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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　異なる含有量のγ－カルボキシグルタミン酸を有する複数の種のポリペプチドの混合物
を含むサンプルから、所望の含有量のγ－カルボキシグルタミン酸を有するポリペプチド
を精製するための方法であって、
（ａ）陰イオン交換クロマトグラフィー材料に前記サンプルをロードする工程；
（ｂ）酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、及び酢酸ナトリウムからなる群より選択さ
れる少なくとも１つの塩を含む５．０から８．５の間のｐＨの溶液を使用して前記ポリペ
プチドを溶出する工程；
（ｃ）前記溶出によって得られた、精製するサンプル中の＃１－１０－Ｇｌａ及び／又は
＃１－１１－Ｇｌａの形態の第ＶＩＩ因子又は第ＶＩＩａ因子の割合と比較して、＃１－
１０－Ｇｌａ及び／又は＃１－１１－Ｇｌａの形態の第ＶＩＩ因子又は第ＶＩＩａ因子の
割合が増大している画分を選択する工程
を含む、方法。
【請求項２】
　異なる含有量のγ－カルボキシグルタミン酸を有する複数の種のポリペプチドの混合物
を含むサンプルから、所望の含有量のγ－カルボキシグルタミン酸を有するポリペプチド
を精製するための方法であって、
（ａ）陰イオン交換クロマトグラフィー材料に前記サンプルをロードする工程；
（ｂ）酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、及び酢酸ナトリウムからなる群より選択さ
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れる少なくとも１つの塩を含む５．０から８．５の間のｐＨの溶液を使用して前記ポリペ
プチドを溶出する工程；
（ｃ）前記溶出によって得られた、精製するサンプル中の＃１－１１－Ｇｌａ及び／又は
＃１－１２－Ｇｌａの形態の第ＩＸ因子の割合と比較して、＃１－１１－Ｇｌａ及び／又
は＃１－１２－Ｇｌａの形態の第ＩＸ因子の割合が増大している画分を選択する工程
を含む、方法。
【請求項３】
　酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、又は酢酸ナトリウムが、０．１Ｍから２．０Ｍ
の間で溶出バッファー中に存在する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、又は酢酸ナトリウムが、０．６Ｍで溶出バッフ
ァー中に存在する請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記イオン交換クロマトグラフィーが５．０から８．５の間のｐＨの平衡化バッファー
を利用する、請求項１から４のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ポリペプチドの精製に関する。特に、本発明は、イオン交換クロマトグラフ
ィーを使用することによって、複数の異なるγカルボキシル化形態のポリペプチドを精製
することができる方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　γ－カルボキシグルタミン酸（Ｇｌａ）は、カルシウムに結合するユニークなアミノ酸
である。それは、修飾された形態のグルタミン酸（Ｇｌｕ）であり、グルタミン酸残基の
翻訳後修飾によってインビボで生成され得る。この態様におけるグルタミン酸のカルボキ
シル化によって、カルシウム結合が可能になり、凝血因子及び抗凝血因子などのタンパク
質のリン脂質への結合を可能にする。γ－カルボキシル化（ガンマカルボキシル化）とし
て知られる、酵素が媒介する反応は、補因子としてビタミンＫを必要とする。
【０００３】
　いくつかの成熟タンパク質は、この態様でγ－カルボキシグルタミン酸に変換している
アミノ酸を豊富に含むドメインを含む。これはＧＬＡドメインとして知られている。この
ＧＬＡドメインは、タンパク質によるカルシウムイオンの高親和性の結合に関与する場合
が多い。そのようなＧＬＡドメインは、各種の異なるタンパク質で認められ得る。例えば
、血液凝固因子ＶＩＩ、ＩＸ、及びＸ、並びにプロトロンビンは全て、多数のＧｌａアミ
ノ酸残基を含むＧＬＡドメインを含む。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明者は、γカルボキシル化の量又は含まれるγカルボキシグルタミン酸残基の数に
おいて異なる、異なる複数の種のポリペプチドを分離又は精製することができることを見
出した。本発明は、特に、異なる含有量のγ－カルボキシグルタミン酸を有する複数の種
のポリペプチドのクロマトグラフィーによる分離に関する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　かくして、本発明は、異なる含有量のγカルボキシグルタミン酸を有する複数の種のポ
リペプチドの混合物を含むサンプルから、所望の含有量のγ－カルボキシグルタミン酸を
有するポリペプチドを精製するための方法であって、
（ａ）陰イオン交換クロマトグラフィー材料に前記サンプルをロードする工程；
（ｂ）酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、及び酢酸ナトリウムから選択される少なく
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とも１つの塩を含むｐＨ９．０未満のｐＨの溶液を使用して前記ポリペプチドを溶出する
工程；
（ｃ）前記溶出によって得られた画分を選択する工程であって、前記画分のポリペプチド
が所望の含有量のγ－カルボキシグルタミン酸を有する、工程
を含む、方法を提供する。
【０００６】
　好ましい方法は、以下の工程：
（ａ）９．０未満のｐＨのバッファーで陰イオン交換材料を平衡化する工程；
（ｂ）陰イオン交換材料に前記サンプルをロードする工程；
（ｃ）場合によって、９．０未満のｐＨのバッファーで陰イオン交換材料を洗浄する工程
；
（ｄ）酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、及び酢酸ナトリウムから選択される少なく
とも１つの塩を含む９．０未満のｐＨの溶液を使用して、陰イオン交換材料から前記ポリ
ペプチドを溶出する工程；及び
（ｅ）前記溶出によって得られた画分を選択する工程であって、前記画分のポリペプチド
が所望の含有量のγ－カルボキシグルタミン酸を有する、工程
を含む。
【０００７】
　当該態様における精製に適切なポリペプチドは、第ＩＸ因子、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩ
ａ因子、第Ｘ因子、プロトロンビン、タンパク質Ｓ、タンパク質Ｃ、タンパク質Ｚ、オス
テオカルシン、マトリックス－ｇｌａ－タンパク質、増殖停止特異的６、プロリンリッチ
Ｇｌａ１、プロリンリッチＧｌａ２、プロリンリッチＧｌａ３、及びプロリンリッチＧｌ
ａ４を含む。好ましい方法では、前記ポリペプチドは、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＶＩＩ
因子、又は第ＶＩＩａ因子である。
【０００８】
　前記ポリペプチドが第ＩＸ因子である場合は、前記方法は、精製するサンプル中の＃１
－１１－Ｇｌａ及び／又は＃１－１２－Ｇｌａの形態の第ＩＸ因子の割合と比較して、＃
１－１１－Ｇｌａ及び／又は＃１－１２－Ｇｌａの形態の第ＩＸ因子の割合が増大してい
る、前記溶出によって得られた画分を選択する工程を含んでよい。
【０００９】
　前記ポリペプチドが第Ｘ因子又は第ＶＩＩ因子である場合は、前記方法は、精製するサ
ンプル中の＃１－１０－Ｇｌａ及び／又は＃１－１１－Ｇｌａの形態の第Ｘ因子又は第Ｖ
ＩＩ因子の割合と比較して、＃１－１０－Ｇｌａ及び／又は＃１－１１－Ｇｌａの形態の
第Ｘ因子又は第ＶＩＩ因子の割合が増大している、前記溶出によって得られた画分を選択
する工程を含んでよい。
【００１０】
　前記ポリペプチドが第ＩＸ因子である場合は、前記方法は、精製するサンプル中の＃１
－１０－Ｇｌａの形態の第ＩＸ因子の割合と比較して、＃１－１０－Ｇｌａの形態の第Ｉ
Ｘ因子の割合が減少している、前記溶出によって得られた画分を選択する工程を含んでよ
い。
【００１１】
　前記ポリペプチドが第Ｘ因子又は第ＶＩＩ因子である場合は、前記方法は、精製するサ
ンプル中の＃１－９－Ｇｌａの形態の第Ｘ因子又は第ＶＩＩ因子の割合と比較して、＃１
－９－Ｇｌａの形態の第Ｘ因子又は第ＶＩＩ因子の割合が減少している、前記溶出によっ
て得られた画分を選択する工程を含んでよい。
【００１２】
　本発明の方法では、以下のいずれか１つ又は複数が適用されてよい：
－　溶出バッファーが５．０から８．５の間のｐＨを有してよい。
－　酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、又は酢酸ナトリウムが、０．１Ｍから２．０
Ｍの間、好ましくは約０．６Ｍで溶出バッファー中に存在してよい。
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－　イオン交換クロマトグラフィーが、５．０から８．５の間のｐＨの平衡化バッファー
を使用してよい。
【００１３】
　本発明は、本明細書に開示する方法によって得られるポリペプチド製剤、すなわち、γ
カルボキシル化の程度又は含まれるγカルボキシグルタミン酸残基の数が異なる、１又は
複数の種のポリペプチドの量が変化している製剤にも拡張される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１Ａは、同定されたサブドメインとともにヒト第ＩＸ因子の一次構造を示す。
ＧＬＡドメインはアミノ酸１－４６で認められ、ＥＧＦ１ドメインはアミノ酸４７－８３
で認められ、ＥＧＦ２ドメインはアミノ酸８４から１２４で認められ、活性化ペプチドは
アミノ酸１４６から１８０で認められ、プロテアーゼドメインはアミノ酸１８１から４１
５で認められる。γ－カルボキシル化に潜在的に供されるＧｌａドメインの１２アミノ酸
は、「γ」と標識しており、アミノ酸７、８、１５、１７、２０、２１、２６、２７、３
０、３３、３６、及び４０に位置する。図１Ｂは、ヒト第ＶＩＩ因子、第ＩＸ因子、及び
第Ｘ因子ポリペプチドのアミノ酸配列の一部のアラインメントを示す。これらのアライン
メントは、これらのポリペプチドの各々のＧＬＡドメインに由来し、*としてＧｌａ残基
の位置を示す。
【図２】図２は、実施例２に記載のとおり、ｒｈＦＩＸのサンプルの陰イオン交換クロマ
トグラフィーから得られたクロマトグラムを示す。
【図３】図３は、図２の拡大した小区分を示す。
【図４】図４は、実施例２の陰イオン交換クロマトグラフィーによる分離の前及び後のＧ
ｌａ種の分布の分析を示す。前＝実施例２の「適用」として使用したｒｈＦＩＸのサンプ
ル中のＧｌａ種の分布。このサンプルは、免疫親和性捕捉によって精製して、ｒｈＦＩＸ
の９５％超の純度のサンプルを産生した。後＝実施例２で得られたＣＤ１２－Ｄ３の画分
のプール中のＧｌａ種の分布。
【図５】図５は、実施例３に記載のとおりにｒｈＦＩＸのサンプルの陰イオン交換クロマ
トグラフィーから得られたクロマトグラムを示す。
【図６】図６は、図５の拡大した小区分を示す。
【図７】図７は、実施例４に記載のとおりにＦＶＩＩのサンプルの陰イオン交換クロマト
グラフィーから得られたクロマトグラムを示す。
【図８】図８は、図７の拡大した小区分を示す。
【図９】図９は、実施例５に記載のとおりにｒｈＦＩＸのサンプルの陰イオン交換クロマ
トグラフィーから得られたクロマトグラムを示す。
【図１０】図１０は、図９の拡大した小区分を示す。
【図１１】図１１は、実施例６に記載のとおりにｒｈＦＩＸのサンプルの陰イオン交換ク
ロマトグラフィーから得られたクロマトグラムを示す。
【図１２】図１２は、図１１の拡大した小区分を示す。
【図１３】図１３は、実施例７に記載のとおりにＦＸのサンプルの陰イオン交換クロマト
グラフィーから得られたクロマトグラムを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明は、異なるレベルのγカルボキシル化を有するポリペプチド種が異なるレベルの
活性を有し得ること、及びその様な異なる種がイオン交換クロマトグラフィーを使用して
精製又は分離することができることを発見したことに由来する。より活性の高いポリペプ
チド種の割合を増大することによって、及び／又はサンプル中のより活性の低いポリペプ
チド種の割合を低減することによって、比活性が増大した精製製剤の製造をもたらすこと
ができる。
【００１６】
　「ポリペプチド」は、２又はそれ以上のサブユニットアミノ酸、アミノ酸アナログ、又
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は他のペプチド摸倣薬の化合物をであるという最も広い意味で本明細書で使用する。かく
して、用語「ポリペプチド」は、短いペプチド配列並びにより長いポリペプチド及びタン
パク質を含む。本明細書で使用する用語「アミノ酸」は、天然及び／又は非天然若しくは
合成アミノ酸であり、グリシン及びＤ又はＬ光学異性体の双方、並びにアミノ酸アナログ
及びペプチド摸倣薬を含む。「成熟」タンパク質は、翻訳後プロセシング、例えば、カル
ボキシル化、糖鎖付加、又はターゲティング配列などのプロペプチド領域の切断を受けた
ポリペプチドである。成熟タンパク質の形態にある本発明のポリペプチドは、かくして、
γカルボキシル化を受けて、１又は複数のＧｌｕ残基が翻訳後の配列においてＧｌａに変
換されていてよい。
【００１７】
　本明細書に記載の方法は、γカルボキシル化されているか又はされ得る任意のポリペプ
チドの精製に使用してよい。
【００１８】
　本発明の方法に使用するポリペプチドは、１又は複数のγカルボキシグルタミン酸残基
を含むポリペプチドであってよい。そのようなポリペプチドは、ポリペプチドのアミノ酸
配列を調べて、Ｇｌａが存在するか測定することによって同定されてよい。
【００１９】
　γ－カルボキシグルタミン酸を含む多数のポリペプチドが知られている。プロトロンビ
ン、第ＶＩＩ因子（第ＶＩＩａ因子を含む）、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、タンパク質Ｃ、及
びタンパク質Ｓを含む、多数の血液凝固及び調節タンパク質がＧｌａ残基を含む。これら
のタンパク質は、成熟タンパク質のＮ末端の最初の４０残基内に位置するＧＬＡドメイン
に１０から１２のγカルボキシグルタミン酸残基を含み得る。骨タンパク質、例えば、オ
ステオカルシン及びマトリックスＧｌａタンパク質、並びに他の哺乳動物ビタミンＫ依存
性タンパク質、例えば、増殖停止特異的６（Ｇａｓ６）、タンパク質Ｚ、プロリンリッチ
Ｇｌａ１（ＰＲＧＰ１）、プロリンリッチＧｌａ２（ＰＲＧＰ２）、プロリンリッチＧｌ
ａ３（ＰＲＧＰ３）、及びプロリンリッチＧｌａ４（ＰＲＧＰ４）も多数のＧｌａ残基を
含む。γカルボキシグルタミン酸残基は非哺乳動物タンパク質、例えば、コノペプチドで
あるコナントキンＧ及びコナントキンＴにおいても認められている。これらのペプチドの
いずれかが本発明にしたがって精製されてよい。
【００２０】
　本発明の方法に使用するポリペプチドは、翻訳後修飾されて、１又は複数のγカルボキ
シグルタミン酸残基を含み得るポリペプチドを含んでよい。例えば、そのような残基は、
ポリペプチドのグルタミン酸残基のγカルボキシル化によって生成されてよい。したがっ
て、ポリペプチドのアミノ酸配列は、１又は複数のグルタミン酸（Ｇｌｕ）残基を含んで
よい。この態様で翻訳後修飾され得るポリペプチドは、天然のポリペプチドであってよい
。そのようなポリペプチドは、任意の適切な生物に由来してよい。例えば、前記ポリペプ
チドは、天然の哺乳動物ポリペプチド、例えば、げっ歯類、霊長類、ネコ、イヌ、ヒツジ
、ウシ、ブタ、又は他の哺乳動物のポリペプチドであってよい。好ましくは、前記ポリペ
プチドは、マウス、ラット、又はヒトのポリペプチドである。最も好ましくは、前記ポリ
ペプチドはヒトのポリペプチドである。前記ポリペプチドは非哺乳動物の種に由来してよ
い。例えば、幾つかのコノトキシンはγカルボキシグルタミン酸を含み得る。前記ポリペ
プチドは、かくして、軟体動物、例えば、腹足類に由来する天然のポリペプチドであって
よい。腹足類は、巻貝、例えば、イモガイであってよい。この態様で翻訳後修飾され得る
ポリペプチドは、天然のポリペプチドのバリアント、例えば、上述の既知のγカルボキシ
ル化タンパク質の１つのバリアント、人工ポリペプチド、例えば、合成ポリペプチド、又
は組換え技術によって生産された変異体又はバリアントタンパク質であってよい。
【００２１】
　前記ポリペプチドは、ＧＬＡドメインを有するポリペプチドであってよい。ＧＬＡドメ
インは、γカルボキシグルタミン酸（Ｇｌａ）を形成する多数のグルタミン酸（Ｇｌｕ）
残基の翻訳後修飾を含むタンパク質ドメインである。これらのＧｌａ残基は、一般的には
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、ポリペプチドの１つの領域又はドメインに位置する。これは、成熟タンパク質のポリペ
プチドのＮ末端に位置する場合が多い。
【００２２】
　例えば、図１Ａは、ヒト第ＩＸ因子タンパク質の一次構造を示す。このタンパク質は、
アミノ酸１から４６にＧＬＡドメインを含む。このドメインは、グルタミン酸からＧｌａ
に修飾され得る１２アミノ酸残基を含む。これらは、７、８、１５、１７、２０、２１、
２６、２７、３０、３３、３６、及び４０位に位置する。したがって、１２までのＧｌａ
残基を含むことが可能である。したがって、本発明にしたがって精製されるポリペプチド
は、第ＩＸ因子であってよい。図１Ｂは、ヒト第ＶＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子タン
パク質のＧｌａドメインに基づくアラインメントを示す。各配列においてグルタミン酸か
らＧｌａに修飾され得るアミノ酸残基の位置は、*として示す。したがって、本発明にし
たがって精製されるポリペプチドは、第ＶＩＩ因子又は第Ｘ因子であってよい。
【００２３】
　本発明に使用するためのポリペプチドは、既知のγカルボキシル化タンパク質由来のＧ
ＬＡドメイン、例えば、第ＩＸ因子、第ＶＩ因子、若しくは第Ｘ因子、又は上述の他の既
知のγカルボキシル化タンパク質のいずれか、例えば、他の血液凝固因子由来のＧＬＡド
メインを含んでよい。
【００２４】
　本発明の方法で使用するためのポリペプチドは、１又は複数のγカルボキシグルタミン
酸残基を含むか又は含むことができるポリペプチドであってよい。例えば、前記ポリペプ
チドは、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、
又はそれ以上のＧｌａ残基を含むか又は含むことができる可能性がある。好ましくは、前
記ポリペプチドは、１を超えるＧｌａ残基、例えば、１を超える、２を超える、５を超え
る、又は９を超えるＧｌａ残基を含むか又は含むことができる。前記ポリペプチドは、１
０まで、１２まで、１５まで、又は２０までのＧｌａ残基を含むか又は含むことができる
可能性がある。以下にさらに記載するとおり、本発明の方法によって、異なるレベルのγ
カルボキシル化が生じている異なる複数の分子種のポリペプチドの精製ができる。本明細
書で言及する数は、ポリペプチドに存在し得るＧｌａ残基の総数である。すなわち、前記
ポリペプチドが完全にγカルボキシル化される場合は、これらの数は存在するＧｌａ残基
の数を示す。例えば、γカルボキシル化がＧＬＡドメインで生じる場合は、これらの数は
、前記ＧＬＡドメインにおけるγカルボキシル化の可能な部位の総数、例えば、翻訳され
たポリペプチドのＧｌｕ残基の総数又はγ－グルタミルカルボキシラーゼなどの酵素の作
用によって生成され得るＧｌａ残基の最大数である。同じポリペプチドのさらなる種も存
在して、最大よりも少ないγカルボキシグルタミン酸残基が存在する可能性がある。
【００２５】
　したがって、前記ポリペプチドは、翻訳されたアミノ酸配列のＮ末端４０残基に多数の
Ｇｌｕ残基を含んでよい。例えば、発現したポリペプチドのアミノ酸配列は、２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、又はそれ以上のＧｌｕ残基をポリペプチドの
Ｎ末端に最も近い４０アミノ酸又は成熟タンパク質のＮ末端に基も近い４０アミノ酸に含
んでよい。
【００２６】
　γカルボキシル化は酵素を使用して達成されてよい。そのようなγグルタミルカルボキ
シラーゼ酵素は、インビボの多数のポリペプチドのγカルボキシル化に関与していること
が知られている。γ－グルタミルカルボキシラーゼは、多数のビタミンＫ依存性凝固因子
のＧＬＡドメインにおけるＧｌｕからＧｌａへの翻訳後修飾を触媒する小胞体酵素である
。かくして、本発明に使用するためのポリペプチドは、γ－グルタミルカルボキシラーゼ
によってγカルボキシル化されるか否か測定することによって同定されてよい。
【００２７】
　γ－グルタミルカルボキシラーゼ酵素は、カルボキシル化されるグルタミン酸残基のア
ミノ末端側の配列モチーフを介して、その基質タンパク質に結合すると解されている。前
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記酵素は、次いで、その領域の多数のグルタミン酸残基、例えば、ＧＬＡドメインの全て
のグルタミン酸残基を、基質を解放する前に、カルボキシル化し得る。したがって、本発
明に使用するためのポリペプチドは、γ－グルタミルカルボキシラーゼ又はγカルボキシ
ル化をすることができる他の酵素によって認識されるモチーフ又は部位を含んでよい。こ
の認識部位は、前記ポリペプチドのＮ末端領域、例えば、翻訳されたポリペプチドのＮ末
端又は成熟タンパク質のＮ末端に最も近い１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、
２５、３０、３５、又は４０アミノ酸内に位置してよい。前記認識部位は、カルボキシル
化されるグルタミン酸残基のアミノ末端側に位置してよい。例えば、多数の天然γカルボ
キシル化タンパク質において、γ－グルタミルカルボキシラーゼ酵素が、プロペプチド領
域の部位を認識及び結合する。その領域は、その後にポリペプチドの残部から翻訳後プロ
セシングの間に切断される。したがって、γカルボキシラーゼ認識部位は、成熟タンパク
質には存在しない可能性がある。
【００２８】
　プロトロンビン及び第ＩＸ因子では、γ－グルタミルカルボキシラーゼ酵素の認識に関
与する部位が、残基－１８、－１７、－１５、－１５、及び－１０によって規定される。
類似の認識部位が、他のγカルボキシル化タンパク質に認められる。－１６位のフェニル
アラニン及び－１０位のアラニンは、カルボキシラーゼ基質のプロペプチド内によく保存
されており、－１７及び－１５位のイソロイシン、ロイシン、及びバリンなどの脂肪族残
基も同様である。－１６位のロイシン、バリン、又はリジンもカルボキシル化を支え得る
。本発明に使用するためのポリペプチドは、既知のカルボキシル化タンパク質に由来する
γカルボキシル化認識部位、例えば、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＶＩＩ因子、又は上述の
任意の他の既知のγカルボキシル化タンパク質由来のγカルボキシル化認識部位を含んで
よい。例えば、γカルボキシル化認識部位を含む、任意のそのようなタンパク質由来のプ
ロペプチド領域は、翻訳後のポリペプチドのＮ末端に存在して、γ－グルタミルカルボキ
シラーゼによるポリペプチドの適切な翻訳後プロセシングを可能にする可能性がある。
【００２９】
　γカルボキシル化されることが可能なポリペプチドは、好ましくは、以下の基準の一方
又は双方を満たす：
（１）ポリペプチドがγカルボキシル化認識部位を含む、及び
（２）γカルボキシル化認識部位の４０残基内にグルタミン酸残基が存在する。
【００３０】
　γ－グルタミルカルボキシラーゼ酵素は、粗面小胞体において活性を有すると解されて
いる。この酵素によってγカルボキシル化されるポリペプチドについては、前記ポリペプ
チドが、γ－グルタミルカルボキシラーゼ酵素を発現する細胞の粗面小胞体を通過するこ
とが好ましい。かくして、前記ポリペプチドは、粗面小胞体を通過する新規に合成された
ポリペプチドの輸送を可能にする配列を含んでよい。粗面小胞体へのポリペプチドの標的
化を可能にするシグナル配列がよく知られている。そのようなシグナル配列は、ポリペプ
チドのアミノ末端で認められる場合が多く、１６から３０アミノ酸長であるか又は４から
１２疎水性残基を含んでよい。そのようなシグナルペプチドは、一般的には、シグナルペ
プチダーゼによってポリペプチド分子から切断され、成熟タンパク質には存在しない。
【００３１】
　ポリペプチドのγカルボキシル化を生じさせるために、好ましくは、前記ポリペプチド
は細胞内で発現する。本発明で使用するポリペプチドは、そのような細胞内における発現
によって合成されてよい。好ましくは、ポリペプチドを発現させる細胞は、必要な細胞機
構を含み、ポリペプチドのγカルボキシル化を可能にする。例えば、前記細胞は、γ－グ
ルタミルカルボキシラーゼを発現してよい。好ましくは、タンパク質を合成する細胞は、
粗面小胞体に結合したγカルボキシラーゼを有する。前記細胞は、酵素補因子、例えば、
ビタミンＫの存在下で培養してよい。好ましくは、タンパク質を合成する細胞は、細胞内
ビタミンＫを含む。
【００３２】
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　γカルボキシル化され得るポリペプチドは、そのような細胞でポリペプチドを発現させ
て、γカルボキシル化が生じるか否か測定することによって同定されてよい。例えば、ポ
リペプチドは、本明細書に記載の細胞で発現させてよく、例えば上述のシグナルペプチド
を使用することによって、そのような細胞の粗面小胞体に標的化されてよい。そのような
細胞でペプチドを発現させて、発現して翻訳後プロセッシングを受けたポリペプチドがＧ
ｌａ残基を含むか否か測定することによって、γカルボキシル化され得るポリペプチドを
同定してよい。
【００３３】
　本発明の方法は、異なる程度のγカルボキシル化を有する他の種のポリペプチドから、
１又は複数の種のポリペプチドを精製することを伴う。ポリペプチドが２以上の部位でγ
カルボキシル化され得る場合に、異なる数のγカルボキシグルタミン酸アミノ酸残基が存
在するか又はγカルボキシグルタミン酸残基がポリペプチド分子内の異なる可能な位置に
存在する、異なる種のポリペプチドが存在してよい。
【００３４】
　例えば、幾つかの種のポリペプチドは、完全にγカルボキシル化されていてよい。すな
わち、γカルボキシル化によって、γカルボキシル化が可能なポリペプチド内の全ての残
基において、例えば、ＧＬＡドメインの全てのＧｌｕ残基において、グルタミン酸がγカ
ルボキシグルタミン酸に変換されてよい。他の種のポリペプチドは部分的にγカルボキシ
ル化されてよい。すなわち、γカルボキシル化が可能なポリペプチド内の全てではなく幾
つかの残基において、例えば、ＧＬＡドメインの全てではなく幾つかのＧｌｕ残基におい
て、γカルボキシル化によってグルタミン酸がγカルボキシグルタミン酸に変換されてよ
い。
【００３５】
　各種の異なる部分的にγ脱カルボキシル化された種が同定されてよい。これらは、各種
の方法で分類してよい。例えば、γ脱カルボキシル化の程度は、ポリペプチド内のどの残
基がγ脱カルボキシル化されているかによって定義されてよく、又はポリペプチド内に存
在するγカルボキシグルタミン酸アミノ酸残基の総数によって定義されてよい。後者の分
類は、多数の構造的に異なる分子種のポリペプチドが、それらが含むγカルボキシグルタ
ミン酸残基の総数に基づいて、まとめて扱われることを意味してよい。例えば、１つ以外
の全ての可能なγカルボキシグルタミン酸残基が存在するポリペプチドの多数の種が、γ
カルボキシル化されている可能性がある異なる位置にグルタミン酸が維持されている多数
の異なる亜種のポリペプチドを含んでよい。
【００３６】
　γ－グルタミルカルボキシラーゼの作用のメカニズムのため、γカルボキシル化は、一
般的に、γカルボキシル化認識部位に最も近いＧｌｕ残基で開始し、ポリペプチドのＮ末
端から進行する。ポリペプチドが完全にはγカルボキシル化されていない場合は、一般的
には、さらなるＧｌｕ残基が変換される前に、γカルボキシル化が停止されているか又は
酵素がポリペプチドから解放されていることに原因がある。γカルボキシル化結合部位か
ら最も遠い又はタンパク質のＮ末端から最も遠いＧｌｕ残基が、部分的にγカルボキシル
化されたポリペプチドにおいてγカルボキシル化されていないことが一般的である。
【００３７】
　例えば、図１に示すとおり、ヒト第ＩＸ因子は、１２までのγカルボキシグルタミン酸
残基を含む。存在するＧｌａ残基の実際の数は、分子が受けたγカルボキシル化による翻
訳後修飾の程度に依存して、異なるポリペプチド分子において変化するであろう。これは
、ヒト第ＩＸ因子のサンプルが、完全にγ脱カルボキシル化されている、すなわち、１２
の全ての可能なγカルボキシグルタミン酸残基（＃１－１２Ｇｌａ）を有する、複数の種
の第ＩＸ因子を含む可能性があることを意味する。
【００３８】
　前記サンプルは、可能な１２のγカルボキシグルタミン酸残基のうちの１１を有する第
ＩＸ因子の１又は複数の種も含む可能性がある。これらのうち、最も可能性があるのが、
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ポリペプチドのＮ末端に最も近い１１のＧｌｕ残基がＧｌａに変換されているが、図１に
示す４０位の１２番目のＧｌｕ残基がＧｌｕのままである場合である。かくして、この場
合には、１から１１のＧｌｕ残基のみがＧｌａに変換されている（＃１－１１Ｇｌａ）。
【００３９】
　前記サンプルは、可能な１２のγカルボキシグルタミン酸残基のうちの１０を有する第
ＩＸ因子の１又は複数の種も含む可能性がある。これらのうち、最も可能性があるのが、
ポリペプチドのＮ末端に最も近い１０のＧｌｕ残基がＧｌａに変換されているが、図１に
示す３６及び４０位の１１及び１２番目のＧｌｕ残基がＧｌｕのままである場合である。
かくして、この場合には、１から１０のＧｌｕ残基のみがＧｌａに変換されている（＃１
－１０Ｇｌａ）。
【００４０】
　前記サンプルは、＃１－９Ｇｌａなどの可能な１２のγカルボキシグルタミン酸残基の
うちの９を有する第ＩＸ因子の１又は複数の種も含む可能性がある。前記サンプルは、可
能な１２のγカルボキシグルタミン酸残基の９未満、例えば、８、７、６、５、４、３、
２、１、又は０を有する第ＩＸ因子の１又は複数の種を含んでもよい。
【００４１】
　本発明は、そのような多数の種のポリペプチドの精製のための方法を提供する。特に、
多数の種のポリペプチドは、サンプル中のポリペプチドの他の種に対して精製されてよい
。かくして、本発明の方法は、ポリペプチドのサンプル中の興味がある種の相対的な割合
の増加をもたらし得る。これは、１又は複数の異なる種のポリペプチドをサンプルから除
去し、かくして、興味のある種から形成される全体としてのペプチドの割合を増やすこと
によって達成されてよい。これは、サンプルからの１又は複数の特定の種の特異的な除去
、サンプルからの興味ある種ではない１又は複数の種の除去、又は興味のある種の割合が
本来のサンプルよりも低いサンプルの画分の除去によって達成されてよい。これらの手法
のいずれかによって、興味ある種の割合の全体としての増加をもたらし得る。かくして、
本発明の方法は、異なる種のポリペプチドの混合物を含むサンプル中のポリペプチドの特
定の種の割合の増加又は減少をもたらし得る。
【００４２】
　ポリペプチドの種の割合の増加は、全体としてのポリペプチドのサンプル中の当該種の
割合における５％、１０％、２０％、３０％、又はそれ以上までの増加であってよい。ポ
リペプチドの種の割合の減少は、全体としてのポリペプチドのサンプル中の当該種の割合
における５％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％、９０％、又はそれ以上までの
減少であってよい。ポリペプチドの種の割合の減少は、本来のサンプルに存在する量と比
較して、存在する種の量における５％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％、９０
％、又はそれ以上までの減少であってよい。ポリペプチドの種の割合における減少は、サ
ンプルから当該種を完全又は実質的に除去することであってよい。例えば、本発明の方法
は、サンプルからの特定の種の検出可能なポリペプチドの全て又は実質的に全てを除去す
ることによって、ポリペプチドのサンプルを精製してよい。そのようなサンプル中に残存
する種の量は、本来のサンプルに存在する量の１０％、５％、２％、又は１％未満であっ
てよい。
【００４３】
　かくして、本発明の方法の目的は、ポリペプチドのサンプル中の異なる種の相対的な割
合を変化させることである。異なる種は、異なる性質又は異なる活性を有してよい。ポリ
ペプチドのサンプル中のその様な種の量又は割合を変化させることによって、全体として
のサンプルの性質又は活性を変化させてよい。例えば、異なる種のポリペプチドは異なる
程度の活性を有する場合には、より高いレベルの活性を有する種の割合を増加させ、及び
／又はより低い活性を有するか若しくは活性を有しない種の割合を減少させることによっ
て、サンプルの比活性、例えば、ポリペプチドの１分子あたりの平均活性又は所定量のポ
リペプチドの可能な最大活性の割合を増加してよい。
【００４４】
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　例えば、組換え技術によって生成したヒト第ＩＸ因子（ｒｈＦＩＸ）が約５０％の比活
性を示すことが認められている。そのようなサンプルの分画によって、＃１－８－、＃１
－９－、＃１－１０－、＃１－１１－、及び＃１－１２－Ｇｌａを主に含む、複数の個別
のｒｈＦＩＸ種を含むことが示された。＃１－１１－及び＃１－１２－Ｇｌａは、凝固ア
ッセイ及び２段階活性アッセイにおいて完全に活性を有することが認められた。＃１－８
－、＃１－９－、及び＃１－１０－Ｇｌａの種は、使用したアッセイに依存して、約２－
５％、１４－２２％、及び２７－３６％まで低減した活性を示した。
【００４５】
　したがって、γカルボキシル化の程度のみが変化しているｒｈＦＩＸの異なる種が、異
なるレベルの活性を示すことが認められ得る。より高い割合の＃１－１１－及び／又は＃
１－１２－Ｇｌａを有するサンプルは、それらの種の割合がより低いサンプルよりも高い
比活性を示すことが予測されるであろう。＃１－８－及び／又は＃１－９－及び／又は＃
１－１０－Ｇｌａの割合がより高いサンプルは、それらの種の割合がより低いサンプルよ
りも低い比活性を示すことが予測されるであろう。
【００４６】
　かくして、第ＩＸ因子のサンプルの全体的な比活性を、サンプル内のその様な種の割合
を変化させることによって変化させてよい。この場合には、第ＩＸ因子のサンプルの全体
的な比活性は、以下：
-　　　サンプル中の＃１－１２－Ｇｌａの割合の増加；
-　　　サンプル中の＃１－１１－Ｇｌａの割合の増加；
-　　　サンプル中の＃１－１０－Ｇｌａの割合の減少；
-　　　サンプル中の＃１－９－Ｇｌａの割合の減少；
-　　　サンプル中の＃１－８－Ｇｌａの割合の減少；
-　　　サンプル中の＃１－７－Ｇｌａの割合の減少；
-　　　サンプル中の＃１－６－Ｇｌａの割合の減少；
-　　　サンプル中の＃１－５－Ｇｌａの割合の減少；
-　　　サンプル中の＃１－４－Ｇｌａの割合の減少；
-　　　サンプル中の＃１－３－Ｇｌａの割合の減少；
-　　　サンプル中の＃１－２－Ｇｌａの割合の減少；及び
-　　　サンプル中の＃１－１－Ｇｌａの割合の減少
のいずれか１つ又は複数によって増加し得ることが予測できる。
【００４７】
　これらの変化のいずれか１つ又は複数が、本発明にしたがって、第ＩＸ因子のサンプル
の精製時に選択されてよい。
【００４８】
　第ＩＸ因子の好ましいサンプルは、＃１－１１－Ｇｌａおよび＃１－１２－Ｇｌａのみ
を含み、これよりも低い程度のγカルボキシル化を有する種、例えば、＃１－１０－、＃
１－９－、及び＃１－８－Ｇｌａ種を欠いているか又は実質的に欠いている。
【００４９】
　この方法は、ｈＦＩＸの現存する組成物に適用されてよい。例えば、本明細書に説明し
ているとおり、実施例２で使用したｈＦＩＸは、４５．６％の＃１－１２－Ｇｌａ、３６
．０％の＃１－１１－Ｇｌａ、１３．６％の＃１－１０－Ｇｌａ、３．３％の＃１－９－
Ｇｌａ、及び１．６％の＃１－８－Ｇｌａを有することが認められた。ｒｈＦＩＸは、Ｂ
ｅｎｅｆｉｘ（登録商標）の商品名でＷｙｅｔｈ社によって市販されている。Ｂｅｎｅｆ
ｉｘ（登録商標）は、約８－１０％、２５－３１％、及び６０－６７％の各々の＃１－１
０－、＃１－１１－、及び＃１－１２－Ｇｌａの含有量を有する。本明細書に記載の方法
を使用して、そのような組成物の＃１－１１－Ｇｌａ及び／又は＃１－１２－Ｇｌａの割
合を増加してよいと解することができる。本明細書に記載の方法を使用して、その様な製
剤において、より少なくγカルボキシル化された種、例えば、＃１－１０－Ｇｌａ、＃１
－９－Ｇｌａ、及び＃１－８－Ｇｌａの割合を減少させてよい。これによって、そのよう
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な製剤のｈＦＩＸの比活性が改善されると予測される。
【００５０】
　他のＧｌａ含有ポリペプチドに対して、類似の方法を使用してよい。例えば、第ＶＩＩ
因子及び第Ｘ因子は、１１までのＧｌａ残基を含む可能性がある。実施例４に示すとおり
、本発明の方法を使用して、例えば、＃１－９－、＃１－１０－、又は＃１－１１－第Ｖ
ＩＩ因子の割合を変化させてよい。本明細書に記載の方法を使用して、それらのＧｌａ含
有量に依存して、異なる種の第ＶＩＩ因子の割合を変化させてよい。例えば、本明細書に
記載の方法を使用して、そのような組成物において、＃１－１０－Ｇｌａ及び／又は＃１
－１１－Ｇｌａの割合を増加させてよい。本明細書に記載の方法を使用して、そのような
組成物において、より少なくγカルボキシル化された種、例えば、＃１－９－Ｇｌａ又は
それ以下の種の割合を減少させてよい。
【００５１】
　同様に、実施例７は、多数の種の第Ｘ因子を含む製剤を、第Ｘ因子の異なるＧｌａ含有
種の割合を変化させるために、本発明の方法にしたがって処理してよいことを示す。陰イ
オン交換クロマトグラフィーの間に適切な画分を選択することによって、異なる割合の異
なるＧｌａ種を含むサンプルが選択されてよい。例えば、本明細書に記載の方法を使用し
て、そのような組成物において、＃１－１０－Ｇｌａ及び／又は＃１－１１－Ｇｌａの割
合を増加させてよいことが実施例７から認められる。本明細書に記載の方法を使用して、
より少なくγカルボキシル化された種、例えば、＃１－９－Ｇｌａ及びそれ以下の種の割
合を減少させてよい。
【００５２】
　かくして、本発明の方法は、あるポリペプチドの種を同一のポリペプチドの他の種から
精製することを可能にする方法であって、前記種がγカルボキシル化されている程度にお
いて異なるか又はそれらのアミノ酸配列のＧｌａ残基の数において異なる、方法を提供す
る。
【００５３】
　本発明の方法は、陰イオン交換クロマトグラフィーを使用する。本発明は、特に、興味
あるポリペプチドを陰イオン交換材料に結合させ、陰イオン交換材料からの前記ポリペプ
チドの溶出を、酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、又は酢酸ナトリウムを含むバッフ
ァーを使用して実施する方法に関する。
【００５４】
　陰イオン交換材料は、正に荷電したイオン交換材料である。したがって、陰イオン交換
材料を横切るか又は通過する水溶液中の陰イオンと交換され得る遊離の陰イオンを有する
。電荷は、１又は複数の荷電したリガンドを固相に結合させることによって提供されるか
、又は固相の固有の性質であってよい。前記固相は、例えば、精製カラム、粒子若しくは
ビーズ、膜、又はフィルターであってよい。一般的には、陰イオン交換樹脂は、約７未満
のｐＩを有するポリペプチドの精製のために使用してよい。本明細書に記載のとおりに使
用してよい市販の陰イオン交換材料は、例えば、ＱセファロースＦａｓｔ Ｆｌｏｗ、Ｍ
ａｃｒｏｐｒｅｐ ２５Ｑ、Ｐｏｒｏｓ ＨＱ５０、Ｓｏｕｒｃｅ ３０Ｑ、Ｓｏｕｒｃｅ 
１５Ｑ、Ｍｉｎｉ Ｑ、Ｍｏｎｏ Ｑ、好ましくはＭｉｎｉ Ｑ、Ｍｏｎｏ Ｑ、Ｃａｐｔｏ
 Ｑ、ＱセファロースＨＰ、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＱＡＥ ５５０Ｃ、Ｕｎｏｓｐｈｅｒｅ 
Ｑ、ＤＥＡＥセファロースＦＦ、Ｆｒａｔｏｐｒｅｐ ＤＥＡＥ、及びＱ ＨｙｐｅｒＤ 
２０を含む。
【００５５】
　陰イオン交換材料は、強い陰イオン交換基、例えば、第四級アミンを利用してよい。陰
イオン交換材料は、弱い陰イオン交換基、例えば、ジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）を
利用してよい。適切な陰イオン交換材料は、例えば、精製する特定のポリペプチドに依存
して、当業者に選択されてよい。
【００５６】
　前記陰イオン交換材料は、精製する特定のポリペプチド及び使用する条件、例えば、ｐ
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Ｈ、バッファー、イオン強度などに依存して選択してよい。
【００５７】
　従来の陰イオン交換クロマトグラフィー精製プロセスは、通常、陰イオン交換材料の平
衡化、サンプルの適用又はロード、１又は複数の洗浄工程、溶出、及び陰イオン交換材料
の再生から選択される１又は複数の工程からなる。陰イオン交換クロマトグラフィーの標
準的な方法は、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓで認められてよい。陰イオン交換樹脂は、好ましくは、興味のあるポリペプチ
ドをロードする前に平衡化する。この平衡化工程の目的は、前記方法の後の工程で使用す
るものとよりよく似たものに陰イオン交換材料の条件を調整することである。クロマトグ
ラフィーの間の移動相の組成の変化を避けるために、アニオン交換材料は、開始バッファ
ーのｐＨ及びイオン組成（例えば、伝導率、バッファー組成）に平衡化させるべきである
。例えば、平衡化バッファーのイオン強度（例えば、導電率、ｐＨ）は、前記方法の後の
工程において使用するバッファー、例えば、ポリペプチドのロードに使用するバッファー
及び／又は洗浄バッファーのイオン強度に可能な限り似せるように選択されてよい。
【００５８】
　したがって、前記アニオン交換材料は、後の工程で使用するバッファー又は製剤に密接
に基づいたバッファーを使用して平衡化されてよい。例えば、同一のバッファーが、陰イ
オン交換材料の平衡化及びサンプルのロードに使用されてよい。同一のバッファーが、陰
イオン交換材料の平衡化及びサンプルをロードした後の陰イオン交換材料の洗浄に使用さ
れてよい。平衡化バッファーは、ローディングバッファー及び／又は洗浄バッファーと同
じｐＨを有してよい。平衡化バッファーは、ローディングバッファー及び／又は洗浄バッ
ファーと同じ伝導率を有してよい。平衡化バッファーは、ロードする製剤及び／又は洗浄
バッファーと同じ緩衝化物質を使用してよい。平衡化バッファーは、ロードする製剤及び
／又は洗浄バッファーと同じ緩衝化物質濃度を有してよい。平衡化バッファーは、ロード
する製剤及び／又は洗浄バッファーにも存在する追加の成分、例えば、界面活性剤を含ん
でよい。
【００５９】
　平衡化バッファーのｐＨは、精製する特定のポリペプチドに依存して決定されてよい。
例えば、多数のポリペプチド、例えば、第ＩＸ因子については、９以上のｐＨは最適では
ない。これらのｐＨ値において、ポリペプチドの自己賦活及び／又は分解が認められる可
能性があるからである。
【００６０】
　本発明で使用するための平衡化バッファーは、例えば、約５．０から約８．５、例えば
、ｐＨ５．０からｐＨ８．５のｐＨで形成されてよい。平衡化バッファーのｐＨは、約５
．０超、約５．５超、約６．０超、約６．５超、約７．０超、約７．５超、又は約８．０
超であってよい。平衡化バッファーのｐＨは、約８．５未満、約８．０未満、約７．５未
満、約７．０未満、約６．５未満、約６．０未満、又は約５．５未満であってよい。その
ような端点の任意の組み合わせが組み合わされてよい。例えば、平衡化バッファーのｐＨ
は、約７．０超であり、かつ、約８．５未満であってよい。前記ｐＨは、例えば、約ｐＨ
７．０、７．５、８．０、又は８．５であってよい。
【００６１】
　ｐＨ値は、本明細書に記載のポリペプチド、例えば、第ＩＸ因子、第ＶＩＩ因子、又は
第Ｘ因子の精製のための陰イオン交換材料の平衡化に適切なものであってよい。
【００６２】
　平衡化バッファーの適切な成分は、緩衝化物質、例えば、Ｔｒｉｓ、ホスフェート、Ｍ
ＥＳ、Ｈｅｐｅｓ、又はカーボネートを含んでよい。陰イオン交換クロマトグラフィー法
に関しては、緩衝化陽イオン、例えば、Ｔｒｉｓが好ましい。そのような緩衝化物質は、
上述のｐＨに平衡化バッファーを維持するために使用されてよい。１つの実施態様では、
同じ緩衝化物質及び緩衝化物質濃度が、陰イオン交換クロマトグラフィー法全体を通じて
使用される。例えば、平衡化バッファー、洗浄バッファー、及び溶出バッファーの全てが



(13) JP 5788803 B2 2015.10.7

10

20

30

40

50

、同じ緩衝化物質濃度で同じ緩衝化物質を含んでよい。緩衝化物質濃度は、陰イオン交換
法の間に緩衝化能及び一定のｐＨを維持するのに十分であるべきである。例えば、緩衝化
物質及び緩衝化物質濃度は、サンプルの適用の間及び溶出の間の安定なｐＨ及び緩衝化能
を維持するように選択されてよい。適切な緩衝化物質濃度は、例えば、５ｍＭから５０ｍ
Ｍの間、例えば、１０ｍＭから４０ｍＭの間であってよい。適切な緩衝化物質濃度は、例
えば、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、又は２５ｍＭであってよい。
【００６３】
　平衡化バッファーは、１又は複数の追加の成分を含んでよい。平衡化バッファーは、添
加剤、例えば、エチレングリコール、エタノール、尿素、又はタンパク質の可溶性を増加
させるために使用する界面活性剤を含んでよい。陰イオン交換クロマトグラフィーに使用
する界面活性剤は、陰イオン交換材料と同じ電荷又は中性であるべきである。非イオン性
界面活性剤、例えば、Ｔｗｅｅｎ ８０、Ｔｗｅｅｎ ２０、又はＴｒｉｔｏｎ Ｘ１００
が、例えば、１％未満、０．５％未満、０．１％未満、又は０．０１％未満の濃度で使用
されてよい。非緩衝化塩、例えば、ＮａＣｌを使用して、バッファーのイオン強度を調整
してよい。
【００６４】
　興味あるポリペプチドを含むサンプルを陰イオン交換材料にロードする。これは、ポリ
ペプチドが陰イオン交換材料中又は上に固定化されるように、適当な条件下（例えば、導
電率及び／又はｐＨ）において陰イオン交換材料にサンプルを曝露することによって達成
される。固定化又は結合は、ポリペプチドと陰イオン交換材料の荷電した基との間のイオ
ン性相互作用によって達成される。その様な結合は、一般的には、陰イオン交換材料と接
触する移動相のイオン強度が、興味あるポリペプチドのイオン性の基が陰イオン交換材料
上の電荷を有する基のカウンターイオンとして働き始めるほどまで減少する際に生じる。
【００６５】
　本発明の方法で精製するサンプルは、上述のポリペプチドを含む任意のサンプルであっ
てよい。好ましくは、前記サンプルは、同じポリペプチドの２以上の異なる種を含み、前
記種は、γカルボキシル化の程度及び／又は位置で異なる。
【００６６】
　上述のとおり、興味あるポリペプチドは、任意のルーチンな手法を使用して得られてよ
い。例えば、前記ポリペプチドは、インビボの起源、例えば、動物から得られてよく、又
はインビトロ、例えば、組織又は細胞で生成されてよい。興味あるポリペプチドは、例え
ば、細胞中のポリペプチドの発現を誘導することによって、組換え技術によって生成され
てよい。例えば、興味あるポリペプチドは、前記ポリペプチドをコードして発現すること
ができるポリヌクレオチドを用いて形質転換又はトランスフェクトした宿主細胞で生成さ
れてよい。そのような宿主細胞は、ポリペプチドの発現が可能である条件下において培養
されてよい。次いで、前記ポリペプチドは、培養培地又は宿主細胞自体から回収されてよ
い。
【００６７】
　好ましくは、前記ポリペプチドは、陰イオン交換樹脂に適用する前に精製される。例え
ば、前記ポリペプチドは、１又は複数の精製工程、例えば、沈殿、免疫沈降、等電点電気
泳動、濾過、遠心分離、又はクロマトグラフィー、例えば、他の陰イオン交換クロマトグ
ラフィーに供してよい。
【００６８】
　そのような精製を使用して、１又は複数の混入物質の一部又は全部をサンプルから除去
することによって、興味あるポリペプチドの純度の程度を増加してよい。混入物質は、興
味あるポリペプチドではない任意の分子であってよい。例えば、前記混入物質は、異なる
ポリペプチド、核酸、又は内毒素であってよい。前記混入物質は、興味あるポリペプチド
のバリアント、例えば、切断又は伸長ポリペプチド、脱アミド化型のポリペプチド、正し
くフォールディングされなかったポリペプチド、又は望ましくない糖鎖が付加したポリペ
プチドの形態であってよい。前記混入物質は、イオン交換クロマトグラフィーを妨げる可
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能性がある分子であってよい。
【００６９】
　好ましくは、興味あるポリペプチドは、少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも
８０％、少なくとも９０％又はそれ以上の純度である。最も好ましくは、前記ポリペプチ
ドは、少なくとも９０％の純度、例えば、少なくとも９５％、少なくとも９７％、又は少
なくとも９９％の純度である。純度は、興味あるポリペプチドが占める全乾燥重量の割合
であることを意図する。前記サンプルは、２５重量％未満の上述の混入物質を含み、例え
ば、２５％未満の興味あるポリペプチド以外のタンパク質を含み、より好ましくは、２０
％未満、１０％未満、５％未満、３％未満、又は１％未満で含んでよい。前記サンプルは
興味あるポリペプチドの純粋又は実質的に純粋なサンプルであってよい。前記サンプルは
、興味あるポリペプチドの単離又は実質的に単離されたサンプルであってよい。
【００７０】
　そのようなペプチドのサンプルは、ポリペプチド合成から直接得られた形態、例えば、
組換え技術によってポリペプチドを生産する細胞の培養培地由来のサンプル又はポリペプ
チドを発現した細胞を溶解したもののサンプルの形態で陰イオン交換材料に適用されてよ
い。ポリペプチドのサンプルは、本明細書に記載のとおり精製又は部分的に精製した形態
で陰イオン交換材料に適用されてよい。本明細書に記載のサンプルは、陰イオン交換材料
に適用する前にさらに調合されてよい。例えば、ポリペプチド（又は精製ポリペプチド）
が固体形態で提供される場合には、陰イオン交換材料に適用するための液体組成物に調合
されてよい。例えば、水、バッファー、又は他の溶媒に調合されてよい。好ましくは、前
記液体組成物は水性である。前記ポリペプチド又は精製ポリペプチドが液体又は水性の形
態で提供される場合、又は固体ポリペプチドサンプルが上述のとおり液体形態に調合され
ている場合には、陰イオン交換材料に適用する前に前記サンプルの製剤を調整する。
【００７１】
　例えば、サンプル又は調合されたサンプルの伝導度及び／又はｐＨが、ルーチンな方法
を使用して調整されてよい。サンプルのｐＨは、陰イオン交換材料の平衡化及び／又は陰
イオン交換材料の洗浄に使用するバッファーと同じ又は実質的に同じになるように調整さ
れてよい。サンプルの伝導度は、陰イオン交換材料の平衡化及び／又は陰イオン交換材料
の洗浄に使用するバッファーと同じ又は実質的に同じになるように調整されてよい。前記
サンプルは、緩衝化物質、例えば、平衡化バッファーの組成に関連して上述した緩衝化物
質のいずれかを用いて調合されてよい。前記サンプルは、陰イオン交換材料の平衡化及び
／又は陰イオン交換材料の洗浄に使用するものと同じバッファーで調合されてよい。前記
サンプルは、陰イオン交換材料の平衡化及び／又は陰イオン交換材料の洗浄に使用するバ
ッファーと同じ緩衝化物質及び／又は同じ緩衝化物質濃度及び／又は同じｐＨ及び／又は
同じ伝導度で調合されてよい。１つの実施態様では、興味あるポリペプチドは、使用する
平衡化バッファーと同一のバッファーに添加することによって、陰イオン交換材料に適用
するために調合される。
【００７２】
　ついで、前記ポリペプチドは、陰イオン交換材料にポリペプチドを結合させる条件下で
陰イオン交換材料に前記ポリペプチドの関連する調合物を横切らせるか又は通過させるこ
とによって、イオン交換材料にロードする。そのような方法は当該技術分野においてルー
チンである。
【００７３】
　興味あるポリペプチドを陰イオン交換カラムにロードしたら、カラムを１又は複数回の
洗浄に供してよい。洗浄は、適当や溶液を陰イオン交換材料に通過されるか又は横切らせ
ることによって達成される。そのような洗浄の目的は、陰イオン交換材料に結合しない任
意のポリペプチド又は他の成分を除去すること；陰イオン交換材料に弱く結合するのみで
ある任意のポリペプチド又は他の成分を除去すること；興味あるポリペプチドよりも低い
親和性で陰イオン交換材料に結合する不純物を除去することを含んでよい。
【００７４】
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　１つの実施態様では、陰イオン交換材料にポリペプチドをロードした後に、陰イオン交
換材料をバッファーで洗浄して、任意の非結合ポリペプチド、混入物質、又は不純物を除
去する。例えば、前記洗浄バッファーは、その中でポリペプチドを陰イオン交換材料にロ
ードするために調合したバッファーと同一又は実質的に同一であってよい。洗浄バッファ
ーは、平衡化バッファーと同一又は実質的に同一であってよい。例えば、洗浄は、平衡化
バッファーと同じバッファー又はポリペプチドを調合するために使用するものと同じバッ
ファーを使用して実施してよい。洗浄は、平衡化バッファー又はポリペプチドの調合に使
用するバッファーと同じｐＨ若しくは実質的に同じｐＨ及び／又は同じ若しくは実質的に
同じ伝導度を有するバッファーを使用して実施してよい。洗浄は、平衡化バッファー又は
ペプチドの調合に使用するバッファーと同じ又は実質的に同じ濃度で同じ緩衝化物質を含
むバッファーを使用して実施してよい。
【００７５】
　他の洗浄は、平衡化バッファーと異なるバッファーを使用して代替的又は追加で実施し
てよい。例えば、興味あるポリペプチドよりも弱い強度で陰イオン交換材料に結合する混
入物質を陰イオン交換材料から除去することが可能であってよい。そのような混入物質は
、興味あるポリペプチドよりも容易に陰イオン交換材料から放出されるであろう。例えば
、陰イオン交換材料は、平衡化バッファー及び／又はポリペプチドをロードするための調
合物よりも大きい伝導度又はイオン強度を有するバッファーで洗浄してよい。バッファー
のイオン強度を増加させることによって、陰イオン交換材料からの成分の溶出を達成して
よい。好ましくは、興味あるポリペプチドが陰イオン交換材料から実質的に全く溶出され
ないように、洗浄バッファーが選択されるか又は十分に小さい容量で使用される。
【００７６】
　洗浄用バッファーは、特定のサンプル及び興味あるポリペプチドの性質に依存して当業
者によって選択されてよい。例えば、興味あるポリペプチドよりも弱い強度で樹脂に結合
する特定のポリペプチド又は不純物の除去を可能にする、特定のｐＨ又は伝導度を有する
バッファーが選択されてよい。そのようなバッファーは、例えば、カラムから除去される
溶液の組成を観察することによる、単純なルーチンの実験によって選択され、かつ、その
使用が最適化されてよい。
【００７７】
　洗浄バッファーのｐＨは、精製する特定のポリペプチドに依存して決定されてよい。例
えば、多数のペプチド、例えば、第ＩＸ因子に関しては、ポリペプチドの自己賦活及び／
又は分解が９．０以上のｐＨにおいて認められ得るため、９．０又はそれ以上のｐＨは最
適ではない。
【００７８】
　本発明における使用に適切な洗浄バッファーは、例えば、約５．０から約８．５、例え
ば、５．０から８．５のｐＨで調合されてよい。洗浄バッファーのｐＨは、約５．０超、
約５．５超、約６．０超、約６．５超、約７．０超、約７．５超、又は約８．０超であっ
てよい。洗浄バッファーのｐＨは、約８．５未満、約８．０未満、約７．５未満、約７．
０未満、約６．５未満、約６．０未満、又は約５．５未満であってよい。そのような端点
の任意の組み合わせに組み合わせてよい。例えば、洗浄バッファーのｐＨは、約７．０超
、かつ、約８．５未満であってよい。ｐＨは、例えば、約ｐＨ７．０、７．５、８．０、
又は８．５であってよい。
【００７９】
　これらのｐＨの値は、本明細書に記載のポリペプチド、例えば、第ＩＸ因子、第ＶＩＩ
因子、又は第Ｘ因子の精製のためのイオン交換材料の洗浄に適切であってよい。
【００８０】
　洗浄バッファーのための適切な成分は、緩衝化物質、例えば、Ｔｒｉｓ、ホスフェート
、ＭＥＳ、Ｈｅｐｅｓ、又はカーボネートを含んでよい。陰イオン交換クロマトグラフィ
ー法には、緩衝化陽イオン、例えば、Ｔｒｉｓが好ましい。そのような緩衝化物質を使用
して、上述のｐＨに洗浄バッファーを維持してよい。適切な緩衝化物質濃度は、例えば、
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５ｍＭから５０ｍＭの間、例えば、１０ｍＭから４０ｍＭの間であってよい。適切な緩衝
化物質濃度は、例えば、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、又は２５ｍＭであって
よい。
【００８１】
　洗浄バッファーは、１又は複数の追加の成分を含んでよい。洗浄バッファーは、添加物
、例えば、エチレングリコール、エタノール、尿素、又はタンパク質の可溶性を増加させ
るために使用される界面活性剤を含んでよい。陰イオン交換クロマトグラフィーで使用さ
れる界面活性剤は、中性又は陰イオン交換材料と同じ電荷を有するものであるべきである
。非イオン性界面活性剤、例えば、Ｔｗｅｅｎ ８０、Ｔｗｅｅｎ ２０、又はＴｒｉｔｏ
ｎ Ｘ１００が、例えば、１％未満、０．５％未満、０．１％未満、又は０．０１％未満
の濃度で使用されてよい。非緩衝化塩、例えば、ＮａＣｌを使用してバッファーのイオン
強度を調整してよい。
【００８２】
　陰イオン交換材料から分子を溶出させることは、陰イオン交換材料から分子を除去する
ことを意味する。これは、一般的には、陰イオン交換材料の電荷を有する基に対してバッ
ファーが分子と競合するように、陰イオン交換材料の周囲のバッファーのイオン強度を変
化させることによって達成される。その結果、陰イオン交換材料に対する分子の結合強度
が低下し、分離する。ある態様では、陰イオン交換材料からの溶出は、興味あるポリペプ
チドの立体構造を変化させる分子を使用して、結合強度を低下させ、陰イオン交換材料か
らポリペプチドを放出させることによって達成されてもよい。
【００８３】
　溶出バッファーのｐＨは、精製する特定のポリペプチドに依存して決定されてよい。例
えば、多数のポリペプチド、例えば、第ＩＸ因子には、ポリペプチドの自己賦活又は分解
がｐＨ９．０以上のｐＨで認められるため、ｐＨ９．０以上のｐＨは最適ではない。
【００８４】
　本発明の使用に適切な溶出バッファーは、例えば、約５．０から約８．５、例えば、５
．０から８．５のｐＨで調合されてよい。溶出バッファーのｐＨは、約５．０超、約５．
５超、約６．０超、約６．５超、約７．０超、約７．５超、又は約８．０超であってよい
。溶出バッファーのｐＨは、約８．５未満、約８．０未満、約７．５未満、約７．０未満
、約６．５未満、約６．０未満、又は約５．５未満であってよい。そのような端点の任意
の組み合わせに組み合わせてよい。例えば、溶出バッファーのｐＨは、約７．０超、かつ
、約８．５未満であってよい。ｐＨは、例えば、約ｐＨ７．０、７．５、８．０、又は８
．５であってよい。
【００８５】
　これらのｐＨの値は、本明細書に記載のポリペプチド、例えば、第ＩＸ因子、第ＶＩＩ
因子、又は第Ｘ因子の精製のための陰イオン交換材料の溶出に適切なものであってよい。
【００８６】
　溶出バッファーのための適切な成分は、緩衝化物質、例えば、Ｔｒｉｓ、ホスフェート
、ＭＥＳ、Ｈｅｐｅｓ、又はカーボネートを含んでよい。陰イオン交換クロマトグラフィ
ー法には、緩衝化陽イオン、例えば、Ｔｒｉｓが好ましい。そのような緩衝化物質を使用
して、上述のｐＨに溶出バッファーを維持してよい。適切な緩衝化物質濃度は、例えば、
５ｍＭから５０ｍＭの間、例えば、１０ｍＭから４０ｍＭの間であってよい。適切な緩衝
化物質濃度は、例えば、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、又は２５ｍＭであって
よい。
【００８７】
　溶出バッファーは、１又は複数の追加の成分を含んでよい。溶出バッファーは、添加物
、例えば、エチレングリコール、エタノール、尿素、又はタンパク質の可溶性を増加する
ために使用される界面活性剤を含んでよい。陰イオン交換クロマトグラフィーで使用する
界面活性剤は、中性又は陰イオン交換クロマトグラフィーと同じ電荷であるべきである。
非イオン性界面活性剤、例えば、Ｔｗｅｅｎ ８０、Ｔｗｅｅｎ ２０、又はＴｒｉｔｏｎ
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 Ｘ１００が、例えば、１％未満、０．５％未満、０．１％未満、又は０．０１％未満の
濃度で使用されてよい。非緩衝化塩、例えば、ＮａＣｌを使用してバッファーのイオン強
度を調整してよい。
【００８８】
　本発明に従う使用には、溶出バッファーは、好ましくは、１又は複数のカオトロピック
塩、例えば、酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、及び酢酸ナトリウムから選択される
１又は複数の塩を含んでよい。カオトロピック塩、例えば、酢酸アンモニウム、塩化アン
モニウム、及び／又は酢酸ナトリウムが、少なくとも０．１Ｍ、少なくとも０．２Ｍ、少
なくとも０．５Ｍ、少なくとも１．０Ｍ、又は少なくとも１．５Ｍの濃度で溶出バッファ
ー中に存在してよい。カオトロピック塩、例えば、酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム
、及び／又は酢酸ナトリウムは、２．０Ｍまで、１．９Ｍまで、１．５Ｍまで、又は１．
０Ｍまでの濃度で存在してよい。これらの低い端点のいずれか１つをこれらの高い端点の
いずれか１つと組み合わせて、適切な濃度範囲を形成してよい。カオトロピック塩、例え
ば、酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、及び／又は酢酸ナトリウムは、約２．０Ｍま
での任意の濃度で存在してよい。例えば、カオトロピック塩、例えば、酢酸アンモニウム
、塩化アンモニウム、及び／又は酢酸ナトリウムが、約０．１、約０．２、約０．３、約
０．４、約０．５、約０．６、約０．７、約０．８、約０．９、約１．０、約１．１、約
１．２、約１．３、約１．４、約１．５、約１．６、約１．７、約１．８、約１．９、又
は約２．０までの濃度で存在してよく、最も好ましくは、約０．６Ｍの濃度で存在してよ
い。
【００８９】
　１つの実施態様では、溶出バッファーは、カオトロピック塩を追加で含むことを除き、
洗浄バッファー及び／又は平衡化バッファーと同じ組成を有する。好ましいカオトロピッ
ク塩は、上述の酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、及び／又は酢酸ナトリウムの１又
は複数である。かくして、溶出バッファーは、洗浄バッファー又は緩衝化バッファーにつ
いて本明細書に記載する任意の組成を有してよいが、酢酸アンモニウム、塩化アンモニウ
ム、及び／又は酢酸ナトリウムを追加で含んでよい。
【００９０】
　１つの実施態様では、平衡化バッファー及び洗浄バッファーは同一であり、溶出バッフ
ァーは、酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、又は酢酸ナトリウムも含む点でのみ、そ
れらと異なる。
【００９１】
　溶出は、カオトロピック塩のアイソクラティックグラジエント又はリニアグラジエント
、例えば、酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、又は酢酸ナトリウムのアイソクラティ
ックグラジエント又はリニアグラジエントを使用して実施してよい。溶出は、バッファー
中のカオトロピック塩の濃度における段階的な変化を使用して実施してよい。溶出は、こ
れらの溶出法の任意の組み合わせによって達成してよい。例えば、所定の濃度のカオトロ
ピック塩におけるアイソクラティック溶出の後に、グラジエント又は１若しくは複数の段
階のいずれかの形態で塩濃度を増加させてよい。
【００９２】
　任意のそのような溶出方法では、異なる成分が、それらの結合の強度に依存して、異な
る回数で陰イオン交換材料から放出されるであろう。弱い強度で結合する成分は、早期又
は比較的低いバッファーの伝導度、例えば、低い塩濃度で放出される傾向があろう。より
強力に結合する成分は、長期間又は比較的高い塩濃度で陰イオン交換材料に保持される傾
向があろう。陰イオン交換材料を横切る又は通過する溶出液を観察して、特性の成分が溶
出される時間を同定する。溶出液は、異なる時点でプールして、どのプールにどの成分が
存在するか決定するために各プールを分析する。次いで、所望の組成を有する、例えば、
特定のポリペプチド種の濃度が増加しているか又は他のポリペプチド種の濃度が減少して
いる特定のプールを選択してよい。
【００９３】
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　本明細書に記載のアイソクラティック溶出は、一定又は不変の濃度の塩を使用する。塩
の該濃度、例えば、上述の濃度のいずれかを含む溶出バッファーを使用する。溶出バッフ
ァーが陰イオン交換材料を横切るか又は通過し、溶出液を観察して、溶出が起こっている
時間を同定する。アイソクラティック溶出を使用すると、陰イオン交換材料に対して比較
的弱い結合親和性を有する成分は、陰イオン交換材料を横切るか又は通過する溶出バッフ
ァーの比較的大きな容量を必要としてよい、より強い結合親和性を有する成分よりも、比
較的小さな容量の溶出バッファーを使用し得る、比較的早期に放出されるであろう。異な
る時間間隔で得られる溶出液の特定のプール又はバッチを選択することによって、異なる
組成のポリペプチド種を有するサンプルが得られてよい。
【００９４】
　グラジエント溶出が、最終的な最大濃度、例えば、上述の濃度までバッファー中の塩濃
度を増加させることによって達成されてよい。例えば、リニアグラジエントは、０％から
１００％の最終濃度のカオトロピック塩を使用してよい。当該グラジエントを陰イオン交
換材料に経時的に、例えば、１０、２０、３０、４０、５０、７０、１００、１５０、又
はそれ以上のカラム容量で適用してよい。そのようなグラジエント溶出を使用すると、陰
イオン交換材料に対して比較的弱い結合親和性を有する成分は、溶出を生じさせるために
比較的高濃度の塩を必要とし得る、比較的強い結合親和性を有する成分よりも、比較的低
い濃度の塩で比較的早期に放出されるであろう。異なる時間間隔で得られる溶出液の特定
のプール又はバッチを選択することによって、異なる組成のポリペプチド種を有するサン
プルが得られてよい。
【００９５】
　漸進的なグラジエントを使用してカオトロピック塩の濃度を増加させるよりも、段階的
な増加が使用されてよい。すなわち、塩濃度は、１又は複数の別々の段階で最終的な最大
濃度まで増加させてよい。これを使用して、グラジエント溶出の効果を摸倣してよく、こ
となる濃度及びかくして異なる段階で異なる成分が放出される。段階的な溶出は、代替的
には、アイソクラティック溶出と組み合わせてよい。例えば、使用するバッファー容量を
増加させながら異なる成分を溶出させる、その濃度におけるアイソクラティック溶出を生
じさせるように、段階的な塩濃度の増加が、溶出バッファーの複数のカラム容量の間に維
持されてよい。その後の塩濃度の追加的な段階も使用してよい。
【００９６】
　溶出バッファー中の塩、例えば、酢酸アンモニウム、塩化アンモニウム、又は酢酸ナト
リウムの存在においてのみ溶出バッファーが洗浄バッファーと異なる実施態様では、アイ
ソクラティック溶出のための溶出バッファーは、所定量の塩を洗浄バッファーに添加する
ことによって得られてよく、グラジエント溶出は、洗浄バッファー溶液に塩を徐々に添加
することによって達成されてよく、かつ、段階的溶出は、別々の段階のバッファー中の塩
濃度を増加させるために洗浄バッファーに所定量の塩を添加することによって達成されて
よい。
【実施例】
【００９７】
実施例１：異なるγ－カルボキシル化された種のＦＩＸの活性の分析
　組換えヒト第ＩＸ因子（ＦＩＸ）は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞で生
成した。ＦＩＸの非活性は、約５０％であると測定された。
【００９８】
　＃１－８－、＃１－９－、＃１－１０－、＃１－１１－、及び＃１－１２－Ｇｌａを主
に含む個々のＦＩＸ種を分画した。
【００９９】
　凝固アッセイを使用して、フィブリン凝固形成までのＦＩＸ活性依存的な時間を測定し
た。コンタクトアクチベーター（Ｃｏｎｔａｃｔ Ａｃｔｉｖａｔｏｒ）（ＡＴＣＣ試薬
のエラグ酸）を使用して、ＦＸＩＩａの生成を刺激し、カルシウム再沈着及びリン脂質の
添加によってさらに誘発させた。ＢｅｎｅＦＩＸ、及びＷＨＯヒトＦＩＸ基準に対して調
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整したプールした正常なヒト血清に対する活性を測定した。
【０１００】
　「Ｈｙｐｈｅｎ Ｂｉｏｍｅｄ Ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ Ｆａｃｔｏｒ ＩＸ ｋｉｔ」
（Ａｎｉａｒａ）として知られる市販のアッセイキットを使用して、ｒｈＦＩＸの活性レ
ベルを評価した。このアッセイでは、第ＸＩａ因子が第ＩＸ因子を第ＩＸａ因子に活性化
し、これが、第ＶＩＩＩ因子：Ｃ、リン脂質、及びＣａ２＋とともに第Ｘ因子を第Ｘａ因
子に活性化する。生成された第Ｘａ因子の量は、第Ｘａ因子特異的発色基質であるＳＸａ
－１１から放出されるｐＮＡの量によって４０５ｎｍで測定した。
【０１０１】
　＃１－１１－及び＃１－１２－Ｇｌａ種は、凝血塊及び２段階活性アッセイにおいて完
全に活性を有していることが認められた。＃１－８－、＃１－９－、及び＃１－１０－Ｇ
ｌａ種は、使用したアッセイに依存して、各々、約２から５％、１４から２２％、及び２
７から３６％まで活性が低下した。
【０１０２】
実施例２：異なるγ－カルボキシル化された種のＦＩＸの精製及び分析
　組換えヒト第ＩＸ因子（ｒｈＦＩＸ）について、異なるγカルボキシル化された形態の
分離に、陰イオン交換クロマトグラフィーを使用した。前記方法では、６ｍｌのベッドボ
リューム、３ｍｌ／分の流速、及び４℃の温度でＳＯＵＲＣＥ １５Ｑカラム（ＧＥ Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ）を使用した。
【０１０３】
　前記カラムにロードしたサンプル（「ローディングサンプル」）はｒｈＦＩＸであった
。全部で約１３ｍｇをロードした。ローディングサンプルは、０．１ Ｍ ＮａＯＨを使用
して、ｐＨ８．０に調整した。
【０１０４】
　使用したバッファーは、以下のとおりであった：
平衡化バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＮａＯＨ，ｐＨ ８．０，０．０１％ Ｔｗｅｅ
ｎ８０；
溶出バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ，１．５Ｍ酢酸アンモニウム，ｐＨ ８．０
，０．０１％ Ｔｗｅｅｎ８０；
ＣＩＰ：１Ｍ ＮａＯＨ。
【０１０５】
　陰イオン交換クロマトグラフィー法は、以下のとおりであった。
【０１０６】
【表１】
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【０１０７】
　この陰イオン交換クロマトグラフィーの結果は図２及び３に示す。
【０１０８】
　９．６ｍｇ／７４％が得られたＣ１２－Ｄ３画分のプールを選択した。このプールのＧ
ｌａ含量を、上記ローディングサンプルに使用した本来のサンプルのものと比較した。
【０１０９】
　個々の画分のＧｌａ含量の分析は、Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＰＬＣシステムを使用して実施
した。ＨＰＬＣ法に基づくＧｌａ含量の分析は、Ｎ末端配列決定及びアミノ酸塩基性加水
分解分析を使用して得られたＧｌａ含量分析と相互関係を示した。ＨＰＬＣは、０．１８
ｍｌ／分の流速でＭｉｎｉ Ｑ ＣＰ３．２／３カラム（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ ｃａ
ｔ． ｎｏ １７－０６８６－０１）を使用した。このシステムで使用したバッファーは以
下のとおりであった：
Ａ－バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＮａＯＨ，ｐＨ ９．０；
Ｂ－バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ，ｐＨ９．０，１．５Ｍ酢酸アンモニウム
。
【０１１０】
　このシステムで測定したシグナルは、ＵＶ２８０及び蛍光シグナル（ｅｘ：２８０ｎｍ
／ｅｍ：３４０ｎｍ）であった。
【０１１１】
　ＨＰＬＣの手順は以下のとおりであった：
0 - 5 分　0 - 30 % B
5 - 55 分　30 - 55 % B
55 - 65 分　55 - 100 % B。
【０１１２】
　上述のとおり陰イオン交換クロマトグラフィーを使用して分離する前及び分離した後の
Ｇｌａの分布の比較を図４に示す。この結果は以下にも示す。
【０１１３】
【表２】

【０１１４】
　かくして、上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用する精製によって、全ての検
出可能な＃１－８－及び＃１－９－Ｇｌａの本来のＦＩＸサンプルからの除去がもたらさ
れた。＃１－１０－Ｇｌａの存在の減少もあり、結果として＃１－１１－及び＃１－１２
－Ｇｌａの割合の増大も存在した。
【０１１５】
　最終的に精製したプールでは、Ｂｅｎｅｆｉｘと比較して、非活性も約１１０％まで増
加していた（二段階活性アッセイ、データの計算は示さず）。
【０１１６】
実施例３：異なるγ－カルボキシル化された種のＦＩＸの精製及び分析
　組換えヒトＦＩＸの異なるγカルボキシル化された形態の分離に、陰イオン交換クロマ
トグラフィーを使用した。前記方法では、６ｍｌのベッドボリューム、２ｍｌ／分の流速
、及び４℃の温度でＳＯＵＲＣＥ ３０Ｑカラム（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を使用し
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【０１１７】
　カラムにロードしたサンプル（「ローディングサンプル」）はＦＩＸのサンプルであっ
た。全部で約２．５ｍｇをロードした。ローディングサンプルは０．１Ｍ ＮａＯＨを使
用したｐＨ ８．０に調整した。
【０１１８】
　使用したバッファーは以下のとおりであった：
平衡化バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＮａＯＨ，ｐＨ ８．０，０．０１％ Ｔｗｅｅ
ｎ８０；
溶出バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ，１．５Ｍ酢酸アンモニウム，ｐＨ ８．０
，０．０１％ Ｔｗｅｅｎ８０；
ＣＩＰ：１Ｍ ＮａＯＨ。
【０１１９】
　陰イオン交換クロマトグラフィー法は、以下のとおりであった。
【０１２０】
【表３】

【０１２１】
　この陰イオン交換クロマトグラフィーの結果は図５及び６に示す。
【０１２２】
　約１．７５ｍｇ／７０％が得られたＣ１２－Ｄ３画分のプールを選択した。このプール
のＧｌａ含量を、上記ローディングサンプルに使用した本来のサンプルのものと比較した
。個々の画分のＧｌａ含量分析は、実施例２に記載のとおり、Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＰＬＣ
システムを使用して実施した。
【０１２３】
　上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用して分離する前及び分離した後のＧｌａ
の分布の比較を下表に示す。
【０１２４】
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【表４】

【０１２５】
　かくして、上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用する精製によって、全ての検
出可能な＃１－８－及び＃１－９－Ｇｌａの本来のＦＩＸサンプルからの除去がもたらさ
れた。＃１－１０－Ｇｌａの存在の減少もあり、結果として＃１－１１－及び＃１－１２
－Ｇｌａの割合の増大も存在した。
【０１２６】
実施例４：異なるγ－カルボキシル化された種のＦＶＩＩの精製及び分析
　組換えヒト第ＶＩＩａ因子（ＦＶＩＩ）の異なるγカルボキシル化された形態の分離に
、陰イオン交換クロマトグラフィーを使用した。前記方法では、１．７ｍｌのベッドボリ
ューム、０．７５ｍｌ／分の流速、及び４℃の温度でＳＯＵＲＣＥ １５Ｑカラム（ＧＥ 
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を使用した。
【０１２７】
　カラムにロードしたサンプル（「ローディングサンプル」）はＣＨＯ細胞から生成した
ＦＶＩＩのサンプルであった。全部で約１．８ｍｇをロードした。ローディングサンプル
は１Ｍストック溶液から５０ｍＭ ＥＤＴＡを添加して、０．１Ｍ ＮａＯＨを使用してｐ
Ｈ ８．０に調整した。
【０１２８】
　使用したバッファーは以下のとおりであった：
平衡化バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＮａＯＨ，ｐＨ ８．０；
溶出バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ，１．５Ｍ酢酸アンモニウム，ｐＨ ８．０
；
ＣＩＰ：１Ｍ ＮａＯＨ。
【０１２９】
　陰イオン交換クロマトグラフィー法は、以下のとおりであった。
【０１３０】
【表５】

【０１３１】
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　この陰イオン交換クロマトグラフィーの結果は図７及び８に示す。
【０１３２】
　個々の画分（２２から２７）のＧｌａ含量分析は、実施例２に記載のとおり、Ａｇｉｌ
ｅｎｔ ＨＰＬＣシステムを使用して実施した。
【０１３３】
　上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用して分離したＦＶＩＩ Ｇｌａ種の分布
の比較を下表に示す。
【０１３４】
【表６】

【０１３５】
　上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用する精製によって、ＦＶＩＩａ Ｇｌａ
種の明確な分離がもたらされた。かくして、ＦＶＩＩ Ｇｌａ種の組成物は、実験者の好
ましい態様で調製することができる。
【０１３６】
実施例５：異なるγ－カルボキシル化された種のＦＩＸの精製及び分析
　組換えヒトＦＩＸの異なるγカルボキシル化された形態の分離に、陰イオン交換クロマ
トグラフィーを使用した。前記方法では、１．７ｍｌのベッドボリューム、０．７５ｍｌ
／分の流速、及び４℃の温度でＳＯＵＲＣＥ １５Ｑカラム（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
）を使用した。
【０１３７】
　カラムにロードしたサンプル（「ローディングサンプル」）はＦＩＸのサンプルであっ
た。全部で約２ｍｇをロードした。ローディングサンプルは０．１Ｍ ＮａＯＨを使用し
てｐＨ ８．５に調整した。
【０１３８】
　使用したバッファーは以下のとおりであった：
平衡化バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＮａＯＨ，ｐＨ ８．５；
溶出バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＮａＯＨ，１．０Ｍ塩化アンモニウム，ｐＨ ８．
５；
ＣＩＰ：１Ｍ ＮａＯＨ。
【０１３９】
　陰イオン交換クロマトグラフィー法は、以下のとおりであった。
【０１４０】
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【表７】

【０１４１】
　この陰イオン交換クロマトグラフィーの結果は図９及び１０に示す。
【０１４２】
　個々の画分（Ｅ７からＦ１２）のＧｌａ含量分析は、実施例２に記載のとおり、Ａｇｉ
ｌｅｎｔ ＨＰＬＣシステムを使用して実施した。
【０１４３】
　上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用して分離したＦＩＸ Ｇｌａ種の分布の
比較を下表に示す。
【０１４４】
【表８】

【０１４５】
　上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用する精製によって、ＦＩＸ Ｇｌａ種の
明確な分離がもたらされた。かくして、ＦＩＸ Ｇｌａ種の組成物は、実験者の好ましい
態様で調製することができる。
【０１４６】
実施例６：異なるγ－カルボキシル化された種のＦＩＸの精製及び分析
　組換えヒトＦＩＸの異なるγカルボキシル化された形態の分離に、陰イオン交換クロマ
トグラフィーを使用した。前記方法では、１．７ｍｌのベッドボリューム、０．７５ｍｌ
／分の流速、及び４℃の温度でＳＯＵＲＣＥ １５Ｑカラム（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
）を使用した。
【０１４７】
　カラムにロードしたサンプル（「ローディングサンプル」）はＦＩＸのサンプルであっ
た。全部で約２ｍｇをロードした。ローディングサンプルは０．１Ｍ ＮａＯＨを使用し
てｐＨ ８．０に調整した。
【０１４８】
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　使用したバッファーは以下のとおりであった：
平衡化バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＮａＯＨ，ｐＨ ８．０；
溶出バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ，１．０Ｍ酢酸ナトリウム，ｐＨ ８．０；
ＣＩＰ：１Ｍ ＮａＯＨ。
【０１４９】
　陰イオン交換クロマトグラフィー法は、以下のとおりであった。
【０１５０】
【表９】

【０１５１】
　この陰イオン交換クロマトグラフィーの結果は図１１及び１２に示す。
【０１５２】
　個々の画分（Ｅ５からＥ１）のＧｌａ含量分析は、実施例２に記載のとおり、Ａｇｉｌ
ｅｎｔ ＨＰＬＣシステムを使用して実施した。
【０１５３】
　上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用して分離したＦＩＸ Ｇｌａ種の分布の
比較を下表に示す。
【０１５４】
【表１０】

【０１５５】
　上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用する精製によって、ＦＩＸ Ｇｌａ種の
ある程度の分離がもたらされた。かくして、ＦＩＸ Ｇｌａ種の組成物は、実験者の好ま
しい態様で調製することができる。
【０１５６】
実施例７：異なるγ－カルボキシル化された種のＦＸの精製及び分析
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　ＦＸ活性化ペプチドをフィブリノペプチドＡ活性化ペプチド（ＤＦＬＡＥＧＧＧＶＲ）
に交換し、かつ、ＨＰＣ４タグをＣ末端に付加した（ＤＱＶＤＰＲＬＩＤＧＫ）、組換え
ヒトＦＸ構築物の異なるγカルボキシル化された形態の分離に、陰イオン交換クロマトグ
ラフィーを使用した。前記方法では、１．７ｍｌのベッドボリューム、０．７５ｍｌ／分
の流速、及び４℃の温度でＳＯＵＲＣＥ １５Ｑカラム（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を
使用した。
【０１５７】
　カラムにロードしたサンプル（「ローディングサンプル」）はＦＸ構築物のサンプルで
あった。全部で約２．５ｍｇをロードした。ローディングサンプルは０．１Ｍ ＮａＯＨ
を使用してｐＨ ８．０に調整した。
【０１５８】
　使用したバッファーは以下のとおりであった：
平衡化バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ，ｐＨ ８．０；
溶出バッファー：２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ，１．５Ｍ酢酸アンモニウム，ｐＨ ８．０
；
ＣＩＰ：１Ｍ ＮａＯＨ。
【０１５９】
　陰イオン交換クロマトグラフィー法は、以下のとおりであった。
【０１６０】
【表１１】

【０１６１】
　この陰イオン交換クロマトグラフィーの結果は図１３に示す。
【０１６２】
　個々の画分のＧｌａ含量分析は、実施例２に記載のとおり、Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＰＬＣ
システムを使用して実施した。
【０１６３】
　前記画分の分析に基づいて、上述の陰イオン交換クロマトグラフィーを使用して分離す
する前及び分離した後の分離されたＦＸ Ｇｌａ種の分布の比較を下表に示す。
【０１６４】
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【表１２】

【０１６５】
　かくして、Ｇｌａ＃１０及びＧｌａ＃１１の量が増加したＦＸ構築物の組成物が調製さ
れた。

【図２】 【図３】



(28) JP 5788803 B2 2015.10.7

【図４】 【図５】

【図６】 【図７】
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【図１０】 【図１１】
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