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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象とする第１の種と対象とする第２の種とがおよそ同じ流体力学的体積を持ち、前記
対象とする第１の種と第２の種とを含む自由溶液混合物中の対象とする第１の種を対象と
する第２の種から分離する方法であって、
　前記自由溶液混合物を前記自由溶液混合物に溶解したリガンドに接触させ、ここで前記
リガンドが前記第１の種と結合し、前記リガンドの分子量が前記対象とする第１の種の分
子量より小さいものであり、自由溶液中で前記第２の種より大なる流体力学的体積を有す
る対象とする第１の種／リガンド複合体が、前記結合によって形成され；
　前記対象とする第１の種／リガンド複合体を、サイズ排除クロマトグラフィー又は膜濾
過法により前記対象とする第２の種から分離し；
　前記対象とする第２の種を本質的に含まない組成物を提供することを含み、；及び
　前記対象とする第１の種が、タンパク質又はポリペプチドである、方法。
【請求項２】
　対象とする第１の種が抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　対象とする第１の種が免疫ガンマグロブリンを含み、前記リガンドがプロテインＡであ
る、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記サイズ排除クロマトグラフィーが、１００ｍＭ以下のイオン強度で実施される、請



(2) JP 4303885 B2 2009.7.29

10

20

30

40

50

求項１ないし３の何れか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記分離工程が、膜濾過法によって達成される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記膜濾過法が、接線方向流動濾過法である、請求項１ないし５の何れか１項に記載の
方法。
【請求項７】
　前記接線方向流動濾過法が、高性能接線方向流動濾過法である、請求項６に記載の方法
。
【請求項８】
　前記膜濾過法が、限外濾過法、逆浸透法、又は精密濾過法である、請求項１ないし７の
何れか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記対象とする第１の種／リガンド複合体を個々の成分に分解する工程をさらに含み、
分解が分離工程の後に起こる、請求項１ないし８の何れか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　１より多いリガンドが前記対象とする第１の種と相互作用する、請求項１ないし９の何
れか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記リガンドが前記対象とする第２の種と相互作用しない、請求項１ないし１０の何れ
か１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記対象とする第１の種が不純物である、請求項１ないし１１の何れか１項に記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の分野）
　本発明は、自由溶液から種、特に生物学的興味のあるものを精製及び分離する方法に関
し、当該方法は、対象とする種と特異的に相互作用することのできる可溶性の小分子量リ
ガンドを用いる。
【０００２】
（発明の背景）
　バイオテクノロジー分野における多くの研究プロジェクトの成功は、１又はそれ以上の
対象とする分子を、これら対象とする分子を含む複雑な混合物から分離及び精製する事の
できる技術の利用可能性に依存している。この点において、現在、タンパク質などの生物
学的興味のある分子を、それらの複雑な混合物から分離及び精製するために幾つかの技術
が利用可能である。これらの技術は、例えば、アフィニティクロマトグラフィー、イオン
交換クロマトグラフィー（ＩＥＣ）、サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）、高性能
液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）、
限外濾過法、精密濾過法、逆浸透法などの膜濾過法の種々の変形法を含む。しかしながら
、これらの分離技術は様々な用途において有用であることはわかっているが、それらの使
用が制限される多くの用途が存在する。
【０００３】
　これらの分離能力を向上させる努力において、研究者等は多数の類似した分離技術を開
発したが、それらは少なくとも部分的に親和性分子の対象とする実体に結合する能力に基
づいており、それにより対象とする実体を流体混合物中の他の成分から分離可能にする。
このような親和性分子をベースとする分離技術の一つはアフィニティクロマトグラフィー
であり、それは生物学的分子を、それらが親和性マトリクス又はゲルに特異的かつ選択的
に結合する能力に基づいて分離する。親和性ゲルは典型的にゲル支持体上に固定化された
リガンド結合部位を有する。例えば、GB 2,178,742は、天然（オキシ）ヘモグロビンがあ
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る種の親和性ゲルのポリアニオン性官能基に特異的に結合するという事実に基づいて、ヘ
モグロビン及びその化学修飾誘導体を精製するためにアフィニティクロマトグラフィーを
利用した。この方法では、修飾されていないヘモグロビンは親和性ゲルに保持されるが、
修飾ヘモグロビンは、ゲルのポリアニオン性結合部位が修飾試薬で共有的に占有されてし
まうためゲルに結合せずに溶離される。
【０００４】
　しかし、アフィニティクロマトグラフィーは種々の用途に有用であることはわかったが
、この技術には本来的な制限がある。例えば、アフィニティクロマトグラフィーはリガン
ドの固相マトリクス（ポリマービーズ又は他の型のポリマーマトリクス）への結合に依存
しているので、結合したリガンド分子並びにマトリクス結合リガンド分子に結合し始める
タンパク質に対しては、かなりの立体配置的制限が存在する。さらに、固相マトリクスは
反応混合物の種々の成分の潜在的な非特異的結語部位を提供し、それにより完全に有効な
分離に達しないことが多い。また、アフィニティクロマトグラフィー系の全能力は、固相
の利用可能な表面積により及びその表面積にリガンドが置換され得る密度により制限され
る。
【０００５】
　他の良く知られた親和性分子をベースとする分離技術は、アフィニティー限外濾過法と
いう親和性結合と膜をベースとする限外濾過法とを組み合わせた技術である。より詳細に
は、アフィニティー限界濾過法は、対象とするタンパク質が結合できる大きなポリマー親
和性リガンドを用い、次いで、複合ポリマー親和性リガンドを混合物の他の成分から限外
濾過法に基づいて分離する。（例えば、Mattiasson等, Journal of Chromatography 283:
 323-330 (1984), Loung等, Biotechnology and Bioengennering 31: 516-520 (1988)及
び Male等, Biotechnology and Bioengeneering 35: 87-93 (1990)参照。）しかしながら
、大きなポリマー親和性リガンドが親和性結合分子として用いられるので、それらの親和
性リガンドの本来の不溶性により分離能力がかなり制限される。さらに、ポリマー親和性
リガンドは、容易に入手できないことが多く、比較的低い収率及び／又は精製因子 (puri
fication factors)を与える。
【０００６】
　van Eijndhoven等, Biotechnology and Bioengeneering 48: 406-414 (1995)は、タン
パク質含有溶液のイオン強度を変えることが溶液中のタンパク質の見掛けのサイズを変え
るように作用することを示した。より詳細には、 van Eijndhoven等は、一価イオン（Ｃ
ｌ－等）とウシ血清アルブミン等のタンパク質との相互作用がタンパク質の流体力学的体
積を変化させる用に作用することを示した。しかしながら、小さな一価イオンのタンパク
質への結合がタンパク質の流体力学的体積の十分有意な変化を提供し、それを複雑な混合
物中の他の類似サイズのタンパク質から周知の分離技術を用いて分離可能とする否かは現
在のところ知られていない。
【０００７】
　従って、複雑な自由溶液混合物から対象とする種を分離及び精製するための新規な方法
であって、他の知られた親和性分子ベースの分離が本来有している制限を受けない方法の
開発が必要とされている。特に、アフィニティクロマトグラフィーに付随する立体配置的
な制限や非特異的結合の問題を受けない親和性分子をベースとする技術が必要とされてい
る。さらに、アフィニティー限外濾過法の上記した制限を受けない親和性分子をベースと
する技術も必要とされている。本発明はこれらの問題の多くの解決を与えるものである。
【０００８】
（発明の概要）
　本発明は、対象とする種をその自由溶液混合物中の他の異なる種から分離する新規な方
法に係るものであり、可溶性の小分子量リガンドと対象とする種との間に生ずる親和性及
び他の相互作用を利用する。特に本発明は、対象とする第１の種と対象とする第２の種と
が異なる場合に、対象とする第１の種と第２の種とを含む自由溶液混合物中の対象とする
第１の種を対象とする第２の種から分離する方法に係るものである。ここに記載する方法
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は、自由溶液混合物を、自由溶液中で前記対象とする第１の種と相互作用するが、対象と
する第２の種とは有意な程度で相互作用しない可溶性の小分子量リガンドと接触させる工
程を含み、それにより対象とする第１の種／リガンド複合体を形成し、当該リガンドが対
象とする第２の種から、サイズ排除クロマトグラフィー及び膜濾過法を含む種々の異なる
分子分離技術によって分離できるものである。小分子量リガンドは、それが相互作用する
対象とする第１の種より小さな分子量を持つ。
【０００９】
　特別な実施態様では、対象とする第１の種は、タンパク質又はポリペプチド（天然又は
組換え生産されたもの）、アミノ酸、コロイド、エンドトキシン、ウイルス及び核酸等で
あってよい。本発明での使用が見出された小分子量リガンドは、自由溶液系に可溶であり
、例えば、タンパク質、ペプチド、抗体、核酸、アミノ酸、有機及び無機分子、多イオン
性分子等を含む。典型的には、対象とする第１の種とリガンドとの相互作用は、親和性、
疎水性及び／又はイオン性相互作用を介して起こる。
【００１０】
　本発明の種々の実施態様において、対象とする第１及び第２の種は、最初はほぼ同じ流
体力学的体積、分子量及び／又は等電点を持ち、それにより従来の分離技術での分離が困
難とされている。しかしながら、これらの特性の１又はそれ以上は、リガンドが対象とす
る第１の種と相互作用する際に相違しはじめる。対象とする第１の種／リガンド複合体と
対象とする第２の種とがほぼ同じ流体力学的体積である場合、系のｐＨ又はイオン強度を
変化させて、対象とする第１の種／リガンドと対象とする第２の種との流体力学的体積の
違いを拡大させ、それにより従来の分離技術を用いたそれらの分離の効率を向上させても
よい。
【００１１】
　本発明のさらに他の実施態様では、最初に対象とする第２の種から分離した複合体の対
象とする第１の種とリガンド成分とを分解し、それにより対象とする第１の種の相対的に
純粋な調製物を与えるようにしてもよい。この分解を誘発する方法は、一般的に系のｐＨ
を変化させること、系の１又はそれ以上の可溶性成分を変化させること等を含む。
【００１２】
　本発明のさらに他の実施態様は、本明細書を読めば当業者に明らかになるであろう。
【００１３】
（発明の詳細な説明）
Ａ．定義
　ここで用いられる「種」又は「対象とする種」は、一般的には自由溶液又は流体混合物
、例えば液体から分離される粒子又は分子を意味する。種は、自由溶液混合物、殆どの場
合に、混合物中に存在する他の粒子、分子又は種から分離される。好ましくは、対象とす
る種は、天然、生物学的又は生化学的起源の、又は生物学的又は生化学的方法で製造され
た生物学的実体である。好ましい対象とする種の例は、本発明を限定するものではないが
、例えば、ポリペプチド等の分子、天然又は組換え生産したタンパク質、天然又は組換え
生産した細胞成分、ＤＮＡとＲＮＡの両方を含む核酸、コロイド、マイコプラズマ、エン
ドトキシン、ウイルス、細菌、炭水化物、及び種々の他の対象とする生物学的分子を含み
、これらはグリコシル化されていてもいなくてもよい。１又はそれ以上の対象とする種は
、混合物の望ましくない成分であり、混合物から分離されるべき成分を意味する「不純物
」であってもよい。また、対象とする種は融合タンパク質でもよく、融合タンパク質の少
なくとも一部は、少なくとも１つの小分子量リガンドが容易に利用可能なポリペプチドで
ある。例えば、対象とする第１の種は、プロテインＡリガンドが特異的結合親和性を持つ
免疫グロブリン由来のポリペプチドを含むタンパク質であってもよい。
【００１４】
　ここで用いられる種の「混合物」は、２又はそれ以上の異なる種を含有する自由溶液（
例えば、液体）又は懸濁物を意味する。任意の混合物に存在する種の型及びそれらの混合
物中の存在量は大きく相違していてもよく、混合物は、例えば種々の異なるポリペプチド
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、バッファー、塩、細胞及び細胞成分などを含んでもよい。混合物は、多数の異なる種が
提示される複雑であってもよく、あるいは少量の異なる種のみが提示される比較的単純で
あってもよい。
【００１５】
　ここで用いられる「リガンド」は、自由溶液に可溶性であり（即ち、溶液に或る程度の
溶解度を持ち）、対象とする種と相互作用して、リガンドが相互作用する種の物理的特性
の少なくとも１つを変化させる分子を意味する。ここでの使用が見出されたリガンドは、
１又はそれ以上が対象とする種の単一分子と相互作用するようなものである。対象とする
種と「相互作用する」とは、リガンド（又は複数リガンド）が、可逆的又は不可逆的に、
対象とする種と物理的結合できること、あるいは種の１又はそれ以上の物理的特性、例え
ば流体力学的体積、分子量、等電点等を変えることができることを意味する。しばしば、
対象とする第１の種とリガンドとの間の相互作用は「特異的」であり、リガンドが、混合
物中に存在する他の全ての実体に比較して、対象とする第１の種と「優先的に相互作用す
る」又は「優先的に結合する」ことを意味する。「優先的な」相互作用又は結合とは、リ
ガンドが対象とする第１の種に、自由溶液中の全ての他の種よりも大きな程度で相互作用
又は結合することを意味する。一般的に、「優先的に」結合するリガンドは、結合親和性
及び／又は停留時間において、溶液中に存在する他の種より少なくとも約２倍効率的に、
好ましくは少なくとも約５倍効率的に、より好ましくは少なくとも約１０倍効率的に対象
とする種と相互作用する。幾つかの場合には、リガンドは自由溶液中の他の成分と相互作
用しうるが、対象とする第１の種とは大きな程度（例えば、種の分子当たりにより多くの
リガンド）で相互作用し、それにより分子量、流体力学的体積及び／又は等電点に所望の
変化をもたらす。
【００１６】
　本発明での使用が見出されたリガンドは「小分子量」リガンドであり、それらは分子量
において、それらが相互作用する対象とする第１の種より小さいことを意味する。この点
において、「小さい」とは、リガンドの分子量がそれが相互作用する種の分子量の約０．
５から９９％、好ましくは約１０から８０％、通常はそれが相互作用する種の分子量の約
２０から７５％であることを意味する。本発明での使用が見出されたリガンドは、対象と
する第１の種と、親和性、疎水性及び／又はイオン性相互作用を介して相互作用でき、例
えば、抗体を含むタンパク質、ペプチド、核酸、糖類、アミノ酸、有機及び無機分子、多
イオン性分子（即ち、１以上のイオン性基を持つ分子）等を含む。ここで定義される「リ
ガンド」という用語は、プロトン、金属イオンなどの一価のイオン性種を含むことは意図
しない。
【００１７】
　本発明での使用が見出されたリガンドは、当業者に知られ、利用可能であり、又は日常
的なスクリーニング技術を用いて容易に同定される。例えば、対象とする第１の種と相互
作用できるライブラリメンバーを同定するためにコンビナトリアルオリゴペプチド又はオ
リゴペプチドライブラリをスクリーニングすることができ、それにより本発明における使
用が見出される可能性のあるリガンドを同定することができる。これらの対象とする第１
の種と相互作用するライブラリメンバーは、場合によっては、次に対象とする第２の種と
の相互作用の不可能性についてスクリーニングすることもできる。この点において、標的
分子と相互作用することのできるメンバーについてのコンビナトリアルライブラリの調製
及びスクリーニングのための技術はこの分野で良く知られていることを記しておく。
【００１８】
　「対象とする種／リガンド複合体」又はその文法的に等価なものは、小分子量リガンド
が対象とする種と相互作用したときに形成され、それにより対象とする種の分子量、流体
力学的体積及び／又は等電点を変え、翻って自由溶液混合物中に存在する他の種から分離
できるようにする複合体を意味する。「分離できる」又はその文法的に等価なものは、現
在知られている、又は将来開発されるであろう分子分離技術が、対象とする第１の種／リ
ガンド複合体を対象とする第２の種から分離し、対象とする第２の種を実質的に含まない
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組成物を提供することができることを意味する。「実質的に含まない」とは、対象とする
第２の種が組成物中に存在しないか、精製された対象とする第１の種の所望の機能を阻害
しない程度で組成物中に存在するかのいずれかを意味する。対象とする第１の種／リガン
ド複合体の個々の成分は、しばしば分解でき、それにより、複合体が流体混合物中に存在
する他の成分から分離された後に、これら個々の成分の分離及び精製を可能にする。
【００１９】
　対象とする種及びリガンドについて、「分離する」という用語は、成分が流体混合物中
に存在する他の成分から精製することを意味する。膜濾過法及びクロマトグラフィー技術
を含む様々な分子分離技術がこの分野で知られており、ここでの使用が見出される。
【００２０】
　ここで用いられる「膜濾過法」なる語句は、異なる相対的サイズの分子を分離するため
に多孔膜を用いるあらゆる型の濾過方法を意味する。様々な型の膜濾過方法はこの分野で
知られており、例えば、高性能接線方向流動濾過法、限外濾過法、逆浸透法及び精密濾過
法を含む。
【００２１】
　ここで用いられる「接線方向流動濾過法」又は「ＴＴＦ」は、膜濾過法で分離されるべ
き成分を含有する自由溶液混合物が、濾過膜の面に接して再循環され、逆拡散の物質移動
係数を増大させる方法を意味する。このような膜濾過法では、圧力差が濾過膜の長さに沿
って印加され、溶液及び濾過可能な溶質の膜を通した流動が起こる。この膜濾過法は、バ
ッチプロセス並びに連続流動プロセスとして好適に実施される。例えば、溶液が濾過膜を
繰り返し通過し、膜を通過した流体が別のユニット中に連続的に引き込まれるか、溶液が
濾過膜を一度だけ通過し、膜を通過した流体が下流で連続して処理される。
【００２２】
　ここで用いられる「高性能接線方向流動濾過法」又は「ＨＰＴＦＦ」なる語句は、米国
特許第5,256,294号及び第5,490,937号に記載された膜濾過方法を意味し、これら両方を明
示してそれら全体をここに参考として取り入れる。
【００２３】
　ここで用いられる「限外濾過法」又は「ＵＦ」なる用語は、約１ｋＤａから１０００ｋ
Ｄａの分子量を持つ溶質を残すように格付けされた濾過膜を用いる膜濾過方法を意味する
。
【００２４】
　ここで用いられる「逆浸透法」又は「ＲＯ」なる語句は、約１ｋＤａ未満の分子量の溶
質、例えば塩及び他の低分子量溶質を残すことのできる膜を用いる膜濾過法を意味する。
【００２５】
　ここで用いられる「精密濾過法」又は「ＭＦ」なる用語は、０．１から１０ミクロンの
孔サイズ範囲の膜を用いる膜濾過法を意味する。
【００２６】
　ここで用いられる「サイズ排除クロマトグラフィー」なる語句は、サイズに基づいて少
なくとも１つの分子を少なくとも１つの他の分子から分離するためのクロマトグラフィー
技術を用いる良く知られた方法を意味する。ここで特許請求する方法について、サイズ排
除クロマトグラフィーは一般的に低イオン強度、例えば約１５０ｍＭ未満、好ましくは約
１００ｍＭ未満、より好ましくは約７５ｍＭ未満、通常は約５０ｍＭ未満で実施される。
【００２７】
Ｂ．発明の実施の形態
　最も広い態様において、本発明は、対象とする第１及び第２の種を含有する自由溶液混
合物中の対象とする第１の種を対象とする第２の種から分離する方法に係る。この方法は
、自由溶液混合物を、前記対象とする第１の種と相互作用する可溶性の小分子量リガンド
と接触させて、対象とする第１の種／リガンド複合体を自由溶液中に形成させ、それによ
り対象とする第１の種の物理的特性の少なくとも１つを変えることを含む。好ましくは、
対象とする第１の種と相互作用することにより、リガンドが対象とする第１の種の流体力
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学的体積、分子量を増加させ及び／又は等電点を変化させるように作用して、それにより
対象とする第２の種から良く知られた分離技術によって分離できるようにする。本発明は
、対象とする第１及び第２の種が、例えば類似した流体力学的体積、分子量及び／又は等
電点を持つために最初は有効に分離することができない状況における特別な用途を見出し
た。そのような場合、対象とする第１の種はリガンドと相互作用し、それによりその流体
力学的体積を増大させて、対象とする第２の種から（複合体として）分離できるようにす
る。対象とする第１の種は、次いで分解してリガンドから分離し、リガンド及び対象とす
る第２の種を実質的に含まない純粋な対象とする第１の種のプールを提供してもよい。
【００２８】
　リガンドは、種々の手段によって系に導入することができるが、それらは本発明にとっ
て重要ではない。好ましくは、リガンドは、対象とする第１及び第２の種を両方含有する
自由溶液混合物中に直接導入される。このような場合、リガンドは、対象とする第１の種
と、第２に比較して優先的に相互作用する。リガンドは自由溶液混合物に１回のボーラス
として導入してもよく、あるいは長期間に渡って複数工程で添加してもよい。
【００２９】
　上記したように、対象とする第１及び第２の種は、生物学的又は他の多数の異なる実体
の任意のものでよく、例えば、ポリペプチド等の分子、天然又は組換え生産したタンパク
質、天然又は組換え生産した細胞成分、ＤＮＡとＲＮＡの両方を含む核酸、コロイド、マ
イコプラズマ、エンドトキシン、ウイルス、細菌、炭水化物、及び種々の他の対象とする
生物学的分子を含み、これらはグリコシル化されていてもいなくてもよい。好ましくは、
対象とする第１の種は組換え生産されたタンパク質である。
【００３０】
　本発明での使用が見出されたリガンドは、自由溶液に可溶性（それらが系において少な
くとも或る程度の溶解性を持つことを意味する）であり、それらが相互作用できる対象と
する第１の種より小さな分子量を持つ。殆どの場合、リガンド実体は、対象とする第１の
種に非共有結合することができ、一般的には抗体等のタンパク質、核酸、糖類、アミノ酸
、有機及び無機分子、多イオン性分子等であり、特に、プロトンや金属イオンなどの一価
の実体は除外される。本発明での使用が見出されたリガンドは容易に入手可能であり、そ
れは商業的あるいはコンビナトリアルライブラリの調製及びスクリーニングを通すなどし
て、日常的な方法で容易に合成及び同定できる。選択したリガンドがタンパク質の場合、
プロテインＡ等のタンパク質は商業的に入手可能であり、あるいは組換えＤＮＡ発現技術
によって容易に調製される。
【００３１】
　リガンドが対象とする第１の種と特異的に結合できる抗体である場合、そのような抗体
は、常套的な技術によって所望の結合特異性について調製しスクリーニングすることがで
きる。例えば、当業者は、任意の対象とするタンパク質に対するポリクローナルあるいは
モノクローナル抗体を、即座に、容易に、かつ常套的に得ることができる。タンパク質に
対するポリクローナル抗体は、一般的に動物において、アジュバントと組み合わせたタン
パク質の複数回の皮下（ｓｃ）又は腹膜内（ｉｐ）注射により生ずる。対象とするタンパ
ク質又は断片を、免疫化する種において免疫原性であるタンパク質、例えばキーホールリ
ンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン、又はダイズトリプシン
インヒビターに、二官能性誘導体化試薬、例えばマレイミドベンゾイル、スルホスクシン
イミドエステル（システイン残基を介した抱合）、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド（リシ
ン残基を介する）、グルタルアルデヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌ２、又はＲ１Ｎ＝Ｃ＝
ＮＲ、但しＲ及びＲ１は異なるアルキル基を用いて抱合させるのが有用であろう。
【００３２】
　宿主動物は、次いで適当なアジュバントと抱合体を混合し、溶液を複数部位の皮膚内に
注射することにより免疫原性抱合体又は誘導体に対して免疫化される。１ヶ月後、動物を
、複数部位に皮下注射することにより、適当なアジュバント中の元の抱合体量の１／５か
ら１／１０で追加免疫する。７から１４日後、動物を出血させ、血清を対象とする抗体力
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価の抗-タンパク質の存在について検定する。動物は、力価がプラトーになるまで追加免
役してもよい。また、免疫反応を促進するためにミョウバン等の凝集剤を用いてもよい。
ポリクローナル抗体は、次いで、常套技術を用いて免疫血清から精製される。
【００３３】
　対象とするタンパク質に対するモノクローナル抗体は、実質的に均一な抗体の集団、即
ち、集団を構成する個々の抗体があったとしても少量の起こりうる自然発生突然変異を除
いて同一である集団から得られる。例えば、対象とするタンパク質に対するモノクローナ
ル抗体は、Kohler及びMilstein, Nature 256: 495 (1975)によって最初に記述されたハイ
ブリドーマ法を用いて作成してもよく、あるいは組換えＤＮＡ法によって作成してもよい
。
【００３４】
　ハイブリドーマ法では、マウス又は多の適当な宿主動物、例えばハムスターを免疫化し
てリンパ球を生じさせ、それが免疫化に用いたタンパク質に特異的に結合する抗体を製造
するか、又は製造しうる。あるいは、リンパ球をインビトロで免疫化してもよい。リンパ
球は、次いでポリエチレングリコールなどの適当な融合剤を用いて骨髄腫細胞と融合させ
、ハイブリドーマ細胞を形成する（Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Pr
actice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)）。
【００３５】
　次ぎに、このように調製されたハイブリドーマ細胞を、好ましくは融合していない親の
骨髄腫細胞の成長及び生存を阻害する１又はそれ以上の物質を含有する適当な培養培地に
播種して成長させる。例えば、親骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニンホスホリボシ
ルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドーマ用の培養
培地は典型的にはヒポキサンチン、アミノプテリン及びチミジンを含み（ＨＡＴ培地）、
これらの物質はＨＧＰＲＴ-欠失細胞の成長を抑制する。
【００３６】
　好ましい骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択した抗体産生細胞による抗体の安定した
高レベル発現を支持し、ＨＡＴ培地などの培地に感受性を持つものである。これらの中で
、好ましい骨髄腫細胞系はマウス骨髄腫系、例えば、Salk Institute Cell Distribution
 Center, San Diego, California USAから入手可能なＭＯＰＣ-２１及びＭＰＣ-１１マウ
ス腫瘍から誘導されたもの、及びAmerican Type Culture Collection, Rockville, Maryl
and USAから入手可能なＳＰ-２細胞である。ヒト骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫細胞
系も、ヒトモノクローナル抗体の作成のために記載されている（Kozbor, J. Immunol. 13
3: 3001 (1984)及び Brodeur等, Monoclonal Antibody Production techniques and Appl
ications, pp.51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)）。
【００３７】
　ハイブリドーマ細胞が生育する培養培地は、次いで対象とするタンパク質に対するモノ
クローナル抗体の産生について検定される。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって生
産されたモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降法あるいはラジオイムノアッセイ
（ＲＩＡ）又は応訴結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）等のインビトロ結合アッセイによ
って決定される。モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Munson及びPollard, Ana
l. Biochem. 107: 220(1980)のスキャッチャード分析によって決定できる。
【００３８】
　オリゴヌクレオチドであるリガンドは、リン酸トリエステル、亜リン酸エステル、又は
ホスホラミダイト化学などの知られた方法によって、1988年5月4 日に発行されたEP 266,
032に記載されたもののような固相技術を用いて、あるいはFroehler等, Nucl. Acids Res
. 14: 5399 (1986)に記載されたようなデオキシヌクレオシドＨ-ホスホネート中間体を介
して化学的に合成される。合成に続いて、オリゴヌクレオチドプローブは、次いでポリア
クリルアミドゲル上で精製され得る。ペプチドであるリガンドは、標準的なメリフィール
ド固相合成法を用いて、手動で又は自動化ペプチド合成器、標準タンパク質化学（例えば
、t-Ｂｏｃ又はＦｍｏｃ化学）及び樹脂（例えば、４-メチルベンズヒドリルアミン又は
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リンクアミド樹脂）を用いて合成される。末端アミノ基の脱保護及びアミノ酸モノマーの
結合の連続的ラウンドの後、脱保護に続いてペプチドを樹脂から切断し、所望の配列及び
長さのオリゴペプチドが合成される。さらに、液層ペプチド合成もこの分野で良く知られ
、用いることもできる。コンビナトリアルオリゴヌクレオチド又はオリゴペプチドライブ
ラリは、従来のコンビナトリアル技術を用いて調製され、これらのライブラリはスクリー
ニングされて、ここに記載する方法で小分子量リガンドとして機能するライブラリメンバ
ーが同定されるが、そのような方法論はこの分野で良く知られている。
【００３９】
　流体混合物中に存在する場合、対象とする第１及び第２の種は、流体混合物を、対象と
する第１の種と相互作用するが対象とする第２の種とはしない（又は対象とする第２の種
とは少ない程度でしかしない）小分子量リガンドと接触させることにより有効に分離でき
る。この方法は、対象とする第１及び第２の種が、ほぼ同じサイズ、流体力学的体積及び
／又は等電点を持ち、それにより従来の分子分離技術を用いて分離することが困難な状況
において特に有用である。しかしながら、対象とする第１の種と相互作用することにより
、リガンドは、対象とする第１の種の分子量及び／又は流体力学的体積を増大させ（及び
／又は、対象とする第１の種の等電点を変化させ）、それにより従来の分子分離技術によ
って分離することを可能にする。
【００４０】
　一般的に、対象とする第１の種の流体力学的体積は、サイズ排除クロマトグラフィーと
いうこの分野で良く知られた技術によって決定される。対象とする他の種と「ほぼ同じ」
流体力学的体積を持つとは、２つの対象とする種が互いに約１０％以内の流体力学的体積
を持つことである。
【００４１】
　対象とする種の等電点は、その対象とする種が電気的に中性となるｐＨである。対象と
する種の等電点は、種にｐＨ勾配と電場の両方をかけて種が電気的に中性となるｐＨを決
定する、即ち、どのｐＨで種が電場の一方向又は他の方向に向けて泳動しないかを決定す
る従来の技術によって決定できる。対象とする他の種と「ほぼ同じ」等電点を持つとは、
２つの種の等電点が互いに約０．５ポイント以内にあることである。
【００４２】
　本発明の或る実施態様では、流体混合物のｐＨ又はイオン強度を変えることにより、対
象とする第１及び第２の種を分離する能力を向上させてもよい。この工程は、対象とする
第１の種／リガンド複合体が対象とする第２の種とほぼ同じ流体力学的体積を持つ状況に
おいて特によ用途が見出される。系のｐＨ及び／又はイオン強度を変えることにより、タ
ンパク質又はタンパク質抱合体の見掛けのサイズ（流体力学的体積又は分子量で表される
）を約１０倍まで変えることができる（Pujar及びZydney, [Analysis of Electrostatic 
Interactions on Protein Sieving: Experimental and Theoretical Investigations], N
orth America Membrane Society Meeting, Ottawa, Canada, 1996参照）。流体混合物の
ｐＨ及び／又はイオン強度を変えることによって対象とする第１の種／リガンド複合体と
対象とする第２の種（又は対象とする第１の種と対象とする第２の種）の間の流体力学的
体積の差を拡大させることにより、対象とする第１及び第２の種を従来の分子分離技術を
用いて、より効率的に分離することができる。
【００４３】
　流体混合物中で小分子量リガンドが対象とする第１の種と相互作用することが可能にな
ると、対象とする第１の種／リガンド複合体を従来から用いられる分子分離技術を用いて
対象とする第２の種から分離することができる。例えば、成分を分離する工程は、従来の
膜濾過技術、例えば接線方向流動濾過法、高性能接線方向流動濾過法、限外濾過法、精密
濾過法、及び逆浸透法などを含んでよい。対象とする第１の種／リガンド複合体及び対象
とする第２の種は、例えば、ＳＥＣ、ＨＰＬＣなどを含む従来のクロマトグラフィー技術
を用いて分離することもできる。対象とする第１の種／リガンド複合体が一度対象とする
第２の種から分離されれば、複合体の成分を分解し、対象とする第２の種から複合体を分
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離するために上記した同じ技術の一つを用いて分離できる。複合体は、２つの分子間の相
互作用を破壊する任意の処理、例えば、それらが存在する系のｐＨの低下、リガンドから
の対象とする第１の種の解離を起こす任意の成分の系への添加によって分解してよい。
【００４４】
　ここに記載する方法は、事実上混合物中の１つの実体を混合物中に存在する他の実体か
ら分離することが求まられるすべての用途に有用である。好ましい用途は、例えば、特に
大規模組換えタンパク質生産の間の異なるタンパク質の複雑な混合物からの１又はそれ以
上のタンパク質の分離及び精製を含む。本発明の方法は、広範な生物学的分子、例えば天
然又は遺伝子的に加工した微生物発酵のタンパク質様生成物、ポリペプチド、抗体、細胞
分泌物、コロイド、マイコプラズマ、エンドトキシン、ウイルス、細菌、アミノ酸、ＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、炭水化物などの分離及び精製に適用可能である。
【００４５】
　本発明は、現存する従来技術を越える多くの利点を有する。例えば、ここに記載した方
法は、自由溶液に可溶な小分子量のリガンドを用いる点で、標準的な固体マトリクスアフ
ィニティクロマトグラフィー法を越えて有利である。このように、アフィニティークロマ
トグラフィーにおいては、リガンド及びそれに結合する種の両方に立体配置的制限がある
が、ここに記載した方法には無い。さらに、アフィニティークロマトグラフィー系の分離
能力は、用いる固体マトリクスの表面積及びリガンドで置換される表面積の密度によって
制限される。それに対して、ここに記載した方法の分離能力は、流体混合物中のリガンド
の溶解性によってのみ制限される。さらに、アフィニティークロマトグラフィー系におけ
る固体マトリクスの存在は、非特異的なタンパク質－マトリクス相互作用の機会を増大さ
せ、それにより有効な分子分離を低下させる。
【００４６】
　また、ここに記載した方法は、親和性限外濾過法で用いられる大きなポリマーリガンド
は、容易に入手できないか容易に合成できないものが多いが、本発明で用いられる可溶性
の小分子量リガンドは容易に入手でき及び／又は日常的に合成できる点において、親和性
限外濾過法より有利である。さらに、親和性限外濾過法は、限外濾過工程を用いる用途が
制限されるが、本発明の方法は、例えば多くの型の膜濾過法並びにクロマトグラフィー法
を含む種々の異なる分子分離技術で用いることができる。さらに、親和性限外濾過は、溶
液中の多数の大きなポリマーリガンドの制限された溶解性のために比較的低い収率及び精
製因子を与えることが多いが、本発明のように可溶性の小分子量リガンドを用いることに
よりこの問題は解消される。
　本発明のさらなる詳細は、以下の非限定的な実施例において例示される。
【００４７】
Ｃ．実施例
実施例１：可溶性プロテインＡリガンドを用いたウシ血清アルブミン不純物からの組換え
ヒト化ＩｇＧの分子分離
　ここに記載したリガンド相互作用分子分離法を、スルフヒドリル修飾ウシ血清アルブミ
ンタンパク質も不純物として含有する混合物から組換えヒト化ＩｇＧタンパク質を分離す
るのに用いた。個々の分子の同定、並びに、複合体形成、分解及びリガンドからのタンパ
ク質分離を示すのに高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）ＳＥＣを用いた。ＨＰＬ
Ｃ系は、四次ポンプ、自動サンプラー、及びインジェクター、紫外線吸収検出器、インタ
ーフェースモジュール、コンピュータ及びヒューレト・パッカードのケムステーション・
データ取得及び処理ソフトウェア（Model 1050HPLC, Hewlett Packard, Inc., Palo Alto
, California ）からなる。
【００４８】
　対象とするタンパク質生成物として組換えヒト化ＩｇＧ（ｒｈｕＩｇＧ）及び小分子量
リガンドとしてそれと相互作用する組換えプロテインＡ（ｒＰｒＡ）を用いて複合体を形
成した。移動相バッファー（０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０２５Ｍのトリス塩基、０．
００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１）中にストック溶液を、各々８ｍｇ／ｍｌ及び
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５ｍｇ／ｍｌの濃度で調製した。ストック溶液をこのバッファーと混合して希釈し、０．
８ｍｇ／ｍｌのｒｈｕＩｇＧと０．２ｍｇ／ｍｌのｒＰｒＡを含有する複合体を形成した
。
【００４９】
　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）モノマーは、Miles Corporationからのスルフヒドリル
修飾ＢＳＡからサイズ排除クロマトグラフィーを用いて精製した。このモノマーを不純物
として用いた。移動相バッファー（０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０２５Ｍのトリス塩基
、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１）中に、最終濃度５ｍｇ／ｍｌでストッ
ク溶液を調製した。
【００５０】
　不純物の存在下で複合体を形成するため、移動相バッファー（０．０２５ＭのＮａＣｌ
、０．０２５Ｍのトリス塩基、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１）中のｒｈ
ｕＩｇＧ及びＢＳＡの溶液にｒＰｒＡを添加して最終濃度を０．８ｍｇ／ｍｌのｒｈｕＩ
ｇＧ、０．２ｍｇ／ｍｌのｒＰｒＡ、及び０．３ｍｇ／ｍｌのＢＳＡとした。対照として
、複合体無しでの生成物からの不純物の分離を示すため、ｒｈｕＩｇＧ及びＢＳＡストッ
ク溶液を混合して移動相バッファーで希釈し、最終濃度を小野の０．８ｍｇ／ｍｌ及び０
．３ｍｇ／ｍｌとした。
【００５１】
　３つの個々の溶液の試料、並びに、複合体、複合体-不純物、及びタンパク質－不純物
溶液の試料を、以下に記載するようにサイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）カラムに
注入し、滞留時間及び異なる種の分離を測定した。
【００５２】
　上記の個々のストック溶液、及びそれらの種々の混合物は、次のようにしてサイズ排除
クロマトグラフィーにより分析した。試料を連続して配置した２本のスーパーデックス２
００カラム（内径＝１０ｍｍ、長さ＝カラム当たり３００ｍｍ、Pharmacia Biotech Inc.
, Picscataway, New Yourk, New Jersey）に注入した。０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０
２５Ｍのトリス塩基、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１を含むバッファーを
移動相として用いた。カラムに注入後、試料は、０．５ml／分の体積流速でカラム中で分
離された。サンプルの全流動時間は９０分間であった。タンパク質溶離物は２８０ｎｍに
おける紫外線吸収によって測定した。これらのパラメータを表１にまとめた。
【００５３】
表１　ＨＰＬＣ-ＳＥＣ法：複合体-不純物分離
カラム：　　　スーハ゜ーテ゛ックス200 10/30 ２本連続(60cm)
　　　　　　　分離範囲：10,000から600,000 Mr
　　　　　　　全カラム容積48ml
流動バッファー：ＮａＣｌ　　0.025M
　　　　　　　　トリス塩基　0.025M
　　　　　　　　ＥＤＴＡ　　0.005M
　　　　　　　　ｐＨ7.1±0.1
流速：　　　　　0.5ml/分
流動時間：　　　90分間
UV波長：　　　 280nm
上記の分離条件下では、ｒｈｕＩｇＧ生成物からのＢＳＡの分離は達成できなかった。例
えば、図１及び２に示すように、個々のＢＳＡ及びｒｈｕＩｇＧ分子は極めて近い滞留時
間を示し、ｒｈｕＩｇＧは５５．９分（図１）でありＢＳＡは５７．７分（図２）である
。ｒｈｕＩｇＧとＢＳＡ分子の混合物を調製し、上記のＨＰＬＣ-ＳＥＣ分離法で分析し
た場合、滞留時間５６．７分に単一のピークが観察され（図３）、所望のタンパク質生成
物（ｒｈｕＩｇＧ）を不純物（ＢＳＡ）から分離するのが不可能であることが明らかにな
った。
【００５４】
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　ｒｈｕＩｇＧ／ＢＳＡ複合体の形成は、上記のＨＰＬＣ-ＳＥＣ法で、０．８ｍｇ／ｍ
ｌのｒｈｕＩｇＧ及び０．２ｍｇ／ｍｌのｒＰｒＡから形成された複合体を含む溶液を注
入した際に４７．３分に単一のピークが観察されることによって示された（図４）。別々
に注入した場合、ｒｈｕＩｇＧ及びｒＰｒＡは各々５５．９分（図１）及び５２．３分（
図５）の滞留時間を有する。２つの個々の分子のいずれよりも短い滞留時間の単一のピー
クにシフトしたことは、より大きな分子量及び流体力学的体積を持つ複合体の形成を示し
ている。
【００５５】
　ｒｈｕＩｇＧとｒＰｒＡが複合体を形成し、それによりタンパク質の有効流体力学的体
積が変化したことにより、もはやｒｈｕＩｇＧ／ｒＰｒＡ複合体からＢＳＡを分離するこ
とが可能となった。例えば、図６に示すように、複合体の滞留時間は４７．８分であるが
、明らかに区別されるＢＳＡの滞留時間は５６．９分である。よって、生成タンパク質と
相互作用できる小分子量リガンドを導入し、それによりタンパク質生成物の有効分子量及
び流体力学的体積が変化することにより、生成タンパク質を（リガンドとの複合体の形態
で）、個々に混合したときには生成タンパク質から分離できない不純物から効率的に分離
することができる。
【００５６】
　上記のようにｒｈｕＩｇＧ／ｒＰｒＡ複合体からＢＳＡ不純物を分離した後、複合体を
個々の成分に分解し、それは翻って、ＢＳＡ及びｒＰｒＡを含まない純粋なｒｈｕＩｇＧ
タンパク質生成物が分離して得られたことになる。ｒｈｕＩｇＧ／ｒＰｒＡ複合体の個々
のｒｈｕＩｇＧ及びＰｒＡ成分への分解は、溶液のｐＨ及びイオン強度を以下のように変
えることにより観察された。
【００５７】
　特に２本のスーパロース６カラム（内径＝１０ｍｍ、長さ＝カラム当たり３００ｍｍ、
Pharmacia Biotech Inc., Picscataway, New Yourk, New Jersey）を連続して流動させた
。０．１Ｍの酢酸、０．１５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ３．５±０．１を含むバッファーを移動
相として用い、０．４ｍｌ／分の体積速度とした。タンパク質溶離は２１４ｎｍの紫外線
吸収で監視した。試料注入当たりの全流動時間は１１０分間であった。これらのパラメー
タを表２にまとめた。
【００５８】
表２　　ＨＰＬＣ-ＳＥＣ法：複合体分解及び成分分離
カラム：　　　スーハ゜ロース6 10/30 ２本連続
　　　　　　　分離範囲：5,000から5,000,000 Mr
　　　　　　　全カラム容積48ml
流動バッファー：酢酸　　　　0.1M
　　　　　　　　ＮａＣｌ　　0.15M
　　　　　　　　ｐＨ3.5±0.1
流速：　　　　　0.4ml/分
流動時間：　　　110分間
UV波長：　　　 214nm
ｒｈｕＩｇＧ及びｒＰｒＡストック溶液個々の試料、並びに０．８ｍｇ／ｍｌのｒｈｕＩ
ｇＧ及び０．２ｍｇ／ｍｌのｒＰｒＡを含む複合体溶液をカラム上に注入し、滞留時間及
び異なる種の分離を測定した。試料は、０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０２５Ｍのトリス
塩基、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１のランニングバッファー中で調製し
た。注入した試料はカラムの全容量に比較して非常に少量（０．２％負荷）であったので
、理論的計算では、試料がカラム長の最初の１センチメートル以内に０．１Ｍの酢酸、０
．１５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ３．５±０．１の移動相に交換されたことを示した。
【００５９】
　この新たな、より酸性のバッファー条件下で、ｒｈｕＩｇＧ及びｒＰｒＡの個々の試料
の分析は、滞留時間がｒｈｕＩｇＧについては９１．８分（図７）及びｒＰｒＡについて
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は８０．６分（図８）であることを示した。
【００６０】
　複合体の注入の分析は、ｒｈｕＩｇＧ及びｒＰｒＡ各々のピークに対応する滞留時間の
２つのピークのベースライン分離を示した（図９：各々９１．８分及び８０．４分）。こ
れらの結果は、複合体がこれらの条件下で個々のｒｈｕＩｇＧ及びｒＰｒＡに分離され、
ｒｈｕＩｇＧプールが精製された生成物として回収できることを示した。
【００６１】
　上記の結果は、タンパク質生成物からの不純物の分離が、タンパク質生成物と相互作用
でき、それによりタンパク質生成物の分子量及び流体力学的体積を変化させて不純物から
分離できるようにする小分子量リガンドの添加により、自由溶液中で達成できることを示
している。上述したように、親和性結合がタンパク質／リガンド複合体ｒｈｕＩｇＧ／ｒ
ＰｒＡの形成を可能にした。この相互作用はタンパク質ｒｈｕＩｇＧの特性を変化させ、
それにより大きな流体力学的体積を持つ分子が形成された。これらの新たな特性は、ＨＰ
ＬＣ-ＳＥＣを用いたｒｈｕＩｇＧからのＢＳＡ不純物の分離を可能にした。複合体の不
純物からの分離の後に、複合体は次いで、溶液条件、ｐＨ及びイオン強度を変化させるこ
とによって個々の成分に良好に分解された。ｒｈｕＩｇＧ生成物の最終的な精製は、ＨＰ
ＬＣ-ＳＥＣを用いた個々のタンパク質及びリガンドの分離によって達成された。
【００６２】
　以上の記載は、本発明を実施するために用いられる特定の方法を詳述している。そのよ
うな特定の方法の詳細を知れば、当業者は、本発明の成果を用いる上で同じ情報に達した
ときに、代替的な信頼性のある方法を如何に工夫するかを十分に知ることができるであろ
う。しかしながら、上記の詳細は、この文書において、すべての範囲を制限すると解釈す
べきではなく、本発明の範囲は、添付する特許請求の法的構成によって決定されるべきも
のであることは明らかであろう。ここの引用した全ての文献は明示して参考として取り入
れるものとする。
【図面の簡単な説明】
【図１】　組換えヒト化ＩｇＧ（ｒｈｕＩｇＧ）のスーパーデックス２００サイズ排除ク
ロマトグラフィーカラムでの溶離。
　図１は、スーパーデックス２００サイズ排除クロマトグラフィーカラムのｒｈｕＩｇＧ
の溶離プロフィールを示す。ｒｈｕＩｇＧタンパク質はカラムに０．０２５ＭのＮａＣｌ
、０．０２５Ｍのトリス塩基、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１のバッファ
ー中８ｍｇ／ｍｌの濃度及び０．０４％の負荷容量で負荷した。データは、分（分）で表
した時間に対して紫外線吸収単位（ｍＡＵ）をプロットした。
【図２】　スルフヒドリル修飾ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）のスーパーデックス２００
サイズ排除クロマトグラフィーカラムでの溶離。
　図２は、スーパーデックス２００サイズ排除クロマトグラフィーカラムのＢＳＡの溶離
プロフィールを示す。ＢＳＡタンパク質はカラムに０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０２５
Ｍのトリス塩基、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１のバッファー中０．３ｍ
ｇ／ｍｌの濃度及び０．２％の負荷容量で負荷した。データは、分（分）で表した時間に
対して紫外線吸収単位（ｍＡＵ）をプロットした。
【図３】　組換えヒト化ＩｇＧ（ｒｈｕＩｇＧ）及びスルフヒドリル修飾ウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）の混合物のスーパーデックス２００サイズ排除クロマトグラフィーカラム
での溶離。
　図３は、スーパーデックス２００サイズ排除クロマトグラフィーカラムのｒｈｕＩｇＧ
及びＢＳＡ混合物の溶離プロフィールを示す。ｒｈｕＩｇＧ及びＢＳＡタンパク質はカラ
ムに０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０２５Ｍのトリス塩基、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐ
Ｈ７．１±０．１のバッファー中、各々０．８ｍｇ／ｍｌ及び０．３ｍｇ／ｍｌの濃度及
び０．２％の負荷容量で負荷した。データは、分（分）で表した時間に対して紫外線吸収
単位（ｍＡＵ）をプロットした。
【図４】　組換えヒト化ＩｇＧ（ｒｈｕＩｇＧ）／組換えプロテインＡ（ｒＰｒＡ）複合
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体のスーパーデックス２００サイズ排除クロマトグラフィーカラムでの溶離。
　図４は、スーパーデックス２００サイズ排除クロマトグラフィーカラムのｒｈｕＩｇＧ
／ｒＰｒＡ複合体の溶離プロフィールを示す。ｒｈｕＩｇＧ及びｒＰｒＡタンパク質はカ
ラムに０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０２５Ｍのトリス塩基、０．００５ＭのＥＤＴＡ、
ｐＨ７．１±０．１のバッファー中、各々０．８ｍｇ／ｍｌ及び０．２ｍｇ／ｍｌの濃度
及び０．２％の負荷容量で負荷した。データは、分（分）で表した時間に対して紫外線吸
収単位（ｍＡＵ）をプロットした。
【図５】　組換えプロテインＡ（ｒＰｒＡ）複合体のスーパーデックス２００サイズ排除
クロマトグラフィーカラムでの溶離。
　図５は、スーパーデックス２００サイズ排除クロマトグラフィーカラムのｒＰｒＡの溶
離プロフィールを示す。ｒＰｒＡタンパク質はカラムに０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０
２５Ｍのトリス塩基、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１のバッファー中、２
ｍｇ／ｍｌの濃度及び０．２％の負荷容量で負荷した。データは、分（分）で表した時間
に対して紫外線吸収単位（ｍＡＵ）をプロットした。
【図６】　組換えヒト化ＩｇＧ（ｒｈｕＩｇＧ）／組換えプロテインＡ（ｒＰｒＡ）複合
体及びスルフヒドリル修飾ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）の混合物のスーパーデックス２
００サイズ排除クロマトグラフィーカラムでの溶離。
　図６は、スーパーデックス２００サイズ排除クロマトグラフィーカラムのｒｈｕＩｇＧ
／ｒＰｒＡ複合体及びＢＳＡの混合物の溶離プロフィールを示す。ｒｈｕＩｇＧ、ｒＰｒ
Ａ及びＢＳＡタンパク質はカラムに０．０２５ＭのＮａＣｌ、０．０２５Ｍのトリス塩基
、０．００５ＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．１±０．１のバッファー中、各々０．８ｍｇ／ｍｌ
、０．２ｍｇ／ｍｌ及び０．３ｍｇ／ｍｌの濃度及び０．２％の負荷容量で負荷した。デ
ータは、分（分）で表した時間に対して紫外線吸収単位（ｍＡＵ）をプロットした。
【図７】　組換えヒト化ＩｇＧ（ｒｈｕＩｇＧ）のスーパロース６サイズ排除クロマトグ
ラフィーカラムでの溶離。
　図７は、スーパロース６サイズ排除クロマトグラフィーカラムのｒｈｕＩｇＧの溶離プ
ロフィールを示す。ｒｈｕＩｇＧタンパク質はカラムに０．１Ｍの酢酸、０．１５ＭのＮ
ａＣｌ、ｐＨ３．５±０．１のバッファー中０．８ｍｇ／ｍｌの濃度及び０．２％の負荷
容量で負荷した。データは、分（分）で表した時間に対して紫外線吸収単位（ｍＡＵ）を
プロットした。
【図８】　組換えプロテインＡ（ｒＰｒＡ）のスーパロース６サイズ排除クロマトグラフ
ィーカラムでの溶離。
　図８は、スーパロース６サイズ排除クロマトグラフィーカラムのｒＰｒＡの溶離プロフ
ィールを示す。ｒＰｒＡＧタンパク質はカラムに０．１Ｍの酢酸、０．１５ＭのＮａＣｌ
、ｐＨ３．５±０．１のバッファー中０．２ｍｇ／ｍｌの濃度及び０．２％の負荷容量で
負荷した。データは、分（分）で表した時間に対して紫外線吸収単位（ｍＡＵ）をプロッ
トした。
【図９】　組換えヒト化ＩｇＧ（ｒｈｕＩｇＧ）／組換えプロテインＡ（ｒＰｒＡ）複合
体のスーパロース６サイズ排除クロマトグラフィーカラムでのｐＨ３．５における溶離。
　図９は、スーパロース６サイズ排除クロマトグラフィーカラムのｒｈｕＩｇＧ／ｒＰｒ
Ａ複合体の溶離プロフィールを示す。ｒｈｕＩｇＧ及びｒＰｒＡタンパク質はカラムに０
．１Ｍの酢酸、０．１５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ３．５±０．１のバッファー中、各々０．８
ｍｇ／ｍｌ及び０．２ｍｇ／ｍｌの濃度及び０．２％の負荷容量で負荷した。データは、
分（分）で表した時間に対して紫外線吸収単位（ｍＡＵ）をプロットした。
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