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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体と少なくともチャイニーズハムスター卵巣タンパク質(ＣＨＯＰ)とを含む組成物か
らの少なくともＣＨＯＰを除去して抗体を精製する方法であって、
（ａ）０．１～１００μｍの孔径を有するイオン交換メンブレンに組成物を通し、このと
き抗体とメンブレンは反対の電荷を有しており、抗体の電荷を高めるために抗体のｐＩと
は十分に異なるｐＨと、バッファイオンによる電荷の遮蔽を妨げるために有効な低イオン
強度と４０ｍＳ／ｃｍ以下の伝導率とを有するバッファからなる操作条件で行い、これに
よって抗体と少なくともＣＨＯＰへのメンブレンの結合が引き起こされる、工程と、
（ｂ）破過容量を超えたメンブレンのフィードストリーム負荷により得られる流出物から
精製された抗体を回収する工程、
である、逐次的な工程を含む方法。
【請求項２】
　前記イオン交換メンブレンが陽イオン交換メンブレンであり、前記工程（ａ）のバッフ
ァが抗体のｐＩの１から５ｐＨ単位低いｐＨを有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ｐＨが、抗体のｐＩの１から４ｐＨ単位低い、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　ｐＨが、抗体のｐＩの１から３ｐＨ単位低い、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
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　ｐＨが、抗体のｐＩの１から２ｐＨ単位低い、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　伝導率が２０ｍＳ／ｃｍ以下である、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　伝導率が１０ｍＳ／ｃｍ以下である、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　前記イオン交換メンブレンが陰イオン交換メンブレンであり、前記工程（ａ）のバッフ
ァが抗体のｐＩの１から５ｐＨ単位上回るｐＨを有する、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　ｐＨが抗体のｐＩを１から４ｐＨ単位上回る、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　ｐＨが抗体のｐＩを１から３ｐＨ単位上回る、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　ｐＨが抗体のｐＩを１から２ｐＨ単位上回る、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　伝導率が２０ｍＳ／ｃｍ以下である、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　伝導率が１０ｍＳ／ｃｍ以下である、請求項８に記載の方法。
【請求項１４】
　メンブレンが混合様式の吸着体である、請求項１から１３の何れか一に記載の方法。
【請求項１５】
　抗体がＣＨ２／ＣＨ３領域を含む、請求項１から１４の何れか一に記載の方法。
【請求項１６】
　抗体がモノクローナル抗体である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
（ａ）から（ｂ）の工程の前、最中又は後に、抗体を含む組成物に一又は複数の更なる精
製工程を施すことを更に含み、この精製工程がプロテインＡ親和性クロマトグラフィであ
る、請求項１から１６の何れか一に記載の方法。
【請求項１８】
（ａ）から（ｂ）の工程の前、最中又は後に、抗体を含む組成物に一又は複数の更なる精
製工程を施すことを更に含み、この精製工程がイオン交換クロマトグラフィである、請求
項１から１６の何れか一に記載の方法。
【請求項１９】
　抗体を含む組成物に、（ａ）から（ｂ）の工程の間に連続的に実施する一又は複数の更
なる精製工程を施すことを更に含み、この精製工程がイオン交換クロマトグラフィである
、請求項１から１６の何れか一に記載の方法。
【請求項２０】
　精製した抗体を薬学的に許容可能な担体と組み合わせることによって薬学的組成物を調
整することを更に含む、請求項１から１９に記載の方法。
【請求項２１】
　抗体が、ＨＥＲ２抗体、ＥＧＦＲ抗体、ＣＤ２０抗体、ＣＤ２２抗体、ＶＥＧＦ抗体、
ＶＥＧＦレセプター抗体、ＩｇＥ抗体、Ａｐｏ－２レセプター抗体及びＴＮＦ－α抗体か
らなる群から選択される、モノクローナル抗体又はその抗原結合断片である、請求項１か
ら２０の何れか一に記載の方法。
【請求項２２】
　抗体が、トラスツズマブ及びパーツズマブからなる群から選択されるＨＥＲ２抗体であ
る、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　抗体がＣＤ２０抗体リツキシマブである、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
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　抗体がＶＥＧＦ抗体ベバシズマブである、請求項２１に記載の方法。
【請求項２５】
　抗体がＩｇＥ抗体オマリズマブである、請求項２１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は概して、タンパク質精製に関する。特に、本発明は、常在性タンパク質置換イ
オン交換メンブレンクロマトグラフィを用いた混入物を除去するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　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となるタンパク質を産生するように操作された真核細胞又は原
核細胞株を用いて、細胞培養によって産生される。典型的に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、また細胞自体の副生成物から所望のタンパク質を、ヒトの治療用として使うために十
分な純度で分離することは、大変な挑戦である。
　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。
【０００３】
　対象タンパク質を含む精製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
質からの分離は、通常、異なるクロマトグラフィー法の組合せを用いて試みられる。これ
らの技術は、その電荷、疎水性の程度、又は大きさに基づいてタンパク質混合物を分離す
る。幾つかの異なるクロマトグラフィー用樹脂を、これらのそれぞれの技術に使用するこ
とができ、関与する特定のタンパク質にこれらの分離スキームを正確に適合化することが
可能である。これらそれぞれの分離法の本質は、タンパク質を、異なる速度で長いカラム
を流下させ、それらがカラムを更に流下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ようにし、ついで異なる溶媒によって差次的に溶出さ
せるかのいずれかである。場合によっては、不純物が特異的にカラムに付着し、対象のタ
ンパク質が付着しない場合、つまり、対象のタンパク質が「フロースルー」中に存在する
場合に、所望のタンパク質が不純物から分離される。
【０００４】
　タンパク質精製に関する出版物には、Fahrner et al., Biotechnol Genet Eng Rev. 20
01;18:301-27が含まれる。
　典型的な大規模精製工程は、一次キャプチャとして固定したプロテインＡと、他のカラ
ム操作と組み合わせた精製工程を用いることを中心に構築されていることが多い。プロテ
インＡカラム操作は、通常は、フロースルー分画において流されるほとんどの工程不純物
を含んだ９８％以上の生成物純度を供給する。このため、続く工程の操作ユニットは、生
成物の異性体を分離し、宿主細胞タンパク質／ＤＮＡ、浸出したプロテインＡおよびウイ
ルスの残りの量を除去するための、濃縮工程、精製工程、又は研磨工程であると考えられ
る。
【発明の概要】
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【０００５】
　本明細書中の発明は、ポリペプチドと少なくとも一の混入物とを含む組成物からのポリ
ペプチドの精製方法であって、(ａ)イオン交換メンブレンに組成物を通す、このときポリ
ペプチドとメンブレンは反対の荷電を有しており、ポリペプチドの荷電を高めるためにポ
リペプチドのｐＩとは十分に異なるｐＨと、バッファイオンによる荷電の遮蔽を妨げるた
めに有効な低イオン強度とを有するバッファからなる操作条件で行い、これによってポリ
ペプチドと少なくとも一の混入物へのメンブレンの結合が引き起こされる、そして(ｂ)流
出物から精製されたポリペプチドを回収する、といった逐次的な工程を含む方法に関する
。
　あるいは、本発明は、ポリペプチドと少なくとも一の混入物とを含む組成物からのポリ
ペプチドの精製方法であって、(ａ)陽イオン交換メンブレンに組成物を通す、このときポ
リペプチドとメンブレンは反対荷電を有しており、ポリペプチドのｐＩよりおよそ１から
およそ５ｐＨ単位低いｐＨと、およそ４０ｍＳ／ｃｍ以下の伝導率とを有するバッファか
らなる操作条件で行い、これによってポリペプチドと少なくとも一の混入物へのメンブレ
ンの結合が引き起こされる、そして(ｂ)流出物から精製されたポリペプチドを回収する、
といった逐次的な工程を含む方法に関する。
　あるいは、本発明は、ポリペプチドと少なくとも一の混入物とを含む組成物からのポリ
ペプチドの精製方法であって、(ａ)陰イオン交換メンブレンに組成物を通す、このときポ
リペプチドとメンブレンは反対荷電を有しており、ポリペプチドのｐＩよりおよそ１から
およそ５ｐＨ単位高いｐＨと、およそ４０ｍＳ／ｃｍ以下の伝導率とを有するバッファか
らなる操作条件で行い、これによってポリペプチドと少なくとも一の混入物へのメンブレ
ンの結合が引き起こされる、そして(ｂ)流出物から精製されたポリペプチドを回収する、
といった逐次的な工程を含む方法に関する。
【０００６】
　一態様では、混入物は、チャイニーズハムスター卵巣タンパク質(ＣＨＯＰ)である。他
の態様では、ポリペプチドはＣＨ２／ＣＨ３領域を含む。さらに別の態様では、ポリペプ
チドは抗体である。さらに他の態様では、抗体はモノクローナル抗体である。
　他の態様では、前記方法は、ａからｂの工程の前、最中又は後に、ポリペプチドを含む
組成物に一又は複数の更なる精製工程を施すことを更に含み、この精製工程は、結合／溶
出、フロースルー又は常在性タンパク質置換の様式で動作される、場合によってプロテイ
ンＡ親和性クロマトグラフィ、場合によってイオン交換クロマトグラフィである。
　さらに、本発明は、精製されたポリペプチドを薬学的に許容可能な担体と組み合わせる
ことによる、医薬組成物の調製を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】ｐＨ５．５、６．０ｍＳ／ｃｍ、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ(小規模、０．１８ｍＬ
　ＭＶ、６６７ＭＶ／時間)のｍＡｂ１陰イオン交換プールのＣＨＯＰクリアランス。
【図２】ｐＨ５．５および６．４ｍＳ／ｃｍと、ｐＨ８．０および５．０ｍＳ／ｃｍの、
ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ(小規模、０．１８ｍＬ　ＭＶ、６６７ＭＶ／時間)のｍＡｂ２陰イ
オン交換プールのＣＨＯＰクリアランス。
【図３】ｐＨ５．５および６．４ｍＳ／ｃｍと、ｐＨ８．０および５．０ｍＳ／ｃｍの、
ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ(小規模、０．１８ｍＬ　ＭＶ、６６７ＭＶ／時間)のｍＡｂ２陰イ
オン交換プールの収率。
【図４】ｐＨ５．５、３．２ｍＳ／ｃｍ、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ(小規模、０．１８ｍＬ
　ＭＶ、１３３３ＭＶ／時間)のｍＡｂ１プロテインＡプールのＣＨＯＰクリアランス。
【図５】ｐＨ８．０、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱ(小規模、０．３５ｍＬ　ＭＶ、６００ＭＶ
／時間)のｍＡｂ３のＣＨＯＰ(棒グラフ)および抗体結合能(線グラフ)。
【図６】ｐＨ８．０、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱ(小規模、０．３５ｍＬ　ＭＶ、６００ＭＶ
／時間)のｍＡｂ３陽イオン交換プールの収率。
【図７】ｐＨ８．０および４．０ｍＳ／ｃｍ、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱ(小規模、０．１８
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ｍＬ　ＭＶ、１３３３ＭＶ／時間)、その後ｐＨ５．５および６．１ｍＳ／ｃｍ、Ｍｕｓ
ｔａｎｇＴＭＳ(小規模、０．１８ｍＬ　ＭＶ、１３３３ＭＶ／時間)でのｍＡｂ４のＣＨ
ＯＰレベル。
【図８】１００ｃｍ／時間のフロースルー様式で実行したＱセファロースファストフロー
カラムによりｐＨ８．０および４．７ｍＳ／ｃｍ(ストライプ)、その後更に、およそｐＨ
５．５および６ｍＳ／ｃｍ(小規模、０．１８ｍＬ　ＭＶ、５３８ＭＶ／時間)のバッチ様
式(菱形)および連続様式(灰色)のＭｕｓｔａｎｇＴＭＳによって更に精製したｍＡｂ１の
ＣＨＯＰクリアランス。
【図９】ｐＨ５．５および６ｍＳ／ｃｍ、ＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳ(小規模、０．１４
ｍＬ　ＭＶ、８５７ＭＶ／時間)でのｍＡｂ１のＣＨＯＰクリアランス。
【図１０】ｐＨ５．５および６ｍＳ／ｃｍ、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ(小規模、０．１８ｍ
Ｌ　ＭＶ)でのｍＡｂ１のＣＨＯＰクリアランス。
【図１１】ｐＨ５．５および６ｍＳ／ｃｍ、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ(パイロットスケール
、１０ｍＬ　ＭＶ、５４６ＭＶ／時間)でのｍＡｂ１のＣＨＯＰクリアランス。
【図１２】陽イオン交換クロマトグラフィが結合／溶出様式で実行されるタンパク質産生
の概略。
【図１３】常在性タンパク質置換様式で実行したカチオン交換メンブレンにより結合／溶
出様式で実行した陽イオン交換クロマトグラフィを置換するタンパク質産生の概略。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
（好適な実施態様の詳細な説明）
定義：
　ここで、「約」なる用語で前置きされた数的範囲又は量は、正確な範囲又は正確な数量
を明示的に含む。
　ここで精製される「組成物」は、対象のポリペプチドと一又は複数の混入物を含有する
。組成物は「部分的に精製」(すなわち、プロテインＡクロマトグラフィといった一又は
複数の精製工程が施されている)されてもよく、又は抗体を産生する宿主細胞又は生物体
から直接得てもよい(例えば、組成物は、収集された細胞培養液を含んでいてもよい)。
【０００９】
　ここで使用される場合、「ポリペプチド」とは、一般的に約１０以上のアミノ酸を有す
るペプチド及びタンパク質を意味する。好ましくは、ポリペプチドは哺乳動物タンパク質
であり、例えばレニン；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；リポタンパク質；α-１-
アンチトリプシン；インスリンＡ鎖；インスリンＢ鎖；プロインスリン；濾胞刺激ホルモ
ン；カルシトニン；黄体形成ホルモン；グルカゴン；第ＶＩＩＩＣ因子、第ＩＸ因子、組
織因子、及びフォン・ウィルブランド因子などの凝固因子；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；肺表面活性剤；プラスミノーゲン活性化剤、例えばウロキ
ナーゼ又はヒト尿素又は組織型プラスミノーゲンアクチベータ(ｔ-ＰＡ)；ボンベシン；
トロンビン；造血増殖因子；腫瘍壊死因子-α及びβ；エンケファリン分解酵素；ＲＡＮ
ＴＥＳ(regulated 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；β-ラクタマーゼ等の微生物タンパク質；ＤＮアーゼ；ＩｇＥ；
ＣＴＬＡ-４等の細胞毒性Ｔリンパ球関連抗原(ＣＴＬＡ)；インヒビン；アクチビン；血
管内皮増殖因子(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；神経栄養因子、例えば脳由来神経栄養因子(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)、又は神経増殖因子
、例えばＮＧＦ-β；血小板誘導増殖因子(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、Ｔ
ＧＦ-β３、ＴＧＦ-β４、又はＴＧＦ-β５を含む、ＴＧＦ-β等のトランスフォーミング
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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)；ｄ
ｅｓ(１-３)-ＩＧＦ-Ｉ(脳ＩＧＦ-Ｉ)、インス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(ＣＳＦ)、例えば、Ｍ-ＣＳＦ、ＧＭ-ＣＳＦ、及び
Ｇ-ＣＳＦ；インターロイキン(ＩＬ)、例えば、ＩＬ-１ないし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；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、ＣＤ１１ｃ、
ＣＤ１８、ＩＣＡＭ、ＶＬＡ-４及びＶＣＡＭ；腫瘍関連抗原、例えばＨＥＲ２、ＨＥＲ
３又はＨＥＲ４レセプター；及び上に列挙したポリペプチド並びに抗体の何れかの断片及
び／又は変異体、例えば上に列挙したポリペプチドの何れかに結合する抗体断片が含まれ
る。　好ましいポリペプチドは、例えばリツキシマブ等、ヒトＣＤ２０に結合する無傷抗
体又は抗体断片；又は例えばベバシズマブ等、ヒト血管内皮増殖因子(ＶＥＧＦ)に結合す
る無傷抗体又は抗体断片である。
【００１０】
　「混入物」は所望のポリペプチド産物とは異なる物質である。混入物には、限定される
ものではないが、宿主細胞物質、例えばチャイニーズハムスター卵巣タンパク質(ＣＨＯ
Ｐ)；浸出プロテインＡ；核酸；所望のポリペプチドの変異体、断片、凝集体、異性体又
は誘導体；他のポリペプチド；エンドトキシン；ウイルス性混入物；細胞培養培地成分(
例えば、ガラマイシン；ゲンタマイシン(登録商標))等が含まれる。
　本明細書中の対象のポリペプチドは、ＣＨ２／ＣＨ３領域を含むものであって、したが
って、プロテインＡ親和性クロマトグラフィによる精製に適する。本明細書中で用いる「
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Ｆ
ｃ領域中のアミノ酸残基を指す。好ましい実施態様では、ＣＨ２／ＣＨ３領域は、完全な
ＣＨ２領域の後に完全なＣＨ３領域、最も好ましくは免疫グロブリンのＦｃ領域を含む。
ＣＨ２／ＣＨ３領域含有ポリペプチドの例には、ＣＨ２／ＣＨ３領域と融合したか又はコ
ンジュゲートした対象のポリペプチドを含む融合タンパク質、免疫アドヘシンおよび抗体
が含まれる。
　本発明の好ましい実施態様では、本明細書において精製される抗体は組み換え抗体であ
る。「組み換え抗体」は、抗体をコードする核酸により形質転換又は形質移入されている
か、又は相同組み換えの結果として抗体を産生する宿主細胞において産生されたものであ
る。「形質転換」および「形質移入」は交換可能に用いられ、核酸を細胞に導入する方法
を指す。形質転換又は形質移入後に、核酸が、宿主細胞ゲノムに統合されてもよいし、細
胞質因子として存在してもよい。「宿主細胞」には、インビトロ細胞培養物中の細胞並び
に宿主動物内の細胞が含まれる。ポリペプチドの組み換え製造方法は、例えば米国特許第
５５３４６１５号に記載されており、出典明記によってここに明示的に援用される。
【００１１】
　「抗体」なる用語は、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、ここで定義するＣＨ２／ＣＨ３領域を保持するか又は含むように変更される限りそれ
らの抗体断片を包含する。
　ここでの抗体は関心ある「抗原」に対するものである。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)に対する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。例示的な抗原には上述したポリペプチドが含まれる。本発
明に包含される抗体に対する好ましい分子標的は、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９、
ＣＤ２０、及びＣＤ３４のようなＣＤポリペプチド；ＨＥＲレセプターファミリーのメン
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バー、例えばＥＧＦレセプター(ＨＥＲ１)、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３あるいはＨＥＲ４レセプ
ター；細胞接着分子、例えばＬＦＡ-１、Ｍａｃ１、ｐ１５０、９５、ＶＬＡ-４、ＩＣＡ
Ｍ-１、ＶＣＡＭ及びａｖ／ｂ３インテグリンで、そのａ又はｂ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等を含む。他の分子に場合によっ
てはコンジュゲートした可溶型抗原あるいはその断片も、抗体産生のための免疫原として
用いることができる。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)を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。
【００１２】
　精製される抗体の具体例には、限定されるものではないが、トラスツズマブ(ハーセプ
チン(登録商標))(Carterら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285-4289(1992), 米国特
許第５７２５８５６号)及びペルツズマブ(OMNITARGＴＭ)(国際公開第０１／００２４５号
)を含む抗ＨＥＲ２抗体；ＣＤ２０抗体(以下参照)；ＩＬ-８抗体(St John., Chest, 103:
932(1993)、及び国際公開第９５／２３８６５号)；例えばヒト化ＶＥＧＦ抗体ｈｕＡ４．
６．１ベバシズマブ(AVASTIN(登録商標))及びラニビズマブ(Kimら, Growth Factors, 7:5
3-64(1992)、国際公開第９６／３００４６号、及び国際公開第９８／４５３３１号、１９
９８年１０月１５日公開)のようなヒト化及び／又は親和成熟ＶＥＧＦ抗体を含むＶＥＧ
Ｆ又はＶＥＧＦレセプター抗体；ＰＳＣＡ抗体(国際公開第０１／４０３０９号)；エファ
リズマブ(RAPTIVA(登録商標))を含むＣＤ１１ａ抗体(米国特許第５６２２７００号、国際
公開第９８／２３７６１号、Steppeら, Transplant Intl. 4:3-7(1991)、及びHourmantら
, Transplantation 58:377-380(1994))；オマリズマブ(XOLAIR(登録商標))を含むＩｇＥ
に結合する抗体(Prestaら, J. Immunol. 151:2623-2632(1993)、及び国際公開第９５／１
９１８１号；１９９８年２月３日に公開された米国特許第５７１４３３８号、又は１９９
２年２月２５日に公開された米国特許第５０９１３１３号、１９９３年３月４日に公開さ
れた国際公開第９３／０４１７３号、又は１９９８年６月３０日に出願された国際出願第
ＰＣＴ／ＵＳ９８／１３４１０号、米国特許第５７１４３３８号)；ＣＤ１８抗体(１９９
７年４月２２日に公開された米国特許第５６２２７００号、又は１９９７年７月３１日に
公開された国際公開第９７／２６９１２号)；Ａｐｏ-２レセプター抗体抗体(１９９８年
１１月１９日に公開された国際公開第９８／５１７９３号)；組織因子(ＴＦ)抗体(１９９
４年１１月９日に許可された欧州特許出願公開第０４２０９３７Ｂ１号)；α４-α７イン
テグリン抗体(１９９８年２月１９日に公開された国際公開第９８／０６２４８号)；ＥＧ
ＦＲ抗体(例えば、キメラ又はヒト化２２５抗体、セツキシマブ、ＥＲＢＵＴＩＸ(登録商
標)、１９９６年１２月１９日に公開された国際公開第９６／４０２１０号)；ＣＤ３抗体
、例えばＯＫＴ３(１９８５年５月７日に公開された米国特許第４５１５８９３号)；ＣＤ
２５又は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日に公開された米国特許第５６９３７６２号を参照)；ＣＤ４抗体、例えば
ｃＭ-７４１２抗体(Choyら Arthritis Rheum 39(1):52-56(1996))；ＣＤ５２抗体、例え
ばCAMPATH-1H(ILEX/Berlex)(Riechmannら Nature 332:323-337(1988))；Ｆｃレセプター
抗体、例えばＦｃに対するＭ２２抗体(Grazianoら J. Immunol. 155(10):4996-5002(1995
)にあるようなＲＩ)；癌胎児性抗原(ＣＥＡ)抗体、例えばｈＭＮ-１４(Sharkeyら Cancer
 Res. 55(23Suppl): 5935s-5945s(1995)))；ｈｕＢｒＥ-３、ｈｕ-Ｍｃ３及びＣＨＬ６を
含む乳房上皮細胞に対する抗体(Cerianiら, Cancer Res. 55(23): 5852s-5856s(1995);及
びRichmanら, Cancer Res. 55(23 Supp): 5916s-5920s(1995))；Ｃ２４２のような大腸癌
腫細胞に結合する抗体(Littonら, Eur J. Immunol. 26(1):1-9(1996))；ＣＤ３８抗体、
例えばＡＴ１３／５(Ellisら, J. Immunol. 155(2):925-937(1995))；Ｈｕ Ｍ１９５(Jur
cicら, Cancer Res 55(23 Suppl):5908s-5910s(1995))及びＣＭＡ-６７６又はＣＤＰ７７
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１のようなＣＤ３３抗体；ＥｐＣＡＭ抗体、例えば１７-１Ａ(PANOREX(登録商標));Ｇｐ
ＩＩｂ／ＩＩＩａ抗体、例えばアブシキシマブ又はｃ７Ｅ３ Ｆａｂ(REOPRO(登録商標))
；ＲＳＶ抗体、例えばＭＥＤＩ-４９３(SYNAGIS(登録商標))；ＣＭＶ抗体、例えばＰＲＯ
ＴＯＶＩＲ(登録商標)；ＨＩＶ抗体、例えばＰＲＯ５４２；肝炎抗体、例えばＨｅｐ Ｂ
抗体ＯＳＴＡＶＩＲ(登録商標)；ＣＡ １２５抗体ＯｖａＲｅｘ；イディオタイプＧＤ３
エピトープ抗体ＢＥＣ２；αｖβ３抗体(例えば、VITAXIN(登録商標)；Medimmune)；ヒト
腎臓細胞癌腫抗体、例えばｃｈ-Ｇ２５０；ＩＮＧ-１；抗ヒト１７-１Ａｎ抗体(３６２２
Ｗ９４)；抗ヒト結腸直腸腫瘍抗体(Ａ３３)；ＧＤ３ガングリオシドを指向する抗ヒト黒
色腫抗体Ｒ２４；抗ヒト扁平上皮細胞癌腫(ＳＦ-２５)；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)；ＣＤ３７抗体、
例えばＴＲＵ ０１６(Trubion)；ＩＬ-２１抗体(Zymogenetics/Novo Nordisk)；抗Ｂ細胞
抗体(Impheron)；Ｂ細胞標的ＭＡｂ(Immunogen/Aventis)；１Ｄ０９Ｃ３(Morphosys/GPC)
；ＬｙｍｐＨｏＲａｄ １３１(ＨＧＳ)；Ｌｙｍ-１抗体、例えばＬｙｍ-１Ｙ-９０(ＵＳ
Ｃ)、又は抗Ｌｙｍ-１ Ｏｎｃｏｌｙｍ(USC/Peregrine)；ＬＩＦ ２２６(Enhanced Lifes
ci.)；ＢＡＦＦ抗体(例えば、国際公開第０３／３３６５８号)；ＢＡＦＦレセプター抗体
(例えば、国際公開第02/24909号を参照)；ＢＲ３抗体；Ｂｌｙｓ抗体、例えばベリムマブ
(belimumab)；ＬＹＭＰＨＯＳＴＡＴ-ＢＴＭ；ＩＳＦ１５４(UCSD/Roche/Tragen)；ゴミ
リキシマ(gomilixima) (Idec 152; Biogen Idec)；ＩＬ-６レセプター抗体、例えばアト
リズマブ(atlizumab)(ACTEMRAＴＭ; Chugai/Roche)；ＩＬ-１５抗体、例えばＨｕＭａｘ-
Ｉｌ-１５(Genmab/Amgen)；ケモカインレセプター抗体、例えばＣＣＲ２抗体(例えば、ML
N1202; Millieneum)；抗補体抗体、例えばＣ５抗体(例えば、エクリズマブ５Ｇ１.１; Al
exion)；ヒト免疫グロブリンの経口製剤(例えばＩｇＰＯ; Protein Therapeutics)；ＩＬ
-１２抗体、例えばＡＢＴ-８７４(CAT/Abbott)；テネリキシマブ(Teneliximab)(ＢＭＳ-
２２４８１８；ＢＭＳ)；ＣＤ４０抗体、特にＳ２Ｃ６及びそのヒト化変異体(国際公開第
００／７５３４８号)及びＴＮＸ １００(Chiron/Tanox)；ＴＮＦ-α抗体、特にｃＡ２、
又はインフリキシマブ(REMICADE(登録商標))、ＣＤＰ５７１、ＭＡＫ-１９５、アダリム
マブ(HUMIRAＴＭ)、ペグ化ＴＮＦ-α抗体断片、例えばＣＤＰ-８７０(Celltech)、Ｄ２Ｅ
７(Knoll)、抗ＴＮＦ-αポリクローナル抗体(例えば、ＰａｓｓＴＮＦ；Verigen)；ＣＤ
２２抗体、例えばＬＬ２又はエピラツズマブ(LYMPHOCIDE(登録商標)；Immunomedics)、特
にエピラツズマブＹ-９０、及びエピラツズマブＩ-１３１、アビオゲン(Abiogen)製ＣＤ
２２抗体(Abiogen, Italy)、ＣＭＣ ５４４(Wyeth/Celltech)、コンボトックス(combotox
)(UT Soutwestern)、ＢＬ２２(NIH)、及びＬｙｍｐｏＳｃａｎ Ｔｃ９９(Immunomedics)
が含まれる。
【００１３】
　ＣＤ２０抗体の例には、「リツキシマブ」(「RITUXAN(登録商標)」)と称される「Ｃ２
Ｂ８」(米国特許第５７３６１３７号)、「Ｙ２Ｂ８」と呼称されるイットリウム-[９０]-
ラベル２Ｂ８マウス抗体、又はIDEC pharmaceuticals社から商業的に入手可能な「イブリ
ツモマブ・チウキセタン」(ZEVALIN(登録商標))(米国特許第５７３６１３７号；１９９３
年６月２２日にＨＢ１１３８８の受託番号でＡＴＣＣに寄託された２Ｂ８；場合によって
は１３１Ｉで標識され、「１３１Ｉ-Ｂ１」を生じる、「トシツモマズ」と呼称されるマ
ウスＩｇＧ２ａ「Ｂ１」、又はCorixaから商業的に入手可能な「ヨードＩ１１３トシツモ
マズ」抗体(BEXXARＴＭ)(また、米国特許第５５９５７２１号を参照)；マウスモノクロー
ナル抗体「１Ｆ５」(Pressら, Blood 69(2)：584-591(1987))及び「フレームワークパッ
チ」又はヒト化１Ｆ５を含むその変異体(国際公開第２００３／００２６０７号、Leung, 
S.; ＡＴＣＣ寄託ＨＢ－９６４５０)；マウス２Ｈ７及びキメラ２Ｈ７抗体(米国特許第５
６７７１８０号)；ヒト化２Ｈ７(国際公開第２００４／０５６３１２号、Lowmanら)；２
Ｆ２(ＨｕＭａｘ-ＣＤ２０)、Ｂ細胞の細胞膜においてＣＤ２０分子を標的とする全長ヒ
ト高親和性抗体(Genmab, Denmark；例えばGlennie and van de Winkel, Drug Discovery 
Today 8: 503-510(2003)、及びCraggら, Blood 101: 1045-1052(2003); 国際公開第２０
０４／０３５６０７号；米国特許第２００４／０１６７３１９号を参照)；国際公開第２
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００４／０３５６０７号及び米国特許出願公開第２００４／０１６７３１９号(Teelingら
)に説明されているヒトモノクローナル抗体；米国特許第２００４／００９３６２１号(Sh
itaraら)に記載されているような、Ｆｃ領域に結合した複合Ｎ-グリコシド-結合糖鎖を有
する抗体；ＣＤ２０に結合するモノクローナル抗体及び抗原結合断片(国際公開第２００
５／０００９０１号、Tedderら)、例えばＨＢ２０-３、ＨＢ２０-４、ＨＢ２０-２５、及
びＭＢ２０-１１；ＣＤ２０結合分子、例えばＡＭＥシリーズの抗体、特に国際公開第２
００４／１０３４０４号及び米国特許出願公開第２００５／００２５７６４号(Watkinsら
, Eli Lilly/Applied Molecular Evolution, AME)に説明されているようなＡＭＥ３３抗
体；米国特許出願公開第２００５／００２５７６４号(Watkinsら)に記載されているよう
なＣＤ２０結合分子；Ａ２０抗体又はその変異体、例えばキメラ又はヒト化Ａ２０抗体(
それぞれ、ｃＡ２０、ｈＡ２０)又はＩＭＭＵ-１０６(米国特許出願公開第２００３／０
２１９４３３号、Immunomedics)；ＣＤ２０-結合抗体、特にエピトープ枯渇Ｌｅｕ-１６
、１Ｈ４、又は２Ｂ８で、米国特許出願公開第２００５／００６９５４５Ａ１号及び国際
公開第２００５／１６９６９号(Carrら)のような、場合によってはＩＬ-２とコンジュゲ
ートしているもの；ＣＤ２２及びＣＤ２０に結合する二重特異性抗体、例えばｈＬＬ２ｘ
ｈＡ２０(国際公開第２００５／１４６１８号、Changら)；International Leukocyte Typ
ing Workshopから入手可能なモノクローナル抗体Ｌ２７、Ｇ２８-２、９３-１Ｂ３、Ｂ-
Ｃ１又はＮＵ-Ｂ２(Valentineら: Leukocyte Typing III(McMichael編, p. 440, Oxford 
University Press(1987))；１Ｈ４(Haismaら Blood 92:184(1998))；抗ＣＤ２０オーリス
タチン(auristatin)Ｅコンジュゲート(Seattle Genetics)；抗ＣＤ２０-ＩＬ２(EMD/Biov
ation/City of Hope)；抗ＣＤ２０ ＭＡｂ治療(EpiCyte)；抗ＣＤ２０抗体ＴＲＵ ０１５
(Trubion)が含まれる。
【００１４】
　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、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量で存在しうる自然に生じる
可能性がある突然変異を除いて同一な抗体を意味する。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。さらに、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一般的な(ポリクローナル)抗体調製物に対して、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、実質的に均一な抗体の集団から得たものとしての抗体の性質を表すものであり、
抗体が何か特定の方法によって生産されることを必要としていると解してはならない。例
えば、本発明に従っ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産生でき、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)。さらなる実施態様
では、「モノクローナル抗体」は、例えば、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。Clacksonら,Nature, 352:624-628(1991)及びMarksら, J. Mol. Biol. 222: 58
1-597(1991)には、それぞれ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分離
について記述されている。続く文献には、チェインシャッフリング(Marksら, Bio/Techno
logy, 10:779-783(1992))による高親和性(ｎＭ範囲)ヒト抗体の生産、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戦略としてのコンビナトリアル感染及びインビ
ボ組換え(Waterhouse ら, Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266(1993))について記載がある
。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モノクローナル
抗体ハイブリドーマ技術の実行可能な代替策である。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生成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
体の生成をもたらす。Jakobovitsら, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551(1993)；Jakobov
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itsら, Nature 362:255-258(1993); Bruggermanら, Year in Immuno., 7:33(1993)；及び
Duchosalら, Nature 355:258(1992)を参照。
【００１５】
　ここでモノクローナル抗体は、その重鎖及び／又は軽鎖の一部が、特定の種由来又は特
定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一又は相同であり、
残りの鎖が、他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する
配列と同一又は相同のものである「キメラ」抗体(免疫グロブリン)と、所望の生物学的活
性を表す限り、このような抗体の断片を特に包含する(米国特許第４８１６５６７号；Mor
risonら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984))。
【００１６】
　ここで使用される場合「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」あるいは「ＣＤＲ」(つ
まり、軽鎖可変ドメイン中の残基２４-３４(Ｌ１)、５０-５６(Ｌ２)及び８９-９７(Ｌ３
)と、重鎖可変ドメイン中の残基３１-３５(Ｈ１)、５０-６５(Ｈ２)及び９５-１０２(Ｈ
３)；Kabatら, Sequences of Polypeptides of Immunological Interest, 5版 Public He
alth Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD(1991))からのアミノ酸残
基及び／又は「高頻度可変ループ」(つまり、軽鎖可変ドメイン中の残基２６－３２(Ｌ１
)、５０－５２(Ｌ２)及び９１－９６(Ｌ３)と、重鎖可変ドメイン中の残基２６－３２(Ｈ
１)、５３－５５(Ｈ２)及び９６－１０１(Ｈ３)；Chothia及び Lesk J. Mol. Biol. 196:
901-917(1987))からの残基を含む。「フレームワーク」あるいは「ＦＲ」残基は、ここに
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。
【００１７】
　非ヒト(例えば、マウス)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。通例、ヒト化抗体は、所望の特異性、親和性及び能力を持
つマウス、ラット、ウサギあるいは非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度
可変領域からの残基によってレシピエントの高頻度可変領域からの残基が置き換えられた
ヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。いくつかの例では、ヒト免疫グロブリン
のＦｖフレームワーク領域(ＦＲ)残基が対応する非ヒト残基と置き換えられる。さらに、
ヒト化抗体は、レシピエント抗体中あるいはドナー抗体中に見出されない残基を含みうる
。これらの改変は抗体の性能をさらに洗練するためになされる。一般に、ヒト化抗体は、
高頻度可変ループの全て又は実質的に全てが非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、ＦＲ
領域の全て又は実質的に全てがヒト免疫グロブリン配列のものである、少なくとも一つ、
典型的には二つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、また、場合によっ
ては、典型的にはヒト免疫グロブリンのものである免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の一部
分を少なくとも含むであろう。
【００１８】
　ヒト化抗体を作るのに使用されるヒト可変ドメインの選択は、軽鎖でも重鎖でも、抗原
性を低減させるために非常に重要である。いわゆる「ベストフィット(best-fit)」法によ
れば、齧歯類抗体の可変ドメインの配列は、既知のヒト可変ドメイン配列の全ライブラリ
ーに対してスクリーニングされる。齧歯類の配列に最も近いヒト配列は、ヒト化抗体のた
めのヒトフレームワーク(ＦＲ)として受容される(Simsら，J. Immunol., 151:2296(1993)
；Chothiaら, J. Mol. Biol., 196:901(1987))。
　別の方法は、軽鎖又は重鎖の特定のサブグループの全てのヒト抗体のコンセンサス配列
に由来した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、幾つかの異なるヒ
ト化抗体のために使用することができる(Carterら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:42
85(1992)；Prestaら, J. Immunol, 151:2623(1993))。
　抗体は抗原への高親和性及び他の好ましい生物学的性質を保持したままヒト化されるこ
とがさらに重要である。この目標を達成するために、好ましい方法では、ヒト化抗体は、
親及びヒト化配列の三次元モデルを用いて、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析プ
ロセスによって調製される。三次元の免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能で、当業
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者にはなじみが深い。選択された候補免疫グロブリン配列の有望な三次元立体構造を例証
し表示するコンピュータプログラムを利用することができる。これらの表示の検査により
、候補免疫グロブリン配列の機能中で残基の可能な役割の分析、つまり、候補免疫グロブ
リンがその抗原に結合する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
、標的抗原に対する親和性の増大のような、所望の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インポート配列から選び、組み合わせることができる。一般に、Ｃ
ＤＲ残基は、抗原結合に影響を及ぼすことに直接的かつ最も実質的に関与している。
【００１９】
　「抗体断片」は、全長抗体の一部、一般的にはその抗原結合又は可変領域を含む。抗体
断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２及びＦｖ断片；ダイアボディ；線形抗体；
一本鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多特異性抗体が含まれる。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、無傷抗体のタン
パク分解性消化を介して誘導されていた(例えば、Morimotoら, Journal of Biochemical 
and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennanら, Science, 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、抗体断片は上述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
に結合してＦ(ａｂ')２断片を形成することができる(Carterら, Bio/Technology 10:163-
167(1992))。他の実施態様では、Ｆ(ａｂ')２はロイシンジッパーＧＣＮ４を使用して形
成され、Ｆ(ａｂ')２ 分子のアセンブリが促進される。他のアプローチでは、Ｆ(ａｂ')

２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。抗体断片の生産のための他
の技術は当業者には明らかであろう。
【００２０】
　他の実施態様では、選択された抗体は一本鎖Ｆｖ断片(ｓｃＦｖ)である。国際公開第９
３／１６１８５号を参照。「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶ

Ｌドメインを含み、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。一般的に、Ｆ
ｖポリペプチドはＶＨ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーをさらに含み、それは
ｓＦｖが抗原結合に望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説については、
The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Sprin
ger-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照。
【００２１】
　「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指し、その
断片は同一のポリペプチド鎖(ＶＨ-ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に結合した重鎖可
変ドメイン(ＶＨ)を含む。非常に短いために同一鎖上で二つのドメインの対形成ができな
いリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的に対形成させ、二つの
抗原結合部位を創製する。ダイアボディは、例えば、欧州特許出願公開第４０４０９７号
；国際公開第９３／１１１６１号；及びHollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444
-6448 (1993)にさらに詳細に記載されている。
【００２２】
　この出願を通して使用される場合「線形抗体」なる表現は、Zapataら, Polypeptide En
g. 8(10):1057-1062(1995)において記載されるような抗体を意味する。簡潔に述べると、
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型Ｆｄセグメント(ＶＨ-
ＣＨ１-ＶＨ-ＣＨ１)を含む。線形抗体は二重特異性又は単一特異性であってよい。
【００２３】
　「多重特異性抗体」は、少なくとも２の異なるエピトープに対する結合特異性を有し、
該エピトープが通常異なる抗原からのものである。このような分子は、通常の２つの抗原
のみに結合する(すなわち、二重特異性抗体、ＢｓＡｂｓ)が、さらなる特異性を有する抗
体、例えば三重特異性抗体も、ここで使用される場合はこの表現に含まれる。ＢｓＡｂｓ
には、一本のアームが腫瘍細胞抗原に対し、他のアームが、細胞障害誘発分子、例えば抗
ＦｃγＲＩ／抗ＣＤ１５、抗ｐ１８５ＨＥＲ２／ＦｃγＲＩＩＩ(ＣＤ１６)、抗ＣＤ３／
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抗悪性Ｂ-細胞(１Ｄ１０)、抗ＣＤ３／抗ｐ１８５ＨＥＲ２、抗ＣＤ３／抗ｐ９７、抗Ｃ
Ｄ３／抗腎細胞癌、抗ＣＤ３／抗ＯＶＣＡＲ-３、抗ＣＤ３／Ｌ-Ｄ１(抗結腸癌)、抗ＣＤ
３／抗メラニン細胞刺激ホルモン類似体、抗ＥＧＦレセプター／抗ＣＤ３、抗ＣＤ３／抗
ＣＡＭＡ１、抗ＣＤ３／抗ＣＤ１９、抗ＣＤ３／ＭｏＶ１８、抗神経細胞接着分子(ＮＣ
ＡＭ)／抗ＣＤ３、抗葉酸結合タンパク質(ＦＢＰ)／抗ＣＤ３、抗パン(pan)癌腫関連抗原
(ＡＭＯＣ-３１)／抗ＣＤ３に対するもの；腫瘍抗原に特異的に結合する一本のアームと
、毒素、例えば抗サポリン／抗Ｉｄ-１、抗ＣＤ２２／抗サポリン、抗ＣＤ７／抗サポリ
ン、抗ＣＤ３８／抗サポリン、抗ＣＥＡ／抗リシンＡ鎖、抗インターフェロン-α(ＩＦＮ
-α)／抗ハイブリドーマイディオタイプ、抗ＣＥＡ／抗ビンカアルカロイドに結合する一
本のアームを有するＢｓＡｂｓ；抗ＣＤ３０／抗アルカリホスファターゼ(マイトマイシ
ンホスフェートプロドラッグのマイトマイシンアルコールへの転換を触媒)等、転換酵素
活性化プロドラッグ用のＢｓＡｂｓ；抗フィブリン／抗組織プラスミノーゲンアクチベー
ター(ｔＰＡ)、抗フィブリン／抗ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーター(ｕＰ
Ａ)等、線維素溶解剤として使用可能なＢｓＡｂｓ；抗低密度リポタンパク質(ＬＤＬ)／
抗Ｆｃレセプター(例えば、ＦｃγＲＩ、又はＦｃγＲＩＩＩ)等、細胞表面レセプターへ
免疫複合体を標的化するためのＢｓＡｂｓ；抗ＣＤ３／抗単純ヘルペスウイルス(ＨＳＶ)
、抗Ｔ細胞レセプター：ＣＤ３複合体／抗インフルエンザ、抗ＦｃγＲ／抗ＨＩＶ等の感
染症の治療に使用するためのＢｓＡｂｓ；抗ＣＥＡ／抗ＥＯＴＵＢＥ、抗ＣＥＡ／抗ＤＰ
ＴＡ、抗ｐ１８５ＨＥＲ２／抗ハプテン等、インビトロ又はインビボにおいて腫瘍を検出
するためのＢｓＡｂｓ；ワクチンアジュバントとしてのＢｓＡｂｓ；抗ウサギＩｇＧ／抗
フェリチン、抗西洋ワサビペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)／抗ホルモン、抗ソマトスタチン／
抗サブスタンスＰ、抗ＨＲＰ／抗ＦＩＴＣ、抗ＣＥＡ／抗βガラクトシダーゼ等、診断ツ
ールとしてのＢｓＡｂｓが含まれる。三重特異性抗体の例には、抗ＣＤ３／抗ＣＤ４／抗
ＣＤ３７、抗ＣＤ３／抗ＣＤ５／抗ＣＤ３７、及び抗ＣＤ３／抗ＣＤ８／抗ＣＤ３７が含
まれる。二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片(例えば、Ｆ(ａｂ')２二重特異性抗体
)として調製可能である。
【００２４】
　２以上の結合価を有する抗体が考慮される。例えば、三重特異性抗体を調製することが
できる。Tuttら J. Immunol. 147: 60(1991)。
　ここでの目的に対して「ネイキッド抗体」とは、細胞障害性部分又は放射標識にコンジ
ュゲートしない抗体である。
　ここで「インタクトな抗体」とは、２つの抗原結合領域とＦｃ領域を含むものである。
好ましくは、インタクトな抗体は機能的Ｆｃ領域を有する。
【００２５】
　「処置」とは、治療的処置、及び予防的又は防止的対策の双方を意味する。処置が必要
なものには、既に疾患を患っているもの、並びに疾患が予防されるものが含まれる。
　「疾患」とは、ここで記載されたようにして精製された抗体を用いた処置で利益を受け
る任意の病状である。これには、慢性及び急性の疾患及び病気、及び当該問題の疾患に哺
乳動物がかかりやすい病的状態を含む。
【００２６】
　「イオン交換クロマトグラフィ」なる表現は、化合物がその総電荷に基づいて分離され
る分離技術を指す。分子は、陰イオン(陰電荷を有する)と陽イオン(正電荷を有する)のい
ずれかに分類される。いくつかの分子(例えばポリペプチド)は、陰イオンと陽イオンの両
方の基を有してよい。 
　イオン交換クロマトグラフィメンブレンは、総体的に陽性か又は陰性に荷電した化合物
を結合する。結合部位は吸着体の孔に沿って位置する。化合物は、対流によって結合部位
へ輸送される。正に荷電したメンブレン(陰イオン交換体)は、概して陰性に荷電した化合
物を結合する。反対に、負に荷電するメンブレン(陽イオン交換体)は、概して陽性に荷電
した化合物を結合する。 
　イオン交換メンブレンは強いか弱いかに更に分類することができる。強いイオン交換メ
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ンブレンは、ｐＨレベルの広範囲にわたって荷電している(イオン化している)。弱いイオ
ン交換メンブレンは、狭いｐＨ範囲でイオン化している。４つの最も一般的なイオン交換
の化学的性質は、以下の通りである。

【００２７】
　通常は、イオン交換メンブレンは、０．１～１００μｍの孔径を有する。参考として、
Ｓａｒｔｏｂｉｎｄ Ｑ (Sartorius AG)は、３～５μｍの公称孔径を有する強い陰イオン
交換メンブレンであり、単一又は複数の層様式で市販されており、Ｍｕｓｔａｎｇ Ｑ (P
all Corporation)は、０．８μｍの公称孔径を有する強い陰イオン交換メンブレンであり
、同様に単一又は複数の層様式で市販されている。また参考として、Ｓａｒｔｏｂｉｎｄ
 Ｓ (Sartorius AG)は、３～５μｍの公称孔径を有する強い陽イオン交換メンブレンであ
り、単一又は複数の層様式で市販されており、Ｍｕｓｔａｎｇ Ｓ (Pall Corporation)は
、０．８μｍの公称孔径を有する強い陽イオン交換メンブレンであり、同様に単一又は複
数の層様式で市販されている。
　「公称」孔径評点は、評された孔径の粒子を６０～９８％といった主要に有するメンブ
レンの能力を表す。 
【００２８】
　溶液の「ｐＨ」は、水試料のイオン化と比較したときの酸性度又はアルカリ度を計量す
る。水のｐＨは中性、すなわち７である。ほとんどのｐＨ読み取り値は０から１４である
。水(７未満のｐＨ)より高い[Ｈ＋]溶液は酸性であり、水(７を超えるｐＨ)より低い[Ｈ
＋]溶液は塩基性又はアルカリ性である。ｐＨはｐＨメータを使用して測定されてよい。
バッファｐＨは、ＨＣｌ又はＮａＯＨのような酸又は塩基を使用して調整されてよい。
　ポリペプチドといった分子の「ｐＩ」又は「等電点」は、ポリペプチドが等しい数の陽
電荷と陰電荷を含むｐＨを指す。ｐＩは、ポリペプチドのアミノ酸残基の総電荷から算出
しても、等電点電気泳動で測定してもよい。陰イオンと陽イオンの両方の基を有するポリ
ペプチドの両性性質は制御されうる。ポリペプチドのｐＨは、所望のポリペプチドが陽イ
オン(正電荷を有する)となるまで下げられてよい。あるいは、ポリペプチドのｐＨは、所
望のポリペプチドが陰イオン(陰電荷を有する)となるまで上げられてよい。
【００２９】
　「伝導率」なる用語は、２つの電極間の電流を伝えるための溶液の能力を指す。伝導率
の塩基性の単位はシーメンス(Ｓ)であり、以前は、ｍｈｏと称されていた。伝導率はｍＳ
／ｃｍの単位で共通して表される。溶液中のイオンへの電荷により電流のコンダクタンス
が促され、溶液の伝導率は、そのイオン濃度と比例している。測定値はいずれも、イオン
強度と十分に相関している。イオン強度は、電解質の濃度に密接に関連があり、特定のイ
オンへの電荷が電解質中の他のイオンによってどれくらい効果的に保護されるかまたは安
定するかを表す。イオン強度と電解質濃度との間の主な相違は、イオンのいくらかがより
多く荷電している場合に、前者が高いことである。この２つの他の相違は、イオン強度は
遊離イオンの濃度を反映しており、溶液に添加した塩の量を示してはいない。伝導率は、
様々なモデルのオリオン導電率計といった導電率計を使用して測定されてよい。溶液の伝
導率は、そのイオンの濃度を変えることによって変更しうる。例えば、緩衝剤の濃度およ
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び／または溶液の塩(例えば塩化ナトリウム、酢酸ナトリウム又は塩化カリウム)の濃度は
、所望の伝導率を達成するために変更してよい。好ましくは、様々なバッファの塩濃度を
改変して、所望の伝導率を達成する。
　メンブレンクロマトグラフィについて、「流速」は、通常時間当たりのメンブレン体積
(ＭＶ／ｈ)として表す。
　メンブレンクロマトグラフィについて、「負荷(load)密度」は、１リットルのメンブレ
ン当たりの処理した組成物のグラムとして表されることが多い。
【００３０】
　「バッファー」は、 酸-塩基のコンジュゲート成分の作用によるｐＨの変化に抗する溶
液である。例えば所望するバッファーのｐＨに応じて使用可能な種々のバッファーは、Bu
ffers. A Guide for the Preparation and Use of Buffers in Biological Systems, Gue
ffroy, D., Calbiochem Corporation編(1975)に記載されている。
　抗体と一又は複数の混入物を含有する組成物から抗体を「精製」するとは、組成物から
少なくとも一の混入物を(完全に又は部分的に)除去することにより、組成物における抗体
の純度を増加させることを意味する。「精製工程」は「均質」な組成物にする全体的な精
製プロセスの一部であってもよい。ここで使用される「均質」とは、組成物の全重量に基
づき少なくとも約７０重量％、好ましくは少なくとも約８０重量％、より好ましくは少な
くとも約９０重量％、さらに好ましくは少なくとも約９５重量％の関心ある抗体を含有す
る組成物を意味する。
【００３１】
　イオン交換メンブレンに分子を「結合」させるとは、分子とイオン交換メンブレンの荷
電基又は荷電基群との間の静電気的相互作用により、イオン交換メンブレン内又は上に、
分子が可逆的に固定化されるように、適切な条件下(ｐＨ及び／又は伝導率)で、分子をイ
オン交換メンブレンに暴露させることを意味する。
　イオン交換メンブレンを「洗浄する」とは、イオン交換メンブレン上に又はこれに通し
て、適切なバッファーを通過させることを意味する。
　イオン交換メンブレンから分子(例えば、抗体又は混入物)を「溶出させる」とは、そこ
から分子を除去することを意味する。
【００３２】
　メンブレンクロマトグラフィについて、「フロースルー」は、化合物が再び保持される
間のメンブレンへの不純物の結合を指す。
　「混合様式」なる表現は、２つの異なるメカニズムに基づいて化合物を分離する、例え
ば総電荷に基づく分離の際に覆われたポリペプチド間の親水性／疎水性相違に基づく分離
の能力を有する吸着剤を指す。これは、イオン相互作用および水素結合又は疎水的相互作
用を含む様々な異なる方法で標的分子と相互作用しうる多様式リガンドを用いることによ
って達成されることが多い。ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ ＣａｐｔｏＴＭＭＭＣおよびＣ
ａｐｔｏＴＭＡｄｈｅｒｅのような吸着剤は、「混合様式」クロマトグラフィ樹脂の例で
ある。
【００３３】
発明を実施するための形態
　ここでの発明は、ポリペプチドと一又は複数の混入物を含有する組成物(例えば水溶液)
からポリペプチドを精製するための方法を提供する。組成物は、一般的にポリペプチドの
組換え生産から得られるが、ペプチド合成(又は、他の合成手段)によるポリペプチドの生
成から得てもよく、又はポリペプチドは、ポリペプチドの天然源から精製されてもよい。
好ましくは、ポリペプチドは、ＣＨ２／ＣＨ３領域含有ポリペプチドである。好ましい実
施態様では、ＣＨ２／ＣＨ３領域含有ポリペプチドは抗体である。
【００３４】
抗体の組換え生産
　抗体の組換え生産のために、それをコードする核酸が単離され、さらなるクローニング
(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。抗体をコードす
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るＤＮＡは容易に単離され、一般的な手順を使用(例えば、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使用)して配列化される
。多くのベクターが入手可能である。ベクター成分は、一般的に、これらに限定されるも
のではないが、次のものの一又は複数：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、特に出
典明示によりここに援用される米国特許第５５３４６１５号に記載されているもの)を含
む。
【００３５】
　ここで、ベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な宿主細胞は、
原核生物、酵母、又は高等真核生物細胞である。この目的に適切な原核生物は、真正細菌
、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大量菌類、特に大腸菌、エンテロバク
ター、エルウィニア、クレブシエラ、プロテウス(Proteus)、サルモネラ、例えばネズミ
チフス菌、セラチア、例えば、セラチア・マルセサンス(Serratia marcescans) 、及び赤
痢菌、並びに桿菌、例えばバシリ・スブチリス(B. subtilis)及びバシリ・リチェニフォ
ルミス(B. licheniformis)(例えば、１９８９年４月１２日公開のＤＤ２６６７１０に記
載されたバシリリチェニフォルミス４１Ｐ)、シュードモナス、例えば緑膿菌及びストレ
プトマイセスなどの腸内細菌科を含む。好ましい大腸菌クローニング宿主は大腸菌２９４
(ATCC 31,446)であるが、他の菌株、例えば大腸菌Ｂ、大腸菌Ｘ１７７６(ATCC 31,537)、
及び大腸菌株Ｗ３１１０(ATCC27,325)も適している。これらの例は限定というよりは、例
示的なものである。
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母のような真核微生物は、抗体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、又は通常
のパン酵母が、下等真核生物宿主微生物の中で最も一般的に使用されている。しかしなが
ら、他の多くの属、種及び菌株、例えばシゾサッカロミセス・プロンブ(Schizosaccharom
yces prombe)；クルベロミセス・ホスツ(Kluveromyces hosts)、例えばケーラクチス(K. 
lactis)、ケーフラギリス(K. fragilis)(ATCC 12,424)、ケーブルガリクス(K. bulgaricu
s)(ATCC 16,045)、ケーウィケラミイ(K. wickeramii)(ATCC 24,178)、ケーワルチイ(K. w
altii)(ATCC 56,500)、ケードロソフィラルム(K. drosophilarum)(ATCC 36,906)、ケーテ
ルモトレランス(K. thermotolerans)及びケーマルキシアナス(K. marxianus)；ヤロウィ
ア(yarrowia)(欧州特許出願公開第４０２２２６号)；ピッチャ・パストリス(Pichia past
oris)(欧州特許出願公開第１８３０７０号)；カンジダ；トリコデルマレーシア(reesia)(
欧州特許出願公開第２４４２３４号)；アカパンカビ；シュワニオマイセス(Schwanniomyc
es)、例えばシュワニオマイセス・オクシデンタリス(occidentalis)；及び糸状真菌、例
えば、ニューロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム(Tolypocladium)、及びコウジ
菌、例えば偽巣性コウジ菌及びクロコウジカビも、ここでは一般的に入手可能で有用であ
る。
【００３６】
　グリコシル化抗体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。多くのバキュロウイルスの菌株及び変異体、
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的昆虫宿主細胞が同
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てよい。綿、トウモロコシ、ジャガイモ、ダイズ、ペチュニア、ト
マト、及びタバコの植物細胞培養体も、宿主として利用可能である。
　しかしながら、脊椎動物細胞にも大きな興味があり、培養(組織培養)における脊椎動物
細胞の増殖は、常套的な手順でなされる。有用な哺乳動物宿主細胞株の例には、限定され
るものではないが、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (COS-7, ATCC CR
L 1651)；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２
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９３細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977))；ベビーハムスター腎臓細胞(BHK, 
ATCC CCL 1０)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaubら, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))；マウスのセルトリ細胞(TM4, Mather, Biol. Rep
rod., 23:243-251 (1980))；サル腎臓細胞(CV1 ATCC CCL70)；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(MDC
K, ATCC CCL 34)；バッファロラット肝臓細胞(BRL 3A, ATCC CRL 1442)；ヒト肺細胞(W13
8, ATCC CCL 75); ヒト肝細胞(Hep G2, HB 8065); 及びマウス乳房腫瘍(MMT 060562, ATT
C CCL51)；ＴＲＩ細胞(Matherら, Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68(1982))；ＭＲＣ 
５細胞；ＦＳ４細胞；及びヒト肝細胞腫(Hep G2)が含まれる。多くの場合、抗体の発現に
はＣＨＯ細胞が好ましくは、本発明で精製される抗体を産生するのにも有利に使用される
。
【００３７】
　宿主細胞は、抗体生成用の上述した発現又はクローニングベクターで形質転換され、プ
ロモーターの誘発、形質転換体の選択、又は所望の配列をコードする遺伝子の増幅に適す
るように改変された従来からの栄養培地で培養される。
　この発明の抗体の生成に使用される宿主細胞は、様々な培地で培養されてよい。商業的
に入手可能な培地、例えばハム(Ｈａｍ)のＦ１０(Sigma)、最小必須培地((ＭＥＭ)、Sigm
a)、ＲＰＭＩ-１６４０(Sigma)及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭＥＭ)、Sigma)
が、宿主細胞の培養に適している。さらに、 Hamら, Meth. Enz. 58:44(1979)、Barnesら
, Anal. Biochem.102:255(1980)、米国特許第４７６７７０４号；同４６５７８６６号；
同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公開第９０／
０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国特許第Ｒｅ．３０９８５号に記
載されている任意の培地も、宿主細胞用の培養培地として使用されてよい。これらの培地
はいずれも、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)、塩類(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ＨＥＰＥＳ)、ヌクレオシド(例えばアデノシン及びチミジン)
、抗生物質(例えばガラマイシン：ゲンタマイシン(登録商標))、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むことができる。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。
　組換え技術を使用する場合、抗体は細胞膜周辺腔で細胞内で産生されるか、あるいは直
接培地へ分泌されるかである。最初の段階として、タンパク質が、微粒子状破片、宿主細
胞あるいは溶解された断片(例えば、ホモジナイズの結果)のいずれかから細胞内で産生さ
れるなら、例えば、遠心分離又は限外濾過によって除去される。抗体が培地へ分泌される
場合には、このような発現系からの上清は、商業的に入手可能なタンパク質濃縮フィルタ
ー、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＭｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｐｅｌｌｉｃｏｎ限外濾過ユニットを
使用して濃縮されうる。
【００３８】
本発明のメンブレンイオン交換クロマトグラフィー法
　本発明の好ましい実施態様では、ここでの精製方法にかけられる組成物は、組換え生産
された抗体、好ましくはチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)組換え宿主細胞培養で発現
した無傷抗体である。場合によって、組成物は、メンブレンイオン交換クロマトグラフィ
ーの前に、少なくとも一の精製工程にかけられる。組成物は関心ある抗体と一又は複数の
混入物、例えばチャイニーズハムスター卵巣タンパク質(ＣＨＯＰ)；浸出プロテインＡ；
核酸；所望する抗体の変異体、断片、凝集体又は誘導体；他のポリペプチド；エンドトキ
シン；ウイルス性混入物；細胞培養培地成分(例えばガラマイシン：ゲンタマイシン(登録
商標))等を含有する。
　メンブレンイオン交換クロマトグラフィー法の前、実施中又は後に実施されてもよいさ
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らなる精製手順の例には、疎水性相互作用クロマトグラフィー(例えば、フェニル-セファ
ロースＴＭ)における分画、エタノール沈殿、熱沈殿、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)
沈殿、等電点電気泳動、逆相ＨＰＬＣ、シリカにおけるクロマトグラフィー、ヘパリンセ
ファロースＴＭにおけるクロマトグラフィー、アニオン交換クロマトグラフィー、陽イオ
ン交換クロマトグラフィー、混合モードイオン交換、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ、硫酸アンモニウム沈降、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、親水性電荷誘導クロマトグラフィー、高性能クロスフロー濾過(ＨＰＴＦＦ)
、及びアフィニティクロマトグラフィー(例えば、プロテインＡ、プロテインＧ、抗体、
又は特定の基質、リガンド、又はキャプチャー試薬としての抗原を使用)が含まれる。
【００３９】
　組換え技術を使用する場合、抗体は、細胞内の細胞膜周辺腔に生産されても、培地に直
接分泌されてもよい。抗体が細胞内で生産される場合、第一段階として、宿主細胞又は溶
解断片といった微粒子のデブリは、例えば、遠心分離法又は濾過によって取り除かれる。
抗体が培地に分泌される場合、組換え宿主細胞は、例えば遠心分離法又は濾過によって細
胞培養培地から単離されてもよい。
　プロテインＡ親和性クロマトグラフィの間に大部分が精製される。プロテインＡは、抗
体のＦｃ領域に特異的に結合する細菌細胞壁タンパク質である。クロマトグラフィ培地へ
固定する場合、複合溶液中の抗体を選択的に結合しうるので、プロテインＡにより組み換
え抗体を精製するための技術が提供され、これにより不純物が流れ出る。
　プロテインＡ親和性カラムの基本プロトコールは簡単であり、およそ中性のｐＨで結合
し、酸性のｐＨで溶出する。固相に固定されるプロテインＡを用いて、ＣＨ２／ＣＨ３領
域含有のポリペプチドを精製する。固相は、プロテインＡを固定するためのガラス、シリ
カ又はアガロース表面を含むカラムが好ましい。好ましくは、固相は、調整した孔ガラス
カラム、珪酸カラム又は十分に架橋されたアガロースカラムである。GE Healthcareから
市販されているＭａｂｓｅｌｅｃｔ ＳｕＲｅＴＭカラムは、抗体を精製する際に有用な
十分に架橋されたアガロースプロテインＡカラムの例である。時に、カラムは、カラムへ
の非特異的な接着を防ぐために、グリセロールといった試薬にてコートされている。Mill
ipore Corporationから市販されているＰＲＯＳＥＰ ＡＴＭカラムは、グリセロールでコ
ートされたプロテインＡ調整孔ガラスカラムの例である。プロテインＡクロマトグラフィ
のための固相は、適切なバッファにて平衡化する。
【００４０】
　組換え宿主細胞から得られる混合した調製物は、平衡化バッファと同じでもよい負荷バ
ッファ(ローディングバッファ)を用いて平衡化した固相に添加する。混入した調製物が固
相を流れるので、ポリペプチドは、固定したプロテインＡに吸着され、他の混入物(ＣＨ
Ｏ細胞中で生産されるポリペプチドである、チャイニーズハムスター卵巣タンパク質、Ｃ
ＨＯＰ)は固相に非特異的に結合する。 
　続いて実施する次の工程は、中間洗浄工程で塩、アミノ酸および／または疎水性電解質
溶媒を含む溶液にて固相を洗浄することによって固相へ結合した混入物を取り除くことを
必要とする。好ましい実施態様では、この洗浄の塩はリン酸カリウムであり、アミノ酸は
アルギニンであり、疎水性電解質はＴＥＭＡＣおよび／またはＴＥＡＣである。単一の溶
質が洗浄中に存在するが、ある実施態様では、２又はそれ以上の溶質が使われてよい。溶
質(一又は複数)は、およそ中性のｐＨを有するｐＨ緩衝溶液に添加されるのが好ましい。
前段落の中間洗浄工程後に、対象のポリペプチドはカラムから回収する。これは通常、好
適な溶出バッファを用いて達成される。ポリペプチドは、例えばおよそ２からおよそ５、
好ましくはおよそ２．５からおよそ３．５の低いｐＨを有する溶出バッファを用いてカラ
ムから溶出されてよい。この目的のための溶出バッファの例には、クエン酸塩又は酢酸塩
のバッファが含まれる。
　メンブレンイオン交換クロマトグラフィは本明細書中で主張するように実行する。陰イ
オンと陽イオンの何れの交換メンブレンを用いるべきかは初めに決定する。いくつかの抗
体の等電点(ｐＩ)はおよそ６．７から９．４であるが、多くの抗体のｐＩは高い(しばし
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ば８より大きく、９より大きいこともある)。通常は、陽イオン交換メンブレンはおよそ
８より大きいｐＩを有する抗体について用いられてよく、陰イオン交換メンブレンはおよ
そ８より小さいｐＩを有する抗体について用いられてよい。
【００４１】
　常在性タンパク質置換様式で実行するメンブレン陽イオン交換クロマトグラフィのため
に、充填材(load material)のｐＨを抗体のｐＩのおよそ１～およそ５ｐＨ単位以下に調
整し、ｐＨに応じて、充填材の伝導率をおよそ４０ｍＳ／ｃｍ以下に調整し、次いで抗体
をメンブレンにポンプで通す。いくつかの実施態様では、充填材のｐＨは、抗体のｐＩの
、およそ１～およそ４ｐＨ単位、およそ１～およそ３ｐＨ単位、およそ１～およそ２ｐＨ
単位、又はおよそ１ｐＨ単位以下に調整される。他の実施態様では、ｐＨに応じて、充填
材の伝導率は、およそ２０ｍＳ／ｃｍ以下、又はおよそ１０ｍＳ／ｃｍ以下に調整される
。充填材のｐＨが抗体のｐＩよりも小さいので、抗体(陽性荷電しているもの)は初めは流
れでないであろう。むしろ、抗体は、陽イオン交換体の陰性官能基に静電的に結合してい
るであろう。これは、抗体(陽性)とメンブレン(陰性)が逆の電荷を有するからであろう。
プロテインＡ親和性クロマトグラフィの間に抗体にて溶出する多くの混入物、例えばＣＨ
ＯＰのような宿主細胞タンパク質のｐＩは抗体のｐＩと僅かにしか違わない。つまり、ｐ
Ｉはおよそ０．０５からおよそ０．２ｐＩ単位しか異ならず、「塩基性」抗体のようなこ
れらの混入物はメンブレンにも結合するであろう。理論によるものではないが、常在性タ
ンパク質置換様式で実行されるメンブレン陽イオン交換クロマトグラフィでは、ごく僅か
なイオンシールドを有する電荷を誘導するｐＨおよび伝導率の条件で、混入物は、メンブ
レンに優先的に結合するか、又はメンブレンからの抗体を効率よく「置換し」(RR Drager
 , FE Regnier, J Chromatogr. 359:147-55 (1986))、これにより抗体は結合した後にマ
トリックス又は流出物から溶出でき、溶出物に回収される。
【００４２】
　常在性タンパク質置換様式で実行されるメンブレン陰イオン交換クロマトグラフィでは
、充填材のｐＨは抗体のｐＩよりおよそ１～およそ５ｐＨ単位高く調整し、ｐＨに応じて
、充填材の伝導率はおよそ４０ｍＳ／ｃｍ以下に調整し、次いで抗体をメンブレンにポン
プで通す。いくつかの実施態様では、充填材のｐＨは、抗体のｐＩの、およそ１～およそ
４ｐＨ単位、およそ１～およそ３ｐＨ単位、およそ１～およそ２ｐＨ単位、又はおよそ１
ｐＨ単位高く調整する。他の実施態様では、ｐＨに応じて、充填材の伝導率は、およそ２
０ｍＳ／ｃｍ以下又はおよそ１０ｍＳ／ｃｍ以下に調整する。充填材のｐＨが抗体のｐＩ
より大きいので、抗体(陰性に荷電したもの)は初めは流れないであろう。むしろ、抗体は
、陰イオン交換体の陽性官能基に静電的に結合しているであろう。これは、抗体(陰性)と
メンブレン(陽性)が逆の電荷を有するからである。プロテインＡ親和性クロマトグラフィ
の間に抗体にて溶出する多くの混入物、例えばＣＨＯＰのような宿主細胞タンパク質のｐ
Ｉは抗体のｐＩと僅かにしか違わない。つまり、ｐＩはおよそ０．０５からおよそ０．２
ｐＩ単位しか異ならず、「酸性」抗体のようなこれらの混入物はメンブレンにも結合する
であろう。理論によるものではないが、常在性タンパク質置換様式で実行されるメンブレ
ン陰イオン交換クロマトグラフィでは、ごく僅かなイオンシールドを有する電荷を誘導す
るｐＨおよび伝導率の条件で、混入物は、メンブレンに優先的に結合するか、又はメンブ
レンからの抗体を効率よく「置換し」(RR Drager , FE Regnier, J Chromatogr. 359:147
-55 (1986))、これにより抗体は結合した後にマトリックス又は流出物から溶出でき、溶
出物に回収される。
【００４３】
　ある例では、メンブレンクロマトグラフィは、ポンプ制御装置に加えて圧力計、センサ
ーおよびポンプを備えているＡＫＴＡＴＭエクスプローラ(GE Healthcare)のようなカス
タムクロマトグラフィシステム又は標準のクロマトグラフィシステムの何れかで実行する
。この例において、メンブレン装置は圧力計の下流に取り付けられる。前記例において、
ｐＨおよび電導度検出器は、メンブレン装置の下流に取り付けられる。この例のために、
システムは、水にて完全に洗い流し、その後メンブレンの設置前に平衡化バッファにて洗
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い流す。更にこの例のために、メンブレンを有するシステムは、溶液ｐＨと伝導率出路が
平衡化バッファの詳細と一致するまで平衡化バッファにて洗い流し(およそ５メンブレン
容量)、安定な基準値を観察する。更にこの例のために、供給材料は、３３３－２６６７
ＭＶ／時、ｐＨ５．５(仮想「塩基性」抗体の精製のため)又はｐＨ８．０(仮想「酸性」
抗体の精製のため)、およびおよそ４ｍＳ／ｃｍの伝導率 で、ポンプによって添加する。
また更にこの例のために、動作を記録する間に、動作背圧、ｐＨおよび伝導率を変化させ
る。最後に、この例では、２８０ｎｍの紫外線(ＵＶ)吸光度痕跡が基準値に対して０．２
吸光度単位である場合に、メンブレン溶出物中のポリペプチドをすぐに回収し、２８０ｎ
ｍのＵＶ痕跡が０．２吸光度単位以下になったら貯蔵物回収を止め、メンブレン溶出分画
のプールからの試料を、ポリペプチド濃度、二量体／凝集レベル、宿主細胞タンパク質、
ＤＮＡ及び溶出したプロテインＡについて分析する。回収工程は、一般に、メンブレン溶
出物中のポリペプチドと溶出したポリペプチドを用いて算出する。メンブレンは従来より
使い捨てである。
【００４４】
　分析物アッセイに関して、ポリペプチド含量(抗体濃度)は、ベックマンの分光光度計を
用いて２８０ｎｍの吸光度によって決定してよい。抗体集合は、サイズ排除クロマトグラ
フィによって測定してよい。宿主細胞タンパク質、例えばＣＨＯＰのレベルは、酵素結合
抗体免疫吸着アッセイ(ＥＬＩＳＡ)によって分析してよい。宿主細胞ＤＮＡは、ＴａｑＭ
ＡＮ ＰＣＲ(ポリメラーゼ連鎖反応)の使用によって定量化してよい。溶出したプロテイ
ンＡは、プロテインＡ樹脂販売会社によって推奨される免疫化学的なＥＬＩＳＡベースの
方法を使用して実行してよい。
　以下のバッファを仮に設定し、Ｓメンブレンと共に使用するために試験する。(１) ８
９ｍＭ 酢酸、１２７ｍＭ ＴＲＩＳベース、２１ｍＭ クエン酸、ｐＨ５．５、６．０ｍ
Ｓ／ｃｍ、(２) ２８ｍＭ ＭＥＳ、９５ｍＭ ＮａＣｌ、ｐＨ６．０、１１ｍＳ／ｃｍ、(
３) ２００ｍＭ ＮａＯＡｃ、ｐＨ５．５、１２ｍＳ／ｃｍ、(４) １００ｍＭ ＮａＯＡ
ｃ、ｐＨ５．５、６．４ｍＳ／ｃｍ、そして、(５) ９６ｍＭ 酢酸、６５ｍＭ ＴＲＩＳ
、ｐＨ５．０、３．６ｍＳ／ｃｍ。
　以下のバッファを仮に設定し、Ｑメンブレンと共に使用するために試験する。(１) ５
０ｍＭ ＴＲＩＳ、１５ｍＭ ＮａＣｌ、ｐＨ８．０、４．３ｍＳ／ｃｍ、(２) ２５ｍＭ 
ＴＲＩＳ、ｐＨ８．０、１．３ｍＳ／ｃｍ、(３) ６０ｍＭ ＴＲＩＳ、１１８ｍＭ Ｎａ
Ｃｌ、ｐＨ８．０、１５．７ｍＳ／ｃｍ、(４) ５０ｍＭ ＴＲＩＳ、５０ｍＭ ＮａＯＡ
ｃ、ｐＨ８．０、７．０ｍＳ／ｃｍ、(５) ２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、８５ｍＭ ＮａＯＡｃ
、ｐＨ７．０、６．５ｍＳ／ｃｍ、そして、(６) ９１ｍＭ 酢酸、１３０ｍＭ ＴＲＩＳ
、ｐＨ８．０、５．０ｍＳ／ｃｍ。
　更に、何れのバッファ系も、適切なｐＨにするために、酢酸、クエン酸、ＨＥＰＥＳ、
塩酸、リン酸、水酸化ナトリウム、ＴＲＩＳ、又は他の酸性ないし塩基性バッファを添加
して、上げる又は下げるなどしてｐＨを調整することができる。また、何れのバッファ系
も、適切な伝導率にするために、純水、注射用蒸留水(ＷＦＩ)、酢酸ナトリウム、塩化ナ
トリウム、リン酸カリウム、又は他の低及び高塩含有バッファを用いて、上げる又は下げ
るなどして伝導率を調整することができる。
【００４５】
　常在性タンパク質置換メンブレンクロマトグラフィ工程の進行は簡単である。充填材は
、様々なレベルのｐＨおよび伝導率でメンブレンに通される。分子が大きな静電的相互作
用を有する場合、抗体又は混入物のポリペプチドの保持率が高まりうる。ポリペプチドが
十分に荷電している状態、すなわち、ポリペプチドのｐＩとは十分に異なったｐＨを有し
、ポリペプチドの電荷を促すバッファと、バッファイオンによる電荷のシールドを妨げる
ための低イオン強度とを用いた条件下で操作するとき、静電的相互作用が高まりうる。対
照的に、ポリペプチドがさほど荷電していない状態、すなわち、ポリペプチドのｐＩと非
常に近いｐＨを有し、ポリペプチドの電荷を減少させるバッファと、バッファイオンによ
る電荷のシールドを受け入れる高イオン強度とを用いた条件下で操作するとき、静電的相
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互作用が減少しうる。その結果、異なる物理化学的性質を有するポリペプチドは、バッフ
ァ溶液を最適化することによって、メンブレン吸着により単離されうる。所定のメンブレ
ンに保持される分子もあれば、バッファのｐＨおよびイオン強度の適切な選択に応じて流
れ出る分子もある。
　本明細書中のメンブレンイオン交換クロマトグラフィ法によって得た抗体調製物は、必
要に応じて更なる精製工程に供してよい。例示的な更なる精製工程は先に論じた。
【００４６】
　図１２に関して、成功した精製体系の一つの例は、プロテインＡ親和性クロマトグラフ
ィの最初の分画化工程を必要とする回収工程、結合／溶出様式で動作する陽イオン交換ク
ロマトグラフィの中間精製工程、およびフロースルー様式で動作する陰イオン交換クロマ
トグラフィの最終的な研摩工程である。
　図１３に関して、改良した精製体系の一つの例は、プロテインＡ親和性クロマトグラフ
ィの最初の分画化工程を必要とするが、結合／溶出様式で動作する陽イオン交換カラムク
ロマトグラフィを常在性タンパク質置換様式で動作する陽イオン交換メンブレンに置き換
える回収工程である。これは、中間及び研磨の工程が一つの連続する操作、つまり単一工
程に組み合わされるなどの多くの理由のために有用であろう。
【００４７】
　場合によっては、抗体は、所望の場合は一又は複数の異種分子にコンジュゲートされる
。異種分子は、例えば抗体の血清半減期を増加させるもの(例えば、ポリエチレングリコ
ール、ＰＥＧ)であり得、又は標識(例えば、酵素、蛍光標識及び／又は放射性核種)、又
は細胞障害性分子(例えば、毒素、化学治療剤、又は放射性同位元素)でありうる。
　場合によっては異種分子とコンジュゲートした抗体を含有する治療用製剤は、所望の純
度を有する抗体を、凍結乾燥製剤又は水溶液の形態で、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 第16版, Osol, A. 編(1980))
と混合することにより調製されてよい。「薬学的に許容可能な」担体、賦形剤、又は安定
剤は、用いられる用量及び濃度でレシピエントに非毒性であり、ホスフェート、シトレー
ト、及び他の有機酸などのバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤
；防腐剤(例えば、オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニ
ウムクロリド；ベンザルコニウムクロリド；ベンズエトニウムクロリド；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)
；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、Ｚｎ-タンパク質錯体)；及び／又はトゥイ
ーン(TWEEN)ＴＭ、プルロニクス(PLURONICS)ＴＭ、又はポリエチレングリコール(ＰＥＧ)
等の非イオン性界面活性剤を含む。
【００４８】
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調製され
たマイクロカプセル、例えば、各々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(メタクリル酸メチル)マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系(例
えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセル
)中、又はマイクロエマルション中に包括されてもよい。これらの技術はRemington's Pha
rmaceutical Science 第16版, Osol, A. 編(1980)に開示されている。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
た濾過により容易に達成される。
【００４９】
　徐放性調製物を調製してもよい。徐放性調製物の好適な例は、抗体を含有する固体疎水
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性ポリマーの半透性マトリックスを含み、このマトリックスは成形された物品、例えばフ
ィルム、又はマイクロカプセルの形状である。除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))、ポリアクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ-グルタミン酸及びγ-エチ
ル-Ｌ-グルタマートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、ＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰ
ＯＴＴＭ(乳酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドからなる注射可能なミクロ
スフィア)などの分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシ
酪酸を含む。
【００５０】
　ここで開示されたようにして精製される抗体、又は抗体と薬学的に許容可能な担体を含
有する組成物は、種々の診断、治療、及びこのような抗体及び組成物に公知の他の用途に
使用される。例えば、治療的有効量の抗体を哺乳動物に投与することにより、哺乳動物に
おける疾患を処置するために、抗体を使用してよい。
【００５１】
　次の実施例は例証のために提供されるものであって、限定するためのものではない。本
明細書における全ての引用の開示は、出典明示により明示的にここに援用される。
【実施例】
【００５２】
はじめに
　細胞培養条件が向上するにつれて、モノクローナル抗体(ｍＡｂ)のバイオリアクタ力価
は増加する。大きなバッチのｍＡｂは、従来のカラムクロマトグラフィを使用して精製す
るのが困難かもしれない。結合能が高い新規の樹脂は、平衡して複数のカラムをサイクル
するか又は実施する必要を避けられない。大きなバッチを効率良く扱うことができないこ
とは、商品のコストおよび設備収容量に負の影響を与えうる。更に、バイオプロセス産業
は、商品のコストを抑えるために、より便利で費用効果の良いツールを必要とする。同時
に確認および人件費を低減しうる、小さい、処理可能な精製技術が、望ましい。産業が発
達するにつれて、イオン交換メンブレンはｍＡｂ処理のためにより有利になってきている
。
　カラムクロマトグラフィ法が強力で確実であるにもかかわらず、分離性能が孔拡散に依
存しているので、一般に低い質量処理量を有する。生成物および不純物はゆっくりと孔内
に拡散して、結合部位にアクセスしなければならない。それに反して、メンブレンは孔拡
散が制限されない。分離性能は流速とは無関係であるので、メンブレンは樹脂より高い質
量処理量が可能である。また、メンブレンはカラム体、カラムパッキング／脱パッキング
、又は資格を必要としないので、樹脂よりも便利である。工業規模のメンブレンは、１回
使用の後に捨てることができるカートリッジ又は自己被包型の様式に有用であり、さらに
再利用及び貯蔵に関する検証費用がかからない。また、メンブレンは、樹脂が充填したカ
ラムよりも小さく、非常に軽く、製造施設の中での取扱いが容易である。
【００５３】
　メンブレンにはいくつかの欠点がある。樹脂と比較して、メンブレンは、まだ工業規模
で広範囲にわたって利用されていない相対的に新規な技術である。市販のメンブレンの種
類と十分に特徴付けされたリガンドの選択には制限がある。また、メンブレンはイオン交
換樹脂よりかなり高価である。さらに、メンブレンは、工業規模の結合及び溶出クロマト
グラフィを実施するための好適な媒体ではない。メンブレンは相対的に低い結合能を有す
るので、サイクルによって経済的に補うことが難しい。メンブレンの生成が新たに発達す
るにつれて、これらの問題の多くが解決されそうである。
　欠点があるにもかかわらず、メンブレンは終了段階の精製に適している。イオン交換メ
ンブレンは、プロテインＡ ｍＡｂキャプチャに続く工程として成功したことが明らかと
なった。不純物レベルが低いのでこの状況でメンブレンは理想的であり、フロースルー様
式で用いる場合、結合能はもはや限定するものではない。フロースルークロマトグラフィ
は、適切に荷電した不純物が吸着されながら標的タンパク質が結合することなく吸着媒体
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場合、メンブレンとｍＡｂとの間に生じる反発力を利用し、大多数の結合部位が逆に荷電
したＣＨＯＰ種の吸着に利用可能なままとなっている技術である。
【００５４】
　この研究は、常在性タンパク質置換様式でイオン交換メンブレンを用いたモノクローナ
ル抗体の精製に取り組んでいる。ｍＡｂは生成物吸着が生じるｐＨおよび伝導率の条件で
メンブレンにて処理されるので、手法はフロースルーと異なる。これは、低イオン強度、
そして陰イオン交換の間にはｍＡｂのｐＩより大きいｐＨ、そして陽イオン交換の間には
ｍＡｂ ｐＩより低いｐＨで操作することによって達成される。これらの条件で、反発力
は、生成物吸着が生じるメンブレンとｍＡｂとの間で生じる。フィードストリーム負荷(l
oading)は破過容量を超えて続け、メンブレン溶出物は精製された形で回収する。常在性
タンパク質置換様式の実験的データにより高い精製と収率が示され、メンブレンとｍＡｂ
との間に強い静電的相互作用が明らかに生じたのではなかった。
　４つの組換えＤＮＡ由来のｍＡｂは、等電点(ｐＩ６．７－９．３、アミノ酸配列に基
づいて算出した)の範囲に基づいて、分析のために選択した。４つすべてのｍＡｂは、ジ
ェネンテック社のＣＨＯ細胞培養物において製造し、一又は複数のカラムクロマトグラフ
ィ工程(プロテインＡ又はプロテインＡ及びイオン交換)にて部分的に精製した。フィード
ストリームは、チャイニーズハムスター卵巣タンパク質(ＣＨＯＰ)の残留するレベルに基
づいて選択した。
　この研究は、イオン交換メンブレンＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱおよ
びＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳの、ｍＡｂ吸着も生じるｐＨおよび伝導率条件でＣＨＯＰを
除去する能力を調べるものである。ＣＨＯＰ精製および収率は、ｐＨ、伝導率、負荷(loa
d)密度、流速およびメンブレン種類に応じて調査した。また、メンブレンスケールアップ
および再生成を試験し、連続操作の実現可能性を調べた。
【００５５】
材料および方法
　　フィードストリーム
　フィードストリームは、商業目的又は研究目的のために最初に製造される、産業的、試
験的又は小規模の細胞培養バッチ(Genentech Inc., South San Francisco, California)
から採取した。各フィードストリームは部分的に精製し、目的の細胞を分離し、分離した
液体を少なくとも一のカラムクロマトグラフィ工程(プロテインＡ又はプロテインＡ及び
イオン交換)により精製した。各フィードストリームは、標的治療的モノクローナル抗体(
ＩｇＧ１又はＩｇＧ４)と定量可能なレベルの宿主細胞不純物を含んでいた。各フィード
ストリームの組成物は、個々のｍＡｂプロセス及び精製のレベルに応じて変化した。通常
、フィードストリームのｐＨは５．５－８．０、伝導率は３．２－９．０ｍＳ／ｃｍ、そ
して、生成物濃度は３．５－６．９ｍｇ／ｍＬであった。表１は、この研究において使用
した各ｍＡｂについてのフィードストリーム特徴を示す。
【００５６】
　　ｍＡｂ定量化
　ｍＡｂの濃度は、２８０及び３２０ｎｍのＵＶ分光光度スキャンを用いて決定した。Ｃ
ＨＯＰレベルは非常に低いので、ＵＶ吸光度にかなり影響する。ｍＡｂを含む試料は、適
切な非妨害希釈物にて０．１～１．０ＡＵの範囲に希釈した。試料調整物および仕様スキ
ャン読み取り値は複製して実行し、平均値を記録した。試験したｍＡｂの吸収係数は１．
４５－１．７０(ｍｇ／ｍＬ)－１ｃｍ－１であった。２８０及び３２０ｎｍの吸光度、希
釈因子、パス長(１ｃｍ)及び吸収係数を用いて、ランベルト・ベールの法則として知られ
る方程式を用いてｍＡｂ濃度を算出した。
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【００５７】
　　ＣＨＯ宿主細胞タンパク質(ＣＨＯＰ)定量化
　酵素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)を用いて、ＣＨＯＰのレベルを定量化した。親和性精
製したヤギ抗ＣＨＯＰ抗体は、マイクロタイタープレートウェルに固定した。ＣＨＯＰ、
標準物質およびコントロールを含有している試料の希釈物は、ウェルで培養し、その後西
洋ワサビペルオキシダーゼにコンジュゲートしたヤギ抗ＣＨＯＰ抗体と共にインキュベー
トした。西洋ワサビペルオキシダーゼ酵素活性はｏ-フェニレンジアミンジヒドロクロラ
イドにて検出した。ＣＨＯＰは、マイクロタイタープレート読み取り機で４９２ｎｍの吸
光度を読むことによって定量化した。コンピュータ曲線フィッティングプログラムを用い
て、標準曲線を生成し、自動的に試料濃度を算出した。ＥＬＩＳＡのアッセイ範囲は典型
的に５ｎｇ／ｍｌ～３２０ｎｇ／ｍｌであった。各試料について、２～４の希釈物を検定
し、値を平均した。ＣＨＯＰ値はｍＡｂ濃度で割り、結果をｐｐｍの単位(ｎｇ ＣＨＯＰ
／ｍｇ ｍＡｂ)で記録した。
定量化の限界(ＬＯＱ)以下のＣＨＯＰレベルを示す濾過試料を続いて濃縮し、定量化可能
な結果を得た。試料は、Ａｍｉｃｏｎ(登録商標)Ｕｌｔｒａ－１５遠心１０ｋＤ ＭＷＣ
Ｏフィルター(Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts)、そして、５～２５
℃、３２００～４０００ｒｐｍで１０～２０分間のエッペンドルフ５８１０Ｒ遠心機(Epp
endorf AG, Hamburg, Germany)を用いて１０倍に濃縮した。
【００５８】
　　メンブレン
　試験したメンブレンは、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳおよびＱ (Pall Corporation, East Hil
ls, New York)およびＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳ (Sartorius-Stedim Biotech S.A., Auba
gne, France)であった。ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳおよびＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳは強力な
陽イオン交換メンブレンであり、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱは強力な陰イオン交換メンブレン
である。ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳおよびＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳはスルホン酸の様式によ
って変更し、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱは第四級アミンの様式によって変更する。Ｍｕｓｔａ
ｎｇＴＭＳおよびＱは０．８ｍ孔を有するポリエーテルサルホン(ＰＥＳ)でできており、
ＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳは３～５ｍ孔を有する再生セルロースでできている。結合能を
増やすために、各製造業者は、複数層のメンブレンを各装置に組み合わせている。層の合
計数と厚さは、製造業者と造られた装置の大きさに応じて異なる。メンブレン体積(ＭＶ)
は、メンブレンの物理的な体積(固体および空所)であって、ｍＬを単位にして測定される
。複数のスケールを表す様々なメンブレン装置をこの研究に用いた。表２は試験した各メ
ンブレンの付属詳細を挙げる。
【００５９】
　　濾過システム
　小規模の試験は、統合した定量ポンプ、圧力センサおよびインラインｐＨ、伝導率およ
びＵＶセンサを含むプログラム可能なプロセス精製システムであるＡＫＴＡ Ｅｘｐｌｏ
ｒｅｒＴＭ１００(GE Healthcare, Fairfield, Connecticut)にて実施した。エクスプロ
ーラシステムは、コンピュータ実行ＵＮＩＣＯＲＮＴＭｖ５.１０ソフトウェア(GE Healt
hcare, Fairfield, Connecticut)によりプログラムし、制御した。また、小規模試験は、
Ｍａｓｔｅｒｆｌｅｘ(登録商標)Ｌ／Ｓ(登録商標)デジタルエコノミードライブペリスタ
ル型ポンプ(Cole Parmer, Vernon Hills, Illinois)、インラインＤＴＸＴＭプラスＴＮ
Ｆ－Ｒ圧力センサ(Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey)およびＡＮＤ ＥＫ-
１２００ｉバランス(A&D Company, Ltd., Tokyo, Japan)からなる手動システムを用いて
実施した。バランスを用いて、質量蓄積を測定することによってポンプの流速を物理的に
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モニターした。質量は体積に変換して１．０ｇ／ｍＬのフィードストリーム密度とみなし
た。インライントランスデューサからの圧力とバランスからの質量は、コンピュータ実行
ＴｒｅｎｄｌｉｎｋＴＭバージョン３.１.１(Canary Labs Inc., Martinsburg, Pennsylv
ania)及びＲｓＣｏｍバージョン２.４０(A&D Company, Ltd., Tokyo, Japan)ソフトウェ
アをそれぞれ圧力及び質量採取のために連結しているＮｅｔＤＡＱＴＭ２６４０Ａ／４１
Ａネットワークデータ獲得システム(Fluke, Everett, Washington)を使用して継続的にモ
ニターした。スケールアップ研究は、ＡＫＴＡ ＰｉｌｏｔＴＭ(GE Healthcare, Fairfie
ld, Connecticut)実行ＵＮＩＣＯＲＮＴＭｖ５.１０ソフトウェアを使用して実施した。
Ｐｉｌｏｔは大きなポンプを具備しているが、エクスプローラと機能的に同等であった。
【００６０】
　　濾過試料採取技術
　濾過液は３つの異なる方法で採集した。任意抽出試料および分画は最も共通していた。
任意抽出試料は、特定の流量で行われる濾過液の瞬間的な一定量である。分画は、より大
きな濾過液試料であって、流量範囲によって定められる。また、濾過液は、単一の大きな
プールとして回収した。プール分析は有効であるが、連続的な試料を組み合わせて傾向を
示すので、任意抽出試料および分画はｍＡｂおよびＣＨＯＰレベルをモニターするために
概して有用である。
【００６１】
　　実験
　原料は、低温貯蔵(２～８℃又は－７０℃以下)から取り出し、室温に戻した。その後場
合によって、適切な滴定試薬(すなわち１．５Ｍ トリス塩基又は１Ｍ クエン酸塩)又は希
釈液(精製水又は５Ｍ 塩化ナトリウム)を用いて表１に示す条件から調整したｐＨおよび
／または伝導率とした。次いで、０.２ｍ Ｍｉｌｌｉｐａｋ-２０ (Millipore Corporati
on, Billerica, Massachusetts)、ＡｃｒｏＰａｋＴＭ ２０ (Pall Corporation, East H
ills, New York)又は１０００ｍＬ 真空フィルター(Thermo Fisher Scientific, Rochest
er, New York)を用いてオフラインで濾過し、低温貯蔵又は調整している間に形成された
沈殿物を取り除いた。
　濾過システムは、精製水又は適切なバッファを使用して負荷(load)および濾過ラインを
水で流すことによって調整した。メンブレンは、給水ポンプおよび圧力センサの下流にイ
ンラインで配置し、次いで、５０～５００ＭＶの精製水又は平衡化バッファにて洗い流し
た。洗い流した後、供給口をメンブレンに向かわせ、３３３～２６６７ＭＶ／時間の一定
流速で様々な量を流した。負荷(load)段階の間、濾過液は必要に応じて試料採取した。次
いで、メンブレンはバッファにて追跡し、残留する生成物を採取した。メンブレン上の不
純物の保持を維持するために、追跡(ａ.ｋ.ａバッファ)バッファは、概してｐＨを同じに
し、供給口への伝導率と等しいか又は低くした。
　場合によって、メンブレン吸着体を溶出した。メンブレン溶出は、Ｅｘｐｌｏｒｅｒ又
はＰｉｌｏｔを用いてのみ行い、インラインＵＶセンサによって貯蔵を容易にした。メン
ブレンは、高塩バッファ(２０ｍＭ 酢酸ナトリウム及び３５０ｍＭ 塩化ナトリウム, ｐ
Ｈ５.５又は２５ｍＭ トリス及び２５０ｍＭ 塩化ナトリウム, ｐＨ８.０)を用いて、３
３３～２６６７ＭＶ／時間の一定流量で溶出し、０．５－０．５ＯＤからプールした。
【００６２】
　　連続操作
　ＡＫＴＡ Ｅｘｐｌｏｒｅｒにて連続操作実験を行った。これらの実験において、Ｑカ
ラムフロースルーは、インラインでｐＨ調整し、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳメンブレンへ直ち
にロードした。Ｑカラムは、Ｑセファロースファストフロー樹脂(直径×長さ：１．１ｃ
ｍ×２０ｃｍ)を含む。カラム放出口は、Ｔ型接続の入口に付着させ、「Ｂポンプ」をＴ
型接続の逆の入口に向けることによってインラインでｐＨ調整を行った。Ｔ型接続により
十分に混合し、ｐＨ調整した溶液をＭｕｓｔａｎｇＴＭＳメンブレンの入口に向かわせた
。カラムの流速は、１００ｃｍ／時間(１．５８ｍＬ／分)に維持した。メンブレンの流速
は、インラインｐＨ調整による液体添加により、わずかに高かった(およそ２．２％)。
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【００６３】
結果
　　小規模陽イオン交換(ＣＥＸ)メンブレン性能
　ｐＨ５．５および６．０ｍＳ／ｃｍのＭＡｂ１陰イオン交換プールは、６６７ＭＶ／時
間の一定流速の小規模０．１８ｍＬのＭｕｓｔａｎｇＴＭＳメンブレンにて処理した。ｍ
Ａｂ１のｐＨはｐＩの３．４ｐＨ単位以下であるので、抗体は正に荷電した。フィードお
よび濾過液任意抽出試料はｍＡｂおよび宿主細胞不純物について分析した。図１は、Ｍｕ
ｓｔａｎｇＴＭＳがまず最初に３８から４．３ｐｐｍへＣＨＯＰを稀釈したことを示す。
負荷(load)密度が１６０００ｇ／Ｌへ増加するにつれ、ＣＨＯＰは５．７ｐｐｍまで僅か
に上昇した。また結果から、５０００ｇ／Ｌの後におよそ１００％に達する高収率が達成
されたことが示された。
　ｍＡｂおよび電荷依存性を同定するために、ｍＡｂ２陰イオン交換プールは、ｐＨ５．
５および８．０のＭｕｓｔａｎｇＴＭＳにて処理した。ｍＡｂ２のフィードストリームを
等しく分け、第一のものはｐＨ８．０および５．０ｍＳ／ｃｍに維持し、第二のものは１
Ｍのクエン酸を使用してｐＨ５．５および６．４ｍＳ／ｃｍに調整した。両方のフィード
ストリームは、６６７ＭＶ／時間の一定流速の小規模０．１８ｍＬのＭｕｓｔａｎｇＴＭ

Ｓメンブレンにより処理した。ｐＨ５．５および８．０のｍＡｂ２はｐＩ以下であったの
で、正に荷電した。フィードおよび濾過液任意抽出試料を分析し、ＣＨＯＰの結果を図２
に示す。ｐＨ５．５では、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳはまず最初に５１から３．０ｐｐｍへＣ
ＨＯＰを低減し、ｍＡｂ１と同様に、負荷密度によってレベルが増加した。メンブレン性
能はｐＨ８．０で激減したことから、明らかにＣＨＯＰ吸着はｐＨ依存的であることが示
された。図３は、収率が両ｐＨ条件で同じであり、９６％以上は、およそ５０００ｇ／Ｌ
の負荷密度の後に達成できることを示す。
　粗フィードストリームにおける吸着性能を評価するために、ｐＨ５．５および３．２ｍ
Ｓ／ｃｍのｍＡｂ１プロテインＡプールは、１３３３ＭＶ／時間の一定流速の小規模０．
１８ｍＬのＭｕｓｔａｎｇＴＭＳメンブレンにて処理した。ｍＡｂ１負荷は算出したｐＩ
の３．４単位以下であったので、抗体は正に荷電した。負荷、濾過液分画および溶出試料
を分析し、ＣＨＯＰの結果を図４に示す。データは、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳがまず最初に
４３８から１０９ｐｐｍへＣＨＯＰを低減したことを示す。負荷密度が５５，３００ｇ／
Ｌに近づくにつれ、ＣＨＯＰは３１８ｐｐｍへ増加した。メンブレンは、高い塩を含有す
る溶液を使用して溶出した。塩イオンを用いて電荷を保護し、それにより静電的相互作用
を崩壊させ、タンパク質をメンブレン表面から脱着させ、移動相に遊動する。溶出プール
の分析により不純物の濃縮が示され、このことからＣＨＯＰが静電力によりメンブレンに
結合することが確認される。
【００６４】
　　小規模の陰イオン交換(ＡＥＸ)メンブレン性能
　比較のために、ＭＡｂ３は、７．７の等電点より上の陰イオン交換メンブレンを用いて
試験するために選択した。タンパク質は高ｐＨで脱アミドおよび凝集する傾向があるので
、ｍＡｂ１および２について同様な試験を行わなかった。ｐＨ５．５および９ｍＳ／ｃｍ
の陽イオン交換プールは、１．５Ｍのトリス塩基を使用して８．０にｐＨ調整した。次い
で、フィードストックを３つの異なるプールに分け、伝導率は純水を使用して調整した。
第一プールは１０ｍＳ／ｃｍ、第二および第三のプールはそれぞれ７ｍＳ／ｃｍおよび４
ｍＳ／ｃｍに調整した。３つすべてのプールはｐＨ８．０に維持した。次いで、各フィー
ドストリームは、６００ＭＶ／時間の一定流速の小規模０．３５ｍＬのＭｕｓｔａｎｇＴ

ＭＱにて処理した。ｐＨ８．０のｍＡｂ３はｐＩより０．３ｐＨ単位上であったので、抗
体は負に荷電した。負荷および濾過液プールを分析し、ＣＨＯＰの結果を図５に示す。デ
ータから、４ｍＳ／ｃｍでは、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱが１８０から０．６ｐｐｍへＣＨＯ
Ｐを低減し、不純物クリアランスが、おそらくイオンシールドによって高い伝導率で減少
したことが示される。図５は、ｐＨがｐＩよりたった０．３単位のみ上であったにもかか
わらず、ｍＡｂ３の電荷が強く、１０ｍｇ／ｍＬより多くの結合が可能であったことを示
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す。ＣＨＯＰクリアランスと同様に、ｍＡｂ３結合も高い伝導率で減少した。図６は、ｍ
Ａｂ３の収率が急増し、およそ１０００ｇ／Ｌの後に９６％を上回ったことを示す。
【００６５】
　　ＡＥＸメンブレンとＣＥＸメンブレンを組み合わせた方法
　ＭＡｂ４を用いて、陰イオンおよび陽イオン両方の交換メンブレンを使用して連続的な
常在性タンパク質置換工程を使用することの実現可能性を試験した。６．７のｐＩが非常
に低く、等電点より上および下両方のｐＨ条件での処理が可能であったので、ＭＡｂ４は
望ましかった。ｐＨ５．０および３．５ｍＳ／ｃｍのプロテインＡプールは、１．５Ｍの
トリス塩基を使用してｐＨ８．０および４ｍＳ／ｃｍに調整した。次いで、フィードスト
ックは、１３３３ＭＶ／時間の一定流速の小規模０．１８ｍＬのＭｕｓｔａｎｇＴＭＱメ
ンブレンにより処理した。ｐＨ８．０のｍＡｂ４はｐＩの１．３単位上であったため、抗
体は負に荷電した。ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱ濾過液分画の試料を採取し、次いで組み替えて
、１Ｍのクエン酸を使用してｐＨ５．５および６．１ｍＳ／ｃｍに調整した。次いで、組
み替えたプールは、１３３３ＭＶ／時間の一定流速の小規模０．１８ｍＬのＭｕｓｔａｎ
ｇＴＭＳメンブレンにより処理した。ｐＨ５．５のｍＡｂ４はｐＩの１．２ｐＨ単位より
小さかったので、抗体は正に荷電した。負荷および濾過液分画を分析し、両メンブレンの
ＣＨＯＰ結果を図７に示す。データは、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＱがまず最初に１２１５から
５５５ｐｐｍへＣＨＯＰを低減し、負荷密度が１７００ｇ／Ｌに近づくにつれ、レベルが
徐々に７２６ｐｐｍまで増加したことを示す。また、結果から、組み替えたＭｕｓｔａｎ
ｇＴＭＱ濾過液分画を５．５にｐＨ調整した後、ＣＨＯＰは３７５ｐｐｍに減少したこと
が示される。ＣＨＯＰの減少の正確な原因はわからない。ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳを用いた
その後の試験の結果は、負荷密度が１５００ｇ／Ｌに近づくにつれ、ＣＨＯＰレベルが１
４３ｐｐｍまでさらに低減し、再びおよそ１６８ｐｐｍまで徐々に増加したことを示す。
まとめると、結果から、宿主細胞不純物をさらに低減するためにメンブレン工程を組み合
わせることが実行可能であることが示される。
【００６６】
　　カラムとメンブレンを組み合わせた連続法
　ＭＡｂ１を用いて、常在性タンパク質置換様式で動作するイオン交換メンブレンと直列
にしたおよび連続的なカラムクロマトグラフィの使用の実現可能性を試験した。２回実行
した。Ｒｕｎ１の間、カラムとメンブレンを別々に分析し(バッチ様式)、Ｒｕｎ２の間、
カラムとメンブレンを順次同時に行った(連続様式)。Ｒｕｎ１のバッチ操作は、以下の通
りである。調整したｍＡｂ１プロテインＡプール(ｐＨ８．０および４．７ｍＳ／ｃｍ)は
、Ｑセファロースファストフローカラムに流した。Ｑ　Ｓｅｐｈ　ＦＦ負荷のｐＨはｐＩ
より０．９ｐＨ単位低かったので抗体が正に荷電したことから、樹脂とｍＡｂとの間に反
発力が生じた。作動モードは、従来のフロースルーカラムクロマトグラフィとして特徴を
表されてよい。フロースルー任意抽出試料を実行全体にわたって採集した。カラムは、お
よそ１３６ｇ／Ｌの樹脂を負荷した。Ｑ　Ｓｅｐｈ　ＦＦプールを採取し、１Ｍのクエン
酸を使用してｐＨを５．５および６ｍＳ／ｃｍに調整した。次いで、およそ１５，０００
ｇ／Ｌのメンブレンの負荷密度に対して、５３８ＭＶ／時間の小規模０．１８ｍＬのＭｕ
ｓｔａｎｇＴＭＳメンブレンにて処理した。メンブレン負荷のｐＨは算出したｐＩよりお
よそ３．４単位低かったので、抗体は正に荷電した。メンブレン溶出物任意抽出試料は、
実行全体を通して採取した。用いたＭｕｓｔａｎｇＴＭＳメンブレンを破棄し、Ｑ　Ｓｅ
ｐｈ　ＦＦカラムは０．５ＭのＮａＯＨを使用して再生し、そして０．１ＮのＮａＯＨに
貯蔵した。Ｒｕｎ２は、Ｒｕｎ１と同様の方法で行った。しかしながら、Ｑ　Ｓｅｐｈ　
ＦＦフロースルーはインラインでｐＨ調整し、次いでＭｕｓｔａｎｇＴＭＳメンブレン上
にすぐに流した。負荷およびカラム／メンブレン任意抽出試料を分析し、ＣＨＯＰ結果は
、バッチ(Ｒｕｎ１)および連続的(Ｒｕｎ２)実験について図８にまとめる。データから、
プロテインＡプールのＣＨＯＰがＱセファロースカラムにより１４５０ｐｐｍからおよそ
１６．８ｐｐｍに低減したことが示される。１６．８ｐｐｍのＱプール値は実行全体で得
た任意抽出試料結果に基づいて算出した。バッチおよび連続的なＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ結
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果(１２．７および１１．１ｐｐｍ)は、良好な一致を示す。まとめると、このデータから
、単一の連続工程にカラムとメンブレンの工程を連結することが可能であり、従来のバッ
チ操作に相当する結果が得られることが示される。
【００６７】
　　メンブレン製造業者間の比較
　ＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳメンブレンはメンブレン供給元間の性能を比較するためにｍ
Ａｂ１を用いて試験した。ｐＨ５．５および６ｍＳ／ｃｍのｍＡｂ１陰イオン交換プール
は、８５７ＭＶ／時間の一定流速の小規模０．１４ｍＬのＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳメン
ブレンにて処理した。ｍＡｂ１負荷ｐＨはｐＩより３．４ｐＨ単位低かったので、抗体は
正に荷電した。フィードおよび濾過液分画をＣＨＯＰについて分析し、結果を図９に示す
。データから、ＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳはまず最初に２９から３．３ｐｐｍへＣＨＯＰ
を低減し、およそ１１，５００ｇ／Ｌの後に、レベルは５．６ｐｐｍまで僅かに増加した
ことが示される。このデータは、ＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳおよびＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ
のメンブレンが同様なＣＨＯＰ吸着を有することを示す。
【００６８】
　　流速効果
　ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳ　ＣＨＯＰクリアランスは、３３３～２６６７ＭＶ／時間で調べ
、流速の影響を試験した。ｐＨ５．５および６ｍＳ／ｃｍのＭＡｂ１陰イオン交換プール
は、同じ装置ロットからの４つの異なる小規模０．１８ｍＬのＭｕｓｔａｎｇＴＭＳメン
ブレンにて処理した。ｍＡｂ１負荷はｐＩより３．４ｐＨ単位低かったので、抗体は正に
荷電した。フィードおよび濾過液任意抽出試料はＣＨＯＰについて分析し、結果を図１０
に示す。データは、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳがまず最初に４５からおよそ６．９ｐｐｍまで
ＣＨＯＰを低減したことを示す。１６，０００ｇ／Ｌの後、ＣＨＯＰは、８．７ｐｐｍの
平均へ増加した。孔拡散が制限されていないメンブレン装置について予測されたように、
この結果はＣＨＯＰ吸着が流速依存性であることを示す。
【００６９】
　　スケールアップ
　試験規模ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳメンブレンを用いて、スケールアップによるＣＨＯＰク
リアランスおよび収率を検査した。最小の完全な代表装置が有用であったので、１０ｍＬ
の１６層装置を選択した。メンブレン層の数、プリーツおよび装置の組み立ては大きな産
業規模カプセルと同じであったので、完全な代表であると考えた。１０ｍＬの装置は、既
に試験した小規模装置のスケールの５５倍の増加を表す。ｐＨ５．５および６ｍＳ／ｃｍ
のＭＡｂ１陰イオン交換プールは、ＡＫＴＡ　ＰｉｌｏｔＴＭを使用して試験規模の吸着
体により処理した。ｍＡｂ１負荷はｐＩより３．４ｐＨ単位低かったので、抗体は正に荷
電した。再現性の感覚を得るために、ｍＡｂ１負荷を同じ１０ｍＬ装置にて２回試験した
。サイクルの間に、メンブレンは、高塩バッファ(２ｍＭ 酢酸ナトリウム、３５０ｍＭ 
塩化ナトリウム、ｐＨ５．５)にて溶出させ、０．５ＭのＮａＯＨを使用して再生した。
すべての相間の流速は５４６ＭＶ／時間とした。フィードおよび濾過任意抽出試料および
溶出プールはＣＨＯＰについて分析し、結果を図１１に示す。このデータは、サイクル間
で良好な再現性を示したことから、ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳが少なくとも一回再生しうるこ
とを示す。溶出試料の分析により不純物の濃縮が示されたことから、ＣＨＯＰが静電力に
よってメンブレンに結合することが二度確認された。ｍＡｂ１の前述の小規模結果との比
較から、ＣＨＯＰおよび収率の良好な一致が示された。このデータは、小規模の装置が大
規模の性能を予測することが可能なことを示す。
【００７０】
結論
　イオン交換メンブレンは、フロースルー様式のクロマトグラフィと同じ様式であるが、
ｍＡｂ結合を引き起こすｐＨおよび伝導率の条件でＣＨＯＰを除去するのに有効であるこ
とが示された。この技術は、常在性タンパク質置換イオン交換メンブレンクロマトグラフ
ィと呼ばれている。この技術を用いて、収率、精製および工程時間を維持するために従来
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の樹脂充填カラムサイズによっては生じ得た実質的な収率損失を伴わないで、ＣＨＯＰを
浄化することができることが、結果から示された。このデータは、プロテインＡおよびイ
オン交換カラムクロマトグラフィを用いて既に部分的に精製が行われたｍＡｂを、Ｍｕｓ
ｔａｎｇＴＭＳ、ＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳおよびＭｕｓｔａｎｇＴＭＱを用いて９６％
以上の収率で１０ｐｐｍより低いＣＨＯＰレベルにまでさらに精製することができること
を示した。低ＣＨＯＰレベルは高い負荷密度で維持され、場合によって、性能は１６，０
００ｇ／Ｌに維持された。結果は、不純物クリアランスが負荷ｐＨに依存しており、通常
は、より高い伝導率により減少することを示した。さらに、実現可能性試験により、複数
のメンブレンを組み合わせて用いると不純物レベルがさらに低減できること、そして、カ
ラムおよびメンブレン工程を単一の連続する精製工程に統合することができることが示さ
れた。ＭｕｓｔａｎｇＴＭＳとＳａｒｔｏｂｉｎｄＴＭＳとの間の比較から、同様な不純
物クリアランスが示された。メンブレンには顕著な差異があるが、結果は類似していたこ
とから、不純物除去のメカニズムはメンブレン依存性でない。３３３～２６６７ＭＶ／時
間の流速での試験結果は、メンブレン性能は流速とは無関係であるとする理論および文献
と一致していた。。最後に、５５倍の規模を表す中間装置による実験は、小規模メンブレ
ンと同様な性能を示した。このデータから、小規模の装置から産業規模の性能を予測する
ことが可能であることが確認された。さらに、二重反復試験間の試験規模装置の塩化ナト
リウムおよびその後の水酸化ナトリウムクリーニングは、メンブレン吸着体が再生し、性
能を損なうことなく２回以上使うことができることを示した。
　さらに良好な精製技術が必要とされていることは明らかである。バイオリアクタータイ
ターの増加はカラムベースの精製基盤に過度な負担をかけ、単に樹脂結合能を増すだけで
はその必要に応じ得ない。さらに、商品のコストを抑えるために、この産業界はより便利
で、費用効果の高い方法を必要としている。質量処理量を増やす一方で、メンブレン吸着
体は小さくかつ使い捨てであり、検証や人件費を抑える。常在性タンパク質置換モードで
作動されるイオン交換メンブレンの実験結果が高い不純物クリアランスおよび収率を示し
たことから、この技術は生物学的処理の魅力的な選択肢となる。
【００７１】
表１：フィードストリーム特徴。

フィードストック試料は、産業規模、試験的規模および小規模の工程から採取した。 
ａプールのｐＨおよび伝導率は、十分な生成物安定性を確認するために予め調整した。
ｂ等電点(ｐＩ)は、各ｍＡｂのアミノ酸配列に基づいて算出した。
【００７２】
表２：メンブレン特性
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