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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　液体から１種以上の抗体を精製する方法であって、マルチモーダルリガンドを固定化し
た担体からなる第一のクロマトグラフィー樹脂に上記液体を接触させて抗体を該樹脂に吸
着させる段階であって、各マルチモーダルリガンドが１以上の陽イオン交換基及び１以上
の芳香族又は複素芳香族環系を含む段階、該樹脂から抗体を遊離させるための溶出剤を添
加する段階、並びに得られた溶出液を第二のクロマトグラフィー樹脂に接触させて、抗体
を第二のクロマトグラフィー樹脂の通過液（フロースルー）から回収する段階を含んでな
り、第二のクロマトグラフィー段階が陰イオン交換クロマトグラフィー又はマルチモーダ
ル陰イオン交換クロマトグラフィーである、方法。
【請求項２】
　第１のクロマトグラフィー樹脂に接触させる液体が細胞培養液又は発酵ブロスである、
請求項１記載の方法。
【請求項３】
　第１のクロマトグラフィー樹脂のマルチモーダルリガンドの芳香族又は複素芳香族環系
の環形成原子が炭素（Ｃ）、硫黄（Ｓ）及び酸素（Ｏ）原子からなる群から選択される、
請求項１又は請求項２記載の方法。
【請求項４】
　第１のクロマトグラフィー樹脂のマルチモーダルリガンドの陽イオン交換基が弱陽イオ
ン交換体である、請求項１乃至請求項３のいずれか１項記載の方法。
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【請求項５】
　抗体がモノクローナル抗体である、請求項１乃至請求項４のいずれか１項記載の方法。
【請求項６】
　抗体がポリクローナル抗体である、請求項１乃至請求項４のいずれか１項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、モノクローナル抗体のような抗体の精製法に関する。さらに具体的には、本
発明は抗体捕獲方法、２以上のクロマトグラフィー段階を用いる抗体精製法、本発明の方
法を用いる抗体精製用キット、及びクロマトグラフィーカラムに関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫系は、細菌、寄生虫、真菌、ウイルスの感染及び腫瘍細胞の増殖から身体を共同で
保護する多数の相互依存的な細胞型からなる。免疫系の護衛は、宿主の血流を絶えず巡回
するマクロファージである。感染又は免疫化に脅かされると、マクロファージは抗原とし
て知られる異分子で標識された侵入者を飲み込むことによって応答する。ヘルパーＴ細胞
で媒介されるこの事象は、一連の複雑な応答を起こしてＢ細胞を刺激する。すると、これ
らのＢ細胞は抗体と呼ばれるタンパク質を産生し、抗体が外来侵入者に結合する。抗体と
抗原との結合事象で外来侵入者が標識され、食作用又は補体系の活性化によって破壊され
る。ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭのように幾つかの異なるクラスの抗体又
は免疫グロブリンが存在する。これらは生理学的役割だけでなく構造においても異なる。
構造の面では、ＩｇＧ抗体が、成体の免疫応答において主要な役割を果たすことから、免
疫グロブリンの中では最も広範に研究されてきたクラスである。
【０００３】
　免疫グロブリンのもつ生物活性は、現在では、ヒト及び動物の診断、健康管理及び治療
分野の様々な用途に利用されている。実際この数年において、モノクローナル抗体及び組
換え抗体構築物は、現在治療薬及び診断薬として臨床試験で検査され米国医薬品食品局（
ＦＤＡ）の認可を受けたタンパク質として最大のクラスとなっている。発現系及び産生計
画を補足するものとして、高純度抗体を簡単かつ経済的に得るための精製プロトコルが設
計されている。
【０００４】
　免疫グロブリンの従来の単離法は、他のタンパク質群を溶解したまま、免疫グロブリン
を含むタンパク質画分を選択的に可逆沈殿させることに基づく。典型的な沈殿剤は、エタ
ノール、ポリエチレングリコール、硫酸アンモニウムやリン酸カリウムのようなリオトロ
ピック塩、及びカプリル酸である。通例、これらの沈殿法は極めて不純な生成物を生じる
だけでなく、多大な時間と労力を要する。さらに、原料に沈殿剤を添加すると、上清を他
の目的に使用するのが難しくなるだけでなく、廃棄処理の問題を生じる。廃棄処理の問題
は、免疫グロブリンの大規模精製では特に重要となる。
【０００５】
　免疫グロブリンの単離のための別法はクロマトグラフィーであって、これには密接に関
連した一群の分離法が包含される。他の大半の理化学的分離法と区別されるクロマトグラ
フィーの特徴は、２つの互いに非混和性の相を接触させ、一方の相を固定相とし、他方を
移動相とすることである。移動相に導入された試料混合物は、移動相によって系内を運搬
される際に固定相と移動相の間で何度も一連の相互作用を受ける。相互作用には、試料中
の成分の理化学的性質の差が利用される。こうした差が、固定相を収容したカラム内を移
動する移動相の影響下での各成分の移動速度を支配する。分離された成分は、固定相との
相互作用の低いものから高いものの順に流出する。遅延の最も少ない成分が最初に溶出し
、最も強く保持された物質が最後に溶出する。分離は、試料成分がカラムから溶出する際
に、ある成分の流出速度が隣接する溶質のゾーンと重ならないように十分に遅くなった場
合に達成される。個々の分離目的に最適な固定相を設計するための努力が絶えずなされて
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いる。かかる固定相は、一般に、官能基（つまり結合基）を有するリガンドが結合した担
体又はベースマトリックスからなる。各々の種類のクロマトグラフィーは、一般に、利用
する相互作用の原理に基づいて記述される。工業用クロマトグラフィープロセスは、最初
の捕獲段階（これは粗原料又は清澄化原料からの目標分子の初期精製である。）と、中間
精製段階及び最終高度精製段階の２以上の段階を含むことが多い。免疫グロブリンの単離
には、イオン交換クロマトグラフィーが多用される。陰イオン交換クロマトグラフィーで
は、免疫グロブリンの負に荷電したアミノ酸側鎖がクロマトグラフィーマトリックスの正
に荷電したリガンドと相互作用する。他方、陽イオン交換クロマトグラフィーでは、免疫
グロブリンの正に荷電したアミノ酸側鎖がクロマトグラフィーマトリックスの負に荷電し
たリガンドと相互作用する。
【０００６】
　疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）も、免疫グロブリンの単離に関して広く
記載されている方法である。しかし、疎水性マトリックスは、免疫グロブリンを効率よく
結合させるため、原料へのリオトロピック塩の添加を必要とする。連続的又は段階的勾配
でリオトロピック塩の濃度を低下させることによって、結合タンパク質はマトリックスか
ら遊離する。高純度製品が目的とされる場合、疎水性クロマトグラフィーを追加の段階と
組合せることが推奨される。この方法の短所は、原料にリオトロピック塩を添加する必要
があることである。これは、大規模ユーザーでは問題となり、コスト増加をを招く。細胞
培養上清以外の原料（例えば、ホエー、血漿及び卵黄）に関しては、原料へのリオトロピ
ック塩の添加は、多くの場合大規模用途での使用が妨げられる。塩を用いると、免疫グロ
ブリン除去後の原料を経済的に使用できなくなるおそれがあるからである。大規模用途で
の追加の問題は、数千リットルの廃液の処理である。
【０００７】
　プロテインＡ及びプロテインＧアフィニティークロマトグラフィーは、使用が容易で得
られる純度も高いので、免疫グロブリンの単離及び精製（特にモノクローナル抗体の単離
）のための広く普及した方法である。イオン交換段階、疎水性相互作用段階、ヒドロキシ
アパタイト段階及び／又はゲル濾過段階との併用は、特にプロテインＡ系の方法は多くの
生物製剤製造会社が選択する抗体捕獲方法となっている。例えば、国際公開第８４００７
７３号及び米国特許第５１５１３５０号を参照されたい。
【０００８】
　プロテインＡクロマトグラフィーを疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）と組
合せることも提案されている。米国特許第５４２９７４６号（ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂ
ｅｅｃｈａｍ　Ｃｏｒｐ．）は、抗体精製の一段階として疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーを応用することに関する。例えばプロテインＡを用いたアフィニティークロマトグラ
フィーと任意段階としての陽イオン交換クロマトグラフィー中間段階で、どのようにＨＩ
Ｃを使用できるか開示されている。陽イオン交換クロマトグラフィーの例としては弱陽イ
オン交換体（ＣＭ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）ＦＦ）が挙げられるが、これは吸着の際
はｐＨ５．５に調整され、４０ｍＭクエン酸塩、１００ｍＭ塩化ナトリウムの溶出緩衝液
（ｐＨ６）で溶出される。アフィニティークロマトグラフィー及び／又は陽イオン交換ク
ロマトグラフィー後に、ＨＩＣカラムにかけられる混合物は、免疫グロブリン凝集体、ミ
スフォールドしたもの、宿主細胞タンパク質、及びアフィニティークロマトグラフィー段
階からの残留物のような不純物を含むことがある。かかる方法では、抗体はまずプロテイ
ンＡクロマトグラフィー担体に吸着させて溶出し、次いで陽イオン交換クロマトグラフィ
ー担体に吸着させて選択的に溶出し、最後にＨＩＣ担体に吸着させて溶出する。
【０００９】
　タンパク質系アフィニティーカラムの代替物として、互いに異なるが共働的な部位で目
標と相互作用するマルチモーダル樹脂のような純化学的な樹脂が抗体精製に提案されてい
る。市販品の一例は、メルカプトベンゾイミダゾールスルホン酸リガンドを含ぬ吸着剤で
あるＭＢＩ　Ｈｙｐｅｒｃｅｌ（登録商標）（ＢｉｏＳｅｐｒａ社）であり、抗体と疎水
性及びイオン相互作用を示すと記載されている。疎水性相互作用は芳香環系に由来するも
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のと推測され、イオン相互作用は強陽イオン交換体として知られるＳＯ３
－置換基に由来

すると思われる。加えて、ＭＢＩリガンドの芳香環系の窒素原子は一定の条件下で荷電可
能であり、負に荷電した基との相互作用し得る。
【００１０】
　米国特許第６４９８２３６号（Ｕｐｆｒｏｎｔ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ社）に
は、ハイブリドーマ細胞培養上清、動物血漿又は血清のような溶液から免疫グロブリンの
単離又は精製法が開示されている。この方法は、リガンドと免疫グロブリンとの分子量の
差が小さいこと及びそれらが本来的に結合しようとする傾向に起因する短所をもつと記載
されたプロテインＡ、プロテインＧ、合成ペプチドその他の比較的高分子量リガンドを用
いる方法の代替法として提案されている。米国特許第６４９８２３６号によれば、リガン
ドに存在する置換基（例えば、ベンゼン環）の種類によって免疫グロブリンの効率的結合
が左右される。具体的には、開示された方法で用いられる固相マトリックスは、式Ｍ－Ｓ
Ｐ１－Ｘ－Ａ－ＳＰ２－ＡＣＩＤで表され、式中、Ｍはマトリックス骨格を表し、ＳＰ１
はスペーサーを表し、ＸはＯ、Ｓ又はＮＨを表し、Ａは適宜置換された単環式又は二環式
芳香族又は複素芳香族部分を表し、ＳＰ２は任意要素としてのスペーサーを表し、ＡＣＩ
Ｄは酸性基を表す。かかるリガンドは、好ましくは、ベンゾイミダゾール、ベンゾチアゾ
ール及びベンゾオキサゾールからなる群から選択される化合物から誘導される。
【００１１】
　国際公開第９７／１０８８７号（Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ　Ａ／Ｓ）は、免疫グロブ
リン、インスリン、第ＶＩＩ因子又はヒト成長ホルモン或いはこれらの類似体、誘導体及
びフラグメントのようなタンパク質系材料の精製に有用なアフィニティーリガンド－マト
リックスのコンジュゲートに関する。国際公開第９７／１０８８７号の発明は、疎水性成
分の複雑さ及び立体構造を増すことによって疎水性リガンドの選択率を高めることができ
るという発想に基づく。この発想から、包括的な一群のアフィニティーリガンドが開発さ
れたが、かかる群は１以上の環形成原子が窒素である複素芳香族部分を有する構造に限ら
れている。
【００１２】
　さらに、マルチモーダル陽イオン交換媒体の合成法が国際公開第０３／０２４５８８号
（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（スウェーデン、ウプサラ））に開示さ
れている。具体的には、２種の官能基を含む足場（好ましくは、ホモシステインチオラク
トン）を誘導体化し、固体ベースマトリックスと反応させる。具体的には、２種の官能基
の一方（好ましくは硫黄）はマトリックスとの結合に用いられ、第二の官能基はイオン基
に変換できるものである。こうして製造されたマルチモーダル媒体は、誘導体化の性質に
応じて、イオン相互作用及びさらに別の種類の相互作用（例えば、疎水性相互作用）を示
すことができる。実験の部では、製造された陽イオン交換体が、３種のモデルタンパク質
（即ち、シトクロムＣ（Ｃｙｔ　Ｃ）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）及び免疫グロブリ
ンＧ（ＩｇＧ））を用いて試験されている。
【特許文献１】国際公開第８４００７７３号明細書
【特許文献２】米国特許第５１５１３５０号明細書
【特許文献３】米国特許第５４２９７４６号明細書
【特許文献４】米国特許第６４９８２３６号明細書
【特許文献５】国際公開第９７／１０８８７号パンフレット
【特許文献６】国際公開第０３／０２４５８８号パンフレット
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　一態様では、本発明は抗体精製のためのロバストな方法を提供する。これは、特許請求
の範囲に規定した通り、マルチモーダルリガンドを固定化した担体からなる第一のクロマ
トグラフィー樹脂に抗体を含む液体を接触させ、樹脂から抗体を遊離させて抗体を溶出さ
せ、溶出液を第二のクロマトグラフィー樹脂に接触させることによって達成できる。
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【００１４】
　別の態様では、本発明は従来技術の方法よりも少量の原料から抗体を精製することを可
能にする。さらに具体的には、本発明はプロセス原料中の塩濃度を希釈する必要なしにプ
ロセス原料から抗体を捕獲することを可能にする。これは、マルチモーダルリガンドが「
高塩リガンド」として知られる耐塩性リガンドである上記の方法で達成できる。かかる第
一段階に続いて、適宜、陰イオン交換基を含むマルチモーダルリガンドを固定化した担体
からなるクロマトグラフィー樹脂を用いる第二のクロマトグラフィー段階が実施される。
【００１５】
　特定の態様では、本発明は第二のクロマトグラフィー段階を非結合条件下で実施する方
法を提供する。
【００１６】
　本発明の他の態様及び利点は、以下の詳しい説明から明らかになろう。
【００１７】
　図面の簡単な説明
　図１は、マルチモーダル陽イオン交換クロマトグラフィー媒体でのＩｇＧ含有原料の精
製でのクロマトグラムを示す。
【００１８】
　図２は、後記の実施例３に記載の原料の分析用ゲル濾過クロマトグラムを示す。１３ｍ
ｌのピークが目標ＭＡｂであり、残りのピークは凝集体及び／又は宿主細胞タンパク質で
ある。
【００１９】
　図３は、実施例３に記載の通り、Ｕ１１２８０４２から溶出したプール画分９～１６の
分析用ゲル濾過クロマトグラムを示す。
【００２０】
　図４は、本発明に係る方法の段階２、具体的には後記の実施例４に記載のマルチモーダ
ル陰イオン交換クロマトグラフィーを用いる高度精製でのクロマトグラムを示す。
【００２１】
　図５は、後記の実施例４に記載の通り、カラム２３８０９２からの通過液（画分３～１
０）の分析用ゲル濾過クロマトグラムを示す。
【００２２】
　定義
　「抗体」という用語と「免疫グロブリン」という用語は本明細書では同義に用いられる
。
【００２３】
　「溶出剤」という用語は、当技術分野での通常の意味、つまり分離マトリックスから１
種以上の化合物を遊離させるのに適したｐＨ及び／又はイオン強度の緩衝液として使用さ
れる。
【００２４】
　「アフィニティクロマトグラフィー」という用語は、鍵－鍵穴認識原理による目標生体
分子と生体特異的リガンドとの特異的相互作用に基づくクロマトグラフィーを意味する。
そこで、目標及びリガンドは抗原／抗体、酵素／受容体などのアフィニティ対をなす。
【００２５】
　「芳香族」基という用語は、ヒュッケルの規則に従って式（４ｎ＋２）（式中、ｎは正
の整数又は０である。）で定義される基をいう。
【００２６】
　本明細書で「クロマトグラフィー樹脂」という用語は、リガンドとして知られる官能基
が結合した担体を意味するものとして用いる。担体を表現するのに「マトリックス」とい
う用語を用いることもある。
【００２７】
　「マルチモーダルクロマトグラフィーリガンド」という用語は、結合すべき物質と相互
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作用する２種以上の互いに異なるが共働的な部位を与えることができるリガンドをいう。
これらの部位の一方は、リガンドと目標物質とが互いに引きつけ合う電荷－電荷相互作用
を与える。他方は、通例、電子受容体－供与体相互作用並びに／或いは疎水性及び／又は
親水性相互作用を与える。電子供与体－受容体相互作用には、水素結合、π－π、陽イオ
ン－π、電荷移動、双極子－双極子、誘起双極子などの相互作用がある。マルチモーダル
クロマトグラフィーリガンドは、「混成モード」クロマトグラフィーリガンドとしても知
られる。本明細書では、電荷－電荷相互作用基が負に荷電したマルチモーダルリガンドを
リガンドとするクロマトグラフィー樹脂を「マルチモーダル陽イオン交換樹脂」といい、
電荷－電荷相互作用基が正に荷電したマルチモーダルリガンドをリガンドとするクロマト
グラフィー樹脂を「マルチモーダル陰イオン交換樹脂」という。
【００２８】
　「電子供与体－受容体相互作用」という用語は、自由電子対を有する電気陰性原子が供
与体として作用し、供与体の電子対に対する受容体として作用する電子不足原子と結合す
ることを意味する。（例えば、Ｋａｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．著「Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎ　ｔｏ　ｉｎｔｏ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ」（Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ社（１９７３年）の４２頁を参照されたい。）
　本明細書で「陽イオン交換基」という用語は、負に荷電又は荷電し得る基を意味する。
【００２９】
　液体クロマトグラフィーに関して「捕獲」という用語は、分離操作の初期段階をいう。
最も一般的には、捕獲段階には、可溶性不純物からの清澄化、濃縮、安定化及びかなりの
精製が含まれる。捕獲段階の後に中間精製を行ってもよく、宿主タンパク質、ＤＮＡ、ウ
イルス及びエンドトキシン、栄養素、培地成分（例えば、消泡剤や抗生物質）並びに産生
物関連不純物（例えば、凝集体やミスフォールドしたものや凝集体）のような不純物の残
留量が一段と低減する。
【００３０】
　液体クロマトグラフィーに関して「高度精製段階」という用語は、微量の不純物を除去
して安全な活性生成物を残す最終精製段階をいう。高度精製段階で除去される不純物は、
目標分子の配座異性体又は漏出生成物と思われるものであることが多い。
【００３１】
　「Ｆｃ結合タンパク質」という用語は、抗体の結晶性部分（Ｆｃ）に結合し得るタンパ
ク質を意味し、例えば、プロテインＡ及びプロテインＧ、或いは上記の結合性を保持した
これらのフラグメント又は融合タンパク質が包含される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３２】
　本発明は、液体から１種以上の抗体を捕獲する方法に関する。この方法は、マルチモー
ダルリガンドを固定化した担体からなるクロマトグラフィー樹脂に上記液体を接触させて
抗体を該樹脂に吸着させる段階を含んでなり、各マルチモーダルリガンドは１以上の陽イ
オン交換基及び１以上の芳香族又は複素芳香族環系を含み、該環系の環形成原子は炭素（
Ｃ）、硫黄（Ｓ）及び酸素（Ｏ）原子からなる群から選択される。
【００３３】
　本方法の好適な実施形態では、環形成原子は炭素（Ｃ）及び硫黄（Ｓ）原子からなる群
から選択される。特定の実施形態では、環形成原子は炭素（Ｃ）原子である。本方法は、
好ましくは、例えば濾過して細胞残渣などを除去することによって清澄化された発酵液に
関して使用できる。最も普通には、捕獲モードでは、先行するクロマトグラフィーは存在
しない。高純度の産生物を得るためには、本方法に続いて、例えばクロマトグラフィー、
膜濾過又はその他の慣用精製法による追加の精製を行うことが好ましい。かくして、一実
施形態では、マルチモーダルクロマトグラフィー捕獲段階に続いて１以上の精製段階が実
施される。
【００３４】
　一態様では、本発明は液体から１種以上の抗体を精製する方法に関する。この方法は、
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マルチモーダルリガンドを固定化した担体からなる第一のクロマトグラフィー樹脂に上記
液体を接触させて抗体を該樹脂に吸着させる段階であって、各マルチモーダルリガンドが
１以上の陽イオン交換基及び１以上の芳香族又は複素芳香族環系を含む段階、該樹脂から
抗体を遊離させるための溶出剤を添加する段階、並びに得られた溶出液を第二のクロマト
グラフィー樹脂に接触させる段階を含んでなる。
【００３５】
　かくして、捕獲段階である第一段階では、抗体を含む液体を結合条件下でマルチモーダ
ルクロマトグラフィー樹脂と接触させることによって、抗体及び適宜１種以上の不純物を
吸着させる。第一の樹脂に接触させる液体は、有利には所望抗体の当電点より低いｐＨに
緩衝される。吸着段階後、溶出剤として知られる別の液体を樹脂に接触させて抗体を脱着
（即ち、遊離）させる。溶出剤は、通常はリン酸緩衝液のような緩衝液である。一実施形
態では、溶出はｐＨを上昇させることによる段階溶出である。しかし、当業者であれば、
吸着及び溶出を達成するため条件の変更は、例えば別のやり方でのｐＨ及び／又は塩濃度
（即ち、溶液の導電率）の調整などによって当業者が容易になし得る。好適な実施形態で
は、本方法の第一段階は、例えば重力又はポンプ作用により、充填クロマトグラフィーカ
ラムに液体及び／又は溶出剤を流すことである。必要に応じて、本方法のクロマトグラフ
ィー段階の間に１以上の洗浄段階を適用することができる。第一段階に供される液体は、
有利には原料の流れ（即ち、細胞培養液又は発酵ブロス）であり、これは適宜濾過、ｐＨ
及び／又は導電率の調整によるコンディショニングなどの前処理に付したものである。か
くして、第一のクロマトグラフィー捕獲段階は、細胞残渣及びタンパク質、ＤＮＡ、エン
ドトキシンなどの宿主細胞残留物を除去する。プロセス原料に対して本方法を直接用いる
ことの利点は、本発明で使用する特定のマルチモーダルリガンドは通常の樹脂よりも高い
塩濃度で抗体を吸着することができ、したがって公知のように比較的高い導電率を有する
プロセス原料を希釈する必要性が大幅に低減又は排除されることである。プロセス体積の
減少はプロセス効率を向上させ、非常に大きくて高価な設備への投資を回避させる。特定
の実施形態では、本方法は流動床プロセスとして実施される。
【００３６】
　本方法で使用するマルチモーダルクロマトグラフィー樹脂は、当業者が容易に製造でき
る。簡単に説明すると、かかる樹脂は、直接に又はスペーサーを介して有機又は無機担体
（ベースマトリックスともいう）にマルチモーダルリガンドを結合したものからなる。担
体は、粒子（例えば、略球形の粒子）、モノリス、フィルター、膜、表面、毛管などの形
態を有し得る。一実施形態では、担体は、アガロース、寒天、セルロース、デキストラン
、キトサン、コンニャク、カラゲナン、ジェラン、アルギン酸塩などの架橋炭水化物材料
のような天然ポリマーから製造される。高い吸着容量を得るためには、担体は好ましくは
多孔質であり、その場合には外面及び細孔表面の両方にリガンドが結合される。かかる天
然ポリマー担体は、逆懸濁ゲル化（Ｓ　Ｈｊｅｒｔｅ’ｎ：Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ　Ａｃｔａ　７９（２），３９３－３９８（１９６４））のような常法で容易に製造
される。別法として、担体は、架橋合成ポリマー（例えば、スチレン又はスチレン誘導体
、ジビニルベンゼン、アクリルアミド、アクリル酸エステル、メタクリル酸エステル、ビ
ニルエステル、ビニルアミドなど）のような合成ポリマーから製造される。かかる合成ポ
リマーは常法で容易に製造される。例えば、「懸濁重合で開発されたスチレン系ポリマー
担体」（Ｒ　Ａｒｓｈａｄｙ：Ｃｈｉｍｉｃａ　ｅ　Ｌ’Ｉｎｄｕｓｔｒｉａ　７０（９
），７０－７５（１９８８））を参照されたい。多孔質の天然又は合成ポリマー担体は、
Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（ウプサラ、スウェーデン）のような商業
的供給源からも入手できる。マルチモーダルリガンドを用いる抗体精製のために有用な樹
脂の具体例は、流動床吸着用の樹脂、即ち高密度充填材（好ましくはステンレス鋼充填材
）を含むポリマー担体である。
【００３７】
　上述のように、本方法で使用するクロマトグラフィー樹脂のマルチモーダルリガンドは
、１以上の陽イオン交換基及び１以上の芳香族又は複素芳香族環系を含む。別の実施形態
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では、第一段階で使用する樹脂はマルチモーダルであり、２種の異なるリガンド（即ち、
陽イオン交換基及び芳香族又は複素芳香族環系）を好ましくは実質的に等しい量で含む。
目標分子との疎水性相互作用し得る芳香族環系は、１又は２つの環状構造からなり得ると
ともに、２つの環状構造は１以上の原子で隔てられるか、又は（例えば）ナフチル基とし
て存在し得る。さらに、環系は例えばメトキシ基のようなアルキルオキシ基で任意に置換
される。一実施形態では、芳香族又は複素芳香族環系は環状構造の構成原子として窒素原
子を全く含まず、炭素原子、硫黄原子及び／又は酸素原子に限定される。その結果、この
実施形態では、第一段階の接触は、環形成位置に窒素を有しない芳香族又は複素芳香族環
系を含むマルチモーダル陽イオン交換体との間で行われる。このように、一実施形態では
、芳香族又は複素芳香族部分の環形成原子は炭素（Ｃ）、硫黄（Ｓ）及び酸素（Ｏ）原子
からなる群から選択される。好適な実施形態では、芳香族又は複素芳香族部分の環形成原
子は炭素（Ｃ）及び硫黄（Ｓ）からなる群から選択される。特定の実施形態では、芳香族
又は複素芳香族部分の環形成原子は炭素（Ｃ）原子である。
【００３８】
　一実施形態では、本方法の第一段階で使用する樹脂は以下の通り表される。
【００３９】
　Ｓｕｐ－スペーサー－Ｘ－陽イオン交換基－スペーサー－芳香族又は複素芳香族環
式中、Ｓｕｐは担体であり、スペーサーは任意であり、ＸはＯ、Ｓ又はＮのような結合原
子である。好適なスペーサー及びかかるスペーサーをもたらす化学的結合作用は、当技術
分野で公知である。したがって、この実施形態は、陽イオン交換基として作用する酸性基
が芳香族部分に対する置換基である上述の米国特許第６４９８２３６号と異なる。かくし
て、本実施形態で使用する樹脂は、その構造が芳香族官能基と陽イオン官能基との間に追
加の距離をもたらすので、目標化合物に対して空間的に拡大した異なる種類の結合を提供
するものと期待できる。
【００４０】
　陽イオン交換基は、好ましくは弱陽イオン交換体、即ち一定のｐＨ値でプロトン付加し
得る基である。弱陽イオン交換体とは異なり、強陽イオン交換基はすべてのｐＨ値で電荷
を維持する基からなる。かくして、一実施形態では、マルチモーダルリガンドは１又は２
つのカルボキシル基のようなカルボキシル基を含む。
【００４１】
　しかし、当業者には自明であろうが、上述のようなマルチモーダルリガンドは、さらに
水素結合のような追加の相互作用し得る。上述の基に加えて、本方法で使用するマルチモ
ーダルクロマトグラフィーリガンドは１以上のスルホニル基、アミン又はカルボニル基を
含んでいてもよいが、これらは不純物及び抗体のそれぞれとの相互作用に寄与することも
あれば寄与しないこともある。
【００４２】
　本方法で使用するマルチモーダルクロマトグラフィー樹脂を製造するため上述の担体に
結合されるリガンドは、例えば、上述の国際公開第０３／０２４５８８号（Ａｍｅｒｓｈ
ａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（スウェーデン、ウプサラ））に記載されているように
して合成できる。その場合には、ホモシステインチオラクトンから出発して、弱陽イオン
官能基を含むマルチモーダルリガンドが合成される。マルチモーダルリガンドの合成に関
するさらに詳しい説明については、例えば国際公開第０２／０５９０５９号（Ａｍｅｒｓ
ｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（スウェーデン、ウプサラ））を参照されたい。かか
るリガンドは、スペーサーとして知られる適当な隔離原子を介して担体に結合できる。こ
の目的のために有用な結合方法に関する総説としては、例えば、「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅ
ｄ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｌｉｇａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」（Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ　
ｅｔ　ａｌ、Ｇｒｅｇ　Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、Ａ．Ｋｒｉｓｈｎａ　Ｍａｌｌｉａ及
びＰａｕｌ　Ｋ．Ｓｍｉｔｈ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ＩＮＣ、１９９２）を参
照されたい。当技術分野で公知の通り、リガンドの密度又は置換度、担体の細孔径などの
パラメーターを変化させることによって、所望の性質を有するクロマトグラフィー樹脂を
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得ることができる。
【００４３】
　本方法の第二段階は、第一段階から得られた溶出液を第二のクロマトグラフィー樹脂に
接触させることを含む。一実施形態では、第二のクロマトグラフィー段階は、イオン交換
クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）、固定化金属アフィ
ニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）及びアフィニティークロマトグラフィーからな
る群から選択される。前記方法及びその使用はいずれも当業者に公知であり、簡便には市
販クロマトグラフィー樹脂が使用される。担体及びリガンドの固定化に関する述の原理は
、この段階にも当てはまる。一実施形態では、第二段階は微細な不純物を除去して高純度
の産生物を得るための高度精製である。別の実施形態では、第二段階は中間段階であり、
この場合には本発明に係る方法は後続の高度精製も含む。好適な実施形態では、第二段階
はイオン交換クロマトグラフィー段階、好ましくは陰イオン交換クロマトグラフィー段階
である。陰イオン交換樹脂は、Ｑ基のような正に荷電したリガンドを含んでいてもよい。
【００４４】
　特定の実施形態では、本方法の第二段階は、第一段階から得られた溶出液をマルチモー
ダル陰イオン交換樹脂に接触させることを含む。具体的には、マルチモーダル陰イオン交
換樹脂は、陰イオン交換基と共に、目標抗体との共働的相互作用し得る１以上の追加基を
含む。かかるマルチモーダル陰イオン交換樹脂は、目標化合物の負に荷電した部位との相
互作用し得る第一の基、及び前記目標化合物との電荷－電荷相互作用以外の１種以上の相
互作用し得る第二の基を含む。これについて説明すると、分離マトリックスの基の異なる
モードの相互作用は同一の目標化合物に向けられること、即ち各目標化合物は理想的には
２以上のモードの相互作用で吸着されることが理解される。当業者には自明であろうが、
かかる官能基は同一リガンドに存在する（この場合、各リガンドはマルチモーダルである
）か、或いは異なるリガンドに存在し得る（この場合、分離マトリックスは全体としてマ
ルチモーダルである）。一実施形態では、マルチモーダル陰イオン交換樹脂の陰イオン交
換基は強イオン交換体である。別の実施形態では、マルチモーダル陰イオン交換樹脂の陰
イオン交換基は弱イオン交換体である。特定の実施形態では、マルチモーダル陰イオン交
換樹脂は芳香族基を含む。別の実施形態では、リガンドはＮ－ベンジル－Ｎ－メチルエタ
ノールアミン、Ｎ，Ｎ－ジメチルベンジルアミン、２－アミノベンゾイミダゾール及びチ
オミカミンからなる群から選択される。本方法で使用するマルチモーダル陰イオン交換樹
脂は、上述の担体及び固定化に関する説明に基づいて、当業者が容易に製造できる。マル
チモーダル陰イオン交換基は開示されており、例えば、米国特許第６７０２９４３号（Ａ
ｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社）（その開示内容は援用によって本明細書の
内容の一部をなす）を参照されたい。最良の実施形態では、本方法の第二段階は、非結合
条件下においてマルチモーダル陰イオン交換樹脂で実施される陰イオン交換段階である。
かくして、この段階では、第一段階から得られた溶出液を非結合条件下で第二のクロマト
グラフィー樹脂に適用することによって、不純物を吸着させながら抗体を通過液（フロー
スルー）から回収する。
【００４５】
　本方法は、マウス、齧歯類、霊長類及びヒトのような哺乳類ホストに由来する抗体、又
はハイブリドーマのような培養細胞に由来する抗体のようなモノクローナル又はポリクロ
ーナル抗体の回収に有用である。一実施形態では、回収される抗体はヒト抗体又はヒト化
抗体である。かかる抗体はどのクラスのものでもよく、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭからなる群から選択できる。一実施形態では、精製すべき抗体は、プロテイン
Ａ或いはＦｃ含有抗体フラグメント又は融合タンパク質に結合し得る抗体である。特定の
実施形態では、回収される抗体は免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）である。これについて説明
すると、「抗体」という用語は、抗体フラグメント及び抗体又は抗体フラグメントを含む
融合タンパク質も包含することを理解すべきである。かくして、本発明は、上述の抗体の
いずれか１種のフラグメント並びにかかる抗体を含む融合タンパク質の精製も包含する。
本発明に従って単離される抗体は、特定の個人の治療のために設計された薬剤を提供する
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ため、パーソナライズドメディスン用のような医薬品として有用である。本発明に従って
単離される抗体は、研究及び診断分野でも有用である。
【００４６】
　上述の通り、本明細書に記載されるマルチモーダル陽イオン交換樹脂のマルチモーダル
リガンドは、通常、陽イオン交換基（即ち、負に荷電又は荷電し得る基）及び１以上の芳
香族又は複素芳香族環系を含む。しかし、当業者には自明であろうが、２種以上のリガン
ドを担体に結合することによって同等の樹脂を製造できる。この場合、一方の種類のリガ
ンドは陽イオン交換基を含むのに対し、他方の種類は芳香族又は複素芳香族環系を含む。
このように、本明細書に記載される官能基は単一の結合基を介して担体に結合するか、或
いは異なる結合基を介して担体に結合することができる。かくして、一実施形態では、本
発明は液体から１種以上の抗体を捕獲する方法に関する。この方法は、リガンドを固定化
した担体からなるマルチモーダルクロマトグラフィー樹脂に上記液体を接触させて抗体を
リガンドに吸着させる段階を含んでなり、該樹脂は同一リガンド又は異なるリガンドに存
在する陽イオン交換基及び芳香族又は複素芳香族環系を含み、該環系の環形成原子は炭素
（Ｃ）、硫黄（Ｓ）及び酸素（Ｏ）原子からなる群から選択される。別の実施形態では、
本発明は液体から１種以上の抗体を精製する方法に関する。この方法は、リガンドを固定
化した担体からなるマルチモーダル第一のクロマトグラフィー樹脂に上記液体を接触させ
て抗体をリガンドに吸着させる段階であって、該樹脂が同一リガンド又は異なるリガンド
に存在する陽イオン交換基及び芳香族又は複素芳香族環系を含む段階、該樹脂から抗体を
遊離させるための溶出剤を添加する段階、並びに得られた溶出液を第二のクロマトグラフ
ィー樹脂に接触させる段階を含んでなる。第二のクロマトグラフィー段階がマルチモーダ
ル陰イオン交換樹脂上で実施される実施形態では、上述の説明がマルチモーダル陰イオン
交換樹脂にも等しく当てはまる。
【００４７】
　第二の態様では、本発明は、マルチモーダルクロマトグラフィー樹脂、第二のクロマト
グラフィー樹脂、２種以上の緩衝液、及び抗体の精製法を記載した使用説明書を別々の区
画内に含んでなるキットである。この場合、マルチモーダルリガンドは１以上の陽イオン
交換基及び１以上の芳香族又は複素芳香族環系を含む。一実施形態では、芳香族又は複素
芳香族部分の環形成原子は炭素（Ｃ）、硫黄（Ｓ）及び酸素（Ｏ）からなる群から選択さ
れる。別の実施形態では、異種の基は異なるリガンドに存在しているが、それでもクロマ
トグラフィー樹脂はほぼ等しい割合の各基を含み、実質的にすべての基が目標との相互作
用に利用できる。本キットは、上述の抗体精製法のいずれかに使用できる。好適な実施形
態では、樹脂は生体適合性プラスチック（例えば、ポリプロピレン）又はガラスのような
慣用材料で作られたカラム内に存在する。カラムは、抗体の実験室規模精製又は大規模精
製のために適したサイズのものであり得る。特定の実施形態では、カラムにはルアーアダ
プター、チューブコネクター及びドームナットが備わっている。好適な実施形態では、マ
ルチモーダルクロマトグラフィー樹脂は使い捨て型のクロマトグラフィーカラム内に存在
している。使用後に樹脂を処分することによって、異なるプロセス間での相互汚染の危険
が排除される。
【００４８】
　最後に、本発明は抗体精製用の使い捨てクロマトグラフィーカラムを包含し、この使い
捨てクロマトグラフィーカラムは同一リガンド又は異なるリガンドに陽イオン交換基並び
に芳香族及び／又は複素芳香族環系を含むマルチモーダルクロマトグラフィー樹脂を含ん
でなる。一実施形態では、使い捨てクロマトグラフィーカラムは、各リガンドが１以上の
陽イオン交換基及び１以上の芳香族又は複素芳香族環系を含むマルチモーダルクロマトグ
ラフィー樹脂を含んでなる。使い捨てカラムの特定の実施形態では、マルチモーダルリガ
ンドの芳香族又は複素芳香族環系の環形成原子が炭素（Ｃ）、硫黄（Ｓ）及び酸素（Ｏ）
原子からなる群から選択される。本発明の使い捨てクロマトグラフィーカラムには、通常
の液体クロマトグラフィー用の樹脂が充填されていてもよいし、或いは流動床吸着（即ち
、作業中に樹脂を流動化する方法）に適した形態の樹脂を供給してもよい。最後に述べた
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）が供給されている。
【００４９】
　図面の詳しい説明
　図１は、後記の実施例３に記載の通り、マルチモーダル陽イオン交換クロマトグラフィ
ー媒体（Ｕ１１２８０４２）でのＩｇＧ含有原料の精製のクロマトグラムを示す。ゲル濾
過による分析のため、画分９～１６を捕集してプールした。回収率は＞９５％であること
がわかった。２８０ｎｍでのＵＶ吸光度を実線で示し、導電率を破線で示し、ｐＨを点線
で示す。
【００５０】
　図２は、後記の実施例３に記載の原料（カラムＵ１１２８０４２での出発原料）の分析
用ゲル濾過クロマトグラムを示す。試料は０ｍｌで注入され、ＩｇＧピークは１３ｍｌに
現われる。１３ｍｌのピークは目標ＭＡｂであり、残りのピークは凝集体及び／又は宿主
細胞タンパク質である。
【００５１】
　図３は、実施例３に記載の通り、Ｕ１１２８０４２から溶出したプール画分９～１６の
分析用ゲル濾過クロマトグラムを示す。１３ｍｌのピークが目標ＭＡｂであり、残りのピ
ークは溶出試料中の凝集体及び／又は宿主細胞タンパク質である。
【００５２】
　図４は、本発明に係る方法の段階２、具体的には後記の実施例４に記載のマルチモーダ
ル陰イオン交換クロマトグラフィーを用いる高度精製から得られたクロマトグラムを示す
。第一の精製段階（実施例３）での溶出で得られたプール画分９～１６を、ｐＨ６に調整
した後にカラムに適用した。分析用ゲル濾過によれば、通過液からの画分３～１０中のＩ
ｇＧ純度は非常に高いと推定された（図５参照）。ｐＨ６を用いれば、ＩｇＧはすべて通
過液中に集まると予測された。しかし、クロマトグラムの形状は若干のタンパク質がカラ
ムに結合することを示している。これは、このクロマトグラフィー操作後の回収率が８０
％と計算されたことでも確認された。流動緩衝液による洗浄の開始時に見られる余分のピ
ークは、恐らくはゆるく結合したタンパク質がカラムから脱離したものであろう。
【００５３】
　図５は、後記の実施例４に記載の通り、カラム２３８０９２からの通過液（画分３～１
０）の分析用ゲル濾過クロマトグラムを示す。１３のピークがＩｇＧであり、１０のピー
クが凝集体である。この分析方法では、宿主細胞タンパク質汚染物はほとんど検出できな
い。目盛は図２及び３と同じでなく、さらに拡大してある。
【実施例】
【００５４】
　以下の実施例はもっぱら例示目的のために示され、特許請求の範囲の範囲で定義される
本発明の技術的範囲を限定するものと決して解釈すべきでない。本明細書で以下に及びそ
の他の箇所に示すすべての参考文献の開示内容は、援用によって本明細書の内容の一部を
なす。
【００５５】
　実施例１：マルチモーダル陽イオン交換樹脂の製造（第一段階）
　以下に示すマトリックスの体積は、沈降層の体積をいう。グラム単位で示すマトリック
スの重量は、（水ポンプによる）減圧乾燥後の重量をいう。これらのマトリックスはなお
水和材料であることに注意すべきである。以下に述べる攪拌は吊り下げた電動式攪拌機で
行ったが、これは棒磁石攪拌機の使用がビーズを傷つけやすいからである。官能基の分析
及びビーズ上のイオン交換基のアリル化度、エポキシ化度又は置換度の測定は、当業者に
公知の慣用法による。以下の方法は、最後には、特に硫黄原子に関するゲルの元素分析に
よって補完された。
【００５６】
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【表１】

　
　実施例１（ａ）：マルチモーダルリガンドプロトタイプＵ１０１２０５４
　この実施例では、３－アミノ－４－（プロピルスルホニル）チオフェン－２－カルボン
酸をいかにしてＮＨＳ－活性化アガロースキャリヤーに結合したかを説明する。
【００５７】
　チオプロピオン酸Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）の製造：１００ｍｌのアリル活性化（０
．３ｍｍｏｌアリル／ｍｌ）Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗゲル（
Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（スウェーデン、ウプサラ））、４ｇのＡ
ｃＯＮａ及び１００ｍｌの蒸留水からなる攪拌懸濁液に、持続的な黄色が得られるまで臭
素を添加した。次いで、懸濁液が完全に脱色されるまでギ酸ナトリウムを添加した。反応
混合物を濾過し、ゲルを５００ｍｌの蒸留水で洗った。次いで、活性化ゲルを直ちに反応
器に移し、添加前に５０％ＮａＯＨ水溶液でｐＨ１１．５に調整した、１７．５ｍｌのチ
オプロピオン酸（アリル基当たり６当量）及び１２ｇのＮａＣｌの水溶液（５０ｍｌ蒸留
水）で処理した。反応混合物を攪拌しながら５０℃で１８時間放置した。反応混合物を濾
過し、５００ｍｌの蒸留水で洗ったところ、ゲル１ｍｌ当たりのＣＯ２Ｈが０．２９ｍｍ
ｏｌの置換度を有するチオプロピオン酸Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）が得られた。
【００５８】
　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドによるゲルの活性化：次に、得られたチオプロピオン酸
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）１００ｍｌを３００ｍｌの１Ｍ　ＮａＣｌ、５００ｍｌの０
．１Ｍ　ＨＣｌ、５００ｍｌの５０％アセトン水溶液、５００ｍｌのアセトンで順次に洗
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った。洗った後、ゲルをアセトン中で沈降させ、上清をサイホンで吸い出し、沈降したビ
ーズを２０ｍｌのアセトンを用いて反応器に移した。次いで、８０ｍｌのアセトン中に１
５．２ｇのＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）を溶解した溶液、及び８０ｍｌのア
セトン中にジシクロヘキシルカルボジイミドを溶液した別の溶液を共に添加した。反応ス
ラリーを攪拌しながら３０℃で１８時間放置した。濾過後、丸１日の作業により、ゲルを
１５０ｍｌのイソプロパノールでゆっくりと（重力流れにより）１０回洗った。ＮＨ４Ｏ
Ｈとの反応後にＮＨＳ活性化度を測定したところ、約８０％であったが、これはゲル１ｍ
ｌ当たりのＮＨＳ官能基が約０．２３ｍｍｏｌの活性化に相当していた。
【００５９】
　ＮＨＳ活性化チオプロピオン酸Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）へのマルチモーダルリガン
ドの結合：国際公開第０２／０５９５９号（リガンド１２）に記載されているようにして
、３－アミノ－４－（プロピルスルホニル）チオフェン－２－カルボン酸を製造した。２
ｍｌの蒸留水中に５６５ｍｇの３－アミノ－４－（プロピルスルホニル）チオフェン－２
－カルボン酸（２．２７ｍｍｏｌ）を溶解した溶液、２ｍｌの１Ｍ　ＮａＨＣＯ３及び２
ｍｌのエタノールの可溶性混合物を調製し、５０％ＮａＯＨを注意深く添加することでｐ
Ｈ８．５に調整した。
【００６０】
　ＮＨＳ活性化チオプロピオン酸Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）（１０ｍｌ）を２０ｍｌの
氷冷１ｍＭ　ＨＣｌ溶液で手早く洗った。次いで、ゲルを三角フラスコに移し、そこにチ
エニルセリン溶液を添加した。反応混合物を室温で振盪テーブル上に１８時間放置した。
【００６１】
　反応混合物の濾過後、ゲルを４０ｍｌの蒸留水、２０ｍｌのエタノール、２０ｍｌの０
．２５Ｍエタノールアミン水溶液、２０ｍｌの蒸留水、２０ｍｌの１Ｍ　ＮａＣｌ水溶液
、及び２０ｍｌの蒸留水で順次に洗った。
【００６２】
　実施例１（ｂ）～（ｄ）
　以下の実施例１（ｂ）～（ｄ）では、国際公開第０３／０２４５８８号に記載されてい
るように、Ｄ，Ｌ－ホモシテインチオラクトンを足場として用いてマルチモーダルリガン
ドプロトタイプＵ７９０Ｐ６５、Ｕ７９０Ｐ７１及びＵ７９０Ｐ７３を製造した。簡単に
説明すると、ホモシテインチオラクトンをアシルクロリド又はアンヒドリドと反応させて
アミド結合を形成した後、塩基性加水分解でチオラクトンの開環を行い、得られた化合物
をさらに活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６ＦＦ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ社（スウェーデン、ウプサラ））に結合した。
【００６３】
　実施例１（ｂ）：マルチモーダルリガンドプロトタイプＵ７９０Ｐ７３：ジクロロメタ
ン（ＤＣＭ、１２０ｍｌ）中にＤ，Ｌ－ホモシテインチオラクトン（１１．５ｇ、７５ｍ
ｍｏｌ）及びジイソプロピルアミン（ＤＩＰＥＡ）（２６ｍｌ、１５０ｍｍｏｌ）を溶解
した０℃の溶液に、３０ｍｌのＤＣＭ中にベンゾイルクロリド（８．７ｍｌ、７５ｍｍｏ
ｌ）を溶解した溶液を滴下した。混合物を室温で１晩攪拌した。溶媒を真空下で蒸発させ
、反応残留物を酢酸エチル（３００ｍｌ）で抽出した。有機相を１０％クエン酸水溶液（
ｗ／ｗ、２００ｍｌ）、１０％Ｋ２ＣＯ３水溶液（２００ｍｌ）、水（２００ｍｌ）で洗
い、硫酸ナトリウムで乾燥した。濾過後、溶媒を除去して白色固体（１３．８ｇ、８３％
）を得た。０℃で、２７６ｍｇ（１．２５ｍｍｏｌ）の白色固体に５Ｎ水酸化ナトリウム
溶液（５ｍｌ）を添加し、混合物をさらに室温で２時間攪拌した。アリル化Ｓｅｐｈａｒ
ｏｓｅ（商標）６　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（２５０μｍｏｌ／ｍｌ）から出発して公知手順
で得た臭素化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（１０ｍｌ）（Ａｍｅ
ｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（スウェーデン、ウプサラ））を、（上述の）リ
ガンドのアルカリ溶液と混合して１晩にわたり５０℃まで温めた。反応後、ゲルを濾過し
、水（２×１５０ｍｌ）、エタノール（２×１５０ｍｌ）、０．２Ｍ酢酸（２×１５０ｍ
ｌ）及び水（２×１５０ｍｌ）で洗った。次いで、酸基の滴定でゲルのイオン容量を測定
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したところ、ゲル１ｍｌ当たり１０３μｍｏｌであった。
【００６４】
　実施例１（ｃ）：マルチモーダルリガンドプロトタイプＵ７９０Ｐ６５：ジクロロメタ
ン（ＤＣＭ、６ｍｌ）中にＤ，Ｌ－ホモシテインチオラクトン（１．５８ｇ、１０．３ｍ
ｍｏｌ）及びジイソプロピルアミン（ＤＩＰＥＡ）（３．５８ｍｌ、２０．６ｍｍｏｌ）
を溶解した０℃の溶液に、４ｍｌのＤＣＭ中に３，４，５－トリメトキシベンゾイルクロ
リド（２．３７ｇ、１０．３ｍｍｏｌ）を溶解した溶液を滴下した。混合物を室温で１晩
攪拌した。溶媒を真空下で蒸発させ、反応残留物を酢酸エチル（５０ｍｌ）で抽出した。
有機相を１０％クエン酸水溶液（ｗ／ｗ、３０ｍｌ）、１０％Ｋ２ＣＯ３水溶液（３０ｍ
ｌ）、水（３０ｍｌ）で洗い、硫酸ナトリウムで乾燥した。濾過後、溶媒を除去して白色
固体（２．２１ｇ、６９％）を得た。０℃で、３８９ｍｇ（１．２５ｍｍｏｌ）の白色固
体に５Ｎ水酸化ナトリウム溶液（５ｍｌ）を添加し、混合物をさらに室温で２時間攪拌し
た。アリル化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（２５０μｍｏｌ／ｍ
ｌ）から出発して公知手順で得た臭素化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６　Ｆａｓｔ　Ｆｌ
ｏｗ（１０ｍｌ）（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（スウェーデン、ウプ
サラ））を、（上述の）リガンドのアルカリ溶液と混合して１晩にわたり５０℃まで温め
た。反応後、ゲルを濾過し、水（２×１５０ｍｌ）、エタノール（２×１５０ｍｌ）、０
．２Ｍ酢酸（２×１５０ｍｌ）及び水（２×１５０ｍｌ）で洗った。次いで、ゲルのイオ
ン容量を測定したところ、ゲル１ｍｌ当たり５９μｍｏｌであった。
【００６５】
　実施例１（ｄ）：マルチモーダルリガンドプロトタイプＵ７９０Ｐ７１
　ジクロロメタン（ＤＣＭ、６ｍｌ）中にＤ，Ｌ－ホモシテインチオラクトン（１．５８
ｇ、１０．３ｍｍｏｌ）及びジイソプロピルアミン（ＤＩＰＥＡ）（３．５８ｍｌ、２０
．６ｍｍｏｌ）を溶解した０℃の溶液に、４ｍｌのＤＣＭ中にフェニルグルタル酸無水物
（１．９６ｇ、１０．３ｍｍｏｌ）を溶解した溶液を滴下した。混合物を室温で１晩攪拌
した。溶媒を真空下で蒸発させ、反応残留物を直ちに５Ｎ水酸化ナトリウム溶液（１０ｍ
ｌ）で処理し、さらに室温で２時間攪拌した。アリル化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６　
Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（２５０μｍｏｌ／ｍｌ）から出発して公知手順で得た臭素化Ｓｅｐ
ｈａｒｏｓｅ（商標）６　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（１０ｍｌ）（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ社（スウェーデン、ウプサラ））を、上述のリガンドのアルカリ溶液１
．４ｍｌと混合して１晩にわたり５０℃まで温めた。反応後、ゲルを濾過し、水（２×１
５０ｍｌ）、エタノール（２×１５０ｍｌ）、０．２Ｍ酢酸（２×１５０ｍｌ）及び水（
２×１５０ｍｌ）で洗った。次いで、ゲルのイオン容量を測定したところ、ゲル１ｍｌ当
たり１１０μｍｏｌであったが、これはゲル１ｍｌ当たり５５μｍｏｌのリガンド置換度
に相当していた。
【００６６】
　実施例２：マルチモーダル陰イオン交換樹脂の製造（第二段階）
　概説
　マトリックスの体積は、沈降層の体積をいう。
【００６７】
　グラム単位で示すマトリックスの重量は、減圧乾燥後の重量をいう。これらのマトリッ
クスはなお水和材料であることに注意すべきである。
【００６８】
　大規模反応については、攪拌は吊り下げた電動式攪拌機によるが、これは棒磁石攪拌機
の使用がビーズを傷つけやすいからである。（ゲル２０ｍｌ又はｇまでの）小規模反応は
密閉バイアル中で実施し、攪拌は振盪テーブルの使用による。
【００６９】
　官能基の分析及びビーズ上のイオン交換基のアリル化度、エポキシ化度又は置換度の測
定は、通常の方法による。
【００７０】
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　１．マトリックスへのアリル基の導入
　典型的な手順では、アリルグリシジルエーテルを用いてアリル化を行ったが、固形担体
へのアリル基の導入は臭化アリルを用いても容易に達成できることに注意されたい。
【００７１】
　アリルグリシジルエーテルによるＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）の活性化
　１００ｇのＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６ＦＦを８０ｇに減圧乾燥し、０．４ｇのＮａ
ＢＨ４、１２ｇのＮａ２ＳＯ４及び４５ｍｌの５０％ＮａＯＨ水溶液と混合した。混合物
を５０℃で１時間攪拌した。１００ｍｌのアリルグリシジルエーテルの添加後、懸濁液を
激しく攪拌しながら５０℃でさらに２０時間放置した。混合物の濾過後、ゲルを５００ｍ
ｌの蒸留水、５００ｍｌのエタノール、２００ｍｌの蒸留水、２００ｍｌの０．２Ｍ酢酸
及び５００ｍｌの蒸留水で順次に洗った。
【００７２】
　滴定の結果、ゲル１ｍｌ当たり０．３２ｍｍｏｌの置換度が得られた。
【００７３】
　２．マトリックスへのリガンドの結合
　マトリックスとの結合は、アリル基の臭素化及び塩基性条件下での求核置換によって選
択的に実施した。
【００７４】
　臭素化によるアリルＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）の活性化
　１００ｍｌのアリル活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６ＦＦ（排水したゲル１ｍｌ当
たり０．３２ｍｍｏｌのアリル基）、４ｇのＡｃＯＮａ、及び１００ｍｌの蒸留水からな
る攪拌懸濁液に、持続的な黄色が得られるまで臭素を添加した。次いで、懸濁液が完全に
脱色されるまでギ酸ナトリウムを添加した。
【００７５】
　反応混合物を濾過し、ゲルを５００ｍｌの蒸留水で洗った。次いで、活性化ゲルを直ち
に反応器に移し、さらに適当なマルチモーダル陰イオン交換リガンドと反応させた。
【００７６】
　２－アミノベンゾイミダゾール－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）
　上述のようにして得た臭素活性化ゲル（排水したゲル１ｍｌ当たり０．３２ｍｍｏｌの
アリル基）１０ｇを、水（６ｍｌ）及びエタノール（３ｍｌ）中に２－アミノベンゾイミ
ダゾール（２ｇ）を溶解して５０％ＮａＯＨ水溶液の添加でｐＨ１２に調整した溶液を含
む反応バイアルに移した。
【００７７】
　反応混合物を攪拌しながら５５℃で１７時間放置した。反応混合物の濾過後、ゲルを３
×１０ｍｌの蒸留水、３×１０ｍｌの０．５ＨＣｌ水溶液及び最後に３×１０ｍｌの蒸留
水で順次に洗った。ゲル１ｍｌ当たりアミン基０．１７ｍｍｏｌの置換度を有する２－ア
ミノベンゾイミダゾール－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）ゲルが得られた。
【００７８】
【化１】

　実施例３：マルチモーダル陽イオン交換体への抗体の捕獲
　材料及び方法
　クロマトグラフィーカラムＴｒｉｃｏｒｎ（商標）５／５０内で、上記実施例１に記載



(16) JP 4848356 B2 2011.12.28

10

20

30

40

50

したようにして製造したリガンドＵ７９０Ｐ７３（Ｎ－（２－オキソ－テトラヒドロ－チ
オフェン－３－イル）ベンズアミド）を含むプロトタイプ樹脂を、ゲル１ｍｌ当たり４０
μｍｏｌの置換度となるようにＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）６ＦＦに結合し、１ｍｌのカ
ラム容積に充填した。
【００７９】
　出発原料は、常法で調製したチャイーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞清澄化原料であ
った。この原料は、塩基性であって９．１のｐＩ値及び１．７の吸光係数（ε）を示すヒ
ト化ＩｇＧ１を０．８ｇ　ｍＡｂ／Ｌの濃度に含んでいた。
【００８０】
　原料のｐＨを濃酢酸の添加で６に調整した後、２５ｍｌの原料をマルチモーダル陽イオ
ン交換カラムにロードした。５０ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ６をローディング緩衝液として
使用し、ロード中の流速は１００ｃｍ／ｈであった。１４カラム体積の洗浄期間後、２５
ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ７．５を用いるｐＨ階段で結合タンパク質を溶出させた。洗浄及
び溶出からの通過画分及び２ｍｌ画分を捕集した。
【００８１】
　分析用ゲル濾過
　分析用ゲル濾過は、溶出画分の純度の推定値を得るために実施した。出発原料並びにク
ロマトグラフィー操作からの通過液及びプール溶出液を分析した。１０ｍＭリン酸緩衝液
、０．１４Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．４を０．５ｍｌ／分の流量で流動緩衝液として用いる
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ（商標）２００　１０／３００ＧＬカラムに５０μｌの試料を適用した
。
【００８２】
　回収率測定のためのプール溶出液中のタンパク質濃度の分析
　溶出で得られた全プールを溶出緩衝液で５倍に希釈した。２８０ｎｍでの吸光度を分光
光度計で測定し、３つの反復測定した吸光度の平均値を用いることで、式１に従ってタン
パク質濃度を求めた。溶出したタンパク質の総量を計算し、カラムに適用したＩｇＧの総
量で割って回収率を計算した。
式１：
　　　　　　　　　　Ｃ＝Ａ*希釈比／（ｌ×ε）
式中、
Ｃ＝ＩｇＧの濃度（ｍｇ／ｍｌ）
Ａ＝２８０ｎｍでの吸光度
ｌ＝光路長（ｃｍ）
ε＝ＭＡｂに関するモル吸光係数。
【００８３】
　結果
　ＩｇＧは、ｐＨ６の結合緩衝液を用いてカラムに結合し、ｐＨ７．５を用いて溶出する
ことができた。溶出で得られたプール画分（９～１６）は、出発原料のＩｇＧ純度に比べ
て高い純度でＩｇＧを含んでいた。目標タンパク質は通過液中にほとんど見出されず（＜
５％）、回収率は＞９５％であると推定された。マルチモーダル陽イオン交換体での精製
で得られたクロマトグラムを図１に示し、出発原料（原料）及び捕獲段階で得られたプー
ル溶出液に関する分析用ゲル濾過で得られたクロマトグラムを図２及び図３に示す。
【００８４】
　具体的には、最初に、ＣＨＯ細胞清澄化原料をｐＨ６に調整した後にマルチモーダル陽
イオン交換クロマトグラフィー媒体（Ｕ１１２８０４２）にロードした。５０ｍＭリン酸
塩、２０ｍＭ　Ｎａスクシネート、ｐＨ６を結合緩衝液として使用し、ｐＨ段階を用いて
結合タンパク質を溶出した。溶出のためには、２５ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ７．５を使用
した。画分９～１６を捕集してプールし、ゲル濾過で分析した。回収率は＞９５％である
ことがわかった。図１では、２８０ｎｍでのＵＶ吸光度を実線で示し、導電率を破線で示
し、ｐＨを点線で示す。
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【００８５】
　原料（カラムＵ１１２８０４２での出発原料）の分析用ゲル濾過クロマトグラムに関し
ては、試料体積は５０μｌであり、溶出剤は０．５ｍｌ／分の流量のＰＢＳ緩衝液、ｐＨ
７．４であった。試料は０ｍｌで注入され、ＩｇＧピークは１３ｍｌに現われる。図２で
は、１０ｍｌのピークはＩｇＧ凝集体であり、残りのピークは宿主細胞タンパク質である
。
【００８６】
　Ｕ１１２８０４２から溶出したプール画分９～１６の分析用ゲル濾過クロマトグラムを
図３に示す。第一のクロマトグラフィー段階後、汚染タンパク質は大幅に低減した。試料
は０ｍｌで注入され、１３ｍｌのピークはＩｇＧであり、１０ｍｌのピークはＩｇＧ凝集
体である。他のピークは溶出試料中の宿主細胞タンパク質である。
【００８７】
　実施例４：陰イオン交換による高度精製
　材料及び方法
　クロマトグラフィーカラムＨＲ５／５内で、リガンドとしての２－アミノベンゾイミダ
ゾールをゲル１ｍｌ当たり１７０μｍｏｌの置換度となるようにＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商
標）６ＦＦに結合したものからなる媒体（２３８０９２）を１ｍｌのカラム容積に充填し
た。
【００８８】
　この精製段階では、実施例２からのプール溶出液（画分９～１６）を出発原料として使
用した。溶出液のｐＨは、１０％酢酸の添加で６に調整した。２５ｍＭリン酸塩、ｐＨ６
をローディング緩衝液として用いて、ｐＨ調整済みの溶出液８ｍｌ（約１０ｍｇのＩｇＧ
に相当）をカラム２３８０９２に適用した。緩衝液条件（ｐＨ及び導電率）は、ＩｇＧに
関する非結合条件となるように選択した。０．５ｍｌ／分の流量を使用し、試料適用及び
洗浄中に１ｍｌ画分を捕集した。
【００８９】
　通過液からのプール画分（３～１０）中のＩｇＧ純度を分析用ゲル濾過で分析した。溶
出タンパク質の量を測定し、回収率を計算した。分析用ゲル濾過の方法並びにタンパク質
濃度の測定及び回収率の計算は、実施例２の「材料及び方法」中に記載されている。
【００９０】
　結果
　マルチモーダル陽イオン交換クロマトグラフィーを用いる捕獲段階での精製で得られた
溶出ＩｇＧ画分を、さらに陰イオン交換クロマトグラフィーで精製した。この高度精製で
は、非結合条件を用いてカラムにＩｇＧをロードした。分析用ゲル濾過によれば、この高
度精製での通過液からのプール画分中のＩｇＧ純度はは非常に高いと推定された。非結合
条件を使用したものの、若干のＩｇＧはカラムに結合し、回収率は８０％と計算された。
【００９１】
　マルチモーダル陰イオン交換体での精製で得られたクロマトグラムを図４に示し、通過
画分に関する分析用ゲル濾過で得られたクロマトグラムを図５に示す。
【００９２】
　図６を得るためには、第一の精製段階（実施例３）での溶出で得られたプール画分（９
～１６）を、ｐＨ６に調整した後にカラムに適用した。分析用ゲル濾過によれば、通過液
からの画分３～１０中のＩｇＧ純度は非常に高いと推定された（図５参照）。ｐＨ６を用
いれば、ＩｇＧはすべて通過液中に集まると予測された。しかし、クロマトグラムの形状
は若干のタンパク質がカラムに結合することを示している。これは、このクロマトグラフ
ィー操作後の回収率が８０％と計算されたことでも確認された。流動緩衝液による洗浄の
開始時に見られる余分のピークは、恐らくはゆるく結合したタンパク質がカラムから脱離
したものであろう。
【００９３】
　図７を得るためには、カラム２３８０９２に適用することで通過液（画分３～１０）の
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分析用ゲル濾過クロマトグラムを得た。１３のピークがＩｇＧであり、１０のピークが凝
集体である。この分析方法では、宿主細胞タンパク質汚染物はほとんど検出できない。目
盛は図２及び３と同じでなく、さらに拡大してある。
【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１】マルチモーダル陽イオン交換クロマトグラフィー媒体でのＩｇＧ含有原料の精製
でのクロマトグラムを示す。
【図２】上記実施例３に記載の原料の分析用ゲル濾過クロマトグラムを示す。１３ｍｌの
ピークが目標ＭＡｂであり、残りのピークは凝集体及び／又は宿主細胞タンパク質である
。
【図３】実施例３に記載のＵ１１２８０４２から溶出したプール画分９～１６の分析用ゲ
ル濾過クロマトグラムを示す。
【図４】本発明に係る方法の段階２、具体的には上記実施例４に記載のマルチモーダル陰
イオン交換クロマトグラフィーを用いた高度精製でのクロマトグラムを示す。
【図５】上記実施例４に記載のカラム２３８０９２からの通過液（画分３～１０）の分析
用ゲル濾過クロマトグラムを示す。
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