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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも免疫グロブリンおよびタンパク質不純物を含むサンプルからタンパク質不純
物を選択的に除去する方法であって：
　（ａ）タンパク質不純物および免疫グロブリンを含むサンプルを提供する工程；
　（ｂ）サンプルの溶液ｐＨを、ｐＨが選択的に除去すべきタンパク質不純物の等電点の
２．０ｐＨ単位以内になるように調整する工程；
　（ｃ）サンプルを活性化炭素と接触させる工程であって、活性化炭素が選択的に除去さ
れるタンパク質不純物に結合する工程；および
　（ｄ）活性化炭素をサンプルから除去する工程、
　を含み、これによりサンプルから活性化炭素結合タンパク質不純物の選択的除去を生じ
させる方法。
【請求項２】
　免疫グロブリンおよび少なくとも１種の望ましくないタンパク質を含むサンプル中の免
疫グロブリンの純度を増加させる方法であって：
　（ａ）免疫グロブリンおよび少なくとも１種の望ましくないタンパク質を含むサンプル
を提供する工程；
　（ｂ）サンプルの溶液ｐＨを、ｐＨが少なくとも１種の望ましくないタンパク質の等電
点の２．０ｐＨ単位以内になるように調整する工程；
　（ｃ）サンプルを活性化炭素と接触させる工程であって、活性化炭素が少なくとも１種
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の望ましくないタンパク質に結合する工程；
　（ｄ）活性化炭素をサンプルから除去する工程であって、活性化炭素は少なくとも１種
の望ましくないタンパク質に結合している工程
　を含み、これによりサンプル中の免疫グロブリンの純度が増加する方法。
【請求項３】
　ｐＨが選択的に除去すべきタンパク質不純物の等電点の１．０ｐＨ単位以内にある、請
求項１に記載の方法。
【請求項４】
　ｐＨは少なくとも１種の望ましくないタンパク質の等電点の１．０ｐＨ単位以内にある
、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　少なくとも１種の望ましくないタンパク質は、タンパク質不純物である、請求項２に記
載の方法。
【請求項６】
　免疫グロブリンは、モノクローナル抗体である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項７】
　免疫グロブリンは、ポリクローナル抗体である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項８】
　除去する工程は、ろ過もしくは遠心分離を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項９】
　免疫グロブリンは、組み換え免疫グロブリンである、請求項２に記載の方法。
【請求項１０】
　免疫グロブリンの純度は、少なくとも５０％以上増加する、請求項２に記載の方法。
【請求項１１】
　サンプルは、細胞培養供給物を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１２】
　細胞培養供給物は、ＣＨＯ細胞培養供給物である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　免疫グロブリンは、哺乳類発現系において発現したものである、請求項１または２に記
載の方法。
【請求項１４】
　免疫グロブリンは、非哺乳類発現系において発現したものである、請求項１または２に
記載の方法。
【請求項１５】
　サンプルは、調整する工程の前に浄化工程にかけられる、請求項１または２に記載の方
法。
【請求項１６】
　浄化工程は、遠心分離、沈降、深層もしくはスクリーンろ過、凝集剤を用いた錯化およ
びｐＨ変化からなる群から選択される、請求項１５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、全内容が本明細書に参照により全体として組み込まれる２０１３年２月２６
日出願の米国特許仮出願第６１／７６９２６９号明細書の優先権の恩典を主張するもので
ある。
【０００２】
　本出願は、溶液条件を調整することにより望ましくないタンパク質もしくはタンパク質
不純物から１種のタンパク質を分離するための活性化炭素の使用に関する。
【背景技術】
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【０００３】
　活性化炭素は、以前よりエアフィルタ（例えば、米国特許第６４１３３０３号明細書を
参照されたい。）、ガス精製（例えば、米国特許第７９１８９２３号明細書を参照された
い。）、カフェイン除去（例えば、米国特許第４４８１２２３号明細書を参照されたい。
）、金の精製（例えば、米国特許第５０１９１６２号明細書を参照されたい。）、燃料精
製（例えば、米国特許出願公開第２００６／０２２３７０５号明細書を参照されたい。）
、血液潅流（例えば、米国特許第４０４８０６４号明細書を参照されたい。）、中毒およ
び過量摂取の治療（例えば、米国特許第４４５３９２９号明細書を参照されたい。）、下
水処理（例えば、米国特許第８３２９０３５号明細書を参照されたい。）、汚染浄化（例
えば、米国特許第４７７０７１５号明細書を参照されたい。）、地下水修復（例えば、米
国特許第６１１６８１６号明細書を参照されたい。）、自動車燃料系からの揮発性有機化
合物の捕捉（例えば、米国特許第７０４４１１２号明細書を参照されたい。）、化学的浄
化（例えば、米国特許第４９０６４４５号明細書を参照されたい。）、蒸留アルコール飲
料精製（例えば、米国特許出願公開第２００７／０２４８７３０号明細書を参照されたい
。）、糖の脱色（例えば、米国特許第２０８２４２５号明細書を参照されたい。）、レス
ピレータ（例えば、米国特許第５７１４１２６号明細書を参照されたい。）、ガスマスク
（例えば、米国特許第４９９２０８４号明細書を参照されたい。）、化学戦争防護服（例
えば、米国特許第７８７７８１９号明細書を参照されたい。）および浄水方法（例えば、
米国特許第７５３７６９５号明細書を参照されたい。）において使用されてきた。
【０００４】
　さらに、活性化炭素は、低分子不純物、例えば脂肪酸およびビリルビンを血清アルブミ
ンから除去するために使用されてきた（例えば、Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ
．Ｃｈｅｍ．，２４２：１７３－１８１（１９６７）；Ｎａｋａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａ
ｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１２９：６４－７１（１９８３）；Ｎｉｋｏｌａｅｖ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ａｒｔ．Ｏｒｇ．，１４：１７９－１８５（１９９１）を参照さ
れたい。）。活性化炭素はさらに、植物ウイルスの精製中に顔料ならびに宿主タンパク質
、プロテアーゼおよびリボヌクレアーゼを除去するために使用されてきた（例えば、Ｐｒ
ｉｃｅ，Ａｍ．Ｊ．Ｂｏｔａｎｙ，３３：４５－５４（１９４６）；Ｃｏｒｂｅｔｔ，Ｖ
ｉｒｏｌｏｇｙ，１５：８－１５（１９６１）；ＭｃＬｅａｎａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒ
ｏｌｏｇｙ，３１：５８５－５９１（１９６７）、米国特許出願公開第２００６／０２８
１０７５号明細書を参照されたい。）。
【０００５】
　さらに、活性化炭素は、プラスミドＤＮＡから低分子量プラスミドフラグメントを除去
するために有用であると以前に記載されている。例えば、Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂ
ｉｏｓｃｉ．Ｂｉｏｅｎｇ．１１０：６０８－６１３（２０１０）を参照されたい。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第６４１３３０３号明細書
【特許文献２】米国特許第７９１８９２３号明細書
【特許文献３】米国特許第４４８１２２３号明細書
【特許文献４】米国特許第５０１９１６２号明細書
【特許文献５】米国特許出願公開第２００６／０２２３７０５号明細書
【特許文献６】米国特許第４０４８０６４号明細書
【特許文献７】米国特許第４４５３９２９号明細書
【特許文献８】米国特許第８３２９０３５号明細書
【特許文献９】米国特許第４７７０７１５号明細書
【特許文献１０】米国特許第６１１６８１６号明細書
【特許文献１１】米国特許第７０４４１１２号明細書
【特許文献１２】米国特許第４９０６４４５号明細書
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【特許文献１３】米国特許出願公開第２００７／０２４８７３０号明細書
【特許文献１４】米国特許第２０８２４２５号明細書
【特許文献１５】米国特許第５７１４１２６号明細書
【特許文献１６】米国特許第４９９２０８４号明細書
【特許文献１７】米国特許第７８７７８１９号明細書
【特許文献１８】米国特許第７５３７６９５号明細書
【特許文献１９】米国特許出願公開第２００６／０２８１０７５号明細書
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２４２：１７３
－１８１（１９６７）
【非特許文献２】Ｎａｋａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１２９：
６４－７１（１９８３）
【非特許文献３】Ｎｉｋｏｌａｅｖ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ａｒｔ．Ｏｒｇ．，１
４：１７９－１８５（１９９１）
【非特許文献４】Ｐｒｉｃｅ，Ａｍ．Ｊ．Ｂｏｔａｎｙ，３３：４５－５４（１９４６）
【非特許文献５】Ｃｏｒｂｅｔｔ，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１５：８－１５（１９６１）
【非特許文献６】ＭｃＬｅａｎａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，３１：５８５－５
９１（１９６７）
【非特許文献７】Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｓｃｉ．Ｂｉｏｅｎｇ．１１０：６
０８－６１３（２０１０）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、少なくとも一部には、選択的に除去すべきタンパク質の等電点に近い溶液条
件を使用すると、活性化炭素を使用して少なくとも２種のタンパク質を含有する混合物か
ら１種のタンパク質を選択的に除去できるという驚くべき予想外の発見に基づいている。
【０００９】
　一部の実施形態では、少なくとも２種のタンパク質を含むサンプルから１種のタンパク
質を選択的に除去するための方法であって：（ａ）少なくとも２種のタンパク質を含むサ
ンプルを提供する工程；（ｂ）サンプルの溶液ｐＨを、このｐＨが選択的に除去すべきタ
ンパク質の等電点の２．０ｐＨ単位以内にあるように調整する工程；（ｃ）サンプルを活
性化炭素と接触させる工程であって、活性化炭素が選択的に除去すべきタンパク質に結合
する工程；および（ｄ）活性化炭素をサンプルから除去する工程であって、これによりサ
ンプルから活性化炭素結合タンパク質の選択的除去を生じさせる工程を含む方法が提供さ
れる。
【００１０】
　一部の実施形態では、サンプルから１種のタンパク質を選択的に除去するための方法で
使用される溶液ｐＨは、本明細書中に記載されるように、選択的に除去すべきタンパク質
の等電点の１．０ｐＨ単位以内にある。
【００１１】
　一部の実施形態では、標的タンパク質および少なくとも１種の望ましくないタンパク質
を含むサンプル中の関心標的タンパク質の純度を増加させる方法であって：（ａ）標的タ
ンパク質および少なくとも１種の望ましくないタンパク質を含むサンプルを提供する工程
；（ｂ）サンプルの溶液ｐＨを、このｐＨが少なくとも１種の望ましくないタンパク質の
等電点の２．０ｐＨ単位以内にあるように調整する工程；（ｃ）サンプルを活性化炭素と
接触させる工程であって、活性化炭素が少なくとも１種の望ましくないタンパク質に結合
する工程；および（ｄ）サンプルから少なくとも１種の望ましくないタンパク質に結合し
た活性化炭素を除去する工程であって、これによりサンプル中の標的タンパク質の純度を
増加させる工程を含む方法が提供される。
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【００１２】
　一部の実施形態では、本明細書中に記載されるように、標的タンパク質および少なくと
も１種の望ましくないタンパク質を含有するサンプル中で標的タンパク質の純度を増加さ
せるための方法において使用される溶液ｐＨは、望ましくないタンパク質の等電点の１．
０ｐＨ単位以内にある。
【００１３】
　一部の実施形態では、少なくとも１種の望ましくないタンパク質は、タンパク質不純物
である。
【００１４】
　一部の実施形態では、標的タンパク質は、免疫グロブリンタンパク質、例えば抗体であ
る。一部の実施形態では、抗体は、モノクローナル抗体である。他の実施形態では、抗体
は、ポリクローナル抗体である。
【００１５】
　一部の実施形態では、標的タンパク質は、非免疫グロブリンタンパク質である。
【００１６】
　一部の実施形態では、少なくとも２種のタンパク質を含有するサンプルは、細胞培養に
由来する水溶液である。
【００１７】
　一部の実施形態では、細胞培養は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞培養で
ある。
【００１８】
　細胞培養サンプルの他の例には、ＨｅＬａ細胞、ＮＴＨ　３Ｔ３細胞、ＢＨＫ細胞、Ｖ
ＥＲＯ細胞、ＣＶ－１細胞、ＮＳ／０細胞、ＣＯＳ細胞、ベビーハムスター腎細胞、マウ
ス骨髄腫、ハイブリドーマ細胞、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、両生類細胞、ヒト細胞
、マウス細胞、ラット細胞、イヌ細胞、サル細胞、ヤギ細胞、ブタ細胞、ウシ細胞、ウマ
細胞、イヌ細胞、ネコ細胞、ウサギ細胞、トリ細胞、サル細胞、ハムスター細胞、非ヒト
哺乳類細胞が含まれるがこれらに限定されない。
【００１９】
　一部の実施形態では、タンパク質含有サンプルは、全細胞培養供給物であってよい。他
の実施形態では、細胞培養は、活性化炭素と接触させる前に最初に浄化および／または精
製される。浄化法には、遠心分離、沈降、深層もしくはスクリーンろ過、凝集剤を用いた
錯化およびｐＨ変化が含まれるがこれらに限定されない。
【００２０】
　一部の他の実施形態では、サンプルは、ヒト、動物もしくは植物組織または動物体液、
例えばヒト血液もしくは血漿、ヒト組織、動物血液、ヤギ乳、牛乳、哺乳類乳、動物器官
、動物組織、トランスジェニック動物、トランスジェニック植物および鶏卵に由来してよ
い。
【００２１】
　さらに他の実施形態では、タンパク質サンプルは、アミノ酸もしくは低分子ペプチドか
ら化学合成によって生成される。
【００２２】
　一部の実施形態では、サンプルは、サンプルを本明細書に記載の方法にかける前に、１
つ以上の精製工程もしくは精製法にかけられる。このような精製工程もしくは精製法には
、結合および溶出もしくはフロースルー様式のいずれかで作動させられるカラムおよび／
またはメンブレンクロマトグラフィ；結晶化；２相および３相分配法；ならびにろ過が含
まれるがこれらに限定されない。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】活性化炭素を使用した、溶液ｐＨがチトクロムＣの等電点に近い場合のチトクロ
ムＣおよびα－ラクトアルブミンの混合物（重量比で１：１）由来のチトクロムＣの選択
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的除去、およびこの逆に、溶液ｐＨがα－ラクトアルブミンの等電点に近い場合のα－ラ
クトアルブミンの選択的除去を明示するための代表的な実験の結果を図示するグラフであ
る。Ｘ軸は溶液ｐＨを図示し、Ｙ軸は活性化炭素を用いた処理後のタンパク質混合物中の
タンパク質のパーセンテージを図示している。
【図２】静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０で活性
化炭素を使用した、チトクロムＣおよび標的タンパク質（即ち、モノクローナル抗体（Ｍ
ＡｂＩ））を含有する混合物から除去されたチトクロムＣの対数減少値（ＬＲＶ）を明示
するための代表的な実験の結果を図示するグラフである。混合物は、５．０ｍｇ／ｍＬの
ＭＡｂＩおよび１ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣ（２００，０００ｐｐｍ）を含有していた。
図３に図示したように、活性化炭素を使用したチトクロムＣの最適除去は、溶液ｐＨがｐ
Ｈ１０．０から１０．５でチトクロムＣの等電点に最も近い場合に観察される。Ｘ軸は溶
液ｐＨを図示し、Ｙ軸はチトクロムＣのＬＲＶを図示している。
【図３】静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０で活性
化炭素を使用した、α－ラクトアルブミンおよび標的タンパク質（即ち、モノクローナル
抗体（ＭＡｂＩ））を含有する混合物から除去されたα－ラクトアルブミンの対数減少値
（ＬＲＶ）を明示するための代表的な実験の結果を図示するグラフである。混合物は、５
．０ｍｇ／ｍＬのＭＡｂＩおよび１ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミン（２００，０００
ｐｐｍ）を含有していた。図３に図示したように、活性化炭素を使用したα－ラクトアル
ブミンの最適除去は、溶液ｐＨがｐＨ４．８でα－ラクトアルブミンの等電点に最も近い
場合に観察される。Ｘ軸は溶液ｐＨを図示し、Ｙ軸はα－ラクトアルブミンのＬＲＶを図
示している。
【図４】静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０で活性
化炭素を使用した、リゾチームおよび標的タンパク質（即ち、モノクローナル抗体（ＭＡ
ｂＩ））を含有する混合物から除去されたリゾチームの対数減少値（ＬＲＶ）を明示する
ための代表的な実験の結果を図示するグラフである。溶液は、５．０ｍｇ／ｍＬのＭＡｂ
Ｉおよび１．０ｍｇ／ｍＬのリゾチーム（２００，０００ｐｐｍ）を含有していた。図４
に図示したように、最大量のリゾチームは、溶液ｐＨが１１．２から１１．３のリゾチー
ムの等電点に最も近いｐＨ９．０で除去される。Ｘ軸は溶液ｐＨを図示し、Ｙ軸はリゾチ
ームのＬＲＶを図示している。
【図５】静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０で活性
化炭素を使用した、ＢＳＡおよび標的タンパク質（即ち、モノクローナル抗体（ＭＡｂＩ
））を含有する混合物から除去されたＢＳＡの対数減少値（ＬＲＶ）を明示するための代
表的な実験の結果を図示するグラフである。溶液は、５．０ｍｇ／ｍＬのＭＡｂＩおよび
０．５ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ（１００，０００ｐｐｍ）を含有していた。図５に図示したよ
うに、最大量のＢＳＡは、溶液ｐＨが４．９のＢＳＡの等電点に最も近いｐＨ５．０で除
去される。Ｘ軸は溶液ｐＨを図示し、Ｙ軸はＢＳＡのＬＲＶを図示している。
【図６】望ましくないタンパク質が、望ましくないタンパク質の等電点からほど遠い溶液
ｐＨで活性化炭素に通して流動させた場合は効率的に除去されないことを明示するための
代表的な実験の結果を図示するグラフである。このグラフは、５．０ｍｇ／ｍＬのα－ラ
クトアルブミンおよび０．５ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣの溶液がｐＨ４．０で活性化炭素
のカラムを通過させられた後に収集された１２．５ｍＬのフラクション中のチトクロムＣ
およびα－ラクトアルブミンの濃度を示している。低濃度のチトクロムＣおよび高濃度の
α－ラクトアルブミンはどちらも、これらがカラムに進入した比とほぼ同一の比でカラム
から溶出された。図６に示したように、ｐＨ１０．０から１０．５のチトクロムＣの等電
点からほど遠いｐＨ４．０では、活性化炭素はチトクロムＣおよびα－ラクトアルブミン
の溶液からのチトクロムＣの効率的除去を生じさせない。Ｘ軸はα－ラクトアルブミンの
装填量（ｋｇ／Ｌ）を図示している；左のＹ軸はチトクロムＣの濃度（ｇ／Ｌ）を図示し
、右のＹ軸はα－ラクトアルブミンの濃度（ｇ／Ｌ）を図示している。
【図７】望ましくないタンパク質が、望ましくないタンパク質の等電点に近い溶液ｐＨで
活性化炭素に通して流動させられた場合は極めて効率的に除去されることを明示するため
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の代表的な実験の結果を図示するグラフである。このグラフは、５．０ｍｇ／ｍＬのα－
ラクトアルブミンおよび０．５ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣの溶液がｐＨ９．０で活性化炭
素のカラムを通過させられた後に収集された１２．５ｍＬのフラクション中のチトクロム
Ｃおよびα－ラクトアルブミンの濃度を示している。チトクロムＣは、活性化炭素１Ｌ当
たり１．０９ｋｇのα－ラクトアルブミンが装填されるまでカラムを貫通しなかった。図
７で明示したように、活性化炭素は、ｐＨ１０．０から１０．５のチトクロムＣの等電点
に近いｐＨ９．０でα－ラクトアルブミンの溶液からのチトクロムＣの優れた除去を提供
した。Ｘ軸はα－ラクトアルブミンの装填量（ｋｇ／Ｌ）を図示している；左のＹ軸はチ
トクロムＣの濃度（ｇ／Ｌ）を図示し、右のＹ軸はα－ラクトアルブミンの濃度（ｇ／Ｌ
）を図示している。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明は、選択的に除去すべきタンパク質の等電点に近い溶液条件下で活性化炭素を使
用して、少なくとも２種のタンパク質の混合物から１種のタンパク質を選択的に除去する
ための新規で改良された方法を提供する。
【００２５】
　活性化炭素は、以前から水浄化方法において使用されてきた。さらに、活性化炭素は、
低分子不純物、例えば脂肪酸およびビリルビンを血清アルブミンから除去するために使用
されてきた（例えば、Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２４２：１
７３－１８１（１９６７）；Ｎａｋａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．
，１２９：６４－７１（１９８３）；Ｎｉｋｏｌａｅｖ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ａ
ｒｔ．Ｏｒｇ．，１４：１７９－１８５（１９９１）を参照されたい。）。活性化炭素は
さらに、植物ウイルスの精製中に顔料ならびに宿主タンパク質、プロテアーゼおよびリボ
ヌクレアーゼを除去するために使用されてきた（例えば、Ｐｒｉｃｅ，Ａｍ．Ｊ．Ｂｏｔ
ａｎｙ，３３：４５－５４（１９４６）；Ｃｏｒｂｅｔｔ，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１５：８
－１５（１９６１）；ＭｃＬｅａｎａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，３１：５８５
－５９１（１９６７）を参照されたい。）。
【００２６】
　さらに、本明細書に全体として参照により組み込まれる２０１２年８月２日に出願の米
国特許出願第１３／５６５４６３号明細書は、関心生体分子（例えば、抗体）を含有する
サンプルからタンパク質不純物（例えば、宿主細胞タンパク質）およびＤＮＡを除去する
ために他の媒質と組み合わせた活性化炭素の使用について記載している。
【００２７】
　従って、一般に、活性化炭素は溶液中の分子（例えば、水サンプル中の不純物）に非特
異的に結合すると報告されている。
【００２８】
　本発明は、少なくとも一部には、溶液のｐＨが選択的に除去すべきタンパク質の等電点
に近くなるように溶液条件を調整することにより、２種以上のタンパク質を含有する混合
物から１種のタンパク質を選択的に除去するために活性化炭素を使用できるという予想外
の驚くべき所見に基づいている。
【００２９】
　本明細書の実施例において明示したように、活性化炭素は、２種以上のタンパク質の混
合物からの１種のタンパク質の選択的除去のために使用できる。さらに、本明細書に記載
した実施例において明示したように、タンパク質の除去度は、ｐＨ条件を変更することに
よって操作できる。さらに、活性化炭素は、本明細書に記載したように、標的タンパク質
および１種以上の望ましくないタンパク質を含有する溶液中の標的タンパク質の純度を増
加させるために使用でき、このときこの１種以上の望ましくないタンパク質は活性化炭素
を使用して選択的に除去されて標的タンパク質が後に残され、これによりサンプル中の標
的タンパク質の純度が増加させられる。
【００３０】
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　本明細書に記載した一部の実施形態では、活性化炭素は、タンパク質の混合物から１種
のタンパク質を選択的に除去するためにフロースルー精製様式で使用される。
【００３１】
　本開示をより容易に理解できるように、最初に所定の用語について定義する。追加の定
義については、詳細な説明を通して記載する。
【００３２】
　Ｉ．用語の定義
　本明細書で使用する用語「炭素質物質」は、炭素から構成される、または炭素を含有す
る任意の物質を意味する。一部の実施形態では、本発明による方法において使用する炭素
質物質は、活性炭素もしくは活性化炭素である。一部の実施形態では、活性化炭素は、活
性炭を含む。一部の実施形態では、活性化炭素は、線維性媒質中に組み込まれる。線維性
媒質は、湿式堆積法および乾式堆積法を含む、当分野において公知の多数の方法によって
製造できる。線維性媒質は、典型的には活性化炭素、繊維成分および場合により結合剤を
含んでいる。線維性媒質の繊維成分は、合成物質、例えばポリアミド、ポリオレフィン、
ポリアクリロニトリル、ポリエステル；天然物質、例えばセルロース；または半合成物質
、例えばセルロースエステルから製造できる。
【００３３】
　本明細書で互換的に使用する用語「活性炭素」もしくは「活性化炭素」は、細孔構造を
増強する工程にかけられている炭素質物質を意味する。活性化炭素は、超高表面積を備え
る多孔質固体である。これらは、石炭、木材、ココナツの殻、堅果の殻および泥炭を含む
様々な起源に由来してよい。活性化炭素は、これらの物質から、調節雰囲気下での加熱を
含む物理的活性化、または強酸、塩基もしくは酸化剤を使用する化学的活性化を使用して
製造できる。活性化法は、活性化炭素に不純物除去の高い能力を与える高表面積を備える
多孔質構造を生じる。活性化法は、表面の酸性度を制御するために修飾できる。
【００３４】
　典型的な活性化法は、炭素源、例えば樹脂廃棄物、石炭、石炭コークス、石油コークス
、褐炭、ポリマー物質、パルプおよび紙を含むリグノセルロース物質、パルプ製造からの
残留物、木材（木材チップ、おがくずおよび木粉など）、堅果殻（アーモンドの殻および
ココナツの殻など）、仁ならびに果物の種（オリーブおよびサクランボの種など）を熱工
程（例えば、酸化ガスを用いる。）または化学工程（例えば、リン酸もしくは金属塩、例
えば塩化亜鉛を用いる。）にかける工程を含んでいる。炭素の脱色および気体吸着能力に
おける改良を生じさせた、リン酸（Ｈ３ＰＯ４）を用いた木材をベースとする炭素の化学
的活性化を含む典型的な方法は、米国再発行特許発明第３１０９３号明細書に開示されて
いる。さらに、米国特許第５１６２２８６号明細書は、特に緻密で相当に高い（３０％）
リグニン含量を含有する木材をベースとする物質、例えば堅果殻、果物の種および仁のリ
ン酸活性化について教示している。リグノセルロース物質のリン酸活性化は、さらにまた
米国特許第５２０４３１０号明細書において、高活性および高密度の炭素を調製する工程
としても考察されている。この段落に列挙した特許各々の教示は、本明細書に全体として
参照により組み込まれる。
【００３５】
　大多数の他の吸着物質とは対照的に、活性化炭素は、相当に弱いファンデルワールス力
もしくはロンドン分散力を使用して分子と相互作用すると考えられている。典型的な市販
の活性化炭素製品は、当分野において周知の方法である窒素吸着に基づくブルナウアー・
エメット・テラー（「ＢＥＴ」）法によって測定される少なくとも３００ｍ２／ｇの表面
積を示す。
【００３６】
　活性炭素もしくは活性化炭素は液体および気体を精製するため、ならびに不純物への結
合によって他の不純物から組み換え発現抗体を精製するための工程において以前から使用
されてきたが、活性炭素もしくは活性化炭素は、選択的に除去すべきタンパク質の特性に
基づく溶液条件を使用することによって２種以上のタンパク質の混合物から１種のタンパ
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ク質を選択的に除去するためには以前には使用されていなかった。結果として、２種以上
のタンパク質の混合物から１種のタンパク質を選択的に除去することによって、除去され
なかったタンパク質の純度が増加する。
【００３７】
　一部の実施形態では、２種以上のタンパク質の混合物は、選択的に除去すべき少なくと
も１種のタンパク質および本明細書に記載の方法を使用して精製すべきまた別のタンパク
質を含んでいる。一般に、混合物中の１種以上の他のタンパク質の選択的除去後に残留す
るタンパク質の純度は、他のタンパク質の選択的除去後に増加する。純度が増加させられ
るタンパク質は、標的タンパク質と呼ばれる。標的タンパク質は、免疫グロブリンタンパ
ク質もしくは非免疫グロブリンタンパク質であってよい。一部の実施形態では、標的タン
パク質は、免疫グロブリンタンパク質、例えばモノクローナル抗体である。
【００３８】
　下記は、本発明によって精製できるタンパク質の例である。上で考察したように、一部
の実施形態では、標的タンパク質は、モノクローナル抗体である。標的タンパク質の他の
例には、組み換えヒト成長ホルモン、組み換えヒトインスリン、組み換え卵胞刺激ホルモ
ン、組み換え第ＶＩＩ因子（抗血友病因子）、組み換えヒトエリスロポイエチン、組み換
え顆粒球コロニー刺激因子、組み換えα－ガラクトシダーゼａ、組み換えイヅロニダーゼ
、組み換えガルスルファーゼ、組み換えドルナーゼα、組み換え組織プラスミノーゲン活
性化因子、組み換えヒトインターフェロン、組み換えインスリン様成長因子１および組み
換えアスパラギナーゼを含むがこれらに限定されない組み換えタンパク質が含まれる。
【００３９】
　本発明の他の実施形態では、標的タンパク質は、ヒト血液もしくは他の生理学的流体に
由来するタンパク質である。このようなタンパク質の例には、免疫グロブリンＧおよびＭ
、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、アンチトロンビンＩＩＩおよびα－Ｉ－アンチトリプシ
ンが含まれるがこれらに限定されない。
【００４０】
　用語「免疫グロブリン」、「Ｉｇ」もしくは「ＩｇＧ」または「抗体」（本明細書では
互換的に使用される。）は、２本の重鎖および２本の軽鎖からなる塩基性の４本のポリペ
プチド鎖を有するタンパク質であって、上記鎖は、例えば、特異的に抗原に結合する能力
を有する鎖間ジスルフィド結合によって安定化されているタンパク質を意味する。用語「
一本鎖免疫グロブリン」、「一本鎖抗体」（本明細書では互換的に使用される。）は、１
本の重鎖および１本の軽鎖からなる２本のポリペプチド鎖構造を有するタンパク質であっ
て、上記鎖は、例えば、特異的に抗原に結合する能力を有する鎖間ペプチドリンカーによ
って安定化されているタンパク質を意味する。用語「ドメイン」は、例えば、β－プリー
ツシートおよび／または鎖間ジスルフィド結合によって安定化されたペプチドループ（例
えば、３から４個のペプチドループを含む。）を含む重鎖もしくは軽鎖ポリペプチドの球
状領域を意味する。ドメインはさらに本明細書では、「定常」ドメインの場合には様々な
クラスメンバーのドメイン内の配列変化の相対的欠如、または「可変」ドメインの場合に
は様々なクラスメンバーのドメイン内の有意な変化に基づいて「定常」もしくは「可変」
と呼ばれる。抗体もしくはポリペプチド「ドメイン」は、当分野では抗体もしくはポリペ
プチド「領域」と互換的に呼ばれることが多い。抗体軽鎖の「定常」ドメインは、「軽鎖
定常領域」、「軽鎖定常ドメイン」、「ＣＬ」領域もしくは「ＣＬ」ドメインと互換的に
呼ばれる。抗体重鎖の「定常」ドメインは、「重鎖定常領域」、「重鎖定常ドメイン」、
「ＣＨ」領域もしくは「ＣＨ」ドメインと互換的に呼ばれる。抗体軽鎖の「可変」ドメイ
ンは、「軽鎖可変領域」、「軽鎖可変ドメイン」、「ＶＬ」領域もしくは「ＶＬ」ドメイ
ンと互換的に呼ばれる。抗体重鎖の「可変」ドメインは、「重鎖可変領域」、「重鎖可変
ドメイン」、「ＶＨ」領域もしくは「ＶＨ」ドメインと互換的に呼ばれる。
【００４１】
　免疫グロブリンもしくは抗体は、モノクローナルもしくはポリクローナルであってよく
、単量体形もしくは重合体形、例えば五量体形で存在するＩｇＭ抗体および／または単量
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体形、二量体形もしくは多量体形で存在するＩｇＡ抗体で存在してよい。免疫グロブリン
もしくは抗体は、さらに多重特異的抗体（例えば、二重特異的抗体）を含むことができる
。
【００４２】
　用語「Ｆｃ領域」および「Ｆｃ領域含有タンパク質」は、このタンパク質が免疫グロブ
リンの重鎖および／または軽鎖定常領域もしくは定常ドメイン（上で規定したＣＨおよび
ＣＬ領域）を含有することを意味する。「Ｆｃ領域」を含有するタンパク質は、免疫グロ
ブリン定常ドメインのエフェクター機能を有することができる。「Ｆｃ領域」、例えばＣ
Ｈ２／ＣＨ３領域は、親和性リガンド、例えばプロテインＡもしくはこの機能的変異体に
選択的に結合できる。一部の実施形態では、Ｆｃ領域含有タンパク質は、プロテインＡま
たはこの機能的誘導体、変異体もしくはフラグメントに特異的に結合する。他の実施形態
では、Ｆｃ領域含有タンパク質は、プロテインＧもしくはプロテインＬに、またはこれら
の機能的誘導体、変異体もしくはフラグメントに特異的に結合する。
【００４３】
　上で考察したように、一部の実施形態では、標的タンパク質は、Ｆｃ領域含有タンパク
質、例えば免疫グロブリンである。一部の実施形態では、Ｆｃ領域含有タンパク質は、ま
た別のポリペプチドもしくはこのフラグメントに融合した免疫グロブリンのＦｃ領域を含
む組み換えタンパク質である。
【００４４】
　一般に、免疫グロブリンもしくは抗体は、関心「抗原」に向けられる。好ましくは、抗
原は、生物学的に重要なポリペプチドであり、疾病もしくは疾患に苦しんでいる哺乳類へ
の抗体の投与はこの哺乳類における治療的利益を生じさせることができる。
【００４５】
　本明細書では互換的に使用する用語「モノクローナル抗体」もしくは「Ｍａｂ」は、実
質的に均質な抗体の集団から得られる抗体を意味し、即ちこの集団内の個別抗体は、少量
で存在する可能性がある、考えられる天然型突然変異を除いて同一である。モノクローナ
ル抗体は、単一抗原部位に向けられて、高度に特異的である。さらに、典型的には様々な
決定因子（エピトープ）に向けられた様々な抗体を含む従来型（ポリクローナル）抗体製
剤とは対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原上の単一決定因子に向けられる。修飾語
句「モノクローナル」は、実質的に均質な抗体集団から得られる抗体の特性を意味してお
り、任意の特定方法による抗体の生成を必要とすると見なすべきではない。例えば、本発
明によって使用できるモノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒ
ｅ　２５６：４９５（１９７５）によって最初に記載されたハイブリドーマ法によって作
製でき、または組み換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４８１６５６７号明細書を参照さ
れたい。）によって作製できる。「モノクローナル抗体」は、さらにＣｌａｃｋｓｏｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（１９９１）に記載され
た技術を使用して抗体ファージライブラリーから単離することができる。
【００４６】
　モノクローナル抗体はさらに、重鎖および／または軽鎖の一部分が、特定の種に由来す
るかまたは特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体内の対応する配列と同一も
しくは同種である、「キメラ」抗体（免疫グロブリン）を含むことができるが、他方鎖の
残余は、また別の種に由来するか、またはまた別の抗体クラスもしくはサブクラスならび
にこのような抗体のフラグメントに属する抗体内の対応する配列と、これらが所望の生物
学的活性を示す限り同一もしくは同種である（米国特許第４８１６５６７号明細書；およ
びＭｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８１：６８５１－６８５５（１９８４）を参照されたい。）。
【００４７】
　本明細書で使用した場合の用語「超可変領域」は、抗原結合に対して責任を有する抗体
のアミノ酸残基を意味する。超可変領域は、「相補的決定領域」もしくは「ＣＤＲ」由来
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のアミノ酸残基（即ち、軽鎖可変ドメイン内の残基２４から３４（Ｌ１）、５０から５６
（Ｌ２）および８９から９７（Ｌ３）ならびに重鎖可変ドメイン内の残基３１から３５（
Ｈ１）、５０から６５（Ｈ２）および９５から１０２（Ｈ３）；Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ
　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔｈ　Ｅｄ．Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ
．（１９９１））および／または「超可変ループ」由来のこれらの残基（即ち、軽鎖可変
ドメイン内の残基２６から３２（Ｌ１）、５０から５２（Ｌ２）および９１から９６（Ｌ
３）ならびに重鎖可変ドメイン内の残基２６から３２（Ｈ１）、５３から５５（Ｈ２）お
よび９６から１０１（Ｈ３）；Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７））を含んでいる。「フレームワーク」もしくは
「ＦＲ」残基は、本明細書で定義した超可変領域以外の可変ドメイン残基である。
【００４８】
　非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」形は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最
小配列を含有するキメラ抗体である。大部分については、ヒト化抗体は、レシピエントの
超可変領域残基が非ヒト種（ドナー抗体）、例えば所望の特異性、親和性および能力を有
するマウス、ラット、ウサギもしくは非ヒト霊長類由来の超可変領域残基で置換されてい
るヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。一部の例では、ヒト免疫グロブリン
のＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている
。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体では見いだされない残基を
含むことができる。これらの修飾は、抗体性能をさらに改良するために行われる。一般に
、ヒト化抗体は、超可変ループの全部もしくは実質的に全部が非ヒト免疫グロブリンの超
可変ループに対応し、ＦＲ領域の全部もしくは実質的に全部がヒト免疫グロブリン配列の
超可変ループに対応する、少なくとも１つ、および典型的には２つの可変ドメインの実質
的に全部を含むことになる。ヒト化抗体は、典型的にはヒト免疫グロブリンの定常領域で
ある免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部分を含んでいてよい。これ以上の
詳細については、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（
１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２
９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：
５９３－５９６（１９９２）を参照されたい。
【００４９】
　本明細書で互換的に使用される用語「ポリヌクレオチド」および「核酸分子」は、リボ
ヌクレオチドもしくはデオキシリボヌクレオチドのいずれかである、任意の長さのヌクレ
オチドのポリマー形態を意味する。これらの用語には、プリンおよびピリミジン塩基また
は他の天然型、化学的もしくは生化学的修飾、非天然型もしくは誘導体型ヌクレオチド塩
基を含む一本鎖、二本鎖もしくは三本鎖ＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＲＮＡ、ＤＮ
Ａ－ＲＮＡハイブリッドまたはポリマーが含まれる。ポリヌクレオチドの骨格は、糖およ
びホスフェート基（典型的には、ＲＮＡもしくはＤＮＡ内で見いだされる場合と同様の）
または修飾もしくは置換された糖もしくはホスフェート基を含むことができる。さらに、
二本鎖ポリヌクレオチドは、化学合成の一本鎖ポリヌクレオチド産物から相補的ストラン
ドを合成して適切な条件下でこれらのストランドをアニーリングする工程、または適切な
プライマーを備えるＤＮＡポリメラーゼを用いて相補的ストランドを新規に合成する工程
のいずれかによって入手することができる。核酸分子は、例えば遺伝子もしくは遺伝子フ
ラグメント、１つ以上のエクソン、１つ以上のイントロン、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、組み換
えポリヌクレオチド、分岐状ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意の配列の単
離ＤＮＡ、任意の配列の単離ＲＮＡ、核酸プローブおよびプライマーなどの多数の異なる
形態を取ることができる。ポリヌクレオチドは、修飾ヌクレオチド、例えばメチル化ヌク
レオチドおよびヌクレオチドアナログ、ウラシル、他の糖類および連結基、例えばフルオ
ロリボースおよびチオエートならびにヌクレオチド分岐鎖を含むことができる。本発明で
使用する「ＤＮＡ」もしくは「ヌクレオチド配列」には、塩基のＡ、Ｔ、ＣおよびＧだけ
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ではなく、さらにこれらのアナログもしくはこれらの塩基の修飾形のいずれか、例えばメ
チル化ヌクレオチド、ヌクレオチド間修飾、例えば非荷電性結合およびチオエート、糖ア
ナログの使用ならびに修飾および／または代替の骨格構造、例えばポリアミドもまた含ま
れる。
【００５０】
　本明細書で使用する用語「溶液」、「組成物」もしくは「サンプル」は、２種以上のタ
ンパク質の混合物を意味するが、このときタンパク質の一方は精製されるべき標的タンパ
ク質もしくは関心タンパク質であり、また別の１つ以上のタンパク質は望ましくなく、本
明細書に記載した方法を使用して選択的に除去される。一部の実施形態では、サンプルは
、細胞培養供給物、例えば、２種以上のタンパク質を含有する哺乳類細胞培養（例えば、
ＣＨＯ細胞）由来の供給物を含んでいる。しかし、サンプルは、関心タンパク質もしくは
標的タンパク質を製造するために使用される非哺乳類発現系もまた含んでいる。
【００５１】
　本明細書で使用する用語「非哺乳類発現系」は、治療用タンパク質を生成するために使
用される全ての宿主細胞もしくは有機体を意味するが、このとき宿主細胞もしくは有機体
は非哺乳類起源の宿主細胞もしくは有機体である。関心タンパク質もしくは標的タンパク
質を製造するために使用される非哺乳類発現系の例には、酵母、例えばサッカロミセス・
セレビジエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）およびピチア・パス
トリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）、細菌、例えばエシェリキア・コリ（Ｅｓｃ
ｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、バシラス・メガテリウム（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｅｇａ
ｔｅｒｉｕｍ）、ブレビバシラス・コシネンシス（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｈｏ
ｓｈｉｎｅｎｓｉｓ）、昆虫細胞、例えばスポドプテラ・フルギペルダ（Ｓｐｏｄｏｐｔ
ｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）細胞、バキュロウイルス感染昆虫細胞および藻類細胞が
含まれる。
【００５２】
　本明細書で使用する用語「ポリペプチド」は、一般に約１０個を超えるアミノ酸を有す
るペプチドおよびタンパク質を意味する。本明細書で互換的に使用する用語「関心タンパ
ク質」および「標的タンパク質」は、２種以上のタンパク質もしくはポリペプチドの混合
物から、混合物中の他のタンパク質もしくはポリペプチドの選択的除去によって精製され
なければならないタンパク質もしくはポリペプチドを意味する。
【００５３】
　本明細書で互換的に使用する用語「精製する工程」、「純度を増加させる工程」、「分
離する工程」もしくは「単離する工程」は、混合物中の１種以上の他のタンパク質に対す
る標的タンパク質の比率を、本明細書に記載した方法を使用して混合物から１種以上の他
のタンパク質を選択的に除去する工程によって増加させる工程を意味する。典型的には、
標的タンパク質の純度は、標的タンパク質を含有するサンプル中に存在する１種以上の他
のタンパク質の除去後に、５０％、または６０％、または７０％、または８０％、または
９０％以上増加する。
【００５４】
　本明細書で互換的に使用する用語「選択的に除去する工程」および「選択的除去」は、
２種以上のタンパク質の混合物から１種のタンパク質を、混合物を炭素質物質（例えば、
活性化炭素）に、除去されるタンパク質の等電点の約２．０ｐＨ単位以内にあるｐＨ条件
下で曝露させる工程によって除去する工程を意味する。従って、本明細書に記載した様々
な実施形態では、活性化炭素は２種以上のタンパク質の混合物に、除去することが望まし
いタンパク質の等電点に近いｐＨ条件下で加えられ、これにより結果として活性化炭素が
このタンパク質に結合する。活性化炭素は、この後に混合物から除去され、これにより結
果として結合タンパク質の除去が生じる。
【００５５】
　本明細書で互換的に使用する用語「フロースルー法」、「フロースルー様式」および「
フロースルークロマトグラフィ」は、少なくとも１種の潜在的成分が炭素質媒質（例えば



(13) JP 6067889 B2 2017.1.25

10

20

30

40

50

、活性化炭素）に結合する間にサンプル中の少なくとも１種の生成物が炭素質媒質に通し
て流動させられることが意図される生成物分離技術を意味する。
【００５６】
　フロースルーすることが意図されるサンプルは、一般に「移動相」と呼ばれている。「
フロースルー様式」は、一般に、アイソクラチック作業（即ち、この間に移動相の組成物
が変化させられない方法）である。フロースルーのために使用される媒質は、通常は、標
的タンパク質分子を含有する同一バッファ溶液を用いて前平衡化される。精製後、媒質は
、生成物回収率を上昇させるために追加量の同一バッファを用いてフラッシュできる。
【００５７】
　用語「バッファ」は、この酸塩基共役体成分の作用によるｐＨ変化に抵抗する溶液を意
味する。本明細書に記載した方法において使用できる様々なバッファは、Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｇｕｅｆｆｒｏｙ，Ｄ．，ｅｄ．Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ（１９７５）の中のＢｕｆｆｅｒｓ．Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　ｔｈ
ｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｂｕｆｆｅｒｓに記載されている
。様々なバッファは様々な範囲のｐＨを維持するが、例えばリン酸バッファは通常は６．
０から８．０の間のｐＨに対して使用されるが、より高いｐＨに対してはホウ酸バッファ
を使用でき、より低いｐＨに対しては炭酸バッファを使用できる。当業者であれば、維持
すべきｐＨに依存して、使用するために好適なバッファを容易に同定することができよう
。本発明による方法において使用できるバッファの非限定的な例には、ＭＥＳ、ＭＯＰＳ
、ＭＯＰＳＯ、Ｔｒｉｓ、ＨＥＰＥＳ、リン酸、酢酸、クエン酸、コハク酸、炭酸、ホウ
酸およびアンモニウムバッファならびにこれらの組み合わせが含まれる。
【００５８】
　用語「洗浄バッファ」もしくは「平衡化バッファ」は、本明細書では互換的に使用され
、タンパク質の混合物を炭素質物質と接触させる前に炭素質物質を洗浄もしくは再平衡化
するために使用されるバッファを意味する。
【００５９】
　用語「導電率」は、水溶液が２つの電極間で電流を伝導する能力を意味する。溶液中で
は、電流は、イオン輸送によって流動する。このため、水溶液中に存在するイオンの量が
増加すると、この溶液はより高い導電率を有することになる。導電率についての測定単位
は、１センチメートル当たりのミリシーメンス数（ｍＳ／ｃｍもしくはｍＳ）であり、市
販されている導電率計（例えば、Ｏｒｉｏｎ社により販売されている。）を使用して測定
できる。溶液の導電率は、この中のイオン濃度を変化させることによって変化させること
ができる。例えば、緩衝剤の濃度および／または溶液中の塩（例えば、ＮａＣｌもしくは
ＫＣｌ）の濃度を変化させると、所望の導電率を達成することができる。好ましくは、様
々なバッファの濃度は、下記の実施例におけるように所望の導電率を達成するために修飾
される。
【００６０】
　ポリペプチドの「ｐＩ」もしくは「等電点」は、ポリペプチドの正電荷が負電荷と均衡
するｐＨを意味する。ｐＩは、ポリペプチドの付着炭水化物のアミノ酸残基もしくはシア
ル酸残基の正味電荷から計算できる、または当分野において周知の以下の方法：等電点電
気泳動法ゲル、キャピラリー等電点電気泳動法ゲル、クロマトフォーカシング、等電沈殿
法およびイオン交換クロマトグラフィの１つ以上を使用して決定できる。
【００６１】
　ＩＩ．本明細書に記載した方法において使用するための典型的な炭素質物質
　本発明による方法では、所定の炭素質物質、例えば活性化炭素は、タンパク質の選択的
除去のために使用される。活性化炭素は、極めて高表面積を備える多孔質固体であると説
明できる。一部の実施形態では、活性化炭素は、活性炭を含む。活性化炭素は、石炭、木
材、ココナツの殻、堅果の殻および泥炭を含むがこれらに限定されない様々な起源に由来
してよい。活性化炭素は、これらの物質から、調節雰囲気下での加熱を含む物理的活性化
または強酸、塩基もしくは酸化剤を使用する化学的活性化を用いて製造できる。活性化法
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は、活性化炭素に不純物除去のためのより高い能力を与える高表面積を備える多孔質構造
を生じる。活性化法は、表面の酸性を制御するために修飾できる。
【００６２】
　活性化炭素は、極めて様々な商業的供給源から入手でき、多数の等級および形式で提供
される。活性化炭素の商業的供給業者の一部には、例えば、ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド；Ｎｏｒｉｔ　Ａｍｅｒｉｃ
ａｓ社、米国テキサス州マーシャル；Ｃａｌｇｏｎ　Ｃａｒｂｏｎ社、米国ペンシルベニ
ア州ピッツバーグなどの会社が含まれる。
【００６３】
　本明細書に記載した一部の実施形態では、活性化炭素は、本明細書に記載したセルロー
ス含有線維性媒質中に組み込まれる。
【００６４】
　本発明による方法において使用可能な市販で入手できる活性化炭素物質には、Ｎｕｃｈ
ａｒ　ＨＤ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バ
ージニア州リッチモンド）；Ｎｕｃｈａｒ　ＳＡ　２０（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃ
ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド）；Ｎｕｃｈａｒ　ＳＮ（Ｍｅ
ａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド）；
Ｎｕｃｈａｒ　ＷＶ－Ｂ　３０（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社
、米国バージニア州リッチモンド）；ＲＧＣ　Ｐｏｗｄｅｒ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓ
ｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド）；Ｎｏｒｉｔ
　Ｄａｒｃｏ　ＫＢ－Ｇ活性化炭素（Ｎｏｒｉｔ　Ａｍｅｒｉｃａｓ社、米国テキサス州
マーシャル）；Ｎｏｒｉｔ　ＣＧＰ　Ｓｕｐｅｒ活性化炭素（Ｎｏｒｉｔ　Ａｍｅｒｉｃ
ａｓ社、米国テキサス州マーシャル）；Ｎｏｒｉｔ　Ａ　Ｓｕｐｒａ　ＵＳＰ（Ｎｏｒｉ
ｔ　Ａｍｅｒｉｃａｓ社、米国テキサス州マーシャル）；Ｎｏｒｉｔ　Ｅ　Ｓｕｐｒａ　
ＵＳＰ（Ｎｏｒｉｔ　Ａｍｅｒｉｃａｓ社、米国テキサス州マーシャル）；Ｎｏｒｉｔ　
Ｃ　ＧＲＡＮ（Ｎｏｒｉｔ　Ａｍｅｒｉｃａｓ社、米国テキサス州マーシャル）；Ｎｏｒ
ｉｔ　ＳＸ　Ｕｌｔｒａ（Ｎｏｒｉｔ　Ａｍｅｒｉｃａｓ社、米国テキサス州マーシャル
）；およびＣｈｅｍｖｉｒｏｎ　Ｐｕｌｓｏｒｂ　ＰＧＣ活性化炭素（Ｃｈｅｍｖｉｒｏ
ｎ　Ｃａｒｂｏｎ社、ベルギー国フェルイ）が含まれるがこれらに限定されない。
【００６５】
　活性化炭素の２つの主要形式は、粉末状および顆粒状である。粉末状活性化炭素は小さ
くて通常は１ｍｍ径未満の粒子を含有しており、最も一般的には液体精製のために使用さ
れる。顆粒状活性化炭素は、より大きな粒径を有し、結果としてより小さな表面積を有す
るので、拡散速度がより迅速な気体精製での使用のために好ましい。
【００６６】
　消費者用途（例えば、水、食品、飲料および医薬品の精製）における活性化炭素の使用
に伴う安全性についての重要な検討事項は、抽出可能な化合物の減少および制御である。
飲料水および食品接触用途のために意図される活性化炭素は、通常は、水への全ての間接
的添加物をカバーする安全性規格ＡＮＳＩ／ＮＳＦ規格６１を遵守して製造される。さら
に、ＡＳＴＭ標準試験方法Ｄ６３８５は、活性化炭素中の酸抽出物含量を灰化工程によっ
て計算する工程について記載しており、活性化炭素由来の抽出物のレベルについて試験し
て最小限に抑えるために使用できよう。
【００６７】
　ある範囲の活性化炭素のタイプは、様々な用途に利用できる。例えば、ＭｅａｄＷｅｓ
ｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐ．社は、これらの能力、表面酸性度、標的分子への細孔接近可能性
および企図される用途が相違する、少なくとも１２タイプの粉末状活性化炭素を供給して
いる。一般には、活性化炭素の不純物除去の能力を最大化することが望ましい。
【００６８】
　本明細書に記載した一部の実施形態では、活性化炭素は、セルロース媒質中に組み込ま
れる。
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【００６９】
　ＩＩＩ．精製工程における炭素質物質の使用
　以下では、少なくとも２種のタンパク質を含有する溶液から１種のタンパク質を選択的
に除去するために使用できる１つの一般的手順について記載する。
【００７０】
　一部の実施形態では、本明細書に記載した方法を用いて選択的に除去すべきタンパク質
は、活性化炭素を含む混合物の静的処理によって除去できる望ましくないタンパク質もし
くはタンパク質不純物である。少なくとも２種のタンパク質を含有する溶液のｐＨは、選
択的に除去すべきタンパク質もしくはタンパク質不純物の等電点の２．０ｐＨ単位もしく
は１．０ｐＨ単位以内にあるｐＨに調整される。ｐＨは、この溶液への酸もしくは塩基の
添加によって調整できる。溶液ｐＨは、さらにまた所望の溶液ｐＨを有するバッファを用
いた溶液の希釈または所望の溶液ｐＨを有するバッファ中へのこの溶液の透析もしくは透
析ろ過によって調整することもできる。活性化炭素は、引き続いて、乾燥形または水溶液
中に懸濁させたかのいずれかでｐＨ調整溶液に加えられる。この溶液は、次に、４８時間
までの期間にわたり活性化炭素と相互作用させられる。活性化炭素は、好ましくは、タン
パク質不純物吸着速度を最大化するために溶液中に懸濁させたまま保持される。この溶液
は、溶液容器の運動、またはマグネチックスターバーを用いた溶液の撹拌または機械的撹
拌器を用いた溶液の撹拌によってかき混ぜることができる。
【００７１】
　活性化炭素は、次に、活性化炭素が選択的に除去すべきタンパク質に結合している溶液
から分離される。結合活性化炭素は、溶液をろ過し、溶液ろ液を回収することによって分
離できる。または、結合活性化炭素は、溶液を遠心分離することによって、または結合活
性化炭素を沈降させて上清溶液を回収することによって分離できる。遠心分離または沈降
後に微粒子が上清中に残留している場合は、これらはろ過によって除去できる。残留溶液
は、減少したレベルの選択的に除去されるタンパク質を含有している。
【００７２】
　また別の実施形態では、少なくとも２種のタンパク質を含有する溶液から１種のタンパ
ク質を選択的に除去するために下記の手順を使用できる。
【００７３】
　少なくとも２種のタンパク質を含有する溶液のｐＨは、選択的に除去するのが望ましい
タンパク質の等電点の２．０ｐＨ単位以内もしくは１．０ｐＨ単位以内にあるｐＨに調整
される。ｐＨは、この溶液への酸もしくは塩基の添加によって調整されてよい。溶液ｐＨ
は、さらに所望のｐＨを有するバッファを用いた溶液の希釈によって調整することもでき
る。さらに、溶液ｐＨは、所望のｐＨを有するバッファ中への溶液の透析または透析ろ過
によって調整することもできる。
【００７４】
　一部の実施形態では、クロマトグラフィデバイス、例えばカラムに、活性化炭素の水性
スラリーが装填される。活性化炭素は、デバイス内、例えばカラム内に、乾燥粉末として
装填することもでき、この後水溶液で湿潤化される。しかし、時には、カラムが乾燥充填
されている場合、活性化炭素粒子から、または活性化炭素粒子間で小さな気泡を除去する
のは困難であることがある。カラムは次に、タンパク質を含有する溶液と同一ｐＨを有す
るバッファを用いて平衡化される。次にこの溶液は、引き続いて活性化炭素カラムを、１
５秒間から１０．０分間の間のカラム滞留時間を生じさせる流速で通過させられる。次に
、活性化炭素を使用して選択的に除去されたタンパク質を含有しない、または減少したレ
ベルのタンパク質を含有するカラムからの溶出液が収集される。
【００７５】
　様々な実施形態では、選択的に除去すべきタンパク質に結合している活性化炭素は、標
的タンパク質を含有するサンプルからろ過もしくは遠心分離によって、または遠心分離お
よびろ過両方の組み合わせによって除去することができる。
【００７６】
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　タンパク質の混合物を用いて開始時点に、混合物中のタンパク質全部の等電点は、この
混合物を等電点電気泳動法ゲルもしくはキャピラリー等電点電気泳動法にかけることによ
って容易に決定できる。錯体混合物のさらなる分解は、これらの等電点および次にこれら
のサイズの両方によりタンパク質を分離する二次元ゲル電気泳動法による分析によって達
成することができる。この情報に基づくと、本明細書に記載するように、活性化炭素を使
用する場合に、溶液条件を調整することにより、標的タンパク質以外のタンパク質を除去
することができる。
【００７７】
　以下では限定的と見なすべきではない実施例によって本発明を詳細に例示する。本出願
を通して引用した全ての参考文献、特許および公表特許出願ならびに図面の全内容は、本
明細書に参照により組み込まれる。
【実施例】
【００７８】
　［実施例１］
　活性化炭素を用いて、重量で１：１の溶液からチトクロムＣもしくはα－ラクトアルブ
ミンのどちらかを選択的に除去するために溶液ｐＨを利用する
　この代表的な実施例は、最初は混合物中に同等濃度で存在する２種のタンパク質の混合
物から、出発溶液のｐＨを操作することにより活性化炭素を使用して１種のタンパク質を
選択的に除去できることを明示する。この実験では、チトクロムＣもしくはα－ラクトア
ルブミンいずれかの選択的除去は、選択的に除去することが望ましいタンパク質の等電点
の近傍にある溶液ｐＨを使用して活性化炭素を用いて得た。
【００７９】
　チトクロムＣもしくはα－ラクトアルブミンの重量で１：１の溶液を下記で記載するよ
うな静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０で活性化炭
素により処理した。
【００８０】
　重量で１：１のタンパク質ストック溶液は、牛乳由来の２００ｍｇのα－ラクトアルブ
ミン（ＰＡＧＥにより≧８５％、製品番号Ｌ５３８５、ロット番号１１０Ｍ７００３Ｖ、
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セ
ントルイス）およびウマ心臓由来の２００ｍｇのチトクロムＣ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより
≧９５％、製品番号Ｃ２５０６、ロット番号０４１Ｍ７００８Ｖ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒ
ｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）を１００
ｍＬの水に溶解させることにより調製した。ストック溶液は、次に０．２２μｍメンブレ
ン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ｐ
ＬＵＳメンブレン、２５０ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌ
ｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）
に通してろ過した。
【００８１】
　ｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０の各々に対して３本の１５
ｍＬ遠心管に１０ｍｇのＮｕｃｈａｒ　ＨＤ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃ
ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド）を装填した。ｐＨ４．０、５
．０、６．０、７．０、８．０および９．０の各々に対して３本の１５ｍＬ遠心管は、活
性化炭素を含まない対照として使用した。次に適切なｐＨの２．５ｍＬのバッファ（ｐＨ
４．０、５．０、６．０については５０ｍＭ酢酸またはｐＨ７．０、８．０、９．０につ
いては５０ｍＭのＴｒｉｓ）を各遠心管に加えた。次に、２．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクト
アルブミンおよび２．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣを含有する２．５ｍＬの１：１タンパ
ク質ストック溶液を各遠心管に加えた。生じた溶液は、１．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトア
ルブミンおよび１．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣを有していた。遠心管を２０時間にわた
り回転させた。
【００８２】
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　遠心管を引き続いて遠心分離にかけ、溶液中に懸濁したままで残留するであろう任意の
活性化炭素粒子を除去するために、上清溶液を０．２２ミクロンメンブレン（Ｍｉｌｌｅ
ｘ－ＧＶ　０．２２ミクロンフィルタ装置Ｄｕｒａｐｏｒｅ　ＰＶＤＦメンブレン、ＥＭ
Ｄ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ
州ビルリカ）に通してろ過した。サンプルは、逆相ＨＰＬＣ（機器：Ａｇｉｌｅｎｔ　１
２９０　ＵＰＬＣ、カラム：Ｈｉｇｇｉｎｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔａｒｇａ　Ｃ１
８、移動相：溶媒Ａ－ＭｉｌｌｉＱ水中の０．１％トリフルオロ酢酸、溶媒Ｂ－１００％
アセトニトリル中の０．１％トリフルオロ酢酸（ＨＰＬＣグレード）、流量：１ｍＬ／分
、グラジエント：０から１５分間、５％から９５％Ｂ、カラムを再平衡化するためのポス
トタイム：１０分間、ＵＶ検出器の波長：２３０ｎｍ（リファレンス波長：５５０ｎｍ、
温度：２５℃）。タンパク質の回収率は、ＨＰＬＣピーク内で測定された面積に基づいて
計算した。
【００８３】
　下記の表Ｉに要約して図１に図示したように、この実験は、溶液ｐＨが除去すべきタン
パク質の等電点に近くなるように溶液ｐＨを調整することにより、異なる等電点を備える
２種のタンパク質から構成される溶液から単一タンパク質を選択的に除去することが可能
であることを明示している。例えば、たまたまα－ラクトアルブミンの等電点に近いｐＨ
４．０で活性化炭素を用いた重量で１：１のタンパク質溶液の処理後は、溶液中のチトク
ロムＣの組成は５０％から７７％に濃縮されたが、溶液中のα－ラクトアルブミンの組成
は５０％から２３％に減少した。
【００８４】
　これとは逆に、たまたまチトクロムＣの等電点に近いｐＨ９．０で活性化炭素を用いた
重量で１：１のタンパク質溶液の処理は、α－ラクトアルブミンの溶液組成を５０％から
１００％に濃縮させるが、他方チトクロムＣの溶液組成は５０％から０％に減少する。
【００８５】
　図１は、静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０で活
性化炭素を用いた処理後の、１．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣおよび１．０ｍｇ／ｍＬの
α－ラクトアルブミン（５０％：５０％の比率）から構成される溶液中のチトクロムＣお
よびα－ラクトアルブミンのパーセンテージ組成を図示している。図示したように、活性
化炭素は、溶液ｐＨがチトクロムＣの１０．０から１０．５の等電点に近い場合はチトク
ロムＣを選択的に除去し、溶液ｐＨがα－ラクトアルブミンの４．８の等電点に近い場合
はα－ラクトアルブミンを選択的に除去する。このグラフは、活性化炭素が、除去すべき
タンパク質の等電点に溶液ｐＨが近い場合にはこのタンパク質を選択的に除去できるとい
う予想外の結果を示している。
【００８６】
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【表１】

【００８７】
　［実施例２］
　チトクロムＣおよびα－ラクトアルブミンの両方を含有する溶液からのチトクロムＣの
選択的除去
　この代表的な実施例は、望ましくないタンパク質もしくはモデルタンパク質不純物は、
出発溶液のｐＨを望ましくないタンパク質もしくはモデルタンパク質不純物の等電点に近
くなるように操作すると、活性化炭素を使用して標的タンパク質を含有する溶液から選択
的に除去できることを明示している。この実験では、チトクロムＣの等電点に近い溶液ｐ
Ｈを選択することにより活性化炭素を用いてチトクロムＣを選択的および効率的に除去で
きることを明示するために、数多くのタンパク質不純物の濃度に類似する可能性がある１
００，０００ｐｐｍのチトクロムＣを含有するα－ラクトアルブミン溶液を静的条件下の
ｐＨ４．０もしくは９．０で活性化炭素を用いて処理した。
【００８８】
　溶液は、牛乳由来の４００ｍｇのα－ラクトアルブミン（ＰＡＧＥにより≧８５％、製
品番号Ｌ５３８５、ロット番号１１０Ｍ７００３Ｖ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）、ウマ心臓由来の４０
ｍｇのチトクロムＣ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより≧９５％、製品番号Ｃ２５０６、ロット番
号８４Ｈ７１３５、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３
１０３ミズーリ州セントルイス）および４０ｍＬの水から調製した。このタンパク質スト
ック溶液を次に０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉ
ｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン、２５０ｍＬ、カタログ番号：Ｓ
ＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１
８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過した。
【００８９】
　ｐＨ４．０および９．０について３本の１５ｍＬ遠心管に１０ｍｇのＮｕｃｈａｒ　Ｈ
Ｄ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア
州リッチモンド）を装填した。ｐＨ４．０および９．０について３本の別個の１５ｍＬ遠
心管は、活性化炭素を含まない対照として使用した。次に適切なｐＨ（ｐＨ４．０につい
ては５０ｍＭ酢酸、ｐＨ９．０については５０ｍＭのＴｒｉｓ）の２．５ｍＬのバッファ
を各遠心管に加えた。続いて、水中に１０．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミンおよび
１．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣを有する２．５ｍＬのタンパク質ストック溶液を各遠心
管に加えた。これは５．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミン、０．５ｍｇ／ｍＬのチト
クロムＣおよび２５ｍＭのバッファ濃度を備える溶液を生じた。遠心管を２０時間にわた
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り回転させた。
【００９０】
　遠心管を続いて遠心分離にかけ、溶液中に懸濁したままで残留するであろう活性化炭素
粒子を除去するために、上清溶液を０．２２ミクロンメンブレン（Ｍｉｌｌｅｘ－ＧＶ　
０．２２ミクロンフィルタ装置Ｄｕｒａｐｏｒｅ　ＰＶＤＦメンブレン、ＥＭＤ　Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ
）に通してろ過した。サンプルを逆相ＨＰＬＣ（機器：Ａｇｉｌｅｎｔ　１２９０　ＵＰ
ＬＣ、カラム：Ｈｉｇｇｉｎｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔａｒｇａ　Ｃ１８、移動相：
溶媒Ａ－ＭｉｌｌｉＱ水中の０．１％トリフルオロ酢酸、溶媒Ｂ－１００％アセトニトリ
ル中の０．１％トリフルオロ酢酸（ＨＰＬＣグレード）、流量：１ｍＬ／分、グラジエン
ト：０から１５分間、５％から９５％Ｂ、カラムを再平衡化するためのポストタイム：１
０分間、ＵＶ検出器の波長：２３０ｎｍ（リファレンス波長：５５０ｎｍ、温度：２５℃
）によって分析した。タンパク質の回収率は、ＨＰＬＣピーク内で測定された面積に基づ
いて計算した。
【００９１】
　表ＩＩの結果によって明示したように、モデルタンパク質不純物として使用したチトク
ロムＣは、チトクロムＣの等電点（ｐＩ：１０．０から１０．５）に近いｐＨ９．０で、
チトクロムＣおよびα－ラクトアルブミンを含有する溶液から選択的および効率的に除去
された。これとは対照的に、チトクロムＣの等電点からほど遠いｐＨ４．０では、溶液か
ら極めて少量のチトクロムＣしか除去されない。
【００９２】
　従って、関心標的タンパク質を含有する溶液中に存在する可能性がある任意のタンパク
質不純物を除去するためには、このタンパク質不純物の等電点に近いｐＨを有する溶液に
活性化炭素を加えることによって類似の分離法を実施できよう。
【００９３】
【表２】

【００９４】
　［実施例３］
　チトクロムＣの溶液からのα－ラクトアルブミンタンパク質の選択的除去
　この代表的な実施例は、出発溶液のｐＨが望ましくないタンパク質もしくはモデルタン
パク質不純物の等電点近くにされた場合は、さらにまた別の望ましくないタンパク質もし
くはモデルタンパク質不純物を、活性化炭素を使用して、標的タンパク質を含有する溶液
から選択的に除去できることを明示している。実施例２とは対照的に、ここで除去すべき
モデル不純物はα－ラクトアルブミンである。この実験では、α－ラクトアルブミンタン
パク質の等電点に近い溶液ｐＨを選択することによって活性化炭素を用いてα－ラクトア
ルブミンを選択的および効率的に除去できることを明示するために、１００，０００ｐｐ
ｍのα－ラクトアルブミンを含有するチトクロムＣ溶液を静的条件下のｐＨ４．０もしく
は９．０で活性化炭素を用いて処理した。
【００９５】
　溶液は、ウマ心臓由来の４００ｍｇのチトクロムＣ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより≧９５％
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、製品番号Ｃ２５０６、ロット番号８４Ｈ７１３５、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）、牛乳由来の４０ｍｇ
のα－ラクトアルブミン（ＰＡＧＥにより≧８５％、製品番号Ｌ５３８５、ロット番号１
１０Ｍ７００３Ｖ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３
１０３ミズーリ州セントルイス）および４０ｍＬの水から調製した。このタンパク質スト
ック溶液を次に０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉ
ｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン、２５０ｍＬ、カタログ番号：Ｓ
ＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１
８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過した。
【００９６】
　ｐＨ４．０および９．０について３本の１５ｍＬ遠心管に１０ｍｇのＮｕｃｈａｒ　Ｈ
Ｄ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア
州リッチモンド）を装填した。ｐＨ４．０および９．０について３本の別個の１５ｍＬ遠
心管は、活性化炭素を含まない対照として使用した。続いて、適切なｐＨの２．５ｍＬの
バッファ（ｐＨ４．０については５０ｍＭ酢酸、ｐＨ９．０については５０ｍＭのＴｒｉ
ｓ）を各遠心管に加えた。これに続いて各遠心管に、水中に１０．０ｍｇ／ｍＬのチトク
ロムＣおよび１．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミンを有する２．５ｍＬのタンパク質
ストック溶液を添加すると、５．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣ、０．５ｍｇ／ｍＬのα－
ラクトアルブミンおよび２５ｍＭのバッファ濃度を備える溶液が生じた。遠心管を２０時
間にわたり回転させた。
【００９７】
　遠心管を遠心分離にかけ、溶液中に懸濁したままで残留するであろう活性化炭素粒子を
除去するために、上清溶液を０．２２ミクロンメンブレン（Ｍｉｌｌｅｘ－ＧＶ　０．２
２ミクロンフィルタ装置Ｄｕｒａｐｏｒｅ　ＰＶＤＦメンブレン、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐ
ｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通
してろ過した。サンプルは逆相ＨＰＬＣ（機器：Ａｇｉｌｅｎｔ　１２９０　ＵＰＬＣ、
カラム：Ｈｉｇｇｉｎｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔａｒｇａ　Ｃ１８、移動相：溶媒Ａ
－ＭｉｌｌｉＱ水中の０．１％トリフルオロ酢酸、溶媒Ｂ－１００％アセトニトリル中の
０．１％トリフルオロ酢酸（ＨＰＬＣグレード）、流量：１ｍＬ／分、グラジエント：０
から１５分間、５％から９５％Ｂ、カラムを再平衡化するためのポストタイム：１０分間
、ＵＶ検出器の波長：２３０ｎｍ（リファレンス波長：５５０ｎｍ、温度：２５℃）によ
って分析した。タンパク質の回収率は、ＨＰＬＣピーク内で測定された面積に基づいて計
算した。
【００９８】
　表ＩＩＩで明示したように、α－ラクトアルブミンタンパク質は、α－ラクトアルブミ
ンの等電点（ｐＩ４．８）に近いｐＨ４．０でチトクロムＣおよびα－ラクトアルブミン
両方を含有する溶液から選択的および効率的に除去された。これとは対照的に、α－ラク
トアルブミンの等電点からほど遠いｐＨ９．０では極めて少量のα－ラクトアルブミンし
か除去されない。
【００９９】
　従って、実施例２および３はどちらも、溶液ｐＨが活性化炭素を用いて除去すべきタン
パク質の等電点に近い場合は、活性化炭素を用いて溶液から１種のタンパク質を選択的お
よび効率的に除去できることをさらに確証した。この所見は、新規および予想外の両方で
あり、溶液から１種の特異的タンパク質を除去する、またはタンパク質の混合物から１種
のタンパク質を除去することが所望である多数の様々な例において使用できる。
【０１００】
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【表３】

【０１０１】
　［実施例４］
　モノクローナル抗体を含有する混合物から１種のタンパク質を除去するための最適溶液
ｐＨ
　この代表的な実施例は、出発溶液のｐＨが不純物の等電点の近くにされると、活性化炭
素を使用して標的タンパク質としてのモノクローナル抗体を含有する溶液からモデルタン
パク質不純物を選択的に除去できることを明示している。溶液ｐＨがチトクロムＣの等電
点に近い場合に、活性化炭素を使用してチトクロムＣをこの溶液から選択的および効率的
に除去できることを明示するために、ＭＡｂＩモノクローナル抗体および２００，０００
ｐｐｍのチトクロムＣを含有する溶液を静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．
０、８．０および９．０で活性化炭素を用いて処理した。
【０１０２】
　透析チュービング（標準ＲＣ透析トライアルキット、Ｓｐｅｃｔｒａ／Ｐｏｒ（Ｒ）１
－３、３．５Ｋ　ＭＷＣＯ、５４ｍｍ　ＦＬＡＴ　ＷＩＤＴＨ、製品番号：１３２７２５
、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社、米国９０２２０カリフォルニア州ラ
ンチョ・ドミンゲス）を用いてバッファ塩を除去するために、ＭＡｂＩモノクローナル抗
体の１０．０ｍｇ／ｍＬ溶液を水中に透析した。透析したＭＡＢＩ溶液の一部分は、次に
Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ－１５遠心分離フィルタ装置（３ｋＤａ、カタログ番号：ＵＦ
Ｃ９００３２４、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８
２１マサチューセッツ州ビルリカ）を使用して濃縮した。この溶液の濃縮部分を透析した
ＭＡＢＩ溶液の残りと再結合すると、１０．０ｍｇ／ｍＬの濃度を備えるストック溶液が
得られた。ＭＡｂＩストック溶液を次に０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－Ｇ
Ｐ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン、２５０
ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過した。
【０１０３】
　ウマ心臓由来の２００ｍｇのチトクロムＣ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより≧９５％、製品番
号Ｃ２５０６、ロット番号０４１Ｍ７００８Ｖ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐ
ｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）を１００ｍＬの１０．０ｍ
ｇ／ｍＬのＭＡＢＩ溶液中に溶解させた。ストック溶液は、次に０．２２μｍメンブレン
（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬ
ＵＳメンブレン、２５０ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に
通してろ過した。
【０１０４】
　ｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０について３本の１５ｍＬ遠
心管に１０ｍｇのＮｕｃｈａｒ　ＨＤ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐ
ｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド）を装填した。ｐＨ４．０、５．０、



(22) JP 6067889 B2 2017.1.25

10

20

30

６．０、７．０、８．０および９．０について３本の１５ｍＬ遠心管は、活性化炭素を含
まない対照として使用した。適切なｐＨの２．５ｍＬのバッファ（ｐＨ４．０、５．０、
６．０については５０ｍＭ酢酸またはｐＨ７．０、８．０、９．０については５０ｍＭの
Ｔｒｉｓ）を各遠心管に加えた。１０．０ｍｇ／ｍＬのＭＡｂＩおよび２ｍｇ／ｍＬのチ
トクロムＣを含有する２．５ｍＬのストック溶液を各遠心管に加えた。生じた溶液は、５
．０ｍｇ／ｍＬのＭＡｂＩ、１．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣおよび２５ｍＭのバッファ
濃度を有した。遠心管を２０時間にわたり回転させた。
【０１０５】
　遠心管を引き続いて遠心分離にかけ、溶液中に懸濁したままで残留するであろう任意の
活性化炭素粒子を除去するために、上清溶液を０．２２ミクロンメンブレン（Ｍｉｌｌｅ
ｘ－ＧＶ　０．２２ミクロンフィルタ装置Ｄｕｒａｐｏｒｅ　ＰＶＤＦメンブレン、ＥＭ
Ｄ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ
州ビルリカ）に通してろ過した。サンプルは、分析的サイズ排除クロマトグラフィ（機器
：Ａｇｉｌｅｎｔ　１２６０　ＨＰＬＣ；カラム：Ｔｏｓｏｈ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
ＴＳＫ－Ｇｅｌ　Ｓｕｐｅｒ　ＳＷ３０００；移動相：０．２Ｍリン酸ナトリウム（ｐＨ
７．０）；流量：０．３５ｍＬ／分、アイソクラチックグラジエント、１５分間のランタ
イム；ＵＶ検出器の波長：２３０ｎｍ；温度：２５℃）によって分析した。各タンパク質
の回収率は、ＨＰＬＣピーク内で測定されたＡ２３０面積に基づいて計算した。
【０１０６】
　この実施例は、表ＩＶおよび図２に要約したように、このケースでは不純物であるチト
クロムＣは、溶液ｐＨがチトクロムＣの等電点に近い場合にモノクローナル抗体含有溶液
から効率的および選択的に除去されるという予想外の所見を明示している。従って、溶液
のｐＨがチトクロムＣの等電点（即ち、ｐＩ１０．０から１０．５）に近い９．０である
場合は、０．９ＬＲＶのチトクロムＣが除去された。これとは対照的に、チトクロムＣの
等電点からほど遠いｐＨ４．０では、活性化炭素によって０．０１ＬＲＶのチトクロムＣ
しか除去されなかった。
【０１０７】
　図２に示したグラフは、静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０お
よび９．０で活性化炭素を用いて処理されたモノクローナル抗体（ＭＡｂＩ）溶液から除
去されたチトクロムＣの対数減少値（ＬＲＶ）を図示している。チトクロムＣの最大量は
、溶液ｐＨが１０．０から１０．５のチトクロムＣの等電点に最も近いｐＨ９．０で除去
される。このグラフは、溶液ｐＨが除去すべきタンパク質の等電点に近い場合は、活性化
炭素がモノクローナル抗体溶液から１種のタンパク質を最も効率的に除去するという予想
外の所見を例示している。
【０１０８】
　従って、この実施例は、不純物の等電点に近くなるように溶液ｐＨを操作することによ
って、活性化炭素を使用すると関心タンパク質を含有する溶液からタンパク質不純物を除
去できるという新規で予想外の所見を明示している。
【０１０９】
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【表４】

【０１１０】
　［実施例５］
　モノクローナル抗体を含有する溶液から１種のタンパク質を除去するための最適溶液ｐ
Ｈ
　この代表的な実施例は、出発溶液のｐＨが望ましくないタンパク質もしくはタンパク質
不純物の等電点近くにされると、活性化炭素を使用して標的タンパク質としてのモノクロ
ーナル抗体を含有する溶液から望ましくないタンパク質もしくはモデルタンパク質不純物
を選択的に除去できることを明示している。実施例４とは対照的に、ここでのモデル不純
物はα－ラクトアルブミンである。
【０１１１】
　α－ラクトアルブミンの等電点に近くなるように溶液のｐＨを操作することによって、
活性化炭素を使用すると、さらにまた関心タンパク質（即ち、このケースではモノクロー
ナル抗体）を含有する溶液からまた別のタンパク質（即ち、α－ラクトアルブミン）を選
択的および効率的に除去できることを明示するために、モノクローナル抗体および２００
，０００ｐｐｍのα－ラクトアルブミンを含有する溶液を静的条件下のｐＨ４．０、５．
０、６．０、７．０、８．０および９．０で活性化炭素を用いて処理した。
【０１１２】
　ＭＡｂＩモノクローナル抗体の１０．０ｍｇ／ｍＬ溶液は、透析チュービング（標準Ｒ
Ｃ透析トライアルキット、Ｓｐｅｃｔｒａ／Ｐｏｒ（Ｒ）１－３、３．５Ｋ　ＭＷＣＯ、
５４ｍｍ　ＦＬＡＴ　ＷＩＤＴＨ、製品番号：１３２７２５、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、米国９０２２０カリフォルニア州ランチョ・ドミンゲス
）を用いてバッファ塩を除去するために水中に透析した。透析したＭＡＢＩ溶液の一部分
は、次にＡｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ－１５遠心分離フィルタ装置（３ｋＤａ、カタログ番
号：ＵＦＣ９００３２４、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米
国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）を使用して濃縮した。この溶液の濃縮部分を
透析したＭＡＢＩ溶液の残りと再結合すると、１０．０ｍｇ／ｍＬの濃度を備えるストッ
ク溶液が得られた。ＭＡＢＩストック溶液を次に０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃ
ｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン
、２５０ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過した
。
【０１１３】
　牛乳由来の２００ｍｇのα－ラクトアルブミン（ＰＡＧＥにより≧８５％、製品番号Ｌ
５３８５、ロット番号１１０Ｍ７００３Ｖ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒ
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ａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）を１００ｍＬの１０．０ｍｇ／
ｍＬのＭＡＢＩ溶液中に溶解させた。ストック溶液を０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒ
ｉｃｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブ
レン、２５０ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過
した。
【０１１４】
　ｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０について３本の１５ｍＬ遠
心管に１０ｍｇのＮｕｃｈａｒ　ＨＤ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐ
ｏｒａｔｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド）を装填した。ｐＨ値４．０、５．０
、６．０、７．０、８．０および９．０の各々について３本の１５ｍＬ遠心管は、活性化
炭素を含まない対照として使用した。続いて、適切なｐＨの２．５ｍＬのバッファ（ｐＨ
４．０、５．０、６．０については５０ｍＭ酢酸またはｐＨ７．０、８．０、９．０につ
いては５０ｍＭのＴｒｉｓ）を各遠心管に加えた。１０．０ｍｇ／ｍＬのＭＡＢＩおよび
２．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミンを含有する２．５ｍＬのストック溶液を続いて
各遠心管に加えた。生じた溶液は、５．０ｍｇ／ｍＬのＭＡＢＩ、１ｍｇ／ｍＬのα－ラ
クトアルブミンおよび２５ｍＭのバッファ濃度を有した。遠心管を２０時間にわたり回転
させた。
【０１１５】
　遠心管を遠心分離にかけ、溶液中に懸濁したままで残留するであろう活性化炭素粒子を
除去するために、上清溶液を０．２２ミクロンメンブレン（Ｍｉｌｌｅｘ－ＧＶ　０．２
２ミクロンフィルタ装置Ｄｕｒａｐｏｒｅ　ＰＶＤＦメンブレン、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐ
ｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通
してろ過した。サンプルを分析的サイズ排除クロマトグラフィ（機器：Ａｇｉｌｅｎｔ　
１２６０　ＨＰＬＣ；カラム：Ｔｏｓｏｈ　ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＴＳＫ－Ｇｅｌ　Ｓ
ｕｐｅｒ　ＳＷ３０００；移動相：０．２Ｍリン酸ナトリウム（ｐＨ７．０）；流量：０
．３５ｍＬ／分、アイソクラチックグラジエント、ランタイム：１５分間；ＵＶ検出器の
波長：２３０ｎｍ；温度：２５℃）によって分析した。各タンパク質の回収率は、ＨＰＬ
Ｃピーク内で測定されたＡ２３０面積に基づいて計算した。
【０１１６】
　表Ｖおよび図３に要約したこの実施例は、実施例４と一緒に、望ましくないタンパク質
の等電点に近くなるように溶液ｐＨを単純に調整することによって、関心タンパク質（こ
のケースではモノクローナル抗体）を含有する溶液中に存在する実際的にあらゆる望まし
くないタンパク質（このケースではα－ラクトアルブミン）を選択的および効率的に除去
するために、活性化炭素を使用できることを明示している。この場合には、溶液ｐＨのｐ
Ｈがα－ラクトアルブミンの等電点に近い場合に、α－ラクトアルブミンは、モノクロー
ナル抗体を含有する溶液から選択的および効率的に除去された。例えば、溶液のｐＨがα
－ラクトアルブミンの等電点（ｐＩ４．８）に近いｐＨ５．０である場合に、０．５７Ｌ
ＲＶのα－ラクトアルブミンが除去された。これとは対照的に、α－ラクトアルブミンの
等電点からほど遠いｐＨ９．０では、活性化炭素によって０．１２ＬＲＶのα－ラクトア
ルブミンしか除去されなかった。
【０１１７】
　図３に示したグラフは、静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０お
よび９．０で活性化炭素を用いて処理されたモノクローナル抗体（ＭＡｂＩ）溶液から除
去されたα－ラクトアルブミンの対数減少値（ＬＲＶ）を図示している。図示したように
、溶液ｐＨが４．８のα－ラクトアルブミンの等電点に最も近いｐＨ５．０で最大量のα
－ラクトアルブミンが除去された。このグラフは、溶液ｐＨが除去すべきタンパク質の等
電点に近い場合に活性化炭素がモノクローナル抗体溶液から１種のタンパク質を最も効率
的に除去するという予想外の所見を示している。
【０１１８】
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【表５】

【０１１９】
　［実施例６］
　モノクローナル抗体を含有する混合物から１種のタンパク質を除去するための最適溶液
ｐＨ
　この代表的な実施例は、出発溶液のｐＨが望ましくないタンパク質もしくはタンパク質
不純物の等電点の近くにされた場合は、活性化炭素を使用して標的タンパク質としてのモ
ノクローナル抗体を含有する溶液から望ましくないタンパク質もしくはモデルタンパク質
不純物を選択的に除去できることを明示している。実施例４および５とは対照的に、ここ
でのモデル不純物はリゾチームである。
【０１２０】
　溶液ｐＨがリゾチームの等電点に近い場合に活性化炭素を使用するとリゾチームをこの
溶液から選択的および効率的に除去できることを明示するために、ＭＡｂＩモノクローナ
ル抗体および２００，０００ｐｐｍのリゾチームを含有する溶液を静的条件下のｐＨ４．
０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０で活性化炭素を用いて処理した。
【０１２１】
　ＭＡｂＩモノクローナル抗体の１０．０ｍｇ／ｍＬ溶液は、透析チュービング（標準Ｒ
Ｃ透析トライアルキット、Ｓｐｅｃｔｒａ／Ｐｏｒ（Ｒ）１－３、３．５Ｋ　ＭＷＣＯ、
５４ｍｍ　ＦＬＡＴ　ＷＩＤＴＨ、製品番号：１３２７２５、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ社、米国９０２２０カリフォルニア州ランチョ・ドミンゲス）を用い
てバッファ塩を除去するために水中に透析した。透析したＭＡＢＩ溶液の一部分は、次に
Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ－１５遠心分離フィルタ装置（３ｋＤａ、カタログ番号：ＵＦ
Ｃ９００３２４、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８
２１マサチューセッツ州ビルリカ）を使用して濃縮した。この溶液の濃縮部分を透析した
ＭＡＢＩ溶液の残りと再結合すると、１０．０ｍｇ／ｍＬの濃度を備えるストック溶液が
得られた。ＭＡＢＩストック溶液は、次に０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－
ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン、２５
０ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過した。
【０１２２】
　ニワトリ卵白由来の８０ｍｇのリゾチーム（ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより≧９８％、製品番
号Ｌ４９１９、ロット番号１００Ｍ１８９７Ｖ１、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）を４０ｍＬの１０．０ｍ
ｇ／ｍＬのＭＡＢＩ溶液中に溶解させた。ストック溶液は、次に０．２２μｍメンブレン
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（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬ
ＵＳメンブレン、２５０ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に
通してろ過した。
【０１２３】
　ｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０について１本の遠心管に１
０ｍｇのＮｕｃｈａｒ　ＨＤ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔ
ｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド）を装填した。ｐＨ４．０、５．０、６．０、
７．０、８．０および９．０について別個の１５ｍＬ遠心管は、活性化炭素を含まない対
照として使用した。適切なｐＨの２．５ｍＬのバッファ（ｐＨ４．０、５．０、６．０に
ついては５０ｍＭ酢酸またはｐＨ７．０、８．０、９．０については５０ｍＭのＴｒｉｓ
）を各遠心管に加えた。１０．０ｍｇ／ｍＬのＭＡＢＩおよび２ｍｇ／ｍＬのリゾチーム
を含有する２．５ｍＬのストック溶液を各遠心管に加えた。生じた溶液は、５．０ｍｇ／
ｍＬのＭＡＢＩ、１．０ｍｇ／ｍＬのリゾチームおよび２５ｍＭのバッファ濃度を有した
。遠心管を２０時間にわたり回転させた。
【０１２４】
　遠心管を引き続いて遠心分離にかけ、溶液中に懸濁したままで残留するであろう任意の
活性化炭素粒子を除去するために、上清溶液を０．２２ミクロンメンブレン（Ｍｉｌｌｅ
ｘ－ＧＶ　０．２２ミクロンフィルタ装置Ｄｕｒａｐｏｒｅ　ＰＶＤＦメンブレン、ＥＭ
Ｄ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ
州ビルリカ）に通してろ過した。サンプルは、分析的サイズ排除クロマトグラフィ（機器
：Ａｇｉｌｅｎｔ　１２６０　ＨＰＬＣ；カラム：Ｔｏｓｏｈ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
ＴＳＫ－Ｇｅｌ　Ｓｕｐｅｒ　ＳＷ３０００；移動相：０．２Ｍリン酸ナトリウム（ｐＨ
７．０）；流量：０．３５ｍＬ／分、アイソクラチックグラジエント、ランタイム：１５
分間；ＵＶ検出器の波長：２３０ｎｍ；温度：２５℃）によって分析した。各タンパク質
の回収率は、ＨＰＬＣピーク内で測定されたＡ２３０面積に基づいて計算した。
【０１２５】
　この実施例は、表ＶＩおよび図４に要約したように、溶液ｐＨがリゾチームの等電点に
近い場合に、このケースでは不純物であると分類されるリゾチームがモノクローナル抗体
含有溶液から効率的および選択的に除去されるという予想外の所見を明示している。従っ
て、溶液のｐＨがリゾチームの等電点（即ち、ｐＩ１１．２から１１．３）に近い９．０
である場合は、０．４７ＬＲＶのリゾチームが除去された。これとは対照的に、リゾチー
ムの等電点からほど遠いｐＨ４．０では、活性化炭素によって０．０８ＬＲＶのリゾチー
ムしか除去されなかった。
【０１２６】
　図４に示したグラフは、静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０お
よび９．０で活性化炭素を用いて処理されたモノクローナル抗体（ＭＡｂＩ）溶液から除
去されたリゾチームの対数減少値（ＬＲＶ）を図示している。図示したように、溶液ｐＨ
が１１．２から１１．３のリゾチームの等電点に最も近いｐＨ９．０で最大量のリゾチー
ムが除去される。このグラフは、溶液ｐＨが除去すべきタンパク質の等電点に近い場合に
活性化炭素がモノクローナル抗体溶液から１種のタンパク質を最も効率的に除去するとい
う予想外の所見を明示している。
【０１２７】
　従って、この実施例は、実施例４および５と一緒に、不純物の等電点に近くなるように
溶液ｐＨを操作することによって、活性化炭素を使用すると関心タンパク質を含有する溶
液からタンパク質不純物を除去できるという新規で予想外の所見を明示している。
【０１２８】
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【表６】

【０１２９】
　［実施例７］
　モノクローナル抗体を含有する混合物から１種のタンパク質を除去するための最適溶液
ｐＨ
　この代表的な実施例は、出発溶液のｐＨがタンパク質不純物の等電点近くにされると、
活性化炭素を使用して標的タンパク質としてのモノクローナル抗体を含有する溶液からモ
デルタンパク質不純物を選択的に除去できることを明示している。実施例４、５および６
とは対照的に、本実施例で使用したモデル不純物はＢＳＡである。
【０１３０】
　溶液ｐＨがＢＳＡの等電点に近い場合に活性化炭素を使用してＢＳＡをこの溶液から選
択的および効率的に除去できることを明示するために、ＭＡｂＩモノクローナル抗体およ
び１００，０００ｐｐｍのＢＳＡを含有する溶液を静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６
．０、７．０、８．０および９．０で活性化炭素を用いて処理した。
【０１３１】
　ＭＡｂＩモノクローナル抗体の１０．０ｍｇ／ｍＬ溶液は、透析チュービング（標準Ｒ
Ｃ透析トライアルキット、Ｓｐｅｃｔｒａ／Ｐｏｒ（Ｒ）１－３、３．５Ｋ　ＭＷＣＯ、
５４ｍｍ　ＦＬＡＴ　ＷＩＤＴＨ、製品番号：１３２７２５、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ社、米国９０２２０カリフォルニア州ランチョ・ドミンゲス）を用い
てバッファ塩を除去するために水中に透析した。透析したＭＡＢＩ溶液の一部分は、次に
Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ－１５遠心分離フィルタ装置（３ｋＤａ、カタログ番号：ＵＦ
Ｃ９００３２４、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８
２１マサチューセッツ州ビルリカ）を使用して濃縮した。この溶液の濃縮部分を透析した
ＭＡＢＩ溶液の残りと再結合すると、１０．０ｍｇ／ｍＬの濃度を備えるストック溶液が
生じた。ＭＡＢＩストック溶液を次に０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－ＧＰ
　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン、２５０ｍ
Ｌ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過した。
【０１３２】
　ウシ血清由来の４０ｍｇのアルブミン（ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより≧９８％、製品番号Ａ
７９０６、ロット番号ＳＬＢＣ０６４７Ｖ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）を４０ｍＬの１０．０ｍｇ／ｍ
ＬのＭＡＢＩ溶液中に溶解させた。ストック溶液を０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉ
ｃｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレ
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ン、２５０ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃ
ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過し
た。
【０１３３】
　ｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０および９．０について１本の遠心管に１
０ｍｇのＮｕｃｈａｒ　ＨＤ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔ
ｉｏｎ社、米国バージニア州リッチモンド）を装填した。ｐＨ４．０、５．０、６．０、
７．０、８．０および９．０について別個の１５ｍＬ遠心管は、活性化炭素を含まない対
照として使用した。適切なｐＨの２．５ｍＬのバッファ（ｐＨ４．０、５．０、６．０に
ついては５０ｍＭ酢酸またはｐＨ７．０、８．０、９．０については５０ｍＭのＴｒｉｓ
）を各遠心管に加えた。１０．０ｍｇ／ｍＬのＭＡＢＩおよび１ｍｇ／ｍＬのＢＳＡを含
有する２．５ｍＬのストック溶液を各遠心管に加えた。生じた溶液は、５．０ｍｇ／ｍＬ
のＭＡＢＩ、０．５ｍｇ／ｍＬのＢＳＡおよび２５ｍＭのバッファ濃度を有した。遠心管
を２０時間にわたり回転させた。
【０１３４】
　遠心管を引き続いて遠心分離にかけ、溶液中に懸濁したままで残留するであろう任意の
活性化炭素粒子を除去するために、上清溶液を０．２２ミクロンメンブレン（Ｍｉｌｌｅ
ｘ－ＧＶ　０．２２ミクロンフィルタ装置Ｄｕｒａｐｏｒｅ　ＰＶＤＦメンブレン、ＥＭ
Ｄ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ
州ビルリカ）に通してろ過した。サンプルは、分析的サイズ排除クロマトグラフィ（機器
：Ａｇｉｌｅｎｔ　１２６０　ＨＰＬＣ；カラム：Ｔｏｓｏｈ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
ＴＳＫ－Ｇｅｌ　Ｓｕｐｅｒ　ＳＷ３０００；移動相：０．２Ｍリン酸ナトリウム（ｐＨ
７．０）；流量：０．３５ｍＬ／分、アイソクラチックグラジエント、１５分間のランタ
イム；ＵＶ検出器の波長：２３０ｎｍ；温度：２５℃）によって分析した。各タンパク質
の回収率は、ＨＰＬＣピーク内で測定されたＡ２３０面積に基づいて計算した。
【０１３５】
　この実施例は、表ＶＩＩおよび図５に要約したように、このケースではタンパク質不純
物として使用されるＢＳＡは、溶液ｐＨがＢＳＡの等電点に近い場合にモノクローナル抗
体含有溶液から効率的および選択的に除去されることを明示している。従って、溶液のｐ
ＨがＢＳＡの等電点（即ち、ｐＩ４．９）に近いｐＨ５．０である場合は、０．４０ＬＲ
ＶのＢＳＡが除去された。これとは対照的に、ＢＳＡの等電点からほど遠いｐＨ９．０で
は、活性化炭素によって０．０６ＬＲＶのＢＳＡしか除去されなかった。
【０１３６】
　図５に示したグラフは、静的条件下のｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０お
よび９．０で活性化炭素を用いて処理されたモノクローナル抗体（ＭＡｂＩ）溶液から除
去されたＢＳＡの対数減少値（ＬＲＶ）を図示している。図示したように、最大量のＢＳ
Ａは、溶液ｐＨが４．９のＢＳＡの等電点に最も近いｐＨ５．０で除去された。このグラ
フは、溶液ｐＨが除去すべきタンパク質の等電点に近い場合に活性化炭素がモノクローナ
ル抗体溶液から１種のタンパク質を最も効率的に除去するという予想外の結果を支持して
いる。
【０１３７】
　従って、この実施例は、実施例４、５および６と一緒に、不純物の等電点に近くなるよ
うに溶液ｐＨを操作することによって、活性化炭素を使用して関心タンパク質を含有する
溶液からタンパク質不純物を除去できるという新規で予想外の所見を明示している。
【０１３８】
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【表７】

【０１３９】
　［実施例８］
　数種の異なるタイプの活性化炭素を使用したα－ラクトアルブミン溶液からのチトクロ
ムＣタンパク質の選択的除去
　この代表的な実施例は、本明細書に記載した方法が数種の異なるタイプの活性化炭素を
使用して上首尾で実施できることを明示する。
【０１４０】
　モデルタンパク質不純物として使用される１００，０００ｐｐｍのチトクロムＣを含む
α－ラクトアルブミンの溶液は、ｐＨ４．０およびｐＨ９．０で数種の異なるタイプの活
性化炭素を用いて処理した。この実施例は、タンパク質不純物の等電点に近い溶液ｐＨを
選択することによって、数種の異なるタイプの活性化炭素を使用すると標的タンパク質を
含有するサンプルからタンパク質不純物を選択的および効率的に除去できることを明示し
ている。
【０１４１】
　溶液は、牛乳由来の８００ｍｇのα－ラクトアルブミン（ＰＡＧＥにより≧８５％、製
品番号Ｌ５３８５、ロット番号１１０Ｍ７００３Ｖ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）、ウマ心臓由来の８０
ｍｇのチトクロムＣ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより≧９５％、製品番号Ｃ２５０６、ロット番
号８４Ｈ７１３５、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３
１０３ミズーリ州セントルイス）および８０ｍＬの水を使用して調製した。水中の１０．
０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミンおよび１．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣからなるタ
ンパク質ストック溶液は、次に０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－ＧＰ　０．
２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン、２５０ｍＬ、カ
タログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏ
ｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過した。
【０１４２】
　ｐＨ４．０およびｐＨ９．０両方での３本の１５ｍＬ遠心管に１０ｍｇのＭｅａｄＷｅ
ｓｔＶａｃｏ　Ｎｕｃｈａｒ　ＨＤ活性化炭素（ＭｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ米国バージニア州リッチモンド）、１０ｍｇのＮｏｒｉｔ　Ｄａｒｃｏ　Ｋ
Ｂ－Ｇ活性化炭素（Ｎｏｒｉｔ　Ａｍｅｒｉｃａｓ社、米国テキサス州マーシャル）また
は１０ｍｇのＮｏｒｉｔ　ＣＧＰ　Ｓｕｐｅｒ活性化炭素（Ｎｏｒｉｔ　Ａｍｅｒｉｃａ
ｓ社、米国テキサス州マーシャル）のいずれかを装填した。ｐＨ４．０および９．０につ
いて３本の別個の１５ｍＬ遠心管は、活性化炭素を含まない対照として使用した。適切な
ｐＨの２．５ｍＬのバッファ（ｐＨ４．０については５０ｍＭ酢酸、ｐＨ９．０について
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は５０ｍＭのＴｒｉｓ）を各遠心管に加えた。水中に１０．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトア
ルブミンおよび１．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣを有する２．５ｍＬのタンパク質ストッ
ク溶液を各遠心管に加えた。これは５．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミン、０．５ｍ
ｇ／ｍＬのチトクロムＣおよび２５ｍＭのバッファ濃度を備える溶液を生じた。遠心管を
２０時間にわたり回転させた。
【０１４３】
　遠心管を引き続いて遠心分離にかけ、溶液中に懸濁したままで残留するであろう任意の
活性化炭素粒子を除去するために、上清溶液を０．２２ミクロンメンブレン（Ｍｉｌｌｅ
ｘ－ＧＶ　０．２２ミクロンフィルタ装置Ｄｕｒａｐｏｒｅ　ＰＶＤＦメンブレン、ＥＭ
Ｄ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ
州ビルリカ）に通してろ過した。サンプルは逆相ＨＰＬＣ（機器：Ａｇｉｌｅｎｔ　１２
９０　ＵＰＬＣ、カラム：Ｈｉｇｇｉｎｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔａｒｇａ　Ｃ１８
、移動相：溶媒Ａ－ＭｉｌｌｉＱ水中の０．１％トリフルオロ酢酸、溶媒Ｂ－１００％ア
セトニトリル中の０．１％トリフルオロ酢酸（ＨＰＬＣグレード）、流量：１ｍＬ／分、
グラジエント：０から１５分間、５％から９５％Ｂ、カラムを再平衡化するためのポスト
タイム：１０分間、ＵＶ検出器の波長：２３０ｎｍ（リファレンス波長：５５０ｎｍ、温
度：２５℃）によって分析した。タンパク質の回収率は、ＨＰＬＣピーク内で測定された
面積に基づいて計算した。
【０１４４】
　この実施例は、表ＶＩＩＩに要約したように、本明細書でモデル不純物として使用され
たチトクロムＣは、試験した３種の異なるタイプの活性化炭素を使用してチトクロムＣの
等電点（ｐＩ１０．０から１０．５）に近いｐＨ９．０でα－ラクトアルブミンを含有す
る溶液から選択的および効率的に除去できることを明示している。これとは対照的に、試
験した全３つのタイプの活性化炭素のケースでは、チトクロムＣの等電点からほど遠いｐ
Ｈ４．０ではα－ラクトアルブミン溶液から極めて少量のチトクロムＣしか除去されない
。従って、この実施例は、活性化炭素がタンパク質不純物を除去する能力は特定タイプの
活性化炭素に限定されず、一般に様々な異なる活性化炭素タイプに適用されることを明示
している。
【０１４５】
【表８】

【０１４６】
　［実施例９］
　活性化炭素の充填カラムを貫流したα－ラクトアルブミン溶液からのチトクロムＣタン
パク質の選択的除去
　この代表的な実施例は、本明細書に記載した方法がデバイス内に充填された活性化炭素
を使用してフロースルー動的モードで実施できることを明示している。本明細書で明示し
たように、動的フロースルー条件下で望ましくないタンパク質もしくはタンパク質不純物
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の等電点に近い溶液ｐＨを選択することによって、活性化炭素を使用すると、標的タンパ
ク質を含有するサンプルから望ましくないタンパク質もしくはタンパク質不純物を選択的
および効率的に除去できる。
【０１４７】
　溶液は、牛乳由来の１，５００ｍｇのα－ラクトアルブミン（ＰＡＧＥにより≧８５％
、製品番号Ｌ５３８５、ロット番号１１０Ｍ７００３Ｖ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国６３１０３ミズーリ州セントルイス）、ウマ心臓由来の
１５０ｍｇのチトクロムＣ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより≧９５％、製品番号Ｃ２５０６、ロ
ット番号８４Ｈ７１３５、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米
国６３１０３ミズーリ州セントルイス）および１５０ｍＬの水を使用して調製した。水中
の１０．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミンおよび１．０ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣか
らなるタンパク質ストック溶液は、次に０．２２μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－Ｇ
Ｐ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン、２５０
ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ州ビルリカ）に通してろ過した。
【０１４８】
　ｐＨ４．０のストック溶液は、ｐＨ４．０の５．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミン
、０．５ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣおよび２５ｍＭアセテートを含む溶液を得るために、
水中のストック溶液の６０ｍＬ部分をｐＨ４．０の６０ｍＬの５０ｍＭ酢酸ナトリウムと
混合することによって調製した。ｐＨ９．０のストック溶液は、ｐＨ９．０の５．０ｍｇ
／ｍＬのα－ラクトアルブミン、０．５ｍｇ／ｍＬのチトクロムＣおよび２５ｍＭのＴｒ
ｉｓを含む溶液を得るために、水中のストック溶液の６０ｍＬ部分をｐＨ９．０の６０ｍ
Ｌの５０ｍＭのＴｒｉｓと混合することによって調製した。ストック溶液を次に０．２２
μｍメンブレン（Ｓｔｅｒｉｃｕｐ－ＧＰ　０．２２μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐ
ｒｅｓｓ　ＰＬＵＳメンブレン、２５０ｍＬ、カタログ番号：ＳＣＧＰＵ０２ＲＥ、ＥＭ
Ｄ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国０１８２１マサチューセッツ
州ビルリカ）に通してろ過した。
【０１４９】
　２本のガラス製クロマトグラフィカラム（Ｏｍｎｉｆｉｔ　Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　Ｃｏ
ｌｕｍｎ　１０ｍｍ／１００ｍｍ、直径１０ｍｍ、長さ１００ｍｍ、ＳＫＵ：００６ＢＣ
Ｃ－１０－１０－ＡＦ、Ｄｉｂａ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ、米国０６８１０コネチカット
州ダンベリー）に水中でスラリー化した２００ｍｇのＮｕｃｈａｒ　ＨＤ活性化炭素（Ｍ
ｅａｄＷｅｓｔＶａｃｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社、米国バーモント州リッチモンド）
を装填すると、０．８ｍＬの充填カラム量が得られた。カラムは、活性化炭素スラリー内
に水性バッファを貫流させることによって充填した。１本のカラムはｐＨ４．０の２５ｍ
Ｍ酢酸ナトリウムを用いて平衡化し、第２のカラムはｐＨ９．０の２５ｍＭのＴｒｉｓを
用いて平衡化した。
【０１５０】
　ｐＨ４．０もしくはｐＨ９．０の１００ｍＬのストック溶液を適切に平衡化させた活性
化炭素カラムに０．４ｍＬ／分で通過させると、活性化炭素カラム内での２．０分間の滞
留時間が生じ、この後に１２．５ｍＬのバッファ（ｐＨ４．０の２５ｍＭ酢酸ナトリウム
、ｐＨ９．０の２５ｍＭのＴｒｉｓ）を通過させた。１２．５ｍＬの９つのフラクション
を収集した。個々のフラクションおよび全９つのプールサンプルを逆相ＨＰＬＣ分析にか
けた。サンプルは逆相ＨＰＬＣ（機器：Ａｇｉｌｅｎｔ　１２９０　ＵＰＬＣ、カラム：
Ｈｉｇｇｉｎｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔａｒｇａ　Ｃ１８、移動相：溶媒Ａ－Ｍｉｌ
ｌｉＱ水中の０．１％トリフルオロ酢酸、溶媒Ｂ－１００％アセトニトリル中の０．１％
トリフルオロ酢酸（ＨＰＬＣグレード）、流量：１ｍＬ／分、グラジエント：０から１５
分間、５％から９５％Ｂ、カラムを再平衡化するためのポストタイム：１０分間、ＵＶ検
出器の波長：２３０ｎｍ（リファレンス波長：５５０ｎｍ、温度：２５℃）によって分析
した。タンパク質の回収率は、ＨＰＬＣピーク内で測定された面積に基づいて計算した。
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【０１５１】
　表ＩＸおよび表Ｘならびに図６および７に要約したように、この実施例の結果は、フロ
ー条件下で望ましくないタンパク質もしくはタンパク質不純物の等電点に近い溶液ｐＨを
選択することによって、活性化炭素を使用すると標的タンパク質を含有するサンプルから
望ましくないタンパク質もしくはタンパク質不純物を選択的および効率的に除去できるこ
とを明示している。この実施例でモデルタンパク質不純物として使用したチトクロムＣの
活性化炭素を使用したα－ラクトアルブミンを含有する溶液からのフロースルー除去は、
溶液ｐＨに高度に依存していた。ｐＨ４．０では、チトクロムＣは、α－ラクトアルブミ
ンと一緒に最初のフラクションを貫通した。これとは対照的にｐＨ９．０では、チトクロ
ムＣの貫通は、カラムに活性化炭素１Ｌ当たり１．０９ｋｇのα－ラクトアルブミンが装
填されてしまった第７フラクションまで観察されなかった。個別フラクションのプールか
ら計算されたα－ラクトアルブミンの総回収率はｐＨ４．０では８８％に過ぎなかったが
、ｐＨ９．０では９４％であった。溶液がｐＨ４．０で活性化炭素カラムを通過した後、
α－ラクトアルブミンと比較したチトクロムＣの濃度は１００，０００ｐｐｍから１０６
，１２５ｐｐｍへ増加したので、結果としてチトクロムＣのＬＲＶは－０．０３となった
。これとは対照的に、溶液がｐＨ９．０で活性化炭素カラムを通過した後は、α－ラクト
アルブミンと比較したチトクロムＣの濃度は１００，０００ｐｐｍから１０，５８４ｐｐ
ｍへ有意に減少し、結果としてチトクロムＣのＬＲＶは０．９８となった。この実施例は
、フロー条件下で活性化炭素を使用したサンプル中の標的タンパク質の純度を増加させる
ために理想的な溶液ｐＨは、サンプルから除去すべきタンパク質不純物もしくは望ましく
ないタンパク質の等電点に近い溶液ｐＨであることを明示している。
【０１５２】
　図６は、５．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミンおよび０．５ｍｇ／ｍＬのチトクロ
ムＣの溶液がｐＨ４で活性化炭素のカラムを通過した後に収集された１２．５ｍＬのフラ
クション中のチトクロムＣおよびα－ラクトアルブミンの濃度を図示している。このグラ
フは、フロー条件下で活性化炭素を用いた処理によるα－ラクトアルブミンからのチトク
ロムＣの除去は、４．０の溶液ｐＨがチトクロムＣの１０．０から１０．５の等電点から
ほど遠いために効果がないことを明示している。
【０１５３】
　図７は、５．０ｍｇ／ｍＬのα－ラクトアルブミンおよび０．５ｍｇ／ｍＬのチトクロ
ムＣの溶液がｐＨ９で活性化炭素のカラムを通過した後に収集された１２．５ｍＬのフラ
クション中のチトクロムＣおよびα－ラクトアルブミンの濃度を図示している。このグラ
フは、フロー条件下で活性化炭素を用いた処理によるα－ラクトアルブミンからのチトク
ロムＣの除去は、９．０の溶液ｐＨがチトクロムＣの１０．０から１０．５の等電点に近
いために効果的であることを明示している。
【０１５４】
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【表９】

【０１５５】
【表１０】

【０１５６】
　本明細書は、これにより参照により組み込まれる本明細書の中で引用された参考文献の
教示を参照すると最も完全に理解される。本明細書内の実施形態は、本発明における実施
形態の例示を提供するものであり、この範囲を限定すると見なすべきではない。当業者で
あれば、多数の他の実施形態が本発明によって含まれることを容易に認識できよう。全て
の刊行物および発明は、参照により全体として組み込まれる。参照により組み込まれる資
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料が本明細書と矛盾する、または不整合である場合には、本明細書があらゆるこのような
資料に優先される。本明細書でのいずれかの参考文献の言及は、このような参考文献が本
発明にとっての先行技術であると容認するものではない。
【０１５７】
　他に指示しない限り、特許請求の範囲を含む本明細書で使用した成分の量、細胞培養、
治療条件などを表示する全ての数値は、全ての場合に用語「約」によって修飾されると理
解すべきである。従って、別途反対のことが指示されない限り、数的パラメータは近似値
であり、本発明によって得ようと努められた所望の特性に依存して変動する可能性がある
。他に特に指示されない限り、一連の要素に先行する用語「少なくとも」は、この一連内
の各要素を意味すると理解すべきである。当業者であれば、ルーチンの実験以上のものを
使用せずに本明細書に記載した本発明の特定の実施形態の多数の同等物を認識できる、ま
たは確認できるであろう。このような同等物は、以下の特許請求の範囲に含まれることが
意図されている。
【０１５８】
　本発明の多数の修飾および変更は、当業者には明白であるように、本発明の精神および
範囲から逸脱することなく加えることができる。本明細書に記載した特定の実施形態は、
例示するためにのみ提供されるもので限定することは決して意図していない。本明細書お
よび実施例は例示のためだけであり、本発明の真の範囲および精神は下記の特許請求の範
囲によって指示されることが意図されている。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【図６】

【図７】
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