
(57)【要約】

組織保護性サイトカインを含む組成物の全身または局所

投与による、炎症を示すかまたは関連する応答性細胞、

組織、器官または体部分を保護するかまたは増強するこ

とにより、炎症を有する哺乳動物を治療する方法および

組成物が提供される。本発明はまた、本発明の組織保護

性サイトカインを含む組成物の投与および少なくとも１

種の抗炎症または少なくとも１種の免疫調節薬の投与を

含む併用治療も包含する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン ； 少 な く と も １ 種 の 抗 炎 症 薬 ； お よ び 製 薬 上 許
容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 医 薬 組 成 物
【 請 求 項 ２ 】
抗 炎 症 薬 が コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 非 ス テ ロ イ ド 抗 炎 症
薬 、 β ア ゴ ニ ス ト 、 抗 コ リ ン 作 用 薬 、 メ チ ル キ サ ン チ ン 、 金 注 射 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 ペ
ニ シ ラ ミ ン 、 抗 血 管 新 生 薬 、 ダ プ ソ ン 、 ソ ラ レ ン 、 抗 マ ラ リ ア 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 お よ び
抗 生 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン ； 少 な く と も １ 種 の 免 疫 調 節 薬 ； お よ び 製 薬 上
許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
免 疫 調 節 薬 が メ ト ト レ キ セ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 サ イ ト キ サ ン 、 イ
ム ラ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 、 ミ ノ サ イ ク リ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 抗 生 物 質 、 メ チ ル プ レ ド
ニ ソ ロ ン 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ ル 、 ラ パ マ イ シ
ン 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 デ オ キ シ ス ペ ル ガ リ ン （ deoxyspergualin） 、 ブ レ キ ナ ー ル （ brequinar
） 、 マ ロ ノ ニ ト リ ロ ア ミ ン ド （ malononitoriloamindes） 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 調 節 因 子 、 お よ
び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 医 薬 組 成 物
。
【 請 求 項 ５ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 、 i)シ ア ル 酸 部 分 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ii)Ｎ 結 合 糖
鎖 を 欠 く か ま た は Ｏ 結 合 糖 鎖 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； iii)少 な く と も １ 種 の グ リ コ シ ダ
ー ゼ に よ る 処 理 に よ っ て 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 糖 鎖 含 量 が 低 下 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iv)少 な く と も １ 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； v)少 な く と も １ 以 上
の 化 学 的 に 還 元 さ れ る 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vi)少 な く と も １ 以 上
の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vii)少 な く と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ
た リ シ ン 残 基 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ； viii)少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ix)少 な く と も 修
飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； x)少 な く と も
修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xi)少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基
が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xii)少 な く と も エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の 少 な く と も １
つ の シ ス チ ン 結 合 の 開 裂 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び xiii)末 端 切 断 さ れ た エ リ ス ロ
ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ３ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 を 治 療 す る 方 法 で あ
っ て 、 哺 乳 動 物 に 、 治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担
体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が ヘ マ ト ク リ ッ ト の 増 加 、 血 管 狭 窄 、 血 小 板 の 活 性 化 過 剰 、 前 凝
固 活 性 お よ び 血 小 板 産 生 の 増 加 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 活 性 を 欠 く 、
請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 を 治 療 す る 方 法 で あ
っ て 、 そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 、 予 防 上 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ
イ ン お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と 、 な ら び に 該 哺 乳 動 物
に 予 防 上 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 の １ 種 以 上 の 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬 を 投 与 す る こ と を
含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 炎 症 薬 が コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 非 ス テ ロ イ ド 抗 炎 症
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薬 、 β ア ゴ ニ ス ト 、 抗 コ リ ン 作 用 薬 、 メ チ ル キ サ ン チ ン 、 金 注 射 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 ペ
ニ シ ラ ミ ン 、 抗 血 管 新 生 薬 、 ダ プ ソ ン 、 ソ ラ レ ン 、 抗 マ ラ リ ア 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 お よ び
抗 生 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
免 疫 調 節 薬 が タ ン パ ク 質 薬 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 抗 体 、 核 酸 分 子 、 小 分 子 、 有 機 化 合 物 、 無
機 化 合 物 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 サ イ ト キ サ ン 、 イ ム
ラ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 、 ミ ノ サ イ ク リ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 抗 生 物 質 、 メ チ ル プ レ ド ニ
ソ ロ ン （ MP） 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ ル 、 ラ パ マ
イ シ ン 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 デ オ キ シ ス ペ ル ガ リ ン （ deoxyspergualin） 、 ブ レ キ ナ ー ル （ brequ
inar） 、 マ ロ ノ ニ ト リ ロ ア ミ ン ド （ malononitriloaminde） 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 調 節 因 子 、 お
よ び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が i)シ ア ル 酸 部 分 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ii)Ｎ 結 合 糖 鎖
を 欠 く か ま た は Ｏ 結 合 糖 鎖 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； iii)少 な く と も １ 種 の グ リ コ シ ダ ー
ゼ に よ る 処 理 に よ っ て 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 糖 鎖 含 量 が 低 下 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； iv
)少 な く と も １ 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； v)少 な く と も １ 以 上 の
化 学 的 に 還 元 さ れ る 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vi)少 な く と も １ 以 上 の
修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vii)少 な く と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ た
リ シ ン 残 基 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン
； viii)少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ix)少 な く と も 修 飾
さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； x)少 な く と も 修
飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xi)少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が
除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xii)少 な く と も エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の 少 な く と も １ つ
の シ ス チ ン 結 合 の 開 裂 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び xiii)末 端 切 断 さ れ た エ リ ス ロ ポ
エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル
-エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 内 皮 細 胞 バ リ ア を 横 断 す る こ と が で き る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
内 皮 細 胞 バ リ ア が 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 お よ び 血 液 胎 盤
関 門 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
哺 乳 動 物 に お け る 応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 が 、 神 経 細 胞 、 筋 肉 細 胞 、 心 臓
、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 精 巣 、 卵 巣 、 子
宮 内 膜 細 胞 、 お よ び 幹 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 が さ ら に 、 光 受 容 体 細 胞 、 神 経 節 細 胞 、 双 極 細 胞 、 水 平 細 胞 、 ア マ ク
リ ン 細 胞 、 ミ ュ ラ ー （ Muller） 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 、 洞 房 結 節 細 胞 （ si
noatrial node cell、 sinoatrial node cell、 sinus node cell） 、 房 室 結 節 細 胞 、 ヒ ス
束 （ bundle of His） 細 胞 、 肝 細 胞 （ hepatocyte cell） 、 星 状 細 胞 、 ク ッ プ フ ァ ー （ Kupf
fer） 細 胞 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 杯 細 胞 、 腸 腺 細 胞 、 腸 内 分 泌 細 胞 、 球 状 帯 細 胞 、 束 状 細
胞 、 網 状 帯 細 胞 、 ク ロ ム 親 和 性 細 胞 、 周 皮 細 胞 、 ラ イ デ ィ ヒ （ Leydig） 細 胞 、 セ ル ト ー リ
（ Sertoli） 細 胞 、 精 子 細 胞 、 グ ラ ー フ 卵 胞 （ Graffian follicle） 細 胞 、 始 原 卵 胞 （ prim
ordial follicle） 細 胞 、 子 宮 内 膜 間 質 細 胞 、 お よ び 子 宮 内 膜 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記
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載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
上 記 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が Ｎ 結 合 し た 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求
項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が Ｏ 結 合 し た 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求
項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も １ 種 の グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ り 処 理 さ れ た エ リ ス
ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 過 ヨ ウ 素 酸 で 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項
６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
上 記 過 ヨ ウ 素 酸 で 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 水 素 化 シ ア ノ ほ う 素 ナ ト リ ウ ム を 用 い て
化 学 的 に 還 元 さ れ た 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が １ 以 上 の ア ル ギ ニ ン 残 基 上 に 、 Ｒ -グ リ オ キ サ ー ル 部 分 （
こ こ で 、 Ｒ は ア リ ー ル ま た は ア ル キ ル 部 分 で あ る ） を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求
項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も １ つ の ア ル ギ ニ ン 残 基 が 2,3-ブ タ ン ジ オ ン お
よ び シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ビ シ ナ ル ジ ケ ト ン と の 反 応 に よ り 修
飾 さ れ て い る エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 少 な く と も １ つ の ア ル ギ ニ ン 残 基 を 3－ デ オ キ シ グ ル コ ソ
ン と 反 応 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 少 な く と も １ つ の ビ オ チ ン 化 リ シ ン ま た は ビ オ チ ン 化 Ｎ 末
端 ア ミ ノ 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 が ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が グ ル シ ト リ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は フ ル ク ト シ ル
リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も １ つ の カ ル バ ミ ル 化 リ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス
ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
上 記 カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が α -N-カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -カ ル バ
モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -
N-カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ； α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-カ ル バ モ イ
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ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -カ ル バ モ イ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ
び α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も １ つ の リ シ ン 残 基 が ア シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の リ シ ン 残 基 が ア セ チ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
上 記 ア セ チ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が α -N-ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -ア セ チ ル エ リ
ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ア セ チ ル ア シ ア ロ
エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ
チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ア セ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -ア セ
チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が サ ク シ ニ ル 化 リ シ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、
請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が α -N-ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ
エ チ ン ； α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ
エ リ ス ロ ポ エ チ ン  ； N-ε -ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε
-ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ス ク シ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
N-ε -ス ク シ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル
ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も １ つ の 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 塩
に よ り 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を も つ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
上 記 塩 が 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も １ つ の チ ロ シ ン 残 基 が ニ ト ロ 化 お よ び ／ ま た
は ヨ ウ 素 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び ／ ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を カ ル ボ
ジ イ ミ ド と 反 応 さ せ 、 次 い で ア ミ ン と 反 応 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ま た
は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
上 記 ア ミ ン が グ リ シ ン ア ミ ド で あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
炎 症 が 病 状 ま た は 外 傷 か ら も た ら さ れ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
外 傷 は 血 管 炎 、 慢 性 気 管 支 炎 、 膵 炎 、 骨 髄 炎 、 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 視 覚 神 経 炎 、
側 頭 動 脈 炎 、 脳 炎 、 髄 膜 炎 、 横 行 性 脊 髄 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 壊 死 性 筋 膜 炎 、 肝 炎
、 お よ び 壊 死 性 全 腸 炎 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が グ リ ア 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン か ら 生 じ る 炎 症 を 抑
制 す る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ６ 】
炎 症 が ア ポ ト ー シ ス に よ り ト リ ガ ー さ れ る 、 請 求 項 ６ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 を 治 療 す る 医 薬 組 成
物 を 調 製 す る た め の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が ヘ マ ト ク リ ッ ト 増 加 、 血 管 狭 窄 、 血 小 板 超 活 性 化 、 前 凝 固 活 性
お よ び 血 小 板 産 生 増 加 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 活 性 を 欠 く 、 請 求 項 ４
７ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
炎 症 が 病 状 ま た は 外 傷 か ら 生 じ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
外 傷 が 癲 癇 発 作 障 害 （ seizure disorder） 、 多 発 性 硬 化 症 、 卒 中 、 低 血 圧 、 心 停 止 、 虚 血
、 心 筋 梗 塞 、 加 齢 に 関 係 す る 認 知 機 能 の 喪 失 、 放 射 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 リ ー 脳 症 （ Leigh disease） 、 AIDS痴 呆 、 記 憶 喪 失 、 筋
萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 ア ル コ ー ル 症 、 気 分 障 害 、 不 安 障 害 、 注 意 欠 陥 障 害 、 自 閉 症 、 ク ロ イ
ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ ー コ プ 病 、 脳 外 傷 、 脊 髄 外 傷 、 脳 虚 血 、 脊 髄 虚 血 、 心 肺 バ イ パ ス 、 慢 性 心
不 全 、 黄 斑 変 性 症 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 緑 内 障 、 網 膜 虚 血 、 ま た は 網 膜
外 傷 に よ り 生 じ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ １ 】
応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 を 治 療 す る 医 薬 組 成
物 を 調 製 す る た め の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 使 用 で あ っ て 、 医 薬 組 成 物 が 治 療 上 有 効 な
量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン ； 少 な く と も １ 種 の 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬 ； お よ び 製 薬
上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 の 使 用
【 請 求 項 ５ ２ 】
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 、 i)シ ア ル 酸 部 分 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ii)Ｎ 結 合 糖
鎖 を 欠 く か ま た は Ｏ 結 合 糖 鎖 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； iii)少 な く と も １ 種 の グ リ コ シ ダ
ー ゼ に よ る 処 理 に よ っ て 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 糖 鎖 含 量 が 低 下 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iv)少 な く と も １ 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； v)少 な く と も １ 以 上
の 化 学 的 に 還 元 さ れ る 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vi)少 な く と も １ 以 上
の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vii)少 な く と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ
た リ シ ン 残 基 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ； viii)少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ix)少 な く と も 修
飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； x)少 な く と も
修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xi)少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基
が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xii)少 な く と も エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の 少 な く と も １
つ の シ ス チ ン 結 合 の 開 裂 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び xiii)末 端 切 断 さ れ た エ リ ス ロ
ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 化 学 修 飾 に よ り 作 製 さ れ た 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 、 な
ら び に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 と 関 連 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 を in situは も と よ り e
x vivoで も 保 護 し 、 維 持 し 、 増 強 し ま た は 回 復 す る た め 、 お よ び 脈 管 構 造 の 遠 位 の エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 と 関 連 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 を 保 護 し か つ 増 強 す る 目 的 で の 内 皮 細
胞 バ リ ア を 横 切 る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 送 達 の た め 、 ま た は 関 連 分 子 を 内 皮 細 胞 バ リ
ア を 横 切 っ て 運 ぶ た め の 上 記 サ イ ト カ イ ン の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 本 出 願 は 、 本 明 細 書 に そ の 全 て が 組 み 入 れ ら れ る 、 2002年 ７ 月 ３ 日 出 願 さ れ た 米 国 特 許
出 願 第 10/188,905号 の 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 長 年 に わ た り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 唯 一 の 明 確 な 生 理 学 的 役 割 は 赤 血 球 の 産 生 の 制 御 で
あ る と さ れ て い た 。 最 近 、 い く つ か の 確 証 の 流 れ は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が サ イ ト カ イ ン ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 一 員 と し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン -Ｒ ） と の
相 互 作 用 を 通 し て 媒 介 さ れ る 他 の 重 要 な 生 理 学 的 機 能 を 果 た す こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら の
作 用 は 、 細 胞 分 裂 誘 発 、 平 滑 筋 お よ び 神 経 細 胞 中 へ の カ ル シ ウ ム 流 入 の 調 節 、 赤 血 球 の 産
生 、 血 小 板 （ platelet） の 活 性 化 過 剰 、 血 小 板 （ thrombocyte） の 産 生 、 お よ び 中 間 代 謝
に 対 す る 影 響 を 含 む 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 低 酸 素 細 胞 ミ ク ロ 環 境 を 改 善 す る と と も に 代
謝 ス ト レ ス に よ り 起 こ る プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 を 調 節 す る 役 割 を 果 た す 代 償 性 応 答 を 提 供 す る
と 考 え ら れ る 。 頭 蓋 内 に 注 入 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 低 酸 素 ニ ュ ー ロ ン 傷 害 に 対 し て ニ
ュ ー ロ ン を 防 御 す る こ と が 研 究 で 確 立 さ れ て い る が 、 頭 蓋 内 投 与 は 、 治 療 用 と し て 、 特 に
正 常 な 個 体 に 対 し て は 、 非 現 実 的 で 受 け 入 れ が た い 投 与 経 路 で あ る 。 さ ら に 、 先 に 行 わ れ
た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 与 え た 貧 血 患 者 の 研 究 は 、 末 梢 投 与 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 脳 内 に
輸 送 さ れ な い と 結 論 し て い る （ Martiら , 1997, Kidney Int. 51:416-8； Juulら , 1999, P
ediatr. Res. 46:543-547； Buemiら , 2000, Nephrol. Dial. Transplant. 15:422-433）
　 分 子 の 赤 血 球 産 生 活 性 の 改 良 を 目 指 し た 活 性 を も つ 様 々 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 修 飾 型 が
記 載 さ れ て い て 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,457,089号 に お よ び 米 国 特 許 第 4,835,260号 に 記 載 の
カ ル ボ キ シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 が 改 変 さ れ た も の ； 例 え ば 米 国 特 許 第 5,856,298号 に 記 載 の １
分 子 当 た り 様 々 な 数 の シ ア ル 酸 残 基 を も つ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の イ ソ 型 ； 米 国 特 許 第 4,703,
008号 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ； 米 国 特 許 第 5,767,078号 に 記 載 の ア ゴ ニ ス ト ； 米 国 特 許 第 5,
773,569号 お よ び 第 5,830,851号 に 記 載 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 と 結 合 す る ペ プ チ ド ； な
ら び に 米 国 特 許 第 5,835,382号 に 記 載 の 小 分 子 模 倣 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 と そ の 関 連 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 の
機 能 ま た は 生 存 力 を 保 護 し 、 維 持 し 、 増 強 し 、 ま た は 回 復 す る 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め
の 、 骨 髄 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 影 響 の １ 以 上 の 態 様 を 欠 く 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン
、 す な わ ち 化 学 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 に 関 す る 。 １ つ の 特 別 な 態 様 に お い て
は 、 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 と そ の 関 連 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 は 、 密 着 内 皮 細 胞 バ リ ア の 存 在
に よ っ て 脈 管 構 造 の 遠 位 に あ る 。 他 の 特 別 な 態 様 に お い て は 、 該 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は
他 の 体 の 部 分 は 、 移 植 ま た は 再 取 付 け を 意 図 し て 哺 乳 動 物 体 か ら 単 離 さ れ て い る 。 限 定 さ
れ な い 例 と し て 、 応 答 性 細 胞 ま た は 組 織 は 、 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、
小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 骨 、 皮 膚 ま た は 子 宮 内 膜 細
胞 ま た は 組 織 で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 限 定 さ れ る も の で な い 応 答 性 細 胞 の 例 は 、 光 受 容
体 （ 網 膜 杆 体 お よ び 網 膜 錐 体 ） 、 神 経 節 、 双 極 、 水 平 、 無 軸 索 、 ミ ュ ラ ー （ Mueller） 、
心 筋 、 ペ ー ス メ ー カ ー 、 洞 房 結 節 （ sinoatrial node、 sinoatrial node、 sinus node） 、
接 合 組 織 、 房 室 結 節 、 ヒ ス 束 （ bundle of His） 、 肝 細 胞 、 星 状 、 ク ッ プ フ ァ ー （ Kupffer
） 、 糸 球 体 間 質 、 腎 上 皮 、 管 状 間 質 、 杯 （ goblet） 、 腸 腺 （ 陰 窩 ） 、 腸 、 内 分 泌 、 球 状 帯
、 束 状 、 網 状 帯 、 ク ロ ム 親 和 性 、 周 皮 細 胞 、 ラ イ デ ィ ヒ （ Leydig） 、 セ ル ト ー リ （ Sertol
i） 、 精 子 、 グ ラ ー フ 卵 胞 （ Graffian follicle） 、 始 原 卵 胞 （ primordial follicle） 、
ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 、 α 細 胞 、 β 細 胞 、 γ 細 胞 、 Ｆ 細 胞 、 前 骨 芽 、 破 骨 、 骨 芽 、 子 宮 内 膜 間
質 、 子 宮 内 膜 、 幹 お よ び 内 皮 細 胞 を 含 む 。 こ れ ら の 応 答 性 細 胞 の 例 は 単 に 説 明 と し て 挙 げ
た も の で あ る 。 一 態 様 に お い て は 、 応 答 性 細 胞 も し く は そ の 関 連 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 は
、 興 奮 性 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 で な い か 、 あ る い は 興 奮 性 細 胞 ま た は 組 織 を 主 に 含 む も の
で な い 。 特 別 な 実 施 形 態 に お い て は 、 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 使 用 す る 対 象 と な る
哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 は 、 少 な く と も １ つ の そ の 生 存 に 有 害 な 条 件 下 で 或 る 期 間
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を 過 ご し た か ま た は 過 ご し う る 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 で あ る 。 こ の よ う な 症 状 は
、 外 傷 性 in situ低 酸 素 血 症 も し く は 代 謝 機 能 障 害 、 外 科 的 に 誘 導 さ れ た 低 酸 素 血 症 も し
く は 代 謝 機 能 障 害 、 ま た は in situで の 毒 素 曝 露 を 含 み ； in situで の 毒 素 曝 露 は 化 学 療 法
ま た は 放 射 線 療 法 に 関 連 し う る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 有 害 な 症 状 は 、 あ る 特 定 の 外 科
手 術 に 使 用 さ れ る 心 肺 バ イ パ ス （ 心 肺 機 械 ） に よ り も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 ヒ ト の 主 に 神 経 学 的 も し く は 精 神 医 学 的
症 候 群 を 有 す る CNSも し く は 末 梢 神 経 系 の 疾 患 は も と よ り 、 眼 病 、 心 臓 血 管 病 、 心 肺 疾 患
、 呼 吸 器 疾 患 、 腎 臓 、 泌 尿 器 お よ び 生 殖 疾 患 、 胃 腸 疾 患 お よ び 内 分 泌 お よ び 代 謝 異 常 、 な
ら び に 炎 症 の 治 療 ま た は 予 防 処 置 の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に 投 与 す る た め の 特 定 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ
イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 こ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 鼻 腔 内 、 ま た は 非 経 口
投 与 用 に 、 ま た は 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 生 存 力 を ex vivoで 維 持 す る た め の 灌 流 液 の
形 態 で 製 剤 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 記 の 目 的 お よ び 医 薬 組 成 物 に 有 用 な 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ
チ ン と 比 較 し て 、 そ し て 好 ま し く は 天 然 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 比 較 し て 、 少 な く と も 1
つ の 修 飾 に よ り 改 変 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。 少 な く と も 1つ の 修 飾 は エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 分 子 の 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 の 修 飾 、 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と
も 1つ の 糖 鎖 の 修 飾 で あ っ て も よ い 。 も ち ろ ん 、 本 明 細 書 に 記 載 の 目 的 に 有 用 な 組 織 保 護
性 サ イ ト カ イ ン 分 子 は 、 天 然 分 子 と 比 較 し て 、 複 数 の 修 飾 、 例 え ば 分 子 の ア ミ ノ 酸 部 分 の
複 数 の 修 飾 、 分 子 の 糖 鎖 部 分 の 複 数 の 修 飾 、 ま た は 分 子 の ア ミ ノ 酸 部 分 の 少 な く と も 1つ
の 修 飾 と 分 子 の 糖 鎖 部 分 の 少 な く と も 1つ の 修 飾 を 有 し て も よ い 。 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ
ン 分 子 は 、 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 の 機 能 ま た は 生 存 力 を 保 護 し 、 維 持 し 、 増 強 し ま た は 回 復
す る 能 力 を 保 持 す る が 、 該 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 上 述 の 所 望 の 特 徴 に 無 関 係 な １ 以 上 の
特 性 は 、 天 然 の 分 子 と 比 較 し て 、 不 在 で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 組
織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 骨 髄 に 対 す る 影 響 、 す な わ ち 、 ヘ マ ト ク リ ッ
ト の 増 加 （ 赤 血 球 新 生 ） 、 血 管 狭 窄 （ 高 血 圧 ） 、 血 圧 の 増 加 、 血 小 板 の 活 性 化 過 剰 、 前 凝
固 活 性 、 お よ び 血 小 板 産 生 の 増 加 を 欠 く 。 さ ら に 好 ま し く は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は
赤 血 球 新 生 作 用 を 欠 く ； 最 も 好 ま し く は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 骨
髄 に 対 す る 全 て の 効 果 を 欠 く 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 例 と し て 挙 げ れ ば 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ
っ て も よ い 。 他 の 例 に お い て は 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ
エ チ ン ま た は ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ 以 上 の ア ミ ノ 基 を 修 飾 す る １
以 上 の 試 薬 と 反 応 さ せ て お い た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ
て も よ い 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 非 赤 血 球 新 生 性 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 シ ア ル 酸 部 分 を 有 し な い エ リ ス ロ
ポ エ チ ン で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は ア シ ア ロ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン で あ り 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 他 の
実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、
10、 11、 12、 ま た は 13個 の シ ア ル 酸 部 分 を 有 す る 。 こ の よ う な 部 分 的 に 脱 シ ア リ ル 化 さ れ
た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 本 明 細 書 で は ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン (hyposialoerythropoiet
in)と 呼 ぶ 。 こ れ ら は 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 化 学 的 ま た は 酵 素 的 修 飾 に よ り 調 製 す る
こ と が で き る し 、 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン に シ ア ル 酸 を 付 加 し な い か も し く は 部 分 的 に し
か シ ア ル 酸 を 付 加 し な い 系 に お け る 発 現 に よ り 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の ア シ ア ロ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン お よ び ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 該 分 子 を 調 製 す る 方 法 に 関 わ り な く

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-515268 A 2006.5.25



包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 少 な く と も １ 以 上 の 修 飾
さ れ た リ シ ン 残 基 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 含 み 、 こ の よ う
な 修 飾 は リ シ ン ε ア ミ ノ 基 も し く は Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の ア ミ ノ 基 修 飾 剤 と の 反 応 か ら 得 ら れ
る 。 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 ま た は 修 飾 さ れ た Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 を さ ら に 化 学 的 に 還 元 し て も
よ い 。 あ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 １ 以 上 の リ シ ン 基 に お い
て ま た は Ｎ 末 端 に お い て ビ オ チ ン 化 、 カ ル バ ミ ル 化 、 サ ク シ ニ ル 化 、 ア セ チ ル 化 す る 。 他
の 実 施 形 態 に お い て は 、 リ シ ン を ア ル デ ヒ ド ま た は 還 元 糖 と 反 応 さ せ て イ ミ ン を 生 成 さ せ
、 場 合 に よ っ て は 、 次 い で 該 イ ミ ン を 化 学 的 還 元 に よ り 、 例 え ば 水 素 化 シ ア ノ ほ う 素 ナ ト
リ ウ ム を 用 い る こ と に よ り 安 定 化 し て N-ア ル キ ル 化 リ シ ン 残 基 、 例 え ば グ ル シ ト リ ル リ シ
ン を 生 成 さ せ る か 、 ま た は 還 元 糖 の 場 合 に は 、 該 イ ミ ン を ア マ ド リ （ Amadori） ま た は ヘ
イ ン ズ （ Heyns） 転 位 に よ り 安 定 化 し て α -デ オ キ シ α -ア ミ ノ 糖 、 例 え ば α -デ オ キ シ -α -
フ ル ク ト シ ル リ シ ン を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 リ シ
ン ま た は Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 を 、 例 え ば シ ア ナ ー ト イ オ ン と の 反 応 に よ っ て カ ル バ ミ ル 化 （ カ
ル バ モ イ ル 化 ） す る 、 す な わ ち ア ル キ ル イ ソ シ ア ナ ー ト 、 ア リ ー ル イ ソ シ ア ナ ー ト も し く
は ア リ ー ル イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト と の 反 応 に よ り そ れ ぞ れ ア ル キ ル カ ル バ ミ ル 化 、 ア リ ー ル
カ ル バ ミ ル 化 も し く は ア リ ー ル チ オ カ ル バ ミ ル 化 す る か 、 ま た は 反 応 性 ア ル キ ル カ ル ボ ン
酸 も し く は ア リ ー ル カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 に よ り 、 例 え ば 無 水 酢 酸 、 無 水 コ ハ ク 酸 も し く は 無
水 フ タ ル 酸 と の 反 応 に よ り ア シ ル 化 す る こ と が で き る 。 少 な く と も １ つ の リ シ ン 基 ま た は
Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 は ま た 、 ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 も し く は 好 ま し く は そ の 塩 の １ つ
と の 反 応 に よ り ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 修 飾 し て も よ い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 リ シ ン 残
基 を グ リ オ キ ザ ー ル と の 反 応 、 例 え ば グ リ オ キ ザ ー ル 、 メ チ ル グ リ オ キ ザ ー ル ま た は 3-デ
オ キ シ グ ル コ ソ ン と の 反 応 に よ り 修 飾 し て 対 応 す る α -カ ル ボ キ シ ア ル キ ル 誘 導 体 を 生 成
さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 求 電 子 試 薬 を 用 い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も １ つ の チ
ロ シ ン 残 基 を 修 飾 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ニ ト ロ 化 ま た は
ヨ ウ 素 化 に よ る 修 飾 に よ っ て あ る 芳 香 環 位 置 を 修 飾 し 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 作 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 目 的 に 有 用 で あ る 組 織 保 護 薬 は 少 な く と も 1つ の 上 記
修 飾 を 有 し う る が 、 １ 以 上 の 上 記 修 飾 を 有 し て も よ い 。 分 子 の ア ミ ノ 酸 部 分 に １ つ の 修 飾
お よ び 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 任 意 の 修 飾 を も つ 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 例 に 挙 げ る と 、 組 織
保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 カ ル バ ミ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 カ ル バ ミ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、 カ ル バ ミ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア セ チ ル ア
シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア セ チ ル 低 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 サ ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、 サ ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 サ ク シ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 ビ オ チ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ビ オ チ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ビ オ チ ニ ル ヒ ポ
シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ヨ ー ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ヨ ー ド ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ヨ ー ド ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -カ ル ボ キ シ メ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -カ
ル ボ キ シ メ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -カ ル ボ キ シ メ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 お よ び グ ル シ ト リ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 グ ル シ ト リ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 グ ル
シ ト リ ル ア シ ア ロ 低 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 本 発 明 の 修 飾 型 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン の 単 な る 例 で あ る 。 以 上 の 些 細 な 名 称 は 単 に 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 修 飾
を 表 し た も の で あ り 、 本 明 細 書 に 先 に 記 載 し た よ う に 、 ア ミ ノ 基 の 修 飾 は リ シ ン 残 基 、 ま
た は Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の １ 以 上 の ε ア ミ ノ 基 の 修 飾 物 で あ っ て も よ く 、 ま た は ニ ト ロ も し く
は ヨ ー ド 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 場 合 に は 、 １ 以 上 の チ ロ シ ン 残 基 の 修 飾 で あ っ て も よ
い 。 以 上 の 任 意 の 組 合 わ せ が 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 １ 以 上 の 上 記 組 織 保 護
性 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 含 む 組 成 物 も 包 含 す る 。 こ の よ う な 組 成 物 の い ず
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れ か は 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 と そ の 関 連 細 胞 、 組 織 な ら び に 器 官
の 機 能 ま た は 生 存 力 を 保 護 し 、 維 持 し 、 増 強 し ま た は 回 復 す る 方 法 が 、 任 意 の １ 種 以 上 の
上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 有 効 量 を 投 与 す る こ と に よ り 提 供 さ れ る 。 本 方 法 の １ つ の
特 別 な 態 様 に お い て は 、 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 と そ の 関 連 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 は 、 密 着 内
皮 細 胞 バ リ ア に よ っ て 脈 管 構 造 の 遠 位 に あ る 。 他 の 特 別 な 態 様 に お い て は 、 細 胞 、 組 織 、
器 官 ま た は 他 の 体 の 部 分 は 、 移 植 ま た は 再 結 合 を 意 図 す る も の で あ っ て 、 哺 乳 動 物 体 か ら
単 離 さ れ て い る 。 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 応 答 性 細 胞 ま た は 組 織 は 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心
臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 皮 膚
、 骨 ま た は 子 宮 内 膜 の 細 胞 ま た は 組 織 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 応 答 性 細 胞 の 例 は 単 に 説
明 と し て 挙 げ た も の で あ る 。 特 別 な 実 施 形 態 に お い て は 、 応 答 性 細 胞 も し く は そ の 関 連 細
胞 、 組 織 、 も し く は 器 官 は 、 興 奮 性 細 胞 、 組 織 、 も し く は 器 官 で な く 、 ま た は 興 奮 性 細 胞
も し く は 組 織 を 主 に 含 む も の で な い 。 他 の 特 別 な 実 施 形 態 に お い て は 、 上 記 組 織 保 護 性 サ
イ ト カ イ ン を 使 用 す る 対 象 と な る 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 は 、 そ の 生 存 に 有 害 な 少
な く と も １ つ の 症 状 の も と で 消 費 し て し ま っ た か ま た は あ る 期 間 消 費 し う る 哺 乳 動 物 細 胞
、 組 織 ま た は 器 官 で あ る 。 こ の よ う な 症 状 は 、 外 傷 性 in situ低 酸 素 血 症 も し く は 代 謝 機
能 障 害 、 外 科 的 に 誘 導 さ れ た 低 酸 素 血 症 も し く は 代 謝 機 能 障 害 、 ま た は in situで の 毒 素
曝 露 を 含 み ； 後 者 は 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 に 随 伴 し う る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本
発 明 は 、 心 肺 バ イ パ ス （ 心 肺 機 械 ） に よ り も た ら さ れ る 有 害 な 症 状 を 保 護 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 以 上 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の い ず れ か を 、 応 答 性 哺
乳 動 物 細 胞 と そ の 関 連 細 胞 、 組 織 な ら び に 器 官 を 保 護 し 、 維 持 し 、 増 強 し ま た は 回 復 す る
目 的 で 、 細 胞 、 組 織 な ら び に 器 官 の ex vivo治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 の 調 製 で 使 用 す る こ
と が で き る 。 こ の よ う な ex vivo治 療 は 、 例 え ば 、 自 家 移 植 ま た は 異 個 体 間 移 植 （ xenotra
nsplant） ） い ず れ か の 移 植 の た め の 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 保 存 に 有 用 で あ る 。 細 胞 、
組 織 ま た は 器 官 が ド ナ ー ま た は レ シ ピ エ ン ト の 脈 管 構 造 に 組 込 ま れ て い な い 間 、 細 胞 、 組
織 ま た は 器 官 を 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 溶 液 中 に 浴 す る か 、 ま た は 灌 流 液 を 器 官 中
に 脈 管 構 造 も し く は 他 の 手 段 を 通 し て 滴 下 注 入 し 、 細 胞 機 能 を 維 持 す る こ と が で き る 。 灌
流 液 の 投 与 は 、 器 官 回 収 前 の ド ナ ー に 対 し て は も と よ り 、 回 収 し た 器 官 お よ び レ シ ピ エ ン
ト に 対 し て 行 っ て も よ い 。 さ ら に 、 任 意 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 上 記 の 使 用 は 、 細 胞
、 組 織 も し く は 器 官 が 、 あ る 期 間 、 個 体 の 脈 管 構 造 か ら 単 離 さ れ 、 従 っ て 本 質 的 に ex viv
oに 存 在 す る と き に い つ で も 有 用 で あ り 、 こ こ で 用 語 「 単 離 さ れ た 」 は 、 細 胞 、 組 織 、 器
官 も し く は 体 部 分 又 は そ の 脈 管 構 造 を 拘 束 し た り 又 は 締 め つ け た り す る こ と （ 特 に 心 肺 バ
イ パ ス 手 術 等 の 外 科 手 術 中 に 行 わ れ る も の 等 ） 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 体 部 分 の 脈 管 構 造
を バ イ パ ス す る こ と 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 体 部 分 を 哺 乳 動 物 の 体 か ら 取 り 出 す こ と （ 異
個 体 間 移 植 の 前 又 は 自 己 移 植 の 前 及 び 自 己 移 植 中 に 行 わ れ る も の 等 ） 、 あ る い は 細 胞 、 組
織 、 器 官 又 は 体 部 分 の 外 傷 性 切 断 を 指 す 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の こ の 態 様 は 、 組 織 保 護 性
サ イ ト カ イ ン に よ る in situお よ び ex vivo両 方 で の 潅 流 に 関 す る 。 ex vivoで 、 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン を 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 保 存 溶 液 中 に 提 供 し て も よ い 。 い ず れ の 態 様 に 対 し
て も 、 曝 露 は 、 連 続 潅 流 、 拍 動 性 潅 流 、 注 入 、 浴 、 注 射 、 ま た は カ テ ー テ ル 処 置 の 方 法 に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 な お さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 応 答 性 細 胞 ま た は 組 織 を 含 む 、 哺 乳 動 物 体 か
ら 単 離 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 、 器 官 も し く は 体 部 分 の 生 存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 も し
く は 回 復 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 上 記 生 存 力 を 保 護 し 、 維 持 し 、 増 強 し 、 も し く
は 回 復 す る た め に 有 効 で あ る 期 間 に わ た っ て 、 少 な く と も 単 離 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織
、 器 官 も し く は 体 部 分 を 、 上 述 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 量 に 曝 露 す る こ と を 含 む 。 限
定 さ れ な い 例 に お い て は 、 用 語 「 単 離 さ れ た 」 は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 も し く は 体 部 分 又 は
そ の 脈 管 構 造 を 拘 束 し た り 又 は 締 め つ け た り す る こ と （ 特 に 心 肺 バ イ パ ス 手 術 等 の 外 科 手
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術 中 に 行 わ れ る も の 等 ） 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 体 部 分 の 脈 管 構 造 を バ イ パ ス す る こ と 、
細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 体 部 分 を 哺 乳 動 物 の 体 か ら 取 り 出 す こ と （ 異 個 体 間 移 植 の 前 又 は 自
己 移 植 の 前 及 び 自 己 移 植 中 に 行 わ れ る も の 等 ） 、 あ る い は 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 体 部 分 の
外 傷 性 切 断 を 指 す 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の こ の 態 様 は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に よ る in
 situお よ び ex vivo両 方 で の 潅 流 に 関 す る 。 ex vivoで 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 細 胞 、 組 織
も し く は 器 官 の 保 存 溶 液 中 に 提 供 し て も よ い 。 い ず れ の 態 様 に 対 し て も 、 曝 露 は 、 連 続 潅
流 、 拍 動 性 潅 流 、 注 入 、 浴 、 注 射 、 ま た は カ テ ー テ ル 処 置 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 上 記 ex vivo応 答 性 細 胞 ま た は 組 織 は 、 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心
臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 皮 膚
、 骨 、 骨 髄 、 臍 帯 血 ま た は 子 宮 内 膜 細 胞 ま た は 組 織 で あ っ て も ま た は 含 ん で も よ い 。 こ れ
ら の 応 答 性 細 胞 の 例 は 、 単 に 説 明 の た め の も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 以 上 の 方 法 お よ び 用 途 は 好 ま し く は ヒ ト に 適 用 で き る が 、 そ の 上 に い ず れ の 哺 乳 動 物 に
も 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ペ ッ ト 動 物 、 家 畜 動 物 、 牧 畜 動 物 お よ び 動 物 園 動
物 に も 有 用 で あ る 。 上 記 医 薬 組 成 物 の 投 与 経 路 は 、 経 口 、 静 脈 内 、 鼻 腔 内 、 局 所 、 腔 内 、
吸 入 ま た は 非 経 口 投 与 を 含 み 、 非 経 口 投 与 は 静 脈 内 、 動 脈 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 粘
膜 下 ま た は 皮 内 を 含 む 。 ex vivoで 使 用 す る 場 合 、 灌 流 液 ま た は 浴 液 が 好 ま し い 。 こ れ は
脈 管 構 造 の 単 離 部 分 を in situで 潅 流 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の な お 他 の 態 様 に お い て は 、 機 能 障 害 の 原 因 と な る 病 気 ま た は 症 状 の 発 症 後 に 投
与 し た と き に 、 そ の 機 能 障 害 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 回 復 さ せ る 医 薬 組 成 物 を 調 製 す
る う え で 、 任 意 の 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン も 有 用 で あ る 。 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 以
前 に 脳 に 外 傷 を 受 け た 動 物 に お い て 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 は
、 外 傷 が 収 ま っ た 暫 く 後 （ 例 え ば 、 ３ 日 、 ５ 日 、 １ 週 間 、 １ 月 間 、 ま た は そ れ 以 後 ） に 投
与 し て も 、 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 な お 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 機 能 障 害 の 原 因 で あ る 病 気 ま た は 症 状 の 発 症
後 に 投 与 し た と き に 、 機 能 障 害 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 回 復 す る た め に 上 記 組 織 保 護
性 サ イ ト カ イ ン を 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 以 前 に 脳 に 外 傷 を 受
け た 動 物 に お い て 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る 方 法 は 、 外 傷 が
収 ま っ た 暫 く 後 （ 例 え ば 、 ３ 日 、 ５ 日 、 １ 週 間 、 １ 月 間 、 ま た は そ れ 以 後 ） に 投 与 し て も
、 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る 。 こ の よ う な 方 法 に 有 用 で あ る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 特 定 の
上 記 の 任 意 の 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の な お さ ら な る 態 様 に お い て は 、 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と 結 合 し た 分 子 の
組 成 物 の 投 与 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 す る 分 子 の 経 細 胞 輸 送 （ tr
anscytosis） を 容 易 に す る 方 法 を 提 供 す る 。 輸 送 さ れ る 分 子 と 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の
間 の 結 合 は 、 例 え ば 、 該 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、
ま た は 非 共 有 結 合 で あ っ て も よ い 。 内 皮 細 胞 バ リ ア は 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精
巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 お よ び 血 液 胎 盤 関 門 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 輸 送 す る
の に 好 適 な 分 子 は 、 ホ ル モ ン 、 例 え ば 成 長 ホ ル モ ン 、 神 経 成 長 因 子 （ NGF） 、 脳 由 来 の 神
経 栄 養 性 因 子 （ BDNF） 、 毛 様 体 神 経 栄 養 性 因 子 （ CNTF） 、 塩 基 性 頸 骨 芽 細 胞 成 長 因 子 （ bF
GF） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β 1（ TGFβ 1） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β 2
（ TGEβ 2） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β 3（ TGFβ 3） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1、 イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 3、 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン 6、 AZT、 腫 瘍 壊 死 因 子 に 対 す
る 抗 体 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 お よ び 免 疫 抑 制 薬 、 例 え ば シ ク ロ ス ポ リ ン を 含 む 。 さ ら に 、 染 料
ま た は マ ー カ ー を エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の １ 種 と 結 合
さ せ て 、 脳 お よ び 他 の バ リ ア 機 能 に 守 ら れ た 器 官 内 の 細 胞 、 組 織 、 ま た は 器 官 を 診 断 の 目

10

20

30

40

50

(11) JP 2006-515268 A 2006.5.25



的 で 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て は 、 哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 す る 分 子 の
経 細 胞 輸 送 を 容 易 に す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 上 述 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と 結 合 し
た 分 子 を 含 有 す る 上 記 組 成 物 を 提 供 す る 。 結 合 は 、 例 え ば 、 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不
安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ っ て も よ い 。 内 皮 細 胞 バ リ ア は
、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 お よ び 血 液 胎 盤 関 門 で あ っ て も
よ い 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 輸 送 す る の に 好 適 な 分 子 は 、 ホ ル モ ン 、 例 え ば 成 長 ホ ル モ ン 、
神 経 成 長 因 子 （ NGF） 、 脳 由 来 の 神 経 栄 養 性 因 子 （ BDNF） 、 毛 様 体 神 経 栄 養 性 因 子 （ CNTF
） 、 塩 基 性 頸 骨 芽 細 胞 成 長 因 子 （ bFGF） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β 1（ TGFβ 1）
、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β 2（ TGEβ 2） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β 3（ TG
Fβ 3） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 3、 お よ び イ ン タ ー
ロ イ キ ン 6、 AZT、 腫 瘍 壊 死 因 子 に 対 す る 抗 体 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 お よ び 免 疫 抑 制 薬 、 例 え ば
シ ク ロ ス ポ リ ン を 含 む 。 さ ら に 、 染 料 ま た は マ ー カ ー を エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 本 発 明 の
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の １ 種 と 結 合 さ せ て 、 脳 お よ び 他 の バ リ ア 機 能 に 守 ら れ た 器 官 内
の 細 胞 、 組 織 、 ま た は 器 官 を 診 断 の 目 的 で 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の な お さ ら な る 態 様 に お い て は 、 任 意 の 上 述 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 、 哺 乳
動 物 に お け る 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 す る 分 子 の 経 細 胞 輸 送 を 容 易 に す る た め の 医 薬 組 成 物
を 調 製 す る う え で 有 用 で あ る 。 結 合 は 、 例 え ば 、 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有
結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ っ て も よ い 。 内 皮 細 胞 バ リ ア は 、 血 液 脳 関
門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 お よ び 血 液 胎 盤 関 門 で あ っ て も よ い 。 本 発
明 の 方 法 に よ り 輸 送 す る の に 好 適 な 分 子 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 数 例 を 挙 げ れ ば 、
ホ ル モ ン 、 例 え ば 成 長 ホ ル モ ン 、 抗 生 物 質 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 染 料 、 マ ー カ ー 、 お よ び 抗 癌
薬 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ
イ ン 、 少 な く と も １ 種 の 抗 炎 症 薬 、 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 関 係 す る 実 施 形
態 に お い て は 、 抗 炎 症 薬 は コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 非 ス
テ ロ イ ド 抗 炎 症 薬 、 β ア ゴ ニ ス ト 、 抗 コ リ ン 作 用 薬 、 メ チ ル キ サ ン チ ン 、 金 注 射 、 ス ル フ
ァ サ ラ ジ ン 、 ペ ニ シ ラ ミ ン 、 抗 血 管 新 生 薬 、 ダ プ ソ ン 、 ソ ラ レ ン 、 抗 マ ラ リ ア 薬 、 抗 ウ イ
ル ス 薬 、 お よ び 抗 生 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 が 提 供 す る 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫
調 節 薬 が α MSHま た は 抗 TNFで な い と い う 規 定 に 従 っ て 、 治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン 、 少 な く と も １ 種 の 抗 炎 症 薬 お よ び ／ ま た は 少 な く と も １ 種 の 免 疫 調 節 薬 、 お よ
び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 関 係 す る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫 調 節
薬 は 抗 体 で な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 が 提 供 す る 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 本 質 的 に 、 治 療 上 有
効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン か ら な り か つ 少 な く と も １ 種 の 抗 炎 症 薬 お よ び ／ ま た は
少 な く と も １ 種 の 免 疫 調 節 薬 、 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 、 少 な く と も １ 種 の 免 疫 調 節 薬 、
お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 関 係 す る 実 施 形 態 に お い て は
、 免 疫 調 節 薬 は 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 サ イ ト キ サ ン
、 イ ム ラ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 、 ミ ノ サ イ ク リ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 抗 生 物 質 、 メ チ ル プ
レ ド ニ ソ ロ ン 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ ル 、 ラ パ マ
イ シ ン 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 デ オ キ シ ス ペ ル ガ リ ン （ deoxyspergualin） 、 ブ レ キ ナ ー ル （ brequ
inar） 、 マ ロ ノ ニ ト リ ロ ア ミ ン ド （ malononitriloamindes） 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 調 節 因 子
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、 お よ び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が i)シ ア ル 酸 部 分 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン
； ii)Ｎ 結 合 糖 鎖 を 欠 く か ま た は Ｏ 結 合 糖 鎖 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； iii)少 な く と も １
種 の グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ る 処 理 に よ っ て 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 糖 鎖 含 量 が 低 下 し た エ リ
ス ロ ポ エ チ ン ； iv)少 な く と も １ 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； v)少
な く と も １ 以 上 の 化 学 的 に 還 元 さ れ る 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vi)少
な く と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vii)少 な く と も １
以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 含 む
エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； viii)少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； i
x)少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン
； x)少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xi)少 な く と も
１ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xii)少 な く と も エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中
の 少 な く と も １ つ の シ ス チ ン 結 合 の 開 裂 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び xiii)末 端 切 断
さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 本 明 細 書 に 以 上 記
載 し た 医 薬 組 成 物 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け
る 炎 症 を 治 療 す る 方 法 は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ び 製 薬 上 許 容 さ
れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 関 係 す る 実 施 形 態 に お い て
は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト 増 加 、 血 管 狭 窄 、 血 小 板 超 活 性 化 、 前 凝
固 活 性 お よ び 血 小 板 産 生 増 加 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 活 性 を 欠 く 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お
け る 炎 症 を 治 療 す る 方 法 は 、 予 防 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ び
製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と お よ
び 予 防 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 の １ 以 上 の 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る
こ と を 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 炎 症 薬 は 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 グ ル コ コ ル チ コ
イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 非 ス テ ロ イ ド 抗 炎 症 薬 、 β ア ゴ ニ ス ト 、 抗 コ リ ン 作 用 薬 、 メ チ ル キ サ
ン チ ン 、 金 注 射 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 ペ ニ シ ラ ミ ン 、 抗 血 管 新 生 薬 、 ダ プ ソ ン 、 ソ ラ レ ン
抗 マ ラ リ ア 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 お よ び 抗 生 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お
け る 炎 症 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬 が α MSHま た は 抗 TNFで な い
と い う 規 定 に 従 っ て 、 予 防 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ び 製 薬 上
許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と お よ び 予 防
ま た は 治 療 上 有 効 な 量 の １ 以 上 の 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を
含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 関 係 す る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬 は 抗
体 で な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 薬 は 、 タ ン パ ク 質 薬 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 抗 体 、 核 酸
分 子 、 小 分 子 、 有 機 化 合 物 、 無 機 化 合 物 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 シ ク ロ ホ ス
フ ァ ミ ド 、 サ イ ト キ サ ン 、 イ ム ラ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 、 ミ ノ サ イ ク リ ン 、 ア ザ チ オ プ リ
ン 、 抗 生 物 質 、 メ チ ル プ レ ド ニ ソ ロ ン （ MP） 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 ミ コ フ
ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ ル 、 ラ パ マ イ シ ン 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 デ オ キ シ ス ペ ル ガ リ ン （ deoxysperg
ualin） 、 ブ レ キ ナ ー ル （ brequinar） 、 マ ロ ノ ニ ト リ ロ ア ミ ン ド （ malononitriloaminde
） 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 調 節 因 子 、 お よ び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が i)シ ア ル 酸 部 分 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ii
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)Ｎ 結 合 糖 鎖 を 欠 く か ま た は Ｏ 結 合 糖 鎖 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； iii)少 な く と も １ 種 の
グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ る 処 理 に よ っ て 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 糖 鎖 含 量 が 低 下 し た エ リ ス ロ
ポ エ チ ン ； iv)少 な く と も １ 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； v)少 な く
と も １ 以 上 の 化 学 的 に 還 元 さ れ る 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vi)少 な く
と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； vii)少 な く と も １ 以 上
の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 含 む エ リ
ス ロ ポ エ チ ン ； viii)少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ix)少
な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； x)
少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xi)少 な く と も １ つ
の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xii)少 な く と も エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の 少
な く と も １ つ の シ ス チ ン 結 合 の 開 裂 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び xiii)末 端 切 断 さ れ
た エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 本 明 細 書 に 以 上 記 載 し た
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 明 細 書 に 以 上 記 載 し た 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織 保 護 性 サ イ ト
カ イ ン は 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン
で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 内 皮 細 胞 バ リ ア を 横 断 す る
こ と が で き る 。 内 皮 細 胞 バ リ ア は 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関
門 お よ び 血 液 胎 盤 関 門 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 標 的 で あ る 哺 乳 動 物 に お け る
応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 は 、 神 経 細 胞 、 筋 肉 細 胞 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓
、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 内 膜 細 胞 、 お よ
び 幹 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 は さ
ら に 、 光 受 容 体 細 胞 、 神 経 節 細 胞 、 双 極 細 胞 、 水 平 細 胞 、 ア マ ク リ ン 細 胞 、 ミ ュ ラ ー （ Mu
ller） 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 、 洞 房 結 節 （ sinoatrial node、 sinoatrial 
node、 sinus node） 、 房 室 結 節 細 胞 、 ヒ ス 束 （ bundle of His） 、 肝 細 胞 、 星 状 、 ク ッ プ
フ ァ ー （ Kupffer） 細 胞 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 杯 状 細 胞 、 腸 腺 細 胞 、 腸 内 分 泌 細 胞 、 球 状
帯 細 胞 、 束 状 細 胞 、 網 状 帯 細 胞 、 ク ロ ム 親 和 性 細 胞 、 周 皮 細 胞 、 ラ イ デ ィ ヒ （ Leydig） 細
胞 、 セ ル ト ー リ （ Sertoli） 細 胞 、 精 子 細 胞 、 グ ラ ー フ 卵 胞 （ Graffian follicle） 細 胞 、
始 原 卵 胞 （ primordial follicle） 細 胞 、 子 宮 内 膜 間 質 細 胞 、 お よ び 子 宮 内 膜 細 胞 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 本 明 細 書 に 以 上 記 載 し た 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 を 治 療 す る 医 薬 組 成 物 お よ び
方 法 も 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は ヒ ト ア シ ア
ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 好 ま し く は Ｎ 結 合 糖 鎖 を も た な い
エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 好 ま し く は Ｏ 結 合 糖 鎖 を も た な い エ
リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も
１ 種 の グ リ コ シ ダ ー ゼ を 用 い て 処 理 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い
て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 過 ヨ ウ 素 酸 で 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 過 ヨ
ウ 素 酸 で 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 好 ま し く は 、 水 素 化 シ ア ノ ほ う 素 ナ ト リ ウ ム を 用
い て 化 学 的 に 還 元 さ れ る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 １ 以 上 の
ア ル ギ ニ ン 残 基 上 に 、 Ｒ が ア リ ー ル ま た は ア ル キ ル 部 分 で あ る Ｒ -グ リ オ キ サ ー ル 部 分 を
含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 好 ま し く は フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -
エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く
と も １ つ の ア ル ギ ニ ン 残 基 が 2,3-ブ タ ン ジ オ ン お よ び シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る ビ シ ナ ル ジ ケ ト ン と の 反 応 に よ り 修 飾 さ れ て い る エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。
な お 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 少 な く と も １ つ の ア ル
ギ ニ ン 残 基 を 3－ デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と 反 応 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 さ ら に 他 の
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実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 少 な く と も １ つ の ビ オ チ ン 化 リ シ ン ま た
は Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 で あ る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は ビ オ チ ン
化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 グ ル シ ト リ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は フ ル ク ト シ ル リ シ ン エ リ ス
ロ ポ エ チ ン で あ る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 、 哺 乳 動 物 の 炎 症 を 治 療 す る た め の 医 薬
組 成 物 お よ び 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、
少 な く と も １ つ の カ ル バ ミ ル 化 リ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 他 の 実 施 形
態 に お い て は 、 該 カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 α -N-カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ； N-ε -カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル エ リ ス
ロ ポ エ チ ン ； α -N-カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ
エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
α -N-カ ル バ モ イ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -カ ル バ モ イ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ
ポ エ チ ン ； お よ び α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 少
な く と も １ つ の リ シ ン 残 基 が ア シ ル 化 さ れ て い る エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 他 の 実 施 形 態
に お い て は 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の リ シ ン 残 基 は ア セ チ ル 化 さ れ て い る 。 さ ら に 他 の 実
施 形 態 に お い て は 、 ア セ チ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は α -N-ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-
ε -ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-
ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ア
セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ア セ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン ； N-ε -ア セ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ
ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、
サ ク シ ニ ル 化 リ シ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 該 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン は 、 α -N-ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン
； α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス
ロ ポ エ チ ン ;N-ε -ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ
ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； α -N-ス ク シ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； N-ε -ス
ク シ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び α -N-ス ク シ ニ ル ,N-Eε -ス ク シ ニ ル ヒ ポ シ
ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、
少 な く と も １ つ の 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 塩 に よ り 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を
も つ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 本 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 上 記 塩 は 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ
ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は
、 少 な く と も １ つ の チ ロ シ ン 残 基 が ニ ト ロ 化 お よ び ／ ま た は ヨ ウ 素 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ
チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ
イ ン は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び ／ ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を カ ル ボ ジ イ ミ ド と 反 応 さ せ 、
次 い で ア ミ ン と 反 応 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 本 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 ア ミ ン
は グ リ シ ン ア ミ ド で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 明 細 書 に 以 上 記 載 し た 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織
保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 病 状 ま た は 外 傷 か ら も た ら さ れ る 炎 症 を 治 療 す る た め に 用 い ら れ
る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 外 傷 は 血 管 炎 、 慢 性 気 管 支 炎 、 膵 炎 、 骨 髄 炎 、 関 節 リ ウ マ チ
、 糸 球 体 腎 炎 、 視 覚 神 経 炎 、 側 頭 動 脈 炎 、 脳 炎 、 髄 膜 炎 、 横 行 性 脊 髄 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 多 発
性 筋 炎 、 壊 死 性 筋 膜 炎 、 肝 炎 、 お よ び 壊 死 性 全 腸 炎 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 お よ び 方 法 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、
グ リ ア 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン が 原 因 と な る 炎 症 を 抑 制 す る 。 他 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 炎 症 は ア ポ ト ー シ ス に よ り 発 症 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に よ れ ば 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま
た は 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 を 治 療 す る 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め に 用 い る こ と
が で き る 。 あ る 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト 増 加 、
血 管 狭 窄 、 血 小 板 超 活 性 化 、 前 凝 固 活 性 お よ び 血 小 板 産 生 増 加 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
少 な く と も １ つ の 活 性 を 欠 く 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 炎 症 は 病 状 ま た は 外 傷 か ら 生 じ る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 外 傷 は 、 癲 癇 発 作 障 害 （ seizure disorder） 、 多 発 性 硬 化
症 、 卒 中 、 低 血 圧 、 心 停 止 、 虚 血 、 心 筋 梗 塞 、 加 齢 に 関 係 す る 認 知 機 能 の 喪 失 、 放 射 障 害
、 脳 性 麻 痺 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 リ ー 脳 症 （ Leigh dise
ase） 、 AIDS痴 呆 、 記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 ア ル コ ー ル 症 、 気 分 障 害 、 不 安 障 害
、 注 意 欠 陥 障 害 、 自 閉 症 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ ー コ プ 病 、 脳 外 傷 、 脊 髄 外 傷 、 脳 虚 血 、
脊 髄 虚 血 、 心 肺 バ イ パ ス 、 慢 性 心 不 全 、 黄 斑 変 性 症 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 糖 尿 病 性 網 膜 症
、 緑 内 障 、 網 膜 虚 血 、 ま た は 網 膜 外 傷 に よ り 生 じ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は 、 応 答 性 細 胞 、 組 織 、 お よ び ／ ま た は 器 官 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 の 治 療
用 の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 使 用 で あ っ て 、 医 薬 組 成 物 が
治 療 上 有 効 な 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン ； 少 な く と も １ 種 の 抗 炎 症 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬
； お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の
使 用 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 i)シ ア ル 酸 部 分 を
欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ii)Ｎ 結 合 糖 鎖 を 欠 く か ま た は Ｏ 結 合 糖 鎖 を 欠 く エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ； iii)少 な く と も １ 種 の グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ る 処 理 に よ っ て 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 糖
鎖 含 量 が 低 下 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； iv)少 な く と も １ 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ
リ ス ロ ポ エ チ ン ； v)少 な く と も １ 以 上 の 化 学 的 に 還 元 さ れ る 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ
ス ロ ポ エ チ ン ； vi)少 な く と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ； vii)少 な く と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端
ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； viii)少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含
む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； ix)少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基
を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； x)少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 含 む エ リ ス ロ ポ
エ チ ン ； xi)少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； xii)少 な く と も
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の 少 な く と も １ つ の シ ス チ ン 結 合 の 開 裂 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン
； お よ び xiii)末 端 切 断 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の こ れ ら お よ び 他 の 態 様 は 次 の 図 面 お よ び 詳 細 な 説 明 を 参 照 す る こ と に よ り 、 さ
ら に よ く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 様 々 な 正 常 な お よ び 有 害 な 条 件 の も と で の 哺 乳 動 物 体 内 の 細 胞 、 組 織
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お よ び 器 官 の 局 所 的 ま た は 全 身 的 な 保 護 も し く は 増 強 、 ま た は 他 の 哺 乳 動 物 体 へ 移 植 す る
こ と に し て い る 上 記 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 の 保 護 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 機 能 不 全 の 回 復 ま
た は 再 生 も 提 供 さ れ る 。 以 上 記 述 し た よ う に 、 密 着 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 し か つ 脈 冠 構 造
の 遠 位 に あ る 応 答 性 細 胞 （ な ら び に 他 の タ イ プ の 細 胞 ） に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ な 効 果 を 及 ぼ
す エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 能 力 は 、 さ も な い と ヒ ト を 含 む 動 物 に お い て 重 大 な 細 胞 お よ び 組 織
障 害 を 起 こ し う る 様 々 な 症 状 お よ び 疾 患 を 予 防 す る だ け で な く 治 療 す る 可 能 性 を 提 供 し か
つ さ ら に 伝 統 的 に 利 益 を 上 回 る リ ス ク の あ る 今 ま で 試 み ら れ な か っ た 外 科 手 術 を 成 功 さ せ
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 ヒ ト に お い て 約 34kDaの 分 子 量 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン で
あ る 。 成 体 タ ン パ ク 質 は 165個 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 グ リ コ シ ル 残 基 が 分 子 量 の 約 40％ を 含
む 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 購 入 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 PROCRITの 登 録 商 標 で Ortho Biote
ch Inc.（ Raritan、 NJ） か ら 、 お よ び EPOGENの 登 録 商 標 で Amgen Inc.（ Thousand Oaks、 C
A） か ら 市 販 さ れ て い る 。 さ ら に 、 様 々 な 宿 主 系 を 利 用 し て 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発
現 し か つ 産 生 さ せ る こ と が で き 、 そ れ ら は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫
、 植 物 、 お よ び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 の 細 胞 系 を 含 む 。 例 え ば 、 産 物 を グ リ コ シ ル 化 ま た は
シ ア ル 化 し な い 細 菌 中 で 産 生 さ れ る 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 利 用 し て 、 非 グ リ コ シ ル 化
型 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン は
、 グ リ コ シ ル 化 す る 他 の 系 （ ヒ ト 細 胞 を 含 む ） 、 例 え ば 植 物 中 で 産 生 さ せ る こ と が で き る
。 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 形 態 は 、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の 天 然 形 態 、 合 成 形 態 お よ び 組 換 え 形 態 の 化 学 修 飾 物 お よ び ／ ま た は 発 現 系 が 介 在
す る グ リ コ シ ル 化 修 飾 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 応 答 性 細 胞 」 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン へ の 曝 露 に よ り 、 そ の 機 能 ま た は 生 存 力 が 維 持 さ
れ 、 促 進 さ れ 、 増 強 さ れ 、 再 生 さ れ 、 ま た は い ず れ か 他 の 方 法 で 利 益 を 受 け る こ と が で き
る 哺 乳 動 物 細 胞 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 細 胞 の 限 定 さ れ な い 例 は 、 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心
臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 骨 、
皮 膚 ま た は 子 宮 内 膜 細 胞 を 含 む 。 特 に 、 応 答 性 細 胞 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 神 経 細
胞 ； 網 膜 細 胞 ； 光 受 容 体 （ 網 膜 杆 体 お よ び 網 膜 錐 体 ） 、 神 経 節 、 双 極 、 水 平 、 無 軸 索 、 ミ
ュ ラ ー （ Mueller） 細 胞 ； 筋 細 胞 ； 心 細 胞 ； 心 筋 、 ペ ー ス メ ー カ ー 、 洞 房 結 節 （ sinoatria
l node、 sinoatrial node、 sinus node） 、 接 合 組 織 細 胞 （ 房 室 結 節 （ atrioventricular 
node） お よ び ヒ ス 束 （ bundle of His） ） ； 肺 細 胞 ； 肝 細 胞 （ liver cell） ； 肝 細 胞 （ hep
atocytes） 、 星 状 、 お よ び ク ッ プ フ ァ ー （ Kupffer） 細 胞 ； 腎 細 胞 ； メ サ ン ギ ウ ム 、 腎 上
皮 、 お よ び 管 状 間 質 細 胞 ； 小 腸 細 胞 ； 杯 （ goblet） 、 腸 腺 （ 陰 窩 ） お よ び 腸 内 分 泌 細 胞 ；
副 腎 皮 質 細 胞 ； 球 状 帯 、 束 状 、 お よ び 網 状 帯 細 胞 ； 副 腎 髄 質 細 胞 ； ク ロ ム 親 和 性 ； 毛 細 管
細 胞 ； 周 皮 細 胞 ； 精 巣 細 胞 ； ラ イ デ ィ ヒ （ Leydig） 、 セ ル ト ー リ （ Sertoli） 、 お よ び 精
子 細 胞 と そ れ ら の 前 駆 体 ； 卵 巣 細 胞 ； グ ラ ー フ 卵 胞 （ Graffian follicle） お よ び 始 原 卵
胞 （ primordial follicle） 細 胞 ； 子 宮 内 膜 細 胞 ： 子 宮 内 膜 間 質 お よ び 子 宮 内 膜 細 胞 ； 膵
細 胞 ； ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 、 α 細 胞 、 β 細 胞 、 γ 細 胞 、 お よ び Ｆ 細 胞 ； 皮 膚 細 胞 ； 骨 細 胞 ；
前 骨 芽 、 破 骨 、 骨 芽 細 胞 ； な ら び に 以 上 に 挙 げ た 器 官 に 存 在 す る 幹 お よ び 内 皮 細 胞 を 含 む
。 さ ら に 、 こ の よ う な 応 答 性 細 胞 お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ り そ れ ら に 提 供 さ れ る 利 益
は 、 直 接 的 に 応 答 性 で な い 他 の 細 胞 ま た は こ の よ う な 応 答 性 細 胞 を 含 有 す る 組 織 も し く は
器 官 で な い 他 の 細 胞 に 対 す る 保 護 ま た は 増 強 を 、 間 接 的 に 提 供 す る こ と ま で 拡 大 す る こ と
が で き る 。 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 一 部 と し て 存 在 す る 応 答 性 細 胞 の 増 強 か ら 間 接 的 に
利 益 を 得 る こ れ ら の 他 の 細 胞 も し く は 組 織 も し く は 器 官 は 「 関 連 し た 」 細 胞 、 組 織 お よ び
器 官 と し て 存 在 す る 。 こ の よ う に 、 本 明 細 書 に 記 載 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 利 益 は 、 組 織
も し く は 器 官 中 に 存 在 す る 少 数 も し く は 小 比 率 の 応 答 性 細 胞 、 例 え ば 、 こ の よ う な 組 織 中
の 興 奮 性 も し く は 神 経 組 織 、 ま た は テ ス ト ス テ ロ ン を 作 る 精 巣 の ラ イ デ ィ ヒ （ Leydig） 細
胞 の 存 在 の 結 果 と し て 提 供 さ れ る 。 一 態 様 に お い て は 、 応 答 性 細 胞 も し く は そ の 関 連 し た
細 胞 、 組 織 、 も し く は 器 官 は 、 興 奮 性 細 胞 、 組 織 、 も し く は 器 官 で な い か 、 ま た は 興 奮 性
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細 胞 も し く は 組 織 を 主 に 含 む も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 最 終 的 な 利 益 の た め に 誘 導 さ れ る 意 図 的 な 有 害 条 件 （ 例 え ば 高 投 与 化 学 療 法 、 放 射 線 治
療 、 ex-vivo移 植 体 生 存 力 の 延 長 、 お よ び 長 時 間 の 手 術 で 誘 導 さ れ る 虚 血 ） の 継 続 時 間 と
程 度 は 、 本 発 明 を 利 用 す る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 し か し 、 本 発 明 は 、 限 定 さ
れ る も の で な い が 、 一 態 様 と し て 、 標 的 応 答 性 細 胞 が 内 皮 細 胞 バ リ ア ま た は 内 皮 の 密 着 帯
（ tight junction） に よ っ て 脈 管 構 造 の 遠 位 に あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 ま た は 組 成 物 を
含 む 。 本 発 明 は 一 般 的 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン へ 曝 露 す る こ と に よ り 利 益 を 受 け る こ と が で
き る 応 答 性 細 胞 お よ び 関 連 す る 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 に 関 す る 。 さ ら に 、 急 の 有 害 な 出 来
事 （ 外 傷 な ど ） が 起 こ っ た 後 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン へ の 曝 露 に よ り 細 胞 組 織 ま た は 器 官 機
能 不 全 を 回 復 ま た は 再 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 一 般 的 に 、 細 胞 機 能 を 維 持 し 、 促 進 し 、 増 強 し 、 再 生 し 、 ま た は い ず れ か 他 の
方 法 で 利 益 を 与 え る 、 上 記 目 的 の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 に
関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 に 本 明 細 書 に 記 載 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 有 効 量 を 投 与 す
る こ と に よ り 、 細 胞 機 能 を 維 持 し 、 増 強 し 、 促 進 し 、 ま た は 再 生 す る 方 法 に も 関 す る 。 本
発 明 は さ ら に 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 曝 露 す る こ と に よ り 、 ex viv
oで 細 胞 機 能 を 維 持 し 、 促 進 し 、 増 強 し 、 再 生 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 器 官 ま
た は 組 織 保 存 に 利 用 す る た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 潅 流 液 組 成 物 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 様 々 な 本 発 明 の 方 法 が 利 用 す る 医 薬 組 成 物 は 、 特 定 の 経 路 お よ び 曝 露 時 間 に 、 少 な く と
も 哺 乳 動 物 体 内 の ま た は そ れ か ら 取 り 出 し た 応 答 性 細 胞 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ な 効 果 ま た は
利 益 を 与 え る た め に 有 効 な 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。 意 図 す る 治 療 法 の 標 的 細 胞 、 組
織 ま た は 器 官 が 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 内 皮 細 胞 バ リ ア 通 過 を 必 要 と す る 場 合 、 医 薬 組 成 物
は 、 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 し た 後 に 応 答 性 細 胞 に 所 望 の 効 果 を 及 ぼ す こ と が で き る 濃 度 の
エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 と 相 互 作 用 し か つ 受 容 体 の 活 性 を 調 節
す る こ と が で き る 分 子 、 （ 本 明 細 書 で は エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体
活 性 調 節 因 子 と 呼 ぶ ） は 本 発 明 の 筋 書 き に お い て 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 上 記 の 、
例 え ば 、 天 然 、 合 成 お よ び 組 換 え 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 で あ っ て も よ い し 、 ま た は
、 本 明 細 書 に 記 載 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 活 性 を 調 節 す る こ と を 除 く と 、 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン に い ず れ か の 形 で 必 ず し も 似 て い な い 他 の 分 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 以 上 確 認 し た 組 織 保 護 属 性 に 加 え て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は さ ら に 通 常 、 骨 髄 に 対 す る 効
果 、 す な わ ち 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 増 加 （ 赤 血 球 新 生 ） 、 血 管 狭 窄 （ 高 血 圧 ） 、 血 小 板 の 活
性 化 過 剰 、 前 凝 固 活 性 、 お よ び 血 小 板 産 生 の 増 加 に 関 係 が あ る 。 し か し 、 こ れ ら の 骨 髄 に
対 す る 効 果 は 以 上 考 察 し た 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 機 能 不 全 を 治 療 す る た め の エ リ ス ロ ポ エ
チ ン の 慢 性 お よ び 急 性 投 与 に リ ス ク を 課 し う る 。 そ れ 故 に 、 本 発 明 は 一 般 的 に 、 好 ま し く
は 、 骨 髄 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の １ 以 上 の 効 果 を 欠 く 化 学 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ
ン か ら な る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 利 用 に 関 す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン は 赤 血 球 新 生 を 欠 き ； 最 も 好 ま し く は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 骨 髄 に 対 す る エ
リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 果 を 全 て 欠 く も の で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン は 上 記 効 果 の い ず れ か ２ つ を 欠 く か ま た は 上 記 効 果 の い ず れ か ３ つ を 欠 く 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 用 途 に 所 望 さ れ る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 ア ル ギ ニ ン 、
リ シ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ,ま た は シ ス テ イ ン 残 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 の グ ア
ニ ジ ン 化 、 ア ミ ジ ノ 化 、 カ ル バ ミ ル 化 （ カ ル バ モ イ ル 化 ） 、 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化 、 ア セ
チ ル 化 、 サ ク シ ニ ル 化 、 ニ ト ロ 化 、 ま た は 修 飾 、 と り わ け 、 例 え ば 、 限 定 し た タ ン パ ク 質
分 解 、 ア ミ ノ 基 の 除 去 、 お よ び ／ ま た は 分 子 生 物 学 技 術 に よ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ル ギ
ニ ン 、 リ シ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ま た は シ ス テ イ ン 残 基 の 突 然 変 異 置 換 に よ り
、 作 製 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 化 学 修 飾 は 、 ４ つ の 認 識 さ れ た 受 容 体 領
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域 、 す な わ ち VLQRY（ 配 列 番 号 １ ） 、 TKVNFYAW（ 配 列 番 号 ２ ） 、 SGLRSLTTL（ 配 列 番 号 ３ ）
、 ま た は SNFLRG（ 配 列 番 号 ４ ） に 影 響 を 与 え る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 天 然 で は 基 本 的 で あ
る こ れ ら の 受 容 体 領 域 を 、 こ れ ら の 領 域 内 で 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 、 ア ル ギ ニ ン お よ び リ シ ン の
化 学 修 飾 に よ り 修 飾 す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 受 容 体 領 域 を 囲 む 分 子 の 範 囲 も 同 様 に 化 学 的
に 修 飾 し 、 分 子 の 動 力 学 ま た は 受 容 体 結 合 特 性 に 影 響 を 与 え て も よ い 。 こ れ に よ り 、 特 定
の 器 官 と 組 織 に 対 し て 十 分 な レ ベ ル の 活 性 を 維 持 す る が 、 他 の も の 、 例 え ば 赤 血 球 に 対 し
て は そ う で な い 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る （ 例 え ば 、 Satakeら ； 1990, Biochim.
 Biophys. Acta 1038:125-9； 本 明 細 書 に 参 照 に よ り そ の 全 て が 組 み 入 れ ら れ る ） 。 以 下
に 記 載 の 限 定 さ れ る も の で な い 一 例 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ル ギ ニ ン 残 基 の グ リ オ キ サ
ー ル 、 例 え ば フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル に よ る 修 飾 で あ る （ Takahashi, 1977, J Biochem. 
81:395-402、 の プ ロ ト コ ル に よ る ） 。 以 下 に 見 ら れ る よ う に 、 こ の よ う な 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン 分 子 は そ の 神 経 栄 養 性 効 果 を 全 て 保 持 す る 。 こ の よ う な 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン
分 子 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 様 々 な 用 途 お よ び 組 成 物 に 全 て 受 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 様 分 子 の 活 性 （ 単 位 ： unit） 、 伝 統 的 に げ っ
歯 類 モ デ ル に お け る 赤 血 球 産 生 の 刺 激 に お け る そ の 効 力 に 基 づ い て （ お よ び エ リ ス ロ ポ エ
チ ン の 国 際 標 準 に よ っ て ） 定 義 さ れ る 。 通 常 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 分 子 量 34,000） の １ 単
位 （ Ｕ ） は タ ン パ ク 質 約 8ng（ 1mgは 約 125,000Ｕ で あ る ） 。 し か し 、 赤 血 球 産 生 に 対 す る
効 果 は 、 本 明 細 書 に お け る 所 望 の 活 性 の 二 次 的 な も の で あ り 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト
カ イ ン の 幾 つ か に つ い て は 検 出 可 能 な 特 性 で あ る 必 要 は な い た め 、 赤 血 球 産 生 活 性 に 基 づ
い て 活 性 を 定 義 す る の は 適 当 で は な い 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 、 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 活 性 単 位 は 、 神 経 ま た は 他 の 応 答 細 胞 系 に お い て 、 WH
O国 際 標 準 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 活 性 と 同 じ 活 性 を 同 じ 系 に お い て 誘 発 す
る の に 必 要 な タ ン パ ク 質 の 量 と し て 定 義 す る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 中 に 示 さ れ る ガ
イ ダ ン ス に 従 っ て 、 非 赤 血 球 産 生 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 関 係 す る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ
イ ン 分 子 の 単 位 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 上 述 し た 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に 加 え て 、 以 下 の 考 察 は 様 々 な 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ
イ ト カ イ ン に つ い て 広 く 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 呼 ば れ る 少 な く と も
シ ア ル 酸 部 分 を 有 し な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 織
保 護 性 サ イ ト カ イ ン は ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 こ れ は 、 シ ア リ ダ ー ゼ を 用
い て 、 例 え ば ProZyme Inc.（ San Leandro、 California） か ら の シ ア リ ダ ー ゼ Ａ の 製 造 業
者 パ ッ ケ ー ジ に 記 載 さ れ る よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 脱 シ ア リ ル 化 （ desialylate） す
る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 PROZYME(登 録 商 標 )GLYCOPRO(登 録 商
標 )の 配 列 決 定 等 級 （ sequencing-grade） の シ ア リ ダ ー ゼ A(登 録 商 標 )（ N-ア セ チ ル ノ イ ラ
ミ ン 酸 グ リ コ ヒ ド ラ ー ゼ 、 EC 3.2.1.18） を 用 い て 、 複 合 糖 鎖 お よ び 糖 タ ン パ ク 質 （ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン な ど ） か ら 全 て の 非 還 元 末 端 シ ア ル 酸 残 基 を 切 断 す る 。 こ れ は ま た 、 （ 内 部
残 基 と 結 合 し た ） 分 枝 シ ア ル 酸 も 切 断 す る 。 シ ア リ ダ ー ゼ Aは ア ル ト ロ バ ク タ ー 属 Arthrob
acter ureafaciensの ク ロ ー ン か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 以 上 の 操 作 の 限 定 さ れ な い 例 に お い て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の シ ア リ ダ ー ゼ （ 0.025U/m
gEPO） に よ る 脱 シ ア リ ル 化 処 理 を 37℃ で ３ 時 間 行 い 、 そ の 後 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 脱 塩 し
て 濃 縮 し て も よ い 。 AKTAPRIME(登 録 商 標 )系 （ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て イ
オ ン 交 換 カ ラ ム を 通 過 さ せ た 後 に 、 選 択 し た バ ッ フ ァ ー を 用 い て 溶 出 し 、 免 疫 電 気 泳 動 （
PI～ 8.5お よ び ～ 7.9で IEFゲ ル 上 を 移 動 ） に よ り 同 定 し た ト ッ プ の ２ バ ン ド だ け を 含 有 す
る 画 分 を 選 択 し た 。 こ の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 調 製 物 中 に 有 意 な 量 の シ ア ル 酸 が 検 出
さ れ て は な ら な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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　 代 わ り の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 上 記 の 方 法 に よ っ
た 部 分 的 脱 シ ア リ ル 化 に よ る 、 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11
、 12、 ま た は 13個 の シ ア ル 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て も よ い 。 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の 部 分 的 脱 シ ア リ ル 化 か ら 得 ら れ る こ れ ら の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 本 明 細 書 で
は ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン と も 呼 ば れ て 、 例 え ば 、 １ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 当 た り ２
個 だ け の シ ア ル 酸 を も つ 均 一 な 組 成 物 で あ っ て も よ く 、 ま た は 、 様 々 な 異 な る シ ア ル 化 度
の 不 均 一 な 混 合 物 、 例 え ば １ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 当 た り 平 均 で 約 １ ～ 約 ４ 個 の シ ア ル 酸 分 子
の よ う な 少 数 、 ま た は 他 の 例 で は 、 １ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 当 た り 平 均 で 約 10～ 約 13個 の シ ア
ル 酸 の よ う な 多 数 を 有 す る 不 均 一 な 混 合 物 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 混 合 物 は ア シ ア ロ
エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 述 の 用 途 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含
ん で も よ い 。 例 え ば 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 １ 以 上 の ア ル ギ ニ ン 残 基 上 に Ｒ -グ リ
オ キ サ ー ル 部 分 （ こ こ で 、 Ｒ は ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 低 級 ア ル キ ル 、 低 級 ア ル コ キ
シ 、 ま た は シ ク ロ ア ル キ ル 基 、 ま た は α -デ オ キ シ グ リ シ ト リ ル 基 で あ っ て も よ い ） を 含
む も の で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 の 低 級 「 ア ル キ ル 」 は 、 好 ま し く は １
～ ６ 個 の 炭 素 原 子 を 含 有 す る 、 直 鎖 ま た は 分 枝 鎖 の 飽 和 脂 肪 族 炭 化 水 素 基 を 意 味 す る 。 こ
の よ う な 代 表 的 な 基 は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 イ ソ ブ チ ル 、 ブ チ ル 、 ペ ン チ ル
、 ヘ キ シ ル な ど で あ る 。 用 語 「 ア ル コ キ シ 」 は 、 上 に 定 義 し た 分 子 の 残 部 に 酸 素 が 結 合 し
た 低 級 ア ル キ ル 基 を 意 味 す る 。 ア ル コ キ シ の 例 は 、 メ ト キ シ 、 エ ト キ シ 、 プ ロ ポ キ シ 、 イ
ソ プ ロ ポ キ シ な ど を 含 む 。 用 語 「 シ ク ロ ア ル キ ル 」 は 、 ３ ～ 約 ８ 炭 素 を も つ 環 状 ア ル キ ル
基 を 意 味 し 、 例 え ば 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル 、 シ ク ロ ブ チ ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル な ど を 含 む 。 用 語
「 ア リ ー ル 」 は フ ェ ニ ル お よ び ナ フ チ ル 基 を 意 味 す る 。 用 語 「 ヘ テ ロ ア リ ー ル 」 は 、 酸 素
、 窒 素 お よ び 硫 黄 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ～ ３ ヘ テ ロ 原 子 を 含 む ４ ～ 10員 環 の ヘ テ ロ
環 基 を 意 味 す る 。 例 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 イ ソ キ サ ゾ リ ル 、 フ ェ ニ ル イ ソ キ サ ゾ
リ ル 、 フ リ ル 、 ピ リ ミ ジ ニ ル 、 キ ノ リ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ キ ノ リ ル 、 ピ リ ジ ル 、 イ ミ ダ ゾ リ
ル 、 ピ ロ リ ジ ニ ル 、 1,2,4-ト リ ア ゾ リ ル 、 チ ア ゾ リ ル 、 チ エ ニ ル な ど を 含 む 。 Ｒ 基 は 置 換
さ れ た も の 、 例 え ば 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン の 4-ト リ ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 基 等 で あ っ て も よ い
。 Ｒ -グ リ オ キ サ ー ル の 典 型 的 な 例 は 、 グ リ オ キ サ ー ル 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 3-デ オ
キ シ グ ル コ ソ ン 、 お よ び フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル で あ る 。 好 ま し い Ｒ -グ リ オ キ サ ー ル 化
合 物 は 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル ま た は フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル で あ る 。 こ の よ う な 修 飾 方
法 の 例 は 、 Werberら , 1975, Isr. J. Med. Sci. 11(11); 1169-70（ フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ
ー ル を 用 い る も の ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 さ ら な る 例 に お い て は 、 少 な く と も １ つ の ア ル ギ ニ ン 残 基 は 、 好 ま し く は 約 50mmolホ ウ
酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ pH ８ ～ ９ ） 中 に お い て 、 ビ シ ナ ル ジ ケ ト ン 、 例 え ば 2,3-ブ タ ン ジ オ ン
ま た は シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン と の 反 応 に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 後 者 の 2,3-ブ タ ン ジ
オ ン に よ る 修 飾 の 手 法 は 、 Riordan, 1973, Biochemistry 12 (20): 3915-3923に 従 っ て ；
そ し て シ ク ロ ヘ キ サ ノ ン に よ る 修 飾 の 手 法 は 、 Patthyら , 1975, J. Biol. Chem 250 (2):
 565-9に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も １ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 ま た は
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 含 み 、 こ の よ う な 修 飾 は リ シ ン 残 基 の ア
ミ ノ 基 修 飾 剤 と の 反 応 か ら 得 ら れ る も の な ど が あ る 。 例 え ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 上
記 の ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル
バ ミ ル 化 、 サ ク シ ニ ル 化 、 酸 化 お よ び 、 と り わ け 、 そ の 結 果 生 じ る カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ
ン 化 に よ っ て ア ミ ノ 基 を 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 限 定 さ れ な い 例 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ま た は 脱
シ ア リ ル 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 例 え ば ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 再 結 晶 し た シ
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ア ン 酸 カ リ ウ ム を 用 い て ホ ウ 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 中 で カ ル バ ミ ル 化 し 、 そ の 後 、 透 析 を 実 施 す
る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 同 様 に 、 上 記 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 無 水 コ ハ ク 酸 と の 反 応 に よ り サ ク シ ニ ル 化 し 、 次
い で 透 析 し て 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 作 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 無
水 酢 酸 と リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 中 で 反 応 さ せ 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ア セ チ ル 化 し て 作 製 す る こ
と が で き る 。 こ の 反 応 は 水 に 対 す る 透 析 に よ り 停 止 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 Sata
keら , (1990). 「 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 化 学 修 飾 ： グ ア ニ ジ ン 化 に よ る in vitro活 性 の 増 加
（ Chemical modification of erythropoietin: an increase in in-vitro activity by g
uanidination） 」  Biochimica et Biophysica Acta. 1038:125-129に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は ア シ ア
ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら 、 グ リ オ キ シ ル 酸 お よ び NaBH 3 CNと の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ
ー 中 の 反 応 お よ び そ の 後 の 透 析 に よ り 調 製 さ れ る Nε -(カ ル ボ キ シ メ チ ル )リ シ ン （ CML）
ア ダ ク ツ で あ る 。 Akhtarら , (1999) 「 組 換 え a-ク リ ス タ リ ン の Nε -(カ ル ボ キ シ メ チ ル )
リ シ ン ア ダ ク ツ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 関 す る 研 究 （ Conformational study of N6 -(carb
oxymethyl)lysine adducts of recombinant a-crystallins） 」  Current Eye Research, 
18: 270-276、 を 参 照 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の リ シ ン 残 基
を 、 グ リ オ キ サ ー ル 誘 導 体 と の 反 応 、 例 え ば グ リ オ キ サ ー ル 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル お よ
び 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と の 反 応 に よ り α -カ ル ボ キ シ ア ル キ ル 誘 導 体 を 作 る こ と に よ っ
て 作 製 す る 。 例 と し て は 、 Glomb及 び Monnier, 1995, J. Biol. Chem. 270(17): 10017-26
に 記 載 さ れ る よ う な グ リ オ キ サ ー ル と の 反 応 に よ り カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ ン を 形 成 さ せ る
も の 、 又 は 、 Degenhardtら , 1998, Cell. Mol. Biol. (Noisy-le-grand) 44(7):1139-45
に 記 載 さ れ る よ う な メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル と の 反 応 に よ り （ 1-カ ル ボ キ シ エ チ ル ） リ シ ン
を 形 成 さ せ る も の が 挙 げ ら れ る 。 修 飾 し た リ シ ン 残 基 を さ ら に 化 学 的 に 還 元 し て も よ い 。
例 え ば 、 実 施 例 ２ に 記 載 さ れ る 方 法 等 に 従 っ て リ シ ン 基 に よ り エ リ ス ロ ポ エ チ ン  を ビ オ
チ ン 化 し て も よ い 。 実 施 例 ２ で は 、 D-ビ オ チ ノ イ ル -ε -ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ
ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル を エ リ ス ロ ポ エ チ ン  と 反 応 さ せ た 後 、 Wojchowski及 び Caslake, 
1989, Blood 74(3):952-8に よ り 記 載 さ れ た よ う に セ ン ト リ コ ン （ Centricon） 10カ ラ ム で
の ゲ ル 濾 過 に よ り 未 反 応 ビ オ チ ン を 除 去 し た 。 こ の 報 文 に お い て 、 著 者 ら は エ リ ス ロ ポ エ
チ ン を ビ オ チ ン 化 す る 3つ の 異 な る 方 法 を 使 用 し て お り 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 用 途 で
用 い る エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 調 製 す る た め に は 、 こ れ ら の 方 法 の ど れ で も 用 い る こ と も で き
る 。 ビ オ チ ン は 、 （ 1） シ ア ル 酸 成 分 、 （ 2） カ ル ボ キ シ ラ ー ト 基 又 は （ 3） ア ミ ノ 基 に 付
加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 リ シ ン を ア ル デ ヒ ド 又 は 還 元 糖 と 反 応 さ せ て イ ミ ン
を 形 成 さ せ 、 こ の イ ミ ン を 、 シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 等 を 用 い た 還 元 に よ り 安 定 化
さ せ て 、 グ ル シ ト リ ル リ シ ン 等 の N-ア ル キ ル 化 リ シ ン を 形 成 し て も よ い し 、 又 は 還 元 糖 を
用 い る 場 合 は 該 イ ミ ン を ア マ ド リ 転 位 又 は ヘ イ ン ズ 転 位 に よ り 安 定 化 さ せ て 、 α -デ オ キ
シ -α -フ ル ク ト シ ル リ シ ン 等 の α -デ オ キ シ -α -ア ミ ノ 糖 を 形 成 し て も よ い 。 例 と し て 、
リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4） 中 の 0.5Mグ ル コ ー ス と 一 緒 に 60日 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る こ と に よ る フ ル ク ト シ ル リ シ ン 修 飾 型 タ ン パ ク 質 の 調 製 は 、 Makitaら , 1992, J. B
iol. Chem. 267:5133-5138に よ り 記 載 さ れ て い る 。 他 の 例 に お い て 、 リ シ ン 基 を 、 シ ア ナ
ー ト イ オ ン と の 反 応 等 に よ っ て カ ル バ ミ ル 化 し て も よ い し 、 ア ル キ ル -イ ソ シ ア ナ ー ト 、
ア リ ー ル -イ ソ シ ア ナ ー ト 、 ア ル キ ル -イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト も し く は ア リ ー ル -イ ソ チ オ シ
ア ナ ー ト と の 反 応 に よ っ て 、 ア ル キ ル -カ ル バ ミ ル 化 、 ア リ ー ル -カ ル バ ミ ル 化 、 ア ル キ ル

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-515268 A 2006.5.25



-カ ル バ モ イ ル 化 も し く は ア リ ー ル -カ ル バ モ イ ル 化 し て も よ く 、 ま た は リ シ ン 基 を 反 応 性
ア ル キ ル -ま た は ア リ ー ル カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 に よ り 、 例 え ば 、 無 水 酢 酸 ま た は 無 水 コ ハ ク
酸 ま た は 無 水 フ タ ル 酸 と の 反 応 に よ り ア シ ル 化 し て も よ い 。 例 と し て は 、 リ シ ン 基 の 4-ス
ル ホ フ ェ ニ ル イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト に よ る ま た は 無 水 酢 酸 に よ る 修 飾 が 挙 げ ら れ 、 両 方 の 例
が 、 Gaoら , 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91(25):12027-30に 記 載 さ れ て い る 。 リ シ ン
基 は ま た 、 ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ま た は 、 好 ま し く は そ の 塩 と の 反 応 に よ り 修 飾
す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 以 下 の 実 施 例 ２ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も １ つ の チ ロ シ ン 残 基 は 、 求 電 子 試 薬 に よ っ て 、 例 え ば ニ
ト ロ 化 ま た は ヨ ウ 素 化 に よ り 芳 香 環 位 置 に お い て 修 飾 し て 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 作
製 す る こ と が で き る 。 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と
反 応 さ せ る か （ Nestlerら , 1985, J. Biol. Chem. 260 (12): 7316-21） ； ま た は 実 施 例
３ に 記 載 の よ う に ヨ ウ 素 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヨ ウ 素 化 は 、 NaIお よ び IODO-GEN
を プ レ コ ー ト し た ヨ ウ 素 化 チ ュ ー ブ （ Pierce, 28601） に よ り 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ
ァ ー 中 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 実 施 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 は 、 例 え ば 、 カ
ル ボ ジ イ ミ ド と の 反 応 と そ の 後 の ア ミ ン 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 グ リ シ ン ア
ミ ド と の 反 応 に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 他 の 例 に お い て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 は 、 例 え ば 、 n-ブ ロ モ ス ク
シ ン イ ミ ド ま た は n-ク ロ ロ ス ク シ ン イ ミ ド と の 反 応 に よ り 、 Josseら , Chem Biol Interac
t 1999 May 14; 119-120に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 さ ら に 他 の 例 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く
と も １ つ の ア ミ ノ 基 を 除 去 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き 、 こ の こ と は 、 ニ ン ヒ ド リ
ン と の 反 応 お よ び そ の 結 果 生 じ る カ ル ボ ニ ル 基 の 水 素 化 ホ ウ 素 と の 反 応 に よ る 還 元 な ど に
よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 な お さ ら な る 例 に お い て は 、 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 等 の 還 元 剤 と 反 応 さ せ た 後 に 、 そ の 結
果 生 じ る ス ル フ ヒ ド リ ル を ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 、 ヨ ー ド 酢 酸 又 は 他 の 求 電 子 試 薬 と 反 応 さ
せ て ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 再 形 成 を 防 ぐ こ と に よ り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結
合 の う ち の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 提 供 さ れ
る 。 以 上 記 述 し た よ う に 、 二 者 択 一 的 に ま た は 組 合 わ せ て 、 実 際 の 橋 架 け に 参 加 す る シ ス
テ イ ン 分 子 を 改 変 す る か 、 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 少 な く と も １ つ の 天 然 分 子 中 に 存 在
す る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 で き な く な る 少 な く と も １ つ の 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 改 変 す る
こ と に よ っ て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 無 く す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 特 異 的 残 基 を 標 的 と す る 限 定 し た 化 学 的 タ ン パ ク 質 分 解 で 処 理 し 、
例 え ば ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 後 に 切 断 す る こ と に よ り 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 調 製 す る
こ と が で き る 。 そ の よ う に し て 得 ら れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 断 片 は 本 明 細 書 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 目 的 の た め に 有 用 な 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は
、 上 記 修 飾 の う ち の 少 な く と も １ つ を 有 す る も の で あ っ て も よ い が 、 上 記 修 飾 の う ち ２ 以
上 を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 分 子 の 糖 鎖 部 分 に １ つ の 修 飾 お よ び ア ミ ノ 酸 部 分 に １ つ
の 修 飾 を 有 す る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 例 と し て 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は ア シ ア ロ
エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て か つ そ の リ シ ン 残 基 が ビ オ チ ン 化 も し く は カ ル バ ミ ル 化 さ れ て
い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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　 さ ら に 、 化 学 的 に 修 飾 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を さ ら に エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も １
つ の ア ミ ノ 酸 を 突 然 変 異 さ せ る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 は
、 置 換 、 内 部 欠 失 を 含 む 欠 失 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 じ る 付 加 を 含 む 付 加 、 ま た は ア ミ ノ 酸
配 列 内 お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存 的 置 換 を 含 ん で も よ い
が 、 し か し そ の 変 化 は 機 能 的 に 等 価 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 産 生 す る と い う 意 味 で 「 サ イ レ
ン ト な 」 変 化 を も た ら す 突 然 変 異 で あ る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 関 わ る 残 基 の 極 性 、 電
荷 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 お よ び ／ ま た は 両 親 媒 性 の 類 似 性 に 基 づ い て 行 う こ と が で
き る 。 例 え ば 、 非 極 性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ
ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 お よ び メ チ オ ニ ン を 含 み ； 極 性 中 性
ア ミ ノ 酸 は 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 お
よ び グ ル タ ミ ン を 含 み ； 正 荷 電 （ 塩 基 性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 、 お よ び ヒ ス
チ ジ ン を 含 み ； そ し て 負 荷 電 （ 酸 性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 を
含 む 。 あ る い は 、 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 変 化 、 お よ び よ り 大 き い 挿 入 お よ び 欠 失 を 利 用 し て 機
能 的 に 改 変 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 体 を 用
い て 所 望 の 様 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン 特 性 を 改 変 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 実 施 形 態 に お
い て は 、 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 受 容 体 結 合 に 影 響 を 与 え る エ リ ス ロ
ポ エ チ ン の ４ つ の 機 能 性 ド メ イ ン ： VLQRY（ 配 列 番 号 １ ） お よ び ／ ま た は TKVNFYAW（ 配 列
番 号 ２ ） お よ び ／ ま た は SGLRSLTTL（ 配 列 番 号 ３ ） お よ び ／ ま た は SNFLRG（ 配 列 番 号 ４ ）
の 中 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 に お い て 改 変 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 分 子
の 動 態 ま た は 受 容 体 結 合 に 影 響 を 与 え る 分 子 の 周 囲 領 域 の 中 に 突 然 変 異 を 含 有 す る エ リ ス
ロ ポ エ チ ン を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ れ ら の さ ら な る 修 飾 を 利 用 し て 、 組 織 保 護 効 果 を 増 強 し 、 骨 髄 効 果 を 抑 制 し 、 ま た は
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 物 理 的 特 性 、 例 え ば 電 荷 を 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 調 製 す る 方 法 の 以 上 の 例 は 、 単 に 説 明 の た め で あ っ
て 限 定 す る も の で は な く 、 こ れ ら ま た は 他 の 方 法 を 用 い て 本 発 明 の 化 合 物 を 調 製 し て も よ
い 。 調 製 の 方 法 が 名 称 内 に 含 ま れ る 上 記 の 名 称 、 例 え ば 「 ア セ チ ル 化 」 ま た は 「 ビ オ チ ン
化 」 は 、 本 明 細 書 で は 単 に 化 合 物 が 作 ら れ る 方 法 を 理 解 す る 手 段 と し て 与 え ら れ た の で あ
り 、 そ れ に 関 わ ら ず 、 本 発 明 は 上 記 反 応 の 生 成 物 で あ る 化 合 物 に 関 す る 。 当 業 者 で あ れ ば
、 上 記 反 応 の 生 成 物 で あ る 化 合 物 を 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。 こ こ ま で 、 本 発 明 の 化 合 物
を 非 公 式 ま た は 慣 用 の 名 称 で 参 照 し て 、 本 発 明 の 修 飾 の 範 囲 お よ び そ の 修 飾 が エ リ ス ロ ポ
エ チ ン ま た は 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の １ 以 上 の 部 位 で 起 こ り う る こ と を 伝 え て き た
。 限 定 さ れ な い 例 と し て 挙 げ れ ば 、 次 の 具 体 的 な 化 合 物 が 本 明 細 書 に 包 含 さ れ る 化 合 物 グ
ル ー プ の メ ン バ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 １ ． カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ： 以 下 の 化 合 物 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア
ミ ノ 酸 の カ ル バ モ イ ル 部 分 （ 「 α -N-カ ル バ モ イ ル -」 ） ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の １ 以 上
の リ シ ル 残 基 の ε ア ミ ノ 基 の カ ル バ モ イ ル 部 分 （ 「 N-ε -カ ル バ モ イ ル -」 ） を 表 す 。 も ち
ろ ん 、 α -N-修 飾 を 伴 う ま た は 伴 わ な い 複 数 の N-ε 修 飾 が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
i． α -N-カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
ii． N-ε -カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iii． α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iv． α -N-カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
v． N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
vi． α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
vii． α -N-カ ル バ モ イ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
viii． N-ε -カ ル バ モ イ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び
ix． α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ２ ． サ ク シ ニ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ： 以 下 の 化 合 物 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア
ミ ノ 酸 の サ ク シ ニ ル 部 分 （ 「 α -N-ス ク シ ニ ル -」 ） ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の １ 以 上 の リ
シ ル 残 基 の ε ア ミ ノ 基 の サ ク シ ニ ル 部 分 （ 「 N-ε -ス ク シ ニ ル -」 ） を 表 す 。 も ち ろ ん 、 α
-N-修 飾 を 伴 う ま た は 伴 わ な い 複 数 の N-ε 修 飾 が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
i． α -N-ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
ii． N-ε -ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iii． α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iv． α -N-ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
v． N-ε -ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
vi． α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
vii． α -N-ス ク シ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
viii． N-ε -ス ク シ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び
ix． α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ３ ． ア セ チ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ： 以 下 の 化 合 物 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア ミ
ノ 酸 の ア セ チ ル 部 分 （ 「 α -N-ア セ チ ル -」 ） ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の １ 以 上 の リ シ ル 残
基 の ε ア ミ ノ 基 の ア セ チ ル 部 分 （ 「 N-ε -ア セ チ ル -」 ） を 表 す 。 も ち ろ ん 、 α -N-修 飾 を
伴 う ま た は 伴 わ な い 複 数 の N-ε 修 飾 が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
i　 α -N-ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
ii　 N-ε -ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iii　 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iv　 α -N-ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
v　 N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
vi　 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
vii　 α -N-ア セ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
viii　 N-ε -ア セ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び
ix　 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
４ ． ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ： 以 下 の 化 合 物 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ
酸 の ビ オ チ ニ ル 部 分 （ 「 α -N-ビ オ チ ニ ル -」 ） ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の １ 以 上 の リ シ ル
残 基 の ε ア ミ ノ 基 の ビ オ チ ニ ル 部 分 （ 「 N-ε -ビ オ チ ニ ル -」 ） を 表 す 。 も ち ろ ん 、 α -N-
修 飾 を 伴 う ま た は 伴 わ な い 複 数 の N-ε 修 飾 が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
i　 α -N-ビ オ チ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
ii　 N-ε -ビ オ チ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iii　 α -N-ビ オ チ ニ ル ,N-ε -ビ オ チ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
iv　 α -N-ビ オ チ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
v　 N-ε -ビ オ チ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
vi　 α -N-ビ オ チ ニ ル ,N-ε -ビ オ チ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
vii　 α -N-ビ オ チ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
viii　 N-ε -ビ オ チ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び
ix　 α -N-ビ オ チ ニ ル ,N-ε -ビ オ チ ニ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ５ ． ヨ ウ 素 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ： も ち ろ ん 、 当 業 者 で あ れ ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 内 の 複
数 の 異 な る チ ロ シ ン 残 基 だ け で な く チ ロ シ ン 残 基 の 組 合 わ せ を ヨ ウ 素 化 し て も よ く 、 掲 げ
た も の は 単 に 説 明 の た め で あ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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i　 ヨ ー ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
ii　 ヨ ー ド ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び
iii　 ヨ ー ド ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ６ ． カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン ： 次 の 化 合 物 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の
リ シ ル 残 基 の １ 以 上 の ε ア ミ ノ 基 上 の カ ル ボ キ シ メ チ ル 部 分 （ 「 N-ε -カ ル ボ キ シ メ チ ル -
」 ） を 表 す 。 も ち ろ ん 、 複 数 の N-ε 修 飾 が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
i　 N-ε -カ ル ボ キ シ メ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
ii　 N-ε -カ ル ボ キ シ メ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； お よ び
iii　 N-ε -カ ル ボ キ シ メ チ ル ヒ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 様 々 な 宿 主 発 現 ベ ク タ ー 系 を 利 用 し て 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ
ン 関 連 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 宿 主 発 現 系 は 、 目 的 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン
を 作 製 し た 後 に 精 製 す る た め に 用 い る 媒 介 手 段 を 代 表 す る も の で あ る が 、 適 当 な 塩 基 コ ー
ド 配 列 で 形 質 転 換 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た と き に in situで 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン 遺 伝 子 産 物 を 示 し 得 る 細 胞 で も あ る 。 こ れ ら と し て は 、 以 下 に 挙 げ る 細 菌 、 昆 虫 、 植 物
、 及 び 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） 宿 主 系 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： 例 え ば 修 飾
型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 産 物 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 等 の 組 換 え ウ イ ル ス 発
現 ベ ク タ ー に 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス CaMVや タ バ コ モ ザ イ
ク ウ イ ル ス TMV等 の 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 感 染 さ せ た 植 物 細 胞 系 、 又 は エ リ ス ロ
ポ エ チ ン  関 連 分 子 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む Tiプ ラ ス ミ ド 等 の 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク
タ ー で 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 系 ； あ る い は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 由 来 す る プ ロ モ ー タ
ー （ 例 え ば メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー 等 ） も し く は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス に 由 来 す る プ ロ
モ ー タ ー （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5Kプ ロ モ ー タ
ー 等 ） を 含 む 組 換 え 発 現 構 築 物 を 宿 し て い る 、 ヒ ト 細 胞 系 を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞 系 （ 例 え ば
HT1080、 COS、 CHO、 BHK、 293、 3T3） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら に 、 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 宿 主 細 胞 株 、 又 は 、 望 み 通 り の 特 定 の 仕 様 で
遺 伝 子 産 物 を 修 飾 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク
質 産 物 の こ の よ う な 修 飾 （ 例 え ば グ リ コ シ ル 化 ） 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ （ 例 え ば 切 断 ） は 、
タ ン パ ク 質 の 機 能 に と っ て 重 要 で あ る 。 異 な る 宿 主 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 及 び 遺 伝 子 産 物 の
翻 訳 後 の プ ロ セ ッ シ ン グ 及 び 修 飾 の 特 徴 的 且 つ 独 特 な メ カ ニ ズ ム を 有 す る 。 発 現 さ れ る 外
来 タ ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ を 行 う た め に 、 適 当 な 細 胞 系 又 は 宿 主 系 を
選 択 す る こ と が で き る 。 こ の た め に 、 一 次 転 写 産 物 の 適 切 な プ ロ セ ッ シ ン グ 、 グ リ コ シ ル
化 、 及 び 遺 伝 子 産 物 の リ ン 酸 化 の た め の 細 胞 内 装 置 （ cellular machinery） を 有 す る 真 核
宿 主 細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 （ ヒ ト 宿 主 細 胞 を 含 む ） と
し て は 、 HT1080、 CHO、 VERO、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 293、 3T3及 び WI38が 挙 げ ら れ る が
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 的 な 高 収 率 産 生 の た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 の 遺 伝 子 産 物 を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 系 を 遺 伝 子 操 作 に よ り 作 製
す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 複 製 起 点 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る の で は な く 、 適 当 な 発
現 制 御 エ レ メ ン ト （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 配 列 、 転 写 終 結 因 子 、 ポ リ ア デ
ニ ル 化 部 位 等 ） に よ り 制 御 さ れ る DNA及 び 選 択 マ ー カ ー を 用 い て 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る
こ と が で き る 。 外 来 DNAを 導 入 し た 後 、 遺 伝 子 操 作 し た 細 胞 を 濃 縮 培 地 中 で １ ～ ２ 日 間 増
殖 さ せ た あ と 、 選 択 培 地 に 移 し 替 え る 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド 中 の 選 択 マ ー カ ー は 、 そ の 選 択
に 対 す る 耐 性 を 与 え 、 細 胞 の 染 色 体 の 中 に プ ラ ス ミ ド が 安 定 に 組 み 込 ま れ て こ れ ら の 細 胞
が フ ォ ー カ ス （ foci） を 形 成 で き る よ う に し 、 こ れ ら の フ ォ ー カ ス は 、 ク ロ ー ニ ン グ し て
細 胞 系 へ と 拡 大 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン  関 連 分 子 の 遺 伝 子
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産 物 を 発 現 す る 細 胞 系 を 遺 伝 子 操 作 す る た め に 、 都 合 よ く 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 遺 伝 子 操 作 さ れ た 細 胞 系 は 特 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 の 遺 伝 子 産 物 の 内 因 活 性
に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 評 価 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 あ る い は 、 細 胞 系 又 は 微 生 物 内 で の 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 の 発 現 特 性 は 、 異 種
DNA調 節 エ レ メ ン ト を 、 挿 入 さ れ た 調 節 エ レ メ ン ト が 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 に 機
能 的 に 影 響 し 得 る 形 で 結 合 さ れ る よ う に 、 安 定 な 細 胞 系 も し く は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 微 生
物 の ゲ ノ ム 中 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 改 変 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 通 常 は 「 転 写 上 サ
イ レ ン ト な （ transcriptionally silent） 」 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 （ す な わ ち 細
胞 系 の 中 で 通 常 、 全 く 又 は 非 常 に 低 レ ベ ル で し か 発 現 さ れ な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 ）
を 、 そ の 細 胞 系 又 は 微 生 物 の 中 で 通 常 は 発 現 さ れ な い 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 促 進 す る こ と が
で き る 調 節 エ レ メ ン ト を 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 活 性 化 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 転
写 上 サ イ レ ン ト な 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 を 、 細 胞 型 を 問 わ ず 機 能 す る 無 差 別 な 調
節 エ レ メ ン ト を 挿 入 す る こ と に よ っ て 活 性 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 当 業 者 に 周 知 で あ る 、 及 び フ ラ ン ス 特 許 第 2646438号 （ パ ス ツ ー ル 研 究 所 ） 、 米 国 特 許
第 4,215,051号 （ Chappel） 、 米 国 特 許 第 5,578,461号 （ Sherwinら ） 、 国 際 特 許 出 願 第 PCT/
US92/09627号 （ WO93/09222号 ） （ Seldenら ） 、 及 び 国 際 特 許 出 願 第 PCT/US90/06436号 （ WO
91/06667号 ） （ Skoultchiら ） （ こ れ ら は そ れ ぞ れ 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 全 て 組 み 込 ま
れ る ） に 記 載 さ れ て い る 標 的 を 定 め た 相 同 的 組 換 え 等 の 技 法 を 用 い て 、 異 種 調 節 エ レ メ ン
ト を 、 該 エ レ メ ン ト が 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 に 機 能 的 に 影 響 し 得 る 形 で 結 合 さ れ
る よ う に 、 安 定 な 細 胞 系 又 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 微 生 物 の 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 シ ア ル 酸 残 基 が 少 な い か 又 は シ ア ル 酸 残 基 を 全 く 持
た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 を 、 哺 乳 動 物 細 胞 （ ヒ ト 細 胞 を 含 む ） 内 で 作 製 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 シ ア ル 酸 を 付 加 す る 酵 素 （ す な わ ち β -ガ ラ ク ト シ ド α 2,3
シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ α 2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 及 び β -ガ ラ ク ト シ ド
α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 活 性 ） に 欠 陥 が
あ る よ う に 又 は 該 酵 素 を 持 た な い よ う に 遺 伝 子 操 作 さ れ る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 α
2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 及 び /も し く は α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
遺 伝 子 の い ず れ か 又 は 両 方 が 欠 失 し た 哺 乳 動 物 細 胞 を 用 い る 。 こ の よ う な 欠 失 は 、 当 分 野
で 周 知 で あ る 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 技 法 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 に お
い て 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ DHFR） 欠 失 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞
を 、 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 を 産 生 す る た め の 宿 主 細 胞 と し て 使 用 す る 。 CHO細
胞 は 酵 素 α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 発 現 し な い の で 、 こ れ ら の 細 胞 内 で 産 生 さ
れ る 糖 タ ン パ ク 質 の N結 合 型 オ リ ゴ 糖 へ の 2,6結 合 中 に シ ア ル 酸 を 付 加 し な い 。 そ の 結 果 、
CHO細 胞 内 で 産 生 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 ガ ラ ク ト ー ス へ の 2,6結 合 中 に シ ア ル 酸 を 持
た な い （ Sasakiら , (1987)； Takeuchiら （ 前 掲 ） 、 Mutsaersら , Eur. J. Biochem. 156, 
651(1986)； Takeuchiら , J. Chromotgr. 400, 207(1987)。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 ア シ
ア ロ -エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 産 生 す る 宿 主 細 胞 を 作 る た め に 、 CHO細 胞 中 の α 2,3シ ア リ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ア シ ア ロ
-エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 産 生 す る 宿 主 細 胞 を 作 成 す る た め に 、 CHO細 胞 内 の α 2,3シ ア リ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ る 。 こ の よ う な 2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ ノ ッ ク ア ウ ト CHO細 胞 は シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 全 く 持 た な い た め 、
ア シ ア ロ -エ リ ス ロ ポ エ チ ン  の 組 換 え 発 現 及 び 産 生 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ア シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 は 、 ゴ ル ジ 体 内 へ の シ ア ル 酸 の 輸 送 を 妨
げ る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る （ 例 え ば Eckhardtら , 1998, J. Biol. Chem. 273
:20189-95） 。 当 業 者 に 周 知 で あ る 方 法 （ 例 え ば Oelmannら , 2001, J. Biol. Chem. 276:2
6291-300） を 用 い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 糖 CMP-シ ア ル 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 突 然 変 異 誘 発 を 起
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こ し て 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 の 突 然 変 異 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 細 胞 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 等 の 糖 タ ン パ ク 質 に シ ア ル 酸 残 基 を 付 加 す る こ と が で き な い
の で 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の み を 産 生 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 産 生 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 培 養 培 地 中 に 漏
れ 出 し た 場 合 に 効 率 良 く シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 分 解 す る 細 胞 質 ゾ ル シ ア リ ダ ー ゼ も 産
生 す る （ 例 え ば 、 Gramerら , 1995 Biotechnology 13:692-698） 。 当 業 者 に 周 知 で あ る 方
法 （ 例 え ば Ferrariら , 1994, Glycobiology 4:367-373に 記 載 さ れ た 情 報 か ら ） を 用 い て
、 細 胞 系 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た り 、 突 然 変 異 さ せ た り 、 又 は 他 の 方 法 で 、 シ ア リ ダ ー ゼ
を 構 成 的 に 産 生 す る よ う に さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン
 は 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 製 造 中 に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 分 子 の グ リ コ シ ル 化 状 態 と は 関 係 な く 、 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 中 に ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も １ つ の 修 飾 を 有 す る 。 上 述 の よ う に 、 化 学 修 飾 は
少 な く と も 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 、 例 え ば リ シ ン 残 基
も し く は Ｎ 末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 、 ま た は 少 な く と も １ つ の チ ロ シ ン 残 基 の ヨ ウ 素 化 で あ っ
て も よ い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ び 化 学 修 飾 し た 組 換 え 組 織 保 護 性 サ イ ト カ
イ ン を 製 造 し た 後 、 当 業 者 は 周 知 の ア ッ セ イ を 用 い て 、 サ イ ト カ イ ン の 組 織 保 護 属 性 お よ
び 骨 髄 に 対 す る 効 果 の 不 在 性 を 確 か め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 例 え ば 、 組 換 え 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 非 赤 血 球 新 生 効 果 は 、 TF-1ア ッ セ イ を 用 い て
確 か め る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 TF-1細 胞 を 、 GM-CSF 5ng/mlお よ び FCS
10％ を 補 充 し た 不 完 全 RPMI培 地 中 で 、 １ 日 間 、 37℃ に て CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 増 殖 す
る 。 次 い で 細 胞 を 飢 餓 培 地 （ 5％ FCS、 GM-CSFな し ） 中 で 洗 浄 し 、 10 6 細 胞 /mlの 密 度 で 16時
間 懸 濁 さ せ た 。 96ウ エ ル プ レ ー ト を 次 の よ う に 調 製 し た ： (1)湿 度 を 維 持 す る た め に 、 無
菌 水 100μ lを 外 側 ウ エ ル に 加 え る ； (2)培 地 （ 10％ FCS、 細 胞 ま た は GM-CSFな し ） の み を ５
ウ エ ル に 加 え る ； そ し て (3)25,000細 胞 /ウ エ ル を 、 10％ FCSお よ び 組 換 え 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 を 用 い て 残 り の ウ エ ル （ 試 験 す る サ イ ト カ イ ン １ 種 類 当 た り ５ ウ
エ ル ） に 接 種 す る 。 も し 細 胞 が 増 殖 す れ ば 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 赤 血 球 新 生 性 で あ
り う る 。 次 い で 、 化 合 物 の in vivo効 果 を 、 組 換 え 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に よ る ヘ マ ト
ク リ ッ ト の 増 加 を モ ニ タ リ ン グ す る in vivoア ッ セ イ で 試 験 し な け れ ば な ら な い 。 ネ ガ テ
ィ ブ な 結 果 （ in vitroア ッ セ イ の TF-1ア ッ セ イ に お け る 細 胞 の 非 増 殖 、 ま た は in vivoア
ッ セ イ で の ヘ マ ト ク リ ッ ト の 非 増 加 ） は 、 組 換 え 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 非 赤 血 球 新 生
性 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 組 換 え 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 組 織 保 護 特 性 は 、 ラ ッ ト に お け る P-19in vitroア ッ セ
イ ま た は 水 中 毒 in vivoア ッ セ イ を 用 い て 実 証 す る こ と が で き る の で 、 そ の 両 方 を 以 下 に
さ ら に 詳 し く 概 説 す る 。 上 記 ア ッ セ イ は 単 に 例 と し て 提 供 す る の で あ り 、 当 業 者 に 公 知 で
あ る サ イ ト カ イ ン の 骨 髄 お よ び 組 織 保 護 に 対 す る 効 果 を 確 認 す る 他 の 好 適 な ア ッ セ イ は 本
発 明 に よ っ て も 同 様 に 考 慮 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 の 実 施 に お い て 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 上 記 医 薬 組 成 物 は 、 内
皮 細 胞 バ リ ア を 横 切 る 移 行 を 可 能 に し か つ 応 答 性 細 胞 に 有 利 な 効 果 を も た ら す た め に 十 分
な レ ベ ル の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 脈 管 構 造 内 に 生 じ る 任 意 の 経 路 に よ り 、 哺 乳 動 物 に
投 与 す る こ と が で き る 。 組 織 又 は 器 官 を 潅 流 す る た め に 使 用 す る 場 合 も 、 同 様 の 結 果 が 望
ま し い 。 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を ex-vivo潅 流 で 使 用 す る 場 合 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ
ン は 、 上 記 の 化 学 的 に 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の い ず れ で あ っ て も よ い 。 細 胞 ま た は
組 織 が 血 管 新 生 作 用 を 有 し な い お よ び /ま た は 投 与 が 細 胞 も し く は 組 織 を 本 発 明 の 組 成 物
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に 浴 す る 場 合 に は 、 医 薬 組 成 物 は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 応 答 性 細 胞 に 有 益 な 有 効 量 の
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 提 供 す る 。 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 移 行 す る 時 に 横 切 る 内 皮
細 胞 バ リ ア と し て は 、 哺 乳 動 物 内 に 存 在 す る 密 着 帯 、 有 孔 接 合 部 （ perforated junction
） 、 有 窓 接 合 部 （ fenestrated junction） 、 お よ び 他 の タ イ プ の 内 皮 バ リ ア が 挙 げ ら れ る
。 好 適 な バ リ ア は 、 内 皮 細 胞 密 着 帯 で あ る が 、 本 発 明 は そ れ に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 一 般 に 、 主 に 神 経 症 候 ま た は 精 神 医 学 的 症 候 を 有 す る 、
中 枢 神 経 系 ま た は 末 梢 神 経 系 の ヒ ト 疾 患 、 眼 の 疾 患 、 心 臓 血 管 疾 患 、 心 肺 疾 患 、 呼 吸 器 疾
患 、 腎 臓 疾 患 、 尿 路 疾 患 、 生 殖 器 系 疾 患 、 骨 疾 患 、 皮 膚 疾 患 、 胃 腸 疾 患 、 な ら び に 内 分 泌
性 お よ び 代 謝 性 異 常 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 に お い て 有 用 で あ る 。 特 に 、 こ の よ う な
症 状 お よ び 疾 患 と し て は 、 低 酸 素 状 態 が 挙 げ ら れ 、 該 低 酸 素 状 態 は 、 中 枢 神 経 系 組 織 、 抹
消 神 経 系 組 織 、 心 臓 組 織 ま た は 網 膜 組 織 （ 例 え ば 脳 、 心 臓 、 ま た は 網 膜 /眼 等 ） 内 の 興 奮
性 組 織 な ど の 興 奮 性 組 織 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 。 従 っ て 本 発 明 は 、 種 々 の 症 状 お よ び 状 況 に お
け る 低 酸 素 状 態 に よ り 生 じ る 興 奮 性 組 織 へ の 損 傷 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 用 い る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 条 件 と 環 境 の 限 定 さ れ る も の で な い 例 を 、 本 明 細 書 の 以 下 の 表 に 掲
げ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 治 療 す る こ と が で き る 神 経 組 織 の 病 理 の 保 護 の 例 に お い て 、 こ の よ う な
病 理 に は 、 神 経 組 織 へ の 酸 素 供 給 量 の 低 下 に よ り 生 じ る 病 理 が 含 ま れ る 。 神 経 組 織 へ の 酸
素 の 利 用 可 能 性 を 低 下 さ せ る あ ら ゆ る 条 件 （ ス ト レ ス 、 障 害 、 そ し て 最 終 的 に は 神 経 細 胞
死 を も た ら す ） は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 低 酸 素 症 お よ
び /ま た は 虚 血 症 と 呼 ば れ る こ れ ら の 症 状 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 卒 中 、 血 管 閉 塞
、 出 生 前 も し く は 生 後 の 酸 素 欠 乏 、 窒 息 、 気 道 内 閉 塞 、 溺 水 初 期 （ near drowning） 、 一
酸 化 炭 素 中 毒 、 煙 吸 入 、 外 傷 （ 外 科 手 術 お よ び 放 射 線 療 法 を 含 む ） 、 仮 死 、 癲 癇 、 低 血 糖
症 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 気 腫 、 成 人 呼 吸 促 進 症 候 群 、 低 血 圧 性 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ
ク 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 イ ン ス リ ン シ ョ ッ ク 、 鎌 状 赤 血 球 発 症 、 心 停 止 、 律 動 異
常 、 窒 素 性 ナ ル コ ー シ ス 、 お よ び 心 肺 バ イ パ ス 手 術 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 神 経 性 欠 損 等 か
ら 生 じ る か ま た は こ れ ら を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
一 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば 腫 瘍 切 除 ま た は 動 脈 瘤 の 修 復 等 の 外 科 手 術 中 に 傷 害 ま た は 組
織 障 害 の 危 険 か ら 生 じ る 傷 害 ま た は 組 織 障 害 を 防 ぐ た め に 、 例 え ば 特 定 の 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン 組 成 物 を 投 与 す る こ と が で き る 。 低 血 糖 症 に よ り 引 き 起 こ さ れ る ま た は 低 血 糖 症
か ら 生 じ る 他 の 病 理 で あ っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ っ て 治 療 可 能 な も の と し
て は 、 イ ン ス リ ン の 過 剰 投 与 （ 医 原 性 高 イ ン ス リ ン 血 症 と も 呼 ば れ る ） 、 イ ン ス リ ノ ー マ
、 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 、 低 副 腎 皮 質 機 能 、 薬 物 の 過 剰 投 与 、 お よ び あ る 種 の 腫 瘍 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 興 奮 性 神 経 組 織 の 障 害 に よ り 発 生 す る 他 の 病 理 と し て は 、 発 作 障 害 （ 癲 癇 、 痙 攣 、 ま た
は 慢 性 発 作 障 害 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 他 の 治 療 可 能 な 症 状 お よ び 疾 患 と し て は 、 卒 中 、 多 発
性 硬 化 症 、 低 血 圧 症 、 心 停 止 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 脳 性 小 児 麻 痺 、 脳 ま
た は 脊 髄 の 外 傷 、 AIDS痴 呆 、 加 齢 に よ る 認 知 機 能 の 低 下 、 記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症
、 発 作 障 害 、 ア ル コ ー ル 中 毒 症 、 網 膜 虚 血 、 緑 内 障 に よ り 生 じ る 視 神 経 の 障 害 、 お よ び ニ
ュ ー ロ ン 減 少 な ど の 疾 患 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 利 用 し て 、 病 状 ま た は 様 々 な 外 傷 か ら も た ら さ れ る
炎 症 、 例 え ば 物 理 的 ま た は 化 学 的 に 誘 導 さ れ る 炎 症 を 治 療 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
外 傷 と し て は 、 血 管 炎 、 慢 性 気 管 支 炎 、 膵 炎 、 骨 髄 炎 、 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 視 神
経 炎 、 側 頭 動 脈 炎 、 脳 炎 、 髄 膜 炎 、 横 断 脊 髄 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 壊 死 性 筋 膜 炎 、
肝 炎 、 お よ び 壊 死 性 全 腸 炎 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】

10

20

30

40

50

(28) JP 2006-515268 A 2006.5.25



　 活 性 化 星 状 細 胞 は 、 神 経 毒 を 産 生 す る こ と に よ り ニ ュ ー ロ ン に 対 す る 細 胞 傷 害 作 用 を 有
し う る こ と が 実 証 さ れ て い る 。 一 酸 化 窒 素 、 反 応 性 酸 素 種 、 お よ び サ イ ト カ イ ン が 、 脳 虚
血 に 応 答 し て グ リ ア 細 胞 か ら 放 出 さ れ る （ Becker, K. J. 2001. 「 虚 血 卒 中 に お け る 中 枢
神 経 系 炎 症 応 答 の タ ー ゲ テ ィ ン グ （ Targeting the central nervous system inflammator
y response in ischemic stroke） 」  Curr Opinion Neurol 14: 349-353； な ら び に Matts
on, M.P., Culmsee, C.,お よ び Yu, Z.F. 2000. 「 卒 中 に お け る ア ポ ト ー シ ス お よ び 抗 ア
ポ ト ー シ ス 機 構 （ Apoptotic and Antiapoptotic mechanisms in stroke） 」 . Cell Tissu
e Res 301:173-187を 参 照 ） 。 諸 研 究 は さ ら に 、 神 経 変 性 の モ デ ル に お い て 、 グ リ ア 活 性
化 と そ の 結 果 起 こ る 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 は １ 次 神 経 損 傷 に 依 存 す る こ と を 実 証 し て
い る （ Viviani, B., Corsini, E., Galli, C.L., Padovani, A., Ciusani, E.,お よ び Mar
inovich, M. 2000. 「 瀕 死 の 神 経 細 胞 は プ ロ テ ア ー ゼ 産 物 の 放 出 を 介 し て グ リ ア を 活 性 化
す る （ Dying neural cells activate glia through the release of a protease product
） 」 . Glia 32:84-90、 な ら び に Rabuffetti, M., Scioratti, C., Tarozzo, G., Clement
i, E., Manfredi, A.A.,お よ び Beltramo, M. 2000. 「 Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-ク ロ ロ メ チ ル
ケ ト ン に よ る カ ス パ ー ゼ -1-様 活 性 の 阻 害 は 、 ア ポ ト ー シ ス 低 減 お よ び 前 炎 症 性 サ イ ト カ
イ ン の 減 少 を 介 し て 脳 虚 血 に お け る 長 時 間 持 続 す る 神 経 保 護 効 果 を 有 す る （ Inhibition o
f caspase-1-like activity by Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-chloromethyl ketone includes lon
g lasting neuroprotection in cerebral ischemia through apoptosis reduction and d
ecrease of proinflammatory cytokines） 」 . J Neurosci 20:4398-4404、 を 参 照 ） 。 炎
症 と グ リ ア 活 性 化 は 、 脳 虚 血 、 脳 外 傷 お よ び 実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 を 含 む 神 経 変 性
障 害 の 色 々 な 形 態 に 共 通 す る も の で あ り 、 こ れ ら の 障 害 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 神
経 保 護 効 果 を 与 え る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 の 阻 害 は 、 少 な く と も 部
分 的 に 、 そ の 保 護 効 果 に 介 在 し う る 。 し か し 、 腫 瘍 壊 死 因 子 産 生 を 直 接 阻 害 す る 「 古 典 的
」 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば IL-10お よ び IL-13と 異 な り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は ニ ュ ー
ロ ン 死 の 存 在 に お い て の み 活 性 が あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 特 定 の 理 論 に 束 縛 さ れ る こ と も 欲 し な い も の の 、 こ の 抗 炎 症 性 活 性 は 仮 説 と し て 、 限 定
さ れ る も の で な い が 、 複 数 の 理 論 に よ り 説 明 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 第 １ に 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン は ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る の で 、 ア ポ ト ー シ ス に よ り ト リ ガ ー さ れ る 炎 症 事
象 を 阻 止 し う る 。 さ ら に エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 瀕 死 の ニ ュ ー ロ ン か ら の グ リ ア 細 胞 を 刺 激
す る シ グ ナ ル の 放 出 を 阻 止 す る か ま た は 直 接 グ リ ア 細 胞 に そ の 産 物 に 対 す る 反 応 を 低 下 さ
せ る よ う に 作 用 し う る 。 他 の 可 能 性 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 、 炎 症 性 カ ス ケ ー ド の よ り 近
位 の 、 ア ポ ト ー シ ス と 炎 症 の 両 方 を ト リ ガ ー す る メ ン バ ー （ 例 え ば 、 カ ス パ ー ゼ 1、 反 応
性 酸 素 ま た は 窒 素 中 間 物 ） を 標 的 と す る こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 さ ら に エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 他 の 抗 炎 症 性 化 合 物 （ 例 え ば デ キ サ メ タ ソ ン ） に 典 型 的 に
随 伴 す る 反 跳 効 果 な し に 、 抗 炎 症 性 保 護 を 与 え る と 思 わ れ る 。 さ ら に 、 再 び 、 特 定 の 理 論
に 束 縛 さ れ る こ と を 欲 し な い も の の 、 こ の 抗 炎 症 性 保 護 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 多 目 的 神 経
毒 素 （ 例 え ば 一 酸 化 窒 素 （ NO） ） に 対 す る 効 果 に よ る よ う に 思 わ れ る 。 活 性 化 星 状 細 胞 お
よ び ミ ク ロ グ リ ア は 様 々 な 外 傷 に 応 答 し て 神 経 毒 性 量 の NOを 産 生 す る が 、 NOは 体 内 で 、 本
質 的 な 生 理 学 的 機 能 の 調 節 を 含 む 多 数 の 目 的 を 果 た す 。 こ の よ う に 、 抗 炎 症 薬 の 利 用 は NO
ま た は 他 の 神 経 毒 素 を 抑 制 す る こ と に よ り 炎 症 を 軽 減 す る が 、 も し 抗 炎 症 薬 の 半 減 期 が 長
す ぎ る と 、 炎 症 に 導 い た 外 傷 か ら 生 じ た 損 傷 を 修 復 す る 上 で の こ れ ら の 化 学 的 役 割 を 妨 害
し う る 。 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 神 経 毒 素 、 例 え ば NOの 回 復 能 力 を 妨 げ る こ
と な く 、 炎 症 を 軽 減 す る こ と が で き る と 仮 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 １ 種 以 上 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ び 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 以 外 の １
種 以 上 の 予 防 も し く は 治 療 薬 （ す な わ ち 、 有 効 成 分 ） を 含 む 組 成 物 、 な ら び に 応 答 性 哺 乳
動 物 細 胞 お よ び 哺 乳 動 物 に お け る そ の 関 連 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 の 炎 症 に 関 連 す る １ 以 上
の 症 候 群 を 予 防 し 、 治 療 し ま た は 回 復 す る 方 法 で あ っ て 上 記 哺 乳 動 物 に １ 種 以 上 の 上 記 組
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成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 １ 種 以 上 の 組 織 保 護 性 サ
イ ト カ イ ン を 含 む 組 成 物 、 な ら び に 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 お よ び 哺 乳 動 物 に お け る そ の 関 連
細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 の 炎 症 に 関 連 す る １ 以 上 の 症 候 群 を 予 防 し 、 治 療 し ま た は 回 復 す る
方 法 で あ っ て 、 上 記 哺 乳 動 物 に １ 種 以 上 の 上 記 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 組
成 物 を 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 以 外 の １ 種 以 上 の 予 防 も し く は 治 療 薬 と 一 緒 に 投 与 す る こ
と を 特 徴 と す る 上 記 方 法 も 提 供 す る 。 炎 症 は 、 傷 害 ま た は 疾 患 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の
で な い が 、 喘 息 、 脳 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ COPD） 、 関 節 炎 、 ま た は ア レ
ル ギ ー 障 害 に よ り 引 き 起 さ れ る も の で あ っ て よ い 。 治 療 ま た は 予 防 薬 は 、 限 定 さ れ る も の
で な い が 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 核 酸 分 子 、 小 分 子 、 模 倣 薬 、 合 成
薬 、 無 機 分 子 、 お よ び 有 機 分 子 を 含 む 。 炎 症 に 関 連 す る １ 以 上 の 症 候 群 の 予 防 、 治 療 ま た
は 改 善 の た め に 有 用 で あ る こ と が 公 知 の 、 ま た は 使 わ れ た こ と が あ る ま た は 現 在 使 わ れ て
い る 薬 剤 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 に 従 っ て 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と 一 緒 に 使 う こ と
が で き る 。 こ の よ う な 薬 剤 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 発 疹 お よ び 腫 脹 用 の 皮 膚 薬 (例
え ば 、 光 線 療 法 （ す な わ ち 、 紫 外 線 Ｂ 照 射 ） 、 光 化 学 療 法 （ 例 え ば 、 PUVA） お よ び 局 所 薬
、 例 え ば 緩 和 薬 、 サ リ チ ル 酸 、 コ ー ル タ ー ル 、 局 所 ス テ ロ イ ド 、 局 所 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド
、 局 所 ビ タ ミ ン Ｄ 3類 似 体 （ 例 え ば 、 カ ル シ ポ ト リ エ ン ） 、 タ ザ ロ テ ン 、 お よ び 局 所 レ チ
ノ イ ド )、 抗 炎 症 薬 （ 例 え ば 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド （ 例 え ば 、 プ レ ド ニ ソ ン お よ び ヒ ド ロ
コ ル チ ゾ ン ） 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 非 ス テ ロ イ ド 抗 炎 症 薬 （ 例 え ば 、 ア ス
ピ リ ン 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 お よ び COX-2阻 害 薬 ） 、 β -ア ゴ ニ ス ト 、 抗 コ
リ ン 薬 お よ び メ チ ル キ サ ン チ ン ） 、 免 疫 調 節 薬 （ 例 え ば 、 小 有 機 分 子 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 調 節
因 子 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 、 Ｔ 細 胞 欠 乏 薬 （ depleting agent） 、 サ イ ト カ イ ン
ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 モ ノ カ イ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ン パ 球 阻 害 薬 、 ま た は 抗 癌 薬 ） 、 金 注 射
、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 ペ ニ シ ラ ミ ン 、 抗 血 管 新 生 薬 （ 例 え ば 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 TNF-α
ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 抗 TNFA抗 体 ） 、 お よ び エ ン ド ス タ チ ン ） 、 ダ プ ソ ン 、 ソ ラ レ ン
（ 例 え ば 、 メ ト キ サ レ ン お よ び ト リ オ キ サ レ ン ） 、 抗 マ ラ リ ア 薬 （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ ク
ロ ロ キ ン ） 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 お よ び 抗 生 物 質 （ 例 え ば 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン お よ び ペ ニ シ リ
ン ） を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 当 業 者 に 周 知 で あ る 免 疫 調 節 薬 を 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に 使 用 す る こ と が で き る 。
免 疫 調 節 薬 は 、 被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 の １ 以 上 の ま た は 全 て の 態 様 に 影 響 を 与 え う る 。
免 疫 応 答 の 態 様 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 炎 症 性 応 答 を 含 む 。 好 ま し い 本 発 明 の 実 施
形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 薬 の 被 験 者 に 対 す る 投 与 は 、 被 験 者 の 免 疫 応 答 能 力 の １ 以 上 の
態 様 を 阻 害 ま た は 低 下 さ せ る 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 薬 は 被 験 者
に お け る 炎 症 性 応 答 を 阻 害 ま た は 抑 制 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性
サ イ ト カ イ ン を 、 １ 種 以 上 の 免 疫 調 節 薬 と 組 合 わ せ て 投 与 し 、 炎 症 を 治 療 、 す な わ ち 炎 症
の 症 候 群 を 改 善 す る か ま た は 予 防 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 免 疫 調 節 薬 の 例 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 タ ン パ ク 質 薬 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン 、 ペ
プ チ ド 模 倣 物 、 お よ び 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 ヒ ト 化 、 キ メ ラ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 、 Fv、 ScFv、 Fabま た は F(ab)2フ ラ グ メ ン ト ま た は エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト ）
、 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 お よ び ３ 重 ら せ ん 体 ） 、 小 分 子 、 有 機 化 合 物
、 お よ び 無 機 化 合 物 を 含 む 。 特 に 、 免 疫 調 節 薬 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 メ ト ト レ キ
セ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 サ イ ト キ サ ン 、 イ ム ラ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン
Ａ 、 ミ ノ サ イ ク リ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 抗 生 物 質 （ 例 え ば 、 FK506（ タ ク ロ リ ム ス ） ） 、
メ チ ル プ レ ド ニ ソ ロ ン （ MP） 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ
ェ チ ル 、 ラ パ マ イ シ ン （ シ ロ リ ム ス ） 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 デ オ キ シ ス パ ー ガ リ ン 、 ブ レ キ ナ ー
ル 、 マ ロ ノ ニ ト リ ロ ア ミ ン ド （ malononitriloamindes） (例 え ば 、 レ フ ル ナ ミ ド （ lefluna
mide） )、 Ｔ 細 胞 受 容 体 調 節 因 子 、 お よ び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 を 含 む 。 Ｔ 細 胞 受
容 体 調 節 因 子 の 例 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 抗 Ｔ 細 胞 受 容 体 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 CD4抗
体 （ 例 え ば 、 cM-T412（ Boeringer） 、 IDEC-CE9.1(登 録 商 標 )（ IDECお よ び SKB） 、 mAB 416
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2W94、 オ ル ト ク ロ ー ン （ Orthoclone） お よ び OKTcdr4a（ Janssen-Cilag） )、 抗 CD3抗 体 、
抗 CD5抗 体 （ 例 え ば 、 抗 CD5リ シ ン （ ricin） 結 合 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト )、 抗 CD7抗 体 （ 例 え
ば 、 CHH-380（ Novartis） ） 、 抗 CD8抗 体 、 抗 CD40リ ガ ン ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 CD52抗
体 （ 例 え ば 、 CAMPATH 1H（ Ilex） ） 、 抗 CD2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） お よ び CTLA4-免 疫 グ ロ
ブ リ ン を 含 む 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 の 例 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 水 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受
容 体 （ 例 え ば 、 TNF-α 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の 断 片 、 IL-1β 受 容 体 の 細 胞 外 ド
メ イ ン ま た は そ の 断 片 、 お よ び IL-6受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の 断 片 ） 、 サ イ ト カ
イ ン ま た は そ の 断 片 （ 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7
、 IL-8、 IL-9、 IL-10、 IL-11、 IL-12、 IL-15、 TNF-α 、 TNF-β 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN)
-α 、 IFN-β 、 IFN-γ 、 お よ び GM-CSF） 、 抗 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 IL-2受
容 体 抗 体 、 抗 IL-4受 容 体 抗 体 、 抗 IL-6受 容 体 抗 体 、 抗 IL-10受 容 体 抗 体 、 お よ び 抗 IL-12受
容 体 抗 体 ） 、 抗 サ イ ト カ イ ン 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 IFN受 容 体 抗 体 、 抗 TNF-α 抗 体 、 抗 IL-1β
抗 体 、 抗 IL-6抗 体 、 お よ び 抗 IL-12抗 体 ） を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 サ イ ト カ
イ ン 受 容 体 調 節 因 子 は IL-4、 IL-10、 ま た は そ の 断 片 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、
サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 は 抗 IL-1β 抗 体 、 抗 IL-6抗 体 、 抗 IL-12受 容 体 抗 体 、 抗 TNF-
α 抗 体 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 調 節 因 子 は TNF-α 受 容 体 の
細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の 断 片 で あ る 。 あ る 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 サ イ ト カ イ ン 受
容 体 調 節 因 子 は TNF-α ア ン タ ゴ ニ ス ト で な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 薬 と し て 利 用 さ れ る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は ペ プ チ ド （ 抗 体 を 含 む ） は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 受 容 者 と
同 じ 種 か ら 誘 導 し 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答
の 可 能 性 を 低 減 さ せ る 。 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 被 験 者 が ヒ ト で あ る と き 、 免
疫 調 節 薬 と し て 利 用 さ れ る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は ヒ ト ま た は ヒ ト 化
さ れ た も の で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 １ 種 以 上 の 免 疫 調 節 薬 は 、 炎 症 を も つ 被 験 者 に 本 発 明 の 治 療 お よ び ／
ま た は 予 防 薬 と と も に 事 前 に 、 事 後 に 、 ま た は 同 時 に 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、 １ 種 以 上
の 免 疫 調 節 薬 は 、 炎 症 を も つ 被 験 者 に １ 以 上 の 免 疫 応 答 の 態 様 を 低 減 ま た は 抑 制 す る た め
に 必 要 に 応 じ て 投 与 さ れ る 。 当 業 者 に 周 知 で あ る 技 術 を 利 用 し て 、 特 定 の 被 験 者 の 免 疫 応
答 の １ 以 上 の 態 様 を 測 定 し 、 か つ そ れ に よ っ て い つ 免 疫 調 節 薬 を 上 記 被 験 者 に 投 与 す る 必
要 が あ る か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 １ 種 以 上 の 免 疫 調 節 薬 を 、 炎 症 を も つ 被 験 者 に １ 以 上 の
免 疫 応 答 の 態 様 を 一 過 的 に 低 減 ま た は 抑 制 す る た め に 投 与 す る 。 こ の よ う な 一 過 的 抑 制 ま
た は 低 減 は 数 時 間 、 数 日 間 、 数 週 間 、 ま た は 数 ヶ 月 間 持 続 し う る 。 好 ま し く は 、 免 疫 応 答
の １ 以 上 の 態 様 の 一 過 的 抑 制 ま た は 低 減 は 、 数 時 間 （ 例 え ば 、 ２ 時 間 、 ４ 時 間 、 ６ 時 間 、
８ 時 間 、 12時 間 、 14時 間 、 16時 間 、 18時 間 、 24時 間 、 36時 間 、 ま た は 48時 間 ） 、 数 日 間 （
例 え ば 、 ３ 日 間 、 ４ 日 間 、 ５ 日 間 、 ６ 日 間 、 ７ 日 間 、 14日 間 ） 、 ま た は 数 週 間 （ 例 え ば 、
３ 週 間 、 ４ 週 間 、 ５ 週 間 ま た は ６ 週 間 ） 持 続 す る 。 １ 以 上 の 免 疫 応 答 の 態 様 の 一 過 的 抑 制
ま た は 低 減 は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 能 力 を 増 強 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 Ｔ 細 胞 、 好 ま し く は 記 憶 Ｔ 細 胞 （ memory T cell） を
低 減 ま た は 枯 渇 さ せ る 免 疫 調 節 薬 を 、 炎 症 を も つ 被 験 者 に 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 投 与 す る
。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,658,019号 を 参 照 。 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 CD8＋ Ｔ 細
胞 を 不 活 化 す る 免 疫 調 節 薬 を 、 炎 症 を も つ 被 験 者 に 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 投 与 す る 。 特 定
の 実 施 形 態 に お い て は 、 CD8＋ Ｔ 細 胞 を 低 減 ま た は 枯 渇 さ せ る た め に 抗 CD8抗 体 を 用 い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
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　 CD40リ ガ ン ド （ CD40L） -CD40相 互 作 用 が 免 疫 応 答 を 遮 断 す る た め の 望 ま し い 点 で あ る 、
何 故 な ら 、 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 活 性 化 と 機 能 の 両 方 に お け る 広 い 活 性 だ け で な く シ グ ナ ル 伝 達
経 路 に お け る 重 複 性 が 不 在 で あ る か ら で あ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 CD40Lの CD40と の 相 互 作 用 を 、 １ 種 以 上 の 免 疫 調 節 薬 を 投 与 す る 時 点 で 一 過 的 に
遮 断 す る 。 こ の 遮 断 は 、 TH細 胞 上 の CD40リ ガ ン ド を 遮 断 す る 薬 剤 を 用 い て 処 理 し 、 Ｔ ヘ ル
パ ー 細 胞 上 の CD40リ ガ ン ド の Ｂ 細 胞 上 の CD40抗 原 と の 正 常 な 結 合 を 妨 害 す る こ と に よ り 実
施 す る こ と が で き る 。 CD40リ ガ ン ド に 対 す る 抗 体 （ 抗 CD40L） （ Bristol-Myers Squibb Co
.が 市 販 す る ； 例 え ば 、 1993年 ８ 月 に 公 開 さ れ た 欧 州 特 許 出 願 555,880を 参 照 ） ま た は 水 溶
性 CD40分 子 を 本 発 明 の 方 法 に よ り 免 疫 調 節 薬 と し て 選 択 し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 利 用 し う る 免 疫 調 節 薬 の 他 の 例 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 コ ル チ コ
ス テ ロ イ ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ ル 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 、 ヒ ド ロ
コ ル チ ゾ ン 、 FK506、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 お よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド を 含
む 。 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド の 短 い コ ー ス が 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 に 対 す る
CD4＋ と CD8＋ Ｔ 細 胞 の 両 方 の 活 性 化 を 成 功 裏 に 中 断 す る こ と が 実 証 さ れ て い る （ Joossら ,
 1996, Hum. Gene Ther. 7: 1555-1566） 。 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン ま た は シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 処
理 は サ イ ト カ イ ン の 誘 導 を 低 減 す る た め に 成 功 裏 に 利 用 さ れ て い て 、 そ の い く ら か は 細 菌
感 染 お よ び 炎 症 の ク リ ア ラ ン ス に 関 わ り う る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 免 疫 調 節 活 性 を も つ タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子
、 ま た は 免 疫 調 節 活 性 を も つ タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド を 、 炎 症 を も つ
被 験 者 に 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 免 疫 調 節 活 性 を も つ タ ン
パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 誘 導 体 、 類 似 体 、 断 片 も し く は 変 異 体 を コ ー ド す
る 核 酸 分 子 、 ま た は 免 疫 調 節 活 性 を も つ タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 誘 導
体 、 類 似 体 、 断 片 も し く は 変 異 体 を 、 炎 症 を も つ 被 験 者 に 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 投 与 す る
こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 誘 導 体 、 変 異 体 お よ び 断 片 は 、 全 長 の 野 生 型 タ ン
パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 も し く は ペ プ チ ド の 免 疫 調 節 活 性 を 保 持 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 免 疫 調 節 薬 と し て 利 用 し う る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野
で 周 知 の ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 周 知 の 技 術 に よ っ て 作 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ausube
lら  (編 ), 1999, 「 分 子 生 物 学 に お け る 簡 単 な プ ロ ト コ ル （ Short Protocols in Molecul
ar Biology） 」 , 第 ４ 版 , John Wiley & Sons, NYの 第 16章 を 参 照 。 こ の 文 献 は タ ン パ ク
質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 作 る 方 法 を 記 載 し 、 本 明 細 書 に 参 照 に よ り そ の 全 て が
組 み 入 れ ら れ る 。 免 疫 調 節 薬 と し て 利 用 し う る 抗 体 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,245,527号
な ら び に Harlowお よ び Lane 抗 体 : 「 研 究 室 マ ニ ュ ア ル （ A Laboratory Manual） 」 , Cold
 Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1988、 に 記 載 の 方 法 に よ
り 作 る こ と が で き る 。 こ の 文 献 は 本 明 細 書 に 参 照 に よ り そ の 全 て が 組 み 入 れ ら れ る 。 好 ま
し く は 、 市 販 さ れ か つ 免 疫 調 節 薬 と し て 機 能 す る こ と が 公 知 で あ る 薬 剤 を 、 本 発 明 の 組 成
物 お よ び 方 法 に 使 用 す る 。 薬 剤 の 免 疫 調 節 活 性 は 、 in vitroお よ び ／ ま た は in vivoで 当
業 者 に 周 知 の 技 術 に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 そ れ ら の 技 術 と し て は 、 例 え ば 、 特 定 の タ
ン パ ク 質 、 例 え ば 同 時 刺 激 性 分 子 お よ び サ イ ト カ イ ン の 発 現 に 対 す る CTLア ッ セ イ 、 増 殖
ア ッ セ イ お よ び 、 イ ム ノ ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 ELISA） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い て 、 網 膜 組 織 の 症 状 お よ び 網 膜 組 織 へ の 障 害 を
治 療 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 障 害 と し て は 、 網 膜 虚 血 、 黄 斑 変 性 、 網 膜 剥 離 、 色 素
性 網 膜 炎 、 動 脈 硬 化 性 網 膜 症 、 高 血 圧 性 網 膜 症 、 網 膜 動 脈 閉 塞 （ blockage） 、 網 膜 静 脈 閉
塞 、 低 血 圧 症 、 お よ び 糖 尿 病 性 網 膜 症 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 と 原 理 は 、 放 射 線 に よ る 興 奮 性 組 織 へ の 障 害 か ら
生 じ る 損 傷 を 保 護 ま た は 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 の 他 の 用 途
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は 、 神 経 毒 中 毒 症 （ 例 え ば ド ウ モ イ 酸 （ domoic acid） に よ る 貝 中 毒 、 神 経 ラ シ リ ズ ム （ n
eurolathyrism） お よ び ガ ム （ Guam） 病 な ど ） 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 お よ び パ ー キ ン ソ
ン 病 の 治 療 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 上 記 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 末 梢 投 与 に よ り 哺 乳 動 物 に
お け る 興 奮 性 組 織 の 機 能 を 増 強 す る 方 法 に も 関 す る 。 こ の 方 法 を 用 い た 治 療 に よ り 、 種 々
の 疾 患 お よ び 症 状 を 治 療 す る こ と が で き 、 さ ら に こ の 方 法 は 、 何 の 症 状 も 疾 患 も な い 場 合
に 認 知 機 能 を 増 強 す る の に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の こ れ ら の 使 用 （ ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 哺 乳 動
物 の 両 方 に お け る 学 習 お よ び 訓 練 の 増 強 を 含 む ） に つ い て 、 以 下 に さ ら に 詳 し く 記 載 す る
。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 中 枢 神 経 系 に 関 係 す る 症 状 お よ
び 疾 患 と し て は 、 気 分 障 害 、 不 安 障 害 、 う つ 病 、 自 閉 症 、 注 意 欠 陥 過 活 動 性 障 害 、 お よ び
認 知 機 能 障 害 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 症 状 は 神 経 機 能 の 増 強 に
よ り 利 益 を 得 る 。 本 発 明 の 教 示 に 従 っ て 治 療 す る こ と が で き る 他 の 障 害 に は 、 睡 眠 障 害 （
例 え ば 睡 眠 時 無 呼 吸 お よ び 旅 行 に 関 係 す る 障 害 等 ） 、 ク モ 膜 下 お よ び 動 脈 瘤 出 血 、 低 血 圧
性 シ ョ ッ ク 、 振 と う 症 傷 害 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 お よ び 種 々
の 脳 炎 お よ び 髄 膜 炎 （ 例 え ば 狼 瘡 等 の 結 合 組 織 に 関 係 す る 脳 炎 ） の 続 発 症 が 含 ま れ る 。 他
の 用 途 と し て は 、 神 経 毒 に よ る 中 毒 （ 例 え ば ド ウ モ イ 酸 に よ る 貝 中 毒 、 神 経 ラ シ リ ズ ム お
よ び ガ ム （ Guam） 病 等 ） 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 塞 栓 性 も し く は 虚 血 性
傷 害 の 術 後 の 処 置 、 全 脳 放 射 線 照 射 、 鎌 状 赤 血 球 発 症 、 な ら び に 子 癇 の 予 防 ま た は こ れ ら
か ら の 保 護 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 更 な る 症 状 群 と し て は 、 遺 伝 性 も し く は 後
天 性 の ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 （ 神 経 の 損 傷 お よ び 死 を 典 型 と す る 様 々 な 神 経 疾 患 の 原 因
と な る ） が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 リ ー 病 （ 亜 急 性 壊 死 性 脳 障 害 ） は 、 ニ ュ ー ロ ン 脱 落 に よ
る 視 力 低 下 の 進 行 と 脳 障 害 お よ び 筋 障 害 を 特 徴 と す る 。 こ れ ら の 場 合 、 不 完 全 な ミ ト コ ン
ド リ ア 代 謝 に よ り 、 興 奮 性 細 胞 の 代 謝 の 燃 料 と な る 高 エ ネ ル ギ ー 物 質 を 十 分 供 給 す る こ と
が で き な い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 調 節 因 子 は 、 様 々 な ミ ト コ ン ド リ ア 疾 患 に お い
て 弱 ま っ た 機 能 を 最 適 に す る 。 上 記 の よ う に 、 低 酸 素 状 態 は 、 興 奮 性 組 織 に 悪 影 響 を 及 ぼ
す 。 興 奮 性 組 織 と し て は 、 中 枢 神 経 系 組 織 、 末 梢 神 経 系 組 織 、 お よ び 心 組 織 が 挙 げ ら れ る
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 上 記 症 状 に 加 え て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 一 酸 化 炭 素 お よ び 煙 の 吸
入 な ど の 吸 入 中 毒 、 重 度 の 喘 息 、 成 人 呼 吸 促 進 症 候 群 、 な ら び に 窒 息 お よ び 溺 水 初 期 の 治
療 に お い て 有 用 で あ る 。 低 酸 素 状 態 を 引 き 起 こ す ま た は 何 ら か に よ り 興 奮 性 組 織 の 障 害 を
誘 導 す る 更 な る 症 状 と し て は 、 イ ン ス リ ン の 不 適 切 な 投 与 に お い て 生 じ 得 る ま た は イ ン ス
リ ン 産 生 新 生 物 （ イ ン ス リ ノ ー マ ） を 有 す る 低 血 糖 症 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 興 奮 性 組 織 の 障 害 が 原 因 で あ る と 考 え ら れ て い る 様 々 な 神 経 心 理 学 的 障 害 は 、 本 発 明 の
方 法 に よ っ て 治 療 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ る 治 療 が 提 供 さ れ る 神 経 の 障 害 が 関 与 し て い る
慢 性 疾 患 に は 、 中 枢 神 経 系 お よ び /ま た は 末 梢 神 経 系 に 関 係 す る 障 害 （ 加 齢 に よ る 認 知 機
能 の 低 下 お よ び 老 人 性 痴 呆 、 慢 性 発 作 障 害 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、
記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 結 節 硬 化 症 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 脳 お よ び 進
行 性 核 上 性 麻 痺 、 ガ ム （ Guam） 病 、 レ ー ヴ ィ 小 体 痴 呆 、 プ リ オ ン 疾 患 （ 例 え ば ク ロ イ ツ フ
ェ ル ト -ヤ コ ブ 病 、 ハ ン テ ィ ン グ ト ン 病 、 筋 緊 張 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 フ リ ー ト ラ イ ヒ 運 動
失 調 お よ び 他 の 運 動 失 調 等 の 海 綿 状 脳 障 害 ） 、 ジ ル ・ ド ・ ラ ・ ツ レ ッ ト 症 候 群 、 癲 癇 等 の
発 作 障 害 お よ び 慢 性 発 作 障 害 、 卒 中 、 脳 も し く は 脊 髄 の 外 傷 、 AIDS痴 呆 、 ア ル コ ー ル 中 毒
症 、 自 閉 症 、 網 膜 虚 血 、 緑 内 障 、 高 血 圧 症 や 睡 眠 障 害 等 の 自 律 神 経 機 能 障 害 、 な ら び に 神
経 精 神 障 害 （ 精 神 分 裂 病 、 分 裂 情 動 性 障 害 、 注 意 欠 陥 障 害 、 気 分 変 調 性 障 害 、 大 う つ 病 、
躁 病 、 強 迫 性 障 害 、 精 神 活 性 物 質 使 用 障 害 、 不 安 、 パ ニ ッ ク 障 害 、 一 極 性 お よ び 双 極 性 情
動 障 害 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） が 含 ま れ る 。 更 な る 神 経 精 神 障 害 お よ び 神 経 変 性
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障 害 と し て は 、 例 え ば 、 米 国 精 神 医 学 協 会 （ American Psychiatric Association） の 精 神
障 害 の 診 断 お よ び 統 計 マ ニ ュ ア ル （ Diagnostic and Statistical manual of Mental Diso
rders, DSM） に 記 載 さ れ て い る も の が あ り 、 最 新 バ ー ジ ョ ン は 、 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て
全 て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 換 え キ メ ラ 毒 素 分 子 は 、 癌 等 の 増 殖
性 障 害 ま た は 亜 急 性 硬 化 性 汎 脳 炎 等 の ウ イ ル ス 性 障 害 を 治 療 す る た め の 、 毒 素 の 治 療 的 送
達 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 以 下 の 表 は 、 さ ら な る 例 示 の 、 限 定 さ れ る も の で な い 、 上 記 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に
よ る 治 療 を 受 入 れ う る 適 応 症 を 掲 げ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
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【 表 １ 】
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　 上 記 の 通 り 、 こ れ ら の 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 は 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に よ
っ て 提 供 さ れ る 利 益 の 範 囲 の 単 な る 例 示 で あ る 。 従 っ て 本 発 明 は 一 般 的 に 、 機 械 的 な 外 傷
ま た は ヒ ト 疾 患 の 結 果 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 を 提 供 す る 。 CNSお よ び /ま た は 末 梢 神
経 系 の 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 が 好 ま し い 。 精 神 医 学 的 要 素 を
有 す る 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 が 提 供 さ れ る 。 眼 、 心 血 管 、 心
肺 、 呼 吸 器 系 、 腎 臓 、 尿 道 、 生 殖 器 、 胃 腸 、 内 分 泌 性 ま た は 代 謝 性 の 要 素 を 持 つ も の な ど
（ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） の 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 が
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提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 が 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は も ち ろ ん 、 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の 混 合 物 で も 作 ら れ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の よ う な 医 薬 組
成 物 は 、 標 的 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 保 護 ま た は 増 強 す る た め に 全 身 に 投 与 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う な 投 与 は 、 非 経 口 、 吸 入 、 ま た は 粘 膜 経 由 で 行 わ れ る （ 例 え ば 口 内 、 鼻 腔
内 、 直 腸 内 、 膣 内 、 舌 下 、 粘 膜 下 、 ま た は 経 皮 投 与 等 ） 。 好 ま し く は 、 投 与 は 、 例 え ば 静
脈 内 も し く は 腹 腔 内 注 射 等 に よ る 非 経 口 経 由 で あ り 、 例 え ば 動 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 内 お よ び
皮 下 投 与 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 潅 流 液 の 使 用 、 器 官 内 へ の 注 射 ま た は 他 の 局 所 投 与 等 に よ る 他 の 投 与 経 路 の 場 合 、 上 記
と 同 様 の レ ベ ル の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を も た ら す 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 約 15pM～
30nMの レ ベ ル が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 化 合 物 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 み 得
る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 「 製 薬 上 許 容 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 動 物 （ 特 に ヒ ト ） へ
の 使 用 が 、 連 邦 政 府 ま た は 州 政 府 の 取 締 機 関 に よ り 認 証 さ れ て い る こ と 、 ま た は 米 国 薬 局
方 も し く は 他 の 一 般 的 に 認 識 さ れ て い る 外 国 薬 局 方 に 記 載 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 「
担 体 」 と い う 用 語 は 、 治 療 薬 と 一 緒 に 投 与 さ れ る 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 賦 形 剤 、 ま た は
ビ ヒ ク ル を 指 す 。 こ の よ う な 医 薬 担 体 は 、 無 菌 液 （ 例 え ば 生 理 食 塩 水 、 ま た は 石 油 、 動 物
、 植 物 も し く は 合 成 起 源 の 油 等 （ 例 え ば 落 花 生 油 、 大 豆 油 、 鉱 油 、 ゴ マ 油 等 を 含 む ） ） で
あ っ て も よ い 。 医 薬 組 成 物 を 静 脈 内 投 与 す る 場 合 、 生 理 食 塩 水 が 好 ま し い 担 体 で あ る 。 特
に 注 射 用 溶 液 の 場 合 は 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 水 溶 液 お よ び グ リ セ ロ ー ル 水 溶 液 を
液 体 担 体 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 好 適 な 医 薬 賦 形 剤 と し て は 、 澱 粉 、 ブ ド ウ 糖 、 乳
糖 、 シ ョ 糖 、 ゼ ラ チ ン 、 麦 芽 、 米 、 コ ム ギ 、 チ ョ ー ク 、 シ リ カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン 、 タ ル ク 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 脱 脂 粉 乳 、 グ リ セ ロ ー ル
、 プ ロ ピ レ ン 、 グ リ コ ー ル 、 水 お よ び エ タ ノ ー ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 組 成 物 は 、 所 望 で あ れ
ば 、 少 量 の 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 ま た は pH緩 衝 剤 を 含 む こ と も で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 溶
液 、 懸 濁 液 、 乳 液 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 、 粉 剤 、 お よ び 持 続 放 出 性 製 剤 等 で あ っ て も よ
い 。 こ の 組 成 物 は 、 伝 統 的 な 結 合 剤 お よ び 担 体 （ ト リ グ リ セ リ ド 等 ） と 一 緒 に 坐 剤 と し て
製 剤 化 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 中 性 の も の ま た は 塩 と し て 製 剤 化 す る こ と
が で き る 。 製 薬 上 許 容 さ れ る 塩 と し て は 、 遊 離 ア ミ ノ 基 と 共 に 形 成 さ れ た も の （ 塩 酸 、 リ
ン 酸 、 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 お よ び 酒 石 酸 等 か ら 誘 導 さ れ た も の な ど ） 、 な ら び に 遊 離 カ ル ボ キ
シ ル 基 と 共 に 形 成 さ れ た も の （ ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 水 酸
化 第 ２ 鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 2-エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ
ジ ン 、 プ ロ カ イ ン 等 か ら 誘 導 さ れ た も の 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な 医 薬 担 体 の 例 は 、 E. W
. Martinに よ る 「 レ ミ ン ト ン の 製 薬 科 学 （ Remington's Pharmaceutical Sciences） 」 に
記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 化 合 物 （ 好 ま し く は 精 製 し た 形
態 ） を 、 患 者 へ の 投 与 に 適 し た 剤 形 を 提 供 す る た め に 適 量 の 担 体 と 一 緒 に 含 む 。 製 剤 は 、
投 与 方 法 に 見 合 っ た も の で け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 カ プ セ ル 剤 も し く は 錠 剤 と し て 、 粉 剤 も し く は 顆 粒 剤 と し
て 、 （ 水 性 も し く は 非 水 性 液 体 中 の ） 溶 液 、 シ ロ ッ プ も し く は 懸 濁 剤 と し て 、 食 用 泡 沫 も
し く は ホ イ ッ プ と し て 、 ま た は 乳 剤 と し て 提 供 さ れ て も よ い 。 錠 剤 も し く は 硬 ゼ ラ チ ン カ
プ セ ル は 、 乳 糖 、 澱 粉 も し く は そ の 誘 導 体 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト
リ ウ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 も し く は そ の 塩 等 を 含 ん で も よ い
。 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル は 、 植 物 油 、 ワ ッ ク ス 、 脂 肪 、 半 固 体 も し く は 液 体 ポ リ オ ー ル 等 を
含 ん で も よ い 。 溶 液 お よ び シ ロ ッ プ 剤 は 、 水 、 ポ リ オ ー ル お よ び 糖 類 を 含 ん で も よ い 。
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【 ０ １ ４ ０ 】
　 経 口 投 与 の た め の 有 効 成 分 は 、 胃 腸 管 内 で の 該 有 効 成 分 の 分 解 お よ び /ま た は 吸 収 を 遅
ら せ る 物 質 で コ ー テ ィ ン グ し た り こ の よ う な 物 質 と 混 合 し た り し て も よ い 。 例 え ば モ ノ ス
テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン ま た は ジ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン 等 を 使 用 し て も よ い 。 こ の よ う に
、 有 効 成 分 の 持 続 性 放 出 は 、 数 時 間 に わ た っ て 達 成 し て も よ い し 、 必 要 で あ れ ば 、 有 効 成
分 は 胃 の 中 で 分 解 さ れ な い よ う に 保 護 す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 特
定 の pHま た は 酵 素 条 件 に よ っ て 胃 腸 内 の 特 定 の 位 置 で 有 効 成 分 の 放 出 を 促 進 す る よ う 製 剤
化 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 経 皮 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 受 容 者 の 表 皮 に 長 時 間 密 着 さ せ る た め の 独 立 型 の パ ッ チ と
し て 提 供 さ れ て も よ い 。 局 所 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 懸 濁 液 、 ロ ー シ ョ
ン 、 粉 末 、 溶 液 、 パ ス タ 剤 、 ゲ ル 、 ス プ レ ー 、 エ ー ロ ゾ ル ま た は オ イ ル と し て 提 供 さ れ て
も い 。 皮 膚 、 口 、 眼 ま た は 他 の 外 部 組 織 へ の 局 所 投 与 用 に は 、 局 所 用 の 軟 膏 ま た は ク リ ー
ム を 使 用 す る の が 好 ま し い 。 軟 膏 と し て 製 剤 化 す る 場 合 、 有 効 成 分 を 、 パ ラ フ ィ ン 系 も し
く は 水 混 和 性 の 軟 膏 基 剤 と 一 緒 に 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 有 効 成 分 を 、 水 中 油
基 剤 ま た は 油 中 水 基 剤 を 用 い て ク リ ー ム と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 眼 へ の 局 所 投 与
用 の 医 薬 組 成 物 と し て は 、 点 眼 剤 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 中 に お い て 、 有 効 成 分 を
、 適 当 な 担 体 の 中 （ 例 え ば 水 性 溶 剤 の 中 ） に 溶 解 も し く は 懸 濁 さ せ る こ と が で き る 。 口 内
へ の 局 所 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と し て は 、 ト ロ ー チ 剤 、 香 錠 お よ び 洗 口 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 鼻 腔 内 お よ び 肺 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 粉 末 （ 好 ま し く は 20～ 500ミ ク ロ ン の 粒 径 を 有
す る も の ） な ど の 固 体 担 体 を 含 み 得 る 。 粉 末 は 、 鼻 で か ぐ よ う に し て （ す な わ ち 鼻 の 近 く
に 保 持 さ れ た 粉 末 の 容 器 か ら 鼻 で さ っ と 吸 入 す る こ と に よ り ） 投 与 す る こ と が で き る 。 あ
る い は 、 鼻 腔 内 投 与 用 の 組 成 物 は 、 液 体 担 体 を 含 み 得 る （ 例 え ば 鼻 内 ス プ レ ー ま た は 点 鼻
剤 等 ） 。 あ る い は 、 深 く 吸 入 し た り ま た は マ ウ ス ピ ー ス を 介 し て 咽 頭 口 腔 部 に 装 置 を 据 え
付 け る こ と に よ っ て 、 肺 へ の 直 接 吸 入 を 行 っ て も よ い 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 有 効 成 分 の 水
性 も し く は 油 性 溶 液 を 含 み 得 る 。 吸 入 に よ る 投 与 用 の 組 成 物 は 、 所 定 用 量 の 有 効 成 分 を 提
供 す る よ う に 構 築 す る こ と が で き る 専 用 デ バ イ ス （ 加 圧 エ ー ロ ゾ ル 、 ネ ブ ラ イ ザ ー 、 ま た
は 注 入 器 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に 入 れ て 供 給 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い
て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 鼻 腔 内 に 直 接 、 ま た は 鼻 腔 も し く は 咽 頭 口 腔 部 を 介 し て 肺
へ と 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 直 腸 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 坐 剤 ま た は 浣 腸 剤 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 膣 内 投 与
用 の 医 薬 組 成 物 は 、 ペ ッ サ リ ー 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 パ ス タ 剤 、 泡 沫 剤 ま た は ス
プ レ ー 製 剤 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 非 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と し て は 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 注 射 用 溶 液 も し く は 懸 濁
液 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は 、 酸 化 防 止 剤 、 バ ッ フ ァ ー 、 静 菌 薬 、 お よ び 投 与 を 受 け る 受 容 者
の 血 液 と 該 組 成 物 と が ほ ぼ 等 張 と な る よ う に す る 溶 質 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 中 に
含 ま れ 得 る 他 の 成 分 と し て は 、 例 え ば 水 、 ア ル コ ー ル 、 ポ リ オ ー ル 、 グ リ セ リ ン お よ び 植
物 油 が 挙 げ ら れ る 。 非 経 口 投 与 用 組 成 物 は 、 単 位 用 量 も し く は 複 数 分 の 用 量 の 容 器 （ 例 え
ば 密 閉 ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル ） に 入 れ て 提 供 さ れ 、 使 用 直 前 に 無 菌 液 体 担 体 （ 例 え ば 注
射 用 無 菌 生 理 食 塩 溶 液 等 ） を 加 え る だ け で す む よ う に 、 冷 凍 乾 燥 （ 凍 結 乾 燥 ） 状 態 で 保 存
す る こ と が で き る 。 即 時 調 合 注 射 用 溶 液 お よ び 懸 濁 液 は 、 無 菌 粉 剤 、 顆 粒 剤 お よ び 錠 剤 か
ら 調 製 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 救 急 車 、 救 急 室 、 お よ び 戦 場 と い っ た 状
況 下 で の 緊 急 時 の 使 用 の た め に 、 ま た 、 家 庭 内 状 況 に お け る 自 己 投 与 の た め に （ 特 に 、 例
え ば 芝 狩 機 の 不 注 意 な 使 用 等 に よ る 外 傷 性 切 断 の 可 能 性 が 生 じ 得 る 場 合 ） 、 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン の 注 射 用 溶 液 を 含 む 自 己 注 射 器 が 提 供 さ れ る 。 切 断 さ れ た 身 体 部 分 の 複 数 の 部 位 に エ
リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を で き る だ け 早 く 投 与 す る こ と に よ っ て 、
た と え 現 場 に 医 師 が 到 着 す る 前 も し く は 足 指 が 切 断 さ れ た 患 者 が 運 ば れ て 救 急 室 に 到 着 す

10

20

30

40

50

(40) JP 2006-515268 A 2006.5.25



る 前 で あ っ て も 、 切 断 さ れ た 足 ま た は 足 指 の 中 の 細 胞 お よ び 組 織 が 再 び 取 り つ け た 後 に 生
き 残 る 可 能 性 を 高 く す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 組 成 物 を 、 ヒ ト へ の 静 脈 内 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と 同 様 の 常 套
手 法 に 従 っ て 製 剤 化 す る 。 典 型 的 に は 、 静 脈 内 投 与 用 の 組 成 物 は 、 無 菌 等 張 水 性 バ ッ フ ァ
ー 中 の 溶 液 で あ る 。 必 要 で あ れ ば 、 組 成 物 は 、 可 溶 化 剤 お よ び 注 射 部 位 の 痛 み を 和 ら げ る
リ ド カ イ ン 等 の 局 部 麻 酔 も 含 み 得 る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 成 分 は 別 々 に ま た は 単 位 剤 形 の
中 に 一 緒 に 混 合 し て （ 例 え ば 有 効 成 分 の 量 を 示 す ア ン プ ル や サ ッ シ ェ （ sachette） 等 の 気
密 封 止 し た 容 器 に 入 れ た 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た は 無 水 濃 縮 物 と し て ） 供 給 さ れ る 。 組 成 物 を 注
入 に よ り 投 与 す る 場 合 、 医 薬 品 質 の 無 菌 水 も し く は 生 理 食 塩 水 を 含 む 注 入 ボ ト ル を 用 い て
投 薬 す る こ と が で き る 。 組 成 物 を 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 、 投 与 前 に 成 分 を 混 合 す る こ と
が で き る よ う に 、 無 菌 食 塩 水 の 入 っ た ア ン プ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 一 般 的 に 坐 剤 は 有 効 成 分 を 0.5～ 10重 量 ％ 含 み 、 経 口 投 与 用 製 剤 は 好 ま し く は 有 効 成 分
を 10％ ～ 95％ 含 む 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 in situ潅 流 用 の 移 植 器 官 浴 （ transplanted organ bath） で 使 用 す る た め 、 ま た は 器 官
を 回 収 す る 前 に 器 官 ド ナ ー の 脈 管 に 投 与 す る た め の 、 潅 流 液 組 成 物 を 提 供 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 個 体 へ の 急 性 も し く は 慢 性 の 局 部 投 与 ま た は 全 身 投 与 に は
適 さ な い レ ベ ル の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 形 態 の エ リ ス ロ ポ
エ チ ン も し く は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 み 得 る が 、 死 体 、 器 官 浴 、 器 官 潅 流 液 、 ま た
は in situ潅 流 液 に お い て 本 明 細 書 中 で 意 図 さ れ る 機 能 を 果 た す も の で あ り 、 そ の 後 、 処
理 し た 器 官 ま た は 組 織 を 正 常 な 循 環 に さ ら す も し く は 戻 す 前 に 、 そ の 中 に 含 ま れ る エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の レ ベ ル を 除 去 す る か ま た は 低 下 さ せ る 。 本 発 明 の こ の 態 様 の た め の エ リ ス ロ
ポ エ チ ン は 、 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 任 意 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 例 え ば ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ
チ ン な ど の 天 然 型 、 ま た は 本 明 細 書 に 以 上 記 載 し た 任 意 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 、 例 え
ば ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て
も よ い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 １ 以 上 の 炎 症 に 関 連 す る 症 候 群 を 治 療 し 、 予 防 し 、 か つ 改 善 す る た め の 医 薬
組 成 物 を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 成 物 は １ 種 以 上 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ
イ ン を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 成 物 は １ 種 以 上 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ
び 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 以 外 の １ 種 以 上 の 予 防 も し く は 治 療 薬 を 含 み 、 上 記 予 防 も し く
は 治 療 薬 は １ 以 上 の 炎 症 に 関 連 す る 症 候 群 の 予 防 、 治 療 ま た は 改 善 に 有 用 で あ る か 、 ま た
は 使 用 さ れ て い た か ま た は 現 在 使 用 さ れ て い る こ と が 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 医 薬 組 成 物 で あ る 。 こ の よ う な 組 成 物
は 予 防 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 の １ 種 以 上 の 予 防 も し く は 治 療 薬 （ 例 え ば 、 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン ま た は 他 の 予 防 も し く は 治 療 薬 ） お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 一 実 施 形
態 に お い て は 、 用 語 「 治 療 上 有 効 な 量 」 は 、 該 薬 剤 を 単 独 で 投 与 す る と き に 必 ず し も 有 効
で な い が 、 他 の 薬 剤 と と も に 同 時 投 与 す る と 有 効 で あ る 薬 剤 の 量 を 含 む こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 成 分 の う ち の １ 種 以 上 を 充 填 し た １ 以 上 の 容 器 を
含 む 医 薬 パ ッ ク も し く は キ ッ ト も 提 供 す る 。 場 合 に よ り 、 こ の よ う な 容 器 に 、 医 薬 品 も し
く は 生 物 学 的 製 剤 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 フ ォ ー ム
で 書 か れ た 注 意 書 き （ こ の 注 意 書 き は ヒ ト 投 与 の た め の 製 造 、 使 用 ま た は 販 売 を 規 制 す る
管 轄 機 関 に よ る 認 可 を 反 映 す る ） を 添 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 １ 種 以 上 の 本 発 明 の 予 防 も し く は 治 療 薬 、 ま た は 医 薬 組 成 物 を ヘ ル メ
ッ ト に よ り 気 密 封 止 し た 薬 剤 の 量 を 表 示 し た 容 器 、 例 え ば ア ン プ ル ま た は サ ッ シ ェ （ sach
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ette） に 詰 め て 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 １ 種 以 上 の 本 発 明 の 予 防 ま た は 治 療 薬
、 ま た は 医 薬 組 成 物 は ヘ ル メ ッ ト に よ り 気 密 封 止 し た 容 器 に 入 れ た 無 菌 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た
は 無 水 濃 縮 物 と し て 供 給 し 、 例 え ば 水 ま た は 生 理 食 塩 水 を 用 い て 被 験 者 へ 投 与 す る の に 好
適 な 濃 度 に 再 構 築 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 １ 種 以 上 の 本 発 明 の 予 防 も し く は 治 療
薬 、 ま た は 医 薬 組 成 物 を 、 ヘ ル メ ッ ト に よ り 気 密 封 止 し た 容 器 に 入 れ た 無 菌 凍 結 乾 燥 粉 末
と し て 、 少 な く と も 5mg、 さ ら に 好 ま し く は 、 少 な く と も 10mg、 少 な く と も 15mg、 少 な く
と も 25mg、 少 な く と も 35mg、 少 な く と も 45mg、 少 な く と も 50mg、 少 な く と も 75mg、 ま た は
少 な く と も 100mgの 単 位 用 量 に て 供 給 す る 。 凍 結 乾 燥 し た 本 発 明 の 予 防 も し く は 治 療 薬 、
ま た は 医 薬 組 成 物 は ２ ℃ ～ ８ ℃ に て そ の 元 の 容 器 中 で 保 存 し な け れ ば な ら な い し 、 そ し て
本 発 明 の 予 防 も し く は 治 療 薬 、 ま た は 医 薬 組 成 物 は 、 再 構 成 し た 後 、 １ 週 間 以 内 に 、 好 ま
し く は ５ 日 以 内 に 、 72時 間 以 内 に 、 48時 間 以 内 に 、 24時 間 以 内 に 、 12時 間 以 内 に 、 ６ 時 間
以 内 に 、 ５ 時 間 以 内 に 、 ３ 時 間 以 内 に 、 １ 時 間 以 内 に 投 与 し な け れ ば な ら な い 。 代 わ り の
実 施 形 態 に お い て は 、 １ 種 以 上 の 本 発 明 の 予 防 も し く は 治 療 薬 、 ま た は 医 薬 組 成 物 を 、 液
状 で 、 薬 剤 の 量 と 濃 度 を 表 示 し た ヘ ル メ ッ ト に よ り 気 密 封 止 し た 容 器 に 入 れ て 供 給 す る 。
好 ま し く は 、 投 与 す る 組 成 物 の 液 製 剤 を ヘ ル メ ッ ト に よ り 気 密 封 止 し た 容 器 に 入 れ て 、 少
な く と も 0.25mg/ml、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 0.5mg/ml、 少 な く と も 1mg/ml、 少 な く
と も 2.5mg/ml、 少 な く と も 5mg/ml、 少 な く と も 8mg/ml、 少 な く と も 10mg/ml、 少 な く と も 1
5mg/kg、 少 な く と も 25mg/ml、 少 な く と も 50mg/ml、 少 な く と も 75mg/mLま た は 少 な く と も 1
00mg/mlに て 供 給 す る 。 該 液 製 剤 は ２ ℃ ～ ８ ℃ に て そ の 元 の 容 器 に 入 れ て 保 存 し な け れ ば
な ら な い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 該 組 成 物 は 、 必 要 で あ れ ば 、 有 効 成 分 を 含 有 す る １ 以 上 の 単 位 投 与 剤 形 を 含 有 す る パ ッ
ク ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー 装 置 に 入 れ て 提 示 す る こ と が で き る 。 パ ッ ク は 例 え ば 金 属 ま た は
プ ラ ス チ ッ ク ホ イ ル 、 例 え ば ブ リ ス タ ー パ ッ ク で あ っ て も よ い 。 パ ッ ク ま た は デ ィ ス ペ ン
サ ー 装 置 に 投 与 の 指 示 書 を 添 付 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 一 般 的 に 、 本 発 明 の 組 成 物 の 成 分 は 、 こ の よ う な 組 成 物 の 受 容 者 と 同 じ 種 起 源 ま た は 種
反 応 性 で あ る 被 験 者 か ら 誘 導 さ れ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ヒ ト ま た は
ヒ ト 化 抗 体 は ヒ ト の 治 療 ま た は 予 防 用 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 例 え ば 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 制 御 型 放 出 系 で 送 達 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を 例 え ば 、 静 脈 内 注 入 、 移 植 可 能 な 浸 透 圧 ポ ン プ 、
経 皮 パ ッ チ 、 リ ポ ソ ー ム 、 ま た は 他 の 投 与 方 式 を 用 い て 投 与 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形
態 に お い て は 、 ポ ン プ を 利 用 す る こ と が で き る （ Langer, 前 掲 ； Sefton, 1987, CRC Crit
. Ref. Biomed. Eng. 14:201； Buchwaldら , 1980, Surgery 88: 507； Saudekら , 1989, N
. Engl. J. Med. 321:574を 参 照 ） 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 化 合 物 を 小 胞 、 特 に リ ポ
ソ ー ム に 入 れ て 送 達 す る こ と が で き る （ Langer, Science 249:1527-1533 (1990)； Treat
ら , in 「 感 染 性 疾 患 と 癌 の 治 療 法 に 用 い る リ ポ ソ ー ム （ Liposomes in the Therapy of I
nfectious Disease and Cancer） 」 , Lopez-Berestein and Fidler (編 ), Liss, New Yor
k, pp. 353-365 (1989)； 国 際 特 許 出 願 公 開 番 号 第 WO 91/04014号 ； 米 国 特 許 第 4,704,355
号 ； Lopez-Berestein, 同 書 , pp.317-327を 参 照 ； 全 般 的 に 同 書 を 参 照 ） 。 他 の 実 施 形 態
に お い て は 、 ポ リ マ ー 材 料 を 利 用 す る こ と が で き る （ 「 徐 放 の 医 学 的 応 用 （ Medical Appl
ications of Controlled Release） 」 , Langer and Wise (編 ), CRC Press: Boca Raton,
 Florida, 1974； 「 徐 放 薬 バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ 、 薬 物 設 計 と 性 能 （ Controlled Drug 
Bioavailability, Drug Product Design and Performance） 」 , Smolenお よ び Ball (編 ),
 Wiley: New York (1984)； Rangerお よ び Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Ch
em. 23:61,1953を 参 照 ； ま た 、 Levyら , 1985, Science 228:190； Duringら , 1989, Ann. 
Neurol. 25:351； Howardら , 1989, J. Neurosurg. 71:105も 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 制 御 型 放 出 系 を 治 療 標 的 、 す な わ ち 標 的 細 胞 、 組 織 ま
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た は 器 官 の 近 位 に 置 い て 、 全 身 用 量 の 一 部 分 し か 必 要 と し な い よ う に す る こ と が で き る （
例 え ば 、 Goodson, pp.115-138 in 「 制 御 型 放 出 の 医 学 的 応 用 （ Medical Applications of
 Controlled Release） 」 , vol.2, 前 掲 , 1984を 参 照 ） 。 他 の 制 御 型 放 出 系 は 、 Langer（
1990, Science 249:1527-1533） に よ る 総 括 で 考 察 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 好 適 に 製 剤 さ れ た 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 、 鼻 腔 内 、 口 内
、 直 腸 内 、 膣 内 、 ま た は 舌 下 投 与 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン を 治 療 を 必 要 と す る 領 域 に 局 所 投 与 す る こ と が 望 ま し い 。 こ れ は 、 例 え ば 、 限 定
す る 訳 で は な い が 、 外 科 手 術 中 の 局 所 注 入 に よ り 、 局 所 投 与 （ 例 え ば 外 科 手 術 後 の 創 傷 包
帯 と 組 み 合 わ せ た 投 与 ） 、 注 射 に よ り 、 カ テ ー テ ル に よ り 、 坐 剤 に よ り 、 ま た は イ ン プ ラ
ン ト を 用 い て 、 行 う こ と が で き る 。 イ ン プ ラ ン ト は 、 多 孔 質 、 非 多 孔 質 、 ま た は ゼ ラ チ ン
状 の 材 料 （ シ ラ ス チ ッ ク 膜 等 の 膜 ま た は 繊 維 を 含 む ） か ら で き て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 好 ま し い 有 効 用 量 の 選 択 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 幾 つ か の 要 因 の 考 慮 に 基 づ い て 専 門 家
に よ り 決 定 さ れ る 。 こ の よ う な 要 因 と し て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト
カ イ ン の 特 定 の 形 態 、 な ら び に 医 薬 化 合 物 の 規 制 認 可 を 得 る 際 に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 一 般
開 発 手 続 き （ usual development procedure） 中 に 確 立 さ れ う る そ の 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ
（ 例 え ば バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ 、 代 謝 、 半 減 期 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 用 量 決 定 の 際 に 考 慮
さ れ る 更 な る 要 因 と し て は 、 治 療 さ れ る 症 状 も し く は 疾 患 、 ま た は 正 常 な 個 体 に お い て 得
ら れ る べ き 利 益 、 患 者 の 体 重 、 投 与 経 路 （ 投 与 は 急 性 も し く は 慢 性 的 な も の で あ っ て も よ
い ） 、 併 用 薬 物 の 適 用 の 有 無 、 お よ び 投 与 さ れ る 医 薬 成 分 の 効 力 に 影 響 を 及 ぼ す 周 知 の 他
の 要 因 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う に 正 確 な 投 薬 量 は 、 医 師 の 判 断 お よ び 各 患 者 の 状 況 に 従 っ
て （ 例 え ば 個 々 の 患 者 の 体 調 お よ び 免 疫 状 態 等 に 応 じ て ） 、 お よ び 標 準 的 な 臨 床 技 法 に 従
っ て 決 定 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 移 植 用 器 官 の 潅 流 お よ び 保 存 の た め の 潅 流 液 ま た は 潅 流 溶
液 が 提 供 さ れ 、 該 潅 流 溶 液 は 、 応 答 性 細 胞 お よ び 関 連 す る 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 保 護
す る の に 有 効 な 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 。 移 植 に は 、
器 官 （ 細 胞 、 組 織 ま た は 他 の 身 体 部 分 を 含 む ） を あ る 供 与 者 か ら 回 収 し て 異 な る 受 容 者 に
移 植 す る 異 個 体 間 移 植 （ xenotransplantion） 、 お よ び 、 身 体 の 一 部 か ら 器 官 を 取 り 出 し
て 他 の 部 位 に 移 植 す る 自 己 移 植 （ 例 え ば 腫 瘍 除 去 等 の た め に 器 官 を 取 り 出 し 、 ex vivoで
切 除 、 修 復 ま た は 処 理 し た 後 に 元 の 場 所 に 戻 す ベ ン チ 外 科 手 術 を 含 む ） が 含 ま れ る が こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 潅 流 溶 液 は 、 約 1～ 約 25U/mlエ リ ス ロ ポ エ チ
ン  、 5％ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル デ ン プ ン （ 分 子 量 約 200,000～ 約 300,000で あ り 、 エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 、 エ チ レ ン ク ロ ロ ヒ ド リ ン 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び ア セ ト ン を 実 質 的 に 含 ま な い ）
、 25mM KH 2 PO 4 、 3mMグ ル タ チ オ ン 、 5mMア デ ノ シ ン 、 10mMグ ル コ ー ス 、 10mM HEPESバ ッ フ
ァ ー 、 5mMグ ル コ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 1.5mM CaCl 2 、 105mMグ ル コ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 200,000
単 位 の ペ ニ シ リ ン 、 40単 位 の イ ン ス リ ン 、 16mgの デ キ サ メ タ ゾ ン 、 12mgの フ ェ ノ ー ル レ ッ
ド を 含 み 、 か つ pHが 7.4～ 7.5、 重 量 モ ル 浸 透 圧 が 約 320mOSm/lで あ る ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学
（ the University of Wisconsin, UW） 溶 液 （ 米 国 特 許 第 4,798,824号 ） で あ る 。 こ の 溶 液
は 、 移 植 前 に 死 体 の 腎 臓 お よ び 脾 臓 を 維 持 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ の 溶 液 を 用 い る と 、
死 体 の 腎 臓 保 存 に 推 奨 さ れ る 制 限 時 間 30時 間 を 超 え る 長 い 時 間 保 存 す る こ と が で き る 。 こ
の 特 定 の 潅 流 液 は 、 有 効 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を
含 ま せ る こ と に よ っ て 本 発 明 の 用 途 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 多 く の こ の よ う な 溶 液 の う
ち の 単 な る 例 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 潅 流 溶 液 は 、 約 １ ～ 約 500ng/mlエ リ ス
ロ ポ エ チ ン ま た は 40～ 約 320ng/mlエ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の こ の
態 様 に お い て 任 意 の 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 使 用 す る こ
と が で き る 。
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【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 中 を 通 じ て 記 載 さ れ る 目 的 の た め の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 好 ま し い 受 容 者
は ヒ ト で あ る と と も に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 他 の 哺 乳 動 物 （ 特 に 飼 養 動 物 、
家 畜 動 物 、 ペ ッ ト お よ び 動 物 園 の 動 物 ） に 同 様 に 適 用 す る こ と が で き る 。 し か し 、 本 発 明
は そ れ ら の 動 物 に 限 定 さ れ ず 、 そ の 利 益 は あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ex vivoの 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び 、 上 記 の も の に
限 定 さ れ こ と な く 、 任 意 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 脈 管 構 造 か ら 内 皮 細 胞 バ リ ア に よ り 単 離 さ れ て い な い 細
胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 生 存 力 を 増 強 す る た め の 方 法 と 組 成 物 は 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を
、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 に 直 接 曝 露 す る か ま
た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 組 織 ま た は
器 官 の 脈 管 構 造 に 投 与 す る か ま た は 接 触 さ せ る こ と に よ り 提 供 さ れ る 。 処 理 さ れ た 組 織 ま
た は 器 官 中 の 応 答 性 細 胞 の 活 性 増 強 は 、 作 用 し た ポ ジ テ ィ ブ 効 果 に 応 答 し う る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 一 部 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 が 、 内 皮 細 胞 密 着 帯 を 有 す る
器 官 （ 例 え ば 脳 、 網 膜 、 お よ び 精 巣 な ど を 含 む ） の 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 の 管 腔 表 面 か ら 基 底
膜 表 面 へ 輸 送 さ れ 得 る と い う 発 見 に 基 づ く 。 こ の よ う に 、 バ リ ア を 通 過 す る 応 答 性 細 胞 は
エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 有 益 な 効 果 に 感 受 性 の あ る 標 的 で あ り
、 そ し て 全 て も し く は 一 部 が そ の 中 に 応 答 性 細 胞 を 含 有 し か つ 依 存 す る 他 の 細 胞 型 、 組 織
ま た は 器 官 は 本 発 明 の 方 法 の 標 的 で あ る 。 特 定 の 理 論 に 束 縛 さ れ る こ と を 欲 し な い も の の
、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 経 細 胞 輸 送 の 後 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン
は 、 例 え ば 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細
管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 も し く は 子 宮 内 膜 等 の 応 答 性 細 胞 上 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 と 相 互
作 用 す る こ と が で き る 。 そ し て 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 応 答 性 細 胞 も し く は 組 織 の
中 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ グ ラ ム を 活 性 化 し て 、 毒 素 、 化 学 治 療 薬 、 放 射 線 治 療 法 、 低 酸 素 症 等
の 障 害 か ら 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 保 護 す る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 始 動 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う に 、 損 傷 ま た は 低 酸 素 性 ス ト レ ス か ら 応 答 性 細 胞 を 含 有 す る 組 織 を 保 護
し か つ こ の よ う な 組 織 の 機 能 を 増 強 す る 方 法 に つ い て 、 本 明 細 書 で 以 下 に 詳 細 に 説 明 す る
。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 の 実 施 に あ た り 、 哺 乳 動 物 患 者 に 、 神 経 、 肺 、 心 臓 、 卵 巣 ま た は 精
巣 へ の 障 害 等 の 副 作 用 を 一 般 的 に 有 す る 癌 治 療 の た め の 全 身 化 学 療 法 （ 放 射 線 治 療 を 含 む
） を 受 け さ せ る 。 上 記 の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン
を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 は 、 化 学 療 法 お よ び /ま た は 放 射 線 療 法 を 行 う 前 ま た は 行 っ て い
る 間 に 、 化 学 療 法 剤 に よ る 障 害 か ら 様 々 な 組 織 お よ び 器 官 を 保 護 す る た め に （ 例 え ば 精 巣
を 保 護 す る た め に ） 実 施 さ れ る 。 治 療 は 、 化 学 療 法 剤 の 循 環 レ ベ ル が 哺 乳 動 物 の 身 体 に 危
険 を 及 ぼ す 可 能 性 の あ る レ ベ ル 未 満 に 下 が る ま で 続 け る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 の 実 施 に あ た り 、 交 通 事 故 犠 牲 者 か ら 複 数 の 受 容 者 に 移 植 す る た
め に 様 々 な 器 官 を 回 収 す る よ う に 計 画 し 、 こ れ ら の 器 官 の う ち の 幾 つ か は 長 距 離 お よ び 長
時 間 の 輸 送 が 必 要 で あ っ た 。 器 官 回 収 の 前 に 、 本 明 細 書 記 載 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／
ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 を 犠 牲 者 に 注 入 し た 。 出 荷 用 の 回 収 器 官
を 、 本 明 細 書 記 載 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 潅 流
液 で 潅 流 さ せ 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 浴 の 中 に
保 存 し た 。 あ る 器 官 は 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 潅 流 液 を 利 用 し た 拍 動 性 潅 流 装
置 を 用 い て 連 続 的 に 潅 流 し た 。 in situで の 輸 送 中 、 移 植 時 、 お よ び 器 官 の 再 潅 流 時 の 器
官 機 能 の 劣 化 は 最 小 限 に 食 い 止 め ら れ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 心 臓 弁 を 修 復 す る た め の 外 科 手 術 で 、 一 時 的 な 心 停 止
お よ び 動 脈 閉 塞 が 必 要 で あ っ た 。 外 科 手 術 前 に 、 患 者 に 体 重 1kgあ た り 組 織 保 護 性 サ イ ト
カ イ ン 、 す な わ ち カ ル バ ミ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ４ μ gを 注 入 し た 。 こ の よ う な
治 療 は 、 特 に 再 潅 流 後 に 、 低 酸 素 性 虚 血 に よ る 細 胞 障 害 を 防 い だ 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 任 意 の 外 科 手 術 （ 例 え ば 心 肺 バ イ パ ス 手 術 等 ） に お い
て 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 用 い る こ と が で き
る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 脳 、 心 臓 、 お よ び 他 の 器 官 の 機 能 を 保 護 す る た め に 、 上 記 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 は 、 バ イ パ
ス 手 術 を 行 う 前 、 行 っ て い る 間 、 お よ び /ま た は 行 っ た 後 に 行 わ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を ex vivo用
途 で 、 ま た は 応 答 性 細 胞 、 例 え ば 神 経 組 織 、 網 膜 組 織 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副
腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 ま た は 子 宮 内 膜 細 胞 ま た は 組 織 を 治 療 す る
た め に 使 用 す る 上 記 の 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 脈 管 構 造 の 遠 位 に あ る 応 答 性 細 胞 、 組 織 ま
た は 器 官 の 保 護 ま た は 増 強 に 適 合 さ せ た 投 与 単 位 剤 形 の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 約 １ pg～ ５
mg、 500pg～ ５ mg、 １ ng～ ５ mg、 500ng～ ５ mg、 １ μ g～ ５ mg、 500μ g～ ５ mg、 ま た は １ mg
～ ５ mgの 範 囲 の 量 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン 、 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 上 記 医
薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 量 は 、 約
１ pg～ １ mgの 範 囲 に あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 製 剤 は 非 赤 血 球 産 生 性 で あ る
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 投 与 は 、 脳 に 外 傷 を 負 っ た
動 物 の 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る こ と が 分 か っ た 。 5日 ま た は 30日 遅 れ た 後 で も 、 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の 投 与 は な お 、 擬 似 処 置 手 術 を 行 っ た 動 物 と 比 較 し て 機 能 を 回 復 さ せ る こ と が で き
、 脳 の 活 性 を 再 生 も し く は 回 復 さ せ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 能 力 を 示 し て い る 。 こ の よ う に
、 本 発 明 は 、 脳 の 外 傷 ま た は 他 の 認 知 機 能 障 害 の 治 療 （ 損 傷 後 、 例 え ば 3日 後 、 5日 後 、 1
週 間 後 、 1ヶ 月 後 ま た は そ れ 以 上 の 治 療 も 含 む ） の た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の エ
リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 使 用 に も 関 す る 。 本 発 明 は ま た
、 有 効 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 投 与 す る こ と に よ
る 、 損 傷 後 の 認 知 機 能 障 害 の 治 療 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 の こ の 態 様 で は 、 本 明 細 書 中 に
記 載 さ れ る ど の エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 使 用 し て も よ
い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の こ の 機 能 回 復 の 態 様 は 、 治 療 が そ の 機 能 障 害 の 原 因 と な る 最 初 の 傷 害
の 後 お よ び し ば ら く た っ た 後 に 開 始 さ れ る 場 合 の 、 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 機 能 不 全 を
回 復 さ せ る 医 薬 組 成 物 の 調 製 の た め の 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／
ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の い ず れ か の 使 用 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ
エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 用 い た 治 療 は 、 急 性 期 お よ び 慢 性 期 の 疾
患 ま た は 症 状 の 過 程 を 通 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 赤 血 球 産 生 活 性 を 有 す る 場 合 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 全 身 に １ 投 与 当 た り 、 約 1μ g～ 約 100μ g/kg体 重 、 好 ま し く は 約 5
～ 50μ g/kg体 重 、 最 も 好 ま し く は 約 10～ 30μ g/kg体 重 の 用 量 で 投 与 す る こ と が で き る 。 こ
の 有 効 用 量 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 投 与 し た 後 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 血 清 レ ベ ル を 血 清
1mlあ た り 約 10,000、 15,000、 ま た は 20,000m単 位 /ml（ す な わ ち 80、 120、 ま た は 160ng/ml
） を 超 え る レ ベ ル と す る た め に 十 分 で な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 血 清 レ ベ ル は 、 投 与
後 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 ま た は 10時 間 経 過 後 に 達 成 さ れ る も の で あ っ
て も よ い 。 こ の よ う な 投 与 を 必 要 に よ り 繰 返 し て も よ い 。 例 え ば 、 投 与 は 、 臨 床 的 に 必 要
で あ る 限 り 毎 日 繰 り 返 し て も よ い し 、 適 当 な 間 隔 を も う け て （ 例 え ば １ 週 間 ～ 12週 間 毎 、
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好 ま し く は １ ～ 3週 間 毎 に ） 繰 り 返 し て も よ い 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 有 効 量 の エ リ ス ロ
ポ エ チ ン お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を １ 回 分 服 用 量 の バ イ ア ル ま た は 他 の 容 器 の 中 に パ
ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 活 性 を 有 す
る が 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度 ま た は ヘ マ ト ク リ ッ ト を 増 加 し な い 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 用
い る 。 こ の よ う な 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 本 発 明 の 方 法 を 長 期 的 に 提 供 す る 場 合 に 好
適 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 最 大 限 に
刺 激 す る た め に 必 要 な 用 量 を 超 え る 量 で 与 え る 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン は 必 ず し も 赤 血 球 産 生 活 性 を 有 す る も の で な く 、 従 っ て 、 造 血 単 位 で 表 示 し た 上
記 用 量 は 単 に 、 赤 血 球 生 成 作 用 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン と し て の 例 示 で あ り ； 上 記 の 投
与 に 対 す る 重 量 当 量 は 、 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に 対 し て 適 用 可 能 で あ る も の と し て 提 供
さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 炎 症 に 関 連 す る １ 以 上 の 症 候 群 の 治 療 、 予 防 ま た は 改 善 に 有 効
で あ り う る 本 発 明 の 組 成 物 の 量 は 、 標 準 の 臨 床 技 術 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 正 確 な
製 剤 に 利 用 す べ き 用 量 は ま た 、 投 与 経 路 、 お よ び 重 症 度 に も 依 存 し う る の で あ っ て 、 担 当
医 師 の 判 断 と そ れ ぞ れ の 哺 乳 動 物 の 環 境 に よ り 決 定 さ れ な け れ ば な ら な い 。 有 効 な 用 量 は
、 in vitroま た は 動 物 モ デ ル 試 験 系 か ら 誘 導 さ れ る 用 量 -応 答 曲 線 か ら 外 挿 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 哺 乳 動 物 の 炎 症 性 障 害 に 関 連 す る １ 以 上 の 症 候 群 を 予 防 、
治 療 ま た は 改 善 す る た め に 投 与 さ れ る 本 発 明 の 組 成 物 ま た は 予 防 も し く は 治 療 薬 の 投 与 量
は 、 哺 乳 動 物 体 重 に 対 し て 、 150μ g/kg以 下 、 好 ま し く は 125μ g/kg以 下 、 100μ g/kg以 下
、 95μ g/kg以 下 、 90μ g/kg以 下 、 85μ g/kg以 下 、 80μ g/kg以 下 、 75μ g/kg以 下 、 70μ g/kg
以 下 、 65μ g/kg以 下 、 60μ g/kg以 下 、 55μ g/kg以 下 、 50μ g/kg以 下 、 45μ g/kg以 下 、 40μ
g/kg以 下 、 35μ g/kg以 下 、 30μ g/kg以 下 、 25μ g/kg以 下 、 20μ g/kg以 下 、 15μ g/kg以 下 、
10μ g/kg以 下 、 5μ g/kg以 下 、 2.5μ g/kg以 下 、 2μ g/kg以 下 、 1.5μ g/kg以 下 、 1μ g/kg以
下 、 0.5μ g/kg以 下 、 ま た は 0.5μ g/kg以 下 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 他 の 実 施 形
態 に お い て は 、 哺 乳 動 物 の 炎 症 性 障 害 に 関 連 す る １ 以 上 の 症 候 群 を 予 防 、 治 療 ま た は 改 善
す る た め に 投 与 さ れ る 本 発 明 の 組 成 物 ま た は 予 防 も し く は 治 療 薬 の 組 成 物 の 投 与 量 は 、 単
位 用 量 と し て 、 0.1mg～ 20mg、 0.1mg～ 15mg、 0.1mg～ 12mg、 0.1mg～ 10mg、 0.1mg～ 8mg、 0.
1mg～ 7mg、 0.1mg～ 5mg、 0.1～ 2.5mg、 0.25mg～ 20mg、 0.25～ 15mg、 0.25～ 12mg、 0.25～ 10
mg、 0.25～ 8mg、 0.25mg～ 7mg、 0.25mg～ 5mg、 0.5mg～ 2.5mg、 1mg～ 20mg、 1mg～ 15mg、 1mg
～ 12mg、 1mg～ 10mg、 1mg～ 8mg、 1mg～ 7mg、 1mg～ 5mg、 ま た は 1mg～ 2.5mgで あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 被 験 者 に １ 種 以 上 の 免 疫 調 節 薬 の 予 防 ま た は 治 療 上 有
効 な 量 の 用 量 の １ 以 上 が 投 与 さ れ 、 こ こ で 、 上 記 被 験 者 に 投 与 さ れ る 上 記 薬 の 予 防 ま た は
治 療 上 有 効 な 量 の 用 量 は 、 上 記 被 験 者 に お い て 近 似 的 に 500細 胞 /mm 3 ～ 1500細 胞 /mm 3 未 満
、 好 ま し く は 1400細 胞 /mm 3 未 満 、 1300細 胞 /mm 3 未 満 、 1250細 胞 /mm 3 未 満 、 1200細 胞 /mm 3 未
満 、 1100細 胞 /mm 3 未 満 ま た は 1000細 胞 /mm 3 未 満 の 平 均 絶 対 リ ン パ 球 数 を 達 成 す る も の で あ
る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と 結 合 し た 特 定
の 分 子 を 含 む 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 哺 乳 動 物 の 体 内 の 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 す る
分 子 の 輸 送 を 容 易 に す る 方 法 に 関 す る 。 上 記 の よ う に 、 体 内 の あ る 器 官 の 中 の 内 皮 細 胞 同
士 の 間 の 密 着 帯 は 、 あ る 特 定 の 分 子 の 侵 入 を 防 ぐ バ リ ア を 生 成 す る 。 バ リ ア 機 能 に 守 ら れ
た 器 官 の 中 の 種 々 の 症 状 を 治 療 す る た め に 、 薬 物 の 通 過 を 促 進 す る 手 段 が 望 ま し い 。 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 血 液 脳 関 門 お よ び 同 様 の バ リ ア
を 通 過 す る 他 の 分 子 を 送 達 す る た め の 担 体 と し て 有 用 で あ る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組
織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と 共 に バ リ ア を 通 過 さ せ た い 分 子 を 含 む 組 成 物 を 調 製 し 、 そ の 組 成
物 を 末 梢 投 与 す る と 、 バ リ ア を 通 過 す る 該 組 成 物 の 経 細 胞 輸 送 が 得 ら れ る 。 バ リ ア を 通 過
さ せ た い 分 子 と エ リ ス ロ ポ エ チ ン と の 結 合 は 、 不 安 定 な 共 有 結 合 で あ っ て も よ く 、 こ の 場

10

20

30

40

50

(46) JP 2006-515268 A 2006.5.25



合 は 、 バ リ ア を 通 過 し た 後 に 該 分 子 が エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 結 合 し た 状 態 か ら 解 放 さ れ る 。
該 分 子 の 所 望 の 薬 理 学 的 活 性 が エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ／ ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン
と の 結 合 に よ り 維 持 さ れ る か ま た は 結 合 に よ り 影 響 を 受 け な い 場 合 、 こ の よ う な 複 合 体 を
投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 分 子 を エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ
び 上 記 他 の 薬 剤 と を 共 有 結 合 、 非 共 有 結 合 お よ び 他 の 手 段 に よ り 結 合 さ せ る 様 々 な 手 段 を
思 い つ く で あ ろ う 。 さ ら に 、 実 験 シ ス テ ム に お け る 組 成 物 の 効 力 の 評 価 法 を 簡 単 に 決 定 す
る こ と も で き る で あ ろ う 。 分 子 と エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と の 結
合 は 、 様 々 な 手 段 （ 不 安 定 な 、 共 有 結 合 、 架 橋 等 を 含 む ） に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ビ
オ チ ン と ア ビ ジ ン と の 相 互 作 用 を 用 い て も よ い 。 上 記 の よ う に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 、 例
え ば 、 所 望 の 薬 理 活 性 を も つ 分 子 の ド メ イ ン お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 調 節 を 担
う ド メ イ ン の 両 方 を 含 む 融 合 ま た は キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 、 組 換 え も し く は 合 成 手 段 に よ
っ て 調 製 し て も よ い 。 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 分 子 内 に 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 分 子 を 多 官 能 性 分 子 （ す な わ ち 多 官 能 性 架 橋 剤 ） を 介 し て エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 結 合 さ せ
る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 用 語 「 多 官 能 性 分 子 」 は 、 連 続 し て ２ 回 以 上 反
応 す る こ と が で き る １ つ の 官 能 基 を 有 す る 分 子 （ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 等 ） お よ び ２ つ 以 上 の
反 応 性 基 を 有 す る 分 子 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 用 語 「 反 応 性 基 」 は 、 あ る 分
子 （ 例 え ば 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 し て 送 達 し よ う と す る ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物
、 核 酸 、 特 に ホ ル モ ン 、 抗 生 物 質 、 ま た は 抗 癌 剤 ） 上 の 官 能 基 と 反 応 す る 架 橋 剤 上 の 官 能
性 基 で あ っ て 、 反 応 す る と 架 橋 剤 と 分 子 と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 す る 官 能 基 を 指 す 。 用 語
「 官 能 基 」 は 、 有 機 化 学 に お け る そ の 標 準 的 な 意 味 を 持 つ 。 使 用 す る こ と が で き る 多 官 能
性 分 子 は 、 好 ま し く は 成 体 適 合 性 リ ン カ ー で あ る （ す な わ ち in vivoに お い て 非 発 癌 性 、
非 毒 性 で あ り 、 実 質 的 に 非 免 疫 原 性 で あ る ） 。 当 分 野 で 公 知 で あ る も の お よ び 本 明 細 書 中
に 記 載 さ れ る も の 等 の 多 官 能 性 架 橋 剤 は 、 こ れ ら の 生 態 適 合 性 を 決 定 す る た め に 動 物 モ デ
ル で 簡 単 に 試 験 す る こ と が で き る 。 多 官 能 性 分 子 は 好 ま し く は 二 官 能 性 で あ る 。 本 明 細 書
中 で 使 用 さ れ る 「 二 官 能 性 分 子 」 と は 、 ２ つ の 反 応 性 基 を 有 す る 分 子 を 指 す 。 二 官 能 性 分
子 は 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 で あ っ て も ホ モ 二 官 能 性 で あ っ て も よ い 。 ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 剤 に
よ り 、 定 方 向 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン （ vectorial conjugation） が 可 能 と な る 。 架 橋 反 応 を
水 溶 液 （ pH6～ 8に 緩 衝 化 し た 水 溶 液 等 ） の 中 で 生 じ さ せ る に は 多 官 能 性 分 子 が 十 分 な 水 溶
性 を 有 す る こ と 、 お よ び よ り 効 果 的 な 生 体 内 分 布 を 得 る た め に は 得 ら れ る コ ン ジ ュ ゲ ー ト
が 水 溶 性 の ま ま で あ る こ と が 特 に 好 ま し い 。 典 型 的 に は 、 多 官 能 性 分 子 は ア ミ ノ も し く は
ス ル フ ヒ ド リ ル 官 能 基 と 共 有 結 合 す る 。 し か し 、 他 の 官 能 基 （ 例 え ば カ ル ボ ン 酸 ま た は ヒ
ド ロ キ シ ル 基 ） に 対 し て 反 応 性 で あ る 多 官 能 性 分 子 も 本 発 明 に お い て 想 定 し て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ホ モ 二 官 能 性 分 子 は 少 な く と も ２ つ の 同 種 の 反 応 性 官 能 基 を 有 す る 。 ホ モ 二 官 能 性 分 子
上 の 反 応 性 官 能 基 は 、 例 え ば ア ル デ ヒ ド 基 お よ び 活 性 エ ス テ ル 基 を 含 む 。 ア ル デ ヒ ド 基 を
有 す る ホ モ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 例 え ば グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド お よ び サ ブ ア ラ ル デ ヒ ド （
subaraldehyde） が 挙 げ ら れ る 。 架 橋 剤 と し て の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の 使 用 は 、 Poznansky
ら , Science 223, 1304-1306 (1984)に よ り 開 示 さ れ た 。 少 な く と も ２ つ の 活 性 エ ス テ ル
ユ ニ ッ ト を 有 す る ホ モ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 ジ カ ル ボ ン 酸 お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン
イ ミ ド の エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル の 幾 つ か の 例 と
し て は 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル お よ び ジ チ オ -ビ ス -（ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ） 、 な ら び に こ れ ら の 可 溶 性 ビ ス -ス ル ホ ン 酸 お よ び ビ ス ス ル ホ ン 酸 塩 （ こ れ ら の ナ
ト リ ウ ム 塩 お よ び カ リ ウ ム 塩 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の ホ モ 二 官 能 性 試 薬 は 、 Pierce（
Rockford, Illinois） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 反 応 性 基 を 有 す る 。 反 応 性 基 は 、 （ 例
え ば エ リ ス ロ ポ エ チ ン 上 お よ び そ の 分 子 上 に 存 在 す る ） 異 な る 官 能 基 と 反 応 す る 。 ヘ テ ロ
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二 官 能 性 架 橋 剤 上 の 反 応 性 基 と 反 応 す る こ れ ら ２ つ の 異 な る 官 能 基 は 通 常 、 ア ミ ノ 基 （ 例
え ば リ シ ン の ε ア ミ ノ 基 等 ） 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 （ 例 え ば シ ス テ イ ン の チ オ ー ル 基 等 ） 、
カ ル ボ ン 酸 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 上 の カ ル ボ キ シ ラ ー ト 等 ） 、 ま た は ヒ ド ロ キ シ ル 基 （
例 え ば セ リ ン 上 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 等 ） で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 も ち ろ ん 、 本 発 明 の 様 々 な 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン の い く つ か
は 、 あ る 特 定 の 架 橋 剤 と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 適 当 な 反 応 性 基 を も た な く て も よ い が
、 当 業 者 で あ れ ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 架 橋 に 利
用 で き る 基 に 基 づ い て 、 架 橋 剤 の 選 択 を 十 分 行 う こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 の 反 応 性 基 が ア ミ ノ 基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る と き 、 こ の 共 有 結 合 は
通 常 は ア ミ ド も し く は イ ミ ド 結 合 で あ る 。 ア ミ ノ 基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る 反 応 性 基 は 、 例
え ば 活 性 化 さ れ た カ ル ボ ン 酸 基 、 ハ ロ カ ル ボ ニ ル 基 、 ま た は エ ス テ ル 基 で あ っ て も よ い 。
好 ま し い ハ ロ カ ル ボ ニ ル 基 は 、 ク ロ ロ カ ル ボ ニ ル 基 で あ る 。 エ ス テ ル 基 は 好 ま し く は 例 え
ば N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 基 な ど の 反 応 性 エ ス テ ル 基 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
他 の 官 能 基 は 、 典 型 的 に は 、 チ オ ー ル 基 、 チ オ ー ル 基 に 変 換 さ れ う る 基 、 ま た は チ オ ー ル
基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る 基 で あ る 。 共 有 結 合 は 、 通 常 は チ オ エ ー テ ル 結 合 ま た は ジ ス ル フ
ィ ド で あ る 。 チ オ ー ル 基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る 反 応 性 基 と し て は 、 例 え ば 、 チ オ ー ル 基 ま
た は 活 性 化 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド と 反 応 す る 二 重 結 合 が 挙 げ ら れ る 。 チ オ ー ル 基 と 反 応 し う
る 二 重 結 合 を 含 む 反 応 性 基 は マ レ イ ミ ド 基 で あ る が 、 ア ク リ ロ ニ ト リ ル な ど の 他 の 反 応 性
基 も 可 能 で あ る 。 反 応 性 ジ ス ル フ ィ ド 基 と し て は 、 例 え ば 2-ピ リ ジ ル ジ チ オ 基 ま た は 5,5'
-ジ チ オ -ビ ス -(2-ニ ト ロ 安 息 香 酸 )基 が 挙 げ ら れ る 。 反 応 性 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む ヘ テ
ロ 二 官 能 性 試 薬 の 幾 つ か の 例 と し て は 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル 3-(2-ピ リ ジ ル -ジ チ オ )プ ロ
ピ オ ナ ー ト （ Carlssonら , 1978, Biochem J., 173:723-737） 、 S-4-ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ
キ シ カ ル ボ ニ ル -α -メ チ ル ベ ン ジ ル チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 4-ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ
シ カ ル ボ ニ ル -α -メ チ ル -(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )ト ル エ ン が 挙 げ ら れ る 。 N-ス ク シ ン イ ミ ジ
ル 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ー ト が 好 ま し い 。 チ オ ー ル 基 と 反 応 す る 二 重 結 合 を 有
す る 反 応 性 基 を 含 む ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 の 幾 つ か の 例 と し て 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 ラ ー ト お よ び ス ク シ ン イ ミ ジ ル m-マ レ イ
ミ ド ベ ン ゾ ア ー ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 他 の ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 3-（ マ レ イ ミ ド ） プ ロ ピ オ ナ ー ト
、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-（ p-マ レ イ ミ ド -フ ェ ニ ル ） ブ チ ラ ー ト 、 ス ル ホ 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 ラ ー ト 、 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 が 挙 げ ら れ る 。 ス ク シ ン イ ミ ジ ル m-マ レ イ
ミ ド ベ ン ゾ エ ー ト の ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 塩 が 好 ま し い 。 上 記 ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 お よ び
こ れ ら の ス ル ホ ン 酸 塩 の 多 く は 、 Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois USAか ら 入
手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 上 記 の 可 逆 的 に ま た は 不 安 定 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と の 必 要 性 は 、 当 業 者 に よ り 簡
単 に 決 定 す る こ と が で き る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 in vitroに て エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び 所
望 の 薬 理 活 性 の 両 方 に つ い て 試 験 し て も よ い 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が ど ち ら の 活 性 も 維 持 し て
い る 場 合 、 次 に そ の 適 合 性 に つ い て in vivoで テ ス ト す る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 分 子 が
そ の 活 性 化 の た め に エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン か ら 分 離 す る 必 要 が
あ る 場 合 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と の 不 安 定 な 結 合 ま た は 可 逆
的 結 合 が 好 ま し い で あ ろ う 。 不 安 定 性 の 特 性 は ま た 、 in vivo試 験 の 前 に 標 準 的 な in vitr
o手 法 を 用 い て 試 験 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 こ れ ら な ら び に 他 の 多 官 能 試 薬 を 作 製 し か つ 使 用 す る 方 法 に つ い て の さ ら な る 情 報 は 、

10

20

30

40

50

(48) JP 2006-515268 A 2006.5.25



以 下 の 出 版 物 ま た は 当 技 術 分 野 で 利 用 し う る 他 の 出 版 物 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 1. Carlsson, J.ら , 1978, Biochem. J. 173:723-737.
　 2. Cumber, J. A.ら , 1985, Methods in Enzymology 112:207-224.
　 3. Jue, R.ら , 1978, Biochem 17:5399-5405.
　 4. Sun, T. T.ら , 1974, Biochem. 13:2334-2340.
　 5. Blattler, W. A.ら , 1985, Biochem. 24 :1517-152.
　 6. Liu, F. T.ら , 1979, Biochem. 18:690-697.
　 7. Youle, R. J.お よ び Neville, D. M. Jr., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 7
7:5483- 5486.
　 8. Lerner, R. A.ら , 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:3403-3407.
　 9. Jung, S. M.お よ び Moroi, M., 1983, Biochem. Biophys. Acta 761:162.
　 10. Caulfield, M. P.ら , 1984, Biochem. 81:7772-7776.
　 11. Staros, J. V., 1982, Biochem. 21:3950-3955.
　 12. Yoshitake, S.ら , 1979, Eur. J. Biochem. 101:395-399.
　 13. Yoshitake, S.ら , 1982, J. Biochem. 92:1413-1424.
　 14. Pilch, P. F.お よ び Czech, M. P., 1979, J. Biol. Chem. 254:3375-3381.
　 15. Novick, D.ら , 1987, J. Biol. Chem. 262:8483-8487.
　 16. Lomant, A. J.お よ び Fairbanks, G., 1976, J. Mol. Biol. 104:243-261.
　 17. Hamada, H.お よ び Tsuruo, T., 1987, Anal. Biochem. 160:483-488.
　 18. Hashida, S.ら , 1984, J. Applied Biochem. 6:56-63.
　 さ ら に 、 架 橋 方 法 は 、 Meansお よ び Feeney, 1990, Bioconjugate Chem. 1:2-12が 総 括 し
て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 上 記 の 方 法 お よ び 本 発 明 の 組 成 物 が 通 過 す る バ リ ア は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 血 液
脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 、 お よ び 血 液 子 宮 関 門 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 内 皮 細 胞 バ リ ア を 横 切 っ て 輸 送 さ せ る 候 補 分 子 と し て は 、 例 え ば 成 長 ホ ル モ ン 等 の ホ ル
モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 生 物 質 、 抗 ウ イ ル ス も し く は 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 脳 お よ び 他 の バ リ
ア 機 能 に 守 ら れ た 器 官 か ら は 通 常 除 外 さ れ る も の 、 ペ プ チ ド 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス
薬 、 生 物 学 的 活 性 物 質 に 対 す る 抗 体 お よ び 抗 ウ イ ル ス 、 医 薬 品 、 な ら び に 抗 癌 剤 が 挙 げ ら
れ る 。 こ の よ う な 分 子 の 限 定 さ れ な い 例 と し て は 、 ホ ル モ ン 、 例 え ば 成 長 ホ ル モ ン 、 神 経
成 長 因 子 （ NGF） 、 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 （ BDNF） 、 毛 様 体 神 経 栄 養 因 子 （ CNTF） 、 塩 基 性
繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ bFGF） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β 1（ TGFβ 1） 、 ト ラ ン ス
フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β 2（ TGFβ 2） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β 3（ TGFβ 3） 、 イ
ン タ ー ロ イ キ ン 1、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 3、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6、 AZT、
腫 瘍 壊 死 因 子 に 対 す る 抗 体 、 お よ び 免 疫 抑 制 剤 、 例 え ば シ ク ロ ス ポ リ ン が 挙 げ ら れ る 。 さ
ら に 、 染 料 ま た は マ ー カ ー を エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の
１ 種 と 結 合 さ せ て 、 診 断 目 的 で 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 脳 内 器 官 お よ び 他 の バ リ ア を も つ 器
官 を 可 視 化 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 脳 内 の プ ラ ー ク を 可 視 化 す る た め に 利 用 す る
マ ー カ ー を 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に 結 合 し て 、 患 者 内 の ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 の 進 行 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 内 皮 細 胞 の 密 着 帯 バ リ ア を 介 し た 経 細 胞 輸 送 に よ り 輸 送 さ せ よ う と す る
分 子 と 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と を 含 む 組 成 物 に も 関 す る 。
本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の よ う に バ リ ア を 介 し て 分 子 を 送 達 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す
る た め の 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン と 該 分 子 と の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 に お い て は 、 様 々 な 動 物 モ デ ル な ら び に 神 経 保 護 と 経 細 胞 輸 送 の in vitro
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試 験 を 提 供 し 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 有 効 性 を 実 証 す る 。 こ の よ う な モ デ ル
は 、 P-19細 胞 を 利 用 し て 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 神 経 保 護 効 果 を 確 認 す る in vitroモ デ
ル 、 お よ び マ ウ ス に お い て 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の in vivo神 経 保 護 効 果 を 確
認 す る in-vivo水 中 毒 モ デ ル を 含 む 。 経 細 胞 輸 送 に つ い て は 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン
と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た モ デ ル タ ン パ ク 質 を 、 非 経 口 投 与 後 の 脳 中 へ の 輸 送 に つ い て 評 価 す
る 。 in vitroモ デ ル お よ び 動 物 モ デ ル は 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 種 に お け る 本 化 合 物 の 効 能
の 予 測 と な る 。 さ ら に 実 施 例 １ は 、 ヒ ト 脳 が 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 様 に 組 織 保 護 性 サ イ
ト カ イ ン の 経 細 胞 輸 送 に 対 す る 機 構 も 提 供 す る 豊 富 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 を 有 す る こ
と を 実 証 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 限 定 す る も の で な い 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ り 、 さ ら に よ く 理 解 す
る こ と が で き る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 を さ ら に 十 分 に 説 明 す る 目
的 で 提 示 す る 。 し か し こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 広 い 範 囲 を 限 定 す る も の と 決 し て 解 釈 し て
は な ら な い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　

　 外 科 手 術 中 に 取 出 し た 正 常 ヒ ト 脳 （ 例 え ば 、 腫 瘍 切 除 物 中 の 無 腫 瘍 の 自 由 縁 を 得 る ） を
、 5％ ア ク ロ レ イ ン を 含 む 0.1Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4） 中 で ３ 時 間 、 直 接 固 定 し た 。
切 片 を 振 動 ミ ク ロ ト ー ム を 用 い て 40μ m厚 さ に カ ッ ト し た 。 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 、 自 由 に
浮 か ぶ 切 片 、 お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 抗 血 清 （ Santa Cruz Biotechnologyか ら 入 手
） の 1： 500希 釈 液 を 用 い る 間 接 的 抗 体 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -抗 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 法 を 用 い て
実 施 し た 。 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 過 酸 化 水 素 （ ３ ％ メ タ ノ ー ル 溶 液 、 30分 間 ）
を 用 い る 組 織 切 片 の 前 処 理 に よ り ク エ ン チ し た 。 組 織 対 照 も 、 一 次 抗 体 を 省 略 し か つ 適 当
な ブ ロ ッ キ ン グ 用 ペ プ チ ド （ Santa Cruz Biotech.か ら 入 手 ） を 用 い て 実 施 し 、 染 色 が エ
リ ス ロ ポ エ チ ン （ EPO） 受 容 体 に 特 異 的 で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 図 １ は 、 ヒ ト 脳 の 毛 細 管 が 、 特 異 的 抗 EPO受 容 体 抗 体 を 用 い る 免 疫 組 織 化 学 に よ り 測 定
す る と 、 非 常 に 高 い レ ベ ル の EPO受 容 体 を 発 現 す る こ と を 示 す 。 こ の 事 実 が 、 EPOが 、 血 液
脳 関 門 に も 関 わ ら ず 、 全 身 循 環 か ら 脳 中 に 貫 入 す る こ と が で き る 機 構 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 図 ２ は 、 EPO受 容 体 が 、 ヒ ト 脳 内 の 血 液 脳 関 門 を 形 成 す る 毛 細 管 内 お よ び 周 囲 に 高 密 度
で 局 在 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 10μ m切 片 を パ ラ フ ィ ン か ら 切 断 し 、 包 埋 し た 切 片 を 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 に 浸 漬
し て 固 定 し た こ と を 除 い て 、 図 １ お よ び ２ に 対 す る の と 類 似 の プ ロ ト コ ル を 実 施 し て 図 ３
を 得 た 。 図 ３ は 、 ヒ ト 脳 毛 細 管 の 管 腔 お よ び 反 管 腔 表 面 に 高 密 度 の EPO受 容 体 が 存 在 し 、
循 環 か ら 脳 中 へ の EPO輸 送 に 対 す る 解 剖 学 的 根 拠 と な る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 図 ４ は 、 組 織 を 電 子 顕 微 鏡 用 の ウ ル ト ラ ミ ク ロ ト ー ム で 切 片 化 し か つ 二 次 抗 体 を コ ロ イ
ド 金 粒 子 を 用 い て 標 識 し た こ と を 除 い て 、 図 ３ と 類 似 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 得 た も の で あ
る 。 こ の 図 は 、 EPO受 容 体 が 、 ヒ ト 脳 に お け る 内 皮 表 面 上 （ ＊ ） 、 細 胞 質 小 胞 内 （ 矢 印 ）
お よ び グ リ ア の エ ン ド フ ィ ー ト （ glial endfeet） （ ＋ ） に 見 出 さ れ る こ と を 示 し 、 循 環
か ら 脳 中 へ の EPO輸 送 に 対 す る 解 剖 学 的 根 拠 を 与 え る 。
【 ０ １ ９ ７ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 使 用 に 望 ま し い 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の
、 本 明 細 書 に 以 上 記 載 し た 方 法 の 中 で も と り わ け 、 ア ル ギ ニ ン も し く は リ シ ン 残 基 ま た は
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実 施 例 １
ヒ ト 脳 内 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 分 布

実 施 例 ２
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン



カ ル ボ キ シ ル 基 の グ ア ニ ジ ン 化 、 カ ル バ ミ ル 化 、 ア ミ ジ ン 化 、 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化 、 ア
セ チ ル 化 、 サ ク シ ニ ル 化 、 ニ ト ロ 化 、 あ る い は 修 飾 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の
修 飾 は 、 そ の 活 性 を 特 定 の 器 官 お よ び 組 織 に 対 し て の み 維 持 す る が 、 他 の 器 官 や 組 織 （ 赤
血 球 な ど ） に 対 す る 活 性 を 維 持 し な い 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 生 成 す る 。 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン を 上 記 反 応 に か け る と 、 一 般 的 に 、 得 ら れ る 分 子 は in vivoお よ び in vitro赤 血 球 産
生 活 性 を 欠 く （ 例 え ば 、 Satakeら ; 1990, Biochem. Biophys. Acta 1038:125-9） 。 組 織
保 護 性 サ イ ト カ イ ン 調 製 の 数 例 を 、 以 下 に 記 載 す る 。 以 下 の 例 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 出 発
物 質 と し て 用 い る が 、 当 業 者 で あ れ ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 、 例 え ば 脱 シ ア リ ル 化 、
グ ア ニ ジ ン 化 、 カ ル バ ミ ル 化 、 ア ミ ジ ン 化 、 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ア セ チ ル 化 、 サ ク シ ニ
ル 化 、 お よ び ニ ト ロ 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン も 同 様 に 利 用 し う る こ と を 理 解 す る で あ ろ
う 。
【 ０ １ ９ ８ 】

　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 以 下 の 例 示 の 方 法 に よ り 脱 シ ア リ ル 化 す る こ と が で き る 。 シ ア リ ダ
ー ゼ （ Streptococcus種 6646Kか ら 単 離 し た ） を SEIKAGAKU AMERICA（ Code No. 120050） か
ら 得 る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を シ ア リ ダ ー ゼ （ 0.05U/mg EPO） に よ り 37℃ に て ３ 時 間 、 脱 シ
ア リ ル 化 処 理 す る 。 反 応 混 合 物 を 脱 塩 し か つ Ultrafree遠 心 濾 過 ユ ニ ッ ト を 用 い て 濃 縮 し
た 。 次 い で サ ン プ ル を AKTAprimeＴ Ｍ シ ス テ ム の イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 適 用 す る 。 タ ン パ ク
質 を 、 選 択 し た バ ッ フ ァ ー を 用 い て 溶 出 す る 。 有 意 な 量 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 溶 出 画 分
を 次 い で IEFゲ ル 分 析 に か け る 。 ト ッ プ ２ バ ン ド だ け を 含 有 す る 画 分 （ IEFゲ ル 上 で pI～ 8.
5お よ び ～ 7.9に て 移 動 す る ） を プ ー ル す る 。 プ ー ル し た 画 分 の タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、
1/9容 積 の 10 x 塩 溶 液 （ 1M NaCl、 0.2Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3mMク エ ン 酸 ） を 加 え た 。 溶
液 の シ ア ル 酸 含 量 を 次 い で 測 定 し た 。 有 意 な シ ア ル 酸 含 量 を 検 出 し て は な ら な い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 図 ５ ～ ６ に 示 す よ う に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル エ リ
ス ロ ポ エ チ ン は 、 in vitroで 神 経 細 胞 に 対 し て 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 じ よ う に 有 効
で あ っ た 。 in vitro試 験 を 、 血 清 を 退 去 す る と ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す 神 経 様 胚 性 癌 細 胞 （
P19） を 用 い て 実 施 し た 。 血 清 除 去 前 24時 間 に 、 １ ～ 1000ng/mlの エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は
修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 培 養 に 加 え た 。 翌 日 、 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を 血 清 を 含 有 し な い
新 鮮 な 培 地 を 用 い て 洗 浄 し 、 試 験 物 質 （ 無 血 清 の ） を 含 有 す る 培 地 を 培 養 に 戻 し 、 さ ら に
48時 間 を 経 た 。 生 存 細 胞 数 を 測 定 す る た め に 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 還 元 ア ッ セ イ （ CellTiter 
96； Promega, Inc.） を 実 施 し た 。 図 ５ ～ ６ が 示 す よ う に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は
細 胞 死 を 防 止 す る 上 で エ リ ス ロ ポ エ チ ン 自 身 と 等 し い 能 力 を 有 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 先 に 記 載 の よ う に 、 中 大 脳 動 脈 の 領 域 に 可 逆 性 破 壊 を 加 え た ラ ッ ト 局 所 虚 血 モ デ ル （ Br
inesら , 2000, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 97:10526-31） を 用 い て 、 in vivo神 経 保
護 活 性 の 保 持 を 確 か め た 。 動 脈 閉 塞 の 開 始 時 に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は エ リ ス
ロ ポ エ チ ン （ 5000 U（ 40μ g） /kg体 重 、 腹 腔 内 に ） ま た は ビ ヒ ク ル を 成 体 雄 Sprague-Dawl
eyラ ッ ト に 投 与 し た 。 24時 間 後 、 動 物 を 犠 牲 に し て 脳 を 取 出 し て 研 究 し た 。 連 続 切 片 を カ
ッ ト し 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 を 用 い て 染 色 し 、 脳 の 生 存 領 域 を 確 認 し た 。 図 ７ に 示 す よ う に
、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 神 経 を １ 時 間 の 虚 血 か ら 保 護 す る 上 で 天 然 の エ リ ス ロ ポ
エ チ ン と 同 様 に 有 効 で あ っ た 。 図 ８ は 、 他 の 局 所 虚 血 モ デ ル の 結 果 を 示 し 、 こ こ で は エ リ
ス ロ ポ エ チ ン と ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 比 較 し う る 用 量 応 答 を 実 施 し た 。 250U
（ 2μ g） /kgの 最 低 用 量 に お い て 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 保 護 を 与 え た が 、 未 修 飾
型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 与 え な か っ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】

　 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 、 Jin Zeng, (1991) 「 カ ル バ ミ ル 化 お よ び グ ア ニ ジ
ン 化 に よ る メ タ ロ チ オ ネ イ ン の リ シ ン 修 飾 （ Lysine modification of metallothionein b
y carbamylation and guanidination） 」  Methods in Enzymology 205: 433-437に 記 載 の
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Ａ ． 脱 シ ア リ ル 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 生 産

Ｂ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン の カ ル バ ミ ル 化 に よ る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 調 製



以 下 の 方 法 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の カ ル バ ミ ル 化 分 子 を 調 製 す る こ と が で き る 。 最 初 に 、 シ
ア ン 化 カ リ ウ ム を 再 結 晶 し た 。 １ Mホ ウ 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ pH 8.8） を 調 製 し た 。 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 溶 液 を 等 容 積 の ホ ウ 酸 塩 バ ッ フ ァ ー と 混 合 し た 。 シ ア ン 化 カ リ ウ ム を 直 接 試 験 管
に 加 え て 最 終 濃 度 0.5Mの 濃 度 と し た 。 そ の 溶 液 を よ く 混 合 し 、 37℃ に て ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 次 い で 溶 液 を 蒸 留 水 を 用 い て 十 分 に 透 析 し た 。 生 成 物 を 透 析 チ ュ ー ビ ン グ か ら
取 出 し て 新 し い チ ュ ー ブ 中 に 採 集 し た 。 容 積 を 測 定 し 、 そ し て 1/9容 積 の 10 x 塩 溶 液 （ 1M
 NaCl、 0.2Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3mMク エ ン 酸 ） を 溶 液 に 加 え た 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定
し 、 生 成 物 回 収 率 を 計 算 し た 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ り 分 析 し 、 次 い で TF-1細 胞 を 用 い て i
n vitro試 験 を し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

　 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 、 Alcaldeら  (2001) 「 好 熱 性 偏 性 嫌 気 性 細 菌 Thermoa
naerobacter sp.501由 来 の シ ク ロ デ キ ス ト リ ン ・ グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の サ ク シ
ニ ル 化 は 、 デ ン プ ン を ド ナ ー と し て 用 い る そ の ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 増 強 す る （ Succ
inylation of cyclodextrin glycosyltransferase from Thermoanaerobacter sp. 501 en
hances its transferase activity using starch as donor） 」 . J. Biotechnology 86:7
1-80に 記 載 の 以 下 の 方 法 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の サ ク シ ニ ル 化 分 子 を 調 製 す る こ と が で き る
。 0.5M NAHC0 3 （ pH 8.0） 中 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100μ g） を 、 15モ ル 過 剰 の 無 水 コ ハ ク
酸 と 15℃ に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 蒸 留 水 に 対 す る 透 析 に よ り 停 止 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を サ ク シ ニ ル 化 す る 他 の 方 法 は 、 無 水 コ ハ ク 酸 を 乾 燥 ア セ ト ン 中 に 27
mg/mlに て 溶 解 す る 。 反 応 は 、 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ た 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ
ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 中 で 実 施 す る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 50倍 モ ル の 無 水 コ ハ ク 酸 を チ ュ ー
ブ に 加 え る 。 溶 液 を 十 分 攪 拌 し 、 チ ュ ー ブ を ４ ℃ に て １ 時 間 回 転 す る 。 反 応 を 、 透 析 カ セ
ッ ト （ Slide-A-Laze 7K、 Pierce 66373） を 用 い て 、 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー に
対 す る 透 析 に よ り 停 止 す る 。 生 成 物 を 透 析 カ セ ッ ト か ら 取 出 し て 、 新 し い チ ュ ー ブ 中 に 採
集 す る 。 容 積 を 測 定 し 、 1/9容 積 の 10 x 塩 溶 液 （ 1M NaCl、 0.2Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3mM
ク エ ン 酸 ） を 加 え る 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、 生 成 物 回 収 率 を 計 算 す る 。 生 成 物 を IEF
ゲ ル に よ り 分 析 し 、 次 い で TF-1細 胞 を 用 い て in vitro試 験 を し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

　 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 、 Satakeら  (1990) 「 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 化 学 的 修 飾
： グ ア ニ ジ ン 化 に よ る in vitro活 性 の 増 加 （ Chemical modification of erythropoietin 
: an increase in in-vitro activity by guanidination） 」 . Biochimica et Biophysic
a Acta. 1038:125-129に 記 載 の 以 下 の 方 法 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の ア セ チ ル 化 分 子 を 調 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 反 応 は 、 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ た 80mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 7.2）
中 で 実 施 し た 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 等 モ ル の 無 水 酢 酸 を チ ュ ー ブ に 加 え た 。 十 分 攪 拌 し た
後 に 、 溶 液 を 氷 上 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 は 、 透 析 カ セ ッ ト （ Slide-A-Laze 7
K、 Pierce 66373） を 用 い て 、 水 に 対 す る 透 析 に よ り 停 止 し た 。 生 成 物 を 透 析 カ セ ッ ト か
ら 取 出 し て 、 新 し い チ ュ ー ブ 中 に 採 集 し た 。 容 積 を 測 定 し た 後 、 1/9容 積 の 10 x 塩 溶 液 （
1M NaCl、 0.2Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3mMク エ ン 酸 ） を 加 え た 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、
生 成 物 回 収 率 を 計 算 し た 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ り 分 析 し 、 次 い で TF-1細 胞 を 用 い て in vi
tro試 験 を し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

　 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 、 Akhtarら , (1999) 「 組 換 体 a-結 晶 の Nε -(カ ル ボ キ
シ メ チ ル )リ シ ン ア ダ ク ツ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 研 究 （ Conformational study of Nε -(
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イ ン の 調 製



carboxylmethyl)lysine adducts of recombinant a-crystallins） 」  Current Eye Resea
rch, 18:270-276に 記 載 の 以 下 の 方 法 に よ っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の １ 種 以 上 の リ シ ル 残
基 が 修 飾 さ れ て い る そ れ ぞ れ の Nε -(カ ル ボ キ シ メ チ ル )リ シ ン （ CML） 修 飾 分 子 を 調 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ 50mM、 pH 7.5） 中 の グ リ オ キ シ ル 酸 （ 200mM） 溶 液 お よ
び NaBH 3 CN（ 120mM） 溶 液 を 調 製 し た 。 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ た リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
バ ッ フ ァ ー に エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 加 え た 。 次 い で 溶 液 中 の リ シ ン 当 量 （ 約 ８ リ シ ン 残 基 /m
ol） を 計 算 し た 。 次 に 、 ３ 倍 を 超 え る NaBH 3 CNと ５ も し く は 10倍 を 超 え る グ リ オ キ シ ル 酸
を チ ュ ー ブ に 加 え た 。 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ を ボ ル テ ッ ク ス 攪 拌 し 、 37℃ で ５ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル を リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー に 対 し て 一 夜 ４ ℃ で 透 析 し た 。 そ れ ぞ れ の 生 成
物 の 容 積 を 透 析 後 に 測 定 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 確 認 し 、 生 成 物 回 収 率 を 計 算 し た 。 生 成
物 を IEFゲ ル に よ り 分 析 し 、 次 い で TF-1細 胞 を 用 い て in vitro試 験 を し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

　 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 、 Pierce Chemical Company（ Rockford、 IL） に よ り
提 供 さ れ た 指 示 書 「 IODO-GEN(登 録 商 標 )、 プ レ コ ー ト さ れ た ヨ ウ 素 化 チ ュ ー ブ （

） 」 （ 製 品 #28601） に 記 載 の 以 下 の 方 法 に 従 い 、 そ れ ぞ れ
の ヨ ウ 素 化 分 子 を 調 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
１ ． 最 初 に 、 0.1Mの NaIを 調 製 し 、 ヨ ウ 素 化 を IODO-Gen（ プ レ コ ー ト さ れ た ヨ ウ 素 化 チ ュ
ー ブ ） （ Pierce、 28601） 中 で 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ 40mM、 pH 7.4） 0.1ml/チ
ュ ー ブ の 全 反 応 容 積 を 用 い て 実 施 し た 。 タ ン パ ク 質 基 質 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） を リ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー と 混 合 し 、 次 い で IODO-Gen（ プ レ コ ー ト さ れ た ヨ ウ 素 化 チ ュ ー ブ ） へ
移 し た 。 NaIを 最 終 濃 度 1～ 2mMま で 加 え て 、 NaI/タ ン パ ク 質 の モ ル 比 を 14～ 20に し た 。 次
い で 溶 液 を よ く 混 合 し 、 室 温 で 15分 間 穏 や か に 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 混
合 物 を 取 り 出 し 、 3.9mlの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ す な わ ち 、 40倍 希 釈 ） を 含 有 す
る チ ュ ー ブ に 加 え て 、 反 応 を 停 止 し た 。 生 成 物 は 、 予 め 湿 ら せ た Ultrafree遠 心 濾 過 器 ユ
ニ ッ ト に よ り 濃 縮 し た 。 濃 縮 物 の 容 積 を 測 定 し 、 そ し て 1/9容 積 の 10 x 塩 溶 液 （ 1M NaCl
、 0.2Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3mMク エ ン 酸 ） を 加 え た 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、 生 成 物
回 収 率 を 計 算 し た 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ り 分 析 し 、 次 い で TF-1細 胞 を 用 い て in vitro試
験 を し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
２ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ヨ ウ 素 化 す る 他 の 方 法 は 、 1 mCiキ ャ リ ア フ リ ー NA 1 2 5 Iを 含 有 す
る 100ul PBS（ 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15M NaCl、 pH7.5） 中 の １ 個 の ヨ ー ド ビ ー ズ （ Io
do Bead（ Pierce、 Rockford、 Il） ） を ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 方 法 に 関 わ る 。 次 い で
、 100ul PBS中 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 混 合 物 に 加 え た 。 10分 間 室 温 で の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 経 た 後 に 、 200ul溶 液 を 反 応 溶 液 か ら 取 出 す （ ヨ ー ド ビ ー ズ は 後 に 残 し て ）
こ と に よ り 反 応 を 停 止 し た 。 次 い で 過 剰 の ヨ ウ 素 を 、 セ ン ト リ コ ン （ Centricon） 10カ ラ
ム 上 の ゲ ル 濾 過 に よ り 取 除 い た 。 図 ９ に 示 す よ う に 、 こ の 方 法 で 生 産 し た ヨ ー ド -エ リ ス
ロ ポ エ チ ン は P19細 胞 を 血 清 除 去 か ら 保 護 す る の に 有 効 で あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
３ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン は ま た 、 ク ロ ラ ミ ン Ｔ を 用 い て ヨ ウ 素 化 す る こ と が で き る 。 100ul 
PBS中 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） に 500uCi Na 1 2 5 Iを 加 え 、 次 い で 混 合 物 を 一 緒 に エ ッ
ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 で 混 合 す る 。 次 い で 25ulク ロ ラ ミ ン Ｔ （ 2mg/ml） を 加 え 、 混 合 物 を
１ 分 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 50ulの ク ロ ラ ミ ン Ｔ 停 止 バ ッ フ ァ ー （ 2.4mg/
mlメ タ 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 10mg/mlチ ロ シ ン 、 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.1％ キ シ レ ン を 含
む PBS） を 加 え た 。 次 い で ヨ ー ド チ ロ シ ン と ヨ ウ 素 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を セ ン ト リ コ ン （ C
entricon） 10カ ラ ム 上 の ゲ ル 濾 過 に よ り 分 離 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
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１ ． Wojchowskiら , 「 ビ オ チ ン 化 組 換 え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン ： 受 容 体 リ ガ ン ド と し て の
生 物 活 性 と 効 用 （ Biotinylated recombinant human erythropoietins: Bioactivity and 
Utility as a receptor ligand） 」  Blood, 1989,74 (3): 952-8に お い て 、 著 者 ら は エ リ
ス ロ ポ エ チ ン を ビ オ チ ン 化 す る の に ３ つ の 異 な る 方 法 を 用 い て い る 。 ビ オ チ ン を (1)シ ア
ル 酸 部 分 、 (2)カ ル ボ ン 酸 基 お よ び (3)ア ミ ノ 基 に 加 え る 。 著 者 ら は 、 マ ウ ス 脾 細 胞 増 殖 ア
ッ セ イ を 用 い て 、 (1)ビ オ チ ン の シ ア ル 酸 部 分 へ の 付 加 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 生 物 学 的 活
性 を 不 活 性 化 し な い こ と 、 (2)ビ オ チ ン の カ ル ボ ン 酸 基 へ の 付 加 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 実
質 的 な 生 物 学 不 活 化 に 導 く こ と 、 そ し て (3)ビ オ チ ン の ア ミ ノ 基 へ の 付 加 は エ リ ス ロ ポ エ
チ ン の 完 全 な 生 物 学 的 不 活 性 化 を も た ら す こ と を 実 証 し た 。 こ れ ら の 方 法 と 修 飾 物 は 全 て
本 明 細 書 に 包 含 さ れ る 。 図 10は 、 血 清 飢 餓 P19ア ッ セ イ に お け る ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン と ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 活 性 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ３ 】
２ ． さ ら に 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て そ れ ぞ れ の ビ オ チ ン 化 分 子 を 、 Pierce Che
mical Company（ Rockford、 IL） に よ り 提 供 さ れ た （ 製 品 #21336
） に 対 す る 指 示 書 に 記 載 の 以 下 の 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 反 応 直 前 に 、 DMSO中 の EZ-Link NHS-LC-ビ オ チ ン （ Pierce、 21336） を ２ mg/mlに て 溶 解
し た 。 反 応 は 、 50mM炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム （ pH 8.3） を 含 有 す る 全 容 積 1mlの チ ュ ー ブ （ 17 
x 100mm） 中 で 実 施 し た 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と ＜ 10％ の EZ-Link NHS-LC-ビ オ チ ン を 加 え て
、 ～ 20の ビ オ チ ン /タ ン パ ク 質 モ ル 比 を も つ 溶 液 を 作 っ た 。 溶 液 を よ く 混 合 し 、 氷 上 で ２
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 溶 液 を 脱 塩 し 、 か つ Ultrafree遠 心 濾 過 ユ ニ ッ ト を 用 い て 濃 縮
し た 。 次 い で 生 成 物 を 新 し い チ ュ ー ブ 中 に 採 集 し た 。 生 成 物 の 容 積 を 測 定 し 、 1/9容 積 の 1
0 x 塩 溶 液 （ 1M NaCl、 0.2Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3mMク エ ン 酸 ） を 生 成 物 に 加 え た 。 生 成
物 の タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、 生 成 物 回 収 率 を 計 算 し た 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ り 分 析 し
、 次 い で TF-1細 胞 を 用 い て in vitro試 験 を し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ３ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 遊 離 ア ミ ノ 基 も 、 次 の 方 法 を 用 い て ビ オ チ ン 化 す る こ と が で き
る 。 最 初 に 、 0.2mg D-ビ オ チ ニ ル -e-ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス
テ ル （ Boehringer Mannheim #1418165） を 100ul DMSOに 溶 解 し た 。 次 い で こ の 溶 液 を 、 ホ
イ ル （ foil） で 覆 っ た チ ュ ー ブ 中 に ほ ぼ 0.2mgエ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 有 す る 400ul PBSと 一
緒 に し た 。 こ の 溶 液 を ４ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 未 反 応 ビ オ チ ン を セ ン ト リ コ
ン （ Centricon） 10カ ラ ム 上 の ゲ ル 濾 過 に よ り 分 離 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に 到 達 す る 目 的 で 、 こ れ ら の 修 飾 の い く つ か を エ リ ス ロ ポ エ チ
ン も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 に 対 し て 実 施 す る こ と を 意 図 し て い る 。 例 え ば 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン を 、 実 施 例 ２ (A)の 上 に 掲 げ た 方 法 に よ り 脱 シ ア リ ル 化 し か つ 実 施 例 ２ (B)の
上 に 掲 げ た 方 法 に よ り カ ル バ ミ ル 化 し て ア シ ア ロ カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 作 る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】

１ ． ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化 ： エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 、 Plappら （ 「 修 飾 し た ア ミ ノ
基 を も つ ウ シ 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ の 活 性 （ Activity of bovine pancreatic 
deoxyribonuclease A with modified amino groups） 」  1971, J. Biol. Chem. 246,939-
845） に 記 載 の と お り 、 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ナ ー ト を 用 い て 修 飾 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
２ ． ア ル ギ ニ ン 修 飾 ： エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 Riordan（ 「 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Ａ の 機
能 性 ア ル ギ ニ ル 残 基 　 ブ タ ン ジ オ ン に よ る 修 飾 （ Functional arginyl redidues in carbo
xypeptidase A. Modification with butanedione） 」  Riordan JF, Biochemistry 1973,1
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Ｇ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ビ オ チ ン 化 す る こ と に よ る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 調 製

EZ-Link NHS-LC-ビ オ チ ン

実 施 例 ３
他 の 方 法 に よ る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 調 製



2 (20): 3915-3923） に 記 載 の と お り 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン を 用 い て 修 飾 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
３ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 Patthyら （ 「 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ と リ ゾ チ ー ム 中 の 機 能 性 ア ル
ギ ン 残 基 の 同 定 （ Identification of functional arginine residuals in ribonuclease 
A and lysozyme） 」  Patthy, L, Smith EL, J. Biol. Chem 1975 250 (2): 565-9） に 記
載 の と お り 、 シ ク ロ ヘ キ サ ノ ン を 用 い て 修 飾 し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
４ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 Werberら （ 「 会 報 ： カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Ｂ ： 機 能 性 ア ル ギ
ニ ル 残 基 の 修 飾 （ Proceedings: carboxypeptidase B: modification of functional argi
nyl residuals） 」  Werber, MM, Sokolovsky M Isr J Med Sci 1975 11(11): 1169-70）
に 記 載 の と お り 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル を 用 い て 修 飾 し た 。 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル で
修 飾 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 上 記 の 神 経 様 P19細 胞 ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 し た 。 図 11に
図 解 し た よ う に 、 こ の 化 学 的 に 修 飾 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は そ の 神 経 保 護 効 果 を 完 全 に 維
持 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
５ ． チ ロ シ ン 修 飾 ： エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 、 Nestlerら , 「 テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン を
用 い て 修 飾 し た 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に よ る ラ ッ ト 卵 巣 細 胞 ス テ ロ イ ド 産 生 の 刺 激 （ Stim
ulation of rat ovarian cell steroidogenesis by high density lipoproteins modifie
d with tetranitromethane） 」 , Nestler JE, Chacko GK, Strauss JF 3rd. J Biol Chem
 1985 Jun 25;260(12):7316-21)が 先 に 記 載 し た と お り 、 テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と と も に イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
６ ． グ ル タ ミ ン 酸 （ お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 ） 修 飾 ： カ ル ボ キ シ ル 基 を 修 飾 す る 目 的 で 、 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 、 1Mグ リ シ ン ア ミ ド 中 の 0.02M EDCと と も に pH 4.5で 室 温 に て
60分 間 、 Carrawayら , 「 キ モ ト リ プ シ ン お よ び キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン 中 の カ ル ボ キ シ ル 基
修 飾 （ Carboxyl group modification in chymotrypsin and chymotrypsinogen） 」  Carra
way KL, Spoerl P, Koshland DE Jr. J Mol Biol 1969 May 28;42(1):133-7に 記 載 の と お
り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
７ ． ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 修 飾 ： エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 、 20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ
フ ァ ー （ pH 6.5） 中 の 20uM n-ブ ロ モ ス ク シ ン イ ミ ド と と も に 室 温 に て 、 Aliら , J Biol C
hem. 1995 Mar 3;270(9):4570-4に 記 載 の と お り 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 多 数 の 酸 化 さ れ
た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 、 Korotchkina（ Korotchkina, LGら , Protein Expr Purif. 1995
 Feb;6(1):79-90） に 記 載 の 方 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
８ ． ア ミ ノ 基 の 除 去 ： ア ミ ノ 基 を 除 去 す る 目 的 で 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 20mMニ
ン ヒ ド リ ン （ Pierce Chemical, Rockford, 11） を 含 有 す る PBS（ pH 7.4） 中 で 、 37℃ に て
２ 時 間 、 Kokkiniら （ Kokkini, G.ら , 「 ニ ン ヒ ド リ ン に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 修 飾 （ Modifi
cation of hemoglobin by ninhydrin） 」 ”  Blood, Vol.556, No 4 1980: 701-705） に 記
載 の と お り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ る ア ル デ ヒ ド の 還 元 は 、 生 成 物 を 水 素 化 ホ ウ 素 ナ
ト リ ウ ム ま た は 水 素 化 リ チ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム と 反 応 さ せ る こ と に よ り 実 施 し た 。 具 体 的 に
は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を PBS中 の 0.1M水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム と と も に 30分 間 、
室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル を 氷 上 で 10分 間 冷 却 す る こ と に よ っ て 還 元 を 終 結 し
、 そ れ を PBSに 対 し て ３ 回 、 一 夜 透 析 し た （ Kokkini, G., Blood, Vol. 556, No 4 1980: 
701-705） 。 水 素 化 リ チ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム を 用 い る 還 元 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を
PBS中 の 0.1M水 素 化 リ チ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム と 30分 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
り 実 施 し た 。 サ ン プ ル を 氷 上 で 10分 間 冷 却 す る こ と に よ り 還 元 を 終 結 し 、 そ れ を PBSに 対
し て ３ 回 、 一 夜 透 析 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
９ ． ジ ス ル フ ィ ド 還 元 と 安 定 化 ： エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 500mM DTTと 15分 間 、 60℃
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で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 水 中 の 20mMヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド を そ の 混 合 物 に 加 え 、 25
分 間 、 室 温 で 暗 所 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
10． 限 定 し た タ ン パ ク 質 分 解 ： エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 特 定 残 基 を 標 的 に 定 め た 限 定 し た 化
学 的 タ ン パ ク 質 分 解 に か け る こ と が で き る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 50％ 酢 酸 中 の 50倍 過 剰
の 2-(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ル フ ェ ニ ル )-3-メ チ ル -3'-ブ ロ モ イ ン ド レ ニ ン （ ト リ プ ト フ ァ
ン 残 基 の 後 で 特 異 的 に 切 断 す る ） と 、 48時 間 、 暗 所 で 室 温 に て 、 窒 素 圧 下 の 栓 を し た チ ュ
ー ブ 中 で 反 応 さ せ た 。 ト リ プ ト フ ァ ン を 用 い る ク エ ン チ ン グ に よ り 反 応 を 終 結 し 、 そ し て
脱 塩 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 上 記 の よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 修 飾 し 、 さ ら に 、
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 複 数 の 修 飾 だ け で な く 、 本 発 明 の 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 さ
ら な る 修 飾 も 実 施 す る こ と が で き る 。 以 上 の い ず れ の 例 も 部 分 的 に 脱 シ ア リ ル 化 さ れ た エ
リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 実 施 す る こ と が で き 、 こ れ ら は 以 下 に 記 載 の と お り 調 製 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 任 意 の 上 述 の 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 １ 以 上 の ア ル ギ ニ ン 残 基 に
お い て 、 例 え ば 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル を 用 い る こ と に よ り 、 Takahashi（ 1977, J. Bi
ochem. 81:395-402） の プ ロ ト コ ル に 従 い 修 飾 す る こ と が で き 、 こ れ は 0.5～ ３ 時 間 の 範 囲
の 様 々 な 長 さ の 時 間 、 室 温 で 実 施 す る こ と が で き る 。 反 応 混 合 物 を 水 に 対 し て 透 析 す る こ
と に よ り 反 応 を 終 結 し た 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の こ の よ う な 修 飾 型 の 用 途 は 全 て 本 発 明 に 包
含 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

　 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 神 経 保 護 効 果 を 、 Manleyら , 2000, 「 マ ウ ス に お け
る ア ク ア ポ リ ン 4欠 失 は 、 急 性 水 中 毒 後 の 脳 浮 腫 お よ び 虚 血 卒 中 を 軽 減 す る （ Aquaporin-4
 deletion in mice reduces brain edema after acute water intoxication and ischemi
c stroke） 」 , Nat Med 2000 Feb;6(2):159-63に 記 載 の 水 中 毒 ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 し た
。 雌 C3H/HENマ ウ ス を 用 い た 。 マ ウ ス に 、 そ の 体 重 の 20％ の 水 中 の 400ng/kg体 重 DDAVP（ デ
ス モ プ レ ッ シ ン ） を 腹 腔 内 に （ IP） 与 え た 。 マ ウ ス に エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ A） 、 ま た は 組
織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン ： ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ B） 、 カ ル バ ミ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス
ロ ポ エ チ ン （ C） 、 サ ク シ ニ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ D） 、 ア セ チ ル 化 ア シ ア ロ エ
リ ス ロ ポ エ チ ン （ E） 、 ヨ ウ 素 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ F） 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 ア
シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ G） 、 カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ H） 、 ア セ チ ル 化 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン （ I） 、 ヨ ウ 素 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ J） ,ま た は Nε -カ ル ボ キ シ メ チ ル エ リ ス
ロ ポ エ チ ン （ K） を 投 与 し た 。 マ ウ ス に 、 水 の 投 与 24時 間 前 、 お よ び 再 び 水 投 与 時 に 、 100
μ g/kg用 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 腹 腔 内 に 与 え た 。 改 変 し
た Manleyら か ら の ス ケ ー ル を 用 い て マ ウ ス を 評 価 し た 。 改 変 し た ス ケ ー ル を 以 下 に 掲 げ る
：
１ ． ケ ー ジ ／ テ ー ブ ル を 探 索 す る
　 イ エ ス 　 ０
　 ノ ー 　 １
２ ． 対 象 物 を 視 覚 で 追 跡 す る
　 イ エ ス 　 ０
　 ノ ー 　 １
３ ． 頬 ひ げ 運 動
　 有 り 　 ０
　 無 し 　 １
４ ． 脚 -尾 運 動
　 正 常 　 ０
　 硬 化 　 １
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実 施 例 ４
組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は 神 経 保 護 効 果 を 有 す る



　 麻 痺 　 ２
５ ． 痛 み 解 消 （ つ ま 先 つ ね り ）
　 イ エ ス 　 ０
　 ノ ー 　 １
６ ． 運 動 の 座 標
　 正 常 　 ０
　 異 常 　 １
７ ． テ ー ブ ル 端 で の 停 止
　 イ エ ス 　 ０
　 ノ ー 　 １
可 能 な 総 ス コ ア ： ８
　 次 の 時 点 で マ ウ ス の ス コ ア を 付 け た ： 15、 30、 45、 60、 75、 90、 120、 150、 180分 。 プ
ロ ッ ト し た ス コ ア は 、 生 理 食 塩 水 だ け を 受 け た 動 物 の パ ー セ ン ト と し て の 全 時 間 曲 線 下 の
面 積 で あ る 。 図 12は 、 対 照 マ ウ ス に よ り 得 た ス コ ア の パ ー セ ン ト で 表 し た 、 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の １ 種 を 受 け た マ ウ ス の ス コ ア を 示 す 。 本 発
明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 受 け た マ ウ ス は 、 よ り 低 い 神 経 学 的 障 害 を 表 し 、 従 っ て 修
飾 ス ケ ー ル で よ り 良 い ス コ ア を 有 し た 。 図 12は 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン が 神 経
組 織 を 保 護 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ９ 】

　 成 体 雄 Sprague-Dawleyラ ッ ト に 麻 酔 を か け 、 組 換 え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 腹 膜 内 投 与
し た 。 30分 間 隔 で 最 長 4時 間 、 大 槽 か ら 脳 脊 髄 液 の サ ン プ ル を 取 り 、 高 感 度 の 特 異 的 酵 素
結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン 濃 度 を 測 定 し た 。 図 13に 示 す よ う に 、 CSF
内 に お け る 基 線 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 濃 度 は 8mU/mlで あ る 。 数 時 間 遅 れ て 、 CSF内 で 測 定 さ れ
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の レ ベ ル は 上 昇 し 始 め 、 2.5時 間 以 後 は 、 基 線 濃 度 と は 大 き く 異 な る
（ p<0.01レ ベ ル ） 。 約 100mU/mlの ピ ー ク レ ベ ル は 、 in vitroに お い て 保 護 的 な 効 果 を 発 揮
す る こ と が 分 か っ て い る 範 囲 内 で あ る （ 0.1～ 100mU/ml） 。 ピ ー ク に 達 す る 時 間 は 約 3.5時
間 頃 で あ り 、 こ れ は 、 ピ ー ク 血 漿 レ ベ ル の も の （ 1時 間 未 満 ） よ り か な り 遅 れ て い る 。 こ
の 実 験 結 果 は 、 適 当 な 濃 度 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 非 経 口 ボ ー ラ ス 投 与 に よ っ て 、 有 意 な レ
ベ ル の エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 密 着 細 胞 結 合 を 通 過 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 当 業
者 は 、 類 似 の 結 果 は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に も 予 想 さ れ う る こ と を 理 解 す る で
あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

　 Wistar雄 ラ ッ ト （ 体 重 300～ 330g） に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 5000U/kg体 重 ） ま た は ビ ヒ
ク ル を 与 え た 24時 間 後 、 ex vivo研 究 の た め に 心 臓 を 取 り 出 す （ Delcayreら , 1992, Amer.
 J. Physiol. 263: H1537-45の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 う ） 。 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル （ 0.3m
L） を 用 い て 動 物 を 犠 牲 に し 、 静 脈 内 に ヘ パ リ ン 投 与 （ 0.2mL） を 行 う 。 ま ず 心 臓 を 15分 間
平 衡 化 す る 。 次 に 、 拡 張 終 期 血 圧 が 8mmHgと な る 体 積 ま で 左 心 室 の バ ル ー ン を 膨 張 さ せ る
。 一 定 量 0.02mlの 増 分 ず つ バ ル ー ン 体 積 を 膨 張 さ せ る こ と に よ り 、 左 心 室 の 圧 力 -体 積 曲
線 を 構 築 す る 。 ゼ ロ 体 積 は 、 左 心 室 の 拡 張 終 期 血 圧 が ゼ ロ に な る ポ イ ン ト と し て 定 義 す る
。 圧 力 -体 積 曲 線 が 完 成 し た ら 、 左 心 室 の バ ル ー ン か ら ガ ス を 抜 い て 拡 張 終 期 血 圧 を も と
の 8mmHgに 設 定 し 、 冠 状 血 流 量 を チ ェ ッ ク し た 後 、 対 照 期 間 を 15分 間 追 跡 す る 。 次 に 、 50m
Lの Celsior+分 子 を 用 い て 心 臓 を 停 止 さ せ 、 圧 力 60cm H 2 O下 で 4℃ に て 休 息 さ せ る 。 次 に 心
臓 を 取 り 出 し 、 同 溶 液 で 満 た し た プ ラ ス チ ッ ク 容 器 の 中 で 4℃ に て 5時 間 保 存 し 、 砕 い た 氷
で 囲 む 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 保 存 終 了 後 、 心 臓 を ラ ン ゲ ン ド ル フ 装 置 に 移 す 。 バ ル ー ン カ テ ー テ ル を 左 心 室 の 中 に 再
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実 施 例 ５
エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 密 着 血 液 脳 脊 髄 液 関 門 を 通 過 す る

実 施 例 ６
移 植 用 に 準 備 さ れ た 心 臓 の 機 能 の 維 持



び 挿 入 し 、 虚 血 前 期 間 と 同 じ 体 積 に な る ま で 再 び 膨 ら ま せ る 。 心 臓 を 37℃ に て 少 な く と も
2時 間 再 潅 流 す る 。 再 潅 流 圧 は 、 リ フ ロ ー （ re-flow） の 15分 間 は 50cm H 2 Oに 設 定 し た 後 、
次 の 2時 間 は 100cmH 2 Oに 戻 す 。 ペ ー シ ン グ （ 1分 間 あ た り 320拍 ） を 再 び 始 め る 。 収 縮 指 数
お よ び 拡 張 期 血 圧 の 定 容 測 定 は 、 再 潅 流 の 25分 、 45分 、 60分 お よ び 120分 で 3重 テ ス ト を 行
う 。 こ の 時 間 ポ イ ン ト で 、 圧 力 -体 積 曲 線 の 構 築 を 行 い 、 45mn再 潅 流 中 の 冠 状 動 脈 流 出 液
を 回 収 し て 、 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ の 漏 出 を 測 定 す る 。 不 対 ｔ -検 定 （ unpaired t-test） を
用 い て こ れ ら ２ つ の 処 理 グ ル ー プ を 比 較 し 、 拡 張 終 期 血 圧 デ ー タ を 用 い た １ 次 回 帰 を 用 い
て コ ン プ ラ イ ア ン ス 曲 線 を 設 計 す る 。 図 14に 示 す よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で の 処 理 後 に
は 、 発 生 し た 左 心 室 圧 の 大 き な 改 善 、 な ら び に 体 積 -圧 力 曲 線 の 改 善 、 拡 張 期 の 左 心 室 圧
の 低 下 お よ び ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 漏 出 の 減 少 が 生 じ る 。 同 様 な 結 果 は 、 本 発 明 の 組 織 保 護
性 サ イ ト カ イ ン に よ る 処 置 に も 予 想 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】

　 24時 間 前 に 組 換 え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 5000U（ 40μ g） /kg体 重 ） を 与 え た 成 体 雄 ラ
ッ ト に 麻 酔 を か け 、 冠 状 動 脈 閉 塞 の 準 備 を す る 。 処 置 開 始 時 に 追 加 用 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ
ン を 与 え 、 左 の 主 冠 状 動 脈 を 30分 間 塞 い だ 後 、 解 放 す る 。 処 置 後 一 週 間 、 同 量 の エ リ ス ロ
ポ エ チ ン を 毎 日 与 え る 。 次 に 動 物 の 心 機 能 に つ い て 調 べ る 。 図 15が 示 す よ う に 、 擬 似 注 射
（ 生 理 食 塩 水 ） を 与 え た 動 物 は 左 心 室 の 拡 張 終 期 血 圧 が 大 き く 増 加 し た 。 こ れ は 、 心 筋 梗
塞 に 付 随 し た 拡 張 し た 硬 直 心 臓 を 示 し て い る 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 擬 似 手 術 を 行 っ た 対 照
と 比 較 し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 与 え た 動 物 で は 、 心 機 能 の 減 衰 は 見 ら れ な か っ た （ 差 は
有 意 で あ っ た ： p<0.01レ ベ ル ） 。 類 似 の 結 果 は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン を 用 い る
処 置 に も 予 想 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】

　 網 膜 細 胞 は 、 虚 血 ス ト レ ス の 30分 後 に は そ の 多 く が 死 滅 し て し ま う ほ ど 虚 血 に 対 し て 非
常 に 敏 感 で あ る 。 さ ら に 、 亜 急 性 も し く は 慢 性 の 虚 血 は 、 糖 尿 病 、 緑 内 障 、 お よ び 黄 斑 変
性 等 の 多 く の 一 般 的 な ヒ ト 疾 患 を 伴 う 視 力 の 悪 化 の 原 因 で あ る 。 現 時 点 で は 、 虚 血 か ら 細
胞 を 保 護 す る 効 果 的 な 治 療 法 は な い 。 血 液 と 網 膜 と の 間 に は 、 大 部 分 の 巨 大 分 子 を 排 除 す
る 密 着 内 皮 バ リ ア が 存 在 す る 。 末 梢 投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 、 虚 血 に 敏 感 な 細 胞 を
守 る か 否 か を テ ス ト す る た め に 、 Rosenbaumら （ 1997; Vis. Res. 37:3443-51） に よ り 記
載 さ れ る 、 急 性 可 逆 的 緑 内 障 ラ ッ ト モ デ ル を 使 用 し た 。 具 体 的 に は 、 成 体 雄 ラ ッ ト の 前 眼
房 に 生 理 食 塩 水 を 注 射 し て 、 全 身 動 脈 血 圧 を 超 え る 圧 力 に し 、 60分 間 維 持 し た 。 動 物 に 、
生 理 食 塩 水 ま た は 体 重 kgあ た り 5000U（ 40μ g） の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 腹 腔 内 投 与 し た 24時
間 後 に 、 虚 血 を 誘 導 し 、 さ ら に ３ 日 間 毎 日 投 与 を 続 け た 。 処 置 後 １ 週 間 で 、 暗 順 応 ラ ッ ト
に 対 し て 網 膜 電 図 記 録 を 行 っ た 。 図 16～ 17は 、 食 塩 水 の み で 処 置 し た 動 物 （ パ ネ ル C） （
機 能 は 僅 か し か 残 っ て い な か っ た ） と は 対 照 的 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 は 網 膜 電 図 （
ERG） の 良 好 な 保 持 （ パ ネ ル D） に 関 係 が あ る こ と を 示 し て い る 。 図 16は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン で 処 置 し た グ ル ー プ と 食 塩 水 で 処 置 し た グ ル ー プ に 対 す る 網 膜 電 図 a波 お よ び b波 の 振 幅
を 比 較 す る も の で あ り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ り 有 意 な 保 護 が 付 与 さ れ た こ と を 示 す 。 同
様 な 結 果 は 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に よ る 処 置 か ら も 得 る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】

　 脳 に 外 傷 を 受 け た マ ウ ス に お け る 低 下 し た 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 能
力 を 実 証 す る 研 究 に お い て 、 Brinesら （ PNAS 2000, 97; 10295-10672） に 記 載 さ れ る よ う
に 、 雌 Balb/cマ ウ ス に 、 脳 に 鈍 傷 を 負 わ せ 、 5日 後 に 、 毎 日 1日 あ た り 5000U（ 40μ g） /kg
体 重 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 腹 腔 内 投 与 を 開 始 し た 。 損 傷 を 負 わ せ た 12日 後 に 、 モ ー リ ス 水
迷 路 （ Morris water maze） の 中 で 認 知 機 能 に つ い て 動 物 を テ ス ト し た 。 一 日 あ た り ４ 回
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実 施 例 ７
エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 虚 血 傷 害 か ら 心 筋 を 保 護 す る

実 施 例 ８
末 梢 投 与 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 網 膜 虚 血 の 保 護

実 施 例 ９
脳 傷 害 か ら 起 こ る 認 知 機 能 の 低 下 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 回 復 効 果



試 行 を 行 っ た 。 処 置 動 物 お よ び 未 処 置 動 物 は い ず れ も こ の テ ス ト に お け る 行 動 が 良 く な か
っ た （ 遊 泳 時 間 は お そ ら く 90秒 間 の う ち 約 80秒 間 ） 。 図 18は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で 処 置 し
た 動 物 の 行 動 の 方 が 良 か っ た こ と を 示 し て い る （ こ の 表 現 で は 負 の 値 の 方 が 良 い ） 。 外 傷
後 30日 ま で エ リ ス ロ ポ エ チ ン 処 置 の 開 始 を 遅 ら せ て も （ 図 19） 、 認 知 機 能 の 回 復 が 見 ら れ
る 。 同 様 の 結 果 は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に よ る 処 置 に も 予 想 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

　 カ イ ニ ン 酸 神 経 毒 性 モ デ ル に お い て 、 Brinesら , Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 2000,
 97; 10295-10672の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 5000U（ 40μ g） /kg体 重 の 用 量 で ア シ ア ロ エ
リ ス ロ ポ エ チ ン を 腹 腔 内 投 与 し た 24時 間 後 に 、 25mg/kgカ イ ニ ン 酸 を 投 与 し た と こ ろ 、 致
死 時 間 に よ り 示 さ れ る よ う に （ 図 20） 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 じ く ら い 効 果 的 で あ る こ と
が 分 か る 。 同 様 な 結 果 は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に よ る 処 置 か ら も 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】

　 体 重 180～ 300gの Wistarラ ッ ト （ 雌 ） を 本 研 究 に 用 い た 。 動 物 を 手 術 前 12時 間 絶 食 し 、
不 必 要 な 苦 し み を 与 え な い よ う に 拘 束 し 、 そ し て チ オ ペ ン タ ル ナ ト リ ウ ム （ 40mg/kg体 重
） の 腹 腔 内 注 射 に よ り 麻 酔 し た 。 皮 膚 の 浸 潤 （ ブ ピ バ カ イ ン 0.25％ ） 後 に 、 完 全 単 一 レ ベ
ル （ T-3） 椎 弓 切 除 （ laminectomy） を 、 解 剖 顕 微 鏡 下 で ２ cmの 切 開 を 介 し て 実 施 し た 。 0.
6ニ ュ ー ト ン （ 65グ ラ ム ） 閉 止 力 が 脊 椎 に １ 分 間 作 用 す る 一 時 的 動 脈 瘤 ク リ ッ プ を 硬 膜 外
に 適 用 す る こ と に よ り 、 外 傷 性 脊 椎 損 傷 を 誘 導 し た 。 ク リ ッ プ 除 去 後 、 皮 膚 切 開 部 を 閉 じ
、 動 物 を 麻 酔 か ら 完 全 に 回 復 さ せ て ケ ー ジ に 戻 し た 。 ラ ッ ト を 、 自 発 性 排 尿 が 再 開 す る ま
で 、 少 な く と も 日 に ２ 回 膀 胱 触 診 し て 継 続 的 に モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 40動 物 を 無 作 為 に ５ グ ル ー プ に 分 割 し た 。 対 照 グ ル ー プ （ Ｉ ） （ n＝ ８ ） は 、 切 開 部 が
閉 じ ら れ た 直 後 に 通 常 の 生 理 食 塩 水 を （ 静 脈 内 注 射 に よ り ） 受 け た 。 群 （ II； n＝ ８ ） は r
hEPOの 16μ g/kg体 重 を 静 脈 内 に 受 け た ； グ ル ー プ （ III） は 本 発 明 の ア シ ア ロ 組 織 保 護 性
サ イ ト カ イ ン （ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） の 16μ g/kg体 重 を 静 脈 内 に 受 け 、 グ ル ー プ （
IV） は ア シ ア ロ 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 30μ g/kg体 重 を 静 脈 内 に 受 け 、 そ し て グ ル ー プ
（ Ｖ ） は 本 発 明 の ア シ ア ロ 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン （ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） の 30μ
g/kg体 重 を 静 脈 内 に 受 け た ； 全 て 、 動 脈 瘤 ク リ ッ プ の 除 去 直 後 に 単 一 ボ ー ラ ス 静 脈 内 注 射
と し て 受 け た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ラ ッ ト の 運 動 神 経 機 能 は 、 Bassoら の 歩 行 運 動 評 価 ス ケ ー ル を 用 い て 評 価 し う る 。 こ の
ス ケ ー ル で は 、 動 物 を ０ （ 後 肢 運 動 が 観 察 さ れ な い ） ～ 21（ 正 常 な 歩 調 ） の 範 囲 の ス コ ア
に 割 付 け る 。 ラ ッ ト は 、 傷 害 後 １ 、 12、 24、 48、 72時 間 お よ び 次 い で １ 週 に 、 各 動 物 が 受
け る 処 置 を 知 ら さ れ て な い 同 じ 試 験 者 に よ り 、 機 能 喪 失 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 図 21は 、 30日 間 に わ た る 脊 椎 外 傷 か ら 回 復 す る ラ ッ ト の 歩 行 運 動 評 価 を 実 証 す る グ ラ フ
で あ る 。 グ ラ フ か ら 見 ら れ る よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ グ ル ー プ II） ま た は 組 織 保 護 性
サ イ ト カ イ ン （ グ ル ー プ III～ V） を 与 え ら れ た ラ ッ ト は よ り 容 易 に 傷 害 か ら 回 復 し 、 対 照
ラ ッ ト よ り 優 れ た 傷 害 か ら の 全 体 的 回 復 を 実 証 し た 。 同 様 な 結 果 は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ
イ ト カ イ ン に よ る 治 療 処 置 に も 予 想 さ れ う る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

　 36匹 の New Zealand Whiteウ サ ギ （ ８ ～ 12月 齢 、 雄 、 体 重 1.5～ 2.5kg） を 本 研 究 に 用 い
た 。 動 物 を 12時 間 絶 食 し 、 不 必 要 な 苦 し み を 与 え な い よ う に 拘 束 し た 。 麻 酔 誘 導 は 、 ３ ％
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実 施 例 １ ０
カ イ ニ ン 酸 モ デ ル

実 施 例 １ １
脊 髄 傷 害 モ デ ル
１ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の ラ ッ ト 脊 髄 圧 迫 試 験

２ ． エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の ウ サ ギ 脊 椎 虚 血 症 試 験



ハ ロ タ ン を 含 む 100％ 酸 素 を 介 し て 行 い 、 0.5～ 1.5％ ハ ロ タ ン を 含 む 50％ 酸 素 と 50％ 空 気
の 混 合 物 を 用 い て 維 持 し た 。 静 脈 内 カ テ ー テ ル （ 22ゲ ー ジ ） を 左 耳 静 脈 中 に 取 付 け た 。 乳
酸 リ ン ゲ ル 液 を 手 術 中 、 １ 時 間 当 た り ４ ml/kg体 重 （ bw） の 速 度 で 注 入 し た 。 手 術 前 に 、
セ フ ァ ゾ リ ン 10mg/kg体 重 を 、 感 染 予 防 の た め に 静 脈 内 投 与 し た 。 動 物 を 右 側 臥 位 に 置 き
、 皮 膚 を ポ ビ ド ン ヨ ウ 素 で 拭 き 、 ブ ピ バ カ イ ン （ 0.25％ ） を 浸 潤 さ せ 、 そ し て 側 面 皮 膚 切
開 を 脊 椎 に 対 し て 平 行 に 第 12肋 骨 レ ベ ル で 実 施 し た 。 皮 膚 お よ び 皮 下 胸 腰 筋 膜 の 切 開 後 、
腰 最 長 筋 （ longissimus lumborum muscle） お よ び 腰 腸 肋 筋 （ iliocostalis lumborum mus
cle） を 引 っ 込 め た （ retracted） 。 腹 大 動 脈 を 左 後 腹 膜 ア プ ロ ー チ （ left retroperitone
al approach） を 経 由 し て 露 出 さ せ 、 左 腎 動 脈 の 丁 度 下 方 に 移 動 し た 。 １ 片 の PE-60チ ュ ー
ビ ン グ を 、 左 腎 大 動 脈 の 直 接 遠 位 の 大 動 脈 の 周 り に ル ー プ さ せ 、 そ し て 両 端 を よ り 大 き い
ゴ ム チ ュ ー ブ の 中 に 通 し た 。 PEチ ュ ー ビ ン グ を 引 張 っ て 、 大 動 脈 を 傷 付 け ず に 20分 間 、 閉
塞 し た 。 大 動 脈 閉 塞 の 前 に 、 ヘ パ リ ン （ 400IU） を 静 脈 内 ボ ー ラ ス と し て 投 与 し た 。 閉 塞
の 20分 後 に 、 チ ュ ー ブ お よ び カ テ ー テ ル を 取 除 き 、 切 開 部 を 閉 じ 、 そ し て 完 全 に 回 復 す る
ま で 動 物 を モ ニ タ ー し 、 次 い で 神 経 学 的 機 能 を 順 次 、 評 価 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 36匹 の 動 物 を 無 作 為 に ６ グ ル ー プ に 分 割 し た 。 対 照 グ ル ー プ （ Ｉ ） で は 、 動 物 （ n＝ ６
） は 大 動 脈 の 開 放 直 後 に 通 常 の 生 理 食 塩 水 を 静 脈 内 に 受 け た 。 グ ル ー プ （ II） は rhEPOの 6
.5μ g/kg体 重 を 受 け た ； グ ル ー プ （ III） は 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン （ カ ル バ ミ ル 化 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン ） の 6.5μ g/kg体 重 を 受 け た ； グ ル ー プ （ IV） は 他 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ
ン （ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） の 6.5μ g/kg体 重 を 受 け た ； グ ル ー プ （ Ｖ ） は グ ル ー プ
（ IV） と 同 じ 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン で あ る が 、 そ の 20μ g/kg体 重 を 受 け た ； そ し て グ ル
ー プ （ VI） は さ ら に 他 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン （ ア シ ア ロ カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ） の 20μ g/kg体 重 を 受 け た ； 全 て 、 再 潅 流 直 後 に 静 脈 内 に 受 け た （ n＝ ６ ） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 運 動 機 能 を Drummondお よ び Mooreの 判 定 基 準 に よ り 、 処 置 を 知 ら さ れ て な い 研 究 者 に よ
り 、 再 潅 流 後 １ 、 24お よ び 48時 間 後 に 評 価 し た 。 そ れ ぞ れ の 動 物 に 次 の 通 り ０ ～ ４ の ス コ
ア を 割 付 け た ： ０ ＝ 対 麻 痺 、 明 ら か な 下 肢 運 動 機 能 が な い ； １ ＝ 乏 し い 下 肢 運 動 機 能 、 弱
い 抗 重 力 運 動 の み ； ２ ＝ 中 度 の 下 肢 機 能 、 抗 重 力 強 度 は 良 い が 脚 を 体 下 に 引 く 能 力 の な い
； ３ ＝ 優 れ た 運 動 機 能 、 脚 を 体 下 に 引 く お よ び 跳 躍 す る 能 力 を も つ が 正 常 で な い ； ４ ＝ 正
常 な 運 動 機 能 。 対 麻 痺 の 動 物 の 膀 胱 は 毎 日 ２ 回 人 手 で 排 尿 し た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 図 22は 、 回 復 し た ウ サ ギ の 運 動 機 能 を プ ロ ッ ト し た グ ラ フ で あ る 。 グ ラ フ は 、 た と え ２
日 だ け の 間 に わ た っ て で も 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン は ウ サ
ギ を よ り 完 全 に 脊 椎 損 傷 か ら 回 復 さ せ る こ と を 実 証 す る 。 同 様 な 結 果 は 本 発 明 の 組 織 保 護
性 サ イ ト カ イ ン に よ る 治 療 処 置 に も 予 想 さ れ う る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】

　 雄 Crl:CD(SD)BRラ ッ ト （ 体 重 250-280g） を 、 Charles River（ Calco、 Italy） か ら 入 手
し た 。 こ れ ら の ラ ッ ト に 、 Brines, M.L., Ghezzi, P., Keenan, S., Agnello, D., de La
nerolle, N.C., Cerami, C., Itri, L.M.お よ び Cerami, A. 2000 「 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は
血 液 脳 関 門 を 通 過 し て 実 験 的 脳 傷 害 を 保 護 す る ［ プ ロ セ ス 引 用 ］ （ Erythropoietin cross
es the blood-brain barrier to protect against experimental brain injury[In Proce
ss Citation]） 」 　 Proc Natl Acad Sci USA 97:10526-10531の 教 示 に 従 い 、 手 術 を 実 施
し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ラ ッ ト を 抱 水 ク ロ ラ ー ル （ 400mg/kg体 重 、 腹 腔 内 ） を 用 い て 麻
酔 し 、 頚 動 脈 を 可 視 化 し 、 そ し て 右 頚 動 脈 を ２ つ の 縫 合 お よ び 切 断 に よ り 閉 塞 し た 。 右 眼
窩 に 隣 接 し か つ 吻 合 す る バ ー ホ ー ル （ burr hole） に よ っ て MCA（ 中 大 脳 動 脈 ） の 可 視 化 が
可 能 に な り 、 こ れ を 鼻 動 脈 の 遠 位 で 焼 灼 し た 。 こ の 固 定 さ れ た MCA病 変 部 を 囲 む ペ ナ ン ブ
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実 施 例 １ ２
エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 抗 炎 症 性 効 果
in vivo研 究 ：
１ ． ラ ッ ト の 中 大 脳 動 脈 閉 塞 （ MCAO） 研 究



ラ （ 境 界 域 ） を 作 る た め に 、 反 対 側 頸 動 脈 を 、 １ 時 間 、 微 細 な 鉗 子 で 引 張 っ て 閉 塞 し 、 次
い で 再 開 し た 。 PBSま た は rhEPO（ 5,000U/kg-体 重 、 腹 腔 内 ； 先 に こ の モ デ ル で 保 護 を 示 し
た （ １ ） )を MCAO直 後 に 投 与 し た 。 示 さ れ て い る と き は 、 先 に 記 載 （ ８ ） の よ う に 脳 皮 質
ホ モ ジ ネ ー ト 中 の TNFお よ び IL-6を 定 量 し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト 中 の MCP-1は 、 市 販 の ELISAキ
ッ ト （ biosource、 Camarillo、 CA） を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 MCAOの 24時 間 後 に 、 ラ ッ ト を 上 記 の と お り 麻 酔 し 、 経 心 的 に （ transcardially） に 100m
l生 理 食 塩 水 を 用 い て 、 次 い で リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 化 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 250m
lを 用 い て 再 潅 流 し た 。 脳 を 速 や か に 取 出 し て 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 化 4％ パ ラ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド 溶 液 に ２ 時 間 固 定 し 、 PBS中 の 20％ ス ク ロ ー ス 溶 液 へ 一 夜 移 し 、 次 い で 30％ ス ク
ロ ー ス 溶 液 中 に そ れ ら が 沈 む ま で 置 い て 、 次 い で 2-メ チ ル ブ タ ン 中 で -45℃ に て 凍 結 さ せ
た 。 切 片 （ 30μ m） を ク リ オ ス タ ッ ト （ HM 500 OM、 Microm） に よ り -20℃ に て 、 脳 を 通 る
横 断 面 で カ ッ ト し 、 ５ 切 片 毎 に 選 択 し て 異 な る 抗 原 ま た は ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ ン 染 色
に 対 す る 組 織 化 学 研 究 に 用 い た 。 自 由 に 浮 遊 す る 切 片 を 、 抗 グ リ ア 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質
（ GFAP） マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1:250、 Boehringher Mannheim、 Monza、 Italy） と
の お よ び 抗 cd11b（ MRC OX-42） マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1:50、 Serotec、 UK） と の 両
方 の 免 疫 反 応 性 に つ い て 、 Houserら が 記 載 し た プ ロ ト コ ル お よ び 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に
そ れ ぞ れ 従 っ て 処 理 し た 。 全 て の 切 片 を 、 生 理 食 塩 水 中 の 光 学 顕 微 鏡 観 測 の た め 、 コ ー ト
し た ス ラ イ ド 上 に 搭 載 し 、 適 格 な 等 級 の ア ル コ ー ル を 通 し て 脱 水 し 、 キ シ レ ン 中 に 固 定 し
、 そ し て DPXマ ウ ン タ ン ト （ BDH、 Poole、 UK） を 用 い て カ バ ー ス リ ッ プ し た 。 隣 接 切 片 を
ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ ン を 用 い て 、 記 載 （ 10） の と お り 染 色 し た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 図 23は 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン に よ り 染 色 し た 脳 皮 質 層 の 冠 状 切 片 を 示 す 。 対
照 ラ ッ ト （ Ａ ） 、 PBSに よ り 処 置 し た 虚 血 ラ ッ ト （ Ｂ ） 、 rhEPO（ 5,000U/kg体 重 、 MCAO直
後 に 腹 腔 内 投 与 ） に よ り 処 置 し た 虚 血 ラ ッ ト （ Ｃ ） 。 切 片 Ｂ は 炎 症 と 一 致 す る 組 織 染 色 の
著 し い 減 少 を 示 し 、 対 照 と 比 較 し て ニ ュ ー ロ ン 成 分 の 減 少 を 伴 う 。 全 身 rhEPO投 与 は 虚 血
障 害 を 軽 減 し て 、 細 胞 死 ま た は 傷 害 を 制 限 さ れ た 範 囲 に 局 在 さ せ る 。 （ 拡 大 率 2.5ｘ 、 サ
イ ズ バ ー ＝ 800μ m） 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 図 24は 、 GFAP抗 体 に よ り 染 色 し た 梗 塞 の 領 域 に 隣 接 し た 前 頭 皮 質 の 冠 状 切 片 で あ る 。 対
照 ラ ッ ト （ Ａ ） 、 PBSに よ り 処 置 し た 虚 血 ラ ッ ト （ Ｂ ） 、 rhEPOに よ り 処 置 し た 虚 血 ラ ッ ト
（ Ｃ ） 。 活 性 化 星 状 細 胞 が GFAPポ ジ テ ィ ブ 処 理 に よ り 可 視 化 さ れ て い る （ パ ネ ル Ｂ ） 。 代
表 的 な rhEPO処 置 動 物 で は 活 性 化 星 状 細 胞 の 数 な ら び に 染 色 強 度 の 著 し い 減 少 が あ っ た （
パ ネ ル Ｃ ） 。 （ 拡 大 率 10ｘ 、 サ イ ズ バ ー ＝ 200μ m） 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 図 25は 、 OX-42抗 体 に よ り 染 色 し た 脳 皮 質 層 の 冠 状 切 片 を 示 す 。 PBSに よ り 処 置 し た 虚 血
ラ ッ ト （ Ａ ） 、 rhEPOに よ り 処 置 し た 虚 血 ラ ッ ト （ Ｂ ） 。 虚 血 大 脳 半 球 に お い て 、 両 処 置
グ ル ー プ 共 に 細 胞 染 色 は 特 に 梗 塞 組 織 周 囲 に 顕 著 で あ る 。 し か し 生 理 食 塩 水 処 置 グ ル ー プ
で は そ れ が よ り 高 密 度 で あ り か つ 広 が る 。 （ 拡 大 率 20ｘ 、 サ イ ズ バ ー ＝ 100μ m） 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 図 26は OX-42抗 体 に よ り 染 色 し た 梗 塞 の 領 域 に 隣 接 し た 脳 皮 質 層 の 冠 状 切 片 を 示 す 。 PBS
（ Ａ ） に よ り 処 置 し た 虚 血 ラ ッ ト か ら の 組 織 中 に は 、 rhEPOに よ り 処 置 し た 虚 血 ラ ッ ト （
Ｂ ） と 比 較 し て 、 よ り 高 密 度 の 単 核 炎 症 性 細 胞 が 観 察 さ れ る 。 典 型 的 な 円 形 の 浸 潤 白 血 球
が 潜 在 的 に 梗 塞 の 体 積 を 広 げ る の で あ ろ う 。 （ 拡 大 率 10ｘ 、 サ イ ズ バ ー ＝ 200μ m） 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 同 様 な 結 果 が 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に よ る 治 療 処 置 に も 予 想 さ れ う る 。
【 ０ ２ ５ １ 】

　 雌 Lewisラ ッ ト （ ６ ～ ８ 週 齢 ） を Charles River（ Calco、 Italy） か ら 購 入 し た 。 モ ル モ
ッ ト MBP（ Sigma、 St. Louis、 MO） 50μ gを 含 有 す る 水 を 、 等 容 積 の 完 全 Freundア ジ ュ バ ン
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２ ． Lewisラ ッ ト に お け る 急 性 実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 （ EAE）



ト （ CFA、 Sigma） で 乳 濁 化 し 、 熱 殺 菌 し た ヒ ト 結 核 菌 （ M. tuberculosis） H37Ra（ Difco
、 Detroit、 MI） 7mg/mlを 加 え 、 最 終 容 積 100μ の 水 乳 濁 化 液 と し て 、 ラ ッ ト に こ の 水 乳 濁
化 液 を 両 方 の 後 足 蹠 中 へ 軽 い 麻 酔 の も と で 注 射 す る こ と に よ り EAEを 誘 導 し た 。 ラ ッ ト を E
AEの 徴 候 に つ い て ブ ラ イ ン ド 方 式 で 試 験 し 、 次 の ス コ ア を 付 し た ： ０ 、 無 疾 患 ； １ 、 弛 緩
性 の 尾 部 ； ２ 、 運 動 失 調 ； ３ 、 尿 失 禁 を 伴 う 完 全 な 後 肢 麻 痺 。 免 疫 感 作 ３ 日 後 か ら 開 始 し
て 、 ラ ッ ト に r-Hu-EPO（ EPOetin alpha、 Procrit、 Ortho Biotech、 Raritan、 NJ） を 腹 腔
内 に １ 日 １ 回 、 示 さ れ た 用 量 で 、 PBSに 入 れ て 与 え た 。 臨 床 等 級 EPOは ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン
を 含 有 し た の で 、 対 照 動 物 に は 常 に 同 一 量 の ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 有 す る PBSを 与 え た
。 5,000 U/kg体 重 の EPOの 日 投 与 は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト を 30％ だ け 増 加 し た （ デ ー タ は 示 し
て な い ） 。 示 さ れ て い る と き は 、 ラ ッ ト に 、 ３ 日 か ら 28日 ま で １ 日 １ 回 、 PBSに 溶 解 し た 1
.3mg/kg体 重 の デ キ サ メ タ ゾ ン （ DEX） リ ン 酸 ジ ナ ト リ ウ ム 塩 （ Sigma） （ 1mg/kg体 重 の DEX
に 対 応 す る ） を 皮 下 注 射 （ s.c.） し た 。 示 さ れ て い る と き は 、 脳 お よ び 脊 髄 ホ モ ジ ネ ー ト
中 の TNFお よ び IL-6を 先 に 記 載 の よ う に 定 量 し た [Agnello、 2000 #10]。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 図 27は 臨 床 徴 候 に 対 す る 、 MBPに よ る 免 疫 感 作 後 ３ 日 か ら 18日 ま で に 与 え た 異 な る 用 量
の EPOの 保 護 効 果 を 示 す 。 EPOは 用 量 に 依 存 す る 様 式 で 、 疾 患 の 発 症 を 遅 れ さ せ か つ 疾 患 の
重 症 度 を 軽 減 し た 。 し か し 、 EPOは 最 大 重 症 度 ま で の 時 間 を 遅 延 さ せ な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 疾 患 が 退 行 し た 後 に EPOの 処 置 を 中 断 し て ラ ッ ト を ２ ヶ 月 間 モ ニ タ ー す る 実 験 に お い て
、 再 発 は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ は 投 与 の 保 留 後 に 疾 患 の 悪 化 を 誘 導 す る DEXと 対 照 的 で
あ っ た （ 図 28） 。 同 様 な 結 果 は 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に よ る 治 療 処 置 に も 予 想
さ れ う る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】

　 グ リ ア 細 胞 の 一 次 培 養 を 新 生 Sprague-Dawleyラ ッ ト １ ～ ２ 日 齢 か ら 調 製 し た 。 大 脳 半 球
を 髄 膜 か ら 単 離 し 、 機 械 的 に 破 壊 し た 。 細 胞 を ト リ プ シ ン 2.5％ お よ び DNAア ー ゼ 1％ の 溶
液 中 に 分 散 さ せ 、 100μ mナ イ ロ ン メ ッ シ ュ を 通 し て 濾 過 し 、 そ し て Eagle最 小 必 須 培 地 （ 1
0％ 胎 児 ウ シ 血 清 、 0.6％ グ ル コ ー ス 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 0.1mg/ml） お よ び ペ ニ シ リ ン
（ 100 Ul/ml） を 補 充 し た ） 中 に プ レ ー テ ィ ン グ し た （ 35mmデ ィ ッ シ ュ １ 枚 当 た り 140,000
細 胞 ） 。 グ リ ア 培 養 を １ 週 間 当 た り ２ 回 補 給 し 、 37℃ に て ５ ％ CO 2 の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ
ー 中 で 増 殖 し た 。 全 実 験 は ２ ～ ３ 週 齢 の 97％ 星 状 細 胞 お よ び 3％ ミ ク ロ グ リ ア か ら な る グ
リ ア 細 胞 培 養 （ GFAPお よ び マ メ 科 植 物 Griffonia simplicifolia種 イ ソ レ ク チ ン B 4 の 免 疫
化 学 に よ り 評 価 し て ） に つ い て 実 施 し た 。 ニ ュ ー ロ ン 培 養 は 、 18日 ラ ッ ト 胎 仔 の 海 馬 か ら
確 立 し た 。 脳 を 髄 膜 か ら 取 除 い て 切 り 離 し 、 海 馬 を 単 離 し た 。 細 胞 を 、 15～ 20分 間 、 37℃
で 2.5％ ト リ プ シ ン 溶 液 中 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 分 散 さ せ 、 次 い で 摺 り 砕 い た （ tit
uration） 。 細 胞 懸 濁 液 を グ リ ア 細 胞 用 に 使 っ た 培 地 中 に 希 釈 し 、 ポ リ オ ル ニ チ ン を コ ー
ト し た カ バ ー ス リ ッ プ 上 に カ バ ー ス リ ッ プ １ 枚 当 た り 160,000細 胞 の 密 度 で プ レ ー テ ィ ン
グ し た 。 プ レ ー テ ィ ン グ の 翌 日 に カ バ ー ス リ ッ プ を 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド ５ μ Mを 補 充
し た ニ ュ ー ロ ン 維 持 培 地 中 に グ リ ア 単 層 を 含 有 す る デ ィ ッ シ ュ に 移 し た （ 上 記 ニ ュ ー ロ ン
維 持 培 地 は 、 Dulbecco改 変 Eagle培 地 と Ham栄 養 分 ミ ッ ク ス F12に 、 5μ g/mlイ ン ス リ ン 、 10
0μ g/mlト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 100μ g/mlプ ト レ シ ン 、 30nM亜 セ レ ン 酸 Na、 20nMプ ロ ゲ ス ト ロ
ン お よ び ペ ニ シ リ ン 100U/mlを 補 充 し た も の で あ る ） 。 カ バ ー ス リ ッ プ を 反 転 し て 海 馬 ニ
ュ ー ロ ン を グ リ ア 単 層 に 直 面 さ せ た 。 カ バ ー ス リ ッ プ に 付 着 す る パ ラ フ ィ ン ド ッ ト が カ バ
ー ス リ ッ プ を グ リ ア 上 方 に 支 持 す る の で 、 ２ 種 の 細 胞 型 は お 互 い に 接 触 し な い が 水 溶 性 物
質 は 拡 散 で き る 狭 い ギ ャ ッ プ を 作 っ た 。 こ れ ら の 培 養 条 件 は 、 ＞ 98％ 均 一 性 （ 微 小 管 関 連
タ ン パ ク 質 2お よ び GFAPの 免 疫 化 学 に よ り 評 価 し て ） を も つ 分 化 し た ニ ュ ー ロ ン 培 養 の 増
殖 を 可 能 に し た 。 次 い で 細 胞 を 、 rhEPO（ 10U（ 80ng
） /ml)の 存 在 ま た は 不 在 の も と で 1μ Mト リ メ チ ル ス ズ （ TMT） を 用 い て 24時 間 処 理 し 、 そ
の 上 清 を TNFア ッ セ イ に 使 っ て 細 胞 生 存 力 を 以 下 に 記 載 の よ う に 評 価 し た 。 示 さ れ て い る
と き は 、 グ リ ア 細 胞 を LPSの 存 在 の も と で 、 rhEPOと と も に ま た は 無 し で 24時 間 培 養 し 、 培
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養 上 清 中 の TNFを 測 定 し た 。 細 胞 生 存 力 は 3-(4,5-ジ メ チ ル -チ ア ゾ ー ル -2-イ ル )-2,5-ジ フ
ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド （ MTT） ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た （ Denizot, F.,お よ び Lan
g, R. 1986. 「 細 胞 増 殖 お よ び 生 存 に 対 す る 迅 速 比 色 ア ッ セ イ ： 感 度 と 信 頼 性 を 改 善 す る
テ ト ラ ゾ リ ウ ム 染 色 手 法 の 改 変 （ Rapid colorimetric assay for cell growth and survi
val.　 Modifications to the tetrazolium dye procedure giving improved sensitivity
 and reliability） 」 . J Immunol Methods 89:271-277） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 MTTテ ト
ラ ゾ リ ウ ム 塩 を 無 血 清 培 地 に 溶 解 し て 最 終 濃 度 0.75mg/mlと し 、 ３ 時 間 37℃ で の 処 理 が 終
わ る と 細 胞 に 加 え た 。 次 い で 培 地 を 取 出 し て 、 ホ ル マ ザ ン を 1N HCl： イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （
1:24） を 用 い て 抽 出 し た 。 560nmで の 吸 収 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー 上 で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 図 29は 、 rhEPOが 混 合 ニ ュ ー ロ ン -グ リ ア 培 養 中 の ニ ュ ー ロ ン 死 誘 導 性 TNFの 産 生 を 阻 止
す る こ と を 示 す 。 パ ネ ル Ａ ： rhEPO（ 10 U/ml） に よ る 処 置 あ り ま た は な し の TMT 1μ Mに よ
り 誘 導 さ れ る 神 経 細 胞 死 の 百 分 率 。 パ ネ ル Ｂ ： rhEPO（ 10 U/ml） あ り ま た は な し の 、 ニ ュ
ー ロ ン の 存 在 （ ハ ッ チ を 施 し た バ ー ） ま た は 不 在 （ 黒 塗 り の バ ー ） の も と で TMT 1μ Mに 曝
し た グ リ ア 細 胞 か ら の TNF-＿ の 放 出 。 同 様 な 結 果 は 、 本 発 明 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン に
よ る 処 置 に も 予 想 さ れ う る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 範 囲 は 、 本 発 明 の 個 々 の 態 様 の 単 な る 説 明 を 意 図 す る も の で あ る 記 載 し た 特 定
の 実 施 形 態 に よ り 限 定 さ れ る も の で は な く 、 そ し て 機 能 的 に 同 等 な 方 法 お よ び 組 成 物 は 本
発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 実 際 、 本 明 細 書 に 示 し か つ 記 載 し た も の に 加 え て 本 発 明 の 様 々 な 修
飾 が 、 以 上 の 説 明 と 付 随 す る 図 面 か ら 当 業 者 に は 明 ら か に な る で あ ろ う 。 こ の よ う な 修 飾
は 添 付 し た 請 求 の 範 囲 内 に 入 る と 意 図 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 し た 全 参 考 文 献 は 、 全 て の 目 的 に 対 し て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に そ の 全 て
が 組 み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ８ 】
【 図 １ 】 抗 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 抗 体 に よ り 染 色 し た 薄 い 切 片 に お け る 、 正 常 ヒ ト 脳 内 の エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 分 布 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 １ の イ メ ー ジ の 高 倍 率 拡 大 で あ る 。
【 図 ３ 】 金 標 識 し た 二 次 抗 体 を 用 い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 超 顕 微 分 布 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ３ と 同 様 に 調 製 し た 図 で あ り 、 ヒ ト 脳 毛 細 管 の 管 腔 お よ び 反 管 腔 表 面 の 高 密 度
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 を 示 す 。
【 図 ５ 】 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 、 血 清 飢 餓 P19細 胞 の 生 存 力 に
対 す る in vitro効 力 を 比 較 す る 。
【 図 ６ 】 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 、 血 清 飢 餓 P19細 胞 に 対 す る in-
vitro効 力 を 比 較 す る 他 の 実 験 で あ る 。
【 図 ７ 】 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 、 ラ ッ ト 限 局 性 脳 虚 血 モ デ ル に
お け る 保 護 を 示 す 。
【 図 ８ 】 虚 血 卒 中 モ デ ル の 中 大 脳 動 脈 閉 塞 に お け る 、 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン と ヒ ト ア シ ア
ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力 を 比 較 す る 用 量 応 答 を 示 す 。
【 図 ９ 】 P19ア ッ セ イ に お け る ヨ ウ 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 P19ア ッ セ イ に お け る ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 、 血 清
飢 餓 P19細 胞 の 生 存 力 に 対 す る in-vitro効 力 を 比 較 す る 。
【 図 １ ２ 】 水 中 毒 ア ッ セ イ に お け る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 非 経 口 投 与 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 脳 脊 髄 液 中 へ の 移 行 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 、 移 植 用 に 準 備 し た 心 臓 の 機 能 の 維 持 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 一 時 的 血 管 閉 塞 後 の 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 心 筋 の 虚 血 障 害 か ら の 保 護 を 示
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す 。
【 図 １ ６ 】 ラ ッ ト 緑 内 障 モ デ ル に お け る 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 処 置 の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 ラ ッ ト 緑 内 障 モ デ ル に お け る 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 、 網 膜 機 能 の 保 存 の 程
度 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 外 傷 後 ５ 日 か ら 開 始 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 に よ る 脳 外 傷 後 の 認 知 機 能 の
回 復 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 外 傷 後 30日 か ら 開 始 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 に よ る 脳 外 傷 後 の 認 知 機 能 の
回 復 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 大 脳 毒 性 の カ イ ニ ン 酸 モ デ ル に お け る 、 ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力
を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 ラ ッ ト 脊 椎 損 傷 モ デ ル に お け る 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 効 力 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 ウ サ ギ 脊 椎 損 傷 モ デ ル 内 の 組 織 保 護 性 サ イ ト カ イ ン の 効 力 を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 ヘ マ ト キ シ リ ン と エ オ シ ン に よ り 染 色 し た 脳 表 層 の 冠 状 断 面 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 GFAP抗 体 に よ り 染 色 し た 、 梗 塞 領 域 に 隣 接 す る 前 頭 皮 質 の 冠 状 断 面 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 OX-42抗 体 に よ り 染 色 し た 脳 表 層 の 冠 状 断 面 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 OX-42抗 体 に よ り 染 色 し た 、 梗 塞 領 域 に 隣 接 す る 脳 表 層 の 冠 状 断 面 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 EAEモ デ ル に お け る 炎 症 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 EAEモ デ ル に お け る 炎 症 に 対 す る デ キ サ メ タ ソ ン お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効
果 を 比 較 す る 。
【 図 ２ ９ 】 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ニ ュ ー ロ ン 死 に 関 連 す る 炎 症 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

(67) JP 2006-515268 A 2006.5.25



【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】
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