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【手続補正書】
【提出日】平成27年12月10日(2015.12.10)
【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】



(2) JP 2015-506926 A5 2016.2.4

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｈ３８Ｃ２抗体またはその変異体の試料を精製するためのプロセスであって、試料中の
抗体の少なくとも８５％で、両方の抗原結合部位が抗原結合に完全に利用可能であり、
　（ｉ）ｐＨ６．５～７．５の間で、１５ｍＭ～１００ｍＭの間のリン酸ナトリウム、リ
ン酸カリウム、またはリン酸アンモニウム、ＨＥＰＥＳ、トリス、およびビス－トリスを
含み、０．５Ｍ～１．５Ｍの間の第１濃度で、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、およびクエン酸一ナト
リウムからなる群から選択される塩をさらに含む基底緩衝液を含む装填前平衡化洗浄液で
ＨＩＣカラムを平衡化するステップであって、ＨＩＣカラムは、直径が５０μｍ未満であ
り、少なくとも５００Åの孔を含むフェニルコンジュゲート樹脂ビーズを含む、ステップ
と、
　（ｉｉ）基底緩衝液を含み、第１濃度の塩をさらに含む装填緩衝液中の４～８０ｇ／Ｌ
の間のｈ３８Ｃ２の試料をカラムに装填するステップと、
　（ｉｉｉ）基底緩衝液および第１濃度の塩を含む装填後平衡化洗浄液でカラムを洗浄す
るステップと、
　（ｉｖ）基底緩衝液を含み、塩濃度が１カラム体積（ＣＶ）当たり９０ｍＭ～１００ｍ
Ｍの間で減少することを特徴とする、１．５Ｍ～０．２５Ｍの塩の直線濃度勾配をさらに
含む、塩勾配でカラムを洗浄するステップと、
　（ｖ）４ＣＶ～８ＣＶの間の、基底緩衝液中、０．２５Ｍ～０．４Ｍの間の塩を含む塩
プラトー洗浄液でカラムを洗浄するステップと、
　（ｖｉ）基底緩衝液を含む緩衝洗浄液でカラムを洗浄するステップと、
　（ｖｉｉ）基底緩衝液、ならびに０．５ＣＶ～３ＣＶの間にわたって、または溶出プー
ルが収集されるまで、０～１％の間の１，６ヘキサンジオールの濃度で始まり、１３％、
１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２１％、および２２％の１
，６ヘキサンジオールからなる群から選択される上限で終わる１，６ヘキサンジオールの
直線濃度勾配を含む溶出緩衝液でｈ３８Ｃ２を溶出するステップと、
　（ｖｉｉｉ）最大５ＣＶで、または溶出プールが収集されるまで、基底緩衝液、ならび
に１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２１％、および
２２％からなる群から選択される濃度の１，６ヘキサンジオールを含むさらなる溶出ステ
ップを任意選択により実行するステップと
を含み、ｈ３８Ｃ２抗体またはその変異体は、配列番号２７に示した軽鎖可変領域（ＶＬ

）配列のＶＬ　ＣＤＲ１、ＶＬ　ＣＤＲ２、およびＶＬ　ＣＤＲ３を含むＶＬを含み、お
よび配列番号２８に示した重鎖可変領域（ＶＨ）配列のＶＨ　ＣＤＲ１，ＶＨ　ＣＤＲ２
，およびＶＨ　ＣＤＲ３を含むＶＨを含む、プロセス。
【請求項２】
抗体が、配列番号２７に示したＶＬおよび配列番号２８に示したＶＨを含む、請求項１に
記載のプロセス。
【請求項３】
抗体が、配列番号７８、７９、８０、および８１の１つまたは複数と少なくとも９５％同
一である軽鎖定常領域、ならびに配列番号８２と少なくとも９５％同一である重鎖定常領
域をさらに含む、請求項１または２に記載のプロセス。
【請求項４】
抗体がＩｇＧ１である、請求項１から３のいずれか一項に記載のプロセス。
【請求項５】
抗体が配列番号２５である軽鎖、および配列番号２６である重鎖を含む、請求項１から４
のいずれか一項に記載のプロセス。
【請求項６】
ＨＩＣカラムが約７５０Åの孔を含む３５μＭのフェニルコンジュゲート樹脂ビーズを含
む、請求項１から５のいずれか一項に記載のプロセス。
【請求項７】
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ステップ（ｉ）における装填前平衡化洗浄液が、２０ｍＭのリン酸ナトリウム、１ＭのＮ
ａＣｌ、ｐＨ７を含む、請求項１から６のいずれか一項に記載のプロセス。
【請求項８】
ステップ（ｉｉ）において、ｈ３８Ｃ２の試料が、ｐＨ７で２０ｍＭのリン酸ナトリウム
中、１５から１８ｇ／Ｌでカラムへ装填される、請求項１から７のいずれか一項に記載の
プロセス。
【請求項９】
ステップ（ｉｉｉ）において、１ＣＶの、ｐＨ７の２０ｍＭのリン酸ナトリウム中、１Ｍ
のＮａＣｌを含む装填後平衡化洗浄液でカラムを洗浄する、請求項１から８のいずれか一
項に記載のプロセス。
【請求項１０】
ステップ（ｉｖ）において、ＮａＣｌ勾配が２０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７を含み
、塩の直線濃度勾配が１Ｍ～０．３３ＭのＮａＣｌであり、かつ塩濃度が１ＣＶ当たり９
０ｍＭ～１００ｍＭの間で減少することを特徴とする、請求項１から９のいずれか一項に
記載のプロセス。
【請求項１１】
ステップ（ｉｖ）において、直線塩勾配が少なくとも４ＣＶである、請求項１から１０の
いずれか一項に記載のプロセス。
【請求項１２】
ステップ（ｖ）における塩プラトー洗浄液が、５ＣＶの、ｐＨ７の２０ｍＭのリン酸ナト
リウム中、０．３３ＭのＮａＣｌを含む、請求項１から１１のいずれか一項に記載のプロ
セス。
【請求項１３】
ステップ（ｖｉ）における基底緩衝液が、２ＣＶの、ｐＨ７の２０ｍＭのリン酸ナトリウ
ムを含む、請求項１から１２のいずれか一項に記載のプロセス。
【請求項１４】
ステップ（ｖｉｉ）における溶出緩衝液が、ｐＨ７の２０ｍＭのリン酸ナトリウムを含む
、請求項１から１３のいずれか一項に記載のプロセス。
【請求項１５】
ステップ（ｖｉｉ）の直線濃度勾配が、１ＣＶで、０～１％の１，６ヘキサンジオールの
濃度で始まり、１４％、１５％、および１６％からなる群から選択される上限の１，６ヘ
キサンジオールで終わる直線濃度勾配を含む、請求項１から１４のいずれか一項に記載の
プロセス。
【請求項１６】
２ＣＶ～５ＣＶで、または溶出プールが収集されるまで、２０ｍＭのリン酸ナトリウム、
ｐＨ７、および１４％、１５％、および１６％からなる群から選択される濃度の１，６ヘ
キサンジオールを含むさらなる溶出ステップを実行する、請求項１から１５のいずれか一
項に記載のプロセス。
【請求項１７】
請求項１から１６のいずれか一項に記載のプロセスにより調製されるｈ３８Ｃ２を含む組
成物。
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