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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ミクロポア系及び開口を有する該ミクロポア系の表面を呈するコアを含むマトリックスで
あって、上記ミクロポアに浸透できないほど大きな分子量のポリマーＩで上記表面が被覆
されており、ポリマーＩが、開口を有するミクロポア系の表面に架橋及び／又は共有結合
しているとともにポリマーＩのすべて又は実質的にすべての分子がミクロポア内への輸送
から排除され、ポリマーＩが多孔質であって、コアの分離特性とは異なる分離特性を有す
ることを特徴とするマトリックス。
【請求項２】
前記開口の直径が１μｍ未満であることを特徴とする、請求項１記載のマトリックス。
【請求項３】
前記ミクロポア系が該系への対流性物質移行を防止する開口を有する拡散性細孔系を有す
ることを特徴とする、請求項１又は請求項２記載のマトリックス。
【請求項４】
前記ミクロポアの表面及びポリマーＩが疎水性であることを特徴とする、請求項１乃至請
求項３のいずれか１項記載のマトリックス。
【請求項５】
前記ミクロポアの表面がヒドロキシ基を呈することを特徴とする、請求項１乃至請求項４
のいずれか１項記載のマトリックス。
【請求項６】
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前記コアがポリマー（ＩＩ）からなることを特徴とする、請求項１乃至請求項５のいずれ
か１項記載のマトリックス。
【請求項７】
ポリマーＩＩが疎水性であって、その表面が親水性化されていることを特徴とする、請求
項６記載のマトリックス。
【請求項８】
ポリマーＩ及びＩＩの少なくとも一方、好ましくは両方が親水性ポリマー、特にポリヒド
ロキシポリマー、好ましくは多糖類から選択され、選択されたポリヒドロキシポリマーの
少なくとも一方が架橋していることを特徴とする、請求項６又は請求項７記載のマトリッ
クス。
【請求項９】
ポリマーＩ及びＩＩの少なくとも一方、好ましくは両方がプルラン、澱粉、セルロース、
デキストラン及びアガロースから選択されることを特徴とする、請求項６又は請求項７記
載のマトリックス。
【請求項１０】
ポリマーＩを呈する表面及びコアのミクロポア系が、ある分子量及び／又は形状の化合物
の浸透能力に関して異なる密度（ストークス半径）を有することを特徴とする、請求項１
乃至請求項９のいずれか１項記載のマトリックス。
【請求項１１】
前記ミクロポアが、ポリマーＩで被覆された表面よりも浸透し易いことを特徴とする、請
求項１０記載のマトリックス。
【請求項１２】
前記ミクロポアが、ポリマーＩで被覆された表面よりも浸透しにくいことを特徴とする、
請求項１０記載のマトリックス。
【請求項１３】
前記ミクロポア及び／又はポリマーＩが、
ａ．イオン交換基
ｂ．バイオアフィニティー基
ｃ．疎水性基
ｄ．コバレントクロマトグラフィーに使用できる基
ｆ．キレート又はキレート形成基
ｇ．いわゆるπ－π相互作用を発揮できる芳香族系を有する基
ｈ．水素結合性の基
ｉ．親水性基
からなる群から選択される１種以上のリガンドを呈することを特徴とする、請求項１乃至
請求項１２のいずれか１項記載のマトリックス。
【請求項１４】
ミクロポアにおける１種以上の選択されたリガンドの置換度が、ポリマーＩからなる表面
層の同じリガンドの置換度とは異なることを特徴とする、請求項１３記載のマトリックス
。
【請求項１５】
ミクロポア又はポリマーＩにおける１種以上の選択されたリガンドの置換度が実質的に０
であることを特徴とする、請求項１３又は請求項１４記載のマトリックス。
【請求項１６】
粒径１～１０，０００μｍの一群の粒子の形態にあることを特徴とする、請求項１乃至請
求項１５のいずれか１項記載のマトリックス。
【請求項１７】
粒子を液体媒体で満たしたときに液体媒体とは異なる密度を有することを特徴とする、請
求項１６記載のマトリックス。
【請求項１８】



(3) JP 4135812 B2 2008.8.20

10

20

30

40

50

単分散であることを特徴とする、請求項１６又は請求項１７記載のマトリックス。
【請求項１９】
粒子が一定範囲内の粒径及び／又は密度を示すことを特徴とする、請求項１６又は請求項
１７記載のマトリックス。
【請求項２０】
請求項１乃至請求項１９のいずれか１項記載のマトリックスの、該マトリックスへの分配
による、液体媒体中、好ましくは水性媒体中の物質の分離への使用。
【請求項２１】
前記分離が、物質がマトリックスの構造／リガンドに結合する吸着法であることを特徴と
する、請求項２０記載の使用。
【請求項２２】
クロマトグラフィー法であることを特徴とする、請求項２０乃至請求項２２のいずれか１
項記載の使用。
【請求項２３】
前記マトリックスが一群の粒子を含み、粒子への分配が懸濁／流動床の形態の粒子で起こ
ることを特徴とする、請求項２０乃至請求項２２のいずれか１項記載の使用。
【請求項２４】
粒子が安定な流動床の形態であることを特徴とする、請求項２３記載の使用。
【請求項２５】
粒子が充填床の形態であることを特徴とする、請求項２２記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
本発明は、成分混合物からの１種以上の成分の分離に使用できるマトリックスに関する。
特定のタイプのマトリックスではその他の用途も存在する。分離とは、１種以上の成分を
含む液体を特定のタイプのマトリックスと接触させ、除去すべき１種以上の成分をマトリ
ックスに分配せしめて、マトリックスへの分配が異なる残りの成分から分離することを意
味する。「マトリックスへの分配」という表現は、成分がマトリックスに結合又はマトリ
ックス上（内）に吸着することを意味する。
分離法は、モノリシックマトリックスでの又は粒子の充填床もしくは流動床でのクロマト
グラフィーの形態でもよいし、或いは懸濁粒子の回分プロセスとしても実施できる。マト
リックスへの分配は、それぞれアフィニティークロマトグラフィー及びゲルクロマトグラ
フィーにおけるように、親和性又は分子の大きさ／分子形状に基づくものがある。
分離という用語は、除去すべきものを含む液体に分離マトリックスを接触させる脱塩、緩
衝液交換、濃縮等も意味する。
分離すべき成分を含む液体では、ストリーミング又は乱流のために対流性物質移行が起こ
る。この物質移行に関連して、上述の分離に使用されるマトリックスは、典型的には、１
）対流性物質移行が起こる環境（対流性環境）と２）拡散性輸送のみが起こる環境（拡散
性環境）の２種類の環境を呈する。これら２種類の環境は、通常、対流性物質移行を防止
する開口を通して、使用した液体を介して互いに接触している。
モノリシックマトリックス及び粒子マトリックスは、両方の種類の環境を呈し得る。モノ
リシックマトリックスに関しては、それぞれスルーフロー細孔及び拡散細孔の形態である
。粒子に関する追加の対流性環境は、粒子の周りの外部環境、即ち、充填ビーズにおける
粒子間の空隙容量並びに懸濁床及び流動床における周囲の液体である。スルーフロー細孔
及び拡散細孔の両方を呈するクロマトグラフィー用のマトリックスは、長い間、おそらく
細孔の種類を最適に活用できずに使用されてきた。例えば、国際公開第９１００７６２号
（Ｐｅｒｓｅｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．）参照。両方の細孔を呈する
多糖類系のマトリックスは、国際公開第９３１９１１５号（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ　ＡＢ）に記載されている。
スルーフロー細孔又は拡散細孔として機能する細孔の大きさの限界は、液体の移動性及び
粘性（例えば流速）、細孔表面の特性、対流性物質移行を生じる流れを制限する表面のコ
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ーティング等の結果である。分離用に重要なスルーフロー細孔の大きさは、０．４～１，
０００μｍの範囲内である。拡散性細孔の大きさは、スルーフロー細孔のものと同じ変数
の結果である。分離用の拡散性細孔は典型的には１μｍ未満である。同様のことは、拡散
性環境と対流性環境の間の開口についてもいえる。
【背景技術】
発明の効果及び発明が解決しようとする課題
純粋な生成物を確実に得るために、幾つかの異なる補足的なクロマトグラフィー法、例え
ばゲル濾過、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、バイ
オアフィニティークロマトグラフィーが連続して用いられることが多い。幾つかの連続的
クロマトグラフィー工程は煩わしく、費用がかかり、特に工業規模では、費用のために達
成される精製能力が制限されかねない。
精製工程の数を減らすための多官能性クロマトグラフィー媒体を創生する多くの試みが、
特に、精製すべき物質と様々な種類の物理的／化学的相互作用を生じる異なる官能基をク
ロマトグラフィー材料に設けることによって、なされてきた。実際には、異なる相互作用
が互いに相殺して劣った結果をもたらすことが多い（例えば、静電相互作用と疎水性相互
作用の組合せ）。
粒子状イオン交換体でのイオン交換は、粒子とは逆の電荷をもつ巨大分子の存在下でマト
リックス粒子の凝集を導くことが多い。これらの問題は表面電荷に起因し、回分式懸濁法
及び流動床で顕著となる。これに関しては、細胞培養上清、その他様々な種類の微生物を
始めとする細胞全体及び／又はその一部を含む試料溶液が特筆される。
本発明では、同じクロマトグラフィー媒体で異なる分離原理の共操作を達成することがで
き、こうして精製プロセスに必要な分離段階の数が減る。
公知のマトリックス
デキストランでコートした架橋アガロースの多孔質粒子は、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ（登録商標
）という商品名でＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ（スウ
ェーデン、ウプサラ）から市販されている。Ｓｕｐｅｒｄｅｘ（登録商標）の製造では、
デキストランが粒子の内部及び粒子の外部に存在できるような分子量分布を有するデキス
トランが使用される。
メンブラン／マトリックスの細孔表面は、細孔の目詰まりを防ぐ分子量のポリマーで被覆
できる（欧州特許出願公開第２２１０４６号（Ｍｏｎｓａｎｔｏ））。
本発明とは異なる構成の多官能性マトリックスは既に記載されている。米国特許第４５４
４８５号（Ｐｕｒｄｕｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ；Ｈａｇｅｓｔａｍ　＆　Ｐｉｎｋｅｒ
ｔｏｎ）、米国特許第５５２２９９４号（Ｃｏｒｎｅｌｌ　Ｒｅｓ．Ｆｏｕｎｄ．；＆　
Ｓｖｅｃ）、国際公開第９４０９０６３号（Ｃｏｒｎｅｌｌ　Ｒｅｓ．Ｆｏｕｎｄ，；Ｆ
ｒｅｃｈｅｔ　＆　Ｓｖｅｃ）、国際公開第９４０８６８６号（Ｃｏｒｎｅｌｌ　Ｒｅｓ
．Ｆｏｕｎｄ．；Ｆｒｅｃｈｅｔ，Ｓｍｉｇｏｌ　＆　Ｓｖｅｃ）及び国際公開第９３１
７０５５号（Ｃｏｒｎｅｌｌ　Ｒｅｓ．Ｆｏｕｎｄ．；Ｆｒｅｃｈｅｔ　＆　Ｈｏｓｏｙ
ａ）参照。
【発明が解決しようとする課題】
本発明の目的は、以下のものを提供することである。
１．大きさ及び形状の異なる成分間の識別に関して選択性の向上したゲル濾過媒体。
２．官能基、電荷、疎水性／親水性環境等のタイプに関して内部環境がその表面環境と異
なる多孔質粒子又は多孔質モノリシック構造。
３．特に液体クロマトグラフィーにおいて、ゲル濾過、分配クロマトグラフィー及びアフ
ィニティー（イオン交換、疎水性相互作用、バイオアフィニティー相互作用／反応等）に
基づく単純化された分離法。
４．マトリックス内部又はマトリックス外部に、大きな細孔（マクロポア）又はマトリッ
クス周囲から小さな内部細孔（ミクロポア）の境界を定める表面層を有する新規粒子又は
モノリシック構造。この表面層は、ある大きさを超える化合物／成分が通過するのを防止
するとともに、大きな化合物／成分がマトリックスに結合するのを防ぐ（表面層、ロック
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）。ミクロポアの吸着特性も、ミクロポアに浸透する成分が、表面層内／上に付着しない
ように、表面層のものと異なっていてもよい。
【課題を解決するための手段】
本発明の改善は、小さな細孔（ミクロポア）の細孔系を画成する内部表面及び該ミクロポ
ア系の境界を定める外部表面を呈するマトリックスで達成される。本発明を特徴づける性
質は、マトリックス（コア）のこの外部表面にポリマー（Ｉ）が結合していて、該ポリマ
ーがミクロポアに浸透できない分子量及び形状を有することである。関心のもたれるミク
ロポアは、場合によっては１μｍ未満であるが、最終マトリックスの用途に応じて、これ
よりも大きくてもよい。ミクロポアは、多くの場合拡散性細孔に相当する。外部表面は、
それに対して対流性物質移行が起こる表面であってもよい。外部表面が細孔表面に相当す
る限り、このような相当する細孔を以下マクロポアと呼ぶ。
「ミクロポアに浸透できない分子量及び形状」という表現は、コーティングに利用される
ポリマー標品（ポリマーＩ）が、ミクロポアを通して裸のマトリックス中に輸送できる液
体に該標品を溶解したときに、該標品中のすべて又は実質的にすべてのポリマー分子がミ
クロポア内への輸送から排除されるような分子量分布を有することを意味する。これは、
ポリマーＩを外部表面に固定したときに、ポリマーＩがミクロポアの分離特性と異なる分
離特性を該表面に付与できることを意味する。
【発明を実施するための最良の形態】
裸のマトリックス（コア）
原則として、クロマトグラフィー及びモレキュラーシーブの基本的マトリックスは、本発
明のコアとして適している。このような基本的マトリックスは、モノリシックでも粒状で
も、有機化合物又は無機化合物に基づくものでも、１種以上のポリマーに基づくものでも
、親水性、疎水性又は中間的な親水性のものでもよい。
親水性有機コアの例は、ヒドロキシ基（－ＯＨ）、アミン基（１級、２級、３級、４級ア
ミン／アンモニウム）、カルボキシ基（－ＣＯＯＨ／－ＣＯＯ－）、繰返し基－ＯＣＨ2

ＣＨ2－、－ＯＣＨ2ＣＨ2ＣＨ2－及び－ＯＣＨ2ＣＨ2（ＣＨ3）－、アミド基（－ＣＯＮ
Ｈ2、低級アルキル（Ｃ1-10）等で置換されていてもよい。）であり、親水性基は好まし
くはポリマーの１つのモノマー単位に直接結合する。ポリヒドロキシポリマー及びポリア
ミドは典型的な親水性ポリマーであり、それらの中でも、水性媒体に不溶性であり、ポリ
ビニルアルコール、ポリ（ヒドロキシアルキルメタクリレート）及び対応アクリレート、
ポリアクリル及びポリメタクリルアミド（例えば、トリスアクリルアミド及びトリスメタ
クリルアミド（トリス＝（ＨＯＣＨ2ＣＨ2）3ＣＮＨ2））で、場合によってＮ，Ｎ’－ア
ルキレン－ビスメタクリルアミド又は対応ビスアクリルアミドで架橋されたもの、アガロ
ース、デキストラン、プルラン及びセルロースのような多糖類系のポリマーが挙げられ、
これらはすべて所望により架橋されていてもよい。好ましいポリヒドロキシポリマーは、
分離に適した液体媒体（例えば水）中で、典型的に濡らすことができ、好ましくは膨張性
である。疎水性コアの細孔の表面は、親水性化、つまり、水がコアの内部に容易に浸透で
きるように上述の１種以上の親水性基に暴露することによって誘導体化してもよい。数多
くの親水性化法が既に公知であり、例えば、溶解状態でミクロポアに浸透でき、細孔表面
に付着できる親水性ポリマーでの被覆があり（米国特許第４５３５０１０号，Ａｘｅｎ他
；及び米国特許第５０３０３５２号，Ｒｅｇｎｉｅｒ他）、表面への架橋及び／又は共有
結合によって安定化させることができる。別の方法では、コアを製造するための重合を親
水性末端（反応性界面活性剤）を呈する共重合性モノマーの存在下で実施するか、或いは
基本ポリマー骨格の疎水性基に親水性基を後で共有結合的に導入する。後者は、水溶性モ
ノマー又はポリマー化合物の表面へのグラフト化／重合によって実施できる。
疎水性有機コアの例は、多孔質の形態のスチレン－ジビニルベンゼンポリマー、ポリ（ア
ルキルメタクリレート）、過フッ素化炭化水素（ＰＦＣ）のポリマー等である。
無機コアの例は、多孔質の形態のガラス、シリカゲル、ゼオライト、珪藻土、複合材料、
酸化ジルコニウム等である。
本願出願時点で、最も好ましいコアは、ビーズ状のアガロースに基づくもので場合によっ
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て架橋され、場合によって細孔内のデキストランで誘導体化したもの（例えばそれぞれＳ
ｅｐｈａｒｏｓｅ（登録商標）及びＳｕｐｅｒｄｅｘ（登録商標）という商品名で市販さ
れている等級のもの）、ビーズ状の架橋デキストラン（例えばＳｅｐｈａｄｅｘ（登録商
標）という商品名で市販されている等級のもの）、セルロース（例えばＳｅｐｈａｃｅｌ
（登録商標）という商品名で市販されている等級のもの）、細孔内のデキストランで誘導
体化されたポリアクリルアミドの架橋多孔質粒子（例えばＳｅｐｈａｃｒｙｌ（登録商標
））、並びに例えばスチレン－ジビニルベンゼンポリマーの単分散又は多分散多孔質粒子
を親水性化したもの（例えばＭｏｎｏＢｅａｄｓ（登録商標）及びＳｏｕｒｃｅ（商標）
という商品名で市販されている等級のもの）である。これらの商標は、Ａｍｅｒｓｈａｍ
　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ（スウェーデン、ウプサラ）から市販の製
品に対応する。
ミクロポアの境界を定める表面層のポリマー（ポリマーＩ）
ポリマーＩは、分離に使用すべき液体媒体に応じて、親水性でも、疎水性でも、或いは中
間的な親水性のものでもよい。
本発明では、マトリックスの内部表面及び外部表面への液体媒体の浸透（濡れ）を容易に
するため、コアの細孔の表面と液体媒体とポリマーＩが類似した親水性／疎水性を有して
いるのが好適であることが多い。極性液体媒体（例えば水性媒体）と極性コアとの組合せ
について、ポリマーＩとして適しているのは、水溶性の形態のポリビニルアルコール（Ｐ
ＶＡ）、デキストラン、セルロース、アガロース、ポリエーテル類、例えばポリエチレン
オキサイド、ポリプロピレンオキサイド及びそれらのコポリマー等である。低又は非極性
の液体媒体とコアの組合せに関しては、ポリスチレン、疎水性化したデキストラン又は同
様の処理を施したセルロースがポリマーＩとして適している。これは、ミクロポアの疎水
性表面と、さほど非極性でない又は親水性のポリマーＩで境界が区切られた表面層と、親
水性液体との組合せの使用を排除するものではなない。
ポリマーＩはミクロポアの境界を定める表面に結合する前に官能化してもよい。ここでい
う官能化とは、最終表面層に存在する基又は後の誘導体化を容易にする基をポリマーＩに
設けることを意味する。ポリマーＩはミクロポアに浸透できないコロイド粒子の形態であ
ってもよい。
ポリマーＩは、コアのポリマー（ポリマーＩＩ）と同じポリマーに基づくものでも、異な
るポリマーに基づくものでもよい。
ポリマーＩはポリマー混合物であってもよい。
コアにポリマーＩを結合した後で、ポリマーＩを架橋又は官能化してもよい。
多孔性及び粒径
興味深い排除限界（多孔度）は、一般に３～１０６Åの範囲のストークス半径に相当する
。本願出願人及び将来の特許権者の技術分野では、１０Å以上の排除限界が特に有利であ
ろう。排除限界は、主に、混合物から分離すべき物質がミクロポア系に浸透できるが、混
合物中の残りの成分の少なくともいずれかが排除されるように選択される。これとは逆の
状況に基づく実施形態も存在する。
ある実施形態では、固定化ポリマーＩからなる外部層はミクロポアよりも稠密である。つ
まり、マトリックス内部に移動できる成分が少なく、同時に大きな成分が効果的に排除さ
れる。その他の用途では、これとは逆のことを、ミクロポア系と外部層に適用し得る。多
孔度はミクロポア系と外部層で同じであってもよい。
本発明で利用する粒子は、形状の異なるもの、例えば粉砕材料のように不規則なものであ
っても、程度の差はあってもビーズのような球形のものであってもよい。粒子の粒径は、
当技術分野における従来の知識に基づいて選択される。本発明の分離法では、ある範囲内
で粒径が変動し、平均値が１～１０，０００μｍ、好ましくは１～５，０００μｍ、最も
好ましくは１～１，０００μｍの範囲内にある粒子の集団を使用することができる。粒子
の集団はこれらの範囲内に粒径を有する単分散のものであってもよい。
モノリシックマトリックスのマクロポアは、粒子に関する上記の説明と同様に、大きさ及
び形状の異なるものであってもよい。かかる実施形態では、マクロポアの表面はポリマー
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Ｉで被覆される。
粒子状マトリックスの密度
最終マトリックスの用途に応じて、それらが使用される液体媒体の密度よりも高い、低い
又は同じ密度（液体媒体で飽和したマトリックスの密度）を有するマトリックスが必要と
されることがある。粒子状マトリックスの製造は、マトリックスに充填材（多くの場合、
さらに小さな粒子の形態）を導入することによって実施できる。分離用の液体媒体と大き
く異なる密度の粒子状マトリックスは大抵は回分式懸濁法並びに膨張／流動床に使用され
てきた。この実施形態で典型的な密度は１．０２ｇ／ｃｍ3超、好ましくは１．１ｇ／ｃ
ｍ3超、又は０．９８ｇ／ｃｍ3未満である。例えば、国際公開第９２００７９９号（Ｋｅ
ｒｍ－Ｅｎ　Ｔｅｋ／Ｕｐｆｒｏｎｔ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）参照。また、使
用する流動床のみを液体の流れで安定化すると多大な利点が得られることについて記載さ
れている国際公開第９１１８２３７号（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ　ＡＢ）も参照されたい。粒子の分離を簡単にするための磁気充填材を使用する
こと並びに磁場による流動床の安定化も一般的である。
マトリックスの製造－ポリマーＩでの被覆
この手順は、典型的には、上述の多孔質コアを、所定の直径のミクロポアへのポリマーの
浸透を防止する大きさ及び形状のポリマーＩを溶解状態で含んだ液体と接触させることを
含む。孔径の大きなミクロポア系に対しては、ポリマーＩはコロイド粒子の形態であって
もよい。ポリマーＩ、コア及び条件は、ミクロポア系の境界を定める表面にポリマーＩが
結合するように互いに調整される。
コアへのポリマーＩの結合に関して、疎水性相互作用を利用できるだけでなく、荷電基間
、極性構造間、荷電基と極性構造との間の相互作用、又は共有結合を利用できる。ポリマ
ーＩは、必要に応じて、後段での架橋によってコアに安定化させることができる。疎水性
又は親水性相互作用による表面への結合（疎水性表面－親水性ポリマーＩ、及び親水性表
面－親水性ポリマーＩ）は、欧州特許出願公開第２２１０４６号（Ｍｏｎｓａｎｔｏ）に
記載されている。ポリマーＩと求核性基を提示するコアとを準備し、二官能性試薬でコア
を含浸又は活性化させることによってコアにポリマーＩを結合させることができる。Ａｘ
ｅｎ他（米国特許第４５３０１０）参照。使用できる二官能性試薬の例は、ＣＮＢｒ、エ
ピハロヒドリン、ビスエポキシド等である。重要な変法は、アルケン構造へのハロゲン又
は対応次亜ハロゲン酸塩の添加による活性化である。アルケンを呈する基の例は、「純然
」たるアリルＣＨ2＝ＣＨＣＨ2－（ここで、自由原子価はマトリックスに直接結合してい
る。）、アリルが橋かけ基を介して結合している基（ＣＨ2＝ＣＨＣＨ2ＯＣ6Ｈ4－、ＣＨ

2＝ＣＨＣＨ2ＯＣＨ2ＣＨＯＨＣＨ2－、ＣＨ2＝ＣＨＣＨ2ＯＣ6Ｈ4ＯＣＨ2ＣＨＯＨＣＨ2

－等）である。
特に、層の活性化／部分的活性化に関して我々が開発した方法を挙げることができる。こ
の方法は、不足量の活性化剤による多孔質マトリックスの活性化／接触を含み、活性化剤
は、マトリックス中への活性化剤の輸送よりも活性化を速く制御できるように選択される
。典型例は、アルケン基を呈する多孔質マトリックスを不足量（アルケン基に対して）の
ハロゲンと反応させることである。この方法は、表面層での選択的な活性化を生じるよう
に制御することができ、続く工程で、ポリマーＩとの共有結合に使用できる。本願出願人
の「官能基の挿入法」と題する同時出願（本願国際特許出願と同時に出願された対応国際
特許出願を伴うスウェーデン国特許出願第９７００７６８－６号）参照。コーティング反
応に続いて、層又はコア全体のいずれかの形態のコアの残りの部分への官能性の導入及び
／又は架橋のため、残りのアルケン基を活性化してもよい。この方法によって、各官能基
がコアの層に位置する多官能性クロマトグラフィー媒体を製造することができる。
マトリックスの官能化
こうして用意したマトリックスは、液体クロマトグラフィーに使用するものと同じ種類の
官能基（リガンド）を含んでいてもよい。例としては、以下のものが挙げられる。
１．イオン交換基、
２．バイオアフィニティー基、
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３．疎水性基、
４．コバレントクロマトグラフィーに使用できる基、
５．硫黄含有基、例えば、いわゆるチオフィリック相互作用のための硫黄含有基、
６．キレート又はキレート形成基、
７．異なる化合物といわゆるπ－π相互作用を生じさせる芳香族系を有する基、
８．水素結合性の基、
９．親水性基。
ミクロポアにおける上記の１～９の基の１種以上のリガンドの置換度は、ミクロポアの境
界を定める表面層における同じリガンドの置換度と往々にして異なる。本発明のマトリッ
クスの多くの実施形態では、表面層のリガンドの置換度は０又は０付近であり、同時に同
じリガンドがミクロポア系に存在する。また、この逆も可能である。上記の１～２及び４
～８の基から選択されるリガンドは、表面層に存在しなくてもよい。
イオン交換基は、１級、２級、３級、４級アンモニウム基、スルホニウム基等のアニオン
交換基でも、カルボキシレート（－ＣＯＯ-）、ホスホネート又はホスフェート（それぞ
れ－ＰＯ3

2-及び－ＯＰＯ3
2-）、スルホネート又はスルフェート（それぞれ、－ＳＯ3

-及
び－ＯＳＯ3

-）等のカチオン交換基でもよい。－ＣＯＯ－、－ＰＯ3
2-、ＯＰＯ32-、－Ｓ

Ｏ3
-及び－ＯＳＯ3

-基において、自由原子価は炭素原子に直接結合する。
周知のバイオアフィニティー基は、ａ）抗原／ハプテンと抗体（それらの抗原又はハプテ
ン結合フラグメントも含む）、ｂ）核酸とその相補的対応物、ｃ）レクチンと炭水化物構
造、ｄ）ＩｇＧ結合タンパク質とかかるタンパク質に結合するＩｇＧの一部を提示するタ
ンパク質、ｅ）センス及びアンチセンスに基づくアフィニティー系等の対の一方である。
バイオアフィニティー基の中には、天然に存在する生物特異的親和性を「模倣」した、い
わゆる「模倣物」と呼ばれる合成有機分子に由来する基もある。
疎水性基は、酸素、窒素又は硫黄原子をほとんど或いは全く含まない炭化水素基であるこ
とが多い。疎水性基の典型的な例は、直鎖、分枝鎖及び環状飽和、不飽和又は芳香族炭化
水素基である。典型的に、これらの基の炭素原子数は２５未満である。
コバレントクロマトグラフィーに使用できる基としては、ジスルフィド基、主に反応性ジ
スルフィド基（－Ｓ－Ｓ－Ｒ1）及び遊離チオール基（－ＳＨ）を挙げることができる。
Ｒ1の例は２－ピリジルである。Ｒ1のその他の例については、例えば米国特許第４，６４
７，６５５号（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＡＢ）を参照されたい。
チオフィリック相互作用に利用できる硫黄含有基としては、かなり疎水性であるが、１個
以上のチオエーテル構造が存在するものである。例えば、Ｏｓｃａｒｓｓｏｎ及びＰｏｒ
ａｔｈの国際公開第９５３３５５７号、Ｐｏｒａｔｈの欧州特許出願公開第１６５９１２
号及びＰｏｒａｔｈの欧州特許出願公開第１６８３６３号を参照されたい。
水素結合性基は最近使用されている（Ｂｅｌｅｗ，Ｂｅｒｇｌｕｎｄ，Ｂｅｒｇｓｔｒｏ
ｅｍ，Ｓｏｅｄｅｒｂｅｒｇ，スウェーデン国特許出願第９６００５９０－５号（＝国際
公開第９７／２９８２５号）。このタイプの基は弱いアニオン交換アンモニウム基（１級
、２級又は３級）をアンモニウム窒素から２又は３炭素原子の距離にあるヒドロキシ基と
共に提示することが多い。
本発明の親水性基は、主に１個のヒドロキシ基、１個以上のヒドロキシを有する低級ヒド
ロキシアルキル基、繰返し構造－ＣＨ2ＣＨ2Ｏ－を含む基等である。この基は低分子量、
例えば炭素原子数２５未満のものであることが多い。
リガンドを有する又は有さない親水性又は疎水性ポリマー基は、ゲル濾過特性を与えるこ
とができる。このタイプの基のポリマーは架橋し得る。
適当な基（リガンド）は、典型的には、橋かけ基を介してマトリックスに結合し、橋かけ
基は公知の技術に従って選択される構造を有し得る。橋かけ構造は高分子、例えば、上述
の１～１０の基の１個以上を各リンカーに有する親水性又は疎水性ポリマーとし得る。橋
かけ基の通称として、「スペーサー」、「触手（ｔｅｎｔａｃｌｅ）」、「エクステンダ
ー」、「フラッフ（ｆｌｕｆｆ）」、「リンカー」等が用いられてきたが、これらの通称
の各々がある種の意味をもつこともある。疎水性橋かけ基は主に疎水性液体媒体に適して
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おり、それらが高分子であれば、挿入される上述の１～９の基の利用性及び能力の向上に
つながる。親水性橋かけ基と親水性液体媒体との組合せについても同様のことがいえる。
親水性ポリマー橋の例は、デキストランのような多糖類並びにその他の水溶性ポリヒドロ
キシポリマーである。ポリマー橋かけ基は、ゲル濾過特性を有するマトリックスの製造に
使用できる。
用途
マトリックスの主な用途は、本明細書の冒頭で述べた種類の分離である。上述の排除限界
及び官能基によって、核酸、ペプチド含めたタンパク質及びその他の有機及び無機化合物
の分離に本発明のマトリックスを使用することができるようになる。分離は、１種類の低
分子から、粒状凝集物、生体親和性複合体、動物及び植物細胞並びにそれらの一部、微生
物及びその一部のような複雑なものに至るまで、同種又は大きく異なる成分を含む混合物
で実施し得る。
液体媒体と接触させるマトリックスは、モノリシックでも、充填粒子床の形態でもよく、
液体媒体をマトリックスを通して流す（クロマトグラフィー）。マトリックスが粒子から
なる場合には、これらは別法として、例えば、膨張床でのように液体流による撹拌又は流
動化によって懸濁してもよい。懸濁法には、回分法が用いられる。安定流動床に関して、
分離はクロマトグラフィーと同様に実施できる（国際公開第９２１８２３７号，Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ）。
分離は、マトリックスと置換基（上記参照）の選択に応じて、アフィニティークロマトグ
ラフィー、個々の化合物のサイズと形状に基づくクロマトグラフィー（ゲルクロマトグラ
フィー）又は対応する回分法として設計できる。アフィニティークロマトグラフィーの例
は、イオン交換クロマトグラフィー（アニオン交換、カチオン交換）、バイオアフィニテ
ィー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）、コバレントク
ロマトグラフィー、チオフィリッククロマトグラフィー、キレート式クロマトグラフィー
、π－π相互作用に基づくクロマトグラフィー等である。原則的に、条件及びプロトコー
ルは個々のタイプの分離法の従来知識に応じて選択される。
以下の実施例で本発明を例示するが、これらの実施例は本発明を限定するものではない。
本発明は、特許請求の範囲及び本明細書で定義される。
【実施例】
実施例１：粗デキストランで被覆された粒子状の架橋アリル化アガロース
Ａ．粒子状の架橋アリル化アガロースの製造。Ｐｏｒａｔｈ他（Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇ
．６０（１９７１）１６７－７７及び米国特許第３，９５９，２５１号）によるＮａＯＨ
存在下でのエピクロロヒドリンとアガロースの反応によって製造した架橋アガロース（３
４μｍ）を、塩基としてのＮａＯＨと共にアリルグリシジルエーテルと、０．２１ｍｍｏ
ｌｅ／ｍＬゲルのアリルレベル（ＣＨ2＝ＣＨＣＨ2ＯＣＨ2ＣＨＯＨＣＨ2－）になるまで
反応させた。水性媒体中で、我々は０．００５～０．４５０ｍｍｏｌｅ／ｍＬゲルの範囲
のアリルレベルのゲルの製造に成功した。反応を有機溶媒中で行えば、置換度をさらに高
めることができる。
Ｂ．粗デキストランの溶解。粗デキストランはＬｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅ
ｒｏｉｄｅｓ由来の非加水分解デキストランであり、大抵は１千～３千万ダルトンの超高
分子量である。エタノール沈殿の繰返しによる精製後は、粗デキストランは原則的に低分
子量糖化合物を全く含まない。使用した粗デキストランは、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈの製造プラント（スウェーデン、スタンファンストルプ）で
製造したものであった。エタノール沈殿し凍結乾燥した粗デキストラン４５．７ｇを、三
首フラスコ内の蒸留水１０００ｍＬにゆっくり撹拌しながら溶解した。
Ｃ．架橋アリル化アガロースの部分的臭素化。工程Ａで製造し、水切りしたアリル化アガ
ロース２００ｍＬ、蒸留水２００ｍＬ及び無水ＮａＯＡｃ　５．７２ｇを１０００ｍＬ三
首フラスコに入れた。その後、過剰の臭素水を滴下して臭素化を行った。臭素化後、ゲル
をガラスフィルター上で蒸留水で洗浄する。
Ｄ．カップリング反応。工程Ｃで得たゲルを吸引乾燥し、工程Ｂで得た溶解粗デキストラ
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ンを含むフラスコに撹拌しながら注意深く移す。混合物を１時間平衡化させる。続いて、
蒸留水９１ｍＬ中に溶解した２９．２ｇのＮａＯＨ及び０．７３ｇのＮａＢＨ4の添加に
よって反応を開始する。温度を５０℃に調節し、反応を一晩（例えば１６時間）進行させ
た後、濃ＨＯＡｃを直接反応容器に入れてｐＨ７未満、好ましくは５～６に中和すること
によって反応を停止させる。その後、混合物をガラスフィルターで濾過し、蒸留水で洗浄
する。
実施例２：実施例１で使用した粒子の架橋。架橋剤１，４－ブタンジオールジグリシジル
エーテル
粗デキストランでコートした実施例１の粒子４４．８ｇを、予め秤量したプラスチック秤
量ガラス中で、乾燥吸引した状態で秤量し、次いで容量を蒸留水で７５ｍＬに合わせる（
水とゲルの合計）。次いで混合物を２５０ｍＬ三首フラスコに移し、それに１，４－ブタ
ンジオールジグリシジルエーテル１５ｍＬを室温で添加する。その後、１１ＭのＫＯＨ３
５．０ｍＬ（０．３８５ｍｏｌｅ）を０．３ｍＬ／分（開始）のポンプ輸送で容器に添加
する。これは約２時間かかる。次いで、サーモスタットの温度を４０℃に調節する。撹拌
する。反応を一晩（約１６時間）進行させ、濃ＨＯＡｃでｐＨ７未満、好ましくは５～６
に中和することによって停止し、その後混合物をガラスフィルターで濾過し、最後にゲル
を蒸留水で洗浄する。
実施例３：高分子量デキストランで被覆したフェニルセファロースＨＰ
Ａ．フェニル置換架橋アリル化アガロース（アリル化フェニルセファロースＨＰ）の製造
：フェニルセファロースＨＰはＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
　ＡＢから入手可能である。これはフェニル化架橋アガロース（３４μｍ粒子）からなる
。粒子を、塩基としてのＮａＯＨと共にアリルグリシジルエーテルと０．１７ｍｍｏｌｅ
／ｍＬゲルのアリルレベル（ＣＨ2＝ＣＨＣＨ2ＯＣＨ2ＣＨＯＨＣＨ2－）となるまで反応
させることによってアリル化を行う。
Ｂ．粗デキストランの溶解：エタノール沈殿し凍結乾燥した粗デキストラン５３．５ｇを
、１，０００ｍＬフラスコ内の蒸留水３２５ｍＬにゆっくり撹拌しながら溶解する。
Ｃ．アリル化フェニルセファロースＨＰの臭素化。工程Ａで製造したアリル化フェニルセ
ファロースＨＰ２５０ｍＬ、蒸留水２５０ｍＬ及びＮａＯＡｃ（無水）５．２３ｇを１０
００ｍＬ三首フラスコに入れる。その後、元素態臭素を滴下して臭素化を行い、次いで、
ゲルをガラスフィルター上で蒸留水で洗浄する。
Ｄ．カップリング反応。工程Ｃで得たゲルを吸引乾燥し、工程Ｂで得た溶解粗デキストラ
ンを含むフラスコに注意深く撹拌しながら移す。混合物を注意深く撹拌しながら平衡化さ
せる。その後、蒸留水１１４ｍＬに溶解した３６．５ｇのＮａＯＨ及び０．９５ｇのＮａ
ＢＨ4の添加によって反応を開始する。温度を３５℃に調節し、反応を一晩（１６時間）
注意深く撹拌しながら進行させる。次いで、反応混合物を２Ｌビーカーに注ぎ、濃ＨＯＡ
ｃでｐＨ７未満、好ましくは５～６に中和することによって反応を停止させる。最後に、
混合物をガラスフィルターで濾過し、蒸留水で洗浄する。
実施例４：高分子量デキストランで被覆されたＱセファロースＨＰ
Ａ．アリル化Ｑ置換架橋アガロース（アリル化ＱセファロースＨＰ）の製造：Ｑセファロ
ースＨＰはＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢから入手可能
である。これは、０．１５～０．２０ｍｍｏｌｅ／ｍＬゲルのイオン交換能を有する４級
基（ＣＨ3）3Ｎ

+ＣＨ2ＣＨＯＨＣＨ2－で置換された架橋アガロース（３０μｍ粒子）か
らなる。粒子を、塩基としてのＮａＯＨと共にアリルグリシジルエーテルと、０．０８８
ｍｍｏｌｅ／ｍＬゲルのアリルレベル（ＣＨ2＝ＣＨＣＨ2ＯＣＨ2ＣＨＯＨＣＨ2－）まで
反応させることによってアリル化を行う。
Ｂ．粗デキストランの溶解：エタノール沈殿し凍結乾燥した粗デキストラン４．２８ｇを
、１００ｍＬフラスコ内の蒸留水２６．０ｍＬにゆっくり撹拌しながら溶解する。
Ｃ．アリル化ＱセファロースＨＰの臭素化。工程Ａで製造したアリル化ＱセファロースＨ
Ｐ２０ｍＬ（置換度：０．０８８ｍｍｏｌｅアリル基／ｍＬ）、２０ｍＬの蒸留水と０．
２６ｇの無水ＮａＯＡｃを１００ｍＬ三首フラスコに入れる。その後、過剰の臭素水を滴
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下して臭素化を行い、次いで、ゲルをガラスフィルター上で蒸留水で洗浄する。
Ｄ．カップリング反応：工程Ｃで得たゲルを吸引乾燥し、溶解粗デキストランを含むフラ
スコに移す。同時に、５．５１ｇのＰＥＧ　３５０００（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅ　Ｉｎ
ｃ．（米国ペンシルベニア州ワーリントン））を注意深く撹拌しながら添加する。混合物
を、約１時間注意深く撹拌しながら平衡化させる。その後、蒸留水９．１２ｍＬに溶解し
た２．９２ｇのＮａＯＨ及び０．０８ｇのＮａＢＨ4の添加によって反応を開始する。温
度を３５℃に調節し、反応を一晩（約１６時間）注意深く撹拌しながら続ける。撹拌を止
め、反応混合物をガラスフィルターで濾過する。粗デキストランを蒸留水で洗い出した後
、濃ＨＯＡｃでｐＨ７未満、好ましくは５～６に中和し、ゲルを再び蒸留水で洗浄する。
実施例５：ゲル濾過、後段での架橋を伴う又は伴わない粗デキストラン修飾架橋アガロー
ス
実施例１及び実施例２の粒子を非修飾ビーズとそれらのゲル濾過特性を試験することによ
って比較する。ゲルをＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ製
のＨＲ１０／３０カラムに充填する。デキストランの１％溶液をサンプルとして使用した
。粗デキストランを排除マーカーとして、エチレングリコールを総体積マーカー（Ｖｏ＋
Ｖｉ）として使用した。各々のサンプル１００μＬを注入した。サンプルを別のランで、
１ｍＬ／分の流速の蒸留水で溶出し、流動屈折計で検出した。
Ｋｄ＝［Ｖｅ－Ｖｏ）／Ｖｉ］を計算し、分子量に対して線形－対数（ｌｉｎ－ｌｏｇ）
図にプロットした、図１参照。丸は非修飾粒子を意味し、四角は粗デキストラン修飾粒子
を意味し、そして三角は粗デキストランで修飾し、次いで架橋した粒子を意味する。
粗デキストランで修飾を行うと、選択性は著しく変化する。選択性曲線Ｋｄ＝ｆ［ｌｏｇ
（分子量）］の傾きが急になり、低分子量にかなり偏る。排除限界は１００，０００のす
ぐ下まで減少する。結合粗デキストランの架橋は、選択性曲線のさらに低分子量側への偏
りに寄与し、Ｋｄ値はさらに減少する。
実施例６：イオン交換、粗デキストラン修飾ＱセファロースＨＰ
実施例４に従って修飾したＱ－セファロースＨＰ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉ
ａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ）をＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
　ＡＢ製のＨＲ５／５カラムに床高さ約５ｃｍまで充填した。勾配クロマトグラフィーを
、以下の条件下で、ＵＶ280及び電導度測定セルを備えたＦＰＬＣシステムで実施した。

最大ピークの溶出濃度を、非修飾Ｑ－セファロースＨＰ及び粗デキストラン修飾Ｑ－セフ
ァロースＨＰで測定した。ロック効果の無次元値を、粗デキストラン修飾Ｑ－セファロー
スＨＰでの溶出濃度と非修飾Ｑ－セファロースＨＰの溶出濃度との間の比率として計算し
た。この比率は、サンプルが外側粗デキストラン層に浸透しビーズの内部と相互作用でき
る能力、つまりロック効果の尺度である。値０は、サンプルが完全に排除され、イオン性
相互作用が全く起こらないことを意味する。値１．０は、非修飾Ｑ－セファロースＨＰイ
オン交換体と同一の相互作用のときに得られる。
図２に、ロック効果を、線形－対数図で、使用した試験タンパク質の分子量に対してプロ
ットする。図において、１００ｋＤに近い分子量を有するタンパク質が強く影響され、１
００ｋＤのすぐ上の分子量ではタンパク質がイオン交換体と全く結合しないことが分かる
。
実施例７：疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）。粗デキストラン修飾フェニル
セファロースＨＰ
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実施例４に従って修飾したフェニルセファロースＨＰをＨＲ５／５カラム（Ａｍｅｒｓｈ
ａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ）に床高さ約５ｃｍまで充填した。ク
ロマトグラフィーランを、ＵＶ280及び電導度測定セルを備えたＦＰＬＣシステムで実施
した。
大きなタンパク質は、小さなタンパク質よりも非修飾フェニルセファロースＨＰに強く吸
着されることが多い。これは、大きなタンパク質は小さなものよりも疎水性官能基を多く
含むことがあることに起因する共働的効果である。大きなタンパク質も溶出できるように
リン酸緩衝液の濃度を低く保った。
硫酸アンモニウム自体が顕著なＵＶシグナルを生じるので、各ゲルについてブランク値を
測定し、クロマトグラムの値からブランク値を引いから、それらの評価を行った。溶出値
（％Ｂ）は、試験管及びミキサーのデッドボリュームについての補正後にピークの保持時
間から計算した。これらの値は、上記のイオン交換の例と同様に、フェニルセファロース
ＨＰでのタンパク質の対応する値で除すことによって標準化し（ロック効果）、タンパク
質の分子量に対して図にプロットした。
図３のクロマトグラフィーランは、以下の条件下で、ＵＶ280及び電導度測定セルを備え
たＦＰＬＣシステムで実施した。

図３から、粗デキストラン修飾フェニルセファロースＨＰの溶出性能が、非修飾フェニル
セファロースＨＰから大きく変わったことが分かる。最大の変更は大きなタンパク質で認
められる。ＩｇＧのような大きなタンパク質は、ビーズの内部に存在する疎水性フェニル
から排除され、マトリックスに付着せずに直接溶出される。ＥＧＦ、リゾチーム及びキモ
トリプシノーゲンＡのような小さい分子は、粒子内に入って吸着される。ＩｇＧ及びフェ
リチンは、おそらくはサンプルが低分子量物質も含んでいたため、２つのピークを与えた
。
マトリックス内部の使用されない不活性化カップリング基（例えば、ＣＨ2ＯＨ－ＣＨＯ
ＨＣＨ2－）は排除効果を与え、これはフェニル基の利用性を低減し、ビーズ内部に吸着
される分子の溶出に影響を与える。
【図面の簡単な説明】
【図１】ゲル濾過、後段での架橋を伴う又は伴わない粗デキストラン修飾セファロースＨ
ＰのＫｄ＝ｆ［ｌｏｇ（分子量）］
【図２】イオン交換、粗デキストラン修飾Ｑ－セファロースＨＰのロック効果＝ｆ［ｌｏ
ｇ（分子量）］
【図３】疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）、粗デキストラン修飾フェニルセ
ファロースＨＰのロック効果＝ｆ［ｌｏｇ（分子量）］。１０ｍＭ　ｐＨ硫酸アンモニウ
ム２．０～０Ｍ。
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