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(57)【要約】
【課題】　プロテインＡのような人体に対して抗原性や高い生物学的活性を示すリガンド
ではなく、生物学的安全性に優れるリガンドを用いた抗体製造方法であり、かつ、抗体の
安定性に応じて、変性や凝集を引き起こさない温和な条件下で実施可能な抗体製造方法を
提供すること。
【解決手段】　リガンドとの相互作用を利用して抗体を含有する医薬原料溶液から医薬品
としての抗体を得る抗体製造方法において、医薬原料溶液を、微酸性乃至弱酸性で塩を含
む条件下、または中性かつ塩を含まない条件下で複素環式芳香族アミノ酸リガンドを有す
る不溶性担体に接触させることにより、抗体をリガンドに吸着させる第一工程、リガンド
への非吸着成分を除去する第二工程、微酸性乃至弱酸性で第一工程よりも低濃度の塩を含
む溶出液、または微塩基性の溶出液を不溶性担体に接触させることにより、吸着抗体をリ
ガンドから解離させる第三工程、をこの順番に含むことを特徴とする抗体製造方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リガンドとの相互作用を利用して抗体を含有する医薬原料溶液から医薬品としての抗体
を得る抗体製造方法において、
　（１）医薬原料溶液を、微酸性乃至弱酸性で塩を含む条件下、または中性かつ塩を含ま
ない条件下で複素環式芳香族アミノ酸あるいは複素環式芳香族アミノ酸のオリゴマーをリ
ガンドとして有する不溶性担体に接触させることにより抗体をリガンドに吸着させる第一
工程、
　（２）リガンドへの非吸着成分を除去する第二工程、
　（３）微酸性乃至弱酸性で第一工程よりも低濃度の塩を含む溶出液、または微塩基性の
溶出液を不溶性担体に接触させることにより吸着抗体をリガンドから解離させる第三工程
、
をこの順番に含むことを特徴とする抗体製造方法。
【請求項２】
　医薬原料溶液が体液または細胞培養液である請求項１に記載の抗体製造方法。
【請求項３】
　複素環式芳香族アミノ酸がトリプトファンである請求項１または２に記載の抗体製造方
法。
【請求項４】
　微酸性乃至弱酸性がｐＨにして６．９以下３．０以上であり、微塩基性がｐＨにして７
．１以上９．０以下である請求項１～３の何れかに記載の抗体製造方法。
【請求項５】
　第一工程における塩濃度が１３０ｍＭ以上である請求項１～４の何れかに記載の抗体製
造方法。
【請求項６】
　不溶性担体が粒状体、繊維集合体、多孔質膜の何れかである請求項１～５の何れかに記
載の抗体製造方法。
【請求項７】
　抗体がヒト、ウシ、マウスなど哺乳動物由来あるいは、ヒトＩｇＧとのキメラ、及びヒ
ト化抗体である請求項１～６の何れかに記載の抗体製造方法。
【請求項８】
　抗体がヒトＩｇＧである請求項７に記載の抗体製造方法。
【請求項９】
　抗体をリガンドから解離させる際に解離促進剤を併用する請求項１～８の何れかに記載
の抗体製造方法。
【請求項１０】
　凝集抗体と非凝集抗体とを含む医薬原料溶液から非凝集抗体を選択的に得る請求項１～
９の何れかに記載の抗体製造方法。
【請求項１１】
　リガンドとの相互作用を利用して抗体を含有する医薬原料溶液から医薬品としての抗体
を得る方法において、
　（１）凝集抗体と非凝集抗体とを含む医薬原料溶液を、微酸性乃至弱酸性で塩を含む条
件下、または中性かつ塩を含まない条件下で複素環式芳香族アミノ酸あるいは複素環式芳
香族アミノ酸のオリゴマーをリガンドとして有する不溶性担体に接触させることにより抗
体をリガンドに吸着させる第一工程、
　（２）リガンドへの非吸着成分を除去する第二工程、
　（３）微酸性乃至弱酸性で第一工程よりも低濃度の塩を含む溶出液、または微塩基性の
溶出液を不溶性担体に接触させることにより吸着抗体をリガンドから解離させる第三工程
、
をこの順番に含むことを特徴とする凝集抗体と非凝集抗体とを分離して非凝集抗体を製造
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する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医薬品としての抗体を得る製造方法に関するものであり、医薬原料溶液から
目的抗体を精製する工程を含む抗体製造方法に関する。
【技術背景】
【０００２】
　抗体は、それが認識し、結合する標的物質に対する特異性の高さから、研究用試薬や臨
床検査試薬として極めて有用である。ことに近年においては、遺伝子組換え技術などのバ
イオテクノロジーを利用して種々の治療用抗体が開発され、従来治療が困難であったリウ
マチや癌などの分野において、画期的な治療薬として医療技術の進歩に大きく貢献してい
る。これらは一般に抗体医薬と称されている。また、抗体は動物の体液からも精製するこ
とが可能であり、ヒトの血漿から精製された抗体はガンマグロブリン製剤と称され、医薬
品として使用されている。
【０００３】
　医薬品としての抗体製造においては、ヒトや免疫した動物の血液や腹水などの体液ある
いは抗体産生能を持つ細胞の培養液が原料として使用される。これらの医薬原料溶液には
、目的とする抗体以外に様々な蛋白やＤＮＡ等の不純物が含まれているため、精製工程に
おいて、古くは分別沈殿やイオン交換等の古典的手法を駆使して精製が行われていた。さ
らに、抗体の精製度をより高め、しかも生産性も高めるために、クロマトグラフィーを利
用した分離技術も導入され、数多く検討されてきた。例えば、イオン交換クロマトグラフ
ィーや疎水クロマトグラフィー、あるいはそれらの組合せがあるが（例えば、特許文献１
）、これらの方法では、溶液のｐＨを大きく変化させる、あるいは種々の塩を添加する等
して吸着や解離を行うため、最終製品とする前に溶液から不要な成分を除去する必要があ
った。しかも、その割には精製度が特に高まるものでもなく、後述する特異的結合による
方法には到底比肩するものではなかった。
【０００４】
　これをさらに発展させたものがアフィニティ分離技術であり、アフィニティ分離は目的
物に親和性の高いリガンドを有する担体を用いるので、抗体の回収率や生産性の点では非
常に優れた技術である。
　抗体の精製工程にもアフィニティ分離が積極的に導入されており、アフィニティリガン
ドとして近年重要な役割を果たしているのが、スタフィロコッカス属黄色ブドウ球菌（St
aphylococcus aureus）由来のプロテインＡである。プロテインＡは、抗体、すなわち免
疫グロブリンのＦｃ領域に対して高い特異性と親和性を有することから、これを担体のリ
ガンドに用いた抗体精製方法が知られている（例えば、特許文献２）。プロテインＡは、
中性条件下で抗体のＦｃ領域に高い親和性を示すため、医薬原料溶液から抗体を精製する
際には、プロテインＡ等をリガンドとする不溶性担体に医薬原料溶液を接触させて抗体を
特異的に吸着させる。そして、中性の生理的溶液で非吸着成分を洗浄し、除去した後、酸
性の生理的溶液で吸着抗体をリガンドから解離させると、抗体が高率に回収できることが
良く知られている。
【０００５】
　このように、プロテインＡ等を用いた抗体の精製方法は、結合特異性に優れるという長
所があるものの、抗体を高率に回収するにはｐＨ３付近（ｐＨ２．５～４．０未満）とい
う低いｐＨ条件が必要となる。低いｐＨ条件はウイルス不活化工程も兼用できるという利
点もあるので、低ｐＨに対して頑健なモノクローナル抗体を精製する場合には有効な方法
といえる。しかしながら、低ｐＨで変性して失活する抗体には適用できなかった。また、
たとえ低ｐＨ下で適用できたとしても、低ｐＨ下では抗体の高次構造が変化しやすいため
、失活には至らなくても凝集体の生成を引き起こす場合があることが知られている（非特
許文献１）。この抗体凝集体は、ヒトに投与した場合に抗原性を示すことが懸念されてい
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るので、こと治療用抗体の製造においては、後段の精製工程による凝集体の除去および残
留量のモニタリングが求められる（非特許文献２）。
【０００６】
　一方、プロテインＡ等を用いた抗体の精製工程には、不溶性担体のリガンドにプロテイ
ンＡを用いること自体のリスクが幾つか存在する。第一に、プロテインＡは微生物由来の
タンパク質であるがゆえ、精製操作中に担体から脱離したプロテインＡが最終製品中に有
意な量で混入した場合、この抗体医薬がヒトに投与されると、感受性の高い患者でアナフ
ィラキシー様の症状を引き起こす可能性がある（非特許文献３）。したがって、抗体医薬
の製造工程にプロテインＡを用いる場合、工程の後段でのプロテインＡの除去のバリデー
ションや残留量の厳密なモニタリングがなされるべきである（非特許文献４）。なお、前
記した低ｐＨによる問題については、弱酸性付近の緩衝液を用いてプロテインＡリガンド
から吸着抗体を解離させる方法も工夫されてはいるが（特許文献３）、そもそもプロテイ
ンＡを用いる以上、最終製品への混入のリスクや、そのための除去や残留量のモニタリン
グの必要性の問題は何ら解決できない。
【０００７】
　第二に、プロテインＡのリガンドに特に細胞培養液を直接供給する場合、培養液中に存
在するプロテアーゼの作用により、プロテインＡが切断されることがある。その結果、抗
体結合能の低下ばかりではなく、フラグメントやプロテインＡ自体の最終製品への混入が
懸念される。
【０００８】
　第三に、プロテインＡは蛋白質であるが故にアルカリ性の条件に対して耐性が低く、他
のいわゆる合成リガンドを用いたクロマト工程で汎用されるアルカリ洗浄方法を使用する
ことができない。このため、プロテインＡによる分離工程専用に、商品名「Ｔｗｅｅｎ（
登録商標）」、商品名「Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ（登録商標）」あるはＳＤＳといった界面活性
剤を用いた特別な洗浄方法を別途用いる必要がある。
【０００９】
　以上のことから、画期的な治療機会を提供できる治療用抗体の製造工程において、プロ
テインＡという異種蛋白の混入の懸念がない、低分子リガンドを用いた新たな精製技術が
必要とされている。そこで、アフィニティ分離の範疇でありながら、プロテインＡに依ら
ない抗体の精製方法も数多く検討されており、プロテインＡの模倣リガンドを用いたもの
や、スクリーニング等により得られた抗体結合性の高い低分子リガンドを用いたものとに
大別される。
【００１０】
　前者については、プロテインＡの抗体Ｆｃ領域への結合部分を模倣して有機化学的に合
成された低分子リガンドを用いた抗体精製方法が挙げられ（例えば、非特許文献５）、後
者については、リガンドにベンジル化エタノールアミン等の芳香族化合物を用いた方法や
（特許文献３）、新しい分離原理として注目される親硫性吸着クロマトグラフィーを応用
してリガンドにスルファミド化合物を用いた方法（特許文献４）が挙げられる。
【００１１】
　しかしながら、このようなリガンドでは、抗体の結合や解離時に温和な溶液条件を適用
できる可能性がある反面、人体の構成成分ではない合成化合物である点が問題である。こ
のような合成化合物が混入した抗体医薬がヒトに投与されると、血中でアルブミン等のキ
ャリアタンパクに結合して抗原性を獲得することがあり、感受性の高い患者でアナフィラ
キシー様の症状を引き起こす可能性を免れないからである。したがって、工程の後段で混
入物の除去や残留量の厳密なモニタリングが必須となる。
【００１２】
　そこで、このような人工リガンドではなく、ヒトを含めた生体構成成分として一般的な
アミノ酸をリガンドとして、担体として分離膜を用いたアフィニティ膜分離を用いると、
タンパクを含む水溶液から目的タンパクを効率よく精製できることが知られている（例え
ば、特許文献５，６および非特許文献６）。
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　より具体的には、特許文献５には、フェニルアラニン、ヒスチジンあるいはトリプトフ
ァンを固定化した膜にｐＨ８の牛血清ＩｇＧ溶液を供給すると、透過液側に該グロブリン
を検出しないことから膜に結合したことが示されている。しかし、ここでは単にタンパク
を捕捉したことが示されているに過ぎず、回収方法については何も記載されていない。一
方、特許文献６には、フェニルアラニンをより均一に固定化した膜にｐＨ７．２の牛血清
ＩｇＧ溶液を供給することが、非特許文献６には同じくｐＨ７．４で供給することがそれ
ぞれ記載されており、いずれも１Ｍ塩化ナトリウム含有５０％エチレングリコール溶液を
用いると、結合した抗体を高率に回収できることが示されている。
【００１３】
　確かに、これらの条件は、従来のプロテインＡによる精製条件に比較して温和なｐＨで
実施可能であるから、プロテインＡに起因する問題は解消されている。しかしながら、結
合した抗体の回収にエチレングリコールの濃厚溶液を用いる点は、医薬品の製造工程に適
用する上で大きな障害となる。エチレングリコールは、生体内で代謝されると毒性化合物
に変化することと、きわめて高濃度かつ高粘度で用いられるため、最終製品への残留を無
くすことは到底困難だからである。アフィニティ分離においては、このように、目的物を
リガンドに吸着できても解離させるのに様々な好ましくない添加剤を必須とする場合が多
く、医薬品のように人体に投与される物質の生成に利用する場合は、リガンド設計だけで
はなく、吸着や解離に用いる溶液組成まで慎重な配慮が必要となる。
【００１４】
　以上述べたとおり、プロテインＡに依らない抗体の精製方法についても種々検討が成さ
れているが、医薬品としての品質、安全性あるいは工業的な生産性の全てを満足できる抗
体製造方法はこれまで知られていなかった。
【特許文献１】特開平７－２６７９９７号公報
【特許文献２】欧州特許第３１０７１９（Ｂ１）号公報
【特許文献３】国際公開２００６／０４３８９６（Ａ１）号パンフレット
【特許文献４】国際公開２００７／０６４２８１（Ａ１）号パンフレット
【特許文献５】特開平４－１６２１９号公報
【特許文献６】特開平８－２９００６６号公報
【非特許文献１】Journal of Pharmaceutical Sciences, 96(2007),1-26
【非特許文献２】1195106984296_0.pdf
【非特許文献３】Staphylococci and Staphylococcal infections 2 (Eds. C.S.F. Easmo
n and C.Adlam), pp. 429-480, Academic Press Inc., London 1983.
【非特許文献４】1195106984296_1.pdf
【非特許文献５】Nature Biotechnology, 16(1998),190-195
【非特許文献６】Journal of Chromatography, 585(1991),45-51
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　医薬品としての抗体を工業的に製造するにあたり、従来よく知られるプロテインＡを用
いた精製方法や、あるいはプロテインＡを用いない精製方法における前記諸問題に鑑みて
、本発明は以下を目的とする。すなわち、プロテインＡのような人体に対して抗原性や高
い生物学的活性を示すリガンドではなく、生物学的安全性に優れるリガンドを用いた抗体
製造方法であり、かつ、抗体の安定性に応じて、変性や凝集を引き起こさない温和な条件
下で実施可能な抗体製造方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明者らは、前記課題を解決するために、種々の吸着体や精製方法について鋭意研究
を重ねた。その結果、医薬原料溶液から抗体を高率に回収するために、特定のアミノ酸リ
ガンドを用いることの有用性を見出した。さらに、単なるリガンドの選定だけではなく、
そのリガンドへの抗体の吸着と解離にあたり、従来知られていない特定の溶液条件を適用



(6) JP 2011-36128 A 2011.2.24

10

20

30

40

50

することにより、医薬原料溶液からの目的抗体の回収率がきわめて高くなる精製方法を見
出し、以って本発明を完成した。
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
　（１）リガンドとの相互作用を利用して抗体を含有する医薬原料溶液から医薬品として
の抗体を得る抗体製造方法において、医薬原料溶液を、微酸性乃至弱酸性で塩を含む条件
下、または中性かつ塩を含まない条件下で複素環式芳香族アミノ酸あるいは複素環式芳香
族アミノ酸のオリゴマーをリガンドとして有する不溶性担体に接触させることにより、抗
体をリガンドに吸着させる第一工程、リガンドへの非吸着成分を除去する第二工程、微酸
性乃至弱酸性で第一工程よりも低濃度の塩を含む溶出液、または微塩基性の溶出液を不溶
性担体に接触させることにより、吸着抗体をリガンドから解離させる第三工程、をこの順
番に含むことを特徴とする抗体製造方法。
　（２）医薬原料溶液が体液または細胞培養液である前記（１）に記載の抗体製造方法。
　（３）複素環式芳香族アミノ酸がトリプトファンである前記（１）または（２）に記載
の抗体製造方法。
　（４）微酸性乃至弱酸性がｐＨにして６．９以下３．０以上であり、微塩基性がｐＨに
して７．１以上９．０以下である前記（１）～（３）の何れかに記載の抗体製造方法。
　（５）第一工程における塩濃度が１３０ｍＭ以上である前記（１）～（４）の何れかに
記載の抗体製造方法。
　（６）不溶性担体が粒状体、繊維集合体、多孔質膜の何れかである前記（１）～（５）
の何れかに記載の抗体製造方法。
　（７）抗体がウシ、マウスなど哺乳動物由来あるいは、ヒトＩｇＧとのキメラ、及びヒ
ト化抗体である前記（１）～（６）の何れかに記載の抗体製造方法。
　（８）抗体がヒトＩｇＧである前記（７）に記載の抗体製造方法。
　（９）抗体をリガンドから解離させる際に解離促進剤を併用する前記（１）～（８）の
何れかに記載の抗体製造方法。
　（１０）凝集抗体と非凝集抗体とを含む医薬原料溶液から非凝集抗体を選択的に得る前
記（１）～（９）に記載の抗体製造方法。
　（１１）リガンドとの相互作用を利用して抗体を含有する医薬原料溶液から医薬品とし
ての抗体を得る方法において、凝集抗体と非凝集抗体とを含む医薬原料溶液を、微酸性乃
至弱酸性で塩を含む条件下、または中性かつ塩を含まない条件下で複素環式芳香族アミノ
酸あるいは複素環式芳香族アミノ酸のオリゴマーをリガンドとして有する不溶性担体に接
触させることにより抗体をリガンドに吸着させる第一工程、リガンドへの非吸着成分を除
去する第二工程、微酸性乃至弱酸性で第一工程よりも低濃度の塩を含む溶出液、または微
塩基性の溶出液を不溶性担体に接触させることにより吸着抗体をリガンドから解離させる
第三工程、をこの順番に含むことを特徴とする凝集抗体と非凝集抗体とを分離して非凝集
抗体を製造する方法。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明によれば、細胞の構成成分として元来保有しているアミノ酸をリガンドとして用
いることにより、プロテインＡのような人体に対して抗原性や高い生物学的活性を示すリ
ガンドではなく、生物学的安全性に優れるリガンドを用いることができる。そして、複素
環式芳香族アミノ酸リガンドにおいて、抗体の結合と解離時の溶液条件を微妙に制御する
ことにより、幅広いｐＨ条件下において抗体の変性や凝集を引き起こさない温和な条件下
で精製を実施でき、しかも目的抗体の回収率にも優れるという効果を奏する。
　さらに本発明によれば、目的とする抗体とそれ以外の成分の分離のみならず、目的抗体
の中でも凝集体と非凝集体とをシャープに分離できることができるため、抗原性が懸念さ
れる抗体凝集体を排除した目的抗体を得ることができる。
　これらの結果、異種タンパク質、人工合成化合物あるいは抗体凝集体の混入のない医薬
品として、きわめて有用な抗体を効率よく得ることができる。
【発明を実施するための最良の形態】
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【００１８】
　以下、本発明について詳細に説明する。
　本発明でいう抗体とは、生化学における一般的な定義のとおり、脊椎動物の感染防禦機
構としてBリンパ球が産生する糖タンパク分子（ガンマグロブリンまたは免疫グロブリン
ともいう）のことであるが、特に本発明では、医薬品としてヒトに対して使用できるもの
をいう。すなわち、ウイルス等の病原微生物の混入が実質的に認められず、投与対象であ
るヒトの体内にある抗体と実質的に同一の構造を有するものである。
　本発明において、ヒトＩｇＧとのキメラとは、可変領域はマウスなどのヒト以外の生物
由来であるが、その他の定常領域をヒト由来の免疫グロブリンに置換したものをいい、ヒ
ト化抗体とは可変領域のうち、相補性決定領域(complementarity-determining region: C
DR) がヒト以外の生物由来で、その他のフレームワーク領域 (framework region: FR) を
ヒト由来としたものをいい、免疫原性はキメラ抗体よりもさらに低減されたものである。
 ysi
【００１９】
　抗体の種類については、医薬品として適用できるものであればよく、クラス（アイソタ
イプ）やサブクラスは特に限定されない。例えば、定常領域の構造の違いにより、ＩｇＧ
，ＩｇＡ，ＩｇＭ，ＩｇＤ，ＩｇＥの5種類のクラスに分類されるが、各免疫グロブリン
の何れであってもよい。ヒト抗体においては、ＩｇＧにはＩｇＧ１～ＩｇＧ４の４つのサ
ブクラスがあり、ＩｇＡにはＩｇＡ１とＩｇＡ２の２つのサブクラスがあるが、これも特
に限定されない。なお、医薬品として適用可能であれば、Ｆｃ領域を結合した抗体関連タ
ンパクも本発明でいう抗体の範疇である。
【００２０】
　さらに、抗体は由来や製造方法によっても分類することができ、天然のヒト抗体や遺伝
子組換え技術により生産された組換えヒト抗体、あるいはモノクローナル抗体やポリクロ
ーナル抗体の何れであってもよい。これらの抗体の中でも、抗体医薬としての需要や重要
性が現時点で最も大きいことから、ヒトＩｇＧへの適用が特に有意義である。また、後述
する特定のリガンドと特定の液性による本発明の抗体精製条件は、ヒトＩｇＧの精製に最
適である。
【００２１】
　医薬品としての抗体は、大略、以下の工程を経て製造される。すなわち、細胞培養工程
、細胞分離工程、精製工程、ウイルス除去工程、濃縮・液交換工程、ボトリング工程とい
う順番である。勿論このフローに限定されるものではなく、付加的な工程が挿入されたり
、各工程の一部が入れ替わることもある。上記は、細胞培養法によって目的抗体の生産を
行う場合の代表的フローであるが、ヒトの体液から目的抗体を精製する場合は、細胞培養
工程と細胞分離工程を経ずに体液が精製工程に投入される。
【００２２】
　ここで、ヒトの体液とは、血液、血漿、血清、リンパ液、腹水、胸水、あるいはそれら
の混合液、それらに生理的食塩水、緩衝液、無菌水等の生理的溶液を加えた希釈液、血液
製剤等を全て含む。また、細胞培養後、細胞分離工程を経て精製工程に投入される液は、
目的抗体が細胞外へ放出または分泌された後、細胞が濾過や沈殿によって分離された溶液
である。これに生理的溶液を加えた希釈液であってもよい。あるいは、これらが次段落で
いう粗精製を経た溶液であってもよく、例えば、イオン交換やクロマトグラフィー等で回
収された溶液であってもよい。本発明においては、このように精製工程のうち、特に特定
のアミノ酸リガンドを用いる精製工程に投入する直前の抗体含有溶液を特に医薬原料溶液
と総称する。
【００２３】
　前記精製工程には、一段階の本精製、粗精製と本精製、あるいは複数の粗精製と複数の
本精製との組合せという幾つかの精製パターンが含まれるが、本発明では特に限定する必
要はない。粗精製として、本発明の特定リガンドを利用した精製の前後に、異なる分離様
式、例えば種々のクロマトグラフィーや膜分離等に基づく精製を加えることもできる。
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【００２４】
　本発明においては、この精製工程が、「医薬原料溶液を、微酸性もしくは弱酸性で塩を
含む条件下、または中性かつ塩を含まない条件下で複素環式芳香族アミノ酸リガンドを有
する不溶性担体に接触させることにより、抗体をリガンドに吸着させる第一工程」と、「
リガンドへの非吸着成分を除去する第二工程」と、「微酸性もしくは弱酸性で第一工程よ
りも低濃度の塩を含む溶出液、または微塩基性の溶出液を不溶性担体に接触させることに
より吸着抗体をリガンドから解離させる第三工程」という三種の工程をこの順番に含んで
いることが重要である。その限りにおいては、付加的な工程を間に挿入することや、第一
工程と第二工程とを交互に繰り返した後に第三工程に進む方法や、第一工程～第三工程を
数サイクル繰り返す等の変法も適宜実施してよい。
【００２５】
　まず、第一工程について説明する。
　第一工程における重要な第一点はリガンドの選定である。ここでいうリガンドとは、不
溶性担体の表面に化学的に固定化された目的抗体に対する結合部位である。本発明では、
リガンドにアミノ酸を用いるが、周知のとおりアミノ酸はヒトも含めた生体の基本的な構
成分子である。したがって、プロテインＡが有する抗原性や比較的強い生理活性という、
ヒトに対する異種タンパクに特有の生物学的諸問題は回避される。一例として、トリプト
ファンの場合は、マウスへ腹腔内投与した場合のＬＤ５０は４．８ｇ／ｋｇであり、通常
には考えられない膨大な量で初めて毒性が認められる類のものである。
【００２６】
　本発明者らは、アミノ酸リガントについて検討したところ、中でも複素環式芳香族アミ
ノ酸を用いると、温和なｐＨかつ安全性に優れる生理的溶液を用いた吸着および解離条件
において、目的抗体を高率に回収できることを見出した。複素環式芳香族アミノ酸の代表
例は、ヒトの必須アミノ酸であるトリプトファンおよびヒスチジンであるが、これらは、
芳香族部位の疎水性とヘテロ原子のプロトン供与性等の作用を併せ持つものである。詳細
な理由は定かではないが、単なる芳香族アミノ酸では（例えば、フェニルアラニン）抗体
の吸着率が低かった知見から、側鎖がこのように複数作用を有することが、抗体分子との
吸着や解離が高率に成される点に寄与しているのかも知れない。より好ましくは、トリプ
トファンリガンドである。
【００２７】
　リガンドの長さについては特に限定する必要はなく、複素環式芳香族のモノアミノ酸や
そのオリゴマーであってもよい。後者については、複素環式芳香族アミノ酸が数個結合し
たオリゴペプチドであってもよく、他のアミノ酸モノマーまたはオリゴマーの自由末端側
に複素環式芳香族アミノ酸が位置したものでもよい。ただし、万一、担体から脱離したこ
とを考慮すると、オリゴマー自体が抗原性を示さない長さに留める方がよく、最も好まし
くはモノアミノ酸のリガンドである。
【００２８】
　前記リガンドを有する不溶性担体とは、水溶液系での固－液分離を可能にする基材、支
持体、あるいはそれ自身も分離機能を有する分離素子のことである。したがって、実質的
には水不溶性であればよく、リガンドを固定化する際に用いられる有機溶媒や、酸・塩基
により著しく変性しないものがよい。材質については、反応条件等を考慮して適宜選択す
ればよいが、例えば、ポリオレフィン、ポリスチレン、ポリメタクリレート、ポリアミド
、ポリビニルアルコール等の合成高分子やこれらの架橋体、セルロース、アガロース、キ
チン、キトサン等の天然高分子やこれらの架橋体を利用できる。また、材質に拘らず、市
販の活性炭、イオン交換樹脂、樹脂吸着材等も利用できる。
【００２９】
　不溶性担体の形状については、粒状体、繊維集合体、多孔質膜等の何れでもよく、より
具体的には、多孔質粒子、不織布、織布、綿状物、多孔質平膜、多孔質中空糸膜が挙げら
れる。特に多孔性のものは、それ自体も分離能を有するので、リガンドの選択的作用と協
調させることもできる。
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【００３０】
　不溶性担体へのリガンドの固定は、リガンドの脱落防止の観点から共有結合による。そ
の方法は特に限定する必要はなく、担体の樹脂組成に応じて公知のリガンド固定化技術を
適用すればよい。例えば、担体に放射線を照射してラジカルを発生させた後、そこを基点
にグリシジルメタクリレート等をグラフト重合することで活性基を導入する方法や、ジグ
リシジルエーテル、ジアミン等の二官能試薬により担体表面に活性基を導入する方法が利
用でき、これらの活性基にアミノ酸のＣ末端またはＮ末端を反応させればよい。リガンド
密度は、抗体の吸着量をある程度左右する点で重要ではあるが、リガンドのサイズに対し
て抗体分子のサイズがはるかに大きいため、必ずしも密度が高ければ良いというものでは
ない。目的抗体の種類や、生産スケールを勘案して適宜設定すればよい。
【００３１】
　このようにしてリガンドを固定した不溶性担体は、樹脂、ガラス、金属等のハウジング
に充填し、液体の入口と出口とを設けたカラムとして用いる方法が、生産性や無菌性の観
点から好ましい。しかし、繊維集合体や多孔質膜（平膜、中空糸膜）の場合は、ハウジン
グに充填した後、ショートパスが起こらないように成型する方法がやや煩雑になるため、
カラム作成の簡便性の観点からは粒状体を用いることが好ましい。不溶性担体の充填率や
、充填容量については、リガンド密度も勘案して必要な分離スケールに応じて適宜設定す
ればよい。
【００３２】
　第一工程において重要な第二点は、医薬原料溶液を、微酸性乃至弱酸性で塩を含む条件
下、または中性かつ塩を含まない条件下で前記リガンドを有する不溶性担体に接触させる
ことである。これによって、抗体が複素環式芳香族アミノ酸リガンドに高率に吸着する。
【００３３】
　抗体分子はｐＨに対して比較的安定ではあるが、抗体の種類（クローン）によっては、
酸あるいは塩基性条件下に弱いものがある可能性は否定できない。プロテインＡリガンド
を用いる際にはその点が懸念され、使用条件が制限される大きな要因となっていた。一方
、アミノ酸リガンドのアフィニティ膜分離では、このような理由からと思われるが、酸性
および塩基性の何れの条件も避けて中性条件でリガンドへの吸着と解離がなされている。
しかし、解離時に回収率を高めるために、明らかに毒性のある添加剤の使用を余儀なくさ
れていた。これらの問題点は背景技術に詳述したとおりである。
【００３４】
　本発明者らは、この点に鑑みて鋭意検討したところ、複素環式芳香族アミノ酸リガンド
を用いた場合、弱酸性から中性条件の間で抗体が非常に高率に吸着することを見出した。
但し、微酸性と弱酸性条件では同時に塩を含めることが必要であり、中性条件では反対に
塩を含めないことが重要である。中性条件で塩を含めると吸着性が低下し、目的抗体のロ
スが無視できなくなる。塩基性条件では塩の有無にかかわらず吸着性が低下するので、結
果として高い回収率が得られない。従って、例えば、目的とする抗体が塩の存在下で安定
化するような場合には、微酸性乃至弱酸性で塩を含む条件で吸着させればよい。一方、塩
を添加できない制約がある場合や、低いｐＨ条件を極力避けたい場合には中性条件下で吸
着させればよく、目的抗体の性質に合わせて何れかを選択すればよい。
【００３５】
　医薬原料溶液を不溶性担体に接触させる際、上記の溶液条件を設けるには、前記溶液条
件に調整した平衡化溶液（例えば、緩衝液に塩を添加した溶液等）を用いて、リガンドを
含む不溶性担体を予め平衡化しておくことが好ましい。例えば、不溶性担体を充填したカ
ラムの場合は、カラムボリュームの等倍～数十倍の溶液でカラム内を置換するとよい。続
いて医薬原料溶液をロードする際、医薬原料溶液の容量がカラムボリュームに比して十分
に小さい場合（例えば、およそ１／１０以下）や、医薬原料溶液の液性が抗体吸着の溶液
条件と同等の場合はそのままロードしてもよい。しかし、医薬原料溶液の容量がカラムボ
リュームに比して無視できない場合は、吸着ロスを防止するため、吸着時の溶液条件に近
づけるよう希釈する等してロードすることが好ましい。
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【００３６】
　抗体吸着時の前記溶液条件をより厳密に定義すると、本発明でいう「微酸性乃至弱酸性
」とは、ｐＨにして６．５以下３．０以上のことをいう。ｐＨが３．０未満では吸着率よ
りも抗体が凝集する懸念が顕著になるので好ましくない。従って、抗体の吸着率、安定性
および後述する塩の作用の観点から、酸性領域のより好ましいｐＨは６．０以下３．０以
上であり、特に好ましいｐＨは５．０以下３．０以上である。一方、中性とはｐＨにして
６．５を越え７．５未満のことをいう。
　ｐＨの調整方法は特に限定する必要はなく、酸または塩基を添加して所定のｐＨに調節
すればよい。しかし、ｐＨ変動の安定性の点から、緩衝液を用いることがより好ましい。
例えば、燐酸緩衝液、酢酸緩衝液、クエン酸緩衝液、トリス塩酸緩衝液等の生化学で一般
的な緩衝液が用いられる。
【００３７】
　また、本発明でいう「塩を含む」とは、前記の緩衝液に含まれる塩の他に、１００ｍＭ
以上の塩が含まれる溶液条件のことをいう。塩濃度が１００ｍＭを下回ると、弱酸性条件
では吸着性が低下するので好ましくない。塩濃度の上限は特に制限ないが、必要以上に加
えすぎると抗体の沈殿生成を引き起こすおそれもあるので、１．５Ｍ以下としておけばよ
い。抗体の吸着率の観点から、より好ましくは１３０ｍＭ以上であり、特に好ましくは１
４０ｍＭ以上である。一方、本発明でいう「塩を含まない」条件とは、緩衝作用以外の目
的で添加された塩濃度が０～５０ｍＭの溶液条件のことをいう。中性条件では、緩衝作用
以外の目的で添加された塩が存在すると吸着性が顕著に低下するので、リガンドに接触さ
せる溶液の塩濃度をこの程度低い範囲に抑えておくことが必要である。好ましくは０ｍＭ
、すなわち緩衝作用以外の目的で塩を添加しない条件である。なお、医薬原料溶液が体液
や細胞培養液の場合、緩衝作用以外の塩濃度は予め５０ｍＭ以下に希釈してからカラムに
ロードすることが必要である。
　塩の種類は特に限定する必要はなく、例えば、生理的溶液に一般的に添加される電解質
塩である塩化ナトリウムが好ましいが、これに限定されない。
【００３８】
　次に、第二工程について説明する。
　第二工程においては、リガンドへの非吸着成分が除去される。先の第一工程において、
目的抗体はリガンドに吸着しているが、未吸着の抗体や、リガンドには吸着しない夾雑物
、あるいはリガンドに弱く吸着する夾雑物が存在する。第二工程では、これらの未吸着抗
体や夾雑物を洗浄することにより系外へ除去する。洗浄液の組成は、続く第三工程で抗体
をリガンドから解離させる生理的溶液とｐＨや塩濃度を異にするものであればよい。好ま
しくは、不溶性担体の平衡化や、医薬原料溶液の不溶性担体への供給に用いる溶液と同じ
ものを用いればよく、ｐＨや塩濃度をそれらに一致させておくと、洗浄時に目的抗体が不
用意に脱離することを防止できる。なお、吸着抗体を解離させない範囲でイオン強度や添
加剤を適宜選択することにより、非特異的吸着成分を除去することもできる。
【００３９】
　次に、第三工程について説明する。
　第三工程において重要な点は、微酸性乃至弱酸性で第一工程よりも低濃度の塩を含む生
理的溶液、または微塩基性の生理的溶液を、抗体が吸着したリガンドを有する不溶性担体
に接触させることである。これによって吸着抗体がリガンドから高率に解離する。
【００４０】
　吸着抗体のリガンドからの解離に際しては、いわゆる解離促進剤としてエチレングリコ
ールやイミダソール等の合成化合物が用いられたり、高濃度の塩が添加されることにより
、医薬品としての安全性や生産性の点で満足できる条件は知られていなかった。
　そこで、本発明者らはこの点に鑑みて鋭意検討したところ、複素環式芳香族アミノ酸リ
ガンドを用いた場合、吸着抗体に対して安定な中性条件では、解離促進剤なしでは十分な
解離が見込まれないが、微酸性乃至弱酸性で第一工程よりも低濃度の塩を含む生理的溶液
あるいは、微塩基性の生理的溶液が吸着抗体を高率に解離させることを見出した。しかも



(11) JP 2011-36128 A 2011.2.24

10

20

30

40

50

、この程度の酸性、塩基性であれば抗体分子に特に変性を引き起こすこともなく、回収率
の向上にのみ効果的に寄与することを見出したのである。従って、例えば、目的とする抗
体が塩の存在下で安定化するような場合には、微酸性乃至弱酸性で第一工程よりも低濃度
の塩を含む生理的溶液、または微塩基性で塩を含む生理的溶液で吸着抗体をリガンドから
解離させればよい。一方、塩を添加できない制約がある場合は微塩基性で塩を含まない生
理的溶液を用い、酸性条件を極力避けたい場合には微塩基性の生理的溶液を、塩基性条件
を極力避けたい場合には微酸性乃至弱酸性で吸着抗体を解離させればよく、目的抗体の性
質に合わせて何れかを選択すればよい。
【００４１】
　第三工程でいう「微酸性乃至弱酸性」の厳密な定義や好ましい範囲は第一工程のそれと
同義である。「微塩基性」をより厳密に定義するとｐＨにして７．５以上９．０以下のこ
とをいう。酸性領域では、ｐＨが３．０を下回ると抗体が凝集する懸念が顕著となり、塩
基性領域では、ｐＨが９．０を越えると抗体によっては活性の低下を引き起こす場合があ
るので、何れも好ましくない。
　吸着抗体の解離性と安定性の観点から、微塩基性でのより好ましいｐＨは８．０以上９
．０以下であり、特に好ましいｐＨは８．５以上９．０以下である。
　ｐＨがこの範囲であれば抗体に何ら変性を引き起こすことはない。しかも、複素環式芳
香族アミノ酸リガンドと吸着抗体との解離性が高いため、前段の吸着条件と組み合わせる
と、精製に供した医薬原料溶液に対する目的抗体の回収率が高く、従来、回収率の高さを
誇っていたプロテインＡ法に比べて殆ど遜色がない。つまり、本発明では、そのぶん生物
学的安全性のメリットが強調されることになる。ｐＨの調整方法は、第一工程で述べたと
おり限定されない。
【００４２】
　第三工程でいう塩については、微酸性乃至弱酸性の生理的溶液を用いる場合は、第一工
程よりも低濃度の塩を含むことが重要である。微酸性や弱酸性条件では、塩濃度が１３０
ｍＭ以上になると抗体をよく吸着する傾向にあるため、吸着抗体の解離性の観点からより
好ましい塩濃度は１３０ｍＭ未満であり、特に好ましくは塩を含まないことである。この
ように、わずかな酸性を保ったまま、塩濃度を低下させることが重要であり、これにより
吸着抗体を高率に解離させることができる。ここでいう「塩を含まない」条件も、第一工
程で述べたとおりである。一方、微塩基性の溶出液を用いる場合は、ｐＨの作用が塩濃度
の作用よりも優位になるため、塩濃度はあまり重要ではない。塩を含んでもよく、含まな
くてもよいが、含む場合は塩濃度が低い方が好ましい。より好ましい塩濃度は３００ｍＭ
未満である。塩の種類は、第一工程で述べたとおり限定されない。
【００４３】
　なお、吸着抗体のリガンドからの解離を促進する目的で、前記解離用の生理的溶液に解
離促進剤を添加することもできる。解離促進剤としては、カオトロピック（ｃｈａｏｔｒ
ｏｐｉｃ）特性を有する化合物が好ましく、グアニジル基を有する水溶性化合物が好まし
い。例えば、アルギニンは側鎖にグアニジル基を有するアミノ酸であり、これを０．１～
２Ｍ含有する微塩基性の溶出液を用いると目的抗体の回収率を一層高めることができる。
しかも、アルギニンは本発明のリガンドと同じ天然アミノ酸であるゆえ、添加剤として用
いること、精製抗体含有液からの除去が特に困難ではないこと、および最終製品への残留
について必要以上に慎重にならずに済むことから特に好ましい。
【００４４】
　以上述べた３つの工程のうち、特に重要な抗体の吸着と解離に関する条件を整理すると
次のようになる。矢印（→）の前が第一工程（吸着時）の溶液条件であり、矢印の後が第
三工程（解離時）の溶液条件である。
　（ａ）微酸性乃至弱酸性かつ塩含む　→　微酸性乃至弱酸性かつ第一工程よりも低濃度
の塩を含む
　（ｂ）微酸性乃至弱酸性かつ塩含む　→　微塩基性かつ塩を含まない
　（ｃ）微酸性乃至弱酸性かつ塩含む　→　微塩基性かつ塩を含む
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　（ｄ）中性かつ塩を含まない　→　微酸性乃至弱酸性かつ第一工程よりも低濃度の塩を
含む（＝塩を含まない）
　（ｅ）中性かつ塩を含まない　→　微塩基性かつ塩を含まない
　（ｆ）中性かつ塩を含まない　→　微塩基性かつ塩を含む
【００４５】
　本発明においては、目的抗体の性状に合わせて上記（ａ）～（ｆ）の何れのケースを選
択しても良い。例えば（ａ）～（ｃ）のケースにおいては、抗体を含む医薬原料溶液が一
時的に酸性条件下に置かれる結果、ウイルスが混入している場合、そのウイルスが酸によ
り不活化される利点がある。よって、（ａ）～（ｃ）のケースは酸性に比較的安定な抗体
を精製する上でより好ましい。その理由においては、一貫して微酸性乃至弱酸性条件で処
理される（ａ）が特に好ましい。
【００４６】
　本発明では、上記のように、特定のリガントと溶液条件により目的抗体の吸着や解離を
高率に実施することができるが、そのメカニズムは詳細には分かっていない。しかし、推
察するに、種々のｐＨやイオン強度下における静電相互作用及び疎水性相互作用のバラン
スによるものではないかと考えられる。
【００４７】
　本発明によれば、上記のとおり目的抗体とそれ以外の成分を分離し、目的抗体を高率に
得ることができる。ところが、本発明者らが選択分離性について詳細に検討したところ、
目的抗体とそれ以外の成分のみならず、驚くべきことに目的抗体の中でも凝集体と非凝集
体とをシャープに分離できることも見出した。背景技術の項に述べたように、抗体によっ
ては酸性条件あるいはその他の要因によって保存中や操作中に凝集体を形成することがあ
る。すなわち、抗体が二量化、三量化あるいはそれ以上に多量化して凝集体を形成するこ
とがあるが、この凝集体がヒトの体内で抗原性を示すことが懸念されている。従って、抗
体の製造工程において、精製段階で凝集抗体をも確実に除去しておくことは、医薬品とし
ての抗体製造を行う上で非常に意義が大きい。
【００４８】
　凝集体と非凝集体とをシャープに分離する条件は、本発明の第一～第三工程で述べた各
条件を適用すればよく、その条件下でほぼ定量的に選択分離できる。酸性条件下での凝集
体形成の懸念を極力払拭する上で、前記（ｅ）のケース（中性かつ塩を含まない→弱塩基
性かつ塩を含まない）、または前記（ｆ）のケース（中性かつ塩を含まない→弱塩基性か
つ塩を含む）がより好ましい条件となる。本発明に比して、サイズの違いを利用した膜分
離やサイズ排除クロマトグラフィーでは、担体側にポアサイズ等のバラツキがあるため、
このようなシャープな選択分離性を獲得するのは到底困難である。
【００４９】
　本発明において、複素環式芳香族アミノ酸リガンドに特定の吸着・解離条件を適用する
ことにより凝集抗体と非凝集抗体とがシャープに分離される理由は十分解明されていない
。抗体モノマーと凝集物とでは単にサイズが異なるだけで、リガンドとの相互作用に大き
な差異が出るとは考え難いが、おそらく抗体表面の諸性質（官能基や荷電の分布、親水性
／疎水性バランス、その他）が変化する結果、リガンドとの相互作用が顕著に低下して非
凝集抗体との選択分離が可能になるものと推定される。従来、ゲルろ過クロマトグラフィ
ーにより会合凝集体を含む抗体を精製する方法は知られており（例えば、特開２００６－
２４２９５７号公報等）、クロマト担体と凝集体との結合を弱める解離促進剤を用いると
、非凝集体と凝集体とをサイズの違いにより分離することはできた。しかし、サイズ排除
の原理によるゲルろ過では担体との特異的な相互作用が得られず、前処理程度の精製にし
か使えないといえる。したがって、アミノ酸リガンドを利用したこのような意外かつ有用
な分離例は本発明者らが初めて見出したものであり、これまで知られていない。
【００５０】
　本発明の抗体製造方法においては、以上述べた特徴的な精製工程を必要とするが、詳細
な説明の最初に述べたとおり、医薬品としての抗体は、大略以下の工程を経て製造される
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。すなわち、体液を医薬原料溶液とする場合は、精製工程、ウイルス除去工程、濃縮・液
交換工程、ボトリング工程という順番で製造され、細胞培養法による場合は、細胞培養工
程、細胞分離工程、精製工程、ウイルス除去工程、濃縮・液交換工程、ボトリング工程と
いう順番で製造される。
【００５１】
　細胞培養工程では、目的抗体を産生する遺伝子を導入した動物細胞や抗体産生細胞が無
血清培地等で培養され、増殖され、目的抗体が細胞外に放出または分泌される。あるいは
、細胞を機械的刺激または化学的に破壊して培養液中に抗体を放出させる。続いて、膜濾
過や遠心分離等によって不要な細胞成分を分離し、除去することにより、濾過液や上清等
の状態で抗体含有液が得られる。
　この抗体含有液または体液すなわち医薬原料溶液は、精製工程において目的抗体が精製
される。精製工程においては、例えば粗精製として分別沈殿、イオン交換、膜分離等の比
較的特異性の低い分離技術が併用されることがある。
【００５２】
　医薬品においては、病原微生物の混入を実質的に認めないことが重要であるため、製造
工程では工程全体にわたって病原微生物の混入を防止するだけでなく、積極的に病原微生
物の除去工程が設けられる。その代表例がウイルス除去工程であり、物理的手段や化学的
手段によるウイルス等の不活性化処理と除去が行われることがある。別の方法としては、
平膜や中空糸膜を内蔵したウイルス除去フィルターを用いたウイルス除去も行われるが、
こちらは添加剤や紫外線を用いずに済む点や、ウイルス除去能力の高さから特に好ましい
方法である。
【００５３】
　かかる工程を経た精製抗体含有液は、その容量を縮小するための濃縮、あるいは解離や
回収時に用いた緩衝液成分、ｐＨ調整剤その他添加剤等を低減するための液交換を行った
後、所定の無菌容器にボトリングされ、製品化される。
　以上述べた工程を経て、異種タンパク質、人工合成化合物あるいは抗体凝集体の混入の
ない医薬品として有用な抗体が高率に製造できる。
【００５４】
　以上述べたとおり、本発明は、抗体のｐＨに対する安定性に応じて、不安定な抗体に対
してはより温和な条件で、安定な抗体に対してはウイルス不活化も兼ねることのできる低
いｐＨで使用できる精製方法なので、その汎用性の高さという点で極めて有用である。す
なわち、工程確立期間の短縮化あるいは、工程のプラットフォーム化を可能とすることで
治療用抗体の開発期間を短縮し、ひいては治療機会の拡大に大きく貢献できるものと考え
られる。また、抗体と非抗体との分離のみならず、凝集抗体体と非凝集抗体とを分離可能
であることや、リガンドの化学的性質上、簡便なアルカリ洗浄方法が使用可能である点も
、工程数そのものの低減や工程の簡略化につながり、やはり前述の治療機会の拡大に大き
く貢献できるものと考えられる。
 
[実施例]
【００５５】
　以下、実施例によって本発明をより具体的に説明するが、本発明はこれらによって何ら
限定されるものではない。
【００５６】
［評価方法］
　本発明の抗体製造方法の評価系として、高速液体クロマトグラフィーのシステムを利用
した。すなわち、リザーバタンク（平衡化（洗浄）溶液、溶出液、カラム再生液）、送液
ポンプ（送液線速４ｃｍ／ｍｉｎ）、サンプルループ（容量１００μＬ）、カラム（室温
）、検出器（紫外線、波長２８０ｎｍ）、ドレンの順に接続した該システムを用いて精製
目的物をロードした後、ドレンから回収される各分画中の抗体濃度を定量した。カラムと
して、リガンド固定化担体２ｍｌを充填した内径（直径）５ｍｍ、ベッド高さ１０ｍｍの
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ガラス製カラムを用いた。
　目的抗体の回収率を求めるに際し、得られた各溶液の波長２８０ｎｍにおける吸光度か
ら溶媒そのものの吸光度をバックグラウンド値として減じ、正味の吸光度を算出した。そ
の際、０以下の値となった場合については０に丸めた。正味の吸光度について、ＩｇＧの
吸光係数として１３を用いて蛋白含量を求め、出発物質中の蛋白含量に対する各画分中の
蛋白含有量の比を各画分中のＩｇＧ回収率として算出した（下記式（１）参照）。以降の
実施例および比較例では、、特に断らない限り、全て上記の方法により抗体回収率を評価
した。
　 
　各画分中のＩｇＧ回収率（％）
　　＝１００×（画分中の蛋白含有量／出発物質中の蛋白含量）　　　　（１）
　　 
【実施例１】
【００５７】
＜リガンドの評価＞
　グリシジルメタクリレートを介してトリプトファンをポリビニルアルコール多孔質粒子
に固定化した担体（以下、ＴＲ－ＰＶＡ担体と表記）を充填したカラムをクロマトシステ
ムに取り付けた。平衡化溶液（１．５Ｍ塩化ナトリウムを含む２０ｍＭ酢酸緩衝液、ｐＨ
５．０）およそ１０カラムボリューム（以下、ＣＶと表記）で平衡化した後、ＩｇＧ５０
ｍｇ／ｍＬを含むヒトＩｇＧ溶液（ベネシス社、ヴェノグロブリン）１００μＬをサンプ
ルループに注入し、前記平衡化溶液約１．５ＣＶにてサンプルループから押し出してカラ
ムへ添加するとともに素通り画分を得た。次に、洗浄液として、前記平衡化溶液６ＣＶで
洗浄を行ない、洗浄画分を回収した。続いて溶出液（０．５Ｍ　Ｌ－アルギニンを解離促
進剤として含む２０ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ８．０）６ＣＶをカラムに通液し、ＩｇＧの
溶出画分を回収した。さらに、カラム再生液（１０ｍＭ塩酸溶液、ｐＨ１．５）をカラム
に通液し、未回収のＩｇＧををカラム再生画分として回収した。評価結果を表１に示す。
【比較例１】
【００５８】
＜リガンドの評価＞
　グリシジルメタクリレートを介してフェニルアラニンをポリビニルアルコール多孔質粒
子に固定化した担体（以下、ＴＲ－ＰＶＡ担体と表記）を充填したカラムを準備し、実施
例１と同様の条件で評価した。評価結果を表１に示す。
【表１】

【００５９】
　表１に示すとおり、複素環式芳香族アミノ酸であるトリプトファンをＩｇＧ吸着のため
の低分子リガンドとして用いた吸着体を用いることで、吸着時は微酸性（ｐＨ５）、解離
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時は微塩基性（ｐＨ８）という温和な溶液条件において、高い回収率でＩｇＧが得られた
。一方、同じ芳香族アミノ酸でも、側鎖が複素環ではないフェニルアラニンの場合は素通
り画分や洗浄画分の割合が多く、ＩｇＧを高率に回収できなかった。
【実施例２】
【００６０】
＜吸着条件の比較＞
　トリプトファンを固定化したＴＲ－ＰＶＡ担体を充填したカラムをクロマトシステムに
取り付け、平衡化溶液が異なる３条件で吸着性を比較した。すなわち、平衡化溶液（条件
Ａ：１．５Ｍ塩化ナトリウムを含む２０ｍＭグリシン緩衝液（ｐＨ３．０）、条件Ｂ：１
．５Ｍ塩化ナトリウムを含む２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）、条件Ｃ：塩を加えない
２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０））各々およそ５ＣＶで平衡化した。続くサンプル添
加、洗浄、溶出およびカラム再生については、溶出液として塩を含まない２０ｍＭグリシ
ン緩衝液（ｐＨ９．０）を用いた以外は実施例１に準じて操作した。各条件Ａ～Ｃの評価
結果を表２に示す。
【比較例２】
【００６１】
＜吸着条件の比較＞
　トリプトファンを固定化したＴＲ－ＰＶＡ担体を充填したカラムをクロマトシステムに
取り付け、平衡化溶液が異なる３条件で吸着性を比較した。すなわち、平衡化溶液（条件
Ｄ：１．５Ｍ塩化ナトリウムを含む２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）、Ｅ条件：塩を
含まない２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）、条件Ｆ：塩を含まない２０ｍＭＴｒｉｓ緩
衝液（ｐＨ８．５））各々およそ５ＣＶで平衡化した。続くサンプル添加、洗浄、溶出お
よひカラム再生については、溶出液として塩を含まない２０ｍＭグリシン緩衝液（ｐＨ９
．０）を用いた以外は実施例１の操作条件に準じた。
　各条件Ｄ～Ｆの評価結果を表２に示す。
【００６２】
【表２】

【００６３】
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　表２に示すとおり、吸着時には、溶液条件が中性で塩を含む場合（条件Ｄ）はリガンド
固定化担体に吸着しないＩｇＧが２３．７％（素通り画分と洗浄画分の和）もあるが、塩
を含まない場合（条件Ｃ）にはＩｇＧが定量的に吸着した。また、微塩基性や、微酸性で
塩を含まない場合には吸着性が低かったが、微酸性や弱酸性でも塩を含む場合には定量的
に吸着した。以上の結果より、吸着時には、微酸性乃至弱酸性で塩を含む条件、または中
性かつ塩を含まない溶液条件が必要なことが分かった。
【実施例３】
【００６４】
＜解離条件の比較＞
　トリプトファンを固定化したＴＲ－ＰＶＡ担体を充填したカラムをクロマトシステムに
取り付け、溶出液が異なる４条件で吸着抗体の解離性を比較した。すなわち、実施例１の
操作条件に準じて平衡化、吸着、洗浄、溶出、カラム再生を行ったが、溶出液としては次
の５条件（条件Ｇ：２０ｍＭグリシン緩衝液（ｐＨ３．０）、条件Ｈ：２０ｍＭ酢酸緩衝
液（ｐＨ５．０）、条件Ｉ：２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ８．０）、条件Ｊ：２０ｍＭグ
リシン緩衝液（ｐＨ９．０）、何れも塩を含まない）を用いてＩｇＧを溶出画分として回
収した。なお、溶出液の液量は、ｐＨ５．０については１０ＣＶとしたが、それ以外はお
よそ５～６ＣＶとした。
　各条件Ｇ～Ｊの評価結果を表３に示す。
【比較例３】
【００６５】
＜解離条件の比較＞
　中性の溶出液（条件Ｋ：塩を含まない２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０））を用いた
以外は実施例３の操作条件に準じた。評価結果を表３に示す。なお溶出条件ｐＨ９．０（
条件Ｊ）の結果は、実施例２の条件Ｂの結果を用いた。
【００６６】
【表３】

【００６７】
　表３に示すとおり、溶出時には、溶出条件が中性で塩を含まない場合（条件Ｋ）には抗
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体を溶出画分に回収できないが、微酸性か弱酸性で塩を含まない場合あるいは微塩基性で
は抗体を効率よく溶出画分に回収できた。比較例２の結果も合わせると、中性の場合は塩
がないと殆ど解離しないが（条件Ｋ）、比較的高濃度に塩があっても解離は不十分であり
、強酸性の強制的なカラム再生条件下でないと十分に解離しない（比較例２の条件Ｄ）。
従来、中性条件でエチレングリコール等の解離促進剤を必要としたのは、このような理由
からと思われる。
　以上の結果より、吸着抗体の解離時（溶出時）には、微酸性乃至弱酸性で第一工程より
も低濃度の塩を含むか、または微塩基性の溶液条件が必要なことが分かった。また、溶出
画分の回収率の高さから酸性側では弱酸性が好ましく、微塩基性側ではｐＨにして７．５
以上９．０未満が好ましいと思われる。
 
【実施例４】
【００６８】
＜塩濃度変化の効果＞
トリプトファンを固定化したＴＲ－ＰＶＡ担体を充填したカラムをクロマトシステムに取
り付け、吸着条件が異なる２条件で、塩濃度の変化が吸着抗体の解離性に与える効果を検
討した。すなわち、平衡化溶液（条件Ｌ：１．５Ｍ塩化ナトリウムを含む２０ｍＭグリシ
ン緩衝液（ｐＨ３．０）、条件Ｍ：１．５Ｍ塩化ナトリウムを含む２０ｍＭ酢酸緩衝液（
ｐＨ５．０））およそ５ＣＶで平衡化した後、塩濃度勾配をつけた溶出液を用いた以外は
、実施例１の操作条件に準じて吸着、洗浄、溶出、カラム再生を行った。塩濃度勾配は、
塩を含む各平衡化溶液に、同じｐＨで塩を含まない平衡化溶液を連続的に供給して形成し
、１．５Ｍから０Ｍまで６０分かけて連続的に低下させた。各分画開始時の塩濃度は塩濃
度勾配中の電気伝導度より算出した。評価結果を表４に示す。
【００６９】
【表４】

【００７０】
　表４に示すとおり、微酸性や弱酸性という温和な条件では、ｐＨを変えなくても塩濃度
がおよそ１００ｍＭを境にＩｇＧの吸着・解離をコントロール可能であることが分かった
。すなわち、実施例３の条件ＧおよびＨの結果も合わせると、微酸性乃至弱酸性の場合に
は、解離時の塩濃度を吸着時よりも低くすることにより吸着抗体を解離させることができ
る。
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【実施例５】
【００７１】
＜ｐＨ変化の効果＞
　トリプトファンを固定化したＴＲ－ＰＶＡ担体を充填したカラムをクロマトシステムに
取り付け、主にｐＨの変化が吸着抗体の解離性に与える効果を検討した。すなわち、ｐＨ
勾配をつけた溶出液と、続いて塩濃度勾配をつけた溶出液を用いた以外は、実施例１の操
作条件に準じて吸着、洗浄、溶出、カラム再生を行った。ｐＨ勾配は、塩を含むｐＨ５．
０の平衡化溶液に、同じ塩濃度でｐＨ９．０の平衡化溶液を連続的に供給して形成し、微
酸性（ｐＨ５．０）から微塩基性（ｐＨ９．０）まで６０分かけて連続的に変化させた。
続いて、塩を含む各平衡化溶液に、同じｐＨで塩を含まない平衡化溶液を連続的に供給し
て形成し、１．５Ｍから０Ｍまで６０分かけて連続的に低下させた。各分画開始時の塩濃
度は塩濃度勾配中の電気伝導度より算出した。評価結果を表５に示す。
【００７２】
【表５】

【００７３】
　表５に示すとおり、塩を含む場合、吸着時の微酸性条件を微塩基性条件に変化させる、
つまりｐＨを塩基性側に変化させるだけでＩｇＧを高率に回収することができる。実施例
３の条件ＩおよびＪの結果も合わせると、微塩基性の溶出液を用いれば、塩濃度によらず
吸着抗体を解離させることができる。
【実施例６】
【００７４】
＜細胞培養液からのＩｇＧ精製＞
　無血清培地（Ｉｒｖｉｎｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社、商品名「ＩＳ－ＣＨＯ－ＣＤ」
）にて培養したＣＨＯ培養液１７．６ｍＬに１Ｍ酢酸緩衝液（ｐＨ４．５）を２ｍＬ添加
し、ｐＨをおよそ５．０にあわせた後、ＩｇＧ５０ｍｇ／ｍＬを含むヒトＩｇＧ溶液（ベ
ネシス社、ヴェノグロブリン）０．４ｍＬを添加してＩｇＧ含有細胞培養液を調製した。
次に、このＩｇＧ含有細胞培養液１ｍＬを、実施例３の条件Ｉ（第一および第二工程：微
酸性（ｐＨ５．０）、塩（１．５Ｍ ＮａＣｌ）、第三工程：微塩基性（ｐＨ８．０）、
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塩なし）に準じて処理した。ただし、洗浄、溶出、カラム再生における溶媒の使用量は全
て４ＣＶとし、１ＣＶずつプールし、最初の２プールを以下の解析に用いた。
　得られた溶液５０μＬに等容量のＳＤＳサンプル緩衝液（ＴＥＦＣＯ社、Ｔｒｉｓ－Ｇ
ｌｙｃｉｎｅ　ＳＤＳサンプルバッファー）を加えて、１００℃にて５分間加熱した後、
氷水中で急冷し、電気泳動サンプルを調製した。電気泳動サンプルを常法に従いＳＤＳ－
ＰＡＧＥにて分析した。電気泳動装置にはＴＥＦＣＯ社、ＳＤＳ－ＰＡＧＥｍｉｎｉ、８
～１６％、１．５ｍｍ厚、１５ｗｅｌｌ）を使用し、分子量マーカーには市販のマーカー
（ＧＥヘルスケア　バイオサイエンス社、商品名「Ｆｕｌｌ－Ｒａｎｇｅ　ＲａｉｎＢｏ
ｗ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｍａｒｋｅｒｓ」）を用いた。
　電気泳動終了後、市販のゲル染色液（和光純薬社、商品名「Ｑｕｉｃｋ－ＣＢＢ」）に
て染色し、ゲル乾燥保存キット（ＴＥＦＣＯ社、ＧＥＬ　Ｄｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍ）を用い
て乾燥させた。乾燥後の染色ゲルを第１図に示す。図中、レーンＭは分子量マーカーであ
り、レーン７および８が溶出画分である。矢印はＩｇＧの分離位置を示している。図示し
たとおり、溶出画分の最初の１ＣＶ目（レーン７を参照）でＩｇＧが回収されていること
が分かる。
　以上の結果より、本発明の抗体製造方法により、細胞培養液からのＩｇＧ回収が可能で
あることが確認された。
【実施例７】
【００７５】
＜ＩｇＧ凝集体の分離＞
ヒトＩｇＧ溶液（ベネシス社、ヴェノグロブリン）５０ｍｇ／ｍＬを０．１Ｍ塩酸水溶液
と１：４の割合で混合し、室温にて１晩放置して酸変性ＩｇＧ凝集体サンプル（以下、Ｉ
ｇＧ－Ａｇと表記）を調整した。トリプトファンを固定化したＴＲ－ＰＶＡ担体を充填し
たカラムをクロマトシステムに取り付けた。平衡化溶液（１．５Ｍ塩化ナトリウムを含む
２０ｍＭ酢酸緩衝液、ｐＨ５．０）およそ５ＣＶで平衡化した後、ＩｇＧ－Ａｇを１００
μＬずつ３回にわけてサンプルループに注入し、各々を前記平衡化溶液約１．５ＣＶにて
サンプルループからカラムへサンプルを押し出して添加するとともに素通り画分を得た。
次に、前記平衡化溶液５～６ＣＶで洗浄を行い、洗浄画分を回収した。続いて溶出液（塩
を含まない２０ｍＭグリシン緩衝液、ｐＨ９．０）５～６ＣＶカラムに通液し、ＩｇＧ－
Ａｇの溶出画分を回収した。さらに、カラム再生液（１０ｍＭ塩酸溶液、ｐＨ１．５）を
カラムに通液し、未回収のＩｇＧをカラム再生画分として回収した。各溶出画分中のＩｇ
Ｇ－Ａｇはクロマトシステムに内蔵のＵＶモニターを用いて経時的に測定した。
　ＩｇＧ－Ａｇのクロマトグラムを図２に示す。この酸処理条件は、ＩｇＧモノマーをほ
ぼ定量的に凝集化させる条件なので、カラム再生画分に検出されるピークを凝集体と見な
した。
　次に、ＩｇＧ－Ａｇ５ｍＬに１Ｍグリシン水溶液１．５ｍＬを添加してｐＨ約４～５に
戻した後、変性していないヒトＩｇＧ溶液１ｍＬを添加して酸変性ＩｇＧ凝集体および未
変性ＩｇＧとの混合溶液（以下、ＩｇＧ－Ｍｘと表記）を調製した。得られたＩｇＧ－Ｍ
ｘをサンプルとし、サンプル添加を１００μＬずつ４回にわけて行った以外は、前記Ｉｇ
Ｇ－Ａｇと同様に分画した。
　ＩｇＧ－Ｍｘのクロマトグラムを図３に示す。クロマトグラムの溶出画分に検出される
ピークは、凝集していない未変性ＩｇＧであることを予め確認している。
　図３に示すとおり、ＩｇＧ－Ｍｘは、酸変性ＩｇＧ凝集体と未変性ＩｇＧにそれぞれ相
当するピークに二分された。以上の結果より、本発明の抗体製造方法を用いることで、未
変性ＩｇＧとＩｇＧ凝集体をほぼ定量的に選択分離可能であることが示された。
【参考例１】
【００７６】
＜プロテインＡ固定化担体によるＩｇＧ精製例＞　
　プロテインＡ固定化担体（ミリポア社、商品名「ｐｒｏｓｅｐ－ｖａ－ｕｌｔｒａ」）
を充填したカラム（直径１６ｍｍ、ベッド高２５ｍｍ）を各々５ＣＶの溶出液（１００ｍ
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Ｍクエン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ３．０）およびカラム再生液（１０ｍＭ塩酸緩衝液、
ｐＨ１．５）にて順次洗浄した。次に、平衡化溶液（０．１５Ｍ塩化ナトリウム含有２０
ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ７．４）を１０ＣＶ通液して担体を平衡化した後、ヒト血清（Ｃ
ＥＭＩＣＯＮ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社、Ｎｏｒｍａｌ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｕｍ
）をカラムに添加した。その後、前記平衡化溶液を１０ＣＶ以上流して充分な洗浄を行な
った。続いて前記溶出液４ＣＶをカラムに通液し、ＩｇＧを回収した。回収したＩｇＧ溶
液に中和液（５００ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ９．０）１ＣＶ相当量を添加して中和した。
なお、ここまでの通液操作における線速は全て１５０ｃｍ／ｈｒで実施した。中和後のＩ
ｇＧ溶液を分画分子量１５ｋＤの透析チューブに入れて封じ、１Ｌの前記平衡化溶液中で
３時間、続けて３Ｌの平衡化溶液中で終夜透析を行い、バッファー交換を行った。
　得られたＩｇＧ溶液を１０倍希釈して波長２８０ｎｍの吸光度を測定し、ＩｇＧの吸光
係数１３よりＩｇＧ濃度は３ｍｇ／ｍＬ、得られたＩｇＧ量は７５ｍｇと見積もられた。
　次に、上記ＩｇＧ溶液の３００μＬをマイクロ遠心チューブにとり、１００℃にて５分
間加熱処理をした。マイクロ遠心機にて３０００回転、５分間の遠心操作を行い、上清を
回収した。得られた上清中のプロテインＡ量をＥＬＩＳＡ法を用いて測定した。ＥＬＩＳ
Ａにはａｓｓａｙ　ｄｅｓｉｇｎｓ社の商品名「ＴｉｔｅｒＺｙｍｅ　ＥＩＡ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎＡ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｒｉｃ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ」を用い、添
付のマニュアルに従い実施した。その結果、ＩｇＧ溶液中のプロテインＡ量はおよそ２８
ｎｇ／ｍＬ、総量は２８×２５＝７００ｎｇと見積もられた。
　以上のことから、プロテインＡ固定化担体を用いてＩｇＧを精製した一例では、ＩｇＧ
１ｍｇあたりおよそ９ｎｇのプロテインＡが混入することが示唆された。
【参考例２】
【００７７】
＜ヒトＩｇＧ吸着容量の比較＞
　トリプトファンをポリビニルアルコール多孔質粒子に固定化した担体（ＴＲ－ＰＶＡ担
体）を充填したカラムをクロマトシステムに取り付けた。平衡化溶液（１．５Ｍ塩化ナト
リウムを含む２０ｍＭ酢酸緩衝液、ｐＨ５．０）およそ１０カラムボリュームで平衡化し
た後、同溶液で５ｍｇ／ｍＬの濃度に希釈したヒトＩｇＧ溶液（ベネシス社、ヴェノグロ
ブリン）をカラムに通液した。カラム通液液の吸光度をモニターし、増加がなくなるまで
ＩｇＧ希釈液を通液した後、洗浄液として前記平衡化溶液およそ１５ＣＶで洗浄した。続
いて溶出液（０．５Ｍ　Ｌ－アルギニンを解離促進剤として含む２０ｍＭリン酸緩衝液、
ｐＨ８．０）およそ６ＣＶをカラムに通液し、ＩｇＧ溶液を溶出画分として回収した。さ
らに、カラム再生液（１０ｍＭ塩酸溶液、ｐＨ１．５）５ＣＶをカラムに通液し、未回収
のＩｇＧををカラム再生画分として回収した。
　得られた溶出画分の（カラム再生画分は含まず）ＩｇＧ含量の総量を測定し、これをカ
ラム担体の容量２ｍＬで除して担体１ｍＬあたりの吸着容量を算出した。結果を表６に示
す。
　一方、プロテインＡ固定化担体（ミリポア社、商品名「ｐｒｏｓｅｐ－ｖａ－ｕｌｔｒ
ａ」）を充填したカラム（直径５ｍｍ、高さ１００ｍｍ）をクロマトシステムに取り付け
、前記同様にＩｇＧ吸着容量を測定した。平衡化溶液（０．１５Ｍ塩化ナトリウムを含む
２０ｍＭリン緩衝液、ｐＨ７．５）で平衡化した後、同溶液にて５ｍｇ／ｍＬの濃度に希
釈したヒトＩｇＧ溶液（ベネシス社、ヴェノグロブリン）をカラムに通液した。前記同様
、カラム通過液の吸光度が増加しなくなるまでＩｇＧ希釈液を通液した後、洗浄液として
前記平衡化溶液およそ１０ＣＶで洗浄した。続いて溶出液（０．１Ｍクエン酸バッファー
、ｐＨ３．０）およそ４ＣＶをカラムに通液し、ＩｇＧ溶液を溶出画分として回収した。
さらに、カラム再生液（１０ｍＭ塩酸溶液、ｐＨ１．５）５ＣＶをカラムに通液し、未回
収のＩｇＧををカラム再生画分として回収した。溶出画分に、ＩｇＧ溶液に対して１／４
容量の中和液（５００ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ９．０）１ＣＶ相当量を添加して中和した
。
　得られた溶出画分（カラム再生画分は含まず）のＩｇＧ含量の総量を測定し、これをカ
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ラム担体の容量２ｍＬで除して担体１ｍＬあたりの吸着容量を算出した。結果を表６に示
す
【００７８】
【表６】

【００７９】
　表６の結果から、本発明の抗体製造方法においては、担体あたりのＩｇＧ吸着容量はお
よそ２５ｍｇ／ｍＬ担体となり、プロテインＡカラムのそれと比べて全く遜色ないレベル
であることが分かった。従って、プロテインＡカラムを用いる従来法と同様のスケールで
効果的にＩｇＧ精製が可能であることが示された。
【参考例３】
【００８０】
＜アルカリ耐性の比較＞
　実施例１で用いたＴＲ－ＰＶＡ担体およそ５ｍＬを１Ｍ水酸化ナトリウム溶液約１０ｍ
Ｌで４回洗浄した後、同溶液約１０ｍＬを添加し、室温でおよそ3日間放置した。このよ
うにアルカリ処理した担体を用いて、参考例２と同様の方法によりＩｇＧ吸着容量を検討
算出した。結果を表７に示す。
【００８１】

【表７】

【００８２】
　表７に示すとおり、参考例２で算出したアルカリ処理なしのＩｇＧ吸着容量に比べて、
アルカリ処理によっても吸着容量は殆ど低下せず、トリプトファンリガンドはアルカリに
耐性を有することが示された。この結果から、複素環式芳香族アミノ酸リガンドを用いた
抗体製造方法では、プロテインＡリガンドでは従来困難であったアルカリ洗浄により、使
用後のリガンドを簡便に再生できることが示唆された。
【産業上の利用可能性】
【００８３】
　本発明によれば、医薬品として有用かつ安全性に優れた抗体を高率に製造することがで
きる。したがって、従来治療が困難であったリウマチや癌治療等に好適に用いることがで
きる種々の治療用抗体はもちろん、生化学試薬や臨床検査試薬としての抗体をも含めて提
供することができるので、医療技術の進歩に大きく貢献できる。
【図面の簡単な説明】
【００８４】
【図１】細胞培養液から精製した抗体のゲル電気泳動図である。
【図２】酸変性ＩｇＧ凝集体のクロマトグラムである。
【図３】未変性ＩｇＧとＩｇＧ凝集体との混合溶液のクロマトグラムである。
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【図１】

【図２】

【図３】
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