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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
Clostridium histolyticumの過剰発酵物中に含まれる少なくとも1 種類の酵素を部分的に
または完全に精製する方法において、過剰発酵物の酵素をセラミックのヒドロキシルアパ
タイトをベースとする第一のクロマトグラフィー材料およびスチレン/ ジビニルベンゼン
をベースとする第二のクロマトグラフィー材料を専ら使用してクロマトグラフィー法によ
って分離し、その際に
ａ）該クロマトグラフィー法が、焼結したヒドロキシルアパタイト材料での第一のクロマ
　トグラフィー処理段階、スチレン/ ジビニルベンゼンをベースとするアニオン交換材料
　での第二のクロマトグラフィー処理段階およびスチレン／ジビニルベンゼンをベースと
　するカチオン交換体材料での第三のクロマトグラフィー処理段階を含み、それによって
　焼結ヒドロキシルアパタイト材料での溶離を少なくとも２００ｃｍ／時の流速で、スチ
　レン／ジビニルベンゼン材料での溶離を少なくとも５００ｃｍ／時の流速で実施し、
ｂ）第一のクロマトグラフィー処理段階を少なくとも２つの溶離段階で実施し、それによ
　ってタイプＩおよびタイプIIのコラゲナーゼおよびクロストリパインからカゼイナーゼ
　を分離し、
ｃ）第一のクロマトグラフィー段階からの実質的にカゼイナーゼを含まないフラクション
　を少なくとも２つの溶離段階を持つ第二のクロマトグラフィー処理段階に付し、それに
　よってタイプＩのコラゲナーゼおよびタイプIIのコラゲナーゼを互いに分離し、
ｄ）第二のクロマトグラフィー段階からの、タイプＩのコラゲナーゼを含むフラクション
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　を少なくとも２つの溶離段階を持つ第三のクロマトグラフィー段階に付し、それによっ
　てタイプＩのコラゲナーゼをクロストリパインから分離し、
ｅ）第二のクロマトグラフィー処理段階からの、タイプIIのコラゲナーゼを含むフラクシ
　ョンを少なくとも２つの溶離段階を持つ第三のクロマトグラフィー処理段階に付し、そ
　れによってタイプIIのコラゲナーゼをクロストリパインから分離し、
ｆ）これらのクロマトグラフィー段階を４～２５℃の温度で実施する
ことを特徴とする、上記の方法。
【請求項２】
クロマトグラフィー法を一段階または多段階で実施する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
酵素がタイプＩのコラゲナーゼおよび／またはタイプIIのコラゲナーゼおよび／またはク
ロストリパインおよび／またはカゼイナーゼである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
焼結されたヒドロキシルアパタイトを使用する、請求項１～３のいずれか一つに記載の方
法。
【請求項５】
クロマトグラフィー法を、専ら静電気的相互作用および／またはイオン結合および／また
はイオン性錯塩結合をベースとする段階を含む、請求項１～４のいずれか一つに記載の方
法。
【請求項６】
クロマトグラフィー法を、少なくとも１つのアニオン交換クロマトグラフィー段階および
／または少なくとも１つのカチオン交換クロマトグラフィー段階および／または少なくと
も１つのヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー段階を含む、請求項５に記載の方法
。
【請求項７】
少なくとも１つのクロマトグラフィー段階が段階的溶離の形で実施される、請求項１～６
のいずれか一つに記載の方法。
【請求項８】
クロマトグラフィー法が二または三段階法である、請求項１～７のいずれか一つに記載の
方法。
【請求項９】
クロマトグラフィー法が焼結ヒドロキシルアパタイト材料での第一クロマトグラフィー段
階、スチレン／ジビニルベンゼンをベースとするアニオン交換材料での第二クロマトグラ
フィー段階およびスチレン／ジビニルベンゼンをベースとするカチオン交換材料での第三
クロマトグラフィー段階を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
第一クロマトグラフィー段階を少なくとも２つの溶離段階で実施し、それによってタイプ
ＩのカゼイナーゼおよびタイプIIのコラゲナーゼおよびクロストリパインを分離する、請
求項８または９に記載の方法。
【請求項１１】
第一クロマトグラフィー段階から実質的に遊離されるフラクションを少なくとも２つの溶
離段階を含む第二クロマトグラフィー段階に付し、それによってタイプＩのコラゲナーゼ
およびタイプIIのコラゲナーゼを互いに分離する、請求項８～１０のいずれか一つに記載
の方法。
【請求項１２】
第二クロマトグラフィー段階からの、タイプＩのコラゲナーゼを含むフラクションを少な
くとも２つの溶離段階を含む第三クロマトグラフィー段階に付し、それによってタイプＩ
のコラゲナーゼをクロストリパインから分離する、請求項８～１１のいずれか一つに記載
の方法。
【請求項１３】
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第二クロマトグラフィー段階からの、タイプIIのコラゲナーゼを含むフラクションを少な
くとも２つの溶離段階を含む第三クロマトグラフィー段階に付し、それによってタイプII
のコラゲナーゼをクロストリパインから分離する、請求項９～１２のいずれか一つに記載
の方法。
【請求項１４】
焼結ヒドロキシルアパタイト材料での溶離を少なくとも２００cm／時の流速で実施する、
請求項１～１３のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１５】
焼結ヒドロキシルアパタイト材料での溶離を少なくとも３００ｃｍ／時の流速で実施する
、請求項１～１４のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１６】
スチレン／ジビニルベンゼン材料での溶離を少なくとも５００ｃｍ／時の流速で実施する
、請求項１～１５のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１７】
方法がいかなるゲル濾過段階を含まない、請求項１～１６のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１８】
方法がタンパク質沈降段階を含まない、請求項１～１７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１９】
方法が低分子物質、ホストセルプロテイン、エンドトキシンおよび／または核酸のための
低減段階を含む、請求項１～１８のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２０】
クロマトグラフィー段階を４～２５℃の間の温度で実施する請求項１～１９のいずれか一
つに記載の方法。
【請求項２１】
遠心分離されたクロマトグラフィー媒体を使用する、請求項１～２０のいずれか一つに記
載の方法。
【請求項２２】
圧安定性クロマトグラフィー材料を使用する、請求項１～２１のいずれか一つに記載の方
法。
【請求項２３】
クロマトグラフィー材料の浄化を濃厚なアルカリ溶液で実施する、請求項１～２２のいず
れか一つに記載の方法。
【請求項２４】
クロマトグラフィー段階をカラムクロマトグラフィーとして実施する、請求項１～２３の
いずれか一つに記載の方法。
【請求項２５】
少なくとも１３０００Ｕ／ｇの比活性を有するタイプIIのコラゲナーゼを得る、請求項１
～２４のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２６】
少なくとも３０００Ｕ／ｍｇの比活性を有する．タイプＩのコラゲナーゼを得る、請求項
１～２５のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２７】
少なくとも２００Ｕ／ｍｇの比活性を有するクロストリパオインを得る、請求項１～２６
のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２８】
少なくとも１２００Ｕ／ｍｇの比活性を有するカゼイナーゼを得る、請求項１～２７のい
ずれか一つに記載の方法。
【請求項２９】
それぞれ少なくとも７０％の純度を有するタイプＩのコラゲナーゼおよび／またはタイプ
IIのコラゲナーゼおよび／またはクロストリパインを得る、請求項１～２８のいずれか一
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つに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Clostridium histolyticumの過剰発酵物中に含まれる少なくとも1種類の酵
素を精製する方法およびそれに従って製造された精製された酵素並びにその用途に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　微生物のClostridium histolyticumはペプトン含有栄養媒体中で培養した時に、コラゲ
ナーゼ、種々のタンパク質性酵素並びに低分子量成分を含有する複雑な酵素混合物を細胞
外で生成する。主成分としては６５～１２５ｋＤの範囲内の分子量および５～６．５の間
の等電点を有するタイプＩおよびタイプIIのコラゲナーゼ（クロストリジオペプチダーゼ
Ａ、ＥＣ　３．４．２４．３）が記載されている（Bond, van Wart; Biochemistry, 1984
, 23, 3077-3085）。他の主要成分はほぼ59kDの分子量を有するヘテロダイマーとして存
在するSH-プロテアーゼのクロストリパイン(クロストリジオペプチダーゼB、EC 3.4.22.8
)およびMALDI-TOFによって測定された34.5kDの分子量を有する悪い性状のいわゆる中性プ
ロテアーゼ(カゼイナーゼ)である。
【０００３】
　コラゲナーゼは繊維状プロテインのコラゲンのペプチド結合を分解する酵素である。こ
のものは、例えば組織の細胞または細胞結合を分離するために生物化学的におよび医薬的
に用いられる。タイプＩおよびタイプIIのコラゲナーゼは、高分子コラーゲンおよび小さ
い合成物質に関してはその活性において相違している。タイプＩのコラゲナーゼは特に大
きい分子量のコラーゲンを分解するが、タイプIIのコラゲナーゼは主として合成物質、例
えばPZ-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg（Wuensch, Heidrich; Z.Physiol. Chem. 333, 1963, 149
-151）、His-Pro (Nordwig, Wuensch, Z.Physiol.Chem. 316, 1959, 287)またはPhe-Ala-
Leu-Gly-Pro-Ala (van Wart, Steinbrink; Anal.Giochem. 113, 1981, 356-365) と反応
する。両方のタイプのコラゲナーゼは逆相クトマトグラフィー(RPC)によっても明らかに
相違し得る。
【０００４】
　米国特許第5,332,503号明細書には、Clostridium histolyticumからのコラゲナーゼを
クロマトグラフィー的に精製する方法が開示されている。このクロマトグラフィー法は中
でもゲル濾過段階、並びに反応性赤色寒天ゲルの使用下の染料/リガンド-アフィニティー
クロマトグラフィーを包含する。この方法は、GMPに従う条件のもとで医薬的目的のため
にコラゲナーゼを製造するために種々の欠点を有している。例えばこの方法で使用される
反応性赤色寒天ゲルはクロマトグラフィー材料のいわゆるブリーディング（bleeding）の
危険およびそれに伴う毒性問題を伴う。更にゲル濾過段階は基本的に時間を消費し費用が
掛かりそしてあまり効果的な適所での精製を提供しない。このことはこの方法を大規模で
使用することを困難にしている。更にこの方法は洗剤を使用する必要があるので、洗浄を
有効にするために多大な費用を必要としそして最終生成物に不所望の変化を引き起し得る
。最後にこの方法はタイプIおよびタイプIIのコラゲナーゼを分離することができない。
【０００５】
　文献の米国特許第5,830,741 号明細書および米国特許第5,952,215 号明細書からはタイ
プI およびタイプIIのコラゲナーゼを分離する精製法が公知である。この方法は染料/ リ
ガンド- アフィニティークロマトグラフィー、カチオン交換クロマトグラフィーおよびア
ニオン交換クロマトグラフィーを含む。ここでも、アフィニティークロマトグラフィーで
使用される染料のブリーディングの危険がある。更に、使用されるクロマトグラフィー材
料が比較的に小さい流速しか許容しない。更に全てのクロマトグラフィー段階が傾斜溶離
によって行われ、それによってクロマトグラフィー材料に結合する酵素が直線的塩濃度- 
および／またはｐＨ- 傾斜によって溶離される。それ故に結果として公知の方法は極めて
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時間を費やす。
米国特許第5,332,503 号明細書からは、粗コラゲナーゼの精製法が公知である。このコラ
ゲナーゼ精製法は、クロストリパイン、トリプシンおよびカゼイナーゼを含めたタンパク
質分解酵素のためにコラゲナーゼ、顔料、毒素、細菌材料および不純物を含む安定化され
た粗コラゲナーゼ溶液の調製を含む。この場合、この安定化されたコラゲナーゼ溶液はヒ
ドロキシルアパタイトカラムに利用され、顔料およびカゼイナーゼは約０．０５Ｍ～約０
．３Ｍのリン酸塩緩衝剤の最初の溶液で溶離され、そして最初に集めた溶液を得るために
、約０．３５Ｍ～約０．５Ｍのリン酸塩緩衝剤の第二の溶液でコラゲナーゼ、トリプシン
およびクロストリパインが溶離される。最初に集められた溶液を次いでゲル濾過材料に適
用しそしてコラゲナーゼおよびクロストリパインを、第二の集められた溶液を得るために
ｐＨ中性の緩衝溶液で溶離する。この第二の集められた溶液を次いで反応性赤色－１２０
－寒天カラム材料に適用しそしてコラゲナーゼを、精製されたコラゲナーゼを得るために
ｐＨ中性緩衝溶液で溶離する。この方法は溶離溶液の消費量を減らしかつ予測できない傾
斜溶離技術を回避しながら高収率で極めて純粋なコラゲナーゼをもたらす。
　従ってこの方法は以下の各段階を有する：
－　安定化されたコラゲナーゼ粗溶液をヒドロキシルアパタイトカラム材料を含むカラム
中に導入し；
－　ヒドロキシルアパタイトカラム材料から顔料およびカゼイナーゼを、約６～約８のｐ
Ｈ値に緩衝された約０．０５Ｍ～約０．３Ｍのリン酸塩の第一の溶液および非イオン性界
面活性剤で溶離し；
－　コラゲナーゼ、クロストリパインおよびトリプシンを、約６～約８のｐＨ値に緩衝さ
れた約０．３５Ｍ～約０．５Ｍのリン酸塩の第二溶液および非イオン性界面活性剤で溶離
して、第一の集めた溶液を得；
－　上述の第一の集めた溶液をゲル濾過材料を含むカラム中に導入し；
－　ｐＨ中性緩衝剤を含む第三の溶液でコラゲナーゼおよびクロストリパインを溶離して
、第二の集めた溶液を得；
－　上述の第二の集めた溶液を、反応性赤色－１２０－寒天材料を含むカラム中に導入し
；そして精製されたコラゲナーゼを含む溶液を得るために、ｐＨ中性緩衝剤を含む第四の
溶液をコラゲナーゼを溶離する。
　　　　　この方法では安定化された粗コラゲナーゼから出発しなければならない。
　文献 KLOECK GERD ET AL、”Fractions from commercial collagenase preparations (
市販のコラゲナーゼ調製物からのフラクション) ：Use in enzymic isolation of the is
lets of Langerhans from porcine pancreas” CELL TRANSPLANTATION,第5 巻、No.5, 19
96, 第543-551 頁、XP001146029 ISSN: 0963-6897 には糖尿病治療のために単離されたラ
ンゲルハウス島の移植に関するものである。膵臓からの島の単離は組織を特別に分離する
ことを必要とする。Clostridium histolyticumからの市販のコラゲナーゼはこの目的のた
めに使用される。しかしながらこの市販の酵素の効力は断定できず、供給者毎に、それど
ころか供給毎に著しく相違する。これは主としてそれらの固有のコラゲナーゼ活性におけ
る相違および他の分解酵素の存在並びに他の不純物に基づいている。この場合、有効なプ
ロテイン成分を不所望の成分から分離するためにおよび分解活性を制御した組成の消化性
酵素混合物を製造するために、自由流動領域- 電気泳動(FFZE)が使用される。この場合、
FFZEによる粗コラゲナーゼの分別は、コラゲナーゼ活性およびトリプシン活性を強化する
ことによって部分的に精製されたプロテインフラクションをもたらしそして痕跡量の中性
プロテアーゼしか含有していない。この調製物は豚の膵臓から生きた島をさらけ出すため
に試験管内試験で非常に有効であると判っている。規定された酵素組成物を用いてこのコ
ラゲナーゼの製造を大規模化するためには、Clostridium histolyticumからの市販のコラ
ゲナーゼの二つの異なる供給物( 一つは島の分離に有効である供給物でありそしてもう一
つは無効なものである) をヒドロキシルアパタイトでのFPLC- クロマトグラフィーを使用
して分別してきた。その場合、膵臓組織から島の露出部の高い効力は高いトリプシン－お
よびコラゲナーゼ固有活性および僅かな百分率の中性プロテアーゼに関係していた。この
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分析で開発されたクロマトグラフィープロトコルは不活性コラゲナーゼを、島の分離を成
功させることを可能とする調製物に変換する。
　文献BOND M D ET AL: “PURIFICATION AND SEPARATION OF INDIVIDUAL COLLAGENASES E
C-3.423.3 OF CLOSTRIDIUM HYSTOLYTICUM USING RED DYE LIGAND CHROMATOGRAPHY ”BIOC
HEMISTRY, 第23巻, No.13, 1984 、第3077-3085 頁、XP002232416 ISSN: 0006-2960 では
、Clostridium histolyticumの個々のコラゲナーゼの精製分離が赤色染料を用いてアフィ
ニティークロマトグラフィーを使用することが判る。この場合には操作が次の様に行われ
る。
　Clostridium histolyticumの培養炉液中に存在する６種類のコラゲナーゼを均一になる
まで精製した。褐色の顔料、およびカゼイン、ベンゾイル-L- アルギニン- エチルエステ
ルおよびエラスチンに対して活性である汚染性プロテイナーゼの大部分はヒドロキシルア
パタイト、Sephacryl S-200 およびL-アルギニン-Affi-ゲル202 を含むクロマトグラフィ
ーによって除かれる。反応性赤色－１２０－染料アフィニティークロマトグラフィーは、
非常に類似した物理化学的性質を有するコラゲナーゼを４つの分別物に分離する。完全精
製はＤＥＡＥ－セルロースおよびSP-Sephadex を含むクロマトグラフィーによって実施さ
れる。6 種の全てのコラゲナーゼ( それの精製の順番でα、β、γ、δ、εおよびζと称
する) はコラゲンに対して高い活性を示しそして他のタンパク質分解活性は示さない。い
ずれもドデシル硫酸ナトリウム- ポリアクリルアミド- ゲルにシングルバンドを示す。同
じ分子量および同じ活性を有するが、異なる等電点を有するα- およびγ- 酵素の2 種類
の異なる亜類が分離される。他のコラゲナーゼの場合には若干小さい明瞭な微小不均一が
ある。中性のコラーゲンに対するおよび合成ペプチドの２－フランアクリロイル－Ｌ－ロ
イシルグリシル－Ｌ－プロリル－L －アラニン（ＦＡＬＧＰＡ）に対するその活性のため
に、これらの６種のコラゲナーゼは２つのクラスに分類される。第一のクラスのコラゲナ
ーゼ（α、βおよびγ）は高いコラゲナーゼ活性および中位のＦＡＬＧＰＡ－活性を有し
ており、他方第二のクラスのコラゲナーゼ（δ、εおよびζ）は中位のコラゲナーゼ活性
および高いＦＡＬＧＰＡ－活性を有している。従ってこの精製および分離法は赤色染料を
用いてアフィニティークロマトグラフィーを使用して実施される。
　文献ROUNDS M A ET AL: “Poly(styrene-divinylbenzene)-based strong anion-exchan
ge packing material for high-performance liquid chromatography of proteins (プロ
テインを高性能液体クロマトグラフィーするためのポリ( スチレン- ジビニルベンゼン)-
ベースの強アニオン交換性充填材料) ” JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY. NETHERLANDS 、第
397 巻、1987年6 月26日、第25-38 頁、XP002087598 ISSN; 0021-9673 に開示された方法
は、以下の様にして得られるプロテインをHPLC- クロマトグラフィー処理するためのポリ
( スチレン- ジビニルベンゼン)-ベースのアニオン交換体カラム材料を取り扱っている。
即ち、吸着されたポリエチレンイミン被覆物はスルホン化されたマクロ細孔のポリ( スチ
レン- ジビニルベンゼン) 粒子に担持されている。得られる強アニオン交換体カラム材料
の物理的- 共化学的な特性およびクロマトグラフィー特性が注意深く測定された。実験材
料の動的結合能力は大きな孔径を持つ二酸化珪素のそれに匹敵する。プロテイン質量およ
び酵素活性が良好に回復された。新規のカラムは異なる精製法および水性塩基との長期間
の接触に対して耐久性がある。ポリスチレンをベースとするカラムでの滞留時間は二酸化
珪素カラムおよび市販のポリマー性強アニオン交換体カラム中の滞留時間と同様である。
カラム材料のクロマトグラフィー溶解性は他の両方のカラム材料のそれと同じであるかま
たは強い。
　文献のLEONARD M ET AL:“Polyvinyl alcohol-coated macroporous polystyrene parti
cles as stationary phases for the chromatography of proteins (プロテインをクロマ
トグラフィー処理するための固定相としてのポリビニルアルコール被覆されたマクロ細孔
ポリスチレン粒子) ”、JOURNAL OF CHROMATGRAPHY B BIOMEDICAL APPLICATIONS, 第664 
巻、第1 号、1995、第39-46 頁、XP004043704 は、ポリビニルアルコールで被覆されたマ
クロ細孔ポリスチレン粒子を、プロテインをクロマトグラフィー処理するための固定相と
して取り扱っておりそしてポリビニルアルコール(PVA) を吸着することによってマクロ細
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孔ポリ( スチレンジビニルベンゼン)(PS-DVB) 粒子を親水性化する方法を開示している。
PVA はPS-DVB- 表面に強く吸着されるが、プロテイン溶液に委ねた時に一部が再び脱着さ
れる。この問題を克服するために、吸着されたポリマー層は架橋によって安定化された。
我々は吸着されたPVA の量、ポリマー層の安定化および牛血清アルブミンの強疎水性プロ
テインに関する親水性化の効果へのポリマー吸着および架橋条件影響について報告する。
被覆された担体の性質はサイズ排除クロマトグラフィーによっても測定された。これは、
PVA 被覆が疎水性相互作用を著しく低減することを示している。変性されたPS-DVB粒子の
孔の大きさは吸着されたPVA の量の増加と共に著しく減少することを突き止めた。
　文献のNASH D C ET AL: “Modification of polystyrenic matrices for the purifica
tion of proteins effect of the adsorption of poly(vinylalcohol) on the character
istics of poly(styrene-divinylbenzene) beads for use in affinity chromatography 
( アフィニティークロマトグラフィーで使用するためのポリ( スチレンジビニルベンゼン
) ビーズの性質への、ポリビニルアルコールが吸着したことのプロテイン効果の精製のポ
リスチレンマトリックスの変性) ”、JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY A, ELSEVIER SCIENCE,
 NL,第758 巻、No,1, 1997年1 月10日、第53-64 頁、XP004034014 ISSN: 0021-9673 はプ
ロテインを精製するためにポリスチレンマトリックスを変性することを開示しており、そ
してアフィニティークロマトグラフィーで使用するためのポリ( スチレン- ジビニルベン
ゼン) 粒子の性質へのポリ( ビニルアルコール) の吸着の影響に関し、その際にこの方法
は以下の通り進行する：ポリ（スチレンジビニルベンゼン）-(PSDVB)- クロマトグラフィ
ーマトリックスのCG1000-sd (TosoHaas)は、プロテインを選択的に精製するために官能基
を付加するのに適するマトリックスを生成するために、ポリ( ビニルアルコール) (PVA) 
を使用して変性されている。変性されたマトリックスの性質はBET-窒素吸着／脱着技術を
用いて検査されそしてPVA の吸着が粒子のマクロ細孔を充填させるが、他方、粒子のマク
ロ細孔が実質的に変化しないままであることが確認された。変性されたマトリックスの所
でのプロテインの吸着は発生しなかった。染料リガンド（Procion Blue MX-R ）はPVA-PS
DVB-マトリックスに共有結合しそしてPVA-PSDVB-マトリックスのリゾチム（lysozym ）能
力を測定した。このマトリックスは市販の Blue Sepharose Fast Flow 、即ち架橋した寒
天をベースとするアフィニティーマトリックスに匹敵する。染料-PVA-PSDVB- マトリック
スは水酸化ナトリウムでの浄化に対して安定していると言われている。
【０００６】
　このような技術背景に対して、本発明の課題は従来技術の上述の欠点を克服する，Clos
tridium histolyticumの少なくとも1種類の細胞外の主要酵素を分離しそして精製する方
法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　この課題は請求項１に記載の特徴を有する方法によって解決される。
　従って本発明の方法は、過剰発酵物の酵素をセラミックのヒドロキシルアパタイトをベ
ースとする第一のクロマトグラフィー材料およびスチレン/ ジビニルベンゼンをベースと
する第二のクロマトグラフィー材料を専ら使用してクロマトグラフィー法によって分離し
、その際に
ａ）該クロマトグラフィー法が、焼結したヒドロキシルアパタイト材料での第一のクロマ
トグラフィー処理段階、スチレン/ ジビニルベンゼンをベースとするアニオン交換材料で
の第二のクロマトグラフィー処理段階および場合によってスチレン／ジビニルベンゼンを
ベースとするカチオン交換体材料での第三のクロマトグラフィー処理段階を含み、それに
よって焼結されたヒドロキシルアパタイト材料での溶離を少なくとも２００ｃｍ／時、好
ましくは少なくとも３００ｃｍ／時の流速で、スチレン／ジビニルベンゼン材料での溶離
を少なくとも５００ｃｍ／時、好ましくは少なくとも１０００ｃｍ／時の流速で実施し、
ｂ）第一のクロマトグラフィー処理段階を少なくとも２つの溶離段階で実施し、それによ
ってタイプＩおよびタイプIIのコラゲナーゼおよびクロストリパインから中性のプロテア
ーゼ (カゼイナーゼ) を分離し、
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ｃ）第一のクロマトグラフィー段階からの実質的にカゼイナーゼを含まないフラクション
を少なくとも２つの溶離段階を持つ第二のクロマトグラフィー処理段階に付し、それによ
ってタイプＩのコラゲナーゼおよびタイプIIのコラゲナーゼを互いに分離し、
ｄ）第二のクロマトグラフィー段階からの、タイプＩのコラゲナーゼを含むフラクション
を少なくとも２つの溶離段階を持つ第三のクロマトグラフィー段階に付し、それによって
タイプＩのコラゲナーゼをクロストリパインから分離し、
ｅ）第二のクロマトグラフィー処理段階からの、タイプIIのコラゲナーゼを含むフラクシ
ョンを少なくとも２つの溶離段階を持つ第三のクロマトグラフィー処理段階に付し、それ
によってタイプIIのコラゲナーゼをクロスチルパインから分離し、
ｆ）これらのクロマトグラフィー段階を４～２５℃の温度で実施する
ことを本質とする。
　Clostridium histolyticumの過剰発酵物の酵素をスチレン/ ジビニルベンゼンをベース
とするおよび／または特にセラミックスのヒドロキシルアパタイトをベースとするクロマ
トグラフィー材料を専ら使用して一段階または好ましくは多段階クロマトグラフィー法に
よって分離することによって非常に迅速でかつ費用的に有利な酵素精製が実現できる。そ
れによって、毒性的に危険な物質が存在しないために特に医薬および／または生化学にお
いて使用するのに適している高純度の酵素が得られる。この方法はいかなる生成物も接触
する段階を必要としない。このことは薬剤の領域で使用するのに特に有利である。これは
無菌のコラゲナーゼ酵素を製造するのに使用することができる。この場合、スチレン／ジ
ビニルベンゼンは、ジビニルベンゼンで網状架橋したポリスチレンよりなるコポリマーを
意味する。最も異なる官能基でこのベースマトリックスを置換するので、これら材料への
プロテインの結合およびそれ故のそれらの分離が可能である。官能基の選択次第で色々な
結合メカズムおよび分離メカニズム、例えばカチオン－またはアニオン交換メカニズムが
利用できる。これに対して、ヒドロアパタイトは、イオン的静電気交換並びに強いイオン
性錯塩結合のためにプロテイン結合を許容する総合式Ｃａ10（ＰＯ4 ）6 （ＯＨ）2 で表
されるリン酸カルシウムである。しかしながら、ヒドロキシルアパタイトへのプロテイン
の結合メカニズムは詳細には未だ判っていない。
【０００８】
　使用されるクロマトグラフィー材料は良好な分離特性を有し、早い流速に調節すること
を可能とし、その結果非常に短い精製時間をもたらす。これは特に、本発明の特に有利な
実施態様によれば、焼結されたセラミックのヒドロキシルアパタイトを利用する場合に有
利である。セラミックのヒドロキシルアパタイトを利用することは不焼結の（結晶質の）
ヒドロキシルアパタイトに比べて、材料を再現性をもって製造することができそしてその
多孔質の構造のために非常に低い背圧しか生じないという長所を有している。その結果、
カラムが損傷する危険が減少しそして高い線流速が可能となる。焼結したヒドロキシルア
パタイト材料からの溶離は好ましくは少なくとも２００cm/時、特に好ましくは少なくと
も３００ cm/時の流速で実施される。ポリマーのスチレン/ジビニルベンゼン材料の場合
にはそれどころか少なくとも５００cm/時、特に好ましくは少なくとも１０００cm/時の流
速が有利である。処理時間はこの様に公知の方法に比べて著しく短くすることができる。
【０００９】
　更なる処理時間の短縮並びに処理経費の合理化は、少なくとも１つのクロマトグラフィ
ー段階、殊に全てのクロマトグラフィー段階を段階的溶離として実施することによって達
成される。傾斜溶離に比べてこれによって更に溶離剤の節約およびそれに伴う高価な緩衝
物質の節約を達成することができる。傾斜の発生は方法の規模において問題がある。
【００１０】
　本発明の有利な一つの実施態様によれば、クロマトグラフィー材料は、個々のクロマト
グラフィー段階が静電気的相互作用および／またはイオン結合－および／またはイオン性
錯塩結合を専らベースとする様に選択される。この方法は特に有利には少なくとも１つの
アニオン交換クロマトグラフィー段階および／または少なくとも１つのカチオン交換クロ
マトグラフィー段階および／または少なくとも１つのヒドロキシルアパタイト－クロマト
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グラフィー段階を含む。特に有利な結果は、第一クロマトグラフィー段階が焼結ヒドロキ
シルアパタイト材料で、第二クロマトグラフィー段階がスチレン／ジビニルベンゼンをベ
ースとするアニオン交換材料でそして第三クロマトグラフィー段階がスチレン／ジビニル
ベンゼンでベースとするカチオン交換材料で実施される３段階クロマトグラフィー法で得
られる。その際に上記の順序が有利であるが、別の順序も可能であり、即ち段階数も変更
し得る。
【００１１】
　本発明の方法は従って有利にも、時間消費および多大な経費を必要とするゲル濾過段階
を含まず、それによって分離すべき酵素の自己消化の危険が減少する。ゲル濾過の省略は
更に４～２５℃の広い温度範囲、要するに室温でも各クロマトグラフィー段階を実施する
ことを可能とする。更にこの方法はいかなるアフィニティークロマトグラフィー段階を包
含しておらず、その結果ブリーディングの危険、クロマトグラフィー材料のアフィニティ
ーリガンドの洗去の危険も存在しない。更に本発明の方法には、プロテインの不所望の構
造変化を引き起し得るいかなるプロテイン沈殿段階もない。これによって、多大なプロセ
ス経費を必要とする後での除去を必ず伴う洗剤またはカオトロピック物質（硫酸アンモニ
ウム、ポリエチレングリコール等）を使用しないでよいという長所がもたらされる。
【００１２】
　使用されるクロマトグラフィー材料は更に、化学的に十分に不活性でありそして比較的
高濃度のアルカリ溶液、例えば３モル濃度の苛性ソーダで精製することができるという長
所も有する。このことは非常に効果的な精製を保証しそしてそれ故に材料の機能保持並び
に方法の良好な再現性を保証する。更にクロマトグラフィー材料の高い圧安定性は高圧液
体クロマトグラフィー法（ＨＰＬＣ）で使用することを許容する。毒物学的に危険な方法
起因物質、例えばアフィニティーリガンドまたは洗剤が存在しないので本発明に従って精
製されたプロテイン、特にタイプＩおよび／またはタイプIIのコラゲナーゼおよび／また
はクロストリパインおよび／または中性プロテアーゼ（カゼイナーゼ）は薬剤的または生
化学的目的に特に有利に使用できる。
【００１３】
　本発明の別の特に有利な実施態様は、従属形式の残りの請求項の特徴部分にある。
【００１４】
　更に本発明は、この方法に従って精製された請求項３０および３１の酵素並びにこの方
法に従って製造される請求項３２に従う酵素の用途に関する。
【００１５】
　図面の簡単な説明：
　以下に本発明を、図１を用いて例示的に説明する。
【００１６】
　本発明および本発明を実施するための特に有利な実施態様の詳細な説明：
　動物または植物起源の発酵媒体中でClostridium histolyticumの培養を行った後に、細
胞およびその他の不溶成分を例えば遠心分離または濾過によって過剰発酵物から分離する
。主成分としてタイプＩおよびタイプIIのコラゲナーゼ、クリストリパインおよびカセイ
ナーゼを含有する過剰発酵物はこれらプロテインのクロマトグラフィー分離の前に通例の
様に濃縮することができる。
【００１７】
　過剰発酵物を方法の第一段階で、タイプＩまたはタイプII（ＣＨＴ）のセラミックのヒ
ドロキシルアパタイト材料を充填したクロマトグラフィーカラムにポンプ供給し、それに
よって上記の酵素が種々の他の成分の他にヒドロキシルアパタイトに結合する。４～２５
℃の温度および６～９のｐＨ値において段階的溶離によって＞３００cm/時の線流速で溶
離される。この場合、０～１０００ｍＭのアルカリハロゲン化物を含有するリン酸塩緩衝
液が適しており、その際にリン酸塩濃度はリン酸塩１０ｍＭから３５０ｍＭまで徐々に増
加する。選択的にまたは追加的に緩衝液のｐＨ値は６から９まで徐々に上昇され得る。３
つの溶離段階を実施するのが有利である。第一溶離段階で得られるフラクション１は専ら
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低分子量成分を含有している。第二溶離段階のフラクション２は低分子量成分の他に中性
プロテアーゼ（カゼイナーゼ）も含んでいる。第三溶離段階のフラクション３は低分子量
成分も含み、全てのクロストリパイン並びにタイプＩおよびタイプIIの全てのコラゲナー
ゼを含んでいる。
【００１８】
　フラクション３は例えば限外濾過／ダイアフィルタレーション(diafiltration)によっ
てまたはナノ濾過または透析によって脱塩されそして場合によっては濃縮される。次いで
この脱塩溶液をアニオン交換クロマトグラフィーの第二のクロマトグラフィー段階に付す
。この目的のために、例えば第四アンモニウム基で官能化されているスチレン／ジビニル
ベンゼンをベースとするクロマトグラフィー材料を使用する。この場合、市販の材料を使
用することができる（例えば Pharmacia社のSource、PerSeptive社のPOROS、Biorad社のM
akroprep）。フラクション３をアニオン交換体に負荷する場合には、カチオン性または非
イオン性の、低分子量成分の分離を行う。結合した成分の溶離は７～９．５のｐＨ域で緩
衝された系において４～２５℃で５００cm/時以上の線流速で段階溶離で行い、それによ
って１～１０００ｍＭのアルカリ-またはアルカリ土類金属ハロゲン化物濃度が徐々に変
化しおよび／またはｐＨ値が９．５～６で徐々に変化する。好ましくは２つのフラクショ
ンが分離され、それによって第一溶離段階のフラクション４はクロストリパインおよびタ
イプIIのコラゲナーゼを含有しておりそして第二溶離段階のフラクション５も同様にクロ
ストリパイン並びにタイプＩのコラゲナーゼを含有している。
【００１９】
　フラクション４および５は第三クロマトグラフィー段階でカチオン交換クロマトグラフ
ィーに互いに別々に委ねる。この場合、同様にスチレン／ジビニルベンゼン材料をベース
とするカラム充填物を使用する。しかしながらこのものはカチオン結合性基、例えばＳＯ

3Ｈで官能化されている。ここでも上述の市販材料を使用することができる。カチオン交
換体の溶離は緩衝系において４～２５℃で５．７～７のｐＨ域で少なくとも５００cm/時
の線流速で段階的に実施する。この場合、溶離緩衝液を０～３００ｍＭのアルカリ金属－
或いはアルカリ土類金属ハロゲン化物濃度および／または５～７ｐＨ値に段階的に調整す
る。溶離は好ましくは二段階で実施し、それによって第一溶離段階ではそれぞれコラゲナ
ーゼがそして第二溶離段階でクロストリパインが得られる。
【００２０】
　実施例：
　Clostridium histolyticumの培養は動物－または植物栄養培地の使用下に標準的方法に
従い液体培養で所望の細胞濃度まで培養する。通例の方法、例えば遠心分離または濾過に
よって細胞を分離した後に、２０００ｍＬの濃厚な過剰発酵物を３００ｃｍ／時の線流速
で、１７００ｍＬのタイプＩのセラミックのヒドロキシルアパタイト－が充填されたクロ
マトグラフィーカラムにポンプ搬送する。ヒドロキシルアパタイト－カラムに結合した成
分を２０～２５℃で３００ｃｍ／時の線流速で三段階でリン酸塩緩衝液で溶離し、その際
にリン酸塩濃度が段階的に高められる。第一溶離段階で１０ｍＭのリン酸塩緩衝液／１０
０ｍＭ(ＮａＣｌ)で約１０ＣＶ（カラム容積）で溶離し、その際に主として低分子量成分
を含有するフラクション１が得られる。次いで６０ｍＭのリン酸塩緩衝液／１００ｍＭ（
ＮａＣｌ）で約３ＣＶで溶離し、フラクション２を得る。このフラクション２はカゼイナ
ーゼおよび同様に低分子量成分を含有している。第三の溶離段階のために２００ｍＭのリ
ン酸塩緩衝液／１００ｍＭ（ＮａＣｌ）を用いて約５ＣＶで溶離する。この様にして集め
られたフラクション３は酵素のクロストリパイン、およびタイプＩおよびタイプIIの全部
のコラゲナーゼを含有している。フラクション２は脱塩され、冷凍乾燥する。カゼイナー
ゼからの低分子量成分の分離は場合によっては標準法を用いて達成できる。
【００２１】
　フラクション３は限外濾過／ダイアフィルタレーションまたはナノ濾過または透析によ
って脱塩処理しそして場合によっては濃縮する。次いでフラクション３を適当な緩衝液で
ｐＨ９．０～９．３に調整する、例えば５００ｍＭのトリス(Tris)でｐＨ９．０～９．３
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に調整する。緩衝された液を、アニオン交換体として官能化されたスチレン／ジビニルベ
ンゼン－カラム（ＰＯＲＯＳ　５０　ＰＩ；PerSeptive社）に通して約１０００ｃｍ／時
の線流速で２０～２５℃でポンプ供給する。次いで約５ＣＶのトリス緩衝液でこのカラム
を洗浄する。溶離を２０～２５℃および約１０００ｃｍ／時の線流速で２つの溶離段階に
おいて塩濃度を増加させながら行う。フラクション４は４０ｍＭのトリス（緩衝液）／６
ｍＭのＣａＣｌ2／３０ｍＭのＮａＣｌを用いてｐＨ９．０～９．３で溶離することによ
って得そしてこのものは酵素のクロストリパインおよびタイプIIのコラゲナーゼを含有し
ている。同様にクロストリパイン並びにタイプＩのコラゲナーゼを含有するフラクション
５が２番目の溶離段階で４０ｍＭのトリス／６ｍＭのＣａＣｌ2／７０ｍＭのＮａＣｌで
ｐＨ９．０～９．３で溶離することによって得られる。
【００２２】
　フラクション４および５は例えば５０ＬのＨ2Ｏに対しての２４時間の透析によって脱
塩処理しそして５０ｍＭのＭＥＳ－緩衝液を用いてｐＨ５．９～６．１に調整する。両方
のフラクションをスチレン／ジビニルベンゼン材料（例えばPerSeptive社のＰＯＲＯＳ　
５０ＨＳ）の入ったカチオン交換カラムでのクロマトグラフィー処理して互いに分離する
。この目的のために各フラクションを約７００ｃｍ／時の線流速で２０～２５℃でカラム
に導入しそして同じ条件で溶離する。フラクション４からのタイプIIのコラゲナーゼある
いはフラクション５からのタイプＩのコラゲナーゼの溶離はそれぞれ第一溶離段階で１０
ｍＭのＭＥＳ－緩衝液／２０～４０ｍＭのＮａＣｌで、ｐＨ５．９～６．１で２０～２５
℃で行う。両方のフラクションからのクロストリパインを次いでそれぞれ１０ｍＭのＭＥ
Ｓ－緩衝液／９０～１１０ｍＭのＮａＣｌでｐＨ５．９～６．１で溶離する。クロストリ
パインを含む溶液を一緒にする。全ての溶液を脱塩処理し、２ｍＭのＣａＡｃ2で透析処
理し、次いで凍結乾燥する。
【００２３】
　こうして得られる酵素のそれぞれの酵素活性の測定は公知の方法に従って行う（表参照
）。更に酵素のタイプＩのコラゲナーゼ、タイプIIのコラゲナーゼおよびクロストリパイ
ンの純度を逆相クロマトグラフィーによって測定する。結果を以下に表に総括掲載する。
【００２４】
【表１】

【００２５】
ａ：Wuensch E., Heidrich H.-G.: Z.Physiol. Chem. 333, 149-151, 1963に従って測定
。
ｂ：Doi, Shibata, Matoba; Anal. Biochem. 118, 173-184, 1981に従って測定。
ｃ：Mitchel, Harrington; Methods Enzymol., 19, 635-642、1970に従って測定。
ｄ：Mooren, Stein; Biol.Chem. 176, 367, 1948に従って測定。
ｅ：RPCに従って測定。
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【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図1は本発明の一つの実施態様を図示する工程図である。

【図１】
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