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(57)【要約】
本発明は、OBフォールドタンパク質バリアントを含有している経口投与組成物およびそれ
を調製する方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　野生型OBフォールドタンパク質の天然リガンドとの結合の界面に5～32個の変異型残基
を有する、野生型OBフォールドタンパク質のバリアント
を含む、経口投与組成物。
【請求項２】
　野生型OBフォールドタンパク質が、スルホロブス・アシドカルダリウス（Sulfolobus a
cidocaldarius）由来のSac7dまたはSac7e、スルホロブス・ソルファタリカス（Sulfolobu
s solfataricus）由来のSso7d、スルホロブス・トコダイー（Sulfolobus tokodaii）由来
のDBP7、スルホロブス・シバテ（Sulfolobus shibatae）由来のSsh7b、スルホロブス・シ
バテ由来のSsh7a、およびスルホロブス・ソルファタリカス由来のp7ssより選択されるこ
とを特徴とする、請求項1に記載の組成物。
【請求項３】
　バリアントが、抗原、抗体、細胞タンパク質、循環血中タンパク質、ペプチド、医薬の
活性成分、核酸、具体的には、インターロイキン、サイトカイン、サイトカインまたはイ
ンターロイキンの受容体、癌遺伝子によってコードされたタンパク質、微生物の表面タン
パク質、および微生物リポ多糖より選択される関心対象の標的に結合することを特徴とす
る、請求項1または2に記載の組成物。
【請求項４】
　ゲルカプセル剤、錠剤、ロゼンジ剤、または丸剤の形態をとっていることを特徴とする
、請求項1～3のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５】
　液体組成物の形態をとっていることを特徴とする、請求項1～3のいずれか一項に記載の
組成物。
【請求項６】
　抗菌剤、抗寄生虫剤、抗真菌剤、抗炎症剤、鎮痒剤、麻酔剤、抗ウイルス剤、角質溶解
剤、およびフリーラジカル消去剤より選択される少なくとも1種の剤も含有していること
を特徴とする、請求項1～5のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項７】
　胃腸系の障害または疾患の処置において使用するための、請求項1～6のいずれか一項に
記載の組成物。
【請求項８】
　野生型OBフォールドタンパク質の天然リガンドとの結合の界面に5～32個の変異型残基
を有する、野生型OBフォールドタンパク質のバリアント
を、薬学的に許容される経口投与担体と混合する工程を含む、請求項1～7のいずれか一項
に記載の経口投与組成物を調製する方法。
【請求項９】
　トレーサーと結合した所望の抗原に結合するOBフォールドタンパク質のバリアントを含
む請求項1～6のいずれか一項に記載の組成物を患者へ投与する工程を含む、臓器、具体的
には、胃腸系における特定の抗原の存在を検出する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、関心対象の標的に結合する活性成分を含有している、治療的に使用するため
の経口組成物の調製の領域に関する。
【背景技術】
【０００２】
　相当数の胃腸系疾患が存在する。これらの疾患を処置するためには、疾患の部位におい
て直接作用する利用可能な組成物を有し得ることが望ましい。
【０００３】
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　そのためには、直腸組成物を開発することが可能であるが、経口組成物の方が、患者に
好まれ、処置に対するよりよい遵守を可能にする。さらに、（胃腸系に限局していない）
全身性疾患を処置するためにも、医療従事者の関与を必要とし得る他の投与モード（具体
的には、注射）より、可能な限り、経口投与が好ましい。
【０００４】
　疾患が何であれ、一般に、医薬が活性を及ぼす治療的に関心対象の標的が存在する。こ
れは、細胞受容体または微生物の表面タンパク質であり得る。一般に、作用の部位におい
て直接、治療的に関心対象の標的に対して作用する活性成分の適用を可能にする組成物を
有することが望ましいと考えられる。しかしながら、抗体のようないくつかのタンパク質
は、胃を通過する時に分解される。
【０００５】
　出願WO 2007/139397（特許文献1）は、タンパク質の天然リガンドとの結合のためのOB
ドメインへ変異を導入することによってOBドメインが修飾されているOBフォールドタンパ
ク質のライブラリーの使用を記載している。
【０００６】
　出願WO 2008/068637（特許文献2）は、関心対象の標的に対する親和性を有するリガン
ドを入手するための、Sac7dタンパク質に基づくライブラリーの使用を記載している。WO 
2008/068637（特許文献2）に記載された方法は、この野生型OBフォールドタンパク質の結
合部位のある種のアミノ酸における変異を示す野生型タンパク質のバリアントの作製をも
たらすある種のランダム変異の存在を除き、全てが同一の配列を有する複数のDNA分子を
含有しているコンビナトリアルライブラリーの生成を含む。具体的には、WO 2008/068637
（特許文献2）に関して、野生型OBフォールドタンパク質は、具体的には、K7、Y8、K9、K
21、K22、W24、V26、M29、S31、T33、T40、R42、A44、S46より選択されるアミノ酸、また
はV26、G27、K28、M29、S31、R42、A44、S46、E47、およびK48のようなその他のアミノ酸
において、可変性を生成するための変異が導入される、Sac7dタンパク質である。これら
のアミノ酸は、SEQ ID No.1によって表されるSac7d配列に基づく。
【０００７】
　特許出願WO 2012/150314（特許文献3）は、Sac7dファミリーのあるタンパク質から同一
ファミリーのもう一つのタンパク質への変異のポータビリティを提示している。このポー
タビリティによって、具体的には、WO 2008/068637（特許文献2）の方法を実施すること
によって、入手することが可能である、Sac7dファミリーのあるタンパク質の変異体から
、そのファミリーのもう一つのタンパク質の変異体が作出されることになる。
【０００８】
　Sac7dファミリーは、Sac7dファミリーに関係するものとして定義され、極限環境細菌か
ら単離された7kDaのDNA結合タンパク質のファミリーに相当する。これらのタンパク質お
よびこのファミリーは、具体的には、WO 2008/068637（特許文献2）に記載されている。
従って、本発明に関して、配列SEQ ID No.8に相当する配列を有する時、そのタンパク質
はSac7dファミリーに属する。このファミリーには、具体的には、スルホロブス・アシド
カルダリウス（Sulfolobus acidocaldarius）由来のSac7dタンパク質またはSac7eタンパ
ク質、スルホロブス・ソルファタリカス（Sulfolobus solfataricus）由来のSso7dタンパ
ク質、スルホロブス・トコダイー（Sulfolobus tokodaii）由来のDBP7タンパク質、スル
ホロブス・シバテ（Sulfolobus shibatae）由来のSsh7bタンパク質、スルホロブス・シバ
テ由来のSsh7aタンパク質、およびスルホロブス・ソルファタリカス由来のp7ssタンパク
質が含まれる。
【０００９】
　OBフォールドタンパク質は、当技術分野において公知である。それらは、具体的には、
前記引用の文献に記載され、Arcus（Curr Opin Struct Biol.2002 Dec;12(6):794-801）
（非特許文献1）にも記載されている。OBフォールドは、5つのベータ（β）シートを有す
る円柱の形態をとっている。大部分のOBフォールドタンパク質が、オリゴ糖、オリゴヌク
レオチド、タンパク質、金属イオン、または触媒基質であり得る天然リガンドの同一の結
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合界面を使用する。この結合界面は、ベータシート内に位置する残基を主に含む。ループ
内に位置するある種の残基も、OBフォールドタンパク質の天然リガンドとの結合に関与し
得る。従って、出願WO 2007/139397（特許文献1）およびWO 2008/068637（特許文献2）、
ならびにArcusの文献（2002、前記）は、天然リガンドとの結合のためのOBフォールドタ
ンパク質ドメインを記載している。従って、文献WO 2008/068637（特許文献2）は、OBフ
ォールドタンパク質の結合ドメインを同定する方法を正確に記載してる。
【００１０】
　ウェブサイトWU-Blast2（http://www.ebi.ac.uk/blast2/index.html）（Lopez et al.,
2003,Nucleic Acids Res 31,3795-3798（非特許文献2））、T-COFFEE（http://www.ch.em
bnet.org/software/TCoffee.html）（Notredame et al.,2000,J Mol Biol 302,205-217（
非特許文献3））、およびDALI lite（http://www.ebi.ac.uk/DaliLite/）（Holm and Par
k,2000,Bioinformatics 16,566-567（非特許文献4））を使用して、OBフォールドドメイ
ンを有するタンパク質のいくつかの配列および3D構造を重ね合わせることによって、修飾
することができる結合ドメイン、具体的には、アミノ酸の位置を同定することが可能であ
る。Sac7d（SEQ ID No.1）の配列を参照とすると、これらは、残基V2、K3、K5、K7、Y8、
K9、G10、E11、K13、E14、T17、K21、K22、W24、V26、G27、K28、M29、S31、T33、Y34、D
36、N37、G38、K39、T40、R42、A44、S46、E47、K48、D49、A50、およびP51である。さら
に、このSac7d配列を参照として、欠失させることができる残基は、A59、R60、A61、E64
、および/またはK66である。
【００１１】
　WO 2008/068637（特許文献2）に記載されるように、他のOBフォールドタンパク質の結
合ドメインを同定することができる。この出願は、DALIウェブサイト（http://www.ebi.a
c.uk/dali/interactive .html）（Holm and Sander,1998,Nucleic Acids Res 26,316-319
（非特許文献5））を使用して、OBフォールドタンパク質またはOBフォールドドメインの3
D構造の重ね合わせを達成することが可能であることを示している（この出願においては
、Sac7dを含む10個のドメインが使用された）。従って、任意のOBフォールドタンパク質
（または任意のOBフォールドドメイン）について、結合部位に含まれておりかつ前記のSa
c7dアミノ酸に相当するアミノ酸を同定することは容易である。
【００１２】
　WO 2008/068637（特許文献2）の教示は、任意で、OBフォールドタンパク質、具体的に
は、Sac7dファミリーのタンパク質のループへアミノ酸を挿入することができること；具
体的には、（WO 2008/068637（特許文献2）の図1bおよび2に定義される）ループ3、例え
ば、Sac7dの残基25～30の領域、好ましくは、残基27と28との間に1～15個のアミノ酸残基
を挿入することができ、（WO 2008/068637（特許文献2）の図1bおよび2に定義される）ル
ープ4、例えば、Sac7dの残基35～40の領域、好ましくは、残基37と38との間に1～15個の
アミノ酸残基を挿入することができ、（WO 2008/068637（特許文献2）の図1bおよび2に定
義される）ループ1、例えば、Sac7dの残基7～12の領域、好ましくは、残基9と10との間に
1～20個の残基を挿入することができることも示している。
【００１３】
　拡張的に、本願に関して、「OBフォールドタンパク質」という用語には、天然OBフォー
ルドタンパク質が含まれ、より複雑なタンパク質から単離され得るOBフォールドを有する
ドメインも含まれる。これらのOBフォールドドメインは、具体的には、出願WO 2007/1393
97（特許文献1）およびWO 2008/068637（特許文献2）に、より詳細に記載されている。こ
の用語には、遺伝子工学によって、OBフォールドタンパク質またはOBフォールドを有する
ドメインを、関心対象のタンパク質またはドメイン、例えば、よりよい精製を可能にする
タグと、N末端またはC末端の位置において融合させることによって入手され得るポリペプ
チドも含まれる。
【００１４】
　WO 2008/068637（特許文献2）に記載された方法の利点は、相当数のアミノ酸が「ラン
ダム化されている」、即ち、ランダムなアミノ酸に交換されている複数のバリアントを含
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有しているかまたは発現しているコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングするこ
とによって、OBフォールドタンパク質のバリアントを入手することを可能にする点である
。これらのライブラリーのスクリーニングは、コンビナトリアルライブラリーの生成元の
野生型タンパク質の天然リガンド以外の関心対象の標的と、特異的に、一般に、強力な親
和性で（出願WO 2008/068637（特許文献2）は、実際、1ナノモル程度の親和性を記載して
いる）結合するこれらのタンパク質のバリアントを同定することを可能にする。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】WO 2007/139397
【特許文献２】WO 2008/068637
【特許文献３】WO 2012/150314
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Arcus（Curr Opin Struct Biol.2002 Dec;12(6):794-801）
【非特許文献２】Lopez et al.,2003,Nucleic Acids Res 31,3795-3798
【非特許文献３】Notredame et al.,2000,J Mol Biol 302,205-217
【非特許文献４】Holm and Park,2000,Bioinformatics 16,566-567
【非特許文献５】Holm and Sander,1998,Nucleic Acids Res 26,316-319
【発明の概要】
【００１７】
　本発明者らは、OBフォールドタンパク質が、胃分解に対して十分に抵抗性であって、腸
に残留するかまたは腸の関門を横断することができ、従って、様々な疾患、具体的には、
腸に限局した疾患、または体循環の通過の後に身体の他の臓器の疾患の処置のために経口
的に使用され得る組成物において使用され得ることを示した。好ましくは、病理学的状態
、具体的には、胃腸系のもの、または全身性の病理学的状態（即ち、胃腸系以外の臓器に
位置する病理学的状態）に関与している関心対象の標的に結合するOBフォールドタンパク
質のバリアントが使用される。
【００１８】
　従って、本発明は、OBフォールドタンパク質、または野生型OBフォールドタンパク質の
天然リガンドとの結合の界面に5～32個の変異型残基を有する野生型OBフォールドタンパ
ク質のバリアントを含む、経口投与のための組成物に関する。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　一つの具体的な態様において、バリアントは治療活性を示す。具体的には、バリアント
は、天然リガンドの標的以外の関心対象の標的に特異的に結合する。次いで、このバリア
ントは、WO 2008/068637またはWO 2007/139397に記載されるような方法を実行することに
よって同定することができた。実際、これらの2件の特許出願に記載された方法の実行は
、一般に、任意の関心対象の標的に結合する任意のOBフォールドタンパク質のバリアント
を同定することを可能にする。この組成物は、一般に、そのような経口投与のために使用
され得る薬学的に許容される賦形剤も含有している。
【００２０】
　上記のように、野生型OBフォールドタンパク質には、OBフォールドドメインも包含され
る。好ましくは、本発明に関して使用されるバリアントは、最大で300個のアミノ酸、好
ましくは、最大で200個のアミノ酸、好ましくは、最大で175個のアミノ酸、より好ましく
は、最大で150個のアミノ酸、より好ましくは、最大で100個のアミノ酸を含有している。
一つの具体的な態様において、それは最大で80個または最大で70個のアミノ酸を含有して
いる。
【００２１】
　（野生型タンパク質と比べた）バリアント内の変異型残基の数は、5～32個である。他
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の態様において、これらのバリアントは、野生型OBフォールドタンパク質（またはドメイ
ン）と比較して、好ましくは、少なくとも5個、より好ましくは、少なくとも8個、さらに
好ましくは、少なくとも10個の置換されたアミノ酸未満を有するが、一般には、32個未満
、より好ましくは、24個未満、さらに好ましくは、20個未満または15個未満の置換された
アミノ酸未満を有する。野生型タンパク質と比べて、8個、9個、10個、11個、12個、13個
、または14個のアミノ酸が変異している時が好ましい。これらの変異型アミノ酸は、OBフ
ォールドタンパク質の天然リガンドとの結合の部位に位置している。それらは、一般に、
この結合ドメインの全体に分布している。この結合ドメインの構造のため、ある種の変異
型残基は、（一般に、いくつかの、具体的には、2つまたは3つの）ベータシートに見出さ
れる。
【００２２】
　一つの具体的な態様において、これらのバリアントは、OBフォールドのベータシートを
連結するループにアミノ酸挿入を含んでいてもよい。従って、1～15個のアミノ酸が、ル
ープ1および/またはループ4および/またはループ3へ導入されていてもよい（ループは、W
O 2008/068637と同様に番号付けられる）。
【００２３】
　一つの具体的な態様において、野生型OBフォールドタンパク質は、スルホロブス・アシ
ドカルダリウス由来のSac7dまたはSac7e、スルホロブス・ソルファタリカス由来のSso7d
、スルホロブス・トコダイー由来のDBP7、スルホロブス・シバテ由来のSsh7b、スルホロ
ブス・シバテ由来のSsh7a、およびスルホロブス・ソルファタリカス由来のp7ssより選択
される。
【００２４】
　従って、それは、本発明の経口投与組成物において使用されるバリアントが比較される
タンパク質である。
【００２５】
　Sac7dタンパク質、Sso7dタンパク質、Sac7eタンパク質、Ssh7bタンパク質、Ssh7aタン
パク質、DBP7タンパク質、およびSis7タンパク質の様々な配列は、それぞれ、SEQ ID No.
1～SEQ ID No.7によって表される。
【００２６】
　このSac7dファミリーのタンパク質のバリアントは、ナノフィチン（nanofitin）と呼ば
れる。従って、本発明は、優先的には、SEQ ID No.1～SEQ ID No.7によって表されるタン
パク質のバリアント、具体的には、Sac7dのバリアントに対して実行される。
【００２７】
　液体組成物の場合、本発明による組成物におけるバリアントの濃度は、一般に、10ng/m
lより高く、600mg/ml未満である。従って、それは、一般に、500mg/ml未満、好ましくは
、250mg/ml未満、好ましくは、100mg/ml未満または50mg/ml未満またはさらには10mg/ml未
満である。それは、一般に、10ng/mlより高く、好ましくは、50ng/mlより高く、好ましく
は、100ng/mlより高い。
【００２８】
　濃度は、5～20mlの摂取のため、患者に投与されることが望まれる用量に調整される。
【００２９】
　固体組成物の場合、用量は、患者が治療的観点から有効である用量を入手するため、摂
取するであろう錠剤（またはロゼンジ剤等）の数によって調整される。
【００３０】
　一般に、（具体的には、疾患の性質、標的とされる抗原、任意で、この抗原に対するOB
フォールドタンパク質のバリアントの親和性、患者の体重、病理学的状態のための他の医
薬と組み合わせて使用されるか否かに依るであろう）極めて可変性の量が、患者へ投与さ
れる。従って、範囲は、一般に、10mg/kg～200mg/kgまたはさらには400mg/kgのOBフォー
ルドタンパク質バリアントの1回または複数回の摂取になるであろう。しかしながら、前
述のように、これらの限度値は指標に過ぎず、より多いかまたはより少ない生成物を投与
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するための組成物を調製することも可能である。
【００３１】
　本発明による組成物に存在するバリアントは、関心対象の標的に特異的に結合する。実
際、それは、この関心対象の標的との特異的な結合のため、WO 2008/068637またはWO 200
7/139397に記載されたような方法によって選択されたものであり得る。さらに、これらの
特許出願に記載された方法は、1マイクロモル（WO 2007/139397）または1ナノモル（WO 2
008/068637）程度の親和性を入手することを可能にする。
【００３２】
　関心対象の標的は、処置することが望まれる疾患によって選択される。従って、任意の
抗原、抗体、細胞タンパク質、循環血中タンパク質、またはペプチドを挙げることができ
る。医薬の活性成分または特定の核酸を標的とすることも可能である。具体的には、関心
対象の標的は、インターロイキン、サイトカイン、サイトカインもしくはインターロイキ
ンの受容体、癌遺伝子によってコードされたタンパク質、微生物の表面タンパク質、また
は微生物リポ多糖であることが企図される。
【００３３】
　本発明による組成物は、当技術分野において公知の任意の形態をとっていてよい。具体
的には、それは、ゲルカプセル剤、錠剤（フィルムコーティングされているかまたはされ
ていない）、丸剤、またはロゼンジ剤の形態をとっている。もう一つの態様において、そ
れは、シロップ剤のような液体組成物の形態をとっている。それは、固体の形態をとって
いてもよい。
【００３４】
　組成物が固体の形態をとっている場合、タルク（E553b）、結晶セルロース、乳糖、デ
ンプン（具体的には、コーンスターチ）、ステアリン酸マグネシウム（E572）、ステアリ
ン酸（E570）、または結晶セルロースのような、当技術分野において公知の任意の賦形剤
を使用することができる。組成物がフィルムコーティング錠の形態をとっている時、フィ
ルムコーティングは、ヒプロメロース（E464）、エチルセルロース、マクロゴール、タル
ク（E553b）、二酸化チタン（E171）、または酸化鉄（E172）のような、当技術分野にお
いて公知の任意の物質から形成されていてよい。
【００３５】
　組成物は徐放型であってもよい。そのような放出制御型または徐放型の製剤は、具体的
には、WO 2011/077239に記載されている。従って、これらの組成物は、OBフォールドタン
パク質（天然またはバリアント）が存在するマトリックスを、任意で、他の成分と共に、
含んでいてよい。これらのマトリックスは、OBフォールドタンパク質の一部の即時放出を
可能にした後、これらのタンパク質の別の部分の徐放を可能にするようなものであり得る
。
【００３６】
　固体の形態をとっている経口組成物において、タンパク質は、凍結乾燥されていてもよ
いし、またはWO 98/043615に記載されるようなマトリックスへ組み込まれていてもよい。
【００３７】
　しかしながら、OBフォールドタンパク質バリアントは、具体的には、OBフォールドタン
パク質がSac7dファミリーのもの（SEQ ID No.1～SEQ ID No.7）である時、胃分解に対し
て抵抗性であって、従って、腸において、またはさらには体循環において、効果を発揮す
ることができることを、実施例が明白に示していることに、注目すべきである。従って、
経口投与組成物の要素が、これらのタンパク質の防御を改善することを可能にし得たとし
ても、これは、付加的なものに過ぎず、技術的効果を生じるために不可欠な要素ではない
ことが明らかである。
【００３８】
　組成物が液体の形態をとっている時、タンパク質は一般に溶液中に直接存在する。
【００３９】
　一般に、PBS（リン酸緩衝生理食塩水、塩化ナトリウム、リン酸二ナトリウム、リン酸
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一カリウム、および少量の塩化カリウムを含有している生理学的溶質）、TBS（トリス緩
衝生理食塩水）、（具体的には、100mMクエン酸一ナトリウムによって作製される）クエ
ン酸緩衝液、またはHEPES（4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジンエタンスルホン酸、生
理学的pHにおいて優れた安定性を有する緩衝液である双性イオン性有機化合物）が使用さ
れる。
【００４０】
　pHが4～6に調整されるクエン酸緩衝液を除き、緩衝液は、優先的にはpH7.4である。
【００４１】
　しかしながら、他の型の緩衝液を、経口液体組成物の調製のために使用することも可能
である。
【００４２】
　当然、これらの緩衝液は、患者への投与を可能にする条件（追跡可能性、優良製造規範
等）の下で調製されることが好ましい。
【００４３】
　本発明による組成物において使用されるOBフォールドタンパク質のバリアントは、固相
化学合成または遺伝子組換えによって作製され得る。化学合成は、例えば、Applied Bios
ystemsの自動ペプチド合成機（モデル433A）を用いて、またはアミノ酸のαアミノ官能の
一時的保護のためにフルオレニルメチルオキシカルボニル基を使用するFmoc化学によって
実施され得る。
【００４４】
　しかしながら、遺伝子工学によって、具体的には、ポリペプチドをコードする核酸配列
を発現ベクターへ組み込むことによって、本発明に関して使用され得るバリアントを作製
することが好ましい。次いで、この発現ベクターが、宿主細胞（大腸菌（Escherichia co
li）のような細菌が具体的には適当である）へ導入され、それが、ポリペプチドの合成を
可能にする培養条件の下で培養される（具体的には、発現ベクターにおいてポリペプチド
の上流に誘導可能プロモーターが使用され得る）。次いで、合成されたポリペプチドが回
収される。次いで、任意の型の分子が、ポリペプチドのN末端またはC末端の位置において
移植され得る。
【００４５】
　当業者は、具体的には、Sambrook,Fritsch and Maniatis,Molecular Cloning,A Labora
tory Manual,2nd editionによって書籍に記載されている、ポリペプチドを作製する方法
を承知している。
【００４６】
　本発明による組成物は、OBフォールドタンパク質のバリアントを、単独で含有していて
もよいし、または他の活性成分と共に含有していてよい。従って、組成物は、抗菌剤、抗
寄生虫剤、抗真菌剤、抗炎症剤、鎮痒剤、麻酔剤、抗ウイルス剤、角質溶解剤、およびフ
リーラジカル消去剤より選択される少なくとも1種の剤を含有していてもよい。
【００４７】
　この組成物は、具体的には、pHがpH=7付近に制御されることを可能にするため、pH制御
剤を有していてもよい。
【００４８】
　OBフォールドタンパク質のバリアントを、具体的には、半減期を増加させるため、活性
タンパク質またはその他の化合物と融合させることもできる。
【００４９】
　本発明による組成物は、診断法において使用されてもよい。従って、一つの具体的な態
様において、OBフォールドタンパク質のバリアントは、検出剤またはコントラスト剤、ト
レーサーまたは金属と結合される。これは、具体的には、この検出剤（コントラスト剤、
トレーサー、金属）を追跡し、OBフォールドタンパク質のバリアントが結合する臓器を決
定する（それによって、関心対象の標的の存在を示す）ことを可能にする。従って、本発
明は、検出可能トレーサーと結合した、抗原に結合するOBフォールドタンパク質バリアン
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トを含む前記の経口組成物を投与する工程を含む、臓器、具体的には、胃腸系における特
定の抗原の存在を検出する方法に関する（具体的には、トレーサーによって放射された放
射線放射、または金属、またはコントラスト剤の検出）。この方法は、ヒト体内のトレー
サーの存在を検出する工程、およびこのトレーサーが検出される臓器を突き止める工程も
含んでいてよく、このトレーサーが検出される臓器に抗原が存在すると結論付けることを
可能にする。臓器における抗原の存在に関するこの結論は、具体的には、抗原がこの病理
学的状態のマーカーである場合、特定の病理学的状態の存在に関する結論に到達すること
を可能にするため、この診断法における結論に到達するために重要である。最も一般的な
トレーサーは、フッ素18（18F）のような（2時間未満の半減期を有する）同位体、または
15O、13N、および11Cのようなその他の放射性元素である。
【００５０】
　本発明は、野生型OBフォールドタンパク質のバリアントを薬学的に許容される経口投与
賦形剤と混合する工程を含む、経口投与組成物を調製する方法にも関する。
【００５１】
　本発明は、医薬としての、野生型OBフォールドタンパク質の天然リガンドとの結合の界
面に5～32個の変異型残基を有する野生型OBフォールドタンパク質のバリアントを含有し
ている本発明による経口投与組成物にも関する。この具体的なケースにおいて、バリアン
トは、治療標的である関心対象の標的に特異的に結合する。
【００５２】
　本発明は、全身性の疾患もしくは障害、または、より具体的に、胃腸系の疾患もしくは
障害を処置するための、本発明による経口投与組成物にも関する。この態様において、使
用されるOBフォールドタンパク質バリアントは、企図された疾患の病因またはこの疾患に
関連した治療標的を標的とする（に結合する）。
【００５３】
　胃腸系疾患は、具体的には、アメーバ症、結腸直腸癌、胃十二指腸癌、食道癌、炎症性
腸疾患（IBD）、膵臓癌、コレラ、肝炎、および肝硬変（具体的には、B型ウイルスまたは
C型ウイルスによって引き起こされる肝硬変）、大腸炎（具体的には、クロストリジウム
（Clostridium）によるもの）、下痢（具体的には、細菌性下痢（具体的には、シゲラ（S
higella）、カンピロバクター（Campylobacter）、サルモネラ（Salmonella）、仮性結核
菌（Yersinia pseudotuberculosis）、およびエンテロコリチカ菌（Yersinia enterocoli
tica））またはウイルス性下痢（具体的には、パルボウイルスおよびレオウイルス、ロタ
ウイルス（レオ様ウイルス）、エンテロウイルス、アストロウイルス、コロナ様ウイルス
によって引き起こされるもの））、成人におけるセリアック病、ウィップル病、膵炎、過
敏性腸症候群、腹部腫瘍、肝臓腫瘍、十二指腸または胃の潰瘍、腸内寄生虫、ゾリンジャ
ー・エリソン症候群より選択される疾患である。
【００５４】
　全身性疾患とは、胃腸系以外の臓器に位置する疾患である。
【００５５】
　従って、この態様において、処置することが望まれる疾患または障害に関与している治
療標的（病因またはエフェクター）に結合するOBフォールドタンパク質のバリアントが、
具体的には、WO 2008/068637に記載されたスクリーニング法によって選択され、このバリ
アントが、経口投与組成物に製剤化される。
【００５６】
　本発明は、好ましくは、疾患または障害に特徴的な病因または治療標的を標的とする（
に結合する）治療的に有効な量のOBフォールドタンパク質を含有している本発明による組
成物が経口投与されることを特徴とする、全身性の疾患もしくは障害、または、より具体
的に、胃腸系の疾患もしくは障害を処置する方法にも関する。
【実施例】
【００５７】
　全ての実施例において、前記定義のようなナノフィチン、即ち、WO 2008/068637に記載



(10) JP 2017-534620 A 2017.11.24

10

20

30

40

された方法に類似した方法に従って、コンビナトリアルライブラリーを関心対象の標的に
対してスクリーニングすることによって入手されるSac7dバリアントが、使用される。こ
れらの実施例の目的は、OBフォールドタンパク質、具体的には、ナノフィチンが、胃にお
ける分解に対して抵抗することができ、作用が必要とされる胃腸系の部位（例えば、腸）
において直接効果を及ぼすことができることを証明することである。
【００５８】
実施例1：経口投与されたナノフィチンの効力試験
　胃腸系疾患（腸の炎症）に関与している関心対象の標的に対する親和性についてのSac7
dバリアントのライブラリーのスクリーニングから得られた3種のナノフィチンA1、A2、A3
を試験した。これらのナノフィチンを、ポリヒスチジンタグとの融合物の形態で、または
融合なし（タグなし）で、細菌系において作製した。
【００５９】
　ナノフィチンをPBS（リン酸緩衝生理食塩水）に懸濁させた。
【００６０】
　ScheiffeleおよびFuss（Curr Protoc Immunol.2002 Aug;Chapter 15:Unit 15.19）に記
載されたような、TNBS（2,4,6-トリニトロベンゼンスルホン酸）によって誘導される腸炎
症（大腸炎）のマウスモデルにおいて、TNBSによる誘導の5日前からの1日1回のナノフィ
チンの適用および2日後のマウスの屠殺による予防モード、またはTNBSによる誘導の日か
らの1日1回のナノフィチンの適用および4日後のマウスの屠殺による治療モードのいずれ
かで、これらのナノフィチンを試験した。
【００６１】
　ナノフィチンの効果を、巨視的および組織学的に評価した。巨視的評価については、Wa
llace基準に従って病変を評価するため、解剖顕微鏡（5倍）下で、結腸を調査した。Wall
aceスコアは、充血ならびに潰瘍形成の数および程度のような炎症を反映する基準に基づ
く0～10のスケール（0は炎症なしに相当し、10は悪化した炎症に相当する）で、巨視的病
変を評価する（Pierre Desreumaux,2001,J Exp Med.,193,827-838）。組織学的評価につ
いては、肛門管の2cm上に位置する結腸の切片を切り出し、次いで、4％パラホルムアルデ
ヒドで一晩固定し、パラフィンで包埋した。ヘマトキシロンおよびエオシンによって染色
された切片を、盲検的に調査し、Ameho基準に従って評価した。Amehoスコアは、細胞浸潤
ならびに病変の深さおよび表面上の拡張のような炎症を反映する基準に基づく0～6のスケ
ール（0は炎症なしに相当し、6は悪化した炎症に相当する）で、病変を評価する（Pierre
 Desreumaux,2001,J Exp Med.,193,827-838）。2つのケースにおいて、結果を、未処置の
誘導マウスの全体スコアと比べたスコアの減少（％）を反映する効力（％）に変換した。
【００６２】
　最適用量で使用された、腸抗炎症剤として市販されている参照分子、Pentasa（登録商
標）（5-アミノサリチル酸）を、対照として使用した。投薬量および投与ルートは、ナノ
フィチンに適用されたものと厳密に同一ではなく、結果は、比較より、参照によって示さ
れる。
【００６３】
　直腸投与（30mM）によって予防的に適用された時、Pentasa（登録商標）は、37％（巨
視的レベル）および29％（組織学的レベル）の効力を与える。
【００６４】
　治療モデル（飼料中の自由摂取）で適用された時、Pentasa（登録商標）は、59％（巨
視的レベル）および39％（組織学的レベル）の効力を与える。
【００６５】
　（表１）腸炎症モデルにおいて得られた結果（効力（％））
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M：巨視的レベルにおける効力
H：組織学的レベルにおける効力
【００６６】
　これらの結果は、ナノフィチンが、経口投与後に腸に位置する標的に対して直接作用し
得ること、分解されることなく胃を有効に通過すること、参照生成物と比較可能な効力の
レベルを示すことを示している。
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