
37

1．はじめに
バイオ医薬品は，微生物や哺乳動物細胞等の宿主細胞

に目的物質の遺伝子を導入して強制的に発現させること
により製造されるため，不純物として宿主細胞由来タン
パク質（HCP）を考慮する必要がある．HCPは，宿主
細胞が産生するタンパク質の混合物で，測定方法による
が，精製前の工程で数百種類以上検出される．通常，ほ
とんどのHCPは，精製工程で除去されるが，僅かに残
留することがある．バイオ医薬品に残留したHCPは，
免疫反応を引き起こすだけでなく，抗薬物抗体を誘導す
るアジュバント様作用を持つ可能性がある．また，酵素
活性を持つHCP が，目的物質や製剤の処方成分を分解
することで，安定性に影響する場合がある．したがっ

て，バイオ医薬品の製法開発において，各精製工程の
HCP 除去能力や原薬のロット分析によりHCPが恒常的
に除去できていることを検証する必要がある．また，製
造において，工程内試験や原薬の純度試験を設定するこ
とにより，適切にHCP 量を管理する必要がある1）．

標準的なHCP 試験法は，酵素免疫測定法（ELISA）
が用いられている．また，近年，従来のHCP測定法を
補完しうる重要な分析技術として，液体クロマトグラ
フィー-タンデム質量分析（LC/MS/MS）を用いたプロ
テオミクスの応用が検討されている．

本稿では，標準的なHCP測定法をはじめ，開発中の
代表的なHCP分析技術の現状と課題について概説する．

2．代表的なHCP分析技術
2.1　HCP-ELISA2-4）

原薬のHCP残留量は，目的物質1 mgあたりナノグラ
ムのオーダー未満となることが目安とされており，大量
の目的物質中の複数のHCP種を測定することは容易で
ない．ELISAは，この測定が可能な分析技術であるが，
数百種類の各HCP種に対するELISAを個別に確立する
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調製したHCPを抗原とする抗HCP抗体を用いたHCP-
ELISAを「製品特異的試験法」として確立することが
望ましい．

バイオ医薬品の精製工程の開発において，残留HCP
を限りなく減らす条件が検討されるため，原薬の段階で
はHCP-ELISAの定量下限に到達することもある．定量
下限となった場合，通常，高度に精製されていると考え
られるが，HCP-ELISAの場合，抗体の性能に依存した
測定漏れが生じた結果，残留量を過小評価する可能性に
留意する必要がある．
2）HCP-ELISAに用いる抗HCP抗体の評価

HCP-ELISAで測定漏れが発生する原因として，各
HCP種の抗原量や免疫原性に差異に加え，免疫に用い
る動物の個体差によって，各HCP種に対する抗体の産
生に差異が生じる．したがって，HCP-ELISAに用いる
抗HCP抗体の性能について，抗原カバー率を評価する
必要がある．

抗HCP抗体のカバー率は，二次元電気泳動とウエス
タンブロットを用いる手法（2D-WB法）が標準的な評
価法として採用されており，日本薬局方の参考情報に指
針が示されている1）．2D-WB法は，HCPを二次元電気
泳動法で分離した後，ゲルの総タンパク質染色と抗HCP
抗体を用いたウエスタンブロット染色で得たスポットパ

ことは実務上現実的ではない．そこで，全てのHCP種
をまとめて測定するELISA（HCP-ELISA）が，標準的
なHCP測定法として採用されており，日本薬局方の参
考情報に指針が示されている1）．
1）測定方法の確立

HCP-ELISAを実施するためには，バイオ医薬品に混
在すると考えられる全てのHCP種を抗原として動物に
免疫することで，全てのHCP種と反応するポリクロー
ナル抗体を調製する必要がある．例えば，CHO細胞を
宿主細胞として分泌タンパク質として目的物質を生産す
る場合は，目的物質の遺伝子を導入していないCHO細
胞の培養上清に含まれるタンパク質を抗原とする．ま
た，この抗原を標準物質とし，得られた抗HCPポリク
ローナル抗体を捕捉抗体及び検出抗体としてサンドイッ
チELISAを確立する（図 1 ）．

新たにHCP-ELISAを確立するためには，数ヶ月から
年単位の準備期間を要するため，CHO細胞や大腸菌な
ど開発済の測定キットが入手可能である場合は，開発初
期の製法開発において，「汎用試験法」として活用され
ている．ただし，製造に用いる宿主細胞（亜株など）や
培養条件（培養液，温度，期間）の違いによって，抗原
のプロファイルに差異が生じる可能性があるため，概ね
臨床試験に移行する段階までには，製造と同様の条件で

図 １ 　HCP-ELISAの模式図

図 2 　2D-WB法による抗原カバー率の評価
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経路，投与量，投与頻度，対象疾患など，様々な要因が
HCPに起因する有害事象の発生に影響すると考えられ
る．したがって，HCPの限度値を一律に設定すること
はできず，具体的な限度値は公式に提示されていない．

HCPの限度値については，製造工程や原薬における
除去状況の一定性が確認され，医薬品の安定性に影響が
ないことや臨床において有害事象と関連しないことが裏
付けられた場合，それらの試験に用いた製造ロット等の
HCPの測定値に基づいて個別に設定する必要がある．

一方，目的物質 1 mg当たりHCP含量が100 ng未満
（100 ppm，あるいは，100 ng/mgと記載される）であ
ることが精製方法の妥当性を裏付ける根拠として説明さ
れることがある6）．引用を繰り返されるなど，根拠が不
明なケースもあるが，Eatonの論文7）が発端となってい
る よ う で あ る． こ の 総 説 で は，「 検 出 感 度 が １～
100 ppmである」との記述に留まっており，「限度値と
し て10 ppmを 目 標 と す べ き 」 と 明 記 さ れ て い る．

「100 ppm」は，公知のように扱われているが，同一の
試料であっても，測定方法や測定条件によって測定値は
一定ではないことを踏まえると，精製工程を開発する際
の目安に過ぎず，HCPの有効性・安全性に対する影響
を排除する根拠とはならない．

2.2　LC/MS/MSを用いたHCP分析技術
HCP-ELISAは，全体の除去状況を把握できる有用な

測定手法であるが，個々のHCP種の含量は測定できな
い．また，個々のHCP種に対するレスポンスは低いた
め，残留したHCP種が少なくなった場合，過小評価さ
れることがある．さらに，すべてのHCP種がカバーで
きていないため，測定漏れが生じうることも想定され
る．このような背景から，LC/MS/MSを用いたタンパ
ク質の同定解析技術，定量解析技術を，HCP-ELISAを
補完する有用なHCP分析技術として応用することが提
案されている．
1）LC/MS/MSを用いたHCP分析技術の特徴

LC/MS/MSを用いたHCP分析技術は，プロテオミク
スで培われた解析技術を応用して実施されている．プロ
テオーム解析技術を用いることで，多種多様のHCPを
一回の測定で網羅的に同定することや定量することが可
能である．ただし，インタクトの状態での解析ではな
く，トリプシンなどの消化酵素を用いて断片化されたペ
プチドを解析し，そのデータからタンパク質の存在や含
量を推定する技術であることを理解しておく必要があ
る．また，ペプチドの同定には，解析対象となるHCP
等の一次構造のデータベースが必要である．
2）試料調製方法

プロテオーム解析技術は，数千種類のタンパク質の混

ターンを比較し，総タンパク質染色のスポット数に対す
るウエスタンブロットで検出されたスポット数の割合を
抗原カバー率として算出する（図 2 ）．

カバー率は高いことが望ましいが，下限値は設定され
ていない．実際，全てのHCPに対する抗体を漏れなく
検出することが可能なポリクローナル抗体を作製するこ
とは容易でないが，カバーされるHCPの電荷や分子量
について，特定の範囲に漏れがないことを確認すること
で，全体の除去状況を推定することが可能な抗体である
と判断する場合もある．

2D-WB法の原理的な課題として，HCPが還元剤と
SDSで変性されているため，ネイティブなHCPを測定す
るHCP-ELISAとは抗体の反応性が異なる可能性に留意
が必要である．一方，ネイティブなHCPに対する抗体
反応性を評価することが可能な手法として，抗HCP抗
体を固定化したカラムを用いて抗HCP抗体結合性HCP
を回収し，2D法で比較する分析技術も提案されている
が，結合力が強い抗体に結合したHCPが回収されない
可能性が指摘されている．

現在，抗HCP抗体の新しい評価法として，LC/MS/
MSを用いたプロテオーム解析技術の応用が期待されて
おり，2.2の3）において記述する．
3）HCP-ELISAのバリデーション

HCP-ELISAのバリデーションは，HCP標準物質を用
いた直線性，定量範囲，真度，精度といった分析法バリ
デーションに準じて実施する．HCP-ELISAにおいては，
これらの項目に加えて，試料の「希釈直線性」の検討が
重要である．

通常のELISAでは，試料の希釈率に関わらず定量範
囲内の測定値であれば定量値が一定となるが，定量上限
を大きく超えた場合，フック効果による測定値の低下が
生じることがあるため，試料の希釈直線性を評価する必
要がある．一方，HCP-ELISAにおいては，定量範囲内
で低い測定値であっても，希釈率によって算出される定
量値が一定とならない場合があり，原薬など，精製され
た試料で生じやすいことが知られている．複数のHCP
種を同時に測定するHCP-ELISAに特有の現象で，各
HCP種に対する抗体量が十分でないことに起因するも
のと考えられている．したがって，HCP-ELISAを用い
た試験法を設定する場合は，測定対象となる試料につい
て，希釈直線性が得られる希釈倍数の範囲をあらかじめ
確認し，適切な希釈倍数と測定値の算出方法を手順書に
定めておく必要がある．
4）HCP-ELISAにおける測定値の考え方

残留HCPは，培養工程や精製工程の違いでプロファ
イルが異なること，HCP-ELISAの抗HCP抗体の性能に
依存して測定値は容易に変動しうること，さらに，投与
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ルキル化を実施するが，インタクト消化法は，消化後に
還元アルキル化を実施する．また，通常の消化条件で
は，IgGが部分的に消化されるため，酵素量や消化時間
を削減するなど，最適化が検討されている．

ただし，IgGと同様に，一部のHCP種は消化に対して
抵抗性であること確認されており，これらのHCP種は
インタクト消化法で検出されにくい．また，インタクト
消化法では多くのHCP種は不完全な消化となるため，
元のHCP含量を適切に反映しないことや，酵素活性，
温度，時間の影響で変動しやすいことが確認されており
留意が必要である．

インタクト消化法は，上記のような懸念があるが，目
的物質の排除法のような前処理工程がなく，簡便な手法
であるため，全体のHCPの除去状況をモニタリングす
る場合など，目的によっては極めて有用であると考えら
れる．
3）LC/MS/MSを用いた抗HCP抗体の評価への応用

抗HCP抗体は，動物に免役して血清から調製するた
め，一定期間ごとに再調製することが必要となる場合が
ある．免疫に用いる動物の個体差によって，ロット間で
HCP-ELISAのレスポンスに差異が生じることがあり，
同等性の評価が必要である．通常，2D-WB法を用いて，
スポットの類似性の比較に留まっていた．

2.1の2）において，抗HCP抗体の評価法について記述
したが，抗HCP抗体結合性HCPをLC/MS/MSを用いて
同定・定量する新しい抗HCP抗体評価技術も開発され
つつある．これまでに様々な除去処理条件が提案されて
いるが，コンセンサスが得られた条件はなく，現在も研
究開発が続いている．我々がAMED 創薬基盤推進研究
事業の研究班で実施している成果の一部を紹介したい．
この方法の特長は，実際のHCP-ELISAでの測定条件で

合物について，各タンパク質を同定し定量することが可
能であり，HCPの分析技術として応用することについ
て，特段の技術的課題はないものと可能と考えられてい
た．しかしながら，原薬に残留するHCP量に対し，目
的物質は数万から数百万倍量であるため，質量分析にお
けるイオン化が抑制される現象（イオンサプレッショ
ン）が発生することで，測定値を著しく低下させること
が明らかになっている．したがって，微量の残留HCP
を適切に測定するためには，目的物質に由来するペプチ
ドを減らすことが有効であり，いくつかの試料調製条件
が提案されている．
A. 目的物質の排除法

いわゆる免疫沈降法に代表されるように，目的物質に
対する抗体を用いることで，目的物質を特異的に排除す
ることが提案されている．また，抗体医薬品であれば
Protein Aなど，目的物質に対する親和性を有する物質
を用いることもできる．

ただし，残留HCPが極めて微量であるため，除去処
理操作における非特異的吸着により，HCPが減少する
ことがある．また，弱いながらも目的物質に親和性を有
する一部のHCP種は，精製工程で目的物質に乗って残
留することからヒッチハイカーHCPと呼ばれており，
除去処理操作の際，目的物質とともに排除される可能性
に留意する必要がある．これまでに様々な除去処理条件
が提案されているが，コンセンサスが得られた条件はな
く，現在も研究開発が続いている．
B. 目的物質の消化抑制法

抗体医薬品に限定される方法であるが，IgGが構造的
に強固であり，未変性ではプロテアーゼ消化に対して抵
抗性である特徴を生かしたインタクト消化法が提案され
ている．通常，確実に消化させるたに，消化前に還元ア

図 3 　抗HCP抗体のロット間の比較
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活用を推進する必要がある．
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プレートに結合するHCPを試料とし，LC/MS/MSを用
いて同定・定量を行っていることである．その結果，モ
デルとして用いた二つのロットについて解析された各
HCP種の相対定量値の相関を示すことで，個々のHCP
種に対する抗体の反応性の同等性が示せることが確認さ
れた（図 3 ）．

3．品質及び有効性・安全性に及ぼすHCP種
これまでに，HCPがバイオ医薬品の品質及び有効性・

安全性に及ぼす影響について，免疫原性が高いHCPや，
目的物質や製剤の成分を分解しうるHCPに関する知見
が蓄積されてきており，リスクの高いHCP（problematic 
HCP）としてリスト化されている7）．

免疫原性が高い HCPとしては，Phospholipase B-like 
2 （PLBL2），Clusterinなどが報告されている8, 9）．これ
らのHCPの残留が懸念される場合は，臨床試験におい
て，抗HCP抗体，抗薬物抗体や中和活性の誘導などに
ついてモニタリングし，有害事象の発生に留意すべきで
ある．

目的物質の分解に関わる代表的なHCPとしては，
Cathepsin Dなどのプロテアーゼがあり，目的物質を分
解して薬効を低下させるだけでなく，凝集体の形成を惹
起することで免疫原性を生じさせることが懸念されてい
る10）．また，Lysosomal phospholipase A2などのリパー
ゼは，製剤に添加されている界面活性剤であるポリソル
ベートの加水分解で遊離脂肪酸を生じ，凝集体の生成を
惹起するため，バイオ医薬品の安定性に影響する11）．

Problematic HCPは，製法開発の段階で十分に除去さ
れていることが望ましいことは論を待たない．また，
ELISAやLC/MS/MSを 用 い たHCP分 析 技 術 で，
Problematic HCPを個別に測定することも可能である．
ただし，Problematic HCPでさえ許容される基準値は設
定されていないため，測定結果の解釈が課題となってい
る．免疫原性に関わるHCPについては，知見を積み重
ねることで，一定の目安を設定する議論が可能となるこ
とを期待したい．一方，リパーゼ類による製剤の安定性
に関する課題については，実験による検証が可能な事象
であるため，今後具体的な評価結果に基づいた限度値の
設定が可能となるものと期待される．

4．おわりに
現在，LC/MS/MSを用いたHCP分析技術は開発途上

であり，HCP-ELISAに替わるHCP試験法として実装す
るためには，更なる検討が必要である．一方，現時点の
測定技術レベルであっても，HCP-ELISAを補完する情
報を得ることは可能で，今後，技術指針を提示するなど，




