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研究成果の概要：クロマトグラフィー分離プロセスにおける生体認識機構と移動現象を同時に

解析した。尿素やポリエチレングリコール(PEG)を移動相に添加することにより、溶出位置は

変化したが結合サイト数はほぼ一定であった。イオン交換モノリス disk を固定化した 96 穴マ

イクロプレートによりハイスループットシステムを構築することができた。カラム実験と併用

することにより、希望する分離性能が達成できる移動相組成を迅速かつ容易に決定できること

を明らかとした。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)2006 年時点での、組換タンパク質医薬品
の世界市場規模は約500億ドルと推定されて
おり、抗体医薬品の開発とともに生産量も増
大していくと予想されている。抗体医薬品は
投与量が多いのでクロマトグラフィー分離
プロセスについても処理量が急増していく
ことになる。この結果、従来それほど重視さ
れなかったプロセスの経済性評価が必要と
されているが、バイオ分離におけるクロマト
グラフィーは依然として経験に基づいた設
計と操作が中心である。 

(2)クロマト分離の特徴 クロマトグラフィ
ーは非常に精密な分離が可能であり、1 アミ
ノ酸の違いを認識して分離するプロセスも
ある。クロマトグラフィーでは多孔性充填剤
に官能基(リガンド)が導入されており、リガ
ンドと目的物質あるいは不純物との相互作
用を制御することにより分離する(下図参照)。
カラム内部を移動する間に、溶質は細孔内に
拡散しゾーンが広がり分離を悪化させる。こ
のような拡散物質移動による分離性能の低
下は特に分子量が 15 万を越える巨大なタン
パク質(抗体)や DNA で顕著となる。 
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(3)クロマト分離プロセス研究の現状  クロ
マトグラフィーは生体(分子)認識に基づく移
動速度差分離法であるが分子認識とゾーン
分散（物質移動）は独立ではなくリガンド結
合力やその分布は溶質の吸脱着(拡散)速度に
大きく影響する。リガンド、溶質、細孔の(相
対的)大きさや方向(立体的配置)も重要であ
るが未だ研究は不十分である。さらに、複数
の相互作用が協調的に働いたり、構造変化が
生じると分離挙動は一層複雑となる。細孔内
でのリガンドと目的物質の生体認識機構に
関してミクロな相互作用解析は、精密な装置
の開発とともに研究が活発になってきてい
るが、これらの相互作用解析の結果を反映さ
せたクロマトグラフィーモデルは開発され
ていない。 
 
２．研究の目的 
化学工学ではモデル実験は一般的であるが、
抗体タンパク質や修飾タンパク質の場合は
良くキャラクタライズされたタンパク質を
使用しなければ現実の問題点は明らかにな
らない。本研究では、生体認識機構と移動現
象(ゾーン分散機構)を同時に解析し、その結
果を反映するクロマトグラフィーモデルを
開発するとともに最適分離プロセスを設計
するためのデータを迅速に大量に取得でき
る方法（high throughput screening technology）
を開発する。モデルには相互作用解析結果を
反映させる。 
これらのモデルから最適な format (充填剤形
状・構造カラム形状・構造など)、新規な高性
能クロマトグラフィー充填剤の設計も可能
になる(リガンドの種類と固定化方法、充填剤
細孔構造等)。 
化学プロセスにおける蒸留やガス吸収の

ような単位操作と比較するとバイオプロセ
スにおけるクロマトグラフィーは単位操作
として十分に確立されていない。バイオ産業
の発展にともないクロマトグラフィー分離
は重要な単位操作となると考えられ,そのた
めにも本研究の取り組みは重要である。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 勾配溶出実験による認識機構と移動現象
の同時解析 
 勾配の傾きを変化させた勾配溶出実験か
らピーク位置での塩濃度 IRとピーク幅を測
定する(Fig1)。一連の実験を広い pH 範囲で実
施し、実験結果から GH-IR曲線を作成(Fig.2),
相互作用に関与するサイト数Bと平衡定数を
pH の関数として決定する。また、ピーク幅
から HETP を算出し、粒子内(固定相)拡散係
数も算出する。タンパク質や DNA の構造に
関する情報（表面電荷分布など）を考慮して
生体認識機構を解析する。 

Fig.1 勾配溶出曲線の模式図 

Fig.2  GH-IR 曲線 GH:規格化した勾配 
 
(2) High throughput screening 方法の開発 
 クロマトグラフィー分離特性は移動相組
成に大きく影響される。その条件探索を通常
のカラムで実施することは時間とともに溶
媒あるいは試料の量が制約因子となるので
ミクロ化した high throughput technology が望
まれる。クロマトグラフィー多孔性充填剤を
充填（導入）した 96 穴マイクロプレートと
ともにイオン交換モノリスdiskを固定化した
96 穴マイクロプレートによりカラム実験と
同等なデータを測定した。 
 
(3) 構造変化をともなう生体認識と移動現象
の解析 
 Polyethylene glycol を共有結合させた
(PEGylation, PEG 化) タンパク質や尿素によ
り構造を変化させた(unfold)タンパク質の分
離挙動と生体認識機構を(1)の勾配溶出実験
とサイズ排除クロマトグラフィー実験によ
り解析した。また、活性も測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 構造変化をともなうタンパク質の分離特
性 
 高濃度の尿素ではタンパク質は unfold状態
（ほどけた状態）となる。尿素を移動相に添
加した IEC では、尿素を含まない移動相にお
ける未変性タンパク質より早く溶出された
(Fig.3)。これは誘電率の上昇と電荷クラスタ
ーの消失による。しかしながら、勾配溶出実
験から決定した結合サイト数 B は lysozyme
では 2M 程度の尿素存在下で大きく変化せず、
比較的元の構造に近いことが示唆された
(Fig.4)。一方、bovine serum albumin (BSA)で
は、尿素濃度が高いと B 値は大きくなり、構
造がかなり変化していると考えられる。 
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Fig. 3 Linear gradient elution curves of native and 
unfolded proteins. Sample: lysozyme, 
column :SP-Sepharose HP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4   The number of binding sites B as a function of 
urea concentration. (a) sample :lysozyme, column: 
SP-Sepharose HP, (b)sample :BSA, column: 
Q-Sepharose HP, (○); samples were denatured by urea, 
(●); samples were denatured by urea and 0.01MDTT. 
 
次に lysozyme と分子量 5000 の活性化
polyethyleneglycol (PEG) に よ る random 
PEGylation 反応を行なった。反応生成物の
IEC 分離結果の一例を Fig.5 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5 Linear gradient elution curves of PEGylated 
proteins. sample :lysozyme, column:SP-Sepharose HP 

複数のピークが観察されるが、溶出が早い
ものは PEG が複数結合されていることが
SEC 分析より確認された。Peak 8,9 は PEG が
単鎖で結合された(mono-PEGylated)lysozyme
であるが、結合部位が異なると考えられる。
IEC においては電荷分布を認識して分離され
るので、このような精密分離が可能となる。 
結合サイト数 B については Fig.6 のような結
果が得られた。mono-PEGylated lysozyme につ
いては、B の値はわずかに減少している。 
 

Fig.6  Relationship between the number of binding 
site B and the peak salt concentration IR for PEGylated 
proteins. The numbers in the figure correspond to those 
in Fig.5 
 
結合サイト数には大きな変化がないこと、

また PEG 化タンパク質の SEC 分析ではサイ
ズが大きくなっていることから、溶出位置が
前方にシフトする理由はイオン交換基と
PEG 化タンパク質の距離が立体障害により
増加するためではないかと考えられる。 
 
(2)モノリス disk 96 穴プレートによる high 
throughput system 
 
 標準 deep-well 96 穴プレートの well の底に
モノリス disk(直径 7 mm 厚さ 2 mm, 体積 
0.076 mL)が固定化されたプレートを使用し、
吸引ろ過により液を供給した。UＶ対応マイ
クロプレートで回収し、マイクロプレート分
光光度計で 280nm の吸光度を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.7 Experimental setup for HTS 
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Fig.8  Linear gradient elution curves of several 
proteins with micro-plate based high throughput system 
(HTS) and a disk column HPLC system. BSA= bovine 
serum albumin, β-Lg= β-lactoglobulin, Lys=lysozyme 

Fig.9 GH-IR curves for several proteins with HTS and 
HPLCsystem. The symbols are the same in Fig.8. 
 
HTS システムのデータと通常の HPLC 装置でモノ
リス disk(直径 12 mm 厚さ 3 mm, 体積 0.34 
mL)カラムを使用して得られたデータを Fig.8
に示す。HTS では、塩濃度勾配は.0.2mL ごと
の不連続増加であるが、HPLC とほぼ同様な
溶出曲線が得られている。ピーク位置の塩濃
度 IRと規格化した勾配 GH の関係は Fig.9 で
も明らかなようにHTSとHPLCはほぼ一致し
た。これらの結果から本研究で開発した HTS
により HPLC カラムデータと本質的に同じデ
ータを得ることができることが示された。 
 
(3)DNA のイオン交換クロマトグラフィーに
おける保持機構（結合様式） 
 タンパク質のイオン交換クロマトグラフィ

ーにおける吸着サイト数 B と移動相 pH の関
係について、さまざまなイオン交換クロマト
グラフィー(IEC)担体とタンパク質について
調査してきている。当然のことながらすべて
の電荷が関与しているわけではなく、等電点
近傍ではごくわずかなサイト数（2-4 程度）
であることも多い。比較的大きなタンパク質
である抗体でも 10 以下である。 
 DNA は組換タンパク質医薬品製造におい
ては、完全に除去しなければいけない不純物
であり、IEC が使用される。一方、遺伝子治
療のベクターとして super-coiled plasmid DNA
が期待されており、その IEC による精製プロ
セスの効率化も重要である。DNA の保持機構
はタンパク質にくらべて十分理解されてい
ない。 

Fig.10 Typical elution curves of 50-mer poly (T) DNA 
in linear gradient elution monolithic IEC  

Fig.11 The number of binding site B as a function of 
the number of charges or the molecular weight of DNA 

 
Fig.12 The peak salt concentration IR as a function of 
the number of charges or the molecular weight of DNA 
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Fig.10 は典型的な塩濃度直線勾配溶出曲線
(IEC)である。巨大分子である 50mer-DNA の
溶出曲線が流速に依存しておらずモノリス
IEC の特徴が明らかである。塩濃度勾配 g の
傾きを変えた実験を行い、溶出塩濃度 IRを求
め充填剤体積で規格化した勾配 GH に対して
プロットすると GH-IR 曲線が得られ、この直
線の傾きから吸着サイト数 B が決定できる。 
決定された B 値と DNA の分子量と電荷数

(リン酸基数)の関係を Fig11 に示す。B 値と分
子量とにはよい相関がみられ、短鎖 DNA (塩
基数 2～12)では B 値と電荷数の値がほぼ一致
していた。モノリス以外の通常の粒子充填剤
IEC においてもほぼ同様の結果が得られた。 
一方、ピーク溶出塩濃度 IR も電荷数ととも

に増加するが、電荷数が 20 を超えると IRの増
加もゆるやかとなり、最後にはあまり変化し
なくなった(Fig.12)。また、一般的なタンパク
質(β-lactoglobulin)と DNA を比較しても、DNA
の B や IR値が非常に大きいことが分かる。 

Fig.13  Linear gradient elution of DNAs (a) base case 
(b) optimized separation   
 
これらの結果から DNA はタンパク質にくら
べると多くの電荷で IEC と吸着することと、
溶出には非常に高い NaCl 濃度が必要である
ことが明らかとなった。この結果、初期塩濃
度 I0 を高くしても十分に強く保持されるの
で、I0 を高く設定し緩い勾配で操作すれば難

しい分離も可能となると予想される。またモ
ノリスでは流速は分離性能に影響しないの
で高流速で運転すれば分離時間も短縮でき
る。その一例を Fig.13 に示す。最初の条件で
は、まったく分離できなかった長鎖 DNA が
完全に分離されている。 
 
(4)まとめ 

high-throughput system に つ い て は 、
monolith-disk-plate の有効性が実証されたが、
通常の多孔性粒子を用いた回分実験による
静的吸着量の決定方法についても検討して
おり、この方法を併用すると、さらに時間の
短縮と溶媒・試料量の削減が可能になる。 
  PEG 化タンパク質の分離機構については、
SH 基に PEG 修飾することにより bovine 
serum albumin (BSA)の monoPEG 化を行い、
その分離挙動について解析している。吸着サ
イト数の変化と溶出位置のシフトは PEG 化
lysozyme とほぼ同様であった。 
  モノリスについてはその溶出曲線の幅を
モデル解析し、吸着サイト数が非常に大きい
（B>20）ことにより、シャープな溶出曲線が
得られることを明らかにした。 
 移動相へ PEG を添加すると溶出位置は後
ろへシフトし、分子量が大きくなるほど顕著
となる。この効果は凝集体の分離等で効果的
であると考えられる。 
 移動相へアルギニンを添加すると溶出位
置は前方へシフトした。これはアルギニンが
疎水相互作用を抑制するためと考えられる
が、さらなる検討が必要である。 
 移動相の添加剤による分離特性の制御は
非常に有望な方法である。 
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