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フィルグラスチム(遺伝子組換え) 1 

確認試験の項を確認試験(1)とし，ペプチドマップの項を確認試2 

験(2)とし，次のように改める．純度試験(1)及び定量法(2)の項を次3 

のように改める． 4 

確認試験 5 

(１) フィルグラスチム用ポリアクリルアミドゲルの大きさ6 

に応じて，本品のタンパク質5～10 μgに対応する容量をと7 

り，水10 μLを加える．この液3容量にフィルグラスチム試8 

料用緩衝液1容量を加えて試料溶液とする．別にタンパク質9 

量として本品と等量のフィルグラスチム標準品をとり，試料10 

溶液の調製と同様に操作して得た液を標準溶液とする．電気11 

泳動装置にフィルグラスチム用ポリアクリルアミドゲルを取12 

り付け，電極槽に必要量のSDSポリアクリルアミドゲル電13 

気泳動用緩衝液を入れる．試料溶液及び標準溶液の全量をそ14 

れぞれゲルの溝に注入し，下側を陽極として電気泳動を行う．15 

ブロモフェノールブルーの帯がゲル下端付近に達したとき，16 

電気泳動を終了させる．クーマシーブリリアントブルーR－17 

250 1.25 gをメタノール450 mL及び酢酸(100) 100 mLに溶18 

かし，水を加えて1000 mLとした液に浸して泳動帯を染色19 

するとき，試料溶液から得た泳動帯は，標準溶液から得た泳20 

動帯と同様の位置に同様の泳動像を示す． 21 

(２) 本品及びフィルグラスチム標準品のタンパク質約80 22 

μgに対応する容量をとり，それぞれに酵素消化用緩衝液200 23 

μL及び水を加えて390 μLとする．それぞれの液にV8プロテ24 

アーゼ50 μgを水250 μLに溶かした液10 μLを加え，25 ℃で25 

17～19時間反応した後，水／トリフルオロ酢酸混液(19：1) 26 

18 μLを加えて反応を停止し，試料溶液及び標準溶液とする．27 

試料溶液及び標準溶液70 μLずつにつき，次の条件で液体ク28 

ロマトグラフィー〈2.01〉により試験を行い，両者のクロマ29 

トグラムを比較するとき，同一の保持時間のところに同様の30 

ピークを認める． 31 

試験条件 32 

検出器：紫外吸光光度計(測定波長：214 nm) 33 

カラム：内径2.1 mm，長さ25 cmのステンレス管に5 34 

μmの液体クロマトグラフィー用ブチルシリル化シリ35 

カゲルを充塡する． 36 

カラム温度：40 ℃付近の一定温度 37 

移動相A：水／トリフルオロ酢酸混液(1000：1) 38 

移動相B：アセトニトリル／水／トリフルオロ酢酸混液39 

(9000：1000：9) 40 

移動相の送液：移動相A及び移動相Bの混合比を次のよ41 

うに変えて濃度勾配制御する． 42 

注入後の時間   

(分) 

移動相A    

(vol％) 

移動相B 

(vol％) 

0 ～     2 98 2 

2 ～   30 98 → 70 2 → 30 

30 ～   85 70 → 50 30 → 50 

85 ～   90 50 →   2 50 → 98 

90 ～ 100 2 98 

流量：毎分0.20 mL 43 

システム適合性 44 

システムの性能：標準溶液70 μLにつき，上記の条件で45 

操作するとき，約10分以内に溶出する溶媒のピーク46 

の後に溶出するフィルグラスチムを構成する主要な847 

本のピークの隣接するピークの分離度はそれぞれ1.548 

以上である． 49 

純度試験 50 

(１) 多量体 本品250 μLにつき，次の条件で液体クロマ51 

トグラフィー〈2.01〉により試験を行う．本品の各々のピー52 

ク面積を自動積分法により測定し，面積百分率法によりそれ53 

らの量を求めるとき，フィルグラスチム以外のピークの合計54 

面積は2 ％以下である． 55 

試験条件 56 

検出器：紫外吸光光度計(測定波長：280 nm) 57 

カラム：内径7.5 mm，長さ60 cmのステンレス管に液58 

体クロマトグラフィー用親水性シリカゲルを充塡する． 59 

カラム温度：25 ℃付近の一定温度 60 

移動相：塩化ナトリウム5.8 gを希酢酸10 mL及び水900 61 

mLに溶かし，水酸化ナトリウム試液を加えてpH 5.562 

に調整した後，ラウリル硫酸ナトリウム250 mgを加63 

えて溶かし，更に水を加えて1000 mLとする． 64 

流量：フィルグラスチムの保持時間が約17分になるよ65 

うに調整する． 66 

面積測定範囲：サイズ排除カラムの排除容積に相当する67 

保持時間からフィルグラスチムの溶出終了までの範囲 68 

システム適合性 69 

検出の確認：本品10 μLを正確に量り，移動相を加えて70 

正確に1000 μLとする．この液250 μLから得たフィ71 

ルグラスチムのピーク面積が，本品のフィルグラスチ72 

ムのピーク面積の0.7～1.3 ％となることを確認する． 73 

システムの性能：卵白アルブミン12.5 mg及びミオグロ74 

ビン12.5 mgを水5 mLに溶かした液10 μLにつき，上75 

記の条件で操作するとき，卵白アルブミン，ミオグロ76 

ビンの順に溶出し，その分離度は1.7以上である． 77 

システムの再現性：本品250 μLにつき，上記の条件で78 

試験を6回繰り返すとき，フィルグラスチムのピーク79 

面積の相対標準偏差は2.5 ％以下である． 80 

定量法 81 

(２) 比活性 82 

(ⅰ) 試験細胞 32D clone3細胞を用いる． 83 

(ⅱ) 定量用試料希釈液 フィルグラスチム用イスコブ改変84 

ダルベッコ液体培地に200 mmol/L L－グルタミン溶液を1 85 

vol％，ウシ胎児血清を5 vol％となるように加え，フィルタ86 

ーでろ過滅菌する． 87 

(ⅲ) 標準溶液 フィルグラスチム標準品に1 mLにタンパ88 

ク質0.5～6 ngを含む液となるように定量用試料希釈液を加89 

えて任意の濃度SHから5段階以上の等比希釈を行い，標準溶90 

液とする． 91 

(ⅳ) 試料溶液 本品の1 mL中にタンパク質0.5～6 ngを含92 

む液となるように定量用試料希釈液を加えて任意の濃度UH93 

から5段階以上の等比希釈を行い，試料溶液とする． 94 

(ⅴ) 操作法 培養までの操作は，厳密な無菌的注意のもと95 

で行う． 96 

各濃度の試料溶液及び標準溶液を，それぞれについて細胞97 

培養用96穴平底マイクロプレート3枚以上を用い，1枚ごと98 

に1穴当たり100 μLずつ正確に分注する．続いて定量用試料99 



071-1412.pdf 

 

希釈液1 mL中に細胞数が1 × 10
5個となるように調製した試100 

験細胞懸濁液を100 μLずつ正確に加え，炭酸ガス濃度5 ％101 

の培養器内で37±2 ℃で，21～27時間培養する．培養後，102 

蛍光基質溶液を40 μLずつ加え，同じ条件で更に21～51時間103 

培養する．次に蛍光マイクロプレートリーダーを用い，励起104 

波長530～560 nm，測定波長590 nmにおける蛍光強度を測105 

定する．試料溶液及び標準溶液共に，少なくとも3枚以上の106 

マイクロプレートで各3濃度以上の測定値を計算に用いる． 107 

(ⅵ) 計算法 (ⅴ)操作法における試料溶液及び標準溶液の108 

各濃度を常用対数に変換した値をそれぞれx U及びx Sとし，109 

更にその合計した値をそれぞれXU及びX Sとする．また，試110 

料溶液及び標準溶液から得られた蛍光強度をそれぞれy U及111 

びy S，更に各濃度で合計した値をそれぞれY U及びY Sとする．112 

試料溶液及び標準溶液の濃度数をそれぞれnU及びn S，プレ113 

ート数を rとし，定量法 (1)で算出したタンパク質含量114 

(mg/mL)を用いて，次の式より本品の比活性を求める． 115 

本品の比活性(単位/mg) 116 

＝antilog M × フィルグラスチム標準品の生物学的活性117 

(単位/mL) × 
UHを調製したときの希釈倍数

SHを調製したときの希釈倍数
 × 

UH

SH
 × 118 

1

本品の定量法(1)の測定値(mg/mL)
 119 

M＝XS／nS－XU／nU－(ΣYS／nSr－ΣYU／nUr)／b  120 

b＝(SxyS＋SxyU)／(SxxS＋SxxU) 121 

SxyS＝ΣxSYS－XSΣYS／nS 122 

SxyU＝ΣxUYU－XUΣYU／nU 123 

SxxS＝rΣxS
2－rXS

2／nS 124 

SxxU＝rΣxU
2－rXU

2／nU 125 

ただし，試験成立条件は下記の3項目とする． 126 

1) F'
Sは次表のm＝nS(r－1)に対するF1以上であり，F'

U127 

は次表のm＝nU(r－1)に対するF1以上である． 128 

F'
S＝VRS／VES 129 

VRS＝SxyS
2／SxxS 130 

VES＝{ΣyS
2－Σ(YS

2／r) }／{nS(r－1)} 131 

F'
U＝VRU／VEU 132 

VRU＝SxyU
2／SxxU 133 

VEU＝{ΣyU
2－Σ(Y U

2／r)}／{nU(r－1)} 134 

2) F'は次表のm＝(nS＋nU)(r－1)に対するF1より小さい． 135 

F'＝VP／VE 136 

VP＝SxyS
2／SxxS＋SxyU

2／SxxU－(SxyS＋SxyU)
2／137 

(SxxS＋SxxU) 138 

VE＝{ΣyS
2＋ΣyU

2－Σ(YS
2／r)－Σ(YU

2／r)}／{(nS＋139 

nU)(r－1)} 140 

3) L≦0.3である． 141 

 L＝2／b(1－g) VEF1{(1－g)(1／nSr＋1／nUr) 142 

＋(ΣYS／nSr－ΣYU／nUr)
2／b2

(SxxS＋SxxU)}  143 

F1：m＝(nS＋nU)(r－1)に対する次表の値 144 

g＝VEF1／b2
(SxxS＋SxxU) 145 

mに対するF1の値 146 

m F1 m F1 m F1 

1 161.45   13 4.667 25 4.242 

2 18.51  14 4.600 26 4.225 

3 10.129   15 4.543 27 4.210 

4 7.709 16 4.494 28 4.196 

5 6.608 17 4.451 29 4.183 

6 5.987 18 4.414 30 4.171 

7 5.591 19 4.381 40 4.085 

8 5.318 20 4.351 60 4.001 

9 5.117 21 4.325 120 3.920 

10 4.965 22 4.301 ∞ 3.841 

11 4.844 23 4.279   

12 4.747 24 4.260   

 147 


