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第１章 研究

本事

プロテ

とする

ため、

⽣産能

てプロ

使⽤量

 

１－１ 研

近年

ってい

である

は 1,50

売上 1

間の売

もので

く、投

期待さ

測され

究開発の概

事業では、抗

テインＬを低

プロテイン

いずれも低

能に優れたブ

テインＡ及

量を減らし、

研究開発の背

年、副作⽤の

いる。抗体医薬

。国内にお

00 億円（⽇

5 位以内に抗

上が 60 億

も前年⽐ 1

投与後⾎中で

されており、

れている（富

概要 

抗体精製⽤の

低コストで提

ンＡは⾮常に

低コストでの

ブレビバチル

及びプロテイ

もって抗体

背景・研究⽬

の少ない効果

薬品の開発は

おいても 200

⽇経バイオ年

抗体医薬品

ドルを超え

0％以上の伸

で⻑時間安定

１０〜１５

富⼠経済）。 

図 1 ⽇

のアフィニテ

提供可能な製

に⾼価であり

の⽣産技術の

ルス菌を宿主

インＬを⾼機

体医薬の低価

⽬的及び⽬標

果的な治療薬

は⽶国が先⾏

02 年に上市

年鑑より）と

が 5 品⽬⼊

る。いずれ

伸びを⽰すも

定に存在する

５年後の国内

⽇本国内におけ
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ティリガン

製造技術を開

り、またプロ

の開発が強く

主とした安価

機能化するこ

価格化に資す

標 

薬として抗体

⾏しており

市され、市場

と急速に拡⼤

⼊っており、そ

れも前年⽐２

ものがある

ることができ

内市場は 3,4

けるバイオ医

ドとして使⽤

開発する。現

ロテインＬは

く望まれてい

価な発酵⽣産

ことにより、

する。 

体医薬品が注

、2007 年の

場規模は 20

⼤している

そのうちリ

桁の伸びで

。抗体医薬

きるため、次

400 億円、

医薬品市場の

⽤されるプ

現在上市さ

は現在上市

いる。そこ

産技術を開

、アフィニ

注⽬され、本

の世界市場は

007 年には

（図１）。2

ツキサンと

であり、発売

品は、予想

次世代バイ

世界市場は

伸⻑状況 

プロテインＡ

されている⼤

市されている

で、タンパ

発するとと

ニティリガン

本格的な実

は 2.6 兆円（

850 億円、

008 年の世

とレミケード

売後 10 年程

想外の副作⽤

オ医薬品の

は５兆円に拡

Ａ、ならびに

⼤腸菌を宿主

る製品が無い

パク質の分泌

ともに、併せ

ンドとしての

実⽤段階に⼊

（富⼠経済）

2008 年に

世界の医薬品

ドは世界の年

程度経過した

⽤が⽣じにく

の主役として

拡⼤すると予

に

主

い

泌

せ

の

⼊

に

品

年

た

く

て

予



 

 

⼀⽅

発費、

薬価が

に、⽇

が進め

シフト

ていな

視され

動きは

程度の

実であ

た低コ

 

抗体

このう

ストで

るアフ

ンドタ

 

また

代型低

⽅で、抗体医

製造費に巨

が⾮常に⾼価

本でも医療

められている

トしつつある

ないが、2010

れており、⽇

はより加速し

の薬価での供

ある。これら

スト化が強

体医薬品は、

ち抗体精製

で⾏なうこと

ィニティカ

ンパク質で

た、抗体医薬

低分⼦抗体医

医薬品は⾼度

巨額の投資を

価であること

療費抑制のた

る。この動き

る。現在のと

0 年台に特許

⽇本国内にお

していくもの

供給が要求さ

らのニーズを

強く望まれて

抗体発現細

製⼯程のコス

とが課題であ

カラムの低コ

であるプロテ

図

薬品は細胞培

医薬品として

度な開発や、

を要求される

とから、国⺠

ために厚⽣労

きにあわせて

ところ、抗体

許期間が終

おいても抗体

のと考えられ

されることと

を踏まえ、バ

ている。 

細胞株の樹⽴

ストは⼤きく

ある。この点

コスト化、特

テインＡの安

図２ 完全⻑

培養により⽣

て低分⼦化を
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細胞培養に

る。また、治

⺠の医療費負

労働省主導で

て各医薬品メ

体医薬品分野

了する抗体

体医薬品のジ

れる。またバ

となり、新薬

バイオシミラ

⽴、⼤量培養

く、抗体医薬

点を解決する

特にこのコス

安価な製造技

⻑抗体、低分

⽣産される完

を図った改良

により⾼品質

治療に際し、

負担は極めて

で後発医薬品

メーカーはジ

野でのジェネ

体医薬品も数

ジェネリック

バイオシミラ

薬以上にコス

ラーを含めた

養、抗体の精

薬品の低コス

るためには、

ストの４０％

技術の開発が

⼦抗体の構造

完全分⼦型抗

良型抗体（低

質に製造す

、⼤量に投

て⼤きなも

品（ジェネ

ジェネリッ

ネリック医

数多くあり、

ク医薬品（

ラーにおい

スト競争が

た抗体医薬

精製等の⼯

スト化には

、抗体医薬

％以上を占

が極めて有効

造 

抗体が現在

低分⼦抗体

する必要があ

投与しなけれ

のとなって

ネリック医薬

ク医薬品の

医薬品は⽇⽶

今後の市場

バイオシミ

ては、現⾏

がし烈を極め

薬品の更なる

⼯程を経て製

は、この精製

薬品精製⼯程

めるアフィ

効な⼿段であ

在の主流であ

体）の開発が

あるため、開

ればならず、

ている。さら

薬品）の普及

の積極⽣産へ

⽶欧が承認し

場拡⼤が確実

ミラー）への

⾏製品の半額

めることは確

る普及に向け

製造される。

製⼯程を低コ

程に⽤いられ

ニティリガ

ある。 

あるが、次世

が指向されて

開

ら

及

へ

し

実

の

額

確

け

コ

れ

ガ

世

て



 

いる（

すぐれ

⼯程の

で提供

⼯程に

の製造

 

抗 体

（Stap

れてい

インＡ

産物と

腸菌由

 

⼀⽅

分泌⽣

チルス

産に成

 

とこ

のほか

図２）。⼀般

れ、酵⺟や⼤

の製造コスト

供するために

⽤いること

造技術の開発

体 医 薬 品 精

phylococcu

いる。プロテ

タンパク質

して製造さ

来の毒素（

⽅、本事業参

⽣産ができ、

ス菌という。

成功している

ろで、抗体

かに、プロテ

般的に、低分

⼤腸菌による

トが普及の妨

には、完全分

とができるア

発が併せて求

精 製 ⽤ の ア

us aureus）

テインＡを⽣

質は、現在、

されている。

エンドトキ

参画者である

エンドトキ

図３）宿主

る。 

体医薬品の精

テインＡの⾼

分⼦抗体は半

る低コスト⽣

妨げとなって

分⼦型抗体精

アフィニティ

求められてい

フ ィ ニ テ

の細胞壁に

⽣産する⻩⾊

発現⽤宿主

現法では組

キシン）を除

る株式会社プ

キシンをもた

主ベクター系

図３ ブ

精製⼯程の低

⾼機能化を図
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半減期が短い

⽣産や抗体分

ている。これ

精製における

ィリガンドタ

いる。 

ィ リ ガ ン

に存在するプ

⾊ブドウ球菌

主として⼤腸

組換えプロテ

去する必要

プロテイン

たない Brev

系を⽤いて、

レビバチルス

低コスト化の

図る技術開発

いものの分

分⼦の修飾が

れら次世代型

るプロテイン

タンパク質で

ド タ ン パ ク

プロテイン

菌は感染症の

腸菌を⽤いた

テインＡの精

要があり、製

・エクスプ

vibacillus c

、プロテイン

ス菌の特徴

のためには、

発が⾏なわれ

⼦量が⼩さ

が可能であ

型低分⼦抗

ンＡのよう

であるプロ

ク 質 と し て

Ａと呼ばれ

の起因菌で

た遺伝⼦組

精製⼯程が

造費の⾼コ

レスでは、

choshinens

ンＡの抗体

、プロテイ

れている。 

さいことで組

るが、低分

抗体医薬品を

に、低分⼦

テインＬの

て 、 ⻩ ⾊ ブ

れるタンパク

あることか

組換え技術に

が多段階必要

コスト化が⽣

タンパク質

sis 菌（以下

体結合領域の

ンＡ⾃⾝の

組織浸透性に

分⼦抗体精製

をより低価格

⼦抗体の精製

の低コストで

ブ ド ウ 球 菌

ク質が利⽤さ

から、プロテ

による発酵⽣

要な上に、⼤

⽣じている。

質を⾼効率に

下、ブレビバ

の分泌発現⽣

の安価な製造

に

製

格

製

で

菌

さ

テ

⽣

⼤

 

に

バ

⽣

造
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具体的には、 

①プロテインＡをアルカリ条件下に対し耐性化することで、アルカリでの洗浄によるプロテ

インＡアフィニティ担体の劣化（分解等）を防ぎ、アフィニティカラムの使⽤回数を増や

す⽅法 

②担体へのプロテインＡの固定化に配向性を持たせることで、プロテインＡアフィニティ担

体の抗体結合容量を増加させ、プロテインＡアフィニティ担体の使⽤量を減らす⽅法 

③プロテインＡアフィニティ担体に結合した抗体は酸性条件で溶出するが、酸により抗体の

変性・凝集などがおきてしまう。弱酸性で溶出できるようにすることで、抗体の変性を防

ぎ、効率よく抗体精製をできるようにする⽅法 

などがある。 

①については、ＧＥヘルスケア社（特許第 4391830 号 変異免疫グロブリン結合タンパク質）、

プロテノバ社（特許第 4179517 号 イムノグロブリン親和性リガンド）などが特許権利化して

いる。ＧＥヘルスケア社はレプリジェン社と、プロテノバ社は東ソー株式会社と提携し、アル

カリ耐性プロテインＡアフィニティカラムの製造、販売を⾏なっている。しかし、いずれも⼤

腸菌を宿主としてアルカリ耐性プロテインＡを⽣産しているために、その製造コストが⼤きく

なっている。 

 

本事業参画者である独⽴⾏政法⼈産業技術総合研究所の巌倉らは、上記②、③の⾼機能化に

取り組み、弱酸性で溶出可能で、かつ配向性を制御して⼀点で固定化できるプロテインＡ技術

を開発した（図４）。このようにして開発した⾼機能化プロテインＡは、市販品に⽐べて約２倍

の抗体結合能があり、より温和な条件で抗体を溶出することができることで、酸性での溶出の

際に抗体が変性しない点で優れている。しかし、この⾼機能化プロテインＡの⼯業的⽣産⽅法

はいまだ確⽴しておらず、安価な製造技術の開発が課題となっている。 

本研究開発は、巌倉らの開発した技術を基に設計された⾼機能化プロテインＡを、ブレビバ

チルス菌を⽤いて低コストで効率的に製造できる技術開発を⾏なうことにより、他社で開発さ

れているプロテインＡに⽐べて、優位性があり、競争⼒のある⾼機能化プロテインＡを国内外

に提供することを⽬的としている。また、同技術⼿法を⽤いて、現在、世界的にも競合会社の

少ない⾼機能化プロテインＬの安価な製造技術の開発を⾏なうことで、国際競争の⾯で優位性

を持つと考えられる。 

 

 



 

 

１－２ 研

【研究組織

 

研究体制 

織（全体）】 

総括
株式
専務

 

再委託

再委託

再委託

再委託

公益財団法

括研究代表者
式会社プロテイ
務取締役　進 

図４ ⾼機能

人 千葉県産

株式会社プ

独立行政法

株式会社京

者 (PL)
イン・エクスプ
照夫

東亜薬品工
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能化プロテイ

産業振興センタ

プロテイン・エ

法人産業技術

京都モノテック

プレス

工業株式会社

インＡの構造

ター

クスプレス

術総合研究所

ク

副統括研究
株式会社プロ
執行役員　研
渡辺 俊介

社

造 

所

開発代表者 
ロテイン・エク
研究開発部長

(SL)
クスプレス
長
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【管理体制】 

（１）事業管理機関 

［公益財団法⼈千葉県産業振興センター］ 

再委託

理事長

理事

財務課総務企画部

常務理事

東亜薬品工業株式会社

株式会社京都モノテック

独立行政法人産業技術総合研究所

株式会社プロテイン・エクスプレス

新事業支援部 産学連携推進室

 

 

  

（経理担当者）

（業務管理者）



- 7 - 
 

（２）再委託先 

 

  

[株式会社プロテイン・エクスプレス]
（業務管理者）

（経理担当者）

（業務管理者）

[独立行政法人 産業技術総合研究所]

（業務管理者）

（経理担当者）

[株式会社京都モノテック]

（業務管理者）

[東亜薬品工業株式会社]

（経理担当者）

（業務管理者）

代表取締役社長 専務取締役

管理部

研究開発部

理事長 バイオメディカル研究部門 蛋白質デザイン研究グループ

代表取締役社長 経営管理本部

バイオ事業本部 バイオ開発部

総務本部　財務部 経理室

代表取締役 研究開発部

総務部

（業務管理者）

（経理担当者）
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【管理員および研究員】 

事業管理機関；公益財団法⼈千葉県産業振興センター 

① 管理員 

⽒名 所属・役職 

伊藤 譲 新事業⽀援部 産学連携推進室 チーフ研究開発コーディネーター

⻄海 みどり 新事業⽀援部 産学連携推進室 専任主事

 

再委託先 

（研究員） 

株式会社プロテイン・エクスプレス 

⽒名 所属・役職 

進 照夫 専務取締役 

渡辺 俊介 執⾏役員 研究開発部⻑

砂⼦ 智美 研究開発部 研究員

⾚⽻ 美穂⼦ 研究開発部 研究員

 

独⽴⾏政法⼈ 産業技術総合研究所 

⽒名 所属・役職 

広⽥ 潔憲 バイオメディカル研究部⾨ 蛋⽩質デザイン研究グループ⻑ 

巌倉 正寛 バイオメディカル研究部⾨ 蛋⽩質デザイン研究グループ招聘研究員

 

株式会社京都モノテック 

⽒名 所属・役職 

⽔⼝ 博義 代表取締役 

⽫良 剛 研究開発部 主任研究員
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東亜薬品⼯業株式会社 

⽒名 所属・役職 

嶋崎 智史 バイオ事業本部 バイオ開発部 部⻑

沖野 洋⼀ バイオ事業本部 バイオ開発部 バイオ開発課 課⻑

江⼝ 弘道 バイオ事業本部 バイオ開発部 バイオ研究課 主任

藤⽥ 和也 バイオ事業本部 バイオ開発部 バイオ開発課

 

（３）アドバイザー 

⽒名 所属・役職 

⻲⼭ 松寿 株式会社バイオリサーチアンドサプライ 執⾏役員 製造技術部⻑ 

⼤⾼ 誠治 ダイソー株式会社 クロマト開発部 主任

⼩梅川 純⼀ 株式会社バイオフロンティアパートナーズ 技術顧問 

⾼⽊ 広明 ウシオ電機株式会社 顧問

 

 

１－３ 成果概要 

【１】．ブレビバチルス菌による⾼機能化プロテインＡ⽣産性向上化開発 

産業技術総合研究所で保有するプロテイン A アミノ酸変異体ライブラリーから、野⽣型と⽐

べ、中性付近での抗体（イムノグロブリン G、以下 IgG という。）との親和性が⼤きく、弱酸性

で溶出しやすい変異体（⾼機能化プロテイン A）の候補配列を選択した。 

⾼機能化プロテイン A の発現量を指標に、ブレビバチルス菌⽤の発現ベクターのプロモータ

ー、ターミネーター、シグナル配列、さらに培地等発酵培養条件を最適化し、ブレビバチルス

菌による⾼機能化プロテインＡの⾼⽣産条件を確⽴した。 

 

【２】．⾼機能化プロテインＡ精製⽅法の開発 

⾼機能化プロテイン A を⽣産させたブレビバチルス培養液から、2 種類のカラムを使⽤した

効率的な精製プロセスを確⽴した。さらに同⽅法をタンパク質連続精製装置へ適⽤させること

で、使⽤カラム容量の削減に成功した。 

シリカモノリスカラムを⽀持体とした Ni キレートカラムの開発、ポリマーモノリスを⽀持体

としたイオン交換カラムの開発を⾏い、いずれについても、モノリス構造を持っているために
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⾼流速条件下で使⽤することができ、このような条件において従来品と同等以上の性能を有し

ていることを確認した。 

 

【３】．⾼機能化プロテインＡのスケールアップ製造⽅法の開発 

ブレビバチルス菌の発酵培養のスケールアップを実施するために、10L→30L→200L と段階

的に培養量を増やし、それぞれのスケールにおける条件設定を⾏なった。⾼機能化プロテイン A

精製プロセスのスケールアップも実施し、ラボスケールと同等の製品を取得することができ、

製造コストは従来法の 1/5 程度まで削減できた。 

⾼機能化プロテイン A 固定化アフィニティ担体を作製し、従来品以上の性能であることを確

認した。 

また、⾼機能化プロテイン A の毒性試験を⾏い、その安全性に問題が無いことを確認、遺伝

⼦組換え⽣物等の使⽤等の規制による⽣物の多様性の確保に関する法律（カルタヘナ法）への

対応を⾏い、事業化に向けた体制を構築した。 

 

【４】．⾼機能化プロテインＬ製造⽅法の開発 

プロテイン L に関してもプロテイン A と同様に⾼機能化の変異体の製造検討を実施した。野

⽣型と⽐べ、⾼親和性の変異体の取得を達成したが、⽣産性の低さから、実⽤化のための開発

に⻑期間が要されると判断し、まずは野⽣型の実⽤化開発に取り組んだ。 

野⽣型プロテイン L をブレビバチルス菌で⽣産するために発現ベクターの最適化を⾏ない、

その⽣産量を約 10 倍とした。また、この培養精製から、2 段階の精製⼯程を経ることで、純度

の⾼いプロテイン A 標品を取得できることを⾒出した。 

 

 

１－４ 当該研究開発の連絡窓⼝ 

事業管理機関 

公益財団法⼈千葉県産業振興センター 

所在地：〒273-0864 千葉県船橋市北本町 1-17-25 べンチャ―プラザ船橋１階 

担当者：伊藤 譲 

TEL：047-426-9200 

FAX：047-426-9044 

E-mail：sangaku@ccjc-net.or.jp  
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離する

（表１

論 
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制御固定化で

変異体ライブ

ることにした

グ⽤のアレイ
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に機能が改良

ンＡとして選

性での親和性

であったの
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プロテインＡ

わらず、より

配列の設計を

にデザインし

ら、⽬的の性

ラリーからの

を利⽤して、

観察し、pH5

これを溶出の

ロテイン A 変

定数（Kd）も

異体を複数

測定・解析

せ、精製して

ラムを作製し

けるpHを変

変異体が、

良された変異

選定した。こ

性については

のが、5.25

Ａ⽣産性向上

り弱酸性での

を⾏った。配

した配列を偽

性質を有する

の選択におい

、各変異体

5 にしてか

のしやすさの

変異体ライブ

も併せて調べ

数選択できた

を⾏い、よ

て得られた

した。作製

変動させて抗

中性での結

異体であるこ

この⾼機能化

は、野⽣型と

と弱酸性で

上化開発 

の抗体の溶

配列設計の

偽野⽣型配

る変異体タ

いては、既

リガンドに

ら結合した

の指標とし

ブラリー 

べた結果、

た。さらに、

り優れた候

リガンドタ

したカラム

抗体回収率の

結合⼒、及び

ことから、こ

化プロテイン

と⽐べ約 170

の解離特性

溶出が可能な

の⽅針として

配列とし、そ

ンパク質を

既に開発して

中性条件で

た抗体の半分

て選択した

中性での抗

これら変異

候補変異体を

ンパク質を

ムを⽤いて実

のpH依存性

び、弱酸性で

この AIST-

ン A 候補配

0 倍に、IgG

性に優れたも

な⾼機能化プ

ては、リード

それの網羅的

を選択（スク

ているリガン

で結合した抗

分が解離する

た（図５）。

抗体との結合

異の組み合わ

を複数選択し

をモノリス担

実際に抗体を

性を調べた。

での溶出の容

-3 を実⽤に

列の IgG と

G が 50%解

ものであった

プ

ド

的

ク

ン

抗

る

合

わ

し

担

を

容

に

と

解

た



 

⾼機

プロモ

した。

⾼⽣産

加させ

機能化プロテ

モーター、タ

加えて、培

条件を確⽴

せる事ができ

表１ ⾼機

テイン A 配列

ターミネータ

培地組成等の

⽴した。ラボ

きた。 

機能化プロテ

列をブレビバ

ター、シグナ

の発酵培養条

ボスケールで
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テイン A の特

バチルス菌⽤

ナル配列を検

条件について

での⽣産にお

特性（野⽣型と

⽤発現ベク

検討し、最も

ても⾄適化を

おいて、⾄適

 

との⽐較） 

ターに導⼊

も⾼い⽣産

を⾏い、⾼機

適化前の⽣産

⼊した。その

性の組み合

機能化プロテ

産量から約

の際、種々の

合わせを取得

テイン A の

1.5 倍へ増

の

得

の

増
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２－２ ⾼機能化プロテインＡ精製⽅法の開発 

⾼額である Ni キレートカラムなどの精製⽤担体の必要使⽤量をできるだけ低減し、また精製

時間を短縮させるために、既に開発済みのタンパク質連続精製装置を⽤いて、⾼純度、⾼回収

率で精製可能なプロセスの開発を⾏なった。 

図６ ⾼機能化プロテイン A 精製⼯程の概要 

 

図６は、２本の同じカラムを並列に⽤いて、カラムスイッチにより試料を連続的に注⼊しな

がらクロマトグラフィーを⾏うタンパク質連続精製装置の概略を⽰している。⼀⽅のカラムに

サンプルを添加していると同時に、もう⼀⽅のカラムでは、⽬的物質の溶出、カラムの洗浄・

再⽣を⾏う。この⼯程を交互に繰り返し⾏うことで、精製に必要な時間を短縮するとともに、

カラムの使⽤量を通⽤の 10 分の 1 以下にすることが可能になる。 

 

ブレビバチルス菌の培養液中には、Ni キレートカラムに強く結合し、同カラム精製を強く阻

害する物質が共存する。そのため、先ず DEAE 陰イオン交換カラムを⽤いた連続クロマトグラ

フィー精製により阻害物質を除去した後、Ni キレートカラムによる連続クロマトグラフィー精

製を⾏うことにした（２段階連続クロマトグラフィー）。図７は清澄化した培養上清に対して、

２段階連続クロマトグラフィーを適⽤した精製⼯程の概略を⽰している。第１段階⽬の DEAE

陰イオン交換クロマトグラフィーにおいて、洗浄と溶出の条件を適切に設定することにより、

Ni キレートカラム結合阻害物質を除去でき、第２段階⽬の Ni キレートカラムによる精製を効率

よく⾏うことが出来た。本⽅法を⽤いることで、⾼純度精製が可能であることに加え、この２

段階連続クロマトグラフィーにおいては、第１段階⽬において溶出回収される溶液を引き続き

第２段階⽬のタンパク質連続精製装置に注⼊できるため、全体としての精製時間がほとんど増

えないこと、すなわち、精製時間を⼤幅に短縮できることが⽰された。 
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流速で

カラム

化合物

った。
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しまう

今回の

離する

とシリ

たがっ

は⾼機

キレー

流速時

精製⼯程に使

使⽤可能な

ムの開発を試

を導⼊、次

シリカモノ

種類の細孔

する。マクロ

間での精製処

。メソ細孔

のターゲット

ためには数

カモノリス

て、メソ細

機能化プロテ

ト化合物の

時における分

図７

使⽤するカラ
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試みた。⾼流
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ロ細孔が⼤き

処理を⾏なう
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スの表⾯積が

細孔は可能な

テイン A 精製

の種類や結合

分離特性の優

 ⾼機能化プ

ラム担体をタ

トカラム、イ

流速での分離

オンを配位
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構造であり、

きいと負荷圧

うことができ

るための対象

機能化プロテ

上のメソ細孔

が減少し、カ

な限り⼩さく

製に適したマ

合条件、Ni イ

優れた Ni キレ
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プロテイン A

タンパク質連

イオン交換カ

離特性に優れ

位させた Ni キ

ターサイズの

マクロ細孔

圧は⼩さくな

きるが、マク

象となる分⼦

テイン A のよ

孔径が必要

カラム単位体

くするほうが

マクロ細孔径

イオンの導⼊

レートシリカ

A 精製⼯程の

連続精製装置

カラムの開

れたシリカモ

キレートシ

のマクロ細孔

孔はカラムの

なり、⾼流速

クロ細孔が⼤

⼦量によって

ような分⼦量

とされる。

体積当たりの

が分離効率を

径、メソ細

⼊条件等の

カモノリス

の概要 

置へ導⼊す

発が求めら

モノリス担

リカモノリ

孔とナノメ

の分離効率

速での対応

⼤きくなる

てサイズをか

量が 1 万を

しかし、メ

の結合容量

を上昇させ

孔径の最適

最適化を⾏

カラムを作

するためには

られ、まず、

担体を基材と

スカラムの

ーターサイ

率およびカラ

応が可能とな

と分離能が

かえなければ

を超える⼤き

メソ細孔径を

量が減少して

せる。そこで

適化を試みた

⾏い、従来品

作製可能とし

は、安価で⾼

Ni キレート

としキレート

の開発を⾏な

イズのメソ細

ラム負荷圧を

なることで、

が悪くなって

ばならない。

きな分⼦を分

を⼤きくする
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で、本開発で

た。その後、

品と⽐べ、⾼

した（図８）。
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図図９ イオン

 

ン交換カラム試
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試作品を使⽤⽤したタンパパク質の分離例例 



 

２－３ ⾼

ブレ

ラボス

発酵培

必要が

的に適

決定し

次い

ップを

ボスケ

を実施

あり、

ク質連

ストは

⾼機能化プロ

レビバチルス

スケールで最

培養中の菌の

がある。そこ

適⽤、再設定

た。 
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検討した。

ケールで得ら

施した。結果

精製プロセ

連続精製装置

は従来⽐ 1/5

ロテインＡの

ス菌は、培養

最適化された

の⽣育数や p

こで、10L ス
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スケールで構
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られた結合容

果、精製物は

セスのスケー

置を使⽤しな
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換カラム精製

容量を元に、
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ールアップも

ない場合と⽐

った（図１１
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アップ製造⽅

効率により菌

条件を実製造

を指標にスケ

ラボスケール

ールと同等の

カラム試作品

ンパク質連続

製、Ni キレー

カラムサイ

ールで得られ

も問題なく実

⽐べ、精製に

１）。 

⽅法の開発

菌の⽣育速度

造スケールへ

ケールアッ

ル）で設定し

の⾼機能化プ

品を使⽤したタ

続精製装置を

ートカラム

イズ、流速を

れた標品と同

実施できるこ

に使⽤する担

度が⼤きく変
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プ時の発酵
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を使⽤した
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さらに、⾼機能化プロテイン A をシリカビーズへ固定化させ、抗体精製に関する評価を実施

した。その結果、⾼機能化プロテインＡの担体への結合量は 13.7 mg/mL-resin であり、この

担体を⽤いた IgG に対する動的結合容量（dynamic binding capacity, DBC）は 46 

mg/mL-resin であった。他社製品の数値と⽐較したところ、短い接触時間においても⾼い DBC

値が得られたことが確認された（表２）。 

 

担体 DBC（mg/mL-担体） 接触時間（分） 

⾼機能化プロテインＡ担体（試作品） 46 1.0 

他社製品（参考値） 30〜35 2.4 

表２ ⾼機能化プロテイン A シリカビーズの特性評価 

 

プロテインＡ固定化担体は抗体医薬品の製造に使⽤されているが、抗体の溶出の際に、わず

かではあるがプロテインＡが抗体とともに溶出されることが分かっている。野⽣型ではその安

全性について試験が⾏われているが、本事業で開発を⾏なっている⾼機能化プロテインＡにつ

いても同様の安全性が得られるか、毒性試験にて確認を⾏った。⾼機能化プロテインＡついて

静脈内に単回投与した時の毒性を、ラットを⽤いて検討、⽣理⾷塩液を投与する対照群を設け

た。動物は 6 週齢の Crl:CD(SD) SPF ラット（1 群雌雄各 5 匹）を⽤い、単回投与後 14 ⽇間

観察した。結果を以下に⽰す。 

1) 死亡状況： 雌雄全ての投与群で死亡動物はみられなかった 

2) ⼀般状態： 雌雄の全ての投与群で異常は認められなかった 

3) 体重： 雌雄全ての投与群で異常はみられなかった 

4) 剖検： 雌雄全ての投与群で投薬起因性の変化はみられなかった 

以上の結果から本試験における⾼機能化プロテインＡはラットに単回静脈内投与した時の最

⼩致死量には⾄らないと推定された。今回の投与量は、FDA による抗体医薬品精製時において

許容されるリークされたプロテインＡ量の 106 倍程度であり、今回の結果からプロテインＡは

安全であることが安全係数 106 をもって⽰されたこととなる。 

 

本研究開発における⾼機能化プロテインＡの製造は、宿主としてブレビバチルス菌を利⽤し

ている。従って、遺伝⼦組換え微⽣物の産業利⽤に該当するため，遺伝⼦組換え⽣物等の使⽤
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等の規制による⽣物の多様性の確保に関する法律（カルタヘナ法）第 13 条第 1 項の規定に基づ

き、経済産業⼤⾂宛に遺伝⼦組換え⽣物等（遺伝⼦組換え微⽣物）の第⼆種使⽤等をする間に

執る拡散防⽌措置の確認申請を⾏なう必要がある。平成２４年度にて遺伝⼦組み換え微⽣物の

安全性試験を⾏い、その結果を⽤いて、本年度、東亜薬品⼯業株式会社内を製造場所とした⼤

⾂確認申請書を提出し、第⼆種使⽤等拡散防⽌措置の確認書を受領した。このことで、事業終

了後における⾼機能化プロテインＡの製造販売に対し、速やかに実施可能な体制が構築できた。 
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により⾼機能化プロテイン L の発現は確認できたものの、その⽣産量はプロテイン A に⽐べ、

1/100 程度とわずかであり、実⽤化開発には⾮常に困難であることが⽰唆された。世界的にも

プロテイン L（アフィニティカラム）は競合が少なく、野⽣型プロテイン L はブレビバチルス菌

で発現が確認できていることから、⾼機能化型に先⾏して野⽣型プロテイン L の製造開発に取

り組むこととした。 

 

⾼機能化プロテインＡの⽣産に分泌シグナルの選択はその⽣産量に与える影響が⼤きいとの

知⾒が得られている。そこで、野⽣型プロテインＬの⽣産における分泌シグナル配列の最適化

を⾏なうために、ブレビバチルス菌で機能できる５種類のシグナル配列を選択、野⽣型プロテ

インＬの⽣産量を確認した。その結果、⼀般的に使⽤されているシグナル配列と⽐べ、野⽣型

プロテイン L の⽣産性を約 10 倍にするシグナル配列を⾒出した。このシグナル配列を⽤いた培

養上清からの、プロテイン L の効率的な精製⽅法について検討を⾏ない、2 種類のカラムを使

⽤することで、回収率が 65%、⾼純度で精製可能な条件を決定した。 

 

 

 

  



- 23 - 
 

最終章 全体総括 

現在、市場を急激に伸ばしている抗体医薬品の製造に関して、プロテイン A アフィニティカ

ラム精製⼯程は、必須の⼯程である。しかし、プロテイン A が⾼価なことにより、プロテイン

A アフィニティカラムの⾼コスト化、最終的には抗体医薬品の⾼コスト化の⼤きな要因となっ

ている。本事業においては、プロテイン A の製造コストを低減させると共に、プロテイン A を

カラム担体に配向制御して固定化させることによりカラムの使⽤量を削減させ、かつ弱酸性下

で抗体をカラムから解離させることにより、IgG の凝集体発⽣を抑えて抗体の回収率を上げる

ことにより、総合的に抗体精製コストの⼤幅な低減を⽬指した。 

その結果、プロテイン A 変異体ライブラリーより、中性付近での IgG との親和性が⾼く、弱

酸性で溶出可能な⾼機能化プロテイン A 変異体配列を決定した。この⾼機能化プロテイン A 変

異体遺伝⼦をブレビバチルス菌に導⼊して発現効率を向上させると共に、タンパク質連続精製

装置を⽤いた精製プロセスの最適化を⾏い、製造コストを従来法の 1/5 にすることができた。

加えて、担体に固定化した⾼機能化プロテイン A と IgG との結合能を 1.5 倍以上にすることが

でき、カラム使⽤量の削減を可能とした。 

さらに、⾼機能化プロテイン A の安全性評価及びカルタヘナ法に係る⼤⾂確認申請を実施し、

事業化のための体制を構築した。このことにより、本事業終了後、速やかに⾼機能化プロテイ

ン A の事業化を実施することが可能となった。 

また、⾼機能化プロテイン A をタンパク質連続精製装置で精製するために、⾼流速で使⽤可

能な Ni キレートシリカモノリスカラムの開発を⾏なった。その結果、従来品と同等以上の性能

を有するカラムを製造することができた。よって、今後、⾼機能化プロテイン A の精製⼯程で

の使⽤にとどまらず、スピンカラム、９６ウェルカラムのような、ハイスループットでの使⽤

を前提とした Ni カラムを販売する予定である。 

プロテイン L については、世界的にみても競合製品がほとんどないことを踏まえて、まずは

野⽣型プロテイン L での事業化を⽬指すこととした。野⽣型はブレビバチルス菌での製造が可

能であるとの結果は得られていたものの、その⽣産性の低さが課題であったが、本事業におい

て鋭意検討を重ねた結果、⽣産性を１０倍とし、低コストでの精製⼯程を確⽴することができ

た。引き続き、低分⼦抗体の開発を実施している製薬企業等との共同研究も考慮し、スケール

アップの検討や安全性評価等の事業化を視野に⼊れた検討を実施していく予定である。 

 


