
JP 6297029 B2 2018.3.20

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　所望のタンパク質を含むサンプルを精製する方法であって、（ｉ）正に帯電した多孔性
粒子を含む充填されたクロマトグラフィーカラムを提供する工程、（ｉｉ）平衡化緩衝液
を用いて、該サンプル中の該所望のタンパク質が溶出する条件であって、４～９の範囲の
ｐＨ及び０．１ｍＳ／ｃｍ～３０ｍＳ／ｃｍの範囲の伝導率を含む条件に該カラムを平衡
化させる工程、（ｉｉｉ）該カラムに適用されるサンプルの体積が、該カラムの空隙容量
以下の体積からなるように、該サンプルを該カラムと接触させる工程、及び（ｉｖ）該カ
ラムから該所望のタンパク質を溶出する工程を含み、ここで、該所望のタンパク質は、よ
り純粋な状態かつ該カラムが平衡化された条件になっており；該所望のタンパク質は、Ｉ
ｇＧ抗体、ＩｇＧ抗体フラグメント、ＩｇＧ抗体誘導体またはＩｇＧ抗体融合タンパク質
である、方法。
【請求項２】
　前記所望のタンパク質が、ＩｇＧ抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記所望のタンパク質が、ＩｇＧ抗体の電荷特性と類似の電荷特性を有する、Ｆａｂフ
ラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、ミニボディ、ダイアボディ、ＶＨＨドメイン
、Ｆｃ融合タンパク質またはＩｇＧ誘導体からなる群より選択される形態のＩｇＧ抗体に
由来する、請求項１記載の方法。
【請求項４】
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　前記サンプルが、精製されていなくてもよいし、中レベルの純度であってもよいし、高
度に精製されていてもよい、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　該カラムに適用される前記サンプルの体積が、前記カラムの空隙容量の９９％未満の体
積からなる、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　該カラムに適用される前記サンプルの体積が、前記カラムの空隙容量の９５％未満の体
積からなる、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　該カラムに適用される前記サンプルの体積が、前記カラムの空隙容量の９０％未満の体
積からなる、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　該カラムに適用される前記サンプルの体積が、前記カラムの空隙容量の８０％未満の体
積からなる、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　該カラムに適用される前記サンプルの体積が、前記カラムの空隙容量の７０％未満の体
積からなる、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　該カラムに適用される前記サンプルの体積が、前記カラムの空隙容量の１０％未満の体
積からなる、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　該カラムに適用される前記サンプルの体積が、前記カラムの空隙容量の５％未満の体積
からなる、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　前記カラムが、正に帯電した多孔性粒子だけで充填されており、該カラムに適用される
前記サンプルの体積が、該充填されたカラムの空隙容量の４０％未満の体積からなる、請
求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　該サンプル中の該所望のタンパク質が溶出する前記条件が、（１）約６．５～約８．５
、（２）約６．５～約７．５および（３）約７．５～約８．５からなる群より選択される
範囲内のｐＨを含む、請求項１～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　該サンプル中の該所望のタンパク質が溶出する前記条件が、約０．１～約１５ｍＳ／ｃ
ｍの伝導率値を含む、請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記サンプル条件が、およそ２のｐＨ～およそ１０のｐＨの範囲であり得る、請求項１
～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記サンプルの伝導率値が、およそ０．１ｍＳ／ｃｍ～およそ２５０ｍＳ／ｃｍの範囲
であり得る、請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　該サンプル中の該所望のタンパク質が溶出する前記条件が、およそ４のｐＨ～およそ９
のｐＨの範囲を含む、請求項１～１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記平衡化緩衝液の伝導率値が、およそ０．１ｍＳ／ｃｍ～およそ３０ｍＳ／ｃｍの範
囲であり得る、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記正に帯電した多孔性粒子が、陰イオン交換粒子である、請求項１～１８のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２０】
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　前記陰イオン交換粒子が電気陽性度を有し、前記電気陽性度の少なくとも一部が、トリ
ス（２－アミノエチル）アミン、ポリアルギニン、ポリリジン、ポリエチレンイミン、ポ
リアリルアミン、ジエチレンアミノエチル、エチレンジアミノ、第１級アミノ部分、第２
級アミノ部分、第３級アミノ部分および第４級アミノ部分からなる群より選択される部分
によって提供されている、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　前記カラムが、前記電気陽性多孔性粒子のほかに粒子を含む、請求項１～１１のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記電気陽性多孔性粒子および前記さらなる粒子の少なくとも１つが、陽イオン交換、
疎水性相互作用、水素結合、ｐｉ－ｐｉ相互作用および金属キレート化からなる群より選
択される１つ以上の第２の化学的官能基を有する、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、該サンプルを凝集物解離剤と接触
させるさらなる工程を含む、請求項１～２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記凝集物解離剤が、有機カチオンである、請求項２３記載の方法。
【請求項２５】
　前記有機カチオンが、エタクリジン、９－アミノアクリジン（アミナクリン）、３，６
アクリジンジアミン（プロフラビン）、アクリゾルシン、アクリザン（フェナクリダン）
、アクリジンオレンジ、キナクリン、アクリシド、アクリドン、アクリジン－９－カルボ
ン酸、アクラニル（１－［（６－クロロ－２－メトキシ－９－アクリジニル）アミノ］－
３－（ジエチルアミノ）－２－プロパノール二塩酸塩）、フェノサフラニン、フェノキサ
ジン、フェノチアジン、アクリフラビン（３，６－ジアミノ－１０－メチルアクリジニウ
ム塩化物および３，６－アクリジンジアミン）、アルギニンおよびクロルヘキシジンから
なる群より選択される、請求項２４記載の方法。
【請求項２６】
　前記有機カチオンが、エタクリジン、クロルヘキシジン、アルギニンまたはそれらの塩
である、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
　前記有機カチオンが、エタクリジンまたはその塩である、請求項２６記載の方法。
【請求項２８】
　前記有機カチオンが、およそ０．０１％～およそ０．０５％の量で存在する、請求項２
５～２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記有機カチオンが、およそ０．０１％未満の量で存在する、請求項２５～２７のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記有機カチオンが、およそ０．００５％未満の量で存在する、請求項２５～２７のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記有機カチオンが、およそ０．００１％未満の量で存在する、請求項２５～２７のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　前記有機カチオンが、およそ０．０２０～およそ０．０２５％の量で存在する、請求項
２５～２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記サンプルが、前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、エタクリジン、
アルギニンおよびクロルヘキシジンならびにそれらの塩からなる群からの２種以上の有機
カチオンで処理される、請求項２５記載の方法。
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【請求項３４】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に該サンプルを処理するために使用さ
れる前記有機カチオンが、１％未満の濃度で提供される、請求項３３記載の方法。
【請求項３５】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に該サンプルを処理するために使用さ
れる前記有機カチオンが、およそ０．０１％～およそ０．０５％の濃度で提供される、請
求項３３記載の方法。
【請求項３６】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に該サンプルを処理するために使用さ
れる前記有機カチオンが、およそ０．０１％未満の濃度で提供される、請求項３３記載の
方法。
【請求項３７】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に該サンプルを処理するために使用さ
れる前記有機カチオンが、およそ０．００５％未満の濃度で提供される、請求項３３記載
の方法。
【請求項３８】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に該サンプルを処理するために使用さ
れる前記有機カチオンが、およそ０．００１％未満の濃度で提供される、請求項３３記載
の方法。
【請求項３９】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に該サンプルを処理するために使用さ
れる前記有機カチオンが、およそ０．０２０～およそ０．０２５％の濃度で提供される、
請求項３３記載の方法。
【請求項４０】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、非イオン性有機ポリマー、有機溶
媒、界面活性物質およびアラントインからなる群より選択される可溶性有機調節物質と該
サンプルをさらに接触させる、請求項１～３９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、非イオン性有機ポリマー、有機溶
媒、界面活性物質およびアラントインからなる群より選択される可溶性有機調節物質と該
サンプルを接触させ、かつ前記サンプルを前記有機カチオンと接触させる工程の前に、該
サンプルを前記有機調節物質と接触させる工程を行う、請求項２４～３９のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項４２】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、非イオン性有機ポリマー、有機溶
媒、界面活性物質およびアラントインからなる群より選択される可溶性有機調節物質と該
サンプルを接触させ、かつ前記サンプルを前記有機調節物質と接触させる工程を、該サン
プルを前記有機カチオンと接触させる工程と実質的に同時に行う、請求項２４～３９のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、非イオン性有機ポリマー、有機溶
媒、界面活性物質およびアラントインからなる群より選択される可溶性有機調節物質と該
サンプルを接触させ、かつ前記サンプルを前記有機調節物質と接触させる工程を、該サン
プルを前記有機カチオンと接触させる工程の後に行う、請求項２４～３９のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項４４】
　前記有機調節物質が、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコールおよびポリ
ブチレングリコールからなる群より選択される非イオン性有機ポリマーである、請求項４
０～４３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】



(5) JP 6297029 B2 2018.3.20

10

20

30

40

50

　前記非イオン性有機ポリマーが、およそ５００Ｄ以下の平均分子量を有する、請求項４
４記載の方法。
【請求項４６】
　前記有機調節物質が、エチレングリコール、プロピレングリコール、ブチレングリコー
ル、ジメチルスルホキシド、エタノール、イソプロパノールおよびフェノキシエタノール
からなる群より選択される有機溶媒である、請求項４０～４３のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項４７】
　前記有機調節物質が、およそ１％（ｗ／ｖ）以上の濃度で提供される、請求項４０～４
６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４８】
　前記有機調節物質が、Ｔｗｅｅｎ、ｔｒｉｔｏｎ、ＣＨＡＰＳ、ＣＨＡＰＳＯおよびオ
クチルグルコシドからなる群より選択される界面活性物質である、請求項４０～４３のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項４９】
　前記界面活性物質が、およそ１％（ｗ／ｖ）以下の濃度で提供される、請求項４８記載
の方法。
【請求項５０】
　前記界面活性物質が、およそ０．１％（ｗ／ｖ）以下の濃度で提供される、請求項４８
記載の方法。
【請求項５１】
　前記有機調節物質が、飽和量未満の量で提供されるアラントインである、請求項４０～
４３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５２】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、該サンプルを抗ウイルス剤とさら
に接触させる、請求項１～５１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５３】
　前記抗ウイルス剤が、少なくとも１価の正電荷を有する非多価有機カチオンである、請
求項５２記載の方法。
【請求項５４】
　前記抗ウイルス剤が、正電荷を欠く、請求項５２記載の方法。
【請求項５５】
　前記抗ウイルス剤が、およそ１％（ｗ／ｖ）未満の量で存在する、請求項５２～５４の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　前記抗ウイルス剤が、およそ０．１％（ｗ／ｖ）未満の量で存在する、請求項５５記載
の方法。
【請求項５７】
　前記抗ウイルス剤が、およそ０．０１％（ｗ／ｖ）未満の量で存在する、請求項５６記
載の方法。
【請求項５８】
　前記抗ウイルス剤が、およそ０．００１％（ｗ／ｖ）未満の量で存在する、請求項５７
記載の方法。
【請求項５９】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、アラントインが該サンプル中で過
飽和されるのに十分な量で該サンプルを該アラントインと接触させる工程および該サンプ
ルの固体部分または非溶解部分から所望のタンパク質を含む上清を分離する工程というさ
らなる工程を含む、請求項１～５８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６０】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、アラントインが該サンプル中で過
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飽和されるのに十分な量で該サンプルを該アラントインと接触させる工程および該サンプ
ルの固体部分または非溶解部分から所望のタンパク質を含む上清を分離する工程というさ
らなる工程を含み、前記サンプルを前記有機カチオンと接触させる工程の前に、該サンプ
ルを前記アラントインと接触させる工程を行う、請求項２４～５８のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項６１】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、アラントインが該サンプル中で過
飽和されるのに十分な量で該サンプルを該アラントインと接触させる工程および該サンプ
ルの固体部分または非溶解部分から所望のタンパク質を含む上清を分離する工程というさ
らなる工程を含み、前記サンプルを前記アラントインと接触させる工程を、該サンプルを
前記有機カチオンと接触させる工程と実質的に同時に行う、請求項２４～５８のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項６２】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、アラントインが該サンプル中で過
飽和されるのに十分な量で該サンプルを該アラントインと接触させる工程および該サンプ
ルの固体部分または非溶解部分から所望のタンパク質を含む上清を分離する工程というさ
らなる工程を含み、前記サンプルを前記アラントインと接触させる工程を、混合性の化学
的特性の可溶性有機カチオンと該サンプルを接触させる工程の後に行う、請求項２４～５
８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６３】
　前記アラントインが、０．５％（ｗ／ｖ）を超える量で存在する、請求項５９～６２の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項６４】
　前記アラントインが、およそ１％（ｗ／ｖ）を超える量で存在する、請求項６３記載の
方法。
【請求項６５】
　前記サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、不溶性固体を除去するさらなる工
程を含む、請求項１～６４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６６】
　不溶性固体を除去する前記工程が、有機調節物質、抗ウイルス剤または過飽和アラント
インと前記サンプルを接触させる１つ以上の工程の後に行われる、請求項６５記載の方法
。
【請求項６７】
　有機調節物質、抗ウイルス剤または過飽和アラントインと前記サンプルを接触させる１
つ以上の工程の後に、該サンプルに加えられた前記有機調節物質、抗ウイルス剤およびア
ラントインのうちの少なくともいくつかを吸着することができる化学部分を有する固体材
料と該サンプルを接触させる、請求項５２～６６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６８】
　前記固体材料が、前記サンプルに加えられた後に該サンプルから分離される粒子から構
成される、請求項６７記載の方法。
【請求項６９】
　前記固体材料が、前記サンプルが通過する、膜、モノリス、または粒子で充填されたカ
ラムから構成される、請求項６７記載の方法。
【請求項７０】
　前記固体材料上の化学部分が、陽イオン交換、陰イオン交換、疎水性相互作用、水素結
合、ｐｉ－ｐｉ相互作用または金属キレート化のための能力を有する基のうちの１つ以上
を含み得る、請求項６７～６９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７１】
　前記サンプルに加えられた前記有機調節物質、抗ウイルス剤およびアラントインのうち
の少なくともいくつかを吸着することができる化学部分を有する前記固体材料と該サンプ
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ルを接触させる工程の後、かつ該サンプルを前記カラムと接触させる工程の前に、該サン
プルから不溶性固体を分離するかまたは除去するさらなる工程を含む、請求項６７～７０
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７２】
　前記サンプルが、凝集物を含み、所望のタンパク質のより純粋な状態が、該サンプルと
比較して少ない凝集物含有量を有する、請求項１～７１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７３】
　前記凝集物が、所望のタンパク質のホモ凝集物を含む、請求項７２記載の方法。
【請求項７４】
　前記サンプル中の所望のタンパク質のホモ凝集物の存在が、実質的に排除される、請求
項７３記載の方法。
【請求項７５】
　前記凝集物が、所望のタンパク質および夾雑物のヘテロ凝集物を含む、請求項７２記載
の方法。
【請求項７６】
　前記ヘテロ凝集物が、所望のタンパク質と実質的に同じ流体力学的サイズである、請求
項７５記載の方法。
【請求項７７】
　前記夾雑物が、核酸、ヌクレオチド、エンドトキシン、金属イオン、タンパク質、脂質
または細胞培養液成分である、請求項７５記載の方法。
【請求項７８】
　所望のタンパク質および夾雑物のヘテロ凝集物の存在が、実質的に排除される、請求項
７５～７７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７９】
　前記サンプルが、１つ以上の夾雑物を含み、所望のタンパク質のより純粋な状態は、該
サンプルと比較して少ないそのような夾雑物含有量を有する、請求項１～７８のいずれか
一項に記載の方法。
 

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、タンパク質を精製するための方法、より詳細には、抗体およびフラグメント
、フラグメント構築物ならびに抗体に由来するＦｃ融合タンパク質の精製に関する。本発
明はさらに、抗体およびフラグメントのサンプルならびにウイルス、ＤＮＡおよびエンド
トキシンから抗体凝集物（ホモ凝集物）および抗体－夾雑物複合体（ヘテロ凝集物）のレ
ベルを低下させるための方法に関する。本発明はさらに、これらの能力と、所望のレベル
の最終精製を達成する他の精製方法との統合に関する。
【背景技術】
【０００２】
　荷電表面を有する固体材料は、一般にタンパク質精製の分野において、および特に抗体
精製のために、広く使用されている。これらの材料には、通常、いわゆるイオン交換体が
含まれ、それらは、通常、２つの適用形式のうちのいずれかで使用される。結合－溶出（
ｂｉｎｄ－ｅｌｕｔｅ）モードでは、サンプルおよびイオン交換体を、抗体が結合できる
条件に平衡化する。荷電表面と弱くしかまたは全く相互作用しない夾雑物は、結合せず、
排除される。抗体よりも強く相互作用する夾雑物は、より強く結合する。洗浄して未結合
の夾雑物を除去した後、塩濃度を上げることによって、カラムは溶出され得る。これによ
り、結合した種をイオン交換体との相互作用の強度の弱い順で分画することが可能になり
、それにより、高度の抗体精製が達成される。フロースルー（ｆｌｏｗ－ｔｈｒｏｕｇｈ
）モードでは、サンプルとイオン交換体の両方を、抗体の結合を妨げる条件に平衡化する
。抗体よりも強くイオン交換体と相互作用する種は、結合されることにより除去されるが
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、抗体よりも弱く結合する種は、抗体とともに貫流し、夾雑物として残る。ヒト、ヒト化
またはキメラＩｇＧモノクローナル抗体では、ほとんどの結合－溶出法は、陽イオン交換
体（負に帯電した表面）において行われる。ほとんどのフロースルー法は、陰イオン交換
体（正に帯電した表面）において行われる。両方のモードが、カラムに充填されるかもし
くは大量の水性サンプルに直接加えられる多孔性粒子もしくは非多孔性粒子またはモノリ
スもしくは膜を含む種々の固相構造として提供される荷電表面において行われる。これら
の異なる構造は、異なる流動特性、能力および分解能をもたらすが、フロースルークロマ
トグラフィーまたは結合－溶出クロマトグラフィーの典型的な化学特性は、物理フォーマ
ットに関係なく、不変である。両方の方法が、サンプルをカラムに導入する前の条件と同
じ条件にイオン交換体およびサンプルを平衡化することに依存する。
【０００３】
　約１００～約３００ｋＤａのサイズカットオフを有する限外濾過膜の表面上に正電荷が
生成された、高性能タンジェンシャルフロー濾過（Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　
Ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ　Ｆｌｏｗ　Ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）（ＨＰＴＦＦ）と呼ばれる方
法が、記載されている（非特許文献１；特許文献１（ｖａｎ　Ｒｅｉｓ）；非特許文献２
；非特許文献３；非特許文献４；非特許文献５）。粗ＩｇＧモノクローナル抗体のサンプ
ルを、狭い範囲のｐＨおよび伝導率の中に導入すると、ＩｇＧは、膜表面からはじかれ、
ゆえに、孔の通過を妨げられる。夾雑物種の大部分は、表面に結合するかまたは対流質量
輸送（ｃｏｎｖｅｃｔｉｖｅ　ｍａｓｓ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）によって孔を通過し、そ
れにより、排除される。この方法では、抗体の濃縮も可能であるが、そのような濃縮は、
抗体を膜に適用する前に抗体を操作条件に平衡化することに依存する。それらの操作条件
は、一般に、弱アルカリ性から中性付近のｐＨおよび低伝導率からなる。過剰な伝導率は
、静電相互作用を阻止することがあり、膜の孔の通過によるＩｇＧの損失を招くことがあ
る。膜に結合する酸性夾雑物は、膜の電荷を中和するので、この方法の能力は、その酸性
夾雑物の比率によって制限され得る。これにより、抗体斥力が弱わり得るかまたは保留さ
れ得、夾雑物とともに孔を通過することによって抗体を損失させ得る。したがって、従来
のイオン交換体における結合－溶出法およびフロースルー法と同様に、ＨＰＴＦＦも、サ
ンプルの平衡化およびその手法を行う前の操作条件に依存する。現在、ＨＰＴＦＦは、膜
での応用法において単独で使用されている。その流体リサイクルアプローチは、それをモ
ノリスまたは充填された粒子のカラムに適用させることができない可能性がある。
【０００４】
　別の方法は、化学的官能基の組み合わせを有する混合モードのクロマトグラフィー媒体
を使用する（非特許文献６；非特許文献７；非特許文献８）。これらの媒体材料のいくつ
かは、正電荷を含み、イオン交換体と同じフォーマット、すなわち、結合－溶出モードお
よびフロースルーモードであるが、第２の官能基の性質に応じて異なる化学的条件下で適
用される。なおも別の方法は、物理的機能を化学的機能と組み合わせる方法である。その
ような例の１つは、可変のサイズ排除機能を、多孔性粒子陰イオン交換材料とともに使用
する（非特許文献９；非特許文献１０；非特許文献１１；非特許文献１２）。その方法は
、タンパク質の電荷ならびに緩衝液の条件への依存も示しつつ、通常、サイズ依存的様式
での粒子孔へのタンパク質の進入を含む。その方法は、ＩｇＧタイプ抗体に結合し、溶出
するために使用されているが、精製においてまたは抗体凝集物の減少のためには使用され
ていない。
【０００５】
　正に帯電した可溶性ポリマー（ポリアリルアミン、ポリアルギニン）およびある特定の
二価の陽イオン（エタクリジン、金属イオン）は、抗体調製物から負に帯電した夾雑物を
共沈させるために使用されている（非特許文献１３；非特許文献１４；非特許文献１５；
非特許文献１６；特許文献２（Ｆａｒｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）；非特許文献１４；非特
許文献１７；非特許文献１８；特許文献３（Ｂｅｒｎｈａｒｄｔ）；非特許文献１９；非
特許文献２０；非特許文献２１；非特許文献２２；非特許文献２３）。これらの方法は、
正に帯電した粒子に対する液相類似物と考えることができる。そのような方法は、一般に
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バッチモードと称される代替の物理フォーマットで行われ得、そこで、それらのポリマー
は、慎重に制御された狭い範囲内のｐＨおよび伝導率の条件の抗体調製物に直接加えられ
る。そのような変法は、細胞培養上清、ならびにＤＮＡ、エンドトキシンおよびウイルス
から酸性の宿主タンパク質を選択的に沈殿させる際に使用されている。
【０００６】
　指摘されている別の問題は、非天然のヘテロ凝集物が、宿主細胞由来の夾雑物とインビ
トロ細胞培養法によって産生された組換えタンパク質との間で自発的に形成し得ることで
ある（非特許文献２４；非特許文献２５；非特許文献２６；非特許文献２７；非特許文献
２８）。これらのヘテロ凝集物は、２つの観点において非天然であると考えられ得る：１
）構成する夾雑物は、しばしば非ヒト起源であり、生存している非ヒト宿主細胞によって
分泌されるか、または非ヒト宿主細胞は、死滅して溶解すると培養液中に放出される。生
存中のヒトでは、そのような非ヒト夾雑物は、存在しない；および２）構成する夾雑物は
、死細胞の構成成分は迅速に排除されるインビボ系におけるヒトと比較して、高濃度に蓄
積する。したがって、組換え産物は、生体系には通常存在しない濃度において、強く相互
作用する高レベルの夾雑物に曝露される。一方、高発現レベルの組換えタンパク質は、そ
れらをこれらの非ヒト夾雑物との非特異的な会合にとって好適な基質にして、多様な組成
の望ましくないヘテロ凝集物の形成を支持する。
【０００７】
　ヘテロ凝集物の夾雑タンパク質の含有率は、夾雑タンパク質を直接標的化することによ
って（非特許文献２４および非特許文献２７）、ならびに夾雑タンパク質に関わる対応す
るＤＮＡ成分を標的化することによって間接的に（非特許文献２５および非特許文献２８
）、ある程度対処されている。いくつかの複合体が解離されると、抗体凝集物レベルの低
下が示された（非特許文献２４、非特許文献２６および非特許文献２８）。陰イオン交換
体が抗体－夾雑物複合体のレベルを低下させる能力は、開示されている（非特許文献２５
および非特許文献２７）が、ヘテロ凝集物を完全に排除できた陰イオン交換処理を明らか
にした研究は存在しない。サイズ排除、陽イオン交換および疎水性相互作用クロマトグラ
フィーのすべてが、概して陰イオン交換より劣っていた（非特許文献２７）。
【０００８】
　ヘテロ凝集物を解離させると予想され得る作用物質で抗体調製物を処理することは、一
般に効果がないと証明されている。例えば、高濃度の尿素、塩またはそれらの２つの組み
合わせを使用しても、ＩｇＭ－夾雑物ヘテロ凝集物は実質的に解離しない（非特許文献２
７）。溶出前に尿素、アルコールおよび界面活性物質で洗浄するプロテインＡアフィニテ
ィークロマトグラフィーは、洗浄無しよりも効果的にヘテロ凝集物レベルを低下させ（非
特許文献２４）、プロテインＧアフィニティークロマトグラフィーと尿素、塩およびＥＤ
ＴＡを組み合わせる溶出前の洗浄と同程度（非特許文献２６）と示唆されている。溶出前
に尿素で洗浄する陰イオン交換クロマトグラフィーは、尿素洗浄を行わない場合よりも効
果的にヘテロ凝集物を減少させると示唆されている（非特許文献２６）。陽イオン交換ク
ロマトグラフィーは、溶出前にＥＤＴＡで洗浄すると、洗浄無しよりも効果的にヘテロ凝
集物を減少させるとも示唆されている（非特許文献２６）。最後に、溶出前に尿素および
／または塩で洗浄するヒドロキシアパタイトも、そのような洗浄無しよりも効果的にヘテ
ロ凝集物を減少させた（非特許文献２８）。これらの知見にもかかわらず、概して、クロ
マトグラフィーカラムに結合した抗体の溶出前の洗浄において解離剤を使用しても、中程
度にしか成功しなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国特許第７，００１，５５０号明細書
【特許文献２】米国特許出願第２００８０１９３９８１号明細書
【特許文献３】米国特許第５，５５９，２５０号明細書
【非特許文献】
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【００１０】
【非特許文献１】ｖａｎ　Ｒｅｉｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｅｍｂｒ．Ｓｃｉ．（２００７
）２９７：１６－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２】ｖａｎ　Ｒｅｉｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｅｍｂｒ．Ｓｃｉ．（１９９９
）１５９：１３３－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献３】Ｂｏｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ａｄｖ．Ｆｉｌｔｒ．Ｓｅｐ．Ｔｅｃｈｎ
ｏｌ．（１９９９）１３Ａ：５３７－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献４】Ｂｕｒｎｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｅｍｂｒ．Ｓｃｉ．（１９９９）６４
：２７－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献５】Ｍｅｈｔａ　ｅｔ　ａｌ，ＣＥＰ（２００８）１０４（５）：Ｓ１４－
ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献６】Ｅｒｉｋｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ．Ｉｎｔｌ．（
２００９）７：５２－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献７】Ｂｒｅｓｏｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ｂ（２０
１０）８７８：２０８７－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献８】ｄｅ　Ｓｏｕｚａ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ｂ（２０
１０）８７８：５５７－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献９】Ｈｕｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ａ（２０００
）８９７：６５－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１０】Ｈｕｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ａ（２００
０）８９７：８７－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１１】Ｈｕｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ａ（２００
１）９３０：７９－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１２】Ｈｕｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ａ（２００
２）９７１：１０５－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１３】Ｔｈｏｍｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ，ｉｎ：Ｕ．Ｇｏｔｔｓｃｈａｌｋ（ｅ
ｄ．），Ｐｒｏｃｅｓｓ　Ｓｃａｌｅ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ，Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｈｏｂｏｋｅｎ，（２００９）２９３－
ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１４】Ｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ｂ（２０１０）８
７８：７９８－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１５】Ｐｅｒａｍ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇｒ．，（
２０１０）２６：１３２２－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１６】Ｇｌｙｎｎ，，ｉｎ　Ｕ．Ｇｏｔｔｓｃｈａｌｋ（ｅｄ．），Ｐｒｏ
ｃｅｓｓ　Ｓｃａｌｅ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｊ．
Ｔ．Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｈｏｂｏｋｅｎ，（２００９）３０９－ｅｔ　ｓｅ
ｑ．
【非特許文献１７】Ｃｏｒｄｅｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇｒ．，
（１９９０）６：２８３－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１８】Ｄｉｓｓｉｎｇ，ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，（１９
９９），７：２２１－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献１９】Ａｋｃａｓｕ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ，（１９６０）１８７：３
２３－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２０】Ｍａｔｓｕｚａｗａ，ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．
，（２００３）３（３）：１６３－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２１】Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔ．Ｅｘｐｒ．Ｐｕ
ｒｉｆｉ，（２００４）３７：４６８－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２２】Ｋｅｊｎｏｖｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．
，（１９９７）２５：１８７０－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２３】Ｏｎｇｋｕｄｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，（２０１１
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）８３：３９１－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２４】Ｓｈｕｋｌａ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇｒ．（
２００８）２４：１１１５－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２５】Ｌｕｈｒｓ，ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ｂ（２００９
）８７７：１５４３－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２６】Ｍｅｃｈｅｔｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ｂ（
２０１１）８７９：２５８３－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２７】Ｇａｇｎｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ａ，（２０
１１）１２１８：２４０５－ｅｔ　ｓｅｑ．
【非特許文献２８】Ｇａｇｎｏｎ，Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　Ｊ．（２０１０）９（
４）：１４－ｅｔ　ｓｅｑ．
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　ＩｇＧベースの免疫学的構築物を精製するための方法、材料およびキットが提供される
。ある特定の実施形態において、本発明は、所望のタンパク質を含むサンプルを精製する
ための方法を提供し、その方法は、（ｉ）正に帯電した多孔性粒子を含む充填されたクロ
マトグラフィーカラムを提供する工程、（ｉｉ）サンプル中の所望のタンパク質が溶出す
る条件に、充填されたクロマトグラフィーカラムを平衡化させる工程、（ｉｉｉ）充填さ
れたクロマトグラフィーカラムに適用されるサンプル体積が、その充填されたクロマトグ
ラフィーカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間以下であるように、サンプル
をその充填されたクロマトグラフィーカラムと接触させる工程、および（ｉｖ）充填され
たクロマトグラフィーカラムから所望のタンパク質を溶出する工程を含み、ここで、その
所望のタンパク質は、より純粋な状態かつその充填されたクロマトグラフィーカラムが平
衡化された条件になっており；その所望のタンパク質は、ＩｇＧ抗体、ＩｇＧ抗体フラグ
メント、ＩｇＧ抗体誘導体またはＩｇＧ抗体融合タンパク質である。
【００１２】
　前述の実施形態において、所望のタンパク質は、ＩｇＧ抗体の電荷特性と類似の電荷特
性を有する、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、ミニボディ（ｍｉｎｉ
ｂｏｄｙ）、ダイアボディ、ＶＨＨドメイン、Ｆｃ融合タンパク質またはＩｇＧ誘導体か
らなる群より選択される形態のＩｇＧ抗体に由来し得る。
【００１３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプルは、あらかじめ精製されていないこと
がある。
【００１４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプルは、中レベルまたは高レベルの純度へ
の事前の精製工程を経ていることがある。
【００１５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプルの中レベルの純度は、約４０％～約９
０％の純度の範囲内であり得る。
【００１６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプルの高レベルの純度は、約９０％以上の
範囲内であり得る。
【００１７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル中の宿主細胞タンパク質またはＤＮＡ
夾雑物の最初のレベルは、約１００ｐｐｍ～約１０，０００ｐｐｍの範囲内であり得る。
【００１８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル中の全夾雑物の最初のレベルは、約２
００，０００ｐｐｍ～約５，０００，０００ｐｐｍの範囲内であり得る。
【００１９】
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　前述の各実施形態の１つ以上において、所望のタンパク質中の夾雑物の最終レベルは、
約０．１～約１０ｐｐｍの範囲内であり得る。
【００２０】
　前述の各実施形態の１つ以上において、所望のタンパク質中の夾雑物の最終レベルは、
約０．０１～約１ｐｐｍの範囲内であり得る。
【００２１】
　前述の実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、カラム内の正に帯電した多孔性
粒子の粒子間の空間の９９％未満であり得る。
【００２２】
　前述の実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、カラム内の正に帯電した多孔性
粒子の粒子間の空間の９５％未満であり得る。
【００２３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、充填されたクロマトグラフィ
ーカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間の９０％未満であり得る。
【００２４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、充填されたクロマトグラフィ
ーカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間の８０％未満であり得る。
【００２５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、充填されたクロマトグラフィ
ーカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間の７０％未満であり得る。
【００２６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、充填されたクロマトグラフィ
ーカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間の１０％未満であり得る。
【００２７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、充填されたクロマトグラフィ
ーカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間の５％未満であり得る。
【００２８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、充填されたクロマトグラフィ
ーカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間の１％未満であり得る。
【００２９】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル体積は、充填されたクロマトグラフィ
ーカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間の０．１％未満であり得る。
【００３０】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムは、正に
帯電した多孔性粒子だけで充填され得、サンプル体積は、充填されたクロマトグラフィー
カラムの体積の４０％未満であり得る。
【００３１】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル適用条件は、およそ２～およそ１０の
ｐＨの範囲内のｐＨを含む。
【００３２】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムは、およ
そ４～およそ９のｐＨに平衡化され得る。
【００３３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムは、約７
．５～約８．５のｐＨの緩衝液と平衡化され得る。
【００３４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル適用条件は、およそ０．１ｍＳ／ｃｍ
～およそ２５０ｍＳ／ｃｍの範囲内の伝導率を含む。
【００３５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムは、およ
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そ０．１ｍＳ／ｃｍ～およそ３０ｍＳ／ｃｍの伝導率値に平衡化され得る。
【００３６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムは、約０
．１～およそ約１５ｍＳ／ｃｍの伝導率値に平衡化され得る。
【００３７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムは、約８
のｐＨおよび約１ｍＳ／ｃｍ未満のゼロでない伝導率値の緩衝液と平衡化され得る。
【００３８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムは、溶出
物に対して行われるその後の精製工程のためのサンプル適用条件における条件またはその
サンプル適用条件に近い条件に平衡化され得る。
【００３９】
　前述の各実施形態の１つ以上において、正に帯電した多孔性粒子は、陰イオン交換粒子
である。
【００４０】
　前述の各実施形態の１つ以上において、陰イオン交換粒子は、トリス（２－アミノエチ
ル）アミン、ポリアルギニン、ポリリジン、ポリエチレンイミン、ポリアリルアミン、ジ
エチレンアミノエチル、エチレンジアミノ、第１級アミノ部分、第２級アミノ部分、第３
級アミノ部分、第４級アミノ部分、電気陽性種の組み合わせおよびそれらの混合物からな
る群より選択される部分によって提供されている電気陽性度の少なくとも一部である電気
陽性度を有する。
【００４１】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムは、電気
陽性多孔性粒子のほかに他の粒子をさらに含む。
【００４２】
　前述の各実施形態の１つ以上において、電気陽性多孔性粒子または他の粒子の少なくと
も１つは、陽イオン交換、疎水性相互作用、水素結合、ｐｉ－ｐｉ相互作用および金属キ
レート化からなる群より選択される１つ以上の第２の化学的官能基を含む。
【００４３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、本方法は、充填されたクロマトグラフィーカラ
ムとサンプルを接触させる工程の前に、凝集物解離剤（ａｇｇｒｅｇａｔｅ－ｄｉｓｓｏ
ｃｉａｔｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）とサンプルを接触させるさらなる工程をさらに含み得る。
【００４４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、凝集物解離剤は、有機カチオンであり得る。
【００４５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機カチオンは、エタクリジン、９－アミノア
クリジン（アミナクリン）、３，６アクリジンジアミン（プロフラビン）、アクリゾルシ
ン（ａｃｒｉｓｏｒｃｉｎ）、アクリザン（ａｃｒｉｚａｎｅ）（フェナクリダン）、ア
クリジンオレンジ、キナクリン、アクリシド（ａｃｒｉｃｉｄｅ）、アクリドン、アクリ
ジン－９－カルボン酸、アクラニル（ａｃｒａｎｉｌ）（１－［（６－クロロ－２－メト
キシ－９－アクリジニル）アミノ］－３－（ジエチルアミノ）－２－プロパノール二塩酸
塩）、フェノサフラニン、フェノキサジン、フェノチアジン、アクリフラビン（３，６－
ジアミノ－１０－メチルアクリジニウム塩化物および３，６－アクリジンジアミン（ａｃ
ｒｉｄｉｎｅｉｄｉａｍｉｎｅ））、アルギニンおよびクロルヘキシジンからなる群より
選択され得る。
【００４６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機カチオンは、エタクリジン、クロルヘキシ
ジン、アルギニンまたはそれらの塩であり得る。
【００４７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機カチオンは、エタクリジンまたはその塩で
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あり得る。
【００４８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機カチオンは、およそ０．０１％～およそ０
．０５％（ｗ／ｖ）の量で存在し得る。
【００４９】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機カチオンは、およそ０．０１％（ｗ／ｖ）
未満のゼロでない量で存在し得る。
【００５０】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機カチオンは、およそ０．００５％（ｗ／ｖ
）未満のゼロでない量で存在し得る。
【００５１】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機カチオンは、およそ０．００１％（ｗ／ｖ
）未満のゼロでない量で存在し得る。
【００５２】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機カチオンは、およそ０．０２０～およそ０
．０２５％（ｗ／ｖ）の量で存在し得る。
【００５３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプルは、充填されたクロマトグラフィーカ
ラムとサンプルを接触させる工程の前に、エタクリジン、アルギニンおよびクロルヘキシ
ジンならびにそれらの塩からなる群より選択される２種以上の有機カチオンで処理され得
る。
【００５４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムとサンプ
ルを接触させる工程の前にサンプルを処理するために使用される有機カチオンは、１％（
ｗ／ｖ）未満のゼロでない濃度で提供され得る。
【００５５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムとサンプ
ルを接触させる工程の前にサンプルを処理するために使用される有機カチオンは、およそ
０．０１％～およそ０．０５％（ｗ／ｖ）の濃度で提供され得る。
【００５６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムとサンプ
ルを接触させる工程の前にサンプルを処理するために使用される有機カチオンは、およそ
０．０１％（ｗ／ｖ）未満のゼロでない濃度で提供され得る。
【００５７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムとサンプ
ルを接触させる工程の前にサンプルを処理するために使用される有機カチオンは、およそ
０．００５％（ｗ／ｖ）未満のゼロでない濃度で提供され得る。
【００５８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、充填されたクロマトグラフィーカラムとサンプ
ルを接触させる工程の前にサンプルを処理するために使用される有機カチオンは、およそ
０．００１％（ｗ／ｖ）未満のゼロでない濃度で提供され得る。
【００５９】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプルをカラムと接触させる工程の前にサン
プルを処理するために使用される有機カチオンは、およそ０．０２０～およそ０．０２５
％（ｗ／ｖ）の濃度で提供され得る。
【００６０】
　前述の各実施形態の１つ以上において、本方法は、充填されたクロマトグラフィーカラ
ムとサンプルを接触させる工程の前に、非イオン性有機ポリマー、有機溶媒、界面活性物
質およびウレイドからなる群より選択される可溶性有機調節物質（ｓｏｌｕｂｌｅ　ｏｒ
ｇａｎｉｃ　ｍｏｄｕｌａｔｏｒ）とサンプルを接触させる工程をさらに含み得る。
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【００６１】
　前述の各実施形態の１つ以上において、可溶性有機調節物質とサンプルを接触させる工
程は、有機カチオンとサンプルを接触させる工程の前に行われ得る。
【００６２】
　前述の各実施形態の１つ以上において、可溶性有機調節物質とサンプルを接触させる工
程は、有機カチオンとサンプルを接触させる工程と実質的に同時に行われ得る。
【００６３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、可溶性有機調節物質とサンプルを接触させる工
程は、有機カチオンとサンプルを接触させる工程の後に行われ得る。
【００６４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、可溶性有機調節物質は、ポリエチレングリコー
ル、ポリプロピレングリコールおよびポリブチレングリコールからなる群より選択される
非イオン性有機ポリマーを含み得る。
【００６５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、非イオン性有機ポリマーは、およそ５００Ｄ以
下のゼロでない平均分子量を有し得る。
【００６６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、可溶性有機調節物質は、エチレングリコール、
プロピレングリコール、ブチレングリコール、ジメチルスルホキシド、エタノール、イソ
プロパノールおよびフェノキシエタノールからなる群より選択される有機溶媒を含み得る
。
【００６７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、可溶性有機調節物質は、およそ１％（ｗ／ｖ）
以上の濃度で提供され得る。
【００６８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、可溶性有機調節物質は、Ｔｗｅｅｎ、Ｔｒｉｔ
ｏｎ、ＣＨＡＰＳ、ＣＨＡＰＳＯおよびオクチルグルコシドからなる群より選択される界
面活性物質を含み得る。
【００６９】
　前述の各実施形態の１つ以上において、界面活性物質は、およそ１％（ｗ／ｖ）以下の
ゼロでない濃度で提供され得る。
【００７０】
　前述の各実施形態の１つ以上において、界面活性物質は、およそ０．１％（ｗ／ｖ）以
下のゼロでない濃度で提供され得る。
【００７１】
　前述の各実施形態の１つ以上において、可溶性有機調節物質は、飽和量未満の量（ｓｕ
ｂｓａｔｕｒａｔｉｎｇ　ａｍｏｕｎｔ）で提供されるウレイドを含み得る。
【００７２】
　前述の各実施形態の１つ以上において、ウレイドは、尿素、ヒダントインおよびアラン
トインからなる群より選択され得る。
【００７３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、本方法は、充填されたクロマトグラフィーカラ
ムとサンプルを接触させる工程の前に、抗ウイルス剤とサンプルを接触させる工程をさら
に含み得る。
【００７４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、抗ウイルス剤は、少なくとも１価の正電荷を有
する有機カチオンであり得る。
【００７５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、抗ウイルス剤は、正電荷を欠き得る。
【００７６】
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　前述の各実施形態の１つ以上において、抗ウイルス剤は、およそ１％（ｗ／ｖ）未満の
ゼロでない量で存在し得る。
【００７７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、抗ウイルス剤は、およそ０．１％（ｗ／ｖ）未
満のゼロでない量で存在し得る。
【００７８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、抗ウイルス剤は、およそ０．０１％（ｗ／ｖ）
未満のゼロでない量で存在し得る。
【００７９】
　前述の各実施形態の１つ以上において、抗ウイルス剤は、およそ０．００１％（ｗ／ｖ
）未満のゼロでない量で存在し得る。
【００８０】
　前述の各実施形態の１つ以上において、本方法は、充填されたクロマトグラフィーカラ
ムとサンプルを接触させる工程の前に、ウレイドがサンプル中で過飽和されるのに十分な
量でサンプルをウレイドと接触させる工程およびサンプルの固体部分または非溶解部分か
ら所望のタンパク質を含む上清を分離する工程というさらなる工程をさらに含み得る。
【００８１】
　前述の各実施形態の１つ以上において、ウレイドとサンプルを接触させる工程は、有機
カチオンとサンプルを接触させる工程の前に行われ得る。
【００８２】
　前述の各実施形態の１つ以上において、ウレイドとサンプルを接触させる工程は、有機
カチオンとサンプルを接触させる工程と実質的に同時に行われ得る。
【００８３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、過飽和ウレイドとサンプルを接触させる工程は
、混合性の化学的特性の可溶性有機カチオンとサンプルを接触させる工程の後に行われる
。
【００８４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、ウレイドは、尿素、尿酸、ヒダントイン、アラ
ントイン、アルクロキサ（ａｌｃｌｏｘａ）、アルジオキサ、ヘモカン（ｈｅｍｏｃａｎ
ｅ）、ウレイドヒダントイン、５－ウレイドヒダントイン、グリオキシルウレイド（ｇｌ
ｙｏｘｙｌｕｒｅｉｄｅ）、グリオキシル酸ジウレイド、２，５－ジオキソ－４－イミダ
ゾリジニル尿素およびプリンからなる群より選択され得る。
【００８５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、ウレイドは、アラントインを含み得る。
【００８６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、ウレイドは、尿酸を含み得る。
【００８７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、アラントインは、０．５％（ｗ／ｖ）を超える
量で存在し得る。
【００８８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、アラントインは、およそ１％（ｗ／ｖ）を超え
る量で存在し得る。
【００８９】
　前述の各実施形態の１つ以上において、尿酸は、０．００２５％（ｗ／ｖ）を超える量
で存在し得る。
【００９０】
　前述の各実施形態の１つ以上において、尿酸は、およそ０．０１％（ｗ／ｖ）を超える
量で存在し得る。
【００９１】
　前述の各実施形態の１つ以上において、尿酸は、およそ０．１％（ｗ／ｖ）を超える量
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で存在し得る。
【００９２】
　前述の各実施形態の１つ以上において、尿酸は、およそ１％（ｗ／ｖ）を超える量で存
在し得る。
【００９３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、本方法は、充填されたクロマトグラフィーカラ
ムとサンプルを接触させる工程の前に、不溶性固体を除去するさらなる工程をさらに含み
得る。
【００９４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、不溶性固体を除去する工程は、有機調節物質、
抗ウイルス剤または過飽和ウレイドのうちの１つ以上とサンプルを接触させる工程の後に
行われ得る。
【００９５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、有機調節物質、抗ウイルス剤または過飽和ウレ
イドのうちの１つ以上とサンプルを接触させた後に、そのサンプルは、そのサンプルに加
えられた有機調節物質、抗ウイルス剤およびウレイドのうちの少なくともいくつかを吸着
することができる化学部分を有する固体材料と接触され得る。
【００９６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、固体材料は、サンプルに加えられた後にサンプ
ルから分離される粒子から構成され得る。
【００９７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、固体材料は、サンプルが通過し得る、膜、モノ
リス、または粒子で充填されたカラムから構成され得る。
【００９８】
　前述の各実施形態の１つ以上において、固体材料上の化学部分は、陽イオン交換、陰イ
オン交換、疎水性相互作用、水素結合、ｐｉ－ｐｉ相互作用または金属キレート化のため
の能力を有する基のうちの１つ以上を含み得る。
【００９９】
　前述の各実施形態の１つ以上において、本方法は、サンプルに加えられた有機調節物質
、抗ウイルス剤およびウレイドのうちの少なくともいくつかを吸着することができる化学
部分を有する固体材料とサンプルを接触させる工程の後、かつ充填されたクロマトグラフ
ィーカラムとサンプルを接触させる工程の前に、サンプルから不溶性固体を分離するかま
たは除去するさらなる工程をさらに含み得る。
【０１００】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプルは、凝集物を含み得、所望のタンパク
質のより純粋な状態は、そのサンプルと比較して少ない凝集物含有量を有する。
【０１０１】
　前述の各実施形態の１つ以上において、凝集物は、所望のタンパク質のホモ凝集物を含
み得る。
【０１０２】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプル中の所望のタンパク質のホモ凝集物の
存在は、本明細書中に開示される方法を行うことによって、実質的に排除され得る。
【０１０３】
　前述の各実施形態の１つ以上において、凝集物は、所望のタンパク質および夾雑物のヘ
テロ凝集物を含み得る。
【０１０４】
　前述の各実施形態の１つ以上において、ヘテロ凝集物は、所望のタンパク質と実質的に
同じ流体力学的サイズであり得る。
【０１０５】
　前述の各実施形態の１つ以上において、夾雑物は、核酸、ヌクレオチド、エンドトキシ
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ン、金属イオン、タンパク質、脂質、細胞培養液成分またはそれらの組み合わせであり得
る。
【０１０６】
　前述の各実施形態の１つ以上において、所望のタンパク質および夾雑物のヘテロ凝集物
の存在は、本明細書中に開示される方法を行うことによって、実質的に排除され得る。
【０１０７】
　前述の各実施形態の１つ以上において、サンプルは、１つ以上の夾雑物を含み得、所望
のタンパク質のより純粋な状態は、本明細書中に開示される方法を行った結果としてのサ
ンプルと比較して少ないそのような夾雑物含有量を有する。
【０１０８】
　前述の実施形態のいずれかに係る方法を簡便に行うためのキットが提供され得る。
【０１０９】
　本明細書中に開示される実施形態は、主にＩｇＧタイプ抗体およびそれらのヘテロ凝集
物に関して例証され得るが、当業者は、様々な実施形態が他のタンパク質（例えば、Ｉｇ
Ｍタイプおよび他の抗体、ヒストンタンパク質、ならびに有益なことには、他の任意のア
ルカリ性タンパク質）の精製に適用可能であることを理解するだろう。これらおよび他の
利点は、当業者によって認識されるだろう。
【図面の簡単な説明】
【０１１０】
【図１】図１は、カラム体積の３５％のサンプル体積でＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑに適用さ
れた、濾過された細胞培養上清（ＣＣＳ）（左パネル）およびプロテインＡで精製された
ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ（右パネル）のクロマトグラムを並べて示している（両方のカラ
ムが、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０に平衡化された）。実線は、ＵＶ吸光度を示して
いる。破線は、伝導率を示している。
【図２】図２は、ＮａＣｌの非存在下のｐＨに応じた（左パネル）、およびｐＨ８．０に
おける塩濃度に応じた（右パネル）、本発明の方法による宿主細胞タンパク質の減少を示
しているプロットを示している。実線および黒菱形は、適用されたｔｒａｓｔｕｚｕｍａ
ｂ細胞培養上清の値を表している。破線および白菱形は、適用されたプロテインＡで精製
されたｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂの値を表している。黒三角は、本発明の方法を行う前の細
胞培養上清中の宿主細胞タンパク質を示している。白三角は、プロテインＡで精製された
サンプル中の宿主細胞タンパク質を示している。
【図３】図３は、細胞培養上清由来の濾過されたｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ（左パネル）、
細胞培養上清の空隙容量分画（ｖｏｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ－ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ）
（中央パネル）および陽イオン交換に続く空隙容量分割（ｖｏｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ－ｐａ
ｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ）によって精製されたｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ（右パネル）の分析
用サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）のプロファイルを示している。
【図４】図４は、パパイン消化されたＲｉｔｕｘａｎの分画の分析用ＳＥＣプロファイル
に続いて、空隙容量分割の後の第１および第２のピークの分析用ＳＥＣプロファイルを示
している。ＳＥＣプロファイル中の数値は、単位が分の溶出時間を表している。実線は、
ＵＶ吸光度である。破線は、伝導率である。
【図５】図５は、空隙容量分割に不適な陰イオン交換体による損なわれた抗体分割を示す
ＳＥＣプロファイルを示している。ＱＦＦ：Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏ
ｗ。ＦＤＨＣ：Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＤＥＡＥ　ＨｉｇｈＣａｐ。Ｐ５０ＨＱ：ＰＯＲＯ
Ｓ　５０　ＨＱ。実線は、ＵＶ吸光度である。破線は、伝導率である。
【図６】図６は、塩濃度に応じたｐＨ逸脱のプロットを示している。５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
，ｐＨ８．０に平衡化されたＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑ。プロテインＡ精製されたｔｒａｓ
ｔｕｚｕｍａｂ。実線：ＵＶ吸光度。単純な破線：伝導率。複雑な破線：ｐＨ。約１３ｍ
Ｌから始まる伝導率のピークは、適用された抗体サンプル中の塩からのものである。約４
５ｍＬから始まる伝導率の上昇は、２．０Ｍ　ＮａＣｌ浄化工程と対応する。
【発明を実施するための形態】
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【０１１１】
　ある特定の実施形態において、本発明は、電気陽性多孔性粒子で充填されたカラムに関
し、そのカラムにおいて、抗体は、孔からの立体的排除とは無関係な静電反発の力もしく
は孔からの立体的排除を伴う静電反発の力によって、または孔からの立体的排除だけによ
って、粒子の間の空間（すなわち、粒子間の空間または隙間）に実質的に排除され得る。
このことにより、抗体は、もっぱらではないにしても実質的に隙間を通ってカラムを通過
し得る。特に、立体的排除とは、孔の内部に正に帯電したリガンドを配置することによっ
て発揮される物理的抵抗に抗体分子が打ち勝つことを妨げる条件下では、それらの抗体分
子は孔隙に入ることができない機序のことを指す。夾雑タンパク質（抗体を産生した宿主
細胞から生じるタンパク質を含む）、ＤＮＡフラグメント、ならびに塩、非イオンおよび
双性イオンの種を含む細胞培養液成分の多くは、粒子の孔に入ることができ、このことは
、いかなる特定の理論にも拘束されるものではないが、カラムを通るそれらの輸送を遅ら
せると考えられており、緩衝液がカラムを貫流するとき、より速く移動するＩｇＧからそ
れらを分離させる。ＤＮＡ、エンドトキシン、ウイルスおよび多くのタンパク質を含む酸
性夾雑物は、電気陽性表面への結合によって、さらに遅れ得る。この方法により、サンプ
ル条件に関係なく、ほとんどの夾雑物の化学的特徴に関係なく、および抗体がカラムを通
るのを推進するサンプル適用の直後に適用される緩衝液の組成に関係なく、とりわけＩｇ
Ｇの効果的な分画が可能になることが見出されている。ある特定の実施形態において、本
発明が、広範囲の条件（ｐＨ、塩濃度、伝導率など）において行われ得ること、およびゆ
えに、それらの条件が、所望のＩｇＧ抗体またはフラグメントの製造および精製の過程に
おける本発明の方法の前または後のプロセスとともに本発明の方法を簡便に行うために選
択され得ることは、本発明の利点である。ある特定の実施形態において、これらの独特の
操作の特徴および結果は、サンプル適用を、カラム内の正に帯電した粒子の粒子間体積を
超えない体積に限定することによって達成される。さらに、いくつかの実施形態において
、本方法は、非多孔性粒子、膜またはモノリスを含む他のタイプの正に帯電した材料には
適用されないし、正に帯電した多孔性もしくは非多孔性粒子または可溶性の正に帯電した
ポリマーをサンプル内に分散させることによって適用されることもない。もっと正確に言
えば、本発明の好ましい実施形態において、本方法は、多孔性粒子の充填されたカラムを
用いて行われる。
【０１１２】
　ある特定の実施形態において、本発明のある特定の方法の固有の分画能力は、カラムが
、それらのさらなる官能基によって抗体が保持されないかまたは有意に遅れないようにす
る条件に平衡化される限り、カラム床内の粒子にさらなる表面官能基を含めることによっ
て高められ得ることがさらに見出されている。そのような官能基としては、負に帯電した
基、疎水性基、ｐｉ－ｐｉ結合基、水素結合基または金属キレート基が挙げられ得るが、
これらに限定されない。これらのさらなる官能基は、正に帯電した基と同じ化学構造上、
正に帯電した基と同じ多孔性粒子上、または多孔性もしくは非多孔性であり得る異なる粒
子上に存在し得る。さらなる粒子を含めることによって第２の官能基が加えられる場合、
適用され得るサンプルの体積は、そのカラム内の正に帯電した多孔性粒子だけの間に存在
し得る粒子間の空間に対応する体積に限定される。この体積は、カラム内の正に帯電した
多孔性粒子の、重力によって定まる体積の約４０％と推定され得るが、粒子床が物理的に
圧縮されている場合、それより小さい可能性があり、その体積は、実験によって定量的に
決定され得る。
【０１１３】
　ある特定の実施形態において、本発明は、本方法によって、サンプル中の抗体凝集物の
比率を実質的に低下させることが可能であるという利点を提供する。凝集物は、天然の抗
体と同じ電荷特性を有すると予想されるので、これは、驚くべきことである。ゆえに、凝
集物は、天然の抗体と同時に溶出すると予想される。いかなる特定の理論にも拘束される
ものではないが、ある特定の実施形態において、本発明の方法は、凝集物を分離するので
はなく、凝集物を解離させると考えられる。
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【０１１４】
　ある特定の実施形態において、凝集物の減少は、凝集物の解離を促進する作用物質でサ
ンプルを前処理することによって、さらに高められ得る。そのような作用物質としては、
特に、エタクリジンなどの多価陽イオンが挙げられ、さらに、とりわけ、高濃度の塩、ウ
レイド、アミノ酸、非イオン性有機ポリマー、有機溶媒および界面活性物質を含む様々な
有機調節物質が挙げられ得る。それらの解離剤は、本方法の通例の実施中に、サンプル中
の他の小分子とともに除去される。実験データから、正に帯電した凝集物解離剤でのサン
プル前処理に続く、上に記載されたようなカラムへのサンプルの適用の組み合わせは、い
ずれかの方法だけよりも高い程度の凝集物の減少を達成すると示唆される。抗ウイルス剤
（例えば、塩化ベンザルコニウム、メチレンブルーおよびトリ（ｎ－ブチル）ホスフェー
ト）を含むがこれに限定されない他の有機化合物または無機化合物が、ウイルス不活性化
などであるがこれに限定されない他の目的のために加えられ得る。
【０１１５】
　ある特定の実施形態において、本発明は、所望のタンパク質を含むサンプルを精製する
ための方法を提供し、その方法は、（ｉ）正に帯電した多孔性粒子を含む充填されたクロ
マトグラフィーカラムを提供する工程、（ｉｉ）サンプル中の所望のタンパク質が溶出す
る条件にそのカラムを平衡化させる工程、（ｉｉｉ）そのカラムに適用されるサンプル体
積が、そのカラム内の正に帯電した多孔性粒子の粒子間の空間以下であるように、サンプ
ルをそのカラムと接触させる工程、（ｉｖ）そのカラムから所望のタンパク質を溶出する
工程を含み、ここで、その所望のタンパク質は、より純粋な状態かつそのカラムが平衡化
された条件になっており；その所望のタンパク質は、ＩｇＧ抗体、ＩｇＧ抗体フラグメン
ト、ＩｇＧ抗体誘導体またはＩｇＧ抗体融合タンパク質である。
【０１１６】
　ある特定の実施形態において、所望のタンパク質は、ＩｇＧ抗体であるか、またはＩｇ
Ｇ抗体の電荷特性と類似の電荷特性を有する、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラ
グメント、ミニボディ、ダイアボディ、ＶＨＨドメイン、Ｆｃ融合タンパク質またはＩｇ
Ｇ誘導体などの形態のＩｇＧ抗体に由来する。ある特定の実施形態において、サンプルは
、精製されていなくてもよいし、中レベルの純度であってもよいし、高度に精製されてい
てもよい。
【０１１７】
　他の実施形態において、抗体は、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡもしくはＩｇＥ、またはそれ
らの抗体の誘導体の形態（例えば、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、
ＳｃＦＶ）；あるいは複雑な構築物（例えば、Ｆｃ融合タンパク質または免疫複合体）で
あり得る。
【０１１８】
　ある特定の実施形態において、粒子間の空間は、サンプルの体積のおよそ２倍より大き
い。ある特定の実施形態において、電気陽性多孔性粒子を含むカラムの一部の粒子間の空
間は、サンプル体積より大きい。ある特定の実施形態において、カラムが、正に帯電した
多孔性粒子だけで充填されるとき、サンプル体積は、充填されたカラムの体積の約４０％
以下であり；ある特定の実施形態において、カラムが、正に帯電した多孔性粒子および他
の粒子で充填されるとき、サンプル体積は、カラム内の重力によって定まる正に帯電した
多孔性粒子の体積の約４０％以下である。
【０１１９】
　ある特定の実施形態において、カラムに充填された正に帯電した（ｐｏｓｉｔｉｖｅｌ
ｙ　ｃｈａｒｇｅ）多孔性粒子の粒子間の空間は、サンプルとほぼ同じ体積、またはサン
プル体積より１０％大きいか、またはサンプルよりも２０、３０、４０、５０、６０、７
０、８０、９０もしくは１００％大きいか、またはサンプルよりも１．５倍もしくは２倍
もしくは２．５倍もしくは３倍もしくは４倍もしくは５倍もしくはそれ以上大きい。
【０１２０】
　ある特定の実施形態において、カラムは、サンプルをカラムと接触させる前に、平衡化
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緩衝液と平衡化される。ある特定のそのような実施形態において、カラムは、およそ４～
およそ９のｐＨに平衡化される。ある特定のそのような実施形態において、カラムは、約
６．５～約７．５のｐＨの緩衝液と平衡化される。ある特定の実施形態において、カラム
は、およそ１ｍＳ／ｃｍ～およそ３０ｍＳ／ｃｍ伝導率値に平衡化される。ある特定の実
施形態において、カラムに対するｐＨ、塩濃度および伝導率の条件は、電気陽性多孔性粒
子と所望のタンパク質以外のサンプル由来成分との静電相互作用が実質的に保留されるよ
うに選択される。平衡化緩衝液およびまたは溶出緩衝液に対するｐＨ、塩濃度および伝導
率の条件は、本発明のある特定の実施形態において、電気陽性多孔性粒子と所望のタンパ
ク質以外のサンプル由来成分との静電相互作用が実質的に保留されるように選択され得る
。ある特定の実施形態において、平衡化されたカラムの伝導率は、約０．１～約１５ｍＳ
／ｃｍである。ある特定の実施形態において、カラムは、溶出物に対して行われるその後
の精製工程のためのサンプル適用条件における条件またはそのサンプル適用条件に近い条
件に平衡化され得る。
【０１２１】
　ある特定の実施形態において、サンプルの条件は、およそ２のｐＨ～およそ１０のｐＨ
の範囲であり得る。ある特定のそのような実施形態において、サンプルの伝導率値は、お
よそ０．１ｍＳ／ｃｍ～およそ２５０ｍＳ／ｃｍの範囲であり得る。ある特定の実施形態
において、サンプルの条件は、およそ２のｐＨ～およそ１０のｐＨの範囲であり得、ある
特定の実施形態において、サンプルの条件の伝導率値は、およそ０．１ｍＳ／ｃｍ～およ
そ２５０ｍＳ／ｃｍの範囲であり得る。
【０１２２】
　ある特定の実施形態において、溶出条件は、およそ２のｐＨ～およそ１０のｐＨの範囲
であり得る。ある特定のそのような実施形態において、サンプルの直後に適用される緩衝
液の伝導率は、およそ０．１ｍＳ／ｃｍ～およそ２５０ｍＳ／ｃｍの範囲であり得る。あ
る特定の実施形態において、サンプルの直後に適用される緩衝液は、サンプルまたは平衡
化緩衝液よりも低い伝導率を有する。ある特定の実施形態において、サンプルの直後に適
用される緩衝液は、サンプルまたは平衡化緩衝液よりも高い伝導率を有する。
【０１２３】
　ある特定の実施形態において、カラム平衡化緩衝液は、約８．０のｐＨおよび１ｍＳ／
ｃｍ未満の伝導率（例えば、５０ｍＭ以下の濃度の、塩が加えられていないＴｒｉｓによ
って媒介される）であり得る。いくつかの実施形態において、Ｔｒｉｓの濃度は、約２０
ｍＭ～約５０ｍＭの範囲内であり得る。
【０１２４】
　ある特定の実施形態において、サンプルの直後に適用される緩衝液は、平衡化緩衝液と
同じ組成を有し得る。ある特定の実施形態において、サンプルの後に適用される緩衝液は
、平衡化緩衝液とは異なる組成を有し得る。ある特定の実施形態において、サンプルの直
後に適用される緩衝液は、正に帯電した粒子に結合され得る負に帯電した材料を除去する
目的で、平衡化緩衝液よりも一層高い伝導率であり得る。
【０１２５】
　ある特定の実施形態において、その後の使用サイクルのための調製においてカラムを浄
化するために過剰な塩または他の添加物がサンプルに含められ得る。そのような添加物は
、その手法によって達成される純度およびまたは凝集物減少の程度が高まるという結果と
ともに、抗体と夾雑物種との間の非特異的な相互作用を解離させるという有益な効果も媒
介し得ることが理解されるだろう。
【０１２６】
　ある特定の実施形態において、正に帯電した多孔性粒子は、陰イオン交換粒子である。
ある特定のそのような実施形態において、陰イオン交換粒子は、第１級アミノ基、第２級
アミノ基、第３級アミノ基、第４級アミノ基、エチレンジアミノ、ジエチルアミノエチル
（ｄｉｅｔｈｙａｍｉｎｏｅｔｈｙｌ）、第３級アミノエチル、第４級アミノエチル、ト
リス（２－アミノエチル）アミン、ポリアリルアミン、ポリアルギニン、ポリリジンまた
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はポリエチレンイミンなどの部分によって部分的に付与される電気陽性度を有する。ある
特定の実施形態において、カラムは、電気陽性多孔性粒子のほかに粒子を含む。ある特定
の実施形態において、電気陽性多孔性粒子およびさらなる粒子の少なくとも１つは、陽イ
オン交換、疎水性相互作用、水素結合、ｐｉ－ｐｉ相互作用および金属キレート化からな
る群より選択される１つ以上の第２の化学的官能基を有する。
【０１２７】
　ある特定の実施形態において、上記手法は、粒子の孔内に荷電基の密なネットワークを
形成し、その結果、そのネットワークが、強い負電荷を欠くタンパク質の進入を物理的に
妨害するかまたは妨げる、いわゆるグラフトされたリガンドを利用する。
【０１２８】
　ある特定の実施形態において、上記手法は、ＩｇＧまたはそのフラグメントの効果的な
進入を妨げる孔サイズを有する正に帯電した多孔性粒子クロマトグラフィー媒体を利用す
る。ＩｇＧまたはそのフラグメントの進入を妨げる際に有用な例示的な孔サイズとしては
、ＩｇＧまたはそのフラグメントのサイズに応じて、約１０ｎｍ～約１００ｎｍの範囲（
その間の任意の値およびその小数部を含む）が挙げられる。当業者は、１、２、３、４、
５、６、７、８または９ｎｍを含むがこれらに限定されない１０ｎｍ未満の孔サイズも使
用され得ることを理解するだろう。同様に、当業者は、１２０、１５０、２００、３００
および５００ｎｍ（その間の任意の値およびその小数部を含む）を含むがこれらに限定さ
れない１００ｎｍより大きい孔サイズが使用され得ることも理解するだろう。当業者は、
精製される抗体またはそのフラグメントに基づく孔サイズの適切な選択を認識するだろう
。そのような多孔性粒子は、サンプル体積全体またはそのより少ない任意の比率を構成し
得る。
【０１２９】
　ある特定の実施形態において、本発明は、サンプルをカラムと接触させる工程の前に、
凝集物解離剤とサンプルを接触させるさらなる工程を提供する。ある特定のそのような実
施形態において、凝集物解離剤は、有機カチオンである。ある特定の実施形態において、
そのような有機カチオンは、エタクリジン、９－アミノアクリジン（アミナクリン）、３
，６アクリジンジアミン（プロフラビン）、アクリゾルシン、アクリザン（フェナクリダ
ン）、アクリジンオレンジ、キナクリン、アクリシド、アクリドン、アクリジン－９－カ
ルボン酸、アクラニル（１－［（６－クロロ－２－メトキシ－９－アクリジニル）アミノ
］－３－（ジエチルアミノ）－２－プロパノール二塩酸塩）、フェノサフラニン、フェノ
キサジン、フェノチアジン、アクリフラビン（３，６－ジアミノ－１０－メチルアクリジ
ニウム塩化物および３，６－アクリジンジアミン）またはクロルヘキシジンであり得る。
ある特定の実施形態において、有機カチオンは、アルギニン、エタクリジンもしくはクロ
ルヘキシジンまたはそれらの塩である。本発明のある特定の態様において、有機カチオン
は、エタクリジンまたはその塩である。ある特定のそのような実施形態において、有機カ
チオンは、およそ０．０１％～およそ０．０５％の量、またはおよそ０．０１％未満のゼ
ロでない量、またはおよそ０．００５％未満のゼロでない量、またはおよそ０．００１％
未満のゼロでない量、またはおよそ０．０２０～およそ０．０２５％の量で存在する。
【０１３０】
　ある特定の実施形態において、サンプルは、サンプルをカラムと接触させる工程の前に
、アルギニン、エタクリジンおよびクロルヘキシジンおよびそれらの塩からなる群からの
２種以上の有機カチオンで処理される。ある特定のそのような実施形態において、サンプ
ルをカラムと接触させる工程の前にサンプルを処理するために使用される有機カチオンは
、１％未満のゼロでない濃度、またはおよそ０．０１％～およそ０．０５％の濃度、また
はおよそ０．０１％未満のゼロでない濃度、またはおよそ０．００５％未満のゼロでない
濃度、またはおよそ０．００１％未満のゼロでない濃度、またはおよそ０．０２０～およ
そ０．０２５％の濃度で提供される。
【０１３１】
　ある特定の実施形態において、サンプルは、さらに、サンプルをカラムと接触させる工
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程の前に、非イオン性有機ポリマー、有機溶媒、界面活性物質およびウレイドからなる群
より選択される可溶性有機調節物質と接触される。ある特定のそのような実施形態におい
て、有機調節物質とサンプルを接触させる工程は、サンプルを有機カチオンと接触させる
工程の前に、行われる。他の実施形態では、有機調節物質とサンプルを接触させる工程は
、有機カチオンとサンプルを接触させる工程と実質的に同時に行われる。他の実施形態で
は、有機調節物質とサンプルを接触させる工程は、有機カチオンとサンプルを接触させる
工程の後に行われる。ある特定のそのような実施形態において、有機調節物質は、ポリエ
チレングリコール、ポリプロピレングリコールおよびポリブチレングリコールからなる群
より選択される非イオン性有機ポリマーである。ある特定のそのような実施形態において
、非イオン性有機ポリマーは、およそ５００Ｄ以下の平均分子量を有する。ある特定のそ
のような実施形態において、有機調節物質は、エチレングリコール、プロピレングリコー
ル、ブチレングリコール、ジメチルスルホキシド、エタノールおよびフェノキシエタノー
ルからなる群より選択される有機溶媒である。ある特定のそのような実施形態において、
有機調節物質は、およそ１％（ｗ／ｖ）以上の濃度で提供される。
【０１３２】
　ある特定の実施形態において、有機調節物質は、Ｔｗｅｅｎ、ｔｒｉｔｏｎ、ＣＨＡＰ
Ｓ、ＣＨＡＰＳＯおよびオクチルグルコシドからなる群より選択される界面活性物質であ
る。ある特定のそのような実施形態において、界面活性物質は、およそ１％（ｗ／ｖ）以
下のゼロでない濃度またはおよそ０．１％（ｗ／ｖ）以下のゼロでない濃度で提供される
。ある特定の実施形態において、有機調節物質は、飽和量未満の量で提供されるウレイド
である。ある特定のそのような実施形態において、ウレイドは、尿素、ヒダントインまた
はアラントインである。
【０１３３】
　ある特定の実施形態において、サンプルは、サンプルをカラムと接触させる工程の前に
、抗ウイルス剤とさらに接触される。ある特定のそのような実施形態において、抗ウイル
ス剤は、非多価有機カチオン（例えば、塩化ベンザルコニウム、メチレンブルー、トリ（
ｎ－ブチル）ホスフェートまたはオクタン酸（カプリル酸としても知られる））である。
ある特定のそのような実施形態において、抗ウイルス剤は、およそ１％（ｗ／ｖ）未満の
ゼロでない量、またはおよそ０．１％（ｗ／ｖ）未満のゼロでない量、またはおよそ０．
０１％（ｗ／ｖ）未満のゼロでない量、またはおよそ０．００１％（ｗ／ｖ）未満のゼロ
でない量で存在する。
【０１３４】
　ある特定の実施形態において、本発明は、サンプルをカラムと接触させる工程の前に、
ウレイドがサンプル中で過飽和されるのに十分な量でサンプルをウレイドと接触させる工
程およびサンプルの固体部分または非溶解部分から所望のタンパク質を含む上清を分離す
る工程というさらなる工程を含む。ある特定のそのような実施形態において、ウレイドと
サンプルを接触させる工程は、サンプルを有機カチオンと接触させる工程の前に、行われ
る。他の実施形態では、ウレイドとサンプルを接触させる工程は、有機カチオンとサンプ
ルを接触させる工程と実質的に同時に行われる。なおも他の実施形態では、ウレイドとサ
ンプルを接触させる工程は、混合性の化学的特性の可溶性有機カチオンとサンプルを接触
させる工程の後に行われる。ある特定のそのような実施形態において、ウレイドは、尿素
、尿酸、ヒダントイン、アラントイン、アルクロキサ、アルジオキサ、ヘモカン、ウレイ
ドヒダントイン、５－ウレイドヒダントイン、グリオキシルウレイド、グリオキシル酸ジ
ウレイド、２，５－ジオキソ－４－イミダゾリジニル尿素またはプリンである。ある特定
のそのような実施形態において、ウレイドは、アラントインまたは尿酸である。ウレイド
がアラントインである、ある特定の実施形態において、アラントインは、０．５％（ｗ／
ｖ）を超える量またはおよそ１％（ｗ／ｖ）を超える量で存在する。ウレイドが尿酸であ
る、ある特定の実施形態において、尿酸は、０．００２５％（ｗ／ｖ）を超える量、また
はおよそ０．０１％（ｗ／ｖ）を超える量、またはおよそ０．１％（ｗ／ｖ）を超える量
、またはおよそ１％（ｗ／ｖ）を超える量、またはおよそ１０％（ｗ／ｖ）を超える量で
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存在する。
【０１３５】
　ある特定の実施形態において、本発明は、サンプルをカラムと接触させる工程の前に、
不溶性固体を除去するさらなる工程を含む方法を提供する。ある特定のそのような実施形
態において、不溶性固体を除去する工程は、有機調節物質、抗ウイルス剤または過飽和ウ
レイドとサンプルを接触させる工程の１つ以上の工程の後に行われる。ある特定の実施形
態において、有機調節物質、抗ウイルス剤または過飽和ウレイドとサンプルを接触させる
工程の１つ以上の工程の後に、そのサンプルは、そのサンプルに加えられた有機調節物質
、抗ウイルス剤およびウレイドのうちの少なくともいくつかを吸着することができる化学
部分を有する固体材料と接触される。ある特定のそのような実施形態において、固体材料
は、サンプルに加えられた後にサンプルから分離される粒子から構成されるか、または固
体材料は、サンプルが通過する、膜、モノリス、もしくは粒子で充填されたカラムから構
成される。ある特定のそのような実施形態において、固体材料上の化学部分は、陽イオン
交換、陰イオン交換、疎水性相互作用、水素結合、ｐｉ－ｐｉ相互作用または金属キレー
ト化のための能力を有する基の１つ以上を含み得る。ある特定の実施形態において、本発
明は、サンプルに加えられた有機調節物質、抗ウイルス剤およびウレイドのうちの少なく
ともいくつかを吸着することができる化学部分を有する固体材料とサンプルを接触させる
工程の後、かつサンプルをカラムと接触させる工程の前に、サンプルから不溶性固体を分
離するかまたは除去するさらなる工程を含む方法を提供する。
【０１３６】
　ある特定の実施形態において、サンプルは、凝集物を含み、本方法を行うことによって
生じた所望のタンパク質のより純粋な状態は、そのサンプルと比較して少ない凝集物含有
量を有する。ある特定のそのような実施形態において、凝集物は、所望のタンパク質のホ
モ凝集物を含み、ある特定のそのような実施形態において、サンプル中の所望のタンパク
質のホモ凝集物の存在は、実質的に排除される。ある特定の実施形態において、凝集物は
、所望のタンパク質および夾雑物のヘテロ凝集物を含み、ある特定のそのような実施形態
において、そのヘテロ凝集物は、所望のタンパク質と実質的に同じ流体力学的サイズであ
る。ある特定のそのような実施形態において、夾雑物は、核酸、ヌクレオチド、エンドト
キシン、金属イオン、タンパク質、脂質または細胞培養液成分である。ある特定のそのよ
うな実施形態において、所望のタンパク質および夾雑物のヘテロ凝集物の存在は、実質的
に排除される。
【０１３７】
　ある特定の実施形態において、本発明は、サンプルが１つ以上の夾雑物を含む方法を提
供し、ここで、その方法を行うことによって生じた所望のタンパク質のより純粋な状態は
、そのサンプルと比較して少ないそのような夾雑物含有量を有する。例えば、いくつかの
実施形態において、夾雑物が凝集物である場合、その凝集物の濃度は、下記の実施例１～
１０において実証されるように、約２０％から約０．１％に低下され得る。いくつかの実
施形態において、遊離した軽鎖夾雑物などのいくつかの夾雑物は、例証実施例１３および
１４に示されるように、検出限界において名目上は排除され得る。同様に、宿主細胞タン
パク質、ＤＮＡ、エンドトキシンおよびウイルスの９９％の減少は、例えば、実施例２０
および２１に示されるように、本発明の方法によって排除され得る。本発明の方法は、当
該分野で公知の従来の精製方法に好ましく匹敵する。例えば、実施例２３に示されるよう
に、プロテインＡによるＨｅｒｃｅｐｔｉｎ精製において、１２３ｐｐｍという宿主細胞
タンパク質の濃度を達成することができた。対照的に、本発明の方法は、宿主細胞の含有
量を約３ｐｐｍに減少させることができた。
【０１３８】
　ある特定の実施形態において、本発明は、本発明の方法を簡便に行うためのキットを提
供し、そのキットは、本発明を行うために必要な材料のいくつかまたはすべてを、好まし
くは、本発明の方法を行うために好都合な量および濃度で備える。そのようなキットは、
そのキットに提供されている材料を使用するための指示書も備え得る。
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【０１３９】
　以下の用語は、本発明がより容易に理解され得るように定義される。さらなる定義は、
詳細な説明全体を通して示される。
【０１４０】
　「凝集物」とは、生理学的条件において安定であり、広範囲のｐＨおよび伝導率の条件
にわたって安定なままであり得る、２つ以上の分子の会合のことを指す。凝集物は、少な
くとも１つの生体分子（例えば、タンパク質、核酸または脂質）および別の分子または金
属イオンを含むことが多い。会合は、任意のタイプまたは任意の組み合わせの化学的相互
作用を通じて生じ得る。抗体の凝集物は、２つのカテゴリーに分類され得る：「ホモ凝集
物」とは、２つ以上の抗体分子の安定な会合のことを指し；「ヘテロ凝集物」とは、１つ
以上の抗体分子と１つ以上の非抗体分子との安定な会合のことを指す。非抗体成分は、ヌ
クレオチド、エンドトキシン、金属イオン、タンパク質、脂質または細胞培養液成分から
なる群からのもう１つの実体からなり得る。
【０１４１】
　「抗体」とは、免疫グロブリン、その複合体またはフラグメントの形態のことを指す。
その用語には、天然の形態または遺伝的に改変された形態（集合的に「抗体誘導体」、例
えば、ヒト化抗体、ヒト抗体、一本鎖抗体、キメラ抗体、合成抗体、組換え抗体、ハイブ
リッド抗体、変異抗体、グラフト抗体およびインビトロ産生抗体）を含む、ヒトまたは他
の哺乳動物の細胞株に由来するＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭクラスのポ
リクローナルまたはモノクローナル抗体が含まれ得るが、これらに限定されない。「抗体
」には、免疫グロブリン部分を含む融合タンパク質を含むがこれに限定されない複合体の
形態も含まれ得る。例示的な抗体融合タンパク質としては、他の抗体と融合された抗体、
他の標的に対する結合特異性を有する他のタンパク質と融合された抗体、または治療的、
イメージングもしくは診断的な価値を有する他のタンパク質との融合物が挙げられるがこ
れらに限定されない。「抗体」には、それらが抗原結合機能を保持するか否かに関係なく
、抗体フラグメント（例えば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆｄ、ｄＡｂ
、Ｆｃおよび他の組成物）も含まれ得る。
【０１４２】
　特に、「ＩｇＧ抗体」とは、免疫グロブリン、その複合体、フラグメントまたは誘導体
の形態のことを指す。その用語には、天然の形態または遺伝的に改変された形態（例えば
、ヒト化抗体、ヒト抗体、一本鎖抗体、キメラ抗体、合成抗体、組換え抗体、ハイブリッ
ド抗体、変異抗体、グラフト抗体およびインビトロ産生抗体）を含む、ヒトまたは他の哺
乳動物の細胞株に由来する任意のサブクラスのポリクローナルまたはモノクローナル抗体
が含まれ得るが、これらに限定されない。その用語には、それらが抗原結合機能を保持す
るか否かに関係なく、抗体フラグメント（例えば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ｓｃ
Ｆｖ、Ｆｄ、ｄＡｂ、Ｆｃ、ＶＨＨ、ミニボディ、ダイアボディおよび他の組成物）も含
まれ得る。その用語には、免疫グロブリン部分を含む融合タンパク質を含むがこれに限定
されない複合体の形態も含まれ得る。
【０１４３】
　「カラム平衡化」とは、クロマトグラフィー媒体で充填されたカラムにおいて、所望の
緩衝液の安定した等しい分配を達成することを指す。平衡時、カラム出口において計測さ
れる溶離剤のｐＨ、伝導率およびＵＶ吸収は、カラム入口に導入される溶離剤と実質的に
同一である。
【０１４４】
　「カラム体積」とは、カラムと呼ばれる通常、円筒形のデバイス内に充填された粒子の
総体積のことを指す。カラム体積という用語は、３つの部分（空隙容量として公知の粒子
間の空間である部分、孔体積として公知の孔内の体積、およびマトリックス体積と称され
ることが多い粒子の固体マトリックスによって占有される体積）から構成される、いわゆ
る総カラム体積に対応すると通常、理解される。
【０１４５】
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　「伝導率値」とは、電解質溶液が電気を通す能力のことを指す。電解質の溶液の伝導率
は、例えば、固定された距離だけ離れた２つの電極間の溶液の抵抗を測定することによっ
て計測され得る。
【０１４６】
　「夾雑物」とは、所望の抗体などの所望のタンパク質の純度を低下させる任意の望まれ
ない無機または有機実体のことを指す。夾雑物には、所望のタンパク質を伴う凝集物、特
に、ヘテロ凝集物を形成し得る実体が含まれる。本発明の方法は、そのような凝集物の有
効な解離をもたらすことにより、その凝集物を形成する夾雑物から所望のタンパク質が回
収され得る。例示的な夾雑物としては、タンパク質、ＤＮＡ、細胞成分などが挙げられる
。他の夾雑物は、前の精製工程において使用された試薬を含み得る。
【０１４７】
　「電気陽性多孔性粒子」または「正に帯電した多孔性粒子」とは、おおよそ球状であっ
てもよいし、そうでなくてもよく、任意のサイズの孔を有し得る、不溶性固体のことを指
す。必要に応じて、粒子は、１０ミクロン未満から１００ミクロン超の範囲のサイズであ
り得、平均孔サイズは、１０ｎｍ未満（マイクロ多孔性）から１００ｎｍ超（マクロ多孔
性）の範囲であり得る。粒子の電気陽性度は、アミノ、エチレンジアミノ、ジエチルアミ
ノエチル、ポリアリルアミン、ポリエチレンイミンのような弱陰イオン交換基、第４級ア
ミノ基などの強陰イオン交換基、組み合わされた弱－強交換体、例えば、ポリリジン、ポ
リアルギニンもしくはトリス（２－アミノエチル）アミン、ジエチレントリアミン、トリ
エチレンテトラミン、テトラエチレンペンタミン、ポリプロピレンイミンテトラアミン、
ＰＡＭＡＭデンドリマー（エチレンジアミンコア）または前述の任意の組み合わせを含む
がこれらに限定されない化学基によって付与され得る。正に帯電した表面に混合性の化学
的特性をもたらす第２の官能基は、負もしくは正に帯電した基、疎水性基、ｐｉ－ｐｉ結
合基、水素結合基または金属キレート基からなり得る。第２の官能基は、粒子を合成する
製造材料もしくは製造プロセスの偶然の副産物として電気陽性の粒子上に存在し得るか、
またはそれらの第２の官能基は、意図的な設計によって存在し得る。第２の官能基の濃度
は、１ミリ当量／ｍＬ粒子未満から１００ミリ当量／ｍＬ超の範囲であり得る。電気陽性
多孔性粒子という用語には、陰イオン交換体および耐塩性の陰イオン交換体と称される市
販の多孔性粒子クロマトグラフィー材料が含まれ、電気陽性である、いわゆる混合モード
のクロマトグラフィー材料が含まれ得る。
【０１４８】
　「エンドトキシン」とは、溶解されると細胞から放出されるグラム陰性菌の外膜に存在
する毒性の熱安定性リポ多糖物質のことを指す。エンドトキシンは、リン酸残基およびカ
ルボキシル残基が高含有量であることに起因して、一般に酸性であり得、リピドＡ領域の
脂肪酸含有量に起因して、高度に疎水性であり得る。エンドトキシンは、水素結合の広範
な機会を提供し得る。
【０１４９】
　「粒子間体積」または「空隙容量」とは、粒子自体によって占有されていないカラム内
の体積；粒子の間の空間のことを指す。これは、カラムの空隙容量と称されることが多い
。類似のサイズのおおよそ球状の粒子の場合、それらの粒子が、力学的手段によって物理
的に圧縮されるのではなく、重力によって定着されるとき、空隙容量は、通常、それらの
粒子で充填されたカラムの約４０％を構成する。
【０１５０】
　「孔体積」とは、多孔性粒子の孔の内部の体積のことを指す。それらの孔は、正に帯電
した基が主に孔の壁に分布していて、物理的に遮られていない可能性があるか、または孔
の内部に存在するポリマーのネットワーク上もしくはそのネットワーク内に分布している
正に帯電した基で部分的に遮られている可能性がある。孔が、部分的に遮られている場合
、見かけ上の妨害の程度は、抗体もしくは他のサンプル成分の電荷特性によって、ならび
に／またはｐＨおよび伝導率などの緩衝液の条件に応じて、変動し得る。
【０１５１】
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　「非イオン性有機ポリマー」とは、荷電基を欠く連結された有機繰り返しサブユニット
から構成される天然に存在するまたは合成の炭化水素のことを指す。それは、直鎖状であ
り得るか、主に直鎖状でいくらか分枝状であり得るか、または主に分枝状であり得る。本
発明を行うのに適した例としては、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリプロピレン
グリコールおよびポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）が挙げられるがこれらに限定されない
。ＰＥＧは、構造式ＨＯ－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ）ｎ－Ｈを有する。例としては、１００
ダルトン未満から１０００ダルトン超の範囲の平均ポリマー分子量を有する組成が挙げら
れるが、これに限定されない。
【０１５２】
　「有機カチオン」とは、少なくとも１価の正電荷を有し、かつ複数の正電荷を含み得る
、天然起源または合成起源の有機分子、有機カチオンまたは有機塩のことを指す。有機カ
チオンは、負電荷も有し得るが、その結果、正味の正電荷または正味の中性電荷を有する
。有機カチオンが、正味の正である場合、その有機イオンは、陰イオン（例えば、塩素イ
オン、臭素イオン、硫酸イオン、有機酸、乳酸イオン、グルコン酸イオンおよび本方法と
不適合でない他の任意の陰イオン）とともに提供されてもよい。ある特定の実施形態にお
いて、有機カチオンのある特定の正電荷は、アミン、イミドまたは他の窒素部分によって
供給される。有機カチオンは、さらに、混合性の化学的特性であり得、疎水性残基、他の
官能性部分を含み、かつ／または他のタイプの化学的相互作用に関与する能力（例えば、
水素結合、疎水性相互作用、ｐｉ－ｐｉ結合、金属配位およびインターカレーションに関
与する能力を含む）を有し得る。ある特定の実施形態において、有機カチオンの例として
は、アミノ酸、ジアミノ酸、クロルヘキシジンおよびエタクリジンが挙げられるがこれら
に限定されない。エタクリジンのバリアントおよび誘導体は、９－アミノアクリジン（ア
ミナクリン）、３，６アクリジンジアミン（プロフラビン）、アクリゾルシン、アクリザ
ン（フェナクリダン）、アクリジンオレンジ、キナクリン、アクリシド、アクリドン、ア
クリジン－９－カルボン酸、アクラニル（１－［（６－クロロ－２－メトキシ－９－アク
リジニル）アミノ］－３－（ジエチルアミノ）－２－プロパノール二塩酸塩）、フェノサ
フラニン、フェノキサジン、フェノチアジン、アクリフラビン（３，６－ジアミノ－１０
－メチルアクリジニウム塩化物および３，６－アクリジンジアミン）およびそれらの塩（
例えば、塩化物、臭化物、硫酸塩、乳酸塩、グルコン酸塩）を含むと理解される。有機カ
チオンは、主要な静電的官能基が正である限り、他の化学基および官能基を含んでもよい
。
【０１５３】
　「有機調節物質」とは、精製されるべき所望のタンパク質の凝集物の解離を促進するこ
とによって、凝集物の混入を減少させ得る有機化合物、または他の試薬とともに凝集物の
混入を減少させるのを助け得る有機化合物のことを指す。有機調節物質としては、とりわ
け、塩、ウレイド、アミノ酸、非イオン性有機ポリマー、有機溶媒および界面活性物質が
挙げられ得るがこれらに限定されない。
【０１５４】
　「有機溶媒」とは、液体状態で存在する、天然に存在するまたは合成の有機化合物のこ
とを指す。本発明を行うのに適した例としては、エチレングリコール、プロピレングリコ
ール、ジメチルスルホキシド、エタノールおよびフェノキシエタノールが挙げられるがこ
れらに限定されない。
【０１５５】
　「ポリヌクレオチド」とは、鎖として共有結合的に結合された複数のヌクレオチドモノ
マーから構成される生体高分子のことを指す。ＤＮＡ（デオキシリボ核酸）およびＲＮＡ
（リボ核酸）は、ポリヌクレオチドの例である。ポリヌクレオチドは、水素結合を形成す
る高い傾向を有し得る。
【０１５６】
　「タンパク質」とは、炭素、水素、酸素、窒素、および通常は硫黄を含み、主に、ペプ
チド結合によって連結された１本以上のアミノ酸鎖から構成される、複雑な有機高分子の
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任意の群のことを指す。タンパク質は、天然起源または組換え起源であり得る。タンパク
質は、グリコシル化、ペグ化または他の化学部分との結合体化などによって、非アミノ酸
部分で修飾され得る。タンパク質の例としては、抗体、凝固因子、酵素およびペプチドホ
ルモンが挙げられるがこれらに限定されない。
【０１５７】
　「タンパク質調製物」とは、目的のタンパク質を含む任意の水溶液またはほぼ水性の溶
液（例えば、細胞を含む細胞培養回収物、（実質的に）無細胞の細胞培養上清、または精
製段階由来の目的のタンパク質を含む溶液）のことを指す。
【０１５８】
　「サンプル適用条件」とは、所望のタンパク質を含むサンプルが、どのようにして供給
されるかを指し、例えば、サンプル濃度、溶離剤の伝導率などが挙げられる。サンプル適
用条件は、通常、次の精製のためにカラムが平衡化される条件に対して選択され得る。
【０１５９】
　「固体材料」とは、粒状、結晶性、重合体、繊維状、多孔性の中空繊維状、一体構造ま
たは膜状の性質であり得る不溶性の有機固体のことを指す。固体材料は、非多孔性粒子も
しくは多孔性粒子、多孔性膜、多孔性繊維または多孔性モノリスからなり得る。それらの
粒子は、粒状である場合、おおよそ球状であってもよいし、そうでなくてもよく、１００
ｎｍ未満から１００ミクロン超の範囲のサイズであり得る。多孔性粒子の平均孔サイズは
、約１０ｎｍ未満（マイクロ多孔性）から約１００ｎｍ超（マクロ多孔性）の範囲であり
得る。膜における平均孔サイズは、１００ｎｍ未満から１ミクロン超の範囲であり得る。
膜またはモノリスにおける平均チャネルサイズは、１ミクロン未満から１０ミクロン超の
範囲であり得る。固体材料はさらに、例えば、粒子が、網状マトリックスの中に埋め込ま
れているか、膜の間にはさまれているか、またはその両方である、複合構造からなり得る
。
【０１６０】
　「過飽和ウレイド」とは、特定のタンパク質調製物において一般的な条件下でその最大
溶解度を超過した量のウレイドを含む溶液のことを指す。ある特定の実施形態において、
本発明は、そのようなウレイドのいくらかの割合が、サンプルに溶解されない形態で存在
するようなそのようなサンプルに対する条件下において、そのようなサンプルにおけるそ
のようなウレイドの溶解度を超える量でウレイドが存在する、サンプルを提供する。
【０１６１】
　「界面活性物質」は、一般に、疎水性部分および親水性部分を組み入れている（それら
により、両親媒性と称される）あるクラスの有機分子などの「界面活性剤」を含む。界面
活性物質は、水溶液中での十分な濃度において、水との接触を最小にするために中心に集
中した疎水性部分および水との接触を最大にするために外側に向かって放射状に広がる親
水性部分を有するクラスターに自己会合し得る。生物学的調製物、特に、疎水性の特性を
有するかまたは疎水性の特性の領域を有する材料を含む生物学的調製物の存在下において
、界面活性物質の疎水性部分は、疎水性材料のいくつかの部分と自発的に会合する傾向お
よび界面活性物質の親水性部分の影響によって溶解度を高める傾向がある。それらは、異
なる疎水性材料の間（両方ともが水性溶媒に溶解されている）で生じる疎水性相互作用を
調節するためにも使用され得る。本発明のある特定の実施形態を行うために適した界面活
性物質の例としては、非イオン性界面活性物質、例えば、ポリソルベート界面活性物質（
例えば、Ｔｗｅｅｎ２０であるポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウレートお
よびＴｗｅｅｎ８０であるポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレエート）およ
びＴｒｉｔｏｎ（例えば、ポリエチレングリコールｐ－（１，１，３，３－テトラメチル
ブチル）－フェニルエーテル）および双性イオン界面活性物質（例えば、ＣＨＡＰＳ（３
－［（３－コールアミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－１－プロパンスルホネート）
、ＣＨＡＰＳＯ（３－［（３－コールアミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－２－ヒド
ロキシ－１－プロパンスルホネート））およびオクチルグルコシド（例えば、（２Ｒ，３
Ｓ，４Ｓ，５Ｒ，６Ｒ）－２－（ヒドロキシメチル）－６－オクトキシオキサン－３，４
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，５－トリオール）が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１６２】
　「ウレイド」とは、１つ以上の尿素部分またはその誘導体を含む天然起源または合成起
源の環式または非環式の有機分子のことを指す。ある特定の実施形態において、本発明は
、ウレイド（例えば、尿素、尿酸、ヒダントイン、アラントイン（ＣＡＳ番号９７－５９
－６；アルクロキサ、アルジオキサ、ヘモカン、ウレイドヒダントイン、５－ウレイドヒ
ダントイン、グリオキシルウレイド、グリオキシル酸ジウレイド、２，５－ジオキソ－４
－イミダゾリジニル尿素）、プリンおよびそれらの誘導体）を提供する。ある特定の実施
形態において、本発明は、式Ｒ－ＣＯ－ＮＨ－ＣＯ－ＮＨ２またはＲ－ＣＯ－ＮＨ－ＣＯ
－ＮＨ－ＣＯ－Ｒ’またはＲ’Ｒ”ＮＨ－ＣＯ－ＮＲ”’Ｒ””（ここで、関連する「Ｒ
基」は、Ｈまたは任意の有機部分であり得る）の有機分子を提供する。
【０１６３】
　「ウイルス」または「ビリオン」とは、ＲＮＡコアもしくはＤＮＡコア、タンパク質コ
ート、およびより複雑なタイプでは、取り囲んでいるエンベロープから構成され、生存し
ている宿主、主に細菌、植物および動物の細胞内だけで複製する、超顕微鏡的（直径おお
よそ２０～３００ｎｍ）で代謝的に不活性な感染物質のことを指す。
【０１６４】
　ある特定の実施形態において、抗体は、サンプル適用の前にカラムを平衡化させた緩衝
液と同じ緩衝液において溶出され得る。そのような実施形態において、本発明は、そのカ
ラムが、サンプルが存在している緩衝液を最初の配合から他の方法によるその後の処理に
より適した配合に交換する目的のために使用され得るという利点を提供し得る。サンプル
が最初に存在する緩衝液の組成は、抗体の損傷を回避する必要性以外によって制限されな
いが、カラム平衡化緩衝液の組成は、かなりの比率のその抗体を正に帯電した粒子に結合
させるのに十分なレベルにおいて、抗体に対して負電荷をもたらさない範囲内でなければ
ならない。適切な平衡化条件は、正に帯電した多孔性粒子の選択および特異的抗体の特定
の特徴に従って変動する。通常、カラム平衡化条件は、０．１ｍＳ／ｃｍ未満から３０ｍ
Ｓ／ｃｍ超の伝導率値および４．０未満から９．０超のｐＨ値の範囲であり得るが、これ
らに限定されない。
【０１６５】
　夾雑物レベルを低下させることが本手法の目的である、ある特定の実施形態において、
抗体を正に帯電した粒子に実質的に結合させない、最も高いｐＨおよび／または最も低い
伝導率を使用することが有益だろう。最も高いｐＨおよび／または最も低い伝導率の目安
は、抗体の溶解度および安定性の要件に従って加減され得ることが理解されるだろう。
【０１６６】
　ある特定の実施形態において、電気陽性の粒子が、さらなる化学的官能基を有する場合
、本方法を行うために、より低いｐＨ値を使用すること、または粒子の表面と抗体との相
互作用力を調節する添加物を含めることが、必要または有益であり得る。最も単純なその
ようなバリアントは、ＮａＣｌまたは他の塩を加えることであり得る。最も効果的なレベ
ルは、種々のＮａＣｌ上昇（例えば、２５ｍＭ、５０ｍＭ、１００ｍＭ、２００ｍＭなど
）を評価することによって、実験的に決定され得る。いったん、有効な範囲が決定された
ら、それは、より細かい上昇においてまたはいわゆる実験計画法（ＤｏＥ）などの統計学
的方法を用いて行われるその後の実験を用いて洗練され得る。代替の塩、ならびに、とり
わけ、糖、カオトロープ、有機溶媒および界面活性物質を含む他の添加物もまた考えられ
得る。様々なｐＨ値との組み合わせとともに、添加物の組み合わせもまた、評価され得る
。
【０１６７】
　ある特定の実施形態において、カラム内に存在する正に帯電した粒子は、単一のタイプ
、または多孔性粒子と非多孔性粒子との組み合わせもしくは異なる孔サイズを有する多孔
性粒子の組み合わせを含む複数のタイプであり得る。本発明が、異なるサイズの孔を有す
る粒子の組み合わせを使用する場合、１つのサブセットの粒子は、抗体を物理的に排除す
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るサイズの孔を有し得、別のサブセットは、抗体を排除しない孔サイズを有し得る。その
ような場合において、抗体を排除しない程度に十分大きい孔を有するサブセットは、強い
負電荷を欠く抗体による孔への進入を物理的に妨害するようにリガンドを提供し得る。
【０１６８】
　ある特定の実施形態において、本方法の緩衝液交換能力は、それが、特に、その後の処
理方法を干渉し得る低分子量のサンプル成分を除去するという利点を提供する。これによ
り、本発明のある特定の実施形態の予期しない別の特徴が明らかになる。エタクリジンは
、非常に有効な凝集物解離剤であるので、正に帯電した多孔性粒子の表面からはじかれる
と予想される。しかしながら、エタクリジンは、ＩｇＧ抗体と同時に溶出しない。ポリエ
チレンイミンなどの他の正に帯電した添加物および他のカチオン性ポリマーは、予想通り
はじかれ、ある特定の実施形態ではＩｇＧと同時に溶出するが、それらは、負に帯電した
粒子を少しずつ増加させてカラム内で電気陽性多孔性粒子と混合することによって、Ｉｇ
Ｇと比べて選択的に保持され得る。
【０１６９】
　ある特定の実施形態において、本発明の方法は、ＩｇＧと類似の電荷特性を組み入れ得
る、ＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２などのＩｇＧフラグメントならびにミニボディ、ダイア
ボディ、いわゆる一本鎖ＶＨＨドメイン、Ｆｃ融合タンパク質および他のＩｇＧ誘導体構
築物の精製に対して、等しい有効性で適用され得る。
【０１７０】
　ある特定の実施形態において、本発明は、粗サンプルからの抗体の最初の分画のために
または任意の段階の精製において使用され得；いずれの場合も、本発明が、特定の抗体の
用途のために必要な全体的な精製の程度を達成するために他の精製方法と組み合わされ得
ることを例証する。
【０１７１】
　本発明が、サンプル中に凝集物解離剤およびまたはウイルス沈殿剤もしくはウイルス不
活性化剤を含めることによってまたは含めずに、宿主細胞タンパク質、ＤＮＡ、エンドト
キシンおよびウイルスを非常に効果的に減少させるという利点も付与し得ることは、当業
者には明らかだろう。溶出緩衝液の配合が、カラム平衡化緩衝液の推奨される範囲内に入
るとき、これらの夾雑物の除去が、さらに増強され得ることも等しく明らかだろう。これ
は、カラムを複数回のサイクルのために使用すると意図されている場合、なおも結合して
いるＤＮＡ、エンドトキシンおよび／またはウイルスをカラムから除去するために浄化緩
衝液をその後に適用することを必要とし得る。
【０１７２】
　本発明のさらなる目的および利点は、一部が以下の説明に示され、一部がその説明から
明らかになるか、または本発明を行うことによって学習され得る。本発明の目的および利
点は、請求項に明記されるエレメントおよび組み合わせを用いて成し遂げられ、達成され
得る。
【０１７３】
　前述の全般的な説明と以下の詳細な説明の両方が、単に例示的かつ説明的であって、特
許請求されるような本発明を限定しないことが理解されるべきである。
【０１７４】
　本発明のある特定の実施形態を使用するための準備において、カラムに対して使用可能
なサンプル体積は、決定されなければならない。カラム内のすべての粒子が正に帯電した
多孔性粒子である、その最も単純な様式において、この値は、重力によって定まる圧縮さ
れてない充填されたクロマトグラフィー床の総体積に０．４を乗算することによって、推
定され得る。許容できる最大サンプル体積は、カラムが中程度のｐＨの低塩緩衝液に平衡
化され、高塩緩衝液中のＩｇＧのサンプルが適用され、次いで、さらなる平衡化緩衝液が
適用される、単純な実験によって正確に測定され得る。２８０ｎｍにおけるＵＶ吸光度の
上昇によって示唆されるような、抗体が溶出し始めた点を記録する。伝導率の上昇によっ
て示唆されるような、高塩が溶出し始めた点を記録する。それらの記録の間の体積が、そ
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のカラムに対する１サイクルあたりの最大サンプル体積に相当する。
【０１７５】
　電気陽性多孔性粒子以外のさらなる粒子（例えば、第２の化学的表面を有するもの）を
含むカラムに対する本発明のある特定の実施形態の実施にとって好適なサンプル体積は、
正に帯電した多孔性粒子だけの体積を乗算することによって推定され得る。上記の実験を
、最大のサンプルを明確に定義するために応用できる。混合された正の粒子および他の粒
子の所与のカラムに対する最大のサンプル体積は、正でない粒子によって占有される相対
的なカラム体積に比例して、正の多孔性粒子だけのカラムから減少し得ることは明らかだ
ろう。
【０１７６】
　ある特定の実施形態において、特定の抗体を精製するための方法の開発は、通常、正に
帯電した多孔性粒子だけを充填したカラムであり得る最も単純な選択肢の評価から始まる
。適切な粒子は、いわゆる陰イオン交換クロマトグラフィーの手法の実施用に販売されて
いる市販のクロマトグラフィー媒体からなり得る。多数のそのような製品の例としては、
Ｃａｐｔｏ－Ｑ、Ｃａｐｔｏ　ＤＥＡＥ、ＱＡＥ　Ｓｅｐｈａｄｅｘ、ＤＥＡＥ　Ｓｅｐ
ｈａｄｅｘ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）；ＧｉｇａＣａｐ　ＱおよびＱ－Ｔｏｙｏｐ
ｅａｒｌ（Ｔｏｓｏｈ　Ｂｉｏｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ）；Ｍａｃｒｏｐｒｅｐ　ＤＥＡ
Ｅ、Ｍａｃｒｏｐｒｅｐ　Ｈｉｇｈ－Ｑ、ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　ＱおよびＮｕｖｉａ　Ｑ
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）；Ｅｓｈｍｕｎｏ　Ｑ、ＤＥＡＥ　Ｆｒ
ａｃｔｏｇｅｌ、ＴＭＡＥ　Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ（Ｍｅｒｃｋ）；ならびにＱ－Ｈｙｐｅ
ｒＤ（Ｐａｌｌ）が挙げられる。そのような製品は、現在、それらの表面上の第２の官能
基が何であるかまたはその濃度について分類されていないし、孔サイズも、排除限界も、
機能を高めるためにリガンドグラフト法を使用することに起因する実質的な孔サイズも、
そのような情報も、供給業者から広く入手可能でない。そのような製品のすべてが、複数
の物理的機能および化学的機能を備えること、ならびに２つ以上の製品を評価して、どれ
が本質的に特定の抗体の精製に最も適するかを判断することが賢明であることは、予想さ
れるだろう。１つの実施形態において、評価は、ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　ＱおよびＮｕｖｉ
ａ　ＱまたはＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑだけから始まり得る。
【０１７７】
　任意の所与の抗体について、カラムが最初に平衡化されるｐＨおよび伝導率値の範囲を
評価することが望ましいであろう。一般的なこととして、凝集物および夾雑物の減少は、
抗体が可溶性かつ安定なままである最も高いｐＨおよび最も低い伝導率において最善であ
るので、２０～５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０などのわずかにアルカリ性の緩衝液の初
期条件は、開始するのに好都合なものであり得る。続いて、それより低いおよび高いｐＨ
値（２．０もの低いｐＨ値または９．０より高いｐＨ値）および０．１未満から３０ｍＳ
／ｃｍ超の範囲の伝導率値が評価され得る。
【０１７８】
　いくつかの実施形態において、溶出されたサンプルを、さらなるサンプル調製の必要な
く、その後の精製工程に適用するのに適するようにする条件を評価することが有用であり
得る。例えば、溶出されたサンプルが、その後、６．０のｐＨの陽イオン交換カラムに適
用される場合、カラムをｐＨ６．０に平衡化することが望ましい場合がある。溶出された
サンプルが、その後、ヒドロキシアパタイトカラムに適用される場合、中性のｐＨを使用
すること、および緩衝液のリン酸濃度をヒドロキシアパタイトカラムが要求するレベルに
設定すること、およびＥＤＴＡまたはクエン酸塩などのキレート剤を省略することが好適
であり得る。平衡化緩衝液が、その後の分画方法との連続性のために選択されるいずれの
場合も、精製能力が本工程で犠牲にされないことを確実にするために、高いｐＨかつ低い
伝導率の条件が、なおも広く評価され得る。
【０１７９】
　いかなる特定の理論にも拘束されるものではないが、本方法は、サンプル組成とは実質
的に無関係であると考えられる。その結果として、ある特定の実施形態において、サンプ
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ルは、抗体凝集物もしくは抗体－夾雑物複合体の解離を高めるために、またはＤＮＡ、エ
ンドトキシンもしくはウイルスの混入を減少させるために、種々の作用物質を個別にまた
は組み合わせて含んでよい。そのような作用物質としては、ある特定の実施形態において
、とりわけ、最大８Ｍの尿素、最大６Ｍのグアニジン、還元剤、界面活性物質、有機溶媒
、エタクリジン、クロルヘキシジン（ｃｈｌｏｒｅｘｉｄｉｎｅ）、塩化ベンザルコニウ
ム、トリ（ｎ－ブチル）ホスフェートおよびメチレンブルーが挙げられ得る。これらの場
合における制限因子は、加えられる作用物質が、抗体を損なわないかまたは沈殿させない
ことであり得る。エタクリジンおよびクロルヘキシジンなどの作用物質は、抗体の特徴お
よびサンプルの組成に応じて０．００１％未満から１％の範囲の濃度において効果的に適
用され得る。一般的なこととして、高濃度は、沈殿物の形成を引き起こし得、それにより
、それらを電気陽性多孔性粒子のカラムに適用する前にそれらを除去するさらなる工程が
必要となり得るので、ほとんどの場合において、低濃度が好ましいだろう。ＵＮＯｓｐｈ
ｅｒｅ　Ｑに対する実験データから、この理想を満たす０．０１～０．０５の濃度、およ
び特に０．０２０～０．０２５％の範囲の濃度が明らかになる。
【０１８０】
　サンプル中の抗体が、上に記載されたような作用物質であらかじめ処理されているか；
または本方法が、精製されていない細胞培養上清のサンプルに対して行われる、ある特定
の実施形態において、本方法の性能は、実質的な第２の官能基を組み入れる正に帯電した
多孔性粒子を使用することによって高められ得る。例としては、第２の官能基と計画的に
組み合わされた正電荷を組み入れる多孔性粒子ベースの市販のクロマトグラフィー製品が
挙げられ得る。そのような媒体は、通常、混合モードと称される。Ｃａｐｔｏ　ａｄｈｅ
ｒｅ（ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）は、正電荷と、疎水性相互作用、ｐｉ－ｐｉ結合お
よび水素結合に関与する能力を付与する官能基とを組み合わせている市販の混合モードの
クロマトグラフィー製品の例である。同様の組み合わせは、文献において公知であり、さ
らなる市販品の参入が予想され得る。第２の官能基による保持または遅延を妨げるために
平衡化緩衝液の配合を改変する必要があり得ることは、当業者に明らかであろう。Ｃａｐ
ｔｏ　ａｄｈｅｒｅの場合、例えば、陰イオン交換用に販売されているクロマトグラフィ
ー媒体で要求されるであろうｐＨおよび伝導率よりも、低いｐＨおよび高い伝導率で操作
する必要があり得る。しかしながら、第２の官能基を含めることは、正に帯電したクロマ
トグラフィー表面を含む帯電したクロマトグラフィー表面を利用する他の方法の機能を直
接かつ劇的に干渉すると当該分野において十分に理解されている極端に高い伝導率を含む
サンプルに適合する本発明の能力を、サンプル組成に関係なく損なわない。
【０１８１】
　サンプルが上に記載されたような組成を含むある特定の実施形態において、電気陽性多
孔性粒子と、第２の化学的官能基を組み込む異なる粒子とを組み合わせること、および２
種または数種の粒子タイプを一緒に同じカラムに充填することが、もう１つの選択肢とし
て有用であり得る。第２の官能基を有する粒子は、多孔性であってもよいし、非多孔性で
あってもよい。上記のように、本方法は、サンプル組成とは無関係なままである。同様に
、平衡化条件は、抗体と第２の官能基との相互作用を保留する必要性によって限定され得
る。例えば、負電荷の官能基を有する粒子が存在し、特定の抗体がそのような電荷に結合
する強い傾向を有する場合、ｐＨおよび／または伝導率を高める必要があり得る。上記の
ようなこの場合における好ましい交換条件は、１つ以上の第２の官能基を含めることが、
より高い程度の精製を可能にし得ることである。
【０１８２】
　電気陽性多孔性粒子が、第２の官能基を組み入れる異なる粒子と組み合わされるある特
定の実施形態において、後者は、電気陽性粒子の床の上に層にされ得るか、または電気陽
性粒子のカラムの直前もしくは直後に配管され得る別個のカラムに充填され得る。いくつ
かの実施形態において、電気陽性多孔性粒子は、第２の官能基を有する別個の粒子と混合
される。
【０１８３】
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　本発明のある特定の実施形態に対する特定の抗体の精製を最適化する粒子混合物を開発
するとき、第２の官能基は、特定のタイプの夾雑物の存在の増加に適合するように選択さ
れ得る。例えば、疎水性の第２の官能基は、疎水性であるが無電荷の成分（例えば、トリ
（ｎ－ブチル）ホスフェート）の除去の効率を改善し得る。電気陰性の官能基は、エタク
リジンなどの正に帯電した作用物質を除去する効率を改善し得る。電気陰性で疎水性の第
２の官能基の組み合わせは、正に帯電した疎水性夾雑物（例えば、エタクリジン、塩化ベ
ンザルコニウムおよびメチレンブルー）の除去効率を改善し得る。実験データは、そのよ
うな場合における改善が、これらの夾雑物がサンプル中に独立して存在するときに本発明
がそれらの夾雑物を除去することが本来できないということを反映するものでないことを
示唆し；むしろ、実験データは、高められた機能が、抗体との別の安定した複合体からこ
れらの作用物質を競合的に解離させる能力、ならびに／または第２の官能基が、粒子間の
空間に抗体を押し返すために必要な、主要な粒子上の正電荷を飽和させ得るおよび中和し
得る夾雑物の量を除去する能力に由来することを示唆する。ある特定の別の実施形態にお
いて、本方法は、潜在的に問題となる夾雑物を取り除くために第２の粒子をあらかじめサ
ンプルに直接加え得、次いで、それらの粒子をサンプルから分離し、次いで、部分的に精
製されたサンプルをカラムと接触させるように、行われ得る。
【０１８４】
　特定の抗体の精製を最適化する粒子混合物を開発するとき、第２の官能基は、もう一つ
の選択肢としてまたはさらに、ｐＨ制御を高める能力および／もしくは所望の操作ｐＨに
カラムを調整する（ｔｉｔｒａｔｅ）ために必要な緩衝液の体積を減少させる能力に従っ
て、選択され得る。例えば、陰イオン交換体は、高い伝導率に曝露されると、制御されな
い一時的なｐＨ上昇をもたらすと知られている。それらの陰イオン交換体は、伝導率が低
下すると、制御されない一時的なｐＨ低下をもたらす。これらの作用の大きさおよび持続
時間は、工程間の伝導率の差、交換体の電荷特性および緩衝液の能力に応じて変動する。
陽イオン交換体は、同じ問題に悩まされるが、制御されないｐＨ逸脱の向きは、陰イオン
交換体で起きるものと逆である。ゆえに、第２の電気陰性官能基を第１の電気陽性官能基
と組み合わせると、ｐＨ逸脱の大きさが小さくなり、その持続時間が短くなる。官能基の
理想的な混合は、実験によって容易に決定され得る。
【０１８５】
　電気陽性粒子とは異なる官能基を有するさらなる粒子を使用し、それらの異なる粒子が
、電気陽性粒子と混合されるかまたは電気陽性粒子の前にカラムに充填される、ある特定
の実施形態において、抗体は、その異なる粒子の孔の中および外に拡散するので、最初の
サンプルを、電気陽性粒子だけのカラムに適用され得る量から下方修正して、その抗体の
分散の結果として生じるサンプル体積の増加を相殺する必要があり得る。最初のサンプル
体積を減少させる必要な程度は、あったとしても、単純な実験によって容易に決定され得
、ここで、判定基準は、平衡化緩衝液内への抗体の溶出である。
【０１８６】
　ある特定の実施形態において、本方法は、サンプル適用の直後に適用される緩衝液の組
成とは無関係であるその有効性に起因して、正に帯電した多孔性粒子の他の応用法と区別
される。多くの場合、サンプル適用の直後に、多孔性粒子に結合した材料を完全に溶出す
ることが意図された緩衝液組成物を続けることが有益であり得る。例えば、カラムは、お
およその生理学的条件（例えば、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、０．１Ｍ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．
０）に平衡化され得る。１．０Ｍ塩化ナトリウム，ｐＨ８．０を含む抗体細胞培養上清を
、カラム体積の３５％に達する体積で適用し、次いで、２Ｍ塩化ナトリウム，ｐＨ４．０
を続ける。実質的に精製された抗体は、生理学的なＨｅｐｅｓ－食塩水緩衝液中に溶出す
る。これは、その抗体が、上に記載されたように、もっぱら粒子間の空間を通って移動す
るが、追跡緩衝液は、粒子内の孔空間を通って移動しなければならないので、生じる。こ
のアプローチの説得力のある特徴は、それが、夾雑物の溶出とカラムの浄化を同時に行う
独特の能力を支持する点であり、実際的な利点は、プロセスサイクルが短縮されること、
プロセス時間および材料の使用量が減少することである。このことにより、大きなカラム
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での１サイクルではなく小さいカラムで複数サイクルを行うことが魅力的になり、これに
より、材料の使用量がさらに減少する。
【０１８７】
　ある特定の実施形態において、電気陽性多孔性粒子の平均孔直径より大きい流体力学的
サイズを有する酸性夾雑物（例えば、ウイルス）は、別途、抗体の立ち下がり境界（ｔｒ
ａｉｌｉｎｇ　ｂｏｕｎｄａｒｙ）において溶出し得、潜在的に抗体を過剰および不必要
な程度に汚染し得るので、その夾雑物の保持を高めるという明確な目的のために、サンプ
ルの後に平衡化緩衝液またはより低い伝導率の緩衝液、例えば、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐ
Ｈ８．０を続けることが有益であり得る。そのカラムが、電気陰性粒子の増加を含み得る
程度まで、これは、電気陽性の夾雑物の除去も増加させ得る。低伝導率の追跡緩衝液の理
想的な体積は、充填されたカラム体積の約５０％から開始して、実験的に決定され得る。
【０１８８】
　ある特定の実施形態において、本方法は、多孔性粒子のクロマトグラフィーに対して通
常使用される流速よりも速い流速を支持する。これは、抗体が、質量輸送が対流性である
粒子間の空間をもっぱら移動するがゆえに、その抗体の遅い拡散係数にも流速またはサン
プル粘度にも影響されないことが理由である。したがって、本方法は、１５０～３００ｃ
ｍ／時で行われる通常の多孔性粒子クロマトグラフィーの操作に対して、最大１０００ｃ
ｍ／時以上の線流速での高効率で行われ得る。しかしながら、３００ｃｍ／時より速い流
速は、小さいサンプル体積を要求し得る。これは、結合されない夾雑物に対する質量輸送
が拡散性であることから、流速またはサンプル粘度の上昇に伴って低効率になることが理
由である。過剰な流速は、夾雑物が、多孔性粒子の孔と拡散性の平衡に達する機会を少な
くしてしまう。実験によって、任意の所与の抗体および緩衝液組成のセットに対する理想
的な流速が明らかになるだろう。
【０１８９】
　電気陽性多孔性粒子が、他の表面化学を有する多孔性粒子のカラムにおいて組み合され
るある特定の実施形態において、通常、最大サンプル体積を電気陽性粒子だけの体積に基
づかせることが有用であり得る。その場合でも、電気陽性表面を欠く粒子の存在が、カラ
ム内のサンプルを希釈する効果を有し得るので、最大サンプル体積を実験的に決定するこ
とが賢明であり得る。
【０１９０】
　ある特定の実施形態において、電気陽性以外の表面化学を有する粒子が、電気陽性粒子
のカラムと直列で配管される別個のカラムに充填され得る。そのような配置では、他の化
学の粒子が同じカラムにおいて電気陽性粒子と混合される場合について考察されたものと
同じ注意事項が、適用され得る。
【０１９１】
　ある特定の実施形態において、本明細書中に開示される方法は、サンプル調製後の最初
の精製工程に使用され得る。他の実施形態において、本発明は、中間の精製に使用され得
るか、または最終的な精製に使用され得る。本方法が、あるプロセスの最後の工程として
使用されないいずれの場合も、本方法は、凝集物および／または夾雑物の減少と同時にサ
ンプルの緩衝液を交換する能力のおかげでプロセス全体の連続性を促進する能力を有する
ことは、当業者には明らかだろう。
【０１９２】
　ある特定の実施形態において、本発明は、他の精製方法とともに実施され得る。詳細に
は、本発明は、サイズ排除、陰イオン交換、陽イオン交換、疎水性相互作用、優先的排除
（ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ）、ヒドロキシアパタイトまたは他の
形態もしくは混合モードのクロマトグラフィー、あるいはバイオアフィニティークロマト
グラフィーとの任意の組み合わせで；また、沈殿、結晶化および水相二相分割（ａｑｕｅ
ｏｕｓ　ｔｗｏ－ｐｈａｓｅ　ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ）の方法とともに、使用され得
る。
【０１９３】



(35) JP 6297029 B2 2018.3.20

10

20

30

40

50

　処理されたＩｇＧを得た後、カラムの内容物は、廃棄され得る。あるいは、そのカラム
は、それがさらなるサイクルのために使用され得るように、高濃度の塩で浄化され得、次
いで、再平衡化によって元の条件に戻され得る。そのカラムはまた、水酸化ナトリウムな
どの適切な作用物質で消毒され得る。
【０１９４】
　ある特定の実施形態において、本発明は、処理能力を高めるために機械化され得、自動
化され得る。ある特定のそのような実施形態において、例えば、本方法は、疑似移動床式
クロマトグラフィーを行うために使用されるような自動化されたマルチカラムシステムを
含み得る。
【０１９５】
　ある特定の実施形態において、本明細書中に開示される方法は、特に、補体Ｃ１ｑおよ
びインターアルファトリプシンインヒビターのようなある特定の血漿タンパク質またはヒ
ストンなどのアルカリ性の等電点を有するタンパク質を含む非抗体タンパク質に効果的に
適用され得る。ヒストンの場合、ヒストンを、それと会合し得るＤＮＡおよび他の夾雑物
から分離するために、サンプルを１つ以上の強力な化学的解離剤（例えば、高濃度のグア
ニジンであるがこれに限定されない）と組み合わせることができるので、本方法は、特に
有益である。次いで、平衡化緩衝液は、抗体の場合と同じガイドラインに従って選択され
得る。これらの非ＩｇＧの適用は、目的のタンパク質が、その混合物中で最もアルカリ性
の成分であるか、または混合物中で最もアルカリ性の成分の中に入るか、または少なくと
も１つの特定の夾雑物よりもアルカリ性である、他のタンパク質を精製するための方法の
適格性も明らかにし、その結果、目的のタンパク質は対流的に空隙容量を貫流する一方で
夾雑物は粒子の孔体積を通って拡散的に移動するかまたは粒子表面に結合する条件が開発
され得る。
【実施例】
【０１９６】
　実施例１．１０ｍＬカラムに電気陽性多孔性粒子（ＮｕｖｉａＱ，Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を充填し、そのカラムを５０ｍＭヒスチジン，ｐＨ７．５と平
衡化した。２０％超の凝集物を含む約２ｍｇのモノクローナルＩｇＧ（クローンｈｅｒ２
）を含む２ｍＬの清澄化された細胞培養上清を、３００ｃｍ／時の流速でそのカラムに適
用した。サンプルを適用した緩衝液がそのカラムを貫流するとき、平衡化緩衝液に溶出さ
れるタンパク質ピーク、次いで、大量の材料が、貫流した。そのカラムを５０ｍＭ　Ｈｅ
ｐｅｓ、２Ｍ塩化ナトリウムの段階で溶出させたところ、濃縮された夾雑物ピークが得ら
れた。ｐＨは、最初のピークが溶出している間は安定していたが、フロースルー材料が通
過している間にｐＨ８．１まで上昇し、次いで、塩溶出工程が始まると約ｐＨ８．７に急
上昇した。最初のピーク、その後のフロースルーおよび溶出ピークをサイズ排除クロマト
グラフィーで解析した。最初のピークは、０．１％未満の凝集物濃度で、約８０％純粋な
ＩｇＧを含んでいた。その夾雑物は、主に、遊離した過剰量の抗体軽鎖を含んでいた。Ｉ
ｇＧ回収率は、９５％超と推定された。その後のフロースルー材料は、宿主細胞タンパク
質および小分子細胞培養液成分を含んでいた。溶出ピークは、ＤＮＡ、いくつかの宿主タ
ンパク質夾雑物および細胞培養液成分を含んでいた。ＩｇＧは、その後のフロースルーお
よび塩溶出画分に存在しなかった。
【０１９７】
　実施例２．１０ｍＬカラムに電気陽性多孔性粒子（ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑ，Ｂｉｏ－
Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を充填し、そのカラムを５０ｍＭヒスチジン，ｐＨ
７．２と平衡化した。２０％超の凝集物を含む約２ｍｇのモノクローナルＩｇＧ（クロー
ンｈｅｒ２）を含む２ｍＬの清澄化された細胞培養上清を、３００ｃｍ／時の流速でその
カラムに適用した。サンプルを適用した緩衝液がそのカラムを貫流するとき、平衡化緩衝
液に溶出されるタンパク質ピーク、次いで、大量の材料が、貫流した。そのカラムを５０
ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、２Ｍ塩化ナトリウム，ｐＨ７．０の段階で溶出させたところ、濃縮さ
れたピークが得られた。最初のピーク、その後のフロースルーおよび溶出ピークをサイズ
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排除クロマトグラフィーで解析した。最初のピークは、０．１％未満の凝集物濃度で約８
０％純粋なＩｇＧおよび約２０％の遊離した過剰量の抗体軽鎖を含んでいた。その後のフ
ロースルー材料は、宿主細胞タンパク質および小分子細胞培養液成分を含んでいた。溶出
ピークは、ＤＮＡ、いくつかの宿主タンパク質夾雑物および細胞培養液成分を含んでいた
。ＩｇＧは、その後のフロースルーおよび塩溶出画分に存在しなかった。
【０１９８】
　実施例３．カラムに電気陽性多孔性粒子（各５ｍＬのＮｕｖｉａ　ＱおよびＵＮＯｓｐ
ｈｅｒｅ　Ｑ）を充填し、次いで、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７．０と平衡化した。２
０％超の凝集物を含む約２ｍｇのモノクローナルＩｇＧ（クローンｈｅｒ２）を含む２ｍ
Ｌの清澄化された細胞培養上清を、３００ｃｍ／時の流速でそのカラムに適用した。サン
プルを適用した緩衝液がそのカラムを貫流するとき、平衡化緩衝液に溶出されるタンパク
質ピーク、次いで、大量の材料が、貫流した。そのカラムを５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、２Ｍ
塩化ナトリウムの段階で溶出させたところ、濃縮されたピークが得られた。最初のピーク
、その後のフロースルーおよび溶出ピークをサイズ排除クロマトグラフィーで解析した。
最初のピークは、０．１％未満の凝集物濃度で約８０％純粋なＩｇＧおよび約２０％の遊
離した過剰量の抗体軽鎖を含んでいた。その後のフロースルー材料は、宿主細胞タンパク
質および小分子細胞培養液成分を含んでいた。溶出ピークは、ＤＮＡ、いくつかの宿主タ
ンパク質夾雑物および細胞培養液成分を含んでいた。ＩｇＧは、その後のフロースルーお
よび塩溶出画分に存在しなかった。
【０１９９】
　実施例４．カラムを５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、５０ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０と平衡化
すること以外は、実施例３の実験を繰り返した。最初のピークの回収率および組成は、実
施例３において得られたものと等しかった。
【０２００】
　実施例５．カラムを５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０と平衡
化すること以外は、実施例３の実験を繰り返した。最初のピークの回収率および組成は、
実施例３において得られたものと等しかった。
【０２０１】
　実施例６．カラムを５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０と平衡
化すること以外は、実施例３の実験を繰り返した。最初のピークの回収率および組成は、
実施例３において得られたものと等しかった。実施例３～６の結果は、驚いたことに、最
初のピークにおいて得られたＩｇＧの純度および回収率が、平衡化緩衝液の塩濃度を高め
るにつれて下がらないことを示した。その後の実験から、驚いたことに、回収率および純
度が、操作ｐＨを６．０（５０ｍＭ　ＭＥＳ）にまで低下させることにもほとんど影響さ
れないことが明らかになった。いずれも、ｐＨ８．０（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ）では、成績
は有意に改善されなかった。
【０２０２】
　実施例７．カラムに１０ｍＬの電気陽性多孔性粒子媒体（Ｍａｃｒｏｐｒｅｐ　Ｈｉｇ
ｈ－Ｑ）を充填し、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７．０と平衡化した。約１ｍｇのモノク
ローナルＩｇＧ（ｈｅｒ２）を含む２ｍＬの清澄化された細胞培養上清を、３００ｃｍ／
時の線流速で適用した。タンパク質ピークが、平衡化緩衝液に溶出し始めた。その残りの
ピークは、元のサンプル由来の塩とともにカラムから出て、ｐＨ指示色素であるフェノー
ルレッドも含んだ。９５％超の純粋なＩｇＧが、両方のピークに見られた。他のすべての
夾雑物は、連続的な平衡化緩衝液の流れおよび５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、２Ｍ　ＮａＣｌ，
ｐＨ７．０による溶出によって、後で溶出した。このことは、異なる電気陽性媒体の間の
分離性能の差異を例証する。
【０２０３】
　実施例８．強電気陰性、水素結合および疎水性の官能基も含む２ｍＬのキレート化多孔
性粒子（Ｃｈｅｌｅｘ－１００）と混合された、１０ｍＬの電気陽性多孔性粒子（ＵＮＯ
ｓｐｈｅｒｅ　Ｑ）をカラムに充填した。そのカラムを５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、２００ｍ
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Ｍ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０（伝導率２１ｍＳ／ｃｍ）と平衡化した。２ｍＬの清澄化され
た細胞培養上清、約２ｍｇのモノクローナルＩｇＧ（クローンｈｅｒ２）を３００ｃｍ／
時の流速でそのカラムに適用した。サンプルを適用した緩衝液とともに、平衡化緩衝液に
溶出されるタンパク質ピーク、次いで、大量の材料が、貫流した。続いて、５０ｍＭ　Ｈ
ｅｐｅｓ、２Ｍ　ＮａＣｌに大きなピークが溶出した。分析用ＳＥＣから、最初のピーク
が、０．１％未満の凝集物含有率で９５％超の純粋なＩｇＧであることが明らかになった
。抗体回収率は９５％超だった。この実験を、１１、１６および３１ｍＳ／ｃｍの伝導率
値で、数回繰り返した。２１ｍＳ／ｃｍ以下のすべての伝導率値において、成績は同一だ
った。凝集物の減少は、３１ｍＳにおいて同一だったが、ＩｇＧピークの上昇側の傾きは
、より浅く、回収率は、９０％まで低下した。
【０２０４】
　実施例９．１％水溶液の溶解エタクリジンを、ＩｇＧモノクローナル抗体（クローンｈ
ｅｒ２）を含む１０ｍＬの細胞培養液に撹拌しながら加えたところ、濃い黄色の０．０２
％エタクリジン溶液が得られた。実施例８のカラムを５０ｍＭヒスチジン，ｐＨ７．５と
平衡化した。２ｍＬの黄色に着色しているが光学的に透明な上清をそのカラムに適用し、
回収した。次いで、そのカラムを２５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、３Ｍ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０で
溶出し、次いで、２５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、３Ｍグアニジン，ｐＨ７．０で浄化した。平衡
化緩衝液に溶出する最初のピークを回収した。エタクリジン処理された材料のサンプルに
加えてこの画分をＳＥＣで解析した。９５％超のＩｇＧが、約８０％の純度かつ０．１％
未満の凝集物含有率で第１のピークに回収された。３Ｍ　ＮａＣｌによるカラム溶出は、
多量の夾雑物を除去したが、エタクリジンは、カラムに結合したまま残り、後で、グアニ
ジンを用いて除去された。
【０２０５】
　実施例１０．５０ｍｇのエタクリジンを、ＩｇＧモノクローナル抗体（クローンｈｅｒ
２）を含む１０ｍＬの細胞培養液に撹拌しながら加えて、０．５％溶液を得た。これによ
り、即座に、濾過によって除去される高密度な黄色沈殿物が形成され、沈降した。実施例
８のカラムを５０ｍＭヒスチジン，ｐＨ７．５と平衡化した。エタクリジン処理由来の２
ｍＬの黄色に着色しているが光学的に透明な上清をそのカラムに流し、回収した。次いで
、そのカラムを２５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、３Ｍ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０で溶出し、次いで、
２５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、３Ｍグアニジン，ｐＨ７．０で浄化した。平衡化緩衝液に溶出す
る最初のピークを回収した。エタクリジン処理された材料のサンプルに加えてこの画分を
ＳＥＣで解析し、上記の実施例の結果と比較した。高濃度のエタクリジンは、ＩｇＧ回収
率を２３％低下させ、純度を５％未満しか改善しなかったが、凝集物の含有率は、なおも
０．１％未満に低下し、３６５ｎｍにおけるＵＶ吸光度によって示唆されるＩｇＧのエタ
クリジン含有量は、零だった。
【０２０６】
　実施例１１．１０５ｍＬのＩｇＧ含有細胞培養上清を、一連のプロセスサイクル（各々
、ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑの６０ｍＬカラムを５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、１００ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ，ｐＨ７．０と平衡化する工程、１５ｍＬのサンプルを適用する工程、次いで、５０
ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、２Ｍ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０を適用する工程からなる）で調製した。
続いて、処理されたＩｇＧを、アフィニティークロマトグラフィーを行うためのプロテイ
ンＡが固定化されたカラムに適用した。そのプロテインＡ精製の結果を、１０５ｍＬの濾
過された細胞培養上清からなる未処理サンプルの結果と比較した。本発明によって処理さ
れた材料は、１０倍超少ないＤＮＡおよび宿主細胞タンパク質夾雑物しか含まなかった。
【０２０７】
　実施例１２．まず、条件付き同時水和クロマトグラフィー（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ　
ｃｏｈｙｄｒａｔｉｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）で精製された後、陽イオン交
換クロマトグラフィーで精製されたＩｇＧ抗体を、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０と平
衡化されたＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑのカラムにおいて、本発明によって処理した。結果を
、ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑにおけるフロースルークロマトグラフィーによって処理された
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サンプルと比較した。本発明によって処理された材料の宿主細胞タンパク質の含有量は、
フロースルークロマトグラフィーによって処理された材料よりも８倍少なかった。本発明
によって処理されたサンプル中のＤＮＡレベルは、このアッセイの検出限界未満だったの
で、ＤＮＡ除去に対する相対的な改善は、計算できなかった。フロースルークロマトグラ
フィーによって処理されたサンプルでは、約２３百万分率のＤＮＡが計測された。
【０２０８】
　実施例１３．細胞培養上清から、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ
７．０に平衡化されたＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑにおいて本発明によって精製されたＩｇＧ
抗体（ｈｅｒ２）を、ヒドロキシアパタイト（ＣＨＴタイプＩ，４０ミクロン）のカラム
に適用し、リン酸勾配で溶出した。これにより、遊離した軽鎖夾雑物は排除され、抗体が
９９％近くの純度で残った。
【０２０９】
　実施例１４．５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０に平衡化され
たＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑにおいて細胞培養上清から本発明によって精製されたＩｇＧ抗
体（ｈｅｒ２）を、４部の５０ｍＭ　ＭＥＳ，ｐＨ６．０で希釈し、陽イオン交換体（Ｎ
ｕｖｉａ　Ｓ）に適用し、ｐＨ６．０において塩勾配に溶出した。これにより、遊離した
軽鎖夾雑物が排除され、抗体が９９％に近い純度で残った。
【０２１０】
　実施例１５．ＩｇＧ　Ｆａｂタンパク質を含むＥ．ｃｏｌｉ溶解産物を、５０ｍＭ　Ｈ
ｅｐｅｓ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０に平衡化されたＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑの
カラムに適用した。ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動によって可視化されたとき、
タンパク質夾雑物の９０％超が、上記Ｆａｂから除去された。
【０２１１】
　実施例１６．様々な市販の陰イオン交換体の適格性を評価した。直径１．６ｃｍの個々
のカラムに、各々２０ｍＬの以下の媒体を充填した：ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑ、Ｎｕｖｉ
ａ　Ｑ、Ｃａｐｔｏ　Ｑ、ＧｉｇａＣａｐ　Ｑ、Ｐｏｒｏｓ　ＨＱ、Ｑ　Ｆａｓｔ　Ｆｌ
ｏｗ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅおよびＦｒａｃｔｏｇｅｌ　ｔｅｎｔａｃｌｅ　ＤＥＡＥ。各
カラムを５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０に平衡化した。５ｍＬに達する５０ｍＭ　Ｈｅ
ｐｅｓ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０中の精製されたＨｅｒｃｅｐｔｉｎ　ＩｇＧ
のサンプルを各々に適用した。ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　ＱおよびＮｕｖｉａ　Ｑでは、Ｉｇ
Ｇの完全な空隙分割（ｖｏｉｄ　ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ）が観察された。分割は、Ｃ
ａｐｔｏ　Ｑの場合、約９５％であり、ＧｉｇａＣａｐ　Ｑの場合、約８５％だった。分
割は、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＤＥＡＥの場合、約７５％であり、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
の場合、６５％であり、ＰＯＲＯＳ　ＨＱの場合、５０％だった。
【０２１２】
　実施例１７．種々の抗体およびフラグメントのサンプルを５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８
．０と平衡化したＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑのカラムに適用することによって、適用範囲の
幅を調べた。サンプルは、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ、Ｒｉｔｕｘａｎ、Ａｖａｓｔｉｎおよび
Ｈｕｍｉｒａを含む精製されたＩｇＧモノクローナル抗体からなった。Ａｖａｓｔｉｎ以
外はすべて、効果的に分割した。そのカラムを、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１００ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ，ｐＨ８．０と再度平衡化したところ、すべての抗体が、効果的に分割した。
【０２１３】
　実施例１８．Ｒｉｔｕｘａｎ由来のＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２フラグメントを実施例
１７に記載されたカラムに適用することによって、さらに適用範囲の幅を調べた。両方と
もが、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０において効果的に分割した。酵素消化プロセス後
の残留Ｆｃフラグメントも含むＦａｂサンプルの適用は、Ｆｃフラグメントを交換体に結
合させ、続いてＮａＣｌ濃度を上昇させて溶出することによる、Ｆｃフラグメントの除去
というさらなる利点も提供した。
【０２１４】
　実施例１９．モノクローナルＩｇＭ抗体を実施例１７に記載されたカラムに適用するこ
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とによって、さらに適用範囲の幅を調べた。このＩｇＭは、９．０より高い等電点を有し
たことから、それが、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０において十分に分割するはずであ
ると示唆された。それは、そのように分割しなかったが、平衡化緩衝液に２００ｍＭ　Ｎ
ａＣｌを含めたとき、効果的に分割した。これは、抗体における不均一な電荷分布が原因
であり、このことは、なぜＡｖａｓｔｉｎ（実施例１７）が５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８
．０で十分に分割しなかったかも説明し得るものである。
【０２１５】
　実施例２０．Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎの２工程精製。精製されていないｈｅｒｃｅｐｔｉｎ
を５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０と平衡化したＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑのカラムに適用
したところ、９９％超の夾雑宿主細胞タンパク質およびＤＮＡが除去されたが、過剰量の
遊離した軽鎖が抗体と同時に溶出した。遊離した軽鎖を、陽イオン交換クロマトグラフィ
ー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィーまたはＣａｐｔｏ　ａｄｈｅｒｅにおける
混合モードクロマトグラフィーによって除去した。陽イオン交換クロマトグラフィーの場
合、ｐＨ６．０で適用されたＮａＣｌ勾配で軽鎖を除去し、陽イオン交換工程を本発明の
前または後に行った。ヒドロキシアパタイトの場合、リン酸勾配で軽鎖を除去した。Ｃａ
ｐｔｏ　ａｄｈｅｒｅの場合、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、１Ｍ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０中で
サンプルを結合させ、次いで、カラムを、ＮａＣｌ濃度がゼロという最終的な濃度にまで
低下する直線勾配で溶出することによって、軽鎖を除去した。
【０２１６】
　実施例２１．ｐＨおよび伝導率の条件の検討。精製されたｈｅｒｃｅｐｔｉｎの分割挙
動を、３．０～１０．０の範囲のｐＨ値および０～２Ｍの範囲のＮａＣｌ濃度にわたって
評価した。これらの実験は、ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑにおいて行った。ＮａＣｌを加えな
い場合、ｈｅｒｃｅｐｔｉｎは、ｐＨ８．０以上のすべてのｐＨ値において分割した。ｈ
ｅｒｃｅｐｔｉｎは、５０ｍＭ　ＮａＣｌ以上の存在下のすべてのｐＨ値において分割し
た。この方法の精製能力を、精製されていないｈｅｒｃｅｐｔｉｎを４～８の範囲のｐＨ
値および０～４Ｍの範囲のＮａＣｌ濃度において適用することによって評価した。最も高
いｐＨおよび最も低い伝導率において、最良の精製性能が得られた。宿主細胞タンパク質
、ＤＮＡ、エンドトキシンおよびウイルスの９９％超の減少が、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐ
Ｈ８．０において得られた。抗体回収率もまた、９９％超だった。ＮａＣｌの非存在下で
ｐＨを低下させると、夾雑物の減少が減少した。ｐＨ８．０においてＮａＣｌ濃度を上昇
させても、夾雑物の減少が減少した。
【０２１７】
　実施例２２．電気陽性多孔性粒子と負に帯電した疎水性粒子との組み合わせ。ＵＮＯｓ
ｐｈｅｒｅ　Ｑの２０ｍＬカラムを、Ｍａｃｒｏｐｒｅｐ　Ｔ－ｂｕｔｙｌ（これは、疎
水性官能基と陽イオン交換官能基との組み合わせを組み入れていると考えられる）の５ｍ
Ｌカラムの後に直接、直列で配管した。ｈｅｒｃｅｐｔｉｎの陽イオン交換処理されたサ
ンプルを適用した。同一サンプルをＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑのみのカラムに適用した。こ
のタンデムカラムによって精製されたサンプルの宿主細胞タンパク質含有率は、ＵＮＯｓ
ｐｈｅｒｅ　Ｑのみに適用されたサンプルよりも４４％低かった（１５５９百万分率（ｐ
ｐｍ）対２８２２ｐｐｍ）。その後の系列では、様々なパーセンテージのＭａｃｒｏｐｒ
ｅｐ　Ｔ－ＢｕｔｙｌをＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑと直接組み合わせた：０．５％、１％お
よび１．５％。有意な改善は、明白でなかった。
【０２１８】
　実施例２３．多段階抗体精製。Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎを、清澄化された細胞培養上清から
、０．０２５％エタクリジンの存在下において１％アラントインで処理した後、トリス（
２－アミノエチル）アミンおよびイミノ二酢酸で置換された粒子の混合物で濾過し、次い
で、ポリエチレングリコールにおける立体排除クロマトグラフィーで最初の抗体捕捉を行
った後、陽イオン交換を行い、続いて、特許請求されている発明を行うことによって、精
製した。陽イオン交換工程後の宿主タンパク質濃度は、１７ｐｐｍだった。ｐＨ８．２５
の５０ｍＭ　Ｔｒｉｓにおいて適用された本発明は、宿主タンパク質濃度を２ｐｐｍまで
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低下させた。立体排除クロマトグラフィーを硫酸アンモニウムにおいて行うことに置換す
ること以外、このプロセスを繰り返した。陽イオン交換後の宿主タンパク質濃度は、１５
８ｐｐｍだった。ｐＨ８．２５において適用された本発明は、宿主タンパク質を９ｐｐｍ
まで低下させた。プロテインＡによる同じ抗体の精製は、宿主タンパク質濃度を１２３ｐ
ｐｍまで低下させた。特許請求されている発明は、宿主タンパク質濃度を１２３ｐｐｍか
ら３ｐｐｍに低下させた。エタクリジンの大部分は、イミノ二酢酸によって除去された。
エタクリジンは、最終的な材料中で検出不可能だった。
【０２１９】
　実施例２４．ＩｇＧの多段階精製。細胞培養上清のｐＨを５．５に低下させることおよ
びエタクリジンの代わりに０．１％オクタン酸を用いること以外は、実施例２３の手順に
従った。サンプルをトリス（２－アミノエチル）アミンおよびイミノ二酢酸のカラムに貫
流させた後、そのサンプルを立体排除工程のためにｐＨ８．０に調整した。オクタン酸の
大部分は、固定されたトリス（２－アミノエチル）アミンによって除去された。オクタン
酸は、最終工程後の抗体では検出不可能だった。
【０２２０】
　実施例２５．抗体調製物からの抗ウイルス化合物の除去。別個の実験において、０．０
２５％エタクリジンを、ｐＨ８．０の精製されたＨｅｒｃｅｐｔｉｎに加え、０．１％オ
クタン酸を、ｐＨ５．５の精製されたｈｅｒｃｅｐｔｉｎに加えた。５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
，ｐＨ８．２５に平衡化されたＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑのカラムの体積の３５％を構成す
るサンプルを適用することによって、それらのサンプルを処理した。エタクリジンは、上
部への非常に濃い黄色のバンドの蓄積によって示されるように、カラムに強く結合した。
オクタン酸も同様に除去されたが、その無色の性質のせいで、視覚的に明らかでなかった
。両方の場合において、３Ｍグアニジン，ｐＨ５．５の溶出によって、カラムを再生した
。
【０２２１】
　実施例２６．多様な正に帯電した粒子の使用。５０ｍＭ　ＭＥＳ、２５ｍＭ　ＮａＣｌ
，ｐＨ６．０中の４ｍＬの体積の５８９百万分率の夾雑宿主細胞タンパク質を含むモノク
ローナル抗ｈｅｒ２　ＩｇＧの部分的に精製されたサンプルを、５０ｍＭ酢酸塩ｐＨ４．
０に平衡化されたＣａｐｔｏ　ａｄｈｅｒｅの２０ｍＬカラムに適用した。その抗体の約
９２％は、空隙容量に分割した。分割したＩｇＧの宿主タンパク質含有率は、５百万分率
であり、これは、約９９％の減少に相当する。抗体回収率は、約９２％だった。操作条件
は、実施例２１に記載されたようにスクリーニングされたｐＨおよび塩濃度の範囲から選
択された。この実施例と実施例２１との間で非常に異なる条件は、正電荷が存在する限り
、本方法が広範囲の化学的選択性の間で機能することを強調する。これらの２つの実施例
は、一連のクロマトグラフィー媒体タイプにわたる本方法の有用性、および単純であるが
体系的なスクリーニングによって最も適切な条件を特定できることも強調する。
【０２２２】
　実施例２７．正に帯電したマイクロ多孔性粒子の使用。５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、５０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０中のｈｅｒｃｅｐｔｉｎの部分的に精製された４ｍＬサンプル
を、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０に平衡化された２０ｍＬのＱＡＥ　Ｓｅｐｈａｄｅ
ｘ　Ａ２５を含むカラムに適用した。そのクロマトグラムは、抗体が空隙容量に溶出され
ただけでなく、塩もまた空隙に溶出し始めることを示唆した。元のサンプル中の塩由来の
ナトリウムイオンがイオン排除されるので、空隙において塩溶出が生じるという仮説を立
てた。４５ｐｐｍの宿主細胞タンパク質もまた、抗体とともに溶出した。この実験を、各
回ごとに塩濃度を上げながら数回繰り返した。サンプル－塩ピークは、平衡化塩濃度が上
がるにつれて、含められた体積までより限定され、２００ｍＭ　ＮａＣｌでは、溶出プロ
ファイルは、ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑで観察されたものと本質的に同じだった。これは、
上記イオン排除仮説と一致しているようである。驚いたことに、平衡化塩が増加するにつ
れて、夾雑物の除去も、２００ｍＭ　ＮａＣｌにおいて宿主タンパク質夾雑物が検出され
ない点まで増加した。したがって、この粒子材料の操作上の特徴は、ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ
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　Ｑで観察された塩増加に対する応答とまったく逆の応答に従う。ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　
Ｑは、ＱＡＥ　Ｓｅｐｈａｄｅｘで観察されたような塩イオンの早期の溶出を示すことは
決してなかった。この実験における宿主細胞タンパク質は、ＥＬＩＳＡによって計測され
た。
【０２２３】
　実施例２８．リガンドがグラフトされた正に帯電した粒子の使用。
【０２２４】
　全般的な実験条件
　緩衝液、塩および試薬は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）か
ら入手した。ラットＩｇＭハイブリドーマであるクローン６０Ａ９は、ＳＰ２／０細胞に
よって５％ウシ胎仔血清中で作製された。キメラおよびヒト化バイオシミラーＩｇＧモノ
クローナル抗体は、トリシストロニックベクター（Ｈｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．，Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ．（２０１２）１５７：１３０－ｅｔ　ｓｅｑ．）を使用して、チャイニー
ズハムスター卵巣細胞によって無タンパク質培地中で産生された。Ｒｉｔｕｘｉｍａｂの
Ｆ（ａｂ’）２およびＦａｂは、固定化された酵素を用いた消化によって調製した（Ｇａ
ｇｎｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｓｅｐ．Ｓｃｉ．（２００９）３２：３８５７－ｅｔ　ｓ
ｅｑ．）。
【０２２５】
　ＵＮＯＳＰＨＥＲＥＴＭＱ、ＮＵＶＩＡＴＭＱおよびセラミックヒドロキシアパタイト
ＣＨＴＴＭタイプ１４０μｍは、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｈｅｒｃ
ｕｌｅｓ，ＣＡ）から購入した。ＧＩＧＡＣＡＰＴＭＱは、Ｔｏｓｏｈ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅ（Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）から購入した。Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＤＥＡＥ　Ｈｉ
－Ｃａｐは、Ｍｅｒｃｋ（Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）から購入した。Ｑ　Ｓ
ＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭＦａｓｔ　Ｆｌｏｗ、ＣＡＰＴＯＴＭＱ、Ｃａｐｔｏ　ａｄｈｅｒ
ｅ、ＭＡＢＳＥＬＥＣＴＴＭ（プロテインＡ）およびＳＥＰＨＡＤＥＸＴＭＧ２５は、Ｇ
Ｅ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ（Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）から購入した。ＰＯＲＯＳ
（登録商標）ＨＱ－５０およびＸＳは、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓ
ｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）から入手した。ＣＩＭＴＭＱＡモノリスは、ＢＩＡ　Ｓｅｐａ
ｒａｔｉｏｎｓ（Ｋｌａｇｅｎｆｕｒｔ，Ａｕｓｔｒｉａ）から入手した。ＳＡＲＴＯＢ
ＩＮＤＴＭＱ－Ｎａｎｏ膜濾過ユニットは、Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ－Ｓｔｅｄｉｍ（Ｇｏｅ
ｔｔｉｎｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）から入手した。ＰＲＯＳＥＰＴＭ－Ｖａ（プロテイン
Ａ）は、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）から購入した。
【０２２６】
　陰イオン交換用の粒子ベースの媒体を、３００ｃｍ／時の線流速でＸＫＴＭ１６／２０
カラム（２０ｍＬ，１０ｃｍ床高；ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に充填した。軸圧縮を
回避するために、アダプターをその床の表面に慎重につけた。サンプル境界におけるプレ
カラム分散を最小するためにスーパーループを通ってこれらのカラムにサンプルを、細心
の注意を払って適用した。プロテインＡ媒体をＸＫまたはＴＲＩＣＯＲＮＴＭシリーズの
カラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に充填した。２００ｃｍ／時で実験を行った。カ
ラム充填およびクロマトグラフィー実験は、ＡＫＴＡＴＭＥｘｐｌｏｒｅｒ　１００（Ｇ
Ｅ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）において行った。
【０２２７】
　いくつかの陰イオン交換実験において、５００ｍＭ　ＮａＣｌをサンプルに加えること
により、抗体および塩の相対的な分配を強調した。ｐＨ３．０で行われた実験は、５０ｍ
Ｍクエン酸塩で緩衝され；ｐＨ４．０で行われた実験は、５０ｍＭ酢酸塩で緩衝され；ｐ
Ｈ５で行われた実験は、２５ｍＭ酢酸塩、２５ｍＭ　ＭＥＳで緩衝され；ｐＨ６．０で行
われた実験は、５０ｍＭ　ＭＥＳで緩衝され；ｐＨ７．０で行われた実験は、５０ｍＭ　
Ｈｅｐｅｓで緩衝され；ｐＨ８．０で行われた実験は、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓで緩衝され、
ｐＨ９．０および１０．０で行われた実験は、５０ｍＭホウ酸塩で緩衝された。濾過され
た細胞培養上清（ＣＣＳ）を、５０ｍＭリン酸塩、１００ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．２と
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平衡化されたプロテインＡ親和性媒体に適用することによって、精製されたＩｇＧを調製
した。平衡化緩衝液をローディングした後、カラムを洗浄し、次いで、１００ｍＭアルギ
ニン、１００ｍＭ酢酸塩，ｐＨ３．５（ＭＡＢＳＥＬＥＣＴＴＭ）または１００ｍＭクエ
ン酸塩，ｐＨ３．０（ＰＲＯＳＥＰＴＭ）で溶出した。１つの実験において、ｔｒａｓｔ
ｕｚｕｍａｂの最初の精製を、ＰＯＲＯＳ　ＨＳＸにおける陽イオン交換クロマトグラフ
ィーによって行った。ｐＨ６．０に調整した細胞培養上清を２．５ｍＳ／ｃｍの伝導率に
希釈し、５０ｍＭ　ＭＥＳ，ｐＨ６．０と平衡化されたカラムにローディングした。この
後、平衡化緩衝液で洗浄し、次いで、５０ｍＭ　ＭＥＳ、２００ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ６
．０までの直線勾配で溶出した。
【０２２８】
　１つの実験において、細胞培養上清を陰イオン交換処理した後のｔｒａｓｔｕｚｕｍａ
ｂ中に残留している夾雑遊離軽鎖および軽鎖二量体を、上に記載されたような陽イオン交
換クロマトグラフィーによって除去した。別の実験では、１Ｍ　ＮａＣｌ、５０ｍＭ　Ｈ
ｅｐｅｓ，ｐＨ７．０においてサンプルをＣａｐｔｏ　ａｄｈｅｒｅに結合させ、次いで
、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７．０まで下行する直線勾配で溶出することによって、軽
鎖夾雑物を除去した。別の実験では、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、５ｍＭリン酸ナトリウム，
ｐＨ７．０においてサンプルをヒドロキシアパタイトに結合させ、次いで、１Ｍ　ＮａＣ
ｌ、５ｍＭリン酸塩，ｐＨ７．０までの直線勾配で溶出した後、５００ｍＭリン酸塩，ｐ
Ｈ７．０で浄化することによって、軽鎖夾雑物を除去した。
【０２２９】
　抗体凝集物を、５０ｍＭ　ＭＥＳ、２００ｍＭアルギニン、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０
５％アジ化ナトリウム，ｐＨ６．５）と平衡化されたＧ３０００ＳＷｘｌカラム（Ｔｏｓ
ｏｈ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を備えたＳｈｉｍａｄｚｕ　ＨＰＬＣシステム（Ｋｙｏｔ
ｏ）におけるサイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）によって０．６ｍＬ／分でモニタ
ーした。１００μＬのサンプルを注入した。Ｃｙｇｎｕｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　
Ｉｎｃ．（Ｓｏｕｔｈｐｏｒｔ，ＮＣ）製のＣＨＯ　ＨＣＰキットを用いて製造者の推奨
に従い、ＥＬＩＳＡによって宿主細胞タンパク質（ＨＣＰ）をモニターした。ＡＣＣＵＢ
ＬＵＥＴＭＨｉｇｈ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｄｓＤＮＡ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ
キット（Ｂｉｏｔｉｕｍ，Ｉｎｃ．，Ｈａｙｗａｒｄ，ＣＡ）を用いて、製造者の推奨に
従い、インターカレート色素アッセイによって宿主細胞ＤＮＡを計測した。ＥＮＤＯＳＡ
ＦＥ　ＥＮＤＯＣＨＲＯＭＥ－ＫＴＭＬＡＬ試薬（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ）を使用する標準的な動態
学的色素生産性Ｌｉｍｕｌｕｓ　Ａｍｅｂｏｃｙｔｅ　Ｌｙｓａｔｅアッセイによって、
エンドトキシンレベルを計測した。マウス微小ウイルス（ＭＶＭ）およびマウス白血病ウ
イルス（ＭｕＬＶ）に対する感染性試験をＣｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ（Ｃｏｌｏｇｎｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）が行った。
【０２３０】
　Ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂの精製。ＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑにおけるバイオシミラーｔｒ
ａｓｔｕｚｕｍａｂ（ＩｇＧ）のフロースルー陰イオン交換クロマトグラフィーの経過中
、ブレークスルー画分の立ち上がり端に明確なショルダーが観察された。そのショルダー
の伝導率およびｐＨは、カラムの平衡化条件とマッチした。７．０という操作ｐＨおよび
８．４５という抗体等電点（ｐＩ）を考えれば、その抗体が、交換体の表面からはじかれ
、空隙容量を通過してもっぱら移動せざるを得ないと結論づけられた。カラムが３５％以
下の総体積にローディングされるとき、単一集団の高度に精製されたｔｒａｓｔｕｚｕｍ
ａｂが、完全に空隙容量内に溶出し、図１に示されるように、夾雑物の大部分から良好に
分離された。
【０２３１】
　ピーク幅は、ＮａＣｌ濃度が４Ｍまで増加するにつれて広がったが、分割は、本質的に
完全なままであることが観察された。分割は、ｐＨ９および１０では観察されず、それは
、抗体の正味電荷の反転が原因であるが、緩衝液が５０ｍＭ以上のＮａＣｌを含むときは
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、それは完全に回復した。これらの結果から、静電反発は、分割を達成するために必要な
かったが、その代わり、分割は、静電引力の保留に依存するとみられることが示唆される
。
【０２３２】
　塩は、図１に示されるように、空隙容量の後に溶出した。これは、ＩｇＧを平衡化緩衝
液中に緩衝液交換する手段、およびＩｇＧが３Ｍグアニジン，ｐＨ５．５に適用されたと
きでさえ、分割をサンプル組成と無関係にする副次的な利点を提供する。宿主細胞タンパ
ク質（ＨＣＰ）の大部分は、ＩｇＧよりも酸性であるので、宿主タンパク質の細胞レベル
は、非ＩｇＧタンパク質挙動の指標として使用できる。５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０
と平衡化されたカラムでは、ＵＮＯＳＰＨＥＲＥＴＭＱ空隙容量分割は、ｔｒａｓｔｕｚ
ｕｍａｂ細胞培養上清（ＣＣＳ）から９９．１％の宿主細胞タンパク質を除去し、Ｐｒｏ
Ｓｅｐ　プロテインＡ精製されたＩｇＧから９９．５％を除去し、陽イオン交換精製され
たＩｇＧから９９．６％を除去した。細胞培養上清からの宿主細胞タンパク質の除去は、
図２に示されるように、ｐＨが低下するにつれて、および平衡化緩衝液のＮａＣｌ濃度が
上昇するにつれて、低下した。
【０２３３】
　ＵＮＯＳＰＨＥＲＥＴＭＱ空隙容量分割は、ｐＨ７．０および８．０、２５０ｍＭ未満
のＮａＣｌ濃度において、ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ細胞培養上清、およびプロテインＡ精
製されたｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂからの９９．５％のＤＮＡ減少も達成した。エンドトキ
シンは、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、５０ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ７．０において９９．７％減
少した。同じ条件において分画されたサンプルのウイルス感染性試験は、マウス微小ウイ
ルス（ＭＶＭ）の３．５ｌｏｇ減少およびマウス白血病ウイルス（ＭｕＬＶ）の３．０ｌ
ｏｇ減少を示した。
【０２３４】
　ＵＮＯＳＰＨＥＲＥＴＭＱ空隙容量分割において、ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂは、図３（
中央パネル）に示されるように、遊離軽鎖および軽鎖二量体と同時に溶出した。軽鎖夾雑
物は、漸増ＮａＣｌ勾配を用いるヒドロキシアパタイト、１Ｍ　ＮａＣｌにおいてＩｇＧ
が結合され、漸減塩勾配で溶出されるＣａｐｔｏ　ａｄｈｅｒｅ、および漸増ＮａＣｌ勾
配を用いる陽イオン交換クロマトグラフィーによって除去することができた。２工程手順
では、陽イオン交換の後、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０とのカラム平衡化におけるＵ
ＮＯＳＰＨＥＲＥＴＭＱ空隙容量分割によって、宿主細胞タンパク質が１４ｐｐｍまで減
少し、図３（右パネル）に示されるように、細胞培養上清から９９．９９％の減少が提供
された。後で溶出したサンプル－塩関連ショルダーの宿主細胞タンパク質含有率は、約６
７８ｐｐｍだった。ＩｇＧ回収率は、９９％超だった。
【０２３５】
　他の抗体および抗体フラグメント。Ａｄａｌｉｍｕｍａｂ（ｐＩ８．２５）およびｒｉ
ｔｕｘｉｍａｂは、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０中のｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂと同程
度に効果的に空隙容量分割を介して分割した。Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（ｐＩ８．３）は
、１００ｍＭ　ＮａＣｌの存在下では空隙容量分割を介して効果的に分割したが、塩の非
存在下では分割しなかった。ｒｉｔｕｘｉｍａｂのペプシン消化から得られたＦ（ａｂ’
）２およびパパイン消化から得られたＦａｂは、インタクトな抗体と同程度に効果的に、
空隙容量分割を介して分割した。Ｆａｂでは、第２のピークは、サンプル－塩と同時に溶
出し、その後のより高い塩溶出ピークは、図４に示されるように、残存Ｆｃフラグメント
であることが証明された。
【０２３６】
　この知見は、ｒｉｔｕｘｉｍａｂのパパイン消化物由来のＦｃフラグメントが、Ｆａｂ
よりも高い割合のカルボキシル基を含むと以前に示されているので、空隙容量分割の基と
なる機構であると考えられるものと一致した。理論に拘束されるものではないが、より高
いカルボキシル含有量は、リガンドがグラフトされた交換体媒体において陰イオン交換基
への結合を支持し、空隙容量への分割を干渉するかまたは妨げると仮定されている。Ｆｃ
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フラグメントは、２００ｍＭ　ＮａＣｌ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０中のＦａｂと
ともに空隙に分割されることができたことから、静電引力を無にすることが、分割を達成
する際に重要な因子であるという証拠が提供された。
【０２３７】
　空隙容量分割は、充填された多孔性粒子における低密度ポリマーゾーンのサイズ排除の
特徴に部分的に依存することを考えれば、この特徴を欠く陰イオン交換体は、空隙容量分
割においてうまく機能しないだろうと予想された。これは、通常、開かれた接近可能な孔
表面上に単層の荷電基を組み入れていると理解されている、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆ
ａｓｔ　Ｆｌｏｗを用いて示された。わずか約６５％のｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂしか空隙
容量に分割されず、残りの大部分は、図５（左パネル）に示されるように、適用されたサ
ンプルから残存する塩と同時に溶出した。散布粒子（ｐｅｒｆｕｓｉｖｅ　ｐａｒｔｉｃ
ｌｅ）陰イオン交換体は、５０％未満の分割しか支持しなかった。この知見は、グラフテ
ィングの差異、あるいは粒子を横断する対流チャネルの影響を反映し得る。膜および一体
構造の陰イオン交換体もまた、うまく機能せず、これは、それらが、抗体が締め出される
空隙容量を欠くからであると考えられる。Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＤＥＡＥ　ＨｉＣａｐは
、図５（中央パネル）に示されるように、約７５％の分割を達成した。ＧｉｇａＣａｐ　
Ｑは、約８５％の分割を達成し；ＣＡＰＴＯ　Ｑは、約９５％の分割を達成した。完全な
分割は、Ｎｕｖｉａ　ＱおよびＵＮＯＳＰＨＥＲＥ　Ｑによって達成され（図１）、後者
が、ＩｇＧピークとサンプル－塩ピークとの間の最良の分割を補助した。様々な交換体に
よるこれらの知見は、グラフティングが、交換体に対して強力な静電引力を欠く生体分子
にサイズ排除限界を課すという一般的な効果を有し得ることを示唆している。
【０２３８】
　ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ　ＭＡｂＳｅｌｅｃｔ　プロテインＡ溶出物のｐＨをｐＨ７．
０に調整し、次いで、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０に平衡化されたＵＮＯｓｐｈｅｒ
ｅ　Ｑの２０ｍＬカラムに６．５ｍＬを適用した。別のアリコートを別々に、水で約４．
５倍希釈して５ｍＳ／ｃｍの伝導率を得て、次いで、１００ｍｇに達するＩｇＧのサンプ
ルを、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、５０ｍＭ　ＮａＣｌ，ｐＨ８．０に平衡化されたＵＮＯｓｐ
ｈｅｒｅ　Ｑの１ｍＬカラムに流した。ＨＣＰは、空隙容量分割によって２ｐｐｍに減少
し、フロースルーによって３ｐｐｍに減少した。空隙容量分割は、抗体１単位あたりより
大きな体積の緩衝液とクロマトグラフィー媒体の両方を使用したが、それは、凝集物を０
．４５％から０．０５％未満まで減少させるという予想外の利点ももたらした（ここで、
フロースルーは、０．３５％にまでしか減少させなかった）。
【０２３９】
　空隙容量分割を使用する本発明の方法は、そのような方法が、他の陰イオン交換形式よ
りも良いプロセス制御を支持するというさらなる利点を提供し得る。例えば、イオン交換
プロセス中の制御されないｐＨの逸脱が、当該分野において注目されている。塩濃度の上
昇は、イオン交換表面からＨ＋またはＯＨ－などの緩衝対イオンを置き換え、ｐＨの制御
されない上昇または減少をもたらし得る。そのような逸脱は、２ｐＨ単位の振幅を超える
場合があり、数カラム体積に及ぶ場合がある。塩濃度の低下は、逆の徴候とともに同様の
影響を媒介する。通常のフロースルー陰イオン交換では、塩濃度の変化は、サンプルロー
ドの始めおよび終わりに生じる。それらの影響は、場合によっては許容され得るが、なお
も、主要なプロセス変数に対して制御不能である。空隙容量分割を用いる本発明の方法に
おいて、塩は、抗体の後に続くので、図６のプロットに示されているように、ｐＨの逸脱
は、ＩｇＧがカラムから溶出するまで生じない。この塩溶出およびその結果生じるｐＨの
逸脱の遅延は、より良い性能とより良い再現性の両方に寄与し得る。
【０２４０】
　本明細書中に開示される方法および実施例に例証された方法は、宿主タンパク質、ＤＮ
Ａおよびエンドトキシン夾雑物を９９％超減少させることができることを示している。ウ
イルス夾雑物は、９９．９％超減少され得、凝集物は、通常、０．０５％未満にまで減少
され得る。広範囲のサンプル条件に対する許容度と、高度の夾雑物除去と同時に緩衝液交
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換を達成することとの組み合わせは、リガンドがグラフトされた陰イオン交換クロマトグ
ラフィー媒体の、抗体精製用のツールとしての汎用性および有用性を高める。
【０２４１】
　本発明は、より高いレベルの精製を達成するために、他の精製方法と組み合わされても
よい。そのような他の精製方法の例としては、ＩｇＧの精製に通常使用される他の方法（
例えば、プロテインＡおよび他の形態のアフィニティークロマトグラフィー、陰イオン交
換クロマトグラフィー、陽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、固定化金属アフィニティークロマトグラフィーおよびさらなる混合モードのクロ
マトグラフィー法）が挙げられるが、これらに限定されず；沈殿、結晶化および液液抽出
の方法も挙げられる。様々な方法にとって適切な条件を開発すること、および特定の抗体
の必要な精製を達成するためにそれらを本明細書中の本発明と統合することは、当業者の
範囲内である。
【０２４２】
　本明細書に引用されたすべての参考文献は、各個別の刊行物または特許または特許出願
が、明確におよび個別に、それらの全体がすべての目的のために参照により援用されると
示されたとの同程度に、それらの全体がすべての目的のために参照により援用される。参
照により援用される刊行物および特許または特許出願が、本明細書に含まれる開示と矛盾
する範囲について、本明細書が、そのような任意の矛盾する材料に取って代わるおよび／
またはそれらに優先すると意図される。
【０２４３】
　本明細書および請求項において使用される、成分の量、クロマトグラフィー条件などを
表すすべての数は、すべての場合において用語「約」によって修飾されていると理解され
るべきである。したがって、反対のことが示されない限り、本明細書および添付の請求項
に示される数値パラメータは、本発明によって得ようとされる所望の性能に応じて変動し
得る近似値である。
【０２４４】
　本発明の多くの改変およびバリエーションは、当業者に明らかであるように、その精神
および範囲から逸脱することなく、もたらされ得る。本明細書中に記載される特定の実施
形態は、単なる例として提供されるものであって、決して限定するものと意味されない。
本明細書および実施例は、単なる例示と考えられると意図されており、本発明の真の範囲
および精神は、以下の請求項によって示される。
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