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(57)【要約】
【課題】　長期保存時の会合体生成が抑制された、安定な、皮下投与に適した抗体含有製
剤を提供することを課題とする。
【解決手段】　ヒスチジン緩衝液またはトリスヒドロキシメチルアミノメタンの対イオン
種として、酸性アミノ酸であるアスパラギン酸あるいはグルタミン酸を用いることにより
、すなわちバッファーとしてヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液あるいはヒスチジン－
グルタミン酸塩緩衝液、またはトリスヒドロキシメチルアミノメタン-アスパラギン酸塩
あるいはトリスヒドロキシメチルアミノメタン-グルタミン酸塩を用いることにより顕著
に安定化効果を有することを見出した。さらにアルギニン等の塩基性アミノ酸の対イオン
種として酸性アミノ酸であるアスパラギン酸あるいはグルタミン酸を用いることにより、
すなわちアルギニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタミン酸塩を用いるこ
とにより顕著に安定化効果を有することを見出した。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　塩基性アミノ酸－アスパラギン酸塩あるいは塩基性アミノ酸－グルタミン酸塩を含有す
ることを特徴とする、安定な抗体含有製剤。
【請求項２】
　塩基性アミノ酸がヒスチジンである、ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液あるいはヒ
スチジン－グルタミン酸塩緩衝液を含有することを特徴とする、請求項１に記載の製剤。
【請求項３】
　塩基性アミノ酸がアルギニンである、アルギニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニ
ン－グルタミン酸塩を含有することを特徴とする、請求項１に記載の製剤。
【請求項４】
　ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液あるいはヒスチジン－グルタミン酸塩緩衝液、お
よび、アルギニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタミン酸塩を含有するこ
とを特徴とする、安定な抗体含有製剤。
【請求項５】
　トリスヒドロキシメチルアミノメタン-アスパラギン酸塩緩衝液またはトリスヒドロキ
シメチルアミノメタン-グルタミン酸塩緩衝液を含有することを特徴とする、安定な抗体
含有製剤。
【請求項６】
　トリスヒドロキシメチルアミノメタン－アスパラギン酸塩緩衝液およびトリスヒドロキ
シメチルアミノメタン－グルタミン酸塩緩衝液を含有することを特徴とする、安定な抗体
含有製剤。
【請求項７】
　塩化物イオンおよび酢酸イオンを実質的に含まない、請求項１～６のいずれかに記載の
製剤。
【請求項８】
　さらに糖類を含む、請求項１～７のいずれかに記載の製剤。
【請求項９】
　抗体がヒト化抗体またはヒト抗体である、請求項１～８のいずれかに記載の製剤。
【請求項１０】
　抗体の等電点（ｐＩ）が、５～８に改変された抗体である、請求項１～９のいずれかに
記載の製剤。
【請求項１１】
　抗体濃度が50 mg/mL以上である、請求項１～１０のいずれかに記載の製剤。
【請求項１２】
　抗体濃度が50 mg/mL～250 mg/mLである、請求項１～１０のいずれかに記載の製剤。
【請求項１３】
　溶液製剤である、請求項１～１２のいずれかに記載の製剤。
【請求項１４】
　溶液製剤の粘度が、30 mPa・s以下である、請求項１３に記載の製剤。
【請求項１５】
　溶液製剤が２～８℃で少なくとも６ヶ月間安定である、請求項１３または１４に記載の
製剤。
【請求項１６】
　溶液製剤の製造過程に凍結乾燥工程を含まないで製造される、請求項１３～１５のいず
れかに記載の製剤。
【請求項１７】
　－30℃～－10℃で凍結保存される、請求項１３～１６のいずれかに記載の製剤。
【請求項１８】
　凍結乾燥製剤である、請求項１～１２のいずれかに記載の製剤。
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【請求項１９】
　緩衝液濃度が5 mM～100 mMである、請求項２、４、７～１８のいずれかに記載の製剤。
【請求項２０】
　アルギニンの濃度が5 mM～300 mMである、請求項３、７～１９のいずれかに記載の製剤
。
【請求項２１】
　抗体が抗IL-6レセプター抗体である、請求項１～２０のいずれかに記載の製剤。
【請求項２２】
　緩衝液が実質的にアミノ酸のみからなる、請求項２、４、７～２１のいずれかに記載の
製剤。
【請求項２３】
　皮下投与用である、請求項１～２２のいずれかに記載の製剤。
【請求項２４】
　高濃度抗体含有製剤中の緩衝剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグルタミン
酸を用いることで、当該製剤の凍結状態における保存時の会合化を抑制する方法。
【請求項２５】
　高濃度抗体含有製剤中の緩衝剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグルタミン
酸を用いることで、当該製剤の溶液状態における保存時の会合化を抑制する方法。
【請求項２６】
　高濃度抗体含有製剤中の安定化剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグルタミ
ン酸を用いることで、当該製剤の凍結状態における保存時の会合化を抑制する方法。
【請求項２７】
　高濃度抗体含有製剤中の安定化剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグルタミ
ン酸を用いることで、当該製剤の溶液状態における保存時の会合化を抑制する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は抗体含有製剤に関し、特に安定な高濃度抗体含有製剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、医療現場のニーズにより、抗体含有製剤を自己注射可能な皮下注射用製剤として
開発する要望が高くなっている。皮下注射用の抗体含有製剤を設計するにあたっては、1
回あたりの抗体投与量が大量(100～200 mg程度)となる一方で、皮下注射では一般的に注
射液量の制限があることから、投与液中の抗体の高濃度化が必要となる。
【０００３】
　高濃度の抗体含有溶液は、タンパク質の巨大分子としての性質及び分子間相互作用によ
りそれ自体粘度の高い溶液を形成する傾向にある。さらに、タンパク質を高濃度溶液にて
保存する場合、会合体の生成を始めとする劣化現象が問題となり、それを防止する必要が
ある。特に、高濃度の抗体含有溶液を凍結状態や溶液状態で長期保存する場合、あるいは
凍結融解する場合、会合体が生成しやすい（非特許文献１、２）。
【０００４】
　現在、高濃度抗体含有製剤の安定化を図る方法として、比較的低い濃度の抗体溶液を凍
結乾燥し、凍結乾燥前より少ない容量の水を用いて凍結乾燥製剤を再溶解することにより
高濃度溶液製剤を調製する、いわゆる凍乾濃縮技術を利用した高濃度製剤が使用されるこ
とが多い（特許文献１）。しかし、この場合、凍結乾燥製剤の製造に糖などの凍結保護剤
の添加が必要であり、再溶解後の溶液製剤の粘度の増大が懸念される。
【０００５】
　それに対して、凍結乾燥を行わない溶液製剤であれば、この問題を回避することができ
ると思われるが、上述のごとく、高濃度の抗体含有溶液製剤は、会合体を生じやすい。し
かしながら抗体含有溶液製剤は、その取り扱いが凍結乾燥製剤に比べて簡便であり、さら
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にはプレフィルドシリンジ製剤への適用が容易であることから、その開発の要望が高い。
【０００６】
　現在までに、抗体の高濃度の溶液製剤を安定化させるために、種々の検討がなされてい
る（非特許文献１～４）。これまでに抗体含有溶液製剤のバッファーおよび安定化剤とし
てヒスチジンバッファーおよびアルギニンが有用であることが報告されている（特許文献
２，３，４，５，６）。ヒスチジンバッファーとしては一般に塩酸塩が使用されているが
、最近、ヒスチジン塩酸塩よりもヒスチジン酢酸塩のほうが高い安定化効果を示し、ヒス
チジンバッファーの対イオン種として酢酸が有用であることが報告された（特許文献６）
。また、安定化剤であるアルギニンには一般にアルギニン塩酸塩が使用されている。しか
しながら、ヒスチジンおよびアルギニンの対イオン種として塩酸や酢酸を用いた場合では
十分な安定性が確保されない場合も存在し、より優れた対イオン種が求められていた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】WO 1997/004801
【特許文献２】WO 2008/121615
【特許文献３】WO 2009/141239
【特許文献４】WO 2008/071394
【特許文献５】WO 2006/065746
【特許文献６】WO 2006/044908
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Challenges in the development of high protein concentration form
ulations, J Pharm Sci, 2004, 93 (6), 1390-1402
【非特許文献２】Curr Opin Biotechnol. 2009 Dec;20(6):708-14. Epub 2009 Oct 31.
【非特許文献３】Antibody structure, instability, and formulation, J Pharm Sci, 2
007, 96 (1), 1-26
【非特許文献４】Formulation and delivery issues for monoclonal antibody therapeu
tics, Adv Drug Del Rev, 2006, 58 (5-6), 686-706
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、安定な、皮下投与に適した高濃度抗体含有製剤を提供することである
。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記目的を達成するために鋭意研究した結果、本発明者らは、ヒスチジン緩衝液または
トリスヒドロキシメチルアミノメタン緩衝液の対イオン種として、酸性アミノ酸であるア
スパラギン酸あるいはグルタミン酸を用いることにより、すなわち、バッファーとしてヒ
スチジン－アスパラギン酸塩緩衝液あるいはヒスチジン－グルタミン酸塩緩衝液、または
トリスヒドロキシメチルアミノメタン-アスパラギン酸塩緩衝液あるいはトリスヒドロキ
シメチルアミノメタン-グルタミン酸塩緩衝液を用いることにより、医薬品製剤の緩衝液
として報告されているヒスチジン－塩酸塩緩衝液、ヒスチジン－酢酸塩緩衝液等に比べ顕
著に安定化効果を有することを見出した。さらに安定化剤として用いられるアルギニン等
の塩基性アミノ酸の対イオン種として酸性アミノ酸であるアスパラギン酸あるいはグルタ
ミン酸を用いることにより、すなわち、安定化剤としてアルギニン－アスパラギン酸塩あ
るいはアルギニン－グルタミン酸塩を用いることにより、医薬品製剤の安定化剤として報
告されているアルギニン塩酸塩に比べ顕著に安定化効果を有することを見出し、これを安
定化剤として添加することにより高濃度の安定な抗体含有溶液製剤となしうることを見い
だし、本発明を完成した。
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【００１１】
　すなわち、本発明は以下のものを提供する。
【００１２】
〔１〕　塩基性アミノ酸－アスパラギン酸塩あるいは塩基性アミノ酸－グルタミン酸塩を
含有することを特徴とする、安定な抗体含有製剤。
〔２〕　塩基性アミノ酸がヒスチジンである、ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液ある
いはヒスチジン－グルタミン酸塩緩衝液を含有することを特徴とする、〔１〕に記載の製
剤。
〔３〕　塩基性アミノ酸がアルギニンである、アルギニン－アスパラギン酸塩あるいはア
ルギニン－グルタミン酸塩を含有することを特徴とする、〔１〕に記載の製剤。
〔４〕　ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液あるいはヒスチジン－グルタミン酸塩緩衝
液、および、アルギニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタミン酸塩を含有
することを特徴とする、安定な抗体含有製剤。
〔５〕　トリスヒドロキシメチルアミノメタン-アスパラギン酸塩緩衝液またはトリスヒ
ドロキシメチルアミノメタン-グルタミン酸塩緩衝液を含有することを特徴とする、安定
な抗体含有製剤。
〔６〕　トリスヒドロキシメチルアミノメタン－アスパラギン酸塩緩衝液およびトリスヒ
ドロキシメチルアミノメタン－グルタミン酸塩緩衝液を含有することを特徴とする、安定
な抗体含有製剤。
〔７〕　塩化物イオンおよび酢酸イオンを実質的に含まない、〔１〕～〔６〕のいずれか
に記載の製剤。
〔８〕　さらに糖類を含む、〔１〕～〔７〕のいずれかに記載の製剤。
〔９〕　抗体がヒト化抗体またはヒト抗体である、〔１〕～〔８〕のいずれかに記載の製
剤。
〔１０〕　抗体の等電点（ｐＩ）が、５～８に改変された抗体である、〔１〕～〔９〕の
いずれかに記載の製剤。
〔１１〕　抗体濃度が50 mg/mL以上である、〔１〕～〔１０〕のいずれかに記載の製剤。
〔１２〕　抗体濃度が50 mg/mL～250 mg/mLである、〔１〕～〔１０〕のいずれかに記載
の製剤。
〔１３〕　溶液製剤である、〔１〕～〔１２〕のいずれかに記載の製剤。
〔１４〕　溶液製剤の粘度が、30 mPa・s以下である、〔１３〕に記載の製剤。
〔１５〕　溶液製剤が２～８℃で少なくとも６ヶ月間安定である、〔１３〕または〔１４
〕に記載の製剤。
〔１６〕　溶液製剤の製造過程に凍結乾燥工程を含まないで製造される、〔１３〕～〔１
５〕のいずれかに記載の製剤。
〔１７〕　－30℃～－10℃で凍結保存される、〔１３〕～〔１６〕のいずれかに記載の製
剤。
〔１８〕　凍結乾燥製剤である、〔１〕～〔１２〕のいずれかに記載の製剤。
〔１９〕　緩衝液濃度が5 mM～100 mMである、〔２〕、〔４〕、〔７〕～〔１８〕のいず
れかに記載の製剤。
〔２０〕　アルギニンの濃度が5 mM～300 mMである、〔３〕、〔７〕～〔１９〕のいずれ
かに記載の製剤。
〔２１〕　抗体が抗IL-6レセプター抗体である、〔１〕～〔２０〕のいずれかに記載の製
剤。
〔２２〕　緩衝液が実質的にアミノ酸のみからなる、〔２〕、〔４〕、〔７〕～〔２１〕
のいずれかに記載の製剤。
〔２３〕　皮下投与用である、〔１〕～〔２２〕のいずれかに記載の製剤。
〔２４〕　高濃度抗体含有製剤中の緩衝剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグ
ルタミン酸を用いることで、当該製剤の凍結状態における保存時の会合化を抑制する方法
。
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〔２５〕　高濃度抗体含有製剤中の緩衝剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグ
ルタミン酸を用いることで、当該製剤の溶液状態における保存時の会合化を抑制する方法
。
〔２６〕　高濃度抗体含有製剤中の安定化剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいは
グルタミン酸を用いることで、当該製剤の凍結状態における保存時の会合化を抑制する方
法。
〔２７〕　高濃度抗体含有製剤中の安定化剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいは
グルタミン酸を用いることで、当該製剤の溶液状態における保存時の会合化を抑制する方
法。
　さらに本発明は、塩基性アミノ酸－アスパラギン酸塩あるいは塩基性アミノ酸－グルタ
ミン酸塩の安定な抗体含有製剤の製造における使用、および、高濃度抗体含有製剤の凍結
状態または溶液状態における保存時の会合化を抑制する方法に使用するための、当該製剤
中の緩衝剤もしくは安定化剤の対イオン種であるアスパラギン酸あるいはグルタミン酸、
に関する。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明により、安定性に優れた抗体含有製剤が提供される。また本発明により、溶液状
態または凍結状態の製剤における会合体生成が抑制され、即ち高濃度の抗体を含む製剤を
提供することが可能となった。本発明の高濃度抗体含有製剤は、溶液状態あるいは凍結状
態で安定に長期保存可能である。さらには、本発明の製剤は凍結融解のストレスに対する
安定性も向上する。また、浸透圧の観点から、ヒスチジンあるいはアルギニンあるいはト
リスヒドロキシメチルアミノメタンの対イオン種として、一般に使用される塩酸や酢酸を
用いるよりも、アスパラギン酸あるいはグルタミン酸を用いることにより、浸透圧を上げ
ることなく、安定化することができる。皮下投与（SC）製剤のようにほぼ等張で安定な製
剤を目指す場合、浸透圧を上げずに安定化できることはメリットである。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】Mab1を40℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図で
ある。
【図２】Mab2を40℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図で
ある。
【図３】Mab1を凍結融解した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図で
ある。
【図４】Mab1を25℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図で
ある。
【図５】Mab1を5℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図であ
る。
【図６】Mab1を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプ
ロットした図である。
【図７】Mab1を-20℃ 3M保存した際の会合体量（%）を縦軸にプロットした図である。
【図８】Mab2を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプ
ロットした図である。
【図９】Mab1を-20℃保存した際の会合体量（%）を縦軸にプロットした図である。
【図１０】Mab1を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）を縦軸にプロットした
図である。
【図１１】Mab1を25℃ 3M保存した際の会合体量（%）を縦軸にプロットした図である。
【図１２】Mab2を25℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図
である。
【図１３】Mab3を25℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図
である。
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【図１４】Mab3を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸に
プロットした図である。
【図１５】Mab4を25℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図
である。
【図１６】Mab4を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸に
プロットした図である。
【図１７】Mab1, Mab2, Mab3を25℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプ
ロットした図である。
【図１８】Mab1, Mab2, Mab3を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）の経時的
変化を縦軸にプロットした図である。
【図１９】Mab5を25℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした図
である。
【図２０】Mab5を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸に
プロットした図である。
【図２１】Mab1-5を25℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした
図である。
【図２２】Mab1-5を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸
にプロットした図である。
【図２３】Mab1-3を25℃保存した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸にプロットした
図である。
【図２４】Mab1-3を凍結融解（-20℃～室温）した際の会合体量（%）の経時的変化を縦軸
にプロットした図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１６】
　本発明は、塩基性アミノ酸－アスパラギン酸塩あるいは塩基性アミノ酸－グルタミン酸
塩を含有することを特徴とする、安定な抗体含有製剤を提供する。本発明において塩基性
アミノ酸とは、例えばヒスチジン、アルギニン、リジン等が挙げられ、さらに本発明にお
いて、トリスヒドロキシメチルアミノメタン等の塩基性アミノ化合物の緩衝液も本発明の
塩基性アミノ酸の定義に含まれる。
　即ち本発明は、塩基性アミノ酸がヒスチジンである、ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩
衝液あるいはヒスチジン－グルタミン酸塩緩衝液を含有することを特徴とする、安定な抗
体含有製剤を提供する。さらに、本発明は、塩基性アミノ酸がアルギニンである、アルギ
ニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタミン酸塩を安定化剤として含有する
ことを特徴とする、安定な抗体含有製剤を提供する。さらに本発明は、ヒスチジン－アス
パラギン酸塩緩衝液あるいはヒスチジン－グルタミン酸塩緩衝液、および、アルギニン－
アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタミン酸塩を含有することを特徴とする、安
定な抗体含有製剤を提供する。さらに本発明は、トリスヒドロキシメチルアミノメタン-
アスパラギン酸塩緩衝液またはトリスヒドロキシメチルアミノメタン-グルタミン酸塩緩
衝液を含有することを特徴とする、安定な抗体含有製剤を提供する。さらに本発明は、ト
リスヒドロキシメチルアミノメタン－アスパラギン酸塩緩衝液およびトリスヒドロキシメ
チルアミノメタン－グルタミン酸塩緩衝液を含有することを特徴とする、安定な抗体含有
製剤を提供する。本発明において、抗体含有製剤とは、活性成分として抗体を含み、ヒト
等の動物に投与できるように調製された製剤を指す。
【００１７】
　なお本発明における「安定な抗体含有製剤」とは、当該製剤中に抗体等のタンパク質の
会合体が生成しにくい、即ち溶液或いは凍結保存中に不溶性及び可溶性会合体の生成を始
めとする劣化反応が起こりにくい製剤を指す。
【００１８】
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　本発明の製剤に含まれる抗体濃度は特に制限されないが、高濃度の抗体を含有すること
が好ましい。抗体濃度は好ましくは、50 mg/mL以上、さらに好ましくは100 mg/mL以上、
さらに好ましくは120 mg/mL以上、さらに好ましくは150 mg/mL以上、さらに好ましくは18
0mg/ml以上である。本発明の製剤に含まれる抗体濃度の上限は、特に限定されないが、通
常、250 mg/mLである。
【００１９】
　本発明で使用される抗体は、所望の抗原と結合する限り特に制限はなく、ポリクローナ
ル抗体であってもモノクローナル抗体であってもよく、均質な抗体を安定に生産できる点
でモノクローナル抗体が好ましい。
【００２０】
　本発明で使用されるモノクローナル抗体としては、ヒト、マウス、ラット、ハムスター
、ウサギ、ヒツジ、ラクダ、サル等の動物由来のモノクローナル抗体だけでなく、キメラ
抗体、ヒト化抗体、bispecific抗体など人為的に改変した遺伝子組み換え型抗体も含まれ
る。さらに、血中滞留性や体内動態の改善を目的とした抗体分子の物性の改変（具体的に
は、等電点（pI）改変、Fc受容体の親和性改変等）を行うために抗体の定常領域等を人為
的に改変した遺伝子組み換え型抗体も含まれる。
【００２１】
　また、本発明で使用される抗体の免疫グロブリンクラスは特に限定されるものではなく
、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4などのIgG、IgA、IgD、IgE、IgMなどいずれのクラスでもよい
が、IgG及びIgMが好ましい。
【００２２】
　さらに本発明で使用される抗体には、wholeの抗体だけでなく、Fv、Fab、F(ab)2などの
抗体断片や、抗体の可変領域をペプチドリンカー等のリンカーで結合させた1価または2価
以上の一本鎖Fv（scFv、sc(Fv)2やscFvダイマーなどのDiabody等）などの低分子化抗体な
ども含まれる。
【００２３】
　上述した本発明で使用される抗体は、当業者に周知の方法により作製することができる
。
　モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは、基本的には公知技術を使用し、以下
のようにして作製できる。すなわち、所望の抗原や所望の抗原を発現する細胞を感作抗原
として使用して、これを通常の免疫方法にしたがって免疫し、得られる免疫細胞を通常の
細胞融合法によって公知の親細胞と融合させ、通常のスクリーニング法により、モノクロ
ーナルな抗体産生細胞（ハイブリドーマ）をスクリーニングすることによって作製できる
。ハイブリドーマの作製は、たとえば、ミルステインらの方法（Kohler. G. and Milstei
n, C., Methods Enzymol. (1981) 73: 3-46 ）等に準じて行うことができる。抗原の免疫
原性が低い場合には、アルブミン等の免疫原性を有する巨大分子と結合させ、免疫を行え
ばよい。
【００２４】
　また、抗体遺伝子をハイブリドーマからクローニングし、適当なベクターに組み込んで
、これを宿主に導入し、遺伝子組換え技術を用いて産生させた遺伝子組換え型抗体を用い
ることができる（例えば、Carl, A. K. Borrebaeck, James, W. Larrick, THERAPEUTIC M
ONOCLONAL ANTIBODIES, Published in the United Kingdom by MACMILLAN PUBLISHERS LT
D, 1990 参照）。具体的には、ハイブリドーマのmRNAから逆転写酵素を用いて抗体の可変
領域（V領域）のcDNAを合成する。目的とする抗体のV領域をコードするDNAを得たら、こ
れを所望の抗体定常領域（C領域）をコードするDNAと連結し、これを発現ベクターへ組み
込む。または、抗体のV領域をコードするDNAを、抗体C領域のDNAを含む発現ベクターへ組
み込んでもよい。発現制御領域、例えば、エンハンサー、プロモーターの制御のもとで発
現するよう発現ベクターに組み込む。次に、この発現ベクターにより宿主細胞を形質転換
し、抗体を発現させることができる。
【００２５】
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　本発明では、ヒトに対する異種抗原性を低下させること等を目的として人為的に改変し
た遺伝子組換え型抗体、例えば、キメラ（Chimeric）抗体、ヒト化（Humanized）抗体な
どを使用できる。これらの改変抗体は、既知の方法を用いて製造することができる。キメ
ラ抗体は、ヒト以外の哺乳動物、例えば、マウス抗体の重鎖、軽鎖の可変領域とヒト抗体
の重鎖、軽鎖の定常領域からなる抗体であり、マウス抗体の可変領域をコードするDNAを
ヒト抗体の定常領域をコードするDNAと連結し、これを発現ベクターに組み込んで宿主に
導入し産生させることにより得ることができる。
【００２６】
　ヒト化抗体は、再構成（reshaped）ヒト抗体とも称され、ヒト以外の哺乳動物、たとえ
ばマウス抗体の相補性決定領域（CDR; complementarity determining region）をヒト抗
体の相補性決定領域へ移植したものであり、その一般的な遺伝子組換え手法も知られてい
る。具体的には、マウス抗体のCDRとヒト抗体のフレームワーク領域（framework region
；FR）を連結するように設計したDNA配列を、末端部にオーバーラップする部分を有する
ように作製した数個のオリゴヌクレオチドからPCR法により合成する。得られたDNAをヒト
抗体定常領域をコードするDNAと連結し、次いで発現ベクターに組み込んで、これを宿主
に導入し産生させることにより得られる（欧州特許出願公開番号EP 239400、WO 96/02576
 参照）。CDRを介して連結されるヒト抗体のFRは、相補性決定領域が良好な抗原結合部位
を形成するものが選択される。必要に応じ、再構成ヒト抗体の相補性決定領域が適切な抗
原結合部位を形成するように抗体の可変領域のフレームワーク領域のアミノ酸を置換して
もよい（Sato, K.et al., Cancer Res. (1993) 53, 851-856）。
【００２７】
　抗体の活性、物性、薬物動態、安全性等を改善するために抗体のアミノ酸を置換する技
術としては、例えば以下に述べる技術も知られており、本発明で使用される抗体には、こ
のようなアミノ酸置換を施された抗体も含まれる。
【００２８】
　IgG抗体の可変領域にアミノ酸置換を施す技術は、ヒト化（Tsurushita N, Hinton PR, 
Kumar S., Design of humanized antibodies: from anti-Tac to Zenapax., Methods. 20
05 May;36(1):69-83.）をはじめとして、結合活性を増強させるための相補性決定領域(CD
R)のアミノ酸置換によるaffinity maturation（Rajpal A, Beyaz N, Haber L, Cappuccil
li G, Yee H, Bhatt RR, Takeuchi T, Lerner RA, Crea R., A general method for grea
tly improving the affinity of antibodies by using combinatorial libraries., Proc
 Natl Acad Sci U S A. 2005 Jun 14;102(24):8466-71.）、フレームワーク(FR)のアミノ
酸置換による物理化学的安定性の向上（Ewert S, Honegger A, Pluckthun A., Stability
 improvement of antibodies for extracellular and intracellular applications: CDR
 grafting to stable frameworks and structure-based framework engineering., Metho
ds. 2004 Oct;34(2):184-99. Review）が報告されている。また、IgG抗体のFc領域のアミ
ノ酸置換を施す技術として、抗体依存性細胞障害活性(ADCC)活性や補体依存性細胞障害活
性(CDC)活性を増強させる技術が知られている（Kim SJ, Park Y, Hong HJ., Antibody en
gineering for the development of therapeutic antibodies., Mol Cells. 2005 Aug 31
;20(1):17-29. Review.）。さらに、このようなエフェクター機能を増強させるだけでは
なく、抗体の血中半減期を向上させるFcのアミノ酸置換の技術が報告されている（Hinton
 PR, Xiong JM, Johlfs MG, Tang MT, Keller S, Tsurushita N., An engineered human 
IgG1 antibody with longer serum half-life., J Immunol. 2006 Jan 1;176(1):346-56.
、Ghetie V, Popov S, Borvak J, Radu C, Matesoi D, Medesan C, Ober RJ, Ward ES., 
Increasing the serum persistence of an IgG fragment by random mutagenesis., Nat 
Biotechnol. 1997 Jul;15(7):637-40.）。さらに、血中滞留性あるいは体内動態の向上を
目的として、抗体の等電点（pI）を制御するためのアミノ酸置換技術、具体的には抗体の
表面に露出しているアミノ酸残基を改変することにより抗体のpIを制御する技術が知られ
ている（WO 07/114319）。さらには抗体の物性改善を目的とした定常領域の種々のアミノ
酸置換技術も知られている（WO 09/41613）。
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【００２９】
　抗体の血漿中滞留性や半減期を伸ばすことにより、医薬としての抗体の投与量の低減や
投与間隔の延長が期待できる。そのための有望な技術の一つとして、抗体の等電点を下げ
る技術が挙げられる（WO 07/114319）。本発明の製剤は、このような等電点が改変された
抗体に対しても高い安定化効果を有する。このようなｐI改変抗体とは、改変前の抗体の
ｐIよりも1以上、好ましくは2以上、さらに好ましくは3以上改変された抗体をいう。なお
、天然の（または通常の）抗体は、通常7.5～9.5の範囲の等電点を有すると考えられる。
本発明の製剤は、特に天然では存在し難い、低い等電点を有する抗体に対して高い安定化
効果を有する。このような抗体の等電点としては5.0～8.0が挙げられ、好ましくは5.0～7
.5であり、さらに好ましくは5.0～7.0であり、特に好ましくは5.5～6.5である。後述の実
施例に記載されるように、Mab2（等電点：9.3）のアミノ酸配列を改変して等電点を制御
したMab1の等電点は、5.8である。
【００３０】
　また、ヒト抗体の取得方法も知られている。例えば、ヒトリンパ球をin vitroで所望の
抗原または所望の抗原を発現する細胞で感作し、感作リンパ球をヒトミエローマ細胞、例
えばU266と融合させ、抗原への結合活性を有する所望のヒト抗体を得ることもできる（特
公平1-59878 参照）。また、ヒト抗体遺伝子の全てのレパートリーを有するトランスジェ
ニック動物を抗原で免疫することで所望のヒト抗体を取得することができる（WO 93/1222
7, WO 92/03918，WO 94/02602, WO 94/25585，WO 96/34096, WO 96/33735参照）。さらに
、ヒト抗体ライブラリーを用いて、パンニングによりヒト抗体を取得する技術も知られて
いる。例えば、ヒト抗体の可変領域を一本鎖抗体（scFv）としてファージディスプレイ法
によりファージの表面に発現させ、抗原に結合するファージを選択することができる。選
択されたファージの遺伝子を解析すれば、抗原に結合するヒト抗体の可変領域をコードす
るDNA配列を決定することができる。抗原に結合するscFvのDNA配列が明らかになれば、当
該配列を含む適当な発現ベクターを作製し、ヒト抗体を取得することができる。これらの
方法は既に衆知であり、WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO 93/11236, WO 93/
19172, WO 95/01438, WO 95/15388を参考にすることができる。本発明で使用される抗体
には、このようなヒト抗体も含まれる。
【００３１】
　抗体遺伝子を一旦単離し、適当な宿主に導入して抗体を作製する場合には、適当な宿主
と発現ベクターの組み合わせを使用することができる。真核細胞を宿主として使用する場
合、動物細胞、植物細胞、真菌細胞を用いることができる。動物細胞としては、(1) 哺乳
類細胞、例えば、CHO, COS，ミエローマ、BHK （baby hamster kidney ），HeLa，Vero，
(2) 両生類細胞、例えば、アフリカツメガエル卵母細胞、あるいは(3) 昆虫細胞、例えば
、sf9, sf21, Tn5などが知られている。植物細胞としては、ニコティアナ（Nicotiana)属
、例えばニコティアナ・タバカム（Nicotiana tabacum)由来の細胞が知られており、これ
をカルス培養すればよい。真菌細胞としては、酵母、例えば、サッカロミセス（Saccharo
myces ）属、例えばサッカロミセス・セレビシエ（Saccharomyces serevisiae）、糸状菌
、例えば、アスペルギルス（Aspergillus ）属、例えばアスペスギルス・ニガー（Asperg
illus niger ）などが知られている。原核細胞を使用する場合、細菌細胞を用いる産生系
がある。細菌細胞としては、大腸菌（E. coli ）、枯草菌が知られている。これらの細胞
に、目的とする抗体遺伝子を形質転換により導入し、形質転換された細胞をin vitroで培
養することにより抗体が得られる。
【００３２】
　さらに、本発明で使用される抗体には、抗体断片や低分子化抗体、並びに抗体修飾物が
含まれる。例えば、抗体断片や低分子化抗体としてはFab、F(ab')2、Fv又はH鎖とL鎖のFv
を適当なリンカーで連結させた一価又は二価以上のシングルチェインFv(scFv、sc(Fv)2な
ど) (Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1988) 85, 5879-5883) 
が挙げられる。具体的には、抗体を酵素、例えば、パパイン、ペプシンで処理し抗体断片
を生成させるか、又は、これら抗体断片をコードする遺伝子を構築し、これを発現ベクタ
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ーに導入した後、適当な宿主細胞で発現させる（例えば、Co, M. S. et al., J. Immunol
. (1994) 152, 2968-2976 ; Better, M. and Horwitz, A. H., Methods Enzymol. (1989)
 178, 476-496 ; Pluckthun, A. and Skerra, A., Methods Enzymol. (1989) 178, 497-5
15 ; Lamoyi, E., Methods Enzymol. (1986) 121, 652-663 ; Rousseaux, J. et al., Me
thods Enzymol. (1986) 121, 663-669 ; Bird, R. E. and Walker, B. W., Trends Biote
chnol. (1991) 9, 132-137参照)。
【００３３】
　抗体修飾物として、ポリエチレングリコール（PEG）や細胞障害性薬剤等の各種分子と
結合した抗体を使用することもできる（Farmaco. 1999 Aug 30;54(8):497-516.、Cancer 
J. 2008 May-Jun;14(3):154-69.）。本発明の「抗体」にはこれらの抗体修飾物も包含さ
れる。このような抗体修飾物を得るには、得られた抗体に化学的な修飾を施すことによっ
て得ることができる。これらの方法はこの分野において既に確立されている。
【００３４】
　本発明の製剤に含まれる抗体としては、抗組織因子抗体、抗IL-6レセプター抗体、抗IL
-6抗体、HM1.24抗原モノクローナル抗体、抗副甲状腺ホルモン関連ペプチド抗体（抗PTHr
P抗体）、抗グリピカン-3 抗体、抗ガングリオシドGM3抗体、抗TPO受容体アゴニスト抗体
、凝固第VIII因子代替抗体、抗IL31レセプター抗体、抗HLA抗体、抗AXL抗体、抗CXCR4抗
体、抗NR10抗体、ファクターIXとファクターXとのBi-specific抗体などを挙げることがで
きるが、これに限定されない。
【００３５】
　本発明で使用する好ましい再構成ヒト化抗体としては、ヒト化抗インターロイキン６（
IL-6）レセプター抗体（トシリツマブ、hPM-1あるいはMRA）（WO92/19759参照）、ヒト化
抗HM1.24抗原モノクローナル抗体（WO98/14580参照）、ヒト化抗副甲状腺ホルモン関連ペ
プチド抗体（抗PTHrP抗体）（WO98/13388を参照）、ヒト化抗組織因子抗体（WO99/51743
参照）、抗グリピカン-3 ヒト化IgG1κ抗体（PCT/JP05/013103参照）、抗NR10ヒト化抗体
（WO2009/072604参照）などが挙げられる。本発明で使用するヒト化抗体として特に好ま
しいのは、ヒト化抗IL-6レセプター抗体である。
【００３６】
　ヒトIgM抗体としては、抗ガングリオシドGM3　組み換え型ヒトIgM抗体（WO05/05636参
照）などが好ましい。
【００３７】
　低分子化抗体としては、抗TPO受容体アゴニストDiabody（WO02/33072参照）、抗CD47ア
ゴニストDiabody（WO01/66737参照）などが好ましい。
【００３８】
　さらに、等電点が改良された抗体としては、例えば、WO 2009/041621に記載された抗IL
-6レセプター抗体であるMab1（H鎖／配列番号：１、L鎖／配列番号：２）、抗NR10ヒト化
抗体であり、WO2009/072604の実施例12に記載の方法で作製した、完全ヒト化NS22抗体な
どがあげられる。
【００３９】
　本発明の製剤中の緩衝液（例えば、ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液、ヒスチジン
－グルタミン酸塩緩衝液、トリスヒドロキシメチルアミノメタン-アスパラギン酸塩緩衝
液、トリスヒドロキシメチルアミノメタン-グルタミン酸塩緩衝液）の好ましい態様は、
ヒスチジン等の塩基性アミノ酸やトリスヒドロキシメチルアミノメタンを遊離アミノ酸の
状態で添加した水溶液等の溶液に、アスパラギン酸及び／又はグルタミン酸を遊離アミノ
酸の状態で含む、水溶液等の液体で滴定することによって調整される緩衝液である。また
その逆の順番で添加して調整することも可能であり、さらには粉末によって直接滴定する
ことも可能である。
【００４０】
　本発明の製剤中のアルギニン－アスパラギン酸塩及びアルギニン－グルタミン酸塩の好
ましい態様は、アルギニン（遊離塩基）を遊離アミノ酸の状態で添加した水溶液等の溶液
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に、アスパラギン酸（遊離アミノ酸）及び／又はグルタミン酸（遊離アミノ酸）を遊離ア
ミノ酸の状態で含む、水溶液等の液体を混合することによって調整される塩である。また
その逆の順番で添加して調整することも可能であり、さらには粉末によって直接滴定する
ことも可能である。
【００４１】
　本発明者らは、高濃度の抗体を含有する試料の保存時の安定性を評価するために、凍結
融解試験、熱加速試験、長期保存試験及び凍結保存試験により種々の添加剤の効果を検討
した。その結果、ヒスチジン緩衝液の対イオン種として、酸性アミノ酸であるアスパラギ
ン酸あるいはグルタミン酸を用いることにより、すなわち、緩衝液としてヒスチジン－ア
スパラギン酸塩緩衝液あるいはヒスチジン－グルタミン酸塩緩衝液を用いることにより、
医薬品製剤の緩衝液として報告されているヒスチジン－塩酸塩緩衝液やヒスチジン－酢酸
塩緩衝液等に比べ顕著に、会合体生成が抑制されることを見出した。
【００４２】
　さらに抗体含有製剤の安定化剤として報告されているアルギニン塩酸塩と比較して、ア
ルギニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタミン酸塩を添加することにより
、より高い安定化効果を示すことも見出した。これらの検討結果は、本明細書中の後述の
実施例において、ヒト化抗IL-6レセプター抗体を含有する試料を用いた試験結果として例
示されている。
【００４３】
　具体的には、ヒスチジン－アスパラギン酸（Histidine-Aspartate）塩緩衝液またはヒ
スチジン－グルタミン酸（Histidine-Glutamate）塩緩衝液、またはトリスヒドロキシメ
チルアミノメタン-アスパラギン酸塩緩衝液あるいはトリスヒドロキシメチルアミノメタ
ン-グルタミン酸塩緩衝液を含有することにより、抗体の会合体の生成が少なく、安定な
高濃度抗体含有製剤とすることができる。さらに、アルギニン－アスパラギン酸塩（Argi
nine-Aspartate）またはアルギニン－グルタミン酸塩（Arginine-Glutamate）を安定化剤
として含有することにより、さらに抗体の会合体の生成が少なく、より安定な高濃度抗体
含有製剤とすることができる。したがって、本発明は、ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩
衝液あるいはヒスチジン－グルタミン酸塩緩衝液、またはトリスヒドロキシメチルアミノ
メタン-アスパラギン酸塩緩衝液あるいはトリスヒドロキシメチルアミノメタン-グルタミ
ン酸塩緩衝液を高濃度抗体含有溶液の緩衝液として用いることにより、顕著に会合体生成
を抑制する方法、並びにアルギニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタミン
酸塩を安定化剤として高濃度抗体含有溶液に添加することにより、顕著に会合体生成を抑
制する方法、に関する。
【００４４】
　本方法の一態様として、例えば、高濃度抗体含有製剤中の緩衝液（例えばヒスチジン緩
衝液あるいはトリスヒドロキシメチルアミノメタン緩衝液）あるいは安定化剤（例えばア
ルギニン）の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグルタミン酸を用いることで、当
該製剤の凍結状態における保存時および凍結融解時の会合化を抑制する方法が挙げられる
。
【００４５】
　本方法の別の態様としては、例えば、高濃度抗体含有製剤中の緩衝液（例えばヒスチジ
ン緩衝液あるいはトリスヒドロキシメチルアミノメタン緩衝液）あるいは安定化剤（例え
ばアルギニン）の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグルタミン酸を用いることで
、当該製剤の溶液状態における保存時の会合化を抑制する方法が挙げられる。
【００４６】
　本発明においてヒスチジン緩衝液の代わりに、緩衝液の対イオン種としてアスパラギン
酸あるいはグルタミン酸を用いることの可能な緩衝液としては、トリスヒドロキシメチル
アミノメタン（トリス）、イミダゾールなどが挙げられる。さらに、これらの緩衝液を本
発明のヒスチジン緩衝液に加えて使用することもできる。
【００４７】
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　また本発明において、安定化剤の対イオン種としてアスパラギン酸あるいはグルタミン
酸を用いることの可能なアルギニン以外の安定化剤としては、アルギニンアミド、リジン
、メグルミン、スペルミン、スペルミジン、マグネシウム、カルシウム、ナトリウム、カ
リウムなどが挙げられる。
【００４８】
　上述のように本発明は、ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液あるいはヒスチジン－グ
ルタミン酸塩緩衝液、またはトリスヒドロキシメチルアミノメタン-アスパラギン酸塩緩
衝液あるいはトリスヒドロキシメチルアミノメタン-グルタミン酸塩緩衝液を含有するこ
とを特徴とする、安定な抗体含有製剤を提供する。本発明の抗体含有製剤は、さらにアル
ギニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタミン酸塩を含むことにより、さら
なる安定化効果を発揮する。したがって、本発明は、溶液中にヒスチジン、アルギニン等
の塩基性アミノ酸（好ましくは、ヒスチジンおよび／またはアルギニン）やトリスヒドロ
キシメチルアミノメタンと、アスパラギン酸又はグルタミン酸との組み合わせからなる塩
を含むことを特徴とする抗体含有製剤に関する。
【００４９】
　本発明で使用されるヒスチジンは、単品またはその誘導体のいずれを用いてもよく、特
に、L-ヒスチジンが望ましい。本発明で使用されるアルギニンは、単品、その誘導体、そ
の塩のいずれを用いてもよく、特に、L-アルギニンまたはその塩が望ましい。また、アル
ギニンの塩は、アスパラギン酸塩またはグルタミン酸塩が好ましい。
【００５０】
　本発明の製剤中のヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液あるいはヒスチジン－グルタミ
ン酸塩緩衝液の濃度（量）は、1～100 mMであることが好ましく、5～100 mMであることが
より好ましく、5～50 mMであることがより好ましく、10～25 mMであることがさらに好ま
しい。
【００５１】
　本発明の製剤中のアルギニンの濃度（量）は、5～300 mMであることが好ましく、25～2
00 mMであることがさらに好ましく、50～150 mMであることがさらに好ましい。
【００５２】
　本発明の製剤は、溶液製剤（抗体含有溶液製剤）、あるいは凍結乾燥剤であることがで
きる。本発明の溶液製剤には、凍結乾燥製剤製造工程における凍結乾燥処理前の溶液また
は再溶解後の溶液も含まれる。本発明の溶液製剤は、製造過程に凍結乾燥工程を含まない
で製造される溶液製剤であることが好ましい。また本発明の凍結乾燥剤は、本発明の溶液
製剤を当業者に公知の手法により凍結乾燥させることにより得ることができる。
【００５３】
　本発明の製剤は、溶液のpHが4～8であることが好ましく、5.0～7.5であることがより好
ましく、5.5～6.5であることがさらに好ましい。
【００５４】
　また本発明の溶液製剤の粘度は、室温（25℃）条件下で、30 mPa.s以下、好ましくは20
 mPa.s以下、より好ましくは15 mPa.s以下である。
【００５５】
　本発明の溶液製剤は、冷蔵温度（2～8℃）で少なくとも6ヶ月、好ましくは12ヶ月、さ
らに好ましくは2年間、さらに好ましくは3年間、または室温（22～28℃）で少なくとも6
ヶ月、好ましくは1年間、より好ましくは2年間、有意な変化が観察されない。即ち本発明
は、22～28℃で少なくとも６ケ月間安定である溶液製剤に関する。
【００５６】
　また本発明の溶液製剤は、－30℃～－10℃の温度範囲で凍結保存することができる。
【００５７】
　本発明の製剤は、さらに界面活性剤を含有することができる。本発明にて用いられる好
ましい界面活性剤は、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル及びポリオキシエチ
レンポリオキシプロピレンアルキルエーテルであり、特に好ましいのはポリソルベート２
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０、８０及びプルロニックＦ－６８（ポロキサマー１８８）である。本発明の製剤に対す
る界面活性剤の添加量は、一般には0.0001～10％（w/v）であり、好ましくは0.001～5％
であり、さらに好ましくは0.005～3％である。
【００５８】
　本発明の製剤は、さらにアミノ酸を含有することができる。本発明にて用いられる好ま
しいアミノ酸は、天然アミノ酸またはアミノ酸誘導体であり、特に好ましいのはL-メチオ
ニン、およびL-プロリンである。
【００５９】
　本発明の製剤は、さらに糖類を含有することができる。本発明にて用いられる好ましい
糖類は、スクロース、トレハロース、メグルミン及びソルビトールである。
【００６０】
　本発明の製剤に対するアミノ酸または糖類の添加量は、一般には1 mM～1000 mMであり
、好ましくは5 mM～500 mMであり、さらに好ましくは10 mM～300 mMである。
【００６１】
　本発明の製剤は、さらに無機塩を含有することができる。本発明にて用いられる好まし
い糖類は、マグネシウム塩及びカルシウム塩である。
【００６２】
　本発明の製剤は、好ましくは以下のＡ～Ｄの成分から実質的に構成される。
Ａ）抗IL-6レセプター抗体
Ｂ）ヒスチジン－アスパラギン酸塩緩衝液および／またはヒスチジン－グルタミン酸塩緩
衝液
Ｃ）所望によりアルギニン（アルギニン－アスパラギン酸塩あるいはアルギニン－グルタ
ミン酸塩を含む）、アルギニン以外のアミノ酸、および／または糖類、ならびに
Ｄ）界面活性剤
【００６３】
　上記「実質的に構成される」とは、後述する任意の添加成分である凍結保護剤、懸濁剤
、溶解補助剤、等張化剤、保存剤、吸着防止剤、希釈剤、賦形剤、ｐＨ調整剤、無痛化剤
、含硫還元剤、酸化防止剤等の通常製剤に添加される成分以外の成分が5 mM以下であるこ
と、より好ましくは2 mM以下、より好ましくは1 mM以下であることを意味する。
【００６４】
　さらに本発明の製剤は、緩衝剤または安定化剤の対イオンとして、アスパラギン酸とグ
ルタミン酸以外の陰イオンを含まないことが好ましい。そのような製剤の一態様として、
例えば、塩化物イオンおよび酢酸イオンを実質的に含まない製剤を挙げることができる。
「塩化物イオンおよび酢酸イオンを実質的に含まない」とは、例えば塩化物イオンおよび
酢酸イオンが5 mM以下、より好ましくは2 mM以下、より好ましくは1 mM以下であることを
意味する。安定化効果の小さい塩化物イオンおよび酢酸イオンを実質的に含まず、安定化
効果の大きいアスパラギン酸とグルタミン酸を対イオンとして用いることで、浸透圧を上
げることなく安定性の高い抗体含有製剤を製造することが可能である。
【００６５】
　また本発明の製剤には、必要に応じて、凍結保護剤、懸濁剤、溶解補助剤、等張化剤、
保存剤、吸着防止剤、希釈剤、賦形剤、ｐＨ調整剤、無痛化剤、含硫還元剤、酸化防止剤
等を適宜添加することができる。
【００６６】
　凍結保護剤として例えば、トレハロース、ショ糖、ソルビトール等の糖類を挙げること
ができる。
【００６７】
　溶液補助剤として例えば、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油、ポリソルベート８０、ニ
コチン酸アミド、ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート、マグロゴール、ヒマシ
油脂肪酸エチルエステル等を挙げることができる。
【００６８】
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　等張化剤として例えば、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム等を挙げるこ
とができる。
【００６９】
　保存剤として例えば、パラオキシ安息香酸メチル、パラオキシ安息香酸エチル、ソルビ
ン酸、フェノール、クレゾール、クロロクレゾール等を挙げることができる。
【００７０】
　吸着防止剤として例えば、ヒト血清アルブミン、レシチン、デキストラン、エチレンオ
キサイド・プロピレンオキサイド共重合体、ヒドロキシプロピルセルロース、メチルセル
ロース、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油、ポリエチレングリコール等を挙げることがで
きる。
【００７１】
　含硫還元剤として例えば、Ｎ－アセチルシステイン、Ｎ－アセチルホモシステイン、チ
オクト酸、チオジグリコール、チオエタノールアミン、チオグリセロール、チオソルビト
ール、チオグリコール酸及びその塩、チオ硫酸ナトリウム、グルタチオン、炭素原子数１
～７のチオアルカン酸等のスルフヒドリル基を有するもの等が挙げられる。
【００７２】
　酸化防止剤として例えば、エリソルビン酸、ジブチルヒドロキシトルエン、ブチルヒド
ロキシアニソール、α－トコフェロール、酢酸トコフェロール、Ｌ－アスコルビン酸及び
その塩、Ｌ－アスコルビン酸パルミテート、Ｌ－アスコルビン酸ステアレート、亜硫酸水
素ナトリウム、亜硫酸ナトリウム、没食子酸トリアミル、没食子酸プロピルあるいはエチ
レンジアミン四酢酸二ナトリウム（ＥＤＴＡ）、ピロリン酸ナトリウム、メタリン酸ナト
リウム等のキレート剤が挙げられる。
【００７３】
　本発明の製剤は、経口または非経口のいずれでも投与可能であるが、通常、非経口経路
で投与される。具体的には、注射、経皮、経粘膜、経鼻、経肺などにより投与される。注
射剤型の例としては、例えば、皮下注射、静脈内注射、筋肉内注射などにより全身又は局
所的に投与することができる。皮下注射の場合、注射液量の制限があるが1回あたりの抗
体投与量を大量(100～200 mg-程度)とすることができる。そのため、本発明の製剤は皮下
投与（注射）用として特に適している。
【００７４】
　皮下投与用の製剤では、疼痛の観点から、緩衝剤の浸透圧比が等張の1.0に近いほうが
望ましいと考えられている。従って、本発明の溶液製剤の浸透圧比は、好ましくは約１で
ある。また、製剤はその保存安定性を向上させるためにアルギニンや糖類などを添加し安
定化を図るが、浸透圧が等張を超えてしまうと皮下投与時の疼痛の原因となるため、これ
らの安定化剤は浸透圧を考慮して添加することが好ましい。
　さらに本発明は、塩基性アミノ酸－アスパラギン酸塩あるいは塩基性アミノ酸－グルタ
ミン酸塩の安定な抗体含有製剤の製造における使用、および、高濃度抗体含有製剤の凍結
状態または溶液状態における保存時の会合化を抑制する方法に使用するための、当該製剤
中の緩衝剤もしくは安定化剤の対イオン種であるアスパラギン酸あるいはグルタミン酸、
に関する。
【００７５】
　なお本明細書において引用された全ての先行技術文献は、参照として本明細書に組み入
れられる。
【実施例】
【００７６】
　以下、本発明を実施例によってさらに詳しく説明するが、本発明の範囲はこれら実施例
のみに限定されるものではない。
【００７７】
[実施例１]　Mab1およびMab2を用いた対イオン種の安定性評価
　WO 2009/041621に記載された抗IL-6レセプター抗体であるMab1（H鎖／配列番号：１、L
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鎖／配列番号：２）とMab2（H鎖／配列番号：３、L鎖／配列番号：４；トシリツマブ）は
、CHO細胞安定発現株を用いて当業者の公知の方法で発現し、protein Aを含む当業者公知
の方法で高純度に精製し、下記の実施例の安定性試験に使用した。
【００７８】
　Mab1およびMab2を用いHistidine - ChlorideまたはHistidine - Acetateの2処方の安定
性を凍結融解および40℃保存により評価した。サンプル調製は、Mab1およびMab2を各処方
溶液（表１）に対して一晩透析した後、各溶液を濃縮して最終的なMab1またはMab2濃度を
37 mg/mLとすることにより行った。凍結融解試験は-20℃にて凍結させたものを室温にて
融解させる緩慢凍結融解を10回実施した後、次いで-20℃にて凍結させたものを湯浴（37
℃）にて融解させる急速凍結融解を10回実施することにより行った。凍結融解後および40
℃保存後の各サンプルの会合体量は、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）を用い面積
百分率法により算出した。会合体（%）の増加はMab1およびMab2の安定性低下を示唆する
ことから、各処方の安定性比較の指標として会合体増加量を用いた。
【００７９】
サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）
　サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）は、各処方の会合体量および低分子分解物を分
析するために実施した。各サンプルを下記移動相により約0.4-2.0 mg/mLとなるように希
釈し、これらをG3000SWXLカラム（東ソー）により分析した。移動相には300 mM NaCl を
含む50 mM リン衝液（pH7.0）を用い、流速0.5 mL/minにて分析した（検出波長：220 nm
）。単量体よりも早く溶出したピークを会合体、単量体よりも溶出は遅いがbuffer由来の
ピークよりも早く溶出したピークを低分子分解物として解析し、それぞれの含量（%）を
面積百分率法により算出した。
【００８０】
【表１】

【００８１】
　Mab1およびMab2を用いたHistidine - ChlorideまたはHistidine - Acetateの2処方の安
定性評価結果を図１～３に示す。この結果より、Mab1は溶液保存および凍結融解のいずれ
においてもHistidine - Chlorideの方がHistidine - Acetate よりも若干高い安定性を示
すことが明らかとなった。また溶液保存の結果より、Mab2はHistidine - Chloride の方
がHistidine - Acetate よりも約2倍程度高い安定性を示すことが明らかとなった。
【００８２】
[実施例２]　 Mab1を用いた対イオン種の安定性評価（１）
　HistidineおよびArginineの対イオン種としては、hydrochloric acidが一般的である。
これまでに、Histidineの対イオン種としてAcetic acid、Phosphoric acid、Sulfuric ac
idを用いた検討の結果、Histidineの対イオン種としてAcetic acidが安定性に優れている
との報告（PCT/US2005/037471）がある。しかし上記実施例１において、Mab1およびMab2
に対しては、Histidineのアニオン性の対イオン種としてはAcetic acidよりもhydrochlor
ic acidのほうがやや優れていることが示された。アニオン性の対イオン種としてはhydro
chloric acidが一般的であるが、hydrochloric acidは保存容器によく使用されるステン
レス鋼を腐食しやすいことが報告されている（Dent. Mater. 17:409-414 (2001)、J. pha
rm. Sci. 86:1250-1255 (1997)）。またAcetic acidは揮発性を有するためpH変動がおこ
りやすいことが報告されている（Injectable Drug Development, Authors: Pramod K. Gu
pta (Editor), Gayle A. Brazeau, Gayle A）。
【００８３】
　そこで本実施例において、Mab1およびMab2の緩衝液におけるアニオン性の対イオン種と
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して、ステンレス腐食性および揮発性を有さず、且つ、Acetic acidおよびhydrochloric 
acidよりも優れた安定化効果を有する対イオン種を探索した。これまでにPCT/US2005/037
471において報告されているhydrochloric acid、Acetic acid、Phosphoric acid、Sulfur
ic acid以外のアニオン種として、アミノ酸であるAspartic acidおよびGlutamic acidを
対イオン種として検討した。実施例１においてMab1およびMab2のいずれにおいてもHistid
ine - Acetate よりHistidine - Chlorideのほうが高い安定性を示すことが明らかになっ
ているため、対イオン種の安定性へ及ぼす影響はhydrochloric acidと比較した。具体的
にはMab1を用い、表２に示した3処方の安定性評価を行うことで、バッファーであるHisti
dineおよび安定化剤であるArginineのアニオン性の対イオン種として、hydrochloric aci
d、 Aspartic acid、Glutamic acidの及ぼす安定性への影響を評価した。
【００８４】
　サンプル調製は、実施例１と同様にMab1を各処方溶液（表２）に対して一晩透析した後
、各溶液を濃縮して最終的なMab1濃度を200 mg/mLとすることにより行った。凍結融解試
験は緩慢融解（-20℃にて凍結させたものを室温にて融解させる）というサイクルを10回
実施することにより行った。各処方溶液の調製法を下記に示す。処方No.3に関してはL- H
istidineおよびL- Arginineをそれぞれ20 mM, 50 mM分量り取り、これらをMilliQ水に溶
かした後、1規定の塩酸を滴定することによりpHを6に調製した。処方No.4-5に関しては、
L-Histidine、L-Arginine、およびL-Aspartic acidまたはL-Glutamic acidをそれぞれ20 
mM, 50 mM、60 mM分量り取り、これらをMilliQ水に溶かした後、30-40 mMのL-Aspartic a
cidまたはL-Glutamic acid溶液を滴定することによりpHを6に調製した。凍結融解後、ま
たは-20℃保存後、25℃保存後、および5℃保存後の各サンプルの会合体量は、サイズ排除
クロマトグラフィー（SEC）を用い面積百分率法により算出した。
【００８５】
【表２】

【００８６】
　凍結融解後、または-20℃保存後、25℃保存後、および5℃保存後の各処方の会合体増加
量（%）の結果を図４～７に示す。5℃、25℃保存時の保存時の会合体増加量比較より、Hi
stidineおよびArginineの対イオン種はGlutamic acid＝Aspartic acid ＞ Hydrochloric 
acidの順に高い安定性を示し、対イオン種をHydrochloric acidからAspartic acidまたは
Glutamic acidとすることによりMab1の安定性が向上することが明らかとなった。この傾
向は凍結融解および凍結保存においても同様であり、-20℃ 3 M保存後のGlutamic acid、
Aspartic acid 、Hydrochloric acid処方の会合体増加量 (%) はそれぞれ約0.8, 1.2, 3.
0%であり、Glutamic acidはAspartic acidよりもやや高い安定化効果を示した。
【００８７】
　実施例１および２より、Mab1におけるアニオン性の対イオン種として、Glutamic acid
およびAspartic acidがHydrochloric acidおよびAcetic acidよりも安定性に優れている
ことが見出された。Glutamic acidおよびAspartic acidは、ステンレス腐食作用および揮
発性も報告されていないことからも、Glutamic acidおよびAspartic acidは、Mab1のアニ
オン性の対イオン種として有望であるが見出された。具体的には、バッファーとしてはHi
stidine - glutamateおよびHistidine - aspartateが、Hisitine - chlorideおよびHisti
dine - acetateよりも優れており、安定化剤としてはArginine - glutamateおよびArgini
ne - aspartateが、Arginine - chlorideおよびArginine - acetateよりも優れていると
考えられた。
【００８８】
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[実施例３]　Mab2を用いた対イオン種の安定性評価（１）
　実施例１に示したとおり、Mab2はHistidine - Acetate バッファーよりもHistidine - 
Chlorideバッファーにおいて高い安定性を示すことが明らかとなった（Mab1と同様、図２
）。また実施例２に示したとおり、HistidineおよびArginineの対イオン種をHydrochlori
c acidからAspartic acidまたはGlutamic acidとすることにより、溶液および凍結時のMa
b1の安定性が顕著に向上することが確認された。特に、Mab1において凍結時にHistidine
およびArginineの対イオン種をHydrochloric acidからGlutamic acidとすることにより、
安定性が約3倍以上と大きく改善したことから、Mab2を用いてヒスチジンの対イオン種をG
lutamic acidおよびHydrochloric acidとしたときの凍結融解における安定性を評価した
。併せて安定化効果の高いArginineを含む処方も実施し、Histidineの対イオン種をGluta
mic acidとしたときの安定化効果を観測する際の比較対照とした。
【００８９】
　サンプル調製は、実施例１と同様にMab2を各処方溶液（表３）に対して一晩透析した後
、各溶液を濃縮して最終的なMab2濃度を約40-230 mg/mLとすることにより行った。各処方
溶液の調製法を下記に示す。処方No.6および8に関してはL-HistidineおよびL-Arginine (
処方No.8のみ) を50 mM分量り取り、これらをMilliQ水に溶かした後、1規定の塩酸を滴定
することによりpHを6に調製した。処方No.7に関しては、L-HistidineおよびL-Glutamic a
cidをそれぞれ50 mM、25 mM分量り取り、これらをMilliQ水に溶かした後、30-40 mMのL-G
lutamic acid溶液を滴定することによりpHを6に調製した。サンプル調製後の各処方にお
けるMab2濃度を表４に示す。凍結融解試験は-20℃にて凍結させたものを室温にて融解さ
せる緩慢凍結融解を10回実施することにより行った。緩慢凍結融解後の各サンプルの会合
体量はサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）を用い面積百分率法により算出した。
【００９０】
【表３】

【００９１】
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【表４】

【００９２】
　凍結融解試験における各処方の会合体増加量（%）の結果を図８に示す。この結果、His
tidineの対イオン種をHydrochloric acidからGlutamic acidとすることによりMab2の安定
性が約2倍程度向上することが明らかとなった。また、このGlutamic acidによる安定化効
果は一般的な安定化剤である50 mM Arginine -Chlorideを添加したときとほぼ同等であり
、Glutamic acidは対イオン種として単独で高い安定化効果を有することが明らかとなっ
た。
【００９３】
　ここで、皮下投与用の製剤では疼痛の観点から緩衝液の浸透圧比が等張の1.0に近いほ
うが望ましいと考えられている。凍結融解における安定性は50 mM Histidine -Chloride/
50 mM Arginine -Chlorideも 50 mM Histidine-Glutamateも同等であるが、緩衝液の浸透
圧を考えた場合、後者は前者よりも浸透圧が約100 mOsm程度低い。したがって上記のよう
に対イオン種をAspartic acidまたはGlutamic acidとすることにより安定性が向上した場
合、浸透圧を上げずに安定性のみ向上させることが可能であり、これは皮下投与用の製剤
を開発するにあたり大きなメリットになり得る。
【００９４】
　また、製剤はその保存安定性を向上させるためにarginineや糖類などを添加し安定化を
図るが、浸透圧が等張を超えてしまうと皮下投与時の疼痛の原因となるため、これらの安
定化剤は浸透圧を考慮して添加する必要がある (Injectable Drug Development, Authors
: Pramod K. Gupta (Editor), Gayle A. Brazeau, Gayle A）、Challenges in the devel
opment of high protein concentration formulations, J pharm sci, 2004, 93(6), 139
0-1402)。Mab1において、Histidineおよびarginineのアニオン性の対イオン種としてhydr
ochloric acidおよびAcetic acidを添加した場合、hydrochloric acidおよびAcetic acid
は安定化効果を示さないため、浸透圧を上げるだけの効果となる。そのため浸透圧の観点
から、製剤に含まれるイオン種として、安定化効果の無いイオン濃度は少ないほうが良い
。すなわち、浸透圧の観点からもhydrochloric acidおよびAcetic acidが含まれず、バッ
ファーとしてはHistidine - glutamateおよびHistidine - aspartateが、Hisitine - chl
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orideおよびHistidine - acetateよりも優れており、安定化剤としてはArginine - gluta
mateおよびArginine - aspartateが、Arginine - chlorideおよびArginine - acetateよ
りも優れている。
【００９５】
[実施例４]　Mab1を用いた対イオン種の安定性評価（２）
　実施例２および３に示したとおり、HistidineおよびArginineの対イオン種をGlutamic 
acidとすることにより、特に凍結保存においてMab1の安定性が約2～3倍と顕著に改善する
ことが明らかとなった。そこでMab1の-20℃における保存安定性を追及するために、Histi
dineおよびArginineの対イオン種をGlutamic acidとし、さらに安定化剤として糖（Treha
lose）を用いて-20℃における保存安定性試験を実施した。併せて溶液保存および凍結融
解も実施した。
【００９６】
　サンプル調製は、Mab1を各処方溶液（表５）に対して一晩透析した後、各溶液を濃縮し
て最終的なMab1濃度を200 mg/mLとすることにより行った。各処方溶液の調製法を下記に
示す。L-Histidine 、L-Arginine、L-Glutamic acidおよびTrehaloseをそれぞれ100 mM、
50 mM、100 mM、0-150 mM分量り取り、これらをMilliQ水に溶かした後、30-40 mMのL-Glu
tamic acid溶液を滴定することによりpHを6に調製した。凍結融解試験は-20℃にて凍結さ
せたものを室温にて融解させる緩慢凍結融解を10回実施することにより行った。凍結融解
後、-20℃保存後、および25℃保存後の各サンプルの会合体量は、サイズ排除クロマトグ
ラフィー（SEC）を用い面積百分率法により算出した。
【００９７】

【表５】

【００９８】
　-20℃保存後、凍結融解後、および25℃保存後の各処方の会合体増加量（%）の結果を図
９～１１に示す。図９～１１に示したとおり、Trehaloseを50 mM以上添加することにより
、-20℃保存および凍結融解において会合体がほとんど増えない処方が得られた。また、2
5℃溶液保存においてTrehaloseの濃度依存的な安定化効果が観測された。以上のように、
アミノ酸および糖のみから成るシンプルで且つ溶液保存時と凍結保存時に安定な処方を見
出した。
【００９９】
[実施例５]　Mab2を用いた対イオン種の安定性評価（２）
　実施例１に示したとおり、Mab1と同様に、Mab2はHistidine - Acetate よりもHistidin
e - Chlorideにおいて高い安定性を示すことが明らかとなった（図２）。また実施例２に
示したとおり、HistidineおよびArginineの対イオン種をHydrochloric acidからAspartic
 acidまたはGlutamic acidとすることにより、溶液および凍結時のMab1の安定性が顕著に
向上することが確認された。そこで、Mab2を用いてHistidineの対イオン種をHydrochlori
c acidまたはGlutamic acidとしたときの溶液保存（25℃）における安定性を評価した。
併せて安定化効果の高いArginineを含む処方も実施し、Histidineの対イオン種をGlutami
c acidとしたときの安定化効果を観測する際の比較対照とした。
【０１００】
　サンプル調製は、実施例１と同様にMab2を各処方溶液（表３）に対して一晩透析した後
、各溶液を濃縮して最終的なMab2濃度を約40-230 mg/mLとすることにより行った。各処方
溶液の調製法は実施例３と同様である。サンプル調製後の各処方におけるMab2濃度を表４
に示す。25℃ 2Weekおよび4Week保存後の各サンプルの会合体量はサイズ排除クロマトグ
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【０１０１】
　25℃保存後の各処方の会合体増加量（%）の結果を図１２に示す。この結果、凍結融解
試験とは異なり、Histidineの対イオン種をHydrochloric acidからGlutamic acidに変更
してもMab2の安定性は変化しないことが明らかとなった。Mab1とMab2のpIはそれぞれ5.8
、9.3であることから、溶液保存における対イオン種の安定化効果は低pIの抗体で顕著に
認められる可能性が示唆された。
【０１０２】
[実施例６]　 Mab1, Mab2, Mab3, Mab4およびMab5を用いた対イオン種の安定性評価
Mab3: ファクターIXとファクターXとのBi-specific抗体であり、IgG4由来の定常領域を有
し、更にアミノ酸配列を改変してpI値を6.8に低下させた抗体
Mab4:抗NR10ヒト化抗体（WO2009/072604の実施例12に記載の方法で作製した、完全ヒト化
NS22抗体）、抗体クラスはIgG2。アミノ酸配列を改変してpI値を5.6に低下させた抗体
Mab5:抗グリピカン３ヒト化抗体（WO2006/006693の実施例24に記載の方法でヒト化し、実
施例25の方法でL鎖が改変された抗体）、抗体クラスはIgG1。
【０１０３】
　実施例２および３に示したとおり、Mab1およびMab2において、HistidineおよびArginin
eの対イオン種をHydrochloric acidからAspartic acidまたはGlutamic acidとすることに
より、溶液および凍結時の安定性は顕著に向上することが確認された。そこで、Mab1およ
びMab2に加えて、抗体の等電点が5～8に改変されているMab3及びMab4、等電点が9.0のMab
5も用いて、HistidineまたはArginineの対イオン種をHydrochloric acidまたはAspartic 
acidとしたときの溶液保存および凍結融解における安定性を評価した。Mab1, Mab2, Mab3
, Mab4およびMab5の各pIを以下の表６に示す。
【０１０４】
【表６】

【０１０５】
　サンプル調製は、Mab1, Mab2, Mab3, Mab4およびMab5を各透析バッファー（表７）に対
して一晩透析した後、各抗体溶液を濃縮し、この抗体濃縮溶液に対して各処方ストックバ
ッファー（表８）を添加して最終的な抗体濃度が約100-190 mg/mLとなるように実施した
。このようにして調製した処方溶液一覧を表９に示す。各処方溶液について、25℃保存お
よび凍結融解試験を実施した。凍結融解試験は-20℃にて凍結させたものを25℃にて融解
させる緩慢凍結融解を10回実施することにより行った。緩慢凍結融解後の各サンプルの会
合体量はサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）を用い面積百分率法により算出した。
【０１０６】
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【０１０７】
【表８】

【０１０８】
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【表９】

【０１０９】
　凍結融解後および25℃溶液保存後の各処方の会合体増加量（%）の結果を図１３～２０
に示す。25℃溶液保存の会合体増加量比較において、Histidine-Aspartate 処方はHistid
ine-Chloride処方と同程度の安定性を示し、Arginine-Aspartate処方は Arginine-Chlori
de処方とほぼ同程度の安定性を示した（図１３、図１５、図１７および図１９）。
【０１１０】
　一方、凍結融解後の会合体増加量比較においては、Histidine-Aspartate 処方はHistid
ine-Chloride処方と比較して2倍以上高い安定性を示し、Arginine-Aspartate処方はArgin
ine-Chloride処方と比較して高い安定性を示した（図１４、図１６、図１８および図２０
）。したがって、HistidineまたはArginineの対イオン種をHydrochloric acidからAspart
ic acidとすることにより抗体の凍結時安定性が顕著に向上することが明らかとなった。
【０１１１】
[実施例７]　 Mab1, Mab2, Mab3, Mab4およびMab5を用いた対イオン種の安定性評価
　実施例２、３および６に示したとおり、Histidine処方において対イオン種をHydrochlo
ric acidからAspartic acidまたはGlutamic acidとすることにより、溶液および凍結時の
抗体の安定性が顕著に向上することが確認された。そこで、Mab1, Mab2, Mab3, Mab4およ
びMab5を用いて、トリスヒドロキシメチルアミノメタン（トリス）処方の対イオン種をHy
drochloric acidまたはAspartic acidとしたときの溶液保存および凍結融解における安定
性を評価した。
【０１１２】
　サンプル調製は、Mab1, Mab2, Mab3, Mab4およびMab5を各透析バッファー（表１０）に
対して一晩透析した後、各抗体溶液を濃縮し、この抗体濃縮溶液に対して各処方ストック
バッファー（表１１）を添加して最終的な抗体濃度が約100 -110 mg/mLとなるように実施
した。このようにして調製した処方溶液一覧を表１２に示す。各処方溶液について、25℃
保存および凍結融解試験を実施した。凍結融解試験は-20℃にて凍結させたものを25℃に
て融解させる緩慢凍結融解を10回実施することにより行った。緩慢凍結融解後の各サンプ
ルの会合体量はサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）を用い面積百分率法により算出し
た。
【０１１３】
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【表１０】

【０１１４】
【表１１】

【０１１５】
【表１２】

【０１１６】
　凍結融解後および25℃溶液保存後の各処方の会合体増加量（%）の結果を図２１～２２
に示す。25℃溶液保存の会合体増加量比較においては、Tris-Aspartate/Arginine-Aspart
ate処方はTris-Chloride/Arginine-Chloride処方と同程度の安定性を示した（図２１）。
【０１１７】
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　一方、凍結融解後の会合体増加量比較においては、Tris-Aspartate/Arginine-Aspartat
e処方は Tris-Chloride/Arginine-Chloride処方と比較して高い安定性を示した（図２２
）。したがって、Tris処方においても対イオン種をHydrochloric acidからAspartic acid
とすることにより抗体の凍結時安定性が顕著に向上することが明らかとなった。
【０１１８】
[実施例８]　 Mab1, Mab2およびMab3を用いたトリスの対イオン種の安定性評価
　実施例７に示したとおり、トリス処方において対イオン種をHydrochloric acidからAsp
artic acidとすることにより、凍結時の抗体の安定性が顕著に向上することが確認された
。そこで、Mab1, Mab2およびMab3を用いて、トリスの対イオン種をHydrochloric acidま
たはAspartic acidとしたときの溶液保存および凍結融解における安定性を評価した。
【０１１９】
　サンプル調製は、Mab1, Mab2およびMab3を各透析バッファー（表１３）に対して一晩透
析した後、各抗体溶液を100 mg/mL以上まで濃縮し、この抗体濃縮溶液に対して各透析溶
液を添加して最終的な抗体濃度が約100 mg/mLとすることにより実施した。このようにし
て調製した処方溶液一覧を表１４に示す。各処方溶液について、25℃保存および凍結融解
試験を実施した。凍結融解試験は-20℃にて凍結させたものを25℃にて融解させる緩慢凍
結融解を10回実施することにより行った。緩慢凍結融解後の各サンプルの会合体量はサイ
ズ排除クロマトグラフィー（SEC）を用い面積百分率法により算出した。
【０１２０】
【表１３】

【０１２１】
【表１４】

【０１２２】
　凍結融解後および25℃溶液保存後の各処方の会合体増加量（%）の結果を図２３および
２４に示す。この結果より、25℃溶液保存および凍結融解のいずれの会合体増加量比較に
おいても、Tris-Aspartate処方は Tris-Chloride処方と比較して高い安定性を示しており
、特に凍結融解における安定性は2倍以上高くなっていることが明らかとなった。したが
って、緩衝剤としてTrisを用いた場合においても、対イオン種をHydrochloric acidからA
spartic acidとすることにより抗体の安定性が顕著に向上することが明らかとなった。
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