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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　封入体として原核生物の宿主細胞において発現したケモカインの回収及びその次の精製
のための方法であって、封入体内で凝集したタンパク質の可溶化／変性段階と再生／リフ
ォールディング段階との間に逆相クロマトグラフィー段階が据えられていることを特徴と
する、方法。
【請求項２】
　以下の段階：
・封入体中の凝集ケモカインタンパク質を可溶化する段階；
・溶解したケモカインタンパク質を逆相クロマトグラフィーにかける段階；
・得られた生成物を再生／リフォールディング段階にかける段階；
・得られた生成物を、サイズ排除クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、
アフィニティークロマトグラフィーから選択されるクロマトグラフィー段階にかける段階
、
が実施されることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　以下の段階：
・封入体中の凝集ケモカインタンパク質を可溶化する段階；
・溶解したケモカインタンパク質を逆相クロマトグラフィーにかける段階；
・得られた生成物を再生／リフォールディング段階にかける段階；
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・得られた生成物を、２回のイオン交換クロマトグラフィー段階にかける段階、
が実施されることを特徴とする、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　可溶化及び／又はリフォールディング段階の後に濾過が実施される、請求項１～３のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記原核細胞が細菌細胞である、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記細菌細胞がＥ．コリ細胞である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記ケモカインが配列番号１のケモカイン変異体である、請求項６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、原核細胞において発現したタンパク質の精製方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　組換えＤＮＡ技術は、所望とするタンパク質を大量に産生することを可能にしている。
細菌は、精製方法のタンパク質の組換えタンパク質産生にとって特に便利な供給源である
。それらはよく規定した条件下で非常に大規模に生育することができ、そして抽出のため
に比較的容易に破壊される。最も重要なことには、分子クローニング技術により、あらゆ
る生物、細菌又はそれ以外のものに由来するほとんど全てのタンパク質が高レベルで細菌
において発現することが可能となっていることである。不幸なことに、細菌によって発現
したタンパク質はしばしば精製するのが困難であり、これは、それらが細胞内で沈殿しや
すいためである。沈殿したタンパク質は封入体を形成する：これは、密度の高い、顆粒構
造をしており、細胞質全体に分布している。封入体の形成は、非細菌タンパク質にとって
特に一般的であるが、天然の細菌タンパク質であっても非常に高レベルで発現する場合に
凝集する傾向を示すことがある。それらがどのように形成するかについて正確には知られ
てないが、タンパク質が部分的に又は不正確にフォールディングしていると考えられる。
封入体の主な欠点は、注目のタンパク質の抽出に、通常変性剤の使用が必要とされるため
である。これにより、天然のフォールディングがなされたタンパク質が必要とされる場合
に問題が生じることがあり、これは、リフォールディング法が常に１００％有効ではなく
、スケールアップするのが困難な場合があるためである。
【０００３】
　封入体の利点は、それらが通常より高レベルの発現を可能にするということ、そしてそ
れらが容易に大部分の細菌性細胞質タンパク質から遠心により分離でき、これが有効な精
製工程を提供することである。
【０００４】
　細菌であるＥ．コリ(E. coli)の溶解の場合、機械的な溶解、超音波処理、酵素による
溶解及び界面活性剤による溶解、のような技術が利用可能である。しかしながら、これら
の技術は、特別な機器類が必要とされるか、あるいは若干の制限がある。最も重要なこと
には、これらの方法は、可溶性の組換えタンパク質を完全に回収することも、封入体を回
復させることもできない。従って、組換えタンパク質の収率は非常に低いことがある。組
換えタンパク質の可溶性画分と不溶性画分の両方を回収することによりタンパク質の収率
を向上させるためには、別の方法を探る必要がある。
【０００５】
本発明の説明
　本発明によれば、逆相クロマトグラフィー（ＲＰＣ）工程が抽出／変性工程と次のリフ
ォールディング工程との間に置かれ、その結果タンパク質の収率の増大、及び以下の説明
で明らかとなるであろう他の利点、がもたらされる。ＲＰＣ工程における多くの細胞に由
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来する不純物の除去は、次のリフォールディング工程においてより高い収率を得る助けと
なると考えられているが、本発明は、この仮説から独立して検討されるべきである。化合
物は、高度な水系移動層において逆相ＨＰＬＣカラムに貼りつき、そして高度な有機移動
層を用いてＲＰ　ＨＰＬＣカラムから溶出される。ＲＰ　ＨＰＬＣにおいて、化合物はそ
れらの疎水性の性質に基づいて分離される。カラムが管状であるので、カラムの寸法は通
常以下のフォーマットを持つ；内径×長さ（例えば、４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）。
【０００６】
　固定相は通常疎水性のアルキル鎖（－ＣＨ2－ＣＨ2－ＣＨ2－ＣＨ3）で構成されており
、これが解析物と相互作用する。
【０００７】
　事実、ＲＰＣの媒体は、典型的には疎水性リガンドで高度に置換されており、そして物
質とＲＰＣ媒体とのは通常非常に強く、そして溶出には有機溶媒が必要となる。
【０００８】
　ＳＯＵＲＣＥ（登録商標）(Amercham)ＲＰＣは、全ｐＨ範囲で使用することができる。
ＳＯＵＲＣＥ（登録商標）ＲＰＣは、生体分子、例えばタンパク質、ペプチド及びオリゴ
ヌクレオチドの速い高性能の予備的分離用に設計されている。この媒体は、硬質ポリスチ
レン／ジビニルベンゼンをベースとするマトリックスを有しており、これらは直径１５μ
ｍ又は３０μｍの単一サイズの直径をそれぞれ有している。
【０００９】
　孔径分布は制御され、且つ再現可能である。広範なｐＨ安定性及び高い性能は、ＳＯＵ
ＲＣＥ（登録商標）ＲＰＣ媒体をシリカベースの媒体に対する興味深い代替物にしている
。前記マトリックスの高い化学的安定性は、ランニング条件とクリーニング条件の選択に
おいて無比のフレキシビリティーをもたらしている。
【００１０】
　逆相溶媒は、慣例によりＨＰＬＣチャンネルＡ及びＢ上に取り付けられる。Ａ溶媒は慣
例により水性溶媒（水）であり、そしてＢ溶媒は慣例により有機溶媒（アセトニトリル、
メタノール、プロパノール）である。用語Ａ及びＢは、通常それぞれ水性溶媒及び有機溶
媒を表すために使用されているので、この慣例に従うことは重要である。Ａ溶媒は通常０
．１％の酸を含むＨＰＬＣ用の水である。Ｂ溶媒は通常、ＨＰＬＣ用の有機溶媒、例えば
０．１％の酸を含むアセトニトリル又はメタノールである。当該酸は、クロマトグラフィ
ーのピークの形状を改善し、そして逆相ＬＣ／ＭＳにおけるプロトンの供給源を提供する
ために使用される。最も一般的に使用されている酸はギ酸、トリフルオロ酢酸、及び酢酸
である。
【００１１】
　既述の通り、本発明の方法は、逆相クロマトグラフィー（ＲＰＣ）工程が抽出／変性工
程と次のリフォールディング工程との間に置かれていることによる改善を示す。しかしな
がら、原核宿主細胞で産生する組換えタンパク質の古典的精製方法において通常実施され
る工程は、完全を期すために本明細書の下文で報告する。
【００１２】
　通常、原核細胞で産生したタンパク質の古典的精製方法も以下の工程を含む：
・宿主細胞からの細胞溶解物の調製
・封入体の単離
・封入体中の凝集タンパク質の溶解／変性段階
・溶解タンパク質のリフォールディング／再生。
【００１３】
宿主細胞の細胞溶解物の調製
　原核細胞で発現したタンパク質は、最初に、それが発現している宿主細胞から抽出され
ることを必要とする。細胞を溶解する種々の方法が利用可能である。特定の場合において
これらの方法のうちのいずれが使用されるべきかは、宿主細胞の型及び溶解される細胞の
量による。
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【００１４】
　最初に行うべき選択は、使用が所望される緩衝液系の性質及びｐＨについてである。こ
れは：
・ｐＨ及び緩衝物質に対する標的タンパク質の安定性
・精製手順
に左右される。
【００１５】
　追加の緩衝液交換工程による時間及びタンパク質の損失を回避するために、最初のクロ
マトグラフィー工程（クロマトグラフィーを参照のこと）と適合性のある緩衝液を選択す
るのが賢明である。緩衝液及びそれらのｐＨ範囲を表１に列記する。最も使用する緩衝液
は、リン酸塩、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ及びＨＥＰＥＳ　ＮａＯＨである。それらは通常２０～
５０ｍＭの濃度で使用される。
【００１６】
【表１】

【００１７】
　標的タンパク質によっては、化合物を溶解用緩衝液に添加して、標的タンパク質の安定
性を向上させ、且つ当該タンパク質を溶液中で維持することが必要なこともある。最も使
用する添加物、それらの有効濃度、及びそれらの一般的な目的を表２に列記する。
【００１８】
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【表２】

【００１９】
　添加物の重要なクラスとしてはプロテアーゼ阻害剤がある。通常、細胞の破壊は、タン
パク質分解酵素の放出を招き、これにより全収率が低下することがある。この不所望なタ
ンパク質分解を制御するために、プロテアーゼ阻害剤のカクテルを細胞懸濁液に添加する
ことが必要な場合もある。これらの化合物の多くが水溶液中で全く安定性がないため、こ
れらを使用直前に有機溶媒（メタノール、エタノール、イソプロパノール、又はＤＭＳＯ
）中のストック溶液から溶解用緩衝液に添加するのが重要である。
【００２０】
　一般的な溶解緩衝液を示すことは不可能であるが、良好な出発緩衝液は：
５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５
１００ｍＭ　ＮａＣｌ
１ｍＭ　ＤＴＴ（ジチオスレイトール）
５％グリセロール（場合による）
であろう。
【００２１】
　多くの溶解方法は、核酸（ＤＮＡ及びＲＮＡ）の放出を招く。これらは、粘性の問題が
生じることがあり、又は次のクロマトグラフィー工程を妨害するため、除去されなければ
ならない。異なる方法も存在している：
・ＤＮアーゼＩ（１μｇ／ｍｌ）を細胞溶解物に添加することによる酵素消化。この混合
物は氷上で１０～１５分間インキュベートされる。
・超音波処理の間のせん断による機械的破壊。フレンチプレッシャーセルを使用する場合
、ＤＮアーゼを細胞懸濁液に添加することが賢明である。
・ポリエチレンイミン（０．１％（ｗ／ｖ））又は硫酸プロタミン（１％（ｗ／ｖ））を
用いた処理による沈殿、続く、遠心。沈殿物を細胞溶解物に添加し、そして溶液を３０分
間４℃でインキュベートする。
【００２２】
　Ｅ．コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞由来の細胞溶解物の調製には異なる方法が使用される。
【００２３】
　超音波処理は、少量の細胞（１～６Ｌの細胞培養物）を溶解するのに最も支持されてい
る技術である。細胞は液体せん断(liquid shear)及びキャビテーションで溶解する。ＤＮ
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Ａも超音波の間にせん断されるので、ＤＮアーゼを細胞懸濁液に添加する必要はない。主
な問題は温度の制御にある。これは、懸濁液を氷上で維持し、そして多数の短パルス（５
～１０秒）を用いることで、低温を回復させるために停止させながら（１０～３０秒）対
処されている。細胞の量が５０ｇ超である場合、当該方法は限られた価値しかなく、これ
は、低温を維持するのが困難であり、そして適当な溶解を達成するのに長い超音波処理時
間が必要とされるためである。
【００２４】
　ホモジェナイザーは細菌を溶解するための最も一般的な装置である。プレスにより細胞
懸濁液を加圧し、そして突然圧力を開放することで細胞を溶解する。この結果、細胞を溶
解することができる液体せん断が生み出される。より古典的な型のホモジェナイザーであ
る、フレンチプレス及びＭａｎｔｏｎ－Ｇａｕｌｉｎホモジェナイザーの典型的な作業圧
は、６０００～１０，０００ｐｓｉである。複数回（２～３回）繰り返すことが適切な溶
解を達成するために必要とされる。しかしながら、高い作業圧は作業温度の上昇をもたら
す。
【００２５】
　従って、圧力セルは使用前に冷却される（４℃）。温度の制御に加え、泡立ちによるタ
ンパク質の不活性化を回避するよう注意するべきである。
【００２６】
　最近のホモジェナイザーはしばしば連続性があり、高圧で作業することができる。ＥＭ
ＢＬでは、本発明者はＥ．コリ細胞を１５，０００ｐｓｉ（１００ＭＰａ）に１回通過さ
せて効率的に溶解するＡｖｅｓｔｉｎ　Ｅｍｕｌｓｉｆｌｅｘ－Ｃ５を有していた。
【００２７】
　酵素による溶解は、リソソームによる細菌細胞壁のペプチドグリカン層の分解に基づい
ている。しかしながら、グラム陰性細菌は細胞壁の外側の外膜を有しており、透過処理し
てペプチドグリカン層を曝露させることが必要である。溶解法において緩衝液としてしば
しば使用されるＴｒｉｓは、効果的に外膜を透過処理することができる。この効果はＥＤ
ＴＡ（１ｍＭ）を添加することで増進させることができる。ＥＤＴＡは、膜を安定化させ
るマグネシウムイオンを錯化する。細胞の溶解の間、しばしば大量のＤＮＡが遊離し、そ
して調製物の粘性を低下させるためにＤＮアーゼ（１ｍｇ／ｍｌ）を添加することが必要
となる。酵素による細胞の溶解は、あらゆるスケールで実施することができるが、ラージ
スケールの調製物の場合、リソソームとＤＮアーゼにより費用がかさむことがある。細胞
の溶解レベルを増大させるために、溶液を超音波処理することができる（上文を参照のこ
と）。
【００２８】
　別の溶解法は、細胞を直接液体窒素中で凍結させ、そして凍結した細胞を、冷却した乳
棒と乳鉢で磨り潰して粉末にするものである。当該粉末は－８０℃で無期限に保存するこ
とができ、そして細胞溶解物は、当該粉末を５倍量の緩衝液を添加することで調製するこ
とができる。
【００２９】
　溶解の程度及び溶解したタンパク質の安定性は、界面活性剤の型及び濃度に左右される
。これらの不定要素についてのいずれかについても一般的なルールを示すことは不可能で
あり、そしてそれらは実験で最適化されなければならない。溶解にとって重要なことは、
界面活性剤とタンパク質との比率である。低比率（１：１０）では、膜が溶解し、そして
、タンパク質、界面活性剤、及び膜脂質を含むそれらの大きな複合体が形成する。徐々に
比率が大きくなるにつれ、より小さい複合体が得られる。最終的に１０：１～２０：１の
比率で、単一の界面活性剤－タンパク質複合体が膜脂質を含むこと無しに形成される。最
適な条件を決定するために、界面活性剤とタンパク質濃度の両方を変更することが重要で
ある。
【００３０】
　一般的に使用されている界面活性剤とそれらの臨界ミセル濃度（ｃｍｃ）を表３に列記
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する。
【００３１】
【表３】

【００３２】
封入体の単離
　細胞においては、フォールディングと凝集との間で競合が存在している。多くの場合、
そして複数の宿主系において、組換えタンパク質は細胞内の不溶性の凝集物中に蓄積する
。これらのいわゆる封入体内のタンパク質はほとんど不活性であり、且つ変性している。
更に、二量体及び多量体も存在していることがある。しかしながら、封入体内での組換え
タンパク質の発現は有利なこともある：
・封入体内に堆積した組換えタンパク質は、全細胞タンパク質の５０％以上であることが
ある。
・封入体はしばしば、専ら過剰発現タンパク質のみを含む。
・封入体内では、タンパク質はタンパク質分解による変性から守られている。
・封入体内での発現は、組換えタンパク質の毒性から細胞を保護する。
主な問題は、生体活性があり、そして／あるいは可溶性のタンパク質を高収率で回収する
ことである。これを達成するためには、封入体内のタンパク質は、in vitroで溶解してリ
フォールディングされなければならない。この手順は３つのフェーズで実施される：
【００３３】
　封入体は比較的高い密度を有しているため、遠心によりペレットになることがある。細
胞は通常高圧ホモジェナイゼーションによって破壊される（任意に、リゾチーム処理が続
く）。細胞の溶解は完全であることが重要であり、これは、インタクトな細胞は封入体と
一緒に沈降し、その結果、調製物に混入されるためである。遠心後、ペレットは、低濃度
のカオトロピック剤（例えば、０．５～１Ｍのグアニジン塩酸又は尿素）又は界面活性剤
（例えば、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００又は１ｍｇ／ｍｌのデオキシコール酸ナトリウ
ム）のいずれかを含む緩衝液で洗浄される。この洗浄工程は、処理段階で疎水性の封入体
上に吸収されたと考えられる混入物、特にタンパク質（プロテアーゼ）を除去するのに必
要である。
【００３４】
封入体内の凝集タンパク質の溶解
　洗浄後の封入体を、強力な変性剤及び還元剤（通常２０ｍＭのＤＴＴ又はｂ－メルカプ
トエタノール）を含む緩衝液中でインキュベートする。還元剤の添加により全てのシステ
インが還元状態で維持され、そして調製中に形成したジスルフィド結合が開裂する。３０
℃超のインキュベーション温度は、典型的には溶解工程を容易にするために使用される。
【００３５】
　溶解の至適条件は、タンパク質特異的であり、且つ、各タンパク質につき決定されなけ
ればならない。
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【００３６】
　溶解の後、溶液を遠心又は濾過することで、リフォールディングの間に凝集を引き起こ
す核として作用しうる残りの凝集物を除去することができる。
【００３７】
　実施例の後に本明細書で報告する本発明の具体的態様によると、この段階は記載した具
体的方法の段階１と表示される。
【００３８】
溶解タンパク質のリフォールディング
　溶解タンパク質のリフォールディングは変性剤の除去で開始する。リフォールディング
の有効性は、正確なフォールディングと凝集との競合に左右される。凝集過程を遅らせる
ためには、リフォールディングは通常、１０～１００ｍｇ／ｍｌの低タンパク質濃度で実
施される。更に、リフォールディング条件は、それぞれ個別のタンパク質について最適化
されなければならない。重要な変動要因は、緩衝液の組成（ｐＨ、イオン強度）、温度及
び添加物（しばしばこれらの組み合わせ）である。
【００３９】
　タンパク質がジスルフィド結合を含む場合、リフォールディング緩衝液は酸化還元系が
補充されなければならない。低分子量のチオール試薬の還元型と酸化型の混合物（１～３
ｍＭの還元されたチオールと５：１～１：１の比率の還元型対酸化型のチオール）の添加
は、通常適切な酸化還元電位を提供してジスルフィド結合の形成及び再編を可能にする。
最も一般的に使用される、酸化還元を再編する試薬は還元型及び酸化型のグルタチオンで
あるが、システイン及びシステアミンも使用される。
【００４０】
　幾つかのタンパク質については、恐らくはフォールディングしている中間体が低溶解性
であることに起因して、この手順はほとんど有効ではない。あるいは、当該タンパク質は
、大過剰の酸化型グルタチオンの存在下で完全に酸化され、その後触媒量の還元型グルタ
チオンを含むリフォールディング緩衝液中で希釈される。
【００４１】
　タンパク質の異なるリフォールディング法が既述されている。最も使用されている方法
は、透析による可溶化剤の除去である。透析の間、可溶化剤の濃度は徐々に低下し、これ
によりタンパク質の最適なリフォールディングが可能となる。試料と透析緩衝液の体積比
は、可溶化剤の平衡濃度で、タンパク質が完全にリフォールディングされているようなも
のであるべきである。
【００４２】
　可溶化剤の濃度は希釈により低下し、その結果タンパク質のリフォールディングが可能
となる。通常、希釈は緩衝液の段階的な添加によるか、又はポンプを用いた連続的な添加
により実施される。
【００４３】
　透析及び緩やかな希釈の間、タンパク質は長期間中濃度の可溶化剤（２～４Ｍの尿素又
はグアニジン塩酸）に曝露され、この場合、タンパク質はまだフォールディングされない
が、もはや変性しており、そしてその結果凝集しやすい。これは、溶解したタンパク質溶
液をリフォールディング緩衝液中で迅速に希釈することで防ぐことができる。この過程の
間の凝集は、弱い可溶化剤、例えば非界面活性剤であるスルホベタインをリフォールディ
ング緩衝液に添加することで制限されうる。
【００４４】
　フォールディングされていないタンパク質の濃度を低く維持し、延いては凝集を制限す
るために、変性タンパク質のアリコートを規定の時点でリフォールディング緩衝液に添加
する。２つのパルスの間の間隔は、それぞれ個別のタンパク質につき最適化しなければな
らない。この過程は、変性剤の濃度が特定のタンパク質のリフォールディングについての
必須レベルに達した時に停止される。
【００４５】
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　実施例の後に本明細書で報告する本発明の具体的態様によると、この段階は記載した具
体的方法の段階３と表示される。
【００４６】
　可溶化剤は、クロマトグラフィー段階を用いて除去される。異なるクロマトグラフィー
法の応用が既述されている：
・サイズ排除クロマトグラフィー（例えば、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５カラム上でのゲル濾過
）
・イオン交換クロマトグラフィー
・アフィニティークロマトグラフィー（例えば、キレーティングセファロース又はＮｉ－
ＮＴＡアガロースを用いてのＩＭＡＣ）
【００４７】
　変性剤を除去している間に、タンパク質はカラムからマトリックスに緩やかに移動する
か、マトリックスに結合する。これは通常、ｍｇ／ｍｌの範囲のタンパク質濃度であって
も、高収率の活性タンパク質をもたらす。
【実施例】
【００４８】
　以下本発明をＥ．コリで発現したケモカインの精製に関して詳細に説明する。ケモカイ
ンは、白血球走化性特性及び白血球活性化特性を有する小さい炎症性サイトカインのファ
ミリーを構成する。最初の保存されたシステインの位置によって、ケモカインファミリー
はＣ－Ｃ、Ｃ－Ｘ－Ｃ及びＣ－Ｘ3－Ｃケモカインに分類されうる（Baggiolini M. et al
., Adv Immunol. 1994,55 : 97-179; Baggiolini M. et al., Annu Rev Immunol. 1997,1
5 : 675-705; Taub D. et al., Cytokine Growth Factor Rev. 1996,7 (4): 355-76）。
【００４９】
　特に、以下の詳細な説明によりヒトＲＡＮＴＥＳの三重変異体の精製を報告する。この
変異型タンパク質（すなわち、リーダー配列ＭＫＫＫＷＰＲの開裂後のもの）は、配列番
号１を有しており、そして本明細書の以下の項目においてＲＡＮＴＥＳ三重変異体と称さ
れる。全体的な過程は図１に提示するフローチャートにより要約されており、これは「封
入体内の凝集タンパク質の溶解」から出発する。細胞の溶解及び封入体の単離における古
典的な調製段階は、当業界で知られている方法及び／又は前述の方法を用いて実施される
。
【００５０】
段階１－封入体内の凝集タンパク質の溶解
　ＲＡＮＴＥＳ三重変異体を含有する６０～９０ｇの封入体を解凍させる。ペレットは、
４５０～８００ｍｌの溶解緩衝液（６Ｍ塩酸グアニジン、０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ。
２ｍＭ　ＤＴＴ、ｐＨ７．５±０．１）を用い、ホモジェナイザーＰｏｌｙｔｒｏｎによ
り、大きな粒子が全く見えなくなるまで（約５分間）溶解する。一旦ホモジェナイズした
後、溶液を３０秒間６０±１℃の温度にする。
【００５１】
　続いて、溶液を室温に到達させ、そして１．２μｍの膜で濾過する。
【００５２】
　材料は、通常調製してすぐに処理、あるいは、それを－８０℃で保存してもよい。
【００５３】
段階２－Ｓｏｕｒｃｅ３０ＲＰＣ上での逆相クロマトグラフィー
前平衡化(pre-equivalent)緩衝液：０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ　ｐＨ７．５±０．１、
５％（ｖ／ｖ）アセトニトリル
　１２．１ｇのトリス／ヒドロキシメチルアミノメタンを８００～９００ｍｌの精製水に
添加する。ｐＨをＨＣｌで７．５に調節する。５０ｍｌのアセトニトリルを添加し、そし
てこの溶液を精製水で１リットルにする。
【００５４】
平衡化緩衝液：０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ　ｐＨ７．５±０．１、６Ｍグアニジン及び
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２ｍＭ　ＤＴＴ、５％（ｖ／ｖ）アセトニトリル
　６Ｍグアニジン及び２ｍＭ　ＤＴＴを６００ｍｌの前平衡化緩衝液に攪拌しながら添加
する。溶解完了後、溶液を前平衡化緩衝液で１Ｌにする。
【００５５】
洗浄緩衝液：５％（ｖ／ｖ）アセトニトリル、０．１％ＴＦＡ／水
　５０ｍｌのアセトニトリル及びＴＦＡのバイアルを９００ｍｌの精製水に添加し、そし
てこの溶液を精製水で１Ｌにする。
【００５６】
溶出緩衝液：３５％（ｖ／ｖ）アセトニトリル、０．１％ＴＦＡ／水
　３５０ｍｌのアセトニトリル及びＴＦＡのバイアルを５００～６００ｍｌの精製水に添
加し、そしてこの溶液を精製水で１Ｌにする。
【００５７】
再生緩衝液：ＮａＯＨ　０．５Ｍ、６０％ｎ－プロパノール
　２０ｇのＮａＯＨを６００ｍｌのｎ－プロパノールに添加し、そしてこの溶液を精製水
で１Ｌにする。
【００５８】
保存緩衝液：ＮａＯＨ　１０ｍＭ
　０．４ｇのＮａＯＨを１０００ｍｌの精製水に添加する。
【００５９】
手順
　Ｓｏｕｒｃｅ　３０ＲＰＣ樹脂を充填したカラムを少なくとも１ＢＶのＮａＯＨ　０．
５Ｍでフラッシュし、そして次に精製水を用い、ｐＨが中性値に達するまでフラッシュす
る。続いて、カラムを３ＢＶの前平衡化緩衝液、続いて２～３ＢＶの平衡化緩衝液を用い
て平衡化する。ｐＨを調べ、そして、カラムの流出液のパラメーターが目標値であるｐＨ
７．５±０．１の範囲外である場合には洗浄を続ける。
【００６０】
　上述の通り調製して溶解した材料を、続いて、樹脂上に５～１８ｍｇのＲＡＮＴＥＳ三
重変異体／ｍｌ樹脂の範囲で添加する。試料の添加が完了してから、カラムを３～４ＢＶ
の平衡化緩衝液０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ＋５％アセトニトリル、ｐＨ７．５±０．１
でフラッシュする。フロースルー及び洗浄液を一緒に回収する。
【００６１】
　続いて、カラムを洗浄緩衝液：５％アセトニトリル＋０．１％ＴＦＡ／水を用い、カラ
ムの流出液のｐＨが酸性になるまで（ｐＨ指示薬で制御）フラッシュする。
【００６２】
　溶出を溶出緩衝液：３５％アセトニトリル＋０．１％ＴＦＡ／水を用いて開始する。Ｏ
Ｄシグナルが上昇し始めたらすぐにフラクションを回収する。約３～４ＢＶを溶出画分と
して回収する。
【００６３】
　前記画分のタンパク質含量をＯＤ２８０ｎｍ解析（ε＝２．１）で算出する。画分を＋
５±３℃で保存して、次のリフォールディング段階を待つ。
【００６４】
　溶出が完了した後、カラムを少なくとも４ＢＶの再生緩衝液、続いて３ＢＶの精製水で
フラッシュする。
【００６５】
　カラムを少なくとも３ＢＶのＮａＯＨ　０．５Ｍでフラッシュし、そして次にカラムを
精製水ですすぐ。
【００６６】
　その後、カラムを少なくとも３ＢＶの保存緩衝液でフラッシュし、そして室温で次のサ
イクルまで保存する。
【００６７】
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　本明細書で説明する段階は細胞の不純物の除去において非常に効率的であり、そして半
精製したＲＡＮＴＥＳ三重変異体を含有する溶液を、リフォールディング段階にかけられ
るような状態にする。
【００６８】
段階３－リフォールディング
　この段階において、フォールディングしていないＲＡＮＴＥＳ三重変異体は、ＲＰＣカ
ラムから溶出され、適当な緩衝液中で希釈して酸化還元系を使用することでリフォールデ
ィングする。
【００６９】
リフォールディング緩衝液：０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ　ｐＨ７．５、０．２ｍＭグル
タチオン還元型、０．０２ｍＭグルタチオン酸化型；伝導率６．０±１ｍＳｉ／ｃｍ）
　１２．１ｇのＴｒｉｓ、６１．５ｍｇのグルタチオン還元型及び１２．２ｍｇのグルタ
チオン酸化型を９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加し、濃塩酸でｐＨ７．５±０．１
にして、１Ｌに調整する。続いて溶液を＋５℃±３℃の冷蔵温度で２日未満保存する。
【００７０】
手順
　この段階は冷蔵温度（＋５±３℃）で実施する。ＲＰＣ溶出画分は、穏やかに攪拌しな
がらこれを一滴ずつ適当な体積のリフォールディング緩衝液に添加することで希釈して、
０．２～０．４ｍｇ／ｍｌの理論値としての終濃度（ＯＤで算出したもの）に到達させる
。
【００７１】
　前述した段階２は、細胞の不純物を除去して、半精製状態のＲＮＡＴＥＳ三重変異体を
含む溶液を、リフォールディング段階にかけられるように準備しておくのに非常に効率的
である。
【００７２】
段階４－ＳＰセファロースＦＦ上でのＩＥＣ
緩衝液及び溶液
平衡化緩衝液：０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ　ｐＨ７．５±０．１、伝導率６．０±１ｍ
Ｓ／ｃｍ）
　１２．１ｇのＴｒｉｓを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加し、ｐＨを３７％塩酸
で７．５±０．１にして、溶液を１Ｌに調整する。伝導率を測定する。溶液は室温で２日
未満保存する。
【００７３】
溶出緩衝液：０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ　ｐＨ７．５±０．１、０．６Ｍ　ＮａＣｌ、
伝導率５７．０±２．０ｍＳ／ｃｍ）
　１２．１ｇのＴｒｉｓ及び３５ｇのＮａＣｌを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加
し、ｐＨを濃塩酸で７．５±０．１にして、溶液を１Ｌに調整する。伝導率を測定する。
溶液は＋２０℃±５℃の室温で保存して２日以内に使用する。
【００７４】
再生緩衝液：１．５Ｍ　ＮａＣｌ
　８７．６ｇのＮａＣｌを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加し、溶液を１Ｌに調整
する。溶液は＋２０℃±５℃の室温で保存して２日以内に使用する。
【００７５】
殺菌溶液：０．５Ｍ　ＮａＯＨ
　２０ｇのＮａＯＨを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加し、溶液を１Ｌに調整する
。
【００７６】
保存溶液：０．０１Ｍ　ＮａＯＨ
　０．４ｇのＮａＯＨを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加し、溶液を１Ｌに調整す
る。溶液は＋２０℃±５℃の室温で保存して２日以内に使用する。
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【００７７】
手順
　ＳＰセファロースＦ樹脂を充填したカラムを３ＢＶの０．５ＭのＮａＯＨでフラッシュ
し、続いてｐＨが中性値（紙のｐＨ指示薬）に下がるまで精製水でフラッシュする。続い
てカラムを再び５ＢＶ以上の平衡化緩衝液でフラッシュする。ｐＨ及び伝導率を調べ、そ
して、カラム流出物のこれらのパラメーターが目標値：ｐＨ７．５±０．１、伝導率６±
１ｍＳ／ｃｍの範囲外である場合には洗浄を続ける。
【００７８】
　続いて、濾過したリフォールディング後材料を添加し、そして結合しなかった画分を回
収する。
【００７９】
　試料の添加が完了してから、カラムを１～２ＢＶの平衡化緩衝液でフラッシュし、回収
を続ける。この時点で、通常、ＵＶシグナルは基線上にある。
【００８０】
　続いて、カラムを平衡化緩衝液でフラッシュする。溶出画分は、ＵＶシグナルが上昇し
始めたら、通常は最初の０．８ＢＶの後、回収を開始する。３ＢＶの溶出液を回収し、そ
してこの画分を次の開裂段階まで２～８℃で保存する。
【００８１】
　溶出が完了した後、カラムを少なくとも４ＢＶの再生緩衝液でフラッシュする。
【００８２】
　カラムを少なくとも３ＢＶの０．５ＭのＮａＯＨでフラッシュし、そして次に３ＢＶの
精製水ですすぐ。カラムを少なくとも３ＢＶの保存溶液でフラッシュし、そして次のサイ
クルまで保存する。
【００８３】
段階５－開裂
　開裂段階を用いてＲＡＮＴＥＳ三重変異体リーダー配列（ＭＫＫＫＷＰＲ）をその正確
な配列から除去する。
【００８４】
手順
　開裂は恒温槽内で３７±１℃の温度で実施する。
【００８５】
　添加するトリプシン量は、ＲＰ－ＨＰＬＣ解析で算出したＲＡＮＴＥＳ三重変異体含量
に関して１：１００００の比率で算出する。
【００８６】
　トリプシンは、開裂させる材料が目標の温度に達したらすぐに添加する。
【００８７】
　開裂の継続は、開裂していないピークを開裂したものから分離することができるＲＰ－
ＨＰＬＣ解析に従う。通常、開裂は約３時間後に完了する。開裂が完了した後すぐに、反
応を停止させるために、溶液のｐＨを濃リン酸で３．２に調節する。
【００８８】
段階６－ＳＰセファロースＨＰ上でのＩＥＣ
緩衝液及び溶液
緩衝液Ａ－平衡化－：５０ｍＭ酢酸アンモニウム　ｐＨ３．２±０．２．伝導率０．４±
０．１ｍＳｉ／ｃｍ）
　２．８ｍｌの酢酸を９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加し、ｐＨを３．２±０．２
に２５％アンモニアで調整し、そして溶液を１Ｌに調節する。伝導率を調べる。溶液を２
０℃±５℃の室温で２日未満保存する。
【００８９】
緩衝液Ａ－平衡化－：５０ｍＭ酢酸アンモニウム　ｐＨ３．２±０．２、１Ｍ　ＮａＣｌ
伝導率０．４±０．１ｍＳｉ／ｃｍ）
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　２．８ｍｌの酢酸及び５８．４ｇのＮａＣｌを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加
し、ｐＨを３．２±０．２に２５％アンモニアで調整し、そして溶液を１Ｌに調節する。
ｐＨ及び伝導率を調べる。
【００９０】
　溶液を２０℃±５℃の室温で２日未満保存する。
【００９１】
殺菌溶液：０．５Ｍ　ＮａＯＨ
　２０ｇのＮａＯＨを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加し、溶液を１Ｌに調整する
。
【００９２】
保存溶液：０．０１Ｍ　ＮａＯＨ
　０．４ｇのＮａＯＨを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加し、溶液を１Ｌに調整す
る。溶液は＋２０℃±５℃の室温で保存して２日以内に使用する。
【００９３】
手順
　開裂後の材料を、３０ｍＳｉ／ｃｍ周辺の溶液伝導率を得るために精製水で１：２に希
釈する。
【００９４】
　このクロマトグラフィー段階は、平衡化緩衝液と溶出緩衝液との間の勾配を実現するた
めの系の使用を必要とする。
【００９５】
　カラムを少なくとも３ＢＶの０．５Ｍ　ＮａＯＨでフラッシュし、そしてｐＨが中性に
なるまで精製水ですすぐ。続いて、カラムを４～５以上のＢＶの平衡化緩衝液でフラッシ
ュする。ｐＨ及び伝導率を調べ、そして、カラム溶出液のパラメーターが目標値：ｐＨ３
．２±０．２、伝導率０．４±０．１ｍＳ／ｃｍの範囲外である場合には洗浄を続ける。
【００９６】
　上文のように調製した出発材料をカラムに添加する。添加が完了したらすぐに、カラム
を２～３ＢＶの平衡緩衝液を用い、ＵＶシグナルが基線に達するまでフラッシュし、そし
て次にカラムを６０％の平衡化緩衝液及び４０％の溶出緩衝液から構成される緩衝液でフ
ラッシュする。約５～６ＢＶのこの洗浄画分を回収する。
【００９７】
　溶出は、２０ＢＶの４０％～１００％の緩衝液Ｂのグラジエントを用いて実施する。溶
出液は、後でプールされる画分中に（それぞれにつき１分）、ペプチド配列、開裂した（
且つ正確な）もの及び未開裂分子由来のピークを通常示すクロマトグラムパターンに従い
回収する。
【００９８】
　続いて、カラムを少なくとも３～４ＢＶのＮａＯＨでフラッシュし、そして次に３～４
ＢＶの精製水ですすぐ。
【００９９】
　カラムを少なくとも３ＢＶの保存溶液でフラッシュし、そして次のサイクルまで保存す
る。
【０１００】
段階７－バルクの限外濾過
緩衝液及び溶液
緩衝液：５０ｍＭ酢酸アンモニウム　ｐＨ４．０±０．１．伝導率１．０±０．２ｍＳ／
ｃｍ）
　２．８ｍｌの酢酸を９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加する。溶液を１Ｌに調節す
る。ｐＨを２５％アンモニアで４．０±０．１に調節し、そして伝導率を調べる。溶液を
２０℃±５℃の室温で保存して１日以内に使用する。
【０１０１】
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殺菌溶液：０．５Ｍ　ＮａＯＨ
　２０ｇのＮａＯＨを９００ｍｌの精製水に攪拌しながら添加する。溶液を１Ｌに調整し
て室温で保存する。
【０１０２】
保存溶液：０．０５Ｍ　ＮａＯＨ
　２ｇの水酸化ナトリウムを９００ｍｌの精製水中で攪拌しながら溶解し、溶液を１Ｌに
調整し、溶液を＋２０℃±５℃の室温で保存して３日以内に使用する。
【０１０３】
手順
　限外濾過の系をカットオフ値３ｋＤの再生セルロース膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を用い
て構築する。
【０１０４】
　限外濾過膜を、２００ｍｌの０．５Ｍ　ＮａＯＨを用いて、少なくともこのアルカリ溶
液を３０分超再循環させることにより滅菌し、そして次に精製水を用いて、透過液のｐＨ
が７．５未満になるまですすぐ。
【０１０５】
　ＳＰ　ＨＰプール溶出溶液を当該系上で０．５バールより若干低い定圧で再循環させ、
そして精製水を添加して、体積が一定のまま維持されるように努める。伝導率を調べ、そ
して１ｍＳｉ／ｃｍ未満の値に達するまで洗浄を続ける。
【０１０６】
　続いて、カラムをバルク緩衝液：５０ｍＭのｐＨ４．０±０．１、伝導率１．０±０．
２ｍＳｉ／ｃｍの酢酸アンモニウムを用いて、透過液が同一の値に達するまで洗浄する。
【０１０７】
　保持画分を回収し、そして当該系を洗浄して、同一の緩衝液を用いて泡が全く見えなく
なるまでこれを再循環させる。
【０１０８】
　限外濾過膜を、２００ｍｌ前後の０．５Ｍ　ＮａＯＨを少なくとも３０分間再循環させ
ることにより洗浄して滅菌し、続いて、限外濾過膜を、透過液のｐＨが７．５未満になる
まで精製水ですすぐ。限外濾過膜は、次のサイクルまで、０．０５Ｍ　ＮａＯＨ中で＋２
０±５℃で保存する。
【０１０９】
解析
　ＲＡＮＴＥＳ三重変異体の定量のための予備解析を準備して、当該工程の試料中の分子
濃度を測定し、当該工程の収率、並びにリフォールディング段階及び開裂段階の両方をモ
ニタリングした。以下に当該解析の説明を示す。
【０１１０】
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【表４】

【０１１１】
　ＲＰ－ＨＰＬＣにより推定した当該精製工程の全回収率は、結果として３０％超であり
、これは文献中のデータと比較して非常に良好な結果である。ＲＰ－ＨＰＬＣによる純度
は９０％超であり、ＳＥ－ＨＰＬＣによると９５％超であり、そして市販のＥＬＩＳＡキ
ットを用いて解析したＨＣＰ含量は１００ｐｐｍ未満である。
【０１１２】
　産生した薬物物質の複数のバッチ上でのＳＤＳ、ＩＥＦ及びＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ等の他
の解析のパネルは、前記分子の純度及び品質両方について当該工程の一貫性を示した。
【０１１３】
　当該工程は、豊富な事項を用いて特定のケモカイン変異体の精製に関して説明してきた
が、多くの自明な変更が当業者の技術の範囲内であることは理解されよう。
【０１１４】
　当該工程のパラメーターのそのような変更、並びに当該工程の条件に耐えることができ
る任意のタンパク質に対する適用も、特許請求の範囲に規定する本発明の精神及び範囲に
影響を与えることなく行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【０１１５】
【図１】ヒトＲＡＮＴＥＳの三重変異体の精製。
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