
JP 6116565 B2 2017.4.19

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリペプチドを精製するための方法であって、以下の工程：
　－　勾配をつけた変性剤を含む溶液を用いて一定の伝導率及び一定のｐＨでイオン交換
クロマトグラフィー材料からポリペプチドを回収し、それによってポリペプチドを精製す
る工程であって、該変性剤が尿素または尿素誘導体である、工程
を含み、
　該イオン交換クロマトグラフィー材料が、イオン性リガンドが結合された架橋ポリ（ス
チレン－ジビニルベンゼン）のマトリックスを含む、方法。
【請求項２】
　ポリペプチドを産生するための方法であって、以下の工程：
　－　ポリペプチドをコードする核酸を含む原核または真核細胞を培養する工程、
　－　細胞または／および培養培地からポリペプチドを回収する工程、
　－　以下の工程を含むイオン交換クロマトグラフィー法でポリペプチドを精製する工程
：
　　　－　勾配をつけた変性剤を含む溶液を用いて一定の伝導率及び一定のｐＨでイオン
交換クロマトグラフィー材料からポリペプチドを回収し、それによってポリペプチドを産
生する工程であって、該変性剤が尿素または尿素誘導体である、工程
を含み、
　該イオン交換クロマトグラフィー材料が、イオン性リガンドが結合された架橋ポリ（ス
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チレン－ジビニルベンゼン）のマトリックスを含む、方法。
【請求項３】
　イオン交換クロマトグラフィー材料が、陽イオン交換クロマトグラフィー材料であるこ
とを特徴とする、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　イオン性リガンドが、スルホプロピルリガンドまたはカルボキシメチルリガンドである
ことを特徴とする、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　イオン交換クロマトグラフィー材料が、陰イオン交換クロマトグラフィー材料であるこ
とを特徴とする、請求項１または２記載の方法。
【請求項６】
　イオン性リガンドが、エチレンイミンリガンドまたは四級化リガンドであることを特徴
とする、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項記載の方法であって、以下の工程：
　－　勾配をつけた変性剤を含む溶液を適用することによって、第１のイオン交換クロマ
トグラフィー材料からポリペプチドを回収する工程、
　－　回収されたポリペプチドを第２のイオン交換クロマトグラフィー材料に適用する工
程、および
　－　勾配をつけた変性剤を含む溶液を一定の伝導率及び一定のｐＨで適用することによ
って、第２のイオン交換クロマトグラフィー材料からポリペプチドを回収し、それによっ
てポリペプチドを得るまたは精製する工程であって、該変性剤が尿素または尿素誘導体で
ある、工程
を含むことを特徴とする、方法。
【請求項８】
　第１のイオン交換クロマトグラフィー材料が陰イオン交換クロマトグラフィー材料であ
り、かつ第２のイオン交換クロマトグラフィー材料が陽イオン交換クロマトグラフィー材
料であるか、または
　第１のイオン交換クロマトグラフィー材料が陽イオン交換クロマトグラフィー材料であ
り、かつ第２のイオン交換クロマトグラフィー材料が陰イオン交換クロマトグラフィー材
料である
ことを特徴とする、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　回収されたポリペプチドが、第２のイオン交換クロマトグラフィー材料への適用前にリ
フォールディングされることを特徴とする、請求項７または８記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項記載の方法であって、精製工程が、以下の工程：
　－　第１の溶液をイオン交換クロマトグラフィー材料に適用する工程、
　－　ポリペプチドを含む第２の溶液をイオン交換クロマトグラフィー材料に適用する工
程、および
　－　変性剤を含む第４の溶液でポリペプチドを回収し、それによってポリペプチドを産
生または精製する工程
を含み、
第１の溶液が第１の緩衝物質を含み、第２の溶液が第２の緩衝物質を含み、第４の溶液が
第４の緩衝物質を含み、ここで、第４の緩衝物質が変性剤を含む、方法。
【請求項１１】
　請求項１０記載の方法であって、第２の溶液の適用後で第４の溶液の適用前に、以下の
工程：
　－　第３の溶液をイオン交換クロマトグラフィー材料に適用する工程
を含むことを特徴とし、
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第３の溶液が、第３の緩衝物質を含む、方法。
【請求項１２】
　ポリペプチドが、配列番号０１、配列番号０２、配列番号０３、および配列番号０４の
アミノ酸配列の群より選択されるアミノ酸配列を有することを特徴とする、請求項１～１
１のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　架橋ポリ（スチレン－ジビニルベンゼン）のマトリックスを含むイオン交換クロマトグ
ラフィー材料から一定の伝導率及び一定のｐＨでポリペプチドを回収することにおける、
勾配をつけた尿素または尿素誘導体の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書において、変性剤を含む溶液を用いてイオンクロマトグラフィー材料からポリ
ペプチドを溶離することによる、ポリペプチドの精製のためのイオン交換クロマトグラフ
ィー法が報告されている。
【０００２】
発明の背景
　タンパク質は、今日の医学ポートフォリオにおいて重要な役割を果たしている。リコン
ビナントポリペプチドの産生のための発現系は、技術の現状において周知である。薬学的
適用に使用するためのポリペプチドは、主として、E.coliなどの原核細胞、およびＣＨＯ
細胞、ＮＳ０細胞、Ｓｐ２／０細胞、ＣＯＳ細胞、ＨＥＫ細胞、ＢＨＫ細胞、ＰＥＲ．Ｃ
６（登録商標）細胞などの哺乳動物細胞で産生される。
【０００３】
　ヒトへの適用のために、あらゆる薬学的物質が明確な基準を満たさなければならない。
ヒトへの生物学的製剤の安全性を確保するために、例えば、重大な危害を及ぼすおそれの
ある核酸、ウイルス、およびホスト細胞タンパク質を除去しなければならない。規制上の
規格を満たすために、一つまたは複数の精製工程が製造プロセスに続かなければならない
。とりわけ、純度、処理量、および収率が、適切な精製プロセスを決定する際に重要な役
割を果たす。
【０００４】
　微生物タンパク質（例えばプロテインＡ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）を用いたアフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー
（例えば陽イオン交換（スルホプロピルまたはカルボキシメチル樹脂）、陰イオン交換（
アミノエチル樹脂）および混合モードイオン交換）、チオフィリック（thiophilic）吸着
（例えば、β－メルカプトエタノールおよび他のＳＨリガンドを用いたもの）、疎水性相
互作用または芳香族吸着クロマトグラフィー（例えば、フェニル－セファロース、アザ－
アレノフィリック（aza-arenophilic）樹脂、またはｍ－アミノフェニルボロン酸を用い
たもの）、金属キレートアフィニティークロマトグラフィー（例えば、Ｎｉ（ＩＩ）－お
よびびＣｕ（ＩＩ）－アフィニティー材料を用いたもの）、サイズ排除クロマトグラフィ
ー、および電気泳動法など（ゲル電気泳動、キャピラリー電気泳動など）の様々な方法が
十分に確立されており、タンパク質の精製のために広く使用されている（例えばVijayala
kshmi, M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-102参照）。
【０００５】
　Necina, R.ら（Biotechnol. Bioeng. 60 (1998) 689-698）は、高電荷密度を示すイオ
ン交換媒体による細胞培養上清からの直接的なヒトモノクローナル抗体の捕捉を報告した
。国際公開公報第８９／０５１５７号では、細胞培養培地を陽イオン交換処理に直接供す
ることによる、産物免疫グロブリンを精製するための方法が報告されている。マウス腹水
からのモノクローナルＩｇＧ抗体の一段階精製が、Danielsson, A., et al., J. Immun. 
Meth. 115 (1988) 79-88によって記載されている。イオン交換クロマトグラフィーによっ
てポリペプチドを精製するための方法が、国際公開公報第２００４／０２４８６６号に報
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告されており、その方法では、一つまたは複数の混入物質から関心が持たれるポリペプチ
ドを分割するために勾配洗浄が使用される。EP 0 530 447では、三つのクロマトグラフィ
ー段階の組み合わせによりＩｇＧモノクローナル抗体を精製するための工程が報告されて
いる。Wangら（Wang, H., et al., Peptides 26 (2005) 1213-1218）は、二段階陽イオン
交換クロマトグラフィーによる、E.coliに発現されたｈＴＦＦ３の精製を報告している。
【０００６】
　国際公開公報第２０１０／０６３７１７号では、ポリペプチドの精製が報告されている
。タンパク質の精製および同定が国際公開公報第２００８／００２２３５号に報告されて
いる。Cole, D.R.は、尿素含有緩衝液でのインスリンのクロマトグラフィーを報告してい
る（J. Biol. Chem. 235 (1960) 2294-2299。米国特許第４，１２９，５６０号では、非
イオン系洗剤を用いた高分子量ペプチドの精製工程が報告されている。より低レベルのア
イソフォーム不純物を有する成長ホルモンおよびそのアンタゴニストの調製方法が、国際
公開公報第２００４／０３１２１３号に報告されている。米国特許第６，４５１，９８７
号では、タンパク質およびペプチドのイオン交換クロマトグラフィーが報告されている。
インスリンを精製するための工程およびそのように調製されたインスリンが、EP 0 013 8
26に報告されている。
【０００７】
発明の概要
　ポリペプチドを、イオン交換クロマトグラフィー材料（陽イオンおよび／または陰イオ
ン交換クロマトグラフィー材料）から、変性剤／カオトロピック剤を含む溶液を用いて、
その際、イオン交換クロマトグラフィー材料からポリペプチドを回収する間、適用された
溶液の伝導率は一定に維持され、すなわち、伝導率は一定に保たれて、回収できることが
見出された。
【０００８】
　本明細書報告の一局面は、イオン交換クロマトグラフィーによって、結合および溶離モ
ードでポリペプチドを得るまたは精製するための方法であって、以下の工程：
　－　変性剤を含む溶液を適用することによって、イオン交換クロマトグラフィー材料か
らポリペプチドを回収する工程、およびそれによってポリペプチドを得るまたは精製する
工程、ここで、イオン交換クロマトグラフィー材料が、イオン性リガンドが結合された架
橋ポリ（スチレン－ジビニルベンゼン）のマトリックスを含む
を含む、方法である。
【０００９】
　一態様では、その方法は、以下の工程：
　－　変性剤を含む溶液を適用することによって、第１のイオン交換クロマトグラフィー
材料からポリペプチドを回収する工程、
　－　回収されたポリペプチドを第２のイオン交換クロマトグラフィー材料に適用する工
程、および
　－　変性剤を含む溶液を適用することによって、第２のイオン交換クロマトグラフィー
材料からポリペプチドを回収し、それによってポリペプチドを得るまたは精製する工程
を含む。
【００１０】
　一態様では、第１のイオン交換クロマトグラフィー材料は陰イオン交換クロマトグラフ
ィー材料であり、第２のイオン交換クロマトグラフィー材料は陽イオン交換クロマトグラ
フィー材料である。
【００１１】
　一態様では、第１のイオン交換クロマトグラフィー材料は陽イオン交換クロマトグラフ
ィー材料であり、第２のイオン交換クロマトグラフィー材料は陰イオン交換クロマトグラ
フィー材料である。
【００１２】
　一態様では、変性剤は尿素または尿素誘導体である。
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【００１３】
　一態様では、変性剤は、２または３種の変性剤の混合物である。
【００１４】
　一態様では、回収に適用される溶液は、一定の伝導率を有する。
【００１５】
　一態様では、洗浄段階に適用される溶液は、一定の伝導率を有する。
【００１６】
　一態様では、回収に適用される溶液は、一定のｐＨ値を有する。
【００１７】
　一態様では、洗浄工程に適用される溶液は、一定のｐＨ値を有する。
【００１８】
　一態様では、その方法は、以下の工程：
　－　ネイティブな形態のポリペプチドを含む溶液をイオン交換クロマトグラフィー材料
に適用する工程、および
　－　変性剤を含む溶液を適用することによってイオン交換クロマトグラフィー材料から
ポリペプチドを回収し、それによってポリペプチドを得るまたは精製する工程
を含む。
【００１９】
　一態様では、イオン交換クロマトグラフィー材料は陽イオン交換クロマトグラフィー材
料である。一態様では、リガンドは、スルホプロピルまたはカルボキシメチルである。
【００２０】
　一態様では、イオン交換クロマトグラフィー材料は陰イオン交換クロマトグラフィー材
料である。一態様では、リガンドはポリエチレンイミンまたは四級化エチレンイミンであ
る。
【００２１】
　一態様では、ポリペプチドは、抗体、または抗体フラグメント、または少なくとも１個
の抗体ドメインを含む融合ポリペプチドである。
【００２２】
　一態様では、ポリペプチドは、テトラネクチン（tetranectin）－アポリポタンパク質
Ａ－Ｉ融合タンパク質である。一態様では、テトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ
融合タンパク質は、配列番号０１、または配列番号０２、または配列番号０３、または配
列番号０４のアミノ酸配列を有する。
【００２３】
　本明細書報告の一局面は、ポリペプチドを産生するための方法であって、以下の工程：
　－　ポリペプチドをコードする核酸を含む原核細胞または真核細胞を培養する工程、
　－　細胞および／または培養培地からポリペプチドを回収する工程、
　－　ポリペプチドが封入体の形態で回収されたならば、ポリペプチドを可溶化および／
またはリフォールディングする工程、
　－　本明細書報告のイオン交換クロマトグラフィー法でポリペプチドを精製し、それに
よってポリペプチドを産生する工程
を含む、方法である。
【００２４】
発明の詳細な説明
　本明細書において、イオン交換クロマトグラフィー材料からのポリペプチドの回収に、
変性剤を含む溶液が用いられ、回収工程に使用される溶液の伝導率が一定に維持される、
ポリペプチドを精製するための結合および溶離モードで実施されたスケーラブルイオン交
換クロマトグラフィー法が報告されている。
【００２５】
　用語「適用する」およびその文法的同義語は、関心が持たれる被精製物質を含有する溶
液が固定相と接触される、精製法の一部分工程を意味する。これは、ａ）固定相が位置し
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ているクロマトグラフィー装置に溶液が添加されること、またはｂ）関心が持たれる物質
を含む溶液に固定相が添加されることを意味する。ａ）の場合、関心が持たれる被精製物
質を含有する溶液が、固定相を通過し、固定相と溶液中の物質との間の相互作用が可能に
なる。例えばｐＨ、伝導率、塩濃度、温度、および／または流速などの条件に応じて、溶
液の一部の物質が固定相に結合され、それゆえに溶液から除去される。他の物質は溶液中
に残る。溶液中に残っている物質は、通過画分中に見出すことができる。「通過画分」は
、その起源に関係なく、クロマトグラフィー装置通過後に得られた溶液を意味する。通過
画分は、関心が持たれる物質を含有する、適用された溶液、あるいはカラムをフラッシュ
するために使用される、または固定相に結合した１種もしくは複数の物質の溶離を引き起
こすために使用される緩衝液のいずれかでありうる。一態様では、クロマトグラフィー装
置は、カラムまたはカセットである。関心が持たれる物質を、精製された形態またはさら
には実質的に均一な形態で得るために、精製工程の後に、関心が持たれる物質を例えば沈
殿、塩析、限外濾過、ダイアフィルトレーション、凍結乾燥、アフィニティークロマトグ
ラフィー、または溶媒体積減少などの当業者によく知られた方法によって溶液から回収す
ることができる。ｂ）の場合、固定相が、例えば固体として、関心が持たれる被精製物質
を含有する溶液に添加され、固定相と溶液中の物質との間の相互作用が可能になる。相互
作用の後に、固定相が例えば濾過によって除去され、関心が持たれる物質は、固定相に結
合して固定相と共に溶液から除去されるか、または関心が持たれる物質は、固定相に結合
せず、溶液中に残るかのいずれかである。
【００２６】
　本出願内で使用される用語「緩衝」は、酸性または塩基性物質の添加または有利による
ｐＨ変化が緩衝物質によってならされている溶液を意味する。そのような効果を招く任意
の緩衝物質を使用することができる。一態様では、緩衝物質は、リン酸もしくはその塩、
酢酸もしくはその塩、クエン酸もしくはその塩、モルホリン、２－（Ｎ－モルホリノ）エ
タンスルホン酸もしくはその塩、イミダゾールもしくはその塩、ヒスチジンもしくはその
塩、グリシンもしくはその塩、またはトリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン（ＴＲＩ
Ｓ）もしくはその塩より選択される。一態様では、緩衝物質は、イミダゾールもしくはそ
の塩またはヒスチジンもしくはその塩より選択される。場合により、緩衝溶液は、追加的
な無機塩も含みうる。一態様では、無機塩は、塩化ナトリウム、硫酸ナトリウム、塩化カ
リウム、硫酸カリウム、クエン酸ナトリウム、およびクエン酸カリウムより選択される。
【００２７】
　「ポリペプチド」は、天然に産生されたものであろうと合成的に産生されたものであろ
うと、ペプチド結合によって結合したアミノ酸から成るポリマーである。約２０個未満の
アミノ酸残基のポリペプチドは、「ペプチド」と呼ぶことができ、一方で、２個以上のポ
リペプチドから成る分子または１００個を超えるアミノ酸残基のポリペプチドを１個含む
分子は、「タンパク質」と呼ぶことができる。ポリペプチドは、また、糖質基、金属イオ
ン、またはカルボン酸エステルなどの非アミノ酸成分を含みうる。非アミノ酸成分は、ポ
リペプチドが発現される細胞によって付加される場合があり、細胞の種類に応じて変動し
うる。ポリペプチドは、本明細書において、そのアミノ酸主鎖構造またはそれをコードす
る核酸に関して定義される。糖質基などの付加は、一般に明記されないが、それでもなお
存在しうる。
【００２８】
　用語「抗体」は、少なくとも２本のポリペプチド軽鎖および２本のポリペプチド重鎖を
含むタンパク質を意味する。各ポリペプチド重鎖および軽鎖は、抗原と相互作用するため
の結合ドメインを含む可変領域（一般にポリペプチド鎖のアミノ末端部分）を含む。各ポ
リペプチド重鎖および軽鎖は、また、多様な免疫系細胞、いくつかの食細胞および古典的
補体系の第１成分（Ｃ１ｑ）を含めたホスト組織または因子への抗体の結合を媒介しうる
定常領域（一般にカルボキシル末端部分）を含む。典型的には、ポリペプチド軽鎖および
重鎖は、それぞれ、本質的に可変領域、すなわちＶＬまたはＶＨ、ならびに完全定常領域
、すなわちポリペプチド軽鎖の場合はＣＬ、またはポリペプチド重鎖の場合はＣＨ１、Ｃ
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Ｈ２、ＣＨ３、および場合によりＣＨ４から成る完全鎖である。本発明による抗体の可変
領域は、他のアイソタイプの定常領域と接ぎ合わせることができる。例えば、あるアイソ
タイプの重鎖の可変領域をコードするポリヌクレオチドは、別の重鎖クラス（またはサブ
クラス）の定常領域をコードするポリヌクレオチドと接ぎ合わせることができる。
【００２９】
　抗体は、例えばＦｖ、Ｆａｂ、およびＦ（ａｂ）２ならびに１本鎖を含めた多様な形態
で存在しうる（例えばHuston, J.S., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 5
879-5883; Bird, R.E., et al., Science 242 (1988) 423-426；ならびに一般に、Hood, 
et al., Immunology, Benjamin N.Y., 2nd edition, The Benjamin/Cummings Publishing
 Company, Inc. (1984)、およびHunkapiller, T. and Hood, L., Nature 323 (1986) 15-
16）。一態様では、抗体は、モノクローナル抗体、単離された重鎖もしくは軽鎖、または
定常領域のみから成る重鎖もしくは軽鎖ばかりでなく、そのフラグメントより選択される
。
【００３０】
　用語「一定」は、ある値が最大で１０％の相対変化を有するレベルに維持されることを
意味する。一態様では、回収工程における溶液の伝導率は、最大で±１０％の変化で一定
に維持される。一態様では、回収工程における溶液の伝導率は、最大で±５％の変化で一
定に維持される。一態様では、回収工程における溶液の伝導率は、最大で±２％の変化で
一定に維持される。
【００３１】
　用語「結合および溶離モード」は、クロマトグラフィー精製法を行う一方法を意味する
。本明細書において、関心が持たれる被精製ポリペプチドを含有する溶液は、固定相、特
に固相に適用され、その際、関心が持たれるポリペプチドは、固定相と相互作用し、その
上に保持される。関心が持たれない物質は、それぞれ通過画分または上清と共に除去され
る。その後、関心が持たれるポリペプチドは、第２段階で溶離溶液を適用することによっ
て固定相から回収される。
【００３２】
　用語「封入体」は、原核細胞の全ての細胞成分を含めた総細胞タンパク質のかなりの部
分を構成する、関心が持たれる凝集ポリペプチドの密な細胞内塊を意味する。
【００３３】
　用語「変性」は、ネイティブな構造ではない二次、三次、および／または四次構造を有
するポリペプチドの形態を意味する。この非ネイティブ形態のポリペプチドは、可溶性で
ありうるが、同時に生物学的に不活性なコンフォメーションでありうる。または、ポリペ
プチドは、不溶性であって、例えばミスマッチまたは未形成のジスルフィド結合を有する
生物学的に不活性なコンフォメーションでありうる。この不溶性ポリペプチドは、封入体
内に包含される場合があるが、その必要はない。
【００３４】
　用語「リフォールディングされた」は、変性形態から得られたポリペプチドを表す。典
型的には、リフォールディングの目的は、リフォールディング工程なしに産生された場合
にタンパク質が有するよりも高い活性レベルを有するタンパク質を産生することである。
フォールディングされたタンパク質分子は、最小の自由エネルギーを有するコンフォメー
ションで最も安定である。大部分の水溶性タンパク質は、大部分の疎水性アミノ酸が水か
ら離れて分子内部に入るようにフォールディングする。タンパク質を一緒に保持している
弱い結合は、ポリペプチドをアンフォールディングさせる、すなわち変性させるいくつか
の処理によって破壊することができる。フォールディングされたタンパク質は、アミノ酸
自体とそれらの環境との間の、イオン結合、ファンデルワールス相互作用、水素結合、ジ
スルフィド結合および共有結合を含めた数種の相互作用の産物である。
【００３５】
　本明細書に使用される用語「変性（denaturedまたはdenaturized）」は、ネイティブな
状態またはリフォールディングした状態の分子において存在するイオン結合および共有結
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合ならびにファンデルワールス相互作用が破壊されたポリペプチドを表す。ポリペプチド
の変性は、例えば、８Ｍ尿素、メルカプトエタノールなどの還元剤、熱、ｐＨ、温度およ
び他の化学物質を用いた処理によって達成することができる。８Ｍ尿素などの試薬は、水
素結合と疎水性結合との両方を破壊し、そしてメルカプトエタノールも添加された場合、
システイン同士の間で形成されたジスルフィド架橋（Ｓ－Ｓ）は、２個の－Ｓ－Ｈ基に還
元される。同様に、ネイティブな状態またはリフォールディングした状態でジスルフィド
結合を含むポリペプチドのリフォールディングは、タンパク質がジスルフィド結合を再形
成するために、システイン残基上に存在する－Ｓ－Ｈ基の酸化を要しうる。
【００３６】
　互換的に使用できる用語「カオトロピック剤」または「変性剤」は、ポリペプチドの三
次元構造を歪める化合物を意味する。この工程も変性と呼ばれる。カオトロピック剤は、
水素結合またはファンデルワールス力などの非共有結合力によって相互作用を歪める／破
壊する。一態様では、カオトロピック剤は、ブタノール、エタノール、１－および２－プ
ロパノール、塩化グアニジニウム、塩化マグネシウム、ドデシル硫酸ナトリウム／ラウリ
ル硫酸ナトリウム、尿素、およびチオ尿素を含む群より選択される。
【００３７】
　用語「ネイティブな形態」は、ポリペプチドの形態であって、ポリペプチドがその生物
学的活性を有する二次、三次、および／または四次構造を有する形態を意味する。
【００３８】
　用語「イオン交換クロマトグラフィー材料」は、共有結合した荷電置換基を有する、固
定された（immobile）高分子量マトリックスを意味する。全体的な電荷中性のために、共
有結合していない対イオンが、イオン相互作用によって荷電置換基と結合している。「イ
オン交換クロマトグラフィー材料」は、その共有結合していない対イオンを、周囲の溶液
の同様に荷電した結合パートナーまたはイオンと交換する能力を有する。その交換可能な
対イオンの電荷に応じて、「イオン交換クロマトグラフィー材料」は、「陽イオン交換ク
ロマトグラフィー材料」または「陰イオン交換クロマトグラフィー材料」と呼ばれる。荷
電基（置換基）の性質に応じて、「イオン交換クロマトグラフィー材料」は、例えば陽イ
オン交換材料の場合、スルホン酸もしくはスルホプロピル樹脂（Ｓ）、またはカルボキシ
メチル樹脂（ＣＭ）と呼ばれる。荷電基／置換基の化学的性質に応じて、「イオン交換ク
ロマトグラフィー材料」は、追加的に、共有結合した荷電置換基の強度に応じて強または
弱イオン交換材料として分類することができる。例えば、強陽イオン交換材料は、荷電置
換基としてスルホプロピル基などのスルホン酸基を有し、弱陽イオン交換材料は、荷電置
換基としてカルボキシメチル基などのカルボン酸基を有する。強陰イオン交換材料は、第
四級アンモニウム基を有し、弱陰イオン交換材料は、荷電置換基としてジエチルアミノエ
チル基を有する。
【００３９】
　一般に、イオン交換クロマトグラフィー工程の位置は、ポリペプチドの多工程精製シー
ケンスの中で可変である。
【００４０】
　ポリペプチドを精製するための方法は、十分に確立されており、広く使用されている。
それらの方法は、単独で、または組み合わせて採用される。そのような方法は、例えば、
錯体化した金属イオンを有するチオールリガンド（例えばＮｉ（ＩＩ）－およびＣｕ（Ｉ
Ｉ）－アフィニティー材料を用いたもの）または微生物由来タンパク質（例えばプロテイ
ンＡ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）を用いたアフィニティーク
ロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー（例えば陽イオン交換（カルボキシメ
チル樹脂）、陰イオン交換（アミノエチル樹脂）および混合モード交換クロマトグラフィ
ー）、チオフィリック吸着（例えば、β－メルカプトエタノールおよび他のＳＨリガンド
を用いたもの）、疎水性相互作用または芳香族吸着クロマトグラフィー（例えば、フェニ
ル－セファロース、アザ－アレノフィリック樹脂、またはｍ－アミノフェニルボロン酸を
用いたもの）、サイズ排除クロマトグラフィー、および分取用電気泳動法（ゲル電気泳動



(9) JP 6116565 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

、キャピラリー電気泳動など）である。
【００４１】
　免疫グロブリンの精製プロセスは、一般に、多工程クロマトグラフィー部分を含む。第
一工程では、非免疫グロブリン性のポリペプチドおよびタンパク質が、アフィニティーク
ロマトグラフィーによって、例えばプロテインＡを用いて免疫グロブリン画分から分離さ
れる。その後、イオン交換クロマトグラフィーを行うことができる。最終的に、第３のク
ロマトグラフィー工程を行って、免疫グロブリンモノマーを同クラスのマルチマーおよび
フラグメントから分離することができる。時に、凝集物の量が高いので（５％以上）、第
３の精製工程でそれらを効率的に分離することが不可能であり、さらなる精製工程が必要
になる。
【００４２】
　ポリペプチドを、イオン性リガンドが結合された架橋ポリ（スチレン－ジビニルベンゼ
ン）のマトリックスを含むイオン交換クロマトグラフィー材料から、変性剤を含む溶液を
用いて、その際、回収の間、溶液の伝導率は一定に保たれて、回収できることが見出され
た。一般に、イオン交換クロマトグラフィー材料からポリペプチドを回収するために、イ
オン強度の増加が用いられるので、この発見は非常に意外であった。同時に、このクロマ
トグラフィー材料は、工業生産規模の分離のために十分な結合能を有する。
【００４３】
　したがって、本明細書報告の一局面は、ポリペプチドを得るまたは精製するための方法
であって、以下の工程：
　－　変性剤を含む溶液を適用することによってイオン交換クロマトグラフィー材料から
ポリペプチドを回収し、それによってポリペプチドを得るまたは精製する工程、
ここで、イオン交換クロマトグラフィー材料が、イオン性リガンドが結合された架橋ポリ
（スチレン－ジビニルベンゼン）のマトリックスを含む
を含む、方法である。
【００４４】
　変性剤は、結合しているポリペプチドを回収するために使用されるので、イオン交換ク
ロマトグラフィー材料に適用される、ポリペプチドを含む溶液は、変性剤を有さない。イ
オン交換クロマトグラフィー材料上に保持されるポリペプチドは、尿素または尿素誘導体
などの変性剤を含む溶液を用いて一定の伝導率で回収される。
【００４５】
　それゆえに、本明細書報告の方法は、結合および溶離モードで実施され、すなわち、ポ
リペプチドは、最初にイオン交換クロマトグラフィー材料に結合され、その後、さらなる
一工程でイオン交換クロマトグラフィー材料から回収される。間欠的な洗浄工程を本明細
書報告の方法に含めることができる。これらの洗浄工程で、適用される溶液（１種または
複数）は、実質的に変性剤を有さない。用語「実質的に変性剤を有さない」は、変性剤が
、適用された（洗浄）溶液中に存在しうるが、イオン交換材料からポリペプチドを回収す
るために必要な濃度未満の濃度で存在しうることを意味する。
【００４６】
　本明細書報告の方法において、全ての溶液は、イオン交換クロマトグラフィー材料から
ポリペプチドを回収するための溶液を除き、変性剤を有さない、すなわち含有しない。一
態様では、変性剤を含む溶液は水溶液である。さらなる一態様では、変性剤を含む溶液は
、有機溶媒および／または脂肪族アルコールを含まない、すなわち有さない。さらなる一
態様では、変性剤を含む溶液は、水、変性剤、緩衝物質、および場合により１種または２
種または３種の無機塩から成る。
【００４７】
　本出願内で互換的に使用できる用語「変性剤」または「カオトロピック剤」は、ポリペ
プチドをそのネイティブな形態から非ネイティブな形態、すなわち変性形態に変える化合
物を意味する。変性剤は、一般にカオトロピック剤である。例示的な変性剤は、尿素およ
び尿素誘導体、グアニジンおよびグアニジン誘導体、テトラアルキルアンモニウム塩、長
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鎖スルホン酸エステル、および過塩素酸リチウムである。
【００４８】
　尿素の添加は、より正確には尿素の濃度変化は、溶液の伝導率に影響せず、すなわち、
溶液の伝導率は、尿素の添加または濃度変化を受けても一定のままである。
【００４９】
　一態様では、変性剤は尿素または尿素誘導体である。
【００５０】
　一態様では、変性剤は尿素である。一態様では、尿素は濃度４mol/l～９mol/lを有する
。
【００５１】
　一態様では、変性剤はチオ尿素である。一態様では、チオ尿素は濃度１．５mol/l～３m
ol/lを有する。
【００５２】
　一態様では、変性剤は、２または３種の変性剤の混合物である。一態様では、変性剤は
、尿素とチオ尿素との混合物である。一態様では、変性剤は尿素とグアニジニウム塩との
混合物である。
【００５３】
　本明細書報告の局面の一態様では、ポリペプチドを精製または得るための方法は、
　－　第１の溶液をイオン交換クロマトグラフィー材料に適用して、コンディショニング
されたイオン交換クロマトグラフィー材料を産生する工程、
　－　ポリペプチドを含む第２の溶液を、コンディショニングされたイオン交換クロマト
グラフィー材料に適用する工程、
　－　場合により、第３の溶液をイオン交換クロマトグラフィー材料に適用する工程、
　－　変性剤を含む第４の溶液を用いて、イオン交換クロマトグラフィー材料からポリペ
プチドを回収し、それによって精製または得る工程
を含む。
【００５４】
　第１および第２の溶液は、実質的に変性剤を有さない。第３の溶液は、実質的に変性剤
を有さない。
【００５５】
　ポリペプチドは、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ細胞およびE.coliなどの真核および原核細胞でリ
コンビナント産生することができる。ポリペプチドが原核細胞で産生される場合、そのポ
リペプチドは、一般に不溶性封入体の形態で得られる。封入体は、原核細胞および培養培
地から容易に回収することができる。封入体内に不溶性形態で得られたポリペプチドは、
精製および／またはリフォールディング手順を実施できる前に可溶化しなければならない
。
【００５６】
　それゆえに、本明細書報告の第２の局面は、ポリペプチドを産生するための方法であっ
て、以下の工程：
　－　ポリペプチドをコードする核酸を含む原核または真核細胞を培養する工程、
　－　原核もしくは真核細胞または／および培養培地からポリペプチドを回収する工程、
　－　場合により、ポリペプチドが封入体の形態で回収されるならば、ポリペプチドを可
溶化および／またはリフォールディングする工程、
　－　本明細書報告のイオン交換クロマトグラフィー法でポリペプチドを精製し、それに
よってポリペプチドを産生する工程
を含む、方法である。
【００５７】
　一態様では、イオン交換クロマトグラフィー法は、以下の工程：
　－　第１の溶液をイオン交換クロマトグラフィー材料に適用して、コンディショニング
されたイオン交換クロマトグラフィー材料を産生する工程、
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　－　ポリペプチドを含む第２の溶液を、コンディショニングされたイオン交換クロマト
グラフィー材料に適用する工程、
　－　場合により、第３の溶液をイオン交換クロマトグラフィー材料に適用する工程（洗
浄工程）、
　－　１種または複数の変性剤を含む第４の溶液を用いてイオン交換クロマトグラフィー
材料からポリペプチドを回収し、それによって産生する工程
を含み、その際、第１～第３の溶液が、変性剤を有さない。
【００５８】
　以下に、前に報告されたような全局面の種々の態様を提示する。
【００５９】
　一態様では、第１の溶液は、第１の緩衝物質を含み、第２の溶液は、第２の緩衝物質を
含み、第３の溶液は、第３の緩衝物質を含み、第４の溶液は、第４の緩衝物質を含み、そ
の際、第４の緩衝物質は、１種または複数の変性剤を含む。
【００６０】
　一態様では、第２の緩衝物質および第３の緩衝物質および第４の緩衝物質は、全て異な
る緩衝物質である。
【００６１】
　一態様では、第１の溶液および／または第２の溶液および／または第３の溶液は、変性
剤を有さない。一態様では、第３の溶液は、実質的に変性剤を有さない。
【００６２】
　一態様では、第１の溶液の適用は、３～２０カラム体積にわたる。一態様では、第１の
溶液の適用は、３～１０カラム体積にわたる。
【００６３】
　一態様では、第２の溶液の適用は、１～１０カラム体積にわたる。
【００６４】
　一態様では、第３の溶液の適用は、１～１０カラム体積にわたる。
【００６５】
　イオン交換クロマトグラフィー材料は、第１段階において緩衝溶液でコンディショニン
グされる。この溶液は、変性剤を有さず、すなわち変性剤を含まない。コンディショニン
グの緩衝物質、すなわち第１の緩衝溶液は、ポリペプチドを含む第２の溶液の緩衝物質と
同一であるか、または異なりうる。
【００６６】
　その後、ポリペプチドを含む第２の溶液が、コンディショニングされたイオン交換クロ
マトグラフィー材料に適用される。この工程において、ポリペプチドは、イオン交換クロ
マトグラフィー材料上に保持される。この溶液は変性剤を含まない。ローディングの緩衝
物質、すなわち第２の緩衝溶液は、第３の溶液の緩衝物質と同一であるか、または異なり
うる。
【００６７】
　イオン交換クロマトグラフィー材料にポリペプチドをロード後に、場合により、洗浄溶
液、すなわち第３の溶液を、ロードされたイオン交換クロマトグラフィー材料に適用する
ことができる。この溶液は、実質的に変性剤を有さない。
【００６８】
　最終的に、イオン交換クロマトグラフィー材料からポリペプチドを回収するために、回
収溶液、すなわち第４の、１種または複数の変性剤を含む溶液がクロマトグラフィー材料
に適用される。
【００６９】
　一態様では、ポリペプチドを精製または得るための方法は、カラムクロマトグラフィー
法である。
【００７０】
　一態様では、回収工程における溶液の伝導率は一定である。
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【００７１】
　一態様では、回収工程における溶液のｐＨ値は一定である。
【００７２】
　異なる工程でイオン交換クロマトグラフィー材料に適用される体積は、相互に独立して
３～２０カラム体積、一態様では４～１０カラム体積である。
【００７３】
　一態様では、イオン交換クロマトグラフィー材料は、官能基で誘導体化されたポリスチ
レンジビニルベンゼン製である。一態様では、陰イオン交換クロマトグラフィー材料は、
四級化ポリエチレンイミン官能基で誘導体化されたポリスチレンジビニルベンゼンである
。一態様では、陽イオン交換クロマトグラフィー材料は、スルホプロピル官能基で誘導体
化されたポリスチレンジビニルベンゼンである。
【００７４】
　本明細書報告の方法は、以下に、国際公開公報第２０１２／０２８５２６号報告のテト
ラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパク質および国際公開公報第２０１２／
００７４９５号報告の抗ＴＳＬＰレセプター抗体を用いて例示される。
【００７５】
　以下の実施例および図面は、本発明の理解を助けるために提供され、その真の範囲は、
添付の特許請求の範囲に示されている。本発明の精神から逸脱することなしに、示された
手順に改変を加えることができることが理解されている。
【図面の簡単な説明】
【００７６】
【図１】塩化ナトリウム伝導率勾配を加えた陰イオン交換クロマトグラフィーカラムでの
配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精製のクロ
マトグラムである。
【図２】一定の伝導率および一定のｐＨ値で尿素勾配を加えた陰イオン交換クロマトグラ
フィーカラムでの配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパ
ク質の精製のクロマトグラムである。
【図３】一定の伝導率および一定のｐＨ値で尿素勾配を加えた陰イオン交換クロマトグラ
フィーカラムでの配列番号０２のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパ
ク質の精製のクロマトグラムである。
【図４】尿素洗浄、イソプロパノール洗浄および塩酸グアニジニウム勾配溶離を加えた陰
イオン交換クロマトグラフィーカラムでの配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタン
パク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精製のクロマトグラムである。
【図５】尿素洗浄、塩酸グアニジニウム洗浄および塩化ナトリウム勾配溶離を加えた陰イ
オン交換クロマトグラフィーカラムでの配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタンパ
ク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精製のクロマトグラムである。
【図６】尿素洗浄、塩酸グアニジニウム洗浄および塩化ナトリウム勾配溶離を加えた陰イ
オン交換クロマトグラフィーカラムでの配列番号０２のテトラネクチン－アポリポタンパ
ク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精製のクロマトグラムである。
【図７】一定の伝導率および一定のｐＨ値で尿素勾配を加えた陽イオン交換クロマトグラ
フィーカラムでの配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパ
ク質の精製のクロマトグラムである。
【図８】トリス緩衝液洗浄および尿素勾配溶離を加えた陰イオン交換クロマトグラフィー
カラムでの抗ＴＳＬＰレセプター抗体の精製のクロマトグラムである。
【００７７】
実施例１
材料および方法：
　特に明記しない限り、種々のクロマトグラフィー法は、クロマトグラフィー材料の製造
業者のマニュアルに準拠して行った。
【００７８】
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リコンビナントＤＮＡ技法：
　ＤＮＡを操作するために、Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989)
記載の標準法を用いた。分子生物学的試薬は、製造業者の説明書に準拠して使用した。
【００７９】
タンパク質の決定：
　アミノ酸配列に基づき計算されたモル吸光係数を用いて、参照波長３２０nmで２８０nm
の吸光度（ＯＤ）を決定することによって、タンパク質濃度を決定した。
【００８０】
サイズ排除ＨＰＬＣ：
　クロマトグラフィーは、Tosoh Haas TSK 3000 SWXLカラムを用いてASI-100 HPLCシステ
ムで行った（Dionex, Idstein, Germany）。溶離ピークは、ＵＶダイオードアレイ検出器
（Dionex）によって２８０nmでモニターした。濃縮試料を１mg/mlに溶解後、安定なベー
スラインが達成されるまで、２００mMリン酸二水素カリウムおよび２５０mM塩化カリウム
から成る緩衝液（ｐＨ７．０）でカラムを洗浄した。分析実施は、均一濃度条件で流速０
．５ml/minを用いて室温で３０分間行った。クロマトグラムは、Chromeleon（Dionex, Id
stein, Germany）を用いて手作業で積分した。
【００８１】
逆相ＨＰＬＣ（ＲＰ－ＨＰＬＣ）：
　純度はＲＰ－ＨＰＬＣによって分析する。アッセイは、Phenomenex C18カラムでアセト
ニトリル／水性ＴＦＡ勾配を用いて行う。溶離プロファイルは、２１５nmのＵＶ吸光度と
してモニターする。溶離した物質のパーセンテージは、溶離したタンパク質の合計ピーク
面積に基づき計算する。
【００８２】
ＤＮＡ閾値システム：
　例えばMerrick, H., and Hawlitschek, G., Biotech Forum Europe 9 (1992) 398-403
を参照されたい。
【００８３】
ホスト細胞タンパク質の決定：
　血清アルブミンとストレプトアビジンとの混合物を、マイクロタイタープレートのウェ
ルの壁にコーティングする。ＨＣＰに対するヤギ由来ポリクローナル抗体を、マイクロタ
イタープレートのウェルの壁に結合させる。洗浄工程の後に、マイクロタイタープレート
の異なるウェルを、異なる濃度のＨＣＰ較正シークエンスおよび試料溶液と共にインキュ
ベーションする。インキュベーション後に、結合していない試料物質を、緩衝溶液で洗浄
することによって除去する。検出のために、ウェルを、抗体ペルオキシダーゼコンジュゲ
ートと共にインキュベーションし、結合したホスト細胞タンパク質を検出する。固定され
たペルオキシダーゼ活性を、ＡＢＴＳと共のインキュベーションおよび４０５nmでの検出
によって検出する。
【００８４】
ＤＮＡの決定：
　ビオチンを、マイクロタイタープレートに結合させた。ストレプトアビジン、１本鎖Ｄ
ＮＡおよびビオチン化１本鎖ＤＮＡ結合タンパク質の反応混合物を添加した。結合タンパ
ク質は、ＤＮＡと結合することができ、ビオチン化された。このようにして、ＤＮＡを試
料混合物から特異的に除去することが可能であった。ストレプトアビジンは、マイクロタ
イタープレート上のビオチン、および１本鎖ＤＮＡ結合タンパク質とカップリングしたビ
オチンと結合した。ウレアーゼとカップリングしたＤＮＡ特異的抗体を、この複合体全体
に添加した。尿素の添加は、尿素の加水分解を招き、それがｐＨの局所変化を引き起こし
た。この変化は、表面電位の変化として検出することができた。表面電位の変化は、結合
したＤＮＡの量に比例した。１本鎖ＤＮＡは、プロテイナーゼＫ消化およびＳＤＳを用い
た変性によって得られた。



(14) JP 6116565 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

【００８５】
封入体からのポリペプチドを単離、可溶化およびリフォールディングするための一般法：
　引用文献で行われた方法に加えて、封入体の調製は、例えば、Rudolphらによる方法（R
udolph, R., et al., Folding Proteins, In: Creighton, T.E., (ed.): Protein functi
on: A Practical Approach, Oxford University Press (1997) 57-99）にしたがって行う
ことができる。封入体は－７０℃で保存した。封入体の可溶化も同様に、Rudolphらによ
る方法（Rudolph, R., et al., Folding Proteins, In: Creighton, T.E., (ed.): Prote
in function: A Practical Approach, Oxford University Press (1997) 57-99）にした
がって行うことができる。
【００８６】
実施例２（比較実施例）
塩化ナトリウム伝導率勾配を加えた陰イオン交換クロマトグラフィーカラムでの配列番号
０１のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精製
樹脂：ＰＯＲＯＳ（登録商標）ＨＱ
ロード：ポリペプチド４４３mg
カラムのロード：３０mg/ml
溶離法：０Ｍ～１Ｍ塩化ナトリウムの直線勾配
【００８７】
結果：
　図１から分かるように、融合タンパク質は、明確なピークで得ることができない。分析
結果を次表に示す。
【００８８】
【表１】

【００８９】
実施例３
一定の伝導率および一定のｐＨ値で尿素勾配を加えた陰イオン交換クロマトグラフィーカ
ラムでの配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精
製
樹脂：ＰＯＲＯＳ（登録商標）ＨＱ
ロード：ポリペプチド３６６mg
カラムのロード：２４．８mg/ml
溶離法：０Ｍ～６Ｍ尿素の直線勾配
【００９０】
結果：
　図２から分かるように、融合タンパク質は、明確なピークで得ることができる。分析結
果を次表に示す。
【００９１】
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【表２】

【００９２】
実施例４
一定の伝導率および一定のｐＨ値で尿素勾配を加えた陰イオン交換クロマトグラフィーカ
ラムでの配列番号０２のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精
製
樹脂：ＰＯＲＯＳ（登録商標）ＨＱ
溶離法：０Ｍ～６Ｍ尿素の直線勾配
【００９３】
結果：
　図３から分かるように、融合タンパク質は明確なピークで得ることができる。分析結果
を次表に示す。
【００９４】
【表３】

【００９５】
実施例５（比較実施例）
尿素洗浄、イソプロパノール洗浄および塩酸グアニジニウム勾配溶離を加えた陰イオン交
換クロマトグラフィーカラムでの配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ
－Ｉ融合タンパク質の精製
樹脂：Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（登録商標）ＦＦ（GE Healthcare）
ロード：ポリペプチド２８１mg
カラムのロード：１５mg/ml
平衡化：３０mMリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ８．０）；５．９４mS/cm
尿素洗浄：６Ｍ尿素溶液（ｐＨ８．０）；４３５μS/cm
２－プロパノール洗浄：２０％(v/v)２－プロパノール
溶離溶液：６Ｍ塩酸グアニジニウム（ｐＨ８．０）；ＬＦ＝２７８mS/cm
洗浄工程：５カラム体積の６Ｍ尿素溶液で洗浄；
　　　　　５カラム体積の２０％２－プロパノールで洗浄



(16) JP 6116565 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

溶離法：１０カラム体積の０Ｍ～６Ｍ塩酸グアニジニウムの直線勾配
【００９６】
結果：
　図４から分かるように、融合タンパク質は、尿素溶液および２－プロパノール溶液を用
いた洗浄工程の間に得ることができない。溶離は、塩酸グアニジニウム溶液を用いること
でのみ成し遂げることができる。
【００９７】
実施例６（比較実施例）
　尿素洗浄、塩酸グアニジニウム洗浄および塩化ナトリウム勾配溶離を与えた陰イオン交
換クロマトグラフィーカラムでの配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ
－Ｉ融合タンパク質の精製
樹脂：Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（登録商標）ＦＦ（GE Healthcare）
ロード：ポリペプチド２８０mg
カラムのロード：２０mg/ml
平衡化：３０mMリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ８．０）；５．９mS/cm
尿素洗浄：６Ｍ尿素溶液（ｐＨ８．０）；４３５μS/cm
塩酸グアニジニウム溶液：０．１Ｍ塩酸グアニジニウム（ｐＨ８．０）
溶離溶液：５０mMリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ８．０）に溶かした１Ｍ塩化ナトリウム；
９１．７mS/cm
洗浄工程：５カラム体積の６Ｍ尿素溶液で洗浄；５カラム体積の０．１Ｍ塩酸グアニジニ
ウム溶液で洗浄
溶離法：１０カラム体積の０Ｍ～１Ｍ塩化ナトリウムの直線勾配
【００９８】
結果：
　図５から分かるように、各洗浄工程で融合タンパク質の小画分だけを得ることができる
。分析結果を次表に示す。
【００９９】
【表４】

【０１００】
実施例７（比較実施例）
尿素洗浄、塩酸グアニジニウム洗浄および塩化ナトリウム勾配溶離を加えた陰イオン交換
クロマトグラフィーカラムでの配列番号０２のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－
Ｉ融合タンパク質の精製
樹脂：Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（登録商標）ＦＦ（GE Healthcare）
ロード：ポリペプチド２３９mg
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カラムのロード：１５mg/ml
平衡化：３０mMリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ８．０）；５．９mS/cm
尿素洗浄：６Ｍ尿素溶液（ｐＨ８．０）
塩酸グアニジニウム溶液：０．１Ｍ塩酸グアニジニウム（ｐＨ８．０）
溶離溶液：２０mMリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ８．０）に溶かした０．３５Ｍ塩化ナトリ
ウム
洗浄工程：４カラム体積の６Ｍ尿素溶液で洗浄；４カラム体積の０．１Ｍ塩酸グアニジニ
ウム溶液で洗浄
溶離法：０．３５Ｍ塩化ナトリウムを用いて７カラム体積にわたり段階溶離
【０１０１】
結果：
　図６から分かるように、各洗浄工程で融合タンパク質の小画分のみを得ることができる
。３回の実施の分析結果を次表に示す。
【０１０２】

【表５】

【０１０３】
実施例８ａ
一定の伝導率および一定のｐＨ値で尿素勾配を加えた陽イオン交換クロマトグラフィーカ
ラムでの配列番号０１のテトラネクチン－アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精
製
樹脂：ＰＯＲＯＳ（登録商標）ＨＳ
ロード：ポリペプチド５．５８ｇ
洗浄１：ｐＨ３．０に調整した５０mMギ酸ナトリウム
洗浄２：ｐＨ８．０に調整した１Ｍ塩化ナトリウム、３０mMリン酸カリウム緩衝液
洗浄３：ｐＨ８．０に調整した３０mMリン酸カリウム緩衝液
溶離溶液：１０mMリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ８．０）に溶かした６Ｍ尿素
溶離法：３カラム体積にわたり洗浄１、
　　　　２０カラム体積にわたり洗浄２、
　　　　５カラム体積にわたり洗浄３
　　　　１０カラム体積の０Ｍ～６Ｍ尿素の直線勾配
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結果：
　図７から分かるように、融合タンパク質を明確なピークで得ることができる。分析結果
を次表に示す。
【０１０５】
【表６】

【０１０６】
実施例８ｂ
陽イオン交換クロマトグラフィー材料に続く、一定の伝導率および一定のｐＨ値で尿素勾
配を加えた陰イオン交換クロマトグラフィーカラムでの配列番号０１のテトラネクチン－
アポリポタンパク質Ａ－Ｉ融合タンパク質の精製
樹脂：ＰＯＲＯＳ（登録商標）ＨＱ
ロード：実施例８ａで得られたポリペプチド３．１９ｇ（上記参照）
【０１０７】
結果：
　第２のクロマトグラフィー工程の分析結果を次表に示す。
【０１０８】
【表７】

【０１０９】
実施例９
トリス緩衝液洗浄および尿素勾配溶離を用いた陰イオン交換クロマトグラフィーカラムで
の抗ＴＳＬＰレセプター抗体の精製
樹脂：ＰＯＲＯＳ（登録商標）ＨＱ
ロード：ポリペプチド１８９mg
トリス洗浄：１０mM塩化ナトリウムを有する５mMトリス緩衝液（ｐＨ８．４）；４mS/cm
溶離溶液：１０mM塩化ナトリウムおよび６Ｍ尿素を有する５mMトリス緩衝液（ｐＨ８．４
）；４mS/cm
洗浄工程：３カラム体積のトリス緩衝溶液で洗浄
溶離法：３０カラム体積で０Ｍ～６Ｍ尿素の直線勾配
【０１１０】
結果：
　図８から分かるように、抗体を得ることができる。



(19) JP 6116565 B2 2017.4.19

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(20) JP 6116565 B2 2017.4.19

【図５】 【図６】

【図７】 【図８】



(21) JP 6116565 B2 2017.4.19

【配列表】
0006116565000001.app



(22) JP 6116565 B2 2017.4.19

10

20

30

40

フロントページの続き

(74)代理人  100116528
            弁理士　三宅　俊男
(74)代理人  100122736
            弁理士　小國　泰弘
(74)代理人  100122747
            弁理士　田中　洋子
(74)代理人  100132540
            弁理士　生川　芳徳
(74)代理人  100146031
            弁理士　柴田　明夫
(74)代理人  100181102
            弁理士　後藤　孝明
(72)発明者  ファルケンシュタイン，ロベルト
            ドイツ国、８０６８９　ミュンヘン、ヴァストル－ヴィット－シュトラーセ　５
(72)発明者  マーグリ，マリア・ローラ
            ドイツ国、８２３７７　ペンツベルク、ヴァルザーシュトラーセ　５アー
(72)発明者  メール，ミヒャエラ
            ドイツ国、８２４４９　ウッフィング、ドルフシュトラーセ　３
(72)発明者  シュベンドナー，クラウス
            ドイツ国、８２３６２　ヴァイルハイム、アム・オブストガルテン　４７
(72)発明者  シュペンスベルガー，ベルンハルト
            ドイツ国、８２３９０　エーバーフィンク、リングシュトラーセ　１アー

    審査官  松原　寛子

(56)参考文献  国際公開第２００８／００２２３５（ＷＯ，Ａ１）　　
              特表２００６－５０２７２７（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００９－５３０３７８（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００５－５２４０９２（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００４－５２２４２４（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２００４／０３１２１３（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第２０１０／０６３７１７（ＷＯ，Ａ１）　　
              ＪＢＣ，１９６０年，Vol.235，p.2294-2299
              GRAVERSEN, J.H. et al.，"Trimerization of apolipoprotein A-I retards plasma clearance 
              and preserves antiatherosclerotic prop，J. CARDIOVASC. PHARMACOL.，２００８年　２月，V
              ol.51, No.2，P.170-177

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ０７Ｋ　　　１／１８　　　　
              Ｃ１２Ｐ　　２１／０２　　　　
              Ｃ０７Ｋ　　１６／２８　　　　
              Ｃ０７Ｋ　　１９／００　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

