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【手続補正書】
【提出日】平成25年7月23日(2013.7.23)
【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】
非複合ボツリヌス毒素を精製するための方法であって、前記方法は、
（ｉ）粗非複合ボツリヌス毒素を提供すること；
（ｉｉ）アニオン交換カラムによる非複合ボツリヌス毒素の捕捉を可能にするように、ア
ニオン交換カラムに前記非複合ボツリヌス毒素をローディングすること；
（ｉｉｉ）前記アニオン交換カラムから前記非複合ボツリヌス毒素を溶出して、非複合ボ
ツリヌス毒素を含む溶離液を得ること；
（ｉｖ）カチオン交換カラムによる非複合ボツリヌス毒素の捕捉を可能にするように、前
記アニオン交換カラムからの溶離液を前記カチオン交換カラムにローディングすること；
および
（ｖ）前記カチオン交換カラムから、精製非複合ボツリヌス毒素を溶出すること
を含む、方法。
【請求項２】
粗非複合ボツリヌス毒素が、
ボツリヌス毒素複合体を含むサンプルを得ること；
疎水性相互作用カラムによるボツリヌス毒素複合体の捕捉を可能にするように、疎水性相
互作用カラムに前記サンプルをローディングすること；
前記疎水性相互作用クロマトグラフィーカラムから前記ボツリヌス毒素複合体を溶出させ
ること；および
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前記ボツリヌス毒素複合体を解離して、粗非複合ボツリヌス毒素を含む混合物を得ること
によって得られる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
サンプルがボツリヌス毒素複合体を含む上清またはろ液である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
サンプルが、
ボツリヌス毒素を含む発酵培養物を酸沈殿に供して酸沈殿物を得ること；および
前記沈殿物に対して接線流ろ過を実施して沈殿物を濃縮すること
によって得られる、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
サンプルが、発酵培養物の不溶性画分を接線流ろ過に供することによって得られる、請求
項２に記載の方法。
【請求項６】
サンプルが、疎水性相互作用カラムへのローディング前にヌクレアーゼ消化に供される、
請求項２に記載の方法。
【請求項７】
ヌクレアーゼが動物産物を含まないプロセスに由来する、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
動物産物を含まない、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
精製非複合ボツリヌス毒素が、Ａ型、Ｂ型、Ｃ１型、Ｄ型、Ｆ型、Ｆ型、およびＧ型ボツ
リヌス毒素の少なくとも１種を含む、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
精製非複合ボツリヌス毒素がＡ型ボツリヌス毒素を含む、請求項１～９のいずれかに記載
の方法。
【請求項１１】
精製非複合ボツリヌス毒素が少なくとも９５％純粋である、請求項１～１０のいずれかに
記載の方法。
【請求項１２】
精製非複合ボツリヌス毒素が少なくとも２００ ＬＤ５０単位／ｎｇの活性を有する、請
求項１～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
少なくとも２ｍｇ／Ｌ発酵培養の収率を生じる、請求項１～１２のいずれかに記載の方法
。
【請求項１４】
アニオン性カラムが、Ｑ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＨＰ、Ｑ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ 
Ｆｌｏｗ、およびＱ ＸＬ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラムからなる群より選択され、カチオン
性カラムが、ＳＰ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、ＳＰ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＨＰ、ＳＰ Ｓｅｐｈ
ｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ、Ｍｏｎｏ Ｓ、Ｓｏｕｒｃｅ－Ｓ、Ｓｏｕｒｃｅ－３０Ｓ
、およびＳｏｕｒｃｅ－１５Ｓカラムからなる群より選択される、請求項１～１３のいず
れかに記載の方法。
【請求項１５】
アニオン性カラムに非複合ボツリヌス毒素をローディングするための緩衝液が、Ｔｒｉｓ
、ビス－Ｔｒｉｓ、トリエタノールアミン、およびＮ－メチルジエタノールアミンからな
る群より選択される、請求項１～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
緩衝液が７．４～８．２のｐＨで使用される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
カチオン性カラムに非複合ボツリヌス毒素をローディングするための緩衝液が、リン酸ナ
トリウム、ＭＥＳ、およびＨＥＰＥＳからなる群より選択される、請求項１～１６のいず
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れかに記載の方法。
【請求項１８】
緩衝液が６．０～７．０のｐＨで使用される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
アニオン性カラムのｐＨが７．４～８．２である、請求項１～１８のいずれかに記載の方
法。
【請求項２０】
カチオン性カラムのｐＨが６．０～7．０である、請求項１～１９のいずれかに記載の方
法。
【請求項２１】
アニオン性カラムからの非複合ボツリヌス毒素を溶出させるための勾配が、塩化ナトリウ
ムの上昇勾配および塩化カリウムの上昇勾配からなる群より選択される、請求項１～２０
のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
勾配が７．４～８．４のｐＨで使用される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
カチオン性カラムから非複合ボツリヌス毒素を溶出させるための勾配が、塩化ナトリウム
の上昇勾配および塩化カリウムの上昇勾配からなる群より選択される、請求項１～２２の
いずれかに記載の方法。
【請求項２４】
勾配が６．０～７．０のｐＨで使用される、請求項２３に記載の方法。
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