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バイオシミラー製剤採用に向けたバイオ医薬品の安全性・有用性の評価
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抄録　本研究ではバイオ医薬品の純度について検討し，その安全性を評価することを目的とした．
　糖鎖の付加がない単純タンパクである顆粒球コロニー刺激因子（granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF）製剤
では，バイオシミラー（ 2 社製）も含め純度について比較検討した．その結果，SDS-PAGE法，HPLC法，SELDI-TOF 
MS 法において，先行品およびバイオシミラーは高純度の G-CSF を含んでいることが明らかとなり，安全性は問題がな
いことが明らかとなった．
　また，バイオ医薬品の 1 つであるキメラ型抗体製剤（infliximab）のエピトープマッピングを行い，投与患者に産生され
る中和抗体に対する抗原部位を検索した．その結果，少なくとも 3 箇所に抗原部位を認め，中和抗体のマルチタイプの
検索が今後の薬物療法への重要な指標となることを明らかにした．
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緒　　　言

　科学の目覚ましい進歩は医療の現場にも波及
し，各種難治性疾患の薬物療法が劇的に改善され
てきた．特に遺伝子組換えや細胞融合，クローニ
ングなどのバイオテクノロジーを駆使して製造さ
れたバイオ医薬品が多数開発され，各種疾患の成
因に関わる物質を標的とした分子標的薬の臨床応
用は目覚ましいものがある．
　バイオ医薬品の実用化は，ヒトインスリン製剤
の開発に始まり，腎性貧血の治療薬エリスロポエ
チン，免疫力亢進によりがんの化学療法の補助や
C型肝炎の治療に使用されるインターフェロン，
低身長症の治療薬のヒト成長ホルモンなど，現在
まで約230種類以上が臨床応用され、全医薬品売
上の約20%を占めている．これらバイオ医薬品の
開発には膨大な時間と巨額な開発経費が必要であ
り，薬価も一般の医薬品と比較して非常に高価で
あり，バイオ医薬品の使用は国政での医薬品費や
各医療機関の医薬品の購入費を増大させるなど，
医療経済上大きな問題となってきている．このよ
うな背景からも先行医薬品に代わって，同効主成

分を含んだ後発医薬品（バイオシミラー）の開発が
望まれるところである．
　近年，バイオ医薬品の特許切れから，多くのバ
イオシミラーが発売され医薬品費の高騰抑制に少
なからず貢献している．このような医療事情から
バイオ医薬品の市場規模は今後もさらに拡大する
ことが想定されるとともにバイオシミラーの開発
も活発化すると考えられるが，バイオシミラー製
剤の品質に関するガイドライン等が輩出されてい
る1，2）．
　バイオ医薬品は，目的遺伝子を大腸菌（E.coli）
やマウス卵母細胞（Chinese Hamster Ovary cell, 
CHO）等に導入し大量に培養を行った後，発現し
た目的タンパク質を，原理の異なる各種クロマト
グラフ法を駆使して培養液より精製した製剤であ
る．一般に生化学の領域では各種タンパク質が混
在する溶液から目的タンパク質を高い効率で均一
に精製することは，非常に困難である場合が多
い．嘗てブタやウシから分離されたインスリン製
剤では，不純物によるアレルギー反応が生じた経
緯もあることから，先行医薬品も含めて近年発売
されているバイオシミラーにおける純度が懸念さ
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れる．今回我々はバイオ医薬品として発売されて
いる filgrastim 製剤の先行バイオ医薬品およびそ
のバイオシミラーについて純度等を解析し安全性
の評価を行うとともに，キメラ型抗体製剤の 1
つである infliximab のエピトープマッピングを行
い，抗 infliximab 抗体の性状を解析し，二次無効
となった患者に対する他剤の選択への考察を行っ
た．

材料および方法

1．試薬
　Filgrastim（協和発酵キリン株式会社，持田製
薬株式会社，日本化薬株式会社），infliximab（田
辺三菱製薬株式会社）, rituximab, tocilizumab, 
bevacizumab（いずれも中外製薬株式会社）, 
adalimumab（エーザイ株式会社）の医薬品は各
社より購入したものを用いた. Infliximab のエピ
トープマッピングに用いた各種ペプチド（>90%）
の合成はピーエイチジャパン株式会社（広島）に
委託した．西洋わさびペルオキダーゼ（HRP）標
識ウサギ抗 IgG 抗体（ECL用）は GE Healthcare 
UK株式会社（UK）より，ELISA用 HRP標識ウ
サギ抗 IgG 抗体、ECL用ニトロセルロース膜そ
して等電点電気泳動用アンフォライトはBio-Rad
社（Hercules, CA, USA）よりそれぞれ購入した．
ELISA用プレートは住友ベークライト株式会社
（東京）製を用いた．ELISA用発色試薬（o-フェニ
レンジアミン二塩酸塩，OPD），トリフルオロ酢
酸（TFA），エーテル，HPLC用アセトニトリル，
およびクマージーブリリアントブルー（CBB）は
和光純薬株式会社（東京）より購入した．その他の
試薬はすべて特級を用いた．

2．Filgrastimおよび抗体製剤の純度分析
2－1．SDS̶PAGE法および immuno-blot
　　　 法による分析
　試料の分離は Laemmli の方法3）によりアクリル
アミド濃度（12.5%）ゲルを用いて行った.タンパク
の検出はCCB染色にて行った．
　また，抗体製剤については，上記条件下 SDS-
PAGE法にて分離し，ニトロセルロース膜に転
写後 3 %スキムミルクにて 4℃一晩ブロッキング

を行った4）．一次抗体はウサギ抗 IgG 抗体（後述）
を用い，二次抗体はHRP標識ヤギ抗ウサギ IgG
抗体（ECL用）を用いて検出した．
2－2．逆相HPLC法による分析
　FilgrastimのHPLC分析はElite LaChrom HPLC 
システム（日立）を用い以下の条件で行った．カラ
ム; TSK-80TM （4.6 x 250 mm, TOSOH,東京），溶
離液; A：0.1% TFA用液、B：80％/アセトニトリ
ル（0.1％ TFAを含む）の 2 種，グラジエント条件; 
0-3分A：B=90：10，3-60分A：B=40：60， 流 速; 1.0 
ml/min，試料注入量; 50 l，カラム温度35℃と
した．ピークの検出にはDiode Array Detector
（HITACHI L-2455, 東京）を用い，測定波長は230 
nmとした．
2－3．SELDI-TOF MS法による分析
　Filgrastimの質量分析には SELDI Protein Chip 
System装置（Bio-Rad 社製, Hercules, CA, USA）
を用いた．なお，分析用Protein Chip は NP20
（Bio-Rad 社製, Hercules, CA, USA）を用いた．

3．Infliximabの等電点電気泳動による分析
　Infliximab の等電点電気泳動は，以下の方法に
て行った5）．アクリルアミドゲル濃度は4.2％，ワ
イドレンジアンフォライト（pH 3-10）濃度は 2％
とし，試料は 5 g/lane とした． 陽極に0.01 M 
リン酸，陰極に0.02 M NaOHを用い， 4℃に
て一昼夜泳動を行った．泳動後のタンパク質は
CBB染色にて検出した．

4．抗 infliximab抗体の作成
　抗 infliximab 抗体の作製は，ペプチド抗体作製
法を参考にして行った6）．Infliximab（ 1 mg/回）
とアジュバンドとを混合しエマルジョンにしたも
のを10日間隔でウサギ背部（約10箇所）に皮下注
射して作製した．
　なお，抗体の産生は，ELISA法により検出し
た．マトリックとして infliximab（ 2 g/well）を
4℃一晩静置してコーティングした．抗体の産生
はウサギ耳静脈より採取した血液を遠心分離して
得た血清を希釈して一次抗体として用いて確認し
た．
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5．Infliximabのエピトームマッピング法
　InfliximabのH鎖（Glu1-Glu155）およびL鎖（Asp1-
Tyr140）のN末端より20残基毎にペプチドをオー
バーラッピング（ 5 残基を交叉）させて合成した7，

8）（図 6，表 1）． 
　エピトープマッピングはELIZAプレートを用
いて行った．マトリックスとして infliximab（0.25 
g/well）を一晩 4℃にて ELISA用プレートに
コーティングした．次にウサギ抗 infliximab抗体
（最終希釈：128,000倍， 1 %スキムミルクにて希
釈）と合成した各ペプチドの溶解液（最終濃度25 
nmoles/ml, 20 mM PBS pH 7.2に溶解）とを一晩
4℃にて反応させた後，13,500 rpmにて遠心操作
を行った. その上清を一次抗体としてwell に添加
し，マトリックスと 2 時間反応させた．反応後
二次抗体としてHRP標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体
溶液（2,000倍）を加え，室温にて 1 時間反応させ
基質（ODP）溶液を加え 5 分間酵素反応を行った．
4N硫酸（50 l）にて反応停止後発色液の吸光度は
プレートリーダー（Model 680，Bio-Rad 社）を用
い波長490 nmにて測定した．

6．タンパク質の定量
　タンパク量はBradford9）によって定量した．ウ
シ血清アルブミンを標準物質として検量線を作製
し，発色液はプロテインアッセイキット（Bio-Rad
社）を用いた．反応はマイクロタイタープレー
トで行い，吸光度はプレートリーダーを用い595 
nmで測定した．

結　　　　　果

１．遺伝子組換えG-CSF製剤の品質
　2014年までに製造販売されていた先行バイオ
医薬品およびバイオシミラーが発売されていた
G-CSF 製剤（filgrastim）を各種分析法にて純度・
品質について検討した．
1－1. Filgrastim製剤のSDS-PAGE法によ
　　　 る分析
　Filgrastim 製剤について SDS-PAGE法による
純度の分析を行った．その結果，先行品およびい
ずれのバイオシミラー製剤いずれもの試料（ 5 g/
lane）にも主成分である filgrastim の存在を示す
バンドが検出できた.また10倍量の試料を用いた
分析においても，filgrastim 以外に高分子量の不

図１　各種 filgrastim 製剤の SDS-PAGE法（A）およびHPLC法による分析（B）．
BS1 および BS2：バイオシミラー 2 社製. 
条件：SDS-PAGE用各試料は 2-メルカプトエタノール存在下加熱処理を行った．
　　　HPLC用試料はすべて37.5 g 注入量とした．

A B
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純物は検出できなかった（図 1，A）．
1－2．Filgrastim製剤のHPLC法による分析
　大腸菌に発現させた filgrastim は分子量約190 
kDa の糖鎖が結合していない単純タンパク質で
あることから，低分子の分析が可能なHPLC法
による先行品ならびにバイオシミラー 2 剤につ
いて分析を行った．その結果，いずれの試料にお
いても不純物と思われるピークは検出されなかっ
た（図 1，B）． 
1－3．Filgrastim製剤のSELDI-TOF MS法
           による分析
　SELDI-TOF MS法では塩の混在が測定を部外
することから，各社 filgrastim 製剤から固相抽出
を行った．抽出後0.1% TFA溶液に溶解，常法に
てProtein Chip（NP-20）を用いて SELDI-TOF MS
装置で質量分析を行った．その結果，まず先行
品では filgrastim（MW : 18798.61）由来の 1 価イオ
ン（M++H）， 2 価イオン（M2++H）， 3 価イオン
（M3++H）および4価イオン（M4++H）のシグナルが
検出された．同様にいずれのバイオシミラー製剤
においても同様のシグナルが検出された（図 2）．

２．各種遺伝子組換え抗体製剤の品質
　バイオ医薬品の中には抗体製剤も存在し，現在

抗体の抗原認識部位の可変領域（Fab 部分）にマ
ウスのアミノ酸配列を抗体分子全体の約25%の比
率で導入したキメラ型抗体，さらにマウス部分に
よる有害事象（中和抗体の産生等）を抑制するため
に抗原認識部分の改変が行われマウスのアミノ酸
配列部分を約 5 %の比率としたヒト化型抗体，そ
して抗体の全アミノ酸配列をヒトの配列に置換し
た完全ヒト型抗体が作製されている．本検討で
は，これらの中で代表的な抗体製剤 5 剤につい
て品質等について検討を行った．
2－1．遺伝子組換え抗体製剤のSDS-PAGE
      法による分析
　今回分析対象とした遺伝子組換え抗体製剤は，
キメラ抗体（infliximab および rituximab），ヒト
化抗体（tocilizumab および bevacizumab），そし
てヒト抗体（adalimumab）を用いた．これらの製
剤について SDS- PAGE法による分析を行った．
各試料（ 5 g/laneおよび50 g/lane）を還元条件
下泳動後，CBB染色により各タンパク質を検出
した．その結果，全ての試料において，IgG の構
成成分である分子量約50 kDa のH鎖，および分
子量約25 kDa のL鎖に分離され，主成分の各種
抗体の含有を認めた（図 3：A）．また，10倍量の
試料（50 g/lane）を用いた分析では各試料におい

図２　各種 filgrastim 製剤の SELDI-TOF MS 分析.
A：マスクロマトグラム，B：MSのgel view. 
BS1および BS2：バイオシミラー 2 社製. 
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てH鎖およびL鎖以外に分子量約100 kDa および
30kDaの複数のバンドが検出され（図 3：B），各
製剤は抗体以外に複数の不純物を含んでいる可能
性が示唆された（図 3：A, B）．
2－2．キメラ型遺伝子組換え抗体製剤の等電点
           電気泳動法による分析
　IgG 抗体のH鎖には糖鎖が結合している．さ
らにこの糖鎖構造が抗体製剤の生理活性（CDC活
性：complement-dependent cytotoxicity および
ADCC活 性：antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity）に影響を及ぼすことが明らかになっ
ている．本検討では構成糖の電荷等に依存した分
離が得られる等電点電気泳動法による分離を行
い，糖鎖構造の違いの解析方法としての有用性を
検討するため，キメラ抗体（infliximab）を用いて
pH 3‒10の pHグラジエント勾配にて分離を行っ
た．その結果、再現性良く分離された（図 4）．

3．ウサギ抗 infliximab抗体の作成およびその
     特性
　本研究では，血中 infliximab 濃度測定法の開発
を目的としてウサギにて抗 infliximab 抗体を作製
した．なお本実験は弘前大学動物実験指針に沿っ

て行われた（承認番号M15019）．
3－1．抗 infliximab抗体の免疫交叉性
　作製した抗体の特異性について検討を行った．
その結果，キメラ型抗体製剤，ヒト化抗体製剤，
そしてヒト抗体製剤のすべてのH鎖およびL鎖と
交叉性を示した（図 5）．
3－2．Infliximabのエピトープマッピング
　今回作製した抗体は infliximab のみならず

図３　各種抗体製剤の SDS-PAGE法による分析.
A：各試料チャージ量，5 g/lane, 
B：各試料チャージ量，50 g/lane, タンパク質はCBB染色にて検出. 
H-Chain: heavy-chain, L-Chain: light-chain.

図４　Infliximab の等電点電気泳動法による分離.
A：SDS-PAGE法：チャージ量，5 g/lane. 
B：等電点電気泳動法：チャージ量，10 g/lane.

pI

10

3
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多数の遺伝子組替え製剤と免疫交叉性を示し，
infliximab の TDM解析には使用できないことが
懸念されたことから，infliximab に特異性の高い
抗体の作製を目指し，infliximab のH鎖およびL
鎖それぞれのN末端に存在するマウスのアミノ

酸配列部位を主体に，エピトープマッピングを
行った（図 6，表 1），その結果、H鎖ではGlu1～
Asp35（マウス配列部分，Fab 領域 VH部）および
Tyr106～Gly125（Fab 領域 VH部），L鎖ではAsp1

～Ser20（マウス配列部分，Fab 領域 VL部）におい

図５　ウサギ抗 infliximab 抗体による各種抗体製剤との反応性.
A：各種抗体製剤の SDS-PAGE法による分析. 各試料チャージ量，50 g/lane. 
　　タンパク質はCBB染色にて検出. 
B：各種抗体製剤のイムノブロット法による分析. 各試料チャージ量，2.5 g/lane. 
　　一次抗体：ウサギ抗 infliximab 抗体（4,000倍希釈）,
　　二次抗体：HRP標識抗ウサギ IgG 抗体（2,000倍希釈）.

図６　Infliximabの一次構造（HおよびL鎖）.
太字部分：マウス由来アミノ酸配列部分. 点線：分子内S-S結合.

EVKLEESGGG LVQPGGSMKL SCVASGFIFS NHWMNWVRQS PEKGLEWVAE

IRSKSINSAT HYAESVKGRF TISRDDSKSA VYLQMTDLRT EDTGVYYCSR

NYYGSTYDYW GQGTTLTVSS ASKTGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK

DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT

YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG PSVFLFPPKP

KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN

STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ

VYTLPPSRDE LTKNQVSLTC LVKGFTPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV

LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK

DILLTQSPAI LSVSPGERVS FSCRASQFVG SSIHWYQQRT NGSPRLLIKY

ASESMSGIPS RFSGSGSGTD FTLSINTVES EDIADYYCQQ SHSWPFTFGS

GTNLEVKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG

LSSPVTKSFN RGEC      

H Chain

L Chain
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て抗体と反応性を示した（図 7）．
　

考　　　　　察

　バイオ医薬品の実用化は，ヒトインスリン製剤
の開発に始まり，現在まで約230種類以上が発売

されている．2014年では悪性黒色腫に対するバ
イオ医薬品が発売され，その後肺がんにも適応が
拡大された．この薬剤は優れた治療効果とともに
高額な医療費が課題になっている．
　一方これらバイオ医薬品の申請特許切れから，
多くの後発医薬品，所謂バイオシミラーも発売さ

図７　ウサギ抗 infliximab 抗体による infliximab のエピトープマッピング.
①～⑩：C-Chain での合成ペプチド番号，⑪～⑲：L-Chainでの合成ペプチド番号.
　一次抗体：ウサギ抗 infliximab 抗体（5,000倍希釈）,
　二次抗体：HRP標識抗ウサギ IgG 抗体（2,000倍希釈）.

表１　エピトープマッピングに使用した infliximab におけるアミノ酸配列.

Peptide 
No.

Position in 
Infliximab Sequence of Peptides Region in 

Infliximab
H-Chain ①  1  - 20 EVKLEESGGGLVQPGGSMKL Fab, VH

②  16  - 35 GSMKLSCVASGFIFSNHWMN Fab, VH
③  31  - 50 NHWMNWVRQSPEKGLEWVAE Fab, VH
④  46  - 65 EWVAEIRSKSINSATHYAES Fab, VH
⑤  61  - 80 HYAESVKGRFTISRDDSKSA Fab, VH
⑥   76  - 95 DSKSAVYLQMTDLRTEDTGV Fab, VH
⑦   91  - 110 EDTGVYYCSRNYYGSTYDYW Fab, VH
⑧  106  - 125 TYDYWGQGTTLTVSSASKTG Fab, VH
⑨  121  - 140 ASKTGPSVFPLAPSSKSTSG Fab, CH1
⑩  136  - 155 KSTSGGTAALGCLVKDYFPE Fab, CH1

L-Chain ⑪  1  - 20 DILLTQSPAILSVSPGERVS Fab, VL
⑫  16  - 35 GERVSFSCRASQFVGSSIHW Fab, VL
⑬   31  - 50 SSIHWYQQRTNGSPRLLIKY Fab, VL
⑭   46  - 65 LLIKYASESMSGIPSRFSGS Fab, VL
⑮   61  - 80 RFSGSGSGTDFTLSINTVES Fab, VL
⑯   76  - 95 NTVESEDIADYYCQQSHSWP Fab, VL
⑰   91  - 110 SHSWPFTFGSGTNLEVKRTV Fab, VL
⑱  106  - 125 VKRTVAAPSVFIFPPSDEQL Fab, CL
⑲  121  - 140 SDEQLKSGTASVVCLLNNFY Fab, CL

太字：オーバーラップ配列部分．
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れ医療費の高騰の抑制に少なからず貢献してい
る．このような医療事情からバイオシミラーの開
発も活発化すると考えられるが，バイオシミラー
は，化学物質を主体とし，しかも主成分が同一で
ある後発医薬品とは異なり，成分が生体成分であ
り，培養細胞にて作製することから，目的タンパ
ク質は必ずしも同一とは限らないとされることか
ら「同等性／同質性」という表現で品質を評価して
いる1）．
　また，バイオ医薬品では化学物質が主成分の医
薬品で生じてきた有害事象とは全く異なる有害事
象が発生することも知られている1，2），従って優
れた治療効果もさることながら安全性には十分な
配慮が求められる．特にタンパク質の精製は生化
学領域では困難であることが知られている．事実
ソマトスタチンの遺伝子組換え製剤の開発（治験）
過程において，発現細胞である大腸菌由来のタン
パク質が混入し，被験者の60％に抗体の産生され
た事例が報告されている．
　このような背景からバイオ医薬品における純度
等の品質に関する情報は，患者への安全な薬物療
法において重要な情報である．本研究では，近年
バイオシミラーが発売されたG-CSF 製剤および
各種（キメラ型，ヒト化型，そしてヒト型）抗体製
剤の純度について解析を行った．さらに投与によ
り患者自身に，薬効を減じる中和抗体が産生さ
れることが知られているキメラ抗体製剤の 1 つ
infliximab に対する抗体をウサギにて作製し，そ
の性状を解析しTDMへの有用性および中和抗体
産生患者でのバイオシミラーの使用や他剤の選択
について考察を行った．
　まず，G-CSF 製剤（filgrastim）について，先行
品およびバイオシミラー（ 2 製剤）についてその
純度を，1）SDS-PAGE法，2）逆相系HPLC法，
3）MALDI-TOF MS 法により分析を行ったが，
いずれの分析法においても，filgrastim 以外に不
純物の存在は認められなかった（図 1， 2）．し
かしながら，filgrastim の構造にはMet が 4 残基
そしてCys が 5 残基存在している10，11）．生合成・
精製過程におけるMet の酸化や化学修飾（フォル
ミル化）が生じるとされているが12），今回の検討
ではMS分析にて filgrastim 由来のピークがシン
グルピークを示したことから（図 2），filgrastim

への化学修飾は生じていないと考えられた．また，
filgrastim 分子内では，Cys37-Cys43およびCys65-
Cys75間で S－S結合を形成し、三次構造を維持し
ているとされる．一方Cys18は SH基がフリーで
あり，培養細胞内で filgrastim が生合成される過
程でこのCys18と他の位置のCys との S－S結合
が形成される可能性も考えられる．このような構
造を有する filgrastim は G-CSF 受容体と結合が
できず，薬理活性を失うことが予想されるが，本
検討ではその存在を見出すことはできなかった．
しかしながら filgrastim の発現時に用いた培養細
胞内（大腸菌）ではリボソーム上でタンパク合成
後，disulfide bond 因子と呼ばれる一連の酵素群
が存在し，効率よく S－S結合が形成されている
と報告されている13）。またタンパク質の生合成過
程でフォールディング等に異常をきたしたタンパ
ク質は，細胞内に存在するシャペロン分子の働き
により，速やかに修復または消去される機構が備
わっており，構造が異常な filgrastim は除去され
ていると考えられる．以上先行品およびバイオシ
ミラー 2 社製の filgrastim 製剤の品質については
いずれも高純度に filgrastim を含む製剤であるこ
とが考えられた．

各種抗体製剤について
1．品質について
　抗体製剤では，タンパク質が不純物として混在
する場合はインフュージョンリアクションやアレ
ルギー反応の原因物質となる可能性が高いことか
ら，これらの製剤の純度に関する情報は有害事象
の未然防止やその原因の探求でも重要な情報であ
る．今回の検討ではキメラ型，ヒト化，そして完
全ヒト型製剤について純度の検討を行った．そ
の結果，全ての抗体製剤において主成分である
分子量約50 kDa の糖鎖を含むH鎖および分子量
25 kDa の単純タンパク質のL鎖を示すバンドが
検出され，さらに極微量の高分子物質の存在が認
められた（図 3）．これらの物質の同定を行うこと
ができなかったため，これらの物質がアレルギー
反応等の原因物質であるかは今後検討を行う必要
があろう．
　また，抗体製剤のH鎖には糖鎖が結合し，これ
の構造の維持は抗体製剤の薬理活性であるCDC
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活性およびADCC活性に大きく影響を及ぼすこ
とが知られている14）．タンパク質内での構成糖は
分子の荷電に大きく影響を及ぼすことから，本研
究では分析手段として，等電点電気泳動法による
分離の妥当性について検討を行った．その結果，
infliximab では複数のバンドが得られ，今後バイ
オシミラーとの品質比較試験として有用であるこ
とが明らかとなった（図 4）．
　Infliximabは関節リウマチやクローン病等の
疾患の増悪因子であるTNF- を認識する抗体
製剤として開発されたバイオ医薬品であり，優
れた治療効果から多くの患者に使用されている．
Infliximabは構造内の cysteine 残基に存在する
SH基を介し複数の S-S 結合を形成することによ
り二次構造を維持しているが，infliximabのH鎖
およびL鎖のN末端領域はTNF- との結合部位
である．この領域のアミノ酸配列は各種抗原に
対して特徴的な配列を示す．Infliximabのこの
部位はマウスのアミノ酸配列を含むキメラ抗体
であり，その部分は抗体分子の約25%を締めて
いることから，infliximab 製剤が投与された場合
ではマウス配列部分に対する抗体（human anti- 
chimeric antibody; HACA）が疾患患者に産生さ
れ，infliximabの効果を減弱し寛解期間も短縮す
ることが推定されている15-17）．現在では本剤投与
時にはHACAの産生を抑制するために免疫調整
薬（methotrexate，azathioprine，mercaptopurine
等）が併用されている場合が多い．さらに適応疾患
の 1 つである関節性リウマチにおいて infliximab
の効果が不十分な場合（二次無効）では2009年より
増量投与が認められた18，19）．
　しかしながら，一般にウサギ等に抗体を作製す
る際には，最後に抗原そのものを投与し抗体価を
高める手技がとられる（ブースター効果）．一旦
HACAが産生された二次無効の患者に抗原とな
る infliximab を増量投与することは，ブースター
効果によりHACAの産生を増長する可能性もあ
り，このようなケースでは患者の予後に十分な注
意を払う必要があると考えられる．さらに先発品
からバイオシミラーへの切り替えは，HACAの
産生状況を十分に把握した上で行うことが重要と
されている20）. 
　一方，infliximab のようなキメラ抗体投与時の

HACA産生抑制のため，技術的な改善が行われ
マウス部分の比率を約 5 %に削減したヒト化型抗
体，そして配列を完全にヒト型としたヒト型抗体
が開発されてきた． 
　今回我々はウサギにて infliximab に対する抗体
を作製し，その抗体の性状を解析した．まず各種
抗体製剤との免疫交叉性を検討したところ，検討
したすべての製剤と反応性を示した．Infliximab
はヒト IgG1部分を約75%有していることから，
ヒト免疫グロブリン（IgG）による吸収操作による
検討を行ったが，各種抗体製剤のH鎖と強い反
応性を示した（図 5）．この結果は，adalimumab
のように完全ヒト型 IgG の構造を有していても，
免疫原性は残存している可能性が高いことを示し
ている．事実 adalimumab においても中和抗体が
産生されている21）．また，infliximab 投与時では
IgE 依存性のアナフィラキシー反応を生じること
も報告されており22），infliximab 希釈溶液による
スキンテストも有用とされている23）．
　薬剤が患者に投与された場合では，その薬剤
の有効性を判断する情報としてTDM解析が必要
である．今回我々は特異性の高い infliximabの血
中濃度測定用抗体の作製を目的として，ウサギ
にて infliximab の抗体を作製し，その抗体を用い
infliximab のエピトープマッピングを行った．そ
の結果，H鎖ではN末端のマウス配列部分（Glu1-
Asn35）およびそれ以外の部分（Tyr106-Glu155），そ
してL鎖のN末端部位（Asp1-Ser20）に免疫原性を見
出すことができた（図 7）．Infliximab のH鎖およ
びL鎖のN末端部位はマウスのアミノ酸配列であ
ることから，抗原性を有することは想定できた
が，これらの部位以外の部位にも抗原性を有する
ことが明らかとなった（図 7）．従って infliximab
の構造内には複数の抗原部位が存在することが想
定される．通常生体は体内に侵入してきた抗原に
対して抗体を産生するが，体内で産生された抗体
は抗原として認識されないような機構が機能して
いることが予測される．しかしながら，ヒト IgG
製剤（免疫グロブリン製剤）にて吸収操作を行っ
た場合でも，ウサギ抗 infliximab 抗体は各種抗体
製剤のH鎖部分と強い反応性を示したことから
（データ未掲載），培養細胞で作製した infliximab
のヒト IgG 部分の構造はネイティブなヒト IgG
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の構造と若干異なる構造を有し，特に分子の表面
部分に差異を生じ，その部分がエピトープとな
り中和抗体が産生されている可能性も想定され
る．Infliximab 投与時に二次無効となった患者で
は，infliximab の血液中濃度とともに，産生され
たHACAの性状（アイソタイプ）の情報を得るこ
とは，他の抗体製剤への切り替えに際し貴重な情
報となることが考えられる．
　さらに，infliximab の有効性の判定には，血液
中濃度解析も重要な指標となる．現在市販されて
いる血中 infliximab 測定用キットは血清中に存在
する妨害タンパク質により定量値に誤差を生じる
場合も報告されていることから，infliximab によ
り特異性の高い抗体を作製し，infliximab を正確
に測定可能な検出法の開発は今後の薬物療法にお
いて重要と考えられる．今後本研究で得られた
infliximab のエピトープ部位のペプチドを用いた
抗体を利用し特異性の高い定量法を開発し，診療
に貢献する予定である．
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