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(57)【要約】
　本発明はミルク抽出物のアンギオゲニンを濃縮する方
法であって、サイズ、電荷又はイムノアフィニティーに
よる分離を含むそのような方法を提供する。本発明は、
この方法により製造されたアンギオゲニン濃縮抽出物を
提供し、且つそれを含む医薬組成物及び栄養補助食品組
成物、更にはアンギオゲニンによって治療可能な種々の
疾病又は障害を治療するための食品も提供する。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）ミルク試料に存在するアンギオゲニンが捕捉剤と相互作用してアンギオゲニン－捕
捉剤複合体を生成するように、ミルク試料をアンギオゲニンと相互作用する捕捉剤に接触
させる工程、
（ｂ）前記複合体をミルク試料から分離する工程、
（ｃ）前記複合体中の捕捉剤からアンギオゲニンを遊離させる工程、及び
（ｄ）工程（ｃ）からアンギオゲニンを回収し、アンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を
含む方法。
【請求項２】
　前記捕捉剤は支持体に固定化されている、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記捕捉剤は抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）アンギオゲニンと相互作用する抗体を固定化した支持体にミルク試料を添加し、こ
こでミルク試料に存在するアンギオゲニンが支持体上の抗体と相互作用してアンギオゲニ
ン－抗体複合体を生成する工程、
（ｂ）前記抗体と相互作用しないミルク試料に存在する成分を前記支持体から洗い落すこ
とにより、ミルク試料から前記複合体を分離する工程、
（ｃ）前記複合体中の抗体からアンギオゲニンを遊離させる工程、及び
（ｄ）工程（ｃ）からアンギオゲニンを回収し、アンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を
含む方法。
【請求項５】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）液相のミルク試料を、前記ミルク試料の成分をそのサイズに基づいて分離可能な第
二の相に添加する工程、及び
（ｂ）前記ミルク試料の他の成分から分離されたアンギオゲニンを回収することにより、
アンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を含み、
　工程（ａ）に先立ち、前記ミルク試料をレンネット処理又は酸沈澱に付さないか、或い
は前記ミルク試料がホエイ又はホエイ分画でない方法。
【請求項６】
　前記第二の相は半透過性相である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記半透過性相は３０ｋＤａ未満のサイズの成分をパーミエートとして前記半透過性相
を通過させることができる、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　アンギオゲニンは前記半透過性相をパーミエートとして通過する、請求項７に記載の方
法。
【請求項９】
　前記半透過性相は１０ｋＤａ未満のサイズの成分をパーミエートとして前記半透過性相
を通過させることができる、請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　アンギオゲニンは前記半透過性相に残余分として保持される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ミルク試料はシリンジ、圧縮ガス、ポンプ、遠心力又はそれらの組み合わせによっ
て加えられる力によって前記半透過性相を強制透過させられる、請求項５に記載の方法。
【請求項１２】
　前記第二の相は半透過性膜である、請求項５に記載の方法。
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【請求項１３】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）液相のミルク試料を、前記ミルク試料の成分をそのサイズに基づいて分画に分離可
能な第二の相に添加する工程、及び
（ｂ）これらのアンギオゲニンを含む分画を同定し、該分画を回収することによってアン
ギオゲニン濃縮生成物を得る工程を含む方法。
【請求項１４】
　前記第二の相はサイズ排除樹脂である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記樹脂は分子量約１０～２０ｋＤａのタンパク質を分離する、請求項１４に記載の方
法。
【請求項１６】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）流動する水性ミルク試料にミルク流を横断する方向に電場を印加する工程、
（ｂ）電場が印加されたミルク流の分画を回収する工程、及び
（ｃ）これらのアンギオゲニンに関して濃縮された分画を同定し、該分画を回収すること
によってアンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を含む方法。
【請求項１７】
　前記方法は変性条件下で行う、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記水性ミルク流はｐＨ勾配をもたらす緩衝液媒体中で行う、請求項１６に記載の方法
。
【請求項１９】
　前記勾配はｐＨ８～１１の範囲である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　さらに前記アンギオゲニン濃縮生成物を一以上のアンギオゲニン濃縮工程に付す工程を
含む、先の請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　前記一以上のアンギオゲニン濃縮工程は、カチオン交換クロマトグラフィー、フリーフ
ロー電気泳動を含む電気泳動、サイズ排除クロマトグラフィー及び限外濾過からなる群か
ら選択される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ミルク試料は全乳、スキムミルク、バターミルク、ホエイ、ホエイ分画及び初乳か
ら選択される、先の請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　先の請求項のいずれかの方法により調製されるアンギオゲニン濃縮生成物。
【請求項２４】
　請求項２３に記載のアンギオゲニン濃縮生成物の食品用物質、栄養補助食品、医薬品又
は獣医学品の調製における使用。
【請求項２５】
　請求項２３に記載のアンギオゲニン濃縮生成物を含む食品用物質、栄養補助食品及び医
薬品又は獣医学品。
【請求項２６】
　スポーツ栄養サプリメント又は食品サプリメント、或いは幼児、アスリート、高齢者又
は虚弱者用の食品サプリメントである、請求項２５に記載の食品用物質。
【請求項２７】
　請求項２３に記載のアンギオゲニン濃縮生成物を含む医薬組成物又は獣医学組成物。
【請求項２８】
　請求項２３に記載のアンギオゲニン濃縮生成物のウイルス、バクテリア又は真菌及びそ
れらの毒素によって起こされる疾病、或いは血管新生の刺激が必要とされる疾病の治療又
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は予防のための医薬品の調製における使用。
【請求項２９】
　請求項２３に記載のアンギオゲニン濃縮生成物の、粘膜表面の感染を引き起こす病原体
を標的とする栄養補助食品、医薬品又は獣医学品の成分としての使用。
【請求項３０】
　粘膜表面の感染を引き起こす病原体を標的とする方法であって、請求項２５に記載の栄
養補助食品、医薬品又は獣医学品、或いは請求項２７に記載の組成物の有効量を被験体に
投与する工程を含む方法。
【請求項３１】
　ウイルス、バクテリア又は真菌及びそれらの毒素によって起こされる疾病、或いは血管
新生の刺激が必要とされる疾病の治療及び／又は予防の方法であって、請求項２５に記載
の栄養補助食品、医薬品又は獣医学品、或いは請求項２７に記載の組成物の有効量を被験
体に投与する工程を含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法、及びそのような生成物
の食品添加物、栄養補助食品、医薬品又は獣医学品としての使用若しくは治療用組成物調
製のための使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アンギオゲニンは、血管内皮細胞、大動脈平滑筋細胞、フィブロブラスト等の増殖細胞
及び直腸ガン、卵巣ガン、乳ガン等の腫瘍によって生産される分子量１４ｋＤａの非グリ
コシル化ポリペプチドである。アンギオゲニンは、正常ヒト血漿、ウシ血漿、ウシ乳（bo
vine milk）、マウス、ウサギ及びブタの血清等の種々の原料から単離されている。各原
料においてアンギオゲニンは低濃度（ウシ乳中１２ｍｇ／Ｌ未満、ヒト血漿中１５０μＬ
／Ｌ未満）で存在する。
【０００３】
　アンギオゲニンは強力な血管新生刺激剤としてのみならず、他の種々の活性を有する。
これらにはシミ等の皮膚トラブルの除去能、免疫応答の調節、多形核白血球の自己分解防
止及び全身の細菌・真菌性病原体に対する殺菌活性等の能力が含まれる。このタンパク質
の知られている生理機能に基づいて、医薬品、ダイエタリー食品サプリメント、化粧品に
おけるアンギオゲニンの種々の応用が考えられている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　これらの応用におけるアンギオゲニンの使用には、このタンパク質を適切な原料から商
業スケールで調製するための効率的な方法が必要である。従って、本発明の好ましい形態
の目的は、このような方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　ウシ乳は大変豊富に得られるものである一方、ウシ乳にはアンギオゲニンが低濃度でし
か存在せず、ミルク中に存在するイムノグロブリン、ラクトフェリン、ラクトペルオキシ
ダーゼ等のある種のタンパク質がアンギオゲニンをマスクしてしまい、精製が阻害される
ため、アンギオゲニンの原料としての使用は好ましくない。本発明者らは、次の第一～第
五の態様及び国際特許出願公報（ＷＯ２００８／０５５３１０に公開）に記載する、ミル
ク分画をアンギオゲニンに関して濃縮するための数種の方法を見出した。これら方法のそ
れぞれによってミルクからアンギオゲニン濃縮生成物を得ることができる。
【０００６】
　本発明はその第一の態様において、ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方
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法であって、
（ａ）ミルク試料に存在するアンギオゲニンが捕捉剤と相互作用してアンギオゲニン－捕
捉剤複合体を生成するように、ミルク試料をアンギオゲニンと相互作用する捕捉剤に接触
させる工程、
（ｂ）前記複合体をミルク試料から分離する工程、
（ｃ）前記複合体中の捕捉剤からアンギオゲニンを遊離させる工程、及び
（ｄ）工程（ｃ）からアンギオゲニンを回収し、アンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を
含む方法を提供する。
　第一の態様の一実施形態においては、前記捕捉剤は支持体に固定化されている。
　第一の態様の更なる実施形態においては、前記捕捉剤は抗体である。
【０００７】
　本発明はその第二の態様において、ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方
法であって、
（ａ）アンギオゲニンと相互作用する抗体を固定化した支持体にミルク試料を添加し、こ
こでミルク試料に存在するアンギオゲニンが支持体上の抗体と相互作用してアンギオゲニ
ン－抗体複合体を生成する工程、
（ｂ）前記抗体と相互作用しないミルク試料に存在する成分を前記支持体から洗い落すこ
とにより、ミルク試料から前記複合体を分離する工程、
（ｃ）前記複合体中の抗体からアンギオゲニンを遊離させる工程、及び
（ｄ）工程（ｃ）からアンギオゲニンを回収し、アンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を
含む方法を提供する。
　第一又は第二の態様の一実施形態においては、前記方法はイムノアフィニティークロマ
トグラフィーを含む。
【０００８】
　本発明はその第三の態様において、ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方
法であって、
（ａ）液相のミルク試料を、前記ミルク試料の成分をそのサイズに基づいて分離可能な第
二の相に添加する工程、及び
（ｂ）前記ミルク試料の他の成分から分離されたアンギオゲニンを回収することによりア
ンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を含み、
工程（ａ）に先立ち、前記ミルク試料をレンネット処理又は酸沈澱に付さないか、或いは
前記ミルク試料がホエイ又はホエイ分画でない方法を提供する。
【０００９】
　第三の態様の一実施形態においては、前記第二の相は半透過性相である。
【００１０】
　第三の態様の他の実施形態においては、前記半透過性相は２０ｋＤａ未満のサイズ、或
いは５０ｋＤａ未満のサイズの成分をパーミエートとして前記半透過性相を通過させるこ
とができる。好ましい一実施形態においては、前記半透過性相は３０ｋＤａ未満のサイズ
の成分をパーミエートとして前記半透過性相を通過させることができる。このような各種
実施形態においては、アンギオゲニンは前記半透過性相をパーミエートとして通過する。
【００１１】
　第三の態様の更に他の実施形態においては、前記半透過性相は１０ｋＤａ未満のサイズ
の成分をパーミエートとして前記半透過性相を通過させることができる。このような実施
形態においては、アンギオゲニンは前記半透過性相に残余分として保持される。
【００１２】
　第三の態様の更に他の実施形態においては、前記ミルク試料は半透過性相を強制透過さ
せられる。
【００１３】
　第三の態様の一実施形態においては、前記ミルク試料はシリンジ、圧縮ガス、ポンプ、
遠心力又はそれらの組み合わせによって加えられる力によって、半透過性相を強制透過さ
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せられる。
【００１４】
　第三の態様の一実施形態においては、前記第二の相は半透過性膜である。
【００１５】
　第三の態様の他の実施形態においては、前記方法は限外濾過を含む。
【００１６】
　本発明はその第四の態様において、ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方
法であって、
（ａ）液相のミルク試料を、前記ミルク試料の成分をそのサイズに基づいて分画に分離可
能な第二の相に添加する工程、及び
（ｂ）これらのアンギオゲニンを含む分画を同定し、該分画を回収することによってアン
ギオゲニン濃縮生成物を得る工程を含む方法を提供する。
【００１７】
　第四の態様の一実施形態においては、前記方法はサイズ排除クロマトグラフィーを含む
。
【００１８】
　第四の態様の更なる実施形態においては、前記第二の相はサイズ排除樹脂である。
【００１９】
　第四の態様の一実施形態においては、前記樹脂は分子量約１０～２０ｋＤａのタンパク
質を分離する。
【００２０】
　本発明はその第五の態様において、ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方
法であって、
（ａ）流動する水性ミルク試料にミルク流を横断する方向に電場を印加する工程、
（ｂ）電場が印加されたミルク流の分画を回収する工程、
（ｃ）これらのアンギオゲニンに関して濃縮された分画を同定し、該分画を回収すること
によってアンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を含む方法を提供する。
【００２１】
　第五の態様の一実施形態においては、前記方法はフリーフロー電気泳動を含む。このフ
リーフロー電気泳動は、等電点電気泳動、ゾーン電気泳動、等速電気泳動、フィールドス
テップ電気泳動及びフィールドフロー分画からなる群から選択することができる。更に、
このフリーフロー電気泳動は、連続フリーフロー電気泳動であってもインターバルフリー
フロー電気泳動であってもよい。
【００２２】
　更なる実施形態においては、前記方法は変性条件下で行う。
【００２３】
　第四の態様の更なる実施形態においては、前記水性ミルク流はｐＨ勾配をもたらす緩衝
液媒体中で行う。一実施形態においては、前記勾配はｐＨ８～１１の範囲である。
【００２４】
　第一～第五の態様のいずれか一つの更なる実施形態においては、前記アンギオゲニン濃
縮生成物は一以上のアンギオゲニン濃縮工程に付される。一以上のアンギオゲニン濃縮工
程は、カチオン交換クロマトグラフィー、フリーフロー電気泳動を含む電気泳動、サイズ
排除クロマトグラフィー及び限外濾過からなる群から選択することができる。これは、ア
ンギオゲニン分画の純度が問題とされる場合、例えばアンギオゲニンの医薬的使用に関し
て特にである。しかしながら、第一及び第二の態様の方法は、捕捉剤の特異性に依存して
比較的高純度のアンギオゲニン濃縮生成物を提供し得ることが期待される。前記捕捉剤が
アンギオゲニン特異的抗体である場合、高純度が見込まれる。
【００２５】
　本発明はその第六の態様において、第一～第五の態様のいずれか一つの態様に従う方法
によって調製されるアンギオゲニン濃縮生成物を提供する。
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【００２６】
　本発明はその第七の態様において、本発明の第六の態様に従うアンギオゲニン濃縮生成
物の食品用物質、栄養補助食品、医薬品又は獣医学品の調製における使用を提供する。
【００２７】
　本発明はその第八の態様において、本発明の第六の態様に従うアンギオゲニン濃縮生成
物を含む食品用物質、栄養補助食品、医薬品又は獣医学品を提供する。
【００２８】
　第七又は第八の態様の一実施形態においては、前記食品用物質はスポーツ栄養サプリメ
ント又は食品サプリメント、特に幼児、アスリート（特に優れたアスリート）、高齢者又
は虚弱者用の食品サプリメントである。
【００２９】
　本発明はその第九の態様において、本発明の第六の態様に従うアンギオゲニン濃縮生成
物を含む医薬組成物又は獣医学組成物を提供する。
【００３０】
　本発明はその第十の態様において、本発明の第六の態様に従うアンギオゲニン濃縮生成
物のウイルス、バクテリア又は真菌及びそれらの毒素によって起こされる疾病、或いは血
管新生の刺激が必要とされる疾病の治療及び／又は予防のための医薬品の調製における使
用を提供する。
【００３１】
　本発明はその第十一の態様において、本発明の第六の態様に従うアンギオゲニン濃縮分
画の、粘膜表面の感染を引き起こす病原体を標的とする栄養補助食品、医薬品又は獣医学
品の成分としての使用を提供する。
【００３２】
　本発明はその第十二の態様において、粘膜表面の感染を引き起こす病原体を標的とする
方法であって、本発明の第八の態様に従う栄養補助食品、医薬品又は獣医学品、又は本発
明の第九の態様に従う組成物の有効量を被験体に投与する工程を含む方法を提供する。
【００３３】
　本発明の第十一又は第十二の態様の一実施形態においては、粘膜表面は鼻、目、耳、肺
、乳房及び膣の粘膜を含むことができる。
【００３４】
　本発明はその第十三の態様において、ウイルス、バクテリア又は真菌及びそれらの毒素
によって起こされる疾病、或いは血管新生の刺激が必要とされる疾病の治療及び／又は予
防の方法であって、本発明の第八の態様に従う栄養補助食品、医薬品又は獣医学品、又は
本発明の第九の態様に従う組成物の有効量を被験体に投与する工程を含む方法を提供する
。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】図１は、シプロルビー（Sypro Ruby、モレキュラープローブズ社）で染色し、プ
ロＸプレス（Proxpress、パーキンエルマー社）イメージングシステム上で５秒露光して
イメージ化した一次元ＳＤＳポリアクリルアミドゲルを示す。レーン１、２及び３は、１
）分子量標準、２）ミルク誘導分画、３）ミルク分画とのインキュベーション後、抗アン
ギオゲニンＩｇＧ標識プロテインＧダイナビーズからの溶離液である。
【図２】図２は、イムノアフィニティ精製後のアンギオゲニンのウエスタンブロット解析
を示す。アンギオゲニンは０．５μｇの抗ウシマウスモノクローナル（クローン１Ｂ１４
Ｄ４）で検出し、二次抗体はＩＲＤｙｅ ８００ＣＷヤギ抗マウスＩｇＧ（リコール社）
であり、オデッセイ赤外線画像装置（リコール社）上で撮影した。レーンは、１）分子量
標準、２）ミルク誘導分画、３）ミルク分画とのインキュベーション後、抗アンギオゲニ
ンＩｇＧ標識プロテインＧダイナビーズからの溶離液である。
【図３】図３は、アンギオゲニン欠乏残余分と３０－ｋＤａ膜を用いた限外濾過により調
製されたアンギオゲニン濃縮パーミエートとを比較した電気泳動による分離を示す。レー
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ンは、１、分子量標準；２、残余分の２Ｄ ＰＡＧＥ分析；３、残余分の１Ｄ ＰＡＧＥ分
析；４、アンギオゲニン濃縮パーミエートの１Ｄ ＰＡＧＥ分析；５、分子量標準；６、
アンギオゲニン濃縮パーミエートの２Ｄ ＰＡＧＥ分析である。アンギオゲニンの位置を
丸で囲んで示す。
【図４】図４は、トリス－トリシンＰＡＧＥゲルを示す。ＷＧＦＥの分離、及びＷＧＦＥ
のＵＦ分離又はＷＧＦＥの熱沈澱によって得られた分画を示す。（レーンは、１、分子量
標準；２、熱処理ＷＧＦＥ；３、熱処理ＷＧＦＥ；４、空；５、１００ｋＤａパーミエー
ト；６、５０ｋＤａパーミエート；７、３０ｋＤａパーミエート；８、１０ｋＤａパーミ
エート；９、空；１０、未分画ＷＧＦＥ）。アンギオゲニンの位置を黒三角で示す。
【図５】図５は、アンギオゲニン単離のためのセファクリルＳ－１００ＨＲによるＷＧＦ
Ｅの分離を示す（－２８０ｎｍシグナルにおける吸光度、－フラクションコレクターシグ
ナル、｜プールスタート／エンド）。
【図６】図６は、アンギオゲニン単離のためのセファクリルＳ－３００ＨＲによるＷＧＦ
Ｅの分離を示す（－２８０ｎｍシグナルにおける吸光度、－フラクションコレクターシグ
ナル、｜プールスタート／エンド）。
【図７】図７は、アンギオゲニン単離のためのスーパローズ１２によるＷＧＦＥの分離を
示す（－２８０ｎｍシグナルにおける吸光度、－フラクションコレクターシグナル、｜プ
ールスタート／エンド）。
【図８】図８は、ＷＧＦＥの分離及びＷＧＦＥのＳＥＣ分離によって得られた分画を示す
トリス－トリシンＰＡＧＥゲルである（レーンは、１、未分画ＷＧＦＥ；２、空；３、Ｓ
－１００ＨＲプールＡ；４、Ｓ－１００ＨＲプールＢ；５、Ｓ－１００ＨＲプールＣ；６
、Ｓ－１００ＨＲプールＤ；７、空；８、Ｓ－１００ＨＲプールＥ；９、空；１０、分子
量標準である）。アンギオゲニンの位置を黒三角で示す。
【図９】図９は、ＷＧＦＥの分離及びＷＧＦＥのＳＥＣ分離によって得られた分画を示す
トリス－トリシンＰＡＧＥゲルである（レーンは、１、空；２、Ｓ－３００ＨＲプールＡ
；２、Ｓ－３００ＨＲプールＡ；３、Ｓ－３００ＨＲプールＢ；４、Ｓ－３００ＨＲプー
ルＣ；５、空；６、スーパローズ１２プールＡ；７、スーパローズ１２プールＢ；８、空
；９、未分画ＷＧＦＥ；１０、分子量標準である）。アンギオゲニンの位置を黒三角で示
す。
【図１０】図１０は、ミルク誘導タンパク質溶液をｐＨ３～５、ｐＨ５～６．５、ｐＨ６
．５～８及びｐＨ８～１１の各分画に分画して行った溶液内等電点電気泳動実験における
タンパク質分離の二次元ゲル電気泳動分析を示す。ｐＨ８～１１の分画中約８０％のタン
パク質がアンギオゲニンとして同定される。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　本発明者らは、入手容易な出発物質、ミルク、特にウシ乳から効率的な方法でアンギオ
ゲニンを濃縮及び単離可能ならしめる方法の必要性を認識してきた。これらの方法には高
度に精製されたアンギオゲニン分画を研究スケールで提供するものもあり、また、商業的
に実施可能なプロセスを提供するものもある。
【００３７】
　本発明の第一及び第二の態様においては、アンギオゲニンタンパク質と相互作用する捕
捉剤を用いて、ミルク試料に存在するアンギオゲニンタンパク質を、試料中に存在する他
のタンパク質や物質から分離する方法が提供される。
【００３８】
　本発明の第一又は第二の態様の更なる実施形態においては、ミルク試料を前記接触剤と
接触させる前に、前記捕捉剤又は抗体の非存在下において前記ミルク試料を前処理用支持
体及び分離支持体に添加することによって、ミルク試料中に存在し前記支持体と非特異的
に相互作用する物質がミルク試料から除去される。
【００３９】
　本発明の第一又は第二の態様の一実施形態においては、前記支持体はポリマー系及び／
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又はアガロース系である。例えば、前記支持体はダイナビーズプロテインＧであってもよ
い。
【００４０】
　本発明の第一又は第二の態様の更なる実施形態においては、前記抗体はポリクローナル
抗体又はモノクローナル抗体であるが、モノクローナル抗体であることが好ましい。適切
な抗ウシアンギオゲニン抗体としては、忠北大学校（大韓民国、忠北道、清洲）の生化学
科より得られるモノクローナル抗体クローン番号１Ｂ１４Ｄ４が挙げられる。
【００４１】
　本発明の第一又は第二の態様のより更なる実施形態においては、前記捕捉剤又は抗体は
共有結合によって支持体に固定化されている。
【００４２】
　本明細書において「捕捉剤」とは、アンギオゲニンタンパク質と「相互作用」できてア
ンギオゲニン－捕捉剤複合体を生成するものを言う。好ましくは、この相互作用によりア
ンギオゲニンタンパク質を固定化せしめる。理想的には、この捕捉剤はミルク試料に存在
するアンギオゲニンタンパク質のみに特異的であるが、当業者であればミルク試料の他の
成分も捕捉剤と非特異的に相互作用し得ることが理解されよう。従って、最小限の非特異
的結合性を示す捕捉剤が選ばれる。
【００４３】
　適切な捕捉剤は特に限定されないが、アンギオゲニンに対する抗体、ぺプチド又はタン
パク質（アンギオゲニンに結合するもの、例えばフォリスタチンを含む）、化学物質、レ
セプター、リガンド、アプタマー、多糖類、脂質、ホルモン等が挙げられる。捕捉剤は抗
体又はそれらの機能フラグメントであることが好ましい。
【００４４】
　一実施形態においては、前記捕捉剤は、配列の同一性が３０％であるにもかかわらずリ
ボヌクレアーゼ４とアンギオゲニンとを区別できる。
【００４５】
　前記捕捉剤とアンギオゲニンとの相互作用は、アンギオゲニンが最終的に捕捉剤から単
離できるよう可逆的である必要がある。この相互作用は直接的であり得るが、捕捉剤のア
ンギオゲニンへの相互作用が、例えば捕捉剤とアンギオゲニンを結合させるリンカー分子
、ペプチド等の第三（又はそれ以上）の剤によって媒介されるよう間接的であってもよい
。
【００４６】
　一実施形態においては、前記捕捉剤は支持体に結合するか「固定化」される。本明細書
において「支持体」とは、捕捉剤が結合する物質のことを意味する。この支持体は固体の
支持体であってもよい。適切な支持体の例としては、セファロース、ニトロセルロース、
ナイロン、ポリビニリデンジフルオライド（ＰＶＤＦ）、ガラス、プラスチック、ゲル、
ゾル、セラミック、金属及びこれらの誘導体等のポリマー系及び／又はアガロース系マト
リックス支持体が挙げられる。
【００４７】
　捕捉剤は支持体に直接的に或いは間接的に結合することができる。捕捉剤は支持体上に
高密度で直接的に或いは間接的に付着することができる。例えば、プロテインＡ又はＧは
支持体にプリントすることができる。次いで、アンギオゲニンに対する抗体等の捕捉剤は
、プロテインＡ又はＧとの相互作用によって支持体とカップリングすることができる。こ
の方法は、抗体の定常領域をプロテインＡ又はＧと結合させることにより、抗体の可変領
域（アンギオゲニン結合ドメイン）をアンギオゲニンと相互作用するように完全に露出さ
せることができる点で有利である。
【００４８】
　また、捕捉剤は、ポリマー、エラストマー或いは他の適切な膜材料からなる膜である支
持体に結合することもできる。このような材料の例としては、限定されないが、ＰＶＤＦ
、ニトロセルロース、ナイロン及びこれらの変性体が挙げられる。本発明は、ノーザンブ
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ロット解析、サザンブロット解析又はウエスタンブロット解析で用いる当業者に知られて
いるようないずれの材料の使用も意図している。本発明の目的に望ましい膜の特別な特徴
としては、大量のアンギオゲニンタンパク質の結合する能力、アンギオゲニンタンパク質
を最小の変性で結合する能力、及びミルク試料中に存在する非アンギオゲニン成分の結合
を最小限とする能力が挙げられる。
【００４９】
　第一及び第二の態様は、アンギオゲニンと捕捉剤として作用するアンギオゲニン抗体と
の間の可逆的親和性相互作用に依存する。
【００５０】
　このように抗体を用いる本発明の方法は、通常、イムノアフィニティークロマトグラフ
ィーと呼ばれる。この際、アンギオゲニン特異的抗体は支持体上に固定化されて、活性免
疫吸着剤が得られる。次いで、この活性免疫吸着剤を、精製すべき不均一なタンパク質試
料を受け入れる準備の整ったカラムに充填する。タンパク質の複合体混合物を含むミルク
試料をこの免疫吸着剤に添加するか、免疫吸着剤に通過させるかすると、試料中に存在す
るアンギオゲニンタンパク質は抗体と相互作用して、アンギオゲニン－抗体複合体を形成
し、試料中に存在する他のタンパク質及び物質はカラムを通って洗いおとされる。次いで
、抗体とアンギオゲニンとの可逆的な相互作用を中断して、高度精製生成物をアンギオゲ
ニンが濃縮されたカラムからの溶出液として得る。
【００５１】
　本明細書において、「アンギオゲニン抗体」或いは「抗体」とは、ポリクローナル及び
モノクローナル抗体の両タイプを含む。更に「抗体」は、未処理のイムノグロブリン分子
、キメラなイムノグロブリン分子又はＦａｂ又はＦ（ａｂ'）2フラグメントである。本明
細書において定義される抗体は単鎖抗体（ＳｃＦｖ）も含むが、これは結合ＶHドメイン
及びＶLドメインを含み、抗体の未変性イディオトープの構造と特異的結合活性を保持し
ている。このような単鎖抗体は当技術分野でよく知られており、標準的な方法によって製
造することができる。この抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ及びＩｇＭのいずれ
のアイソタイプであり得る。この抗体又は抗体フラグメントは、現在知られているもの又
は今後知られるであろうものを包含することは明白に理解されよう。
【００５２】
　アンギオゲニンに対するポリクローナル抗体は、当技術分野で知られた技法によって得
ることができる。例えば、ポリクローナルアンギオゲニン抗体は、ウサギ又はヤギを免疫
化し、得られた血清からイムノグロブリン分画を精製することによって得ることができる
。得られた抗体は、免疫源として用いたアンギオゲニンタンパク質の様々な部分と結合す
ることができる種々の特異性を有する抗体の混合物を呈する。
【００５３】
　アンギオゲニンに対するポリクローナル抗体は、商品として購入することもできる（例
えばカルビオケム（米国）、ライフスパンバオイオサイエンス（米国）、Ｒ＆Ｄシステム
ズ（米国））。
【００５４】
　ポリクローナル抗体は容易に製造することができるが、イムノアフィニティークロマト
グラフィーに供するには幾つか不都合がある。例えば、ポリクローナル抗体はエピトープ
特異性及び結合性に関して不均一であり、タンパク製造中に不要な抗体が微量の不純物に
変化することを回避するには、高純度の抗原を用いなければならない。更に、抗体の調製
は、ある免疫化動物から他への動物へ完全に再現性があるとは言えず、これにより一貫性
のある物質を大量に得ることが困難となる。従って、本発明においてアンギオゲニンポリ
クローナル抗体は使用可能であるとはいえ、第一の選択肢とはならない。
【００５５】
　アンギオゲニンモノクローナル抗体を使用することができる。アンギオゲニンに対する
モノクローナル抗体は、培養における連続的株細胞による抗体分子の製造に提供されるい
かなる技法を用いても調製することができる。これら技法は限定されないが、ハイブリド
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ーマ法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法及びＥＢＶ－ハイブリドーマ法が当業者に知られて
いるであろう例として挙げられる。アンギオゲニンに対するモノクローナル抗体は、商品
として購入することもできる（例えばアビーム（英国）、ジーンテックス（米国）、ＢＡ
ＣＨＥＭ（米国））。
【００５６】
　モノクローナル抗体は少量のアンギオゲニンを免疫原として用いて製造することができ
るが、このアンギオゲニンは高純度である必要はない。一旦ハイブリドーマ株細胞が確立
すると、その株細胞を用いて、再現可能な特性を有する抗体を限りなく可能な供給量で製
造することができる。更に、モノクローナル抗体は単一エピトープに結合し、均一な結合
及び溶出性を有するであろう。
【００５７】
　免疫吸着剤の性能は、抗体が固定化される支持体の種類に依存する。当業者には、効率
的な免疫吸着剤は、力学的物理的安定性、適切なフロー特性、許容できる圧力低下、最小
限の非特異的結合性、タンパク質-抗体相互作用のための広表面積、及び化学的安定性を
有することが理想的であることが理解されよう。
【００５８】
　この点で、通常、セファローズ等のポリマー系及び／又はアガロース系マトリックス支
持体が用いられ、また、商品として入手可能である。本発明におけるイムノアフィニティ
ークロマトグラフィー法において用いられる支持体用の適切なマトリックスの例としては
、ＣＮＢｒ－活性化セファロース（ＧＥヘルスケア）、エンファーゼ（登録商標）活性化
クロマトグラフィー樹脂（ピアースケミカル）、ＣＭ Ｂｉｏ－Ｇｅｌ Ａゲル（バイオラ
ッド）、ＥＣＨセファロース４Ｂ（ＧＥヘルスケア）、リアクティ－ゲル６Ｘ（ピアース
ケミカル）、プロテインＡ及びＧセファロースＣＬ ４Ｂビーズ（ピアースケミカル）、
ハイトラップＮＨＳ－活性化（ＧＥヘルスケア）及びアフィプレプ１０（バイオラッド）
が挙げられる。
【００５９】
　免疫吸着剤カラムの効率的な機能は、抗体をマトリックスにカップリングさせて抗体を
固定化するために利用する活性化化学に依存する。通常、共有結合が用いられる。当業者
に知られているように、抗体を固相マトリックスに共有結合させるためのプロトコルは種
々あるが、抗体のプロテインＡ又はＧのビーズへのカップリングが最も容易である。プロ
テインＡ又はＧマトリックスは抗体のＦcドメインに特異的に結合する。抗体が結合した
後、二官能性カップリング剤による抗体のプロテインＡ又はＧへの架橋結合によって、相
互作用が安定化する。
【００６０】
　他の方法としては、活性基を含むように化学変性されたマトリックスビーズに抗体をカ
ップリングさせる方法である。活性化されたビーズを抗体と混合すると、抗体は活性部位
と相互作用して、共有結合を形成する。この方法がプロテインＡ又はＧマトリックスの使
用よりも有利であるのは、タンパク質が耐えられる条件よりも過酷な条件においてビーズ
を活性化できるので、当技術分野で知られている一連の活性化プロトコルが利用できるこ
とにある（ポラース及びアクセン、１９７６年、Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｅｎｚｙｍｏｌ．４４
：p１９～４５；スコウテンＷ．Ｈ．、１９８７年、Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｅｎｚｙｍｏｌ．１
３５：p３０～６５も参照）。このアプローチの更なる利点には、上に明示されたような
商品として入手可能な一連の活性化ビーズと、これらカップリング方法の多くが広範な変
性条件に対して安定な結合をもたらすという事実とが含まれる。
【００６１】
　活性基を生ずるためのマトリックスビーズの化学変性は、種々の方法で達成することが
でき、これにはカルボニルジイミダゾール、シアノゲンブロミド、Ｎ－ヒドロキシスクシ
ンイミド（ＮＨＳ）、ヨードアセチル及びトレシルクロリドとの処理が含まれる。
【００６２】
　活性化ビーズとアンギオゲニン抗体とのカップリングは、主に抗体上に存在する第一級
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アミノ基又はスルフヒドリル基によって媒介される。一例として、アフィプレプ（AffiPr
ep）のようなＮＨＳ－活性化マトリックスへの抗体のカップリング（アミノ基を介して）
で官能化免疫吸着剤を生成させることは、次の手順にて達成することができる。エタノー
ルに懸濁させたビーズのスラリー（５０％ｖ／ｖ）として提供される適量の活性化アフィ
プレプマトリックスをシンターガラス漏斗に注ぎ、液体を低真空で吸引する。漏斗に残る
懸濁液をガラス棒で攪拌し、常に湿潤を維持する。活性化ビーズは氷冷の蒸留水で洗って
エタノールを完全に除去する。低真空での吸引でビーズから水を排出させ、３～５ｍｇ／
ｍＬアンギオゲニン抗体のカップリング緩衝液溶液（０．１Ｍ ４－モルスリンプロパネ
ルスルホン酸（ＭＯＰＳ）、０．１ＭＮａＣｌ、ｐＨ７．２）を含むフラスコに、湿潤ビ
ーズを移す。次いで、フラスコの内容物を冷室で一晩又は室温で４時間ゆっくりと混合す
る。このカップリングはビーズ上の活性化エステルと抗体上の反応性アミンとの反応を含
み、この反応は最終的に安定なアミド（共有）結合を形成する。このカップリング工程が
終了した後、ビーズを室温で静置し、次いで上澄みをアスピレーション又はデカンテーシ
ョンで取り除く。次に、ブロッキング溶液（１Ｍエタノールアミン、ｐＨ８．０）を免疫
吸着剤に添加し、室温で１時間ゆっくりと混合する。ブロッキング工程の終了に際し、再
度ビーズを静置し、上澄みを除去する。未利用の活性化部位のブロッキングを確実とする
ために、ブロッキング工程を更に二度繰り返す。
【００６３】
　次に、リガンドカップリング緩衝液（１０ｍＭ トリス ＨＣｌ、５０ｍＭ ＮａＣｌ、
ｐＨ６．８）を抗体カップリングビーズに添加し、室温で１時間ゆっくりと混合する。ビ
ーズからブロッキング溶液を確実に除去するために、この工程をもう４～５回繰り返すこ
とが好ましい。次いで、免疫吸着剤を適量のリガンドカップリング緩衝液に懸濁させ、必
要となるまで４℃に保存する。その後、免疫吸着剤の使用の準備が整い、アンギオゲニン
の結合のために重力にてカラムに充填することができる。
【００６４】
　ミルク試料を調製したビーズのカラムに添加するに先立ち、前記カラムを適切な洗浄緩
衝液にて「平衡化」することができる。適切な洗浄緩衝液の例としては、限定されず、１
０ｍＭ トリスＨＣｌ及び５０ｍＭ ＮａＣｌを含むｐＨ７．０の緩衝液、１０ｍＭ トリ
スＨＣｌ、１４０ｍＭ ＮａＣｌ、０．５％トリトンＸ－１００及び０．５％デオキシコ
ール酸ナトリウムを含むｐＨ８．０の緩衝液、１０ｍＭ トリスＨＣｌ、１４０ｍＭ Ｎａ
Ｃｌ及び０．５％トリトンＸ－１００を含むｐＨ８．０の緩衝液、１０ｍＭ トリスＨＣ
ｌ、１４０ｍＭ ＮａＣｌ及び０．５％トリトンＸ－１００を含むｐＨ９．０の緩衝液、
並びに１５０ｍＭ ＮａＣｌ、０．１％トリトンＸ－１００及び５０ｍＭ トリエタノール
アミンを含む緩衝液が挙げられる。カラムは上述した緩衝液の一種以上で平衡化すること
ができる。
【００６５】
　ミルク試料を平衡化された免疫吸着剤（抗体を含む）カラムに添加するに先立ち、試料
をまず別個のプレカラム（pre-column）に通すことはよく行われるが、必須ではない。プ
レカラムは免疫吸着剤カラムと同様の支持体を含むが、支持体に結合する抗体を有さない
。この操作によって、免疫吸着剤カラムに非特異的に結合しやすい物質を試料から確実に
取り除く。ミルク試料の添加に先立ち、上述の洗浄緩衝液を用いて免疫吸着剤カラムを処
理したのと同様の方法によりプレカラムを平衡化する。
【００６６】
　平衡化された免疫吸着剤カラム及びプレカラム（利用していた場合）にミルク試料を添
加するに先立ち、ミルク試料から脂肪を取り除く（脱脂と呼ばれる）のが更に好ましいが
、必須ではない。脂肪は、当技術分野において知られているいかなる通常手段によっても
除去することができ、この手段には低速遠心分離、分離、マイクロ濾過が含まれる。必要
に応じ、イムノアフィニティークロマトグラフィーに先立ち、例えば１μｍ膜を介したマ
イクロ濾過、レンネット処理又は酸沈澱によってカゼインを取り除くことができる。マイ
クロ濾過を選択する場合、カゼインは膜に残り、アンギオゲニンを含むホエイタンパク質
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がパーミエートに移行するであろう。
【００６７】
　カゼインがマイクロ濾過又は他の膜プロセスによって除去される場合、パーミエートは
直接的に平衡化免疫吸着剤及びプレカラム（利用していた場合）に適用され、或いは必要
に応じ、パーミエートを適用前に濃縮することもできる。適切な濃縮方法としては、濾過
（０．５～１０ｋＤａ膜を用いた限外濾過、１５０～５００Ｄａ膜を用いたナノ濾過、又
は水のみ膜を浸透させる逆浸透法等）や、上述の洗浄緩衝液に再懸濁させることができる
凍結乾燥法が挙げられる。
【００６８】
　ミルク試料（未処理又は前処理済み）は、通常、プレカラム及び／又は前処理済みの免
疫吸着剤カラム（即ち、固体支持体）に流速０．２～２カラム体積／ｈで添加される。し
かしながら、流速は５カラム体積／ｈまででも適切である。一旦試料全部が添加されると
、上述の洗浄緩衝液の任意の一種以上を用いて一連の洗浄工程が行われる。洗浄緩衝液の
添加は、カラムを通過した洗浄液の２８０ｎｍにおける吸光度がベースラインの値となる
まで行う。これは、カラムから洗いおとすべき非結合タンパク質がもはや存在しないこと
を意味する。
【００６９】
　抗体（捕捉剤）を介して固体支持体に結合させたアンギオゲニンは、用いた固体支持体
の種類に応じて様々な方法で分離することができる。アンギオゲニンを変性する可能性が
ある分離条件を回避することが肝要である。当業者には理解されるように、適切な分離プ
ロトコルを選択する際には一連の分離方略を考慮することができる。これには、酸分離、
塩基分離及びカオトロピック剤の使用が含まれ得る。
【００７０】
　酸分離は最も広範に利用される方法であり、且つ非常に効果的である。一般に使用され
る酸としては、グリシン－ＨＣｌ（ｐＨ２．５）及び０．０２Ｍ ＨＣｌとクエン酸ナト
リウム（ｐＨ２．５）が挙げられる。しかしながら、酸に誘発された変性を回避するため
には、分離の際に、分離試料を２Ｍトリスを用いて直ちに中和してｐＨ７．０、更にｐＨ
８．５としなければならない。塩基分離は、通常、１Ｍ ＮＨ4ＯＨと５０ｍＭジメチルア
ミンとからなる分離剤（ｐＨ１１．５）、又は１５０ｍＭ ＮａＣｌと０．１％トリトン
Ｘ－１００とを含む５０ｍＭトリエタノールアミン溶液の分離剤による。
【００７１】
　カオトロピック剤はタンパク質の三次構造を崩壊させるので、アンギオゲニン－抗体複
合体を崩壊させるのに用いることができる。カオトロピック塩はイオン性相互作用、水素
結合、場合によっては疎水性相互作用を破壊するので有用である。効果的なカオトロピッ
クアニオンとしては、ＳＣＮ-、ＣｌＯ4

-、Ｉ-、Ｂｒ-及びＣｌ-が挙げられる。効果的な
カオトロピックカチオンとしてはＭｇ、Ｋ及びＮａが挙げられる。８Ｍウレア、６Ｍグア
ニジン－ＨＣｌ、４Ｍ ＮａＳＣＮ等の分離剤は、多くの抗体－抗原相互作用の崩壊に有
効である。しかしながら、カオトロピック塩に誘導されるタンパク質の変性を最小限とす
るためには、素早い脱塩又は分離剤の透析が推奨される。
【００７２】
　固体支持体から分離された試料は回収され、アンギオゲニンの存在に関して、またアン
ギオゲニンの濃縮度を決定するために分析される。適切な分析工程としては、存在するい
ずれかの汚染タンパク質に対するアンギオゲニン特異的タンパク質結合の大きさを比較す
るための染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥのデンシトメトリー分析、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ 
ＭＳ等のマススペクトロメトリー、ウエスタンブロット法やＥＬＩＳＡ等のイムノアフィ
ニティ検出、アミノ酸分析及び配列決定、カチオン交換クロマトグラフィー及び逆相クロ
マトグラフィーが挙げられる。これら技法のそれぞれが当業者に知られているであろう。
【００７３】
　本発明はその第三の態様において、ミルク試料（液相として提供される）の成分（アン
ギオゲニンを含む）は、前記ミルク試料の成分をそのサイズに基づいて互いに分離可能で
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ある第二の相に添加する方法を提供する。続いて、分離されたアンギオゲニンは回収する
ことができ、実質的にアンギオゲニン濃縮生成物を提供する。
【００７４】
　本明細書において、アンギオゲニンを含むミルクの成分における「サイズ」とは、成分
の「流体力学的直径」又は「流体力学的体積」を意味するものとも解釈されるべきである
。この成分の「流体力学的直径」又は「流体力学的体積」とは、液体において運動中であ
ると仮定したときの成分の直径或いは体積を意味する。
【００７５】
　本発明において「第二の相」とは、ミルク試料の成分のそれぞれをそのサイズに基づい
て分離することができるいずれのメカニズムをも意味するものと解釈される。
【００７６】
　一実施形態においては、第二の相は半透過性相である。「半透過性相」とは、非水相で
あって、ミルク試料の成分が相互作用でき、その相を通過するか或いはその相に保持され
る相を意味する。
【００７７】
　「パーミエート」とは、第二の相を通過又は透過したミルク試料の成分を意味する。
【００７８】
　「残余分」とは、第二の相に保持されたミルク試料の成分を意味する。
【００７９】
　例えば、半透過性相は、膜又はフィルター等であってもよく、相の相対孔隙率に応じて
、ミルク成分をサイズに従って分離することによる分子篩として作用する。
【００８０】
　本発明の文脈において第二の相に「保持」される成分は、本質的に第二の相に捕捉され
ているか、第二の相の通過を妨げられている。第二の相に保持されている成分は、第二の
相から取り除くことができる残余分の一部であろうし、それ故に第二の相を通過できない
。第二の相を通過する成分はパーミエートとして回収される。
【００８１】
　一実施形態においては、第二の相は半透過性膜である。本発明の文脈において「膜」と
は「メッシュ」及び「フィルター」等と同義語である。この膜は、膜を半透過性又は「多
孔性」とするいかなる物質、即ち、膜における細孔又は空隙等のサイズに応じ、物質を介
した分子の通過を許容したり妨げたりできるいかなる材料からも形成することができる。
適切な物質の例としては、限定されないが、ポリスルホン（ＰＳＵ）、ポリエーテルスル
ホン（ＰＥＳ）、セルロースアセテート、ナイロン、ポリビニリデンフルオリド（ＰＶＤ
Ｆ）、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、ポリカーボネート、ポリエーテルイミ
ド、及びポリアクリロニトリル等の熱可塑性物質が挙げられる。このような膜は、ミリポ
ア、ザルトリウス、ＧＥヘルスケア（オスモニクス）、コッホメンブランシステムズ等の
供給先から商品として購入することができる。
【００８２】
　本発明の第三の態様の方法に関して、アンギオゲニンの第二の相の通過を許容するが、
アンギオゲニンより大きい分子の通過は妨げる第二の相が選択されるであろう。例えば、
分子量カットオフが２０ｋＤａ～５０ｋＤａの第二の相であればいずれも使用できるであ
ろう。
【００８３】
　「分子量カットオフ」とは、第二の相を通過できる成分の最大分子サイズを示すと解釈
される。好ましい実施形態においては、最適な第二の相の分子量カットオフは３０ｋＤａ
であろう。
【００８４】
　本発明の方法を利用して、一回以上の更なる精製を行うことができることが理解されよ
う。この一回以上の精製の目的は、初回の精製により得られたアンギオゲニンを更に濃縮
し、望まない汚染物の濃度を下げることである。これに関して、一回以上の更なる精製に
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は、分子量カットオフがアンギオゲニンのサイズより小さい第二の相を用いることができ
、例えば分子量カットオフ５ｋＤａ又は１０ｋＤａの第二の相を用いることができる。こ
のようにして、アンギオゲニンが第二の相を通過することが防止され、第二の相に保持さ
れることになる。次いで、必要に応じて、第二の相に保持された精製アンギオゲニンを凍
結乾燥やスプレードライ等の方法を用いて乾燥させることができる。
【００８５】
　ミルク試料を第二の相に添加した後、第二の相を強制透過させるために該試料に圧力を
加えることができる。力は２９０ｐｓｉ（２０Ｂａｒ）以下、より好ましくは２１８ｐｓ
ｉ（１５Ｂａｒ）、更に好ましくは１４５ｐｓｉ（１０Ｂａｒ）をもたらすいずれかの機
構によって負荷することができる。
【００８６】
　例えば、前記の力は、シリンジ、圧縮ガス（即ち、攪拌セル）、ポンプ、遠心又はそれ
らの実用的な組み合わせのいずれかによって負荷することができる。理想的には、圧力７
０ｐｓｉ（５Ｂａｒ）の圧縮窒素のシリンダーによって前記の力を負荷する。
【００８７】
　また、本発明の第三の態様の方法の変形例には、アンギオゲニンタンパク質に特異的な
結合剤を用いることもできる。この原理は、アンギオゲニンと結合剤とを組み合わせると
、その複合体はアンギオゲニン単独よりも大きなサイズになることにある。従って、アン
ギオゲニンを結合剤と共に複合体とすれば、第三の態様の方法を用いて同サイズのミルク
成分から分離することができる。この点で、アンギオゲニン－結合剤複合体を保持し、且
つその複合体よりサイズの小さいミルク試料の他の成分を第二の相を通過せしめる第二の
相が選択されよう。
【００８８】
　結合剤とアンギオゲニンとの相互作用は、本発明の方法を用いてアンギオゲニンを最終
的に結合剤から分離させることができるよう可逆的でなければならない。この場合、結合
剤及びアンギオゲニンの相対的なサイズを考慮した、この分離法を可能とする第二の相が
選択されよう。従って、アンギオゲニンは第二の相に保持されてもよいし、第二の相を通
過させてもよく、結合剤についてはその逆である。
【００８９】
　本発明の範囲において、本発明の第三の態様の方法の他の変形例も考えられる。例えば
、結合剤の非存在下で、最初に第三の態様の方法を行うことができる。しかしながら、ア
ンギオゲニン－結合剤複合体を形成するように、アンギオゲニンを含む生成物を結合剤と
結合させることができる。この生成物は、生成物中の非アンギオゲニン成分を除去するた
めに、続いて更なる第二の相に添加することができる。その後、更なる第二の相に適用す
ることにより、結合剤とアンギオゲニンとの相互作用を逆転させ、前記成分を分離するこ
とができる。
【００９０】
　本明細書において、第三の態様に関し、「結合剤」とは、複合体と相互作用することが
できるか、或いは複合体を生成することができ、且つアンギオゲニンタンパク質を保持す
ることができる物質である。この文脈において「保持」又は「保持する」とは、アンギオ
ゲニンタンパク質を抱え込む又は結合することを意味すると解釈される。理想的には、結
合剤はミルク試料に存在するアンギオゲニンタンパク質にのみ特異的であるが、当業者で
あればミルク試料中の他の成分も非特異的に結合剤と相互作用可能であることが理解され
よう。従って、選択すべき結合剤は、最小限の非特異的結合性を示すものである。
【００９１】
　適切な結合剤としては、限定されないが、アンギオゲニンに対する抗体、ぺプチド又は
タンパク質（アンギオゲニンに結合するもの、例えばフォリスタチンを含む）、化学物質
、レセプター、リガンド、多糖類、脂質、ＤＥＡＥデキストラン等のポリマー、ホルモン
等が挙げられる。好ましくは、結合剤は、抗体又はその機能性フラグメントである。
【００９２】
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　この相互作用は直接的であってもよいが、捕捉剤のアンギオゲニンへの相互作用が、例
えば捕捉剤とアンギオゲニンを結合させるリンカー分子、ペプチド等の第三（又はそれ以
上）の剤によって媒介されるよう間接的であってもよい。
【００９３】
　「アンギオゲニンに対する抗体」或いは「抗体」とはポリクローナル抗体及びモノクロ
ーナル抗体の両タイプを含み、第三の態様に関連した意味は第一及び第二の態様に関して
上述した意味と同様である。
【００９４】
　第三の態様の方法の分離工程に従って回収したパーミエート又は残余分は、アンギオゲ
ニンの存在に関して、またアンギオゲニンの濃縮度を決定するために分析される。
【００９５】
　本発明の第四の態様においては、ミルク試料の成分（アンギオゲニンを含む）をそれら
のサイズに基づいて分離する他の方法が提供される。第四の態様に従って記載される方法
は、通常、サイズ排除クロマトグラフィーと称される。
【００９６】
　本発明の第四の態様において、「サイズ」とは、第三の態様に関して上述した意味と同
義である。
【００９７】
　「サイズ排除クロマトグラフィー」とは、ゲルパーミエーション、ゲルパーミエーショ
ンクロマトグラフィー、ゲル濾過又はゲル濾過クロマトグラフィーと称される各種方法を
含む。以降、「サイズ排除クロマトグラフィー」とは、いかなる場合も、上に示した用語
の全て、或いは他のタンパク質又は他の生体分子からサイズに基づいて目的タンパク質を
分離するための同様のクロマトグラフィープロセスを意味すると解釈されるべきである。
【００９８】
　第四の態様の方法の原理は、ミルク試料の溶液中の成分が第二の相に接触し、第二の相
は、成分がそれらのサイズに基づいて第二の相と相互作用するように、及び／又は第二の
相を通過するように、生成物の成分の流速に影響を及ぼすプロセスを提供することにある
。試料中に存在する各種成分の運動は、これらの成分が「捕捉」された結果遅くなり、続
いて第二の相から遊離されるため、生成物の成分が分離されるようになる。
【００９９】
　本発明の文脈において「第二の相」とは、個々のミルク試料の成分の運動を成分それぞ
れのサイズに基づいて操作することのできるいずれかの機構を意味するものと解釈される
。
【０１００】
　第四の態様に関連して、第二の相は固相であることができる。「固相」とは、ミルク試
料の成分が相互作用でき、及び／又は通過できる非水性マトリックスを意味する。この固
相は、精製用カラム、個別粒子の不連続相、樹脂、膜、又はフィルター等であってもよい
。固相を形成する物質の例としては、多糖類（アガロース及びセルロース等）；並びに、
シリカ（例えば孔が制御されたガラス）、ポリ（スチレンジビニル）ベンゼン、ポリアク
リルアミド、セラミック粒子、及びこれらのいずれかの誘導体等の他の力学的に安定なマ
トッリックスが挙げられる。
【０１０１】
　第四の態様の一実施形態においては、第二の相はクロマトグラフィーのカラムに充填す
ることができる樹脂であってもよい。この際、捕捉は、成分が樹脂中の孔に進入すること
により発生させることができる。孔直径より大きな分子はその孔に進入できず、素早くカ
ラムから出てくるが、より小さな分子は樹脂の孔に進入し、カラムを通過する経路が長く
なる。捕捉率及びその後の遊離率は成分によって異なり、サイズ排除による分離現象を引
きおこす。
【０１０２】
　第二の相が多孔性樹脂からなる場合、理想的には多孔性構造は明確に定義され、且つバ
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ッチ間の再現性を有していなければならず、孔サイズ分布と形状はできる限り狭くなくて
はならない。更に、樹脂を含むカラムのボイド体積に対する全孔体積の比は、分離のため
の窓口を広げるのに可能な限り高くなければならず、それによってピークキャパシティが
向上する。分離の効率は、樹脂のサイズが小さく（例えば、５μｍ以下）、且つ整ってい
れば更に向上させることができる。そして、樹脂カラムは理想的には５ｍｍ超の直径を有
し、長く（１００ｍｍ超の任意の長さ）なければならず、樹脂が高密度で充填されていな
ければならない。
【０１０３】
　前記樹脂は、ポリアクリルアミド、デキストラン、アガロース、シリカ又は架橋ポリス
チレンからなっていてもよい。サイズ排除クロマトグラフィーに適切な樹脂の例としては
、限定されないが、スーパローズ（ＧＥヘルスケア）、セファデックス（ＧＥヘルスケア
）、セファクリル（ＧＥヘルスケア）、ＴＳＫ－ＧＥＬ（登録商標）ＨHR（東ソーバイオ
サイエンス）、トヨパールＨＷ（東ソーバイオサイエンス）、ＴＳＫ－ＧＥＬ ＰＷ（東
ソーバイオサイエンス）、ウルトロゲル（登録商標）ＡｃＡ（ＩＢＦバイオテクニクス）
、Ｂｉｏ－ＧｅｌＡ（バイオラッド）が挙げられる。最も適切な樹脂は、分子量１０ｋＤ
ａ～２０ｋＤａのタンパク質を良好に分離できる樹脂であろう。適切な樹脂の例としては
、スーパローズ１２、セファデックス７５、セファクリルＳ－１００ＨＲ、トヨパールＨ
Ｗ－５０、ＴＳＫ－ＧＥＬ ＰＷ－５０、ウルトロゲル（登録商標）ＡｃＡ５４、Ｂｉｏ
－Ｇｅｌ Ａ１．５Ｍが挙げられる。前記樹脂としては、セファクリルＳ－１００ＨＲが
最も好ましい。
【０１０４】
　分離用樹脂の調製（「平衡化」）と分離プロセスそれ自身に関しては、使用される緩衝
液は、理想的には低い浸透圧モル濃度と中性のｐＨを有する。理想的には、適切な緩衝液
の例としては、水、リン酸緩衝液、リン酸緩衝生理食塩水が挙げられるが、同様の性質を
有する他の緩衝液も用いることができる。
【０１０５】
　しかしながら、アンギオゲニンは非常に安定なタンパク質であり、変性の後でリフォー
ルドできるので、適切な緩衝液は非常に低い又は非常に高いｐＨを有することもでき、高
い浸透圧モル濃度を有することもでき、また、アンギオゲニンのバイオ活性に影響を及ぼ
さずに後で除去することが可能な変性剤（例えばドデシル硫酸ナトリウム、ウレア又はグ
アニジン）を含むこともできるであろう。
【０１０６】
　クロマトグラフィーカラムは、理想的には、ミルク試料の適用に先立ち、２カラム体積
（ＣＶ）超の緩衝液をカラムに通過させることにより平衡化する。平衡化の際の流速は、
０．１～３ＣＶ／ｈであろう。圧力が樹脂の許容限界を超えない場合、１ＣＶ／ｈが許容
されるが、流速は０．６６ＣＶ／ｈが好ましい。また、分離の際の流速も０．１～３ＣＶ
／ｈである。０．６６ＣＶ／ｈまでのフローで十分な分離が可能であるが、流速０．３７
５ＣＶ／ｈが好ましい。
【０１０７】
　平衡化カラムに適用される試料の体積は、０．００５～０．２ＣＶ、理想的には０．０
１５ＣＶ～０．０５ＣＶまでとすることができる。適用した試料中に存在するタンパク質
の量は、０．００１～０．２ｇタンパク／ｍＬ ＣＶ、理想的には０．００１６ｇタンパ
ク／ｍＬ ＣＶ～０．０５ｇタンパク／ｍＬ ＣＶまでとすることができる。
【０１０８】
　通常、分離は、上述の条件下で約１～２時間かけて起こる。理想的には、カラムを出た
分離分画をＵＶ分光光度計にて２８０ｎｍでモニターする。イムノグロブリン、ラクトフ
ェリン及びラクトペルオキシダーゼに続き、アンギオゲニンが溶出するが、多くの成長因
子よりは先に溶出する。各分画を回収して、アンギオゲニンが捕捉されていることを確認
する必要がある。ラクトフェリンとラクトペルオキシダーゼの重なり合うピークは緑褐色
のバンドとして可視化されるはずであり、この緑褐色のバンドが無くなるまでは分取を開
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始する必要はない。カラムを通して全てのβ－ラクトグロブリンが除去されると、次のピ
ークがアンギオゲニンとなる。
【０１０９】
　本発明の第五の態様においては、ミルクからアンギオゲニン濃縮生成物を提供するため
の方法であって、ミルク試料の流れが電場を通り抜けることにより、ミルク試料に存在す
るアンギオゲニンタンパク質がその試料に存在する他のタンパク質から、アンギオゲニン
の電荷と電気泳動の移動度に従って分離又は分画される方法が提供される。従って、ミル
ク試料は「水性ミルク流」として提供される。
【０１１０】
　電場が印加されたミルク流の分画を回収し、アンギオゲニンが濃縮されたこれら分画を
同定する。
【０１１１】
　本発明の第五の態様に係る方法は、不均一なタンパク質群を電気泳動移動度又は等電点
に従って分離するための電場の使用に基づく。この技法は、キャリアフリーの媒体、即ち
固定相（即ち固体支持材料）を含まない液体（水性）媒体においてタンパク質を分離する
ことによって、吸着による試料損失を最小限とすることに基づく。この種の技法は、通常
、フリーフロー電気泳動と呼ばれる。
【０１１２】
　本発明の第五の態様における一方法は、互いに平衡に位置される二枚の近接するプレー
トからなる電気泳動チャンバーにおいて行うことができる。これらのプレートの側部には
、プレート間に高電位の電場を発生させる二個の電極（アノードとカソード）が配設され
ている。緩衝液媒体は、通常「分離緩衝液」と呼ばれ、定速で前記チャンバーを流れ、緩
衝液媒体及び精製対象のミルク試料の両者の流れを横断する方向に電場が印加される。
【０１１３】
　第五の態様の文脈において「横断する」とは、緩衝液媒体とミルク試料の流れに対して
、ある角度で（即ち平衡でない）或いは異なる平面において電流を印加することを言う。
【０１１４】
　分析対象の試料は荷電場に適用され、層流条件下、試料は二枚のプレート間の緩衝液媒
体内に移送される。荷電粒子はその電荷特性に依存して偏向し、後続の分離を可能とする
。各タンパク質は異なる電荷を有するために、その電場中での電気泳動移動度も異なる。
従って、各タンパク質は、電気泳動チャンバーの分離緩衝液を流れる間に分離緩衝液の流
速に応じて偏向し分離する。この方法は、タンパク質の連続的な分離に利用することがで
きるため、工業的スケールのアンギオゲニンの分離及び精製に有効である。
【０１１５】
　多数のフリーフロー電気泳動の技法が当技術分野において知られており、種の分離の方
式によりそれぞれ区別される。例えば、分離種は、それらのｐＩ（等電点電気泳動）、全
電荷密度（ゾーン電気泳動）及び電気泳動移動度（等速電気泳動、フィールドステップ電
気泳動及びフィールドフロー分画）に従って分離することができる。
【０１１６】
　フリーフロー電気泳動技法は、例えば、連続モード又は一時停止（インターバル）モー
ド等の各種方式にて行うことができる。連続モード適用の場合、ミルク試料を連続的にチ
ャンバーに適用することにより、試料中の他の成分からアンギオゲニンを分離する。この
際、分離プロセス全体を通して、緩衝液媒体（分離緩衝液）の連続フロー及び電場の無制
限印加の条件下で行う。インターバルモードにおいては、ミルク試料及び分離緩衝液はチ
ャンバーの分離スペース又は「ゾーン」に導入され、続いて分離を達成するための電場が
印加されながら、前記試料を含む媒体のバルクフローが停止する分離プロセスが行われる
。試料を分離／分画した後、電場をオフにするか無効となるように弱めるかして、バルク
フローを再開し、分画試料をチャンバーから移動させた後に回収する。
【０１１７】
　フリーフロー電気泳動技法は、変性条件下、例えばウレア又は当技術分野で知られてい
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る洗浄剤を添加することにより行うこともできる。当業者であればアンギオゲニンのｐＩ
がその天然状態のｐＩと類似することが理解されよう。
【０１１８】
　第五の態様における一方法は、上述の各種フリーフロー電気泳動技法のそれぞれを包含
することができる。好ましくは、連続モードによってｐＩに従い、ミルク試料からアンギ
オゲニンを分離する。
【０１１９】
　これに関して、当業者には理解されるように、適切な緩衝液媒体、即ち分離緩衝液の例
としては、限定されないが、二元緩衝液システム（Ａ／Ｂ媒体）、セルバライト（登録商
標）（セルバ、ドイツ）等の市販の両性電解質、プロライトセパレーション緩衝液Ｉ及び
ＩＩ（ベクトンディッキンソンダイアグノスティックス、ドイツ）等の相補的マルチペア
緩衝液システム及び揮発性緩衝液システムが挙げられる。更に、フリーフロー電気泳動に
適した分離媒体のリストが「フリーフロー電気泳動」、Ｋ．ハンニング及びＫ．Ｈ．ハイ
ドリッヒ著（ＩＳＢＮ：３－９２１９５６－８８－９）に提供されている。
【０１２０】
　ｐＩに従ってアンギオゲニンを分離するためには、前記緩衝液媒体として、チャンバー
の分離スペースにｐＨ勾配を形成するのに適切な媒体が選択されるであろう。これに関し
ては、プロライトセパレーション緩衝液Ｉ及びＩＩが好ましい。セパレーション緩衝液Ｉ
は２９％のＩＥＦプロライト緩衝液２を含み、セパレーション緩衝液ＩＩは１７％のプロ
ライト緩衝液２、５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ及び４２ｍＭ ６－アミノヘキサン酸を含む。
【０１２１】
　「ｐＨ勾配」とは、ｐＨに関して観察される急峻な境界がないことを意味する。この定
義によれば、等電点電気泳動装置におけるｐＨ勾配のグラフは、所定の部分にシャープな
遷移のない、比較的なめらかなカーブとして表わされるであろう。アンギオゲニン分離の
ためには、この勾配はｐＨ８～１１の範囲であることが好ましい。
【０１２２】
　第五の態様に係る方法は、安定化媒体及びカウンターフロー媒体を添加することによっ
て改善することができる。例えば、カウンターフロー媒体は、電極間を移動するバルク分
離緩衝液及び試料の連続フロー方向と対峙する分離スペースに導入することができる。
【０１２３】
　安定化媒体は、例えば、適切な二元緩衝液システムによって作られる分離スペース内の
条件を安定化するために用いることができる。従って、適切な安定化媒体は、分離ゾーン
内のイオンを供給又は置換する「リザーバー」としても作用する。
【０１２４】
　本明細書において「安定化媒体」とは、二成分からなる媒体を言う。第一成分はカソー
ド安定化媒体であり、第二成分はアノード安定化媒体である。カソード又はアノード安定
化媒体は、一塩基酸及び／又は単一タイプの塩基を含むことができる。当業者は、安定化
媒体中に生成するイオンが十分に低い電気泳動移動度を有する必要があることを理解する
であろう。
【０１２５】
　アンギオゲニンの効率的な分離と精製のために適切なアノード安定化媒体は１００ｍＭ
硫酸、５０ｍＭ酢酸、１００ｍＭ ＤＬ－２－アミノ酪酸及び３０ｍＭグリシルグリシン
からなり、適切なカソード安定化媒体は１００ｍＭ水酸化ナトリウム、３０ｍＭエタノー
ルアミン及び３００ｍＭβ－アラニンからなる。
【０１２６】
　本発明のフリーフロー電気泳動法を行うのに適切な装置は、商品として入手可能である
。例えば、ベクトンディッキンソンＦＦＥシステム（ＢＤダイアグノスティックス、ドイ
ツ）である。
【０１２７】
　ミルク試料を電場に投入する前にミルク試料から脂肪を除くこと（脱脂と呼ばれること
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が多い）が好ましいが、これは必須ではない。脱脂方法は当技術分野において知られてお
り、次にそのような方法の例を挙げる。また、フリーフロー電気泳動法に先立ち、当技術
分野において知られた方法でカゼインを除去することもできる。次にそのような方法の例
を挙げる。
【０１２８】
　カゼインがマイクロ濾過又は他の膜プロセスにより除去される場合、パーミエートはフ
リーフロー電気泳動装置に直接適用することも、或いは任意的に適用前に前記パーミエー
トを濃縮することもできる。適切な濃縮方法としては、濾過（０．５～１０ｋＤａ膜を用
いた限外濾過、１５０～５００Ｄａ膜によるナノ濾過、水のみ膜を浸透させる逆浸透法等
）、及び凍結乾燥とそれに続くフリーフロー電気泳動に適う緩衝液中への再懸濁が挙げら
れる。
【０１２９】
　第三、第四、第五の態様の方法を行う前に、ミルク試料から脂肪を除くこと（脱脂と呼
ばれることが多い）が好ましいが、これは必須ではない。脂肪は当技術分野において知ら
れたいずれの手段によっても除去することができ、この手段には低速遠心分離、分離、マ
イクロ濾過が含まれる。
【０１３０】
　脱脂されたミルク試料は、第三、第四、第五の態様の方法を行う前に任意的に更なる「
コンデショニング」工程に付すことができる。このような工程は、試料をアニオン交換カ
ラムに通すことを含むことができる。このような方法は当技術分野において知られている
。例えば、アニオン交換カラムには官能基を有する樹脂を充填することができる。官能基
としては、ＤＥＡＥ（ジエチルアミノエチル）、Ｑ（第四級アンモニウム）、ＱＡＥ（ジ
エチル－（２－ヒドロキシプロピル）アミノエチル）が挙げられ、これらはセルロース、
ポリアクリルアミド、デキストラン、アガロース、シリカ、又は架橋ポリスチレン等の適
切な支持体に結合する。脱脂されたミルク試料を、前記カラムに流速１０ＣＶ／ｈ（１０
００ＣＶ／ｈまで可能であるが）で通過させるが、前記カラムに１０ＣＶの脱脂ミルクが
適用される（０．１ＣＶ～５０ＣＶまで可能であるが）まで行う。β－ラクトグロブリン
、α－ラクトアルブミン、及びウシ血清アルブミン等のタンパク質が除去されることが期
待されるであろう。クロマト処理後の試料に残存するタンパク質は、主にラクトフェリン
（ＬＦ）、ラクトペルオキシダーゼ（ＬＰ）、及びイムノグロブリンであろうが、アンギ
オゲニンも濃度＜１％ｗ／ｗタンパクで存在するであろうし、これは更に精製することが
可能であろう。
【０１３１】
　第一～第五の態様のそれぞれについての他の実施形態においては、前記ミルク試料は該
方法の実施に先立ち加熱される。ミルク試料の加熱により、試料中でアンギオゲニンより
も低い温度で変性する他のタンパク質とラクトペルオキシダーゼの量を低減させることが
でき、これによってアンギオゲニンの量が増加する。
【０１３２】
　第一～第五の態様の方法によって得られた分画は、アンギオゲニンの存在に関して、ま
たアンギオゲニンの濃縮度を決定するために分析することができる。適切な分析工程とし
ては、存在するいずれかの汚染タンパク質に対するアンギオゲニン特異的タンパク質バン
ドの大きさを比較するための染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥのデンシトメトリー分析、ＭＡＬＤＩ
－ＴＯＦ／ＴＯＦ ＭＳ等のマススペクトロメトリー、ウエスタンブロット解析やＥＬＩ
ＳＡ等のイムノアフィニティ検出、アミノ酸分析及び配列決定、カチオン交換クロマトグ
ラフィー及び逆相クロマトグラフィーが挙げられる。これら技法のそれぞれが当業者に知
られているであろう。
【０１３３】
　第一～第五の態様に係る方法は、アンギオゲニン濃縮生成物を得るための単離において
行われるか、或いは他の望ましいミルク製品成分が分画される統合分画プロセスの一部と
して組み入れられることができる。
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【０１３４】
　第一～第五の態様の方法によって得られたアンギオゲニン濃縮生成物は更に処理されて
、残存する非アンギオゲニンタンパク質及び／又は塩類を除去することができる。これは
、標準化された食品用物質又は栄養補助食品の製造及び医薬品級のアンギオゲニンの調製
にとって重要であると考えられる。これらの工程は、カチオン交換クロマトグラフィー、
一以上の更なるフリーフロー電気泳動工程、イムノアフィニティークロマトグラフィー、
膜濾過、理想的な限外濾過、或いは透析、例えば、電気透析、サイズ排除クロマトグラフ
ィー、固相抽出、ナノ濾過又は他の知られた手段等の当技術分野において知られているよ
うな同様の方法によって達成することができる。当業者には、アンギオゲニンを食品用物
質又は栄養補助食品の製造に使用する場合、その純度は医薬組成物又は獣医学組成物の製
造に要求されるほど高い必要はないことが理解されよう。例えば、６０％レベルに精製さ
れたアンギオゲニンは許容されると考えられる。
【０１３５】
　アンギオゲニンは多くの生理的機能に関与するので、本発明の方法により本タンパク質
を濃縮すると、これらの機能を発揮するのが可能なタンパク質の理想的、且つ経済的な原
料となる。例えば、この精製タンパク質は食品用物質、栄養補助食品、医薬品又は獣医学
品の調製に用いることができる。
【０１３６】
　第一～第五の態様のいずれかのより更なる実施形態においては、本方法の前又は最中に
前記ミルク試料からカゼインを除去する。ミルク試料のタンパク質を本方法の前又は最中
に濃縮することができる。
【０１３７】
　適切なミルク試料としては、全乳、スキムミルク、バターミルク、ホエイ（酸又はチー
ズ／レンネット処理ホエイ、或いはミルク若しくはスキムミルクのマイクロ濾過より得ら
れるパーミエート等）、ホエイ分画（濃縮ホエイタンパク又はホエイタンパク単離フロー
スルー等）及び初乳が挙げられる。
【０１３８】
　ミルク試料は雌ウシ（cows）、ヒツジ、水牛、ヤギ、ヤク、シカ等の反芻動物、ウマ及
びロバを含む非反芻動物、ヒト等の霊長類及びブタ等の単胃動物等の泌乳動物から得られ
ることは当業者には明らかであろう。この動物は、遺伝子組換え動物、特に同じ野生型動
物に比べ、ミルク中により大量のアンギオゲニンを発現するよう改変された動物であって
もよい。
【０１３９】
　第一～第五の態様の方法のいずれかにおいては、牛全乳、任意的にはミルク中にアンギ
オゲニンを過剰発現する遺伝子組換え雌ウシから誘導されるスキムミルクをミルク試料と
して用いることが好ましい。
【０１４０】
　更に、ウシ乳中のアンギオゲニンは、泌乳の最初の１～１４日目までが最も高濃度（１
２ｍｇ／Ｌまで）に存在することが分かっている。その後、この濃度はベースレベルの約
１～２ｍｇ／Ｌに落ちる。従って、本発明の方法においては泌乳の最初の１４日目以内に
得られる牛乳を用いることが好ましい。最後の泌乳からアンギオゲニン濃度が変わらなけ
れば、引き続きアンギオゲニン濃縮用の原料として用いることができる。
【０１４１】
　「アンギオゲニン濃縮生成物」とは、産物中のアンギオゲニンタンパク質対全タンパク
質の比が、本発明の方法を実施する前のミルク試料に存在する比に対して増加したことを
意味すると解釈される。アンギオゲニンが濃縮されたと考えられるためには、生成物のア
ンギオゲニン含有量が、少なくとも２％ｗ／ｗ、少なくとも１０％ｗ／ｗ、少なくとも２
０％ｗ／ｗ、少なくとも３０％ｗ／ｗ、少なくとも４０％ｗ／ｗ、少なくとも５０％ｗ／
ｗ、少なくとも６０％ｗ／ｗ、少なくとも７０％ｗ／ｗ、少なくとも８０％ｗ／ｗ、少な
くとも９０％ｗ／ｗ、少なくとも９５％ｗ／ｗ、又は少なくとも９９％ｗ／ｗでなければ
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ならない。
【０１４２】
　第一～第五の態様の方法の文脈において「生成物」とは、本発明をアンギオゲニン濃縮
最終製品に限定すること意図する用語ではない。本発明の方法により製造されたアンギオ
ゲニン濃縮生成物は、他の製品の製造における出発品又は中間品として使用することがで
きる。
【０１４３】
　本明細書において「分画」とは、ミルク試料の部分的精製部分を意味する。
【０１４４】
　「効率的及び商業的に実施可能」という表現の使用は、アンギオゲニンの濃縮に現在利
用されている方法に比べて安価で迅速な方法を意味すると解釈される。
【０１４５】
　アンギオゲニンが存在することにより利益を生み出す典型的な食品用物質には、虚弱者
、病人又は高齢者用のスポーツ栄養サプリメント、幼児食サプリメント及び食品サプリメ
ントが含まれる。
【０１４６】
　本明細書において「栄養補助食品」とは、食品から単離・精製される可食製品を意味し
、ミルク試料から得られる場合、経口投与した際に生理的利点を示し、また急性・慢性の
疾患又は障害の、防止又は軽減を提供することを示す製品である。従って、栄養補助食品
は、単独或いは食品・飲料に混合して、食物製剤又はサプリメントの形態とすることがで
きる。
【０１４７】
　食品組成物又は栄養補助食品組成物は、溶解性粉末、液体又は即席飲料の形態とするこ
とができる。或いは、手軽に食べられるバーや朝食シリアル等の固形物とすることができ
る。この組成物は、種々のフレーバー、ファイバー、甘味料、他の添加物等を含むことが
できる。
【０１４８】
　前記食品又は栄養補助食品は、好ましくは許容される官能的特性（許容される香り、味
、風味等）を有し、ビタミンＡ、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ５、Ｂ６、Ｂ１１、Ｂ１２、ビオ
チン、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｈ及びＫ、カルシウム、マグネシウム、カリウム、亜鉛及び鉄から選
択される一以上のビタミン及び／又はミネラルを更に含むことができる。
【０１４９】
　食品組成物又は栄養補助食品組成物は、従来通り、例えばタンパク質と他の添加物をブ
レンドして製造することができる。必要であれば、乳化剤を含ませることもできる。この
時点でビタミン及びミネラルを追加することもできるが、通常は、熱による変性を避ける
ために後で加える。
【０１５０】
　粉末状の食品組成物又は栄養補助食品組成物を製造したい場合、タンパク質を粉末状の
追加成分と混和することができる。この粉末は、水分量約５質量％未満でなければならな
い。水、好ましくは逆浸透処理済の水を更に混合して、混合液体としてもよい。
【０１５１】
　食品組成物又は栄養補助食品組成物を即席液体として提供する場合、バクテリアを低減
するために組成物を加熱することができる。液状の食品組成物又は栄養補助食品組成物を
製造したい場合、液体混合物を好ましくは無菌状態で適切な容器に充填する。容器への無
菌充填は、当業界で通常可能な技法により行うことができる。この種の無菌充填に好適な
装置は市販されている。
【０１５２】
　本発明の方法により得られるアンギオゲニン濃縮生成物は、被験体への投与に適した医
薬組成物又は獣医学組成物として調製することもできる。
【０１５３】



(23) JP 2011-519962 A 2011.7.14

10

20

30

40

50

　好ましくは、本組成物は、一以上の医薬的に許容される担体、希釈剤又は賦形剤を含む
こともできる。このような組成物は、中性緩衝生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水等の緩
衝液；グルコース、マンノース、スクロース又はデキストラン等の炭水化物；マンニトー
ル；タンパク質；ポリペプチド又はグリシン等のアミノ酸；酸化防止剤；ＥＤＴＡ等のキ
レート剤；補助剤及び保存剤を含むことができる。本発明の組成物は、経静脈投与用、局
所適用用、経口摂取用に調製することができる。
【０１５４】
　本明細書において「被験体」とは、医薬的に活性な剤により治療又は予防を必要とする
障害を有するいずれかの動物を意味する。この被験体は哺乳類、好ましくはヒトであって
もよく、或いはヒト以外の霊長類又は動物モデル試験に用いられるような非霊長類動物で
あってもよい。
【０１５５】
　アンギオゲニン濃縮生成物は、ヒトの医学的治療に好適に用いられることが特に期待さ
れるが、獣医学的治療にも適用でき、これにはイヌ、ネコ等のペット動物、及びウマ、ポ
ニー、ロバ、ラバ、リャマ、アルパカ、ブタ、畜牛及びヒツジ等の家畜、或いはヒト以外
霊長類、ネコ類、イヌ類、ウシ類及び有蹄類等の動物園飼育動物の治療が含まれる。
【０１５６】
　アンギオゲニン濃縮生成物は、治療及び／又は予防される疾病に対する適切な方法で被
験体に投与することができる。投与の量及び回数は、被験体の状態、被験体の疾病の種類
及び／又は重度等の因子によって決定される。適切な用量は、臨床試験によって決定して
もよい。本組成物の有効量は、被験体個々に差がある年齢、体重、疾病の重度、被験体の
状態、投与経路、被験体の治療に関する他の因子全てを考慮して、医師によって決定する
ことができる。本質的に、組成物の「有効量」とは、所望の治療効果を得るのに十分な量
である。
【０１５７】
　本発明は他の態様において、疾病の治療及び／又は予防の方法を提供する。このような
治療方法は、上述の栄養補助食品、医薬組成物又は獣医学的組成物の有効量を被験体に投
与することを含む。好ましくは、このような疾病はウイルス、バクテリア又は真菌及びそ
れらの毒素によって起こされる疾病を含む。しかしながら、アンギオゲニンは血管新生の
役割を担うため、血管新生刺激が必要とされる疾病も、本発明のアンギオゲニン含有組成
物を用いて治療することができる。これら疾患としては、冠動脈疾患、卒中、虚血性肢疾
患、障害治癒の遅延等が挙げられる。
【０１５８】
　本明細書において「治療する」及び「治療」とは、症状の重度及び／又は頻度の低減、
症状及び／又はその原因の除去、症状発生及び／又はその原因の予防、及び障害の改善及
び治療を意味する。従って、例えば、本発明の障害の「治療」方法は、障害に罹りやすい
個体における障害の予防と、臨床的に症状がある個体における障害の治療との両者を含む
。
【０１５９】
　本明細書において「治療する」とは、脊椎動物や哺乳類（特にヒト）における症状の治
療又は予防のいずれもにも亘り、且つ症状の阻止、即ちその進展を止めること、或いは症
状の影響の緩和又は改善、即ち症状の影響を後退させることを含む。
【０１６０】
　本明細書において「予防」又は「予防的」治療とは、症状に罹りやすい可能性はあるが
、未だその症状を有するとは診断されていない被験体において、症状の発生を予防するこ
と、或いは症状のその後の進展を改善することを含む。
【０１６１】
　本明細書において、特に断りのない限り、「含む、からなる」とは、述べられている一
構成要素や一完全体、或いは構成要素群や完全体群を含むが、その他の一構成要素や一完
全体、或いは構成要素群や完全体群を排除するものではないことを意味すると解釈された
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い。
【０１６２】
　本明細書においては、文脈上明確に断らない限り単数表現（一、一の、一つの、その）
は複数概念も含むことを付記する。
【０１６３】
　本発明について、明確さ及び理解のために、ある種の詳細な説明をしているが、本明細
書に開示される発明概念の範囲を逸脱しない限り、記載される実施形態及び方法の変形や
改変が可能なことは当業者には明白であろう。
【０１６４】
　以下、実施例を参照して本発明を更に詳細に説明するが、これは単に説明の目的に提供
されるものであって、特に断りのない限り、本発明は実施例に限定されない。従って、本
発明は、ここに提供される教示の結果として明らかとなる全てのいかなる変形例をも包含
する。
【実施例】
【０１６５】
　[実施例１]：第一及び第二の態様の方法(イムノアフィニティークロマトグラフィー)を
用いてスキムミルクからアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法
【０１６６】
　イムノアフィニティークロマトグラフィー法の概説は既に為されているが、アンギオゲ
ニン精製については言及していない（例えば、スブラマニアンＡ、２００２年、モレキュ
ラーバイオテクノロジー、２０：ｐ４１～４７を参照）。
【０１６７】
　本出願人らは、本明細書に開示する方法を用いることにより、ミルク試料からアンギオ
ゲニンを抽出できることを示す。
【０１６８】
　本実施例に利用されるイムノアフィニティークロマトグラフィー法は、適切な原料、例
えば、モナシュ抗体テクノロジーファシリティ（オーストラリア）から得られるアンギオ
ゲニンに対するモノクローナル抗体を用いて行う。
【０１６９】
　１０ｃｍ長のカラムにＳＰセファロースビッグビーズ（ＧＥヘルスケア）をカラム中の
全ベッド体積が２９．７Ｌとなるように充填した。ウシスキムミルクを線流量３３１ｃｍ
／ｈ（１時間あたり、樹脂１Ｌに対してスキムミルク３４Ｌ）で２時間カラムに流通させ
、適用したスキムミルクの体積がカラムに充填した樹脂の６８倍となるようにした。
【０１７０】
　２．５カラム体積（ＣＶ）の水を線流量１４７ｃｍ／ｈ（１時間あたり樹脂１Ｌに対し
て緩衝液１５Ｌ）、或いは０．２５ＣＶ／ｍｉｎで１０分間加えることにより、カラムに
残存するミルクを除去した。
【０１７１】
　本実施例に利用されるイムノアフィニティークロマトグラフィー法は、アンギオゲニン
に対するモノクローナル抗体を用いて行った。抗ウシアンギオゲニン抗体としては、忠北
大学校（大韓民国、忠北道、清洲）の生化学科から得たモノクローナル抗体クローン番号
１Ｂ１４Ｄ４を用いた。抗ヒトアンギオゲニン抗体としては、モノクローナル抗体クロー
ン番号１４０１７（Ｒ＆Ｄシステムインコーポレーテッド）を用いた。
【０１７２】
　ダイナビーズプロテインＧ（インビトロゲン）を固体支持体として用いた。アンギオゲ
ニン抗体は、次のプロトコルを利用してビーズに共有結合させた。アフィニティー精製用
のプロテインＧダイナビーズは、２０秒間の短いボルテックスにより調製した。ボルテッ
クスを行った後、５０μＬの再懸濁させたＩｇＧダイナビーズを保存溶液（インビトロゲ
ン）から移した。マグネットスタンドを用い、プロテインＧダイナビーズに１分間の沈降
処理を施した。上澄みを取り除き、続いてプロテインＧダイナビーズを２００μＬのＷ＆



(25) JP 2011-519962 A 2011.7.14

10

20

30

40

50

Ｂ緩衝液（０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液、０．０１％Ｔｗｅｅｎ２０含有、ｐＨ８．
２）で洗浄した。このプロセスを繰り返した。約５μｇのウシ又はヒト抗アンギオゲニン
マウスモノクローナル抗体を含むＷ＆Ｂ緩衝液（２００μＬ）をプロテインＧダイナビー
ズに添加した。この溶液を室温で１０分間回転させながらインキュベートした。プロテイ
ンＧダイナビーズを沈降させ、上澄みを取り除いた。このＩｇＧ標識プロテインＧダイナ
ビーズを２００μＬのＷ＆Ｂ緩衝液で洗浄した。このＩｇＧ標識プロテインＧダイナビー
ズを沈降処理に付し、上澄みの洗浄緩衝液を除いた。この洗浄工程を繰り返した。ウシア
ンギオゲニンの溶出には、変性条件を採用した。ＩｇＧ標識プロテインＧダイナビーズに
吸着されたウシアンギオゲニンを２０μＬの１ｘＮｕＰＡＧＥＬＤＳサンプル緩衝液（イ
ンビトロゲン、２％ドデシル硫酸リチウム及び２－メルカプトエタノール含有）に再懸濁
し、７０℃で１０分間加熱した。このダイナビーズをマグネット上に置き、試料を除いて
タンパク染色（図１）及びウエスタンブロット解析（図２）のための１－Ｄゲルにロード
した。
【０１７３】
　[実施例２ａ]：第三の態様の方法（限外濾過）を用いてスキムミルクからアンギオゲニ
ン濃縮生成物を得る方法
【０１７４】
　ＳＰ（スルフプロピル）セファロースを充填したカラムにウシスキムミルクを適用した
。適用したミルクの体積がカラムに充填した樹脂の７０倍となるまで、ミルクを適用した
（１０００ＣＶまで適用可能）。カラムに残存するミルクを６ＣＶの水（低イオン強度緩
衝液、＜０．００８Ｍ ＮａＣｌ又は当量物）を用いて１０分間かけて取り除いた。ホエ
イ成長因子を含む分画を、０．４～０．５ＭのＮａＣｌ（最も好ましくは０．４Ｍ Ｎａ
Ｃｌ）に相当するナトリウムイオン（他のカチオンも適切ではあるが）を含む６ＣＶの緩
衝液を用いてカラムから溶出させた。ｐＨ５．５～７．５の範囲において、ＷＧＦＥの収
率は最も高い。ＷＧＦＥを５ｋＤａ膜に適合した限外濾過プラントにおいて透析濾過によ
り脱塩し、凍結乾燥させた。
【０１７５】
　ＷＧＦＥ（１ｇ）を、０．２％トリトンＸ－１００を含む５０ｍＬの水に溶解した。こ
の溶液を３０ｋＤａの分子量カットオフの膜（ビバスピン）に適用し、２０℃、８，００
０ｘｇで１．５時間遠心した。
【０１７６】
　パーミエート及び残余分のタンパク質濃度を２Ｄ－クオントキット（ＧＥヘルスケア）
を用いて測定した。タンパク質は５体積の氷冷アセトンで沈澱させ、沈殿物を１０，００
０ｘｇで２０分遠心することによりパーミエート及び残余分として回収した。この沈殿物
は、７Ｍウレア、２Ｍチオウレア、１．２％ＣＨＡＰＳ、０．４％ＡＳＢ－１４、１０ｍ
ＭトリスＨＣｌ及び０．０５％キャリアー両性電解質を含む２Ｄ－電気泳動緩衝液に再懸
濁させた。タンパク質はトリブチルホスフィンで還元し、アクリルアミドモノマーでアル
キル化した。タンパク質（１００μｇ）を２４ｃｍ、ｐＨ３～１１の非線形ＩＰＧストリ
ップ（ＧＥヘルスケア）にロードして、一晩再水和させた。
【０１７７】
　等電点電気泳動は、１００Ｖで２時間、５００Ｖで２時間、１０００Ｖで２時間、４時
間かけて直線的に８０００Ｖに上昇させ、最終的に８０００Ｖで８時間行った。ＩＰＧス
トリップは、ＳＤＳ ＰＡＧＥ（５０Ｖで１時間、後に１５０Ｖで１２時間）を行う前に
、８Ｍウレア及び２％ＳＤＳを含む平衡化緩衝液中で１５分間平衡化した。ゲルを酢酸／
メタノール／水（１：３：６）中で固定し、シプロルビー（インビトロゲン）で一晩染色
した。プロＸプレスイメージングシステム（パーキンエルマー社）を用いて撮影した（図
３）。図３の丸に含まれるバンドに示されるように、パーミエートはアンギオゲニンに関
して濃縮されており、汚染タンパク質は著しく低レベルであることが観察された。
【０１７８】
　[実施例２ｂ]：第三の態様の方法（限外濾過）を用いてスキムミルクからアンギオゲニ
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ン濃縮生成物を得る方法
【０１７９】
　実施例２ａと同様の方法で、成長因子を含むホエイ分画を調製した。
【０１８０】
　成長因子を含むホエイ分画（２．５ｇ）を９５ｇの水に添加し、２５０ｒｐｍで３０分
間振とうすることにより、２．５％ｗ／ｗ溶液を製造した。この溶液（１５ｇ）を４台の
ビバスピン２０遠心駆動式限外濾過装置（ＧＥヘルスケア）（１０ｋＤａ、３０ｋＤａ、
５０ｋＤａ及び１００ｋＤａ）に投入した。遠心管を４，０００ｘｇで１０分間遠心する
と、膜通過により約２ｍＬのパーミエートが得られた。
【０１８１】
　前記溶液と限外濾過パーミエートをＳＤＳＰＡＧＥにて分析した。各試料（１００μＬ
）は１００μＬのトリス－トリシンサンプルバッファー（ＮｕＳｅｐ、フレンチフォレス
ト、オーストラリア）と混合した。各試料からのタンパク質（１０μＬ）をトリス－トリ
シンＰＡＧＥゲル（１６％アクリルアミド、ＮｕＳｅｐ）に適用し、１５０Ｖで９０分間
分離し、クマシーブルー（ＮｕＳｅｐ）で染色した。図４に結果を示す。未分画ＷＧＦＥ
に存在する１４ｋＤａのピークがアンギオゲニン由来であることは、既にマススペクトロ
スコピーに示されている（ＰＣＴ／ＡＵ２００７／００１７１９号、「アンギオゲニンの
調製方法」、図２）。アンギオゲニンと同じサイズのバンドは、５０ｋＤａのパーミエー
ト及び１００ｋＤａのパーミエートに存在する主なタンパク質を表わすことが分かった。
１０ｋＤａのパーミエート及び３０ｋＤａのパーミエートにアンギオゲニンは存在しなか
った。アンギオゲニンが３０ｋＤａ膜を突き抜けることは既に示されていることから、上
の結果は驚くべきことであり、おそらく異常なことである。
【０１８２】
　[実施例３]：第四の態様の方法（サイズ排除クロマトグラフィー）に従ってスキムミル
クからアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法
【０１８３】
　実施例２ａと同様の方法で、成長因子を含むホエイ分画を調製した。
【０１８４】
　ホエイ成長因子（５ｇ）を４５ｇの水に添加し、２５０ｒｐｍで３０分間振とうするこ
とにより、１０％ｗ／ｗ溶液を製造した。このＷＧＦＥ溶液を遠心（１５，０００ｘｇで
６分間）及び濾過（０．４５μｍシリンジ圧入フィルター）することにより清澄した。３
本のサイズ排除クロマトグラフィーカラム（セファクリルＳ－１００ＨＲ ２６／６０、
セファクリルＳ－３００ＨＲ ２６／６０及びスーパローズ１２（２６ｍｍＤ×６００ｍ
ｍＬ）（全てＧＥヘルスケア製品）を５０ｍＭ Ｎａ2ＨＰＯ4（ｐＨ７．０）を流速３．
５ｍＬ／ｍｉｎで用いて平衡化した。タンパク質溶液を５０ｍＬのスーパーループ（ＧＥ
ヘルスケア）に入れ、次いで５ｍＬのＷＧＦＥ溶液を各カラムにポンプ導入した。ＷＧＦ
Ｅ溶液は、５０ｍＭ Ｎａ2ＨＰＯ4（ｐＨ７．０）を流速３．５ｍＬ／ｍｉｎでカラムに
ポンプ導入して通過させることにより分離した。図５～７に示すように、溶出液を２８０
ｎｍ（ブルーライン）でモニターし、１０ｍＬの各分画を回収した（グレーラインは各分
画にスタートを示す）。
【０１８５】
　タンパク質様の試料はプールし、タンパク質濃度をＢＣＡアッセイ（ピアース、ロック
フォード、ＩＬ）で推定した。タンパク質濃度が不十分（＜１ｍｇ／ｍＬ）な試料は、５
ｋＤａのビバスピン２０遠心駆動式限外濾過装置（ＧＥヘルスケア）にてタンパク質濃度
が１ｍｇ／ｍＬを超えるまで濃縮した。各試料（１００μＬ）を１００μＬのトリス－ト
リシンサンプル緩衝液（ＮｕＳｅｐ）と混合した。各試料からタンパク質（０．０２ｍｇ
）をトリス－トリシンＰＡＧＥゲル（１６％アクリルアミド、ＮｕＳｅｐ）に適用し、１
５０Ｖで９０分間分離し、クマシーブルー（ＮｕＳｅｐ）で染色した。未分画ＷＧＦＥに
存在する１４ｋＤａのピークがアンギオゲニン由来であることは、既にマススペクトロス
コピーに示されている（ＰＣＴ／ＡＵ２００７／００１７１９号、「アンギオゲニンの調
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図８）、Ｓ－３００ＨＲプールＣ及びスーパローズ１２プールＢ（図９）に見出された。
【０１８６】
　試料はカチオン交換ＨＰＬＣによっても分析した。試料（１００μＬ）を、予め緩衝液
Ａ（５０ｍＭ ＮａＨ2ＰＯ4・Ｈ2Ｏ及び５％［ｖ／ｖ］アセトニトリル［ｐＨ７．０］）
で平衡化されたモノＳ５／５０ＧＬカラム（ＧＥヘルスケア）に適用した。続いて試料を
、緩衝液Ｂ（５０ｍＭ ＮａＨ2ＰＯ4・Ｈ2Ｏ及び２Ｍ ＮａＣｌ［ｐＨ７．０］）の量を
増加させつつ溶出させた（表１）。溶出液を２２０ｎｍ、２８０ｎｍ及び４５０ｎｍでモ
ニターした。アンギオゲニンはＨＰＬＣ及び後続のマススペクトロスコピーにより、この
方法で分析したときの保持時間５．８±０．１分に現れることが既に示されており、同じ
保持時間のピークはアンギオゲニン由来のピークと推定し、定量を行った（表２）。
【０１８７】
【表１】

【０１８８】
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【表２】

【０１８９】
　サイズ排除クロマトグラフィーは、ホエイ成長因子抽出物からアンギオゲニンを単離す
るための適切な方法であることが示されている。セファクリルＳ－１００ＨＲ、セファク
リルＳ－３００ＨＲ及びスーパローズ１２は適切であることが示され、多くのＳＥＣ樹脂
が適切であることがわかった。５５％超のアンギオゲニンを含むアンギオゲニン濃縮分画
はＳＥＣによって得ることができる。この純度は、精製工程を追加することによって更に
改善することができる。
【０１９０】
　[実施例４]：第五の態様の方法（溶液内等電点電気泳動）に従ってスキムミルクからア
ンギオゲニン濃縮生成物を得る方法
【０１９１】
　溶液内等電点電気泳動法の概説は既に為されているが、アンギオゲニン精製については
言及していない（例えば、マイケルＰら、２００３年、エレクトロフォレシス；２４、ｐ
３～１１参照）。
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【０１９２】
　本出願人らは、本明細書に開示する方法を用いることにより、ミルク試料からアンギオ
ゲニンを抽出できることを示す。
【０１９３】
　本実施例で用いる溶液内等電点電気泳動（ＩＳＩＥＦ）法は、イソエレクトルＩＱ2（
プロテオムシステムリミテッド、オーストラリア）を用いて行われる。分画操作は未変性
条件（水性）又は変性条件（ウレア等の変性剤を含む）で行う。
【０１９４】
　プロライト（ＢＤダイアグノスティックス、ドイツ）又は他の電解質（酸又は塩基）も
添加して、ｐＨ勾配を創出する。分離勾配の例を次に示す。
　試料可溶化溶液（ＳＳＳ）：７Ｍウレア、２Ｍチオウレア及び１％３－（４－ヘプチル
）フェニル３－ヒドロキシプロピルジメチルアンモニオプロパンスルホネ－ト（Ｃ７Ｂｚ
Ｏ）。
【０１９５】
　ＩＳＩＥＦ分離の直前に、ミルクタンパク質は１０体積のＳＳＳと５ｍＭトリブチルホ
スフィンで希釈し、５ｍＭ ＥＤＴＡを添加した。ｐＨ３．０、５．０、６．５、８．０
及び１１．０の膜（プロテオムシステムリミテッド、オーストラリア）を用いて、試料分
離チャンバーを次のごとく創出した：ｐＨ３．０～５．０、ｐＨ５．０～６．５、ｐＨ６
．５～８．０及びｐＨ８．０～１１。電極溶液（５ｍＬ、ベンダーより供給）をアノード
及びカソードの両端に適用し、ＳＳＳに再懸濁した５ｍＬのミルクタンパク質をｐＨ５．
０～６．５のチャンバーに添加した。他のチャンバーにはＳＳＳ（５ｍＬ）を添加した。
電気泳動は１４℃、１００Ｖの定電圧で２時間行い、電圧は６時間かけて１５００Ｖまで
とし、最後に１５００Ｖの定電圧で８時間行った。各チャンバーの溶液を回収した。アン
ギオゲニンが濃縮された分画を分離チャンバーのカソード端部から回収した（ｐＨ８．０
～１１）。
【０１９６】
　アンギオゲニンの存在は二次元ＳＤＳ－ＰＡＧＥと、製造者の手引きに従ってシプロル
ビーによる染色にて確認した。例えば、各タンパク質分画の４０μｇに相当する一部を、
追加のＳＳＳによって１２８μＬに希釈した。両性電解質溶液（０．６μＬ、ｐＨ３～１
１）及びデストリーク溶液（ＧＥヘルスケア）を各試料に添加した。希釈試料をピペット
にて７ｃｍ、ｐＨ３～１１のＮＬ ＩＰＧストリップ（ＧＥヘルスケア）の下に移し、こ
のＩＰＧストリップを一晩かけて再水和した。等電点電気泳動には、５００Ｖで１時間、
１０００Ｖで１時間、１時間かけて５０００Ｖに上昇及び５０００Ｖで２時間のプロトコ
ルを用いる。ＩＰＧストリップを等電点電気泳動装置から取り除き、平衡化緩衝液（ＥＢ
；６Ｍウレア、２％ドデシル硫酸ナトリウム、２０％グリセロール、５０ｍＭトリスＨＣ
Ｌ（ｐＨ８．８）、０．０１％ブロモフェノールブルー）であって、ＥＢ１０ｍＬあたり
１００ｍｇのジチオスレイトールを含む緩衝液中で１５分インキュベートし、続いてＥＢ
１０ｍＬあたり２５０ｍｇのヨードアセトアミドを含むＥＢ中で１５分２回目のインキュ
ベートを行った。還元及びアルキル化されたＩＰＧストリップをＳＤＳ ＰＡＧＥゲル（
プロバイダーから得られる。例えば、インビトロゲンノベックスプレキャストトリスＨＣ
ｌゲル）上にロードし、高温のランニング緩衝液（トリス塩基３．０３ｇ／Ｌ、グリシン
１４．４ｇ／Ｌ及びＳＤＳ１．０ｇ／Ｌ）であって、１．０％アガロースを含む緩衝液を
用いてこのＩＰＧストリップをゲル上にシールした後、冷却した。このゲルをＳＤＳ Ｐ
ＡＧＥ装置に入れ、ランニング緩衝液を装置の上部と下部のウェルに入れた。電気泳動は
２００Ｖで１時間行った。電気泳動に続き、固定／脱染溶液（１０％メタノール及び７％
酢酸）を用いてタンパク質をゲルに固定し、続いてシプロルビー（インビトロゲン）で最
低１時間染色した。ゲルを少なくとも１時間固定／脱染溶液で脱染し、ゲルスキャンニン
グシステム上でイメジー化した。各分画の純度をイメージの視覚分析によって決定するこ
とにより、分画中での各スポットの強度と体積を評価した。
【０１９７】
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　図１０はｐＨ８～１１分画が低分子量（約１５ｋＤａ）の塩基性タンパク質（約ｐＩ：
１０．０）を含むことを示す。このタンパク質は、当該分画中の全タンパク質の約８０％
を占める。このタンパク質は、アンギオゲニン由来であることが既に同定されている（Ｐ
ＣＴ／ＡＵ２００７／００１７１９号、「アンギオゲニンの調製方法」、図２）。図１０
は、ミルク分画中の他のタンパク質からのｐＨ８～１１分画中の塩基性タンパク質の分離
を示す。
【０１９８】
　[実施例５]：アンギオゲニン濃縮生成物を得る方法に及ぼす熱の影響
【０１９９】
　実施例２ａと同様の方法で、成長因子を含むホエイ分画を調製した。
【０２００】
　成長因子（２．５ｇ）を含むホエイ分画を９５ｇの水に添加し、２５０ｒｐｍで３０分
間振とうすることにより、２．５％ｗ／ｗ溶液を製造した。この溶液（１０ｇ）を１５ｍ
Ｌのガラス試験管に入れ、その試験管を８０℃に加熱したウオーターバスに入れた。試験
管内の液体温度を温度プローブでモニターした。溶液は直ちに７０℃に達し、ウオーター
バス中で１分間保持した（最高温度７５℃）。試験管を高温のウオーターバスから取り出
し、ビーカー一杯の水道水で冷却した。
【０２０１】
　この溶液を１０ｍＬの遠心管に移し、３，０００ｘｇで７分間遠心し、上澄みを濾取し
た（０．４５μｍ）。濾液をＳＤＳ ＰＡＧＥで分析した。各試料からのタンパク質（０
．００１ｍｇのＷＧＦＥ、加熱での沈澱が少ない濾液０．０２５ｍｇ）をトリス－トリシ
ンＰＡＧＥゲル（１６％アクリルアミド、ＮｕＳｅｐ）に適用し、１５０Ｖで９０分間分
離し、クマシーブルー（ＮｕＳｅｐ）で染色した。未分画ＷＧＦＥに存在する１４ｋＤａ
のピークがアンギオゲニン由来であることが既にマススペクトロスコピーに示されている
（ＰＣＴ／ＡＵ２００７／００１７１９、アンギオゲニンの調製方法、図２）。アンギオ
ゲニンと同じサイズのバンドは、加熱されたＷＧＦＥの濾液に存在していた。加熱により
アンギオゲニンが濃縮された。ＷＧＦＥ（レーン１０）においてラクトペルオキシダーゼ
が主たるタンパク質であるが、ＷＧＦＥを加熱すると試料中のアンギオゲニン及びラクト
ペルオキシダーゼが等しい比で存在する（レーン２、３）（図４参照）。当業者には、第
一～第五の態様の方法、特に第三～第五の態様の方法のいずれかを実施する前の加熱工程
により、濃縮生成物中のアンギオゲニンの純度が上がることが理解されよう。
【０２０２】
　各実施例に記載したアンギオゲニンの調製方法は商業目的でスケールアップでき、更に
アンギオゲニンを医薬グレードに純度で得るために第一～第五の態様のいずれかの一態様
の方法を実施する前又は後に、追加的な精製工程と組み合わせることが可能であることは
、当業者には明らかであろう。
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【手続補正書】
【提出日】平成22年7月21日(2010.7.21)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）ミルク試料に存在するアンギオゲニンが抗体と相互作用してアンギオゲニン－抗体
複合体を生成するように、ミルク試料をアンギオゲニン抗体に接触させる工程、
（ｂ）前記複合体をミルク試料から分離する工程、
（ｃ）前記複合体中の抗体からアンギオゲニンを遊離させる工程、及び
（ｄ）工程（ｃ）からアンギオゲニンを回収し、アンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を
含み、
　工程（ａ）に先立ち、前記ミルク試料を少なくとも１分間７０℃超に加熱する方法。
【請求項２】
　前記捕捉剤は支持体に固定化されている、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）アンギオゲニンと相互作用する抗体を固定化した支持体にミルク試料を添加し、こ
こでミルク試料に存在するアンギオゲニンが支持体上の抗体と相互作用してアンギオゲニ
ン－抗体複合体を生成する工程、
（ｂ）前記抗体と相互作用しないミルク試料に存在する成分を前記支持体から洗い落すこ
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とにより、ミルク試料から前記複合体を分離する工程、
（ｃ）前記複合体中の抗体からアンギオゲニンを遊離させる工程、及び
（ｄ）工程（ｃ）からアンギオゲニンを回収し、アンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を
含み、
　工程（ａ）に先立ち、前記ミルク試料を少なくとも１分間７０℃超に加熱する方法。
【請求項４】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）液相のミルク試料を、前記ミルク試料の成分をそのサイズに基づいて分離可能な第
二の相に添加する工程、及び
（ｂ）前記ミルク試料の他の成分から分離されたアンギオゲニンを回収することにより、
アンギオゲニン濃縮生成物を得る工程を含み、
　工程（ａ）に先立ち、前記ミルク試料を少なくとも１分間７０℃超に加熱し、且つ工程
（ａ）に先立ち、前記ミルク試料をレンネット処理又は酸沈澱に付さないか、或いは前記
ミルク試料がホエイ又はホエイ分画でない方法。
【請求項５】
　前記第二の相は半透過性相である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記半透過性相は３０ｋＤａ未満のサイズの成分をパーミエートとして前記半透過性相
を通過させることができる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　アンギオゲニンは前記半透過性相をパーミエートとして通過する、請求項６に記載の方
法。
【請求項８】
　前記半透過性相は１０ｋＤａ未満のサイズの成分をパーミエートとして前記半透過性相
を通過させることができる、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　アンギオゲニンは前記半透過性相に残余分として保持される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ミルク試料はシリンジ、圧縮ガス、ポンプ、遠心力又はそれらの組み合わせによっ
て加えられる力によって前記半透過性相を強制透過させられる、請求項５に記載の方法。
【請求項１１】
　前記第二の相は半透過性膜である、請求項４に記載の方法。
【請求項１２】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）液相のミルク試料を、前記ミルク試料の成分をそのサイズに基づいて分画に分離可
能な第二の相に添加する工程、及び
（ｂ）これらアンギオゲニンを含む分画を同定し、該分画を回収することによってアンギ
オゲニン富化産物を得る工程を含み、
　工程（ａ）に先立ち、前記ミルク試料を少なくとも１分間７０℃超に加熱する方法。
【請求項１３】
　前記第二の相はサイズ排除樹脂である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第二の相は分子量約１０～２０ｋＤａのタンパク質を分離する、請求項１２又は１
３に記載の方法。
【請求項１５】
　ミルク試料からアンギオゲニン濃縮生成物を得る方法であって、
（ａ）流れている水性ミルク試料にミルク流を横断する方向に電場を印加する工程、
（ｂ）電場が印加されたミルク流の分画を回収する工程、及び
（ｃ）これらアンギオゲニンに関して富化された分画を同定し、該分画を回収することに
よってアンギオゲニン富化産物を得る工程を含み、
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　工程（ａ）に先立ち、前記ミルク試料を少なくとも１分間７０℃超に加熱する方法。
【請求項１６】
　前記方法は変性条件下で行う、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記水性ミルク流はｐＨ勾配をもたらす緩衝液媒体中で行う、請求項１５に記載の方法
。
【請求項１８】
　前記勾配はｐＨ８～１１の範囲である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　さらに前記アンギオゲニン濃縮生成物を一以上のアンギオゲニン濃縮工程に付す工程を
含む、先の請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　前記一以上のアンギオゲニン濃縮工程は、カチオン交換クロマトグラフィー、フリーフ
ロー電気泳動を含む電気泳動、サイズ排除クロマトグラフィー及び限外濾過からなる群か
ら選択される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ミルク試料は全乳、スキムミルク、バターミルク、ホエイ、ホエイ分画及び初乳か
ら選択される、先の請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
　先の請求項のいずれかの方法により調製されるアンギオゲニン濃縮生成物。
【請求項２３】
　請求項２２に記載のアンギオゲニン濃縮生成物の食品用物質、栄養補助食品、医薬品又
は獣医学品の調製における使用。
【請求項２４】
　請求項２２に記載のアンギオゲニン濃縮生成物を含む食品用物質、栄養補助食品及び医
薬品又は獣医学品。
【請求項２５】
　スポーツ栄養サプリメント又は食品サプリメント、或いは幼児、アスリート、高齢者又
は虚弱者用の食品サプリメントである、請求項２４に記載の食品用物質。
【請求項２６】
　請求項２２に記載のアンギオゲニン濃縮生成物を含む医薬組成物又は獣医学組成物。
【請求項２７】
　請求項２２に記載のアンギオゲニン濃縮生成物のウイルス、バクテリア又は真菌及びそ
れらの毒素によって起こされる疾病、或いは血管新生の刺激が必要とされる疾病の治療又
は予防のための医薬品の調製における使用。
【請求項２８】
　請求項２２に記載のアンギオゲニン濃縮生成物の、粘膜表面の感染を引き起こす病原体
を標的とする栄養補助食品、医薬品又は獣医学品の成分としての使用。
【請求項２９】
　粘膜表面の感染を引き起こす病原体を標的とする方法であって、請求項２４に記載の栄
養補助食品、医薬品又は獣医学品、或いは請求項２６に記載の組成物の有効量を被験体に
投与する工程を含む方法。
【請求項３０】
　ウイルス、バクテリア又は真菌及びそれらの毒素によって起こされる疾病、或いは血管
新生の刺激が必要とされる疾病の治療及び／又は予防の方法であって、請求項２４に記載
の栄養補助食品、医薬品又は獣医学品、或いは請求項２６に記載の組成物の有効量を被験
体に投与する工程を含む方法。
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【手続補正書】
【提出日】平成23年1月26日(2011.1.26)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】請求項２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項２】
　前記抗体は支持体に固定化されている、請求項１に記載の方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３８】
　本発明の第一又は第二の態様の更なる実施形態においては、ミルク試料を前記捕捉剤又
は抗体と接触させる前に、前記捕捉剤又は抗体の非存在下において前記ミルク試料を前処
理用支持体及び分離支持体に添加することによって、ミルク試料中に存在し前記支持体と
非特異的に相互作用する物質がミルク試料から除去される。
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