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タ ン パ ク質 の凝集形成 とクロ マ トグラ フ ィ
ー

津本　浩平 1＊ ・江島　大輔 2 ・ 荒川

　会合凝集は，タ ン パ ク質の製剤化 （R）rmulation ），貯

蔵 （storage ），ハ ン ドリン グ （handling） に お い て 最も

大きな問題 となる．とい うの は，凝集形成が各種治療用

タ ン パ ク質 を用 い る際の 副作用 の原因 となりえ る か らで

あ る 12｝．精製過程ある い は製剤化に お ける会合形成 の制

御 の みな らず，品質管理 に お け る会合形成の 正確か つ 高

感度な検 出がきわ め て 重要で あ る．

　タ ン パ ク質の溶液中で の ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

は，ゲル

ろ過 （分子篩ク ロ マ 1・グ ラ フ ィ
ー，サイズ排除 ク ロ マ ト

グラフ ィ
ーとも呼ばれる、以下 SEC と略す） に 代表 され

る 分配型 と，イオ ン交換 クロ マ トグラフ ィ
ーや親和性 ク

ロ マ トグラ フ ィ
ーに代表される吸着型に大別され る，い

ずれの場合も，カラ ム 樹脂ある い は担体 と タ ン パ ク質分

了表 面との相互作用 の 制御が，そ の クロ マ トグ ラフ ィ
ー

の パ フ ォ
ーマ ン ス の 優劣 を左右 して い る．

　本稿で は，その 特徴的な凝集抑制作用からタン パ ク質

の ハ ン ドリン グ技術 に 大 きな進展 を もた ら しつ つ あ る ア

ル ギ ニ ン がク ロ マ トグラフ ィ
ーに お ける展開溶媒 として

も有効 に機能す る とい う我 々 の 最近の知見をま とめ て み

た い ，

　ア ル ギニ ン の持 つ 凝集抑制作用 ：

タン パ ク質ハ ン ドリング技術との 関連

　ア ル ギニ ン は タ ン パ ク質の リフ ォ
ール デ ィ ン グ に 汎用

さ れ る添加剤の つ で あ る
9・〕．主 に折 りたたみ中間体の

凝集抑制剤 溶解度を高め る試薬，添加剤 と して 用 い ら

れ て い る 3一η．凝 集抑制作用 そ の もの は，ポ リエ チレ ン グ

リコ ール や シ クロ デキス トリン ，プロ リン な ども凝集抑

制作用を もつ が，ア ル ギニ ン はそれ らに はな い ユ ニ ーク

な性質を持つ ．すなわ ち，タ ン パ ク質変性剤 と して よ く

知 られ て い る グア ニ ジ ン と同様の グ ア ニ ジ ウム 基 を有

し，会合抑制作用が あるに もかかわ らず分子内相互作用

を弱める こ とな く，変性効果 を示 さ な い ．ア ル ギニ ン は

後に述 べ る折りたたみ促進剤で ある ア ラニ ン や グ リシ ン

と は 異な り，タ ン パ ク質に結合する 傾向を示 す．しか し

グアニ ジ ン と比 べ る と結合量 は は る か に 少な い ．またグ

ア ニ ジ ン よ りも動的半径が は る か に大きい の で，分子内

へ の 浸透性が 少な い ，しか しフ リ
ー

の ア ミノ酸側鎖との

相互 作用を見る と，対象の 分子が小さければア ル ギニ ン

力3

はグ ア ニ ジ ン と似て い る．アル ギニ ン の特殊性は タ ン パ

ク質全体を対象として 現れ る ら し い
8，9）．

　ア ル ギ ニ ン は
一

度折 りたたまれたタ ン パ ク質，特に可

溶性の オ リゴ マ ー
分子 の解離 も容易に は行わ な い ．また，

常温常圧 に お い て は，オ リゴ マ ーの状態で存在する酵素

の 活性 を失わ せ る こ ともな く，そ の形状をほ とん ど変化

させ ない
10）．こ の よ うな性質か ら，さまざまな応用が可

能に な っ て い る，とい うわけで あ る．

　大腸菌な どを用 い た大量 発現 シ ス テムに よ り調製 し

た タ ン パ ク質が しば しば凝集体 として得 られ る こ とが

知ら れ て お り，封人体 と呼ばれ る．こ の 封入体に は，い

わ ゆる ［古典的な」 封入体，すなわちかな り変性し た構

造を持つ 分子種 の 強 い 会合 に よ る と考え られ る，物理的

に 「固い 」封入体 と，可溶性画分に も発現タ ン パ ク質が

現れ る ような，天然様分子種 の 弱 い 会合 に よ っ て で き る

尸
ル
ーズな」封入体がある，最近われわれは，後者の封人

体に つ い て，ア ル ギ ニ ン を用 い た 天然様分子 の ufts 化が

・∫能である こ とを見い だして い る ］L］2｝．

アル ギニ ン は SEC の パ フ ォ
ー

マ ン ス を改善する

　SEC は，タ ン パ ク質精製 に お い て 汎用され る分離方法

であ り，電気泳動や逆相 HPLC と並んでタ ン パ ク質 の

分析や品質管理に広く用い られて い る，た とえば 治療

に 用 い ら れ る タ ン パ ク質に関して は，SEC の 分析結果が

最も重要な位置を占めて い る，SEC はタ ン パ ク質の 分子

量 を決定す る こ と，そ の 分子形状 を調 べ る こ とに使われ

る 1／3）．タ ン パ ク質の リフ ォ
ー

ルデ ィ ン グへ の応用例 14）も

報告され て い る．

　分析にせよ，調製 にせ よ，リブ t 一ル デ ィ ン グ に せよ，

SEG を行うと，タ ン パ ク質が カ ラ ム マ ト リ ッ ク ス に 結合

す る傾向があ り，結果と して 異常な分離ブ ロ フ ァ イ ル を

示した D，収量が減少 した り，樹脂 に ダ メージを与えた

りす る，こ の ような場合， H的の タ ン パ ク質の 分子量を

正しく求める こ とが で きな くなる．担体へ の 非特異的結

合 を低減させ る た め に，さまざ まな工夫が報告されて き

た
15−】8）．た とえば，NaGl や リン 酸を高濃度で用 い る こ

と に よ り，タ ン パ ク質と樹脂 との 相互作用を低減させ る，

とい うもの があ る 1「・），しか しなが ら，高塩濃度は疎水的

柑 互 作用 を強 くし，結果 として タ ン パ ク質問相互作用 を

＊
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促進 して凝集形成 に導かれ る 可能性が高い こ とはもはや

い うまで もな い で あ ろう．一
方，疎水的相互作用 を弱 め

る よ うな尿 素や有機溶媒 の 展開溶媒へ の添加が報告され

て い る．が，こ ちらは イオ ン 相互作用を上昇させ て しま

う16）．加えて，すで に会合凝集形成 して しま っ て い る分

f 種を解離させ て しま うために．分析 に用 い る こ とは難

しくな る，これらは，こ れ らを添加剤 として SF．G に 用 い

る こ とが，樹脂へ の タ ン パ ク質の 非特異吸着を抑制する

の には必ずしも効果的で な い こ と，サ ン プ ル の 状態を十

分反映させた分析が 困難に なる こ と を意味す る．極 端な

pH を用 い る こ とに よ り分離能を向上 さ せ る 試み もなさ

れて い る 17・18〕，しか しなが ら，こ の よ うな条件はタ ン パ

ク質の コ ン フ ォ メーシ ョ ン を変化 さ せ た り，凝集形成 を

導い た りし，結果 として 分析対象の タ ン パ ク質が本来あ

る状態 の 分析を不可能に して しまう．

　われわれは，こ のよ うな非特異的な吸着をア ル ギ ニ ン

が抑制す る こ と を見 い だ し た ］e）．た とえば，あ る抗体を

微酸性下で加熱処理に付した後，抗体の 晶質管理 に最も

よ く用 い られ て い る，シ リカ担体をベ ー
ス とした東 ソー

の G3000SW を用 い た SEC に供す る と，ピー
クプ ロ フ ァ

イル は図 lA に 示すよ う に な る．と こ ろが，こ の結果 で

は，タ ン パ ク質溶液を超遠心 分析に よ り解析 した結果 と

は，そ の会含体の量が
一

致しない，すなわ ち，会合凝集

体の 回収量が著 しく低下 して い る の で あ る．そ こ で，こ

の SEC の 展開溶媒に0，2　M の L一ア ル ギ ニ ン塩酸塩を加え，

同様 の カ ラム に よ り分析 した と こ ろ 図 1B の よ うに な り，

単量体量 に 対 して，会合凝集体が著し く ヒ昇して い る こ

と が 分か る．こ の 図 IB の 結果か ら求め られ る会合体量

（A）
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一

〇　　 5　　 10　　15

RetentiOn　time （min ）

図 1．G300es 、’VXL 〔東 ソ
ー
製）を用 い た SEC に よる抗 体の分離

リン 酸緩衝液下での 分 析結 果 を示 した．（A）Arg を加 え な か っ た

場 合．（B）Arg を 0．2　M 加 え た 場合．大 き な矢 印は 抗 体単 量：体，
小 さな 矢 印ぱ会 合凝集休を示 して い る，分子量マ

ー
カ
ー

は以 トの

とお り：LTh ＞
Togl 〔｝bulin，669K ；2，　ferl’itiIl，440K ；3，⊂ztalas．　c，

2S2K ；4，　aldoiase ，158K．

2006年　第 10号

ポ リペ プチ ド凝集テクノ ロ ジー

は，超遠心分析の結果 とよい
一

致 を示 して い た，アル ギ

ニ ン を展開溶媒 に 用 い る こ とによ り，さまざまなサ ブク

ラス の 抗体に つ い て 1 会合凝 集体を再現性 よ く検 出す る

こ とが で き る こ とも明らか に な っ て い る．

　抗体の 会合凝集を正確に検出するだけで なく，ア ル ギ

ニ ン を展開溶媒として 用 い る こ と に よ り，シ リカ 損体 に

安定 に結合す る （不 口∫逆的 に 結合 し て 溶出 さ れない ）分

チ種の 分析が 冂∫能に な る，た とえば，イン ター
ロ イキ ン

6，イ ン ターフ ェ ロ ン
γ，塩基性線維芽細胞成長因子，ア

クチ ビ ン の ような高疎水性サイ トカイン の SEC に お い て

は，それ ら分子の 可溶性多量体 ど こ ろ か，単量体の検出

その ものが困難であ る こ とが多 い ，しか し，ア ル ギ ニ ン

を展開溶媒 に 添加する こ とに よ りSEC に お ける ピーク溶

出が可能である．また，シ リカ担体だけでな く，デキス

トラ ン ベ ー
ス の 担体に も，こ の 手法が有効 で あ る こ とも

確認して い る 19〕．

　会合凝集体の検出 に は，分析超遠心 〔AUC ），Field−

Flow−Fractionation 〔FFF ），動的 光散乱な どの 分析法を

用 い る こ とが 可能で あ る，しか しなが ら，バ イオ 医薬生

産現場の 品質管理 に こ れ ら の 手法 を 用 い る に は，定量性

や簡便性な どにまだ課題が残 っ て お り，やは りSEC を用

い る こ とが 現実的 で あ る．ア ル ギニ ン を展開溶媒へ の添

加剤に用 い ることに より，SEC の パ フ ォ
ーマ ン ス が大幅

に 向上 で き る こ とは，バ イオ医薬の観点か らも特筆に価

するだろ う．

親和性ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に おける溶出 に

　　アル ギニ ン を用 い ることができる

　生 体高分子 の 精製に お い て，親和 性 ク ロ マ トグラ

フ ィ
ーは そ の精製度を高め る 上 で最 も効 果的 な手 法 の

つ で あろ う，た とえ ば，抗体の精製に お い て は，そ の

Fc 領域に特異的にか つ 高親和性を持 っ て 結合する リガ

ン ドで あ る Proteln−A や Protein−G を固定化 した樹脂 を 用

い ることで， 卜分な精製を行うこ とが で き る．しか しな

が ら，こ の 高親和性が しばしば溶出時 に 問題 を生 じさせ

る．溶出には，これ らの リガ ン ドとの 相互作用を弱める

た め に，抗体 も し くは リガ ン ドを
一
時的に 変性させ る よ

うな極端に低い pH を用 い る．しか しなが ら，変性 させ

る よ うな条件を抗体の精製に 用 い る と，しばしば構造変

化だけ で な く，分解や会合凝集を引き起こ す こ とが知ら

れ て い る 3−14・20−22｝．こ の よ うな問題を回避す る た め に，

よ り温和な条件で の 溶出 15，16・黝 や低親和性 マ トリッ ク

ス を用 い る試み がな されて い る 17−28）．

　我 ／／ は，親 和性 ク ロ マ トグラ フ ィ
ーにお け る溶出溶媒

にアルギニ ン を用 い る こ とで 比較的温和な pH 条件で
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図2．さ ま ざ ま な 添加 剤存在 ドで の Pretein−A カ ラ ム か らの ヒ トIgG4 の 回収率

の 溶 出が ・∫能で あ る こ とを 見い だ した 29・a・　o）．Protein−A を

固定化 した樹脂を用 い た抗体の精製に お い て は，ア ル ギ

ニ ン だ け で な く，い くつ か の 誘導体，た とえばア セ チル

化ア ル ギニ ン や ア グマ チ ン で もpH4 ．3で効率 よ く溶 出す

る こ とが可能で あ る こ とを見い だ してい る （図2）．一方

グリシ ン やプロ リン ，リジ ン ，ヒ ス チ ジ ン とい っ たア ミ

ノ酸を用 い て も，ア ル ギ ニ ン の ような効果的な溶 出 は，

同様 の pH では見 られなか っ た （図 2），加え て，アル ギ

ニ ン で溶出した抗体は その すべ てが単量体であ り，会合

凝集 の 形成 は観察されなか っ た ．　
一
方，グア ニ ジ ン 塩酸

塩 を用 い た とこ ろ同様 の 溶出が可能 とな っ た もの の ，pH

を中性 に戻した と こ ろ会合凝集が形成されて しまい ，本

溶 出法 の 特徴 で あ る単 串
．
体の み の 特異的な回収はで きな

か っ た．

　次 に．抗原を固定 した樹脂で の ポ リク ロ ーナル 抗体の

精製を同様に試み た．ヒ トイ ン ターロ イ キ ン 6 （IL−6）で

免疫 した マ ウ ス の抗血 清に あ る抗体を，IL−6を固定 した

樹脂 に 吸着さ せ た後 2M の Argの 存在下 で ，　pH の 直線

勾配で 低 ドさせた と こ ろ，pH5．4で の 溶出が確認 された．

SDS −PAGE に よ る分析な どから，溶出画分に含まれ る タ

ン パ ク質の ほとん どが抗 体である こ と，SEC に よ り溶出

画分に含まれ る抗体はその ほ とん どが単量体であ る こ と

が確認で きた，こ の ように，アル ギニ ン 溶出は親和性ク

ロ マ トグラフ ィ
ー

を用 い た抗体の精製 に きわめて有効に

機能す る こ とが明 らか となっ た
so）．

　アル ギニ ン を展開溶媒，溶 出溶媒に 用 い た ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーに つ い て，SEC と親和性ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーを

用 い た 抗体の 分離 ・分析 を中心 に紹介 した ．さ ま ざま な

タ ン パ ク質の分離 ・
分析 へ の応用が大き く期待され る と

こ ろで ある．
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