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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検出装置、移動相リザーバー、輸液装置No.1と輸液装置No.2、サンプル供給装置No.1及
びサンプル供給装置No.2、分離装置、少なくとも１つの蓄積器を含む蓄積装置、少なくと
も2つのドレン装置及びチャンネル切替え装置を含むタンパク質分離用高次元の液体クロ
マトグラフィーの分離システムであって、
　（１）前記の移動相リザーバーは高次元の液体クロマトグラフィーの分離に用いられる
移動相を貯蔵し、
　（２）前記の輸液装置No.1と輸液装置No.2は独立して前記の移動相リザーバーから液体
クロマトグラフィーの分離に適用する移動相を取り出し、当該移動相を前記の高次元の液
体クロマトグラフィーの分離システムのチャンネルに輸送し、前記の輸液装置No.1と輸液
装置No.2は独立して移動相の流量を調節、計量でき、1次元目の分離の際に当たり、前記
の輸液装置No.1は当該1次元目の分離に適用する移動相をサンプル供給装置No.1に輸送し
、2次元目又は更に高次元の分離の場合、前記の輸液装置No.1は当該2次元目又は更に高次
元の分離に適用する移動相を前記の蓄積装置に輸送し、前記の少なくとも1つの蓄積器に
貯蔵した中間留分を前記のサンプル供給装置No.2に押し入れると同時に、前記の輸液装置
No.2は前記の移動相リザーバーから当該2次元目又は更に高次元の分離に適用する移動相
を取出して前記のサンプル供給装置No.2に輸送し、
　（３）前記のサンプル供給装置No.1はシステムの外部からオリジナルサンプルを導入し
、このオリジナルサンプルを、輸液装置No.1からの移動相と同時に前記の分離装置に入る
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ようにし、サンプル供給装置No.2はサンプル供給混合機を含み、当該サンプル供給混合機
は前記の蓄積装置における少なくとも1つの蓄積器からの中間留分及び移動相が前記の輸
液装置No.2の移動相と混合して供給サンプルの混合液を取得し、当該供給サンプルの混合
液を前記の次の1次元の分離装置に輸送するようにし、
　（４）前記の分離装置はクロマトグラフィのカラム切替えユニット及びクロマトグラフ
ィのカラムのn本を含み、又は分離モード総数がmであるクロマトグラフィのあるカラムを
含み、前記のクロマトグラフィのカラムにより分離装置に入った液体が異なる留分に分離
するようにし、その中、前記のクロマトグラフィのカラム切替え弁は前記の分離装置に入
った液体を選択的に前記のクロマトグラフィのカラムのn本におけるクロマトグラフィの
カラムの1本に流入させ、nが非負整数であり、mが前記の高次元の液体クロマトグラフィ
ーの分離システムに用いられる異なる分離モードの個数であり、nとmが下式を満たし、
　m≧n　　　（１）
　m=n+qi　　（２）
　その中、
　i：正整数
　qi：i種の分離モードのあるクロマトグラフィのカラムの個数
　（５）前記の蓄積装置は蓄積器のp個及び蓄積器の切替えユニットを含み、その中、p≧
1、前記の蓄積器の切替えユニットが前記の蓄積装置に入った液体が選択的に前記の蓄積
装置の少なくとも1つの蓄積器に流入するようにし、当該蓄積装置は次元ごとの分離が行
われて取得した異なる留分で更なる分離が必要である中間留分を収集し、蓄積器の少なく
とも1つに貯蔵し、
　（６）前記の少なくとも2つのドレン装置はチャンネルにおける液体をシステムの外部
に排出し、
　（７）前記のチャンネル切替え装置は前記の装置と連通するバルブと管路からなり、前
記のチャンネル切替え装置におけるバルブに対する切替えにより、前記のチャンネル切替
え装置は従来の液体クロマトグラフィーの分離におけるチャンネルを形成する外に、高次
元の液体クロマトグラフィーの分離に用いられるチャンネルも形成し、
前記の輸液装置No.1と輸液装置No.2が輸送する2次元目又は更に高次元の分離に用いられ
る移動相の量に対して調節及び計量を行って、2次元目又は更に高次元の分離に用いられ
る前記の供給サンプルの混合液における溶離剤の濃度を臨界移転溶離剤の濃度ＣCMPより
低く調節し、前記の供給サンプルの混合液における溶離剤の濃度が臨界移転溶離剤の濃度
ＣCMPよりも低い場合には、前記の供給サンプルの混合液における目標タンパク質が2次元
目又は更に高次元の分離で液体クロマトグラフィのカラムに保留されるタンパク質分離用
高次元の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項２】
　前記の次の1次元の分離装置が混合分離モードを持つ分離装置であり、又は前の1次元の
分離モードと異なるシングルモードの分離装置であることを特徴とする請求項1に記載の
タンパク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項３】
　前記の輸液装置No.1及び前記の輸液装置No.2がそれぞれ多元グラジエントユニット及び
ポンプからなり、前記の多元グラジエントユニットは複数の輸液チャンネルがあり、各チ
ャンネルの流量を輸送、計量できることを特徴とする請求項1に記載のタンパク質分離用
高次元の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項４】
　前記の高次元の液体クロマトグラフィーシステムは全体式であり、即ち、すべてのハー
ドウェアがケースに取付けられ、制御システムにより制御され、又は前記の高次元の液体
クロマトグラフィーシステムは分割式であり、即ち、各ハードウェア及び自己制御システ
ムが2つの又は2つの以上のケースに取付けられ、現状のクロマトグラフの自己制御システ
ム及び他の操作の自己制御システムを利用することを特徴とする請求項１に記載のタンパ
ク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離システム。
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【請求項５】
　前記のサンプル供給装置No.2におけるサンプル供給混合機が混合タンク又は管路混合機
であることを特徴とする請求項1に記載のタンパク質分離用高次元の液体クロマトグラフ
ィーの分離システム。
【請求項６】
　前記のサンプル供給装置No.2と前記の輸液装置No.2を連通する管路にバルブが設けられ
ていて、前記のバルブは前記のサンプル供給装置No.2及び前記の輸液装置No.2が連通する
ように制御することに用いられることを特徴とする請求項1に記載のタンパク質分離用高
次元の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項７】
　前記のクロマトグラフィのカラム切替えユニットが少なくとも1つの多方弁を含み、前
記の多方弁が前記の分離装置の入口としてのバルブ入口の1ヶ所及び前記のn-q個のクロマ
トグラフィのカラムと一々に対応して連通するバルブ出口を持ち、前記の多方弁がn-qi個
のバルブ出口を切替えて前記の分離装置に入った液体が選択的に前記のクロマトグラフィ
のカラムにおけるクロマトグラフィのカラムの1本に流入するようにすることを特徴とす
る請求項1に記載のタンパク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項８】
　前記の高次元の液体クロマトグラフィーの分離システムが液体から少なくとも一部の塩
を除去することに用いられる脱塩装置を含むことを特徴とする請求項1に記載のタンパク
質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項９】
　前記の蓄積器は容積が部分的に違っていることを特徴とする請求項1に記載のタンパク
質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項１０】
　前記の蓄積装置の蓄積器の切替えユニットが多方弁No.3及び多方弁No.4を含むことを特
徴とする請求項1に記載のタンパク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離シス
テム。
【請求項１１】
　前記の多方弁No.3でも多方弁No.4でも液体が逆にバルブの本体を流れることを許容する
ことを特徴とする請求項10に記載のタンパク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの
分離システム。
【請求項１２】
　前記のチャンネル切替え装置が選択的に、
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記のサンプル供給装置No.1
、前記の分離装置、前記の検出装置及び前記のドレン装置No.1とNo.2を連通する従来の分
離チャンネル、
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記の分離装置、前記の検出
装置、前記の蓄積装置及び前記のドレン装置No.2を連通する1次元目の分離チャンネル、
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記の蓄積装置、前記のサン
プル供給装置No.2、前記の分離装置、前記の検出装置、前記の蓄積装置及び前記のドレン
装置No.2を連通し、それに、相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.2及び
前記のサンプル供給装置No.2を連通する中間留分を収集する2次元目又は更に高い次元の
分離チャンネル、
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記の蓄積装置、前記のサン
プル供給装置No.2、前記の分離装置、前記の検出装置及び前記のドレン装置No.1を連通し
、それに、相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.2及び前記のサンプル供
給装置No.2を連通する中間留分を収集しない2次元目又は更に高い次元の分離チャンネル
、
のいずれかに切替えることを特徴とする請求項1に記載のタンパク質分離用高次元の液体
クロマトグラフィーの分離システム。
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【請求項１３】
　少なくとも前記の蓄積装置がタンパク質の不活性化時間を延長できる恒温温度で保持す
るようにする恒温装置を含むことを特徴とする請求項1に記載のタンパク質分離用高次元
の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項１４】
　滅菌装置を含み、前記の滅菌装置は少なくとも前記の蓄積装置にある細菌が少なくとも
部分的に殺されるようにすることを特徴とする請求項1に記載のタンパク質分離用高次元
の液体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項１５】
　前記の分離装置、蓄積装置及びチャンネル切替え装置におけるバルブの自動切替えも行
う自動化制御装置を含むことを特徴とする請求項1に記載のタンパク質分離用高次元の液
体クロマトグラフィーの分離システム。
【請求項１６】
　検出装置、移動相リザーバー、輸液装置No.1と輸液装置No.2、サンプル供給装置No.1及
びサンプル供給装置No.2、分離装置、少なくとも1つの蓄積器を含む蓄積装置、少なくと
も2つのドレン装置及びチャンネル切替え装置を含むタンパク質分離用2次元の液体クロマ
トグラフィーの分離システムであって、
　（１）前記の移動相リザーバーは2次元の液体クロマトグラフィーの分離に用いられる
移動相を貯蔵し、
　（２）前記の輸液装置No.1と輸液装置No.2は独立して前記の移動相リザーバーから液体
クロマトグラフィーの分離に適用する移動相を取り出し、当該移動相を前記の2次元の液
体クロマトグラフィーの分離システムのチャンネルに輸送し、独立して流量を調節、計量
でき、1次元目の分離の際に当たり、前記の輸液装置No.1は当該1次元目の分離に適用する
移動相をサンプル供給装置No.1に輸送し、2次元目の分離の場合、前記の輸液装置No.1が
当該2次元目分離に適用する移動相を前記の蓄積装置に輸送し、前記の少なくとも1つの蓄
積器に貯蔵したすべての中間留分が当該移動相と共に前記のサンプル供給装置No.2に輸送
されるようにし、前記の輸液装置No.2が前記の移動相リザーバーから当該2次元目分離に
適用する移動相を取出し、前記のサンプル供給装置No.2に輸送し、
　（３）前記のサンプル供給装置No.1がシステムの外部から分離されるタンパク質を含む
分離されるサンプルを導入し、輸液装置No.1からの移動相と共に前記の分離装置に入らせ
、サンプル供給装置No.2はサンプル供給混合機を含み、当該サンプル供給混合機は前記の
蓄積装置からの少なくとも1つの蓄積器の中間留分及び移動相が前記の輸液装置No.2の移
動相と混合するようにし、供給サンプルの混合液を取得し、当該供給サンプルの混合液を
前記の分離装置に輸送し、
　（４）前記の分離装置はクロマトグラフィのカラム切替えユニット及びクロマトグラフ
ィのカラムのn本を含み、又はm種以上の分離機能を持つクロマトグラフィのカラムを含み
、前記のクロマトグラフィのカラムにより分離装置に入った液体が異なる留分に分離する
ようにし、その中、前記のクロマトグラフィのカラム切替えユニットは前記の分離装置に
入った液体を選択的に前記のクロマトグラフィのカラムのn本におけるクロマトグラフィ
のカラムの1本に流入させ、nが非負整数であり、mが前記の2次元の液体クロマトグラフィ
ーの分離システムに用いられる異なる分離モードの数量であり、nとmが下式を満たし、
　m≧2　　　（４）
　（５）前記の蓄積装置は蓄積器のp個及び蓄積器の切替えユニットを含み、その中、p≧
1、前記の蓄積器の切替えユニットは前記の蓄積装置に入った液体が選択的に前記の蓄積
装置における少なくとも1つの蓄積器に流入するようにし、当該蓄積装置は次元ごとの分
離が行われて取得した異なる留分で更なる分離が必要である中間留分を収集し、少なくと
も1つの蓄積器に貯蔵し、
　（６）前記の少なくとも2つのドレン装置はチャンネルにおける液体をシステムの外部
に排出し、
　（７）前記のチャンネル切替え装置は前記の装置と連通するバルブと管路からなり、前
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記のチャンネル切替え装置におけるバルブに対する切替えにより、前記のチャンネル切替
え装置は従来の液体クロマトグラフィーの分離におけるチャンネルを形成する外に、2次
元の液体クロマトグラフィーの分離に用いられるチャンネルも形成し、
　前記の輸液装置No.1と輸液装置No.2は輸送する2次元目分離に用いられる移動相の量に
対して調節と計量を行い、前記の供給サンプルの混合液における溶離剤の濃度を臨界移転
溶離剤の濃度ＣCMPより低く調節し、前記の供給サンプルの混合液における溶離剤の濃度
が臨界移転溶離剤の濃度ＣCMPよりも低い場合には、2次元目分離に用いられる前記の供給
サンプルの混合液における溶離剤の濃度が当該供給サンプルの混合液に含む中間留分にお
ける当該2次元目分離で保留される目標タンパク質の臨界移転溶離剤の濃度ＣCMPより低く
なるように調整することを特徴とするタンパク質分離用2次元の液体クロマトグラフィー
の分離システム。
【請求項１７】
　タンパク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離方法であって、
　（１）事前の準備：当該2次元目又は更に高次元の分離条件における分離されるタンパ
ク質のサンプルで当該2次元目分離で保留される必要があるすべての目標タンパク質の臨
界移転溶離剤の濃度ＣCMPを確定する工程と、
　（２）1次元目の分離：グラジエント溶離によりタンパク質のサンプルに対して従来の
液体クロマトグラフィーの分離を行って、異なる留分を取得する工程と、
　（３）中間留分の収集及び貯蔵：前の1次元の分離により取得した留分で更なる分離が
必要である中間留分を収集、貯蔵する工程と、
　（４）2次元目又は更に多くの次元の分離：次の1次元の分離が必要である中間留分の全
部又は一部を次の1次元の分離に用いられる移動相と混合して次の1次元の分離の供給サン
プルの混合物を取得し、前記のサンプル供給混合物サンプルを次の1次元の分離のクロマ
トグラフィのカラム中に供給し、次に、グラジエント溶離により、前記のステップ4)の次
の1次元の分離のクロマトグラフィのカラムに保留された前記の供給サンプルの混合物に
対して2次元目又は更に高次元の液体クロマトグラフィーの分離を行って、再び異なる留
分を取得し、前の1次元の分離により取得し、この次元の分離が必要であるすべての中間
留分に対して前記の分離を行う工程と、
　（５）前記のステップ（３）と（４）を繰り返してすべての目標タンパク質産物を取得
する工程とを含み、
　前記のステップ（４）で、前記の次の1次元の分離に用いられる移動相の量に対して調
節及び計量を行い、前記の供給サンプルの混合液における溶離剤の濃度が当該供給サンプ
ルの混合液に含む目標タンパク質の全部又は一部が中間留分における当該2次元目又は更
に高次元の分離で保留される必要があるすべての目標タンパク質の臨界移転溶離剤の濃度
ＣCMPより低くなるようにすることを特徴とする請求項１に記載された分離システムを用
いた、タンパク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離方法。
【請求項１８】
　前記のステップ（４）で、速い流速の移動相により前記の中間留分のサンプルが前記の
クロマトグラフィカラムに供給されるようにすることを特徴とする請求項17に記載のタン
パク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離方法。
【請求項１９】
　前記のステップ（４）のサンプル供給まで又はサンプル供給が完了してから、次の1次
元の分離に用いられる移動相を緩衝液にし、前記の緩衝液が前記の次の1次元の分離のク
ロマトグラフィのカラムを流れるようにし、その中、前記の緩衝液における溶離剤の濃度
が前記の目標タンパク質の中間留分で次の1次元の分離で保留される必要があるすべての
目標タンパク質の臨界移転溶離剤の濃度ＣCMPより低く、少なくとも部分的に前記のクロ
マトグラフィのカラムにおける元の移動相を置換する緩衝液交換ステップを含むことを特
徴とする請求項17に記載のタンパク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離方法
。
【請求項２０】
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　前記の緩衝液の流速がグラジエント溶離により液体クロマトグラフィーの分離を行う場
合に常に利用する流動相の流速より速いということを特徴とする請求項17に記載のタンパ
ク質分離用高次元の液体クロマトグラフィーの分離方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はタンパク質分離用多次元の液体クロマトグラフィーの分離システム、具体的に
、タンパク質オンライン快速分離用多次元の液体クロマトグラフィーの分離システムに関
する。本発明は当該液体クロマトグラフィーの分離システムによりタンパク質分離を行う
分離方法にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　液体クロマトグラフィーはタンパク質の分析、分離及び純化のための最も効果的な方法
であり、天然的動物・植物の体液からの活性タンパク質の抽出と分離、及び遺伝子工学に
よるさまざまな再編タンパク質薬の調製及び生産に広く用いられていて、生物化学実験室
の必要な機器でもある。例えば、プロテオミクス研究でマークタンパク質のタンパク質及
びポリペプチド分離を探すことに用いられる。こんな生体高分子が存在する環境成分が十
分に複雑であり、普通、複雑成分における生体高分子の分離と分析に呼ばれる。クロマト
グラフィのカラムはクロマトグラフィ分析の中核である。クロマトグラフィのカラムの1
本で普通の場合に複雑な物質の分離及び分析の課題を解決できるように、科学家はできる
限りクロマトグラフィのカラムの効果を向上させるようにしてきた。小分子溶質の分離に
対して、液体クロマトグラフィーのカラムは理論段数が一般に104-105である。しかしな
がら、細胞における成分、体液及び動物組織の成分の分離のような更に複雑な混合物に関
する分析に対して、市販のクロマトグラフィのカラムの分離度が要求からかなり離れてい
るので、2次元の液体クロマトグラフィー法(2D-LC)又は多次元の液体クロマトグラフィー
法（mD-LC)だけで部分的にこれらの課題を解決できる。2D-LC及びmD-LC技術はクロマトグ
ラフィ研究のホットスポット及び発展の方向となっている。
【０００３】
　2D-LC及びmD-LC分離はオフライン（off-line)とオンライン（on-line)に分けられる。
【０００４】
　早期の2D-LC分離法は主にオフライン方式である。言い換えれば、1次元の液体分離後の
留分を収集してから当該1次元留分に対して処理しないまま直接に少ない分の独立したサ
ンプルを入れ、又は、処理（集結又は緩衝液交換）してからその一部又は全部のサンプル
を2次元目クロマトグラフィのカラムに供給して分離を行う。オフライン方式は時間がか
かり、操作しがたく、サンプルが汚染されやすく、回収率が低く、重複性が悪い。
【０００５】
　2D-LC及びmD-LC法の研究に適応するために、複数の会社はオンラインモードの2D-LC及
びmD-LC法を開発してきて、短い期間を経てこの種類のクロマトグラフを生産してきた。
但し、原則として、これらのクロマトグラフは共に既存のクロマトグラフに基づいて改善
を行い、並列のクロマトグラフィのカラム（2～3本）の1組を加え、これらの並列クロマ
トグラフィのカラムの間に切替えのインタフェースを加え、クロマトグラフィのカラムの
1本から流出する留分がオンラインで他のカラムに移転して次のモードの分離を行うよう
にする。しかしながら、これらのオンライン2D-LC及びmD-LC法に解決しなければいけない
課題がたくさんある。例えば、異なるモードのクロマトグラフィの組合せについて移動相
互換性の課題を解決しなければいけない。インターフェイスの接合もとても肝心な技術課
題である。
【０００６】
　mD-LC技術における切替えインターフェイスはシステムの全体のキーである。サンプル
リングによるサンプルの交互する保管・移転、平行カラム交互濃縮分析サンプル、トラッ
プ濃縮サンプル及びインターフェイス無しの整体クロマトグラフィのカラムの2本は常用
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のものである。しかしながら、これらの装置は共に致命的な欠陥がある。インターフェイ
スのあるオンライン2D-LC及びmD-LC用液体クロマトグラフは1次元収集のサンプルの1～10
%のみ（数ml）2次元目クロマトグラフィに供給して分離することができ、それをタンパク
質の調製に用いられることができなく、特に量産できない。インターフェイス無しの混合
モードのカラムは移動相の2種に互換性がなければいけなく、強陽イオン交換クロマトグ
ラフィ（SCX)が素材を供給してから反対相の液体クロマトグラフィー（RPLC)が素材を供
給する場合のような特殊な場合しかこのようなオンライン2次元の分離に達成することが
できない。二者の充填順序が反対になると、当該スイッチ無しの方法は利用できない。
【０００７】
　科学の進歩に伴って、科学家らは「混合モードクロマトグラフィ」（mixed-mode　chro
matography,MMC)法を提出した。即ち液体クロマトグラフィーで同時に2種又は2種以上の
作用力を利用して溶質が保留及び分離を行うようにするクロマトグラフィの方法である。
当該方法は更に高い選択性及び高いクロマトグラフィのカラム負荷量があり、半調製及び
調製形のクロマトグラフィの発展に新しい選択及び考え方を提供した。しかしながら、従
来のクロマトグラフィのカラムの1種の力しかに制御されることができない1種の分離モー
ドと比べてみると、1種の作用力を主要、もう1種の作用力を補助にして当該主分離の効果
の改善に達成するものであるから「一カラム一用」の効果しかに達成することができない
。
【０００８】
　前世紀の80年代の初期に、Guiochon氏ら（Chromatographia、第17巻、第3号、P121～12
4、1983)は2次元クロマトグラフィのカラムで2D-LCを実施する方法を指摘した。いわゆる
2次元とは空間上の2次元（平面）クロマトグラフィのことであり、その2次元クロマトグ
ラフィのカラムが方形（lOcm×lOcm)であり、普通の薄いクロマトグラフィ版のようなも
のであり、特許を請求したが、普及されていなく、実際に利用されたいかなる報道さえも
見えられていない。普通、いわゆる2次元クロマトグラフィ法とは円筒形のクロマトグラ
フィのカラムのことである。2年前に、本特許の申請者などは円筒形2次元クロマトグラフ
ィのカラムを利用して「オンラインタンパク質シングル・カラムの2次元の液体クロマト
グラフィー法」を指摘して、普通のクロマトグラフにバルブ及び螺旋形のサンプルリング
の複数を加えて、円筒形の2次元クロマトグラフィのカラムの1本でタンパク質に対する2D
-LC分離を実施し、快速分離の目的に達成したものである。しかしながら、次の通りに、
当該方法に複数の課題がある。
　（１）クロマトグラフ最大流速（5ml/分だけ）及び蓄積装置における各蓄積管の最大体
積（5mlだけ）に制限されて、分析のレベルしかで行うことができなく、調製のレベルに
拡大することができなく、更に生産のレベルに拡大することができない。
　（２）当該装置はクロマトグラフィのカラムの1本だけでタンパク質の分離を行い、複
数のクロマトグラフィのカラムしか行うことができないmD-LC法純化の高純度（例えば、
注射用インスリンの場合、タンパク質の純度が99%にあること)の目的に達成することがで
きない。
　（３）理論上の有力的なサポートがないので、経験により手動操作を行い、プログラム
を作成してソフトウェアで制御することができなく、ポリペプチドを応用範囲に含めてい
ない。
　（４）利用するのクロマトグラフィのカラムは専門調製の「2D-LC」であり、関係の製
品がないので、他人の実施が困難である。
　（５）更に重要なこととして、当該方法の実施をサポートするすべてのものは機器の部
品の既存のクロマトグラフ上での順序のない組み合わせだけであり、新しい機器の製造に
関する全体上の考え方の枠組みがないだけでなく、実施に供するソリューションやパラメ
ータもない。平板形2Dクロマトグラフィのカラムによる2D-LCの実施と比べてみると、円
筒形2Dクロマトグラフィのカラム（以下「カラム2D」と略す）を使うと更に多くの長所が
ある。
【０００９】
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　しかしながら、当該クロマトグラフィ法に下記の潜在的長所がある。即ち、タンパク質
の2D-LC分析の第一分離モードの流出液の収集からこれらの流出液の収集及び貯蔵まで、
速い流速におけるオンライン緩衝溶液の交換とクロマトグラフィシステムのリバランス及
び二次サンプルが当該同一の2次元クロマトグラフィのカラムに供給されてから第二分離
モードで分離されることを含むすべての操作は閉じられた体系で行うので、「オンライン
タンパク質のシングル・カラムの2次元クロマトグラフィの快速分析」に達成した。当該
体系は環境の汚染を防止できるだけでなく、目標タンパク質が定量的、完全に2次元目ク
ロマトグラフィに移転して分離することができるので、プロテオミクスにおける低豊富機
能タンパク質の検出下限又は感度を10～100倍に向上させることができ、大いに現状のプ
ロテオミクスの「上から下までの質量分析」策略の速度を速くすることができる。MMCに
おける混合モードのカラムにすると、そのカラムの負荷が普通であり、クロマトグラフィ
のカラムがとても高いので、それをタンパク質薬の量産に利用すると、大きなコストダウ
ンにつながる。
【００１０】
　当該方法の潜在的長所を検討して、申請者は深く研究して、元に基本的に部品の「堆積
」である基礎の上に新しい近代化のタンパク質分離用新型機器としてタンパク質多次元の
液体クロマトグラフィー純化システムを開発した。
【００１１】
　本発明は新しい多次元の液体クロマトグラフィーの分離システム及び当該システムによ
りタンパク質及びポリペプチドの分離及び純化を行い、ポリペプチドを含むタンパク質（
以下「タンパク質」と略す）のオンライン快速分析、分離及び規模化の調製に達成するこ
とができ、純化のプロセスを短縮し、2次元及び多次元の分離における各タンパク質の速
度及び回収率を向上させ、環境からの汚染を防止し、分離のプロセスの期間及びコストを
削減することができる新しい方法を提供する。
【００１２】
　反対相の液体クロマトグラフィー（RPLC)、疎水性相互作用クロマトグラフィー（HIC)
、アフィニティクロマトグラフィ（AFC)及びイオン交換クロマトグラフィ（IEC)と言う4
種の液体クロマトグラフィーモードにおいて、オンライン性グラジエント溶離条件でタン
パク質に対して液体クロマトグラフィーの分離を行う場合、タンパク質がクロマトグラフ
ィのカラムにおける保持挙動に「停滞-移転」の普遍的現象が存在し、それにすべてのタ
ンパク質に特有の「停滞-移転」の領域又は時間空間がある。言い換えれば、移動相で溶
離剤の濃度があるタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度CCMPの以下にある場合、当該タンパ
ク質がクロマトグラフィのカラムから溶離されることがないが、溶離剤の濃度がだんだん
にCCMPまでに向上する場合、タンパク質はそれぞれの「停滞-移転」の空間に応じて一々
に移動され、溶離される。当該臨界移転溶離剤の濃度CCMPは対応する保留期間が臨界移転
時間tCMPである。よって、グラジエントから（t=0)tCMPまでの時間空間はタンパク質の分
離、純化にさまざまなクロマトグラフィ分離の補助の操作空間を提供する。オンライン性
濃度グラジエント溶離の条件が変わらなく、クロマトグラフィのカラムの流体に入る溶離
剤の濃度がCCMP以下にある場合、タンパク質は保留期間が変わらない。
【００１３】
　次に図1と結び合わせてタンパク質の「停滞-移転」の現象について説明する。
【００１４】
　図1に用いられるのは長さ1mm、直径10mmの円形クロマトグラフィのカラムであり、クロ
マトグラフとも呼ばれる。その中、図1A、図1B及び図1Cはそれぞれジフェニル、炭酸脱水
酵素及びフィフティーンペプチド（GEPPPGKPADDAGLV)の非同期のサンプル供給条件におけ
るRPLCリニア・グラジエント溶離におけるクロマトグラムであり、図1D、図1E及び図1Fは
それぞれジフェニル、炭酸脱水酵素及びフィフティーンペプチドの保留期間とその非同期
のサンプル供給期間との関係を示す。その中、利用するクロマトグラフィ条件はクロマト
グラフ（lOmmx1mm内径)及びRPLCてん料充填（顆粒直径3pm、孔径30nm)である。移動相は
アセトニトリル-水（0.1%トリフルオロ酢酸塩）である。
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【００１５】
　RPLCリニア・グラジエント溶離条件（溶離剤：アセトニトリル-水溶液）で、それぞれ
小分子溶質ジフェニル、生体高分子炭酸脱水酵素及びフィフティーンペプチドの3種のサ
ンプルに対する非同期のサンプル供給（即ち、グラジエントが始まってから決まった期間
（図1で1分となる）に置く。言い換えれば、当該サンプルは溶離剤の異なる濃度で供給さ
れるものである）に置ける液体クロマトグラフィーの分離を行い、それによるクロマトグ
ラムがそれぞれ図1A、図1B及び図1Cに示す。前記の3種のサンプルの保留期間についてリ
ニア・グラジエント時間t(下横座標）及び溶離剤の濃度CMeCN(上横座標）に対して図を作
成し、それによる保持挙動曲線は図1D、図1E及び図1Fに示す。よって、小分子化合物とし
てのジフェニルと炭酸脱水酵素及びポリペプチドとしてのフィフティーンペプチドに完全
に異なる保持挙動の2種を示す。炭酸脱水酵素及びフィフティーンペプチドの保持挙動曲
線は顕著な水平直線部及び上昇部があり、2部の間に顕著な変曲点があり、当該変曲点が
図1D及び1Eに矢印で表示し、「臨界移転点」と呼ばれ、上下の横座標にある対応数値がそ
れぞれ炭酸脱水酵素及びフィフティーンペプチドのRPLCにおける「臨界移転時間ｔCMP」
及び「臨界移転溶離剤の濃度CCMP」である。サンプル供給がグラジエントの時間ｔより遅
滞し、ｔCMP以下にある場合（即ち溶離剤アセトニトリルの濃度がCCMP以下にある場合）
、炭酸脱水酵素及びフィフティーンペプチドは溶離されることがないが、サンプル供給が
グラジエントの時間より遅滞し、即ち、ｔiがｔCMP以上にある場合（即ち溶離剤アセトニ
トリルの濃度がCCMPより大きい場合）、炭酸脱水酵素及びフィフティーンペプチドはクロ
マトグラフから溶離する。これはタンパク質及びポリペプチドのクロマトグラフ、又はク
ロマトグラフィのカラムにおける「停滞-移転」現象である。タンパク質及びポリペプチ
ドのクロマトグラフ又はクロマトグラフィのカラムにおけるこの「停滞-移転」現象の発
見により、こんなに薄いクロマトグラフでタンパク質及びポリペプチドの快速、効果的な
分離に理論上の基礎を築いた。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　前記の発見により、本申請書により新形の多次元の液体クロマトグラフィーの分離シス
テム及びこのシステムによりタンパク質を分離する方法を提出する。
【００１７】
　よって、本発明は検出装置を含み、次のものを含むことを特徴とするタンパク質分離用
mD-LC分離システムを提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　（１）多次元の液体クロマトグラフィーが分離する移動相の液体の貯蔵に用いられる移
動相リザーバー
　（２）独立して前記の移動相リザーバーから液体クロマトグラフィーの分離に適用する
移動相を取り出し、当該移動相を前記の多次元の液体クロマトグラフィーの分離システム
の指定のチャンネルに輸送し、独立して流量を調節、計量できる輸液装置No.1及び輸液装
置No.2
　（３）サンプル供給装置No.1及びサンプル供給装置No.2。前記のサンプル供給装置No.2
はサンプル供給混合機も含む。その中、サンプル供給装置No.1は六方サンプル供給弁によ
りオリジナルサンプルの供給することができ、サンプル供給装置No.2は2次元及び多次元
のクロマトグラフィの純化のプロセスに用いられる。
　（４）クロマトグラフィのカラム切替えユニット及びクロマトグラフィのカラムのn本
、又はm種の以上の分離機能のあるクロマトグラフィのカラムのq本を含む分離装置。その
中、前記のクロマトグラフィのカラム切替えユニット前記の分離装置に入った液体を選択
的に前記のクロマトグラフィのカラムのn本におけるクロマトグラフィのカラムの1本に流
入させる。nは非負整数、mは前記の多次元液相クロマトグラフィ分離システムに用いられ
ることなる分離モードの数量のことであり、n及びmが下式を満たすこと。
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【００１９】
　［式１］
　m≧n
　　混合モードクロマトグラフィのカラムのq本を利用し、m個の（m≧2)分離モードによ
り効果的な分離を行う場合
【００２０】
　［式２］　
　ｎ=m-qi　その中、
　i：正整数
　q：分離モードのm種のあるクロマトグラフィのカラムの個数
【００２１】
　（５）蓄積装置切替えユニットのp個を含む蓄積装置。その中、p≧1、前記の蓄積装置
は前記の蓄積装置に入った液体を選択的に前記の蓄積装置における少なくとも１つの蓄積
装置に流入させる。
【００２２】
　（６）少なくとも2つのドレン装置。前記のmD-LC分離システムにおける液体が前記のド
レン装置からシステムの外に排出する。
　その中、前記のサンプル供給装置No.1としての六方サンプル供給弁のドレン孔は前記の
多次元の液体クロマトグラム分離システムの第一の排出装置にしてもいい。それと同時に
、ドレン装置No.2留分の収集にも液体の排出にも用いられることができる。
【００２３】
　（７）前記の装置と連結するバルブ及び管路の連結により形成したチャンネル切替え装
置。前記のチャンネル切替え装置におけるバルブに対する切替えにより、前記のチャンネ
ル切替え装置に普通の液体クロマトグラフィーの分離におけるチャンネル及びmD-LC分離
のためのチャンネルが形成する。
【００２４】
　その中、1次元目の分離の際に当たり、前記の輸液装置No.1は当該1次元目の分離に適用
する移動相をサンプル供給装置No.1に輸送し、前記のサンプル供給装置No.1はシステムの
外部から分離されるタンパク質の分離されるサンプル（オリジナルサンプル）を導入し、
輸液装置No.1からの移動相と共に前記の分離装置に入らせ、前記の分離装置は当該分離さ
れるサンプルに対して1次元目液体クロマトグラフィーの分離を行い、それにより異なる
留分を取得する。
【００２５】
　次元ごとの分離の場合、前記の蓄積装置により収集し、分離してから取得した異なる留
分で更なる液体クロマトグラフィーの分離が必要である中間留分があり、当該中間留分を
少なくとも1つの蓄積装置に貯蔵し、前記のドレン装置により更なる分離が不要である留
分をシステムから排出する。
【００２６】
　2次元目又は更に多くの次元の分離の場合、前記の輸液装置No.1は液体クロマトグラフ
ィーの分離に適用し、適切な構成のある移動相を前記の蓄積装置に輸送し、前記の少なく
とも一つの蓄積装置に貯蔵された中間留分の全部、又は一部と共に当該移動相につれて前
記のサンプル供給混合機に輸送し、前記の輸液装置No.2は前記の移動相リザーバーから液
体クロマトグラフィーの分離に適用し、適切な構成のある移動相を取り出して前記のサン
プル供給混合機に輸送し、前記のサンプル供給混合機は前記の少なくとも1つの蓄積装置
からの中間留分の全部、又は一部及び移動相を前記の輸液装置No.2からの流動相と混合さ
せ、適切な構成がある2次元目供給サンプルの混合液を取得し、前記の分離装置は前記の
サンプル供給の混合液に対する2次元目又は更に多くの次元の液体クロマトグラフィーの
分離を行い、異なる2次元の分離後の留分を取得する。
【００２７】
　その中、前記の輸液装置No.1と輸液装置No.2が輸送する2次元目又は更に多くの次元の
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分離に用いられるいわゆる適切な構成がある移動相は量が調節、計量されて、2次元目又
は更に多くの次元の分離に用いられる前記の供給サンプルの混合液における溶離剤の濃度
が当該供給サンプルの混合液が含む中間留分における当該2次元目又は更に多くの次元の
分離で保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度より低くなる。
【００２８】
　周期的にクロマトグラフィシステムを洗浄する場合、強溶離液を管路及び装置のいずれ
かに投入してもいい。例えば、当該クロマトグラフィシステム又は一部の分離装置に対す
る周期的洗浄を行う場合、当該第一及び第二の輸液システムはどの強溶離溶剤も輸送でき
る。
【００２９】
　本申請書において、「タンパク質」とはタンパク質、人工合成ポリペプチド及びタンパ
ク質の水解産物としてのポリペプチド及びタンパク質のサンプルも含み、「オリジナルサ
ンプル」とは目標タンパク質及びポリペプチドを含む混合物のことである。
【００３０】
　本申請書において、「分離」とは液体クロマトグラフィーの分離のことである。
【００３１】
　本申請書において、液体クロマトグラフィーの「分離モード」と「分離のメカニズム」
は意味が同じである。
【００３２】
　本申請書において、周知の通りに、液体クロマトグラフィーの分離の「次元」数とは在
当該液体クロマトグラフィー分離のプロセスに実施する液体クロマトグラフィーに用いら
れる円筒形クロマトグラフィのカラムの異なる分離モード数（即ち分離されるサンプルが
円筒形液体クロマトグラフィーのカラムに入って異なる分離モードで分離される回数）の
ことであり、「多次元の液体クロマトグラフィー」とは2次元の液体クロマトグラフィー
を含み、2次元以上の更に多次元の液体クロマトグラフィー（例えば3次元の液体クロマト
グラフィー)のことである。言い換えれば、mD-LCは2D-LCも含む。
【００３３】
　本申請書において、「クロマトグラフィのカラム」とは円筒形液体クロマトグラフィー
のカラム（以下「クロマトグラフィのカラム」と略す）、「i種の分離モードのあるクロ
マトグラフィのカラム」とはi種の分離モードがあり、i種の異なる分離のプロセスに用い
られることができる液体クロマトグラフィーカラムのことである。本分野の技術者に容易
に理解されるように、i=lの場合、当該クロマトグラフィのカラムは1種の液体クロマトグ
ラフィーのある分離モードであるので、1種の分離のプロセスのクロマトグラフィのカラ
ムに用いられることができる（本申請書において「1次元クロマトグラフィのカラム」と
呼ばれる)。i>2の場合、当該クロマトグラフィのカラムは2種又は更に多くの種の液体ク
ロマトグラフィーのある分離モードとなるので、2種又は更に多くの種の異なる分離モー
ドのクロマトグラフィのカラムの1本に用いられることができる（本申請書において「混
合モード」又は「混合モードクロマトグラフィのカラム(MMCカラム）)とも呼ばれる)。RP
LC分離ポリペプチドのようなごくわずかの場合、シングルモードの2次元クロマトグラフ
ィの分離を実施してもいい。
【００３４】
　本申請書において、周知の通りに、「留分」とはクロマトグラフィのカラムに入った液
体を分離してから取得する異なる保留期間のある目標製品の一部のことである。「中間留
分」とは前の1次元の分離がされてから取得した各留分に更なる分離が必要である目標製
品の留分のことである。
【００３５】
　本申請書において、「液体クロマトグラフィーの分離に適用する移動相」とは当該移動
相がある1次元の液体クロマトグラフィーの分離における移動相としてふさわしいタンパ
ク質が分離されることである。本分野の技術者にとって、分離されるタンパク質の性質、
分離の際に当たり利用するクロマトグラフィ原理及び利用するクロマトグラフィのカラム
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の種類と結び合わせて適切な移動相を決める方法は公知のことである。
【００３６】
　処理量に応じて区分すると、本発明による多次元の液体クロマトグラフィーの分離シス
テムは分析用途（分析形の多次元の液体クロマトグラフィーの分離システムは10mg以下に
ある)に用いられることができ、調製用途（半調製形のmD-LC分離システム）が10～100mg
、調製レベルが100 mg～100g、生産用途（生産形のmD-LC分離システム）が100g以上にあ
る。本分野の技術者に容易に理解されるように、前記の異なる用途に用いられるmD-LC分
離システムにおける各装置は異なる寸法がある。調製及び生産用mD-LC分離システムにと
って、本説明書における用語の「サンプル供給」は「フィード」、「サンプル」は「原料
」、「産物」は「製品」に理解されてもいい。
【００３７】
　移動相リザーバー
【００３８】
　前記の移動相貯蔵用移動相リザーバーは本分野の技術者とって公知のことである。本分
野の技術者に容易に理解されるように、移動相リザーバーは数量が本発明のmD-LC分離シ
ステムに用いられる移動相の種類や規模に関する。普通の液体クロマトグラフィーの分離
システムに対して、本発明による液体クロマトグラフィーの分離システムに用いられる移
動相は種類が更に多いので、必要な移動相リザーバーの数量も多いである。例えば、本発
明による2次元の液体クロマトグラフィーの分離システムで少なくとも4種の異なる移動相
溶液を利用し、4つの移動相リザーバーを含むことができる。また、本発明による3次元の
液体クロマトグラフィーの分離システムで5種の又は更に多くの異なる移動相溶液を利用
し、5つの移動相リザーバー及び図2に示す2つの輸液システムを含んだり、それぞれ4つの
移動相リザーバー、共に8つの移動相リザーバーと連結したりすることができる。望まし
くは、本発明による2D-LC、mD-LC分離システムは少なくとも4つの移動相リザーバーを含
む。分析から半調製や調製まで、更に量産までそれぞれ容積1Lのガラス瓶から容積がトン
レベルにあるステンレスリザーバーまでにすることができる。規模の大きな固定製品にと
って、生産のプロセスが固定するので、利用するリザーバーの数量を大いに削減すること
ができる。
【００３９】
　輸液装置及びサンプル供給装置
【００４０】
　前記の輸液装置No.1及び前記の輸液装置No.2はそれぞれ注射式計量ポンプ、往復式計量
ポンプ及び隔膜式計量ポンプのような1つ又は複数のポンプを含むことができる。
【００４１】
　オプションとして、前記の輸液装置No.1及び/又は前記の輸液装置No.2はそれぞれ多元
グラジエントユニット及びポンプから構成してもよく、前記の多元グラジエントユニット
は複数の輸液チャンネルがあり、各チャンネルの流量を輸送、計量することができる。前
記の多元グラジエントユニットは本分野の技術者とって公知のことであり、望ましくは各
輸液装置に少なくとも4つのチャンネルがある。
【００４２】
　オプションとして、前記の輸液装置No.1及び/又は前記の輸液装置No.2はそれぞれ複数
の輸液チャンネルがあり、各チャンネルの流量を輸送、計量することができるポンプNo.1
及びポンプNo.2であってもいい。前記のポンプNo.1及びポンプNo.2は望ましくはそれぞれ
少なくとも4つのチャンネルのあるポンプである。
【００４３】
　本分野の技術者は前記のmD-LCシステムに必要なサンプル供給圧力、流量及びポンプの
輸送精度により前記のポンプのタイプ及び手動注射器サンプル供給又は自動のサンプル供
給弁サンプル供給を決めやすい。オプションとして、前記のポンプは本分野の技術者の公
知の大容量の高圧ポンプであり、本分野の技術者の公知の隔膜式超高圧ポンプ又は往復式
超高圧ポンプを選択したほうがいい。
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【００４４】
　分析形のmD-LC分離システムに対して、前記の超高圧ポンプは液体に40MPa以下及び40MP
a以上の圧力を加えた超高圧ポンプであったほうがいい。調製形の及び生産形の多次元の
液体クロマトグラフィーの分離システムに対して、前記の高圧ポンプは液体に20MPa以上
の圧力を加える高圧ポンプであったほうがいい。
【００４５】
　前記の多次元の液体クロマトグラフィーシステム全体式であり、即ち、すべてのハード
ウェアがケースに取付けられ、制御システムにより制御され、又は前記の多次元の液体ク
ロマトグラフィーシステムは分割式であり、即ち、各ハードウェア及び自己制御システム
が2つの又は2つの以上のケースに取付けられ、現状のクロマトグラフの自己制御システム
及び他の操作の自己制御システムを利用する。
【００４６】
　分析形のmD-LC分離システムに対して、前記の高圧ポンプの流量範囲は0.001～10ml/分
にあったほうがいい。調製形のmD-LC分離システムに対して、前記の高圧ポンプの流量範
囲は0.01～100ml/分にあったほうがいい。生産形のmD-LC分離システムに対して、前記の
高圧ポンプの流量範囲は0.1～10L/分にあったほうがいい。
【００４７】
　望ましくは、前記の輸液装置は脱気ユニットも含み、前記の脱気ユニットが公知の方式
により前記の移動相液体におけるガスを除去する。
【００４８】
　オプションとして、前記の移動相リザーバーと前記の輸液装置との間にリザーバーバル
ブが設けられ、前記のリザーバーバルブ前記の移動相リザーバーと前記の輸液装置との連
通の有無を制御することができる。
【００４９】
　望ましくは、本発明によるmD-LC分離システムにおける前記の輸液装置No.1と輸液装置N
o.2が輸送できる移動相流量の和はグラジエント溶離により液体クロマトグラフィーの分
離を行う場合の普通の流動相流量より高い。
【００５０】
　前記のサンプル供給装置No.1は本分野の技術者の公知の普通の液体クロマトグラフィー
システムのサンプル供給器であり、当該サンプル供給器は手動サンプル供給器又は自動サ
ンプル供給器、クロマトグラフィポンプである。例えば、前記のサンプル供給器は普通の
6方クロマトグラフィサンプル供給弁であってもよく、分離されるサンプルを定量で本発
明による多次元の液体クロマトグラフィー分離システムに輸送する。
【００５１】
　前記のサンプル供給装置No.2におけるサンプル供給混合機は本分野の技術者の公知の前
記の中間留分と移動相と充分に混合させるどのような混合機であってもいい。オプション
として、前記の混合機は混合タンク又は混合機を含むがそれに限るものではない。
【００５２】
　前記の混合タンクは攪拌エレメントを含んでもよく、前記の攪拌エレメントの例は磁気
攪拌子、モータ又は発動機に駆動される攪拌パドルを含むがそれに限るものではない。
【００５３】
　前記の管路混合機の例はノズル式管路混合機、渦流式管路混合機、多孔板式管路混合機
、異形板式管路混合機及び静態管路混合機を含むがそれに限るものではない。
【００５４】
　オプションとして、前記のサンプル供給装置No.2と前記の輸液装置No.2を連通する管路
にバルブが設けられている。
【００５５】
　前記の通りに、次の1次元の分離は前記のサンプル供給装置No.2により前記の蓄積液装
置から流出する、前の1次元クロマトグラフィ分離された、目標製品を含む中間留分を分
離装置に輸送するまで、輸液装置No.1に押される目標製品を含む中間留分の前の1次元収
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集液の全部又は一部を輸液装置No.2に輸送される移動相の流量と調節して計量を行い、二
者混合後の目標製品の中間留分を含む希釈液、又は目標製品のサンプル再供給溶液におけ
る溶離剤の最終濃度が当該目標製品の臨界移転溶離剤の濃度より低くなるようにしなけれ
ばいけない。本分野の技術者が理解できるはずであるが、前記の当該次の1次元の分離ま
での1次元留分サンプルに対する「前処理」（サンプルにおける「緩衝液置換」によりサ
ンプルの質量及び体積の過負荷を防止）は2次元目及び更に多くの次元の分離の達成に必
要なものである。言い換えれば、本発明による輸液装置及びサンプル供給装置中間留分と
移動相を特殊な方式で混合させ、混合後の溶離剤の濃度が保留されるタンパク質の臨界移
転溶離剤の濃度より低くなるようにすることができるゆえに、本発明による多次元の液体
クロマトグラフィーの分離システムがタンパク質のサンプルの多次元の液体クロマトグラ
フィーによる目標タンパク質の分離に達成できるようにするものである。
【００５６】
　当該特殊な混合方式を実施する場合、まず注意しなければいけないものとして、ある目
標タンパク質の臨界移転溶離液の濃度は当該タンパク質の液体クロマトグラフィーの分離
を行う条件に応じて決められるものである。当該分離条件が移動溶液の種類、分離モード
及びクロマトグラフィのカラムの特性を含むので、当該分離条件における当該タンパク質
の特有の臨界移転溶離液の濃度が決められている。当該対応する「溶離液」とは特に当該
次の1次元の分離の場合に強溶離剤としての移動相溶液又は置換剤のことであり、当該移
動相溶液又は置換剤の濃度が当該分離条件における当該タンパク質の臨界移転溶離液の濃
度となる。したがって、前記の供給サンプルの混合液にとって、その溶離液とは行う液体
クロマトグラフィーの分離における強溶離剤としての移動相溶剤又は置換剤のことである
。
【００５７】
　次に、あるタンパク質の臨界移転溶離液の濃度が特定して当該タンパク質自身の性質、
選択する移動相溶液の種類及びに用いられるクロマトグラフィのカラムに関するので、2
次元目又は更に多くの次元の分離で保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離液の濃
度は事前に実験で確定しておくこと。
【００５８】
　例えば、前記の臨界移転溶離液の濃度は同じ分離条件により該当するタンパク質の純サ
ンプル、又は該当するタンパク質を含む混合物に対して非同期のサンプル供給条件におけ
るリニア・グラジエント溶離分離により事前に確定できる。本分野の技術者が理解できる
となるように、事前にある分離条件におけるあるタンパク質の臨界移転溶離液の濃度が確
定されると、当該臨界移転溶離液の濃度は同じ分離条件における分離のプロセスに用いら
れることができ、当該臨界移転溶離液の濃度の再確定が不要となる。
【００５９】
　前記の説明を読んで、本分野の技術者は前記の輸液装置No.1と輸液装置No.2が輸送する
液体の量を調節、計量し、前記の供給サンプルの混合液の溶離液の濃度が当該次元の分離
で保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離液の濃度より低くなるようにすることが
できるはずである。
【００６０】
　分離装置
【００６１】
　前記の分離装置のクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフは本分野の技術者の公
知のタンパク質の分離に用いられるクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフのいず
れかであってもいい。本分野の公知によると、分離される異なるタンパク質のサンプルに
対して、本分野の技術者は適当なクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフを選択し
て分離に用いるのは容易であるかもしれない。
【００６２】
　本申請書において、「適当な」クロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフとは当該
クロマトグラフィのカラムが必要な液体クロマトグラフィーの分離モードを持ち、当該ク
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ロマトグラフィのカラムの液体におけるタンパク質に入って、少なくとも部分的に分離さ
れることである。
【００６３】
　処理量が同じである場合、前記のクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフはクロ
マトグラフのカラムの圧力が普通のクロマトグラフィのカラムより低くなるので、更に速
い流速、低圧条件で調製形の又は生産形の多次元の液体クロマトグラフィ分離システムに
用いられることに適するかもしれない。
【００６４】
　本申請書において、前記の多孔弁とは孔数が少なくとも8であるバルブのことである。
例えば、10方弁、又は更に多くのチャンネルの多方弁。
【００６５】
　本分野の技術者に容易に理解されるように、前記の分離装置がクロマトグラフィのカラ
ムの2本以上を含む場合、普通の多次元のクロマトグラフィにおける専用切替え装置の代
わりに、前記の分離装置のクロマトグラフィのカラム切替え弁により選択的に前記のクロ
マトグラフィのカラムにおける適当なクロマトグラフィのカラムをチャンネルと連通させ
る。
【００６６】
　ここで述べる分離装置はクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフの2本以上を含
む場合、前記の分離装置のクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフ切替えユニット
は少なくとも多方弁の1つを含むことができる。前記の多方弁は具有前記の分離装置の入
口としてのバルブ入口の1ヶ所及び前記のクロマトグラフィのカラムのn本と一々に対応し
て連通するバルブ出口のnヶ所がある。前記の多方弁バルブ出口のnヶ所に対する切り替え
により前記の分離装置に入った液体が選択的に前記のクロマトグラフィのカラム、又はク
ロマトグラフにおけるクロマトグラフィのカラムの1本に流入するようにする。
【００６７】
　望ましくは、前記の分離装置のクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフ切替え弁
は多方弁No.1及び多方弁No.2を含み、前記の多方弁No.1は前記の分離装置の入口としての
バルブ入口の1ヶ所及び前記のクロマトグラフィのカラムのn本と一々に対応して連通する
バルブ出口のnヶ所があり、前記の多方弁No.2は前記の分離装置の出口としてのバルブ出
口及び前記のクロマトグラフィのカラムのn本と一々に対応して連通するバルブ入口のnヶ
所がある。前記の多方弁No.1のバルブ出口のnヶ所の間の切替え及び前記の多方弁No.2の
バルブ入口のnヶ所の間の切替えにより、前記のクロマトグラフィのカラム、又はクロマ
トグラフにおけるクロマトグラフィのカラムの1本、又はクロマトグラフを連通させるこ
とができ、即ち、前記の分離装置に流入した液体が前記の多方弁No.1を経て前記のクロマ
トグラフィのカラム、又はクロマトグラフにおけるクロマトグラフィのカラムの1本に流
入し、前記の多方弁No.2を経て前記の分離装置から流出する。
【００６８】
　なお、各次元の分離に用いられる液体クロマトグラフィーの分離モードは同じであって
も違ってもいい。よって、前記のmD-LC分離システムに用いられる分離モードの数量m≦当
該mD-LC分離システムの分離回数であってもいい。望ましくは、当該2次元の分離モードが
「直交タイプ」モード中クロマトグラフィのカラムの本数qであり、同じクロマトグラフ
ィのカラムに2D-LC行う切替えバルブに代えられる。もちろん、普通の場合、隣り合った2
次元分離に用いられる分離モードは同じではない。
【００６９】
　本分野の技術者に容易に理解されるように、前記の分離装置が混合モードクロマトグラ
フィのカラムの1本だけ含む場合、前記の分離装置はクロマトグラフィのカラムの間の切
替え弁を含まなくてもよい。
【００７０】
　望ましくは、本発明によるmD-LC分離システムは脱塩装置も含む。液体クロマトグラフ
ィーシステムに用いられる脱塩装置は本分野の技術者とって公知のことであり、液体から
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少なくとも一部の塩を除去する。例えば、当該普通の脱塩装置は前記の分離装置のクロマ
トグラフィのカラムと並列するサイズ排除クロマトグラフィのカラムに脱塩を行うことが
できる。
【００７１】
　検出装置
【００７２】
　前記の検出装置は液体クロマトグラフィー方法に用いられて異なるタンパク質成分を検
出できる検出器を含む。前記の検出器は本分野の技術者の公知の常に液体クロマトグラフ
ィーシステムに用いられるどの種類の検出器であってもいい。望ましくは、量産のプロセ
スで移動相の流速がとても高いので、検出器と並列する排液孔を加えて目標製品がドレン
孔から同時に排出、検出、収集するようにしなければいけない。当該検出装置に入った流
体から1/10-1/1000抽出し、抽出した分を検出器に送る。
【００７３】
　蓄積装置
【００７４】
　前記の蓄積装置の前記の蓄積器は蓄積パイプ、蓄積タンク、蓄積リザーバー又は直列に
接続された蓄積パイプ及び/又は蓄積タンク及び/又は蓄積リザーバーであってもよい。前
記の蓄積器の数量pは分離されるタンパク質のサンプルの複雑さに応じるものであり、次
元ごとの分離の際に当たり取得した留分で収集、貯蔵されて更なる分離を行う留分の数量
に関する。望ましくは、pは式３を満たすことができる。
　［式３］
　P≧max(xj)
　その中、
　xj：j次元目の分離の際に当たり収集、貯蔵して更なる分離を行うための中間留分の数
【００７５】
　オプションとして、前記の蓄積装置の蓄積器は容積が全部又は部分的に違っている。本
分野の技術者に容易に理解されるように、体積の大きな留分を容積の大きな蓄積器に入れ
、体積の小さな留分を容積の小さな蓄積器に入れ、1種の留分を2つの又は複数の蓄積器に
入れてもいい。
【００７６】
　望ましくは、前記の蓄積装置は式（3)に満たすp個の蓄積器を含む外に、容積の小さな
蓄積器の1つも含む。前記の容積の小さな蓄積器は収集や貯蔵が不要である留分が快速に
前記の収集・蓄積装置を通じて最終にドレンロから排出するようにする。
【００７７】
　望ましくは、前記の蓄積装置の蓄積器の切替え弁は多方弁No.3、又は多位選択弁（図2
に示す11-1の中のいずれか）及び多方弁No.4（図に示す11-2の中の同一のもの)を含み、
前記の多方弁No.3は前記の蓄積装置の入口としてのバルブ入口及び前記の蓄積器のp個と
一々に対応して連通するバルブ出口のpヶ所があり、前記の多方弁No.4は前記の蓄積装置
の出口としてのバルブ出口の1ヶ所及び前記の蓄積器のp個と一々に対応して連通するバル
ブ入口のpヶ所がある。前記の多方弁No.3のバルブ出口のpヶ所及び前記の多方弁No.4のバ
ルブ入口のpヶ所を切替えて、少なくとも前記の蓄積器の1つを連通させることができる。
即ち、前記の蓄積装置に流入した液体が前記の多方弁No.3を経て前記の蓄積装置の少なく
とも1つに流入して、前記の多方弁No.4を経て前記の蓄積装置から流出する。
【００７８】
　更に望ましくは、前記の多方弁No.3でも多方弁No.4でも液体が逆にバルブの本体を流れ
ることを許容し、即ち、液体がバルブの出口から流入し、バルブの入口から流出すること
を許容する。この場合、前記の多方弁No.3のバルブ出口のpヶ所及び前記の多方弁No.4の
バルブ入口のpヶ所を切替えて、蓄積装置の少なくとも1つを連通させることができ、前記
の蓄積装置に流入した液体が前記の多方弁No.3を経て前記の蓄積装置の少なくとも1つに
流入して、前記の多方弁No.4を経て前記の蓄積装置から流出する、前記の蓄積装置に流入
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した液体も逆に前記の多方弁No.4を経て前記の蓄積装置の少なくとも2つにおける蓄積装
置の少なくとも1つ（即ち、前記の多方弁No.4の出口から流入し、前記の多方弁No.4の入
口から前記の蓄積装置に流入する）に流入し、逆に前記の多方弁No.3を経て前記の蓄積装
置から流出する（即ち、前記の三方弁の出口から流入し、前記の三方弁の入口を経て前記
の蓄積装置から流出する）。
【００７９】
　SECモードで脱塩を行う場合、2次元流出液の体積が大きく、流出液における目標タンパ
ク質の濃度が時間に応じて変わり、1回に完全にサンプルをSECカラムに供給できなく、蓄
積装置が楕円形であり、発振器による攪拌に応じて流出液が均一に混合し、何回に等量で
収集液のサンプルをSECカラムに上供給して脱塩を行うようにする。
【００８０】
　ドレン装置
【００８１】
　前記のドレン装置は本分野の技術者の公知の常に液体クロマトグラフィーシステムに用
いられるドレン装置であってもいい。前記のドレン装置によりシステムの外に排出する液
体は更なる分離が不要であり、最終分離産物としての留分及びチャンネルにおける廃棄液
体を含む。簡単な状況として、前記のドレン装置はシステムの外部に連通する管路であっ
てもいい。
【００８２】
　望ましくは、本発明による液体クロマトグラフィーの分離システムはドレン装置No.1及
びドレン装置No.2を含んでもいい。その中、前記のドレン装置No.1は前記の検出装置から
の液体をシステムの外部に排出でき、前記のドレン装置No.2は前記の蓄積装置からの液体
をシステムの外部に排出できるので、ドレン装置No.1は供給したサンプルを排出する同時
に移動相を置換し、ドレン装置No.2は目標製品及び廃棄液体を排出できるようになる。
【００８３】
　望ましくは、本発明による液体クロマトグラフィーの分離システムが調製又は量産であ
る場合、体積の大きな液体が検出器の検出池を流れることが許容されないので、ドレン装
置No.3を設けなければいけない。当該ドレン装置No.3は直径が検出池の直径よりはるかに
長い支管であり、前記の検出装置と並列して設けられていて、分離装置から流動相を受け
て、90%以上の移動相が前記のドレン装置No.3から排出できる。
【００８４】
　オプションとして、前記のドレン装置は本分野の技術者の公知の常に液体クロマトグラ
フィーシステムに用いられるドレン装置の3つであってもよく、ドレン装置No.1がサンプ
ル供給の際に当たり置換された移動相を排出し、ドレン装置No.2が目標製品ドレンロ及び
大量廃棄液体のドレンロであり、ドレン装置No.3が量産のために専に設計されたものであ
り、二方弁により検出器と並列している。当該二方弁の2つの孔は大さが調節でき、目標
製品を含む移動相の90%～99.9%が検出器を経ないで製品収集装置又は廃棄液体収集装置に
排出し、成分の同じ移動相の0.1%～10%が同期に検出器を流れるようにする。
【００８５】
　チャンネル切替え装置
【００８６】
　望ましくは、前記のチャンネル切替え装置は選択的に下記のチャンネルのいずれかを構
成してチャンネルを切り替える。
【００８７】
　普通の分離チャンネル
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記のサンプル供給装置No.1
、前記の分離装置、前記の検出装置及び前記のドレン装置No.1を連通する。
【００８８】
　1次元目の分離チャンネル
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記の分離装置、前記の検出



(18) JP 6232067 B2 2017.11.15

10

20

30

40

50

装置、前記の蓄積装置及び前記のドレン装置No.2を連通する。
【００８９】
　中間留分を収集する2次元目又は更に高い次元の分離チャンネル
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記の蓄積装置、前記のサン
プル供給装置No.2、前記の分離装置、前記の検出装置、前記の蓄積装置及び前記のドレン
装置No.2又はNo.3を連通し、それに、相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置
No.2及び前記のサンプル供給装置No.2を連通する。
【００９０】
　中間留分を収集しない2次元目又は更に高い次元の分離チャンネル
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記の蓄積装置、前記のサン
プル供給装置No.2、前記の分離装置、前記の検出装置及び前記のドレン装置No.1を連通し
、それに、相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.2及び前記のサンプル供
給装置No.2を連通する。
【００９１】
　本申請書において、チャンネルにおける各エレメント「を相次ぎに連通する」とはバル
ブ及び管路により空間で前記の各装置を相次ぎに連通して、チャンネルにおける流体が時
間で相次ぎに前記の対ごとのエレメントを経させ、本発明によるmD-LC分離システムにお
ける液体が前記のエレメントの順序により前記の各エレメントを流れることができるよう
にする。簡潔にするために、前記のエレメント序列にチャンネルにおけるバルブ及び管路
を示さない。
【００９２】
　恒温装置
【００９３】
　望ましくは、分離のプロセスにおける分離されるタンパク質の不活性化を避けるために
、本発明によるmD-LC分離システムは恒温装置も含む。前記の恒温装置は少なくとも前記
の蓄積装置がタンパク質の不活性化の期間を延長できる恒温条件に保持するようにする。
オプションとして、前記の恒温装置は本発明によるmD-LC分離システムの全体がタンパク
質の不活性化の期間を延長できる恒温条件に保持するようにする。前記の恒温温度は4℃
が望ましい。例えば、前記の恒温装置は恒温箱であってもいい。当該恒温箱装は冷却装置
があるので、箱内の空間を恒温（4℃が望ましい）に保持でき、前記の蓄積装置又は多次
元の液体クロマトグラフィー分離システムの全体を当該空間に入れることができる。
【００９４】
　前記の恒温システムは全部又は一部がクロマトグラフの他のエレメントとケースに組み
立てられて全体式のシステムとなることができるし、それぞれ分割式のシステムにするこ
ともできる。
【００９５】
　滅菌装置
【００９６】
　望ましくは、本発明による多次元の液体クロマトグラフィーの分離システム滅菌装置も
含む。当該滅菌装置は公知の方式により少なくとも前記の蓄積装置に存在する細菌が殺さ
れるようにする。オプションとして、前記の滅菌装置は本発明によるmD-LC分離システム
の全体にある細菌が少なくとも部分的に殺されるようにする。前記の滅菌装置は蒸気発生
装置及び蒸気注入又は電気加熱装置を含んでもいい。前記の蒸気発生装置は140℃以上の
蒸気が発生でき、前記の蒸気注入装置は前記の蒸気を多次元の液体クロマトグラフィーの
分離システムの蓄積装置に注入する。
【００９７】
　前記の滅菌装置は電気加熱装置を含み、前記の電気加熱装置は電力により直接に加熱し
、又は電気加熱による熱気で加熱する。
【００９８】
　前記の滅菌装置は全部又は一部がクロマトグラフの他のエレメントとケースに組み立て
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られて全体式のシステムとなることができるし、それぞれ分割式のシステムにすることも
できる。
【００９９】
　自動化制御装置
【０１００】
　望ましくは、自動化操作に達成するために、本発明によるmD-LC分離システム自動化制
御装置も含む。当該自動化制御装置は本分野技術者の公知の普通の液体クロマトグラフィ
ー自動化操作を完成する外に、前記の分離装置、蓄積装置及びチャンネル切替え装置にお
けるバルブの自動切替えも行う。本発明によるmD-LC分離システムは全体式及び分割式を
含む。当該自動化制御装置は整体であるが、独立した制御装置の2つに分けられることも
でき、前者がまったく新しい「システム」であるが、後者が現有のクロマトグラフに協力
して使用される自己制御システムだけである。
【０１０１】
　オプションとして、本発明によるmD-LC分離システムは普通の液体混合装置を含むこと
もできる。当該普通の液体混合装置は本分野の技術者とって公知のことであり、公知の方
式によりさまざまな成分がチャンネルで更に充分に相互に混合するようにする。例えば、
当該普通の液体混合装置を前記の輸液装置に設置して当該輸送装置からの流出液における
さまざまな移動相の液体が更に充分に相互に混合するようにする。
【０１０２】
　ケース
【０１０３】
　オプションとして、本発明によるmD-LC分離システムのエレメント全部又は一部を1つ又
は複数のケースに取り付けて全体式又は分割式の装置を形成する。例えば、前記の輸液装
置、サンプル供給装置、分離装置、蓄積装置、チャンネル切替え装置、自動化制御装置、
普通の検出装置及び普通のドレン装置をケースに取付けて全体式の多次元の液体クロマト
グラフを形成し、2つ以上のケースに分割式のシステムを組み立てることもできる。
【０１０４】
　2次元の液体クロマトグラフィーの分離システム
【０１０５】
　特に、本発明は円筒形クロマトグラフィのカラムを利用し、検出装置を含み、下記のも
のを含むことを特長とするタンパク質分離用2D-LC分離システム（以下「2D-LC分離システ
ム」と略す)を提供する。
【０１０６】
　（１）2D-LC分離に用いられる移動相の液体を貯蔵する移動相リザーバー
【０１０７】
　（２）独立して前記の移動相リザーバーから液体クロマトグラフィーの分離に適用する
移動相を取り出し、当該移動相を前記の2D-LC分離システムのチャンネルに輸送し、独立
して流量を調節、計量できる輸液装置No.1と輸液装置No.2
【０１０８】
　（３）サンプル供給装置No.1及びサンプル供給混合機を含むサンプル供給装置No.2
【０１０９】
　（４）クロマトグラフィのカラム切替えユニット及びクロマトグラフィのカラムのn本
、又は2種以上の分離機能を持つクロマトグラフィのカラムを含む分離装置。その中、前
記のクロマトグラフィのカラム切替えユニットは前記の分離装置に入った液体を選択的に
前記のクロマトグラフィのカラムのn本におけるクロマトグラフィのカラムの1本に流入さ
せ、nが非負整数であり、下式を満たす。
［式４］　
　ｎ＞ｑ
【０１１０】
　普通の単分離モードクロマトグラフィのカラムの2本により当該多次元クロマトグラフ
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ィシステムでオフライン2D-LCを実施する場合、n=2、q=0、m=0。なお、どのように普通の
クロマトグラフィのカラムにより（即ち、クロマトグラフィのカラムの1本に分離モード
の1種しかない）当該多次元クロマトグラフィシステムでオフライン及びオンライン2D-LC
を実施するかということについて説明するので、利用するクロマトグラフィのカラムの個
数n=2、q=0,m=0となる。
【０１１１】
　2Dクロマトグラフィのカラムの1本により当該多次元クロマトグラフィシステムでオフ
ライン及びオンライン2D-LCを実施する場合、
　［式５］
　n=m=q=1
【０１１２】
　（５）蓄積器のp個及び蓄積器の切替え弁を含む蓄積装置。その中、p≧2、前記の蓄積
器の切替えユニットは前記の蓄積装置に入った液体が選択的に前記の蓄積装置における少
なくとも1つの蓄積器に流入するようにする。
【０１１３】
　（６）少なくとも2つのドレン装置。前記の2D-LC分離システムにおける液体が前記のド
レン装置からシステムの外に排出する。
【０１１４】
　（７）前記の装置と連結するバルブ及び管路からなり、それにおけるバルブに対する切
替えにより、普通の液体クロマトグラフィーの分離におけるチャンネルを形成する外に、
2D-LC分離のためのチャンネルも形成するチャンネル切替え装置
【０１１５】
　その中、1次元目の分離の際に当たり、前記の輸液装置No.1は当該1次元目の分離に適用
する移動相をサンプル供給装置No.1に輸送し（図2の7の通りに、左から右への1本目のク
ロマトグラフィのカラムはカラム2D、その他は普通の単分離モードのカラムである）、前
記のサンプル供給装置No.1はシステムの外部からオリジナルサンプルを導入し、輸液装置
No.1からの移動相と共に前記の分離装置に入らせ、前記の分離装置は当該分離されるサン
プルに対して1次元目液体クロマトグラフィーの分離を行い、それにより異なる留分を取
得する。前記の蓄積装置及び前記の留分に更なる液体クロマトグラフィーの分離が必要で
ある中間留分があり、当該中間留分を少なくとも1つの蓄積装置に貯蔵し、更なる分離が
不要である留分を前記のドレン装置2によりシステムから排出する。
【０１１６】
　2次元目の分離の場合、前記の輸液装置No.1は液体クロマトグラフィーの分離に適用す
る移動相を前記の蓄積装置に輸送し、前記の少なくとも1つの蓄積器に貯蔵した中間留分
を当該移動相と共に前記のサンプル供給混合機に輸送する。前記の輸液装置No.2は前記の
移動相リザーバーから液相クロマトグラフィ分離に適用する移動相を取り出し、前記のサ
ンプル供給混合機に輸送する。前記のサンプル供給混合機は前記の少なくとも1つの蓄積
器からの中間留分及び移動相が前記の輸液装置No.2からの移動相と混合するようにして供
給サンプルの混合液を取得する。前記の分離装置は前記の供給サンプルの混合液に対して
2次元目液体クロマトグラフィーの分離を行い、それにより異なる留分を取得する。
【０１１７】
　その中、前記の輸液装置No.1と輸液装置No.2は輸送する2次元目分離に用いられる流動
相の量に対する調節及び計量を行って、2次元目分離に用いられる前記の供給サンプルの
混合液における溶離剤の濃度が当該供給サンプルの混合液に含む中間留分における当該2
次元目分離で保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度より低くなるように
する。
【０１１８】
　望ましくは、本発明による液体クロマトグラフィーの分離システムはドレンロNo.1、ド
レンロNo.2及びドレンロNo.3を含むことができる。その中、前記のドレン装置No.1は前記
の検出装置からの液体をシステムの外部に排出でき、前記のドレン装置No.2は製品及び前
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記のオリジナルサンプルを供給する際に当たり廃棄液体蓄積装置から排出した液体をシス
テムの外部に排出できる。
【０１１９】
　ドレンロNo.3はもっぱらに量産のために設計し、検出器と並列する二方弁である。当該
バルブの2つの孔は大さが調節でき、目標製品を含む90～99.9%の移動相が検出器を経ない
で製品の収集装置又は廃棄液体の収集装置に排出し、0.1～10%の同じ成分のものだけ同期
経過検出器に流動する。
【０１２０】
　望ましくは、前記のチャンネル切替え装置は選択的に下記のチャンネルのいずれかを構
成してチャンネルを切り替える。
【０１２１】
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記のサンプル供給装置No.1
、前記の分離装置、前記の検出装置及び前記のドレン装置No.1を連通する普通の分離チャ
ンネル。
【０１２２】
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記の分離装置、前記の検出
装置、前記の蓄積装置及び前記のドレン装置No.2を連通する1次元目の分離チャンネル
【０１２３】
　相次ぎに前記の移動相リザーバー、前記の輸液装置No.1、前記の留分、前記のサンプル
供給装置No.2、前記の分離装置、前記の検出装置及び前記のドレン装置No.1を連通し、そ
れに相次ぎに前記の移動相リザーバー、輸液装置No.2及び前記のサンプル供給装置No.2を
連通する2次元目分離チャンネル。
【０１２４】
　本発明は次のステップを含む新しいタンパク質分離用mD-LC分離方法も提供する。
【０１２５】
　（１）事前の準備：当該2次元目又は更に多くの次元の分離条件における分離されるタ
ンパク質のサンプルで2次元目又は更に多くの次元の分離で保留されるすべてのタンパク
質の臨界移転溶離剤の濃度を確定する。
【０１２６】
　（２）1次元目の分離：グラジエント溶離によりタンパク質のサンプルに対して普通の
液体クロマトグラフィーの分離を行って、異なる留分を取得する。
【０１２７】
　（３）中間留分の収集及び貯蔵：前の1次元の分離により取得した留分で更なる分離が
必要である中間留分を収集、貯蔵する。
【０１２８】
　（４）2次元目又は更に多くの次元の分離：次の1次元の分離が必要である中間留分の全
部又は一部を次の1次元の分離に用いられる移動相と混合して次の1次元の分離の供給サン
プルの混合物を取得し、前記の供給サンプルの混合物を次の1次元の分離の同一の混合モ
ードのクロマトグラフィのカラム又は並列の他のモード又は混合モードのクロマトグラフ
ィのカラムに供給する。次に、グラジエント溶離により、前記のステップ（4)に保留され
る次の1次元の分離のクロマトグラフィカラムにおける前記の供給サンプルの混合物に対
して2次元目又は更なるmD-LC分離を行って再び異なる留分を取得する。前の1次元の分離
により取得し、この次元の分離が必要であるすべての中間留分に対して前記の分離を行う
。
【０１２９】
　（５）前記のステップ（3)と（4)を繰り返してすべての目標タンパク質産物を取得する
。
【０１３０】
　その中、前記のステップ（4)で、前記の次の1次元の分離に用いられる移動相の量に対
して調節及び計量を行って、前記の供給サンプルの混合液における溶離剤の濃度が当該供
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給サンプルの混合液に含む中間留分における当該2次元目又は更に多くの次元の分離で保
留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度より低くなるようにする。
【０１３１】
　望ましくは、前記のステップ（4)で、速い流速の移動相により前記の中間留分のサンプ
ルが前記の並列のクロマトグラフィのカラムに供給されるようにする。
【０１３２】
　本申請書において、「速い流速」の移動相とは当該移動相の流速のグラジエント溶離に
より液体クロマトグラフィーによる目標タンパク質の分離を行う際に当たり常に利用する
移動相の流速より速いことである。
【０１３３】
　更に望ましくは、前記のステップ（4)で、前記の中間留分のサンプルを前記のクロマト
グラフィのカラムに供給する時間が当該中間留分の分離時間の半分より短い。
【０１３４】
　本発明による多次元の液体クロマトグラフィーの分離はオンラインでもオフラインでも
行うことができる。
【０１３５】
　本発明によるオンライン留分離方法で、前の1次元の分離の行われた留分はオンライン
により収集し、次に更なる分離が必要である中間留分を直接に次の1次元の分離に輸送す
る。
【０１３６】
　本発明によるオフラインmD-LC分離方法で、前の1次元の分離の行われた留分をオフライ
ンにより収集し、次に更なる分離が必要である中間留分に対して次の1次元の分離を行う
。
【０１３７】
　本発明によるmD-LC分離システムにより本発明によるmD-LC分離方法を実施する
【０１３８】
　次の通りに、本発明によるmD-LC分離方法は本発明によるmD-LC分離システムにより実施
できる。
【０１３９】
　（１）事前の準備：当該2次元目又は更に多くの次元の分離条件における分離されるタ
ンパク質のサンプルで2次元目又は更に多くの次元の分離で保留されるすべてのタンパク
質の臨界移転溶離剤の濃度CCMPを確定する。
【０１４０】
　（２）1次元目の分離：前記のチャンネル切替え装置により1次元目の分離に用いられる
チャンネルを形成し、輸液装置No.1により1次元目の分離に用いられる移動相を輸送し、
サンプル供給装置No.1により当該タンパク質のサンプルを前記のmD-LC分離システムに供
給し、前記のクロマトグラフィのカラム切替えユニットがある場合、当該クロマトグラフ
ィのカラム切替えユニットの切替えにより1次元目の分離に用いられるクロマトグラフィ
のカラムが連通するようにして、グラジエント溶離により前記のタンパク質のサンプルが
前記のクロマトグラフィのカラムで異なる留分に分離するようにして、検出器でそれを検
出する。
【０１４１】
　（３）中間留分の収集及び貯蔵：前記の留分における蓄積器の切替えユニットの切替え
により更なる分離が必要である中間留分が収集され、それぞれ異なる蓄積装置に貯蔵し、
更なる分離が不要である留分をドレンロNo.2を経てシステムから排出する。
【０１４２】
　（４）2次元目又は更に多くの次元の分離：前の1次元の分離が完了してから、前記のチ
ャンネル切替え装置により2次元目又は更に多くの次元の分離に用いられるチャンネルを
形成し、前記のクロマトグラフィのカラム切替え弁がある場合に当該クロマトグラフィカ
ラム切替え弁の切替えにより2次元目又は更に多くの次元の分離に用いられるクロマトグ
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ラフィのカラムが連通するようにする。輸液装置No.1により次の1次元の分離に用いられ
る移動相を蓄積装置に輸送し、次の1次元の分離が必要である中間留分が該当する蓄積器
から流出し、前記の輸液装置No.2のサンプル供給混合機に入るようにすると同時に、輸液
装置No.2により次の1次元の分離に用いられる移動相を前記のサンプル供給混合機に輸送
して前記の中間留分が前記の移動相と混合して次の1次元の分離の供給サンプルの混合物
を取得するようにする。前記の供給サンプルの混合物サンプルを次の次元の分離のクロマ
トグラフィのカラムに供給し、前記の輸液装置No.1と輸液装置No.2が輸送する流動相の量
に対する調節及び計量により当該供給サンプルの混合物における溶離剤の濃度が当該中間
留分における次の1次元の分離で保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度
より低くなるようにして、前記のタンパク質が前記のクロマトグラフィのカラムに保留さ
れるようにして、2次元目のサンプル供給を完成させるようにする。
【０１４３】
　次に、グラジエント溶離により前記の供給サンプルの混合物が前記のクロマトグラフィ
のカラムで異なる留分に分離し、検出器で検出されるようにする。
【０１４４】
　前の1次元の分離により取得し、この次元の分離が必要である中間留分に対してこのス
テップの分離を行う。
【０１４５】
　（５）前記のステップ（3)と（4)を繰り返してすべての目標タンパク質産物を取得する
。
【０１４６】
　（６）多次元クロマトグラフィの最後の次元のクロマトグラフィ分離は脱塩であっても
いい。普通、サイズ排除クロマトグラフィのカラム（SECカラム）を利用する。
【０１４７】
　2次元の液体クロマトグラフィー（2D-LC)分離方法
【０１４８】
　特に、本発明は次のステップを含む新しいタンパク質分離用シングル・カラム2D-LC分
離方法を提供する。
【０１４９】
　（１）事前の準備：当該2次元目分離条件における分離されるタンパク質のサンプルで2
次元目分離で保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度を確定する。
【０１５０】
　（２）1次元目の分離：図2の普通の単分離モードクロマトグラフィのカラムによりタン
パク質のサンプルに対して1次元目液体クロマトグラフィーの分離を行って異なる留分を
取得する。
【０１５１】
　（３）中間留分の収集及び貯蔵：1次元目の分離により取得した留分で必要とされる2次
元目分離の中間留分を収集、貯蔵する。
【０１５２】
　（４）2次元目分離：前記の中間留分を2次元目分離に用いられる移動相と混合して供給
サンプルの混合物を取得し、前記の供給サンプルの混合物の全部又は一部のサンプルを2
次元目分離のクロマトグラフィのカラムに供給する。次に、前記の供給サンプルの混合物
に対して2次元目液体クロマトグラフィーの分離を行って目標タンパク質産物を取得する
。1次元目の分離により取得し、2次元目分離が必要であるすべての中間留分に対してこの
ステップの分離を行う。
【０１５３】
　その中、前記のステップ（4)で、2次元目分離に用いられる移動相の量に対して調節及
び計量を行って前記の供給サンプルの混合液における溶離剤の濃度が当該供給サンプルの
混合液に含む中間留分における当該2次元目分離で保留されるすべてのタンパク質の臨界
移転溶離剤の濃度より低くなるようにする。
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【０１５４】
　本発明による多次元の液体クロマトグラフィーの分離システム又は2D-LC分離システム
により本発明を実施する2D-LC分離方法
【０１５５】
　本発明によるmD-LC分離システム又は2D-LC分離方法は本発明による2D-LC分離システム
により実施できる。
【０１５６】
　（１）事前の準備：当該2次元目分離条件における分離されるタンパク質のサンプルで2
次元目分離で保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度CCMPを確定する。
【０１５７】
　（２）1次元目の分離：前記のチャンネル切替え装置により1次元目の分離に用いられる
チャンネルを形成し、輸液装置No.1により1次元目の分離に用いられる移動相を輸送し、
サンプル供給装置No.1（例えば図2の普通の単分離モードクロマトグラフィのカラム）に
より当該タンパク質のサンプルを前記のmD-LC分離システムに供給し、前記のクロマトグ
ラフィのカラム切替え弁がある場合に当該クロマトグラフィのカラム切替え弁の切替えに
より1次元目の分離に用いられるクロマトグラフィカラムが連通するようにして、グラジ
エント溶離により前記のタンパク質のサンプルが前記のクロマトグラフィのカラムで異な
る留分に分離し、検出器で検出されるようにする。
【０１５８】
　（３）中間留分の収集及び貯蔵：前記の蓄積液装置における蓄積器の切替えユニットの
切替えにより更なる分離が必要である中間留分が収集され、それぞれ異なる蓄積液装置に
貯蔵され、更なる分離が不要あるである留分をドレンロNo.2を経てシステムから排出する
。
【０１５９】
　（４）2次元目分離：1次元目の分離が完了してから、前記のチャンネル切替え弁により
2次元目分離に用いられるチャンネルを形成し、前記のクロマトグラフィのカラム切替え
弁6-1により2次元目シングルモードクロマトグラフィ分離カラムに切替えて2次元目クロ
マトグラフィ分離を行い、切替え弁により2次元目分離に用いられるクロマトグラフィの
カラムが連通する。輸液装置No.1により2次元目分離に用いられる移動相を蓄積装置に輸
送して、2次元目分離が必要である中間留分が蓄積器から流出し、前記の輸液装置No.2の
サンプル供給混合機に入るようにすると同時に、輸液装置No.2により2次元目分離に用い
られる移動相を前記のサンプル供給混合機に輸送して前記の中間留分と前記の移動相と混
合して2次元目分離の供給サンプルの混合物を取得するようにする。前記の供給サンプル
の混合物サンプルを2次元目の分離のクロマトグラフィのカラムに供給し、前記の輸液装
置No.1と輸液装置No.2が輸送する流動相の量に対する調節及び計量により当該供給サンプ
ルの混合物における溶離剤の濃度が当該中間留分における2次元目分離で保留されるすべ
ての目標タンパク質の臨界移転溶離剤の濃度より低くなるようにする。前記のタンパク質
が前記のクロマトグラフィのカラムに保留されるようにして、2次元目サンプル供給を完
成する。グラジエント溶離により前記の供給サンプルの混合物が前記のクロマトグラフィ
のカラムで異なる留分に分離し、クロマトグラフィのカラム切替え弁6-2により検出器に
入って検出されるようにする。1次元目の分離により取得し、2次元目分離が必要であるす
べての中間留分に対してこのステップの分離を行う。
【０１６０】
　緩衝液交換及びクロマトグラフィシステムのリバランス
【０１６１】
　前記のステップ（4)のサンプル供給まで又はサンプル供給が完了してから、現在の1次
元の分離後の中間サンプルにおける移動相の成分が次の1次元の分離の移動相成分と整合
しない場合、本発明によるmD-LC分離方法又は2次元の液体クロマトグラフィーの分離方法
は次のステップも含む。
【０１６２】
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　緩衝液交換：次の1次元の分離に用いられる移動相を緩衝液にし、前記の緩衝液が前記
の次の1次元の分離のクロマトグラフィのカラムを流れるようにする。その中、前記の緩
衝液における溶離剤の濃度が前記の中間留分で次の1次元の分離保留されるすべてのタン
パク質の臨界移転溶離剤の濃度より低くなるようにして、少なくとも部分的に前記のクロ
マトグラフィのカラムにおける元の移動相を置換するようにする。
【０１６３】
　例えば、前の次元の分離から流出した目標タンパク質を含む収集液は既知成分を含む溶
液1と溶液2の混合液であり、その成分がグラジエント時間及び当該溶液1と溶液2の成分に
より推知されることができるが、タンパク質は区分に応じて保留期間が違うので、異なる
タンパク質収集液における成分が固定するものではなく、溶液Xであらわすことができる
。収集溶液が一般に3ml以上にあるが、当該溶液Xが溶液1又は2に押されてサンプル供給装
置No.2に入る場合、当該推進液と混合しないので、サンプル供給装置No.2で輸液装置No.2
に押される溶液3又は4は溶液Xと混合してから、始めから完全にクロマトグラフィ2次元目
分離カラムに入るまでの全過程はサンプルの緩衝溶液交換又は緩衝溶液置換である。
【０１６４】
　クロマトグラフィシステムのリバランス：溶液Xのサンプル供給のプロセスで、事実と
して元にクロマトグラフィのカラムに残留し、1次元クロマトグラフィ分離に用いられる
移動相を部分的に置換を行った。これはクロマトグラフィシステムのリバランスに役に立
ち、2次元目クロマトグラフィ体系のバランス過程における一部と見なされてもいい。続
いて完全なバランスに達成する場合、再び溶液3又は4が当該クロマトグラフィのカラムを
流れるようにする。
【０１６５】
　前記の緩衝液交換及びクロマトグラフィシステムのリバランスが完了するまで前記の中
間留分に対して分離をしてはいけない。
【０１６６】
　望ましくは、前記の緩衝液交換及びクロマトグラフィシステムのリバランスの場合の移
動相の流速がグラジエント溶離により液体クロマトグラフィーの分離を行う場合に常に利
用する移動相の流速より速い。
【０１６７】
　望ましくは、本発明によるmD-LC分離システムにより緩衝液の交換を実施できる。その
中、次の1次元の分離に用いられる移動相を緩衝液にし、輸液装置No.1及び/又は輸液装置
No.2により前記の緩衝液が前記の次の1次元の分離のクロマトグラフィのカラムを流れる
ようにする。その中、前記の緩衝液における溶離剤の濃度が前記の中間留分で次の1次元
の分離保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度より低いので、少なくとも
部分的に前記のクロマトグラフィのカラムにおける元の移動相を置換する。望ましくは、
前記の輸液装置No.1及び/又は輸液装置No.2が輸送する緩衝液の流速がグラジエント溶離
により液体クロマトグラフィーの分離を行う場合に常に利用する移動相の流速より速い。
【０１６８】
　特に、前記のステップ（4)のサンプル供給まで又はサンプル供給が完了してから、本発
明による2D-LC分離方法は下記のステップを含んでもいい。
【０１６９】
　緩衝液交換：2次元目分離に用いられる移動相を緩衝液にし、前記の緩衝液が前記の2次
元目分離のクロマトグラフィのカラムを流れるようにする。その中、前記の緩衝液におけ
る溶離剤の濃度が前記の中間留分で2次元目分離保留されるすべてのタンパク質の臨界移
転溶離剤の濃度より低く、少なくとも部分的に前記のクロマトグラフィのカラムにおける
元の移動相を置換するようにする。望ましくは、前記の輸液装置No.1及び/又は輸液装置N
o.2が輸送する緩衝液の流速がグラジエント溶離により液体クロマトグラフィーの分離を
行う場合に常に利用する流動相の流速より速い。
【０１７０】
　前記の緩衝液交換及びクロマトグラフィシステムのリバランスが完成してから前記の中



(26) JP 6232067 B2 2017.11.15

10

20

30

40

50

間留分に対する2次元目分離を行う。
【０１７１】
　クロマトグラフィのカラムの再生
【０１７２】
　クロマトグラフィのカラムは周期的再生が必要であり、適当な強溶離溶液により高速条
件でクロマトグラフィのカラムを洗浄できる。本分野の技術者は利用するクロマトグラフ
ィ分離モードにより適当な強溶離溶液を選択できる。
【発明の効果】
【０１７３】
　本申請書で開示する技術的内容を読んで、本分野の技術者は次の通りに理解できるはず
であり、即ち、本発明者はタンパク質の停滞-移転の現象を発見し、創造的にそれを液体
クロマトグラフィーの分離技術に利用して本発明によるmD-LC分離システム及びmD-LC分離
方法を設計した。その中、再びサンプル供給の場合の供給サンプルの混合物における溶離
剤の濃度をその中の次の1次元の分離で保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤
の濃度より低くなるようにして前1次元の分離の後に取得した留分の全部サンプルを次の1
次元の分離のクロマトグラフィのカラムに供給し、前1次元の分離後の留分の脱塩も不要
であり、いかなる特殊なカラムの間の継ぎ手も不要である。
【０１７４】
　本発明は長所が特にすべての目標中間留分の定量的移転を達成してタンパク質及びポリ
ペプチドの快速の分離を達成することができると言うことにある。
【図面の簡単な説明】
【０１７５】
【図１Ａ－１Ｆ】非同期のサンプル供給条件でジフェニル、炭酸脱水酵素及びフィフティ
ーンペプチド(GEPPPGKPADDAGLV)に対してRPLCリニア・グラジエント溶離を行った結果。
【図２】例としてのmD-LC分離システムのチャンネルの構成図。
【図３】市販カラムの奥嵐印WCXカラムにより7種のタンパク質の2D-LC(WCX,HIC)に対して
分離を行った結果。
【図４】市販Shim-packPΑ-CMのWCXカラム及び市販TSKgelG4000SWXLSEC脱塩カラムクロマ
トグラフィのカラムの2本の実施3次元クロマトグラフィ3D-LC(WCX/HIC/SEC)によりα-Chy
motrypsin及びTrypsinに対して同時に純化を行い、脱塩した結果。
【図５】オンラインシングル・カラムの2次元の液体クロマトグラフィーのカラム（2D(WC
X,HIC)快速純化ウシ膵臓の細胞色素Cの結果。
【発明を実施するための形態】
【０１７６】
　下記の実施案に示す通りに、本発明の技術方案及び長所は明らかである。
【０１７７】
　2次元の液体クロマトグラフィー(2D-LC)分離システム
【０１７８】
　特に具体的な実施案で、本発明による図2に示すmD-LC分離システムは2D-LCの疎水クロ
マトグラフィ（HIC)とイオン交換クロマトグラフィ（IEC)の分離システムに用いられ、次
のものを含む。
【０１７９】
　（a）移動相リザーバーとしてのリザーバーの4つ（それぞれ移動相リザーバー2-1～2-4
である)は容積及び材料がシステムの規模に応じるものである。例えば、100mlから100Lま
で、ガラス製、ステンレス製など。その中、前記の移動相リザーバー2-1～2-4はそれぞれ
液体クロマトグラフィーに用いられる分離の溶液が入れられていて、前記の溶液がそれぞ
れ溶液に表示され、1～2がそれぞれHIC移動相のA溶液及びB溶液であるが、溶液3～4がそ
れぞれIEC移動相のA溶液及びB溶液である。その中、溶液1及び溶液2が1次元目クロマトグ
ラフィ分離の溶液に用いられるが、溶液3及び溶液4が2次元目クロマトグラフィ分離の溶
液に用いられる。
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【０１８０】
　（b）輸液装置No.1としてのポンプA (3)と4元グラジエントユニット1～2、輸液装置No.
2としてのポンプB(9)と4元グラジエントユニット1-1はチャンネルの4つがそれぞれ移動相
リザーバー2-1～2-4と一々に対応して連通し、独立してチャンネルの4つの流量の調節及
び計量を行うことができる。
【０１８１】
　その中、ポンプA(3)と4元グラジエントユニット1～2及びポンプB(9)と4元グラジエント
ユニット1-1は市販の4元グラジエントポンプにしてもよく、ポンプ自身による動力により
4種の異なる移動相チャンネルの流量の輸送及び計量を行うことができる。
【０１８２】
　ポンプA(3)と4元グラジエントユニット1～2は主に1次元目クロマトグラフィ分離に用い
られるが、蓄積装置に貯蔵された1次元留分を送り出して2次元クロマトグラフィのサンプ
ル供給に協力すること又は2次元クロマトグラフィ分離にも用いられる。ポンプB(9)と4元
グラジエントユニット1-1は主に2次元目又は多次元クロマトグラフィ分離に用いられ、ポ
ンプA(3)と共に2次元又は多次元クロマトグラフィサンプル供給及びクロマトグラフィ分
離を実施する。
【０１８３】
　ポンプA(3)とポンプB(9)は高圧ポンプであり、流量範囲が望ましくは0.001～10ml/分、
精度が±0.001ml、最大圧力が40MPaにある。調製形の多次元の液体クロマトグラフィーの
分離システムにとって、ポンプA(3)及びポンプB(9)は流量範囲が望ましく0.01～100ml/分
、精度が±0.01ml、最大圧力が20MPaにある。生産形の多次元の液体クロマトグラフィー
の分離システムにとって、ポンプA(3)とポンプB(9)は流量範囲が望ましく0.1～10L/分、
精度が±0.1ml、最大圧力が20MPaにある。
【０１８４】
　（c）サンプル供給装置No.1としてのサンプル供給六方弁4-1及び4-2及びサンプル供給
装置No.2としての混合機12。
【０１８５】
　その中、サンプル供給六方弁4-1は1次オリジナルサンプル供給及び廃棄液体排出弁No.1
、六方弁4-2は2次元目サンプル供給の制御弁であり、明らかに弁位「inject」及び「load
」が表示されていて、2次元の分離体系の動作状態を明らかにする。
【０１８６】
　前記のサンプル供給六方弁4-1にポートの6ヶ所があり、ポート1-4孔がサンプルリング
として連結されていて、ポート6孔がサンプル供給器ドレンロとつながっている。前記の
サンプルリングは容量が例えば10mlである。前記のサンプル供給六方弁4-1は弁内の構成
が次の通りである。サンプル供給状態で、前記のサンプル供給六方弁4-1のポート1孔とポ
ート2孔、ポート3孔とポート4孔、ポート5孔とポート6孔が連通している。サンプル非供
給状態又はサンプル供給準備状態で、ポート1孔とポート6孔、ポート2孔とポート3孔、ポ
ート4孔とポート5孔が連通している。サンプル供給六方弁4-1のポート1孔とポート4孔が
それぞれサンプルリングの両端と連通しているが、ポート6孔とサンプル供給器ドレンロ
が連通している。
【０１８７】
　前記の混合機12は例えばノズル式の管路混合機であり、混合機入口の2ヶ所（混合機入
口Mlおよび混合機入口M2)と混合機出口M0がある。前記の混合機12の入口MlとポンプB(9)
の出口が連通している。混合機12は前の1次元留分と次の1次元クロマトグラフィ分離に用
いられる移動相を適当な比例でその中で混合して、混合後の濃度が2次元クロマトグラフ
ィ分離に求められる「溶離剤の最低濃度」より低くなるようにする。六方弁4-2と当該混
合機はサンプル供給装置No.2を構成する。
【０１８８】
　（d）クロマトグラフィのカラムユニット7又はクロマトグラフユニット14、クロマトグ
ラフィのカラム切替えユニットとしての多方弁6-1、多方弁6-2及び前記のエレメントの間
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の連通管路からなる分離装置。多方弁6-1及び多方弁6-2は目標タンパク質がクロマトグラ
フィのカラムユニット7又はクロマトグラフユニット14における必要な分離モードの中の
いずれかに入ることを制御する。
【０１８９】
　前記のクロマトグラフィのカラムユニット7又はクロマトグラフユニット14は本分野の
技術者の公知の常にタンパク質分離に用いられる業務用クロマトグラフィのカラム及び混
合モードクロマトグラフィのカラム又は業務用クロマトグラフ及び混合モードクロマトグ
ラフの複数を含み、総数がn本である。簡潔にするために、これらのクロマトグラフィの
カラム/クロマトグラフを統一してクロマトグラフィのカラム1、クロマトグラフィのカラ
ム2、クロマトグラフィのカラム3、…、クロマトグラフィのカラムnと表示する。多方弁6
-1は入口0及び少なくともnヵ所の出口（それぞれ出口1、出口2、出口3、…、出口nと表示
する)がある。多方弁6-2は出口0及びnヶ所の入口（それぞれ入口1、入口2、入口3、…、
入口Nと表示する)がある。多方弁6-1の入口0は前記の分離装置の入口、多方弁6-2の出口0
は前記の分離装置の出口にされていて、多方弁6-1の出口1～出口nはそれぞれクロマトグ
ラフィのカラム1～クロマトグラフィのカラムnの入口と一々に対応して連通しているが、
多方弁6-2の入口1～入口nはそれぞれクロマトグラフィのカラム1～クロマトグラフィのカ
ラムnの出口と一々に対応して連通している。多方弁6-1及び多方弁6-2は内部の構成が次
の通りであり、即ち、あるクロマトグラフィのカラムa(a：1～nの自然数）に切替えた状
態で、多方弁6-1の入口0が当該クロマトグラフィのカラムaと対応する出口aと連通してい
るが、多方弁6-2の出口0が当該クロマトグラフィのカラムaと対応する入口aと連通してい
る。
【０１９０】
　その中、クロマトグラフユニット14はステンレス、高分子材料の円形キャビティに入れ
られたさまざまなクロマトグラム分離媒質に設置してもよく、1次元、2次元ないし多次元
のモードであってもよく、クロマトグラフィのカラムユニット7の構成として他のクロマ
トグラフィのカラムと並列して一体に取付けられてもいい。多方弁6-1と6-2により、クロ
マトグラフユニット14はクロマトグラフィシステムと並列してさまざまな形式の多次元ク
ロマトグラフィの分離を実施するようにする。
【０１９１】
　（e）検出装置としての検出器13は本分野の技術者の公知の常にタンパク質の検出に用
いられる検出器である。UV、屈折、電気化学的、質量分析などの種類の検出器、タンパク
質又はポリペプチド検出に用いられる検出器は市販品であり、使用できる。
【０１９２】
　（f）蓄積器としての蓄積パイプの8つ（蓄積装置10-1～10-8と表示する)、蓄積器とし
ての切替えユニットの八方弁11-1と八方弁11-2及び前記のエレメントの間の連通管路から
なる蓄積装置。
【０１９３】
　前記の蓄積装置はステンレス、peekパイプ又はチタン鋼製であり、異なる容積及び形状
の螺旋パイプ状、オリーブ状の空心パイプにして流出液を入れるようにしてもいい。当該
蓄積装置は一端が八方弁11-1、他端が八方弁11-2とつながる。
【０１９４】
　八方弁11-1及び11-2はそれぞれ蓄積装置の8つの両端につながり、各通路が蓄積装置と
つながって留分が該当する蓄積装置に入ることを制御する。
【０１９５】
　その中、蓄積装置10-1～10-8は容量が同じであり、少なくとも2mlであり、又は同じで
はなく、2ml～2lで変わる。八方弁11-1は入口0及び出口の8ヵ所（出口1～8)があり、八方
弁11-2は出口0及び入口の8ヵ所（入口1～8)がある。八方弁11-1の入口0は前記の蓄積装置
の入口であるが、八方弁11-2の出口0は前記の蓄積装置の出口である。八方弁11-1の出口1
～8はそれぞれ蓄積装置10-1～10-8の一端と連通しているが、八方弁11-2の入口1～8はそ
れぞれ蓄積装置10-1～10-8の他端と連通している。八方弁11-1及び11-2は内部構成が次の
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通りであり、即ち、連通蓄積装置10-β(β：1～8の自然数）に切替えた状態で、八方弁11
-1の入口0は出口βと連通しているが、八方弁11-2の出口0は入口βと連通している。ある
蓄積パイプに切替えた状態で、液体は相次ぎに八方弁11-1、当該蓄積装置及び八方弁11-2
を経て前記の蓄積装置を流れる。それと同時に、八方弁11-1及び八方弁11-2は液体の逆向
きの流動を許容する。この場合、液体は相次ぎに八方弁11-2、当該蓄積装置及び八方弁11
-1を経て前記の蓄積装置を流れる。
【０１９６】
　発振器18はオリーブ形の蓄積装置（例えば図2の10-1及び10-2)に蓄積した収集液を均一
に攪拌する。タンパク質溶液の脱塩を行い、又は収集液の一部を再び次の次元に供給して
分離する場合に当該発振器18を利用する。
【０１９７】
　（ｇ）ドレン装置No.1としてのドレンロ17-1は三方弁5-4のポート2、ドレン装置No.2と
してのドレンロ17-2は六方弁4-2の6孔と連通している。
【０１９８】
　ドレンロはドレンロの3ヵ所を含み、即ち、留分収集器と連通するメインドレンロ17-1
、2次オリジナルサンプル供給の場合の廃棄液体ドレンロ17-2及び大規模タンパク質純化
の場合のドレンロ17-3である。
【０１９９】
　ドレンロ17-3は検出器13と並列する並列分流管19を含む。大規模タンパク質純化の場合
、高流量で検出器の検出池を流れて発生する高圧を防止するために、90%以上の移動相を
当該並列分流管を経て留分収集器15に流れさせ、1～10%の移動相が検出池を流れてタンパ
ク質の「オンラインモニターリング」に用いられる。
【０２００】
　留分収集器15はもっぱらに純化後の最終製品の収集に用いられ、もちろんほしい中間留
分の収集にも用いられることができる。留分収集器15は市販品である。
【０２０１】
　（h）チャンネル切替え装置の六方弁4-2、三方弁5-1、三方弁5-2、三方弁5-3、三方弁5
-4及び前記のバルブの間の連通管路とする。
【０２０２】
　その中、六方弁4-2にポートの6ヶ所があり（ポート1～6)、三方弁5-1、5-2、5-3及び5-
4はそれぞれポートの3ヵ所（ポート1～3)がある。六方弁4-2は内部構成が次の通りであり
、即ち、当該六方弁4-2の1種目の切替え状態4-2aで、ポート1がポート2と、ポート3がポ
ート4と、ポート5がポート6と連通している。当該六方弁4-2の他の切替え状態4-2bで、ポ
ート1がポート6と、ポート2がポート3と、ポート4がポート5と連通している。三方弁5-1
、5-2、5-3及び5-4は弁内構成が次の通りである。当該三方弁5-1、5-2、5-3及び5-4の1種
目の切替え状態5-la、2a、5-3a及び5-4aで、それぞれポート1及びポート2と連通している
。当該三方弁5-1、5-2、5-3及び5-4の他の切替え状態5-lb、5-2b、5-3b及び5-4bで、それ
ぞれポート1及びポート3が連通している。サンプル供給六方弁4-1のポート2とポンプ1の
出口が連通している。検出器の入口は分離装置出口としての多方弁6-2の入口0、検出器の
出口は三方弁5-4のポート1と連通している。六方弁4-2のポート1は八方弁11-2の出口0、
六方弁4-2のポート2はサンプル供給六方弁4-1のポート3、六方弁4-2のポート3は三方弁5-
1のポート1、六方弁4-2のポート4は三方弁5-2のポート2、六方弁4-2のポート6はドレンロ
17-2と連通している。三方弁5-1のポート2は混合機入口M2、三方弁5-1のポート3は三方弁
5-3のポート2と連通している。三方弁5-2のポート1は分離装置入口としての多方弁1の入
口0、三方弁5-3のポート3は混合機出口M0と連通している。三方弁5-3のポート1は多方弁1
の入口0、三方弁5-2のポート3は三方弁5-4のポート3と連通している。三方弁5-4のポート
2はドレンロ17-1と連通している。
【０２０３】
　（i）恒温装置としての低温恒温制御箱8は図の点線枠以内のエレメントが4℃の恒温に
保持されるようにする。
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【０２０４】
　当該低温恒温制御箱は滅菌装置を含み、冷却装置が搭載された恒温箱であり、箱内の空
間が恒温4℃に保持されるようにして、前記の蓄積装置、又は多次元の液体クロマトグラ
フィーの分離システムの全体を当該空間に収容する。当該温度制御システムは全部又は一
部がクロマトグラフの他のエレメントとケースに組み立てられて全体式のシステムとなる
ことができるし、それぞれ分割式のシステムにすることもできる。
【０２０５】
　前記の滅菌装置は蒸気発生装置及び蒸気注入装置、又は電気加熱装置を含む。前記の蒸
気発生装置は140℃以上の蒸気が発生でき、前記の蒸気注入装置は前記の蒸気を多次元の
液体クロマトグラフィーの分離システムの蓄積装置に注入する。
【０２０６】
　当該滅菌装置は電気加熱装置にしてもいい。前記の電気加熱装置は電力により直接に加
熱し、又は電気加熱による熱気で加熱する。
【０２０７】
　（ｊ）自動化装置としてのコンピュータ制御装置は自動的に4元グラジエントユニット1
-1及び1-2、ポンプA(3)とポンプB(9)及び低温恒温制御箱8の操作を制御し、検出器13から
の信号を受信する。
【０２０８】
　ワークステーション16は当該システムの分割式及び全体式の区分に応じて専用の操作ソ
フトウェアを作成する。前者は普通の液体クロマトグラフと連合して利用されるので、当
該システムがクロマトグラフィシステムに協力して使用され、ソフトウェアが1種の設計
であるが、後者は普通のクロマトグラフのソフトウェアを本特許設計の多次元クロマトグ
ラフィシステムと整合して検討し、一括的設計ソフトウェアとして最終に普通のいかなる
クロマトグラフワークステーションを含まないまったく新しいワークステーションとなる
。
【０２０９】
　前記のチャンネル切替え装置は次の通りに六方弁4-2、三方弁5-1、三方弁5-2、三方弁5
-3及び三方弁5-4を切替えて異なるチャンネルを形成する。
【０２１０】
　（Ａ）普通の分離チャンネル：六方弁4-2を状態4-2bに切替え(ポート1がポート6、ポー
ト2がポート3、ポート4がポート5と連通している）、三方弁5-1を状態5-lbに切替え(ポー
ト1がポート3と連通している）、三方弁5-2を任意の状態に切替え、三方弁5-3を状態5-3a
に切替え(ポート1がポート2と連通している）、三方弁5-4を状態5-4aに切替えて(ポート1
がポート2と連通している）、相次ぎに移動相リザーバー、4元グラジエントユニット1-2
、ポンプA(3)、クロマトグラフィのカラムユニット7/クロマトグラフユニット14、検出器
13及びドレンロ17-1を連通する普通の分離チャンネルを形成する。
【０２１１】
　一方、前記の普通の分離チャンネルのバルブ状態で、更にサンプル供給六方弁4-1をサ
ンプル供給状態に切替え（ポート1がポート2、ポート3がポート4、ポート5がポート6と連
通)、サンプルリングが本発明による2次元の液体クロマトグラフィーの分離システムのチ
ャンネルに連通し、サンプル供給状態の普通の分離チャンネル（チャンネルA0)を形成す
るようにする。
【０２１２】
　もう一方、前記の普通の分離チャンネルのバルブ状態で、更にサンプル供給六方弁4-1
をサンプル非供給状態に切替え（ポート1がポート6、ポート2がポート3、ポート4がポー
ト5と連通している）、サンプルリングが本発明による2次元の液体クロマトグラフィーの
分離システムのチャンネルと連通しなく、サンプル非供給状態の普通の分離チャンネル（
チャンネルA）を形成するようにする。
【０２１３】
　（Ｂ）1次元目の分離チャンネル：六方弁4-2を状態4-2bに切替え(ポート1がポート6、
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ポート2がポート3、ポート4がポート5と連通している)、三方弁5-1を状態5-lbに切替え(
ポート1がポート3と連通している)、三方弁5-2を状態5-2bに切替え(ポート1がポート3と
連通している)、三方弁4-3を状態5-3aに切替え(ポート1がポート2と連通している)、三方
弁5-4を状態5-4bに切替え(ポート1がポート3と連通している)、相次ぎに移動相リザーバ
ー、4元グラジエントユニット1-2、ポンプA(3)、クロマトグラフィのカラムユニット7/ク
ロマトグラフユニット14、検出器13、蓄積パイプ組10及びドレンロ17-2を連通するチャン
ネルを形成するようにする。
【０２１４】
　一方、前記のチャンネルのバルブ状態で、更にサンプル供給六方弁4-1をサンプル供給
状態に切替え(ポート1がポート2、ポート3がポート4、ポート5がポート6と連通している)
、サンプルリングが本発明による2次元の液体クロマトグラフィーの分離システムのチャ
ンネルに連通し、サンプル供給状態の1次元目の分離チャンネル（チャンネルB0）を形成
するようにする。
【０２１５】
　もう一方、前記のチャンネルのバルブ状態で、更にサンプル供給六方弁4-1をサンプル
非供給状態に切替え（ポート1がポート6、ポート2がポート3、ポート4がポート5と連通し
ている）、サンプルリングが本発明による2次元の液体クロマトグラフィーの分離システ
ムのチャンネルと連通しなく、本発明による多次元の液体クロマトグラフィーの分離にお
ける1次元目の分離チャンネル（チャンネルB）を形成するようにする。
【０２１６】
　（Ｃ）2次元目分離チャンネル：六方弁4-2を状態4-2aに切替え(ポート1がポート2、ポ
ート3がポート4、ポート5がポート6と連通している)、三方弁5-1を状態5-laに切替え(ポ
ート1がポート2と連通している)、三方弁5-2を状態5-2aに切替え(ポート1がポート2と連
通している)、三方弁5-3を状態5-3bに切替え(ポート1がポート3と連通している)、三方弁
5-4を状態5-4aに切替え(ポート1がポート2と連通している)、移動相リザーバー、4元グラ
ジエントユニット1-1、ポンプA(3)、蓄積パイプ組10、混合機12、クロマトグラフィのカ
ラムユニット7/クロマトグラフユニット14、検出器13及びドレンロ17-1が相次ぎに連通し
、4元グラジエントユニット1-1、ポンプB(9)と混合機12が相次ぎに連通する2次元目分離
チャンネルを形成するようにする。
【０２１７】
　普通の場合、本発明による2次元の液体クロマトグラフィーの分離システムが2次元目分
離チャンネルにある場合、六方弁4-2をサンプル非供給状態に切替え（ポート1がポート6
、ポート2がポート3、ポート4がポート5と連通している)、本発明による中間分離産物を
収集しない場合の2次元目分離チャンネル（チャンネルC)を形成するようにする。
【０２１８】
　普通の液体クロマトグラフィーの分離（単次元液体クロマトグラフィーの分離）
【０２１９】
　次のステップにより図2に示す本発明による2D-LC分離システムを操作する場合、タンパ
ク質のサンプルの普通の液体クロマトグラフィーの分離（1次元の液体クロマトグラフィ
ーの分離）に達成することができる。
【０２２０】
　（１）本分野の技術者の公知により適当な成分の移動相を選択し、ポンプA(3)をONし、
初期濃度、リニア・非リニアのグラジエント溶離モード、グラジエントの時間などを含む
適当なグラジエント溶離条件を設置する。4元グラジエントユニット1-2により適当な流量
で移動相リザーバーから適当な溶剤（例えば、それぞれ移動相リザーバー1及び移動相リ
ザーバー2から溶剤1及び溶剤2を取出し、輸送する)を取出し、輸送し、分離装置がクロマ
トグラフィのカラムのいずれか又はクロマトグラフと連通している状態にあり、クロマト
グラフィシステムが必要なバランスを行うようにする。
【０２２１】
　（２）サンプル供給：サンプル供給六方弁4-1をサンプル非供給状態（普通、サンプル
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供給弁に「load」と表示する。この場合、サンプル供給弁のポート1がポート6、ポート2
がポート3、ポート4がポート5と連通している）に設置し、サンプル供給六方弁4-1のポー
ト5に混合タンパク質のサンプルを輸送し（例えば100μl）、サンプルがサンプルリング
に収納されるようにする。次に、サンプル供給弁のハンドルを「inject」の表示に回し、
サンプルがクロマトグラフィ分離装置に入るようにする。この場合、サンプル供給弁はチ
ャンネルA0(サンプル供給の場合の普通の分離チャンネル）を形成する状態に設置される
。それと同時に、当該MD-LCシステムの制御システムはグラジエント溶離システムに同期
動作の指令を出す。それによりサンプル供給を完成する。
【０２２２】
　（３）普通の液体クロマトグラフィーの分離：サンプル供給が完了してから、図2に示
す本発明による2D-LCシステム分離システムを再びチャンネルA (サンプル非供給の場合の
普通の分離チャンネル）に帰った状態に設置し、グラジエント溶離によりタンパク質のサ
ンプルが当該クロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフで異なる保留期間のある各留
分に分離し、検出器13で検出されるようにする。分離後のサンプルはドレンロ17-1を経て
システムから排出し収集される。
【０２２３】
　具体的な実施案において、前記のステップ（1)におけるグラジエント溶離はリニア・グ
ラジエント溶離である。
【０２２４】
　具体的な実施案において、前記のステップ（1）におけるグラジエント溶離は非リニア
・グラジエント溶離である。
【０２２５】
　具体的な実施案において、前記のステップ（1）におけるグラジエント溶離は非同期の
サンプル供給条件におけるリニア・グラジエント溶離である。
【０２２６】
　分離を行う混合タンパク質の性質に応じて、本分野の技術者はとても容易に適当なクロ
マトグラフィのカラムの区分を選択でき、とても容易に液体クロマトグラフィーとしての
分離における移動相の溶剤を選択できる。本分野の公知の方式により、本分野の技術者は
とても容易にポンプA(3)により輸送される溶剤の流量を確定できる。
【０２２７】
　2D-LC分離のプロセス
【０２２８】
　次に、図2の液体クロマトグラフィーの分離システムを例にして本発明による液体クロ
マトグラフィーの分離システムにより2D-LC分離を実施する操作プロセスについて詳細に
説明する。
【０２２９】
　臨界移転時間tCMP及び臨界移転溶離剤の濃度CCMPの計算
【０２３０】
　次に図1を例にしてｔCMP及びCCMPの計算方法について説明する。図1Aにジフェニル（小
分子有機物）、図1Bに炭酸脱水酵素（大分子のタンパク質）、図1Cにフィフティーンペプ
チド（GEPPPGKPADDAGLV）が非同期のサンプル供給条件（即ち、サンプル供給期間がグラ
ジエント溶離時間と違う。図1で、次のサンプル供給期間は相次ぎに前回のサンプル供給
より一分に遅い）におけるグラジエント溶離分離(その中の液体クロマトグラフィーの分
離方法は普通の液体クロマトグラフィーの分離である)を示した。
【０２３１】
　図1Eに炭酸脱水酵素の保留期間tRとサンプル供給期間tiとの関係曲線を示した。定量で
CCMPを計算するために、ni回目のサンプル供給の場合の保留期間がtR,n、ni-1回目の次サ
ンプル供給の場合の保留期間がtR,n-l、1回目からni回目のサンプル供給によるtR,1からt

R,n-1までのn-１個tRの平均値がtRa、標準偏差が±2бである。平均値標準偏差>2бの場
合、タンパク質がクロマトグラフィのカラムで顕著に移動したことを示す。前記の標準偏
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差によると、可確定タンパク質が顕著に移動した時刻がtR,n-lからtR,1にあり、即ち、図
1Eの垂直矢印が指す2回のサンプル供給の区間にある。
【０２３２】
　図1Eの垂直矢印右のデータポイントのフィッティングを行い、フィッティング用関数は
次に示す。
【０２３３】
　［式３］
　tR=a+bti+cti

2

　その中、a、b、cはフィッティングされる常数であり、タンパク質自身の特性に関する
。フィッティング後に式（4）となる。
【０２３４】
　［式４］
　tR = 0.1348 ti2 - 1.7985 ti + 32.652, R2 = 0.9993。 （4）
　ここで、Rは、非線形相関係数を表す。
【０２３５】
　tR=tRa+2бを式４に代入すると、それによるtiは臨界移転時間tCMPとなる。
【０２３６】
　次に、式（5）と式（6）によりそれぞれ臨界移転溶離剤の濃度CCMPを算出する。
【０２３７】
　［式５］
　CCMP=tCMP×tg
　　その中、tgはリニア・グラジエント勾配、即ち単位時間に溶離剤の濃度の変化率の事
であり、下式により算出する。
【０２３８】
　［式６］
　tg=V%/tT
　　その中、V %はリニア・グラジエント溶離で体積分数で表される溶離剤の濃度の変化
量、tTはV%の対応する当該リニア・グラジエント溶離の時間である。実のところ、2次元
の分離のサンプル供給期間はtTより3～5分に早い。これは当該具体的実例における炭酸脱
水酵素にとって適当であるからである。
【０２３９】
　操作プロセス
【０２４０】
　（１）前記の方法によりタンパク質のサンプルで2次元目又は更に多くの次元の分離で
保留される各種のタンパク質のCCMPを確定する。
【０２４１】
　（２）適当な成分の移動相を選択し、ポンプA(3)をONし、初期濃度、リニア・非リニア
のグラジエント溶離モード、グラジエントの時間などを含む適当なグラジエント溶離条件
を設置する。4元グラジエントユニット1-2により適当な流量で移動相リザーバーから適当
な溶剤を取出し、輸送し（例えばそれぞれ移動相リザーバー1及び移動相リザーバー2から
溶剤1及び溶剤2を取出し、輸送する）、分離装置がクロマトグラフィのカラムのいずれか
又はクロマトグラフと連通している状態にあり、クロマトグラフィシステムが必要なバラ
ンスを行うようにする。
【０２４２】
　（３）1次元目の分離：サンプル供給六方弁4-1を「load」状態（ポート1がポート6、ポ
ート2がポート3、ポート4がポート5と連通している）に設置し、サンプル供給六方弁4-1
のポート5に混合タンパク質のサンプルを輸送し（例えばlOOμL）、サンプルがサンプル
リングに収納されるようにする。次に、図1に示す本発明による2D-LC分離システムをチャ
ンネルB０(サンプル供給の場合の1次元目の分離チャンネル) を形成する状態に設置し、
ポンプA(3)をONし、4元グラジエントユニット1-2により適当な流量で移動相リザーバーか
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ら適当な溶剤を取出し、輸送し、サンプルリングに収納されたサンプルが本発明による2D
-LC分離システムに入るようにする。次に図2に示す本発明による2D-LC分離システムをチ
ャンネルB(サンプル非供給の場合の1次元目の分離チャンネル)を形成する状態に設置し、
ポンプA(3)をONし、4元グラジエントユニット1-2により適当な流量で移動相リザーバーか
ら1次元目液体クロマトグラフィーとしての分離の移動相の適当な溶剤（例えばそれぞれ
リザーバー1及びリザーバー2から溶剤1及び溶剤2を取出し、輸送する）を取出し、輸送し
、多方弁6-1及び6-2により1次元目クロマトグラフィの分離に用いられるクロマトグラフ
ィのカラム又はクロマトグラフが連通し、グラジエント溶離により混合タンパク質のサン
プルが当該クロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフで異なる保留期間のある各留分
に分離し、検出器13で検出されるようにする。
【０２４３】
　（４）中間留分の収集及び貯蔵：2次元目の液体クロマトグラフィーの分離が必要であ
る留分に対して、八方弁11-1及び八方弁11-2を切替えて蓄積パイプ10～2から10-8までの
いずれかが連通され、当該留分を収集し、当該蓄積装置に貯蔵するようにする。2次元目
の液体クロマトグラフィーの分離が不要である留分に対して、八方弁11-1及び八方弁11-2
を切替えて蓄積装置10-1が連通され、当該留分が蓄積装置10-1を経て検出器13を流れ、ド
レンロ17-2（図に表示無し）を経てシステムから排出するようにする。すべての留分があ
る蓄積装置に貯蔵されたり、システムから排出されたりしてから、1次元目液体クロマト
グラフィーの分離が完了する。
【０２４４】
　（５）2次元目分離：次に図1に示す本発明による2D-LC分離システムをチャンネルC(2次
元目分離チャンネル)を形成する状態に設置し、八方弁11-1及び八方弁11-2を切替えて1次
元目液体クロマトグラフィーの分離により取得した中間留分を入れたすべての蓄積装置が
連通されるようにし、多方弁6-1及び6-2を切替えて2次元目クロマトグラフィ分離に用い
られるクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフが連通されるようにする。ポンプA(
3)をONし、4元グラジエントユニット1-2により適当な流量で移動相リザーバーから適当な
溶剤を取出し、輸送し（例えばリザーバー3から溶剤3を取出し、輸送する）、当該蓄積装
置における中間留分が混合機12に流入するようにし、同時にポンプB(9)をONし、4元グラ
ジエントユニット1-1により適当な流量で移動相リザーバーから2次元目の液体クロマトグ
ラフィーとしての分離の移動相の適当な溶剤（例えばそれぞれリザーバー3及びリザーバ
ー4から溶剤3及び溶剤4を取出し輸送する）を取出し輸送し、前記の中間留分と前記の移
動相が混合して2次元目分離の供給サンプルの混合物を取得し、前記の供給サンプルの混
合物サンプルを2次元目分離のクロマトグラフィのカラムに供給し、ポンプA(3)と4元グラ
ジエントユニット1-2及びポンプB(9)と4元グラジエントユニット1-1の流量を調節して、
当該供給サンプルの混合物における溶離剤の濃度Cが当該中間留分における2次元目分離で
保留されるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度より低くなり、これらのタンパク
質が前記のクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフに保留されて、2次元目のサン
プル供給が完成されるようにする。
【０２４５】
　次に、グラジエント溶離により前記の供給サンプルの混合物が前記のクロマトグラフィ
のカラム又はクロマトグラフで異なる留分に分離し、検出器13で検出されるようにする。
2次元目液体クロマトグラフィーに分離され、分離後のサンプルがドレンロ17-2を経てシ
ステムから排出し、留分収集器15に収集される。
【０２４６】
　このステップの操作を繰り返し、蓄積装置で2次元目液体クロマトグラフィーの分離が
必要であるすべての中間留分が分離されるようにする。
【０２４７】
　具体的な実施案において、前記のステップ（4）におけるグラジエント溶離はリニア・
グラジエント溶離である。
【０２４８】
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　具体的な実施案において、前記のステップ（4）におけるグラジエント溶離は非リニア
・グラジエント溶離である。
【０２４９】
　分離を行う混合タンパク質の性質に応じて、本分野の技術者はとても容易に適当なクロ
マトグラフィのカラム又はクロマトグラフを選択して1次元目クロマトグラフィ分離及び2
次元目クロマトグラフィ分離に用い、とても容易に1次元目クロマトグラフィ分離及び2次
元目クロマトグラフィ分離における移動相溶剤を選択できる。
【０２５０】
　緩衝液交換
【０２５１】
　前記の2次元の液体クロマトグラフィーの分離のプロセスのステップ（4）における2次
元目サンプル供給まで又はサンプル供給プロセスが完成してから、本発明による多次元の
液体クロマトグラフィーの分離方法又は2D-LC分離方法は次のステップも含む。
【０２５２】
　（１）緩衝液交換：2次元目分離に用いられる移動相を緩衝液（例えば移動相リザーバ
ー3及び移動相リザーバー4における溶液3及び溶液4）にして、ポンプA(3)と/又はポンプB
(9)により当該緩衝液を2次元目分離のクロマトグラフィのカラム又はクロマトグラフに輸
送する。その中、前記の緩衝液における溶離剤の濃度が前記の中間留分で次の1次元の分
離で保留される必要があるすべてのタンパク質の臨界移転溶離剤の濃度より高く又は低い
ので、少なくとも部分的に前記のクロマトグラフィのカラムにある元の一次元目分離の移
動相（溶剤1及び溶剤2など） を置換する。
【０２５３】
　（２）収集した前1次元の分離の行われた留分を移動相X (Xはその成分が既知であるこ
とを示すが、成分がタンパク質の区分に応じるものである）にすると、それを緩衝液と見
なす。前記の相同方式のように、緩衝液の交換を行うと、2回目のサンプル供給が緩衝溶
液の交換と同時に行われる。次に前記の中間留分に対して2次元目の分離を行う。
【０２５４】
　（３）二次サンプル供給が完了してから、収集液蓄積装置から排出した移動相（例えば
、溶液2）を溶液3又は4と適当な比例で混合し、2D-LC体系のリバランスに達成する。
【０２５５】
　（４）クロマトグラフィのカラムは周期的に溶液ポンプA又はBにより貯蔵タンクから取
出した溶液のいずれかのような強溶離剤で洗浄しなければいけない。
【０２５６】
　更に多くの次元の液体クロマトグラフィーの分離システム
【０２５７】
　前記の実施形態は図2に示す2D-LC分離システム及びその操作方法について説明したが、
本分野の技術者はとても容易にそれを更に多くの次元の液体クロマトグラフィーの分離シ
ステムに拡張できる。
【０２５８】
　図2の2D-LC分離システムと比べてみると、更に多くの次元の液体クロマトグラフィー分
離システムは更に多くの移動相リザーバーを含むことができ、その輸液装置もそれにより
更に多く輸液チャンネルがある。
【０２５９】
　本分野の公知によると、本分野の技術者は図2の2D-LC分離システムのチャンネル切替え
装置を適切に変更して、2次元目の分離が行われて取得した更なる分離が必要である留分
がシステムから流出する代わりに中間留分として再び収集され、蓄積装置に貯蔵され、後
継ぎの更に多くの次元の分離で前記の2次元目分離ステップと同じ方式により当該中間留
分に対して更なる分離を行うことができる。
【０２６０】
　次に図2の2次元の液体クロマトグラフィーの分離システムによりタンパク質のサンプル
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を分離する例を示す。
【実施例１】
【０２６１】
　市販品のカラム奥嵐WCXカラムによりタンパク質の7種に対する2D-LC(WCXXHIC)分離
【０２６２】
　前記の2次元の液体クロマトグラフィーの分離システム及び2次元の液体クロマトグラフ
ィーの分離方法により、本実例はミオグロビンタンパク質（Myo）、リボヌクレアーゼ（R
Nase）、細胞色素c(Cyt-c)、α-ミ元タンパク質（α-Chy）、リゾチーム（Lys）、炭酸脱
水酵素（Car）とα-アミラーゼ（α-Amy）は当該タンパク質の混合物から完全に分離する
。その中、1次元目の分離で弱陽イオン交換（WCX）分離モード、2次元目の分離で疎水相
互作用（HIC）分離モードを利用する。この実例で利用するクロマトグラフィのカラムは
業務用Shim-packPΑ-CMのWCXクロマトグラフィのカラムであるが、実にWCX/HIC混合モー
ドクロマトグラフィのカラム（150mm×7.9mm）であり、WCXモードの1次元目の分離でもHI
Cモードの2次元目分離でも当該クロマトグラフィカラムを利用する。
【０２６３】
　分離の結果は図3に示す。図に塩の濃度が時間に応じて変化する曲線も示す。前記の2D-
LC分離のプロセスにより分離を行う。
【０２６４】
　WCXモードの1次元目の分離で、ポンプ1によりWCXモード（図3の左（図3の左の3、4ピー
ク））に用いられる移動相の塩溶液を輸送し、グラジエント溶離を行って、Myo、RNase及
びLys（図3左の1、2、5ピーク） が分離するようにするが、Car及びα-Amyを保留しなく
（図3左の6、7ピーク）、Cyt-C及びα-Chyも完全に分離できない（図3左の3、4ピーク）
。よって、1次元目の分離によりタンパク質Myo、RNase及びLysを取得し、Carとα-Amyを
含む中間留分及びCyt-cとα-Chyを含む中間留分をそれぞれ蓄積装置の蓄積パイプ10-2と
蓄積パイプ10-3に収集する。
【０２６５】
　1次元目の分離が完了してから、塩の濃度を向上させ、前記の方法により二次サンプル
供給及び緩衝液置換を行うと同時に、2次元目のHIC分離システムのリバランス（図3の塩
濃度曲線のプラットホーム領域以内）を実施した。方法として、ポンプB(9)により混合機
12にHICのA液を輸送し、ポンプA(3)とポンプB(9)における液体の流量を調節して混合され
た濃度がCyt-C及びα-Chyの臨界移転溶離剤の濃度CCMP以内にあるようにする（当該CCMP
の正確な数値は図1に示す普通の液体クロマトグラム分析により事前に取得した）。当該
二次サンプル供給、緩衝液置換及び2次元目分離システムのリバランスの後に、中間留分C
yt-C及びα-Chyの全部は当該同クロマトグラフィのカラムの1本に保留される。次にグラ
ジエント溶離によりHICモードにおける更に次のクロマトグラフィ次元分離を行い、Cyt-C
及びα-Chyが分離された（図3におけるピーク3’と4’）。
【０２６６】
　前記の方式によりCarとα-Amyを含む中間留分を再びサンプル供給、緩衝液交換、3回目
のシステムリバランスを行う（2回目のHIC分離）。方式として、ポンプB(9)により混合機
12にHICのA液を輸送し、ポンプA(3)とポンプB(9)における液体の流量を調節して混合され
た溶離剤の濃度がCarとα-Amyの臨界移転溶離剤の濃度CCMPにあるようにする（当該CCMP
は普通の液体クロマトグラフィー分析により事前に取得した）。当該前記の三個過程が完
成してから、中間留分におけるCarとα-Amyの全部はクロマトグラフィのカラムに保留さ
れた。次にグラジエント溶離によりHICモードにおけるクロマトグラフィ分離を行い、Car
とα-Amyが分離された（図3におけるピーク6’と7’）。
【０２６７】
　前記の通りに、本発明による液体クロマトグラフィーの分離システムにより80分までに
前記の7種のタンパク質の完全な分離を完成した。
【０２６８】
　この実例におけるクロマトグラフィのカラム、移動相及びクロマトグラフィ条件は下記
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に示す。
【０２６９】
　クロマトグラフィのカラム：[西安奥嵐科技開発公司製WCXカラム、100mm×4.6mm);
【０２７０】
　HIC移動相：A液20mmol/LKH2P04+3.0mol/L(NH4)2S04(pH=6.5)、B液：20mmol/LKH2P04(pH
=6.5)
【０２７１】
　WCX移動相：A液10mmol/LKH2P04(pH：6.5)、B液：10mmol/LKH2P04+1mol/LNaCl(pH=6.5)
；
【０２７２】
　クロマトグラフィ条件
　0～15分：100%Α-80%A(20%B)、2.0ml/min
　15～20分：80%A(20%B)-50%A(50%B)
　20～25分：50%A(50%B)
　25～28分：100%C、4.0ml/min
　28～33分：100%C、1.0ml/min+混合ポンプ：100%C,3.0ml/min
　33～53分：100%C-100%D、2.0ml/min
　53～56分：100%C、4.0ml/min
　56～61分：100%C、1.0ml/min+混合ポンプ：100%C、3.0ml/min
　61～81分：100%C-100%D、2.0ml/min
　81分から完了まで：100%D。
【実施例２】
【０２７３】
　市販品のShim-packPΑ-CMのWCXカラム及び市販品のTSKgelG4000SWXLSECカラムにより3
次元（多次元）3D-LC(WCX×HIC×SEC)を実施してα-ミ元タンパク質(α-Chy)とトリプシ
ン（Try)に対して同時に純化と脱塩を行う。(G4000SWXL)
【０２７４】
　前記の2D-LC分離システム及び2D-LC分離方法により、本実例は普通の方法により調製し
油分が除かれたウシ膵臓の抽出液から同時にα-ChyとTryを抽出してから分離によるタン
パク質に対してそれぞれ脱塩を行う。その中、1次元目の分離ではWCXモード、2次元目分
離ではHICモードを利用した。2次元流出液の体積が大きく、流出液で目標タンパク質の濃
度が時間に応じて変わり、1回に完全にサンプルをSECカラムに供給できないので、それを
楕円形の蓄積パイプに収集し、発振器による攪拌に応じて流出液が均一に混合してから、
数回でサンプルを3次元目に供給してSECモードにより脱塩をしなければいけない。分離の
結果は図4に示す。図に塩の濃度が時間に応じて変化する曲線も示した。前記の2D-LC分離
のプロセスにより分離を行う。
【０２７５】
　WCXモードの1次元目の分離で、ポンプA(3)によりWCXモードの移動相に用いられる塩溶
液を輸送し、グラジエント溶離を行い、α-ChyとTryタンパク質が大体に分離するように
する（図4におけるピーク1、2)。しかしながら、大体に分離された純度は要求に達するこ
とができない。よって、大体に分離されたα-ChyとTryタンパク質を含む中間留分をそれ
ぞれ蓄積装置の蓄積パイプ10-2と蓄積パイプ10-3に収集する。
【０２７６】
　1次元目の分離が完了してから、前記の方法によりTry(l)とα-Chy(2)タンパク質を含む
中間留分を( (図4のクロマトグラフィピークTry(l)とα-Chy(2))それぞれ蓄積装置内の2
つに収集する。前記の方法により二次サンプル供給α-Chy(2)と緩衝液置換を行うと同時
に、2次元目のHIC分離システムのリバランス（図4の中央に示す塩濃度曲線のプラットホ
ーム領域分）を実施した。方法として、ポンプB(9)により混合機12にHIC分離モードに用
いられるA液を輸送し、ポンプA(3)とポンプB(9)における液体の流量を調節して混合され
た濃度がα-Chyの臨界移転溶離剤の濃度CCMP以内にあるようにする (当該CCMPの正確な数
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値は図1に示す普通の液体クロマトグラフィー分析により事前に取得した）。当該二次サ
ンプル供給、緩衝液置換及び2次元目分離システムのリバランスの後に、中間留分α-Chy
の全部は当該同クロマトグラフィのカラムの1本に保留される。次にグラジエント溶離に
よりHIC分離モードにおける更に次のクロマトグラフィ次元の分離を行って純化後のα-Ch
y(2’）を取得するようにする。
【０２７７】
　前記の方法により2回にサンプル供給Try(l)と緩衝液置換を行うと同時に、次の1次元の
2回目のHIC分離システムのリバランスを実施した（図4の右に示す塩濃度曲線のプラット
ホーム領域以内）。方法として、ポンプB(9)により混合機12にHIC分離モードに用いられ
るA液を輸送し、ポンプA(3)及びポンプB(9)における液体の流量を調節して混合された濃
度がTry(l)の臨界移転溶離剤の濃度CCMP以内にあるようにする（当該CCMPの正確な数値は
図1に示す普通の液体クロマトグラフィー分析により事前に取得した）。当該二次サンプ
ル供給、緩衝液置換及び2次元目分離システムのリバランスの後に、中間留分Try(l)の全
部は当該同クロマトグラフィのカラムの1本に保留される。次にグラジエント溶離によりH
ICモードにおける更に次のクロマトグラフィ次元の分離を行って純化後のTry(1’)を取得
するようにする。
【０２７８】
　2次元クロマトグラフィ純化の行われたα-ChyとTryをそれぞれ楕円形の蓄積パイプに収
集し、5分間振動して収集したサンプルを均一に混合してからそれぞれサンプルを市販品
のTSKgelG4000SWx1SECカラムに供給して脱塩を行う。
【０２７９】
　前記の通りに、本発明による液体クロマトグラフィーの分離システムにより70分までに
α-ChyとTryタンパク質の分離と純化を完成し、純度がそれぞれ82%と95%、総質量回収率
がそれぞれ85.0%と83.5%、活性回収率がそれぞれ59.4%と76.5%に達したものである。オン
ラインによる収集、貯蔵、サンプル再供給及び脱塩であるので、普通のオフライン脱塩後
の質量と活性回収率の50～70%と比べてみると、脱塩の後に、当該二タンパク質の質量及
び活性回収率が80～90%までに向上した。
【０２８０】
　分離で非リニア・グラジエント溶離モードを利用する。その中に用いられるクロマトグ
ラフィのカラム、移動相及びクロマトグラフィ条件は下記に示す。
【０２８１】
　WCXクロマトグラフィのカラム：市販品のShim-packPΑ-CM(100mm×7.5mmI.D)
【０２８２】
　WCX用移動相：A液が0.02Mであるトリスバッファー（Tris-HCl、pH6.5)、B液が0.02Mで
あるTris-HCl+1.0Mの塩化ナトリウム（pH6.5)
【０２８３】
　HIC用移動相：C液は3.0Mの硫酸アンモニウム+0.05Mのリン酸二水素カリウム（PBS、pH7
.0)からなり、D液が0.02MであるPBS(pH7.0)。
【０２８４】
　SECクロマトグラフィのカラム：TSK-GELG4000SWXL(300×7.8mm,I.D.移動相：0.02mol/L
NaCl溶液。流速：l.Oml/min,
【０２８５】
　グラジエント溶離条件：
　0～20分：100%Α-50%A(50%B)、1.0ml/min
　20～25分：50%C(50%D)、3.0ml/min
　25-30分：50%C(50%D),1.0ml/min+100%C,1.0ml/min
　30-40分：50%C(50%D)-100%D、l.Oml/min
　40-45分：50%C(50%D)、3.0ml/min
　45-50分：50%C(50%D)、1.0ml/min+100%C,1.0ml/min
　50-60分：50%C(50%D)-100%D、1.0ml/min
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　60-65分：100%D完了。
【０２８６】
　サンプル供給量：α-Chy10(μL,Trypsin20(μL,Trypsin及びα-Chyのタンパク質濃度は
共に10mg/mLである)。
【実施例３】
【０２８７】
　オンラインシングル・カラムの2次元の液体クロマトグラフィーのカラム（2D(WCX,HIC)
快速純化ウシ膵臓における細胞色素c
【０２８８】
　ウシ膵臓から細胞色素cを粗抽出:新鮮なウシ膵臓から油脂及び結合組織を除き、洗浄し
てから迅速に-20℃の冷蔵庫に入れて保存する。冷凍ウシ膵臓を取出して薄く切ってから
肉挽き機で砕き、2倍体積の硫酸で酸化（pH=4)された水を入れて攪拌して抽出する。3時
間ごとにlmo/LのH2S04でpHを1回に調節し、pHが3.5～4.0に安定であるようにし、低温（4
℃)で攪拌し、12時間以上に抽出する。1.0mol/LのNH4OHでpHを6.5に調節し、ガーゼの4層
で押してろ過し、ろ過液を収集し、4℃で置く。最後に、回転数10,000rpmで20分に回転さ
せ、収集した上澄み液が細胞色素cの粗製抽出物となる。すべての操作は4℃で行い、ろ過
液は-20℃条件で保存しておく。
【０２８９】
　この実例に用いられるクロマトグラフィ方法：図5の通りに、1次元目クロマトグラフィ
分離で、移動相の流速1.0ml/min及び0～1.0mol/LのNaClのリニア・グラジエント溶離の溶
離条件で、5.5～10.5分の区間に、オンラインでCytcを含んだ1次オリジナルサンプルを定
量リングに収集して保存する。次に、2.5ml/minの速い流速を利用して、3.0mol/Lの硫酸
アンモニウムにより快速にクロマトグラフィシステムを10分にバランスとなるようにして
、同じ方法で実例3に示す1次元及び2次元のクロマトグラフィ分離操作を行う。続いて、
流速1.0ml/minで1次元収集液を蓄積リングから排出すると同時に、Bポンプから輸送され
、流速2.0ml/minで送り出される3.0mol/L溶液とクロマトグラフの混合機で混合する。そ
れにより元の1次元目収集液のきわめて低い塩濃度を2.0mol/Lに向上させて、当該相同2D(
WCX,HIC)カラムでHIC分離モードで十分に強い保留力を持たせるようにする。当該プロセ
スは7.0分までに完成できる。最後、保留したタンパク質に対して3.0mol/L硫酸アンモニ
ウムでリニア・グラジエント溶離を１０分に行い、43.5～46.5分間の留分を収集する。
【０２９０】
　この実例に用いられるクロマトグラフィのカラム、移動相及びクロマトグラフィ条件は
下記に示す。
【０２９１】
　西安奥嵐-2D(WCX,HIC)クロマトグラフィのカラム（シリコーン基質、顆粒直径、5pm,孔
径30nm;50mmX4.6mmI.D)。
【０２９２】
　IECモード:溶液1、20mmol/LKH2P04(pH=6.5)、溶液2、20mmol/LKH2P04+1mol/LNaCl(pH=6
.5)
【０２９３】
　HICモード：溶液3、20mmol/LKH2P04+3.0mol/L(NH4)2S04(pH=6.5)、溶液4、20mmol/LKH2
PO4(pH=6.5)。
【０２９４】
　非リニア・グラジエント溶離モード（図5における点線で示す）：
　0～20分：100%溶液1、0-100%、溶液2、流速1.0ml/min
　20～30分：100%溶液3、流速2.5ml/min
　30～37分：Aポンプ100%、溶液3、1.0ml/min+Bポンプ100%溶液3、2.0ml/min37-47分：10
0%溶液3-100%溶液4、流速1.0ml/min
　47～52分：100%D。
【０２９５】
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　それぞれWCXとHICを経た1次元、2次元の分離、収集したウシ膵臓の抽出液におけるCytc
サンプルを処理して、純度に関するスキャニングをした後各電気泳動における目標タンパ
ク質Cytcの純度は表1に示す。

【０２９６】
　IEC×HIC2次元の液体クロマトグラフィーの分離の結果を検査するために、反対相の液
体クロマトグラフィーでIEC-HIC2次元の液体クロマトグラフィーが収集したCytcの純度を
測定し、純度に関するRPLCクロマトグラフィ分析を行った。計算によると、純度が97%以
上である。
【符号の説明】
【０２９７】
　1、4元グラジエントユニット
　2、移動相リザーバー
　2-1、溶液1
　2-2、溶液2
　2-3、溶液3
　2-4、溶液4
　3、ポンプA
　4、六方弁ユニット：サンプル供給六方弁の1つ及び六方弁の1つを含む。
　4-1、サンプル供給六方弁4-1、サンプル供給（オリジナルサンプル）装置No.1である。
　4-2、六方弁4-2、当該六方弁4-2と関係のバルブ及び混合機12と共にサンプル供給装置N
o.2を構成する。
　5、三方弁
　5-1、三方弁5-1
　5-2、三方弁5-2
　5-3、三方弁5-3
　5-4、三方弁5-4
　6、多方弁ユニット：多方弁の2つを含む。
　6-1、多方弁
　6-2、多方弁が流体をクロマトグラフィのカラムに導入する
　7、クロマトグラフィのカラムユニット
　8、低温恒温制御箱（滅菌装置を含む）
　9、ポンプB
　10、蓄積装置
　10-1、蓄積装置10-1
　10-2、蓄積装置10-2
　10-3、蓄積装置10-3
　10-4、蓄積装置10-4
　10-5、蓄積装置10-5
　10-6、蓄積装置10-6
　10-7、蓄積装置10-7
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　10-8、蓄積装置10-8
　11、多方弁ユニット： 八方弁の2つを含む。
　11-1、八方弁1
　11-2、八方弁2
　12、混合機
　13、検出器
　14、クロマトグラフ
　15、留分収集器
　16、ワークステーション
　17-1、メインドレンロ
　17-2、2次オリジナルサンプル供給の場合の廃棄液体ドレンロ
　17-3、大規模タンパク質純化の場合のドレンロ
　18、発振器
　19、並列分流管
　図で、太い実線は管路、細い実線はデータ回線を示す。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図１Ｅ】 【図１Ｆ】
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