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(57)【要約】
　本出願は、タンパク質精製プロセス中にウイルス不活
性化を達成する新規および改良方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中の１以上のウイルスを不活性化するための方法であって、
標的分子を精製するプロセスにおいて、サンプルが第１単位操作から第２単位操作へ流動
する時にサンプルを１以上のウイルス不活性化因子と連続的に混合することを含む、方法
。
【請求項２】
　第１単位操作が結合および溶出クロマトグラフィーを含み、第２単位操作がフロースル
ー精製プロセスを含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　結合および溶出クロマトグラフィーがプロテインＡアフィニティクロマトグラフィーを
含む、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　フロースルー精製プロセスが、活性炭、アニオン交換クロマトグラフィー媒体、カチオ
ン交換クロマトグラフィー媒体およびウイルス濾過媒体からなる群から選択される２以上
のマトリックスを含む、請求項２記載の方法。
【請求項５】
　サンプルがプロテインＡ溶出液を含む、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　標的分子が抗体またはＦｃ領域含有タンパク質である、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　１以上のインライン・スタティックミキサを使用して、サンプルを１以上のウイルス不
活性化因子と混合する、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　１以上のサージタンクを使用して、サンプルを１以上のウイルス不活性化因子と混合す
る、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　１以上のウイルス不活性化因子が、酸、塩、溶媒および界面活性剤からなる群から選択
される、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　サンプルの流動が層流範囲内にある、請求項７記載の方法。
【請求項１１】
　プロテインＡ溶出液中の１以上のウイルスを不活性化する方法であって、１以上のイン
ライン・スタティックミキサを使用して、溶出液を１以上のウイルス不活性化因子と混合
することを含み、１０分以内または５分以内または２分以内または１分以内に完全なウイ
ルス不活性化が達成される、方法。
【請求項１２】
　プロテインＡ溶出液中の１以上のウイルスを不活性化する方法であって、サージタンク
を使用して、溶出液を１以上のウイルス不活性化因子と混合することを含み、１時間以内
または３０分以内に完全なウイルス不活性化が達成される、方法。
【請求項１３】
　１以上のウイルスを不活性化するための方法であって、
　（ａ）標的タンパク質を含むサンプルをプロテインＡアフィニティクロマトグラフィー
に付して溶出液を得る工程、
　（ｂ）溶出液をインライン・スタティックミキサに連続的に移して、１０分以下の持続
時間にわたって１以上のウイルス不活性化因子を溶出液と混合する工程、
　を含み、それにより、１以上のウイルスを不活性化する方法。
【請求項１４】
　プロテインＡアフィニティクロマトグラフィープロセスをバッチ形態で行う、請求項１
３記載の方法。
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【請求項１５】
　プロテインＡアフィニティクロマトグラフィープロセスを連続形態で行う、請求項１３
記載の方法。
【請求項１６】
　プロセスが連続多カラムクロマトグラフィーを含む、請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　１以上のウイルス不活性化因子が酸である、請求項１３記載の方法。
【請求項１８】
　標的タンパク質が抗体である、請求項１３記載の方法。
【請求項１９】
　工程（ｂ）からの排出物をフロースルー精製プロセス工程に連続的に移す工程を更に含
む、請求項１３記載の方法。
【請求項２０】
　フロースルー精製工程が、活性炭、アニオン交換媒体、カチオン交換媒体およびウイル
スフィルターから選択される２以上のマトリックスを含む、請求項１９記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、タンパク質精製プロセス中にウイルスを不活性化するためのインライン方法
を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　治療用タンパク質、特にモノクローナル抗体の大規模な実用的精製はバイオテクノロジ
ー産業の益々重要な問題となっている。一般に、タンパク質は、関心のあるタンパク質、
例えばモノクローナル抗体を産生するように操作された哺乳類または細菌細胞系を使用す
る細胞培養により製造される。しかし、該タンパク質は、産生されると、宿主細胞タンパ
ク質（ＨＣＰ）、内毒素、ウイルス、ＤＮＡなどのような種々の不純物から分離される必
要がある。
【０００３】
　典型的な精製プロセスにおいては、関心のあるタンパク質が細胞培養内で発現されると
、細胞培養供給物は細胞残渣の除去のための清澄化工程に付される。ついで、関心のある
タンパク質を含有する清澄化細胞培養供給物は、アフィニティクロマトグラフィー工程ま
たはカチオン交換クロマトグラフィー工程を含みうる１以上のクロマトグラフィー工程に
付される。特に治療用候補体の場合には、関心のあるタンパク質の安全性を確保するため
に、関心のあるタンパク質を含有するサンプル中に存在しうるウイルスを精製プロセス中
に不活性化することが必要である。一般に、ウイルスの不活性化は、クロマトグラフィー
工程後（例えば、アフィニティクロマトグラフィー後またはカチオン交換クロマトグラフ
ィー後）に行われる。典型的に、大規模プロセスにおいては、クロマトグラフィー工程後
、関心のあるタンパク質を含有する溶出プールは大きなタンクまたは貯蔵器内に集められ
、混合しながら、長時間にわたるウイルス不活性化工程／プロセスに付され、これは、溶
出プール内に存在しうるウイルスの完全な不活性化を達成するためには、数時間～数日間
またはそれより長期間を要しうる。
【０００４】
　温度、ｐＨ、放射線照射および或る化学物質への曝露を含む幾つかのウイルス不活性化
技術が当技術分野で公知である。
【発明の概要】
【０００５】
　（概要）
　本発明はタンパク質精製プロセス中のウイルス不活性化の方法を提供し、これは、産業
界でタンパク質精製中に現在用いられている方法と比較して幾つかの利点を有する。特に
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、本明細書に記載されている方法は、タンパク質精製プロセス中にウイルス不活性化工程
を行うための大きなタンクまたは貯蔵器を使用することを不要にし、ウイルス不活性化に
要する総時間を減少させ、タンパク質精製プロセス中のウイルス不活性化操作を行うのに
必要な全物理的空間を減少させ、そしてこれは、精製プロセス全体における設備設置総面
積を減少させる。
【０００６】
　幾つかの実施形態においては、精製プロセスにおいてサンプル中の１以上のウイルスを
不活性化するための方法を提供し、該方法は、該サンプルが第１単位操作から第２単位操
作へと流動するにつれて該サンプルを１以上のウイルス不活性化因子と連続的に混合する
ことを含む。
【０００７】
　幾つかの実施形態においては、第１単位操作は結合および溶出クロマトグラフィーを含
み、第２単位操作はフロースルー精製プロセスを含む。典型的な結合および溶出クロマト
グラフィー単位操作はプロテインＡアフィニティクロマトグラフィーを含むが、これに限
定されるものではない。
【０００８】
　幾つかの実施形態においては、フロースルー精製プロセスは、活性炭、アニオン交換ク
ロマトグラフィー媒体、カチオン交換クロマトグラフィー媒体およびウイルス濾過媒体か
らなる群から選択される２以上のマトリックスを含む。
【０００９】
　幾つかの実施形態においては、サンプルは、標的分子を含むプロテインＡ溶出液を含む
。典型的な標的分子には、例えば、抗体が含まれる。
【００１０】
　幾つかの実施形態においては、１以上のインライン・スタティックミキサを使用して、
サンプルを１以上のウイルス不活性化因子と混合する。他の実施形態においては、１以上
のサージタンクを使用して、サンプルを１以上のウイルス不活性化因子と混合する。スタ
ティックミキサを使用する場合、サンプルの流動は層範囲内に存在する。
【００１１】
　幾つかの実施形態においては、１以上のウイルス不活性化因子は、酸、塩、溶媒および
界面活性剤からなる群から選択される。
【００１２】
　幾つかの実施形態においては、プロテインＡ溶出液中の１以上のウイルスを不活性化す
る方法を提供し、該方法は、インライン・スタティックミキサを使用して、該溶出液を１
以上のウイルス不活性化因子と混合することを含み、１０分以内または５分以内または２
分以内または１分以内に完全なウイルス不活性化が達成される。
【００１３】
　他の実施形態においては、プロテインＡ溶出液中の１以上のウイルスを不活性化する方
法を提供し、該方法は、サージタンクを使用して、該溶出液を１以上のウイルス不活性化
因子と混合することを含み、１時間以内または３０分以内に完全なウイルス不活性化が達
成される。
【００１４】
　幾つかの実施形態においては、１以上のウイルスを不活性化するための方法は、（ａ）
標的タンパク質（例えば、抗体）を含むサンプルをプロテインＡアフィニティクロマトグ
ラフィーに付して溶出液を得、（ｂ）該溶出液をインライン・スタティックミキサに連続
的に移して、１０分以下の持続時間にわたって１以上のウイルス不活性化因子を該溶出液
と混合して、１以上のウイルスを不活性化することを含む。
【００１５】
　幾つかの実施形態においては、本明細書に記載されているウイルス不活性化法に付され
るプロテインＡ溶出液は、バッチ形態のプロテインＡアフィニティクロマトグラフィープ
ロセスにより得られる。他の実施形態においては、該プロテインＡアフィニティクロマト
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グラフィープロセスは連続形態で行われる。幾つかの実施形態においては、連続形態は連
続多カラムクロマトグラフィープロセスを含む。
【００１６】
　幾つかの実施形態においては、１以上のウイルス不活性化因子は、溶液の変化をもたら
すために使用される酸である。
【００１７】
　幾つかの実施形態においては、該溶出液は、ウイルス不活性化後にフロースルー精製プ
ロセス工程に連続的に移され、スタティックミキサーからの排出物は、活性炭、アニオン
交換媒体、カチオン交換媒体およびウイルス濾過媒体から選択される２以上のマトリック
スの使用を含むフロースルー精製工程に直接的へと流動する。
【００１８】
　他の実施形態においては、該溶出液は、ウイルス不活性化後、プールまたは貯蔵タンク
内で長時間（例えば、１２～２４時間または一晩）にわたって貯蔵された後、それは、次
の単位操作またはプロセス工程、例えばフロースルー精製プロセス工程またはカチオン交
換結合および溶出クロマトグラフィー工程に付される。
【００１９】
　本明細書に記載されている幾つかの実施形態においては、本明細書に記載されているウ
イルス不活性化法は、例えば、バイオリアクター内でタンパク質を発現する細胞を培養す
ること、沈殿、遠心分離および／またはデプス濾過の１以上を使用しうる清澄化に該細胞
培養を付すこと、該清澄化細胞培養を結合および溶出クロマトグラフィー捕捉工程（例え
ば、プロテインＡアフィニティクロマトグラフィー）に移すこと、該プロテインＡ溶出液
を、本明細書に記載されているウイルス不活性化法に付すこと、活性炭、アニオン交換媒
体、カチオン交換媒体およびウイルス濾過媒体から選択される２以上のマトリックスを使
用するフロースルー精製プロセスにウイルス不活性化からの排出物を付すこと、ならびに
ダイアフィルトレーション／濃縮および滅菌濾過を用いて、該フロースルー精製工程から
のフロースルー中のタンパク質を製剤化すること（これらに限定されるものではない）を
含む幾つかの工程を含みうる、より大きなタンパク質精製プロセスの一部である。そのよ
うなプロセスの更なる詳細は、例えば、本出願と同時に出願された参照番号Ｐ１２／１０
７を有する同時係属出願（その全内容を参照により本明細書に組み入れることとする）に
見出されうる。
【００２０】
　幾つかの実施形態においては、前記のとおり、全プロセスにわたって、１つの工程から
次の工程へと、流体サンプルが連続的に流動する。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】２つのインライン・スタティックミキサを使用するウイルス不活性化のための実
験用装置定の概要図である。示されている装置は（ａ）サンプル供給のための蠕動ポンプ
、（ｂ）酸および塩基を運搬するための２つのシリンジポンプ、（ｃ）２つのインライン
ｐＨプローブ、ならびに（ｄ）２つのスタティックミキサを含む。流動速度は、所望のｐ
Ｈを得るのに必要な酸／塩基の量に基づいて、バッチ形態で予め決められる。ウイルス不
活性化のための滞留時間は、各スタティックミキサの後かつ該ｐＨプローブの前に、適当
な直径および長さのチューブを配置することにより改変される。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　（発明の詳細な説明）
　生物医薬の製造は、薬物の安全性のために、および米国食品医薬品局（ＦＤＡ）により
定められた基準を満たすために、（哺乳類細胞を含む動物由来成分に由来する）ウイルス
の不活性化または除去を要する。典型的なプロセスは、必要な防御を累積的にもたらす幾
つかのウイルス除去工程を含む。
【００２３】
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　当業界において用いられる幾つかのプロセスは、いずれかの包膜ウイルスおよびウイル
ス成分の破壊を引き起こさせるために、標的タンパク質を含有する溶液を低いｐＨまで滴
定することを含む。ウイルス不活性化には長時間を要し、より重要なことには、有効なウ
イルス不活性化のために均一な混合を保証するために、一般に、標的タンパク質を含有す
るサンプルは、長期にわたって、これらの条件で保持される必要がある。したがって、大
規模プロセスの場合には、標的タンパク質を含有するサンプルは、しばしば混合しながら
、有効なウイルス不活性化を促進するために低ｐＨで長期にわたってインキュベートされ
る必要がある。例えば、低ｐＨで適当な時間にわたってタンパク質サンプルをインキュベ
ートするウイルス不活性化を記載しているＳｈｕｋｌａら，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ
ｐｈｙ　Ｂ．，８４８（２００７）２８－３９を参照されたい。
【００２４】
　ｐＨ条件は、不活性化を引き起こすのに十分に低いｐＨ値と、標的タンパク質の変性を
回避するのに十分に高いｐＨ値との間のバランスとして確立される。また、サンプルは、
ウイルス活性値における有意な減少（通常は２～６ＬＲＶ）を引き起こす或る時間にわた
って曝露される必要がある（例えば、Ｍｉｅｓｅｇａｅｓら，“Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ
　ｖｉａｌ　ｃｌｅａｒａｎｃｅ　ｕｎｉｔ　ｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｍｏｎｏ
ｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ”，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｖｏｌ．１０６，ｐ．２３８－２４６（２０１０）を参照され
たい）。
【００２５】
　ウイルス不活性化プロセスに重要だとみなされる３つのパラメータは、均一な混合がも
たらされると仮定して、ｐＨ値、曝露時間および温度である。大規模プロセスの場合には
、大きな体積ゆえに、混合は難題であり、混合速度および物質移動のような追加的なパラ
メータも重要となる。
【００２６】
　Ｆｃ領域含有タンパク質（例えば、モノクローナル抗体）の場合、ウイルス不活性化は
、通常、結合および溶出クロマトグラフィープロセス工程（例えば、プロテインＡアフィ
ニティクロマトグラフィーまたはカチオン交換クロマトグラフィー）からの溶出後に行わ
れる。なぜなら、溶出プールのｐＨは、ウイルス不活性化のための所望のｐＨに、より近
いからである。例えば、現在、当業界で用いられているプロセスにおいては、プロテイン
Ａクロマトグラフィー溶出プールは、典型的に、３．５～４．０の範囲のｐＨを示し、カ
チオン交換結合および溶出クロマトグラフィー溶出プールは、典型的に、約５．０のｐＨ
を示す。
【００２７】
　当業界で現在用いられているほとんどのプロセスにおいては、標的タンパク質を含有す
る溶出プールは、ウイルス不活性化に望ましいｐＨに調節され、ある長さの時間にわたっ
てそれに維持され、ｐＨおよび時間の組合せがウイルス不活性化をもたらすことが示され
ている。大規模プロセスの場合には特に、ウイルス不活性化のためには時間が長いほど有
効であるが、時間が長くなるとタンパク質損傷が生じることも公知である。低いｐＨへの
長時間曝露は沈殿および凝集物形成を引き起こす可能性があり、これは望ましくなく、し
ばしば、そのような沈殿および凝集物を除去するためにデプスフィルターおよび／または
滅菌フィルターの使用を要する。低いｐＨにより誘発される産物の質の問題に加えて、プ
ールタンク内の撹拌も凝集を引き起こしうる。タンパク質プールを均一化するために適切
な混合が必須であり、ｐＨおよび／または伝導度を調節するためにタンパク質溶液が酸／
塩基またはバッファーで処理される必要がある場合には、製造中の混合が特に重要である
（例えば、Ｖａｚｑｕｅｚ－Ｒｅｙら，“Ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ　ｉｎ　ｍｏｎｏｃｌｏ
ｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ”，Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｖｏｌ　１０８，Ｉ
ｓｓｕｅ　７，ｐ．１４９４－１５０８（２０１１）を参照されたい）。
【００２８】
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　撹拌のみによるせん断はタンパク質凝集を引き起こさない可能性があるが、気－液界面
の存在下の撹拌により促進されうることを、幾つかの研究は示している（例えば、Ｍａｈ
ｌｅｒら，“Ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ：Ｐａｔｈｗａｙｓ，ｉｎｄｕｃ
ｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ”，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．９
８（９）：２９０９－２９３４（２００９），Ｈａｒｒｉｓｏｎら，“Ｓｔａｂｉｌｉｔ
ｙ　ｏｆ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｉｎ　Ｆｖ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｒａｇｍｅｎｔ
　ｗｈｅｎ　ｅｘｐｏｓｅｄ　ｔｏ　ａ　ｈｉｇｈ　ｓｈｅａｒ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎ
ｔ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｉｒ－ｌｉｑｕｉｄ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ”，Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｂｉｏｅｎｇ．５９：５１７－５１９（１９９８）を参照されたい
）。例えば、前記研究は、完全には満たされていない容器内での撹拌に際して一本鎖Ｆｖ
抗体フラグメントの活性低下が生じることを示している。更に、これらの研究は、発酵ブ
ロス内の消泡剤の存在下では、該発酵ブロスにおいてタンパク質活性が喪失しないことを
示した。しかし、消泡剤の添加は理想的な解決策ではないかもしれない。なぜなら、特に
、それは追加的な精製工程および処理時間を精製プロセスに加えることになるからである
。
【００２９】
　本発明はタンパク質精製プロセス中のウイルス不活性化（本明細書においては「ＶＩ」
とも称される）のための改良された新規方法を提供し、これは、ウイルス不活性化のため
の総時間、コスト、およびタンパク質精製プロセスに関連した全物理的空間を減少させる
。
【００３０】
　本明細書に記載されている方法はウイルス不活性化を連続的に達成可能であり、このこ
とは、ほとんどの通常のプロセスと比較してウイルス不活性化に関連した時間を有意に減
少させ、ひいては精製プロセス全体の時間を減少させる。
【００３１】
　本明細書に記載されている幾つかの実施形態においては、本発明の方法は、ウイルス不
活性化を達成するために１以上のインライン・スタティックミキサを使用する。他の実施
形態においては、本発明の方法は、ウイルス不活性化を達成するために１以上のサージタ
ンクを使用する。本明細書に記載されている方法は連続的な全精製プロセスの実施を促進
させる。すなわち、プロセス工程後にサンプルの流動を停止させる必要性を伴うことなく
、標的タンパク質を含有するサンプルは１つのプロセス工程（または単位操作）から次の
プロセス工程（または単位操作）へと連続的に流動しうる。したがって、本発明の幾つか
の実施形態においては、上流の結合および溶出クロマトグラフィープロセス工程（例えば
、プロテインＡアフィニティクロマトグラフィーまたはカチオン交換クロマトグラフィー
）からの溶出プールは、スタティックミキサを使用して、ウイルス不活性化にインライン
で付されることが可能であり、サンプルは次のプロセス工程（例えば、フロースルー精製
プロセス工程）へと連続的に流動する。したがって、通常のプロセスとは異なり、溶出プ
ールは、精製プロセスにおける次のプロセス工程に進む前に、プールタンクまたは容器内
で長時間にわたってウイルス不活性化因子と混合またはインキュベートされる必要がない
。
【００３２】
　注目すべきことに、病原体を不活性化するために放射線に曝露されたサンプルを混合す
るための（例えば、米国特許公開第２００４０１３１４９７号およびＰＣＴ公開番号ＷＯ
２００２０９２８０６を参照されたい）またはスタティックミキサを使用して血液サンプ
ルをウイルス不活性化因子と混合するための（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ２００４０５
８０４６を参照されたい）スタティックミキサが記載されているが、当技術分野において
は、サンプルが１つの単位操作から別の単位操作へと流動する、タンパク質精製プロセス
中のウイルス不活性化を達成するための、スタティックミキサの使用は、教示も示唆もさ
れていないようである。
【００３３】
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　本明細書に記載されている方法は、当業界で現在用いられている通常のプロセスと比較
した幾つかの利点をもたらす。それらのうちの幾つかを以下に説明する。
【００３４】
　本明細書に記載されているウイルス不活性化方法は、適当なウイルス不活性化因子（例
えば、低ｐＨ）と共に標的タンパク質を含有するサンプルの、より効率的な混合を、ほと
んどの通常のプロセスより短時間で達成しうる。
【００３５】
　処理時間がより短いため、標的タンパク質の質に対するいずれかの潜在的な悪影響が最
小化される。例えば、低ｐＨ条件への長期曝露は、例えば、タンパク質凝集および他の有
害な変化を引き起こすことにより、標的タンパク質の質を損ないうることが示されている
（例えば、Ｗａｎｇら，“Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｉｎｓｔａｂｉｌｉ
ｔｙ　ａｎｄ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ”，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．Ｖｏｌ．９６，ｐ
．１－２６（２００７）を参照されたい）。品質に潜在的に有害でありうる条件へ曝露時
間をより短くすることにより、品質に対する損傷が最小化または回避されうる。
【００３６】
　本発明は少なくとも部分的には、サンプルの流動が（例えば、遅い流速の）層流範囲内
に存在する場合であっても効率的な混合および効率的なウイルス不活性化が達成されうる
という驚くべき且つ予想外の観察に基づいている。特に、本明細書に記載されている幾つ
かの方法の場合、インライン・スタティックミキサの使用により、流速を層流範囲内にす
るようにサンプルの流速が制御されうる。乱流に寄与し、より狭い最適操作ウィンドウを
もたらす、より高い流速の場合と比較して、より予測可能な不活性化を、これは可能にす
る。一般に、効率的な混合を達成するためには、より高い流速が要求されるため、この結
果は予想外である。
【００３７】
　層流範囲内で作動するプロセスは、より良好に制御されうる。なぜなら、混合が乱流の
存在に依存しないからである。例えば、上流流動条件が流速の減少を要する場合、該イン
ライン混合プロセスは乱流方式を回避し、その混合効率の幾らかを喪失しうる。しかし、
該効率が、流動範囲全体に存在する層流により支配される場合には、効率は損なわれない
。
【００３８】
　本明細書に記載されている方法はまた、プロセスパラメータに対するより高い制御をも
たらす。換言すれば、本明細書に記載されている方法はｐＨ条件に対するより高い制御を
もたらすため、それは、プロセス全体に対して、より高い制御をもたらし、一般に、より
ロウバスト（頑強）なプロセスを可能にする。
【００３９】
　前記利点の幾つかに加えて、本明細書に記載されている方法は、例えば、ウイルス不活
性化のためのプールタンクを使用する必要性を排除することにより、該プロセスの、より
小さな物理的空間をもたらす。一般に、プロセスの全物理的空間（すなわち、床面積）を
減少させることにより効率を改善する、より柔軟な製造プロセスに対する需要が増大しつ
つある。本明細書に記載されている方法は、ウイルス不活性化に典型的に使用される大き
なプールタンクの代わりに、プールタンクより遥かに小さいインライン・スタティックミ
キサまたはサージタンクを使用することにより、精製プロセスの全空間を減少させうる。
【００４０】
　本明細書に記載されている方法は精製プロセスにおける単位操作全体の排除をもたらす
。例えば、前記のとおり、一般に、大きなプールタンクにおいてウイルス不活性化が行わ
れる。ほとんどの通常のプロセスにおいては、上流の結合および溶出クロマトグラフィー
工程からの溶出液は、混合能力を有さないことが多いプールタンク内に集められる。した
がって、サンプル（すなわち、溶出プール）は、混合能力を有する適切なプールタンクに
移される必要がある。ついでｐＨが所望の値に調節され、ついで１～２時間以上のインキ
ュベーションが所望のｐＨ値で行われる。混合後、該ｐＨは、次のプロセス工程に適した
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ｐＨに再調節される必要があり、該ｐＨは、通常、ウイルス不活性化のためのｐＨより高
いｐＨである。また、ウイルス不活性化サンプルから混濁を除去するために、１つ（滅菌
）または２つ（デプスおよび滅菌）濾過工程が用いられた後、該サンプルは後続工程に付
されうる。しばしば、これらの工程のそれぞれは１日の経過にわたって行われることが可
能であり、独立した単位操作全体を構成しうる。
【００４１】
　幾つかの実施形態においては、より短い曝露はより少ない混濁をもたらし、または混濁
を全くもたらさず、したがって、後続濾過工程の必要性を排除する。本明細書に記載され
ている方法は、ウイルス不活性化のためにプールタンクを使用することを含む単位操作全
体を排除することにより、通常の精製プロセスを有意に単純化する。
【００４２】
　本明細書に記載されている方法はより容易な規模改変をもたらす。バッチプールタンク
系の規模改変は、根本的な混合系（例えば、インペラ）に基づく混合効率および安定化時
間の増加を含む。例えば、プールタンク体積が１０倍増加すると、同じ混合時間を維持す
るためには、混合効率が１０倍増加される必要がある。この場合もまた、混合時間は、一
定のＬＲＶ不活性化を達成するために最大化されつつ、タンパク質を保護するために最小
化されるべきである。多くの場合、ミキサは同等の混合効率までは大規模化され得ない。
なぜなら、インペラのサイズおよび利用可能なモータＲＰＭが限られているからである。
本発明は混合効率を有意に増加させ、インライン・スタティックミキサを含むパイプまた
は接続チューブの寸法、流速、液体密度および粘度に基づくレイノルズ数（Ｒｅ）と称さ
れる無次元数に基づく規模改変性をもたらす。レイノルズ数は、密度×スタティックミキ
サ直径×流速の、粘度に対する比率として定義される。混合効率は、スタティックミキサ
の混合要素の数を増加させることにより改善されうる。より良好な規模改変性およびより
予測可能な性能はプロセスパラメータをｐＨおよび時間のみにまで減少させ、混合効率に
対する成否の依存性を排除する。
【００４３】
　本明細書に記載されているインライン・スタティック混合は非常に短時間で溶液が修飾
されることを可能にし、それにより安定化時間の多くを節約する。これは、プロセス全体
が簡略化されることを可能にし、規模改変および設計目的に合理的な実施体積をもたらす
。サンプル流体の特性は、ウイルス活性化流体をＴ弁またはマニホルド系を介して主流体
流内に導入することにより改変されうる。新たに望まれる条件に流体が配置されたら、チ
ューブの長さまたは直径またはそれらの両方を増加させることによりスタティックミキサ
の後のチューブ内の滞留時間を増加させることにより、不活性化ｐＨにおける要求される
滞留時間が確保されうる。要求される滞留時間の終了時に、該流体を該タンパク質および
次のプロセス工程に望ましい状態にするために、二次修飾が行われうる。
【００４４】
　本明細書に記載されているウイルス不活性化方法は、本明細書に更に詳細に記載されて
いるとおり、精製プロセスが連続形態で実施されることを促進する。
【００４５】
　本発明がより容易に理解されうるために、まず、ある用語を定義する。該詳細説明の全
体にわたって追加的な定義が記載されている。
【００４６】
　Ｉ．定義
　本明細書中で用いる「スタティックミキサ」なる語は、２つの流体物質、典型的には液
体（例えば、標的タンパク質を含有するサンプルまたは結合および溶出クロマトグラフィ
ープロセス工程からの溶出液）を混合するための装置を意味する。該装置は、典型的には
、円筒状（チューブ）ハウジング内に含有されるミキサ要素（非移動要素とも称される）
を含む。全体的な系設計は、２つの流体流を該スタティックミキサ内に運搬するための方
法を含む。該流体流が該ミキサ内を移動するにつれて、該スタティックミキサの非移動要
素が該物質を連続的に混合する。完全な混合は、流体の特性、チューブ内径、ミキサ要素
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の数およびそれらの設計を含む多数の変数に左右される。本明細書に記載されている種々
の実施形態においては、スタティックミキサはインラインで使用される。
【００４７】
　「インライン」または「インライン操作（インライン実施）」なる語は、容器内に貯蔵
することなくチューブまたは何らかの他の導管を介して液体サンプルを移動させるプロセ
スを意味する。したがって、本発明の幾つかの実施形態においては、スタティックミキサ
は、標的タンパク質を含有する液体サンプルが１つのプロセス工程から別のプロセス工程
へと移動するチューブにおいて「インライン操作」で使用される。
【００４８】
　「ウイルス不活性化」または「ＶＩ」なる語は、１以上のウイルスを含有するサンプル
の処理を意味し、この場合、そのような１以上のウイルスはもはや複製不能であるか又は
不活性にされている。ウイルス不活性化は、物理的手段、例えば熱、紫外線、超音波振動
、または化学的手段、例えばｐＨ変化または化学物質の添加を用いて達成されうる。ウイ
ルス不活性化は、治療用タンパク質の精製の場合には特に、典型的に、ほとんどのタンパ
ク質精製プロセス中に用いられるプロセス工程である。本明細書に記載されている方法に
おいては、１以上のインライン・スタティックミキサまたはサージタンクを使用して、Ｖ
Ｉが行われる。当技術分野で公知の標準的アッセイおよび本明細書に記載されているもの
を用いて、サンプルにおいて１以上のウイルスが検出されないことは、１以上のウイルス
不活性化因子での該サンプルの処理の後の、そのような１以上のウイルスの完全な不活性
化を示すと理解される。
【００４９】
　「ウイルス不活性化因子」なる語は、１以上のウイルスを不活性または複製不能にしう
るいずれかの物理的または化学的手段を意味する。本明細書に記載されている方法におい
て用いられるウイルス不活性化因子には、溶液条件変化（例えば、ｐＨ、伝導度、温度な
ど）、またはサンプル中の１以上のウイルスと相互作用する溶媒／界面活性化剤、塩、重
合体、小分子、薬物分子もしくはいずれかの他の適当な実体の添加など、あるいは物理的
手段（例えば、ＵＶ光への曝露、振動など）が含まれることが可能であり、ここで、該ウ
イルス不活性化因子への曝露は１以上のウイルスを不活性または複製不能にする。特定の
実施形態においては、ウイルス不活性化因子はｐＨ変化であり、ここで、該ウイルス不活
性化因子は、インライン・スタティックミキサまたはサージタンクを使用して、標的分子
を含有するサンプル（例えば、プロテインＡ結合および溶出クロマトグラフィー工程から
の溶出液）と混合される。
【００５０】
　「ウイルス除去」なる語は、ウイルス含有溶液からウイルスが除去されるような、ウイ
ルス含有溶液の処理を意味する。ウイルス除去は、篩い分け（例えば、適当な孔径を有す
るナノ濾過膜を使用するもの）または吸着（例えば、ウイルスの電荷とは逆の電荷の媒体
を有するクロマトグラフィー装置を使用するもの）により行われうる。
【００５１】
　「乱流」なる語は、流体内の底流（ｓｕｂｃｕｒｒｅｎｔ）は、不規則なパターンで移
動する乱流を示すが、全体的流動は一方向である、流体の移動を意味する。乱流は、高速
で移動する非粘性流体において一般的である。
【００５２】
　「層流」なる語は、乱流が存在せず、いずれの与えられた底流もいずれかの他の近傍底
流に対してほぼ平行に移動する、滑らかで規則的な流体移動を意味する。層流は、粘性流
体、特に、低速で移動する粘性流体において一般的である。本明細書に記載されている本
発明の幾つかの実施形態においては、層流が用いられる。
【００５３】
　本明細書中で用いる「プールタンク」なる語は、プロセス工程からの排出物の全体積の
収集を可能にするサイズ／体積を有し、プロセス工程間で使用されるいずれかの容器、器
、貯蔵器、タンクまたは袋を意味する。プールタンクは、プロセス工程からの排出物の全
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体積の溶液状態を収容または貯蔵または操作するために使用されうる。本発明の種々の実
施形態においては、本明細書に記載されている方法は、１以上のプールタンクを使用する
必要性を排除する。
【００５４】
　幾つかの実施形態においては、本明細書に記載されている方法は１以上のサージタンク
を使用しうる。
【００５５】
　本明細書中で用いる「サージタンク」なる語は、プロセス工程間で使用されるいずれか
の容器または器または袋を意味し、この場合、プロセス工程からの排出物はサージタンク
を介して精製プロセスにおける次のプロセス工程に流動する。したがって、サージタンク
は、プロセス工程からの排出物の全体積を収容または収集することを意図されないが、そ
の代わりに１つのプロセス工程から次のプロセス工程への排出物の連続的流動を可能にす
る点で、サージタンクはプールタンクとは異なる。幾つかの実施形態においては、本明細
書に記載されている方法における２つのプロセス工程の間で使用されるサージタンクの体
積はプロセス工程からの排出物の全体積の２５％以下である。もう１つの実施形態におい
ては、サージタンクの体積はプロセス工程からの排出物の全体積の１０％以下である。幾
つかの他の実施形態においては、サージタンクの体積は、標的分子が精製される出発物質
を構成するバイオリアクター内の細胞培養物の全体積の３５％未満、または３０％未満、
または２５％未満、または２０％未満、または１５％未満、または１０％未満である。幾
つかの実施形態においては、本明細書に記載されているとおり、ウイルス不活性化はサー
ジタンクを経由して達成され、この場合、サージタンクは、標的タンパク質を含有するサ
ンプル（例えば、プロテインＡ結合および溶出クロマトグラフィー工程からの溶出液）と
適当なウイルス不活性化因子を混合するために使用される。
【００５６】
　「接続プロセス」なる語は、標的分子を精製するためのプロセスを意味し、該プロセス
は２以上のプロセス工程（または単位操作）を含み、これらは互いに直接的に流体連通し
ていて、流体物質は該プロセスにおけるプロセス工程（または単位操作）を通って連続的
に流動し、該プロセスの通常操作中の２以上の単位操作と同時接触している。時には、該
プロセスにおける少なくとも１つのプロセス工程（または単位操作）は、閉じた位置の弁
のようなバリヤにより、その他のプロセス工程（または単位操作）から一時的に隔離され
うると理解される。個々の単位操作のこの一時的隔離は、例えば、該プロセスの始動もし
くは停止中または個々の単位操作の除去／置換中に必要でありうる。
【００５７】
　「プロテインＡ」および「ＰｒｏＡ」は本明細書中で互換的に用いられ、その天然源か
ら回収されたプロテインＡ、合成的に（例えば、ペプチド合成または組換え技術により）
製造されたプロテインＡ、およびＦｃ領域のようなＣＨ２／ＣＨ３領域を有するタンパク
質に結合する能力を保有するその変異体を含む。プロテインＡはＲｅｐｌｉｇｅｎ、Ｐｈ
ａｒｍａｃｉａおよびＦｅｒｍａｔｅｃｈから商業的に購入可能である。プロテインＡは
、一般に、固相支持体上に固定化される。「ＰｒｏＡ」なる語は、プロテインＡが共有結
合しているクロマトグラフィー固体支持マトリックスを含有するアフィニティクロマトグ
ラフィー樹脂またはカラムをも意味する。特定の実施形態においては、本発明の方法にお
いて使用されるプロテインＡはプロテインＡのアルカリ安定性形態である。特定の実施形
態においては、プロテインＡは１以上のプロテインＡドメインまたはそれらの機能的変異
体もしくは断片を含み、これらは、Ｎ末端からの３または４アミノ酸のトランケーション
を各ドメインが有するＢ、ＺまたはＣドメインの野生型多量体形態あるいはプロテインＡ
のドメインの１以上の多量体変異体（例えば、Ｂ、ＺまたはＣドメイン五量体）（ここで
、ドメインは、Ｆａｂ結合を低減または排除するための突然変異を更に含みうる）に関す
る米国特許出願番号ＵＳ１２／６５３，８８８（２００９年１２月１８日付け出願）およ
び１３／４８９，９９９（２０１２年６月６日付け出願）（共に参照により本明細書に組
み入れることとする）に記載されている。
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【００５８】
　本発明の方法において使用されるプロテインＡの機能的誘導体、断片または変異体は、
マウスＩｇＧ２ａまたはヒトＩｇＧ１のＦｃ領域に関しては、少なくともＫ＝１０－８Ｍ
、好ましくはＫ＝１０－９Ｍの結合定数により特徴づけられうる。結合定数に関するその
ような値で得られる相互作用はこの文脈においては「高アフィニティ結合」と称される。
好ましくは、プロテインＡのそのような機能的誘導体または変異体は、天然ドメインＥ、
Ｄ、Ａ、Ｂ、Ｃから選択される野生型プロテインＡの機能的ＩｇＧ結合ドメインの少なく
とも一部、またはＩｇＧ結合機能性を保有するそれらの操作突然変異体を含む。
【００５９】
　本発明の種々の実施形態においては、プロテインＡは固体支持体上に固定化される。
【００６０】
　本明細書において互換的に用いられる「固体支持体」、「固相」、「マトリックス」お
よび「クロマトグラフィーマトリックス」なる語は、一般に、任意の種類の粒子状吸着剤
、樹脂または他の固相（例えば、膜、不織布、モノリスなど）を意味し、これは、分離プ
ロセスにおいて、混合物中に存在する他の分子から標的分子（例えば、Ｆｃ領域含有タン
パク質、例えば、免疫グロブリン）を分離するための吸着剤として作用する。通常、移動
相の影響下でマトリックスを通って混合物の個々の分子が移動する速度における相違の結
果として、標的分子は他の分子から分離される。樹脂粒子からなるマトリックスがカラム
またはカートリッジ内に入れられうる。該マトリックスを構成する物質の例には、多糖（
例えば、アガロースおよびセルロース）および他の力学的に安定なマトリックス、例えば
シリカ（例えば、制御細孔ガラス）、ポリ（スチレンジビニル）ベンゼン、ポリアクリル
アミド、セラミック粒子および前記のいずれかの誘導体が含まれる。典型的には、該マト
リックスは１以上のタイプのリガンドを含有する。しかし、マトリックスのみがクロマト
グラフィー媒体（例えば、活性炭、ヒドロキシアパタイト、シリカなど）である例が存在
する。
【００６１】
　「リガンド」は、クロマトグラフィーマトリックスに結合しており該マトリックスの結
合特性を決定する官能基である。「リガンド」の例には、イオン交換基、疎水性相互作用
基、親水性相互作用基、親硫黄相互作用基、金属親和性基、親和性基、生物親和性基、お
よび混合形態基（前記の組合せ）が含まれるが、これらに限定されるものではない。本発
明において使用されうる幾つかのリガンドには、強カチオン交換基、例えばスルホプロピ
ル、スルホン酸；強アニオン交換基、例えばトリメチルアンモニウムクロリド；弱カチオ
ン交換基、例えばカルボン酸；弱アニオン交換基、例えばＮ３ＮジエチルアミノまたはＤ
ＥＡＥ；疎水性相互作用基、例えばフェニル、ブチル、プロピル、ヘキシル；およびアフ
ィニティ（親和性）基、例えばプロテインＡ、プロテインＧおよびプロテインＬが含まれ
るが、これらに限定されるものではない。本発明の種々の実施形態においては、該リガン
ドはプロテインＡまたはその変異体もしくは断片である。
【００６２】
　本明細書中で用いる「クロマトグラフィー」なる語は、関心のある産物（例えば、治療
用タンパク質または抗体）を生物医薬製剤中の汚染物および／またはタンパク質凝集物か
ら分離する任意の種類の技術を意味する。
【００６３】
　「アフィニティクロマトグラフィー」なる語は、標的タンパク質（例えば、関心のある
Ｆｃ領域含有タンパク質または抗体）が、典型的には固体支持体上に固定化されたリガン
ド（例えば、プロテインＡ）（固体支持体上に固定化されたリガンドは本明細書において
は「クロマトグラフィーマトリックス」と称される）に特異的に結合するタンパク質分離
技術を意味する。標的タンパク質は、一般に、クロマトグラフィー工程中に該リガンドに
対するその特異的結合アフィニティを保有するが、該混合物中の他の溶質および／または
タンパク質は該リガンドに明白または特異的には結合しない。固定化リガンドへの標的タ
ンパク質の結合は、標的タンパク質が固体支持体物質上の固定化リガンドに特異的に結合



(13) JP 2015-522017 A 2015.8.3

10

20

30

40

50

したまま、汚染タンパク質またはタンパク質不純物（例えば、ＨＣＰ）を含む不純物がク
ロマトグラフィーマトリックを通過することを可能にする。しかし、該マトリックス上へ
の汚染タンパク質の幾らかの非特異的結合が典型的に観察される。クロマトグラフィーマ
トリックスは、該マトリックスから結合タンパク質を溶出する前に非特異的結合タンパク
質（例えば、ＨＣＰ）および他の不純物を除去するために、典型的には、適当な洗浄バッ
ファーで１回以上洗浄される。ついで、該マトリックスからの関心のあるタンパク質の分
離を促進する適当な溶出バッファーを使用して、関心のある特異的結合タンパク質が該マ
トリックスから溶出される。本発明の幾つかの実施形態においては、溶出標的タンパク質
の純度を減少させることなく、１以上の中間的洗浄工程がそのようなプロセスから省略さ
れる。言い換えると、本発明の幾つかの実施形態においては、関心のあるタンパク質はプ
ロテインＡ含有クロマトグラフィーマトリックスに結合することが可能であり、ついで、
１以上の中間的洗浄工程を要することなく溶出されるが、プロテインＡ溶出プール中の関
心のあるタンパク質の純度は影響を受けない。他の実施形態においては、プロテインＡ溶
出プール中の関心のあるタンパク質の或るレベルの純度を得るために或る数の洗浄工程を
通常用いるプロセスと比較して、中間的洗浄工程の数が減少する。本発明の種々の実施形
態においては、中間的洗浄工程の省略またはその数の減少にもかかわらず、プロテインＡ
溶出プール中の宿主細胞タンパク質のレベルが減少する。
【００６４】
　本明細書中で互換的に用いられる「イオン交換」および「イオン交換クロマトグラフィ
ー」なる語は、混合物中の関心のある溶質またはアナライトが、固相イオン交換物質に結
合（例えば、共有結合）した荷電化合物と相互作用するクロマトグラフィープロセスを意
味し、ここで、関心のある溶質またはアナライトは、該混合物中の溶質不純物または汚染
物と比較して幾分かは荷電化合物と非特異的に相互作用する。該混合物中の汚染溶質は、
イオン交換物質のカラムから、関心のある溶質より速く又は遅く溶出し、あるいは関心の
ある溶質とは異なって該樹脂に結合し、または該樹脂から解離する。「イオン交換クロマ
トグラフィー」には、カチオン交換、アニオン交換および混合形態イオン交換クロマトグ
ラフィーが含まれる。例えば、カチオン交換クロマトグラフィーは標的分子（例えば、Ｆ
ｃ領域含有標的タンパク質）に結合し、ついで溶出することが可能であり（カチオン交換
結合および溶出クロマトグラフィー、すなわち「ＣＩＥＸ」）、あるいは不純物に優先的
に結合し、一方、標的分子は該カラムを「フロースルー（流動通過）」しうる（カチオン
交換フロースルークロマトグラフィー、すなわち「ＦＴ－ＣＩＥＸ」）。アニオン交換ク
ロマトグラフィーの場合、固相物質は標的分子（例えば、Ｆｃ領域含有標的タンパク質）
に結合し、ついで溶出することが可能であり、あるいは不純物に優先的に結合し、一方、
標的分子は該カラムから「フロースルー」しうる。
【００６５】
　「イオン交換マトリックス」なる語は負荷電（すなわち、カチオン交換樹脂）または正
荷電（すなわち、アニオン交換樹脂）クロマトグラフィーマトリックスを意味する。該電
荷は、１以上の荷電リガンドを、例えば共有結合により、該マトリックスに結合させるこ
とにより得られうる。その代わりに又はそれに加えて、該電荷は該マトリックスの固有特
性でありうる（例えば、総負電荷を有するシリカの場合）。
【００６６】
　「カチオン交換マトリックス」は、該マトリックスと接触する水溶液中のカチオンとの
交換のための遊離カチオンを有する、負に荷電したクロマトグラフィーマトリックスを意
味する。カチオン交換マトリックスを形成するために固相に結合した負荷電リガンドは、
例えば、カルボキシラートまたはスルホナートでありうる。商業的に入手可能なカチオン
交換樹脂には、カルボキシ－メチル－セルロース、アガロース上に固定化されたスルホプ
ロピル（ＳＰ）（例えば、ＧＥ　ＨｅａｌｔｈｃａｒｅからのＳＰ－ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ
　ＦＡＳＴ　ＦＬＯＷ（商標）またはＳＰ－ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　ＨＩＧＨ　ＰＥＲＦＯ
ＲＭＡＮＣＥ（商標））、およびアガロース上に固定化されたスルホニル（例えば、ＧＥ
　ＨｅａｌｔｈｃａｒｅからのＳ－ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　ＦＡＳＴ　ＦＬＯＷ（商標））
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が含まれる。追加的な例には、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ（登録商標）　ＥＭＤ　ＳＯ３、Ｆｒ
ａｃｔｏｇｅｌ（登録商標）ＥＭＤ　ＳＥ　Ｈｉｇｈｃａｐ、Ｅｓｈｍｕｎｏ（登録商標
）ＳおよびＦｒａｃｔｏｇｅｌ（登録商標）ＥＭＤ　ＣＯＯ（ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒ
ｅ）が含まれる。
【００６７】
　「混合形態イオン交換マトリックス」または「混合形態マトリックス」は、カチオンお
よび／またはアニオン部分ならびに疎水性部分で共有結合的に修飾されたクロマトグラフ
ィーマトリックスを意味する。商業的に入手可能な混合形態イオン交換樹脂としては、シ
リカゲル固相支持マトリックスに結合した弱カチオン交換基、低濃度のアニオン交換基お
よび疎水性リガンドを含有するＢＡＫＥＲＢＯＮＤ　ＡＢＸ（商標）（Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅ
ｒ，Ｐｈｉｌｌｉｐｓｂｕｒｇ，ＮＪ．）が挙げられる。混合形態カチオン交換物質は、
典型的に、カチオン交換部分および疎水性部分を有する。適当な混合形態カチオン交換物
質としては、Ｃａｐｔｏ（登録商標）ＭＭＣ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）およびＥｓ
ｈｍｕｎｏ（登録商標）ＨＣＸ（Ｍｅｒｃｋ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）が挙げられる。混合
形態アニオン交換物質は、典型的に、アニオン交換部分および疎水性部分を有する。適当
な混合形態アニオン交換物質としては、Ｃａｐｔｏ（登録商標）Ａｄｈｅｒｅ（ＧＥ　Ｈ
ｅａｌｔｈｃａｒｅ）が挙げられる。
【００６８】
　「アニオン交換マトリックス」なる語は、本明細書においては、正に荷電した、例えば
、それに結合した第四級アミノ基のような１以上の正荷電リガンドを有するクロマトグラ
フィーマトリックスを意味するものとして用いられる。商業的に入手可能なアニオン交換
樹脂には、ＤＥＡＥセルロース、ＱＡＥ　ＳＥＰＨＡＤＥＸ（商標）およびＦＡＳＴ　Ｑ
　ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（商標）（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）が含まれる。追加的な例
には、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ（登録商標）ＥＭＤ　ＴＭＡＥ、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ（登録商
標）ＥＭＤ　ＴＭＡＥハイキャップ（ｈｉｇｈｃａｐ）、Ｅｓｈｍｕｎｏ（登録商標）Ｑ
およびＦｒａｃｔｏｇｅｌ（登録商標）ＥＭＤ　ＤＥＡＥ（Ｍｅｒｃｋ　Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ）が含まれる。
【００６９】
　本明細書中で互換的に用いられる「フロースループロセス」、「フロースルー形態」お
よび「フロースルークロマトグラフィー」なる語は、１以上の不純物と共に生物医薬製剤
中に含有される関心のある少なくとも１つの産物は、そのような１以上の不純物に通常は
結合する物質を通過してフロースルーすることが意図され、関心のある産物は通常はフロ
ースルーする、産物精製技術を意味する。
【００７０】
　本明細書中で互換的に用いられる「結合および溶出プロセス」、「結合および溶出形態
」ならびに「結合および溶出クロマトグラフィー」なる語は、１以上の不純物と共に生物
医薬製剤中に含有される関心のある少なくとも１つの産物を、固体支持体への該関心産物
の結合を促進する条件下で固体支持体と接触させる、産物分離技術を意味する。ついで該
関心産物は該固体支持体から溶出される。本明細書に記載されている方法による幾つかの
実施形態においては、固体支持体に結合したプロテインＡを有する固体支持体を、関心の
ある産物および１以上の不純物を含有するサンプルと、該固体支持体上のプロテインＡへ
の該関心物質の結合を促進する適当な条件下で接触させ、この場合、そのような１以上の
不純物は該固体支持体に特異的には結合しないと予想される。ついで、そのような１以上
の不純物から該関心産物を分離するために、該関心産物はプロテインＡ含有固体支持体か
ら溶出される。本明細書に記載されている方法においては、溶出後、プロテインＡ溶出プ
ールは、本明細書に記載されている１以上のスタティックミキサまたはサージタンクを使
用するウイルス不活性化に付され、ここで、該ウイルス不活性化は約数分～約１時間で達
成されうる。これに対して、通常のプロセスでは、ウイルス不活性化は数時間を要するこ
とが多い。
【００７１】
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　本明細書中で互換的に用いられる「汚染物」、「不純物」および「残渣」なる語は、い
ずれかの外来性の又は対処すべき分子、例えば生物学的巨大分子、例えばＤＮＡ、ＲＮＡ
、１以上の宿主細胞タンパク質、内毒素、脂質、および１以上の添加物であって、そのよ
うな外来性の又は対処すべき分子の１以上から分離される関心のある産物を含有するサン
プル中に存在しうるものを意味する。また、そのような汚染物は、分離プロセスの前に存
在しうる工程において使用されるいずれかの試薬を含みうる。
【００７２】
　本明細書中で互換的に用いられる「チャイニーズハムスター卵巣細胞タンパク質」およ
び「ＣＨＯＰ」なる語は、チャイニーズハムスター卵巣（「ＣＨＯ」）細胞培養に由来す
る宿主細胞タンパク質（「ＨＣＰ」）の混合物を意味する。ＨＣＰまたはＣＨＯＰは一般
に、細胞培養培地またはライセート（例えば、関心のあるタンパク質（例えば、ＣＨＯ細
胞において発現された抗体またはＦｃ含有タンパク質）を含む回収された細胞培養流体（
「ＨＣＣＦ」））中に不純物として存在する。関心のあるタンパク質を含む混合物中に存
在するＣＨＯＰの量は、関心のあるタンパク質の純度の尺度となる。ＨＣＰまたはＣＨＯ
Ｐは、ＣＨＯ宿主細胞のような宿主細胞により発現された関心のあるタンパク質を含むが
、これらに限定されるものではない。典型的には、タンパク質混合物中のＣＨＯＰの量は
混合物中の関心のあるタンパク質の量に対するピーピーエムで表される。宿主細胞が別の
細胞型、例えば、ＣＨＯ以外の哺乳類細胞、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、酵母、昆虫細胞ま
たは植物細胞である場合、ＨＣＰは、宿主細胞のライセート中で見出される、標的タンパ
ク質以外のタンパク質を意味すると理解される。
【００７３】
　本明細書中で互換的に用いられる「ピーピーエム」または「ｐｐｍ」なる語は、本明細
書の方法を使用して精製された所望の標的タンパク質の純度の尺度を意味する。ｐｐｍな
る単位は、関心のあるタンパク質のミリグラム／ミリリットル当たりのＨＣＰまたはＣＨ
ＯＰのナノグラム／ミリグラムでの量を意味する（すなわち、ＣＨＯＰ　ｐｐｍ＝（ＣＨ
ＯＰ　ｎｇ／ｍＬ）／（関心のあるタンパク質　ｍｇ／ｍＬ）；ここで、該タンパク質は
溶液中に存在する）。
【００７４】
　本明細書中で用いる「清澄化する」、「清澄化」および「清澄化工程」なる語は、ＮＴ
Ｕ（比濁濁度単位）として測定される標的分子含有溶液の濁度を減少させるために懸濁粒
子および／またはコロイドを除去するためのプロセス工程を意味する。清澄化は、遠心分
離または濾過を含む種々の手段により達成されうる。遠心分離はバッチまたは連続形態で
行われることが可能であり、一方、濾過は通常流動（例えば、デプス濾過）または接線流
形態行われることが可能であろう。当業界で現在用いられているプロセスにおいては、遠
心分離後、典型的には、遠心分離によっては除去されていない可能性がある不溶性不純物
を除去することを意図したデプス濾過が行われる。更に、清澄化効率を増加させるための
方法、例えば沈殿が用いられうる。不純物の沈殿は、種々の手段により、例えば、凝集、
ｐＨ調節（酸沈殿）、温度変化、刺激応答性高分子または小分子による相変化、あるいは
これらの方法のいずれかの組合せにより行われうる。本明細書に記載されている幾つかの
実施形態においては、清澄化は遠心分離、濾過、デプス濾過および沈殿の２以上のいずれ
かの組合せを含む。幾つかの実施形態においては、本明細書に記載されているプロセスお
よび系は遠心分離の必要性を排除する。
【００７５】
　本明細書中で互換的に用いられる「精製」、「分離」または「単離」なる語は、関心の
あるタンパク質および１以上の不純物を含む組成物またはサンプルからの、関心のあるポ
リペプチドもしくはタンパク質または標的タンパク質の純度を増加させることを意味する
。典型的には、関心のあるタンパク質の純度は、該組成物から少なくとも１つの不純物を
（完全または部分的に）除去することにより増加される。「精製工程」は、「均一」組成
物またはサンプルを与える全精製プロセスの一部でありうる。該「均一」組成物またはサ
ンプルは、関心のあるタンパク質を含む組成物中に、１００ｐｐｍ未満のＨＣＰ、あるい
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は９０ｐｐｍ未満、８０ｐｐｍ未満、７０ｐｐｍ未満、６０ｐｐｍ未満、５０ｐｐｍ未満
、４０ｐｐｍ未満、３０ｐｐｍ未満、２０ｐｐｍ未満、１０ｐｐｍ未満、５ｐｐｍ未満ま
たは３ｐｐｍ未満のＨＣＰを含む組成物またはサンプルを示すために本明細書中で用いら
れる。
【００７６】
　本発明の幾つかの実施形態においては、関心のある産物は免疫グロブリンである。
【００７７】
　「免疫グロブリン」、「Ｉｇ」または「抗体」（本明細書中で互換的に用いられる）な
る語は、例えば鎖間ジスルフィド結合により安定化されている、２本の重鎖と２本の軽鎖
とからなる基本的な４本のポリペプチド鎖の構造を有するタンパク質を意味し、これは、
抗原に特異的に結合する能力を有する。「一本鎖免疫グロブリン」または「一本鎖抗体」
（本明細書中で互換的に用いられる）なる語は、例えば鎖間ペプチドリンカーにより安定
化されている、重鎖と軽鎖とからなる２本のポリペプチド鎖の構造を有するタンパク質を
意味し、これは、抗原に特異的に結合する能力を有する。「ドメイン」なる語は、例えば
βプリーツシートおよび／または鎖内ジスルフィド結合により安定化されたペプチドルー
プを含む（例えば、３～４個のペプチドループを含む）重鎖または軽鎖ポリペプチドの球
状領域を意味する。ドメインは更に、本明細書においては、「定常」ドメインの場合の種
々のクラスメンバーのドメイン内の配列変異の相対的欠如または「可変」ドメインの場合
の種々のクラスメンバーのドメイン内の有意な変異に基づいて、「定常」または「可変」
と称される。抗体またはポリペプチド「ドメイン」は、しばしば、当技術分野においては
互換的に、抗体またはポリペプチド「領域」と称される。抗体軽鎖の「定常」ドメインは
、互換的に、「軽鎖定常領域」、「軽鎖定常ドメイン」、「ＣＬ」領域または「ＣＬ」ド
メインと称される。抗体重鎖の「定常」ドメインは、互換的に、「重鎖定常領域」、「重
鎖定常ドメイン」、「ＣＨ」領域または「ＣＨ」ドメインと称される。抗体軽鎖の「可変
」ドメインは、互換的に、「軽鎖可変領域」、「軽鎖可変ドメイン」、「ＶＬ」領域また
は「ＶＬ」ドメインと称される。抗体重鎖の「可変」ドメインは、互換的に、「重鎖可変
領域」、「重鎖可変ドメイン」、「ＶＨ」領域または「ＶＨ」ドメインと称される。
【００７８】
　免疫グロブリンまたは抗体はモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体であること
が可能であり、単量体または多量体形態、例えば、五量体形態で存在するＩｇＭ抗体、お
よび／または単量体、二量体もしくは多量体形態で存在するＩｇＡ抗体として存在しうる
。「フラグメント」なる語は、無傷または完全抗体または抗体鎖より少数のアミノ酸残基
を含む、抗体または抗体鎖の一部または部分を意味する。フラグメントは無傷または完全
抗体または抗体鎖の化学的または酵素的処理により得られうる。フラグメントは組換え手
段によっても得られうる。典型的なフラグメントには、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）
２、Ｆｃおよび／またはＦｖフラグメントが含まれる。
【００７９】
　「抗原結合性フラグメント」なる語は、抗原に結合する又は抗原結合（すなわち、特異
的結合）に関して無傷抗体（すなわち、それが由来する無傷抗体）と競合する、免疫グロ
ブリンまたは抗体のポリペプチド部分を意味する。結合フラグメントは、組換えＤＮＡ技
術により、または無傷免疫グロブリンの酵素的もしくは化学的切断により製造されうる。
結合フラグメントには、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、一本鎖および一本鎖
抗体が含まれる。
【００８０】
　本明細書に記載されている方法により精製される関心のあるタンパク質は、ＣＨ２／Ｃ

Ｈ３領域を含むものであり、したがって、プロテインＡクロマトグラフィーによる精製に
適している。本明細書中で用いる「ＣＨ２／ＣＨ３領域」なる語は、プロテインＡと相互
作用する、免疫グロブリン分子のＦｃ領域内のアミノ酸残基を意味する。ＣＨ２／ＣＨ３
領域またはＦｃ領域含有タンパク質の例には、抗体、イムノアドヘシン、およびＣＨ２／
ＣＨ３領域またはＦｃ領域に融合または結合した関心のあるタンパク質を含む融合タンパ
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ク質が含まれる。
【００８１】
　特定の実施形態においては、本発明の方法は、Ｆｃ領域含有フラグメントである、抗体
のフラグメントを精製するために使用される。
【００８２】
　「Ｆｃ領域」および「Ｆｃ領域含有タンパク質」なる語は、該タンパク質が免疫グロブ
リンの重鎖および／または軽鎖定常領域またはドメイン（既に定義されているＣＨおよび
ＣＬ領域）を含有することを意味する。「Ｆｃ領域」を含有するタンパク質は免疫グロブ
リン定常ドメインのエフェクター機能を有しうる。「Ｆｃ領域」、例えばＣＨ２／ＣＨ３
領域は、アフィニティリガンド、例えばプロテインＡまたはその機能的変異体に選択的に
結合しうる。幾つかの実施形態においては、Ｆｃ領域含有タンパク質はプロテインＡまた
はその機能的誘導体、変異体もしくは断片に特異的に結合する。他の実施形態においては
、Ｆｃ領域含有タンパク質はプロテインＧまたはプロテインＬまたはそれらの機能的誘導
体、変異体もしくは断片に特異的に結合する。
【００８３】
　一般に、免疫グロブリンまたは抗体は、関心のある「抗原」に対するものである。好ま
しくは、該抗原は生物学的に重要なポリペプチドであり、疾患または障害に罹患している
哺乳動物への該抗体の投与はその哺乳動物において治療的利益をもたらしうる。
【００８４】
　本明細書中で用いる「モノクローナル抗体」なる語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を意味する。すなわち、その集団を構成する個々の抗体は、少量で存在しう
る考えられうる天然に生じる突然変異以外は同一である。モノクローナル抗体は単一の抗
原部位に対して高特異的である。更に、種々の決定基（エピトープ）に対する種々の抗体
を典型的に含む通常の（ポリクローナル）抗体調製物とは異なり、各モノクローナル抗体
は抗原上の単一の決定基に対するものである。修飾語「モノクローナル」は、実質的に均
一な抗体集団から得られるという該抗体の特性を示しており、いずれかの特定の方法によ
る該抗体の製造を要すると解釈されるべきではない。例えば、本発明に従い使用されるモ
ノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒら，Ｎａｔｕｒｅ　２５６，４９５（１９７５）によ
り最初に記載されたハイブリドーマ法により製造可能であり、あるいは組換えＤＮＡ法（
例えば、米国特許第４，８１６，５６７号を参照されたい）により製造可能である。また
、「モノクローナル抗体」は、例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎら，Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６
２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ　２２２：５８１
－５９７（１９９１）に記載されている技術を用いて、ファージ抗体ライブラリーから単
離されうる。
【００８５】
　モノクローナル抗体は更に、重鎖および／または軽鎖の一部分が、特定の種に由来する
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における対応配列と同一または相
同であり、該鎖の残部が、別の種に由来する又は別の抗体クラスもしくはサブクラスに属
する抗体における対応配列と同一または相同である、「キメラ」抗体（免疫グロブリン）
、およびそのような抗体のフラグメント（ただし、それらは所望の生物活性を示すもので
なければならない）を含みうる（米国特許第４，８１６，５６７号；およびＭｏｒｒｉｓ
ｏｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：６８５１－６８５５（
１９８４））。
【００８６】
　本明細書中で用いる「超可変領域」なる語は、抗原結合をもたらす、抗体のアミノ酸残
基を意味する。超可変領域は、一般に、「相補性決定領域」、すなわち「ＣＤＲ」からの
アミノ酸残基（すなわち、軽鎖可変ドメインにおける残基約２４－３４（Ｌ１）、５０－
５６（Ｌ２）および８９－９７（Ｌ３）ならびに重鎖可変ドメインにおける３１－３５（
Ｈ１）、５０－６５（Ｈ２）および９５－１０２（Ｈ３）；Ｋａｂａｔら，Ｓｅｑｕｅｎ
ｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓ
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ｔ，５ｔｈ　Ｅｄ．Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．（１９９１））
および／または「超可変ループ」からの残基（すなわち、軽鎖可変ドメインにおける残基
２６－３２（Ｌ１）、５０－５２（Ｌ２）および９１－９６（Ｌ３）ならびに重鎖可変ド
メインにおける２６－３２（Ｈ１）、５３－５５（Ｈ２）および９６－１０１（Ｈ３）；
ＣｈｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９
８７））を含む。「フレームワーク」または「ＦＲ」残基は、ここで定義されている超可
変領域残基以外の可変ドメイン残基である。
【００８７】
　非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒト免疫グロブリンに由来する
最小配列を含有するキメラ抗体である。ほとんどの場合、ヒト化抗体は、所望の特異性、
アフィニティーおよび能力を有するマウス、ラット、ウサギまたは非ヒト霊長類のような
非ヒト種（ドナー抗体）からの超可変領域残基によりレシピエントの超可変領域残基が置
換されたヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。幾つかの場合には、ヒト免疫
グロブリンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基が対応非ヒト残基により置換される。
更に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含みうる
。これらの修飾は、抗体の性能を更に改善するために行われる。一般に、ヒト化抗体は、
少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含み、ここで、超可変
ループの全て又は実質的に全ては非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、ＦＲ領域の全て
又は実質的に全てはヒト免疫グロブリン配列のものである。ヒト化抗体は免疫グロブリン
定常領域（Ｆｃ）（典型的には、ヒト免疫グロブリンのもの）の少なくとも一部を含みう
る。更なる詳細は、Ｊｏｎｅｓら，Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）
；Ｒｅｉｃｈｍａｎｎら，Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２９（１９８８）；および
Ｐｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５９３－５９６（１９
９２）を参照されたい。
【００８８】
　「バッファー」は、その酸－塩基共役成分の作用によりｐＨの変化に抵抗する溶液であ
る。例えばバッファーの所望のｐＨに応じて使用されうる種々のバッファーはＢｕｆｆｅ
ｒｓ．Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏ
ｆ　Ｂｕｆｆｅｒｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｇｕｅｆｆｒｏｙ
，　Ｄ．編，Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（１９７５）に記載されて
いる。バッファーの非限定的な例には、ＭＥＳ、ＭＯＰＳ、ＭＯＰＳＯ、Ｔｒｉｓ、ＨＥ
ＰＥＳ、ホスファート、アセタート、シトラート、スクシナートおよびアンモニウムバッ
ファーならびにこれらの組合せが含まれる。
【００８９】
　本明細書中で用いる「溶液」、「組成物」または「サンプル」なる語は、関心のある分
子または標的タンパク質（例えば、Ｆｃ領域含有タンパク質、例えば、抗体）と１以上の
不純物との混合物を意味する。幾つかの実施形態においては、サンプルは、本明細書に記
載されているウイルス不活性化方法に付される前に、清澄化工程およびプロテインＡアフ
ィニティクロマトグラフィー工程に付される。幾つかの実施形態においては、サンプルは
細胞培養供給物、例えば、ＣＨＯ細胞培養からの供給物を含み、これはウイルス不活性化
前に清澄化およびプロテインＡクロマトグラフィー工程に付される。
【００９０】
　本明細書中で用いる「非哺乳類発現系」なる語は、宿主細胞または生物が非哺乳類由来
である、治療用タンパク質を産生させるために使用される全ての宿主細胞または生物を意
味する。非哺乳類発現系の例としては、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）およびピチア・パストリ
ス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）が挙げられる。
【００９１】
　本明細書中で用いる「溶出液」または「溶出プール」なる語は、例えば結合および溶出
クロマトグラフィー（例えば、プロテインＡアフィニティクロマトグラフィーマトリック
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スを使用するもの）の後、溶出により得られた関心のある分子を含有する溶液を意味する
。該溶出液は１以上の追加的精製工程に付されうる。本発明の幾つかの実施形態において
は、溶出プールが得られ、これは標的タンパク質、例えばＦｃ領域含有タンパク質を含有
し、該溶出プールは、本明細書に記載されているとおり、ウイルス不活性化に付される。
【００９２】
　「伝導度」なる語は、水溶液が２つの電極間で電流を通す能力を意味する。溶液におい
ては、電流はイオン輸送により流動する。したがって、水溶液中に存在するイオンの量が
増加するにつれて、より高い伝導度を溶液は有するようになる。伝導度の測定値の単位は
ミリジーメンス毎センチメートル（ｍＳ／ｃｍまたはｍＳ）であり、商業的に入手可能な
伝導度計（例えば、Ｏｒｉｏｎにより販売されているもの）を使用して測定されうる。溶
液の伝導度は、それにおけるイオンの濃度を変化させることにより改変されうる。例えば
、溶液中の緩衝剤の濃度および／または塩（例えば、ＮａＣｌまたはＫＣｌ）の濃度は、
所望の伝導度を得るために改変されうる。幾つかの実施形態においては、種々のバッファ
ーの塩濃度は、所望の伝導度を得るために改変される。
【００９３】
　ポリペプチドの「ｐＩ」または「等電点」は、ポリペプチドの正電荷がその負電荷と釣
り合うｐＨを意味する。ｐＩはポリペプチドの結合炭水化物のアミノ酸残基またはシアル
酸残基の実効電荷から計算されることが可能であり、あるいは等電点電気泳動により決定
されうる。
【００９４】
　本明細書中で互換的に用いられる「プロセス工程」または「単位操作」なる語は、精製
プロセスにおける或る結果を達成するための１以上の方法または装置の使用を意味する。
精製プロセスにおいて用いられうるプロセス工程または単位操作の例には、清澄化、結合
および溶出クロマトグラフィー、ウイルス不活化、フロースルー精製および製剤化が含ま
れるが、これらに限定されるものではない。該プロセス工程または単位操作のそれぞれは
、そのプロセス工程または単位操作の意図される結果を達成するために２以上の工程また
は方法または装置を用いうると理解される。
【００９５】
　本明細書中で用いる「連続的プロセス」なる語は、２以上のプロセス工程（または単位
操作）を含む、標的分子を精製するためのプロセスを意味し、この場合、１つのプロセス
工程からの排出物は、遮断されることなく該プロセスにおける次のプロセス工程内に直接
的に流入し、ここで、２以上のプロセス工程はそれらの持続時間の少なくとも一部にわた
って同時に行われうる。言い換えると、連続的プロセスの場合、次のプロセス工程が開始
される前にプロセス工程を完了させる必要はなく、それらの複数のプロセス工程にわたっ
てサンプルの一部が常に移動している。
【００９６】
　幾つかの実施形態においては、異なる複数のプロセス工程が、連続的に作動するように
接続される。幾つかの実施形態においては、本明細書に記載されているウイルス不活性化
方法は連続的精製プロセスにおけるプロセス工程を構成し、ここで、サンプルはプロテイ
ンＡアフィニティクロマトグラフィー工程からウイルス不活性化工程、そして該プロセス
における次の工程（これは、典型的には、フロースルー精製プロセス工程である）へと連
続的に流動する。
【００９７】
　幾つかの実施形態においては、該ウイルス不活性化プロセス工程は連続的に行われる。
すなわち、前の結合および溶出クロマトグラフィー工程（すなわち、プロテインＡアフィ
ニティクロマトグラフィー）からの溶出液は、１以上のスタティックミキサおよび／また
はサージタンクを使用するウイルス不活性化工程内に連続的に流動し、ついで、該ウイル
ス不活性化溶出液は、次のプロセス工程が行われるまで、貯蔵容器内に収集されうる。
【００９８】
　ＩＩ．典型的なウイルス不活性化因子
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　ウイルス不活性化はウイルスを不活性または複製もしくは感染不能にし、これは、特に
治療用を意図した標的分子の場合に重要である。したがって、ウイルス不活性化は、典型
的に、タンパク質精製プロセス中、特に該タンパク質が治療用を意図したものである場合
に用いられる。
【００９９】
　多数のウイルスは、化学的変化により不活性化されうる脂質またはタンパク質被覆を含
有する。ウイルスを単に不活性にするのではなく、幾つかのウイルス不活性化プロセスは
ウイルスを完全に変性させうる。より広範に用いられているウイルス不活性化プロセスに
は、例えば、以下のうちの１以上の使用が含まれる：溶媒／界面活性剤不活性化（例えば
、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ　１００によるもの）；パスツーリゼーション（加熱）；酸性ｐＨ不
活性化；および紫外線（ＵＶ）不活性化。これらのプロセスの２以上を組合せることも可
能であり、例えば、高温で酸性ｐＨ不活性化を行うことが可能である。
【０１００】
　バイオテクノロジー製品のための幾つかのウイルス不活性化因子が当技術分野で公知で
ある。例えば、Ｇａｉｌ　Ｓｏｆｅｒ，“Ｖｉｒｕｓ　Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｉｎ
　ｔｈｅ　１９９０ｓ　－　ａｎｄ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　２１ｓｔ　Ｃｅｎｔｕｒｙ，Ｐ
ａｒｔ　４，Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉａ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｄｕｃ
ｔｓ，ａｎｄ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ”，Ｂｉｏｐｈａｒｍ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，
２００３年１月，ｐ．５０－５７を参照されたい。それらのうちの幾つかを後記で説明す
る。
【０１０１】
　低いｐＨは異種栄養性マウス白血病ウイルス（ＸＭｕＬＶ）を不活性化することが示さ
れている。１つの研究においては、ｐＨ３．５～４．０は１８～２６℃で有効であること
が判明しており、ｐＨ３．７からｐＨ４．１までに関する不活性化速度論において、ごく
僅かな相違しか見られなかった。しかし、２～８℃では、ｐＨ４．１での不活性化はより
遅く、１時間までを要した。これに対して、ｐＨ３．７では約３０分を要した。更に、精
製されている種々の標的分子に関して変動性が認められた。例えば、１つの標的分子で用
いられた不活性化時間は６０分であったが、別のものでは、それは１２０分であり、更に
、１つの標的分子の場合、１２０分後でさえもウイルスＸＭｕＬＶは完全には不活性化さ
れなかった。タンパク質濃度も不活性化速度論に影響を及ぼした。バッファーのみにおい
ては、ＸＭｕＬＶは１２０分のうちに不活性化され、タンパク質の添加は同じｐＨ、温度
および曝露時間での完全不活性化を妨げた。該不活性化溶液のイオン強度は、タンパク質
濃度を増加させる効果を軽減するようであった。
【０１０２】
　もう１つの研究においては、Ｓｐ２／０またはＮＳ０マウス細胞系において産生された
８つの異なるモノクローナル抗体（ＭＳ）の場合のＸＭｕＬＶおよび仮性狂犬病ウイルス
（ＰＲＶ）ウイルスの不活性化に関して、低いｐＨを調べた。用いたｐＨ値は、約５～６
を超える範囲のＬＲＶ（すなわち、ウイルスは該サンプルにおいて測定できない）をもた
らす３．１４～３．６２の範囲であった。これらのデータは、一般的なウイルス不活性化
アプローチを裏付けるために用いられている。１３個の産物（大部分はＭａｂであるが、
全てではない）の別の研究は、ｐＨ３．６～４．０が幾つかの異なるウイルスを５～６０
分のうちに不活性化しうることを示した。
【０１０３】
　カプリラートはＭＡｂ製造プロセスにおいて脂質包膜ウイルスを不活性化することが判
明している。シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素Ａ－モノクローナル抗体
コンジュゲートおよびシュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）モノクローナルＩｇＭ
を含有する細胞培養回収ブロスのそれぞれにウイルスを添加した。単純ヘルペスウイルス
１（ＨＳＶ－１）および水疱性口炎ウイルス（ＶＳＶ）ウイルスは２０℃で６０分以内に
完全に不活性化された。しかし、５℃では、ＶＳＶの部分的な不活性化が１２０分後に示
されたに過ぎなかった。カプリラートの非イオン化形態は広範囲のｐＨにわたって維持さ
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れ、該非イオン化形態は０．００１～０．０７重量％の濃度でウイルス不活性化において
有効である。ＶＳＶおよびワクシニアウイルスはｐＨ６．３においてＨＳＶ－１より遅く
不活性化された。
【０１０４】
　界面活性剤もウイルス不活性化因子として使用されている。Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
（０．５％、４℃）は、幾つかのＭＡｂの結合能に影響を及ぼすことなく、呼吸器合胞体
ウイルス（ＲＳＶ）およびフレンドマウス白血病ウイルス（ＦｒＭｕＬＶ）ウイルスを４
時間以内に完全に不活性化した。Ｌｏｇ１０減少値はＦｒＭｕＬＶに関しては＞３．８、
そしてＲＳＶに関しては＞５．４であった。他のデータは、ＭｕＬＶが０．１～１％　Ｔ
ｗｅｅｎによっては不活性化されなかったことを示している。
【０１０５】
　溶媒／界面活性剤（Ｓ／Ｄ）は、一般に、血漿タンパク質と共にウイルス不活性化のた
めに使用される。Ｓ／Ｄは組換えタンパク質およびＭＡｂの製造中に包膜ウイルスの不活
性化のためにも使用される。例えば、Ｂ－ドメイン欠失組換え因子ＶＩＩＩの製造中に、
Ｓ／Ｄはウイルス不活性化に使用される。製造に使用されるＣＨＯ細胞系に関連している
ウイルスは存在しないかもしれないが、カチオン交換工程後にＳ／Ｄが加えられうる。０
．３％　ＴＮＢＰおよび１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００の濃度が少なくとも３０分間に
わたって目標とされる。Ｓ／Ｄ処理は、パラインフルエンザ－３ウイルス（ＰＩ－３）、
ＸＭｕＬＶ、ウシ伝染性鼻気管炎ウイルス（ＩＢＲ）および悪性カタル熱ウイルス（ＭＣ
Ｆ）を含む被験包膜ウイルスの全てを完全かつ迅速に不活性化することが示されている（
Ｓｏｆｅｒら，同誌を参照されたい）。
【０１０６】
　裸ＤＮＡワクチンにおけるウイルス不活性化のためにベータ－プロピオラクトンが提示
されている。４℃で１６時間の処理に関して、遺伝子発現の喪失を防ぐためにはβ－プロ
ピオラクトンの初期濃度が０．２５％を超えるべきではないことが判明した。
【０１０７】
　本発明の幾つかの実施形態においては、ウイルス不活性化は、標的タンパク質を含有す
るサンプルの、酸性または低いｐＨへの曝露を用いる。したがって、本明細書に記載され
ている幾つかの実施形態においては、ウイルス不活性化は、ウイルス不活性化の上流であ
る結合および溶出クロマトグラフィーからの排出物または溶出液の、スタティックミキサ
を使用するインラインでの酸性ｐＨへの曝露を用いる。ウイルス不活性化に用いられるｐ
Ｈは、典型的には、５．０未満または３．０～４．０である。幾つかの実施形態において
は、ｐＨは３．６以下である。インライン・スタティックミキサ・タンクが使用される場
合にウイルス不活性化に用いられる持続時間は１０分以下または５分以下または２分以下
または１分以下である。他の実施形態においては、結合および溶出クロマトグラフィー工
程とフロースループロセス工程との間にサージタンクが使用される。サージタンクが使用
される場合のウイルス不活性化のための持続時間は、典型的には、１時間以下または３０
分以下である。インライン・スタティックミキサまたはサージタンクのどちらの使用の場
合にも、該ウイルス不活性化は、ウイルス不活性化のためにサンプルをプールタンク内に
収集する必要性を伴うことなく、該プロセスが連続的に実施されることを可能にする。
【０１０８】
　ＩＩＩ．典型的なウイルスおよびウイルス不活性化の決定
　ウイルスは、２つの主要メカニズム、すなわち、除去（例えば、濾過またはクロマトグ
ラフィーによるもの）または不活性化（例えば、低いｐＨ、界面活性剤または照射）によ
り「排除」されうる。生物医薬ウイルス排除のための、規制機関による推奨は、ＦＤＡお
よびＥＭＥＡにより発行されている幾つかの文書に見出されうる。
【０１０９】
　プロセスのウイルス排除能は、個々の単位操作の小規模化形態を用いて評価される。ウ
イルス汚染を模擬するために、代表的プロセス供給物のサンプルに既知量のウイルスを添
加し、該操作により除去または不活性化されたウイルスの量を測定する。該添加に使用さ
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ために、「可能な限り高い」ことが推奨される。しかし、該ウイルス添加体積は、産物の
組成が有意に改変されるほど大きくなってはならず、１０％の添加体積が最大許容添加量
だと一般にみなされている。
【０１１０】
　ウイルスは、一般に、感染性ウイルス粒子を定量するアッセイを用いて、精製プロセス
における個々の単位操作の前および後で集められたサンプルから測定される。排除は、得
られたＬｏｇ１０減少（対数減少値またはＬＲＶ）として示される。単位操作が、処理物
質においてウイルスが全く検出されない度合までの排除を達成した場合、出発供給物にお
けるウイルス力価およびサンプル採取された最終物質の量に基づく計算を用いて、最小Ｌ
ＲＶが決定される。したがって、高度に有効な排除工程とされうるＬＲＶは、高レベルの
添加チャレンジを可能にする高力価ウイルスストック、およびアッセイ感度を増加させる
大体積ウイルスアッセイを用いることにより提示されうる。逆に、供給物質が細胞毒性で
あり、または検出細胞のウイルス感染を妨げる場合には、これはサンプル希釈を要し、そ
れはアッセイ感度を減少させるため、実証可能なＬＲＶは低下しうる。
【０１１１】
　ウイルス感染性をアッセイするための幾つかの方法が当技術分野で公知である。組織培
養感染用量５０％アッセイは、サンプル中の感染性ウイルス粒子を計数するための１つの
そのような方法である。ＴＣＩＤ５０は、接種培養の５０％において細胞変性効果を与え
る病原因子（ウイルス）の量である。ＴＣＩＤ５０値はサンプル中の感染性ビリオンの数
に比例するが、それと同じではない。この方法を用いて決定された力価は典型的にはＴＣ
ＩＤ５０／ｍＬとして示される。
【０１１２】
　該アッセイによりウイルスが全く検出されない場合、ＬＯＤ（検出の最小限界）計算を
用いて、サンプルに関する最大可能力価が決定される。この計算はアッセイの感度を考慮
し、該アッセイが何も検出しない場合にサンプル中に存在しうる最多ウイルスを示す。こ
れらの計算の結果は「≦Ｘ」として示される力価であり、これは、サンプル中の実際の力
価がＸ以下（９５％の確実性まで）であることを意味する。このＬＯＤ計算は被験サンプ
ルの量、およびアッセイ前にサンプルに対して行われた前希釈のみに基づく。該力価が「
≦Ｘ」として示される場合、対応する対数減少値（ＬＲＶ）は「≧Ｙ」として示され、こ
れは、得られたＬＲＶがＹ以上であることを意味する。
【０１１３】
　ウイルス排除の妥当性確認研究は、多種多様な種類のウイルスをＭＡｂ精製プロセスが
除去または不活性化する能力を評価するように設計される。ＦＤＡは、大および小粒子、
ＤＮＡおよびＲＮＡゲノムならびに化学的に感受性および耐性な脂質包膜および非包膜株
を含む幾つかのモデルウイルスを使用することを推奨している。その根拠は、適切に多様
なパネルのウイルスのロウバストな排除の証明が、未検出の未知ウイルス汚染も最小レベ
ルにまで低減されたという確証をもたらすというものである。これらの指針に適合する４
つのウイルスを表１に示す。表１は、ＭＡｂプロセスウイルス排除妥当性確認に適したモ
デルウイルスパネルの特性を要約している（ＩＣＨ　Ｑ５Ａから改変）。
【０１１４】
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【表１】

【０１１５】
　一般に、ウイルス汚染は以下の２つの広範な範疇に分類される：起源物質中に存在する
ことが知られている内因性ウイルス、および該プロセスに侵入しうる外来因子。
【０１１６】
　本明細書に記載されている方法は、これらの範疇のウイルスの両方を不活性化するため
に用いられうる。
【０１１７】
　ＩＶ．スタティックミキサ
　スタティックミキサはインライン混合のために他の産業において使用されているが、そ
れらは医薬産業においては広くは使用されていない。なぜなら、プロセスが一般にバッチ
形態で作動するからである。更に、インライン・バッファー混合および希釈技術はタンパ
ク質精製プロセスに関しては記載されているが（例えば、ＴｅｃｈｎｉＫｒｏｍ，Ｂｉｏ
ＲａｄおよびＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅにより提供されている市販の系において）、特
にウイルス不活性化は一般に大規模プロセス用のプールタンクにおいて行われるため、そ
れはウイルス不活性化には使用されていない。
【０１１８】
　完全な混合を可能にするためにミキサが液体流動を攪乱させる限り、多数のスタティッ
ク混合装置が本発明において使用されうる、と当業者は認識するであろう。
【０１１９】
　スタティックミキサは、１つのチューブの空間内に、流動分割と乱流という２つの機能
を兼備しうる。流動分割機能は一連のオフセット部分要素により達成され、ここで、１つ
の要素から出た流体が、９０度オフセットされた次の要素のフロントブレードに衝突する
。乱流は、流体を回転させるスクリュー状の部分要素により引き起こされる。乱流は、該
流動要素で流体が層状に移動し得ないことにより誘発され、流速の増加により増大する。
この流体混合機能の尺度はレイノルズ数Ｒｅで与えられる。低い流速、したがって低いＲ
ｅにおいては、スタティックミキサは層流範囲で作動する。この混合機能は、新鮮な未反
応活性化流体（例えば、酸性バッファー）がより効率的にウイルスと相互作用し、古い使
用された活性化流体によるウイルスの閉塞を排除することを可能にする。バッチミキサの
場合、該プロセスは、古い活性化流体を押し流しそれを新たな活性化流体で置換する効率
に左右される。
【０１２０】
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　スタティック混合装置またはスタティックミキサは、種々の材質（例えば、ステンレス
鋼、テフロン（登録商標）、銅）のものが利用可能である。本明細書に記載されている方
法において使用されるスタティックミキサ用の材質の選択の際には、スタティックミキサ
を通って流動するサンプルの成分と反応しない又は該成分において反応を引き起こさない
材質を選択することが望ましい。また、該材質は耐久性があり、そして、特にサンプルを
ヒトまたは他の動物に投与しようとする場合には、滅菌（例えば、高圧滅菌または塩素処
理によるもの）に適していることが望ましい。スタティックミキサは不透明または透明で
ありうる。
【０１２１】
　本明細書に記載されている方法の幾つかの実施形態においては、スタティックミキサは
、該スタティックミキサの入口、中央および出口にｐＨおよびマスフロー制御センサーを
含む系の一部である。サンプル（例えば、上流の結合および溶出クロマトグラフィー工程
からの溶出液）、酸および塩基の相対流速は、所望のｐＨ値が確保されるように連続的に
調節される。フィードバックアルゴリズムがモデルベースにされ、したがって従来の系よ
り効率的となりうるように、予め得られた範囲のデータに基づく制御ソフトウェアが使用
される。例えば、入口センサークラスター、ｐＨおよび流速が、適当な酸添加供給速度（
ＦＡ）を決定するために用いられうる。意図される最終ｐＨ値をｐＨ２．０と予測する追
加的な制御アルゴリズムが使用されうる。該値が正確に達成されなければ、ポンプＦＡは
、流体を正しい値にするように改変される。これは幾つかの原因（例えば、クロマトグラ
フィー工程からの供給物内に追加的な緩衝能が存在する、または滴定値が線形性でない可
能性がある）で生じうるであろう。
【０１２２】
　Ｖ．インライン・スタティックミキサを使用するウイルス不活性化のためのプロセス
　前記のとおり、本明細書に記載されている方法の幾つかの実施形態においては、有効な
ウイルス不活性化を達成するために、インライン・スタティックミキサが使用される。
【０１２３】
　本明細書に記載されているとおり、低いｐＨの連続的なウイルス不活性化を連続的なプ
ロセスで可能にするために、該精製プロセスにおける前の結合および溶出クロマトグラフ
ィー工程からの溶出液（例えば、プロテインＡ溶出液）は、三方弁を使用して、酸（通常
は１～３Ｍ　酢酸）とインラインで混合され、スタティックミキサに通される。スタティ
ックミキサの寸法は、酸および産物流の効率的な混合を可能にするように選択される。ロ
ウバストなウイルス不活性化のために十分な滞留時間（典型的には１～５分間）を得るた
めに、十分な体積のチューブがスタティックミキサの後に配置されうる。ついで該ウイル
ス不活性化流は、三方弁を使用して、塩基（通常は１～２Ｍ　トリス－塩基（ｐＨ１１）
）と混合され、スタティックミキサに通されて、該連続的プロセスにおける次の精製工程
のための所望のｐＨ（これは、典型的には、ｐＨ５～８に増加される）へとｐＨを増加さ
せる混合を可能にする。
【０１２４】
　スタティックミキサの直径および要素数は、全流速（すなわち、供給物＋酸／塩基流速
）、密度および粘度に応じて効率的混合を可能にするように選択されうる。流速は、スタ
ティックミキサ（数および直径）の選択と共に、適当な滞留時間を確保するように選択さ
れる。レイノルズ数Ｒｅを一定に保つことにより、大規模化が行われる。注目すべきこと
に、本発明の方法においては、流速は、Ｒｅが層流範囲内に保たれるように十分に低く維
持される。
【０１２５】
　ＶＩ．サージタンクを使用するウイルス不活性化のためのプロセス
　本発明の幾つかの実施形態においては、ウイルス不活性化は、サージタンクを使用して
達成される。
【０１２６】
　本発明のウイルス不活性化方法は、いずれかのタンパク質精製プロセス（例えば、バッ
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チ形態で行われる精製プロセス、または連続形態で行われる精製プロセス）の一部として
使用されうる。
【０１２７】
　本明細書に記載されている幾つかの実施形態においては、該ウイルス活性化方法は、該
ウイルス不活性化方法の上流および下流の両方に存在する幾つかのプロセス工程（または
単位操作）を用いる連続的精製プロセスの一部である。
【０１２８】
　幾つかの実施形態においては、該結合および溶出クロマトグラフィープロセス工程は、
典型的には、タンパク質精製工程におけるウイルス不活性化工程の前に行われ、バッチ形
態で行われる。典型的なバッチ結合および溶出クロマトグラフィー操作は、清澄化細胞培
養供給物のバッチを処理するために、複数（通常、１～１０回）の実施で、大きなカラム
を使用する。したがって、幾つかの実施形態においては、バッチプロセスが実施されたら
、溶出プールが集められ、ウイルス不活性化を行うためにサージタンク内に送り出されう
る。バッチ結合および溶出クロマトグラフィープロセスの場合、ウイルス不活性化のため
に複数のサージタンクが使用されうる。サージタンクはより小さなサイズを有するため、
より効率的な混合およびウイルス不活性化が達成される。
【０１２９】
　幾つかの他の実施形態においては、結合および溶出クロマトグラフィープロセス工程は
連続形態で行われる。特定の実施形態においては、該連続的プロセスは複数の連続的クロ
マトグラフィープロセス（ＣＭＣとも称される）である。
【０１３０】
　ＣＭＣ実施の場合、典型的には、複数の小さなカラムが使用され、それぞれは、細胞培
養供給物のバッチを処理するために数サイクル（典型的には１０～５０サイクル）にわた
って使用される。小さいカラムサイズおよび大きなサイクル数ゆえに、ＣＭＣアプローチ
は、ウイルス不活性化を要する複数の小さな溶出をもたらす。ウイルス不活性化のために
プールタンク内に小さな溶出を集める代わりに、幾つかの実施形態においては、サージタ
ンクが使用される。
【０１３１】
　本明細書に記載されているサージタンクの使用は、通常のプロセスにおいて使用される
プールタンクと比較した場合のそのより小さなサイズおよびより良好な混合能力ゆえに、
より良好な溶液均一性をより効率的にもたらす。ついで該溶液は、ロウバストなウイルス
不活性化に十分な時間（通常は１～３０分または１時間未満）、すなわち、より大きなプ
ールタンクを使用した場合に要求されるものより有意に短い時間にわたって保持される。
該保持工程後、サージタンクにおいて、ｐＨおよび伝導度が、次の単位操作のために設定
された所望の値に調節される。ついで該ウイルス不活性化溶液が次の単位操作への供給の
ために送り出される。ウイルス不活性化に使用されるサージタンクは、空になったら、Ｃ
ＭＣプロセスの場合の後続の溶出液を集めるために使用されうる。適当な時機およびサー
ジタンクのサイジングが考慮されれば、ＣＭＣプロセスの場合にウイルス不活性化を達成
するために僅か１個のサージタンクで十分であろう。多カラムプロセスからの個々の溶出
液は、ウイルス不活性化のために同様に処理される。
【０１３２】
　以下の実施例により本発明を更に例示するが、該実施例は限定的なものと解釈されるべ
きではない。本出願の全体にわたって引用されている全ての参考文献、特許および公開特
許出願ならびに図面の内容を参照により本明細書に組み入れることとする。
【実施例】
【０１３３】
　[実施例１]　試験管内のＸ－ＭｕＬＶの低ｐＨウイルス不活性化の時間依存性
　この代表的実験においては、ＭＡｂを含有する溶液中に添加されたレトロウイルスを低
いｐＨでの短時間のインキュベーションにより不活性化する。この実験の目的は、高濃度
のタンパク質（抗体）を含有する溶液における完全なレトロウイルス不活性化に要求され
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るｐＨおよび曝露時間を理解することである。Ｘ－ＭｕＬＶを不活性化するのに要求され
る最小時間を３．１～３．５の範囲のｐＨで決定する。該実験を試験管内で行う。スタテ
ィックミキサを使用して不活性化に関して試験される最長実験時間は５分である。
【０１３４】
　使用するサンプルはｐＨ５．３の５０ｍＭ　酢酸ナトリウムバッファー中の２０ｍｇ／
ｍＬ　ポリクローナルＩｇＧ（Ｓｅｒａｃａｒｅ）である。該バッファーからの細胞毒性
を回避するために用いる前希釈度は１／５０である。ＬＲＶ＞４の目標を達成するために
、力価７．０　ＴＣＩＤ５０／ｍＬのＸ－ＭｕＬＶストックを使用して、供給物を６．０
　ｌｏｇ　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ（～１０％　添加）まで添加する。サンプルを酸性化し中
和するプロセスにおける物質の１／５０倍の前希釈および～１／５倍の希釈（合わせて１
／２５０倍）については、これは（標的添加レベルが得られたと仮定して）＞４．４４の
実測ＬＲＶをもたらす。使用するアッセイ培地は標準的なＸ－ＭｕＬＶ滴定培地（ＭｃＣ
ｏｙｓ＋１％　ＦＢＳ、１×ペニシリン／ストレプトマイシン、１×Ｌ－グルタミン、１
×ＮＥＡＡ）である。結果を以下の表ＩＩに要約する。
【０１３５】
【表２】

【０１３６】
　該結果は、Ｘ－ＭｕＬＶがｐＨ２．８５および３．３６の両方において非検出点まで１
分以内に迅速に不活性化されることを明らかに示している。ｐＨ７では不活性化は見られ
ない。これらのバッファーの高いタンパク質濃度（２０ｍｇ／ｍＬ　Ｓｅｒａｃａｒｅポ
リクローナルＩｇＧ）は、迅速な不活性化を達成する障害とはならない（例えば、Ｋｕｒ
ｔ　Ｂｒｏｒｓｏｎら，“Ｂｒａｃｋｅｔｅｄ　Ｇｅｎｅｒｉｃ　Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　Ｒｏｄｅｎｔ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ　ｂｙ　Ｌｏｗ　ｐＨ　Ｔｒｅａ
ｔｍｅｎｔ　ｆｏｒ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｃｏ
ｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ”，Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．Ｖｏｌ．８２，
Ｎｏ．３（２００３）を参照されたい）。
【０１３７】
　[実施例２]　ポリクローナルおよびモノクローナルの両抗体に関する試験管内のＸ－Ｍ
ｕＬＶの低ｐＨウイルス不活性化の時間依存性
　この代表的実験においては、ウイルス不活性化が全く生じないｐＨまたは不活性化が生
じる最小ｐＨをより良く理解するために、実施例１に記載されているのと同じプロトコー
ルに従う。
【０１３８】
　ポリクローナルＩｇＧ（Ｓｅｒａｃａｒｅ）およびＣＨＯ細胞内で産生された２つのモ
ノクローナル抗体（ＭＡｂ０５およびＭａｂ０４）の両方を使用する。結果を以下の表Ｉ
ＩＩに要約する。ここで、「≧」を伴う結果は、サンプルにおいてウイルスが全く検出さ
れなかったことを示す。
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【０１３９】
【表３】

【０１４０】
　表ＩＩＩにおける結果は、ｐＨ３．３でのウイルス不活性化には３０秒が適切であるこ
とを示している。ｐＨを３．６へ増加させると、必要な時間が１．１分へと延長する。ｐ
Ｈ３．６を超えるｐＨにおいては１０分を要するが、ｐＨ４以上では、１時間の曝露でさ
えもウイルス不活性化は観察されない。
【０１４１】
　　[実施例３]　スタティックミキサを使用するＸ－ＭｕＬＶの低ｐＨウイルス不活性化
の時間依存性
　この代表的実験においては、スタティックミキサを使用する高タンパク質（ＭＡｂ）供
給溶液における完全なレトロウイルス不活性化に要するｐＨおよび曝露時間を調べる。
【０１４２】
　実施例１における結果に基づいて、インライン・スタティックミキサを使用してレトロ
ウイルスを不活性化する可能性を調べる。該溶液のｐＨを、それがチャネルを通って流動
するにつれて、ｐＨを３．４へ低下させるために計算された速度での酸の注入により低下
させる。該チャネルの下流末端において、該プロセスにおける次の工程のために、ｐＨを
再び中性に調節する。この実験は、インライン技術を用いてＸ－ＭｕＬＶを不活性化する
のに必要な曝露時間を決定する。実験装置を図１に示す。
【０１４３】
　使用されるサンプルはｐＨ５．０の２０ｍＭ　酢酸バッファー中の９．９ｇ／Ｌ　ポリ
クローナルＩｇＧ（Ｓｅｒａｃａｒｅ）である。ウイルスが添加された供給物を、図１に
示されている実験装置に通過させる。該装置は（ａ）サンプル供給物を移すための蠕動ポ
ンプ、（ｂ）酸および塩基を運搬するための２つのシリンジポンプ、（ｃ）２つのインラ
インｐＨプローブ、ならびに（ｄ）２つのスタティックミキサを含む。流動速度は、所望
のｐＨを得るのに必要な酸／塩基の量に基づいて、バッチ形態で予め決められる。ウイル
ス不活性化のための滞留時間は、各スタティックミキサの後かつ該ｐＨプローブの前に、
適当な直径および長さのチューブを配置することにより改変される。結果を以下の表ＩＶ
に要約する。
【０１４４】
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【表４】

【０１４５】
　表ＩＶに要約されているとおり、完全な不活性化は全ての時点においてｐＨ３．３で観
察される。ｐＨ３．６では、１．１分以上の時間は完全な不活性化をもたらす。また、滞
留時間２．３および２．８分で集められた画分はデータ収集の４．５分の時間枠にわたっ
て完全なウイルス不活性化を示し、それにより、インラインの低ｐＨウイルス不活性化が
経時的に一貫したものであることを示している。
【０１４６】
　　[実施例４]　スタティックミキサを使用するＸ－ＭｕＬＶの低ｐＨウイルス不活性化
の時間依存性
　この代表的実験においては、スタティックミキサを使用した場合に高タンパク質（ＭＡ
ｂ）供給溶液における完全なレトロウイルス不活性化に要求されるｐＨおよび曝露時間を
調べる。実験装置を図１に示す。
【０１４７】
　使用するサンプルはｐＨ５．３の５０ｍＭ　酢酸ナトリウムバッファー中の２０ｍｇ／
ｍＬ　ポリクローナルＩｇＧ（Ｓｅｒａｃａｒｅ）である。該バッファーからの細胞毒性
を回避するために用いる前希釈度は１／５０である。ＬＲＶ＞４の目標を達成するために
、力価６．９　ＴＣＩＤ５０／ｍＬのＸ－ＭｕＬＶストックを使用して、供給物を５．６
　ｌｏｇ　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ（～１０％　添加）まで添加する。使用するアッセイ培地
は標準的なＸ－ＭｕＬＶ滴定培地（ＭｃＣｏｙｓ＋１％　ＦＢＳ、１×ペニシリン／スト
レプトマイシン、１×Ｌ－グルタミン、１×ＮＥＡＡ）である。
【０１４８】
　酸性化および中性化のために、３Ｍ　酢酸および２Ｍ　トリスバッファーを使用する。
スタティックミキサの効果を直接的に調べるために（スタティックミキサを使用しないで
）チューブのみを使用して、対照サンプルをも作製する。結果を以下の表Ｖに要約する。
【０１４９】
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【表５】

【０１５０】
　表Ｖに要約されているとおり、陽性対照、ならびに試験チューブ（試験管）内で維持さ
れた場合または３分の最大曝露時間でスタティックミキサに通された場合にｐＨ７に曝露
された２つのサンプルに関しては、ウイルス不活性化は認められない。スタティックミキ
サを介して採取されたサンプルは１分以上の時間で完全なウイルス不活性化を示している
。スタティックミキサはウイルス不活性化に決定的に重要である。なぜなら、その非存在
下では、不活性化はほんの僅かしか生じないからである。Ｘ－ＭｕＬＶの＞４　ＬＲＶを
達成するためには、目標ｐＨ３．４での少なくとも２分が要求される。スタティックミキ
サ自体は中性ｐＨで不活性化を全く引き起こさない。
【０１５１】
　　[実施例５]　試験管内でカプリル酸および界面活性剤を使用するＸ－ＭｕＬＶウイル
ス不活性化の時間依存性
　この実験においては、種々の添加物、例えばカプリル酸、ならびに界面活性剤、例えば
Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ、Ｔｗｅｅｎおよびそれらの組合せを使用する場合のウイルス不活性化
のための最小時間およびｐＨ要件を決定するために、試験管内でウイルス不活性化を行う
。
【０１５２】
　バッファー中の純粋なＭａｂおよび清澄化細胞培養内のＭａｂの両方をこの実験におい
て使用する。以下の添加物はウイルス不活性化をもたらすことが知られているが、この実
施例は、スタティックミキサを使用することにより、より短い時間枠でウイルス不活性化
が得られうることを示している。この代表的実験の結果を表ＶＩに示す。
【０１５３】
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【０１５４】
　表ＶＩに示されているとおり、精製されたＭＡｂの場合、Ｔｗｅｅｎ以外の使用された
全ての添加物での完全なウイルス不活性化のためには１分が適切であるらしい。清澄化細
胞培養の場合、０．５％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘのみが１分後に完全なウイルス不活性化をも
たらし、一方、両方のｐＨおよび塩度のカプリラートは少なくとも５分を要した。
【０１５５】
　　[実施例６]　スタティックミキサを使用するｐＨ３．６でのＸ－ＭｕＬＶウイルス不
活性化に対する塩およびＭＡｂ濃度の効果
　この代表的実験においては、ウイルス不活性化に要求される最小時間およびｐＨに対す
るＭＡｂおよび塩濃度の効果を調べる。２０ｍＭ　酢酸（ｐＨ３．２）を使用して、ＭＡ
ｂを２１．８ｇ／Ｌに調製し、１０Ｍ　ＮａＯＨを使用してｐＨ５．０まで滴定する。そ
の溶液の伝導度は１．４ｍＳ／ｃｍである。２０ｍＭ　酢酸（ｐＨ３．２）で希釈するこ
とにより、より低い濃度を得、１０Ｍ　ＮａＯＨを使用してｐＨ５まで滴定する。これら
の溶液の伝導度は１．４ｍＳ／ｃｍである。２５０ｍＭの最終モル濃度までのＮａＣｌの
添加により、高い塩溶液を調節する。インライン・スタティックミキサ装置を使用するウ
イルス不活性化のために、全ての溶液をｐＨ３．６に調節する。結果を表ＶＩＩに要約す
る。
【０１５６】
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【表７】

【０１５７】
　表ＶＩＩに要約されているとおり、最も重要な溶液は、高濃度のＭＡｂおよび低い塩濃
度を含有するものであり、これは、プロテインＡ溶出プールを模擬するものである。その
ようなサンプルに関しては、３．６のｐＨでの完全なウイルス不活性化のためには４０秒
で十分であることが判明している。
【０１５８】
　　[実施例７]　スタティックミキサを使用するＸ－ＭｕＬＶウイルス不活性化に対する
ｐＨの効果
　この代表的実験においては、スタティックミキサを使用するウイルス不活性化に対する
ｐＨの効果を調べる。ＩｇＧを、２０ｍＭ　酢酸（ｐＨ３．２）を使用して９ｇ／Ｌに調
製し、ついで１０Ｍ　ＮａＯＨを使用して、ｐＨ５．０まで滴定する。ついで全ての溶液
を、インライン・スタティックミキサを使用するウイルス不活性化のための所望のｐＨに
調節する。結果を以下の表ＶＩＩＩに要約する。
【０１５９】
【表８】

【０１６０】
　表ＶＩＩに示されているとおり、ｐＨ３．６での完全なウイルス不活性化のためには約
１分を要するが、より低いｐＨでは、より一層短い時間が適切である。
【０１６１】
　　[実施例８]　低ｐＨを用いるＸ－ＭｕＬＶウイルス不活性化に対する温度の効果
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　この代表的実験においては、ウイルス不活性化に対する温度の効果を調べる。一般に、
インラインのウイルス不活性化は、より高温への溶液の曝露に特に適している。したがっ
て、ウイルス不活性化に対する温度の効果を決定することが重要である。
【０１６２】
　この研究に使用する供給物は２０ｍＭ　酢酸ナトリウム（ｐＨ５．０）中の９．９ｇ／
ＬのＳｅｒａｃａｒｅポリクローナルＩｇＧである。それぞれ２５ｍＬの３つのアリコー
トを３つの別々の５０ｍＬ遠心管内に移す。２５ｍＬのこの供給物に１．４ｍＬの３Ｍ　
酢酸（ｐＨ２．５）を加えて、ｐＨをｐＨ３．７に低下させる。該遠心管の１本を２２℃
の室温で放置する。ついで残りの２本の遠心管を、１０℃および３５℃に設定された水浴
内に配置する。平衡状態になったら、該管内の液体の温度およびｐＨを測定する（以下の
表ＩＸを参照されたい）。ついで１０％のウイルス添加物を該管のそれぞれに加える。定
められた時点で５ｍＬのサンプルを集め、０．４ｍＬの２ｍ　トリス－塩基（ｐＨ１１．
０）を加えて、ｐＨをｐＨ７．０に増加させる。
【０１６３】

【表９】

【０１６４】
　表ＩＸに要約されている結果は、ウイルス不活性化には高温が好ましいことを示してい
る。より高い測定ｐＨでさえも、より高い温度が１分の時点で完全な不活性化を達成する
ことは、驚くべきことである。
【０１６５】
　　[実施例９]　ｐＨ安定化を加速させるためのスタティックミキサの使用
　この代表的実験においては、ｐＨ安定化を加速させるためのスタティックミキサの使用
を調べた。一般に、ｐＨがその所望の値に達するまでの時間は最小であることが望ましい
。
【０１６６】
　この実施例においては、層流のみが得られるように選択された種々の流速ならびにチュ
ーブ（管）の長さおよび直径で（すなわち、１００未満のレイノルド数で）実験を行う。
開始ｐＨ値および目標の所望のｐＨ値は、それぞれ、５．０±０．１および３．３±０．
１である。
【０１６７】
　所望の目標ｐＨ値に達するのに必要な時間を時間または処理溶液体積の関数として記録
する。該体積を管デッドボリュームとして表し、１０ｍＬ／分の流速でデータを収集する
。結果を以下の表Ｘに要約する。
【０１６８】
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【表１０】

【０１６９】
　表Ｘに示されている結果は、より多数のスタティックミキサ要素を使用した場合に、尚
も層流内に良く残ったまま、ｐＨ安定化がより速く生じることを示している。
【０１７０】
　　[実施例１０]　プロテインＡ溶出液に対するインラインウイルス不活性化
　この代表的実験においては、ＭＡｂの清澄化細胞培養をプロテインＡクロマトグラフィ
ーに付す。プロテインＡ溶出液を、約３カラム体積にわたる１０個の別々の画分中に集め
る。各画分を別々に２つのｐＨ値（３．３および３．６）に調節する。ｐＨを所望の値に
減少させるのに必要な酸の量およびついでｐＨを所望の値に増加させるのに必要な塩基を
、本明細書に記載されているとおりに決定する。これらの量は画分によって異なる。なぜ
なら、ＭＡｂの量が異なれば、各サンプルに関する緩衝能も異なるからである。
【０１７１】
　ついで溶出液の体積の関数として酸および塩基の量からモデルを構築する。構築された
モデルに基づいてプロテインＡ溶出液を所望のｐＨに連続的に調節する第２の実験を行う
。ウイルス不活性化が達成されたことを確認するために、ウイルス不活性化後にウイルス
濃度を測定する。
【０１７２】
　　[実施例１１]　ＭＡｂの質に対するインラインウイルス不活性化の効果
　この代表的実験においては、ＭＡｂ産物の質に対する、より短い曝露時間の有益な効果
を調べる。２つのモノクローナル抗体を、プロテインＡクロマトグラフィーを用いて精製
し、サンプルを試験管内に集め、直ちに種々のｐＨ（すなわち、ｐＨ３、３．３、３．６
および４）および時間（すなわち、１、２、５および１５および９０分）でインキュベー
トする。
【０１７３】
　ついで該サンプルを中和し、凝集物の存在に関してサイズ排除クロマトグラフィー（Ｓ
ＥＣ）およびＳＤＳゲルにより、ならびに電荷変異体における変化に関して弱カチオン交
換クロマトグラフィー（ＷＣＸ－１０）により試験する。また、生じたタンパク質の同一
性を液体クロマトグラフィー／質量分析（ＬＣ／ＭＳ）により分析する。
【０１７４】
　本明細書は、本明細書中に引用されている参考文献（それらを参照により本明細書に組
み入れることとする）の教示を考慮して十分に理解されるものである。本明細書における
実施形態は本発明における実施形態の一例であり、その範囲を限定すると解釈されるべき
ではない。多数の他の実施形態が本発明に含まれる、と当業者は容易に認識する。全ての
刊行物および発明の全体を参照により本明細書に組み入れることとする。参照により含ま
れる資料が本明細書と矛盾する又は合致しない場合には、本明細書がいずれのそのような
資料にも優先する。本明細書におけるいずれの参考文献の引用も、そのような参考文献が
本発明の先行文献であることを認めるものではない。
【０１７５】
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　特に示されていない限り、特許請求の範囲を含む本明細書において用いられる成分、細
胞培養、処理条件などの量を表す全ての数字は、全ての場合において、「約」なる語によ
り修飾されていると理解されるべきである。したがって、特に示されていない限り、数的
パラメータは近似値であり、本発明により得られることが求められる所望の特性に応じて
変動しうる。特に示されていない限り、一連の要素に先行する「少なくとも」なる語は、
それらの一連の語における各要素に関するものであると理解されるべきである。当業者は
、本明細書に記載されている本発明の具体的な実施形態に対する多数の均等物を認識し、
または単なる通常の実験を用いて確認しうるであろう。そのような均等物も以下の特許請
求の範囲に含まれると意図される。
【０１７６】
　当業者に明らかなとおり、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、本発明の多
数の修飾および変更が施されうる。本明細書に記載されている具体的な実施形態は単なる
例示として示されているに過ぎず、いかなる点においても限定的なものではない。本明細
書および実施例は典型例として解釈されるに過ぎず、本発明の真の範囲および精神は以下
の特許請求の範囲により示されると意図される。

【図１】
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