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研究成果の概要（和文）：近年，創薬・医療は，小分子薬からバイオ医薬品，遺伝子，細胞療法，再生医療へと
変化しており，医療におけるこれらの変化に対応する新しい分離精製技術が求められている。細胞治療・再生医
療の実用化には，治療に用いられるiPS 細胞や幹細胞由来の特定細胞の効率的な分離の技術の開発が不可欠であ
り，バイオ医薬品製造コストの削減のためにも極めて重要である。本研究では，申請者らが開発した刺激応答性
高分子を用いた新しい概念の分離システムを基盤とし，治療に必要な細胞の特性を保持したまま分離する技術，
選択的細胞クロマトグラフィーシステム及びバイオ創薬のための抗体医薬分離精製システムを開発した。

研究成果の概要（英文）：In recent years, the trends of drug discovery and medical care have changed,
 from small molecule drugs to biopharmaceuticals, genes, cell therapy, and regenerative medicine.  
New approaches and technologies need to be developed to respond to these changes in medical care. 
The development of a novel purification method for proteins, such as antibodies, under mild 
conditions is strongly needed. Cell separation method without modification of cell surfaces is 
strongly demanded for cell transplantation.
In this study, we developed temperature-responsive separation system to purify a antibody drug and 
cells.The prepared column would be applicable to various types of protein and cell separation 
applications by optimizing the properties of modified polymers. Therefore, the developed 
temperature-responsive column has the potential to be an effective protein and cell separation tool 
for biomedical applications.

研究分野： 分離分析
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパクの分離精製については，本研究で新規に開発した温度応答性固相抽出カラムにより，抗体医薬品の生理
活性を維持しながら精製できることが示された。また，可変部位の違いのみで抗体同士の分離が可能であること
から，抗体のFc領域と結合するプロテインA担体とは異なる機構で選択的に分離できることが示された。本研究
では安価なシリカビーズを用いており，ラボスケールの抗体精製用固相抽出カラムのみならず，スケールアップ
によってバイオプロセスにおける精製法として，さらには抗体医薬品のみならず様々なタンパク質製剤の精製へ
の応用も期待できる。さらに細胞を温度制御のみで選択的に分離可能な細胞クロマトグラフィーに成功した。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

変貌する医療に対応する新しい概念の分離技術創製の必要性:バイオテクノジーの急速な発
展により，ペプチド，タンパクなどの生理活性分子の大量生産が可能となり，バイオ医薬品
として医療へ応用されている。さらに細胞や遺伝子を利用した細胞及び遺伝子治療も可能と
なってきた。一方，これまで医薬品として用いられてきた低分子化合物とは大きく異なり，
これらは不均一な分子の集合体であるため医療へ用いる高品質の医薬品とするためには既
存技術で対応できず高度な分離精製技術が必要となる。例えば抗体医薬品の場合製造コスト
の 60％以上が精製プロセスに関連する経費であると言われている。したがって，バイオ医
薬品の精製工程は直接医療費高騰へも繋がるため，目的とした細胞やバイオプロダクツの簡
便で効率よく，かつ生理活性を損なわない分離精製技術が望まれている。 

 
２．研究の目的 

細胞治療・再生医療の実用化には，治療に用いられる iPS 細胞や幹細胞由来の特定細胞の
効率的な分離の技術の開発が不可欠であり，現実的な治療コストの実現のためにも極めて重
要である。本研究では，申請者らが開発した刺激応答性高分子を用いた新しい概念の分離シ
ステムを基盤とし，標的選択性を有した機能性高分子の開発により，治療に必要な細胞の特
性を保持したまま分離する技術，選択的細胞クロマトグラフィーシステム及びバイオ創薬の
ためのタンパク分離精製システム創製へと展開する。本研究課題の実現により，例えば従来
用いられてきた細胞分離法と比較して，効率的に間葉系幹細胞を分離することも可能となる。
本研究課題では，機能性高分子を修飾したソフト界面をナノサイズで制御する技術を応用し，
温度などの外部刺激で分離選択性を自由に制御可能であることから，バイオ創薬や再生医療
に必要とされる個々のタンパク・細胞の特性・機能に対応したテーラーメードな精製に対応
可能な技術システムの構築を図る。 

 
３．研究の方法 

温度応答性高分子 PNIPAAm を含む機能性高分子の表面修飾によるナノ構造制御（高分子
鎖長，密度，荷電など）に加え選択的リガンド結合により高度で複雑な細胞やタンパクとの
相互作用制御に取り組む。これまで申請者らは，水のみを用いて温度変化により相互作用を
制御するクロマトグラフィーとして①有機溶媒を使用せずに疎水性相互作用を制御②塩を
使用せずに静電的相互作用を制御③温度変化によりアフィニティーを制御するクロマトグ
ラフィーと段階的に本研究構想の基盤となる技術を発展させてきた。本申請では，バイオ創
薬・再生医療のための分離技術開発を志向し，ナノ構造制御による細胞分離及びバイオセパ
レーション技術の確立を目指した。①抗体精製用新規アフィニティークロマトグラフィー技
術の創製 ②再生医療実用化のための細胞クロマトグラフィー技術の創製について検討し
た。 
【実験方法】 
① 抗体精製用新規クロマトグラフィー技術の創製：ゲル修飾法により，シリカゲルビー
ズ（粒径：40-63 µm，細孔径：300 Å）表面に NIPAAm モノマー，疎水性モノマーとして
butyl methacrylate (BMA) ，陰 イオン性モ ノマ ーと して acrylic acid また は
2-acrylamido-2-methylpropanesulfonic acid (ATBS) ， 架 橋 剤 と し て
N,N’-methylenebisacrylamide (BIS) を導入した温度応答性ハイドロゲル（架橋構造）表面
を有するシリカゲルビーズ担体を作製し，プラスチック製カラムに充填したもの (100 mg) 
を固相抽出カラムとして実験に使用した。作製した担体を元素分析および窒素吸着で評価し
た。リツキシマブと夾雑物としてウシ血清アルブミン(BSA)またはハイブリドーマ細胞用培
地との混合物をサンプルとして固相抽出カラムに負荷し，リツキシマブを精製した。40 °C
に加温したサンプルを負荷した後，40 °C に加温した溶出溶媒で洗浄し，4 °C に冷却した溶
出溶媒で溶出させた。また，精製前後のリツキシマブを細胞に添加し，精製後の生理活性を
評価した。さらに，複数の抗体医薬品およびヒト血清内在性の Immunoglobulin G (IgG)か
らリツキシマブの分離を行った。 
② 再生医療実用化のための細胞クロマトグラフィー技術の創製：シリカゲルビーズ表面
に温度応答性の NIPAAm，疎水性の BMA，カチオン性の N,N-dimethylaminopropyl 
acrylamide (DMAPAAm)の共重合体を修飾し，ポリエチレン製カラムに充填して固相抽出
カラムとした。モデル細胞としてヒト骨髄性白血病細胞 (HL-60)，ヒト急性 T 細胞性白血
病細胞 (Jurkat)を用い，高温側の温度で細胞懸濁液をカラムに負荷した後，夾雑物を洗い
流し，低温側の温度に変化させた。それぞれの条件で溶出した細胞培養液中に含まれる細胞
数を計測し，各細胞溶出挙動を観察した。次にサンプルを 2 種細胞混合溶液として同様の操
作を行い，溶出した各細胞培養液中に Jurkat に特異的な抗体 CD-28 を加え，フローサイ
トメトリーにより分離能を評価した。またカラム通過後の細胞にトリパンブルー色素排除試
験や増殖試験を行うことで，生存率や増殖能の維持を確認した。 

 
４．研究成果 
[1] 固相抽出カラムの評価 シリカゲルビーズ表面への温度応答性高分子の修飾が，熱質量分
析 (Thermo Gravimetry; TG) により確認された。次に，モデルタンパクを用い，作製した温



度応答性固相抽出カラムを評価した。カラム温度が高いときの方が静電的相互作用が強く働く
ことが明らかになり，温度によって充填剤表面の電荷密度を制御することで，タンパクの溶出
挙動が制御可能であることが示唆された。 
[2] 酵素の精製 温度応答性高分子に陰イオン性モノマーとして acrylic acidを導入したPoly 
(NIPAAm-co-BMA-co-Acrylic acid) 修飾充填剤を用いて，卵白主成分であるオバルブミンとリ
ゾチームの分離について検討した。充填剤の温度変化のみによって，pH 7.0 のリン酸バッファ
ーという温和な条件でオバルブミンとリゾチームを分離・精製することができた。また，精製
後のリゾチームの酵素活性について，基質である Micrococcus luteus の溶菌反応を行うことで
測定したところ，精製後のリゾチーム活性が約 99%維持されており，タンパクの生理活性を維
持したまま精製を行えることが確認された。 
[3] 抗体医薬の精製 現在，抗体精製においては，Protein A を用いたアフィニティークロマ
トグラフィーが多用されているが，pH 3 付近の溶媒による溶出を行うため，変性・凝集が起き
てしまう抗体がある。そこで本研究では，温度応答性高分子を修飾した充填剤表面の性質を温
度により変化させることで溶出制御を行い，さらに溶出溶媒として水系溶媒を用いることで，
温和な条件での抗体精製の可能性について検討した。抗体医薬であるセツキシマブ (pI = 8.5) 
と の 吸 着 を 強 く す る た め に ， 陰 イ オ ン 性 モ ノ マ ー と し て
2-acrylamido-2-methylpropanesulfonic acid (ATBS) を 導 入 し た Poly 
(NIPAAm-co-BMA-co-ATBS) 修飾充填剤を用いた。抗体医薬作製時における培養系由来の主
夾雑物を想定したウシ血清アルブミン (BSA) とセツキシマブを，温度変化を利用し pH 6.6 の
リン酸バッファーという温和な条件で分離・精製することができた。ハイブリドーマ細胞用培
地から温度変化のみでリツキシマブを精製し，60%以上回収した。加温時と低温時のイオン強
度変化と組み合わせ，回収率が 85%以上に改善した。高温時に疎水性相互作用と静電相互作用
でリツキシマブを吸着させて夾雑物を溶出し，低温にすることで疎水性相互作用が弱まり，吸
着していたリツキシマブが溶出したと考えられる。精製したリツキシマブは標的細胞に対して
精製前と同等の反応を示し，活性の維持を確認した。また，同様の手法を用いて，リツキシマ
ブと IgG，ベバシズマブ，セツキシマブの分離を達成した（研究業績７, J. Chromatogr. A. 2018）。 
以上，温度応答性固相抽出カラムにより，抗体医薬品の生理活性を維持しながら精製できるこ
とが示された。また，可変部位の違いのみで抗体同士を分離できたため，抗体の Fc 領域と結合
するプロテイン A 担体とは異なる機構で選択的に分離できることが示された。本研究では安価
なシリカビーズを用いており，ラボスケールの抗体精製用固相抽出カラムのみならず，スケー
ルアップによってバイオプロセスにおける精製法としても期待できる。 
[４]細胞分離カラムの開発 カチオン性モノマーである DMAPAAm の組成比を 0%, 1%，5%，
10%と変化させた 4 種類の充填剤 (それぞれ IBD-0, IBD-1, IBD-5, IBD-10 とする)で各細胞の保
持・溶出を観察したところ，高温側において，正電荷を有する充填剤では正電荷のない充填剤
と比較して，両細胞ともに強く保持することが確認できた。これは高温側では充填剤表面のポ
リマーが疎水性を示すこと・収縮により正電荷密度が増大したことから，疎水性相互作用・静
電相互作用により強く保持したと考えられる。次に低温側へ変化させたところ，HL-60 は保持
されたままなのに対し，Jurkat は HL-60 と比較して高い溶出率を示した。これは Jurkat の細胞
膜表面の負電荷が HL-60 と比較して弱いことや，低温側では充填剤表面のポリマーが親水性を
示すこと・伸長により正電荷密度が減少したことから，Jurkat の溶出が促進されたと考えられ
る。以上の結果から，IBD-1 の組成比が最大分離能を持つことがわかった（研究業績 1, Colloids 
and SurfacesB: Biointerfaces, 2019, 表紙掲載）。 
次に IBD-1 による 2 種細胞混合溶液の分離能では，低温側への温度変化の際に顕著な溶出差を
示した。またカラム通過後でさえも細胞生存率は 90%以上と高く，細胞活性を維持したまま分
離が可能であることが示唆された。 
これらの検討より，本研究で作製したカラムは，細胞活性を維持したまま温度変化のみで細胞
の保持・溶出を制御でき，細胞の溶出挙動の差による細胞分離の可能性が示された。 
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