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はじめに
バイオ医薬品の研究、開発、製造における目標の一つに、
臨床現場での医薬品の安全性および有効性の確保が挙げら
れます。これを実現する上で重要な役割を果たすのが、分
析技術です。各種の分析技術を使用することで、研究者は
原薬（API）、製剤工程の配合物 、そして医薬品のさまざま
な特性を測定できます。こうした重要品質特性（CQA）の測
定により、開発から製造までの全工程を通して製品の品質
を評価・管理でき 1,2、患者によりよい治療効果をもたらすこ
とができます。
バイオ医薬品の研究課題に取り組むには、正確な CQA デー
タ（図 �）を収集しなければなりません。ある目的に対して
効 果 的 な CQA デ ー タ を 得 る に は、後 述 す る「補 完 的 な

（complementary）分 析 法」と「直 交 的 な（orthogonal）
分析法」 の併用が必要となる場合があります。これらの用語
は、異なる分析法から得られる情報の関連性や、それらを
組み合わせてサンプルへの理解を深める方法を示すもので
す。これらの用語を理解することで、十分に信頼できる
CQA データを得るための適切な分析法やその組み合わせを
決定できるようになります。このホワイトペーパーでは、
���� 年に Simon 氏ら 3 が提唱したこれらの用語の定義を取
り上げます（古い文献ではこれらの用語に対して Simon 氏
らとは異なる定義が使用されている場合がありますが、重
要な点はおおむね一致しています）。
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図�.  バイオ医薬品に関する重要品質特性（CQA）

直交的な分析法
バイオ医薬品製剤に関する同一のCQAを、異なる測定原理で分析
する技術です。例えば、フローイメージング法と光遮蔽法はいず
れもサブビジブル粒子の数とサイズを評価しますが、それぞれ「デ
ジタルイメージング」と「光の遮断」という異なる原理を用います。
そのため、これらは互いに直交的な分析法です。

本ホワイトペーパー内で使用される用語の定義

重要品質特性（CQA）
バイオ医薬品サンプルの安定性と品質を総合的に示す特性で、製
品の有効性に関係すると考えられるさまざまな項目から構成され
ます。例えば、原薬（API）の物理的および化学的特性、API の分
解生成物（凝集体を含む）、粒子の含有量などが挙げられます。

分析技術
医薬品の CQA データを収集する手段です。測定する CQA、必要な
ダイナミックレンジ、サンプル中の測定対象（粒子測定の場合は
粒子径範囲など）、測定原理、データの収集方法、測定バイアスや
誤差などに応じて、適切な分析技術を選択します。

補完的な分析法
特定の研究課題における、バイオ医薬品製剤の新たな情報を得る
ための分析技術です。一般的には、異なるCQAを測定する分析法
を指します。例えば、タンパク質の凝集解析においては、円偏光
二色性法と動的光散乱法がともにフローイメージング法（FI 法）
の補完的な技術にあたります。円偏光二色法は FI 法とは異なる特
性（前者はタンパク質の立体構造、後者はサブビジブル粒子の含
有量）を測定します。一方で動的光散乱法は、FI 法と類似の特性
を異なるダイナミックレンジで（前者はナノ粒子、後者はサブビ
ジブル粒子）測定します。
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的な分析法で得られた測定値は独立しているため、これら
のデータを使用して結果をクロスチェック・検証すること
で、こうした誤差を制御できます。

例えば、二つの直交的な分析法を使用して粒子濃度を測定
した結果、一つの手法で想定より低い数値が得られた場合
について考えてみます。もう一方の分析法でより高い粒子
濃度が得られた場合、最初の分析法では正しく測定されて
いない可能性があります。これはデータ収集に関する問題
が原因かもしれませんが、サンプルに何らかの変化（粒子
の透過性の変化など）が生じ、そのバイアスによって一方
の分析法のみが影響を受けた可能性も考えられます。一方、
もう一方の分析法でも低い濃度が得られた場合は、サンプ
ル内の粒子濃度が実際に低下していると考えられ、バイア
スの影響は少ないことが示唆されます。

直交的な分析法
ある分析法に対する「直交的な分析法」は、その分析法と
同じ CQA を異なる測定原理で評価する別の分析法を指しま
す。 

互いに直交的な分析法は、同じ CQA をほぼ同じダイナミッ
クレンジで評価する必要があります（例えば粒子径測定の
場合、測定可能なサイズ範囲はほぼ同じであるべきです）。
各分析法は独自の測定原理に基づくため、同一の CQA に関
する独立した評価結果が得られ、それらを比較することが
可能です。ただし、その CQA は同じアプリケーション（研
究課題やその他の目的など）に関連するものである必要が
あります。この点は、複数の CQA データを収集できる分析
法を採用する際に重要です。つまり、複数の CQA を評価で
きる二つの分析法がある場合、それらがある特定のアプリ
ケーションに関連する共通の CQA を一つ以上評価できる場
合にのみ、それらの分析法は「直交的」とみなされます。

直交的な複数の分析法を併用することで、特定の特性に関
する評価結果の信頼性や正確性を高めることができます �。
どの分析法で得られたデータにも、測定原理に伴う制約が
原因のバイアスや系統誤差が生じます。このバイアスが原
因で、同じ特性を評価するために用いられた直交的な分析
法でも、異なる値が得られる場合があります �。一つの分析
法だけで CQA を評価する場合、バイアスやその他のデータ
収集に関わる問題を把握するのは困難です。しかし、直交

図 �.  代表的な分析技術で測定可能な粒子径範囲

表 �.  フローイメージング法と光遮蔽法の比較

フローイメージング法とその直交的な分析法
フローイメージング法（FI 法） ：
主にサブビジブル粒子の数、サイズ、形状の分析に用いら
れます。液体サンプルをマイクロ流路に流し、サンプル中
に存在する全ての粒子をデジタル光学顕微鏡で撮影してそ
の情報を取得します。FI 法はサブビジブル粒子の効率的な測
定方法ですが、他の分析法でもサブビジブル粒子の情報を
得ることができます。FI 法を直交的な分析法として他の方法
と組み合わせることで、より多くの利点を享受できる場合
も多くあります。以下に、FI 法と併用可能なサブビジブル粒
子の測定法をいくつか紹介します。  

光遮蔽法（LO 法）：
サブビジブル粒子の分析において最も広く用いられている
分析法の一つです。  光源を通過するようにサンプルを流し、
粒子が検出器に投影する影を利用して、粒子数と粒子径分
布を記録します。LO 法は、サブビジブル粒子を測定するた
めの主な公定法です。USP<���> や <���> などの規格に準拠
するため、企業は LO 法を使用して、ロットリリース時 に非
経口医薬品中の ��µm 以上および ��µm 以上 の粒子数を測
定します �,�。LO 法は普及している方法ではありますが、バ
イオ医薬品製剤中に多く見られる半透明粒子の検出 � や、粒
子濃度が ��,��� 個 /mL を超えるサンプルの解析には課題が
あります。

補完的な分析法
ある分析法に対する「補完的な分析法」とは、特定のアプ
リケーションに関連する CQA について追加の情報を提供す
る分析法です。先ほど説明した「直交的な分析法」もこの
中に含まれますが、一般的には異なる CQA を測定する技術
を指します。補完的であるが直交的ではない分析法を使え
ば、他の分析法では測定できない全く新しい特性の情報が
得られます 。そこで、関連する全ての特性を測定するため
にも、ほとんどのアプリケーションでこのような分析法が
必要とされます。直交的な分析法の場合と同様に、二つの
分析法が補完的であるには、各手法がともに、ある特定の
アプリケーションに関連する特性を評価していなければな
りません。

各分析法が異なる CQA を測定する場合、これらの技術は補
完的です。例えば、サンプル中のタンパク質凝集を調べる
場合、タンパク質の立体構造を測定 する技術と粒子径を測
定する技術を補完的な分析法として利用できます。また、
同一の特性を異なるダイナミックレンジで測定する場合も、
各分析法は補完的だとみなされます。前述の例において、
ナノ粒子の粒子径分布を解析する方法とサブビジブル粒子
の粒子径分布を解析する方法は、いずれも同じ特性（粒子
径分布）を評価していますが、補完的な分析法として用い
ることが可能です。

フローセルを通過するサンプルの光学顕微鏡
画像をカメラで撮影します。その画像を解析
して各粒子の画像を分離することで、粒子数
を決定します。また、粒子画像の解析により、
粒子径や他の形態的特性（アスペクト比や円
形度など）も特定できます。

レーザーとフォトダイオードの間にあるマイ
クロ流路をサンプルが通過します。この際に
サンプル中の粒子がダイオードに届く光の一
部を遮断することで、粒子径に比例する電気
信号が生成されます。この信号を使用して、
粒子の数とサイズを測定します。

可能
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LO 法の測定原理は FI 法に似ています。しかし、LO 法は光学
顕微鏡のようなデジタル画像ではなく、光遮蔽によって粒
子を検出するため、FI 法に対する直交的な分析法として使用
できます。表 � に、FI 法と LO 法の設計および性能面での比
較を示します。
FI 法は、半透明粒子の数とサイズを LO 法よりも正確に取得
でき 5,9、測定可能な粒子濃度の上限も高い点が特徴です（約
�,���,��� 粒子 /mL）。さらに、FI 法ではサンプル中の粒子
の形状や形態に関する情報を取得できるため、気泡を含む
さまざまな粒子の種類や発生源を特定することが可能です
10–12。一方、LO法ではこれらの情報を得ることはできません。
しかし、LO 法は粒子数および粒子径測定における確立され
た 手 法 と し て 価 値 が あ り、そ の デ ー タ は 公 定 基 準 値

（compendial limits） だけでなく、LO 法で過去に測定され
た大量のデータとも比較できます。FI 法と LO 法を併用する
ことで、ロットリリース時に、サンプル中のサブビジブル
粒子含有量に関する非常に有益な情報が得られます。  両分析
法の併用は、USP<����>13 でも推奨されています。

FlowCam LO は、サンプルにおける FI データと LO データの
収集プロセスを大幅に簡略化します 14。FlowCam LO は、サ
ブビジブル粒子の分析に対応した FI モジュールと光遮蔽モ
ジュールを組み合わせており、少量のサンプルで両分析法
による測定結果を収集できます。図 � は FlowCam LO 内の
システムの概略図です。両分析法の組み合わせにより、サ
ンプル量と時間を節約できるだけでなく、各分析法から得
られた測定結果をより直接的に比較し、結果の妥当性を検
証することが可能となります。

FI 法と LO 法を併用する利点を説明するため、ウシ血清アル
ブミン（BSA）、ポリソルベート ��（PS��）、およびそれら
の混合物（BSA + PS��）を振動ストレスまたは加熱ストレ
スにさらし、FlowCam LO で測定しました。図 � には各サン
プルの粒子径分布および FI 顕微鏡画像 15 を、表 � には各サン
プル中の粒子濃度を示しています。FI 法の結果から、タンパ
ク質のみを含むサンプル（BSA）に振動ストレスを与えた場

合、加熱ストレスを与えた場合よりも多くのタンパク質凝
集体が生じることが示されました。また、BSA と PS�� の混
合サンプルにおける結果から、ポリソルベートが加熱スト
レス下よりも振動ストレス下において、タンパク質の凝集
を有意に防ぐことも判明しました。

今回の実験では、全てのサンプルにおいて、LO 法の方が FI
法よりも  低い粒子濃度が得られました。両方の測定値は同
一のサンプルから得られたものであるため、これらの差異
は主に、粒子の透明性によるバイアスに起因すると考えら
れます（図 � からも透明粒子の存在が確認できます）。この
ような差異はありますが、LO 法の結果は FI 法の結果と同じ
傾向を示しており、FI 法による結論を裏付けるものとなって
います。これらの測定はともに FlowCam LO で実施された
ため、この直交的な分析法による検証は、サンプルや装置
を追加で用意せずに実施できました。

顕微鏡法 ：サブビジブル粒子の測定におけるもう一つの公定
法 6,7 で、濾過によりサンプルから製剤緩衝液を取り除き、
乾燥させた粒子を顕微鏡で観察します。この分析法の長所
は、緩衝液を除去することで、緩衝液と屈折率が類似した
粒子を検出しやすくなる点です。しかし同時に、濾過によっ
てシリコーンオイルなどの重要な粒子が除去されたり、粒
子の凝集や形状変化が起こったりする可能性もあります。
顕微鏡法では、粒子数や粒子径の測定を手作業で行う必要
があるため、分析効率の低下に加えて、人的なバイアスや
作業者間での結果のばらつきが生じます  。さらに、顕微鏡
法は密閉されていない環境で実施されるため、FI 法や LO 法
以上に汚染リスクが高く、その対策として多くの場合は層
流下での作業が推奨されます。

サンプルを液体状態のまま自動で測定できる FI 法と比較す
ると、顕微鏡法には、 濾過による粒子の変化などのデメリッ
トがいくつか存在します。しかし、顕微鏡法を FI 法の直交
的な分析法として粒子の数やサイズ、形態の測定に使用す
ることで、透明粒子に関するより多くの情報が得られます。

図 �.  FlowCam LO の測定概要。最初にフローイメージング測定を実施し、その後に光遮蔽モジュールで光遮蔽測定を実施

図 �.  タンパク質（BSA）、界面活性剤（PS��）  、またはその両方（BSA+PS��）を含むサンプルを振動または加熱ストレスにさらし、FlowCam  LO で粒子径分布（ヒストグ
ラム）と FI 画像（コラージュ）を取得。暗色のヒストグラムバーは FI データ、淡色のヒストグラムバーは LO データを示す。

表 �.  図 � に示す各サンプルの粒子濃度を FIM 法および LO 法で測定した結果

カメラ

対物レンズ

フローセル

レンズ

光遮蔽
モジュール

注入口に
サンプルを導入する

フローイメージング測定による
データを取得

光遮蔽測定による
データを取得
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参考文献用してタンパク質の物理的・化学的構造を解析することも、
タンパク質の構造解析に有用です。タンパク質以外を含む
バイオ医薬品では、CQA の測定に別の分析法が必要となる
場合があります（超遠心分析法を用いた、アデノ随伴ウイ
ルスベクターの完全粒子／空粒子比率の測定など）2。以下に、
FI 法と同じく粒子の解析に有用な補完的な分析法を紹介しま
す。

動的光散乱法（DLS 法）： きわめて一般的な分析法の一つで、
FI 法のような光学技術で測定できる粒子径範囲の下限に近
い、またはそれ以下のサイズの粒子（ナノ粒子、サブミク
ロン粒子、小さなサブビジブル粒子）を測定する効果的な
方法です。バイオ医薬品に含まれる API モノマーは DLS 法の
測定範囲にあるため、FI 法 が対応するバイオ医薬品の安定
性試験や製剤研究においても、DLS 法による測定は重要です。

一方の FI 法では、DLS 法の結果に影響を及ぼす可能性があ
るより大きなサブビジブル粒子を測定できます。そのため、
これらの測定結果を合わせることで、ナノメートルから数
百マイクロメートルまでのきわめて広い範囲にわたり、タ
ンパク質やウイルスベクター、ウイルス様粒子、固体脂質
ナノ粒子、その他のナノ医薬品 API の凝集を観測できます。  

FI 法 の 測 定 サ イ ズ 範 囲 を 拡 張 す る 技 術（FlowCam）：
FlowCam は、対物レンズを変更して測定可能な粒子径範囲
を変えることで、FI 法に対する補完的なデータを収集できま
す。標準構成の FlowCam では、�� 倍および �� 倍の対物レ
ンズを使用して、直径 � ～ ���µm のサブビジブル粒子を効
果的に測定します。FlowCam ���� シリーズでは、対物レン
ズをより低倍率の � 倍レンズに交換することで、測定可能な
粒子径範囲を �� ～ ���µm に変更できます。これにより、サ
ブビジブル粒子を主なターゲットとしていた FI 法が、ビジ
ブル粒子やビジブル粒子とサブビジブル粒子の間のサイズ
である「グレーゾーン」粒子を測定するツールに変わります。
このグレーゾーン粒子は、研究がはじまったばかりの領域
です  17。一方、FlowCam Nano は高倍率の �� 倍レンズを使
用し、他の方法では検出が難しい ���nm ～ �µm のサブミク
ロン粒子を画像化・評価できます。各 FlowCam 装置の測定
原理は全て同じですが、対物レンズの違いにより分析でき
る粒子径範囲が変わるため、これらは従来の FI 測定に対す
る補完的な分析法として使用できます。

まとめ
「直交的な分析法」と「補完的な分析法」は、バイオ医薬品

サンプルの特性を完全かつ正確に把握し、バイオ医薬品の
設計・製造上の研究課題に対応するために非常に重要です。
FlowCam を使用することで、サブビジブル粒子の数やサイ
ズ、形態情報が得られます。これらの情報は、他のサブビ
ジブル粒子分析法に対する直交的な分析法として、または
他の生物物理的な分析法に対する補完的な分析法として有
用です。

レーザー回折・散乱法：粒子にレーザー光線を照射した際
の光散乱を利用して、散乱モデルに基づき粒子径を計算す
る方法です。粒子径の測定範囲が広く、測定スループット
がきわめて高いメリットがあります。しかし、測定時には
大量のサンプルを用意し、それらを再循環させる必要があ
るため、粒子濃度が低いサンプルの測定は困難な場合があ
ります。また、サンプルの屈折率に関する情報が必要な点や、
粒子を一律に球状だと仮定する点もデメリットです。十分
なサンプル量さえ確保できれば、レーザー回折・散乱法は、
FI 法に対する直交的な分析法としてサブビジブル粒子を高速
に測定できるほか、サブミクロンサイズの粒子やビジブル
粒子 も測定できます。一方、FI 法はサンプルの量と濃度に
対する要件が緩く再循環も不要で、撮影した粒子画像の解
析によって粒子の形状も取得できます。

コールター法：二つの電極間にサンプルを流すことで生じ
る電界の乱れを記録して、サンプル中の粒子の数とサイズ
を測定します。コールター法は、本ホワイトペーパーに示
す多くの分析法とは異なり光学的な分析法ではないため、
測定結果は粒子の透明度に影響されません。しかし、製剤
緩衝液の導電率をある一定値以上にする必要があるため、
測定前に希釈や緩衝液の交換が必要な場合があり、これに
よってサンプル中の粒子の数やサイズ、種類が変化する可
能性があります。一方の FI 法は、緩衝液の導電率に関する
制限がなく、多くの場合は希釈も不要です。コールター法
と FI 法を併用することで、FI 法で見逃す可能性がある半透
明粒子をコールター法で分析したり、コールター法では得
られない希釈・交換前の溶媒（native solvent） 中での粒子
情報を FI 法で取得したりできます。

電子顕微鏡法（EM 法） ：光源ではなく電子を使用する分析
法で、ナノサイズからサブミクロンサイズ の粒子の高解像
度画像が得られます。一方、サンプルの前処理が複雑で分
析時間も長くなるため、分析スループットが低下し、場合
によっては粒子形態が変化する可能性もあります。  また、操
作には高度な訓練が必要で、経験豊富な技術者が必要とな
る場合もあり、日常的な使用は難しい面があります。EM法は、
サブビジブル粒子のサイズおよび形態評価における直交的
な分析法として使用でき、光学顕微鏡では観察が難しい粒
子の微細な構造を捉えることができます。しかし、一度に
観察できるサンプル量は非常に少なく、分析サンプル数も
限られます。一方、FI 法はサンプルの前処理が不要で、分析
のスループットが高く使いやすいため、分析するサンプル
数や一分析あたりのサンプル量を柔軟に設定できます。

フローイメージング法とその補完的な分析法
FI 法と併用すべき補完的な分析法は、対象とする薬剤や研究
課題に応じて異なります。例えば、薬剤中のタンパク質と
その凝集体を評価する場合、FI 法に加えて、他のサイズ範囲
の粒子を測定する技術を併用すること（ビジブル粒子の測
定には目視検査、サブミクロン粒子とナノ粒子の測定には
動的光散乱法、タンパク質オリゴマーの測定にはサイズ排
除クロマトグラフィーなど）が有効です 2,16。また、円偏光
二色性法やフーリエ変換赤外分光法、蛍光分光法などを使
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