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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、ヒドロキシアパタイト組成物を製造する方法：
　（ａ）撹拌しながら、水酸化カルシウムを含む水性懸濁液にリン酸及び第一リン酸アン
モニウムを含む水溶液を添加することにより前記水酸化カルシウムの粉末を含む水性懸濁
液を、前記リン酸及び第一リン酸アンモニウムを含む水溶液と反応させて、ｐＨ７～１２
の範囲でヒドロキシアパタイトの一次粒子を含むヒドロキシアパタイト懸濁物を得ること
；
　（ｂ）前記ヒドロキシアパタイト懸濁物中のヒドロキシアパタイトの前記一次粒子をミ
ル処理すること、
　（ｃ）前記ヒドロキシアパタイト懸濁物を噴霧乾燥して、ヒドロキシアパタイトの固結
二次粒子を得ること；並びに
　（ｄ）前記固結二次粒子を焼結して、焼結ヒドロキシアパタイト粒子を得ること。
【請求項２】
　（ｅ）前記焼結ヒドロキシアパタイト粒子を分級して、所望の粒径範囲又は所望のメジ
アン粒径を有するヒドロキシアパタイト粒子を得ること、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記分級することが、超音波篩い分けを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
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　前記噴霧乾燥の前に、前記ヒドロキシアパタイト懸濁物中へ分散剤を添加して、均質化
懸濁物を得ることをさらに含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記分散剤が、無機化合物、短鎖有機化合物、ポリマー、またはそれらの組み合わせで
ある、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記無機化合物がリン酸塩、ケイ酸塩及び炭酸塩から選択され；前記短鎖有機化合物が
有機電解質及び界面活性剤から選択され；並びに前記ポリマーがポリマー電解質及びポリ
マー非電解質から選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記得られたヒドロキシアパタイト懸濁物が、約８～１１の範囲内のｐＨを有する、請
求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記ミル処理することが、ボールミル処理することを含む、請求項１～７のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項９】
　前記ミル処理することで得られた前記ヒドロキシアパタイト粒子の平均粒子径が、約１
．０～５．０μｍの範囲内である、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記焼結することに使用される温度が、約４５０～８００℃の範囲内である、請求項１
～９のいずれか１項に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．１１９条（ｅ）に基づき、２０１４年３月３日に出願され
た米国仮出願第６１／９４７，１２８号の優先権を主張し、その全体が参照により本明細
書に組み込まれる。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、ナノ構造合成ヒドロキシアパタイト組成物及び調製方法に関する。合成ヒド
ロキシアパタイト組成物は、高度に球状な粒子、並びに高圧下での優れた機械的強度及び
耐久性を有する多孔質構造を有し、クロマトグラフィー吸着剤として有用である。
【０００３】
　発明の背景
　Ｃａ１０（ＰＯ４）６・（ＯＨ）２の式を有するヒドロキシアパタイトは、骨や歯の無
機成分である。非毒性及び生体適合性材料として、例えば、タンパク質、酵素、ワクチン
、及び核酸のような生体分子のクロマトグラフィー分離用のカラムに充填される充填材と
して、一般的に用いられている。これらの生体分子を吸着するその能力は、クロマトグラ
フィー吸着剤粒子の構造及び露出表面上の活性部位の濃度の両方に依存する。
【０００４】
　カラムクロマトグラフィー用に使用可能なヒドロキシアパタイトの調製方法は、ティセ
リウスら（Ｔｉｓｅｌｉｕｓ　ｅｔ　ａｌ．）によって最初に開発された［Ａｒｃｈ．Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．，　６５：１３２－１５５（１９５６）］。クロマトグ
ラフィー用途のためにカラムに充填されたヒドロキシアパタイトは、種々の方法により調
製されてきた。従来、結晶性ヒドロキシアパタイトは、水溶性カルシウム塩とリン酸塩と
が水溶液中で反応させられる湿式合成法によって合成される。次いで、形成されたヒドロ
キシアパタイトは、マイクロ粒子を得るために造粒される。従来のプロセスによって製造
されたヒドロキシアパタイトは、以下の欠点を有する：１）粒子の形状とサイズの不揃い
、２）低い機械的強度、及び３）熱処理後の結晶表面上の活性部位の低レベル。粒子の形
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状とサイズが不揃いであるため、ヒドロキシアパタイト粒子は、クロマトグラフィー分離
用のカラムに均一または密に充填され得ない。その低い機械的強度により、カラムベッド
へ充填されたヒドロキシアパタイトは、精製のための使用中に破壊される傾向があり、最
終的にはベッド崩壊に至る。したがって、クロマトグラフィー分離用のヒドロキシアパタ
イトの使用が、劇的に制限される。
【０００５】
　クロマトグラフィー用途に理想的な吸着剤を製造するために、過去２０年間に多くの努
力が大きな成果も無しに行われてきた。ヒドロキシアパタイト、セラミック材料は、硬質
であるが、機械的に崩れやすい。その機械的強度を向上させるために、ヒドロキシアパタ
イトは、通常、高温で処理される。妥協の結果として、生体分子を結合するヒドロキシア
パタイト吸着剤の能力に比例する表面活性部位が、大幅に減少させられる。その化学的及
び構造的特性に起因して、全ての基本的な要件を満たすヒドロキシアパタイト吸着剤を調
製することは困難である。
【０００６】
　球状ヒドロキシアパタイト吸着剤の調製のための従来のプロセスが様々な問題をかかえ
ているだけでなく、クロマトグラフィー精製用充填剤として調製された吸着剤の使用もま
た問題がある。
【０００７】
　したがって、望ましい分離性能を提供し、その上、クロマトグラフィー分離のための使
用中にその形状、結合能力、並びに化学的及び機械的特性を保持する多孔質ヒドロキシア
パタイト吸着剤を製造するための、新たなプロセスが必要とされる。また、ヒドロキシア
パタイト吸着剤は、大きな生体分子を高速で物質移動させるのに十分な細孔径を持つべき
である。最後に、ヒドロキシアパタイト吸着剤のクロマトグラフィー性能と物理的特性と
を確実にするために、バッチ毎の製造プロセスは再現性を有するべきである。上記のよう
な優れた機械的強度及びクロマトグラフィー特性を有するヒドロキシアパタイト材料は、
報告されていない。
【発明の概要】
【０００８】
　発明の概要
　本発明は、クロマトグラフィー吸着剤として特に有用なヒドロキシアパタイト組成物の
新しい種類、及び新たなヒドロキシアパタイト組成物を調製する方法を提供する。
【０００９】
　一側面において、本発明は、ヒドロキシアパタイト粒子を含み、ヒドロキシアパタイト
粒子の嵩密度が約０．５～０．９ｇ／ｃｍ３であり、球状且つ多孔質構造を有する固結（
ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｅｄ）二次粒子をヒドロキシアパタイト粒子がさらに含む、ヒドロ
キシアパタイト組成物を提供する
　一実施形態では、本発明のヒドロキシアパタイト組成物において、固結二次粒子の平均
細孔径が約５０～１００ｎｍであり、固結二次粒子の平均細孔容積が約０．１～０．５ｃ
ｍ３／ｇである。
【００１０】
　別の実施形態では、本発明のヒドロキシアパタイト組成物において、ヒドロキシアパタ
イト粒子が、２０±４μｍ、４０±４μｍ、６０±４μｍ、または８０±４μｍのメジア
ン粒径を有する。
【００１１】
　別の実施形態では、本発明のヒドロキシアパタイト組成物において、それぞれのヒドロ
キシアパタイト粒子の球形度が少なくとも０．９５であり、好ましくは少なくとも０．９
７であり、より好ましくは少なくとも０．９９である。
【００１２】
　別の側面において、本発明は、以下の工程を含む、ヒドロキシアパタイト組成物を製造
する方法を提供する：
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　（ａ）水酸化カルシウム粉末を含む水性懸濁液を、リン酸及びリン酸塩を含む水溶液と
反応させて、ヒドロキシアパタイトの一次粒子を含むヒドロキシアパタイト懸濁物を得る
こと；
　（ｂ）懸濁物中のヒドロキシアパタイトの一次粒子をミル処理（ｍｉｌｌｉｎｇ）する
こと、
　（ｃ）懸濁物を噴霧乾燥して、ヒドロキシアパタイトの固結二次粒子を得ること；並び
に
　（ｄ）固結二次粒子を焼結して、焼結ヒドロキシアパタイト粒子を得ること。
【００１３】
　一実施形態では、本発明の方法は、（ｅ）焼結ヒドロキシアパタイト粒子を分級して、
所望の粒径範囲及び／又は所望のメジアン粒径を有するヒドロキシアパタイト粒子を得る
工程をさらに含む。
【００１４】
　ある実施形態では、本方法は、噴霧乾燥工程の前に、懸濁物中へ分散剤を添加して、均
質化懸濁物を得ることをさらに含む。
【００１５】
　本発明のある実施形態では、反応工程（ａ）におけるリン酸塩が、リン酸カルシウム系
化合物を含む。
【００１６】
　他の実施形態では、本発明の方法において形成されたヒドロキシアパタイト懸濁物は、
約７～１２、好ましくは８～１１の範囲内のｐＨを有する。
【００１７】
　本発明のいくつかの実施形態では、分散剤が、無機化合物、短鎖有機化合物、ポリマー
、及びそれらの組み合わせから選択される。
【００１８】
　本発明のいくつかの実施形態では、分散剤として、無機化合物がリン酸塩、ケイ酸塩及
び炭酸塩からなる群から選択され；短鎖有機化合物が有機電解質及び界面活性剤からなる
群から選択され；並びにポリマーがポリマー電解質及びポリマー非電解質からなる群から
選択される。
【００１９】
　本発明の方法では、工程（ｂ）における前記ミル処理することは、当業者に知られた任
意の好適なミル処理技術であってよく、制限されないが、ボールミルが挙げられる。
【００２０】
　本発明のいくつかの実施形態では、ミル処理工程（ｂ）で得られたヒドロキシアパタイ
ト粒子の平均粒子径が、約１．０～５．０μｍの範囲内である。
【００２１】
　本発明のいくつかの実施形態では、前記焼結することに使用される温度が、約４５０～
８００℃、好ましくは約５５０～７５０℃の範囲内、及びより好ましくは約６５０℃であ
る。
【００２２】
　本発明のいくつかの実施形態では、得られたヒドロキシアパタイト粒子の分級は当業者
に知られた任意の好適な篩い分け技術によって行われることができ、制限されないが、超
音波篩い分けが挙げられる。
【００２３】
　別の側面において、本発明は、本明細書に記載された任意の実施形態に係る方法により
調製されたヒドロキシアパタイト組成物を包含する。
【００２４】
　別の側面において、本発明は、例えば実施例に本質的に示され及び記載される、並びに
図面によって特徴づけられるような、ヒドロキシアパタイト組成物を包含する。
【００２５】
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　別の側面において、本発明は、本明細書に記載された任意の実施形態に係るヒドロキシ
アパタイト組成物の、クロマトグラフィー吸着剤としての使用を提供する。
【００２６】
　別の側面において、本発明は、本明細書に記載された任意の実施形態に係るヒドロキシ
アパタイト組成物を含むクロマトグラフィー吸着剤を提供する。
【００２７】
　別の側面において、本発明は、本明細書に記載された任意の実施形態に係るヒドロキシ
アパタイト組成物を含む製造品を提供する。
【００２８】
　別の側面において、本発明は、本明細書に記載された任意の実施形態に係るクロマトグ
ラフィー吸着剤を含むデバイス又は機器を提供する。
【００２９】
　別の側面において、本発明は、本明細書に記載された任意の実施形態に係るクロマトグ
ラフィー吸着剤を含むクロマトグラフィーデバイス又は機器を用いた、有機及び／又は生
物学的試料の分析または分離方法を提供する。
【００３０】
　他の目的、利点、及び新規な特徴は、以下の図面及び発明の詳細な説明から、当業者に
は容易に理解されるであろう。
【００３１】
　図面の簡単な説明
　図中の構成要素は必ずしも寸法があっておらず、本発明の例示的な実施形態の原理を説
明することが代わりに重視され、このとき、参照符号は異なる図を通して対応する部分を
指定する。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】図１は、実施例１で得られた結果として生じた懸濁物中のヒドロキシアパタイト
一次粒子の粒子径分布曲線を示す。
【図２】図２は、実施例２で得られたボールミル処理された懸濁物中のヒドロキシアパタ
イト粒子の粒子径分布曲線を示す。
【図３】図３は、実施例４で得られたヒドロキシアパタイト吸着剤（４０μｍサイズ）の
、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）像を示す。
【図４】図４は、６５０℃の焼結温度の比較例１で得られたヒドロキシアパタイト吸着剤
（４０μｍサイズ）の、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）像を示す。
【図５】図５は、実施例４で得られたヒドロキシアパタイト吸着剤（４０μｍサイズ）の
、Ｘ線回折パターン（ＸＲＤ）を示す。
【図６】図６は、実施例４で得られたヒドロキシアパタイト吸着剤（４０μｍサイズ）の
、ＦＴ－ＩＲスペクトルを示す。
【図７】図７は、実施例４で得られたヒドロキシアパタイト吸着剤（４０μｍサイズ）の
、クロマトグラフィー安定性を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　発明の詳細な説明
　本発明は、機械的安定性を有し、カラム内に充填される吸着剤として使用された場合に
はクロマトグラフィー分離において優れた性能を示すことができる吸着剤を提供すること
を目的とする。さらに、本発明は、工業的応用の要求を満たすために、大規模で吸着剤を
製造できる信頼性の高い方法を提供することをも目的とする。
【００３４】
　本発明の一側面では、ヒドロキシアパタイトの化学的組成物を有するクロマトグラフィ
ー吸着剤が提供され、これは、結晶の分離機能を、担体としてのそれ自身の骨格の強度と
組み合わせる。
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【００３５】
　本発明のクロマトグラフィー媒体（ｍｅｄｉｕｍ）は、カラムに充填されるか詰められ
た吸着剤として使用された場合、物質分離において優れた特性を示す。特に、モノマーと
凝集体のような、互いの構造において小さな差異を有する又は化学的に同一の物質につい
て、良好な選択性と高精度分離とが、吸着剤として本発明の媒体を用いたクロマトグラフ
ィーによって達成され得る。また、本発明の媒体は、それ以外の既存の吸着剤の使用では
達成することが困難な、これらの高純度分離のために選択され得る。本発明の媒体によっ
て分離され得る物質は、免疫グロブリンまたは酵素を含むタンパク質、ＲＮＡやＤＮＡな
どの核酸、及びワクチンなどのような生体分子が挙げられる。いくつかの用途では、下流
のバイオプロセスにおける最終の洗練工程で使用される本発明の媒体は、高純度の有用な
薬物物質を得るために不可欠である。
【００３６】
　一実施形態では、本発明のクロマトグラフィー媒体は、ナノ構造ネットワーク、高い平
均細孔直径、良好な球形度及びビーズサイズの狭い分布、良好な結合能力、並びに耐久性
のある機械的安定性に特徴付けられる、マイクロサイズのヒドロキシアパタイトビーズか
ら構成されている。また、従来の吸着剤と比べて、本発明のヒドロキシアパタイト吸着剤
は高い嵩密度及びずっと小さなビーズを有し、これは、再現性のあるカラム分離性能を有
する固定化ベッドカラムの充填を容易にする。また、その高い機械的強度により、大きな
ベッド容量（例えば、＞５０Ｌ）のカラムに充填された場合にクロマトグラフィー分離に
ついての実行サイクルがそれに応じて増加され、従って、工業生産のためには作業コスト
が大幅に低減される。
【００３７】
　一側面において、本発明は、クロマトグラフィー吸着剤を製造するための前駆体として
使用されるナノ構造ヒドロキシアパタイト結晶の合成のための方法を提供する。ナノロッ
ドで構成されるそのネットワーク構造に起因して、合成されたヒドロキシアパタイトは高
い表面積を有し、結晶の表面に吸着したときに生体分子に対する良好な結合能力を確保す
る。原材料は主に、安価で市販されている無機物である。反応条件は穏やかで、特定の型
の設備を使用する必要なしに容易に制御できる。なお、生成される副生成物は、無毒で環
境に優しい。
【００３８】
　一実施形態では、ヒドロキシアパタイトナノ結晶を製造するために、本発明の方法は、
２つの原料、すなわち第一リン酸アンモニウム及びリン酸、を含有する溶液を、固体原料
水酸化カルシウムを含む懸濁液に激しく撹拌しながら添加することを含む。ヒドロキシア
パタイトナノ結晶の内容物を有する結果として生じた懸濁物が、その後得られる。一実施
形態では、得られた懸濁物の最適ｐＨ値は、約８～約１１の範囲内である。
【００３９】
　嵩密度を増加させ、最終的な固結生成物の適切な細孔径を得るために、一実施形態では
、上記得られた懸濁物中のヒドロキシアパタイト一次粒子は、より小さい粒子へとミル処
理される。一実施形態では、ボールミル法が、ジルコニアビーズで充填された閉塞シリン
ダ内へとヒドロキシアパタイト粒子含有懸濁物を連続的に送り込むことによって適用され
る。一実施形態では、ミル処理された粒子のメジアン径は、約１μｍ（Ｄ５０）以上であ
り、好ましくは約１～５μｍの範囲内であり、より好ましくは約１～３μｍの範囲内であ
る。ミル処理された粒子のメジアン径をこれらの範囲内に制御することによって、本発明
の方法は、約０．５～０．９ｇ／ｃｍ３、特に０．５５～０．８２ｇ／ｃｍ３の範囲内の
嵩密度を有する固結二次粒子を含む最終的なヒドロキシアパタイト吸着剤を、確実に製造
することができる。
【００４０】
　別の実施形態において、本発明は、固結二次粒子からなる高度に球状な多孔質ヒドロキ
シアパタイトミクロスフィアを作製する方法を提供する。具体的には、一実施形態では、
懸濁物の粘度を下げて液体の流動性を大幅に向上させるために、噴霧乾燥する前に、適切
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な量の分散剤が上記ミル処理された懸濁物へと添加される。そして、固結ヒドロキシアパ
タイト二次粒子が、加熱された垂直チャンバ内でヒドロキシアパタイト一次粒子を含む液
滴を噴霧乾燥することによって得られる。その結果、そうして得られた固結ヒドロキシア
パタイト二次粒子の球形度が、分散剤を全く使用せずに得られた生成物と比較して大幅に
改善される。
【００４１】
　懸濁物の流動性を向上させるために使用される分散剤は、制限されないが、無機化合物
、短鎖有機化合物、及びポリマーが挙げられる。
【００４２】
　別の実施形態において、本発明は、噴霧乾燥によって得られたヒドロキシアパタイト粉
末を高温で処理し、異なる平均粒子径を有する種々の最終的な吸着剤生成物を得るために
、粉末をさらに分級する方法を提供する。一実施形態では、処理温度は、機械的安定性、
良好な結合能力、及び最終的な吸着剤への生体分子の物質移動の潜在的な障害を克服する
のに充分に大きい細孔開口を確保するように調節される。好ましくは、超音波篩い分け法
が、粒子径の広い分布の粒子の分級に適用される。その結果、得られた最終的な吸着剤生
成物は、狭い粒子径分布を有する。
【００４３】
　本発明の吸着剤は、ボールミル処理された合成ヒドロキシアパタイト（Ｃａ１０（ＰＯ

４）６（ＯＨ）２）一次粒子を噴霧乾燥し、続く高温処理及び粒子分級により製造される
。限定することであると意図されないが、本発明により得られた吸着剤は、粒子径の狭い
分布と、約０．５～０．９ｇ／ｃｍ３、典型的には約０．５５～０．８２ｇ／ｃｍ３の範
囲内の嵩密度、並びに約０．１～０．５ｃｍ３／ｇの細孔容積を有する。吸着剤は化学的
及び機械的に安定であり、充填ベッド、流動ベッド若しくは撹拌バッチ吸着、又は生体分
子のクロマトグラフィー分離及び精製に特に有用である。
【００４４】
　本発明の方法を用いて得ることができる高度に球状な吸着剤は、ヒドロキシアパタイト
だけでなく、他の種類の合成材料もまた含む。合成材料は有機材料及び無機材料が挙げら
れ、無機材料は好ましくは、リン酸カルシウム系セラミックス、鉱物酸化物などのセラミ
ック材料である。これらの中でも、ヒドロキシアパタイトは、無毒かつ生体適合性である
。従って、ヒドロキシアパタイトは、人工骨や歯、薬物送達システムのマトリックスなど
の生物医学的用途のための理想的な生体材料である。また、結晶表面上に官能基を有する
セラミック材料として、ヒドロキシアパタイトは、様々な生体分子に対して優れた吸着能
力を有するだけでなく、クロマトグラフィー媒体として支持材としても機能することがで
きる。
【００４５】
　以下に、吸着剤、及び本発明に係る吸着剤の製造方法が、特定の好ましい実施形態に言
及しつつ、より詳細に説明されるであろう。
【００４６】
　１．ナノ構造ヒドロキシアパタイト前駆体の合成
　まず、球状粒子を製造するための前駆体として使用されるナノ構造ヒドロキシアパタイ
トが、溶液を懸濁物と混合する反応により合成される。溶液は二つの原料の混合物を含み
、懸濁物は一つの原料を含む。反応の間、懸濁物は激しく撹拌され、容器内の反応温度を
維持するための温度に循環槽が設定される。反応の終了時、ナノロッド構造を有する一次
ヒドロキシアパタイト粒子が得られる。
【００４７】
　一実施形態では、ヒドロキシアパタイト前駆体を製造するために、水に溶解した二つの
原料、すなわち、第一リン酸アンモニウム及びリン酸、を含有する溶液が、固体原料の水
酸化カルシウムを水中に含む懸濁液へと、激しく撹拌しながら少しずつ添加される。一実
施形態では、使用される原料についてのＣａ／Ｐの化学量論比は、１．６７である。
【００４８】
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　上記の方法により、ナノロッドネットワーク構造及び高い表面積を有するヒドロキシア
パタイト粒子を得ることが可能であり、これはクロマトグラフィー媒体としての使用に非
常に望ましい。
【００４９】
　工業的応用の必要性に基づいて、ヒドロキシアパタイトを製造するバッチサイズは、ヒ
ドロキシアパタイトの物理化学的性質に全く影響を与えることなく、スケールアップ可能
である。好ましくは、反応容器のサイズは、１０Ｌ～１０，０００Ｌ、より好ましくは５
０Ｌ～５，０００Ｌである。
【００５０】
　一実施形態では、反応容器中の懸濁物の初期温度は２０～５０℃の間に設定されてもよ
く、好ましくは、循環槽温度が、反応の経過中は初期温度に維持される。別の好ましい実
施形態では、実施例１に示されるように、初期温度が３５℃に設定される。槽循環温度が
３５℃に維持された場合、主として原料間の発熱中和により引き起こされる反応の過程で
の反応温度の変化が、最小化され得る。いくつかの実施形態では、温度逸脱を回避するた
めに、第一リン酸アンモニウム及びリン酸を含有する溶液を反応器中の水酸化カルシウム
懸濁液と混合する際中に、溶液の添加速度が制御されるべきである。いくつかの好ましい
実施形態では、逸脱温度が初期反応温度の約５℃以内に制御され、これは、この合成工程
でのヒドロキシアパタイトナノ結晶の一貫した特性を得られるように、バッチ毎に再現可
能な製造を確実にするためには、重要である。いくつかの実施形態では、第一リン酸アン
モニウム及びリン酸を含む溶液の添加時間は、約１０～約２４時間であり、好ましくは約
１６時間である。溶液添加の終了後、初期温度と同じ温度を維持しながら、追加的に約１
～５時間、好ましくは約２時間、混合物は連続的に撹拌され、反応が完了に進むことを確
実にする。
【００５１】
　反応の終了時に得られた懸濁物のｐＨは、重要である。いくつかの実施形態では、得ら
れた懸濁物のｐＨは、約７～１２、好ましくは８～１１の範囲内となるべきである。ｐＨ
が７以下であると、ヒドロキシアパタイトは、リン酸二カルシウム（ＤＣＰ）、リン酸三
カルシウム（ＴＣＰ）などへとさらに変化する傾向がある。水酸化カルシウムと反応させ
るためにリン酸のみが使用される場合、反応系における緩衝能力の不足により、反応の終
了に近づいたときにｐＨが劇的に変化し、ＤＣＰ及びＴＣＰのようないくつかの副生成物
を潜在的に生成する。ＤＣＰ及びＴＣＰの形成は、高純度のヒドロキシアパタイトナノ結
晶を製造するのに望ましくない。特に、使用されるリン酸の量が計算による化学当量を少
し超える場合、ｐＨは７よりかなり低くなることがあり、ＤＣＰ及びＴＣＰを含む多量の
副生成物が生成されるであろう。
【００５２】
　上記欠点を克服するために、いくつかの実施形態において、本発明はまた、リン酸と一
緒にリン酸源を提供するために、原料の一つとして第一リン酸アンモニウムを使用する。
第一リン酸アンモニウムを使用する一つの利点は、反応が終了に近づいているときに、反
応が緩衝能を有する系内で起こるため、ｐＨの潜在的な劇的な変化が避けられる。別の利
点は、原料としての第一リン酸アンモニウムは、より緩やか且つ制御可能な手法で反応が
起こることを可能とし、反応系の低い温度逸脱をもたらす。より劇的である水酸化カルシ
ウムとリン酸との間の発熱性中和反応とは異なり、第一リン酸アンモニウムの水酸化カル
シウムとの反応は、より小さい熱を発生し、従って、よりぬるい。これらの条件は、一定
の材料特性を有するヒドロキシアパタイトを製造するために役に立つ。
【００５３】
　水に懸濁された固体水酸化カルシウムの量、並びに水に溶解されたリン酸及び第一リン
酸アンモニウムの量は、反応の過程で実質的に妨害することなく反応器内の懸濁物が容易
に攪拌され得る限り、変化してもよい。具体的には、本実施形態では、水酸化カルシウム
：水の比率は、１：１０（重量／重量）である。別の実施形態では、リン酸（８５％　ｗ
／ｗ）：第一リン酸アンモニウム：水の比率は、１７：１：５０（重量／重量／重量）で
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ある。本発明によれば、リン酸と第一リン酸アンモニウムとの相対量は、Ｃａ／Ｐの化学
量論比が約１．６７である限り、変化してもよい。
【００５４】
　２．ボールミル法による微小ヒドロキシアパタイト粒子の調製
　上記合成された一次粒子が直接噴霧乾燥され、続いて固結二次粒子を焼結する場合、得
られた吸着剤は非常に緩く、低い嵩密度を有する。その結果、機械的強度が低い。カラム
ベッドに充填されたときに、吸着剤は圧力下で崩壊する傾向がある。吸着剤の嵩密度及び
機械的安定性を高めるためには、上記得られた懸濁物中に含まれるヒドロキシアパタイト
一次粒子をより小さい粒子にミル処理して、緊密な固結二次粒子を得る必要がある。
【００５５】
　一実施形態において、本発明は、ボールミル法により微小ヒドロキシアパタイト粒子を
調製する方法を提供する。ジェットミル法のような他の方法と比較して、ボールミル法は
、コスト効率が良く、操作及び保守が容易であり、並びに懸濁試料の大規模生産に適して
いる。なお、得られた粒子径は次の工程における処理の要件を満たしている。簡潔には、
ボールミル法は、球状ジルコニアビーズが充填されて機械的にビーズを回転させる閉塞シ
リンダチャンバへと、ヒドロキシアパタイト懸濁物を連続的に供給することによって適用
される。
【００５６】
　一実施形態では、ボールミル法の手順が次のように詳述される。ヒドロキシアパタイト
懸濁物が、例えば約０．８ｍｍの平均ビーズサイズを有するジルコニアビーズで充填され
た閉塞シリンダチャンバ内へと、例えば機械的手段によって送り込まれる。ジルコニアビ
ーズと懸濁物との両方が高圧下で機械的に急速に回転させられたときに、一次粒子はチャ
ンバ内でより小さな粒子へとミル処理される。ミル処理された懸濁物はシリンダの端部の
開口から連続的に溶出され、容器内に回収される。多くの熱はチャンバ内での運転の経過
中に発生するため、シリンダチャンバを取り囲む冷水循環が、熱を除去して装置の潜在的
な損傷を回避するために適用される。粉砕粒子の目的サイズを得るために、操作の実行サ
イクルは、それに応じて調整されてもよい。
【００５７】
　この点に関して、前記方法は一次粒子を確実に粉砕し、それゆえ最終生成物（ヒドロキ
シアパタイト吸着剤）が前記更なる製造プロセスにより確実に得られるであろう。
【００５８】
　いくつかの実施形態では、得られた粉砕粒子のメジアン粒径は、１μｍ以上、好ましく
は１～５μｍ、より好ましくは１～３μｍである。最終生成物の細孔径は粉砕粒子のサイ
ズに直接関係し、これは噴霧乾燥プロセスの工程から得られた固結二次粒子の粒子間の空
隙を決定する。粉砕粒子のメジアン粒径がこの範囲内にある場合、適切な嵩密度、充分な
機械的安定性、及び生体分子の結合のために充分な細孔径を有するクロマトグラフィー吸
着剤の粉末を、確実に製造することができる。
【００５９】
　３．固結ヒドロキシアパタイト二次粒子の製造
　良好な機械的強度を有する高度に球状の吸着剤を形成することが望ましい。低い球形度
に起因して、既存の吸着剤は、良好な機械的安定性と、高分子量の生体分子の効率的な結
合のための大きな表面細孔開口との両方を有していない。良好な球形度の固結二次粒子を
得るこの目的に到達するために、製造プロセスを改良する必要がある。したがって、一側
面では、本発明は、改変された噴霧乾燥法により球状粒子を作製する方法を提供する。
【００６０】
　一実施形態において、本発明は、噴霧乾燥法が適用される前に、ミル処理されたヒドロ
キシアパタイト懸濁物中への分散剤の添加による手順を提供する。一実施形態では、追加
された分散剤の適切な量が、粉末粒子の球状を向上させるために必要である。結果として
、固結ヒドロキシアパタイト二次粒子の球形度は、分散剤を使用せずに得られた生成物よ
りも高い。いくつかの実施形態では、ミル処理された懸濁物に添加された過剰な又は少な
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すぎる分散剤が、得られた固結粒子の形状を悪化させる可能性があるため、使用される分
散剤（複数可）の量は厳密に制御されるべきである。
【００６１】
　具体的には、一実施形態において、分散剤の計算量が、容器内の上記ミル処理懸濁物へ
と、大気条件下で激しく撹拌しながら少しずつ添加される。結果として、懸濁物は濃さが
低くなり（ｌｅｓｓ　ｄｅｎｓｅ）、その粘度が低下させられる。したがって、懸濁物の
流動性も大幅に改善され、これは、噴霧乾燥の工程における回転ディスクの上での平滑な
膜の形成を助ける。さらに、分散剤の使用はまた、高速で回転させられたときの回転ディ
スク上の膜の破壊によって形成された液滴の表面張力を低下させる。全ての上記有利な要
因は、噴霧乾燥プロセスにより得られた高球形度を有する固結二次粒子の信頼できる作製
方法を提供する。
【００６２】
　使用される分散剤の量は計算され、分散剤（重量）：懸濁物（重量）の比率の百分率（
％ｗ／ｗ）で表される。分散剤の種類及びミル処理された懸濁物中のヒドロキシアパタイ
トの固体含有量に応じて、使用される分散剤の量は、限定されるものではないが、約０．
００５％～１％（ｗ／ｗ）の範囲内、好ましくは０．０１％～０．２％（ｗ／ｗ）の範囲
内であり得る。いくつかの実施形態において、分散剤の適切な量の使用は、良好な製品品
質と性能とを有する固結二次粒子を得るために重要である。この点において、分散剤の不
十分な量の添加は、懸濁物の粘度を十分に低下させ無いこともある。なお、過剰な分散剤
の添加は、分散粒子の再凝集に至る可能性がある。その結果、不均一な懸濁物が形成され
て沈殿する傾向があり、これは望ましくない。
【００６３】
　本発明に有用な分散剤は、制限されないが、無機化合物、短鎖有機化合物、ポリマーな
どが挙げられる。
【００６４】
　無機化合物分散剤の例としては、制限されないが、リン酸塩（ヘキサメタリン酸ナトリ
ウムなど）、ケイ酸塩、及び炭酸塩が挙げられる。短鎖有機化合物の例としては、制限さ
れないが、有機電解質（クエン酸など）、及び界面活性剤（トゥイーン２０、トゥイーン
８０、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、及びＣＴＡＢなど）が挙げられる。ポリマー
分散剤の例としては、制限されないが、ポリマー電解質（ポリアクリレートなど）、及び
ポリマー非電解質（ポリアクリル酸及びＰＶＡなど）が挙げられる。
【００６５】
　一例では、７ｇのポリアクリル酸ナトリウムが少しずつ、例えば滴下して、３５Ｌのミ
ル処理ヒドロキシアパタイト（約１０％　ｗ／ｗ）懸濁物に、撹拌しながら添加された。
懸濁物は、より低い粘性で、より均質になった。攪拌しなくとも、得られた懸濁物は、ヒ
ドロキシアパタイト粒子が全く沈殿せずに数時間安定であった。
【００６６】
　次の工程は、上記の充分に分散された懸濁物を噴霧乾燥することにより、球状二次粒子
を作ることである。具体的には、上記懸濁物は、高温ガス流、例えば空気または窒素と一
緒に、回転ディスク、噴霧ノズルのような霧化デバイスを介して垂直乾燥チャンバに噴射
される。高温ガス流は、回転ディスクによって形成されるミクロ液滴からの水の急速な蒸
発を引き起こし、噴霧ノズルから放出する。ガスは、典型的には１４０～２２０℃で噴射
され、１００℃をわずかに超える温度で乾燥機から出る。ミクロ液滴から形成されたヒド
ロキシアパタイトの微粒子は、高度に球状な形の個別の凝集体へと固結される。得られた
ヒドロキシアパタイトミクロスフィア粉末は、噴霧乾燥機の底部で回収され、大部分の量
の粒子が４０μｍの粒子径である、約１０～９０μｍの粒子径の範囲内の粒子から構成さ
れる。
【００６７】
　４．高温処理及び分級
　ヒドロキシアパタイトは、崩れやすいセラミック材料であることが知られている。その
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機械的強度を向上させるために、ヒドロキシアパタイトは、一定の期間、高温で加熱され
る必要がある。上記の工程で得られた乾燥ヒドロキシアパタイト粉末が高温で処理される
と、棒－球状の一次粒子が収縮し、共に混ぜ合わさってより緊密なネットワーク構造を形
成する傾向がある。その結果、得られたヒドロキシアパタイト吸着剤の表面の細孔開口サ
イズが大きくなり、ミクロスフィア粉末の機械的強度はそれに応じて向上させられる。細
孔開口サイズの増加は、焼結温度の上昇に対応する。また、６００℃以上の焼結温度では
、細孔径が最大値に達するまで、焼結時間と共に増加し得る。明らかに、焼結粉末の表面
積は、焼結温度の上昇と共に減少する。表面活性部位に直接関連しているヒドロキシアパ
タイト吸着剤の表面積は、生体分子のその結合能力を決定する。クロマトグラフィー分離
のためのヒドロキシアパタイト吸着剤の用途に応じて、当業者は、所望の性能のために、
焼結温度及び時間のようなプロセスパラメータを最適化することができるであろう。一実
施形態では、有機分散剤が使用される場合、有機分散剤が燃焼するように、空気流の存在
下で焼結が行われる。
【００６８】
　一実施形態では、空気流にさらされたオーブン内に粉末が配置される。粉末は徐々に６
５０℃まで加熱され、６５０℃で４時間維持される。粉末はその後冷却され、オーブンか
ら取り出される。加熱と冷却は結晶粒子の体積変化をもたらしたが、吸着剤ビーズは、こ
れらのプロセスの後にいかなる亀裂も示さない。上記の作業は、拡大された細孔径を有す
る安定なビーズの形成をもたらす。
【００６９】
　高温処理によって得られた上記の粉末は、広範囲の粒子径分布を有する。クロマトグラ
フィー分離媒体としては、特に工業的精製プロセスに使用される場合、より均一な粒子径
の吸着剤が好ましいことがある。したがって、いくつかの実施形態では、狭い粒子径分布
を有する吸着剤を得るために、上記で得られた粉末を分級する必要がある。
【００７０】
　スクリーン篩い分け及びサイクロン分級を含む様々な分級方法が、本発明において使用
され得る。サイクロン分級法は、全ての不要なより小さな及びより大きな粒子を完全に排
除することができない。しかし、超音波篩い分け法については、粒子径カットオフが、容
易に商業的にカスタム設計されたスクリーンの開口サイズによって決定される。したがっ
て、超音波篩い分け法は、特定の所望の狭い粒子径分布を有する粒子を得るためには、よ
り信頼性が高い。
【００７１】
　一実施形態において、本発明は、超音波振動篩を用いてヒドロキシアパタイト粒子を分
級する方法を提供する。この方法は、良好な製造再現性があり信頼性が高く、かつ安定し
た性能の最終吸着剤生成物を提供する。焼結粉末は機械的に強いので、分級がこの段階で
行われる場合、固結二次粒子の完全性が良好に維持される。噴霧乾燥により得られた二次
粒子について、その機械的安定性は、焼結粉末よりも弱い。分級プロセス、特に、サイク
ロン分級法を用いたプロセスが、焼結プロセス前の乾燥粉末に適用される場合、いくつか
の粒子が破壊する傾向があり、これは、分級された粒子上での欠陥の形成を潜在的にもた
らし、粒子完全性に影響する。従って、本発明はまた、焼結しない粉末にこのようなプロ
セスを適用する代わりに、焼結粉末を分級するための超音波篩い分け方法を提供する。
【００７２】
　具体的には、４０μｍの粒子径を有するヒドロキシアパタイト吸着剤を得るためには、
超音波振動篩には、３５μｍ及び４５μｍの開口サイズをそれぞれ有する２つのスクリー
ンが取り付けられる。分離効率を最大化し、粒子径摩耗（ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｓｉｚｅ　
ａｔｔｒｉｔｉｏｎ）を回避するために、スクリーンには超音波システムが装備され、こ
れは特に、例えば本発明におけるヒドロキシアパタイト粉末のような１ｇ／ｃｍ３未満の
密度を有する粉末には有用である。簡潔には、いくらかの焼結粉末が、４５μｍスクリー
ンの上に置かれる。篩い分け操作の時間の後、２つのスクリーンの間、すなわち、４５μ
ｍスクリーンの下で且つ３５μｍスクリーン上、にある粉末が、最終的なヒドロキシアパ
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タイト吸着剤生成物を得るために回収される。生成物は、４０±２μｍの平均粒子径を有
する。異なるスクリーンが使用される場合、得られた最終的な吸着剤生成物は、平均粒子
径が、例えば、２０、４０、６０、及び８０μｍとして、特異的に指定される。
【００７３】
　本発明から得られた最終生成物は、少なくとも０．９５、典型的には少なくとも０．９
７の球形度を有し、高度に球状である。ヒドロキシアパタイト吸着剤の嵩密度は、約０．
５～０．９ｇ／ｃｍ３、典型的には約０．５５～０．８２ｇ／ｃｍ３、好ましくは約０．
６２～０．７５ｇ／ｃｍ３の範囲内である。
【００７４】
　別の側面において、本発明は、本明細書に開示される任意の実施形態に係るクロマトグ
ラフィー吸着剤を含むクロマトグラフィーデバイス又は機器を使用した、有機及び／また
は生物学的試料の分析または分離方法を提供する。デバイス又は機器は、例えば、クロマ
トグラフィーカラム自体、またはそのようなクロマトグラフィーカラムを不可欠な要素と
して含む自動機械が挙げられる。
【００７５】
　分析または分離された有機試料は、合成または天然の有機化合物を含有する、任意の組
成物または混合物であってもよい。分析または分離された生物学的試料は、タンパク質、
酵素、核酸などを含有する、任意の組成物または混合物を含んでもよい。これらの試料を
分析または分離するクロマトグラフィーカラムの使用は、当業者によく知られているが、
本発明に係るクロマトグラフィー吸着剤の優れた特性は、より効率的な分析及び／または
分離を可能にする。
【００７６】
　本出願では、用語「約」が値の前に現れた場合は、その値は、少なくとも±１０％、し
かし、好ましくは±５％、より好ましくは±２％分変動し得ることが理解されるであろう
。用語「約」が範囲の前に現れた場合は、上限値と下限値の両方が、少なくとも±１０％
、しかし、好ましくは±５％、より好ましくは±２％分変動し得ることが理解されるであ
ろう。このような範囲が表現される場合、別の側面では、ある特定の値から及び／又は他
の特定値までを含む。同様に、先行詞「約」を用いて近似値のように値が表現される場合
、その特定の値は他の側面を形成することが理解されるであろう。
【００７７】
　実施例
　本発明は、実際の実施例に言及して以下に説明される。
【００７８】
　実施例１．　ナノ構造ヒドロキシアパタイトの合成
　ナノ構造ヒドロキシアパタイトを調製する目的で、懸濁液が均一に反応容器中に分散し
ていることを確実にするために機械的に撹拌しながら、３ｋｇの水酸化カルシウム粉末が
、水酸化カルシウム懸濁液を形成するために３０Ｌの水へと少しずつ添加された。懸濁液
の温度は、攪拌しながら３５℃に維持された。次いで、２．７ｋｇのリン酸（８５％　ｗ
／ｗ）及び０．１ｋｇの第一リン酸アンモニウムを含む水溶液（５Ｌ）が１６時間にわた
って上記懸濁液に添加され、その間、反応温度は３５℃に維持された。上記溶液の添加終
了後、ナノ構造ヒドロキシアパタイトを得るために、懸濁物は、さらに４時間連続して攪
拌された。得られた懸濁物のｐＨは８．５であると測定された。
【００７９】
　高純度ヒドロキシアパタイト生成物を得るために、最終懸濁物のｐＨが約７～１２、好
ましくは８～１１の範囲内に制御された。リン酸及び第一リン酸アンモニウムを含む水溶
液の様々な量が、最終懸濁物のｐＨが上記の範囲内に入るように調節するために添加され
た。反応温度は、製造再現性を確保するために一定に保たれた。
【００８０】
　実施例２．　ミル処理されたヒドロキシアパタイトの調製
　まず、実施例１で得られたヒドロキシアパタイト一次粒子が、より小さな粒子へとさら
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にミル処理された。ボールミル法が適用され、０．８８ｍｍ粒子径のジルコニアビーズが
装置内に用いられた。
【００８１】
　具体的には、実施例１で得られたヒドロキシアパタイト懸濁物は、ジルコニウムビーズ
が充填されたミル処理チャンバへと連続的に送り込まれた。ミル処理チャンバは高圧下で
維持された。ミル処理の過程で発生される熱を除去するために、循環冷水が適用された。
ミル処理されたヒドロキシアパタイト懸濁物は、別の容器に集められた。上記ミル処理プ
ロセスは、ミル処理された懸濁物試料を得るために、約２０回繰り返された。
【００８２】
　粒子径分布は、レーザー散乱回折法により測定された。図１は、実施例１で得られた未
ミル処理ヒドロキシアパタイト懸濁物の粒子径分布曲線を示す。図２は、実施例２で得ら
れたミル処理されたヒドロキシアパタイト懸濁物の粒子径分布曲線を示す。結果は表１に
示されている。ボールミル処理のプロセスの後、一次粒子のメジアン粒径は５．６μｍ（
Ｄ５０）から１．８μｍ（Ｄ５０）に減少させられた。
【００８３】
　ミル処理サイクルを調節したり、様々な粒子径を有するジルコニアビーズを適用したり
することにより、ミル処理ヒドロキシアパタイト懸濁物のメジアン粒径が１～５μｍの範
囲内になるように調整された。１～３μｍのミル処理された粒子径は、生体分子の分離の
ためのクロマトグラフィー媒体として充分な細孔径を有するミクロスフェアの形成を可能
にする。
【００８４】

【表１】

【００８５】
　実施例３．　噴霧乾燥ヒドロキシアパタイト粉末の調製
　高度に球状なヒドロキシアパタイト粒子は、噴霧乾燥法を用いて得られた。粒子の機械
的強度を大幅に強化するであろう高度に球状な粒子を形成することが、望ましい。この目
的を達成するため、噴霧乾燥する前に、適切な量の分散剤が懸濁物へと添加される必要が
あることが見出された。
【００８６】
　具体的には、ある実験では、７ｇのポリアクリル酸ナトリウムが、３５Ｌのヒドロキシ
アパタイト懸濁物へと激しく撹拌しながら少しずつ添加された。懸濁物は、徐々に濃さが
低くなり、より均一になった。その粘度は低下させられ、その流動性は大幅に改善された
。
【００８７】
　上記懸濁物は、次いで、回転ディスクと噴霧ノズルとを備えた霧化デバイスを介して垂
直乾燥チャンバへと、熱空気ガス流と一緒に送り込まれた。空気ガス流の入口温度は１６
５℃に設定され、出口空気ガス流は１１０℃の温度を有していた。ヒドロキシアパタイト
の微粒子は、垂直乾燥チャンバ内で、高度に球形状な個別の凝集体へと固結された。乾燥
ヒドロキシアパタイト粉末は、乾燥チャンバの底部で回収された。
【００８８】
　実施例４．　４０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤の製造
　上記乾燥粉末を高温で処理するため、回収された粉末は、空気流にさらされたオーブン
内に置かれた。オーブンは、室温から６５０℃へと徐々に加熱され、６５０℃で４時間維
持された。粉末は、次いで、ゆっくりと冷却され、オーブンから取り出された。
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【００８９】
　焼結粉末は、超音波振動篩い分け法により分級された。具体的には、３５μｍ及び４５
μｍの開口サイズをそれぞれ有する２つのスクリーンが、超音波振動篩に取り付けられた
。両方のスクリーンには、超音波システムが装備されていた。４５μｍのスクリーンは、
３５μｍスクリーンの直上に積み重ねられた。上記で得られた焼結粉末は、４５μｍスク
リーンの上に置かれた。１０分間の篩い分け作業の後、２つのスクリーンの間にある粉末
が、最終的な４０μｍヒドロキシアパタイト粉末生成物を得るために回収された。
【００９０】
　比較例１
　実施例１で得られた懸濁物がボールミル処理を経ずに直接に噴霧乾燥され、焼結温度が
それぞれ４７５℃及び６５０℃であったことを除き、実施例４に記載されるのと同様の方
法により４０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤が得られた。
【００９１】
　比較例２
　焼結温度が４７５℃であったことを除き、実施例４に記載されるのと同様の方法により
４０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤が得られた。
【００９２】
　表２は、様々なプロセス条件下で製造されたヒドロキシアパタイト吸着剤の嵩密度を示
している。表２に示されるように、実施例４で得られた吸着剤の嵩密度は、比較例１で得
られた吸着剤のそれよりも約３０％大きい。嵩密度の増加は、クロマトグラフィー分離用
の充填媒体としてのその使用のための基本的要件を満たすように、吸着剤の機械的強度を
向上させ得る。
【００９３】
【表２】

【００９４】
　図３は、実施例４で得られたヒドロキシアパタイト吸着剤（４０μｍ粒子径）の走査型
電子顕微鏡（ＳＥＭ）画像を示す。図４は、６５０℃の焼結温度での比較例１で得られた
ヒドロキシアパタイト吸着剤（４０μｍ粒子径）の走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）画像を示
す。平均粒子径は、４０±２μｍの特定の範囲内で４０μｍであることがレーザー散乱回
折法によって測定された。ＳＥＭ画像は、実施例４で得られたヒドロキシアパタイト吸着
剤ビーズが、高度に球状な形でサイズが均一であり、ビーズの表面もまた非常に滑らかで
あることを示している。吸着剤ビーズの球形度は、０．９９を超えることが測定された。
しかしながら、比較例１で得られた吸着剤ビーズは、かろうじて球状ではあるが、その表
面に粗さや欠陥があった。実施例４で得られた吸着剤は、また、液体窒素吸脱着等温線測
定により特徴付けられた。固結二次粒子の平均細孔径及び細孔容積は、それぞれ、約８０
ｎｍ及び０．２ｃｍ３／ｇであると測定された。
【００９５】
　図５は、実施例４で得られた４０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤のＸ線回折パターン
（ＸＲＤ）を示す。図６は、実施例４で得られた４０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤の
ＦＴ－ＩＲスペクトルを示す。ＸＲＤ及びＦＴ－ＩＲスペクトルの両方の結果は、４０μ
ｍヒドロキシアパタイト吸着剤が、ヒドロキシアパタイト結晶の構造と一致することを示
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している。
【００９６】
　調節可能な空カラムに吸着剤が充填された場合の、ヒドロキシアパタイト吸着剤ビーズ
の機械的安定性も評価された。カラムに充填された吸着剤の寸法は、１１ｍｍ（ｉ．ｄ．
）×２００ｍｍ（長さ）であった。充填されたカラムは、ＧＥ　ＡＫＴＡタンパク質精製
システムに取り付けられた。移動相は５ｍＭリン酸ナトリウム　ｐＨ＝６．５の緩衝液、
流速は３００ｃｍ／時間という運転条件であった。図７は、実施例４で得られた試料につ
いての、時間に対するカラム圧力の曲線を示す。ヒドロキシアパタイトは、わずかに酸性
な条件下において（ｐＨ＜７）、少しずつ溶解させられた。結果として、吸着剤が機械的
に強くないと、吸着剤が少しずつ溶解する傾向があり、カラムベッドの崩壊に至り、劇的
にカラム圧力を増加させる。図７は、７２時間後に、カラム圧力が初期圧力とほぼ同じで
あったことを示す。粒子も顕微鏡下で調査され、７２時間後の粒子形状及びサイズが充填
する前の吸着剤のものと同一であり、壊れた球状粒子の小片が観察されなかったことを示
す。しかし、比較例１で得られた吸着剤については、カラムベッドの崩壊に起因し、圧力
が２時間後に劇的に増加したことが観察され、評価試験は中止されなければならなかった
。結果は、実施例４からの吸着剤（４０μｍ）が比較例１で得られた試料よりも機械的に
安定していることを示し、それゆえクロマトグラフィー分離での使用のための吸着剤の要
件を満たしている。
【００９７】
　実施例５．　２０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤の製造
　３５μｍ及び４５μｍの開口サイズを有する２つのスクリーンに替えて１５μｍ及び２
５μｍの開口サイズを有する２つのスクリーンをそれぞれ使用したことを除き、実施例４
に記載されるのと同様の方法により２０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤が得られた。
【００９８】
　実施例６．　６０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤の製造
　３５μｍ及び４５μｍの開口サイズを有する２つのスクリーンに替えて５０μｍ及び７
０μｍの開口サイズを有する２つのスクリーンをそれぞれ使用したことを除き、実施例４
に記載されるのと同様の方法により６０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤が得られた。
【００９９】
　実施例７．　８０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤の製造
　３５μｍ及び４５μｍの開口サイズを有する２つのスクリーンに替えて７０μｍ及び９
０μｍの開口サイズを有する２つのスクリーンをそれぞれ使用したことを除き、実施例４
に記載されるのと同様の方法により８０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤が得られた。
【０１００】
　実施例８．　ヘキサメタリン酸ナトリウム分散剤を用いた４０μｍヒドロキシアパタイ
ト吸着剤の製造
　実施例３に示されるように、ポリアクリル酸ナトリウムがヘキサメタリン酸ナトリウム
に置き換えられたことを除き、実施例４に記載されるのと同様の方法により４０μｍヒド
ロキシアパタイト吸着剤が得られた。
【０１０１】
　具体的には、５０ｍＬの水に溶解させられた２０ｇのヘキサメタリン酸ナトリウムが、
激しく撹拌しながら３５Ｌのヒドロキシアパタイト懸濁物へと少しずつ添加された。
【０１０２】
　実施例９．　ＳＤＳ分散剤を用いた４０μｍヒドロキシアパタイト吸着剤の製造
　実施例３に示されるように、ポリアクリル酸ナトリウムがＳＤＳに置き換えられたこと
を除き、実施例４に記載されるのと同様の方法により４０μｍヒドロキシアパタイト吸着
剤が得られた。
【０１０３】
　具体的には、１００ｍＬの水に溶解させられた５ｇのＳＤＳが、激しく撹拌しながら３
５Ｌのヒドロキシアパタイト懸濁物へと少しずつ添加された。
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【０１０４】
　実施例５～９で得られたすべての吸着剤は、高い球形度及び実施例４で得られた吸着剤
と同様の嵩密度を有していた。メジアン粒径は、それぞれ２０±４μｍ、６０±４μｍ、
８０±４μｍ、４０±４μｍ、及び４０±４μｍの範囲内であった。それらの機械的安定
性もまた、実施例４で得られた吸着剤と同様に良好であると評価された。
【０１０５】
　上述の実施形態及び具体的な実施例は、例示目的のみのために提供されており、限定す
ることが意図されない。上述のいずれか１つの実施形態の１つ以上の任意の特徴は、本明
細書に記載の任意の他の実施形態の１つ以上の特徴と、任意の適切な方法で組み合わせら
れてもよい。さらに、本発明の多くの変形例及び均等物は、本明細書における開示を検討
することで、及び本分野で公知の一般的な知識と組み合わせて、当業者に明らかになるで
あろう。これらの変形例及び均等物はすべて本発明の範囲内である。

【図１】

【図２】

【図３】
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