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(57)【要約】
【課題】低下した免疫原性を有するタンパク質組成物、およびかかる組成物を生成するた
めの方法を提供する。 
【解決手段】
　単離されたタンパク質および薬学的に許容される担体を含むことを特徴とする低下した
免疫原性を有する高圧処理された治療タンパク質組成物。
【選択図】　図１



(2) JP 2010-503683 A 2010.2.4

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離されたタンパク質および薬学的に許容される担体を含むことを特徴とする低下した
免疫原性を有する高圧処理された治療タンパク質組成物。
【請求項２】
　前記治療タンパク質組成物に対する個体の免疫応答は、高圧による処理を有しない同一
のタンパク質の組成物に対する免疫応答と比較して少なくとも５０％低下することを特徴
とする請求項１に記載の治療タンパク質組成物。
【請求項３】
　前記タンパク質は前記個体の種に内因性であることを特徴とする請求項２に記載の治療
タンパク質組成物。
【請求項４】
　前記タンパク質組成物は、高圧処理後の総タンパク質の割合として、約１０％未満の凝
集したタンパク質を含有することを特徴とする請求項１に記載のタンパク質組成物。
【請求項５】
　前記タンパク質組成物は、高圧処理後の総タンパク質の割合として、約５％未満の凝集
したタンパク質を含有することを特徴とする請求項１に記載のタンパク質組成物。
【請求項６】
　前記タンパク質組成物は、高圧処理後の総タンパク質の割合として、約１％未満の凝集
したタンパク質を含有することを特徴とする請求項１に記載のタンパク質組成物。
【請求項７】
　前記凝集したタンパク質の量は、分析超遠心分離法、サイズ排除クロマトグラフィー、
フィールドフローフラクショネーション、光散乱、光遮蔽、蛍光分光、ゲル電気泳動、Ｇ
ＥＭＭＡ分析、および核磁気共鳴分光法から構成される群から選択される方法によって測
定されることを特徴とする請求項５に記載のタンパク質組成物。
【請求項８】
　タンパク質組成物であって、単離されたタンパク質および薬学的に許容される担体を含
み、前記タンパク質をコードする導入遺伝子を有するトランスジェニック動物において、
高圧によって処理された治療タンパク質組成物に対する免疫応答が、高圧による処理前の
同一タンパク質の組成物に対する前記免疫応答と比較して少なくとも約５０％低下したこ
とを特徴とするタンパク質組成物。
【請求項９】
　タンパク質組成物であって、単離されたタンパク質および薬学的に許容される担体を含
み、前記タンパク質に対して誘導された寛容を有する動物において、高圧によって処理さ
れた治療タンパク質組成物に対する免疫応答が、高圧による処理前の同一タンパク質の組
成物に対する前記免疫応答と比較して少なくとも約５０％低下することを特徴とするタン
パク質組成物。
【請求項１０】
　前記寛容は、前記タンパク質への新生仔期曝露によって誘導されることを特徴とする請
求項９に記載のタンパク質組成物。
【請求項１１】
　高圧によって処理された前記タンパク質組成物は、高圧を用いた処理前の前記タンパク
質組成物よりも少なくとも約５０％低い可溶性凝集体濃度を有することを特徴とする請求
項１に記載の組成物。
【請求項１２】
　請求項１に記載の組成物を含む治療タンパク質製剤を、投与のために調製する方法であ
って、
　　　 ａ）前記治療タンパク質製剤を、高圧および凝集体形成を誘導しない溶液条件に
供するステップと、
　　　 ｂ）圧力を開放するステップと、
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　　　 ｃ）個体に前記治療タンパク質製剤を投与するステップと、
　　　 を備えることを特徴とする方法。
【請求項１３】
　前記高圧は、約１０００バールと３５００バールとの間であることを特徴とする請求項
１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記治療タンパク質製剤は、前記圧力の開放から約６ヶ月以内に前記個体に投与される
ことを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記高圧または溶液条件は、高圧の大きさ、高圧力処理の期間、タンパク質濃度、温度
、ｐＨ、イオン強度、カオトロープ濃度、界面活性剤濃度、緩衝液濃度、および優先的に
排除する化合物の濃度から選択される条件を含むことを特徴とする請求項１２に記載の方
法。
【請求項１６】
　高圧によって処理された前記治療タンパク質組成物に対する前記個体の免疫応答が、高
圧による処理前の同一タンパク質の組成物に対する前記個体の前記免疫応答と比較して少
なくとも約５０％低下することを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
　高圧によって処理された前記治療タンパク質組成物は、高圧を用いた処理前の前記治療
タンパク質組成物よりも少なくとも約５０％低い可溶性凝集体濃度を有することを特徴と
する請求項１２に記載の方法。
【請求項１８】
　高圧処理されたタンパク質の免疫原生を、高圧で処理されていない同一のタンパク質と
比較する方法であって、
　　　 ａ）前記タンパク質の溶液を高圧処理に供するステップと、
　　　 ｂ）ステップａの前または後に、前記高圧処理されたタンパク質が既に薬学的に
許容される担体に入っていない場合は、かかる担体に担持するステップと、
　　　 ｃ）前記高圧処理されたタンパク質を第１の個体に投与するステップと、
　　　 ｄ）前記方法の任意の時点で、前記高圧処理されたタンパク質が既に薬学的に許
容される担体中に存在していない場合は、かかる担体に担持するステップと、
　　　 ｅ）前記薬学的に許容される担体に担持するステップの後の前記方法における任
意の時点で、前記高圧処理されていないタンパク質を第２の個体に投与するステップと、
　　　 ｆ）前記第１の個体の免疫応答を前記第２の個体と比較するステップと、を備え
、
前記第２の個体と比較して低下した前記第１の個体の前記免疫応答は、前記高圧処理され
たタンパク質が低下した免疫原性を有することを示唆することを特徴とする方法。
【請求項１９】
　前記免疫応答は、抗体レベルもしくは抗体力価、Ｂｉａｃｏｒｅアッセイ、または臨床
的な免疫反応によってアッセイが行われることを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記第１および第２の個体は、トランスジェニック動物および前記方法において用いら
れる前記タンパク質を発現する導入遺伝子であることを特徴とする請求項１８に記載の方
法。
【請求項２１】
　前記第１および第２の個体は、前記方法において用いられる前記タンパク質に寛容化さ
れることを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記高圧処理されたタンパク質を前記第１の個体に投与するステップは、高圧の開放か
ら少なくとも約６ヵ月後に行われることを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、高圧を加えることにより、低下した免疫原性を有するタンパク質治療薬を生
成するための方法、およびかかるタンパク質を含有する組成物に関連する。より具体的に
は、本発明は組換えタンパク質に関連する。
【背景技術】
【０００２】
　本非仮特許出願は、米国特許法１１９条（ｅ）に基づき、２００６年９月１５日に出願
された米国仮特許出願番号第６０／８４４，９９６号、発明の名称「ＨＩＧＨ　ＰＲＥＳ
ＳＵＲＥ　ＴＲＥＡＴＭＥＮＴ　ＯＦ　ＰＲＯＴＥＩＮＳ　ＦＯＲ　ＲＥＤＵＣＥＤ　Ｉ
ＭＭＵＮＯＧＥＮＩＣＩＴＹ（免疫原性低下のためのタンパク質の高圧処理）」の優先権
を主張するものであり、該仮特許出願の全体は、参照することにより本明細書に援用され
る。
【０００３】
　治療タンパク質は、ヒト疾患の治療に膨大な可能性を提供する。現在、数多くのタンパ
ク質治療薬が入手可能であり、さらに多くの治療薬が臨床開発中である。残念ながら、タ
ンパク質の凝集は、組換えタンパク質生成の全段階、特に、発酵、精製、および長期保存
中において生じる共通した問題である（Ｓｃｈｗａｒｚ，Ｅ．，Ｈ．Ｌｉｌｉｅ，ｅｔ　
ａｌ．（１９９６），Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３７７（７－８）：
４１１－４１６；Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ，Ｊ．Ｆ．，Ｍ．Ｊ．Ｐｉｋａｌ，ｅｔ　ａｌ．（
１９９７），Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１４（８）：９６９－
９７５；Ｂａｎｅｙｘ，Ｆ．（１９９９），Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０（５）：４１１－４２１；Ｃｌａｒｋ，Ｅ．Ｄ．（２０
０１）．Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１２（
２）：２０２－２０７；Ｃｈｉ，Ｅ．Ｙ．，Ｓ．Ｋｒｉｓｈｎａｎ，ｅｔ　ａｌ．（２０
０３），Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１２（５）：９０３－９１３）。タンパク質
の凝集は、天然タンパク質の立体構造の不安定性またはタンパク質間相互作用と関連する
コロイドの不安定性によって開始される特異的な経路を介して進行する。温度、溶液ｐＨ
、配位子および共存溶質、塩の種類および濃度、保存剤、ならびに界面活性剤等の条件の
すべてが、タンパク質構造やタンパク質間相互作用、ひいては凝集傾向を調節する。
【０００４】
　天然タンパク質の不安定性から形成する凝集体については、拡張された立体構造を示す
天然の状態に存在するタンパク質構造から凝集体が形成し得ると考えられ、また多くの場
合、非特異的な疎水性相互作用の結果であると考えられる（Ｋｅｎｄｒｉｃｋ，Ｂ．Ｓ．
，Ｊ．Ｆ．Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ，ｅｔ　ａｌ．（１９９８），Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　
ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ　９５（２４）：１４１４２
－１４１４６；Ｋｉｍ，Ｙ．Ｓ．，Ｊ．Ｓ．Ｗａｌｌ，ｅｔ　ａｌ．（２０００），Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７５（３）：１５７
０－１５７４）。そのため、凝集の転移状態と比較して、凝集は、天然タンパク質の立体
構造の安定性によって制御することができる。近頃、熱力学的に天然の立体構造を大いに
好む溶液条件においてさえも、コロイドの不安定性により、タンパク質が凝集体を形成す
ることが可能であるということも報告されている（Ｃｈｉ，Ｅ．Ｙ．，Ｓ．Ｋｒｉｓｈｎ
ａｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００３），Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１２（５）：９０
３－９１３）。これらの分子集合反応は、分子間引力の結果である。例えば、ｐＨ７．０
のＧＣＳＦは、大きなΔＧアンフォールディングを有することが実証されているが、タン
パク質は、求引性の静電気相互作用から生じるコロイドの不安定性により、容易に凝集す
る（Ｃｈｉ，Ｅ．Ｙ．，Ｓ．Ｋｒｉｓｈｎａｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００３），Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１２（５）：９０３－９１３）。すべてのタンパク質中に無数の
凝集機構が存在するため、タンパク質の凝集が、体内および体外の両方におけるタンパク



(5) JP 2010-503683 A 2010.2.4

10

20

30

40

50

質処理のすべての側面における広範な問題であることは、驚くに値しない。
【０００５】
　 可溶性のタンパク質凝集体は、免疫系から「自然」であると認識されないことが多く
（恐らくは、非凝縮タンパク質中で曝露されない凝集体中のタンパク質上にある新しいエ
ピトープの曝露によるものであるか、または恐らくは、新しい、認識されないエピトープ
の凝集体における形成による）、その結果として、投与される組換えタンパク質凝集体に
免疫系が感作される。多くの場合、免疫系は、タンパク質の治療効果を中和しない、凝集
体に対する結合抗体を生成する。しかし、場合によっては、組換えタンパク質に結合して
治療作用を妨げ、結果的に治療の有効性を低下させる抗体が生成されることがある。さら
に、場合によっては、組換えタンパク質の反復投与が、急性および慢性の免疫学的反応を
引き起こす可能性がある（Ｓｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ，Ｈ．，Ｎｅｐｈｒｏｌ．Ｄｉａｌ．
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．１８：１２５７（２００３）；Ｓｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ，Ｈ．，
Ｎｅｐｈｒｏｌ．Ｄｉａｌ．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．２０［Ｓｕｐｐｌ　６］：ｖｉ３－
ｖｉ９（２００５）；Ｐｕｒｏｈｉｔ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．９５：３
５８　（２００６）を参照）。
【０００６】
　 免疫系の発達期には、個体自身のタンパク質に対する寛容が発達するため、免疫系は
、通常体内に存在する抗原を攻撃しなくなる（Ｓｉｎｇｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｐｒａｃｔ．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ．２：４４（２００６））。この「自己成分」に
対する特異的な免疫寛容の状態は、中枢および末梢の両方の機構に関係する。中枢寛容（
陰性選択）は、胸腺内に常在しながら、強い細胞間シグナル伝達を受信する未熟なＴ細胞
によるものであり、自己反応性細胞のクローン除去をもたらす。末梢寛容は、胸腺とは対
照的に、Ｔ細胞が機能的に成熟したと推察され、免疫系が末梢に存在する抗原に対して未
反応になった時に生じる。末梢寛容は、抗原特異的サプレッサー細胞または能動的な寛容
の他の手段の発達、クローン除去、およびアネルギーを含む様々な機構の結果であると提
案されている。自己反応性細胞は、寛容化する抗原を認識した後、アポトーシスの誘導に
より物理的に除去される可能性があるか、除去されずにアネルギーになる可能性があるか
、または調節サイトカインもしくは細胞によって機能的に阻害される可能性がある。
【０００７】
　 寛容の喪失または「破壊」は、急性および慢性の免疫反応および自己免疫疾患の発症
を含む、深刻な影響を及ぼす可能性がある。組換えタンパク質の反復投与の際に、寛容が
破壊され、組換えタンパク質に対して生成された免疫応答が個体の内因性タンパク質と交
差反応する時に、破壊的な免疫反応が生じ得る。自己寛容の破壊の機構は、ヒトインター
フェロン‐α２に免疫寛容であるトランスジェニックマウス中に示された。組換えヒトイ
ンターフェロン‐α２ｂの凝集体を含有する製剤をマウスに投与した時、マウスは、用量
依存的にインターフェロン‐α２に対する寛容を喪失した（Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ．９５：１０８４（２００６）を参照）。
【０００８】
　 内因的に生成されるタンパク質に対する寛容の喪失は、組換えエリスロポエチン製剤
を使用する患者において既に認められている。欧州においてＥＰＲＥＸ（登録商標）とい
う商標の下に販売されている、特定のエリスロポエチン製剤（Ｊｏｈｎｓｏｎ＆Ｊｏｈｎ
ｓｏｎ、Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）は、自身の内因性エリス
ロポエチンのために患者の免疫寛容を破壊し、抗体による赤芽球癆（ＰＲＣＡ）を引き起
こすことが分かっている。赤血球生成における欠陥を矯正するために投与された外因性エ
リスロポエチン製剤は、抗体を生成するために患者の免疫系を呼び覚まし、赤血球の分化
において完全なブロックの原因となる内因的に生成されたエリスロポエチンを中和した。
免疫応答の原因としては、凝集体等の他の要因も関係していた可能性もあったものの、エ
リスロポエチンとアジュバントを形成した製剤中の浸出液（Ｂｏｖｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎｅｐｈｒｏｌ．Ｄｉａｌ．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．２０　Ｓｕｐｐｌ　３：ｉｉｉ３３
（２００５））によるものと考えられてきた（Ｓｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ　ａｎｄ　Ｊｉｓ
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ｋｏｏｔ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．２４：６１３（２００６））。
【０００９】
　 可溶性凝集体をタンパク質治療薬から除去するための方法は、治療タンパク質の安全
性に著しく貢献するであろう。タンパク質をリフォールディングする１つの方法は、タン
パク質を脱凝集し、アンフォールディングし、そして適切にフォールディングするために
、タンパク質の溶液に高圧を用いる。かかる方法は、米国特許第６，４８９，４５０号、
米国特許出願公開第２００４／００３８３３３号、および国際特許出願ＷＯ第０２／０６
２８２７号に記載される。それらの開示は、生物学的活性を保持する脱凝集したタンパク
質を高収率で回収する結果となった（すなわち、生物学的活性に必要なように、適切にタ
ンパク質がフォールディングされた）凝集タンパク質またはミスフォールドしたタンパク
質の、特定の高圧処理について述べている。米国特許第６，４８９，４５０号、米国特許
第２００４／００３８３３３号、および国際特許出願ＷＯ第０２／０６２８２７号は、参
照することにより、その全体が本明細書に援用される。
【００１０】
　 しかしながら、下の例に示すように、モノマー含有量の高いタンパク質製剤中の可溶
性凝集体の減少または排除に有利な条件は、高度に凝集した溶液から最大収率のタンパク
質を回収するために有利な条件とは類似していない可能性がある。この特徴は、多くの溶
液条件において圧力処理がモノマー種の凝集を誘導することができる、という一般的な見
解から生じる（Ｆｅｒｒａｏ－Ｇｏｎｚａｌｅｓ，Ａ．Ｄ．，Ｓ．Ｏ．Ｓｏｕｔｏ，ｅｔ
　ａｌ．（２０００），Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａ
ｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　
ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ　９７（１２）：６４４５－６４５０，Ｋｉｍ，Ｙ．Ｓ．，Ｔ．Ｗ
．Ｒａｎｄｏｌｐｈ，ｅｔ　ａｌ．（２００２），Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７７（３０）：２７２４０－２７２４６，Ｓｅｅｆｅ
ｌｄｔ，Ｍ．Ｂ．，Ｙ．Ｓ．Ｋｉｍ，ｅｔ　ａｌ．（２００５），Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　１４（９）：２２５８－２２６６，Ｄｚｗｏｌａｋ，Ｗ．（２００６），Ｂ
ｉｏｃｈｉｍｉｃａ　Ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ－Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ａｎ
ｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　１７６４（３）：４７０－４８０，Ｇｒｕｄｚｉｅｌａｎｅ
ｋ，Ｓ．，Ｖ．Ｓｍｉｒｎｏｖａｓ，ｅｔ　ａｌ．（２００６），Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３５６（２）：４９７－５０９，Ｋｉｍ，Ｙ．
Ｓ．，Ｔ．Ｗ．Ｒａｎｄｏｌｐｈ，ｅｔ　ａｌ．（２００６），Ｈｉｇｈ－ｐｒｅｓｓｕ
ｒｅ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ　ａｎｄ　ａｍｙ
ｌｏｉｄ　ｆｉｂｒｉｌｓ．Ａｍｙｌｏｉｄ，Ｐｒｉｏｎｓ，Ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ，Ｐｔ　Ｃ．４１３：２３７－２５３）。処理によっ
て誘導される凝集体に関する以前の研究は、＞９０％の組成で凝集体を含む溶液を検査す
るという結果に終わっている（Ｆｏｇｕｅｌ，Ｄ．，Ｃ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，ｅｔ　
ａｌ．（１９９９），Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉ
ｎｇ６３（５）：５５２－５５８，Ｒａｎｄｏｌｐｈ，Ｔ．Ｗ．，Ｍ．Ｓｅｅｆｅｌｄｔ
，ｅｔ　ａｌ．（２００２），Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　Ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａ
ｃｔ
　 ａ－Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ　１５９５（１－２）：２２４－２３４，Ｌｅｆｅｂｖｒｅ，Ｂ．Ｇ．，Ｎ
．Ｋ．Ｃｏｍｏｌｌｉ，ｅｔ　ａｌ．（２００４），Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　
１３（６）：１５３８－１５４６，Ｓｅｅｆｅｌｄｔ，Ｍ．Ｂ．（２００５），Ｈｉｇｈ
　ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｇｇｒｅｇａｔｅ
ｓ：Ｅｆｆｉｃａｃｙ　ａｎｄ　ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ，Ｄｏｃｔｏｒａｌ　ｔ
ｈｅｓｉｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．Ｂｏｕｌｄｅｒ，ＣＯ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ
　Ｃｏｌｏｒａｄｏ；Ｓｅｅｆｅｌｄｔ，Ｍ．Ｂ．，Ｃ．Ｃｒｏｕｃｈ，ｅｔ　ａｌ．（
２００６），Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎ
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ｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｉｎ　Ｐｒｅｓｓ，）。必然的に、より少ない凝集体を有する、よ
りモノマー性である物質を含む溶液の凝集体解離について、高圧リフォールディングの結
果は発表されていない。これらの溶液は、患者における免疫原性をもたらす溶液のさらに
典型的なものである。高圧がモノマー物質に凝集体を誘導することが明らかとなっている
ため、この相違は有意であり、かつ新規性を付与するものである（Ｆｅｒｒａｏ－Ｇｏｎ
ｚａｌｅｓ，Ａ．Ｄ．，Ｓ．Ｏ．Ｓｏｕｔｏ，ｅｔ　ａｌ．（２０００），Ｐｒｏｃｅｅ
ｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ　９７（１２）
：６４４５－６４５０，Ｋｉｍ，Ｙ．Ｓ．，Ｔ．Ｗ．Ｒａｎｄｏｌｐｈ，ｅｔ　ａｌ．（
２００２），Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７
７（３０）：２７２４０－２７２４６，Ｓｅｅｆｅｌｄｔ，Ｍ．Ｂ．，Ｙ．Ｓ．Ｋｉｍ，
ｅｔ　ａｌ．（２００５），Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１４（９）：２２５８－
２２６６，Ｄｚｗｏｌａｋ，Ｗ．（２００６），Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　Ｅｔ　Ｂｉｏｐ
ｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ－Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　１７６４
（３）：４７０－４８０，Ｇｒｕｄｚｉｅｌａｎｅｋ，Ｓ．，Ｖ．Ｓｍｉｒｎｏｖａｓ，
ｅｔ
　　 ａｌ．（２００６），Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ　３５６（２）：４９７－５０９，Ｋｉｍ，Ｙ．Ｓ．，Ｔ．Ｗ．Ｒａｎｄｏｌｐｈ，ｅ
ｔ　ａｌ．（２００６），Ｈｉｇｈ－ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ　ａｎｄ　ａｍｙｌｏｉｄ　ｆｉｂｒｉｌｓ．Ａｍｙｌ
ｏｉｄ，Ｐｒｉｏｎｓ，Ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ，
Ｐｔ　Ｃ．４１３：２３７－２５３）。
【００１１】
　 より多くの組換えヒトタンパク質が市場で入手可能となり、免疫原性の問題が増加し
てきている。治療タンパク質に対して形成される抗体は、有効性の喪失および必要不可欠
な生物学的機能を有する内因性タンパク質の中和等、深刻な臨床影響をもたらす可能性が
ある（Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ，Ｓ．，Ｄ．Ｊ．Ａ．Ｃｒｏｍｍｅｌｉｎ，ｅｔ　ａｌ．（２
００４），Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２１（６）：８９７－９
０３）。アミノ酸配列、グリコシル化、化学的分解、および物理的分解等、治療タンパク
質の処理後に免疫原性の発達をもたらす可能性のある数多くの要因が存在する（Ｈｅｒｍ
ｅｌｉｎｇ，Ｓ．，Ｄ．Ｊ．Ａ．Ｃｒｏｍｍｅｌｉｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００４），Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２１（６）：８９７－９０３）。アミノ
酸配列およびグリコシル化に関連する免疫原性は種特異的であり、したがって、組換え技
術を用いたヒトタンパク質を確実に患者に服用させることにより改変され得る。結果とし
て、化学的および物理的分解が、依然としてタンパク質治療薬から免疫原性を発達させる
主要な基盤となっている。
【００１２】
　 治療タンパク質投与の結果としての免疫原性に関するデータ量は少ないが、その件数
は増加している（Ｂｒａｕｎ，Ａ．，Ｌ．Ｋｗｅｅ，ｅｔ　ａｌ．（１９９７），Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１４：１４７２－１４７８；Ｓｃｈｅｌｌ
ｅｋｅｎｓ，Ｈ．（２００２），Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　１（６）：４５７－４
６２；Ｓｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ，Ｈ．（２００３），Ｎｅｐｈｒｏｌ　Ｄｉａｌ　Ｔｒａ
ｎｓｐｌａｎｔ　１８：１２５７－１２５９；Ｄｅｉｓｅｎｈａｍｍｅｒ，Ｆ．，Ｈ．Ｓ
ｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ，ｅｔ　ａｌ．（２００４），Ｊ　Ｎｅｕｒｏｌ　２５１：３１－
３９；Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ，Ｓ．，Ｄ．Ｊ．Ａ．Ｃｒｏｍｍｅｌｉｎ，ｅｔ　ａｌ．（２
００４），Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２１（６）：８９７－９
０３）。タンパク質治療薬の投与後に患者に発生する免疫応答の出現率についての検討は
、インスリン、第ＶＩＩＩ因子、エポジェン、成長ホルモン、インターフェロン‐αおよ
びインターフェロン‐β‐１ｂを含む（Ｍｏｏｒｅ，Ｗ．ａｎｄ　Ｐ．Ｌｅｐｐｅｒｔ（
１９８０），Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　
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ａｎｄ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ　５１：６９１－６９７；Ｒｕｎｋｅｌ，Ｌ．，Ｗ．Ｍｅ
ｉｅｒ，ｅｔ　ａｌ．（１９９８），Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　１５（４）：６４１－６４９；Ｓｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ，Ｈ．（２００３），Ｎｅｐｈ
ｒｏｌ　Ｄｉａｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　１８：１２５７－１２５９；Ｈｅｒｍｅｌｉ
ｎｇ，Ｓ．，Ｄ．Ｊ．Ａ．Ｃｒｏｍｍｅｌｉｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００４），Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２１（６）：８９７－９０３；Ｈｅｒｍｅｌｉ
ｎｇ，Ｓ．，Ｗ．Ｊｉｓｋｏｏｔ，ｅｔ　ａｌ．（２００５），Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２２（６）：８４７－８５１；Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ，Ｓ．，
Ｈ．Ｓｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ，ｅｔ　ａｌ．（２００６），Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　９５（５）：１０８４－１０９６）。凝
集体形成の結果としての免疫原性は、インターフェロンαおよびβ‐１ｂのネズミ科動物
モデルおよび本明細書に示す実施例の試験を用いて、さらにモデル化されてきた（Ｂｒａ
ｕｎ
　 ，Ａ．，Ｌ．Ｋｗｅｅ，ｅｔ　ａｌ．（１９９７），Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１４：１４７２－１４７８；Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ，Ｓ．，Ｗ．Ｊｉ
ｓｋｏｏｔ，ｅｔ　ａｌ．（２００５），Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ　２２（６）：８４７－８５１；Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ，Ｓ．，Ｈ．Ｓｃｈｅｌｌｅｋ
ｅｎｓ，ｅｔ　ａｌ．（２００６），Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　９５（５）：１０８４－１０９６）。
【００１３】
　 凝集体は免疫応答を引き起こし得る、という知識にもかかわらず、治療タンパク質中
に存在する凝集体を除去することは自明ではない。そのプロセス自体が、凝集を誘導する
可能性がある。タンパク質治療薬を生成する間の、無数の潜在的な凝集経路の検討は、Ｃ
ｈｉ，Ｅ．Ｙ．，Ｓ．Ｋｒｉｓｈｎａｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００３），Ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ　１２（５）：９０３‐９１３に提供されている。多くの凝集体は、正し
い処理工程を用いることにより除去することができるが、１００％の純度を持たせること
は難しい。また、タンパク質が界面活性であり、膜を横断して移動するタンパク質として
凝集が誘導される場合もある（Ｍａａ，Ｙ．Ｆ．ａｎｄ　Ｃ．Ｃ．Ｈｓｕ（１９９８），
Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　８７（７）
：８０８－８１２）。処理中の凝集体は、下流の処理工程を妨害し、純度の低い産物をも
たらす可能性がある（Ｓｉｎ，Ｓ．Ｃ．，Ｈ．Ｂａｌｄａｓｃｉｎｉ，ｅｔ　ａｌ．（２
００６），Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ａｎｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉ
ｎｇ　２８（６）：４０５－４１４）。
【００１４】
　 高圧処理は、凝集を誘導する可能性がある濾過または精製を伴わないので、タンパク
質凝集体の除去に効果的なプロセスを提供する。しかしながら、条件は、凝集体を解離し
ている間はモノマーの凝集を誘導しない（いずれの形態においても）と同定されなければ
ならない。当業者は、高収率のためには、９０％以上の凝集体を含む溶液をリフォールデ
ィングすることを予期するであろう。それとは反対に、モノマー物質が最初に存在する場
合には、その条件で低レベルの凝集体を含有する溶液を提供することはできないため、条
件は下流の処理溶液についても実用的である必要がある。
【００１５】
　 本発明は、一部分において、組換えタンパク質製剤、中でも比較的モノマー含有量の
高い組換えタンパク質の製剤、および実質的には可溶性凝集体を含んでいない組換えタン
パク質の製剤における、可溶性凝集体の問題を軽減するための高圧技術の使用に関する。
【００１６】
　 低下した免疫原性を有するタンパク質治療薬は、少なくとも、これらの課題のうちの
いくつかに対処するであろう。また、逆に免疫原性を低下するタンパク質治療薬から可溶
性凝集体を除去するための方法は、安全性、生物活性の増大、および治療タンパク質の有
効性の増加に著しく貢献するであろう。このことおよび当該技術分野において既知である
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最新技術を所与とすると、免疫原性を低下するプロセスは本業界にジレンマを与える。本
発明は、これらの問題に対処し、組換えタンパク質治療薬の技術分野における進歩および
改良を提供する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　 本発明は、タンパク質治療薬、より具体的には、組換えタンパク質治療薬における免
疫原性の低下に、特に効果的かつ効率的な方法を提供する。本発明は、高圧処理の使用を
採用することにより、タンパク質治療薬の免疫原性および関連する困難を克服するための
経路を提供する。これらの方法は、本来ならば生物活性、有効性、免疫原性等に関連する
であろう問題を回避しつつ、高品質な組換えタンパク質治療薬の生成を可能にする。当該
方法は、組換えタンパク質に関する処理効果および治療効果を有利に提供する。
【００１８】
　 高圧リフォールディングは、概して天然タンパク質の立体構造を好む「圧力ウィンド
ウ」内の条件で発生すると同定されてきた。しかしながら、９０％を上回る凝集体を含む
リフォールディング溶液についての条件には、モノマー溶液中で凝集を誘導するものもあ
るため、モノマーを完全に安定させる条件を同定することは困難である。高圧が多くのタ
ンパク質の種類においてモノマー物質に凝集体を誘導することが明らかになっているため
、本発明のこの特徴は有意かつ新規である（Ｆｅｒｒａｏ－Ｇｏｎｚａｌｅｓ，Ａ．Ｄ．
，Ｓ．Ｏ．Ｓｏｕｔｏ，ｅｔ　ａｌ．（２０００），Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕ
ｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ　９７（１２）：６４４５－６４５０
；Ｋｉｍ，Ｙ．Ｓ．，Ｔ．Ｗ．Ｒａｎｄｏｌｐｈ，ｅｔ　ａｌ．（２００２），Ｊｏｕｒ
ｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７７（３０）：２７２４
０－２７２４６；Ｓｅｅｆｅｌｄｔ，Ｍ．Ｂ．，Ｙ．Ｓ．Ｋｉｍ，ｅｔ　ａｌ．（２００
５），Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１４（９）：２２５８－２２６６；Ｄｚｗｏｌ
ａｋ，Ｗ．（２００６），Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　Ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔ
ａ－Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　１７６４（３）：４７０－４８
０；Ｇｒｕｄｚｉｅｌａｎｅｋ，Ｓ．，Ｖ．Ｓｍｉｒｎｏｖａｓ，ｅｔ　ａｌ．（２００
６），Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３５６（２）：４
９７－５０９；Ｋｉｍ，Ｙ．Ｓ．，Ｔ．Ｗ．Ｒａｎｄｏｌｐｈ，ｅｔ　ａｌ．（２００６
），Ｈｉｇｈ－ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｇｇｒｅ
ｇａｔｅｓ　ａｎｄ　ａｍｙｌｏｉｄ　ｆｉｂｒｉｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌｏｇｙ：Ａｍｙｌｏｉｄ，Ｐｒｉｏｎｓ，Ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ，Ｐｔ　Ｃ．４１３：２３７－２５３）。本発明は、いかなるモ
ノマーも凝集することなく、凝集体を解離する条件を同定する。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　 具体的には、本発明は、治療タンパク質製剤中のタンパク質凝集体を減少する方法と
、かかる方法で処理したタンパク質製剤とを包含する。一実施形態においては、本発明は
、タンパク質製剤を高静水圧に一定の期間供するステップと、圧力を大気圧まで下げるス
テップとを備え、該タンパク質製剤は高圧処理前のタンパク質製剤と比較して低下した免
疫原性を有する、凝集体を含有する疑いのあるタンパク質製剤を処理する方法を備える。
別の実施形態では、タンパク質製剤は治療タンパク質製剤である。
【００２０】
　 モノマー含有量が高い（例えば、モノマー約８０％またはモノマー約８０％を上回る
、モノマー約９０％またはモノマー約９０％を上回る、モノマー約９５％またはモノマー
約９５％を上回る、モノマー約９８％またはモノマー約９８％を上回る）または凝集体含
有量が比較的低い（例えば、約２０％の凝集体含有量または約２０％を下回る凝集体含有
量、約１０％の凝集体含有量または約１０％を下回る凝集体含有量、約５％の凝集体含有
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量または約５％を下回る凝集体含有量、約２％の凝集体含有量または約２％を下回る凝集
体含有量）多くの治療タンパク質の製剤において、リフォールディング条件の無分別な選
択は、実際に凝集体含有量を増加させることになりかねないため、凝集体を減少するため
の条件は慎重に選択されなければならない。したがって、一実施形態においては、本発明
は、凝集を誘導しない高圧条件に製剤を供するステップを備える、モノマー含有量の高い
または凝集体含有量の低いタンパク質の製剤において、凝集体含有量を減少するまたはモ
ノマー含有量を増加する方法を包含し、上記条件は、高圧値、高圧処理の期間、タンパク
質の濃度、温度、ｐＨ、イオン強度、カオトロープ濃度、界面活性剤濃度、緩衝液濃度、
優先的な排除化合物の濃度、または本明細書に記載されるその他の溶液パラメータを含む
。一実施形態においては、モノマー含有量の高いまたは凝集体含有量の低いタンパク質製
剤において、凝集体含有量を減少するまたはモノマー含有量を増加する方法は、タンパク
質の精製が完了した後、つまり、タンパク質が治療薬として使用するための所望の純度レ
ベルに到達した後に行われる（純度は、対象となるタンパク質以外の望ましくない成分を
指すものであって、対象のタンパク質の凝集体を指すものではない）。
【００２１】
　 本発明の一実施形態においては、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で
処理されると、高圧法で処理されていない同一のタンパク質の製剤と比較して少なくとも
約１０％、少なくとも約２０％、少なくとも約２５％、少なくとも約３０％、少なくとも
約４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約７５％、少なくとも約９０％、少なくとも
約９５％、または少なくとも約９９％減少される。本発明の別の実施形態では、治療タン
パク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処理されると、高圧法で処理されていない同一
タンパク質の製剤と比較して検出不可能なレベルまで減少される。
【００２２】
　 本発明の別の実施形態では、高圧法で処理される前のタンパク質の初期製剤と比較し
て、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体を少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、
少なくとも約２５％、少なくとも約３０％、少なくとも約４０％、少なくとも約５０％、
少なくとも約７５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、または少なくとも約９
９％減少するために、少なくとも約８０％のモノマー含有量を有する初期の治療タンパク
質製剤が、本発明の高圧法で処理される。本発明の別の実施形態では、少なくとも約８０
％のモノマー含有量を有する初期の治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処
理されると、高圧法で処理される前のタンパク質の初期の製剤と比較して検出不可能なレ
ベルまで減少される。
【００２３】
　 別の実施形態では、本発明は、高圧によって処理された治療タンパク質製剤、および
高圧によって処理された治療タンパク質製剤を作製する方法を包含し、該治療タンパク質
製剤は、高圧によって処理されていない同一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較
して、タンパク質組成物を必要とする固体に該タンパク質組成物を投与した後のタンパク
質に対して低下したまたは検出不可能な免疫応答を引き起こす。本発明の一実施形態にお
いては、本発明は、高圧によって処理された治療タンパク質製剤、および高圧によって処
理された治療タンパク質製剤を作製する方法を包含し、高圧によって処理された治療タン
パク質製剤に対する免疫応答は、高圧によって処理されていない同一のタンパク質の製剤
に対する免疫応答と比較して、少なくとも５０％減少される。一実施形態においては、高
圧によって処理された治療タンパク質製剤と、高圧によって処理されていない同一のタン
パク質の製剤との唯一の相違は、圧力処理そのものであり、高圧処理は、高度にモノマー
性であるタンパク質溶液において凝集体を減少する条件下（約９０％以上のモノマーを含
む、高度にモノマー性である溶液）で行われる。本発明の別の実施形態では、高圧によっ
て処理された治療タンパク質製剤に対する免疫応答は、高圧によって処理されていない同
一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較して、少なくとも約７５％減少される。本
発明の別の実施形態では、高圧によって処理された治療タンパク質製剤に対する免疫応答
は、高圧によって処理されていない同一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較して
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、少なくとも約９０％減少される。本発明の別の実施形態では、高圧によって処理された
治療タンパク質製剤に対する免疫応答は、高圧によって処理されていない同一のタンパク
質の製剤に対する免疫応答と比較して、約９５％減少される。本発明の別の実施形態では
、高圧によって処理された治療タンパク質製剤に対する免疫応答は、高圧によって処理さ
れていない同一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較して、約９９％減少される。
本発明の別の実施形態では、高圧によって処理された治療タンパク質製剤に対する免疫応
答は、高圧によって処理されていない同一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較し
て、実質的に検出不可能である。
【００２４】
　 別の実施形態では、本発明は、治療タンパク質製剤を一定の期間高圧に供するステッ
プと、圧力を開放するステップと、治療タンパク質製剤を個体に投与するステップとを備
える、免疫原性の低下した治療タンパク質製剤を投与する方法を包含する。高圧は、約５
００バールと約１０，０００バールの間、約５００バールと約５０００バールの間、約１
０００バールと約３５００バールの間、約１０００バールと約３０００バールの間、また
は約２０００バールであってもよい。圧力は、１０バール／分と１００バール／分との間
等、制御された減圧速度で開放されてもよい。治療タンパク質製剤は、圧力開放から約２
４時間、約１２時間、約４時間、約１時間、または約１５分以内に個体に投与される。一
部の実施形態においては、タンパク質は個体が属する種に内因性であり、他の実施形態に
おいては、タンパク質は個体が属する種に内因性ではない。
【００２５】
　 一実施形態においては、本発明は、タンパク質および薬学的に許容される担体を含む
タンパク質組成物を包含し、該タンパク質組成物は個体に投与され、投与後のタンパク質
特異的抗体のレベルは実質的に検出不可能である。他の実施形態では、本発明は、タンパ
ク質および薬学的に許容される担体を含むタンパク質組成物を包含し、該タンパク質組成
物は個体に投与され、タンパク質特異的抗体のレベルは、実質的にタンパク質投与前のタ
ンパク質特異的抗体のレベルと同じである。別の実施形態では、本発明は、タンパク質お
よび薬学的に許容される担体を含むタンパク質組成物を包含し、該タンパク質組成物は個
体に投与され、タンパク質特異的抗体のレベルは、凝集タンパク質組成物の投与によって
生成されたタンパク質特異的抗体のレベルを下回る。一部の実施形態においては、タンパ
ク質は個体が属する種に内因性であり、他の実施形態においては、タンパク質は個体が属
する種に内因性ではない。
【００２６】
　 別の実施形態では、タンパク質および薬学的に許容される担体を含むタンパク質組成
物を包含し、該タンパク質組成物は、総タンパク質に対する割合として約２０％未満の凝
集タンパク質を含有するか、または該タンパク質組成物は、総タンパク質に対する割合と
して約１０％未満の凝集タンパク質を含有するか、または該タンパク質組成物は、総タン
パク質に対する割合として約５％未満の凝集タンパク質を含有するか、または該タンパク
質組成物は、総タンパク質に対する割合として約１％未満の凝集タンパク質を含有するか
、または該タンパク質組成物は、総タンパク質に対する割合として実質的に検出可能な量
の凝集タンパク質を含有しない。タンパク質組成物中の凝集タンパク質の量は、これらに
限定されないが、超遠心分析法、サイズ排除クロマトグラフィー、フィールドフローフラ
クショネーション、光散乱、光遮蔽、蛍光分光、ゲル電気泳動、ＧＥＭＭＡ分析、および
核磁気共鳴分光法を含む、任意の方法によって測定される。割合は、他の分析方法を除外
した上記分析方法のうちのいずれに基づいていてもよい。代替として、タンパク質組成物
中の凝集タンパク質の量は、これらに限定されないが、超遠心分析法、サイズ排除クロマ
トグラフィー、フィールドフローフラクショネーション、光散乱、光遮蔽、蛍光分光、ゲ
ル電気泳動、ＧＥＭＭＡ分析、および核磁気共鳴分光法を含む、少なくとも１つの方法に
よって測定される。つまり、割合は、必ずしも他の分析方法を除外することなく、いずれ
か１つの分析法に基づいていてもよい。
【００２７】
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　 他の実施形態では、本発明は、タンパク質および薬学的に許容される担体を含むタン
パク質組成物を包含し、タンパク質組成物は、タンパク質に対する個体の免疫寛容を破壊
しない。
【００２８】
　 他の実施形態では、本発明は、タンパク質および薬学的に許容される担体を包含し、
タンパク質組成物は、タンパク質をコードする導入遺伝子を有するトランスジェニック動
物のタンパク質に対する免疫寛容を破壊しない。
【００２９】
　 他の実施形態では、本発明は、タンパク質および薬学的に許容される担体を包含し、
タンパク質組成物は、タンパク質に対して誘導された寛容を有する動物のタンパク質に対
する免疫寛容を破壊しない。
【００３０】
　 本発明は、ａ）タンパク質の溶液を高圧処理に供するステップと、ｂ）ステップａの
前または後に、高圧処理されたタンパク質が既に薬学的に許容される担体に存在しない場
合は、かかる担体に担持するステップと、ｃ）高圧処理されたタンパク質を第１の個体に
投与することと、ｄ）当該方法における任意の時点で、高圧処理されていないタンパク質
が既に薬学的に許容される担体に存在しない場合は、かかる担体に担持するステップと、
ｅ）薬学的に許容される担体に担持した後の当該方法における任意の時点で、高圧処理さ
れていないタンパク質を第２の個体に投与するステップと、ｆ）第１の個体の免疫応答を
第２の個体と比較するステップとを備え、第２の個体と比較して低下した第１の個体の免
疫応答は、高圧処理されたタンパク質が免疫原性を低下させることを意味する、高圧で処
理されていない同一のタンパク質に対して低下した高圧処理タンパク質の免疫原性の検査
を包含する。免疫応答は、抗体力価、存在する抗体の相対量または絶対量、アナフィラキ
シーと関連した炎症および反応（脱力感、痒み、腫れ、蕁麻疹、痙攣、下痢、嘔吐、呼吸
困難、胸苦しさ、血圧低下、意識不明、およびショック）等の臨床的免疫反応、検出可能
な抗体を誘導するための調製に必要な時間、特異的な抗体力価を誘導するための調製に必
要な時間、および特定の濃度レベルの抗体を誘導するための調製に必要な時間によって、
測定することができる。免疫応答は、Ｂｉａｃｏｒｅアッセイによって測定することがで
きる。第１および第２の個体は、その誘導遺伝子が本発明において用いられるタンパク質
を発現するトランスジェニック動物であってもよく、または第１および第２の個体は、本
発明において用いられるタンパク質に寛容化されていてもよい。
【００３１】
　 上述した方法のいずれにおいても、免疫応答は、抗体力価、存在する抗体の相対量ま
たは絶対量、アナフィラキシーと関連した炎症および反応（脱力感、痒み、腫れ、蕁麻疹
、痙攣、下痢、嘔吐、呼吸困難、胸苦しさ、血圧低下、意識不明、およびショック）等の
臨床的免疫反応、検出可能な抗体を誘導するための調製に必要な時間、特異的な抗体力価
を誘導するための調製に必要な時間、および特定の濃度レベルの抗体を誘導するための調
製に必要な時間を含む、当業者に既知である任意の好適なアッセイを用いて測定すること
ができる。
【００３２】
　 本発明の方法および組成物は、低下した免疫原性を有するタンパク質治療薬を可能に
する。いくつかの実践様式において、組換えタンパク質治療薬の生成の改良方法を提供す
るために、当該方法が有利に用いられる。当該方法は、かかる改良を、生物活性の増大お
よび／または有効性の増大と合わせた免疫原性の低下として、およびタンパク質の収率お
よび／または品質における改良として、提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】９０％を超えて凝集したＣＴＬＡ－４－Ｉｇのリフォールディングに与える高圧
およびイオン強度の影響を示す図である。
【図２】モノマーＣＴＬＡ－４－Ｉｇ融合タンパク質の安定性に与える圧力およびイオン
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強度の影響を示す図である。
【図３】中程度の凝集体レベルを有する溶液のリフォールディングに与えるイオン強度お
よび圧力の影響を示す図である。
【図４】治療レベルの関数として、未感作マウス（４世代目）に投薬されたノルディフレ
ックス（Ｎｏｒｄｉｆｌｅｘ）ｒｈＧＨに対する抗体応答を示す図である。
【図５】高圧の使用によるＩＦＮ‐β凝集体の解離を示す図である。凝集体は、Ｓｈａｋ
ｅｄらによって教示されたプロセスの修正版の（Ｓｈａｋｅｄ，Ｓｔｅｗａｒｔ　ｅｔ　
ａｌ．１９９３）（方法を参照）結果として形成された。
【図６】モノマー、凝集体、および高圧で処理したｒｍＩＦＮ‐βの凝集体を投薬された
未感作マウスのＥＬＩＳＡ反応を示す図である。服薬は、０．５ｕｇ／投薬または２．３
ｕｇ／投薬のいずれかで１５日間行われた。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　 本明細書に記載されるすべての出版物および特許は、参照することにより各々の全体
が本明細書に援用される。本明細書に開示される出版物および特許は、それらの開示目的
のためのみに提供される。本発明者らが、本明細書中において引用されるいかなる出版物
および／または特許も含む、いかなる出版物および／または特許に先行する権利も有しな
いことを認めるものと解釈されるべきではない。
【００３５】
　 以下に記載する本発明の実施形態は、本発明を網羅することや、以下の発明を実施す
るための形態に開示される厳密な形態に限定することを意図するものではない。むしろ、
実施形態は、当業者が本発明の原理および実践を認識および理解できるように選択され、
説明される。
【００３６】
　 本発明の方法は、低下した免疫原性を有する組換えタンパク質を作製するために用い
ることができ、該タンパク質から可溶性凝集体を除去するために特に有用である。
【００３７】
　 より具体的には、本明細書に記載される方法は、タンパク質溶液を高圧に供するステ
ップと、その後で圧力を周囲圧力まで下げるステップとを備える、タンパク質製剤の免疫
原性を低下するためにタンパク質を高圧下で処理するためのステップを含む。選択される
高圧レベル、温度、ｐＨ、および本明細書に記載されるその他の条件を含む条件は、タン
パク質の凝集をさらに誘導することなく、可溶性凝集体を解離するために選択される。こ
のことは、タンパク質の可溶性凝集体を最小限に抑えるかまたは排除し、したがって、タ
ンパク質治療薬の品質を向上する。
【００３８】
　 「高圧」とは、少なくとも２５０バールである圧力を意味する。本発明の方法が使用
される圧力は、少なくとも約２５０バールの圧力、少なくとも約４００バールの圧力、少
なくとも約５００バールの圧力、少なくとも約１キロバールの圧力、少なくとも約２キロ
バールの圧力、少なくとも約３キロバールの圧力、少なくとも約５キロバールの圧力、ま
たは少なくとも約１０キロバールの圧力である。
【００３９】
　 本明細書で用いられる「タンパク質凝集体」とは、非天然の非共有相互作用および／
または非天然の共有結合（非天然の分子間ジスルフィド結合等）がともにタンパク質分子
を支える、数多くのタンパク質分子から構成されるものとして定義される。必ずしもそう
であるとは限らないが、典型的には、凝集体は不溶性となるように十分な分子を含有して
おり、かかる凝集体は不溶性凝集体である。溶液中に残存する非天然の凝集体を形成する
タンパク質があり、かかる凝集体は可溶性凝集体である。また、典型的には（必ずしもそ
うであるとは限らないが）、凝集体の表面には、天然の、非凝集タンパク質の表面上には
見られない、少なくとも１つのエピトープまたは領域がある。「封入体」とは、本発明が
適用可能である特に興味深い凝集体の一種である。その他のタンパク質凝集体には、これ
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らに限定されないが、可溶性および不溶性の沈殿物、可溶性非天然オリゴマー、ゲル、原
繊維、膜、フィラメント、プロトフィブリル、アミロイド沈着物、プラーク、および分散
性の非天然細胞内オリゴマーを含む。
【００４０】
　 「大気圧」、「周囲圧力」、または「標準」気圧は、およそ１５ポンド／平方インチ
（ｐｓｉ）またはおよそ１バールまたはおよそ１００，０００パスカルとして定義される
。
【００４１】
　 本明細書における、タンパク質の「生物学的活性」とは、既知のまたは意図されるタ
ンパク質の有用性と相関することが当該技術分野において一般に認められるアッセイで測
定される、既知の最大比活性の少なくとも約１０％を保持するタンパク質を意味する。治
療的使用を意図するタンパク質については、選択されるアッセイは、タンパク質の安全性
および有効性に関するデータが提出されなければならない規制当局によって認められるア
ッセイである。既知の最大比活性度の少なくとも１０％を有するタンパク質は、本発明の
目的に対しては、「生物学的に活性」である。
【００４２】
　 本文脈においてタンパク質に適用される「変性した」とは、天然の２次構造、３次構
造、および／または４次構造が、そのタンパク質が生物学的活性を持たない程度まで乱さ
れることを意味する。
【００４３】
　 「変性した」とは対照的に、タンパク質の「天然の立体構造」とは、タンパク質がそ
の生物学的に活性した状態において自然に発生する際の、タンパク質の２次構造、３次構
造、および／または４次構造を指す。
【００４４】
　 本明細書で用いられる「寛容」または「免疫寛容」とは、本来であれば正常な免疫系
の設定において、特異的な抗原に対する免疫応答がないことを指す。寛容は、免疫応答の
すべてまたはその一部が低下する一般的な免疫抑制とは異なる。
【００４５】
　 本明細書で用いられる「トランスジェニック動物」とは、マイクロインジェクション
または組換えウイルスとの感染等の遺伝子操作によって、１つ以上の動物の細胞が直接的
または間接的に受け取った核酸を含有する、ヒト以外の任意の動物を指す。導入された核
酸は、染色体内で一体化されてもよく、または染色体外で複製されてもよい。「生殖細胞
系トランスジェニック動物」という用語は、核酸が生殖系列細胞に導入され、子孫に情報
を伝達する能力を有する動物を指す。かかるヒト以外の動物には、これらに限定されない
が、げっ歯類、ヒト以外の霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ヤギ、ブタ、およびネコを含む
。
【００４６】
　 「個体」とは、脊椎動物、鳥類、哺乳類、またはヒト等の、機能的な免疫系を有する
動物を意味する。個体は、ラット、マウス、またはウサギ等の実験動物であってもよい。
個体は、治療または処置の必要な脊椎動物であってもよい。個体は、治療または処置の必
要なヒト患者であってもよい。
【００４７】
　 「実質的に同じ」とは、レベルにおける相違が、実験測定値における標準偏差の約３
倍、約２倍、または約１倍未満であること、好ましくは標準偏差の約１倍未満であること
を意味する。「実質的に検出不可能」であるとは、零点測定または対照測定と試料測定と
の間の相違が、実験測定値における標準偏差の約３倍、約２倍、または約１倍未満である
こと、好ましくは標準偏差の約１倍未満であることを意味する。
【００４８】
　 「治療タンパク質製剤」とは、タンパク質を含む任意の組成物、好ましくはタンパク
質を含む液体組成物であり、該タンパク質は薬物として使用されることが意図される。治
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療タンパク質製剤は、必ずしも薬物として使用される最終剤形でなくともよい。該タンパ
ク質は、タンパク質を調製または処理するために好適であるいずれの剤形であってもよく
、これに限定されないが、薬物として投与されるための最終剤形であってもよい。液体タ
ンパク質組成物中の液体は、これらに限定されないが、水、緩衝液、薬学的に許容される
担体、または変性溶液を含む溶液であってもよい。
【００４９】
　　「可溶性凝集体およびその他の免疫原性種を除去するための圧力処理についての考察
」
　 本発明の方法で処理することのできるタンパク質組成物は、これらに限定されないが
、タンパク質の試験室試料、バルク医薬品、および個別投与量または個別投薬単位を含む
。本発明の一実施形態においては、タンパク質のバルク医薬品は、該医薬品を個別投与量
、個別投薬単位、または個別容器に分割する前に、高圧で処理される。この処理は、該医
薬品の使用前にいつでも行うことができる。たとえば、タンパク質組成物を個体に投与す
ることを意図する少なくとも約３年前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図す
る少なくとも約２年前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する少なくとも約
１年前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する少なくとも約６ヶ月前、タン
パク質組成物を個体に投与することを意図する少なくとも約３ヶ月前、タンパク質組成物
を個体に投与することを意図する少なくとも約１ヶ月前、タンパク質組成物を個体に投与
することを意図する少なくとも約２週間前、タンパク質組成物を個体に投与することを意
図する少なくとも約１週間前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する少なく
とも約３日前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する少なくとも約１日前、
タンパク質組成物を個体に投与することを意図する少なくとも約１２時間前、タンパク質
組成物を個体に投与することを意図する少なくとも約４時間前、タンパク質組成物を個体
に投与することを意図する少なくとも約１時間前、またはタンパク質組成物を個体に投与
することを意図する少なくとも１５分前である。代替として、該処理は、タンパク質組成
物を個体に投与することを意図する早くても約３年前、タンパク質組成物を個体に投与す
ることを意図する早くても約２年前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する
早くても約１年前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する早くても約６ヶ月
前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する早くても約３ヶ月前、タンパク質
組成物を個体に投与することを意図する早くても約１ヶ月前、タンパク質組成物を個体に
投与することを意図する早くても約２週間前、タンパク質組成物を個体に投与することを
意図する早くても約１週間前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する早くて
も約３日前、タンパク質組成物を個体に投与することを意図する早くても約１日前、タン
パク
　 質組成物を個体に投与することを意図する早くても約１２時間前、タンパク質組成物
を個体に投与することを意図する早くても約４時間前、タンパク質組成物を個体に投与す
ることを意図する早くても１時間前、またはタンパク質組成物を個体に投与することを意
図する早くても１５分前に行われてもよい。凝集した種および／または非天然の種を除去
することが、さらに非天然種を凝集および／または形成する核形成部位を除去することに
もなり、ひいては、かかる望ましくない結果を遅らせることになるため、圧力処理の利点
の１つとして、しばしば治療タンパク質製剤の有効期間が延長され得るということがある
。本発明のその他の実施形態では、本発明は、治療タンパク質製剤の有効期間が、治療タ
ンパク質製剤の高圧処理によって少なくとも約１００％、治療タンパク質製剤の高圧処理
によって少なくとも約５０％、治療タンパク質製剤の高圧処理によって少なくとも約２５
％、または治療タンパク質製剤の高圧処理によって少なくとも約１０％延長される、タン
パク質組成物を調製する方法を包含する。本発明の他の実施形態では、本発明は、少なく
とも約１００％、治療タンパク質製剤の高圧処理によって少なくとも約５０％、治療タン
パク質製剤の高圧処理によって少なくとも約２５％、または治療タンパク質製剤の高圧処
理によって少なくとも約１０％延長される有効期間を有する、圧力処理したタンパク質組
成物を包含する。
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【００５０】
　 上述したように、「治療タンパク質製剤」は、投与のための最終剤形でなくてもよい
。ある場合において、市販の治療タンパク質製剤は投与に好適である剤形において供給さ
れるが、可溶性凝集体および／またはその他の非天然タンパク質の除去という目的のため
には、製剤は、可溶性凝集体および／またはその他の非天然タンパク質の除去により好適
である剤形に変更されてもよい。したがって、例えば、可溶性凝集体タンパク質を除去す
るために市販の治療タンパク質製剤（投与に好適な剤形である）を処理するためには、ｐ
Ｈを変更すること（例えば、最終製剤のｐＨをｐＨ７からｐＨ３に）、可溶性凝集体およ
び／またはその他の非天然タンパク質を除去するためにタンパク質製剤を処理すること、
そして投与に好適な値までｐＨを戻すことによって、製剤を変更することが可能である。
治療タンパク質製剤は、様々なリフォールディングおよびクロマトグラフィー、または高
度にモノマー性であるタンパク質の製剤（例えば、約９０％以上モノマー性である）をも
たらすその他の精製ステップの後に、依然として相当量の可溶性凝集体を含有する「加工
処理」から回収された形態であってもよい。タンパク質濃度、塩濃度、緩衝液濃度、温度
、およびカオトロープ濃度等の他のパラメータは、かかる様式において調節することがで
きる。
【００５１】
　 代替として、製造者は、可溶性凝集体および／またはその他の非天然タンパク質を除
去するための高圧処理に好適な剤形で治療タンパク質製剤を供給してもよく、その後、該
治療タンパク質製剤は、薬物としての投与に好適な剤形から成るように調節され得る。
【００５２】
　 治療タンパク質製剤の比較試験を行う場合、圧力処理の後（すなわち、高圧を開放し
た後で）であって、高圧処理されたタンパク質製剤を第１の個体に投与する前の経過時間
は、医薬品を使用する前の高圧処理前の上述のいずれの時間枠であってもよい。
【００５３】
　「リフォールディングのためのタンパク質」
　 本発明は、組換えタンパク質、天然源から単離されたタンパク質、または化学合成に
よって生成されたタンパク質等、リフォールディングが所望されるいずれのタンパク質を
も包含する。本発明の方法で処理することが可能な特異的なタンパク質は以下を含むもの
とする：インターフェロンα；インターフェロンα２ａ（ロフェロンＡ；ペガシス）；イ
ンターフェロンβ‐１ｂ（ベータセロン）；インターフェロンβ‐１ａ（アボネックス）
；インスリン（ヒューマリンＲ）；ＤＮＡａｓｅ（パルモザイム）；ニューロジェン；エ
ポジェン；プロクリット（エポエチンアルファ）；アラネスプ（２世代プロクリット）；
イントロンＡ（インターフェロンα２ｂ）；リツキサン（リツキシマブ抗ＣＤ２０）；Ｉ
Ｌ－２（プロリュウキン）；ＩＬ－１ｒａ（キネレット）；ＢＭＰ－７（オステオゲニン
）；ＴＮＦ‐α１ａ（ベロミュン（Ｂｅｒｏｍｕｎ））；ヒュミラ（抗ＴＮＦ‐αＭＡＢ
）；ｔＰＡ（テネクテプラーゼ）；ＰＤＧＦ（レグラネクス（登録商標））；インターフ
ェロンγ１ｂ（アクティミューン）；ｕＰＡ；ＧＭＣＳＦ；第ＶＩＩＩ因子；レミケード
（インフリキシマブ）；エンブレル（エタネルセプト）；ベータフェロン（インターフェ
ロンβ‐１ａ）；サイゼン（ソマトロピン）；アービタックス（セツキシマブ）；サイゼ
ン（ソマトロピン）；ノルディトロピン（ソマトロピン）；ニュートロピン（ソマトロピ
ン）；ジェノトロピン（ソマトロピン）；ヒューマトロープ（ソマトロピン）；レビフ（
インターフェロンβ１ａ）；ハーセプチン（トラスツズマブ）；およびヒュミラ（アダリ
ムマブ）。免疫グロブリン（ＩｇＧ等）およびその他のタンパク質も、本明細書の方法で
処理することができる。
【００５４】
　「タンパク質分析」
　 凝集したタンパク質を分析および定量化するためには、いくつかの方法が利用可能で
ある。いくつかの高分子の分析方法に関する優れた概説は、Ｃａｎｔｏｒ，Ｃ．Ｒ．ａｎ
ｄ　Ｐ．Ｒ．Ｓｃｈｉｍｍｅｌ，Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｐａｒ
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ｔ　ＩＩ：Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ＆Ｃ
ｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：１９８０に見られる。その他の一般的な技術は、米国特許出願
公開第２００３／００２２２４３号に記載される。
【００５５】
　 タンパク質治療薬の凝集を特徴付けるために超遠心分析法を使用することは、Ａｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（２００３年１０月、
Ｐｈｉｌｏ，Ｊ．Ｓ．著）の２２ページに具体的に論じられている。超遠心分析法用いて
行うことが可能な実験は、溶液中に複数の溶質（例えば、モノマー、ダイマー、トリマー
等）が存在するかどうかを判断するため、そして該溶質の分子量を推定するために行うこ
とが可能である、沈降速度および沈降平衡実験を含む。
【００５６】
　 サイズ排除クロマトグラフィーおよびゲル浸透クロマトグラフィーが、分子量および
タンパク質の凝集数を推定するため、ならびに異なる凝集体の分離のために用いられても
よい。Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｓｉｚｅ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ
ａｐｈｙ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉ
ｏｎ（Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）（Ｗｕ，Ｃ．－Ｓ．編集）、
Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２００４（特に、１５章の４３９～４
６２ページの“Ｓｉｚｅ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｏｆ　
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ”（Ｂａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．著））、およびＣｏｌｕｍｎ　Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｆｏｒ　Ｓｉｚｅ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（Ｗ
ｕ，Ｃ．－Ｓ．編集），Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９９９
（特に２章および１８章）等の参考資料を参照のこと。
【００５７】
　 分子の液流に対して垂直な磁場を利用するフィールドフローフラクショネーションも
、タンパク質のモノマー、ダイマー、トリマー等の凝集タンパク質を分析および分離する
ために用いることができる。Ｚｈｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７７：４５８
１（２００５）；Ｌｉｔｚｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２１２：４
６９（１９９３）；およびＲｅｓｃｈｉｇｌｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ．２３：４７５（２００５）を参照。
【００５８】
　 レーザー光散乱を用いた方法等（しばしば、サイズ排除クロマトグラフィーまたはそ
の他の方法と組み合わせて）の光散乱法も、タンパク質凝集体を含むタンパク質の分子量
を推定するために用いることができる。例えば、Ｍｏｇｒｉｄｇｅ，Ｊ．，Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２６１：１１３（２００４）およびＹｅ，Ｈ．，Ａｎａｌｙｔｉ
ｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．３５６：７６（２００６）を参照。動的光散乱法は、Ｐｅｃｏ
ｒａ，Ｒ．，ｅｄ．，Ｄｙｎａｍｉｃ　Ｌｉｇｈｔ　Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ：Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｐｈｏｔｏｎ　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏ
ｐｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，２００３およびＢｅｒｎｅ
，Ｂ．Ｊ．　ａｎｄ　Ｐｅｃｏｒａ，Ｒ．，Ｄｙｎａｍｉｃ　Ｌｏｇｈｔ　Ｓｃａｔｔｅ
ｒｉｎｇ：Ｗｉｔｈ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｏ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ，ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃｓ，Ｍｉｎｅｏｌａ，ＮＹ：Ｄｏｖｅｒ　Ｐｕｂｌｉｃａ
ｔｉｏｎｓ，２０００に論じられている。レーザー光散乱は、Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｃ．Ｓ．
　ａｎｄ　Ｇａｂｒｉｅｌ，Ｄ．Ａ．，Ｌａｓｅｒ　Ｌｉｇｈｔ　Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ
，Ｍｉｎｅｏｌａ，ＮＹ：Ｄｏｖｅｒ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，１９９５に論じられ
ており、タンパク質凝集を判断するために適用することができる他の光散乱法は、Ｋｒａ
ｔｏｃｈｖｉｌ，Ｐ．，Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　Ｌｉｇｈｔ　Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｆｒ
ｏｍ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，
１９８７に論じられている。
【００５９】
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　 光遮蔽も、タンパク質凝集を測定するために用いることができる。Ｓｅｅｆｅｌｄｔ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．１４：２２５８（２００５）；Ｋｉｍ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：１６２６（２００１）；およびＫｉｍ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７７：２７２４０（２００２）を参照。
【００６０】
　 蛍光異方性測定等の蛍光分光が、タンパク質凝集体の存在を判断するために用いられ
てもよい。凝集体の分析を補助するために、蛍光プローブ（染料）が共有結合的にまたは
非共有結合的に凝集体と結合されてもよい（例えば、Ｌｉｎｄｇｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．８８：４２００（２００５）、米国特許出願公開第２００３／０２
０３４０３号）、またはＲｏｙｅｒ，Ｃ．Ａ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４
０：６５（１９９５）を参照）。内部のトリプトファン残基も、タンパク質凝集を検出す
るために用いることができる。例えば、Ｄｕｓａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　４５：２７５２（２００６）を参照。
【００６１】
　 多くのゲル電気泳動の方法が、タンパク質およびタンパク質凝集を分析するために用
いることができる。ゲル電気泳動の方法で最も一般的なのは、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動（ＰＡＧＥ）である。凝集体が共有結合的に連結している場合は、変性ＰＡＧＥ（
例えば、ドデシル硫酸ナトリウムを用いて）が採用されてもよい。非共有結合的に連結し
た凝集体を調査するために、天然ＰＡＧＥ（非変性ＰＡＧＥ）が用いられてもよい。例え
ば、Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｐｈａｒ．Ｓｃｉ．９５：１０８４－１０９
６（２００６）；Ｋｉｌｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．１２：１６６３
（２００３）；Ｗｅｓｔｅｒｍｅｉｅｒ，Ｒ．，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｉｎ
　Ｐｒａｃｔｉｃｅ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＤＮＡ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ　４ｔｈ

　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，２００５
；およびＨａｍｅｓ，Ｂ．Ｄ．（Ｅｄ．），Ｇｅｌ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　
ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，３ｒｄ　ｅｄｉ
ｔｉｏｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，ＵＳ
Ａ，１９９８を参照。
【００６２】
　 気相における電気泳動法と質量分析法を組み合わせた、気相式電気泳動移動度分子解
析（ｇａｓ－ｐｈａｓｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ（ＧＥＭＭＡ））（Ｂａｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．３６：１０３８（２００１），Ｋａｕｆｍａｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６８：１８９５（１９９６）およびＫａｕｆｍａｎ　ｅｔ
　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２５９：１９５（１９９８）を参照）は、タンパ
ク質複合体および凝集体を分析する別の方法を提供する。
【００６３】
　 核磁気共鳴分光法は、タンパク質凝集に関連する流体力学的パラメータを推定するた
めに用いられてもよい。例えば、Ｊａｍｅｓ，Ｔ．Ｌ．（ｅｄ．），Ｎｕｃｌｅａｒ　Ｍ
ａｇｎｅｔｉｃ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍａｃｒｏｍｏｌ
ｅｃｕｌｅｓ，Ｐａｒｔ　Ｃ，Ｖｏｌｕｍｅ　３９４：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，２００５；Ｊａｍ
ｅｓ，Ｔ．Ｌ．，Ｄｏｔｓｃｈ，Ｖ．　ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉｔｚ，Ｕ．（ｅｄｓ．），Ｎ
ｕｃｌｅａｒ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，Ｐａｒｔ　Ａ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅ　３３８）およびＮｕｃｌｅａｒ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｒｅｓｏｎ
ａｎｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，Ｐａｒｔ　Ｂ
（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅ　３３９），Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，２００１，およびＭａｎｓｆｉｅｌｄ，Ｓ．
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Ｌ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．　Ｂ，１０３：２２６２（１９９９）を参
照。パラメータ中の線幅、相関時間、および緩和時間は、溶液における反転時間を推定す
るために測定してもよく、また、タンパク質凝集の状態と相関可能なパラメータである。
電子常磁性共鳴法（ＥＰＲまたはＥＳＲ）も、凝集状態を判断するために用いられてもよ
い。例えば、Ｓｑｕｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．２６３：９１
６２（１９８８）を参照。
【００６４】
　 一実施形態においては、本発明は、低下したレベルのタンパク質凝集体を有する治療
タンパク質製剤を包含する。本発明の一実施形態においては、高圧法で処理されると、治
療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処理されていない同一のタンパク質の製
剤と比較して、少なくとも約１０％減少される。本発明の別の実施形態では、高圧法で処
理されると、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処理されていない同一の
タンパク質の製剤と比較して、少なくとも約２０％減少される。本発明の別の実施形態で
は、高圧法で処理されると、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処理され
ていない同一のタンパク質の製剤と比較して、少なくとも約２５％減少される。本発明の
別の実施形態では、高圧法で処理されると、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高
圧法で処理されていない同一のタンパク質の製剤と比較して、少なくとも約３０％減少さ
れる。本発明の別の実施形態では、高圧法で処理されると、治療タンパク質製剤中の可溶
性凝集体は、高圧法で処理されていない同一のタンパク質の製剤と比較して、少なくとも
約４０％減少される。本発明の別の実施形態では、高圧法で処理されると、治療タンパク
質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処理されていない同一のタンパク質の製剤と比較し
て、少なくとも約５０％減少される。本発明の別の実施形態では、高圧法で処理されると
、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処理されていない同一のタンパク質
の製剤と比較して、少なくとも約７５％減少される。本発明の別の実施形態では、高圧法
で処理されると、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処理されていない同
一のタンパク質の製剤と比較して、少なくとも約９０％減少される。本発明の別の実施形
態では、高圧法で処理されると、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は、高圧法で処理
されていない同一のタンパク質の製剤と比較して、少なくとも約９５％減少される。本発
明の別の実施形態では、高圧法で処理されると、治療タンパク質製剤中の可溶性凝集体は
、高圧法で処理されていない同一のタンパク質の製剤と比較して、少なくとも約９９％減
少される。本発明の別の実施形態では、高圧法で処理されると、治療タンパク質製剤中の
可溶性凝集体は、高圧法で処理されていない同一のタンパク質の製剤と比較して、実質的
に検出不可能なレベルまで減少される。
【００６５】
　 本発明の一実施形態においては、超遠心分析法が、圧力処理した試料と未処理の試料
における凝集体の比較のために用いられる。本発明の別の実施形態では、サイズ排除クロ
マトグラフィーが、圧力処理した試料と未処理の試料における凝集体の比較のために用い
られる。本発明の別の実施形態では、フィールドフローフラクショネーションが、圧力処
理した試料と未処理の試料における凝集体の比較のために用いられる。本発明の別の実施
形態では、光散乱分析が、圧力処理した試料と未処理の試料における凝集体の比較のため
に用いられる。本発明の別の実施形態では、光遮蔽分析が、圧力処理した試料と未処理の
試料における凝集体の比較のために用いられる。本発明の別の実施形態では、蛍光分光が
、圧力処理した試料と未処理の試料における凝集体の比較のために用いられる。本発明の
別の実施形態では、ゲル電気泳動が、圧力処理した試料と未処理の試料における凝集体の
比較のために用いられる。本発明の別の実施形態では、ＧＥＭＭＡが、圧力処理した試料
と未処理の試料における凝集体の比較のために用いられる。本発明の別の実施形態では、
核磁気共鳴分光法が、圧力処理した試料と未処理の試料における凝集体の比較のために用
いられる。本発明の別の実施形態では、電子常磁性共鳴法が、圧力処理した試料と未処理
の試料における凝集体の比較のために用いられる。
【００６６】
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　「免疫原性を判断するための方法」
　 組換えタンパク質の免疫原性は、動物モデルにおいて評価されてもよい。これらのモ
デルは、対象となる組換えタンパク質を発現しないが、モノマーと比較すると凝集体に対
してより強い免疫応答を示した未感作動物を含む（Ｂｒａｕｎ　ｅｔ　ａｌ．）。これら
のモデルは、特異的な抗原に対する寛容を有するように誘導された動物、または特異的な
誘導遺伝子を有するように作られ、該誘導遺伝子によってコードされる特異的なタンパク
質に対して免疫寛容であるトランスジェニック動物も含む。
【００６７】
　 寛容の誘導：
　 動物モデルにおいて、例えば、多発性硬化症（もしくは実験的アレルギー性脳炎、Ｅ
ＡＥ）または糖尿病等の自己免疫疾患に関して抗原特異的寛容を誘導するために、また同
種組織移植の拒絶反応を回避するために、様々なストラテジが開発されてきた。マウスお
よびラットモデルにおいて開発された主な方法は、高用量の可溶性抗原投与、抗原の経口
摂取、または胸腺内注射を伴う。これらの方法の有効性は、クローン除去、クローンアネ
ルギー、抗原特異的Ｔ細胞による能動抑制、および細胞免疫応答から液性免疫応答への免
疫偏向の様々な程度に依存する。例えば、Ｆｒｉｅｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．ＰＮＡＳ　９
１：６６８８－６６９２（１９９４）；Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．１４０：４４０（１９８８）；Ｍｅｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
１５７：４２３０（１９９６）を参照。
【００６８】
　 例えば、マウスまたはラット等の動物において、未熟な免疫系を抗原に曝露すること
により、寛容を発達させることが可能である。寛容を誘導するためにげっ歯類の新生仔を
抗原に曝露することは、当該技術分野において周知である。Ｂｕｒｔｌｅｓ，Ｓ．Ｓ．　
ａｎｄ　Ｈｏｏｐｅｒ，Ｄ．Ｃ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　７５：３１１（１９９２）；
Ｙａｍａｇｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａ
ｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　１８１：１１５（１９９５）；Ｆｏｒｓｔｈｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７１：１７２８（１９９６）；Ｍａｖｅｒａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９１：６９５（２０００）；Ｋｒａｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ　８：１７７（１９９５）；Ｋｒｕｉ
ｓｂｅｅｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ，１６１：１０２９（１９８５）；およびＣｏｂｂｏｌｄ，Ｓ．Ｐ．，Ｐｈｉ
ｌ．Ｔｒａｎｓ．Ｒ．Ｓｏｃ．Ｂ　３６０，１６９５（２００５）も参照のこと。
【００６９】
　 例えば、マウスまたはラット等の動物における経口寛容は、高用量で一回給餌するか
、または選択された期間中に低用量で間欠的に隔日給餌することのいずれかによる、タン
パク質の投与によって誘導することができる。その後、動物は、当該技術分野において既
知である標準的な方法を用いて寛容について検査される。
【００７０】
　 抗原特異的免疫寛容は、抗原に対する宿主の寛容を生じさせるために十分な期間、免
疫抑制療法と組み合わせて抗原を投与することにより、誘導することもできる。免疫抑制
は免疫抑制剤の投与を伴う。抗原投与および免疫抑制スケジュールの後には、免疫抑制剤
の投与が中止されても、動物は抗原に対する特異的免疫寛容を維持することができるよう
になる。例えば、米国特許出願公開第２００４／０００９９０６号、およびＣｏｂｂｏｌ
ｄ，Ｓ．Ｐ．，Ｐｈｉｌ．Ｔｒａｎｓ．Ｒ．Ｓｏｃ．Ｂ　３６０，１６９５（２００５）
を参照。
【００７１】
　 免疫寛容を有するトランスジェニック動物：
　 異種タンパク質に対する免疫寛容を調査するために、トランスジェニック動物が用い
られてもよい。トランスジェニック動物は、その動物をタンパク質に対して免疫学的に寛
容にする特異的な異種タンパク質をコードする核酸または「導入遺伝子」を有する。トラ
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ンスジェニック動物（通常はトランスジェニックマウス）は、販売供給者もしくは他の経
路から入手可能であるか、または必要に応じて生成されてもよい。例えば、米国特許第５
，４７０，５６０号；Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｐｈａｒ．Ｓｃｉ．９５：
１０８４－１０９６（２００６）；Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｈａｒｍ．Ｒｅ
ｓ．２２：８４７－８５１（２００５）；Ｗｈｉｔｅｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｃｌｉｎ
．Ｉｎｖｅｓｔ．８４：１５５０－１５５４（１９８９）を参照。
【００７２】
　 導入遺伝子は、動物種に異種であっても、特定の個体のレシピエントまたは動物株に
のみ異種であってもよく、または既にレシピエントに所有されている核酸物質もしくは遺
伝子の変異体であってもよい。導入遺伝子は、例えば、遺伝子源からの単離によって、単
離したｍＲＮＡテンプレートからのｃＤＮＡの調製によって、指向性合成によって、また
はそれらの組み合わせによって、任意の既知の方法を用いて当業者により取得されてもよ
い。導入遺伝子は、発現のために機能的にプロモーターに作用可能に連結されるべきであ
る。プロモーターおよび他の制御要素は、導入遺伝子の特異的な組織発現を増加、減少、
制御、または制限するために用いられてもよい。プロモーターは導入遺伝子と関連した自
然のプロモーターである必要は無く、レシピエント動物から単離されたプロモーターであ
ることが多い。
【００７３】
　 トランスジェニック動物は、導入遺伝子をレシピエント動物の生殖系列細胞に導入す
ることによって生成することができる。遺伝子物質を細胞内へ導入するための方法は、一
般に利用可能であり当業者に周知である。一般的に用いられる方法には、マイクロインジ
ェンクション、レトロウイルス感染、レトロウイルス導入、およびＤＮＡトランスフェク
ションを含む。例えば、Ｇｏｒｄｏｎ　ｅｔ　ａｌ．ＰＮＡＳ　７７：７３８０－７３８
４（１９８０）；Ｈａｍｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ａｎｉｍａｌ　Ｓｃｉ．６３：２６９
－２７８（１９８６）；Ｎａｇｙ　ｅｔ　ａｌ．ＰＮＡＳ　９０：８４２４－８４２８（
１９９３）を参照。
【００７４】
　 異種タンパク質を発現する遺伝子物質を有するトランスジェニック動物は、該動物の
免疫系がその異種タンパク質を「自身」として認識するはずなので、タンパク質に対して
免疫学的に寛容であるはずである。したがって、トランスジェニック動物は、特異的タン
パク質、特に、凝集および脱凝集した状態／剤形にあるタンパク質の免疫寛容および免疫
原性を調査するためのモデルとしての役割を果たすことができる。
【００７５】
　 特異的な導入遺伝子を有するトランスジェニック系統を生成した後、動物は、血清ま
たはその他の体液中の異種ポリペプチドの存在についてスクリーニングされる。ポリペプ
チドは、上昇したレベルで、または任意の内因性相同体のレベルでさえも生成される必要
は無い。動物は、該動物がポリペプチドに対して寛容となるように、免疫系が成熟する間
に十分なポリペプチドを生成すればよいだけである。最も一般的には、ポリペプチドが動
物に投与された場合に、その動物が該ポリペプチドに対する抗体を生成することができな
いという観察によって、寛容が示される。
【００７６】
　 免疫寛容を有するトランスジェニック動物は、異なる剤形または凝集／脱凝集状態に
あるタンパク質の免疫原性を評価するために用いることができる。対照として、トランス
ジェニック動物と同じ遺伝子的背景を有する非トランスジェニック動物が、実験に組み入
れられるべきである。免疫原性を検査するために、タンパク質に対して免疫寛容である非
トランスジェニックまたはトランスジェニック動物に、異種タンパク質が注射される。動
物は、これらに限定されないが、腹腔内（ｉ．ｐ．）、筋肉内（ｉ．ｍ．）、皮下（ｓ．
ｃ．）、または静脈内（ｉ．ｖ．）を含むいずれの経路で注射されてもよい。動物は、例
えば、１、７、１４、２１および２８日目、または１、３、７、１０、１４、１７および
２１日目、または１～４日、７～１１日および１４～１８日のように、特定のスケジュー
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ルに従って注射されてもよい。血清試料は、いずれの注射の前にも採取され、その後は、
例えば、毎週および最後の注射から３日後または７日後のように、特定の間隔で採取され
る。
【００７７】
　 トランスジェニック動物が免疫学的応答を有し、導入遺伝子によってコードされたタ
ンパク質にのみ寛容であることを実証するために、動物は、試験タンパク質に用いられた
のと同じ注射スケジュールを用いて、ヒト血清アルブミンまたはオバルブミン等の関連の
ないタンパク質を注射される。かかる異種タンパク質に対する反応は、トランスジェニッ
ク動物の免疫系が正常に機能していることを示す陽性対照としての役割を果たす。
【００７８】
　 非トランスジェニック動物およびトランスジェニック動物からの血清は、当業者に既
知である従来のアッセイを用いて、特定のタンパク質に対する特異的抗体の存在について
評価することができる。これらのアッセイには、ラジオイムノアッセイ、酵素免疫測定（
ＥＬＩＳＡ）、および表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ、例えばＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）
：ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）はスウェーデンのウプサラに所在するＢｉａｃｏｒｅ　Ａ
Ｂ　Ｃｏｒｐ．の登録商標であり、生体分子の相互作用を測定および調査するための分析
に用いられる）を含むが、これらに限定されない。標準的な間接ＥＬＩＳＡ法を、例示的
な実施例として簡略に説明する。ＰＢＳ、ＴＢＳまたは炭酸－重炭酸等の緩衝液に、タン
パク質を２～１０μｇ／ｍｌの濃度まで希釈する。９６ウェルプレートを１００ｕｌ／ウ
ェルの試験タンパク質で充填し、４℃で一晩インキュベートする。洗浄緩衝液（例えば、
０．０５～０．１％のＴｗｅｅｎ－２０を含むＰＢＳ）でプレートを数回洗浄する。ウェ
ルの使われていない部位は、２００～３００ｕｌ／ウェルのブロッキング溶液（例えば、
１～５％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むＰＢＳ）を添加することにより、室温で
１時間ブロックする。プレートを洗浄緩衝液で洗浄し、試験タンパク質を注射したマウス
からの血清試料を３通りウェルに添加する（５０～１００ｕｌ／ウェル）。プレートを室
温で１時間インキュベートし、その後３回洗浄する。１００μｌの酵素標識抗マウスＩｇ
Ｇ複合体を各ウェルに添加し、プレートを室温で１時間インキュベートする。プレートを
洗浄し、適切な基質を含有する緩衝液１００μｌを各ウェルに添加する。着色のためのイ
ンキュベーション時間の後、マイクロプレートリーダーで、使用した基質に適切な波長の
吸光度を読み取る。
【００７９】
　 表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）に基づくシステムは、血清試料における免疫応答の検
出および特徴づけを提供する。ＳＰＲは、抗体アイソタイプ、特異性、動的特性、および
親和性に関する情報を提供することが可能である。さらに、ＳＰＲは、他のイムノアッセ
イでは見逃される可能性のある低親和性抗体を確実に検出することが分かっている。ＢＩ
ＡＣＯＲＥについての一般情報は、Ｎａｇａｔａ，Ｋ．およびＨａｎｄａ，Ｈ．（編集）
による、Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉ
ｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｂｉａｃｏｒｅ，Ｔｏｋｙ
ｏ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，２０００で提供される。抗体を検出するための表
面プラズモン共鳴（ＢＩＡＣＯＲＥ）の使用に関する具体的な例は、Ｋｕｒｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｉｎｔｅｒｎ．Ｍｅｄ．４４：１００（２００５）（インスリンに対する抗体）お
よびＭａｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｍｅｄ．Ｒｅｓ．Ｏｐｉｎ．１９：６５１（
２００３）（赤血球生成分子に対する抗体）に見られる。
【００８０】
　 本発明の一実施形態においては、本発明は、高圧によって処理された治療タンパク質
製剤、および高圧によって処理された治療タンパク質製剤を作製する方法を包含し、高圧
によって処理された治療タンパク質製剤に対する免疫応答は、高圧によって処理されてい
ない同一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較して、少なくとも約５０％減少され
る。好ましい実施形態において、高圧によって処理された治療タンパク質製剤と、高圧に
よって処理されていない同一のタンパク質の製剤との間の唯一の相違は、圧力処理そのも



(23) JP 2010-503683 A 2010.2.4

10

20

30

40

50

のである。本発明の別の実施形態では、高圧によって処理された治療タンパク質製剤に対
する免疫応答は、高圧によって処理されていない同一のタンパク質の製剤に対する免疫応
答と比較して、少なくとも約７５％減少される。本発明の別の実施形態では、高圧によっ
て処理された治療タンパク質製剤に対する免疫応答は、高圧によって処理されていない同
一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較して、少なくとも約９０％減少される。本
発明の別の実施形態では、高圧によって処理された治療タンパク質製剤に対する免疫応答
は、高圧によって処理されていない同一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較して
、少なくとも約９５％減少される。本発明の別の実施形態では、高圧によって処理された
治療タンパク質製剤に対する免疫応答は、高圧によって処理されていない同一のタンパク
質の製剤に対する免疫応答と比較して、少なくとも約９９％減少される。本発明の別の実
施形態では、高圧によって処理された治療タンパク質製剤に対する免疫応答は、高圧によ
って処理されていない同一のタンパク質の製剤に対する免疫応答と比較して、実質的に検
出不可能である。
【００８１】
　 免疫応答は、これらに限定されないが、抗体力価、存在する抗体の相対量または絶対
量、アナフィラキシーと関連した炎症および反応（脱力感、痒み、腫れ、蕁麻疹、痙攣、
下痢、嘔吐、呼吸困難、胸苦しさ、血圧低下、意識不明、およびショック）等の臨床的免
疫反応、検出可能な抗体を誘導するための調製に必要な時間、特異的な抗体力価を誘導す
るための調製に必要な時間、および特定の濃度レベルの抗体を誘導するための調製に必要
な時間等を含む、当業者に既知であるいずれの方法によっても測定することができる。当
業者が理解するように、望ましくない抗体が産生される免疫応答における改良は、抗体量
の減少、または望ましくない抗体を産生するために必要とされる時間の増加である。
【００８２】
　 以下の例を、免疫応答における低下率を計算するための例示的な計算として提供する
。抗体レベルを比較として用いる場合に、高圧によって処理した治療タンパク質製剤に対
する免疫応答が、例えば、高圧によって処理されていない同一のタンパク質の製剤に対す
る免疫応答と比較して、少なくとも約７５％減少されるためには、高圧によって処理され
た治療タンパク質製剤に応じて産生される抗体のレベルは、高圧によって処理されていな
い同一のタンパク質の製剤に応じて産生される抗体のレベルと比較して、多くても約２５
％のみである。所与のレベルの抗体生成を誘導する時間を免疫応答の測定値として用いる
際に、高圧によって処理されていないタンパク質の製剤によって、所与のレベルが、例え
ば約３ヶ月以内に誘導される場合、免疫応答における少なくとも約７５％の低下は、高圧
によって処理された治療タンパク質製剤によって誘導された抗体のレベルは、１）３ヶ月
で、高圧によって処理されていないタンパク質の製剤に誘導されたレベルの多くても約２
５％であるか、または２）高圧によって処理されていないタンパク質の製剤に約３ヶ月以
内に誘導された同じレベルの抗体は、高圧によって処理された治療タンパク質製剤によっ
て少なくとも約１２ヶ月以内に誘導されるか、のいずれかである（つまり、免疫応答にお
ける低下は同じレベルの抗体を誘導するための時間を延長する結果となる）（時間の測定
については、少なくとも約（Ｘ）％応答を低下することは、少なくとも約（１００÷（１
００－Ｘ））の因数だけ該時間を延長することと同等であるため、時間応答を７５％減じ
ることは、（１００／（１００－７５）＝１００／２５の因数、または４）の因数だけ、
または１）および２）の両方の分だけ該時間を延長することと同等となる。
【００８３】
　 個体の免疫応答は、治療タンパク質製剤を一回投与した後に測定されてもよい。また
、個体の免疫応答は、２回投与後、３回投与後、約５回または約５回以上の投与後、約１
０回または約１０回以上の投与後、約２０回または約２０回以上の投与後、約３０回また
は約３０回以上の投与後、約５０回または約５０回以上の投与後、約７５回または約７５
回以上の投与後、または約１００回または１００回以上の投与後等、治療タンパク質製剤
の複数回投与後に測定されてもよい。代替として、個体の免疫応答は、治療タンパク質製
剤を一回または複数回投与から約１週間またはそれ以上後、２週間またはそれ以上後、３
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週間またはそれ以上後、１ヶ月またはそれ以上後、２ヶ月またはそれ以上後、３ヶ月また
はそれ以上後、４ヶ月またはそれ以上後、６ヶ月またはそれ以上後、９ヶ月またはそれ以
上後、１２ヶ月またはそれ以上後、１８ヶ月またはそれ以上後、または２４ヶ月またはそ
れ以上後等、任意の期間後に測定されてもよい。
【００８４】
　「その他の考察」
　 免疫原性を低下させるためのタンパク質製剤の最適な処理のために、いくつかの条件
を調節することができる。タンパク質は、容器（高圧可変容量ローディング装置であって
もよい）に配置した後に、ペンシルバニア州エリーのＨｉｇｈ　Ｐｒｅｓｓｕｒｅ　Ｅｑ
ｕｉｐｍｅｎｔ　Ｃｏ．から入手可能な高圧発生器等の高圧発生器に配置することにより
、高圧を用いて処理することができる。高圧法は、米国特許第６，４８９，４５０号およ
び第７，０６４，１９２号、米国特許出願公開第２００４／００３８３３３号、および国
際特許出願ＷＯ第０２／０６２８２７号に記載される。それらに記載される高圧を発生さ
せるための方法は、参照することにより、そのすべてが本明細書に援用される。高圧化に
おけるタンパク質のリフォールディングに特に好適である特定の装置が開発されてきた。
参照することでそのすべてが本明細書に援用される国際特許出願公開ＷＯ第２００７／０
６２１７４号を参照のこと。調節可能な条件のいくつかを以下に記載する。
【００８５】
　 タンパク質濃度：タンパク質の濃度は、免疫原性における最適な低下のために調節す
ることができる。少なくとも０．１ｍｇ／ｍｌ、少なくとも約１．０ｍｇ／ｍｌ、少なく
とも約５．０ｍｇ／ｍｌ、少なくとも約１０ｍｇ／ｍｌ、または少なくとも約２０ｍｇ／
ｍｌのタンパク質濃度が用いられてもよい。混合物中のタンパク質は、約０．００１ｍｇ
／ｍｌ～約３００ｍｇ／ｍｌの濃度で存在してもよい。したがって、一部の実施形態にお
いては、タンパク質は、約０．００１ｍｇ／ｍｌ～約２５０ｍｇ／ｍｌ、約０．００１ｍ
ｇ／ｍｌ～約２００ｍｇ／ｍｌ、約０．００１ｍｇ／ｍｌ～約１５０ｍｇ／ｍｌ、約０．
００１ｍｇ／ｍｌ～約１００ｍｇ／ｍｌ、約０．００１ｍｇ／ｍｌ～約５０ｍｇ／ｍｌ、
約０．００１ｍｇ／ｍｌ～約３０ｍｇ／ｍｌ、約０．０５ｍｇ／ｍｌ～約３００ｍｇ／ｍ
ｌ、約０．０５ｍｇ／ｍｌ～約２５０ｍｇ／ｍｌ、約０．０５ｍｇ／ｍｌ～約２００ｍｇ
／ｍｌ、約０．０５ｍｇ／ｍｌ～約１５０ｍｇ／ｍｌ、約０．０５ｍｇ／ｍｌ～約１００
ｍｇ／ｍｌ、約０．０５ｍｇ／ｍｌ～約５０ｍｇ／ｍｌ、約０．０５ｍｇ／ｍｌ～約３０
ｍｇ／ｍｌ、約１０ｍｇ／ｍｌ～約３００ｍｇ／ｍｌ、約１０ｍｇ／ｍｌ～約２５０ｍｇ
／ｍｌ、約１０ｍｇ／ｍｌ～約２００ｍｇ／ｍｌ、約１０ｍｇ／ｍｌ～約１５０ｍｇ／ｍ
ｌ、約１０ｍｇ／ｍｌ～約１００ｍｇ／ｍｌ、約１０ｍｇ／ｍｌ～約５０ｍｇ／ｍｌ、約
１０ｍｇ／ｍｌ～約３０ｍｇ／ｍｌ、約０．１ｍｇ／ｍｌ～約１００ｍｇ／ｍｌ、約０．
１ｍｇ／ｍｌ～約１０ｍｇ／ｍｌ、約１ｍｇ／ｍｌ～約１００ｍｇ／ｍｌ、約１ｍｇ／ｍ
ｌ～約１０ｍｇ／ｍｌ、約１０ｍｇ／ｍｌ～約１００ｍｇ／ｍｌ、または約５０ｍｇ／ｍ
ｌ～約１００ｍｇ／の濃度で存在してもよい。
【００８６】
　 本発明の文脈において用いられる場合、「一定の期間」という語句およびその同族語
は、免疫原性を低下させるためにタンパク質製剤を高圧下で処理するために必要な時間を
指す。典型的には、該時間は約１５分～約５０時間か、または特定のタンパク質に依存し
て、場合によってはそれより長い（例えばそのタンパク質に必要なだけ、例えば、約１週
間、約５日間、約４日間、約３日間等まで）。したがって、当該方法の一部の実施形態に
おいては、タンパク質製剤の処理に十分な時間は、約２～約３０時間、約２～約２４時間
、約２～約１８時間、約１～約１０時間、約１～約８時間、約１～約６時間、約２～約１
０時間、約２～約８時間、約２～約６時間、または約２時間、約６時間、約１０時間、約
１６時間、約２０時間、または約３０時間、約２～約１０時間、約２～約１０時間、約２
～約８時間、約２～約６時間、約１２～約１８時間、約１０～約２０時間であってもよい
。
【００８７】



(25) JP 2010-503683 A 2010.2.4

10

20

30

40

50

　 タンパク質製剤は、典型的には水溶液の状態である。また、タンパク質製剤は、タン
パク質製剤中に存在してもよい、またはタンパク質製剤に添加されてもよい、他の成分を
含んでもよい。これらの追加成分は、１つ以上の安定化剤、１つ以上の緩衝剤、１つ以上
の界面活性剤、１つ以上のジスルフィドシャッフリング剤（ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ　ａｇｅ
ｎｔ）の対、１つ以上の塩、１つ以上のカオトロープ、または上記のうちの２つ以上の組
み合わせを含む、１つ以上の追加の薬剤であってもよい。タンパク質製剤が医薬品として
使用され、追加成分が該製剤に添加される際には、該成分は薬学的に許容されるべきであ
り、または、もし薬学的に許容されない場合は、該追加成分が医薬品として投与される前
にタンパク質製剤から除去されるべきである。例えば、尿素等のカオトロープは、透析に
よって除去することができる。
【００８８】
　追加の薬剤の量は、タンパク質の選択に依存して変化するが、各追加の薬剤または薬剤
の組み合わせの存在（および量）もしくは不在の効果は、本明細書に提供する教示を用い
て判断および最適化することができる。
【００８９】
　例示的な追加の薬剤は、これらに限定されないが、緩衝液（例として、リン酸緩衝液、
ホウ酸緩衝液、炭酸緩衝液、クエン酸緩衝液、ＨＥＰＥＳ，ＭＥＰＳを含むが、これらに
限定されない）、塩（例として、ナトリウムの塩化物、硫酸塩、および炭酸塩、亜鉛、カ
ルシウム、アンモニア、およびカリウムを含むが、これらに限定されない）、カオトロー
プ（例として、尿素、塩酸グアニジン、硫酸グアニジン、およびサルコシンを含むが、こ
れらに限定されない）、および安定化剤（例えば、優先的な排除化合物等）を含む。
【００９０】
　非特異的なタンパク質安定化剤は、タンパク質の最も小さい立体構造に有利に作用する
。かかる薬剤には、これらに限定されないが、１つ以上の遊離アミノ酸、１つ以上の優先
的に排除する化合物、トリメチルアミンオキシド、シクロデキストラン、分子シャペロン
、および上記のうちの２つ以上の組み合わせを含む。
【００９１】
　アミノ酸は、再凝集を防ぎ、水素結合の解離を促進するために用いることができる。使
用することのできる典型的なアミノ酸には、これらに限定されないが、アルギニン、リジ
ン、プロリン、グリシン、ヒスチジン、グルタミン、または上記のうちの２つ以上の組み
合わせを含む。一部の実施形態においては、遊離アミノ酸は、約０．１ｍＭの濃度からア
ミノ酸溶解度の限界まで、およびいくつかの変形例では約０．１ｍＭ～約２Ｍで存在する
。最適濃度は所望のタンパク質の関数であり、天然の立体構造に有利であるべきである。
優先的に排除する化合物は、対象となるタンパク質の天然の立体構造を安定化するために
用いられてもよい。可能性のある優先的に排除する化合物には、これらに限定されないが
、スクロース、ヘキシレングリコール、糖（例えば、スクロース、トレハロース、デキス
トロース、マンノース）、およびグリセロールを含む。使用することができる濃度の範囲
は、０．１ｍＭから特異的化合物の溶解性限度における最大濃度までである。最適な優先
的な排除濃度は、対象となるタンパク質の関数である。
【００９２】
　特定の実施形態において、優先的に排除する化合物は、１つ以上の糖（例えば、スクロ
ース、トレハロース、デキストロース、マンノース、または上記のうちの２つ以上の組み
合わせ）である。一部の実施形態においては、糖は、約０．１ｍＭから特定の化合物のお
よそ溶解限度までの濃度で存在する。一部の実施形態においては、濃度は、約０．１ｍＭ
～約２Ｍ、約０．１ｍＭ～約１．５Ｍ、約０．１ｍＭ～約１Ｍ、約０．１ｍＭ～約０．５
Ｍ、約０．１ｍＭ～約０．３Ｍ、約０．１ｍＭ～約０．２Ｍ、約０．１ｍＭ～約０．１ｍ
Ｍ、約０．１ｍＭ～約５０ｍＭ、約０．１ｍＭ～約２５ｍＭ、または約０．１ｍＭ～約１
０ｍＭである。
【００９３】
　一部の実施形態においては、安定化剤は、１つ以上のスクロース、トレハロース、グリ
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セロール、ベタイン、アミノ酸、またはトリメチルアミンオキシドである。
【００９４】
　ある実施形態においては、安定化剤はシクロデキストランである。一部の実施形態にお
いては、シクロデキストランは、約０．１ｍＭからおよそシクロデキストランの溶解限度
までの濃度で存在する。いくつかの変形例では約０．１ｍＭ～約２Ｍである。
【００９５】
　ある実施形態においては、安定化剤は分子シャペロンである。一部の実施形態において
は、分子シャペロンは、約０．０１ｍｇ／ｍｌ～１０ｍｇ／ｍｌの濃度で存在する。
【００９６】
単一の安定化剤が用いられてもよく、または２つ以上の安定化剤の組み合わせ（例えば、
少なくとも２つ、少なくとも３つ、または２つもしくは３つもしくは４つの安定化剤）が
用いられてもよい。１つより多くの安定化剤が用いられる場合、例えば、少なくとも１つ
の優先的に排除する化合物と少なくとも１つの遊離アミノ酸、少なくとも１つの優先的に
排除する化合物とベタイン等、該安定化剤は異なる種類であってもよい。
【００９７】
所望のｐＨ値またはｐＨ域を維持するために緩衝剤が存在してもよい。当業者には夥しい
数の好適な緩衝剤が既知であり、対象となるタンパク質の天然の立体構造を好む（または
、少なくとも嫌わない）ｐＨに基づいて選択されるべきである。無機または有機いずれか
の緩衝剤が使用されてもよい。好適な濃度は当業者には既知であり、所望のタンパク質の
特徴に基づいて提供される教示に従って、本明細書に記載される方法のために最適化され
るべきである。
【００９８】
このように、一部の実施形態においては、少なくとも１つの無機緩衝剤が用いられる（例
えば、リン酸、炭酸等）。ある実施形態においては、少なくとも１つの有機緩衝剤が用い
られる（例えば、クエン酸、アセテート、トリス、ＭＯＰＳ、ＭＥＳ、ＨＥＰＥＳ等）。
さらなる無機または有機緩衝剤が当業者に周知である。
【００９９】
一部の実施形態においては、１つ以上の緩衝剤は、リン酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、炭酸緩
衝剤、クエン酸緩衝液、ＨＥＰＥＳ、ＭＥＰＳ、ＭＯＰＳ、ＭＥＳ、またはアセテート緩
衝液である。一部の実施形態においては、１つ以上の緩衝剤は、リン酸緩衝液、炭酸緩衝
剤、クエン酸、トリス、ＭＯＰＳ、ＭＥＳ、アセテートまたはＨＥＰＥＳである。単一の
緩衝剤が用いられてもよく、または２つ以上の緩衝剤の組み合わせ（例えば、少なくとも
２つ、少なくとも３つ、または２つもしくは３つもしくは４つの緩衝剤）が用いられても
よい。
【０１００】
本明細書の文脈で用いられる「界面活性剤」とは、水の表面張力を減少する表面活性化合
物である。
【０１０１】
表面活性剤は特定のタンパク質の可溶性を向上するために用いられる。表面活性剤は、大
抵はその臨界ミセル濃度（ＣＭＣ）を上回るまたは下回る（例えば、ＣＭＣを約５％～約
２０％上回るまたは下回る）濃度で用いられる。しかしながら、これらの値は、選択され
る界面活性剤に依存して変化し、例えば、β‐オクチルグルコピラノシド等の界面活性剤
は、例えば、ＴＷＥＥＮ－２０（ポリソルベート２０）のような界面活性剤よりも低い濃
度で効果を発揮する可能性がある。最適濃度は、独自のＣＭＣを有する各表面活性剤の関
数である。
【０１０２】
有用な界面活性剤は、非イオン（これらに限定されないが、ｔ－オクチルフェノキシポリ
エトキシ－エタノールおよびポリオキシエチレンソルビタンを含む）、陰イオン（例えば
、ドデシル硫酸ナトリウム）および陽イオン（例えば、塩化セチルピリジニウム）、なら
びに両性の薬剤を含む。好適な界面活性剤は、これらに限定されないが、デオキシコール
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酸、オクチル硫酸ナトリウム、テトラデシル硫酸ナトリウム、ポリオキシエチレンエーテ
ル、コール酸ナトリウム、オクチルチオグルコピラノシド、ｎ－オクチルグルコピラノシ
ド、臭化アルキルトリメチルアンモニア、塩化アルキルトリメチルアンモニア、非界面活
性剤型スルホベタイン、およびビス（２－エチルヘキシル）スルホコハク酸ナトリウムを
含む。一部の実施形態においては、界面活性剤は、ポリソルベート８０、ポリソルベート
２０、サルコシル、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、β－オクチル－グルコ－ピラノシド、また
はＢｒｉｊ３５であってもよい。
【０１０３】
一部の実施形態においては、１つ以上の界面活性剤は、ポリソルベート、ポリオキシエチ
レンエーテル、臭化アルキルトリメチルアンモニア、ピラノシド、または上記のうちの２
つ以上の組み合わせであってもよい。ある実施形態においては、１つ以上の界面活性剤は
、β‐オクチル－グルコ－ピラノシド、Ｂｒｉｊ３５、またはポリソルベートであっても
よい。
【０１０４】
ある実施形態においては、１つ以上の界面活性剤は、エトキシル酸オクチルフェノール、
β－オクチル－グルコ－ピラノシド、ポリオキシエチレングリコール、ドデシルエーテル
、サルコシル、ドデシル硫酸ナトリウム、ポリエトキシソルビタン、デオキシコール酸、
オクチル硫酸ナトリウム、テトラデシル硫酸ナトリウム、コール酸ナトリウム、オクチル
チオグルコピラノシド、ｎ－オクチルチオグルコピラノシド、ビス（２‐エチルヘキシル
）スルホコハク酸ナトリウム、または上記のうちの２つ以上の組み合わせであってもよい
。単一の界面活性剤が用いられてもよく、または２つ以上の界面活性剤の組み合わせ（例
えば、少なくとも２つ、少なくとも３つ、または２つもしくは３つもしくは４つの表面活
性剤）が用いられてもよい。
【０１０５】
所望のタンパク質が、天然の立体構造にジスルフィド結合を含有する場合は、少なくとも
１つのジスルフィドシャッフリング剤の対を混合物中に含んでいることが、一般的に有利
である。ジスルフィドシャッフリング剤の対は、歪んだ非天然のジスルフィド結合の破壊
および天然のジスルフィド結合の修復を促進する。ジスルフィドシャッフリング剤は、透
析によって除去することができる。
【０１０６】
一般に、ジスルフィドシャッフリング剤の対は、還元剤および酸化剤を含む。例示的な酸
化剤は、酸化型グルタチオン、シスチン、シスタミン、分子状酸素、ヨードソ安息香酸、
亜硫酸分解、およびペルオキシドを含む。例示的な還元剤は、グルタチオン、システイン
、システアミン、ジチオトレイトール、ジチオエリトリトール、トリス（２‐カルボキシ
エチル）ホスフィン塩酸塩、またはβ‐メルカプトエタノールを含む。
【０１０７】
例示的なジスルフィドシャッフリング剤の対は、酸化型／還元型グルタチオン、シスタミ
ン／システアミン、およびシステイン／システインを含む。
【０１０８】
付加的なジスルフィドシャッフリング剤の対は、Ｇｉｌｂｅｒｔ　ＨＦ．（１９９０）．
“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｓｐｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｔｈｉｏｌ
　Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ　Ｅｘｃｈａｎｇｅ．”Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ａｒｅａｓ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ　６３：６９－１７２、およびＧｉｌｂｅｒｔ　ＨＦ．（１９９５）．“Ｔｈｉｏｌ
／Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ　Ｅｘｃｈａｎｇｅ　Ｅｑｕｉｌｉｂｒｉａ　ａｎｄ　Ｄｉｓｕｌ
ｆｉｄｅ　Ｂｏｎｄ　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ．”Ｂｉｏｔｈｉｏｌｓ，Ｐｔ　Ａ．ｐ８－２
８によって記載され、参照することにより、それらの全体は本明細書に援用される。
【０１０９】
ジスルフィドシャッフリング剤の対の選択および濃度は、所望のタンパク質の特徴に依存
する。典型的には、ともに用いられるジスルフィドシャッフリング剤の対（還元剤および
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酸化剤の両方を含む）の濃度は、酸化チオールの相当物の約０．１ｍＭ～約１００ｍＭで
あるが、ジスルフィドシャッフリング剤の対の濃度は、該対の存在がジスフィルド結合の
再配置において速度を限定するステップとならないように、調節されるべきである。
【０１１０】
一部の実施形態においては、濃度は約１ｍＭ、約２ｍＭ、約３ｍＭ、約５ｍＭ、約８ｍＭ
、約９ｍＭ、約１０ｍＭ、約２０ｍＭ、約３０ｍＭ、約４０ｍＭ、約５０ｍＭ、約６０ｍ
Ｍ、約７０ｍＭ、約８０ｍＭ、約９０ｍＭ、約１００ｍＭ、約８０ｍＭ～約１００ｍＭ、
約０．１ｍＭ～約２０ｍＭ、約１０ｍＭ～約５０ｍＭ、約１ｍＭ～約１００ｍＭ、約５０
ｍＭ～約１００ｍＭ、約２０ｍＭ～約１００ｍＭ、約０．１ｍＭ～約１０ｍＭ、約０．１
ｍＭ～約８ｍＭ、約０．１ｍＭ～約６ｍＭ、約０．１ｍＭ～約７ｍＭ、約０．１ｍＭ～約
５ｍＭ、約０．１ｍＭ～約３ｍＭ、約０．１ｍＭ～約１ｍＭである。
【０１１１】
ジスルフィドシャッフリング剤の単一の対が用いられてもよく、またはジスルフィドシャ
ッフリング剤の対の２つ以上の組み合わせ（例えば、少なくとも２つ、少なくとも３つ、
または２つもしくは３つもしくは４つのジスルフィドシャッフリング剤の対）が用いられ
てもよい。
【０１１２】
カオトロープ剤（「カオトロープ」とも称される）は、グアニジン、塩酸グアニジン（塩
酸グアニジウム、ＧｄｍＨＣｌ）、硫酸グアニジン、尿素、チオシアン酸ナトリウム、お
よび／またはタンパク質内の非共有結合的な分子間結合を破壊し、ポリペプチド鎖が実質
的にランダムな立体構造をとることを可能にする、他の化合物を制限無く含む化合物であ
る。
【０１１３】
カオトロープ剤は、約１０ｍＭ～約８Ｍの濃度で用いられてもよい。カオトロープ剤の最
適濃度は、所望のタンパク質および選択される特定のカオトロープに依存する。特定のカ
オトロープ剤の選択および最適濃度の判断は、本明細書に提供される教示を考慮して当業
者により最適化され得る。カオトロープは、タンパク質製剤を医薬品として使用する前に
、例えば透析によって、タンパク質製剤から除去することができる。
【０１１４】
一部の実施形態においては、カオトロープ剤の濃度は、例えば、約１０ｍＭ～約８Ｍ、約
１０ｍＭ～約７Ｍ、約１０ｍＭ～約６Ｍ、約０．１ｍＭ～約８Ｍ、約０．１ｍＭ～約７Ｍ
、約０．１ｍＭ～約６Ｍ、約０．１ｍＭ～約５Ｍ、約０．１ｍＭ～約４Ｍ、約０．１ｍＭ
～約３Ｍ、約０．１ｍＭ～約２Ｍ、約０．１ｍＭ～約１Ｍ、約１０ｍＭ～約４Ｍ、約１０
ｍＭ～約３Ｍ、約１０ｍＭ～約２Ｍ、約１０ｍＭ～約１Ｍ、または約、１０ｍＭ、約５０
ｍＭ、約７５ｍＭ、約０．１ｍＭ、約０．５ｍＭ、約０．８ｍＭ、約１Ｍ、約２Ｍ、約３
Ｍ、約４Ｍ、約５Ｍ、約６Ｍ、約７Ｍ、約８Ｍである。
【０１１５】
本発明の方法において使用する場合は、水素結合の解離を促進するために、カオトロープ
剤を非変性濃度（ｎｏｎ－ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ）で使
用することが有利であることが多い。非変性濃度は所望のタンパク質に依存して変化する
が、非変性濃度の範囲は典型的には約０．１～約４Ｍである。一部の実施形態においては
、該濃度は約０．１Ｍ～約２Ｍである。
【０１１６】
ある実施形態においては、塩化グアニジンまたは尿素がカオトロープ剤である。単一のカ
オトロープ剤が用いられてもよく、または２つ以上のカオトロープ剤（例えば、少なくと
も２つ、少なくとも３つ、または２つもしくは３つもしくは４つのカオトロープ剤）が用
いられてもよい。
【０１１７】
撹拌：タンパク質溶液は、リフォールディングの前および／または最中に撹拌することが
できる。撹拌は、これらに限定されないが、超音波エネルギー（超音波処理）、機械撹拌
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、撹拌機によるポンピングを含む方法によって、またはカスケード溶液（ｃａｓｃａｄｉ
ｎｇ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ）を介して行うことができる。
【０１１８】
温度：本明細書に記載する方法は、対照となる特定のタンパク質に依存して、様々な温度
値で行うことができる。最適温度は、他の要因と合わせて、本明細書に説明されるように
最適化することができる。タンパク質は、およそ室温、約２５℃、約３０ｏＣ、約３７ｏ

Ｃ、約５０℃、約７５℃、約１００℃、約１２５℃、または約２０～約１２５℃、約２５
～約１２５℃、約２５～約１００℃、約２５～約７５℃、約２５～約５０℃、約５０～約
１２５℃、約５０～約１００℃、約５０～約７５℃、約７５～約１２５℃、約５～約１０
０℃、または約１００～約１２５℃の範囲を含む様々な温度でリフォールディングするこ
とが可能である。
【０１１９】
本発明の一部の実施形態においては、室温に戻す前に混合物が凍結しない温度まで達して
いることを条件として、温度は対象のタンパク質に悪影響を与えることなく約－２０℃か
ら約１００℃までの範囲であってよい。したがって、ある実施形態においては、温度は約
０℃～約７５℃、０℃～約５５℃、約０℃～約３５℃、約０℃～約２５℃、約２０℃～約
７５℃、約２０℃～約６５℃、約２０℃～約３５℃、約２０℃～約２５℃であってもよい
。
【０１２０】
タンパク質の凝集を引き起こすためには、通常、温度上昇を用いるが、不可逆的な変性を
引き起こすほどには温度が高くないことを条件として、静水圧の上昇と組み合わされた場
合に、温度上昇が、高圧処理によって達成されるリフォールディングの回収を促進するこ
とが可能であることが明らかになっている。通常、リフォールディングのための温度上昇
は、不可逆的な活性の損失が生じる温度よりも約２０℃低くあるべきである。減圧の前に
好適な低温まで温度が下げられることを条件として、溶液が圧力下にある間に比較的高温
（例えば、約１００℃、約１０５℃、約１１０℃、約１１５℃、約１２０℃、および約１
２５℃を含む約６０℃～約１２５℃、約８０℃～約１１０℃）が用いられてもよい。かか
る好適な低温は、大気条件で熱によって誘導される変性または凝集が発生する温度よりも
１度低い温度として定義される。
【０１２１】
本発明の目的のための「高圧」または「高静水圧」は、約５００バール～約４０，０００
バールとして定義される。一部の実施形態においては、上昇した静水圧は、約５００バー
ル～約１０，０００バール、約５００バール～約５，０００バール、約５００バール～約
４，０００バール、約５００バール～約２，０００バール、約５００バール～約２，５０
０バール、約５００バール～約３，０００バール、約５００バール～約６，０００バール
、約１，０００バール～約５，０００バール、約１，０００バール～約４，０００バール
、約１，０００バール～約２，０００バール、約１，０００バール～約２，５００バール
、約１，０００バール～約３，０００バール、約１，０００バール～約６，０００バール
、約１，５００バール～約５，０００バール、約１，５００バール～約３，０００バール
、約１，５００バール～約４，０００バール、約１，５００バール～約２，０００バール
、約２，０００バール～約５，０００バール、約２，０００バール～約４，０００バール
、約２，０００バール～約３，０００バール、約１，０００バール、約１，５００バール
、約２，０００バール、約２，５００バール、約３，０００バール、約３，５００バール
、約４，０００バール、約５，０００バール、約６，０００バール、約７，０００バール
、約８，０００バール、約９，０００バールであってもよい。
【０１２２】
減圧：圧力における低減が持続的に行われる場合、圧力が低減される期間中、減圧の速度
は一定であっても、または増加もしくは減少してもよい。ある変形例では、減圧の速度は
、約５，０００バール／１秒～約５，０００バール／４日（または約３日、約２日、約１
日）である。したがってある変形例では、減圧の速度は、約５，０００バール／１秒～約
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５，０００バール／８０時間、約５，０００～／１秒～約５，０００バール／７２時間、
約５，０００バール／１秒～約５，０００バール／６０時間、約５，０００バール／１秒
～約５，０００バール／５０時間、約５，０００バール／１秒～約５，０００バール／４
８時間、約５，０００バール／１秒～約５，０００バール／３２時間、約５，０００バー
ル／１秒～約５，０００バール／２４時間、約５，０００バール／１秒～約５，０００バ
ール／２０時間、約５，０００バール／１秒～約５，０００バール／１８時間、約５，０
００バール／１秒～約５，０００バール／１６時間、約５，０００バール／１秒～約５，
０００バール／１２時間、約５，０００バール／１秒～約５，０００バール／８時間、約
５，０００バール／１秒～約５，０００バール／４時間、約５，０００バール／１秒～約
５，０００バール／２時間、約５，０００バール／１秒～約５，０００バール／１時間、
約５，０００バール／１秒～約１，０００バール／分、約５，０００バール／１秒～約５
００バール／分、約５，０００バール／１秒～約３００バール／分、約５，０００バール
／１秒～約２５０バール／分、約５，０００バール／１秒～約２００バール／分、約５，
０００バール／１秒～約１５０バール／分、約５，０００バール／１秒～約１００バール
／分、約５，０００バール／１秒～約８０バール／分、約５，０００バール／１秒～約５
０バール／分、約５，０００バール／１秒～約１０バール／分である。例えば、約１０バ
ール／分、約２５０バール／５分、約５００バール／５分、約１，０００バール／５分、
約２５０バール／５分、約２，０００バール／５０時間、約３，０００バール／５０時間
、約４，０００バール／５０時間等である。一部の実施形態においては、減圧はほぼ瞬間
的であってもよく、単純に試料が含有される装置を開けて、直ちに圧力を開放することに
より圧力が開放される。
【０１２３】
圧力の低減が段階式に行われる場合、そのプロセスは、用いられる最も高い圧力から、少
なくとも２次レベル（最も高いレベルと大気圧との間の中間である）まで圧力を降下させ
ることを含む。目的は、タンパク質が所望の立体構造をとることを可能にするこの中間の
圧力域で、またはその周辺で、インキュベーションおよび保持期間を提供することである
。
【０１２４】
一部の実施形態においては、少なくとも２回の段階的な減圧が行われる場合、介在するス
テップの間に一定圧力での保持期間が存在してもよい。保持期間は、約１０分～約５０時
間（あるいは、対象となるタンパク質の性質に依存してさらに長く）であってもよい。一
部の実施形態においては、保持期間は約２～約３０時間、約２～約２４時間、約２～約１
８時間、約１～約１０時間、約１～約８時間、約１～約６時間、約２～約１０時間、約２
～約８時間、約２～約６時間、または、約２時間、約６時間、約１０時間、約２０時間、
約３０時間、約２～約１０時間、約２～約８時間、約２～約６時間であってもよい。
【０１２５】
いくつかの変形例において、減圧は、少なくとも２段階の減圧を含む（例えば、最も高い
圧力が２番目の圧力に低減されてから大気圧まで低減されれば、それは２段階減圧である
）。他の実施形態においては、減圧は、２段階より多い減圧（例えば、３、４、５、６段
階等）を含む。一部の実施形態においては、少なくとも１つの保持期間が存在する。ある
実施形態においては、１つより多くの保持期間（例えば、少なくとも２つ、少なくとも３
つ、少なくとも４つ、少なくとも５つの保持期間）が存在する。
【０１２６】
当該方法のいくつかの変形例において、最初の段階的な低減後の一定圧力は、約５００バ
ール～約５，０００バール、約５００バール～約４，０００バール、約５００バール～約
２，０００バール、約１，０００バール～約４，０００バール、約１，０００バール～約
３，０００バール、約１，０００バール～約２，０００バール、約１，５００バール～約
４，０００バール、約１，５００バール～約３，０００バール、約２，０００バール～約
４，０００バール、約２，０００バール～約３，０００バールの静水圧であってもよい。
【０１２７】
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特定の変形例において、段階的な低減後の圧力は、段階的な減圧直前の圧力の約４／５か
ら段階的な減圧前の約１／１０である。例えば、一定圧力は、段階的な減圧直前の圧力の
約４／５～約１／５、約２／３～約１／１０、約２／３～１／５、約２／３～約１／３、
約１／２、または約１／４の圧力である。１つより多くの段階的な減圧ステップが存在す
る場合は、圧力は、最後の減圧直前の圧力を指す（例えば、２０００バールから１０００
バールまで、それが５００バールまで低減される場合、５００バールの圧力は、直前の前
回の減圧値（１０００バール）の１／２である）。
【０１２８】
圧力が段階式に低減される場合、減圧の速度（例えば、保持期間の前および後の減圧の期
間）は、持続的な低減（例えば、非段階式の）について記載される減圧の速度と同じ範囲
であってもよい。本質的に、段階的な減圧は、中間的な一定圧力までの持続的な減圧であ
り、その後に保持期間、およびその後さらに持続的な減圧が続く。各保持期間の前および
後の持続的な減圧の期間は、持続的な減圧の各期間と同じ持続的速度であってもよく、ま
たは各期間は異なる低減速度であってもよい。いくつかの変形例において、２回の持続的
な減圧の期間および１回の保持期間が存在する。ある実施形態においては、各持続的な減
圧期間は、同じ減圧の速度を有する。他の実施形態においては、各期間は異なる減圧の速
度を有する。特定の実施形態においては、持続期間は約８～約２４時間である。一部の実
施形態においては、持続期間は約１２～約１８時間である。特定の実施形態においては、
持続期間は約１６時間である。
【０１２９】
上記条件の組み合わせ：リフォールディングの収率を最適化するために、必要に応じて、
上記条件の様々な組み合わせおよび順列（カオトロープおよび酸化還元試薬の存在下にお
いて上昇温度での高圧下におけるタンパク質の撹拌等）が採用され得る。
【０１３０】
　「高圧装置および考察」
実施例に記載されるような市販の高圧装置および反応容器が、本明細書に記載される方法
に従って静水圧を実現するために用いられてもよい（ＢａｒｏＦｏｌｄ　Ｉｎｃ．、Ｂｏ
ｕｌｄｅｒ　Ｃｏ．を参照）。補足的な装置、容器、および本明細書に記載される方法を
実行するためのその他の物質、ならびに上昇圧力法の実行に関する指針は、米国特許第６
，４８９，４５０号および第７，０６４，１９２号（その全体は本明細書に援用される）
に詳細に説明されている。当業者は、９段目の３９～６２行目および実施例２～４に特に
注目されたい。国際特許出願公開ＷＯ第０２／０６２８２７号（その全体が援用される）
も、タンパク質の高静水圧処理のための装置およびその使用に関する詳細な教示を当業者
に提供する。高圧装置の使用に関する特定の装置および教示も、国際特許出願公開ＷＯ第
２００７／０６２１７４号に提供され、参照することによりその全体は本明細書に援用さ
れる。
【０１３１】
マルチウェル試料ホルダーが使用されてもよく、自己接着性のプラスチックカバーを用い
て好都合にシールされてもよい。容器、またはマルチウェル試料ホルダー全体は、Ｆｌｏ
ｗ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｒｐ．またはＨｉｇｈ　Ｐｒｅｓｓｕｒｅ　Ｅｑ
ｕｉｐｍｅｎｔ　Ｃｏ．から市販されるような圧力容器に設置されてもよい。高圧力容器
の内部容積の残りは、水またはその他の圧力を伝える液体で充填されてもよい。
【０１３２】
機械的には、主要な高圧力処理の方法には、バッチ式と連続式の２つがある。バッチ式処
理は、指定されたチャンバを充填し、該チャンバを一定の期間加圧してから、バッチを再
加圧するステップを単純に伴う。反対に、連続式処理は、凝集体が圧力チャンバ内に絶え
ず送り込まれ、可溶性のリフォールディングされたタンパク質が圧力チャンバから出され
る。どちらの設定においても、温度および圧力における変動は一貫性のない収率の原因と
なる可能性があるため、これらのパラメータの良好な制御が必要不可欠である。温度およ
び圧力の両方とも、圧力チャンバの内側で測定され、適切に制御されるべきである。
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【０１３３】
各標的タンパク質の特異的な安定性の課題に依存して、バッチ試料を扱うための方法が数
多く存在する。試料は直接圧力チャンバ内に充填されてもよく、その場合は、水溶液およ
び／または懸濁液が圧力媒体として用いられる。
【０１３４】
代替的には、試料は、本明細書に記載される容器を含む様々なシールされた柔軟性のある
容器内に充填されてもよい。このことは、圧力媒体および混合物が曝露される表面により
大きな柔軟性を与える。試料容器は、所望のタンパク質を化学的分解から保護する役割を
果たすことさえも可能だと考えることができる（例えば、酸素を除去するプラスチックが
利用可能である）。
【０１３５】
連続的処理では、大容積の試料混合物をリフォールディングするために、圧力下において
小容積を用いることができる。また、連続的処理の排出口に適切なフィルタを使用して、
可溶性および不溶性の両方の凝集体を貯留しつつ、可溶性の所望のタンパク質をチャンバ
から選択的に放出する。
【０１３６】
加圧は、圧力（通常は、大気圧または周囲圧力）をより高い圧力まで上昇させるプロセス
である。加圧は、０．１秒～ｌ０時間におよぶ所定の期間に渡って行う。かかる時間は、
１秒、２秒、５秒、１０秒、２０秒、１分、２分、５分、３０分、６０分、２時間、３時
間、４時間、および５時間を含む。
【０１３７】
減圧は、圧力を高い圧からより低い圧力（通常は、大気圧または周囲圧力）まで降下させ
るプロセスである。減圧は、１０秒～１０時間に及ぶ所定の期間に渡って行われ、中間的
（しかし、周囲圧力と比較すると３０高い）な圧力レベルで最適なリフォールディングを
実現するために１つ以上の時点で中断されてもよい。減圧または中断は、１秒、２秒、５
秒、１０秒、２０秒、１分、２分、５分、１０分、３０分、６０分、２時間、３時間、４
時間、および５時間であってもよい。
【０１３８】
脱ガスは、溶液中に溶解したガスの除去であり、本明細書に記載する方法の実践において
有利であることが多い。大気圧と比較して、ガスは高圧ではよりいっそう液体に可溶性で
あるため、試料中のいずれのヘッドスペースガスも加圧時に溶液中に入り込む。溶液中の
余分な酸素が、タンパク質産物を化学的に分解する可能性があり、加圧時に溶液中に存在
するガスが、余分な凝集の原因となる可能性がある、という二通りの結果が生まれる。し
たがって、試料は脱ガス溶液を用いて調製されてもよく、すべてのヘッドスペースは加圧
前に液体で充填されるべきである。
【実施例１】
【０１３９】
　「ＣＴＬＡ－４－Ｉｇ凝集体の減少」
凝集体含有量の高い同一のタンパク質製剤の処理と等しい条件下における、モノマー含有
量の高い製剤の高圧処理は、非常に異なる結果をもたらす。溶液の効果的なリフォールデ
ィング収率を示す、９０％を超える凝集体を含むＣＴＬＡ－４－Ｉｇを用いて、２０００
バール、ｐＨ７で試験を行ったところ、最終的な凝集体組成は高イオン強度および低イオ
ン強度でそれぞれ７％および６％であった。低イオン強度で、高圧（２０００バール）で
処理されたモノマーは、その天然構造およびサイズ（凝集体１％）を維持した。しかしな
がら、高圧でのモノマー処理は、最終的には７％の凝集体組成を有する、圧力によって誘
導された凝集をもたらした。従って、９０％未満の凝集体を含有する試料のリフォールデ
ィングは、９０％を超える凝集体を有する溶液のリフォールディングに効果的な条件を単
純に模倣することはできない。下流精製後の溶液はモノマーと凝集体の両方を含有するた
め、これらの結果は免疫原性に関する懸念に直接的な影響を与える。したがって、モノマ
ー含有量の高いタンパク質溶液のリフォールディングには、このＣＴＬＡ－４－Ｉｇの例
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に見られるように慎重に取り組まなければならない。高イオン強度で２０００バールでリ
フォールディングされた、凝集体を１４％含む凝集溶液は、最終的な凝集体組成６．４％
という結果であった。これらの凝集体レベルは、典型的には患者における免疫原性を産生
するのに十分であり、医薬規制当局からは一般的には許可されない。しかしながら、凝集
体を１４％含むＣＴＬＡ－４－Ｉｇ溶液が、２０００バール、低イオン強度でリフォール
ディングされた場合は、最終的な凝集体組成は１％未満である。これらのリフォールディ
ングのステップは、免疫原性を誘導するためにタンパク質溶液の電位を有意に減少するの
に効果的である。
【０１４０】
ＣＴＬＡ－４－Ｉｇ（Ｏｒｅｎｃｉａ（登録商標）、アバタセプト）融合タンパク質製剤
における可溶性凝集体のレベルを減少するための手順を決定するために、試験を行った。
ＣＴＬＡ－４－Ｉｇ融合タンパク質は、抗体のＦｃ領域と結合したＣＴＬＡ‐４の分子の
非膜結合部分（見掛けの分子量２５ｋＤａのダイマー）から構成される。タンパク質はグ
リコシル化されており、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび光散乱を用いて分析すると、見掛けの分
子量９２ｋＤａを有する。
【０１４１】
９０＋／－１％の凝集体を含有するＣＴＬＡ－４－Ｉｇ融合物の凝集溶液について試験を
行った。凝集した物質を、０ｍＭまたは２５０ｍＭいずれかのＮａＣｌを含有する、１０
ｍＭ　ＴＥＳ（ｐＨ７．０）を含む緩衝液に、タンパク質濃度０．５ｍｇ／ｍｌまで希釈
した。凝集溶液を２０００バールで１６時間２５℃で圧力処理して、リフォールディング
について分析した。その結果を図１に示す。圧力処理後、凝集体レベルは、６．９％＋／
－０．４％および５．８％＋／－０．３％までイオン強度の関数として減少した（それぞ
れＮａＣｌ２５０ｍＭおよび０ｍＭ）。
【０１４２】
モノマー性ＣＴＬＡ－４－Ｉｇ融合物の安定性を、圧力および溶液条件の関数として調べ
た。１０ｍＭ　ＴＥＳ（ｐＨ７．０）中タンパク質濃度０．５ｍｇ／ｍｌで、イオン強度
の関数として（０ｍＭおよび２５０ｍＭのＮａＣｌ）、モノマー性ＣＴＬＡ－４－Ｉｇを
圧力処理した。圧力が、塩を含有する溶液中に、およそ７％の最終凝集体濃度となった凝
集を誘導することが明らかとなった（図２）。塩を含有しない条件では、圧力処理後、タ
ンパク質は凝集体を形成しなかった。
【０１４３】
１４．５＋／－０．１％の凝集体（「中程度の」凝集体レベル）を含有するＣＴＬＡ－４
－Ｉｇ融合物の凝集溶液をリフォールディングするために、高圧試験を行った。凝集物質
を、０ｍＭまたは２５０ｍＭいずれかのＮａＣｌを含有する１０ｍＭ　ＴＥＳ緩衝液に、
タンパク質濃度０．５ｍｇ／ｍｌまで希釈した。凝集溶液を２０００バールで１６時間２
５℃で圧力処理して、リフォールディングについて分析した。高圧処理は、２５０ｍＭ　
ＮａＣｌを含有する緩衝液中の凝集体レベルの減少を引き起こし、最終的な割合（６％）
は典型的には医薬品としては過度であった。低イオン強度では、凝集体レベルは１％未満
まで減少され、本質的に試料から凝集体を排除することになった。その結果を図３に示す
。圧力処理後、凝集体レベルは６．９％＋／－０．４％および５．８％＋／－０．３％ま
でイオン強度の関数として減少した（それぞれＮａＣｌ２５０ｍＭおよび０ｍＭ）。
【０１４４】
最初の精製から得られるタンパク質凝集体の溶液を模倣するために、中間的レベルの凝集
体（約１８％）を含むＣＴＬＡ－４－Ｉｇ溶液を調製した。市販のＣＴＬＡ－４－Ｉｇ融
合物の製剤をタンパク質濃度１２ｍｇ／ｍｌまで希釈して、ｐＨ３で３時間２３℃でイン
キュベートして凝集を誘導した。２回行った結果、最終凝集体濃度はそれぞれ１５％およ
び２１％であった。凝集体の分析はＳＥ－ＨＰＬＣを用いて定量化した。高度に凝集した
（＞９０％）ＣＴＬＡ－４－Ｉｇ製剤も作製した。凍結乾燥したケーク６６ｍｇを１ｍｌ
の水に溶解させることにより、ＣＴＬＡ－４－Ｉｇ凝集体を調製した。バイアルはシリコ
ンオイルフリーであった。このストックを、１０ｍＭクエン酸（ｐＨ３）および２４０ｍ



(34) JP 2010-503683 A 2010.2.4

10

20

30

40

50

Ｍ　ＮａＣｌを含有する緩衝液に、最終タンパク質濃度５ｍｇ／ｍｌまで希釈した。周囲
条件で１７日間放置したところ、約８５％の凝集体が生成された。１９日目に、周囲条件
で１時間溶液を急速に振動させ、さらに凝集を誘導した。この時点で、目に見える沈殿物
が観察された。溶液は、直ちにリフォールディングに使用した。９０％を超えるの凝集体
レベルを確立するために、残りの可溶性物質のＳＥＣ分析を用いた。
【０１４５】
加圧のために、所望の圧力が達成されるまで５００バール／分の速度で圧力を上昇させた
。リフォールディング中、温度は２２℃（室温）を維持した。試料をおよそ１６時間圧力
下に置いてから、２５０バール／５分の速度で減圧した。減圧後、ＳＥ－ＨＰＬＣのため
に直ちに試料を調製した。
【０１４６】
ＴＳＫ　Ｇ３０００　ＳＷＸＬサイズ排除カラム（Ｔｏｓｏｈａａｓ）を装着したＢｅｃ
ｋｍａｎ　Ｇｏｌｄ　ＨＰＬＣシステム（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｆｕｌｌｅ
ｒｔｏｎ、ＣＡ）上で、タンパク質画分のＳＥ－ＨＰＬＣ分析を行った。Ｂｅｃｋｍａｎ
５０７ｅオートサンプラーからタンパク質試料１０～２５ｕｇを注入するとともに、１．
０ｍｌ／分の速度で濾過したＰＢＳの移動相（ｐＨ７．２）を用いた。吸光度を２１５ｎ
ｍでモニタリングした。
【実施例２】
【０１４７】
　「組換えヒト成長ホルモン（ｒｈＧＨ）リフォールディング試験」
組換えヒト成長ホルモン（ｒｈＧＨ）の免疫原性に関する後の試験（下に示す「組換えヒ
ト成長ホルモン（ｒｈＧＨ）リフォールディング試験」の項目の実施例を参照）において
使用するために、ｒｈＧＨのリフォールディングでの「最良条件」を判断するための試験
に着手した。Ｓｔ．Ｊｏｈｎ　ｅｔ　ａｌ．による調査で、ｒｈＧＨは、振動による凝集
に敏感であることが実証されている（Ｓｔ．Ｊｏｈｎ，Ｒ．Ｊ．，Ｊ．Ｆ．Ｃａｒｐｅｎ
ｔｅｒ，ｅｔ　ａｌ．（２００１），Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７６（５０）：４６８５６－４６８６３）。調製用緩衝液または０
．７５ＭグアニジンＨＣｌ（ｉｂｉｄ）を含有する調製用緩衝液中で穏やかに撹拌するこ
とにより、２種類の凝集体を産生した。調製用緩衝液は１０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐ
Ｈ６．０）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％アジ化ナトリウムとして定義し、９０％を超え
る凝集体（ｉｂｉｄ）を含有する凝集ｒｈＧＨ溶液を得た。圧力、温度、およびグアニジ
ンＨＣｌ濃度が、２種類の振動により誘導した凝集体のリフォールディングに与える影響
を判断するために、高圧リフォールディング試験を行った。調製用緩衝液単独中に形成さ
れた凝集体については、２０００バールで４８時間、タンパク質濃度０．８７ｍｇ／ｍｌ
で高圧処理し、９０％を上回る回収率の可溶性ｒｈＧＨ（ｉｂｉｄ）を得た。同様に、０
．７５Ｍグアニジンを含有する調製用緩衝液中の凝集体は、同等の圧力、タンパク質濃度
、およびインキュベーション時間（ｉｂｉｄ）で１Ｍグアニジンを追加することで、２０
００バールでの圧力処理により９０％を超える収率でリフォールディングした。これらの
条件を、ｒｈＧＨのリフォールディングのための「最良条件」として採用した。リフォー
ルディング混合物にグアニジンを追加しなかった場合、リフォールディング収率は２０％
（ｉｂｉｄ）を超えなかった。温度上昇も、これらの凝集体をリフォールディングする上
で重要な役割を果たすことが明らかとなった。両方の種類の凝集体を、タンパク質濃度０
．６５ｍｇ／ｍｌのリフォールディング緩衝液中で、２０００バールの温度でリフォール
ディングしたところ、少なくとも９０％の回収率の可溶性形態（ｉｂｉｄ）のｒｈＧＨを
得た。同等のリフォールディングを２５℃で行ったところ、回収率は２０％未満（ｉｂｉ
ｄ）であった。
【０１４８】
市販のＳｏｍａｔｒｏｐｉｎ（登録商標）（ｒｈＧＨ）を液体剤形で購入した。Ｐｉｅｒ
ｃｅ（登録商標）のマイクロダイアリシスカップを用いて、該物質２００ｕｌ（濃度１０
ｍｇ／ｍｌ）を、１０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ６．０）を含有する緩衝液中で一晩
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透析した。この物質を、５００ｍＭストックからのＥＤＴＡおよび６Ｍストックからのグ
アニジンを適切に加えることによって、その最終的な圧力処理条件においた。Ｓｔ．Ｊｏ
ｈｎ，Ｒ．Ｊ．，Ｊ．Ｆ．Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ，ｅｔ　ａｌ．（２００１），Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７６（５０）：４６８５６
－４６８６３に記載されるように圧力処理を行った。
【０１４９】
ＳＥ－ＨＰＬＣアッセイのためにＳｕｐｅｒｄｅｘ７５　１０／３００ＧＬカラムを用い
た。２８０ｎｍの波長に設定した紫外線式検出器セットとともに、１２６溶媒モジュール
を有するＢｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｇｏｌｄ　ＨＰＬＣおよびＷ
ａｔｅｒｓのオートサンプラーをオンライン上で使用した。移動相緩衝液はＰｈｏｓｐｈ
ａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ（リン酸緩衝生理食塩水）を使用し、流速は０
．６ｍｌ／分で、５０μｌの試料を注入した。試料は注入するまでオートサンプラー内で
４℃に維持した。９０分間に渡ってデータを収集した。
【０１５０】
１０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ６．０）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％アジ化ナトリ
ウムを含有する緩衝液中で、グアニジンＨＣｌ濃度の関数としてのモノマー性ｒｈＧＨの
安定性、ならびに温度および圧力を調べた。モノマー性のＳｏｍｏｔｒｏｐｉｎ（登録商
標）を調製用緩衝液中で透析して、２０００バール、６０℃、および０．２５、０．５、
０．７５、１、１．５、および２ＭのグアニジンＨＣｌを加えて、２０００バール、２５
℃で圧力処理した。どちらの処理も、ＳＥ－ＨＰＬＣで判断されたようにモノマー性ｒｈ
ＧＨの凝集を誘導しなかった。そのため、これらの条件は、中間的な量の凝集体を含有す
る溶液のリフォールディングに効果的であり、凝集体を含有するｒｈＧＨ製剤の免疫原性
を低下させるために効果的である、という仮説を立てた。しかしながら、１）温度の上昇
が不均質な医薬品をもたらす化学的分解の経路を促進し（Ｍａｎｎｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，ｖ６，９０３－９１８，１９８９
）、２）リフォールディングプロセスに加えた試薬は最終剤形の前に容易に除去されなけ
ればならないため、これらの結果は、下流処理用途のために免疫原性を低下するリフォー
ルディングプロセスには、さらなる制約があることを実証した。この場合、グアニジンＨ
Ｃｌは、その毒性のために最終剤形で存在することはできない。必然的に、リフォールデ
ィングに用いられる技術についてさらなる考察がなされなければならない。この実施例は
、圧力処理の最中のモノマーの安定性を調べることの必要性を示している。
【実施例３】
【０１５１】
　「組換えヒト成長ホルモン（ｒｈＧＨ）免疫原性試験」
様々な形態のｒｈＧＨを投薬された未感作マウスにおいて、凝集体が高圧処理の前および
後に免疫原性反応に与える影響を判断するために、Ｂｒａｕｎ　ｅｔ　ａｌ．によって教
示される免疫原性モデル（Ｂｒａｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，ｖ１４，ｐｇ．１４７２－１４７８，１９９７）と同様に試験を行っ
た。
【０１５２】
Ｎｏｒｄｉｆｌｅｘ（ＮｏｖｏＮｏｒｄｉｓｋが製造するｒｈＧＨの液体製剤）からｒｈ
ＧＨ試料を生成した。Ｎｏｒｄｉｆｌｅｘの１５ｍｇバイアルをコロラド大学の薬局から
購入した。１ｍｇ／ｍｌの濃度までｒｈＧＨを希釈した。使用した希釈剤は、（１）調製
用緩衝液、または（２）プルロニックＦ－６８を含まない調製用緩衝液の２つの条件のう
ちの１つを満たした。Ｎｏｒｄｉｔｒｏｐｉｎ調製用緩衝液は、希釈剤としての水１．５
ｍｌ中にヒスチジン１．７ｍｇ、プルロニックＦ－６８を４．５ｍｇ、フェノール４．５
ｍｇ、マンニトール５８ｍｇを含有した。冷凍‐解凍サイクル（「ＦＴ」と記載）を用い
て、希釈した試料を振動させるか（「振動」と記載）またはストレスをかけて、凝集体の
形成について調べた。
【０１５３】
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冷凍‐解凍試料は、Ｎｏｒｄｉｆｌｅｘを適切な調製用緩衝液中に希釈することによって
作製した。タンパク質濃度１ｍｇ／ｍｌの容積０．７５ｍｌのｒｈＧＨであるＮｏｒｄｉ
ｆｌｅｘを、２ｍｌのポリプロピレンチューブに挿入し、液体窒素に１分浸漬して、確実
に完全冷凍した。その後、試料を２２℃の水に入れて１０分間解凍させた。このサイクル
を合計２０回繰り返した。
【０１５４】
モノマー性対照として、未処理のＮｏｒｄｉｆｌｅｘの追加試料を調製用緩衝液（Ｎｏｒ
ｄｉｆｌｅｘ１ｍｇ／ｍｌ）に希釈し、ストレス条件下に供さずにおいた。
【０１５５】
この物質に対する圧力の影響は、試料を分割して、該試料（冷凍‐解凍を２０回繰り返し
たもの、およびモノマー性対照）を２０００バールの圧力で７０℃で一晩置くことによっ
て調べた。
【０１５６】
加圧のために、２０００バールの圧力が達成されるまで５００バール／分の速度で圧力を
上昇させた。２０００バールで、高圧容器の温度を７０℃に上昇し、試料を１６時間イン
キュベートした。減圧（２５０バール／５分）の前に、圧力容器を室温まで冷却した。減
圧後、ＳＥ－ＨＰＬＣのために直ちに試料を調製した。
【０１５７】
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　７５　１０／３００ＧＬカラムをサイズ排除クロマトグラフィー（Ｓ
Ｅ－ＨＰＬＣ）アッセイに用いた。２８０ｎｍの波長に設定した紫外線式検出器セットと
ともに、１２６溶媒モジュールを有するＢｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ
　Ｇｏｌｄ　ＨＰＬＣおよびＷａｔｅｒｓのオートサンプラーをオンライン上で使用した
。移動相緩衝液はＰｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ（リン酸緩衝生
理食塩水）を流速０．６ｍｌ／分で使用した。試料の注入量は５０μｌであった。試料は
注入するまでオートサンプラー内で４℃に維持した。９０分間に渡ってデータを収集した
。
【０１５８】
６週齢の未感作マウスに、モノマー性ｒｈＧＨ１０ｕｇ、ｒｈＧＨの「ＦＴ」凝集体１０
ｕｇ、および高圧で処理した「ＦＴ」凝集体１０ｕｇを投薬して、「ＨＰ　ＦＴ凝集体」
と記載した。投薬は７、１４、および２１日目に行った。緩衝液も、同等の容積および回
数で、対照として投薬した。
【０１５９】
採血の前に、イソフルラン吸入ガスを用いてマウスを麻酔した。各マウスを一匹ずつ持ち
、イソフルラン吸入ガスの定常流が流れるチューブの中に鼻を入れた。マウスが少なくと
も１０回深呼吸をして脱力したら、ガスの流れを５％から３～４％に減少した。足指への
ピンチ刺激にマウスが応答しなくなってから、Ｐｒｏｐａｒａｃａｉｎｅ（プロパラカイ
ン）を片目に１滴滴下した。５０μｌの毛細管を用いて後眼窩静脈洞から２回採血した。
マウスは、採血処理の間中、イソフルラン吸入ガスで沈静させた。約１００μｌ程度の十
分な血液を採取してから、滅菌ガーゼで目を拭い、プロパラカイン１滴をさらに投与した
。処置した目を１～２分軽く押さえた。次に、４つの条件、すなわち、（１）激しい振動
、（２）冷凍‐解凍、（３）高圧処理、および（４）製造者の推奨する保存条件、のうち
の１つに供した等張性の緩衝化した溶液中にヒト成長ホルモン１０μｇを含有する注射液
１００μｌを、マウスの腹腔内に注射した。耳パンチを用いてマウスを分類表示した。各
マウスには、０．１ｍｌの一回注射中にタンパク質１０μｇを与えた。この投薬間隔およ
び量は、以前の実験から判断された（Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇ，Ｓ．，Ｗ．Ｊｉｓｋｏｏｔ，
ｅｔ　ａｌ．（２００５），Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２２（
６）：８４７－８５１）。各群内の雌マウス８匹を０、７、１４、２１、および２８日目
に出血させた。
【０１６０】
ＥＬＩＳＡを用いて、収集した血清を特異的抗体反応について検査した。Ｉｍｍｕｌｏｎ
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４　Ｈｉｇｈ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ（ＨＢＡ）プレートのウェルを、試験
室の温度で一晩穏やかに撹拌することによってＮｏｒｄｉｔｒｏｐｉｎ製剤から調製した
、希釈ｒｈＧＨ（１６μｇ／ｍｌ）２００μｌでインキュベートした。その後、ウェル内
の液を排出して、１倍濃度のＰｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ（リ
ン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ））で３回洗浄した。最終洗浄後、ペーパータオルでウェルの水
気を拭き取って乾燥させた。その後、１倍濃度の１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）溶液
２００μｌで１時間ウェルをブロックした。ブロッキング溶液が吸収された時点で、１倍
濃度のＰＢＳ溶液でウェルを３回洗浄した。Ｂ～Ｈ行のウェルに希釈緩衝液１００μｌ（
２００ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、５０ｍＭ二ナトリウムＥＤＴＡ、１％ＢＳＡを含む７５０ｍＭ
塩化ナトリウム、および０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）を充填した。血清を希釈緩衝
液に１：２０で希釈し、Ａ行のウェルに添加した。多チャンネルピペットを用いて、Ａ行
の血清希釈液１００μｌを、Ｂ行のウェルに移した（１：２の希釈）。Ｃ行のウェルに１
００μｌを移す前に、Ｂ行の溶液１００μｌを、５回ウェル内で吸い上げて排出すること
により混合した。Ｇ行まで２倍の希釈を続けた。プレートをシールして、試験室の温度で
３０分間インキュベートした。その後、２００ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、５０ｍＭ二ナトリウム
ＥＤＴＡ、７５０ｍＭ塩化ナトリウム、および０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ‐１００の溶液で
ウェルを３回洗浄し、ペーパータオルで水気を拭き取って乾燥させた。希釈緩衝液中で１
：８０００で希釈した西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合ヤギ抗ラットＩｇＧ（
Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）１００μｌを用いてインキュベートした。１時間後、ウェルを１倍濃
度ＰＢＳで１回洗浄し、ペーパータオルで水気を拭き取って乾燥させ、各ウェルに３，３
´，５，５´‐テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）１００μｌを添加した。２０分後、０
．５Ｍ硫酸５０μｌをウェルに添加して反応をクエンチした。動力学的プレートリーダー
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ「Ｖ　ｍａｘ」を用いて、波長４５０ｎｍおよび基
準波長５９５ｎｍで吸光度を記録した。ＥＬＩＳＡ反応は、吸光度を標準曲線の直線部分
と比較して希釈係数で乗算することにより算出された、存在する結合抗体の濃度として報
告した。
【０１６１】
データは、１つの応答および各試験における群の数に適切なレベルを有する、一般的な要
因デザインとしてモデル化した。各群は８つの複写物を有した。ソフトウェアプログラム
Ｓｔａｔ－Ｅａｓｅ７．２．１を用いて線形分散解析（ＡＮＯＶＡ）を行った。群の平均
値間の［ｔ］の確率を９０％信頼区間と比較した。平均値を比較した時、選択した９０％
信頼区間に基づいて、［ｔ］＜０．１の確率は有意であった。
【０１６２】
ＮｏｒｄｉｆｌｅｘのＦＴ凝集体は、７７％の凝集体を含有し、該凝集体の８５％は不溶
性であることが分かった。高圧処理後、凝集体レベルは５％に減少された。
【０１６３】
６週齢の未感作マウスにモノマー性ｒｈＧＨ１０ｕｇ、ｒｈＧＨの「ＦＴ」凝集体１０ｕ
ｇ、および高圧で処理した凝集体１０ｕｇを投薬し、「ＨＰ　ＦＴ凝集体」と記載した。
Ｎｏｒｄｉｆｌｅｘを開始物質として用いることにより、すべての試料を産生した。各群
の雌マウス８匹に、投薬を７、１４、および２１日目に行い、出血は０、７、１４、２１
、および２８日目に行った。緩衝液も、同等の容積および回数で、対照として投薬した。
【０１６４】
血液中のモノマー性成長ホルモンに対する抗体の存在を検出するために、ＥＬＩＳＡを行
った。４番目の血液に最も高いＥＬＩＳＡ反応が得られた（データは記載せず）。４番目
の血液におけるＥＬＩＳＡ反応の箱ひげ図を図４に示す。本試験の結果は、高圧処理した
ＦＴ凝集体と比較して、ｒｈＧＨの「ＦＴ」凝集体が有意な反応を生じたこと（確率（Ｐ
ｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ）＞０．０００１未満である［ｔ］）を実証した。モノマー性ｒｈ
ＧＨは、緩衝液と比較して微妙な免疫応答を生じ（確率＞０．０７である［ｔ］）、それ
はマウス中のヒトタンパク質の自然の免疫原性を考慮すれば予想されることである。「Ｈ
Ｐ　ＦＴ凝集体」は、モノマー性ｒｈＧＨを投薬したマウスと有意差（確率＞０．２４５
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である［ｔ］）のないマウスにおける免疫応答を生じ、高圧処理した凝集体のモノマー性
の性質および免疫原性の低下を実証した。統計分析を行い、２１日目の血液のみが、ベー
スラインを超える有意な抗体反応を有したと判断した。
【実施例４】
【０１６５】
　「ヒトインターフェロンβ‐１ｂ（ＩＦＮ‐β）試験」
以下の例が示すように、高度に凝集した物質のためのリフォールディング条件は、高度に
モノマー性である物質のリフォールディングに必ずしも有用であるとは限らない。ヒトイ
ンターフェロンβ－１ｂ（ＩＦＮ－β）は、多発性硬化症の治療のために用いられる治療
タンパク質である。ＩＦＮ－βの発現、リフォールディング、および生成の元のプロセス
は米国特許第４，４６２，９４０号（Ｈａｎｉｓｃｈ　ａｎｄ　Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ　１
９８３；Ｋｏｎｒａｄ　ａｎｄ　Ｌｉｎ　１９８４）に記載される。遊離システインを除
去するために、野生型タンパク質をＣ１７部位で突然変異させてあり、そのためジスフィ
ルドが１つしかなく、分子量は約２０ｋＤａである。タンパク質のｐＩは８．９である。
【０１６６】
Ｓｈａｋｅｄ　ｅｔ　ａｌ．が教示する当該方法の変形例を用いて、ＩＦＮ－βを生成し
た（米国特許第５，１８３，７４６号）。２‐ブタノールを用いた抽出により、ＩＦＮ－
βを封入体から精製した。酸沈殿に続いて、Ｓｈａｋｅｄ法で使用された２本カラムステ
ップとは対照的に、ＳＤＳ中で操作した１本のＳＥ－ＨＰＬＣカラムを用いて物質を精製
した。以前に教示された方法と類似する方法において、ＩＦＮ－βの酸化を行った。酸化
の後、ｐＨ９．０で０．１％ラウリン酸ナトリウムを含有する溶液に物質の緩衝液交換を
行った。このステップは、タンパク質に結合した全てのＳＤＳを除去するために用いられ
た。ラウリン酸ナトリウムは、ｐＨを３．０に調節することにより沈殿させた。その後、
Ｔｏｓｏｈ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　２０００ＳＷＸＬを用いた２回目のＳＥ－ＨＰＬ
Ｃ法によって、ＩＦＮ－βの凝集体をモノマー形態から分離した。凝集体は、精製ステッ
プの３０～４０％を占めていた。
【０１６７】
ＴＳＫ　Ｇ２０００　ＳＷＸＬサイズ排除カラム（Ｔｏｓｏｈａａｓ）を装着したＢｅｃ
ｋｍａｎ　Ｇｏｌｄ　ＨＰＬＣシステム（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｆｕｌｌｅ
ｒｔｏｎ，ＣＡ）上で、タンパク質画分のＳＥ－ＨＰＬＣ分析を行った。Ｂｅｃｋｍａｎ
５０７ｅオートサンプラーからタンパク質試料１０～２５ｕｇを注入するとともに、１ｍ
ｌ／分の半分の速度で濾過した１０ｍＭ　ＨＣｌ（約ｐＨ２．０）の移動相を用いた。吸
光度を２１５ｎｍでモニタリングした。
【０１６８】
封入体のリフォールディングに有用なリフォールディング条件下（９０％を超えるの凝集
体を含む溶液）でＩＦＮ－βの精製したモノマーを処理した時、高圧処理が凝集をもたら
し、ＳＥ－ＨＰＬＣで判断されたように、凝集体含有量は０．１％から２９＋／－２％ま
で増加した。
【０１６９】
米国特許第４，４６２，９４０号および第５，１８３，７４６号に教示されるＳＤＳリフ
ォールディングおよび精製プロセスに従ってＩＦＮ－β凝集体（凝集体８０％を含む溶液
）を形成した。ラウリン酸ナトリウムの沈殿後、１０ｍＭのＨＣｌ泳動緩衝液を用いたサ
イジングによりモノマーと凝集体の画分を分離して、１０ｍＭのＨＣｌを含有する緩衝液
中に調合した。タンパク質濃度８０ｕｇ／ｍｌで、凝集体の画分を２７００バールで１６
時間２５℃で圧力処理した。２５０バール／分での減圧を用いた。図５に示すように、封
入体のリフォールディングには適用することのできない溶液条件において、高圧処理は、
凝集体の大半を凝集体（左側のピーク）からモノマー（右側のピーク）に変換する結果と
なった。この例は、精製プロセスの後に免疫原性を低下するためのリフォールディング条
件は、封入体のリフォールディングに有用ではないことを示すものである。
【実施例５】
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【０１７０】
　「組換えマウスインターフェロンβ（ｒｍＩＦＮ‐β）」
様々な形態のｒｍＩＦＮ－βを投薬されたマウスにおいて、凝集体が高圧処理の前および
後に免疫原性反応に与える影響を判断するために、試験を行った。上述のｒｈＧＨホルモ
ン試験とは反対に、ネズミ科動物由来なので、投薬されたタンパク質に対して固有の免疫
反応はないはずである。
【０１７１】
モノマー性ｒｍＩＦＮ－βを調製するために、ＰＢＬ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓからモノマー性ｒｍＩＦＮ－βを購入し、２０ｍＭヒスチジン（ｐＨ６
．０）、１６６ｍＭ　ＮａＣｌ、およびグリセロール６％を含有する緩衝液中で透析した
。透析ステップは凝集を誘導する可能性があるが、凝集体は遠心分離によって除去するこ
とができる。可溶性画分をＳＥ－ＨＰＬＣによって分析すると、完全にモノマー性である
ことが分かった。透析ステップ中の予期せぬタンパク質の損失によって、本試料中のグリ
セロール含有量が高くなった。結果として、本試料は予測したとおりには希釈されなかっ
た。物質は投薬前に滅菌濾過し、濾過することにより凝集が誘導されなかったことを確認
するためにＳＥ－ＨＰＬＣ分析を行った。
【０１７２】
凝集したｒｍＩＦＮ－βを産生するために、ＰＢＬ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓからモノマー性ｒｍＩＦＮ－β（０．３３ｍｇ／ｍｌ）を購入し、滅菌濾
過してボルテックスのレベル３で５分撹拌することにより凝集させた。該物質を１：３で
希釈し、０．１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度で、不溶性凝集体５３％、可溶性凝集体７％
、およびモノマー４０％を含有する最終物質を産生した。ＳＥ－ＨＰＬＣによって凝集体
含有量を判断した。該物質を、２０ｍＭヒスチジン（ｐＨ６．０）、１６６ｍＭ　ＮａＣ
ｌ、２％グリセロールを含有する緩衝液中に調合した。
【０１７３】
ｒｍＩＦＮ－βの不溶性凝集体（凝集した物質の産生を参照）を、２０ｍＭヒスチジン（
ｐＨ６．０）、１６６ｍＭ　ＮａＣｌ、２％グリセロールを含有するリフォールディング
緩衝液に再懸濁して、２０００バールで１６時間２５℃で圧力処理した。２５０バール／
５分の速度で減圧を行った。ＳＥ－ＨＰＬＣにより、圧力によって調節されたリフォール
ディング収率は３９％であると算出されたが、滅菌濾過後に凝集体を含まない物質を産生
するために不溶性物質を遠心分離によって除去した（ＳＥ－ＨＰＬＣ）。
【０１７４】
Ｃ５７Ｂｌ／６マウス（６～７週齢、雌）に、モノマー性（モノマー１００％）の、凝集
させた（不溶性凝集体５３％、可溶性凝集体７％、モノマー４０％）または高圧処理した
凝集体（モノマー１００％）を、投薬レベル０．５および２．３ｕｇ／日で、１～５日目
、８～１２日目、および１５～２０日目に以下に説明するように投薬した。８、１５、２
３日目に眼窩から採血し、４０日目に全採血した。内部開発したＥＬＩＳＡを用いて、異
なる用量の関数としてモノマー性ＩＦＮ－βに対する抗体の発達をモニタリングした。
【０１７５】
Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　Ｂｉｏにおいて、Ｃ５７Ｂｌ／６マウス（６～７週齢、雌）に、
モノマー性の（モノマー１００％）、凝集させた（不溶性凝集体５３％、可溶性凝集体７
％、モノマー４０％）または高圧処理した凝集体（モノマー１００％）を、投薬レベル０
．５および２．３ｕｇ／日で投薬した。１群あたり８匹のマウスに１～５日目、８～１２
日目、および１５～２０日目に投薬し、８、１５、２３日目に眼窩から採血し、４０日目
にプロトコルＰＫ－ＢＦ－１に従って全採血した。血液試料を２つのバイアルに分注し、
ＢａｒｏＦｏｌｄに発送する前にドライアイス上で－７０℃で保存した。ＥＬＩＳＡで分
析するまで、－７０℃で試料を維持した。
【０１７６】
収集した血清を、特異的抗体応答についてＥＬＩＳＡを用いて検査した。ｒＭｕＩＦＮ－
β（ＰＢＬ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）から調製した希釈ｒＭ
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ｕＩＦＮ－β１５０μｌ（ｐＨ９．５の炭酸‐重炭酸緩衝液５０ｍＭ中２５０ｎｇ／ｍｌ
）を用いて、Ｉｍｍｕｌｏｎ４　Ｈｉｇｈ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ（ＨＢＡ
）プレートのウェルを、試験室の温度で一晩コーティングした。その後、ウェル内の液を
排出して、１倍濃度のＰｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ（リン酸緩
衝食塩水（ＰＢＳ））で２回洗浄した。最終洗浄後、ペーパータオルでウェルの水気を拭
き取って乾燥させた。その後、ＨＥＰＥＳ４０ｍＭ、ＥＤＴＡ１０ｍＭ、ｐＨ７．４のＮ
ａＣｌ１５０ｍＭ溶液中の１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）２００μｌで１時間ウェル
をブロックした。ブロッキング溶液が吸収された時点で、１倍濃度のＰＢＳ溶液でウェル
を３回洗浄した。直ちに使用しないプレートを１０％スクロース２００μｌでコーティン
グして、１０分間放置した。スクロース溶液をウェルから排出し、プレートをシールして
、必要な時まで４℃で保存した。１週間保存されたプレートの有効性が損なわれないこと
を確認するために、試験を行った。
【０１７７】
希釈緩衝液１５０μｌ（１％ＢＳＡ、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、４０ｍＭＨＥＰ
ＥＳ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ７．４の１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）を各ウェルに充填する
ことによりプレートを平衡化し、残りの物質を除去する前に室温で２０分間インキュベー
トした。Ｂ～Ｈ行のウェルに希釈緩衝液１００μｌを充填した。ウェルＡ１およびＡ２に
は、標準的なモノクローナル抗体１５０μｌ（ＰＢＬ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓのラット抗ＭｕＩＦＮ－β）（２００ｎｇ／ｍｌ）を充填した。血清を
希釈緩衝液に１：１０で希釈し、Ａ行のウェルに１５０μｌ添加した。ＥＬＩＳＡを用い
て試料を１：３で希釈し、最後の列をブランクとした。その後プレートをシールし、試験
室の温度で６０分間インキュベートした。洗浄緩衝液１（ＨＥＰＥＳ４０ｍＭ、ＥＤＴＡ
１０ｍＭ、ｐＨ７．４のＮａＣｌ１５０ｍＭおよび０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ‐１００）で
ウェルを３回洗浄し、ペーパータオルで水気を拭き取って乾燥させた。
【０１７８】
標準物質を含有するウェルを、希釈緩衝液中で１：１５，０００で希釈した西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合ヤギ抗ラットＩｇＧ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）１００μｌを用
いてインキュベートした。試料を含有するウェルを、希釈緩衝液中で１：２０００で希釈
したワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合ヤギ抗ラットＩｇＧ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）１
００μｌを用いてインキュベートした。１時間後、ウェルを洗浄緩衝液１で２回、１倍濃
度ＰＢＳで１回洗浄し、ペーパータオルで水気を拭き取って乾燥させた。各ウェルを３，
３´，５，５´‐テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）１００μｌで充填した。２０分後、
０．５Ｍ硫酸５０μｌをウェルに添加して反応をクエンチした。動力学的プレートリーダ
ーＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ「Ｖ　ｍａｘ」を用いて、波長４５０ｎｍおよび
基準波長５９５ｎｍで吸光度を記録した。
【０１７９】
４５０ｎｍでの吸光度の数値として報告されたＥＬＩＳＡ反応を、標準曲線上の直線部分
の希釈係数で乗算した。選択した希釈係数が結果に影響を与えなかったことを確認するた
めに試験が行われた。
【０１８０】
ＴＳＫ　Ｇ２０００ＳＷＸＬサイズ排除カラム（Ｔｏｓｏｈａａｓ）を装着したＢｅｃｋ
ｍａｎ　Ｇｏｌｄ　ＨＰＬＣシステム（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｆｕｌｌｅｒ
ｔｏｎ，ＣＡ）上で、タンパク質画分のＳＥ－ＨＰＬＣ分析を行った。Ｂｅｃｋｍａｎ５
０７ｅオートサンプラーからタンパク質試料１０～２５ｕｇを注入するとともに、１ｍｌ
／分の半分の速度で濾過した１０ｍＭ　ＨＣｌ（約ｐＨ２．０）の移動相を用いた。吸光
度を２１５ｎｍでモニタリングした。
【０１８１】
　２３日目の血液に関するデータ分析（投薬終了後に行われた）は、ｒｍＩＦＮ－βの凝
集体を投薬されたマウスのみが、確率＞０．０００１未満の［ｔ］モノマー性対照と比較
して、有意な免疫応答を有することを示唆した。また、高用量の凝集体は、確率＞０．０
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１９である［ｔ］と上昇した応答をもたらす結果となり、モノマー性ＩＦＮ－βを投薬さ
れた動物または高圧処理した凝集体を投薬された動物のいずれにおいても反映されなかっ
た。モノマーまたはＨＰ処理した凝集体を投薬された動物は、有意差のない免疫応答を示
した。８日目の血液の分析はベースラインの応答を示し、１５日間の凝集体投薬に供され
た動物における陽性応答を示唆するものであった（図６、モノマー性の、凝集させた、高
圧処理したｒｍＩＦＮ‐βの凝集体を投薬された未感作マウスのＥＬＩＳＡ反応を参照。
投薬は、０．５ｕｇ／投薬または２．３ｕｇ／投薬のいずれかの用量で１５日間行われた
）。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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