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複数のストレスによる蛋白質の会合に及ぼす安定化剤の作用
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A successful development of therapeutic proteins requires a formulation optimal for long-term storage of the pro-
teins. During storage and shipment, proteins are subjected to multiple stresses. Here we show that ciliary neurotrophic
factor (CNTF) readily aggregates upon exposure to mechanical stress such as agitation and elevated temperature at
37°C. Sucrose and lysine or arginine protect CNTF from heat stress, while detergents such as Tween20 and organic sol-
vents such as propylene glycol (PG) are eŠective against agitation. Combination of the amino acids and PG protected
the protein from both stresses. The results suggest the importance of combining additives, against multiple stresses,
which may have negative as well as positive in‰uence individually against one particular stress.
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1. はじめに

現在注目を集めている抗体を含めて蛋白質製剤の

発展には目を見張るものがある．蛋白質を薬品とし

て開発するための最大の難関はその不安定性にあ

る．蛋白質の溶液中の安定性は極めて低く，そのた

め製造過程や貯蔵中で会合や変性を起こす．しかし

安定性が低いとはいえ，その使い易さから溶液貯蔵

の方が凍結乾燥よりも好まれる．凍結乾燥するにし

ても，蛋白質の不安定さが障害となる．蛋白質を製

剤化するためにまず溶液としての開発を試みるのが

通常である．

蛋白質は貯蔵中に様々なストレスを受ける．1,2)化

学的なものとしては pHの変化，酸素などの溶存ガ

ス，溶液中あるいは薬の容器から出てくる金属イオ

ンなどの不純物が挙げられる．物理的なものとして

は光，温度の上昇，輸送中のゆれや攪拌，3)ゆれと

深く関わっている容器表面や空気界面との接触，偶

発的な凍結融解，4―6)ろ過7)などが挙げられる．こ

れらの要素はすべて蛋白質の化学的安定性にも影響

するが，光を除いては蛋白質の構造安定性にも影響

を与える．

蛋白質薬品は貯蔵中これらのほとんどのストレス

を多かれ少なかれこうむる．問題は 1つの方法であ

るストレスから蛋白質を守ることができても，他の

ストレスに対して無力な場合があることである．こ

こでは構造安定性が極めて弱い CNTF (ciliary neu-

rotrophic factor）と KGF (keratinocyte growth fac-

tor）を例に用いて蛋白質の安定化法について述べ

る．8―10)特に CNTFは攪拌，ろ過，凍結融解，温度

上昇，各種容器表面や空気界面との接触などあらゆ

るストレスに対する安定性が弱いので，モデル蛋白

質として最適である．

このようなストレスから蛋白質を保護するために

安定化剤が用いられる．ここでは複数のストレスに

よる CNTF の会合を最小限に抑えるための安定化

剤の使用について述べる．

2. 温度上昇ストレス

すべての蛋白質は熱変性を起こす．すなわち蛋白

質はある温度領域で天然状態（N）から変性状態

（D）へと構造を変える．理想的にはこの現象は次
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Fig. 1. Time Course of Aggregation during Heat Stress
■: no additive, ●: 0.2％ Tween 20, ▲: 25％ PG.

Table 1. Aggregation of CNTF during Heat or Agitation
Stress

Additive OD (405 nm)
after 1 day at 37°C

OD (405 nm)
after 50 sec voltex

None 0.008 ＞1.0
0.2％ Tween 20 ＞1.0 0.01

25％ PG 0.068 0

8％ PEG 3350 0.067 0.08

40％ Sucrose 0.002 0.12

10％ Ethanol 0.025 0
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のような 2状態間の平衡反応として表される（Eq.

1）．

N D (1)

しかし熱変性はかならずしも平衡状態を維持する

とは限らない．むしろ平衡を保つ方が，すなわち変

性状態（D）が Nにかならず戻る方がまれである．

ほとんどの場合平衡は変性体（D）の会合によって

くずれてしまう．よって変性反応はより一般に

LumryEyringの式と知られている Eq. 2で表され

る．11)変性反応は大抵 Eq. 2のように会合体の形成

を伴ってしまう．

N D→会合体 (2)

このような変性が熱変性の温度領域あるいはそれ

以上の温度のみで起こり，その温度以下では起こら

ないとすれば，低い温度にしておけば十分である．

ほとんどの蛋白質の変性温度は 40°C以上なので，

室温にしておけば少なくても温度のストレスから蛋

白質を守れることになる．実際には変性温度以下，

例えば 4°C でも Eq. 2 の変性反応は起こってい

る．12)すなわち蛋白質は天然状態と変性状態の間を

ゆらいでいる．もちろん温度が低いほど天然状態に

いる時間が長くなる．

CNTFは 37°Cにおくと数日間の次元でゆっくり

と会合する．その会合過程を 405 nmの濁度で測定

したのが Fig. 1 である．CNTF の変性温度は 50°C

付近で 37°Cはその熱変性領域よりはかなり低い温

度であり，蛋白質はほとんどの時間天然状態として

存在しているはずである．にもかかわらずこのよう

に会合体を形成するのはこの蛋白質の変性状態の会

合し易さにある．

このように常温でも会合を起こし易いのは KGF

でも同様である．この蛋白質は今 Amgen や Hu-

man Genome Scienceが臨床試験を進めているが，

大変会合し易い．KGFの熱変性は 42°C以上で起こ

るが，37°C でも容易に会合する．0.5 mg/ml の

KGFを 37°Cで保存すると半日以内に半分以上の蛋

白質が沈殿してしまう．10)

それではいかにしてこのような蛋白質の会合を防

ぐことができるであろうか．それには Eq. 2から明

らかなように 2つの方法がある．1つは N と Dの

間の平衡反応を Nの方へとずらしてやることであ

る．2 つ目は D から会合への反応を抑えてやるこ

とである．

Nと Dの平衡定数に影響して蛋白質を安定化す

るものは数多くある．これらは一般に蛋白質の安定

化剤と言われ，糖，ポリオール，塩，アミノ酸，ア

ミン（例えば Trimethylamine N-oxide）などが挙げ

られる．13―30) CNTFにおいては Table 1に示すよう

に 40％しょ糖は会合を抑制した．2％アルギニンや

5％リジン溶液中では 24時間後も全く濁度の上昇が

見られず，会合は完全に抑えられた．KGFに対し

てもグリシンが同様の効果を発揮する．9,10) KGFに

対しては他にも多くの多価陰イオン塩が安定化効果

を示す．9)

糖やアミノ酸が蛋白質を安定化する機構は，蛋白

質とこれらの物質との相互作用から説明され

る．13,21,22)天然状態の蛋白質の表面からこれらの物

質は排除されている（負の相互作用）．この相互作

用は熱力学的には蛋白質を不安定にする．これを摸
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Fig. 2. Time Course of Aggregation during Agitation Stress
■: no additive, ●: 0.2％ Tween 20, ▲: 25％ PG.
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式的に表すと Eq. 3のようになる．天然状態の蛋白

質を水中から安定化剤の溶液に移すと，その移行自

由エネルギー，DGtが増大する．変性状態では蛋白

質の表面積が増えるので，この負の相互作用がさら

に負となり，DGtは天然状態（N）よりもさらに増

大する．Equation 3 の平衡関係から変性の自由エ

ネルギー，DGU は安定化剤の存在下では水中のそ

れよりも大きくならなければならない．すなわち安

定化剤の存在下では変性はより起こりにくくなる．

N(水中)

↓DGt＞0

N(安定化剤中)

DGU＞0
―→

DGU≫0
―→

D(水中)

↓DGt≫0

D(安定化剤中)

(3)

一方会合を防ぐ物質としては主に界面活性剤や有

機溶媒が挙げられる．中でも Tween20 は蛋白質製

剤の会合抑制に常用される界面活性剤である．23―26)

ところがこれは CNTFの溶液中での会合に全く働

かない．それどころか Fig. 1 に示すように会合を

促進する．弱い界面活性剤，Polyethylene Glycol

(PEG）や有機溶媒の 1つ，PG (Propylene Glycol）

も同様である．なぜこのような会合促進が

Tween20 や PG で起こるのか明らかではない．そ

の可能性の 1つとして Tween20や PGが N D反

応の変性を促進していることが考えられる．普通

Tween20 のような非イオン性の弱い界面活性剤は

蛋白質の安定性に対して影響を与えない．安定化す

ることもなければ不安定化することもない．

3. 攪拌ストレス

CNTF は限外ろ過や攪拌などの機械的なストレ

スに極めて弱い．室温で数秒間ボルテックスにかけ

ると速やかに沈殿を起こす．Figure 2にボルテック

スの時間に伴う CNTFの会合を濁度の増加として

示してある．横軸はここでは秒である（37°C の貯

蔵安定性の時間の単位は日数である）．もちろん他

の蛋白質でも攪拌を続ければやはり会合を起こすが，

CNTF は極めて会合し易い．貯蔵中，輸送中にボ

ルテックスほど激しい攪拌を受けることはないだろ

うが，それでもゆれなどによって会合を起こす可能

性が高い．

攪拌によるストレスには表面吸着とずれ力との 2

つの原因が考えられる．容器・液界面，あるいは空

気と溶液との界面に蛋白質が吸着すると構造変化を

起こすことがある．27,28)すなわち N  D の反応に

おいて表面吸着は Dを増大させる．このような場

合界面活性剤が有効であることはよく知られてい

る．3,5,6,29)もう 1つ攪拌がもたらす影響として溶液

内で起こるずれ力がある．それによって蛋白質が変

性するような機械的力が働くことが考えられ

る．30―32)このようなずれに対して知られている有

効な安定化剤はないが，一般的な蛋白質の安定化剤

がここでも効き目があることは十分考えられる．

Figure 2に界面活性剤 Tween20，有機溶媒 PGの

結果を示してある．会合が強く抑えられている．エ

タノールや PEGも強い抑制効果がある（Table 1）．

これに対して Table 1に示すようにしょ糖の効果は

極めて弱い．アミノ酸も同様である．この事実は攪

拌が CNTF の会合に及ぼす影響には疎水結合が強

く関与していることを示唆する．すなわちこの疎水

性のゆえに表面吸着を起こしたり，蛋白質間の会合

をもたらすものと思われる．

4. 複数のストレスに対する安定化

ここで明らかなことは，CNTF は熱ストレスに

も攪拌ストレスにも弱いということである．一般に

不安定な蛋白質は様々なストレスに対して弱いと言

えるだろう．それではこの両方のストレスから

CNTF を守ることができるだろうか．しょ糖は熱

に対して効果があったが攪拌にはごく弱い効果しか

なかった．アミノ酸も同様である．界面活性剤

Tween20 や有機溶媒 PG は攪拌に対して強い効果



hon p.4 [100%]

960

Table 2. Aggregation of CNTF during Heat or Agitation
Stress

Additive OD (405 nm)
after 1 day at 37°C

OD (405 nm)
after 50 sec voltex

None 0.008 ＞1.0

8％ PEG 3350 0.067 0.08

25％ PG 0.068 0
8％ PEG 3350＋2％
Arginine＋5％ Lysine 0.004 0

25％ PG＋2％
Arginine＋5％ Lysine 0.001 0

960 Vol. 123 (2003)

を示したが温度に対しては無力どころか会合を促進

した．それではしょ糖と Tween20，またアミノ酸

と PGを組み合わせたらどうであろうか．よい面だ

けがでれば，すなわち Tween20や PG は攪拌のみ

に，しょ糖やアミノ酸は温度ストレスのみに影響す

れば理想的と言えるが，逆になることも考えられ

る．しょ糖が攪拌ストレスにほとんど影響せずに，

Tween20 が温度ストレスに悪影響を与えてしまう

ことも考えられる．

実際のところ 2つの添加剤を加えた場合それぞれ

の効果がでるかどうか予想がつかない．例えばしょ

糖は温度ストレスに効果があるが，Tween20 は逆

効果である．両方入れると温度ストレスに対して中

間ぐらいにくるのであろうか．しょ糖は攪拌ストレ

スに若干効き Tween20は大きな効果を発揮するの

で，両方あれば効果は最大になるであろうか．結論

としては実験してみなければ分からない．しょ糖や

アミノ酸の蛋白質安定化作用はそれらが先にも述べ

たように蛋白質に結合しないためである．13,16,18,33,34)

この相互作用しないと言う結果は蛋白質とこれらの

物質の間でのことである．もし界面活性剤が蛋白質

に結合するとその複合体としょ糖やアミノ酸などと

の相互作用は分からない．さらにしょ糖やアミノ酸

と界面活性剤との成分間の相互作用を考慮に入れな

ければならない．35)すなわち例えば界面活性剤の有

効濃度はしょ糖の添加によって変化することは十分

考えられる．異なった 2種の添加物を加えた結果を

それぞれの効果から推定することは難しい．

そこで CNTFの熱ストレスには弱い不安定効果

を示したが，攪拌ストレスには強い効果を示した

PGと熱ストレスに効果のあったアミノ酸を混合し

て，温度，攪拌ストレス両方に対する効果を調べて

みると，この組み合わせは両ストレスに対して大き

な安定化効果を示した（Table 2）．PGと同様の影

響を示した PEGもまたこれらのアミノ酸と混ぜる

と攪拌，温度両ストレスに対して強い効果があっ

た．すなわち PGや PEGは温度ストレスに対して

逆効果であったにもかかわらず，アミノ酸存在下で

はそのような効果は現れなかった．2種以上の添加

物を混ぜる場合，1つの添加物があるストレスに不

安定化を示しても，もう 1つの成分がその効果をな

くしてしまうこと，あるいは逆のこともあり得ると

言うことになる．

蛋白質製剤が貯蔵中に受けるストレスは温度変化

や攪拌だけに限らない．前にも述べたように偶発的

な凍結，pH変化，あるいは化学的変化に伴う構造

変化などのストレスもある．CNTF のように 1 つ

の安定化剤ですべてのストレスに対応できなけれ

ば，さらに安定化剤を組み合わせる必要がでてく

る．ここで述べたように安定化剤のストレスへの個

々の影響が加算的に働くとは限らないので，組み合

わせのスクリーニングを広範にする必要があると思

われる．

最後にアミノ酸の中でアルギニンの特殊な性質に

ついて言及する．最近アルギニンは，その機構は不

明であるが，強い会合抑制効果のあることが分かっ

てきた．36,37)アルギニンは蛋白質のリフォルディン

グを促進したり，大腸菌でのぺリプラズマへの分泌

を助けたり，封入体から蛋白質を活性状態で溶かし

出したりする効果が認められているが，これらの効

果はその会合抑制効果と密接に関連している．36,37)

アルギニンの蛋白質の長期保存への効果は今後さら

に詳細に研究されるであろう．

5. おわりに

蛋白質製剤を長期保存する方法の開発は，これか

らの抗体薬品の開発，発展とともに益々高まるもの

と思われる．ここでは熱，攪拌両方のストレスによ

る会合から CNTF を守るような安定化剤の組み合

わせについて検討した．場合によっては，例えば熱

と表面吸着と言うような異なるストレスが蛋白質の

不安定化に寄与することもあり得る．ここで述べた

ように，1つの安定化剤がどちらかのストレスにし

か効果がない場合，2種以上の安定化剤を混ぜ合わ

せると予期しない結果が得られることに留意する必

要がある．
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