
(57)【要約】
　抗体を含有する安定な水性医薬製剤の提供。
　グルタミン酸緩衝液および /又はクエン酸緩衝液中に、治療上有効な量の抗体を含み、 p
Hが 4.0～ 6.0である安定な水性医薬製剤。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 お よ び /ま た は ク エ ン 酸 緩 衝 液 中 に 、 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 を 含 み 、 p
Hが 4.0～ 6.0で あ る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
緩 衝 液 濃 度 が 、 １ mM～ 50mMで あ る 請 求 項 １ 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
等 張 化 剤 を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
等 張 化 剤 と し て 塩 を 含 ま な い 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
等 張 化 剤 が ポ リ オ ー ル で あ る 請 求 項 ３ ま た は ４ に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
ポ リ オ ー ル が ソ ル ビ ト ー ル で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
浸 透 圧 が 、 250mOsm～ 350mOsmで あ る 、 請 求 項 ３ か ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬 製
剤 。
【 請 求 項 ８ 】
界 面 活 性 剤 を 含 む 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
界 面 活 性 剤 が 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
界 面 活 性 剤 濃 度 が 、 0.02mg/mL～ 0.10mg/mLで あ る 、 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 水 性 医 薬 製
剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 体 が 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 型 化 抗 体 又 は キ メ ラ 抗 体 で あ る 請 求 項 １ か ら １ ０ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ か ら １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬 製
剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
抗 体 が 、 IgGで あ る 請 求 項 １ か ら １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ４ 】
IgGの サ ブ ク ラ ス が 、 IgG1、 IgG2、 IgG4の い ず れ か で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤
。
【 請 求 項 １ ５ 】
IgGが 、 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 に 遺 伝 子 改 変 に よ り 、 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 お よ
び /又 は 挿 入 が 行 わ れ た IgGで あ る 、 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ６ 】
抗 体 が 、 HLA-DRに 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬
製 剤 。
【 請 求 項 １ ７ 】
抗 体 が 、 CD40に 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬 製
剤 。
【 請 求 項 １ ８ 】
抗 体 の 濃 度 が 、 約 １ か ら 200mg/mLで あ る 請 求 項 １ か ら １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医
薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ９ 】
グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 中 に 、 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 と と も に 、 等 張 化 剤 と し て ソ ル ビ ト ー ル
を 、 界 面 活 性 剤 と し て ポ リ ソ ル ベ ー ト 80を 含 み 、 pHが 4.0～ 6.0で あ る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤
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。
【 請 求 項 ２ ０ 】
グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 中 に 、 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 と と も に 、 等 張 化 剤 と し て ソ ル ビ ト ー ル
を 、 界 面 活 性 剤 と し て ポ リ ソ ル ベ ー ト 80を 含 み 、 pHが 4.5～ 6.0で あ る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤
。
【 請 求 項 ２ １ 】
グ リ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 塩 酸 シ ス テ イ ン 、 ロ イ シ ン 、 塩 酸 リ ジ ン 、 塩 酸 ア ル ギ ニ ン 、 ア ス
パ ラ ギ ン 酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 EDTAお よ び そ れ ら の 塩 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と
も 1種 の 安 定 化 剤 を 含 む 請 求 項 １ か ら ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ か ら ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 性 医 薬 製 剤 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ か ら ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 に 従 っ て 、 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 と グ ル タ
ミ ン 酸 緩 衝 液 お よ び /又 は ク エ ン 酸 緩 衝 液 と 等 張 化 剤 と 界 面 活 性 剤 を 組 み 合 わ せ る こ と に
よ り 抗 体 を 安 定 化 さ せ る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 抗 体 を 含 有 す る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 の 生 物 工 学 の 進 展 に 伴 っ て 、 組 換 え DNA技 術 を 駆 使 し 医 療 用 途 の タ ン パ ク 質 を 大 量
に 純 度 良 く 造 り だ す こ と が 可 能 と な っ た 。 し か し な が ら 、 タ ン パ ク 質 は 従 来 の 化 学 合 成 分
子 と 異 な り 、 分 子 量 が 大 き く そ の 三 次 元 構 造 も 複 雑 で あ る た め 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 を
生 物 活 性 を 保 っ た ま ま 安 定 に 保 存 す る に は 、 そ の 物 性 を 考 慮 し た 特 別 な 技 術 が 必 要 と な る
。 タ ン パ ク 質 を 安 定 に 保 っ た 製 剤 は 、 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 多 数 の 異 な っ た 官 能 基 を 保 護
し 、 ま た 活 性 に 関 与 し て い る 高 次 構 造 を 保 つ 必 要 が あ る 。 医 療 用 と し て 有 用 な タ ン パ ク 質
の 一 つ と し て 抗 体 が あ る 。 抗 体 を 安 定 化 す る 方 法 と し て の 一 つ と し て 、 例 え ば 特 表 2001/5
03781 （ WO98/22136） に あ る よ う に 凍 結 乾 燥 を 行 い タ ン パ ク 質 の 安 定 化 を 行 う 方 法 が 挙 げ
ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 臨 床 現 場 に お い て 凍 結 乾 燥 製 剤 は 投 与 準 備 が 煩 雑 で あ る た め
医 療 従 事 者 に と っ て 作 業 が 精 神 的 ／ 時 間 的 な 負 担 と な り 、 ま た 手 技 に よ る 細 菌 混 入 の 危 険
性 も 懸 念 さ れ る 。 凍 結 乾 燥 製 剤 に 対 し て 、 溶 液 製 剤 で は 投 与 前 の 準 備 作 業 は 単 純 で あ り 、
そ れ ゆ え 細 菌 混 入 の リ ス ク も 低 減 す る の で 、 医 療 現 場 に お い て は 溶 液 状 態 に お い て 安 定 な
タ ン パ ク 質 製 剤 が 望 ま し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 溶 液 状 態 で 安 定 な タ ン パ ク 質 製 剤 に 関 し て 以 下 の 文 献 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Clelandら The Development of Stable Protein Formulation: A close Look at Protei
n Aggregation, Deamination and Oxidation （ Therapeutic Drug Carrier System vol.1
0, No.4, 1993, pp307-377）  は タ ン パ ク 質 分 解 に 関 す る 一 般 的 な 概 説 お よ び タ ン パ ク 質
分 解 を 低 減 す る 方 策 に 対 す る 見 解 を 提 供 す る 。 し か し 、 こ の 文 献 は 抗 体 の 水 性 医 薬 製 剤 に
つ い て 塩 を 含 ま ず 、 pH5.0-6.0の グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 あ る い は ク エ ン 酸 緩 衝 液 を 使 用 す る
こ と は 提 示 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 WO98/56418は 前 も っ て 凍 結 乾 燥 を 受 け て い な い 治 療 上 有 効 な 抗 体 と 酢 酸 緩 衝 液 と 界 面 活
性 剤 と ポ リ オ ー ル を 含 有 す る 水 性 医 薬 製 剤 に 関 し て 記 述 し て い る 。 し か し 、 pHを 維 持 す る
緩 衝 剤 と し て グ ル タ ミ ン 酸 あ る い は ク エ ン 酸 が 好 適 で あ る こ と も 提 示 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 特 許 2547556号 公 報 は 酢 酸 緩 衝 液 と ソ ル ビ ト ー ル を 含 有 す る γ -グ ロ ブ リ ン 製 剤 を 開 示 し
て い る 。 し か し 、 こ れ は pHを 維 持 す る 緩 衝 剤 が グ ル タ ミ ン 酸 あ る い は ク エ ン 酸 を 含 む こ と
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に 関 し て は 提 示 し て い な い 。 ま た 、 界 面 活 性 剤 の 添 加 が 好 適 で あ る こ と も 提 示 し て い な い
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 WO97/04801は 再 構 成 さ れ て 皮 下 投 与 に 好 適 な 凍 結 乾 燥 製 剤 を 開 示 し て い る 。 し か し 、 こ
れ は 凍 結 乾 燥 さ れ て い な い 製 剤 で あ る こ と も 、 pHを 維 持 す る 緩 衝 剤 が pH5.0-6.0の グ ル タ
ミ ン 酸 あ る い は ク エ ン 酸 を 使 用 す る こ と も 提 示 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 「 安 定 な 製 剤 」 は 、 そ の 製 剤 を 投 与 さ れ る 患 者 に 対 し て 毒 性 が あ る 成 分 を 含 ま ず 、 ま た
患 者 の 生 体 恒 常 性 を で き る 限 り 崩 さ な い 活 性 成 分 以 外 の 添 加 物 を 加 え る こ と に よ り 、 そ の
中 の 活 性 成 分 が 保 存 時 に お い て 化 学 的 お よ び /又 は 物 理 的 お よ び /又 は 生 物 学 的 安 定 性 を 保
持 す る も の で あ る 。 「 患 者 の 生 体 恒 常 性 を で き る 限 り 崩 さ な い 活 性 成 分 以 外 の 添 加 物 」 と
は 過 去 の 治 療 実 績 に よ り 十 分 に 安 全 性 が 確 認 さ れ た も の 、 あ る い は 過 去 の 投 与 実 績 が な い
物 質 に お い て も 細 胞 、 動 物 へ の 毒 性 評 価 あ る い は そ の 他 方 法 に よ り 安 全 性 が 十 分 に 予 測 さ
れ る も の を 言 う 。 ま た 「 患 者 の 生 体 恒 常 性 を 保 つ 」 と は 、 活 性 成 分 以 外 の 添 加 剤 が 患 者 に
許 容 で き な い 生 物 活 性 を 有 さ な い こ と 、 お よ び /又 は 可 能 で あ れ ば 等 張 （ ヒ ト の 血 液 と 本
質 的 に 同 じ 浸 透 圧 を 有 し て い る こ と ） で あ る こ と な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 は 、 様 々 な 分 析 方 法 に よ り 測 定 さ れ る 。 例 え ば 新 ・ タ ン パ ク 質 精 製
法 理 論 と 実 際 、 RKス コ ー プ ス 著 、 シ ュ プ リ ン ガ ー ・ フ ェ ア ラ ー ク 東 京 出 版 に 概 説 さ れ て い
る 。 「 化 学 的 安 定 性 」 は タ ン パ ク 質 の 化 学 的 に 変 化 し た 状 態 を 検 出 し 定 量 す る こ と に よ り
検 定 す る こ と が で き る 。 化 学 的 変 化 は 例 え ば サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ や SDS-PAGEに よ り
評 価 で き 得 る ク リ ッ ピ ン グ な ど の サ イ ズ 修 飾 や 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ に よ り 評 価 で
き 得 る 電 荷 の 変 化 （ 例 え ば デ ア ミ ド の 結 果 生 じ る ） お よ び 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ に よ り 評 価
で き 得 る 親 水 性 /疎 水 性 状 態 の 変 化 （ 例 え ば 酸 化 の 結 果 生 じ る ） な ど を 含 む 。 「 物 理 的 安
定 性 」 は 色 お よ び /又 は 透 明 性 の 目 視 検 査 時 お よ び /又 は サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ に よ り
評 価 で き 得 る 、 不 溶 性 異 物 お よ び /又 は 濁 り お よ び /又 は 凝 集 体 を 生 じ な い こ と な ど を 含 む
。 「 生 物 的 安 定 性 」 は 例 え ば サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ や ELISAな ど に よ り 評 価 可 能 な 抗
原 へ の 結 合 活 性 を 検 定 す る こ と に よ り 評 価 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 治 療 用 途 に 有 用 な タ ン パ ク 質 に は 抗 体 が 含 ま れ る 。 抗 体 は 細 胞 表 面 に 発 現 す る 蛋 白 質 に
結 合 し 、 細 胞 に 対 し て 細 胞 死 あ る い は 傷 害 性 を 誘 導 す る 作 用 を 有 す る 抗 体 を 癌 な ど の 治 療
に 用 い る こ と が 試 み ら れ て い る 。 現 在 、 細 胞 膜 上 に 存 在 す る レ セ プ タ ー で あ る CD20を 標 的
と し た キ メ ラ 抗 体 （ Rituximab） 、 Her2/neuを 標 的 と し た ヒ ト 化 抗 体 な ど の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 、 悪 性 腫 瘍 を 対 象 疾 患 と し て 使 用 さ れ て お り 、 そ の 治 療 効 果 が 認 め ら れ て い る 。
ま た WO2003/033538に 公 開 さ れ て い る よ う に ク ラ ス II主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） 分
子 の 一 種 で あ る HLA-DRに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 HLA-DR抗 体 ） な ど も 有 用 で あ る と
考 え ら れ る 。 抗 体 は 、 血 中 半 減 期 が 長 く 、 抗 原 へ の 特 異 性 が 高 い と い う 特 徴 を 持 ち 、 抗 腫
瘍 剤 と し て 特 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 腫 瘍 特 異 的 な 抗 原 を 標 的 と し た 抗 体 で あ れ ば 、 投 与
し た 抗 体 は 腫 瘍 に 集 積 す る こ と が 推 定 さ れ る の で 、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ CDC） や 抗
体 依 存 的 細 胞 性 細 胞 傷 害 活 性 （ ADCC） に よ る 、 免 疫 シ ス テ ム の 癌 細 胞 に 対 す る 攻 撃 が 期 待
で き る 。 ま た 、 そ の 抗 体 に 放 射 性 核 種 や 細 胞 毒 性 物 質 な ど の 薬 剤 を 結 合 し て お く こ と に よ
り 、 結 合 し た 薬 剤 を 効 率 よ く 腫 瘍 部 位 に 送 達 す る こ と が 可 能 と な り 、 同 時 に 、 非 特 異 的 な
他 組 織 へ の 該 薬 剤 到 達 量 が 減 少 す る こ と で 、 副 作 用 の 軽 減 も 見 込 む こ と が で き る 。 腫 瘍 特
異 的 抗 原 に 細 胞 死 を 誘 導 す る よ う な 活 性 が あ る 場 合 は ア ゴ ニ ス テ ィ ッ ク な 活 性 を 持 つ 抗 体
を 投 与 す る こ と で 、 ま た 、 腫 瘍 特 異 的 抗 原 が 細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 に 関 与 す る 場 合 は 中 和
活 性 を 持 つ 抗 体 を 投 与 す る こ と で 、 腫 瘍 特 異 的 な 抗 体 の 集 積 と 、 抗 体 の 活 性 に よ る 腫 瘍 の
増 殖 停 止 又 は 退 縮 が 期 待 さ れ る 。 抗 体 は 、 上 記 の よ う に そ の 特 徴 か ら 抗 腫 瘍 剤 と し て 適 用
す る の に 適 切 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 ク ラ ス II主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） 分 子 は 、 抗 原 ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 し
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、 こ れ ら の 抗 原 ペ プ チ ド 断 片 を ヘ ル パ ー （ CD4+） T細 胞 （ 「 Th」 細 胞 ） に 提 示 す る （ Babbi
n B. et al., Nature （ 1985） , 317, 359-361参 照 ） 。 ク ラ ス II MHC分 子 に 特 異 的 な モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ に お い て Th細 胞 の 免 疫 応 答 の 非 常 に 強 力 な 選 択 的 阻 害 剤 で
あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Baxevanis CN, et. al., Immunogenetics （ 1980） , 11, 61
7-625参 照 ） 。 こ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 発 見 さ れ て 以 来 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ な ど
の 自 己 免 疫 疾 患 の 選 択 的 免 疫 抑 制 治 療 に 使 用 で き る 可 能 性 の あ る 薬 物 と し て 考 え ら れ て い
る 。 初 期 の イ ン ビ ボ に お け る 研 究 に よ り 、 こ れ ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Th細 胞 性 異 種 お よ
び 自 己 免 疫 応 答 に 対 し て 与 え る 有 用 な 影 響 が 明 ら か に さ れ た （ Rosenbaum JT. et al., J.
 Exp. Med.（ 1981） , 154, 1694-1702; Waldor MK. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US
A（ 1983） , 80, 2713-2717; Jonker M. et al., J. Autoimmun.（ 1988） , 1, 399-414; S
tevens HP. et. al., Transplant. Proc.（ 1990） , 22,1783-1784参 照 ） 。 さ ら に 霊 長 類
に お け る 研 究 に よ り 、 同 種 移 植 に お け る 移 植 片 対 宿 主 反 応 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に さ れ
た （ Billing R. & Chatterjee S.（ 1983） , Transplant. Proc., 15, 649-650; Jonker M
. et. al., Transplant Proc.（ 1991） , 23, 264-265） 。 現 在 臨 床 的 に は 臓 器 移 植 時 の 拒
絶 反 応 の 抑 制 に は 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Aや FK506と い っ た 免 疫 抑 制 剤 が 用 い ら れ て い る が 、 こ
れ ら の 免 疫 抑 制 剤 の 問 題 点 は 免 疫 反 応 を 非 特 異 的 に 抑 制 し て し ま う た め 強 い 副 作 用 が 起 こ
る 。 例 え ば WO2003-033538に 公 開 さ れ て い る よ う に ク ラ ス II主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ M
HC） 分 子 の 一 種 で あ る HLA-DRに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 HLA-DR抗 体 ） は HLA-DRを 介
し た 免 疫 活 性 を 特 異 的 に 抑 制 す る た め 、 非 常 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 以 上 よ り 、 抗 体
は そ の 特 徴 か ら 副 作 用 の 少 な い 免 疫 抑 制 剤 と し て 適 用 す る の に 適 切 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 上 の よ う に 、 治 療 用 途 に 好 適 な 多 く の 抗 体 が 研 究 、 開 発 、 実 用 化 さ れ 、 医 療 現 場 で 頻
繁 に 使 用 さ れ る よ う に な っ た 現 状 に お い て は 、 投 与 準 備 の 操 作 が 簡 便 で 、 細 菌 混 入 の 危 険
性 も 低 い 、 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 が 必 要 と さ れ て い る 。 特 に 、 抗 HLA-DR抗 体 の よ う な 治 療 用
途 に 好 適 な 抗 体 を 含 有 す る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 が 当 該 分 野 で 必 要 と さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 WO98/56418
【 特 許 文 献 ２ 】 特 許 2547556号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 WO97/04801
【 非 特 許 文 献 １ 】 Therapeutic Drug Carrier System vol.10, No.4, 1993, pp307-377
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 を 含 有 す る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 の 提 供 を 目 的 と す る 。 具 体 的 に は グ ル タ
ミ ン 酸 緩 衝 液 お よ び /又 は ク エ ン 酸 緩 衝 液 中 に 、 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 を 含 み 、 pHが 4.0-6
.0で あ る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 の 提 供 を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 を 含 む 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 を 鋭 意 研 究 し た 結 果 、 抗
体 を 含 む 水 性 医 薬 製 剤 中 に お い て 抗 体 の 安 定 化 に 成 功 し 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 で は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 、 pHを 4.0か ら 6.0に 維 持 す る グ ル タ ミ ン 酸 お よ び /
又 は ク エ ン 酸 を 含 有 す る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 を 提 供 す る 。 製 剤 は 少 な く と も 低 温 （ 2℃ か
ら 8℃ ） に お い て 1年 以 上 安 定 で あ り 、 す な わ ち 少 な く と も 25℃ に お い て 3箇 月 間 お よ び /又
は 40℃ に お い て 1箇 月 間 安 定 で あ り 、 製 剤 の 凍 結 融 解 お よ び 振 動 に 安 定 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 、 pHを 4.0か ら 6.0に 維 持 す る グ ル タ ミ ン 酸 あ る い は
ク エ ン 酸 緩 衝 液 を 含 有 す る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 を 保 持 す る 容 器 を 具 備 し て な る 製 造 品 に 関
す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 治 療 上 有 効 な 量 の 抗 体 、 pHを 4.0か ら 6.0に 維 持 す る グ ル タ ミ ン 酸 あ る い
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は ク エ ン 酸 緩 衝 液 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 水 性 医 薬 製 剤 中 に お い て 抗 体 を 安 定 化 す る
方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 な お 異 な る 側 面 で は 、 本 発 明 は こ こ で 開 示 し た 水 性 医 薬 製 剤 の 治 療 上 有 効 な 量 を 哺 乳 動
物 に 投 与 す る こ と よ る 治 療 、 予 防 あ る い は 診 断 方 法 に 関 す る 。 抗 体 が 抗 HLA-DR抗 体 で あ る
場 合 は 、 疾 患 の 例 と し て 腫 瘍 （ 白 血 病 （ 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 を 含 む
） 、 リ ン パ 腫 （ 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 T細 胞 系 リ ン パ 腫 、 B細 胞 系 リ ン
パ 腫 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 び ま ん 性 リ ン パ 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 を 含 む ）
、 骨 髄 腫 （ 多 発 性 骨 髄 腫 を 含 む ） な ど ） の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 、 臓 器 移 植 時 に お け る 免 疫
抑 制 （ 膵 島 や 腎 臓 、 肝 臓 、 心 臓 な ど の 移 植 時 に お け る 拒 絶 反 応 、 GVHDの 予 防 又 は 治 療 ） 、
あ る い は 自 己 免 疫 疾 患 （ 例 え ば 、 リ ウ マ チ 、 動 脈 硬 化 治 療 薬 、 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 エ リ
ト マ ト ー デ ス 、 特 発 性 血 小 板 減 少 症 、 ク ロ ー ン 病 な ど ） 治 療 、 喘 息 な ど ア レ ル ギ ー 治 療 剤
の 予 防 又 は 治 療 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 側 面 は 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 実 施 例 に 示 し た よ う に 、 本 願 発 明 の 抗 体 を 含 む 製 剤 は 、 25℃ ま た は 40℃ で １ ヶ 月 保 存 し
て も 、 保 存 期 間 中 に 抗 体 の 重 合 体 、 分 解 物 、 デ ア ミ ド 体 、 お よ び 酸 化 体 が 増 加 す る こ と な
く 、 安 定 で あ り 、 ま た 抗 体 の 生 物 学 的 活 性 も 保 持 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 実 施 例 に
示 し た よ う に 、 水 性 医 薬 製 剤 の pHを 4.0～ 6.0に す る こ と に よ り 、 通 常 の 保 存 温 度 で あ る 25
℃ 以 下 で 該 製 剤 中 の 抗 体 が 安 定 に 保 た れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 は 本 願 の 優 先 権 の 基 礎 で あ る 日 本 国 特 許 出 願 2003-431400号 の 明 細 書 お よ び /ま
た は 図 面 に 記 載 さ れ る 内 容 を 包 含 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 図 １ 】 図 1は 抗 HLA-DR抗 体 を 含 む 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の
重 合 体 量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。 重 合 体 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン
酸 緩 衝 液 製 剤 お よ び ク エ ン 酸 緩 衝 液 製 剤 が 安 定 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 抗 HLA-DR抗 体 を 含 む 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の
重 合 体 量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。 重 合 体 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン
酸 緩 衝 液 製 剤 が pH4.0か ら pH6.0で 安 定 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 抗 HLA-DR抗 体 を 含 む 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の
分 解 物 量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。 分 解 物 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。
【 図 ４ 】 図 4は 抗 HLA-DR抗 体 を 含 む 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の
デ ア ミ ド 体 量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。 デ ア ミ ド 体 量 は 陽 イ オ ン 交 換 HPLCに よ り 測 定 し た 。
【 図 ５ 】 図 5は 抗 HLA-DR抗 体 を 含 む 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の F
c部 位 酸 化 体 量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。 Fc部 位 酸 化 体 量 は 疎 水 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル
タ ミ ン 酸 緩 衝 液 製 剤 が pH4.0か ら pH6.0で 安 定 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 抗 HLA-DR抗 体 を 含 む 各 水 性 医 薬 製 剤 を 凍 結 お よ び 融 解 を 繰 り 返 し た 後 の 重
合 体 量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。 重 合 体 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 等 張 化 剤 と し
て ソ ル ビ ト ー ル を 用 い た 製 剤 が 安 定 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 抗 CD40ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 む 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ で 保 存 し た と き の
重 合 体 量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。 重 合 体 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン
酸 緩 衝 液 製 剤 が pH4.0か ら pH6.0で 安 定 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8は 抗 CD40ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 む 各 水 性 医 薬 製 剤 で 保 存 し た と き の 分 解 物
量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。 分 解 物 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝
液 製 剤 が pH4.0か ら pH7.0で 安 定 で あ る こ と を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 特 許 に 含 ま れ る 「 水 性 医 薬 製 剤 」 と は 、 医 薬 効 果 を 有 す る 抗 体 で あ る 活 性 成 分 が 水 性
溶 液 に 溶 解 し た 形 態 で あ り 、 溶 液 中 に お い て 活 性 成 分 を 明 確 に 効 果 的 で あ る も の と す る 形
態 で あ り 、 製 剤 が 投 与 さ れ る 患 者 に 対 し て 生 体 恒 常 性 を 崩 す 可 能 性 が あ る 更 な る 成 分 を 含
ま な い も の を い う 。 こ こ で 「 活 性 成 分 を 明 確 に 効 果 的 で あ る も の と す る 」 と は 、 含 ま れ る
活 性 成 分 が そ の 活 性 を 維 持 し て お り 、 医 薬 効 果 を 失 っ て い な い こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 患 者 の 生 体 恒 常 性 を で き る 限 り 崩 さ な い 活 性 成 分 以 外 の 添 加 剤 」 と は 過 去 の 治 療 実 績
に よ り 十 分 に 安 全 性 が 確 認 さ れ た も の 、 あ る い は 過 去 の 投 与 実 績 が な い 物 質 に お い て も 細
胞 、 動 物 へ の 毒 性 評 価 あ る い は そ の 他 方 法 に よ り 安 全 性 が 十 分 に 予 測 さ れ る も の を 言 う 。
す な わ ち 、 本 発 明 の 水 性 医 薬 製 剤 は 、 医 薬 効 果 を 有 す る 抗 体 で あ る 活 性 成 分 と 医 薬 的 に 許
容 で き る そ の 他 の 添 加 剤 を 含 み 得 る 。 ま た 「 患 者 の 生 体 恒 常 性 を 保 つ 」 と は 、 活 性 成 分 以
外 の 添 加 剤 が 患 者 に 許 容 で き な い 生 物 活 性 を 有 さ な い こ と 、 お よ び /又 は 可 能 で あ れ ば 等
張 （ ヒ ト の 血 液 と 本 質 的 に 同 じ 浸 透 圧 を 有 し て い る こ と ） で あ る こ と な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 安 定 な 製 剤 」 と は そ の 中 の 活 性 成 分 が 保 存 時 に お い て 化 学 的 お よ び /又 は 物 理 的 お よ
び /又 は 生 物 学 的 安 定 性 を 保 持 す る も の で あ る 。 好 ま し く は 少 な く と も 低 温 （ 2℃ か ら 8℃
） に お い て 1年 以 上 安 定 で あ り 、 す な わ ち 好 ま し く は 25℃ に お い て 少 な く と も 3箇 月 間 お よ
び /又 は 40℃ に お い て 少 な く と も 1箇 月 間 安 定 で あ り 、 製 剤 の 凍 結 融 解 、 光 照 射 お よ び 振 動
に 安 定 で あ る こ と を い う 。 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 は 、 様 々 な 分 析 方 法 に よ り 測 定 さ れ る 。 「
化 学 的 安 定 性 」 は タ ン パ ク 質 の 化 学 的 に 変 化 し た 状 態 を 検 出 し 定 量 す る こ と に よ り 検 定 す
る こ と が で き る 。 化 学 的 変 化 は 例 え ば サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ や SDS-PAGEに よ り 評 価 で
き 得 る ク リ ッ ピ ン グ な ど の サ イ ズ 修 飾 や 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ に よ り 評 価 で き 得 る
電 荷 の 変 化 （ 例 え ば デ ア ミ ド の 結 果 生 じ る ） お よ び 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ に よ り 評 価 で き 得
る 親 水 性 /疎 水 性 状 態 の 変 化 （ 例 え ば 酸 化 の 結 果 生 じ る ） な ど を 含 む 。 「 物 理 的 安 定 性 」
は 色 お よ び /又 は 透 明 性 の 目 視 検 査 時 お よ び /又 は サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ に よ り 評 価 で
き 得 る 、 不 溶 性 異 物 お よ び /又 は 濁 り お よ び /又 は 凝 集 体 を 生 じ な い こ と な ど を 含 む 。 「 生
物 的 安 定 性 」 は 例 え ば サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ や ELISAな ど に よ り 評 価 可 能 な 抗 原 へ の
結 合 活 性 を 検 定 す る こ と に よ り 評 価 可 能 で あ る 。 抗 体 が 化 学 的 ま た は 物 理 的 な 変 化 を 受 け
て い な い 場 合 、 そ の 抗 体 は 生 物 的 安 定 性 を 保 持 し て い る 。 従 っ て 、 製 剤 中 の 抗 体 が 化 学 的
安 定 性 お よ び 物 理 的 安 定 性 を 保 持 し て い る 場 合 、 そ の 製 剤 は 安 定 で あ る と 言 え る 。 す な わ
ち 、 製 剤 が 安 定 で あ る か ど う か は 、 含 ま れ る 抗 体 の 化 学 的 お よ び 物 理 的 特 性 の 変 化 の 有 無
を 測 定 す る こ と に よ り わ か る 。 安 定 な 製 剤 は 、 抗 体 の 重 合 体 、 分 解 物 、 デ ア ミ ド 体 、 酸 化
体 等 が 保 存 中 に 製 剤 の 医 薬 効 果 を 減 じ る ほ ど 増 加 す る こ と が な く 、 ま た 不 溶 性 異 物 や 濁 り
も 認 め ら れ な い 。 本 発 明 の 安 定 な 製 剤 は 、 少 な く と も 低 温 （ 2℃ か ら 8℃ ） に お い て 1年 以
上 保 存 し て も 、 あ る い は 少 な く と も 25℃ に お い て 3箇 月 間 保 存 し て も 、 あ る い は 40℃ に お
い て 1箇 月 間 保 存 し て も 、 抗 体 の 重 合 体 、 分 解 物 、 デ ア ミ ド 体 、 酸 化 体 が 製 剤 の 医 薬 効 果
を 減 じ る ほ ど 増 加 し な い 。 ま た 、 製 剤 を 凍 結 融 解 し て も ま た は 振 動 を 与 え て も 、 抗 体 の 重
合 体 、 分 解 物 、 デ ア ミ ド 体 、 酸 化 体 が 製 剤 の 医 薬 効 果 を 減 じ る ほ ど 増 加 し な い 。 本 発 明 の
安 定 な 製 剤 中 の 抗 体 の 重 合 体 は 、 保 存 中 に 増 加 す る こ と は な く 、 例 え ば 25℃ ま た は 40℃ で
１ 箇 月 保 存 し た 後 に サ イ ズ 排 除 HPLCで 測 定 し た 場 合 、 製 剤 中 の 抗 体 に 対 す る 重 合 体 の 割 合
は 小 さ い こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 本 発 明 の 安 定 な 製 剤 中 の 抗 体 の 分 解 物 は 、 保 存 中 に 大 き
く 増 加 す る こ と は な く 、 例 え ば 25℃ ま た は 40℃ で １ 箇 月 保 存 し て も 、 製 剤 中 の 抗 体 に 対 す
る 分 解 物 の 割 合 は 小 さ い こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 本 発 明 の 安 定 な 製 剤 中 の 抗 体 の デ ア ミ ド
体 の 量 は 、 保 存 中 に 大 き く 増 加 す る こ と は な く 、 例 え ば 25℃ ま た は 40℃ で １ 箇 月 保 存 し て
も 、 製 剤 中 の 抗 体 に 対 す る デ ア ミ ド 体 の 割 合 は 小 さ い こ と が 望 ま し い 。 さ ら に 、 本 発 明 の
安 定 な 製 剤 中 の 抗 体 の Fc部 位 酸 化 体 は 、 保 存 中 に 大 き く 増 加 す る こ と は な く 、 例 え ば 25℃
ま た は 40℃ で １ 箇 月 保 存 し て も 、 製 剤 中 の 抗 体 に 対 す る Fc部 位 酸 化 体 の 割 合 は 小 さ い こ と
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が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に お け る 抗 体 の 「 治 療 上 有 効 な 量 」 と は 、 治 療 に 抗 体 が 有 効 で あ る 疾 患 の 予 防 又
は 治 療 に 有 効 な 量 を 指 す 。 「 疾 患 」 と は 抗 体 で の 治 療 に よ る 利 益 が あ る 任 意 の 症 状 で あ る
。 こ れ は 、 哺 乳 類 の 疾 患 の 素 因 に な る 病 理 的 状 態 を 含 む 慢 性 お よ び 急 性 疾 患 又 は 疾 病 を 含
む 。 製 剤 中 に 存 在 す る 抗 体 の 治 療 上 有 効 な 量 は 、 例 え ば 望 ま し い 用 量 お よ び 投 与 形 態 を 考
慮 に 入 れ て 決 定 さ れ る 。 約 1mg/mL か ら 約 200mg/mL、 好 ま し く は 約 5mg/mLか ら 約 50mg/mL、
最 も 好 ま し く は 約 10mg/mLお よ び /又 は 約 20mg/mLが 製 剤 中 の 例 示 的 な 抗 体 濃 度 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 特 許 に 含 ま れ る 「 抗 体 」 と は 最 も 広 い 意 味 に お い て 使 用 さ れ 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 多 重 特 異 性 抗 体 、 ま た 所 望 の 生 物 活 性 を 保 持 す る 限 り は 抗 体 断
片 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 抗 体 を 含 有 す る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 に 関 す る も の で あ る 。 製 剤 中 の 抗 体 は 、 抗
体 を 産 生 す る た め に 該 当 分 野 で 利 用 で き る 技 術 を 使 用 し て 調 製 さ れ る 。 す な わ ち 、 （ 1）
免 疫 原 と し て 使 用 す る 、 生 体 高 分 子 の 精 製 お よ び /又 は 抗 原 タ ン パ ク 質 を 細 胞 表 面 に 過 剰
に 発 現 し て い る 細 胞 の 作 製 、 （ 2） 抗 原 を 動 物 に 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 し た 後 、 血 液 を
採 取 し そ の 抗 体 価 を 検 定 し て 脾 臓 等 の 摘 出 の 時 期 を 決 定 し て か ら 、 抗 体 産 生 細 胞 を 調 製 す
る 工 程 、 （ 3） 骨 髄 腫 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ ） の 調 製 、 （ 4） 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ と の 細
胞 融 合 、 （ 5） 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 群 の 選 別 、 （ 6） 単 一 細 胞 ク ロ ー
ン へ の 分 割 （ ク ロ ー ニ ン グ ） 、 （ 7） 場 合 に よ っ て は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 製 造 す
る た め の ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 、 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し た 動 物 の 飼 育 、 （ 8） 場 合
に よ っ て は ハ イ ブ リ ド ー マ 等 の 抗 体 産 生 細 胞 か ら ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺
伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 こ れ を 宿 主 （ 例 え ば 哺 乳 類 細 胞 細
胞 株 、 大 腸 菌 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 な ど ） に 導 入 し 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い
て 産 生 さ せ た 組 換 え 型 抗 体 の 調 製 、 （ 9） こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 の 精 製 （ 10） こ の
よ う に し て 製 造 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 理 活 性 お よ び そ の 認 識 特 異 性 の 検 討 、 あ る
い は 標 識 試 薬 と し て の 特 性 の 検 定 、 等 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 抗 体 を 構 成 す る 重 鎖 お よ び /又 は 軽 鎖 の 各 々 の ア ミ ノ 酸 配 列
に お い て 、 1又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
重 鎖 お よ び /又 は 軽 鎖 か ら な る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 包 含 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の ア ミ ノ
酸 配 列 中 に 、 前 記 の よ う な ア ミ ノ 酸 の 部 分 的 改 変 （ 欠 失 、 置 換 、 挿 入 、 付 加 ） は 、 そ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 部 分 的 に 改 変 す る こ と に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。
こ の 塩 基 配 列 の 部 分 的 改 変 は 、 既 知 の 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 （ site specific mutagenesi
s） を 用 い て 定 法 に よ り 導 入 す る こ と が で き る （ Proc Natl Acad Sci USA., 1984 Vol81:5
662） 。 こ こ で 、 抗 体 と は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 構 成 す る 重 鎖 可 変 領 域 お よ び 重 鎖 定 常 領
域 、 並 び に 軽 鎖 の 可 変 領 域 お よ び 軽 鎖 の 定 常 領 域 を 含 む 全 て の 領 域 が 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン
を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 由 来 す る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン で あ る 。 本 特 許 に 含 ま れ る 抗 体 に は 、 い
ず れ の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ク ラ ス お よ び ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 抗 体 を も 包 含 す る 。 抗 体 に は
、 サ ブ ク ラ ス を 組 替 え た 改 変 抗 体 、 又 は さ ら に 重 鎖 定 常 域 の EUナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム （ Se
quences of proteins of immunological interest, NIH Publication No.91-3242 を 参 照
） に お け る 331番 目 の ア ミ ノ 酸 を Serに 置 き 換 え IgG1Serも し く は IgG2Serと し た 改 変 抗 体 を
も 含 む 。 さ ら に 、 ヨ ー ド 、 イ ッ ト リ ウ ム 、 イ ン ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 等 の 放 射 性 核 種 （ J.
W.Goding, Momoclonal Antibodies: principles and practice., 1993 Academic　 Press
） 、 緑 膿 菌 毒 素 、 ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 、 リ シ ン の よ う な 細 菌 毒 素 、 お よ び メ ト ト レ キ セ ー
ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 カ リ キ ア マ イ シ ン な ど の 化 学 療 法 剤 （ D.J.King, Applications and
 Engineering of Monoclonal Antibodies., 1998 T.J.International Ltd.; M.L.Grossba
rd., Monoclonal Antibody-BasedTherapy of Cancer., 1998 Marcel Dekker Inc） 、 さ ら
に 、 Maytansinoid等 の プ ロ ド ラ ッ グ （ Chari et al., Cancer Res., 1992 Vol.52:127; Li
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u et al., Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 1996 Vol.93:8681） な ど を 結 合 さ せ る こ と に よ
り 癌 な ど の 疾 患 の 治 療 効 果 を さ ら に 増 強 し た も の も 包 含 す る 。 ま た 抗 体 の 機 能 的 断 片 も 含
み 、 「 機 能 的 断 片 」 と は 、 抗 体 の 一 部 分 （ 部 分 断 片 ） で あ っ て 、 抗 体 の 抗 原 へ の 作 用 を 1
つ 以 上 保 持 す る も の を 意 味 し 、 具 体 的 に は F（ ab'） 2 、 Fab'、 Fab、 Fv、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
Fv、 一 本 鎖 Fv（ scFv） 、 ダ イ ア ボ デ ィ 、 お よ び こ れ ら の 重 合 体 等 が 挙 げ ら れ る （ D.J.King
., Applications and Engineering of Monoclonal Antibodies.,1998 T.J.International
 Ltd） 。 あ る い は 、 「 機 能 的 断 片 」 は 、 抗 体 の 断 片 で あ っ て 抗 原 と 結 合 し う る 断 片 で あ る
。 製 剤 化 さ れ る 抗 体 は 好 ま し く は 本 質 的 に 純 粋 で あ り 、 望 ま し く は 本 質 的 に 均 質 で あ る （
す な わ ち 、 汚 染 タ ン パ ク 質 等 を 含 ま な い ） 。 「 本 質 的 に 純 粋 な 」 抗 体 と は 、 組 成 物 の 全 重
量 に 対 し て 、 少 な く と も 約 90重 量 ％ の 抗 体 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 95重 量 ％ の 抗 体 を 含
有 す る 組 成 物 を 意 味 す る 。 「 本 質 的 に 均 質 な 」 抗 体 と は 、 組 成 物 の 全 重 量 に 対 し て 少 な く
と も 約 99重 量 ％ の 抗 体 を 含 有 す る 組 成 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 特 許 に 含 ま れ る 抗 体 は 、 好 ま し く は ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 型 化 抗 体 又 は キ メ ラ 抗 体 で あ り 、
好 ま し く は IgGで あ り 、 好 ま し く は IgGの サ ブ ク ラ ス が 、 IgG1、 IgG2、 IgG4の い ず れ か で あ
る 。 ま た IgGが 、 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 に 遺 伝 子 改 変 に よ り 、 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、
お よ び /又 は 、 置 換 、 お よ び 又 は 、 挿 入 が 行 わ れ た IgGで あ っ て も 良 い 。 ま た 、 よ り 好 ま し
く は HLA-DRに 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 さ ら に 好 ま し く は WO2003-033538に 記 載 さ
れ て い る 抗 HLA-DRヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 HD3, HD4, HD6, HD7, HD8, HD10, HD4G1, HD
4G2Ser, HD4G4, HD8G1, HD8G1Ser, HD8G2, HD8G2Ser, HD8G4で あ る 。 こ の う ち 、 HD4, HD6
, HD8お よ び HD10を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 そ れ ぞ れ FERM BP-7771、 FERM BP-7772、 F
ERM BP-7773、 FERM BP-7774と し て 、 2001年 10月 11日 付 で 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研
究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に 国
際 寄 託 さ れ て い る 。 ま た 、 HD3お よ び HD7を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 そ れ ぞ れ FERM BP-
08534お よ び FERM BP-08536と し て 、 2003年 10月 31日 付 で 同 セ ン タ ー に 国 際 寄 託 さ れ て い る
。 さ ら に 、 本 特 許 に は CD40に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 含 ま れ 、 好 ま し く は WO2002
-088186に 記 載 さ れ て い る 抗 CD40ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 、 KM281-1-10、 KM281-2-10-1-2、 KM2
83-5、 KM225-2-56、 KM292-1-24、 KM341-6-9、 4D11、 5H10、 11E1、 5G3、 3811、 3411、 3417
、 F4-465、 抗 CD40ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 KM302-1、 KM341-1-19、 KM643-4-11、 2053、 2105、 382
1、 3822、 285、 110、 115、 F1-102、 F2-103、 F5-77、 F5-157で あ る 。 こ の う ち 、 ハ イ ブ リ
ド ー マ ク ロ ー ン KM 302-1、 KM 281-1-10お よ び KM 281-2-10-1-2は 2001年 5月 9日 付 で そ れ ぞ
れ FERM BP-7578、 FERM BP-7579、 FERM BP-7580と し て 、 ク ロ ー ン KM341-1-19お よ び 4D11は
2001年 9月 27日 付 で そ れ ぞ れ FERM BP-7759、 FERM BP-7758と し て 、 ク ロ ー ン 2105は 2002年 4
月 17日 付 で FERM BP-8024と し て 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ
ー （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 中 央 第 ６ ） に ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き 国 際 寄 託 さ れ
て い る 。 さ ら に 、 F2-103、 F5-77お よ び F5-157の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を 有 す る プ ラ
ス ミ ド は 2001年 4月 19日 付 で そ れ ぞ れ ATCC PTA-3302（ F2-103 重 鎖 ） 、 ATCC PTA-3303（ F2
-103 軽 鎖 ） 、 ATCC PTA-3304(F5-77 重 鎖 )、 ATCC PTA-3305（ F5-77 軽 鎖 ） 、 ATCC PTA-33
06（ F5-157 重 鎖 ） お よ び ATCC PTA-3307（ F5-157 軽 鎖 ） と し て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー
ン F1-102お よ び F4-465は 2001年 4月 24日 付 で そ れ ぞ れ ATCC PTA-3337お よ び ATCC PTA-3338
と し て 、 (American Type Culture Collection, 10801 University Blvd., Manassas, Vir
ginia,USA)(ア メ リ カ 国 立 菌 培 養 収 集 所 、 ア メ リ カ 合 衆 国  ヴ ァ ー ジ ニ ア 州  20110-2209 マ
ナ サ ス  10801 ユ ニ バ ー シ テ ィ ブ ル バ ー ド )に ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き 国 際 寄 託 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に 含 ま れ る 「 添 加 剤 」 と は 活 性 成 分 以 外 の 水 性 医 薬 製 剤 に 含 ま れ る 全 て の 成 分 を
含 み 、 例 え ば 緩 衝 剤 、 pH調 整 剤 、 等 張 化 剤 、 安 定 化 剤 、 界 面 活 性 剤 、 防 腐 剤 、 懸 濁 剤 、 乳
化 剤 な ど が 含 ま れ る 。 ま た 一 種 類 の 添 加 剤 成 分 に お い て 二 種 類 以 上 の 効 果 を 示 す も の も 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 「 緩 衝 剤 」 は 酸 塩 基 共 役 成 分 の 作 用 に よ り pH の 変 化 を 穏 や か に す る 添 加 剤 を 指 す 。 本
発 明 の 緩 衝 液 は 好 ま し く は 約 4.0か ら 約 6.0の pH範 囲 、 よ り 好 ま し く は 約 4.5か ら 約 6.0、 よ
り 好 ま し く は 約 4.0か ら 約 5.0、 よ り 好 ま し く は 約 4.5か ら 約 5.0、 あ る い は 約 5.0か ら 約 6.0
、 pH5.2か ら pH5.8、 約 5.5の pHを 有 し て い る 。 こ の 範 囲 の pHを 有 し て い る 緩 衝 液 を 用 い た
場 合 、 い か な る 抗 体 も 通 常 の 医 薬 製 剤 の 保 存 温 度 で あ る 25℃ 以 下 で 安 定 で あ る 。 な お 、 抗
体 の 種 類 に よ っ て は 、 よ り 高 温 、 例 え ば 40℃ で 安 定 な pH範 囲 が 変 わ っ て く る 場 合 も あ る 。
例 え ば 、 抗 体 に 抗 HLA-DR抗 体 を 用 い た 場 合 の 緩 衝 溶 液 は 、 約 5.0か ら 6.0、 よ り 好 ま し く は
pH5.2か ら pH5.8、 さ ら に 好 ま し く は 約 5.5の pHを 有 し て い る の が 好 ま し く 、 抗 体 に 抗 CD40
ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 用 い た 場 合 の 緩 衝 溶 液 は 、 約 4.0か ら 6.0の pHの 範 囲 、 よ り 好 ま し く
は 約 4.5か ら 6.0、 よ り 好 ま し く は 約 4.0か ら 約 5.0を 有 し て い る こ と が 好 ま し い 。 pHを こ の
範 囲 に 調 節 す る 緩 衝 剤 の 例 に は 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 （ 例 え ば グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 酢
酸 塩 （ 例 え ば 酢 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 コ ハ ク 酸 塩 （ 例 え ば コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 グ ル コ ン 酸
塩 、 ク エ ン 酸 、 ク エ ン 酸 塩 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 塩 （ 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） お よ
び 他 の 有 機 酸 バ ッ フ ァ ー が 含 ま れ る 。 凍 結 融 解 上 安 定 な 製 剤 が 望 ま れ る 場 合 は 、 緩 衝 剤 は
好 ま し く は リ ン 酸 塩 で は な い 。 本 発 明 に お い て 好 ま し く は グ ル タ ミ ン 酸 塩 又 は ク エ ン 酸 で
あ り 、 最 も 好 ま し く は グ ル タ ミ ン 酸 塩 で あ る 。 緩 衝 剤 濃 度 は そ の 緩 衝 能 力 お よ び /又 は 所
望 の 浸 透 圧 に 応 じ て 約 1mMか ら 約 50mM、 好 ま し く は 5mMか ら 20mM、 最 も 好 適 な の は 約 10mMで
あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 等 張 化 剤 」 は 対 象 の 製 剤 が ヒ ト の 血 液 と 本 質 的 に 同 じ 浸 透 圧 を 有 す る よ う 浸 透 圧 を 調
製 す る も の を 指 す 。 等 張 製 剤 は 約 250か ら 350mOsmの 浸 透 圧 を 有 し 、 生 理 食 塩 水 の 浸 透 圧 を
1と し た 浸 透 圧 比 は 約 1で あ る こ と が 望 ま し い 。 等 張 化 剤 は 一 般 に 塩 類 又 は /お よ び ポ リ オ
ー ル が 用 い ら れ る 。 本 発 明 の 等 張 化 剤 は 好 ま し く は 本 質 的 に 塩 を 含 ま ず 、 本 発 明 の 等 張 化
剤 は 好 ま し く は ポ リ オ ー ル を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 ポ リ オ ー ル 」 は 複 数 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 有 す る 物 質 で あ り 、 糖 （ 還 元 お よ び 非 還 元 糖
） 、 糖 ア ル コ ー ル お よ び 糖 酸 を 含 む 。 こ こ で 好 適 な ポ リ オ ー ル は 、 約 600kD未 満 （ 例 え ば
約 120kDか ら 約 400kDの 範 囲 ） で あ る 分 子 量 を 有 す る 。 「 還 元 糖 」 は 、 金 属 イ オ ン を 低 減 す
る こ と が で き る か タ ン パ ク 質 中 の リ ジ ン と 他 の ア ミ ノ 基 と 共 有 的 に 反 応 で き る ヘ ミ ア セ タ
ー ル 基 を 含 む も の で あ り 、 「 非 還 元 糖 」 は 、 還 元 糖 の こ れ ら の 性 質 を 有 さ な い も の で あ る
。 還 元 糖 の 例 は フ ル ク ト ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ
シ ロ ー ス 、 リ ボ ー ス 、 ラ ム ノ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス お よ び グ ル コ ー ス で あ る 。 非 還 元 糖 は 、
ス ク ロ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 ソ ル ボ ー ス 、 メ レ ジ ト ー ス お よ び ラ フ ィ ノ ー ス を 含 む 。 マ ン
ニ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 、 エ リ ス リ ト ー ル 、 ス レ イ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル お よ び グ リ セ ロ
ー ル が 糖 ア ル コ ー ル の 例 で あ る 。 糖 酸 に つ い て は 、 Ｌ -グ ル コ ン 酸 と そ の 金 属 塩 が 含 ま れ
る 。 溶 液 中 に お い て 抗 体 に 化 学 的 影 響 を 与 え な い 非 還 元 糖 が 好 ま し い ポ リ オ ー ル で あ り 、
製 剤 が 凍 結 融 解 上 安 定 で あ る こ と が 望 ま れ る 場 合 は 、 製 剤 中 の 抗 体 を 不 安 定 化 さ せ る よ う
な 凍 結 温 度 （ 例 え ば -20℃ ） で 結 晶 化 し な い も の が 好 適 で あ る 。 ソ ル ビ ト ー ル が 優 れ た 溶
液 安 定 性 を 有 し て い る た め 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 界 面 活 性 剤 」 に は 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト （ 例 え ば ポ リ ソ ル ベ ー ト 20、 80な ど ） 又 は ポ ロ キ
サ マ ー （ 例 え ば ポ ロ キ サ マ ー 188） の よ う な 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 含 ま れ る 。 添 加 さ れ
る 界 面 活 性 剤 の 量 は 、 製 剤 化 さ れ た 抗 体 の 凝 集 を 低 減 し 、 お よ び /又 は 製 剤 中 の 粒 子 の 形
成 を 最 小 化 し 、 お よ び /又 は 吸 着 を 低 減 す る よ う な 量 で あ る 。 本 発 明 に お い て 界 面 活 性 剤
と し て 好 ま し く は ポ リ ソ ル ベ ー ト を 含 み 、 好 ま し く は ポ リ ソ ル ベ ー ト 80を 含 む 。 界 面 活 性
剤 は 製 剤 中 に 、 好 ま し く は 0.02mg/mLか ら 0.10mg/mL、 最 も 好 ま し く は 約 0.05mg/mLの 量 で
存 在 し う る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 安 定 化 剤 」 と は 、 少 量 の 添 加 、 好 ま し く は 10mM以 下 の 添 加 に よ り 保 存 時 に お い て 活 性
成 分 の 化 学 的 お よ び /又 は 物 理 的 お よ び /又 は 生 物 的 安 定 性 を よ り 高 め る 添 加 剤 で あ る 。 本
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発 明 の 製 剤 に は 安 定 化 剤 が 含 ま れ て い て も 良 く 、 例 え ば グ リ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 塩 酸 シ ス
テ イ ン 、 ロ イ シ ン 、 塩 酸 リ ジ ン 、 塩 酸 ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 ED
TAお よ び そ れ ら の 塩 な ど か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 製 剤 の 調 製 前 又 は
そ れ に 続 い て 、 無 菌 濾 過 膜 を 通 過 さ せ る 濾 過 に よ り 容 易 に な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 製 剤 は 、 抗 体 で の 治 療 を 必 要 と し て い る 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に 、 既 知 の 方 法 、 例
え ば ボ ー ラ ス と し て も し く は 一 定 時 間 に わ た る 連 続 注 入 に よ る 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 、 腹 腔
内 、 大 脳 内 、 皮 下 、 関 節 内 、 滑 液 包 内 、 く も 膜 下 腔 内 、 経 口 、 局 所 的 、 又 は 吸 入 経 路 に よ
り 、 投 与 さ れ る 。 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 製 剤 は 静 脈 内 投 与 に よ り 哺 乳 動 物 に 投 与 さ れ る 。
こ の よ う な 目 的 に は 、 製 剤 は 、 例 え ば シ リ ン ジ を 使 用 し て 、 又 は 点 滴 静 注 ラ イ ン を 介 し て
注 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 水 性 製 剤 を 収 容 す る 容 器 を 具 備 し た 製 造 品 が
提 供 さ れ 、 場 合 に よ っ て そ の 使 用 の た め の 指 示 を 提 供 す る 。 好 適 な 容 器 に は 、 例 え ば 、 ビ
ン 、 バ イ ア ル 、 ア ン プ ル お よ び シ リ ン ジ が 含 ま れ る 。 容 器 は ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク の よ
う な 様 々 な 材 料 で 形 成 す る こ と が で き る 。 例 示 的 な 容 器 は 3-20mLの ガ ラ ス 製 バ イ ア ル で あ
る 。 容 器 は 製 剤 を 収 容 し 、 容 器 上 又 は 容 器 に 伴 う ラ ベ ル は 使 用 上 の 指 示 が 示 さ れ て い る 。
製 造 品 は 、 他 の 緩 衝 剤 、 希 釈 剤 、 フ ィ ル タ ー 、 針 、 シ リ ン ジ 、 お よ び 使 用 指 示 書 を 伴 う パ
ッ ケ ー ジ 挿 入 物 を 含 ん で い て も 良 く 、 市 販 お よ び 使 用 者 の 観 点 か ら 望 ま し い 他 の 材 料 を 更
に 含 ん で い て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 次 の 実 施 例 を 参 照 す れ ば 更 に 十 分 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 し か し 、 こ れ ら 実 施
例 は 、 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る も の で は な い 。 全 て の 文 献 と 特 許 は 出 典 を 明 示 し て こ こ に 取
込 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例 1　 抗 HLA-DR抗 体 を 含 有 す る 水 性 製 剤 （ 緩 衝 剤 の 検 討 ）
　 こ の 実 施 例 は WO2003/033538に 公 開 さ れ て い る HLA-DRに 対 す る 抗 体 （ 抗 HLA-DR抗 体 ） を
含 有 す る 水 性 製 剤 を 記 述 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 実 施 例 で は 表 1に 示 し た 製 剤 を 調 製 し 、 緩 衝 剤 の 種 類 が 抗 体 の 安 定 性 に 与 え る 影 響 に
つ い て 評 価 を 行 っ た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ １ ） 　 製 剤 検 体 の 調 製
　 本 検 討 に 使 用 し た 試 薬 は 、 抗 HLA-DR抗 体 （ 約 18mg/mL、 WO2003-0033538に 記 載 さ れ て い
る 方 法 に 従 っ て キ リ ン ビ ー ル 社 医 薬 生 産 本 部 生 産 技 術 セ ン タ ー に て 調 製 ） 、 L-グ ル タ ミ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 一 水 和 物 （ 日 本 薬 局 方 外 医 薬 品 規 格 ） 、 L-ヒ ス チ ジ ン （ 日 本 薬 局 方 ） 、 ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 一 水 和 物 （ 日 本 薬 局 方 ） 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 （ 日 本 薬 局 方 ） 、 D-ソ ル ビ ト ー
ル （ 日 本 薬 局 方 ） 、 D-マ ン ニ ト ー ル （ 日 本 薬 局 方 ） 、 塩 酸 （ 日 本 薬 局 方 ） 、 ポ リ ソ ル ベ ー
ト 80（ 日 本 薬 局 方 ） 、 注 射 用 水 （ 日 本 薬 局 方 ） で あ っ た 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 各 製 剤 検 体 は あ ら か じ め 原 薬 を 含 ま な い プ ラ セ ボ 溶 液 を 作 製 し 、 抗 HLA-DR抗 体 溶 液 を NA
Pカ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） を も ち い て 製 剤 プ ラ セ ボ 溶 液 と 置 換 す る こ と に
よ り 調 製 し た 。 ま た タ ン パ ク 濃 度 は OD280nm吸 光 度 係 数 ε =1.4を 用 い 換 算 し 濃 度 を 調 整 し
た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 各 製 剤 検 体 は ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 0.22μ mフ ィ ル タ ー （ ミ リ ポ ア 社 製 ） を も ち い 無 菌 濾
過 を 行 い 、 5mLガ ラ ス バ イ ア ル （ 日 本 薬 局 方 に 適 合 ） に 1mLず つ ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 無 菌 を
保 っ て 充 填 を 行 っ た 。 さ ら に 分 析 検 体 の 希 釈 お よ び 分 析 の ブ ラ ン ク の た め 抗 HLA-DR抗 体 を
含 ま な い 溶 液 （ プ ラ セ ボ ） を ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 0.22μ mボ ト ル ト ッ プ フ ィ ル タ ー （ ナ ル
ゲ ン 社 製 ） を 用 い 無 菌 濾 過 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ ２ ） 試 験 条 件
　 本 実 施 例 に お い て 安 定 性 評 価 を 行 う た め 、 以 下 の 条 件 に 従 い 各 製 剤 検 体 に ス ト レ ス を 与
え た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
熱 安 定 性 試 験 ： 40℃ 又 は 25℃ に 制 御 さ れ た イ ン キ ュ ベ ー タ （ TABAI ESPEC社 製 ） に 1箇 月 間
保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 各 検 体 は 各 ス ト レ ス 負 荷 後 分 析 開 始 ま で 4℃ に 制 御 さ れ た 低 温 庫 に 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ ３ ） 分 析 方 法
　 サ イ ズ 排 除 HPLC検 定 （ SEC） ： 重 合 体 含 量 お よ び 分 解 物 含 量 は サ イ ズ 排 除 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ 法 に よ り 算 出 し た 。 必 要 に 応 じ て 検 体 を 1mg/mLに 希 釈 し 15μ Lの 注 入 を 雰 囲 気
温 度 で 行 っ た 。 分 離 は TSKgel G3000 SWXL 30cm× 7.8mm（ 東 ソ ー 社 製 ） カ ラ ム を 使 用 し 、
移 動 相 と し て 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 500mM塩 化 ナ ト リ ウ ム pH7.0を 用 い 0.5mL/分 の 流 量 で
分 析 時 間 は 30分 、 検 出 を 215nmで 行 っ た 。 な お 主 ピ ー ク よ り 前 に 溶 出 す る も の を 重 合 体 、
後 に 溶 出 す る も の を 分 解 物 と 定 義 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 陽 イ オ ン 交 換 HPLC検 定 （ IEC） ： デ ア ミ ド 体 含 量 は 陽 イ オ ン 交 換 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ 法 に よ り 算 出 し た 。 5mg/mLに 適 宜 希 釈 を 行 っ た 検 体 を 60μ L注 入 し た 。 分 離 カ ラ ム と し
て TSKgel BIOAssist S（ 東 ソ ー 社 製 ） を 用 い 280nmで 検 出 を 行 っ た 。 移 動 相 と し て Aに 対 し
て 20mM酒 石 酸 pH4.5、 Bに 対 し て 20mM酒 石 酸 、 1M塩 化 ナ ト リ ウ ム pH4.5を 用 い 、 最 適 な グ ラ
ジ ェ ン ト 条 件 を 用 い 分 析 を 行 っ た 。 な お 、 主 ピ ー ク よ り 前 方 に 溶 出 し た 劣 化 物 を デ ア ミ ド
体 と 定 義 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 疎 水 HPLC検 定 （ HIC） ： Fc部 位 酸 化 体 の 含 量 は 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ 法 に よ り 算 出 し た 。 1
mg/mLに 適 宜 希 釈 を 行 っ た 検 体 250μ Lに 対 し 250mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 12.5mM L-シ ス テ イ
ン 、 pH7.0水 溶 液 20μ L と 2.5mg/mLの パ パ イ ン 溶 液 2.5μ Lを 加 え 37℃ で 2時 間 酵 素 処 理 を 行
い Fcフ ラ グ メ ン ト 検 体 を 調 製 し た 。 調 製 し た Fcフ ラ グ メ ン ト 検 体 を 15μ L注 入 し 、 分 離 カ
ラ ム と し て TSKgel Butyl-NPR 3.5cm× 4.6mm（ 東 ソ ー 社 製 ） を 用 い 215nmで 分 析 お よ び 検 出
を 行 っ た 。 移 動 相 は Aと し て 20mM Tris （ hydroxymethyl）  aminomethane、 pH7.0、 Bと し
て 20mM Tris （ hydroxymethyl）  aminomethane、 2M硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 pH7.0を 用 い 、 最
適 な グ ラ ジ ェ ン ト 条 件 を 用 い 分 析 を 行 っ た 。 な お 、 主 ピ ー ク よ り 前 方 に 溶 出 し た 劣 化 物 を
酸 化 体 と 定 義 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 SDS-PAGE検 定 ： 必 要 に 応 じ て 検 体 溶 液 を 200μ g/mLに 希 釈 し た 。 検 体 溶 液 に ト リ ス SDSサ
ン プ ル 処 理 液 （ 第 一 化 学 薬 品 社 製 ） を 2分 の 1容 加 え 、 非 還 元 検 体 溶 液 と し た 。 ま た 、 本 品
を 必 要 に 応 じ て 希 釈 し た も の に ト リ ス SDSβ MEサ ン プ ル 処 理 液 （ 第 一 化 学 薬 品 社 製 ） を 2分
の 1容 加 え 、 65℃ で 15分 間 加 熱 し 、 還 元 検 体 溶 液 と し た 。 泳 動 槽 に 電 気 泳 動 用 ト リ ス /グ リ
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シ ン /SDS緩 衝 液 （ BioRad社 製 ） を 満 た し た 。 試 料 溶 液 5μ Lを 4-20%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル （ 第 一 化 学 薬 品 社 製 ） に ア プ ラ イ し 、 電 気 泳 動 を 約 20mA定 電 流 で 、 試 料 溶 液 に 含 ま れ る
ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー の 青 色 が ゲ ル の 下 端 付 近 に 移 動 す る ま で 行 っ た 。 泳 動 終 了 後 の ゲ
ル を 銀 染 色 し 検 出 し た 。 な お 検 体 お よ び 劣 化 体 の お お よ そ の 分 子 量 を 判 定 す る た め に 分 子
量 マ ー カ ー （ 200kDa, 116.2kDa, 66.3kDa, 42.4kDa, 30.0kDa, 17.2kDaの タ ン パ ク 質 を 含
む ） を 同 時 に 泳 動 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 不 溶 性 異 物 お よ び 濁 り ： 白 色 光 源 の 直 下 、 約 5000ル ク ス の 明 る さ の 位 置 で 、 肉 眼 で 不 溶
性 異 物 お よ び 濁 り の 有 無 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 浸 透 圧 比 ： 自 動 浸 透 圧 測 定 装 置 （ ア ー ク レ ー 社 製 OSMO STATION OM-6050） を 用 い て 浸 透
圧 測 定 を 行 い 、 同 時 に 測 定 し た 生 理 食 塩 水 の 浸 透 圧 に 対 す る 比 を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
pH： 自 動 pH測 定 装 置 （ メ ト ラ ー ・ ト レ ド 社 製 MP-230な ど ） を 用 い て pH測 定 を 行 っ た 。 測 定
開 始 時 に pH4、 pH7お よ び pH9の 標 準 溶 液 を 用 い 校 正 を 行 っ た 後 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ ４ ） 結 果
　 図 1は 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の 重 合 体 量 の 変 化 を 示 す 。 重
合 体 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 製 剤 お よ び ク エ ン 酸 緩 衝 液
製 剤 が 安 定 で あ る こ と を 示 す 。 ま た 、 そ の 他 の 分 析 項 目 （ 分 解 物 、 デ ア ミ ド 体 、 Fc部 位 酸
化 体 ） に お い て も ア ス コ ル ビ ン 酸 緩 衝 液 は 不 安 定 で あ り 、 一 方 で グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 製 剤
お よ び ク エ ン 酸 緩 衝 液 製 剤 は 安 定 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 肉 眼 に よ る 目 視 検 査 で は ア ス コ ル ビ ン 酸 緩 衝 液 を 含 む 製 剤 で は 保 存 後 黄 色 あ る い は 褐 色
に 着 色 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 製 剤 で は 保 存 前 後 で 変 化 は 認 め ら れ ず 安 定 で
あ っ た 。 不 溶 性 微 粒 子 は い ず れ の 検 体 に お い て も 僅 か で あ り 、 ま た 保 存 前 後 で の 変 化 は 認
め ら れ ず 安 定 で あ っ た 。 ま た 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の pHは ア ス コ ル ビ ン 酸 緩 衝
液 製 剤 に お い て 低 pH側 に シ フ ト す る 傾 向 が 認 め ら れ た 。 グ ル タ ミ ン 酸 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 製
剤 で は 保 存 前 後 で 変 化 は 認 め ら れ ず 安 定 で あ っ た 。 浸 透 圧 比 は 全 て の 検 体 で 約 1で あ り 、
ス ト レ ス 負 荷 前 後 に お け る 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ア ス コ ル ビ ン 酸 緩 衝 液 を 用 い た 製 剤 は 測 定 し た 多 く の 劣 化 指 標 に お い て 大 き な 値 を 示 し
非 常 に 不 安 定 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 実 施 例 に よ り 抗 体 を 安 定 化 さ せ る 緩 衝 剤 と し て グ ル タ ミ ン 酸 、 ク エ ン 酸 が 好 適 で あ る
こ と が 判 明 し た 。 最 も 好 ま し く は 緩 衝 剤 と し て 、 グ ル タ ミ ン 酸 を 用 い る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
実 施 例 2　 抗 HLA-DR抗 体 を 含 有 す る 水 性 製 剤 （ pHの 検 討 ）
　 こ の 実 施 例 は WO2003/033538に 公 開 さ れ て い る HLA-DRに 対 す る 抗 体 （ 抗 HLA-DR抗 体 ） を
含 有 す る 水 性 製 剤 を 記 述 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 実 施 例 で は 表 2に 示 し た 製 剤 を 調 製 し 、 好 適 な 製 剤 pHの 詳 細 な 評 価 を 行 っ た 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ １ ） 材 料 と 方 法
　 本 実 施 例 に 用 い た 材 料 お よ び 分 析 方 法 は 実 施 例 1に 示 し た も の と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ ２ ） 試 験 条 件
　 本 実 施 例 に お い て 安 定 性 評 価 を 行 う た め 、 以 下 の 条 件 に 従 い 各 製 剤 検 体 に ス ト レ ス を 与
え た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 熱 安 定 性 試 験 ：  40℃ 又 は 25℃ に 制 御 さ れ た イ ン キ ュ ベ ー タ （ TABAI ESPEC社 製 ） に 1箇
月 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 凍 結 融 解 試 験 ： -20℃ 冷 凍 庫 お よ び 4℃ 低 温 庫 に 交 互 に 保 存 す る こ と に よ り 凍 結 融 解 を 3
回 繰 り 返 し て 検 体 と し た 。 な お サ イ ク ル 毎 に 目 視 に よ り 検 体 が 完 全 に 凍 結 あ る い は 融 解 し
た こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 強 制 振 動 試 験 ： 振 動 試 験 機 （ 大 洋 科 学 工 業 社 製 RECIPRO SHAKER SR-II） を 用 い 300rpm、
40mm振 動 条 件 で 20分 間 行 い 、 検 体 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 光 安 定 性 試 験 ： 約 4000ル ク ス に 制 御 し た 白 色 蛍 光 灯 下 、 120万 ル ク ス 時 と な る よ う に 検
体 を 光 照 射 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
（ ３ ） 結 果
　 図 2は 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の 重 合 体 量 の 変 化 を 示 す 。 重
合 体 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 製 剤 が pH4.0か ら pH6.0で 安
定 で あ る こ と を 示 す 。 ま た 、 図 3は 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の
分 解 物 量 の 変 化 を 示 す 。 分 解 物 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液
製 剤 が 25℃ で 保 存 し た と き に pH4.0か ら pH7.0で 安 定 で あ る こ と を 示 す 。 さ ら に SDS-PAGE分
析 に お い て も サ イ ズ 排 除 HPLCで 得 ら れ た 結 果 と 同 様 の 傾 向 が 認 め ら れ る 泳 動 像 が 得 ら れ た
。 図 4は 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の デ ア ミ ド 体 量 の 変 化 を 示 す
。 デ ア ミ ド 体 量 は 陽 イ オ ン 交 換 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 製 剤 が 25℃ で 保
存 し た と き に pH4.0か ら pH7.0に お い て 安 定 で あ る こ と を 示 す 。 ま た 、 図 5は 各 水 性 医 薬 製
剤 を 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の Fc部 位 酸 化 体 量 の 変 化 を 示 す 。 Fc部 位 酸 化 体 量 は
疎 水 HPLCに よ り 測 定 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 製 剤 が pH4.0か ら pH6.0で 安 定 で あ る こ と を
示 す 。 目 視 に よ る 異 物 お よ び 濁 り 、 不 溶 性 異 物 、 浸 透 圧 比 お よ び pHは ス ト レ ス 負 荷 前 後 に
お け る 変 化 は ほ と ん ど 認 め ら れ ず 、 安 定 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 光 安 定 性 試 験 の 結 果 、 光 照 射 後 に い ず れ の 検 体 に お い て も 重 合 体 、 分 解 物 、 デ ア ミ ド 体
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、 Fc部 位 酸 化 体 量 の 増 加 が 認 め ら れ た も の の 、 こ れ ら 変 化 は 紙 箱 に よ る 遮 光 に よ り 抑 制 可
能 で あ る 。 従 っ て 、 保 存 時 に 何 ら か の 遮 光 処 置 を と る こ と で 安 定 に 保 管 可 能 で あ る 。 な お
、 凍 結 融 解 お よ び 振 動 ス ト レ ス 負 荷 前 後 に お け る 変 化 は い ず れ の 分 析 項 目 に お い て も 認 め
ら れ ず 、 安 定 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 3　 抗 HLA-DR抗 体 含 有 製 剤 （ 等 張 化 剤 の 検 討 ）
　 こ の 実 施 例 は WO2003/033538に 公 開 さ れ て い る HLA-DRに 対 す る 抗 体 （ 抗 HLA-DR抗 体 ） を
含 有 す る 水 性 製 剤 を 記 述 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 実 施 例 で は 表 3に 示 し た 製 剤 を 調 製 し 、 製 剤 の 等 張 化 剤 が 製 剤 の 安 定 性 に 与 え る 影 響
を 評 価 し た 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ １ ） 材 料 と 方 法
　 本 実 施 例 に 用 い た 材 料 お よ び 分 析 方 法 は 実 施 例 1に 示 し た も の と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ ２ ） 試 験 条 件
　 実 施 例 2に 示 し た 方 法 と 同 様 に 検 体 へ ス ト レ ス を 負 荷 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ ３ ） 結 果 お よ び 考 察
　 図 6は 各 水 性 医 薬 製 剤 を 凍 結 お よ び 融 解 を 繰 り 返 し た 後 の 重 合 体 量 の 変 化 を 示 す 。 重 合
体 量 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 等 張 化 剤 と し て ソ ル ビ ト ー ル を 用 い た 製 剤 が 安 定
で あ る こ と を 示 す 。 ソ ル ビ ト ー ル は 凍 結 時 に お い て も 結 晶 化 し な い の に 対 し て 、 マ ン ニ ト
ー ル は 凍 結 時 に 結 晶 化 す る こ と か ら 、 凍 結 時 に 抗 体 分 子 を 特 に 物 理 的 に 破 壊 す る 可 能 性 が
考 え ら れ る 。 等 張 化 剤 に 用 い る ポ リ オ ー ル と し て ソ ル ビ ト ー ル の よ う な 凍 結 時 に 結 晶 と な
ら な い も の が よ り 好 適 で あ る と 証 明 さ れ た 。 そ の 他 試 験 条 件 に お い て 安 定 性 に 差 異 は 認 め
ら れ な か っ た 。 ま た 発 明 者 は 予 備 的 な 検 討 に よ り 等 張 化 剤 と し て 塩 （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ） あ
る い は 糖 （ ソ ル ビ ト ー ル ） を 比 較 し た 試 験 を 行 っ て お り 、 熱 安 定 性 試 験 に お い て 重 合 体 、
分 解 物 、 デ ア ミ ド 体 生 成 量 に 関 し て 糖 類 を 用 い た 場 合 に よ り 安 定 で あ る 知 見 を 得 て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 等 張 化 剤 は 好 ま し く は 本 質 的 に 塩 を 含 ま ず 、 好 ま し く は 溶 液 中 に お い
て 抗 体 に 化 学 的 影 響 を 与 え な い 非 還 元 糖 が 好 ま し い ポ リ オ ー ル で あ り 、 製 剤 が 凍 結 融 解 上
安 定 で あ る こ と が 望 ま れ る 場 合 は 、 製 剤 中 の 抗 体 を 不 安 定 化 さ せ る よ う な 凍 結 温 度 （ 例 え
ば -20℃ ） で 結 晶 化 し な い も の が 好 適 で あ る 。 ソ ル ビ ト ー ル が 優 れ た 溶 液 安 定 性 を 有 し て
い る た め 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 本 発 明 者 は 界 面 活 性 剤 と し て ポ リ ソ ル ベ ー ト 80を 用 い 、 そ の 濃 度 が 抗 体 の 安 定 性 に
与 え る 影 響 に つ い て も 研 究 し て い る 。 界 面 活 性 剤 の 添 加 に よ り 製 剤 化 さ れ た 抗 体 の 凝 集 が
低 減 さ れ た 。 し か し な が ら 、 0.20mg/mL以 上 の 過 剰 量 の 添 加 に よ り 抗 体 の Fc部 位 酸 化 体 量
が 増 加 す る 傾 向 が 認 め ら れ た 。 従 っ て 、 界 面 活 性 剤 は 製 剤 中 に 好 ま し く は 0.02mg/mLか ら 0
.10mg/mL、 最 も 好 ま し く は 約 0.05mg/mLの 量 で の 存 在 が 良 い 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 発 明 者 は 予 備 的 な 検 討 に よ り 、 こ れ ま で の 実 施 例 に 加 え て 安 定 化 剤 添 加 （ グ リ シ ン
、 メ チ オ ニ ン 、 塩 酸 シ ス テ イ ン 、 ロ イ シ ン 、 塩 酸 リ ジ ン 、 塩 酸 ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン
酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 EDTA） の 検 討 を 行 っ た 。 例 え ば グ リ シ ン 添 加 に よ り 不 溶 性 微 粒 子 の
さ ら な る 抑 制 効 果 が 認 め ら れ 、 ま た メ チ オ ニ ン は 酸 化 体 生 成 抑 制 の 効 果 が 得 ら れ て い る 。
従 っ て 、 本 発 明 に は こ れ ら 安 定 化 剤 を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た さ ら に 、 HSA に 対 す る 組 換 え 完 全 ヒ ト IgG1抗 体 （ 抗 HSA抗 体 ） を 用 い 同 様 の 検 討 を
行 っ て お り 、 本 発 明 は 抗 体 種 類 に よ ら ず 成 立 す る こ と を 確 認 し て い る 。 ま た 、 抗 HSA抗 体
を 用 い た 水 性 医 薬 製 剤 の 検 討 で は 抗 体 濃 度 1mg/mLか ら 100mg/mLま で 検 討 を 行 っ て お り 、 本
発 明 で 明 ら か に な っ た 方 法 は 抗 体 濃 度 に よ ら ず 成 り 立 つ こ と が 明 ら か と な っ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
実 施 例 4　 抗 体 含 有 医 薬 製 剤 の 調 製
　 抗 体 を 含 有 す る 安 定 な 水 性 医 薬 製 剤 の 調 製 例 を 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に 用 い る 抗 体 （ HD3, HD4, HD6, HD7, HD8, HD10, HD4G1, HD4G2Ser, HD4G4, HD8
G1, HD8G1Ser, HD8G2, HD8G2Ser, HD8G4） を コ ー ド す る 遺 伝 子 で 形 質 転 換 さ れ 該 抗 体 を 発
現 産 生 し 得 る CHO細 胞 の 培 養 上 清 か ら 、 WO2003-033538に 示 さ れ て い る 方 法 で 該 抗 体 を 精 製
す る 。 こ の 精 製 抗 体 を 約 10mg/mLに 濃 縮 後 、 限 外 濾 過 膜 を 用 い て 10mMグ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液
、 262mM D-ソ ル ビ ト ー ル 、 pH=5.5バ ッ フ ァ ー に 置 換 す る 。 バ ッ フ ァ ー 置 換 後 の 回 収 液 中 に
含 ま れ る 抗 体 濃 度 を 20mg/mLに 濃 縮 お よ び 調 製 し た 後 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80を 0.05mg/mLと な
る よ う に 添 加 し 抗 体 を 20mg/mL含 む 水 性 医 薬 製 剤 を 得 る 。 ま た 上 記 20mg/mL抗 体 製 剤 を 抗 体
の 含 ま れ て い な い 水 性 医 薬 製 剤 （ 10mMグ ル タ ミ ン 酸 緩 衝 液 、 262mM D-ソ ル ビ ト ー ル 、 0.05
mg/mLポ リ ソ ル ベ ー ト 80溶 液 ） で 希 釈 す る こ と に よ り 任 意 の 抗 体 濃 度 の 水 性 医 薬 製 剤 を 調
製 す る 。 以 下 の 表 ４ の Aか ら Nに 抗 体 を 10mg/mL含 有 す る 水 性 医 薬 製 剤 1mLあ た り の 組 成 例 を
示 す 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 水 性 医 薬 製 剤 は 無 菌 濾 過 膜 を 用 い 無 菌 と し 、 無 菌 管 理 さ れ た 自
動 充 填 機 な ど を 用 い て 、 あ ら か じ め 滅 菌 さ れ た バ イ ア ル に 充 填 し 、 ゴ ム 栓 で 施 栓 、 ア ル ミ
キ ャ ッ プ を 巻 締 め す る こ と で 無 菌 の 抗 体 含 有 水 性 医 薬 製 剤 を 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 5　 抗 CD40抗 体 を 含 有 す る 水 性 製 剤
　 こ の 実 施 例 は WO 02-088186に 公 開 さ れ て い る CD40に 対 す る 抗 体 （ 抗 CD40ア ン タ ゴ ニ ス ト
抗 体 ） を 含 有 す る 水 性 製 剤 を 記 述 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 実 施 例 で は 表 １ に 示 し た 製 剤 を 調 製 し 、 pHが 抗 体 の 安 定 性 に 与 え る 影 響 に つ い て 評 価
を 行 っ た 。
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
製 剤 検 体 の 調 製
　 本 検 討 に 使 用 し た 試 薬 は 、 抗 CD40ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 （ 約 15mg/mL、 WO 02-088186に 記
載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て キ リ ン ビ ー ル 社 医 薬 生 産 本 部 生 産 技 術 セ ン タ ー に て 調 製 ） 、 L-
グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 一 水 和 物 （ 日 本 薬 局 方 外 医 薬 品 規 格 ） 、 D-ソ ル ビ ト ー ル （ 日 本 薬
局 方 ） 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム （ 日 本 薬 局 方 ） 、 塩 酸 （ 日 本 薬 局 方 ） 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80（ 日
本 薬 局 方 ） 、 注 射 用 水 （ 日 本 薬 局 方 ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 各 製 剤 検 体 は あ ら か じ め 原 薬 を 含 ま な い プ ラ セ ボ 溶 液 を 作 製 し 、 抗 CD40ア ン タ ゴ ニ ス ト
抗 体 を NAPカ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） を も ち い て 製 剤 プ ラ セ ボ 溶 液 と 置 換 す
る こ と に よ り 調 製 し た 。 ま た タ ン パ ク 濃 度 は OD280nm吸 光 度 係 数 ε =1.65を 用 い 換 算 し 濃 度
を 調 整 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 各 製 剤 検 体 は ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 0.22μ mフ ィ ル タ ー （ ミ リ ポ ア 社 製 ） を も ち い 無 菌 濾
過 を 行 い 、 5mLガ ラ ス バ イ ア ル （ 不 二 硝 子 （ 株 ） 白 U-KB2CS（ コ ー テ ィ ン グ な し ） ） に 1mL
ず つ ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 無 菌 を 保 っ て 充 填 を 行 っ た 。 さ ら に 分 析 検 体 の 希 釈 お よ び 分 析 の
ブ ラ ン ク の た め 抗 CD40ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 ま な い 溶 液 （ プ ラ セ ボ ） を ク リ ー ン ベ ン チ
内 で 0.22μ mボ ト ル ト ッ プ フ ィ ル タ ー （ ナ ル ゲ ン 社 製 ） を 用 い 無 菌 濾 過 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
試 験 条 件
　 本 実 施 例 に お い て 安 定 性 評 価 を 行 う た め 、 以 下 の 条 件 に 従 い 各 製 剤 検 体 に ス ト レ ス を 与
え た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
熱 安 定 性 試 験 ： 40℃ 又 は 25℃ に 制 御 さ れ た イ ン キ ュ ベ ー タ （ TABAI ESPEC社 製 ） に 1箇 月 間
保 存 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ま た 、 各 検 体 は 各 ス ト レ ス 負 荷 後 分 析 開 始 ま で 4℃ に 制 御 さ れ た 低 温 庫 に 保 存 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
分 析 方 法
サ イ ズ 排 除 HPLC検 定 （ SEC） ： 重 合 体 含 量 お よ び 分 解 物 含 量 は サ イ ズ 排 除 高 速 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ 法 に よ り 算 出 し た 。 必 要 に 応 じ て 検 体 を 1mg/mLに 希 釈 し 15μ Lの 注 入 を 雰 囲 気 温
度 で 行 っ た 。 分 離 は TSKgel G3000 SWXL 30cm× 7.8mm（ 東 ソ ー 社 製 ） カ ラ ム を 使 用 し 、 移
動 相 と し て 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 500mM塩 化 ナ ト リ ウ ム pH7.0を 用 い 0.5mL/分 の 流 量 で 分
析 時 間 は 30分 、 検 出 を 215nmで 行 っ た 。 な お 主 ピ ー ク よ り 前 に 溶 出 す る も の を 重 合 体 、 後
に 溶 出 す る も の を 分 解 物 と 定 義 し た 。
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【 ０ ０ ９ ３ 】
SDS-PAGE検 定 ： 必 要 に 応 じ て 検 体 溶 液 を 200μ g/mLに 希 釈 し た 。 検 体 溶 液 に ト リ ス SDSサ ン
プ ル 処 理 液 （ 第 一 化 学 薬 品 社 製 ） を 2分 の 1容 加 え 、 非 還 元 検 体 溶 液 と し た 。 ま た 、 本 品 を
必 要 に 応 じ て 希 釈 し た も の に ト リ ス SDSβ MEサ ン プ ル 処 理 液 （ 第 一 化 学 薬 品 社 製 ） を 2分 の
1容 加 え 、 65℃ で 15分 間 加 熱 し 、 還 元 検 体 溶 液 と し た 。 泳 動 槽 に 電 気 泳 動 用 ト リ ス /グ リ シ
ン /SDS緩 衝 液 （ BioRad社 製 ） を 満 た し た 。 試 料 溶 液 5μ Lを 4-20%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
（ 第 一 化 学 薬 品 社 製 ） に ア プ ラ イ し 、 電 気 泳 動 を 約 20mA定 電 流 で 、 試 料 溶 液 に 含 ま れ る ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー の 青 色 が ゲ ル の 下 端 付 近 に 移 動 す る ま で 行 っ た 。 泳 動 終 了 後 の ゲ ル
を 銀 染 色 し 検 出 し た 。 な お 検 体 お よ び 劣 化 体 の お お よ そ の 分 子 量 を 判 定 す る た め に 分 子 量
マ ー カ ー （ 200.0kDa, 116.2kDa, 66.3kDa, 42.4kDa, 30.0kDa, 17.2kDaの タ ン パ ク 質 を 含
む ） を 同 時 に 泳 動 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
浸 透 圧 比 ： 自 動 浸 透 圧 測 定 装 置 （ ア ー ク レ ー 社 製 OSMO STATION OM-6050） を 用 い て 浸 透 圧
測 定 を 行 い 、 同 時 に 測 定 し た 生 理 食 塩 水 の 浸 透 圧 に 対 す る 比 を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
pH： 自 動 pH測 定 装 置 （ メ ト ラ ー ・ ト レ ド 社 製 MP-230な ど ） を 用 い て pH測 定 を 行 っ た 。 測 定
開 始 時 に pH4、 pH7お よ び pH9の 標 準 溶 液 を 用 い 校 正 を 行 っ た 後 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
結 果 お よ び 考 察
　 図 ７ は 各 水 性 医 薬 製 剤 を 25℃ で 保 存 し た と き の 重 合 体 量 を 示 す 。 重 合 体 量 は サ イ ズ 排 除
HPLCに よ り 測 定 し た 。 PH4.0か ら 6.0で 安 定 で あ る こ と を 示 す 。 図 ８ は 各 水 性 医 薬 製 剤 を 40
℃ で 保 存 し た と き の 分 解 物 量 を 示 す 。 分 解 物 は サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 測 定 し た 。 分 解 物 量
は pHに 関 わ ら ず 微 量 で あ っ た 。 ま た 25℃ あ る い は 40℃ で 保 存 し た と き の pHは 全 て の 検 体 に
お い て 保 存 前 後 で 変 化 は 認 め ら れ ず 安 定 で あ っ た 。 浸 透 圧 比 は 全 て の 検 体 で 約 1で あ り 、
ス ト レ ス 負 荷 前 後 に お け る 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 で 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 を そ の ま ま 参 考 と し て 本 明 細 書
に と り 入 れ る も の と す る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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