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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）ミオチューブラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドまたはその生物活性断片と、（ｉ
ｉ）内部移行部分と、を含むキメラポリペプチドであって、
　前記内部移行部分が抗体またはその抗原結合断片であり、
　前記抗体またはその抗原結合断片が、以下：
　　ｉ．モノクローナル抗体３Ｅ１０、３Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変異体、
または、３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗原結合断片を含むか、あるいは、
　　ｉｉ．配列番号４と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイ
ン（ＶＬ）またはそのヒト化変異体と、配列番号２と少なくとも９８％同一であるアミノ
酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）またはそのヒト化変異体と、を含み、
　前記キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、キメラポ
リペプチド。
【請求項２】
　前記内部移行部分が筋肉細胞内への前記キメラポリペプチドの輸送を促進する、請求項
１に記載のキメラポリペプチド。
【請求項３】
　前記内部移行部分が、受動拡散型ヌクレオシドトランスポーター２（ＥＮＴ２）トラン
スポーターを介して細胞膜を通過する、請求項１または２のいずれかに記載のキメラポリ
ペプチド。
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【請求項４】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
を含む、請求項１から３のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
【請求項５】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが配列番号１のアミノ酸配列を含み、ここで、前記内部移行
部分が、配列番号２に示されるアミノ酸配列を有する重鎖可変ドメイン（ＶＨ）および配
列番号４に示されるアミノ酸配列を有する軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）を含む単鎖Ｆｖ（ｓ
ｃＦｖ）であり、前記ＭＴＭ１ポリペプチドは、前記ｓｃＦｖに対してＣ末端側にあり、
かつリンカーを介して前記ｓｃＦｖに結合体化されている、請求項１から４のいずれかに
記載のキメラポリペプチド。
【請求項６】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
る半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増強する１または
それより多いポリペプチド部分をさらに含む、請求項１から５のいずれかに記載のキメラ
ポリペプチド。
【請求項７】
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む、請求項１から６のいずれか
に記載のキメラポリペプチド。
【請求項８】
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、請求項７に記載のキメラポリペプチド。
【請求項９】
　前記抗体またはその抗原結合断片が、キメラまたはヒト化抗体または断片である、請求
項７または８に記載のキメラポリペプチド。
【請求項１０】
　前記抗体またはその抗原結合断片が、配列番号４と少なくとも９８％同一であるアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）またはそのヒト化変異体および配列番号２と少な
くとも９８％同一であるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）またはそのヒト化
変異体を含む、請求項７から９のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
【請求項１１】
　前記抗体またはその抗原結合断片が、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイ
ン（ＶＬ）またはそのヒト化変異体と、配列番号２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイ
ン（ＶＨ）またはそのヒト化変異体と、を含む、請求項１０に記載のキメラポリペプチド
。
【請求項１２】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片が、リンカーにより前記内部移行部
分に結合体化または接合される、請求項１から１１のいずれかに記載のキメラポリペプチ
ド。
【請求項１３】
　前記内部移行部分が、前記ＭＴＭ１ポリペプチドのＮ末端アミノ酸またはＣ末端アミノ
酸に結合体化される、請求項１２に記載のキメラポリペプチド。
【請求項１４】
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片であり；ここで、前記抗体またはそ
の抗原結合断片が、配列番号４と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖可
変ドメイン（ＶＬ）またはそのヒト化変異体、および配列番号２と少なくとも９８％同一
であるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）またはそのヒト化変異体を含み；そ
して前記可変軽鎖が前記重鎖可変ドメインに対してＮ末端にある、請求項１３に記載のキ
メラポリペプチド。
【請求項１５】
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　前記内部移行部分が抗体またはその抗原結合断片であり；ここで、前記抗体またはその
抗原結合断片が、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）またはその
ヒト化変異体、および配列番号２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）または
そのヒト化変異体を含み；そして、前記可変軽鎖が前記重鎖可変ドメインに対してＮ末端
にある、請求項１４に記載のキメラポリペプチド。
【請求項１６】
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片であり；ここで、前記抗体またはそ
の抗原結合断片が、配列番号４と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖可
変ドメイン（ＶＬ）またはそのヒト化変異体、および配列番号２と少なくとも９８％同一
であるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）またはそのヒト化変異体を含み；そ
して前記重鎖可変ドメイン（ＶＨ）が前記軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に対してＮ末端にあ
る、請求項１３に記載のキメラポリペプチド。
【請求項１７】
　前記内部移行部分が抗体またはその抗原結合断片であり；ここで、前記抗体またはその
抗原結合断片が、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）またはその
ヒト化変異体、および配列番号２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）または
そのヒト化変異体を含み；そして、前記重鎖可変ドメイン（ＶＨ）が前記軽鎖可変ドメイ
ン（ＶＬ）に対してＮ末端にある、請求項１３に記載のキメラポリペプチド。
【請求項１８】
　前記内部移行部分がＦａｂ’である、請求項１から４および６から１７のいずれかに記
載のキメラポリペプチド。
【請求項１９】
　前記内部移行部分がＦ（ａｂ’）２断片である、請求項１から４および６から１７のい
ずれかに記載のキメラポリペプチド。
【請求項２０】
　前記内部移行部分が全長抗体である、請求項１から４および６から１７のいずれかに記
載のキメラポリペプチド。
【請求項２１】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその断片が、前記内部移行部分に化学的に結合体化さ
れる、請求項１から４および６から２０のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
【請求項２２】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが細菌細胞において発現される、請求項１から２１のいずれ
かに記載のキメラポリペプチド。
【請求項２３】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、天然のＭＴＭ１ポリペプチドと比較してグリコシル化が
過少である、請求項１から２２のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
【請求項２４】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドがグリコシル化されていない、請求項１から２２のいずれか
に記載のポリペプチド。
【請求項２５】
　内部移行部分をコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結された、ＭＴＭ１ポリペ
プチドまたはその生物活性断片をコードするヌクレオチド配列を含み、
ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有するキメラポリペプチドをコードする核酸構築
物であって、
　前記内部移行部分が抗体またはその抗原結合断片であり、
　前記抗体またはその抗原結合断片が、以下：
　　ｉ．モノクローナル抗体３Ｅ１０、３Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変異体、
または、３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗原結合断片を含むか、あるいは、
　　ｉｉ．配列番号４と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイ
ン（ＶＬ）またはそのヒト化変異体と、配列番号２と少なくとも９８％同一であるアミノ
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酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）またはそのヒト化変異体と、を含む、核酸構築物
。
【請求項２６】
　リンカーをコードするヌクレオチド配列をさらに含む、請求項２５に記載の核酸構築物
。
【請求項２７】
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、請求項２５または２６に記載の核酸構築物。
【請求項２８】
　請求項１から２４のいずれかに記載のキメラポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列を含む核酸構築物。
【請求項２９】
　請求項１から２４のいずれかに記載のキメラポリペプチドと、薬学的に許容可能な担体
とを含む組成物。
【請求項３０】
　筋細管ミオパシーを治療するための、相加的または相乗的な様式で作用する第２の薬剤
をさらに含む、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３１】
　筋細管ミオパシーの治療を必要とする被験体において筋細管ミオパシーを治療するため
の組成物であって、請求項１から２４のいずれかに記載のキメラポリペプチドを含む、組
成物。
【請求項３２】
　前記組成物が全身投与されることを特徴とする、請求項３１に記載の組成物。
【請求項３３】
　前記組成物が静脈内投与されることを特徴とする、請求項３２に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１に少なくとも９０％同一なアミノ酸配列また
はその生物活性断片を含む、請求項３１から３３のいずれかに記載の組成物。
【請求項３５】
　前記内部移行部分が、受動拡散型ヌクレオシドトランスポーター２（ＥＮＴ２）トラン
スポーターを介して細胞膜を通過する、請求項３１から３４のいずれかに記載の組成物。
【請求項３６】
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片、あるいはそれらのヒト化変異体である、請求項３１から３５のいずれか１項
に記載の組成物。
【請求項３７】
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが配列番号１のアミノ酸配列を含み、ここで、前記内部移行
部分が、配列番号２に示されるアミノ酸配列を有する重鎖可変ドメイン（ＶＨ）および配
列番号４に示されるアミノ酸配列を有する軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）を含む単鎖Ｆｖ（ｓ
ｃＦｖ）であり、前記ＭＴＭ１ポリペプチドは、前記ｓｃＦｖに対してＣ末端側にあり、
かつリンカーを介して前記ｓｃＦｖに結合体化されている、請求項３１から３６のいずれ
かに記載の組成物。
【請求項３８】
　前記その抗原結合断片が単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）である、請求項３１から３６のいずれか
に記載の組成物。
【請求項３９】
　前記内部移行部分がＦａｂ’である、請求項３５または３６に記載の組成物。
【請求項４０】
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　前記内部移行部分がＦ（ａｂ’）２断片である、請求項３５または３６に記載の組成物
。
【請求項４１】
　前記内部移行部分が全長抗体である、請求項３５または３６に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　この出願は、２００９年６月１５日に出願された米国仮出願第６１／２６８，７３２号
（この開示は、その全体が参考として本明細書に援用される）の優先権の利益を主張する
。
【背景技術】
【０００２】
　筋細管ミオパシー（ＭＴＭ）は、出生５０，０００人当たりで男性１人の推定発生率で
発生する、まれで重度のＸ連鎖筋障害である。筋細管ミオパシーは、中心核ミオパチーと
称する疾患類型のメンバーである。中心核ミオパチーの枢要な特色は、核が、罹患個体の
筋肉細胞の多くで中心部に位置し、通常の位置である、これらの細胞の末端には位置しな
いことである。中心核ミオパチーは、この特徴的な特色を共有するが、この疾患の多様な
種類は異なる原因を有し、異なる患者集団がそれらに罹患し、病状の固有の進行および予
後を示す。
【０００３】
　筋細管ミオパシーは、ホスホイノシチドホスファターゼであるミオチューブラリン（ｍ
ｙｏｔｕｂｕｌａｒｉｎ）１（ＭＴＭ１）タンパク質が欠損することにより引き起こされ
る（非特許文献１）。出生時に重度の低血圧および呼吸困難を伴うＭＴＭ患者、ならびに
新生児期を延命するＭＴＭ患者は、換気装置の支持に全面的または部分的に依存すること
が多い（非特許文献２；非特許文献３；非特許文献４；非特許文献５）。ＭＴＭを伴う患
者は、運動発達の遅延を呈示し、脊柱側彎症、不正咬合、幽門狭窄、球状赤血球症、なら
びに胆石および腎臓結石などの合併症にかかりやすいが、身長の伸びおよび知能は正常で
あり、病状は非進行性の経過をたどる（非特許文献５）。新生児ＭＴＭ患者の平均入院期
間は約９０日間である。しかし、延命する患者には、長期にわたる換気補助および自宅で
のケアが要求される。ＭＴＭ患者において発生することが多い、基本的な支持ケアのコス
トのほか、合併症を処理することに随伴する費用により、患者および家族にはかなりの人
的負担および経済的負担が賦課される。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ、２００８年、１７巻、１４号
【非特許文献２】Ｔａｙｌｏｒ　ＧＳら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　
Ｓ　Ａ．、２０００年８月１日；９７巻（１６号）：８９１０～５頁
【非特許文献３】Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ
　Ａ．、２００２年１１月１２日；９９巻（２３号）：１５０６０～５頁
【非特許文献４】Ｐｉｅｒｓｏｎ　ＣＲら、Ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌ　Ｄｉｓｏｒｄ．、
２００７年７月；１７巻（７号）：５６２～５６８頁
【非特許文献５】Ｈｅｒｍａｎ　ＧＥら、ＴＨＥ　ＪＯＵＲＮＡＬ　ＯＦ　ＰＥＤＩＡＴ
ＲＩＣＳ、１３４巻、２号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　現在のところ、ＭＴＭのための療法は存在しない。治療は、ＭＴＭと関連する機能障害
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を管理しようと努める、換気補助ならびに他の形態の支持的ケアに限定される。本開示は
、ＭＴＭを治療するための方法および組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本開示は、ミオチューブラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドまたはその生物活性断片と内
部移行部分とを含むキメラポリペプチドのほか、薬学的な担体との組合せで該キメラポリ
ペプチドを含む組成物を提供する。また、このようなキメラポリペプチドを作製するのに
有用な構築物も開示される。さらに、本開示は、キメラポリペプチド、ならびにそれらを
コードする構築物を作出する方法も教示する。加えて、本明細書では、例えば、細胞にお
けるホスファターゼ活性を操作し、ＭＴＭ１の突然変異または欠損と関連する疾患または
状態に対する治療の一部として、該キメラポリペプチドを使用する方法も開示される。
【０００７】
　一態様では、本開示が、（ｉ）ミオチューブラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドまたはそ
の生物活性断片と、（ｉｉ）内部移行部分とを含むキメラポリペプチドを提供する。ある
実施形態では、キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する。
すなわち、キメラポリペプチドが、リン酸化ホスホイノシチド分子を切断または加水分解
する能力を有する。ある実施形態では、キメラポリペプチドの基質が、ＰＩ３またはＰＩ
Ｐ３である。ある実施形態では、内部移行部分が筋肉細胞内への前記キメラポリペプチド
の輸送を促進する。言い換えれば、内部移行部分は、キメラポリペプチドが、細胞膜を効
果的かつ効率的に透過する一助となる。一部の実施形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ２
トランスポーターを介して細胞膜を通過する。言い換えれば、内部移行部分は、ＥＮＴ２
トランスポーターを介して、細胞膜を隔てたキメラポリペプチドの輸送を促進する。
【０００８】
　ある実施形態では、本明細書で開示されるＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少な
くとも９０％同一であるアミノ酸配列またはその生物活性断片を含む。一部の実施形態で
は、該ＭＴＭ１ポリペプチドが、あるＭＴＭ１ポリペプチド（配列番号１、６、８、また
は前出のいずれかの生物活性断片のうちの１または複数で表わされるＭＴＭ１ポリペプチ
ドなど）と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、また
は１００％同一であるアミノ酸配列を含む。ある実施形態では、該ＭＴＭ１ポリペプチド
が、配列番号１で表わされるＭＴＭ１ポリペプチドと少なくとも８０％、８５％、９０％
、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含む。あ
る実施形態では、本明細書で開示され、キメラポリペプチドにおいて使用される、前出ま
たは後出のＭＴＭ１ポリペプチドのうちのいずれかが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、
ｉｎ　ｖｉｖｏにおける半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複
数を増強する１またはそれより多いポリペプチド部分をさらに含む。ある実施形態では、
前出もしくは後出のＭＴＭ１ポリペプチド、および／またはキメラポリペプチドが、１ま
たはそれより多いエピトープタグをさらに包含しうる。このようなエピトープタグは、Ｍ
ＴＭ１ポリペプチドおよび／または内部移行部分に接合することができる。複数の（例え
ば、２つ、３つ、４つの）エピトープタグが存在する場合、該タグは、同じ場合もあり、
異なる場合もある。
【０００９】
　前出のキメラポリペプチドのうちのいずれかの内部移行部分は、抗体またはその抗原結
合断片を含む。ある実施形態では、抗体が、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片
である。抗体またはその抗原結合断片は、例えば、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは
３Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の
変異体の抗原結合断片でありうる。ある実施形態では、抗体またはその抗原結合断片が、
３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体または抗原結合断片、もしくは細胞透過活性が
３Ｅ１０と実質的に同じである抗体、またはその抗原結合断片でありうる。他の実施形態
では、前出のキメラポリペプチドのうちのいずれかの内部移行部分が、本明細書で説明さ
れるホーミングペプチドを含む。ある実施形態では、内部移行部分が、配列番号４と少な
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くとも９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一
であるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）を含む抗体または抗原結合断片を含
む。ある実施形態では、内部移行部分が、配列番号２と少なくとも９０％、９２％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含む重
鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む抗体または抗原結合断片を含む。ある実施形態では、内部
移行部分が、配列番号４と少なくとも９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％
、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）と、
配列番号２と少なくとも９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、ま
たは１００％同一であるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）とを含む抗体また
は抗原結合断片を含む。本発明は、とりわけ、前出のＶＨ鎖およびＶＬ鎖の任意の組合せ
に基づく内部移行部分、例えば、配列番号２と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列
を含むＶＨ鎖と、配列番号４と少なくとも９６％同一であるＶＬ鎖とを含む内部移行部分
を意図する。ある実施形態では、内部移行部分が、配列番号２で示されるアミノ酸を含む
ＶＨ鎖と、配列番号４で示されるアミノ酸を含むＶＬ鎖とを含む。本明細書で詳述される
通り、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは、全長抗体の一部として包含される場合もあり
、ｓｃＦｖなど、断片の一部として包含される場合もある。さらに、ＶＨドメインおよび
ＶＬドメインは、リンカーにより接合される場合もあり、直接接合される場合もある。い
ずれの場合も、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは、どちら向きに接合することもできる
（例えば、ＶＬドメインのＮ末端をＶＨドメインに接合することもでき、ＶＨドメインの
Ｎ末端をＶＬドメインに接合することもできる）。
【００１０】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内部移行部分に
化学的に結合体化することにより、前出のキメラポリペプチドのうちのいずれかを作製す
ることができる。ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、
内部移行部分に組換え結合体化することによりキメラポリペプチドを作製することができ
る。例えば、ＭＴＭ１ポリペプチドおよび内部移行部分の両方をコードする組換えベクタ
ーを使用してキメラポリペプチドを作製することができる。一部の実施形態では、キメラ
ポリペプチドが、真核細胞または原核細胞内で産生される。例えば、真核細胞は、酵母細
胞、鳥類細胞、昆虫細胞または哺乳動物細胞から選択することができる。ＭＴＭ１ポリペ
プチドを、内部移行部分に化学的に結合体化する実施形態では、本発明が、ＭＴＭ１ポリ
ペプチドおよび／または内部移行部分を組換えにより作製しうると意図することに注意さ
れたい。
【００１１】
　一部の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、リンカーによ
り内部移行部分に結合体化または接合することができる（化学的にまたは組換えにより）
。他の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内部移行部分に
直接結合体化または接合することができる。例えば、組換えにより結合体化されたキメラ
ポリペプチドは、フレーム内におけるＭＴＭ１部分と内部移行部分との融合体として作製
することができる。ある実施形態では、リンカーが、切断可能なリンカーである。前出の
実施形態のうちのいずれかでは、内部移行部分を、ＭＴＭ１ポリペプチドのＮ末端アミノ
酸またはＣ末端アミノ酸に結合体化することができる（直接またはリンカーを介して）。
他の実施形態では、内部移行部分を、前記ＭＴＭ１ポリペプチドの内部アミノ酸に結合体
化することができる（直接またはリンカーを介して）。構築物の２つの部分は、互いに結
合体化／接合されることに注意されたい。別段に指定しない限り、ＭＴＭ１部分を内部移
行部分に結合体化することとしてキメラポリペプチドを説明することは、内部移行部分を
ＭＴＭ１部分に結合体化することと同義に使用される。ある実施形態では、リンカーが、
抗体のＶＨドメインおよびＶＬドメインなど、内部移行部分のうちの１またはそれより多
い部分を併せて接合する。本発明は、０個のリンカー、１個のリンカー、２個のリンカー
、ならびに２個以上のリンカーの使用を意図する。複数個のリンカーを使用する場合、リ
ンカーは、同じ場合もあり異なる場合もある。
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【００１２】
　ある実施形態では、前出のキメラポリペプチドのうちのいずれかを、薬学的に許容され
る担体中で調合される組成物として調合することができる。ある実施形態では、組成物を
、静脈内投与用に調合する。
【００１３】
　関連する態様では、本開示が、配列番号１１に示されるアミノ酸、または配列番号１１
に示されるが、一方もしくは両方のエピトープタグが存在しないアミノ酸配列を含むキメ
ラポリペプチドを提供する。このようなキメラポリペプチド、ならびに本明細書で説明さ
れるキメラポリペプチドのうちのいずれも、本明細書で説明される方法のうちのいずれか
で使用することができる。
【００１４】
　キメラポリペプチドに関して、本開示は、前出の態様および実施形態のうちのいずれか
によるすべての組合せのほか、詳細な説明および実施例で示される実施形態のうちのいず
れかとの組合せも意図する。さらに、本開示のキメラポリペプチドのうちのいずれかは、
本明細書で説明される方法のうちのいずれかで使用することができる。
【００１５】
　別の態様では、本開示が、内部移行部分をコードするヌクレオチド配列と作動可能に連
結された、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片をコードするヌクレオチド配列
を含む核酸構築物を提供する。ある実施形態では、核酸構築物が、ホスホイノシチドホス
ファターゼ活性を有するキメラポリペプチドをコードする。ある実施形態では、内部移行
部分が、筋肉細胞を標的として筋肉細胞内への輸送を促進する。他の実施形態では、内部
移行部分が、ＥＮＴ２トランスポーターを介して細胞膜を通過する。
【００１６】
　一部の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドをコードする前記ヌクレオチド配列が、配
列番号５と少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含む。ある実施形態では、Ｍ
ＴＭ１ポリペプチドをコードする前記ヌクレオチド配列が、配列番号５、７、または９の
うちの任意の１または複数と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８
％、９９％、または１００％同一であるヌクレオチド配列を含む。ある実施形態では、該
ヌクレオチド配列が、配列番号１、６、または８のうちの任意の１または複数と少なくと
も８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であ
るアミノ酸配列を含むＭＴＭ１ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列である。ある
実施形態では、該ヌクレオチド配列が、配列番号１と少なくとも９０％、９５％、９７％
、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含むＭＴＭ１ポリペプチド
をコードするヌクレオチド配列である。
【００１７】
　ある実施形態では、核酸構築物が、リンカーをコードするヌクレオチド配列をさらに含
みうる。
【００１８】
　ある実施形態では、内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片でありうる。一部の
実施形態では、抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３
Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変
異体の抗原結合断片でありうる。他の実施形態では、抗体またはその抗原結合断片が、３
Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体または抗原結合断片、もしくは細胞透過活性が３
Ｅ１０と実質的に同じである抗体または抗原結合断片、またはその抗原結合断片でありう
る。ある実施形態では、内部移行部分がホーミングペプチドでありうる。ある実施形態で
は、内部移行部分が、筋肉細胞を標的とするホーミングペプチドである。
【００１９】
　別の態様では、本開示が、前出のキメラポリペプチド組成物または核酸構築物のうちの
いずれかと、薬学的に許容可能な担体とを含む組成物を提供する。ある実施形態では、組
成物が、筋細管ミオパシーを治療し、細胞に対してＭＴＭ１の生物活性効果を及ぼし、か
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つ／または細胞内への輸送を促進するのに、相加的または相乗的な様式で作用する第２の
薬剤をさらに含みうる。第２の薬剤は、例えば、低分子、ポリペプチド、抗体、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチド、またはｓｉＲＮＡ分子でありうる。
【００２０】
　核酸構築物に関して、本開示は、前出の態様および実施形態のうちのいずれかによるす
べての組合せのほか、詳細な説明および実施例で示される実施形態のうちのいずれかとの
組合せも意図する。
【００２１】
　さらなる態様では、本開示が、それを必要とする被験体において筋細管ミオパシーを治
療する方法であって、有効量の、前出のキメラポリペプチドまたは核酸構築物を前記被験
体に投与するステップを含む方法を提供する。ある実施形態では、該方法が、（ｉ）ＭＴ
Ｍ１ポリペプチドまたはその生物活性断片と、（ｉｉ）筋肉細胞内へのキメラポリペプチ
ドの輸送を促進する内部移行部分とを含むキメラポリペプチドを投与するステップを含む
。ある実施形態では、キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有
する。ある実施形態では、被験体がヒトである。他の実施形態では、被験体が、マウス、
ラット、または非ヒト霊長動物のうちのいずれかから選択される。
【００２２】
　一部の実施形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ２トランスポーターを介して細胞膜を通
過する。言い換えれば、内部移行部分は、ＥＮＴ２トランスポーターを介する細胞内への
輸送を促進する。ある実施形態では、内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含
む。ある実施形態では、内部移行部分が、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片を
含む。例えば、抗体またはその抗原結合断片は、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３
Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変
異体の抗原結合断片でありうる。加えて、抗体またはその抗原結合断片は、３Ｅ１０と同
じエピトープに結合する抗体または抗原結合断片、もしくは細胞透過活性が３Ｅ１０と実
質的に同じである抗体または抗原結合断片、またはその抗原結合断片でありうる。
【００２３】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であ
るアミノ酸配列またはその生物活性断片を含む。一部の実施形態では、該ＭＴＭ１ポリペ
プチドが、あるＭＴＭ１ポリペプチド（配列番号１、６、８、または前出のいずれかの生
物活性断片のうちの１または複数で表わされるＭＴＭ１ポリペプチドなど）と少なくとも
８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である
アミノ酸配列を含む。
【００２４】
　一部の実施形態では、前出のキメラポリペプチドのうちのいずれかを、薬学的に許容さ
れる担体と共に調合することができる。
【００２５】
　ある実施形態では、特許請求される方法において使用されるキメラポリペプチドを、本
明細書で説明する通りに結合体化（例えば、化学的にまたは組換えにより）することがで
きる。
【００２６】
　ある実施形態では、前出の方法のうちのいずれかが、筋細管ミオパシーを治療するため
の、相加的または相乗的な様式で作用する第２の療法をさらに含みうる。一部の実施形態
では、第２の療法が、筋細管ミオパシーの１またはそれより多い症状を緩和する一助とな
る薬物の場合もあり、筋細管ミオパシーの１またはそれより多い症状を治療するか、また
は他の形で緩和する一助となる理学療法または他の非薬物療法の場合もある。例示的な非
薬物療法には、換気療法、作業療法、鍼、およびマッサージが含まれるがこれらに限定さ
れない。
【００２７】
　一部の実施形態では、前出のキメラポリペプチドのうちのいずれかを、適切な投与経路
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を介して投与することができる、例えば、全身投与、局所投与、または静脈内投与するこ
とができる。ある実施形態では、キメラポリペプチドを、ボーラス注射またはボーラス注
入を介して静脈内投与する。
【００２８】
　筋細管ミオパシーを治療する方法に関して、本開示は、前出の態様および実施形態のう
ちのいずれかによるすべての組合せのほか、詳細な説明および実施例で示される実施形態
のうちのいずれかとの組合せも意図する。
【００２９】
　別の態様では、本開示が、キメラポリペプチドまたは核酸構築物を、受動拡散型ヌクレ
オシドトランスポーター（ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｖｅ　ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ　ｔｒａ
ｎｓｐｏｒｔｅｒ）（ＥＮＴ２）経路を介して細胞内に送達する方法であって、キメラポ
リペプチドまたは核酸構築物と細胞を接触させるステップを含む方法を提供する。ある実
施形態では、該方法が、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片と、ＥＮＴ２経路
を介して細胞膜を横切る輸送を媒介する内部移行部分とを含むキメラポリペプチドと細胞
を接触させ、これにより、該キメラポリペプチドを該細胞内に送達するステップを含む。
ある実施形態では、細胞が筋肉細胞である。
【００３０】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であ
るアミノ酸配列またはその生物活性断片を含む。一部の実施形態では、該ＭＴＭ１ポリペ
プチドが、あるＭＴＭ１ポリペプチド（配列番号１、６、８、または前出のいずれかの生
物活性断片のうちの１または複数で表わされるＭＴＭ１ポリペプチドなど）と少なくとも
８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である
アミノ酸配列を含む。
【００３１】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　
ｖｉｖｏにおける半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増
強する１またはそれより多いポリペプチド部分をさらに含みうる。他の実施形態では、内
部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む。他の実施形態では、内部移行部分が
、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片を含む。例えば、抗体またはその抗原結合
断片は、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変
異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗原結合断片でありうる。加えて
、抗体またはその抗原結合断片は、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体または抗原
結合断片、もしくは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体または抗原結合断
片、またはその抗原結合断片でありうる。一部の実施形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ
２を標的とするホーミングペプチドを含みうる。
【００３２】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内部移行部分に
化学的に結合体化することにより、該方法で使用されるキメラポリペプチドを作製するこ
とができる。一部の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内
部移行部分に組換え結合体化することによりキメラポリペプチドを作製することができる
。ある実施形態では、特許請求される方法において使用されるキメラポリペプチドを、本
明細書で説明する通りに結合体化（例えば、化学的にまたは組換えにより）することがで
きる。
【００３３】
　キメラポリペプチドを、受動拡散型ヌクレオシドトランスポーター（ＥＮＴ２）経路を
介して細胞内に送達する方法に関して、本開示は、前出の態様および実施形態のうちのい
ずれかによるすべての組合せのほか、詳細な説明および実施例で示される実施形態のうち
のいずれかとの組合せも意図する。
【００３４】
　別の態様では、本開示が、キメラポリペプチドを筋肉細胞内に送達する方法であって、
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キメラポリペプチドまたは核酸構築物と筋肉細胞を接触させるステップを含む方法を提供
する。ある実施形態では、該方法が、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片と、
筋肉細胞内への輸送を促進する内部移行部分とを含むキメラポリペプチドと該筋肉細胞を
接触させ、これにより、該キメラポリペプチドを該筋肉細胞内に送達するステップを含む
。ある実施形態では、内部移行部分が、受動拡散型ヌクレオシドトランスポーター（ＥＮ
Ｔ２）経路を介する輸送を促進する。
【００３５】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であ
るアミノ酸配列またはその生物活性断片を含む。一部の実施形態では、該ＭＴＭ１ポリペ
プチドが、あるＭＴＭ１ポリペプチド（配列番号１、６、８、またはその生物活性断片の
うちの１または複数で表わされるＭＴＭ１ポリペプチドなど）と少なくとも８０％、８５
％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列
を含む。
【００３６】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　
ｖｉｖｏにおける半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増
強する１またはそれより多いポリペプチド部分をさらに含みうる。他の実施形態では、内
部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む。他の実施形態では、内部移行部分が
、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片を含む。例えば、抗体またはその抗原結合
断片は、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変
異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗原結合断片でありうる。加えて
、抗体またはその抗原結合断片は、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体または抗原
結合断片、もしくは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体または抗原結合断
片、またはその抗原結合断片でありうる。一部の実施形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ
２を標的とするホーミングペプチド、および／または筋肉細胞を標的とするホーミングペ
プチドを含みうる。
【００３７】
　一部の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内部移行部分
に化学的に結合体化することにより、該方法のいずれかのキメラポリペプチドを作製する
ことができる。他の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内
部移行部分に組換え結合体化することによりキメラポリペプチドを作製することができる
。ある実施形態では、特許請求される方法において使用されるキメラポリペプチドを、本
明細書で説明する通りに結合体化（例えば、化学的にまたは組換えにより）することがで
きる。
【００３８】
　キメラポリペプチドを、受動拡散型ヌクレオシドトランスポーター（ＥＮＴ２）経路を
介して細胞内に送達する方法に関して、本開示は、前出の態様および実施形態のうちのい
ずれかによるすべての組合せのほか、詳細な説明および実施例で示される実施形態のうち
のいずれかとの組合せも意図する。
【００３９】
　他の態様では、本開示が、キメラポリペプチドを、それを必要とする被験体に送達する
方法であって、キメラポリペプチドまたは核酸構築物を、それを必要とする被験体に投与
するステップを含む方法を提供する。ある実施形態では、該方法が、ＭＴＭ１ポリペプチ
ドまたはその生物活性断片と、筋肉細胞内への輸送を促進する内部移行部分とを含むキメ
ラポリペプチドを投与し、これにより、該キメラポリペプチドを該筋肉細胞内に送達する
するステップを含む。ある実施形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ２トランスポーターを
介する輸送を促進する。
【００４０】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であ
るアミノ酸配列またはその生物活性断片を含む。一部の実施形態では、該ＭＴＭ１ポリペ
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プチドが、あるＭＴＭ１ポリペプチド（配列番号１、６、８、またはその生物活性断片の
うちの１または複数で表わされるＭＴＭ１ポリペプチドなど）と少なくとも８０％、８５
％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列
を含む。
【００４１】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　
ｖｉｖｏにおける半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増
強する１またはそれより多いポリペプチド部分をさらに含みうる。他の実施形態では、内
部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む。他の実施形態では、内部移行部分が
、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片を含む。例えば、抗体またはその抗原結合
断片は、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変
異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗原結合断片でありうる。加えて
、抗体またはその抗原結合断片は、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体または抗原
結合断片、もしくは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体または抗原結合断
片、またはその抗原結合断片でありうる。一部の実施形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ
２を標的とするホーミングペプチド、および／または筋肉細胞を標的とするホーミングペ
プチドを含みうる。
【００４２】
　一部の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内部移行部分
に化学的に結合体化することにより、該方法のいずれかのキメラポリペプチドを作製する
ことができる。他の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内
部移行部分に組換え結合体化することによりキメラポリペプチドを作製することができる
。ある実施形態では、特許請求される方法において使用されるキメラポリペプチドを、本
明細書で説明する通りに結合体化（例えば、化学的にまたは組換えにより）することがで
きる。
【００４３】
　ある実施形態では、前出の方法のうちのいずれかの被験体がヒトでありうる。一部の実
施形態では、送達する方法が、例えば、非経口送達の場合もあり、静脈内送達の場合もあ
る。ある実施形態では、キメラポリペプチドを、例えば、ボーラス注射またはボーラス注
入を介して静脈内投与する。
【００４４】
　キメラポリペプチドを筋肉細胞内に送達する方法に関して、本開示は、前出の態様およ
び実施形態のうちのいずれかによるすべての組合せのほか、詳細な説明および実施例で示
される実施形態のうちのいずれかとの組合せも意図する。
【００４５】
　別の態様では、本開示が、筋肉細胞におけるＭＴＭ１の生物活性を増大させる方法であ
って、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片と、筋肉細胞内への輸送を促進する
内部移行部分とを含むキメラポリペプチドと筋肉細胞を接触させ、これにより、前記筋肉
細胞におけるＭＴＭ１の生物活性を増大させるステップを含む方法を提供する。ある実施
形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ２トランスポーターを介する輸送を促進する。
【００４６】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であ
るアミノ酸配列またはその生物活性断片を含む。一部の実施形態では、該ＭＴＭ１ポリペ
プチドが、あるＭＴＭ１ポリペプチド（配列番号１、６、８、または前出のいずれかの生
物活性断片のうちの１または複数で表わされるＭＴＭ１ポリペプチドなど）と少なくとも
８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である
アミノ酸配列を含む。
【００４７】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　
ｖｉｖｏにおける半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増
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強する１またはそれより多いポリペプチド部分をさらに含みうる。他の実施形態では、内
部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む。他の実施形態では、内部移行部分が
、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片を含む。例えば、抗体またはその抗原結合
断片は、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の細胞透過活性を保持するその変
異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗原結合断片でありうる。加えて
、抗体またはその抗原結合断片は、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体または抗原
結合断片、もしくは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体または抗原結合断
片、またはその抗原結合断片でありうる。一部の実施形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ
２および／または筋肉細胞を標的とするホーミングペプチドを含みうる。
【００４８】
　他の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、内部移行部分に
化学的に結合体化することにより、前出の方法のうちのいずれかで使用されるキメラポリ
ペプチドを作製することができる。他の実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその
生物活性断片を、内部移行部分に組換え結合体化することによりキメラポリペプチドを作
製することができる。
【００４９】
　一部の実施形態では、ＭＴＭ１生物活性に、例えば、ＭＴＭ１ホスホイノシチドホスフ
ァターゼ活性、もしくはエンドソームタンパク質とのＭＴＭ１の会合、またはこれらの両
方が含まれる。ある実施形態では、ホスホイノシチド活性が、天然ＭＴＭ１のホスホイノ
シチド活性の少なくとも５０％であるか、または天然ＭＴＭ１のホスホイノシチド活性の
少なくとも８０％である。他の実施形態では、ホスホイノシチド活性が、天然ＭＴＭ１の
ホスホイノシチド活性の少なくとも３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、７５％、
８０％、８５％、９０％、９５％、または１００％である。生物活性は、対照における生
物活性と比べて評価することができる。
【００５０】
　細胞におけるＭＴＭ１の生物活性を増大させる方法に関して、本開示は、前出の態様お
よび実施形態のうちのいずれかによるすべての組合せのほか、詳細な説明および実施例で
示される実施形態のうちのいずれかとの組合せも意図する。キメラポリペプチドを投与す
るか、または細胞をキメラポリペプチドと接触させるステップに基づく前出の方法は、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで（例えば、細胞または培養物において）で実施することもでき、ｉｎ　
ｖｉｖｏで（患者または動物モデルにおいて）実施することもできる。ある実施形態では
、該方法が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける方法である。ある実施形態では、該方法が、ｉｎ
　ｖｉｖｏにおける方法である。
【００５１】
　他の態様では、本開示がまた、本明細書で説明される前出のキメラポリペプチドのうち
のいずれかを作製する方法も提供する。さらに、本開示は、前出の方法および組成物によ
る任意の数の組合せも意図する。
【００５２】
　本発明は、前出の態様および実施形態のうちのいずれかによるすべての組合せのほか、
詳細な説明および実施例で示される実施形態のうちのいずれかとの組合せも意図する。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　配列番号１１に示されるアミノ酸配列、または１もしくはそれより多いエピトープタグ
が存在しない配列番号１１に示されるアミノ酸配列を含むキメラポリペプチド。
（項目２）
　（ｉ）ミオチューブラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドと、（ｉｉ）内部移行部分とを含
む、キメラポリペプチドであって、前記内部移行部分が、配列番号４と少なくとも９８％
同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖および配列番号２と少なくとも９８％同一であるアミ
ノ酸配列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合断片であり、
　前記キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、キメラポ
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リペプチド。
（項目３）
　前記内部移行部分が、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖および配列番号２のアミノ
酸配列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合断片である、項目２に記載のキメラポリペプ
チド。
（項目４）
　（ｉ）ミオチューブラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドまたはその生物活性断片と、（ｉ
ｉ）内部移行部分とを含むキメラポリペプチドであって、
　前記キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、キメラポ
リペプチド。
（項目５）
　前記内部移行部分が筋肉細胞内への前記キメラポリペプチドの輸送を促進する、項目１
から４のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
（項目６）
　前記内部移行部分が、受動拡散型ヌクレオシドトランスポーター２（ＥＮＴ２）トラン
スポーターを介して細胞膜を通過する、項目１から５のいずれかに記載のキメラポリペプ
チド。
（項目７）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
を含む、項目１から６のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
（項目８）
　配列番号１１に示されるアミノ酸配列、または１もしくはそれより多いエピトープタグ
が存在しない配列番号１１に示されるアミノ酸配列を含む、項目２から７のいずれかに記
載のキメラポリペプチド。
（項目９）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
る半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増強する１または
それより多いポリペプチド部分をさらに含む、項目１から８のいずれかに記載のキメラポ
リペプチド。
（項目１０）
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む、項目１から９のいずれかに
記載のキメラポリペプチド。
（項目１１）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、項目１０に記載のキメラポリペプチド。
（項目１２）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体、もし
くは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体、またはその抗原結合断片である
、項目１０に記載のキメラポリペプチド。
（項目１３）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、キメラまたはヒト化抗体または断片である、項目
１０から１２のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
（項目１４）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、配列番号４と少なくとも９８％同一であるアミノ
酸配列を含む軽鎖および配列番号２と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含む重
鎖を含む、項目１０から１３のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
（項目１５）
　前記内部移行部分が、ホーミングペプチドを含む、項目３から９のいずれかに記載のキ
メラポリペプチド。
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（項目１６）
　前記内部移行部分との前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片の化学的結合
体である、項目１から１５のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
（項目１７）
　前記内部移行部分との、前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を含む組換
え共翻訳融合タンパク質である、項目１から１５のいずれかに記載のキメラポリペプチド
。
（項目１８）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドおよび前記内部移行部分の両方をコードする組換えベクター
を使用して産生される、項目１７に記載のキメラポリペプチド。
（項目１９）
　原核細胞または真核細胞内で産生される、項目１７または１８に記載のキメラポリペプ
チド。
（項目２０）
　前記真核細胞が、酵母細胞、鳥類細胞、昆虫細胞または哺乳動物細胞から選択される、
項目１９に記載のキメラポリペプチド。
（項目２１）
　前記原核細胞がＥ．　ｃｏｌｉに由来する、項目１９に記載のキメラポリペプチド。
（項目２２）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片が、リンカーにより前記内部移行部
分に結合体化または接合される、項目１から２１のいずれかに記載のキメラポリペプチド
。
（項目２３）
　２つのリンカーを含む、項目２２に記載のキメラポリペプチド。
（項目２４）
　前記リンカーが、配列番号３または１０から独立して選択される、項目２２または２３
に記載のキメラポリペプチド。
（項目２５）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片が、前記内部移行部分に直接結合体
化または接合される、項目１から２１のいずれかに記載のキメラポリペプチド。
（項目２６）
　前記リンカーが、切断可能なリンカーである、項目２２に記載のキメラポリペプチド。
（項目２７）
　前記内部移行部分が、前記ＭＴＭ１ポリペプチドのＮ末端アミノ酸またはＣ末端アミノ
酸に結合体化される、項目２２または２５に記載のキメラポリペプチド。
（項目２８）
　前記内部移行部分が、前記ＭＴＭ１ポリペプチドの内部アミノ酸に結合体化される、項
目２２または２５に記載のキメラポリペプチド。
（項目２９）
　内部移行部分をコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結された、ＭＴＭ１ポリペ
プチドまたはその生物活性断片をコードするヌクレオチド配列を含み、
ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有するキメラポリペプチドをコードする核酸構築
物。
（項目３０）
　前記内部移行部分が、筋肉細胞を標的として筋肉細胞内への輸送を促進する、項目２９
に記載の核酸構築物。
（項目３１）
　前記内部移行部分が、ＥＮＴ２トランスポーターを介して細胞膜を通過する、項目２９
または３０に記載の核酸構築物。
（項目３２）
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　ＭＴＭ１ポリペプチドをコードする前記ヌクレオチド配列が、配列番号５と少なくとも
９０％同一であるヌクレオチド配列を含む、項目２９から３１のいずれかに記載の核酸構
築物。
（項目３３）
　リンカーをコードするヌクレオチド配列をさらに含む、項目２９から３２のいずれかに
記載の核酸構築物。
（項目３４）
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片である、項目２９から３３のいずれ
かに記載の核酸構築物。
（項目３５）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、項目３４に記載の核酸構築物。
（項目３６）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体、もし
くは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体、またはその抗原結合断片である
、項目３４に記載の核酸構築物。
（項目３７）
　前記内部移行部分が、筋肉細胞を標的とするホーミングペプチドである、項目２９から
３３のいずれかに記載の核酸構築物。
（項目３８）
　項目１から２８のいずれかに記載のキメラポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
を含む核酸構築物。
（項目３９）
　項目１から２８のいずれかに記載のキメラポリペプチドと、薬学的に許容可能な担体と
を含む組成物。
（項目４０）
　筋細管ミオパシーを治療するための、相加的または相乗的な様式で作用する第２の薬剤
をさらに含む、項目３９に記載の組成物。
（項目４１）
　前記第２の薬剤が、低分子、ポリペプチド、抗体、アンチセンスオリゴヌクレオチド、
およびｓｉＲＮＡ分子から選択される、項目３９に記載の組成物。
（項目４２）
　筋細管ミオパシーの治療を必要とする被験体において筋細管ミオパシーを治療する方法
であって、有効量の、項目１から２８のいずれかに記載のキメラポリペプチドを前記被験
体に投与するステップを含む方法。
（項目４３）
　筋細管ミオパシーの治療を必要とする被験体において筋細管ミオパシーを治療する方法
であって、有効量のキメラポリペプチドを前記被験体に投与するステップを含み、前記キ
メラポリペプチドは、（ｉ）ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片と、（ｉｉ）
前記キメラポリペプチドの筋肉細胞内への輸送を促進する内部移行部分とを含み、
前記キメラポリペプチドは、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、
方法。
（項目４４）
　前記被験体がヒトである、項目４２または４３に記載の方法。
（項目４５）
　前記内部移行部分が、ＥＮＴ２トランスポーターを介して細胞膜を通過する、項目４３
または４４に記載の方法。
（項目４６）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
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またはその生物活性断片を含む、項目４３から４５のいずれかに記載の方法。
（項目４７）
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む、項目４３から４５のいずれ
かに記載の方法。
（項目４８）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、項目４７に記載の方法。
（項目４９）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体、もし
くは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体、またはその抗原結合断片である
、項目４７に記載の方法。
（項目５０）
　前記キメラポリペプチドが、薬学的に許容される担体と共に調合される、項目４２から
４９のいずれかに記載の方法。
（項目５１）
　筋細管ミオパシーを治療するための、相加的または相乗的な様式で作用する第２の療法
をさらに含む、項目４２から５０のいずれかに記載の方法。
（項目５２）
　前記第２の療法が、筋細管ミオパシーを治療するための薬物である、項目５１に記載の
方法。
（項目５３）
　前記第２の療法が、筋細管ミオパシーを治療するための理学療法である、項目５１に記
載の方法。
（項目５４）
　前記キメラポリペプチドが全身投与される、項目４２から５３のいずれかに記載の方法
。
（項目５５）
　前記キメラポリペプチドが局所投与される、項目４２から５４のいずれかに記載の方法
。
（項目５６）
　前記キメラポリペプチドが静脈内投与される、項目４２から５４のいずれかに記載の方
法。
（項目５７）
　キメラポリペプチドを、受動拡散型ヌクレオシドトランスポーター（ＥＮＴ２）経路を
介して細胞内に送達する方法であって、
ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片と、ＥＮＴ２経路を介して細胞膜を横切る
輸送を媒介する内部移行部分とを含むキメラポリペプチドと細胞を接触させ、これにより
前記キメラポリペプチドを前記細胞内に送達するステップを含む方法。
（項目５８）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
またはその生物活性断片を含む、項目５７に記載の方法。
（項目５９）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
る半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増強する１または
それより多いポリペプチド部分をさらに含む、項目５７または５８に記載の方法。
（項目６０）
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む、項目５７から５９のいずれ
かに記載の方法。
（項目６１）
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　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、項目６０に記載の方法。
（項目６２）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体、もし
くは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体、またはその抗原結合断片である
、項目６０に記載の方法。
（項目６３）
　前記内部移行部分が、ＥＮＴ２を標的とするホーミングペプチドを含む、項目５７から
５９のいずれかに記載の方法。
（項目６４）
　前記キメラポリペプチドが、前記内部移行部分との前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはそ
の生物活性断片の化学的結合体である、項目５７から６３のいずれかに記載の方法。
（項目６５）
　前記キメラポリペプチドが、前記内部移行部分との前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはそ
の生物活性断片の組換え共翻訳融合体である、項目５７から６３のいずれかに記載の方法
。
（項目６６）
　キメラポリペプチドを筋肉細胞内に送達する方法であって、ＭＴＭ１ポリペプチドまた
はその生物活性断片と、筋肉細胞内への輸送を促進する内部移行部分とを含むキメラポリ
ペプチドと筋肉細胞を接触させ、これにより、前記キメラポリペプチドを前記筋肉細胞内
に送達するステップを含む方法。
（項目６７）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
またはその生物活性断片を含む、項目６６に記載の方法。
（項目６８）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
る半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増強する１または
それより多いポリペプチド部分をさらに含む、項目６６または６７に記載の方法。
（項目６９）
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む、項目６６から６８のいずれ
かに記載の方法。
（項目７０）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、項目６９に記載の方法。
（項目７１）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体、もし
くは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体、またはその抗原結合断片である
、項目６９に記載の方法。
（項目７２）
　前記内部移行部分が、ＥＮＴ２を標的とするホーミングペプチドを含む、項目６６から
６８のいずれかに記載の方法。
（項目７３）
　前記内部移行部分が、筋肉細胞を標的とするホーミングペプチドを含む、項目６６から
６８のいずれかまたは７２に記載の方法。
（項目７４）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、前記内部移行部分に化学的に結
合体化することにより前記キメラポリペプチドを作製する、項目６６から７３のいずれか
に記載の方法。



(19) JP 6166041 B2 2017.7.19

10

20

30

40

50

（項目７５）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、前記内部移行部分に組換え結合
体化することにより前記キメラポリペプチドを組換え作製する、項目６６から７３のいず
れかに記載の方法。
（項目７６）
　キメラポリペプチドを、それを必要とする被験体に送達する方法であって、
　ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片と、筋肉細胞内への輸送を促進する内部
移行部分とを含むキメラポリペプチドを、それを必要とする被験体に投与し、これにより
、前記キメラポリペプチドを前記筋肉細胞内に送達するステップを含む方法。
（項目７７）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
またはその生物活性断片を含む、項目７６に記載の方法。
（項目７８）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
る半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増強する１または
それより多いポリペプチド部分をさらに含む、項目７６または７７に記載の方法。
（項目７９）
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む、項目７６から７８のいずれ
かに記載の方法。
（項目８０）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、項目７９に記載の方法。
（項目８１）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体、もし
くは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体、またはその抗原結合断片である
、項目７９に記載の方法。
（項目８２）
　前記内部移行部分が、ＥＮＴ２を標的とするホーミングペプチドを含む、項目７６から
７８のいずれかに記載の方法。
（項目８３）
　前記内部移行部分が、筋肉細胞を標的とするホーミングペプチドを含む、項目７６から
７８のいずれかまたは８２に記載の方法。
（項目８４）
　前記キメラポリペプチドが、前記内部移行部分との前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはそ
の生物活性断片の化学的結合体である、項目７６から８３のいずれかに記載の方法。
（項目８５）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、前記内部移行部分に組換え結合
体化することにより前記キメラポリペプチドを組換え作製する、項目７６から８３のいず
れかに記載の方法。
（項目８６）
　前記被験体がヒトである、項目７６から８５のいずれかに記載の方法。
（項目８７）
　前記送達の方法が非経口送達である、項目７６から８６のいずれかに記載の方法。
（項目８８）
　前記キメラポリペプチドが静脈内投与される、項目７６から８７のいずれかに記載の方
法。
（項目８９）
　筋肉細胞におけるＭＴＭ１の生物活性を増大させる方法であって、ＭＴＭ１ポリペプチ
ドまたはその生物活性断片と、筋肉細胞内への輸送を促進する内部移行部分とを含むキメ
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ラポリペプチドと筋肉細胞を接触させ、これにより、前記筋肉細胞におけるＭＴＭ１の生
物活性を増大させるステップを含む方法。
（項目９０）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
またはその生物活性断片を含む、項目８９に記載の方法。
（項目９１）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
る半減期、取込み／投与、および／または精製のうちの１または複数を増強する１または
それより多いポリペプチド部分をさらに含む、項目８９または９０に記載の方法。
（項目９２）
　前記内部移行部分が、抗体またはその抗原結合断片を含む、項目８９から９１のいずれ
かに記載の方法。
（項目９３）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、モノクローナル抗体３Ｅ１０もしくは３Ｅ１０の
細胞透過活性を保持するその変異体、または３Ｅ１０もしくは前記３Ｅ１０の変異体の抗
原結合断片である、項目９２に記載の方法。
（項目９４）
　前記抗体またはその抗原結合断片が、３Ｅ１０と同じエピトープに結合する抗体、もし
くは細胞透過活性が３Ｅ１０と実質的に同じである抗体、またはその抗原結合断片である
、項目９２に記載の方法。
（項目９５）
　前記内部移行部分が、ＥＮＴ２を標的とするホーミングペプチドを含む、項目８９から
９１のいずれかに記載の方法。
（項目９６）
　前記内部移行部分が、筋肉細胞を標的とするホーミングペプチドを含む、項目８９～９
１および９５のいずれかに記載の方法。
（項目９７）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、前記内部移行部分に化学的に結
合体化することにより前記キメラポリペプチドを作製する、項目８９から９６のいずれか
に記載の方法。
（項目９８）
　前記ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片を、前記内部移行部分に組換え結合
体化することにより前記キメラポリペプチドを組換え作製する、項目８９から９６のいず
れかに記載の方法。
（項目９９）
　前記ＭＴＭ１生物活性に、ＭＴＭ１ホスホイノシチドホスファターゼ活性、またはエン
ドソームタンパク質とのＭＴＭ１の会合が含まれる、項目８９から９８のいずれかに記載
の方法。
（項目１００）
　ホスホイノシチド活性が、天然ＭＴＭ１のホスホイノシチド活性の少なくとも５０％で
ある、項目９９に記載の方法。
（項目１０１）
　ホスホイノシチド活性が、天然ＭＴＭ１のホスホイノシチド活性の少なくとも８０％で
ある、項目９９に記載の方法。
（項目１０２）
　キメラポリペプチドを投与するステップを含み、前記キメラポリペプチドの前記内部移
行部分が、配列番号４と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖および配列
番号２と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合
断片を含み、
前記キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、
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項目４３から１０１のいずれかに記載の方法。
（項目１０３）
　前記キメラポリペプチドの前記内部移行部分が、配列番号４と少なくとも９８％同一で
あるアミノ酸配列を含む軽鎖および配列番号２と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配
列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合断片を含み、
前記キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、
項目１０２に記載の方法。
（項目１０４）
　前記キメラポリペプチドの前記内部移行部分が、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖
および配列番号２のアミノ酸配列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合断片を含み、
前記キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、
項目１０３に記載の方法。
（項目１０５）
　（ｉ）ミオチューブラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドと、（ｉｉ）配列番号４と少なく
とも９５％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖および配列番号２と少なくとも９５％同一
であるアミノ酸配列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合断片である内部移行部分とを含
み、
ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する
キメラポリペプチドを投与するステップを含む、項目４３から１０１のいずれかに記載の
方法。
（項目１０６）
　前記キメラポリペプチドが、（ｉ）ミオチューブラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドと、
（ｉｉ）配列番号４と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖および配列番
号２と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合断
片である内部移行部分とを含み、
前記キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、
項目１０５に記載の方法。
（項目１０７）
　前記キメラポリペプチドが、（ｉ）ミオチューブラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドと、
（ｉｉ）配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖および配列番号２のアミノ酸配列を含む重
鎖を含む抗体または抗原結合断片である内部移行部分とを含み、
前記キメラポリペプチドが、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を有する、
項目１０６に記載の方法。
（項目１０８）
　項目１から２８のいずれかに記載のキメラポリペプチドである、筋細管ミオパシーを治
療するための薬剤。
【００５３】
　表の簡単な説明
　表１：遺伝子的に結合体化されたＦｖ３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１のホスホイノシチ
ドホスファターゼ活性、エンドソームにおける会合および分泌を評価するための実験デザ
インを示す表である。対照群について予測される何らかの結果を、「ｙｅｓ」または「ｎ
ｏ」で示唆し；測定されていない結果を、「？」で示唆する。「＋」または「－」は、具
体的な化合物が試料に存在すること、または不在であることを示唆する。「＊」は、ホス
ホイノシチド活性が内因性活性およびｈＭＴＭ１に依存する活性の関数である、という仮
定に予測が基づくことを示唆する。
【００５４】
　表２：Ｆｖ３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１が、ＥＮＴを介して細胞に侵入し、エンドソ
ームタンパク質と会合するかどうかを評価するための実験デザインを示す表である。注記
についての表１の説明を参照されたい。「＊」は、表１の第１０～１８群で免疫沈降した
場合に限り、試料を免疫沈降させ、免疫ブロットにより検出することを示唆する。「＊＊
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」は、遺伝子結合体が、Ｖｐｓ３４とｈＭＴＭ１との会合で欠陥を示さない、という仮定
に予測が基づくことを示唆する。
【００５５】
　表３：化学的に結合体化された３Ｅ１０－ＭＴＭ１および遺伝子的に結合体化された３
Ｅ１０－ＭＴＭ１についての、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける投与計画を示す表である。投与は
、２０週間にわたり毎週２回と計画されている。免疫組織化学（ＩＨＣ）、ヘマトキシリ
ンおよびエオシン染色（Ｈ＆Ｅ）、ならびにタンパク質単離のために血液および組織を回
収する。
【発明を実施するための形態】
【００５６】
　発明の詳細な説明
　ＭＴＭファミリーのタンパク質は、２つの基本的類型：ホスホイノシチドホスファター
ゼ活性を呈示するファミリーメンバーと、ホスホイノシチドに結合するが触媒的には不活
性なファミリーメンバーとに分けられる。それが突然変異すると、筋細管ミオパシーが結
果としてもたらされるＭＴＭ１は、触媒的に活性であり、ホスホイノシチドホスファター
ゼ活性を保有する。ＭＴＭ１の基質として作用するホスホイノシチドの一部の例には、例
えば、ホスファチジルイノシトール３リン酸（ＰＩ（３）Ｐ）、ＰＩ（４）Ｐ、ＰＩ（５
）Ｐ、ＰＩ（３，４）Ｐ２、ＰＩ（４，５）Ｐ２、ＰＩ（３，５）Ｐ２、ＰＩ（３，４，
５）Ｐ３のほか、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのアッセイに有用な合成ホスホイノシチド化合物が
含まれるがこれらに限定されない。ある実施形態では、キメラポリペプチドが、前出のホ
スホイノシチドのうちの任意の１または複数を切断または加水分解することが可能である
。ある実施形態では、キメラポリペプチドが、ＰＩＰ３を切断または加水分解することが
可能である。
【００５７】
　ＭＴＭ１、ならびに他の類縁のＭＴＭタンパク質（ＭＴＭＲ）は、細胞内輸送の多様な
段階のエンドサイトーシス小胞において、個別にまたはヘテロ二量体の形で会合する。Ｍ
ＴＭ１は、ＭＴＭＲ１２と会合し、ｈＶｐｓ１５アダプター分子を介して、ＧＴＰアーゼ
であるＲａｂ５およびＰＩ３キナーゼであるｈＶｐｓ３４など、他のエンドソームタンパ
ク質と相互作用する。理論に拘束されることなく述べると、ＭＴＭ１　ＰＩＰ３ホスファ
ターゼおよびｈＶｐｓ３４　ＰＩ－３キナーゼの示差的な動員および対立する活性は、エ
ンドサイトーシス小胞の細胞内輸送パターンを方向づける、ＰＩおよびＰＩＰ３の一時的
な膜内分布を調整しうる。他のＭＴＭ類縁タンパク質もホスホイノシチドホスファターゼ
活性を保有するが、それらの細胞内局在化は、ＭＴＭ１の欠損を機能的に補完することが
可能である程度に十分にはＭＴＭ１の細胞内局在化と重複していない。ＭＴＭ１の発現は
遍在的であるが、骨格筋においてＭＴＭ１が不在であるだけで、ＭＴＭの病態生理の原因
となり（Ｔａｙｌｏｒ　ＧＳら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．
、２０００年８月１日；９７巻（１６号）：８９１０～５頁；　Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年１１月１２日；９９巻
（２３号）：１５０６０～５頁）、これは、正常な骨格筋機能にとって特に肝要である固
有の細胞内機能をＭＴＭ１のホスホイノシチドホスファターゼ活性が保有することを示唆
する。ＭＴＭ１は、Ｔ細管系の縦方向および横方向の構造を維持することに関与している
と考えられ、したがって、これらの構造の組織化に欠陥があると、興奮－収縮の結合が損
なわれ、ＭＴＭの特徴である、その後の筋力低下および筋委縮が結果としてもたらされる
であろう（Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、
２００８年、１７巻、１４号；　Ｌａｐｏｒｔｅ　Ｊら、ＨＵＭＡＮ　ＭＵＴＡＴＩＯＮ
、１５巻：３９３～４０９頁（２０００年）；　Ｈｅｒｍａｎ　ＧＥら、ＴＨＥ　ＪＯＵ
ＲＮＡＬ　ＯＦ　ＰＥＤＩＡＴＲＩＣＳ、１３４巻、２号；　Ｗｅｉｓｂａｒｔ　ＲＨら
、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、２０００年６月１日；１６４巻（１１号）：６０２０～６頁）
。
【００５８】



(23) JP 6166041 B2 2017.7.19

10

20

30

40

50

　ある態様では、本開示が、ＭＴＭ１の欠損に随伴する状態、例えば、筋細管ミオパシー
を治療するのに使用しうる、ＭＴＭ１の結合体（例えば、ＭＴＭ１またはその生物活性断
片を含むキメラポリペプチド）を提供する。本明細書では、「ポリペプチド」、「ペプチ
ド」、および「タンパク質」という用語が、アミノ酸残基のポリマーを指すのに互換的に
使用される。該用語は、そのうちの１またはそれより多いアミノ酸残基が対応する自然発
生のアミノ酸の人工的な化学的模倣体であるアミノ酸ポリマーのほか、自然発生のアミノ
酸ポリマーおよび非自然発生のアミノ酸ポリマーにも適用される。
【００５９】
　Ｉ．ＭＴＭ１ポリペプチド
　本明細書で使用されるＭＴＭ１ポリペプチドには、野生型ＭＴＭ１ポリペプチドの各種
のスプライシングアイソフォーム、変異体、融合タンパク質、および修飾形態が含まれる
。このようなＭＴＭ１ポリペプチドのアイソフォーム、生物活性断片または変異体、融合
タンパク質、および修飾形態は、天然ＭＴＭ１タンパク質に対する実質的な配列同一性を
示すアミノ酸配列の少なくとも一部を有し、天然ＭＴＭ１タンパク質の少なくとも１つの
機能を保持する。ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドの生物活性断片、変異体、ま
たは融合タンパク質は、ＭＴＭ１ポリペプチド（配列番号１、６、および８のうちの１ま
たは複数で表わされるＭＴＭ１ポリペプチドなど）と少なくとも８０％、８５％、９０％
、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含む。本
明細書で使用される「断片」とは、本明細書で説明される「生物活性」を呈示する生物活
性断片または生物活性変異体を包含すると理解される。すなわち、ＭＴＭ１の生物活性断
片または変異体は、測定して調べることが可能な生物活性を呈示する。例えば、生物活性
断片または変異体は、天然（すなわち、野生型または正常）ＭＴＭ１タンパク質と同じで
あるかまたは実質的に同じ生物活性を呈示し、このような生物活性は、該断片または変異
体が、例えば、当技術分野において公知である内因性ホスホイノシチド基質、もしくはｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏアッセイの場合の人工的なホスホイノシチド基質を切断もしくは加水分解
する能力（すなわち、ホスホイノシチド活性）；例えば、ＧＴＰアーゼであるＲａｂ５、
ＰＩ　３キナーゼであるＶｐｓ３４もしくはＶｐｓ１５など、他のタンパク質を動員し、
かつ／もしくはこれらと会合する能力（すなわち、適正な局在化能）；または筋細管ミオ
パシーを治療する能力により評価することができる。本明細書では、これらの基準のうち
のいずれかを評価するための方法が説明される。本明細書で使用される「実質的に同じ」
とは、対比して測定される対照の少なくとも７０％である任意のパラメータ（例えば、活
性）を指す。ある実施形態では、「実質的に同じ」はまた、対比して測定される対照の少
なくとも７５％、８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９７％、９８％、９９％、
１００％、１０２％、１０５％、または１１０％である任意のパラメータ（例えば、活性
）も指す。
【００６０】
　当技術分野では、ＭＴＭ１ポリペプチドの構造および各種のモチーフが十分に特徴づけ
られている（Ｌａｐｏｒｔｅら、２００３年、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎ
ｅｔｉｃｓ、１２巻（２号）：Ｒ２８５～Ｒ２９２頁；　Ｌａｐｏｒｔｅら、２００２年
、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、１５巻：３１０５～３１１７頁；
　Ｌｏｒｅｎｚｏら、２００６年、１１９巻：２９５３～２９５９頁）。ある実施形態で
は、例えば、ＭＴＭ１ポリペプチドをコードする、対応する核酸断片から組換えにより作
出されたポリペプチドをスクリーニングすることにより、ＭＴＭ１ポリペプチドの各種の
生物活性断片または変異体を、それ自体としてデザインおよび同定することができる。例
えば、ＭＴＭ１の複数のドメインが、そのホスファターゼ活性または局在化にとって重要
であることが示されている。例示を目的として述べると、これらのドメインには、グルコ
シルトランスフェラーゼ、Ｒａｂ様ＧＴＰａｓｅ活性化因子およびミオチューブラリン（
ＧＲＡＭ；配列番号１のアミノ酸２９～９７位または１６０位まで）、Ｒａｃ誘導型動員
ドメイン（ＲＩＤ；配列番号１のアミノ酸１６１～２７２位）、ＰＴＰ／ＤＳＰ相同性ド
メイン（配列番号１のアミノ酸２７３～４７１位；触媒性システインは、配列番号１のア



(24) JP 6166041 B2 2017.7.19

10

20

30

40

50

ミノ酸３７５位である）、およびＳＥＴ相互作用ドメイン（ＳＩＤ；配列番号１のアミノ
酸４３５～４８６位）が含まれる。したがって、このようなドメインの任意の組合せを構
築して、天然ＭＴＭ１と同じであるかまたは実質的に同じ生物活性を呈示するＭＴＭ１の
断片または変異体を同定することができる。適切な生物活性断片を使用して、キメラポリ
ペプチドを作出することができ、このようなキメラポリペプチドは、本明細書で説明され
る方法のうちのいずれにおいても使用することができる。
【００６１】
　キメラポリペプチドの部分として使用しうる例示的な断片には、例えば、配列番号１の
残基２９～４８６の近傍が含まれる。したがって、ある実施形態では、キメラポリペプチ
ドが、配列番号１の残基２９～４８６を含む。
【００６２】
　ある実施形態では、キメラポリペプチドのＭＴＭ１部分が、ヒトＭＴＭ１の配列に対応
する。例えば、キメラポリペプチドのＭＴＭ１部分は、配列番号１と少なくとも９０％、
９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸
配列を含む。
【００６３】
　加えて、断片または変異体は、従来のメリフィールド固相ｆ－Ｍｏｃ化学反応またはメ
リフィールド固相ｔ－Ｂｏｃ化学反応など、当技術分野で公知の技法を使用して化学合成
することができる。断片または変異体を作製（組換えにより、または化学合成により）し
、ならびに、例えば、それらが、内因性ホスホイノシチド基質もしくは人工的なホスホイ
ノシチド基質を切断もしくは加水分解する能力（すなわち、ホスホイノシチド活性）；例
えば、ＧＴＰアーゼであるＲａｂ５、ＰＩ３キナーゼであるｈＶｐｓ３４もしくはｈＶｐ
ｓ１５など、他のタンパク質を動員し、かつ／もしくはこれらと会合する能力（すなわち
、適正な局在化能）；または筋細管ミオパシーを治療する能力を調べることによりそれら
を調べて、天然ＭＴＭ１タンパク質と同等に、またはこれと実質的に同等に機能しうる断
片または変異体を同定することができる。
【００６４】
　ある実施形態では、本発明が、治療有効性もしくは予防有効性、または安定性（例えば
、ｅｘ　ｖｉｖｏにおける保管寿命、ならびにｉｎ　ｖｉｖｏにおけるタンパク質分解に
よる劣化に対する耐性）を増強することなどの目的で、ＭＴＭ１ポリペプチドの構造を修
飾することを意図する。このような修飾ＭＴＭ１ポリペプチドは、自然発生の（すなわち
、天然または野生型の）ＭＴＭ１ポリペプチドと同じであるかまたは実質的に同じ生物活
性を有する。修飾ポリペプチドは、例えば、アミノ酸置換、アミノ酸欠失、またはアミノ
酸付加により作製することができる。例えば、ロイシンをイソロイシンもしくはバリンで
、アスパラギン酸をグルタミン酸で、トレオニンをセリンで孤発的に置換するか、または
アミノ酸を構造的に類縁のアミノ酸で同様に置換（例えば、保存的突然変異）しても、例
えば、結果として得られる分子の生物活性には大きな影響が及ばないと予測することは正
当である。保存的置換は、それらの側鎖が類縁であるアミノ酸ファミリー内で生じる置換
である。
【００６５】
　本発明は、ＭＴＭ１ポリペプチドの組合せによる突然変異体、ならびに切断による突然
変異体のセットを生成させることをさらに意図するが、これはとりわけ、生物活性である
変異体配列を同定するのに有用である。自然発生のＭＴＭ１ポリペプチドと類縁の選択効
力を有する、組合せ誘導型変異体を生成させることができる。同様に、突然変異誘発は、
細胞内半減期が、対応する野生型のＭＴＭ１ポリペプチドとは劇的に異なる変異体をもた
らしうる。例えば、改変タンパク質は、対象のタンパク質を結果として破壊するか、また
は他の形で不活化する、タンパク質分解による劣化または他の細胞過程に対してより安定
化される場合もあり、より不安定化される場合もある。それらの半減期を調節することに
よりＭＴＭ１ポリペプチドレベルを変化させるのに、このような変異体を用いることがで
きる。例えば、縮重オリゴヌクレオチド配列から潜在的なＭＴＭ１変異体配列のライブラ
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リーを生成させる多くの方法が存在する。縮重遺伝子配列の化学合成は、自動式ＤＮＡ合
成器で実施することができ、次いで、その合成遺伝子を、適切な遺伝子にライゲーション
して発現させることができる。縮重遺伝子セットの目的は、１つの混合物中に、所望され
る潜在的なポリペプチド配列のセットをコードする配列のすべてを提示することである。
当技術分野では縮重オリゴヌクレオチドの合成が周知である（例えば、Ｎａｒａｎｇ，　
ＳＡ（１９８３年）、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ、３９巻：３頁；　Ｉｔａｋｕｒａら（１
９８１年）、「Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ」、Ｐｒｏｃ．　３ｒｄ　Ｃｌｅｖｅｌ
ａｎｄ　Ｓｙｍｐｏｓ．　Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、ＡＧ　Ｗａｌｔｏｎ編、Ａｍ
ｓｔｅｒｄａｍ：　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、２７３～２８９頁；　Ｉｔａｋｕｒａら（１９８
４年）、Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．、５３巻：３２３頁；　Ｉｔａｋｕｒ
ａら（１９８４年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９８巻：１０５６頁；　Ｉｋｅら（１９８３年
）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．、１１巻：４７７頁を参照されたい）。このよ
うな技法は、他のタンパク質の指向的漸進変化において採用されている（例えば、Ｓｃｏ
ｔｔら（１９９０年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４９巻：３８６～３９０頁；　Ｒｏｂｅｒｔ
ｓら（１９９２年）、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ、８９巻：２４２９～２４３３頁；　Ｄｅｖｌｉ
ｎら（１９９０年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４９巻：４０４～４０６頁；　Ｃｗｉｒｌａら
（１９９０年）、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ、８７巻：６３７８～６３８２頁；ならびに米国特許
第５，２２３，４０９号、同第５，１９８，３４６号、および同第５，０９６，８１５号
を参照されたい）。
【００６６】
　代替的に、突然変異誘発の他の形態を用いて、組換えライブラリーを生成させることも
できる。例えば、ＭＴＭ１ポリペプチド変異体は、例えば、アラニン走査突然変異誘発な
ど（Ｒｕｆら（１９９４年）、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、３３巻：１５６５～１５７２
頁；　Ｗａｎｇら（１９９４年）、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２６９巻：３０９５
～３０９９頁；　Ｂａｌｉｎｔら（１９９３年）、Ｇｅｎｅ、１３７巻：１０９～１１８
頁；　Ｇｒｏｄｂｅｒｇら（１９９３年）、Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２１８
巻：５９７～６０１頁；　Ｎａｇａｓｈｉｍａら（１９９３年）、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃ
ｈｅｍ．、２６８巻：２８８８～２８９２頁；　Ｌｏｗｍａｎら（１９９１年）、Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、３０巻：１０８３２～１０８３８頁；およびＣｕｎｎｉｎｇｈａｍ
ら（１９８９年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４４巻：１０８１～１０８５頁）を使用してスク
リーニングすることにより；リンカー走査突然変異誘発（Ｇｕｓｔｉｎ　ら（１９９３年
）、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、１９３巻：６５３～６６０頁；　Ｂｒｏｗｎら（１９９２年）、
Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．、１２巻：２６４４～２６５２頁；　ＭｃＫｎｉｇｈｔ
　ら（１９８２年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２３２巻：３１６頁）により；飽和突然変異誘発
（Ｍｅｙｅｒｓ　ら（１９８６年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２３２巻：６１３頁）により；Ｐ
ＣＲ突然変異誘発（Ｌｅｕｎｇら（１９８９年）、Ｍｅｔｈｏｄ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂ
ｉｏｌ、１巻：１１～１９頁）により；または化学的突然変異誘発を含めたランダム突然
変異誘発（Ｍｉｌｌｅｒ　ら（１９９２年）、「Ａ　Ｓｈｏｒｔ　Ｃｏｕｒｓｅ　ｉｎ　
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ」、ＣＳＨＬ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ；　およびＧｒｅｅｎｅｒら（１９９４年）、Ｓｔｒａｔｅｇ
ｉｅｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ、７巻：３２～３４頁）により、ライブラリーから生成
させ、かつ単離することができる。特に、組換え状況下におけるリンカー走査突然変異誘
発は、ＭＴＭ１ポリペプチドの切断（生物活性）形態を同定するのに魅力的な方法である
。
【００６７】
　当技術分野では、点突然変異および切断により作出される組換えライブラリーの遺伝子
産物をスクリーニングし、そのために、ある特性を有する遺伝子産物についてｃＤＮＡラ
イブラリーをスクリーニングするための広範な技法が公知である。このような技法は一般
に、ＭＴＭ１ポリペプチドの組換えによる突然変異誘発を介して生成される遺伝子ライブ
ラリーを迅速にスクリーニングするのに適用可能である。大規模な遺伝子ライブラリーを
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スクリーニングするのに最も広く使用される技法は、該遺伝子ライブラリーを複製可能な
発現ベクター内にクローニングするステップと、結果としてもたらされるベクターライブ
ラリーにより適切な細胞を形質転換するステップと、その産物が検出される遺伝子をコー
ドするベクターの比較的容易な単離を、所望の活性を検出することにより容易とする条件
下で、該組換え遺伝子を発現させるステップとを含むことが典型的である。以下で説明さ
れる例示的アッセイの各々は、組合せ突然変異誘発法により創出される多数の縮重配列を
スクリーニングするのに必要なハイスループット解析に好適である。
【００６８】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、ペプチドおよびペプチド模倣体を包含し
うる。本明細書で使用される「ペプチド模倣体」という用語は、自然発生でないアミノ酸
、ペプチドなどを含有する、化学修飾ペプチドおよびペプチド様分子を包含する。ペプチ
ド模倣体は、被験体に投与されると、安定性の増強を含め、ペプチドを上回る各種の利点
をもたらす。ペプチド模倣体を同定する方法は当技術分野において周知であり、潜在的な
ペプチド模倣体のライブラリーを含有するデータベースをスクリーニングするステップを
包含する。例えば、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｄａｔａｂａｓｅは、
公知の結晶構造を有する３００，０００を超える化合物のコレクションを含有する（Ａｌ
ｌｅｎら、Ａｃｔａ　Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒ．　Ｓｅｃｔｉｏｎ　Ｂ、３５巻：２３３
１頁（１９７９年））。標的分子の結晶構造が利用可能でない場合は、例えば、ＣＯＮＣ
ＯＲＤプログラム（Ｒｕｓｉｎｋｏら、Ｊ．　Ｃｈｅｍ．　Ｉｎｆ．　Ｃｏｍｐｕｔ．　
Ｓｃｉ．、２９巻：２５１頁（１９８９年））を使用して、構造を生成させることができ
る。別のデータベースであるＡｖａｉｌａｂｌｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｄｉｒｅｃｔｏ
ｒｙ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｌｉｍｉｔｅｄ，Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ；Ｓａｎ　Ｌｅａｎｄｒｏ、Ｃａｌｉｆ．）は、市販されている約１０
０，００の化合物を包含し、これを検索してＭＴＭ１ポリペプチドの潜在的なペプチド模
倣体を同定することもできる。
【００６９】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、翻訳後修飾をさらに含みうる。例示的な
翻訳後タンパク質修飾には、ポリペプチド側鎖または疎水性基のリン酸化、アセチル化、
メチル化、ＡＤＰリボシル化、ユビキチン化、グリコシル化、カルボニル化、ＳＵＭＯ化
、ビオチニル化、または付加が含まれる。結果として、修飾ＭＴＭ１ポリペプチドは、脂
質、多糖または単糖、およびリン酸などの非アミノ酸要素を含有しうる。このような非ア
ミノ酸要素がＭＴＭ１ポリペプチドの機能性に対して及ぼす効果を、その生物学的活性、
例えば、それが筋細管ミオパシーを治療する能力、またはホスホイノシチド（例えば、Ｐ
ＩＰ３）を切断する能力について調べることができる。天然のＭＴＭ１ポリペプチドがグ
リコシル化されていることを踏まえ、ある実施形態では、本開示によるキメラポリペプチ
ドで使用されるＭＴＭ１ポリペプチドをグリコシル化する。ある実施形態では、グリコシ
ル化のレベルおよびパターンが、天然ＭＴＭ１ポリペプチドと同じであるかまたは実質的
に同じである。他の実施形態では、グリコシル化のレベルおよび／またはパターンが、天
然ＭＴＭ１ポリペプチドと異なる（例えば、グリコシル化が過少である、グリコシル化が
過剰である、グリコシル化されていない）。
【００７０】
　本発明の特定の一実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドを、非タンパク質性ポリマーに
より修飾することができる。特定の一実施形態では、ポリマーが、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号で示される形の
ポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）、ポリプロピレングリコール、またはポリオキシ
アルキレンである。ＰＥＧは、市販されているか、または当技術分野において周知の方法
（ＳａｎｄｌｅｒおよびＫａｒｏ、「Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」、Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、３巻、１３８～１６１頁）に従い、エチレン
グリコールを開環重合化することにより調製しうる、周知の水溶性ポリマーである。



(27) JP 6166041 B2 2017.7.19

10

20

30

40

50

【００７１】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドの断片または変異体が、天然ＭＴＭ１ポリペ
プチドと関連する生物学的活性のうち、少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％、８
５％、９０％、９５％、または１００％を保持することが好ましい。ある実施形態では、
ＭＴＭ１ポリペプチドの断片または変異体の半減期（ｔ１／２）が、該天然タンパク質の
半減期と比べて延長されている。半減期が延長される実施形態の場合、ＭＴＭ１断片また
はＭＴＭ１変異体の半減期は、天然ＭＴＭ１タンパク質の半減期と比べて、少なくとも１
０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、
１２５％、１５０％、１７５％、２００％、２５０％、３００％、４００％、もしくは５
００％、なおまたは１０００％延長される。一部の実施形態では、タンパク質の半減期が
、緩衝生理食塩液中または血清中など、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで決定される。他の実施形態で
は、タンパク質の半減期が、動物の血清または他の体液におけるタンパク質の半減期など
、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける半減期である。
【００７２】
　ある態様では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、１またはそれより多い融合ドメインをさらに
含む融合タンパク質でありうる。このような融合ドメインの周知の例には、アフィニティ
ークロマトグラフィーにより融合タンパク質を単離するのに特に有用である、ポリヒスチ
ジン、Ｇｌｕ－Ｇｌｕ、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、チオレドキシン
、プロテインＡ、プロテインＧ、ならびに免疫グロブリン重鎖定常領域（Ｆｃ）、マルト
ース結合タンパク質（ＭＢＰ）が含まれるがこれらに限定されない。アフィニティー精製
の目的では、グルタチオン結合体化樹脂、アミラーゼ結合体化樹脂、およびニッケル結合
体化樹脂、またはコバルト結合体化樹脂など、アフィニティークロマトグラフィーと関連
するマトリックスが使用される。融合ドメインはまた、それに対する特定の抗体が利用可
能である短鎖ペプチド配列であることが通常である「エピトープタグ」も包含する。それ
に対する特定のモノクローナル抗体が容易に利用可能である周知のエピトープタグには、
ＦＬＡＧタグ、インフルエンザウイルス赤血球凝集素（ＨＡ）タグ、およびｃ－ｍｙｃタ
グが含まれる。場合によっては、融合ドメインが、関連するプロテアーゼに融合タンパク
質を部分的に消化させ、これにより、融合タンパク質から組換えタンパク質を放出させる
、因子Ｘａまたはトロンビンなどのためのプロテアーゼ切断部位を有する。次いで、後続
のクロマトグラフィーによる分離を介して、放出されたタンパク質を融合ドメインから単
離することができる。ある実施形態では、ＭＴＭ１ポリペプチドが、それを安定化させる
ことが可能な１またはそれより多い修飾を含有しうる。例えば、このような修飾は、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏにおける該ポリペプチドの半減期を延長させるか、該ポリペプチドの循環半
減期を延長させるか、または該ポリペプチドのタンパク質分解による劣化を低減する。本
発明のキメラポリペプチドのうちの任意の部分にも同様に、エピトープタグを付しうるこ
とに注意すべきである。言い換えれば、エピトープタグは、ＭＴＭ１に付すこともでき、
かつ／または内部移行部分に付すこともできる。さらに、キメラポリペプチドは、２つの
エピトープタグなど複数のエピトープタグを含む場合もあり、包含するエピトープタグが
０の場合もある。
【００７３】
　一部の実施形態では、ＭＴＭ１タンパク質が、免疫グロブリンのＦｃ領域の全部または
一部を伴う融合タンパク質でありうる。同様に、ある実施形態では、免疫グロブリンのＦ
ｃ領域の全部または一部を、ＭＴＭ１タンパク質を内部移行部分と連結するためのリンカ
ーとして使用することもできる。公知の通り、免疫グロブリンの各重鎖定常領域は、４つ
または５つずつのドメインを含む。ドメインを以下：ＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３－
（－ＣＨ４）の通りに順次名付ける。重鎖ドメインのＤＮＡ配列は、免疫グロブリンクラ
ス間で交差相同性を有する、例えば、ＩｇＧのＣＨ２ドメインは、ＩｇＡおよびＩｇＤの
ＣＨ２ドメイン、ＩｇＭおよびＩｇＥのＣＨ３ドメインと相同である。本明細書で使用さ
れる「免疫グロブリンＦｃ領域」という用語は、免疫グロブリン鎖定常領域、好ましくは
免疫グロブリン重鎖定常領域またはその一部のカルボキシル末端部分を意味するものと理
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解される。例えば、免疫グロブリンＦｃ領域は、１）ＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメイン、
およびＣＨ３ドメイン；２）ＣＨ１ドメインおよびＣＨ２ドメイン；３）ＣＨ１ドメイン
およびＣＨ３ドメイン；４）ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメイン；または５）２つ以上
のドメインと免疫グロブリンヒンジ領域との組合せを含みうる。好ましい実施形態では、
免疫グロブリンＦｃ領域が、少なくとも、免疫グロブリンヒンジ領域、ＣＨ２ドメイン、
およびＣＨ３ドメインを含み、ＣＨ１ドメインを欠くことが好ましい。一実施形態では、
重鎖定常領域が由来する免疫グロブリンのクラスが、ＩｇＧ（Ｉｇγ）（γサブクラス１
、２、３、または４）である。免疫グロブリンの他のクラスであるＩｇＡ（Ｉｇα）、Ｉ
ｇＤ（Ｉｇδ）、ＩｇＥ（Ｉｇε）、およびＩｇＭ（Ｉｇμ）もまた使用することができ
る。適切な免疫グロブリン重鎖定常領域の選択については、米国特許第５，５４１，０８
７号および同第５，７２６，０４４号において詳細に論じられている。ある免疫グロブリ
ンのクラスおよびサブクラスから具体的な免疫グロブリン重鎖定常領域配列を選択して具
体的な結果を達成することは、当技術分野のレベル内にあると考えられる。免疫グロブリ
ンＦｃ領域をコードするＤＮＡ構築物の部分は、ヒンジドメインの少なくとも一部、好ま
しくは、ＦｃγのＣＨ３ドメイン、またはＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、もしくはＩｇＭのう
ちのいずれかにおける相同的なドメインの少なくとも一部を含むことが好ましい。さらに
、免疫グロブリン重鎖定常領域内でアミノ酸を置換または欠失させることは、本発明を実
施するのに有用でありうることも意図される。一例を挙げれば、上流のＣＨ２領域内にア
ミノ酸置換を導入して、Ｆｃ受容体に対するアフィニティーが低下したＦｃ変異体を創出
することであろう（Ｃｏｌｅら（１９９７年）、Ｊ．　ＩＭＭＵＮＯＬ．、１５９巻：３
６１３頁）。当業者は、分子生物学の周知の技法を使用して、このような構築物を調製す
ることができる。
【００７４】
　ＩＩ．内部移行部分
　本明細書で使用される「内部移行部分」という用語は、標的の組織型または細胞型と相
互作用して、結合した分子を細胞内に送達する（すなわち、所望の細胞を透過する；細胞
膜を横切って輸送する）ことが可能な部分を指す。ある実施形態では、本開示が、必ずし
も排他的にではないが、選択的に筋肉細胞を標的とし、これらを透過する内部移行部分に
関する。ある実施形態では、内部移行部分の交差反応性が限定されており、したがって、
具体的な細胞型または組織型を優先的に標的とする。ある実施形態では、適切な内部移行
部分に、例えば、抗体、モノクローナル抗体、またはそれらの誘導体もしくは類似体が含
まれる。他の内部移行部分には、例えば、ホーミングペプチド、融合タンパク質、受容体
、リガンド、アプタマー、ペプチド模倣体、ならびに特定の結合対の任意のメンバーが含
まれる。ある実施形態では、内部移行部分が、ＥＮＴ２トランスポーターを介する、細胞
膜を隔てた透過を媒介する。
【００７５】
　（ａ）抗体
　ある態様では、内部移行部分が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、およびヒ
ト化抗体などの抗体を含みうる。理論により束縛されずに述べると、このような抗体は、
標的組織の抗原に結合することが可能であり、したがって、対象のキメラポリペプチドが
、該標的組織（例えば、筋肉）へと送達されることを媒介しうる。一部の実施形態では、
内部移行部分が、Ｆｖ断片、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２
断片、単一ドメイン抗体、ヒト化抗体およびヒト化抗体断片、ならびに前出の多価変化形
が含まれるがこれらに限定されない、抗体断片、それらの誘導体または類似体を含みうる
。多価の内部移行部分には、ジスルフィド結合により安定化させたＦｖ断片、ｓｃＦｖタ
ンデム（（ｓｃＦｖ）２断片）、ｓｃＦｖ断片を典型的には共有結合によるか、または他
の形で安定化させた（すなわち、ロイシンジッパーまたはヘリックスにより安定化させた
）ダイアボディー、トリボディー、またはテトラボディーなどの単一特異性抗体または二
重特異性抗体；所望の標的分子と天然状態で相互作用する受容体分子が含まれるがこれら
に限定されない。ある実施形態では、抗体またはそれらの変異体を修飾して、それらが被
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験体に投与されたときの免疫原性を低下させることができる。例えば、被験体がヒトであ
る場合は、抗体を「ヒト化」することができる；この場合は、例えば、Ｊｏｎｅｓ，　Ｐ
．ら（１９８６年）、Ｎａｔｕｒｅ、３２１巻５２２～５２５頁；またはＴｅｍｐｅｓｔ
ら（１９９１年）、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、９巻、２６６～２７３頁において説明
される通り、ハイブリドーマに由来する抗体の相補性決定領域（複数可）が、ヒトモノク
ローナル抗体内に移植されている。また、トランスジェニックマウスまたは他の哺乳動物
を使用して、ヒト化抗体を発現させることもできる。このようなヒト化は、部分的な場合
もあり、完全な場合もある。ある実施形態では、抗体がマウス抗体または他の非ヒト抗体
であるが、そのヒト性のスコアは、ヒト化が不要である程度に十分である。さらに他の実
施形態では、抗体または抗原結合断片が、完全なヒト抗体またはヒト抗原結合断片である
。
【００７６】
　ある実施形態では、内部移行部分が、モノクローナル抗体３Ｅ１０、その抗原結合断片
、またはその単鎖Ｆｖ断片を含む。本明細書で使用される「抗体」という用語は、選択さ
れた標的に結合することが可能な完全抗体または抗体断片を指す。Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａ
ｂ’およびＦ（ａｂ’）２、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、遺伝子操作
抗体、ならびにファージディスプレイ法または代替的な技法を使用して産生される合成抗
体または半合成抗体が含まれる。モノクローナル抗体３Ｅ１０は、組換えにより複製する
こともでき、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ａ
ＴＣＣ）受託番号ＰＴＡ－２４３９でＡＴＣＣに永年寄託されているハイブリドーマによ
り複製することもできる（米国特許第７，１８９，３９６号を参照されたい）。さらなる
適切な抗体は、３Ｅ１０と同等であるかもしくは実質的に同じ膜透過活性を有し、かつ／
または３Ｅ１０と同じエピトープに結合し、かつ／または３Ｅ１０と実質的に同じ抗原結
合特性を有する。
【００７７】
　モノクローナル抗体３Ｅ１０は、毒性なしに細胞を透過することが示されており、タン
パク質および核酸を、標的組織の細胞質腔または核内腔へと送達する手段として、大きな
関心を集めている（Ｗｅｉｓｂａｒｔ　ＲＨら、Ｊ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ．、１９９８年
１０月、１１巻（５号）：５３９～４６頁；　Ｗｅｉｓｂａｒｔ　ＲＨら、Ｍｏｌ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．、２００３年３月、３９巻（１３号）：７８３～９頁；　Ｚａｃｋ　ＤＪら
、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１９９６年９月１日、１５７巻（５号）：２０８２～８頁）。
さらに、３Ｅ１０のＶＨ配列およびＶｋ配列は、それぞれのヒト性を表わすｚスコアが０
．９４３および－０．８８０であり、ヒト抗体と高度に相同である。したがって、Ｆｖ３
Ｅ１０は、他の多くの容認されているヒト化抗体より抗抗体反応を誘導する程度が小さい
ことが予測される（Ａｂｈｉｎａｎｄａｎ　ＫＲら、Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．、２００７年
、３６９巻、８５２～８６２頁）。３Ｅ１０の単鎖Ｆｖ断片は、元のモノクローナル抗体
のすべての細胞透過能を保有し、カタラーゼ、ジストロフィン、ＨＳＰ７０、およびｐ５
３などのタンパク質も、Ｆｖ３Ｅ１０と結合体化された後にそれらの活性を保持する（Ｈ
ａｎｓｅｎ　ＪＥら、Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．、２００６年５月９日、１０８８巻（１号）
：１８７～９６頁；　Ｗｅｉｓｂａｒｔ　ＲＨら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｌｅｔｔ．、２００３
年６月１０日、１９５巻（２号）：２１１～９頁；　Ｗｅｉｓｂａｒｔ　ＲＨら、Ｊ　Ｄ
ｒｕｇ　Ｔａｒｇｅｔ．、２００５年２月、１３巻（２号）：８１～７頁；　Ｗｅｉｓｂ
ａｒｔ　ＲＨら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、２０００年６月１日、１６４巻（１１号）：６
０２０～６頁；　Ｈａｎｓｅｎ　ＪＥら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．、２００７年７月２
０日、２８２巻（２９号）：２０７９０～３頁）。３Ｅ１０は、すべての哺乳動物におい
て存在する抗体足場（マウス重鎖可変ドメインおよびマウス軽鎖カッパ可変ドメイン）上
に構築する。３Ｅ１０は、骨格筋および癌細胞において特に豊富なＥＮＴ２ヌクレオチド
トランスポーターを介して細胞に侵入するが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの研究は、３Ｅ１０が
非毒性であることを示している（Ｗｅｉｓｂａｒｔ　ＲＨら、Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
、２００３年３月、３９巻（１３号）：７８３～９頁；　Ｐｅｎｎｙｃｏｏｋｅ　Ｍら、
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Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．、２００１年１月２６日、２
８０巻（３号）：９５１～９頁）。骨格筋に対する３Ｅ１０およびその断片のアフィニテ
ィー、ならびに３Ｅ１０およびＭＴＭ１の各種の結合体がそれら各々の活性を維持する能
力を踏まえると、組換え３Ｅ１０－ＭＴＭ１（ならびに本明細書で説明される他の結合体
化変異体）療法は、ＭＴＭを治療するための有益な手法を表わす。本明細書で説明される
通り、組換え３Ｅ１０または３Ｅ１０断片もしくは３Ｅ１０変異体は、化学的または遺伝
子的にヒトＭＴＭ１（ｈＭＴＭ１）に結合体化することができ、各結合体の活性は、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏで確認することができる。さらに、精製結合体をＭＴＭ１欠損マウスに注射
することができ、本明細書で説明される通り、疾患表現型の改善を検討することができる
。
【００７８】
　内部移行部分はまた、ｍＡｂ　３Ｅ１０と同じであるかまたは実質的に同じ細胞透過特
徴を保持する３Ｅ１０の変異体のほか、その有用性を改善する（例えば、特定の細胞型を
標的とする能力の改善、細胞膜を透過する能力の改善、細胞内ＤＮＡに局在化する能力の
改善、結合アフィニティーの改善など）突然変異により修飾された変異体など、ｍＡｂ　
３Ｅ１０の突然変異体も包含しうる。このような突然変異体は、１またはそれより多い保
存的置換が、抗体の重鎖、軽鎖、および／または定常領域（複数可）に導入された変異体
を包含する。ｍＡｂ　３Ｅ１０の多数の変異体は、例えば、それらの教示が参照によりそ
れらの全体において本明細書に組み込まれる、米国特許第７，１８９，３９６号およびＷ
Ｏ２００８／０９１９１１において特徴づけられている。ある実施形態では、内部移行部
分が、３Ｅ１０のアミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、
９８％、９９％、または１００％同一であるか、または３Ｅ１０の単鎖Ｆｖ（例えば、配
列番号２および配列番号４を含む単鎖Ｆｖ）のアミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％
、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を
有する抗体を含む。ある実施形態では、内部移行部分が、３Ｅ１０の単鎖Ｆｖを含み、Ｖ

Ｈドメインのアミノ酸配列が、配列番号２と少なくとも９０％、９５％、９７％、９８％
、９９％、または１００％同一であり、ＶＬドメインのアミノ酸配列が、配列番号４と少
なくとも９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である。変異体
の３Ｅ１０またはその断片は、内部移行部分の機能を保持している。
【００７９】
　ある実施形態では、内部移行部分が、配列番号４と少なくとも９０％、９２％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一なアミノ酸配列を含む軽鎖可変
ドメイン（ＶＬ）を含む抗体または抗原結合断片を含む。ある実施形態では、内部移行部
分が、配列番号２と少なくとも９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９
％、または１００％同一なアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む抗体また
は抗原結合断片を含む。ある実施形態では、内部移行部分が、配列番号４と少なくとも９
０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一なアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、ならびに配列番号２と少なくとも９０％、９２
％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一なアミノ酸配列を含
む重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む抗体または抗原結合断片を含む。本発明はとりわけ、
前出のＶＨ鎖およびＶＬ鎖の任意の組合せに基づく内部移行部分、例えば、配列番号２と
少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含むＶＨと、配列番号４と少なくとも９６％
同一であるアミノ酸配列を含むＶＬとを含む内部移行部分を意図する。ある実施形態では
、内部移行部分が、配列番号２に示されるアミノ酸配列を含むＶＨと、配列番号４に示さ
れるアミノ酸配列を含むＶＬとを含む。本明細書で詳述される通り、ＶＨドメインおよび
ＶＬドメインは、全長抗体の一部として包含される場合もあり、ｓｖＦｖなどの断片の一
部として包含される場合もある。さらに、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは、リンカー
により接合することもでき、直接接合することもできる。いずれの場合も、ＶＨドメイン
およびＶＬドメインは、いずれの方向に接合することもできる（例えば、ＶＬドメインの
Ｎ末端をＶＨドメインに接合することもでき、ＶＨドメインのＮ末端をＶＬドメインに接
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合することもできる）。
【００８０】
　当業者により容易に認識される通り、改変ｍＡｂ　３Ｅ１０（例えば、キメラ、ヒト化
、ＣＤＲ移植、完全ヒト、二官能性、抗体ポリペプチド二量体：すなわち、重鎖および軽
鎖を含む１本の抗体アームなど、抗体の構成要素である２つのポリペプチド鎖の会合体、
またはＶＬ抗体ドメイン、ＶＨ抗体ドメイン、ＣＬ抗体ドメイン、およびＣＨ１抗体ドメ
インを含むＦａｂ断片、またはＶＬドメインおよびＶＨドメインを含むＦｖ断片（単鎖抗
体）：例えば、リンカーによりＶＨドメインと連結されたＶＬドメインを含むｓｃＦｖ断
片など）もまた、当技術分野で周知の方法により作製することができる。このような抗体
はまた、例えば、参照により本明細書に組み込まれるＳａｍｂｒｏｏｋら、「Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、第２版（Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９８９年）；ならびに
参照により本明細書に組み込まれるＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９８８年）において説明されるハイブリドーマ法、化学
合成法、または組換え法によっても作製することができる。さらに、他の抗体内部移行部
分も容易に作出することができ、これらには、げっ歯動物抗体内部移行部分、キメラ抗体
内部移行部分、ヒト化抗体内部移行部分、完全ヒト抗体内部移行部分などが含まれうる。
【００８１】
　当技術分野では、抗体またはそれらの断片（例えば、ＶＨ－リンカー－ＶＬによりコー
ドされる単鎖Ｆｖ断片）の調製が周知である。特に、ＷＯ２００８／０９１９１１では、
組換えによりｍＡｂ　３Ｅ１０抗体断片ならびにそれらの結合体（例えば、本明細書で開
示されるＦｖ３Ｅ１０－ＧＳ３ｈ－ｈＭＴＭ１）を作製する方法が説明されている。さら
に、当技術分野では、抗体のｓｃＦｖ断片を生成させる方法が周知である。本開示の例示
的な方法では、（ＧＧＧＧＳ）３リンカー（配列番号３）を使用して、３Ｅ１０　ＶＬド
メインと３Ｅ１０　ＶＨドメインとを接合する。しかし、他のリンカーもまたデザインし
うることが理解される。例えば、可撓性のタンパク質領域内で典型的な表面アミノ酸には
、Ｇｌｙ、Ａｓｎ、およびＳｅｒが含まれる。Ｇｌｙ、Ａｓｎ、およびＳｅｒを含有する
アミノ酸配列の順列であれば、リンカー配列の基準（例えば、疎水性特徴または帯電特徴
を最小とする可撓性リンカー配列の基準）を満たすと予測されるであろう。Ｔｈｒおよび
Ａｌａなど、他の中性に近いアミノ酸もまた、リンカー配列で使用することができる。特
定の実施形態では、より長いかまたは短いリンカー配列もまた使用しうるが、約１５アミ
ノ酸のリンカー配列長を使用して、機能的なタンパク質ドメインに適する分離をもたらす
ことができる。さらに、ある実施形態では、キメラポリペプチドが、そのＭＴＭ１ポリペ
プチド部分に内部移行部分を接合するさらなるリンカーを包含しうることも理解される。
したがって、ある実施形態では、キメラポリペプチドが、２つのリンカーなど、複数のリ
ンカーを包含しうる。キメラポリペプチドが複数のリンカーを包含する実施形態の場合、
該リンカーは、独立して選択され、同じ場合もあり異なる場合もあることが理解される。
【００８２】
　抗体およびそれらの断片の調製はまた、モノクローナル抗体を生成させる、任意の数の
周知の方法により達成することもできる。これらの方法は、所望の免疫原（例えば、所望
の標的分子またはその断片）により、動物、典型的にはマウスを免疫化するステップを包
含することが典型的である。所望の免疫原（複数可）によりマウスを免疫化し、好ましく
は、１または複数回にわたり追加投与したら、周知の方法（例えば、モノクローナル抗体
作製についての一般的概観については、その一部が参照により本明細書に組み込まれる、
Ｋｕｂｙ，　Ｊａｎｉｓ、「Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」、第３版、１３１～１３９頁、Ｗ．
Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．（１９９７年）を参照されたい）に従い、モノクロー
ナル抗体作製用のハイブリドーマを調製およびスクリーニングすることができる。過去数
十年間を経て、抗体の作製は、著しく頑健となった。抗体の認識とファージディスプレイ
法とを組み合わせるｉｎ　ｖｉｔｒｏでの方法により、極めて特異的な結合能を有する抗
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体を増幅および選択することが可能となる。例えば、参照により本明細書に組み込まれる
Ｈｏｌｔ，　Ｌ．　Ｊ．ら、「Ｔｈｅ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ」、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉ
ｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２０００年、１１巻：４４５～４４９頁を参照された
い。これらの方法は、従来のモノクローナル抗体調製法によるハイブリドーマの調製より
はるかに煩雑さの度合いが小さい。一実施形態では、ファージディスプレイ法を使用して
、所望の標的分子に特異的な内部移行部分を生成させることができる。選択された免疫原
に対する免疫反応を動物（マウス、ウサギ、ヤギ、または他の動物など）において誘発し
、その反応を追加増幅して、免疫原特異的Ｂ細胞集団を増殖させる。メッセンジャーＲＮ
Ａは、これらのＢ細胞から単離され、場合によって、モノクローナルハイブリドーマ集団
またはポリクローナルハイブリドーマ集団から単離する。ポリＡプライマー、または所望
のＶＨ鎖およびＶＬ鎖に隣接する配列に特異的であることが典型的なマウス免疫グロブリ
ンに特異的プライマー（複数可）を用いる公知の方法によりこのｍＲＮＡを逆転写して、
ｃＤＮＡを得る。ＶＨおよびＶＬに特異的なプライマーセットを使用することが典型的な
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により所望のＶＨ鎖およびＶＬ鎖を増幅し、これらを、
リンカーにより分離した形で、併せてライゲーションする。ＶＨおよびＶＬに特異的なプ
ライマーセットは、例えば、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｉｎｃ．、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、Ｃａ
ｌｉｆｏｒｎｉａから市販されている。構築されたＶＨ－リンカー－ＶＬ産物（ｓｃＦｖ
断片をコードする）を、ＰＣＲにより選択および増幅する。制限部位を含めたプライマー
を伴うＰＣＲにより、ＶＨ－リンカー－ＶＬ産物の両端に制限部位を導入し、このｓｃＦ
ｖ断片を、適切な表現ベクター（典型的にはプラスミド）内に挿入して、ファージディス
プレイを行う。Ｆａｂ’断片などの他の断片も、ファージディスプレイベクター内にクロ
ーニングして、ファージ粒子上において表面発現させることができる。ファージは、ラム
ダファージなど、任意のファージでありうるが、ｆｄファージおよびＭ１３ファージ、典
型的にはＭ１３ファージなどの繊維状ファージであることが典型的である。ある実施形態
では、組換えにより抗体または抗体断片を作出する。言い換えれば、抗体の配列が公知で
あれば（例えば、上記で説明した方法を使用して）、標準的な技法を使用して、組換えに
よりその抗体を作出することができる。したがって、例えば、ファージディスプレイライ
ブラリーをスクリーニングすることにより、３Ｅ１０と類縁であるかまたは細胞透過（ｐ
ｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ／ｔｒａｎｓｉｔｉｎｇ）特徴が同等である他の抗体および抗原結
合断片を容易に同定することができる。
【００８３】
　ある実施形態では、内部移行部分を修飾して、プロテアーゼによる切断に対するそれら
の耐性を増大させることができる。例えば、（Ｌ）型の立体構造にある自然発生のアミノ
酸のうちの１または複数を、Ｄ型アミノ酸で置換することにより、ポリペプチドを含む内
部移行部分の安定性を増大させることができる。各種の実施形態では、内部移行部分のア
ミノ酸残基のうち、少なくとも１％、５％、１０％、２０％、５０％、８０％、９０％、
または１００％がＤ型の立体構造である。Ｌ型アミノ酸からＤ型アミノ酸に切り替えるこ
とにより、消化管内で見出される多くの遍在性ペプチダーゼの消化能が中和される。代替
的に、従来のペプチド結合に対する修飾を導入することにより、ペプチド結合を含む内部
移行部分の安定性の増強を達成することもできる。例えば、胃または他の消化管において
、ならびに血清においてポリペプチドを消化することが公知である多くのタンパク質溶解
酵素の効果を回避する目的で、ポリペプチド骨格内に環状鎖を導入することにより、安定
性を増強することができる。さらに他の実施形態では、内部移行部分のアミノ酸間に１ま
たはそれより多い右旋性アミノ酸（右旋性フェニルアラニンまたは右旋性トリプトファン
など）を挿入することにより、内部移行部分の安定性の増強を達成することもできる。例
示的な実施形態では、このような修飾により、所望の標的分子との相互作用の活性または
特異性を損なうことなく、内部移行部分のプロテアーゼ耐性を増大させる。
【００８４】
　（ｂ）ホーミングペプチド
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　ある態様では、内部移行部分が、対象のキメラＭＴＭ１ポリペプチドを、細胞膜を超え
て細胞内に選択的に誘導するホーミングペプチドを含みうる。ある実施形態では、内部移
行部分が、対象のキメラＭＴＭ１ポリペプチドを、標的組織（例えば、筋肉）に選択的に
誘導するホーミングペプチドを含みうる。例えば、ＡＳＳＬＮＩＡのアミノ酸配列を含む
ホーミングペプチドにより、筋肉へのキメラポリペプチドの送達を媒介することができる
。さらなる例示的なホーミングペプチドは、参照によりその全体において組み込まれるＷ
Ｏ９８／５３８０４において開示されている。ホーミングペプチドのさらなる例には、核
局在化配列Ｔａｔ４８～６０を含むＴＡＴ（ＨＩＶ　ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ　ｏ
ｆ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）；Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ属転写因子のアンテナペディ
アホメオドメイン（例えば、ホメオドメイン第３ヘリックスのＡｎｔｐ４３～５８を含む
ペネトラチン）；ホモアルギニンペプチド（例えば、Ａｒｇ７ペプチド－ＰＫＣ－εアゴ
ニストによるラット虚血心の保護）；アルファヘリックスペプチド；陽イオン性ペプチド
（「正に超帯電」したタンパク質）が含まれる。
【００８５】
　加えて、当技術分野において周知である各種の方法を使用して、標的組織（または内臓
）のホーミングペプチドを同定することもできる。具体的な標的組織に対して選択的なホ
ーミングペプチドが同定されたら、これをある実施形態で使用することができる。
【００８６】
　例示的な方法は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるファージディスプレイ法である。とりわけ、
ファージの表面タンパク質を伴う融合ペプチドとしてランダムなペプチド配列を表現させ
、このランダムなペプチドライブラリーを全身の循環内に注入する。宿主マウス内に注入
した後、標的の組織または内臓を摘出し、次いで、ファージを単離して増殖させ、この注
射手順をさらに２回にわたり反復する。注射されるウイルスは、組織に無作為に結合する
か、または非標的組織に特異的に結合する可能性を有するので、注射の各ラウンドは、デ
フォルトで、陰性選択のための構成要素を包含する。選択過程により、非標的組織に特異
的に結合するウイルス配列が迅速に除去される一方、選択のラウンドごとに、非特異的に
結合するファージの数が減少する。多くの試験所では、脳、腎臓、肺、皮膚、膵臓、腸、
子宮、副腎、網膜、筋肉、前立腺、または腫瘍の血管系に選択的なホーミングペプチドが
同定されている。例えば、Ｓａｍｏｙｌｏｖａら、１９９９年、Ｍｕｓｃｌｅ　Ｎｅｒｖ
ｅ、２２巻：４６０頁；　Ｐａｓｑｕａｌｉｎｉら、１９９６年、Ｎａｔｕｒｅ、３８０
巻：３６４頁；　Ｋｏｉｖｕｎｅｎら、１９９５年、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１３
巻：２６５頁；　Ｐａｓｑｕａｌｉｎｉら、１９９５年、Ｊ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．、
１３０巻：１１８９頁；　Ｐａｓｑｕａｌｉｎｉら、１９９６年、Ｍｏｌｅ．　Ｐｓｙｃ
ｈ．、１巻：４２１、４２３頁；　Ｒａｊｏｔｔｅら、１９９８年、Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　
Ｉｎｖｅｓｔ．、１０２巻：４３０頁；　Ｒａｊｏｔｔｅら、１９９９年、Ｊ．　Ｂｉｏ
ｌ．　Ｃｈｅｍ．、２７４巻：１１５９３頁を参照されたい。また、米国特許第５，６２
２，６９９号；同第６，０６８，８２９号；同第６，１７４，６８７号；同第６，１８０
，０８４号；同第６，２３２，２８７号；同第６，２９６，８３２号；同第６，３０３，
５７３号；同第６，３０６，３６５号も参照されたい。
【００８７】
　ＩＩＩ．キメラポリペプチド
　本発明のキメラポリペプチドは、各種の方式で作出することができる。ある実施形態で
は、ＭＴＭ１ポリペプチドのＣ末端を、内部移行部分（例えば、抗体またはホーミングペ
プチド）のＮ末端と連結することができる。代替的に、内部移行部分（例えば、抗体また
はホーミングペプチド）のＣ末端を、ＭＴＭ１ポリペプチドのＮ末端と連結することもで
きる。例えば、ＭＴＭ１ポリペプチドを、ｍＡｂ　３Ｅ１０の抗体重鎖または抗体軽鎖の
アミノ末端またはカルボキシ末端に配置するように、キメラポリペプチドをデザインする
ことができる。ある実施形態では、潜在的な立体構造が、結合されるＭＴＭ１ポリペプチ
ドの機能的完全性を維持するのに必要とされる、抗体の重鎖配列および軽鎖配列の切断部
分（例えば、ｍＡｂ　３Ｅ１０）の使用を包含する。さらにまた、ＭＴＭ１またはその変
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異体の露出された内部（非末端）残基に内部移行部分を連結することもできる。さらなる
実施形態では、ＭＴＭ１－内部移行部分による立体構造の任意の組合せを用いることがで
き、これにより、１：１を超える（例えば、１つの内部移行部分に対して２つのＭＴＭ１
分子）ＭＴＭ１：内部移行部分比が結果としてもたらされる。
【００８８】
　ＭＴＭ１ポリペプチドおよび内部移行部分は、互いと直接結合体化することができる。
代替的に、各ドメインが、その二次構造および三次構造に適正な形で折りたたまれること
を確保するのに十分な距離だけ、ＭＴＭ１ポリペプチドと内部移行部分とを分離するリン
カー配列を介して、これらを互いと連結することもできる。好ましいリンカー配列は、（
１）可撓性の伸展型立体配座を取るべきであり；（２）ＭＴＭ１ポリペプチドまたは内部
移行部分の機能的ドメインと相互作用しうる、秩序化された二次構造を発生させる傾向を
呈示すべきではなく；（３）機能的なタンパク質ドメインとの相互作用を促進しうる、疎
水性特徴または帯電特徴を最小限とすべきである。可撓性のタンパク質領域内で典型的な
表面アミノ酸には、Ｇｌｙ、Ａｓｎ、およびＳｅｒが含まれる。Ｇｌｙ、Ａｓｎ、および
Ｓｅｒを含有するアミノ酸配列の順列であれば、上記のリンカー配列の基準を満たすと予
測されるであろう。ＴｈｒおよびＡｌａなど、他の中性に近いアミノ酸もまた、リンカー
配列で使用することができる。特定の実施形態では、より長いかまたは短いリンカー配列
もまた使用しうるが、約１５アミノ酸のリンカー配列長を使用して、機能的なタンパク質
ドメインに適する分離をもたらすことができる。ＭＴＭ１ポリペプチドと内部移行部分と
を分離するリンカー配列の長さは、５～５００アミノ酸の長さである場合もあり、より好
ましくは５～１００アミノ酸の長さである場合もある。リンカー配列は、約５～３０アミ
ノ酸の長さであることが好ましい。好ましい実施形態では、リンカー配列が、約５～約２
０アミノ酸であり、約１０～約２０アミノ酸であることが有利である。他の実施形態では
、ＭＴＭ１ポリペプチドを内部移行部分と接合するリンカーは、抗体の定常領域（例えば
、ｍＡｂ　３Ｅ１０の定常ドメイン、または別の抗体のＦｃ領域の全部もしくは一部）で
ありうる。例として述べると、ＭＴＭ１を内部移行部分と接合するリンカーは、ＧＳＴＳ
ＧＳＧＫＳＳＥＧＫＧ（配列番号１０）である。ある実施形態では、リンカーが切断可能
なリンカーである。上述の通り、キメラポリペプチドは、内部移行部分をＭＴＭポリペプ
チドに接合するリンカー、ならびに内部移行部分の一部を互いと接合するリンカー（例え
ば、単鎖Ｆｖ断片のＶＨドメインとＶＬドメインとを接合するリンカー）など、複数のリ
ンカーを包含しうる。キメラポリペプチドが２つのリンカーなど複数のリンカーを包含す
る場合、リンカーは独立して選択され、これらは同じ場合もあり、異なる場合もある。
【００８９】
　ある実施形態では、周知の架橋試薬および架橋プロトコールを使用して、本発明のキメ
ラポリペプチドを生成させることができる。例えば、当業者に公知であり、ＭＴＭ１ポリ
ペプチドを内部移行部分（例えば、抗体）と架橋するのに有用な、多数の化学的架橋剤が
存在する。例えば、架橋剤は、分子を段階的に連結するのに用いうるヘテロ二官能性の架
橋剤である。ヘテロ二官能性の架橋剤は、タンパク質を結合体化し、これにより、ホモタ
ンパク質ポリマーなど、望ましくない副次的反応の発生を低減する、より特異的な結合法
をデザインすることを可能とする。当技術分野では、スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイ
ミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）、ｍ－マレイミドベン
ゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）；Ｎ－スクシンイミジル（４
－ヨードアセチル）アミノベンゾエート（ＳＩＡＢ）、スクシンイミジル４－（ｐ－マレ
イミドフェニル）ブチレート（ＳＭＰＢ）、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロ
ピル）カルボジイミドヒドロクロリド（ＥＤＣ）；４－スクシンイミジルオキシカルボニ
ル－ａ－メチル－ａ－（２－ピリジルジチオ）－トルエン（ＳＭＰＴ）、Ｎ－スクシンイ
ミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシンイミジル６－
［３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート］ヘキサノエート（ＬＣ－ＳＰＤＰ）を含
め、多種多様のヘテロ二官能性の架橋剤が公知である。Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド部
分を有するこれらの架橋剤は、Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミド類似体として得るこ
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とができ、これらは一般に、水溶性が大きい。加えて、この代わりに、ｉｎ　ｖｉｖｏに
おけるリンカーの切断量を低減するよう、連結鎖内にジスルフィド架橋を有する架橋剤を
アルキル誘導体として合成することもできる。ヘテロ二官能性架橋剤に加えて、ホモ二官
能性架橋剤および光反応性架橋剤を含め、他の多数の架橋剤も存在する。スベリン酸ジス
クシンイミジル（ＤＳＳ）、ビスマレイミドヘキサン（ＢＭＨ）、およびピメルイミド酸
ジメチル２ＨＣｌ（ＤＭＰ）が、本発明で使用するのに有用なホモ二官能性架橋剤の例で
あり、ビス－［Ｂ－（４－アジドサリチルアミド）エチル］ジスルフィド（ＢＡＳＥＤ）
およびＮ－スクシンイミジル－６（４’－アジド－２’－ニトロフェニルアミノ）ヘキサ
ノエート（ＳＡＮＰＡＨ）が、本発明で使用するのに有用な光反応性架橋剤の例である。
近年におけるタンパク質結合法の総説については、参照により本明細書に組み込まれるＭ
ｅａｎｓ　ら（１９９０年）、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．、１巻
：２～１２頁を参照されたい。
【００９０】
　上記に含まれる、ヘテロ二官能性架橋剤の１つの特に有用なクラスは、一級アミン反応
基であるＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）またはその水溶性の類似体であるＮ－
ヒドロキシスルホスクシンイミド（スルホＮＨＳ）を含有する。一級アミン（リシンのイ
プシロン基）は、アルカリ性のｐＨに置かれると脱プロトン化し、ＮＨＳエステルまたは
スルホＮＨＳエステルに対する求核攻撃により反応する。この反応の結果、アミド結合が
形成され、副生成物としてＮＨＳまたはスルホＮＨＳが放出される。ヘテロ二官能性架橋
剤の一部として有用な別の反応基は、チオール反応基である。一般的なチオール反応基に
は、マレイミド、ハロゲン、およびピリジルジスルフィドが含まれる。マレイミドは、弱
い酸性～中性（ｐＨ６．５～７．５）の条件下、数分間で遊離スルフヒドリル（システイ
ン残基）と特異的に反応する。ハロゲン（ヨードアセチル官能基）は、生理学的ｐＨで－
ＳＨ基と反応する。これらの反応基のいずれもが、安定的なチオエーテル結合の形成を結
果としてもたらす。ヘテロ二官能性架橋剤の第３の構成要素は、スペーサーアームまたは
架橋である。架橋は、２つの反応性末端を接続する構造である。架橋の最も明らかな属性
は、立体障害性に対するその効果である。場合によっては、架橋が長くなると、２つの複
合体生体分子を連結するのに必要な距離をより容易に隔てさせることができる。
【００９１】
　ヘテロ二官能性試薬を使用してタンパク質結合体を調製する過程は、アミン反応および
スルフヒドリル反応を伴う２段階の過程である。第１の段階であるアミン反応では、選択
されるタンパク質が、一級アミンを含有するものとする。この一級アミンは、大半のタン
パク質のＮ末端に見出されるリシンイプシロンアミンの場合もあり、一級アルファアミン
の場合もある。タンパク質は、遊離スルフヒドリル基を含有しないものとする。結合体化
される両方のタンパク質が遊離スルフヒドリル基を含有する場合は、例えば、Ｎ－エチル
マレイミドを使用してすべてのスルフヒドリルが保護されるように、１つのタンパク質を
修飾することができる（参照により本明細書に組み込まれるＰａｒｔｉｓら（１９８３年
）、Ｊ．　Ｐｒｏ．　Ｃｈｅｍ．、２巻：２６３頁を参照されたい）。エルマン試薬を使
用して、具体的なタンパク質におけるスルフヒドリルの量を計算することができる（参照
により本明細書に組み込まれる、Ｅｌｌｍａｎら（１９５８年）、Ａｒｃｈ．　Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．、７４巻：４４３頁；およびＲｉｄｄｌｅｓら（１９７９年
）、Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．、９４巻：７５頁を参照されたい）。
【００９２】
　ある特定の実施形態では、汎用担体系を使用することにより、本発明のキメラポリペプ
チドを作製することができる。例えば、ＭＴＭ１ポリペプチドを、プロテインＡ、ポリ－
Ｌ－リシン、ヘキサヒスチジンなどの共通の担体に結合体化することができる。次いで、
結合体化された担体は、内部移行部分として作用する抗体と共に複合体を形成する。免疫
グロブリンに結合する一因となる担体分子の小部分であれば、担体として使用することが
できるであろう。
【００９３】
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　ある実施形態では、Ｂｏｄａｎｓｋｙ，　Ｍ．、「Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｅ
ｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ、Ｂｅｒｌｉｎ（
１９９３年）；およびＧｒａｎｔ　Ｇ．　Ａ．（編）、「Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔ
ｉｄｅｓ：　Ａ　Ｕｓｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅ」、Ｗ．　Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　
Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９２年）において説明される技法などの標準的
なタンパク質化学法を使用することにより、本発明のキメラポリペプチドを作製すること
ができる。加えて、自動式ペプチド合成器も市販されている（例えば、Ａｄｖａｎｃｅｄ
　ＣｈｅｍＴｅｃｈ　Ｍｏｄｅｌ　３９６；　Ｍｉｌｌｉｇｅｎ／Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　
９６００）。ＭＴＭ１を内部移行部分に化学的に結合体化する前出の架橋法のいずれにお
いても、切断ドメインまたは切断リンカーを使用することができる。切断により、内部移
行部分とＭＴＭ１ポリペプチドとの分離が可能となる。例えば、キメラポリペプチドが細
胞を透過した後で、切断リンカーが切断されれば、内部移行部分からのＭＴＭ１の分離が
可能となるであろう。
【００９４】
　ある実施形態では、１つの連続したポリペプチド鎖として発現されるＭＴＭ１ポリペプ
チドおよび内部移行部分（例えば、抗体またはホーミングペプチド）を含有する融合タン
パク質として、本発明のキメラポリペプチドを生成させることができる。本明細書では、
このようなキメラポリペプチドを、組換え結合体化されたキメラポリペプチドと称する。
このような融合タンパク質を調製する場合は、ＭＴＭ１ポリペプチドおよび内部移行部分
、ならびに場合によって、該ＭＴＭ１ポリペプチドと該内部移行部分とを隔てるペプチド
リンカー配列をコードする核酸を含む融合遺伝子を構築する。翻訳産物を所望の融合タン
パク質とする融合遺伝子を創出する組換えＤＮＡ法の使用は、当技術分野において周知で
ある。タンパク質産物の機能的特性、作出されるタンパク質の量、またはその中でタンパ
ク質が生成される細胞型を変化させる目的で、遺伝子のコード配列ならびにその制御領域
の両方のデザインを変化させることができる。例えば、融合タンパク質をコードする新規
のハイブリッド遺伝子を生成させる異なる遺伝子のコード配列にその一部を融合させるこ
とにより、遺伝子のコード配列を大幅に改変することができる。融合タンパク質を作製す
る方法の例については、参照により本明細書に組み込まれる、ＰＣＴ出願であるＰＣＴ／
ＵＳ８７／０２９６８、ＰＣＴ／ＵＳ８９／０３５８７、およびＰＣＴ／ＵＳ９０／０７
３３５のほか、Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら（１９８９年）、Ｎａｔｕｒｅ、３３９巻：６８
頁において説明されている。本質的に述べると、ライゲーションのための平滑末端または
粘着末端、適切な末端をもたらす制限酵素による消化、必要に応じた付着末端の充填、望
ましくない接合を回避するためのアルカリホスファターゼ処理、ならびに酵素によるライ
ゲーションを用いる従来の技法に従い、異なるポリペプチド配列をコードする各種のＤＮ
Ａ断片の接合を実施する。代替的には、自動式ＤＮＡ合成器を含めた従来の技法により、
融合遺伝子を合成することができる。別の方法では、２つの連続する遺伝子断片間で相補
的な突出をもたらし、その後、これをアニーリングしてキメラ遺伝子配列を生成させる、
アンカープライマーを使用して、遺伝子断片のＰＣＲ増幅を行うことができる（例えば、
「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」
、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ：１９９２年を参照された
い）。当技術分野において周知である各種の発現系を使用する組換えにより、融合遺伝子
によりコードされるキメラポリペプチドを作製することができる（以下もまた参照された
い）。
【００９５】
　組換えにより結合体化されるキメラポリペプチドには、ＭＴＭ１ポリペプチドを内部移
行部分のＮ末端またはＣ末端と結合体化する実施形態が含まれる。
【００９６】
　一部の実施形態では、米国特許公開第２００３／０１６６８７７号において説明される
通り、キメラポリペプチドを隔てる接合領域内の候補Ｔ細胞エピトープを同定し、該接合
領域内のアミノ酸を変化させることにより、キメラポリペプチドの免疫原性を低減するこ
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とができる。
【００９７】
　本発明のキメラポリペプチドは、様々な形で使用される。例えば、キメラポリペプチド
を使用して、ＭＴＭ１が内因的に結合するタンパク質、またはＭＴＭ１の基質など、ＭＴ
Ｍ１の結合パートナーを同定することができる。キメラポリペプチドはまた、ＭＴＭ１欠
損骨格筋細胞などの骨格筋細胞を画像化し、野生型骨格筋細胞またはＭＴＭ１欠損骨格筋
細胞におけるＭＴＭ１の細胞内局在化を研究するのにも用いることができる。キメラポリ
ペプチドはまた、動物またはヒト患者における欠損細胞内のＭＴＭ１タンパク質を置換す
る療法の一部として用いることもできる。キメラポリペプチドは、単独で、または筋細管
ミオパシーを治療する治療レジメンの一部として使用することができる。
【００９８】
　ＩＶ．ＭＴＭ１類縁核酸および発現
　ある実施形態では、本発明が、ＭＴＭ１ポリペプチド（その生物活性断片、変異体、お
よび融合体を含めた）を作製するのに核酸を使用する。ある特定の実施形態では、該核酸
が、本発明の組換えキメラタンパク質を作出するのに、内部移行部分（例えば、抗体また
はホーミングペプチド）をコードするＤＮＡをさらに含みうる。これらの核酸すべてを集
合的に、ＭＴＭ１核酸と称する。
【００９９】
　該核酸は、一本鎖の場合もあり二本鎖の場合もあり、ＤＮＡ分子の場合もありＲＮＡ分
子の場合もある。ある実施形態では、本開示が、ＭＴＭ１ヌクレオチド配列領域（例えば
、配列番号５、７、および９）と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、
９８％、９９％、または１００％同一である、単離核酸配列または組換え核酸配列に関す
る。さらなる実施形態では、ＭＴＭ１核酸配列が、単離されているか、組換えであるか、
かつ／または異種ヌクレオチド配列と融合されている場合もあり、ＤＮＡライブラリー内
の場合もある。
【０１００】
　ある実施形態では、ＭＴＭ１核酸がまた、高度に厳密な条件下で、上述の天然ＭＴＭ１
ヌクレオチド配列のうちのいずれかまたはその相補体配列にハイブリダイズするヌクレオ
チド配列も包含する。当業者は、ＤＮＡハイブリダイゼーションを促進する適切な厳密性
の条件を変化させうることを容易に理解するであろう。例えば、約４５℃で６．０倍濃度
の塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）においてハイブリダイゼーションを実
施した後、５０℃で約２．０×ＳＳＣにより洗浄することが可能であろう。例えば、洗浄
ステップにおける塩濃度は、５０℃で約２．０×ＳＳＣである低度の厳密性～５０℃で約
０．２×ＳＳＣである高度の厳密性から選択することができる。加えて、洗浄ステップに
おける温度は、約２２℃の室温における低度の厳密性条件から、約６５℃における高度の
厳密性条件に上昇させることもできる。温度および塩分の両方を変化させることもでき、
他の変数を変化させる一方で、温度または塩濃度を一定に保つこともできる。一実施形態
では、本発明が、室温で６×ＳＳＣによる低度の厳密性条件下でハイブリダイズした後、
室温で２×ＳＳＣにより洗浄される核酸を提供する。
【０１０１】
　遺伝子コードにおける縮重のために天然ＭＴＭ１核酸と異なる単離核酸もまた、本発明
の範囲内にある。例えば、複数のトリプレットにより指定される核酸は数多い。同じアミ
ノ酸またはシノニム（例えば、ＣＡＵとＣＡＣとはヒスチジンのシノニムである）を指定
するコドンは、タンパク質のアミノ酸配列に影響を及ぼさない「サイレント」突然変異を
結果としてもたらしうる。しかし、哺乳動物細胞間には、対象タンパク質のアミノ酸配列
に変化をもたらすＤＮＡ配列多型が存在すると予測される。天然の対立遺伝子変異に起因
して、所与の種の個体間では、具体的なタンパク質をコードする核酸のうちの１またはそ
れより多いヌクレオチド（該ヌクレオチドのうち、最大で約３～５％）にこれらの変異が
存在しうることを当業者は理解するであろう。任意かつすべてのこのようなヌクレオチド
変異、ならびに結果としてもたらされるアミノ酸多型は、本発明の範囲内にある。
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【０１０２】
　ある実施形態では、組換えＭＴＭ１核酸を、発現構築物における１またはそれより多い
制御ヌクレオチド配列と作動可能に連結することができる。制御ヌクレオチド配列は一般
に、発現に使用される宿主細胞に適切である。当技術分野では、各種の宿主細胞に適切な
多くの種類の発現ベクターならびに適切な制御配列が公知である。前記１またはそれより
多い制御ヌクレオチド配列には、プロモーター配列、リーダー配列またはシグナル配列、
リボソーム結合部位、転写開始配列および転写終結配列、翻訳開始配列および翻訳終結配
列、ならびにエンハンサー配列またはアクチベーター配列が含まれうるがこれらに限定さ
れない。当技術分野において公知の構成的プロモーターまたは誘導性プロモーターが、本
発明により意図される。プロモーターは、自然発生のプロモーターの場合もあり、複数の
プロモーターのエレメントを組み合わせるハイブリッドプロモーターの場合もある。発現
構築物は、細胞内の、プラスミドなどのエピソームに存在する場合もあり、染色体内に挿
入される場合もある。好ましい実施形態では、発現ベクターが、形質転換された宿主細胞
の選択を可能とする選択マーカー遺伝子を含有する。当技術分野では、選択マーカー遺伝
子が周知であり、使用される宿主細胞と共に変化する。ある態様では、本発明が、ＭＴＭ
１ポリペプチドをコードし、少なくとも１つの制御配列と作動可能に連結されるヌクレオ
チド配列を含む発現ベクターに関する。制御配列は当技術分野で認知されており、コード
されるポリペプチドの発現を誘導するように選択される。したがって、制御配列という用
語は、プロモーター、エンハンサー、ならびに他の発現制御エレメントを包含する。例示
的な制御配列は、Ｇｏｅｄｄｅｌ、「Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ：　　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ」、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ（１９９０年）において説明されている。発現ベクタ
ーのデザインが、形質転換される宿主細胞の選択、および／または発現が所望されるタン
パク質の種類などの因子に依存しうることを理解すべきである。さらに、ベクターによる
コピー数、このコピー数を制御する能力、ならびに抗生剤マーカーなど、ベクターにより
コードされる他の任意のタンパク質の発現もまた考慮すべきである。
【０１０３】
　本発明はまた、本発明のＭＴＭ１ポリペプチド、内部移行部分、またはキメラポリペプ
チドをコードする組換え遺伝子をトランスフェクトした宿主細胞にも関する。宿主細胞は
、原核細胞の場合もあり、真核細胞の場合もある。例えば、ＭＴＭ１ポリペプチドまたは
キメラポリペプチドは、Ｅ．　ｃｏｌｉなどの細菌細胞、昆虫細胞（例えば、バキュロウ
イルスによる発現系を用いる）、酵母細胞、または哺乳動物細胞で発現させることができ
る。当業者には、他の適切な宿主細胞も公知である。
【０１０４】
　本発明は、本発明のＭＴＭ１ポリペプチド、内部移行部分、および／またはキメラポリ
ペプチドを作製する方法にさらに関する。例えば、ＭＴＭ１ポリペプチド、内部移行部分
、またはキメラポリペプチドをコードする発現ベクターをトランスフェクトした宿主細胞
を適切な条件下で培養して、該ポリペプチドを発現させることができる。それを含有する
細胞および培地の混合物から、ポリペプチドを分泌させ、単離することができる。代替的
に、ポリペプチドを細胞質または膜画分内に保持して、細胞を採取し、溶解させ、タンパ
ク質を単離することもできる。細胞培養物は、宿主細胞、培地、および他の副産物を包含
する。当技術分野では、細胞培養に適する培地が周知である。イオン交換クロマトグラフ
ィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、限外濾過、電気泳動、ならびにポリペプチド（例え
ば、ＭＴＭ１ポリペプチド）の具体的なエピトープに特異的な抗体によるイムノアフィニ
ティー精製を含めた、タンパク質を精製するのに当技術分野で公知の技法を使用して、細
胞培地、宿主細胞、またはこれらの両方からポリペプチドを単離することができる。好ま
しい実施形態では、ポリペプチドが、その精製を容易とするドメインを含有する融合タン
パク質である。
【０１０５】
　クローニングされた遺伝子またはその一部を、原核細胞、真核細胞（酵母細胞、鳥類細
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胞、昆虫細胞、または哺乳動物細胞）、またはこれらの両方において発現させるのに適す
るベクターにライゲーションすることにより、組換えＭＴＭ１核酸を作製することができ
る。組換えポリペプチドを作製するための発現媒体には、プラスミドおよび他のベクター
が含まれる。例えば、適切なベクターには、Ｅ．　ｃｏｌｉなどの原核細胞内で発現させ
るための、ｐＢＲ３２２に由来するプラスミド、ｐＥＭＢＬに由来するプラスミド、ｐＥ
Ｘに由来するプラスミド、ｐＢＴａｃに由来するプラスミド、ならびにｐＵＣに由来する
プラスミドといった種類のプラスミドが含まれる。好ましい哺乳動物発現ベクターは、細
菌内でのベクター増殖を促進するための原核細胞配列、ならびに真核細胞内で発現する１
またはそれより多い真核細胞転写単位の両方を含有する。ｐｃＤＮＡＩ／ａｍｐ、ｐｃＤ
ＮＡＩ／ｎｅｏ、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＳＶ２ｇｐｔ、ｐＳＶ２ｎｅｏ、ｐＳＶ２－ｄｈｆ
ｒ、ｐＴｋ２、ｐＲＳＶｎｅｏ、ｐＭＳＧ、ｐＳＶＴ７、ｐｋｏ－ｎｅｏ、およびｐＨｙ
ｇに由来するベクターが、真核細胞をトランスフェクトするのに適する哺乳動物発現ベク
ターの例である。これらのベクターのうちの一部は、原核細胞および真核細胞の両方にお
ける複製および薬剤耐性による選択を容易とする目的で、ｐＢＲ３２２などの細菌プラス
ミドに由来する配列により修飾されている。代替的に、ウシパピローマウイルスの誘導体
（ＢＰＶ－１）、またはエプスタイン－バーウイルスの誘導体（ｐＨＥＢｏ、ｐＲＥＰに
由来する誘導体、およびｐ２０５）などのウイルス誘導体を使用して、真核細胞において
タンパク質を一過性発現させることもできる。当技術分野では、プラスミドを調製し、宿
主生物を形質転換するのに用いられる各種の方法が周知である。原核細胞および真核細胞
のいずれにも適する他の発現系、ならびに一般的な組換え手順については、「Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、第２版、Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ、Ｆｒｉｔｓｃｈ、およびＭａｎｉａｔｉｓ編（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８９年）、１６および１７章を
参照されたい。場合によっては、バキュロウイルスによる発現系を使用することにより組
換えポリペプチドを発現させることが望ましいこともある。このようなバキュロウイルス
による発現系の例には、ｐＶＬに由来するベクター（ｐＶＬ１３９２、ｐＶＬ１３９３、
およびｐＶＬ９４１など）、ｐＡｃＵＷに由来するベクター（ｐＡｃＵＷ１など）、なら
びにｐＢｌｕｅＢａｃに由来するベクター（β－ガラクトシダーゼ（β－ｇａｌ）を含有
するｐＢｌｕｅＢａｃ　ＩＩＩなど）が含まれる。
【０１０６】
　融合遺伝子を作出する技法は周知である。本質的に述べると、ライゲーションのための
平滑末端または粘着末端、適切な末端をもたらす制限酵素による消化、適切な場合の付着
末端の充填、望ましくない接合を回避するためのアルカリホスファターゼ処理、ならびに
酵素によるライゲーションを用いる従来の技法に従い、異なるポリペプチド配列をコード
する各種のＤＮＡ断片の接合を実施する。別の実施形態では、自動式ＤＮＡ合成器を含め
た従来の技法により、融合遺伝子を合成することができる。別の方法では、２つの連続す
る遺伝子断片間で相補的な突出をもたらし、その後、これをアニーリングしてキメラ遺伝
子配列を生成させる、アンカープライマーを使用して、遺伝子断片のＰＣＲ増幅を行うこ
とができる（例えば、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ：１
９９２年を参照されたい）。
【０１０７】
　キメラポリペプチドは、多くの方式で作出しうることを理解すべきである。例えば、Ｍ
ＴＭ１ポリペプチドおよび内部移行部分は、それら各々のタンパク質をコードする核酸構
築物に由来する２つの個別の細胞培養物中で組換えにより作製するなど、個別に作出する
ことができる。作出されたタンパク質は、直接にまたはリンカーを介して、化学的に結合
体化することができる。別の例として述べると、その中で、場合によって、１またはそれ
より多いリンカーを含めた全キメラポリペプチドが、ＭＴＭ１ポリペプチドおよび内部移
行部分の両方をコードするヌクレオチド配列を包含する核酸構築物から作出されるインフ
レームの融合体として、キメラポリペプチドを作出することができる。



(40) JP 6166041 B2 2017.7.19

10

20

30

40

50

【０１０８】
　Ｖ．治療方法
　ある実施形態では、本発明が、筋細管ミオパシーなど、ミオチューブラリン１（ＭＴＭ
１）タンパク質が欠損するかまたは非機能性であることに随伴する状態を治療する方法を
提供する。これらの方法は、それを必要とする個体に、治療有効量の、上記で説明したキ
メラポリペプチドを投与するステップを伴う。とりわけ、該方法は、（ａ）ミオチューブ
ラリン（ＭＴＭ１）ポリペプチドまたはその生物活性断片と、（ｂ）内部移行部分とを含
むキメラポリペプチドを投与するステップを含む。これらの方法は、動物、ならびに、よ
り具体的に述べると、ヒトの治療的処置および予防的処置を特に目的とする。
【０１０９】
　ＭＴＭは、出生５０，０００人当たりで男性１人の推定発生率で発生し、ホスホイノシ
チドホスファターゼであるＭＴＭ１が欠損することにより引き起こされる、まれで重度の
Ｘ連鎖筋障害である（Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ、２００８年、１７巻、１４号）。出生時に重度の低血圧および呼吸困難を伴う
ＭＴＭ患者、ならびに新生児期を延命するＭＴＭ患者は、換気装置の支持に全面的または
部分的に依存することが多い（Ｔａｙｌｏｒ　ＧＳら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２０００年８月１日；９７巻（１６号）：８９１０～５頁；　Ｂ
ｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年
１１月１２日；９９巻（２３号）：１５０６０～５頁；　Ｐｉｅｒｓｏｎ　ＣＲら、Ｎｅ
ｕｒｏｍｕｓｃｕｌ　Ｄｉｓｏｒｄ．、２００７年７月；１７巻（７号）：５６２～５６
８頁；　Ｈｅｒｍａｎ　ＧＥら、ＴＨＥ　ＪＯＵＲＮＡＬ　ＯＦ　ＰＥＤＩＡＴＲＩＣＳ
、１３４巻、２号）。ＭＴＭを伴う患者は、運動発達の遅延を呈示し、脊柱側彎症、不正
咬合、幽門狭窄、球状赤血球症、ならびに胆石および腎臓結石などの合併症にかかりやす
いが、身長の伸びおよび知能は正常であり、病状は非進行性の経過をたどる（Ｈｅｒｍａ
ｎ　ＧＥら、ＴＨＥ　ＪＯＵＲＮＡＬ　ＯＦ　ＰＥＤＩＡＴＲＩＣＳ、１３４巻、２号）
。さらなる合併症は、ＭＴＭ患者が、重度であり、致死的ですらある呼吸器感染症に特に
かかりやすいことである。理論に束縛されることなく述べると、これらの呼吸器感染症は
、個体が粘液を生成させ、かつ除去する能力が低下するほか、長期にわたる換気装置の使
用により引き起こされる肺組織の萎縮に起因しうる。新生児ＭＴＭ患者の平均入院期間は
約９０日間であり、長期にわたる換気補助および自宅でのケアが必要であるほか、合併症
に随伴する費用により、患者および家族にはかなりの人的負担および経済的負担が賦課さ
れる。
【０１１０】
　ＭＴＭは、ホスホイノシチドホスファターゼ活性を呈示するか、または代替的に、ホス
ホイノシチドに結合するが、触媒的には不活性である、類縁タンパク質のファミリーであ
る。ＭＴＭ１、ならびに他の類縁のＭＴＭタンパク質（ＭＴＭＲ）は、細胞内輸送の多様
な段階にあるエンドサイトーシス小胞において、個別にまたはヘテロ二量体の形で会合す
る。ＭＴＭ１は、ＭＴＭＲ１２と会合し、Ｖｐｓ１５アダプター分子を介して、ＧＴＰア
ーゼであるＲａｂ５ならびにＰＩ３キナーゼであるＶｐｓ３４など、他のエンドソームタ
ンパク質と相互作用する。ＭＴＭ１　ＰＩＰ３ホスファターゼおよびＶｐｓ３４　ＰＩ－
３キナーゼの示差的な動員および対立する活性は、エンドサイトーシス小胞の細胞内輸送
パターンを方向づける、ＰＩおよびＰＩＰ３の一時的な膜内分布を調整する可能性が高い
。他のＭＴＭ類縁タンパク質もＰＩＰ３ホスファターゼ活性を保有するが、それらの細胞
内局在化は、ＭＴＭ１の不在を機能的に補完することが可能である程度に十分にはＭＴＭ
１の細胞内局在化と重複していない。ＭＴＭ１の発現は遍在的であるが、骨格筋において
ＭＴＭ１が不在であるだけで、ＭＴＭの病態生理の原因となり（Ｂｌｏｎｄｅａｕ　Ｆら
、Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ．、２０００年９月２２日；９巻（１５号）：２２２３～
９頁；　Ｔａｙｌｏｒ　ＧＳら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．
、２０００年８月１日；９７巻（１６号）：８９１０～５頁；　Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年１１月１２日；９９巻
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（２３号）：１５０６０～５頁）、これは、正常な骨格筋機能にとって特に肝要である固
有の細胞内機能をＭＴＭ１のＰＩＰ３ホスファターゼ活性が保有することを示唆する。Ｍ
ＴＭ１は、Ｔ細管系の縦方向および横方向の構造を維持することに関与していると推定さ
れ、したがって、これらの構造の組織化に欠陥があると、興奮－収縮の結合が損なわれ、
その後の筋力低下および筋委縮が結果としてもたらされるであろう（Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら
、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００８年、１７巻、１４号；
　Ｌａｐｏｒｔｅ　Ｊら、ＨＵＭＡＮ　ＭＵＴＡＴＩＯＮ、１５巻：３９３～４０９頁（
２０００年）；　Ｈｅｒｍａｎ　ＧＥら、ＴＨＥ　ＪＯＵＲＮＡＬ　ＯＦ　ＰＥＤＩＡＴ
ＲＩＣＳ、１３４巻、２号）。
【０１１１】
　具体的なエンドソーム区画の固有性が、ＰＩならびにそのリン酸化形態についての規定
の比率および分布として存在しうることを踏まえると、ＰＩ－３キナーゼを遮断し、かつ
／または代替的にＰＩＰ４（また、「ＰＩ（４）Ｐ」）、ＰＩＰ５（また、「ＰＩ（５）
Ｐ」）、もしくはＰＩＰ４，５（また、「ＰＩ（４，５）Ｐ２」）を増大させる治療手法
により、ＭＴＭに対する治療的特異性が付与される可能性は低い。ＭＴＭ１、ＭＴＭＲ１
、およびＭＴＭＲ２は、類縁性が最も密接なホスホイノシチドホスファターゼであり、骨
格筋内で発現しており、このことは、他のＭＴＭＲを薬理学的に上方制御するならば、Ｍ
ＴＭに対する補完的利益がもたらされうることを示唆する。しかし、ＭＴＭＲ１、ＭＴＭ
Ｒ２、およびＭＴＭ１の細胞内局在化は、重複が十分ではなく（Ｌｏｒｅｎｚｏ　Ｏら、
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、１１９巻、２９５３～２９５９頁、
２００５年）、シャルコー－マリー－トゥース４Ｂ型劣性脱髄性運動感覚神経障害（ＣＭ
Ｔ４Ｂ）におけるＭＴＭＲ２の突然変異は、ＭＴＭの場合とは極めて異なる病理学的症状
および臨床症状を提示する。したがって、ＭＴＭＲ２または他のＭＴＭ類縁タンパク質が
補完的に上方制御されても、ＭＴＭ１の欠損を治療的に補完することが、仮になされると
してもそれはわずかであるに過ぎない可能性が高い。停止コドンのリードスルーに基づく
ｍＲＮＡレスキュー法は、ＭＴＭ患者の約２０％には有効でありうるが、エクソンスキッ
ピングに基づく技法が、欠失およびスプライス部位の突然変異を保有する約５０％の患者
に有用であることは示唆されていない（Ｌａｐｏｒｔｅ　Ｊら、ＨＵＭＡＮ　ＭＵＴＡＴ
ＩＯＮ、１５巻：３９３～４０９頁（２０００年））。ＩＧＦ投与、ミオスタチンの阻害
、またはＡＫＴの活性化に基づく手法であれば、ＭＴＭの根底をなす生化学的欠陥は是正
されず、ＭＴＭにおいて存在しうる任意の発育不全性シグナル伝達に対する反作用が生じ
うるであろう。
【０１１２】
　遺伝子治療、幹細胞療法、または組換え静脈内療法を介して骨格筋にＭＴＭ１を復元す
る手法が、ＭＴＭに望ましい治療戦略である。ある実施形態では、本開示が、ＭＴＭを治
療する方法で使用するのに適するキメラポリペプチドを提供する。例示的なキメラポリペ
プチドは、（ａ）ＭＴＭ１ポリペプチドまたはその生物活性断片と、（ｂ）内部移行部分
とを含む。ある実施形態では、内部移行部分が、筋肉細胞を選択的にキメラポリペプチド
の標的とし、かつ／またはＥＮＴ２トランスポーターを介して細胞膜を通過する。
【０１１３】
　組換えＭＴＭ１の静脈内送達は、用量に最大限の柔軟性を与えることが可能であり、輸
送障壁が発生することはほとんどない。例えば、静脈内ＭＴＭ１の用量が有効となるよう
に滴定することもでき、具体的な患者が副作用を受ける場合は休薬することもできる。
【０１１４】
　ＭＴＭ１は、細胞質酵素であり、固有の筋肉内部移行部分を有するわけではないので、
骨格筋の筋細胞膜を透過し、適切な細胞質区画に到達するように、ＭＴＭ１を細胞透過タ
ンパク質に結合体化することができる。ＭＴＭ１は、ＧＳＴおよび６－Ｈｉｓなどの精製
タグ（Ｋｉｍ　ＳＡら、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２７７巻、６号、４５２６～４
５３１頁、２００２年２月８日）、赤色蛍光タンパク質および緑色蛍光タンパク質などの
蛍光レポーター（Ｃｈａｕｓｓａｄｅ　Ｃら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏ
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ｌｏｇｙ、１７巻（１２号）：２４４８～２４６０頁、２００３年）へのＮ末端遺伝子お
よびＣ末端遺伝子の結合体化など、度重なる遺伝子融合後にもＰＩＰ３ホスファターゼ活
性を保持することが示されているので、ＭＴＭ１は、例えば、筋肉に内部移行する単鎖抗
体であるＦｖ３Ｅ１０への化学的結合体化および遺伝子的結合体化後にも、活性を保持す
ることが予測される。加えて、ｈＭＴＭ１は、６－Ｈｉｓ精製タグおよびＧＳＴ精製タグ
への遺伝子的結合体化（Ｔａｙｌｏｒ　ＧＳら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２０００年８月１日；９７巻（１６号）：８９１０～５頁；　Ｃａｏ　
Ｃら、Ｔｒａｆｆｉｃ、２００７年、８巻：１０５２～１０６７頁；　Ｋｉｍ　ＳＡら、
Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２７７巻、６号、４５２６～４５３１頁、２００２年２
月８日）、緑色蛍光タンパク質および赤色蛍光タンパク質への遺伝子的結合体化（Ｃａｏ
　Ｃら、Ｔｒａｆｆｉｃ、２００７年、８巻：１０５２～１０６７頁；　Ｃｈａｕｓｓａ
ｄｅ　Ｃら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ、１７巻（１２号）：２
４４８～２４６０頁、２００３年；　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ＦＬら、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　
Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、２００６年、１６巻（８号）：４０３～４１２頁）、ならび
にフラッグエピトープによるタグ付け（Ｃａｏ　Ｃら、Ｔｒａｆｆｉｃ、２００７年、８
巻：１０５２～１０６７頁；　Ｋｉｍ　ＳＡら、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２７７
巻、６号、４５２６～４５３１頁、２００２年２月８日）後において、Ｖｐｓ１５および
Ｖｐｓ３４など、初期エンドソームおよび免疫沈降物のアクセサリータンパク質へと局在
化する能力も維持する。したがって、３Ｅ１０およびｈＭＴＭ１の化学的結合体および遺
伝子的結合体は、細胞を透過し、ＰＩＰ３を切断してＰＩとし、エンドソームタンパク質
と会合する能力を保持する。
【０１１５】
　本明細書では、「治療」、「治療すること」などの用語を使用して、所望の薬理学的効
果および／または生理学的効果を得ることを意味する。該効果は、疾患、状態、またはこ
れらの症状を完全または部分的に予防する点で予防的な場合もあり、かつ／あるいは疾患
もしくは状態および／または疾患もしくは状態に帰せられる有害作用に対する部分的また
は完全な治癒の点で治療的な場合もある。本明細書で使用される「治療」は、哺乳動物、
特に、ヒトの疾患または状態に対する任意の治療を対象とし、（ａ）該疾患もしくは状態
に対する素因を示しうるが、それを有するとは診断されていない被験体において、該疾患
もしくは状態が発生することを予防すること；（ｂ）該疾患もしくは状態を阻害すること
（例えば、その発生を停止させること）；または（ｃ）該疾患もしくは状態を緩和するこ
と（例えば、該疾患もしくは状態の退縮を引き起こすこと、１もしくはそれより多い症状
の改善をもたらすこと）を包含する。例えば、ＭＴＭの「治療」は、該疾患の完全な可逆
化もしくは治癒、またはＭＴＭに帰せられる状態および／もしくは有害作用に対する任意
の範囲の改善を包含する。例示だけを目的として述べると、ＭＴＭの「治療」には、ＭＴ
Ｍに随伴する以下の作用：平均寿命の短縮、呼吸器不全（部分的な、または完全な）、筋
緊張の低下、眼瞼下垂、近位筋力の低下、遠位筋力の低下、眼筋低下を伴うかまたは伴わ
ない顔面筋力の低下、異常な脊椎湾曲、関節の変形、ならびに眼球運動を制御する筋力の
低下（眼筋麻痺）のうちのいずれか、またはこれらの組合せの改善が含まれる。これらの
状態のうちのいずれかの改善は、当技術分野において公知の標準的な方法および技法に従
い容易に評価することができる。本発明の方法により治療される被験体の集団には、望ま
しくない状態または疾患を患う被験体のほか、該状態または疾患を発生させる危険性を示
す被験体も含まれる。
【０１１６】
　「治療有効量」または「有効量」という用語は、そのためにそれが投与される所望の効
果をもたらす用量を意味する。正確な用量は治療目的に依存し、公知の技法（例えば、Ｌ
ｌｏｙｄ（１９９９年）、「Ｔｈｅ　Ａｒｔ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｉｎｇ」を参照され
たい）を用いて当業者により確認されうる。
【０１１７】
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　ある実施形態では、本発明の１またはそれより多いキメラポリペプチドを併せて（同時
に）投与することもでき、異なる時点に（逐次的に）投与することもできる。加えて、本
発明のキメラポリペプチドは、筋細管ミオパシーを治療するための１またはそれより多い
さらなる化合物または療法と組み合わせて投与することもでき、神経筋障害一般を治療す
るための１またはそれより多いさらなる化合物または療法と組み合わせて投与することも
できる。例えば、１またはそれより多いキメラポリペプチドを、１またはそれより多い治
療化合物と共に共投与することができる。組合せ療法は、同時投与または交代投与を包含
しうる。加えて、組合せは、短期投与または長期投与を包含しうる。場合によって、本発
明のキメラポリペプチドならびにさらなる化合物は、筋細管ミオパシーを治療するのに相
加的または相乗的な様式で作用する。例を目的として述べると、本方法は、上記で説明し
たＭＴＭ治療法（例えば、ＭＴＭＲ２もしくは他のＭＴＭ類縁タンパク質の補完的な上方
制御、または停止コドンのリードスルーに基づくｍＲＮＡレスキュー法）のうちのいずれ
かと組み合わせて使用して、相加的効果または相乗的効果を達成することができる。組合
せ療法において使用されるさらなる化合物には、低分子、ポリペプチド、抗体、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチド、およびｓｉＲＮＡ分子が含まれるがこれらに限定されない。さ
らに、組合せ療法はまた、ＭＴＭのための他の療法（例えば、理学療法、換気による支持
、作業療法、鍼など）とも併せて、本明細書で開示される方法を包含する。組合せ療法の
性格に応じて、他の療法を投与しつつある間、かつ／またはその後にわたり、本発明のキ
メラポリペプチドの投与を継続することができる。キメラポリペプチドの投与は、単回投
与により行うこともでき、複数回投与により行うこともできる。ある場合には、キメラポ
リペプチドの投与を他の療法の少なくとも数日間前に開始するが、他の場合には、投与を
、他の療法の投与の直前またはその時点において開始する。
【０１１８】
　キメラポリペプチドを単独療法として投与するか、または組合せ療法として投与するか
に関わらず、治療法は、単回投与または複数回投与を行うステップを包含する。複数回投
与は、キメラポリペプチドを、毎日、毎週、毎月２回、毎月など指定の間隔で投与するス
テップを包含する。複数回投与は、患者の生涯にわたって、指定の間隔でキメラポリペプ
チドを投与する投与スキームを包含する。
【０１１９】
　ＶＩ．遺伝子治療
　従来のウイルスベースの遺伝子導入法ならびに非ウイルスベースの遺伝子導入法を使用
して、ＭＴＭ１ポリペプチドをコードする核酸を、哺乳動物細胞または標的組織に導入す
ることができる。このような方法を使用して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、本発明のポリペプチ
ド（例えば、その変異体を含めたＭＴＭ１）をコードする核酸を細胞に投与することがで
きる。一部の実施形態では、ＭＴＭ１をコードする核酸を、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｅｘ　
ｖｉｖｏにおける遺伝子治療で使用するのに投与する。非ウイルスベクターによる送達系
には、ＤＮＡプラスミド、ネイキッド核酸、ならびに、リポソームなどの送達媒体と複合
体化した核酸が含まれる。ウイルスベクターによる送達系には、細胞への送達後における
エピソームゲノムまたは組込み型ゲノムを有する、ＤＮＡウイルスおよびＲＮＡウイルス
が含まれる。当技術分野では、このような方法が周知である。
【０１２０】
　本発明の遺伝子操作されたポリペプチドをコードする核酸をウイルスによらずに送達す
る方法には、リポフェクション、マイクロインジェクション、微粒子銃、ビロソーム、リ
ポソーム、イムノリポソーム、ポリカチオンまたは脂質：核酸結合体、ネイキッドＤＮＡ
、人工ビリオン、ならびに薬剤増強型ＤＮＡ取込みが含まれる。当技術分野では、リポフ
ェクション法およびリポフェクション試薬が周知である（例えば、Ｔｒａｎｓｆｅｃｔａ
ｍ（商標）およびＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎ（商標））。効率的な受容体認識によりポリヌク
レオチドをリポフェクトするのに適する陽イオン脂質および中性脂質には、Ｆｅｌｇｎｅ
ｒ、ＷＯ９１／１７４２４、ＷＯ９１／１６０２４による陽イオン脂質および中性脂質が
含まれる。送達は、細胞に対する場合（ｅｘ　ｖｉｖｏ投与の場合）もあり、標的組織に
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対する場合（ｉｎ　ｖｉｖｏ投与の場合）もある。当業者には、免疫脂質複合体など、標
的化リポソームを含めた脂質：核酸複合体の調製が周知である。
【０１２１】
　ＭＴＭ１またはその変異体をコードする核酸を送達するのに、ＲＮＡウイルスベースの
系またはＤＮＡウイルスベースの系を使用することは、ウイルスを体内の特定の細胞へと
内部移行させ、該ウイルスペイロードを核へと輸送するための高度に進化した過程を利用
するものである。ウイルスベクターを患者に直接（ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて）投与するこ
ともでき、ウイルスベクターを使用してｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて細胞を治療することが
でき、改変された細胞を患者に投与する（ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて）。本発明のポリペプ
チドを送達するための、従来のウイルスベースの系には、遺伝子導入用のレトロウイルス
ベクター、レンチウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベク
ター、および単純ヘルペスウイルスベクターが含まれうるであろう。現在のところ、ウイ
ルスベクターは、標的細胞および標的組織に遺伝子導入するのに最も効率的で万能の方法
である。宿主遺伝子への組込みは、レトロウイルス遺伝子導入法、レンチウイルス遺伝子
導入法、およびアデノ随伴ウイルス遺伝子導入法により可能であり、挿入されたトランス
遺伝子の長期にわたる発現を結果としてもたらすことが多い。加えて、多くの異なる細胞
型および標的組織では、高い形質導入効率が観察されている。
【０１２２】
　外来のエンベロープタンパク質を組み込み、標的細胞の潜在的な標的集団を増殖させる
ことにより、レトロウイルスの向性を変化させることができる。レンチウイルスベクター
は、非分裂細胞に形質導入するかまたはこれらに感染させることが可能であり、高ウイル
ス力価をもたらすことが典型的な、レトロウイルスベクターである。したがって、レトロ
ウイルスによる遺伝子導入系を選択するかどうかは、標的組織に依存するであろう。レト
ロウイルスベクターは、最長で６～１０ｋｂの外来配列に対するパッケージング能を伴う
、ｃｉｓ作用性の長い末端反復配列を含む。ベクターを複製およびパッケージングするに
は、最小限のｃｉｓ作用性ＬＴＲで十分であり、次いで、これらを使用して、治療用遺伝
子を標的細胞に組み込み、永続的なトランス遺伝子の発現をもたらす。広く使用されるレ
トロウイルスベクターには、それらのすべてが当技術分野において周知である、マウス白
血病ウイルス（ＭｕＬＶ）、テナガザル白血病ウイルス（ＧａＬＶ）、サル免疫不全ウイ
ルス（ＳＷ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ならびにこれらの組合せに基づくもの
が含まれる。
【０１２３】
　本発明のポリペプチドの一過性発現が好ましい適用では、アデノウイルスベースの系を
使用することが典型的である。アデノウイルスベースのベクターは、多くの細胞型におい
て極めて高い形質導入効率を示すことが可能であり、細胞分裂を要求しない。このような
ベクターにより、高力価ならびに高度な発現レベルが得られている。このベクターは、比
較的単純な系で大量に作製することができる。細胞に標的核酸を形質導入して、例えば、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて核酸およびペプチドを作製する場合には、ならびにｉｎ　ｖｉ
ｖｏおよびｅｘ　ｖｉｖｏの遺伝子治療手順のためには、アデノ随伴ウイルス（「ＡＡＶ
」）ベクターもまた用いられる。組換えＡＡＶベクターの構築については、米国特許第５
，１７３，４１４号；Ｔｒａｔｓｃｈｉｎら、Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．、５巻
：３２５１～３２６０頁（１９８５年）；　Ｔｒａｔｓｃｈｉｎら、Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ
．　Ｂｉｏｌ．、４巻：２０７２～２０８１頁（１９８４年）；　Ｈｅｒｍｏｎａｔおよ
びＭｕｚｙｃｚｋａ、ＰＮＡＳ、８１巻：６４６６～６４７０頁（１９８４年）；ならび
にＳａｍｕｌｓｋｉら、Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．、６３巻：０３８２２～３８２８頁（１９８
９年）を含めた、多数の刊行物で説明されている。
【０１２４】
　組換えアデノ随伴ウイルスベクター（ｒＡＡＶ）は、複製欠損性および非病原性の２型
アデノ随伴ウイルスであるパルボウイルスに基づく、有望で代替的な遺伝子送達系である
。すべてのベクターは、トランス遺伝子発現カセットを挟む１４５ｂｐのＡＡＶ逆位末端
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反復配列（ｉｎｖｅｒｔｅｄ　ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｒｅｐｅａｔ）だけを保持するプラス
ミドに由来する。形質導入された細胞のゲノムに組み込まれることによる、効率的な遺伝
子導入および安定的なトランス遺伝子の送達が、このベクター系の重要な特色である。
【０１２５】
　トランス遺伝子が、Ａｄ　Ｅ１ａ遺伝子、Ａｄ　Ｅ１ｂ遺伝子、およびＡｄ　Ｅ３遺伝
子を置換するように、複製欠損組換えアデノウイルスベクター（Ａｄ）を遺伝子操作する
ことができる；その後、複製欠損性ベクターをヒト２９３細胞内で増殖させ、これにより
、トランスにおける遺伝子機能の欠失をもたらす。Ａｄベクターにより、肝臓組織、腎臓
組織、および筋肉系組織において見出される非分裂細胞、分化細胞を含めた、ｉｎ　ｖｉ
ｖｏにおける複数種類の組織に形質導入することができる。従来のＡｄベクターは輸送能
が大きい。
【０１２６】
　パッケージング細胞を使用して、宿主細胞に感染することが可能なウイルス粒子を形成
させる。このような細胞には、アデノウイルスをパッケージングする２９３細胞、ならび
にレトロウイルスをパッケージングする４２細胞またはＰＡ３１７細胞が含まれる。遺伝
子治療で使用されるウイルスベクターは通常、核酸ベクターをウイルス粒子内にパッケー
ジングするプロデューサー細胞株により生成される。ベクターは、パッケージングならび
にその後の宿主への組込みに要求される最小限のウイルス配列を含有することが典型的で
あり、他のウイルス配列は、タンパク質を発現させるための発現カセットにより置換され
ている。喪失されるウイルス機能は、トランスにおいて、パッケージング細胞株により供
給される。例えば、遺伝子治療で使用されるＡＡＶベクターは、パッケージングならびに
宿主ゲノムへの組込みに要求されるＡＡＶゲノムに由来するＩＴＲ配列だけを保有するこ
とが典型的である。他のＡＡＶ遺伝子、すなわち、ｒｅｐ遺伝子およびｃａｐ遺伝子はコ
ードするが、ＩＴＲ配列を欠くヘルパープラスミドを含有する細胞株にウイルスＤＮＡを
パッケージングする。この細胞株には、ヘルパーとしてのアデノウイルスもまた感染させ
る。ヘルパーウイルスは、ＡＡＶベクターの複製、ならびにヘルパープラスミドからのＡ
ＡＶ遺伝子の発現を促進する。ヘルパープラスミドは、ＩＴＲ配列を欠いているため、大
量にはパッケージングされない。アデノウイルスによる汚染は、例えば、それに対してア
デノウイルスがＡＡＶより感受性である熱処理によりこれを低減することができる。
【０１２７】
　多くの遺伝子治療適用では、具体的な組織型に対する高度な特異性を伴って遺伝子治療
ベクターを送達することが望ましい。ウイルスの外面において、ウイルスコートタンパク
質との融合タンパク質としてのリガンドを発現させることにより、所与の細胞型に対する
特異性を示すようにウイルスベクターを改変することが典型的である。リガンドは、対象
の細胞型において存在することが公知である受容体に対するアフィニティーを示すように
選択される。この原則は、リガンド融合タンパク質を発現させるウイルスと、受容体を発
現させる標的細胞とによる他の対へも拡張することができる。例えば、選択された事実上
任意の細胞受容体に特異的な結合アフィニティーを示す抗体断片（例えば、Ｆａｂまたは
Ｆｖ）を表示するように、繊維状ファージを遺伝子操作することができる。上記の説明は
、主にウイルスベクターに適用されるが、同じ原則は、非ウイルスベクターにも適用され
る。筋肉細胞など、特定の標的細胞による取込みを促進すると考えられる、特定の取込み
配列を含有するように、このようなベクターを遺伝子操作することができる。
【０１２８】
　遺伝子治療ベクターは、全身投与（例えば、静脈内注入、腹腔内注入、筋肉内注入、皮
下注入、または頭蓋内注入）または局所適用を介して個々の患者に投与することにより、
ｉｎ　ｖｉｖｏで送達することができる。代替的に、個々の患者から外植される細胞（例
えば、リンパ球、骨髄吸引物、組織生検）、または万能ドナーである造血幹細胞など、ｅ
ｘ　ｖｉｖｏにおける細胞へとベクターを送達した後、通常、ベクターを組み込んだ細胞
を選択した後で、該細胞を患者に再度植え込むこともできる。
【０１２９】
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　当技術分野では、診断、研究、または遺伝子治療のためのｅｘ　ｖｉｖｏにおける細胞
のトランスフェクション（例えば、トランスフェクトした細胞を宿主生物に再度注入する
ことを介する）が周知である。例えば、対象の生物から細胞を単離し、例えば、ＭＴＭ１
またはその変異体をコードする核酸（遺伝子またはｃＤＮＡ）をこれらにトランスフェク
トし、該対象生物（例えば、患者）にこれらを再度注入して戻す。当業者には、ｅｘ　ｖ
ｉｖｏにおけるトランスフェクションに適する各種の細胞型が周知である。
【０１３０】
　ある実施形態では、ｅｘ　ｖｉｖｏで細胞にトランスフェクトし、遺伝子治療を行うた
めの手順において、幹細胞を使用する。幹細胞を使用する利点は、それらがｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏにおいて他の細胞型に分化することの場合もあり、それらを哺乳動物（細胞のドナー
など）に導入し、そこで骨髄に移植することの場合もある。公知の方法を使用して幹細胞
を単離し、これらに形質導入し、これらを分化する。
【０１３１】
　治療用核酸を含有するベクター（例えば、レトロウイルス、アデノウイルス、リポソー
ムなど）はまた、生物に直接投与して、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて細胞に形質導入すること
もできる。代替的に、ネイキッドＤＮＡを投与することもできる。投与は、分子を導入し
て血液または組織細胞と最終的に接触させるのに通常使用される経路のうちのいずれかに
よる。当業者には、このような核酸を投与するのに適する方法が利用可能および周知であ
り、具体的な組成物を投与するのに複数の経路を使用しうるが、ある具体的な経路が、別
の経路より即時的でより有効な反応をもたらしうることが多い。
【０１３２】
　薬学的に許容される担体は、ある部分では、投与される具体的な組成物により、ならび
に該組成物を投与するのに使用される具体的な方法により決定される。したがって、本明
細書で説明される通り、本発明の医薬組成物に適する製剤は多種多様である。
【０１３３】
　ＶＩＩ．投与方法
　例えば、各種の製剤、リポソームへの封入、マイクロ粒子、マイクロカプセル、化合物
を発現することが可能な組換え細胞、受容体媒介型エンドサイトーシス（例えば、Ｗｕお
よびＷｕ、１９８７年、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２６２巻：４４２９～４４３２
頁を参照されたい）など、各種の送達系が公知であり、これらを使用して、本発明のキメ
ラポリペプチドを投与することができる。導入方法は、経口の場合もあり、非経口の場合
もあり、皮内経路、経皮経路、筋肉内経路、腹腔内経路、静脈内経路、皮下経路、肺内経
路、鼻腔内経路、眼内経路、硬膜外経路、および経口経路が含まれるがこれらに限定され
ない。具体的な実施形態では、非経口導入に、筋肉内投与、皮下投与、静脈内投与、脈管
内投与、および腹腔内投与が含まれる。
【０１３４】
　キメラポリペプチドは、任意の簡便な経路により、例えば、注入またはボーラス注射に
より、上皮層または粘膜層（例えば、口腔内粘膜、直腸内粘膜、および腸内粘膜など）を
介する吸収により投与することができ、他の生物学的に活性な薬剤と併せて投与すること
ができる。投与は、全身投与の場合もあり、局所投与の場合もある。例えば、吸入器また
は噴霧器、ならびにエアゾール化剤を伴う製剤を使用することにより肺内投与もまた用い
ることができる。
【０１３５】
　ある実施形態では、本発明のキメラポリペプチドを、治療を必要とする領域（例えば、
筋肉）に局所的に投与することが望ましい場合がある；これは、限定を目的とするもので
はないが、例えば、手術時における局所注入、局所適用、例えば、注射により、カテーテ
ルにより、またはインプラント（インプラントは、シラスティック（ｓｉａｌａｓｔｉｃ
）膜などの膜、繊維、または市販の皮膚代替物を含めた多孔性、非多孔性、またはゼラチ
ン性材料である）により達成することができる。
【０１３６】
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　他の実施形態では、小胞、特に、リポソーム（Ｌａｎｇｅｒ、１９９０年、Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ、２４９巻：１５２７～１５３３頁を参照されたい）により、本発明のキメラポリペ
プチドを送達することができる。さらに別の実施形態では、本発明のキメラポリペプチド
を、制御放出系により送達することができる。別の実施形態では、ポンプを用いることが
できる（Ｌａｎｇｅｒ、１９９０年、前出を参照されたい）。別の実施形態では、ポリマ
ー材料を用いることができる（Ｈｏｗａｒｄら、１９８９年、Ｊ．　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ
．、７１巻：１０５頁を参照されたい）。ある特定の実施形態では、本発明のキメラポリ
ペプチドを静脈内送達することができる。
【０１３７】
　ある実施形態では、静脈内注入によりキメラポリペプチドを投与する。ある実施形態で
は、少なくとも１０分間、少なくとも１５分間、少なくとも２０分間、または少なくとも
３０分間にわたりキメラポリペプチドを注入する。他の実施形態では、少なくとも６０、
９０、または１２０分間にわたりキメラポリペプチドを注入する。注入時間に関わらず、
本発明は、各回の注入が、定期的なスケジュール（例えば、毎週、毎月など）に従いキメ
ラポリペプチドを投与する全体的な治療計画の一部であることを意図する。
【０１３８】
　ＶＩＩＩ．医薬組成物
　ある実施形態では、本発明の対象のキメラポリペプチドを、薬学的に許容される担体と
共に調合する。単独で、または医薬製剤（組成物）の構成要素として、１またはそれより
多いキメラポリペプチドを投与することができる。キメラポリペプチドは、ヒト医療また
は獣医療で使用される任意の簡便な方式で投与されるように調合することができる。湿潤
剤、乳化剤、ならびにラウリル硫酸ナトリウムおよびステアリン酸マグネシウムなどの潤
滑剤のほか、着色剤、放出剤、コーティング剤、甘味剤、着香剤および芳香剤、防腐剤お
よび抗酸化剤もまた、組成物中に存在しうる。
【０１３９】
　対象のキメラポリペプチド製剤には、経口投与、鼻腔内投与、局所投与、非経口投与、
直腸内投与、および／または膣内投与に適する製剤が含まれる。製剤は、単位用量形態で
存在することが可能であり、薬学の技術分野で周知の任意の方法により調製することがで
きる。単回の用量形態を作製するのに担体材料と共に混合しうる有効成分の量は、治療さ
れる宿主、ならびに具体的な投与方式に応じて変化する。単回の投与形態を作製するのに
担体材料と共に混合しうる有効成分の量は一般に、治療効果をもたらす化合物の量である
。
【０１４０】
　ある実施形態では、これらの製剤または組成物を調製する方法が、別の種類の治療剤お
よび担体、ならびに、場合によって、１またはそれより多い付属成分を混合するステップ
を包含する。一般に、製剤は、液体の担体もしくは微粉化された固体の担体、またはこれ
らの両方と共に調製することができ、次いで、必要な場合は、この生成物を成形すること
を伴う。
【０１４１】
　経口投与用の製剤は、それぞれが所定の量の対象ポリペプチド治療剤を活性成分として
含有する、カプセル、小袋、丸薬、錠剤、トローチ（ｌｏｚｅｎｇｅｓ）（着香ベース、
通常はスクロースおよびアカシアガムまたはトラガカントガムを用いる）、粉末、顆粒の
場合もあり、水溶性もしくは非水溶性の液体中における溶液または懸濁液である場合もあ
り、水中油エマルジョンもしくは油中水エマルジョンである場合もあり、エリキシルもし
くはシロップである場合もあり、トローチ（ｐａｓｔｉｌｌｅｓ）（ゼラチンおよびグリ
セリン、またはスクロースおよびアカシアガムなどの不活性ベースを用いる）である場合
もあり、かつ／または口内洗浄剤などである場合もある。懸濁液は、活性化合物に加えて
、エトキシル化イソステアリルアルコール、ポリオキシエチレンソルビトール、およびソ
ルビタンエステル、微晶質セルロース、アルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、
寒天およびトラガカントガム、ならびにこれらの混合物などの懸濁剤も含有しうる。
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【０１４２】
　経口投与のための固体の投与形態（カプセル、錠剤、丸薬、糖衣錠、粉末、顆粒など）
では、本発明の１またはそれより多いポリペプチド治療剤を、クエン酸ナトリウムまたは
リン酸二カルシウムなど、１もしくはそれより多い薬学的に許容される担体、ならびに／
または以下：（１）デンプン、ラクトース、スクロース、グルコース、マンニトール、お
よび／またはケイ酸などの充填剤または拡張剤；（２）例えば、カルボキシメチルセルロ
ース、アルギン酸塩、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、スクロース、および／またはア
カシアガムなどの結合剤；（３）グリセロールなどの保湿剤；（４）寒天、炭酸カルシウ
ム、バレイショデンプンもしくはタピオカデンプン、アルギン酸、ある種のケイ酸塩、お
よび炭酸ナトリウムなどの崩壊剤；（５）パラフィンなどの溶解遅延剤；（６）四級アン
モニウム化合物などの吸収促進剤；（７）例えば、セチルアルコールおよびモノステアリ
ン酸グリセロールなどの湿潤剤；（８）カオリンおよびベントナイト粘土などの吸収剤；
（９）滑石、ステアリン酸カルシウム、ステアリン酸マグネシウム、固体のポリエチレン
グリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、およびこれらの混合物などの潤滑剤；ならびに（
１０）着色剤のうちのいずれかと共に混合することができる。カプセル、錠剤、および丸
薬の場合、医薬組成物はまた、緩衝剤も含みうる。同様の種類の固体組成物もまた、ラク
トースまたは乳糖のほか、高分子量のポリエチレングリコールなどの賦形剤を使用する、
充填型軟質ゼラチンカプセルおよび充填型硬質ゼラチンカプセル内の充填剤として用いる
ことができる。経口投与用の液体投与形態には、薬学的に許容されるエマルジョン、マイ
クロエマルジョン、溶液、懸濁液、シロップ、およびエリキシルが含まれる。有効成分に
加えて、液体の投与形態は、水、またはエチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭
酸エチル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール
、１，３－ブチレングリコール、油（特に、綿実油、ラッカセイ油、トウモロコシ油、麦
芽油、オリーブ油、ヒマシ油、およびゴマ油）、グリセロール、テトラヒドロフリルアル
コール、ポリエチレングリコールならびにソルビタンの脂肪酸エステル、ならびにこれら
の混合物など、他の溶媒、溶解剤、および乳化剤など、当技術分野で一般に用いられる不
活性の希釈剤を含有しうる。不活性の希釈剤のほか、経口組成物はまた、湿潤剤、乳化剤
および懸濁剤、甘味剤、着香剤、着色剤、芳香剤、ならびに防腐剤などのアジュバントも
包含しうる。
【０１４３】
　非経口投与に適する医薬組成物は、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、製剤を意図されるレシ
ピエントの血液と等張にする溶質、または懸濁剤もしくは増粘剤を含有しうる、１もしく
はそれより多い、薬学的に許容される、滅菌等張性で水性もしくは非水性の溶液、分散液
、懸濁液、もしくはエマルジョン、または使用直前に滅菌注射溶液もしくは滅菌注射分散
液に復元することが可能な滅菌粉末と組み合わせて、１またはそれより多いキメラポリペ
プチドを含みうる。本発明の医薬組成物中で用いうる適切な水性担体および非水性担体の
例には、水、エタノール、ポリオール（グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチ
レングリコールなど）、ならびにこれらの適切な混合物、オリーブ油などの植物油、なら
びにオレイン酸エチルなどの注射可能な有機エステルが含まれる。例えば、レシチンなど
のコーティング材料を用いることにより、分散液の場合には要求される粒子サイズを維持
することにより、ならびに界面活性剤を使用することにより、適正な流動性を維持するこ
とができる。
【０１４４】
　これらの組成物はまた、防腐剤、湿潤剤、乳化剤、および分散剤などのアジュバントも
含有しうる。例えば、パラベン、クロロブタノール、ソルビン酸フェノールなど、各種の
抗菌剤および抗真菌剤を包含することにより、微生物作用の防止を確保することができる
。また、糖、塩化ナトリウムなどの等張剤を組成物中に包含することも望ましい。加えて
、モノステアリンサンアルミニウムおよびゼラチンなど、吸収を遅延させる薬剤を包含す
ることにより、注射可能な医薬形態の遅延吸収をもたらすこともできる。
【０１４５】
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　注射可能なデポ形態は、ポリラクチド－ポリグリコリドなどの生体分解性ポリマー中に
、１またはそれより多いポリペプチド治療剤によるマイクロ封入マトリックスを形成する
ことにより作出する。薬物対ポリマー比、ならびに用いられる具体的なポリマーの性質に
応じて、薬物放出速度を制御することができる。他の生体分解性ポリマーの例には、ポリ
（オルトエステル）およびポリ（無水物）が含まれる。注射可能なデポ製剤はまた、体内
組織と適合性であるリポソームまたはマイクロエマルジョン中に薬物を封入することによ
っても調製される。
【０１４６】
　ある実施形態では、本発明のキメラポリペプチドが、ヒトに対する静脈内投与用に適応
する医薬組成物として、日常的手順に従い調合される。必要な場合、組成物はまた、溶解
剤、ならびに注射部位における疼痛を緩和するリドカインなどの局所麻酔剤も包含しうる
。組成物を注入により投与する場合は、医薬グレードの滅菌水または滅菌生理食塩液を含
有する注入ボトルによりこれを分散させることができる。組成物を注射により投与する場
合は、投与前に成分を混合しうるように、注射用滅菌水または生理食塩液のアンプルを供
給することができる。
【０１４７】
　組織に関連する状態または疾患（例えば、筋細管ミオパシー）を治療するのに有効であ
る、本発明のキメラポリペプチドの量は、標準的な臨床的技法により決定することができ
る。加えて、場合によっては、ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイを用いて、最適な用量範囲を同
定する一助とすることもできる。製剤中で用いうる正確な用量はまた、投与経路、状態の
重篤度にも依存し、医療者の判断および各被験体の状況に従いこれを決定すべきである。
しかし、静脈内投与に適する用量範囲は一般に、体重１キログラム当たり、約２０～５０
００マイクログラムの活性キメラポリペプチドである。鼻腔内投与に適する用量範囲は一
般に、約０．０１ｐｇ／体重ｋｇ～１ｍｇ／体重ｋｇである。有効用量は、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏにおける試験系または動物モデルによる試験系から導出される用量－反応曲線から外
挿することができる。
【０１４８】
　ある実施形態では、医薬調製物を含めた本開示のキメラポリペプチドおよび組成物が、
非発熱性である。言い換えれば、ある実施形態では、組成物が、実質的に発熱物質を含ま
ない。一実施形態では、本発明の製剤が、エンドトキシンおよび／または類縁の発熱性物
質を実質的に含まない、発熱物質非含有製剤である。エンドトキシンは、微生物内に閉じ
込められており、該微生物が分解されるかまたは死滅するときに限り放出される毒素を包
含する。発熱性物質はまた、細菌および他の微生物の外膜に由来する発熱誘導性の熱安定
性物質（糖タンパク質）も包含する。これらの物質のいずれもが、ヒトに投与されると、
発熱、低血圧、およびショックを引き起こしうる。潜在的な有害作用のために、低量のエ
ンドトキシンであっても、静脈内投与される医薬溶液から除去しなければならない。米国
食品医薬局（「ＦＤＡ」）は、単回の１時間にわたる静脈内薬物適用における、体重１キ
ログラムに対する投与１回当たりの上限を、５エンドトキシン単位（ＥＵ）と設定してい
る（Ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉａｌ　Ｃｏｎｖｅｎ
ｔｉｏｎ、Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉａｌ　Ｆｏｒｕｍ、２６巻（１号）：２２３頁（２０
００年））。治療用タンパク質を比較的高用量で、かつ／または長期間にわたり（例えば
、患者の一生にわたるなど）投与する場合、有害かつ危険なエンドトキシンは、少量であ
っても危険でありうるであろう。ある特定の実施形態では、組成物中のエンドトキシンレ
ベルおよび発熱物質レベルが、１０ＥＵ／ｍｇ未満、または５ＥＵ／ｍｇ未満、または１
ＥＵ／ｍｇ未満、または０．１ＥＵ／ｍｇ未満、または０．０１ＥＵ／ｍｇ未満、または
０．００１ＥＵ／ｍｇ未満である。
【０１４９】
　前出は、本明細書で説明されるキメラポリペプチド、組成物、および方法のうちのいず
れにも当てはまる。本発明はとりわけ、このようなキメラポリペプチド、組成物、および
方法（単独で、または組合せで）の特色を、本節で説明した各種の医薬組成物および投与
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経路について説明される特色と任意の形で組み合わせることを意図する。
【０１５０】
　ＩＸ．ＭＴＭの動物モデル
　ＭＴＭ１遺伝子を標的とする不活化を保有するマウス（ＭＴＭ１　ＫＯマウス）は、出
生時の分布がメンデルの法則に従わないが、他の点では見かけ上正常である。しかし、出
生後１週間以内に、ＭＴＭ１　ＫＯマウスは、筋肉塊を喪失し始め、これは急速に進行し
て、７週齢の中央値（最長１４週齢）で呼吸器系の崩壊および死亡に至る。ＭＴＭ　ＫＯ
マウスの筋線維は、発育不全であり、中央部に位置する核がミトコンドリアおよびグリコ
ーゲンにより取り囲まれて液胞化して見えるが、筋細胞膜の損傷はほとんど見られず、ア
ポトーシスまたは炎症の証拠も見られない。超微細構造的に、ＭＴＭ１タンパク質は、細
胞質の細胞膜内の小胞；ならびに骨格筋のＴ細管系の三連構造において現出する（Ｂｅｌ
ｌｏ　ＡＢら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年１１
月１２日；９９巻（２３号）：１５０６０～５頁）。骨格筋におけるＭＴＭ１の欠損だけ
がＭＴＭ１　ＫＯマウスの表現型の原因となるので、ＭＴＭ１　ＫＯマウスモデルを使用
して、本明細書で開示される構築物を、治療有効性について評価することができる。さら
に、ＭＴＭ１遺伝子を標的とする部分的な不活化を保有するマウスもまた、本発明に適す
るモデル系として用いることができる。当技術分野では、このようなマウスモデルが公知
である。例えば、ＭＴＭ１δ４マウスでは、エクソン４がｌｏｘＰ部位により置換され、
Ｃｒｅ対立遺伝子が不在である（Ｂｕｊ－Ｂｅｌｌｏら、２００２年、ＰＮＡＳ、９９巻
（２３号）：１５０６０～１５０６５頁）。
【０１５１】
　したがって、ある実施形態では、本開示が、ＭＴＭマウスモデルにおいて、本明細書で
開示されるＭＴＭ１構築物（例えば、ＭＴＭ１を含むキメラポリペプチド）を使用して、
疾患表現型の改善について探査する方法を意図する。ＭＴＭ１欠損マウスによる研究は、
野生型マウスとＭＴＭ１欠損マウスとの顕著な表現型の差違を裏付けている（例えば、Ｂ
ｕｊ－Ｂｅｌｌｏら、２００２年、ＰＮＡＳ、９９巻（２３号）：１５０６０～１５０６
５頁を参照されたい）。例えば、約３週齢になると、正常マウスとＭＴＭ１欠損マウスと
では、体重増加が明白な形で乖離する（Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃ
ａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年１１月１２日；９９巻（２３号）：１５０６０
～５頁）。また、懸垂評価試験も、ＭＴＭ１欠損マウスと正常マウスとで、劇的な懸垂能
力の差違を示唆している。加えて、ＭＴＭ１欠損マウスは、正常マウスと比較して、握力
（例えば、前足の握力）の著明な低下を示す。さらに、跛行をほとんど顕在化させない正
常マウスと比較して、ＭＴＭ１欠損マウスは、歩行分析により決定される通り、跛行がひ
どくなる。この動物モデルにおける、ＭＴＭ１を含むキメラポリペプチドの効果を評価す
るための詳細なプロトコールについては、本明細書で説明する（実施例４）。
【０１５２】
　ＭＴＭ１欠損マウスに投与（例えば、静脈内）されたときに、ＭＴＭ１を含むキメラポ
リペプチド（例えば、実施例で概観される３Ｅ１０－ｈＭＴＭ１キメラポリペプチド）の
化学的結合体および／または遺伝子的結合体が、ＭＴＭ１欠損マウスにおける１またはそ
れより多い症状を改善する能力（例えば、体重を増大させ、かつ寿命を延長させる能力、
跛行を軽減する能力、前足の握力を改善する能力、治療を受けたマウスが重力に対して自
らを支持する能力を改善する能力）がそれ自体として評価される。さらなる実験はまた、
選択された骨格筋の等尺性収縮力、筋線維の断面積の増大、中心核の減少、形状測定値、
光学／蛍光顕微鏡所見、自発的活動、ｅｘ　ｖｉｖｏでのミオグラフィー所見、ならびに
規格化ＮＡＤＨ－ＴＲ染色所見が何らかの形で改善されることについても評価しうる。３
Ｅ１０－ｈＭＴＭ１の血清レベルおよび組織レベルのほか、任意の抗３Ｅ１０－ｈＭＴＭ
１抗体の発生についてもまた、免疫ベースの検出法を使用して評価する。
【０１５３】
　さらに、３Ｅ１０×ＭＴＭ１またはＭＴＭ１の遺伝子融合体（例えば、３Ｅ１０－ＧＳ
３－ｈＭＴＭ１または３Ｅ１０－ＧＳＴＳ－ｈＭＴＭ１）が、表現型を結果として改善す
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ることが確立されたら、３Ｅ１０－ＭＴＭ１の有効用量、クリアランス速度、分布容積、
および半減期を決定する完全な薬物動態研究を実施することができる。３Ｅ１０－ＭＴＭ
１の薬物動態は、各種の組織が異なる程度のクリアランスを呈示するマルチコンパートメ
ントモデルに従う可能性が高く、血清半減期の評価だけでは、治療のための投与速度を計
算するのに十分な情報が得られない。したがって、最終的には、所与の３Ｅ１０－ＭＴＭ
１用量による薬物動態、薬力学、毒性、ならびに、例えば、体重の増大、ワイヤー懸垂時
間の延長、前足握力の増大、跛行の改善、自発的活動の増大、筋線維直径の増大、および
寿命の延長が観察される速度および程度についての経験的観察から用量および投与速度の
計算値を導出する。以下の薬物動態研究で決定される３Ｅ１０－ＭＴＭ１の用量および投
与速度は、組換え３Ｅ１０－ＭＴＭ１の最適化ロットを評価するための基準比較値として
使用することができる。次いで、最終生成物についてのＰＫ／ＰＤ／ＴＫを、ラット、イ
ヌ、および霊長動物など、より大型の動物で検討する。
【０１５４】
　上記のマウスモデルは、対象のキメラポリペプチドの活性および有効性を評価するのに
適する動物モデル系を提供する。さらに、これらのモデルは、ＭＴＭと強く相関し、適切
なＭＴＭモデルを提供する。これらのマウスモデルでは、ポリペプチドの活性を評価する
ことができ、その結果を、野生型の対照動物、ならびにキメラポリペプチドを投与されて
いない動物で観察される結果と比較することができる。マウスを検討することにより、な
らびにそれらの筋肉細胞の超微細構造を検討することにより、結果を評価することができ
る。同様に、培養物中の細胞、例えば、突然変異体のマウスから調製された細胞を使用し
て、対象のキメラポリペプチドを評価することができる。
【０１５５】
　他の実施形態ではまた、対象のキメラポリペプチドの活性および有効性を評価するのに
、大型の動物モデルも使用することができる。例として述べると、イヌモデルは、ＭＴＭ
を研究するのに特に有用な系でありうる。罹患したイヌは欠損したＭＴＭ１遺伝子を保有
し、したがって、本明細書で説明されるマウスモデルについての研究は、イヌモデルにも
同様に適用される。ＭＴＭ１が欠損したイヌに送達される、ｈＭＴＭ１に化学的または遺
伝子的に結合体化された３Ｅ１０の評価用量は、経験的に決定される。
【０１５６】
　Ｘ．他の適切なモデル
　本発明のキメラポリペプチドの活性を評価するのに適切な他のモデルには、細胞フリー
のアッセイおよび細胞ベースのアッセイが含まれる。キメラポリペプチドは、２つの特性
：ＭＴＭ１の生物活性と、細胞膜を隔てた細胞内への透過を促進する内部移行部分の細胞
透過活性とを保有する。適切なモデルは、これらの活性のうちの一方または両方について
の評価を可能とする。
【０１５７】
　例として述べると、キメラポリペプチドは、培養物中の初代細胞または細胞株を使用し
て、細胞透過活性について評価することができる。細胞をキメラポリペプチドと接触させ
、該キメラポリペプチドが、細胞に侵入したかどうか、ならびにどの程度細胞に侵入した
かを決定する目的でアッセイした。例えば、ＩＨＣを使用して、キメラポリペプチドが細
胞に侵入したかどうかを評価し、その結果を、適切な対照と比較することができる。細胞
内への透過がＥＮＴ２トランスポーターを介して生じると考えられるある実施形態では、
ＥＮＴ２トランスポーター阻害剤の存在下または不在下において細胞を検討することがで
きる。
【０１５８】
　さらに、本明細書で説明される通り、本発明のキメラポリペプチドを使用して、細胞ベ
ースのアッセイにおける機能性について調べることができる。例示的な実施形態では、Ｍ
ＴＭ１欠損マウス（例えば、ＭＴＭ１δ４）に由来する初代筋肉細胞を使用して、ミオチ
ューブラリンが欠損する筋芽細胞の融合欠損を、本明細書で説明されるキメラポリペプチ
ドによる処置が改善しうるかどうかを決定することができる。本明細書では詳細な方法に
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ついて例示する。
【０１５９】
　さらなる例として述べると、細胞フリーのアッセイでは、ＭＴＭ１の生物活性を測定し
て、例えば、キメラポリペプチドが、適切な結合パートナーに結合し、かつ／またはホス
ファターゼ活性を保持する能力を保持することを確認することができる。培養物中の初代
細胞または培養物中における細胞株においても同様のアッセイを行うことができる。
【０１６０】
　ＸＩ．キット
　ある実施形態ではまた、本発明が、少なくとも１つの本発明のキメラポリペプチドを充
填した１またはそれより多い容器を含む、医薬パッケージまたはキットも提供する。例示
的な容器には、バイアル、ボトル、あらかじめ充填されたシリンジ、静脈内注入（ＩＶ）
用バッグ、ブリスターパック（１またはそれより多い丸薬を含む）が含まれるがこれらに
限定されない。場合によって、このような容器（複数可）は、医薬物質または生物学的生
成物の製造、使用、または販売を規制する政府機関により規定された形式の注意書きを伴
い、これらの注意書きは、（ａ）ヒト投与のための製造、使用、または販売についての該
機関による承認、（ｂ）使用についての指示書、またはこれらの両方を反映する。
【実施例】
【０１６１】
　本発明のある態様および実施形態の例示だけを目的として包含されるものであり、本発
明を限定することを意図するものではない以下の実施例を参照することにより、今や一般
的な形で説明されている本発明がより容易に理解される。例えば、本明細書で開示される
具体的な構築物および実験デザインは、適正な機能を検証するための例示的なツールおよ
び方法を表わす。開示される特定の構築物および実験計画のうちのいずれかを、それ自体
、本開示の範囲内で置換しうることは容易に明らかである。
【０１６２】
　（実施例１）
　３Ｅ１０とｈＭＴＭ１との化学的結合体化（ｍＡｂ３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１）
　化学的結合体化
　モノクローナルＡｂである３Ｅ１０は、ＩｇＧ２ａ亜型であり、ＦＯＸ－ＮＹハイブリ
ドーマ細胞とＭＲＬ／ｌｐｒ／ｍｐｊマウスに由来する脾臓細胞の融合体に由来する（Ｍ
ａｎｋｏｄｉ　Ａら、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ．、２００２年７月；１０巻（１号）：３５～４
４頁）。２つの異なるヘテロ二官能性試薬であるスクシンイミジル３－（２－ピリジルジ
チオ）プロピオネートおよびスクシンイミジルｔｒａｎｓ－４－（マレイミジルメチル）
シクロ－ヘキサン－１－カルボキシレートを１／１のモル比で使用して、１０ミリグラム
（１０ｍｇ）のｍＡｂ　３Ｅ１０を、組換えヒトＭＴＭ１（ＡｂＮｏｖａ）と、共有結合
により結合体化する。この反応により、ｍＡｂ　３Ｅ１０のリシン残基がチオールへと修
飾され、チオール反応性のマレイミド基がＭＴＭ１に付加される（Ｗｅｉｓｂａｒｔ　Ｒ
Ｈら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、２０００年６月１日；１６４巻（１１号）：６０２０～６
頁）。脱保護した後、修飾タンパク質を互いと反応させて、安定的なチオエーテル結合を
創出する。化学的結合体化を実施し、ゲル濾過クロマトグラフィーにより生成物を画分化
する。還元的環境および非還元的環境における天然ＰＡＧＥおよびＳＤＳ－ＰＡＧＥによ
り、画分の成分を評価する。遊離ｍＡｂ　３Ｅ１０および遊離ｈＭＴＭ１に対する最大比
で化学的結合体であるｍＡｂ　３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１を含有する画分をプールし、さらな
る研究で使用するために選択する。
【０１６３】
　同様に、後続の試験のために、さらなる化学的結合体を作出する。非限定的な例として
述べると：（ａ）ｈＭＴＭ１×３Ｅ１０、（ｂ）Ｆｖ３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１、（ｃ）ｈＭ
ＴＭ１×Ｆｖ３Ｅ１０を作出する。本実施例の全体において、Ｆｖという略記は、３Ｅ１
０の単鎖Ｆｖを指すのに使用することに注意されたい。同様に、ｍＡｂ　３Ｅ１０と３Ｅ
１０とは、互換的に使用される。例えば、本明細書で詳述されるアッセイを使用して、こ
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れらおよび他のキメラポリペプチドを、酵素活性および機能性について調べることができ
る。同様に、ＭＴＭ１部分および内部移行部分を含む任意のキメラポリペプチドを調べて
、そのキメラポリペプチドが、ＭＴＭ１の活性、ならびに内部移行部分の細胞透過活性を
維持することを確認することができる。これらの実施例における任意の具体的なキメラポ
リペプチドに対する言及は、単に例としての言及である。ある実施形態では、本実施例の
うちのいずれかに示されるこれらのアッセイのうちの任意の１または複数において、配列
番号１１に示されるアミノ酸配列、または一方もしくは両方のエピトープタグが存在しな
い配列番号１１に示されるアミノ酸配列を含むキメラポリペプチドについて調べる。ある
実施形態では、内部移行部分が、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖および配列番号２
のアミノ酸配列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合断片を含むキメラポリペプチドにつ
いて調べる。他の実施形態では、内部移行部分が、配列番号４と少なくとも９５％、９６
％、９７％、９８％、または９９％同一であるアミノ酸配列を含む軽鎖および配列番号２
のアミノ酸配列と少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である
重鎖を含む抗体または抗原結合断片を含むキメラポリペプチドについて調べる。
【０１６４】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるｍＡｂ　３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１のＰＩ（３）Ｐホスファター
ゼ活性およびＰＩ（３，５）Ｐホスファターゼ活性
　Ｍａｌａｃｈｉｔｅ　Ｇｒｅｅｎ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ（Ｅ
ｃｈｅｌｏｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．）の指示書に従い、かつＳｃｈａｌｅ
ｔｚｋｙ，　Ｊ．ら（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、１３巻：５０４～５０９頁、２
００３年；　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ　Ｄａｔａ、Ｓ１～Ｓ３頁）により説明される通
りに、１）化学的に結合体化したｍＡｂ　３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１、２）ｍＡｂ　３Ｅ１０
とｈＭＴＭ１との非結合体化混合物、３）ｍＡｂ　３Ｅ１０単独、または４）ｈＭＴＭ１
単独の、５ｌｏｇにわたる等モル希釈液について、ホスファターゼ活性を評価する。ホス
ファターゼ活性を評価して、化学的に結合体化した３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１構築物が、酵素
活性を保持しているかどうかを決定する。細胞フリー系、ならびに培養物中のＢＨＫ細胞
の両方においてホスファターゼ活性を評価する（例えば、該結合体により処置したＢＨＫ
細胞においてホスファターゼ活性を評価し、対象で処置したＢＨＫ細胞と比較する）。Ｐ
Ｉ（３）Ｐホスファターゼ活性およびＰＩ（３，５）Ｐホスファターゼ活性を伴う他のタ
ンパク質（ＰＩ（３）Ｐホスファターゼ活性およびＰＩ（３，５）Ｐホスファターゼ活性
を有する、多数のＭＴＭ１類縁（ＭＴＭＲ）タンパク質を含めた）が存在するという事実
により、細胞におけるホスファターゼ活性をアッセイすることは複雑となりうるため、細
胞フリー系および細胞ベース系の両方においてホスファターゼ活性を評価することは有用
である。したがって、ＢＨＫ細胞が、これらの構築物のＰＩ（３）Ｐホスファターゼ活性
およびＰＩ（３，５）Ｐホスファターゼ活性を調べるための透明なバックグラウンドをも
たらし得ないことを踏まえ、細胞フリー系および細胞ベース系の両方を使用して該構築物
の活性を確認する。活性基準には、例えば、ＭＴＭ１単独の５０％の活性（重量による）
が示されること、または公表レベルの５０％の活性（例えば、Ｓｃｈａｌｅｔｚｋｙ，　
Ｊ．らによるＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ　Ｄａｔａの図Ｓ１を参照されたい）が示される
ことが含まれる。
【０１６５】
　本実施例では、とりわけ、ＰＩＰ３（また、「ＰＩ（３）Ｐ」としても公知である）お
よびＰＩ（３，５）ＰをＭＴＭ１の基質として使用するが、当業者ならば、本明細書で開
示される他のホスホイノシチド基質もまた、ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ用の基質として用
いうることを容易に理解するであろう。
【０１６６】
　ｍＡｂ　３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１の細胞内侵入、ならびにエンドソームタンパク質Ｖｐｓ
３４との会合
　１．ＢＨＫ細胞に、ｈＶｐｓ３４をコードするｃＤＮＡならびに／または細胞によるｍ
Ａｂ　３Ｅ１０の取込みを媒介するＥＮＴ２トランスポーターのｃＤＮＡをトランスフェ
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クトする（Ｈａｎｓｅｎ　ＪＥら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．、２００７年７月２０日、
２８２巻（２９号）：２０７９０～３頁）。２日後（トランスフェクションの４８時間後
）、化学的に結合体化されたｍＡｂ　３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１、または結合体化されていな
いｍＡｂ　３Ｅ１０およびｈＭＴＭ１の混合物をトランスフェクトされた細胞に適用し、
その後、抗Ｖｐｓ３４抗体、抗ｈＭＴＭ１抗体、または抗ｍＡｂ３Ｅ１０抗体による免疫
沈降を実施し、その後、ｍＡｂ　３Ｅ１０、ｈＶｐｓ３４、およびｈＭＴＭ１による免疫
ブロット検出を実施する。対照として、逆相免疫沈降を実施する。ＢＨＫ細胞は、ヒトＭ
ＴＭ１（ｈＭＴＭ１）、ヒトＶｐｓ３４（ｈＶｐｓ３４）に対して陰性の免疫反応を示す
（Ｃａｏ　Ｃら、Ｔｒａｆｆｉｃ、２００７年、８巻：１０５２～１０６７頁）。結合体
化材料および非結合体化材料を添加する前に、トランスフェクトされた細胞を、ＥＮＴ２
阻害剤（ＮＢＭＰＲ）で処置することにより、トランスフェクトされたＥＮＴ２トランス
ポーターを介するｍＡｂ　３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１の細胞内への侵入について検証する。
【０１６７】
　ヒトＭＴＭ１は、ｈＶｐｓ３４およびｈＶｐｓ１５を免疫沈降させることが公知であり
（Ｃａｏ　Ｃら、Ｔｒａｆｆｉｃ、２００７年、８巻：１０５２～１０６７頁）、エンド
ソームにおける会合についてのさらなる検証として、または免疫沈降で使用されるｈＶｐ
ｓ３４に対する代替物として、ｈＶｐｓ１５の免疫沈降を使用することができる。ＢＨＫ
細胞がｈＭＴＭ１およびｈＶｐｓ３４に対して陰性の免疫反応を示すことを踏まえると、
結合体化材料を添加した後ではｈＶｐｓ３４およびｈＭＴＭ１の共免疫沈降の証拠が何ら
かの形で得られるが、非結合体化材料を添加した後ではこれが得られないことは、ｈＭＴ
Ｍ１が細胞へと送達され、ｈＶｐｓ３４と会合する能力を保持したという結論と符合する
。
【０１６８】
　・ヒトＶｐｓ３４　ｃＤＮＡおよびＥＮＴ２　ｃＤＮＡの合成：ｈＶｐｓ３４およびＥ
ＮＴ２トランスポーターのｃＤＮＡについては、既に公表されている（Ｈａｎｓｅｎ　Ｊ
Ｅら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．、２００７年７月２０日、２８２巻（２９号）：２０７
９０～３頁；　Ｃａｏ　Ｃら、Ｔｒａｆｆｉｃ、２００７年、８巻：１０５２～１０６７
頁）通りである。各ｃＤＮＡをＣＭＶベースの哺乳動物用発現カセットにクローニングし
、Ｑｉａｇｅｎ　Ｍｅｇａ　Ｅｎｄｏ－ｆｒｅｅプラスミド精製キットを使用して、大ス
ケールの調製物を作出する。
【０１６９】
　・トランスフェクション：市販のトランスフェクション試薬を使用して、１０マイクロ
グラムのプラスミドｐＣＭＶ　ｈＶｐｓ３４および／またはｐＣＭＶ　ＥＮＴ２を、８０
％のコンフルエントＢＨＫ細胞内にトランスフェクトする。トランスフェクションの４８
時間後、化学的に結合体化されたｍＡｂ　３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１、または結合体化されて
いないｍＡｂ　３Ｅ１０およびｈＭＴＭ１の混合物を細胞に適用する。４～６時間後、細
胞を洗浄し、サポニンで処置し、これにより、膜構造の完全性を維持しながら、細胞質内
容物を除去する（Ｃａｏ　Ｃら、Ｔｒａｆｆｉｃ、２００７年、８巻：１０５２～１０６
７頁）。トランスフェクションの効率を追跡するため、ベータ－ガラクトシダーゼまたは
ＧＦＰなどの適切なレポーターをコードするプラスミドによる二重トランスフェクション
を実施する。
【０１７０】
　・免疫沈降および免疫ブロット：既に説明されている（Ｗｅｉｓｂａｒｔ　ＲＨら、Ｍ
ｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、２００３年３月、３９巻（１３号）：７８３～９頁；　Ｃａｏ
　Ｃら、Ｔｒａｆｆｉｃ、２００７年、８巻：１０５２～１０６７頁）通りに、抗ｈＭＴ
Ｍ１抗体、抗Ｖｐｓ３４抗体、および抗ｍＡｂ３Ｅ１０抗体による免疫沈降を実施した後
で、共免疫沈降したｈＭＴＭ１、ｈＶｐｓ３４、およびｍＡｂ　３Ｅ１０を免疫ブロット
検出する。また、対照として、逆相免疫沈降も実施する。エピトープによるタグ付けを用
いない場合、３Ｅ１０単独による対照ならびにｈＭＴＭ１単独による対照に対して、ｍＡ
ｂ　３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１で処置した細胞では、抗３Ｅ１０および抗ｈＭＴＭ１の免疫反
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応バンドが約１９０ｋＤａで一致して存在すれば、化学的に結合体化した３Ｅ１０×ｈＭ
ＴＭ１の透過が成功したことになる。細胞透過後においても化学的結合体であるｍＡｂ　
３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１が完全性を保持するならば、それはトランスフェクトされたｈＶｐ
ｓ３４を免疫沈降させるはずであり、同様に、ｈＶｐｓ３４も、ｈＭＴＭ１および３Ｅ１
０を免疫沈降させるはずである。チューブリンの検出を、ローディング対照として使用す
る。
【０１７１】
　・ＥＮＴ２の阻害：ＥＮＴ２トランスポーターに対するｍＡｂ３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１の
特異性を検証するため、すべての群をＥＮＴ２阻害剤であるニトロベンジルメルカプトプ
リンリボシド（ＮＢＭＰＲ）で１時間にわたり処理してから、化学的に結合体化されたｍ
Ａｂ３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１、または遊離組換えｍＡｂ　３Ｅ１０および遊離ｈＭＴＭ１の
混合物を添加し、４～６時間後、上記で説明した通りに、培地および細胞を回収して免疫
沈降を行う。
【０１７２】
　２．確立された方法に従い、Ｍｔｍ１δ４マウスから（および／または他のＭＴＭ１欠
損マウスから）、ならびに野生型の同腹マウスから平行して、初代筋肉細胞を摘出する。
略述すると、骨格筋を採取し、微細に磨り潰し、ジスパーゼＩＩおよびコラゲナーゼＤを
使用して消化する。初代筋原細胞を、コラーゲンでコーティングしたプレート上の増殖培
地（ＧＭ：Ｆ１０＋２０％ＦＢＳ、１０ｎｇ／ｍｌ　ＦＧＦ－３／４、１％ペニシリン／
ストレプトマイシン）中で培養し、これらの細胞が約７０％のコンフルエンシーに到達し
たところで継代した。
【０１７３】
　用量範囲にある組換えＦｖ３Ｅ１０－ＭＴＭ１で細胞を処置し、免疫検出用に固定する
か、または終点までの経過中に細胞溶解物を回収する。存在する場合は、配列番号１１に
示されるタンパク質など、組換えＦｖ３Ｅ１０－ＭＴＭ１タンパク質のｍｙｃタグまたは
６Ｈｉｓタグを、免疫検出、ならびにその後の細胞内における取込みおよび内部局在化の
決定に用いる。また、細胞内Ｆｖ３Ｅ１０－ＭＴＭ１を共免疫沈降させ、結合タンパク質
の存在を検出し、内部輸送されたＦｖ３Ｅ１０－ＭＴＭ１タンパク質の酵素活性を調べる
（本明細書で説明されるＭａｌａｃｈｉｔｅ　Ｇｒｅｅｎ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　Ａ
ｓｓａｙ　Ｋｉｔを使用して）のにも、抗Ｆｖ３Ｅ１０－ＭＴＭ１タグ抗体を用いる。
【０１７４】
　初代筋肉細胞における融合欠損に対する是正
　確立された方法に従い、Ｍｔｍ１δ４マウスから（および／または他のＭＴＭ１欠損マ
ウスから）、ならびに野生型の同腹マウスから平行して、初代筋肉細胞を摘出する。略述
すると、骨格筋を採取し、微細に磨り潰し、ジスパーゼＩＩおよびコラゲナーゼＤを使用
して消化する。初代筋原細胞を、コラーゲンでコーティングしたプレート上の増殖培地（
ＧＭ：Ｆ１０＋２０％ＦＢＳ、１０ｎｇ／ｍｌ　ＦＧＦ－３／４、１％ペニシリン／スト
レプトマイシン）中で培養し、これらの細胞が約７０％のコンフルエンシーに到達したと
ころで継代した。細胞増殖の差違について評価するため、Ｍｔｍ１δ４マウス（および／
または他のＭＴＭ１欠損マウス）の筋線維芽細胞、ならびに野生型の筋線維芽細胞につい
て、同数の初代細胞を播種する。組換えＭＴＭ１または組換えＦｖ３Ｅ１０－ＭＴＭ１の
添加を伴うかまたは伴わずに、約２週間にわたり毎日培養を続ける。
【０１７５】
　ミオチューブラリンが欠損する筋線維芽細胞の「融合」欠損を、組換えタンパク質によ
る処置が改善するかどうかを決定するため、初代細胞を、２×１０５個／ウェルの濃度で
１２ウェルプレートに播種する。ＤＭＥＭを補充した２％ウマ血清からなる分化培地中で
、毎日培地を交換しながら７日間にわたり細胞を維持する。顕微鏡画像を毎日取得するこ
とにより、筋細管の形成をモニタリングおよび記録する。対照ならびにミオチューブラリ
ンが欠損した細胞培養物における融合指数を、筋細管内の総核数に対する融合核の比とし
て計算する。ウィルコクソンの順位和検定を使用して、対照培養物、変異体培養物、およ
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び処置培養物における融合指数を比較する。これらの評価により、処置細胞が内容物、増
殖能、および分化能で異なるかどうかが示唆される。
【０１７６】
　上記で説明した通り、試験または処置の後、培養された短趾屈筋（ＦＤＢ）の筋線維ま
たは分化した筋細管をチャンバースライド上で増殖させ、メタノール中で固定し、１０％
ＦＢＳ／０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００中でブロッキングし、デスミンまたはミオシ
ンの１型重鎖、２ａ型重鎖、または２ｂ型重鎖に対するマウスモノクローナル抗体と共に
インキュベートする。ＮＩＳ－Ｅｌｅｍｅｎｔｓ－ＡＲソフトウェア（Ｎｉｋｏｎ、Ｍｅ
ｌｖｉｌｌｅ、ＮＹ）を使用するＮｉｋｏｎ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　９０ｉ顕微鏡を使用して
、陽性の線維をカウントし、カリパー直径の最小値を２点間測定する。
【０１７７】
　（実施例２）
　ｆｖ　３Ｅ１０およびｈＭＴＭ１による遺伝子構築物（Ｆｖ３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴ
Ｍ１およびＦｖ３Ｅ１０－ＧＳＴＳ－ｈＭＴＭ１）
　Ｆｖ３Ｅ１０とｈＭＴＭ１との遺伝子融合体をコードする哺乳動物発現ベクター（ＧＳ
３リンカーによりｈＭＴＭ１に融合されたｍＡｂ　３Ｅ１０のｓｃＦｖを含むｆｖ３Ｅ１
０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１：配列番号３；「ＧＳＴＳ」リンカーによりｈＭＴＭ１に融合さ
れたｍＡｂ　３Ｅ１０のｓｃＦｖを含むｆｖ３Ｅ１０－ＧＳＴＳ－ｈＭＴＭ１：配列番号
１０）を生成させる。ｆｖ３Ｅ１０－ＧＳＴＳ－ｈＭＴＭ１キメラポリペプチドの例示的
な配列を、配列番号１１に示す。したがって、本発明のキメラポリペプチドは、エピトー
プタグの存在下または不在下にある、配列番号１１に示されるアミノ酸配列（例えば、配
列番号１１は、内部においてｍｙｃタグ、ならびにＣ末端において６×Ｈｉｓタグを含有
する）を含むキメラポリペプチドを包含する。
【０１７８】
　実施例１で説明した通り、トランスフェクション後、細胞を免疫沈降させて、遺伝子融
合体が、エンドソームタンパク質と会合する能力を保持することを検証する。また、条件
培地を免疫ブロットし、培地内への３Ｅ１０およびｈＭＴＭ１の分泌も検出する。条件培
地を濃縮した後、例えば、ＰＩ（３）ＰまたはＰＩ（３，５）Ｐに対するホスファターゼ
活性を測定し、Ｖｐｓ３４およびＥＮＴ２を発現させるＢＨＫ細胞に濃縮された材料を適
用し、分泌されたｈＭＴＭ１融合体が細胞に侵入し、エンドソームタンパク質と会合する
能力を保持することをさらに検証する。また、これらの遺伝子融合体を、組換え結合体ま
たは組換え作製結合体とも称することに注意されたい。
【０１７９】
　同様に、後続の試験のために、さらなる組換え作製結合体を作出する。非限定的な例と
して述べると：（ａ）ｈＭＴＭ１－ＧＳ３－３Ｅ１０、（ｂ）３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴ
Ｍ１、（ｃ）ｈＭＴＭ１－ＧＳ３－Ｆｖ３Ｅ１０、（ｄ）ｈＭＴＭ１－３Ｅ１０、（ｅ）
３Ｅ１０－ｈＭＴＭ１、（ｆ）ｈＭＴＭ１－Ｆｖ３Ｅ１０を作出する。本実施例の全体に
おいて、Ｆｖという略記は、３Ｅ１０の単鎖Ｆｖを指すのに使用することに注意されたい
。同様に、ｍＡｂ　３Ｅ１０と３Ｅ１０とは、互換的に使用される。例えば、本明細書で
詳述されるアッセイを使用して、これらおよび他のキメラポリペプチドについて調べるこ
とができる。
【０１８０】
　・ｈＭＴＭ１およびＦｖ３Ｅ１０のｃＤＮＡの合成：適切な発現ベクター内へのクロー
ニングを容易にする挟み込み制限部位と共に、ヒトＭＴＭ１のｃＤＮＡ（受託番号：ＮＰ
０００２４３．１）と、３Ｅ１０の重鎖連結されたＦｖ３Ｅ１０軽鎖可変ドメインのｃＤ
ＮＡとを、合成および配列決定する。発現を最大化するため、哺乳動物における発現、メ
タノール資化酵母における発現、および／またはＥ．　ｃｏｌｉにおける発現について、
各ｃＤＮＡのコドンを最適化する。ヒトＭＴＭ１　ｃＤＮＡは、分泌されると修飾を受け
る可能性がある、３つのグリコシル化コンセンサス配列を有する。本明細書で使用される
３Ｅ１０重鎖連結された例示的なマウスＦｖ３Ｅ１０軽鎖可変ドメインをコードするｃＤ
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ＮＡは、全マウス３Ｅ１０配列の３１位において生じる、Ｆｖ断片の細胞透過能を増強す
る突然変異（Ｄ３１Ｑ）（Ｚａｃｋ　ＤＪら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１９９６年９月１
日、１５７巻（５号）：２０８２～８頁）を含有し、それがこの実施例では使用された変
異体である。結果としてもたらされるｃＤＮＡを哺乳動物発現カセット、または他の適切
な発現カセットにクローニングし、Ｑｉａｇｅｎ　Ｍｅｇａ　Ｅｎｄｏ－ｆｒｅｅプラス
ミド精製キットを使用して、プラスミドｐＣＭＶ－Ｆｖ３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１の
大スケール調製物を作出する。マウス３Ｅ１０　ＶＨおよびマウス３Ｅ１０　ＶＬの例示
的な配列を、それぞれ、配列番号２および４により示す。
【０１８１】
　・トランスフェクション：市販のトランスフェクション試薬を使用して、１０マイクロ
グラムのプラスミドｐＣＭＶ－ｈＭＴＭ１、ｐＣＭＶ－Ｆｖ３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ
１、ｐＣＭＶ－ＥＮＴ２、またはｐＣＭＶを、８０％のコンフルエントＢＨＫ細胞内にト
ランスフェクトする。トランスフェクションの４８時間後、実施例１で説明した通りに、
条件培地を回収および濃縮し、細胞を洗浄し、サポニンで処置する。トランスフェクショ
ンの効率を追跡するため、ベータ－ガラクトシダーゼまたはＧＦＰなどの適切なレポータ
ーをコードするプラスミドによる二重トランスフェクションを実施する。
【０１８２】
　・遺伝子的に結合体化したｈＭＴＭ１融合体のＰＩＰ３ホスファターゼ活性：本明細書
で説明されるｐＣＭＶ－ｈＭＴＭ１融合体、ｐＣＭＶ－ｈＭＴＭ１融合体、またはｐＣＭ
ＶをトランスフェクトしたＢＨＫ細胞に由来する細胞溶解物および濃縮条件培地を回収し
、Ｍａｌａｃｈｉｔｅ　Ｇｒｅｅｎ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ（Ｅ
ｃｈｅｌｏｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．）の指示書に従い、各トランスフェク
ションに由来する、例えば、ＰＩ（３）ＰまたはＰＩ（３，５）Ｐに対するホスファター
ゼ活性を評価する。実験群についての一般的な概観、ならびに何らかの対照群について予
測される結果を、表１に表示する。「？」印を付した細胞は、結果が得られていない細胞
を表示する。対照群１３～１６（表１を参照されたい）は、化学的に結合体化されたｍＡ
ｂ３Ｅ１０×ＭＴＭ１を、ｐＣＭＶトランスフェクト細胞（モックトランスフェクト細胞
）に適用した１日後に、細胞溶解物および濃縮条件培地中のホスファターゼ活性を評価す
ることを包含する。細胞溶解物および濃縮条件培地中では、翌日（２４時間後）にもホス
ファターゼ活性を検討する。例えば、ＥＮＴ２阻害剤で前処置された第１３群（表１の第
１３群）の溶解物中では、ホスファターゼ活性が観察されないと予測される。さらなる対
照群１７～１８では、細胞溶解物中にスパイクされた、化学的に結合体化されたｍＡｂ３
Ｅ１０×ＭＴＭ１、ならびにｐＣＭＶトランスフェクト細胞（モックトランスフェクト細
胞）による濃縮条件培地の活性が公知であり、これらをホスファターゼ活性についての陽
性対照ならびに標準曲線として用いる。
【０１８３】
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【表１】

　・遺伝子的に結合体化したｈＭＴＭ１融合体の細胞内への取込み：化学的に結合体化し
たｍＡｂ３Ｅ１０×ＭＴＭ１、ならびにｐＣＭＶ－ｈＭＴＭ１融合体またはｐＣＭＶをト
ランスフェクトしたＢＨＫ細胞に由来する濃縮条件培地を、その４８時間前に表２のｐＣ
ＭＶ－ＥＮＴ２またはｐＣＭＶをトランスフェクトしたＢＨＫ細胞に適用する。次いで、
実施例１の通りに免疫沈降を行う。ＮＢＭＰＲトランスポーター阻害剤で二連群を処置す
ることにより、３Ｅ１０の取込みがＥＮＴ２トランスポーターに特異的であることが検証
される。
【０１８４】
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【表２】

　（実施例３）
　組換えによるｈＭＴＭ１融合体の作製、ならびにＰＩＰ３ホスファターゼ活性、細胞透
過、およびエンドソームにおけるＶｐｓ３４との会合の検証
　Ｐｉｃｈｉａ属酵母用タンパク質発現系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、ＲＣＴ）を使用して
、組換え３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１または組換え３Ｅ１０－ＧＳＴＳ－ｈＭＴＭ１を
作製する。Ｐｉｃｈｉａ属は、哺乳動物細胞と同様の、優れたタンパク質発現、高い細胞
密度、制御可能な過程、生成の安定性、耐久性、ならびに生成物のプロセシングを呈示す
る。３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１の分泌形態および非分泌形態の両方が生成される。ｈ
ＭＴＭ１配列は、任意の分泌物質の生物学的活性に影響を及ぼしうる３つの潜在的なＮＸ
Ｓ／Ｔグリコシル化部位を含有する。他の実施形態では、細菌発現系（例えば、Ｅ．　ｃ
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ｏｌｉ）または哺乳動物細胞による発現系においてキメラポリペプチドを作製する。
【０１８５】
　・Ｐｉｃｈｉａ属用のタンパク質発現ベクターの構築：Ｐｉｃｈｉａ属のプラスミド構
築、トランスフェクション、コロニー選択、および培養は、製造元の指示書（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）に従い、キットおよびマニュアルを使用する。実施例２で創出および検証さ
れた、遺伝子的に結合体化されたｈＭＴＭ１（３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１または３Ｅ
１０－ＧＳＴＳ－ｈＭＴＭ１）のｃＤＮＡを、２つの代替的なプラスミド（細胞内発現用
のＰＩＣＺプラスミド、ならびに分泌発現用のＰＩＣＺアルファプラスミド）にクローニ
ングする。ＡＯＸ１プロモーターにより、各プラスミドからのタンパク質発現を駆動する
。トランスフェクトされたＰｉｃｈｉａ属をＺｅｏｃｉｎにより選択し、組換えｈＭＴＭ
１融合体の発現についてコロニーを調べる。発現が高度なコロニーを選択し、スケール増
幅して精製した。
【０１８６】
　・組換えｈＭＴＭ１融合体の精製：ｍＡｂ　３Ｅ１０　ＦｖとのｃＤＮＡ融合体を、酵
母発現用ベクターであるｐＰＩＣＺＡにライゲーションし、その後、これを電気穿孔によ
りＰｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓのＸ－３３株に導入する。Ｚｅｏｃｉｎ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）によりコロニーを選択し、抗ｈｉｓ６抗体（Ｑｉ
ａｇｅｎ　Ｉｎｃ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）によりこれらを同定する。緩衝処理された
グリセロール／メタノール培地を伴うバッフル付きシェーカーフラスコ内でＸ－３３細胞
を培養し、製造元のプロトコール（ＥａｓｙＳｅｌｅｃｔ　Ｐｉｃｈｉａ　Ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ　Ｋｉｔ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）に従い、０．５％
メタノールによりタンパク質の合成を誘導する。２０，０００ｌｂ／ｉｎ２で２回Ｆｒｅ
ｎｃｈ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｅｓｓを通すことにより細胞を溶解させ、Ｎｉ－ＮＴＡ－Ａｇａ
ｒｏｓｅ（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）上における固定化金属イオンアフィ
ニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）により、９ＭグアニジンＨＣｌおよび２％ＮＰ
４０中で溶解させた細胞ペレットから組換えタンパク質を精製する。結合したタンパク質
を、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、５００ｍＭイミダゾール、および２５％グリセロールを含有
する５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４中で溶出させる。溶出画分の試料を、４～２０％の勾配に
よるＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ＮｕＳｅｐ　Ｌｔｄ、Ｆｒｅｎｃｈｓ　Ｆｏｒｅｓｔ、Ａｕｓｔ
ｒａｌｉａ）により電気泳動させ、カーゴ特異的なマウス抗体で現像するニトロセルロー
ス膜へのウェスタンブロット法の後、マウスＩｇＧに対するアルカリホスファターゼ結合
体化ヤギ抗体により組換えタンパク質を同定する。発色性基質であるニトロブルーテトラ
ゾリウム塩化物／５－ブロモ－４－クロロ－３－インドイルホスフェートｐ－トルイジン
塩により、アルカリホスファターゼ活性を測定する。ＧｅｌＣｏｄｅ　Ｂｌｕｅ　Ｓｔａ
ｉｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、
ＩＬ）により、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル中のタンパク質を同定する。溶出タンパク質を濃縮
し、ウシ胎仔血清で５％に復元し、３０，０００ＭＷＣＯスピンフィルター（Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）により、５％グリセロールを含有す
るマッコイ培地（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．、Ｈｅｒｎｄｏｎ、ＶＡ）に対して１０
０倍に交換透析した。
【０１８７】
　・細菌による発現：キメラポリペプチドはまた、Ｅ．　ｃｏｌｉなど、細菌発現系によ
っても発現させることができる。このような場合には、Ｅ．　ｃｏｌｉによる発現につい
て最適化されるように、キメラポリペプチドをコードする核酸構築物のコドンにバイアス
をかける。Ｅ．　ｃｏｌｉにより発現させるためには、ｐＧＥＸ－２Ｔ　ＧＳＴ発現ベク
ターを使用する。発現を最適化するために、Ｅ．　ｃｏｌｉ菌株であるＷＣＡ株、ＢＬ２
１（ＤＥ３）株、およびＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＥ株など、異なるＥ．　ｃｏｌｉ菌
株を調べることができる。
【０１８８】
　・品質の評価および製剤：３Ｅ１０およびｈＭＴＭ１に対する免疫ブロットを使用して
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、組換えタンパク質のサイズおよび固有性を検証した後で、銀染色により３Ｅ１０、ＭＴ
Ｍ１、およびｈＭＴＭ１融合体による調製物間の相対的純度を同定する。その後のｉｎ　
ｖｉｖｏ投与の必要と符合する緩衝液および濃度（約０．５ｍｇ／ｍｌ）により、組換え
材料を調合する。
【０１８９】
　・ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける組換え材料の評価：実施例２による研究に基づき、ｈＭＴ
Ｍ１融合体をトランスフェクトした細胞の条件培地中に存在する結合体１モル当たりのホ
スファターゼ活性（例えば、ＰＩ（３）ＰまたはＰＩ（３，５）Ｐに対する）を決定し、
この値を、メタノール資化酵母またはＥ．　ｃｏｌｉに由来する組換えｈＭＴＭ１融合体
のホスファターゼ活性を評価するための基準として使用する。表２に示す通り、Ｖｐｓ３
４をトランスフェクトしたＢＨＫ細胞における、化学的に結合体化された、哺乳動物細胞
に由来する組換え３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１およびメタノール資化酵母に由来する組
換え３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１の相対的なＰＩＰ３ホスファターゼ活性も同様に比較
する。
【０１９０】
　（実施例４）
　ＭＴＭ　ＫＯマウスにおける、筋肉を標的とするｈＭＴＭ１のｉｎ　ｖｉｖｏ評価
評価のためのマウスモデルの選択
　ＭＴＭ１遺伝子を標的とする不活化を保有するマウス（ＭＴＭ１　ＫＯマウス）は、出
生時の分布がメンデルの法則に従わないが、他の点では見かけ上正常である。しかし、出
生後１週間以内に、ＭＴＭ１　ＫＯマウスは、筋肉塊を喪失し始め、これは急速に進行し
て、７週齢の中央値（最長１４週齢）で呼吸器系の崩壊および死亡に至る（Ｂｅｌｌｏ　
ＡＢら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年１１月１２
日；９９巻（２３号）：１５０６０～５頁）。ＭＴＭ　ＫＯマウスにおける進行性の衰弱
は、体重増大の鈍化、前足の握力の低下、重力に対して自らを支持する能力の低下、なら
びに跛行の増大と同時発生する（Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年１１月１２日；９９巻（２３号）：１５０６０～５頁
）。ＭＴＭ　ＫＯマウスの筋線維は、発育不全であり、中央部に位置する核がミトコンド
リアおよびグリコーゲンにより取り囲まれて液胞化して見えるが、筋細胞膜の損傷はほと
んど見られず、アポトーシスまたは炎症の証拠も見られない（Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｐｒ
ｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年１１月１２日；９９巻（
２３号）：１５０６０～５頁）。ＭＴＭ１　ＫＯマウスを使用する利点は、ＥＬＩＳＡを
使用して、３Ｅ１０－ＧＳ３－ＭＴＭ１の血清レベルおよび組織レベルを追跡しうること
であり、これは、その後の薬物動態評価、ならびに薬力学反応および毒性反応のそれぞれ
に必要となる。ＭＴＭ１の生理学的レベルを超えるレベルが有害であるかどうかを比較検
討するために、野生型ＭＴＭ１ホモ接合マウス（＋／＋）に３Ｅ１０－ｈＭＴＭ１を投与
する。
【０１９１】
　以下では、処置マウスを評価するための例示的なアッセイについて説明する。加えて、
平均寿命（処置マウスにおける平均寿命の延長）、体重、ならびに跛行の減少にも基づい
て、マウスの状態の改善を評価する。
【０１９２】
　３Ｅ１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１用量の選択
　ＭＴＭ　ＫＯマウスに送達される、ｈＭＴＭ１に化学的または遺伝子的に結合体化され
た３Ｅ１０の評価用量を決定する。出発点として、治療応答を裏付けるため、最長２０週
間または死亡のいずれかが先に生じるまで、毎週２回、高用量（例えば、５．０ｍｇ／ｋ
ｇ）を静脈内投与する。２０週間にわたり毎週２回、用量５ｍｇ／ｋｇの３Ｅ１０－ＧＳ
３－ＭＴＭ１をＭＴＭ　ＫＯマウスに送達した（表３）後に、疾患評価項目の変化につい
て評価する。対照は、媒体、ならびに処置ヘテロ接合ＭＴＭ１＋／＋マウス、ならびに媒
体処置ＭＴＭ１－／－マウスを包含する。抗３Ｅ１０－ＭＴＭ１抗体の発生についてもま
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たモニタリングする。３Ｅ１０×ＭＴＭ１またはＭＴＭ１の遺伝子融合体（例えば、３Ｅ
１０－ＧＳ３－ｈＭＴＭ１または３Ｅ１０－ＧＳＴＳ－ｈＭＴＭ１）を静脈内投与する結
果として、表現型の改善が確立されたら、ＭＴＭ　ＫＯマウスにおいてその後のｉｎ　ｖ
ｉｖｏにおけるＰＫ評価を開始して、毒性の帰結を最小限としながら最大限の薬力学効果
を促進する投与レジメンを同定する。
【０１９３】
【表３】

　・握力：握力デバイス（Ｃｏｌｕｍｂｕｓ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）は、マウス側の
訓練を要求しない。他の研究者（Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００２年１１月１２日；９９巻（２３号）：１５０６０～５頁
）により用いられている全身引張り試験では、動物の尾を力トランスデュサーに括りつけ
、次いで、尾をピンチングし、動物が逃避しようとするときにかかる張力を測定する。応
答の条件として疼痛を誘導することの動物福利的な意味合いを措くとしても、どのように
してピンチング力を標準化するのか、またはどのようにして尾をトランスデュサーに適正
に固定するのかが不明確である。許容可能な代替法としての前足握力試験は、マウス体重
で規格化すれば、全身引張り試験の測定値を十分に再現するであろうし、ＩＡＣＵＣの査
察に耐えるであろうし、容易に利用可能な力トランスデュサー（Ｃｏｌｕｍｂｕｓ　Ｉｎ
ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）により実施することができる。マウスが金属製格子から牽引される
角度に比例した効果が力の測定値に及ぼされる。したがって、尾を介して、水平方向の格
子に平行に、かつ、力トランスデュサーから遠ざかる向きに、約５ｃｍ／秒の速度でマウ
スを牽引することにより握力試験を標準化する。約２０秒間ずつの休息を挟んだ４回にわ
たる牽引を使用して、疲労を調整する。
【０１９４】
　・化学的に結合体化された３Ｅ１０－ＭＴＭ１ならびに遺伝子的に結合体化された３Ｅ
１０－ＭＴＭ１の注射：３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１またはｈＭＴＭ１遺伝子融合体を調合し、
静脈内注射に適合する緩衝液（例えば、滅菌生理食塩液、または５０ｍＭトリス－ＨＣｌ
、ｐＨ７．４、０．１５Ｍ　ＮａＣｌによる緩衝溶液）中で希釈する。各マウスに施され
る３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１またはｈＭＴＭ１遺伝子融合体の量は、以下：用量（ｍｇ／ｋｇ
）×マウスの体重（ｋｇ）×原液濃度（ｍｇ／ｍｌ）＝マウス１匹当たりの原液容量（ｍ
ｌ）の通りに、媒体により１００ｕｌとされる適量として計算する。
【０１９５】
　・血液の回収：動物を屠殺して組織を切片化する際に、心臓穿刺により血液を回収する
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。血清を取り出し、－８０℃で凍結させる。融解および処理の影響を最小化するため、血
液中を循環する３Ｅ１０×ｈＭＴＭ１またはＭＴＭ１遺伝子融合体に対するすべての解析
は、同じ日に実施する。
【０１９６】
　・組織の回収および調製：免疫ブロット、ホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロック
、ならびにＯＣＴ（最適切削温度）における凍結切片用に、試料組織を等分する。免疫ブ
ロット解析用にさらに加工するため、心臓、肝臓、肺、脾臓、腎臓、大腿四頭筋、長趾伸
筋（ＥＤＬ）、ヒラメ筋、横隔膜、および大腿二頭筋を半分に分け、プラスチック製試験
管内で凍結させる。心臓、肝臓、肺、脾臓、腎臓、大腿四頭筋、ＥＤＬ、ヒラメ筋、横隔
膜、および大腿二頭筋の残りの半分をさらに分け、ＯＣＴにおける組織切片化用媒体中で
凍結させるか、または４℃で２４～４８時間にわたり亜鉛－ホルムアルデヒド固定により
固定してパラフィン包埋する。
【０１９７】
　・組織学的評価：ＨＥ切片に対する明視野顕微鏡法を使用して、中心核化した筋線維の
百分率、ならびに無作為に選択した５つの視野に由来する筋線維の断面積を決定する。筋
肉群につきマウス１匹当たり、少なくとも２００本の筋線維をカウントする。他の切片は
、ＮＡＤＨ－ＴＲについて染色する。中心核、筋線維断面積、ならびにＮＡＤＨ－ＴＲ染
色の規格化について、盲検処理した切片のスコア評価もまた実施する。
【０１９８】
　・免疫ブロット：既に説明されている（Ｗｅｉｓｂａｒｔ　ＲＨら、Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．、２００３年３月、３９巻（１３号）：７８３～９頁；　Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、
Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００８年、１７巻、１４号；　
Ｌｏｒｅｎｚｏ　Ｏら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、１１９巻、
２９５３～２９５９頁、２００５年）通りに、３Ｅ１０およびＭＴＭ１のタンパク質単離
および免疫ブロット検出を実施する。
【０１９９】
　・循環３Ｅ１０－ｈＭＴＭ１の解析：市販されている抗ヒトＭＴＭ１抗体を使用して、
ヒト３Ｅ１０－ＭＴＭ１に特異的なＥＬＩＳＡを現像および検証する。組換え３Ｅ１０－
ＭＴＭ１を希釈し使用して、標準曲線を生成させる。血清の希釈率（ｎｇ／血清ｍｌに規
格化する）または組織抽出物の希釈率（ｎｇ／組織ｍｌに規格化する）から３Ｅ１０－Ｍ
ＴＭ１レベルを決定する。
【０２００】
　・抗３Ｅ１０－ｈＭＴＭ１抗体反応のモニタリング：ＭＴＭ　ＫＯマウスに注射するの
に使用される精製３Ｅ１０－ＭＴＭ１を、コーティングバッファー（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈ）中１ｕｇ／ｍｌで、高度結合型９６ウェルＥＬＩＳＡプレートに播種し、一
晩にわたりコーティングし、ＴＢＳ中１％の脱脂粉乳（Ｂｉｏｒａｄ）中で３０分間にわ
たりブロッキングし、ＴＢＳ中で３回にわたりすすぐ。媒体および３Ｅ１０－ＭＴＭ１を
注射した動物に由来する血清の２倍希釈液をウェル内に投入し、３７℃で３０分間にわた
りインキュベートし、３回にわたり洗浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合
体化ウサギ抗マウスＩｇＡ、ＩｇＧ、およびＩｇＭと共に３７℃で３０分間にわたりイン
キュベートし、３回にわたり洗浄する。ＴＭＢ液体基質によりマウス抗３Ｅ１０－ＭＴＭ
１抗体を検出し、ＥＬＩＳＡプレートリーダーにより４０５ｎｍで読み取る。ポリクロー
ナルウサギ抗マウスＭＴＭ１抗体（Ｂｅｌｌｏ　ＡＢら、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００８年、１７巻、１４号）の後、ＨＲＰ結合体化ヤギ抗ウサ
ギ抗体を、陽性対照の抗体反応として用いる。媒体で処置したＭＴＭ１　ＫＯマウスの場
合を超える、４０５ｎｍにおける任意の吸光度が、陽性の抗３Ｅ１０－ＭＴＭ１抗体応答
を構成する。
【０２０１】
　・統計学的解析：対応のある比較では、スチューデントのｔ検定を用いる。複数の群間
における比較では、ＡＮＯＶＡを用いる。いずれの場合も、ｐ値＜０．０５を、統計学的
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に有意であると考える。
【０２０２】
　前出の実施例は、本明細書で説明した方法で使用するためのキメラポリペプチドを作出
して調べる際に使用しうる実験を例示する一助となる。ＭＴＭ１部分および内部移行部分
を含むキメラポリペプチドを、例えば、これらの方法を使用して調べる。本明細書で説明
したキメラポリペプチドのうちのいずれも、容易に調べることができる。同様に、ＭＴＭ
１部分および内部移行部分を含む任意のキメラポリペプチドを調べ、それがＭＴＭ１活性
ならびに内部移行部分の細胞透過活性を維持することを確認することができる。これらの
実施例における任意の具体的なキメラポリペプチドに対する言及は、例だけを目的とする
ものである。ある実施形態では、配列番号１１に示されるアミノ酸配列、または一方もし
くは両方のエピトープタグが存在しない配列番号１１に示されるアミノ酸配列を含むキメ
ラポリペプチドを、本実施例のうちのいずれかに示されるアッセイのうちの任意の１また
は複数において調べる。ある実施形態では、内部移行部分が、配列番号４に示されるアミ
ノ酸配列を含む軽鎖を含み、配列番号２に示されるアミノ酸配列を含む重鎖を含む抗体ま
たは抗原結合断片を含むキメラポリペプチドについて調べる。他の実施形態では、内部移
行部分が、配列番号４と少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一
であるアミノ酸配列を含む軽鎖を含み、配列番号２と少なくとも９５％、９６％、９７％
、９８％、または９９％同一であるアミノ酸配列を含む重鎖を含む抗体または抗原結合断
片を含むキメラポリペプチドについて調べる。
【０２０３】
　配列の情報
　配列番号１：ヒトＭＴＭ１タンパク質のアミノ酸配列（ＮＰ＿０００２４３．１）
【０２０４】
【化１】

　配列番号２：３Ｅ１０重鎖可変ドメイン
【０２０５】

【化２】

　配列番号３：リンカー配列「ＧＳ３」
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【０２０６】
【化３】

　配列番号４：３Ｅ１０軽鎖可変ドメイン
【０２０７】
【化４】

　配列番号５：ヒトＭＴＭ１核酸配列（ＮＭ＿０００２５２．２）
【０２０８】
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【化５－１】

【０２０９】
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【化５－２】

【０２１０】
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【化５－３】

　配列番号６：マウスＭＴＭ１タンパク質配列（ＮＰ＿０６４３１０．１）
【０２１１】

【化６】

　配列番号７：マウスＭＴＭ１核酸配列（ＮＰ＿０１９９２６．２）
【０２１２】
【化７－１】

【０２１３】
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【化７－２】

【０２１４】
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【化７－３】

　配列番号８：ラットＭＴＭ１タンパク質配列（ＮＰ＿００１０１３０６５．１）
【０２１５】
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【化８】

　配列番号９：ラットＭＴＭ１核酸配列（ＮＭ＿００１０１３０４７．１）
【０２１６】
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【０２１７】
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【化９－２】

　配列番号１０：リンカー配列「ＧＳＴＳ」
【０２１８】
【化１０】

　配列番号１１：Ｆｖ３Ｅ１０－ＧＳＴＳ－ｈＭＴＭ１
【０２１９】
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【化１１】

注：配列番号１１では、リンカー配列に下線を付し、エピトープタグには二重下線を付す
。
【０２２０】
　参照による組込み
　本明細書で言及されるすべての刊行物および特許は、各個の刊行物または特許が、参照
により組み込まれることが具体的かつ個別に表示されたと仮定した場合と同様に、それら
の全体において、参照により本明細書に組み込まれる。
【０２２１】
　対象の発明の特定の実施形態について論じてきたが、上記の明細書は、例示的なもので
あり、限定的なものではない。本明細書および以下の特許請求の範囲を再検討すれば、当
業者には、本発明の多くの変化形が明らかとなるであろう。本発明の完全な範囲は、特許
請求の範囲と均等物の完全な範囲、およびこのような変化形と本明細書を参照することに
より決定されるべきである。

【配列表】
0006166041000001.app
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