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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドを精製する方法において、
　（ａ）ポリペプチドをプロテインＡに結合させる工程と、
　（ｂ）溶離バッファーを使用して５．０以下で始まるｐＨ勾配でポリペプチドを溶離さ
せる工程を含み、ここで溶離バッファーが高ｐＨバッファーと低ｐＨバッファーを含み、
ｐＨ勾配が溶離バッファー中の各ｐＨバッファーの割合を調整することによって形成され
、高ｐＨバッファーがｐＨ５．０であり、低ｐＨバッファーがｐＨ２．７であり、凝集物
、宿主細胞不純物、ウイルスフィルター汚染物質、ウイルス粒子及びウイルス様粒子がポ
リペプチドから分離される方法。
【請求項２】
　低ｐＨバッファーの割合が３５％で始まる請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　３５％で低ｐＨバッファーを含む溶離バッファーが１６．２５ｍＭのアセテートと８．
７５ｍＭのホルマートを含有する請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　低ｐＨバッファーの割合が２５％で始まる請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　２５％で低ｐＨバッファーを含む溶離バッファーが１８．７５ｍＭのアセテートと６．
２５ｍＭのホルマートを含有する請求項４に記載の方法。
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【請求項６】
　低ｐＨバッファーの割合が４０％で始まる請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　４０％で低ｐＨバッファーを含む溶離バッファーが１５ｍＭのアセテートと１０ｍＭの
ホルマートを含有する請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　ｐＨ勾配がｐＨ４．６で始まる請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　ｐＨ勾配が３．０以上で終了する請求項１から８の何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　ｐＨ勾配が３．７で終了する請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　塩基性ポリペプチド変異体がポリペプチドから分離される請求項１から１０の何れか一
項に記載の方法。
【請求項１２】
　ポリペプチドが抗体である請求項１から１１の何れか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　抗体がモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体、又は抗体断片であ
る請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　抗体が抗ＶＥＧＦ抗体、抗ＣＤ２０抗体、抗ＭＵＣ１６抗体、抗ＣＤ４抗体、又は抗Ｍ
ＥＴ抗体である請求項１２又は１３に記載の方法。
【請求項１５】
　ポリペプチドがイムノアドヘシンである請求項１から１１の何れか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　ポリペプチドが少なくとも９８％の単量体の純度を有している請求項１から１５の何れ
か一項に記載の方法。
【請求項１７】
　精製されたポリペプチドに対する宿主細胞不純物の比が段階溶離法によって精製された
ポリペプチドにおける比よりも少なくとも２０％低く、段階溶離法がポリペプチドをプロ
テインＡに結合させ、３．６以下で始まるｐＨで溶離させることを含む、請求項１から１
６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　精製されたポリペプチドに対する宿主細胞不純物の比が段階溶離法によって精製された
ポリペプチドにおける比よりも少なくとも６０％低く、段階溶離法がポリペプチドをプロ
テインＡに結合させ、３．６以下で始まるｐＨで溶離させることを含む、請求項１７に記
載の方法。
【請求項１９】
　精製されたポリペプチドがポリペプチド単量体である請求項１７又は１８に記載の方法
。
【請求項２０】
　精製が製造スケールプロセスである請求項１から１９の何れか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願とのクロスリファレンス
　この出願は、その開示の全体を出典明示によりここに援用する２００９年９月１日出願
の米国仮特許出願第６１／２３８８６７号、及び２００９年１０月２０日出願の米国仮特
許出願第６１／２５３４３８号に対する優先権を主張するものである。
【０００２】
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発明の分野
　この発明の分野は、一般に、ポリペプチドをプロテインＡに結合させ、ｐＨ勾配で溶離
させることを含むＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドを精製する方法に関する。
【発明の背景】
【０００３】
　タンパク質の大規模で経済的な精製は、バイオテクロノジー産業にとってますます重要
な問題となっている。一般に、タンパク質は、そのタンパク質の遺伝子を含む組換え型プ
ラスミドの挿入により対象のタンパク質を産生するように操作された哺乳動物又は細胞細
胞株を使用する、細胞培養によって産生される。使用される細胞株は生きている生物体で
あるので、それには、通常は動物の血清の調製物から供給される増殖因子、アミノ酸、糖
を含む複合増殖培地を与えなければならない。細胞に与えた化合物の混合物から、また細
胞自体の副産物から所望のタンパク質を、ヒトの治療用として使用するために十分な純度
まで分離することは、大変な挑戦である。
【０００４】
　細胞片からタンパク質を精製する手順は、最初はタンパク質の発現部位に依存する。細
胞から周囲の増殖培地中へ直接分泌せしめられるタンパク質があり；細胞内で生産される
タンパク質もある。後者のタンパク質の場合、精製プロセスの最初の工程は、機械的剪断
、浸透圧ショック、あるいは酵素処理を含む様々な方法により行うことができる細胞の溶
解を含む。このような破壊は、細胞の全内容物をホモジネート中へ放出し、加えて、その
微小なサイズのために取り除くことが難しい細胞内断片を作り出す。これらは一般に分画
遠心法又は濾過法で取り除かれる。小規模ではあるが、細胞の自然死やタンパク質産生工
程の過程での細胞内宿主細胞タンパク質の放出のために直接分泌されるタンパク質の場合
にも同じ問題が生じる。
【０００５】
　対象タンパク質を含む清澄液が一旦得られれば、細胞によって産生される他のタンパク
質からのその分離は、通常、異なるクロマトグラフィー法の組合せを使用して試みられる
。精製されるべきタンパク質と固定された捕捉剤との間の特定の相互作用を利用するアフ
ィニティクロマトグラフィーは、あるタンパク質（例えばヒト治療剤として使用されるタ
ンパク質）に一般的に使用される。プロテインＡは、Ｆｃ領域を含む抗体のようなタンパ
ク質のアフィニティクロマトグラフィーのための有用な吸着剤である。プロテインＡは、
抗体のＦｃ領域に高親和性（ヒトＩｇＧに対して約１０－８Ｍ）で結合する黄色ブドウ球
菌（Staphylococcus aureas）由来の４１ｋＤの細胞壁タンパク質である。しかしながら
、タンパク質は凝集し又はミスフォールドされる傾向があるので、所望のタンパク質（つ
まり、単量体）は、これらのアフィニティカラムからの他の不純物、例えばタンパク質凝
集物、細胞自体の副産物（つまり、宿主細胞不純物）、又はウイルスフィルター汚染物質
(foulant)と共に同時精製されることが多い。
【０００６】
　その電荷、疎水性の度合い、又はサイズに基づいてこれらの不純物及びタンパク質の混
合物を更に分離するために、他の技術、例えばイオン交換クロマトグラフィー、疎水性相
互作用クロマトグラフィー、又は分子ふるいクロマトグラフィーが開発されている。幾つ
かの異なったクロマトグラフィー樹脂又は吸着剤がこれらの技術のそれぞれに利用可能で
あり、精製スキームを関与する特定のタンパク質に精確に適合させることができる。これ
らの分離方法のそれぞれの本質は、タンパク質が長い固相（例えばカラム）に沿って異な
った速度で移動させ、それらが固相を下って更に通過するにつれて増加する物理的分離を
達成するか、又は分離媒体に選択的に付着することができ、ついで異なった溶媒によって
差次的に溶離されることである。しかしながら、これらの方法のそれぞれが更なるバッフ
ァー、樹脂又は吸着剤、及び更なる精製のための他の資源を必要とし、これが次には長い
処理時間と高いコストを生じる。よって、タンパク質単量体を精製するためのより効率的
で経済的な方法が必要とされている。
【０００７】
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　プロテインＡカラムを使用しｐＨ勾配溶離系で溶離する、凝集物、多量体、及び修飾タ
ンパク質からポリペプチドを精製する方法が米国特許出願第１２／００８１６０号に記載
されている。
【０００８】
　ここで引用した全ての刊行物、特許、及び特許出願は、あたかも各個々の刊行物、特許
又は特許出願が出典明示により特にかつ個々に援用されるべきことが示されているかの如
く、同じ度合いであらゆる目的に対して、出典明示によりその全体がここに援用される。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドを精製する方法において、ポリペプ
チドをプロテインＡに結合させ、低ｐＨで始まるｐＨ勾配で溶離させることを含む方法を
提供する。これらの精製方法は、宿主細胞不純物、ウイルスフィルター汚染物質、ウイル
ス又はウイルス様粒子、塩基性ポリペプチド変異体、及びポリペプチド凝集物を含む様々
な不純物からのポリペプチド又は非凝集物の良好な逐次分離と精製画分／プール中に高純
度の所望のポリペプチド単量体を達成するという利点を提供する。これらの方法は、様々
なプロテインＡクロマトグラフィー樹脂及びクロマトグラフィー吸着剤を使用して達成す
ることができる。これらの方法はまた製造スケール及び商業プロセスで使用することがで
き、カラムクロマトグラフィー以外の別の下流精製技術の利用を容易にしうる。
【００１０】
　一態様では、本発明は、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドを精製する方法におい
て、ポリペプチドをプロテインＡに結合させ、５．０以下で始まるｐＨ勾配で溶離させる
ことを含む方法を提供する。
【００１１】
　他の態様では、本発明は、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドを精製する方法にお
いて、（ａ）ポリペプチドをプロテインＡに結合させる工程と、（ｂ）溶離バッファーを
使用して５．０以下で始まるｐＨ勾配でポリペプチドを溶離させる工程を含み、ここで溶
離バッファーが低ｐＨバッファー及び高ｐＨバッファーを含み、ｐＨ勾配が溶離バッファ
ー中の各ｐＨバッファーの割合を調整することによって形成される方法を提供する。
【００１２】
　幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約ｐＨ４．２で始まる。他の実施態様では、ｐＨ勾
配は約ｐＨ４．３で始まる。幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約４．６で始まる。幾つ
かの実施態様では、ｐＨ勾配は３．０以上で終了する。幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配
は約３．７で終了する。
【００１３】
　幾つかの実施態様では、高ｐＨバッファーが約ｐＨ５．０であり、低ｐＨバッファーが
約ｐＨ２．７である。
【００１４】
　幾つかの実施態様では、低ｐＨバッファーの割合は約３５％で始まる。 幾つかの実施
態様では、約３５％で低ｐＨバッファーを含む溶離バッファーは約１６．２５ｍＭのアセ
テートと８．７５ｍＭのホルマートを含有する。他の実施態様では、低ｐＨバッファーの
割合は約２５％で始まる。幾つかの実施態様では、約２５％で低ｐＨバッファーを含む溶
離バッファーは約１８．７５ｍＭのアセテートと６．２５ｍＭのホルマートを含有する。
幾つかの実施態様では、低ｐＨバッファーの割合は約４０％で始まる。幾つかの実施態様
では、約４０％で低ｐＨバッファーを含む溶離バッファーは約１５ｍＭのアセテートと約
１０ｍＭのホルマートを含有する。
【００１５】
　幾つかの実施態様では、ポリペプチドは約１４ｇ／Ｌで始まる充填密度で充填される。
幾つかの実施態様では、ポリペプチドは約１４ｇ／Ｌから約４５ｇ／Ｌの範囲の充填密度
で充填される。
【００１６】
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　幾つかの実施態様では、プロテインＡはプロテインＡカラムクロマトグラフィー樹脂又
はプロテインＡクロマトグラフィー吸着剤である。幾つかの実施態様では、プロテインＡ
クロマトグラフィー吸着剤はメンブラン又はモノリスである。
【００１７】
　幾つかの実施態様では、プロテインＡはプロテインＡカラムクロマトグラフィー樹脂で
あり、ポリペプチドは約５カラム体積／ｈｒから約２５カラム体積／ｈｒの範囲の溶離流
量を有する。
【００１８】
　幾つかの実施態様では、プロテインＡはプロテインＡカラムクロマトグラフィー樹脂で
あり、ポリペプチドの精製された画分は約１２以下のプロテインＡカラム体積を含む。
【００１９】
　幾つかの実施態様では、宿主細胞不純物がポリペプチドから分離される。幾つかの実施
態様では、宿主細胞不純物はチャイニーズハムスター卵巣タンパク質（ＣＨＯＰ）である
。
【００２０】
　幾つかの実施態様では、凝集物がポリペプチドから分離される。他の実施態様では、ウ
イルスフィルター汚染物質がポリペプチドから分離される。
【００２１】
　幾つかの実施態様では、ウイルス粒子又はウイルス様粒子がポリペプチドから分離され
る。他の実施態様では、塩基性ポリペプチド変異体がポリペプチドから分離される。
【００２２】
　幾つかの実施態様では、ＣＨ２／ＣＨ３領域が免疫グロブリンのＦｃ領域を含む。
【００２３】
　幾つかの実施態様では、ポリペプチドは抗体である。幾つかの実施態様では、抗体はモ
ノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体、又は抗体断片である。
【００２４】
　他の実施態様では、ポリペプチドはイムノアドヘシンである。
【００２５】
　幾つかの実施態様では、ポリペプチドは少なくとも約９８％の単量体の純度を有してい
る。他の実施態様では、ポリペプチドは少なくとも約９９％の単量体の純度を有している
。
【００２６】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドに対する宿主細胞不純物の比は、未精
製ポリペプチドにおける比よりも少なくとも約７５％低く、約８０％低く、約８５％低く
、約９０％低く、約９５％低く、約９６％低く、約９７％低く、約９８％低く、又は約９
９％低い。
【００２７】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドに対する宿主細胞不純物の比は段階溶
離法によって精製されたポリペプチドにおける比よりも少なくとも約２０％低く、段階溶
離法がポリペプチドをプロテインＡに結合させ、３．６以下で始まるｐＨで溶離させるこ
とを含む。幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドに対する宿主細胞不純物の比
が段階溶離法によって精製されたポリペプチドにおける比よりも少なくとも約６０％低く
、段階溶離法がポリペプチドをプロテインＡに結合させ、３．６以下で始まるｐＨで溶離
させることを含む。
【００２８】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドは約１５０００粒子／ｍｌ未満のウイ
ルス粒子又はウイルス様粒子数を有する。幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチ
ドは、約１２５００粒子／ｍｌ未満、約１００００粒子／ｍｌ未満、約７５００粒子／ｍ
ｌ未満、約５０００粒子／ｍｌ未満、約２５００粒子／ｍｌ未満、約１５００粒子／ｍｌ
未満、約１０００粒子／ｍｌ未満約７５０粒子／ｍｌ未満、約５００粒子／ｍｌ未満、約
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２５０粒子／ｍｌ未満、約１００粒子／ｍｌ未満、又は約５０粒子／ｍｌ未満のウイルス
粒子又はウイルス様粒子数を有する。幾つかの実施態様では、ウイルス様粒子はレトロウ
イルス様粒子である。
【００２９】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドは少なくとも約４ＬＲＶ（ウイルスの
ｌｏｇ１０減少）のウイルス又はウイルス様粒子のウイルスクリアランスを有する。幾つ
かの実施態様では、精製されたポリペプチドは約４ＬＲＶから約８ＬＲＶの範囲のウイル
ス又はウイルス様粒子のウイルスクリアランスを有する。幾つかの実施態様では、精製さ
れたポリペプチドは、約４ＬＲＶから約７ＬＲＶの範囲のウイルス又はウイルス様粒子の
ウイルスクリアランスを有する。幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドは、約
５ＬＲＶ、約６ＬＲＶ、約７ＬＲＶ、又は約８ＬＲＶのウイルス又はウイルス様粒子のウ
イルスクリアランスを有する。幾つかの実施態様では、ウイルス様粒子はレトロウイルス
様粒子である。
【００３０】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドはポリペプチド単量体である。
【００３１】
　幾つかの実施態様では、プロテインＡは修飾又は非修飾プロテインＡリガンドである。
【００３２】
　幾つかの実施態様では、精製は製造スケールプロセスである。
【００３３】
　本発明の態様の何れかの幾つかの実施態様では、精製方法は、ポリペプチドにウイルス
濾過工程又はイオン交換クロマトグラフィー工程を施すことを更に含む。幾つかの実施態
様では、イオン交換クロマトグラフィー工程は精製工程後に実施される。
【００３４】
　本発明の態様の何れかの幾つかの実施態様では、精製方法は凝集物を除去するための更
なる精製工程を含まない。
【００３５】
　本発明の態様の何れかの幾つかの実施態様では、精製方法はウイルスフィルター汚染物
質を除去するための更なる精製工程を含まない。
【００３６】
　本発明の態様の何れかの幾つかの実施態様では、精製方法は塩基性ポリペプチド変異体
を除去するための更なる精製工程を含まない。本発明の態様の何れかの幾つかの実施態様
では、精製方法は酸性ポリペプチド変異体を除去するための更なる精製工程を含まない。
【００３７】
　他の態様では、本発明はここに記載された方法によって精製されたポリペプチド産物を
提供する。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】図１はｐＨ段階勾配クロマトグラムを示す：ｘ軸はプロテインＡの実施の開始か
らのｍＬであり、ｙ軸は吸光度（ｍＡＵ）である。ＵＶ２８０トレース中の段階勾配溶離
の特徴的な形状がまた示される－大きなピークが溶離開始にあり、ついで安定な高さまで
減少し、低いｐＨで漸減する。
【図２】図２は抗ＶＥＧＦ抗体＃１の画分によるＳＥＣ（分子ふるいクロマトグラフィー
）の結果を示す。Ｘ軸はＳＥＣカラムでの保持時間（分）、Ｙ軸は正規化されたＵＶ吸光
度（ｍＡＵ）である。画分が増加すると（つまり、ｐＨが勾配溶離の進行に応じて減少す
ると）、ＨＭＷＳ（高分子量種）及び二量体ピーク（それぞれ約１２．５分及び１３．５
分の保持時間）がまた増加する一方、単量体ピークが減少する（１６分の保持時間）。こ
れらの曲線の結果は、全てのピーク（例えばＨＭＷＳ、二量体、及び単量体）を積分し、
別個の相対ピーク面積をパーセントとして比較する（例えば全面積を１００％に設定し、
試料のＳＥＣ積分プロファイルが割合を、例えば「３１％のＨＭＷＳ、３６％の二量体、
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及び３３％の単量体」のように付与しうる）ことにより定量した。
【図３】図３は抗ＶＥＧＦ抗体＃１に対するＳＥＣ積分結果のグラフを示す。このグラフ
は、単量体レベルが最初の９の溶離画分に対して高く、４の画分が１００％であり、二量
体及びＨＭＷＳレベルが溶離において後にピークになったことを示している。これらのア
ッセイの結果は、ｐＨ段階勾配が抗ＶＥＧＦ抗体＃１の単量体から凝集物を分離すること
を証明している。
【図４Ａ】図４Ａは、複数のタンパク質分子（抗ＣＤ２０抗体、抗ＶＥＧＦ抗体＃２、抗
ＭＵＣ１６、及び抗ＣＤ４抗体）に対するＳＥＣ積分プロファイルを示している。ｐＨ段
階勾配は抗ＣＤ２０抗体、抗ＶＥＧＦ抗体＃２、抗ＭＵＣ１６、及び抗ＣＤ４抗体におい
て凝集物から単量体を成功裏に分離した。
【図４Ｂ】図４Ｂは、細菌（大腸菌）宿主細胞発酵によって産生された非グリコシル化一
アームの抗ＭＥＴ抗体に対するＳＥＣ積分プロファイルを示している。ｐＨ段階勾配は非
グリコシル化一アームの抗ＭＥＴ抗体において凝集物から単量体を成功裏に分離した。
【図５】図５は抗ＣＤ２０抗体の標準的な段階溶離（コントロール；ｐＨ勾配なしに３．
６以下のｐＨでタンパク質を溶離する）及びｐＨ段階勾配溶離間の並べての比較を示す。
左パネルの抗ＣＤ２０抗体及びＣＨＯＰ溶離グラフはｐｐｍ（百万分率；生成物の量に対
する不純物の標準化測定に使用される単位）での画分当たりのＣＨＯＰレベルを示す。右
パネルの抗ＣＤ２０抗体及び凝集物溶離グラフは勾配溶離による画分当たりのＳＥＣピー
ク積分値を示す。左及び右パネル双方の垂線は、スライドの底部の表に示された特性を持
つｐＨ勾配溶離プールを生成する含まれている画分の偽のプール化を表す。
【図６】図６は抗ＶＥＧＦ抗体＃１に対するＣＨＯＰ分離を示す。画分当たりのＣＨＯＰ
レベルはｐｐｍ又はｎｇ／ｍＬで表される。
【図７】図７は抗ＭＵＣ１６抗体に対するＣＨＯＰ分離を示す。画分当たりのＣＨＯＰレ
ベルはｐｐｍ又はｎｇ／ｍＬで表される。
【図８】図８は、ＭＡＢＳＥＬＥＣＴ（商標）、ＭＡＢＳＥＬＥＣＴ ＳＵＲＥ（商標）
、ＲＯＳＥＰ（登録商標）Ｖａ、ＰＲＯＳＥＰ（登録商標）Ｕｌｔｒａ Ｐｌｕｓ、及び
ＰＯＲＯＳ（登録商標）ＭＡＢＣＡＰＴＵＲＥ（商標）ＡプロテインＡ樹脂クロマトグラ
ムオーバーレイである。
【図９】図９は開始Ｂ％（溶離勾配の開始ｐＨ及び傾斜）が凝集物分離効率を決定する最
も影響のあるパラメータであり、充填密度及び滞留時間が続くことを示すパレートプロッ
トである。
【図１０】図１０は開始Ｂ％、充填密度及び開始Ｂ％、全溶離長、及び滞留時間のパラメ
ータの相互作用プロファイルである。
【図１１】図１１はｐＨ段階勾配溶離の例示的な製造実施である。
【図１２】図１２は、２つのサイズのカチオン交換メンブラン及び３つのサイズのアニオ
ン交換メンブランを使用する下流のイオン交換メンブラン研究の結果を示している。コイ
ン及びナノ単位は共にメンブラン層の数での製造を表す一方、ＡＣＲＯＤＩＳＣ（商標）
単位は減少した数の層を有するが、使用される典型的なベンチスケールのモデルである。
【図１３】図１３は４．１Ｌカラム（パイロットスケール）及び２８ｍＬのベンチスケー
ルのカラムの実施間のＳＥＣ積分結果の比較を示す。
【図１４】図１４は、ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏパルボウイルスフィルター
に対するより大きな質量スループットの容易化の点で、プロテインＡのｐＨ段階勾配対　
プロテインＡの標準的工程を比較する抗ＶＥＧＦ抗体＃１のＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商
標）Ｐｒｏ透過率減衰グラフである。プロテインＡのｐＨ段階勾配を使用するＶＩＲＥＳ
ＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏに対する質量スループットに約６倍の増加があった。
【図１５】図１５は、２１ｇ／Ｌの充填密度での完全なｐＨ勾配に対する実際のＡＫＴＡ
 ＵＮＩＣＯＲＮ（商標）クロマトグラフィーソフトウェアトレースを示すプロテインＡ
の完全なｐＨ勾配溶離クロマトグラムである。勾配の開始時の初期の高いＵＶ２５０スパ
イクがなく、溶離の開始時のｐＨが、プロテインＡカラムから生成物を溶離させるのに必
要とされるものよりの高いことを示している。
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【図１６】図１６は、ｐＨ５．０－２．７のｐＨ勾配試験（０－１００％Ｂ）ＡＫＴＡク
ロマトグラムであり、抗ＶＥＧＦ抗体＃１がｐＨ４．６－３．６の範囲で離散ピークとし
て溶離することを示している。
【図１７】図１７はプロテインＡのｐＨ段階勾配溶離画分にわたるイオン交換変異体アッ
セイピーク積分であり、段階勾配溶離のテール部分における塩基性ポリペプチド変異体の
分離を示す。
【図１８】図１８は抗ＶＥＧＦ抗体＃１生成物溶離に対してグラフ化した画分当たりのＱ
ＰＣＲ（定量的ポリメラーゼ連鎖反応）分析からのＲＶＬＰ（レトロウイルス様粒子）粒
子数である。ＲＶＬＰの大半は勾配の後で溶離され、そこでは、少しの生成物溶離しか生
じなかった。
【図１９】図１９は、抗ＶＥＧＦ抗体＃１のプロテインＡのｐＨ勾配溶離における各画分
に対するＬＲＶ（ウイルスのｌｏｇ１０減少）である。
【図２０】図２０は画分の偽プールの累積ＬＲＶを示し、後の画分が省かれると高いＬＲ
ＶをプロテインＡプールで達成することができることを示している。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
（発明の詳細な説明）
　本発明は、ポリペプチドをプロテインＡに結合させ、低ｐＨで始まるｐＨ勾配で溶離さ
せることによって、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドを精製する方法を提供する。
本発明者は、低ｐＨでのｐＨ勾配でプロテインＡからＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプ
チドを溶離させると、宿主細胞不純物, ウイルスフィルター汚染物質、ウイルス又はウイ
ルス様粒子、塩基性ポリペプチド変異体、及び／又はポリペプチド凝集物を含む様々な不
純物からのポリペプチドの良好な逐次分離をもたらし、また精製画分／プール中の高純度
又は割合の所望されるポリペプチド単量体を達成することができるという特筆すべき発見
をなした。よって、本発明は顕著な利点を有している。本発明者はまたこれらの方法が様
々なプロテインＡクロマトグラフィー樹脂及びクロマトグラフィー吸着剤を使用して達成
することができえうことと、これらの方法を製造スケール及び商業的プロセスで使用する
ことができ、カラムクロマトグラフィー以外の代替の下流の精製技術（例えばメンブラン
吸着体）の利用を容易にしうることを発見した。
【００４０】
　従って、本発明の一態様では、ポリペプチドをプロテインＡに結合させ、５．０以下で
始まるｐＨ勾配で溶離させることによって、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドを精
製する方法が提供される。
【００４１】
　本発明の他の態様では、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドを精製する方法におい
て、
（ａ）ポリペプチドをプロテインＡに結合させる工程と、（ｂ）溶離バッファーを使用し
て５．０以下で始まるｐＨ勾配でポリペプチドを溶離させる工程を含み、ここで溶離バッ
ファーが低ｐＨバッファー及び高ｐＨバッファーを含み、ｐＨ勾配が溶離バッファー中の
各ｐＨバッファーの割合を調整することによって形成される方法が提供される。
【００４２】
　本発明の更に他の態様では、ここに記載された方法によって精製されるポリペプチドが
提供される。
【００４３】
　本発明の実施は、特に明記しない限り、当業者の技量の範囲内の分子生物学（組換え技
術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学及び免疫学の一般的技術を用いる。このよう
な技術は、例えばMolecular Cloning: A Laboratory Manual, ２版(Sambrook等, 1989) C
old Spring Harbor Press；Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait編, 1984)；Methods 
in Molecular Biology, Humana Press；Cell Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Ce
llis編, 1998) Academic Press；Animal Cell Culture (R.I. Freshney編, 1987)；Intro
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duction to Cell and Tissue Culture (J.P. Mather及びP.E. Roberts, 1998) Plenum Pr
ess; Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffiths,及
びD.G. Newell編, 1993-1998) J. Wiley and Sons; Methods in Enzymology (Academic P
ress, Inc.)；Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir及びC.C. Blackwell編)
；Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller及びM.P. Calos編, 1987)
；Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel等編, 1987)；PCR: The Poly
merase Chain Reaction, (Mullis等編, 1994)；Current Protocols in Immunology (J.E.
 Coligan等編, 1991)；Short Protocols in Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999)
；Immunobiology (C.A. Janeway及びP. Travers, 1997)；Antibodies (P. Finch, 1997)
；Antibodies: a practical approach (D. Catty.編, IRL Press, 1988-1989)；Monoclon
al antibodies: a practical approach (P. Shepherd及びC. Dean編, Oxford University
 Press, 2000)；Using antibodies: a laboratory manual (E. Harlow及びD. Lane (Cold
 Spring Harbor Laboratory Press, 1999)；The Antibodies (M. Zanetti及びJ.D. Capra
編, Harwood Academic Publishers, 1995)等の文献に十分に説明されている。
【００４４】
定義
　ここでの対象のポリペプチドはＣＨ２／ＣＨ３領域を含むものであり、よってプロテイ
ンＡによる精製を受け入れられるものであることが理解される。ここで使用される場合、
「ＣＨ２／ＣＨ３領域」なる用語は、プロテインＡと相互作用する免疫グロブリン分子の
Ｆｃ領域中のアミノ酸残基を意味する。幾つかの実施態様では、ＣＨ２／ＣＨ３領域はイ
ンタクトなＣＨ２領域にインタクトなＣＨ３領域が続くものを含み、最も好ましくは、免
疫グロブリンのＦｃ領域を含む。ＣＨ２／ＣＨ３領域含有タンパク質の例は、ＣＨ２／Ｃ

Ｈ３領域に融合した、又はこれとコンジュゲートした対象のタンパク質を含む抗体、イム
ノアドヘシン及び融合タンパク質を含む。
【００４５】
　「ポリペプチド」及び「タンパク質」なる用語は、任意の長さのアミノ酸のポリマーを
意味するためにここでは交換可能に使用される。ポリマーは直鎖状又は分岐状であり得、
改変されたアミノ酸を含み得、非アミノ酸が介在されうる。該用語はまた天然に修飾され
ているか、又は介入により、例えばジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化、アセ
チル化、リン酸化、又は任意の他の操作又は修飾、例えば標識化成分とのコンジュゲーシ
ョンにより修飾されているアミノ酸ポリマーを包含する。また定義に含まれるものは、例
えば、（例えば非天然アミノ酸等を含む）アミノ酸の一又は複数のアナログ、並びに当該
技術分野で知られている他の修飾を含むポリペプチドである。
【００４６】
　ここで使用される場合、「精製されたポリペプチド」又は「精製されたタンパク質」な
る用語は、ここに記載されたｐＨ勾配法を使用してプロテインＡアフィニティクロマトグ
ラフィーから溶離された産物である。精製されたポリペプチド／タンパク質は好ましくは
大部分はポリペプチド単量体を含む。
【００４７】
　ここで使用される場合、「未精製ポリペプチド」、「未精製タンパク質」、又は「タン
パク質負荷」なる用語は、プロテインＡアフィニティクロマトグラフィー精製工程前の充
填材料又は開始材料中のポリペプチド又はタンパク質である。
【００４８】
　ここで使用される場合、「不純物（impurity又はimpurities）」なる用語は、所望され
るポリペプチド単量体産物とは異なる物質である。不純物は、限定しないが、ポリペプチ
ド変異体 (例えば酸性又は塩基性ポリペプチド変異体),ポリペプチド断片, 所望のポリペ
プチド単量体の凝集物又は誘導体、他のポリペプチド、脂質、核酸、エンドトキシン、宿
主細胞不純物、又はウイルスフィルター汚染物質を含む。
【００４９】
　ここで使用される場合、「単量体」なる用語は、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチ
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ドの単一単位を意味する。例えば、抗体の場合、単量体は二つの重鎖及び二つの軽鎖から
なり；一アーム抗体の場合は、単量体は一つの重鎖及び一つの軽鎖からなる。
【００５０】
　ここで使用される場合、「塩基性ポリペプチド変異体」又は「塩基性変異体」なる用語
は、対象のポリペプチドよりも（例えばカチオン交換クロマトグラフィーによって決定し
て）塩基性である対象のポリペプチドの変異体を意味する。
【００５１】
　ここで使用される場合、「酸性ポリペプチド変異体」又は「酸性変異体」なる用語は、
対象のポリペプチドよりも（例えばカチオン交換クロマトグラフィーによって決定して）
酸性である対象のポリペプチドの変異体を意味する。
【００５２】
　ここで使用される場合、「凝集物」なる用語は、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチ
ド又はポリペプチド断片の任意の多量体を意味する。例えば、凝集物は、二量体、三量体
、四量体ｍ又は四量体より大きい多量体等でありうる。
【００５３】
　ここで使用される場合、「宿主細胞不純物」なる用語は、宿主細胞株、細胞培養液、又
は細胞培養物によって導入される任意のタンパク質様汚染物質又は副産物を意味する。例
としては、限定されないが、チャイニーズハムスター卵巣タンパク質（ＣＨＯＰ）、大腸
菌タンパク質、酵母タンパク質、サルＣＯＳタンパク質、又は 骨髄腫細胞タンパク質（
例えばＮＳ０タンパク質（ＢＡＬＢ／ｃマウス由来のマウス形質細胞腫細胞））が含まれ
る。
【００５４】
　ここで使用される場合、「ウイルスフィルター汚染物質」なる用語は、パルボウイルス
フィルターの孔径分布に類似しているかそれより大きいハイドロダイナミック径を有する
任意の大きな分子量の粒子又は高分子量種（ＨＭＷＳ）を意味する。ウイルスフィルター
汚染物質は、限定しないが、可溶型高分子量ポリペプチド凝集物、及び宿主細胞不純物 (
例えばＣＨＯＰ）の可溶型及び／又は不溶型凝集物を含む。
【００５５】
　「宿主細胞」はポリペプチドを生産するためにポリヌクレオチド挿入物を導入するため
のベクターに対してレシピエントであり得、又はレシピエントであった個々の細胞又は細
胞培養物を含む。宿主細胞は単一の宿主細胞の子孫を含み、子孫は天然の、偶発的な、又
は故意の突然変異のために必ずしも元の親細胞と（形態又はゲノムＤＮＡ相補鎖において
）完全に同一ではない。
【００５６】
　ここで使用される「固相」は、プロテインＡが付着しうる非水性マトリックスを意味す
る。
【００５７】
　「バッファー」は、その酸－塩基結合成分の作用によりｐＨ変化に抗する緩衝溶液であ
る。例えばバッファーの所望のｐＨに応じて使用できる様々なバッファーが、Buffers. A
 Guide for the Preparation and Use of Buffers in Biological Systems, Gueffroy, D
.編, Calbiochem Corporation (1975)に記載されている。
【００５８】
　ここでの「平衡バッファー」は対象タンパク質を充填するための固相を（固定化された
プロテインＡで）調製するために使用されるものである。
【００５９】
　「洗浄バッファー」は、対象のタンパク質の溶離に先立って充填後に（固定されたプロ
テインＡで）固相を通過させられるバッファーを意味するためにここでは使用される。
【００６０】
　「抗体」は最も広義に使用され、特にモノクローナル抗体（完全長モノクローナル抗体
を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば二重特異性抗体）、及びそれら
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がここに定義されたＣＨ２／ＣＨ３領域を保持するか又はこれを含むように改変されてい
る限り抗体断片を包含する。
【００６１】
　「抗体断片」は、完全長抗体の一部、一般には、その抗原結合又は可変領域を含む。抗
体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ')２、及びＦｖ断片；単鎖抗体分子、ダイア
ボディ、線状抗体；及び抗体断片から形成される多重特異性抗体を含む。ここで使用され
る場合、抗体断片はＣＨ２／ＣＨ３領域を含む。
【００６２】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を意味する。すなわち、集団を構成する個々の抗体は、少量で存在しうる自
然に生じる可能な突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特異的であ
り、単一の抗原部位に対するものである。更に、異なる決定基(エピトープ)に対する異な
る抗体を典型的には含むポリクローナル抗体調製物とは異なり、各モノクローナル抗体は
抗原の単一の決定基に対するものである。「モノクローナル」との修飾語句は、抗体を何
か特定の方法で生産しなければならないことを意味するものではない。例えば、本発明に
おいて使用されるモノクローナル抗体は、最初にKohler等, Nature, 256:495 (1975)に記
載されたハイブリドーマ法によって作ることができ、あるいは組換えＤＮＡ法によって作
ることができる（例えば米国特許第４８１６５６７号を参照）。また「モノクローナル抗
体」は、例えば、Clackson等, Nature, 352：624-628 (1991)及びMarks等, J. Mol. Biol
. 222: 581-597 (1991)に記載された技術を使用してファージ抗体ライブラリーから単離
することもできる。
【００６３】
　ここでのモノクローナル抗体は、特に、重鎖及び／又は軽鎖の一部が特定の種由来の又
は特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体中の対応配列に一致するか又は類似
するが、鎖の残りは、他の種由来の又は他の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体
、並びにそれらが所望の生物学的活性を示す限り、そのような抗体の断片における対応配
列に一致するか又は類似する「キメラ」抗体（免疫グロブリン）を含む（米国特許第４８
１６５６７号；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)）。
【００６４】
　ここで使用される場合の「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合の原因である抗体の
アミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は、「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」からの
アミノ酸残基（つまり、軽鎖可変ドメインの残基２４－３４（Ｌ１）、５０－５６（Ｌ２
）及び８９－９７（Ｌ３）、及び重鎖可変ドメインの３１－３５（Ｈ１）、５０－６５（
Ｈ２）及び９５－１０２（Ｈ３）；Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological 
Interest,５版, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, M
D.(1991))、及び／又は「高頻度可変ループ」由来の残基（つまり、軽鎖可変ドメインの
残基２６－３２（Ｌ１）、５０－５２（Ｌ２）及び９１－９６（Ｌ３）及び重鎖可変ドメ
インの残基２６－３２（Ｈ１）、５３－５５（Ｈ２）及び９６－１０１（Ｈ３）；Chothi
a及びLesk J.Mol.Biol. 196:901-917 (1987))を含む。「フレームワーク」又は「ＦＲ」
残基はここで定義される高頻度可変領域残基以外の可変ドメイン残基である。
【００６５】
　非ヒト（例えばマウス）の抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最
小配列を含むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度
可変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び能力を有する
非ヒト霊長類のような非ヒト種（ドナー抗体）からの高頻度可変領域の残基によって置換
されたヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。ある例では、ヒト免疫グロブリ
ンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。
更に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでい
てもよい。これらの修飾は抗体の特性を更に洗練するために行われる。一般に、ヒト化抗
体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに対
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応し、全てあるいは実質的に全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリン配列のものである少な
くとも一、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。また、ヒト化
抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域、典型的にはヒト免疫グロブリンのもの
の少なくとも一部も含む。更なる詳細については、Jones等, Nature 321:522-525 (1986)
；Riechmann等, Nature 332:323-329 (1988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:
593-596 (1992)を参照のこと。
【００６６】
　ここで使用される場合、「イムノアドヘシン」なる語は、異種「アドヘシン」タンパク
質（例えば、レセプター、リガンド又は酵素）の「結合ドメイン」と、免疫グロブリン定
常ドメインのエフェクター機能とを組み合わせた抗体様分子を指す。構造的には、イムノ
アドヘシンは、抗体の抗原認識及び結合部位（抗原結合部位）以外の（つまり、「異種性
の」）所望の結合特異性を有するアドヘシンのアミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメ
イン配列との融合を含む。イムノアドヘシンにおける免疫グロブリン定常ドメイン配列は
、これらの領域を含むイムノアドヘシンをプロテインＡカラムクロマトグラフィーによっ
て精製することができるので（Lindmark等, J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)）、好ま
しくは、γ１、γ２、又はγ４重鎖から誘導される。
【００６７】
　ここで使用される「リガンド結合ドメイン」なる用語は、任意の天然細胞表面レセプタ
ーあるいは対応する天然レセプターの定性的リガンド結合能を少なくとも保持しているそ
の任意の領域あるいは誘導体を意味する。特定の実施態様では、レセプターは、免疫グロ
ブリンのスーパーファミリーのメンバーと相同な細胞外ドメインを持つ細胞表面ポリペプ
チド由来である。免疫グロブリンのスーパーファミリーのメンバーではないが、それにも
かかわらずこの定義によって特にカバーされる他のレセプターは、サイトカインに対する
レセプター、特にチロシンキナーゼ活性（レセプターチロシンキナーゼ）を持つレセプタ
ー、ヘマトポエチンのメンバー及び神経成長因子レセプターのスーパーファミリー、及び
細胞接着分子、例えば（Ｅ-、Ｌ-及びＰ-）セレクチンである。
【００６８】
　「レセプター結合ドメイン」なる用語は、細胞接着分子を含むレセプターに対する任意
の天然リガンド、あるいは対応する天然リガンドの定性的レセプター結合能を少なくとも
保持しているかかる天然リガンドの任意の領域又は誘導体を示すために使用される。この
定義は、とりわけ、上述のレセプターに対するリガンドからの結合配列を特に含む。
【００６９】
　「抗体-イムノアドヘシンキメラ」は、（ここで定義された）抗体の少なくとも一つの
結合ドメインを（本出願中で定義された）少なくとも一つのイムノアドヘシンと組み合わ
せる分子を含む。例示的な抗体-イムノアドヘシンキメラは、Berg等 PNAS (USA) 88:4723
-4727 (1991) 及び Chamow等 J. Immunol. 153:4268 (1994)に記載された二重特異性ＣＤ
４-ＩｇＧキメラである。
【００７０】
　ここでの使用では、別の定義が明確に示されない限り、「ａ」、「ａｎ」等の使用は一
又は複数を意味する。
【００７１】
　ここでの値又はパラメータについての「約」なる引用は、その値又はパラメータ自体に
対する実施態様を含み（また記述）する。例えば、「約Ｘ」に言及する記載は「Ｘ」の記
載を含む。数値範囲は範囲を定義する数を含む。
【００７２】
　「含む」という語で実施態様がここで記載されるときはいつでも、「からなる」及び／
又は「から本質的になる」によって記載された他の類似の実施態様がまた提供されること
が理解される。
【００７３】
ポリペプチドの精製
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　ここでの方法は、低ｐＨで始まるｐＨ勾配を使用してプロテインＡアフィニティクロマ
トグラフィーによって一又は複数の不純物からＣＨ２／ＣＨ３領域含有ポリペプチドを精
製することを含む。一態様では、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドは、プロテイン
Ａにポリペプチドを結合させ、５．０以下で始まるｐＨ勾配で溶離させることを含む方法
によって精製することができる。
【００７４】
　他の態様では、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチドは、また（ａ）ポリペプチドを
プロテインＡに結合させる工程と、（ｂ）溶離バッファーを使用して５．０以下で始まる
ｐＨ勾配でポリペプチドを溶離させる工程を含み、ここで溶離バッファーが低ｐＨバッフ
ァー及び高ｐＨバッファーを含み、ｐＨ勾配が溶離バッファー中の各ｐＨバッファーの割
合を調整することによって形成される方法によって精製することができる。
を提供する。
【００７５】
　プロテインＡは修飾又は非修飾プロテインＡリガンドでありうる。ここで使用される場
合、「プロテインＡリガンド」は天然プロテインＡ、合成的に（例えばペプチド合成によ
って又は組換え法によって）生産されたプロテインＡ、及びＣＨ２／ＣＨ３領域を有する
タンパク質に結合する能力を保持するその変異体を包含する。修飾されたプロテインＡリ
ガンドは、短い時間の間、高ｐＨ溶液中で安定であるように化学的に操作されうる（例え
ばＭＡＢＳＥＬＥＣＴ ＳＵＲＥ（商標）（GE Healthcare (Piscataway, NJ)）、ＰＯＲ
ＯＳ（登録商標）ＭＡＢＣＡＰＴＵＲＥ（商標）Ａ（Applied Biosystems(Foster City, 
CA)）。ここで使用される「非修飾プロテインＡリガンド」なる用語は、天然源から回収
されるプロテインＡと同様であるプロテインＡリガンドを包含する。非修飾プロテインＡ
リガンド、例えばＭＡＢＳＥＬＥＣＴ（商標）、ＰＲＯＳＥＰ（商標）Ｖａ、ＰＲＯＳＥ
Ｐ（商標）Ｕｌｔｒａ Ｐｌｕｓは、ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ（Piscataway, NJ）又は
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（Billerica, MA）から商業的に購入することができる。
【００７６】
　プロテインＡは固相に固定できる。固相は精製カラム、不連続層又は離散粒子、メンブ
ラン、又はフィルターでありうる。固相を形成するための材料の例は、多糖類（例えばア
ガロース及びセルロース）及び他の機械的に安定なマトリックス、例えばシリカ（例えば
制御された孔のガラス）、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、及び上記の何れかの誘導体を含む。
【００７７】
　固相に固定されるプロテインＡはＣＨ２／ＣＨ３領域含有ポリペプチドを精製するため
に使用される。幾つかの実施態様では、プロテインＡを固定するためにガラスビーズベー
スの樹脂、シリカベースの樹脂、又はアガロースベースの樹脂を含むプロテインＡカラム
樹脂である。例えば、固相は制御孔ガラスカラム又はケイ酸カラムである。しばしば、カ
ラムは、カラムへの非特異的付着を防止する試みでグリセロールのような試薬で被覆され
ている。ＰＲＯＳＥＰ（登録商標）Ａカラムは、グリセロールで被覆されたプロテインＡ
制御孔ガラスカラムの例である。他の実施態様では、固相はプロテインＡはプロテインＡ
を固定するためのプロテインＡクロマトグラフィー吸着剤である。プロテインＡクロマト
グラフィー充填剤は、限定しないがメンブラン（例えばＳａｒｔｏｒｉｕｓ（Goettingen
, Germany）、ＳＡＲＴＯＢＩＮＤ（商標）プロテインＡメンブラン）、又はモノリス（
例えばＢＩＡ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ（Villach, Austria）、ＣＩＭ（登録商標）プロ
テインＡ ＨＬＤモノリス）を含む。
【００７８】
　プロテインＡカラムクロマトグラフィーの固相は平衡バッファーで平衡にすることがで
き、様々な不純物（例えば収集した細胞培養液）を含む未精製ポリペプチドをついで平衡
化された固相に充填することができる。ポリペプチドは添加バッファーで充填されうる。
簡便には、固相を平衡にする平衡バッファーは添加バッファーと同じでありうるが、これ
は必須ではない。ポリペプチドが固相を通って流れると、ポリペプチド及び様々な不純物
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が固定されたプロテインＡに吸着される。洗浄バッファーは、対象のポリペプチドではな
く、宿主細胞不純物のようなある不純物を除去するために使用することができる。
【００７９】
　平衡バッファーは好ましくは等張であり、一般には約６から約８の範囲のｐＨを有する
。例えば、平衡バッファーは、２５ｍＭのＴｒｉｓ、２５ｍＭのＮａＣｌ、５ｍＭのＥＤ
ＴＡ、及びｐＨ７．１を有しうる。
【００８０】
　「添加バッファー（充填バッファー）」は、プロテインＡが固定される固相にＣＨ２／
ＣＨ３領域含有タンパク質及び汚染物質の混合物を充填するために使用されるバッファー
を意味する。しばしば、平衡及び添加バッファーは同じである。
【００８１】
　洗浄バッファーは細胞株不純物又は他の様々な不純物を溶離させうる。洗浄バッファー
の導電性及び／又はｐＨは、有意な量の対象ポリペプチドではなく不純物がプロテインＡ
クロマトグラフィーから溶離されるようなものである。
【００８２】
　プロテインＡに結合したポリペプチドは、単一の溶離バッファー又は溶離バッファーの
組合せを使用してｐＨ勾配で溶離させることができる。
【００８３】
　「溶離バッファー」は固定されたプロテインＡからCH2/CH3領域含有ポリペプチドを溶
離するために使用される。ここで使用される場合、溶離バッファーは高ｐＨバッファーと
低ｐＨバッファーを含み、それによって溶離バッファー中の高ｐＨバッファー及び低ｐＨ
バッファーの割合を調整することによってｐＨ勾配を形成する。幾つかの実施態様では、
溶離バッファーは約３から約５の範囲のｐＨを有している。ここで使用されるｐＨ値は、
ポリペプチドが存在しない状態で測定される。この範囲にｐＨを制御するｐＨバッファー
の例は、限定しないが、ホスフェート、アセテート、シトレート、ギ酸、及びアンモニウ
ムバッファー、並びにこれらの組合せを含む。好ましいこのようなバッファーはアセテー
ト、及びギ酸バッファーである。
【００８４】
　幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約５．０で始まる。幾つかの実施態様では、ｐＨ勾
配は５．０未満で始まる。幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約５．０から約４．０の範
囲で始まる。幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約４．９、約４．８、約４．７、約４．
６、約４．５、約４．４、約４．３、約４．２、約４．１、又は約４．０で始まる。幾つ
かの実施態様では、ｐＨ勾配は約４．９８、約４．９６、約４．９４、約４．９２、約４
．９０、約４．８８、約４．８６、約４．８４、約４．８２、約４．８０、約４．７８、
約４．７６、約４．７４、約４．７２、約４．７０、約４．６８、約４．６６、約４．６
４、約４．６２、約４．６０、約４．５８、約４．５６、約４．５４、約４．５２、約４
．５０、約４．４８、約４．４６、約４．４４、約４．４２、約４．４０、約４．３８、
約４．３６、約４．３４、約４．３２、約４．３０、約４．２８、約４．２４、約４．２
２、約４．２０、約４．１８、約４．１６、約４．１４、約４．１２、約４．１０、約４
．０８、約４．０６、約４．０４、又は約４．０２で始まる。
【００８５】
　幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約３．０で終了する。幾つかの実施態様では、ｐＨ
勾配は３．０を越えて終了する。幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約３．０から約４．
０の範囲で終了する。幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は、約３．１、約３．２、約３．
３、約３．４、約３．５、約３．６、約３．７、約３．８、又は約３．９で終了する。幾
つかの実施態様では、ｐＨ勾配は、約３．１２、約３．１４、約３．１６、約３．１８、
約３．２０、約３．２２、約３．２４、約３．２６、約３．２８、約３．３０、約３．３
２、約３．３４、約３．３６、約３．３８、約３．４０、約３．４２、約３．４４、約３
．４６、約３．４８、約３．５０、約３．５２、約３．５４、約３．５６、約３．５８、
約３．６０、約３．６１、約３．６２、約３．６３、約３．６４、約３．６５、約３．６
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６、約３．６７、約３．６８、約３．６９、約３．７０、約３．７１、約３．７２、約３
．７３、約３．７４、約３．７５、約３．７６、約３．７７、約３．７８、約３．７９、
約３．８０、約３．８２、約３．８４、約３．８６、約３．８８、約３．９、約３．９２
、約３．９４、約３．９６、又は約３．９８で終了する。
【００８６】
　幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約ｐＨ４．２で始まり、約ｐＨ３．７で終了する。
幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約ｐＨ４．２４で始まり、約ｐＨ３．６９で終了する
。例えば、抗ＶＥＧＦ抗体、抗ＣＤ２０抗体、抗ＭＵＣ１６抗体、抗ＣＤ４抗体、及び一
アーム抗Ｍｅｔ抗体は、約ｐＨ４．２４で始まり約ｐＨ３．６９で終了するｐＨ勾配を使
用して精製することができる。
【００８７】
　他の実施態様では、ｐＨ勾配は約ｐＨ４．３で始まり、約ｐＨ３．７で終了する。幾つ
かの実施態様では、ｐＨ勾配（つまり、ｐＨ段階勾配）は約ｐＨ４．３４で始まり、約ｐ
Ｈ３．６９で終了する。例えば、抗ＶＥＧＦ抗体、抗ＣＤ２０抗体、抗ＭＵＣ１６抗体、
抗ＣＤ４抗体、及び一アーム抗Ｍｅｔ抗体は、約ｐＨ４．３４で始まり、約ｐＨ３．６９
で終了するｐＨ勾配を使用して精製することができる。
【００８８】
　幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配は約ｐＨ４．６で始まり、約ｐＨ３．７で終了する。
幾つかの実施態様では、ｐＨ勾配（つまり、ｐＨ完全勾配）は約ｐＨ４．５８で始まり、
約ｐＨ３．６９で終了する。例えば、抗ＶＥＧＦ抗体、抗ＣＤ２０抗体、抗ＭＵＣ１６抗
体、抗ＣＤ４抗体、及び一アーム抗Ｍｅｔ抗体は、約ｐＨ４．５８で始まり、約ｐＨ３．
６９で終了するｐＨ勾配を使用して精製することができる。
【００８９】
　溶離バッファーは高ｐＨバッファーと低ｐＨバッファーを含み、ｐＨ勾配は溶離バッフ
ァー中の各ｐＨバッファーの割合を調整することによって形成される。幾つかの実施態様
では、高ｐＨバッファーは約ｐＨ５．０であり、低ｐＨバッファーは約２．７である。例
えば、高ｐＨバッファーは、２５ｍＭのアセテート、ｐＨ５．０であり得、低ｐＨバッフ
ァーは２５ｍＭのギ酸、ｐＨ２．７でありうる。
【００９０】
　低ｐＨバッファーの開始割合の調整は、精製ポリペプチドの純度と、またポリペプチド
単量体から凝集物、細胞株不純物、塩基性ポリペプチド変異体、ウイルス粒子、ウイルス
様粒子、及びウイルスフィルター汚染物質を含む不純物の逐次分離を最適化し最大にしう
る。溶離バッファー中の低ｐＨバッファーの割合は、約２５％、約３０％、約３５％、約
４０％、又は約４５％で始まりうる。
【００９１】
　幾つかの実施態様では、溶離バッファー中の低ｐＨバッファーの割合は約２５％で始ま
りうる。幾つかの実施態様では、約２５％で低ｐＨバッファーを含む溶離バッファーは約
１９ｍＭのアセテート、約６ｍＭのホルマートと、ｐＨ４．５－４．６で約１１４０のバ
ッファー導電率を含む。例えば、低ｐＨバッファーを約２５％で含む溶離バッファーは１
８．７５ｍＭのアセテート、６．２５ｍＭのホルマート、ｐＨ４．５８で１１４１ｕＳ／
ｃｍのバッファー導電率を含む。
【００９２】
　幾つかの実施態様では、溶離バッファー中の低ｐＨバッファーの割合は約３５％で始ま
りうる。幾つかの実施態様では、低ｐＨバッファーを約３５％で含む溶離バッファーは約
１６ｍＭのアセテート、約９ｍＭのホルマート、及びｐＨ４．３－４．４での約１０４０
バッファー導電率を含む。例えば、低ｐＨバッファーを約３５％で含む溶離バッファーは
、１６．２５ｍＭのアセテート、８．７５ｍＭのホルマート、ｐＨ４．３４での１０３９
ｕＳ／ｃｍのバッファー導電率を含む。
【００９３】
　幾つかの実施態様では、溶離バッファー中の低ｐＨバッファーの割合は約４０％で始ま
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りうる。幾つかの実施態様では、低ｐＨバッファーを約４０％で含む溶離バッファーは約
１５ｍＭのアセテート、約１０ｍＭのホルマート、及びｐＨ４．２－４．３での約９７４
バッファー導電率を含む。例えば、低ｐＨバッファーを約４０％で含む溶離バッファーは
、１５ｍＭのアセテート、１０ｍＭのホルマート、ｐＨ４．２４での９７４ｕＳ／ｃｍの
バッファー導電率を含む。
【００９４】
　幾つかの実施態様では、溶離バッファー中の低ｐＨバッファーの割合は約６０％で始ま
りうる。幾つかの実施態様では、低ｐＨバッファーを約６０％で含む溶離バッファーは約
１０ｍＭのアセテート、約１５ｍＭのホルマート、及びｐＨ３．６－３．７での約７６３
バッファー導電率を含む。例えば、ｐＨ勾配の終わりでの低ｐＨバッファーは、１０ｍＭ
のアセテート、１５ｍＭのホルマート、ｐＨ３．６９での７６３ｕＳ／ｃｍのバッファー
導電率でありうる。
【００９５】
　幾つかの実施態様では、溶離バッファーは約１２００ｕＳ／ｃｍから約５００ｕＳ／ｃ
ｍの範囲のバッファー導電率を有している。幾つかの実施態様では、溶離バッファーは、
約１１５０ｕＳ／ｃｍから約７００ｕＳ／ｃｍの範囲のバッファー導電率を有している。
幾つかの実施態様では、溶離バッファーは、約１１４５ｕＳ／ｃｍ、約１１４１ｕＳ／ｃ
ｍ、約１１３０ｕＳ／ｃｍ、約１１２０ｕＳ／ｃｍ、約１１１０ｕＳ／ｃｍ、約１０００
ｕＳ／ｃｍ、約１０３９ｕＳ／ｃｍ、約１０００ｕＳ／ｃｍ、約９７４ｕＳ／ｃｍ、約９
００ｕＳ／ｃｍ、約８００ｕＳ／ｃｍ、約７６３ｕＳ／ｃｍ、又は約７００ｕＳ／ｃｍの
バッファー導電率を有している。
【００９６】
　幾つかの実施態様では、溶離バッファーの組成は、約９－２０ｍＭのアセテート及び５
－１５ｍＭのホルマートである。幾つかの実施態様では、溶離の組成は約１０－１９ｍＭ
のアセテート及び６－１６ｍＭのホルマートである。
【００９７】
　ポリペプチドの添加密度の調整は、また精製ポリペプチドの純度と、ポリペプチド単量
体から凝集物、細胞株不純物、塩基性ポリペプチド変異体、ウイルス粒子、ウイルス様粒
子、及びウイルスフィルター汚染物質を含む不純物の分離を最適化し最大にしうる。
【００９８】
　「充填密度」又は「添加密度」なる用語は、クロマトグラフィー樹脂１リットル当たり
の精製されたポリペプチドの密度（ｇ）又はメンブラン／フィルター体積（Ｌ）１リット
ル当たりの精製されたポリペプチドの密度である。添加密度はｇ／Ｌで測定される。
【００９９】
　幾つかの実施態様では、ポリペプチドは１４ｇ／Ｌ以上の添加密度で充填される。幾つ
かの実施態様では、ポリペプチドは、約１４ｇ／Ｌから約４５ｇ／Ｌ又は約１４ｇ／Ｌか
ら約７０ｇ／Ｌの範囲の添加密度で充填される。幾つかの実施態様では、ポリペプチドは
、約１５ｇ／Ｌ、約１７ｇ／Ｌ、約１９ｇ／Ｌ、約２１ｇ／Ｌ、約２３ｇ／Ｌ、約２５ｇ
／Ｌ、約２６ｇ／Ｌ、約２７ｇ／Ｌ、約２８ｇ／Ｌ、約２９ｇ／Ｌ、約３１ｇ／Ｌ、約３
３ｇ／Ｌ、約３５ｇ／Ｌ、約３７ｇ／Ｌ、約３９ｇ／Ｌ、約４１ｇ／Ｌ、約４３ｇ／Ｌ、
約４５ｇ／Ｌ、約５０ｇ／Ｌ、約５５ｇ／Ｌ、約６０ｇ／Ｌ、約６５ｇ／Ｌ、又は約７０
ｇ／Ｌの添加密度で充填される。
【０１００】
　ポリペプチド溶離の滞留時間（又は溶離流量）の調整は、ポリペプチド純度及びポリペ
プチド単量体からの不純物の逐次分離をまた最適化し最大にしうる。増加した添加密度で
は、ポリペプチド溶離滞留時間が、凝集物を効率的に分割するｐＨ勾配の能力において更
に大きな役割を担っている。幾つかの実施態様では、ポリペプチドは約５カラム体積／ｈ
ｒから約３５カラム体積／ｈｒの範囲の溶離流量を有している。幾つかの実施態様では、
ポリペプチドは、約５カラム体積／ｈｒから約２５カラム体積／ｈｒの範囲の溶離流量を
有している。幾つかの実施態様では、ポリペプチドは、約５カラム体積／ｈｒ、約７．５
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カラム体積／ｈｒ、約１０カラム体積／ｈｒ、約１２．５カラム体積／ｈｒ、約１５カラ
ム体積／ｈｒ、約１７．５カラム体積／ｈｒ、約２０カラム体積／ｈｒ、約２２．５カラ
ム体積／ｈｒ、約２５カラム体積／ｈｒ、約２７．５カラム体積／ｈｒ、約３０カラム体
積／ｈｒ、約３２．５カラム体積／ｈｒ、又は約３５カラム体積／ｈｒの溶離流量を有し
ている。
【０１０１】
　ここに記載された方法を使用して精製されたポリペプチドは、７５％の未精製ポリペプ
チド、８０％の未精製ポリペプチド、８５％の未精製ポリペプチド、９０％の未精製ポリ
ペプチド、９５％の未精製ポリペプチド、９６％の未精製ポリペプチド、９７％の未精製
ポリペプチド、９８％の未精製ポリペプチド、又は９９％の未精製ポリペプチドの少なく
とも何れかのおよその収率を有している。
【０１０２】
　収率は、通常は未精製ポリペプチドの割合として表される、ここに記載のプロテインＡ
アフィニティクロマトグラフィー精製前の未精製ポリペプチドと比較した収集された精製
ポリペプチドの全量である。
【０１０３】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドに対する宿主細胞不純物の比は、未精
製ポリペプチドにおける比よりも、少なくとも約７５％低く、約８０％低く、約８５％低
く、約９０％低く、約９５％低く、約９６％低く、約９７％低く、約９８％低く、又は約
９９％低い。
【０１０４】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドに対する宿主細胞不純物の比は、本発
明のもの以外のｐＨ精製工程を使用して精製されたポリペプチドにおける比よりも少なく
とも約２０％低く、約３０％低く、約４０％低く、約５０％低く、約６０％低く、又は約
７０％低い。例えば、一般的な又は典型的な段階プロテインＡ溶離法では、ポリペプチド
は、ポリペプチドをプロテインＡに結合させ、ポリペプチドをｐＨ勾配なしにｐＨ３．６
以下で溶離させることによって精製される。従って、幾つかの実施態様では、精製された
ポリペプチドに対する宿主細胞不純物の比は、段階溶離法によって精製されたポリペプチ
ドにおける比よりも少なくとも約２０％低く、約３０％低く、約４０％低く、約５０％低
く、約６０％低く、又は約７０％低く、ここで、段階溶離法はポリペプチドをプロテイン
Ａに結合させ、３．６以下で始まるｐＨで溶離させることを含む。
【０１０５】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドに対するウイルスフィルター汚染物質
の比は、未精製ポリペプチドにおける比よりも、少なくとも約７５％低く、少なくとも約
８０％低く、約８５％低く、約９０％低く、約９５％低く、約９６％低く、約９７％低く
、約９８％低く、又は約９９％低い。
【０１０６】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドに対するウイルスフィルター汚染物質
の比は、本発明のもの以外のｐＨ精製工程を使用して精製したポリペプチド中の比よりも
少なくとも約２０％低く、約３０％低く、約４０％低く、約５０％低く、約６０％低く、
又は約７０％低い。例えば、一般的な又は典型的な段階プロテインＡ溶離法では、ポリペ
プチドは、ポリペプチドをプロテインＡに結合させ、ｐＨ勾配なしでｐＨ３．６以下でポ
リペプチドを溶離させることによって精製される。従って、幾つかの実施態様では、精製
されたポリペプチドに対するウイルスフィルター汚染物質の比は、段階溶離法によって精
製されたポリペプチドにおける比よりも少なくとも約２０％低く、約３０％低く、約４０
％低く、約５０％低く、約６０％低く、又は約７０％低く、ここで、段階溶離法はポリペ
プチドをプロテインＡに結合させ、３．６以下で始まるｐＨで溶離させることを含む。
【０１０７】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドは、約１５０００粒子／ｍｌ未満のウ
イルス粒子又はウイルス様粒子数を有する。幾つかの実施態様では、精製されたポリペプ



(18) JP 5787891 B2 2015.9.30

10

20

30

40

50

チドは、約１２５００粒子／ｍｌ未満、約１００００粒子／ｍｌ未満、約７５００粒子／
ｍｌ未満、約５０００粒子／ｍｌ未満、約２５００粒子／ｍｌ未満、約１５００粒子／ｍ
ｌ未満、約１０００粒子／ｍｌ未満、約７５０粒子／ｍｌ未満、約５００粒子／ｍｌ未満
、約２５０粒子／ｍｌ未満、約１００粒子／ｍｌ未満、又は約５０粒子／ｍｌ未満のウイ
ルス粒子又はウイルス様粒子数を有する。幾つかの実施態様では、ウイルス様粒子はレト
ロウイルス様粒子である。
【０１０８】
　ここで使用される場合、「ウイルス粒子」なる用語は、タンパク質の保護被覆（カプシ
ド）によって囲まれた核酸コアからなるビリオンである。「ウイルス様粒子」は類似の形
態学的、生化学的又は他の性質を有する非感染性ウイルスである。それらはウイルス生活
環に必要な成分の少なくとも一つに欠陥がある。ウイルス様粒子の例は複製できないレト
ロウイルス様粒子である。ウイルス粒子又はウイルス様粒子は内在性又は外因性（外来性
）でありうる。内因性ウイルス粒子又はウイルス様粒子は、宿主細胞株によって生産され
、細胞及び細胞培養液中に存在し、宿主細胞不純物として考えられうる。外因性又は外来
性ウイルス又はウイルス様粒子は宿主細胞株から由来しない。
【０１０９】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドは、少なくとも約４ＬＲＶ（ウイルス
のｌｏｇ１０減少）のウイルス又はウイルス様粒子のウイルスクリアランスを有する。幾
つかの実施態様では、精製されたポリペプチドは、約４ＬＲＶから約８ＬＲＶの範囲のウ
イルス又はウイルス様粒子のウイルスクリアランスを有する。幾つかの実施態様では、精
製されたポリペプチドは、約４ＬＲＶから約７ＬＲＶの範囲のウイルス又はウイルス様粒
子のウイルスクリアランスを有する。幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドは
、約５ＬＲＶ、約６ＬＲＶ、約７ＬＲＶ、又は約８ＬＲＶのウイルス又はウイルス様粒子
のウイルスクリアランスを有する。幾つかの実施態様では、ウイルス様粒子はレトロウイ
ルス様粒子である。
【０１１０】
　ここで使用される場合、ＬＲＶは、未精製ポリペプチド及び精製されたポリペプチドに
おけるｌｏｇ１０（全ウイルス）の差である。
【０１１１】
　幾つかの実施態様では、精製されたポリペプチドはポリペプチド単量体である。
【０１１２】
　幾つかの実施態様では、ポリペプチドの精製画分は、約２０以下のプロテインＡカラム
体積を含む。幾つかの実施態様では、ポリペプチドの精製画分は、約１５以下のプロテイ
ンＡカラム体積を含む。幾つかの実施態様では、ポリペプチドの精製画分は約１２以下の
プロテインＡカラム体積を含む。幾つかの実施態様では、ポリペプチドの精製画分は約１
１、約１０、約９、約８、約７、約６、約５．５、又は約５．０以下のプロテインＡカラ
ム体積を含む。
【０１１３】
　幾つかの実施態様では、ここに記載された方法は、所望のポリペプチド単量体産物から
ここに記載の不純物の少なくとも２つを除去する。例えば、該方法は、凝集物と宿主細胞
株不純物の双方、凝集物とウイルスフィルター汚染物質の双方、凝集物とウイルス粒子の
双方、凝集物とウイルス様粒子の双方、凝集物と塩基性ポリペプチド変異体の双方、又は
宿主細胞株不純物とウイルス粒子等を除去する。幾つかの実施態様では、ここに記載され
た方法は、所望のポリペプチド単量体産物からここに記載の不純物の少なくとも３つを除
去する。例えば、該方法は、凝集物、宿主細胞不純物、及びウイルスフィルター汚染物質
、又は凝集物、宿主細胞不純物、及びウイルス粒子、及び塩基性ポリペプチド変異体等を
除去する。幾つかの実施態様では、ここに記載された方法は、所望のポリペプチド単量体
産物からここに記載の不純物の少なくとも４つを除去する。例えば、該方法は、凝集物、
宿主細胞不純物、ウイルスフィルター汚染物質、及びウイルス粒子、又は凝集物、宿主細
胞不純物、ウイルスフィルター汚染物質、及びウイルス様粒子を除去する。幾つかの実施
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態様では、ここに記載された方法は、所望のポリペプチド単量体産物からここに記載の不
純物の少なくとも５つを除去する。例えば、該方法は、凝集物、宿主細胞不純物、ウイル
スフィルター汚染物質、ウイルス粒子、及びウイルス様粒子等を除去する。幾つかの実施
態様では、ここに記載された方法は所望のポリペプチド産物から不純物の全てを除去する
。
【０１１４】
　幾つかの実施態様では、ここに記載された方法は凝集物を除去するための更なる精製工
程を含まず、精製されたポリペプチドは少なくとも約98%又は約99% 単量体の純度を有す
る。別個のイオン交換クロマトグラフィー工程で通常実施される凝集物排除は、上述のｐ
Ｈ勾配を使用するプロテインＡクロマトグラフィーの後には必要とされない。
【０１１５】
　幾つかの実施態様では、ここに記載された方法はウイルスフィルター汚染物質を除去す
るための更なる精製工程を含まず、精製されたポリペプチドは少なくとも約98% 又は約99
% 単量体の純度を有する。
【０１１６】
　幾つかの実施態様では、精製方法は塩基性又は酸性ポリペプチド変異体を除去するため
の更なる精製工程を含まない。
【０１１７】
　ここに記載された方法を使用して精製されたポリペプチドには、プロテインＡクロマト
グラフィー工程の前、工程中、又は工程後の何れかに更なる精製工程を施してもよい。例
示的な更なる精製工程は、限定しないが、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー；
透析；タンパク質を捕捉するために抗体を使用するアフィニティクロマトグラフィー；疎
水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）（例えばＨＩＣでの分画）；硫酸アンモニウ
ム沈澱；ポリエチレングリコール又はポリエチレングリコール誘導体沈殿、アニオン又は
カチオン交換クロマトグラフィー、エタノール沈澱；逆相ＨＰＬＣ；シリカでのクロマト
グラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、ウイルス濾過、ゲル濾過、及
び弱い分配クロマトグラフィーを含む。
【０１１８】
　幾つかの実施態様では、ポリペプチドにウイルス濾過工程を更に施す。ここに記載のｐ
Ｈ勾配を使用するプロテインＡクロマトグラフィーの工程の後にウイルス濾過工程におい
て、例えば、パルボウイルスフィルターを使用することができる。
【０１１９】
　幾つかの実施態様では、ポリペプチドにイオン交換クロマトグラフィー工程を更に施す
。幾つかの実施態様では、イオン交換クロマトグラフィー工程はカチオン交換クロマトグ
ラフィー工程を含む。幾つかの実施態様では、イオン交換クロマトグラフィー工程はアニ
オン交換クロマトグラフィー工程を含む。幾つかの実施態様では、イオン交換クロマトグ
ラフィー工程はカチオン交換クロマトグラフィー工程及びアニオン交換クロマトグラフィ
ー工程を含む。
【０１２０】
　幾つかの実施態様では、イオン交換クロマトグラフィー工程はここに記載のプロテイン
Ａクロマトグラフィー工程の後に連続的に実施される。 例えば、カチオン及びアニオン
交換クロマトグラフィーメンブランを、ｐＨ勾配のない標準的なプロテインＡクロマトグ
ラフィーと続く標準的なカチオン及びアニオン交換カラムクロマトグラフィー工程によっ
て生産されたものに匹敵する純度と収率の精製ポリペプチドを達成するために、ここに記
載されたプロテインＡクロマトグラフィー法の後に標準的なカチオン及び／又はアニオン
交換クロマトグラフィーカラムの代わりに使用することができる。
【０１２１】
　幾つかの実施態様では、ここに記載された方法は製造スケール又は商業プロセスである
。ここで使用される場合、製造スケール又は商業プロセスは、例えば精製プロセス当たり
約１ｋＬから約２５ｋＬの発酵スケールタンパク質／ポリペプチド産物での、タンパク質
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／ポリペプチドの大規模な精製を意味する。
【０１２２】
ポリペプチド
　ここに記載された方法を使用して精製されるポリペプチド又はタンパク質は、限定しな
いが、CH2/CH3領域に融合した又は該領域にコンジュゲートした抗体、イムノアドヘシン
、又はポリペプチドを含む。このような分子を作製する技術を以下に検討する。
【０１２３】
抗体
　本発明の範囲内の抗体は、限定しないが、抗ＣＤ２０抗体、例えば米国特許第５７３６
１３７号のキメラ抗ＣＤ２０「Ｃ２Ｂ８」（ＲＩＴＵＸＡＮ（登録商標））；抗ＶＥＧＦ
抗体、例えばヒト化及び／又は親和成熟抗ＶＥＧＦ抗体、例えばヒト化抗ＶＥＧＦ抗体ｈ
ｕＡ４．６．１アバスチン（登録商標）（Kim等, Growth Factors, 7:53-64 (1992)、国
際公開第９６／３００４６号及び１９９８年１０月１５日公開の国際公開第９８／４５３
３１号）及びＶ３ＬＡ；抗ＭＵＣ１６抗体；抗ＣＤ４抗体、例えばcM-7412抗体（Choy等 
Arthritis Rheum. 39(1):52-56 (1996)）及びイバリツマブ(TNX355)抗体；抗MET抗体、例
えば一アーム5D5抗C-Met抗体；抗HER2抗体トラスツズマブ(HERCEPTIN（登録商標）（Cart
er等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285-4289 (1992)、米国特許第5725856号）及び
ヒト化2C4 (国際公開第01/00245号, Adams等)、米国特許第5721108B1号におけるような2H
7抗体のキメラ又はヒト化変異体、又はトシツモマブ(BEXXAR(登録商標))；抗ＩＬ－８抗
体(St John等 Chest, 103:932(1993)、及び国際公開第９５／２３８６５号)；抗前立腺幹
細胞抗原（ＰＳＣＡ）抗体(国際公開第０１／４０３０９号)；抗ＣＤ４０抗体、例えばＳ
２Ｃ６及びそのヒト化変異体(国際公開第００／７５３４８号)；抗ＣＤ１抗体(米国特許
第５６２２７００号、国際公開第９８／２３７６１号；Steppe等 Transplant Intl. 4:3-
7(1991)、及びHourmant等 Transplantation 58:377-380(1994)）；抗ＣＤ１８(１９９７
年４月２２日発行の米国特許第５６２２７００号、又は１９９７年７月３１日公開の国際
公開第９７／２６９１２号)；抗ＩｇＥ抗体（例えばＥ２５、Ｅ２６及びＥ２７；１９９
８年２月３日発行の米国特許第５７１４３３８号又は１９９２年２月２５日発行の米国特
許第５０９１３１３号、１９９３年３月４日公開の国際公開第９３／０４１７３号又は１
９９８年６月３０日出願の国際出願ＰＣＴ／ＵＳ９８／１３４１０号、米国特許第５７１
４３３８号、Presta等 J. Immunol. 151:2623-2632(1993)及び国際公開第９５／１９１８
１号)；抗Ａｐｏ-２レセプター抗体(１９９８年１１月１９日公開の国際公開第９８／５
１７９３号)；抗ＴＮＦ-α抗体、例えばｃＡ２(レミケード(登録商標)）、ＣＤＰ５７１
及びＭＡＫ-１９５(１９９７年９月３０日発行の米国特許第５６７２３４７号、Lorenz等
 J. Immunol. 156(4):1646-1653(1996)、及びDhainaut等 Crit. Care Med. 23(9):1461-1
469(1995)を参照)；抗組織因子(ＴＦ)(１９９４年１１月９日許可の欧州特許第０４２０
９３７Ｂ１号)；抗ヒトα４β７インテグリン(１９９８年２月１９日公開の国際公開第９
８／０６２４８号)；抗上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）抗体（例えば１９９６年１
２月１９日公開の国際公開第９６／４０２１０号におけるようなキメラ化又はヒト化２２
５抗体)；抗ＣＤ３抗体、例えばＯＫＴ３(１９８５年５月７日発行の米国特許第４５１５
８９３号)；抗ＣＤ２５又は抗Ｔａｃ抗体、例えばＣＨＩ－６２１（ＳＩＭＵＬＥＣＴ(登
録商標)及びＺＥＮＡＰＡＸ(登録商標)(１９９７年１２月２日発行の米国特許第５６９３
７６２号を参照)；抗ＣＤ５２抗体、例えばＣＡＭＰＡＴＨ-１Ｈ(Riechmann等 Nature 33
2:323-337(1988))；抗Ｆｃレセプター抗体、例えばGraziano等 J. Immunol. 155(10):499
6-5002(1995)におけるようなＦｃγＲＩに対するＭ２２抗体；抗癌胎児抗原(ＣＥＡ)抗体
、例えばｈＭＮ-１４(Sharkey等 Cancer Res. 55(23Suppl): 5935s-5945s(1995)；乳房上
皮細胞に対する抗体、例えばｈｕＢｒＥ-３、ｈｕ-Ｍｃ３及びＣＨＬ６(Ceriani等 Cance
r Res. 55(23):5852s-5856s(1995)；及びRichman等 Cancer Res. 55(23 Supp): 5916s-59
20s(1995))；結腸癌細胞に結合する抗体、例えばＣ２４２(Litton等 Eur J. Immunol. 26
(1):1-9(1996))；抗ＣＤ３８抗体、例えばＡＴ１３／５(Ellis等 J. Immunol. 155(2):92
5-937(1995))；抗ＣＤ３３抗体、例えばＨｕ Ｍ１９５(Jurcic等 Cancer Res 55(23 Supp
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l):5908s-5910s(1995)及びＣＭＡ－６７６又はＣＤＰ７７１；抗ＣＤ２２抗体、例えばＬ
Ｌ２又はＬｙｍｐｈｏＣｉｄｅ(Juweid等 Cancer Res 55(23 Suppl):5899s-5907s(1995))
；抗ＥｐＣＡＭ抗体、例えば１７－１Ａ(PANOREX(登録商標))；抗ＧｐＩＩｂ／ＩＩＩａ
抗体、例えばアブシキシマブ又はｃ７Ｅ３ Ｆａｂ(REOPRO(登録商標))；抗ＲＳＶ抗体、
例えばＭＥＤＩ-４９３(SYNAGIS(登録商標))；抗ＣＭＶ抗体、例えばＰＲＯＴＯＶＩＲ(
登録商標)；抗ＨＩＶ抗体、例えばＰＲＯ５４２；抗肝炎抗体、例えば 抗Ｈｅｐ Ｂ抗体
ＯＳＴＡＶＩＲ(登録商標)；抗ＣＡ１２５抗体、例えばＯｖａＲｅｘ；抗イディオタイプ
ＧＤ３エピトープ抗体ＢＥＣ２；抗αｖβ３抗体、例えばＶＩＴＡＸＩＮ(登録商標)；抗
ヒト腎細胞癌抗体、例えばｃｈ-Ｇ２５０；ＩＮＧ-１；抗ヒト１７-１Ａ抗体（３６２２
Ｗ９４）；抗ヒト結腸直腸腫瘍抗体（Ａ３３）；ＧＤ３ガングリオシドに対する抗ヒトメ
ラノーマ抗体Ｒ２４；抗ヒト扁平上皮癌（ＳＦ-２５）；及び抗ヒト白血球抗原（ＨＬＡ
）抗体、例えばＳｍａｒｔ ＩＤ１０及び抗ＨＬＡ ＤＲ抗体Ｏｎｃｏｌｙｍ（Ｌｙｍ-１
）を含む。
【０１２４】
　上に特定された抗体以外に、当業者は、例えば以下に記載の技術を使用して興味ある抗
原に対して抗体を産生させることができる。
【０１２５】
（ｉ）抗原選択及び調製
　ここでの抗体は対象の抗原に対して産生される。好ましくは、抗原は、生物学的に重要
なポリペプチドであり、疾病や疾患を患っている哺乳動物への抗体の投与によりその哺乳
動物に治療的恩恵がもたらされうる。しかしながら、非ポリペプチド抗原（例えば腫瘍関
連糖脂質抗原；米国特許第５０９１１７８号参照）に対して産生された抗体もまた考慮さ
れる。抗原がポリペプチドである場合、それは膜貫通型分子（例えばレセプター）又はリ
ガンド、例えば増殖因子でありうる。例示的な抗原は、以下のセクション（３）に記述さ
れるタンパク質を含む。本発明に包含される抗体に対する例示的な分子標的は、ＣＤ３、
ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２及びＣＤ３４のようなＣＤタンパク質；
ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３あるいはＨＥＲ４レセプターのようなＥｒｂＢレセプター
ファミリーのメンバー；細胞接着分子、例えばＬＦＡ-１、Ｍａｃ１、ｐ１５０、９５、
ＶＬＡ-４、ＩＣＡＭ-１、ＶＣＡＭ及びαｖ／β３インテグリンで、そのα又はβ何れか
のサブユニットを含むもの（例えば抗ＣＤ１１ａ、抗ＣＤ１８あるいは抗ＣＤ１１ｂ抗体
）；ＶＥＧＦのような増殖因子；ＩｇＥ；血液型抗原；ｆｌｋ２／ｆｌｔ３レセプター；
肥満（ＯＢ）レセプター；ｍｐｌレセプター；ＣＴＬＡ-４；プロテインＣ、あるいはこ
こで言及された他の抗原の任意のものを含む。
【０１２６】
　他の分子に場合によってはコンジュゲートされる可溶型抗原あるいはその断片は、抗体
産生のための免疫原として使用することができる。レセプターのような膜貫通型分子につ
いては、これらの断片（例えば、レセプターの細胞外ドメイン）は免疫原として用いるこ
とができる。あるいは、膜貫通型分子を発現する細胞を免疫原として用いることができる
。そのような細胞は、天然源（例えば癌細胞株）に由来しうるか、あるいは膜貫通型分子
を発現させるために組換え技術によって形質転換された細胞でありうる。
【０１２７】
　抗体を調製するために有用な他の抗原及びその形態は当業者には明らかであろう。
【０１２８】
（ｉｉ）ポリクローナル抗体>
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、関連する抗原とアジュバントを複数回皮下(ｓｃ)
又は腹腔内(ｉｐ)注射することにより動物に産生される。免疫化される種において免疫原
性であるタンパク質、例えばキーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシ
サイログロブリン、又は大豆トリプシンインヒビターに抗原を、二官能性又は誘導体形成
剤、例えばマレイミドベンゾイルスルホスクシンイミドエステル(システイン残基による
結合)、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド(リジン残基による)、グルタルアルデヒド、無水コ
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ハク酸、ＳＯＣｌ２、又はＲとＲ１が異なったアルキル基であるＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲにより
結合させることが有用でありうる。
【０１２９】
　動物を、例えばタンパク質又はコンジュゲート１００μｇ又は５μｇ(それぞれウサギ
又はマウスの場合)を完全フロイントアジュバント３容量と併せ、この溶液を複数部位に
皮内注射することによって、抗原、免疫原性コンジュゲート、又は誘導体に対して免疫化
する。１ヶ月後、該動物を、完全フロイントアジュバントに入れた初回量の１／５から｛
分率（１／１０）｝の抗原又はコンジュゲートを用いて複数部位に皮下注射することによ
り、追加免疫する。７から１４日後に動物を採血し、抗体価について血清を検定する。動
物は、力価がプラトーに達するまで追加免疫する。好ましくは、動物は、同じ抗原のコン
ジュゲートであるが、異なったタンパク質に、及び／又は異なった架橋剤によってコンジ
ュゲートさせたコンジュゲートで追加免疫する。コンジュゲートはまたタンパク融合体と
して組換え細胞培養中で作製することもできる。また、ミョウバンのような凝集化剤が、
免疫反応の増強のために好適に使用される。
【０１３０】
（ｉｉｉ）モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)により最初に記載されたハ
イブリドーマ法を用いて作製でき、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第４８１６５６７号)に
よって作製することができる。
【０１３１】
　ハイブリドーマ法においては、マウス又はその他の適当な宿主動物、例えばハムスター
又はマカクザルを上記したようにして免疫し、免疫化に用いられるタンパク質と特異的に
結合する抗体を生産するか又は生産することのできるリンパ球を導き出す。別法として、
リンパ球をインビトロで免疫することもできる。次に、リンパ球を、ポリエチレングリコ
ールのような適当な融剤を用いてミエローマ細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成
する(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 590-103頁(Academic 
Press, 1986))。
【０１３２】
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親のミエローマ細胞
の増殖又は生存を阻害する一又は複数の物質を好ましくは含む適当な培地に蒔き、増殖さ
せる。例えば、親のミエローマ細胞が酵素ヒポキサンチングアニジンホスホリボシルトラ
ンスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失するならば、ハイブリドーマのための培
地は、典型的には、ＨＧＰＲＴ欠失細胞の増殖を妨げる物質であるヒポキサンチン、アミ
ノプテリン及びチミジンを含むであろう(ＨＡＴ培地)。
【０１３３】
　好ましいミエローマ細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による抗体の安
定な高レベルの生産を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性であるものである
。これらの中でも、好ましいミエローマ株化細胞は、マウスミエローマ系、例えば、ソー
ク・インスティテュート・セル・ディストリビューション・センター、サンディエゴ、カ
リフォルニア、ＵＳＡから入手し得るＭＯＰＣ-２１及びＭＰＣ-１１マウス腫瘍、及びア
メリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、ロックヴィル、メリーランド、ＵＳＡか
ら入手し得るＳＰ-２又はＸ６３-Ａｇ８-６５３細胞から誘導されたものである。ヒトミ
エローマ及びマウス－ヒトヘテロミエローマ株化細胞もまたヒトモノクローナル抗体の産
生のために開示されている（Kozbor, J.Immunol., 133:3001 (1984)；Brodeur等, Monocl
onal Antibody Production Techniques and Applications, 51-63頁(Marcel Dekker, Inc
., New York, 1987)）。
【０１３４】
　ハイブリドーマ細胞が生育している培地を、抗原に対するモノクローナル抗体の産生に
ついてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル
抗体の結合特異性は、免疫沈降又はインビトロ結合検定、例えばラジオイムノアッセイ（
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ＲＩＡ）又は酵素結合免疫吸着検定（ＥＬＩＳＡ）によって決定される。
【０１３５】
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が同定さ
れた後、該クローンを限界希釈法によりサブクローニングし、標準的な方法により増殖さ
せることができる（Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103
頁(Academic Press, 1986)）。この目的に対して好適な培地には、例えば、Ｄ-ＭＥＭ又
はＲＰＭＩ-１６４０培地が含まれる。加えて、該ハイブリドーマ細胞は、動物において
腹水腫瘍としてインビボで増殖させることができる。
【０１３６】
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ-セファロ
ース、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、又はアフィニテ
ィクロマトグラフィーのような常套的な免疫グロブリン精製法により、培地、腹水、又は
血清から好適に分離される。好ましくは、ここに記載されたｐＨ勾配を使用するプロテイ
ンＡクロマトグラフィー手順が使用される。
【０１３７】
　モノクローナル抗体をコードしているＤＮＡは、常法を用いて(例えば、モノクローナ
ル抗体の重鎖及び軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチド
プローブを用いることにより)即座に単離され、配列決定される。ハイブリドーマ細胞は
、このようなＤＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび単離されたならば、ＤＮＡを発現
ベクター中に入れ、ついでこれを、そうしないと免疫グロブリンタンパク質を産生しない
大腸菌細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又はミエロー
マ細胞のような宿主細胞中にトランスフェクトし、組換え宿主細胞中においてモノクロー
ナル抗体の合成を達成することができる。
【０１３８】
　ＤＮＡはまた、例えばヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード化配列を、相同的マウス
配列に代えて置換することにより（米国特許第４８１６５６７号；Morrison等, Proc. Na
t. Acad. Sci., USA, 81:6851 (1984)）、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブ
リンポリペプチドのコード配列の全部又は一部を共有結合させることで、修飾できる。
【０１３９】
　典型的には、このような非免疫グロブリンポリペプチドは、抗体の定常ドメインに置換
され、又は抗体の一つの抗原結合部位の可変ドメインに置換されて、抗原に対する特異性
を有する一つの抗原結合部位と異なる抗原に対する特異性を有するもう一つの抗原結合部
位とを含むキメラ二価抗体を作り出す。
【０１４０】
　モノクローナル抗体は、McCafferty等, Nature, 348:552-554 (1990)に記載されている
技術を使用して作製される抗体ファージライブラリーから単離することができる。Clacks
on等, Nature, 352:624-628 (1991)及びMarks等, J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)は
、ファージライブラリーを使用する、マウス及びヒト抗体の単離をそれぞれ記載している
。次の刊行物は、鎖シャッフリング（Marks等, Bio/Technology, 10:779-783 (1992)）、
並びに非常に大きなファージライブラリーを構築するための方策としてのコンビナトリア
ル感染及びインビボ組換え（Waterhouse等, Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266 (1993)）
による高親和性（ｎＭ範囲）のヒト抗体の生産を記載している。よって、これらの技術は
、モノクローナル抗体の単離のための伝統的なハイブリドーマ法に対する実行可能な代替
手段である。
【０１４１】
（ｉｖ）ヒト化及びヒト抗体
　ヒト化抗体には非ヒトである供給源由来の一又は複数のアミノ酸残基がそこに導入され
ている。これら非ヒトアミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから
得られる「移入」残基と呼ばれる。ヒト化は、本質的には齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配
列でヒト抗体の該当する配列を置換することによりウィンターと共同研究者の方法（Jone
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s等, Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoe
yen等, Science, 239:1534-1536 (1988)）に従って実施することができる。従って、この
ような「ヒト化」抗体は、インタクトなヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト
種由来の該当する配列で置換されたキメラ抗体（米国特許第４８１６５６７号）である。
実際には、ヒト化抗体は、典型的には幾らかのＣＤＲ残基と場合によっては幾らかのＦＲ
残基が齧歯類抗体の類似部位からの残基によって置換されているヒト抗体である。
【０１４２】
　抗原性を低減するには、ヒト化抗体を生成する際に使用するヒトの軽重両方の可変ドメ
インの選択が非常に重要である。いわゆる「ベストフィット法」では、齧歯動物抗体の可
変ドメインの配列を既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリー全体に対してスクリーニ
ングする。次に齧歯動物のものと最も近いヒト配列をヒト化抗体のヒトＦＲとして受け入
れる（Sims等, J. Immunol., 151:2296 (1993)）。他の方法では、軽又は重鎖の特定のサ
ブグループのヒト抗体全てのコンセンサス配列から誘導される特定のフレームワークを使
用する。同じフレームワークを数種の異なるヒト化抗体に使用できる（Carter等, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992)；Presta等, J. Immunol., 151:2623 (1993)）。
【０１４３】
　更に、抗体を、抗原に対する高親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒト化す
ることが重要である。この目標を達成するべく、好ましい方法では、親及びヒト化配列の
三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経てヒト化抗
体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者にはよく
知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を図解し、
表示するコンピュータプログラムは入手可能である。これらディスプレイを調べることで
、候補免疫グロブリン配列の機能における残基のありそうな役割の分析、すなわち候補免
疫グログリンの抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにし
て、例えば標的抗原に対する増加した親和性のような、望ましい抗体特性が達成されるよ
うに、ＦＲ残基をレシピエント及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一
般的に、ＣＤＲ残基は、直接かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
【０１４４】
　別法として、内因性の免疫グロブリン産生がなくともヒト抗体の全レパートリーを免疫
化することで産生することのできるトランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ること
が今は可能である。例えば、キメラ及び生殖系列突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合
領域(ＪＨ)遺伝子の同型接合除去が内因性抗体産生の完全な阻害をもたらすことが記載さ
れている。このような生殖系列突然変異体マウスにおけるヒト生殖系列免疫グロブリン遺
伝子列の転移は、抗原投与時にヒト抗体の産生をもたらす。例えばJakobovits等, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature 362:255-258 (1993)；B
ruggerman等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；及びDuchosal等, Nature 355:258 (1992)
を参照のこと。ヒト抗体は、ファージディスプレーライブラリーから取り出すこともまた
できる（Hoogenboom等, J. Mol. Biol., 227:381 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol., 222
:581-597 (1991)；Vaughan等, Nature Biotech 14:309 (1996)）。
【０１４５】
（ｖ）抗体断片
　抗体断片を生産するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、インタクトな抗体のタンパク分解性消化を介して誘導された(例えば、Morimoto等, Jou
rnal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Scie
nce, 229:81 (1985)を参照)。しかし、これらの断片は現在は組換え宿主細胞により直接
生産することができる。例えば、抗体断片は上において検討した抗体ファージライブラリ
ーから分離することができる。別法として、Ｆａｂ'-ＳＨ断片は大腸菌から直接回収する
ことができ、化学的に結合させてＦ(ａｂ')２断片を形成することができる(Carter等, Bi
o/Technology 10:163-167(1992))。他のアプローチ法では、Ｆ(ａｂ')断片を組換え宿主
細胞培養から直接単離することができる。単鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）をまた単離すること
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ができる。国際公開第９３／１６１８５号を参照のこと。抗体断片の生産のための他の方
法は当業者には明らかであろう。
【０１４６】
（ｖｉ）多重特異性抗体
　多重特異性抗体は、少なくとも二つの異なる抗原に対する結合特異性を有する。このよ
うな分子は通常は二つの抗原を結合させるのみであるが(すなわち、二重特異性抗体、Ｂ
ｓＡｂｓ)、三重特異性抗体のような更なる特異性を持つ抗体もここで使用される場合こ
の表現に包含される。
【０１４７】
　二重特異性抗体を製造する方法は当該技術分野で知られている。完全長二重特異性抗体
の伝統的な産生は二つの免疫グロブリン重鎖軽鎖対の同時発現に基づき、ここで該二つの
鎖は異なる特異性を有している(Millstein等, Nature, 305:537-539 (1983))。免疫グロ
ブリン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられるため、これらのハイブリドーマ(四部雑種)
は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが正しい二重
特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程によりなされる正し
い分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。類似の方法が国際公開第９３／０
８８２９号及びTraunecker等,EMBO J., 10:3655-3659 (1991)に開示されている。
【０１４８】
　国際公開第９６／２７０１１号に記載された他のアプローチ法によれば、一対の抗体分
子間の界面を操作して、組換え細胞培養から回収されるヘテロ二量体の割合を最大にする
ことができる。好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む
。この方法では、第１抗体分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大き
な側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)と置換される。大きな側鎖と同じか又はより
小さいサイズの相補的「キャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばアラ
ニン又はスレオニン)と置き換えることにより第２の抗体分子の界面に作り出す。これに
より、ホモ二量体のような不要の他の最終産物に対してヘテロ二量体の収量を増大させる
メカニズムが提供される。
【０１４９】
　二重特異性抗体は、架橋した又は「ヘテロコンジュゲート」抗体を含む。例えば、ヘテ
ロコンジュゲート中の抗体の一方はアビジンに結合され得、他方はビオチンに結合され得
る。かかる抗体は、例えば、免疫系細胞を不要の細胞に向けるため（米国特許第４６７６
９８０号）、及びＨＩＶ感染の治療のために提案されている（国際公開第９１／００３６
０号、国際公開第９２／００３７３号、及び欧州特許出願公開第０３０８９号）。ヘテロ
コンジュゲート抗体は、任意の簡便な架橋法を使用して作製することができる。好適な架
橋剤は当該技術分野において良く知られており、多くの架橋技術と共に米国特許第４６７
６９８０号に開示されている。
【０１５０】
　抗体断片から二重特異性抗体を生産するための技術もまた文献に記載されている。例え
ば、二重特異性抗体は化学結合を使用して調製することができる。Brennan等, Science, 
229: 81 (1985)は、インタクトな抗体をタンパク分解的に切断してＦ（ａｂ’）２断片を
生産する手順を記載している。これらの断片は、隣接するジチオールを安定化させ、分子
間ジスルフィド形成を防止するためにジチオール錯化剤亜ヒ酸ナトリウムの存在下で還元
させる。ついで、生成されたＦａｂ’断片をチオニトロベンゾアート（ＴＮＢ）誘導体に
転化させる。ついで、Ｆａｂ’－ＴＮＢ誘導体の一つを、メルカプトエチルアミンでの還
元によってＦａｂ’－チオールに再転化させ、等モル量の他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と
混合して二重特異性抗体を形成する。製造された二重特異性抗体は酵素の選択的固定化の
ための薬剤として使用することができる。
【０１５１】
　最近の進歩により、大腸菌からＦａｂ’－ＳＨ断片を直接回収できるようになり、これ
を化学的にカップリングさせて二重特異性抗体を形成することができる。Shalaby等, J. 
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Exp. Med., 175: 217-225 (1992)は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分
子を記載している。各Ｆａｂ’断片は別個に大腸菌から分泌され、インビトロでの定方向
化学カップリングによって二重特異性抗体を形成した。このようにして形成された二重特
異性抗体はＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞及び正常なヒトＴ細胞に結合するこ
とができ、またヒト乳房腫瘍標的に対してヒト細胞傷害性リンパ球の溶解活性を惹起させ
た。
【０１５２】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作製し単離する様々な技術もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産されている。
Kostelny等, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からの
ロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合
させる。抗体ホモ二量体をヒンジ領域で還元して単量体を形成し、ついで再酸化して抗体
ヘテロ二量体を形成する。この方法はまた抗体ホモ二量体の生産に対して使用することが
できる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により記述され
た「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作製する別のメカニズムを提供した。断
片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするのに十分に短いリンカーにより
軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を結合してなる。従って、一つの
断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対形成
させられ、よって２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)二量体の使用により
二重特異性抗体断片を製造する他の方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol. 1
52:5368 (1994)を参照のこと。あるいは、抗体は、Zapata等, Protein Eng. 8(10):1057-
1062 (1995)に記載されているように、「直鎖状抗体」でありうる。簡単に述べると、こ
れらの抗体は、一対の抗原結合領域を形成する一対のタンデムＦｄセグメント（ＶＨ－Ｃ

Ｈ１－ＶＨ－ＣＨ１）を含む。直鎖状抗体は二重特異性又は単一特異性でありうる。
【０１５３】
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等 J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１５４】
イムノアドヘシン
　最も簡単で最も直接的なイムノアドヘシンの設計は、アドヘシンの結合ドメイン（例え
ば、レセプターの細胞外ドメイン（ＥＣＤ））を免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域及びヒン
ジと組み合わせるものである。通常は、本発明のイムノアドヘシンを調製する場合、アド
ヘシンの結合ドメインをコードする核酸を、免疫グロブリン定常ドメイン配列のＮ末端を
コードする核酸にＣ末端的に融合させるが、Ｎ末端融合もまた可能である。
【０１５５】
　典型的には、そのような融合体において、コードされるキメラポリペプチドは免疫グロ
ブリン重鎖の定常ドメインの機能的に活性なヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインを保持す
る。融合体はまた定常ドメインのＦｃ領域のＣ末端に、又は重鎖のＣＨ１又は軽鎖の対応
する領域にＮ末端が直ぐに融合される。融合がなされる正確な部位は重要ではない；特定
の部位はよく知られており、イムノアドヘシンの生物活性、分泌、又は結合特性を最適化
するために選択されうる。
【０１５６】
　幾つかの実施態様では、アドヘシン配列が免疫グロブリンＧ１（ＩｇＧ１）のＦｃ領域
のＮ末端に融合される。アドヘシン配列に重鎖定常領域全体を融合させることができる。
しかしながら、好ましくは、ＩｇＧのＦｃを化学的に定めるパパイン切断部位の直ぐ上流
のヒンジ領域に始まる配列(すなわち、重鎖定常領域の最初の残基を１１４として残基２
１６)、又は他の免疫グロブリンの類似部位が融合において使用される。幾つかの実施態
様では、アドヘシンアミノ酸配列はＩｇＧ重鎖の(ａ)ヒンジ領域及びＣＨ２及びＣＨ３又
は(ｂ)ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインに融合される。
【０１５７】
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　二重特異的イムノアドヘシンについては、イムノアドヘシンは多量体として、特にヘテ
ロ二量体又はヘテロ四量体として組み立てられる。一般には、これらの組み立てられた免
疫グロブリンは既知の単位構造を有している。基本的な四鎖構造単位はＩｇＧ、ＩｇＤ及
びＩｇＥが存在する型である。四鎖単位はより高分子量の免疫グロブリンにおいて繰り返
される；ＩｇＭは一般にジスルフィド結合によって一緒に保持される四つの基本単位の五
量体として存在する。ＩｇＡグロブリンと、時折ＩｇＧグロブリンは、血清中に多量体型
で存在しうる。多量体の場合、四つの単位の各々は同じでも異なっていてもよい。
【０１５８】
　ここに記載した範囲内の様々な例示的構築イムノアドヘシンは以下に概略的に模式化さ
れる：
（ａ）ＡＣＬ－ＡＣＬ；
（ｂ）ＡＣＨ－(ＡＣＨ、ＡＣＬ－ＡＣＨ、ＡＣＬ－ＶＨＣＨ、又はＶＬＣＬ－ＡＣＨ)；
（ｃ）ＡＣＬ－ＡＣＨ－(ＡＣＬ－ＡＣＨ、ＡＣＬ－ＶＨＣＨ、ＶＬＣＬ－ＡＣＨ又はＶ

ＬＣＬ－ＶＨＣＨ）
（ｄ）ＡＣＬ－ＶＨＣＨ－(ＡＣＨ、又はＡＣＬ－ＶＨＣＨ、又はＶＬＣＬ－ＡＣＨ)；
（ｅ）ＶＬＣＬ－ＡＣＨ－(ＡＣＬ－ＶＨＣＨ、又はＶＬＣＬ－ＡＣＨ)；及び
（ｆ）(Ａ－Ｙ)ｎ－(ＶＬＣＬ－ＶＨＣＨ)２
ここで、各Ａは同一又は異なったアドヘシンアミノ酸配列を示し；
　ＶＬは免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＨは免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣＬは免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣＨは免疫グロブリン重鎖定常ドメインであり；
　ｎは１より大きい整数であり；
　Ｙは共有結合架橋剤の残基を示す。
【０１５９】
　簡潔にするため、先の構造は重要な特徴のみを示している；これらは、免疫グロブリン
の結合する(Ｊ)又は他のドメインを示していないしジスルフィド結合も示していない。し
かし、そのようなドメインが結合活性に対して必要である場合は、それらを構築して、免
疫グロブリン分子にそれらが占める通常の位置に存在させることができる。
【０１６０】
　あるいは、アドヘシン配列は、キメラ重鎖を含んでなる免疫グロブリンが得られるよう
に、免疫グロブリン重鎖と軽鎖配列の間に挿入することができる。この実施態様では、ア
ドヘシン配列は免疫グロブリンの各アームの免疫グロブリンの重鎖の３’末端に、ヒンジ
とＣＨ２ドメインの間、又はＣＨ２とＣＨ３ドメインの間の何れかで融合される。同様の
作成物が、Hoogenboom等,Mol.Immunol.28:1027-1037(1991)によって報告されている。
【０１６１】
　免疫グロブリン軽鎖の存在は本発明のイムノアドヘシンにおいて必要とはされないが、
免疫グロブリン軽鎖はアドヘシン-免疫グロブリン重鎖融合ポリペプチドに共有結合的に
結合するか、アドヘシンに直接的に融合されて存在するかもしれない。前者の場合、免疫
グロブリン軽鎖をコードするＤＮＡが典型的にはアドヘシン免疫グロブリン重鎖融合タン
パク質をコードするＤＮＡと同時発現される。分泌時に、ハイブリッド重鎖及び軽鎖が共
有的に結合されて、二つのジスルフィド結合免疫グロブリン重鎖軽鎖対を含む免疫グロブ
リン様構造を提供する。このような構造の調製に適した方法は、例えば１９８９年３月２
８日に発行された米国特許第４８１６５６７号に開示されている。
【０１６２】
　イムノアドヘシンは最も簡便には免疫グロブリンｃＤＮＡ配列にインフレームでアドヘ
シン部分をコードするｃＤＮＡ配列を融合させることにより構築される。しかし、ゲノム
免疫グロブリン断片への融合もまた使用することができる(例えば、Aruffo等,Cell61:130
3-1313(1990)；及びStamenkovic等,Cell66:1133-1144(1991)を参照)。融合の後者のタイ
プは、発現に対してＩｇ調節配列の存在を必要とする。ＩｇＧ重鎖定常領域をコードする
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ｃＤＮＡは、脾臓又は末梢血リンパ球から取り出されたｃＤＮＡライブラリーからの公開
配列に基づいて、ハイブリダイゼーションにより、又はポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)法
により単離することができる。「アドヘシン」をコードするｃＤＮＡとイムノアドヘシン
の免疫グロブリン部分が、選ばれた宿主細胞中での効率的な発現を指示するプラスミドベ
クター内にタンデムで挿入される。
【０１６３】
他のＣＨ２／ＣＨ３領域含有ポリペプチド
　精製されるポリペプチドは、ＣＨ２／ＣＨ３領域に融合し又は該領域にコンジュゲート
したものである。このような融合ポリペプチドは、タンパク質の血清半減期を増加させ、
及び／又はプロテインＡアフィニティクロマトグラフィーによるタンパク質の精製を容易
にするために生産されうる。このようにしてコンジュゲートされうる生物学的に重要なタ
ンパク質の例は、レニン；ヒト成長ホルモン及びウシ成長ホルモンを含む成長ホルモン；
成長ホルモン放出因子；副甲状腺ホルモン；甲状腺刺激ホルモン；リポタンパク；α-１-
アンチトリプシン；インシュリンＡ-鎖；インシュリンＢ-鎖；プロインシュリン；卵胞刺
激ホルモン；カルシトニン；黄体形成ホルモン；グルカゴン；ＶＩＩＩＣ因子、ＩＸ因子
、組織因子、及びvon Willebrands因子等の凝固因子；プロテインＣ等の抗凝固因子；心
房性ナトリウム利尿因子；肺界面活性剤；ウロキナーゼ又はヒト尿又は組織型プラスミノ
ーゲン活性化剤（ｔ－ＰＡ）等のプラスミノーゲン活性化剤；ボンベシン；トロンビン；
造血性成長因子；腫瘍壊死因子-α及び-β；エンケファリナーゼ；ＲＡＮＴＥＳ(regulat
ed on activation normally T-cell expressed and secreted)；ヒトマクロファージ炎症
タンパク質(ＭＩＰ-１-α)；ヒト血清アルブミン等の血清アルブミン；ミューラー阻害物
質；リラキシンＡ-鎖；リラキシンＢ-鎖；プロレラキシン；マウスゴナドトロピン関連ペ
プチド；ベータ－ラクタマーゼ等の微生物タンパク質；ＤＮアーゼ；ＩｇＥ；ＣＴＬＡ-
４のような細胞毒性Ｔリンパ球関連抗原(ＣＴＬＡ)；インヒビン；アクチビン；血管内皮
成長因子（ＶＥＧＦ）；ホルモン又は増殖因子のレセプター；プロテインＡ又はＤ；リウ
マチ因子；脳誘導神経向性因子（ＢＤＮＦ）、ニューロトロフィン-３、-４、-５又は-６
（ＮＴ-３、ＮＴ-４、ＮＴ-５、又はＮＴ-６）、又はＮＧＦ-β等の神経増殖因子等の神
経成長因子；血小板誘導成長因子（ＰＤＧＦ）；ａＦＧＦ及びｂＦＧＦ等の線維芽細胞増
殖因子；上皮増殖因子（ＥＧＦ）；ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β１、ＴＧＦ-β２、ＴＧＦ-β
３、ＴＧＦ-β４、又はＴＧＦ-β５を含むＴＧＦ-βのようなトランスフォーミング増殖
因子(ＴＧＦ)；インスリン様増殖因子-Ｉ及び-ＩＩ（ＩＧＦ-Ｉ及びＩＧＦ-ＩＩ）；ｄｅ
ｓ(１-３)-ＩＧＦ-Ｉ（脳ＩＧＦ-Ｉ）、インシュリン様増殖因子結合タンパク質；ＣＤ３
、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９及びＣＤ２０等のＣＤタンパク質；エリスロポエチン；骨誘
導因子；免疫毒素；骨形成タンパク質(ＢＭＰ)；インターフェロン-α、-β、及び-γ等
のインターフェロン；コロニー刺激因子（ＣＳＦｓ）、例えば、Ｍ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＳＣ
Ｆ、及びＧ－ＣＳＦ；インターロイキン（ＩＬ）、例えば、ＩＬ-１からＩＬ-１０；スー
パーオキシドジスムターゼ；Ｔ細胞レセプター；表面膜タンパク質；崩壊促進因子；ウイ
ルス性抗原、例えばＡＩＤＳエンベロープの一部等；輸送タンパク質；ホーミングレセプ
ター；アドレシン；調節タンパク質；インテグリン、例えばＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ、Ｃ
Ｄ１１ｃ、ＣＤ１８、ＩＣＡＭ、ＶＬＡ-４及びＶＣＡＭ；腫瘍関連抗原、例えばＥＧＦ
Ｒ、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３又はＨＥＲ４レセプター；及び上に列挙したポリペプチドの何れ
かの断片を含む。
【０１６４】
ポリペプチドの発現
　ここに記載される方法を使用して精製されるポリペプチドは、一般に組換え技術を使用
して産生される。ポリペプチドはまたペプチド合成（又は他の合成手段）によって製造さ
れうるか又は天然源から単離されうる。
【０１６５】
　ポリペプチドの組換え生産のためには、それをコードする核酸が単離され、更なるクロ
ーニング（ＤＮＡの増幅）又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。ポリペ
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プチドをコードするＤＮＡは直ぐに単離され、一般的な手法を用いて（例えば、ポリペプ
チドが抗体である場合、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合可能なオ
リゴヌクレオチドプローブを用いることにより）配列決定される。多くのベクターが利用
可能である。ベクター成分としては、一般に、これらに制限されるものではないが、次の
ものの一又は複数が含まれる：シグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝子
、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列（例えば、出典明示により
ここに特に援用される米国特許第５５３４６１５号に記載されている）。
【０１６６】
　ここでのベクター中においてＤＮＡを発現させ又はクローニングするために好ましい宿
主細胞は、原核生物、酵母、又はより高等な真核生物細胞である。この目的に適した原核
生物は、グラム陰性又はグラム陽性生物体などの真正細菌、例えば、エシェリキア、例え
ば大腸菌(E. coli)、エンテロバクター、エルウィニア(Erwinia)、クレブシエラ、プロテ
ウス、サルモネラ、例えばネズミチフス菌、セラチア、例えば霊菌、及び赤痢菌等の腸内
細菌科、並びに枯草菌及びバチルス・リケニフォルミス等の桿菌（例えば、１９８９年４
月１２日に公開されたＤＤ２６６７１０に開示されたバチルス・リケニフォルミス４１Ｐ
）、緑膿菌等のシュードモナス、及びストレプトマイセスである。これらの例は限定では
なく例示である。
【０１６７】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ポリペプチドコード化ベ
クターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロミセス・セレヴィシア
、又は一般的なパン酵母は下等真核生物宿主微生物のなかで最も一般的に用いられる。し
かしながら、多数の他の属、種及び菌株も、一般的に入手可能でここで使用でき、例えば
、シゾサッカロマイセスポンベ；クルイベロマイセス宿主、例えばＫ.ラクティス、Ｋ．
フラギリス（ＡＴＣＣ１２４２４）、Ｋ．ブルガリカス（ＡＴＣＣ１６０４５）、Ｋ．ウ
ィッケラミイ（ＡＴＣＣ２４１７８）、Ｋ．ワルチイ（ＡＴＣＣ５６５００）、Ｋ．ドロ
ソフィラルム（ＡＴＣＣ３６９０６）、Ｋ．サーモトレランス、及びＫ．マルキシアナス
；ヤローウィア（ＥＰ４０２２２６）；ピチアパストリス（ＥＰ１８３０７０）；カンジ
ダ；トリコデルマ・リーシア（ＥＰ２４４２３４）；アカパンカビ；シュワニオマイセス
、例えばシュワニオマイセスオクシデンタリス；及び糸状真菌、例えばパンカビ属、アオ
カビ属、トリポクラジウム、及びコウジカビ属宿主、例えば偽巣性コウジ菌及びクロカビ
が使用できる。
【０１６８】
　グリコシル化ポリペプチドの発現に適切な宿主細胞は多細胞生物から誘導される。無脊
椎動物細胞の例には、植物及び昆虫細胞が含まれる。数多くのバキュロウイルスの菌株及
び変異体、及び宿主、例えばヨトウガ(イモムシ)、ネッタイシマカ(蚊)、ヒトスジシマカ
(蚊)、キイロショウショウバエ(ショウジョウバエ)、及びカイコからの対応する許容可能
な昆虫宿主細胞が同定されている。形質移入用の様々なウイルス株、例えばオートグラフ
ァ・カリフォルニカ(Autographa californica)ＮＰＶのＬ-１変異体、及びカイコＮＰＶ
のＢｍ-５株も公に入手可能であり、このようなウイルスは、本発明では、特にヨウトガ
細胞の形質移入用のウイルスとして使用されうる。綿、トウモロコシ、ジャガイモ、大豆
、ペチュニア、トマト、及びタバコの植物細胞培養体もまた宿主として利用可能である。
【０１６９】
　しかしながら、興味は脊椎動物細胞に最も多く、培養体(組織培養)における脊椎動物細
胞の増殖は常套的な手順になった。有用な哺乳動物宿主細胞株の例は、限定しないが、Ｓ
Ｖ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株（ＣＯＳ-７, ＡＴＣＣ ＣＲＬ １６５
１）；ヒト胚腎臓細胞（２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン化された２９
３細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977)）；ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨ
Ｋ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ 1０）；チャイニーズハムスター卵巣細胞／ＤＨＦＲ（CHO, Urlaub
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)）；マウスのセルトリ細胞（ＴＭ４, M
ather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)）；サル腎臓細胞（ＣＶ１ ＡＴＣＣ ＣＣＬ
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７０）；アフリカミドリザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ-７６，ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７）；
ヒト子宮頸癌細胞（ＨＥＬＡ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ ２）；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ，ＡＴＣ
Ｃ ＣＣＬ ３４）；バッファローラット肝臓細胞（ＢＲＬ ３Ａ，ＡＴＣＣ ＣＲＬ １４
４２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８，ＡＴＣＣ ＣＣＬ ７５）；ヒト肝細胞(Ｈｅｐ Ｇ２，Ｈ
Ｂ ８０６５）；マウス乳房腫瘍（ＭＭＴ０６０５６２，ＡＴＴＣＣＣＬ５１）；ＴＲＩ
細胞（Mather等, Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68(1982)）；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細
胞；及びヒト肝細胞腫（Ｈｅｐ Ｇ２）である。
【０１７０】
　宿主細胞は、ポリペプチド生産のための上述の発現又はクローニングベクターを用いて
形質転換され、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードす
る遺伝子を増幅させるのに適切に修飾された一般的な栄養培地で培養される。
【０１７１】
　この発明の方法で使用されるポリペプチドを生産するのに使用される宿主細胞は、様々
な培地で培養することができる。商業的に入手可能な培地、例えばハム(Ham)のＦ１０(シ
グマ)、最小必須培地((ＭＥＭ)、シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)及びダルベッコの
改良イーグル培地((ＤＭＥＭ)、シグマ)が宿主細胞の培養に好適である。また、その全て
の開示が出典明示によりここに援用されるHam等, Meth. in Enz. 58:44(1979), Barnes等
, Anal. Biochem. 102:255(1980)、米国特許第４７６７７０４号；同４６５７８６６号；
同４９２７７６２号；又は同４５６０６５５号；国際公開第９０／０３４３０号；国際公
開第８７／００１９５号；又は米国特許再発行第３０９８５号に記載された任意の培地も
宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地は何れも、ホルモン及び／又は他
の増殖因子(例えばインスリン、トランスフェリン、又は表皮増殖因子)、塩(例えば、塩
化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム、及びリン酸塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥ
Ｓ)、ヌクレオシド(例えばアデノシン及びチミジン)、抗生物質(例えば、ゲンタマイシン
(商標）薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範囲で通常存在する無機化合物として定
義される)、及びグルコース又は同等のエネルギー源を必要に応じて補充することができ
る。任意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られている適当な濃度で含めることがで
きる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた宿主細胞について以前
から用いられているものであり、当業者には明らかであろう。
【０１７２】
　組換え技術を使用する場合、ポリペプチドは、細胞膜周辺腔において細胞内生産するこ
とができ、又は培地に直接分泌させることができる。ポリペプチドが細胞内生産されると
きは、第一工程として、宿主細胞であれ（例えば均質化から生じる）溶解断片であれ、粒
状細片を、例えば遠心分離又は限外濾過により除去する。ポリペプチドが培地に分泌され
る場合、そのような発現系からの上清は、一般に、商業的に入手可能なタンパク質濃縮フ
ィルター、例えばアミコン又はミリポアペリコン限外濾過ユニットを使用して最初に濃縮
される。
【０１７３】
ポリペプチドを含有する薬学的製剤を含む組成物
　本発明は薬学的製剤のような組成物をまた含む。場合によっては異種性分子とコンジュ
ゲートされた本発明の方法によって精製されたポリペプチドを含有する薬学的製剤は、凍
結乾燥製剤又は水溶液の形態で、所望の純度を有するポリペプチドを任意の薬学的に許容
可能な担体、賦形剤又は安定剤（Remington's Pharmaceutical Sciences 21版(2005)）と
混合することにより調製することができる。
【０１７４】
　ここに記載された方法により精製されたＣＨ２／ＣＨ３領域を含むポリペプチド産物は
、少なくとも約９８％単量体又は少なくとも約９９％単量体の所望の純度を有しうる。
【０１７５】
　「薬学的に許容可能な」担体、賦形剤、又は安定化剤は、用いられる投薬量及び濃度で
レシピエントに無毒性であり、ホスフェート、シトレート、及び他の有機酸のようなバッ
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ファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；保存料（オクタデシルジメチ
ルベンジルアンモニウムクロリド；塩化ヘキサメトニウム；塩化ベンザルコニウム；塩化
ベンゼトニウム；フェノール、ブチル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラ
ベン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペ
ンタノール；及びｍ-クレゾール等）；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；血清
アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の
親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、又は
リジン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類
、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；スクロース、マンニトール、トレハロー
ス又はソルビトールなどの糖類；ナトリウム等の塩形成対イオン；金属錯体（例えば、Ｚ
ｎ-タンパク質錯体）；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えばＴＷＥＥＮ（商標）、
プルロニクス（ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ）（商標）、又はポリエチレングリコール（ＰＥＧ）
を含む。
【０１７６】
　ここでの製剤は、治療される特定の徴候のための必要に応じて一を越える活性化合物、
好ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を有するものをまた含みうる。そのよう
な分子は好適には意図された目的に対して効果的な量で組み合わせて存在する。
【０１７７】
　活性成分は、例えばコアセルべーション技術又は界面重合により調製したマイクロカプ
セル、例えば、それぞれコロイド状ドラッグデリバリーシステム（例えば、リポソーム、
アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル）又はマ
クロエマルジョンの、ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロカプセル及び
ポリ(メチルメタクリレート)マイクロカプセルにまた捕捉することもできる。このような
技術は、Remington's Pharmaceutical Sciences 21版(2005)に開示されている。
【０１７８】
　インビボ投与に使用される製剤は滅菌されていなければならない。これは、滅菌濾過膜
を通した濾過によって直ぐに達成される。
【０１７９】
　徐放製剤を調製してもよい。徐放調製物の好適な例は、ポリペプチド変異体を含む固形
疎水性ポリマーの半透過性マトリックスを含み、該マトリックスは、成形品、例えばフィ
ルム、又はマイクロカプセルの形である。徐放性マトリックスの例は、ポリエステル、ヒ
ドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)、又はポリ(ビニルアルコ
ール))、ポリ乳酸（米国特許第３７７３９１９号）、Ｌ-グルタミン酸及びγエチル-Ｌ-
グルタメートの共重合体、非分解性エチレン-酢酸ビニル、分解性乳酸-グリコール酸共重
合体、例えばＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴＴＭ（乳酸-グリコール酸共重合体及び酢酸ロイプ
ロリドからなる注射可能なミクロスフィア）、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシ酪酸を含
む。
【０１８０】
　ここに開示された精製されたポリペプチド又は該ポリペプチド及び薬学的に許容可能な
担体を含有する組成物はついで様々な診断、治療又はそのようなポリペプチド及び組成物
に対して知られている他の用途に使用される。例えば、ポリペプチドは、治療的に効果的
な量のポリペプチドを哺乳動物に投与することにより哺乳動物における疾患を治療するた
めに使用されうる。
【０１８１】
　次の実施例は、本発明を限定しないで例証するために提供される。
【実施例】
【０１８２】
　ここに記載された実施例及び実施態様は例証目的だけのためであり、それに鑑みての様
々な変形又は変化が当業者に示唆され、この出願の精神及び範囲に含まれることが理解さ
れる。
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【０１８３】
実施例１：ｐＨ勾配溶離プロテインＡクロマトグラフィー
　ＣＨ２／ＣＨ３領域を含む６つの異なったタンパク質である抗ＶＥＧＦ抗体＃１、抗Ｃ
Ｄ２０抗体、抗ＶＥＧＦ抗体＃２、抗ＭＵＣ１６抗体、抗ＣＤ４抗体、及びアーム抗Ｍｅ
ｔ抗体を、プロテインＡクロマトグラフィーカラムでのｐＨ段階勾配溶離法を使用して精
製した。該方法は表１に概略を示す。

【０１８４】
実験手順
　表１に列挙したタンパク質負荷及びバッファー組成／ｐＨパラメーターを使用してＵｎ
ｉｃｏｒｎ法ファイルを作成した。このファイルはＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ ＡＫＴＡ
（GE Healthcare）エクスプローラーＦＰＬＣ（Fast Protein Liquid Chromatography）
システムによって実行した。ＦＰＬＣはプラスチック配管及びポンプからなるベンチスケ
ールの機器で、製造精製プロセスをシミュレートした。ＦＰＬＣは、流量が維持され、移
送されるポンプの各々の流れの割合が変化させられる２台のポンプ（ポンプＡ及びポンプ
Ｂ）システムを使用してプログラムされた変化割合で２つのバッファーを混合することに
より「ｐＨ勾配」相を作り出した。Ｕｎｉｃｏｒｎプログラムで指定されたものは、設定
体積（カラム体積数）に対する他のものに対する「％Ｂ」であった。
【０１８５】
　カラム平衡相では、カラムは表１に列挙された保存溶液から取られ、タンパク質材料を
添加するために調製された。タンパク質負荷相では、ＨＣＣＦ（収集細胞培養液）を、０
．２ミクロン孔径の真空フィルターを使用して前置濾過し、プロテインＡカラム（ＭＡＢ
ＳＥＬＥＣＴ（商標）、ＭＡＢＳＥＬＥＣＴ ＳＵＲＥ（商標）、ＰＯＲＯＳ（登録商標
）ＭＡＢＣＡＰＴＵＲＥ（商標）Ａ、ＰＲＯＳＥＰ（登録商標）Ｖａ、又はＰＲＯＳＥＰ
（登録商標）ウルトラ・プラス））に充填した。タンパク質は１４－３７ｇ／Ｌの範囲の
密度で充填した。殆どの実験は２１ｇ／Ｌで行った。洗浄１相では、清浄１バッファーを
使用して、ＡＫＴＡライン中に残った負荷をカラムに押し出した。洗浄２相では、ＣＨＯ
Ｐ（チャイニーズハムスター卵巣タンパク質）のような不純物を洗浄２バッファーによっ
て除去した。洗浄３相では、洗浄３バッファーを使用して洗浄２バッファー及び付随する
不純物をカラムから除いて溶離相の準備をした。ｐＨ段階勾配溶離相では、２台のポンプ
システムによって異なったｐＨの２種のｐＨバッファーの精確な操作によって形成した勾
配を使用して、パーセントによって設定した２つのバッファーの一つのｐＨミックスから
他のミックスに徐々に移動させた。「３５－６０％Ｂ」の溶離パラメーターは、約４．３
－３．７のｐＨ勾配範囲と相関する。より詳細には、３５％Ｂは、ｐＨ４．３４、１６．
２５ｍＭのアセテート、８．７５ｍＭのホルマートのバッファー組成、及び１０３９ｕＳ
／ｃｍのバッファー導電率の溶離バッファーに対応する。６０％Ｂは、ｐＨ３．６９、１
０ｍＭアセテート及び１５ｍＭのホルマートのバッファー組成、及び７６３ｕＳ／ｃｍの
バッファー導電率の溶離バッファーに対応する。殆どの実験の溶離相の間に、溶離の全体
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を通して画分を取り、単量体対サイズ変異体（ＨＭＷＳ（高分子量種）、二量体、又は断
片）溶離挙動を決定するために分子ふるいＨＰＬＣアッセイを使用してアッセイした。こ
れらの画分をまた選択された実験に対するＣＨＯＰアッセイに供し、全画分についてＮａ
ｎｏＤｒｏｐ ＵＶ分光光度計（Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE）を使用し
てタンパク質濃度を測定した。再生相では、再生バッファーを使用して強固に結合した不
純物又は残った生成物を洗い流し、実験間のキャリーオーバーを最小にした。保存期では
、プロテインＡカラムを再生バッファーから取り除き、不使用中におけるカラム完全性を
経時的に維持するように設計された溶液中に保存した。
【０１８６】
　相長さ及び流量はそれぞれＣＶ及び時間当たりのセンチメートルで測定した。流量は、
圧力の問題のために時間当たりのセンチメートルで量った（ｃｍ／ｈｒでの流速をｃｍで
のカラムの床高によって割り、また標準的な単位である時間当たりのカラム体積に達する
）。
【０１８７】
　クロマトグラムを収集し、ＡＫＴＡ（GE Healthcare）ＦＰＬＣ精製システム及びその
付随のＵｎｉｃｏｒｎソフトウェアパッケージによって解析した。カラムＡ精製実験を実
施した後、ＵＶ吸光度、ｐＨ、及び導電率のトレース（並びに他の測定値又はプログラム
指示／摘要日誌）を評価し、調べた。
【０１８８】
ａ．分子ふるいクロマトグラフィー（ＳＥＣ）アッセイ
　分析的分子ふるい（サイズ排除）クロマトグラフィー（ＳＥＣ）アッセイをＡｇｉｌｅ
ｎｔ１２００シリーズＨＰＬＣ（Agilent Technologies, USA, part G1329A）で実施し、
集めた試料に対する高分子量種（ＨＭＷＳ）、二量体、単量体、及び断片の相対レベルを
決定した。１４．２４ｍＬのＴＳＫ Ｇ３０００ＳＷＸＬ，７．８ｍｍＤ×３００ｍｍＨ
（Tosoh Bioscience, Tokyo, Japan, part 08541）カラムを使用した。各試料をリン酸カ
リウム／塩化カリウムＨＰＬＣ流通バッファーを使用しておよそ０．５ｇ／Ｌ抗体に希釈
するか、又は試料注入を変更してアッセイカラムに充填される質量を標準化した。全ての
試料はＡｇｉｌｅｎｔ ＨＰＬＣ１．５ｍＬのグラスバイアルで調製した。実験は０．５
ｍＬ／分の流量で３０分であった。試料注入は、およそ２５ｎｇの抗体が試料当たりに充
填されるように調整した。試料の各バックグラウンドバッファーを含んでいるブランクを
、各試料セットで実験した。ＵＶ２８０ｎｍ吸光度曲線を、ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ（Ag
ilent Technologies）を使用してマニュアルで、又はＣＨＲＯＭＥＬＥＯＮ（登録商標）
（DIONEX, Sunnyvale, CA）ソフトウェアを使用して自動的に解析して、別個にピークを
積分し、試料に対する種のパーセント値を得た。このアッセイから得られたパーセント値
に画分の濃度（ｍｇ／ｍＬ）を乗じて、試料中の各サイズ変異体種の実際の濃度を得るこ
とができる（例えばＳＥＣの結果：４％ＨＭＷＳ、３％二量体、９２％単量体、１％断片
；試料濃度：２ｇ／Ｌ；試料体積：１０ｍＬ；１．８４ｇ／Ｌ単量体、試料中全体で１８
．４ｍｇ単量体）。
【０１８９】
ｂ．ＣＨＯＰアッセイ
　選択された実験からの試料をアッセイ群に供し、標準的で確証された酵素結合吸着免疫
検定（ＥＬＩＳＡ）を実施してＣＨＯＰのレベルを定量した。アフィニティ精製したヤギ
抗ＣＨＯＰ抗体をマイクロタイタープレートのウェルに固定化させた。ＣＨＯＰ、標準、
及びコントロールを含む試料の希釈物をウェルにおいてインキュベートし、ついで西洋わ
さびペルオキシダーゼにコンジュゲートさせたヤギ抗ＣＨＯＰ抗体と共にインキュベート
した。西洋わさびペルオキシダーゼ酵素活性をｏ－フェニレンジアミン二塩酸塩で検出し
た。ＣＨＯＰはマイクロタイタープレートリーダーで４９２ｎｍでの吸光度を読み取るこ
とによって定量した。コンピュータカーブフィッティングプログラムを使用して標準曲線
を生成し、試料濃度を自動的に計算した。ＥＬＩＳＡのアッセイ範囲は典型的には５ｎｇ
／ｍｌから３２０ｎｇ／ｍｌであった。結果をプールの比較のためにｐｐｍに標準化した
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。
【０１９０】
結果
　段階勾配の溶離形状を図１に示す。全ての生成物はｐＨ減少の終わりまでに溶離された
。
大部分のタンパク質はより迅速にカラムから溶離されたが、十分なタンパク質がカラムに
残り、勾配中に溶離された。低ｐＨでは、所望の生成物（およそｐＨ４．６から３．７の
溶離範囲で、僅かな分子間変動）と望まれない凝集物（およそｐＨ３．９から３．５の溶
離範囲）との間の分離が生じた。
【０１９１】
　試験した６種全てのタンパク質分子（抗ＶＥＧＦ抗体＃１、抗ＣＤ２０抗体、抗ＶＥＧ
Ｆ抗体＃２、抗ＭＵＣ１６抗体、抗ＣＤ４抗体、及び一アーム抗Ｍｅｔ抗体）において、
高割合（～１００％）の単量体が初期の勾配分画において観察され、勾配のテールエンド
部分は更に高レベルの凝集種（＞５０％）を含んでいた。これらのＳＥＣの結果を図２－
４Ｂに示す。この試験分子のセットは大きなクラスのタンパク質分子（例えばキメラ抗体
、チオＭａｂ（一つのアミノ酸残基をシステインで置換することによりポイントミューテ
ーションを有する組換えモノクローナル抗体）、ＩｇＧ４、及び大腸菌で産生される抗体
断片）を包含するので、このｐＨ段階勾配法は、全てのＣＨ２／ＣＨ３領域含有ポリペプ
チド／タンパク質（例えばＦｃ領域）に対する広い応用性を示唆する。
【０１９２】
実施例２：標準的な段階溶離及びｐＨ段階勾配溶離を使用するプロテインＡクロマトグラ
フィーカラムでの抗ＣＤ２０抗体、抗ＶＥＧＦ抗体＃１、及び抗ＭＵＣ１６抗体に対する
ＣＨＯＰ分離
　実施例１に記載されたｐＨ段階勾配溶離タンパク質の方法を使用して、ｍｇ／ｍＬでの
画分当たりの抗ＣＤ２０抗体レベル（図１Ａの抗ＶＥＧＦ抗体＃１クロマトグラムで見ら
れる段階勾配溶離相のオンラインＡＫＴＡ／Ｕｎｉｃｏｒｎ ＵＶ２８０読みで追跡され
たベンチトップオフラインのＵＶ２８０吸光度から）及びｐｐｍでの画分当たりのＣＨＯ
Ｐレベルを測定した。図５の左パネルに見られるように（抗ＣＤ２０抗体及びＣＨＯＰ溶
離）、ｐＨ段階勾配溶離の低ｐＨでの後の画分はＣＨＯＰの量と比較して非常に少ない抗
ＣＤ２０抗体しか含んでいなかった。抗ＣＤ２０抗体段階勾配ｐＨ溶離と同時になされた
コントロール実験からのデータは図５の表の上の列に示している。コントロール実験は、
タンパク質溶離相においてはｐＨ段階勾配が使用されず、タンパク質がｐＨ３．６以下で
溶離されたことを除いて、表１に記載されたものと同じ条件を使用してなされた。下の列
はｐＨ段階勾配を使用した抗ＣＤ２０抗体収率における小さいが、許容できない減少を示
している。（注意：凝集物除去のためにこの収率ロスは予想される；収率はカラムに添加
された生成物の全量中に凝集物を含むＨＣＣＦタイター値を使用して計算する）。約５％
少ない凝集物及び半分のＣＨＯＰレベルがコントロールプールとの比較で観察された。該
結果は、ｐＨ段階勾配溶離を使用すると純度が増加するという予期せぬ効果を証明してい
る。
【０１９３】
　抗ＶＥＧＦ抗体＃１及び抗ＭＵＣ１６抗体の双方に対するＣＨＯＰ分離を、実施例１に
記載されたｐＨ段階勾配法を使用してまた実施した。抗ＣＤ２０抗体ＣＨＯＰグラフにお
いて観察されたパターンと同様に、より多くのＣＨＯＰが抗ＶＥＧＦ抗体の溶離と比例し
てｐＨ勾配の終わりに溶離され、ｐＨ段階勾配溶離がこのタンパク質分子並びに抗ＣＤ２
０抗体に対して宿主細胞不純物を分離したことを示している。図６を参照のこと。抗ＭＵ
Ｃ１６抗体におけるＣＨＯＰ分離では、この抗体は抗ＶＥＧＦ抗体＃１において観察され
た溶離パターンと比較して更に高いＣＨＯＰレベルを有していた。図７を参照のこと。従
って、有意な量のＣＨＯＰを、上に記載のｐＨ段階勾配法を使用することによって抗ＭＵ
Ｃ１６抗体から分画することができる。
【０１９４】
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実施例３：ｐＨ勾配溶離プロテインＡクロマトグラフィーを使用するウイルス粒子のクリ
アランス
　実施例１に記載されたｐＨ段階勾配溶離プロテインＡクロマトグラフィーの方法を使用
して、抗ＶＥＧＦ抗体＃１のウイルス粒子クリアランスを測定した。
【０１９５】
段階勾配ｐＨ溶離プロテインＡクロマトグラフィー
　全ての相及びバッファーは実施例１において使用したものと同じであった。定量的ポリ
メラーゼ連鎖反応アッセイを使用してレトロウイルス様粒子数について画分を試験した。
【０１９６】
ａ．レトロウイルス様粒子の定量的ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＶＬＰ ＱＰＣＲ）アッセ
イ
　ＲＶＬＰ内因性ウイルス粒子アッセイはリアルタイム定量的ＰＣＲアッセイである。ウ
イルスＲＮＡを、Ｑｉａｇｅｎ ＥＺ１（Qiagen, Valencia, CA）を使用して試料から抽
出した。試料サイズは０．４ｍＬ（未希釈、及び１：１０希釈のＨＣＣＦ、未希釈プロテ
インＡプール）であった。抽出効率は既知のＣＨＯレトロウイルス力価を持つ参照の標準
ＨＣＣＦ試料を含めることによって確認した。ゲノムＤＮＡは、上昇した温度で３０分間
、抽出溶離物を０．２単位／ｍＬのデオキシリボヌクレアーゼＩで処理することによって
デオキシリボヌクレアーゼ消化によって除去した。ついで、デオキシリボヌクレアーゼを
７０℃で１５分間、熱失活させた。レトロウイルスＤＮＡが無いことを、逆転写酵素なし
に試料をアッセイすることによって確認した。
【０１９７】
　ＣＨＯレトロウイルスゲノムを測定するリアルタイム定量的ＰＣＲアッセイを、De Wit
等 (Biologicals, 28(3):137-48 (2000))に記載されたようにして、しかし新しいプロー
ブを近くの領域に使用して、実施した。試薬と手順はまた更新し、改良した。プライマー
及びプローブ配列は、CHO型Cレトロウイルスゲノムからの高度に保存されたｐｏｌ領域の
断片を増幅するように設計された。各レトロウイルス様粒子は二つのゲノムRNA分子を含
んでいる。オリゴヌクレオチドプローブ及びプライマーをＡｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ（Foster City, CA）及びＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Carlsbad, CA）から注文した
。ウイルスクリアランスはｌｏｇ１０減少値、つまりＬＲＶとして表したが、これは、タ
ンパク質（ＨＣＣＦ）負荷及び生成物プール中のｌｏｇ１０（全ウイルス）の差である。
全ウイルスは、試料中のウイルス力価（粒子／ｍｌ又はｎＵ／ｍＬ）及び試料体積（ｍＬ
）から得た。図１８は、ｐＨ段階勾配溶離から取られた各画分に対する内因性ウイルス様
粒子数を示している。あるウイルスは大きなピークで勾配の開始時に溶離したが、ウイル
スのより多くの部分は溶離のテールエンドで溶離した。従って、生成物からのこれらのＲ
ＶＬＰの分離は、ウイルスクリアランスに関して、ｐＨ段階勾配又は完全勾配溶離プロテ
インＡクロマトグラフィーの総効率に利益となる。図１９はＨＣＣＦ負荷と比較しての各
画分に対するＬＲＶを示している。該グラフは図１８の値を使用する計算に基づいた。Ｌ
ＲＶの大きな減少が後の凝集物リッチな溶離画分に観察された。ＬＲＶは、より多いポリ
ペプチド単量体画分を溶離する中央で高かった（望ましい効果）。
【０１９８】
実施例４：ｐＨ勾配溶離プロテインＡクロマトグラフィーを使用する塩基性ポリペプチド
変異体クリアランス
　実施例１に記載されたｐＨ段階勾配溶離プロテインＡクロマトグラフィーの方法を使用
して、抗ＶＥＧＦ抗体＃１の塩基性ポリペプチド変異体（又は塩基性変異体）クリアラン
スを測定した。を測定した。
【０１９９】
段階勾配ｐＨ溶離プロテインＡクロマトグラフィー
　全ての相及びバッファーは実施例１において使用したものと同じであった。画分をイオ
ン交換変異体アッセイに供した。
【０２００】
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ａ．　イオン交換変異体アッセイ
　分析的イオン交換クロマトグラフィー（ＩＥＣ）アッセイをＡｇｉｌｅｎｔ１２００シ
リーズＨＰＬＣ（Agilent Technologies, USA, part G1329A）で実施し、使用して、集め
た抗ＶＥＧＦ抗体＃１試料に対して酸性及び塩基性荷電変異体に対する主ピークの相対レ
ベルを決定した。Ｄｉｏｎｅｘ ＰｒｏＰａｃ ＷＣＸ－１０，４．６×２５０ｍｍ（Dion
ex製品番号054993）カラムを、高い温度条件下でＡＣＥＳ［Ｎ－（２－アセトアミド）－
２－アミノエタンスルホン酸］及びＮａＣｌの勾配で使用した。試料調製物は、カルボキ
シペプチダーゼ（ＣｐＢ）での２０分加熱した消化の前にＩＥＣ移動相中にバッファー交
換試料を含めた。およそ５０ｕｇの抗ＶＥＧＦ抗体＃１を試料当たりカラム中に注入した
。ＵＶ２８０ｎｍトレースを得て、ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ（Agilent Technologies）ソ
フトウェアを使用して積分した。酸性、塩基性、及び主ピーク種の各カテゴリーに対する
積分パーセントを、勾配にわたるイオン交換変異体組成物の傾向について分析した。図１
７は、２０のプロテインＡのｐＨ段階溶離画分にわたるイオン交換変異体アッセイピーク
の積分の結果を示している。画分中に存在する塩基性変異体の割合は、プロテインＡｐＨ
段階勾配溶離のテール部分において劇的に増加する。勾配溶離のこのテール部分は、実施
例１及び２に記載されたように、増加したＣＨＯＰ及び凝集物分離が観察されたのと同じ
部分である。
【０２０１】
実施例５：複数のプロテインＡクロマトグラフィーカラムを使用するｐＨ段階勾配溶離
　上述のｐＨ段階勾配溶離法に対して、ＭＡＢＳＥＬＥＣＴ ＳＵＲＥ（商標）及びＭＡ
ＢＳＥＬＥＣＴ（商標）樹脂を試験した。これらの二つのプロテインＡ樹脂は、名前が類
似しているが、異なったアフィニティリガンドが結合している。ＭＡＢＳＥＬＥＣＴ（商
標）は天然プロテインＡリガンドを有しており、これは抗体のＦｃ部分に結合している。
ＭＡＢＳＥＬＥＣＴ ＳＵＲＥ（商標）は、短い時間の間、高ｐＨの溶液で安定であるよ
うに化学的に改変されたプロテインＡの修飾形態を有している。オーバーレイされたＡＫ
ＴＡ溶離プロファイルは、溶離トレースが二つのプロテインＡ樹脂に対して極めて類似し
ていることを示している。図８のＭａｂＳｅｌｅｃｔに対するＳＥＣ積分プロファイルか
ら分かるように、匹敵する凝集物分離がこの樹脂を使用して達成された。凝集物分離に成
功裏に試験された他の樹脂は、ＰＲＯＳＥＰ（登録商標）Ｖａ、ＰＲＯＳＥＰ（登録商標
）ウルトラ・プラス、及びＰＯＲＯＳ（登録商標）ＭＡＢＣＡＰＴＵＲＥ（商標）Ａであ
った。従って、様々なアフィニティ樹脂（例えばＭＡＢＳＥＬＥＣＴ（商標）、ＭＡＢＳ
ＥＬＥＣＴ ＳＵＥＲＥ（商標）、ＰＲＯＳＥＰ（登録商標）Ｖａ、ＰＲＯＳＥＰ（登録
商標）ウルトラ・プラス、及びＰＯＲＯＳ（登録商標）ＭＡＢＣＡＰＴＵＲＥ（商標））
を、不純物を分画するためにｐＨ段階勾配溶離法において使用することができる。
【０２０２】
実施例６：ｐＨ勾配溶離法に対して様々なパラメーターを使用する実験デザイン（ＤＯＥ
）
　殆どのクロマトグラフィープロセスで重要である様々なパラメータを、表２に示された
範囲内で３５回実施の統計的に設計された研究を使用して抗ＶＥＧＦ抗体＃１について探
求した。「溶離開始％Ｂ」パラメーターは、（溶離曲線の形状の決定において大きな役割
を果たす。開始％Ｂが高くなるほど、開始溶離ｐＨが低くなり、より多くのタンパク質が
最初の画分でカラムから溶離される）溶離相の開始ｐＨ、並びに全体の勾配の傾斜に影響
を及ぼす。主要な効果並びに相互作用を解明するために設計された画分要因研究で同時に
変化させた。全ての実験は溶離中に分画され、凝集物及び濃度が全ての画分についてアッ
セイされた。内挿計算を使用して、正確に８５％収率（段階収率標的の下限）を生じるプ
ールについてモックプール単量体レベルを決定し、これらの値を使用して、単量体を凝集
物から効率的に分離する点における実験パラメーターの各セットの有効性を比較した。
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【０２０３】
実験手順
　（複数カラムの充填を必要とする）カラム床高以外の全てのパラメーター変化をＵｎｉ
ｃｏｒｎソフトウェアを使用して調べた。ＣＶ画分を全ての溶離に対して取り、（上述の
）ＨＰＬＣ ＳＥＣを使用してアッセイし、タンパク質濃度について測定した（NanoDrop 
UV分光光度計で測定したＵＶ２８０吸光度）。比較の結果を最もよく標準化するために、
様々な画分セットからのデータを編集し、計算を使用して、全体収率及び各実験からのプ
ールのＳＥＣプロファイルを内挿した。
【０２０４】
　ＪＭＰ（登録商標）（SAS, Cary, NC）ソフトウェアパッケージを用いて、画分要因パ
ラメーター外挿実験プランを生成した。その高収率、高単量体レベル、及び低プールサイ
ズのため、実験の一つをセットから「例示的製造実験」として選択した（図１１）。
【０２０５】
結果
　ＤＯＥ結果のパレートプロットは、「開始％Ｂ」が凝集物分離の決定において最も影響
するパラメーターであり、次に負荷密度（低い方が良い）と滞留時間（滞留時間は床高の
制御パラメーター（ｃｍ／ＣＶ）を流速（ｃｍ／ｈｒ）で割ってｈｒ／ＣＶで計算した）
が続くことを示している。従って、開始％Ｂが低くなると、溶離開始ｐＨが高くなり、凝
集物分離がより効率的になる；負荷密度が低いと凝集物分離がより効率的になる；及び滞
留時間が長いと、凝集物分離がより効率的になる。図９を参照。更に、この研究からの相
互作用プロファイルは、低密度のパラメーターと開始％Ｂの間に相関があり、また滞留時
間と負荷密度の間に相互作用があったことを示している。増加した負荷密度では、開始％
Ｂは、実験がより低い負荷密度でなされた場合よりも８５％収率モックプールの単量体レ
ベルについてより大きな効果を有していた。更に、増加した負荷密度では、滞留時間が、
より効率的に凝集物を分画する勾配の能力において更に大きな役割を果たしていた。ｐＨ
段階勾配法での高生成物スループットを達成するために溶離においては低い速度が使用さ
れなければならない。図１０を参照のこと。図１１は、この実験からのプールは１０ＣＶ
ｓ以下（例えば５．４ＣＶ又は６ＣＶ）であったが、８５％よりも大きい収率で１％未満
の凝集物を移送したことを示している。
【０２０６】
　主要な効果（図９のパレートプロット）、相互作用（図１０）、及び例示的製造実験（
図１１）に加えて、溶離全長は凝集物分離に効果がなかったが、プールサイズを減少させ
、（製造スケールでは好ましい）少ない体積であるが、高い純度及び高い収率を尚も有す
るプールを生じるように操作できたことが観察された。また、ｐＨ段階勾配の使用は、完
全な勾配によって与えられるものにほぼ匹敵する純度で低いプール体積を生じた（実施例
８を参照のこと）。ｐＨ段階勾配はまた負荷密度及び流量の小さな変化を含む幾つかのプ
ロセス変化においてロバストであり、また床高によって全く影響を受けないことが見出さ
れた。
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【０２０７】
実施例７：ｐＨ段階勾配プロテインＡクロマトグラフィー後にイオン交換膜クロマトグラ
フィーを使用するタンパク質精製
　下流のカラムクロマトグラフィーが精製プロセスから除去され、又はメンブランで置換
されうるかどうかを決定するために、抗ＶＥＧＦ抗体＃１（１％未満の凝集物及び高収率
のプール）についてプロテインＡ ｐＨ段階勾配のベンチスケールサイクリングを下流の
荷電メンブランに充填した。ＭＵＳＴＡＮＧ（登録商標）Ｓ（Pall corporation）及びＭ
ＵＳＴＡＮＧ（登録商標）Ｑ（Pall corporation）メンブランはそれぞれカチオン交換メ
ンブラン及びアニオン交換メンブランをそれぞれ表す。典型的な下流カラムプロセスと比
較して同じ全体純度と収率を達成するメンブランの能力によって成功を測定した。
【０２０８】
実験手順
　Ｓ及び／又はＱメンブランに対するＣＨＯＰ及び凝集物クリアランスのための最適な負
荷条件の決定に使用されるパラメーターを、表３Ａ及び３Ｂ中のプロテインＡ標準工程プ
ールを使用してＳ及び／又はＱメンブランに対するＣＨＯＰクリアランスに対する最適負
荷条件についての先の研究から取り上げた。これらの先の研究では、プロテインＡ標準工
程プールが使用された場合（ｐＨ勾配なしで３．６以下のｐＨでタンパク質を溶離するコ
ントロール群）有望な結果が示された；しかしながら、このプロセスは、所望されるより
は僅かに高いＣＨＯＰレベルを有しており、プロセスからの凝集物を排除しなかった。こ
れらの先の研究では、メンブランは５ｋｇ／Ｌメンブランまで充填され、最適な負荷条件
が不純物除去に対して見出された。これらの同じ条件をプロテインＡ段階勾配溶離プール
に使用して、ＣＨＯＰ及び凝集物のような標的とされている主な不純物でのこれらのメン
ブランに対する異なったプロテインＡプールの性能を比較した。
【０２０９】

【０２１０】
　最初の研究では、プロテインＡ標準工程溶離プールを特定のｐＨ及び導電率に条件付け
、ＡＫＴＡ（商標）ＦＰＬＣ精製システムに連結された実験室規模のカチオン（ＭＵＳＴ
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ＡＮＧ（登録商標）Ｓ）及びアニオン（ＭＵＳＴＡＮＧ（登録商標）Ｑ）交換メンブラン
単位を通過させた。流量は維持し、圧力トレースを汚れ／透過率減衰の証拠について調べ
た。画分を様々な負荷密度で取り、ＣＨＯＰ（ＥＬＩＳＡ）及び抗体濃度（ＮａｎｏＤｒ
ｏｐ ＵＶ分光光度計でのUV280吸光度)についてアッセイした。これらのアッセイの結果
を様々な負荷密度で比較して、最終ＣＨＯＰクリアランスに対する最適な負荷条件を見出
した。後の研究において、プロテインＡ ｐＨ段階勾配溶離プールを最初の実験で見出さ
れた最適条件に条件付けした。これから、段階勾配溶離プールの性能を、高収率及び低凝
集物レベルを維持しながらＣＨＯＰ及び他の不純物を排除するための下流のメンブランの
能力において標準的なプロテインＡ工程溶離のものと比較した。２つのサイズのカチオン
交換膜と３つのサイズのアニオン交換膜をまた結果の再現性及び拡張可能性を試験するた
めに使用した。
【０２１１】
結果
　プロテインＡ工程プールをカチオンからアニオン交換膜精製シリーズに対して負荷とし
て使用した場合、得られた最も低いＣＨＯＰレベルは５ｋｇ／Ｌメンブランまで負荷され
たメンブランに対して１５－２０ｐｐｍであった。メンブランは凝集物を排除しなかった
ので、この不純物のレベルは最終プールでは許容できないほど高かった。これに対して、
プロテインＳｐＨ段階勾配溶離プールがこれらの同じメンブランに充填された場合、ＣＨ
ＯＰレベルは０－１５ｐｐｍであり、凝集物レベルは最終プールでは尚も低く、全体のプ
ロセスに対する利益を示している。
【０２１２】
　更に、試験されたイオン交換膜の３つの組み合わせの各々の最終プールは高収率で高純
度の最終プールになった。全ての場合、凝集物レベルはｐＨ調節及びメンブランプロセシ
ングを通じて低いままであり、ＣＨＯＰレベルはまた先のコントロール研究において見ら
れたものよりも低く、フィードとして低い凝集物プロテインＡプールを使用する点に予期
されないＣＨＯＰ低減効果を示している。図１２を参照のこと。従って、通常のイオン交
換クロマトグラフィーカラムの代わりにイオン交換クロマトグラフィー膜を使用すると、
多くの典型的なカラムクロマトグラフィーバッファーの必要性及び他の時間／製造スペー
スを労する不便さを解消する。より重要なことは、これらの荷電膜が過負荷モードで使用
されたので（つまり、負荷が高度に精製されたプールを作製するのに必要な洗浄又は溶離
工程なしで高負荷密度まで負荷物をメンブランに通過させる）、メンブランはｐＨ勾配プ
ロテインＡクロマトグラフィー工程の下流の連続的な精製プロセスを可能にする。
【０２１３】
　パイロットスケール（４．１Ｌ）及び２８ｍＬのベンチスケール間でのＳＥＣ積分プロ
ファイルはまた極めて類似していることが示され、プロテインＡ ｐＨ段階勾配を成功裏
にスケールアップでき、任意の小規模の結果が大きな規模の性能を示すことが考えられる
。図１３を参照のこと。これらの結果は、ｐＨ段階勾配溶離プロテインＡクロマトグラフ
ィーの再現性及び拡張可能性の予想できない効果を示している。
【０２１４】
実施例８：ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏパルボウイルスフィルター実験
Ａ．　ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏ透過率減衰比較
　プロテインＡｐＨ段階勾配を、パルボウイルスフィルター（VIRESOLVE（登録商標） Pr
o, Millipore, Inc.）での大きな質量スループットの容易化に関して、プロテインＡ標準
工程（コントロール群、ｐＨ勾配なしでｐＨ３．６以下でタンパク質を溶離する）と比較
した。一般的なＨＣＣＦフィードを使用して、ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏパ
ルボウイルスフィルターに流す前に標準的なフロースルーモードでＱＳＦＦ（Ｑセファロ
ース・ファースト・フロー(アニオン交換カラム；GE Healthcare)にプロテインＡｐＨ勾
配及びプロテインＡ標準工程コントロールの双方を流した。幾つかのＶＩＲＥＳＯＬＶＥ
（登録商標）Ｐｒｏ実験条件を試験した：１）インラインのＳＨＣ滅菌前置フィルターを
伴うプロテインＡ標準工程溶離プール、２）インラインの前置フィルターとしてカチオン
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未荷電の０．２ミクロンの滅菌グレードフィルター）を伴うプロテインＡｐＨ段階勾配プ
ール、及び４）インライン前置フィルターとしてＣＥＸ膜吸着体を伴うプロテインＡｐＨ
段階勾配プール。幾つかのプールは繰り返して実験した。ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標
）Ｐｒｏは、スプレッドシートにデータを記録するための圧力センサー、蠕動ポンプ、バ
ランスのセットを利用する濾過構成で実施した。
【０２１５】
　インラインのＳＨＣ滅菌フィルターを伴うｐＨ段階勾配プールをカチオン交換膜での工
程プールと同様にして実施し、双方がＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏに対して可
能な質量スループットにおいておよそ６倍の増加を示した。図１４を参照。従って、この
結果は、ＣＥＸ膜前置フィルターに頼らないＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏフィ
ルター汚染物質の除去におけるプロテインＡ ｐＨ段階勾配の予想できない効果を示して
いる。加えて、プロテインＡ ｐＨ段階勾配プールとのＣＥＸ膜吸着体の組み合わせによ
って効果があるＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏ性能は、ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登
録商標）ＰｒｏでのＳＨＣを伴うプロテインＡ標準工程溶離プール実験と比較して潜在的
な質量スループットが予期しないおよそ１８倍の改善を生じる。
【０２１６】
Ｂ．　ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏ ＣＨＯＰ及びＳＥＣ実験
　ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏ実験シークエンス中に異なった点で試料を採取
し、ＣＨＯＰ及びＳＥＣについてアッセイした。インラインでＳＨＣを伴うプロテインＡ
標準工程シーケンスはかなり低いＣＨＯＰレベルであったが、凝集物を尚も含んでいた。
凝集物レベルは、異なったプロセス工程を通じたプロテインＡｐＨ段階勾配実験において
低いままであり、凝集物１％未満のエンドプールが生じた。この結果は、標準的な工程の
プールによって送達されるプールに対して顕著な改善であった。更に、ｐＨ段階勾配ＳＨ
Ｃ－ＶＩＲＥＳＯＬＶＥ（登録商標）Ｐｒｏプールに対するＣＨＯＰレベルは、カチオン
交換メンブランを用いた標準的な工程の実験におけるレベルに匹敵していた。レベルはＳ
ＨＣでの標準的な工程からのものよりも僅かに低かった。表４Ａ及び４Ｂを参照のこと。
これらの結果は、ｐＨ段階勾配法が標準的な工程のプールと比較して高い質量スループッ
トを生じたばかりでなく、また匹敵するかより良好な純度を作り出したことを示している
。
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【０２１７】
実施例９：プロテインＡでのプロテインＡ完全ｐＨ勾配溶離
　プロテインＡ完全勾配溶離をまた試験した。全ての相及びバッファーは、ｐＨ段階勾配
で使用された３５－６０％Ｂが勾配の開始時に２５－６０％まで減少させられ、これがよ
り高いｐＨ開始勾配（約ｐＨ４．６で開始し、約ｐＨ３．７で終了する）を生じたことを
除いて、実施例１に記載されたｐＨ段階勾配法で使用されたものと同じであった。２５％
Ｂは、ｐＨ４．５８、１８．７５ｍＭのアセテート及び６．２５ｍＭのホルマートのバッ
ファー組成、及び１１４１ｕＳ／ｃｍのバッファー導電率の溶離バッファーに対応する。
６０％Ｂは、ｐＨ３．６９、１０ｍＭアセテート及び１５ｍＭのホルマートのバッファー
組成、及び７６３ｕＳ／ｃｍのバッファー導電率の溶離バッファーに対応する。表５を参
照のこと。

【０２１８】
　完全な勾配の溶離形状を図１５に示す。全ての生成物はｐＨ減少の終わりまでに溶離さ
れた。完全ｐＨ勾配のクロマトグラムは、抗体溶離が高いｐＨで始まることを除いて、全
ての相においてｐＨ段階勾配と同じである。勾配の開始時における初期の高いＵＶ２８０
スパイクの欠如は勾配の始まりにおいて低い濃度の画分を生じ、より多くのタンパク質が
溶離相の残りを通して分散した。これは、単量体よりも高いｐＨで優先的に溶離する種の
大なる分離を可能にした。よって、この技術は、低ｐＨで所望の生成物から分離する不純
物を除去するのに等しく効果的であり得るが（つまり、段階勾配を使用して凝集物及びＣ
ＨＯＰが分離される）、ｐＨ段階勾配と比較してエンドプール体積のような唯一の欠点を
伴う（勾配開始時の低い画分濃度が所望の収率のモックプールを達成するために多くの画
分を合わせてプール化する必要性に置き換えられる）。この完全な勾配に対するＳＥＣト
レース及び積分は低ｐＨでの単量体からの凝集物の分離をまた証明しており、ｐＨ段階勾



(42) JP 5787891 B2 2015.9.30

10

20

配の効果と利用性が完全な勾配にも拡張できることを示唆している。
【０２１９】
実施例１０：プロテインＡ研究での凝集物形成
　凝集物が低ｐＨ又はｐＨ段階勾配溶離のテールエンドにおいても形成されておらず、プ
ロテインＡｐＨ段階勾配法が、凝集物の形成を引き起こすよりはむしろ凝集物から単量体
を確かに分離することを担保するために、精製された材料を使用して、供給物の凝集物レ
ベルが、ＨＣＣＦ成分を含むか含まないでプロテインＡでのプロセシングによって増加し
なかったことを示した。表６を参照のこと。

【図１】 【図２】
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