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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の成分：
Ａ）抗体
Ｂ）アルギニン、ヒスチジン、セリン、プロリン及びそれらの塩からなる群から選ばれる
１以上のアミノ酸
Ｃ）緩衝剤としての塩類及び
Ｄ）界面活性剤
から実質的に構成される抗体含有凍結乾燥製剤であって、
タンパク質含有凍結乾燥製剤の製造時に凍乾前溶液に含まれる還元糖、非還元糖、糖アル
コールまたは多糖類の合計の濃度が１ｍｇ／ｍＬ以下であり、
アミノ酸又はその塩の含有量が、抗体１モルに対して２７０モル以上であり、
ここで「実質的に構成される」とは、任意の添加成分である懸濁剤、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を含まないことを意味する、前記抗体含有
凍結乾燥製剤。
【請求項２】
　凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体濃度が１０ｍｇ／ｍＬ以上である請求項１に記載の製剤
。
【請求項３】
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　凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体濃度が５０ｍｇ／ｍＬ以上である請求項２に記載の製剤
。
【請求項４】
　凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体濃度が１００ｍｇ／ｍＬ以上である請求項３に記載の製
剤。
【請求項５】
　アミノ酸又はその塩の含有量が、抗体１モルに対して３８０モル以上である請求項１に
記載の製剤。
【請求項６】
　アミノ酸又はその塩の含有量が、抗体１モルに対して５４０モル以上である請求項５に
記載の製剤。
【請求項７】
　再溶解後における溶液のｐＨが４～８である請求項１－６のいずれかに記載の製剤。
【請求項８】
　再溶解後における溶液のｐＨが５．０～７．５である請求項７に記載の製剤。
【請求項９】
　抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又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】
　抗体が抗ＩＬ－６レセプター抗体である請求項９に記載の製剤。
【請求項１１】
　アミノ酸又はその塩が、アルギニン及びヒスチジンからなる群から選ばれる１種以上の
アミノ酸又はその塩である請求項１－１０のいずれかに記載の製剤。
【請求項１２】
　アミノ酸又はその塩が、アルギニン又はその塩である請求項１１に記載の製剤。
【請求項１３】
　再溶解後における粘度が２０ｍＰａ・ｓ以下である請求項１－１２のいずれかに記載の
製剤。
【請求項１４】
　再溶解後における粘度が１５ｍＰａ・ｓ以下である請求項１３に記載の製剤。
【請求項１５】
　再溶解後における粘度が１２ｍＰａ・ｓ以下である請求項１４に記載の製剤。
【請求項１６】
　以下の成分：
Ａ）抗体
Ｂ）アルギニン、ヒスチジン、セリン、プロリン及びそれらの塩からなる群から選ばれる
１以上のアミノ酸
Ｃ）緩衝剤としての塩類及び
Ｄ）界面活性剤
から実質的に構成される抗体含有凍結乾燥製剤であって、
タンパク質含有凍結乾燥製剤の製造時に凍乾前溶液に含まれる還元糖、非還元糖、糖アル
コールまたは多糖類の合計の濃度が１ｍｇ／ｍＬ以下であり、
ここで「実質的に構成される」とは、任意の添加成分である懸濁剤、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を含まないことを意味し、
また、製剤中の抗体濃度が20mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を25mg/ml以上、抗体
濃度が30mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を12.5mg/ml以上、抗体濃度が40mg/ml以
上のときはアミノ酸又はその塩を6.25mg/ml以上含んでいることを特徴とする、前記抗体
含有凍結乾燥製剤。
【請求項１７】



(3) JP 5231810 B2 2013.7.10

10

20

30

40

50

　製剤中の抗体濃度が30mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を25mg/ml以上、抗体濃度
が40mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を12.5mg/ml以上含んでいることを特徴とする
請求項１６記載の製剤。
【請求項１８】
　アルギニン、ヒスチジン、セリン及びプロリンからなる群から選ばれる１種または２種
以上のアミノ酸又はその塩をリオプロテクタント或いは賦形剤として含む抗体含有凍結乾
燥製剤の製造方法であって、アミノ酸又はその塩の含有量が、抗体１モルに対して２７０
モル以上であり、還元糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総濃度が１ｍｇ／ｍＬ
未満である凍結乾燥前溶液を凍結乾燥する工程を含む、前記抗体含有凍結乾燥製剤の製造
方法。
【請求項１９】
　アルギニン、ヒスチジン、セリン及びプロリンからなる群から選ばれる１種または２種
以上のアミノ酸又はその塩をリオプロテクタント或いは賦形剤として含み、かつ製剤中の
抗体濃度が20mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を25mg/ml以上、抗体濃度が30mg/ml
以上のときはアミノ酸又はその塩を12.5mg/ml以上、抗体濃度が40mg/ml以上のときはアミ
ノ酸又はその塩を6.25mg/ml以上含んでいることを特徴とする抗体含有凍結乾燥製剤の製
造方法であって、還元糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総濃度が１ｍｇ／ｍＬ
未満である凍結乾燥前溶液を凍結乾燥する工程を含む、前記抗体含有凍結乾燥製剤の製造
方法。
【請求項２０】
　バイアル当たりの抗体重量と還元糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総重量と
の比が１：０．５未満である請求項１８または１９に記載の製造方法。
【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、特に安定な凍結乾燥された高濃度抗体製剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　遺伝子組換え技術の発達によって、種々のタンパク質製剤が安定した供給量で提供され
るようになった。これらの製剤は安定性を確保するため、凍結乾燥したタンパク質成分粉
末とこれを溶解するための水溶性希釈液とを別途包装し、使用時に溶解する形態で提供さ
れるか、あるいは安定性を向上させるための添加剤を加えたタンパク質溶液製剤の形で提
供されている。
【０００３】
　近年、種々の抗体製剤が開発され実用に供されているが、多くの抗体製剤は静脈注射用
製剤として用いられている。一方、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。
【０００４】
　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と
なる一方で(100～200mg-程度)、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。そこで、凍結乾燥濃縮を利用した高濃度の抗体
含有製剤の開発が求められている。
【０００５】
　特表2004-532798号／WO2002/030463／米国特許第 6875432号は、塩及び／又はバッファ
ーを含む粘度の減少した濃縮タンパク質製剤について開示するが、溶液粘度の低減効果に
ついてのみ記載しており、安定性についての記載はない。
【０００６】
　また、特表2004-538287／WO2003/009817は、ヒスチジン緩衝液（pHは約5.5～約6.5）中
に高濃度のIgG抗体、ポリソルベート、スクロース、および随時セリンおよび／またはマ
ンニトールを含む水性調製物を凍結乾燥することにより調製される凍結乾燥医薬製剤を開
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示する。しかし、この出願ではスクロースの安定化効果を主眼とするものであり、セリン
及びヒスチジン添加による安定化効果については記載がない。
【０００７】
　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
り粘度の高い溶液を形成する傾向にある。さらに、凍結乾燥製剤の製造においては、その
ケーキ形成や安定性を維持するために、通常、糖などの凍結乾燥保護剤（リオプロテクタ
ント）を大量に添加した状態で凍結乾燥される。しかし、糖は分子間相互作用を増強し、
粘度を増大させることになり、高い粘度の製剤は、調剤、シリンジへの吸引及び皮下注射
を行うのが困難となる。したがって、糖類の添加を伴わずに、かつ安定な凍結乾燥製剤を
製造する新規な方法が求められている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の目的は、糖類の添加を伴わず、かつ凍結乾燥濃縮を利用した高濃度の抗体含有
製剤を製造する工程及び得られた高濃度の凍結乾燥製剤の保存時、及び再溶解時において
、抗体の二量体や低分子量分解物などの生成が少ない安定な抗体製剤を提供することであ
る。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　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、アルギニン、ヒスチジン
、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及びスレオニンからなる群から選ばれ
る１種または２種以上のアミノ酸又はその塩を添加することにより、賦形剤として糖類を
添加しなくても高濃度の抗体含有凍結乾燥製剤となしうることを見いだし本発明を完成し
た。
【００１０】
　すなわち、本発明は以下のものを提供する。
（１）賦形剤として還元糖、非還元糖、糖アルコールまたは多糖類を含まず、アルギニン
、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及びスレオニンからなる
群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩を含む抗体含有凍結乾燥製剤。
（２）凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体濃度が１０ｍｇ／ｍＬ以上である（１）に記載の製
剤。
（３）凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体濃度が５０ｍｇ／ｍＬ以上である（２）に記載の製
剤。
（４）凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体濃度が１００ｍｇ／ｍＬ以上である（３）に記載の
製剤。
（５）アミノ酸又はその塩の含有量が、抗体１モルに対して２７０モル以上である（１）
－（４）のいずれかに記載の製剤。
（６）アミノ酸又はその塩の含有量が、抗体１モルに対して３８０モル以上である（５）
に記載の製剤。
（７）アミノ酸又はその塩の含有量が、抗体１モルに対して５４０モル以上である（６）
に記載の製剤。
（８）再溶解後における溶液のｐＨが４～８である（１）－（７）のいずれかに記載の製
剤。
（９）再溶解後における溶液のｐＨが５．０～７．５である（８）に記載の製剤。
（１０）抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である（１）－（９）のいずれかに
記載の製剤。
（１１）抗体が抗ＩＬ－６レセプター抗体である（１０）に記載の製剤。
（１２）アミノ酸又はその塩が、アルギニン、ヒスチジン及びリジンからなる群から選ば
れる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩である（１）－（１１）のいずれかに記載
の製剤。
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（１３）アミノ酸又はその塩が、アルギニン又はその塩である（１２）に記載の製剤。
（１４）再溶解後における粘度が２０ｍＰａ・ｓ以下である（１）－（１３）のいずれか
に記載の製剤。
（１５）再溶解後における粘度が１５ｍＰａ・ｓ以下である（１４）に記載の製剤。
（１６）再溶解後における粘度が１２ｍＰａ・ｓ以下である（１５）に記載の製剤。
（１７）アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及び
スレオニンからなる群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩をリオプロ
テクタント或いは賦形剤として含む抗体含有凍結乾燥製剤であって、製剤中の抗体濃度が
20mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を25mg/ml以上、抗体濃度が30mg/ml以上のとき
はアミノ酸又はその塩を12.5mg/ml以上、抗体濃度が40mg/ml以上のときはアミノ酸又はそ
の塩を6.25mg/ml以上含んでいることを特徴とする前記抗体含有凍結乾燥製剤。
（１８）製剤中の抗体濃度が30mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を25mg/ml以上、抗
体濃度が40mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を12.5mg/ml以上含んでいることを特徴
とする（１７）記載の製剤。
（１９）アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及び
スレオニンからなる群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩をリオプロ
テクタント或いは賦形剤として含む抗体含有凍結乾燥製剤の製造方法であって、還元糖、
非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総濃度が２０ｍｇ／ｍＬ未満である凍結乾燥前溶
液を凍結乾燥する工程を含む、前記抗体含有凍結乾燥製剤の製造方法。
（２０）アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及び
スレオニンからなる群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩をリオプロ
テクタント或いは賦形剤として含む抗体含有凍結乾燥製剤であって、バイアル当たりの抗
体重量と還元糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総重量との比が１：０．５未満
である前記抗体含有凍結乾燥製剤。
（２１）賦形剤として還元糖、非還元糖、糖アルコールまたは多糖類を含まず、アルギニ
ン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及びスレオニンからな
る群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩を含むタンパク質含有凍結乾
燥製剤。
（２２）アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及び
スレオニンからなる群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩をリオプロ
テクタント或いは賦形剤として含むタンパク質含有凍結乾燥製剤の製造方法であって、還
元糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総濃度が２０ｍｇ／ｍＬ未満である凍結乾
燥前溶液を凍結乾燥する工程を含む、前記タンパク質含有凍結乾燥製剤の製造方法。
（２３）アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及び
スレオニンからなる群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩をリオプロ
テクタント或いは賦形剤として含むタンパク質含有凍結乾燥製剤であって、バイアル当た
りのタンパク質重量と還元糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総重量との比が１
：０．５未満である前記タンパク質含有凍結乾燥製剤。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
　本発明の製剤および方法に使用される抗体は、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いが、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。
【００１２】
　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。また、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、Ｉｇ
Ｇ２、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。
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【００１３】
　さらに本発明の抗体としては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。
【００１４】
　上述した本発明の抗体は、当業者に周知の方法により作製することができる。
【００１５】
　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。
【００１６】
　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 が得られれ
ば、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。
【００１７】
　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。
【００１８】
　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 、国際特許
出願公開番号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）
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。
【００１９】
　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（国際特許出
願公開番号WO 93/12227, 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。
【００２０】
　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。
【００２１】
　さらに、本発明の抗体は、その抗体断片や低分子化抗体、並びに抗体修飾物であってよ
い。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) (H
uston, 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. (199
4) 152, 2968-2976 ; Better, M. and Horwitz, A. H., Methods Enzymol. (1989) 178, 
476-496 ; Pluckthun, A. and Skerra, A., Methods Enzymol. (1989) 178, 497-515 ; L
amoyi, E., Methods Enzymol. (1986) 121, 652-663 ; Rousseaux, J. et al., Methods 
Enzymol. (1986) 121, 663-669 ; Bird, R. E. and Walker, B. W., Trends Biotechnol.
 (1991) 9, 132-137参照)。
【００２２】
　抗体修飾物として、ポリエチレングリコール（PEG）等の各種分子と結合した抗体を使
用することもできる。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。
【００２３】
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　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、
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ＰＴＨ
ｒＰ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因子代替抗体などを挙げることができるが、これに限定されない。
【００２４】
　再構成ヒト化抗体としては、ヒト化抗ＩＬ－６レセプター抗体（ｈＰＭ－１）（国際特
許出願公開番号ＷＯ９２－１９７５９を参照）、ヒト化抗ＨＭ１．２４抗原モノクローナ
ル抗体（国際特許出願公開番号ＷＯ９８－１４５８０を参照）、ヒト化抗副甲状腺ホルモ
ン関連ペプチド抗体（抗ＰＴＨｒＰ抗体）（国際特許出願公開番号ＷＯ９８－１３３８８
を参照）、ヒト化抗組織因子抗体（国際特許出願公開番号ＷＯ９９－５１７４３を参照）
、抗グリピカン-3 ヒト化IgG1κ抗体（国際特許出願番号ＰＣＴ/ＪＰ０５／０１３１０３
を参照）などが本発明で使用する好ましい抗体である。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。
【００２５】
　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（国際特許出願
公開番号ＷＯ０５－０５６３６を参照）などが好ましい。
【００２６】
　低分子化抗体としては、抗TPO受容体アゴニストDiabody（国際特許出願公開番号ＷＯ０
２－３３０７２を参照）、抗CD47アゴニストDiabody（国際特許出願公開番号ＷＯ０１－
６６７３７を参照）などが好ましい。
【００２７】
　本発明の抗体含有凍結乾燥製剤は、凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体濃度が１０ｍｇ／ｍ
Ｌ以上であるものが好ましく、さらには５０ｍｇ／ｍＬ以上であるものが好ましく、さら
には８０ｍｇ／ｍＬ以上、特に凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体濃度が１００ｍｇ／ｍＬ以
上であるものが好ましい。
【００２８】
　本発明の抗体含有製剤については、凍乾前の抗体濃度はいかなる濃度でもよい。しかし
、本発明を、凍乾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適用する場合には、凍乾前の抗体濃度
は１ｍｇ／ｍＬ以上であるものが好ましく、さらには１０ｍｇ／ｍＬ以上であるものが好
ましく、特に凍乾前の抗体濃度が２０ｍｇ／ｍＬ以上であるものが好ましい。また、凍乾
濃縮技術における抗体の濃縮倍率は２～５０倍であることが好ましく、さらには２～２０
倍であることが好ましく、特に抗体の濃縮倍率が２～６倍であることが好ましい。
【００２９】
　本発明の製剤に安定化剤として添加するアミノ酸としてはアルギニン、ヒスチジン、リ
ジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン及びスレオニン及びそれらの塩からなる群
から選ばれるアミノ酸であり、Ｌ－アルギニン、Ｌ－ヒスチジン、Ｌ－リジン、Ｌ－セリ
ン、Ｌ－プロリン、グリシン、Ｌ－アラニン及びＬ－スレオニン及びそれらの塩からなる
群から選ばれるアミノ酸が好ましい。特に好ましいアミノ酸は、Ｌ－アルギニン又はその
塩である。
【００３０】
　本発明の製剤中に添加するアミノ酸の量は、アミノ酸の含有量が、抗体１モルに対して
２７０モル以上であることが好ましく、抗体１モルに対して３８０モル以上であることが
より好ましく、抗体１モルに対して５４０モル以上であることがさらに好ましい。
【００３１】
　本発明の高濃度の抗体含有凍結乾燥製剤においては、凍結乾燥製剤の再溶解後における
溶液のｐＨが４～８であることが好ましく、凍結乾燥製剤の再溶解後における溶液のｐＨ
が５．０～７．５であることがより好ましく、５．５～７．２であることがさらに好まし
い。
【００３２】
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　上記製剤では、再溶解後における粘度が２０ｍＰａ・ｓ以下であることが好ましく、再
溶解後における粘度が１５ｍＰａ・ｓ以下であることがより好ましく、再溶解後における
粘度が１２ｍＰａ・ｓ以下であることがさらに好ましい。
【００３３】
　本発明の製剤では、賦形剤として還元糖、非還元糖、糖アルコールまたは多糖類を添加
しないことを特徴とする。通常、凍結乾燥製剤の賦形剤として還元糖、非還元糖、糖アル
コールまたは多糖類をタンパク質含有製剤に添加する場合、凍乾前溶液として２０ｍｇ／
ｍＬ以上必要である。従って、本発明における「賦形剤として還元糖、非還元糖、糖アル
コールまたは多糖類を含まない」とは、タンパク質含有凍結乾燥製剤の製造時に凍乾前溶
液に含まれる還元糖、非還元糖、糖アルコールまたは多糖類の合計の濃度が２０ｍｇ／ｍ
Ｌ未満、好ましくは１０ｍｇ／ｍＬ以下、さらに好ましくは５ｍｇ／ｍＬ以下、さらに好
ましくは１ｍｇ／ｍＬ以下、特に好ましくは実質的に含まないものを意味する。
【００３４】
　本発明はまた、アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラ
ニン及びスレオニンからなる群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩を
リオプロテクタント或いは賦形剤として含む抗体含有凍結乾燥製剤であって、バイアル当
たりの抗体重量と還元糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総重量との比が１：０
．５未満である前記抗体含有凍結乾燥製剤を提供する。バイアル当たりの抗体重量と還元
糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総重量との比が好ましくは１：０．５未満で
あり、より好ましくは１：０．２５以下であり、さらに好ましくは１：０．１２５以下で
あり、さらに好ましくは１：０．０２５以下であり、最も好ましくは還元糖、非還元糖、
糖アルコールおよび多糖類を含まない。
【００３５】
　ここで言う、還元糖としては、グルコース、フルクトース、マルトース、ラクトース；
非還元糖としては、スクロース、トレハロース、ラフィノース、ネオトレハロース；糖ア
ルコールとしては、マンニトール、ソルビトール、マルチトール、エリスリトール；多糖
類としてはデキストラン、シクロデキストリン類（α-シクロデキストリン、β-シクロデ
キストリン、γ-シクロデキストリン）、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロ
ピルメチルセルロースが挙げられる。
【００３６】
　本発明の製剤では、賦形剤として還元糖、非還元糖、糖アルコールまたは多糖類を添加
しなくても、凍結乾燥工程中、凍結乾燥製剤の保存時、及び再溶解時において、抗体の二
量体や低分子量分解物などの生成が少なく、良好なケーキ形成を行うことができ、安定な
抗体製剤とすることが可能である。また、従来の凍結乾燥製剤に比べ糖類の添加量が顕著
に少ない、或いは実質的に糖類が含まれないために、再溶解後の高濃度抗体含有溶液の粘
度の上昇を抑えることができ、使い勝手のよい凍結乾燥製剤を得ることができる。
【００３７】
　本発明の製剤は、好ましくは以下の成分：
Ａ）抗体
Ｂ）アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン、スレオ
ニン及びそれらの塩からなる群から選ばれる１以上のアミノ酸
Ｃ）緩衝剤としての塩類及び
Ｄ）界面活性剤
から実質的に構成される。
【００３８】
　「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を含まないことを意味する。
【００３９】
　本発明の製剤を製造するときは、抗体を含む凍結乾燥前調製液に、アルギニン、ヒスチ
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ジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラニン、スレオニン及びそれらの塩から
なる群から選ばれるアミノ酸を添加し、その後凍結乾燥を行う。これにより、賦形剤とし
て通常用いられてきた糖類を使用することなく良好な凍乾ケーキが形成され、且つ凍結乾
燥工程中における抗体の二量体生成も抑制することができる。
【００４０】
　本発明はさらに、アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、ア
ラニン及びスレオニンからなる群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩
をリオプロテクタント或いは賦形剤として含む抗体含有凍結乾燥製剤であって、製剤中の
抗体濃度が20mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を25mg/ml以上、抗体濃度が30mg/ml
以上のときはアミノ酸又はその塩を12.5mg/ml以上、抗体濃度が40mg/ml以上のときはアミ
ノ酸又はその塩を6.25mg/ml以上含んでいることを特徴とする前記抗体含有凍結乾燥製剤
を提供する。製剤中の抗体濃度が30mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を25mg/ml以上
、抗体濃度が40mg/ml以上のときはアミノ酸又はその塩を12.5mg/ml以上含んでいることが
好ましい。
【００４１】
　本発明はまた、アルギニン、ヒスチジン、リジン、セリン、プロリン、グリシン、アラ
ニン及びスレオニンからなる群から選ばれる１種または２種以上のアミノ酸又はその塩を
リオプロテクタント或いは賦形剤として含む抗体含有凍結乾燥製剤の製造方法であって、
還元糖、非還元糖、糖アルコールおよび多糖類の総濃度が２０ｍｇ／ｍＬ未満である凍結
乾燥前溶液を凍結乾燥する工程を含む、前記抗体含有凍結乾燥製剤の製造方法を提供する
。凍結乾燥前溶液に含まれる還元糖、非還元糖、糖アルコールまたは多糖類の合計の濃度
は好ましくは１０ｍｇ／ｍＬ以下、さらに好ましくは５ｍｇ／ｍＬ以下、さらに好ましく
は１ｍｇ／ｍＬ以下、特に好ましくは実質的に含まないものである。
【００４２】
　界面活性剤としては、非イオン界面活性剤、例えばソルビタンモノカプリレート、ソル
ビタンモノラウレート、ソルビタンモノパルミテート等のソルビタン脂肪酸エステル；グ
リセリンモノカプリレート、グリセリンモノミリテート、グリセリンモノステアレート等
のグリセリン脂肪酸エステル；デカグリセリルモノステアレート、デカグリセリルジステ
アレート、デカグリセリルモノリノレート等のポリグリセリン脂肪酸エステル；ポリオキ
シエチレンソルビタンモノラウレート、ポリオキシエチレンソルビタンモノオレエート、
ポリオキシエチレンソルビタンモノステアレート、ポリオキシエチレンソルビタンモノパ
ルミテート、ポリオキシエチレンソルビタントリオレエート、ポリオキシエチレンソルビ
タントリステアレート等のポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル；ポリオキシエ
チレンソルビットテトラステアレート、ポリオキシエチレンソルビットテトラオレエート
等のポリオキシエチレンソルビット脂肪酸エステル；ポリオキシエチレングリセリルモノ
ステアレート等のポリオキシエチレングリセリン脂肪酸エステル；ポリエチレングリコー
ルジステアレート等のポリエチレングリコール脂肪酸エステル；ポリオキシエチレンラウ
リルエーテル等のポリオキシエチレンアルキルエーテル；ポリオキシエチレンポリオキシ
プロピレングリコールエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンプロピルエー
テル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンセチルエーテル等の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；ポリオキシエチエレンノニルフェニルエーテル
等のポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル；ポリオキシエチレンヒマシ油、ポリ
オキシエチレン硬化ヒマシ油（ポリオキシエチレン水素ヒマシ油）等のポリオキシエチレ
ン硬化ヒマシ油；ポリオキシエチレンソルビットミツロウ等のポリオキシエチレンミツロ
ウ誘導体；ポリオキシエチレンラノリン等のポリオキシエチレンラノリン誘導体；ポリオ
キシエチレンステアリン酸アミド等のポリオキシエチレン脂肪酸アミド等のＨＬＢ６～１
８を有するもの；陰イオン界面活性剤、例えばセチル硫酸ナトリウム、ラウリル硫酸ナト
リウム、オレイル硫酸ナトリウム等の炭素原子数１０～１８のアルキル基を有するアルキ
ル硫酸塩；ポリオキシエチレンラウリル硫酸ナトリウム等の、エチレンオキシドの平均付
加モル数が２～４でアルキル基の炭素原子数が１０～１８であるポリオキシエチレンアル
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キルエーテル硫酸塩；ラウリルスルホコハク酸エステルナトリウム等の、アルキル基の炭
素原子数が８～１８のアルキルスルホコハク酸エステル塩；天然系の界面活性剤、例えば
レシチン、グリセロリン脂質；スフィンゴミエリン等のフィンゴリン脂質；炭素原子数１
２～１８の脂肪酸のショ糖脂肪酸エステル等を典型的例として挙げることができる。本発
明の製剤には、これらの界面活性剤の１種または２種以上を組み合わせて添加することが
できる。
【００４３】
　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
２０、２１、４０、６０、６５、８０、８１、８５並びにプルロニック型界面活性剤であ
り、最も好ましいのはポリソルベート２０、８０及びプルロニックＦ－６８（ポロキサマ
ー１８８）である。
【００４４】
　本発明の抗体製剤に添加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。
【００４５】
　緩衝剤としての塩類としては、リン酸ナトリウム、リン酸カリウム、炭酸水素ナトリウ
ムなどの無機塩；クエン酸ナトリウム、クエン酸カリウム、酢酸ナトリウムなどを使用で
きる。また、緩衝剤としての酸類としては、リン酸、炭酸、クエン酸、コハク酸、リンゴ
酸などを使用できる。さらに緩衝剤として、Ｔｒｉｓ類及びＭＥＳ、ＭＯＰＳのようなグ
ッド緩衝剤を使用してもよい。
【００４６】
　本発明の製剤には、必要に応じて、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。
【００４７】
　懸濁剤の例としては、メチルセルロース、ポリソルベート８０、ヒドロキシエチルセル
ロース、アラビアゴム、トラガント末、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ポリオ
キシエチレンソルビタンモノラウレート等を挙げることができる。
【００４８】
　溶液補助剤としては、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。
【００４９】
　等張化剤としては例えば、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。
【００５０】
　保存剤としては例えば、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。
【００５１】
　吸着防止剤としては例えば、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。
【００５２】
　含硫還元剤としては例えば、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。
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　酸化防止剤としては例えば、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。
【００５４】
　本発明の抗体含有凍結乾燥製剤は通常非経口投与経路で、例えば注射剤（皮下注、静注
、筋注など）、経皮、経粘膜、経鼻、経肺などで投与されるが、経口投与も可能である。
皮下注射用としては、1回あたりの抗体投与量が大量となる一方で(100～200mg程度)、注
射液量の制限があるため、本発明の製剤は皮下注射用として特に適している。
【００５５】
　本発明の製剤では、後述する実施例の結果から、特定アミノ酸を添加することにより、
従来賦形剤として使用されてきた糖類を用いることなしに良好な凍結乾燥組成物を得るこ
とができ、それにより特に凍結乾燥濃縮を利用した高濃度の抗体含有製剤を製造する場合
に問題となっていた再溶解後溶液の粘度の低減化を図ることができる。さらに、凍結乾燥
工程や得られた高濃度の凍結乾燥製剤の保存時、及び再溶解時において、抗体の二量体や
低分子量分解物などの生成が少ない安定な抗体製剤を得ることができる。
【００５６】
　本発明を最も好ましい態様である抗体を用いて説明してきたが、本発明は抗体に限らず
、その他のタンパク質にも応用することが可能である。本発明の製剤に使用するタンパク
質は、例えば、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファージコロニー
刺激因子(ＧＭ－ＣＳＦ)、エリスロポエチン(ＥＰＯ)、トロンボポエチン等の造血因子、
インターフェロン、IL-1やIL-6等のサイトカイン、組織プラスミノーゲン活性化因子(Ｔ
ＰＡ)、ウロキナーゼ、血清アルブミン、血液凝固第ＶＩＩＩ因子、レプチン、インシュ
リン、幹細胞成長因子(ＳＣＦ)などを含むが、これらに限定されない。
【００５７】
　本発明を以下の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に限定さ
れない。本発明の記載に基づき種々の変更、修飾が当業者には可能であり、これらの変更
、修飾も本発明に含まれる。
【実施例】
【００５８】
抗体試料
　抗ＩＬ－６レセプターヒト化抗体は国際特許出願公開番号ＷＯ９２／１９７５９号公報
の実施例１０に記載されたヒトエロンゲーションファクターＩαプロモーターを利用し、
特開平８－９９９０２号公報の参考例２に記載された方法に準じて作成したヒト化抗体で
ある。なお、実施例の表中ではMRAと記載することもある。
実施例１：凍結乾燥製剤に対して安定化効果を有する賦形剤種の選択
　抗IL-6レセプターヒト化抗体を含む凍結乾燥製剤について、凍結乾燥工程前後及び製剤
自体の安定化を目的として、安定化効果を有する賦形剤種の検討を行った。
【００５９】
　本検討では、以下の10種類の賦形剤について添加効果を評価するために、試料No.1～11
の評価試料を調製した。各評価試料について、凍結乾燥前調製液の処方は以下の通りであ
る。
【００６０】
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【００６１】
　各評価試料について、上記調製液を2mLずつガラスバイアルに充填し、以下の条件にて
凍結乾燥を行い、凍結乾燥製剤を得た。
【００６２】

【表２】

【００６３】
　各評価試料について、凍結乾燥製剤の処方は以下の通りである。
【００６４】
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【表３】

【００６５】
　凍結乾燥工程中における安定性を評価するために、凍結乾燥前調製液及び凍結乾燥後サ
ンプルの純度を、ゲルろ過クロマトグラフ法（SEC）及びイオン交換クロマトグラフ法（I
EC）により評価した。分析条件は以下の通りである。
［ゲルろ過クロマトグラフ法］
　調製液及び凍結乾燥後のサンプルについては、試料にpH 7.0 のリン酸緩衝液を加えて1
mL中に抗IL-6レセプターヒト化抗体を約1mg 相当量含む液を調製したものを各サンプルの
測定溶液とする。
【００６６】
　凍結乾燥製剤のサンプルについては、製剤1バイアルに0.6mLの精製水を加えたものを各
サンプルの測定溶液とする。
【００６７】
　各サンプルの測定溶液を、以下の分析条件にて試験を行い、全ピーク成分に対する二量
体（Dimer）及び低分子量分解物（LMW）の成分量（%）を求める。なお、一部の試料にお
いて、二量体以上の分子量を持つ凝集体の生成を認めたが、その場合は凝集体と二量体の
合計量を二量体量（%）として扱った。
【００６８】
　　分析条件
　　カラム：TSKgel G3000SWxl 7.8 mm I.D. × 30 cm (東ソー)
　　移動相：pH7.0のリン酸緩衝液（300 mmol/L塩化ナトリウム及び0.05%アジ化ナトリウ
ムを含むpH7.0の50 mmol/Lリン酸緩衝液）
　　試料注入量：抗IL-6レセプターヒト化抗体にして約60～120μg
　　流量：1mL/min
　　検出波長：280nm

［イオン交換クロマトグラフ法］
　調製液及び凍結乾燥後のサンプルについては、試料に精製水を加えて1mL中に抗IL-6レ
セプターヒト化抗体を約1mg 相当量含む液を調製したものを各サンプルの測定溶液とする
。
【００６９】
　凍結乾燥製剤のサンプルについては、製剤1バイアルに0.6mLの精製水を加えたものを各
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サンプルの測定溶液とする。
【００７０】
　各サンプルの測定溶液を、以下の分析条件にて試験を行い、全ピーク成分に対するPre
ピーク（主成分よりも短い保持時間で溶出されるピークの総和）の成分量（%）を求める
。Preピークには、抗IL-6レセプターヒト化抗体の脱アミド体を中心とした複数の分解物
が含まれ、Preピークの生成量が少ないことは本抗体の脱アミド化が抑制されていること
を意味する。
【００７１】
　　分析条件
　　カラム：PolyCAT A  10 cm×4.6 mm　粒子径 3 μm  孔径 150 nm（PolyLC）
　　移動相：A液：pH 6.1の25mmol/L MES緩衝液
　　B液：pH 6.1の25mmol/L MES緩衝液（250mM酢酸ナトリウム含む）
　　試料注入量：抗IL-6レセプターヒト化抗体にして約30～120μg
　　流量：1mL/min
　　検出波長：280nm
　評価結果を表１に示した。このように、アルギニン（試料No.6）、ヒスチジン（試料No
.7）、セリン（試料No.9）及びプロリン（試料No.10）を添加した試料について、凍結乾
燥前後における二量体の増加量が明らかに抑制されており、二量体生成抑制効果を確認す
ることができた。これらの効果は一般的な凍結乾燥保護剤として知られているスクロース
或いはトレハロースよりも高かった。なお、何れの試料についても、低分子量分解物はほ
とんど認められなかった。表１において、Dimerは二量体を、LMWは低分子量分解物を、Pr
eは主成分よりも短い保持時間で溶出されるピークの総和をそれぞれ表す。
【００７２】
【表４】

【００７３】
　次に、凍結乾燥製剤としての安定性を評価するために、各試料の熱加速試験（40℃－1
ヶ月保存）を行った。そして、熱加速前後における抗体の純度を、SEC及びIECにより評価
した。分析条件は上記の通りである。
【００７４】
　評価結果を表２に示した。このように、アルギニン（試料No.6）、ヒスチジン（試料No
.7）、セリン（試料No.9）及びプロリン（試料No.10）を添加した試料について、40℃－1
ヶ月間の加速による二量体増加量は1%未満であり、二量体生成抑制効果を確認することが
できた。何れの試料についても、低分子量分解物の生成はほとんど認められなかった。ま
た、スクロース（試料No.1）、トレハロース（試料No.2）、ラフィノース（試料No.3）、
マンニトール（試料No.4）、アルギニン（試料No.6）、ヒスチジン（試料No.7）、セリン
（試料No.9）及びプロリン（試料No.10）を添加した試料について、IEC分析上におけるPr
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【００７５】
【表５】

【００７６】
実施例２：凍結乾燥製剤におけるアルギニン及びスクロースの添加量が安定性に及ぼす影
響
　抗IL-6レセプターヒト化抗体を含む凍結乾燥製剤について、アルギニン及びスクロース
の添加量が凍結乾燥工程前後及び製剤自体の安定化に及ぼす影響を評価した。
【００７７】
　本検討では、アルギニン及びスクロースについて、それぞれ3水準の添加量からなる試
料No.12～17の評価試料を調製した。各評価試料について、凍結乾燥前調製液の処方は以
下の通りである。
【００７８】
【表６】

【００７９】
　各評価試料について、上記調製液を2mLずつガラスバイアルに充填し、実施例１と同様
の条件にて凍結乾燥を行い、凍結乾燥製剤を得た。各評価試料について、凍結乾燥製剤の
処方は以下の通りである。
【００８０】
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【表７】

【００８１】
　凍結乾燥工程中における安定性を評価するために、凍結乾燥前調製液及び凍結乾燥後サ
ンプルの純度を、実施例１と同様のSEC及びIECにより評価した。
【００８２】
　評価結果を表３に示した。アルギニン添加試料は17.5mg/mL（試料No.13）以上の添加量
において、凍結乾燥前後における二量体生成抑制効果を確認することができた。一方、ス
クロース添加試料は50mg/mL（試料No.14）以上の添加量においてのみ、同様の効果を確認
できた。このように、スクロースよりもアルギニンの方が、凍結乾燥前後の安定化効果が
優れていることが確認できた。なお、試料No.15のスクロースの添加モル量は、試料No.12
のアルギニンの添加モル量と等しい。何れの試料についても、低分子量分解物は認められ
ず、かつPreピーク（IEC）の増加は認められなかった。
【００８３】

【表８】

【００８４】
　次に、凍結乾燥製剤としての安定性を評価するために、各試料の熱加速試験（40℃及び
25℃－1ヶ月保存）を行った。そして、熱加速前後における抗体の純度を、実施例１と同
様のSEC及びIECにより評価した。
【００８５】
　評価結果を表４に示した。アルギニン及びスクロースの何れについても添加量を増やす
ほど、40℃及び25℃－1ヶ月間の加速による高い二量体生成抑制効果を確認することがで
きた。一方、少ない添加量における二量体増加量は、アルギニンの方が僅かに低かった。
添加量の何れを問わず、低分子量分解物はほとんど認められず，かつPreピーク（IEC）の
増加は認められなかった。
【００８６】
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【表９】

【００８７】
実施例３：アルギニンを含む凍結乾燥製剤における製剤ｐHが安定性に及ぼす影響
　抗IL-6レセプターヒト化抗体及びアルギニンを含む凍結乾燥製剤について、製剤pHが凍
結乾燥工程前後及び製剤自体の安定化に及ぼす影響を評価した。
【００８８】
　本検討では、製剤pHが5.5～7.0となる範囲について、試料No.18～21の評価試料を調製
した。各評価試料について、凍結乾燥前調製液の処方は以下の通りである。
【００８９】
【表１０】

【００９０】
　各評価試料について、上記調製液を2mLずつガラスバイアルに充填し、実施例１と同様
の条件にて凍結乾燥を行い、凍結乾燥製剤を得た。各評価試料について、凍結乾燥製剤の
処方は以下の通りである。
【００９１】

【表１１】
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【００９２】
　凍結乾燥工程中における安定性を評価するために、凍結乾燥前調製液及び凍結乾燥後サ
ンプルの純度を、実施例１と同様のSEC及びIECにより評価した。
【００９３】
　評価結果を表５に示した。調製液の二量体量はpHが低い試料ほど少なかったが、凍結乾
燥前後における二量体生成は何れのpHにおいても認められなかった。なお、何れの試料に
ついても、低分子量分解物は認められず、かつPreピーク（IEC）の増加は認められなかっ
た。
【００９４】
【表１２】

【００９５】
　次に、凍結乾燥製剤としての安定性を評価するために、各試料の熱加速試験（40℃及び
25℃－1ヶ月保存）を行った。そして、熱加速前後における抗体の純度を、実施例１と同
様のSEC及びIECにより評価した。
【００９６】
　評価結果を表６に示した。調製液の二量体量の差に起因して、加速前の二量体量はpHが
低い試料ほど少なかった。しかし、40℃及び25℃－1ヶ月間の加速による二量体増加量は
何れのpHにおいても同等であった。また、何れのpHにおいても、低分子量分解物はほとん
ど認められず、かつPreピーク（IEC）の増加は認められなかった。
【００９７】

【表１３】

【００９８】
実施例４：アルギニンを含む凍結乾燥製剤における抗体含量が安定性に及ぼす影響
　抗IL-6レセプターヒト化抗体及びアルギニンを含む凍結乾燥製剤について、高含量化の
可能性を見極めるために、抗体含量が凍結乾燥工程前後及び製剤自体の安定化に及ぼす影
響を評価した。
【００９９】
　本検討では、製剤中抗体含量が80及び240mg/vialとなるように、試料No.22～23の評価
試料を調製した。各評価試料について、凍結乾燥前調製液の処方は以下の通りである。
【０１００】
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【表１４】

【０１０１】
　各評価試料について、試料No.22については2mLずつ、試料No.23については6mLずつ上記
調製液をガラスバイアルに充填し、以下の条件にて凍結乾燥を行い、凍結乾燥製剤を得た
。
【０１０２】
【表１５】

【０１０３】
　各評価試料について、凍結乾燥製剤の処方は以下の通りである。
【０１０４】
【表１６】

【０１０５】
　凍結乾燥工程中における安定性を評価するために、凍結乾燥前調製液及び凍結乾燥後サ
ンプルの純度を、実施例１と同様のSECにより評価した。
【０１０６】
　評価結果を表７に示した。何れの含量においても、凍結乾燥前後における二量体は増加
しておらず、かつ低分子量分解物は認められなかった。
【０１０７】
【表１７】

【０１０８】
　次に、凍結乾燥製剤としての安定性を評価するために、各試料の熱加速試験（40℃及び
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様のSECにより評価した。
【０１０９】
　評価結果を表８に示した。40℃及び25℃－1ヶ月間の加速による二量体増加量は何れの
含量においても同等であった。また、含量の何れを問わず、低分子量分解物はほとんど認
められなかった。
【０１１０】
【表１８】

【０１１１】
実施例５：凍結乾燥製剤の凍乾ケーキ形成性を指標とした賦形剤種及び添加量の選択
　抗IL-6レセプターヒト型化抗体を含む凍結乾燥製剤について、賦形剤種が凍乾ケーキ形
成性に及ぼす影響を確認するために、実施例１で評価した試料（試料No.1～11）における
凍乾ケーキの縮み（シュリンク）の有無を目視にて評価した。なお、凍乾ケーキの縮みが
半径１ｍｍ以上認められたものを「シュリンクあり」とした。
【０１１２】
　得られた結果を表９に示す。賦形剤を加えなかった試料については、凍乾ケーキのシュ
リンク傾向が認められた。一方、デキストランを除く全ての賦形剤において、凍乾ケーキ
のシュリンク傾向は認められず、ケーキ形状は良好であった。
【０１１３】
【表１９】

【０１１４】
　次に、実施例２で評価した試料（試料No.12～17）を用いて、アルギニン及びスクロー
スの添加量が凍乾ケーキの形成性に及ぼす影響を評価した。
【０１１５】
　得られた結果を表１０に示す。アルギニンでは50 mg/vial以上の添加量において（調製
液濃度25 mg/mL）、スクロースでは100 mg/vial以上の添加量において（調製液濃度50 mg
/mL）、シュリンク傾向は認められず、凍乾ケーキ形状は良好であった。
【０１１６】
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【表２０】

【０１１７】
実施例６：アルギニンを含む凍結乾燥製剤の凍乾ケーキ形成性を指標としたアルギニン添
加量の最適化
　抗IL-6レセプターヒト化抗体及びアルギニンを含む凍結乾燥製剤について、抗体含量及
びアルギニン添加量が凍乾ケーキ形成性に及ぼす影響を評価した。
【０１１８】
　本検討では、製剤中抗体含量が40～160mg/vialとなるように、試料No.24～48の評価試
料を調製した。各評価試料について、凍結乾燥前調製液の処方は以下の通りである。
【０１１９】
【表２１】

【０１２０】
　各評価試料について、試料No.24～43については2mLずつ、試料No.44～48については4mL
ずつ上記調製液をガラスバイアルに充填し、実施例１と同様の条件にて凍結乾燥を行い、
各10本ずつの凍結乾燥製剤を得た。各評価試料について、凍結乾燥製剤の処方は以下の通
りである。
【０１２１】
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【０１２２】
　各試料について10本の凍結乾燥製剤における凍乾ケーキの縮み（シュリンク）の有無を
実施例５と同様にして目視にて評価し（評価者：3名）、凍乾ケーキの縮みが１ｍｍ以内
のものを良品とし、その比率を凍乾ケーキ良品率とした。評価結果として各試料の凍乾ケ
ーキの良品率を表１１に示した。
【０１２３】
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【表２３】

【０１２４】
　本評価の結果、良品率が３０％以上、好ましくは４０％以上、さらに好ましくは５０％
以上であれば、製品として実質的には特に問題なかった。
【０１２５】
　試料No.32, 33, 37, 38, 41, 42, 43, 46, 47, 48については、凍乾ケーキの縮みを認
めない良品の割合が50%以上という良好な凍乾ケーキ形成性を示した。また、試料No.33, 
37, 38, 42, 43, 47, 48については、凍乾ケーキの縮みを認めない良品の割合が80%以上
という極めて良好な凍乾ケーキ形成性を示した。このように、凍乾ケーキ形成は調製液の
抗体濃度が高いほど良好であり、抗体濃度が30 mg/mL以上の場合は、25 mg/mL以上のアル
ギニン添加で凍乾ケーキ良品率は50%以上となった。特に、抗体濃度が40 mg/mL以上の場
合は、25 mg/mL以上のアルギニン添加で凍乾ケーキ良品率は80%以上となった。

実施例７：凍結乾燥製剤再溶解液の粘度に賦形剤種類が及ぼす影響
　抗IL-6レセプターヒト化抗体を含む凍結乾燥製剤について、賦形剤種類が再溶解液の粘
度に及ぼす影響を評価した。
【０１２６】
　評価試料としては、実施例１で評価した試料のうち試料No.1,2,3,6,8,9,10を用い、凍
結乾燥製剤に0.6mLの注射用水を添加することにより再溶解液を調製した。
【０１２７】
　各評価試料の再溶解液の粘度は、コーン－プレート型粘度計を用いて測定した。試験条
件は以下のとおりである。
［粘度測定法］
　再溶解液の粘度は、粘弾性測定装置Rheometer AR-1000（TA Instruments, Inc.）を用
いて測定した。
【０１２８】
　分析条件
　Geometry；Cone-and-plate system
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　　　　(Angle 2o, Diameter 40 mm, Truncation 61 μm)
　測定温度；25℃
　測定サイクル；
　　Steps                  所要時間　　Shear rate
　　Conditioning step       10 sec　　　　－
　　Continuous ramp step 1　5 min     1→300 [1/s]となるよう対数的に加速
　　Peak hold step 1　　　　15 sec　　300 [1/s]の一定値
　　Continuous ramp step 2　5 min     300→1 [1/s]となるよう対数的に減速
　Continuous ramp step 1及びContinuous ramp step 2において，GeometryにかかるShea
r stressをモニターし，ニュートン流体の近似式から各ステップにおける粘度を算出した
。なお，Continuous ramp step 1とContinuous ramp step 2における粘度の平均値を各試
料の粘度とした。
【０１２９】
　各試料の粘度測定結果を表１２に示した。糖類を賦形剤とした処方と比較して、アミノ
酸を賦形剤とした処方は、添加量が等しいにもかかわらず低い粘度を示した。特に、アル
ギニンを添加した処方は、スクロース処方と比較して1 mPa・s以上の粘度低下を認めた。
【０１３０】
【表２４】

【０１３１】
実施例８：アルギニンを含む凍結乾燥製剤の再溶解液粘度に対する抗体濃度の影響
　抗IL-6レセプターヒト化抗体及びアルギニンを含む凍結乾燥製剤について、再溶解液の
粘度に対する抗体濃度の影響を評価した。
【０１３２】
　本検討では、実施例2で評価した試料のうち試料No. 12について、以下に示したように
添加する注射用水の量を変動させることにより、試料No. 49～53からなる抗体濃度の異な
る再溶解液試料を調製した。また、抗IL-6レセプターヒト化抗体及びスクロースを含む凍
結乾燥製剤である実施例2で評価した試料No. 16について、試料No.54として抗体濃度が約
200 mg/mLとなるように調製した再溶解液試料の粘度を参考として測定した。粘度測定に
ついては、実施例７と同一の手法を用いた。
【０１３３】
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【表２５】

【０１３４】
　粘度測定結果を表１３に示した。抗体濃度が増大すると共に粘度は増大したが、抗体濃
度200 mg/mLにおける粘度は16.9 mPa・sとなり、スクロースを含む抗体濃度195 mg/mLの
再溶解液と比較して低値を示した。このように、アルギニン処方とスクロース処方を比較
すると、アルギニンの方が高モル濃度であるにもかかわらず高抗体濃度における粘度は低
く、アルギニンは抗体溶液の粘度を低減させる可能性が示唆された。
【０１３５】
【表２６】
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