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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】試料中の抗体のバリアント、混入タンパク質、または複数の抗体を、物理的パラ
メータによって検出し、それらを識別するための方法を提供する。
【解決手段】キャピラリー電気泳動を用いて1つまたは複数のキャピラリー中で試料のタ
ンパク質成分を分子量または電荷によって分離する工程；1つまたは複数のキャピラリー
内で試料のタンパク質成分を固定化する工程；1つまたは複数のキャピラリー内のタンパ
ク質成分を、試料中の抗体、混入タンパク質、または複数の抗体に特異的に結合する1つ
または複数の一次抗体と接触させる工程であって、それによって試料中のバリアントを検
出しかつ/またはそれらを識別する、工程を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、物理的パラメータによって試料中の抗体のバリアントを検出しかつ
/またはそれらを識別するための方法：
　関心対象の抗体を含む試料のタンパク質成分を、キャピラリー電気泳動を用いて1つま
たは複数のキャピラリー中で分子量または電荷によって分離する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内で該試料のタンパク質成分を固定化する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内の該タンパク質成分を、該関心対象の抗体に特異的
に結合する1つまたは複数の一次抗体と、接触させる工程；および
　該1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって、該試料中
の該関心対象の抗体のサイズバリアントまたは電荷バリアントを検出しかつ/またはそれ
らを識別する、工程。
【請求項２】
　前記1つまたは複数の一次抗体が、前記関心対象の抗体の重鎖に特異的に結合する少な
くとも1つの抗体を含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　前記1つまたは複数の一次抗体が、前記関心対象の抗体の軽鎖に特異的に結合する少な
くとも1つの抗体を含む、請求項1または請求項2記載の方法。
【請求項４】
　前記1つまたは複数の一次抗体が、検出可能なラベルで標識されており、該1つまたは複
数の一次抗体の結合を検出する工程が、該検出可能なラベルを検出することを含む、請求
項1～3のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　前記1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程が、
　該1つまたは複数の一次抗体を、該1つまたは複数の一次抗体のうちの少なくとも1つに
特異的に結合する二次抗体と接触させることであって、該二次抗体が検出可能なラベルを
有する、接触させること；および
　該検出可能なラベルを検出すること
を含む、請求項1～3のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　試料の前記タンパク質成分が電荷によって分離され、前記方法が、前記関心対象の抗体
の電荷バリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法である、請求項1～5のいず
れか一項記載の方法。
【請求項７】
　試料の前記タンパク質成分が分子量によって分離され、前記方法が、前記関心対象の抗
体のサイズバリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法である、請求項1～5の
いずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　前記試料が、1つまたは複数の追加の関心対象の抗体を含む、請求項1～7のいずれか一
項記載の方法。
【請求項９】
　前記1つまたは複数の追加の関心対象の抗体が検出される、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　試料中の前記抗体のバリアントの相対量または絶対量を決定する工程をさらに含む、請
求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　前記関心対象の抗体が二重特異性抗体を含む、請求項1～10のいずれか一項記載の方法
。
【請求項１２】
　前記検出可能なラベルが、化学発光ラベル、蛍光ラベル、または生物発光ラベルを含む
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、請求項1～11のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　前記試料が内部標準を含む、請求項1～12のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　前記固定化が、光固定化、化学固定化、または熱固定化を含む、請求項1～13のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項１５】
　前記1つまたは複数のキャピラリーが分離マトリックスを含む、請求項1～14のいずれか
一項記載の方法。
【請求項１６】
　前記分離マトリックスが両性担体を含む、請求項15記載の方法。
【請求項１７】
　前記分離マトリックスが、タンパク質を分子量によって分離するように構成されている
篩分けマトリックスを含む、請求項15記載の方法。
【請求項１８】
　以下の工程を含む、抗体調製物試料中の関心対象のタンパク質混入物を検出するための
方法：
　試料のタンパク質成分を、キャピラリー電気泳動を用いて1つまたは複数のキャピラリ
ー中で物理的パラメータによって分離する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内で該試料のタンパク質成分を固定化する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内の該タンパク質成分を、関心対象のタンパク質混入
物に特異的に結合する1つまたは複数の一次抗体と、接触させる工程；および
　該1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって抗体調製物
試料中の関心対象のタンパク質混入物を検出する、工程。
【請求項１９】
　抗体調製物試料中の関心対象のタンパク質混入物のバリアントを前記物理的パラメータ
によって識別する工程をさらに含む、請求項18記載の方法。
【請求項２０】
　前記1つまたは複数のキャピラリーが分離マトリックスを含む、請求項18または請求項1
9記載の方法。
【請求項２１】
　前記分離マトリックスが両性担体を含む、請求項20記載の方法。
【請求項２２】
　前記物理的パラメータが電荷を含む、請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　前記分離マトリックスが、タンパク質を分子量によって分離するように構成されている
篩分けマトリックスを含む、請求項20記載の方法。
【請求項２４】
　前記物理的パラメータが分子量を含む、請求項23記載の方法。
【請求項２５】
　前記1つまたは複数の一次抗体が、検出可能なラベルで標識されており、該1つまたは複
数の一次抗体の結合を検出する工程が、該検出可能なラベルを検出することを含む、請求
項18～24のいずれか一項記載の方法。
【請求項２６】
　前記1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程が、
　該1つまたは複数の一次抗体を、該1つまたは複数の一次抗体のうちの少なくとも1つに
特異的に結合する二次抗体と接触させることであって、該二次抗体が検出可能なラベルを
有する、接触させること；および
　該検出可能なラベルを検出すること
を含む、請求項18～24のいずれか一項記載の方法。
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【請求項２７】
　前記関心対象のタンパク質混入物の電荷バリアントまたはサイズバリアントを検出しか
つ/またはそれらを識別する工程をさらに含む、請求項18～26のいずれか一項記載の方法
。
【請求項２８】
　前記関心対象のタンパク質混入物の相対量または絶対量を決定する工程をさらに含む、
請求項18～27のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　前記検出可能なラベルが、化学発光ラベル、蛍光ラベル、または生物発光ラベルを含む
、請求項18～28のいずれか一項記載の方法。
【請求項３０】
　前記試料が内部標準を含む、請求項18～29のいずれか一項記載の方法。
【請求項３１】
　前記固定化が、光固定化、化学固定化、または熱固定化を含む、請求項18～30のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項３２】
　前記1つまたは複数の一次抗体がポリクローナル抗体を含む、請求項18～31のいずれか
一項記載の方法。
【請求項３３】
　前記関心対象のタンパク質混入物がPLBD2を含む、請求項18～32のいずれか一項記載の
方法。
【請求項３４】
　以下の工程を含む、物理的パラメータによって試料中の2つ以上の抗体の混合物中の抗
体を検出しかつ/またはそれらを識別するための方法：
　2つ以上の関心対象の抗体を含む試料のタンパク質成分を、キャピラリー電気泳動を用
いて1つまたは複数のキャピラリー中で電荷によって分離する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内で該試料のタンパク質成分を固定化する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内の該タンパク質成分を、関心対象の第1の抗体に特異
的に結合する第1の一次抗体と、接触させる工程；
　該第1の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって該関心対象の第1の抗体
を検出する、工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内の該タンパク質成分を、関心対象の第2の抗体に特異
的に結合する第2の一次抗体と、接触させる工程；および
　該第2の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって該関心対象の第2の抗体
を検出し、かつ試料中の該抗体を識別する、工程。
【請求項３５】
　前記1つまたは複数のキャピラリー内の前記タンパク質成分を、関心対象の第3の抗体に
特異的に結合する第3の一次抗体と、接触させる工程；
　該第3の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって該関心対象の第3の抗体
を検出する、工程
をさらに含む、請求項34記載の方法。
【請求項３６】
　前記1つまたは複数のキャピラリー内の前記タンパク質成分を、1つまたは複数の追加の
関心対象の抗体に特異的に結合する1つまたは複数の追加の一次抗体と、接触させる工程
；
　該1つまたは複数の追加の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって該追
加の関心対象の抗体を検出する、工程
をさらに含む、請求項35記載の方法。
【請求項３７】
　前記一次抗体が、検出可能なラベルで標識されており、前記一次抗体の結合を検出する
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工程が、該検出可能なラベルを検出することを含む、請求項34～36のいずれか一項記載の
方法。
【請求項３８】
　前記一次抗体の結合を検出する工程が、
　該一次抗体を、該一次抗体に特異的に結合する二次抗体と接触させることであって、該
二次抗体が検出可能なラベルを有する、接触させること；および
　該検出可能なラベルを検出すること
を含む、請求項34～36のいずれか一項記載の方法。
【請求項３９】
　前記関心対象の抗体のうちの1つまたは複数の相対量または絶対量を決定する工程をさ
らに含む、請求項34～38のいずれか一項記載の方法。
【請求項４０】
　前記検出可能なラベルが、化学発光ラベル、蛍光ラベル、または生物発光ラベルを含む
、請求項34～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４１】
　前記試料が内部標準を含む、請求項34～40のいずれか一項記載の方法。
【請求項４２】
　前記固定化が、光固定化、化学固定化、または熱固定化を含む、請求項1～13のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項４３】
　前記1つまたは複数のキャピラリーが分離マトリックスを含む、請求項34～40のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項４４】
　前記分離マトリックスが両性担体を含む、請求項43記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はバイオ医薬品に関係し、複雑な混合物中のバイオ医薬品および混入物を検出す
るためのキャピラリー電気泳動の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　モノクローナル抗体（mAb）は、バイオ治療薬の重要な1クラスであり、数多くの重篤な
疾患および慢性疾患の処置において顕著な成功を収めている。しかしmAbは、サイズバリ
アントおよび電荷バリアント、異なるグリコシル化パターンを含むさまざまな翻訳後修飾
、ならびにN末端およびC末端の不均一性を伴う、高度に複雑な生物高分子でもある。それ
ゆえに、個々のモノクローナル抗体はそれぞれ、開発中も、最終製品の製造中も、これら
の製品の評価に際して考慮する必要があるユニークなプロファイル、特質を呈しうる。
【０００３】
　mAbにおける重要品質特性（critical quality attributes：CQA）のモニタリングおよ
び評価は、製薬業界における規制要件である。mAb生産中は、潜在的混入タンパク質の存
在も考慮しなければならない。加えて、併用療法の使用（例えば製剤カクテルにおける複
数のmAbの使用）が増加するにつれて、これらのカクテル中の個々のmAbをモニタリングで
きることも、ますます重要になるだろう。
【０００４】
　電気泳動は、電場における移動速度の相違に基づいて分子の混合物を分離するために使
用されてきた。一般に電気泳動とは、流体またはゲルと接触している1つまたは複数の電
極または導電性部材に印加された起電力の作用下での、その流体またはゲルにおける懸濁
分子または溶解分子の運動を指す。電気泳動分離の公知のモードには、緩衝溶液中での分
子の移動度の相違（一般にゾーン電気泳動と呼ばれる）、ゲルまたはポリマー溶液中での
分子の移動度の相違（一般にゲル電気泳動と呼ばれる）、または水素（pH）勾配のポテン
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シャルにおける分子の移動度の相違（一般に等電点電気泳動と呼ばれる）に基づいて分子
を分離するものが含まれる。生体分子の純度および電荷不均一性を調べるためにキャピラ
リー電気泳動技法は有効であり、産業上広く使用されているが、キャピラリー電気泳動は
、さまざまな分子種の選択的検出を可能にするものではなく、目的物質と製造工程不純物
との弁別を可能にするものでもない。したがって、mAbの調製物および製剤をモニタリン
グする追加の方法が必要とされている。
【発明の概要】
【０００５】
　一局面において、本発明は、以下の工程を含む、物理的パラメータによって試料中の抗
体のバリアントを検出しかつ/またはそれらを識別するための方法を提供する：関心対象
の抗体を含む試料のタンパク質成分を、キャピラリー電気泳動を用いて1つまたは複数の
キャピラリー中で分子量または電荷によって分離する工程；1つまたは複数のキャピラリ
ー内で試料のタンパク質成分を固定化する工程；1つまたは複数のキャピラリー内のタン
パク質成分を、関心対象のタンパク質、例えば抗体、またはその一部に特異的に結合する
1つまたは複数の一次抗体と、接触させる工程；および1つまたは複数の一次抗体の結合を
検出する工程であって、それによって、試料中の関心対象の抗体のサイズバリアントを検
出しかつ/またはそれらを識別する、工程。
【０００６】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数の一次抗体は、関心対象の抗体の重
鎖に特異的に結合する少なくとも1つの抗体を含む。
【０００７】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数の一次抗体は、関心対象の抗体の軽
鎖に特異的に結合する少なくとも1つの抗体を含む。
【０００８】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数の一次抗体は、検出可能なラベルで
標識されており、1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程は、検出可能なラベル
を検出することを含む。
【０００９】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程は
、1つまたは複数の一次抗体を、1つまたは複数の一次抗体のうちの少なくとも1つに特異
的に結合する二次抗体であって検出可能なラベルを有する二次抗体と、接触させること；
および検出可能なラベルを検出することを含む。
【００１０】
　本方法のさまざまな態様において、試料のタンパク質成分は電荷によって分離され、本
方法は、関心対象の抗体の電荷バリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法で
ある。
【００１１】
　本方法のさまざまな態様において、試料のタンパク質成分は分子量によって分離され、
本方法は、関心対象の抗体のサイズバリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方
法である。
【００１２】
　本方法のさまざまな態様において、試料は、1つまたは複数の追加の関心対象の抗体を
含む。
【００１３】
　本方法のさまざまな態様では、1つまたは複数の追加の関心対象の抗体が検出される。
【００１４】
　いくつかの態様において、本方法は、試料中の抗体のバリアントの相対量または絶対量
を決定する工程を、さらに含む。
【００１５】
　本方法のさまざまな態様において、関心対象の抗体は二重特異性抗体を含む。
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【００１６】
　本方法のさまざまな態様において、検出可能なラベルは、化学発光ラベル、蛍光ラベル
、または生物発光ラベルを含む。
【００１７】
　本方法のさまざまな態様において、試料は内部標準を含む。
【００１８】
　本方法のさまざまな態様において、固定化は、光固定化、化学固定化、または熱固定化
を含む。
【００１９】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数のキャピラリーは分離マトリックス
を含む。
【００２０】
　本方法のさまざまな態様において、分離マトリックスは両性担体（carrier ampholyte
）を含む。
【００２１】
　本方法のさまざまな態様において、分離マトリックスは、タンパク質を分子量によって
分離するように構成されている篩分けマトリックスを含む。
【００２２】
　一局面において、本発明は、以下の工程を含む、抗体調製物試料中の関心対象のタンパ
ク質混入物を検出するための方法を提供する：キャピラリー電気泳動を用いて1つまたは
複数のキャピラリー中で試料のタンパク質成分を物理的パラメータによって分離する工程
；1つまたは複数のキャピラリー内で試料のタンパク質成分を固定化する工程；1つまたは
複数のキャピラリー内のタンパク質成分を、関心対象のタンパク質混入物に特異的に結合
する1つまたは複数の一次抗体と、接触させる工程；および1つまたは複数の一次抗体の結
合を検出する工程であって、それによって抗体調製物試料中の関心対象のタンパク質混入
物を検出する、工程。
【００２３】
　いくつかの態様において、本方法は、抗体調製物試料中の関心対象のタンパク質混入物
のバリアントを物理的パラメータによって識別する工程を、さらに含む。
【００２４】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数のキャピラリーは分離マトリックス
を含む。
【００２５】
　本方法のさまざまな態様において、分離マトリックスは両性担体を含む。
【００２６】
　本方法のさまざまな態様において、物理的パラメータは電荷を含む。
【００２７】
　本方法のさまざまな態様において、分離マトリックスは、タンパク質を分子量によって
分離するように構成されている篩分けマトリックスを含む。
【００２８】
　本方法のさまざまな態様において、物理的パラメータは分子量を含む。
【００２９】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数の一次抗体は、検出可能なラベルで
標識されており、1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程は、検出可能なラベル
を検出することを含む。
【００３０】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程は
、1つまたは複数の一次抗体を、1つまたは複数の一次抗体のうちの少なくとも1つに特異
的に結合する二次抗体であって検出可能なラベルを有する二次抗体と、接触させる工程；
および検出可能なラベルを検出する工程を、さらに含む。
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【００３１】
　いくつかの態様において、本方法は、関心対象のタンパク質混入物の電荷バリアントま
たはサイズバリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する工程を、さらに含む。
【００３２】
　いくつかの態様において、本方法は、関心対象のタンパク質混入物の相対量または絶対
量を決定する工程を、さらに含む。
【００３３】
　本方法のさまざまな態様において、検出可能なラベルは、化学発光ラベル、蛍光ラベル
、または生物発光ラベルを含む。
【００３４】
　本方法のさまざまな態様において、試料は内部標準を含む。
【００３５】
　本方法のさまざまな態様において、固定化は、光固定化、化学固定化、または熱固定化
を含む。
【００３６】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数の一次抗体はポリクローナル抗体を
含む。
【００３７】
　本方法のさまざまな態様において、関心対象のタンパク質混入物はPLBD2を含む。
【００３８】
　別の局面において、本発明は、以下の工程を含む、物理的パラメータによって試料中の
2つ以上の抗体の混合物中の抗体を検出しかつ/またはそれらを識別するための方法を提供
する：キャピラリー電気泳動を用いて1つまたは複数のキャピラリー中で2つ以上の関心対
象の抗体を含む試料のタンパク質成分を電荷によって分離する工程；1つまたは複数のキ
ャピラリー内で試料のタンパク質成分を固定化する工程；1つまたは複数のキャピラリー
内のタンパク質成分を、関心対象の第1の抗体に特異的に結合する第1の一次抗体と、接触
させる工程；第1の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって関心対象の第1
の抗体を検出する、工程；1つまたは複数のキャピラリー内のタンパク質成分を、関心対
象の第2の抗体に特異的に結合する第2の一次抗体と、接触させる工程；および第2の一次
抗体の結合を検出する工程であって、それによって関心対象の第2の抗体を検出し、かつ
試料中の抗体を識別する、工程。
【００３９】
　いくつかの態様において、本方法は、1つまたは複数のキャピラリー内のタンパク質成
分を、関心対象の第3の抗体に特異的に結合する第3の一次抗体と、接触させる工程；第3
の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって関心対象の第3の抗体を検出す
る、工程を、さらに含む。
【００４０】
　いくつかの態様において、本方法は、1つまたは複数のキャピラリー内のタンパク質成
分を、1つまたは複数の追加の関心対象の抗体に特異的に結合する1つまたは複数の追加の
一次抗体と、接触させる工程；および1つまたは複数の追加の一次抗体の結合を検出する
工程であって、それによって追加の関心対象の抗体を検出する工程を、さらに含む。
【００４１】
　本方法のさまざまな態様において、一次抗体は、検出可能なラベルで標識されており、
一次抗体の結合を検出する工程は、検出可能なラベルを検出することを含む。
【００４２】
　本方法のさまざまな態様において、一次抗体の結合を検出する工程は、一次抗体を、一
次抗体に特異的に結合する二次抗体であって検出可能なラベルを有する二次抗体と、接触
させること；および検出可能なラベルを検出することを含む。
【００４３】
　いくつかの態様において、本方法は、混合物中の関心対象の抗体の相対量または絶対量
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を決定する工程を、さらに含む。
【００４４】
　本方法のさまざまな態様において、検出可能なラベルは、化学発光ラベル、蛍光ラベル
、または生物発光ラベルを含む。
【００４５】
　本方法のさまざまな態様において、試料は内部標準を含む。
【００４６】
　本方法のさまざまな態様において、固定化は、光固定化、化学固定化、または熱固定化
を含む。
【００４７】
　本方法のさまざまな態様において、1つまたは複数のキャピラリーは分離マトリックス
を含む。
【００４８】
　本方法のさまざまな態様において、分離マトリックスは両性担体を含む。
【００４９】
　さまざまな態様において、上述のまたは本明細書において論じる態様の特徴または構成
要素はどれでも組み合わせることができ、そのような組み合わせは本開示の範囲に包含さ
れる。上述のまたは本明細書において論じる具体的な値はいずれも、上述のまたは本明細
書において論じる別の関連する値と組み合わせて、それらの値が範囲の上端と下端を表し
ている範囲を具陳することができ、そのような範囲は本開示の範囲に包含される。
【００５０】
　より具体的には、本発明は以下を提供する：
[1] 以下の工程を含む、物理的パラメータによって試料中の抗体のバリアントを検出しか
つ/またはそれらを識別するための方法：
　関心対象の抗体を含む試料のタンパク質成分を、キャピラリー電気泳動を用いて1つま
たは複数のキャピラリー中で分子量または電荷によって分離する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内で該試料のタンパク質成分を固定化する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内の該タンパク質成分を、該関心対象の抗体に特異的
に結合する1つまたは複数の一次抗体と、接触させる工程；および
　該1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって、該試料中
の該関心対象の抗体のサイズバリアントまたは電荷バリアントを検出しかつ/またはそれ
らを識別する、工程；
[2] 前記1つまたは複数の一次抗体が、前記関心対象の抗体の重鎖に特異的に結合する少
なくとも1つの抗体を含む、[1]の方法；
[3] 前記1つまたは複数の一次抗体が、前記関心対象の抗体の軽鎖に特異的に結合する少
なくとも1つの抗体を含む、[1]または[2]の方法；
[4] 前記1つまたは複数の一次抗体が、検出可能なラベルで標識されており、該1つまたは
複数の一次抗体の結合を検出する工程が、該検出可能なラベルを検出することを含む、[1
]～[3]のいずれかの方法；
[5] 前記1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程が、
　該1つまたは複数の一次抗体を、該1つまたは複数の一次抗体のうちの少なくとも1つに
特異的に結合する二次抗体と接触させることであって、該二次抗体が検出可能なラベルを
有する、接触させること；および
　該検出可能なラベルを検出すること
を含む、[1]～[3]のいずれかの方法；
[6] 試料の前記タンパク質成分が電荷によって分離され、前記方法が、前記関心対象の抗
体の電荷バリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法である、[1]～[5]のいず
れかの方法；
[7] 試料の前記タンパク質成分が分子量によって分離され、前記方法が、前記関心対象の
抗体のサイズバリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法である、[1]～[5]の
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いずれかの方法；
[8] 前記試料が、1つまたは複数の追加の関心対象の抗体を含む、[1]～[7]のいずれかの
方法；
[9] 前記1つまたは複数の追加の関心対象の抗体が検出される、[8]の方法；
[10] 試料中の前記抗体のバリアントの相対量または絶対量を決定する工程をさらに含む
、[1]～[9]のいずれかの方法；
[11] 前記関心対象の抗体が二重特異性抗体を含む、[1]～[10]のいずれかの方法；
[12] 前記検出可能なラベルが、化学発光ラベル、蛍光ラベル、または生物発光ラベルを
含む、[1]～[11]のいずれかの方法；
[13] 前記試料が内部標準を含む、[1]～[12]のいずれかの方法；
[14] 前記固定化が、光固定化、化学固定化、または熱固定化を含む、[1]～[13]のいずれ
かの方法；
[15] 前記1つまたは複数のキャピラリーが分離マトリックスを含む、[1]～[14]のいずれ
かの方法；
[16] 前記分離マトリックスが両性担体を含む、[15]の方法；
[17] 前記分離マトリックスが、タンパク質を分子量によって分離するように構成されて
いる篩分けマトリックスを含む、[15]の方法；
[18] 以下の工程を含む、抗体調製物試料中の関心対象のタンパク質混入物を検出するた
めの方法：
　試料のタンパク質成分を、キャピラリー電気泳動を用いて1つまたは複数のキャピラリ
ー中で物理的パラメータによって分離する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内で該試料のタンパク質成分を固定化する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内の該タンパク質成分を、関心対象のタンパク質混入
物に特異的に結合する1つまたは複数の一次抗体と、接触させる工程；および
　該1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって抗体調製物
試料中の関心対象のタンパク質混入物を検出する、工程；
[19] 抗体調製物試料中の関心対象のタンパク質混入物のバリアントを前記物理的パラメ
ータによって識別する工程をさらに含む、[18]の方法；
[20] 前記1つまたは複数のキャピラリーが分離マトリックスを含む、[18]または[19]の方
法；
[21] 前記分離マトリックスが両性担体を含む、[20]の方法；
[22] 前記物理的パラメータが電荷を含む、[21]の方法；
[23] 前記分離マトリックスが、タンパク質を分子量によって分離するように構成されて
いる篩分けマトリックスを含む、[20]の方法；
[24] 前記物理的パラメータが分子量を含む、[23]の方法；
[25] 前記1つまたは複数の一次抗体が、検出可能なラベルで標識されており、該1つまた
は複数の一次抗体の結合を検出する工程が、該検出可能なラベルを検出することを含む、
[18]～[24]のいずれかの方法；
[26] 前記1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程が、
　該1つまたは複数の一次抗体を、該1つまたは複数の一次抗体のうちの少なくとも1つに
特異的に結合する二次抗体と接触させることであって、該二次抗体が検出可能なラベルを
有する、接触させること；および
　該検出可能なラベルを検出すること
を含む、[18]～[24]のいずれかの方法；
[27] 前記関心対象のタンパク質混入物の電荷バリアントまたはサイズバリアントを検出
しかつ/またはそれらを識別する工程をさらに含む、[18]～[26]のいずれかの方法；
[28] 前記関心対象のタンパク質混入物の相対量または絶対量を決定する工程をさらに含
む、[18]～[27]のいずれかの方法；
[29] 前記検出可能なラベルが、化学発光ラベル、蛍光ラベル、または生物発光ラベルを
含む、[18]～[28]のいずれかの方法；
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[30] 前記試料が内部標準を含む、[18]～[29]のいずれかの方法；
[31] 前記固定化が、光固定化、化学固定化、または熱固定化を含む、[18]～[30]のいず
れかの方法；
[32] 前記1つまたは複数の一次抗体がポリクローナル抗体を含む、[18]～[31]のいずれか
の方法；
[33] 前記関心対象のタンパク質混入物がPLBD2を含む、[18]～[32]のいずれかの方法；
[34] 以下の工程を含む、物理的パラメータによって試料中の2つ以上の抗体の混合物中の
抗体を検出しかつ/またはそれらを識別するための方法：
　2つ以上の関心対象の抗体を含む試料のタンパク質成分を、キャピラリー電気泳動を用
いて1つまたは複数のキャピラリー中で電荷によって分離する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内で該試料のタンパク質成分を固定化する工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内の該タンパク質成分を、関心対象の第1の抗体に特異
的に結合する第1の一次抗体と、接触させる工程；
　該第1の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって該関心対象の第1の抗体
を検出する、工程；
　該1つまたは複数のキャピラリー内の該タンパク質成分を、関心対象の第2の抗体に特異
的に結合する第2の一次抗体と、接触させる工程；および
　該第2の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって該関心対象の第2の抗体
を検出し、かつ試料中の該抗体を識別する、工程；
[35] 前記1つまたは複数のキャピラリー内の前記タンパク質成分を、関心対象の第3の抗
体に特異的に結合する第3の一次抗体と、接触させる工程；
　該第3の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって該関心対象の第3の抗体
を検出する、工程
をさらに含む、[34]の方法；
[36] 前記1つまたは複数のキャピラリー内の前記タンパク質成分を、1つまたは複数の追
加の関心対象の抗体に特異的に結合する1つまたは複数の追加の一次抗体と、接触させる
工程；
　該1つまたは複数の追加の一次抗体の結合を検出する工程であって、それによって該追
加の関心対象の抗体を検出する、工程
をさらに含む、[35]の方法；
[37] 前記一次抗体が、検出可能なラベルで標識されており、前記一次抗体の結合を検出
する工程が、該検出可能なラベルを検出することを含む、[34]～[36]のいずれかの方法；
[38] 前記一次抗体の結合を検出する工程が、
　該一次抗体を、該一次抗体に特異的に結合する二次抗体と接触させることであって、該
二次抗体が検出可能なラベルを有する、接触させること；および
　該検出可能なラベルを検出すること
を含む、[34]～[36]のいずれかの方法；
[39] 前記関心対象の抗体のうちの1つまたは複数の相対量または絶対量を決定する工程を
さらに含む、[34]～[38]のいずれかの方法；
[40] 前記検出可能なラベルが、化学発光ラベル、蛍光ラベル、または生物発光ラベルを
含む、[34]～[39]のいずれかの方法；
[41] 前記試料が内部標準を含む、[34]～[40]のいずれかの方法；
[42] 前記固定化が、光固定化、化学固定化、または熱固定化を含む、[1]～[13]のいずれ
かの方法；
[43] 前記1つまたは複数のキャピラリーが分離マトリックスを含む、[34]～[40]のいずれ
かの方法；
[44] 前記分離マトリックスが両性担体を含む、[43]の方法。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
　本特許ファイルまたは本出願ファイルは、カラーで作成された図面を少なくとも1つ含
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有する。カラー図面を含むこの特許または特許出願公報の写しは、請求に応じて、必要な
手数料が支払われた場合に、米国特許商標庁より提供される。
【００５２】
【図１】図1は、キャピラリー電気泳動によってタンパク質をおおよその分子量で分離し
検出するための例示的ワークフローの図である。
【図２】図2Aは、抗カッパ抗体および抗FC抗体を用いたCE-ウェスタンによる抗体断片の
分析を示す、グラフ化された一組のトレースである。この結果は、サイズベースのCE-ウ
ェスタンがmAb試料中のサイズバリアントを高感度に定量できることを実証している。図2
Bは、総タンパク質分析を用いたCE-ウェスタンによる抗体断片の分析を示すグラフである
。この結果は、サイズベースのCE-ウェスタン分析がmAb試料中のサイズバリアントを高感
度に定量できることを実証している。
【図３】図3Aは、図2Aに示す抗体断片の相対量の棒グラフである。図3Bは、図2Bに示す抗
体断片の相対量の棒グラフである。
【図４】図4は、サイズベースのCE-ウェスタンを用いた抗体断片の分析がCE-SDSを用いた
抗体断片の分析と同等であることを実証する2つのグラフを示している。
【図５】図5Aは、例示的mAb2プロセスプールが、組換えPLBD2の場合と非常によく似たPLB
D2種を有することを示す非還元条件下での分析のグラフである。図5Bは、例示的mAb2プロ
セスプールが、組換えPLBD2の場合と非常によく似たPLBD2種を有することを示す還元条件
下での分析のグラフである。
【図６】図6は、還元条件下および非還元条件下でのPLBD2の濃度依存的分析を実証する一
組のグラフを示している。この結果は、サイズベースのCE-ウェスタンによる抗体調製物
試料中のPLBD2の定量がELISA測定と同等であることを示している。
【図７】図7は、キャピラリー電気泳動によってタンパク質を電荷で分離し検出するため
の例示的ワークフローの図である。
【図８】図8は、抗体調製物に関してイメージCIEF（imaged CIEF）（iCIEF）とCE-ウェス
タンの結果が同等であることを示している。iCIEFでもiCIEF-ウェスタンでも、同等な電
荷バリアントプロファイルが得られた。この結果は、抗体の分析に関して、iCIEF-ウェス
タンがiCIEFの実行可能な代替法であることを実証している。
【図９】図9Aは、電荷ベースのCE-ウェスタン（iCIEF-ウェスタン）が、個々の抗体に対
する二次抗体を用いて試料中の個々の抗体種の相対濃度を決定できることを示すグラフで
ある。図9Bは、図9Aのグラフと同様であるが、個々の抗体種を示すために、合成曲線が取
り除かれている。
【図１０】図10は、iCIEFを用いた三成分抗体混合薬の分析を図解する一組のグラフを示
しており、個々の抗体電荷バリアントのpI範囲はオーバーラップしていることがわかる。
この結果は、pIがオーバーラップしている可能性がある複雑な抗体調製物の分析には、iC
IEFは能力不足であることを実証している。
【図１１】図11は、電荷ベースのCE-ウェスタン（iCIEF-ウェスタン）を使用し、カクテ
ル中の個々の抗体に対する二次抗体を使用し用いて分析された、図10の三成分抗体混合薬
の個々の分子種の分析に関する一組のグラフおよび表を示している。3つの抗体電荷バリ
アントをキャピラリーの検出ウインドウ内に移動させるためにTEMED（0.25％）を加えた
。この結果は、複雑な抗体カクテルを分析するためにiCIEF-ウェスタンを使用できること
を実証している。
【図１２】図12は、iCIEF-ウェスタンには、複合製剤中の個々の抗体を選択的に検出する
能力があることを示す、合成グラフである。
【図１３】図13は、mAb4の定量分析が、iCIEFおよびiCIEF-ウェスタンを用いて単体で評
価した場合と、iCIEF-ウェスタンを用いて混合物として評価した場合とで類似しているこ
とを実証する、グラフおよび表を示している。
【発明を実施するための形態】
【００５３】
発明の詳細な説明
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　以下に本発明を説明するが、その前にまず、本発明は、記載する特定の方法および実験
条件に限定されないことを理解すべきである。そのような方法および条件はさまざまであ
ることができるからである。また、本明細書において使用する術語には、特定の態様を説
明する目的しかなく、限定を意図していないことも理解すべきである。本発明の範囲を限
定するのは、本願の請求項だけだからである。任意の態様または態様の特徴は互いに組み
合わせることができ、そのような組み合わせは明らかに本発明の範囲に包含される。
【００５４】
　別段の定義がある場合を除き、本明細書において使用される技術用語および科学用語は
すべて、本発明が属する技術分野の当業者に一般に理解されているものと同じ意味を有す
る。本明細書において使用される「約」という用語は、それが具陳された特定の数値に関
して使用される場合には、その値が、具陳された値から1％以下までは変動しうることを
意味する。例えば、本明細書において使用される「約100」という表現は、99および101な
らびにそれらの間のすべての値（例えば99.1、99.2、99.3、99.4など）を包含する。
【００５５】
　本発明の実施または試験では、本明細書に記載するものと類似するか等価な任意の方法
および材料を使用することができるが、好ましい方法および材料を以下に説明する。本明
細書において言及する特許、特許出願および非特許刊行物はすべて、参照によりその全体
が本明細書に組み入れられる。
【００５６】
本明細書において使用される略語
　mAb：モノクローナル抗体
　biAb：二重特異性抗体
　CQA：重要品質特性
　CE：キャピラリー電気泳動
　SDS：ドデシル硫酸ナトリウム
　iCIEF：イメージCIEF（imaged CIEF）
　iCIEF-ウェスタン；電荷ベースのCE-ウェスタン
　IEC：イオン交換クロマトグラフィー
　QC：品質管理
　HRP：セイヨウワサビペルオキシダーゼ
　HCP：宿主細胞タンパク質
【００５７】
定義
　本明細書において使用する「抗体」という用語は、4本のポリペプチド鎖、すなわちジ
スルフィド結合で相互につながれた2本の重（H）鎖と2本の軽（L）鎖とで構成される免疫
グロブリン分子（すなわち「完全抗体分子」）、ならびにその多量体（例えばIgM）また
はそれらの抗原結合断片を指すものとする。各重鎖は、重鎖可変領域（「HCVR」または「
VH」）と重鎖定常領域（ドメインCH1、CH2およびCH3で構成される）とで構成される。さ
まざまな態様において、重鎖はIgGアイソタイプでありうる。場合により、重鎖はIgG1、I
gG2、IgG3またはIgG4から選択される。いくつかの態様において、重鎖は、アイソタイプI
gG1またはIgG4であり、任意で、アイソタイプIgG1/IgG2またはIgG4/IgG2のキメラヒンジ
領域を含む。各軽鎖は軽鎖可変領域（「LCVR」または「VL」）と軽鎖定常領域（CL）とで
構成される。VH領域およびVL領域は、フレームワーク領域（FR）と呼ばれる保存度の高い
領域が間に挿入された相補性決定領域（CDR）と呼ばれる超可変領域に、さらに細分する
ことができる。各VHおよびVLは、アミノ末端からカルボキシ末端に向かって以下の順序で
配置された3つのCDRと4つのFRとから構成される：FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR
4。「抗体」という用語は、任意のアイソタイプまたはサブクラスのグリコシル化免疫グ
ロブリンと非グリコシル化免疫グロブリンの両方への言及を包含する。「抗体」という用
語は、抗体を発現するようにトランスフェクトされた宿主細胞から単離された抗体など、
組換え手段によって調製され、発現され、作出されまたは単離された抗体分子を包含する
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。抗体構造に関する総説として、Lefranc et al.,IMGT unique numbering for immunoglo
bulin and T cell receptor variable domains and Ig superfamily V-like domains,27
（1）Dev.Comp.Immunol.55-77（2003）、およびM.Potter,Structural correlates of imm
unoglobulin diversity,2（1）Surv.Immunol.Res.27-42（1983）を参照されたい。
【００５８】
　抗体という用語は「二重特異性抗体」も包含し、これには、2つ以上の異なるエピトー
プに結合することができるヘテロ四量体免疫グロブリンが含まれる。二重特異性抗体の半
分は1本の重鎖および1本の軽鎖ならびに6つのCDRを含んでいて、1つの抗原またはエピト
ープに結合し、残りの半分は異なる抗原またはエピトープに結合する。場合により、二重
特異性抗体は、同じ抗原ではあるが異なるエピトープまたはオーバーラップしていないエ
ピトープに結合することができる。場合により、二重特異性抗体は、二重特異性を保った
まま、どちらの半分も同一軽鎖を有する。二重特異性抗体は米国特許出願公開第2010/033
1527（2010年12月30日）に概説されている。
【００５９】
　抗体の「抗原結合部分」（または「抗原結合断片」）という用語は、抗原に特異的に結
合する能力を保持する1つまたは複数の断片を指す。抗体の「抗原結合部分」という用語
に包含される結合断片の例としては、（i）VL、VH、CLおよびCH1ドメインからなる一価の
断片であるFab断片、（ii）ヒンジ領域におけるジスルフィド架橋によって連結された2つ
のFab断片を含む二価の断片であるF（ab’）2断片、（iii）VHドメインとCH1ドメインと
からなるFd断片、（iv）抗体の単一アームのVLドメインとVHドメインとからなるFv断片、
（v）VHドメインからなるdAb断片（Ward et al.（1989）Nature 241:544-546）、（vi）
単離されたCDR、および（vii）合成リンカーによって接続されて1本のタンパク質鎖を形
成しているFv断片の2つのドメインVLおよびVHからなり、VL領域とVH領域とがペアリング
して一価分子を形成している、scFvが挙げられる。一本鎖抗体の他の形態、例えばダイア
ボディも、「抗体」という用語に包含される（例えばHolliger et al.（1993）90 PNAS U
.S.A.6444-6448およびPoljak et al.（1994）2 Structure 1121-1123参照）。
【００６０】
　さらにまた、抗体およびその抗原結合断片は、当技術分野において一般に公知である標
準的な組換えDNA技法を用いて得ることができる（Sambrook et al.,1989参照）。
【００６１】
　「ヒト抗体」という用語は、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列から誘導される可
変領域と定常領域とを有する抗体を包含するものとする。本発明のヒトmAbは、例えばCDR
に、特にCDR3に、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ
酸残基（例えば、インビトロでのランダム変異導入もしくは部位特異的変異導入またはイ
ンビボでの体細胞変異によって導入される変異）を含みうる。ただし、本明細書において
使用する「ヒト抗体」という用語は、別の哺乳動物種（例えばマウス）の生殖細胞系列に
由来するCDR配列がヒトFR配列上に移植されているmAbを包含するものではない。この用語
は、非ヒト哺乳動物または非ヒト哺乳動物の細胞において組換え生産された抗体を包含す
る。この用語は、ヒト対象から単離された抗体またはヒト対象において生成した抗体を包
含するものではない。
【００６２】
　本明細書において使用する「試料」という用語は、分子の混合物であって、例えば分離
、分析、抽出、濃縮またはプロファイリングなどといった本発明の方法による操作に供さ
れる関心対象のポリペプチド、例えばモノクローナル抗体または二重特異性抗体を、少な
くとも1つは含んでいるものを指す。
【００６３】
　本明細書において使用する「分析」または「分析する」という用語は相互可換的に使用
され、関心対象の分子（例えば抗体などのポリペプチド）および抗体調製物中の混入物を
分離、検出、単離、精製、可溶化、検出および/または特性解析するさまざまな方法のい
ずれかを指す。
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【００６４】
　本明細書にいう「クロマトグラフィー」とは、混合物、例えばペプチド、タンパク質、
ポリペプチドおよび/またはモノクローナル抗体などの抗体を含有する混合物を、分離す
るプロセスを指す。クロマトグラフィーでは混合物が固定相を通過することで、関心対象
の分子が混合物中の他の分子から分離され、1つまたは複数の関心対象の分子を単離する
ことが可能になる。本明細書に開示する方法において、クロマトグラフィーとは、サイズ
ベースのキャピラリー電気泳動と、等電点電気泳動、すなわち電荷ベースのキャピラリー
電気泳動とを含む、キャピラリー電気泳動を指す。
【００６５】
　本明細書にいう「接触」には、溶解しているまたは固相にある少なくとも2つの物質を
引き合わせること、例えば試料を抗体（例えば、治療用抗体または治療用抗体候補などの
関心対象の分子に特異的に結合する抗体）と接触させること、が含まれる。
【００６６】
　本明細書において使用する「単離された」という用語は、生物学的成分（抗体など、例
えばモノクローナル抗体）であって、当該成分が天然に見いだされる生物の細胞中の、ま
たは当該成分がトランスジェニックに発現される生物の細胞中の、他の生物学的成分（す
なわち、他の染色体DNAおよび染色体外DNA、ならびにRNA、タンパク質、脂質、および代
謝産物）から、実質的に分離され、それらとは別に生産され、またはそれらから精製され
たものを指す。したがって「単離された」核酸、ペプチド、タンパク質、脂質および代謝
産物としては、標準的なまたは非標準的な精製方法によって精製された核酸、ペプチド、
タンパク質、脂質および代謝産物が挙げられる。この用語は、宿主細胞における組換え発
現によって調製された核酸、ペプチド、タンパク質、脂質および代謝産物、ならびに化学
的に合成されたペプチド、脂質、代謝産物および核酸も包含する。
【００６７】
　「ペプチド」、「タンパク質」および「ポリペプチド」という用語は、相互可換的に、
ペプチド結合またはペプチド結合ミメティックによって結合されたアミノ酸および/また
はアミノ酸類似体のポリマーを指す。20種の天然アミノ酸ならびにそれらの一文字記号お
よび三文字記号は次のとおりである：アラニンA Ala；システインC Cys；アスパラギン酸
D Asp；グルタミン酸E Glu；フェニルアラニンF Phe；グリシンG Gly；ヒスチジンH His
；イソロイシンI Ile；リジンK Lys；ロイシンL Leu；メチオニンM Met；アスパラギンN 
Asn；プロリンP Pro；グルタミンQ Gln；アルギニンR Arg；セリンS Ser；スレオニンT T
hr；バリンV Val；トリプトファンW Trp；およびチロシンY Tyr。一態様において、ペプ
チドは、抗体またはその断片もしくは一部、例えば上に列挙した断片または抗体鎖のいず
れかである。いくつかの態様において、ペプチドは翻訳後修飾されていてもよい。
【００６８】
　「検出する」および「検出」は、それぞれの標準的な意味を有し、関心対象のタンパク
質の、例えばmAbまたは混入物タンパク質の、有無を含む検出、測定および/または特性解
析を包含するものとする。
【００６９】
　本明細書において使用する「関心対象のタンパク質」および/または「関心対象の標的
タンパク質」という用語は、本明細書において提供する方法を用いて分離されかつ/また
は検出される任意のタンパク質を指す。好適な関心対象のタンパク質として、抗体、例え
ばモノクローナル抗体、および他のタンパク質、例えば抗体調製物中の混入タンパク質が
挙げられる。
【００７０】
　本明細書において使用する「標準」および/または「内部標準」という用語は、試料に
添加することができる、既知量のおよび/または実体（identity）が既知の（例えば分子
量、電気泳動移動度プロファイルが既知の）、よく特徴づけられた物質を指し、標準と試
料中の分子はどちらも、分子量または等電点に基づいて、電気泳動によって分離される。
そうすれば、標準の比較は、分析物の量、例えば試料中に存在するmAbまたは混入物タン
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パク質の量の、定量的または半定量的尺度を与える。
【００７１】
概要
　モノクローナル抗体（mAb）バリアントの特性解析は、それらが治療用抗体候補の安全
性、力価および安定性に及ぼす潜在的影響を特定するために、重要である。例えば、規制
当局による承認を考慮するには、分子の広範な特性解析を行わなければならない。抗体の
混合物を含む製剤では、各抗体の絶対量または相対量の特性解析が決定されなければなら
ない。凝集物および断片は免疫原性および力価に潜在的影響を及ぼしうるので、それらの
レベルは、通例、ロット出荷試験、安定性試験および特性解析時にモニタリングされる。
さらにまた、当該分子ならびに目的物質由来不純物およびバリアントの主要分解経路も決
定される。UV検出とカップリングされたイオン交換クロマトグラフィー（IEC）は、日常
的品質管理（QC）においてmAbバリアントを分離し定量するために、しばしば使用される
。しかし、IEC分離がもたらすクロマトグラフィーピークの特性解析は、極めて時間のか
かるプロセスである。したがって、治療用mAb候補の特性解析およびmAb調製物の潜在的混
入物の特性解析を行うために、追加の方法が必要とされている。本明細書に開示する方法
はこれらのニーズを満たす。
【００７２】
　本明細書では、モノクローナル抗体（mAb）の分子量または等電点などといった物理的
パラメータによって試料中のmAbのバリアントを検出しかつ/またはそれらを識別するため
の方法が開示される。開示する方法は抗体調製物のQC評価において使用することができる
。本方法の態様では、関心対象のmAbを含む試料が、キャピラリー電気泳動を用いて、例
えばCEシステムの1つまたは複数のキャピラリー上で、分離（resolve）または分離（sepa
rate）される。一定の態様において、試料は、分子量によって分離（resolve）または分
離（separate）される。分子量による分離（resolve）では、例えば完全に形成されたmAb
だけでなく、ペアリングしていない重鎖または軽鎖など、どんな抗体断片または分子種が
試料中に存在するかを決定することができる（その例を図2Aおよび図2Bに示す）。一定の
態様において、試料は、電荷によって、例えば等電点電気泳動によって、分離（resolve
）または分離（separate）される。電荷によるmAbの分離には、mAbの均一性を、例えば分
子量による分離では容易にはわからないmAbの表面電荷の変化を、決定することができる
という追加の利点がある。一定の態様において、試料は単一のキャピラリー内で分離（re
solve）または分離（separate）される。一定の態様において、試料は複数のキャピラリ
ー内で、例えば並行して、分離（resolve）または分離（separate）される。1つまたは複
数のキャピラリー中でタンパク質成分が分離（resolve）または分離（separate）された
ら、タンパク質成分、例えば関心対象のmAbは、1つまたは複数のキャピラリーにおける関
心対象のmAbの相対的位置が維持されるように、キャピラリー内で固定化される。いくつ
かの態様において、関心対象のmAbは、関心対象のmAbを含む1つまたは複数のキャピラリ
ー内のタンパク質成分を、関心対象のmAbに特異的に結合する1つまたは複数の一次抗体と
接触させて、関心対象のmAbの存在を検出することによって検出される。いくつかの態様
において、本方法は、1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程を含む。例えば、
キャピラリーにおけるその移動性は、関心対象のmAbの固定化によって損なわれるからで
ある。例えばキャピラリーの長さ方向に沿って一次抗体の結合を検出すれば、試料をそれ
ぞれ質量による分離に供したか、電荷による分離に供したかに依存して、試料中の関心対
象のmAbのサイズバリアントおよび/または電荷バリアントを検出し、かつ/またはそれら
を識別することができる。分子量による分離に関する例として、mAbの断片は小さいほど
、キャピラリー内を遠くまで移動すると予想される。いくつかの態様において、試料は複
数の、例えば少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、またはそ
れより多くの関心対象のmAbを含有し、それらのそれぞれを、個々の関心対象のmAbに特異
的に結合する一次抗体を用いて検出することができる。いくつかの態様において、本方法
は、試料中のモノクローナル抗体のバリアントの相対量または絶対量を、例えばピーク高
さまたはピーク面積の測定によって決定する工程を、さらに含む。ピーク高さまたはピー
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ク面積は、検出される標識一次抗体の量と対応し、それゆえに、どのくらいの量の関心対
象のmAbを標識一次抗体の結合に利用できるかに対応する。いくつかの態様において、関
心対象のモノクローナル抗体は二重特異性モノクローナル抗体を含む。いくつかの態様に
おいて、1つまたは複数の一次抗体は、関心対象の抗体の重鎖に特異的に結合する少なく
とも1つのモノクローナル抗体を含む。いくつかの態様において、1つまたは複数の一次抗
体は、関心対象の抗体の軽鎖に特異的に結合する少なくとも1つのモノクローナル抗体を
含む。二重特異性抗体の場合、一次抗体または抗体は、不要なホモ二量体を含む分子種お
よび所望のヘテロ二量体種を同定するために、異なる重鎖に対するものであってもよい。
いくつかの態様において、1つまたは複数の一次抗体は、関心対象の抗体の軽鎖と重鎖の
両方に特異的に結合する少なくとも1つのモノクローナル抗体を含む。いくつかの態様に
おいて、1つまたは複数の一次抗体は、関心対象の抗体のCDRのうちの1つまたは複数に特
異的に結合する少なくとも1つのモノクローナル抗体を含む。いくつかの態様において、
試料は、1つまたは複数の内部標準、例えば分子量標準のラダー、等電点標準のラダー、
さらには試料中の関心対象のmAbの量を決定するためのベースラインまたはベンチマーク
として使用される標準を含む。
【００７３】
　複数のmAbのmAbカクテル中のmAbを識別できることは、ますます重要になりつつある。
というのも、これらの複数成分治療薬は、疾患の処置において効力の増加を示すからであ
る。したがって、これらの系において個々のmAbがどのように挙動するかをモニタリング
する改良された方法は、これらマルチmAb治療薬の適合性および安定性の評価において、
ますます重要になるだろう。高まりつつあるこのニーズを満たすために、本開示は、試料
中の2つ以上のモノクローナル抗体の混合物中のモノクローナル抗体を検出しかつ/または
それらを識別するための方法を提供する。
【００７４】
　いくつかの態様において、本方法は、2つ以上の関心対象のmAb（例えば、2、3、4、5、
6、7、8、9、10、またはさらに多くの関心対象のmAb）を有する試料のタンパク質成分を
、キャピラリー電気泳動を使用して、例えば等電点電気泳動によって、1つまたは複数の
キャピラリー中で、電荷によって分離する工程を含む。いくつかの態様において、本方法
は、1つまたは複数のキャピラリー内で試料のタンパク質成分を固定化する工程を含む。
いくつかの態様において、本方法は、1つまたは複数のキャピラリー内のタンパク質成分
を、関心対象の第1のモノクローナル抗体に特異的に結合する第1の一次抗体と接触させる
工程を含む。いくつかの態様において、本発明は、第1の一次抗体の結合を検出する工程
であって、それによって関心対象の第1のモノクローナル抗体を検出する工程を含む。い
くつかの態様では、関心対象のmAbの、例えば関心対象のmAb単独の、電荷ベースのプロフ
ァイルまたはフィンガープリントを作成して、混合物中のmAbの電荷ベースのプロファイ
ルまたはフィンガープリントとの比較に供することができる。次に、この比較を用いて、
関心対象のmAbが混合物中で変化するかどうかを決定することができる。このプロファイ
ルまたはフィンガープリント比較は、混合物中の関心対象のmAbのいずれかまたはすべて
について行うことができる。いくつかの態様において、本方法は、1つまたは複数のキャ
ピラリー内のタンパク質成分を、関心対象の第2のモノクローナル抗体に特異的に結合す
る第2の一次抗体と接触させる工程を含む。いくつかの態様において、本方法は、第2の一
次抗体の結合を検出する工程であって、それによって関心対象の第2のモノクローナル抗
体を検出し、試料中のモノクローナル抗体を識別する、工程を含む。これを、試料中の複
数の異なるmAbについて続けることができる。例えば、いくつかの態様において、本方法
は、1つまたは複数のキャピラリー内のタンパク質成分を、関心対象の第3のモノクローナ
ル抗体に特異的に結合する第3の一次抗体と接触させる工程；および第3の一次抗体の結合
を検出する工程であって、それによって関心対象の第3のモノクローナル抗体を検出する
、工程を含むことができる。さらなる態様において、本方法は、1つまたは複数のキャピ
ラリー内のタンパク質成分を、1つまたは複数の追加の関心対象のモノクローナル抗体、
例えば第4、第5、第6、第7などの追加の関心対象のモノクローナル抗体に特異的に結合す
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る1つまたは複数の追加の一次抗体、例えば第4、第5、第6、第7などの一次抗体と接触さ
せる工程；および1つまたは複数の追加の一次抗体の結合を検出する工程であって、それ
によって追加の関心対象のモノクローナル抗体を検出する、工程を含むことができる。い
くつかの態様では、試料を複数のキャピラリーに分けて、それらのキャピラリーのそれぞ
れを異なる一次抗体と接触させて、検出を行う。得られたシグナルは、例えば図12に示す
ように、後で合わせることができる。一定の態様では、検出を単一のキャピラリーで、例
えば後述するようにマルチプレックスで行うことができる。
【００７５】
　上述したmAbの特性解析に加えて、タンパク質混入物の性質を理解することは、mAb治療
薬の開発におけるもう一つの重要な要素である。例えば、残留プロテインA、HCP、残留DN
Aおよび他の潜在的培養残渣または精製残渣の管理は、通例、原薬の規格の一部である。
加えて、そのような管理は、プロセスの一貫性および性能に関して、有益な情報を提供す
る。したがって本明細書では、宿主細胞タンパク質（HCP）に特異的な、例えば関心対象
の混入タンパク質に特異的な、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体などの抗体
を用いた、HCPのためのサイズベースおよび/または電荷ベースの検出方法が開示される。
開示する方法では、プロセス試料中の問題となるHCPおよびそれらのさまざまな分子種の
検出および可視化が可能である。これらの方法により、低ppmレベルで、所与のHCP不純物
のさまざまな分子種を検出し、明らかにすることが可能になる。したがって、本開示のい
くつかの局面は、モノクローナル抗体調製物試料中の関心対象のタンパク質混入物を検出
するための方法を、さらに含む。いくつかの態様において、本方法は、キャピラリー電気
泳動を用いて1つまたは複数のキャピラリー中で試料のタンパク質成分を物理的パラメー
タによって分離する工程を含む。いくつかの態様において、本方法は、1つまたは複数の
キャピラリー内で試料のタンパク質成分を固定化する工程を含む。いくつかの態様におい
て、本方法は、1つまたは複数のキャピラリー内のタンパク質成分を、関心対象のタンパ
ク質混入物に特異的に結合する1つまたは複数の一次抗体と接触させる工程を含む。いく
つかの態様において、本方法は、1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程であっ
て、それによってモノクローナル抗体調製物試料中の関心対象のタンパク質混入物を検出
する、工程を含む。いくつかの態様において、本方法は、モノクローナル抗体調製物試料
中の関心対象のタンパク質混入物のバリアントを物理的パラメータによって識別する工程
を、さらに含む。いくつかの態様において、関心対象のタンパク質は、1つまたは複数の
混入タンパク質であって、1つまたは複数の一次抗体（例えばモノクローナル抗体、さら
にはポリクローナル抗体）で検出することができるものである。いくつかの態様において
、本方法は、関心対象のタンパク質混入物の電荷バリアントまたはサイズバリアントを検
出しかつ/またはそれらを識別する工程を含む。いくつかの態様では、関心対象のタンパ
ク質混入物の相対量または絶対量を決定することができる。いくつかの態様において、関
心対象のタンパク質混入物はPLBD2を含む。
【００７６】
　開示する方法において使用される試料は、不均質であり、さまざまな構成成分、すなわ
ちさまざまなタンパク質を含有することができる。あるいは、試料は、均一であり、複数
の電荷種または分子量種の1つの構成成分または本質的に1つの構成成分を含有することも
できる。関心対象のタンパク質、例えばmAbまたは混入タンパク質を検出する前に、分析
前処理を試料に対して行いうる。例えば試料は、溶解工程、変性工程、加熱工程、精製工
程、沈殿工程、免疫沈降工程、カラムクロマトグラフィー工程、遠心分離などに供するこ
とができる。いくつかの態様において、試料の分離と固定化は天然基材（native substra
te）上で行いうる。別の態様において、試料は、変性、例えば熱および/または変性剤と
の接触に供しうる。変性剤は当技術分野において公知である。いくつかの態様において、
試料は非還元条件に供しうる。いくつかの態様では、試料を還元条件に供することができ
、例えば1つまたは複数の還元剤と接触させることができる。還元剤は当技術分野におい
て公知である。
【００７７】
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　いくつかの態様において、一次抗体は、検出可能なラベルで標識されており、1つまた
は複数の一次抗体の結合を検出する工程は、検出可能なラベルを検出することを含む。い
くつかの態様において、1つまたは複数の一次抗体の結合を検出する工程は、1つまたは複
数の一次抗体を、1つまたは複数の一次抗体のうちの少なくとも1つに特異的に結合する二
次抗体と、接触させる工程；および二次抗体の結合を検出する工程を含む。いくつかの態
様において、二次抗体は検出可能なラベルを有し、検出可能なラベルが検出される。
【００７８】
　いくつかの態様において、一次抗体および/または二次抗体は、1つまたは複数の検出可
能なラベルを含む。いくつかの態様において、検出可能なラベルは、化学発光ラベル、蛍
光ラベル、または生物発光ラベルを含む。いくつかの態様において、検出可能なラベルは
化学発光ラベルを含む。化学発光ラベルは、光シグナルを与える任意の物質であって、本
明細書に開示する方法に従って使用することができるものを含むことができる。当技術分
野では、種々のそのような化学発光ラベルが公知である。例えば米国特許第6,689,576号
、同第6,395,503号、同第6,087,188号、同第6,287,767号、同第6,165,800号および同第6,
126,870号を参照されたい。これらの文献は、参照により、その全体が本明細書に組み入
れられる。好適なラベルとして、化学発光による光子放出を誘発するような形で化学発光
基質と反応する能力を有する酵素が挙げられる。そのような酵素は、酵素活性によって他
の分子における化学発光を誘発する。そのような酵素としては、セイヨウワサビペルオキ
シダーゼ（HRP）などのペルオキシダーゼ、ベータ-ガラクトシダーゼ、ホスファターゼそ
の他の、それぞれに合った化学発光基質を入手することができる酵素を挙げることができ
る。いくつかの態様において、化学発光ラベルは、イソルミノールラベルなど、さまざま
なクラスのルミノールラベルのいずれかから選択することができる。いくつかの態様では
、一次抗体として化学発光標識抗体が挙げられる。化学発光基質は、カリフォルニア州フ
ォスターシティのApplied Biosystemsから入手することができるGalacton基質、またはイ
リノイ州ロックフォードのPierce Biotechnology,Inc.から入手することができるSuperSi
gnal West Femto Maximum Sensitivity基質、または他の好適な基質など、当技術分野に
おいて周知である。
【００７９】
　いくつかの態様において、検出可能なラベルは生物発光化合物を含む。生物発光は生物
系に見いだされる化学発光の一タイプであり、ここでは触媒タンパク質が科学発光反応の
効率を増加させる。生物発光化合物の存在は、発光の存在を検出することによって決定さ
れる。好適な生物発光化合物として、ルシフェリン、ルシフェラーゼおよびエクオリンが
挙げられるが、それらに限定されるわけではない。
【００８０】
　いくつかの態様では、検出可能なラベルとして、蛍光色素などの蛍光ラベルが挙げられ
る。蛍光色素としては、蛍光シグナルを与える任意の物質であって、本明細書に記載する
方法および装置に従って使用することができるものを挙げることができる。通例、蛍光色
素は、第1波長の光を吸収し、その吸収イベントに応じて第2波長の蛍光を放出する共鳴非
局在化系または芳香環系を含む。当技術分野では、広範囲にわたる種々のそのような蛍光
色素が公知である。例えば蛍光色素は、さまざまなクラスの蛍光化合物のいずれかから選
択することができ、非限定的な例として、キサンテン、ローダミン、フルオレセイン、シ
アニン、フタロシアニン、スクアライン、BODIPY色素、クマリン、オキサジンおよびカル
ボピロニン（carbopyronine）が挙げられる。例えば一次抗体および/または二次抗体が蛍
光色素などの発蛍光団を含有しているいくつかの態様では、適当な光源でそれらを励起し
、それらに特有の蛍光波長に鋭敏な検出器でそれらの蛍光をモニタリングすることによっ
て、それらの蛍光が検出される。いくつかの態様では、一次抗体として蛍光色素標識抗体
が挙げられる。
【００８１】
　異なる関心対象のタンパク質、例えば異なる関心対象のmAbまたは異なる関心対象の混
入物タンパク質に結合しまたはそれらと相互作用する2つ以上の異なる一次抗体または二
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次抗体を使用する態様では、異なるタイプの関心対象のタンパク質を、例えば同じ、すな
わち単一の、キャピラリー内で、例えば異なる検出可能ラベルを用いて、さらには同じ検
出可能ラベルを用いて、マルチプレックスで同時に検出することができる。いくつかの態
様では、1つの関心対象のタンパク質に結合し、それと相互作用する、2つ以上の異なる一
次抗体および/または二次抗体を、同時に検出することができる。非限定的な例として、
関心対象のmAbの重鎖に結合する第1の一次抗体であって第1の検出可能ラベルを有するも
のを、関心対象のmAbの軽鎖に結合する第2の一次抗体であって、2つのラベルをマルチプ
レックスで検出することができるように第1の検出可能ラベルとは異なる第2の検出可能ラ
ベルを有するものと共に、検出することができる。いくつかの態様では、複数の一次抗体
および/または二次抗体を複数の基質と共に使用することで、カラーマルチプレックス化
を行うことができる。例えば、使用される異なる化学発光基質は、それらが異なる色の光
子を放出するように選択されるだろう。異なる色の選択的検出は、回折格子、プリズム、
一連のカラーフィルタ、その他の手段を用いて達成することができる。
【００８２】
　いくつかの態様において、キャピラリーは、機器および/またはシステムによって自動
的に添加されうる分離マトリックスを含みうる。いくつかの態様において、試料は分離に
先だってスタッカーマトリックス（stacker matrix）にローディングされる。分離マトリ
ックスは、一態様では、サイズ分離マトリックスであり、従来の電気泳動技法において使
用されるポリマーゲルと類似する性質または実質的に同じ性質を有する。分離マトリック
スにおけるキャピラリー電気泳動は、ポリアクリルアミドゲルまたはアガロースゲルなど
のポリマーゲルにおける分離と類似しており、分子が通過することのできる多孔質の通路
を設けることにより、分子は、試料中の分子のサイズに基づいて分離される。分離マトリ
ックスは分子サイズによる分子の分離を可能にする。なぜなら、大きな分子ほど小さな分
子よりもゆっくりとマトリックス中を移動することになるからである。いくつかの態様で
は、1つまたは複数のキャピラリーが分離マトリックスを含む。いくつかの態様では、関
心対象のタンパク質を含有する試料が、分子量に基づいて分離（separate）または分離（
resolve）される。いくつかの態様において、分離マトリックスは、タンパク質を分子量
によって分離するように構成されている篩分けマトリックスを含む。いくつかの態様では
、試料のタンパク質成分が分子量によって分離され、本方法は、関心対象のモノクローナ
ル抗体のサイズバリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法である。いくつか
の態様では、試料のタンパク質成分が分子量によって分離され、本方法は、関心対象の混
入タンパク質のサイズバリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法である。
【００８３】
　当技術分野では多種多様な固相基材が、例えばポリアクリルアミドゲルなどのゲルが、
公知である。いくつかの態様において1つまたは複数の関心対象のタンパク質を分離（res
olve）する工程は、ポリマーゲルにおける試料の電気泳動を含む。ポリアクリルアミドゲ
ルまたはアガロースゲルなどのポリマーゲルにおける電気泳動は、分子を、その分子のサ
イズに基づいて分離する。ポリマーゲルは、分子が通過することのできる多孔質の通路を
与える。ポリマーゲルは分子サイズによる分子の分離を可能にする。なぜなら、大きな分
子ほど小さな分子よりもゆっくりとゲル中を移動することになるからである。
【００８４】
　いくつかの態様では、関心対象のタンパク質を含有する試料が、試料の構成成分の電荷
に基づいて分離（separate）または分離（resolve）される。いくつかの態様では、試料
のタンパク質成分が電荷によって分離され、本方法は、関心対象のモノクローナル抗体の
電荷バリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法である。いくつかの態様では
、試料のタンパク質成分が電荷によって分離され、本方法は、関心対象の混入タンパク質
の電荷バリアントを検出しかつ/またはそれらを識別する方法である。いくつかの態様に
おいて、分離マトリックスは両性担体を含む。いくつかの態様において、電荷によって試
料を分離する工程は、試料の等電点電気泳動（IEF）を含む。例えば電場中で、分子は、
その分子が持つ正味の電荷とは反対の電荷を持つ極（カソードまたはアノード）に向かっ
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て移動することになる。この正味の電荷は、一つには、その分子が移動している培地のpH
に依存する。一般的な電気泳動手順の一つは、電場のそれぞれの端部で異なるpH値を有す
る溶液を確立して、それらの間にpHの勾配範囲を設けることである。一定のpHでは、分子
の等電点が得られ、その分子は正味の電荷を持たない。分子がpH勾配を横切ると、分子は
その正味の電荷がゼロになるスポット（すなわちその等電点）に到達し、その後、その電
場中で動かなくなる。したがってこの電気泳動手順は、分子をそれぞれの異なる等電点に
従って分離する。
【００８５】
　いくつかの態様において、例えば分離（resolve）が等電点電気泳動によって行われる
場合は、両性電解質試薬を、キャピラリー電気泳動装置の1つまたは複数のキャピラリー
にローディングすることができる。両性電解質試薬は、ある範囲の異なる等電点を有する
分子の混合物である。典型的な両性電解質試薬は、英国バッキンガムシャーのAmersham B
iosciencesから入手することができるPharmalyte（商標）およびAmpholine（商標）であ
る。
【００８６】
　いくつかの態様では、分離が完了したら、分離された試料の構成成分（例えば関心対象
のタンパク質、例えば関心対象のmAbまたは関心対象の混入タンパク質）は、任意の適切
な方法を用いて、例えば限定するわけではないが化学処理、光化学処理および熱処理など
を用いて、1つまたは複数のキャピラリーの壁に固定化される。いくつかの態様において
、分離された試料の構成成分は、分子が電気泳動によって、例えばサイズまたは電荷によ
って分離された後に、CEシステムの1つまたは複数のキャピラリーに固定化される。いく
つかの態様において、固定化は、光固定化、化学固定化、または熱固定化を含む。固定化
は、共有結合によるか、または非共有結合的手段、例えば疎水相互作用またはイオン相互
作用によることができる。一定の態様において、関心対象のタンパク質は、1つまたは複
数の反応性部分を用いて固定化される。反応性部分は、試料の個々の分子の対応する反応
性基と共有結合を形成する能力を有する任意の反応性基を含むことができる。したがって
反応性部分は、それが本明細書に開示する方法と適合する限り、当技術分野において公知
の任意の反応性基を含むことができる。いくつかの態様において、反応性部分は、関心対
象のタンパク質の対応する反応性基、例えば関心対象のmAbまたは関心対象の混入タンパ
ク質の対応する反応性基と共有結合を形成する能力を有する反応性基を含む。
【００８７】
　反応性部分は、キャピラリーに直接的または間接的に取り付けることができる。いくつ
かの態様において、反応性部分は、溶解状態または懸濁状態で供給することができ、活性
化されると、キャピラリーの壁と試料中の分子との間に架橋を形成しうる。例えば一態様
において、固定化は、分離された試料とキャピラリーを紫外（UV）光にさらすことによっ
て起こり、これは関心対象のタンパク質（試料中に存在する場合）および試料中の分子を
キャピラリーの壁に固定化するのに役立つ。固定化は、共有結合によるか、または非共有
結合的手段、例えば疎水相互作用またはイオン相互作用によることができる。別の一態様
において、反応性部分は、キャピラリー中の分離（resolve）された1つまたは複数の関心
対象のタンパク質を共有結合で固定化するために使用することができる。反応性部分は、
キャピラリーに（例えばキャピラリーチューブの壁に）直接的または間接的に取り付ける
ことができる。いくつかの態様において、反応性部分は、溶解状態または懸濁状態で供給
することができ、活性化されると、キャピラリーの壁と試料中の分子との間に架橋を形成
するように構成されうる。反応性部分はキャピラリーの内面を覆うか、またはキャピラリ
ー中の線状ポリマー上または架橋ポリマー上に存在することができ、それらは、活性化前
および/もしくは活性化後にキャピラリーの壁に連結されても、連結されなくてもよい。
反応性部分は、試料の個々の分子、例えば上述したものなどの対応する反応性基と共有結
合を形成する能力を有する任意の反応性基であることができ、かつ/またはそのような反
応性基を含むことができる。
【００８８】
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　いくつかの態様において、反応性部分は、疎水相互作用、イオン相互作用、水素結合な
どによって関心対象のタンパク質に付着する官能性に変換することができる官能基を含む
。いくつかの態様において、そのような反応性部分は、関心対象のタンパク質をキャピラ
リーの表面におよび/またはキャピラリーの表面に取り付けられた粒子の表面に固定化す
るために、UV光、レーザー、温度、または他の任意のエネルギー源で活性化される。いく
つかの態様において、キャピラリーの表面は、温度を変化させたときの表面の疎水性の変
化を可能にする熱応答性ポリマーで官能化される。いくつかの態様において、関心対象の
タンパク質は、キャピラリー内の温度が一定の温度に達したときに温度応答性ポリマーの
疎水性を増加させることによって、そのような表面に固定化される。
【００８９】
　当技術分野では、2つの分子を共有結合で一つに連結するのに適した多種多様な反応性
部分が公知である。例えば反応性部分はタンパク質の炭素-水素（C-H）結合に結合するこ
とができる。多くの分離媒体もC-H結合を持つ構成成分を含有するので、スルフヒドリル
（S-H）基と反応する化学的性質は、S-H基が大半の分離媒体構成成分と比べてもっぱらタ
ンパク質に見いだされる点で、有利でありうる。好適な反応性部分としては、光反応性基
、化学反応性基および熱反応性基が挙げられるが、それらに限定されるわけではない。キ
ャピラリー系における光固定化は1つまたは複数の光反応性基の活性化によって達成され
うる。光反応性基には、外部エネルギー源によって活性化されると、他の分子と共有結合
を形成する1つまたは複数の潜在性光反応性基（latent photoreactive group）が含まれ
る。例えば米国特許第5,002,582号および同第6,254,634号参照。光反応性基は、電磁エネ
ルギーを吸収すると、フリーラジカル、特にナイトレン、カルベンおよび励起状態のケト
ンなどといった活性種を生成する。電磁スペクトルのさまざまな部分に応答する光反応性
基、例えば電磁スペクトルの紫外部分、赤外部分および可視部分に応答するものなどを選
ぶことができる。例えば、光源に曝露されると、光反応性基は活性化されて、隣接する分
子と共有結合を形成することができる。好適な光反応性基として、アリールケトン、アジ
ド、ジアゾ、ジアジリンおよびキノンが挙げられるが、それらに限定されるわけではない
。いくつかの態様において、試料の分離（resolve）された関心対象のタンパク質は、等
電点電気泳動により、CEシステムのキャピラリー中で固定化される。
【００９０】
　検出可能なラベルの検出は、それが本明細書に記載する方法と適合する限り、当技術分
野において公知の任意の方法によることができる。ラベルの検出は、従来の方法および機
器を用いてシグナルをモニタリングすることによって行うことができ、非限定的な例とし
て、光検出器、光検出器のアレイ、電荷結合素子（CCD）アレイなどが挙げられる。通例
、検出可能なラベルを検出する工程は、キャピラリーをイメージングする工程が含まれる
。いくつかの態様では、キャピラリーの全長をイメージングすることができる。あるいは
、キャピラリーの特別なパートまたは部分をイメージングすることもできる。
【００９１】
　本明細書に記載する方法の工程の順序の変更は、当業者にはすぐに思いつくだろう。例
えば試料を分離してから、関心対象のタンパク質を一次抗体と接触させる前に、関心対象
のタンパク質をキャピラリーにおけるそれぞれの分離（resolve）された場所で固定化す
ることができる。いくつかの態様では、一次抗体を関心対象のタンパク質と接触させて複
合体を形成させてから、その複合体がCEシステムのキャピラリー中で分離（resolve）さ
れる。いくつかの態様では、一次抗体を試料に事前に負荷してから、システムにローディ
ングすることができるだろう。別の例として、等電点電気泳動などの分離（resolve）工
程は、化学発光試薬を供給した後で、適用することができる。
【００９２】
　いくつかの態様において、試料は内部標準を含む。内部標準は等電点または分子量に関
して分離を較正するのに役立つ。IEF用の内部標準は当技術分野において周知である。例
えばShimura,K.,Kamiya,K.,Matsumoto,H.,and K.Kasai（2002）Fluorescence-Labeled Pe
ptide pI Markers for Capillary Isoelectric Focusing,Analytical Chemistry v74:104
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6-1053および米国特許第5,866,683号参照。蛍光によって検出される標準へは、化学発光
の前または後に照射を行うことができ、一般に、化学発光と同時には行われない。いくつ
かの態様において、関心対象のタンパク質および標準は蛍光によって検出される。関心対
象のタンパク質と標準は、関心対象のタンパク質と標準とを独立して検出することができ
るように、それぞれが別々の蛍光波長で検出可能である蛍光色素で、それぞれを標識する
ことができる。
【００９３】
　いくつかの態様において、内部標準は、精製された形態の関心対象のタンパク質そのも
のであることができ、一般的にはこれを関心対象のタンパク質とは何らかの方法で区別で
きるようにする。精製された形態の関心対象のタンパク質を得る方法としては、自然界か
らの精製、実験室で生育した生物からの精製（例えば化学合成による）などの方法を挙げ
ることができるが、それらに限定されるわけではない。内部標準を特徴づける特質は、任
意の適切な変化であってよく、これには例えば色素標識、放射標識、または電気泳動分離
中の標準の移動度を関心対象のタンパク質からは離れるように調整することが含まれるが
、それらに限定されるわけではない。例えば標準は、関心対象のタンパク質と比較して標
準の電荷、質量および/または長さを（例えば欠失、融合および/または化学修飾などによ
って）変化させるような、関心対象のタンパク質の修飾を含有することができる。したが
って、関心対象のタンパク質と内部標準は、それぞれが別々の蛍光波長で検出可能である
蛍光色素で、それぞれを標識することができ、それによって、関心対象のタンパク質と標
準とを独立して検出することができるようになる。いくつかの例において、内部標準は関
心対象のタンパク質とは異なるが、その挙動は関心対象のタンパク質と同様または同じで
あって、適切な比較測定を可能にする。いくつかの態様において、使用に適した標準は、
米国特許出願公開第2007/0062813号に記載されているもののいずれかであることができ、
その開示は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【００９４】
　当業者には理解されるであろうが、キャピラリーに試料をローディングする方法は事実
上どれでも実施しうる。例えば試料はキャピラリーの一端にローディングすることができ
る。いくつかの態様では、試料が流体力学的流れ（hydrodynamic flow）によってキャピ
ラリーの一端にローディングされる。例えば流体路がキャピラリーである態様では、試料
を流体力学的流れによってキャピラリーの一端にローディングすることができ、したがっ
てキャピラリーはマイクロピペットのように使用される。いくつかの態様において、例え
ばキャピラリーにゲルが充填されていて、それゆえに流体力学的流れに対する抵抗が高い
場合には、試料を電気泳動によってキャピラリーにローディングすることができる。
【００９５】
　キャピラリーは、液体または溶解した分子が流れることのできる任意の構造を含みうる
。したがってキャピラリーは、それが本方法と適合する限り、当技術分野において公知の
任意の構造を含みうる。いくつかの態様において、キャピラリーは液体または溶解した分
子が流れることのできる穴またはチャネルである。いくつかの態様において、キャピラリ
ーは液体または溶解した分子が流れることのできる透過性材料中の通路である。
【００９６】
　キャピラリーは、キャピラリー内の関心対象のタンパク質を検出することが可能な任意
の材料を含む。キャピラリーは、ガラス、プラスチック、シリコン、溶融シリカ、ゲルな
ど、任意の好都合な材料を含む。いくつかの態様において、本方法は複数のキャピラリー
を使用する。複数のキャピラリーにより、複数の試料を同時に分析することが可能になる
。
【００９７】
　キャピラリーの寸法、幅、深さ、および断面はさまざまであることができ、形状もまた
、例えば円形、台形、矩形などであることができる。キャピラリーは、直線、円形、蛇行
状などであることができる。後述するように、流体路の長さは、一つには、試料サイズや
、関心対象のタンパク質を分離（resolve）するために必要な試料分離の程度などといっ
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た因子に依存する。
【００９８】
　いくつかの態様において、キャピラリーは穴のあいたチューブを含む。いくつかの態様
において、本方法は複数のキャピラリーを使用する。好適なサイズとして、限定するわけ
ではないが、約10～約1000μmの内径を有するキャピラリーが挙げられ、より典型的には
、約25～約400μmの内径を有するキャピラリーを利用することができる。直径がこれより
小さなキャピラリーでは、比較的低い試料負荷量が使用され、口径が比較的大きいキャピ
ラリーを使用すれば、比較的高い試料負荷量が可能になり、改良されたシグナル検出をも
たらすことができる。
【００９９】
　キャピラリーはさまざまな長さを有することができる。好適な長さとして、限定するわ
けではないが、長さ約2～20cmのキャピラリーが挙げられるが、多少短いキャピラリーや
多少長いキャピラリーも使用することができる。いくつかの態様において、キャピラリー
は長さが約3、4、5または6cmである。これより長いキャピラリーでは、通例、複雑な混合
物の分離が良くなり、分解能が改良される。長いキャピラリーは、低存在量の関心対象の
タンパク質を分離（resolve）する際に特に役立ちうる。
【０１００】
　一般に、キャピラリーは溶融シリカでできているが、プラスチックキャピラリーおよび
PYREX（すなわち非晶質ガラス）も利用することができる。上述のように、キャピラリー
は円形または管状の形状を有する必要はない。他の形状も、それが本明細書に記載する方
法と適合する限り、使用しうる。
【０１０１】
　いくつかの態様において、キャピラリーはチャネルであることができる。いくつかの態
様において、本方法は、複数のチャネルを使用することができる。いくつかの態様におい
て、キャピラリーはマイクロ流体装置中のチャネルであることができる。マイクロ流体工
学は、多種多様な操作を行うために、基材中のチャネルを使用する。マイクロ流体装置は
、基材の表面に刻まれた1つまたは複数のチャネルを含むことができる。マイクロ流体装
置は、固形不活性基材から、そしていくつかの態様ではチップの形態で、得ることができ
る。マイクロ流体装置の寸法は決定的な問題ではないが、いくつかの態様において、寸法
は、厚さが約100μm～約5mm程度、一辺が約1センチメートル～約20センチメートルほどで
ある。好適なサイズとしては、限定するわけではないが、約5μm～約200μmの深さを有す
るチャネルが挙げられ、より典型的には、約20μm～約50μmの深さを有するものを利用す
ることができる。マイクロチャネルまたはナノチャネルなど、これより小さなチャネルも
、それらが本方法と適合する限り、使用することができる。
【０１０２】
　以上、具体的な態様を詳しく説明したが、この説明は単なる例示にすぎない。したがっ
て、上述した多くの局面は、別段の明示がある場合を除き、必須の要素または本質的要素
であることを意図していないことを理解すべきである。当業者は、本開示の助けを借りて
、上述したものに加えて、本願請求項に規定する態様の要旨および範囲から逸脱すること
なく、例示的態様の開示した局面の改変および例示的態様の開示した局面に対応する等価
な構成要素または行為を為すことができ、本願請求項の範囲は、そのような改変および等
価な構造が包含されるように、最も広い解釈が与えられるべきである。
【０１０３】
　一定の態様の特定の特徴を例示するために、以下に実施例を挙げる。ただし、以下に述
べる特定の特徴は、本発明の範囲に対する限定であるとみなすべきではなく、むしろ当業
者がそこから均等物を認識することになる実例とみなすべきである。
【実施例】
【０１０４】
実施例1：CE-ウェスタンによるmAb試料中のサイズバリアントの定量
　mAb1の精製抗体調製物を含有する試料を、ProteinSimple（カリフォルニア州サンノゼ
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）から入手したPeggySue装置を用いて、分子量によるCE分離に供した（図1参照）。結果
として得られた分離を、抗カッパ抗体および抗FC抗体（図2A）を使用することによって、
または総タンパク質アッセイ（下記参照）によって、分析した。図2Aに示すように、mAb1
の軽鎖および重鎖に対する抗体を使用することで、試料中のサイズバリアントを分子量に
よって同定することができ、サイズバリアントのそれぞれの相対量も決定することができ
た。図2Bに示すように、図2Aに示した結果は、総タンパク質アッセイで得られた結果、す
なわち試料中の任意のタンパク質からの蛍光シグナルを決定した場合と同じであった。図
2Bを図2Aと組み合わせると、抗体検出を用いてサイズバリアントを定量できること、およ
び抗体ベースの検出におけるいかなるバイアスも総タンパク質アッセイを用いて確認でき
ることが実証される。さらにまた、この結果は、サイズベースのCE-ウェスタンがmAb試料
中のサイズバリアントを高感度に定量できることを実証している。図3Aおよび図3Bは検出
された抗体またはその断片の相対量を示している。
【０１０５】
サイズアッセイ
　標準蛍光ミックス、DTT、ラダー、およびルミノールの再構成は、製造者の説明書に従
って行った。標準的な試料調製条件は、試料を95℃で5分間加熱することである。必要な
分解能を得るために、試料を80℃で10分間加熱した。さらに、分解能を改良するために、
スタッキングおよび試料ローディング時間を変えることによって、機器パラメータを最適
化した。製造者は、15秒間のスタッキングマトリックスとそれに続く9秒間の試料ローデ
ィング時間を推奨しているが、ここでの標準条件は12秒間のスタッキングマトリックスと
それに続く6秒間の試料ローディング時間であり、これにより、抗体サイズバリアント特
性解析における150kDaピークと125kDaピークの間の分解能が著しく改良された。
【０１０６】
総タンパク質アッセイ：
　本明細書に開示する最適化された方法では、総タンパク質アッセイモジュールを使用す
る必要はなく、サイズアッセイモジュールでの試料のオンラインビオチン化を行った。こ
れにより、総タンパク質アッセイをサイズアッセイと並行して同じサイクルで行うことが
できたが、これは他の方法では不可能である。
【０１０７】
　第2のアプローチとして、方法の感度を改良するために、オンラインビオチン化の代わ
りにプレビオチン化試料を使用した。これは、感度の改良だけでなく、総タンパク質キッ
トおよび総タンパク質モジュールの使用を排除することにより、サイズアッセイと並行し
て同じサイクル内で総タンパク質アッセイを行うことも可能にする。
【０１０８】
実施例2：CE-ウェスタンとCE-SDSの比較
　mAb1を含有する試料を、CE-SDS分析またはサイズベースのCE-ウェスタン分析のどちら
かに供した。図4に示すように、サイズベースのCE-ウェスタン分析ではCE-SDS分析と同等
な分解能が得られた。それだけでなく、サイズベースのCE-ウェスタン分析では2つの異な
る抗体を使用したので、どのサイズバリアントが分析中のどのピークを生じさせているか
を決定することが可能である（右側の図は、分離（resolve）された試料をそれぞれ抗カ
ッパ抗体または抗FC抗体でプローブした2つのトレースの合成である）。これらの結果は
、サイズベースのCE-ウェスタンがmAbサイズバリアントの分析においてCE-SDSの実行可能
な代替法であることを実証している。
【０１０９】
実施例3：mAb調製物における試料混入物の決定
　混入物PLBD2を含んでいる抗体調製物を、非還元条件下（図5A）および還元条件下（図5
B）で、サイズベースのCE-ウェスタンによって分析した。図5Aは、非還元条件下での分析
のグラフであり、mAb2プロセスプールが組換えPLBD2の場合と非常によく似たPLBD2種を有
することを示している。図5Bは、還元条件下での分析のグラフであり、mAb2プロセスプー
ルが組換えPLBD2の場合と非常によく似たPLBD2種を有することを示している。図6は、還
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れは、サイズベースのCE-ウェスタンが、mAb調製物混入物の検出および定量に関して、EL
ISA測定と同等であることを実証している。それだけでなく、ELISAとは異なり、混入タン
パク質を分子量で分離（resolve）することができるので、混入全体の一部を担う個々の
分子種を決定することができる。
【０１１０】
実施例4：電荷ベースのCE-ウェスタンによる分離および検出
　電荷ベースのCE-ウェスタン（iCIEF-ウェスタン；図7参照）がmAb電荷バリアントの分
離（resolve）においてiCIEFと同等であることを実証するために、mAb3を含む試料をiCIE
FおよびiCIEF-ウェスタン分析に供した。図8に示すように、iCIEFおよびiCIEF-ウェスタ
ンは、ある抗体調製物について同等の結果を与えた。この結果は、抗体の分析に関して、
iCIEF-ウェスタンがiCIEFの実行可能な代替法であることを実証している。それだけでな
く、図9Aおよび図9Bに示すように、iCIEF-ウェスタンでは特定のバリアントに対する抗体
を使用することができるので、バリアントのレベルおよび実体を同時に決定することがで
きる。
【０１１１】
電荷アッセイ
　プレミックスG2、DTT、およびラダーの再構成は製造者に提案されたとおりに行った。
標準的なプロトコールによれば、試料希釈は、試料希釈剤およびDMSO阻害剤混合物で行う
ことが推奨されている。しかし、本明細書に開示する最適化された方法では、試料をCHAP
S/溶解緩衝液で希釈してから、プレミックスG2およびpIラダーミックスを添加する。さら
に、高塩基性pIの分子で作業する場合は、電荷バリアントプロファイルを検出ウインドウ
内に収めるために、TEMEDを添加剤として試料調製物に含めた。本方法の感度は、必要に
応じて電荷ルミノール（charge luminol）の代わりにサイズルミノール（size luminol）
を用いることによって、さらに改良された。
【０１１２】
　最適化された方法を用いて、複合製品内の個々の薬剤を検出し、定量した。さらに、リ
ガンドへの電荷バリアントの結合の相違を理解するために本方法を使用した。
【０１１３】
実施例5：複雑なmAb混合物の分析
　本明細書に開示するiCIEF-ウェスタン法は、複雑な抗体混合物を分析するための強力な
ツールになる。図10は、iCIEFを用いて分析された三成分抗体混合薬では、個々の抗体電
荷バリアントのpI範囲がオーバーラップしていることを示す。この結果は、pIがオーバー
ラップしている可能性がある複雑な抗体調製物の分析には、iCIEFは能力不足であること
を実証している。しかし、図11に示すように、電荷ベースのCE-ウェスタン（iCIEF-ウェ
スタン）を利用すれば、三成分抗体混合薬の個々の分子種を識別することができる。図12
は、iCIEF-ウェスタンには複合製剤中の個々の抗体を選択的に検出する能力があることを
示す合成グラフである。図13に示されるとおり、mAb4の定量分析は、iCIEFおよびiCIEF-
ウェスタンを用いて単体で評価した場合と、iCIEF-ウェスタンを用いて混合物として評価
した場合とで、類似している。
【０１１４】
　本発明の範囲は、本明細書に記載した具体的態様によって限定されない。事実、本明細
書に記載するものに加えて、本発明のさまざまな変更態様が、上記の説明および添付の図
面から当業者には明白になるであろう。そのような変更態様は、添付の特許請求の範囲に
包含されるものとする。
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