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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象のタンパク質および一以上の混入物を含む混合物から対象のタンパク質を精製する
方法であって、対象のタンパク質が抗体であり、混合物が、哺乳類培養細胞であり、以下
を含む方法：
ａ）混合物を第１のクロマトグラフィーマトリックスにさらす、ここで対象のタンパク質
は第１のクロマトグラフィーマトリックスに結合し、第１のクロマトグラフィーが、プロ
テインＡアフィニティークロマトグラフィーおよびプロテインＧアフィニティークロマト
グラフィーから選択されるアフィニティークロマトグラフィーである；
ｂ）第１のクロマトグラフィーマトリックスを第１の洗浄溶液と接触させる、ここで第１
の洗浄溶液はｐＨが約９．５から約１０．５の間であり、第１の洗浄溶液は約０．０１～
１．０Ｍの範囲の濃度の炭酸ナトリウムおよび約０．５～２Ｍの範囲の濃度の塩化ナトリ
ウムを含み、アルギニンまたはアルギニン誘導体を含まない；および
ｃ）第１のクロマトグラフィーマトリックスから溶出溶液中に対象のタンパク質を溶出す
る。
【請求項２】
　アフィニティークロマトグラフィーがプロテインＡアフィニティークロマトグラフィー
である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　抗体がモノクローナル抗体である、請求項１または２記載の方法。
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【請求項４】
　モノクローナル抗体がヒト抗体、ヒト化抗体およびキメラ抗体からなる群から選択され
る、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　第１の洗浄溶液のｐＨが約９．６である、請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　第１の洗浄溶液のｐＨが約１０．４である、請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　第１の洗浄溶液の後に、第１のクロマトグラフィーマトリックスを第２の洗浄溶液と接
触させることをさらに含む、請求項１から６のいずれかに記載の方法、ここで第２の洗浄
溶液はｐＨが少なくとも９．０であり、アルギニンまたはアルギニン誘導体を含まない。
【請求項８】
　第２の洗浄溶液の後に、第１のクロマトグラフィーマトリックスを第３の洗浄溶液と接
触させることをさらに含む、請求項７記載の方法、ここで第３の洗浄溶液はｐＨが約６と
約７の間であり、アルギニンまたはアルギニン誘導体を含まない。
【請求項９】
　第２の洗浄溶液が約０．０１～１．０Ｍの範囲の濃度の炭酸ナトリウムを含む、請求項
１から８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　混合物を一以上のさらなるクロマトグラフィーマトリックスにさらす、請求項１から９
のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　一以上のさらなるクロマトグラフィーマトリックスが、イオン交換クロマトグラフィー
（例えば、陰イオン交換クロマトグラフィーまたは陽イオン交換クロマトグラフィー）、
疎水性相互作用クロマトグラフィー、およびミックスモードクロマトグラフィーから選択
される、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　混合物が、回収された培養細胞液、培養細胞上清、および条件培養細胞の上清、細胞溶
解物、および清澄化したバルクから選択される、請求項１から１１のいずれかに記載の方
法。
【請求項１３】
　哺乳類培養細胞がチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）培養細胞である、請求項１か
ら１２のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連する出願への相互参照
　この出願は２０１５年３月１３日に出願された、米国仮出願番号Ｎｏ. ６２／１３２，
９７４の優先権を主張し、それらの全ての内容は引例により本明細書に含まれる。
【０００２】
本発明の背景
　タンパク質の大規模かつ経済的な精製は、バイオ医薬品業界のますます重要な問題であ
る。治療用タンパク質は通常、対象のタンパク質をコードする遺伝子を含む組み替えプラ
スミドから対象のタンパク質を発現するように設計された、原核生物または真核生物の細
胞株を用いて生成する。細胞に与えられる成分と細胞の副産物との混合物からの所望のタ
ンパク質の十分な（例えばヒトの治療に十分使用できる）純度での分離は、生物製剤の製
造者に対して恐るべき課題として提起されている。
【０００３】
　従って当分野において、培養細胞から得られる抗体などのタンパク質に基づく治療薬の
大規模な処理を促進するために用いることができる、別のタンパク質精製法が必要とされ
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ている。
【発明の概要】
【０００４】
　ある実施態様において、本発明は、対象のタンパク質および一以上の混入物を含む混合
物から対象のタンパク質を精製する方法を提供する、ここでこの方法は以下を含む：ａ）
混合物を第１のクロマトグラフィーマトリックスにさらす、ここで対象のタンパク質は第
１のクロマトグラフィーマトリックスに結合する；ｂ）第１のクロマトグラフィーマトリ
ックスを第１の洗浄溶液と接触させる、ここで第１の洗浄溶液はｐＨが少なくとも９．０
であり、アルギニンまたはアルギニン誘導体を含まない；ｃ）第１のクロマトグラフィー
マトリックスから溶出溶液に対象のタンパク質を溶出する。例示すると、混入物は、宿主
細胞タンパク質、宿主細胞の代謝物、宿主細胞の構成タンパク質、核酸、内毒素、ウイル
ス、生成物に関連する混入物、脂質、培地添加物および培地派生物から選択される。場合
により、第１のクロマトグラフィーはアフィニティークロマトグラフィー（例えば、プロ
テインＡアフィニティークロマトグラフィーまたはプロテインＧアフィニティークロマト
グラフィー）である。好ましくは、アフィニティークロマトグラフィーはプロテインＡア
フィニティークロマトグラフィーである。例示すると、対象のタンパク質は、抗体、抗体
断片、およびＦｃ融合タンパク質から選択される。代表的な対象のタンパク質はモノクロ
ーナル抗体（限定されないが、ヒト、ヒト化およびキメラ抗体を含む）などの抗体である
。
【０００５】
　ある特徴的な実施態様において第１の洗浄溶液のｐＨは約９から約１１の間である。場
合により、第１の洗浄溶液のｐＨは約９．５から約１０．５の間である（例えば、９．５
、９．６、９．７、９．８、９．９、１０．０、１０．１、１０．２、１０．３、１０．
４、または１０．５）。第１の洗浄溶液の代表的なｐＨは約９．６である。第１の洗浄溶
液の別の代表的なｐＨは約１０．４である。
【０００６】
　ある特徴的な実施態様において、この方法は、第１の洗浄溶液の後、第１のクロマトグ
ラフィーマトリックスを第２の洗浄溶液と接触させることをさらに含む、ここで第２の洗
浄溶液はｐＨが少なくとも９．０であり、アルギニンまたはアルギニン誘導体を含まない
。例えば第１の洗浄溶液は、約０．０１～１．０Ｍの範囲の濃度の炭酸ナトリウムおよび
約０．５～２Ｍの範囲の濃度の塩化ナトリウムを含む。例えば第２の洗浄溶液は、約０．
０１～１．０Ｍの範囲の濃度の炭酸ナトリウムを含む。
【０００７】
　ある特徴的な実施態様において、混合物は一以上のさらなるクロマトグラフィーマトリ
ックスにさらされる。例示すると、第１のクロマトグラフィーはアフィニティークロマト
グラフィーであり、一以上のさらなるクロマトグラフィーマトリックスは、イオン交換ク
ロマトグラフィー（例えば、陰イオン交換クロマトグラフィーまたは陽イオン交換クロマ
トグラフィー）、疎水性相互作用クロマトグラフィー、およびミックスモードクロマトグ
ラフィーから選択される。場合により、混合物は、回収された培養細胞液、培養細胞上清
、条件培養細胞の上清、細胞溶解物、および清澄化したバルク(clarified bulk)から選択
される。例えば、培養細胞(cell culture)は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）培
養細胞など、哺乳類培養細胞である。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】図１は、標準的な精製方法および新規の方法の概観を示す。
【図２】図２は、ＣＨＯ－ＨＣＰの減少に対する様々なｐＨでの洗浄の効果を示す。
【図３】図３は、ＣＨＯ－ＨＣＰの減少に対する高いｐＨでの洗浄の効果を示す。
【図４】図４は、ＣＨＯ－ＤＮＡの排除能のレベルに対する高いｐＨでの洗浄の効果を示
す。
【図５】図５は、残留しているプロテインＡのレベルに対する高いｐＨでの洗浄の効果を
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示す。
【図６】図６は、ＣＨＯ－ＨＣＰレベルの減少における、別の方法での効率の比較を示す
。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
本発明の詳細な説明
　本発明は、アフィニティークロマトグラフィーを用いるタンパク質の精製中に不純物を
除去する、効果の高い、独特な手段を提供する。具体的には、本手法は非常に高いｐＨ（
例えば、９～１１）のアルカリ洗浄溶液を利用する。アルカリ洗浄溶液の別の特徴は、そ
れらはアルギニンまたはアルギニン誘導体の存在を必要としないことである。アルカリ洗
浄溶液は、アフィニティークロマトグラフィーマトリックスに適用されるフィード物質か
らの、宿主細胞のタンパク質（ＨＣＰ）の除去に極めて効果的である。下記の研究例に示
すように、この手法は頑強で、異なるｍＡｂサブクラスに効果的に利用できる。アフィニ
ティークロマトグラフィーにおけるこのような洗浄溶液の使用は、高い処理収率および生
成物の完全性を維持する。加えてこの手法は、処理の効率を上げ、展開時間を短くする。
【００１０】
　ある実施態様において、本発明は、対象のタンパク質および一以上の成分を含む混合物
から、対象のタンパク質を精製する方法を提供する、ここでこの方法は以下を含む：ａ）
混合物を第１のクロマトグラフィーマトリックスにさらす、ここで対象のタンパク質は第
１のクロマトグラフィーマトリックスに結合する；ｂ）第１のクロマトグラフィーマトリ
ックスを第１の洗浄溶液と接触させる、ここで第１の洗浄溶液はｐＨが少なくとも９．０
であり、アルギニンまたはアルギニン誘導体を含まない；ｃ）第１のクロマトグラフィー
マトリックスから溶出溶液に対象のタンパク質を溶出する。例示すると、混入物は、宿主
細胞タンパク質、宿主細胞の代謝物、宿主細胞の構成タンパク質、核酸、内毒素、ウイル
ス、生成物に関連する混入物、脂質、培地添加物および培地派生物から選択される。場合
により、第１のクロマトグラフィーはアフィニティークロマトグラフィー（例えば、プロ
テインＡアフィニティークロマトグラフィーまたはプロテインＧアフィニティークロマト
グラフィー）である。好ましくは、アフィニティークロマトグラフィーはプロテインＡア
フィニティークロマトグラフィーである。例示すると、対象のタンパク質は、抗体、抗体
断片、およびＦｃ融合タンパク質から選択される。代表的な対象のタンパク質はモノクロ
ーナル抗体（限定されないが、ヒト、ヒト化およびキメラ抗体を含む）などの抗体である
。
【００１１】
　ある特徴的な実施態様において、第１の洗浄溶液のｐＨは約９から約１１の間である。
場合により、第１の洗浄溶液のｐＨは約９．５から約１０．５の間である（例えば、９．
５、９．６、９．７、９．８、９．９、１０．０、１０．１、１０．２、１０．３、１０
．４、または１０．５）。第１の洗浄溶液の代表的なｐＨは約９．６である。第１の洗浄
溶液の別の代表的なｐＨは約１０．４である。
【００１２】
　ある特徴的な実施態様において、この方法はさらに、第１の洗浄溶液の後、第１のクロ
マトグラフィーマトリックスを第２の洗浄溶液と接触させることを含む、ここで第２の洗
浄溶液は最低でもｐＨ９．０であり、アルギニンまたはアルギニン誘導体を含まない。場
合により、この方法はさらに、第２の洗浄溶液の後、第１のクロマトグラフィーマトリッ
クスを第３の洗浄溶液と接触させることを含む、ここで第３の洗浄溶液のｐＨは約６から
約７の間であり、アルギニンまたはアルギニン誘導体を含まない。例えば第１の洗浄溶液
は、約０．０１～１．０Ｍの範囲の濃度の炭酸ナトリウムおよび約０．５～２Ｍの範囲の
濃度の塩化ナトリウムを含む。例えば第２の洗浄溶液は、約０．０１～１．０Ｍの範囲の
濃度の炭酸ナトリウムを含む。
【００１３】
　ある特徴的な実施態様において、混合物は一以上のさらなるクロマトグラフィーマトリ
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ックスにさらされる。例示すると、第１のクロマトグラフィーはアフィニティークロマト
グラフィーであり、一以上のさらなるクロマトグラフィーマトリックスは、イオン交換ク
ロマトグラフィー（例えば、陰イオン交換クロマトグラフィーまたは陽イオン交換クロマ
トグラフィー）、疎水性相互作用クロマトグラフィー、およびミックスモードクロマトグ
ラフィーから選択される。場合により、混合物は、回収された培養細胞液、培養細胞上清
、条件培養細胞の上清、細胞溶解物、および清澄化したバルクから選択される。例えば、
培養細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）培養細胞など、哺乳類培養細胞であ
る。
【００１４】
Ｉ．定義
　本開示はより簡単に理解されるように、特定の用語を最初に定義する。本出願において
、本明細書で他に明確に与えられる場合を除き、下記の各用語は下記で説明する意味を持
つものとする。さらなる定義は、本出願のあらゆる場所で、説明される。
【００１５】
　本明細書において、用語「対象のタンパク質」は、最も広い意味で用いられ、混合物内
に存在する、精製が望まれるあらゆるタンパク質（天然または組み替え体のどちらでも）
を含む。そのような対象のタンパク質は、限定ではなく、ホルモン、成長因子、サイトカ
イン、免疫グロブリン（例えば、抗体）、および免疫グロブリン様ドメインを含む分子（
例えば、アンキリンまたはフィブロネクチンドメインを含む分子）を含む。
【００１６】
　本明細書において、「培養細胞」は液体培地中の細胞を指す。場合により、培養細胞は
バイオリアクターに含まれている。培養細胞中の細胞は、例えば細菌、菌、昆虫、哺乳類
または植物を含む、あらゆる組織由来で良い。特別な実施態様において、培養細胞中の細
胞は、対象のタンパク質（例えば、抗体）をコードする核酸を含む発現コンストラクトを
遺伝子導入された細胞を含む。適切な液体培地は、例えば、栄養培地および非栄養培地を
含む。特別な実施態様において、培養細胞は、例えば濾過または遠心分離による精製を受
けていない、栄養培地中のチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株を含む。
【００１７】
　本明細書において、用語「清澄化したバルク」は粒子状物質が十分に除去された混合物
を指す。清澄化したバルクは、培養細胞、または例えば濾過や遠心によって、細胞もしく
は細胞のデブリが十分に除去された細胞溶解液を含む。
【００１８】
　本明細書において、「バイオリアクター」は当該技術において認識される意味を持ち、
培養細胞の成長を制御するために設計されたチャンバーを指す。バイオリアクターは細胞
、例えば哺乳類細胞、の培養のために有用である限り、いかなるサイズでもよい。通常、
バイオリアクターは少なくとも３０ｍＬであり、少なくとも１、１０、１００、２５０、
５００、１０００、２５００、５０００、８０００、１０，０００、１２，００００リッ
トルもしくはそれ以上、またはいかなるその中間の容積でもよい。限定されないが、ｐＨ
および温度を含むバイオリアクターの内部状態は、通常、培養期間中は制御されている。
適切なバイオリアクターは、ガラス、プラスチックもしくは金属を含む、培養条件下で培
地中に懸濁された培養細胞を保持するのに適切な、そして細胞の成長および生存能力を助
長する、いかなる物質でできていてもよい（すなわち、構成されていてもよい）；ここで
この物質は対象のタンパク質の発現または安定性を妨害すべきでない。当業者は本発明を
実行する際に使用する適切なバイオリアクターを知っており、選択できる。
【００１９】
　本明細書において、「混合物」は、（精製が望まれる）対象のタンパク質および一以上
の混入物、すなわち不純物、を含む。一つの実施態様において、混合物は対象のタンパク
質（天然または組み替え）を発現する宿主細胞または組織から生成する。このような混合
物は、例えば、培養細胞、細胞溶解液、および清澄化したバルク（例えば、清澄化した培
養細胞上清(clarified cell culture supernatant)）を含む。
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【００２０】
　本明細書において、用語「分離する」および「精製する」は可換的に用いられ、対象の
タンパク質（例えば抗体）を含む混合物からの混入物の選択的な除去を指す。
【００２１】
　本明細書において、用語「混入物」は、最も広い意味で用いられ、混合物中のあらゆる
望まれない成分または化合物を包含する。培養細胞、細胞の溶解液、または清澄化したバ
ルク（例えば、清澄化した培養細胞上清）において、混入物は、例えば培養細胞の培地中
に存在する宿主細胞の核酸（例えば、ＤＮＡ）および宿主細胞タンパク質を含む。宿主細
胞の混入物であるタンパク質は、限定ではなく、宿主細胞から生成した天然または組み替
え体、同様に対象のタンパク質（例えば、タンパク質分解の断片）に関連または由来する
タンパク質、および他の方法に関連する混入物を含む。ある実施態様において、混入物の
沈殿は、当分野で認められた方法、例えば遠心分離、無菌濾過、深層濾過およびタンジェ
ンシャルフローフィルトレーション、を用いて培養細胞から分離される。
【００２２】
　本明細書において、「遠心分離」は、産業および研究室環境で使用される、遠心による
不均一な混合物の沈降のための、遠心力の使用を含む方法である。この方法は、二つの混
ざらない液体を分離するために用いられる。例えば、本発明の方法では、遠心分離は、限
定ではないが、培養細胞または精製した培養細胞上清またはキャプチャーカラムに捕捉さ
れた溶出プールを含む混合物から、混入物の沈殿を除去するために用いることができる。
【００２３】
　本明細書において、「無菌濾過」は膜フィルターを用いる濾過法である。ここで膜フィ
ルターは通常、微生物や小さな粒子を効率的に除去するため、孔のサイズが０．２μｍで
あるフィルターである。例えば、本発明の方法では、無菌濾過は、限定ではないが、培養
細胞または清澄化した培養細胞上清またはキャプチャーカラムに捕捉された溶出プールを
含む混合物から、混入物の沈殿を除去するために用いることができる。
【００２４】
　本明細書において、「深層濾過」は深層フィルターを用いる濾過法である。ここで深層
フィルターは通常、フィルターマトリックス内の孔のサイズの範囲による粒子を保持する
設計によって特徴付けられる。深層フィルターの容量は通常、深さ、例えば１０インチま
たは２０インチのマトリックス、つまり固体の保持容量によって定義される。例えば、本
発明の方法では、深層濾過は、限定ではないが、培養細胞または清澄化した培養細胞上清
またはキャプチャーカラムに捕捉された溶出プールを含む混合物から、混入物の沈殿を除
去するために用いることができる。
【００２５】
　本明細書において、用語「タンジェンシャルフローフィルトレーション」は、試料の混
合物は膜の上部を横切るように循環するが、特定の溶質および小さな分子は加えた圧力に
よって膜を通過する、濾過法を指す。例えば、本発明の方法では、タンジェンシャルフロ
ーフィルトレーションは、限定ではないが、培養細胞または清澄化した培養細胞上清また
はキャプチャーカラムに捕捉された溶出プールを含む混合物から、混入物の沈殿を除去す
るために用いることができる。
【００２６】
　本明細書において、用語「クロマトグラフィー」は、混合物中の対象の溶質、例えば対
象のタンパク質を、吸着剤を通る混合物の浸出によって、混合物中の他の溶質から分離す
る方法を指す。ここで吸着剤は、この方法における特定の緩衝液条件下において、溶質の
性質、例えばｐＩ、疎水性、サイズおよび構造、によって程度の差はあるが強く、溶質を
吸着または保持する。本発明の方法では、クロマトグラフィーは、限定ではないが、培養
細胞または清澄化した培養細胞上清またはキャプチャーカラムに捕捉された溶出プールを
含む混合物から沈殿が除去された後、混入物を除去するために用いることができる。
【００２７】
　用語「イオン交換」および「イオン交換クロマトグラフィー」は、対象の溶質が、混合



(7) JP 6807859 B2 2021.1.6

10

20

30

40

50

物中の溶質の不純物または混入物よりも多くまたは少なく、帯電している化合物と非特異
的に相互作用するようにするようなｐＨおよび伝導率の適切な条件下において、対象のイ
オン化できる溶質（例えば、混合物中の対象のタンパク質）を、固相のイオン交換物質と
連結（例えば、共有結合によって）した逆に帯電するリガンドと相互作用させる、クロマ
トグラフィーの方法を指す。混合物中の混入物の溶質は、対象の溶質よりも早くまたは遅
く、イオン交換物質のカラムから洗浄され得、また樹脂に結合もしくは樹脂から排除され
る。「イオン交換クロマトグラフィー」は特に、陽イオン交換、陰イオン交換、およびミ
ックスモードクロマトグラフィーを含む。
【００２８】
　語句「イオン交換物質」は、負に帯電している（すなわち、陽イオン交換樹脂または膜
）または正に帯電している（すなわち陰イオン交換樹脂または膜）固相を指す。一つの実
施態様において、電荷は、一以上の帯電しているリガンド（または吸着剤）と固相との結
合、例えば共有結合、によって与えられ得る。あるいは、または加えて、電荷は、固相の
本質的な性質であり得る（例えばシリカのように、全体に負の電荷を持つ場合）。
【００２９】
　「陽イオン交換樹脂」または「陽イオン交換膜」は、負に帯電し、固相を通過するまた
は通る水溶液中の陽イオンとの交換のための遊離の陽イオンを有する、固相を指す。陽イ
オン交換樹脂の形成に適した固相と結合するあらゆる負に帯電したリガンドが使用できる
（例えば、カルボン酸塩、スルホン酸塩、および下記のような他のリガンド）。商業的に
利用できる陽イオン交換樹脂は、限定されないが、例えば、スルホン酸塩をベースにする
群（例えば、GE HealthcareのMonoS、MiniS、Source 15Sおよび30S、SP SEPHAROSE（登録

商標） Fast Flow、SP SEPHAROSE（登録商標） High Performance、TosohのTOYOPEARL（
登録商標） SP-650SおよびSP-650M、BioRadのMACRO-PREP（登録商標） High S、Ceramic 
HyperD S、TRISACRYL（登録商標） MおよびLS SPならびにPall TechnologiesのSpherodex
 LS SP）；スルホエチルをベースにする群（例えば、EMDのFRACTOGEL（登録商標） SE、A
pplied BiosystemsのPOROS（登録商標） S-10およびS-20）；スルホプロピルをベースに
する群（例えば、TosohのTSK Gel SP 5PWおよびSP-5PW-HR、Life Technologies のPOROS
（登録商標） HS-20、HS 50、ならびにPOROS（登録商標） XS）；スルホイソブチルをベ
ースにする群（例えば、EMDのFRACTOGEL（登録商標） EMD SO3

-）；スルホキシエチルを
ベースにする群（例えば、WhatmanのSE52、SE53およびExpress-Ion S）、カルボキシメチ
ルをベースにする群（例えば、GE HealthcareのCM SEPHAROSE（登録商標） Fast Flow、B
iochrom Labs Inc.のHydrocell CM、BioRadのMACRO-PREP（登録商標） CM、Pall Technol
ogiesのCeramic HyperD CM、TRISACRYL（登録商標） M CM、TRISACRYL（登録商標） LS C
M、MilliporeのMatrx CELLUFINE（登録商標） C500およびC200、WhatmanのCM52、CM32、C
M23およびExpress-Ion C、TosohのTOYOPEARL（登録商標） CM-650S、CM-650MならびにCM-
650C）；スルホン酸およびカルボン酸をベースにする群（例えば、J.T. BakerのBAKERBON
D（登録商標） Carboxy-Sulfon）；カルボン酸をベースにしている群（例えば、J.T. Bak
erのWP CBX、Dow Liquid SeparationsのDOWEX（登録商標） MAC-3、Sigma-AldrichのAMBE
RLITE（登録商標） Weak Cation Exchangers、DOWEX（登録商標） Weak Cation Exchange
r、およびDIAION（登録商標） Weak Cation ExchangersならびにEMDのFRACTOGEL（登録商

標） EMD COO-）；スルホン酸をベースにする群（例えば、Biochrom Labs Inc.のHydroce
ll SP、Dow Liquid SeparationsのDOWEX（登録商標） Fine Mesh Strong Acid Cation Re
sin、J.T. BakerのUNOsphere S、WP Sulfonic、SartoriusのSARTOBIND（登録商標） S me
mbrane、Sigma-AldrichのAMBERLITE（登録商標） Strong Cation Exchangers、DOWEX（登

録商標） Strong CationおよびDIAION（登録商標） Strong Cation Exchanger）；および
オルトリン酸塩をベースにする群（例えば、WhatmanのP11）を持つものを含む。
【００３０】
　「陰イオン交換樹脂」または「陰イオン交換膜」は、正に帯電している固相を指し、し
たがってその固相は自身に結合する一以上の正に帯電するリガンドを持つ。陰イオン交換
樹脂の形成に適した固相と結合するあらゆる正に帯電したリガンドが使用できる（例えば
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、四級アミノ基）。商業的に利用できる陽イオン交換樹脂は、Applied BiosystemsのDEAE
 cellulose、POROS（登録商標） PI 20、PI 50、HQ 10、HQ 20、HQ 50、D 50、Sartorius
のSARTOBIND（登録商標） Q、GE HealthcareのMonoQ、MiniQ、Source 15Qおよび30Q、Q、
DEAEおよびANX SEPHAROSE（登録商標） Fast Flow、Q SEPHAROSE（登録商標） High Perf
ormance、QAE SEPHADEX（登録商標）およびFAST Q SEPHAROSE（登録商標）、J.T. Baker
のWP PEI、WP DEAM、WP QUAT、Biochrom Labs Inc.のHydrocell DEAEおよびHydrocell QA
、BioradのUNOsphere Q、MACRO-PREP（登録商標） DEAEおよびMACRO-PREP（登録商標） H
igh Q、Pall TechnologiesのCeramic HyperD Q、ceramic HyperD DEAE、TRISACRYL（登録

商標） MおよびLS DEAE、Spherodex LS DEAE、QMA SPHEROSIL（登録商標） LS、QMA SPHE
ROSIL（登録商標） MおよびMUSTANG（登録商標） Q、Dow Liquid SeparationsのDOWEX（
登録商標） Fine Mesh Strong Base Type IおよびType II Anion ResinsおよびDOWEX（登

録商標） MONOSPHER E 77、weak base anion、MilliporeのINTERCEPT（登録商標） Q mem
brane、Matrex CELLUFINE（登録商標） A200、A500、Q500、およびQ800、EMDのFRACTOGEL
（登録商標） EMD TMAE、FRACTOGEL（登録商標） EMD DEAEおよびFRACTOGEL（登録商標）

 EMD DMAE、Sigma-AldrichのAMBERLITE（登録商標） weak strong anion exchangers typ
e IおよびII、DOWEX（登録商標） weakおよびstrong anion exchangers type IおよびII
、DIAION（登録商標） weakおよびstrong anion exchangers type IおよびII、DUOLITE（
登録商標）、TosohのTSK gel QおよびDEAE 5PWおよび5PW-HR、TOYOPEARL（登録商標） Su
perQ-650S、650Mおよび650C、QAE-550Cおよび650S、DEAE-650Mおよび650C、WhatmanのQA5
2、DE23、DE32、DE51、DE52、DE53、Express-Ion DおよびExpress-Ion Q、ならびにSarto
rius Corporation, New York, USAのSARTOBIND（登録商標） Qを含む。
【００３１】
　「ミックスモードイオン交換樹脂」、「ミックスモードイオン交換膜」、または「ミッ
クスモード」は、陽イオン性、陰イオン性、および／または疎水性部分で共有結合的に修
飾した固相を指す。ミックスモードイオン交換樹脂の例は、BAKERBOND（登録商標） ABX 
(J.T. Baker; Phillipsburg, NJ)、ceramic hydroxyapatite type IおよびIIおよびfluor
ide hydroxyapatite (BioRad; Hercules, CA)ならびにMEPおよびMBI HyperCel (Pall Cor
poration; East Hills, NY)を含む。
【００３２】
　「疎水性相互作用クロマトグラフィー樹脂」または「疎水性相互作用クロマトグラフィ
ー膜」は、フェニル、オクチル、またはブチルの化合物で共有結合的に修飾した固相を指
す。疎水性相互作用クロマトグラフィーは、疎水性の性質を利用してタンパク質同士を分
離する、分離技術である。この種類のクロマトグラフィーでは、フェニル、オクチル、ま
たはブチルのような疎水基が固相のカラムに結合している。その表面に疎水性アミノ酸側
鎖を持つ、カラムを通るタンパク質は、カラム上の疎水基と相互作用し、結合できる。疎
水性相互作用クロマトグラフィー樹脂の例は以下を含む：（１）Butyl FF、Butyl HP、Oc
tyl FF、Phenyl FF、Phenyl HP、Phenyl FF (high sub)、Phenyl FF (low sub)、Capto P
henyl ImpRes、Capto Phenyl (high sub)、Capto Octyl、Capto ButylImpRes、Capto But
yl (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)；（２）TOYOPEARL（登録商標） Super Butyl-550
C、TOYOPEARL（登録商標） Hexyl-650C、Butyl-650C、Phenyl-650C、Butyl 600 M、Pheny
l-600M、PPG-600M、Butyl-650M、Phenyl-650M、Ether-650M、Butyl-650S、Phenyl-650S、
Ether-650S、TSKgel Pheny-5PW、TSKgel Ether-5PW (Tosoh Bioscience, Tokyo, Japan)
；（３）MACRO-PREP（登録商標）-butyl、MACRO-PREP（登録商標）-methyl (Bio-Rad)；
および（４）SARTOBIND（登録商標） Phenyl (Sartorius corporation, New York, USA)
。
【００３３】
ＩＩ．対象のタンパク質
　ある態様において、本発明の方法は、商業、実験、または他の応用において有益である
、製薬、診断、農業、および／またはあらゆる多様な他の性質を持つタンパク質を含むが
、これらに限定されない、いかなる対象のタンパク質の精製に使用してもよい。加えて、
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対象のタンパク質はタンパク質治療薬であってもよい。ある実施態様において、本発明の
方法で精製されたタンパク質を、プロセシングまたは修飾しても良い。例えば、本発明に
従って得られる対象のタンパク質をグリコシル化しても良い。
【００３４】
　したがって、本発明は、薬剤または商業に関連する酵素、レセプター、レセプター融合
タンパク質、抗体（例えば、モノクローナルまたはポリクローナル抗体）、抗体の抗原結
合性フラグメント、Ｆｃ融合タンパク質、サイトカイン、ホルモン、調節因子、成長因子
、凝固／凝血因子、または抗原結合性物質などの、いかなる治療用タンパク質生成のため
の細胞を培養するのに用いてもよい。上記のタンパク質のリストは実際には単なる代表例
であり、限定列挙の意図はない。当業者は、本発明に従って他のタンパク質が生成できる
ことがわかり、そのようなタンパク質を生成するために本明細書に開示された方法を用い
ることができる。
【００３５】
　本発明の一つの特別な実施態様において、本発明の方法で精製されるタンパク質は抗体
である。用語「抗体」は、モノクローナル抗体（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）、抗体断片、イムノアドヘ
シンおよび抗体－イムノアドヘシンキメラを包含する最も広い意味で用いる。
【００３６】
　「抗体断片」は全長抗体の少なくとも一部分、および通常、それの抗体結合領域または
可変領域を含む。抗体断片の例はＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖフラグ
メント；単鎖抗体分子；二重特異性抗体；直鎖状抗体；および設計された抗体断片から形
成する多重特異性抗体を含む。
【００３７】
　用語「モノクローナル抗体」は、通常の意味で用いられ、集団を構成する個々の抗体が
、少量存在し得る天然に生じ得る変異を除いて同一であるような、ほぼ均一な抗体の集団
から得られる抗体を指す。モノクローナル抗体は高い特異性を持ち、単一の抗原部位に対
して作られる。これは、抗原の種々の決定因子（エピトープ）から作られる多様な抗体を
通常含む、ポリクローナル抗体の調製とは対照的である。一方、モノクローナル抗体は抗
原の単一の決定因子に対して作られる。用語「モノクローナル」は、抗体を述べる場合、
抗体のほぼ均一の集団から得られるという、抗体の特徴を示し、ある特定の方法による抗
体の生成が必要であるとは解釈されない。例えば、本発明で使用されるモノクローナル抗
体は、Kohler et al., Nature, 256:495 (1975)が最初に述べた従来のハイブリドーマ技
術を用いて生成してもよく、または組み替えＤＮＡ法（例えば、U.S. Patent No. 4,816,
567参照）を用いて作成してもよい。モノクローナル抗体はまた、ファージ抗体ライブラ
リーから、例えばClackson et al., Nature, 352:624-628 (1991); Marks et al., J. Mo
l. Biol., 222:581-597 (1991);ならびにU.S. Patent Nos. 5,223,409; 5,403,484; 5,57
1,698; 5,427,908; 5,580,717; 5,969,108; 6,172,197; 5,885,793; 6,521,404; 6,544,7
31; 6,555,313; 6,582,915;および6,593,081)に記述された技術を用いて単離してもよい
。
【００３８】
　本明細書に記載されるモノクローナル抗体は、重鎖および／または軽鎖の一部分が、特
定の種に由来するまたは特定の抗体の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、同一または相同であるが、鎖の残部は、別の種に由来するまたは別の抗体のクラ
スまたはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一または相同である、「キメラ」お
よび「ヒト化」抗体を含み、所望の生物活性を示す限り、そのような抗体のフラグメント
も同様に含む（U.S. Patent No. 4,816,567;およびMorrison et al., Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)）。非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」形態と
は、非ヒトイムノグロブリン由来の極小の配列を含むキメラ抗体である。ほとんどの場合
、ヒト化抗体は、レシピエントの超可変領域の残基を、所望の特異性、親和性、および容
量を持つマウス、ラット、ウサギ、または非ヒト霊長類などの非ヒト種（ドナー抗体）の
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超可変領域の残基と置換した、ヒトイムノグロブリン（レシピエント抗体）である。いく
つかの例において、ヒトイムノグロブリンにおけるＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）の残
基を対応する非ヒト残基によって置換する。さらに、ヒト化抗体はレシピエント抗体また
はドナー抗体内にない残基を含んでもよい。これらの修飾は、抗体の能力をさらに洗練す
るためになされる。一般的に、ヒト化抗体はほぼ全ての、少なくとも一つ、通常二つの、
可変領域を含み、ここで、全てまたはほぼ全ての超可変ループは非ヒトイムノグロブリン
のものに対応し、全てまたはほぼ全てのＦＲ領域はヒトイムノグロブリン配列のものであ
る。場合により、ヒト化抗体はまたイムノグロブリン（通常はヒトイムノグロブリン）の
定常部（Ｆｃ）の少なくとも一部分を含む。さらなる詳細は、Jones et al., Nature, 32
1:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-329 (1988); および Presta, C
urr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)参照。
【００３９】
　キメラまたはヒト化抗体は上記の様に調製するマウスモノクローナル抗体の配列に基づ
いて調製できる。重鎖および軽鎖イムノグロブリンをコードするＤＮＡは対象のマウスの
ハイブリドーマから得られ、通常の分子生物学の技術を用いて非マウス（例えばヒト）イ
ムノグロブリン配列を含むように設計できる。例えば、キメラ抗体を作製するため、当分
野で知られた方法（例えば、U.S. Patent No. 4,816,567 to Cabilly et al.参照）を用
いて、マウスの可変領域をヒトの定常部と連結してもよい。ヒト化抗体を作製するため、
当分野で知られた方法（例えば、U.S. Patent No. 5,225,539 to Winter、ならびにU.S. 
Patent Nos. 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762;および 6,180,370 to Queen et al.参照
）を用いて、マウスのＣＤＲ領域をヒトのフレームワークに挿入してもよい。
【００４０】
　本明細書で記述するモノクローナル抗体はまた「ヒト」抗体を含み、これは、例えばヒ
ト患者の血液を含む様々な供給源から単離でき、またはトランスジェニック動物を用いて
組換えにより調製できる。このようなトランスジェニック動物の例は、ヒト重鎖導入遺伝
子およびヒト軽鎖の導入染色体(transchromosome)（WO 02/43478参照）を持つKM-MOUSE（
登録商標） (Medarex, Inc., Princeton, NJ)、XENOMOUSE（登録商標） (Abgenix, Inc.,
 Fremont CA; 例えば、U.S. Patent Nos. 5,939,598; 6,075,181; 6,114,598; 6, 150,58
4; および 6,162,963 to Kucherlapati et al.に記述)、およびHUMAB-MOUSE（登録商標）

 (Medarex, Inc.; 例えば、Taylor, L. et al., Nucleic Acids Research, 20:6287-6295
 (1992); Chen, J. et al., International Immunology, 5:647-656 (1993); Tuaillon e
t al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:3720-3724 (1993); Choi et al., Nature Gene
tics, 4:117-123 (1993); Chen, J. et al., EMBO J., 12:821-830 (1993); Tuaillon et
 al., J. Immunol., 152:2912-2920 (1994); Taylor, L. et al., International Immuno
logy, 6:579-591 (1994); およびFishwild, D. et al., Nature Biotechnology, 14:845-
851 (1996); U.S. Patent Nos. 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,6
50; 5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; 5,770,429;および5,545,807;ならび
にPCT Publication Nos. WO 92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98
/24884, WO 99/45962,およびWO 01/14424 to Korman et al.に記述)を含む。本発明のヒ
トモノクローナル抗体はまた、ヒト抗体応答が免疫によって発生できるように、ヒト免疫
細胞を再構成したＳＣＩＤマウスを用いて調製できる。このようなマウスは例えば、U.S.
 Patent Nos. 5,476,996および5,698,767 to Wilson et al.で記述されている。
【００４１】
ＩＩＩ．対象のタンパク質を含む混合物
　本発明の方法は、対象のタンパク質を含むあらゆる混合物に適用できる。一つの実施態
様において、混合物は、精製しようとするタンパク質（例えば、天然または遺伝子的に設
計される）を発現する生細胞から得られるか、または、それによって生成される。場合に
より、培養細胞中の細胞は、対象のタンパク質をコードする核酸を含む発現コンストラク
トを遺伝子導入した細胞を含む。タンパク質を生成するために、細胞を遺伝子操作する方
法は当分野でよく知られている。例えば、Ausubel et al., eds., Current Protocols in
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 Molecular Biology, Wiley, New York (1990)ならびにU.S. Patent Nos. 5,534,615およ
び4,816,567参照、これらはそれぞれ、引用により本明細書に明確に組み入れられる。こ
のような方法は、タンパク質をコードし、発現を可能にする核酸を、生きた宿主細胞に導
入することを含む。これらの宿主細胞は、培養液中で成長する、細菌性細胞、真菌細胞、
昆虫細胞または、好ましくは動物細胞であり得る。細菌性宿主細胞は、限定されないが、
大腸菌細胞を含む。適切な大腸菌株の例は：HB101、DH5α、GM2929、JM109、KW251、NM53
8、NM539、および外来のＤＮＡを切断できないいかなる大腸菌株をも含む。用いられる真
菌宿主細胞は、限定ではないが、サッカロマイセス・セレビシエ(Saccharomyces cerevis
iae)、ピキア・パストリス(Pichia pastoris)およびアスペルギルス(Aspergillus)細胞を
含んでもよい。昆虫細胞は、限定ではないが、カイコ（Bombyx mori）、ヨトウガ(Mamest
ra drassicae)、ツマジロクサヨトウ(Spodoptera frugiperda)、イラクサギンウワバ(Tri
choplusia ni)、キイロショウジョウバエ(Drosophilia melanogaster)を含んでもよい。
【００４２】
　多くの哺乳類細胞株は、対象のタンパク質発現のための適切な宿主細胞である。哺乳類
宿主細胞株は、例えば、COS、PER.C6、TM4、VERO076、DXB11、MDCK、BRL-3A、W138、Hep 
G2、MMT、MRC 5、FS4、CHO、293T、A431、3T3、CV-1、C3H10T1/2、Colo205、293、HeLa、
L cells、BHK、HL-60、FRhL-2、U937、HaK、Jurkat cells、Rat2、BaF3、32D、FDCP-1、P
C12、M1x、マウスミエローマ(例えば、SP2/0およびNS0)およびC2C12細胞、ならびに形質
転換した霊長類細胞株、ハイブリドーマ、正常二倍体細胞、ならびに一次組織および初代
外植片のインビトロ培養由来の細胞株を含む。当業者がよく知る方法を用いて、新しい動
物細胞株を樹立できる（例えば、形質転換、ウイルス感染、および／または選定）。対象
のタンパク質を発現できるあらゆる真核細胞を、開示する培養細胞法において使用してよ
い。多数の細胞株が、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション(American Type C
ulture Collection)（ＡＴＣＣ（登録商標））のような、商業的供給源から利用できる。
本発明の一つの実施態様において、細胞培養、例えば大規模細胞培養、はハイブリドーマ
細胞を用いる。抗体を生成するハイブリドーマ細胞の構成は当分野でよく知られている。
本発明の一つの実施態様において、細胞培養、例えば大規模細胞培養、はＣＨＯ細胞を用
いて、抗体などの対象のタンパク質を生成する（例えば、WO 94/11026参照）。様々な種
類のＣＨＯ細胞が当分野で知られている（例えば、CHO-K1, CHO-DG44, CHO-DXB11, CHO/d
hfr-およびCHO-S）。
【００４３】
　特徴的な実施態様において、本発明の方法は高濃度の対象のタンパク質（例えば、抗体
）を含む混合物（例えば、培養細胞、細胞溶解液または清澄化したバルク）からの混入物
の効率的な除去を含む。例えば、対象のタンパク質の濃度は、約０．５から約５０ｍｇ／
ｍｌ（例えば、０．５、１、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、ま
たは５０ｍｇ／ｍｌ）の範囲でもよい。
【００４４】
　混合物の調製はまずタンパク質の発現様式に依存する。いくつかの細胞系は細胞から周
囲の成長培地へタンパク質（例えば、抗体）を直接分泌するが、他の細胞系では細胞内に
抗体を保持する。細胞内に生成するタンパク質のために、細胞は、機械的剪断、浸透圧刺
激、および酵素処理など、あらゆる多様な方法を用いて破壊され得る。この破壊は細胞の
全内容物をホモジネートへ放出し、加えて遠心分離や濾過で除去できる細胞内断片を生じ
る。細胞の自然死およびタンパク質生成の実行中における細胞内宿主細胞タンパク質の放
出のため、直接分泌するタンパク質においても、より少ない程度ではあるが、同様の問題
が生じる。
【００４５】
　一つの実施態様において、細胞または細胞のデブリは、例えば、清澄化したバルクの調
製のため、混合物から除去される。本発明の方法では、細胞または細胞のデブリを除去す
るあらゆる適切な方法論が使用できる。タンパク質が細胞内に生成する場合、第１の工程
として、本明細書に記述した（すなわち対象のタンパク質を精製する）方法に従って精製
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をする混合物の調製のために、宿主細胞または溶解したフラグメントのどちらかである粒
子状のデブリを、例えば遠心分離または濾過の工程によって除去できる。タンパク質が培
養液内に分泌される場合、対象のタンパク質を精製する混合物の調製のために、組み替え
宿主細胞を、例えば、遠心分離、タンジェンシャルフローフィルトレーションまたは深層
濾過によって培養細胞培地から分離できる。
【００４６】
ＩＶ．高いｐＨ（アルカリ性）の洗浄溶液
　本発明の方法は第１のクロマトグラフィーマトリックス（例えば、アフィニティークロ
マトグラフィーマトリックス）をｐＨが少なくとも９．０であるアルカリ洗浄溶液と接触
させることを含む。このようなアルカリ洗浄溶液はアルギニンまたはアルギニン誘導体の
存在を必要としない。場合により、このようなアルカリ洗浄溶液は、緩衝作用のない塩を
含んでも含まなくてもよい。
【００４７】
　ある実施態様において、アルカリ洗浄溶液のｐＨは約９から約１１の間である。場合に
より、第１の洗浄溶液のｐＨは約９．５から約１０．５の間（例えば、９．５、９．６、
９．７、９．８、９．９、１０．０、１０．１、１０．２、１０．３、１０．４、または
１０．５）である。第１の洗浄溶液の代表的なｐＨは約９．６である。第１の洗浄溶液の
別の代表的なｐＨは約１０．４である。場合により、アルカリ洗浄溶液は炭酸ナトリウム
を含む。場合により、アルカリ洗浄溶液は塩化ナトリウムを含む。特徴的な実施態様にお
いて、アルカリ洗浄溶液は約０．０１～１．０Ｍの範囲の濃度の炭酸ナトリウムおよび約
０．５～２Ｍの範囲の濃度の塩化ナトリウムを含み、約９．５から約１０．５の間のｐＨ
を持つ。
【００４８】
　場合により、本方法はさらに第１のクロマトグラフィーマトリックス（例えば、アフィ
ニティークロマトグラフィーマトリックス）を第２のアルカリ洗浄溶液と接触させること
を含む。第２のアルカリ洗浄溶液はｐＨが少なくとも９．０であり、アルギニンまたはア
ルギニン誘導体を含まない。例えば、第２のアルカリ洗浄溶液は約０．０１～１．０Ｍの
範囲の濃度の炭酸ナトリウムを含む。
【００４９】
　ある実施態様において、第１のクロマトグラフィー精製に続いて、混合物を一以上のさ
らなるクロマトグラフィーマトリックスにさらす。例えば、一以上のさらなるクロマトグ
ラフィーマトリックスは、イオン交換クロマトグラフィー（例えば、陰イオン交換クロマ
トグラフィーまたは陽イオン交換クロマトグラフィー）、疎水性相互作用クロマトグラフ
ィー、およびミックスモードクロマトグラフィーから選択される。
【００５０】
　本開示をさらに、さらなる限定として解釈すべきでない下記の例によって、説明する。
全ての図ならびに本出願の至る所で引用する全ての参考文献、特許および公開された特許
出願の内容は、引用により文書全体を本明細書内に明確に組み入れる。
【実施例】
【００５１】
イントロダクション
　臨床の要求のため、多数のモノクローナル抗体が現在、治療に用いるための開発下にあ
る。市場の競合において、バイオ医薬品会社は継続して、前臨床および臨床上の製造にお
ける、開発のタイムライン(timeline)の加速およびより効率的な方法の作成に目を向けて
いる。ひとつの手法は、必要な生成物の仕様を満たすように精製のスキームを改良し、合
理化することである。この理由のため、各ユニット操作における不純物の排除能の最大化
が望まれている[1,4]。しかしながら、精製のフィードストリームは、宿主細胞タンパク
質、ＤＮＡ、外来性および内在性ウイルス、内毒素、および凝集体を含む、除去が重要で
あり、かつ、困難であり得る様々な不純物を含む。産業上の精製の開発は、これらの生成
物の品質特性に追随しており、生成物の承認基準のための一般的なガイドラインを定めて
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きた（表１）[2,3,4]。不必要な精製の工程はよくタンパク質の回収率を下げ、操作時間
および費用を増やし得るため、理想的には、多段階精製スキームにおける各ユニットの操
作は全体の生成物の質に対して、指定された役割を持つべきである。にもかかわらず、大
規模な精製スキームおよび無関係な手法はよく、方法の頑強性を保証するため、不純物の
排除に必要とされる。
【００５２】
　アフィニティー分離は、ｍＡｂとマトリックスに共有結合的に結合しているリガンドと
の間の可逆的で特異性の高い相互作用に基づいて分離するため、最も選択的な種類のクロ
マトグラフィーである[1,4,16]。モノクローナル抗体のフィードストリームから不純物を
９８％を超えて除去できるため、プロテインＡを用いるアフィニティークロマトグラフィ
ーはよく、下流の精製スキームにおいて重要な選定となっている[1,5]。しかしながら、
プロテインＡを利用する方法は未だ、よく二つから三つの続くクロマトグラフィーのポリ
ッシング工程を必要とする[2,3]。さらに、アフィニティークロマトグラフィーは、下流
の処理における最も高価なユニットの操作の一つである[15]。これらの理由のため、開発
努力はよく、プロテインＡを用いるアフィニティーキャプチャークロマトグラフィー(aff
inity capture chromatography)における、不純物の排除能の最大化に焦点を置く。
【００５３】
　それゆえ、不純物の排除能の改良によってなされる、アフィニティークロマトグラフィ
ーの性能の最適化は大きな興味の対象となっている。２０年以上の間、強化した溶出前洗
浄の開発は、プロテインＡアフィニティークロマトグラフィーに適用されてきた。いくつ
かの系統の根拠は、塩、有機溶媒、非イオン性界面活性剤、カオトロープ、疎水性修飾因
子、およびアミノ酸の添加は全て、溶出したＩｇＧにおけるＨＣＰ含量および凝集体含量
の減少を示すことを明らかにしてきた[1,6,7,18,19]。有望である一方で、抗体に対する
それら全体の効果の特徴解析はわずかであるか、存在しないものであった。本研究では、
アフィニティークロマトグラフィー中での不純物の排除能を改善するため、出願人はアル
カリ洗浄溶液を用いた一般的でない戦略をテストする。出願人はｐＨ９．６および１０．
４におけるアルカリ性の溶出前洗浄の適用を報告し、溶出した抗体の状態および質を特徴
付けるため、一連の分析技術を適用する。これらの分析は、ＳＥＣ－ＵＰＬＣ、ＩＥＦ、
ＣＥ－ＳＤＳ、ＳＥＣ－ＭＡＬＳ、結合ＥＬＩＳＡ(Binding ELISA)、示差走査熱量測定
、円二色性、ＣＨＯ－ＨＣＰ ＥＬＩＳＡ、ＤＮＡ、および残留しているＰｒｏＡを含む
。
【００５４】
　「ベースライン」のＰｒｏＡ捕捉方法（図１）は一般的に業界標準と考えられている条
件を利用する、よって全てのクロマトグラフィーの緩衝液はｍＡｂの等電点より一以上低
いｐＨを持つ。結合および洗浄の工程は中性ｐＨで実行し、生成物を酸性ｐＨで溶出する
[3,5,6]。ここで、独特な「アルカリ性ｐＨ洗浄戦略」の開発によって、ベースラインの
捕捉工程をより効率的にした（図１）。結合後、アルカリ性ｐＨ洗浄を適用した。ベース
ラインの工程と同様に、ｍＡｂを続いて中性ｐＨの緩衝液で洗浄し、溶出する。
【００５５】
　アルカリ性ｐＨ洗浄戦略の実行は精製のスキームをより効率的にし、二番目のポリッシ
ングの工程の除去を可能とした。この戦略の懸念の一つは、アルカリ性ｐＨ条件の使用が
、生成物の不安定性、例えば脱アミド化、タンパク質アンフォールディング、および凝集
形成、を伴い得ることである[3,8]。３つの異なる生成物において、ベースラインのクロ
マトグラフィー法と高いｐＨでの洗浄を用いた捕捉方法との比較後、仮説を立てた生成物
の不安定化は観察されなかった。さらに、アルカリ性ｐＨ洗浄の実行は生成物に関連する
不純物の除去について、特に効果的であった。ここで、我々は、ある工程の必要性を除去
するような、アルカリ性ｐＨ洗浄を用いる一般的でない戦略を述べ、それにより、より効
率的で、費用面も効率的な方法を作成する。

表１
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本研究で用いる重要な品質特性および認容された承認基準
【表１】

【００５６】
試料と方法
培養細胞
　完全なヒトモノクローナル抗体を含むチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞の培
養細胞上清を用いた。ｍＡｂ１はｐＩ７．６の４型ＩｇＧ分子であり、ｍＡｂ２はｐＩ８
．４のＩｇＧ１分子であり、ｍＡｂ３はｐＩ９．２のＩｇＧ１分子である。
【００５７】
クロマトグラフィー
　全てのキャプチャークロマトグラフィー実験には、GE HealthcareのMabSelect樹脂を用
いた。調整用の規模でのカラムベースのクロマトグラフィー実験は、Unicorn 6.3ソフト
ウェアで制御するAKTA Avant装置(GE Lifesciences)を用いて実行した。全てのカラムは
樹脂の製造者の推奨に従って、研究室内で充填した。
【００５８】
ベースラインＰｒｏＡ捕捉および洗浄の添加物スクリーン
　ロード処理後、カラムを最初にＰＢＳ、ｐＨ７．４、二番目に５ｍＭコハク酸、ｐＨ５
．８で洗浄する。１０ｍＭリン酸、ｐＨ３．０緩衝液を用いてカラムからｍＡｂを溶出す
る。洗浄の添加物の添加による、クロマトグラフィーの性能を評価するため、追加の種々
の洗浄を洗浄１と洗浄２の間に挿入した。テストした種々の洗浄は、２０ｍＭコハク酸５
００ｍＭ ＮａＣｌ、５００ｍＭＬ－アルギニンｐＨ５．８、２０ｍＭコハク酸０．１％
トリトンＸ１００ｐＨ５．８、２０ｍＭコハク酸５％ＰＥＧ４００ｐＨ５．８、および１
７ｍＭリン酸ナトリウム４％カプリル酸ｐＨ７．４を含んでいた。
【００５９】
高いｐＨでの洗浄戦略を用いるＰｒｏＡの捕捉
　ロード処理後、カラムを最初にＰＢＳ、ｐＨ７．４緩衝液で洗浄し、次に２００ｍＭ炭
酸ナトリウム、１Ｍ塩化ナトリウム緩衝液、ｐＨ９．６または１０．４を用いて、第２の
洗浄工程を行った。第２の洗浄工程の次に、１００ｍＭ炭酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ９．
６または１０．４を用いて第３の洗浄工程に進み、次に３５ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ
６．０緩衝液を用いて第４の洗浄工程を行う。１０ｍＭリン酸、ｐＨ３．０緩衝液を用い
てカラムからｍＡｂを溶出する。
【００６０】
ウイルス不活化、中和および濾過
　溶出後、アフィニティークロマトグラフィーからの生成物のプールは、０．１Ｎ塩酸を
用いて生成物を低いｐＨ（３．４から３．６）に調製し、その後１時間保つことによって
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、低いｐＨでのウイルス不活化を受けた。生成物を次に２Ｍトリスで中和（７．０から７
．４）した。中和後の生成物のプールを０．２μＭのフィルターで濾過した。
【００６１】
ＥＬＩＳＡ－ＣＨＯ宿主細胞タンパク質の分析
　残留しているＣＨＯ宿主細胞タンパク質（ＣＨＯ－ＨＣＰ）の定量化のためのＥＬＩＳ
Ａを、ＴＥＣＡＮ（登録商標）リキッドハンドリングシステムを用いて、ハイスループッ
ト方式で行った。試料中の宿主細胞タンパク質のレベルを、ＣＨＯ宿主細胞タンパク質第
三世代キット(CHO Host Cell proteins 3rd generation kit)(Cat# F550, Cygnus Techno
logies, Southport, NC)を用いて、製造者のプロトコルに従って、定量化した。ＴＥＣＡ
Ｎ（登録商標）インフィニットＭ１０００Ｐｒｏリーダーを用いて、４５０／６５０ｎｍ
における吸光度を測定した。
【００６２】
残留しているＤＮＡの分析
　試料中に残留しているＣＨＯ－ＤＮＡのレベルを決定するため、リアルタイム定量ＰＣ
Ｒ（ＲＴ－ＰＣＲ）を用いた。ＲＴ－ＰＣＲは、MyiQシングルカラーリアルタイムＰＣＲ
解析システム(Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA)を用いて、製造者の指示に従い、SYBR
（登録商標）グリーンPCRマスターミックス(SYBR（登録商標） green PCR master mix)(B
io-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)で行った。
【００６３】
残留しているプロテインＡの分析
　残留しているプロテインＡ（ｒＰｒｏＡ）の定量化のためのＥＬＩＳＡを、ＴＥＣＡＮ
（登録商標）リキッドハンドリングシステムを用いて、ハイスループット方式で行った。
残留しているプロテインＡを、残留プロテインＡキット(residual protein A kit)(Cat #
 9333-1, Repligen)を用いて、製造者のプロトコルに従って定量化した。ＴＥＣＡＮ（登

録商標）インフィニットＭ１０００Ｐｒｏリーダーを用いて、４５０／６５０ｎｍにおけ
る吸光度を測定した。
【００６４】
円二色性
　円二色性スペクトルを、恒温六連セルチェンジャーを備えるＪａｓｃｏ Ｊ－８１５ Ｃ
Ｄ分光光度計で収集した。ｍＡｂ試料を対応する緩衝液に０．２５ｍｇ／ｍＬとなるよう
に希釈し、スペクトルを２６０から１９５ｎｍ、１．０ｍｍの経路長の石英セルで２５℃
で収集した。データをSpectraManagerソフトウェア(Jasco)で処理し、緩衝液で収集した
スペクトルを、各ｍＡｂにおける実験上のペプチドの濃度、ＭＷ、およびアミノ酸数に基
づいて、平均残基楕円率に規準化した。
【００６５】
示差走査熱量測定
　熱安定性のプロファイルを確認するため、ＤＳＣを各ロットのｍＡｂに対して行った。
試料を対応する処理緩衝液で０．７５ｍｇ／ｍＬに標準化した。走査は、１０～１００℃
の温度勾配を用いて９０℃／時間の勾配速度で、ＭＩＣＲＯＣＡＬ（登録商標）キャピラ
リーＤＳＣ上で行った。緩衝液のみにおける走査のプロファイルを試料の信号から引き、
変性中間点（Ｔｍ）の値を得るため、データをMICROCAL（登録商標） Origin 7.0分析ソ
フトウェアを用いて非２状態モデルでフィットした。
【００６６】
ＳＥ－ＵＰＬＣ
　サイズ排除クロマトグラフィーを、各捕捉戦略による精製後のｍＡｂの純度を評価する
ため、Waters' Acquity H-Class Bio UPLC（登録商標）を用いて行った。この検定を行う
ため、Acquity UPLC（登録商標） BEH200 SEC１．７μｍカラム（４．６×１５０ｍｍ）
を用いた。ここで、移動相はｐＨ６．８のＰＢＳからなり、１ｍＬ／分の流速で実行され
た。実行中はカラムを常に２５℃で維持した。
【００６７】
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ＳＥＣ－ＭＡＬＳ
　ｍＡｂを、インライン(inline)の多角度光散乱検出器と連結したサイズ排除クロマトグ
ラフィー（ＳＥＣ－ＭＡＬＳ）で調べた。Prominence Shimadzu UFLCを連結したShodex P
ROTEIN KW-803カラムで、２００ｍＭリン酸カリウム１５０ｍＭ塩化ナトリウム、ｐＨ６
．８を含み、０．０２％アジ化ナトリウムを含む緩衝液中で、０．５ｍＬ／分の流速で、
無勾配分離を行った。５０μｇの試料をSIL-20AC Prominence Shimadzuオートサンプラー
を用いてカラム上に注入し、データを直列につないだ三つのオンライン(online)の検出器
から得た；Prominence SPD-20ADダイオードアレイＵＶ／Ｖｉｓ分光光度計に続く、Wyatt
 miniDAWN TREOS（登録商標）多角度光散乱検出器の後の、Wyatt OPTILAB（登録商標） T
-REX示差屈折率検出器。Astra (Wyatt)およびLabsolutions (Shimadzu)を用いて、データ
を収集し、分析した。分子量およびサイズバリアントのパーセンテージを、分析の専門家
によって得られ、同等であるまたは同等でないと要約されたものとして報告した。
【００６８】
ｉＣＩＥＦ
　ｍＡｂの等電点（ｐＩ）のアイソフォームおよび分解物における相対的存在量の分布を
知るため、全カラムイメージングのキャピラリー等電点電気泳動（ｉＣＩＥＦ）を行った
。試料のｐＩ分布を三つの区分：酸性の群、主要なピーク、および塩基性の群、で報告し
、各実験における標準試料のｐＩ分布と比較した。ｐＩマーカー（６．１４および９．４
６）を含め、各注入におけるｐＩ値の較正に用いた。試料由来のピーク下の面積を積分し
、各区分におけるピークの合計を全面積の積分に対する割合として表すことによって、相
対的存在量を各電気泳動図から計算した。
【００６９】
ＣＥ－ＳＤＳ
　ｍＡｂに関連するタンパク質種（サブユニット、混入物および分解物）の相対的存在量
の分子量（ＭＷ）分布を測定するために、ＳＤＳを含むゲルを充填したキャピラリー内に
おけるキャピラリー電気泳動を行った。サイズおよび電気泳動の移動度に基づいて、タン
パク質を分離する。この方法では全長３０ｃｍ（５０μｍ ＩＤ）、有効な長さ２０ｃｍ
のキャピラリーおよび２１４ｎｍの吸収の定点検出を用いた。注入内の相対的な泳動時間
を全ての試料に存在する内部標準（１０ｋＤａ）で較正する。相対的な泳動時間および補
正したピークの面積を計算し、両脇の標準試料の注入と比較した。ＣＥ－ＳＤＳ分布の相
対的存在量を還元条件および非還元条件で別々に評価した。
【００７０】
結合ＥＬＩＳＡ
　マイクロプレートを０．５～２．０μｇ／ｍＬの抗体で覆った。このプレートを０．０
５％ＰＢＳＴで洗浄し、ブロックした。このプレートを次に再度洗浄し、１２の種々の濃
度のｍＡｂを添加し、インキュベートした。洗浄後、ＨＲＰ結合二次抗体を添加した。イ
ンキュベーション後、プレートを洗浄し、ＴＭＢ基質を添加した。プレートリーダー(Tec
an Infinite M1000 Pro)で４５０ｎｍおよび６５０ｎｍにおける信号を測定した。結合曲
線を基準試料と比較し、パーセント結合能を決定した。
【００７１】
溶解度マッピング
　それぞれのテストした洗浄緩衝液の溶解度を検査するため、製造者のプロトコルに従っ
て、脱塩プレート(Thermo Scientific, Cat# 89808)を用いて、ハイスループット方式で
、ｍＡｂを緩衝液交換した。緩衝液交換後、ｍＡｂを１９～２５℃で２４時間インキュベ
ートし、上記のようにＳＥ－ＵＰＬＣで溶解度を評価した。
【００７２】
ＬＣ／ＭＳによるトリプシンペプチドマッピング
　抗体の試料を還元し、アルキル化し、トリプシンで消化した。トリプシンペプチドをＣ
－１８カラム(Waters BEH C18, 1.7 u 2.1*100 mm 130A)で分離し、２１５ｎｍおよび２
８０ｎｍにおいてＵＶ検出器で検出し、次に質量分析計で検出した(LTQ-Orbitrap-Elite)
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。無処理のペプチドと、イオンクロマトグラムで選択した修飾したペプチドのピーク面積
を比較することにより、相対定量を達成した。
【００７３】
結果と考察
　アフィニティークロマトグラフィー中におけるｐＨ９．６および１０．４でのアルカリ
性洗浄の有用性を評価するため、方法および生成物の品質特性を調べた。不純物の排除能
を、ＣＨＯ－ＨＣＰ、ＣＨＯ－ＤＮＡ、およびｒＰｒｏＡの分析によって調べた。純度の
プロファイルを、ＳＥ－ＨＰＬＣ、ｉＣＩＥＦ、ＣＥ－ＳＤＳ、およびＳＥＣ－ＭＡＬＳ
を用いて調べた。機能的および構造的な分子の完全性を、結合ＥＬＩＳＡ、ＣＤ、ＤＳＣ
、インタクトマス(intact mass)、Ｎ末端ペプチドマッピングを用いて調べた。高いｐＨ
での洗浄およびベースライン洗浄を伴って精製した生成物は同等の回収量であった。ｍＡ
ｂ１においては、回収量は９０％から９９％、ｍＡｂ２では８４％から９０％そしてｍＡ
ｂ３では９３％から９７％であった。
【００７４】
不純物の排除能
　アフィニティークロマトグラフィー中における不純物の排除能を最大化するため、出願
人は最初にＣＨＯ－ＨＣＰにおける洗浄のｐＨの影響に目を向けた。伝統的に、プロテイ
ンＡクロマトグラフィーでは、ロード処理およびチェイス(chase)に続き、溶出前にｐＨ
移行洗浄が適用される。移行洗浄はｐＨを下げ、溶出のために樹脂を調製することを意図
する。ここで、最適なＨＣＰ排除能のｐＨ範囲を決定するために、出願人はチェイスと同
じ伝導率を用いてｐＨ７．０ないし１０．４の範囲のさらなる洗浄を加えた。図２は洗浄
のｐＨが増加すると、溶出液中のＣＨＯ－ＨＣＰのレベルが減少することを示す。これら
の結果を基に、最も良い不純物の排除能がｐＨ９．０を超えるｐＨで観察され、洗浄はテ
ストした最も高いｐＨ（１０．４）で、特に有効であった。これらの結果を確かめ、この
現象がこのモノクローナル抗体に特異的でないことを確定するため、３つの異なるｍＡｂ
の精製を、ｐＨ９．６および１０．４の洗浄で行った。ここで本研究は、アフィニティー
キャプチャー中のアルカリ性ｐＨ洗浄の戦略の利用が、ｍＡｂのフィードからのＣＨＯ宿
主細胞タンパク質の除去に有効であることを示す。アフィニティーキャプチャークロマト
グラフィー中のアルカリ洗浄の使用は、ｍＡｂ、ＰｒｏＡリガンド、およびＣＨＯ－ＨＣ
Ｐタンパク質表面の静電的な性質を変えることで、生成物／不純物および／または不純物
／樹脂の相互作用を攪乱し、一方、その間にｍＡｂはカラムと結合している。アフィニテ
ィークロマトグラフィー中に、ＣＨＯ－ＨＣＰは、ｍＡｂにも、ベースマトリックス(bas
e matrix)にも、ＰｒｏＡリガンドにも結合できる。ＨＣＰとｍＡｂとの相互作用が支配
的な機構であるという根拠が存在する[6,9,12]。しかしながら、ＨＣＰのある一部がベー
スマトリックス自身[1,2,6]またはＰｒｏＡリガンド[12,17]と相互作用し得ることもまた
明らかである。例えば、二つの異なるｐＨにおけるアフィニティー樹脂からの溶出は、結
果として著しく異なった溶出ＨＣＰのレベルとなり得る。ＨＣＰがｍＡｂ、ベースマトリ
ックス、またはＰｒｏＡリガンドのどれと相互作用するかに関わらず、非常に高いｐＨで
のタンパク質－タンパク質相互作用の撹乱は、非常に有効であることを示す。生成物－不
純物相互作用は主に静電的であるが、Ｍａｂとリガンドとの結合はより強い。プロテイン
Ａは主に、疎水性相互作用に由来する結合エネルギーの大部分による誘導適合により、四
つの安定化する水素結合で、抗体と結合する[20,21]。加えて、ファンデルワールス力、
疎水性相互作用および静電力のような相互作用もまた、ＰｒｏＡ－Ｍａｂ結合に寄与する
[13]。ここでデータは、高いｐＨでの洗浄を使用して、不純物とｍＡｂ間および／または
不純物と樹脂間の相互作用を選択的に攪乱する一方で、抗体は樹脂に結合させ得ることを
示唆する。
【００７５】
　図３に示すように、ＣＨＯ－ＨＣＰ排除能はアルカリ洗浄の使用によって、全ての分子
におけるベースライン条件と比較して、著しく増強した。アルカリ洗浄を用いることで、
ＣＨＯ－ＨＣＰ排除能は、ｍＡｂ１では～２から３倍、ｍＡｂ２では～６から１３倍、ｍ



(18) JP 6807859 B2 2021.1.6

10

20

30

40

50

Ａｂ３では～１７から２３倍増加した。ＣＨＯ－ＨＣＰ排除能の増加は、ｍＡｂのサブク
ラスに関係なく観察された。これらの結果を基に、出願人は、生成物の品質に対する洗浄
の影響を理解することを目的とした次の研究として、ｐＨ９．６および１０．４でのアル
カリ洗浄を調べることを選択した。
【００７６】
　プロテインＡクロマトグラフィーはまた１０００～１００００分の１まで宿主細胞ＤＮ
Ａを除去できる[2]。当然のことだが、高いｐＨでの洗浄を利用すると、溶出液中のＤＮ
Ａははるかに低いレベルであったことが観察された。図４に示すように、溶出液中のＣＨ
Ｏ－ＤＮＡ排除能のレベルは、全ての分子について、アルカリ性ｐＨ洗浄の使用によって
、ベースライン条件と比較して、著しく減少した。アルカリ洗浄を用いることで、ＣＨＯ
－ＤＮＡのレベルは、ｍＡｂ１では約５から１９倍、ｍＡｂ２では約２０９から４９０倍
、ｍＡｂ３では約６２７から１９１３倍減少した。アフィニティーキャプチャー中での高
いｐＨでの洗浄の使用によるＤＮＡ排除能の増強は、別々のＤＮＡ除去の工程、例えば陰
イオン交換クロマトグラフィー、の重要性を下げる。
【００７７】
　さらに、残留しているプロテインＡをモニターし、プロテインＡクロマトグラフィーに
おけるアルカリ性ｐＨ洗浄の影響を評価した。プロテインＡの浸出の機構は未だ明確にさ
れていない。アフィニティークロマトグラフィー中のｐＨサイクルは、アガロースベース
マトリックス内のグリコシド結合の化学的な切断を生じ、ｍＡｂを伴うＰｒｏＡの共溶出
を導き得る。遊離のＰｒｏＡが樹脂上で非特異的かつ非共有結合的にＩｇＧと結合するな
らば、これは明白だろう[4]。高いｐＨでの洗浄戦略を用いると、浸出するＰｒｏＡの量
は２５ないし４５０ｐｐｍとなることがわかった。この浸出したＰｒｏＡのレベルは一般
的に低いと考えられ、我々の方法には許容される。しかしながら、樹脂のサイクリングに
対する浸出の影響は未だ調べられていない。さらに、残留しているプロテインＡが次のウ
イルス不活化の工程で除去されることを観察した。ＰｒｏＡの浸出の増加レベルは未だか
なり低く、相対的に簡便に除去できるが、ＰｒｏＡの浸出を防ぐために探索できる多くの
経路があり、それは第一に塩基に安定な樹脂、例えばMabSelect Sureの使用である。出願
人は、精製した生成物がフィードに使われる場合、浸出はそれほど明白ではないことを観
察してきた。それゆえ、より高いｐＨに活性があるプロテアーゼなどのフィード中の不純
物が、ＰｒｏＡの浸出の量が増加する原因である可能性もある。実際、いくつかの参考文
献はこの考えを支持する[2]。この場合、一つの解決法は、フィード中にプロテアーゼ阻
害剤を加えることであろう。図５に示すように、観察されたより高いレベルでのｒＰｒｏ
Ａの浸出は、続くウイルス不活化および濾過の工程によって効果的に除去された。
【００７８】
　それゆえ、表１に示すように、アフィニティークロマトグラフィー中のアルカリ性ｐＨ
洗浄の利用は、全分子において、不純物を許容できるレベルまで除去することができた。
単一の工程におけるこの排除能のレベルの増強は、方法の頑強さを増し、これらの不純物
を除去するための続くポリッシング工程の排除を潜在的に可能にし得る。
【００７９】
生成物の純度
　ＳＥ－ＵＰＬＣ、ｉＣＩＥＦ、ＣＥ－ＳＤＳ、およびＳＥＣ－ＭＡＬＳを用いて、純度
のプロファイルを調べた。表２に示すように、ＳＥ－ＵＰＬＣ分析は、テストした全ての
三つのｍＡｂにおいて、アルカリ性ｐＨ洗浄の使用によって生成物の純度が一パーセント
以上増加したことを示す。ｉＣＩＥＦを用いる生成物の質の分析は、アルカリ性ｐＨ洗浄
の使用によって、酸性またはアルカリ性の種のレベルが増加せず、分子のｐＩが変化しな
かったことを示した。アルカリ性ｐＨ洗浄を用いてテストしたどのｍＡｂにおいても脱ア
ミドは観測されなかった。還元および非還元のＣＥ－ＳＤＳで測定した全体の純度は、ベ
ースライン条件と比較して有意な差を示さなかった。
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ｍＡｂにおける生成物の純度のプロファイル
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【表２】

【００８０】
キャプチャークロマトグラフィー中の大規模なアルカリ性ｐＨ洗浄後、ｍＡｂの機能的お
よび構造的な完全性は維持された



(21) JP 6807859 B2 2021.1.6

10

20

30

40

50

　ｍＡｂは相対的に安定なタンパク質であり、薬剤の理想的な候補だが、ｍＡｂは、製剤
原料および製剤の製造中の分解やダメージなど、化学的および物理的変化に脆弱であり得
る。我々の方法の戦略はアルカリ性ｐＨ洗浄を含んでいたため、各ｍＡｂの物理化学的お
よび構造的な完全性を評価するために研究を行った。円二色性によって、二次構造の同一
性または内容には差は検出されなかった。ｍＡｂのフォールディングの程度の別の尺度で
ある融点もまた影響がなかった。加えて、ＥＬＩＳＡ結合による活性（正常なフォールデ
ィングの尺度）は、アルカリ性ｐＨ洗浄がｍＡｂのフォールディング、活性、および全体
の機能性に影響を与えないことを示した。等電点電気泳動またはＬＣ／ＭＳによるトリプ
シンペプチドマッピングによって、高いｐＨで洗浄したｍＡｂにおいて、チャージバリア
ント、酸化または脱アミド化に差は観察されなかった。
【００８１】
多角度光散乱
　各組のｍＡｂ試料において、アルカリ性ｐＨ洗浄を用いて二つの試料を作成し、ベース
ラインの方法を用いて別の二つの試料を作成した。対照として、ベースラインの試料を緩
衝液交換し、アルカリ性ｐＨ洗浄を用いて作成した二つの試料と同様の緩衝液種中の試料
を作成した。結果は、全ての試料において、凝集が１％未満であることを示す。検出され
た凝集体のオリゴマーの状態には、ほんのわずかの差しかなかった。各試料の主要なピー
クにおける分子量の値は使用装置の誤差内である。
表３
ＳＥＣ－ＭＡＬＳ分析
【表３】

【００８２】
結合ＥＬＩＳＡ
　結合ＥＬＩＳＡは、ある分子がその特異的なレセプターに結合する能力を調べ、正常に
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戦略に関わらず、全てのｍＡｂが標準試料と同様に結合することを示す。これは、アルカ
リ性ｐＨ洗浄が分子の三次構造に有意な影響を与えなかったことを示す。
表４
結合ＥＬＩＳＡ
【表４】

【００８３】
ＤＳＣ
　部分的に変性したｍＡｂは正常にフォールドしている時よりも低い融解温度を示すため
、示差走査熱量測定（ＤＳＣ）は、ｍＡｂの構造上の性質を示すことができる生物物理学
における技術である。抗体の融点に対する洗浄の影響を知るため、アルカリ性ｐＨ洗浄お
よびベースラインプロトコルを用いて精製した様々なｍＡｂについて、ＤＳＣを測定した
。
【００８４】
　各組のｍＡｂ試料において、表５に示すように、第１の二つの試料をアルカリ性ｐＨ洗
浄を用いて作成し、後の二つの試料はベースラインの方法で作成した。アルカリ性ｐＨ洗
浄を用いて作成した二つの試料と同様の緩衝液種中の試料を作成するため、試料３、７お
よび１１をベースラインプロトコルから緩衝液交換した。ＤＳＣに対する緩衝液の影響を
制御するため、試料を緩衝液交換した。
【００８５】
　結果は、試料４のＴｍ値が同じｍＡｂ群の他の分子より１℃下であることを示す。図６
に示すように、Ｔｏｎｓｅｔもまたより低くシフトしているように見え、これは緩衝液ま
たは方法に対する感受性の可能性を示している。緩衝液交換した試料（試料３）のＴｍ値
はアルカリ性ｐＨ洗浄の試料（試料１および２）と同様であったため、この試料でのＴｍ
の変化はＤＳＣに対する試料の緩衝液の組成の影響によるものであると推定できる。それ
ゆえ、ｍＡｂ１では、Ｔｍに対するアルカリ性ｐＨ洗浄の有意な影響はない。ｍＡｂ２で
は、Ｔｍ１またはＴｍ２値において有意な差は観察されず、これは異なる洗浄条件がこの
試料の融点に影響を与えないことを示す。ｍＡｂ１と同様に、ｍＡｂ３では他の条件より
も試料１２がわずかに低いＴｍであり、これはおそらくこの緩衝液条件または方法でのわ
ずかに低い安定性を示す。緩衝液交換した試料（試料１１）のＴｍ値はアルカリ性ｐＨ洗
浄の試料（試料９および１０）と同様であり、それゆえこの試料でのＴｍの変化はＤＳＣ
に対する試料の緩衝液の組成の影響によるものである。したがって、ｍＡｂ３では、Ｔｍ
に対するアルカリ性ｐＨ洗浄の有意な影響はない。
表５
示差走査熱量測定
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【００８６】
円二色性
　遠紫外の円二色性（ＣＤ）分光を用いて、両方の手順を用いて精製した三つのｍＡｂの
二次構造を特徴付けた。２６０ｎｍから１９５ｎｍまでの波長間における、様々な条件下
での標準試料およびｍＡｂのＣＤスペクトルを評価した。それぞれのｍＡｂのアミノ酸配
列に基づいて算出した分子量とアミノ酸残基の数を用いて、ＣＤ信号をミリ度から平均残
基楕円率に変換した。遠紫外ＣＤスペクトルは、ｍＡｂ１では２１７および２２９ｎｍ、
ｍＡｂ２では２１７～２１８ｎｍ、およびｍＡｂ３では２１７～２１８ｎｍに極小値を示
した。ｍＡｂ１の平均の平均残基楕円率は、２１７ｎｍでは－３１２８±３５８ｄｅｇ 
ｃｍ２ｄｍｏｌ－１残基－１(４条件における平均±標準偏差)および２２９ｎｍでは－１
７３８±２０４ｄｅｇ ｃｍ２ｄｍｏｌ－１残基－１であった。ｍＡｂ２の平均の平均残
基楕円率は、２１７ｎｍにおいて－３４７７±４５４ｄｅｇ ｃｍ２ｄｍｏｌ－１残基－
１であった。ｍＡｂ３の平均の平均残基楕円率は、２１７ｎｍにおいて－３３９２±８３
ｄｅｇ ｃｍ２ｄｍｏｌ－１残基－１であった。ｍＡｂの精製に用いたプロトコルに関わ
らず、極小値およびスペクトルの形状はそれぞれのｍＡｂで維持された。ＣＤスペクトル
の形状および強度に関する定性的な類似は、アルカリ性ｐＨ洗浄の戦略が研究中のｍＡｂ
の二次構造に影響を与えないことを示す。ｍＡｂ間に違いはあるが、それぞれ個別のｍＡ
ｂにおいて、テストした全ての洗浄条件下のＣＤスペクトルは定性的に似ていた。全ての
試料のスペクトルはβシートの内容と一致した。
【００８７】
ＬＣ／ＭＳによるトリプシンペプチドマッピング
　三つの方法によって製剤原料を還元し、アルキル化し、トリプシンで消化する。トリプ
シンペプチドをＣ－１８カラムで分離し、２１５および２８０ｎｍにおいてＵＶ検出器で
検出し、その後質量分析計で検出した(LTQ-Orbitrap-Elite)。無処理のペプチドと、イオ
ンクロマトグラムで選択した修飾したペプチドのピーク面積を比較することにより、相対
定量を達成した。重鎖のインジケータペプチドからの酸化生成物のピーク面積のパーセン
テージによって、酸化をモニターし、重鎖における別のインジケータペプチドからの四つ
の脱アミド化生成物のピーク面積のパーセンテージによって、脱アミド化をモニターした
。酸化および脱アミド化のレベルは、全ての三つのｍＡｂにおけるベースライン試料およ
びアルカリ性ｐＨ試料において、同等であった。
表６
ＬＣ／ＭＳによるトリプシンペプチドマッピング
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【表６】

【００８８】
　ｐＨ９．６から１０．４でのアルカリ洗浄を用いる戦略は一部は可能である、なぜなら
リガンド－レセプター結合は、ｍＡｂをその正常な立体構造に保持し、ｍＡｂを変性や他
のダメージから保護し得る強い相互作用であるためである。測定した親和定数の範囲は、
抗体／抗原結合において１０５Ｍ－１以下から１０１２Ｍ－１以上であり[13]、プロテイ
ンＡリガンドとＦｃγにおいて中性ｐＨおよび室温で１０７～１０８である[14]。リガン
ドのレセプターへの結合はｍＡｂの構造を、非結合のｍＡｂの構造より低いエネルギー状
態にする。そのため、結合すると、ｍＡｂは変性の遷移状態からさらに離れ、保護される
。リガンドと結合するとｍＡｂはより安定な状態になるが、出願人はまた、リガンドが存
在しない場合にアルカリ性ｐＨ緩衝液にさらされた時のｍＡｂの凝集の可能性に目を向け
た（表７）。室温での２４時間のインキュベーション後、モノマー含量に変化はなく、こ
れは非結合のｍＡｂはこれらの条件で安定であることを示す。
表７
ｍＡｂの緩衝液溶解性
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【表７】

【００８９】
　不純物の排除能を増強する代替の戦略は、捕捉中の洗浄において添加物の使用を含むこ
とである（例えば塩、有機溶媒、非イオン性界面活性剤、カオトロープ、疎水性修飾因子
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ＨＯ－ＨＣＰを減少する最も有効な方法の一つであることを示す。加えて、アルカリ性ｐ
Ｈ洗浄の戦略は、後の排除及びモニタリングで必要となり得る添加物を利用しない。不純
物の排除能をさらに増強するため、アルカリ性ｐＨ洗浄の緩衝液中へ添加物を入れるとい
う可能性もある。
【００９０】
　Shukla et. al.は、捕捉中の洗浄中へのアルギニンの添加が、溶出液中の不純物を減ら
す有効な方法であることを示してきた[6]。アルギニンありおよびなしでアルカリ性ｐＨ
洗浄を利用した場合の不純物の除去を比較する研究を行った（表８）。結果は、アルカリ
洗浄において、添加なしの排除能はアルギニン添加の排除能に達したことを示す。
表８
アルカリ性ｐＨ洗浄の戦略とアルギニン洗浄の戦略の両方を用いて精製したｍＡｂの生成
物及び方法の質の比較
【表８】

【００９１】
ｍＡｂの精製スキームにおいて、アルカリ性ｐＨ洗浄の戦略の実行はさらなるポリッシン
グ工程の必要性を排除できる
　多くの精製の方法では、産業における品質基準に見合うように、２～３のポリッシング
クロマトグラフィーの工程を用いる。相互に関係しない不純物の排除法は、方法の頑強性
を増加し得るが、製造業の経済は合理化した方法を作成するための発展を推進する。ここ
で、出願人は、アフィニティークロマトグラフィーにおいて、洗浄工程をさらに有効にで
き、そしてそれは一以上のポリッシング工程の排除を可能にし得ることを示す。表９は、
キャプチャークロマトグラフィー中の高いｐＨでの洗浄の使用が、ＣＥＸポリッシング工
程が必要なくなる程度に不純物の排除能を改善することを示す。アフィニティークロマト
グラフィー中の結合の広範な性質を探索することによって、出願人は、攻撃的なｐＨでの
洗浄を使用して、不純物の排除能を増強できることを示す。
表９
２つの工程ｖｓ３つの工程での精製
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