
 

 

審議結果報告書 
 

平成 19 年 3 月 6 日 
医薬食品局審査管理課 

 
 
［販 売 名］ アバスチン点滴静注用 100mg/4mL、同 400mg/16mL 
［一 般 名］ ベバシズマブ（遺伝子組換え） 
［申 請 者］ 中外製薬株式会社 
［申請年月日］ 平成 18年 4月 21日 
 
［審 議 結 果］ 
平成 19年 2月 22日に開催された医薬品第二部会において、本品目を承認して

差し支えないとされ、薬事・食品衛生審議会薬事分科会に報告することとされた。

なお、本品目は生物由来製品に該当し、再審査期間は 8年とし、原体及び製剤と
もに劇薬に該当するとされた。 
 
本剤の製造販売後における抗ベバシズマブ抗体測定について、より適切な方法を

検討するよう指示するとともに、本剤とブドウ糖溶液との混合に関する使用上の注

意（適用上の注意）の記載を分かりやすく改めることとした。 
 



審査報告書 
 

平成 19年 2月 14日 
独立行政法人 医薬品医療機器総合機構 

 
 承認申請のあった下記の医薬品にかかる医薬品医療機器総合機構での審査結果は以下の

とおりである。 
 

記 
 
［販 売 名］ アバスチン点滴静注用 100mg/4mL、同 400mg/16mL 
 
［一 般 名］ ベバシズマブ（遺伝子組換え） 
 
［申 請 者］ 中外製薬株式会社 
 
［申請年月日］ 平成 18年 4月 21日 
 
［剤型・含量］ 注射剤・1バイアル中ベバシズマブ（遺伝子組換え）を 100又は 400mg

含有する 
 
［申請区分］ 医療用医薬品（1）新有効成分含有医薬品 
 
［アミノ酸配列］ 

 
（次ページに続く） 

―：ジスルフィド結合、下線部：相補性決定領域 
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―：ジスルフィド結合、*, **：H鎖同士のジスルフィド結合部位、Asn303：N結合型糖鎖結合部位、 
下線部：相補性決定領域 
 
［推定糖鎖構造］ 

構  造 略語 

 
Man5 

 
G-1 

 
G0-F 

 
Man6 

 
G1-1 

 
G0 
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G1（1-6） 

 
G1（1-3） 

 
G2 

Man：マンノース、Fuc：フコース、Gal：ガラクトース、GlcNAc：N-アセチル-グルコサミン 

 
分子式：C6538H10000O2032N1716S44 
分子量：約149,000Da 
化学名：マウス抗ヒト血管内皮増殖因子モノクローナル抗体の相補性決定部#及びヒト

IgG1に由来するフレームワーク部分と定常部からなるヒト化モノクローナル抗
体をコードするcDNAの発現により、チャイニーズハムスター卵巣細胞で産生さ
れる214個のアミノ酸残基（C1034H1591N273O338S6；分子量：23446.71）の軽鎖2
分子と453個のアミノ酸残基（C2235H3413N585O678S16；約49838.57：C末端のリ
ジン1残基が欠損しているものを含む）の重鎖2分子からなる糖タンパク質（分
子量：約149,000）。 

 
［特記事項］  優先審査（平成18年5月31日薬食審査発第0531004号） 
 
［審査担当部］ 新薬審査第一部 

# 新薬承認情報提供時に誤記修正した
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審査結果 
 

平成 19年 2月 14日作成 
 
［販 売 名］ アバスチン点滴静注用 100mg/4mL、同 400mg/16mL 
［一 般 名］ ベバシズマブ（遺伝子組換え） 
［申 請 者］ 中外製薬株式会社 
［申請年月日］ 平成 18年 4月 21日 
［剤型・含量］ 注射剤・1バイアル中ベバシズマブ（遺伝子組換え）を 100又は 400mg

含有する 
 
 
審査結果 
提出された資料から、「治癒切除不能な進行・再発結腸・直腸癌」の効能・効果に対して、

有効性及び安全性が認められると判断した。 
医薬品医療機器総合機構における審査の結果、本品は以下の承認条件を付した上で、下記

の効能・効果及び用法・用量のもとで承認して差し支えないと判断した。 
 
［効能・効果］ 
治癒切除不能な進行・再発の結腸・直腸癌 

 
［用法・用量］ 
他の抗悪性腫瘍剤との併用において、通常、成人にはベバシズマブとして1回5 mg/kg
（体重）又は10mg/kg（体重）を点滴静脈内注射する。投与間隔は2週間以上とする。 

 
［承認条件］ 
国内での治験症例が極めて限られていることから、製造販売後、一定数の症例に係るデ

ータが集積されるまでの間は、全症例を対象に使用成績調査を実施することにより、本

剤使用患者の背景情報を把握するとともに、本剤の安全性及び有効性に関するデータを

早期に収集し、本剤の適正使用に必要な措置を講じること。 
 
［指示事項］ 

1．安全性確認試験の最終結果について、迅速に試験成績をとりまとめ、公表すること。 
2．本薬の薬物動態の更なる明確化を目的として、適切なデザインの試験を実施し、結
果を公表すること。 
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審査報告（1） 
 

平成 19年 1月 25日作成 
 
Ⅰ. 品目の概要 
［販 売 名］ アバスチン点滴静注用 100mg/4mL、同 400mg/16mL 
［一 般 名］ ベバシズマブ（遺伝子組換え） 
［申 請 者］ 中外製薬株式会社 
［申請年月日］ 平成 18年 4月 21日 
［剤型・含量］ 注射剤・1バイアル中ベバシズマブ（遺伝子組換え）を 100又は 400mg

含有する 
［申請時の効能・効果］ 

 以下の悪性腫瘍に対する他の抗悪性腫瘍剤との併用療法 

治癒切除不能な進行・再発結腸・直腸癌 

［申請時の用法・用量］ 
 1．投与方法 
（1）治癒切除不能な進行結腸・直腸癌及び術後補助療法後を含む再発結腸・直腸癌患者

にはA法を、治癒切除不能な進行・再発結腸・直腸癌に対する他の抗悪性腫瘍剤に
よる治療後に増悪がみられた患者にはB法を選択する。 

 
A法：通常、成人に、ベバシズマブとして1回5 mg/kg（体重）を、原則として2週

間隔で点滴静注する。 
B法：通常、成人に、ベバシズマブとして1回10mg/kg（体重）を､原則として2週

間隔で点滴静注する。 
 
（2）本剤による治療は、他の抗悪性腫瘍剤との併用により開始すること。 
（3）本剤と併用する他の抗悪性腫瘍剤の選択に際しては、「用法・用量に関連する使用

上の注意」を参照のこと。進行・再発結腸・直腸癌における本剤と経口フッ化ピリ

ミジン系薬剤を含む併用療法での有効性、安全性は確立していないので、経口フッ

化ピリミジン系薬剤との併用は行わないこと。 
（4）本剤と併用する他の抗悪性腫瘍剤によると思われる副作用が認められた場合又は他

の抗悪性腫瘍剤のさらなる投与が必要ないと判断される場合は、本剤と併用する抗

悪性腫瘍剤を変更又は中止すること。 
 

2．調製及び点滴時間 
（1）本剤の投与時には必要量を注射筒で抜き取り、日局生理食塩液に添加して約100 mL

とする。初回投与時は90分かけて点滴静注する。 
（2）初回投与の忍容性が良好であれば、2回目の投与は60分間で行っても良い。2回目の

投与においても忍容性が良好であれば、それ以降の投与は30分間投与とすることが
できる。 

 
必要抜き取り量計算式 

1回投与量（mg/kg） 
抜き取り量（mL） ＝ 体重（kg）× 25（mg/mL） 
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投与法 1回投与量 必要抜き取り量（mL）計算式 投与間隔 
A法 5 mg/kg 抜き取り量（mL）=体重（kg）× 0.2（mL/kg） 2週間 
B法 10mg/kg 抜き取り量（mL）=体重（kg）× 0.4（mL/kg） 2週間 

 
 
Ⅱ. 提出された資料の概略及び医薬品医療機器総合機構における審査の概略 
本申請において、申請者が提出した資料及び独立行政法人医薬品医療機器総合機構（以下、

機構）からの照会事項に対する申請者の回答の概略は、下記のようなものであった。 
 
1. 起原又は発見の経緯及び外国における使用状況等に関する資料 
1）本薬の概要 
がん関連抗原の新たな同定により、がん特異的又は高発現のがん関連抗原を標的とした

種々の抗体医薬品が検討されている。当該医薬品による治療は、標的に対する特異性が高く、

正常組織に対する影響が比較的少ないという利点を有しており、遺伝子組換え技術の向上に

伴い、既に、腫瘍の進展に関与することが知られているヒト上皮増殖因子受容体 2 型を標
的としたトラスツズマブ（遺伝子組換え）等の遺伝子組換えモノクローナル抗体が臨床応用

されている。 
腫瘍組織は、その増殖のために血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor: 

VEGF）を産生している。VEGFは近傍にある血管内皮細胞の VEGF受容体に結合すると、
細胞内シグナル伝達系を介して血管内皮細胞の増殖、遊走、管形成及び微小血管の血管透過

性を亢進させ、血管新生を誘導することが知られている。また、VEGF は種々の癌腫で過
剰発現しており、腫瘍の増殖に関与するサイトカインであることが知られている。 
ベバシズマブ（遺伝子組換え）（以下、本薬）は、遺伝子組換え技術を応用して作成され

た VEGFを標的とするヒト化モノクローナル抗体である。本薬は、VEGFに結合し、VEGF
受容体への結合を阻害することにより、血管新生に係わる種々のシグナル伝達を阻害し、そ

の結果、腫瘍の増殖を抑制するものと考えられている。 
 

2）本薬の開発の経緯 
本薬は、165残基のヒトVEGF（VEGF165）をマウスに免疫して得られたハイブリドーマ

細胞株から選択されたマウス抗VEGFモノクローナル抗体muMAb A4.6.1産生株の抗体遺
伝子を遺伝子組換え技術によりヒト化し、この組換え体を導入した細胞株チャイニーズハム

スター卵巣（CHO）細胞G7株より産生される抗VEGFモノクローナル抗体である（全アミ
ノ酸配列の約93%がヒト由来）。 
本薬Fabフラグメント－VEGF複合体の結晶構造解析の結果、VEGF受容体（VEGFR-1

及び-2）との結合に重要なVEGFのアミノ酸残基は、本薬とVEGFの結合に不可欠なアミノ
酸残基と一致していないものの重複していたことから、本薬がVEGFと結合することにより、
VEGFとその受容体間の相互作用を立体的に障害すると推測されている。 
米国Genentech社は、1997年より米国において本薬の第Ⅰ相試験を進行固形癌患者を対
象として開始した。1998年からは結腸・直腸癌患者を対象として、フルオロウラシル（5-FU）
とホリナートカルシウム（LV）を併用する5-FU/LV療法や塩酸イリノテカンを5-FU/LVに
併用するIFL療法に対する本薬の併用効果を検討する第Ⅱ相試験を実施した。2000年9月よ
り結腸・直腸癌患者を対象としたIFL療法に本薬を併用する第Ⅲ相試験が行われ、これらの
臨床試験成績を基に米国では2003年9月に本薬の承認申請が行われた。その結果、2004年2
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月に「AVASTIN, used in combination with intravenous 5-fluorouracil-based chemo- 
therapy, is indicated for first-line treatment of patients with metastatic carcinoma of 
the colon or rectum.」を効能・効果として、1回5mg/kg、2週間隔静脈内投与の用法・用量
が承認された。 
また、Eastern Cooperative Oncology Group（ECOG）は、二次治療以降の転移性結腸・
直腸癌患者を対象として、オキサリプラチン、5-FU持続点滴静注及びLVを併用する
FOLFOX4療法に対する本薬の併用効果を検討する第Ⅲ相試験を実施し、Genentech社は当
該試験成績を米国食品医薬品局に提出し、化学療法の治療歴を有する結腸・直腸癌患者に対

する1回10mg/kgの用量（FOLFOX4療法との併用）は2006年6月に承認された。 
欧州では、F. Hoffman-La Roche社（以下、Roche社と略す。）により本薬の承認申請が

行われ、2005年1月に中央審査方式にて「Avastin (bevacizumab) in combination with 
intravenous 5-fluorouracil/folinic acid or intravenous 5-fluorouracil/folinic acid/ 
irinotecan is indicated for first-line treatment of patients with metastatic carcinoma of 
the colon or rectum.」の適応で承認されている。 
国内においては、米国の承認後の2004年11月より、申請者である中外製薬株式会社が結

腸・直腸癌患者を対象として、本薬単独投与期及び5-FU/レボホリナートカルシウム（l-LV）
療法との併用期からなる第Ⅰ相試験を開始した。当該試験は、開始当初、第Ⅰ/Ⅱ相試験と
して計画され、第Ⅱ相部分では5-FU/l-LV療法との併用について検討が行われることが計画
されていたが、2005年3月にオキサリプラチンが「治癒切除不能な進行・再発の結腸・直腸
癌」を効能・効果として承認され、臨床使用が可能となったことから、第Ⅱ相部分の試験計

画の変更等を検討するために第Ⅰ相部分で試験を終了した。 

今般、本薬の国内第Ⅰ相試験及びIFL療法やFOLFOX4療法との併用に関する海外第Ⅲ相
試験成績を基に本薬の承認申請がなされた。 
なお、2005年7月22日開催の第5回未承認薬使用問題検討会議において、本薬は「現在ま
でに報告されている臨床試験成績はいずれも第Ⅲ相試験からのものであり、臨床的有用性は

検証されていると考えられることから、これら臨床試験成績及び主要な評価が終了した国内

第Ⅰ相試験成績等を基に早期の承認申請がなされるべきである。」と報告され（http://www. 
mhlw.go.jp/shingi/2005/07/txt/s0727-3.txt）、現在、FOLFOX4療法（国内ではR-, S-体を含
むLVではなく、S-, S-体のみからなるl-LVが使用されている。）に本薬を併用する安全性確
認試験が実施中である。 

 
なお、以下の記載においては、LV及びl-LVの投与量はそれぞれホリナート及びレボホリ

ナートとしての投与量を示す。 
 
2. 品質に関する資料 
＜提出された資料の概略＞ 
本薬は、ヒトκサブグループⅠ軽鎖（VL-CL）及びヒトγ1 サブグループⅠ（IgG1）重鎖
（VH-CH1）からなるヒト抗体フレーム構造に、マウス抗ヒト VEGF モノクローナル抗体
muMAb A4.6.1の 6つのマウス相補的決定領域（CDR）が組み込まれた cDNAを導入した
CHO細胞で産生される 214アミノ酸残基（C1034H1591N273O338S6、約 23,447Da）の軽鎖二
分子と 453 アミノ酸残基の（C2235H3413N585O678S16、約 49,839Da）（C 末端 Lys453が欠損

した重鎖は約 49,719Da）の重鎖二分子からなる糖タンパク質（約 149,000Da）である。本
薬は、IgG1と同様にジスルフィド結合により分子間結合している。 
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1）原薬の製造方法 
（1）セルバンクシステムの構築 
本薬は、muMAb A4.6.1 を起源とする組換えヒト化モノクローナル抗体であり、起源と
なるmuMAb A4.6.1は、スカシガイのヘモシアニンを結合したヒト VEGF165をマウスに免

疫し、得られたハイブリドーマ細胞株を用いて作製したものである。この muMAb A4.6.1
を産生するハイブリドーマ A4.6.1株から 6カ所の CDR塩基配列を決定した。次に、この
CDR 部分を、プラスミド pEMX1 をテンプレートとして、VL-CL 及び VH-CH1 の CDR
部分に 法により導入し、ヒト化 Fab フラグメントの遺伝子を作製した。その
後、VEGFへの結合力を高めるため、VL及び VHの非 CDRであるフレームワーク部分の
アミノ酸をそれぞれ カ所及び カ所塩基配列を改変し、ヒト化フラグメント Fab-12を作
製した。この Fab-12の VH及び VLにヒト IgG1重鎖定常領域 CH1-CH2-CH3及びヒトκ
軽鎖定常領域 CLを結合し、ヒト化抗体であるベバシズマブ遺伝子を作製した。CHO細胞
で本薬を発現させるために、重鎖遺伝子と軽鎖遺伝子を一つの遺伝子発現構成体に導入し、

遺伝子発現構成体 pSVID5.ID.LLnspeV.xvegf36HC.LC を作製した。これをリポフェクシ
ョン法により CHO DP-12 細胞（CHO-K1 細胞のジヒドロ葉酸還元酵素欠損変異株 CHO 
DUX-B11 細胞由来）に導入し、メトトレキサート（MTX）及びウシ胎児血清を含む
DMEM/Ham’s F-12で培養し、MTX濃度を増加することにより、本薬産生株 CHO 107N
細胞を選択し、これを用いて海外第Ⅰ相及びⅡ相試験用の原薬を製造した。そのクローンを

さらに高濃度のMTX存在下でクローニングし、より生産能の高い細胞株 CHO G7細胞を
得た。この CHO G7細胞をMTX含む無血清培地で拡大培養し、マスターセルバンク（以
下、MCB）を調製した。また、このMCBからワーキングセルバンク（以下、WCB）を調
製した。 
 
（2）セルバンクの性質及び管理 

MCB、WCB、生産培養終了後細胞（EOP）及び医薬品製造のために in vitro細胞齢の上
限まで培養した細胞（CAL）について特性解析及び純度試験が行われている。 
特性解析として、構造遺伝子全塩基配列、サザンブロット、遺伝子コピー数、ペプチドマ

ップ、アイソザイムの検討がなされている。MCBの構造遺伝子全塩基配列は、発現プラス
ミド H鎖及び L鎖の塩基配列と一致した。MCB及び CALのサザンブロットの結果、バン
ドパターンは一致し、定量的 PCRによる遺伝子コピー数は約 1細胞あたりともに コピ

ーであった。MCB、WCB及び CALから調製した本薬のペプチドマップを行った結果、構
造が確認されているロットの結果と一致した。MCB及びWCBのアイソザイム分析の結果、
いずれもチャイニーズ・ハムスター由来であることが確認された。 

MCB及びWCBの純度試験として、無菌試験、マイコプラズマ否定試験（培養法、DNA
染色法）、外来性ウイルス in vitro試験（Vero、MRC-5及び CHO-K1細胞に接種）、げっ歯
動物パルボウイルス試験（324K 細胞に接種）、マウス抗体産生試験、ハムスター抗体産生
試験、不顕性ウイルス確認試験（成熟マウス、乳飲みマウス、モルモット及び発育鶏卵に接

種）、共培養試験（標識細胞：横紋筋肉腫細胞、ヒト肺上皮癌由来 A549 細胞及びミンク肺
細胞）が実施され、CALでは外来性ウイルス in vitro試験、不顕性ウイルス確認試験、プ
レハーベスト細胞培養液の電子顕微鏡によるウイルス粒子の超微細構造評価及びレトロウ

イルス様粒子観察、ミンク S＋L―フォーカスアッセイ、共培養試験が実施された。EOP で
は逆転写酵素活性、ミンク S＋L―フォーカスアッセイ及び電子顕微鏡によるプレハーベスト
細胞培養液中に含まれるウイルス粒子の超微細構造評価及びレトロウイルス様粒子観察、バ
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イオバーデン、マイコプラズマ否定試験、外来性ウイルス in vitro試験、げっ歯動物パルボ
ウイルス試験が実施され、いずれも試験を行った範囲で検出可能な感染性物質に汚染されて

いないことが確認された。 
WCBは現在約 本保有されており、現行WCBは ～ 年間使用可能であると予測

されている。WCBの更新は、残量が 本以下となった場合、年間使用量を考慮して新た

に調製することとされており、更新の際にペプチドマップ、アイソザイム、無菌試験、マイ

コプラズマ否定試験（培養法、DNA染色法）、ウイルス試験（外来性ウイルス in vitro試験
（Vero、MRC-5 及び CHO-K1細胞に接種）、げっ歯動物パルボウイルス（324K 細胞に接
種）、不顕性ウイルス確認試験（成熟マウス、乳飲みマウス、モルモット及び発育鶏卵に接

種）を実施することとされている。WCBの保存中の品質確認として、 に

を測定することとされている。なお、MCBからは 100回以上WCBの調製が可能であ
るため、MCBの更新は必要ないとされ、更新方法は規定されていない。 
 
（3）培養工程 

WCB アンプル（ 又は mL）を融解後、MTX を含まない播種培養用培地（ g/L 
DMEM/Ham’s F-12（ 含有、 、 、 、

及び 不含）、 g/L  、 g/L 、

g/L 、 g/L 、 mg/L 、 mg/L
ヒトインスリン（遺伝子組換え）、 mL/L 溶液、 mmol/L ）で

培養を開始する。その際、 mL アンプルの WCB は を、 mL アンプ
ルは を用いる。その後、 培養を行うが、 で培養時に

は µmol/L MTXを含む播種培養用培地（ g/L DMEM/Ham’s F-12（ 含有、

、 、 、 及び 不含）、 g/L
、 g/L 、 g/L 、 g/L

、 mg/L 、 mg/Lヒトインスリン（遺伝子組換え）、 mL/L
溶液、 mmol/L ）を、 で培養時には µmol/L MTX

を含む播種培養用培地（ g/L DMEM/Ham’s F-12（ 含有、 、

、 、 及び 不含）、 g/L  
、 g/L 、 g/L 、 g/L 、 mg/L

、 mg/Lヒトインスリン（遺伝子組換え）、 mL/L 溶液）

で本薬産生細胞を選択的に培養する。 
接種培養工程では MTX を含まない接種培養用培地（ g/L DMEM/Ham’s F-12

（ µmol/L 、 、 及び 含有、 、

及び 不含）、 g/L 、 mmol/L 
、 g/L 、 又は g/L 、 mg/L

、 g/L 、 mg/L ヒトインスリン（遺伝子組換え）、 g/L ブ
タ胃由来加水分解ペプトン）、80L、400L 及び 2,000L へと拡大培養する。なお、 又は

L の培養時には g/L を、 L で

の培養時には g/L を用いる。次のバイリアクターへの接種時期は、 、

、 及び 等の や、 に基づき設定されている。 
生産培養工程では、生産培養用培地（ g/L DMEM/Ham’s F-12（ µmol/L

、 、 び 含有、 、 及び

不含）、 g/L  、 mmol/L 、 g/L
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、 g/L 、 mg/L 、 g/L
、 mg/L ヒトインスリン（遺伝子組換え）、 g/L ブタ胃由来加水分解ペプトン）

で培養し、一定の期間培養した後、 培地（ g/L DMEM/Ham’s F-12（ 、

含有、 及び 不含）、 g/L  
、 g/L 、 mL/L 溶液、 g/Lブタ胃由来加水分解ペプトン）を

添加する。培養液中の が g/L となった場合には、 を

に する。培養終了後の液を限外ろ過（ ）し、通常 ～ ℃での保存条件下で

日以内に精製を開始する。なお、培養終了時当日に精製が行われない場合には、 ℃の保

存条件で 日以内、 ～ ℃の保存条件で 日以内に精製を行う。 
培養工程では、 工程が重要工程とされ、 培養用培地に対して、げっ歯動物パ

ルボウイルス試験（PCR）が行われ、ハーベスト工程の工程内管理試験として、ハーベス
ト前の に対して、げっ歯動物パルボウイルス試験（PCR、in vitro）、バイオバー
デン試験、外来性ウイルス試験（in vitro）及びマイコプラズマ否定試験が設定されている。
また、精製工程移行前に、 （ ）中の が測定される。 
培養工程のプロセス評価として、実生産スケール（12,000L）及び小スケール（ L）を用
いて、細胞培養とハーベスト工程のバリデーションが実施された。 
実生産スケール及び小スケールを用いて、細胞齢 ～ 日の細胞を ～ 日間の生

産培養後、 、ハーベスト前の 、 及び を測定す

ることにより培養特性が評価された。また、陽イオン交換クロマトグラフィー（IEC）によ
る主ピーク%、キャピラリー電気泳動による主なオリゴ糖鎖G0%、ペプチドマップ、サイズ
排除クロマトグラフィー（SEC）による %、及びヒト臍帯静脈内皮細胞（以下、
HUVEC）増殖阻害活性測定による力価により、産生された本薬の物性が評価された。異な
る培養スケールでの培養特性評価及び物性評価の結果、実生産スケールと小スケールにおけ

る生産培養特性や産生された本薬の物性は同等／同質であることが確認された。以下のプロ

セス評価結果は、小スケール又は実生産スケール、一部、実生産スケール後小スケールでの

培養時の試験成績が含まれている。 
培養特性及び物性に及ぼす細胞齢の影響を検討する目的として、MCB融解時から培養終

了時までの累積培養日数（細胞齢）が ～ 日までの異なる細胞齢の細胞を用いて、生産

培養期間を ～ 日とした場合の生産培養特性及び産生ベバシズマブの物性の評価が

なされた。生産培養特性は、 、ハーベスト前の 、 及び

を測定することにより評価され、その結果、 及びハーベスト前の

は の に に したが、他の評価項目に変化は認められなかった。産生

ベバシズマブの物性はIECによる主ピーク%、キャピラリー電気泳動による主なオリゴ糖鎖
G0%、ペプチドマップ、SECによる %及びHUVEC増殖阻害活性測定による力価を測
定することにより評価され、いずれの評価項目も変化は認められなかった。 
また、累積培養日数（細胞齢）が ～ 日の細胞を用いて ～ 日間の生産培養を

行い、 、ハーベスト前の 、 、 を測定

することにより、異なる培養期間における培養特性及び物性が評価された。 
生産培養特性は、 、ハーベスト前の 及び について

を示したが、ベバシズマブ産生能に差は認められなかった。産生ベバシズマブの物性

は、IECによる主ピーク%、キャピラリー電気泳動による主なオリゴ糖鎖G0%、ペプチドマ
ップ、SECによる %及びHUVEC増殖阻害活性測定による力価を測定することにより
評価され、産生ベバシズマブの物性に培養期間の差は認められなかった。なお、IECによる
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主ピーク%及びキャピラリー電気泳動によるG0%を確認した結果、最長 日間の生産培養

期間は、一定の品質の本薬が得られることが示された。 
 
（4）精製工程 
ハーベスト細胞培養液をアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製し、溶出液を

処理（ 以下、 分以上）する。pHを に調整し、Q Sepharose陰イオン交換ク
ロマトグラフィーを用いて精製し、これを 処理（ mol/L 、 分以上 分以内）

する。次に、CM Sepharose陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて精製し、孔径
を用い限外／透析ろ過（UF/DF）を行った後、これに調整用緩衝液

（ mmol/L リン酸ナトリウム、 mg/mL トレハロース、 w/v%ポリソルベート 20
（PS20）、pH6.1）を添加し、孔径 0.2µm フィルターで無菌ろ過して得られたろ液を原薬

とする。原薬の保存の際には、120又は 300Lの可動式凍結融解タンクを用い、2～8℃又は
－20℃以下で保存し、輸送の際には可動式凍結融解タンクを ℃の専用冷凍車に移し輸

送する。 
重要工程は、 による 工程、 による 工程

及び 工程とされた。工程内管理試験として、 、 の

クロマトグラフィー負荷液及び プールについてエンドトキシン及びバイオバー

デンが、さらに プール（ プールに を添加）についてバイオ

バーデンが設定されている。 
また、原薬の保存前又は製剤化の際のろ過滅菌前のいずれかにおいて、再ろ過を行う場合

があることから、フィルターの適合性試験、フィルターからの溶出性試験及び安定性試験が

実施され、最大 5 回の追加ろ過とされている。再ろ過は、① の

の場合、② 又は の の が認められた場合、

③ や により が 場合、

④ や 等により、                          の

（ 又は L）の 場合、⑤ や の を

の 場合、に行われる。ただし、バイオバーデンレベルが管理

値を超えた場合、再ろ過は再加工として適用されない。 
精製工程のプロセス評価として、以下の評価がなされた。①各工程でベバシズマブタンパ

ク質濃度、ベバシズマブ収量、細胞基材由来不純物（CHOタンパク質及びDNA）及び工程
関連の不純物（MTX、ゲンタマイシン、ヒトインスリン（遺伝子組換え）、プロテインA、
#培地成分A、#培地成分B及び#培地成分C、#培地成分D）並びに凝集体が測定され、各工程の収率

及び不純物の除去に関して頑健で再現性があることが確認された。②原薬の製造工程は、連

続的に操作するよう設計されているが、次工程に移行前に工程プールを保存する必要が生じ

る可能性があるため、各種プールや製造で使用される緩衝液の許容保持時間の設定のために

バリデーションが実施された。 、 、 及び 中の %、主ピ
ーク%及びHUVEC増殖阻害活性が測定され、下記の表で設定された条件では原薬の品質に
重大な影響を及ぼさないとされた。また、設定や製造で使用される緩衝液は、環境温度下で

日目まで 及び に変化はないとされた。③原薬の製造で使用されるカラム（プロ

テインA樹脂、陰イオン交換樹脂、陽イオン交換樹脂）の再使用回数を評価するために、キ
ャリーオーバープールでのタンパク質量（本薬、プロテインA、宿主由来タンパク質）及び
DNA量が測定され、タンパク質のキャリーオーバーは本薬 mgあたり ng未満、DNA
は最大投与量あたり ng未満であり、精製工程で用いられる洗浄方法は装置及び製品に接

# 新薬承認情報提供時に置き換えた 
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触するカラムを有効に洗浄できることが確認された。④カラム樹脂の再使用回数を評価する

ため、収率、CHOタンパク質、DNA、 の他に、プロテインA樹脂について
は　#培地成分E 　、　#培地成分 A 　　、プロテインAを、陰イオン交換樹脂についてはプロ
テインAを、陽イオン交換樹脂については凝集体を評価した結果、プロテインA樹脂、陰イ
オン交換樹脂、陽イオン交換樹脂はそれぞれ 、 、 回まで細胞及び工程由来不純物の

除去能を有することが確認された。 膜の再使用回数を確認のために ～ 回使用した

膜の総タンパク質及びDNAキャリーオーバーが評価されたが、再使用回数の上限が確立さ
れるまで定期的に実施される。無菌用フィルター及び プールに対して、

、 分析が行われ、製品の安全性又は品質に悪影響を及ぼす溶出物が遊離しない

ことが確認された。 
   各プールの保持時間と温度 

プール 温度 最大許容保持時間 
～ ℃ 日 
℃ 日 
℃ 日 HCCF 

℃ 日 
～ ℃ 日 

アフィニティープール 
℃ 日 

～ ℃ 日 
陰イオン交換プール 

℃ 日 
～ ℃ 時間 

陽イオン交換負荷液 
℃ 時間 

～ ℃ 日 
陽イオン交換プール 

℃ 日 
～ ℃ 日 UF/DF希釈プール 
℃ 日 

 
（5）外来性感染性物質の安全性評価 
本薬の製造工程で、生物由来原材料として、MCB、WCB 調製時及び原薬の培養工程で
酵母由来のヒトインスリン（遺伝子組換え）が、MCB、WCB 調製時の培地成分としてヒ
トの毛髪又はトリの羽毛由来の L-システイン及び L-チロシンが、原薬製造培養工程でブタ
の胃由来の加水分解ペプトンが使用されてはいるものの、樹立したMCB、WCB、EOP及
び CALにおいて外来性及び内在性の感染性物質を否定するために純度試験が実施され、す
べての試験で外来性及び内因性の感染性物質による汚染がないことが確認されている（「2. 
品質に関する資料 1）（2）セルバンクの性質及び管理」の項参照）。また、ハーベスト前の
培養液において、げっ歯動物パルボウイルス試験（PCR、in vitro）、バイオバーデン試験、
外来性ウイルス試験（in vitro）及びマイコプラズマ否定試験が実施され、検出されないこ
とが確認されている。さらに、原薬の工程内管理試験としてエンドトキシン試験及びバイオ

バーデンが、製剤では無菌試験が行われ、本薬の製造工程は非ウイルス性外来感染性物質に

ついて適切に管理されていることが確認されている。 
精製工程のウイルスクリアランス能は、ICHガイドライン Q5A（平成 12年 2月 22日医

薬審第 329 号「ヒト又は動物細胞株を用いて製造されるバイオテクノロジー応用医薬品の
ウイルス安全性評価」について）において C 型レトロウイルスのモデルウイルスとして推
奨されているマウス白血病ウイルス（X-MuLV）について、細胞又は定量的 PCR法で評価
され、ハムスターのレトロウイルス様粒子はほぼ不活化／除去されることが確認された。 

 

# 新薬承認情報提供時に置き換えた 
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精製工程におけるレトロウイルスクリアランス（Log10） 
精製工程 ウイルスクリアランス値 

アフィニティープール（ 処理、 分間）  ＊1 
陽イオン交換負荷液（ mol/L 処理、 分間） ≧  ＊1 
アフィニティー画分  ＊2,＊3 
陰イオン交換プール  ＊2,*3 
陽イオン交換プール   *2,*3 
総ウイルスクリアランス ≧  *4 

＊1 TCID50、＊2 pRNAコピー数、＊3 新品の樹脂と再使用樹脂のうち低い方のクリア
ランス値、＊4 各クリアランス値を積算 

 
また、外来性ウイルスのクリアランス能についても評価された。モデルウイルスとして一

本鎖 DNAを有する非エンベロープウイルスであるマウス微小ウイルス（MMV）及び二本
鎖DNAを有する非エンベロープウイルスであるSV40について、定量的PCR法で定量し、
主に陰イオン交換クロマトグラフィーでウイルスが除去されていることが確認された。 

 
ベバシズマブ精製工程における外来性ウイルスのクリアランス（Log10） 

ウイルス 精製工程 ウイルスクリアランス値＊1 総ウイルスクリアランス値＊2

アフィニティー画分  MMV 
陰イオン交換プール  6.9 

アフィニティー画分  SV40 
陰イオン交換プール  6.1 

＊1 未使用の樹脂と再使用樹脂のうち低い方のクリアランス値、＊2 各クリアランス値を積算 
 
（6）製造工程の開発の経緯（同等性/同質性） 
海外第Ⅰ相試験用の原薬の製造工程では、細胞株107Nを用いて nmol/L MTXを含有

培地で培養し、精製工程にはウイルス不活化処理とアフィニティー、陰イオン交換及び陽イ

オン交換クロマトグラフィーが用いられた（製法A）。原薬の処方は、10mg/mL本薬、
10mmol/Lヒスチジン（pH5.5）、100mg/mLトレハロース及び0.02% PS20であった（原薬
処方A）。 
海外第Ⅱ相試験用の原薬の製造途中から、安定性を向上するために、処方を10mg/mL本
薬、51mmol/Lリン酸ナトリウム（pH6.2）、 mg/mLトレハロース及び % に変

更された（原薬処方B）。製法Aの培養スケールは Lのみであったが、製法Bでは
又は Lで製造された（製法B）。 

1999年第1四半期から本薬の収率向上を目的として、 nmol/L 含有培地で培養す

る細胞株G7を用いるとともに、培地成分のウシ由来ペプトンをブタ胃由来ペプトンに変更
した（製法C）。製法Bでは、 の は約 %であったが、製法C以降では
～ %であった。製法Cへの変更当初は原薬処方Bを用いたが、海外第Ⅱ相及びⅢ相試験用
として高濃度原薬を供給するため、添加剤は原薬処方Bと同一のままで、本薬濃度のみを
25mg/Lに変更した（原薬処方C）。 
その後、海外第Ⅱ相及びⅢ相試験用の原薬製造において、工程の頑健性向上のため、

の処理濃度を変更するとともに、凝集体の除去性能向上のため、陽イオン交換カラムの種類

を から に変更した（製法D）。製法Cで細胞株を107N
からG7に変更することで原薬中の凝集体量が増加したが、製法Dではこれが減少した。 
海外第Ⅱ相及びⅢ相試験、海外市販用及びバリデーション用の原薬製造時には、 mLア

ンプルのWCBを用いる際、 に直接播種することも可能とした（製法E）。
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なお、これらの原薬には原薬処方Cを用いた。電荷の異なる不純物や は製造時期によ

り若干変動を示し、酸性領域の割合は製法Bで %、製法Dで %、製法Eでは %であっ
た。また、G1の割合は製法B～製法Dでは ～ %であったのに対して製法Eでは %であっ
た。力価の変動は認められなかった。 
国内臨床試験用及び国内製造販売予定の製剤に用いる原薬は、製法Eで製造され原薬処方

Cである。なお、製法が異なる原薬の品質評価結果並びに非臨床及び臨床試験の結果から、
製造工程の変更による品質の影響は認められないと判断されている。 
 
2）原薬 
（1）構造・組成 
特性解析として、ペプチドマップ（アミノ酸配列確認）、N末端アミノ酸配列、C末端ア
ミノ酸配列、スルフヒドリル基、ジスルフィド結合、糖鎖構造解析（マトリックス支援レー

ザー脱離イオン化－飛行時間型（MALDI-TOF）質量分析及び  

標識キャピラリー電気泳動（ 標識 CE））、糖鎖結合位置の解析（トリプシン
ペプチドマップ、 分解 Lys-C ペプチドマップ及び還元/S-カルボキシル化（CM 化）
Lys-Cペプチドマップ）、糖鎖結合率の解析（還元 SDS-キャピラリー電気泳動（CE-SDS）、
トリプシンペプチドマップ及び還元ベバシズマブの質量分析）、シアル酸含量、分子量、糖

化（糖化部位解析、糖化ベバシズマブの相対量）、酸化率、脱アミド化、等電点（キャピラ

リー等電点電気泳動（cIEF）、ゲル等電点電気泳動）、紫外吸収スペクトル、SEC、CpB消
化前後の IEC、還元・非還元 SDS-PAGE、還元・非還元 CE-SDS、HUVEC増殖阻害活性
測定による類縁物質の力価、抗原特異性、生物学的性質（VEGF 結合活性、キナーゼ受容
体活性化阻害、HUVEC増殖阻害活性）について検討がなされている。 
・ 分解又は CM化 Lys-Cペプチドマップ及びその LC/MSの結果は、アミノ酸配列
から予測されたものと一致し、同定されたアミノ酸残基は予測された残基の %に相
当した。なお、MS/MSによる分子量測定も行われた。 

・ H鎖、L鎖の N末端及び L鎖の C末端アミノ酸配列には欠損や不均一性が検出されな
かった。H鎖の C末端残基には Gly452及び Lys453が検出された。細胞株 107N由来の
初代標準物質の Lys453の割合は、約 %であり、細胞株 G7由来の現行標準物質及びバ
リデーションロットでは ～ %であった。 

・ 32カ所の Cys残基のうち 残基（ 組）のジスルフィド結合が確認された。 
・ MALDI-TOF-MSを用いて N-グリコシダーゼ F（PNGaseF）消化ペプチドの糖鎖構造
を推定した後、 標識 CEでそれぞれの存在比が算出された。主要糖鎖は両非還元
末端が N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）であるフコシル化 2本鎖複合型糖鎖（G0）
で、次に含量の多い糖鎖はその非還元末端片側がガラクトース（Gal）である G1（1-6）
と G1（1-3）であった。また、両非還元末端が Galである G2も複数のロットで僅かに
認められた。更に、 型（ ）、　 型（ ）、

型（ 、 ）の糖鎖も僅かに認められた。

・ トリプシン、 分解及び CM化 Lys-Cペプチドマップにより糖鎖は H鎖の Asn303

にのみ結合しており、還元 CE-SDSによる分析からは H鎖の ～ %が、トリプ
シンペプチドマップからは ～ %が、還元ベバシズマブの質量分析からは ～

 %が糖鎖結合型であると算出された。 
・ シアル酸含量は、 誘導化法により ～ mol/molベバシズ
マブであると算出された。 
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・ エレクトロスプレーイオン化-質量分析（ESI-MS）の結果より、主要ピークは Da
であり、この値は 452残基の H鎖二分子それぞれに G0が一分子ずつ結合（G0/G0）し
た時の理論値 Daによく一致した。他にマイナーピークである Da成分
は G0/G1と、 Da成分は G1/G1と考えられた。更に少ないマイナーピークであ
る Da及び Daは、それぞれ 及び 型と考えられ

た。 
・ クロマトグラフィー（ ）の非保持成分及び保持成分を分画

し、脱糖鎖後、ESI-MS にて解析した結果、 保持成分の約 %が糖化成分である
ことが確認された。非保持成分及び保持成分をトリプシンペプチドマップにより解析し

た結果、L鎖に カ所及び H鎖に カ所、計 カ所で糖化が確認された。CDR領域に
は糖化は観察されなかった。糖化ベバシズマブの割合は ～ %であった。 

・ 分解 Lys-Cペプチドマップ解析の結果、Metの一部に酸化が認められた（Met
及びMet のそれぞれ ～ %及び ～ %が酸化）。 

・ 還元／CM 化後トリプシン消化の LC/MS 及びエドマン分解解析の結果、 と

の脱アミド化が確認された。 
・  cIEF及びゲル等電点電気泳動の結果、本薬の pIは と推定された。 
・ SDS-PAGE（銀染色）により、非還元時 本のバンドが、還元時 本のバンドが確認

され、 抗ヒト IgG抗体による免疫ブロット及びゲル内トリプシン消化後の質量分析
により、すべて本薬に関連することが確認された。また、CE-SDS では #類縁物質A及
び   #類縁物質B            の解析が可能であり、計 7ロット測定の結果、糖鎖非結合体は ～ %
で、その標準物質に対する比活性（相対力価）は %であった。 

・ 本薬の起源である muMAb A4.6.1は PDGF、酸性 FGF、EGF、NGF及び HGFに対
する交差反応性は認められず（Growth Factors 1992; 7: 53-64）、種間交差反応性試験
においてヒト VEGF165と交差反応性を示し、ウサギ VEGFに低い交差反応性が認めら
れた。VEGFは VEGF121、VEGF165、VEGF189及び VEGF206のアイソフォームが存在

するが、大半の組織及び腫瘍内における主要分子種である可溶性の VEGF165 に対する

本薬の Kd値は 1.1nmol/Lであった。 
・ サンドイッチ ELISA法により本薬の VEGF結合活性を測定したところ、VEGFと濃度
依存的に結合することが確認された。なお、補体依存性細胞障害（CDC）活性及び抗体
依存性細胞障害（ADCC）活性は示さなかった。 

・ KDR（kinase insert domain receptor）を導入した CHO細胞に対する VEGF刺激に
よるリン酸化受容体を検出する ELISA を用いたキナーゼ受容体活性化阻害測定の結果、
受容体のリン酸化を濃度依存的に阻害することが確認された。 

・ ベバシズマブ類縁物質の相対力価が HUVEC 増殖阻害活性測定により算出され、酸化
体、糖化体、糖鎖非結合体、SEC主ピーク、IEC主ピークの相対力価はそれぞれ、 %、

%、 %、 %、 %であり、これらは目的物質及び目的物質関連物質とされた。
また、二量体+高分子量の凝集体、ベバシズマブ切断体、IECの酸性領域、IECの塩基
領域の相対力価は、それぞれ %、定量限界以下、 %、 %であり、これらは目的物
質由来不純物とされた（「2. 品質に関する資料 2）（2）不純物」の項参照）。 

 
（2）不純物 
不純物として、目的物質由来不純物及び製造工程由来不純物について検討がなされている。 
目的物質由来不純物には、ベバシズマブの切断体及び凝集体と電荷の異なる不純物（IEC

 

# 新薬承認情報提供時に置き換えた 
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