
JP 5174312 B2 2013.4.3

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細菌発現の後に得られた、発現培地に不溶性のタンパク質凝集体からの、可溶性で、ア
レルギー性疾患の特異的な免疫療法および診断のための使用において活性な、直接的な医
学的使用に適する生理学的媒体中に存在する形態でのカンバ花粉主要アレルゲンＢｅｔ　
ｖ１精製組み換え変異体；
－　Ｂｅｔ　ｖ　１三量体
－　Ｂｅｔ　ｖ　１のアミノ酸１～７４を含むフラグメントＡ、または
－　Ｂｅｔ　ｖ　１のアミノ酸７５～１６４を含むフラグメントＢ
の製造方法であって、
　以下の工程：
（ｉ）分離除去した不溶性のタンパク質凝集体を有機変性試薬に導入する工程、
（ｉｉ）（ｉ）からの溶液を、無機の緩衝されていないアルカリ性塩含有溶離剤を用いた
少なくとも１つのクロマトグラフィー工程により精製する工程、ここで少なくとも１つの
クロマトグラフィー工程が、アルカリ溶液で平衡化した陰イオン交換クロマトグラフィー
である、および
（ｉｉｉ）溶解され、再生され、かつ生物学的に活性なタンパク質を含む、最終的な精製
工程の後に得られたアルカリ性溶液を中和する工程
を行うことを特徴とする、前記方法。
【請求項２】



(2) JP 5174312 B2 2013.4.3

10

20

30

40

50

　用いる変性試薬が、尿素またはグアニジン塩酸塩であることを特徴とする、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　溶解した組み換えタンパク質をクロマトグラフィー材料に結合させ、変性溶液を、タン
パク質の前記クロマトグラフィー材料への結合を確実にする塩濃度を有する、無機の緩衝
されていないアルカリ性溶離剤と交換することにより、変性試薬を変性溶液から除去する
ことを特徴とする、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　結合した組み換えタンパク質を、塩濃度を増大させることにより溶離し、プロセス中の
不純物から遊離させることを特徴とする、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　塩濃度の増大が、グラジエントにより行われることを特徴とする、請求項４に記載の方
法。
【請求項６】
　少なくとも１つのさらなるクロマトグラフィー精製工程を行うことを特徴とする、請求
項３～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　行われるさらなるクロマトグラフィー工程が、疎水性相互作用クロマトグラフィーおよ
び／またはゲル濾過であることを特徴とする、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　用いるクロマトグラフィー溶離剤が、ＮａＯＨ、ＮａＨＣＯ３およびＮａＣｌであるこ
とを特徴とする、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　中和を、精製が完了した後に、６．５～８．０のｐＨ範囲において行うことを特徴とす
る、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　ＨＣｌを、中和のために用いることを特徴とする、請求項９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
本発明は、細菌宿主細胞において発現され、不溶性凝集体（封入体）として蓄積する、組
み換えタンパク質を可溶化し、精製するための方法に関する。精製は、前述の封入体の可
溶性形態への、有機変性試薬を用いての、およびクロマトグラフィー方法を用いての転化
に基づいている。ここで、無機、アルカリ性、塩含有溶離剤が選択され、これらにより、
精製が完了した後に、組み換えタンパク質を、中和後、医学的使用のために直接用いるこ
とができ、生理学的に許容し得る形態で、利用可能にすることができる。この方法は、特
に、アレルゲンおよびアレルゲンフラグメントを精製するのに適する。
【０００２】
本発明の方法は、医薬に必要な条件（ＧＭＰ）の下で行われる。医薬活性成分は、可溶化
の後に、非経口製剤として、直接用いることができる。本発明の方法により製造された好
ましい組み換えアレルゲンまたはアレルゲン変異体を、改善された療法のため、およびま
たアレルギー性疾患の診断のための両方に用いることができる。
【０００３】
組み換えタンパク質を、細菌または原核(procaryontic)宿主細胞、例えば大腸菌により製
造するにあたっての一般的な問題は、発現したタンパク質が、一般的に完全な生物学的活
性を示すために必要である正確な、または天然(native)の折り畳みを有しないことである
。不正確な折り畳みにより、しばしば、発現媒体に不溶であるか、または凝集体の形態に
蓄積した形態のみである一連のタンパク質がもたらされ、これは、いわゆる「封入体」と
して科学的な文献中で知られるに至った。前述の「封入体」の形成は、精製、および発現
された組み換えタンパク質に必要な可溶状態での入手可能性(soluble availability)に悪
影響を与える(Marston et al., 1986, Biochem J. 240: 1-12)。細菌中に蓄積した組み換
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えタンパク質の精製を可能にするために、変性物質、例えば尿素またはグアニジン塩酸塩
などが、しばしばクロマトグラフィー溶離剤に加えられる。
【０００４】
しかし、これらの添加剤は、すべての分離原理、例えば疎水性相互作用クロマトグラフィ
ーと組み合わせることはできない。さらに、生成物は、例えば尿素溶液中で形成され得る
シアン酸塩などによる化学反応により、不都合な方式で修飾され得る。変性剤の除去およ
び従って可能な再生は、通常、透析、ダイアフィルトレーションまたはゲル濾過により行
われる。これらのプロセスは、時間がかかるだけでなく、またしばしば生成物の再沈殿を
もたらす。最終生成物中の前述の変性剤の完全な除去の分析的検出は、困難である。前記
した問題は、特に、組み換えアレルゲンおよびアレルゲン変異体の製造および精製におい
て重要である。
【０００５】
１型アレルギーは、最近の１０年間で全世界的に劇的に増加した。工業国における人口の
２０％までが、愁訴、例えばアレルギー性鼻炎、結膜炎または気管支喘息を患っており、
これは、空気中に存在するアレルゲン（エアロアレルゲン(aeroallergen)）により引き起
こされ、これは、種々の給源、例えば植物花粉、ダニ、哺乳類（ネコ、イヌ、ウマ）およ
びカビ菌類により放出される。重篤なアレルギーはまた、昆虫による刺傷、例えばミツバ
チおよびスズメバチによるものに誘発され得る。
【０００６】
１型アレルギーを誘発する物質は、タンパク質、糖タンパク質またはポリペプチドである
。粘膜を介しての取り込みの後、または刺された後に、これらのアレルゲンは、感作され
たヒトにおける肥満細胞の表面に結合したＩｇＥ抗体と反応する。２つまたは３つ以上の
ＩｇＥ抗体が、アレルゲンを介して互いに結合した場合には、これらの結果、エフェクタ
ー細胞によりメディエータ（例えばヒスタミン、プロスタグランジン）およびサイトカイ
ンが分泌され、および従ってアレルギー症状が誘発される。ｃＤＮＡ配列の補助により、
アレルギーの診断および療法において用いることができる組み換えアレルゲンを製造する
ことが可能である(Scheiner und Kraft, 1995, Allergy 50, 384-391)。
【０００７】
組み換えアレルゲンは、慣用の抽出物と比較して、個別のＩｇＥ感作スペクトル(IgE sen
sitisation spectra)の同定を可能にする診断方法において、特別の重要性を達成するこ
とができる。さらに、組み換えアレルゲンに対する特定の遺伝子工学的改変が可能であり
、これは、減少されたアレルギー誘発能力を、調節Ｔヘルパー細胞との反応性は変えずに
達成することを可能にする(Schramm et al., 1999, J. Immunol. 162(4): 2406-2414; Va
lenta et al., 1999, Biol. Chem. 380: 815-24; Singh et al., 1999, Int. Arch. Alle
rgy Immunol. 119: 75-85)。このタイプのアレルゲン変異体は、１型アレルギーの特異的
な免疫療法についての有望な将来の候補である。特に、後者の改変されたアレルゲンは、
本発明の方法の対象である。
【０００８】
これに関して、しばしば用いられる細菌発現系における組み換えアレルゲンおよびアレル
ゲン変異体の生成は、特に重要である。真核(eucaryontic)系と比較して、これらの系は
、高い生成物収量が、短い発現時間のみの後に得られるという利点を提供する。さらに、
これらは、ウイルス汚染および腫瘍遺伝子に関して、薬理学的観点から実質的に危険を有
しない。しかし、細菌発現系におけるこれらの組み換え調製物において、種々の給源から
の主なアレルゲン、例えば１群(Vrtala et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 97: 
781-7)および１３群(Suck et al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 324-332)のイネ科植
物花粉アレルゲン、Ｄｅｒ　ｆ　２ダニアレルゲン(Iwamoto et al., 1996, Int. Arch. 
Allergy Immunol. 109: 356-61)並びにホスホリパーゼＡ２およびヒアルロニダーゼ昆虫
毒素アレルゲン(Soldatova et al., 1998, J. Allergy Clin. Immunol. 101: 691-8; Kuc
hler et al., 1989, Eur. J. Biochem. 184: 249-254)は、宿主細胞中に、封入体として
蓄積する。アレルゲン変異体、例えばカンバ(birch)花粉主要アレルゲンＢｅｔ　ｖ　１
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のフラグメントおよび多量体（フラグメントＡ、フラグメントＢ、Ｂｅｔ　ｖ　１三量体
）もまたこのように挙動するが、改変されていない組み換えＢｅｔ　ｖ　１アレルゲンは
、実質的に可溶性である(Hoffmann-Sommergruber et al., 1997, Prot. Expr. Purific. 
9: 233-39; van Hage-Hansten et al., 1999, J. Allergy Clin. Immunol. 104: 969-7)
。
【０００９】
従って、目的は、「封入体」の形態での組み換えタンパク質、特にアレルゲン、またはア
レルゲン性作用を有するタンパク質の精製を、簡単かつ効率的な方式で可能にし、一方従
来技術の方法の前述の欠点を回避する方法を提供することにあった。さらに、目的は、タ
ンパク質を、これらが、精製中および特に精製の終了時に、これらを、直接かつ他の加工
を伴わずに、医学的または診断的使用のために利用可能にすることができる形態であるよ
うに単離することにあった。
【００１０】
本発明は、実質的に緩衝されていないアルカリ性溶離剤を用いて、発現後に封入体の形態
にある組み換えタンパク質から、効率的な１工程または多工程の、好ましくは１～３工程
の精製方法を介してタンパク質の純粋な形態を導く生化学的精製方法である。
本発明はまた、組み換えタンパク質がその後、最終的な精製工程の後に迅速な中和により
溶液に留まる方法である。同時に、これにより、生理学的媒体が製造される。
【００１１】
この方法は、特に、組み換えアレルゲンおよびアレルゲン変異体の製造のために最適化さ
れている。この方法は、これらの本来的な(primary)発現生成物のための一般的な適用を
示す。従って、封入体として本来的に(primarily)発現される他の起源からのアレルゲン
およびアレルゲン変異体をまた、この方法により精製し、再生し、形成することができる
。
本発明に関して、アレルゲン変異体の用語は、フラグメント、多量体、例えば二量体また
は三量体など、また元のアレルゲンまたはこのフラグメント／多量体の改変を意味するも
のと解釈される。本発明に関して、後者は、１個または２個以上のアミノ酸の挿入、欠失
または置換を有する。
【００１２】
好ましくは、天然に存在せず、ＩｇＥ活性を有しないかまたはＩｇＥ活性が減少している
が、維持されたＴ細胞活性を有する組み換えアレルゲン変異体を用いる。この方法は、特
に、カンバ花粉主要アレルゲンＢｅｔ　ｖ　１のアレルゲン変異体、即ち組み換えフラグ
メントＡ（アミノ酸１～７４）およびＢ（アミノ酸７５～１６４）並びに組み換え三量体
の単離に適する。この方法により製造された組み換えアレルゲンおよびアレルゲン変異体
は、アレルギー性疾患の特異的な免疫療法および診断のための使用に、著しく適する。
【００１３】
　従って、本発明は、細菌発現の後に得られた、発現培地に不溶性のタンパク質凝集体（
「封入体」）からの、可溶性で、生物学的に活性な、直接的な医学的使用に適する生理学
的媒体中に存在する形態での精製組み換えタンパク質の製造方法であって、この方法が、
以下の工程：
（ｉ）分離除去した不溶性のタンパク質凝集体を有機変性試薬に取り込む工程、
（ｉｉ）（ｉ）からの溶液を、本質的に無機の緩衝されていないアルカリ性塩含有溶離剤
を用いた少なくとも１つのクロマトグラフィー工程により精製する工程、および
（ｉｉｉ）溶解され、再生され、かつ生物学的に活性なタンパク質を含む、最終的な精製
工程の後に得られたアルカリ性溶液を中和する工程
により記載することができる、前記方法に関する。
【００１４】
精製のために、本来的に形成された不溶性凝集体を、先ずそれ自体知られている変性試薬
に溶解し、これにより変性させる。好ましいのは、尿素、特に５～１０Ｍの尿素、好まし
くは８Ｍの尿素を用いることである。あるいはまた、他の剤、例えば比較的高度に濃縮さ
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れた水酸化ナトリウムもしくは水酸化カリウム溶液（０．２Ｍ～１Ｍ）または前述のグア
ニジン塩酸塩を、用いることもできる。
他の工程においては、溶解され、変性したタンパク質を、好適なクロマトグラフィー材料
に結合させる。ここで、主に好適なのは、イオン交換体、好ましくは陰イオン交換体であ
る。
【００１５】
本発明において用いられるクロマトグラフィー溶離剤は、本質的に無機の緩衝されていな
いアルカリ性塩含有溶液である。好適な溶離剤は、例えば、ＮａＣｌまたはＫＣｌと一緒
のＮａＯＨまたはＫＯＨの溶液である。所望により、および好ましい態様において、炭酸
水素ナトリウムまたは炭酸水素カリウムを、ｐＨ低下の可能性のために、溶離剤に加える
。好ましい溶離剤は、ＮａＯＨ、ＮａＣｌ、またはＮａＯＨ、ＮａＣｌおよびＮａＨＣＯ

３を含む。水性アルカリ性溶液は、本発明において、５ｍＭ～５０ｍＭ（ｍｏｌ／ｌ）、
好ましくは１５～２５ｍＭ、特に２０ｍＭのＮａＯＨまたはＫＯＨの含量を有する。
【００１６】
塩濃度（例えばＮａＣｌ）は、タンパク質が、イオン交換体材料に強力に結合するように
、最初は比較的低い。本発明の最初の塩濃度は、５～５０ｍＭ、好ましくは１５～３０ｍ
Ｍ、特に２０ｍＭである。これにより、変性剤およびクロマトグラフィー材料に結合しな
いかまたは十分強力に結合しない不純物が除去される。ＮａＨＣＯ３を加えた場合には、
これは、５～１５ｍＭ、好ましくは１１ｍＭの含量を有する。
【００１７】
従って、本発明は、溶解した組み換えタンパク質をクロマトグラフィー材料に結合させ、
変性溶液を、タンパク質の前述の交換体材料への結合を確実にする塩濃度を有する、本質
的に無機の緩衝されていないアルカリ性溶離剤と交換することにより、変性試薬を変性溶
液から除去する、対応する方法に関する。
【００１８】
結合した組み換えタンパク質を溶離させるために、一層高い塩濃度（ＮａＣｌまたはＫＣ
ｌ）を、本発明の方法に従って、他の条件は同一にしてグラジエントにより、連続的に提
供する。約２０ｍＭのＮａＣｌ（ＫＣｌ）（開始値）～０．５ＭのＮａＣｌ（最終値）の
リニアグラジエントを、好ましくは用いる。これにより、所望のタンパク質が回収される
のみならず、またこれは、他の不純物（例えば他のタンパク質）から分離される。
従って、本発明は、結合した組み換えタンパク質が、塩濃度を増加させることにより溶離
され、そしてプロセス中の、不純物から遊離され、ここで塩濃度の増大が、好ましくはグ
ラジエントにより達成されることを特徴とする、対応する方法に関する。
【００１９】
いくつかの場合においては、これの後に、さらなる精製工程を行わなくても十分であり得
る。その理由は、溶離したタンパク質が、要求に従って適切に精製されるからである。こ
のような場合において、以下に一層詳細に記載する中和工程が、すぐに使用できる、活性
なタンパク質を得るために、直接続く。
【００２０】
他の方法では、さらなるクロマトグラフィー工程を、この方法に従って行う。すべての既
知のクロマトグラフィー方法を、ここで一般的に用いることができる。詳細には、これは
、精製されるべき特定のタンパク質の化学的／物理的特性に依存する。好ましくは、特に
、Ｂｅｔ　ｖ　１型のアレルゲンおよびアレルゲン変異体の場合において、さらなる精製
は、疎水性相互作用クロマトグラフィーにより行う。あるいはまた、ゲル濾過をこの代わ
りに行うことができる。
【００２１】
本発明の方法の好ましい態様は、イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマ
トグラフィーおよびゲル濾過を、好ましくは述べた順序で含む、３工程の方法である。し
かし、これは、本発明の方法の限定を意味しない。
従って、本発明はさらに、少なくとも１つのさらなるクロマトグラフィー工程、好ましく



(6) JP 5174312 B2 2013.4.3

10

20

30

40

50

は疎水性相互作用クロマトグラフィーおよび／またはゲル濾過を有する、対応する方法に
関する。
【００２２】
これらのすべての精製工程において、これらが、すでに前に詳細に記載したのと同一の定
性的および定量的組成：ＮａＯＨ、ＮａＣｌおよび好ましくはＮａＨＣＯ３または対応す
るカリウム誘導体、の溶離剤により行われることが、本発明に必須である。塩化ナトリウ
ム成分の濃度のみを、種々の工程において可変的に調整することができる。従って、例え
ば、疎水性相互作用クロマトグラフィーにおいて、高濃度（１～３Ｍ、好ましくは２Ｍ）
から低濃度（３０～１０ｍＭ、好ましくは２０ｍＭ）へのＮａＣｌ（ＫＣｌ）グラジエン
トを用いる。ここで、最終濃度は、最終的に、最後の精製工程の後の所望の塩濃度に依存
する。
【００２３】
この濃度は、本発明において、生理学的に耐用される溶液の濃度であるべきである。例え
ば、ゲル濾過が、好ましい３工程の精製方法における最終的な精製工程である場合には、
約１５０ｍＭのＮａＣｌを用いる。最後に、最終工程の後の塩の所望の最終濃度を、塩の
希釈または添加により制御することができ、これは次に、クロマトグラフィー分離される
標的タンパク質の量に依存する。
【００２４】
最終的な精製工程（この方法の好ましい態様においてはゲル濾過）の後に、溶液を中和す
るか、またはタンパク質を、希酸、好ましくはＨＣｌを加え、ｐＨを６．５～８．０に設
定することにより再生させる。活性な組み換えタンパク質を有する溶液を、ここで、所要
に応じて塩含量（例えばＮａ＋）およびタンパク質含量のさらなる調整の後に、製剤化さ
れた形態で直接用いることができる。
従って、本発明は、中和を、精製が完了した後に、希酸、特に希ＨＣｌを好ましくは用い
て、６．５～８．０のｐＨ範囲において実施することを特徴とする、対応する方法に関す
る。
【００２５】
本発明の方法を、以下に、カンバ花粉主要アレルゲンＢｅｔ　ｖ　１、即ち組み換えフラ
グメントＡ（アミノ酸１～７４）およびＢ（アミノ酸７５～１６４）、および組み換え三
量体のアレルゲン変異体の単離の例を用いて、一層詳細に記載する：
精製のために、本来的に不溶性の凝集体を、好ましくは８Ｍの尿素中で変性させる。ある
いはまた、他の剤、例えば０．２Ｍの水酸化ナトリウム溶液を用いることもできる。
【００２６】
第１のクロマトグラフィー精製工程を、陰イオン交換クロマトグラフィーにより、例えば
ソース（Source）Ｑにおいて実施する。これにおいて、ほとんどのアレルゲンまたはアレ
ルゲン変異体が、支持体に結合し、最初の変性溶液により溶離剤中に移される。アルカリ
性溶離剤により、タンパク質が、溶液に留まる。ＮａＣｌグラジエント溶離により、細菌
不純物および活性成分フラグメントの部分的な除去がもたらされる。
【００２７】
２つのさらなる精製工程、疎水性相互作用クロマトグラフィーおよびゲル濾過において、
予め精製され、平衡化されたアレルゲンまたはアレルゲン変異体は、実質的に、尚残留す
る細菌性不純物から分離される。この目的ために、基本的に、低分子量塩基および変化す
る割合の無機塩からなる同一の溶離剤物質が用いられる。
従って、本発明は、精製されるべき組み換えタンパク質が、温和な条件の下で、精製中に
溶液に保持され、効果的な精製をもたらす、特定の溶離剤系に関する。
【００２８】
最終的なクロマトグラフィー工程の後に、精製された組み換えタンパク質を、本発明に従
って、可溶性形態で単離するか、または対応する酸を用いて溶離剤中に存在する塩基の単
純な中和により再生することができる。溶離剤添加剤の濃度を適切に選択した場合には、
非経口製剤に適する生理学的溶液が形成される。精製された組み換えアレルゲンまたはア
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レルゲン変異体は、これらの既知の物理学的、化学的、免疫学的または生物学的特性によ
り、特に等電点電気泳動、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ並びにアレルギー患者の特異的なモノクロー
ナル抗体およびＩｇＥ抗体により、同定する。溶媒を、ｐＨ測定並びに、Ｎａ＋およびＣ
ｌ－および所望によりＣＯ３－濃度の定量により試験する。これらの方法は、一般的に知
られており、記載されている。本発明において精製され、可溶化された組み換えアレルゲ
ンまたはアレルゲン変異体の収率は、本来的な出発タンパク質を基準として、７５～９５
％である。
【００２９】
このようにして製造されたアレルゲン成分は、患者特異的な感作スペクトルのアレルゲン
成分分解同定(allergen component-resolving identification)の一部として、インビボ
およびインビトロ診断に、ならびにアレルギーの特異的免疫療法に用いることができる。
さらに、貯蔵製剤の形態の医薬製剤を、精製された組み換えタンパク質の転化により製造
することができる。
本発明の方法の好ましい態様を、以下に図式的形態で示す（表１）：
【００３０】

【００３１】
従って、まとめると、以下のことを観察することができる：本発明は、このように、実施
可能な本発明の方法によって、即ちクロマトグラフィー溶離剤の特定の組成、労力および
時間をほとんど要しない、クロマトグラフィー媒体の選択、およびｐＨの特定の設定、即
ち、塩濃度の特定の設定を介して、高度に純粋で、可溶性の組み換えアレルゲンおよびア
レルゲン変異体であって、本来的に不溶性凝集体として生成されるものを単離するための
、技術的および薬理学的に実施可能で、労力および時間をほとんど要しない製造方法を可
能にする。組み換えタンパク質が精製され、再生されるかまたは可溶化される条件が、既
知の方法と比較して、温和であり、薬理学的に好適であるため、活性成分を、アレルギー
性疾患の診断および非経口療法の両方のために用いることができる。
【００３２】
例：
Ｂｅｔ　ｖ　１の可溶性アレルゲン変異体の単離
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（組み換えＢｅｔ　ｖ　１の治療的に有効なアレルゲン変異体である、フラグメントＡお
よびＢ並びにＢｅｔ　ｖ　１三量体）
標準的な方法により精製されたアレルゲン変異体の封入体を、好ましくは、８Ｍの尿素、
２０ｍＭのトリス／ＨＣｌ中で変性させた。完全な変性の後に、濾過、好ましくは０．２
２～０．４５μｍのもの、または遠心分離、好ましくは１０，０００～２０，０００×ｇ
での５～１５分のものを行った。透明にした溶液を、ソース１５Ｑ（ファーマシア(Pharm
acia)）でのイオン交換クロマトグラフィーに用い、支持体材料を、アルカリ性溶液、好
ましくは２０ｍＭのＮａＯＨ、１１ｍＭのＮａＨＣＯ３および２０ｍＭのＮａＣｌで平衡
化した。支持体材料は、１２．０までのｐＨ値において安定でなければならない。
【００３３】
出発溶液の比較的高いｐＨにより、事実上すべての標的タンパク質が、陰イオン交換体に
結合する。例外は、等電点が１１．０より高い、極めてまれなタンパク質である。固定化
されたタンパク質を出発溶液で洗浄することにより、変性溶液（例えば８Ｍの尿素）およ
び薬理学的に不所望な緩衝物質（例えばトリス）が有効に除去される。この方法により、
その後の分離工程を容易にする溶媒への変化が、組み換えタンパク質の可溶性の保持と共
に生じることが確実になる。その後の溶離を、例えば２０ｍＭのＮａＯＨ、１１ｍＭのＮ
ａＨＣＯ３、２０ｍＭのＮａＣｌから２０ｍＭのＮａＯＨ、１１ｍＭのＮａＨＣＯ３、０
．５ＭのＮａＣｌへの上昇するＮａＣｌグラジエントを用いて行い、不純物（宿主細胞タ
ンパク質）および活性成分フラグメントの分離が達成される。
【００３４】
次の、クロマトグラフィー工程は、疎水性相互作用クロマトグラフィーである（フラグメ
ントについてのみ）。この目的ために、工程１からの溶離液を、高モル濃度塩溶液、例え
ば５ＭのＮａＣｌおよび２０ｍＭのＮａＯＨ、１１ｍＭのＮａＨＣＯ３で、標的タンパク
質が結合するように調整した。結合した標的タンパク質の溶離を、低塩または塩非含有ア
ルカリ性溶液、例えば２０ｍＭのＮａＯＨを用いて行った。疎水性相互作用クロマトグラ
フィーに用いる支持体は、同様に、ｐＨ１２までアルカリ性に安定であり、例えばソース
ＰＨＥでなければなれない。
【００３５】
第３の工程として、ゲル濾過、例えばスーパーデックス７５を、アルカリ性条件下で行う
。クロマトグラフィー溶液を、溶離剤中に加えられた塩基の中和により、所望の最終的な
配合、例えば１０ｍＭのＮａＯＨ、１１ｍＭのＮａＨＣＯ３および１４８．４ｍＭのＮａ
Ｃｌがもたらされるように選択する。
【００３６】
ゲル濾過からの溶離液を、用いられている塩基に対応する酸を用いて最終的に中和し、そ
れにより一方で中性のｐＨが達成され、従ってタンパク質が可溶化形態に転化されるかま
たは再生され、他方で所望の塩含量が中和により達成される。こうして、例えば、１０ｍ
ＭのＮａＯＨ、１１ｍＭのＮａＨＣＯ３および１４８．４ｍＭのＮａＣｌを含むゲル濾過
溶液は、１／１０（ｖ／ｖ）の１００ｍＭのＨＣｌを加えることにより、生理的食塩水溶
液に転化される。溶媒は、ｐＨの簡単な測定およびＮａ＋の定量によりテストする。本発
明において、この方法は、このように、最小限の試料処理、短い試料放置時間、専ら薬理
学的に適合性である物質の使用、単一の溶離剤の多種多様な分離原理との適合性および、
時間がかかり、ある状況の下では妥当でない(invalidatable)、例えば透析などの方法の
回避を伴う。
【００３７】
さらに、有効な静菌剤であることが知られている水酸化ナトリウム溶液は、この中に存在
するタンパク質が、微生物により分解されるかまたは汚染されるのを防止する。細菌発現
において問題を生じ得る内毒素は、同様に、有効に除去されるかまたは分解される。前記
したクロマトグラフィー工程の順序および数は、標的タンパク質の特定の生理化学的特性
に依存して変化させることができる。溶液の概略を、表２に示す。
【００３８】



(9) JP 5174312 B2 2013.4.3

10

20

30

ゲル濾過の後の中和／可溶化：
－１／１０容積（最初の混合物を基準として）の１００ｍＭのＨＣｌのゆっくりとした添
加。
例えば１００ｍｌの出発溶液中には、以下のものが含まれる：
１０ｍＭのＮａＯＨ、１４８．４ｍＭのＮａＣｌ、１１ｍＭのＮａＨＣＯ３

中和後の１１０ｍｌ：
１１ｍＭのＮａＨＣＯ３

＊１０／１１＝１０ｍＭのＮａＨＣＯ３

１０ｍＭのＮａＯＨ／ＨＣｌ（ＮａＣｌ）＊１０／１１＝９．１ｍＭのＮａＣｌ
１４８．４ｍＭのＮａＣｌ＊１０／１１＝１３４．９ｍＭのＮａＣｌ
従って、完成した溶液は、１５４ｍＭのＮａ＋、１４４ｍＭのＣｌ－および１０ｍＭのＣ
Ｏ３－から構成される。
【００３９】
【表１】

【００４０】
すべての溶液およびフラクションは、ＲＴで貯蔵した。（ＣＶ＝カラム容積。）
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