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【手続補正書】
【提出日】平成26年2月27日(2014.2.27)
【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】
　組換え１型インターフェロンタンパク質を産生する方法であって、該方法は、
　　発現構築物を含むＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓまたはＥ．ｃｏｌｉの宿主細胞の培養によ
って組換えインターフェロンタンパク質を発現する工程であって、前記発現構築物が、宿
主細胞における発現のために最適化された組換え１型インターフェロンタンパク質のコー
ド配列を含む核酸を含む、工程と、
　　培養した宿主細胞を溶解する工程と、
　　溶解した宿主細胞から不溶画分および可溶画分を得る工程と、
　　両性イオン界面活性剤またはオクチルグルコピラノシドを含む非変性の抽出条件に不
溶画分をさらすことによって不溶画分を抽出する工程と、
　　抽出した不溶画分から抽出ペレットおよび抽出上清を得る工程と、
を含み、抽出上清中の組換えタンパク質は、さらに再生または再折り畳みの工程にさらさ
れずに、可溶形態、活性形態またはその組み合わせで存在することを特徴とする方法。
【請求項２】
　組換え１型インターフェロンタンパク質のコード配列が、ｌａｃ誘導プロモーターに操
作可能に連結され、
　　培養は、
　　約８０～約１６０までのＯＤ６００まで、約２５℃～約３３℃の温度で、かつ約５．
７～約６．５のｐＨで、宿主細胞を成長させる工程と、
　　約０．０８ｍＭ～約０．４ｍＭのＩＰＴＧ濃度で宿主細胞を誘導する工程、
を含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記両性イオン界面活性剤が、Ｚｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－０８、Ｚｗｉｔｔｅｒｇ
ｅｎｔ　３－１０、Ｚｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－１２、Ｚｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－
１４、または、ＣＨＡＰＳであることを特徴とする請求項１に記載の方法。
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【請求項４】
　前記非変性の抽出条件が、約０．５％から約２％のＺｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－１４
を含むことを特徴とする請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記非変性の抽出条件が、カオトロピック剤およびコスモトロピック塩をさらに含むこ
とを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記カオトロピック剤が、尿素または塩酸グアニジウムであり、および前記コスモトロ
ピック塩が、ＮａＣｌ、ＫＣｌまたは（ＮＨ４）２ＳＯ４であることを特徴とする請求項
５に記載の方法。
【請求項７】
　前記非変性の抽出条件が、約０．５～約２％のＺｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－１４、約
０～約２Ｍの尿素、約０～約２ＭのＮａＣｌを含み、およびｐＨは約６．５～約８．５で
あることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記非変性の抽出条件が、１％のＺｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－１４、約２Ｍの尿素、
約２ＭのＮａＣｌを含み、およびｐＨは約８．２であることを特徴とする請求項１に記載
の方法。
【請求項９】
　前記非変性の抽出条件が、さらに約１％乃至約４０％ｗ／ｖの固体を含むことを特徴と
する請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記非変性の抽出条件が、さらに約５％ｗ／ｖの固体を含むことを特徴とする請求項９
に記載の方法。
【請求項１１】
　前記組換え１型インターフェロンタンパク質が、インターフェロン－β、インターフェ
ロン－α、インターフェロン－κ、またはインターフェロン－ωであることを特徴とする
請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記組換え１型インターフェロンタンパク質が、インターフェロン－βであり、前記イ
ンターフェロン－βは、ヒトインターフェロン－β１ｂおよびヒトインターフェロン－β
１ｂ　Ｃ１７Ｓからなる群から選択されるか、あるいは、前記組換え１型インターフェロ
ンタンパク質が、インターフェロン－αであり、前記インターフェロン－αは、ヒトイン
ターフェロン－α２ａおよびヒトインターフェロン－α２ｂからなる群から選択されるこ
とを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　不溶画分のサンプル中の組換え１型インターフェロンタンパク質の量を測定する工程で
あって、不溶画分の前記サンプルが不溶画分の抽出前に得られる、工程と、抽出上清画分
のサンプル中の組換え１型インターフェロンタンパク質の量を測定する工程であって、抽
出上清画分の前記サンプルが不溶画分の抽出後に得られる、工程とをさらに含み、
　不溶画分の抽出後に得られた抽出上清画分の前記サンプル中で検出される組換えインタ
ーフェロンタンパク質の量が、不溶画分の抽出前に得られる不溶画分のサンプル中で測定
された組換えインターフェロンタンパク質の量の約１０％～約９５％であることを特徴と
する請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　抽出上清画分のサンプル中の組換えインターフェロンタンパク質の活性を測定する工程
であって、抽出上清画分の前記サンプルが不溶画分の抽出後に得られる、工程をさらに含
み、
　不溶画分の抽出後に得られた抽出上清画分の前記サンプルに存在する組換えインターフ
ェロンタンパク質の約４０％～約１００％が活性であると測定されるか、あるいは、不溶
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画分の抽出後に得られた抽出上清画分の前記サンプルに存在する組換えインターフェロン
タンパク質の約７５％～約１００％は、不溶画分の抽出後に得られた抽出上清画分の前記
サンプルとして、同じ量の組換えインターフェロンタンパク質を含む標準的なサンプルに
存在する活性なインターフェロンタンパク質の量と比較すると、活性であると測定される
ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記組換え１型インターフェロンタンパク質が、インターフェロン－βであり、活性な
組換えタンパク質の量は、ブルーセファロースアフィニティカラムクロマトグラフィー、
受容体結合アッセイ、抗ウイルス活性アッセイまたは細胞変性効果アッセイによって測定
されることを特徴とする請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　抽出上清中の組換え１型インターフェロンタンパク質が、約０．３ｇ／Ｌ～約１０ｇ／
Ｌの濃度で存在することを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記宿主細胞が、ｌｏｎ　ｈｓｌＵＶプロテアーゼ欠失株であることを特徴とする請求
項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記組換え１型インターフェロンが、前記宿主細胞の細胞質において発現されることを
特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記組換え１型インターフェロンが、ヒトインターフェロン－β１ｂまたはヒトインタ
ーフェロン－β１ｂ　Ｃ１７Ｓであり、および、前記ヒトインターフェロン－β１ｂまた
はヒトインターフェロン－β１ｂ　Ｃ１７Ｓが、前記宿主細胞の細胞質において発現され
ることを特徴とする請求項１２に記載の方法。
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