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1.　はじめに

アンチセンスや siRNAに代表される核酸医薬品は，こ
れまでに治療法のなかった難治性疾患や遺伝性疾患に対す
る新しい治療手段として注目を集めている．核酸医薬品は
十数から数十塩基長のオリゴヌクレオチドで構成され，化
学合成により製造される．また，「核酸」で構成されるも
のの，天然核酸の使用は限定的であり，そのほとんどに修

飾核酸が含まれている．作用の観点からも，RNAと相補
的に結合する性質があるなど，構造的にも作用様式として
も，核酸医薬品は従来の医薬品にはない新規の性質を有す
る．以上の観点から，核酸医薬品の品質評価についても，
オリゴヌクレオチドに特有の考慮事項が存在すると考えら
れるが，現時点では核酸医薬品に特化した国際的なガイド
ラインは存在しない．
この背景の下，国内では厚生労働省が主導する「革新的
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医薬品・医療機器・再生医療製品実用化促進事業（2012～
2016年度）」において，大阪大学大学院薬学研究科の小比
賀聡教授を中心とする研究班により，「核酸医薬の品質の
担保と評価における考慮事項」が取り纏められた．この成
果は更に，厚生労働省においてパブリックコメント等も考
慮しながら適宜修正が行われ，「核酸医薬品の品質の担保
と評価において考慮すべき事項について（平成 30年 9月
27日付薬生薬審発 0927第 3号）」（以下，考慮事項）とし
て発出された1）．
一方，国立研究開発法人日本医療研究開発機構（AMED）

の医薬品等規制調和・評価研究事業では，規制整備に資す
るウェット研究を推進する研究班〔「アンチセンス医薬品
の品質及び安全性評価に関する研究」班，代表：井上貴雄〕
が 2018年度に立ち上げられた．本研究班（以下，AMED
研究班）では，核酸医薬品の品質・安全性評価法の確立や
審査指針の根拠となるデータの取得が行われており，品質
については，オリゴヌクレオチドの分析手法や不純物閾値
の判断基準など，科学的根拠に基づく知見を上述の考慮事
項に付与するための研究が行われている．更に，日本製薬
工業協会（製薬協）では，AMED研究班の立ち上げに呼応
する形で，「核酸医薬品質評価タスクフォース（以下，核
酸品質TF）」が設置された．核酸品質TFには核酸医薬開
発に関心を持つ 22社が参画しており，AMED研究班と
一体となり，規制整備を目指した活動を行っている．
AMED研究班は，これまで核酸品質TFと共に，考慮
事項及びOligonucleotide Safety Working Group（OSWG）
が 2017年に発表したホワイトペーパー（WP）「Impurities 
in Ol igonucleot ide Drug Substances and Drug 
Products」2）を基に，核酸医薬品の不純物管理の現状と課題
を議論してきた．本稿では，考慮事項及びOSWGのWP
における核酸医薬品の不純物の考え方を低分子医薬品の
ICHガイドラインと比較しながら概説するとともに，
AMED研究班の現時点での考え方についても紹介する．

2.　ICH ガイドラインを踏まえた考察

化学合成で製造される低分子医薬品の不純物は，有機不
純物，無機不純物（元素不純物）及び残留溶媒の三つに分
類される．ICHでは，有機不純物に関するガイドライン
としてQ3A（原薬）及びQ3B（製剤），残留溶媒に関するガ
イドラインとしてQ3C，更に残留金属や無機塩などの元
素不純物に関するQ3Dが発出されている．本稿で対象と

している核酸医薬品の品質を議論するには，特に原薬の品
質制御や品質管理が重要であると考えており，以降は原薬
であるオリゴヌクレオチドに焦点を当てていく．
核酸医薬品の有効成分であるオリゴヌクレオチドは，一
般に固相担体上で伸長反応を繰り返した後に担体から切り
出され，カラムクロマトグラフィー精製，限外ろ過濃縮，
凍結乾燥を経て製造される．各反応工程で生じる不純物は
除去される機会が非常に限られるため，製造工程の最後，
すなわちオリゴヌクレオチド原薬まで残存するものが多
い．また，分子サイズが大きく，性質がよく似た不純物が
含まれやすいため，有効成分と不純物の分離が困難な場合
が多い．そのため，低分子医薬品の品質管理の考え方をそ
のまま適用することが難しい．実際 ICHガイドライン
Q3Aは，オリゴヌクレオチドを原薬とする医薬品を対象
外としている．ICHガイドラインQ3Bには，製剤中の不
純物のうち原薬の分解生成物の管理について記載がある
が，基本的な考え方はQ3Aに従うため，オリゴヌクレオ
チド製剤は対象としていない．このように，オリゴヌクレ
オチドの品質管理に特化した ICHガイドラインは存在し
ていない．一方で，オリゴヌクレオチドが低分子医薬品と
同様に化学合成される点を考慮し，既存のガイドラインに
示されている原則を部分的に適用可能な場合がある
（Table 1）．
残留溶媒及び無機不純物は，核酸医薬品においても製造
中に混入し，残留する可能性のある不純物であることから，
考慮事項並びにWPでは，ICHガイドライン Q3C及び
Q3Dを適用して管理することが望ましいと述べている．
一方，有機不純物については，低分子医薬品と核酸医薬
品では異なる考え方が必要になる．有機不純物は「製造工
程由来の不純物」と「目的物質由来の不純物」に分類され
る．低分子医薬品では製造工程由来不純物及び目的物質由
来不純物のいずれにおいても，ICHガイドラインQ3Aに
従って管理される．しかし，核酸医薬品では製造工程由来
不純物と目的物質由来不純物注1）を区別して，個別に考慮
する必要がある．核酸医薬品における製造工程由来不純物
は，出発物質であるホスホロアミダイト体や脱保護工程で
生じる保護基に由来する不純物などであり，いずれも低分
子化合物であることから，AMED研究班では ICHガイド
ラインQ3Aに従って管理することが妥当と考えている3, 4）．
一方，核酸医薬品における目的物質由来不純物については，
その構造・物性が目的物質に類似していることから ,分離
分析が難しく，既存の ICHガイドラインの適用が難しい

注1）  ICH Q6Bにおいて「目的物質由来不純物」は「製造中や保存中に生成する分子変化体であって，かつ生物活性，有効性及び安全性
の点で目的物質に匹敵する特性を持たないものである」と定義されている．一方，本総説で議論する「核酸医薬品の目的物質由来不
純物」は，構造的要素に着目した分類であり，生物活性，有効性及び安全性の要素は考慮していない．
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場合もあると考える．例えば，WPにおいては原薬に含ま
れる不純物の報告，構造決定及び安全性確認の各閾値につ
いて，分析技術の限界等を考慮し，Q3Aとは異なる独自
の閾値を提案している．
AMED研究班では，核酸医薬品の目的物質由来不純物

に焦点を当て，ICHガイドラインQ3Aに述べられている
化学的及び安全性の両観点から，不純物の分類，分析法及
び管理の考え方について議論してきた．更に，不純物の管
理又は安全性の確認を行う上で，重要な指標となる閾値の
設定についても議論してきたので，次章以降に述べる．

3.　不純物の化学的観点からの考察

3.1　不純物の構造的分類
オリゴヌクレオチドはヌクレオチドを構成単位とする

縮合反応の繰り返しにより連結され，その後，固相担体か
らの切り出し・脱保護工程とそれに続く精製工程を経て製
造される．したがって，合成・切り出し・精製の各ステッ
プにおける不純物の生成経路を把握することで，核酸医薬
品の目的物質由来不純物を合理的に理解することができ
る．これまでに発表されている文献2, 5, 6）を参考に，核酸医
薬品に含まれうる目的物質由来不純物を分類・整理した
（Table 2）．
オリゴヌクレオチドのリン酸構造と関連する不純物と

しては，ホスホロチオアート修飾結合がホスホジエステル
結合に変化した PS→ PO変化体がある．この不純物は，
質量分析において，硫黄原子が酸素原子に変化したことに
由来する 16Da小さい質量を有する化合物として観測され
る．また，亜リン酸結合の酸化反応が不十分な場合，脱保
護工程において脱離したジメトキシトリチル（DMTr）基
と亜リン酸官能基が反応したC-ホスホネート体不純物が
生成することが報告されている7）．更に，合成工程で用い
るジクロロ酢酸中の不純物（トリクロロアセトアルデヒ
ド）がリン酸部位に付加した不純物も報告されている8）．
オリゴヌクレオチドの糖部構造と関連する不純物は，主

として精製工程において生じることが報告されている．

DNAオリゴヌクレオチドにおけるプリン塩基は酸性条件
下で加水分解を受けやすく，プリン塩基が脱離した abasic
不純物を生成する．アデニン塩基が脱離すると 117Da小
さい質量を有する化合物として，グアニン塩基が脱離する
と 133Da小さい質量を有する化合物として，それぞれ観
測される．RNAオリゴヌクレオチドは，2’ 位保護基の脱
保護工程あるいは精製工程において塩基性条件になると，
2’ 位と 3’ 位水酸基間でリン酸ジエステルの交換が起こり，
2’-5’ ホスホジエステル体不純物を生じることがある．こ
の不純物は目的オリゴヌクレオチドと同じ分子量である
が，構造変化に伴い高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
による分離が可能となる．
オリゴヌクレオチドの塩基部位と関連する不純物は，主
に固相担体からの切り出し・脱保護工程において生成する．
DNAオリゴヌクレオチドの場合，汎用されるアンモニア
水による切り出し条件において，リン酸エステルの保護基
である 2-シアノエチル基が脱離して生じるアクリロニト
リルがチミン塩基の 3位窒素原子に付加した結果，シアノ
エチル付加体が不純物として生成することがある．また，
N-ベンゾイル基で保護されたシトシン塩基を含むオリゴ
ヌクレオチドの場合，メチルアミン水溶液を用いて担体か
らの切り出しを行うと，シトシン塩基のアミノ基がメチル
アミノ基に変換した不純物を生成することが知られてい
る．グアニン塩基のイソブチリル保護基は他の保護基と比
較すると加水分解を受けにくいため，残存することでイソ
ブチリル付加不純物が混入することがある．
オリゴヌクレオチドはヌクレオチドの伸長反応により
合成されるため，ヌクレオチド単位で構造変化した不純
物を生じることがある．固相合成における脱トリチル工
程の効率が不十分な場合，本来連結するはずのヌクレオ
チドが導入されず，その結果，ヌクレオチド欠損体（n-1
欠損体等）を生じる．また，縮合反応工程の弱酸性条件に
おいてDMTr基の脱離が副反応として起きると，過剰に
ヌクレオチド伸長が起こり，ヌクレオチド付加体（n+1付
加体等）を生成することになる．このようなヌクレオチド
付加体はグアニン塩基の伸長反応時に生じやすいことが

Table 1 核酸医薬品の ICH ガイドラインに対する考え方 
ICH ガイドライン トピック 国内 海外 

考慮事項 1) ホワイトペーパー2) 

ICH Q1 安定性 適用される 議論されていない 
ICH Q3A* 有機不純物 製造工程由来純物は適用される 
 目的物質由来不純物は部分的に適用される 

閾値の提示なし 独自の閾値を提案 
ICH Q3C 残留溶媒 適用される 適用される 
ICH Q3D 元素不純物 適用される 適用される 

*「オリゴヌクレオチドを原薬とする医薬品は対象としない」と明記されている 
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Table 2 核酸医薬品の目的物質由来不純物の分類 

1. ヌクレオチド間のリン酸構造に関連する不純物 
 

 

 
（その他） 
エチレンホスホジエステル化 
ホスホロジチオエート化 

2. 糖部構造に関連する不純物 
 

 

 
（その他） 
糖部 2’位の O-alkyl and O-alkoxyalkyl 化 
 3’→3’ (5’→5’) 結合体 
ピリミジン糖部 2’位 F 体からの anhydro
あるいは arabino 体への変換 

3. 塩基部位構造に関連する不純物 
 

 

 
（その他） 
ピリミジン変換体  
チミン変換体 

 

 
4. オリゴヌクレオチド鎖中の任意のヌクレオチドが欠損又は付加している構造体に関連する不純物 
 

 

 
 

 

 

（その他） 

鎖間架橋体（塩基部と糖部の架橋構造体） 

アデニンとシトシンの分岐した不純物 

出発物質に由来する不純物 

ヌクレオチド間結合-ヌクレオチド間結合

及び糖-糖架橋体 

 
 

PS から PO への変換体 C-ホスホネート体 トリクロロ 
アセトアルデヒド反応物 

O
O Base

RO

O
O Base

RO
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OCCl Cl
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Abasic 体 2’-5’ホスホジエステル結合体 

O
O

O

OH

O
O Base

O
O Base

RO

P O
OH

O
O

グアニン 
イソブチル付加体  

チミン 
シアノエチル付加体 

シトシン 
メチルアミン付加体 

N

N

O

O

CN

N

NHN

N

O

N
H

O

N

N

NH

O

グアニン変換体 シトシン変換体 アデニン変換体 
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N
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O

CH3

CH3

O

NH2

N
H

N

O

N
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N

O

O

N

N O

N

CH3

O

目的物質 
ヌクレオチド欠損体 

(n-1, n-2, ……) ヌクレオチド付加体 
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知られている．
このように，一般的に生成機構がよく理解されている不

純物は，測定される質量情報から構造推定することが比較
的容易であり，不純物の特性解析において，当該化合物に
特有の試験データが求められることは少ないと考えられ
る．一方，生成機構との関連が明確ではない不純物の場合，
簡便な質量分析だけでは構造決定に足る十分な根拠が得ら
れないケースもあると考えられ，特有の実験データが求め
られる可能性がある．可能であれば，NMR分光法，化学
及び酵素消化，反応モデル系並びに合成による確認など，
不純物の構造を説明する特性解析を適切に組み合わせるこ
とが必要と考える．

3.2　ホスホロチオアート結合の立体異性体
多くの核酸医薬品に用いられているホスホロチオアー

ト結合は，リン原子上の立体化学に起因する異性体混合物
を生じる．ホスホロチオアート結合の立体化学の違いによ
り，相補鎖に対する結合親和性や酵素耐性が変化すること
が知られている．製造パラメータの一つである活性化剤の
種類を変えることで，リン原子上の立体異性体比率が変化
すること9, 10），また，これに伴い，活性発現に関与するタ
ンパク質との親和性が変化することが報告されてい
る10, 11）．これまでに承認されている核酸医薬品において，
リン原子上の立体異性体を不純物とみなす例はないが，核
酸医薬品の有効性を保証するためには立体異性体比率が一
定になるように管理することが重要と考えられる．これに
関して考慮事項では，「立体異性体の分布を評価すること
が技術的に困難な場合には，立体化学に影響を与える製造
工程やパラメータを明らかにした上で，当該製造工程及び
パラメータの一貫性により有効成分の立体異性体分布の恒
常性を説明すべきである」と述べられている．
以上を念頭に，AMED研究班では，立体異性体の具体

的な管理方法について議論した．長鎖のホスホロチオアー
ト修飾オリゴヌクレオチドに含まれる個々の立体異性体を
分離分析することは技術的に極めて困難であるが，2～ 3

量体の短鎖長であればHPLCによる分析が可能となる12）．
これを活用し，例えば 2量体をモデルに，活性化剤の種類，
当量，反応時間・温度等の製造パラメータと立体異性体比
率の関連性を解析すれば，立体化学に影響を与える製造パ
ラメータを特定できると考えられる．これらのデータを取
得した上で，鍵となる製造パラメータの一貫性を示せば，
科学的根拠に基づいて立体異性体の分布の恒常性を説明す
ることが可能であり，立体異性体の管理方法として有用と
考える．

3.3　不純物の分析法
核酸医薬品の開発においては，目的オリゴヌクレオチド
から可能な限り，不純物を分離する手法の開発が求められ
る．核酸医薬品の品質管理に関する論文13, 14）を参考に，オ
リゴヌクレオチドに含まれる不純物の分析手法を整理した
（Table 3）．一般的に用いられている技術としては，キャ
ピラリーゲル電気泳動（CGE）やアニオン交換高速液体ク
ロマトグラフィー（AEX-HPLC）がある．最近では，逆
相イオン対高速液体クロマトグラフィー（RP-IP-HPLC）
技術が普及し，鎖長の違いに基づく分離方法として CGE
に代わって利用されてきている．また，試料を直接イオン
化することができるエレクトロスプレーイオン化質量分析
法（ESI-MS）とHPLCとの組み合わせは有効であり，RP-
IP-HPLC/ESI-MS技術がより一般的に利用されるように
なってきている．一方，二重鎖オリゴヌクレオチドの場合，
それぞれの一本鎖について実施される分析に加えて，二重
鎖オリゴヌクレオチドに混在する過剰な一本鎖及び凝集体
を分離・定量する観点から，非変性条件下における特性解
析を実施することが重要になる．非変性条件下における不
純物の主要な分析方法として，サイズ排除クロマトグラ
フィー（SEC），AEX-HPLC，RP-IP-HPLC及び CGEが
挙げられる．
このように様々な分析法が確立されてきているが，上述
のとおり，核酸医薬品の不純物の多くは物性が類似してい
るため，一般に分離が困難である．また，核酸医薬品は塩

Table 3 一本鎖及び二重鎖核酸医薬品に含まれる不純物の分析手法 
一本鎖核酸 アニオン交換高速液体クロマトグラフィー (AEX-HPLC) 

逆相イオン対高速液体クロマトグラフィー (RP-IP-HPLC) 
キャピラリーゲル電気泳動 (CGE) 
エレクトロスプレーイオン化質量分析法 (ESI-MS) 

二重鎖核酸 非変性 サイズ排除クロマトグラフィー (SEC) 
非変性 アニオン交換高速液体クロマトグラフィー (AEX-HPLC) 
非変性 逆相イオン対高速液体クロマトグラフィー (RP-IP-HPLC) 
非変性 キャピラリーゲル電気泳動 (CGE) 
変性 アニオン交換高速液体クロマトグラフィー (AEX-HPLC) 
変性 逆相イオン対高速液体クロマトグラフィー (RP-IP-HPLC) 
変性 キャピラリーゲル電気泳動 (CGE) 
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基長，修飾核酸の種類や配置等の観点から構造が多様であ
るため，特定の核酸医薬品について最適化された分析法を
他の核酸医薬品に適用することが難しいケースもあると考
えられる．そのため，個々の核酸医薬品の特徴を踏まえて
分析系を最適化し，状況に応じて複数の分析法を組み合わ
せることも有効であると考えられる．また，分離困難な不
純物については，それらを一群として管理する考え方が有
用であり，この場合，不純物プロファイルの一貫性を担保
することが重要である．

3.4　不純物の管理
核酸医薬品は，オリゴヌクレオチドによって構成される

比較的分子量の大きい化合物であるため，原薬に含まれる
全ての不純物を特性解析することは技術的に難しい．そこ
で，特にオリゴヌクレオチドの製造工程において生成する
ことが知られている不純物及びオリゴヌクレオチドの構造
に由来して含まれることが予想される不純物を潜在的な不
純物として想定し，そのうち実際に混入が認められる不純
物について，規格を設定することが推奨される．
一本鎖オリゴヌクレオチドにおいて，n-1欠損体は，固
相合成中の脱トリチル化工程の効率に相関して生成してい
るとする報告があり2, 6），核酸医薬品の原薬中によく見ら
れる不純物である．そのため，多くの一本鎖オリゴヌクレ
オチドの規格では，純度試験の一つとして n-1欠損体の
規格が設定されることが想定される．しかしながら，一般
に n-1欠損体は目的オリゴヌクレオチドと分子量や物性
が似ているため，分離が困難な場合がある．このことから，
できる限りの分離分析ができるHPLC条件の設定が求め
られるが，HPLC/MSを用いた質量差による分離分析法
の適用も考えられる15）．二重鎖オリゴヌクレオチド原薬の
場合，中間体とみなすことができる一本鎖オリゴヌクレオ
チドの製造に伴う不純物に加えて，二重鎖形成時に生じる
可能性のある凝集体や残存する過剰な一本鎖オリゴヌクレ
オチドを考慮する必要がある．これら不純物は目的とする
二重鎖オリゴヌクレオチドとは分子量が大きく異なるた
め，SECを用いた純度試験が適していると考えられる． 
核酸医薬品の製剤の規格は，製剤プロセス中の分解物及

び副生すると考えられる不純物に焦点を当てることから，
主として強制分解試験の結果に基づいて，管理する不純物
を選択することが推奨される．規格の設定には，低分子化
合物と同様に，pH（酸及びアルカリ），温度，光照射など
の条件下で実施された測定データを参考にすることができ
る16）．

3.5　構造決定及び安全性確認の必要な閾値
低分子医薬品の不純物の閾値については，ICHガイド

ラインQ3Aにおいて，「原薬として 1日当たりの摂取量
が 2 g以下の場合，報告の必要な閾値は 0.05％，構造決定
及び安全性確認の必要な閾値はそれぞれ 0.10％及び 0.15％
又は 1.0 mg（いずれもどちらか小さい方）」と設定されてい
る．一方，核酸医薬品についてはQ3Aガイドラインの対
象外であることが明記されている．考慮事項では，ICH
ガイドラインQ3Aに記載されている閾値を核酸医薬品に
適用することは現実的ではないと記されていることから，
現状では開発者が個々に不純物の閾値を適切に設定する必
要がある．今後，統一された閾値が設定されることによっ
て，核酸医薬品の開発が迅速化・効率化することが期待さ
れる．
一方，WPでは核酸医薬品の不純物について，報告の必
要な閾値は 0.2％，構造決定及び安全性確認の必要な閾値
は，それぞれ 1.0％及び 1.5％が提案されている．これは
ICHガイドラインQ3Aに規定された低分子医薬品の場合
よりも高い．ICHガイドライン，考慮事項及びAMED研
究班の閾値に対する考え方の比較をTable 4に纏めた．以
降では，WPにおける閾値の提案根拠を紹介すると共に，
AMED研究班の見解を述べる．
3.5.1　WP における閾値の考え方
報告の必要な閾値の根拠について，WPでは定量下限値

に基づく見解が述べられている．低分子医薬品の場合，不
純物はHPLCで容易に分離され，UV吸光度で検出され
るピークは通常単一成分であり，定量下限 0.02％以下が容
易に達成される．低分子医薬品において設定された報告の
閾値 0.05％は，定量下限値の観点から技術的に判定可能で
あることが考慮されている．一方，核酸医薬品のクロマト
グラム上のピークは，ブロード化する場合がある．これは，
不純物の物性が似ているために一つのピークに複数のオリ
ゴヌクレオチドが含まれることに由来する．特に，ホスホ
ロチオアート修飾オリゴヌクレオチドの場合，目的オリゴ
ヌクレオチドがジアステレオマー混合物であるためにその
傾向が強い．そのため，ベースラインとのシグナルノイズ
比（S/N）が悪くなり，定量下限値が上昇する．HPLCで
十分な分離ができない場合には，検出系としてMSが用い
られるが，MSの定量下限値は一般に 0.1～ 0.3％であり，
UV吸光度を用いた低分子医薬品の定量下限値よりも高く
なる場合もある．実際の定量下限値は分子構造に依存する
が，多くのケースで達成可能と考えられる 0.2％を報告の
必要な閾値として提案されている．
構造決定及び安全性確認の必要な閾値についてWPで
は，製造，分析技術及び安全性の観点から妥当性が述べら
れている．核酸医薬品は固相合成法によって製造され，合
成反応の生成物を精製することなく次の反応が繰り返され
る．そのため，相当な種類と量の分離困難な不純物が混入
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することになり，核酸医薬品の不純物を合理的に管理する
上での制約となっている．
実際，同様の製造法が用いられるペプチド医薬品は，

欧州薬局方 General Monographs 2034 Substances for 
Pharmaceutical Useにおいて，構造決定及び安全性確認
の必要な閾値は 0.5％及び 1.0％と，低分子医薬品の場合よ
りも高い閾値が採用されている．WPでは，核酸医薬品に
おける構造決定の必要な閾値 1.0％は，製造及び分析技術
の観点から管理可能な最小レベルであると主張されてい
る．また，安全性の観点からの妥当性については以下のよ
うに述べられている．
•  オリゴヌクレオチド不純物を 1.0％で管理することは，
1/10の分子量と仮定した低分子医薬品の不純物を
0.10％で管理することと，不純物のモル量に関しては，
ほぼ同等となること
•  目的オリゴヌクレオチドと構造が類似する不純物は，毒
性発現も類似すると推測されること
•  5％程度の目的物質由来不純物を含む目的オリゴヌクレ
オチドの非臨床安全性評価データからは，不純物に起因
する毒性は認められていないこと
低分子医薬品の安全性確認の閾値については，構造決定

の閾値の 1.5倍に設定されていることから，核酸医薬品に
ついても同様に，構造決定の閾値（1.0％）の 1.5倍に当た
る「1.5％」を安全性確認の必要な閾値として提案している．

3.5.2　AMED 研究班における閾値の考え方
報告の必要な閾値については，分析技術上の制約（定量
下限値）を考慮するとともに，安全性確認の閾値及び構造
決定の閾値よりも十分に低いことが重要であると考えてい
る（Fig. 1）．定量下限値について，LCによって分離可能
な不純物の場合，ピークがブロード傾向となるホスホロチ
オアート修飾オリゴヌクレオチドを含め，UV測定で定量
下限 0.3~0.5％程度の確保が可能であると考える．一方，
LCのみで分離できない不純物は LC/MSを用いて質量差
により分離分析することが想定されるが，MSでは不純物
のイオン化効率や分析装置・条件の違いによって定量下限
が変動するため，一律に下限値を設定することは困難と考
えている．以上の見解から，WPで提案された閾値 0.2％
を支持するには至っていない．
WPで示された構造決定及び安全性確認の必要な閾値

（それぞれ 1.0％及び 1.5％）は，LC-UV/MSにより技術的
に達成可能なレベルであることから，技術的な観点におい
て提案された閾値については支持できる．一方で，安全性
確認の閾値を議論するにあたっては，安全性評価に関する
科学的な根拠が必要になる．しかしながら，目的物質由来
不純物の安全性に関するデータの議論が十分になされてい
ない現状において，AMED研究班として，安全性確認に
必要な閾値（1.5％）の妥当性についての結論は得られてい
ない．
これまでの議論から，AMED研究班では，安全性評価

Table 4 閾値に対する考え方の比較 
閾値 ICH Q3A 考慮事項 1) ホワイトペーパー2) AMED 研究班の見解 
報告の必要な

閾値 
0.05% － 0.2% － 
－  ICH Q3A の閾値を適用す

ることは現実的ではない 
 類縁物質又は類縁物質群

として管理できる 

 定量下限値に基づく提案 定量下限を一律設定するこ

とは困難 
安全性確認の閾値及び構造

決定の必要な閾値よりも十

分に低いことが必要 
構造決定の 
必要な閾値 

0.10% － 1.0% － 
－  ICH Q3A の閾値を適用す

ることは現実的ではない 
固相合成法における品質管理

可能なレベル 
  欧州薬局方で規定されたペプ

チド医薬品における閾値を考慮 
モル量換算で低分子医薬品の

不純物と同程度 
主薬との構造の類似性や既報に

よる不純物の毒性リスクを考慮 

LC-UV/MS により技術的に

達成可能なレベルである 
適切に設定された安全性確

認の閾値よりも十分に低い

こと及び不純物の管理戦略

が適切に構築されているこ

とが必要 

安全性確認の

必要な閾値 
0.15%又は1.0 mg － 1.5% － 
－  ICH Q3A の閾値を適用す

ることは現実的ではない 
 主要な代謝物と同一の構造

は安全性が確認されたもの

と考える 
 安全性試験や臨床試験を通

じて閾値が設定される 

低分子不純物の安全性確認の

必要な閾値は構造決定の必要

な閾値の 50%高く設定され

ていることに準じる 

 主薬の安全性評価データの

不純物含量から閾値を設定

する 
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を実施したオリゴヌクレオチド原薬の不純物含量を考慮し
て，安全性確認の閾値を設定することを基本的な考え方と
している．例えば，不純物含量が多いオリゴヌクレオチド
原薬を用いた非臨床試験の安全性評価データを考慮した上
で，暫定的な閾値を設定して開発を進める．そして，製造
数を重ね，開発期間を通じて安全性が確認できた不純物含
量も踏まえた上で，最終的な安全性確認の閾値を設定する
方法が考えられる．一方で，開発期間において未知の不純
物が発生するごとに安全性確認を行うことは費用的にも期
間的にも負担が大きいために，一律の閾値設定を望む意見
も多い．現在のところ ,核酸医薬品は低分子医薬品と比較
して臨床実績が少ない．閾値を一律に設定するためには，
より多くの核酸医薬品で実績を積むとともに，データに基
づいた不純物の安全性に関する議論が必要であろう．
現在，AMED研究班では，目的物質由来不純物の混入
がどの程度安全性に影響を与えるか検討を進めている．具
体的には，あるアンチセンス核酸（n塩基長：原薬に相当）
に対して，強い肝毒性を誘導することが分かっている別の
アンチセンス核酸（n-1欠損体：不純物に相当）を様々な
割合で意図的に混入させ，n-1欠損体による遺伝子発現変
動や毒性発現がどの程度観察されるかを細胞並びに動物個
体を用いて解析を進めている．このように，ワーストケー
スを念頭に，不純物の混入率と生体への影響の関連を詳細
に検証することで，安全性確認の閾値を考察する上で有用
な科学的根拠が得られると考えている．

4.　安全性に基づく不純物の考察

ICHガイドラインQ3Aの考え方は，安全性が実証され
た以上の不純物量を患者に曝露すべきではないという基本
原則に基づいている．したがって，不純物の規格値につい

ては，安全とみなされるレベルを超えない数値を設定する
必要があり（Fig. 1），この基本原則は核酸医薬品にも当て
はまると考えられる．第 3章で触れたように，WPでは核
酸医薬品の不純物の構造決定及び安全性確認を行う閾値を
提案している．更に，不純物の安全性を考察する目的で，
不純物構造に基づき四つのクラスに分類し，それぞれのリ
スク評価の考え方を提案している（Table 5）．以降では，
WPに記載されている核酸医薬品の不純物のクラス分類の
考え方について紹介すると共に，AMED研究班で議論し
た内容を述べる．

4.1　WP における不純物クラス分類の考え方
クラスⅠ不純物は，目的オリゴヌクレオチドの主要代謝
物と同じ構造を持つ不純物である．例えば，目的オリゴヌ
クレオチドの末端から数塩基が欠損した不純物は，生体内
でヌクレアーゼを介して生成する主要代謝物と構造的に同
等と考えて良いと思われる．また，生体内で切断されるよ
うに設計されたリガンドコンジュゲート型オリゴヌクレオ
チド（オリゴヌクレオチドの末端に脂質や糖などの低分子
化合物が付加された核酸医薬品）に含まれる「リガンドが
脱離したオリゴヌクレオチド」は，生体内で生じる主要代
謝物と同じ構造を持つ不純物と考えることができる．二重
鎖オリゴヌクレオチドに含まれる過剰な一本鎖オリゴヌク
レオチドは，二重鎖オリゴヌクレオチドを生体に投与した
際に細胞内で生じる可能性が高い不純物である．以上に例
示した不純物については，目的オリゴヌクレオチドの非臨
床安全性試験を行う際に，不純物の安全性についても評価
していると考えることができる．したがって，クラスⅠ不
純物ついては別途，安全性試験を行う必要はないと考えら
れる．
クラスⅡ不純物は，自然界に存在するオリゴヌクレオチ
ドの構造要素のみを含む不純物である．例としては，ホス
ホロチオアート修飾結合がホスホジエステル結合に変化し
た PS→ PO変化体やヌクレオチド間結合の移動により生
成する 2’-5’ 結合した RNA不純物が挙げられる．これら
の構造要素は生体内に存在するため，構造に由来する安全
性懸念は低く，通常，安全性試験は必要ないと考えられる．
クラスⅢ不純物は，目的オリゴヌクレオチドの配列が変
化した構造を有する不純物であり，代表的な例として n-1
欠損体や n+1付加体が挙げられる．また，塩基の脱アミ
ノ化によりシトシン（又は 5-メチルシトシン）がウラシル
（又はチミン）に置き換わったオリゴヌクレオチドもこの
クラスに分類される．これらの不純物では塩基配列が変化
するため，標的 RNA以外の RNA鎖と相補結合する可能
性があるが，一般にその混入量は薬理学的影響も有さない
ほど低いものである．したがって，個々の不純物は安全性

Fig. 1　 安全性確認済みのレベル，規格値，安全性確認及び
構造決定の必要な閾値，報告の必要な閾値の関係

Fig.1 安全性確認済みのレベル，規格値，安全性確認及び構造決定
の必要な閾値，報告の必要な閾値の関係
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確認の必要な閾値より十分に低いレベルで存在するため，
安全性評価は必要ないと考えられる．
クラスⅣ不純物は，目的オリゴヌクレオチド又は自然界

に存在するオリゴヌクレオチド中には存在しない構造要素
を含むものである．安全性確認の必要な閾値を超える規格
値を設定することが望ましい場合には，非臨床安全性試験
において不純物の安全性を評価することが推奨される．

4.2　AMED 研究班における不純物の考え方
上述のとおり，WPでは核酸医薬品の不純物を構造と安
全性の観点から四つのクラスに分類している．WPで述べ
られているように，目的オリゴヌクレオチドの主要代謝物
と同じ構造を持つ不純物（クラスⅠ）や自然界に存在する
オリゴヌクレオチドの構造要素のみを含む不純物（クラス
Ⅱ）については，安全性上のリスクは低いと考えられるが，
含有量が安全性確認の必要な閾値を超える場合や生体に内
在的に存在する量と比べて明らかに高値の場合は，安全性
を考慮する必要があると考える．その際，実測値に基づく
定量的な考察が望まれるが，考察するにあたり有用な文献
等があれば，これを参照しても良いと考える．
クラスⅢに分類される n-1欠損体や n+1付加体は，物

性が類似し，分離困難なケースが多いため，不純物群とし
て管理することが有用と考えられる．この場合，群に含ま
れる成分の一貫性を説明できるように特性解析を行うとと
もに，適切に製造工程の管理を行う必要がある．WPでは，
n-1欠損体等が目的オリゴヌクレオチドとは異なる RNA
鎖に結合する可能性はあるものの，不純物群として安全性
確認の必要な閾値（1.5％）を超えない範囲で管理できれば，

個々の不純物は閾値より十分に低いレベルでしか存在しえ
ないため，通常は安全性評価は不要としている．AMED
研究班としては，不純物群に含まれる個々の不純物を定量
的に管理することが困難であるが故に不純物を群として管
理することを考慮すると，不純物群としての含有量が安全
性確認の閾値を超える場合は，例え個々の不純物の含量が
当該閾値より低いと見込まれる場合であっても，不純物群
として安全性の確認が必要と考える．
以上を踏まえると，非臨床試験及び臨床試験に用いた原
薬及び製剤の不純物を群として管理し，安全性が確認され
た不純物群の含量を基に，規格値として設定することが現
実的に実施可能な不純物管理になると考えられる．この場
合の安全性評価には，ICHガイドラインQ3A/Bの考え方
が参照できる．
最近，臨床開発が行われている核酸医薬品には，生体内
での安定性改善あるいは標的組織への送達効率を向上させ
るための様々な化学修飾が施されていることが多い．その
ため，不純物にも天然核酸に存在しない構造要素が多く含
まれており，複数の不純物を群として管理する考え方が適
用されると，必ずしもWPが提唱するクラス分類に当て
はまらないケースが増えてくると考えられる．例えば，糖
部 2’ 位を修飾したヌクレオシドを有するオリゴヌクレオ
チドの場合，目的オリゴヌクレオチドの n-1欠損体不純
物と 2’ 位修飾ヌクレオシド構造に関連する不純物が同じ
保持時間を示し，群として管理される可能性が生じる．こ
のようなタイプの不純物群は，クラスⅢとⅣの両方の要素
を含むことになる．この場合，単純なクラス分類に基づい
て安全性評価の有無を判断できないと思われることから，

Table 5 ホワイトペーパーにおける不純物のクラス分類及びリスク評価 

不純物のクラス 構造例 リスク評価 

クラス I 
目的オリゴヌクレオチドの主要代謝

物と同じ構造をもつ不純物 

目的オリゴヌクレオチドの 3’又は 5’末端か

ら複数のヌクレオチドが欠損した不純物 
コンジュゲートされたオリゴヌクレオチド

に含まれる非コンジュゲートオリゴヌクレ

オチド 
二重鎖オリゴヌクレオチドを構成する過剰

な一本鎖オリゴヌクレオチド 

構造的に主要代謝物と同一である可能性

が高く，非臨床安全性試験の際に安全性

を確認できるため，追加の安全性試験は

必要ない 
生体内に存在する可能性が高いため，安

全性を評価する必要はない 

クラス II 
自然界に存在するオリゴヌクレオチ

ドの構造要素のみを含む不純物 

ホスホロチオアート修飾オリゴヌクレオチ

ド中のリン酸ジエステル型オリゴヌクレオ

チド不純物 
2’→5’型で結合した RNA 鎖 

構造要素は内因的に存在し，安全上の懸

念はなく，通常は安全性試験を追加する

必要はない 

クラス III 
目的オリゴヌクレオチドの配列変異

体である不純物 

n-1 欠損体 
n+1 付加体 
核酸塩基の脱アミノ化不純物 (C→U 変異

体) 

一般的に個々の不純物の含有レベルは薬

理学的影響を与えないほど低い 
閾値より十分に低い場合は，安全性確認

試験は必要ない 
クラス IV 
目的オリゴヌクレオチド又は天然オ

リゴヌクレオチドに存在しない構造

要素を含有する不純物 

未脱保護体 
シアノエチル付加体 
構造未知の不純物 

規格値が安全性の閾値を超える場合は，

安全性評価を推奨する 

 

 



［関口ら：核酸医薬品に含まれる不純物の管理に対する考え方］

20　　医薬品医療機器レギュラトリーサイエンス　 Vol. 51 No. 1（2020）
本誌掲載記事の無断転載・翻訳を禁止します．また，無断複写・複製は著作権法上の例外を除き禁止されています．

クラス分類に固執することなくケースバイケースの考え方
は重要になると考える．

4.3　 AMED 研究班における目的物質関連物質の 
考え方

タンパク質性医薬品は，細胞のタンパク質合成系を製造
に利用していることから，糖鎖付加等の翻訳後修飾を受け
た多様な分子種の混合物になる可能性がある．これらの化
合物には生物活性があり，その存在が医薬品の安全性及び
有効性に悪影響を及ぼさないこともある．このような性質
を示す化合物は，ICHガイドラインQ6Bにおいて「目的
物質関連物質」の考え方を適用し，「製造中や保存中に生
成する目的物質の分子変化体で，生物活性があり，製品の
安全性及び有効性に悪影響を及ぼさないもの．これらの分
子変化体は目的物質に匹敵する特性を備えており，不純物
とは考えない」と定義されている．この考え方と関連して，
考慮事項には，「類縁物質の構造から一定程度の薬理学的
な活性が期待され，有効性を保証する上で意味のある量が
原薬中に含まれる場合には，必要に応じて当該類縁物質に
ついて生物学的な活性を含む特性解析を実施し，有効性へ
の影響について検討しておくべきである」との記載があ
る．これまで述べてきたように，核酸医薬品の原薬には，
分子量や物性が類似している多様な類縁物質が含まれてお
り，これらの類縁物質の有効性に及ぼす影響を考慮するこ
とで適切な品質管理戦略が可能になると考えられる．
以上の観点から，AMED研究班において，オリゴヌク
レオチド類縁物質を「目的物質関連物質」として管理する
ための要件について議論を行っている．現状では，以下の
条件を満たす類縁物質については，目的物質関連物質とし
て取り扱うことが適切な場合もあると考えている．
•  目的オリゴヌクレオチドと同程度の薬理活性を有して
いることが想定される
•  不純物構造を有するオリゴヌクレオチドについて安全
性評価を実施した結果，当該構造に安全性上の懸念がな
いことが確認される
•  頑健な製造工程を構築することで，当該不純物の含有量
について一貫性を担保できている
以上を念頭に，siRNA医薬に含まれうる目的物質関連

物質の可能性を考察した．センス鎖とアンチセンス鎖が相
補結合した二重鎖オリゴヌクレオチドで構成される
siRNAは，細胞内に取り込まれた後，センス鎖とアンチ
センス鎖が解離し，アンチセンス鎖が標的mRNAと結合
し，RNA分解を引き起こす．すわなち，直接薬効に寄与
するのはアンチセンス鎖である．siRNAに含まれる不純
物として，完全長のアンチセンス鎖と n-1欠損体のセン
ス鎖からなる二重鎖オリゴヌクレオチドが考えられる．こ

の不純物は，目的とする siRNAと物性並びに分子量が非
常に似ているため，非変性条件下の SEC分析において，
分離分析することは極めて困難である．一方，上述のとお
り siRNAの薬効に直接寄与するのはアンチセンス鎖であ
るため，センス鎖の鎖長が数塩基程度短くなっても，有効
性が維持される傾向にある17）．
これまでの報告例を考慮すると，センス鎖長が短い二重
鎖の不純物群を目的物質関連物質とみなせる可能性があ
り，siRNA含量を過大に見積もる懸念がなくなると考え
られる．しかしながら，タンパク質性医薬品の不純物管理
の考え方を核酸医薬品に適用するには，それぞれの医薬品
の特性を考慮した慎重な議論が必要であろう．前述した要
件を満たすための適切な評価方法や考慮事項に記載がある
「一定程度の薬理学的な活性や有効性を保証する上で意味
のある量」など，不純物群を目的物質関連物質とみなすた
めに必要な要件について，現在も議論を継続している．

5.　おわりに

厚生労働省発出の考慮事項，並びにOSWG発出のWP
の記載内容を紹介すると共に，AMED研究班で議論した
核酸医薬品の不純物（特に，目的物質由来不純物）の管理
に関する考え方を述べてきた．
核酸医薬品の合成から精製に至る各工程の理解を深め
ることで，オリゴヌクレオチド不純物を構造に応じて分類・
整理することが可能になる．また，不純物同士の物性が似
ていることが多いため，一般に分離分析は困難になるが，
不純物分類の考え方に基づいた群管理によって，品質の一
貫性を担保することが可能になる．一方，不純物の管理戦
略を考える上で重要となる構造決定の閾値及び安全性確認
の閾値については，低分子医薬品と同様に一律の閾値設定
が望まれる．WPで示された考え方は参考にできる点が多
い．しかし，現時点では核酸医薬開発の実例・経験が少な
いこと，また科学的根拠に乏しい点が多くあることから，
WPの考え方を適用する場合には慎重に考慮する必要があ
る．AMED研究班で取得しつつある不純物の安全性に関
する科学的データのみならず，核酸医薬の承認例が増え，
市販後の安全性情報が蓄積されれば，経験則として閾値設
定についてコンセンサスが得られるのではないかと考え
る．それまでは，核酸医薬品の製造工程や不純物の安全性
への理解を深めながら，ケースバイケースの対応が必要で
あろう．そして，独立行政法人医薬品医療機器総合機構
（PMDA）との薬事相談を活用して不純物管理に関する議
論を行いながら，核酸医薬品の開発を進めていくことも重
要であろう．今回紹介した核酸医薬品の不純物管理に対す
る考え方が，わが国の核酸医薬品開発の一助になることを
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期待する．

おことわり
　本稿はAMED医薬品等規制調和・評価研究事業「アンチセ
ンス医薬品の品質及び安全性評価に関する研究」班における現
在の見解を示したものである．PMDAの職員が共著者に含まれ
るが，PMDAの公式見解を示すものではない．
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