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【手続補正書】
【提出日】令和3年9月28日(2021.9.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
脂肪酸分子で改質された生理活性ポリペプチド及び免疫グロブリンFc領域が非ペプチド性
重合体リンカーを通じて連結された、タンパク質結合体。
【請求項２】
上記脂肪酸分子で改質された生理活性ポリペプチドは、一つ以上の脂肪酸分子が生理活性
ポリペプチドに結合されたものであり、上記改質に使用された脂肪酸分子は上記免疫グロ
ブリンFc領域に連結されていないことを特徴とする、請求項1に記載のタンパク質結合体
。
【請求項３】
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上記生理活性ポリペプチドを改質した脂肪酸分子は、脂肪酸または脂肪酸誘導体である、
請求項1又は請求項2に記載のタンパク質結合体。
【請求項４】
上記非ペプチド性重合体リンカーが両末端の反応基を通じて脂肪酸分子で改質された生理
活性ポリペプチド及び免疫グロブリンFc領域とそれぞれ共有結合で連結された、請求項1
～3のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項５】
上記免疫グロブリンFc領域が、非糖鎖化されることを特徴とする、請求項1～4のいずれか
一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項６】
上記免疫グロブリンFc領域は、CH1、CH2、CH3及びCH4ドメインからなる群から選択される
1個～4個のドメインからなる、請求項1～5のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項７】
上記免疫グロブリンFc領域が、ヒンジ(hinge)領域をさらに含む、請求項1～6のいずれか
一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項８】
上記免疫グロブリンFc領域が、IgG、IgA、IgD、IgE、IgM、これらの組み合わせ(combinat
ion)及びこれらのハイブリッド(hybrid)のFc領域からなる群から選択される免疫グロブリ
ンFc断片である、請求項1～7のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項９】
上記免疫グロブリンFc領域が、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、これらの組み合わせ及びこれら
のハイブリッドのFc領域からなる群から選択される、請求項1～8のいずれか一項に記載の
タンパク質結合体。
【請求項１０】
上記免疫グロブリンFc断片が、同一起源のドメインからなる単鎖免疫グロブリンで構成さ
れた二量体または多量体である、請求項1～9のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項１１】
上記免疫グロブリンFc断片が、IgG4 Fc断片である、請求項1～10のいずれか一項に記載の
タンパク質結合体。
【請求項１２】
上記免疫グロブリンFc断片が、ヒト非糖鎖化IgG4 Fc断片である、請求項1～11のいずれか
一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項１３】
上記非ペプチド性重合体リンカーは、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコー
ル、エチレングリコール-プロピレングリコール共重合体、ポリオキシエチル化ポリオー
ル、ポリビニルアルコール、ポリサッカライド、デキストラン、ポリビニルエチルエーテ
ル、生分解性高分子、脂質重合体、脂肪酸、脂肪酸誘導体、キチン、ヒアルロン酸及びこ
れらの組み合わせからなる群から選択される、請求項1～12のいずれか一項に記載のタン
パク質結合体。
【請求項１４】
上記非ペプチド性重合体リンカーは、脂肪酸、脂肪酸誘導体またはポリエチレングリコー
ルである、請求項1～13のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項１５】
上記非ペプチド性重合体リンカーの両末端が、それぞれ免疫グロブリンFc領域のN末端、
リジン残基、またはアルギニン残基と生理活性ポリペプチドのN末端、C末端、リジン残基
、ヒスチジン残基またはシステイン残基、または各末端または残基の遊離反応基に結合さ
れている、請求項1～14のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項１６】
上記生理活性ポリペプチドが、ホルモン、サイトカイン、酵素、抗体、成長因子、転写調
節因子、血液因子、ワクチン、構造タンパク質、リガンドタンパク質及び受容体からなる
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群から選択される、請求項1～15のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項１７】
上記生理活性ポリペプチドは、ヒト成長ホルモン、成長ホルモン放出ホルモン、成長ホル
モン放出ペプチド、インターフェロン類、インターフェロン受容体類、コロニー刺激因子
類、グルカゴン様ペプチド類(GLP-1など)、エキセンディン類(Exendin4など)、オキシン
トモジュリン、G-プロテイン関連受容体(G-protein-coupled receptor)、インターロイキ
ン類、インターロイキン受容体類、酵素類、インターロイキン結合タンパク質類、サイト
カイン結合タンパク質類、マクロファージ活性因子、マクロファージペプチド、B細胞因
子、T細胞因子、タンパク質A、アレルギー抑制因子、細胞壊死糖タンパク質、免疫毒素、
リンホトキシン、腫瘍壊死因子、腫瘍抑制因子、転移成長因子、α-1アンチトリプシン、
アルブミン、α-ラクトアルブミン、アポリポタンパク質-E、赤血球生成因子、高糖鎖化
赤血球生成因子、アンジオポエチン類、ヘモグロビン、トロンビン、トロンビン受容体活
性ペプチド、トロンボモジュリン、血液因子VII、VIIa、VIII、IX、及びXIII、プラスミ
ノーゲン活性因子、フィブリン結合ペプチド、ウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、ヒル
ジン、タンパク質C、C-反応性タンパク質、レニン抑制剤、コラゲナーゼ抑制剤、スーパ
ーオキシドディスムターゼ、レプチン、血小板由来成長因子、上皮細胞成長因子、表皮細
胞成長因子、アンジオスタチン、アンジオテンシン、骨形成成長因子、骨形成促進タンパ
ク質、カルシトニン、インスリン、 アトリオペプチン、軟骨誘導因子、エルカトニン、
結合組織活性因子、組織因子経路抑制剤、卵胞刺激ホルモン、黄体形成ホルモン、黄体形
成ホルモン放出ホルモン、神経成長因子類、副甲状腺ホルモン、リラキシン、セクレチン
、ソマトメジン、インスリン様成長因子、副腎皮質ホルモン、グルカゴン、コレシストキ
ニン、膵臓ポリペプチド、ガストリン放出ペプチド、コルチコトロピン放出因子、甲状腺
刺激ホルモン、オートタキシン、ラクトフェリン、ミオスタチン、受容体類、受容体拮抗
物質、細胞表面抗原、ウイルス由来ワクチン抗原、モノクローナル抗体、ポリクローナル
抗体、抗体断片類及びそれぞれの誘導体からなる群から選択される、請求項1～16のいず
れか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項１８】
上記生理活性ポリペプチドは、ヒト成長ホルモン、インターフェロン-アルファ、顆粒球
コロニー刺激因子、赤血球生成因子、血液因子、インスリン、オキシントモジュリン、グ
ルカゴン様ペプチド類、エキセンディン類及びそれぞれの誘導体またはアナログからなる
群から選択される、請求項1～17のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
【請求項１９】
上記生理活性ポリペプチドはインスリンまたはそのアナログであり、上記生理活性ポリペ
プチドを改質した脂肪酸分子は脂肪酸または脂肪酸誘導体であり、上記非ペプチド重合体
リンカーはポリエチレングリコールである、請求項1～18のいずれか一項に記載のタンパ
ク質結合体。
【請求項２０】
上記インスリンアナログは、インスリンB鎖の8番アミノ酸、インスリンB鎖の23番アミノ
酸、インスリンB鎖の24番アミノ酸、インスリンB鎖の25番アミノ酸、インスリンA鎖の1番
アミノ酸、インスリンA鎖の2番アミノ酸及びインスリンA鎖の19番アミノ酸からなる群か
ら選択された一つのアミノ酸がアラニンに置換されたり、A鎖の14番アミノ酸がグルタミ
ン酸またはアスパラギンに置換された、請求項18又は請求項19に記載のタンパク質結合体
。
【請求項２１】
(a) 1つ以上の脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチド及び1つ以上の免
疫グロブリンFc領域を両末端に反応基を有する1つ以上の非ペプチド性重合体リンカーを
通じて共有結合で連結してタンパク質結合体を製造する段階;及び 
(b)上記(a)段階を通じて製造した非ペプチド性重合体リンカーを通じて共有結合で連結さ
れた、脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチド及び免疫グロブリンFc領
域を必須に含み、上記非ペプチド性重合体リンカーが免疫グロブリンFc断片に結合したタ
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ンパク質結合体を分離する段階を含む、請求項1～20のいずれか一項に記載のタンパク質
結合体の製造方法。
【請求項２２】
上記非ペプチド性重合体または脂肪酸分子の反応基は、アルデヒド基、マレイミド基及び
スクシンイミド誘導体からなる群から選択される、請求項21に記載の製造方法。
【請求項２３】
上記アルデヒド基は、プロピオンアルデヒド基またはブチルアルデヒド基である、請求項
22に記載の製造方法。
【請求項２４】
上記スクシンイミド誘導体が、スクシンイミジルカルボキシメチル、スクシンイミジル吉
草酸、スクシンイミジルメチルブタン酸、スクシンイミジルメチルプロピオン酸、スクシ
ンイミジルブタン酸、スクシンイミジルプロピオン酸、N-ヒドロキシスクシンイミドまた
はスクシンイミジルカルボネートである、請求項22に記載の製造方法。
【請求項２５】
上記非ペプチド性重合体リンカーは、各末端にそれぞれアルデヒドグループ、マレイミド
反応基またはスクシンイミド誘導体を有する、請求項21～24のいずれか一項に記載の製造
方法。
【請求項２６】
上記脂肪酸分子は、各末端にそれぞれアルデヒドグループ、マレイミド反応基またはスク
シンイミド誘導体を有する、請求項21～25のいずれか一項に記載の製造方法。
【請求項２７】
上記(a)段階は 
(a1)非ペプチド性重合体リンカーの一方の末端に免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子
が連結されている形態の生理活性ポリペプチドのいずれか一つと共有結合で連結して連結
体を製造する段階;及び
(a2)上記(a1)段階で製造した連結体を分離し、分離された連結体の非ペプチド性重合体リ
ンカーまたは免疫グロブリンFc領域中の他の一つと共有結合で連結する段階を含む、請求
項21～26のいずれか一項に記載の製造方法。
【請求項２８】
上記(a1)段階で脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチドと非ペプチド性
重合体リンカーの反応モル比は1:1～1:30であり、免疫グロブリンFc断片と非ペプチド性
重合体リンカーの反応モル比が1:1～1:20である、請求項27に記載の製造方法。
【請求項２９】
上記(a1)段階は、pH 4.0～9.0で行われることを特徴とする、請求項27に記載の製造方法
。
【請求項３０】
上記(a1)段階は、4.0～25℃で行われることを特徴とする、請求項27に記載の製造方法。
【請求項３１】
上記(a1)段階で免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性
ポリペプチドの反応濃度が0.1～100mg/mlであることを特徴とする、請求項27～30のいず
れか一項に記載の製造方法。
【請求項３２】
上記(a2)段階において連結体:免疫グロブリンFc領域または生理活性ポリペプチドの反応
モル比が1:0.1～1:20であることを特徴とする、請求項27に記載の製造方法。
【請求項３３】
上記(a2)段階は、pH 4.0～9.0で行われることを特徴とする、請求項27又は請求項32に記
載の製造方法。
【請求項３４】
上記(a2)段階は、4.0～25℃で行われることを特徴とする、請求項27又は請求項32に記載
の製造方法。
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【請求項３５】
上記(a2)段階において免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子が連結されている形態の生
理活性ポリペプチドの反応濃度が0.1～100mg/mlであることを特徴とする、請求項27～34
のいずれか一項に記載の製造方法。
【請求項３６】
上記(a1)段階及び(a2)段階が還元剤の存在の下で行われることを特徴とする、請求項27～
35のいずれか一項に記載の製造方法。
【請求項３７】
上記還元剤が、シアノ水素化ホウ素ナトリウム(NaCNBH3)、水素化ホウ素ナトリウム、ジ
メチルアミンホウ酸塩及びピリジンホウ酸塩からなる群から選択される、請求項36に記載
の製造方法。
【請求項３８】
上記(a2)段階において連結体を分離するために、アニオン交換クロマトグラフィー、カチ
オン交換クロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィーま
たはサイズ排除クロマトグラフィーから選択される精製方法を単独または複数で行う、請
求項27に記載の製造方法。
【請求項３９】
上記アニオン交換クロマトグラフィー樹脂の作用基がクオータナリーアンモニウム(Q)、
クオータナリーアミノエチル(QAE)、ジエチルアミノエチル(DEAE)、ポリエチレンイミン(
PEI)、ジメチルアミノメチル(DMAE)、またはトリメチルアミノエチル(TMAE)からなる群か
ら選択されるもののうちの一つである、請求項38に記載の製造方法。
【請求項４０】
上記カチオン交換クロマトグラフィー樹脂の作用基がメチルスルホネート(S)、スルホプ
ロピル(SP)、カルボキシメチル(CM)、ポリアスパラギン酸(Poly aspartic acid)、スルホ
エチル(SE)、スルホプロピル(SP)、ホスフェート(P)またはスルホネート(S)からなる群か
ら選択されるもののうちの一つである、請求項38に記載の製造方法。
【請求項４１】
上記疎水性クロマトグラフィーの樹脂の作用基がフェニル(phenyl)、オクチル(octyl)、(
イソ)プロピル(iso)propyl)、ブチル(butyl)及びエチル(ethyl)からなる群から選択され
るもののうちの一つである、請求項38に記載の製造方法。
【請求項４２】
上記親和性クロマトグラフィーの樹脂の作用基が、プロテインA(proteinA)、ヘパリン(he
parin)、ブルー(blue)、ベンザミジン(benzamidine)、金属イオン(コバルト、ニッケル、
銅)及び非ペプチド性重合体リンカーの両末端がそれぞれ免疫グロブリンFc領域及び生理
活性ポリペプチドと結合したタンパク質結合体の構成成分の一部あるいは全体に対する抗
体からなる群から選択されるもののうちの一つである、請求項38に記載の製造方法。
【請求項４３】
上記サイズ排除クロマトグラフィーの樹脂がスーパーデックス(superdex)、セファクリル
(sephacryl)、スーパーロース(superose)及びセファデックス(sephadex)からなる群から
選択されるもののうちの一つである、請求項38に記載の製造方法。
【請求項４４】
上記(b)段階のタンパク質結合体を分離する段階は、アニオン交換クロマトグラフィー、
カチオン交換クロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィ
ーまたはサイズ排除クロマトグラフィーから選択される精製方法を単独または複数で行う
、請求項21に記載の製造方法。
【請求項４５】
上記アニオン交換クロマトグラフィー樹脂の作用基が、クオータナリーアンモニウム(Q)
、クオータナリーアミノエチル(QAE)、ジエチルアミノエチル(DEAE)、ポリエチレンイミ
ン(PEI)、ジメチルアミノメチル(DMAE)、またはトリメチルアミノエチル(TMAE)からなる
群から選択されるもののうちの一つである、請求項44に記載の製造方法。
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【請求項４６】
上記カチオン交換クロマトグラフィー樹脂の作用基が、メチルスルホネート(S)、スルホ
プロピル(SP)、カルボキシメチル(CM)、ポリアスパラギン酸(Poly aspartic acid)、スル
ホエチル(SE)、スルホプロピル(SP)、ホスフェート(P)またはスルホネート(S)からなる群
から選択されるもののうちの一つである、請求項44に記載の製造方法。
【請求項４７】
上記疎水性クロマトグラフィーの樹脂の作用基が、フェニル(phenyl)、オクチル(octyl)
、(イソ)プロピル(iso)propyl)、ブチル(butyl)及びエチル(ethyl)からなる群から選択さ
れるもののうちの一つである、請求項44に記載の製造方法。
【請求項４８】
上記親和性クロマトグラフィーの樹脂の作用基が、プロテインA(proteinA)、ヘパリン(he
parin)、ブルー(blue)、ベンザミジン(benzamidine)、金属イオン(コバルト、ニッケル、
銅)及び非ペプチド性重合体の両末端がそれぞれ免疫グロブリンFc領域及び脂肪酸分子が
連結されている形態の生理活性ポリペプチドと結合したタンパク質結合体の構成成分の一
部あるいは全体に対する抗体からなる群から選択されるもののうちの一つである、請求項
44に記載の製造方法。
【請求項４９】
上記サイズ排除クロマトグラフィーの樹脂の作用基が、スーパーデックス(superdex)、セ
ファクリル(sephacryl)、スーパーロース(superose)及びセファデックス(sephadex)から
なる群から選択されるもののうちの一つである、請求項44に記載の製造方法。
【請求項５０】
上記(b)段階は、タンパク質結合体を構成する脂肪酸分子が連結されている形態の生理活
性ポリペプチドと免疫グロブリンFc領域が免疫グロブリンFc領域のN末端を通じて結合し
たタンパク質結合体を分離することを特徴とする、請求項21に記載の製造方法。
【請求項５１】
(a')非ペプチド性重合体の一方の末端に免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子が連結さ
れている形態の生理活性ポリペプチドのいずれか一つと共有結合で連結して連結体を製造
する段階であって、脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチドと非ペプチ
ド性重合体の反応モル比は1:1～1:30であり、免疫グロブリンFc領域と非ペプチド性重合
体リンカーの反応モル比が1:1～1:20であり、還元剤が1～100mMの濃度で含まれ、pH 4.0
～9.0、反応温度4.0～25℃で行われ、免疫グロブリンFc領域または生理活性ポリペプチド
の反応濃度が0.1～100mg/mlである段階; 
(b')上記(a')段階で製造した連結体を分離し、分離された連結体の非ペプチド性重合体リ
ンカーの他方の末端に生理活性ポリペプチドまたは免疫グロブリンFc領域中、他の一つと
共有結合で連結する段階であって、連結体と免疫グロブリンFc領域または生理活性ポリペ
プチドリンカーの反応モル比が1:0.1～1:20であり、還元剤が1～100mMの濃度で含まれ、p
H 4.0～9.0、反応温度4.0～25℃で行われ、免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子が連
結されている形態の生理活性ポリペプチドの反応濃度が0.1～100mg/mlである段階;及び 
(c')上記(b')段階を通じて製造した共有結合で連結された脂肪酸分子が連結されている形
態の生理活性ポリペプチド、非ペプチド性重合体リンカー及び免疫グロブリンFc領域を必
須的に含み、上記脂肪酸分子が免疫グロブリンFcと結合したタンパク質結合体を分離する
段階を含む、 請求項1～20のいずれか一項に記載のタンパク質結合体の製造方法。
【請求項５２】
請求項1～20のいずれか一項に記載のタンパク質結合体を有効成分として含む生理活性ポ
リペプチドの生体内持続性及び安定性増加用薬学的組成物。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１６８
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【０１６８】
以上の説明から、本発明が属する技術分野の当業者であれば、本発明がその技術的思想や
必須の特徴を変更することなく、他の具体的な形態で実施されうることを理解できるだろ
う。これに関連し、以上で記述した実施例はあくまで例示的なものであり、限定的なもの
でないことを理解すべきである。本発明の範囲は上記詳細な説明よりは、後述する特許請
求の範囲の意味及び範囲、そしてその等価概念から導かれるあらゆる変更または変形され
た形態が本発明の範囲に含まれるものと解釈すべきである。
　次に、本発明のまた別の好ましい態様を示す。
１．脂肪酸分子で改質された生理活性ポリペプチド及び免疫グロブリンFc領域が非ペプチ
ド性重合体リンカーを通じて連結された、タンパク質結合体。
２．上記脂肪酸分子で改質された生理活性ポリペプチドは、一つ以上の脂肪酸分子が生理
活性ポリペプチドに結合されたものであり、上記改質に使用された脂肪酸分子は上記免疫
グロブリンFc領域に連結されていないことを特徴とする、上記1に記載のタンパク質結合
体。
３．上記生理活性ポリペプチドを改質した脂肪酸分子は、脂肪酸または脂肪酸誘導体であ
る、上記1又は上記2に記載のタンパク質結合体。
４．上記非ペプチド性重合体リンカーが両末端の反応基を通じて脂肪酸分子で改質された
生理活性ポリペプチド及び免疫グロブリンFc領域とそれぞれ共有結合で連結された、上記
1～3のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
５．上記免疫グロブリンFc領域が、非糖鎖化されることを特徴とする、上記1～4のいずれ
か一項に記載のタンパク質結合体。
６．上記免疫グロブリンFc領域は、CH1、CH2、CH3及びCH4ドメインからなる群から選択さ
れる1個～4個のドメインからなる、上記1～5のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
７．上記免疫グロブリンFc領域が、ヒンジ(hinge)領域をさらに含む、上記1～6のいずれ
か一項に記載のタンパク質結合体。
８．上記免疫グロブリンFc領域が、IgG、IgA、IgD、IgE、IgM、これらの組み合わせ(comb
ination)及びこれらのハイブリッド(hybrid)のFc領域からなる群から選択される免疫グロ
ブリンFc断片である、上記1～7のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
９．上記免疫グロブリンFc領域が、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、これらの組み合わせ及びこ
れらのハイブリッドのFc領域からなる群から選択される、上記1～8のいずれか一項に記載
のタンパク質結合体。
１０．上記免疫グロブリンFc断片が、同一起源のドメインからなる単鎖免疫グロブリンで
構成された二量体または多量体である、上記1～9のいずれか一項に記載のタンパク質結合
体。
１１．上記免疫グロブリンFc断片が、IgG4 Fc断片である、上記1～10のいずれか一項に記
載のタンパク質結合体。
１２．上記免疫グロブリンFc断片が、ヒト非糖鎖化IgG4 Fc断片である、上記1～11のいず
れか一項に記載のタンパク質結合体。
１３．上記非ペプチド性重合体リンカーは、ポリエチレングリコール、ポリプロピレング
リコール、エチレングリコール-プロピレングリコール共重合体、ポリオキシエチル化ポ
リオール、ポリビニルアルコール、ポリサッカライド、デキストラン、ポリビニルエチル
エーテル、生分解性高分子、脂質重合体、脂肪酸、脂肪酸誘導体、キチン、ヒアルロン酸
及びこれらの組み合わせからなる群から選択される、上記1～12のいずれか一項に記載の
タンパク質結合体。
１４．上記非ペプチド性重合体リンカーは、脂肪酸、脂肪酸誘導体またはポリエチレング
リコールである、上記1～13のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
１５．上記非ペプチド性重合体リンカーの両末端が、それぞれ免疫グロブリンFc領域のN
末端、リジン残基、またはアルギニン残基と生理活性ポリペプチドのN末端、C末端、リジ
ン残基、ヒスチジン残基またはシステイン残基、または各末端または残基の遊離反応基に
結合されている、上記1～14のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。



(9) JP 2020-535199 A5 2021.11.11

１６．上記生理活性ポリペプチドが、ホルモン、サイトカイン、酵素、抗体、成長因子、
転写調節因子、血液因子、ワクチン、構造タンパク質、リガンドタンパク質及び受容体か
らなる群から選択される、上記1～15のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
１７．上記生理活性ポリペプチドは、ヒト成長ホルモン、成長ホルモン放出ホルモン、成
長ホルモン放出ペプチド、インターフェロン類、インターフェロン受容体類、コロニー刺
激因子類、グルカゴン様ペプチド類(GLP-1など)、エキセンディン類(Exendin4など)、オ
キシントモジュリン、G-プロテイン関連受容体(G-protein-coupled receptor)、インター
ロイキン類、インターロイキン受容体類、酵素類、インターロイキン結合タンパク質類、
サイトカイン結合タンパク質類、マクロファージ活性因子、マクロファージペプチド、B
細胞因子、T細胞因子、タンパク質A、アレルギー抑制因子、細胞壊死糖タンパク質、免疫
毒素、リンホトキシン、腫瘍壊死因子、腫瘍抑制因子、転移成長因子、α-1アンチトリプ
シン、アルブミン、α-ラクトアルブミン、アポリポタンパク質-E、赤血球生成因子、高
糖鎖化赤血球生成因子、アンジオポエチン類、ヘモグロビン、トロンビン、トロンビン受
容体活性ペプチド、トロンボモジュリン、血液因子VII、VIIa、VIII、IX、及びXIII、プ
ラスミノーゲン活性因子、フィブリン結合ペプチド、ウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ
、ヒルジン、タンパク質C、C-反応性タンパク質、レニン抑制剤、コラゲナーゼ抑制剤、
スーパーオキシドディスムターゼ、レプチン、血小板由来成長因子、上皮細胞成長因子、
表皮細胞成長因子、アンジオスタチン、アンジオテンシン、骨形成成長因子、骨形成促進
タンパク質、カルシトニン、インスリン、 アトリオペプチン、軟骨誘導因子、エルカト
ニン、結合組織活性因子、組織因子経路抑制剤、卵胞刺激ホルモン、黄体形成ホルモン、
黄体形成ホルモン放出ホルモン、神経成長因子類、副甲状腺ホルモン、リラキシン、セク
レチン、ソマトメジン、インスリン様成長因子、副腎皮質ホルモン、グルカゴン、コレシ
ストキニン、膵臓ポリペプチド、ガストリン放出ペプチド、コルチコトロピン放出因子、
甲状腺刺激ホルモン、オートタキシン、ラクトフェリン、ミオスタチン、受容体類、受容
体拮抗物質、細胞表面抗原、ウイルス由来ワクチン抗原、モノクローナル抗体、ポリクロ
ーナル抗体、抗体断片類及びそれぞれの誘導体からなる群から選択される、上記1～16の
いずれか一項に記載のタンパク質結合体。
１８．上記生理活性ポリペプチドは、ヒト成長ホルモン、インターフェロン-アルファ、
顆粒球コロニー刺激因子、赤血球生成因子、血液因子、インスリン、オキシントモジュリ
ン、グルカゴン様ペプチド類、エキセンディン類及びそれぞれの誘導体またはアナログか
らなる群から選択される、上記1～17のいずれか一項に記載のタンパク質結合体。
１９．上記生理活性ポリペプチドはインスリンまたはそのアナログであり、上記生理活性
ポリペプチドを改質した脂肪酸分子は脂肪酸または脂肪酸誘導体であり、上記非ペプチド
重合体リンカーはポリエチレングリコールである、上記1～18のいずれか一項に記載のタ
ンパク質結合体。
２０．上記インスリンアナログは、インスリンB鎖の8番アミノ酸、インスリンB鎖の23番
アミノ酸、インスリンB鎖の24番アミノ酸、インスリンB鎖の25番アミノ酸、インスリンA
鎖の1番アミノ酸、インスリンA鎖の2番アミノ酸及びインスリンA鎖の19番アミノ酸からな
る群から選択された一つのアミノ酸がアラニンに置換されたり、A鎖の14番アミノ酸がグ
ルタミン酸またはアスパラギンに置換された、上記18又は上記19に記載のタンパク質結合
体。
２１．(a) 1つ以上の脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチド及び1つ以
上の免疫グロブリンFc領域を両末端に反応基を有する1つ以上の非ペプチド性重合体リン
カーを通じて共有結合で連結してタンパク質結合体を製造する段階;及び 
(b)上記(a)段階を通じて製造した非ペプチド性重合体リンカーを通じて共有結合で連結さ
れた、脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチド及び免疫グロブリンFc領
域を必須に含み、上記非ペプチド性重合体リンカーが免疫グロブリンFc断片に結合したタ
ンパク質結合体を分離する段階を含む、上記1～20のいずれか一項に記載のタンパク質結
合体の製造方法。
２２．上記非ペプチド性重合体または脂肪酸分子の反応基は、アルデヒド基、マレイミド
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基及びスクシンイミド誘導体からなる群から選択される、上記21に記載の製造方法。
２３．上記アルデヒド基は、プロピオンアルデヒド基またはブチルアルデヒド基である、
上記22に記載の製造方法。
２４．上記スクシンイミド誘導体が、スクシンイミジルカルボキシメチル、スクシンイミ
ジル吉草酸、スクシンイミジルメチルブタン酸、スクシンイミジルメチルプロピオン酸、
スクシンイミジルブタン酸、スクシンイミジルプロピオン酸、N-ヒドロキシスクシンイミ
ドまたはスクシンイミジルカルボネートである、上記22に記載の製造方法。
２５．上記非ペプチド性重合体リンカーは、各末端にそれぞれアルデヒドグループ、マレ
イミド反応基またはスクシンイミド誘導体を有する、上記21～24のいずれか一項に記載の
製造方法。
２６．上記脂肪酸分子は、各末端にそれぞれアルデヒドグループ、マレイミド反応基また
はスクシンイミド誘導体を有する、上記21～25のいずれか一項に記載の製造方法。
２７．上記(a)段階は 
(a1)非ペプチド性重合体リンカーの一方の末端に免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子
が連結されている形態の生理活性ポリペプチドのいずれか一つと共有結合で連結して連結
体を製造する段階;及び
(a2)上記(a1)段階で製造した連結体を分離し、分離された連結体の脂肪酸分子が連結され
ている形態の生理活性ポリペプチドの他方の末端に生理活性ポリペプチドまたは免疫グロ
ブリンFc領域中の他の一つと共有結合で連結する段階を含む、上記21～26のいずれか一項
に記載の製造方法。
２８．上記(a1)段階で脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチドと非ペプ
チド性重合体リンカーの反応モル比は1:1～1:30であり、免疫グロブリンFc断片と非ペプ
チド性重合体の反応モル比が1:1～1:20である、上記27に記載の製造方法。
２９．上記(a1)段階は、pH 4.0～9.0で行われることを特徴とする、上記28に記載の製造
方法。
３０．上記(a1)段階は、4.0～25℃で行われることを特徴とする、上記27に記載の製造方
法。
３１．上記(a1)段階で免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子が連結されている形態の生
理活性ポリペプチドの反応濃度が0.1～100mg/mlであることを特徴とする、上記27～30の
いずれか一項に記載の製造方法。
３２．上記(a2)段階において連結体:免疫グロブリンFc領域または生理活性ポリペプチド
の反応モル比が1:0.1～1:20であることを特徴とする、上記27に記載の製造方法。
３３．上記(a2)段階は、pH 4.0～9.0で行われることを特徴とする、上記27又は上記32に
記載の製造方法。
３４．上記(a2)段階は、4.0～25℃で行われることを特徴とする、上記27又は上記32に記
載の製造方法。
３５．上記(a2)段階において免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子が連結されている形
態の生理活性ポリペプチドの反応濃度が0.1～100mg/mlであることを特徴とする、上記27
～34のいずれか一項に記載の製造方法。
３６．上記(a1)段階及び(a2)段階が還元剤の存在の下で行われることを特徴とする、上記
27～35のいずれか一項に記載の製造方法。
３７．上記還元剤が、シアノ水素化ホウ素ナトリウム(NaCNBH3)、水素化ホウ素ナトリウ
ム、ジメチルアミンホウ酸塩及びピリジンホウ酸塩からなる群から選択される、上記36に
記載の製造方法。
３８．上記(a2)段階において連結体を分離するために、アニオン交換クロマトグラフィー
、カチオン交換クロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフ
ィーまたはサイズ排除クロマトグラフィーから選択される精製方法を単独または複数で行
う、上記27に記載の製造方法。
３９．上記アニオン交換クロマトグラフィー樹脂の作用基がクオータナリーアンモニウム
(Q)、クオータナリーアミノエチル(QAE)、ジエチルアミノエチル(DEAE)、ポリエチレンイ
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ミン(PEI)、ジメチルアミノメチル(DMAE)、またはトリメチルアミノエチル(TMAE)からな
る群から選択されるもののうちの一つである、上記38に記載の製造方法。
４０．上記カチオン交換クロマトグラフィー樹脂の作用基がメチルスルホネート(S)、ス
ルホプロピル(SP)、カルボキシメチル(CM)、ポリアスパラギン酸(Poly aspartic acid)、
スルホエチル(SE)、スルホプロピル(SP)、ホスフェート(P)またはスルホネート(S)からな
る群から選択されるもののうちの一つである、上記37に記載の製造方法。
４１．上記疎水性クロマトグラフィーの樹脂の作用基がフェニル(phenyl)、オクチル(oct
yl)、(イソ)プロピル(iso)propyl)、ブチル(butyl)及びエチル(ethyl)からなる群から選
択されるもののうちの一つである、上記38に記載の製造方法。
４２．上記親和性クロマトグラフィーの樹脂の作用基が、プロテインA(proteinA)、ヘパ
リン(heparin)、ブルー(blue)、ベンザミジン(benzamidine)、金属イオン(コバルト、ニ
ッケル、銅)及び脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチドの両末端がそ
れぞれ免疫グロブリンFc領域及び生理活性ポリペプチドと結合したタンパク質結合体の構
成成分の一部あるいは全体に対する抗体からなる群から選択されるもののうちの一つであ
る、上記38に記載の製造方法。
４３．上記サイズ排除クロマトグラフィーの樹脂がスーパーデックス(superdex)、セファ
クリル(sephacryl)、スーパーロース(superose)及びセファデックス(sephadex)からなる
群から選択されるもののうちの一つである、上記38に記載の製造方法。
４４．上記(b)段階のタンパク質結合体を分離する段階は、アニオン交換クロマトグラフ
ィー、カチオン交換クロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、親和性クロマトグ
ラフィーまたはサイズ排除クロマトグラフィーから選択される精製方法を単独または複数
で行う、上記21に記載の製造方法。
４５．上記アニオン交換クロマトグラフィー樹脂の作用基が、クオータナリーアンモニウ
ム(Q)、クオータナリーアミノエチル(QAE)、ジエチルアミノエチル(DEAE)、ポリエチレン
イミン(PEI)、ジメチルアミノメチル(DMAE)、またはトリメチルアミノエチル(TMAE)から
なる群から選択されるもののうちの一つである、上記44に記載の製造方法。
４６．上記カチオン交換クロマトグラフィー樹脂の作用基が、メチルスルホネート(S)、
スルホプロピル(SP)、カルボキシメチル(CM)、ポリアスパラギン酸(Poly aspartic acid)
、スルホエチル(SE)、スルホプロピル(SP)、ホスフェート(P)またはスルホネート(S)から
なる群から選択されるもののうちの一つである、上記44に記載の製造方法。
４７．上記疎水性クロマトグラフィーの樹脂の作用基が、フェニル(phenyl)、オクチル(o
ctyl)、(イソ)プロピル(iso)propyl)、ブチル(butyl)及びエチル(ethyl)からなる群から
選択されるもののうちの一つである、上記44に記載の製造方法。
４８．上記親和性クロマトグラフィーの樹脂の作用基が、プロテインA(proteinA)、ヘパ
リン(heparin)、ブルー(blue)、ベンザミジン(benzamidine)、金属イオン(コバルト、ニ
ッケル、銅)及び非ペプチド性重合体の両末端がそれぞれ免疫グロブリンFc領域及び脂肪
酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチドと結合したタンパク質結合体の構成
成分の一部あるいは全体に対する抗体からなる群から選択されるもののうちの一つである
、上記44に記載の製造方法。
４９．上記サイズ排除クロマトグラフィーの樹脂の作用基が、スーパーデックス(superde
x)、セファクリル(sephacryl)、スーパーロース(superose)及びセファデックス(sephadex
)からなる群から選択されるもののうちの一つである、上記44に記載の製造方法。
５０．上記(b)段階は、タンパク質結合体を構成する脂肪酸分子が連結されている形態の
生理活性ポリペプチドと免疫グロブリンFc領域が免疫グロブリンFc領域のN末端を通じて
結合したタンパク質結合体を分離することを特徴とする、上記21に記載の製造方法。
５１．(a')非ペプチド性重合体の一方の末端に免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子が
連結されている形態の生理活性ポリペプチドのいずれか一つと共有結合で連結して連結体
を製造する段階であって、脂肪酸分子が連結されている形態の生理活性ポリペプチドと非
ペプチド性重合体の反応モル比は1:1～1:30であり、免疫グロブリンFc領域と非ペプチド
性重合体リンカーの反応モル比が1:1～1:20であり、還元剤が1～100mMの濃度で含まれ、p



(12) JP 2020-535199 A5 2021.11.11

H 4.0～9.0、反応温度4.0～25℃で行われ、免疫グロブリンFc領域または生理活性ポリペ
プチドの反応濃度が0.1～100mg/mlである段階; 
(b')上記(a')段階で製造した連結体を分離し、分離された連結体の非ペプチド性重合体リ
ンカーの他方の末端に生理活性ポリペプチドまたは免疫グロブリンFc領域中、他の一つと
共有結合で連結する段階であって、連結体と免疫グロブリンFc領域または生理活性ポリペ
プチドリンカーの反応モル比が1:0.1～1:20であり、還元剤が1～100mMの濃度で含まれ、p
H 4.0～9.0、反応温度4.0～25℃で行われ、免疫グロブリンFc領域または脂肪酸分子が連
結されている形態の生理活性ポリペプチドの反応濃度が0.1～100mg/mlである段階;及び 
(c')上記(b')段階を通じて製造した共有結合で連結された脂肪酸分子が連結されている形
態の生理活性ポリペプチド、非ペプチド性重合体リンカー及び免疫グロブリンFc領域を必
須的に含み、上記脂肪酸分子が免疫グロブリンFcと結合したタンパク質結合体を分離する
段階を含む、 上記1～20のいずれか一項に記載のタンパク質結合体の製造方法。
５２．上記1～20のいずれか一項に記載のタンパク質結合体を有効成分として含む生理活
性ポリペプチドの生体内持続性及び安定性増加用薬学的組成物。
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