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学位論文内容の要旨

く背景冫

パイオ医薬品は多数の深刻な疾患の治療において、生命とQOLの維持に貢献してきた存在であ

り、その医療上の重要性は高い。バイオ医薬品の様々な特性を理解し評価することは、有効性と安

全性を確保する上で必要であり、また新たな医薬品を開発する上でも有益である。しかしバイオ医

薬品の多くは、複雑かつ不均―な構造を持っタンパク質を有効成分とするため、特性の解析は容易

ではない。

く目的冫

タンパク質を有効成分とするバイオ医薬品の特性には、バイオ医薬品自身およびその標的分子の

高次構造変化と連関するものが多い。バイオ医薬品の特性を高次構造変化の観点から理解し、薬

物動態の予測や作用機序の解明にっなげる目的で、本研究を行った。

く方法冫

高次構造変化に関する情報を得るために、水素′重水素交換質量分析法(HDX/MS)と呼ばれる手

法を利用した。これは重水溶媒中でタンパク質を重水素標識する(HDX反応）もので、タンパク質中

の水素原子の、溶媒への露出の程度の変化を検出することができる。

く結果と考察冫

1．糖尿病治療に用いられるインスリンアナログ製剤は、多量体安定性という高次構造上の特徴が、

皮下投与時の作用時間に直接影響するバイオ医薬品である。多量体安定性と作用時間の異なる7

種類のインスリンアナログ製剤のHDX/MS結果から、それぞれのHDX反応速度パラメータ―と体

内動態パラメーターの聞に、直線相関の関係があることを見出した。この結果から、インスリンアナ

ログの多量体安定性をこの方法で評価し、インスリンアナログ製剤の体内動態を予測できることを
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明らかにした。

2．リウマチなどの治療に用いられる抗TNFa薬は、炎症性サイトカインTNFaを標的とする分子標

的薬である。現在日本で承認されている4品目は、それぞれ独立に開発されたバイオ医薬品である

が、類 似の作用 を持つ 。TNFaのHDX/MSを 行い、4種類の 抗TNFa薬の いずれが結合した場合

でも、TNFaの共通した4つの領域が溶媒から遮蔽されることを見出した。これらの領域は抗TNFa

薬と結合する可能性が低い部位であり、これらの領域でのHDX結果の変化は、抗TNFa薬の結合

に伴う高次構造変化によるものと推測される。この結果は、4種類の異なる抗TNFa薬が意外にも、

共通の高次構造変化をTNFaにもたらすことで作用を発現している可能性を示唆する。また、変化

の程度が少なく、抗TNFa薬間でも差がある、数0所の領域を見出した。これらは薬剤結合領域の

候補である。

く結論〉

高次構造変化の観点からインスリンアナログ製剤と抗TNFa薬の特性解析を行い、以上の知見を

得た。これらは、バイオ医薬品の高次構造の動的な側面への理解を深めるとともに、以下の用途に

も有益な情報である。

1．インスリンアナログ製剤の多量体安定性評価と薬物動態予測

2．新規抗TNFa薬開発時の候補物質の選別および、評価系の選択

- 1081―



学位論文審査の要旨

主査  客員教授  川崎ナナ（連携分野）
副査  教授  鈴木利治
副査  教授  前仲勝実
副査  准教授  尾瀬農之

学 位 論 文 題 名

水素／重水素交換および質量分析法(HDX71VIS)を用いた

バイオ医薬品の薬物動態の予測と作用機序の解析に関する

    研究

博士学位論文審査等の結果について（報告）

  バイオテクノ口ジー応用医薬品（バイオ医薬品）は，高い分子標的性を有することから，

有害反応が少なく，新たな治療を実現させるファースト・イン・クラス医薬品候補として世

界中の患者及び企業からの期待を集めている．また，新規標的分子探索の限界，生活習慣病

など創薬夕ーゲットの変更，コスト削減等の理由により，改良型医薬品やバイオ後続品など

に対しても，ペスト・イン・クラス医薬品候補として関心が高まっている．その一方で，種

特異性が高いパイオ医薬品には，動物モデルを用いた非臨床試験結果から予期できない有害

作用が発現するりスクが存在することから，有効性はもとより，非臨床試験から臨床試験ヘ

移行するときの被験者の安全性を確保するための方策が求められている．例えば，初回ヒト

投与臨床試験の用量を適切に設定するためには，バイオ被験薬の作用機序，標的分子の特性，

被験薬と標的分子の反応性，動物モデルの妥当性，及び，薬物の体内動態を解析・予測・評

価するための技術の開発が必要である，しかし，パイオ医薬品は構造が複雑で不均一性があ

ること，また，現在の分析技術では高次構造やタンパク質問相互作用解析に限界があること

か ら ， そ れ ら の 技 術 に 関 し て 今 後 の 発 展 が 待 た れ て い る 状 況 に あ る ．

  本論文は，このような現状にあるバイオ医薬品の薬物動態の予測及び作用機序の解析につ

いて，四次構造が体内動態に密接に関わるインスリン類，及び，共通の標的を持っが作用機

序の詳細が未知である抗体医薬品等を用いて，X線結晶構造解析などの一般的な高次構造解

析法ではなく，溶媒との接触を観測することで高次構造の変化を検出する重水素交換及び質

量分析法(HDX/MS)と呼ばれる手法に関して，その可能性を明らかにしたものである．著者

は，インスリン類の自己会合と解離，並びに，抗′INFa抗体等と標的分子TNFaの相互作

用を高次構造の動的な側面から解析することにより，従来法では得られなかった新たな知見

や，血VI VO試験と相関性のある結果が得られることを明らかにしながら，HDX/MSを用い

たインスリン類の新たな体内動態予測，及び分子標的薬の作用機序解析手法を見出している．

t

  第1章では，自己会合の安定性を変化させることにより，皮下から血中への移行と作用時

間を調節したインスリン及びアナログ製剤の多量体安定性解析について述べられている．ま

ず，分子全体のHDXJMSの結果から，速効型ヒトインスリン製剤に比べ，解離傾向が強い

とされる超速効型アナ口グ製剤であるlisproとglulisineは，溶媒との接触がより活発である

こと，一方，会合傾向が強いとされる持効型アナ口グ製剤glarg血e，並びに，中間型ヒトイ

ソフェンインスリン製剤（NPH）及び中間型ルスプ口製剤（NPL）は，ヒトインスルンより溶
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媒から遮蔽されていることを見出した，また，ヒトインスリンおよびlisproの各部位の重水

素交換化率を比較することにより，このような差異がインスリンの解離の差異に由来してい

ること，すなわち，インスリン六量体が二量体を経て単量体へと解離する一連の過程の各ス

テップで生じているものと推定している．

  さらに，HDX/MSで測定したインスリン類の水素′重水素交換反応を，擬一次反応のモデ

ルで表現し，そこから求められる速度論パラメーターの中で，交換反応速度が遅い水素原子

数Dsと，交換し得る全水素原子数Dboの2っが，これらのインスリン類を皮下投与した際の

体 内 動 態 バ ラ メ 一 夕 ー と 直 線 相 関 を 示 す こ と を 明 ら か に し て い る ．

  これらの結果は，インスリン類の重要品質特性のーつである製剤中の有効成分分子の多量
体安定性を，面VI VO試験を行うことなく評価できることを新たに見出し，多量体安定性の結

果である体内動態が予測可能であることを初めて示すものである．また，本論文では，一般

的には，バイオ医薬品の有効性・安全性が高次構造に依存している場合に，構造的な手法に
よってそれらを予測・評価することができる可能性が述べてられている．さらに著者が見出

した知見は，意図した作用プ口ファイルを持つ新たなインスリンアナログ製剤の分子設計に

も役立っものと考えられる．

  第2章では ，関節リ ウマチ 等の治療に適応されている抗TNF・Q抗体inniximab．
adalimumab，及びgolimumab，並びにTNFd受容体etanercept（以下，これらの4品目を

抗TNFa薬と記す）と標的分子TNF・Qの相互作用解析について述べている，これらの医薬品

は，同じ標的分子と規制上類似の薬理作用を持っが，結合領域等作用の構造的な機序の詳細
は不明である．著者は，4種の抗TNFQ薬の結合領域と作用の構造的背景の解明を目的に，

抗TNFd薬の存在時・非存在時のHDX／MS結果を比較することにより，4種類の抗TNF・Q

薬のいずれが結合した場合にもTNFQ上の共通した領域（58・64，43・56，71．83，並びに
n1・134番目のアミノ酸残基）において溶媒からの遮蔽が起こることを明らかにしている．こ

れらの結果は，それぞれ個別に開発された抗TNFd薬が，いずれも共通の高次構造変化を介

してTNFdの中和などの薬理作用を発揮している可能性を指摘している．また，著者は，共
通領域に加え，薬物結合領域の候補となる，各抗TNF・Q薬に固有のやや弱い遮蔽の起こる領
域を見出したことに加え，それぞれの抗TNF・Q薬がTNF・Qの高次構造にもたらす影響にマイ

ナーな差異がある可能性にも言及している，これらの知見は既存の抗TNF・Q薬の活性の評価
に有益であるとともに，新規抗TNFQ薬の候補の選別にも寄与しうるものである．また，中

和活性に加え，ADCC活性やCDC活性等免疫調節作用をもつ抗体医薬品の開発，特に，臨
床試験の用量設定，効能拡大等においても，著者が得た知見は役立っものと期待される．

  本論文は，ヒトインスリン及びインスルンアナ口グ製剤の多量体安定性と解離，それに不

随する投与後の皮下から血中への移行を，HDX/MSにより予測・解析できることを新たに明
らかにし，従来法に依らない体内動態予測の途を開いたものである．また，HDXfMSにより，

抗TNF・Q薬の薬効発揮に係わる作用機序を新たに見出し，HDXfMSが，類似薬・改良薬の開

発だけでなく，抗体医薬品等分子標的薬の分子設計や臨床開発にも応用できる可能性を示し
たものである．これを要するに，著者は，HDX/MSを用いた高次構造の動的解析に基づくイ

ンスリン類の体内動態予測，及び，パイオ医薬品の作用機序の解析法を開発したものであり，

バイオ 医薬品 の有効性 ・安全 性確保に対して貢献するところ大なるものがある．

よって著者は，北海道大学博士（薬科学）の学位を授与される資格あるものと認める．
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