
JP 4739233 B2 2011.8.3

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
適宜スペーサーアームを介してリガンドが固定化された多孔質担体からなる分離マトリッ
クスであって、前記リガンドが、スルホニルのＲ基が脂肪族化合物である１以上のスルホ
ンアミドを含む分離マトリックス。
【請求項２】
前記スルホンアミドがその窒素を介して前記多孔質担体に結合している、請求項１記載の
マトリックス。
【請求項３】
前記スルホンアミドがその硫黄を介して前記多孔質担体に結合している、請求項１記載の
マトリックス。
【請求項４】
前記Ｒ基がメチル基である、請求項１乃至請求項３のいずれか１項記載のマトリックス。
【請求項５】
前記リガンドが、前記担体に固定化されたポリマーの繰返し単位として存在する、請求項
１乃至請求項４のいずれか１項記載のマトリックス。
【請求項６】
前記担体が架橋多糖である、請求項１乃至請求項５のいずれか１項記載のマトリックス。
【請求項７】
請求項１乃至請求項６のいずれか１項記載の分離マトリックスを充填したクロマトグラフ
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ィーカラム。
【請求項８】
実質的に無菌である、請求項７記載のクロマトグラフィーカラム。
【請求項９】
アミン及び／又はポリアミンを多孔質担体に固定化する第１の段階と、前記アミンをスル
ホニル化して脂肪族スルホンアミドリガンドを形成する後続の段階とを含む抗体分離用マ
トリックスの調製方法。
【請求項１０】
多孔質担体を活性化する第１の段階と、スルホンアミドを、その硫黄を介して前記活性化
部位に付着させて脂肪族スルホンアミドリガンドを形成する後続の段階とを含む抗体分離
用マトリックスの調製方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体の調製の分野に関し、より具体的には抗体単離用の分離マトリックスに
関する。本発明は、新規なマトリックスを含むクロマトグラフィーカラム、並びに抗体単
離方法も包含する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫系は、細菌性感染、寄生虫感染、真菌感染、ウイルス感染から、並びに腫瘍細胞の
成長から、共同で体を保護している多くの相互依存した細胞型から構成されている。免疫
系のガードは、宿主の血流中を絶えず動き回るマクロファージである。感染又は免疫化の
挑戦を受けると、マクロファージは、抗原として知られている異分子の印が付いている外
敵を包み込むことによって対応する。この現象は、ヘルパーＴ細胞が仲介して、複雑な応
答の鎖を開始させ、その結果Ｂ細胞が刺激される。これらのＢ細胞は、次に、抗体と呼ば
れるタンパク質を生成し、これが外敵と結合する。抗体と抗原が結合すると、外敵は食作
用又は補完系の活性化により分解される。ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭ
の異なる５種類の抗体又は免疫グロブリンが存在する。これらは、その生理的役割並びに
その構造が異なる。構造の観点からは、ＩｇＧ抗体は、おそらく、成熟した免疫応答にお
いてこれが演じる支配的な役割のために、広範に研究されている特殊な種類の免疫グロブ
リンである。
【０００３】
　今日、免疫グロブリンが持つ生物活性は、ヒト及び獣医学の診断、ヘルスケア、並びに
治療部門の様々な用途において活用されている。実際、最近の数年において、モノクロナ
ール抗体及び組換え抗体構築物は、現在臨床試験において研究され治療薬及び診断薬とし
てＦＤＡの認可を受けている最大の種類のタンパク質になっている。高純度抗体を単純且
つ経済的な方法で得るための精製プロトコールが、発現系及び生産戦略と相補的に設計さ
れる。
【０００４】
　免疫グロブリンを単離するための伝統的方法は、他の群のタンパク質を溶液中に残しな
がら、免疫グロブリンを含有するタンパク質画分の選択的可逆的沈殿に基づくものである
。典型的な沈殿剤はエタノール、ポリエチレングリコール、硫酸アンモニウム及びリン酸
カリウムなどのリオトロピック即ち非カオトロピック塩、並びにカプリル酸である。通常
、これらの沈殿方法は、非常に純度の低い生成物を与え、同時に時間がかかり労力を要す
るものである。更に、原料への沈殿剤の添加は、上清を他の目的に使用することを困難に
し、廃棄処理の問題を発生させる。このことは、免疫グロブリンの大規模な精製について
考えると特に問題である。
【０００５】
　イオン交換クロマトグラフィーは、免疫グロブリンの単離に頻繁に用いられる、もう１
つの周知のタンパク質分別方法である。しかし、帯電したイオン交換リガンドは反対に帯
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電したすべての化合物と反応するので、イオン交換クロマトグラフィーの選択性は、他の
クロマトグラフィー分離法よりやや低い可能性がある。
【０００６】
　プロテインＡとプロテインＧのアフィニティークロマトグラフィーは、主として使いや
すさと得られる高純度により、免疫グロブリンの単離及び精製、特にモノクロナール抗体
の単離のための、評判のよい広く普及した方法である。特にタンパク質Ａに基づく方法は
、イオン交換、疎水性相互作用、ヒドロキシアパタイト及び／又はゲル濾過段階と組み合
わせて使用されて、多くのバイオ医薬品会社に好まれる抗体精製方法になった。しかし、
これらの方法が一般に使用されているにもかかわらず、コスト、漏れ及び高ｐＨ値におけ
る不安定性などのタンパク質Ａ系媒体に伴うよく知られた問題に対処する効果的な代替方
法への必要性及び要求が増大している。
【０００７】
　疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）も免疫グロブリンの単離用に広く記述さ
れている方法である。しかし、疎水性マトリックスは、免疫グロブリンを効率的に結合さ
せるために原料へのリオトロピック塩の添加を必要とする。結合した抗体は、連続又は段
階的な濃度勾配で、リオトロピック塩の濃度を低下させることによってマトリックスから
放出される。高純度生成物が目的物である場合は、疎水性クロマトグラフィーと別の段階
を組み合わせることが望ましい。したがって、この方法の欠点は、原料にリオトロピック
塩を添加することが必要なことである。何故なら、これが問題をもたらし、これにより大
規模ユーザにコストアップをもたらすからである。ホエー、血漿、及び卵黄などの細胞培
養上清以外の原料については、リオトロピック塩が免疫グロブリンを除去した原料の経済
的実現可能な使用を妨害する恐れがあるので、多くの場合原料へのリオトロピック塩の添
加は、大規模用途では行わない方がよいであろう。大規模用途におけるその他の問題は数
千リットルもの廃棄物の処理の問題であろう。
【０００８】
　チオフィリック吸着クロマトグラフィーは、免疫グロブリン単離用の新しいクロマトグ
ラフィー吸着原理として、１９８５年にＪ．Ｐｏｒａｔｈ（Ｊ．Ｐｏｒａｔｈ　ｅｔ　ａ
ｌ；ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，ｖｏｌ．１８５，ｐ．３０６，１９８５）によって導入
された。この論文には、遊離メルカプト基を含む様々なリガンドと結合したジビニルスル
ホン活性化アガロースが、０．５Ｍ硫酸カリウム即ちリオトロピック塩の存在下、免疫グ
ロブリンの特定の結合を示す状況が記述されている。ビニルスルホンスペーサーからのス
ルホン基及び得られるリガンドのチオエーテルは、抗体を結合させるための記述された特
異性及び能力を得るために構造上必要なものであることが自明のこととみなされた。しか
し、その後、リガンドが芳香族基を更に含む場合は、チオエーテルを窒素又は酸素で置換
できることが示された（Ｋ．Ｌ．Ｋｎｕｄｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ｖｏｌ．２０１，ｐ．１７０，１９９２）。チオフィリック
クロマトグラフィーについて記述されたマトリックスは一般に良好な性能を示すが、これ
らのマトリックスにも大きな欠点がある。即ち、免疫グロブリンの効率的な結合を確保す
るために原料にリオトロピック塩を添加する必要があることである。このことは上記の理
由で問題である。
【０００９】
　エポキシ活性化アガロースに結合したその他のチオフィリックリガンド、例えば２－メ
ルカプトピリジン、２－メルカプトピリミジン、及び２－メルカプトチアゾリンが（Ｊ．
Ｐｏｒａｔｈ　ｅｔ．ａｌ．Ｍａｋｒｏｍｏｌ．Ｃｈｅｍ．，Ｍａｋｒｏｍｏｌ．Ｓｙｍ
ｐ．，ｖｏｌ．１７，ｐ．３５９，１９８８）並びに（Ａ．Ｓｃｈｗａｒｚ　ｅｔ．ａｌ
．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｂ，ｖｏｌ．６６４，ｐｐ
．８３－８８，１９９５）に開示されている。しかし、これらのアフィニティーマトリッ
クスのすべては、リオトロピック塩を添加せずに抗体の効率的な結合を確保するには依然
として不適当なアフィニティー定数を有する。
【００１０】
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　米国特許第６４９８２３６号（Ｕｐｆｒｏｎｔ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）は、
免疫グロブリンの単離に関するものである。この開示された方法は、負に帯電した界面活
性剤と１種以上の免疫グロブリンを含む溶液を固相マトリックスと接触させ、免疫グロブ
リンの少なくとも一部を固相マトリックスに結合させる段階と；この固相マトリックスを
溶出液と接触させ、固相マトリックスから免疫グロブリンを遊離させる段階とを含む。こ
の免疫グロブリン含有溶液は、更に、２．０～１０．０の範囲のｐＨ、せいぜい２．０の
イオン強度に相当する塩総含有量、及びせいぜい０．４Ｍの濃度のリオトロピック塩を有
することを特徴とする。この溶液に存在する界面活性剤は、他の生体分子がマトリックス
に付着するのを抑制すると思われ、硫酸オクチル、ブロモフェノールブルー、オクタンス
ルホネート、ラウリルサルコシンナトリウム、及びヘキサンスルホネートによって実証す
ることができる。固相マトリックスは、式Ｍ－ＳＰ１－Ｌによって定義される。式中、Ｍ
はマトリックスの主鎖を表し、ＳＰ１は単環式若しくは二環式の芳香族又は複素環式芳香
族化合物部分を含むリガンドを表す。
【００１１】
　Ｌｉｕ等（Ｙａｎｇ　Ｌｉｕ，Ｒｕｉ　Ｚｈａｏ，Ｄｉｈｕａ　Ｓｈａｎｇｇｕａｎ，
Ｈｏｎｇｗｕ　Ｚｈａｎｇ，Ｇｕｏｑｕａｎ　Ｌｉｕ：Ｎｏｖｅｌ　ｓｕｌｆｍｅｔｈａ
ｚｉｎｅ　ｌｉｇａｎｄ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｏｎｅ－ｓｔｅｐ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｇ　ｆｒｏｍ　ｈｕｍａｎ　ｐｌａｓｍａ
，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｂ，７９２（２００３）１７
７－１８５）は、ヒトＩｇＧに対するスルフメタジン（ＳＭＺ）のアフィニティーを研究
した。したがって、Ｒ基が複素環であるスルホニル基を含むリガンドが開示されている。
この文献によれば、ＳＭＺは、単分散非多孔性架橋ポリ（グリシジルメタクリレート）ビ
ーズ上に固定化された。次いで、このビーズを、ヒト血漿からＩｇＧを単離するための高
速アフィニティークロマトグラフィーに使用した。ｐＨ５．５において最大吸着が得られ
た。このビーズは、他のタンパク質との最少の非特異的相互作用を示した。したがって、
リガンドは抗体を吸着することができた。一方、他のタンパク質との相互作用は、使用し
た吸着用緩衝液においてこれらを遅延させるのにちょうど十分であった。しかし、周知の
ように、メタクリレートなどのエステル化合物は高いｐＨ値で容易に加水分解する。した
がって、プロテインＡとプロテインＧのマトリックスと同様に、ここに開示された分離マ
トリックスは、一般に使用されている定置洗浄（ｃｉｐ）法において不安定であると推測
される。
【００１２】
　米国特許第４７２５３５５号は、担体と吸着剤を含む体液精製媒体に関する。この媒体
は１種以上のサルファ剤を含み、体液中の病原性物質を吸着し除去する。サルファ剤は化
学療法剤であり、より具体的には１以上の芳香族Ｒ基を特徴とするスルホンアミドである
。媒体は体液入口と出口の間の容器に設けられた体液流路に供給することができる。
【００１３】
　欧州特許第０１９７５２１号は、免疫グロブリン吸着剤及び吸着装置に関する。より具
体的には、ジアミン化合物が結合した水酸基含有水不溶性キャリヤーを含む免疫グロブリ
ン吸着剤が開示されている。このジアミン化合物は、一般式：
　　ＮＨ２（ＣＨ２）ｎＮＨ２

によって表される。式中、ｎは３～９の値を有する整数である。この化合物はシランカッ
プリング剤又はその誘導体を介して結合し、複素環式化合物が２官能性試薬を介してジア
ミンと結合する。したがって、Ｒ基は芳香族構造である。
【００１４】
　しかし、純度、安全性、効力及び経済性の強い要求を実現できる、抗体又は抗体作成物
精製の代替方法が依然として必要とされている。
【特許文献１】米国特許第６４９８２３６号明細書
【特許文献２】米国特許第４７２５３５５号明細書
【特許文献３】欧州特許出願公開第０１９７５２１号明細書
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【特許文献４】国際公開第２００３／０４６０６３号パンフレット
【非特許文献１】Ｊ．Ｐｏｒａｔｈ　ｉｎ　１９８５（Ｊ．Ｐｏｒａｔｈ　ｅｔ　ａｌ；
ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，ｖｏｌ．１８５，ｐ．３０６，１９８５）
【非特許文献２】Ｋ．Ｌ．Ｋｎｕｄｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ｖｏｌ．２０１，ｐ．１７０，１９９２
【非特許文献３】Ｊ．Ｐｏｒａｔｈ　ｅｔ．ａｌ．Ｍａｋｒｏｍｏｌ．Ｃｈｅｍ．，Ｍａ
ｋｒｏｍｏｌ．Ｓｙｍｐ．，ｖｏｌ．１７，ｐ．３５９，１９８８
【非特許文献４】Ａ．Ｓｃｈｗａｒｚ　ｅｔ．ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｂ，ｖｏｌ．６６４，ｐｐ．８３－８８，１９９５
【非特許文献５】Ｙａｎｇ　Ｌｉｕ，Ｒｕｉ　Ｚｈａｏ，Ｄｉｈｕａ　Ｓｈａｎｇｇｕａ
ｎ，Ｈｏｎｇｗｕ　Ｚｈａｎｇ，Ｇｕｏｑｕａｎ　Ｌｉｕ：Ｎｏｖｅｌ　ｓｕｌｆｍｅｔ
ｈａｚｉｎｅ　ｌｉｇａｎｄ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｏｎｅ－ｓｔｅｐ　ｐｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｇ　ｆｒｏｍ　ｈｕｍａｎ　ｐｌａｓ
ｍａ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｂ，７９２（２００３）
１７７－１８５
【非特許文献６】Ｓ　Ｈｊｅｒｔｅｎ：Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ　７
９（２），３９３－３９８（１９６４）
【非特許文献７】“Ｓｔｙｒｅｎｅ　ｂａｓｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒ　ｓｕｐｐｏｒｔｓ　
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ　ｂｙ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ”Ｒ
　Ａｒｓｈａｄｙ：Ｃｈｉｍｉｃａ　ｅ　Ｌ’Ｉｎｄｕｓｔｒｉａ　７０（９），７０－
７５（１９８８））
【非特許文献８】Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｌｉｇａｎｄ　Ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ，Ｈｅｒｍａｎ－ｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｒｅｇ　Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ
，Ａ．Ｋｒｉｓｈｎａ　Ｍａｌｌｉａ　ａｎｄ　Ｐａｕｌ　Ｋ．Ｓｍｉｔｈ，Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ＩＮＣ，１９９２
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　したがって、本発明の一態様は、中性域のｐＨ値において低イオン強度で抗体の吸着を
可能にする分離マトリックスである。これは、請求項１に記載の分離マトリックスによっ
て実現することができる。
【００１６】
　本発明の別の態様は、抗体の高選択性吸着を可能にする分離マトリックスである。
【００１７】
　本発明の特定の態様は、抗体は吸着するが、一方他のタンパク質は実質上いかなる相互
作用もなしに通過させる分離マトリックスである。
【００１８】
　本発明の更なる態様は、チオフィリック相互作用、疎水性相互作用、及び／又は水素結
合相互作用によって抗体の吸着を可能にする官能基を含む、抗体分離用マトリックスの調
製方法に関するものである。この方法はリガンド構造の変化を容易にする。これは、アミ
ン及び／又はポリアミンの多孔質担体への固定化、並びに後続の前記固定化アミンをスル
ホニル化する段階によって実現することができる。
【００１９】
　本発明の更に別の態様は、液体を分離マトリックスに吸着させることによって、液体か
ら抗体を単離する方法に関するものである。この方法は、吸着を実現するために界面活性
剤の添加を必要としない。
【００２０】
　本発明のその他の態様及び利点は以下の詳細な説明から明らかとなろう。
【課題を解決するための手段】
【００２１】



(6) JP 4739233 B2 2011.8.3

10

20

30

40

50

　定義
　「抗体」及び「免疫グロブリン」という用語は、本明細書では同義に用いられる。
【００２２】
　「リガンド」という用語は、本明細書では、抗体などの目標化合物との相互作用が可能
な分子又は化合物を意味する。
【００２３】
　「スペーサーアーム」という用語は、本明細書では、リガンドを分離マトリックスの担
体から遠ざける要素を意味する。
【００２４】
　「第一級アミン」は、式ＲＮＨ２によって定義される。但し、Ｒは有機基を表す。
【００２５】
　「第二級アミン」は、式Ｒ２ＮＨによって定義される。但し、Ｒは有機基を表す。
【００２６】
　「スルホンアミド」という用語は、その通常の意味で、即ち１以上のスルホン酸のアミ
ドを含む任意の化学物質に対して用いられる。
【００２７】
　スルホニル基は、式―Ｓ（＝Ｏ）２Ｒによって定義される。但し、Ｒは有機基を表す。
【００２８】
　「溶出液」という用語は、この分野における通常の意味で、即ち分離マトリックスから
１種以上の化合物を放出させるための、適当なｐＨ及び／又はイオン強度を有する緩衝液
に対して用いられる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２９】
　第１の態様においては、本発明は、適宜スペーサーアームを介してリガンドが固定化さ
れた多孔質担体からなる分離マトリックスであって、前記リガンドが、スルホニルの１以
上のＲ基が脂肪族化合物である１以上のスルホンアミドを含む分離マトリックスである。
【００３０】
　一実施形態においては、スルホンアミドは、その窒素を介して多孔質担体に結合してい
る。別の実施形態においては、スルホンアミドはその硫黄を介して多孔質担体に結合して
いる。しかし、本発明は、異なる方向で結合したスルホンアミド、即ちアミンで結合した
スルホンアミドとスルホンで結合したスルホンアミドの混合物であるリガンドからなる分
離マトリックスも包含する。
【００３１】
　一実施形態においては、前記リガンドは１種以上の第一級又は第二級アミンを含む。
【００３２】
　分離マトリックスは、抗体、並びに免疫グロブリン部分又は抗体断片を含む融合タンパ
ク質など、抗体と同等の結合性を示す他の化合物の精製又は分析などの単離のために用い
ることができる。本発明は、１以上のスルホンアミドを含む分離マトリックスを用いて、
高い能力で優れた選択性で抗体を精製することができることを示した。抗体精製用のイオ
ン交換リガンドとして芳香族又は複素環式芳香族化合物部分を利用する上記の米国特許第
６４９８２３６号とは異なり、本発明は、抗体を含む液体を、帯電していないリガンドを
用いたマトリックスと接触させる前に、これに界面活性剤を添加する必要なしに精製を実
現する。
【００３３】
　周知のように、スルホンアミドは、アミンのＲ基の少なくとも１つがスルホニル基であ
るアミンからなる。本発明のマトリックスの一実施形態においては、スルホニルのＲ基は
、炭素１～４個、例えば１個又は２個、及び／又はヘテロ原子の直鎖などの脂肪族非環式
又は環式基であり、１個以上の水素をヘテロ原子で置換することができる。一実施形態に
おいては、スルホニルの脂肪族Ｒ基はメチル基である。別の実施形態においては、スルホ
ニルの脂肪族Ｒ基はエチル基である。
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【００３４】
　別の実施形態においては、スルホニルのＲ基は、単環式又は多環式芳香族基などの置換
又は非置換芳香族基である。更に別の実施形態においては、スルホニルのＲ基は脂肪族基
及び芳香族基の両方を含む。
【００３５】
　本発明の分離マトリックスの一実施形態においては、リガンドは、スルホニル化された
モノアミン、例えばシステアミン又はアンモニアである。別の実施形態においては、リガ
ンドは、スルホニル化されたポリアミン、例えばトリエチレンテトラミンである。こうし
たスルホニル化ポリアミンは、任意の都合のよい数、例えば２～１０個のアミンを含むこ
とができる。例示の実施形態においては、各ポリアミンは２～６個のアミンを含む。
【００３６】
　本発明の特定の実施形態においては、リガンドは、担体に固定化されたポリマーの繰返
し単位として存在する。このポリマーは、任意の適切なポリアミン、例えばポリアルキレ
ンイミンであってよい。一実施形態においては、このポリマーはポリエチレンアミンであ
る。当業者ならば分かるように、こうしたポリマーのアミン含有率は変化させることがで
きる。例えば、第一級アミン及び／又は第二級アミンを任意の所望の程度に含むことがで
きる。したがって、一実施形態においては、ポリマーは２種以上の異なるリガンド基を有
する。これらのポリマーは、当分野における標準的方法に従って適切なモノマーから容易
に製造することができる。ポリアミンを担体に結合させる方法も周知であり、例えばポリ
マーのｉｎ　ｓｉｔｕ重合又はグラフトによって当業者が容易に行える。例えば、ＰＣＴ
／ＳＥ０２／０２１５９（Ｉｈｒｅ　ｅｔ　ａｌ．）を参照されたい。この実施形態の利
点は、例えばポリマー長、枝分れなどを変化させることによって、分離マトリックス特性
の最適化が都合よくできることである。
【００３７】
　一実施形態において、リガンドは非環式化合物である。
【００３８】
　本発明の分離マトリックスの多孔質担体は、任意の適切な材料から作製することができ
る。一実施形態においては、担体は、架橋炭水化物材料、例えば、アガロース、寒天、セ
ルロース、デキストラン、キトサン、コンニャク、カラギーナン、ジェラン、アルギナー
トなどからなる。担体は、逆懸濁ゲル化（Ｓ　Ｈｊｅｒｔｅｎ：Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ　Ａｃｔａ　７９（２），３９３－３９８（１９６４））などの標準的方法に従
って容易に調製することができる。或いは、担体は、Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）ＦＦ（
Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＡＢ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）な
どの市販の製品である。したがって、本発明のマトリックスの一実施形態においては、担
体は架橋多糖である。特定の実施形態においては、前記多糖はアガロースである。こうし
た炭水化物材料は、通常そのリガンドを固定化する前にアリル化される。簡単に言えば、
アリル化は、標準的方法に従ってアリルグリシジルエーテル、臭化アリル、又は任意の他
の適切な活性化剤を用いて行うことができる。
【００３９】
　別の実施形態においては、本発明の分離マトリックスの多孔質担体は、架橋合成高分子
、例えば、スチレン又はスチレン誘導体、ジビニルベンゼン、アクリルアミド、アクリレ
ートエステル、メタクリレートエステル、ビニルエーテル、ビニルアミドなどからなる。
こうしたポリマーの担体は、標準的方法に従って容易に製造される。例えば、“Ｓｔｙｒ
ｅｎｅ　ｂａｓｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒ　ｓｕｐｐｏｒｔｓ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ　ｂｙ　
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ”Ｒ　Ａｒｓｈａｄｙ：Ｃｈｉｍ
ｉｃａ　ｅ　Ｌ’Ｉｎｄｕｓｔｒｉａ　７０（９），７０－７５（１９８８））を参照さ
れたい。或いは、Ｓｏｕｒｃｅ（商標）（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　
ＡＢ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）などの市販の製品を、本発明に従って表面変性す
ることができる。しかし、この実施形態においては、担体の表面は、通常、露出した残存
二重結合の大部分を水酸基に変換することによって、その親水性を上昇させるように変性
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することが好ましい。
【００４０】
　本発明の分離マトリックスは、任意の適切な形態とすることができる。例えば、実質的
に球形粒子又はモノリス；フィルター又はメンブラン；チップ、面、キャピラリーなどの
形態のクロマトグラフィーマトリックスとすることができる。したがって、本発明は、上
記の分離マトリックスを充填したクロマトグラフィーカラムも包含する。有利な実施形態
においては、このカラムは、任意の通常の材料、例えば、ポリプロピレンなどの生体適合
性プラスチック、又はガラスから作製される。カラムは、抗体の実験室規模又は大規模な
精製に適したサイズのものとすることができる。特定の実施形態においては、本発明によ
るカラムは、ルアーアダプター、チュービングコネクター、及び六角ナットを備えている
。したがって、本発明は、別々の区画に入れた、上記の分離マトリックスを充填したクロ
マトグラフィーカラムと、１種以上の緩衝液と、抗体精製のための使用説明書とからなる
キットも包含する。特定の実施形態においては、本キットは、ルアーアダプター、チュー
ビングコネクター、及び六角ナットも含む。
【００４１】
　第２の態様においては、本発明は、抗体分離用マトリックスの調製方法に関する。この
方法は、アミン及び／又はポリアミンを多孔質担体に固定化する第１の段階と、前記アミ
ンをスルホニル化する後続の段階とを含む。多孔質担体は上記のものとすることができ、
固定化のための任意の標準的方法を使用することができる。例えば、Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚ
ｅｄ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｌｉｇａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ　
ｅｔ　ａｌ，Ｇｒｅｇ　Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ａ．Ｋｒｉｓｈｎａ　Ｍａｌｌｉａ　
ａｎｄ　Ｐａｕｌ　Ｋ．Ｓｍｉｔｈ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ＩＮＣ，１９９２
を参照されたい。しかし、当業者ならば分かるように、分離マトリックスのいくつかは、
リガンドの性質に応じて、スルホンアミドを担体に直接固定化することによっても同等に
良好に調製することができる。
【００４２】
　第３の態様においては、本発明は、液体から抗体を単離する方法である。この方法は、
　（ａ）１種以上の抗体を含む液体を供給する段階と、
　（ｂ）前記液体を、１以上のスルホンアミド基を含む分離マトリックスに接触させて、
これにより１種以上の抗体を前記マトリックスに吸着させる段階と、適宜、
　（ｃ）溶出液を、前記マトリックス中を通過させて１種以上の抗体を放出させる段階と
、
　（ｄ）１種以上の抗体を溶出液の画分から回収する段階と
　を含む。
【００４３】
　この文脈において、「抗体」という用語は、抗体断片、並びに抗体又は抗体断片を含む
任意の融合タンパク質も含むことを理解されたい。したがって、本方法は、抗体の結合性
を示す任意の免疫グロブリン状分子を単離するのに有用である。抗体を含む液体は、例え
ば抗体を産生する細胞培養由来の液体又は発酵ブロスであって、そこから１種以上の所望
の抗体の精製を所望するものとすることができる。或いは、この液体は、そこから１種以
上の抗体が除去され、その点で純粋な液体を得ることが所望される血液又は血漿であって
もよい。したがって、本方法の一実施形態においては、段階（ａ）において準備される液
体は、抗体以外の１種以上の他のタンパク質も含む。以下の実験の部において示されるよ
うに、一般に、本方法は、比較的低いイオン強度において抗体の選択的吸着を可能にする
。予想外なことに、本発明者等は、１以上のスルホンアミド基を有する多孔質分離マトリ
ックスの使用により抗体の吸着が可能になるが、一方抗体以外の他のタンパク質は吸着さ
れないことを見出した。したがって、本方法は、高収率で純粋な抗体の調製を提供する。
以下の実験の部において論じるように、当業者は、定型化した実験を用いて、それぞれの
スルホンアミドリガンド構造に対して容易に最適条件を選択することができる。例えば、
当該分野においては、ゲルの性質のいずれか、この場合スルホンアミドのＲ基、或いは置
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換度、即ち担体上のリガンド密度を変えることにより、分離用マトリックスの特性を最適
化できることは周知である。吸着用緩衝液の塩濃度も、各リガンドについて最適化するこ
とができる。したがって、本発明の一実施形態においては、段階（ｂ）の吸着は、約０．
２５ＭのＮａ２ＳＯ４塩濃度で行われる。特定の実施形態においては、リガンドはモノア
ミンを含み、段階（ｂ）は約０．５Ｍを超えるＮａ２ＳＯ４塩濃度で行われる。
【００４４】
　本方法は、任意の適切な形態の分離マトリックス、例えば、実質的に球形粒子又はモノ
リス；フィルター又はメンブラン；チップなどの形態のクロマトグラフィーマトリックス
を使用することができる。したがって、有利な実施形態においては、段階（ｂ）の分離マ
トリックスはクロマトグラフィーカラムで提供される。
【００４５】
　段階（ｂ）の分離マトリックスの担体及びリガンドは上記のもののうちどれでもよい。
【００４６】
　上述のように、本発明は、本発明による新規な分離マトリックスを使用することにより
、中性のｐＨにおいて選択性の高い抗体の吸着が可能になることを予想外に示した。した
がって、一実施形態において、段階（ｂ）は、ｐＨ６．５～８．３、例えば７．２～７．
６、例えば約７．４で行われる。
【００４７】
　カラムに吸着した抗体は、標準的な溶出によって、例えばイオン強度を次第に低下させ
る溶出液の使用によって容易に放出される。したがって、一実施形態においては、段階（
ｃ）は、塩濃度を次第に低下させる溶出液を分離マトリックスに添加すること、好ましく
は前記溶出液を、マトリックス中を通過させることによる濃度勾配溶出である。濃度勾配
は、直線的又は段階的濃度勾配など、任意の形状のものであってよい。溶出液に競合結合
剤を添加すること、マトリックスに吸着した抗体を置換するアルコール、塩などの化合物
を溶出液に添加すること、或いは温度変化を与えることなど、その他の溶出方式も有用で
ある。
【００４８】
　或いは、段階（ｃ）の溶出は、ｐＨの上昇又は低下などのｐＨ調整によって行われる。
ｐＨ調整を、上記の塩濃度勾配と組み合わせることもできる。特定の実施形態においては
、段階（ｂ）は中性より高いｐＨで行われ、段階（ｃ）は、ｐＨが次第に低下する溶出液
の添加によって行われる濃度勾配溶出である。
【００４９】
　本方法は、マウス、齧歯類、霊長類、並びにヒトなどの哺乳動物の宿主由来の抗体、或
いはハイブリドーマなどの培養細胞由来の抗体など、どんな種類のモノクロナール抗体又
はポリクロナール抗体を回収するのにも有用である。一実施形態においては、段階（ｄ）
において回収される抗体はヒト抗体又はヒト化抗体である。抗体はどんな種類のもの、即
ちＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭからなる群から選択されるどんなもので
もよい。特定の実施形態においては、段階（ｄ）において回収される抗体は免疫グロブリ
ンＧ（ＩｇＧ）である。本発明は、上記抗体並びにこうした抗体を含む融合タンパク質の
どの断片の精製も包含する。
【００５０】
　本方法により、抗体の定量的吸着が可能になる。したがって、一実施形態においては、
本方法は、上記の方法に加えて、分光光度的に抗体の量を測定する段階（ｅ）を含む。当
業者には、こうした方法及び有用な機器は周知である。本方法は、分析方法においても有
用である。
【００５１】
　最後に、本発明は、適宜スペーサーアームを介してリガンドが固定化された多孔質担体
からなる分離マトリックスであって、前記リガンドが１以上のアセトアミド基を含む分離
マトリックスにも関する。こうしたアセトアミド基は、例えばトリエチレンテトラミンと
することができる。このスルホンアミドマトリックスに対して、担体は上記のようなもの
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とすることができる。アセトアミド基の多孔質担体への固定化は、上記のような標準的方
法に従って当業者が容易に行うことができる。本発明のこの態様は、アセトアミドリガン
ドを含む分離マトリックスを用いた液体クロマトグラフィー法も包含する。こうした方法
は、タンパク質、ウイルス、ＤＮＡ又はＲＮＡなどの核酸、プラスミドなどの生体分子の
分離に有用である。吸着と溶出の適切な条件は、当業者が容易に選択することができる。
【００５２】
　図面の詳細な説明
　図１は、担体に結合可能な点を有するスルホニル化アミンのいくつかの選択された例を
示す図である。より具体的には、図１は、左から右へ、システアミンとアンモニア（上の
ライン）；並びにジエチレントリアミンとトリエチレンテトラミン（下のライン）を示す
。
【実施例】
【００５３】
　本実施例は、例証することのみを目的として提供されるものであり、添付の特許請求の
範囲によって規定される本発明の範囲を限定するものと解釈すべきではない。以下及び本
明細書の他の場所に記載されているすべての参考文献は、参照により本明細書に組込まれ
る。
【００５４】
　実施例１
　スルホンアミド分離マトリックスの調製
　以下に示すのは、スルホニルのＲ基を脂肪族基とした、本発明による分離マトリックス
の調製法である。
【００５５】
　概要：
　マトリックスの容積とは沈殿層の容積のことをいう。
【００５６】
　グラムで示したマトリックスの重量とは真空乾燥重量のことをいう。尚、これらのマト
リックスは依然として水が溶媒和した材料であることが理解される。
【００５７】
　大規模の反応では、マグネット棒スターラーの使用はビーズを痛めやすいので、攪拌と
は懸垂型電動攪拌機のことをいう。小規模の反応（ゲル２０ｍｌ又は２０ｇ迄）は密閉し
たバイアル中で行った。このときの攪拌とは振動台を使用することをいう。
【００５８】
　官能性の分析、並びにアリル化度、エポキシ化度、又はビーズ上のイオン交換基の置換
度の測定には通常の方法を用いた。これらの方法は、最終的にゲルの元素分析、特に硫黄
原子についての分析を更に行って補完した。
【００５９】
　本発明に従って分離マトリックスを調製する１つの方法を、架橋アガロースゲル（Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅ（商標）６ＦＦ、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｕｐｐｓ
ａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）から始めて以下に例証した。それぞれの段階について、特定の実
施例を記載した。
【００６０】
　Ａ．マトリックスへのアリル基の導入
　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）を、アリルグリシジルエーテルを用いて以下の如く活性化
した：１００ｇ量のＳｅｐｈａｒｏｓｅ　６ＦＦを７８ｇまで真空乾燥し、ＮａＢＨ４０
．４ｇ、Ｎａ２ＳＯ４１１ｇ並びに５０％ＮａＯＨ水溶液６０ｍｌと混ぜた。この混合物
を５０℃で１時間攪拌した。アリルグリシジルエーテル８０ｍｌを添加した後、この懸濁
液を更に２０時間激しく攪拌しつつ５０℃に保持した。この混合物を濾過した後、ゲルを
、蒸留水５００ｍｌ、エタノール５００ｍｌ、蒸留水２００ｍｌ、０．２Ｍ酢酸２００ｍ
ｌ並びに蒸留水５００ｍｌで連続的に洗浄した。滴定により、置換度はアリル０．４ｍｍ
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ｏｌ／ゲル１ｍｌであることが分かった。
【００６１】
　Ｂ．マトリックスへのアミン基の導入
　特定のラジカル付加条件で固定化したシステアミンは別にして、アミン基は、アミン基
の窒素原子を介してマトリックスへ直接導入された。典型的な方法では、塩基性条件下で
のアリル基の臭素化と求核置換を介して、マトリックスへのカップリングが優先して行わ
れた。
【００６２】
　システアミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）
　１０ｇ量のアリル活性化ゲル（０．４ｍｍｏｌアリル基／ｍｌゲル）をジオキサンで洗
浄し、システアミンＨＣｌ（１ｇ）をジオキサン１２ｍｌに溶かした溶液を入れた反応容
器に移した。反応物を７０℃に加熱し、ＡＩＢＮ（０．９ｇ）を加えた。７０℃で攪拌下
に１７時間反応させた。反応混合物を濾過した後、ゲルを、ジオキサン１０ｍｌで３回、
エタノール１０ｍｌで３回、蒸留水１０ｍｌで３回、０．５ＨＣｌ水溶液１０ｍｌで３回
、最後に蒸留水１０ｍｌで３回、連続的に洗浄した。置換度がアミン０．３４ｍｍｏｌ／
ゲル１ｍｌのシステアミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）ゲルが得られた。
【００６３】
　臭素化によるアリルＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）の活性化
　攪拌下、アリル活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６ＦＦ（０．４ｍｍｏｌアリル基／
ｍｌゲル）１００ｍｌ、ＡｃＯＮａ４ｇ、及び蒸留水１００ｍｌの懸濁液に、黄色が消え
なくなるまで臭素を加えた。次いで、ギ酸ナトリウムを、懸濁液の色が完全に消えるまで
加えた。この反応混合物を濾過し、ゲルを蒸留水５０００ｍｌで洗った。次いで、活性化
ゲルを反応容器に直接移し、しかるべきリガンドと更に反応させた。
【００６４】
　ジエチレントリアミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）
　１０ｇ量の臭素活性化ゲル（０．４ｍｍｏｌアリル基／ｍｌゲル）を、ジエチレントリ
アミン溶液（１２．５ｍｌ）を含む反応バイアルに移した。５０℃で攪拌下に１７時間反
応させた。反応混合物を濾過した後、ゲルを、蒸留水１０ｍｌで３回、０．５ＨＣｌ水溶
液１０ｍｌで３回、最後に蒸留水１０ｍｌで３回、連続的に洗浄した。置換度がアミン０
．５６ｍｍｏｌ／ゲル１ｍｌのジエチレントリアミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）ゲルが
得られた。
【００６５】
　トリエチレンテトラミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）
　１０ｇ量の臭素活性化ゲル（０．４ｍｍｏｌアリル基／ｍｌゲル）を、トリエチレンテ
トラミン溶液（１２．５ｍｌ）を含む反応バイアルに移した。５０℃で攪拌下に１７時間
反応させた。反応混合物を濾過した後、ゲルを、蒸留水１０ｍｌで３回、０．５ＨＣｌ水
溶液１０ｍｌで３回、最後に蒸留水１０ｍｌで３回、連続的に洗浄した。置換度がアミン
０．６２ｍｍｏｌ／ゲル１ｍｌのトリチレンテトラミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）ゲル
が得られた。
【００６６】
　ペンタエチレンヘキサミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）
　１０ｇ量の臭素活性化ゲル（０．４ｍｍｏｌアリル基／ｍｌゲル）を、ペンタエチレン
ヘキサミン溶液（１２．５ｍｌ）を含む反応バイアルに移した。５０℃で攪拌下に１７時
間反応させた。反応混合物を濾過した後、ゲルを、蒸留水１０ｍｌで３回、０．５ＨＣｌ
水溶液１０ｍｌで３回、最後に蒸留水１０ｍｌで３回、連続的に洗浄した。置換度がアミ
ン０．６１ｍｍｏｌ／ゲル１ｍｌのペンタエチレンヘキサミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標
）ゲルが得られた。
【００６７】
　ポリエチレンイミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）
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　１０ｇ量の臭素活性化ゲル（０．４ｍｍｏｌアリル基／ｍｌゲル）を、ポリエチレンイ
ミン溶液１２．５ｍｌ（５０％水溶液）を含む反応バイアルに移した。５０℃で攪拌下に
１７時間反応させた。反応混合物を濾過した後、ゲルを、蒸留水１０ｍｌで３回、０．５
ＨＣｌ水溶液１０ｍｌで３回、最後に蒸留水１０ｍｌで３回、連続的に洗浄した。置換度
がアミン０．４５ｍｍｏｌ／ゲル１ｍｌのポリエチレンイミンＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標
）ゲルが得られた。
【００６８】
　アンモニアＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）
　１）１０ｇ量の臭素活性化ゲル（０．３２ｍｍｏｌアリル基／ｍｌゲル）を、アジ化ナ
トリウム（１ｇ）を水（３ｍｌ）に溶解し、５０％ＮａＯＨ水溶液を加えてｐＨ１２に調
整した溶液を含む反応バイアルに移した。５０℃で攪拌下に１７時間反応させた。反応混
合物を濾過した後、ゲルを、蒸留水２０ｍｌで３回、ＤＭＦ１０ｍｌで３回、連続的に洗
浄した。乾燥ゲルは、ＤＴＥ（１．５ｇ）とＤＢＵ（１．２ｍｌ）のＤＭＦ（７．５ｍｌ
）溶液中で室温において１８時間攪拌し更に還元した。反応混合物を濾過した後、ゲルを
、ＤＭＦ１０ｍｌで３回、エタノール１０ｍｌで３回、最後に蒸留水１０ｍｌで３回、連
続的に洗浄した。置換度がアミン基０．２１ｍｍｏｌ／ゲル１ｍｌのアミンＳｅｐｈａｒ
ｏｓｅ（商標）ゲルが得られた。
【００６９】
　２）１０ｇ量の臭素活性化ゲル（０．４ｍｍｏｌアリル基／ｍｌゲル）を、アジ化ナト
リウム（１ｇ）を水（３ｍｌ）に溶解し、５０％ＮａＯＨ水溶液を加えてｐＨ１２に調整
した溶液を含む反応バイアルに移した。５０℃で攪拌下に１７時間反応させた。反応混合
物を濾過した後、ゲルを、蒸留水２０ｍｌで３回、ＤＭＦ１０ｍｌで３回、連続的に洗浄
した。乾燥ゲルは、ＤＴＥ（１．５ｇ）とＤＢＵ（１．２ｍｌ）のＤＭＦ（７．５ｍｌ）
溶液中で室温において１８時間攪拌し更に還元した。反応混合物を濾過した後、ゲルを、
ＤＭＦ１０ｍｌで３回、エタノール１０ｍｌで３回、最後に蒸留水１０ｍｌで３回、連続
的に洗浄した。置換度がアミン基０．２６ｍｍｏｌ／ゲル１ｍｌのアミンＳｅｐｈａｒｏ
ｓｅ（商標）ゲルが得られた。
【００７０】
　Ｃ．スルホニルクロリドを用いた誘導体化
　基本方法
　５ｇ量のアミン結合ゲルを、エタノール１０ｍｌで３回、その後ＤＣＭ（ジクロロメタ
ン）１０ｍｌで３回洗った。ゲルをバイアルに移し、ＤＣＭ（２ｍｌ）とＤＩＰＥＡ３．
３当量を加えた。この混合物を５分間攪拌した。ＤＣＭ（３ｍｌ）に溶解したメチルスル
ホニルクロリド３当量を滴下した後、反応混合物を室温で１８時間攪拌した。反応混合物
を濾過した後、ゲルを、ＤＣＭ１０ｍｌで３回、エタノール１０ｍｌで３回、蒸留水１０
ｍｌで３回、０．５ＭＨＣｌ１０ｍｌで３回、最後に蒸留水１０ｍｌで３回、連続的に洗
浄した。
【００７１】
　実施例２
　ＩｇＧの選択的吸着
　本発明による新しい非芳香族スルホンアミドリガンドが、ヒト免疫グロブリン（ＩｇＧ
）を選択的に吸着するかどうかを試験するために、種々の条件において、ＩｇＧと３種の
異なるモデルタンパク質の吸着性を試験した。試験方法の原理としては、タンパク質を、
緩衝液Ａ（塩及び緩衝成分を含む）で平衡化したＨＲ５／５カラム（Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
（商標）Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｕｐｐｓａ
ｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）に固定化したスルホンアミドリガンドを含む）に注入（１５μｌ）
した。次いで、１５ｍｌの緩衝液Ａを、カラムを通してポンプで送液し、その後緩衝液Ａ
から緩衝液Ｂ（緩衝液Ｂは緩衝成分を含むが塩を含まない）へ５ｍｌの直線的濃度勾配を
施した（以下のＵＮＩＣＯＲＮ（商標）メソッドを参照されたい）。次いで、２８０、２
５４及び２１５ｎｍにおいてクロマトグラフィーの形状を監視した。
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　吸着した試料の量及びカラムから溶出した試料の量を評価するために、カラムに通した
ものと同量の試料をモニターに直接注入しその応答を取り込んだ。
【００７３】
　実験
　吸着用緩衝液（緩衝液Ａ＃）と溶出緩衝液（緩衝液Ｂ＃）の６種類の組合せを用いた。
【００７４】
　１．緩衝液Ａ１：０．５０ＭＮａ２ＳＯ４を含む２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）
　　　緩衝液Ｂ１：２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）
　２．緩衝液Ａ２：０．２５ＭＮａ２ＳＯ４を含む２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）
　　　緩衝液Ｂ１：２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）
　３．緩衝液Ａ３：０．５０ＭＮａ２ＳＯ４を含む２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）
　　　緩衝液Ｂ２：２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）
　４．緩衝液Ａ４：０．２５ＭＮａ２ＳＯ４を含む２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）
　　　緩衝液Ｂ２：２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）
　５．緩衝液Ａ２：０．２５ＭＮａ２ＳＯ４を含む２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）
　　　緩衝液Ｂ３：１００ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）
　６．緩衝液Ａ５：０．５０ＭＮａ２ＳＯ４を含む２０ｍＭグリシン緩衝液（ｐＨ１０．
０）
　　　緩衝液Ｂ４：２０ｍＭグリシン緩衝液
　試料
　用いた試料は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、リボヌクレアーゼＡ（ＲＩＢ　Ａ）、
トランスフェリン（ＴＲＡＮＳＦ）及びヒト免疫グロブリン（ＩｇＧ、Ｇａｍｍａｎｏｒ
ｍ）であった。これらのタンパク質は、濃度１５ｍｇ／ｍｌで緩衝液Ａに溶解し、一度に
１種のタンパク質のみをカラムに通した。
【００７５】
　機器
　装置
　　液体クロマトグラフィー
　（ＬＣ）システム：ＡＫＴＡ（商標）Ｅｘｐｌｏｒｅｒ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）１０ＸＴ又は同等品
　ソフトウェア：　　ＵＮＩＣＯＲＮ（商標）
　注入ループ：　　　Ｓｕｐｅｒｌｏｏｐ（商標）１５μｌ
　カラム：　　　　　ＨＲ５／５
　機器パラメータ
　流量：　　０．５ｍｌ／分
　検出セル：１０ｍｍ
　波長：　　２８０、２５４及び２１５ｎｍ
　ＵＮＩＣＯＲＮ（商標）法
【００７６】
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【表１】

　結果と考察
　１（ａ）スルホンアミドリガンド：ｐＨ７．４における吸着及び脱着条件
　非芳香族スルホンアミドリガンドが免疫グロブリンを選択的に吸着するかどうかを記録
するために、ヒトＩｇＧを、本発明による新規マトリックスを充填した１ｍｌカラム（Ｈ
Ｒ５／５）に通した。更に、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、リボヌクレアーゼＡ（ＲＩ
Ｂ　Ａ）、トランスフェリン（ＴＲＡＮＳＦ）などのタンパク質もカラムに通した。異な
るｐＨと異なる塩（Ｎａ２ＳＯ４）含有量の異なる５種類の緩衝液を吸着用緩衝液として
用いた。表１及び２に、ｐＨ７．４（緩衝液Ａ１及びＡ２）の結果を示した。以下に示す
表１から分かるように、０．２５ＭのＮａ２ＳＯ４を移動相に加えた場合は、ＢＳＡ、Ｒ
ＩＢ　Ａ及びＴＲＡＮＳＦは、検討したリガンドに吸着されなかった。しかし、ＩｇＧは
、ポリアミンをベースとする４種のリガンドのうち３種に定量的に吸着し、カラムに通し
たＩｇＧの９０％は第４のリガンド、即ちトリエチレンテトラミンをベースとするリガン
ドに吸着した。更に、アンモニア（モノアミン）の１種のみ、即ちシステアミンをベース
とするリガンドがＩｇＧを吸着した。
【００７７】
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【表２】

　以下に示す表２から分かるように、イオン強度がより高い移動相（緩衝液Ａ１；０．５
０ＭのＮａ２ＳＯ４）を用いた場合、トランスフェリンはいくつかのリガンドに一部吸着
し（表２）、ＩｇＧはすべてのリガンドに吸着した。最も選択的なリガンドは、ジエチレ
ントリアミン、ポリエチレンイミン及びアンモニア１をベースとしたスルホンアミドリガ
ンドであった（表２）。何故なら、ＢＳＡ、ＲＩＢ　Ａ及びＴＲＡＮＳＦはこれらのリガ
ンドに吸着しなかったからである。
【００７８】
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【表３】

　以上の結果から、ｐＨ７．４の吸着用緩衝液のイオン強度に応じて、異なるスルホンア
ミドリガンドがＩｇＧ吸着に最適になることが分かる。
【００７９】
　免疫グロブリンの理想的な吸着剤は、顕著な選択性を有すると同時に、効率的な溶出が
可能でなければならない。吸着したＩｇＧの大部分は、塩を加えてない２０ｍＭリン酸緩
衝液（ｐＨ７．４）で容易に脱着することができる。移動相として緩衝液Ａ１を用いたＩ
ｇＧの吸着では、溶出緩衝液Ｂ１を用いた場合、吸着したＩｇＧの７０～１００％が回収
された。しかし、緩衝液Ａ２を用いて吸着した場合は、ＩｇＧの溶出はこれより困難であ
り、緩衝液Ｂ３（１００ｍＭ酢酸緩衝液、ｐＨ４．０）を用いて容易に脱着することがで
きた。
【００８０】
　１（ｂ）スルホンアミドリガンド：ｐＨ４．０における吸着及び脱着条件
　以下に示す表３及び４から分かるように、酸性条件におけるＩｇＧの吸着は、明らかに
ｐＨ７．４における吸着ほど選択的ではない。緩衝液として０．２５ＭＮａ２ＳＯ４を加
えた２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）（緩衝液Ａ４）を用いることにより、システアミ
ン、トリエチレンテトラミン及びジエチレントリアミンをベースとしたリガンドは、それ
ぞれ、ＩｇＧ注入量の４０、４０及び６０％を吸着する（表３）。同じ条件において、リ
ボヌクレアーゼＡ及びトランスフェリンは吸着されない。しかし、カラムに通したウシ血
清アルブミンの９０、１０及び１００％が、それぞれ、システアミン、トリエチレンテト
ラミン及びジエチレントリアミンをベースとしたリガンドに吸着される。
【００８１】
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【表４】

　以上の結果から、トリエチレンテトラミンをベースとしたリガンドがＩｇＧについて試
験したリガンドのうち最も選択的であることが分かる。試料ＩｇＧは、異なる免疫グロブ
リンのサブクラスを含む（５９％のＩｇＧ１、３６％のＩｇＧ２、４，９％のＩｇＧ３及
び０．５％のＩｇＧ４）。吸着用緩衝液の塩濃度が増大すると、他のタンパク質が吸着す
る結果、ＩｇＧの選択性は低下する。表４には、吸着用緩衝液として緩衝液Ａ３（０．５
０ＭＮａ２ＳＯ４を含む２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０））を用いた結果が示されてい
る。リボヌクレアーゼＡとトランスフェリンの両方がいくつかのリガンドに吸着すること
が明らかに分かる。更に、ウシ血清アルブミンは、緩衝液Ａ４を用いた場合と比べて緩衝
液Ａ３を用いると、より高い程度まで吸着する（表３と４）。ＢＳＡ、ＲＩＢ及びＴＲＡ
ＮＳＦの注入量のうち、それぞれ、１０、２０及び１０％しか吸着していないので、緩衝
液Ａ３を用いた場合に最も選択的なリガンドは、ペンタエチレンヘキサミンをベースとし
たものであると思われる。これは、注入量の５０％が吸着したＩｇＧと比較することがで
きる（表４）。
【００８２】
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【表５】

　すべての吸着試料の定量的脱着が、緩衝液Ｂ２（２０ｍＭ酢酸緩衝液、ｐＨ４．０）に
よって容易に実現することができた。
【００８３】
　１（ｃ）スルホンアミドリガンド：ｐＨ１０．０における吸着及び脱着条件
　いくつかの実験がｐＨ１０．０において行われた。表５から、吸着用緩衝液Ａ５（０．
５０ＭＮａ２ＳＯ４を含む２０ｍＭグリシン緩衝液（ｐＨ１０．０））を用いることによ
り、ＩｇＧは、システアミン及びトリエチレンテトラミンをベースとしたリガンドに定量
的に吸着することが分かる。しかし、溶出緩衝液Ｂ４（２０ｍＭグリシン緩衝液）によっ
て、ＩｇＧの吸着量の１０％しか溶出させることができなかった。ＩｇＧの定量的脱着を
実現するには、例えば溶出緩衝液Ｂ３（１００ｍＭ酢酸緩衝液、ｐＨ４．０）を用いるこ
とにより、ｐＨを酸性条件に変えなければならない。
【００８４】
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【表６】

　実施例３
　ＣＨ３ＳＯ２Ｃｌ変性アミンリガンドとＣＨ３ＳＯ２Ｃｌ変性アミンリガンドの比較（
メチルスルホンアミドリガンドとアセトアミドリガンド）
　本発明によるスルホンアミド構造が、アセトアミドリガンドより強く抗体と相互作用す
ることを確かめるために、２種のアミンリガンドであるトリエチレンテトラミン及びシス
テアミンをベースとして、それぞれのタイプの２種のリガンドを調製した（上記の実施例
２、実験の部に従って）。以下に示す表６において、４種類の緩衝液系（緩衝液Ｂ１～３
及びＢ５）についてのＩｇＧ吸着の結果が提示されている。表６から明らかに分かるよう
に、本発明によるスルホンアミド構造は、検討したすべての条件においてアセトアミドリ
ガンドより効果的にＩｇＧを吸着する。システアミンをベースにしたアセトアミドリガン
ドは、緩衝液Ａ１とＡ５を吸着用緩衝液として用いた場合に、ＩｇＧ（注入量の５０％）
を吸着することができた唯一のリガンドであった。しかし、このリガンドは、２０ｍＭリ
ン酸緩衝液（ｐＨ７．４）において塩濃度を０．５ＭＮａ２ＳＯ４から０．２５ＭＮａ２

ＳＯ４に低下させた場合は、ＩｇＧを吸着することができなかった。メチルスルホンアミ
ドリガンドは両方ともすべての検討条件でＩｇＧを吸着する。これらの結果は、本発明に
よるメチルスルホンアミドリガンドがアセトアミドリガンドより優れたＩｇＧ吸着剤であ
ることを示している。
【００８５】
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【表７】

【図面の簡単な説明】
【００８６】
【図１】担体に結合可能な点を有するスルホニル化アミンのいくつかの選択された例を示
す図である。
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