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(57)【要約】
【課題】
　本発明は、液体から標的物質を分離する方法を提供す
る。
【解決手段】
　この方法では、１以上の疎水性部分を含む１種以上の
応答性高分子を水性液体中に用意し、高分子含有液体を
、標的物質を含む液体と接触させ、得られた混合物に刺
激を加えて、一方の相が１種以上の標的物質を含む高分
子リッチ相であり、もう一方の相が高分子欠乏相である
可逆的相分離が起こるまで維持し、高分子リッチ相が実
質的な固相に転換されるまで、上記刺激を維持するか或
いは異なる刺激を高分子リッチ相に加えて維持する。
【選択図】　　図１



(2) JP 2009-521672 A 2009.6.4

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
液体から１種以上の標的物質を分離するための方法であって、
（ａ）１以上の疎水性部分を含む１種以上の応答性高分子を水性液体中に用意し、
（ｂ）（ａ）の水性液体を、標的物質を含む液体と接触させ、
（ｃ）（ｂ）で得られた混合物に１以上の第１の刺激を加えて、一方の相が１種以上の標
的物質を含む高分子リッチ相であり、もう一方の相が高分子欠乏相である可逆的相分離が
起こるまで維持し、
（ｄ）高分子リッチ相が実質的な固相に転換されるまで、上記刺激を維持するか或いは１
以上の第２の刺激を高分子リッチ相に加えて維持し、
（ｅ）標的物質を含む実質的な固相を単離する
ことを含んでなる方法。
【請求項２】
前記高分子リッチ相が（ｃ）における上相である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
（ｄ）の前に高分子欠乏相を除去する、請求項１又は請求項２記載の方法。
【請求項４】
前記実質的な固相が（ｄ）における上相である、請求項１乃至請求項３のいずれか１項記
載の方法。
【請求項５】
（ｄ）の刺激を、実質的な固相高分子と標的物質と液体の総含有量を基準にして実質的な
固相の水性液体含有量が５０％以下となるまで維持する、請求項１乃至請求項４のいずれ
か１項記載の方法。
【請求項６】
（ｄ）が、第１の刺激とは異なる第２の刺激を加え、高分子リッチ相が実質的な固相に転
換されるまで維持することを含んでなる、請求項１乃至請求項５のいずれか１項記載の方
法。
【請求項７】
（ｃ）及び／又は（ｄ）の刺激が、温度変化、伝導率変化、ｐＨ変化及びこれらの組合せ
からなる群から選択される、請求項１乃至請求項６のいずれか１項記載の方法。
【請求項８】
前記１以上の刺激が加熱による温度変化である、請求項７記載の方法。
【請求項９】
前記１以上の刺激が１種以上の塩の添加による伝導率変化である、請求項７又は請求項８
記載の方法。
【請求項１０】
前記標的物質の大部分が高分子リッチな実質的な固相に分配される、請求項１乃至請求項
９のいずれか１項記載の方法。
【請求項１１】
１種以上の標的物質を実質的な固相から回収する、請求項１乃至請求項１０のいずれか１
項記載の方法。
【請求項１２】
実質的な固相を液体中に溶解させることによって前記回収を達成する、請求項１１記載の
方法。
【請求項１３】
前記実質的な固相を水に溶解させる、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
前記１種以上の標的物質がタンパク質である、請求項１乃至請求項１３のいずれか１項記
載の方法。
【請求項１５】
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前記タンパク質が抗体である、請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
前記タンパク質が、プロテインＡのような１種以上の免疫グロブリン結合性タンパク質か
らなる、請求項１４記載の方法。
【請求項１７】
前記タンパク質が膜タンパク質である、請求項１４記載の方法。
【請求項１８】
前記応答性高分子が疎水性である、請求項１乃至請求項１７のいずれか１項記載の方法。
【請求項１９】
前記応答性高分子が実質的に疎水性を呈するが１以上の親水性部分も含んでいる、請求項
１乃至請求項１７のいずれか１項記載の方法。
【請求項２０】
前記刺激を適用する混合物が標的物質と相互作用し得る１以上のリガンドを含む、請求項
１乃至請求項１９のいずれか１項記載の方法。
【請求項２１】
前記１種以上の応答性高分子が、標的物質と相互作用し得る１以上のリガンドを含む、請
求項１乃至請求項２０のいずれか１項記載の方法。
【請求項２２】
前記リガンドが、イオン交換基、アフィニティークロマトグラフィー基、固定化金属アフ
ィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）基、逆相クロマトグラフィー（ＲＰＣ）基、
マルチモードリガンド及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項２０又は請
求項２１記載の方法。
【請求項２３】
請求項１乃至請求項２２のいずれか１項記載の方法で得られる、１種以上の疎水性応答性
高分子と１種以上の標的物質とを含んでなる実質的な固相。
【請求項２４】
安定保存容器中で提供される、請求項２３記載の実質的な固相。
【請求項２５】
１種以上の疎水性の応答性高分子と、１種以上の塩と、標的物質を含む実質的な固相を得
る相分離に使用するための説明書とを別々の区画に備えるキット。
【請求項２６】
前記応答性高分子が、標的物質と相互作用し得る１以上のリガンドを含む、請求項２５記
載のキット。
【請求項２７】
請求項２３又は請求項２４記載の実質的な固相と、その溶解及び１種以上の標的物質の回
収のための説明書とを別々の区画に備えるキット。
【請求項２８】
前記応答性高分子が免疫グロブリン結合性タンパク質、好ましくはプロテインＡからなる
、請求項２７記載のキット。
【請求項２９】
１種以上の免疫グロブリンを液体から精製する方法であって、
（ａ）免疫グロブリン結合性リガンド、好ましくはプロテインＡを含む請求項２３記載の
実質的な固相を用意し、
（ｂ）液体の添加によって実質的な固相を溶解させ、
（ｃ）（ｂ）で溶解させた相を、免疫グロブリンを含む液体と接触させて、免疫グロブリ
ンをリガンドに結合させ、
（ｄ）リガンド－免疫グロブリン複合体を液体から分離する
ことを含んでなる方法。
【請求項３０】
（ｄ）において、リガンド－免疫グロブリン複合体を液体クロマトグラフィーで分離する
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、請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
精製免疫グロブリンを、リガンドから免疫グロブリンを解離させることができる溶離剤の
添加によって回収する、請求項３０記載の方法。
【請求項３２】
（ｄ）において、請求項１乃至請求項２２のいずれか１項記載の相分離法における応答性
高分子を用いて、リガンド－免疫グロブリン複合体を液体から分離する、請求項２９記載
の方法。
【請求項３３】
１種以上の標的物質を含む液体を脱塩する方法であって、
（ａ）実質的に疎水性の１種以上の応答性高分子を水性液体中に用意し、
（ｂ）（ａ）の液体を、標的物質を含む液体と接触させ、
（ｃ）（ｂ）で得られた液体に１以上の第１の刺激を加えて、一方の相が１種以上の標的
物質を含む高分子リッチ相であり、もう一方の相が高分子欠乏相である可逆的相分離が起
こるまで維持し、
（ｄ）高分子リッチ相が標的物質を含む実質的な固相に転換され、もう一方の水性相が塩
分の大部分を含むようになるまで、上記刺激を維持するか或いは１以上の第２の刺激を高
分子リッチ相に加えて維持し、
（ｅ）水性相を除去し、適宜、
（ｆ）脱塩された実質的な固相を溶解させる
ことを含んでなる方法。
【請求項３４】
実質的な固相の水分含有量が１０％以下である、請求項３３記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、タンパク質の分離、精製及び濃縮のような生体分子の調製に関する。そこで
、本発明には、タンパク質のような生体分子の分離法、タンパク質のような生体分子を含
む保存安定性組成物の調製法、タンパク質のような生体分子の精製法、及び生体分子を含
む液体の脱塩法が包含される。本発明は、さらに、保存安定性生体分子組成物自体並びに
本発明に係る方法の各種実施形態を実施するためのキットも包含する。
【背景技術】
【０００２】
　今日バイオテクノロジーの製品の多くはタンパク質であり、これらのタンパク質は精製
された形態で大量生産しなければならない。医療用タンパク質その他の生体分子に求めら
れる純度は米国食品医薬品局（ＦＤＡ）のような行政当局によって規定されている。純度
だけでなく、活性にばらつきのある物質を生じる生産方法は当局から認可されないので、
製品はその生物活性を保持していなければならない。つまり、生産プロセスは毎回同量・
同品質のものを生産するものでなければならない。生体分子の精製には、それらに固有の
類似性と差異が利用されることが多い。例えば、タンパク質を他の非タンパク質系夾雑物
から精製するためタンパク質の類似性が用いられ、あるタンパク質を別のタンパク質から
精製するためそれらの差異が用いられる。タンパク質のような生体分子は大きさ、形状、
電荷、疎水性、溶解性及び生物活性が互いに異なる。
【０００３】
　かかる方法として多用されているのがクロマトグラフィーであり、互いに非混和性の２
つの相を接触させる。具体的には、生体分子を移動相に導入し、これを固定相と接触させ
る。次いで、生体分子は、移動相によって系内を運搬される際に固定相と移動相の間で一
連の相互作用を受ける。相互作用には、試料中の各種成分の物理的又は化学的性質の差が
利用される。
【０００４】
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　しかし、一つの技術では生体分子の精製には不十分なことがある。２以上のクロマトグ
ラフィー段階を連続して組み合わせることが往々にして行われ、クロマトグラフィーを他
の技術と組み合わせるのも有利である。
【０００５】
　沈殿は生体分子、特にタンパク質の製品回収に広く使われている。タンパク質の沈殿の
最も一般的なものは塩で生起される沈殿である。タンパク質の溶解性は幾つかの因子に依
存する。塩濃度が低いと、タンパク質の溶解性が幾分増大することが通常認められる。こ
れは「塩溶」と呼ばれる。これに対して、塩濃度が高いと、タンパク質の溶解性は急激に
低下する。これは「塩析」と呼ばれ、タンパク質が析出する。第２の方法は、有機溶剤の
添加である。有機溶剤の添加によって誘電率が低下する媒質であれば、溶解性が低下して
沈殿を生じる。第３の方法はタンパク質溶液のｐＨ変化による沈殿である。この効果はタ
ンパク質の様々な官能基に起因する。タンパク質の正味電荷がゼロとなる等電点として知
られるｐＨがある。これはタンパク質毎に異なる。
【０００６】
　タンパク質沈殿の具体例は免疫グロブリンの精製にみられ、伝統的な方法は免疫グロブ
リンを含むタンパク質画分の選択的な可逆的沈殿に基づくことが多く、その他のタンパク
質が溶液中に残る。典型的な沈殿剤はエタノール、ポリエチレングリコール、硫酸アンモ
ニウムや硫酸カリウムのようなリオトロピック塩（反カオトロピック塩）、及びカプリル
酸である。しかし、これらの沈殿法は時間と手間がかかる。さらに、原料に沈殿剤を添加
すると、上清を他の目的に使用するのが難しくなるだけでなく、廃棄処理の問題を生じ、
後者は特に免疫グロブリンの大量精製で問題となる。
【０００７】
　米国特許第５０９３２５４号（Ｇｉｕｌｉａｎｏ他）は、ポリビニルピロリドン（ＰＶ
Ｐ）を上相として、マルトデキストリンを下相として用いた水性二相タンパク質抽出に関
する。これは２種類の高分子系であり、ＰＶＰとマルトデキストリンの２種類の水溶液を
０～８℃の温度で激しく混合した後に遠心分離することによって得られる。その後、色素
を加えておいた二相ＰＶＰ／マルトデキストリン系に、分離すべきタンパク質を加える。
色素はＣｉｂａｃｒｏｎ　Ｂｌｕｅ　ＦＧＦ、Ｐｒｏｃｉｏｎ　Ｔｕｒｑｕｏｉｓｅ　Ｈ
－Ａ及びＰｒｏｃｉｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　ＨＥ－４ＢＤＡのようなトリアジン色素のアミノ
誘導体でよい。タンパク質の添加後、系を遠心分離して相分離すると、色素が主に上層の
ＰＶＰ含有相に分配される。この系は２～６℃の温度で作業すべきである。色素はタンパ
ク質に対するアフィニティーリガンドとして作用するので、実際にＰＶＰ含有相に分配さ
れるのは色素－タンパク質複合体である。したがって、上相を分離し、塩の添加又はｐＨ
増加などによってタンパク質を色素から溶離させることによってタンパク質を抽出するこ
とができる。このように、米国特許第５０９３２５４号の系では遠心分離が必要とされる
が、これは感受性の高いタンパク質の構造に影響しかねない。さらに、米国特許第５０９
３２５４号では、その方法が低コスト系であると記載されているが、２種類の高分子の混
合と色素の調製を伴う調製には比較的時間がかかる。さらに、色素に結合したタンパク質
の溶離段階には追加の資材と時間が必要とされる。最後に、この系のもう一つの短所は作
業温度が低いことであり、使用設備に追加の要件が必要とされる。
【０００８】
　国際公開第９７／０５４８０号（Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　
ｏｆ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）は、１種以上の夾雑物を含有する混合物から二相水性ミセ
ル系で検体を大きさによって分離及び／又は濃縮する方法、装置及び診断キットに関する
。簡潔にまとめると、この方法では、二相水性ミセル系を形成し得る１種以上の界面活性
剤を用意し、二相水性ミセル系を形成し、検体と夾雑物を二相に不均等に分配する。界面
活性剤はアルキルポリ（エチレンオキサイド）のような非イオン性でも、ジオクタノイル
ホスファチジルコリンのような両性イオン性（双極性）でも、イオン性でもよい。国際公
開第９７／０５４８０では排除体積相互作用の原理を利用しており、混合物中の大きな試
薬の大部分がミセル欠乏相の水性領域に移動し、小さな試薬がミセルリッチ相の水性領域
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に移動するような条件が選択される。この方法は発酵プロセス後のタンパク質からのウィ
ルスの除去、並びにワクチン製造又は遺伝子療法用のウィルスの濃縮に使用できる。
【０００９】
　米国特許第５９０７０３５号（Ｂａｘｔｅｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　Ｓａｒｌ）は、粗製又は部分精製タンパク質溶液から、水性二相系を用いて表面活性で
電子豊富なアミノ酸（特にヒスチジン）を有するタンパク質を精製する方法に関する。こ
の方法では、ＩＤＡのような金属キレーターに結合したポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）又は同様な不活性疎水性分子を使用するが、金属キレーターは銅のような二価金属リガ
ンドで荷電している。ＰＥＧ－キレーター－金属複合体は、標的タンパク質を含有する粗
製タンパク質溶液に直接添加できる。次いで塩及びＰＥＧを加えてもよく、溶液から二相
系を形成させる。標的タンパク質は塩相又は高分子相から回収される。しかし、塩はタン
パク質を変性させることが周知であり、後段での除去が必要とされるので、大量の塩の添
加は一般に短所となる。
【００１０】
　国際公開第００／５８３４２号（Ｖａｌｔｉｏｎ　Ｔｅｋｎｉｌｌｉｎｅｎ　Ｔｕｔｋ
ｉｍｕｓｋｅｓｋｕｓ）は、水性二相系（ＡＴＰＳ）でのタンパク質の単離及び精製に関
する。具体的には、タンパク質の分配法は、該タンパク質を二相のうちの一方の相に運搬
できるターゲティングタンパク質に該タンパク質を融合することによって提供される。こ
の系の利点として、初段又は唯一の段階として安価であり、そのため酵素のような比較的
市場価格の低いタンパク質の精製に適していると記載されている。
【００１１】
　Ｈａｎｓ－Ｏｌｏｆ　Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ：　Ｔｈｅｒｍｏｓｅｐａｒａ
ｔｉｎｇ　Ｗａｔｅｒ／Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ：　Ａ　Ｎｏｖｅｌ　Ｏｎｅ－Ｐ
ｏｌｙｍｅｒ　Ａｑｕｅｏｕｓ　Ｔｗｏ－Ｐｈａｓｅ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，　１９９９　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ
には、エチレンオキサイド基とプロピレンオキサイド基からなり両端がミリスチル基で疎
水性に修飾された線状ランダムコポリマー（ＨＭ－ＥＯＰＯ）を用いる水性二相系が開示
されている。ポリマーは水中で熱分離し、１７～３０℃で分離すると略１００％の水から
なる上相と５～９％のＨＭ－ＥＯＰＯからなる下相との水性二相系を形成する。二相系に
おける３種類のタンパク質（リゾチーム、ウシ血清アルブミン及びアポリポタンパク質Ａ
－１）の分配について検討されており、両親媒性タンパク質であるアポリポタンパク質Ａ
－１はＨＭ－ＥＯＰＯ相に強く分配されている。疎水性タンパク質の分配は塩の添加によ
って生起できる。水相とコポリマー相とに直接タンパク質を分配できることは、この系が
タンパク質の分離に有用であることを示している。
【００１２】
　米国特許第６６４１７３５号（財団法人化学技術戦略推進機構）は、応答性高分子を用
いて金属イオン、医薬品又は生体成分などの標的物質を分離する方法に関する。この方法
では、充填材の表面が物理的刺激により化学的又は物理的な環境変化をおこすことで、標
的物質との相互作用をもつ物質の相互作用を水溶液中で可逆的に変化させ、分離させる。
【特許文献１】米国特許第５０９３２５４号明細書
【特許文献２】国際公開第９７／０５４８０号パンフレット
【特許文献３】米国特許第５９０７０３５号明細書
【特許文献４】国際公開第００／５８３４２号パンフレット
【特許文献５】米国特許第６６４１７３５号明細書
【非特許文献１】Ｈａｎｓ－Ｏｌｏｆ　Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ：　Ｔｈｅｒｍ
ｏｓｅｐａｒａｔｉｎｇ　Ｗａｔｅｒ／Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ：　Ａ　Ｎｏｖｅ
ｌ　Ｏｎｅ－Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ａｑｕｅｏｕｓ　Ｔｗｏ－Ｐｈａｓｅ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆ
ｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，　１９９９　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ
　＆　Ｓｏｎｓ
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　しかし、バイオテクノロジー分野の急速な成長により、新規生体分子が頻繁に出現する
のに伴って、当技術分野では多段階プロトコルにおける従来技術の方法と併用するため或
いは単段階プロトコルとして独立に使用するための別の好適な改良分離法に対するニーズ
が依然として存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明は、タンパク質のような標的生体分子を調製するための新規方法及びキットを提
供することによって上述の１以上のニーズを解決する。
【００１５】
　そこで、本発明の一つの態様は、液体から１種以上の標的生体分子を分離する方法を提
供することである。これは、特許請求の範囲に記載の二相系を提供することによって達成
できる。
【００１６】
　本発明の好適な態様は、標的生体分子を液体から分離するための方法であって、２種類
の異なる高分子を使用する必要のない方法を提供することである。
【００１７】
　本発明の別の好適な態様は、標的生体分子を液体から分離する方法であって、標的物質
の生物活性を保持するという点でタンパク質に優しい方法を提供することである。すなわ
ち、本発明は感受性タンパク質の分離に好適に使用できる。
【００１８】
　本発明の別の態様は、１種以上の標的生体分子を液体から濃縮する方法を提供すること
である。この態様の特定の実施形態は、１種以上の標的生体分子を含む保存安定性組成物
が得られる方法である。
【００１９】
　本発明のさらに別の態様は、夾雑物及び／又は不純物を含む液体から１種以上の標的生
体分子を精製する方法を提供することである。この態様の好適な実施形態では、抗体のよ
うなタンパク質を精製する。
【００２０】
　本発明の最後の態様は、生体分子を含む液体を脱塩する方法であり、本発明の方法を生
体分子標品の塩分の低減に利用する。
【００２１】
　本発明のその他の実施形態及び利点は以下の詳細な説明及び特許請求の範囲から明らか
であろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　図面の簡単な説明
　図１は、本発明の方法をどのように使用できるかの概略を示す。本発明の調製が、標的
生体分子としてタンパク質を用いて説明されており、液相に刺激を加えて相分離を起こす
段階、刺激を加えてタンパク質と高分子を含む非水性相を得る段階、及び緩衝液を加えて
非水性相を溶解させる段階を含む。
【００２３】
　図２は、実施例に記載の方法で得たミオグロビンの吸光度曲線を示す。
【００２４】
　図３は、実質的な固相中の水分量を示し、刺激の変化によって実質的な固相からどの程
度水分を排除できるかを示す。
【００２５】
　定義
　本明細書では、「標的物質」という用語は、水溶液から単離しようとする化合物、分子
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その他の実体を意味する。標的物質は所望の生成物又は液体生成物中の不要夾雑物のいず
れであってもよい。
【００２６】
　本明細書では、「アフィニティークロマトグラフィー」基という用語は、「鍵と鍵穴認
識」の原理で標的物質と特異的相互作用し得る基を意味する。標的物質とアフィニティー
基は抗原／抗体、酵素／受容体などの親和性対を構成する。従って、「アフィニティーリ
ガンド」という用語は、本明細書では、プロテインＡ及びプロテインＧ（いずれも、免疫
グロブリン結合性タンパク質である）のような常用リガンドを包含する。
【００２７】
　「抗体」及び「免疫グロブリン」という用語は、本明細書では同義に用いられる。
【００２８】
　「界面活性剤（surfactant）」という用語は「surface active agent」の短縮形である
。界面活性剤は概して両親媒性の有機化合物であり、両親媒性とは、疎水性基（「尾部」
）と親水性基（「頭部」）とを併せもつことを意味する。そのため、これらは概して有機
溶剤にも水にも幾分溶け難い。
【００２９】
　本明細書で、「高分子」という用語は、モノマー単位が繰返し結合してなる天然及び合
成化合物を意味する。「高分子」という用語には、線状化合物のみならず、三次元網目組
織を形成する枝分れ又は相互連結化合物が包含される。
【００３０】
　本明細書で、「疎水性」化合物又は基という用語は、水に難溶性の化合物又は基であっ
て、通常は非極性の化合物又は基を意味する。油その他の長鎖炭化水素は疎水性化合物の
代表例である。
【００３１】
　本発明の詳細な説明
　本発明は、液体からの生体分子の分離及び生体分子を含む液体の脱塩を始めとする生体
分子の調製に関する。これに関して、「分離」という用語には、単離及び精製が包含され
る。
【００３２】
　第１の態様では、本発明は、液体から１種以上の標的物質を分離するための方法であっ
て、
（ａ）１以上の疎水性部分を含む１種以上の応答性高分子を水性液体中に用意し、
（ｂ）（ａ）の水性液体を、標的物質を含む液体と接触させ、
（ｃ）（ｂ）で得られた混合物に１以上の第１の刺激を加えて、一方の相が１種以上の標
的物質を含む高分子リッチ相であり、もう一方の相が高分子欠乏相である可逆的相分離が
起こるまで維持し、
（ｄ）高分子リッチ相が実質的な固相に転換されるまで、上記刺激を維持するか或いは１
以上の第２の刺激を高分子リッチ相に加えて維持し、
（ｅ）標的物質を含む実質的な固相を単離する
ことを含んでなる方法に関する。
【００３３】
　このように、本発明は、高分子と１種以上の標的物質とを含む一方の相が実質的な固相
となって、液相から容易に分離されるようになるまで、高分子の相分離を推進する。これ
に関して、実質的な固相という用語は、液相から物理的に分離できる相と解される。特定
の実施形態では、１種以上の標的物質を含む高分子リッチ相は固相である。
【００３４】
　本明細書及び特許請求の範囲において、高分子リッチ相及び高分子欠乏相という用語は
、それぞれ、応答性高分子に富む相及び乏しい相をいう。（ａ）に関して、高分子は１以
上の疎水性部分を含んでいるので、（ａ）で得られる液体は高分子が水性相に溶解してい
る必要はなく、本方法は水性液体中の高分子の分散液も包含する。高分子の種類及び組成
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については、以下で詳しく説明する。水性液体は好ましくは水又は水性緩衝液である。ま
た、（ａ）で２種以上の高分子を用意する場合、かかる高分子はそれらの分配係数に応じ
て高分子リッチ相又は高分子欠乏相に分配されることもある。これに関して、「１種の高
分子」とは、１種類の高分子を意味する。本明細書に記載された実質的な固相が得られる
本発明の系は、当業者が容易に設計することができる。
【００３５】
　本発明は、液体から１種以上の標的物質を分離するための方法であって、
（ａ）１以上の疎水性部分を含む１種以上の応答性高分子を水性液体中に用意し、
（ｂ）（ａ）の水性液体を、１種以上の標的物質を含む液体と接触させ、
（ｃ）（ｂ）で得られた混合物に１以上の第１の刺激を加えて、一方の相が１種以上の標
的物質を含む高分子リッチ相であり、もう一方の相が高分子欠乏相である可逆的相分離が
起こるまで維持し、
（ｄ）高分子リッチ相が非水性相に転換されるまで、上記刺激を維持するか或いは１以上
の第２の刺激を高分子リッチ相に加えて維持し、
（ｅ）標的物質を含む非水性相を単離する
ことを含んでなる方法からなる態様も包含する。
【００３６】
　本明細書では、「非水性」相という用語は、当初の水性液体含有物の大部分が他の相、
つまり水性相中に存在することを意味する。しかし、特に高分子リッチ相についてみると
、特定の実施形態では、高分子及び標的物質に比べて水又は水性液体を依然として比較的
大量に含んでいてもよい。応答性高分子の性状に起因して、高分子リッチ相は依然として
相対的に固相又は凝集相を構成し続け、好都合なことに水性相の上に浮遊する。本発明の
実施に当たり、当業者は、非水性相中の所望の水性液体含有量を得るのに充分な時間刺激
を維持することによってどの程度相分離が進むか選定できる。例えば、一実施形態では、
非水性相は５０～９５％の水性液体を含む。別の実施形態では、非水性相は５０％以下（
例えば４０％以下）の水性液体、好適には３０％以下の水性液体を含む。特定の実施形態
では、非水性相の水性液体含有量が１０％以下となるまで刺激を維持する。別の特定の実
施形態では、非水性相の水性液体含有量が５％以下となるまで刺激を維持する。従って、
一実施形態では、非水性相は、水性相に比して液体含量の非常に低い固相である。
【００３７】
　本発明の方法の好適な実施形態では、高分子と標的物質とを含む非水性相は実質的に乾
燥している。これに関して、「実質的に乾燥」という用語は、非水性相すなわち高分子相
が容器から除去するのに充分なほど乾燥していて、濾過もデカンテーションも必要とせず
に二相分離を実施できることを意味する。従って、非水性相は実質的な固相であってもよ
い。当業者には明らかであろうが、乾燥度は、以下に詳細に述べるように、熱処理時間、
適用するｐＨ又は添加する塩濃度のような適用する刺激によって容易に制御される。
【００３８】
　以下、１種以上の標的物質を含む高分子リッチ相として実質的な固相を例にとって、本
発明の方法の詳細を説明する。ただし、以下の詳細は標的物質を含有する高分子リッチ相
が非水性相である実施形態にも同様に当てはまる。
【００３９】
　本発明の方法の一実施形態では、高分子リッチ相は（ｃ）における上相である。一実施
形態では、（ｄ）の前に高分子欠乏相を除去する。好適な実施形態では、実質的な固相は
（ｄ）における上相である。一実施形態では、実質的な固相の総含有量を基準にして実質
的な固相の水分量が５０％以下となるまで、（ｄ）の刺激を維持する。一般に、この相は
主に高分子と標的物質と所定量の液体とからなるが、液体の量は、第２の刺激の維持によ
ってどの程度相分離が推進されるかに依存する。ただし、水性液体が存在したとしても、
応答性高分子のため、この相は依然として実質的な固相又は完全な固相をなす。一実施形
態では、実質的な固相は水性相の上に浮遊しており、浮かんだ角砂糖のように手作業で取
り出すことができる。
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【００４０】
　一実施形態では、（ｄ）は、（ｃ）で加えて刺激とは異なる刺激を加えることからなる
。この実施形態は、例えば、夾雑タンパク質からの所望タンパク質の精製の場合のように
比較的類似した成分からの標的物質の分離に好適である。分配効果を刺激の変更によって
効率的に制御できるからである。特定の実施形態では、異なる分配係数を得るため２種類
の異なる塩を用いる。
【００４１】
　別の実施形態では、（ｄ）は、高分子リッチ相が実質的な固相に転換されるまで、１以
上の第１の刺激を維持する。この実施形態では、高分子リッチ相が実質的な固相に転換さ
れるまで第１の相分離を行うので、（ｃ）と（ｄ）とで条件の変更は必要ない。従って、
好適な実施形態では、（ｃ）と（ｄ）は一段階として実施され、第１及び第２の相分離は
刺激を変更せずに実質的に同時又は連続して実施される。この実施形態は有効性及び実施
の容易さの点で有利である。
【００４２】
　本発明の方法で加えられる刺激は、上述の相分離をもたらすのに充分な化学的及び／又
は物理的な環境変化を起こすいかなる物理的又は化学的な刺激であってもよい。好適な実
施形態では、相分離は可逆的である。
【００４３】
　高分子の立体配座を変化させて相分離に導く刺激は、温度、ｐＨ、伝導率（塩の濃度及
び／又は種類の変化によるイオン強度の変化）、溶剤組成、光、磁場及び電場のような、
使用する高分子が応答する刺激であれば、いかなる刺激であってもよい。当業者には明ら
かであろうが、刺激は高分子及び系全体の性状に応じて選択される。一実施形態では、（
ｃ）及び／又は（ｄ）の刺激は、温度変化、伝導率変化、ｐＨ変化及びこれらの組合せか
らなる群から選択される少なくともいずれかである。一実施形態では、１以上の刺激は、
昇温によって、好ましくは高分子と標的物質とを含む液体の加熱によって得られる温度変
化の変化であり、高分子は温度応答性高分子と定義することができる。そこで、好適な実
施形態では、混合物にいかなる物質も添加せずに相分離が得られる。この実施形態は、標
的物質が塩のような添加剤に感受性である場合、特に有利である。別の実施形態では、１
以上の刺激は、高分子と標的物質とを含む液体に１種以上の塩を添加して得られる伝導率
変化である。この実施形態では、高分子は塩応答性高分子と定義することができる。別の
実施形態では、刺激はｐＨ変化であり、この場合高分子はｐＨ応答性高分子と呼ばれる。
【００４４】
　一実施形態では、第２の相分離後の高分子を含む実質的な固相から標的物質を回収する
。所望により実際上乾燥した高分子相が得られるまでさらに相分離を行うので、標的物質
を回収までに高分子相を所定期間保存してもよい。このような保存形として実質的な固相
を使用する場合、保存前に水性相を除去しておくべきである。この実施形態については、
本発明の第２の態様に関して以下で詳しく説明する。標的物質の回収は、単に高分子相の
溶解によって行うこともできる。そこで、一実施形態では、回収は実質的に乾燥した高分
子相に水又は緩衝液のような液体を添加することによって達成される。回収は相分離の直
後に行っても、水性相の除去後に行っても、適当な時間経過後に行ってもよい。
【００４５】
　標的物質は、どのような化合物、分子その他生体分子のようなものでもよく、有機化合
物でも無機化合物でもよい。（ｂ）において、標的物質の存在する液体つまり高分子液体
と接触する液体は、好適には、水又は適当な緩衝液のような水性液体である。標的物質が
細胞培養又は発酵で生成した生体分子である場合、標的物質は細胞培養上清、発酵ブロス
又は溶解物中に存在していてもよく、好適には適当な条件に緩衝される。一実施形態では
、１種以上の標的物質は、抗体のようなタンパク質、オリゴペプチド又はポリペプチドの
ようなペプチド、ＤＮＡ（プラスミドＤＮＡなど）、ＲＮＡ又はモノヌクレオチド、オリ
ゴヌクレオチド若しくはポリヌクレオチドのような核酸、アデノウィルス又はインフルエ
ンザウィルスのようなウィルス、原核又は真核細胞のような細胞、細胞小器官、多糖類、
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リポ糖、脂質及び炭水化物からなる群から選択される生体分子である。これに関して、「
生体分子」という用語には、上記に挙げたものの断片又は上述のもののいずれかを含む融
合体も包含される。
【００４６】
　特定の実施形態では、標的物質はタンパク質である。タンパク質は、例えばヒト又は動
物由来のモノクローナル又はポリクローナル抗体のような抗体であってもよい。例えば、
特定の実施形態では、タンパク質はモノクローナル抗体である。抗体は、例えばヒト化又
はキメラ抗体でもよい。特定の実施形態では、標的物質は、抗体の二量体、多量体及び／
又は凝集体から分離された単量体抗体、及び／又は前段で使用したクロマトグラフィー樹
脂から漏出したリガンドのような他の成分である。
【００４７】
　本発明の方法は単段階の処理プロセスとして又は多段階プロセスの一段階として使用で
きる。一実施形態では、本発明の方法はプレ分画（prefractionation）である。プレ分画
段階は、抗体調製のための血漿処理におけるアルブミン除去のように主要夾雑物を除去す
る必要のある精製スキームに加えられることが多い。そこで、一実施形態では、標的物質
は処理液から除去される化合物である。この実施形態は、ウィルス、内毒素、プリオン及
び／又はその他夾雑物とみなされることの多い生体分子の除去など、精製スキームにおけ
る捕捉段階としても有用である。かかる化合物は、標的抗体のような標的タンパク質の精
製に用いられる方法から除去できる。特定の実施形態では、夾雑物は、血漿タンパク質の
ような所望の成分を精製するため血液又は血漿から除去されるＩｇＧのような抗体である
。
【００４８】
　本発明の方法は、リガンド（標的物質と相互作用し得る官能基を含む化合物）の精製及
び／又は保存のためのフォーマットの調製にも使用できる。かかるリガンドは、タンパク
質含有リガンド又はペプチド系アフィニティーリガンドのような、本発明に従って分離さ
れる生体分子を含んでいてもよい。そこで、別の実施形態では、標的物質はプロテインＡ
その他のタンパク質に基づくアフィニティーリガンドである。この実施形態は本発明の第
３の態様に関して以下でさらに詳細に説明する。
【００４９】
　さらに別の別の実施形態では、標的物質は膜タンパク質である。周知のように、膜タン
パク質は、溶解性に欠けるため慣用精製法を用いて分離するのは難しいことが多い。
【００５０】
　本発明による相分離を実施するのに用いられる応答性高分子は、刺激応答性高分子、環
境感受性高分子、インテリジェント高分子又はスマート高分子のような多くの名称で知ら
れている。これらの高分子は合成高分子でも天然高分子でもよい。好適な実施形態では、
本発明の方法で使用する応答性高分子は疎水性である。好適な実施形態では、高分子は主
に疎水性を呈するが、１以上の親水性部分も含んでいる。すなわち、本発明の方法で使用
する高分子の少なくとも一部は、（ａ）で定義される応答性高分子を含む水性相を調製で
きる程度に親水性であるべきである。一実施形態では、高分子は、１以上の刺激が与えら
れると、疎水性の高い立体配座から疎水性の低い立体配座へと変化する。
【００５１】
　一実施形態では、本発明の方法で使用する応答性高分子はＮ－イソプロピルアクリルア
ミド（ＮＩＰＡＡｍ）の合成ポリマー及び／又はコポリマーからなる。ポリＮＩＰＡＡｍ
は３２℃で水から析出する感熱性ポリマーであり、この温度は下限臨界溶液温度（ＬＣＳ
Ｔ）又は曇り点である。ポリＮＩＰＡＡｍは、アクリルアミドのような親水性コモノマー
と共重合するとＬＣＳＴが上昇する。Ｎ－ｔ－ブチルアクリルアミドのような疎水性コモ
ノマーと共重合するとその逆が起こる。ＮＩＰＡＡｍと、ＡＡｍのような親水性モノマー
とのコポリマーは高いＬＣＳＴと広い析出温度域を有しており、Ｎ－ｔ－ブチルアクリル
アミドのような疎水性モノマーとのコポリマーは低いＬＣＳＴを有しており、通常ＰＮＩ
ＰＡＡｍの鋭い遷移特性を保持している傾向が強い。高い又は低いＬＣＳＴと広い析出温
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度域を有するコポリマーを製造することができる。
【００５２】
　別の実施形態では、本発明の方法で使用する応答性高分子は、アクリル酸（ＡＡｃ）、
メタクリル酸（ＭＡＡｃ）、無水マレイン酸（ＭＡｎｈ）、マレイン酸（ＭＡｃ）、ＡＭ
ＰＳ（２－アクリルアミド－２－メチル－１－プロパンスルホン酸）、Ｎ－ビニルホルム
アミド（ＮＶＡ）、Ｎ－ビニルアセトアミド（ＮＶＡ）、アミノエチルメタクリレート（
ＡＥＭＡ）、ホスホリルエチルアクリレート（ＰＥＡ）又はメタクリレート（ＰＥＭＡ）
のようなビニルモノマー系の合成ポリマーである。
【００５３】
　別の実施形態では、本発明の方法では、ポリ（Ｎ－アクリロイル－Ｎ’－プロピルピペ
ラジン）（ＰＡｃｒＮＰＰ）、ポリ（Ｎ－アクリロイル－Ｎ’－メチルピペラジン）（Ｐ
ＡｃｒＮＭＰ）、ポリ（Ｎ－アクリロイル－Ｎ’－エチルピペラジン）（ＰＡｃｒＮＥＰ
）又はＮ，Ｎ－ジメチルアミノエチルメタクリレート［ＤＭＥＥＭＡ］のような合成ポリ
マーを利用する。
【００５４】
　その他の有用な合成高分子としては、ポリエチレングリコール及びポリプロピレングリ
コールのような周知の市販ポリマーが挙げられる。別の具体例は、例えばＢＡＳＦから入
手可能なエチレンオキサイドとプロピレンオキサイドに基づくブロックコポリマーＰｌｕ
ｒｏｎｉｃ（登録商標）である。
【００５５】
　本発明の特定の実施形態では、高分子は天然高分子である。かかる高分子は、アミノ酸
からポリペプチドとして合成したもの、例えばポリリジン又はポリグルタミン酸であって
もよいし、或いはタンパク質、例えばリゾチーム、アルブミン及びカゼイン、又は多糖類
、例えばアルギン酸、ヒアルロン酸、カラギーナン、キトサン及びカルボキシメチルセル
ロース、又はＤＮＡのような核酸などの天然高分子から誘導することもできる。有用な天
然高分子のさらに別の例はエラスチンである。周知の方法を用いてかかる高分子を製造す
ることは当業者が容易になし得る。別の天然応答性高分子は、アガロース、寒天、セルロ
ース、デキストラン、キトサン、コンニャク、カラギーナン、ジェラン及びアルギン酸塩
の高分子からなる群から選択される。好適な実施形態では、高分子は架橋アガロースのよ
うな架橋多糖類からなる。
【００５６】
　本発明の一実施形態では、本方法で使用する応答性高分子は無数のモノマー単位からな
る。別の実施形態では、応答性高分子は有限のモノマー単位で構成される。別の実施形態
では、本高分子の分子量は約１０００～約２５００００Ｄａ、例えば約２０００～約３０
０００Ｄａの範囲である。そこで、一実施形態では、高分子の分子量は約１０００Ｄａ以
上である。
【００５７】
　本発明の方法に有用な応答性高分子は販売元から入手することができる。或いは、当技
術分野の当業者であれば、モノマーから慣用法を用いて適当な応答性高分子を容易に合成
することができる。
【００５８】
　簡潔に説明すると、周知の種類のモノマーによって、特定の刺激、幾つかの実施形態で
は２以上の刺激に応答するコポリマー組成物を設計することができる。さらに、分子量（
反応体濃度及び反応条件の調節による）、組成、構造（例えば、線状ホモポリマー、線状
コポリマー、ブロック又はグラフトコポリマー、「櫛形」ポリマー及び「星形」ポリマー
）並びに反応体末端基の種類及び数の制御によって、適当なポリマーを仕立てることがで
きる。
【００５９】
　本発明で使用する高分子は、その応答性を改良するためさらに修飾してもよい。例えば
、一実施形態では、応答性高分子に、第一、第二若しくは第三アミンのようなアミンのよ
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うに所定のｐＫａ値でプロトン化する基及び／又はアクリル酸が導入される。特定の実施
形態では、応答性高分子は、－ＣＯＯＨ基、－ＯＰＯ（ＯＨ）2基、－ＳＯ3

-基、－ＳＯ2

ＮＨ2基、－ＲＮＨ2基、Ｒ2ＮＨ基及びＲ3Ｎ基（式中、ＲはＣである）からなる群から選
択される応答性基を含む。
【００６０】
　特定の実施形態では、本高分子は、疎水性のような特性を高分子にもたらすか又は向上
させる１以上の官能基で誘導体化することができる。この点に関して最も好ましい疎水性
基は、不飽和系、例えばアルケン又は芳香族系でみられるような炭素－炭素二重結合であ
る。疎水性高分子は、膜タンパク質のような分離の困難な標的物質の分離に好適に使用さ
れる。
【００６１】
　別の実施形態では、本高分子はペンダント感光性基、芳香族アゾ化合物やスチルベン誘
導体のような感光性色素で誘導体化することができる。好適な実施形態では、感光性ポリ
マー及びコポリマーは感光性ペンダント基を含有するビニルモノマーから合成される。こ
の種のモノマーのコポリマーはアクリルアミドのような慣用の水溶性コモノマー、並びに
ＮＩＰＡＡｍ又はＡＡｃのような温度又はｐＨ感受性コモノマーを用いて製造される。
【００６２】
　一実施形態では、高分子は標的物質と相互作用し得る官能基を含んでおり、これらの基
は一般にリガンドといわれる。特定の実施形態では、官能基は、陽イオン交換体又は陰イ
オン交換体のようなイオン交換基、アフィニティークロマトグラフィー基、固定化金属ア
フィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）基、逆相クロマトグラフィー（ＲＰＣ）基
、標的物質と相互作用し得る２以上の異なる官能性を有するマルチモードリガンド、及び
基の任意の組合せからなる群から選択される。
【００６３】
　別の実施形態では、１以上の上記リガンドを（ｂ）の混合物に加えて、応答性高分子と
は別に相分離に関与させる。従って、この実施形態では、刺激を加える混合物は、標的物
質と相互作用し得る１以上のリガンドを含んでいる。相分離を起こすため、上記のような
１以上の官能基を含むリガンドを混合物に配合してもよい。
【００６４】
　一実施形態では、アフィニティー基、ＩＭＡＣ基などのリガンドを高分子リッチ相に分
配し、実質的な固相から回収してもよい。一実施形態では、リガンドは標的物質と複合体
を形成し、複合体を高分子リッチな実質的な固相に分配させる。水性相を除去したら、複
合体を解離させ標的物質を溶液中に遊離させる緩衝液のような液体の添加によって、実質
的な固相を溶解させればよい。リガンドは後段のクロマトグラフィーで除去すればよい。
別の実施形態では、溶解した相を、複合体のリガンド部分を吸着するクロマトグラフィー
カラムに加え、溶離剤の添加によって標的物質を解離する。
【００６５】
　別の実施形態では、系に対する分配係数のため高分子欠乏相に分配されるリガンドを加
える。かかるリガンドは、夾雑物や不純物のような望ましくない化合物の捕獲に使用でき
る。
【００６６】
　当業者には明らかであろうが、検出及び／又は後段での単離を容易にする蛍光マーカー
などのマーカーをこの実施形態で使用してもよい。従って、本発明の方法は診断用途にも
有用であり、その場合は分析すべき試料を本発明の方法に付して、溶解した実質的な固相
中で検体を検出する。
【００６７】
　第２の態様では、本発明は、上述のようにして得られる、応答性高分子と標的物質とを
含む実質的な固相に関する。上述の通り、本発明の方法は、実質的に乾燥していて保存安
定性をもつ生体分子標品の製造に有用である。従って、本発明の方法は凍結乾燥の代替法
又は補足として好適に使用される。一実施形態では、上述の実質的な固相はプラスチック
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パッケージのような安定保存容器で提供される。標的生体分子の保存安定性標品は、患者
に当業者補する前に保存して輸送されるタンパク質医薬品又はワクチンのように、製薬業
に有用である。従って、本発明は本明細書に記載した方法で製造される医薬品を包含する
。
【００６８】
　診断分野では、ある場所で患者からサンプルを採取し、専門実験室のような分析を容易
に実施できる別の場所へ安定な保存状態で輸送できるようにサンプルを本発明の方法に付
す。こうして、所定の病状を診断できるように、抗体のような生体分子検体を検出するこ
とができる。
【００６９】
　特定の実施形態では、本発明の方法は、マルチウェルプレートのウェルのような２以上
の並列容器で実施される。従って、本発明の実質的な固相の特定の実施形態は、ウェル内
に実質的な固相を含有するマルチウェルプレートなどのフォーマットである。この実施形
態は、実質的な固相の多重分析を実施する際に特に有利である。従って、かかるマルチウ
ェルプレートはウェル内に同一の１種以上の応答性高分子を含んでいるが、異なる試料に
由来する異なる標的物質を含んでいてもよい。好適な実施形態では、応答性高分子は架橋
アガロースである。或いは、マルチウェルプレートは同じ標的物質の分離に使用した異な
る応答性高分子を含む。
【００７０】
　本発明は、疎水性部分を含む応答性高分子と、１種以上の塩と、説明書とを別々の区画
に備えるキットを包含する。高分子（好ましくは実質的に疎水性のもの）は上記で説明し
たものであればよい。
【００７１】
　別の実施形態では、本発明のキットは、上述の実質的な固相と、本発明の相分離にキッ
トを使用するための説明書とを別々の区画に備えている。説明書（書面でも記録形でもよ
い）には、どのようにして高分子相を溶解し、標的物質を回収すればよいかが記載されて
いる。書面には電子媒体として供給される説明書も含まれる。
【００７２】
　好適な実施形態では、実質的な固相中に存在する標的物質はプロテインＡその他のアフ
ィニティーリガンドを含む。かかる高分子相から回収される標的物質を回収すれば、抗体
、抗体断片又は融合抗体の分離に使用できる。
【００７３】
　第３の態様では、本発明は、１種以上の免疫グロブリンを液体から精製する方法であっ
て、
（ａ）免疫グロブリン結合性リガンド、好ましくはプロテインＡを含む請求項２３記載の
実質的な固相を用意し、
（ｂ）液体の添加によって実質的な固相を溶解させ、
（ｃ）（ｂ）で溶解させた相を、免疫グロブリンを含む液体と接触させて、免疫グロブリ
ンをリガンドに結合させ、
（ｄ）リガンド－免疫グロブリン複合体を液体から分離する
ことを含んでなる方法に関する。
【００７４】
　この方法の一実施形態では、（ｄ）において、液体クロマトグラフィーによってリガン
ド－免疫グロブリン複合体を分離する。別の実施形態では、精製免疫グロブリンは、（ｄ
）において、免疫グロブリンをリガンドから解離させることができる溶離剤の添加によっ
て回収する。
【００７５】
　一実施形態では、（ｄ）において、本発明の第１の態様として記載した方法でリガンド
－抗体複合体を分離する。従って、高分子、刺激及びその他の条件に関する上述の詳細を
この実施形態に適用することができる。
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【００７６】
　別の実施形態では、（ｄ）において、液体クロマトグラフィーによってリガンド－抗体
複合体を分離するが、この場合複合体を分離マトリックスに吸着させ、抗体をマトリック
スから溶離させることによって回収する。液体クロマトグラフィーの原理は当技術分野で
周知であり、当業者であれば常法にしたがって容易に分離を実施できる。
【００７７】
　本発明の方法を用いて精製される抗体は上述のいずれのものであってもよい。
【００７８】
　第４の態様では、本発明は、
（ａ）実質的に疎水性の１種以上の応答性高分子を水性液体中に用意し、
（ｂ）（ａ）の液体を、標的物質を含む液体と接触させ、
（ｃ）（ｂ）で得られた液体に１以上の第１の刺激を加えて、一方の相が１種以上の標的
物質を含む高分子リッチ相であり、もう一方の相が高分子欠乏相である可逆的相分離が起
こるまで維持し、
（ｄ）高分子リッチ相が標的物質を含む実質的な固相に転換され、もう一方の水性相が塩
分の大部分を含むようになるまで、上記刺激を維持するか或いは１以上の第２の刺激を高
分子リッチ相に加えて維持し、
（ｅ）水性相を除去し、適宜、
（ｆ）脱塩された実質的な固相を溶解させる
ことによって、１種以上の標的物質を含む液体を脱塩する方法に関する。
【００７９】
　本発明の脱塩法は、本発明の第１の態様に関して上述した刺激、高分子及びその他の条
件を用いて実施することができる。標的生体分子を含有する液体の脱塩はバイオテクノロ
ジー分野で細胞培養上清及び溶解物などで必要とされることが多い。一実施形態では、本
発明の脱塩は、塩分を低減すべき別の精製法の前段階として実施される。実質的な固相は
実質的に乾燥していて保存形式として適しているので、脱塩直後に後段の精製を実施する
必要はない。
【００８０】
　最後に、最終態様では、本発明は、液体から１種以上の標的物質を分離するための方法
であって、
（ａ）１種以上の高分子ゲルを用意し、
（ｂ）上記ゲルに、標的物質を含む液体を接触させ、
（ｃ）（ｂ）で得られた混合物に１以上の第１の刺激を加えて、一方の相が１種以上の標
的物質を含む高分子リッチ相であり、もう一方の相が高分子欠乏相である可逆的相分離が
起こるまで維持し、
（ｄ）高分子リッチ相が非水性相に転換されるまで、上記刺激を維持するか或いは１以上
の第２の刺激を高分子リッチ相に加えて維持し、
（ｅ）標的物質を含む非水性相を水性相から分離する
ことを含んでなる方法に関する。
【００８１】
　好適な実施形態では、ゲルは実質的に乾燥した形態で用意される。特定の実施形態では
、ゲルはアガロース、寒天、セルロース、デキストラン、キトサン、コンニャク、カラギ
ーナン、ジェラン、アルギン酸塩などの架橋炭水化物材料からなる。特定の実施形態では
、母材マトリックスはアガロースのような架橋多糖類からなる。乾燥アガロースは水のよ
うな液体の添加によって容易に膨潤する。乾燥ゲルは、１以上の並列容器、好ましくはマ
ルチウェルプレートのウェルのような適当な容器で提供し得る。
【００８２】
　一実施形態では、（ａ）で用意されるゲルは、本発明にしたがって予め相分離して得ら
れたものであり、その高分子は架橋アガロースのような架橋高分子である。
【００８３】
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　刺激その他のプロセス条件に関する詳細は上述した通りである。従って、一実施形態で
は、（ｄ）の刺激は非水性相の水分含有量が４０％以下、例えば１０％以下となるまで維
持する。
【実施例】
【００８４】
　図面の詳細な説明
　図１は、本発明の方法をどのように使用できるかの概略を示し、ここで本発明の調製は
標的生体分子としてタンパク質を用いて例示した。具体的には、図１は、高分子と標的タ
ンパク質を含む液体をどのように用意し、相分離を起こす第１の刺激を加えるため温度（
Δ）、伝導率（塩）及びｐＨをどのように変化させ、上相として非水性相が形成されるま
でどのように刺激を維持すればよいかを示している。図１の最終段階は、緩衝液の添加に
よってどのように非水性相を溶解させればよいかを示している。保存安定性の実質的に乾
燥した生体分子が望まれる場合、段階ｃ）の後に上層の非水性相を取り出して保存する。
段階ｃ）の後に水性相を除去すると、最終標品が脱塩される。図１では３種類の刺激を例
示したが、本願のいずれかに記載した通り、本発明の様々な実施形態ではこれらの少なく
ともいずれかで充分である。
【００８５】
　図２は、実施例に記載の方法で得られた非水性相中への濃縮前（ａ）及び濃縮後（ｂ）
のミオグロビンの４１２ｎｍでの吸光度曲線を示す。図２から明らかな通り、本発明の方
法によってミオグロビンのような生体分子を非水性相中に濃縮した後、タンパク質活性を
損なわずに溶解することができる。ミオグロビンのヘム基から得られる４１２ｎｍの吸光
度は、タンパク質が十分な活性を保持していることを示している。
【００８６】
　図３は、実質的な固相中の水分量を示し、刺激の変化（疎水性の増加）によって実質的
な固相からどの程度水分を排除できるかを示す。この実施例では、温度又は塩を変化させ
た。
【００８７】
　実験
　本実施例はもっぱら例示を目的としたものであり、特許請求の範囲に定義される本発明
を限定するものではない。
【００８８】
　実施例１
　高分子の合成
　本実施例で使用する応答性高分子を調製するため、４．９６ｇのイソプロピルアクリル
アミド（ＮＩＰＡＡｍ）を１０ｍｌのジオキサンに溶解し、丸底ビーカーに入れた。０．
２９８ｇのｔ－ブチルアクリルアミド、３１５ｍｌのアクリル酸及び１．２１ｇの（ＡＭ
ＢＮ）を溶液に加え、溶液を窒素ガスでパージした。反応混合物を７０℃に加熱し、４時
間放置した。ポリマーはアセトン中での沈殿によって精製した。
【００８９】
　タンパク質試料
　ミオグロビンとシトクロムＣを適当な緩衝液中に濃度１ｍｇ／ｍｌで溶解した。使用し
た緩衝液はリン酸（ｐＨ７）及び酢酸（ｐＨ５）であり、塩は硫酸アンモニウム（（ＮＨ

4）2ＳＯ4）、硫酸カリウム（ＫＨ2ＰＯ4）及び塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）であった。
塩の濃度は０～２Ｍで変化させた。
【００９０】
　安定性の測定
　タンパク質溶液（１ｍｇ／ｍＬ）をキュベットに入れ、ＵＶ－ＶＩＳ分光計で４１２ｎ
ｍの吸収スペクトルを記録した。４１２ｎｍの吸収はミオグロビンのヘム基によるもので
、ミオグロビンが十分な活性を有していることを示す。また、以下の表は、標的ミオグロ
ビンがすべて実質的な固相中に認められたことも示している。
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【表１】

　本実験は０．３ＭのＮａ2ＳＯ4中８０℃で実施した。ミオグロビン濃度は４１２ｎｍの
吸光度で測定した。
【００９２】
　本発明の二相系による分離
　適当な緩衝液、塩及びｐＨで高分子をタンパク質と共に緩衝液に溶解した。タンパク質
溶液をキュベットに入れ、ＵＶ－ＶＩＳ分光計で４１２ｎｍの吸収スペクトルを記録した
。栓状の非水性ゲル相が形成されるか又は吸光度がゼロに低下する（これも、タンパク質
の大半を含有する栓状の非水性ゲルが形成したことを示す。）まで昇温した。栓状ゲルは
表面に浮遊していた。水性相を除去し、栓状非水性ゲルを水溶液に溶解して新たに水性相
を形成した。この実験の前後でタンパク質の吸光度曲線を記録して、タンパク質がこれら
の条件で安定であることを確認した。結果を図２に示す。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】本発明の方法の使用法の概略を示す図。
【図２ａ】実施例に記載の方法で得られた非水性相中に濃縮する前のミオグロビンの吸光
度曲線。
【図２ｂ】実施例に記載の方法で得られた非水性相中に濃縮した後のミオグロビンの吸光
度曲線。
【図３】温度又は塩の変化と、実質的な固相中の水分量との関係を示すグラフ。
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【図２ａ】
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【図３】
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