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(57)【要約】
本出願は、組織メタロプロテイナーゼ阻害物質３（ＴＩ
ＭＰ－３）ムテイン、変異体、及び誘導体、それらをコ
ードする核酸、ならびにそれらの作製方法及び使用方法
に関し、詳細には、Ｎ結合型グリコシル化部位を導入す
る目的で、特定のアミノ酸置換を持つＴＩＭＰ－３ムテ
インに関する。
　 【選択図】図９
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　 配列番号２に記載のＴＩＭＰ－３の成熟領域とアミノ酸配列が少なくとも９０％同
一である成熟領域を有する孤立したＴＩＭＰ－３ムテインであって、以下：
　 ａ）Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ；Ｐ５６Ｎ／Ｇ５８Ｔ；Ｈ７８Ｎ／Ｑ
８０Ｔ；Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ；及びＤ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔからなる群より選択される１
種または複数の変異の対を有するＴＩＭＰ－３ムテイン；
　 ｂ）Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ；Ｐ５６Ｎ／Ｇ５８Ｔ；Ｈ７８Ｎ／Ｑ
８０Ｔ；Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ；及びＤ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔからなる群より選択される１
種または複数の変異の対を有し；かつＲ１３８Ｔ；Ｇ１７３Ｔ、ならびにＲ１３８Ｔ及び
Ｇ１７３Ｔの両方からなる群より選択される追加の変異を有するＴＩＭＰ－３ムテイン；
及び
　 ｃ）さらに変異Ｆ５７Ｎを有するａ）またはｂ）に記載のＴＩＭＰ－３ムテイン
　 からなる群より選択される、前記ＴＩＭＰ－３ムテイン。
【請求項２】
　　 配列番号２の第２４－２１１番アミノ酸とアミノ酸配列が少なくとも９０％同一で
ある成熟領域を有するＴＩＭＰ－３ムテインであって、以下：
　 ａ）Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ；Ｐ５６Ｎ／Ｇ５８Ｔ；Ｈ７８Ｎ／Ｑ
８０Ｔ；Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ；及びＤ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔからなる群より選択される１
種または複数の変異の対を有するＴＩＭＰ－３ムテイン；
　 ｂ）Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ；Ｐ５６Ｎ／Ｇ５８Ｔ；Ｈ７８Ｎ／Ｑ
８０Ｔ；Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ；及びＤ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔからなる群より選択される１
種または複数の変異の対を有し；かつＲ１３８Ｔ；Ｇ１７３Ｔ、ならびにＲ１３８Ｔ及び
Ｇ１７３Ｔの両方からなる群より選択される追加の変異を有するＴＩＭＰ－３ムテイン；
及び
　 ｃ）さらに変異Ｆ５７Ｎを有するａ）またはｂ）に記載のＴＩＭＰ－３ムテイン
　 からなる群より選択される、前記ＴＩＭＰ－３ムテイン。
【請求項３】
　　 変異は、Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ
４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ、
Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｆ５７
Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ５；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｆ５７Ｎ、
Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ
、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１
１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０
Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、
Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１
３８Ｔ；Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；
Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２
Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１
３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２
Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、
Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１
７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８
Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９
４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、
Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９
４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３
Ｔ；Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｈ７８Ｎ、Ｑ
８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２
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Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｄ１１０
Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２
Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ａ
８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２
Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；
Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ
／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ
４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ；Ｋ５０Ｎ
／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７
８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、
Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７
８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ
／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５
０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ
４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ
／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４
５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３
Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、
Ｇ１７３Ｔ；及びＫ４５Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１
１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、からなる群より選択される、請求項１または２に記載
のＴＩＭＰ－３ムテイン。
【請求項４】
　　 以下：
　 ａ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号
３）；
　 ｂ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（
配列番号４）；
　 ｃ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号
５）；
　 ｄ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ
（配列番号６）；
　 ｅ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号７
）；
　 ｆ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、
Ｇ１７３Ｔ（配列番号８）；
　 ｇ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ（配列番号９）；
　 ｈ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３
Ｔ（配列番号１０）；
　 ｉ．Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号
１１）；
　 ｊ．Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ（配列番号１２）；
　 ｋ．Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（
配列番号１３）；
　 ｌ．Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、
Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号１４）；
　 ｍ．Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、
Ｇ１７３Ｔ（配列番号１５）；
　 ｎ．Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８
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Ｔ（配列番号１６）；
　 ｏ．Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１７）；
　 ｐ．Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号
１８）；
　 ｑ．Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１９）；
　 ｒ．Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（
配列番号２０）；
　 ｓ．Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号
２１）；
　 ｔ．Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ（配列番号２２）；
　 ｕ．Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（
配列番号２３）；
　 ｖ．Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号２４）；
　 ｗ．Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号
２５）及び
　 ｘ．Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ（配列番号２６）
　 からなる群より選択される、請求項３に記載のＴＩＭＰ－３ムテイン。
【請求項５】
　　 ポリペプチドの半減期を延長する部分と融合または結合した、請求項１から４のい
ずれか１項に記載のＴＩＭＰ－３ムテイン。
【請求項６】
　　 抗体、抗体のＦｃ部分、抗体の重鎖もしくは軽鎖、またはヒト血清アルブミンと融
合した、請求項５に記載のＴＩＭＰ－３ムテイン。
【請求項７】
　　 ポリエチレングリコールと結合した、請求項５に記載のＴＩＭＰ－３ムテイン。
【請求項８】
　　 請求項１から４のいずれか１項に記載のＴＩＭＰ－３ムテインをコードする、孤立
した核酸。
【請求項９】
　　 請求項８に記載の孤立した核酸を含む、発現ベクター。
【請求項１０】
　　 請求項９に記載の発現ベクターで形質転換したまたは形質移入した、孤立した宿主
細胞。
【請求項１１】
　　 組換えＴＩＭＰ－３ムテインの産生方法であって、請求項１０に記載の形質転換し
たまたは形質移入した宿主細胞を、前記ＴＩＭＰ－３ムテインの発現を促進する条件下で
培養すること、及び前記ＴＩＭＰ－３ムテインを回収することを含む、前記方法。
【請求項１２】
　　 請求項１から７のいずれか１項に記載のＴＩＭＰ－３ムテイン、及び生理学的に許
容される希釈剤、賦形剤、またはキャリアを含む、組成物。
【請求項１３】
　　 マトリクスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）及び／またはＴＩＭＰ－３により阻害さ
れるまたは阻害される可能性がある他のプロテイナーゼが原因または増悪役割を果たす症
状の治療方法であって、そのような症状を患っている個体に、該症状を治療するのに十分
な量の請求項１２に記載の組成物を投与することを含む、前記方法。
【請求項１４】
　　 前記症状は、炎症性症状、変形性関節症、心筋虚血、再潅流傷害、及びうっ血性心



(5) JP 2017-532004 A 2017.11.2

10

20

30

40

50

不全への進行からなる群より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　　 前記症状は、喘息、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、及び特発性肺線維症（ＩＰＦ
）、炎症性腸疾患、乾癬、心筋炎、粥状動脈硬化に関連した炎症、及び関節炎症状からな
る群より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　　 前記症状は、リウマチ様関節炎及び乾癬性関節炎、ウイルス性心筋炎、栄養障害型
表皮水疱症、変形性関節症、偽痛風、リウマチ様関節炎、若年性リウマチ様関節炎、強直
性脊椎炎、歯周病、潰瘍化、術後創傷治癒、再狭窄、肺気腫、骨パジェット病、骨粗鬆症
、強皮症、褥瘡で起こるものなどの骨または組織の圧迫萎縮、真珠腫、異常創傷治癒、小
関節型リウマチ様関節炎、多関節型リウマチ様関節炎、全身型リウマチ様関節炎、強直性
脊椎炎、腸炎性関節炎、反応性関節炎、ＳＥＡ症候群（血清陰性、腱付着部症、関節症症
候群）、皮膚筋炎、乾癬性関節炎、強皮症、全身性紅斑性狼瘡、血管炎、筋炎、多発性筋
炎、皮膚筋炎、変形性関節症、結節性多発性動脈炎、ウェゲナー肉芽腫症、動脈炎、リウ
マチ性多発筋痛症、類肉腫症、硬化症、原発性胆汁性硬化症、硬化性胆管炎、シェーグレ
ン症候群、乾癬、尋常性乾癬、滴状乾癬、逆位乾癬、膿疱性乾癬、乾癬性紅皮症、皮膚炎
、アトピー性皮膚炎、粥状動脈硬化、狼瘡、スチル病、全身性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）、重
症筋無力症、炎症性腸疾患、潰瘍性大腸炎、クローン病、セリアック病（非熱帯性スプル
ー）、血清反応陰性関節症に関連した腸疾患、顕微鏡的またはコラーゲン性大腸炎、好酸
球性胃腸炎、直腸結腸切除術及び回腸肛門吻合術後に生じる嚢炎、膵炎、インシュリン依
存性真性糖尿病、乳腺炎、胆嚢炎、胆管炎、胆管周囲炎、多発性硬化症（ＭＳ）、喘息、
外因性喘息、内因性喘息、気道の反応性亢進、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、慢性気管
支炎、肺気腫、急性呼吸障害症候群（ＡＲＤＳ）、呼吸促迫症候群、嚢胞性線維症、肺高
血圧症、肺血管狭窄、急性肺損傷、アレルギー性気管支肺アスペルギルス症、過敏性肺炎
、好酸球性肺炎、気管支炎、アレルギー性気管支炎気管支拡張症、結核、過敏性肺炎、職
業性喘息、喘息様障害、サルコイド、反応性気道疾患（または機能障害性）症候群、綿肺
症、間質性肺疾患、好酸球増加症候群、鼻炎、副鼻腔炎、及び肺寄生虫症、ウイルス誘導
型症状に関連した気道過敏症、ギラン・バレー病、グレーブス病、アジソン病、レイノー
現象、自己免疫性肝炎、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）、脳虚血、外傷性脳損傷、多発性硬
化症、ニューロパチー、ミオパチー、脊椎損傷、ならびに筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）
からなる群より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　　 前記症状は、血管プラーク安定化、脈管障害、新生内膜形成、急性肺損傷、及び急
性呼吸促迫症候群からなる群より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
　　 対象における心臓細胞外基質（ＥＣＭ）分解または有害な心臓リモデリングの阻害
方法であって、前記方法を必要としている対象に、請求項１２に記載の組成物を、ＥＣＭ
分解及び／または有害な心臓リモデリングを阻害するのに有効な量で投与することを含む
、前記方法。
【請求項１９】
　　 前記対象は、心筋梗塞を患っている、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　　 前記組成物は、冠内投与を介して投与されるか、前記心筋に直接注射される、請求
項１８または請求項１９に記載の方法。
　 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照及び参照による援用
　本出願は、２０１４年８月２７日出願の６２／０４２，５７４の優先権の利益を主張し
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、これは、本明細書により参照として援用される。
【０００２】
　参照によりそのまま全体が援用されるものとして、本明細書と同時に提出されるコンピ
ューターで読み出し可能なヌクレオチド／アミノ酸配列表があり、この配列表は以下のと
おり特定される：ＡＳＣＩＩテキストファイル、ファイル名「４９９０７＿ＳｅｑＬｉｓ
ｔｉｎｇ．ｔｘｔ」、１５４、２８４バイト、作成日２０１５年８月１０日。
【０００３】
　発明の分野
　本発明は、概して、メタロプロテイナーゼ阻害物質に関する。詳細には、本発明は、組
織メタロプロテイナーゼ阻害物質３（「ＴＩＭＰ－３」）、ならびにその新規で有用な、
変異体、ムテイン、及び誘導体に関する。
【背景技術】
【０００４】
　結合組織及び関節軟骨は、細胞外基質の合成及び分解という相反する作用により動的平
衡状態に維持されている。基質の分解は、マトリクスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）及
びトロンボスポンジンモチーフを持つディスインテグリンメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡ
ＭＴＳ）をはじめとするメタロプロテイナーゼの酵素作用により主にもたらされる。こう
した酵素は、多くの自然過程（発生、形態形成、骨リモデリング、創傷治癒、及び血管新
生などが挙げられる）において重要であるものの、こうした酵素のレベル上昇を招く調節
不全は、リウマチ様関節炎及び変形性関節症をはじめとする結合組織の分解性疾患におい
て、ならびに癌及び心血管系症状において、有害な役割を果たすと考えられる。
【０００５】
　メタロプロテイナーゼの内因性阻害物質として、プラズマアルファ２－マクログロブリ
ン及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質（ＴＩＭＰ）が挙げられ、それらのうち４種は
ヒトゲノムにコードされていることが既知である。ＴＩＭＰ－３は、主要な軟骨分解メタ
ロプロテアーゼ全てを阻害し、複数の系列の証拠が、ＴＩＭＰ－３は軟骨を保護すること
を示している。変形性関節症のラット内側半月板断裂モデルにおいて、軟骨外植片にタン
パク質を添加すると、サイトカイン誘導型分解が防止され、関節内注射は、軟骨損傷を減
少させる。
【０００６】
　ＭＭＰの調節不全はまた、うっ血性心不全でも起こり、多数の炎症誘発性過程において
役割を果たすと考えられている。しかしながら、ＭＭＰ活性を持つ治療用阻害剤としての
ＴＩＭＰ－３の開発は、遺伝子組換えタンパク質の産生及び組換え型ＴＩＭＰ－３の短い
半減期という試練により阻まれてきた。詳細には、ラットに静脈内投与した後のＴＩＭＰ
－３の血清半減期は、６０分未満であり、そのように短い滞留時間は、疾患部位で治療上
有用な濃度を維持する能力に悪影響を及ぼす。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　したがって、産生、精製、及び薬物動態／薬力学に望ましい性質を示す型のＴＩＭＰ－
３が、当該分野で必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、有利な性質、例えば、向上した薬物動態または薬力学的性質（半減期など）
、天然型ＴＩＭＰ－３と比較して改善された発現レベル、標的以外（例えば、スカベンジ
ャー受容体）に対して低下した親和性、及び／または産生のためのヘパリン依存性の低下
を有するＴＩＭＰ－３ポリペプチドを提供する。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、本発明は、１つまたは複数の半減期延長部分と融合した
、または１つまたは複数の半減期延長部分で化学修飾されたＴＩＭＰ－３ポリペプチドを
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提供する。例えば、いくつかの態様において、本発明は、ＴＩＭＰ－３のＮまたはＣ末端
で、孤立した抗体のＦｃドメインと融合したＴＩＭＰ－３（またはその断片）を含む、融
合タンパク質を提供する。Ｆｃドメインは、Ｆｃ部分のＮまたはＣ末端を介してＴＩＭＰ
－３（またはその断片）と融合していてもよい。Ｆｃドメインは、単量体であっても、ヘ
テロ二量体であってもよい。本発明はまた、ヒト血清アルブミンまたは完全抗体と（重鎖
または軽鎖のＮまたはＣ末端で）融合したＴＩＭＰ－３ポリペプチド（またはその断片）
も企図している。いくつかの態様において、半減期延長のためのＴＩＭＰ－３（またはそ
の断片）の化学修飾として、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）との結合が含まれる。
【００１０】
　ある特定の実施形態において、ＴＩＭＰ－３タンパク質は、天然配列に変異を有してい
て、その結果半減期が改善されており；そのようなＴＩＭＰ－３変異は、本明細書中、例
えば、「ＴＩＭＰ－３ムテイン」と記載される。様々な態様において、ＴＩＭＰ－３タン
パク質は、配列番号２に記載のＴＩＭＰ－３の成熟領域とアミノ酸配列が少なくとも９０
％同一であり、この場合ムテインは、少なくとも１つのＮ結合型グリコシル化部位を導入
する少なくとも１つの変異を有する。さらなる実施形態において、ＴＩＭＰ－３ムテイン
は、２つ、３つ、または４つの新たなＮ結合型グリコシル化部位を有する；なおさらなる
実施形態において、導入されたＮ結合型グリコシル化部位の個数は、５つ、６つ、７つ、
８つ、９つ、１０、１１、または１２である。各ムテインにおいて、１つまたは複数の新
たなＮ結合型グリコシル化部位の付加は、天然分子のメタロプロテイナーゼ阻害活性を実
質的に低下させないことが、さらに企図されている。
【００１１】
　本発明内において同じく具体化されるのは、配列番号２に記載のＴＩＭＰ－３の成熟領
域とアミノ酸配列が少なくとも９０％同一である成熟領域を有し、少なくとも１つの変異
を有し、その変異は、Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｆ５７Ｎ、
Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３
８Ｔ、及びＧ１７３Ｔからなる群より選択される、ＴＩＭＰ－３ムテインである。さらな
る実施形態には、Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｐ５６Ｎ／Ｇ５８Ｔ、Ｈ７
８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、及びＤ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔからなる群より選択
される変異の対を２つ以上有するＴＩＭＰ－３ムテイン；ならびに、Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ
、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｐ５６Ｎ／Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ
、及びＤ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔからなる群より選択される変異の対を１つまたは複数有し
、さらにＲ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ、及びＲ１３８ＴとＧ１７３Ｔの両方からなる群より選
択される追加の変異を有するＴＩＭＰ－３ムテインが含まれる。さらなる実施形態には、
上記の組み合わせの変異のいずれか及びそれに加えて変異Ｆ５７Ｎを有するムテインが含
まれる。
【００１２】
　本発明の１つの実施形態において、少なくとも１つのＮ結合型グリコシル化部位が、以
下からなる群より選択されるＴＩＭＰ－３アミノ酸配列の領域に導入される：第４４－５
９番アミノ酸からなる領域；第７７－８１番アミノ酸からなる領域；第９３－９７番アミ
ノ酸からなる領域；第１０９－１１２番アミノ酸からなる領域；第１３７－１３９番アミ
ノ酸からなる領域；第１７２－１７４番アミノ酸からなる領域；及びそれらの組み合わせ
。さらなる実施形態において、ＴＩＭＰ－３ムテインは、２つ、３つ、４つ、または５つ
のＮ結合型グリコシル化部位を有する；なおさらなる実施形態において、導入されるＮ結
合型グリコシル化部位の個数は、４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、１１、ま
たは１２である。
【００１３】
　本発明の１つの実施形態は、以下のＴＩＭＰ－３ムテインを提供する：Ｋ４５Ｎ、Ｖ４
７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号３）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７
Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号４）；Ｋ４５Ｎ、
Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号５）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ
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４７Ｔ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ（配列番号６）；Ｋ４
５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号７）；Ｋ４５Ｎ
、Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列
番号８）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３
８Ｔ（配列番号９）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２
Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１０）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１１）；Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０
Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号１２）；Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０
Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号１３）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｐ５６Ｎ
、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号１４
）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１
７３Ｔ（配列番号１５）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１
１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号１６）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１
１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１７）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、
Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１８）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、
Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１９）；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ
、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号２０）；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、
Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号２１）；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、
Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号２２）；Ｐ５６Ｎ
、Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号２３）；
Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号２４）；Ｈ７８Ｎ
、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号２５）；及びＨ７
８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号
２６）。
【００１４】
　さらなる実施形態には、以下のＴＩＭＰ－３ムテインが含まれる：Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ
、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｄ１１０Ｎ
／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ
、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ａ８
０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ
、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ
５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／
Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４
７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ；Ｋ５０Ｎ／
Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８
Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ
１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８
Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／
Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０
Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４
７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／
Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５
Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ
；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ
１７３Ｔ；及びＫ４５Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１
０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ。
【００１５】
　本発明はさらに、配列番号３～２６及び５１～６０に記載のアミノ酸配列を含む（また
はそのアミノ酸配列からなる）ＴＩＭＰ－３ムテイン、ならびに配列番号３～２６及び５
１～６０のいずれか１つのアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む核酸を提供
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する。
【００１６】
　１つの態様において、本発明は、上記ＴＩＭＰ－３ムテインのいずれか１つに従うＴＩ
ＭＰ－３ムテインをコードする核酸（例えば、孤立した核酸）を提供する。本発明の他の
態様は、核酸を含む発現ベクター；発現ベクターで形質転換したまたは形質移入された宿
主細胞（例えば、孤立した宿主細胞）；及び遺伝子組換えＴＩＭＰ－３ムテインの産生方
法、本方法はＴＩＭＰ－３ムテインの発現を促進する条件下で形質転換または形質移入細
胞を培養すること、及びＴＩＭＰ－３ムテインを回収することを含む、である。
【００１７】
　本発明はまた、配列番号２７～５０及び６１～７０に記載の核酸配列を含む（またはそ
の核酸配列からなる）核酸を提供する。
【００１８】
　さらに提供されるのは、本明細書中記載されるＴＩＭＰ－３ムテインを含む組成物、な
らびにマトリクスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）及び／またはＴＩＭＰ－３により阻害さ
れるまたは阻害される可能性がある他のプロテイナーゼが原因または増悪役割を果たす症
状を治療する方法であり、本方法は、そのような症状を患っている個体に、そのような症
状を治療するのに十分な量のそのような組成物を投与することを含む。
【００１９】
　１つの実施形態において、症状は、炎症性症状、変形性関節症、急性心筋梗塞、心虚血
（心筋虚血を含む）、再潅流傷害、及び慢性心不全（例えば、うっ血性心不全）への進行
からなる群より選択される。様々な態様において、症状は、血管プラーク安定化、脈管障
害、または新生内膜形成である。別の実施形態において、症状は、急性肺損傷、急性呼吸
促迫症候群、喘息、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、ならびに特発性肺線維症（ＩＰＦ）
、炎症性腸疾患（例えば、潰瘍性大腸炎、クローン病、及びセリアック病）、乾癬、ウイ
ルス性心筋炎を含む心筋炎、粥状動脈硬化に関連した炎症、ならびにリウマチ様関節炎及
び乾癬性関節炎を含む関節炎症状からなる群より選択される。
【００２０】
　さらなる実施形態において、症状は以下からなる群より選択される：栄養障害型表皮水
疱症、変形性関節症、偽痛風、若年性リウマチ様関節炎を含むリウマチ様関節炎、強直性
脊椎炎、強皮症、歯周病、角膜の、表皮の、または胃の潰瘍化を含む潰瘍化、術後創傷治
癒、再狭窄、肺気腫、骨パジェット病、骨粗鬆症、強皮症、褥瘡で起こるものなどの骨ま
たは組織の圧迫萎縮、真珠腫、異常創傷治癒、リウマチ様関節炎、小関節型リウマチ様関
節炎、多関節型リウマチ様関節炎、全身型リウマチ様関節炎、強直性脊椎炎、腸炎性関節
炎、反応性関節炎、ＳＥＡ症候群（血清陰性、腱付着部症、関節症症候群）、皮膚筋炎、
乾癬性関節炎、強皮症、全身性紅斑性狼瘡、血管炎、筋炎、多発性筋炎、皮膚筋炎、変形
性関節症、結節性多発性動脈炎、ウェゲナー肉芽腫症、動脈炎、リウマチ性多発筋痛症、
類肉腫症、硬化症、原発性胆汁性硬化症、硬化性胆管炎、シェーグレン症候群、乾癬、尋
常性乾癬、滴状乾癬、逆位乾癬、膿疱性乾癬、乾癬性紅皮症、皮膚炎、アトピー性皮膚炎
、粥状動脈硬化、狼瘡、スチル病、全身性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）、重症筋無力症、炎症性
腸疾患、潰瘍性大腸炎、クローン病、セリアック病（非熱帯性スプルー）、血清反応陰性
関節症に関連した腸疾患、顕微鏡的またはコラーゲン性大腸炎、好酸球性胃腸炎、または
直腸結腸切除術及び回腸肛門吻合術後に生じる嚢炎、膵炎、インシュリン依存性真性糖尿
病、乳腺炎、胆嚢炎、胆管炎、胆管周囲炎、多発性硬化症（ＭＳ）、喘息（外因性及び内
因性喘息ならびに気道の関連慢性炎症性症状、または反応性亢進を含む）、慢性閉塞性肺
疾患（ＣＯＰＤ、すなわち、慢性気管支炎、肺気腫）、急性呼吸障害症候群（ＡＲＤＳ）
、呼吸促迫症候群、嚢胞性線維症、肺高血圧症、肺血管狭窄、急性肺損傷、アレルギー性
気管支肺アスペルギルス症、過敏性肺炎、好酸球性肺炎、気管支炎、アレルギー性気管支
炎気管支拡張症、結核、過敏性肺炎、職業性喘息、喘息様障害、サルコイド、反応性気道
疾患（または機能障害）症候群、綿肺症、間質性肺疾患、好酸球増加症候群、鼻炎、副鼻
腔炎、及び肺寄生虫症、ウイルス誘導型症状（例えば、呼吸器多角体ウイルス（ＲＳＶ）
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、パラインフルエンザウイルス（ＰＩＶ）、ライノウイルス（ＲＶ）、及びアデノウイル
ス）に関連した気道過敏症、ギラン・バレー病、グレーブス病、アジソン病、レイノー現
象、自己免疫性肝炎、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）、脳虚血、外傷性脳損傷、多発性硬化
症、ニューロパチー、ミオパチー、脊椎損傷、ならびに筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】様々な量のヘパリンの存在下で産生された、ＴＩＭＰ－３融合タンパク質、すな
わち抗体のＦｃ部分と融合したＮ－ＴＩＭＰ－３（ＡＡ　１－１４４）（「ＴＩＭＰ－３
－Ｆｃ」）の量を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを再現したものである。レーン＃１～４は、
Ｆｃ標準物質（「ＳＴＤ」）を含有していた：レーン＃１は、ヒトＦｃを１００ｎｇ含有
していた；レーン＃２は、ヒトＦｃを２５０ｎｇ含有していた；レーン＃３は、ヒトＦｃ
を５００ｎｇ含有していた；及びレーン＃４は、ヒトＦｃを１０００ｎｇ含有していた。
レーン＃５～９は、ＴＩＭＰ－３－Ｆｃを発現するＣＨＯＫ１細胞を、ヘパリン不在下（
レーン＃５）、５００ｍｇ／Ｌのヘパリン存在下（レーン＃６）、２５０ｍｇ／Ｌのヘパ
リン存在下（レーン＃７）、１００ｍｇ／Ｌのヘパリン存在下（レーン＃８）、または５
０ｍｇ／Ｌのヘパリン存在下（レーン＃９）で増殖させた培養培地から採取した試料１０
μＬを含有していた。
【図２】ヘパリン不在下で産生された、抗体のＦｃ部分と融合したＴＩＭＰ－３ムテイン
の量を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを再現したものである。レーン＃１～４は、Ｆｃ標準物
質（「ＳＴＤ」）を含有していた：レーン＃１は、ヒトＦｃを１００ｎｇ含有していた；
レーン＃２は、ヒトＦｃを２５０ｎｇ含有していた；レーン＃３は、ヒトＦｃを５００ｎ
ｇ含有していた；及びレーン＃４は、ヒトＦｃを１０００ｎｇ含有していた。レーン＃５
は、宿主細胞対照試料を表していた。レーン＃６～９は、ＴＩＭＰ－３ムテイン－Ｆｃ：
ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ／Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ／Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ／Ｇ
１７３Ｔ］－ＦｃＧ１融合体（レーン＃６）、ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ／Ｋ９
４Ｎ／Ｅ９６Ｔ／Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ／Ｇ１７３Ｔ］－ＩｇＧ１Ｆｃ＋ＥＰＫＳＳ融
合体（レーン＃７）、ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ／Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ／Ｄ１１
０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ／Ｒ１３８Ｔ］－ＦｃＧ１融合体（レーン＃８）、またはＴＩＭＰ－３
［Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ／Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ／Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ／Ｒ１３８Ｔ］－
ＩｇＧ１Ｆｃ＋ＥＰＫＳＳ融合体（レーン＃９）を発現するＣＨＯＫ１細胞の培養培地か
ら採取した試料１０μＬを含有していた。
【図３】ヘパリンの存在下及び不在下で産生された、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）と融
合した天然型Ｎ－ＴＩＭＰ－３の量を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを再現したものである。
レーン＃１～４は、Ｆｃ標準物質（「ＳＴＤ」）を含有していた：レーン＃１は、ヒトＦ
ｃを１００ｎｇ含有していた；レーン＃２は、ヒトＦｃを２５０ｎｇ含有していた；レー
ン＃３は、ヒトＦｃを５００ｎｇ含有していた；及びレーン＃４は、ヒトＦｃを１０００
ｎｇ含有していた。レーン＃５は、宿主細胞対照試料を表していた。レーン＃６～１１は
、ＴＩＭＰ－３－ＨＳＡを発現するＣＨＯＫ１の培養培地の異なるプールから採取した試
料１０μＬを含有していた：ヘパリンありで培養したプール１（レーン＃６）、ヘパリン
ありで培養したプール２（レーン＃７）、ヘパリンありで培養したプール３（レーン＃８
）、ヘパリンなし（「ｗｏ」）で培養したプール１（レーン＃９）、ヘパリンなしで培養
したプール２（レーン＃１０）、ヘパリンなしで培養したプール３（レーン＃１１）。
【図４】ＴＡＣＥ、ＲＡＰ、及びＬＰＲ－１と会合したＴＩＭＰ－３の三次元構造の図で
ある。２２位及び１１０位のＴＩＭＰ－３リシンに目印を付けてある。Ｗｉｓｎｉｅｗｓ
ｋａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，　３８１，　１３０７－１３１９
（２００８）も参照。
【図５】ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｓ、Ｆ５６Ｎ］の薬物動態性質を示す２つの線グラフであ
り、蛍光面積／全面積（％）または蛍光面積／全面積（０時点での％）（ｙ軸）対梗塞後
の日数（ｘ軸）で比較している。
【図６】ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１
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２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６）の薬物動態性質を示す２つの線グラフであり、蛍光
面積／全面積（％）または蛍光面積／全面積（０時点での％）（ｙ軸）対梗塞後の日数（
ｘ軸）で比較している。
【図７】心筋梗塞後、ＴＩＭＰ－３ポリペプチドの投与に続いて経時的に観測した（日数
、ｘ軸）駆出率（％）（ｙ軸）を示す線グラフである。三角＝全長ＴＩＭＰ－３（３０ｍ
ｇ）；白四角＝ＴＩＭＰ－３のＮ末端ドメイン（Ｎ－ＴＩＭＰ３）（３０ｍｇ）；黒四角
＝Ｎ－ＴＩＭＰ３（３０ｍｇ）、丸＝対照（生理食塩水）。
【図８Ａ】ラットで、心筋梗塞後に、ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ
９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６）（図中「ＴＩＭＰ３ｖ
８２」と称する）により仲介された、心機能の改善及び心リモデリングの減少を示す棒グ
ラフである。図８Ａは、ビヒクル（左の棒グラフ）またはＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８
０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（右の棒グラフ）で
処置された対象について投与後３日目及び７日目（ｘ軸）に検出された駆出率（％ＥＦ、
ｙ軸）を示す。
【図８Ｂ】ラットで、心筋梗塞後に、ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ
９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６）（図中「ＴＩＭＰ３ｖ
８２」と称する）により仲介された、心機能の改善及び心リモデリングの減少を示す棒グ
ラフである。図８Ｂは、ビヒクルまたはＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、
Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］投与後３日目及び７日目（ｘ軸）に測
定された収縮終期容積（ＥＳＶ）（ｙ軸）を示す。
【図８Ｃ】ラットで、心筋梗塞後に、ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ
９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６）（図中「ＴＩＭＰ３ｖ
８２」と称する）により仲介された、心機能の改善及び心リモデリングの減少を示す棒グ
ラフである。図８Ｃは、ビヒクルまたはＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、
Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］投与後３日目及び７日目（ｘ軸）に測
定された拡張終期容積（ＥＳＶ）（ｙ軸）を示す。
【図９】様々なアミノ酸の位置を示したＴＩＭＰ－３の三次元構造の図である。
【図１０Ａ】ＴＩＭＰ－３ムテインのアミノ酸配列を提示する。アミノ酸配列に含まれる
一連の「Ｘ」は、シグナルペプチドの位置を示す（例えば、配列番号２の第１－２３番ア
ミノ酸）。
【図１０Ｂ】ＴＩＭＰ－３ムテインのアミノ酸配列を提示する。アミノ酸配列に含まれる
一連の「Ｘ」は、シグナルペプチドの位置を示す（例えば、配列番号２の第１－２３番ア
ミノ酸）。
【図１０Ｃ】ＴＩＭＰ－３ムテインのアミノ酸配列を提示する。アミノ酸配列に含まれる
一連の「Ｘ」は、シグナルペプチドの位置を示す（例えば、配列番号２の第１－２３番ア
ミノ酸）。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本発明は、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、誘導体、またはムテインに関連する組
成物、キット、及び方法を提供する。同じく提供されるのは、そのようなＴＩＭＰ－３ポ
リペプチド、変異体、誘導体、またはムテインの全部または一部をコードするヌクレオチ
ド配列を含む核酸ならびにその誘導体及び断片、例えば、そのようなＴＩＭＰ－３ポリペ
プチド、変異体、誘導体、またはムテインの全部または一部をコードする核酸；そのよう
な核酸を含むプラスミド及びベクター、ならびに、そのような核酸及び／またはベクター
及びプラスミドを含む細胞または細胞株である。提供される方法は、例えば、望ましい性
質を示すＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、誘導体、またはムテインを作製し、同定し
、または単離する方法を含む。
【００２３】
　哺乳類中に内因性ＴＩＭＰ－３を増大させること、または特定の組織中のＴＩＭＰ－３
のレベルを上昇させることが有利であると考えられる状態は多数存在する。したがって、
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同じく本明細書中提供されるのは、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、誘導体、または
ムテインを含む医薬組成物などの組成物を作製する方法、ならびにＴＩＭＰ－３ポリペプ
チド、変異体、誘導体、またはムテインを含む組成物を、対象、例えば、マトリクスメタ
ロプロテイナーゼ活性の調節不全が過剰または不適切な組織リモデリングをもたらす症状
を患った対象に投与する方法、である。
【００２４】
　本明細書中特に指定がない限り、本発明に関連して用いられる科学技術用語は、当業者
に一般的に理解される意味を有するものとする。さらに、文脈によって特に要求がない限
り、単数形の用語は複数を包含し、複数形の用語は単数を包含するものとする。一般に、
本明細書中記載される、細胞及び組織培養、分子生物学、免疫学、微生物学、遺伝学、な
らびにタンパク質及び核酸の化学及びハイブリダイゼーションに関連して用いられる術語
、及びそれらの技術は、当該分野で周知のものであり、一般的に用いられるものである。
本発明の方法及び技術は、特に記載がない限り、概して、当該分野で周知である従来方法
に従って、また、本明細書全体を通じて引用及び説明される様々な一般文献及びより専門
的な参照文献に記載されるとおりに、行われる。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ
．　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
，　２ｄ　ｅｄ．，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．　Ｙ．　（１９８９）、
及びＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｓ　（１９９２）、及びＨａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ　ＡＮｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，
　Ｎ．Ｙ．　（１９９０）を参照、これらは、本明細書中参照として援用される。酵素反
応及び精製技術は、製造者の仕様に従って、当該分野で一般的に行われるとおりに、ある
いは本明細書中記載されるとおりに行われる。本明細書中記載される、分析化学、有機合
成化学、ならびに医薬品化学及び製薬化学に関連して用いられる用語法ならびにそれら実
験法及び実験技術は、当該分野で周知なものであり、一般的に用いられるものである。化
学合成、化学分析、薬剤調製、配合、及び送達、ならびに患者の治療に、標準的な技術を
用いることができる。
【００２５】
　特に記載がない限り、以下の用語は、当然ながら以下の意味を有するものとする：
【００２６】
　用語「孤立した」は、分子（例えば、分子は、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、また
は抗体である）を特性決定するために用いられる場合、その分子が、その起源または誘導
源のおかげで、（１）天然状態ではその分子に付随する天然関連成分を、付随させていな
い、（２）同じ種に由来する他の分子を実質的に含まない、（３）異なる種に由来する細
胞によって発現される、または（４）ヒトの介在がなければ自然には発生しない、という
ことを示す。すなわち、分子は、化学合成された場合、またはその分子を天然に発生させ
る細胞とは異なる細胞系で合成された場合、その天然関連成分から「孤立した」ことにな
る。分子はまた、当該分野で周知の精製技術を用いて単離することにより、天然関連成分
を実質的になくしてもよい。分子の純度または均一性は、当該分野で周知の多数の手段に
よってアッセイしてもよい。例えば、ポリペプチド試料の純度は、当該分野で周知の技術
を用いて、ポリアクリルアミドゲル電気泳動の使用及びゲルの染色でポリペプチドを視覚
化してアッセイしてもよい。ある特定の目的のためには、ＨＰＬＣまたは当該分野で周知
の他の精製手段を用いることによって、より高い分解能を得てもよい。様々な実施形態に
おいて、本発明は、孤立したＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、誘導体、またはムテイ
ン；ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、誘導体、またはムテインをコードする孤立した
核酸；及び、その核酸を含む、あるいはポリペプチド、変異体、誘導体、またはムテイン
を産生する発現ベクターを含む、孤立した宿主細胞を提供する。
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【００２７】
　「ペプチド」、「ポリペプチド」、及び「タンパク質」という用語はそれぞれ、ペプチ
ド結合によって互いに結合した２つ以上のアミノ酸残基を含む分子を示す。これらの用語
は、例えば、天然及び人工のタンパク質、タンパク質断片、ならびにタンパク質配列のポ
リペプチド類似体（ムテイン、変異体、及び融合タンパク質など）、ならびに翻訳後修飾
された、またはいずれにしろ共有結合でもしくは非共有結合で修飾されたタンパク質を包
含する。ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質は単量体型であっても多量体型であ
ってもよい。
【００２８】
　「ポリペプチド断片」という用語は、本明細書中使用される場合、対応する全長タンパ
ク質と比べて、アミノ末端欠失及び／またはカルボキシ末端欠失を有するポリペプチドを
示す。断片は、例えば、少なくとも５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４
、１５、２０、５０、７０、８０、９０、１００、１５０、または２００アミノ酸長であ
ることが可能である。断片はまた、例えば、最長で１，０００、７５０、５００、２５０
、２００、１７５、１５０、１２５、１００、９０、８０、７０、６０、５０、４０、３
０、２０、１５、１４、１３、１２、１１、または１０アミノ酸長までが可能である。断
片はさらに、その両端またはどちらか一端に、１つまたは複数の追加アミノ酸、例えば、
異なる天然のタンパク質に由来するアミノ酸配列（例えば、Ｆｃまたはロイシンジッパー
ドメイン）または人工アミノ酸配列（例えば、人工リンカー配列またはタグタンパク質）
を含むことができる。
【００２９】
　ポリペプチドの「変異体」または「ムテイン」（例えば、ＴＩＭＰ－３変異体またはム
テイン）は、別のポリペプチド配列と比較して、アミノ酸配列に１つまたは複数のアミノ
酸残基の挿入、欠失、及び／または置換のなされているアミノ酸配列を含む。本発明の変
異体は融合タンパク質を含む。当然のことながら、文脈で特に指定されない限り、本明細
書中記載される「ポリペプチド」または「タンパク質」の特長は、変異体、ムテイン、及
び誘導体にも起因する。
【００３０】
　「保存的アミノ酸置換」は、親配列の構造的特性を実質的に変えないものである（例え
ば、置換アミノ酸は、親配列で生じるヘリックスを破壊する傾向がないもの、または親配
列を特徴づけるかもしくはその機能に必要である他の型の二次構造を破壊する傾向がない
ものである）。当該分野で認められているポリペプチド二次及び三次構造の例は、Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ　（Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，　Ｅｄ．，　Ｗ．　Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏ
ｍｐａｎｙ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（１９８４））；　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ
　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　（Ｃ．　Ｂｒａｎｄｅｎ　ａｎｄ　Ｊ．　Ｔ
ｏｏｚｅ，　ｅｄｓ．，　Ｇａｒｌａｎｄ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，　Ｎ．Ｙ．　（１９９１））；及びＴｈｏｒｎｔｏｎ　ｅｔ　ａｔ．　Ｎａｔｕｒｅ　
３５４：１０５　（１９９１）に記載されており、これらはそれぞれ本明細書中参照とし
て援用される。
【００３１】
　天然タンパク質に対する変異体またはムテインの類似度を示す１つの方法は、２つ（ま
たはそれ以上）のポリペプチド配列間またはそれをコードする核酸配列間の同一性パーセ
ントを比較して示すことによるものである。２つのポリヌクレオチドまたは２つのポリペ
プチド配列の「同一性パーセント」は、ＧＡＰコンピュータープログラム（ＧＣＧ　Ｗｉ
ｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅ、バージョン１０．３（Ａｃｃｅｌｒｙｓ、ＳａｎＤｉ
ｅｇｏ、ＣＡ）の一部）をその初期パラメーターで用いて配列を比較することにより決定
する。
【００３２】
　ポリペプチドの「誘導体」は、化学修飾された、例えば、別の化学部分（例えば、ポリ
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エチレングリコールまたはアルブミン、例えば、ヒト血清アルブミンなど）との共役結合
、リン酸化、及び／またはグリコシル化で修飾されたポリペプチド（例えば、ＴＩＭＰ－
３ポリペプチド、変異体、またはムテイン）である。
【００３３】
　ポリヌクレオチド及びポリペプチド配列は、標準の１文字または３文字略語を用いて示
される。特に記載がない限り、各ポリペプチド配列は、左にアミノ末端を、右にカルボキ
シ末端を有し；各一本鎖核酸配列、及び各二本鎖核酸配列の上側の鎖は、左に５’末端を
、右に３’末端を有する。特定のポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列はまた、それ
が参照配列とどのように異なるかを説明することによって記載することができる。例えば
、アミノ酸の置換は、本明細書中、「ｎ＃ｍ」として表され、「ｎ」は天然の全長ポリペ
プチドに見られるアミノ酸を表し、「＃」はアミノ酸残基の番号を表し、「ｍ」は置換さ
れたアミノ酸を表す。
【００３４】
　「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」、及び「核酸」という用語は、全体を
通して同義に用いられ、これらの用語は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤ
ＮＡ）、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチド類似体を用いて生成されたＤＮ
ＡまたはＲＮＡの類似体（例えば、ペプチド核酸及び非天然ヌクレオチド類似体）、及び
それらのハイブリッドを含む。核酸分子は一本鎖でも二本鎖でも可能である。１つの実施
形態において、本発明の核酸分子は、本発明のＴＩＭＰ－３ポリペプチド、断片、変異体
、誘導体、またはムテインをコードする隣接オープンリーディングフレームを含む。本明
細書中記載されるＴＩＭＰ－３ムテイン、変異体、または誘導体をコードする核酸配列を
、配列番号：２７～５０及び６１～７０に記載する。配列番号２７～５０及び６１～７０
のヌクレオチド１－６９は、ＴＩＭＰシグナル配列を構成する。本発明は、配列番号：２
７～５０及び６１～７０と、ならびに配列番号２７～５０及び６１～７０からヌクレオチ
ド１－６９を欠失させたヌクレオチド配列と少なくとも９０％同一（例えば、少なくとも
９５％同一または１００％同一）であるヌクレオチド配列を含む核酸を含む。
【００３５】
　２つの一本鎖ポリヌクレオチドは、ギャップの導入もなく、どちらかの配列の５’また
は３’末端に不対ヌクレオチドを生じることもなく、一方のポリヌクレオチドの各ヌクレ
オチドが他方のポリヌクレオチドのその相補的ヌクレオチドと相対するように、それらの
配列を逆平行向きに整列させることができる場合に、互いに「補完するもの」である。あ
るポリヌクレオチドと別のポリヌクレオチドの２つが中程度にストリンジェントな条件下
でお互いにハイブリダイズできる場合に、あるポリヌクレオチドは、別のポリヌクレオチ
ドに対して「相補的」である。したがって、ポリヌクレオチドは、別のポリヌクレオチド
に対して、それが補完する相手でなくても、相補的であり得る。
【００３６】
　「ベクター」は、それに結合させた別の核酸を細胞に導入するのに用いることができる
核酸である。ベクターの一種が「プラスミド」であり、プラスミドは、追加の核酸セグメ
ントをその中に連結することができる直鎖状または環状の二本鎖ＤＮＡ分子を示す。別の
種類のベクターとしては、ウイルスベクター（例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノ
ウイルス、及びアデノ随伴ウイルス）があり、追加のＤＮＡセグメントをウイルスゲノム
に導入できる。ある特定のべクターは、そのベクターが導入された宿主細胞中で自己複製
することができる（例えば、細菌の複製起点を含む細菌ベクター及びエピソーム哺乳類ベ
クター）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳類ベクター）は、宿主細胞に導入さ
れるとその宿主細胞のゲノムに組みこまれ、それにより宿主ゲノムとともに複製される。
「発現ベクター」は、選択したポリヌクレオチドの発現を司ることのできるベクターの一
種である。
【００３７】
　ヌクレオチド配列は、制御配列がそのヌクレオチド配列の発現（例えば、発現のレベル
、タイミング、位置）に影響する場合、その制御配列と「動作可能に連結され」ている。
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「制御配列」は、その制御配列が動作可能に連結された核酸の発現（例えば、発現のレベ
ル、タイミング、位置）に影響する核酸である。制御配列は、例えば、自身の効果を、制
御される核酸に直接及ぼすか、または１つまたは複数の他の分子（例えば、制御配列及び
／または核酸と結合する、ポリペプチド）の作用を介して及ぼすことができる。制御配列
の例としては、プロモーター、エンハンサー、及び他の発現制御要素（例えば、ポリアデ
ニル化信号）が挙げられる。制御配列のさらなる例は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ，　１９
９０，　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ，　ＣＡ　ａｎｄ　Ｂａｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９５，　Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２３：３６０５－０６に記載される。
【００３８】
　天然の細胞外タンパク質は、典型的には、「シグナル配列」を含み、シグナル配列は、
タンパク質を細胞経路に送り込んでタンパク質が分泌されるように司るが、成熟タンパク
質には存在しない。シグナル配列はまた、「シグナルペプチド」または「リーダーペプチ
ド」とも称される場合があり、細胞外タンパク質から酵素により切断される。そのように
処理された（即ち、シグナル配列を除去された）タンパク質は、「成熟」タンパク質と称
されることが多い。本発明のタンパク質またはポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドは、天然のシグナル配列をコードしても異種シグナル配列をコードしてもよく、それら
の多くは当該分野で既知である。
【００３９】
　当業者には当然のことながら、本実施形態による遺伝子組換えタンパク質またはポリペ
プチドは、哺乳類細胞株をはじめとする細胞株で発現させることができる。特定のタンパ
ク質をコードする配列を、適切な哺乳類宿主細胞の形質転換に用いることができる。形質
転換は、ポリヌクレオチドを宿主細胞に導入する任意の既知の方法により行うことができ
、そのような方法として、例えば、ポリヌクレオチドをウイルス（または、ウイルスベク
ター）の中に包み込んでウイルス（またはベクター）で宿主細胞に形質導入を行うこと、
または当該分野で既知の遺伝子導入手順により形質導入することが挙げられ、当該分野で
既知の遺伝子導入手順は、米国特許第４，３９９，２１６号、同第４，９１２，０４０号
、同第４，７４０，４６１号、及び同第４，９５９，４５５号（これらの特許は、本明細
書によって、参照により本明細書に援用される）に例示されるとおりである。用いられる
形質転換手順は、形質転換しようとする宿主に依存する。異種ポリヌクレオチドを哺乳類
細胞に導入する方法は、当該分野で周知であり、そのような方法として、デキストランを
介した形質移入、リン酸カルシウム沈殿、ポリブレンを介した形質移入、プロトプラスト
融合、電気穿孔法、リポソーム中へのポリヌクレオチドの封入、及び核へのＤＮＡの直接
微量注入が挙げられる。
【００４０】
　「宿主細胞」は、核酸、例えば、本発明の核酸を発現するのに用いることのできる細胞
である。宿主細胞は、原核生物、例えば、Ｅ．コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）も可能であるし、真
核生物、例えば、単細胞の真核生物（例えば、酵母菌または他の真菌）、植物細胞（例え
ば、タバコまたはトマト植物細胞）、動物細胞（例えば、ヒト細胞、サル細胞、ハムスタ
ー細胞、ラット細胞、マウス細胞、または昆虫細胞）、またはハイブリドーマも可能であ
る。宿主細胞の例として、サル腎臓細胞のＣＯＳ－７株（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５１）
（Ｇｌｕｚｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８１，　Ｃｅｌｌ　２３：１７５を参照）、Ｌ
細胞、Ｃ１２７細胞、３Ｔ３細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１６３）、チャイニーズハムスタ
ー卵巣（ＣＨＯ）細胞またはＶｅｇｇｉｅ　ＣＨＯなどその誘導体、及び無血清培地で増
殖する関連細胞株（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９８，　Ｃｙｔｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　２８：３１を参照）、またはＤＨＦＲが欠失したＣＨＯ株ＤＸ－Ｂ１１
（Ｕｒｌａｕｂ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８０，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　
Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　７７：４２１６－２０を参照）、ＨｅＬａ細胞、ＢＨＫ（ＡＴＣＣ　
ＣＲＬ　１０）細胞株、アフリカミドリザル腎臓細胞株ＣＶ１（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７０
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）に由来するＣＶ１／ＥＢＮＡ細胞株（ＭｃＭａｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９１，　
ＥＭＢＯ　Ｊ．　１０：２８２１を参照）、２９３、２９３ＥＢＮＡ、またはＭＳＲ２９
３などのヒト胚性腎臓細胞、ヒト表皮Ａ４３１細胞、ヒトＣｏｌｏ２０５細胞、他の形質
転換した霊長類細胞株、正常２倍体細胞、一次組織のｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養に由来する細
胞菌株、一次外植片、ＨＬ－６０、Ｕ９３７、ＨａＫ、またはジャーカット細胞が挙げら
れる。
【００４１】
　典型的には、宿主細胞は、ポリペプチドをコードする核酸で形質転換または形質移入さ
れ得る培養細胞であり、次いでその核酸が宿主細胞で発現され得る。「一過性形質移入」
では、核酸は、当該分野で既知の複数の方法の１つによって宿主細胞に導入され、遺伝子
組換えタンパク質は、有限期間の間、典型的には約４日間までの間、核酸が消失または分
解される前に、例えば、宿主細胞が有糸分裂するときに発現する。「安定形質移入」が望
まれる場合、ポリペプチドをコードする核酸は、選択可能なマーカーをコードする核酸と
ともに宿主細胞に導入されてもよい。選択可能なマーカーの使用により、当業者は、ポリ
ペプチドをコードする核酸が有糸分裂の間もずっと維持されて子孫細胞によって発現され
得るような形で、ポリペプチドをコードする核酸が宿主細胞ゲノムの中に組み込まれた形
質移入宿主細胞を選択することができる。
【００４２】
　「遺伝子組換え宿主細胞」という語句は、発現させようとする核酸で形質転換または形
質移入された宿主細胞を表すのに用いることができる。宿主細胞はまた、核酸を含むが、
しかし、制御配列が宿主細胞に導入されてその核酸と動作可能に連結されているようにな
らない限り、その核酸を所望のレベルで発現しない細胞であることも可能である。当然の
ことながら、宿主細胞という用語は、特定の対象細胞だけでなく、そのような細胞の子孫
または潜在的子孫も示す。後継世代には、例えば、突然変異または環境の影響による何ら
かの変異が起こる可能性があるため、そのような子孫は、実際には、親細胞と同一でない
場合があるが、それでも本明細書中使用されるとおりの用語の範囲に含まれる。
【００４３】
　本明細書中使用される場合、「ＴＩＭＰ－３ＤＮＡ」、「ＴＩＭＰ－３をコードするＤ
ＮＡ」などは、ＴＩＭＰ－３をコードする選択された核酸を示し、その核酸から発現する
ＴＩＭＰ－３は、天然ＴＩＭＰ－３であっても、本明細書中記載されるとおりの、ＴＩＭ
Ｐ－３変異体もしくはムテインのいずれかであってもよい。同様に、「ＴＩＭＰ－３」、
「ＴＩＭＰ－３タンパク質」、及び「ＴＩＭＰ－３ポリペプチド」は、天然ＴＩＭＰ－３
タンパク質、または、１つもしくは複数の変異を含むＴＩＭＰ－３タンパク質（すなわち
、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、誘導体、またはムテイン）のいずれかを表すため
に用いられる。ＴＩＭＰ－３の特定のムテインは、１つまたは複数の変異によって表して
もよく、例えば、「Ｋ４５Ｎ」または「Ｋ４５Ｎ　ＴＩＭＰ－３」または「ＴＩＭＰ－３
　Ｋ４５Ｎ」または「Ｋ４５Ｎ　ＴＩＭＰ－３ポリペプチド」は、天然型ＴＩＭＰ－３の
第４５番アミノ酸であるリジン（Ｋ）がアスパラギン（Ｎ）で置換されたポリペプチドを
示す。
【００４４】
　「天然型ＴＩＭＰ－３」という用語は、本明細書中使用される場合、野生型ＴＩＭＰ－
３を示す。ＴＩＭＰ－３は哺乳類の様々な細胞または組織によって発現され、細胞外基質
に存在する；そのように発現したＴＩＭＰ－３は、本明細書中、「内因性」ＴＩＭＰ－３
とも称される。ＴＩＭＰ－３のアミノ酸配列、及びＴＩＭＰ－３をコードするＤＮＡの核
酸配列は、２００３年５月１３日発行の米国特許第６，５６２，５９６号に開示されてお
り、この開示は本明細書中に参照として援用される。米国特許第６，５６２，５９６号で
用いられるアミノ酸番号方式は、シグナル（またはリーダー）ペプチドのアミノ酸を負数
で表しており、成熟タンパク質（即ち、シグナルまたはリーダーペプチドを除去したタン
パク質）を第１－１８８番アミノ酸と表している。本明細書中使用される番号方式は、Ｔ
ＩＭＰ－３を、天然リーダーペプチドの１番目のアミノ酸を＃１と指定して示し、したが
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って、全長ＴＩＭＰ－３は、第１－２１１番アミノ酸を含み、成熟型は第２４－２１１番
アミノ酸を含む。当業者なら、これら異なる番号方式の使用によって起こり得るアミノ酸
番号の相違を容易に理解し、したがって、本明細書中使用される番号方式を、例えば、成
熟型の１番目のアミノ酸を＃１と称するＴＩＭＰ－３ポリペプチドに容易に適用できる。
すなわち、例えば、本明細書中で指定される場合のＫ４５Ｎは、米国特許第６，５６２，
５９６号の番号方式を用いればＫ２２Ｎで指定される。
【００４５】
　ＴＩＭＰ－３は２つのドメイン、即ち、ＴＩＭＰ－３の第２４－１４３番アミノ酸（即
ち、分子の約３分の２）を含むＮ末端ドメイン、及び第１４４－２１１番アミノ酸を含む
Ｃ末端ドメイン、から形成される。ＴＩＭＰ－３は複雑なジスルフィド結合を示し、この
結合は、ＴＩＭＰ－３の二次及び三次構造の形成を促進する。ＴＩＭＰ－３のＮ末端ドメ
インは、「Ｎ－ＴＩＭＰ－３」と称されることが多いが、このドメインは、ＴＩＭＰ－３
の生物活性の少なくともいくつかを示すことが分かっている；したがって、本明細書中記
載されるとおりのＴＩＭＰ－３変異体、誘導体、及びムテインは、Ｎ末端ドメインを含む
ＴＩＭＰ－３断片の、変異体、誘導体、及びムテインを包含する。
【００４６】
　天然型ＴＩＭＰ－３タンパク質は、治療用分子として用いるにはいくつかの難題が生じ
る。例えば、標準的な哺乳類発現技術を使用した場合のＴＩＭＰ－３タンパク質の哺乳動
物発現力価は低過ぎるために、治療タンパク質に適切な規模で十分な量のＴＩＭＰ－３を
産生させることができない。さらに、ＴＩＭＰ－３が細胞外基質と結合することから、細
胞培養培地にヘパリン（または、ＴＩＭＰ－３と細胞外基質の結合を低減させる類似作用
剤）を含ませることが必要となり、また、低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質１
（ＬＲＰ１）スカベンジャータンパク質と結合することから、製造規模のプロセスの開発
を可能とするようなレベルで組換えＴＩＭＰ－３を培地に分泌させるという難題がさらに
困難になる。全長ＴＩＭＰ－３の原核生物細胞での微生物産生は、タンパク質の不正確な
フォールディングにより困難であることが判明した。
【００４７】
　したがって、これらの難題の１つまたは複数を克服するために、本発明のＴＩＭＰ－３
変異体またはムテインは修飾されている。本発明のポリペプチドには、何らかの理由によ
り何らかの方法で、例えば、（１）タンパク質加水分解の受けやすさを低減するように、
（２）酸化の受けやすさを低減するように、（３）細胞培養でＴＩＭＰ－３と細胞外基質
の結合を阻害する作用剤に対する必要性を低減するように、（４）他の部分、例えば、Ｌ
ＲＰ－１などのスカベンジャー受容体に対する結合親和性を変化させるように、（５）薬
物動態学及び／または薬力学性質をはじめとする他の物理化学的または機能的性質を与え
るか改変するように、あるいは（６）組換えタンパク質の発現及び／または精製を促進す
るように、修飾されたポリペプチドが含まれる。類似体として、ポリペプチドのムテイン
が含まれる。例えば、単独または複数のアミノ酸置換（例えば、保存的アミノ酸置換）を
、天然の配列に（例えば、ポリペプチドの、分子間接触を形成するドメインの外側の部分
で）行ってもよい。共通配列を用いて、置換用のアミノ酸残基を選択することができ、当
業者には当然ながら、さらなるアミノ酸残基の置換もしてよい。
【００４８】
　本発明の１つの態様において、天然型ＴＩＭＰ－３で観察されるものより上昇したＴＩ
ＭＰ－３ムテインまたは変異体の発現レベルを示すＴＩＭＰ－３ムテインまたは変異体が
提供される；本発明の別の態様において、発現の増加は哺乳類細胞発現系で起こる。発現
レベルは、細胞培養上清液、即ち、馴化培地（ＣＭ）において組換えＴＩＭＰ－３（天然
型、変異体、またはムテイン）の量の定量的または半定量的分析を可能とする適切な方法
であれば、どのような方法で決定してもよい。１つの実施形態において、試料またはＣＭ
は、ウエスタンブロットによって評価される；別の実施形態において、ＣＭ試料は標準ヒ
トＴＩＭＰ－３　ＥＬＩＳＡによって評価される。
【００４９】
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　１つの実施形態において、発現の増加は一過性発現系で観察される；別の実施形態にお
いて、発現の増加は安定形質移入系で観察される。１つの実施形態は、天然型ＴＩＭＰ－
３に対して観察されるものの２倍（２×）に増加した発現が観測されるＴＩＭＰ－３ムテ
インまたは変異体を提供する；別の実施形態は、天然型ＴＩＭＰ－３に対して観察される
ものの５倍（５×）に増加した発現が観測されるＴＩＭＰ－３ムテインまたは変異体を提
供する。さらなる実施形態には、発現の増加が３倍（３×）、４倍（４×）、または６倍
（６×）であるＴＩＭＰ－３ムテインまたは変異体が含まれる。１つの実施形態において
、ＴＩＭＰ－３ムテインまたは変異体の発現は、天然型ＴＩＭＰ－３で観察されるものの
１０倍（１０×）である；別の実施形態において、観察される発現は、天然型ＴＩＭＰ－
３で観察されるものの１０倍超、例えば、２０倍（２０×）以上である。
【００５０】
　本発明の別の態様において、細胞培養培地にヘパリン（または、ＴＩＭＰ－３と細胞外
基質の結合を阻害する別の作用剤）を添加する必要性が低下したこと（すなわちヘパリン
非依存性）を示すＴＩＭＰ－３ムテイン（または変異体）が提供される。ヘパリン（また
は他の作用剤）の量の低減は、半定量的に記載してもよい、即ち、低減は、部分的、中程
度、実質的、または完全であるとしてもよい。別の実施形態において、低減はパーセンテ
ージで表現され、例えば、ヘパリン（または類似作用剤）の量は、１０％、２０％、３０
％、４０％、５０％、またはそれ以上（例えば、６０％、７０％、８０％、９０％、また
は１００％）低減される場合がある。少なくともある程度のヘパリン非依存性を持つＴＩ
ＭＰ－３ムテインの例として、ＨＳＡと融合したＴＩＭＰ－３　Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ；Ｔ
ＩＭＰ－３　Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ／Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ（配列番号４）；ＴＩＭＰ－３　Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０
Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号９）；ＴＩＭＰ－３　Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９
４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号２６）；及びＨＳＡと
融合したＴＩＭＰ－３　Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１
２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号２６）が挙げられるが、これらに限定されない。ＨＳＡと融
合したＮ－ＴＩＭＰ－３は、ヘパリンの使用レベルを低下させて産生させることができる
。１つの実施形態において、グリコシル化部位が挿入されたＴＩＭＰ－３変異体またはム
テインが提供される。当分野で既知のとおり、グリコシル化パターンは、タンパク質の配
列（例えば、以下で説明される、特定のグリコシル化アミノ酸残基の有無）、またはタン
パク質を産生する宿主細胞もしくは生体の両方に左右され得る。具体的な発現系は以下で
説明される。グリコシル化の有無または程度は、当業者に既知の任意の方法により決定し
てもよく、そのような方法として、ウエスタンブロット法によって観察されるまたはクー
マシー染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから得られる分子量（ＭＷ）の移動の半定性的測定方法
が挙げられ、一方、定量的測定方法として、質量分光光度計技術を利用したアスパラギン
結合グリコシル化の追加に相当するＭＷ移動の観察、または、ペプチド－Ｎ－グリコシダ
ーゼＦ（ＰＮＧａｓｅ－Ｆ；ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）など
の酵素によるアスパラギン結合グリコシル化の除去に伴う質量変化の観察を通じてのもの
が挙げられる。
【００５１】
　ポリペプチドのグリコシル化は、典型的には、Ｎ結合型またはＯ結合型のいずれかであ
る。Ｎ結合型とは、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の付加を示す。トリペプチ
ド配列であるアスパラギン－Ｘ－セリン（ＮＸＳ）及びアスパラギン－Ｘ－スレオニン（
ＮＸＴ）でＸがプロリン以外のいずれかのアミノ酸であるものは、アスパラギン側鎖への
炭水化物部分の酵素的付加のための認識配列である。すなわち、ポリペプチド中にこれら
トリペプチド配列のいずれかが存在すると、グリコシル化可能部位ができる。Ｏ結合型グ
リコシル化は、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的にはセリンまたはスレオニンへの、糖で
あるＮ－アセチルガラクトサミン、ガラクトース、またはキシロースの１つの付加を示す
が、５－ヒドロキシプロリンまたは５－ヒドロキシリジンも使われる場合がある。
【００５２】
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　タンパク質（例えば、ＴＩＭＰ－３）へのグリコシル化部位の付加は、アミノ酸配列が
上述のトリペプチド配列の１つ以上を含有するように（Ｎ結合型グリコシル化部位の場合
）そのアミノ酸配列を改変することによって、都合よく達成される。改変はまた、開始配
列への１つまたは複数のセリンまたはスレオニン残基の付加またはそれによる置換によっ
て行ってもよい（Ｏ結合型グリコシル化部位の場合）。簡単にするため、タンパク質アミ
ノ酸配列は、好ましくは、ＤＮＡレベルでの変化を通じて改変され、特に、所望のアミノ
酸へと翻訳されるコドンが生成されるように、標的ポリペプチドをコードするＤＮＡを、
あらかじめ選択された塩基において変異させることによって改変される。
【００５３】
　したがって、Ｎ結合型グリコシル化部位は、単独のアミノ酸に対するコドンを改変する
ことによって付加してもよい。例えば、Ｎ－Ｘ－ｚ（式中、ｚはいずれのアミノ酸であっ
てもよい）をコードするコドンを、Ｎ－Ｘ－Ｔ（またはＮ－Ｘ－Ｓ）をコードするように
改変することができ、あるいは、ｙ－Ｘ－Ｔ／Ｓをコードするコドンを、Ｎ－Ｘ－Ｔ／Ｓ
をコードするように改変することができる。あるいは、２つのアミノ酸をコードするコド
ンを、同時に改変して、Ｎ結合型グリコシル化部位を導入することができる（例えば、ｙ
－Ｘ－ｚに対するコドンを、Ｎ－Ｘ－Ｔ／Ｓをコードするように改変することができる）
。このようにして、１～１２のＮ結合型グリコシル化部位を挿入することができる。グリ
コシル化の挿入は、発現の改善にも有用である場合がある（例えば、Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ
　ｔｈｅ　Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｂ
ｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｎ－ＧＬｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　Ｓｉｔｅｓ．　Ｌｉｕ
　Ｙ．　ｅｔ　ａｌ，　Ａｍｅｒ　Ｉｎｓｔ　Ｃｈｅｍ　Ｅｎｇ　２００９，　ｐｇ．１
４６８を参照）。
【００５４】
　ＴＩＭＰ－３にＮ結合型グリコシル化部位を挿入する他に、天然型ＴＩＭＰ－３に存在
する任意のグリコシル化部位を、例えば、分子の構造を安定化させるために、修飾するこ
とができる。すなわち、例えば、残基２０８位のＡを、Ｙ、Ｖ、またはＧなどの異なる残
基で置換してもよい。残基２０６－２０８位の「Ｎ－Ｘ－Ｔ」部位でのさらなる修飾とし
て、残基２０８位での上述の置換の１つと組み合わせて、残基２０５位でＩをＦに置換す
ること、または残基２０５でＩをＹに置換すること、が挙げられる。
【００５５】
　すなわち、別の実施形態において、コンピューター分析によって明らかにした溶媒接触
部位のサブセットをふるいにかけて、Ｎ－グリコシル化の見込みを調べる。グリコシル化
部位の挿入が関与する方法の場合、例えば、古典的Ｎ－ｘ－Ｔグリコシル化部位（Ｎはア
スパラギンであり、ｘはいずれかのアミノ酸であり、Ｔはスレオニンである）を形成する
ように変異させ得る残基を同定することによって、Ｎ結合型グリコシル化の可能性を支援
するように変異させ得る部位を選択するのに、Ｎ－グリコシル化予測ツールが有用である
。さらなる実施形態において、構造に基づく方法を用いて、溶媒に接触するアミノ酸（側
鎖への接触が＞２０Å２であるアミノ酸を含む）全てを同定する。さらなる実施形態には
、ＴＩＭＰ－３に対して相互作用ＲＡＰリジンがマッピングされたＬＲＰ１／ＲＡＰ（受
容体関連タンパク質）の結晶構造に基づき、ＴＩＭＰ－３のリジンと相互作用するＬＲＰ
１を変異させることが含まれる。
【００５６】
　さらなる組み合わせが、本明細書中、企図されている。例えば、本明細書中記載される
任意の変異を、リジン残基での変異と組み合わせて起こすことができ、リジン残基はＴＩ
ＭＰ－３の任意のリジン残基である。１つの実施形態において、１つのリジンを変異させ
る；別の実施形態では、２つ、３つ、４つ、または５つのリジン残基を、変異させる。あ
る特定の実施形態において、アミノ酸４５位及び／または１３３位におけるリジン残基を
、変異させることができる。別の例では、変異は、単独のＮ結合型グリコシル化部位を導
入する；この変異は、さらなるグリコシル化部位を導入するさらなる変異、または、ＴＩ
ＭＰ－３の別の性質に影響するように設計された他の変異とともに起こすことができる。
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本明細書中、企図されているものは、１つのＮ結合型グリコシル化部位が導入されたＴＩ
ＭＰ－３ムテインまたは変異体、２つ、３つ、または４つのＮ結合型グリコシル化部位が
導入されたＴＩＭＰ－３ムテインまたは変異体、及び５つ以上のＮ結合型グリコシル化部
位が導入されたＴＩＭＰ－３ムテインまたは変異体である。
【００５７】
　特定の変異は、２０１４年３月１２日出願の米国特許出願第１４／２０７，１７８号及
び２０１４年３月１３日出願のＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ２０１４／０２６８１１号の図
１及び２に示されており、これらの開示は、本明細書中参照として援用される。これらの
図は、天然の全長ヒトＴＩＭＰ－３と突然変異型の全長ヒトＴＩＭＰ－３の配列比較を示
し、後者では、配列内の特定のアミノ酸を文字「Ｘ」に置き換えてある。シグナル配列に
は下線が引いてある；したがって、本明細書に記載のとおり、他のシグナル配列が置き換
わることができる。
【００５８】
　選択されたムテインのアミノ酸配列を、本明細書中、配列表に示す。全長タンパク質配
列を提示する。多くの場合、本明細書中使用されるアミノ酸設計の一貫したアミノ酸残基
番号方式を行いやすくするとともに、当業者が理解しやすいようにするために、シグナル
配列は、配列表の様々なムテインについて記載される配列に入れていない。本発明は、本
明細書中記載されるムテイン配列にさらにシグナル配列を含むものを包含し、シグナル配
列は、様々な実施形態において、配列番号２に第１－２３番アミノ酸として提示される配
列（すなわち、ＭＴＰＷＬＧＬＩＶＬＬＧＳＷＳＬＧＤＷＧＡＥＡ）である。配列番号２
は、代表的な天然型ＴＩＭＰ－３アミノ酸配列である。当業者には当然のことながら、シ
グナルペプチドは、タンパク質のプロセシング中に除去されて、アミノ酸システインで始
まるＮ末端を持つ成熟タンパク質をもたらす。様々な実施形態において、Ｎ末端システイ
ンは、ＴＩＭＰ－３ムテインにおいて保存される。当業者には同じく当然のことながら、
細胞でのＴＩＭＰ－３ムテインＤＮＡの発現とタンパク質単離との間に、タンパク質の翻
訳後修飾が起こる。翻訳後修飾の具体例として、グリコシル化（例えば、Ｎ結合型グリコ
シル化）及びシグナルペプチドの除去が挙げられる；リン酸化、ユビキチン化、ニトロシ
ル化、メチル化、アセチル化、脂質化、タンパク質分解などを含むさらなる修飾も企図さ
れている。
【００５９】
　天然型ＴＩＭＰ－３シグナル配列を用いてＴＩＭＰ－３ムテインを発現させることが可
能である、または別のシグナル配列が置き換わることが可能であることが、知られている
。すなわち、残基１位のアミノ酸は、Ｍであることも別のアミノ酸であることも可能であ
る；残基２位のアミノ酸は、Ｔであることも別のアミノ酸であることも可能であり、残基
３位のアミノ酸は、Ｐであることも別のアミノ酸であることも可能であり、など、アミノ
酸２３位まで同様である。さらに、シグナル配列は、さらなるアミノ酸を含むことも可能
であるし（すなわち、天然型ＴＩＭＰ－３のシグナル配列より長い）、または２３より少
ないアミノ酸を含むことも可能である（すなわち、天然型ＴＩＭＰ－３のシグナル配列よ
り短い）。シグナル配列の長さに関わらず、当業者なら、本明細書中の番号方式を利用し
て、本開示のＴＩＭＰ－３ムテイン、ならびに作製可能な他のムテインを調製することが
できるだろう。
【００６０】
　成熟型のＴＩＭＰ－３には、ある特定の置換が考えられ、本明細書中、それらは「ｎ＃
ｍ」として表され、表示中「ｎ」は天然の全長ＴＩＭＰ－３に見出されるアミノ酸を表し
、「＃」はアミノ酸残基番号を表し、「ｍ」は、置き換わったアミノ酸を表す。すなわち
、例えば、「Ｋ４５Ｎ」は、第４５番アミノ酸であるリジン（Ｋ）がアスパラギン（Ｎ）
に置換されたことを示す。本明細書中例示される変異型のヒトＴＩＭＰ－３は、以下の変
異を含む（単独または組合せで）：Ｋ４５Ｎ；Ｖ４７Ｔ；Ｋ５０Ｎ；Ｖ５２ＴＨ７８Ｎ；
Ｋ９４Ｎ；Ｅ９６Ｔ；Ｄ１１０Ｎ；Ｋ１１２Ｔ；Ｒ１３８Ｔ；及びＧ１７３Ｔ。これらの
変異の組合せも企図されており、そのような組合わせには、上述の置換のうち２つ～１２
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（即ち、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、１１、または１２）
を含むことができる。例えば、１つの実施形態において、ＴＩＭＰ－３ムテインは、以下
の置換を有する配列番号２の第２４－２１１番アミノ酸を含む（またはそれらアミノ酸か
らなる）：Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、及びＲ
１３８Ｔ。
【００６１】
　変異の具体的な組み合わせとして、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ
１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ
１７３Ｔ；Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ
４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ａ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／
Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４
７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／
Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ
、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ
７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ
、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ
１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３
８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ
１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ
、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８
０Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ
９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ
、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８
０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８
Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；及びＫ４５Ｎ／Ｖ５
２Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ
が挙げられる。
【００６２】
　さらなる組み合わせとして、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３
Ｔ；Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ
／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ａ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７
Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、
Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０
Ｔ、Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１
１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ
／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１
３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３
Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ；
Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２
Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｒ１
３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、
Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ
／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｋ９
４Ｎ／Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、
Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ
８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ；及びＫ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ、
Ｋ５０Ｎ／Ｖ５２Ｔ、Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ、Ｄ１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔが挙げ
られる。
【００６３】
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　様々な実施形態において、ムテインは、Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｑ
１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号３）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９
４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号４）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ
、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号５）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、
Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ（配列番号６）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ
９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号７）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０
Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号８）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ
、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号９）；Ｋ４５Ｎ
、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１０
）；Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１１
）；Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（
配列番号１２）；Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１
３８Ｔ（配列番号１３）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６
Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号１４）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｈ７
８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１５）；Ｋ５
０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号
１６）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１７）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８
Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号１８）；Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｑ１２６Ｎ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１
７３Ｔ（配列番号１９）；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６
Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号２０）；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｑ１２６
Ｎ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号２１）；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０
Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ（配列番号２２）；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０
Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号２３）；Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｑ１２６
Ｎ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号２４）；Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６
Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ（配列番号２５）である。
【００６４】
　ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体は、天然型ＴＩＭＰ－３のものと非常に
類似したアミノ酸配列を有する。１つの実施形態において、ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイ
ン、または誘導体は、天然型ＴＩＭＰ－３と少なくとも８５％同一であるだろう；別の実
施形態において、ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体は、天然型ＴＩＭＰ－３
と少なくとも９０％同一であるだろう；別の実施形態において、ＴＩＭＰ－３変異体、ム
テイン、または誘導体は、天然型ＴＩＭＰ－３と少なくとも９５％同一であるだろう。さ
らなる実施形態において、ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体は、天然型ＴＩ
ＭＰ－３と少なくとも９６％同一、９７％同一、９８％同一、または９９％同一である。
本明細書中使用される場合、同一性パーセントは、成熟した全長型の天然型ＴＩＭＰ－３
、すなわち、シグナルペプチドを欠いたＴＩＭＰ－３（ＴＩＭＰ－３のアミノ酸２４番－
２１１番）に対する、成熟した全長変異体、ムテイン、または誘導体の比較を示す。当業
者ならすぐにわかるだろうが、ＴＩＭＰ－３のＮ末端ドメインの変異体、ムテイン、また
は誘導体と天然型ＴＩＭＰ－３のＮ末端ドメインとの間で同様な比較を行うことができる
。
【００６５】
　類似性は、ムテインまたは変異体と天然型ＴＩＭＰ－３との間で異なるアミノ酸の個数
によっても表すことができる。例えば、ＴＩＭＰ－３変異体またはムテインは、天然型Ｔ
ＩＭＰ－３と、１つのアミノ酸、２つのアミノ酸、３つのアミノ酸、４つのアミノ酸、５
つのアミノ酸、６つのアミノ酸、７つのアミノ酸、８つのアミノ酸、９つのアミノ酸、ま
たは１０のアミノ酸が異なることが可能である。天然ＴＩＭＰ－３と１０のアミノ酸が異
なる変異体またはムテインは、天然型ＴＩＭＰ－３に対して約９５％同一であるだろう。
さらなる実施形態において、ＴＩＭＰ－３変異体またはムテインは、天然成熟ＴＩＭＰ－
３と、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、または２０のアミノ酸



(23) JP 2017-532004 A 2017.11.2

10

20

30

40

50

が異なる。
【００６６】
　ＴＩＭＰ－３ポリペプチド（天然型、ムテイン、変異体、または誘導体のいずれか）を
コードする核酸にさらなる変更を加えて、発現を促進することができる。例えば、天然型
ＴＩＭＰ－３のシグナルペプチドを異なるシグナルペプチドで置換することができる。
【００６７】
　本発明の範囲内に含まれるＴＩＭＰ－３ポリペプチドの他の誘導体として、ＴＩＭＰ－
３ポリペプチドまたはその断片と他のタンパク質またはポリペプチドとの、共有結合によ
るまたは凝集による結合体、例えば、ＴＩＭＰ－３ポリペプチドのＮ末端またはＣ末端と
融合した異種ポリペプチドを含む組換え融合タンパク質の発現によるものなどが挙げられ
る。例えば、結合したペプチドは、異種シグナル（またはリーダー）ペプチド、例えば、
酵母菌アルファ因子リーダー、またはエピトープタグなどのペプチドであってもよい。当
業者には当然ながら、異種シグナルペプチドは、天然型ＴＩＭＰ－３シグナルペプチドと
長さが異なってもよく、それでも、異種シグナルペプチドを用いて産生されたＴＩＭＰ－
３ポリペプチドのＮ末端システイン残基を整列させることによって、成熟ＴＩＭＰ－３の
アミノ酸配列に関してムテインの位置を正しく同定することができる。
【００６８】
　ＴＩＭＰ－３ポリペプチドを含有する融合タンパク質は、ＴＩＭＰ－３ポリペプチドの
精製または同定を容易にするために付加されたペプチド（例えば、ポリＨｉｓ）を含むこ
とができる。別のタグペプチドとしては、Ｈｏｐｐ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　６：１２０４，　１９８８、及び米国特許第５，０１１，９１２号に記載
されるＦＬＡＧ（登録商標）ペプチドがある。ＦＬＡＧ（登録商標）ペプチドは抗原性が
高く、特定のモノクローナル抗体（ｍＡｂ）に可逆的に結合されるエピトープを提供し、
発現した遺伝子組換えタンパク質の迅速なアッセイと容易な精製を可能にする。ＦＬＡＧ
（登録商標）ペプチドが所定のポリペプチドに融合されている融合タンパク質を調製する
のに有用な試薬は、市販されている（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）。
【００６９】
　様々な実施形態において、本明細書中記載されるＴＩＭＰ－３ポリペプチド（例えば、
本明細書中記載されるＴＩＭＰ－３ムテインの任意の１種）は、ｉｎ　ｖｉｖｏでのポリ
ペプチド半減期を延長する部分と融合している。部分の例として、抗体（例えば、ＩｇＧ
）またはその断片（例えば、ＩｇＧなどの抗体のＦｃ部分）またはアルブミン（例えば、
ヒト血清アルブミン）が挙げられるが、これらに限定されない。これとは別にまたはこれ
に加えて、ＴＩＭＰ－３ポリペプチドは、ｉｎ　ｖｉｖｏで投与された場合にアルブミン
と結合するアルブミン結合ドメインまたは脂肪酸を含む。アルブミン結合ドメインの例は
、４－（ｐ－ヨードフェニル）－ブタン酸に由来する部分である「ａｌｂｕ－タグ」であ
る（Ｄｕｍｅｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔ　Ｅｄ　Ｅｎｇｌ
　４７：３１９６－３２０１　（２００８））。この部分は、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド
のＮ末端と融合してもＣ末端と融合してもよく、この部分自身、どちら向きにあってもよ
い（すなわち、ＮまたはＣ末端部分で接続される）。任意選択で、この部分は、リンカー
、例えばフレキシブルペプチドリンカー（例えば、１～１０または２～４つのグリシン、
例えば、４つのグリシンを含むリンカー、あるいはＥＰＫＳＳ（配列番号７５））を介し
てＴＩＭＰ－３ポリペプチドと結合している。本明細書中記載されるＴＩＭＰ－３ポリペ
プチド用融合パートナーの例として、配列番号７１のヒト血清アルブミン、配列番号７２
のヒトＦｃＧ１、配列番号７３のＦｃ－ｍｏｎｏ、及び配列番号７４のヒトＦｃ－ｍｏｎ
ｏ　Ｎｄｅｌ５が挙げられるが、これらに限定されない。本発明は、本明細書中記載され
るムテイン（例えば、配列番号：３～２６）のいずれかと本明細書中記載される融合パー
トナー（例えば、配列番号：７１～７４）のいずれかとが融合して含まれている融合タン
パク質を企図している。
【００７０】
　共有結合修飾物もまた、ＴＩＭＰ－３ポリペプチドの誘導体とみなされて、本発明の範
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囲内に含まれ、そのような修飾は、必ずという訳ではないが概して翻訳後に行われる。例
えば、抗原結合タンパク質の特定のアミノ酸残基と、選択された側鎖またはＮ末端もしく
はＣ末端残基と反応できる有機誘導体化剤とを反応させることにより、ＴＩＭＰ－３の複
数の種類の共有結合修飾物が分子に導入される。
【００７１】
　システイニル残基は、最も一般的には、クロロ酢酸またはクロルアセトアミドなどのア
ルファ－ハロ酢酸化合物（及び相当するアミン）と反応して、カルボキシメチル誘導体ま
たはカルボキシアミドメチル誘導体を生じる。システイニル残基はまた、ブロモトリフル
オロアセトン、アルファ－ブロモ－ベータ－（５－イミダゾリル）プロピオン酸、リン酸
クロロアセチル、Ｎ－アルキルマレイミド、３－ニトロ－２－ピリジル＝ジスルフィド、
メチル＝２－ピリジル＝ジスルフィド、ｐ－クロロメルクリ安息香酸、２－クロロメルク
リ－４－ニトロフェノール、またはクロロ－７－ニトロベンゾ－２－オキサ－１，３－ジ
アゾールとの反応によって誘導体化される。したがって、本発明の１つの態様において、
システイニル残基を、例えば、選択したコドンを変化させてＣｙｓをコードさせることに
よって、天然型ＴＩＭＰ－３配列に付加する。そのようなＣｙｓ置換は、発現、フォール
ディング、または本明細書中示されるとおりの他の性質に重要であることが明らかになっ
ている、ＴＩＭＰ－３中の領域で行うことができる。
【００７２】
　本発明のタンパク質の炭水化物部分の個数は、タンパク質にグリコシドを化学的または
酵素的にカップリングさせることにより、増やすことができる。こうした手順は、Ｎ結合
型及びＯ結合型グリコシル化のためのグリコシル化能力を有する宿主細胞でタンパク質を
産生することを必要としない点で有利である。使用されるカップリング様式に応じて、糖
は、（ａ）アルギニン及びヒスチジン、（ｂ）遊離カルボキシル基、（ｃ）システインの
遊離スルフヒドリル基などの遊離スルフヒドリル基、（ｄ）セリン、トレオニン、または
ヒドロキシプロリンの遊離ヒドロキシル基などの遊離ヒドロキシル基、（ｅ）フェニルア
ラニン、チロシン、またはトリプトファンの芳香族残基などの芳香族残基、または（ｆ）
グルタミンのアミド基、に付加される場合がある。これらの方法は、１９８７年９月１１
日公開のＷＯ８７／０５３３０、及びＡｐｌｉｎ　ａｎｄ　Ｗｒｉｓｔｏｎ，　１９８１
，　ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．　Ｒｅｖｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，　ｐｐ．　２５９－３０６に
記載される。
【００７３】
　出発物質の組換えタンパク質に存在する炭水化物部分の除去は、化学的に行うことも酵
素的に行うこともできる。化学的脱グリコシル化では、タンパク質をトリフルオロメタン
スルホン酸化合物または同等の化合物と接触させることが必要である。この処理は、ポリ
ペプチドを無傷なまま残しつつ、連結糖（Ｎ－アセチルグルコサミンまたはＮ－アセチル
ガラクトサミン）を除くほとんどまたは全ての糖の切断をもたらす。化学的脱グリコシル
化は、Ｈａｋｉｍｕｄｄｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８７，　Ａｒｃｈ．　Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　２５９：５２、及びＥｄｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８１，　
Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　１１８：１３１に記載される。ポリペプチドの炭水化物
部分の酵素切断は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８７，　Ｍｅｔｈ．　Ｅ
ｎｚｙｍｏｌ．　１３８：３５０に記載されるような種々のエンドグリコシダーゼ及びエ
キソグリコシダーゼの使用によって達成できる。グリコシル化可能部位でのグリコシル化
を、Ｄｕｓｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８２，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２５
７：３１０５に記載されるように、ツニカマイシン化合物の使用によって防いでもよい。
ツニカマイシンは、タンパク質－Ｎ－グリコシド結合の形成を妨げる。
【００７４】
　抗原結合タンパク質の別の種類の共有結合修飾物は、米国特許第４，６４０，８３５号
；同第４，４９６，６８９号；同第４，３０１，１４４号；同第４，６７０，４１７号；
同第４，７９１，１９２号，または同第４，１７９，３３７号に記載される様式で、タン
パク質と様々な非タンパク質重合体との結合を含み、そのような非タンパク質重合体とし
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て、ポリエチレングリコール（例えば、大きさ約４０ｋＤ、３０ｋＤ、２０ｋＤ、１０ｋ
Ｄ、５ｋＤ、または１ｋＤのＰＥＧ）、ポリプロピレングリコール、またはポリオキシア
ルキレンなどの種々のポリオールが挙げられるが、これらに限定されない。他の有用な重
合体として、モノメトキシ－ポリエチレングリコール、デキストラン、ヒドロキシエチル
デンプン、セルロース、ポリ（Ｎ－ビニルピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピ
レングリコール同種重合体、ポリプロピレンオキシド／エチレンオキシド共重合体、ポリ
シアル酸（ＰＳＡ）、ポリオキシエチル化ポリオール（例えば、グリセロール）、及びポ
リビニルアルコール、ならびに上記のいずれかのものの混合物が挙げられるが、これらに
限定されない。１つの態様において、本発明のＴＩＭＰ－３ポリペプチドは、ＰＥＧ化ペ
プチドである。また、当該分野で既知であるとおり、そのような重合体の付加を容易にす
るために、タンパク質内の様々な位置でアミノ酸置換を行ってもよい。
【００７５】
　様々な態様において、本発明のＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体に到達す
るための天然型ＴＩＭＰ－３アミノ酸配列に対する修飾は、天然型ＴＩＭＰ－３活性を実
質的に弱めない。例えば、ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体は、好ましくは
、１種または複数のマトリクスメタロプロテイナーゼ（例えば、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９
、及び／またはＭＭＰ－１３）を阻害し、１種または複数のアグリカナーゼ（ＡＤＡＭＳ
）（例えば、ＡＤＡＭＴＳ４及び／またはＡＤＡＭＴＳ５）を阻害し、腫瘍壊死因子アル
ファ（ＴＮＦ－アルファ）変換酵素（ＴＡＣＥ）を阻害し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ
　ｖｉｖｏでＴＮＦ－アルファ産生を阻害し、細胞外基質分解を阻害し、及び／または炎
症を阻害する。ＴＩＭＰ－３ポリペプチドの活性を特性決定する方法の例は、実施例に提
示される。任意選択で、ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体は、上記に記載さ
れる活性をはじめとする天然型ＴＩＭＰ－３に付随する活性のいずれか１種を、少なくと
も約３０％、少なくとも約４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくと
も約７０％、少なくとも約８０％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、または約
１００％発揮する。これの代わりにまたはこれに加えて、ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン
、または誘導体は、任意選択で、天然型ＴＩＭＰ－３と比べて１０倍以内で低下した、５
倍以内で低下した、または２倍以内で低下した活性（例えば、ＭＭＰ－２またはＭＭＰ－
９阻害）を発揮する。
【００７６】
　ＴＩＭＰ－３ポリペプチドの発現
　当該分野で既知の任意の発現系を使用して、本発明の組換えポリペプチドを作製するこ
とができる。一般に、宿主細胞を、所望のＴＩＭＰ－３ポリペプチド（ＴＩＭＰ－３ムテ
インまたは変異体を含む）をコードするＤＮＡを含む組換え発現ベクターで形質転換する
。使用可能な宿主細胞の中には、原核生物、酵母菌、または高等真核生物細胞がある。原
核生物として、グラム陰性またはグラム陽性生物、例えば、大腸菌または棹菌が挙げられ
る。高等真核生物細胞として、昆虫細胞及び哺乳類起源の確立された細胞株が挙げられる
。適した哺乳類宿主細胞株の例として、サル腎臓細胞ＣＯＳ－７株（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　
１６５１）（Ｇｌｕｚｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８１，　Ｃｅｌｌ　２３：１７５）
、Ｌ細胞、２９３細胞、Ｃ１２７細胞、３Ｔ３細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１６３）、チャ
イニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＨｅＬａ細胞、ＢＨＫ（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１
０）細胞株、及びＭｃＭａｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９１，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　１０
：２８２１に記載されるとおりのアフリカミドリザル腎臓細胞株ＣＶＩ由来のＣＶＩ／Ｅ
ＢＮＡ細胞株（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７０）が挙げられる。細菌、真菌、酵母菌、及び哺乳
類細胞宿主とともに使用するのに適切なクローニングベクター及び発現ベクターは、Ｐｏ
ｕｗｅｌｓ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｖｅｃｔｏｒｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９８５）に記載
される。
【００７７】
　哺乳類細胞での発現は、天然型ＴＩＭＰ－３のものと非常によく似た高次構造のフォー
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ルディング及び適合を容易にするという点で、ＴＩＭＰ－３ポリペプチドの産生に利点を
提供することができる。数多くの哺乳類細胞発現系が、当該分野で既知である、及び／ま
たは市販されている；市販されている系として、例えば、Ｇｉｂｃｏ（登録商標）Ｆｒｅ
ｅｄｏｍ（登録商標）ＣＨＯ－Ｓ（登録商標）（チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）
由来懸濁培養液での組換えタンパク質のクローニング及び発現の全ての側面で容易に使用
できるよう設計された製品；ＰｒｏＢｉｏＧｅｎ、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
；Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）、ＧＳ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（
商標）（高収率で安定したｃＧＭＰ適合性哺乳類細胞株の発生を提供するように設計され
た形質移入系；Ｌｏｎｚａ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ、Ｓｌｏｕｇｈ、ＵＫ）、ＰＥＲ．Ｃ６
（登録商標）技術（組換えタンパク質の大規模産生を容易にするよう設計されたツールの
一揃い、単一の不死化ヒト細胞に由来する細胞の連続分化物一式を利用する；Ｃｒｕｃｅ
ｌｌ、Ｌｅｉｄｅｎ、Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）、または、ＣＡＰ及びＣＡＰ－
Ｔ（複合タンパク質の発現及び産生のための、ヒト細胞を利用した発現系；Ｃｅｖｅｃ、
Ｃｏｌｏｇｎｅ、Ｇｅｒｍａｎｙ）などの不死化羊膜細胞、が挙げられる。
【００７８】
　さらなる細胞発現系として、Ｓｅｌｅｘｉｓ　ＳＵＲＥｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｌａ
ｔｆｏｒｍ（商標）（様々な細胞株に適用して組換えタンパク質の産生用細胞株の発生を
容易にすることができる技術基盤；Ｓｅｌｅｘｉｓ　Ｉｎｃ．、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ
）；ＰｒｏＦｅｃｔｉｏｎ（登録商標）Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ（組換えタンパク質の産生のため細胞への高効率形質移入を提供する形
質移入系；Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｍａｄｉｓｏｎ　ＷＩ）；Ｅｘｐｉ２９３（商標）Ｅｘｐｒ
ｅｓｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（高密度哺乳類一過性タンパク質発現系、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）；及びＭａｘＣｙｔｅ（登録商
標）ＶＬＸ（商標）及びＳＴＸ（商標）Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ（抗体をはじめとする組換えタンパク質の産生用の規模拡大可能な形質
移入系；ＭａｘＣｙｔｅ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）などが挙げられる。当業者
なら、さらに、例えば、Ｗｉｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｃｅｌｌ　１９７９：７７７）
が最初に記載した技術、及び、例えば、カナダ国立研究機関のウェブサイトに記載のさら
なる技術など、他の発現系も思い当たる。
【００７９】
　様々な容器が、当該分野で、形質転換細胞の培養及び組換えタンパク質の産生に適して
いると既知である。こうした容器として、２４ディープウェルプレート、２５０ｍＬ及び
１Ｌの振盪フラスコ；ならびに種々のサイズの様々なバイオリアクター、例えば、２Ｌ、
５Ｌ、１０Ｌ、３０Ｌ、１００Ｌ、１０００Ｌ、１００００Ｌ、及びそれより大きいバイ
オリアクターが挙げられる。他にも細胞培養に適した容器が当該分野で既知であり、同じ
く本明細書中記載されるとおりに使用することができる。
【００８０】
　細胞培養培地配合は、当該分野で周知である；典型的には、培養培地は、細胞が最低限
の増殖及び／または生存のために必要とする、必須及び非必須アミノ酸、ビタミン、エネ
ルギー源、脂質、及び微量元素、ならびに緩衝液及び塩を提供する。培養培地はまた、増
殖及び／または生存を最低限の速度より向上させる補足成分も含有してよく、そのような
成分として、ホルモン及び／または他の増殖因子、特定のイオン（ナトリウム、塩素、カ
ルシウム、マグネシウム、及びリン酸イオンなど）、緩衝液、ビタミン、ヌクレオシドま
たはヌクレオチド、微量元素（無機化合物、通常は非常に低い最終濃度で存在する）、ア
ミノ酸、脂質、及び／またはグルコースもしくは他のエネルギー源が挙げられるが、これ
らに限定されない；本明細書中記載されるとおり、細胞周期阻害物質を、培養培地に加え
ることができる。ある特定の実施形態において、培地は、有利なことに、細胞の生存及び
増殖に最適なｐＨ及び塩濃度で配合される。ある特定の実施形態において、培地は、細胞
培養の開始後に加えられる流加培地である。ある特定の実施形態において、細胞培養培地
は、開始時の栄養液と細胞培養の開始後に加えられる任意の流加培地との混合物である。
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【００８１】
　限定培養培地をはじめとして様々な組織培養培地が市販されており、例えば、以下の細
胞培養培地のいずれか１つまたは組み合わせを使用することができる：特に、ＲＰＭＩ－
１６４０培地、ＲＰＭＩ－１６４１培地、ダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）、イ
ーグル最小必須培地、Ｆ－１２Ｋ培地、ハムＦ１２培地、イスコフ改変ダルベッコ培地、
マッコイ５Ａ培地、ライボビッツＬ－１５培地、及びＥＸ－ＣＥＬＬ（商標）３００シリ
ーズ（ＪＲＨ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｌｅｎｅｘａ、Ｋａｎｓａｓ）などの無血清培
地。こうした培地の無血清版もまた利用できる。細胞培養培地には、培養しようとする細
胞の必要条件及び／または所望の細胞培養パラメーターに応じて、アミノ酸、塩、糖、ビ
タミン、ホルモン、増殖因子、緩衝液、抗生物質、脂質、微量元素など、追加の成分を補
充したり、成分の濃度を高めたりしてもよい。
【００８２】
　形質転換細胞は、ポリペプチドの発現を促進する条件下で培養でき、ポリペプチドは従
来のタンパク質精製手順によって回収できる。そのような精製手順の１つとして、アフィ
ニティークロマトグラフィーならびに当分野で既知の他の方法の使用が挙げられる。哺乳
類の上清から親ＴＩＭＰ－３またはＴＩＭＰ－３ムテインを単離する１つの方法は、カル
ボキシ末端６×ヒスチジンタグと融合したＴＩＭＰ－３を６×ヒスチジン親和性Ｎｉ－セ
ファロース樹脂と組み合わせて利用することである（例えば、固定化金属アフィニティー
クロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）；一般的な手順は当該分野で既知であり、そのような手
順のための試薬及び例が、ＱＩＡＧＥＮ、Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、ＭＤ及びＧＥ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ、Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇ、ＰＡによって概説されている）。カチオン交換ク
ロマトグラフィー（例えば、ＳＰ－ＨＰセファロース（登録商標）、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ）を利用して、ＩＭＡＣ溶出後にＴＩＭＰ－３をさらに単離することができ、あ
るいは、代替的戦略としてＩＭＡＣを用いずに哺乳類の上清からＴＩＭＰ－３を捉えるこ
とができる（中性ｐＨで塩化ナトリウム勾配を用いると、ＴＩＭＰ－３及びそのムテイン
の溶出が起こる）。サイズ排除クロマトグラフィー（例えば、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００
（登録商標）、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ（移動相の例：１０ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４、
１．８ｍＭのＫＨ２ＰＯ４、１３７ｍＭのＮａＣｌ、２．７ｍＭのＫＣｌ））は、ＴＩＭ
Ｐ－３またはそのムテインをさらに単離するのに用いることのできる一般的な手段である
（ＩＭＡＣプロセスまたはイオン交換クロマトグラフィーと組み合わせて）。これらの方
法及び他の方法は当該分野で既知であり、例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ：　Ｈｉｇｈ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
，　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　Ｔｈｉｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　（２０１２，
　Ｊｏｈｎ　ＷＩｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ；　Ｈｏｂｏｋｅｎ，　ＮＪ）を参照。
【００８３】
　ポリペプチド（天然型ＴＩＭＰ－３またはＴＩＭＰ－３ムテインもしくは変異体）の量
は、細胞培養上清液、すなわち、馴化培地（ＣＭ）中の組換えＴＩＭＰ－３（天然型、変
異体、またはムテイン）の量の分析を可能にする任意の適切な定量的または半定量的方法
により測定することができる。適切な定量的または半定量的方法として、ウエスタンブロ
ット法及びクーマシー染色ＳＤＳ　ＰＡＧＥゲルが挙げられる。定量的測定として、ヒト
ＴＩＭＰ－３　ＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｄ　ＳｙｓｔｅｍｓＩｎｃ．、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ
、ＭＮ）などの酵素免疫測定、または抗体を介したＴＩＭＰ－３捕捉を用いるＦｏｒｔｅ
Ｂｉｏ　Ｏｃｔｅｔ（登録商標）（ＰａｌｌＦｏｒｔｅＢｉｏＣｏｒｐ、ＭｅｎｌｏＰａ
ｒｋ、ＣＡ）、または精製したＴＩＭＰ－３での直接ＵＶ（紫外線）吸光度（２８０ｎｍ
）測定の使用を挙げることができる。
【００８４】
　すなわち、ＴＩＭＰ－３中の特定の変異の効果は、作製された組換えムテイン量を、同
様な培養条件下で作製された天然タンパク質量と比較することにより評価することができ
る。ＴＩＭＰ－３ムテインまたは変異体は、天然型ＴＩＭＰ－３で観測されるレベルより
も１×、２×、３×、４×、５×、１０×、またはそれより高いレベルで発現することが
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できる。所望であれば、特定の形質転換または形質移入細胞株の比産生性を決定すること
により、様々な型のＴＩＭＰ－３について比産生性を比較することができる。比産生性、
すなわちｑＰは、１日あたり１細胞あたりの組換えタンパク質のピコグラム（ｐｇ／ｃ／
ｄ）で表され、培養物中の細胞を定量する当該分野で既知の方法及び組換えタンパク質を
定量する上記方法を適用することにより、容易に決定できる。
【００８５】
　ＴＩＭＰ－３ポリペプチドの使用
　ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテイン、または誘導体は、例えば、アッセイで
使用することができ、またはそれらは、ＴＩＭＰ－３活性のレベルがより高いことが望ま
れる任意の症状（すなわち、マトリクスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）及び／またはＴＩ
ＭＰ－３により阻害されるまたは阻害される可能性がある他のプロテイナーゼが原因また
は増悪役割を果たす症状）を治療するのに使用することができ、そのような症状として、
炎症性症状、変形性関節症、及び過剰なまたは不適切なＭＭＰ活性が生じている他の症状
（例えば、心筋虚血、再潅流傷害、脈管障害、新生内膜形成、及び慢性心不全（例えば、
うっ血性心不全）の進行最中）が挙げられるが、これらに限定されない。炎症性症状とし
て、喘息、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、及び特発性肺線維症（ＩＰＦ）、炎症性腸疾
患（例えば、潰瘍性大腸炎、クローン病、及びセリアック病）、乾癬、ウイルス性心筋炎
を含む心筋炎、粥状動脈硬化に関連した炎症、ならびにリウマチ様関節炎、乾癬性関節炎
などの関節炎症状が挙げられる。
【００８６】
　本明細書中記載されるＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテイン、または誘導体組
成物は、病原を修飾し、基質分解及び／または炎症を特徴とする疾患または症状、すなわ
ちメタロプロテイナーゼが有害な役割を果たす疾患または症状に対して有益な治療を提供
する。本組成物は、単独で使用しても、そのような症状を治療する１種または複数の作用
剤と併用してもよい。したがって、本ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテイン、ま
たは誘導体組成物は、過剰な基質減少（分解）がメタロプロテイナーゼ活性により引き起
こされている任意の障害の治療に有用である可能性がある。本発明のＴＩＭＰ－３変異体
、ムテイン、または誘導体組成物は、単独でも他の薬物と併用しても、コラゲナーゼ、ゼ
ラチナーゼ、アグリカナーゼ、または他の基質分解もしくは炎症促進酵素の過剰産生と関
連した様々な障害の治療に有用であり、そのような障害として、栄養障害型表皮水疱症、
変形性関節症、偽痛風、若年性リウマチ様関節炎をはじめとするリウマチ様関節炎、強直
性脊椎炎、強皮症、歯周病、角膜の、表皮の、または胃の潰瘍化を含む潰瘍化、術後創傷
治癒、及び再狭窄が挙げられる。過剰なコラーゲン及び／またはプロテオグリカン分解が
役割を果たしている可能性があり、したがってＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテ
イン、または誘導体組成物を適用可能である他の病態として、肺気腫、骨パジェット病、
骨粗鬆症、強皮症、褥瘡で起こるものなどの骨または組織の圧迫萎縮、真珠腫、及び異常
創傷治癒が挙げられる。直接または間接的に、ＴＩＭＰ－３量の低下またはメタロプロテ
アーゼ量の増加の結果であるさらなる症状（例えば、心筋虚血、再潅流傷害、うっ血性心
不全の進行最中のもの）もまた、本開示の組成物を、単独でまたはそのような症状を患っ
ている個体を治療するのに一般的に使用される他の薬物と併用して、治療することができ
る。本明細書中開示される組成物は、血管プラーク安定化に、及び血管新生内膜形成阻害
に有用である。ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテイン、または誘導体組成物は、
さらに、他の創傷治癒促進剤の補助剤として、例えば、治癒過程のコラーゲンの代謝回転
を促進するのに適用できる。
【００８７】
　多くのメタロプロテイナーゼは、炎症促進性活性も示す；したがって、さらなる実施形
態として、炎症及び／または自己免疫障害の治療法が挙げられ、障害としては、軟骨炎症
、及び／または骨分解、関節炎、リウマチ様関節炎、小関節型リウマチ様関節炎、多関節
型リウマチ様関節炎、全身型リウマチ様関節炎、強直性脊椎炎、腸炎性関節炎、反応性関
節炎、ＳＥＡ症候群（血清陰性、腱付着部症、関節症症候群）、皮膚筋炎、乾癬性関節炎
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、強皮症、全身性紅斑性狼瘡、血管炎、筋炎、多発性筋炎、皮膚筋炎、変形性関節症、結
節性多発性動脈炎、ウェゲナー肉芽腫症、動脈炎、リウマチ性多発筋痛症、類肉腫症、硬
化症、原発性胆汁性硬化症、硬化性胆管炎、シェーグレン症候群、乾癬、尋常性乾癬、滴
状乾癬、逆位乾癬、膿疱性乾癬、乾癬性紅皮症、皮膚炎、アトピー性皮膚炎、粥状動脈硬
化、狼瘡、スチル病、全身性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）、重症筋無力症、炎症性腸疾患、潰瘍
性大腸炎、クローン病、セリアック病（非熱帯性スプルー）、血清反応陰性関節症に関連
した腸疾患、顕微鏡的またはコラーゲン性大腸炎、好酸球性胃腸炎、または直腸結腸切除
術及び回腸肛門吻合術後に生じる嚢炎、膵炎、インシュリン依存性真性糖尿病、乳腺炎、
胆嚢炎、胆管炎、胆管周囲炎、多発性硬化症（ＭＳ）、喘息（外因性及び内因性喘息なら
びに気道の関連慢性炎症性症状、または反応性亢進を含む）、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰ
Ｄ。すなわち、慢性気管支炎、肺気腫）、急性呼吸障害症候群（ＡＲＤＳ）、呼吸促迫症
候群、嚢胞性線維症、肺高血圧症、肺血管狭窄、急性肺損傷、アレルギー性気管支肺アス
ペルギルス症、過敏性肺炎、好酸球性肺炎、気管支炎、アレルギー性気管支炎気管支拡張
症、結核、過敏性肺炎、職業性喘息、喘息様障害、サルコイド、反応性気道疾患（または
機能障害性）症候群、綿肺症、間質性肺疾患、好酸球増加症候群、鼻炎、副鼻腔炎、及び
肺寄生虫症、ウイルス誘導型症状に関連した気道過敏症（例えば、呼吸器多角体ウイルス
（ＲＳＶ）、パラインフルエンザウイルス（ＰＩＶ）、ライノウイルス（ＲＶ）、及びア
デノウイルス）、ギラン・バレー病、グレーブス病、アジソン病、レイノー現象、自己免
疫性肝炎、ＧＶＨＤなどが挙げられるが、これらに限定されない。ＴＩＭＰ－３ポリペプ
チド、変異体、ムテイン、または誘導体は、ＴＩＭＰ－３の相対レベルの低下（すなわち
、内因性ＴＩＭＰ－３対メタロプロテアーゼの比の低下、これはＴＩＭＰ－３量の低下の
結果であってもメタロプロテアーゼ量の増加の結果であってもよい）が病理効果と関連す
る場合、例えば、心筋虚血、再潅流傷害、及び慢性心不全の進行最中にも用途がある。
【００８８】
　ＴＩＭＰ－３が持つ、結合組織分解を阻害する能力に基づいて、ＴＩＭＰ－３ポリペプ
チド、変異体、ムテイン、または誘導体は、血管新生阻害が有用である場合、例えば、腫
瘍の発達の予防または抑制、及び寄生虫の侵入の予防に用途がある。例えば、腫瘍の浸潤
及び転移の分野では、ある特定の腫瘍の転移能は、コラゲナーゼを合成し分泌する能力の
向上に相関し、相当量のメタロプロテイナーゼ阻害物質を合成し分泌する能力のなさに相
関する。本開示のＴＩＭＰ－３タンパク質はまた、原発性腫瘍の除去中、化学療法及び放
射線療法中、汚染された骨髄の採取中、及びがん性腹水のシャント手術中、腫瘍細胞転移
を阻害するのにも治療用途がある。診断面では、腫瘍試料にＴＩＭＰ－３産生がないこと
とその転移能の相関関係が、予後指標として、並びに可能な予防治療のための指標として
、有用である。
【００８９】
　ＭＭＰはまた、血液脳関門（ＢＢＢ）を開けるための経路の一部として、脳の基底層及
び密着結合タンパク質に作用し、炎症の細胞及び可溶性メディエーターを脳に入りやすく
する。したがって、本発明の組成物及び方法は、ＢＢＢの過剰なまたは不適切な透過化を
特徴とする神経系障害の治療に有用である。さらに、ニューロン周囲の基質タンパク質の
分解は、接触の損失及び細胞死をもたらす可能性がある；したがって、開示されるＴＩＭ
Ｐ－３組成物は、神経細胞を取り囲む基底膜を保存することによって、神経細胞を損傷か
ら保護する場合がある。本発明のＴＩＭＰ－３組成物は、損傷、例えば、脳虚血、または
外傷性脳損傷に対する神経炎症性反応の治療または寛解に有用である。本明細書中開示さ
れる組成物はまた、炎症が、疾患、例えば、多発性硬化症の根本原因である神経変性疾患
の治療においても、ならびに、種々の形式のニューロパチー及び／またはミオパチー、脊
椎損傷、及び筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）の治療においても有用となるだろう。したが
って、本発明の組成物の使用は、ＢＤＮＦ、ＮＴ－３、ＮＧＦ、ＣＮＴＦ、ＮＤＦ、ＳＣ
Ｆ、または他の神経細胞の成長もしくは増殖調節因子との同時投与が関与してもよい。ま
たは、本発明の組成物及び方法は、結合組織破壊の局所的阻害が組織の外観を変化させる
可能性があるという点で美容目的にも適用可能である。
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【００９０】
　ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテイン、または誘導体は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの
手順に使用されるか、ｉｎ　ｖｉｖｏで投与されて、内因性ＴＩＭＰ－３活性を増大させ
及び／またはＴＩＭＰ－３誘導型生物活性を向上させてもよい。本発明のＴＩＭＰ－３ポ
リペプチド、変異体、ムテイン、または誘導体は、内因性ＴＩＭＰ－３が下方制御されて
いるまたは低レベルで存在する状況下、ｉｎ　ｖｉｖｏで使用されてもよい。すなわち、
ＴＩＭＰ－３により阻害可能なプロテイナーゼにより引き起こされるまたは悪化する（直
接または間接的に）障害が治療可能であり、それらの例は、本明細書中に提示される。１
つの実施形態において、本発明は、治療方法を提供し、本方法は、ＴＩＭＰ－３ポリペプ
チド、変異体、ムテイン、または誘導体、あるいはＴＩＭＰ３ポリペプチド、変異体、ム
テイン、または誘導体をコードする核酸（例えば、ウイルスベクター（例えば、アデノウ
イルス、レトロウイルス、またはアデノ随伴ウイルスベクター）などの発現ベクターに存
在させて）を、そのような治療を必要としている哺乳類に、ＴＩＭＰ－３誘導型生物活性
を向上させるのに有効な量でｉｎ　ｖｉｖｏで投与することを含む。別の実施形態におい
て、本発明は、治療方法を提供し、本方法は、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテ
イン、または誘導体を、そのような治療を必要としている哺乳類に、ＴＩＭＰ－３の内因
性レベルを上昇させるのに有効な量でｉｎ　ｖｉｖｏで投与することを含む。
【００９１】
　例えば、本発明は、障害、例えば上記の障害の任意の１種などを治療する方法を提供し
、本方法は、そのような治療を必要としている対象に、その障害を治療するのに有効な量
のＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体を投与することを含む。本発明はさらに
、障害、例えば上記の障害の任意の１種などの治療における、本明細書中開示されるＴＩ
ＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体の使用、ならびに障害の治療用医薬の製造にお
けるＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体の使用を提供する。当然のことながら
、「ｔｒｅａｔｉｎｇ」及び「ｔｒｅａｔｍｅｎｔ」は、障害に関連する症候の重篤度及
び／または発生における任意の減少を示す。障害またはそれに関連する症候に対する保護
度合い、またはそれらの寛解は、どの程度であっても、対象、例えばヒト患者にとって有
益なものである。
【００９２】
　本発明に含まれるのは、心臓細胞外基質（ＥＣＭ）分解及び／または有害リモデリング
を阻害する方法であり、これには任意選択で心筋梗塞（例えば、急性心筋梗塞）が関連す
る。本方法は、そのような方法を必要としている対象に、ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン
、または誘導体を治療上有効量で投与し、それによりＥＣＭ分解及び／または有害リモデ
リングを阻害することを含む。本発明の文脈において、完全阻害は必要ではない；ＥＣＭ
分解及び／または有害な心臓リモデリングにおける任意の度合いの減少が企図されている
。ＥＣＭ恒常性は、梗塞後数時間で破壊され、ＥＣＭ不安定性及び有害な心臓リモデリン
グを引き起こす。有害な心臓リモデリングは、心臓の構造的及び機能的変化、例えば心室
壁厚減少、左心室拡大（ＬＶ　ＥＤＶ上昇）、収縮期及び拡張期機能障害（％駆出率（Ｅ
Ｆ）低下）、梗塞拡大、そして最終的には心不全をもたらす。ＥＣＭ恒常性の維持（全体
でまたは部分的に）は、組織損傷の重篤度を低下させ、心機能を改善する。したがって、
１つの態様において本方法は、対象に心筋梗塞（または本明細書中記載される障害のいず
れか）の危険性があると診断された後できるだけ速やかに、または心筋梗塞が検出された
後できるだけ速やかに行われる。例えば、少なくとも１つの実施形態において、ＴＩＭＰ
－３変異体、ムテイン、または誘導体は、心筋梗塞の１、２、３、４、５、６、７、８、
１２、または２４時間以内に投与される。任意選択で、ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、
または誘導体の投与は、心筋梗塞後の駆出率に少なくとも３％、少なくとも５％、少なく
とも１０％、または少なくとも１５％の改善（ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘
導体を投与されなかった対象のＥＦと比較して）をもたらし、及び／または心拍出量の改
善、及び／または左心室壁厚減少の縮小、及び／または収縮終期容積もしくは拡張終期容
積の増加もしくは維持をもたらす。
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【００９３】
　別の態様において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｖｏ半減期が向上したＴＩＭＰ－３ポリペプ
チド、変異体、ムテイン、または誘導体を提供する。１つの実施形態において、ＴＩＭＰ
－３ムテインの半減期は、天然型ＴＩＭＰ－３のものの少なくとも２倍である；別の実施
形態において、半減期は、天然型ＴＩＭＰ－３のものの少なくとも３倍、４倍、５倍、６
倍、８倍、または１０倍以上である。これの代わりにまたはこれに加えて、ＴＩＭＰ－３
変異体、ムテイン、または誘導体は、天然型ＴＩＭＰ－３（例えば、配列番号２または配
列番号２の第１－１４４番アミノ酸）よりも少なくとも０．５時間長い、少なくとも１時
間長い、少なくとも１．５時間長い、少なくとも２時間長い、少なくとも３時間長い、少
なくとも６時間長い、少なくとも８時間長い、少なくとも１０時間長い、少なくとも１２
時間長い、または少なくとも２４時間長い半減期を有する。１つの実施形態において、半
減期は非ヒト哺乳類で決定される；別の実施形態において、半減期は、ヒト対象で決定さ
れる。様々な実施形態において、ＴＩＭＰ－３ムテイン、変異体、または誘導体は、少な
くとも２時間、少なくとも３時間、少なくとも４時間、少なくとも５時間、またはそれ以
上、例えば、最長２４時間、最長１８時間、最長１３時間、または最長１２時間の半減期
を有する。さらなる実施形態は、ｉｎ　ｖｉｖｏで（例えば、ヒト対象に投与した場合に
）少なくとも１日間の半減期を有するＴＩＭＰ－３ムテインまたは変異体を提供する。１
つの実施形態において、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテイン、または誘導体は
、少なくとも３日間の半減期を有する。別の実施形態において、ＴＩＭＰ－３ポリペプチ
ド、変異体、ムテイン、または誘導体は、４日間以上、または５日間以上の半減期を有す
る。別の実施形態において、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテイン、または誘導
体は、８日間以上の半減期を有する。全身半減期を測定することもできるし（例えば、血
漿で）、局所的な、ｉｎ　ｓｉｔｕ半減期を測定することもできる（例えば、心臓組織で
、または局所投与部位に隣接する組織で）。
【００９４】
　別の実施形態において、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、またはムテインは、誘導
体化されていないまたは修飾されていないＴＩＭＰ－３結合タンパク質と比較した場合に
その半減期が長くなっているように、誘導体化または修飾される。誘導体化ポリペプチド
は、ポリペプチドに所望の性質、例えば特定用途で長くなった半減期を付与する任意の分
子または物質を含むことができる。誘導体化ポリペプチドは、例えば、検出可能な（また
は標識）部分（例えば、放射性、比色用、抗原性、もしくは酵素的分子、検出可能なビー
ズ（磁気ビーズまたは電子密度の高い（例えば、金）ビーズなど）、または別の分子と結
合する分子（例えば、ビオチンもしくはストレプトアビジン）など）、治療用もしくは診
断用部分（例えば、放射性、細胞障害性、もしくは薬学的に活性な部分）、または特定用
途（例えば、ヒト対象などの対象への投与、または他のｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ用途）に対するポリペプチドの適正性を向上させる分子を含むことができる。
【００９５】
　そのような例の１つにおいて、ポリペプチドは、関節軟骨組織と特異的に結合するリガ
ンドを用いて、例えば、ＷＯ２００８０６３２９１及び／またはＲｏｔｈｅｎｆｌｕｈ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　７：２４８　（２００８）に開示
されるとおりに誘導体化される。ポリペプチドの誘導体化に使用可能な分子の例として、
アルブミン（例えば、ヒト血清アルブミン）及びポリエチレングリコール（ＰＥＧ）が挙
げられる。ポリペプチドのアルブミン結合誘導体及びＰＥＧ化誘導体は、当該分野で周知
の技法を用いて調製することができる。１つの実施形態において、ポリペプチドは、トラ
ンスサイレチン（ＴＴＲ）またはＴＴＲ変異体と結合しているか、いずれにしろ連結して
いる。ＴＴＲまたはＴＴＲ変異体は、例えば、以下からなる群より選択される化学物質で
、化学修飾することができる：デキストラン、ポリ（ｎ－ビニルピロリドン）、ポリエチ
レングリコール、プロプロピレングリコール共重合体、ポリプロピレンオキシド／エチレ
ンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール、及びポリビニルアルコール（米国
特許出願第２００３０１９５１５４号）。
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【００９６】
　組成物
　本発明は、有効量の本発明のポリペプチド産物（すなわち、ＴＩＭＰ－３ポリペプチド
、変異体、ムテイン、または誘導体）を、ＴＩＭＰ－３療法（すなわち、ＴＩＭＰ－３内
因性レベルの上昇または内因性ＴＩＭＰ－３の活性の向上が有用な症状）に有用な薬学上
許容される希釈剤、保存剤、可溶化剤、乳化剤、アジュバント、及び／またはキャリアと
ともに含む医薬組成物を含む。そのような組成物は、様々な緩衝剤含有量（例えば、トリ
スＨＣｌ、酢酸化合物、リン酸化合物）、ｐＨ、及びイオン強度の希釈剤；添加剤、例え
ば界面活性剤及び可溶化剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ８０、ポリソルベート８０）、抗酸化剤
（例えば、アスコルビン酸、メタ重亜硫酸ナトリウム）、保存剤（例えば、チメロサール
、ベンジルアルコール）、ならびに増量物質（例えば、ラクトース、マンニトール）など
；重合体の共有結合付加物、例えばポリエチレングリコールがタンパク質に付加したもの
（上記のとおり、例えば、米国特許第４，１７９，３３７号を参照、これは本明細書によ
り参照として援用される）；材料を、ポリ乳酸、ポリグリコール酸などの重合体化合物の
粒子状製剤に、またはリポソームに組み込んだものを含む。そのような組成物は、ＴＩＭ
Ｐ－３結合タンパク質の物理的状態、安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏ放出速度、及びｉｎ　ｖｉ
ｖｏ排出速度に影響を及ぼすだろう。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　１８ｔｈ　Ｅｄ．　（１９９０，　Ｍａｃｋ　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　ＰＡ　１８０４２）　ｐａｇｅｓ　１
４３５－１７１２を参照、これは本明細書中参照として援用される。
【００９７】
　一般に、本発明のポリペプチドの有効量は、レシピエントの年齢、体重、状態、または
疾患の重症度によって決めることになる。前出のＲｅｍｉｎｇｔｏｎｓ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、６９７～７７３ページを参照、これは本明細書中参
照として援用される。典型的には、約０．００１ｇ／体重１ｋｇ～約１ｇ／体重１ｋｇ（
または１ｍｇ～１０００ｍｇ）の投薬量を用いてもよく、しかし、当該分野の医師には当
然ながら、それより多くても少なくてもよい。外用使用または関節内使用など、局所的（
即ち、非全身的）使用の場合、投薬は約０．００１ｇ／ｃｍ２～約１ｇ／ｃｍ２であって
もよい。ＥＣＭ分解及び／または有害な心臓組織リモデリングを減少または阻害するとい
う文脈では、心筋への直接注射（または単回投与で構成される注射が一連のものとして行
われる）は、任意選択で、ＴＩＭＰ－３ポリペプチドを１ｍｇ～５０ｍｇ（例えば、３ｍ
ｇ～４０ｍｇ、５ｍｇ～３０ｍｇ、または１０ｍｇ～２５ｍｇ）含む。投薬は、１日に１
回または複数回でも、それより少ない頻度でもよく、本明細書中記載されるとおりの他の
組成物と併用してもよい。ＴＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体の投与は、必要
に応じて、１週間に１、２、３、４、５、６、または７日行われてもよい。あるいは、Ｔ
ＩＭＰ－３変異体、ムテイン、または誘導体は、１週間に１度、２週間に１度、３週間に
１度、または４週間に１度（月に１度）投与される。様々な実施形態において、治療レジ
メンは、ＴＩＭＰ－３ポリペプチドの単回投与を含む；例えば、心筋梗塞後またはその最
中の治療介入は、心臓への直接単回投与を含んでもよく、これは任意選択で手術中に行わ
れる。なお、本発明は、本明細書中記載される投薬量に限定されない。
【００９８】
　関連分野では当然のことながら、本発明の分子を含む医薬組成物は、適応症に対して適
切な様式で対象に投与される。医薬組成物は、適した技法であればどのような技法で投与
されもよく、そのような技法として、非経口技法、外用技法、局所技法、または吸入によ
る技法が挙げられるが、これらに限定されない。注射する場合、医薬組成物は、例えば、
静脈内、筋肉内、病巣内、腹腔内、または皮下経路を介して、ボーラス注射により、また
は持続点滴で投与することができる。
【００９９】
　経皮送達及び移植片またはパッチからの徐放であるような局在化投与、例えば、疾患ま
たは損傷の部位での局在化投与が企図されている。他の代替形態として、点眼剤；丸剤、
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シロップ剤、ロゼンジ剤、またはチューインガムをはじめとする経口製剤；ならびにロー
ション剤、ゲル剤、噴霧剤、及び軟膏などの外用製剤が挙げられる。例えば、関節または
筋骨格系への局在化投与として、関節周囲投与、関節内投与、嚢内投与、軟骨内投与、滑
液内投与、及び腱内投与が挙げられる。呼吸器系への投与として、肺内送達、胸膜内送達
、肺内送達、気管内送達、副鼻腔内（ｉｎｔｒａｓｉｎａｌ）送達、及び気管支内送達が
挙げられ、呼吸器系への投与は、例えば、インヘラーまたはネブライザーにより促進する
ことができる。くも膜下腔内送達ならびに脳及び／または神経系への組成物の導入に有用
な他の方法もまた、本明細書中企図されており、例えば、硬膜外投与、硬膜内投与、また
は硬膜周囲投与、ならびに神経周囲投与、仙骨内投与、脳内投与、大槽内投与、及び脊髄
内投与がある。
【０１００】
　局所的投与のさらなる例として、手術または他の医療手技と併用しての組織送達が挙げ
られる。例えば、本発明の医薬組成物は、心臓症候を治療するもしくは寛解させるために
行われている手術中に、または心臓カテーテル導入（例えば、経皮的冠動脈形成術または
血管形成術）などの手技中に、心臓組織へ投与することができる。送達は、例えば、冠内
経路、心臓内経路、心筋内経路、心外膜経路、及び／または経心内膜経路を介したもので
もよく、心臓の注射対象領域の心内膜血管造影または電気機械的地図により、あるいは核
磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）などの他の技法を使用することにより、誘導されてもよい。組
成物はまた、心臓パッチ、冠内カテーテルへの封入を介して、あるいはステントまたは心
臓症状に有用な他の装置のコーティングに封入して送達することもできる。適切な送達装
置の例は、２０１４年８月１５日出願の米国特許仮出願第６２／０３７，７４３号に記載
されており、これはそのまま全体が本明細書により参照として援用される。
【０１０１】
　点眼剤の他、目に本発明の組成物を送達するために、軟膏、クリーム剤、またはゲル剤
を使用することも企図されている。目の内部への直接投与は、眼周囲、結膜、角膜内、結
膜下、テノン嚢下（ｓｕｂｔｅｎｏｎｓ）、眼球後、眼内、及び／または硝子体内注射ま
たは投与により達成されてもよい。これらの技法及び他の技法は、例えば、Ｇｉｂａｌｄ
ｉ’ｓ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｃａｒｅ　（２００７、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ
ｅ－Ｓｙｔｅｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉｓｔｓ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ）に説明されている
。
【０１０２】
　細胞外基質と組織の動的平衡を維持する目的で、複数の作用剤が協調して作用する。そ
のような平衡が崩れた状態の治療では、１種または複数の他の作用剤を、本発明のポリペ
プチドと併用してもよい。こうした他の作用剤は、同時投与されても順次投与されても、
それらを組み合わせて投与されてもよい。一般に、こうした他の作用剤は、メタロプロテ
イナーゼ、セリンプロテアーゼ、基質分解酵素の阻害物質、細胞内酵素、細胞接着修飾物
質、ならびに細胞外基質分解プロテイナーゼの発現を制御する因子及びそれらの阻害物質
からなるリストより選択してもよい。以下に具体例を列挙するものの、当業者なら、列挙
されるのとは他の作用剤、または列挙される作用剤の他の形（組換えＤＮＡ技法を介して
合成されるもの、ならびに類似体及び誘導体など）をはじめとして、同等な機能を発揮す
る他の作用剤がわかるだろう。
【０１０３】
　細胞外基質分解の防止を向上させるまたはより特異的にすることが望まれる場合には、
他の分解阻害物質も使用してもよい。阻害物質は、アルファ２マクログロブリン、妊娠関
連タンパク質、オボスタチン、アルファ１－プロテイナーゼ阻害物質、アルファ２－抗プ
ラスミン因子、アプロチニン、プロテアーゼネキシン－１、プラスミノーゲン活性化因子
阻害物質（ＰＡＩ）－１、ＰＡＩ－２、ＴＩＭＰ－１、ＴＩＭＰ－２、及びＴＩＭＰ－４
からなる群より選択されてもよい。当業者には当然のことながら、他のものも使用してよ
い。
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【０１０４】
　細胞内酵素も、本発明のポリペプチドと併用してよい。細胞内酵素も、細胞外基質分解
に影響を及ぼす可能性があり、そのような酵素として、リソソーム（ｌｙｓｏｚｏｍａｌ
）酵素、グリコシダーゼ、及びカテプシンが挙げられる。
【０１０５】
　細胞接着修飾物質も、本発明のポリペプチドと併用してよい。例えば、本発明のポリペ
プチドを使用して細胞外基質の分解を阻害する前、最中、または後に、細胞外基質への細
胞接着を調節したい場合もあるだろう。細胞外基質への細胞接着を示した細胞として、破
骨細胞、マクロファージ、好中球、好酸球、キラーＴ細胞、及び肥満細胞が挙げられる。
細胞接着修飾物質として、「ＲＧＤ」モチーフまたは類似体を有するペプチド、あるいは
模倣アンタゴニストまたはアゴニストが挙げられる。
【０１０６】
　細胞外基質分解プロテイナーゼの発現を調節する因子及びそれらの阻害物質として、サ
イトカイン、例えば、ＩＬ－１及びＴＮＦ－アルファ、ＴＧＦ－ベータ、糖質コルチコイ
ド、及びレチノイドが挙げられる。細胞増殖及び／または分化に影響を及ぼす他の増殖因
子も使用してよいが、それは、所望の効果が、本発明のポリペプチドを使用して細胞外基
質の分解を阻害することであり、増殖因子の細胞作用がそれに協働する場合にである。例
えば、炎症の際、細胞外基質の維持（酵素活性の阻害を介して）を望みつつも、好中球の
産生を望む場合があるだろう；そのような場合、Ｇ－ＣＳＦを投与してもよい。他の因子
として、エリスロポエチン、インターロイキンファミリーメンバー、ＳＣＦ、Ｍ－ＣＳＦ
、ＩＧＦ－Ｉ、ＩＧＦ－ＩＩ、ＥＧＦ、ＦＧＦファミリーメンバー、例えばＫＧＦ、ＰＤ
ＧＦ、及び他のものが挙げられる。インターフェロン、例えばインターフェロンアルファ
、ベータ、ガンマ、またはコンセンサスインターフェロンなどの活性を追加で望む場合も
あるだろう。細胞内作用剤として、Ｇタンパク質、タンパク質キナーゼＣ、及びイノシト
ールホスファターゼが挙げられる。本発明のポリペプチドの使用は、炎症治療に関与する
１種または複数の作用剤とともに治療効果を提供する場合がある。
【０１０７】
　細胞輸送剤も使用してよい。例えば、炎症は、細胞外基質の分解、及び細胞の損傷部位
への移動または輸送が関与する。細胞外基質の分解の防止は、そのような細胞輸送を防止
する場合がある。したがって、本発明のポリペプチドを、細胞輸送修飾剤のアゴニストま
たはアンタゴニストと併用することは、炎症の治療に望ましい場合がある。細胞輸送修飾
剤は、内皮細胞表面受容体（Ｅ－セレクチン及びインテグリンなど）；白血球表面受容体
（Ｌ－セレクチン）；ケモカイン、及び化学誘引物質からなるリストより選択してもよい
。炎症に関与する組成物の総説については、Ｃａｒｌｏｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．　Ｒｅｖ．　１１４：　５－２８　（１９９０）を参照、これは本明細書中参照に
より援用される。
【０１０８】
　さらに、組成物は、ｎｅｕ分化因子「ＮＤＦ」を含んでもよく、治療方法は、ＴＩＭＰ
－３の投与前、投与と同時に、または投与後にＮＤＦの投与を含んでもよい。ＮＤＦは、
ＴＩＭＰ－２の産生を刺激することがわかっており、ＮＤＦ、ＴＩＭＰ－１、－２及び／
または－３の組み合わせは、腫瘍の治療に利益をもたらす場合がある。
【０１０９】
　本発明のポリペプチドは、検出可能なマーカー物質（例えば、１２５Ｉでの放射標識化
、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ（登録商標）［ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇｒ
ａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ　ＮＹ］などのフルオロフォアでの標識）またはＩＲ色素［ＤｙＬ
ｉｇｈｔ　８００　ＮＨＳ　ｅｓｔｅｒ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ］との会
合により「標識」されて、それにより固体組織及び液体試料、例えば血液または尿などの
中のＴＩＭＰ－３の検出及び定量に有用な試薬を提供してもよい。本発明の核酸産物もま
た、検出可能なマーカー（放射標識、及びビオチンなどの非同位体標識など）で標識され
てもよく、例えば、ハイブリダイゼーションプロセスに使用して関連遺伝子を同定しても
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よい。
【０１１０】
　上記のとおり、本発明のＴＩＭＰ－３ポリペプチド、変異体、ムテイン、または誘導体
組成物は、様々な障害に、幅広い用途を有する。すなわち、本明細書中企図されている別
の実施形態は、本発明の組成物、及び任意選択で、細胞外基質の分解が関与する障害の治
療用の上記のさらなる組成物の１種または複数を含むキットである。さらなる実施形態は
、包装材料及びその包装材料の中にある医薬品を含む製品であり、この医薬品は、本発明
のポリペプチド、変異体、ムテイン、または誘導体を含有し、この包装材料は、ＴＩＭＰ
－３について治療での使用を表示するラベルを含む。いくつかの態様において、製品は、
ＴＩＭＰ－３ポリペプチド（複数可）、変異体（複数可）、ムテイン（複数可）、または
誘導体（複数可）を、所望の量（例えば、１～１０００ｍｇ、１～１００ｍｇ、１～５０
ｍｇ、または本明細書中開示される他の量のいずれか）で含む。１つの実施形態において
、医薬品は、以下からなる群より選択される適応症に対して使用されてもよい：癌、炎症
、関節炎（変形性関節症などを含む）、栄養障害型表皮水疱症、歯周病、潰瘍化、肺気腫
、骨障害、強皮症、創傷治癒、赤血球欠乏、美容組織再構築、受精または胚着床調節、及
び神経細胞障害。この製品は、任意選択で、他の組成物または他の組成物のラベル説明を
含んでもよい。
【０１１１】
　以下の実施例は、本発明の具体的な実施形態または特長を例示する目的で提供されるも
のであり、本発明の範囲を制限するものではない。
【実施例】
【０１１２】
　実施例１
　この実施例は、ＴＩＭＰ－３での１つまたは複数の変異が、哺乳類発現系での発現にお
いて、効果を有する場合にその効果を決定する方法を記載する。この実施例は、一般的な
ベクター及び宿主細胞系について記載するものであるが、多数のベクター及び宿主細胞系
が、当該分野で既知であり、本明細書中記載されており、ＴＩＭＰ－３配列での特定の変
異が組換えタンパク質の発現において効果を有する場合にその効果を決定するのに適して
いる。
【０１１３】
　概して述べると、ＴＩＭＰ－３をコードするＤＮＡを、通常条件下、発現ベクターに連
結し（すなわち、ＴＩＭＰ－３をコードするＤＮＡを、発現可能なように、ベクターの他
の配列に動作可能に連結する）、適切な哺乳類細胞をこのベクターで形質転換または形質
移入する。形質転換または形質移入細胞を、適切な条件下で培養し、組換えタンパク質を
発現させて、その量を、定量的／半定量的いずれかで、例えば、ウエスタンブロット法ま
たはＳＤＳ＝ＰＡＧＥにより、あるいはＥＬＳＡ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅ
ａｐｏｌｉｓ　ＭＮ）またはＦｏｒｔｅＢｉｏ　Ｏｃｔｅｔ（登録商標）（Ｐａｌｌ　Ｆ
ｏｒｔｅＢｉｏ　Ｃｏｒｐ、Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ、ＣＡ）などのアッセイを利用してよ
り定量的に評価する。このようにして、哺乳類細胞が持つＴＩＭＰ－３タンパク質、ムテ
イン、または変異体を発現する能力に対する様々な変異の効果を決定することができる。
【０１１４】
　ＴＩＭＰ－３ポリペプチドにＮ結合型グリコシル化部位が導入されるように、または天
然のグリコシル化部位が増強されるように、１つまたは複数の変異を起こさせるのであれ
ば、グリコシル化の存在及び／または度合いを評価することが望ましい場合がある。細胞
を、上記のとおり形質転換または形質移入し、半定量的測定方法（例えば、ウエスタンブ
ロット法）を用いて、Ｎ結合型グリコシル化の組み込みが成功しなかったか、部分的に組
み込まれたか、それとも十分組み込まれたかを決定することができる。
【０１１５】
　実施例２：
　この実施例は、ＴＩＭＰ－３での１つまたは複数の変異が、ヘパリン非依存性の上昇を
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もたらすかどうかを決定するのに使用される方法を記載する。細胞を、形質転換または形
質移入し、ヘパリン存在下または不在下で培養する。ヘパリンを様々な量で加えて、ヘパ
リン依存性の程度を半定量的にわかるようにすることができる。ついで、様々な条件下で
発現するＴＩＭＰ－３タンパク質、ムテイン、または変異体の量を測定し、比較すること
によって、細胞外基質からＴＩＭＰ－３タンパク質、ムテイン、または変異体を放出する
のにヘパリンを必要とするかどうか、または必要とされるヘパリンの量が減少するかどう
かに対して、特定の変異が何かしら効果を有するかどうかを決定する。
【０１１６】
　上記の方法を使用して、様々なＴＩＭＰ－３ムテインのヘパリン依存性を求めた。ＣＨ
ＯＫ１細胞を、ＴＩＭＰ－３またはＴＩＭＰ－３ムテインを産生するように安定的に形質
移入した（ピューロマイシンで選択した）。細胞生存度が９０％超に到達したら、細胞を
産生培地に播種して、ヘパリン存在下または不在下で（上限５００μｇ／ｍＬまで）６日
間培養した。ＴＩＭＰ－３タンパク質の量を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（４～２０％のトリス－
グリシン；非還元＋ヨードアセトアミド）で測定した。代表的なデータを、図１～３に示
す。
【０１１７】
　ヘパリン不在下では、Ｆｃと融合したＴＩＭＰ－３断片を含む融合タンパク質の発現は
、培養培地で検出されなかった。図１、レーン５。培養培地に補充されるヘパリンの量が
増えるにつれて、培養培地で検出される融合タンパク質もそれに応じて増加した。図１、
レーン６～９。
【０１１８】
　グリコシル化部位の導入は、ＴＩＭＰ－３ムテインのヘパリン依存性に影響を及ぼした
。Ｆｃと融合したＴＩＭＰ－３変異体［Ｈ７８Ｎ／Ｑ８０Ｔ／Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ／Ｄ１
１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ／Ｒ１３８Ｔ］及び［Ｋ４５Ｎ／Ｖ４７Ｔ／Ｋ９４Ｎ／Ｅ９６Ｔ／Ｄ
１１０Ｎ／Ｋ１１２Ｔ／Ｇ１７３Ｔ］を、ヘパリン不在下でＣＨＯＫ１細胞において産生
させた。ＴＩＭＰ－３ムテインの発現は、インキュベーションから６日後に検出され、こ
れは、ヘパリンに対する依存性が低下したことを示す。図２を図１と比較のこと。ｍｇ／
ｍＬ（ＦｏｒｔｅＢｉｏタンパク質Ａ）で見積もった発現を、表１に記載する。
【０１１９】
【表１】

【０１２０】
　ヘパリン依存性は、融合パートナーの選択によっても影響される。Ｆｃ融合とは異なり
、天然型ＴＩＭＰ－３断片（ＡＡ１－１４４）とヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）の融合は
、ヘパリン依存性を低下させた。図３は、Ｎ－ＴＩＭＰ－３－ＨＳＡ融合体の強固な発現
を示す。同様に、ＴＩＭＰ－３変異体［Ｆ５７Ｎ／Ｋ４５Ｓ］とＨＳＡの融合は、ヘパリ
ン不在下でタンパク質の強い発現をもたらし、一方Ｆｃとの融合（ＨＳＡの代わりに）は
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、ヘパリン依存性を抑制しなかった。
【０１２１】
　この実施例は、本明細書中記載されるＴＩＭＰ－３ムテインが、培養培地での産生に関
して、ヘパリン依存性の低下を示すことを実証する。
【０１２２】
　実施例３：
　この実施例は、蛍光定量方法を用いてＭＭＰ活性を測定するＭＭＰ阻害アッセイを記載
する；他の方法も当該分野で既知である。例えば、消光されたＭＭＰサブタイプ５－ＦＡ
Ｍ／ＱＸＬ５２０蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）ペプチド基質を、活性化ＭＭＰサ
ブタイプまたはサブタイプ特異的触媒領域によって切断すると、蛍光シグナルが増加する
。多数の様々なＭＭＰに対するＦＲＥＴペプチドが、例えば、Ａｎａｓｐｅｃ（Ｆｒｅｍ
ｏｎｔ、ＣＡ）またはＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）から入
手できる。ＴＩＭＰ－３タンパク質は、本明細書中使用される場合、天然型ＴＩＭＰ－３
、あるいはＴＩＭＰ－３ムテイン、変異体、または誘導体、いずれであってもよい；試験
対象のタンパク質は試験分子と称する。
【０１２３】
　ＭＭＰ２活性アッセイについては、ヒトプロＭＭＰ２（Ａｎａｓｐｅｃ、Ｆｒｅｍｏｎ
ｔ、ＣＡ）を、１ｍＭの酢酸４－アミノフェニル水銀（ＡＰＭＡ、Ａｎａｓｐｅｃ、Ｆｒ
ｅｍｏｎｔ、ＣＡ）を用いて３７℃で１時間活性化し、それから、黒色３８４ウェルＯｐ
ｔｉｐｌａｔｅ（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）にて、３７℃で、種
々の濃度の試験分子に対して、納入業者から提供されたアッセイ緩衝液中で、ＭＭＰ２感
応性５－ＦＡＭ／ＱＸＬ　５２０　ＦＲＥＴペプチドとともにインキュベートする。２時
間インキュベーション後、反応プレートからの蛍光シグナルをＥｎＶｉｓｉｏｎマルチラ
ベルマイクロプレートリーダー（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）にて
、励起（４９０ｎｍ）及び発光（５２０ｎｍ）で測定する。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓ
ｍ　５．０（ＧｒａｐｈＰａｄ、ＳａｎＤｉｅｇｏ、ＣＡ）で、相対蛍光単位（ＲＦＵ）
のデータを試験した試験分子濃度に対してプロットして、半最大抑制定数（ＩＣ５０）を
推定する。
【０１２４】
　ＭＭＰ９活性測定については、ヒトＭＭＰ９の触媒領域（Ａｎａｓｐｅｃ、Ｆｒｅｍｏ
ｎｔ、ＣＡ）を、黒色３８４ウェルＯｐｔｉｐｌａｔｅ（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ、Ｗａ
ｌｔｈａｍ、ＭＡ）にて、３７℃で、ＭＭＰ９感応性５－ＦＡＭ／ＱＸＬ　５２０　ＦＲ
ＥＴペプチド及び種々の濃度の試験分子とともにインキュベートする。２時間インキュベ
ーション後、蛍光シグナルを、ＥｎＶｉｓｉｏｎマルチラベルマイクロプレートリーダー
（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）にて、励起（４９０ｎｍ）及び発光
（５２０ｎｍ）で測定する。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　５．０（ＧｒａｐｈＰａｄ
、ＳａｎＤｉｅｇｏ、ＣＡ）で、相対蛍光単位（ＲＦＵ）のデータを試験した試験分子濃
度に対してプロットして、半最大抑制定数（ＩＣ５０）を推定する。
【０１２５】
　ＭＭＰ１３活性については、試験分子をアッセイ緩衝液（２０ｍＭのトリス、１０ｍＭ
のＣａＣｌ２、１０ｕＭのＺｎＣｌ２、０．０１％のＢｒｉｊ３５（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅ
ｍ／ＥＭＤ、ＳａｎＤｉｅｇｏ、ＣＡ）、ｐＨ７．５）中滴定し、黒色ポリスチレン９６
または３８４ウェルアッセイプレート（Ｇｒｉｅｎｅｒ　Ｂｉｏ－Ｏｎｅ、Ｇｅｒｍａｎ
ｙ）に添加する。活性ＭＭＰ１３（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ／ＥＭＤ）をアッセイ緩衝液に
希釈し、試験分子滴定液に加え、最終体積５０マイクロＬにて室温で１０分間インキュベ
ートする。あるいは、プロＭＭＰ－１３（Ｒ　＆　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐ
ｏｌｉｓ、ＭＮ）を、ＡＰＭＡを用いて３７℃で２時間活性化し、アッセイに使用する。
Ｍｃａ－ＰＬＧＬ－Ｄｐａ－ＡＲ－ＮＨ２蛍光発生ＭＭＰ基質またはＭｃａ－ＫＰＬＧＬ
－Ｄｐａ－ＡＲ－ＮＨ２蛍光発生ペプチド基質（Ｒ　＆　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）などの蛍
光発生基質を調製し、ＭＭＰ－１３酵素／ｈｕＴＩＭＰ－３／試験分子溶液に添加する。
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トリーダー（または等価なもの）を用いて動力学的に測定する。
【０１２６】
　試験されている分子の効果は、ＭＭＰ酵素活性に対して予想される最大ＴＩＭＰ－３阻
害のパーセントで表現してもよい。あるいは、ＭＭＰ阻害活性の定量的評価は必要でない
場合がある；そうではなくて、個々の試験分子を、それがＭＭＰを阻害するかどうかで評
価することができる。当業者には当然のことながら、本明細書中概説されるパラメーター
は、常用実験の応用により変えることができる。例えば、先に試験されたＴＩＭＰ－３及
び他の材料を用いて予備実験を行い、ＭＭＰまたはプロＭＰＰの適切な濃度を決定する。
同様に、基質の種類及び適切な濃度も決定することができる。こうして、例えば、ＭＭＰ
を滴定し、先に試験されたＭＭＰのバッチと比較することで、アッセイパラメーターを最
適化することができる。さらに、当業者なら、同様なアッセイを利用して、ＴＩＭＰ－３
ムテインまたは変異体が持つ、ＴＮＦアルファ変換酵素（ＴＡＣＥ）をはじめとする他の
ＭＭＰを阻害する能力に対して、様々なＴＩＭＰ－３変異の効果があればその効果につい
て、評価することができる。
【０１２７】
　実施例４：
　分子生物学の標準技術を用いて、ＴＩＭＰ－３の多くのムテインをコードする核酸を製
造し、実質的に先に記載したとおりに、哺乳動物の細胞中で発現させた。コードされたＴ
ＩＭＰ－３ムテインの発現に対する変異の効果を評価した。行った変異のリストは以下を
含む：Ｋ４５Ｎ；Ｖ４７Ｔ；Ｋ５０Ｎ；Ｖ５２Ｔ；Ｐ５６Ｎ；Ｆ５７Ｎ；Ｇ５８Ｔ；Ｈ７
８Ｎ；Ｑ８０Ｔ；Ｋ９４Ｎ；Ｅ９６Ｔ；Ｄ１１０Ｎ；Ｋ１１２Ｔ；Ｒ１３８Ｔ；Ｇ１７３
Ｔ；及びそれらの組み合わせ。
【０１２８】
　この表は、哺乳類細胞中に実際に発現した多くのＴＩＭＰ－３ムテインで得られた、発
現及びＭＭＰ阻害の結果をまとめたものである。発現レベルの増加は、野生型ＴＩＭＰ－
３について観測されるものと比較して発現が何倍増加したかで示しているが、この増加は
、ウエスタンブロット法またはＳＤＳ－ＰＡＧＥクーマシー染色ゲルの使用を通じて定性
的に、または、ＴＩＭＰ－３を捕捉するのに抗ＴＩＭＰ－３抗体（そのような抗体は、例
えば、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ：ＡｂＣａｍ（登録商標
）、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ：、またはＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌ
ｉｓ、ＭＮから公に入手できる）を使用して、ＦｏｒｔｅＢｉｏ　Ｏｃｔｅｔ（登録商標
）読み取りで測定されるとおりに発現力価の測定を通じて、求める。
【０１２９】
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【０１３０】
　本明細書中記載される方法を使用して追加試験を行って、本発明の融合タンパク質を特
性決定した。ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ
１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６）は、ＭＭＰ２及びＭＭＰ９を阻害した（ＥＣ５

０は、それぞれ１ｎＭ及び２．５ｎＭ）。ＨＳＡ、Ｆｃ、及びＩｇＧと融合したＴＩＭＰ
－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ
］（配列番号２６）は、阻害活性を維持した：ＨＳＡ融合体、ＭＭＰ２のＥＣ５０＝１．
４ｎＭ、ＭＭＰ９のＥＣ５０＝５．１ｎＭ；Ｆｃ融合体、ＭＭＰ２のＥＣ５０＝１３．３
ｎＭ、ＭＭＰ９のＥＣ５０＝３２．９ｎＭ；ＩｇＧ融合体、ＭＭＰ２のＥＣ５０＝１４ｎ
Ｍ、ＭＭＰ９のＥＣ５０＝２６ｎＭ。比較のため、Ｎ－ＴＩＭＰ３は、ＭＭＰ２のＥＣ５

０＝７．６ｎＭ、ＭＭＰ９のＥＣ５０＝１．７ｎＭを示した。ＨＳＡとＮ－ＴＩＭＰ３の
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う結果であり、Ｆｃの融合体は、ＭＭＰ２のＥＣ５０＝６．９ｎＭ、ＭＭＰ９のＥＣ５０

＝１．６ｎＭという結果であった。
【０１３１】
　以下の表３に示すものを含むさらなるムテインについて記載する。表中、特定の変異を
、見出しにまとめてある；特定の見出しの下にある「ｘ」は、その変異が存在することを
示す。「＃Ｇｌｙ」という見出しは、操作されたグリコシル化部位の個数を示し、「記号
表示」という見出しは、計画される変異の組み合わせを示す。これらのムテインは、本明
細書中に記載されるとおりに作製及び試験を行うことができる。
【０１３２】
【表３】
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【０１３３】
　実施例５
　この実施例は、ＴＩＭＰ－３タンパク質が持つＨＴＢ－９４（商標）細胞（軟骨細胞株
、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、Ｍａｎａｓｓ
ａｓ、ＶＡから入手可能）と結合する能力を、蛍光標識細胞分取器（ＦＡＣＳ）分析によ
り評価するアッセイを記載する。ＨＴＢ－９４（商標）細胞は、ＬＲＰ１及びＥＣＭタン
パク質を高レベルで発現し、細胞に結合するＴＩＭＰ－３ムテインを観測するのに有用で
ある。ＨＴＢ－９４細胞を、３７℃で５％ＣＯ２中、ＨＴＢ－９４培養培地（１０％ウシ
胎児血清［ＦＢＳ］及び２ｍＭのＬ－グルタミンを含有する高グルコースＤＭＥＭ）中で
培養する。細胞を、標準組織培養フラスコ中細胞密度２．５×１０４個／ｍＬで播種して
６～１２週間培養してから染色し、３～４日ごとにトリプシン処理を通じてフラスコから
取り出した後、継代培養する。約１６時間後にＦＡＣＳ染色し、ＨＴＢ－９４細胞を、標
準組織培養１２ウェルプレートに、１ウェルあたり１００，０００個の細胞で２ｍｌ体積
のＨＴＢ９４培地に播種し、３７℃で５％ＣＯ２中、インキュベートする。細胞が８０～
９０％集密になってから染色する。
【０１３４】
　約１６時間後、ＨＴＢ９４培養培地を吸引して１２ウェルプレートから除去し、１ウェ
ルあたり１ｍＬの４Ｃ染色緩衝液（リン酸緩衝食塩水［ＰＢＳ］、２％ＦＢＳ、０．１５
％ＮａＮ３）を加える。細胞プレートを氷上で１時間インキュベートする。染色緩衝液を
吸引して、ＴＩＭＰ－３のＨＩＳ－Ｍｙｃタグ付タンパク質（天然型ＴＩＭＰ－３または
ＴＩＭＰ－３変異体いずれか）を染色緩衝液で８０μｇ／ｍＬに希釈したものを、０．９
ｍＬ／ウェル加える；同体積の緩衝液のみを、陰性対照ウェルに加える。細胞プレートを
氷上で３０分間インキュベートし、吸引し、１ｍＬ／ウェルの染色緩衝液で２回洗浄する
。２回目の洗浄後、緩衝液を吸引し、マウス抗ｐｅｎｔａＨＩＳ　ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８結合抗体（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）を染色緩衝液で２０ｕｇ／ｍ
ｌに希釈したものを、０．９ｍｌ／ウェル加える。これと並行して、無関係のｍＩｇＧ１

　ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８結合抗体（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、ＳａｎＤｉｅｇｏ、
ＣＡ）陰性対照染色試薬を染色緩衝液で２０μｇ／ｍｌに希釈したものを、並行して、既
知の結合剤ＴＩＭＰ３　ＨＩＳ－Ｍｙｃ（例えば、Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、配列番号２３）
で染色した複写ウェルに加える。
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【０１３５】
　細胞プレートを、光から保護しながら氷上で３０分間インキュベートし、吸引し、１ｍ
Ｌ／ウェルの染色緩衝液で２回洗浄する。２回目の洗浄後、緩衝液を吸引し、１ウェルあ
たり１ｍＬの細胞解離緩衝液（酵素を含まず、ＰＢＳ、カタログ＃１３１５１－０１４；
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ　ＮＹ）を加える。細
胞プレートを３７℃で５分インキュベートし、細胞を４ｍＬのＦＡＣＳ試験管に移す。プ
レートのウェルを１ｍＬ／ウェルの２５℃のＰＢＳですすぎ、すすいだ液を、細胞解離緩
衝液に入った細胞が入っているＦＡＣＳ試験管の対応するものに加える。試験管を１００
０ＲＰＭで５分遠心して、細胞ペレットを形成させ、吸引する。細胞を３００μＬの４％
パラホルムアルデヒド含有ＰＢＳ（ＰＦＡ）に再懸濁させる。これは、ＦＡＣＳを行うま
で、光から保護しながら４℃で貯蔵してもよい。
【０１３６】
　ＴＩＭＰ３染色から２日以内に、例えば、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣ
Ｓ　Ｃａｌｉｂｕｒにて、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８蛍光を検出するのにＦＬ１を使用
して、８０００固定ＨＴＢ９４細胞イベントを獲得する。前方散乱（ＦＳＣ）検出器の電
圧をＥ００で設定し、側方散乱（ＳＳＣ）検出器の電圧を３１６で設定する。併用するこ
とで、これらの検出器は、細胞から反射される光を「前方散乱」及び「側方散乱」として
測定し、これにより、ＨＴＢ－９４細胞ゲートを定義することができ（「ゲート設定され
る」とも称される）、そして細胞の大きさ及び粒度に基づいて試験管中の非細胞材料から
分離することができる。ＦＬ１検出器の電圧は、３７０で設定する。分析は、例えば、Ｆ
ｌｏｗＪｏ　ｖＸ．０．６を用いて行う。
【０１３７】
　上記の方法を使用して、ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｎ、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ
１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ］（配列番号１０）は、ＨＴＢ－９４（商標）細胞と
弱く結合しただけであり、ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ
１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号１２）、ＴＩＭＰ－３［Ｋ５０Ｎ、Ｖ５
２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号１６）、
ＴＩＭＰ－３［Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ
１３８Ｔ］（配列番号２２）、及びＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９
６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６）は、ＨＴＢ－９４（商標
）細胞と結合しなかったと判定された。
【０１３８】
　また、ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１
２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６）はＬＲＰ１と結合しないと判定された。細胞外基質
成分（ＨＴＢ－９４細胞との結合が減少することにより示されるとおり）及びＬＲＰ－１
スカベンジャータンパク質への結合が減少することは、ヘパリンへの依存を低下させるこ
とにより産生を単純化し、収率を改善し、さらにｉｎ　ｖｉｖｏでの分子の利用度を向上
させる。これらは全て、これまでのＴＩＭＰ－３ポリペプチドにまつわるＴＩＭＰ－３産
生及び治療の困難を解決する。すなわち、本明細書中記載されるＴＩＭＰ－３ムテインは
、これまでに同定されたＴＩＭＰ－３ポリペプチドを超える独自の利点を提供する。
【０１３９】
　実施例６：
　この実施例は、本明細書中記載されるＴＩＭＰ－３ムテインの薬物動態性質を記載する
。
【０１４０】
　頸静脈にカニューレ挿入したＳｐｒａｇｕｅ　Ｄａｒｌｅｙラット（２００ｇ～３００
ｇ、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｓ、ＳａｎＤｉｅｇｏ、ＣＡ）を、５％イソフ
ルランで麻酔してから、頸静脈を通じてＴＩＭＰ－３タンパク質（３～６ｍｇ／ｋｇ）を
投与した。５分～７２時間の各所望の時点で、血液試料（０．２ｍＬ）を、ＥＤＴＡ処理
したシリンジ管に採取し、遠心して血清と血球に分離した。収集した血清試料を、Ｇｙｒ
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ｏｓ（Ｇｙｒｏｌａｂｓ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）で、捕捉抗体としてＴＩＭＰ
－３特異的モノクローナル抗体（１０Ａ７、Ａｍｇｅｎ）及び検出抗体として抗ペンタヒ
スチジン抗体（Ｑｉａｇｅｎ、Ａｌａｍｅｄａ、ＣＡ）または抗Ｆｃ抗体（Ａｍｇｅｎ）
を用いて、いずれかの免疫アッセイにより分析した。さらに、ＴＩＭＰ－３特異的断片を
、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法により定量した。血清試料（２５μＬ）を、ＴＩＭＰ－３特異的
１０Ａ７捕捉抗体とともにインキュベートしてから、３７℃で一晩トリプシン消化を行っ
た。ペプチドで作製した標準曲線から外挿することにより、ＴＩＭＰ－３痕跡ペプチド断
片（ＷＤＱＬＴＬＳＱＲ及びＴＱＹＬＬＴＧＲ）を定量した。
【０１４１】
【表４】

【０１４２】
　Ｎ結合型グリコシル化部位の導入は、ＴＩＭＰ－３ムテインの半減期を延長させるとと
もにＶｓｓを向上させ、その排出は減少させた。ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ
９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６）は、これよ
りＮ結合型グリコシル化部位が少ないＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ］と比較して、
実質的に改善された薬物動態性質を示した。半減期延長部分とＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｓ、
Ｆ５７Ｎ］との融合体（ヘテロＦｃ融合体）は、Ｆｃ部分を持たないＴＩＭＰ－３［Ｋ４
５Ｓ、Ｆ５７Ｎ］と比較して、実質的に改善された薬物動態性質を示した。
【０１４３】
　全身半減期もまた、同様な方法を用いて求めたところ、ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｎ、Ｖ４
７Ｔ、Ｐ５６Ｎ、Ｇ５８Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号４）（２．７
時間）、ＴＩＭＰ－３［Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１
２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ、Ｇ１７３Ｔ］（配列番号１７）（２時間）、ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｎ
、Ｖ４７Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｇ１７３Ｔ］（配列番号１
０）（１．４時間）、及びＴＩＭＰ－３［Ｋ５０Ｎ、Ｖ５２Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ
１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号１６）（２時間）であった。ＴＩＭＰ－
３ムテインは、天然型ＴＩＭＰ－３及び天然型ＴＩＭＰ－３のＮ末端ドメインと比較して
延長された全身半減期を実証した（それぞれ０．８時間）。
【０１４４】
　曲線下面積（ＡＵＣ；時間＊μｇ／ｍＬ）を、ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ
９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］及びＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｓ
、Ｆ５７Ｎ］について調べた。ＴＩＭＰ－３ポリペプチドを３ｍｇ／ｋｇで静脈内ボーラ
ス注射してラットに投与した。ＡＵＣは、ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ
、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］では６２．５±４．０であったのに
対して、ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ］では１６．０±１．９であった。ＴＩＭＰ
－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ
］は、ＴＩＭＰ－３［Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ］と比較して、排出及びｉｎ　ｖｉｖｏ接触に
改善を示した。
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【０１４５】
　実施例７：
　この実施例は、臨床上許容される動物モデルでのＴＩＭＰ－３ポリペプチドの代表的な
ｉｎ　ｖｉｖｏ試験を記載する。ＴＩＭＰ－３及びＴＩＭＰ－３ムテインを、ブタまたは
ラットの心臓に投与して、半減期及び心機能に対する効果を求めた。
【０１４６】
　成熟したヨークシャーブタ（２５～３０ｋｇ）を気候順化させ、ＩＡＣＵＣプロトコル
に従って術前処置で取り扱った。右大腿動脈を包含する領域を、滅菌様式で準備し、大腿
動脈の主枝を手術で露出させた。カテーテルイントロデューサー（６Ｆ　Ｉｎｐｕｔ　Ｉ
ｎｔｒｏｄｕｃｅｒ　Ｓｈｅａｔｈ、Ｍｅｄｔｒｏｎｉｃ）を、動脈に配置して安定させ
、最初のヘパリンボーラス（４０００単位、ＩＶ）とともに外筒を設置し、続いて１時間
ごとに追加のボーラス（１０００単位、ＩＶ）を加えた。蛍光顕微鏡の誘導下（ＧＥ　Ｏ
ＥＣ９６００、ＵＴ）、冠動脈血管造影カテーテル／ランチャー（カテーテルを誘導する
５Ｆ　Ｌａｕｎｃｈｅｒ、Ｍｅｄｔｒｏｎｉｃ）を、左冠動脈入口部に設置した。注入ル
ーメンを含有する血管形成バルーンカテーテル（３ｍｍ×１０ｍｍのＳｐｒｉｎｔｅｒ　
ＯＴＷバルーンカテーテル、Ｍｅｄｔｒｏｎｉｃ）を、左前下行枝（ＬＡＤ）の下側部分
に配置した。バルーン拡張（１２ＡＴＭのバルーン拡張圧、Ｅｖｅｒｅｓｔ３０使い捨て
拡張デバイス、Ｍｅｄｔｒｏｎｉｃ）によりＬＡＤを閉塞させ、９０分間それを維持した
。画像撮影するときは、ＩＲ８００色素（ＤｙＬｉｇｈｔ　８００　ＮＨＳエステル、Ｔ
ｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）標識したＴＩＭＰ－３（５ｍｇ）を、バルーン閉塞
カテーテルのルーメンを通じて、虚血心筋領域にゆっくりと注入し、それから直ちに再灌
流した。ついで、バルーンをしぼませ、カテーテル系を外して取り出した。大腿動脈を結
紮して、切開部を閉じた。ブプレノルフィン（０．０５ｍｇ／ｋｇ、ＩＭ）を手術前に投
与し、ならびにフェンタニルパッチ（２５ｕｇ／時間、７２時間）を手術前に設置すると
ともに手術３日後にも設置することで、術後の鎮痛を促進した。手術後３日間、さらにリ
ドカイン（１ｍｇ／ｋｇ、ＩＶ）及びアミオダロン（２００ｍｇＰＯ）を投与するととも
に、この手順が終了するまで毎日アスピリン（８１ｍｇＰＯ）を投与した。
【０１４７】
　結紮で心筋梗塞を誘導した後、ブタ心筋に、全長天然型ＴＩＭＰ－３（Ｆ－ＴＩＭＰ３
）及びＴＩＭＰ－３のＮ末端ドメイン（ＡＡ１－１４４、Ｎ－ＴＩＭＰ３）を直接注入し
た。ポリペプチドの投与は、心機能を顕著に改善した；梗塞から２週間後、駆出率は、生
理食塩水注入と比較して、１０％超で改善した。図７を参照。
【０１４８】
　画像化手順については、計画されたＩ／Ｒ後の時点で（３時間後、１日後、３日後、７
日後、及び１４日後）、ブタをイソフルラン（５％）で麻酔して、ＬＶを収穫した。分析
用に、全ＬＶを調製した。頂端、中央（２つの切片）、及び底部領域の全周囲切片を、全
載画像化に供して、ＴＩＭＰ－３分布をＬＶ面積の関数としてコンピューター計算した。
切片は氷上に置き、直ちに画像化に供した。各領域からの全周囲ＬＶ切片を、エピ照明画
像化（Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳ、ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ、Ｉｎｃ、ＭＡ）に供した。
画像化システムの設定は、ＩＲＤｙｅ８００スペクトル（７４５／８００ｅｘ／ｅｍ）に
基づいたものであり、シグナルを０．５秒露出窓で収集した。デジタル化画像（Ｌｉｖｉ
ｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェア、ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ　Ｉｎｃ．、ＭＡ）を面積測定
（Ｉｍａｇｅ　Ｊソフトウェア、Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ　Ｂｒａｎｃｈ、
ＭＤ）に供して、その領域についての合計ＬＶ周囲面積を求めた。中央ＬＶ領域について
は、２つ組で測定を行ったため、両方について平均をコンピューター計算した。最終結果
を、ＩＲ８００－ＴＩＭＰ－３で占有された面積として表すとともに、合計ＬＶ領域面積
のパーセントとして表した。ＴＩＭＰ－３分布のさらなる定量的測定については、各領域
及び各部からのＬＶ切片（７０～１００ｍｇ）を蛍光／分光法に供した（Ｌｉ－Ｃｏｒ　
Ｏｄｙｓｓｅｙ　ＣＬｘ、Ｌｉ－Ｃｏｒ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＮＥ）。収穫した臓
器からの切片（約１００ｍｇ）及び血漿試料（２００μＬ）もまた、９６ウェル黒色壁マ
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トからの分光分析シグナル（２０分）を、試料重量（ｍｇ）または血漿体積（ｍＬ）を基
準として正規化した。
【０１４９】
　ＴＩＭＰ－３は、全身投与された場合は、迅速に排出される；静脈内投与された場合の
ＴＩＭＰ－３の半減期は１時間未満である。上記のものと同様な画像化手順を使用して、
全長天然型ＴＩＭＰ－３（Ｆ－ＴＩＭＰ３）及びＴＩＭＰ－３Ｎ末端ドメイン（ＡＡ１－
１４４、Ｎ－ＴＩＭＰ３）の半減期は、結紮で心筋梗塞を誘導した後の直接注射後の心臓
組織では、それぞれ約５日及び３．４日であることが判明した。同様に、冠内カテーテル
送達後のＴＩＭＰ－３ポリペプチドの心臓滞留も長くなることが予想される。なぜなら、
ＴＩＭＰ３は、心筋の細胞外基質タンパク質に対する結合親和性が高いからである。ＴＩ
ＭＰ－３［Ｋ４５Ｓ、Ｆ５７Ｎ］の心臓組織半減期は、ブタ心筋梗塞モデルで、約３日で
あった。図５を参照（ｔ１／２＝ｙ＝ａ＊ｅ（－ｂ＊ｘ））。ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、
Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（配列番号２６
）の心臓組織半減期は、約５．４３日であった（すなわち、静脈内投与よりも長く、５０
倍超改善された）。図６を参照。
【０１５０】
　ブタについて上記したものと同様な方法を用いて、ラット心臓で心筋梗塞を起こさせ、
ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ
１３８Ｔ］（配列番号２６）を投与して、心機能に及ぼす影響を観察した。ラットには、
心筋注射を介して、ビヒクル（ＰＢＳ、ｎ＝９）または４ｍｇのＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ
、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］（ｎ＝８）を
投与した。注射後３日目及び７日目に、駆出率（ＥＦ％）を心エコー法で測定した。ＴＩ
ＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３
８Ｔ］を投与された動物は、両測定日とも、対照と比較して有意に向上したＥＦを示した
（対照と比較して２０％超の上昇）。図８Ａを参照。収縮終期容積（ＥＳＶ）及び拡張終
期容積（ＥＤＶ）は、心臓リモデリングの指標である；急性心筋梗塞後の左心室（ＬＶ）
リモデリングを、ベースラインと比較したＥＤＶ及びＥＳＶの増加の進行により記載する
。図８Ｂ及び図８Ｃに示すとおり、ＴＩＭＰ－３［Ｈ７８Ｎ、Ｑ８０Ｔ、Ｋ９４Ｎ、Ｅ９
６Ｔ、Ｄ１１０Ｎ、Ｋ１１２Ｔ、Ｒ１３８Ｔ］は、対照と比較してＥＳＶ及びＥＤＶを減
少させた。
【０１５１】
　上記のこの結果は、本発明の代表的なＴＩＭＰ－３ムテインが、天然型ＴＩＭＰ－３と
比較して延長された半減期を有し、有害な心臓リモデリングを減少させ、かつ急性心筋梗
塞後の心機能を改善することを実証する。
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