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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
下記の一般式（Ｉ）で表される親和性リガンド－マトリックス複合体：
【化１】

ここで、
Ｒ1はヒドロキシル基またはカルボン酸基で置換されてよいフェニル基またはナフチル基
であり；
ＹはＮ－Ｈ基であり；
ＺはＮ－Ｈ基であり；
Ｒ4、Ｒ5およびＲ6は夫々独立に、水素原子、ヒドロキシル基またはカルボン酸基を表し
、
記号Ｘは窒素原子を表し；
Ｑはベンゼン環、ナフタレン環、または２－ベンズイミダゾール環を表し、Ｒ1およびＱ
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の少なくとも一方は水酸基またはカルボキシル基を有し；
ｎは０～６の整数であり；
ｐは０であり：
Ｔは酸素原子、硫黄原子またはＮＨを表し；
Ｌは１～６の炭素原子を有するアルキレン基を表し；
Ｖは酸素原子、硫黄原子またはＮＨを表し；
ｍは０または１を表し；
Ｍは支持体マトリックスの残基を表す。
【請求項２】
前記ｎが０または２である、請求項１に記載の親和性リガンド－マトリックス複合体。
【請求項３】
請求項１または２の何れか１項に記載の親和性リガンド－マトリックス複合体であって、
前記Ｌがエチレン基、プロピレン基、ヒドロキシプロピレン基、ブチレン基、ペンチレン
基、ヘキシレン基であり、前記Ｖおよびｍは上記で定義した通りである親和性リガンド－
マトリックス複合体。
【請求項４】
請求項１～３の何れか１項に記載の親和性リガンド－マトリックス複合体であって、前記
ｍは１であり、前記ＬおよびＶは上記で定義した通りである親和性リガンド－マトリック
ス複合体。
【請求項５】
請求項１～４の何れか１項に記載の親和性リガンド－マトリックス複合体であって、前記
支持体マトリックスＭは、任意に、活性化されたアガロース、シリカ、セルロース、ガラ
ス、ヒドロキシエチルメタクリレート、ポリアクリルアミド、スチレンジビニルベンゼン
、またはパーフルオロカーボンである親和性リガンド－マトリックス複合体。
【請求項６】
請求項５に記載の親和性リガンド－マトリックス複合体であって、前記Ｍは、任意に、ト
レシル（tresyl）活性化、塩化スルホニル活性化、トシル活性化、ビニルスルホン活性化
またはエポキシ活性化されたアガロースである親和性リガンド－マトリックス複合体。
【請求項７】
請求項１～６の何れか１項に記載の親和性リガンド－マトリックス複合体であって、以下
に化学式で列記するものの中から選択される親和性リガンド－マトリックス複合体：
【化２】
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【化３】

但し、Ｍは上記で定義した通りである。
【請求項８】
請求項１～７の何れか１項に記載の新規な親和性リガンド－マトリックス複合体の製造方
法であって、
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下記一般式（II）のヘテロ環化合物
【化４】

（ここで、記号Ｘは窒素原子を表し、Ｗはハロゲン原子を表す）
を、下記の化合物（i）～（iii）
（i）次の一般式（III）の化合物：
Ｒ1－（ＣＨ2）Ｐ－Ｙ－Ｈ　　　　（III）
（ここで、記号Ｒ1、ｐおよびＹは、請求項１で定義した通りである）
（ii）次の一般式（IV）の化合物：
【化５】

（ここで、記号Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｑ、Ｚおよびｎは、請求項１で定義した通りである）
（iii）次の一般式Ｖで表される支持体マトリックス誘導体：
Ｈ－Ｔ－［－Ｌ－Ｖ］m－Ｍ　　　　（Ｖ）
（ここで、記号Ｌ、Ｍ、Ｖ、Ｔ、およびｍは、請求項１で定義した通りである）
と任意の順序で反応させて、下記の一般式（VII）の化合物

【化６】

（ここで、Ｒ1、Ｒ4，Ｒ5、Ｒ6、Ｔ、Ｑ、Ｌ、Ｖ、Ｘ、Ｙ、Ｚ、ｍ、ｎ、およびｐは、請
求項１で定義した通りである）
を得た後、該一般式（VII）の化合物をマトリックス支持体と反応させることを具備した
方法。
【請求項９】
下記一般式（XII）の新規な親和性リガンド：

【化７】

ここで、
Ｒ1はヒドロキシル基またはカルボン酸基で置換されてよいフェニル基またはナフチル基
であり；
ＹはＮ－Ｈ基であり；
ＺはＮ－Ｈ基であり；
Ｒ4、Ｒ5およびＲ6は夫々独立に、水素原子、ヒドロキシル基またはカルボン酸基を表し
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、
記号Ｘは窒素原子を表し；
Ｑはベンゼン環、ナフタレン環、または２－ベンズイミダゾール環を表し、Ｒ1およびＱ
の少なくとも一方は水酸基またはカルボキシル基を有し；
ｎは０～６の整数であり；
ｐは０である。
【請求項１０】
下記一般式（XIII）の新規な親和性リガンド：
【化８】

ここで、
Ｒ1はヒドロキシル基またはカルボン酸基で置換されてよいフェニル基またはナフチル基
であり；
ＹはＮ－Ｈ基であり；
ＺはＮ－Ｈ基であり；
Ｒ4、Ｒ5およびＲ6は夫々独立に、水素原子、ヒドロキシル基またはカルボン酸基を表し
、
記号Ｘは窒素原子を表し；
Ｑはベンゼン環、ナフタレン環、または２－ベンズイミダゾール環を表し、Ｒ1およびＱ
の少なくとも一方は水酸基またはカルボキシル基を有し；
ｎは０～６の整数であり；
ｐは０であり；
ｊは２～２０の整数である。
【請求項１１】
下記一般式（XIV）の新規な親和性リガンド：
【化９】

ここで、
Ｒ1はヒドロキシル基またはカルボン酸基で置換されてよいフェニル基またはナフチル基
であり；
ＹはＮ－Ｈ基であり；
ＺはＮ－Ｈ基であり；
Ｒ4、Ｒ5およびＲ6は夫々独立に、水素原子、ヒドロキシル基またはカルボン酸基を表し
、
記号Ｘは窒素原子を表し；
Ｑはベンゼン環、ナフタレン環、または２－ベンズイミダゾール環を表し、Ｒ1およびＱ
の少なくとも一方は水酸基またはカルボキシル基を有し；
ｎは０～６の整数であり；
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ｑは０または１であり；
ｊは２～２０の整数である。
【請求項１２】
下記一般式（VIII）の新規な親和性リガンド：
【化１０】

ここで、
Ｒ1はヒドロキシル基またはカルボン酸基で置換されてよいフェニル基またはナフチル基
であり；
ＹはＮ－Ｈ基であり；
ＺはＮ－Ｈ基であり；
Ｒ4、Ｒ5およびＲ6は夫々独立に、水素原子、ヒドロキシル基またはカルボン酸基を表し
、
記号Ｘは窒素原子を表し；
Ｑはベンゼン環、ナフタレン環、または２－ベンズイミダゾール環を表し、Ｒ1およびＱ
の少なくとも一方は水酸基またはカルボキシル基を有し；
ｎは０～６の整数であり；
ｐは０であり；
Ｔは酸素原子、硫黄原子またはＮＨを表し；
Ｌは１～６の炭素原子を有するアルキレン基を表し；
Ｖは酸素原子、硫黄原子またはＮＨを表し；
ｍは０または１を表し；
Ｒ9は水素原子または１～６の炭素原子を含むアルキル基であり；
Ｒ10はカルボニル基、メチレン基、－ＮＨ－ＣＨ2－基または－ＳＣＨ2－基である。
【請求項１３】
請求項９～１２の何れか１項に記載の親和性リガンドであって、ｎが０または２である親
和性リガンド。
【請求項１４】
請求項１０または１１に記載の親和性リガンドであって、ｊが２、４または６である親和
性リガンド。
【請求項１５】
請求項１２に記載の親和性リガンドであって、Ｌがエチレン基、ブチレン基、またはヘキ
シレン基である親和性リガンド。
【請求項１６】
請求項１２に記載の親和性リガンドであって、ｍが１である親和性リガンド。
【請求項１７】
下記一般式（XI）の新規な親和性リガンド。
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（ここで、ｊは２～20の整数である）
【請求項１８】
請求項９に記載の親和性リガンドであって、下記のものの中から選択される親和性リガン
ド：
【化１２】
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【化１４】

【請求項１９】
請求項８で定義した一般式（VII）の化合物、請求項１０で定義した一般式（XIII）の親
和性リガンド、または請求項１７で定義した一般式（XI）の親和性リガンドを、糖鎖また
は有機ポリマーのマトリックスに結合する方法であって、糖鎖または有機ポリマーのマト
リックスを活性化剤と反応させ、続いてこの活性化されたマトリックスを、任意に酸結合
剤の存在下で、前記新規な親和性リガンドと反応させることによる方法。
【請求項２０】
請求項８で定義した一般式（VII）の化合物、請求項１０で定義した一般式（XIII）の親
和性リガンド、または請求項１７で定義した一般式（XI）の親和性リガンドを、任意に有
機ポリマーでコーティングされた金属酸化物、ガラスまたはシリカのマトリックスに結合
させる方法であって、この任意にコーティングされた金属酸化物、ガラスまたはシリカの
マトリックスを活性化剤と反応させ、続いてこの活性化されたマトリックスを、任意に酸
結合剤の存在下で、前記新規な親和性リガンドと反応させることによる方法。
【請求項２１】
請求項１～７の何れか１項に記載の親和性リガンド－マトリックス複合体の使用方法であ
って、タンパクの分離、単離、精製、特性研究、同定または定量における使用方法。
【請求項２２】
請求項２１に記載の使用方法であって、前記タンパク物質が、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、
インスリン、第VII因子、ヒト成長ホルモン、またはこれらの類縁体、フラグメントおよ
び前駆体である使用方法。
【請求項２３】
請求項２１に記載の使用方法であって、前記タンパク物質が免疫グロブリン、またはその
サブクラス、フラグメント、前駆体若しくは誘導体である使用方法。
【請求項２４】
請求項２１に記載の使用方法であって、前記タンパク物質が免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）
、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）またはそのサブクラス、フ
ラグメント、前駆体若しくは誘導体である使用方法。
【請求項２５】
請求項２１に記載の使用方法であって、前記タンパク物質がインスリン若しくはインスリ
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ン類縁体、または天然もしくは組換え体の何れの起源から誘導されたかを問わず、その誘
導体、フラグメントもしくは前駆体である使用方法。
【請求項２６】
請求項２１に記載の使用方法であって、前記タンパク物質がFVII、または天然もしくは組
換え体の何れの起源から誘導されたかを問わず、その誘導体、フラグメントもしくは前駆
体である使用方法。
【請求項２７】
請求項２１に記載の使用方法であって、前記親和性リガンド－マトリックス複合体が以下
のものの中から選択され、
【化１５】

上記リガンドは、任意に下記の一般式（ｂ）により表されるスペーサアームを介して、位
置（Ａ）において支持体マトリックスに結合される使用方法。
－Ｔ－［－Ｌ－Ｖ－］ｍ－　　　　　　　　　　（ｂ）
ここで、
Ｔは酸素原子、硫黄原子またはＮＨを表し；
Ｌは１～６の炭素原子を有するアルキレン基を表し；
Ｖは酸素原子、硫黄原子またはＮＨを表し；
ｍは０または１を表す。
【請求項２８】
請求項２７に記載の使用方法であって、前記リガンドが一般式１１ａに示されるものであ
る使用方法。
【請求項２９】
請求項２６または２７に記載の使用方法であって、前記支持体マトリックスは、任意に活
性化されたアガロース、セルロース、シリカまたはガラスである使用方法。
【請求項３０】
請求項１～７の何れか１項で定義された親和性リガンド－マトリックス複合体に対して、
５～12.0の範囲のｐＨで免疫グロブリンを適用し、続いてｐＨを4.9以下に低下させるこ
とにより除去、溶出または脱着させる何れかの方法による、免疫グロブリンを分離、単離
、精製、特性研究、同定または定量する方法。
【請求項３１】
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請求項１～７の何れか１項で定義された親和性リガンド－マトリックス複合体に対して、
4.0～9.0の範囲のｐＨでインスリン、インスリンの誘導体、類縁体および前駆体を適用し
、続いてｐＨを3.99以下または9.01以上に変化させることにより除去、溶出または脱着さ
せる何れかの方法による、インスリン、インスリン類縁体またはその誘導体および前駆体
を分離、単離、精製、特性研究、同定または定量する方法。
【請求項３２】
２,４－ジクロロ-s-トリアジン－６－イルで活性化されたアガロースを、２－アミノベン
ズイミダゾールおよび３－アミノー２－ナフトエ酸と反応させて得た請求項１に記載の親
和性リガンド－マトリックスへのFVIIaの結合を用いて、組換えFVIIaを細胞培養培地から
分離する方法であって、５mMのＣａ2+の存在下で前記FVIIaを前記親和性リガンド－マト
リックス複合体に適用し、続いて溶出させる方法。
【発明の詳細な説明】
本発明は、新規な親和性リガンド類、それらの製造方法、および固体、半固体、粒状また
はコロイド状材料または可溶性ポリマーで構成され得るマトリックスへのそれらの結合に
関する。更に、本発明は、これら新規な親和性リガンド－マトリクス複合体およびその製
造方法、並びに例えば免疫グロブリン、インスリン、第VII因子、およびヒト成長ホルモ
ンまたは類縁体、誘導体およびそられの断片および前駆体のようなタンパク質材料の精製
におけるそれらの使用に関する。
〔発明の背景〕
現代のタンパク質精製原理は、ゲル透過クロマトグラフィ（ＧＰＣ）、イオン交換クロマ
トグラフィ（ＩＥＣ）、疎水性相互作用クロマトグラフィ（ＨＩＣ）、逆相高速クロマト
グラフィ（ＲＰ－ＨＰＬＣ）、および親和性クロマトグラフィー（ＡＣ）のようなクロマ
トグラフィ分離技術に依存するところが極めて大である。これらの技術は、研究および科
学的実験が予定されたペプチドおよびタンパク質の実験室規模での精製に容易に適合し、
その結果、純粋で生物学的に活性な物質をもたらす。ほとんどの場合に、その材料が医療
試験にまれにしか使用されないこと、そして労働経費が装置およびマトリックスの費用を
はるかに越えるので、加工費、加工有効性または適切な清掃手段にはほとんどまたは全く
注意が払われない。しかし、大規模な工業上の下流工程を行うには、経済性、マトリック
スの耐久力、例えばＮａＯＨ、尿素またはエタノールで適切に清掃することのような因子
を考慮しなければならない。今日、１Ｍ　ＮａＯＨ、７Ｍ　尿素または８０％ｖ／ｖエタ
ノール中において安定で、安価で且つ耐久力のあるマトリックスの必要性は、ＧＰＣ，Ｉ
ＥＣ、ＨＩＣおよびＲＰ－ＨＰＬＣの分野の範囲内で多くの市販品によって満足される。
極端な緩衝液および多くの精製段階を使用すると回収が悪くなり、費用が高くなり、塊状
製品の安定性に問題が生じるが、長年に亘って、これらの原理を組合わせることにより殆
ど純粋なタンパク質塊状物質がもたらされている。
親和性クロマトグラフィーの原理は、大規模操作に使用することもできることが長年の間
に認識されてきた。あいにく、モノクローナルまたはポリクローナル抗体のような天然の
生物学的リガンド類で作製された吸着剤は、リガンド類自身がしばしば徹底的な精製を必
要とするので、製造するのが高価である傾向があり、生物学的および化学的に変化を起こ
しやすく、それらの生物学的活性を維持しながら固定するのが困難である傾向にある。し
たがって、高価で且つ化学的および生物学的に変化を起こしやすいモノクローナルまたは
ポリクローナル抗体を、抗体の特異性に似た安価でより耐久力のあるリガンド類に置き換
えるのに長期間を要してきた。
親和性クロマトグラフィーは、精製されるべきタンパク質が、抗体分子のような相補的結
合物質に選択的にそして可逆的に吸着するので、分離技術において特有の位置を占めてい
る。従来の精製方法が５－５０倍の因子を提供するのに対して、しばしば数千倍の精製因
子が高回収率で観察される。親和性クロマトグラフィーにおいて得られる高い精製因子に
よって、下流工程での精製段階の数は劇的に減少する。さらに、親和性クロマトグラフィ
で観察される非特異的結合が非常に低いので、複雑な生物学的混合物から得られたタンパ
ク質を精製し、野生型分子から不正確に折畳まれた形態のものを分離し、そして大量の組
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織抽出または発酵培養からさえ特異的にタンパク質を回収することが可能になる。
その親和性吸着剤には、適切なリガンドを共有結合させた、通常のクロマトグラフィカラ
ムに含まれるような固体の、通常は透過性のある支持マトリックスが包まれる。固定化さ
れたリガンドとの特異的結合の相互作用を促進する条件下で、相補的生体高分子を含有す
る粗サンプルが支持マトリックスを通過される。カラムを緩衝液で洗浄して未遅延の分子
を除去した後、溶出段階において、そのタンパク質が純粋な形態で溶出される。典型的な
親和性吸着剤は、固体支持体、スペーサーアームおよびリガンドを基本とする。その固体
支持体は、開孔構造を有するビーズ形態のアガロースから調製される。スペーサーアーム
は、そのリガンドに接近し易くすることによって、タンパク質の結合を促進できる。スペ
ーサー・アームの長さおよび特性は、当業者によって決定できる。そのリガンドは、固定
化後でさえ精製されるべきタンパク質に特異的で且つ可逆的な結合を示す。抗体に加えて
、補酵素因子類、アミノ酸類、ペプチド類、タンパク質類、コンカナバリンＡ、レクチン
、チオール類および染料類を含む多くの化合物が親和性リガンド類として使用されてきた
。
親和性クロマトグラフィーは、多くの用途に使用されてきている。総合リストは、例えば
アイ・アール・エル・プレス（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ）から出された「親和性クロマトグラ
フィー・エイ・プラクティカル・アプローチ（Affinity Chromatography A Practical Ap
proach）」（1985年）、およびファルマシア・ファイン・ケミカルズから出された「親和
性クロマトグラフィー・プリンシプルズ・アンド・メソッズ（Affinity Chromatography,
Principles and Methods）」（1979年）に示される。
従来の基質または基質類縁体親和性リガンド類、特に染料類は、特異的酵素または酵素の
群を大規模精製するのに使用されてきた（スカワン・エム．ディ．（Scawen M.D.）およ
びアトキンソン・ティ．（Atkinson T.）のリアクティブ・ダイズ・イン・プロテイン・
アンド・エンザイム・テクノロジー（Reactive Dyes in Protein and Enzyme Technology
）、クロニス・ワイ．ディ．（Clonis Y.D.）ら編、マクミラン・プレス（Macmillan Pre
ss）、５１－８５頁、1987年）。
染料親和性クロマトグラフィーは、そのようなマトリックスの価格が比較的低いこと、そ
れらの耐久力、およびＮａＯＨ、尿素およびエタノールに耐えるそれらの能力のため、長
年に亘って非常に興味が持たれてきた。この型の親和性クロマトグラフィーでより広く使
用されるリガンド類のいくつかは、アガロースおよび他の支持体に固定された種々の反応
性トリアジン基剤繊維染料であった。固定化染料で親和性クロマトグラフィーを使用する
ことが検討された（ロウ・シー．アール．（Lowe C.R.）およびピアソン・ジェイ．シー
．（Pearson J.C.）のメソッズ・イン・エンチモロジー（Methods in Enzymology）、１
０４巻、９７－１１３頁、1984年）。ウマ肝臓アルコールデヒドトゲナーゼのＮＡＤ＋結
合部位との選択的相互作用は、シバクロン・ブルー（Cibacron Blue）Ｆ３Ｇ－Ａの染料
類縁体で示される（ロウ・シー．アール．（Lowe C.R.）ら、「ジャーナル・オブ・クロ
マトグラフィ（Journal of Chromatography）」、３７６巻、１２１－１３０頁、1986年
）。選択的精製法は、ブタ膵臓カリクレイン［バートン・エヌ．ピー．（Burton N.P.）
および（ロウ・シー．アール．（Lowe C.R.）、「ジャーナル・オブ・モレキュラー・レ
コグニッション（Journal of Molecular Recognition）」、５巻、５５－５８頁、1992年
）を精製するためのフェニル－アルギニンのジペプチド基質を模倣する新規な親和性吸着
剤のコンピュータ支援デザインでさらに例示された。
米国特許第４５６２２５２号には、糖タンパク質の分離について、トリアジン環に接着し
た２つのｍ－アミノフェニルホウ酸基から構成される特定のリガンド構造が開示されてい
る。
しかし、過去数年でアフィニティー技術が急速に進展したにもかかわらず、いまだに、天
然または組換え体源の何れから誘導されるかを問わず、例えば免疫グロブリン、インスリ
ン、第VII因子、またはヒト成長ホルモンまたは類縁体、それらの誘導体および断片、お
よび前駆体のようなタンパク様材料を分離および精製する上で、上記タンパク質の大規模
精製を繰返す能力のある安価で安定なアフィニティー・カラムを製造するために、それに
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よってタンパク質について特定の擬態（模倣）リガンドを同定できる技術を開発する必要
性が存在している。
〔発明の詳細な説明〕
本発明は、新規な親和性リガンド類、そられの製造法およびマトリックスにへの結合、お
よびタンパク様材料の精製におけるこれら新規な親和性リガンド－マトリクス類の使用に
関する。
本発明は、疎水性成分の複雑さおよび空間的形状を増加させること、および静電結合およ
び水素結合の両方の相互作用をする能力のある種々の官能基を取込むことによって疎水性
リガンド類の選択性が増大し、それによりタンパク結合部位との選択的相互作用が増進す
るという考え方に基づいている。この研究によって、新規なリガンド属類の発見が導かれ
、そのリガンド類は、一般的に親和性クロマトグラフィーによるタンパク質の単離および
精製に適用できることが思いがけなくわかった。
酵素基質、それらの類縁体または基質擬態物がリガンド類として使用される上記選択的方
法と対照的に、本発明で定義されたリガンド類は、タンパク質分子の全表面に指向されて
おり、全てのタンパク質について適用できる原理をなしている。そのリガンド類は、コン
ピュータモデル化技術および／または擬態リガンド・ライブラリーのスクリーニングで設
計される。さらに、本発明は、タンパク質結合部位構築物の構造がリガンドの設計および
開発を必要としない点に利点を示し、そして結果として、ここで記載される材料および技
術は、相当に高い有用性を示す。
本発明の特徴は、タンパク質の分割、単離および精製のための一般的な道具を提供するこ
とである。微妙に異なる化学的構造群が合成され、それは様々のタンパク質と作用する能
力を有する。所定のタンパク質に対する特に効果的なリガンド構造は、適切な結合特性に
ついて、本発明により提供される種々のリガンド類をスクリーニングすることによって同
定される。
例えば、現在のところ、免疫グロブリンの分離および精製に使用できる選択性および特異
性が高い親和性リガンド類は、しばしば細菌または組換え体源のいずれかから得られるタ
ンパク様材料であり、プロテインＡ、プロテインＧおよびプロテインＬのような材料が挙
げられる。これらおよび同様のタンパク質を固定化すると、しばしば、生物学的活性の相
当な損失を起こす。アフィニティー媒体としての固定化タンパク質を連続および繰返して
使用すると、生物学的活性のさらなる減少を引起こす。さらに、これらの生物学的巨大分
子の遺伝的特性は、親和性クロマトグラフィーおよび関連技術における緩衝塩、有機溶媒
およびｐＨレベルの使用に関して厳密な制限を強いる。
本発明によって提供される新規な親和性リガンド類は、プロテインＡおよびプロテインＧ
の代わりに適切に使用することができ、それらの使用は非常に融通性に富み、より耐久力
があり、製造するのに安価で、しばしば当量レベルの精製を与える。
別の実施例は、本発明により提供される新規な親和性マトリックスのバイオテクノロジー
における使用である。
本発明は、一般式（ａ）：

［式中、
Ｒ1は、水素原子、１～６個の炭素原子を含むアルキル基、１～６個の炭素原子を含むヒ
ドロキシアルキル基、シクロヘキシル基、アミノ基、フェニル基、ナフチル基、１－フェ
ニルピラゾール、インダゾール、ベンズチアゾール基、ベンゾキサゾール基またはベンズ
イミダゾール基を示し、その各々では、ベンゼン、ナフタレン、フェニルピラゾール、イ
ンダゾール、ベンズチアゾール、ベンズキサゾールまたはベンズイミダゾール環が、所望
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により１～６個の炭素原子を含むアルキル基、１～６個の炭素原子を含むアルコキシ基、
１～６個の炭素原子を含むアシロキシまたはアシルアミノ基、アミノ基、ヒドロキシル基
、カルボン酸基、スルホン酸基、カルバモイル基、スルファモイル基、１～６個の炭素原
子を含むアルキルスルホニル基またはハロゲン原子で構成される基から独立に選択される
１つまたはそれ以上の置換基で置換されている。
Ｙは酸素原子、硫黄原子またはＮ－Ｒ2基を示す。
Ｚは酸素原子、硫黄原子またはＮ－Ｒ3基を示す。
Ｒ2およびＲ3はおのおの独立に、水素原子、１～６個の炭素原子を含むアルキル基、１～
６個の炭素原子を含むヒドロキシアルキル基、ベンジル基またはβ－フェニルエチル基を
示す。
Ｒ4、Ｒ5およびＲ6はおのおの独立に、水素原子、ヒドロキシル基、１～６個の炭素原子
を含むアルキル基、１～６個の炭素原子を含むアルコキシ基、アミノ基または、１～６個
の炭素原子を含むアシロキシまたはアシルアミノ基、カルボン酸基、スルホン酸基、カル
バモイル基またはスルファモイル基、１～６個の炭素原子を含むアルキルスルホニル基ま
たはハロゲン原子を示す。
記号Ｘの１つは窒素原子を示し、そして他方の記号Ｘは、窒素原子または、塩素原子また
はシアノ基を担持する炭素基を示す。
Ｑは、ベンゼン、ナフタレン、ベンズチアゾール、ベンゾキサゾール、１－フェニルピラ
ゾール、インダゾールまたはベンズイミダゾール環を示す。
ｎは、０と６との間の整数である。
ｐは、０と２０との間の整数である。
そして
このリガンドは、所望によりマトリックスおよびリガンドの間に挟まれたスペーサー・ア
ームを介して、位置Ａにある支持体マトリックスに結合される。
所望のスペーサー・アームは、一般式（ｂ）
－Ｔ－［－Ｌ－Ｖ－］ｍ－　　　　　　　　　　（ｂ）
式中、Ｔは、酸素原子、硫黄原子またはＮ－Ｒ7基を示す。
式中、Ｒ7は、水素原子または１～６個の炭素原子を含むアルキル基を示す。
Ｖは、酸素原子、硫黄原子、－ＣＯＯ－基、ＣＯＮＨ基またはＮＨＣＯ基または－ＰＯ3

Ｈ－基、ＮＨ－アリーレン－ＳＯ2－ＣＨ2－ＣＨ2基またはＮ－Ｒ8基を示す。ここで、Ｒ
８は、水素原子または１～６個の炭素原子を含むアルキル基を示す。
Ｌは、所望により置換されていてもよい２～２０個の炭素原子を含む炭化水素結合を示す
；およびｍは０または１である。
で示されるのが好ましい。］
で表されるリガンドを包含する親和性リガンド－マトリクス複合体に関する。
支持体マトリックスは、親和性リガンド類との共に使用して親和性リガンド－マトリクス
複合体を形成でき、そして親和性リガンド類を接触溶液中の溶質から分離する適切な手段
を提供する任意の化合物または材料、粒状物または非粒状物、可溶性または不溶性、多孔
性または非多孔性のものであってよい。
本発明は、新規な親和性リガンド－マトリクス複合体を提供し、その親和性リガンド－マ
トリクス複合体は、天然または組換え体源から誘導されたものであろうと、免疫グロブリ
ン類、インスリン類、ＶＩＩ因子、またはヒト成長ホルモンまたは類縁体、誘導体および
それらの断片および前駆体のようなタンパク様材料の分離および精製に使用できる。
好ましい具体例では、本発明は、一般式（Ｉ）：
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（式中、
Ｒ1、Ｙ、Ｚ、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｘ、Ｑ、ｎおよびｐは、上で定義された意味を
示し、
Ｔは、酸素原子、硫黄原子またはＮ－Ｒ７基を示す。
Ｖは、酸素原子、硫黄原子、－ＣＯＯ－基、ＣＯＮＨ基またはＮＨＣＯ基または－ＰＯ3

Ｈ－基、ＮＨ－アリーレン－ＳＯ2－ＣＨ2－ＣＨ2基またはＮ－Ｒ8基を示す。
Ｒ7およびＲ8は、おのおの独立に水素原子または１～６個の炭素原子を含むアルキル基を
示す。
Ｌは、所望により置換されていてもよい２～２０個の炭素原子を含む炭化水素結合を示す
。
ｍは０または１である；および
Ｍは、支持体マトリックスの残渣を示す。）
によって示される新規な親和性リガンド－マトリクス複合体を提供する。
ここで使用される「１～６個の炭素原子を含むアルキル基」の語句は、単独または組合わ
せて、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、二級ブチル、イソブ
チル、三級ブチル、ｎ－ペンチル、２－メチルブチル、３－メチルブチル、ｎ－ヘキシル
、４－メチルペンチル、ネオペンチル、ｎ－ヘキシルおよび２，２－ジメチルプロピルの
ような１～６個の炭素原子を含む直鎖または分枝鎖の飽和炭化水素鎖を意味する。
ここで使用される「１～６個の炭素原子を含むヒドロキシアルキル基」の語句は、単独ま
たは組合わせて、例えばヒドロキシメチル、２－ヒドロキシエチル、３－ヒドロキシプロ
ピル、２－ヒドロキシプロピル、４－ヒドロキシブチル、５－ヒドロキシペンチル、６－
ヒドロキシヘキシルのような１つまたはそれ以上のヒドロキシ基、好ましくは１つのヒド
ロキシ基で置換された１～６個の炭素原子を含む直鎖または分枝鎖の飽和炭化水素鎖を意
味する。
ここで使用される「１～６個の炭素原子を含むアルコキシ基」の語句は、単独または組合
わせて、例えばメトキシ、エトキシ、プロポキシ、イソプロポキシ、ブトキシ、ペントキ
シのような、エーテル酸素から得られる遊離の原子価結合を有し、かつ１～６個の炭素原
子を含むエーテル酸素を介して結合した１～６個の炭素原子を含むアルキル基を包含する
直鎖または分枝鎖の一価の置換基を意味する。
「ハロゲン」の語句は、フッ素、塩素、臭素またはヨウ素を意味する。
ここで使用される「１～６個の炭素原子を含むアシルオキシまたはアシルアミノ基」の語
句は、メチルカルボニルオキシ、エチルカルボニルオキシ、メチルオキシカルボニルまた
はエチルオキシカルボニル基のようなカルボニルオキシまたはオキシカルボニル基を介し
て結合するか、またはメチルカルボニルアミノ、エチルカルボニルアミノ、メチルアミノ
カルボニルまたはエチルアミノカルボニル基のようなカルボニルアミノまたはアミノカル
ボニル基を介して結合した１～５個の炭素原子を含むアルキル基を包含する一価の置換基
を意味する。
ここで使用される「１～６個の炭素原子を含むアルキルスルホニル基」の語句は、例えば
メチルスルホニル、エチルスルホニル、ｎ－プロピルスルホニル、イソプロピルスルホニ
ル、ｎ－ブチルスルホニル、二級ブチルスルホニル、イソブチルスルホニル、三級ブチル
スルホニル、ｎ－ペンチルスルホニル、２－メチルブチルスルホニル、３－メチルブチル
スルホニル、ｎ－ヘキシルスルホニル、４－メチルペンチルスルホニル、ネオペンチルス
ルホニル、ｎ－ヘキシルスルホニルおよび２，２－ジメチルプロピルスルホニルのような
スルホニル基を介して結合した１～６個の炭素原子を含むアルキル基を包含する一価の置
換基を意味する。
「から独立に選択された１つまたはそれ以上の置換基」の語句は、１－３の置換基を意味
するのがさらに好ましい。その語句は、１－２の置換基を意味するのがさらに好ましく、
そして１つの置換基を意味するのが最も好ましい。
本明細書では、インスリンの語句が、複数または総称の意味で使用されるかどうかにかか
わらず、天然に生じるインスリンとインスリン類縁体との両方、およびそれらの誘導体お
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よび前駆体を含むことを意図する。したがって、インスリンの語句からは、例えばヒト・
インスリンのような任意の種から得られるインスリンも意味する。ここで使用される「イ
ンスリン類縁体」の語句は、１つまたは数種のアミノ酸置換、１つまたは数種のアミノ酸
欠失、１つまたは数種のアミノ酸添加またはそれらの組合せを有するヒト・インスリンを
意味する。「インスリン誘導体」の語句は、１つまたは数種の残渣で化学的に修飾された
インスリンを意味する。ここで使用される「インスリン前駆体」は、例えば酵素的または
化学的置換によって、インスリン、デス－Ｔｈｒ（Ｂ３０）－インスリンのようなインス
リン断片、インスリン類縁体またはインスリン誘導体を形成する任意の分子を意味する。
ここで使用される「所望により置換されていてもよい２～２０個の炭素原子を含む炭化水
素結合」は、例えば１～６個の炭素原子を含むヒドロキシ基またはアルコキシ基で所望に
より置換されていてもよい、および２～２０個の炭素原子を含有する鎖を供するアミノ、
エーテル、チオエーテル、エステル、アミドまたはスルホンアミド結合によって所望によ
り一緒に結合していてもよい１つまたはそれ以上の直鎖または分枝鎖アルキル基を意味す
る。この構造は、柔軟であることが好ましい。このような所望により置換されていてもよ
い炭化水素結合の構築は、例えばロウ・シー．エル．（Lowe,C.R.）およびダン・ピー．
ディ．ジー．（Dean,P.D.G.）、親和性クロマトグラフィー（Affinity Chromatography）
、ジョン・ウイレイ・アンド・サンズ（John Wiley & Sons）、ロンドン（Ｌｏｎｄｏｎ
）、１９７４年に記載されている。そしてここで資料によって組込まれる。
好ましい態様では、これらの複合体は、一般式（Ｉ）：

（式中、Ｒ1は、水素原子、１～６個の炭素原子を含むアルキル基、１～６個の炭素原子
を含むヒドロキシアルキル基、シクロヘキシル基、アミノ基、フェニル基またはナフチル
基を示し、そして１～６個の炭素原子を含むアルキル基、１～６個の炭素原子を含むアル
コキシ基、１～６個の炭素原子を含むアシロキシまたはアシルアミノ基、アミノ基、ヒド
ロキシル基、カルボン酸基、スルホン酸基、カルバモイル基、スルファモイル基、アルキ
ルスルホニル基またはハロゲン原子で、ベンゼンまたはナフタレン環上に置換されていて
もよい。
Ｔは酸素原子、硫黄原子またはＮ－Ｒ7基を示す。
Ｙは酸素原子、硫黄原子またはＮ－Ｒ2基を示す。
Ｚは酸素原子、硫黄原子またはＮ－Ｒ3基を示す。
Ｒ2およびＲ3はおのおの独立に、水素原子、１～６個の炭素原子を含むアルキル基、１～
６個の炭素原子を含むヒドロキシアルキル基、ベンジル基またはβ－フェニルエチル基を
表す。
Ｒ4、Ｒ5およびＲ6はおのおの独立に、水素原子、ヒドロキシル基、１～６個の炭素原子
を含むヒドロキシル基、１～６個の炭素原子を含むアルキル基、１～６個の炭素原子を含
むアルコキシ基、アミノ基、１～６個の炭素原子を含むアシルオキシまたはアシルアミノ
基、カルボン酸基、スルホン酸基、カルバモイル基またはスルファモイル基、アルキルス
ルホニル基またはハロゲン原子を示す；
記号Ｘの１つは、窒素原子を示し、そして他方の記号Ｘは、窒素原子または塩素原子また
はシアノ基を担持する炭素原子またはシアノ基を示す；
Ｖは、酸素原子、硫黄原子、－ＣＯＯ－基、ＣＯＮＨ基またはＮＨＣＯ基または－ＰＯ3

Ｈ－基、ＮＨ－アリーレン－ＳＯ2－ＣＨ2－ＣＨ2基またはＮ－Ｒ8基を示す；
Ｒ7およびＲ8は、おのおの独立に水素原子または１～６個の炭素原子を含むアルキル基を
示す；
Ｌは、所望により置換されていてもよい２～２０個の炭素原子を含む炭化水素結合を示す
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；
Ｑは、ベンゼンまたはナフタレン環を示す；
ｎは、０と６との間の整数である；
ｐは、０と２０との間の整数である；
ｍは０または１である；および
Ｍは、親和性リガンド類と共に使用して、一般式（Ｉ）で表される新規な親和性リガンド
－マトリクス複合体を形成でき、そして接触溶液中の溶質から親和性リガンド類を分離す
る従来の手段を提供する任意の化合物または材料、粒子または非造粒物、可溶性または不
溶性、多孔性または非多孔性であってよい支持体マトリックスの残渣を示す。
本発明は、中でもＴ－［Ｌ－Ｖ］0-1－Ｍ置換基を担持するピリジン、ジアジンまたはト
リアジンまたはそれらの前駆体、および異種原子を介してその環に結合した他の置換基で
ある化合物の使用に関することが高く評価される。このような置換基としては、０～１０
または２０の炭素原子を含む任意の非干渉基が挙げられる。
本発明の好ましい態様では、Ｒ1は、フェニルまたはナフチル基を表し、その各々は、ヒ
ドロキシル基またはカルボン酸基から構成される基から独立に選択された１つまたはそれ
以上でベンゼンまたはナフタレン環上に所望により置換されている。
本発明の別の好ましい態様では、Ｒ2は、水素原子を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｒ3は、水素原子を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｒ4は、水素原子、ヒドロキシ基、カルボン酸基、また
はアミノ基を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｒ5は、水素原子、ヒドロキシ基、カルボン酸基、また
はアミノ基を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｒ6は、水素原子、ヒドロキシ基、カルボン酸基、また
はアミノ基を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｒ7は、水素原子を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｔは、酸素原子またはＮＨ基を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｙは、Ｎ－Ｒ2（ここでＲ2は上記定義のとおり。）を示
す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｚは、Ｎ－Ｒ3（ここでＲ3は上記定義のとおり。）を示
す。
本発明の別の好ましい態様では、両方のＸは、窒素原子を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｑは、ベンゼンまたはナフタレン環を示す。
本発明の別の好ましい態様では、ｎは、０または２を示す。
本発明の別の好ましい態様では、ｐは、０または２を示す。
本発明の別の好ましい態様では、ｍは、０または１を示す。
本発明の別の好ましい態様では、Ｌは、エチル、プロピル、ヒドロキシプロピル、ブチル
、フェニル、ヘキシル、オクチルまたはデシル基を示し、そしてＶおよびｍは上記定義の
とおりである。
本発明の別の好ましい態様では、Ｖは、酸素原子、－ＣＯＯ－基、－ＰＯ３Ｈ－基、また
はＮ－Ｒ8基を示す；さらに好ましくは、酸素原子またはＮＨ基であって、そしてＬおよ
びｍは上記定義のとおりである。
本発明の別の好ましい態様では、ｍは１を示し、そしてＬおよびＶは上記定義のとおりで
ある。
「ｘとｙとの間の整数」の語句としては、値ｘ（ゼロを含めて）およびｙを含んでよい。
本発明は、任意の順で、一般式（ＩＩ）：

（式中、記号Ｘは、先に定義した意味を示し、そしてＷは、ハロゲン原子を表す。）
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で表されるハロゲン化複素環化合物を、
（ｉ）一般式（ＩＩＩ）：
Ｒ1－（ＣＨ2）p－Ｙ－Ｈ　　　　　　　（III）
（式中、記号Ｒ1、Ｙおよびｐは、先に定義した意味を示し、そしてＨは水素である。）
で表される化合物、
（ｉｉ）一般式（ＩＶ）

（式中、記号Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｑ、Ｚおよびｎは、先に定義した意味を示す。）
で表される化合物、および
（ｉｉｉ）一般式（Ｖ）
Ｈ－Ｔ－［－Ｌ－Ｖ－］m－Ｍ　　　　　　　　　　（Ｖ）
（式中、記号Ｌ、Ｍ、Ｖ、Ｔおよびｍは、先に定義した意味を示す。）
で表される所望により誘導体化されていてよい支持体、または一般式（ＶＩ）
Ｈ－Ｔ－Ｌ－Ｖ－Ｈ　　　　　　　　　　　　　　　（ＶＩ）
（式中、記号Ｈ、Ｌ、ＶおよびＴは、先に定義した意味を示す。）
で表される結合単位と反応して、一般式（ＶＩＩ）：

（式中、記号Ｒ1、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｑ、Ｌ、Ｔ、Ｖ、Ｘ、Ｙ、Ｚ、ｍ、ｎおよびｐは、先
に定義した意味を示す。）
で表される化合物を得ること、そして一般式（ＶＩＩ）で表される化合物は、その後さら
に、当業者によく知られた活性化および結合手段を用いて、その残渣がＭによって示され
る支持体マトリックスと反応させること包含する新規な親和性リガンド類―マトリックス
複合体の製造方法も提供する。
一般式（ＩＩ）で表されるハロゲン化複素環の例としては、５－クロロ－２，４，６－ト
リフルオロピリミジン、５－シアノ－２，４，６－トリクロロピリミジン、シアヌル酸フ
ッ化物、シアヌル酸臭化物およびなによりシアヌル酸塩化物を挙げることができる。
一般式（ＩＩＩ）で表される化合物の例としては、アンモニア、メチルアミン、エチルア
ミン、プロピルアミン、イソプロピルアミン、ジイソプロピルアミン、イソブチルアミン
、アミルアミン、ヘキシルアミン、エタノールアミン、ジエタノールアミン、アニリン、
Ｎ－メチルアニリン、Ｎ－エチルアニリン、Ｎ－イソプロピルアニリン、１，４－ジアミ
ノブタン、１，６－ジアミノヘキサン、Ｎ－三級ブチルアニリン、ｐ－トルイジン、ｐ－
ブチルアニリン、２，４－ジメチルアニリン、ｐ－アニシジン、ｐ－エトキシアニリン、
ｐ－アミノアセトアニリド、ｐ－アミノフェノール、ｐ－クロロアニリン、オルタニル酸
、メタニル酸、スルファニル酸、４－メチルアニリン－２－スルホン酸、４－メトキシア
ニリン－２－スルホン酸、アニリン－２，５－ジスルホン酸、Ｎ－メチルメタニル酸、ｏ
－、ｍ－およびｐ－アミノ安息香酸、ｐ－アミノベンズアミド、ｐ－アミノベンゼンスル
ホンアミド、１－アミノ－２－、３－、４－、５－、６－、７－および８－ナフトール、
２－アミノ－３－、４－、５－、６－、７－および８－ナフトール、５－、６－および７
－アミノ－１－ナフトール－３－スルホン酸、Ｎ－ベンジルアニリン、ベンジルアミン、
４－メチルベンジルアミン、４－ヒドロキシベンジルアミン、４－メトキシベンジルアミ
ン、４－アセトシルベンジルアミン、４－アセチルアミノベンジルアミン、Ｎ－メチルベ
ンジルアミン、β－フェニルエチルアミン、Ｎ－ブチルベンジルアミン、Ｎ－ベンジル－
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β－フェニルエチルアミン、Ｎ－（β－ヒドロキシエチル）－ベンジルアミン、Ｎ－三級
ブチルベンジルアミン、Ｎ－ベンジルチラミンおよびチラミンのようなアミン類；フェノ
ール、ｏ－、ｍ－およびｐ－クレゾール、カテコール、レソルシノール、ヒドロキノン、
ｐ－クロロフェノール、１－ナフトールおよび２－ナフトール、１－ナフトール－４－ス
ルホン酸、２－ナフトール－６－スルホン酸および２－ヒドロキシ－３－ナフトエ酸のよ
うなフェノール類；エチルチオール、チオグリコール酸、チオフェノールおよびチオ－ｐ
－クレゾールのようなチオール類、および５－アミノ－１－フェニルピラゾール、６－ア
ミノインダゾール、２－アミノベンズイミダゾール、２－アミノベンズチアゾール、およ
び２－アミノ－５－クロロベンゾキサゾールのような芳香族複素環を挙げることができる
。
一般式（ＩＶ）で表される化合物の例としては、アニリン、Ｎ－メチルアニリン、Ｎ－エ
チルアニリン、Ｎ－イソプロピルアニリン、Ｎ－三級ブチルアニリン、ｐ－トルイジン、
ｐ－ブチルアニリン、２，４－ジメチルアニリン、ｐ－アニシジン、ｐ－エトキシアニリ
ン、ｐ－アミノアセトアニリド、ｐ－アミノフェノール、ｐ－クロロアニリン、オルタニ
ル酸、メタニル酸、スルファニル酸、４－メチルアニリン－２－スルホン酸、４－メトキ
シアニリン－２－スルホン酸、アニリン－２，５－ジスルホン酸、Ｎ－メチルメタニル酸
、ｏ－、ｍ－およびｐ－アミノ安息香酸、１－アミノ－２－、３－、４－、５－、６－、
７－および８－ナフトール、２－アミノ－３、４－、５－、６－、７－および８－ナフト
ール、５－、６－および７－アミノ－１－ナフトール－３－スルホン酸、ｐ－アミノベン
ズアミド、ｐ－アミノベンゼンスルホンアミド、Ｎ－ベンジルアニリン、ベンジルアミン
、４－メチルベンジルアミン、４－ヒドロキシベンジルアミン、４－メトキシベンジルア
ミン、４－アセトキシベンジルアミン、４－アセチルアミノベンジルアミン、Ｎ－メチル
ベンジルアミン、β－フェニルエチルアミン、Ｎ－ブチル－ベンジルアミン、Ｎ－ベンジ
ル－β－フェニルエチルアミン、Ｎ－（β－ヒドロキシエチル）－ベンジルアミン、Ｎ－
三級ブチル－ベンジルアミン、Ｎ－ベンジルチラミンおよびチラミンのようなアミン類；
フェノール、ｏ－、ｍ－およびｐ－クレゾール、カテコール、レソルシノール、ヒドロキ
ノン、ｐ－クロロフェノール、１－および２－ナフトール、１－ナフトール－４－スルホ
ン酸、２－ナフトール－６－スルホン酸および２－ヒドロキシ－３－ナフトエ酸のような
フェノール類；チオフェノールおよびチオ－ｐ－クレゾールのようなチオール類、および
５－アミノ－１－フェニルピラゾール、６－アミノインダゾール、２－アミノベンズイミ
ダゾール、２－アミノベンズチアゾールおよび２－アミノ－５－クロロベンゾキサゾール
のような芳香族複素環を挙げることができる。
その残渣がＭで表される支持体マトリックスの例としては、天然に生じる高分子、例えば
架橋結合アルブミンのようなポリペプチドまたはタンパク質、またはアガロース、アルギ
ネート、カラゲナン、キチン、セルロース、デキストランまたは澱粉のような多糖；ポリ
アクリルアミド、ポリスチレン、ポリアクロレイン、ポリビニルアルコール、ポリエチル
アクリレート、ペルフルオロカーボンのような合成高分子；シリカ、ガラス、多孔質珪藻
土、アルミナ、酸化鉄または他の金属酸化物のような無機化合物、または天然に生じる高
分子、合成高分子または無機化合物を２つまたはそれ以上任意に組合わせて構成される共
重合体のような不溶性支持体マトリックスを挙げることができる。さらに、その残渣がＭ
によって表される支持体材料の定義の範囲内で、液体分配で使用される親和性リガンド－
マトリクス複合体を提供するデキストラン、ポリエチレングリコール、ポリビニルアルコ
ールまたは加水分解澱粉のような高分子を包含する可溶性支持体マトリックスのもの、ま
たはアフィニティーエマルジョンを形成するのに使用される親和性リガンド－マトリクス
複合体を提供するペルフルオロデカリンのような化合物を包含する支持体マトリックスの
ものも含まれる。疑いを避けるために、支持体マトリックスは、粒状物または非粒状物、
可溶性または不溶性、多孔性または非多孔性とにかかわらず、本発明による新規な親和性
リガンド－マトリクス複合体を形成するのに使用でき、そして接触溶液中の溶質から親和
性リガンド類を分離する従来の手段を提供する任意の化合物または材料としてここに定義
される。
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その残渣がＭによって表される支持体マトリックスの定義の範囲内で、リガンドを付着さ
せる前または最中に活性化剤で処理することによって改変（修飾）された、あるいはされ
ているアガロース、セルロース、デキストラン、澱粉、アルギネート、カラゲナン、合成
高分子、シリカ、ガラスおよび金属酸化物のような支持体マトリックスも含まれる。
本発明の好ましい態様では、Ｍは、所望により活性化されていてもよいアガロース、シリ
カ、ガラス、トーヨーパール（ｔｏｙｏｐｅａｒｌ）、ヒドロキシエチルメタクリレート
、ポリアクリルアミド、スチレンジビニルベンゼン、ハイパーＤ、ペルフルオロカーボン
類を表す。
好ましくは、Ｍは、所望によりトレシル活性化、スルホニルクロリド活性化、トシル活性
化、ビニルスルホン活性化またはエポキシ活性化アガロースを表す。
好ましくは、本発明による親和性リガンド－マトリクス複合体は、
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（式中、Ｍは上記定義のとおり。）
である。
マトリックスを支持するリガンド類を付着させる一般的な目的での使用が分かった相当な
数の活性化剤が存在する。これらの化合物およびそれらの使用方法は、当業界でよく知ら
れており、そして本発明の核心はマトリックスに付着したリガンドの特性にあり、付着の
形態にはないので、これらの活性化剤の内の任意のものが、本発明の新規なマトリックス
－リガンド複合体を製造するのに役割を果たす。このような活性化剤の限定されない例と
しては、臭化シアン、シアヌル酸塩化物、エピクロロヒドリン、ジビニルスルホン、塩化
ｐ－トルエンスルホニル、１，１’－カルボニルジイミダゾール、メタ－過ヨウ化ナトリ
ウム、２－フルオロ－１－メチルピリジニウムトルエン－４－スルホネート、グリシドキ
シプロピルトリメトキシシランおよび塩化２，２，２－トリフルオロエタンスルホニルの
ような様々な化合物を挙げることができる。上述のとおり、このような活性化段かが行わ
れる手段は、当業者によく知られている。
同様に、広範な種々の縮合化剤は、アガロース、セルロース、デキストラン、澱粉、アル
ギネート、カラゲナン、シリカまたはガラスのような支持体マトリックスに一般式（ＶＩ
）で表される化合物を付着させるのに使用することができる。またその上、これらの化合
物およびそれらの使用方法は、当業者によく知られており、そしてさらに本発明の核心は
リガンドの特性にあり、付着の形態にはないので、これらの縮合化剤の内の任意のものが
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、本発明の新規なマトリックス－リガンド複合体を製造するのに役割を果たす。このよう
な縮合化剤の限定されない例としては、Ｎ－エトキシカルボニル－２－エトキシ－１，２
－ジヒドロキノリン、ジシクロヘキシルカルボジイミドおよび１－エチル－３－（３－ジ
メチルアミノプロピル）－カルボジイミドを挙げることができる。
一般式（ＶＩＩ）で表される化合物を製造するのに使用できる一般式（ＶＩ）の結合単位
の例としては、エチレンジアミン、Ｎ，Ｎ’－ジメチルエチレンジアミン、Ｎ－エチルエ
チレンジアミン、Ｎ－（β－ヒドロキシエチル）エチレンジアミン、プロピレンジアミン
、Ｎ－メチルプロピレンジアミン、Ｎ－（β－ヒドロキシエチル）プロピレンジアミン、
１，４－ジアミノブタン、１，５－ジアミノペンタン、１，６－ジアミノヘキサン、１，
７－ジアミノヘプタン、１，８－ジアミノオクタン、１，９－ジアミノノナン、１，１０
－ジアミノデカン、１，１２－ジアミノドデカン、ピペラジン、３－ヒドロキシ－１，５
－ジアミノペンタン、ｍ－およびｐ－フェニレンジアミン、ｍ－およびｐ－アミノベンジ
ルアミンのようなジアミン類；エタノールアミン、Ｎ－メチルエタノールアミン、Ｎ－プ
ロピルエタノールアミン、ジエタノールアミン、３－ヒドロキシプロピルアミン、２，３
－ジヒドロキシプロピルアミン、イソプロパノールアミン、５－アミノペンタン－１－オ
ールおよび６－アミノヘキサン－１－オールのようなアミノアルコール類；ｏ－、ｍ－お
よびｐ－アミノフェノールのようなアミノフェノール類、グリシン、Ｎ－メチルグリシン
、３－および４－アミノ酪酸、３－アミノイソ酪酸、５－アミノ吉草酸、６－アミノカプ
ロン酸、７－アミノヘプタン酸、ｍ－およびｐ－アミノ安息香酸のようなアミノカルボン
酸類；ｍ－アミノベンゼンホスホン酸およびｐ－アミノベンジルホスホン酸のようなアミ
ノホスホン酸類；およびアニリン－３－β－スルフェートエチルスルホンおよびアニリン
－４－β－スルフェートエチルスルホンのようなアミノアリーレンビニルスルホン前駆体
を挙げることができる。
一般式（ＩＩＩ）、（ＩＶ）および（Ｖ）または（ＶＩ）で表される化合物との一般式（
ＩＩ）で表されるハロゲン化複素環化合物の反応は、水と混和できない有機溶媒、または
水と混和できる有機溶媒、または水と水混和性有機溶媒の混合物中で行うことができる。
水に混和性でない適切な有機溶媒の例は、トルエン、キシレンまたはクロロベンゼンであ
る。水に混和性の適切な有機溶媒の例は、アセトン、メチルエチルケトンまたはジオキサ
ンである。ハロゲン化複素環化合物の第一の反応は、０℃と２５℃との間、理想的には０
℃と５℃との間の温度で行うことができる。第二の反応は、２０℃と５０℃との間、理想
的には３０℃と４５℃との間の温度で行うことができ、そして第三の反応は、２０℃と１
００℃との間の温度で行うことができる。このような反応の間、水酸化ナトリウム、炭酸
ナトリウム、炭酸水素ナトリウム、水酸化カルシウムまたは炭酸カルシウムのような酸結
合剤を使用することによって、生成される塩酸またはフッ化水素酸のような無機酸を中和
する。
更に一般式（VII）の化合物を反応性を有する重合可能なモノマーと反応させ、一般式VII
Iの重合可能な化合物を形成することができる：

式中のＲ1、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｑ，Ｌ，Ｔ，Ｖ，Ｘ，Ｙ，Ｚ，ｍ，ｎおよびｐは前記と同意
である；Ｒ３は水素原子もしくは１から６つの炭素原子１を含むアルキル基である；Ｒ１
０はカルボニル基、メチレン基、－ＮＨ－ＣＨ2－基あるいは－Ｓ－ＣＨ２基である。反
応性重合可能モノマーとしては、塩化アクロリル、塩化メタクロリル、臭化アリル、アリ
ルアミン、あるは３，４－エポキシブタレンがある。一般式（VIII）の重合可能化合物は
、他の重合可能モノマー存在下でも重合させることができ、一般式（Ｉ）の親和性リガン
ドマトリックス標識体を形成する。該重合操作は当業者に公知である。
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本発明はさらに免疫グロブリン、インシュリン、第VII因子あるいはヒト成長ホルモン、
もしくはその類縁体、誘導体ならびに断片、および前駆体の分離、単離、精製、定量化、
同定、および分析へのこれら全ての親和性リガンド含有マトリックスに利用も包含してい
る。
免疫グロブリンは共通構造を有する一群の蛋白質であり、しばしばＩｇと略記される。ま
た免疫グロブリンは総じて抗体とも呼ばれ、該蛋白質を記載する場合には上記２つの用語
のいずれも用いることができる。免疫グロブリンには幾つかの型があり、例えば最も重要
な抗体の型であるＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、ＩｇＭならびにＩｇＹやその亜型な
どがある。免疫グロブリンは血漿、腹水、唾液、母乳あるいは卵黄の様な体液中に存在し
ているか、もしくは遺伝子工学的手法により作ることができる。免疫グロブリンは様々な
方法を用いて改造し所望の性質を付与することができる。そのための方法は当該分野で公
知であり、その結果得られる改造抗体もまた本発明の請求の範囲である。抗体改良技術に
ついては実施例に限定されるものでなく、化学的修飾や１種類もしくは複数の酵素を処理
すること、あるいはその組み合わせによっても抗体断片、標識抗体、抗体が標識されたも
しくは抗体が融合された蛋白質を得ることができる。抗体の修飾に使用されたことのある
化学修飾用試薬ならびに酵素の数は極めて多く、その化合物ならびにその利用方法は当該
分野に公知である。修飾したあるいは新規な抗体を得るための別の方法に遺伝子工学的方
法がある。該方法ならびにその使用は当業者に公知であり、例えば抗体断片もしくは抗体
融合体の製造に使用できる。遺伝子工学的方法により修飾した、あるいは作成した新規な
抗体も本発明の請求の範囲である。
有用な親和性リガンド含有マトリックス群は一般式（IX）で示される：

式中のＲ1、Ｒ4、Ｒ5，Ｒ6，Ｍ，Ｑ，ならびにｐは前記と同意でありｊは２から２０の間
の整数である。
特に有用な親和性リガンド含有マトリックス群は一般式（Ｘ）で示される：

式中のｊとＭは前記と同意である。
典型例には、一般式（ＸＩ）の化合物は１０℃から３０℃の間で酸結合剤の存在下に３－
プロポキシ－（１，２－エポキシ）－アガロースと反応し、蛋白性物質の精製に高い有用
性を有する新規の親和性リガンドマトリックス結合体を産生する。

これら新規な親和性リガンドマトリックス結合体は蛋白質の中の免疫グロブリン群に高い
親和性を有している。この特性が該結合体に、免疫グロブリン群の蛋白の分離、単離、精
製、定量、同定ならびに分析に高い価値を付与する。
本発明の別の実施態様は一般式（ＸII）の新規の親和性リガンドに関する：
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式中のＲ1，Ｒ4，Ｒ5，Ｒ6，Ｑ，Ｘ，Ｙ，Ｚ，ｎならびにｐは上記に同意であり、ハロゲ
ンとしてはフッ素、塩素、臭素、あるいはヨード原子である。
更に、本発明は、前記一般式（ＸII）の新規な親和性リガンドを上記一般式（Ｖ）のマト
リックスに、－２０℃から１２１℃の間の温度で該新規な親和性リガンドを該マトリック
スと反応させて結合させる方法に関する。
別の実施態様では、本発明は一般式（ＸIII）の新規な親和性リガンドに関する：

式中のＲ1，Ｒ4，Ｒ5，Ｒ6，Ｑ，Ｘ，Ｙ，Ｚ，ｍ，ｎおよびｐは前記に同意であり、ｊは
２から２０の間の整数である。
更に、本発明は酸結合剤存在下に前記一般式（ＸII）の化合物を一般式Ｈ2Ｎ－（ＣＨ２
）ｊ－ＮＨ２で表されるアルカリジアミンと０℃から１００℃の間の温度で反応させ、前
記一般式（ＸIII）の新規な親和性リガンドを調整する方法に関する。
別の実施態様では、本発明は一般式（ＸIV）の新規な親和性リガンドに関する：

式中のＲ1、Ｒ4、Ｒ5、Ｑ、Ｘ、Ｙ、Ｚ、ｍ、ｎならびにｐは前記に同じであり、ｑは０
もしくは１であり、ｊは２から２０の間の整数である。
さらに本発明は前記一般式（ＸII）の化合物を０℃から１００℃の間の温度条件下に一般
式Ｈ2Ｎ－（ＣＨ2）j－（ＣＯ）q－ＯＨで表されるアミノヒドロキシ化合物と、必要な場
合には酸結合剤存在下に反応させることで前記一般式（ＸIV）の新規な親和性リガンドを
調整する方法に関する。
別の実施態様では、本発明は式中のＲ1、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6，Ｌ，Ｑ，Ｔ，Ｖ，Ｘ，Ｙ，Ｚ，
ｍ，ｎおよびｐは前記に同意である前記一般式（VIII）の新規な親和性リガンドに関する
；Ｒ9は炭素分子を１分子から６分子含むアルキル基であり；Ｒ10はカルボニル基、メチ
レン基、－ＮＨ－ＣＨ2－基もしくは－Ｓ－ＣＨ２－基であり、；好ましくはＬはエチル
基、ブチル基、あるいはヘキシル基であり、好ましくはＴは－ＮＨ－基であり、好ましく
はＶは－ＮＨ－基でありｍは好ましくは１である。
別の実施態様では、本発明は一般式（ＸＶ）の新規な親和性リガンドに関する：

式中のＲ1，Ｒ4，Ｒ5，Ｒ6，Ｑ，ｎならびにｐは前記に同じである。
別の実施態様では、本発明は一般式（ＸVI）の新規な親和性リガンドに関する：
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の整数である。
別の実施態様では、本発明は式中のＲ1がフェニル基もしくはナフチル基であって、かつ
そのベンゼン環あるいはナフタレン環が場合によっては１つもしくは複数のヒドロキ基あ
るいはカルボン酸によって独立に置換される一般式（ＸII）、（ＸIII）、（ＸIV）、（
ＸＶ）ならびに（ＸVI）の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のＲ４が水素原子、ヒドロキシル基、カルボン酸、ある
いはアミノ基である一般式（ＸII）、（ＸIII）、（ＸIV）、（ＸＶ）ならびに（ＸVI）
の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のＲ5が水素原子、ヒドロキシル基、カルボン酸、ある
いはアミノ基である一般式（ＸII）、（ＸIII）、（ＸIV）、（ＸＶ）ならびに（ＸVI）
の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のＲ6が水素原子、ヒドロキシル基、カルボン酸、ある
いはアミノ基である一般式（ＸII）、（ＸIII）、（ＸIV）、（ＸＶ）ならびに（ＸVI）
の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のＱがベンゼン環もしくはナフタレン環である一般式（
ＸII）、（ＸIII）、（ＸIV）、（VIII）、（ＸＶ）ならびに（ＸVI）の親和性リガンド
に関する。
別の実施態様では、本発明は式中のＸが窒素原子である一般式（ＸII）、（ＸIII）、（
ＸIV）ならびに（VIII）の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のＹが－ＮＨ－基である一般式（ＸII）、（ＸIII）、
（ＸIV）ならびに（VIII）の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のＺが－ＮＨ－基である一般式（ＸII）、（ＸIII）、
（ＸIV）ならびに（VIII）の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のｎが０か２である一般式（ＸII）、（ＸIII）、（ＸI
V）、（VIII）、（ＸＶ）ならびに（ＸVI）の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のｐが０か２である一般式（ＸII）、（ＸIII）、（ＸI
V）、（VIII）、（ＸＶ）ならびに（ＸVI）の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のｊが２、４、もしくは６のいずれかである一般式（Ｘ
III）、（ＸIV）ならびに（ＸVI）の親和性リガンドに関する。
別の実施態様では、本発明は式中のｊが０から２０の間の整数である一般式（ＸＩ）の親
和性リガンドに関する。
本発明の好適な親和性リガンドは以下の通りである：
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さらに本発明は、水酸化物もしくは有機重合体マトリックスを活性化剤と反応させ得られ
る活性化マトリックスを、必要に応じて酸結合剤存在下に新規な親和性リガンドに作用さ
せることで前記一般式（VII）、（ＸIII）、（ＸVI）および（ＸＩ）の新規な親和性リガ
ンドに炭水化物もしくは有機重合体マトリックスを結合させる方法に関する。また本発明
は前記一般式（ＸIV）の新規な親和性リガンドをマトリックスと縮合させることにより、
炭水化物マトリックスもしくは有機重合体マトリックスに結合させる方法にも関する。さ
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らに本発明は、金属酸化物、ガラスもしくはシリカマトッリックスに前記一般式（VII）
、前記（ＸIII）、前記（ＸVI）、および前記（ＸＩ）の新規な親和性リガンドを結合さ
せる方法、必要な場合には表面を被覆した金属酸化物、ガラスもしくはシリカマトリック
スと活性化剤を反応させることにより有機重合体で被覆した後、該活性化マトリクッスと
新規な親和性リガンドを反応させ、必要ば場合には酸結合剤の存在下に反応させることに
よって金属酸化物、ガラスあるいはシリカマトリックスに該新規な親和性リガンドを結合
させる方法に関する。本発明の別の実施態様は、前記一般式（ＸIV）の新規な親和性リガ
ンドを金属酸化物、ガラスあるいはシリカマトリックスと、必要な場合には該マトリック
スとの縮合を利用して有機重合体で表面を覆った金属酸化物、ガラスあるいはシリカマト
リックスに結合させる方法に関する。別の実施態様では、本発明は、前記一般式（ＸＶ）
と前記（ＸII）の新規な親和性リガンドを前記一般式（Ｖ）のマトリックスに－２０℃か
ら１２１℃の間の温度条件で、必要に応じて酸結合剤存在下に反応させることで結合させ
る方法に関する。本発明はまた前記方法に従い結合、調整された親和性リガンドマトリッ
クスの全てに関する。
別の実施態様では、本発明は本発明の親和性リガンドと本発明による該リガンドから成る
親和性リガンドマトリックス結合体を用いた、その由来が天然のものである免疫グロブリ
ンもしくはその亜型、断片、前駆体、もしくはそれらの誘導体、即ちその由来が天然また
は組換体である免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、免疫グロブ
リンＡ（ＩｇＡ）あるいはその亜型、断片、前駆体、もしくはそれらの誘導体の様な蛋白
質もしくは蛋白性物質の分離、単離、精製、分析、同定、あるいは定量に関する。別の実
施態様では、本発明は免疫グロブリンを本発明の親和性リガンドマトリックス結合体とｐ
Ｈ５．０から１２．０の間で作用させ、その後ｐＨを４．９以下に下げることによりこれ
を除去、溶出、もしくは破壊する工程から成るり免疫グロブリンを分離、単離、精製、分
析、同定、もしくは定量に関する。
本発明はまた前記一般式（ａ）で示される生体特異的リガンドを用いた親和性クロマトグ
ラフィーを行う工程を含む蛋白性物質の分離あるいは精製方法に関する。
本発明はまた本発明の親和性リガンドと本発明のリガンドを含む親和性リガンドマトリッ
クス結合体を用いた由来が天然もしくは組換体であるインシュリンとその類縁体、誘導体
ならびに断片および前駆体、ならびに第VII因子あるいはヒト成長因子あるいはその類縁
体、誘導体ならびに断片と前駆体の分離、単離、精製、分析、同定もしくは定量に関する
。
実施例の方法により６０種類以上のリガンドを含むライブラリーを設計した。該ライブラ
リーを部分精製したインシュリン前駆体を用いてスクリーニングしてから選別したリガン
ドを合成アガロースの固相に固定化した。このマトリックスについて結合方法、スペーサ
ーアームの長さ、リガンド濃度等について最適化を行い、２－５ｍｇ／ｍｌの結合能力を
有する３種類のプロトタイプを得た。インシュリン前駆体由来の組換体は、極めて穏やか
な条件下に単一の疑似アフィニティー精製を行うことで清浄化した酵母発酵液から９５％
以上の純度で精製できた。本発明の親和性リガンドならびに本発明の該リガンドを含む親
和性リガンドマトリックス結合体のより好ましい利用は、由来が天然もしくは組換体であ
るインシュリンとその類縁体、誘導体ならびに断片および前駆体の精製である。この利用
に関するより好ましい親和性リガンドマトリックス結合体は以下のリガンドを含むもので
ある：
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リガンドは前記位置Ａで支持体マトリックスと結合し、必要であればマトリックスとリガ
ンドの間に前記一般式（ｂ）の様にしてスペースアームを挿入する。好ましくは、リガン
ドは１１ａであり、支持マトリックスは別途活性化したアガロース、セルロース、シリカ
、あるいはガラスであることが好ましい。
別の実施態様では、本発明はインシュリンあるいはインシュリン類縁体もしくは誘導体な
らびに前駆体を本発明の親和性リガンドマトリックス結合体にｐＨ域４．０から９．０の
間の条件下に結合させ、その後にｐＨを３．９９以下あるいは９．０１以上にすることで
除去、溶出、もしくは破壊する工程からなる該インシュリン、インシュリン誘導体あるい
はその類縁体ならびに前駆体の分離、単離、精製、分析、同定、あるいは定量に関する。
該溶出操作は、例えばイオン強度を下げたりあるいは有機溶媒の様な溶媒を共存させるこ
とでも実施できる。
以下本発明の詳細を以下の実施例により記載する。実施例は本発明を描写することを目的
とするのであり、いかなる場合もこれにより本発明の範囲が限定されるものではない。
実施例１
本実施例では、一般式（II）のハロゲノ複素環化合物と一般式（III）および（IV）の化
合物との反応によって与えられる代表的な親和性リガンドの合成を説明する。
アセトン50部に19.8部のアニリンを溶解し、アセトン200部中の塩化シアヌル36.8部の溶
液を氷50部と水50部の混合液中に注ぐことによって作成した懸濁液のなかに該溶液を入れ
る。該混合物を２時間攪拌し、300部の水の中の炭酸水素ナトリウム16.8部の溶液を添加
することによって、この間pHを6～7の間に維持した。この時間が終了したら、2-アニリノ
-4,6-ジクロロ-1,3,5-トリアジンの沈殿を濾過した後、水で洗浄し、真空で乾燥して、ジ
クロロメタンから結晶化した。
2-アニリノ-4,6-ジクロロ-1,3,5-トリアジン4.82部のアセトン溶液（アセトン100部）に
、アセトン50部と水10部の混合液中のチラミン2.74部の溶液を添加した。該混合液を50℃
で加熱し、炭酸水素ナトリウム1.68部の水溶液（水30部）を添加することによって、pHを
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6～7の間に維持しながら、２時間この温度を保った。この時間が終了したら、2-アニリノ
-4-［β-（4’-ヒドロキシフェニル）-エチルアミノ］-6-クロロ-1,3,5-トリアジンの沈
殿物を濾過して、水で洗浄し、真空で乾燥した。
実施例２
本実施例では、固体支持相上への実施例１の産物の固定化を説明する。
30%のアセトン水溶液100部、次に70%のアセトン水溶液100部、続いてアセトン100部を用
いた溶媒交換によって、アミノ基を有するアガロース10部をアセトン溶媒の中に移した。
20部のアセトンに1部の2-アニリノ-4-［-β-（4’-ヒドロキシフェニル）-エチルアミノ
］-6-クロロ-1,3,5-トリアジンを溶解して、50℃に加温した。該加温したアセトン溶液を
、アミノ基を有するアガロース誘導体のアセトン懸濁液に加えた。得られた懸濁液に、0.
42部の炭酸水素ナトリウムの水溶液（水5部）を添加し、次に該混合物を50℃で16時間攪
拌した。この時間が終了したら、アセトンでアガロース支持マトリックスを洗浄し、結合
していない2-アニリノ-4-［-β-（4’-ヒドロキシフェニル）-エチルアミノ］-6-クロロ-
1,3,5-トリアジンを除去した。続いて、まず70%のアセトン水溶液で、次に30%のアセトン
水溶液で、最後に水で洗浄することによって、得られた、誘導化されたアフィニティー支
持体を水に戻した。
実施例３
本実施例では、実施例２に記載した新規な親和性マトリックスを免疫グロブリン用の特異
的クロマトグラフィーマトリックスとして使用することについて説明する。
3.75部のリン酸緩衝水溶液（pH7、濃度10mM）でヒト血漿1.25部を希釈し、実施例２で調
製法を述べる親和性マトリックス1部からなるカラムにかけた。次に、洗浄液のUVモニタ
リングによって、全ての非結合タンパク質が除去されたことが示されるまで、リン酸緩衝
液を用いて、該アフィニティーカラムを洗浄した。次に、洗浄液のUVモニタリングによっ
て、結合したタンパク質の排出が終わったことが示されるまで、濃度0.2mM、pH3.8のクエ
ン酸緩衝液で、該親和性マトリックスを洗浄した。該洗浄液中に含まれているタンパク質
は、免疫グロブリンGであることが示された。
表１は、本発明の新規な親和性リガンドの実施例をさらに示している。該リガンドは、実
施例１で用いた36.8部の塩化シアヌルを、表の第II列にリストされた同量のハロゲノ複素
環化合物に置き換え、実施例１で用いた19.8部のアニリンを、表の第III列にリストされ
た同量のアミンに置き換え、実施例１で用いた2.74部のチラミンを表の第IV列にリストさ
れた同量のアミンと置き換えることにより、実施例１の方法によって調製され得る。表の
第I列には、実施例の番号を示してある。
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実施例4-38に記載されたこれらのリガンドは、実施例２で詳述した操作によって、アガロ
ースマトリックスに接合させて、実施例３に示された操作による免疫グロブリンGの精製
に使用し得る。
実施例３９
2-アニリノ-4-［β-（4’-ヒドロキシフェニル）-エチルアミノ］-6-クロロ-1,3,5-トリ
アジン2.5部のトルエン溶液（トルエ20部）に対して、6部のエチレンジアミンを加え、該
混合物を100℃で16時間加熱した。該混合物から、減圧下でトルエンを蒸発させ、残留物
を100部の水で5度洗浄し、次に70℃で乾燥した。
表２には、本発明の新規な親和性リガンドの実施例をさらに挙げる。該リガンドは、実施
例39で用いた2-アニリノ-4-［β-（4’-ヒドロキシフェニル）-エチルアミノ］-6-クロロ
-1,3,5-トリアジン2.5部を、表２の第II列にリストされた同量のクロロトリアジンに置き
換え、実施例39で用いたエチレンジアミンを、表２の第III列にリストされた同量のジア
ミン化合物またはアミノヒドロキシ化合物に置き換えた、実施例39の方法によって調製さ
れ得る。
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実施例５８
本実施例では、実施例３９で製造した化合物の個体支持相上への固定化を説明する。
60部のエポキシド基を有するアガロースを300部の水で洗浄し、次に180部のメタノールお
よび120部の水に溶解させた5.95部の炭酸水素カリウムからなる溶液300部で洗浄した。実
施例39により調製した化合物１部を60部のメタノールに溶解させ、40部の炭酸水素カリウ
ム水溶液の溶液に加えた。次に、調製した、エポキシ基（epoxy group）を有するアガロ
ース60部の該懸濁液に、該メタノール水溶液100部を加え、生じた懸濁液を周囲の室温で1
6時間、穏やかに攪拌した。まず、360部のメタノール混合液と240部の水との混合液で、
得られたアガロースベースのマトリックスを洗浄し、次に600部の水で洗浄した。
実施例５９
実施例3を繰り返すのであれば、実施例2で調製法が記載されている親和性マトリックス1
部からなるカラムを、実施例58に調製法が記載されている親和性マトリックス1部からな
るカラムと置き換える。再度、pH3.8の洗浄液中に含まれるタンパク質は免疫グロブリンG
であることが示された。
実施例６０
本実施例では、実施例３９で得られた産物の個体支持相上への固定化ついて説明する。
80部のアガロースを1050部の水で洗浄した後、1050部の30%アセトン水溶液、次に1050部
の70%アセトン水溶液、最後に1425部のアセトンで洗浄した。次に、100部のアセトン中に
該80部のアガロースを懸濁し、該懸濁液を37℃に加温した。15部のピリジンおよび25部の
アセトンに溶かしたp-トルエンスルフォニルクロリド15部を該アガロース懸濁液に加えて
、該混合物を8時間37℃に保った。続いて、該活性化されたアガロースを225部のアセトン
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で洗浄した後、225部の70%アセトン水溶液、次に225部の30%アセトン水溶液、そして最後
に225部の水で洗浄した。
178部のメタノールと47部の水との混合液に溶かした2.3部の炭酸水素カリウムからなる溶
液225部で、45部の該活性化されたマトリックスを洗浄した。該活性化されたアガロース
懸濁液に、1.5部の炭酸水素カリウムを含む45部のメタノールと30部の水の混合液中の、
実施例39に従って調製した化合物0.75部の溶液を加えて、次に該混合物を室温で16時間放
置した。炭酸水素カリウム9部を含む270部のメタノールと180部の水で、得られた親和性
マトリックスを洗浄し、次に450部の水で洗浄した。
使用前に、0.36部の水酸化ナトリウム水溶液（水45部）中に、該得られた親和性マトリッ
クス115部を懸濁した。
実施例６１
実施例3を繰り返すならば、実施例2で調製法が記載されている親和性マトリックス1部か
らなるカラムを、実施例60に調製法が記載されている親和性マトリックス1部からなるカ
ラムと置き換える。再度、pH3.8の洗浄液中に含まれているタンパク質は免疫グロブリンG
であることが示された。
実施例６２
pH8.0のリン酸緩衝液中に、実施例６０によって調製した親和性マトリックス10部を16時
間放置した。実施例３で使用したマトリックスを等量の該新規な親和性マトリックスと置
き換え、実施例３で用いたヒト血漿の代わりに、マウス免疫グロブリン細胞培養液から得
た無細胞上清を用いて、実施例３を繰り返した。再度、pH3.8の洗浄液中に含まれている
タンパク質はマウス免疫グロブリンMであることが示された。
表３に、本発明の新規な親和性リガンドの接合例をさらに示す。該リガンドは、実施例58
で用いた新規な親和性リガンドを表３の第II列に明記した同量の新規な親和性リガンドと
置き換え、実施例58で用いた、エピクロロヒドリンで活性化したアガロース39部を表3の
第IV列にリストした試薬によって活性化した、表3の第III列にリストした同量の炭水化物
に置き換えることにより、実施例58の方法によって調製し得る。

実施例７０
実施例1に詳述したリガンドの調製を繰り返すならば、2-アニリノ-4,6-ジクロロ-1,3,5-
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トリアジン4.82部の代わりに、4.84部の2-フェノキシ-4,6-ジクロロ-1,3,5-トリアジンを
2.74部のチラミンと反応させて、2-フェノキシ-4-［β-（4’-ヒドロキシフェニル）-エ
チルアミノ］-6-クロロ-1,3,5-トリアジンを得る。これは、実施例２の方法による親和性
マトリックスの調製における2-アニリノ-4-［β-（4’-ヒドロキシフェニル）-エチルア
ミノ］-6-クロロ-1,3,5-トリアジンの代わりに使用し得る。
再度、実施例3に記載した手法により、ヒト血漿から免疫グロブリンGを簡便に単離し得る
。
実施例７１
実施例70で使用した、4.84部の2-フェノキシ-4,6-ジクロロ-1,3,5-トリアジンの代わりに
、5.16部の2-フェニルチオ-4,6-ジクロロ-1,3,5-トリアジンを使用すると、2-フェニルチ
オ-4-［β-（4’-ヒドロキシフェニル）-エチルアミノ］-6-クロロ-1,3,5-トリアジンが
得られ、同様に免疫グロブリンGを精製するのに使用し得る。
実施例７２
本実施例では、実施例2および実施例58で例示したような親和性リガンド－マトリクス複
合体を製造するための、別のアプローチを説明する。
アセトン5部およびpH7、濃度0.5Mのリン酸緩衝水溶液5部とともに、アミノエチルアミノ
基を有するアガロース10部を0～5℃で攪拌した。10部のアセトン中の塩化シアヌル1部を
具備する溶液2.5部を該懸濁液に加え、次に該混合物を0～5℃の温度で1時間攪拌した。得
られた、ジクロロトリアジンで活性化されたアガロースを50%のアセトン水溶液50部、水5
0部、50%のアセトン水溶液50部、100部の水で順次洗浄した。200部の水の中に1部のチラ
ミンを具備する水溶液20部に、洗浄した、ジクロロトリアジンで活性化したアガロース20
部を加えて、得られた懸濁液を周囲の室温で16時間攪拌した。この時間が終了したら、20
0部の水で得られた、誘導化されたマトリックスを洗浄し、200部の水に溶かした0.55部の
アニリンを含む水溶液20部に加えた。得られた懸濁液を90℃で16時間攪拌し、その後該誘
導化されたマトリックスを200部の水で洗浄した。
実施例７３
実施例3を繰り返すならば、実施例2で調製法が記載されている親和性マトリックス1部か
らなるカラムを、実施例72に調製法が記載されている親和性マトリックス1部からなるカ
ラムと置き換える。再度、pH3.8の洗浄液中に含まれているタンパク質は免疫グロブリンG
であることが示された。
実施例７４
本実施例では、本発明の親和性リガンド－マトリクス複合体のライブラリー合成について
説明する。該ライブリーは、引き続き、タンパク質の結合特性を決定するためにスクリー
ニングされ得る。
アミノ基を有するアガロース1部を1M、pH7.0のリン酸カリウム緩衝液1部と混合して、重
力で沈降させた。緩衝化されたアミンアガロースを反応容器に移し、0～5℃で、0.5M、pH
7.0のリン酸カリウム緩衝液0.5部およびアセトン0.5部と混合した。10部のアセトン中に1
部の塩化シアヌルを含む溶液0.25部を加えて、該混合液を0～5℃で1時間攪拌し、その後
該混合液を濾過した後、50%のアセトン10部、水6部、50%のアセトン6部および10部の水で
順次洗浄して、2,4-ジクロロ-s-トリアジン-6-イルで活性化されたアガロースを得た。1
部のアセトンと1部の水を含み、水酸化ナトリウムを添加して中性のpHに調整した溶液2～
3部に溶解させた表4の第II列にリストされている、5モル当量のアミン化合物に、1部の2,
4-ジクロロ-s-トリアジン-6-イルで活性化したアガロースを加えた。該懸濁液を30℃で24
時間混合した。10部のジメチルホルムアミド、3部のプロパン-2-オールおよび7部の0.2M
水酸化ナトリウムを含む溶液10部、10部の水で、得られたモノクロロ-s-トリアジン-6-イ
ルで活性化したアガロースを順次洗浄して、重力下で沈降させた。
1部のジメチルホルムアミドと1部の水を含み、水酸化ナトリウムを添加して中性のpHに調
整した溶液2～3部に溶解させた表4の第III列にリストされている、5モル当量のアミン化
合物に、1部のモノクロロ-s-トリアジン-6-イルで活性化したアガロースを加えた。該懸
濁液を85～95℃で72時間混合した。10部のジメチルホルムアミド、3部のプロパン-2-オー
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ンド－マトリクス複合体を順次洗浄し、重力下で沈降させた。本発明のアフィニティーガ
ンドマトリックス複合体のライブラリーを合成した。その実施例は表4の第I列に明記され
ている。



(40) JP 4824147 B2 2011.11.30

10

20

30

40



(41) JP 4824147 B2 2011.11.30

10

20

30

40

50

実施例128
本実施例では、実施例74に記載した親和性リガンド－マトリクス複合体のタンパク質結合
特性を決定し得るスクリーニング法を示す。
全容量が1mLのクロマトグラフィーカラムに、実施例75～127の親和性リガンド－マトリク
ス複合体を充填した。50mMのリン酸ナトリウム緩衝液pH8.0を10mL流して、該カラムを平
衡化した。50mM、pH8.0のリン酸ナトリウム緩衝液1mL当たり1.5mgのヒトIgGを含む溶液1m
Lを各クロマトグラフィーカラムにかけて、その後10mLの50mMリン酸ナトリウム緩衝液pH8
.0で洗浄して、結合していないIgGを除去した。各カラムに5mLの50mMクエン酸ナトリウム
緩衝液pH3.0を流して、結合したIgGを溶出した。洗浄画分および溶出画分のIgG含量は、
緩衝液をブランクとして、280nmの吸光度を測定することによって決定した。結果を分析
すると、実施例75～127の親和性リガンド－マトリクス複合体は全て、ヒトIgG結合を示す
ことが明らかとなった。これらのうちで、実施例92、99、101、102、103、111、113およ
び119の親和性リガンド－マトリクス複合体では、ほぼ定量的に結合したIgGを溶出するこ
とができたが、結果として、これはヒトIgGの分離、単離または精製における値としては
極めて優れたものであると考えられる。
実施例１２９
実施例181による親和性マトリックスにかけた、細胞培養液からの組換え凝固因子VIIa（r
FVIIa）の選択的結合および溶出
操作：
沈降した状態の容量が0.85mLの、実施例181の如く調製した親和性マトリックスを5×50mm
カラム（Pharmacia HR5/5）に充填して、20mLの緩衝液A：20mM Tris、50mM NaCl、5mM Ca
Cl2、pH8.0で平衡化した。1.4mgのrFVIIaを高濃度に含有したBHK細胞順化培養液上清5mL
を該充填したカラムにかけた。10mLの緩衝液Aで、未結合のタンパク質を洗い落とした後
、5mLの緩衝液B：20mMクエン酸三ナトリウム、50mMのTris、pH8.0を流して、rFVIIaを溶
出した。
クロマトグラフィー操作中の流速は0.3mL／分であった。
接続したUVモニターに該カラムの流出液を通して、1mLの画分を集め、分析用の逆相高速
液体クロマトグラフィー（RP-HPLC）によって、各画分のrFVIIaおよび全タンパク質含量
を分析した。
結果：
UVモニターの出力は、上清をカラムにかける間およびその後緩衝液Aで洗浄する間に、UV
（280nm）を吸収する物質の多くが流出したことを示した。その後緩衝液Bで溶出する間に
、明瞭なピークがモニターされたが、これはカラムにかけた量のrFVIIaに対して予想され
るサイズと一致していた。
集めた画分をRP-HPLC分析することにより、カラムにかけたrFVIIaの量の90%が、緩衝液B
で溶出する間に、画分の中に出てくることが示された。これらの画分中のrFVIIaの純度は
95%以上であった。
この結果は、高濃度に含有する培養液から得たrFVIIaが、使用したリガンドに対して選択
的に結合したことを示している。
実施例１３０
実施例171によるリガンド-マトリックス複合体上でのインシュリンB鎖1-29-A-A-K-インシ
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255mgのインシュリンB鎖1-29-Ala-Ala-Lys-インシュリンA鎖1-21（バッチA202558）を51m
Lの水に懸濁した。該前駆体を可溶化するために、1Mの酢酸を10滴添加した。全容量510mL
に対して、0.2Mのクエン酸カリウムpH5.5を加えて、0.12mg／mLの溶液を得た（RP-HPLC分
析による）。pHの測定値は5.53、イオン強度は30.0mS／cm、および酸化還元電位は273mV
であった。
12mLの上記マトリックス複合体を充填し、1.8mL／min、周囲の温度で0.2Mクエン酸カリウ
ムpH5.5によって平衡化したファルマシアK16（1.6×6cm）カラムに400mLの上記溶液をか
けた。1.8mL／minで、該カラムを50mLの0.2Mクエン酸カリウムpH5.5によって洗浄し、次
に0.1Mの酢酸により溶出した。5.0mLの画分を12集めた。
50mLの0.5M NaOHで該カラムを洗浄し、50mLの0.1Mクエン酸、60%v／vエタノールで再生し
た。
RP-HPLC分析用のサンプルは、分析前に2Mの酢酸で希釈した。

このように、計83%の回収率が得られた。
RP-HPLC分析によれば、産物の純度は94%であった。残りの不純物は、インシュリン関連の
ものであった。
実施例１３１
実施例１７１による親和性リガンド－マトリクス複合体上での、デス-ThrB30-インシュリ
ンの精製
150mgのデス-ThrB30-インシュリン（INS-J-009）沈殿物を水50mLの中に懸濁した。2Mの酢
酸を５滴添加して、該懸濁液を溶解させた。容量が500mLになるように、0.2Mクエン酸カ
リウムpH5.5を加えて、濃度を0.076mg／mLにした（RP-HPLCによる）。pHの測定値は5.52
、イオン強度は30.0mS／cm、および酸化還元電位は264mVであった。
12mLの上記マトリックス複合体を充填し、1.8mL／min、周囲の温度で0.2Mクエン酸カリウ
ムpH5.5によって平衡化したファルマシアK16（1.6×6cm）カラムに400mLの上記溶液をか
けた。1.8mL／minで、該カラムを50mLの0.2Mクエン酸カリウムpH5.5によって洗浄し、次
に0.1Mの酢酸により溶出した。5.0mLの画分を10集めた。
50mLの0.5M NaOHで該カラムを洗浄し、50mLの0.1Mクエン酸、60%v／vエタノールで再生し
た。
RP-HPLC分析用のサンプルは、分析前に2Mの酢酸で希釈した。
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このように、計71%の回収率が得られた。
RP-HPLC分析によれば、産物の純度は91%であった。残りの不純物は、インシュリン関連の
ものであった。
実施例１３２
実施例145による親和性リガンド－マトリクス複合体上での、インシュリンB鎖1-29-A-A-K
-インシュリンA鎖1-21の精製
5MのNaOHで、2Lの遠心した肉汁培地（バッチ628）のpHを5.5に調整し、ライツティーフェ
ンフィルター（Leitz Tiefenfilter,Seitz EK）濾過器に通して濾過した後、次に、ライ
ツティーフェンフィルター（Seitz EKS）濾過器に通して濾過した。RP-HPLCによる測定で
は、濃度は0.006mg／mLであった。イオン強度の測定値は12.2mS／cm、酸化還元電位は316
mVであった。
12mLの上記マトリックス複合体を充填し、1.8mL／min、周囲の温度で0.2Mクエン酸カリウ
ムpH5.5によって平衡化したファルマシアK16（1.6×6cm）カラムに1000mLの上記溶液をか
けた。1.8mL／minで、該カラムを50mLの0.2Mクエン酸カリウムpH5.5によって洗浄し、次
に0.1Mの酢酸により溶出した。5.0mLの画分を11集めた。
50mLの0.5M NaOHで該カラムを洗浄し、50mLの0.1Mクエン酸、60%v／vのエタノールで再生
した。
RP-HPLC用のサンプルは、分析前に2Mの酢酸で希釈した。

このように、計63%の回収率が得られた。
RP-HPLC分析によれば、産物の純度は88%であった。残りの不純物は、インシュリン関連の
ものであった。
実施例１３３
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実施例171による親和性リガンド－マトリクス複合体上での、インシュリンB鎖1-29-A-A-K
-インシュリンA鎖1-21の精製
5MのNaOHで、2Lの遠心した肉汁培地（バッチ628）のpHを5.5に調整し、ライツティーフェ
ンフィルター（Seitz EK）濾過器に通して濾過した後、次に、ライツティーフェンフィル
ター（Seitz EKS）濾過器に通して濾過した。RP-HPLCによる測定では、濃度は0.006mg／m
Lであった。イオン強度の測定値は12.2mS／cm、酸化還元電位は316mVであった。
12mLの上記マトリックス複合体を充填し、1.8mL／min、周囲の温度で0.2Mクエン酸カリウ
ムpH5.5によって平衡化したファルマシアK16（1.6×6cm）カラムに、1000mLの上記溶液を
かけた。1.8mL／minで、該カラムを50mLの0.2Mクエン酸カリウムpH5.5によって洗浄し、
次に0.1Mの酢酸により溶出した。5.0mLの画分を11集めた。
50mLの0.5M NaOHで該カラムを洗浄し、50mLの0.1Mクエン酸、60%v／vエタノールで再生し
た。
RP-HPLC分析用のサンプルは、分析前に2Mの酢酸で希釈した。

このように、計74%の回収率が得られた。
RP-HPLC分析によれば、産物の純度は86%であった。残りの不純物は、インシュリン関連の
ものであった。
実施例１３４
実施例171による親和性リガンド－マトリクス複合体上での、EEAEPK-インシュリンB鎖（1
-29）-AAK-インシュリンA鎖（1-21）の精製
遠心した酵母の肉汁培地（バッチY44）をライツティーフェンフィルター濾過器（Seitz E
K）に通して濾過し、濃度を0.35mg／mL（RP-HPLC分析による）にした。pHの測定値は5.27
、イオン強度は7.38mS／cm、酸化還元電位は221mVであった。
12mLの上記マトリックス複合体を充填し、1.8mL／min、周囲の温度で0.2Mクエン酸カリウ
ムpH5.5によって平衡化したファルマシアK16（1.6×6cm）カラムに、120mLの上記溶液を
かけた。1.8mL／minで、該カラムを50mLの0.2Mクエン酸カリウムpH5.5によって洗浄し、
次に0.1Mの酢酸により溶出した。5.0mLの画分を11集めた。
50mLの0.5M NaOHで該カラムを洗浄し、50mLの0.1Mクエン酸、60%v／vエタノールで再生し
た。
RP-HPLC分析用のサンプルは、分析前に2Mの酢酸で希釈した。
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このように、計79%の回収率が得られた。
RP-HPLC分析によれば、産物の純度は93%であった。残りの不純物は、インシュリン関連の
ものであった。
実施例１３５
実施例171による親和性リガンド－マトリクス複合体上での、［AspB28］-インシュリンB
鎖1-29-A-A-K-インシュリンA鎖1-21の精製
5MのNaOHで、遠心した肉汁培地（バッチGSG9414）のpHを5.5に調整し、ライツティーフェ
ンフィルター（Seitz EK）濾過器に通して濾過した後、次に、ライツティーフェンフィル
ター（Seitz EKS）濾過器に通して濾過した。RP-HPLCによる測定では、濃度は0.02mg／mL
であった。イオン強度の測定値は17.0mS／cm、酸化還元電位は308mVであった。
12mLの上記マトリックス複合体を充填し、1.8mL／min、周囲の温度で0.2Mクエン酸カリウ
ムpH5.5によって平衡化したファルマシアK16（1.6×6cm）カラムに、800mLの上記溶液を
かけた。1.8mL／minで、該カラムを50mLの0.2Mクエン酸カリウムpH5.5によって洗浄し、
次に0.1Mの酢酸により溶出した。5.0mLの画分を12集めた。
50mLの0.5M NaOHで該カラムを洗浄し、50mLの0.1Mクエン酸、60%v／vエタノールで再生し
た。
RP-HPLC分析用のサンプルは、分析前に2Mの酢酸で希釈した。

このように、計75%の回収率が得られた。
RP-HPLC分析によれば、産物の純度は84%であった。残りの不純物は、インシュリン関連の
ものであった。
実施例１３６
本実施例では、さらに、本発明の親和性リガンド－マトリクス複合体のタンパク質結合特
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表4の第II列にリストしたアミン化合物5モル当量を表5の第II列にリストした同量のアミ
ン化合物と置き換え、表4の第III列にリストしたアミン化合物5モル当量を表5の第III列
にリストした同量のアミン化合物と置き換えて、実施例74により、本発明の親和性リガン
ド－マトリクス複合体のライブラリーを合成した。本発明の親和性リガンド－マトリクス
複合体のライブラリーを合成した。表5の第I列には、その実施例が明記してある。
全容量が1mLのクロマトグラフィーカラムに、実施例137～180の親和性リガンド－マトリ
クス複合体を充填した。0.2Mの酢酸ナトリウム、0.1M塩化ナトリウム緩衝液pH5.0を10mL
流して、該カラムを平衡化した。50mg／mLのヒトインシュリン前駆体を含有する清澄な発
酵用肉汁培地12mLを各クロマトグラフィーカラムにかけて、その後12mLの0.2M酢酸ナトリ
ウム、0.1M塩化ナトリウム緩衝液pH5.0で洗浄して、結合していない物質を除去した。各
カラムに3mLの2M酢酸を流して、結合したヒトインシュリン前駆体を溶出した。流出画分
、洗浄画分および溶出画分のヒトインシュリン前駆体の含量は、C18逆相シリカカラム（4
×250mm）および緩衝液A（0.2M硫酸ナトリウム、40mMリン酸、および10%（v／v）アセト
ニトリル、pH2）と緩衝液B（50%（v／v）アセトニトリル）を具備する溶媒系（緩衝液Aと
緩衝液Bの割合は55%対45%、1mL／minの流速で送液された）用いた高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）で決定した。ヒトインシュリン前駆体の溶出時間は、参照用の標準との比
較で決定した。
分析結果から、実施例139、140、145、148、153、159、162、163、164、166、167、170、
171、173の親和性リガンド－マトリクス複合体は全てヒトインシュリン前駆体を結合する
ことが明らかとなり、これらは本実施例に記述した条件下で溶出された。結果として、実
施例139、140、145、148、153、159、162、163、164、166、167、170、171、173の親和性
リガンド－マトリクスは、ヒトインシュリン前駆体の分離、単離または精製における値と
しては極めて優れたものであると考えられる。
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実施例１８１
本実施例では、第VII因子の精製に価値ある本発明の親和性リガンド－マトリクス複合体
を合成し得る方法を示す。
表4の第II列にリストしたアミン化合物5モル当量を同量の2-アミノベンゾイミダゾールに
置き換え、表4の第III列にリストしたアミン化合物5モル当量を3-アミノ-2-ナフトエ酸に
置き換えて、実施例74により本発明の親和性リガンド－マトリクス複合体を合成した。該
親和性マトリックス複合体は、本発明の実施例129に従って、第VIIa因子を精製するのに
用い得る。
実施例１８２
実施例171による親和性リガンド－マトリクス複合体上での、EEAEPK-インシュリンB鎖1-2

9-A-A-K-インシュリンA鎖1-21の精製
12mLの複合化マトリックスを充填し、1.8mL／min、周囲の温度で0.2Mクエン酸カリウムpH
5.5によって平衡化したファルマシアK16（1.6×6cm）カラムに、イオン交換で精製したイ
ンシュリン前駆体50mL（EEAEPK-インシュリンB鎖1-29-A-A-K-インシュリンA鎖1-21、2.2m
g／mL）をかけた。1.8mL／minで、該カラムを50mLの0.1Mクエン酸カリウム、0.2M硫酸カ
リウムpH5.5によって洗浄し、次に0.1Mの酢酸により溶出した。5.0mLの画分を集めた。
50mLの0.5M NaOHで該カラムを洗浄し、50mLの0.1Mクエン酸、60%v／vエタノールで再生し
た。
RP-HPLC分析用のサンプルは、分析前に2Mの酢酸で希釈した。

該前駆体の収率は88%であり、動的結合容量（dynamic binding capacity）は、9.5mg／mL
マトリックスであることが示された。
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