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事 務 連 絡

平成 24年 12月 14日

各都道府県衛生主管部 (局)薬 務主管課 御 中

厚生労働省医薬食品局審査管理課

「抗体医薬品の品質評価のためのガイダンス」に関する質疑

応答集 (Q&A)に ついて

「抗体医薬品の品質評価のためのガイダンス」については、平成 24年

月 日 付け薬食審査 号 厚生労働省医薬食品局審査管理課長通知にて通知

したところですが、今般、「抗体医薬品の品質評価のためのガイダンス」に

関する質疑応答集 (Q&A)を 別添のとおりとりまとめましたので、貴管内

関係業者に対 し周知願います。



(別添)

「抗体医薬品の品質評価のためのガイダンスJに 関する質疑応答集 (Q&A)

問 1 本 ガイダンスの目的は何か。

(4奎|)

本ガイダンスは、モノクローナル抗体医薬品 (以下 「抗体医薬品」とい う。)の 製造、

特性解析、規格及び試験方法の設定において、共通する留意事項を明らかにし、抗体医

薬品の承認 申請等に必要とされる事項の例を挙げることにより、合理的な開発の推進と

審査の効率化を図ることを目的としています。

なお、本ガイダンスは、現時点における科学的知見に基づ く基本的考え方をまとめた

ものであり、学問上の進歩等を反映した合理的根拠に基づいたものであれば、必ずしも

ここに示 した方法を採用することが必要というわけではなく、ケースバイケースで判断

される場合があります。

問 2 適 用範囲 (対象)に ついて、ヒト細胞を生産用細胞基材 とする場合も本ガイダンス

の対象とされているが、この場合、動物細胞の細胞基材と異なる留意点は何か。

例えば、ヒト由来ウイルスの混入のリスクなどが挙げられます。

問3 開 発の経緯について、同じ標的 (抗原)に 対して複数の候補品を研究 ・開発する場

合もあり、承認申請時に開発製品の選択経緯を含めて詳細に説明する必要があるのか。

(答)

標的となる抗原の選択理由やどのような起源の抗体を選択したかなどを簡潔に CTD

の 15、Module 2(Q09の諸言又はS23等 、申請者側で適切と判断したセクションに

小してください。

(答)



間4 細 胞基材の樹立について、「セル ・バンクが生物由来原料基準に適合することを示す

必要がある」とは、Mの 及び Wの の調製に使用する培地成分等の原材料について生物

由来原料基準に適合することを示すとの理解でよいか。

MCB及 び WCBの 調製に使用する培地成分等の原材料及び宿主細胞について生物由

来原料基準に適合することを示 したものです。



1.f:多

薬食審査発 1214第 1号

平成24年 12月 14日

各都道府県衛生主管部 (局)長  殿

「抗体医薬品の品質評価のためのガイダンス」について

抗体医薬品の品質評価に関する留意事項について、別添のとおリガイダン

スを取りまとめましたので、貴管下関係業者に対 して周知方お願いします。

なお、本ガイダンスは、現時点における科学的知見に基づく基本的考え方

をまとめたものであり、学問上の進歩等を反映した合理的根拠に基づいたも
のであれば、必ずしもここに示 した方法を固守するよう求めるものではない

ことを申し添えます。



抗体医薬品の品質評価のためのガイダシス



1 は じめに

2_適 用範囲 (対象)

3抗 体医薬品の製造方法の開発、特性解析、規格及び試験方法の設定において考慮すべき

基本的事項

31開 発の経緯

&2原 薬の製造方法の確立

32_1モ ノクローナル抗体生産のための遺伝子発現構成体の構築

32_2細 胞基材の樹立

3.2_3培 養及び精製

13_231培 養工程

3_232精 製工程

3_24ウ イルス安全性

,2_4_1細 胞株のウイルス安全性評価

3242ウ イルスクリアランスの工程評価及び工程特性解析

3_2_5プ ロセス ・コントロール

32.6製 法変更

J3特 性解析

33.1構 造

3311ア ミノ酸配列

3_31_1_lN末 端及び C末 端ア ミノ酸、N末 端及び C末 端ア ミノ酸配列

3_31_1_2ペ プチ ドマ ップ

3_312ス ル フヒドリル基及びジスルフィ ド結合

3_313糖 鎖

3_314人 為的修飾

33_2物 理的化学的性質

3_3_21質 量スペクトル

3_3_22電 気泳動パターン

3_323液 体クロマ トグラフィ‐パターン

3323.1サ イメリト除クロマ トグラフィ
ー

、3323.2イ オン交換クロマ トグラフィー

… 3_3.23.3疎 水性クロ了 トグラアィー

3_33生 物学的性質

3_3_31結 合特性

3_332機 能的特性

3_34.不 純物

34規 格及び試験方法



341確 認試験

34_2純 度試験

34_3カ 価

344物 質量    .

3_5 標 準物質

3_6 綾赳デ1

3.7そ の他の考慮点

4_抗 体医薬品開発におけるプラットフォーム技術の利用

補遺 (Appendix)

参考文献



抗体医薬品の品質評価のためのガイダンス

1 は じめに

医薬品開発過程に必要な製法確立、特性解析、規格及び試験方法の設定、非臨床 ・臨床試験による

有効性 ・安全性の評価は、関連する国内通知やICHガ イ ドラインにしたがって実施され、製造販売承

認申請 (以下 「承認申請」とぃう。)の 際には申請対象となる医薬品の品質 ・有効性 ・安全Lが 確保さ

れていることを示すデータが提示される必要がある。これらは目的とする有効成分の特性に応じて製

品ごとに個別に実施されるもので、通知やガイ ドラインには重要な一般原則が示されているものの特

定の製品群にっいての具体例は示されておらず、特にバイオ医薬品ではケースバイケースの対応が求

められることが多い。しかし、バイォ医薬品の中でも、国内外で多くの製品が承認され、一定の経験
が積み重なってきているモノクローナル抗体医薬品 (黙下 「抗体医薬品」という。)で は、目的物質の

分子構造の類似性が高いことから、製造、特性解析、規格及び試験方法の設定においては、共通した

基盤技術 (プラットフォーム技術)の 適用が可能とされている。

抗体医薬品の開発では、遺伝子組換えによるキメラ型抗体やヒト化坊体及びヒト型抗体作製技術、
ヒト抗体遺伝子導入動物やファージディスプレイ法等を利用したヒト型抗体作製技術、さらには、組

換えタンパク質の大量生産/精 製技術といつた最新の技術が利用されている。このような抗体医薬品

製造技術の進展を踏まえ、抗体医薬品の製法開発や品質特性解析等について、製品間で共通の事項に

関する考え方を示すことは、抗体医薬品の品質 ・安全性 ・有効性確保に有用と考えられる。

本ガイダンスは、抗体医薬品の製造、特性解析、規格及び試験方法の設定において、共通する留意
事項を明らかにし、抗体医薬品の承認申請等に必要とされる事項の例を挙げることにより、抗体医薬
品の合理的な開発の推進と審査の効率化を図ることを目的としていぅ。なお、本ガイダンスの対象と
なる抗体医薬品は、他の関連するす人ての通知やガイドラインの適用も受ける。本ガイダンスでは、
基本的に承認申請時において必要とされる申請資料を中心に記載しているが、開発ステージに合わせ

て本ガイダンスの考え方や要件を参照することが望ましい。       ´

2 適 用範囲 (対象)
′
 本 ガイダンスは、遺伝子組換え技術を用いて構築された動物細胞又はヒト細胞を生産用細胞基材と
して製造されるモノクローナル抗体医薬品を適用対象とする。

本ガイダンスにおいて、抗体医薬品とは、基本構造としてイムノグロプリンの骨格を持つモノクロ
ーナ″抗体 (IgG、IgM等 )を 指し、これらに薬理活性を持つ低分子化合物、放射性同位元素配位性
キレート、ポリエチレングリコール等による化学的修飾を施したモノクローナル抗体も適用対象とす
る。              |

ハイブリドーマ由来非組換え抗体、ポリクローナル抗体、Fab、F(ab')2、scFv、dlabo"(二重特異
性抗体)な どの低分子化抗体、Fc融合タンパク質・ペプテドは適用対象外であるが、本ガイダンスの
考え方は適用可能である。

3 抗体医薬品の製造方法の開発、特性解析、規格及び試験方法の設定において考慮すべき基本的事項
抗体医薬品は、開発初期には開発候補品として様 な々モノク■―ナル抗体が作製され、開発の進展

とともにそれら候補物質の中から開発製品を選択することが多い」さらには、開発の進展に伴つて宿

1 ‐



主細胞の変更など大幅な製法変更が行われることもある。一方で、従来のバイオ医薬品と異なり、精

製法や特性解析手法、さらには規格試験の設定において、製品間で共通する技術的要素も多く、その

ためにより合理的な開発が可能とも考えられている。本ガイダンスでは、抗体医薬品の安全性や有効

性の確保を目的として、製法の確立や品質の一定性確保に必要と考えられる基本的事項を記載 してい

る。

なお、本ガイダンスで示された解析手法や評価法は例示であり、これらのすべての試験を実施 しな

ければならないということではなく、それぞれの製品の特徴等を踏まえ、品目ごとに科学的に妥当な

試験を実施することでよい。

31開 発の経緯                    ,

抗体医薬品では標的分子 (抗原)は 明確であるが、開発段階では親和性やエピトープが異なる様々

なモノクローナル抗体が作製されることが多い。候補となるモノクローナル抗体からめ開発製品の選

択に当たっては、品質特性解析や非臨床試験のみならず臨床試験を実施して判断される場合もある。

承認申請時には、このような開発の経緯について、開発製品の選択経緯を含めて説明する必要があ

る。

32原 薬の製造方法の確立

バイオ医薬品の品質・安全性確保には、製造工程の管理と製品の品質試験の双方が不可欠であるが、

バイオ医薬品の中でも分子量が大きく複雑な構造を持つ抗体医薬品は、翻訳後修飾や高次構造を含め

て目的物質の構造特性を確定することが容易ではないため、製造方法の理解と管理が特に重要である。

321モ ノクローナル抗体生産のための遺伝子発■構成体の構築

モノクローナル抗体作製法には、マウスを免疫 して得られたB細 胞と骨髄腫細胞との細胞融合によ

リハイブ リドーマを作製してモノクローナル抗体を取得し、マウスハイブリドーマから得られたモノ

クローナル抗体の遺伝子及びアミノ酸配列をもとに遺伝子組換えによリキメラ型、ヒト化及びヒト型

抗体を作製する方法、ヒト抗体遺伝子導入動物を免疫して目的とする抗原に対するヒト型抗体産生細

胞から取得する方法、ファージディスプレイ等を利用してヒト型抗体断片を取得する方法等がある。

抗体断片を取得した場合は、必要に応じてイムノグロブリン骨格の付加等の改変が行われる。これ

らの他、ヒトB細 胞を利用したヒト型モノクローナル抗体作製技術のように、新たな技術も開発され

てきている。

本ガイダンスの適用対象となる遺伝子組換え技術を用ぃて製造される抗体医薬品の製造過程では、

得 られた抗体の遺伝子を組換えタンパク質発現に適したがクターに挿入して遺伝子発現構成体を構築

す る。_

遺伝子発現構成体の分析は、KH Q5Bガ イドライン 「組換えDNA技 術を応用したタンパク質生産

に用いる細胞中の遺伝子発現構成体の分析」(平成 10年 1月 6日付医薬審第 3号厚生省医薬安全局審

査管理課長通知)に したがつて実施し、承認申請書には、目的タンパク質をコニドする遺伝子の由来

が明確になるよう、遺伝子発現構成体の作製について、遺伝子の入手方法、作製の経緯、構造等を記

載する。

32_2細 胞基材の樹立
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抗体医薬品生産の出発材料であるセル ・バンクの調製、特性解析、管理方法は、ICH Q5Dガ イ ドラ

イン 「生物薬品 (バイオテクノロジー応用医薬品/生 物起源由来医薬品)製 造用細胞基材の由来、調

製及び特性解析」 (平成 12年 7月 14日 付医薬審第873号 厚生省医薬安全局審査管理課長通知)に し

たがつて実施する。また、セル ・バンクは生物由来原料基準 (平成 15年 厚生労働省告示第 210号 )

に適合することを示す必要がある。承認申請書には、マスター ・セル ・バンク QЮ B)及 びワーキン

グ ・セル ・バンク (WCB)調 製の経緯を記載すると共に、それらの管理方法として、(1)特性解析試験

及び純度試験の試験項目、分析方法、管理基準、(2)保存方法及び保存中の安定性に関する情報、O

更新方法等を記載する。

動物細胞を用いる抗体医薬品の製造では、主に CHO細 胞や、Sp2/0細胞、NSO細 胞等のマウス骨

髄腫細胞等が用いられる。これらの細胞で製造された遺伝子組換えタンパク質には、N‐グリコリルノ

イラミン酸 lNeuCc)や ガラクトースol‐3ガ ラクトース (Galol‐3Gal)の ような非ヒト型の糖鎖が付

カロされている例が知られている。これまで、抗体医薬品に付加された NeuGcに 関連する有害作用の報

告はないが、Fal領 域に糖鎖を持つ抗体医薬品では、Galol‐3Galに 対するIgEを 保有する患者で過

敏症反応が生じる可能性があり、宿主細胞の選択に当たっては抗体への非ヒト型糖鎖の付加に関する

知見を考慮することが必要な場合もある。

医薬品生産への応用実績がない新規の細胞株を用いる場合には、細胞選択の経緯、樹立方法等につ

し`て情報を示し、その妥当性を説明する必要がある。                      ‐

323培 養及び精製

=般 に、バイオ医薬品の品質確保のためには、恒常性と頑砕性のある製法の確立が求められる。抗

体医薬品の製法においても、このための培養及び精製工程の管理が特に重要である。抗体医薬品の原

薬の製造工程の確立及びその恒常性を示すためには、①目的物質の不均一性の恒常性が保たれている

こと、②製造工程由来不純物を除去する十分な能力を持つこと等を明らかにする必要がある。また頑

健性を示すためにいくつかの条件 (プロセス・パラメータ)を 変動させたときの品質の恒常性を確認

することも有用である。

品質特性に影響を与える工程は重要工程とし、必要に応じて工程内管理試験を設定する。また、最

終製品の品質への影響が大きい中間体は重要中間体と定め、品質試験及び管理基準を設定して工程管

理することが、最終製品の品質確保のために有用であるも抗体に化学的修飾を施したものを原薬とす

る製品では、修飾前の抗体を重要中間体とし、工程内管理試験を設定して品質管理を行うことが必要

であろう。                                        .

承認申請時には、製造方法の恒常性を確認するために、プロセスバリデーション/プ ロセス評価と

して、パイロット又は実生産スケールで製造した結果 (工程内管理試験の結果、その他の重要なプロ

ギ不・パラメータ、精製工澤での不純物の除去状況等を含む)を示す。また、添加回収実験等による不

純物クリアランス試験等、実験室スケールでの試験結果がt製 造方法の恒常性を保証するためのデー

タとなる場合もある。

承認申請書には、原材料、品質に影響を及ぼす可能性のある試薬類、重要工程、重要中間体、主要

な装置、重要なプロセス・パラメータ,(温度、pH、 時間等)等 を適切に記載する。特別な機能を有す

る装置のうち、生産培養用のバイオリアクタ
ーやカラム等の品質に影響を及ぼす機器に関してはその

詳細 (性能、容量等)を 記載する。工程内管理試験を設定した重要工程については、その試験項目、

3



分析方法、適否の判定基準1を記載する。また、単離・保存される重要中間体が設定されている場合は、

保存条件及び保存期間を記載する。さらに、重要中間体について工程内管理試験が設定されている場

合は、その試験項目、分析方法、適否の判定基準を記載する。

承認申請書に記載されたプロセス ・パラメータの目標値/設 定値は、原則として≪一部変更承認申

請≫対象であるが、最終製品の品質 ・安全性に影響を与える可能性が極めて低いことが明らかな場合、

『軽微変更届出』対象となる場合がある。他のバイオ医薬品にも共通することであるが、抗体医薬品

の製造工程において、『軽微変更届出』対象とすることが許容されず、にぼすべてのケースで≪一部変

更承認申請》対象とすることが求められるプロセス・パラメータの例 として、ウイルス除去/不 活化

工程や無菌工程の重要パラメータがあげられる。

3231培 養工程

培養方法は、目的物質の産生量のみならず、 目 的物質の構造 ・活性等への影響、 目的物質の不均一

性等の品質恒常性への影響等を考慮して開発する必要があるもVICB解 凍後の培養に関して、ステップ

ごとに、使用される培地及び添加物、培養スケール、培養容器 ・設備、培地の供給及び回収方法、温

度や pH等 のプロセス・
パラメータを明ら力ヽこすることが重要である。また、工程内管理試験として

実施する項目とその管理基準を明らかにする。培養に用いられる培地に血清や動物由来原材料等が使

用されている場合には、原材料が生物由来原料基準に適合していることを示す必要がある。

3232精 製工程

精製方法の開発においては、目的物質の不均一性の恒常性、有効成分の純度、目的物質関連物質の

合量、目的物質由来不純物及び製造工程由来不純物の除去状況等を考慮する必要がある。特に、抗体

分子は糖鎖構造等において不均一性を持つため、一定の品質特性を持つモノクローナル抗体を精製す

るためには、工程の恒常性を十分に評価しておく必要がある。承認申請時には、ステップごとに、ク

ロマ トグラフィー樹脂め種類及びカラムスケール、カラムベの負荷が許容されるタンパク質量 (必要

に応 じて、タンパク質溶液の導電率)等 、平衡化液及び溶出液、流速、目的物質の画分の選定条件、

温度等のプロセス ・
ィヾラメータを示す必要がある。また、工程内管理試験として実施する項目とその

管理基準を明らかにするL必 要に応じ、許容されるカラム使用回数についてスケールダウンしたモデ

ル等を用いて検討する。

製造工程由来不純物について,ま、原薬の規格及び試験方法の中に項 目を設けて管理する場合の他、工

程内管理試験として規格を設定して除去状況を管理する場合があり、工程内管理試験により最終製品

での残存量が十分に管理可能とするデータが得 られていれば、原薬での規格設定は不要とすることも

可能である。さらl・
~精

製工程で恒常的に十分に除去されることが示された不純物については,工 程内

管理試験や原薬における試験が設定されないケースも想定される。精製工程の不純物除去能を明らか

にした上で、不純物残存量の管理方法を明らかにする必要がある。抗体医薬品原薬に含まれる可能性

のある製造工程由来不純物は、宿主細胞由来タンパク質及びDNA、 アフィニティーカラムの担体とし

て用いられるプロテインA、BSA等 の血清成分、培地成分、MTX等 の添加物等である。また無血清培

養技術の進歩により、多くの抗体医薬品の培養に血清を含まない合成培地が使用されているが、この

ような合成培地であつても生物由来原料から製 される添加物を用いる場合は、感染性物質に関する安

1 処 置基準が記載されることもある。



全性が評価されたものを用いる必要がある。

抗体医薬品の一般的な精製工程は、例えば、プロテインAア フィニティークロマ トグラフィー、低

pH処 理によるウイルス不活化、その他のクロマ トグラフィーエ程(陽イオン交換クロマトグラフィー、

陰イオン交換クロマ トグラフィー等)、ウイルス除去フィルターによるろ過、濃縮工程、最終ろ過等か

ら構成される。抗体医薬品製造においては、多くは無血清培地が使用されているが、細胞培養にウシ

血清を用いた場合は、血清由来のウシIgGと 目的物質の分離を考慮する必要があるも

324ウ イノンス安全性

動物細胞又はヒト細胞を用いて生産される抗体医薬品では、ICH Q5Aガ イドライン 「ヒト又は動物

細胞株を用いて製造されるバイオテクノロジー応用医薬品のウイルス安全性評価」(平成 12年 2月 22

日付医薬審第 329号 厚生省医薬安全局審査管理課長通知)に したがつてウイルス安全性評価を実施す

る。CHO細 胞や、Sp2/11細胞及び NSO細 胞等のマウス骨髄腫細胞を用いた場合は、ICHQ5Aガ イ ド

ラインのケースB(げ っ歯類のレトロウイルス (又は、げつ歯類のA型 粒子及びR型 粒子のような非

病原性であるとされているレトロウイルス様粒子)の みが細胞又は未加工/未 精製バルク中に存在す

るケース)に 相当すると考えられる。この場合、実施すべき試験は、細胞株における内在性ウイルス

試験及び外来性ウイルス試験、未加工 F未精製バルクにおける外来性ウイルス試験、精製工程に関す

るウイルスクリアランスの工程評価試験及び工程特性解析試験である。

3241細 胞株のウイルス安全性評価

MCB、 WCB、 及び医薬品製造のために力薩静o細 胞齢の上限にまで培養された細胞 (C」i Cells

Atthe Limit of iガ加 cell lr uSed for prodllc倣lll)についてウイルス安全性評価を実施する。

3242ウ イルスクリアランスの工程評価及び工程特性解析

3232で 述べた抗体医薬品で一般に用いられる精製工程のうち、ウイルスクリアランスに関して評

価対象とされる工程は、主として、プロテインAア フィニティークロマトグラフィー及びそれに続く

低 pH処 理、ウイルス除去フィルターによるろ過であり、これに加えて陰ィォン交換クロマトグラフ

ィーでウイルスクリアランス能が評価されることが多い。ウイルスクリアランスエ程として設定した

工程は、重要工程とすべきである:CHO細 胞やマウス骨髄腫細胞のようなげっ歯類の細胞を用いた場

合に、工程評価試験に使用される特異的モデルウイルスとしては、マウス白血病ウイルス (Mur■ne

Leukemia Vlrus)等 がある。                            '

各工程のウイルスクリアランス指数を総計することにより、製造工程全体のウイルスクリアランス能

を評価するが、求められる総ウイルスクリアランス値について明確な基準があるわけではない。総ウ

イルスクリアランス値よりも、それぞれの工程の頑健性やウイルスクリアランスの機構 (除去/不 活

化)が 重要である。可能であれば 2つ 以上のウイルスクリアランスエ程を採用し、そのうち少なくと

も1つはウイルスクリアランス能に関して頑健.性のある工程であることが望ましい。

前述したようにアフィニティニクロマトグラフィーエ程と低pH処 理工程をウイルス除去と不活化工

程として独立して評価可能な場合には、それぞれめゥィルスクリアランス値をカロ算し、総ウイルスク

リアランス値に組み入れることが可能であろう。
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<開 発初期段階におけるウイルス安全睦評価>

:承認申請データとしては製品ごとに十分なウイルス安全性評価を行 うことが必要であるが、開発初期

段階、すなわち、初期の臨床試験に用いる治験薬の評価に関しては、同一の親細胞から調製した細胞基

材を用いる場合等では、セル ・バンクの試験において共通の試験項目が適用できるであろう。また、ウ

イルスクリアランスエ程評価試験の設計に当たっては効率的な試験デザインが可能と考えられる。例え

ば、抗体医薬品生産の宿主細胞としてこれまでに十分な使用実績がある CHO細 胞等では、開発初期段

階でのウイルス安全性試験に対して自社における他の抗体医薬品の開発経験を活用する等、合理的な対

応が可能なケースも想定される。また、プロテインAク ロマトグラフィーエ程やウイルス除去フィルタ
ーによるろ過工程等における抗体濃度や緩衝液系等の設定について、共通化が可能な場合が多いと考え

られる。文献や開発から得られた経験から、ウイルスクリアランス能を期待できる製造工程についてはt

開発初期段階の製品において一部のウイルスクリアランス試験が省略できるかもしれない。
一方、タンパク質の大量発現に適した新たな細胞株の開発も進められているが、医薬品生産への応用

実績が少ない細胞では、内在性ウイルスの評価等、開発初期段階から安全性確保のための十分な検討が

必要である。

325プ ロセス ・コントロール

製造のプロセス ・コントロールとしては、操作パラメータの管理や工程内管理試験 (適否の判定基

準又は処置基準で管理する試験)等 が含まれる。また、プロセス ・パラメータのモニタツングを行う

ことで、製造実績を重ねる中で、製造工程の恒常性について有用な情報が得られる場合がある。これ

らに加えて、汚染物質の混入に対する防止策を講ずるとともに、必要に応じて、適切な段階での混入

汚染物質に対する工程内管理試験又はモニタリングを設定する。

32.6製 法変更

バイオ医薬品の開発段階では、製造工程の改良やスケールアップのため、製法変更が実施されるこ

とが少なくない。特に抗体医薬品の場合には、開発過程でヒト抗体産生′)イブリド‐子から遺伝子組

換え細胞に細胞基材が変更されるケースもあることや、大量生産が必要であること等の理由にょり、

製法変更が繰り返される場合が多い。製法が変更された場合、1日製法で製造された製品を用いて得ら

れた非臨床 `臨床試験データを、新製法製品でのデータとして用いるため、製法変更前後での品質の

同等性/同 質性評価が必要である。また、バィオ医薬品製造に関する最新技術の採用やt感 染性物質

に関する新たな情報等から、承認後にも製法が変更されることがある。この場合も、製法変更前後の

製品に関して同等|し/同質性評価が必要である。同等性/同 質性評価は、ICH Q5Eガ イ ドライン 「生

物薬品 (バイオテクノロジー応用医薬品/生物起源由来医薬品)の 製造工程の変更にともなう同等性/

同質性評価J(平 成 17年 4月 26日付薬食審査発第0426001号 厚生労働省医薬食品局審査管理課長通

知)に したがって実施する。

抗体医薬品の品質の同等性/同 質性RT価で大きな課題となるのは、 目的物質の不均一性や不純物の

除去状況である。品質特性の差異が認められた場合、その差異が有効性や安全性にどのような影響を

及ぼすかについて、非臨床試験や臨床試験での確認が必要な場合もある。

33特 性解析

原薬及び製斉Jについて、ICH Q6Bガイドライン 「生物薬品 (バイオテクノロジー応用医薬品/生 物



起源由来医薬品)の 規格及び試験方法の設定」(平成 13年 5月 1日付医薬審発第 571号 厚生労働省医

薬局審査管理課長通知)を 参考に特性解析を実施し、構造、物理的化学的性質、免疫化学的性質、生

物学的性質、純度及び不純物を明らかにする:

331構 造

抗体医薬品の開発においては、モノクローナル抗体の基本骨格構造を念頭に徹底 した構造解析を行

わなければならない。ヒト抗体は、構成する定常領域の違いにより、IgG、IgD、IgE、IgA、及びIgM

の 5種類のクラスに分類され、IgG抗 体l‐■さらにIgGl、IgG2、IgG3及 び18G4の 4つ のサブクラス

に分類される。IgGの 基本構造は、同一 H鎖 2分子と同一L鎖 2分子から構成される4本鎖構造(H2L2

体)で ある。

抗体医薬品の構造解析では、H鎖 及び L鎖 について、他のバイオ医薬品と同様に、アミノ酸配列、

N末 端及び C末 端アミノ酸配列、ペプチ ドマップ、スルフヒドリル基及びジスルフィド結合、並びに

糖鎖構造を明らかにする。また Nヾ末 端及び C末 端アミノ酸配列のプロセッシングの程度、Fc領 域以

外にも糖鎖が結合する場合には糖鎖の結合位置の解析等も必要となるであろう。細胞傷害活性を持つ

化合物や放射性同位元素配位性キレー
ト等が共有結合した修飾抗体においては、化合物の結合数及び

結合位置を可能な限り明らかにする。抗体医薬品の高次構造については、現時点での物理的化学的分

析技術では明確に示すことは困難であるとされているが、円二色性分析や示差走査熱量測定等による

分析を補助的に用いることも有用である。さらに、製法変更前後における高次構造の同等性評価につ

いては、生物活性による評価に置き換えることも可能である。

3 3 1 1ア ミノ酸配列

アミノ酸配列分析は、目的物質のアミノ酸配列が、目的物質をコー ドする遺伝子配列から推定され

るアミノ酸配列に一致することを確認するために実施する。抗体のような高分子タンパク質では、N

末端及び C末 端アミノ酸配列分析やペプチ ドマンピング等の結果を統合して全一次構造を明らかにす

る。ペプチドマッピングと質量分析法(MS)を組み合わせることにより目的とするアミノ酸配列を確認

することも可能である。

3311■ N末 端及び C末 端アミノ酸、N末 端及び C末 端アミノ酸配列

末端アミノ酸分析は、N末 端及び C末 端アミノ酸の種類及び不均=性 の確認のために行う。 目的物

質をコー ドする遺伝子配列から推定される末端アミノ酸配列と比較して不均一性が認められた場合は、

各分子体の害1合を適切な分析方法により測定しておくべきである:抗体医薬品のH tt N末端はグルタ

ミンやグルタミン酸残基である場合が多い。MSを 用いたペプチドマッピング等を用いて、ピログルタ

ミン酸の形成の有無を確認し、ピログルタミン酸の形成が確認された場合は、その割合を求める。ま

た、ほとんどの抗体医薬品において、H tt c末端のリシンの大部分は欠失してお り、C末 端アミノ酸

の不均―性を確認する必要がある。

33112ペ プチドマップ

ペプチ ドマッピングは、タンパク質性医薬品のアミノ酸配列を確認することを目的とした特性解析

法の一つである。通常、ジスルフィド結合を還元アルキル化した後、 トリプシン等で消化し、生じた

ペプチド断片を逆相 HPLCに より分離 ・回収する。各ペプチドのアミノ酸組成を MSに より、又は、
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アミノ酸配列をタンデム質量分析(MSttS)やエ ドマン分解により確認 し、目的物質のアミノ酸配列が

遺伝子配列から推定されるアミノ酸配列に,致 することを確認する。液体クロマ トグラフィー質量分

析lLC/MS)を用いたペプチ ドマッピングにより、N末 端及び C末 端アミノ酸配列の不均一性、ジスル

フィ ド結合、糖鎖の結合位置と糖鎖構造、人為的修飾、並びに分子変化体の解析を同時に行 うことが

できる。

3312ス ルフヒドリル基及びジスルフィド結合

IgGは L鎖 内、H鎖 内、L鎖 ―H鎖 間、及びH鎖 間に複数のジスルフィド結合を持つ。スルフヒド

リル基及びジスルフィド結合解析は、それぞれジスルフィド結合していないスルフヒドリル基の害1合

を明らかにすること、及び目的とするジスルフィド結合が形成されていることを確認するために実施

する。スルフヒドリル基は、5,5ジ チオビス (2千 トロ安息香酸)(DTIB試 薬)を 用いた比色定量

法 (エルマン反応)等 によって定量することができる。ジスルフィド結合は、例えば、還元アルキル

化処理された抗体及び非還元抗体をトリプシン等で消化した後、LCハノSを 用いたペプチドマッピング

を行い確認する。

IgG骨 格を持つ抗体の中でもIgG2サ ブクラスでは、ヒンジ領域、Q狙 領域、及び CL領 域のシス

テイン間で形成されるジスルフィド結合に不均T性 が存在することが知られているため、不均一性の

有無についても注意を払う必要がある。IgG3の ヒンジ領域には11箇 所のジスルフィド結合があるた

め、IgG3骨 格を持う抗体医薬品を開発する場合にも、ジスルフィド結合の不均一性には注意を要する。

また、非改変型のヒンジ領域を持つヒトIgG4では、H鎖間のジスルフィド結合が切断された抗体(半

量体:HL体 )が 生 じる可育ヨ性があるため、原薬 中の HL体 の害」合を明 らかにする。

3313 繊

抗体医薬品の多くは糖タンパク質である。IgGを 基本骨格とするモノクローナル抗体では、通常、

H鎖 の CH2ド メインの 1箇所に共通して Nヽ 合型糖鎖が結合している (コンセンサス酉己列に結合す

る糖鎖)。Ⅳ結合型糖鎖の基本構造は、ガラクトースが 0～2分子結合したフコシル 2本鎖糖鎖 (慣用

的に GO～G2と 呼ばれる)で ある。このⅣ結合型糖鎖の有無を確認 した上で、結合糖鎖の構造と各糖

鎖の結合の割合を明らかにする必要がある。特に、抗体依存性率田胞性細胞傷害 rAnubody dependent

cell‐mediattd cytoto対city;ADCC)活 性又 は補体依存性細胞 傷害 (complement dependent

cytotoiicity i CDC)活性を利用している抗体医薬品では、それぞれ N結 合型糖鎖のトリマンノシル

コア部分に o16結 合しているフコース又は非還元末端ガラクトースがその細胞傷害活.l■等を制御す

ることが知られていることから、糖鎖構造が ADCC活 性や CDC活 性に及ぼす影響についても様々な

角度から検討すべきである。また、可能であれば抗体の糖鎖構造と体内動態の関連を明らかにしてお

くことも有用である。

可変部にN結 合型糖鎖のコンセンサス配列 (Ast Xa■Ser鋤喧 Xaaは Pro以外のアミノ酸残基)が

存在する場合、N結 合型糖鎖が結合している可能性があるので、糖鎖の有無を確認する。可変部の糖

鎖構造は GO～G2と は異なる場合も多く、糖鎖構造の詳細と主な糖鎖の不均一性について明らかにす

る必要がある。抗体医薬品では他のバイオ医薬品と比較して投与量が多いことや、細胞基材によって

は非 ヒト型糖鎖含量が従来の例より多くなる可能性も考えられることから、非ヒト型糖鎖を持つ糖鎖

が結合している場合は、その割合を明らかにするとともに、安全性への影響を考慮すべきであろう。

動物細胞で生産される遺伝子組換えタンパク質に付加 される非ヒト型糖鎖としては Galal-3Gdや

8



NeuGcが 知られており、Galα1 3Galについては抗体医薬品投与時のアナフィラキシー発症との関連が

報告された例がある。

抗体の糖鎖解析法として、単糖に加水分解して分析する方法 (単糖組成分析)、糖鎖を酵素等で切り

出して分析する方法 (オリゴ糖分析)、トリプシン等で糖ペプチドとして分析する方法 (糖ペプチド解

析)及 び糖タンパク質のまま解析する方法 (グリコフォーム分析)等 が適用可能であろう。Fc部分の

Ⅳ結合型糖鎖については、これまでシアル酸の結合による生物活性への影響についてはあまり知られ

ていない。一方、Fc部 分 (C菫2ド メイン)の Ⅳ結合型糖鎖以外に糖鎖結合を持つ場合、シアル酸が

体内動態に影響を与える可能性もあり、シアル酸を含む糖鎖についての解析を実施することが有用で

あると考えられる。

3314人 為的修飾

放射性同位元素を配位させるためのキレー ト化合物、細胞傷害活性を有する化合物、ポリエチレン

グリコール等の高分子等、修飾剤を共有結合させた修飾抗体では、修飾剤の結合数と結合位置を可能

な限り明らかにする。また、非修飾抗体や遊離した修飾剤の含量等も明らかにする。修飾剤の結合数

と結合位置の解析には、修飾抗体のパプチドマップと未修飾抗体のペプチドマップの比較が有用であ

る。

332物 理的化学的性質

分子量 ・分子サイズ、アイソフォームパターン、電気泳動パターン、液体クロマ トグラフィーパタ

ーン及び分光学的性質を必要に応じ組み合わせて使用する。物理的化学的性質の解析は、目的物質の

不均一性を含む物性を明らかにし、品質の恒常性を評価する上で重要である。抗体医薬品において不

均一性が存在する要因として、凝集、断片化、N末 端グルタミン又はグルタミン酸残基のピログルタ

ミン酸形成、H tt C末端リシジ残基の欠失、アスパラギン酸7‐i基の異性化、アスパラギンの脱アミド

化、メチオニン残基の酸化、ジスルフィド結合異性体等のポリペプチ ド鎖上に生じた分子変化 (分子

変具体の存在)、糖鎖の不均一性等が知られている。

3321質 量スペク トル

目的物質の質量を測定する他、質量が異なる分子変異体や糖鎖構造の異なる分子を識別することが

可能である。抗体E■l薬品を非還元状態で測定する場合、分子量が大きいために同位体の存在によリイ

オンピークがブロー ドになるが、C末 端リシンの脱離 (128 Da)、糖鎖のガラクトース残基数 (162 Da)

の違いによる分子種の違いを識別できる。

3322電 気泳動パターン

分子量の違いで分子種を分離するSDSポ リアクリルア ミド電気泳動 (SDS PAGE)及 びキャピラリ

ーグル電気泳動 と、等電点の違いにより分離する等電点電気泳動及びキャピラリー等電点電気泳動が

ある。

還元条件下でIgGの SDS PAGEを 行うと、50～60 XDaに H鎖 、25～30 kDaに L鎖 が検出され

る。非還元条件下で行つた場合は150～200 kDaに 目的とする4本鎖構造を持つ抗体 (H2L体 )が 検

出される他に、凝集体、断片、半量体 (HL体 )及 びジスルフィド結合の誤りによって生じた分子が

検出される。



抗体医薬品の等電点電気泳動及びキャピラリー等電点電気泳動では、C末 端リシン残基の有無、脱

アミド体及びシアル酸結合数等の違いによつて生じたアイソフォームが分離される。後述するイオン

交換 HPLCを 用いて分析した結果を含め、分子の荷電からみた不均一性について明らかにすべきであ

る。

3323液 体クロマ トグラフィーパタ‐ン

目的物質の不均―性や、目的物質の分子変化体の構造及び割合を明らかにするため、必要に応じて

下記のようなクロマトグラフィーを用いた分析を行う。

33231サ イズ排除クロマ トグラフィー

2量 体及び多量体の存在を確認する。H鎖 及びL鎖 の単鎖の存在t Fab断片又はFc断片など分解物

の測定にも利用できる。         .

33232イ オン交換クロマ トグラフオー

脱アミド体、二方又は両方のH tt C末端 リシン欠失体、一方又は両方のH鎖 のN末 端がグルタミ

ン酸残基であるもの、シアル酸付カロ体、H鎖 断片、L鎖 断片、Fab断 片及びFc断 片等の検出が可能な

場合がある。検出したピークの構造を可能な範囲でMS等 により明らかにする。

33233疎 水性クロマトグラフィー

例えば、抗体をパパインで切断すると定常部のヒスチジンとトレオニン残基間が切断され、2分 子

の Fab断 片と1分子のFc断 片が生じる。これを疎水性 HPLC等 で分析すると、遊離システインの存

在、メチオニン等の酸化や二部アミノ酸の変化 (例 ア スパラギン酸の異性化)等 を確認することが

できる。

333生 物学的性質

抗体医薬品の生物活性は品目ごとに異なり、D抗 原の作用や抗原を介した生体内反応を抑制又は促

進するもの、ii)抗原結合能に加えて ADCC活 性や CDC活 性を持つもの、iiD業 理作用を持つ化合

物を結合させた抗体のように、抗原を発現している細胞に取り込まれ、細胞内で解離した化合物が作

用するもの等がある。期待される効能効果を反映した生物活性を測定するためにどのような生物学的

試験が有用であるかは、臨床効果やその分子機構を考慮して明らかにする必要がある。一般に、抗体

E■l薬品の生物学的試験として、抗原との結合特性及び機能的特性を明らかにする試験の実施が必要で

ある。抗原との結合性は抗体医薬品の免疫化学的性質でもあるがt抗 体医薬品の作用の起点となる性

質であるため、生物活性の一つとして結合特性を明らかにすることは有用である。

生物活性を定量的に表す尺度は 「力価」であり、「単位」で表される。抗体医薬品では標準品が存在

しないケースが殆どであると考えられることから、特性解析した自家標準物質を確立しておき、試験

結果は自家単位で表示する。抗体医薬品原薬の生物活性は、物質量あ■りの力価 (例 単 位/mg)、又

は標準物質の活性 と比較した相対力価 (°/o)で表される。

3331結 合特性

抗体医薬品の結合特性として明らかにすべき主な事項は、標的抗原に対する結合親和性、抗体が認
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識するエピトープ、抗原と類似したタンパク質 (抗原 と構造の類似した分子や動物における相同タン

パク質)に 対する交差反応性である。標的分子との結合特性解析には、エンザイムィムノアッセイ

(Enzyme L■nked IIIImunosorbent Assay:ELISA)や 表面プラズモン共鳴 (Swface Plasmon

Re∞ nance:SPR)解 析等が汎用される。SPR解 析では、結合親和性 (解離定数)の 他、結合速度定

数 と解離速度定数を明らかにすることができる。

ヒト細胞や組織に対する結合性を解析することにより、意図しない薬理作用や有害作用発現の可能

性を考えることができるため、特性解析においても、免疫組織学的手法を用いて結合の特異性や交差

反応性を明らかにしておくことが有用である。

33_32機 能的特性

抗体の結合により生じる生体反応の変化は、抗体が結合する抗原上の部位や特異性等により異なる。

そのため特性解析では、結合特性の評価と共に、抗原又はその受容体を発呪している細胞や動物を用

いて、抗原が関わる生体反応に対する抗体の作用、すなわち、抗体の機能的特性を評価する。例えば、

細胞増殖を促進するサイ トカイン又はその受容体を抗原とする抗体医薬品では、サイトカインによる

細胞増殖を抑制する活性を評価し、ウイルス表面タンパク質に結合する抗体医薬品では、ウイルスに

よる細胞変性を抑制する活性を評価する。また、エアェクター分子を介した細胞傷害活性を期待する

抗体医薬品では、ADCC活 性、又はCDC活 性を評価する。

33_4 不 純物

バイオ医薬品の製造過程では、細胞内や培養液中で生 じる酵素反応や物理化学的相互作用等により、

目的物質の分子変化体が生成する。抗体医薬品における目的物質の分子変化体としては、凝集体、切

断体、糖鎖非修飾体、グリケーション体、ジスルフィ ド結合形成不全体、シグナルペプチ ド残存体:

H tt C末 端リシン欠失体、メチオニン残基の酸化体、アスパラギンの脱アミド体、アスパラギン酸残

基の異性化体等が知られている。特性解析においては、構造及び物理的化学的性質の解析において検

出されたこれらの分子変化体について1ク■マ トグラフィー等による分取と活性測定が可能であれば、

目的物質に匹敵する品質特性を持つ目的物質関連物質であるか、目的物質に匹敵する品質特性を持た

ない目的物質由来不純物であるかの区別とその割合を明らかにする。

また、バイオ医薬品の原薬中には宿主細胞や培養及び精製工程に由来する不純物が存在し、これら

は製造工程由来不純物とされる。動物細胞を用いて製造される抗体医薬品原薬に含まれる可能性のあ

る製造工程由来不純物には、宿主細胞由来タンパク質、DNA、 プロテインA、BSA等 の血清成分(培

地成分、培地添カロ物等がある。製造工程中の試料又は原来について、存在が想定される製造工程由来

不純物の合量をそれぞれ測定する。

34規 格及び試験方法

臨床試験に用いられたロットと同等の品質を有する製品が恒常的に供給されるよう、規格及び試験

方法を設定する。規格及び試験方法は、試験項目、用いる分析法及びその方法で試験したときの規格

値/適 否の判定基準を示したものであり、ICH Q6Bガ イドラインにしたがって、外観 ・性状、確認

試験、純度と不相物、力価、物質量等に関して設定する。
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341確 認試験

確認試験は目的物質が得られていることを確認するための試験であり、高い特異性が求められる。

抗体医薬品では、ペプチ ドマップ、クロマ トグラフィーにおける保持時間、電気泳動パターン等を

標準物質と比較して、目的物質と構造及び物理的化学的性質が一t~tすることを確認する試験が設定さ

れることが多い。         ,

342純 度試験

純度試験は、目的物質の不均一性の恒常性確保、及び不純物含量の規定のために設定される。

抗体医薬品の目的物質の不均一性評価のために設定される純度試験の例としては、H tt C末端リシ

ン欠失体等のアイソフォームの含量評価を目的としたイオン交換クロマ トグラフィー、電荷不均一性

の評価を目的とした等電点電気泳動又はキャピラリニ等電点電気泳動、糖鎖構造の不均二性の評価を

目的とした遊離糖鎖を用いるオリゴ糖マップ等がある:ADCC活 性や CDC活 性を有する抗体のよう

に糖鎖構造が生物活性に影響することが知られている抗体医薬品では、糖鎖構造の一定性を担保する

ための規格及び試験方法の設定を考慮する必要がある。また、異種抗原 として知 られている

Galα1 3Galを持つことが明らかな場合には、製造における含量の恒常性が十分に担保されない限り、

その存在量の規格設定が必要であると考えられる。目的物質の不均一性を評価するために設定される

試験では、ピーク強度比や標準物質とのパターンの一致が規格値として設定される。

目的物質由来不純物含量の規定のために設定される試験方法としては、凝集体含量の評価のための

サイズツト除クロマ トグラフィ早、切断体含量の評価のためのSDS‐PAGEや キャピラリーグル電気泳動

等がある。これらの試験では、不純物又は目的物質の含量の限度値が規格イ直として設定される。目的

物質由来不純物のうち、特に凝集体にっいては、免疫原性を増強する懸念があるため、適切な規格設

定が必要である。

:人 為的修飾を施した抗体医薬品では、非修飾抗体や抗体に結合していなぃ修飾物の合量を純度試験

として設定することを考慮する必要がある。

製造工程由来不純物の評価のために設定される試験項目としては、宿主細胞由来タンパク質、DNA

等がある。不純物含量は、原薬の規格及び試験方法を設定して管理する他、精製工程で許容できるレ

ベル以下に除去することが'恒
常的に可能であることが示されているものについては、原薬を対象とす

る試験を設定せず、工程内管理試験の実施により管理する場合がある。また、恒常的かつ高いレベル

での除去が確認された不純物については、原薬の規格及び試験方法又は工程内管理試験のいずれも設

定しない場合がある。

343カ 価

結合特性又は機能的特性を評価する生物学的試験を実施し、標準物質との活性の比較から算出され

た力価について、許容域を設定する。力価は、標準物質との活性の比 係)と して表示される場合と、

独自に設定した単位を用いて物質量あたりの単位 (例 単 位/nlglで表わされる場合がある。結合特性

を指標とした力価試験ではELISAが 用いられることが多い

344物 質量

紫外可視吸光度演」定法等が用いられる。
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35標 準物質

新たに開発 される抗体医薬品では公的な標準品が存在 しないため、承認申請時までに、代表的な製

造 ロットかつ臨床試験に用いた検体を代表するロットから調製 し、適切に特性解析した自家一
次標準

物質を確立する。生産ロットの試験には、一次標準物質をもとに検定 した自家常用標準物質を用いる

ことができる。標準物質については、調製法、規格、保存条件等を定めておく必要がある。

36_瘍蕗削

・
前項 33～ 35に 述べた考え方は、製剤の特性解析、規格及び試験方法の設定、標準物質について

も適用可能である。抗体医薬品製剤の製法確立では、ICHQ8ガ イ ドライン 「製剤開発に関するガイ

ドライン」(平成 18年 91月1日付薬食審査発第0901001号 厚生労働省医薬食品局審査管理課長通知)

を参考にできる。

抗体医薬品製剤では、その他のバイオ医薬品製斉Jと比較 してタンパク質が高濃度になることが多い

ため、凝集体形成への配慮が必要であり、適t71な試験法を設定して凝集体の量を管理する。

37そ の他の考慮点

抗体医薬品は製品間で構造の類似性が高いことから、一つの製造施設で複数の抗体医薬品を製造 し

ている場合は、適切な交又汚染防止策を施すことが重要である。

4_抗 体医薬品開発におけるプラットフォーム技術の利用
'

製品間で構造の共通性が高い抗体医薬品の製造及び品質評価には、複数の製品に共通して適用可能

な技術 (プラットフ芽―ム技術)が ある。

プラットラォーム技術を製造工程に用いる場合は、構造の類似した抗体医薬品の開発で、CHO細

胞等のように使用実績がある宿主細胞を使用する際に、自社内の使用経験を基に、セル ・バンクの試

験設定において合理的な対応を行ったり、同様の細胞培養及び精製方法を採用する場合の工程デザイ

ンの説明に自社の経験を利用することができるであろう。

プラットフォーム技術を特性解析、規格及び試験方法に用いる場合は、自社での他製品の経験から

得 られた知識 ・データを、共通した試験項 目の選択や、規格設定しない試験項 目の妥当性の説明に利

用す ることが可能かもしれない。

プラットアオーム技術が用いられる場合、論文等の公知情報、又は、自社での抗体医薬品の製法及

び評価法確立を通 じて蓄積されたデータを利用することにより、開発を合理的に進めることも可能で

あると考えられる。ただし、論文等の公知情報に関しては、その根拠 となっている生データの入手が

困難である場合もあると考えられるため、承認申請資料においてはその情報の利用可能性は限定的と

考えられる。
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補遺 lAppe罰L)

Al培 養工程確立のための検討事項

抗体医薬品生産月の種培養の方法の確立に当たって検討する項目の例としては、温度、培地及び添

力日成分、培養期間、必要に応じて、pH、 細胞密度、細胞生存率等があげられる。また、次のステップ

´ヽの受入れの指標を検討する。

抗体医薬品の生産培養工程の確立に当たって検討する項目の例としては、温度、pH、 培地及び添カロ

成分、培養期間、必要に応じて、細胞密度、溶存酸素、浸透圧、細胞生存率等があげられる。また、

培養液の回収 (ハーベスト)の指標 (例 細 胞密度、細胞生存率、目的物質の生産量等)を検討する。

A2精 製工程確立のための検討事項の例

A21プ ロテインAア フィニティークロマ トグラフィー

プロテインAに 対するIgG Fcドメインの親和性を利用して抗体を精製するステップであり、宿主

細胞由来タンパク質、DNA、低分子物質等が除去できることが知られているも製造方法の確立に際し、

検討が必要と考えられる主なプロセス ・パラメータの例は、タンパク質負荷量、溶出液の pH等 であ

る。また、カラムからのプロテインAの 漏出について考慮する必要がある。抗体医薬品ごとに溶出液

の pH等 が異なる場合がある。使用するプロテインAの 起原 (例 遺 伝子組換え)に 関する情報を示

す必要がある。一般的には、ウイルスクリアランス能のある工程として評価されている。

アフィニティークロマ トグラフィーに用いられる'ガ ンドとしてはプロテインAが 汎用されるが、

その他に、プロテインAと 同様IgGの Fcド メインに親和性を有するプロテインGや 、κ鎖に親和性

を有するプロテインL等 が用いられることもある。プロテインGは プロテインAへ の結合性が十分で

ない抗体の精製に有用であり、プロテインLは 、本ガイ ドラインの適用対象ではないが、Fc領域を持

たないFab、F(ab')2t scFv等の低分子抗体の精製に有用である。

A22低 pH処 理

アフィニティークロマ トグラフィーと,体 化した工程をなす場合が多いが、アフィニティークロマ

トグラフィニから溶出後にさらに低 pHに
一定時間保持することによりkウ イルス不活化を行 う場合

がある。後者のケースでは、アフィニティークロ々 トグラフィーエ程によるウイルス除去と低 pH処

理によるウイルス不活化を区別可能な場合がある (IPl アフィニティークロマ トグラフィーエ程での

ウイルスの物理的除去能をPCR等 で評価し、低pH処 理工程でのウイルス不活化能を感染性試験で評

価する)。主にエンベF― プウイルス等を不活化する工程とされている。製造方法の確立に際し、検討

が必要と考えられる主なプロセス・パラメータの例は、pH及 び時間である。ウイルス不活化を目的と

するため、重要工程となる。

A23イ オン交換クロマ トグラフィー

イオン交換クロマ トグラフィーは、目的物質と不純物の分離、緩衝液置換等の目的で使用されてい

る。 目的物質の等電点とカラムヘの目的物質吸着の必要性に応じて、陽イオン又は陰イオン交換樹脂

が選択される。目的物質を樹脂に吸着 ・溶出させて精製する場合 (吸着モード)と 、不純物を吸着さ

せて目白1物質を精製する場合 (パススルーモード)が ある。製造方法の確立に際し、検討が必要と考

えられる主なプロセス ・パラメニタの例は、タンパク質負荷量、負荷液の pHや 導電率である。吸着
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モー ドの場合は溶出液の組成やp童の他、サンプルを採取する画分の選択条件についても検討する。

陽イオン交換クロマトグラフィーでは、凝集体の除去、陰イオン交換クロマ トグラフィーでは、宿

主糸田胞由来タンパク質、DNA、 プロテインA、エンドトキシン、混入する可能性のあるウイルスの除

去が可能であるとされている。ウイルス除去に関わる工程として評価されることもある。

また、イオン交換クロマ トグラフィーの代替として、イオン交換膜が使用されることもある。

A24そ の他のクロマ トグラフィー

その他、疎水性クロマトグラフィー、ハイドロキシアパタイ トクロマ トグラフイー等が、抗体医薬

品の精製に使用されている。

A2、5 ウ イルス除去フィルターによるろ過

混入する可能性のあるウイルスを除去する工程である。製造方法の確立に際し、検討が必要と考え

られる主なプロセス ・パラメータの例は、ろ過圧及びろ過量である。必要に応じて、負荷液のタンパ

ク質濃度の影響を検討する。ウイルス除去に関わるェ程であるため、重要工程とするべきである。ま

た、フィルターの完全性を確認する。

A3特 性解析

A31N末 端及び C末 端アミノ酸、N末 端及び C末 端アミノ酸配列

N末 端アミノ酸配列はエ ドマン分解法により、また、C末 端アミノ酸酉び」は酵素等で逐次遊離する

ことにより直接決定できることが知られている。抗体医薬品のH tt N末端はグルタミンやグルタミン

酸残基である場合が多く、それらの一部はピログルタミン酸を形成しているため、エドマン分解法に

より配列を確認できないことがある。

A32放 射性同位体元素によるメ偽 的修飾

目的物質に放射性同位体元素が含まれる場合は、放射性同位体結合前の中間体に関する特性解析を

十分に行つた上で、放射性同位体結合後にも可能な範囲で特'1生解析を実施する。

A4抗 体医薬品の規格及び試験方法に用いられる日本薬局方一般試験法

抗体医薬品原薬又は製斉」の規格及び試験方法において参照される日本薬局方一般試験法としては、

く201〉 液体クロマ トグラフィー、〈224〉紫外可視吸光度演」定法、(247)浸 透圧波」定法、く248〉 水

分測定法、(254〉pH測 定法、く401)エ ンドトキシン試験法、く405〉 微生物限度試験法、く406〉 無

南試験法、〈602〉 製剤均-21■試験法 (賃量偏差試験)、く605〉 注射剤の採取容量試験法、〈606〉 注

射斉」の不溶性異物検査法、く607〉 注射剤の不溶性微粒子試験法等があげられる。
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