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【公表日】平成26年8月25日(2014.8.25)
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【出願番号】特願2014-519246(P2014-519246)
【国際特許分類】
   Ｃ０７Ｋ  19/00     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ   1/22     (2006.01)
【ＦＩ】
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【手続補正書】
【提出日】平成27年6月12日(2015.6.12)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）真核発現系において産生されたＦｃ融合タンパク質を含むサンプルを準備し、
　ｂ）サンプル中に存在するＦｃ融合タンパク質をプロテインＡアフィニティクロマトグ
ラフィー樹脂に結合させ、
　ｃ）プロテインＡ樹脂からＦｃ融合タンパク質を溶出し、ここで、溶出産物から第２サ
ンプル（プロテインＡ産物（ＰＡＰ）と称されうる）を得、
　ｄ）ＰＡＰをカチオン交換（ＣＥＸ）クロマトグラフィー樹脂に結合させ、
　ｅ）ＣＥＸ樹脂から第２サンプルを溶出し、ここで、溶出産物から第３サンプル（ＣＥ
Ｘ産物（ＣＥＸＰ）と称されうる）を得、
　ｆ）ＣＥＸＰをアニオン交換（ＡＥＸ）クロマトグラフィー樹脂に結合させ、そして、
　ｇ）ＡＥＸ樹脂から第３サンプルを溶出し、ここで、溶出産物から精製Ｆｃ融合タンパ
ク質組成物を得る、
工程を含む、サンプル中に存在する１以上の不純物からＦｃ融合タンパク質を精製する方
法。
【請求項２】
　Ｆｃ融合タンパク質がｐ７５　ＴＮＦＲ：Ｆｃである、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　５０ｍＭ　シトラート（ｐＨ５．０）～１００ｍＭ　シトラート（ｐＨ４．０）の勾配
を用いて工程ｃ）における溶出を行う、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　工程ｂ）が、
　ｂ’）３～７の範囲のｐＨおよび１０ｍｓ／ｃｍ～５０ｍｓ／ｃｍの範囲の伝導度を有
するバッファーで結合Ｆｃ融合タンパク質を洗浄することを更に含む、請求項１記載の方
法。
【請求項５】
　工程ｅ）における溶出を、直線イオン強度勾配として、２５ｍＭ　アルギニンを含む２
５ｍＭ　リン酸ナトリウムバッファー（ｐＨ４．０）を使用して行う、請求項１記載の方
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法。
【請求項６】
　工程ｄ）が、
　ｄ’）３～７の範囲のｐＨおよび１０ｍｓ／ｃｍ～５０ｍｓ／ｃｍの範囲の伝導度を有
するバッファーで結合Ｆｃ融合タンパク質を洗浄することを更に含む、請求項１記載の方
法。
【請求項７】
　工程ｇ）における溶出を、直線イオン強度勾配として、１２．５ｍＭ　リン酸ナトリウ
ムバッファー（ｐＨ８．０）を使用して行う、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　工程ｄ）が、
　ｄ’）３～７の範囲のｐＨおよび１０ｍｓ／ｃｍ～５０ｍｓ／ｃｍの範囲の伝導度を有
するバッファーで結合Ｆｃ融合タンパク質を洗浄することを更に含む、請求項１記載の方
法。
【請求項９】
　プロテインＡクロマトグラフィー樹脂がＰＯＲＯＳ　ＭａｂＣａｐｔｕｒｅ　Ａである
、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　ＣＥＸクロマトグラフィー工程を、Ｐｏｒｏｓ　ＨＳ、Ｐｏｒｏｓ　ＸＳ、ＳＰ　Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅ、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ　ＳＰ、ＳＰ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＢＢ、Ｓｏｕ
ｒｃｅ　３０Ｓ、ＴＳＫＧｅｌ　ＳＰ－５ＰＷ－ＨＲ２０およびＴｏｙｏｐｅａｒｌ　Ｓ
Ｐ　６５０から選択される強カチオン交換樹脂上で行い、ＡＥＸクロマトグラフィー工程
を、Ｐｏｒｏｓ　ＨＱ、Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、Ｑ－Ｃｅｒａｍｉｃ　Ｈｙｐｅｒ　Ｄ
、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ　Ｑ．ＵＮＯ　Ｑから選択される強アニオン交換樹脂上で行う、請
求項１記載の方法。
【請求項１１】
　ＣＥＸクロマトグラフィー樹脂がＰｏｒｏｓ　ＨＳ強カチオン交換樹脂であり、ＡＥＸ
クロマトグラフィー樹脂がＰｏｒｏｓ　ＨＱ強アニオン交換樹脂である、請求項１０記載
の方法。
【請求項１２】
　Ｆｃ融合タンパク質を含むサンプルが哺乳類細胞培養ブロスまたは酵母発酵ブロスであ
る、請求項１記載の方法。
【請求項１３】
　Ｆｃ融合タンパク質を含むサンプルが酵母発酵ブロスであり、工程ａ）が、
　ａ’）Ｆｃ融合タンパク質を含むサンプルのｐＨを８～９のｐＨに調節し、サンプルを
リフォールディング剤および解離剤と接触させることを更に含む、請求項１２記載の方法
。
【請求項１４】
　リフォールディング剤が、アルギニン、グリセロール、ＥＤＴＡ、ＴＭＡＯ、ＰＥＧ－
３５００または酸化還元試薬から選択され、解離剤が、尿素または塩酸グアニジンから選
択される、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
　Ｆｃ融合タンパク質を含むサンプルのｐＨを８．６に調節する、請求項１３記載の方法
。
【請求項１６】
　工程ｇ）において得られた精製Ｆｃ融合タンパク質組成物が、＞９９％の純度を有する
産物を与える、請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　工程ｇ）において得られた精製Ｆｃ融合タンパク質組成物が＞１８ｍＭｏｌのＴＳＡレ
ベルにより特徴づけられる、請求項１記載の方法。
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【請求項１８】
　請求項１記載の方法により得られる精製されたＦｃ含有融合タンパク質。
【請求項１９】
　請求項１記載の方法により得られる精製されたＴＮＦＲ：Ｆｃタンパク質。
【請求項２０】
　ＣＨＯ細胞培養発現系において製造され、請求項１記載の方法により精製された、＞９
９％の純度および＞１８ｍＭｏｌのＴＳＡレベルを有する高度に精製されたＴＮＦＲ：Ｆ
ｃタンパク質。
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