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(57)【要約】
リポカリン突然変異タンパク質の制御放出のための医薬組成物又はその共役物に関する。
共役物は、タンパク質、タンパク質ドメイン、ペプチド、脂質、脂肪酸、多糖類及び／又
は有機高分子からなる群より選択される部分を有する。また、その有機高分子は、その共
役物のリポカリン突然変異タンパク質と生分解性高分子との組合せを含む。さらにリポカ
リン突然変異タンパク質及びその共役物の制御送達のための方法に関し、制御放出製剤の
製造方法及びそれにより製造された製剤に関する。また、対象物に投与する際、本発明に
かかる製剤のリポカリン突然変異タンパク質の制御送達のための使用と、リポカリン突然
変異タンパク質のｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を延長するための使用と、リポカリン突然変異タ
ンパク質の生物学的利用能を向上させるための使用と、リポカリン突然変異タンパク質の
免疫原性を低下させるための使用とを対象にするとともに、本発明にかかる製剤のそれを
必要とする対象物への投与が含まれる疾患又は障害の治療方法を対象にする。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リポカリン突然変異タンパク質の制御放出のための医薬製剤であって、
　前記医薬製剤は、ポリマー、脂質又はリポソームと組み合わせたリポカリン突然変異タ
ンパク質又はその共役物を含む、
ことを特徴とする医薬製剤。
【請求項２】
　前記リポソームは、リポカリン突然変異タンパク質又はその共役物を封入する、
ことを特徴とする請求項１記載の医薬製剤。
【請求項３】
　前記リポソームは、塩基水溶液媒質に分散又は乳化される、
ことを特徴とする請求項２記載の医薬製剤。
【請求項４】
　前記ポリマーは生分解性高分子である、
ことを特徴とする請求項１記載の医薬製剤。
【請求項５】
　前記生分解性高分子は、ポリヒドロキシ酸、ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリ（ラ
クチド－ｃｏ－グリコリド）、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコ
ール酸）、ポリカプロラクトン、ポリ炭酸塩、ポリエステルアミド、ポリ無水物、ポリ（
アミノ酸）、ポリオルトエステル、ポリアセチル、ポリシアノアクリレート、ポリエーテ
ルエステル、ポリジオキサノン、ポリアルキレンアルキレート、ポリエチレングリコール
とポリラクチド又はポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）との共重合体、生分解性ポリウ
レタン、特定の種類のタンパク質及び多糖ポリマー、それらの混合物、共重合体及び誘導
体からなる群より選択される、
ことを特徴とする請求項４記載の医薬製剤。
【請求項６】
　前記生分解性高分子は、ポリヒドロキシ酸、ポリ乳酸、ポリラクチド、ポリグリコリド
、ポリグリコール酸、及びそれらの共重合体、それらの誘導体からなる群より選択される
、
ことを特徴とする請求項５記載の医薬製剤。
【請求項７】
　前記生分解性高分子は、ポリ無水物、ポリオルトエステル、及び多糖ポリマーからなる
群より選択される、
ことを特徴とする請求項５又は６記載の医薬製剤。
【請求項８】
　前記生分解性高分子はポリ－（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリド）である、
ことを特徴とする請求項５～７のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項９】
　前記生分解性高分子は、アルカリ部分で置換されたラクチドユニットを含むポリ乳酸ポ
リマー又は共重合体である、
ことを特徴とする請求項５～８のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項１０】
　前記生分解性高分子は、ポリ（ヘキシル置換されたラクチド）又はポリ（ジヘキシル置
換されたラクチド）を含む、
ことを特徴とする請求項９記載の医薬製剤。
【請求項１１】
　前記生分解性高分子は、リポカリン突然変異タンパク質又はその共役物が封入された微
粒子又はナノ粒子に調剤される、
ことを特徴とする請求項４～１０のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項１２】
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　前記医薬製剤は、リポカリン突然変異タンパク質の共役物と、タンパク質、タンパク質
ドメイン、ペプチド、脂肪酸、脂質、多糖類及び／又は有機高分子、又はそれらの組合せ
からなる群より選択される部分とを含む、
ことを特徴とする請求項１～１１のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項１３】
　前記リポカリン突然変異タンパク質と前記部分とは、共有結合している、
ことを特徴とする請求項１２記載の医薬製剤。
【請求項１４】
　前記部分は、リポカリン突然変異タンパク質の制御送達、リポカリン突然変異タンパク
質のｉｎ　ｖｉｖｏ半減期の延長、リポカリン突然変異タンパク質のバイオアベイラビリ
ティの向上、及び／又はリポカリン突然変異タンパク質の免疫原性の低下を促進する、
ことを特徴とする請求項１２又は１３記載の医薬製剤。
【請求項１５】
　前記部分は、親水性ポリマー、パルミチン酸又は他の脂肪酸分子、免疫グロブリンのＦ
ｃ部分、免疫グロブリンのＣＨ３ドメイン、免疫グロブリンのＣＨ４ドメイン、アルブミ
ン又はアルブミンフラグメント、アルブミン結合ペプチド、アルブミン結合タンパク質、
ユビキチン、ユビキチン由来ペプチド、及びランスフェリンからなる群より選択される、
ことを特徴とする請求項１２～１４のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項１６】
　前記アルブミン結合タンパク質は、細菌性アルブミン結合タンパク質、アルブミンに対
する抗体又は抗体フラグメント、又はアルブミンに対して結合活性を有するリポカリン突
然変異タンパク質である、
ことを特徴とする請求項１５記載の医薬製剤。
【請求項１７】
　前記細菌性アルブミンドメインは、連鎖球菌性プロテインＧのアルブミン結合ドメイン
である、
ことを特徴とする請求項１６記載の医薬製剤。
【請求項１８】
　前記アルブミン結合ペプチドは、式Ｃｙｓ－Ｘａａｉ－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４
－Ｃｙｓ
（ここで、Ｘａａ１はＡｓｐ、Ａｓｎ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、又はＴｒｐであり、Ｘａａ２は
Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、又はＬｙｓであり、Ｘａａ３はＡｌａ、Ａｓ
ｐ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、又はＴｙｒであり、Ｘａａ４はＡｓｐ、Ｇｌｙ、Ｌｅｕ、Ｐｈｅ、
Ｓｅｒ、又はＴｈｒである。）
を有する、
ことを特徴とする請求項１７記載の医薬製剤。
【請求項１９】
　前記血清半減期を延長する部分は、親水性ポリマーである、
ことを特徴とする請求項１４記載の医薬製剤。
【請求項２０】
　前記親水性ポリマーは、ポリアルキレングリコール、ポリオキシエチル化されたポリオ
ール、ヒドロキシエチルデンプン、ポリヒドロキシ酸、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、及
びそれらの共重合体、並びにそれらの直鎖型、分岐鎖型及び活性誘導体からなる群より選
択される、
ことを特徴とする請求項１９記載の医薬製剤。
【請求項２１】
　前記親水性ポリマーは、ポリエチレングリコール、ポリプロピレン、ポリエチレングリ
コール／ポリプロピレングリコール共重合体、ポリオキシエチル化されたグリセロール、
ポリオキシエチル化されたグルコース、ポリオキシエチル化されたソルビトール、並びに
それらの直鎖型、分岐鎖型及び活性誘導体である、
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ことを特徴とする請求項２０記載の医薬製剤。
【請求項２２】
　前記活性誘導体は、アルデヒド、Ｎ－ヒドロキシルスクシンイミド、スクシンイミド、
マレイミド、ＰＮＰ－炭酸塩、及びベンゾトリアゾール終端された親水性ポリマー又はチ
オール活性誘導体からなる群より選択されるアミノ基反応性誘導体である、
ことを特徴とする請求項２１記載の医薬製剤。
【請求項２３】
　前記親水性ポリマーは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、又はその直鎖型、分岐鎖
型及び活性誘導体である、
ことを特徴とする請求項２０～２２のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項２４】
　前記ポリエチレングリコールは、５、７、１０、１２、１５、２０、２５、３０、３５
、４０、４５、５０、５５、６０、６５、又は７０キロダルトンの平均分子量を有する、
ことを特徴とする請求項２３記載の医薬製剤。
【請求項２５】
　前記リポカリン突然変異タンパク質は、レチノール結合タンパク質の突然変異タンパク
質（ＲＢＰ）、ビリン結合タンパク質（ＢＢＰ）、アポリポタンパク質Ｄ（ＡＰＯ　Ｄ）
、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（ＮＧＡＬ）、涙リポカリン（ＴＬＰＣ）、α２－
ミクログロブリン－関連タンパク質（Ａ２ｍ）、２４ｐ３／ウテロカリン（２４ｐ３）、
エブネル腺タンパク質１（ＶＥＧＰ１）、エブネル腺タンパク質２（ＶＥＧＰ２）、及び
主要アレルゲンＣａｎ　ｆｌ前駆体（ＡＬＬ－Ｉ）からなる群より選択される、
ことを特徴とする請求項１～２４のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項２６】
　前記リポカリン突然変異タンパク質は、ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（ｈＮ
ＧＡＬ）、ヒト涙リポカリン（ｈＴＬＰＣ）、ヒトアポリポタンパク質Ｄ（ＡＰＯ　Ｄ）
、及びＰｉｅｒｉｓ　ｂｒａｓｓｉｃａｅビリン結合タンパク質からなる群より選択され
る、
ことを特徴とする請求項２５記載の医薬製剤。
【請求項２７】
　前記リポカリン突然変異タンパク質は、ヒト涙リポカリン、ヒト好中球ゼラチナーゼ関
連リポカリン、ヒトアポリポタンパク質Ｄ、又はＰｉｅｒｉｓ　ｂｒａｓｓｉｃａｅビリ
ン結合タンパク質と、少なくとも５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９
０％又は９５％の配列相同性若しくは配列同一性を有する、
ことを特徴とする請求項２５又は２６記載の医薬製剤。
【請求項２８】
　前記突然変異タンパク質は、検出可能な親和性で所定の標的と結合する、
ことを特徴とする請求項２５～２７のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項２９】
　前記標的はＶＥＧＦ、ＩＬ－４Ｒα、ＶＥＧＦ－Ｒ２、ＣＴＬＡ－４又はｃ－Ｍｅｔで
ある、
ことを特徴とする請求項２８記載の医薬製剤。
【請求項３０】
　前記リポカリン突然変異タンパク質は、天然リポカリン結合ポケットを包囲する４つの
ペプチドループＡＢ、ＣＤ、ＥＦ、及びＧＨ中の任意の配列位置に少なくとも１つの突然
変異したアミノ酸残基を含む、
ことを特徴とする請求項２５～２９のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項３１】
　前記リポカリン突然変異タンパク質は、天然リポカリン結合ポケットを包囲する４つの
ペプチドループＡＢ、ＣＤ、ＥＦ、及びＧＨ中の任意の配列位置に、少なくとも２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
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９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２
、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、又は４１の突然変異したアミノ酸
残基を含む、
ことを特徴とする請求項３０記載の医薬製剤。
【請求項３２】
　天然成熟ヒト涙リポカリン（ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ受入番号Ｐ３
１０２５）の直鎖状ポリペプチド配列の配列位置２４～３６、５３～６６、７９～８４、
及び１０３～１１０に対応する任意の配列位置に、少なくとも２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、
２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３
５、３６、３７、３８、３９、４０又は４１の突然変異したアミノ酸残基を含む、
ことを特徴とする請求項２５～３１のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項３３】
　前記リポカリン突然変異タンパク質は、天然成熟ヒト涙リポカリンの直鎖状ポリペプチ
ド配列の配列位置２６～３４、５６～５８、８０、８３、１０４～１０６及び１０８に対
応する任意の配列位置に、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１
２、１３、１４、１５、１６、１７、又は１８突然変異したアミノ酸残基を含む、
ことを特徴とする請求項３２記載の医薬製剤。
【請求項３４】
　前記リポカリン突然変異タンパク質は、配列番号１～１１０のいずれか１つに記載のア
ミノ酸配列を含むか、実質的にそれらのアミノ酸配列からなるか、又はそれらのアミノ酸
配列からなる、
ことを特徴とする請求項２５～３３のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項３５】
　前記製剤は、移植又は埋め込み型装置の形で構成されている、
ことを特徴とする請求項１～３４のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項３６】
　約４０％～約７０％の放出されたリポカリン突然変異タンパク質は活性を有有する、
ことを特徴とする請求項１～３５のいずれか記載の医薬製剤。
【請求項３７】
　対象物にリポカリン突然変異タンパク質制御された全身性又は局所送達のための方法で
あって、
　対象物に請求項１～３６記載の医薬製剤を投与することを含む、
ことを特徴とする方法。
【請求項３８】
　前記リポカリン突然変異タンパク質の制御された局所送達は、特定の体組成又は対象物
の器官に投与によって促進される、
ことを特徴とする請求項３７記載の方法。
【請求項３９】
　前記特定の体組成又は器官は、眼、関節、又は身体内臓若しくは体腔である、
ことを特徴とする請求項３９記載の方法。
【請求項４０】
　前記共役物又は製剤は、経口投与、吸入投与、粘膜投与、皮下注射、筋肉注射、静脈注
射、硝子体内注射、関節内注射、頭蓋内注射、髄腔内注射、腫瘍内注射又は埋め込みによ
って投与される、
ことを特徴とする請求項３７～３９のいずれか記載の方法。
【請求項４１】
　前記対象物は哺乳類である、
ことを特徴とする請求項３７～４０のいずれか記載の方法。
【請求項４２】
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　前記哺乳類は人間である、
ことを特徴とする請求項４１記載の方法。
【請求項４３】
　制御放出組成物を製造する方法であって、
　リポカリン突然変異タンパク質及びポリマーが含有される有機相と水相とを混合し、か
つ前記組成物を回収することを含む、
ことを特徴とする方法。
【請求項４４】
　その有機相には、さらに少なくとも１つの共溶媒を含有する、
ことを特徴とする請求項４３記載の方法。
【請求項４５】
　前記少なくとも１つの共溶媒は、ジメチルスルホキシド、ジメチルホルムアミド、Ｎ－
メチルピロリジノン、ＰＥＧ２００、ＰＥＧ４００、メチルアルコール、エチルアルコー
ル、イソプロピルアルコール、ベンジルアルコール、水、及びそれらの混合物からなる群
より選択される、
ことを特徴とする請求項４４記載の方法。
【請求項４６】
　前記水相には、さらに乳化剤を含有する、
ことを特徴とする請求項４０～４５のいずれか記載の方法。
【請求項４７】
　前記乳化剤は、ポリビニル－アルコール、アルブミン、レシチン、ビタミンＥ－ＴＰＧ
Ｓ、及びポリソルベートからなる群より選択される
ことを特徴とする請求項４６記載の方法。
【請求項４８】
　前記乳化剤は、終末濃度が約０．１重量％～約１０重量％の範囲にある、
ことを特徴とする請求項４６又は４７記載の方法。
【請求項４９】
　前記有機相は、ジクロロメタン、酢酸エチル、ベンジルアルコール、アセトン、酢酸、
及び炭酸プロピレンからなる群より選択される溶媒を含有する、
ことを特徴とする請求項４３～４８のいずれか記載の方法。
【請求項５０】
　前記水相は有機イオンを含有し、前記有機イオンは、前記リポカリン突然変異タンパク
質の分解を還元するために前記水相に存在する、
ことを特徴とする請求項４３～４９のいずれか記載の方法。
【請求項５１】
　前記有機イオンは、終末濃度が約０．１ｍＭ～１０００ｍＭの範囲にある、
ことを特徴とする請求項５０記載の方法。
【請求項５２】
前記有機イオンは、カルボン酸塩、硫酸塩、リン酸塩、硫酸ドデシル、ｐ－安息香酸トリ
フルオロメチル、２－ナフタレンスルホナート、２，３－ナフタレンジカルボン酸、１－
ヒドロキシル－２－ナフトエート、３－ヒドロキシル－２－ナフトエート、２－ナフトエ
ート、及びサリチル酸サリチラートからなる群より選択される、
ことを特徴とする請求項５０又は５１記載の方法。
【請求項５３】
　前記制御放出組成物は、微粒子及びナノ粒子からなる群より選択される、
ことを特徴とする請求項４３～５２のいずれか記載の方法。
【請求項５４】
　前記微粒子及び前記ナノ粒子は生分解性のものである、
ことを特徴とする請求項５３記載の方法。
【請求項５５】
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　前記ポリマーは、ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド
）、ポリ（乳酸）、ポリ（グリコール酸）、ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）、ポリカ
プロラクトン、ポリ炭酸塩、ポリエステルアミド、ポリ無水物、ポリ（アミノ酸）、ポリ
オルトエステル、ポリアセチル、ポリシアノアクリレート、ポリエーテルエステル、ポリ
ジオキサノン、ポリアルキレンアルキレート、ポリエチレングリコールとポリポリオルト
エステルとの共重合体、生分解性ポリウレタン、並びにそれらの混合物及び共重合体から
なる群より選択される、
ことを特徴とする請求項４４～５４のいずれか記載の方法。
【請求項５６】
　前記有機相及び前記水相は、エマルションプロセスによって混合される、
ことを特徴とする請求項４４～５５のいずれか記載の方法。
【請求項５７】
　前記エマルションプロセスは、水中油及び油中水からなる群より選択される、
ことを特徴とする請求項５６記載の方法。
【請求項５８】
　請求項４４～５７のいずれか記載のによって製造される制御放出組成物。
【請求項５９】
　請求項１～３６のいずれか記載の医薬製剤、又は請求項５８記載の制御放出組成物の、
対象物に投与することによってリポカリン突然変異タンパク質の制御送達のための使用、
リポカリン突然変異タンパク質のｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を延長するための使用、リポカリ
ン突然変異タンパク質のバイオアベイラビリティを向上させるための使用、又はリポカリ
ン突然変異タンパク質の免疫原性を低下させるための使用。
【請求項６０】
　疾患又は障害を治療する方法であって、
　請求項１～３６のいずれか記載の医薬製剤、又は請求項５８記載の制御放出組成物を需
要者に投与することを含む、
ことを特徴とする方法。
【請求項６１】
　前記疾患又は障害は、血管新生の増加に関する、
ことを特徴とする請求項６０記載の方法。
【請求項６２】
　前記疾患又は障害は、癌、ぜんそく、関節炎、炎症、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、
肺高血圧、新生血管ウェット型加齢黄斑変性症（ＡＭＤ）、糖尿病性網膜症、黄斑浮腫、
未熟網膜症、及び網膜静脈閉塞からなる群より選択される、
ことを特徴とする請求項６０又は６１記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生分解性ポリマーと組み合わされたリポカリン突然変異タンパク質の制御放
出のための医薬組成物又はその共役物（コンジュゲート）に関する。本発明は、さらにリ
ポカリン突然変異タンパク質及びその共役物の制御送達のための方法に関し、制御放出製
剤の製造方法及びそれにより製造された製剤に関する。最後に、本発明は、対象者に投与
する際、本発明にかかる製剤のリポカリン突然変異タンパク質の制御送達のための使用と
、リポカリン突然変異タンパク質のｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を延長するための使用と、リポ
カリン突然変異タンパク質のバイオアベイラビリティを向上させるための使用と、リポカ
リン突然変異タンパク質の免疫原性を低下させるための使用とを対象にするとともに、本
発明にかかる製剤のそれを必要とする対象者への投与が含まれる疾患又は障害の治療方法
を対象にする。
【背景技術】
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【０００２】
　リポカリンタンパク質ファミリーのメンバー（非特許文献１）は、一般的に、それらが
有する様々な異なる分子認識特性、すなわち、疎水性分子（例えば、レチノイド、脂肪酸
、コレステロール、プロスタグランジン、ビリベルジン、フェロモン、味物質、及びにお
い物質など）を主とする様々な物質に結合する能力と、特異的な細胞表面受容体に結合す
る能力と、高分子複合体を形成する能力とによって特徴付けられる低分子分泌タンパク質
である。それらは、以前は主として輸送タンパク質として分類されたが、現在では、その
リポカリンは様々な生理的機能を果たすことが明らかである。それらの生理機能には、レ
チノール輸送、嗅覚、フェロモンシグナル伝達、及びプロスタグランジンの合成における
役割を含む。また、リポカリンは、免疫応答の調節及び細胞ホメオスタシスの仲介にも関
与している（例えば、非特許文献２において概説されている）。
【０００３】
　リポカリンは、非常に低いレベルの全体的な配列保存性を共有し、２０％未満の配列同
一性を有することが多い。著しく対照的に、それらの全体的なフォールディングパターン
は、高度に保存されている。リポカリン構造の中心部は、それ自体で後ろが閉鎖された単
一の８本の逆平行β－シートからなり、連続的に水素結合したβ－バレルを形成している
。β－バレルの一端は、その底面を横切るＮ末端ペプチドセグメント、及びβ鎖を連結す
る３つのペプチドループによって立体的に閉鎖される。β－バレルの他端は、溶媒に対し
て開放しており、かつ、４つのペプチドループによって形成される標的結合部位を包み込
んでいる。他の剛直なリポカリン骨格におけるこのループの多様性は、それぞれ、異なる
サイズ、形態、及び化学的特性の標的に適合できる様々な異なる結合様式を生じる（例え
ば、非特許文献３において概説される）。
【０００４】
　リポカリンファミリーのメンバーは、リポカリンファミリーのメンバーは、定義された
リガンド結合特性を有するタンパク質に関する研究の対象となった。特許文献１には、４
つのペプチドループの領域内に突然変異したアミノ酸位置を有するリポカリンファミリー
のポリペプチドが開示されている。この４つのペプチドループは、結合ポケットを囲んだ
円筒状β－バレル構造の末端に配置され、Ｐｉｅｒｉｓ　ｂｒａｓｓｉｃａｅのビリン結
合タンパク質のアミノ酸位置２８～４５、５８～６９、８６～９９、及び１１４～１２９
を含む直鎖状ポリペプチド配列中のそれらのセグメントに対応している。
【０００５】
　特許文献２には、ジゴキシゲニンと特異的に結合するビリン結合タンパク質の突然変異
タンパク質が開示されている。一方、特許文献３及び特許文献４には、それぞれ、ヒト好
中球ゼラチナーゼ関連リポカリン及びアポリポタンパク質Ｄの突然変異タンパク質に関す
るものが開示されている。リポカリン変異型のリガンド親和性、特異性、及びフォールデ
ィング安定性をさらに改善して微調整するために、余分なアミノ酸残基の置換などの、リ
ポカリンファミリーの異なるメンバーを用いた異なる様々なアプローチが提案されている
（非特許文献４）。また、特許文献５には、特許文献５には、低いナノモル範囲において
ＣＴＬＡ－４に対する結合親和性を有するヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン突然変
異タンパク質が開示されている。
【０００６】
　特許文献６には、異なる又は同一の標的リガンドに対して少なくとも１つの結合部位を
有する涙リポカリンの突然変異タンパク質が開示されており、また、このようなヒト涙リ
ポカリンの突然変異タンパク質を生成する方法が提案されている。特許文献６によれば、
特定のアミノ酸は、涙リポカリンの一次配列において伸長している。特に、所定のリガン
ドに対して高い結合親和性を有する突然変異タンパク質を生成するために、成熟ヒト涙リ
ポカリンのアミノ酸７～１４、２４～３６、４１～４９、５３～６６、６９～７７、７９
～８４、８７～９８、及び１０３～１１０が含まれるループ領域は突然変異誘発を受ける
。その結果、突然変異タンパク質は、ナノモル範囲において、選択されたリガンド（ＫＤ
）に対して、ほとんどの場合に１００ｎＭ未満である結合親和性を有する。
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【０００７】
　特許文献７には、ＩＬ－４受容体、並びにＶＥＧＦ及びＶＥＧＦ受容体が含まれる非天
然型リガンドに対して、少なくとも１つの結合部位を有するヒト涙リポカリンの突然変異
タンパク質が開示されており、また、このようなリポカリン突然変異タンパク質を製造す
る方法が提案されている。本願には、ヒト涙リポカリンの一次配列において伸長している
特定のアミノ酸配列は、所定の標的に対して高い結合親和性を有する突然変異タンパク質
を生成するために、突然変異誘発を受けることができることが開示されている。報告され
た結合親和性は、ナノモルの範囲にある。突然変異した位置は、ループ領域にあるととも
に、天然成熟ヒト涙リポカリンの直鎖状ポリペプチド配列における、アミノ酸配列位置２
６～３４、５６～５８、８０、８３、１０４～１０６、及び１０８のいずれかでの少なく
とも１つの突然変異と、天然成熟ヒト涙リポカリンの直鎖状ポリペプチド配列における、
いずれかのアミノ酸配列位置６１及び１５３での少なくとも１つの突然変異とを含む。ま
た、開示された突然変異タンパク質は、天然成熟ヒト涙リポカリンの直鎖状ポリペプチド
配列における、アミノ酸配列位置３４、８０、及び１０４のいずれかでの少なくとも１つ
の突然変異を有する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第１９９９／１６８７３号
【特許文献２】国際公開第２００７／５３０８号
【特許文献３】国際公開第２００３／０２９４６３号
【特許文献４】国際公開第２００３／０２９４７１号
【特許文献５】国際公開第２００６／５６４６４号
【特許文献６】国際公開第２００５／１９２５６号
【特許文献７】国際公開第２００８／０１５２３９号
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｐｅｒｖａｉｚ、Ｓ．、ａｎｄ　Ｂｒｅｗ、Ｋ．（１９８７）ＦＡＳＥ
Ｂ　Ｊ、１、２０９－２１４
【非特許文献２】Ｆｌｏｗｅｒ、Ｄ．　Ｒ．　（１９９６）　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｊ．　
３１８、１－１４　ａｎｄ　Ｆｌｏｗｅｒ、Ｄ．Ｒ．　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｂ　ｉ
ｏｃｈｉｍ、Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１４８２、９－２４
【非特許文献３】Ｆｌｏｗｅｒ、Ｄ．　Ｒ．　（１９９６）、ｓｕｐｒａ；　Ｆｌｏｗｅ
ｒ、Ｄ．　Ｒ．　ｅｔ　ａｌ．（２０００）、ｓｕｐｒａ、ｏｒ　Ｓｋｅｒｒａ、Ａ．（
２０００）　Ｂｉｏｃｈｉｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ａｃｔａ　１４８２、３３７－３５
０
【非特許文献４】Ｓｋｅｒｒａ，　Ａ．（２００１）Ｒｅｖ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌ．　７４，　２５７－２７５；　Ｓｃｈｌｅｈｕｂｅｒ，　Ｓ．，　ａｎｄ　Ｓ
ｋｅｒｒａ，　Ａ．（２００２）　Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．　９６，　２１３－２２
８
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　リポカリンの突然変異タンパク質の治療応用に対する適合性をさらに改善するために、
これらのリポカリン突然変異タンパク質の制御送達を可能にし、ｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を
延長させ、突然変異タンパク質の免疫原性を低下させ、及び／又は突然変異タンパク質の
バイオアベイラビリティを向上させる組成物及び製剤を有することが望ましい。
【００１１】
　したがって、本発明の目的は、このような要求を満たすリポカリン突然変異タンパク質
の共役物及び製剤を提供することにある。
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【課題を解決するための手段】
【００１２】
　この目的は、独立請求項に記載の特徴を有する共役物、医薬製剤、及び制御放出製剤に
よって達成される。
【００１３】
　第１の態様において、本発明は、リポカリン突然変異タンパク質と、タンパク質、タン
パク質ドメイン、ペプチド、脂肪酸、脂質、多糖類及び／又は有機高分子からなる群より
選択される部分とが含まれる共役物を提供している。
【００１４】
　１つの実施形態において、その共役物は、リポカリン突然変異タンパク質、並びにタン
パク質、タンパク質ドメイン、ペプチド、脂肪酸、脂質、多糖類及び／又は有機高分子の
部分を含むか、実質的にそれらの部分からなるか、又はそれらの部分からなる。その部分
は、例えばグリコペプチド、脂質で修飾されたペプチド及びタンパク質、糖脂質、アルキ
ル化多糖類のような有機基で修飾された多糖類などの前述化合物の組合せを含んでもよい
。
【００１５】
　本発明の１つの実施形態において、リポカリン突然変異タンパク質と、タンパク質、タ
ンパク質ドメイン、ペプチド、脂肪酸、脂質、多糖類及び／又は有機高分子からなる群よ
り選択される部分と、それらの組合せとは、共有結合によって互いに結合している。この
結合は、リポカリン突然変異タンパク質のＮ－末端若しくはＣ－末端、又はアミノ酸側鎖
のＮ－末端若しくはＣ－末端を介して形成されてもよい。１つの特定の実施形態において
、その結合は、例えばシステイン残基又はリジン残基のような突然変異したアミノ酸残基
を介して形成されている。
【００１６】
　本発明にかかる共役物において、その部分は、リポカリン突然変異タンパク質の制御送
達を促進し、リポカリン突然変異タンパク質のｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を延長し、リポカリ
ン突然変異タンパク質のバイオアベイラビリティを向上させ、及び／又はリポカリン突然
変異タンパク質の免疫原性を低下させることができる。
【００１７】
　血清半減期を延長する部分は、数例のみを挙げると、親水性ポリマー、パルミチン酸（
Ｖａｊｏ＆Ｄｕｃｋｗｏｒｔｈ２０００、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ、Ｒｅｖ．５２、１－９を
参照）のような脂肪酸分子、免疫グロブリンのＦｃ部分、免疫グロブリンのＣＨ３ドメイ
ン、免疫グロブリンのＣＨ４ドメイン、アルブミン又はそのフラグメント、アルブミン結
合ペプチド又はアルブミン結合タンパク質、ユビキチン、ユビキチン由来ペプチド、ラン
スフェリンであってもよい。
【００１８】
　アルブミン結合タンパク質は、細菌性アルブミン結合タンパク質、抗体、ドメイン抗体
を含む抗体フラグメント（例えば、米国特許第６，６９６，２４５号を参照）、又はアル
ブミンに対して結合活性を有するリポカリン突然変異タンパク質であってもよい。したが
って、本発明におけるリポカリン突然変異タンパク質の半減期を延長するための好適な接
合相手は、アルブミン（Ｏｓｂｏｒｎ、Ｂ．Ｌ．　ｅｔ　ａｌ．（２００２）　Ｐｈａｒ
ｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ　ａｎｄ　ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ　ｓｔｕｄｉｅｓ　
ｏｆ　ａ　ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－ａｌｐｈ
ａ　ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ　ｍｏｎｋｅｙｓ　Ｊ
．　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　Ｅｘｐ．　Ｔｈｅｒ．　３０３、５４０－５４８を参照）、
又はアルブミン結合タンパク質、例えば連鎖球菌性プロテインＧ結合ドメインのような細
菌性アルブミン結合ドメイン（Ｋｏｅｎｉｇ、Ｔ．　ａｎｄ　Ｓｋｅｒｒａ、Ａ．　（１
９９８）　Ｕｓｅ　ｏｆ　ａｎ　ａｌｂｕｍｉＮ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ドメイン　ｆｏｒ　
ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｉｍｍｏｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎ
ａｎｔ　ｃａｐｔｕｒｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｏｎ　ＥＬＩＳＡ　
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ｐｌａｔｅｓ．　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２１８、７３－８３を参照
）であってもよい。接合相手として用いられるアルブミン結合ペプチドの他の例は、例え
ば、米国特許出願第２００３／００６９３９５号又はＤｅｎｎｉｓら（Ｄｅｎｎｉｓ，Ｍ
．Ｓ．，Ｚｈａｎｇ，Ｍ．，Ｍｅｎｇ，Ｙ．Ｇ．，Ｋａｄｋｈｏｄａｙａｎ，Ｍ．，Ｋｉ
ｒｃｈｈｏｆｅｒ，Ｄ．，Ｃｏｍｂｓ，Ｄ．＆Ｄａｍｉｃｏ，Ｌ．Ａ．（２００２）“Ａ
ｌｂｕｍｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｓ　ａ　ｇｅｎｅｒａｌ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｆｏｒ
　ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ　ｔｈｅ　ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ．”Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ２７７，３５０３５－３５０４３を参照）に記載のよ
うな、Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓという共通配列を有す
るものであってもよく、ここで、Ｘａａ１はＡｓｐ、Ａｓｎ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、又はＴｒ
ｐであり、Ｘａａ２はＡｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、又はＬｙｓであり、Ｘ
ａａ３はＡｌａ、Ａｓｐ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、又はＴｙｒであり、Ｘａａ４はＡｓｐ、Ｇｌ
ｙ、Ｌｅｕ、Ｐｈｅ、Ｓｅｒ、又はＴｈｒである。
【００１９】
　他の実施形態において、アルブミン自体又はアルブミンの生物学的活性フラグメントは
、本発明にかかるリポカリン突然変異タンパク質の接合相手として用いられてもよい。「
アルブミン」という用語は、ヒト血清アルブミン、又はウシ血清アルブミン、又はラット
アルブミンのような全ての哺乳類アルブミンを含む。アルブミン又はそのフラグメントは
、米国特許第５，７２８，５５３号、又は欧州特許出願ＥＰ０３３０４５１及びＥＰ０３
６１９９１に記載のように組換えて製造されてもよい。Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ　Ｄｅｌｔａ
社（英国、ノッティンガム）の組換えヒトアルブミン（Ｒｅｃｏｍｂｕｍｉｎ（登録商標
））は、突然変異タンパク質の半減期を延長するために、リポカリン突然変異タンパク質
に接合又は融合してもよい。
【００２０】
　アルブミン結合タンパク質が抗体フラグメントである場合は、ドメイン抗体であっても
よい。ドメイン抗体（ｄＡｂｓ）は、最適安全性及び有効性製品特性（ｅｆｆｉｃａｃｙ
　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｐｒｏｆｉｌｅ）が付与されるために、生物物理学的特性及びｉｎ　
ｖｉｖｏ半減期に対する精密制御を可能にするように操作される。ドメイン抗体は、例え
ば、Ｄｏｍａｎｔｉｓ社（英国ケンブリッジ及び米国マサチューセッツ州）から市販品と
して入手することができる。
【００２１】
　本発明にかかる突然変異タンパク質の血清半減期を延長する部分としてトランスフェリ
ンを使用する場合、突然変異タンパク質は、非グリコシル化トランスフェリンのＮ－末端
及びＣ－末端の少なくとも一方に遺伝的に融合することができる。非グリコシル化トラン
スフェリンは、１４日～１７日の半減期を有し、また、トランスフェリン融合タンパク質
は、さらに、高いバイオアベイラビリティ、体内分布、及び循環安定性を提供している。
この技術は、ＢｉｏＲｅｘｉｓ（米国ペンシルベニア州のＢｉｏＲｅｘｉｓ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社）から市販品として入手することができ
る。タンパク質安定剤／半減期延長相手として用いられる組換えヒトトランスフェリン（
ＤｅｌｔａＦｅｒｒｉｎ（登録商標））は、さらに、Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ　Ｄｅｌｔａ社
（英国ノッティンガム）から市販品として入手することができる。
【００２２】
　免疫グロブリンのＦｃ部分が本発明にかかる突然変異タンパク質の血清半減期を延長す
る目的に利用される場合には、Ｓｙｎｔｏｎｉｘ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ社（
米国マサチューセッツ州）から市販品として入手可能なＳｙｎ融合（登録商標）の技術を
用いてもよい。このＦｃ融合技術を使用することによって、長時間作用型生物医薬品の生
成を可能にし、また、薬物動態、溶解性、及び生産効率を改善するために、例えば抗体の
Ｆｃ領域に結合される突然変異タンパク質の２のコピーから構成されてもよい。
【００２３】
　さらに、本発明にかかる突然変異タンパク質の半減期を延長するためのもう１つの代替
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手段は、本発明にかかる突然変異タンパク質のＮ－末端又はＣ－末端に、長く不定形でフ
レキシブルなグリシンリッチな配列（例えば、約２０個～８０個の連続的なグリシン残基
を有するポリグリシン）を融合することである。国際公開第２００７／０３８６１９号に
開示されたこの手段は、例えば、用語「ｒＰＥＧ（組換えＰＥＧ）」等に示されている。
【００２４】
　ここで、用語「親水性ポリマー」とは、ポリエチレングリコール及びポリエチレングリ
コール／ポリプロピレングリコール共重合体、ポリオキシエチル化されたグリセロール、
及び類似したポリマーが含まれる任意の水溶性の直鎖型、分岐鎖型、三分枝型（ｆｏｒｋ
ｅｄ）、分岐鎖－三分枝型、デンドリマー型（ｄｅｎｄｒｉｍｅｒｉｃ）、多腕型（ｍｕ
ｌｔｉ－ａｒｍｅｄ）、又は星状型のポリマーのことをいうが、これに限定されるもので
はない。好ましくは、このポリマーの分子量は、約３００ダルトン～約７０，０００ダル
トンの範囲にあり、より好ましくは約５００ダルトン～約５０，０００ダルトンの範囲に
あり、さらにより好ましくは約５，０００ダルトン～約３０，０００ダルトンの範囲にあ
る。
【００２５】
　本発明に用いられる親水性ポリマーには、一般的に、アミノ基、カルボキシル基、スル
フヒドリル基、リン酸塩、又はヒドロキシル基の機能を介して対象となる生物活性分子に
結合するための少なくとも１つの反応基が組み込まれる。ポリエチレングリコールのよう
な本発明に用いられる親水性ポリマーは、その一端がメトキシ基でキャップされるととも
に、他端が生物活性分子における活性基と容易に接合するように活性化されるという標準
プロトコルによって調製することができる。例えば、米国特許第６，１１３，９０６号は
、タンパク質のアミノ基と反応するために、スクシンイミジルコハク酸エステル又はスク
シンイミジル炭酸塩反応基がポリエチレングリコールの「Ｕ字形」（すなわち、分岐鎖型
）の形で使用されることを説明している。米国特許第５，６５０，２３４号は、タンパク
質のアミノ基と反応して安定的なウレタン結合を形成するために、ポリエチレングリコー
ルのＮ－ヒドロキシベンゾトリアゾール炭酸塩、２－ヒドロキシピリミジン炭酸塩、及び
Ｎ－ヒドロキシル－２－ピロリジノン炭酸塩誘導が使用されることを説明している。米国
特許第５，６７２，６６２号は、タンパク質のアミノ基と反応して安定的なウレタン結合
を形成するために、プロピオン酸及びブタン酸置換されたポリエチレングリコールのスク
シンイミジルエステルが使用されることを説明している。米国特許第５，４４６，０９０
号は、タンパク質のスルフヒドリル基と安定なチオエーテル結合を形成するために、ポリ
エチレングリコールのビニル－スルホン誘導体が使用されることを説明している。米国特
許第５，８８０，２５５号は、タンパク質のアミノ基と反応して簡単でかつ安定的な第２
級アミン結合を形成するために、ポリエチレングリコールのトレシル（２，２，２－トリ
フルオロエタン－スルホニル）誘導体が使用されることを説明している。米国特許第５，
２５２，７１４号は、タンパク質のアミノ基と反応して安定な第２級アミン結合を形成す
るために、ポリエチレングリコールのプロピオンアルデヒド誘導体が使用されることを説
明している。このような親水性ポリマーを生物活性分子に結合させることによって形成さ
れた結合は、安定又は不安定（すなわち、可逆的）にするように意図的に作られることが
できる。さらに、本発明に用いられる親水性ポリマーは、活性基の生物活性分子への接合
が促進される、２つの類似（例えば、ホモ－二機能）又は非類似（例えば、ヘテロ－二機
能）官能基を有する標準プロトコルによって調製することができる。例えば、国際公開第
０１／２６６９２号は、タンパク質修飾のためのヘテロ－二機能のポリエチレングリコー
ル誘導体が使用されることを説明している。これらの特許の全ての内容は、参照すること
により本明細書に組み込まれている。
【００２６】
　例示的に、本発明にかかる共役物に用いられる親水性ポリマーは、ポリアルキレングリ
コール、ポリオキシエチル化されたポリオール、ヒドロキシエチルデンプン、ポリヒドロ
キシ酸、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、及びそれらの共重合体と、それらの直鎖型、分岐
鎖型誘導体及び活性誘導体とをこのように含むが、これに限定されるものではない。
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【００２７】
　このポリアルキレングリコールは、置換されたもの、非置換のもの、直鎖型又は分岐鎖
型のものであってもよく、また、活性ポリアルキレン誘導体であってもよい。このポリア
ルキレングリコールは、ポリエチレングリコール、ポリプロピレン、及びポリエチレング
リコール／ポリプロピレングリコール共重合体を含むが、これに限定されるものではない
。
【００２８】
　本発明の１つの実施形態において、この親水性ポリマーはポリエチレングリコール（Ｐ
ＥＧ）である。
【００２９】
　ＰＥＧとは、化学式ＨＯ－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－Ｈで表される直鎖型又は分岐鎖型の
中性ポリエーテルをいう。ＰＥＧは、水及び多くの有機溶媒（例えば、塩化メチレン、エ
タノール、トルエン、アセトン、及びクロロホルム）に対して高水溶性を有するとともに
、様々なサイズ（分子量）及び官能性構造（例えば、アミノ基末端、カルボキシル基末端
、及びスルフヒドリル基末端）で簡単に入手できる。ＰＥＧは無毒であることが判明して
いるとともに、その医薬品（非経口、局所応用、坐剤、スプレー式点鼻薬）、食品、及び
化粧品への使用がＦＤＡによって承認されている。ＰＥＧは溶液中において、それぞれの
モノマー（エチレンオキシドユニット）が３個の水分子と結合することによって、高次に
水和されたポリマーになっている。さらに、ＰＥＧは、より緩く結合した水和水分子にお
ける複数の分子層の構造に影響を与えるという能力を持っていると考えられている。単一
の表面結合鎖の水における挙動にかかる分子シミュレーションによると、ポリマーは大き
なセグメント屈曲性を示すことが分かる。したがって、ポリマーは水性環境において、大
きな流体力学的体積を占めると考えられている。これらの研究結果は、ＰＥＧはその存在
によって他のポリマー（天然及び合成）が排除されることに極めて有効である理由を説明
するのに役立つ。他のポリマーの排除は、タンパク質を拒絶したり、他の合成ポリマーと
二相系を形成したり、このポリマーに非免疫原性及び非抗原性を与えたりするというＰＥ
Ｇの能力を支える主な原動力である。ＰＥＧはタンパク質と共有結合される場合、一般的
に、ポリマーの有利な特性の多くを結果共役物に転送することがある。上記のような多く
の有益な特性のため、ＰＥＧはタンパク質修飾によく適している。
【００３０】
　本明細書において、「ＰＥＧ」という用語は、ＰＥＧのアミノ基反応性誘導体（「ＰＥ
Ｇ試薬」）が含まれる任意のＰＥＧポリマーを含有している。また、タンパク質共役に用
いる様々なＰＥＧ試薬が知られている。典型的なＰＥＧ試薬は、エーテル結合（例えば、
Ｏ－メチル）において終端となる一端と、反応基によって官能化される他端とを有する直
鎖型ＰＥＧポリマーである。他のＰＥＧ試薬は、分岐鎖状又はデンドリマー状であって、
さらにタンパク質と結合するための非反応性末端と反応性官能基との組合せを有する。ま
た、類似又は非類似反応性官能基の組合せを有するホモ－二機能又はヘテロ－二機能のＰ
ＥＧ試薬は、タンパク質との結合に用いられてもよい。
【００３１】
　ＰＥＧ試薬の例としては、アルデヒドと、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル炭酸塩と、
Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルプロピオネートと、ｐ－ニトロフェニル－炭酸塩と、Ｎ
－マレイミジル基、Ｎ－スクシンイミジル基、チオール基、若しくはベンゾトリアゾール
炭酸塩とによって終端されたＰＥＧの種類、又は他のアミノ基反応性活性化されたＰＥＧ
の種類を含むが、これに限定されるものではない。
【００３２】
　ＰＥＧポリマーは、例えば、３００ダルトン～７００００ダルトンの範囲にある分子量
を有する。反応性官能基はリンカー基によってＰＥＧ鎖から分離することができる。選択
的に、そのポリマーは、ＰＥＧとリンカーとの間で分解性内部結合を有する。したがって
、本発明の１つの実施形態において、ＰＥＧポリマーにおける反応基は、タンパク質求核
剤と反応するために、求電子的に活性化されたものであってもよい。求電子基の例として
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は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル炭酸塩、トレシル及びアルデヒド官能基がある。こ
れらの官能基を有するＰＥＧ試薬は、タンパク質のアミノ基と共有結合を形成するように
反応する。タンパク質のアミノ基とのＰＥＧ共役のための好ましい。ＰＥＧ試薬は、プロ
ピオン酸リンカーｍＰＥＧ－ＳＰＡのｍＰＥＧスクシンイミジル活性エステルである。他
の好ましいＰＥＧ試薬は、モノメトキシＰＥＧ－アルデヒド（ｍＰＥＧ－Ａｌｄ）である
。
【００３３】
　適切なポリエチレングリコール（ＰＥＧ）分子は、既に上記のように説明されている。
さらなる例は、国際公開第　９９／６４０１６号、米国特許第６，１７７，０７４号、又
は米国特許第６，４０３，５６４号においてインターフェロンに関して記載されたり、Ｐ
ＥＧ修飾アスパラギナーゼ、ＰＥＧアデノシンデアミナーゼ　（ＰＥＧ－ＡＤＡ）、又は
ＰＥＧスーパーオキシドジスムターゼ（例えば，Ｆｕｅｒｔｇｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９０）Ｔｈｅ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｏｆ　Ｐｏｌｙ（Ｅｔｈｙｌｅｎ
ｅ　Ｇｌｙｃｏｌ）－Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｊ．　Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒ
ｅｌｅａｓｅ１１，１３９－１４８を参照）のような他のタンパク質のために記載された
りしている。）。他の例は、例えば、米国特許第４，１７９，３３７号、米国特許第５，
４４６，０９０号、及び米国特許第５，８８０，２５５号に記載されている。この分野に
おいて、このような結合は、明らかな分子量の増加、及び変性された治療用タンパク質（
例えば、米国特許第５，３２０，８４０号を参照）に対する血中クリアランス速度の減少
を引き起こす可能性があるとともに、免疫原性の低下、生分解性高分子薬物送達システム
からの放出の継続時間の延長、非ペグ化（ｕｎＰＥＧｙｌａｔｅｄ）薬物に関する生分解
性薬物送達システムにおいて達成した薬物負荷の増加、及び非ペグ化薬物に関する薬物崩
壊の低下（例えば、国際公開第０２／０３６１６９号を参照）を引き起こす可能性もある
ことが知られている。これらの特許及び特許出願の内容は、本明細書において全体として
参照することにより組み込まれる。
【００３４】
　ポリオキシエチル化されたポリオールは、ポリオキシエチル化されたグリセロール、ポ
リオキシエチル化されたソルビトール、ポリオキシエチル化されたグルコース、及びそれ
らのエステルのような誘導体を含むが、これに限定されるものではない。
【００３５】
　その活性誘導体は、アルデヒド、チオール、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、スクシン
イミド、マレイミド、ＰＮＰ－カーボネート、及びベンゾトリアゾールによって終端され
た親水性ポリマーからなる群より選択されるアミノ基反応性誘導体を含んでもよい。１つ
の具体的な実施形態において、親水性ポリマーの活性化誘導体は、さらに突然変異タンパ
ク質におけるシステイン残基の遊離チオール基と反応するマレイミド誘導体化されたＰＥ
Ｇである。ここで、これらのシステイン側鎖がタンパク質において天然に存在してもよく
、突然変異誘発により人工的に導入されてもよい。これらのチオール基を化学結合に利用
できるようにするために、そのタンパク質は、シスチン架橋が形成されたシステイン残基
を還元するための還元ステップを経ることがあってもよい。１つの実施形態において、こ
のステップには、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン塩酸塩（ＴＣＥＰ）、又は
β－メルカプトエタノールのような還元剤を用いてもよい。
【００３６】
　ポリマーの分子量は、約３００ダルトン～約７００００ダルトンの範囲にあってもよく
、例えば、約５、７、１０、１２、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、
５５、６０、６５、又は７０キロダルトンの分子量を有するポリエチレングリコールなど
のポリアルキレングリコールである。
【００３７】
　さらに、例えば米国特許第６，５００，９３０号、又は米国特許第６，６２０，４１３
号に記載されるように、デンプン又はヒドロキシエチルデンプン（ＨＥＳ）のような炭水
化物の低重合体及びポリマーは、血清半減期を延長するために本発明の変異タンパク質に
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接合することができる。
【００３８】
　本発明にかかる共役物において、リポカリン突然変異タンパク質は、タンパク質のリポ
カリンファミリーに属するタンパク質のいずれかの突然変異タンパク質から選択されても
よい。例示的なリポカリンは、既に上記のように説明されており、また、レチノール結合
タンパク質（ＲＢＰ）、ビリン結合タンパク質（ＢＢＰ）、アポリポタンパク質Ｄ（ＡＰ
Ｏ　Ｄ）、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（ＮＧＡＬ）、涙リポカリン（ＴＬＰＣ）
、α２－ミクログロブリン－関連タンパク質（Ａ２ｍ）、２４ｐ３／ウテロカリン（２４
ｐ３）、エブネル腺タンパク質１（ＶＥＧＰ１）、エブネル腺タンパク質２（ＶＥＧＰ２
）、及び主要アレルゲンＣａｎ　ｆｌ前駆体（ＡＬＬ－Ｉ）。好ましいリポカリン突然変
異タンパク質は、ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（ｈＮＧＡＬ）、ヒト涙リポカ
リン（ｈＴＬＰＣ）、ヒトアポリポタンパク質Ｄ（ＡＰＯ　Ｄ）、及びＰｉｅｒｉｓ　ｂ
ｒａｓｓｉｃａｅビリン結合タンパク質の突然変異タンパク質を含む。
【００３９】
　現在は涙リポカリン（ＴＬＰＣ又はＴｉｅ；ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ　Ｄａｔａ　Ｂａｎ
ｋ受入番号Ｐ３１０２５）と呼ばれるヒト涙プレアルブミンは、最初はヒト涙液の主要タ
ンパク質として記載された（全タンパク質含量の約３分の１）が、最近はまた、前立腺、
鼻粘膜及び気管粘膜を含むいくつかの他の分泌組織においても同定されている。相同タン
パク質はラット、ブタ、イヌ及びウマで発見されている。
【００４０】
　ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（ｈＮＧＡＬ、Ｌｃｎ２とも呼ばれ、ＳＷＩＳ
Ｓ－ＰＲＯＴ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ受入番号Ｐ８０１８８）は、ヒト血漿に富んでいる１
７８アミノ酸糖タンパク質である。ヒトＬｃｎ２の動物相同体は、ラットα２－ミクログ
ロブリン－関連タンパク質（Ａ２ｍ；ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ受入番
号Ｐ３１０５２）、及びマウス２４ｐ３／ウテロカリン（２４ｐ３；ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯ
Ｔ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ受入番号Ｐ１１６７２）である。
【００４１】
　ヒトアポリポタンパク質Ｄ（Ａｐｏ－Ｄ；ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ
受入番号Ｐ０５０９０）は、他のアポリポタンパク質配列と著しい類似性を持っていない
高密度リポタンパク質の部分である。そのヒトアポリポタンパク質Ｄは、リポカリンとし
ても知られているが、血漿レチノール結合タンパク質、及び担体タンパク質のα２ミクロ
グロブリンタンパク質スーパーファミリーにおける他のメンバーと高度の相同性を有する
。
【００４２】
　ビリン結合タンパク質（ＢＢＰ；ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ受入番号
Ｐ０９４６４）は、チョウＰｉｅｒｉｓ　ｂｒａｓｓｉｃａｅに富んでいるブルー色素タ
ンパク質である。
【００４３】
　本発明の１つの実施形態において、上記のリポカリン突然変異タンパク質は、ヒト涙リ
ポカリン、ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン、ラットα２－ミクログロブリン－関
連タンパク質、マウス２４ｐ３／ウテロカリン、ビリン結合タンパク質、ヒトアポリポタ
ンパク質Ｄ、レチノール結合タンパク質、エブネル腺タンパク質１（ＶＥＧＰ１）、エブ
ネル腺タンパク質２（ＶＥＧＰ２）、又は主要アレルゲンＣａｎ　ｆｌ前駆体（ＡＬＬ－
Ｉ）のアミノ酸配列と少なくとも５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９
０％又は９５％の配列相同性を有する。
【００４４】
　もう１つの実施形態において、リポカリン突然変異タンパク質は、ヒト涙リポカリン、
ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン、ラットα２－ミクログロブリン－関連タンパク
質、マウス２４ｐ３／ウテロカリン、ビリン結合タンパク質、ヒトアポリポタンパク質Ｄ
、レチノール結合タンパク質、エブネル腺タンパク質１（ＶＥＧＰ１）、エブネル腺タン
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パク質２（ＶＥＧＰ２）、又は主要アレルゲンＣａｎ　ｆｌ前駆体（ＡＬＬ－Ｉ）のアミ
ノ酸配列と少なくとも５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％ｏｒ９
５％の配列同一性を有する。
【００４５】
　ここで、「相同性」という用語は本明細書において使用される場合、その通常の意味で
あり、また、互いに比較される２つのタンパク質の直鎖状アミノ酸配列における同等の位
置における、同一のアミノ酸、及び同類置換と見なされるアミノ酸（例えば、グルタミン
酸残基のアスパラギン酸残基による置換）を含む。「同一性」又は「配列同一性」は、類
似性又は関係を評価する配列の性質を意味する。「配列同一性」又は「同一性」という用
語は本発明において使用される場合、問題になっている配列と本発明のポリペプチドの配
列の（相同性）アラインメントに従った、これら２つの配列のより長いものにおける残基
数について、ペアワイズ同一残基の割合を意味する。同一性は、同一の残基の数を残基の
総数で割った結果を、１００を掛けて測定される。
【００４６】
　配列相同性又は配列同一性の割合は、例えば、本明細書ではプログラムＢＬＡＳＴＰ、
ｖｅｒｓｉｏｎ　ｂｌａｓｔｐ　２．２．５（Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　１６、２００２；ｃｆ
．　Ａｌｔｓｃｈｕｌ、Ｓ．　Ｆ．　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．　２５、３３８９－３４０２を参照）を用いて決定されることができる。この
実施形態において、相同性の割合は、ペアワイズ比較の参照としてヒトポカリン２を用い
た、プロペプチド配列を含む全ポリペプチド配列のアラインメントに基づく（マトリック
ス：ＢＬＯＳＵＭ６２；ギャップコスト：１１．１；切り捨て値を１０～３に設定）。そ
れは、ＢＬＡＳＴＰプログラムアウトプットでの結果として示される「陽性」（相同アミ
ノ酸）の数を、アラインメントのためにプログラムによって選択されたアミノ酸の総数で
除した割合として計算される。これに関して、この選択されたアミノ酸の総数はヒトリポ
カリン２の長さとは異なり得ることに注意すべきである。
【００４７】
　本発明にかかる共役物において、リポカリン突然変異タンパク質は、検出可能な親和性
で所定の非天然標的と結合する。その標的は、タンパク質、タンパク質ドメイン、タンパ
ク質フラグメント、又はペプチドであってもよい。
【００４８】
　本発明の１つの実施形態において、涙リポカリン突然変異タンパク質によって結合され
る標的は、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、血管内皮細胞増殖因子受容体２（ＶＥＧ
Ｆ－Ｒ２）、インターロイキン４受容体α鎖（ＩＬ－４Ｒα）、細胞傷害性Ｔリンパ球抗
原－４（ＣＴＬＡ－４）、受容体チロシンキナーゼｃ－Ｍｅｔ、又はそれらのフラグメン
トからなる群より選択されるタンパク質又はそのフラグメントである。また、リガンドと
しては、ＶＥＧＦ－Ｒ２、ＩＬ－４Ｒα、ＣＴＬＡ－４若しくはｃ－Ｍｅｔの細胞外領域
又はドメインも含まれる。そのリガンドは、哺乳動物由来のものが一般的である。１つの
実施形態において、これらのリガンドはヒト由来のものであるが、いくつかの例示のみを
挙げると、マウス、ラット、ブタ、ウマ、イヌ、ネコ、ウシ、マーモセット、又はカニク
イザル由来のものであってもよい。
【００４９】
　本発明にかかる共役物において、リポカリン突然変異タンパク質は、天然リポカリン結
合ポケットを包囲する４つのペプチドループＡＢ、ＣＤ、ＥＦ、及びＧＨ中の任意の配列
位置に少なくとも１つの突然変異したアミノ酸残基を含む。これらのループは、リポカリ
ンの既知の結合部位を形成する（従って開放末端と呼ばれる）。ヒト涙リポカリン（ｈＴ
ＬＰＣ；ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ　受入番号Ｐ３１０２５）において
、ＡＢループには天然成熟ヒト涙リポカリンの直鎖状ポリペプチド配列の位置２４～３６
を含み、ＣＤループにはその位置５３～６６を含み、ＥＦループにはその位置６９～７７
を含み、ＧＨループにはその位置１０３～１１０を含む。これらの４のループの定義は、
Ｆｌｏｗｅｒ（Ｆｌｏｗｅｒ、Ｄ．　Ｒ．（１９９６）、上記を参照、及びＦｌｏｗｅｒ
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、Ｄ．　Ｒ．　ｅｔ　ａｌ．（２０００）上記を参照）に従って本明細書中で用いられる
。Ｐｉｅｒｉｓ　ｂｒａｓｓｉｃａｅのビリン結合タンパク質において、結合ポケットを
包囲する円筒状β－バレル構造の末端に配置されているこれらの４つのペプチドループは
、Ｐｉｅｒｉｓ　ｂｒａｓｓｉｃａｅのビリン結合タンパク質の直鎖状ポリペプチド配列
のアミノ酸位置２８～４５、５８～６９、８６～９９、及び１１４～１２９が含まれる直
鎖状ポリペプチド配列におけるセグメントに対応する。
【００５０】
　他の実施形態において、リポカリン突然変異タンパク質は、天然リポカリン結合ポケッ
トを包囲する４つのペプチドループＡＢ、ＣＤ、ＥＦ、及びＧＨ中の任意の配列位置に、
少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１
６、１７、１８、１９、２０、２１　、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２
９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、又は４１の
突然変異したアミノ酸残基を含む。
【００５１】
　さらに別の実施形態において、リポカリン突然変異タンパク質は、天然成熟ヒト涙リポ
カリン（ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ受入番号Ｐ３１０２５）の直鎖状ポ
リペプチド配列の配列位置２４～３６、５３～６６、７９～８４、及び１０３～１１０に
対応する任意の配列位置に、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２
５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８
、３９、４０又は４１の突然変異したアミノ酸残基を含む。好ましい実施形態において、
リポカリン突然変異タンパク質は、天然成熟ヒト涙リポカリンの直鎖状ポリペプチド配列
の配列位置２６～３４、５６～５８、８０、８３、１０４～１０６及び１０８に対応する
任意の配列位置に、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１
３、１４、１５、１６、１７、又は１８突然変異したアミノ酸残基を含む。タンパク質の
リポカリンファミリーにおける他のメンバーのそれぞれの配列位置は、当業者によって当
該技術分野においてよく知られている技術及びプログラムを用いて容易に測定されること
ができる。
【００５２】
　本発明にかかるリポカリン突然変異タンパク質は、突然変異したアミノ酸配列位置の外
側に野生型（天然）アミノ酸配列を含んでもよい。他方、本明細書に開示されるリポカリ
ン突然変異タンパク質は、さらにその突然変異が突然変異タンパク質の結合親和性及び折
り畳みを妨げない限り、突然変異誘発を受けるループ領域における配列位置の外側にもア
ミノ酸の突然変異を含んでもよい。このような突然変異は、確立された標準的な方法（Ｓ
ａｍｂｒｏｏｋ、Ｊ．　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、２ｎｄ　Ｅｄ．、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ、ＮＹを参照）を用いてＤＮＡレベルで非常に容易に達成されることができる。考
えられるアミノ酸配列の改変は、挿入又は欠失並びにアミノ酸置換である。このような置
換は保存的であってもよく、すなわち、アミノ酸残基は化学的に類似したアミノ酸残基で
置換される。保存的置換の例としては、以下の群のメンバー間、すなわち、１）アラニン
、セリン、及びトレオニン、２）アスパラギン酸及びグルタミン酸、３）アスパラギン及
びグルタミン、４）アルギニン及びリジン、５）イソロイシン、ロイシン、メチオニン、
及びバリン、ならびに６）フェニルアラニン、チロシン、及びトリプトファンの間での置
換である。他方では、アミノ酸配列に非保存的な改変を導入することも可能である。さら
に、単一アミノ酸残基を置換する代わりに、涙リポカリンの一次構造の１又はそれ以上の
連続的なアミノ酸を挿入するか、それとも欠失させることは、さらに、この欠失又は挿入
が安定して折り畳まれた／機能的な突然変異タンパク質（例えば、切断型のＮ－末端及び
Ｃ－末端を有する突然変異タンパク質が産生される実験上の切片を参照）を生じさせる限
りにおいては可能である。
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【００５３】
　アミノ酸配列のこのような修飾は、特定の制限酵素に対し切断部位を組み込むことによ
って、突然変異したリポカリン遺伝子又はその一部のサブクローン化を単純化するために
、単一アミノ酸位置の定方向の突然変異誘発を含む。さらに、これらの突然変異は所定の
標的に対するリポカリンの突然変異タンパク質の親和性をさらに改善するために、さらに
組み込まれることができる。さらに、突然変異は必要に応じて、折り畳みの安定性、血清
安定性、タンパク質の耐性、若しくは水溶解性を改善する目的、又は凝集傾向を低減する
目的のような突然変異タンパク質の特定の特徴を調節する目的で導入されることができる
。例えば、ジスルフィド架橋を防止するために、天然に存在するシステイン残基を他のア
ミノ酸に突然変異してもよい。しかしながら、例えば本発明の部分に接合する目的、又は
非天然に存在するジスルフィド結合を形成する目的で新しい反応基を導入するために、他
のアミノ酸配列位置をシステインに意図的に突然変異させることはさらに可能である。
【００５４】
　本発明はさらに、上記のように定義された切断型リポカリン突然変異タンパク質を含み
、このような切断型リポカリン突然変異タンパク質において、一つ以上のＮ－末端及び／
又はＣ－末端のアミノ酸、例えば成熟リポカリンの配列における最初の４つのＮ－末端の
アミノ酸残基及び／又は最後の２つのＣ－末端のアミノ酸残基は欠失している。
【００５５】
　本発明にかかる共役物の１つの具体的な実施形態において、リポカリン突然変異タンパ
ク質は、配列番号１～１１０のいずれか１つに記載のアミノ酸配列を含むか、実質的にそ
れらのアミノ酸配列からなるか、又はそれらのアミノ酸配列からなってもよい。リポカリ
ン突然変異タンパク質は、配列番号１～１１０のいずれか１つのリポカリン突然変異タン
パク質と７０％、７５％、８０％、８５％、８８％、９０％、９２％、９４％、９６％又
は９８％の配列同一性を有してもよい。
【００５６】
　上記の部分の１つとリポカリン突然変異タンパク質との接合は、リポカリン突然変異タ
ンパク質のＮ－末端、Ｃ－末端又はアミノ酸側鎖を介して発生してもよい。接合を容易に
するために、その部分は上記のような反応基を含んでもよい。好適なアミノ酸側鎖は、そ
れぞれのリポカリンのアミノ酸配列において天然に存在してもよく、突然変異誘発によっ
て導入されてもよい。好適な結合部位が突然変異誘発を介して導入される場合、１つの可
能性はシステイン残基による適切な位置でのアミノ酸置換である。その１つの実施形態に
おいて、このような突然変異は、ヒト涙リポカリン（ＳＷＩＳＳ　ＰＲＯＴ　Ｄａｔａｂ
ａｎｋ受入番号Ｐ３１０２５）の直鎖状ポリペプチド配列、又はタンパク質のリポカリン
ファミリーにおける他のメンバーに関する、Ｔｈｒ４０→Ｃｙｓ、Ｇｌｕ７３→Ｃｙｓ、
Ａｒｇ９０→Ｃｙｓ、Ａｓｐ９５→Ｃｙｓ、又はＧｌｕ１３１→Ｃｙｓの置換のうちの少
なくとも１つを含む。これらの位置のいずれかで新しく生産されたシステイン残基は、以
下のようにＰＥＧ又はその活性化された誘導体のような突然変異タンパク質の血清半減期
を延長する部分に、突然変異タンパク質を接合させるように用いられることができる。
【００５７】
　システインがこれらの任意の配列位置で導入されるヒト涙リポカリンの突然変異タンパ
ク質として、１つの例示的な実施例は、ＶＥＧＦ結合ヒト涙リポカリン突然変異タンパク
質２３６．１－Ａ２２（配列番号２２）である。このような突然変異の他の例は、当該技
術分野で知られており、また以前に国際公開第９９／１６８７３号、国際公開第００／７
５３０８号、国際公開第０３／０２９４７１号、国際公開第０３／０２９４６２号、国際
公開第０３／０２９４６３号、国際公開第２００５／０１９２５４号、国際公開第２００
５／０１９２５５号、国際公開第２００５／０１９２５６号、国際公開第２００６／５６
４６４号、及び国際公開第２００８／０１５２３９号において開示されたものも含み、そ
の内容が参照によりその全体において本明細書に組み込まれている。
【００５８】
　もう１つの実施形態において、上述の部分の１つを本発明の突然変異タンパク質に接合
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すべく好適なアミノ酸側鎖を提供するために、人工アミノ酸は突然変異誘発によって導入
されてもよい。一般的に、このような人工アミノ酸はより反応的に、ひいては所望の部分
への接合を促進するように設計される。人工ｔＲＮＡを介して導入できるこのような人工
アミノ酸の一例は、パラアセチルフェニルアラニンである。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、リポカリン突然変異タンパク質及びそれに接合される部
分は、融合タンパク質の形で用いられてもよい。このような実施形態において、リポカリ
ン突然変異タンパク質は、そのＮ－末端又はそのＣ－末端で、タンパク質、タンパク質ド
メイン又はペプチド部分に融合される。
【００６０】
　他の実施形態において、リポカリン突然変異タンパク質は、もう１つのタンパク質、タ
ンパク質ドメイン又はペプチドに融合されてもよく、例えば、同一又は異なる結合特異性
の二次リポカリン突然変異タンパク質（その結果、「Ｄｕｏｃａｌｉｎｓ」の形成を引き
起こす。ｃｆ．　Ｓｃｈｌｅｈｕｂｅｒ、Ｓ．、ａｎｄ　Ｓｋｅｒｒａ、Ａ．（２００１
）、Ｄｕｏｃａｌｉｎｓ，　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｌｉｇａｎｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎｓ　ｗｉｔｈ　ｄｕａｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒ
ｏｍ　ｔｈｅ　ｌｉｐｏｃａｌｉｎ　ｆｏｌｄ．５ｚ’ｏ／．Ｃｈｅｍ．３８２，１３３
５－１３４２を参照）、及びリポカリン突然変異タンパク質を含んで得られた融合タンパ
ク質は、そのとき上記の部分に接合されてもよい。
【００６１】
　リポカリン突然変異タンパク質を生成するための技術は、当該分野で知られている（例
えば　Ｆｌｏｗｅｒ、Ｄ．Ｒ．（１９９６）、上記を参照。Ｆｌｏｗｅｒ、Ｄ．Ｒ．　ｅ
ｔ　ａｌ．（２０００）、上記を参照。Ｓｋｅｒｒａ、Ａ．（２０００）、上記を参照。
Ｓｋｅｒｒａ、Ａ．（２００１）、上記を参照。Ｓｃｈｌｅｈｕｂｅｒ、Ｓ．、ａｎｄ　
Ｓｋｅｒｒａ、Ａ．（２００２）、上記を参照。また、国際公開第９９／１６８７３号、
国際公開第００／７５３０８号、国際公開第０３／０２９４７１号、国際公開第０３／０
２９４６２号、国際公開第０３／０２９４６３号、国際公開第２００５／０１９２５４号
、国際公開第２００５／０１９２５５号、国際公開第２００５／０１９２５６号、国際公
開第２００６／５６４６４号、及び国際公開第２００８／０１５２３９号を参照）。これ
らの特許出願の各々の内容は参照によりその全体において本明細書に組み込まれている。
【００６２】
　「非天然型リガンド」、「非天然結合パートナー」又は「非天然標的」という用語は、
ここでは、互換可能に用いられており生理学的条件下でそれぞれ天然リポカリンに結合し
ない合成物のことを言及する。標的は、免疫性ハプテン、例えばステロイドホルモンのよ
うなホルモン、又はそのいかなるバイオポリマー若しくはフラグメントの特徴を発現する
遊離又は接合形態のいかなる化学化合物であってもよい。バイオポリマー又はフラグメン
トとしては、例えば、タンパク質、タンパク質ドメイン、ペプチド、オリゴデオキシヌク
レオチド、核酸、それらのオリゴ若しくは多糖類又は共役物、脂質又は高分子である。
【００６３】
　本発明にかかる共役物に含まれるリポカリン突然変異タンパク質は、少なくとも２００
ｎＭの解離定数を例えば有する検知可能な親和性をもって所望のターゲットと結合する能
力を保持する。現在の好ましい幾つかの実施形態では、所定の標的に対して少なくとも１
００ｎＭ、２０ｎＭ、１ｎＭ又はそれ未満の解離定数をもって所望の標的と結合するのは
、リポカリン突然変異タンパク質である。所望の標的に対する突然変異タンパク質の結合
親和性は、例えば蛍光滴定、競合ＥＬＩＳＡ法、又は表面プラズモン共鳴（ＢＩＡコア）
のような複数の方法を用いて測定され得る。
【００６４】
　本発明はまた、リポカリン突然変異タンパク質の制御放出に対する医薬製剤に関し、該
医薬製剤は、ポリマー、脂質、リポソーム、および、選択的に、薬学的に許容可能な賦形
剤との組み合わせにおける、リポカリン突然変異タンパク質又はその共役物を含んでいる
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。
【００６５】
　「制御放出」又は「持続放出」という用語は、本発明の薬剤送達製剤に応じて送達され
るリポカリン突然変異分子の割合及び／又は量の制御のことを言及する。制御放出は連続
的又は非連続的であり得、及び、線形的又は非線形的であり得る。このことは、所望の効
果を得るために、単独で、組み合わせて、又は連続して投与される、一つ又はそれよりも
多くのポリマー組成物、製剤担体、賦形剤又は分解エンハンサ―の含有物を用いて実現さ
れ得る。ゼロオーダー又は線形放出は、一般的に、ゆっくりと時間をかけて放出される生
体活性分子量が、所望の時間枠の間、量／時間の関数として相対的に一定に保たれること
を意味するように解釈される。多数相は、一般的に、一つよりも多い「バースト」を生じ
させる放出のことを意味するように解釈される。
【００６６】
　１つの実施形態において、リポソームは、リポカリン突然変異タンパク質又はその共役
物をカプセル化する。１つの具体的な実施形態において、リポソームは、基本培地水溶液
中に分散又は乳化されている。
【００６７】
　１つの実施形態において、ポリマーは、生分解性ポリマーである。１つのこのような実
施形態では、生分解性ポリマーは、ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリ（ラクチド－ｃ
ｏ－グリコリド），ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）、
ポリカプロラクトン、ポリカーボネート、ポリエステルアミド、ポリ無水物、ポリ（アミ
ノ酸）、ポリオルトエステル、ポリアセチル、ポリシアノアクリレート、ポリエーテルエ
ステル、ポリジオキサノン、ポリアルキレンアルキレート、ポリエチレングリコールとポ
リラクチド又はポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）との共重合体、生分解性ポリウレタ
ン、特定の種類のタンパク質及び多糖類ポリマー、それらの混合物及び共重合体からなる
群より選択される。更なる実施形態において、生分解性ポリマーは、ポリヒドロキシ酸、
ポリ乳酸、ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリグリコール酸、それらの共重合体、及び
それらの誘導体からなる群より選択される。生分解性ポリマーは、ポリ無水物、ポリオル
トエステル、及び多糖類ポリマーも含んでいてもよいし、又は、これらからなるものでも
よい。１つの適切なポリ無水物共重合体は、ビス（ｐ－カルボキシフェノキシ）プロパン
とセバシン酸との共重合体である。他の適切な生分解性親水性ポリマーは、上記タンパク
質及び多糖類ポリマーなどのバイオポリマーを含み、多糖類ポリマーは、ヒアルロナン、
キトサン、ゼラチン、コラーゲン、デンプン、デキストリン、及びセルロースを含むがこ
れに限定されない。これらの生体高分子は、架橋されて三次元ヒドロゲルを形成してもよ
い。
【００６８】
　１つの実施形態において、生分解性ポリマーは、ポリ－（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グ
リコリド）である。本発明の医薬製剤を生成するためのポリマーとしてポリ－（Ｄ，Ｌ－
ラクチド－ｃｏ－グリコリド）を選択する場合、製剤ポリ－（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－
グリコリド）は、約５５モル％～約８０モル％のラクチドモノマーと約４５モル％～約２
０モル％のグリコリドとを含んでいてもよい。ポリ－（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコ
リド）は、約６５モル％～約７５モル％のラクチドモノマーと約３５モル％～約２５モル
％のグリコリドとを含んでいてもよい。使用されるポリ－（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グ
リコリド）は、末端酸性基を含み得る。
【００６９】
　他の実施形態では、生分解性ポリマーは、アルキル部分によって置換されたラクチドユ
ニットを含む共重合体又はポリ乳酸ポリマーである。生分解性ポリマーは、例えば、ポリ
（ヘキシル置換ラクチド）又はポリ（ジヘキシル置換ラクチド）を含むか、実質的にそれ
からなるか、又はそれからなる。
【００７０】
　医薬製剤の更なる実施形態では、生分解性ポリマーは、共役物をカプセル化するミクロ
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粒子又はナノ粒子の形に製剤される。このような実施形態では、本発明の製剤は、制御放
出を提供するために、ポリ乳酸（ＰＬＡ）、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）、及びそれらの
共重合体などの生分解性ポリマーと、本発明のリポカリン突然変異タンパク質、又は、共
役物とを組み合わせることにより形成されたミクロ粒子又はナノ粒子をベースにしていて
もよく、この共役物とは、例えば、親水性ポリマー（例えば、ポリエチレングリコール又
はポリプロピレングリコール）とリポカリン突然変異タンパク質との共役物である。
【００７１】
　他の実施形態では、医薬製剤は、インプラント又はインプラント可能な装置の形態であ
ってもよい。インプラント又はインプラント可能な装置は、どのような形状であってもよ
く、インプラント可能なロッド、プラグ、ディスク、ペレット、膜、又はシートを含むが
これらに限定されない。このようなインプラント可能な装置は、適切なポリマーからモー
ルディング、押出成形、及びフィルム作製などの既知の方法で製造されてもよい。医薬製
剤が、インプラント又はインプラント可能な装置である場合、インプラント材料は、生分
解性又は非生分解性ポリマーなどのように、生分解性又は非生分解性であってもよい。適
切な生分解性ポリマーは、上記のものを含むが、これらに限定されない。
【００７２】
　非生分解性ポリマーは、数年といった長期間、実質的に分解することなく生体に残留す
ることができる。このような材料は、数例挙げるだけでも、ポリビニルアルコール（ＰＶ
Ａ）及びエチレン酢酸ビニール（ＥＶＡ）のポリマーがある。
【００７３】
　医薬製剤、特に、インプラント可能な装置は、例えば、インプラントのサイトにおける
線維形成を防止するために、代謝抵抗物質も含んでいてもよい。
【００７４】
　１つの実施形態において、本発明は、リポカリン突然変異タンパク質又は高分子接合リ
ポカリン突然変異タンパク質の制御放出のために．生分解性ミクロ粒子を採用する。
【００７５】
　ここで、「ミクロ粒子」は、好ましくは１．０ｍｍ未満、典型的には、１．０ミクロン
を上回り２００．０ミクロン未満、より好ましくは１．０ミクロンを上回り１００．０ミ
クロン未満の直径を有する粒子を指す。ミクロ粒子は、課題となるリポカリン突然変異タ
ンパク質の十分な持続した放出を提供する限り、どのような適切な粒径を有していてもよ
い。例示の実施形態では、ミクロ粒子は、１００マイクロメートル未満、例えば、約２０
マイクロメートル～約８０マイクロメートルの範囲の平均粒径（直径）を有していてもよ
いし、又は、約４０マイクロメートル～約５０マイクロメートルの範囲の平均粒径（直径
）を有していてもよい。「ミクロ粒子」という用語は、典型的には固体球状のミクロ粒子
であるミクロスフェアを含む。「ミクロ粒子」という用語は、典型的には周囲の殻とは異
なる組成の核を有する球状のミクロ粒子であるマイクロカプセルも含む。本開示について
は、ミクロスフェア、ミクロ粒子、及びマイクロカプセルは、互換的に使用される。
【００７６】
　本発明の医薬組成物／製剤の調製に使用されるポリマーの質量に対するリポカリン突然
変異タンパク質の質量（比）は、十分な制御された持続放出が達成されるように選択され
るのがよい。例示の実施形態では、ミクロ粒子又はナノ粒子などの製剤の調製に使用され
るポリマーの質量に対するリポカリン突然変異タンパク質の質量は、１５％以下である。
他の実施形態では、ポリマーの質量に対する医薬組成物中の突然変異タンパク質の質量は
、１０％以下である。
【００７７】
　本発明において使用されるミクロ粒子は、この分野において知られている制御放出製剤
に使用される様々な生分解性ポリマーを用いて作成することができる。上記の通り、適切
なポリマーは、例えば、ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコ
リド）、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）、ポリカプロ
ラクトン、ポリカーボネート、ポリエステルアミド、ポリ無水物、ポリアミノ酸、ポリオ
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ルトエステル、ポリアセチル、ポリシアノアクリレート、ポリエーテルエステル、ポリジ
オキサノン、ポリアルキレンアルキレート、ポリエチレングリコールとポリラクチド又は
ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）との共重合体、生分解性ポリウレタン、特定の種類
のタンパク質及び多糖類ポリマー、それらの混合物、及び共重合体を含むがこれに限定さ
れない。タンパク質及び多糖類ポリマーの例は、上で説明されており、ヒアルロナン、キ
トサン、ゼラチン、コラーゲン、デンプン、デキストリン、及びセルロースを含むがこれ
に限定されない。
【００７８】
　本発明については、「生分解性」という用語は、特別な治療状況において容認可能な期
間内にｉｎ　ｖｉｖｏで溶解又は分解するポリマーのことをいう。このような溶解又は分
解した生成物は、より小さな化学種を含んでいてもよい。分解は、例えば、酵素的、化学
的及び／又は物理的プロセスによって生じる。生分解は、生理学的ｐＨ及び温度、例えば
、６から９の範囲のｐＨ及び２２℃～３８℃の範囲の温度に晒されてから典型的には５年
未満、通常は１年未満かかる。
【００７９】
　好ましいポリマーは、生理学的ｐＨ、例えば、体の水溶液環境に晒した後の加水分解に
よって分解するポリ（ヒドロキシ酸）、特にポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）（ポリ（
Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリド）；「ＰＬＧＡ」）、ポリグリコリド（ＰＧＡ）、
及びポリラクチド（ＰＬＡ）又はそれらの誘導体を含む。そして、ポリマーは、加水分解
されて、細胞代謝の通常の副産物である乳酸及びグリコール酸モノマーを産出する。ポリ
マー崩壊の速度は、ポリマー分子量、ポリマー鎖中のグリコリドモノマーに対するラクチ
ドの比、及びモノマーサブユニットの立体規則性を含むいくつかの要因に応じて、数週間
から１年以上まで様々である（Ｌ及びＤ立体異性体の混合は、ポリマー結晶性を乱してポ
リマー崩壊を促す）。例示の実施形態では、製剤を調製するために使用されるポリ－（Ｄ
，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリド）（例えば、本発明のミクロ粒子）は、約５５モル％
～８０モル％のラクチドノマーと約４５モル％～２０モル％のグリコリドとを含んでいて
もよい。あるいは、ポリ－（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリド）は、約６５モル％～
７５モル％のラクチドモノマーと約３５モル％～２５モル％のグリコリドとを含んでいて
もよい。使用されるポリ－（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリド）は、末端酸性基を含
み得る。ミクロスフェアも、分子量及び／又はモノマー比の異なる２つ以上の混合物を含
み得る。
【００８０】
　誘導体化生分解性ポリマーも、ＰＬＧＡなどに付着した親水性ポリマーを含めて、本発
明での使用に適している。特別な実施形態では、親水性ポリマーは、ポリエチレングリコ
ール、ポリプロピレングリコール、ポリエチレングリコールとポリプロピレングリコール
との共重合体、及び、ポリビニルピロリドンからなる群より選択されるが、これに限らな
い。
【００８１】
　ミクロスフェアを形成するために、特に、この分野において知られている様々な技術を
使用できる。これらには、例えば、溶剤除去を後に行う片面又は両面乳剤ステップを含む
。溶剤除去は、他の方法では、抽出、蒸発、又は、吹付乾燥によって行ってもよい。
【００８２】
　溶剤抽出方法では、ポリマーを、有機溶媒に溶解させる。なお、有機溶媒は、水などの
抽出溶剤中に少なくとも部分的に溶解可能である。そして、可溶性の形態の、又は、微粒
子として分散されたリポカリン突然変異タンパク質共役物を、高分子溶液に加え、その混
合物を、ポリビニルアルコールなどの表面活性剤を含む水相に分散させる。得られた乳剤
を、大きな体積の水に加え、有機溶媒を高分子／生物活性剤から除去して硬化されたミク
ロ粒子を形成する。
【００８３】
　溶剤蒸発方法では、ポリマーを、揮発性有機溶媒に溶解させる。そして、生理活性分子
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、すなわち、可溶性の形態の、又は、微粒子として分散されたリポカリン突然変異タンパ
ク質共役物を、高分子溶液に加え、その混合物を、ポリビニルアルコールなどの表面活性
剤を含む水相に懸濁する。得られた乳剤を、固体ミクロスフェアを残して大部分の有機溶
媒が蒸発するまで攪拌する。
【００８４】
　吹付乾燥方法では、ポリマーを、塩化メチレン（例えば０．０４ｇ／ｍｌ）などの適切
な溶剤中に溶解させる。そして、既知の量のリポカリン突然変異タンパク質共役物を、高
分子溶液中に懸濁（不溶解性の場合）又は混合溶解（溶解性の場合）させる。そして、溶
液又は分散剤を吹き付け乾燥させる。直径が１から１０ミクロンの範囲のミクロスフェア
は、ポリマーの選択に応じた形態で得られる。
【００８５】
　相分離及び液滴形成などの他の知られている方法、又は上記の変形例は、この分野にお
いては知られており、本発明においても採用されてもよい。
【００８６】
　他の実施形態では、本発明は、生分解性ナノ粒子を、リポカリン突然変異タンパク質及
び高分子共役物リポカリン突然変異タンパク質の制御放出のために使用する。ここで使用
される「ナノ粒子」という用語は、好ましくは約２０．０ナノメートルを上回り約２．０
ミクロン未満、典型的には約１００ナノメートルを上回り１．０ミクロン未満の直径を有
する粒子を指す。
【００８７】
　ナノ粒子は、高速攪拌又は均質化によって高分子／生物活性剤乳剤のサイズを約２．０
ミクロン未満、好ましくは約１．０ミクロン未満にすること以外は、基本的にはミクロ粒
子について上述したのと同様に形成することができる。例えば、ナノ粒子を形成するのに
適した技術は、国際公開第９７／０４７４７号に記載されており、その全体を参照により
ここに引用する。
【００８８】
　これらの制御放出製剤を、注射、吸入、経鼻、経口によって投与することができる。
【００８９】
　一般的に、医薬品を生分解性ポリマーミクロスフェア及びナノスフェアにカプセル化す
ることで、薬剤自体の投与に比べて治療薬剤レベルの持続を延ばすことができる。持続放
出は、カプセル化された製剤及び活性分子に応じて数ヶ月まで延長されてもよい。しかし
ながら、治療タンパク質は、高分子担体に治療タンパク質をカプセル化するために必要な
手順によって引き起こされる損傷を受けやすく、多くのタンパク質の帯電した極性は、高
分子薬剤担体へのカプセル化の範囲を限定する可能性があり、第１回投与時にカプセル化
された生理活性分子の少量の迅速な損失（「バースト」）に繋がる可能性があるので、親
水性ポリマーをこれらの治療タンパク質に結合させることで、薬剤担体へのカプセル化の
条件下における分解及び変性から治療タンパク質を保護することが有利である。さらに、
これにより、カプセル化され得る修飾タンパク質の量が、非修飾タンパク質に対して増え
る。また、生分解性ポリマー薬剤送達担体にカプセル化されたペグ化治療タンパク質の免
疫原性は、特に、皮下又は筋肉注射、又は、吸引、又は、粘膜送達（例えば、口又は鼻に
よる送達）によって投与される場合、担体中の非ペグ化タンパクに対して低減される。こ
のように低減された免疫原性は、生分解性ポリマーを経口送達に使用する場合は特に有利
である。さらに、通常は胃腸管から吸収されないペグ化タンパク質、ペプチド類、オリゴ
糖、及び、オリゴヌクレオチドは、生分解性ポリマーシステム、特にナノスフェアでの投
与によってバイオアベイラブルになる、ということが報告されている。これらの利点は、
国際公開第０２／３６１６９号広報により詳しく記載されており、その全体を参照により
ここに引用する。
【００９０】
　本発明の医薬組成物を、低減された免疫原性、向上されたバイオアベイラビリティ、向
上された持続性、向上された安定性、低減されたバースト、及び／又は、ｉｎ　ｖｉｖｏ



(24) JP 2013-501033 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

でのリポカリン突然変異タンパク質の制御持続放出などの複数の観点から、リポカリン突
然変異タンパク質又はその共役物のｉｎ　ｖｉｖｏでの送達を向上させるために使用する
ことができる。
【００９１】
　本発明の医薬組成物は、非接合型リポカリン突然変異タンパク質又はリポカリン突然変
異タンパク質の上記共役物を含むことができる。リポカリン突然変異タンパク質が他の部
分と接合していない場合、このリポカリン突然変異タンパク質は、本発明の共役物に関連
して上記に開示されたリポカリン突然変異タンパク質として定義される。
【００９２】
　本発明の製剤の１つの実施形態において、リポカリン突然変異タンパク質は、親水性ポ
リマー、好ましくはポリエチレングリコール部分と接合している。ポリエチレングリコー
ルは、直鎖型又は分岐鎖型でもよく、あるいは、活性ＰＥＧ誘導体でもよく、あるいは、
約５、７、１０、１２、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０
、６５、又は７０ｋＤａ、好ましくは、約５～約４０ｋＤａ、より好ましくは約１５～２
５ｋＤａ、例えば２０ｋＤａの分子量を有していてもよい。具体的な実施形態では、この
接合したリポカリン突然変異タンパク質は、ラクチド及びグリコリドのアルキル化誘導体
を含む、ポリラクチド、ポリグリコリド、又はポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリ
ド）などのそれらの共重合体と共に製剤されている。ポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グ
リコリド）は、約５５モル％～８０モル％のラクチドモノマーと約４５モル％～２０モル
％のグリコリドとを含んでいてもよい。ポリ－（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリド）
は、約６５モル％～７５モル％のラクチドモノマー及び約３５モル％～２５モル％のグリ
コリドも含んでいてもよい。このような製剤は、ミクロ粒子又はナノ粒子の形態であるこ
とが好ましい。１つの特定の実施形態において、突然変異タンパク質は、ヒト涙リポカリ
ン又はｈＮＧＡＬ突然変異タンパク質である。
【００９３】
　他の実施形態において、非接合型リポカリン突然変異タンパク質は、ラクチド及びグリ
コリドのアルキル化誘導体を含む、ポリラクチド、ポリグリコリド、又はそれらの共重合
体と共に製剤されている。このような製剤は、ミクロ粒子又はナノ粒子の形態であっても
よく、突然変異タンパク質は、ヒト涙リポカリン突然変異タンパク質又はｈＮＧＡＬ突然
変異タンパク質でもよい。
【００９４】
　本発明の製剤の１つの実施形態において、約３０％～９０％、好ましくは４０％～７０
％のリポカリン突然変異タンパク質が活性型で放出される、すなわち、任意のリガンドと
結合する能力を保持している。放出は、製剤の実際の組成に応じた期間に亘っていてもよ
い。期間は、１日以上、例えば、２日～７０日、好ましくは２０日～６０日でもよい。
【００９５】
　他の観点では、本発明は、リポカリン突然変異タンパク質を制御して統計的又は局部的
に被験体に送達するための方法であって、本発明の医薬製剤又は共役物を被験体に投与す
ることを含む方法に関する。
【００９６】
　このような方法では、リポカリン突然変異タンパク質の制御された局部送達は、被験体
の限られた体区画又は臓器に投与することにより促進されてもよい。哺乳類などの被験体
、好ましくはヒトの限られた体区画又は臓器に対するリポカリン突然変異タンパク質製剤
の投与は、それぞれの体区画又は臓器におけるリポカリン突然変異タンパク質の半減期は
全身半減期とは異なっていてもよいので、持続放出効果を促進するということが見出され
た。したがって、本発明のリポカリン突然変異タンパク質共役物又は製剤を局所的に投与
することにより、全身暴露が長くなるのを回避しつつ局所的持続放出を達成してもよい。
このことは、リポカリン突然変異タンパク質の代謝分解又は排泄が個別の体区画又は臓器
間において異なる、ということに起因するであろう。例えば、眼内腔におけるリポカリン
突然変異タンパク質の半減期は、血清半減期に比べて約１５０倍だけ延長される。したが
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って、放出された突然変異タンパク質は、体区画又は臓器を離れるリポカリン突然変異タ
ンパク質が腎臓濾過により迅速に分解又は除去されるように、血清中よりもそれぞれの体
区画又は臓器中において比較的長い半減期を有していてもよく、その一方で、体区画又は
臓器中の半減期は所望の薬理作用を達成するために十分に長い。
【００９７】
　本発明のいくつかの実施形態において、限られた体区画は、眼、関節、脳、脊椎、腫瘍
又は体管腔又は腔である。
【００９８】
　これらの方法の１つの実施形態において、共役物又は製剤は、経口、吸入、粘膜送達、
皮内注射、皮下注射、筋肉注射、静脈注射、硝子体注射、関節内注射、頭蓋内注射、脊髄
内注射、腫瘍内注射、又はインプラントによって投与される。
【００９９】
　これらの方法において、被験体は、哺乳類、好ましくはヒトである。
【０１００】
　更なる観点では、本発明は、リポカリン突然変異タンパク質－高分子共役物を調製する
ための方法も含み、この方法は、少なくとも１つの有機溶媒及び少なくとも１つの金属キ
レート剤の存在下において、突然変異タンパク質とポリマーとの共役物の生成を促進する
条件の下で、親水性ポリマーにリポカリン突然変異タンパク質を結合させることと、その
共役物を分離することとを含む。共役物は、カラムクロマトグラフィーなどの様々な標準
的な技術を用いて分離することができる。
【０１０１】
　本発明の特定の実施形態では、親水性ポリマーは、ポリエチレングリコール、ポリエチ
レングリコール／ポリプロピレングリコール共重合体、ポリオキシエチル化グリセロール
、及び、それらの直鎖型、分岐鎖型及びアミノ基反応性の誘導体からなる群より選択され
る。適切なアミノ基反応性誘導体は、例えば、アルデヒド、ＰＥＧ－カルボン酸のＮ－ヒ
ドロキシルスクシンイミドエステル、ＰＮＰ－炭酸塩、及びベンゾトリゾール終端親水性
ポリマー誘導体を含む。他の好ましいＰＥＧ活性誘導体は、Ｎ－マレイミドＰＥＧ誘導体
を含むがこれに限定されない。典型的には、親水性ポリマーとリポカリン突然変異タンパ
ク質とは、約１０：１～１：１、好ましくは３：１～１．２：１、より好ましくは１．７
：１～１．５：１のモル比で接触されている。
【０１０２】
　本発明において使用するための適切な有機溶媒は、種々の既知の溶媒を含み、これら既
知の溶媒は、ジクロロメタン、エタノール、メタノール、ＤＭＳＯ、ジオキサン、ＤＭＦ
、及びＮＭＰなどの水混和性有機溶媒を含むがこれに限定されない。典型的には、有機溶
媒、好ましくはジオキサン、約０～２５％、好ましくは２％～２０％、より好ましくは５
％～１５％又は０．１％～１０％の濃度（ｖ／ｖ）で存在する。
【０１０３】
　本発明において使用するための適切な金属キレート剤も、種々の既知の化合物を含み、
これら既知の化合物は、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ジエチレントリアミン五
酢酸（ＤＴＰＡ）、ニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）、Ｎ－２－アセタミド－２－イミノ二酢酸
（ＡＤＡ）、ビス（アミノエチル）グリコールエーテル－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（
ＥＧＴＡ）、トランス－ジアミノシクロヘキサン四酢酸（ＤＣＴＡ）、グルタミン酸、及
びアスパラギン酸などのアミノポリカルボン酸；Ｎ－ヒドロキシエチルイミノ二酢酸（Ｈ
ＩＭＤＡ）、Ｎ，Ｎ－ビス－ヒドロキシエチルグリシン（ビシン）、及びＮ－（トリスヒ
ドロキシメチルメチル）グリシン（トリシン）などのヒドロキシアミノカルボン酸；及び
、グリシルグリシンなどのＮ－置換グリシンを含むがこれに限定されない。他の適切なキ
レート剤は、２－（２－アミノ－２－オキソエチル）アミノエタンスルホン酸（ＢＥＳ）
及びデフェロキサミン（ＤＥＦ）を含む。本発明の方法において使用される適切なキレー
ト剤は、例えば、溶液中の金属イオンと結合して利用可能な酸素と反応できないようにし
て、タンパク質と自由に反応して分解する－ＯＨラジカルの発生を低減又は防止するもの
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を含む。このようなキレート剤は、キレート剤の保護なしで製剤されたタンパク質の分解
を低減又は防止することができる。
【０１０４】
　本発明で使用されるキレート剤は、塩の形態、例えば、上記キレート剤のカルボキシル
又は他の酸の官能基の形態で存在していてもよい。このような塩の例としては、ナトリウ
ム、カリウム、カルシウム、及び他の弱く結合した金属イオンによって生成される塩が挙
げられる。この分野において知られているように、塩の性質及び中性化される電荷数は、
存在するカルボキシル基の数と、安定化キレート剤が供給されるｐＨとに依存している。
また、この分野において知られているように、キレート剤は、特定の標的イオンと結合す
るための様々な強度を有している。一般的に、重金属イオンは、その同様に帯電した低分
子量相対物よりも強く結合される。
【０１０５】
　本発明の方法において使用されるキレート剤は、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、及びこの分野に
おいて知られている他の多価陽イオンキレート剤から選択されてもよい。
【０１０６】
　１つの実施形態において、キレート剤は、ＥＤＴＡ、デフェロキサミン（ＤＥＦ）、ジ
エチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）、及びビス（アミノエチル）グリコールエーテル
－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＥＧＴＡ）からなる群より選択される。
【０１０７】
　一般的に、キレート剤、好ましくはＥＤＴＡ、約０．１ｍＭ～１０ｍＭ、好ましくは１
ｍＭ～５ｍＭ、より好ましくは１ｍＭ～３ｍＭの濃度で存在している。
【０１０８】
　本発明の特定の実施形態では、リポカリン突然変異タンパク質及び親水性ポリマー（例
えば、ＰＥＧ）は、タンパク質の濃度が約０．１重量％～５重量％、好ましくは０．５重
量％～１．５重量％の水溶液中で接触（例えば、反応又は接合）される。本発明の他の実
施形態では、リポカリン突然変異タンパク質及び親水性ポリマーは、約５．０～７．５の
ｐＨ、好ましくはｐＨ６．５～７．２、より好ましくは約７．０のｐＨの水溶液中で接触
されている。緩衝塩を含有、有機酸／塩基を添加、又は共通無機酸／塩基を添加すること
によってｐＨを制御することができる。他の特定の実施形態では、親水性ポリマー及びリ
ポカリン突然変異タンパク質は、約４℃～５０℃、好ましくは約１５℃～２５℃で接触さ
れる。
【０１０９】
　タンパク質－ポリマー共役物は、一旦生成された後、不都合な副反応物及び未反応リポ
カリン突然変異タンパク質から分離される。このことは、クロマトグラフィーなどの様々
な既知の技術を用いて行うことができる。特定の実施形態では、イオン交換クロマトグラ
フィー（例えば陽イオン交換）が採用され、所望の共役物が収集され、濃縮され、脱塩さ
れ、乾燥されてもよい。
【０１１０】
　さらに他の実施形態では、本発明の方法は、共役物の分離前に、リポカリン突然変異タ
ンパク質及び親水性ポリマーの反応（すなわち、接合）を停止するステップをさらに含む
。特定の実施形態では、これを、反応のｐＨを約１～４、好ましくは約２～３、より好ま
しくは約２．４～２．６に低減することにより行う。
【０１１１】
　一観点では、本発明は、リポカリン突然変異タンパク質－ポリマー共役物を調製するた
めの上記方法によって得られた共役物にも関する。
【０１１２】
　本発明の方法により製造された特定のタンパク質－ポリマー共役物は、例えば、リポカ
リン突然変異タンパク質－ポリマー共役物、好ましくはリポカリン突然変異タンパク質－
ＰＥＧ共役物（ＰＥＧ化されたリポカリン突然変異タンパク質）を含む。これは、上述の
リポカリン突然変異タンパク質のいずれかを含んでいてもよい。特定の実施形態では、リ
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ポカリン突然変異タンパク質は、リポカリン突然変異タンパク質のＮ－末端、Ｃ－末端、
又はアミノ酸側鎖において特異的に反応される（ＰＥＧ化される）。接合を促進するため
に、ＰＥＧ部分は、反応基を含んでいてもよい。上述のように、適切なアミノ酸側鎖は、
各リポカリンのアミノ酸配列において自然に生成さてもよいし、又は、突然変異誘発によ
り導入されてもよい。適切な結合部位が突然変異誘発によって導入される場合、１つの可
能性としては、適切な位置におけるアミノ酸をシステイン残基によって置換することであ
る。１つの実施形態において、このような突然変異は、ヒト涙リポカリンの直鎖型ポリペ
プチド配列（ＳＷＩＳＳ　ＰＲＯＴ　Ｄａｔａｂａｎｋ受入番号Ｐ３１０２５）に関する
Ｔｈｒ４０→Ｃｙｓ、ＧＩｕ７３→Ｃｙｓ、Ａｒｇ９０→Ｃｙｓ、Ａｓｐ９５→Ｃｙｓ又
はＧＩｕ１３１→Ｃｙｓ置換、又は、タンパク質のリポカリンファミリーの他のメンバー
における対応する置換の少なくとも１つを含む。得られたＰＥＧ化リポカリン突然変異タ
ンパク質は、この分野において知られているいずれかの適切な製剤で治療において投与す
ることができる。特定の実施形態では、共役物は、例えば、投与前に共役物を生分解性ポ
リマー中にカプセル化することによって持続放出製剤で投与される。
【０１１３】
　このシングルステップの方法により、迅速且つ効率的にリポカリン突然変異タンパク質
－ポリマー共役物を調製することができる。調製方法は、インシュリンに関連して国際公
開第２００４／０９１４９４号により詳しく開示されており、その全体を参照によりここ
に引用する。
【０１１４】
　更なる観点では、本発明は、リポカリン突然変異タンパク質及びポリマーを含む有機相
を水相に組み合わせることと、その組成物を回収することとを含む制御放出組成物の生成
方法にも関する。１つの実施形態において、水相は、有機イオンを含んでいてもよく、こ
の有機イオンは、リポカリン突然変異タンパク質が分解する可能性を減らすために存在し
ている。
【０１１５】
　本発明については、「有機相」及び「不連続相」という用語は、互換であり、本発明の
制御放出組成物を作成するために乳化プロセスによって水相に接触されることになる本発
明の方法で作成された溶媒、ポリマー、及びリポカリン突然変異タンパク質の溶液を指す
。
【０１１６】
　本発明については、「分解」という用語は、リポカリン突然変異タンパク質に対しては
アシル化などの、又は、ポリマーに対しては融解などの何らかの不都合な変更を指す。
【０１１７】
　本発明については、「水相」及び「連続相」という用語は、互換であり、本発明の制御
放出組成物を作成するために乳化プロセスによって有機相と接触されることになる本発明
の方法で作成された有機イオン剤及び水の溶液を指す。
【０１１８】
　本発明については、「組み合わせる」という用語は、２つ以上の材料を合わせる任意の
方法を指す。このような方法には、攪拌、混合、混和、調合、均質化、融合、混ぜ合わせ
、融合、合成、シャッフリング、かき混ぜ、一体化、集成、混同、合成、統合、などがあ
るがこれに限定されない。
【０１１９】
　本発明については、範囲は、ここでは、「約」又は「およそ」１つの特定値から、及び
／又は、「約」又は「およそ」他の特定値までという形で表されていてもよい。このよう
な範囲が表されている場合、別な実施形態は１つの特定値から、及び／又は、他の特定値
までを含む。同様に、値が近似値として、先行詞「約」を使用して表されている場合、特
定の値は別の実施形態をなしていると理解される。さらに、各範囲の両終点は、他方の終
点との関連でも、他方の終点とは無関係でも有意である。通常、「約」という用語は、任
意の値の±１０％を含む。
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【０１２０】
　本発明については、「有機イオン」という用語は、陽イオン及び陰イオンの材料を指す
。有機イオンの例としては、パモエート、ナフトエ酸、コール酸などが挙げられる。有機
イオンは、その塩又は酸の形態で存在していてもよい。本発明で使用される有機イオンは
、陽イオン又は陰イオンの材料を含む。陰イオン材料は、以下の、すなわちドデシル硫黄
、コール、トリフルオロメチル－ｐ－トルイル、２－ナフタレンスルホン、２，３－ナフ
タレンジカルボキシル、１－ヒドロキシ－２－ナフトエ、３－ヒドロキシ－ナフトエ、２
－ナフトエ、及びサリチルサリチルの有機酸及びこれらの塩を含むがこれに限定されない
。さらに、硫酸塩、スルホン酸塩、リン酸塩、及びホスホン酸塩の有機形態は、適切な有
機イオンである。陰イオン材料の塩形態は、ナトリウム、アンモニウム、マグネシウム、
カルシウムなどを含んでいてもよい。陽イオン分子は、アンモニウム又はグアニジニウム
の基又は置換アンモニウム基を有するものを含むがこれに限定されない。有機陰イオン剤
は、アンモニウム基又はグアニジニウム基などの正電荷を有する又は受容することのでき
る１つ以上の官能基を有する生物活性剤と共に使用される。有機陽イオン剤は、硫酸塩、
スルホン酸塩、リン酸塩、又はホスホン酸塩基などの負電荷を有する又は受容することの
できる１つ以上の官能基を有する生物活性剤と共に使用されてもよい。本発明で使用され
る有機イオン剤は、カプセル化効率と薬剤装填とを向上するのに必要な程度に水及び有機
相中に溶解可能であってもよい。特定の実施形態では、カプセル化効率及び薬剤装填は、
生物活性剤の分解を低減することにより向上する。特定の実施形態では、水相中の有機イ
オン剤の濃度は、約０．５ｍＭ～１００ｍＭの範囲である。他の特定の実施形態では、有
機イオンは、約５ｍＭ～４０ｍＭの範囲である。
【０１２１】
　本発明については、「制御放出組成物」は、天然生物活性剤とは異なる放出プロファイ
ルを有する任意の製剤を指すものとする。典型的には、放出プロファイルは、少なくとも
１週間、少なくとも１ヶ月、少なくとも４５日、又は４５日よりも長い期間に亘る生物活
性剤の生理学的に検出可能な濃度を含む。
【０１２２】
　この方法の１つの実施形態において、この方法は、リポカリン突然変異タンパク質とポ
リマーとを有機相中で組み合わせるステップ、及び／又は、水相中で有機イオンを組み合
わせるステップをさらに含む。
【０１２３】
　この方法の更なる１つの実施形態において、有機相及び水相は、乳化プロセスにおいて
組み合わされて制御放出組成物を生成する。乳剤は、水相に分散された有機相の小滴を含
んでいてもよい。続いて、溶媒を乳剤小滴から除去して硬化ミクロ粒子を形成する。特定
の実施形態では、溶媒は、蒸発により除去される。他の特定の実施形態では、溶媒は、抽
出液中に抽出されることにより除去される。例えば、抽出液は、水でもよい。さらに他の
特定の実施形態では、溶媒は、フィルタリングにより除去される。
【０１２４】
　その後、硬化したミクロ粒子は、水相から回収され乾燥されてもよい。
【０１２５】
　さらに他の実施形態では、乳剤は、有機相と水相とを攪拌することにより製造される。
他の実施形態では、乳剤は、ミキサを用いて製造される。特定の実施形態では、ミキサは
、スタティックミキサである。特定の実施形態では、乳剤は、乱流混合を用いて製造され
る。他の実施形態では、乳剤は、乱流混合せずに製造される。
【０１２６】
　乳化プロセスは、成分の沸騰点と氷点との間の任意の温度で実施されてもよい。１つの
実施形態において、温度は、約０℃～約１００℃の範囲であり、典型的には５℃を上回り
７５℃未満である。特定の実施形態では、乳化プロセスは、約１５℃を上回り約６０℃未
満で行われる。
【０１２７】
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　特定の実施形態でこの方法は、ポリマー及び生物活性剤を含む有機相を、有機イオンを
含む水相に接触させることを含み、有効な量の有機イオンが水相を離れて有機相に入る。
【０１２８】
　１つの実施形態において、有機相は、ジクロロメタン、酢酸エチル、ベンジルアルコー
ル、アセトン、酢酸及びプロピレン炭酸塩からなる群より選択された溶媒を含むが、これ
に限定されない。有機相は、生分解性ポリマーを溶解させることのできる他の溶媒も含ん
でいてもよい。好ましい実施形態では、溶媒は、酢酸エチル又はジクロロメタンである。
【０１２９】
　特定の実施形態では、有機相は、補助溶媒をさらに含む。補助溶媒は、有機相中の生物
活性剤の溶解を促進するために任意に使用される。
【０１３０】
　補助溶媒は、ジメチルスルホキシド、ジメチルホルムアミド、Ｎ－メチルピロリジノン
、ＰＥＧ２００、ＰＥＧ４００、メチルアルコール、エチルアルコール、イソプロピルア
ルコール、ベンジルアルコール、及び水をからなる群より選択されてもよいがこれに限定
されない。
【０１３１】
　他の特定の実施形態では、補助溶媒は、有機相の溶媒の０重量％を上回り９０重量％未
満で存在していてもよい。他の特定の実施形態では、補助溶媒は、有機相の溶媒の０重量
％を上回り５０重量％未満で存在する。
【０１３２】
　リポカリン突然変異タンパク質を、適切な体積の補助溶媒にまず溶解させてもよく、こ
れを、その後、生分解性ポリマーが任意に溶解されている有機相の溶媒に加えて有機相の
全成分の溶液を生成する。当業者は、リポカリン突然変異タンパク質及び生分解性ポリマ
ーの所望の溶液となるように加える体積と順序とを調節することができる。特定の実施形
態では、生分解性ポリマーは、有機相中に、２重量％～４０重量％の濃度で存在すること
になる。他の特定の実施形態では、生分解性ポリマーは、有機相中に、５重量％～２０重
量％の濃度で存在することになる。
【０１３３】
　他の実施形態では、水相は、乳化剤をさらに含む。乳化剤は、ポリ（ビニルアルコール
）、アルブミン、レシチン、ビタミンＥ－Ｄ－アルファ－トコフェリルポリエチレングリ
コール（ＴＰＧＳ）、及びポリソルベートからなる群より選択されてもよいが、これに限
定されない。特定の実施形態では、乳化剤は、約０．１重量％～１０重量％の範囲の終濃
度、約１．０％重量％～約８重量％、約１．０％重量％～約６重量％、約１．５重量％～
約５重量％の終濃度、又は０．５重量％を上回り５重量％未満の濃度で存在していてもよ
い。
【０１３４】
　本発明の制御放出組成物を作成するための乳化プロセスの特定の実施形態では、リポカ
リン突然変異タンパク質を有する有機相は、ジクロロメタン、酢酸エチル、ベンジルアル
コール、アセトン、酢酸、及びプロピレン炭酸塩からなる群より選択される溶媒を含む。
【０１３５】
　他の実施形態において、有機溶媒は、ジクロロメタンを溶媒として含み、メタノール、
酢酸及びＨ２Ｏを補助溶媒として含む（実施例６参照）。他の実施形態において、有機溶
媒は、ジクロロメタン（のみ）からなり、メタノール、酢酸及びＨ２Ｏを補助溶媒として
含む（実施例６参照）。
【０１３６】
　有機溶媒が、ジクロロメタンからなり、又は、ジクロロメタンを溶媒として含み、メタ
ノール、酢酸、及びＨ２Ｏを補助溶媒として含む実施形態では、有機相は、有機相の全体
積に対して、約７０体積％～約８５体積％のジクロロメタン、約１０体積％～約１５体積
％のメタノール、約５体積％～約１０体積％酢酸及び約０．１体積％～約１．０体積％の
水を含む。他のこのような実施形態では、有機相は、有機相の全体積に対して、約７５体
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積％～８２体積％のジクロロメタン、約１１体積％～約１４体積％のメタノール、約６体
積％～約８．５体積％のメタノール、及び約０．１体積％～約０．８体積％の水を含む。
なお、この点に関して、有機相がジクロロメタン、メタノール、酢酸及びＨ２Ｏのみを溶
媒／補助溶媒として含んでいる場合、上記範囲に挙げた各体積は、当然、全体積が１００
％になるように選択される（実施例６も参照）。
【０１３７】
　特定の実施形態では、有機イオンは、約０．１ｍＭ～１０００ｍＭの範囲の終濃度であ
る。特定の実施形態では、有機イオンは１ｍＭを上回り１００ｍＭ未満の濃度で溶解され
る。濃度を、所望の薬剤装填及びカプセル化効率を達成するために各特定の有機イオン剤
及び生物活性剤について調節してもよい。
【０１３８】
　特定の実施形態では、制御放出組成物は、ミクロ粒子及びナノ粒子からなる群より選択
されるが、これに限定されない。特定の実施形態では、ミクロ粒子及びナノ粒子は、生分
解性である。
【０１３９】
　他の形態では、ポリマーは、ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリ（ラクチド－ｃｏ－
グリコリド）、ポリ（乳酸）、ポリ（グリコール酸）、ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸
）、ポリカプロラクトン、ポリカーボネート、ポリエステルアミド、ポリ無水物、ポリ（
アミノ酸）、ポリオルトエステル、ポリアセチル、ポリシアノアクリレート、ポリエーテ
ルエステル、ポリジオキサノン、ポリアルキレン、ポリエチレングリコールとポリオルト
エステルとの共重合体、生分解性ポリウレタン、それらの混合物及び共重合体からなる群
より選択されてもよいがそれに限定されない。
【０１４０】
　特定の実施形態では、乳化プロセスは、水中油型と水／油／水型からなる群より選択さ
れる。
【０１４１】
　特定の実施形態では、本発明の方法は、任意の既知の乳化プロセスによって行われても
よい。
【０１４２】
　特定の実施形態において、有機イオンは、陰イオン及び陽イオンの材料からなる群より
選択されている。１つの実施形態において、有機イオンは、有機酸の塩である。特定の実
施形態では、有機イオンは、トリフルオロメチル－ｐ－トルイル酸、コール酸、２－ナフ
タレンスルホン酸塩、２，３－ナフタレンジカルボン酸塩、ｌ－ヒドロキシ－２－ナフト
エ酸、３－ヒドロキシ－２－ナフトエ酸、２－ナフトエ酸、及びサリチルサリチル酸、又
は硫酸塩、スルホン酸塩、リン酸塩、及びホスホン酸塩の有機誘導体から選択される。
【０１４３】
　他の実施形態では、分解は、アシル化を含む。特定の実施形態では、アシル化反応は、
ポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリド）などのポリエステルのカルボニル炭素に対
する、Ｎ－末端アミノ基又はアミノ酸側鎖のアミノ基などのリポカリン突然変異タンパク
質のアミノ基の求核攻撃を含む。調製された組成物において、リポカリン突然変異タンパ
ク質の分解は、潜在求核試薬（例えば、アミノ基）の促進されたプロトン化によって防止
又は低減されるので、求核試薬がＰＬＧＡポリマー骨格又はそのフラグメントとのアシル
化反応に寄与しにくくなる。
【０１４４】
　他の実施形態では、分解は、ポリマーの融解を含む。過剰な融解は、ポリマー分子量の
急速な減少、及び、生物活性剤の早期放出に繋がる可能性がある。
【０１４５】
　他の特定の実施形態では、本発明は、ポリマー及びリポカリン突然変異タンパク質を含
む制御放出組成物を、有機イオンとの複合体の形態で提供する。このような複合体は、有
機イオン及びリポカリン突然変異タンパク質が親和性物理結合を形成する場合に形成され
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てもよい。
【０１４６】
　他の実施形態では、有機イオンが無い場合は本発明の方法により調製された組成物の生
物活性剤含有量に対して、リポカリン突然変異タンパク質含有量が上昇されてもよい。
【０１４７】
　更なる一観点では、本発明は、上記方法によって生成された制御放出組成物に関する。
【０１４８】
　更なる観点では、本発明は、本発明に係る共役物、医薬製剤又は制御放出組成物を、リ
ポカリン突然変異タンパク質の送達を制御するため、リポカリン突然変異タンパク質のｉ
ｎ　ｖｉｖｏでの半減期を延長するため、リポカリン突然変異タンパク質のバイオアベイ
ラビリティを向上するため、又は、被験体への投与時にリポカリン突然変異タンパク質の
免疫原性を下げるために使用することを含む。
【０１４９】
　本発明に係るリポカリン突然変異タンパク質共役物、医薬製剤又は制御放出組成物は、
タンパク質性薬剤にとって治療効果のある任意の腸管外又は非腸管外（経腸）経路を介し
て投与することができる。腸管外投与方法は、例えば、皮内、皮下、筋肉、気管内、鼻腔
内、硝子体内、関節腔内、頭蓋内、髄腔内、腫瘍内、又は静脈の注射と、注射液、輸液又
はチンキなどの形態での注入技術と、エアゾール合剤、スプレー、又は散剤などの形態で
のエアゾール設備及び吸入とを含む。肺薬剤送達、すなわち、エアゾール吸入（鼻腔内投
与において使用できる）又は気管内点滴注入についての概要は、例えば、Ｊ．Ｓ．Ｐａｔ
ｔｏｎ他著、「Ｔｈｅ　ｌｕｎｇｓ　ａｓ　ａ　ｐｏｒｔａｌ　ｏｆ　ｅｎｔｒｙ　ｆｏ
ｒ　ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ」、Ｐｒｏｃ．　Ａｍｅｒ．　Ｔｈ
ｏｒａｃｉｃ　Ｓｏｃ．、２００４年、１巻、ｐ．３３８－３４４に記載されている）。
非腸管外送達モードは、例えば、ピル、タブレット、カプセル、溶液又は懸濁液などの形
態で経口、又は座薬の形態で直腸性のものである。本発明のリポカリン突然変異タンパク
質共役物、医薬製剤、又は制御放出組成物は、従来の非中毒性の薬剤的に許容可能な賦形
剤又はキャリア、添加物、及び媒介物を要望に応じて含む製剤中に組織的に又は局部的に
投与することができる。
【０１５０】
　本発明の１つの実施形態において、リポカリン突然変異タンパク質共役物、医薬製剤、
又は制御放出組成物は、哺乳類、特にヒトに、腸管外で投与される。対応する投与方法は
、例えば、皮内、皮下、筋肉、気管内又は静脈の注射と、注射液、輸液又はチンキなどの
形態の注入技術と、エアゾール合剤、スプレー又は散剤などの形態のエアゾール設備及び
吸入を含むがこれに限定されない。比較的短い血清半減期を有する化合物の場合、静脈及
び皮下の点滴及び／又は注射の組み合わせが便利であろう。医薬組成物は、水溶液、水中
油型乳剤、又は油中水型乳剤でもよい。
【０１５１】
　なお、これに関して、Ｍｅｉｄａｎ　ＶＭ、Ｍｉｃｈｎｉａｋ　ＢＢ著、２００４年、
Ａｍ．　Ｊ．　Ｔｈｅｒ．、１１巻、４号、ｐ．３１２－３１６に記載のようなイオン導
入法、超音波導入法又はマイクロニードル強化送達などの経皮送達技術も、ここで説明し
た突然変異タンパク質の経皮送達のために使用できる。非腸管外送達モードは、例えば、
ピル、タブレット、カプセル、溶液、又は懸濁液などの形態で経口、又は、座薬などの形
態で直腸投与がある。本発明のリポカリン突然変異タンパク質共役物、医薬製剤又は制御
放出組成物は、様々な従来の非中毒性の薬剤的に許容可能な賦形剤又はキャリア、添加物
、及び、媒介物を含む製剤中に組織的に又は局所的に投与することができる。
【０１５２】
　適用される突然変異タンパク質の投与量は、所望の予防効果又は治療反応を達成するた
めに広い範囲内で変化させてもよい。例えば、選択したリガンドに対する化合物の類似性
、及び、ｉｎ　ｖｉｖｏでのリガンドと突然変異タンパク質との間の複合体の半減期によ
って決まる。さらに、最適投与量は、突然変異タンパク質又はその融合タンパク質又はそ
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の共役物の体内分布と、投与の方法と、治療する疾患／障害の深刻度と、患者の医学的状
態とによって決まる。例えば、局所的投与のための軟膏で使用した場合、高濃度のリポカ
リン突然変異タンパク質を使用することができる。しかしながら、必要であれば、本発明
のリポカリン突然変異タンパク質共役物は、持続放出製剤、例えば、ＰｏｌｙＡｃｔｉｖ
ｅ（登録商標）又はＯｃｔｏＤＥＸ（登録商標）のようなリポソーム分散液又はヒドロゲ
ルベースの高分子ミクロスフェアで与えられてもよい（Ｂｏｓ他著、Ｂｕｓｉｎｅｓｓ　
Ｂｒｉｅｆｉｎｇ：Ｐｈａｒｍａｔｅｃｈ、２００３年：１－６参照）。他の入手可能な
持続放出製剤は、例えば、ＰＬＡ－ＰＥＧベースのヒドロゲル（Ｍｅｄｉｎｃｅｌｌ）及
びＰＥＡベースのポリマー（Ｍｅｄｉｖａｓ）である。
【０１５３】
　したがって、本発明の突然変異タンパク質を、薬学的に許容可能な原料と確立された調
製方法とを用いて組成物に製剤することができる（Ｇｅｎｎａｒｏ，Ａ．Ｌ．、Ｇｅｎｎ
ａｒｏ，Ａ．Ｒ．著、（２０００年）、「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ」、第２０版、Ｌｉｐｐｉｎｃｏ
ｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ＆Ｗｉｌｋｉｎｓ，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ）。本発明
の製剤又は組成物を調製するために、薬学的に不活性な無機性又は有機性の賦形剤を使用
することができる。例えばピル、散剤、ゼラチンカプセル又は座薬を調製するために、例
えば、乳糖、タルク、ステアリン酸及びその塩、脂質、ワックス、液体又は固体のポリオ
ール、天然油及び硬化油を使用することができる。使用前に溶液又はエアゾール合剤に再
構成するための溶液、懸濁液、乳剤、エアゾール合剤の製造、又は散剤にとって適切な賦
形剤は、水、アルコール、グリセロール、ポリオール、それらの適切な混合物、及び植物
油脂を含む。
【０１５４】
　製剤又は組成物は、増量剤、結着剤、湿潤剤、滑剤、安定剤、防腐剤、乳化剤などの添
加物と、さらに、溶媒又は可溶化剤とを含んでいてもよい。
【０１５５】
　製剤は、細菌阻止フィルタで濾過することを含む様々な方法で、又は、使用の直前に無
菌水又は他の無菌媒体に溶解又は分散させることのできる無菌固体組成物の形態で安定剤
を取り入れることにより、安定化可能である。
【０１５６】
　本発明の他の観点は、本発明のリポカリン突然変異タンパク質共役物、医薬製剤又は制
御放出組成物を、それを必要とする被験体に上記で定義したように投与することを含む疾
患又は障害の治療の方法に関する。
【０１５７】
　このような治療が必要な被験体は、いくつかの例を挙げると、ヒト、イヌ、マウス、ラ
ット、ブタ、カニクイザルなどの類人猿などの哺乳類でもよい。
【０１５８】
　本発明の方法に従って治療される疾患及び障害の正確な性質は、使用される突然変異タ
ンパク質が結合しようとするリガンドに応じている。したがって、本発明の突然変異タン
パク質は、疾患又は障害の進行に関係すると知られている標的分子が本発明の核酸ライブ
ラリの発現産物に表示され得る限り、又は、リポカリン突然変異タンパク質を得るために
表示され得る限り、どのような疾患の治療にも使用することができる。
【０１５９】
　１つの具体的な実施形態において、本発明の共役物、製剤及び組成物において使用され
るリポカリン突然変異タンパク質は、高い親和性でＶＥＧＦを結合するヒト涙リポカリン
突然変異タンパク質である。１つの更なる例示の実施形態では、リポカリン突然変異タン
パク質は、配列番号：２２に記載されているアミノ酸配列を有している。１つの実施形態
において、このリポカリン突然変異タンパク質は、ポリエチレングリコールなどの好まし
くは約２０ｋＤａの分子量を有する親水性ポリマーと接合されており、生分解性ポリマー
と共に製剤されていてもよく、この生分解性ポリマーは、ポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド－ｃｏ
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－グリコリド）ポリマーである。１つの実施形態において、製剤は、ミクロ粒子又はナノ
粒子の形態である。
【０１６０】
　この共役物、製剤、又は組成物は、疾患又は障害、例えば、ＶＥＧＦ関連の疾患又は障
害の治療方法において使用されてもよい。１つの実施形態において、ＶＥＧＦ関連の疾患
又は障害といった疾患又は障害は、癌、喘息、骨関節炎．及びリューマチ性関節炎を含む
関節炎、炎症、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、肺高血圧症、新生血管滲出型加齢黄斑変
性（ＡＭＤ）、糖尿病性網膜症又は黄斑浮腫、未熟網膜症又は網膜静脈閉塞症などの増加
血管新生に関連している。癌は、いくつか例を挙げると、消化管癌、直腸癌、結腸癌、前
立腺癌、卵巣癌、膵臓癌、乳房癌、膀胱癌、腎臓癌、子宮内膜癌、及び肺癌、白血病、並
びに黒皮腫からなる群より選択されてもよい。
【図面の簡単な説明】
【０１６１】
【図１】図１は、ＶＥＧＦに対する結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク
質の溶液のＲＰ－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す（配列番号：２２）。
【図２】図２は、２０ｋＤａの分子量を有する直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する
結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク質の溶液のＲＰ－ＨＰＬＣクロマト
グラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥＧ２０）。
【図３】図３は、４０ｋＤａの分子量を有する分岐鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対す
る結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク質の溶液のＲＰ－ＨＰＬＣクロマ
トグラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥＧ４０）。
【図４】図４は、１０ｋＤａの分子量を有する直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する
結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク質の溶液のＲＰ－ＨＰＬＣクロマト
グラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥＧ０５）
【図５】図５は、１０ｋＤａの分子量を有する直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する
結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク質の溶液のＲＰ－ＨＰＬＣクロマト
グラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥＧｌ　Ｏ）
【図６】図６は、ミクロスフェアから抽出された５ｋＤａの分子量を持つ直鎖型ＰＥＧに
結合したＶＥＧＦに対する結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク質のＲＰ
－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥＧ０５）．
【図７】図７は、ミクロスフェアから抽出された５ｋＤａの分子量を持つ直鎖型ＰＥＧに
結合したＶＥＧＦに対する結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク質のＲＰ
－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥＧｌＯ）。
【図８】図８は、ミクロスフェアから抽出された２０ｋＤａの分子量を持つ直鎖型ＰＥＧ
に結合したＶＥＧＦに対する結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク質のＲ
Ｐ－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥＧ２０）。
【図９】図９は、ミクロスフェアから抽出された４０ｋＤａの分子量を有する分岐鎖型Ｐ
ＥＧに結合したＶＥＧＦに対する結合親和性を持つヒト涙リポカリン突然変異タンパク質
の溶液のＲＰ－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥＧ４０）。
【図１０】図１０は、ミクロスフェアから２４時間にわたって放出された２０ｋＤａの分
子量を持つ直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する結合親和性を持つヒト涙リポカリン
突然変異タンパク質のＲＰ－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す（配列番号：２２＃２　ＰＥ
Ｇ２０）。
【図１１】図１１は、ミクロスフェアから２４時間以上放出された４０ｋＤａの分子量を
有する分岐鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する結合親和性を持つヒト涙リポカリン突
然変異タンパク質の溶液のＲＰ－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す（配列番号：２２＃２　
ＰＥＧ４０）。
【図１２】図１２は、本発明ｉｎ　ｖｉｔｒｏのミクロスフェア製剤のために３週間にわ
たって放出されたリポカリン突然変異タンパク質の絶対量を示す。
【図１３】図１３は、本発明ｉｎ　ｖｉｔｒｏのミクロスフェア製剤のために３週間にわ
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たって毎日放出されたリポカリン突然変異タンパク質を示す。
【図１４】図１４は、本発明の３つの制御放出製剤、ロット３７２－５６、３７２－５７
と３７２－５８から２０ｋＤａの分子量を持つ直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する
結合親和性を持つ、ＶＥＧＦ結合ヒト涙リポカリン突然変異タンパク質（配列番号：２２
＃２　ＰＥＧ２０）の毎日計算された活性ｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出を示す。突然変異タンパ
ク質配列番号：２２＃２　ＰＥＧ２０（ｎｇ／日）のロット３７２－５６から放出された
活性リポカリン突然変異タンパク質の量は、ダークグレー色のバーで示されて、ロット３
７２－５７から放出された活性リポカリン突然変異タンパク質の量は、ミディアムグレー
色のバーで示され、ロット３７２－５８から放出された活性リポカリン突然変異タンパク
質の量は、ライトグレー色のバーで示されている。
【図１５】図１５は、本発明の３つの制御放出製剤、ロット３７２－５６、３７２－５７
と３７２－５８から２０ｋＤａの分子量を持つ直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する
結合親和性を持つ、ＶＥＧＦ結合ヒト涙リポカリン突然変異タンパク質（配列番号：２２
＃２　ＰＥＧ２０）の累積する活性ｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出を示す。突然変異タンパク質配
列番号：２２＃２　ＰＥＧ２０（％）のロット３７２－５６から放出された活性リポカリ
ン突然変異タンパク質の量（突然変異タンパク質の初期量に関して）は、ダークグレー色
の三角形で示されて、ロット３７２－５７から放出された活性リポカリン突然変異タンパ
ク質の量（％）は、ミディアムグレー色の三角形で示され、ロット３７２－５８から放出
された活性リポカリン突然変異タンパク質の量（％）は、ライトグレー色の三角形で示さ
れている。
【図１６】図１６は、本発明の３つの制御放出製剤、ロット３７２－５６、３７２－５７
と３７２－５８から２０ｋＤａの分子量を持つ直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する
結合親和性を持つ、全ヒト涙リポカリン突然変異タンパク質（配列番号：２２＃２　ＰＥ
Ｇ２０）の毎日計算された活性ｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出を示す。突然変異タンパク質配列番
号：２２＃２　ＰＥＧ２０（ｎｇ／日）のロット３７２－５６から放出された活性リポカ
リン突然変異タンパク質の量は、ダークグレー色のバーで示されて、ロット３７２－５７
から放出された活性リポカリン突然変異タンパク質の量は、ミディアムグレー色のバーで
示され、ロット３７２－５８から放出された活性リポカリン突然変異タンパク質の量は、
ライトグレー色のバーで示されている。
【図１７】図１７は、本発明の３つの制御放出製剤、ロット３７２－５６、３７２－５７
と３７２－５８から２０ｋＤａの分子量を持つ直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する
結合親和性を持つ、全ヒト涙リポカリン突然変異タンパク質（配列番号：２２＃２　ＰＥ
Ｇ２０）の累積する活性ｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出を示す。突然変異タンパク質配列番号：２
２＃２　ＰＥＧ２０（％）のロット３７２－５６から放出された活性リポカリン突然変異
タンパク質の量（突然変異タンパク質の初期量に関して）は、ダークグレー色の三角形で
示されて、ロット３７２－５７から放出された活性リポカリン突然変異タンパク質の量（
％）は、ミディアムグレー色の三角形で示され、ロット３７２－５８から放出された活性
リポカリン突然変異タンパク質の量（％）は、ライトグレー色の三角形で示されている。
【図１８】図１８は、ロット３７２－５６、３７２－５７と３７２－５８から８４日間に
わたって全て放出されたリポカリン突然変異タンパク質に関連して、２０ｋＤａの分子量
を持つ直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する結合親和性を持つ、ＶＥＧＦ結合ヒト涙
リポカリン突然変異タンパク質（配列番号：２２＃２　ＰＥＧ２０）の活性放出の割合を
示す。ロット３７２－５６、３７２－５７と３７２－５８から放出された全リポカリン突
然変異タンパク質の量は、図１４及び図１６と同様のシンボルを用いて示している。
【図１９】図１９は、制御放出製剤ロット３７２－５６、３７２－５７と３７２－５８か
ら放出された２０ｋＤａの分子量を持つ直鎖型ＰＥＧに結合したＶＥＧＦに対する結合親
和性を持つ、全ヒト涙リポカリン突然変異タンパク質（配列番号：２２＃２　ＰＥＧ２０
）のプラズマレベルを示す。ロット３７２－５６、３７２－５７と３７２－５８から放出
された全リポカリン突然変異タンパク質のプラズマレベル（ｎｇ／ｍｌ）は、図１４及び
図１６と同様のシンボルを用いて示している。
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【発明を実施するための形態】
【０１６２】
　以下の実施例は本発明の具体的な実施形態を示すために含まれている。本発明の実施に
おいて十分に機能するために本発明者によって開示される技術に従って表される、この実
施例に開示される技術は、当業者によってよく理解されるべきであり、ひいてはその実施
のための特定の様態を構成すると考えられる。しかし、当業者は、本開示を踏まえると、
具体的な実施形態において多くの変更を行っても、本発明の精神および範囲から逸脱する
ことなく同様または類似の結果を得るされている特定の実施形態で行うことができること
を理解すべきである。
【０１６３】
　他に示されない限り、確立された組換え遺伝子技術の方法は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋら（上記を参照）に記載のように用いられた。
【０１６４】
　（実施例１）
　　ヒト涙リポカリンのＰＥＧ化された突然変異タンパク質の調製
　ヒトＶＥＧＦに対してナノモル結合親和性を有する配列番号２２のヒト涙リポカリン突
然変異タンパク質は、ポリエチレングリコールポリマー（ＰＥＧｓ）に接合された。
【０１６５】
　不対システイン残基は、アミノ酸Ａｓｐの代わりに、活性ＰＥＧと結合すべく反応基を
提供するために、配列番号２２の突然変異タンパク質の位置９１で、点突然変異によって
導入された。遊離Ｃｙｓ残基を保有する組換え突然変異タンパク質は、その後、上記のよ
うにＥ．ｃｏｌｉで生成された（例えば、国際公開第２００８／０１５２３９号を参照）
。
【０１６６】
　トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン塩酸塩（ＴＣＥＰ）は、ＰＥＧによって修
飾すべく配列番号２２の遊離システイン９１残基を得るために、還元剤として用いられる
。ＴＣＥＰの過剰はＰＲＳ－０５５の分子内ジスルフィド結合の減少を引き起こす可能性
があるので、ＴＣＥＰ濃度は重要な因子である。この減少した配列番号２２種の突然変異
タンパク質の存在は、ＲＰ－ＨＰＬＣ及びイオン交換ＨＰＬＣで検出されることができる
。ジスルフィド結合が開裂される場合、システインの全てのスルフヒドリル基は、所望の
ＰＥＧ－配列番号２２種とｍｉｓＰＥＧｙｌａｔｅｄ及びオリゴＰＥＧｙｌａｔｅｄ配列
番号２２の突然変異タンパク質と混合するように、ＰＥＧ化されることができる。ＴＣＥ
Ｐ濃度が低すぎる場合、配列番号２２の突然変異タンパク質の活性化が未完成であること
によって、ＰＥＧ化収率は減少するようになった。活性化は配列番号２２の突然変異タン
パク質を含有する溶液とＴＣＥＰ溶液とを混合することによって実行された。活性化バッ
チは穏やかな混合で室温において約２時間～３時間培養された。
【０１６７】
　ＰＥＧ化は活性化バッチとマレイミド結合されたＰＥＧ（平均分子量２、５、１０、２
０キロダルトン、直鎖型炭素鎖、又は平均分子量４０キロダルトン、分岐鎖型炭素鎖（例
えば、ＰＥＧ４０　Ｓｕｎｂｒｉｇｈｔ　ＧＬ２－４００ＭＡ０１、ＮＯＦ、Ｓｉｎｇａ
ｐｏｒｅ））とを混合することによって実行された。そのＰＥＧは、活性化期間の終了後
すぐに添加された。ＰＥＧの量は、配列番号２２の突然変異タンパク質の量に基づいて計
算された。配列番号２２の突然変異タンパク質とＰＥＧとの標的モル比は、１：２である
。
【０１６８】
　ＰＥＧ化の終了後に、ＰＥＧ化されたタンパク質の純度を向上させ、かつ遊離ＰＥＧ及
び反応しない配列番号２２の突然変異タンパク質を除去するために、１つの更なるイオン
交換クロマトグラフィーステップ（Ｍａｃｒｏ　ｃａｐ）が実行された。
【０１６９】
　このようにして得られた生成物は、配列番号２２＃１（配列番号２２、未接合された突
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然変異タンパク質）、配列番号２２＃００２ＰＥＧ０５（５キロダルトンの分子量を有す
る直鎖型ＰＥＧと接合された突然変異タンパク質）、配列番号２２＃００２ＰＥＧ１０（
１０キロダルトンの分子量を有する直鎖型ＰＥＧと接合された突然変異タンパク質）、配
列番号２２＃００２ＰＥＧ２０（２０キロダルトンの分子量を有する直鎖型ＰＥＧと接合
された突然変異タンパク質）、及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ４０（４０キロダルトン
の分子量を有する分岐鎖型ＰＥＧと接合された突然変異タンパク質）と呼ばれる。
【０１７０】
　（実施例２）
　　配列番号２２の突然変異タンパク質及びそのＰＥＧ共役物の凍結乾燥
　配列番号２２の突然変異タンパク質を有機溶媒に溶解させようとする前に、タンパク質
溶液から塩類を除去し、かつその原料を凍結乾燥する必要がある。透析法は塩類を除去す
る方法として選択された。そのタンパク質は、凍結乾燥した後で比較的に無塩粉末を製造
するために、重炭酸アンモニウムを含有する揮発性緩衝液に透析された。
【０１７１】
　既知の薬物の在庫量（３００μＬのＰＲＳ－０５５、２ｍＬの配列番号２２＃００２Ｐ
ＥＧ２０、３ｍＬの配列番号２２　＃００２ＰＥＧ４０）は、０．０２％重炭酸アンモニ
ウムで１０ｍＬの体積まで希釈された。希釈された溶液は、透析管（ＳｐｅｃｔｒａＰｏ
ｒ　３５００ＭＷＣＯ）に移され、１０５ｒｐｍで攪拌されながら、４℃において３Ｌの
体積の０．０２％重炭酸アンモニウムに対して透析された。０．０２％重炭酸アンモニウ
ムの体積は、フレッシュバッファーによって３時間の間隔で２回空にして置き換えられた
。第３回目の置換の後、透析は一晩続けるようにしてもよい。その溶液は、その後５０ｍ
Ｌのファルコンチューブに移され、－８０℃において冷凍庫に置かれた。その溶液が凍結
されたら、そのチューブはすぐに約７２時間凍結乾燥された。
【０１７２】
　活性の確定の後、配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ４
０の残留薬物溶液は透析された。約５ｍＬの配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０及び６．５
ｍＬの配列番号２２＃００２ＰＥＧ４０は、０．０２％重炭酸アンモニウムで、それぞれ
２０ｍＬ及び２５ｍＬの量まで希釈された。希釈された溶液は、透析管に移され、１０５
ｒｐｍで攪拌されながら、４℃において体積４Ｌの０．０２％重炭酸アンモニウムに対し
て透析された。０．０２％重炭酸アンモニウムの量は、フレッシュバッファーによって２
回２時間の間隔で２回空にして置き換えられた。その溶液は、その後５０ｍＬのファルコ
ンチューブに移され、－８０℃において冷凍庫に置かれた。その溶液が凍結されたら、そ
のチューブはすぐに約４５時間凍結乾燥された。
【０１７３】
　約２５ｍＬの配列番号２２＃００２ＰＥＧ０５及び４０ｍＬの配列番号２２＃００２Ｐ
ＥＧ１０は、０．０２％重炭酸アンモニウムで、それぞれ５０ｍＬ及び４０ｍＬの量まで
希釈された。希釈された溶液は、透析管に移され、１０５ｒｐｍで攪拌されながら、４℃
において体積４Ｌの０．０２％重炭酸アンモニウムに対して透析された。０．０２％重炭
酸アンモニウムの量は、フレッシュバッファーによって２回２時間の間隔で２回空にして
置き換えられた。その溶液は、その後５０ｍＬのファルコンチューブに移され、－８０℃
において冷凍庫に置かれた。その溶液が凍結されたら、そのチューブはすぐに約４５時間
凍結乾燥された。配列番号２２＃００２ＰＥＧ０５及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ１０
の一部は再透析され、３２．５ｍｇの配列番号２２－ＰＥＧ０５及び３１．６ｍｇの配列
番号２２－ＰＥＧ１０は、それぞれ約３７．５ｍＬ及び３５ｍＬの０．０２％重炭酸アン
モニウムに溶解された。その溶液は透析管と４Ｌの０．０２％重炭酸アンモニウムに投入
され、４℃において１６時間放置された後、重炭酸アンモニウムが新しく作ったものに置
き換えられた。２時間後に、そのサンプルは複数の５０ｍＬのファルコンチューブに採取
、冷凍、かつ約４８時間凍結乾燥された。
【０１７４】
　（実施例３）
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　　配列番号２２の突然変異タンパク質及びそのＰＥＧ共役物の溶解性
　配列番号２２及びそのＰＥＧ共役物の有機溶媒における溶解性は測定された。少量の配
列番号２２及びそれぞれの共役物のいずれか一方は、４又は６ｍＬのガラス瓶に入って正
確に秤量された。選ばれた有機溶媒は、体積で（マイクロピペッター）少しずつ増えて添
加された。その瓶は回転された後、映像の明瞭さのために観察された。透明な溶液が得ら
れるまで、それに続く量の溶媒が追加された。
【０１７５】
　（実施例４）
　　共役物のＲＰ－ＨＰＬＣ分析
　三つの異なる化合物、すなわち配列番号２２、配列番号２２＃００２－ＰＥＧ２０、及
び配列番号２２＃００２－ＰＥＧ４０の溶液は、それらの溶液の濃度が０．１ｍｇ／ｍＬ
になるようにＰＢＳで希釈された。それらの溶液は逆相ＨＰＬＣ（ＲＰ－ＨＰＬＣ）によ
って分析された。その逆相法は、ＨＰ／Ａｇｉｌｅｎｔ　ｓｙｓｔｅｍ、Ｗａｔｅｒｓｘ
Ｂｒｉｄｇｅ　ＢＥＨ３０℃Ｉ８　３．５μｍを用いて、（４．６ｘ２５０ｍｍ）ｃｏｌ
ｕｍｎという条件で実施された。勾配法を用いて、３０℃（表１）において１ｍＬ／ｍｉ
ｎで進んだ。１５μｌの注入量を採用した。
【０１７６】
　（表１）逆相勾配法

【０１７７】
　表２は得られた結果を含む。ＲＰ－ＨＰＬＣ濃度は、突然変異タンパク質配列番号２２
に基づいて、リポカリン突然変異タンパク質の含有量及び分子量を測定するための基準と
して、ＰＥＧ化された類似物の濃度の測定に用いられた。注入された各化合物の溶液のク
ロマトグラムは、図１～図３に示されている。
【０１７８】
　（表２）ＲＰ－ＨＰＬＣによるサンプルの濃度

【０１７９】
　配列番号２２＃００２ＰＥＧ０５及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ１０のクロマトグラ
ムは、凍結乾燥及びＰＢＳにおける再懸濁（図４及び図５）をされた後で得られた。
【０１８０】
　（実施例５）
　　配列番号２２及びそのＰＥＧ共役物の有機溶媒における溶解性
　ミクロスフェア製剤を調整するために、薬物及びポリマー（ＰＬＧＡ）は有機溶媒に共
溶解することが必要である。初期テストは配列番号２２共役物でジクロロメタン（ＤＣＭ



(38) JP 2013-501033 A 2013.1.10

10

20

30

）において行われた。配列番号２２及び共役物がこの溶媒に溶解性が低いので、追加の溶
解性テストは、配列番号２２及び共役物でジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、ＤＣＭ／
ベンジルアルコール（ＢｎＯＨ）、ＤＣＭ／酢酸（ＡｃＯＨ）、ＤＣＭ／メタノール（Ｍ
ｅＯＨ）、酢酸エチル（ＥｔＯＡｃ）、ＥｔＯＡｃ／ＡｃＯＨ、並びにＤＣＭ、ＭｅＯＨ
、ＡｃＯＨ及びＨ２Ｏの溶媒システムに行われた。
【０１８１】
　ＰＬＧＡポリマーは、薬物の溶解性がポリマーの存在下で変更があるかどうかを判断す
るために、これらの溶液の一部にを添加しました。ポリマーは、ＰＥＧ化された薬物／ポ
リマーの結果重量／重量比が１５／８５になるように追加された。場合によって、ポリマ
ーの添加は、混濁した溶液になることがあるので、混合液が透明になるまで、これ以上の
溶媒を追加した。
【０１８２】
　配列番号２２＃００１の溶解性は、全てのテストされた溶媒に低い（＜３ｍｇ／ｍＬ）
である（表３）。
【０１８３】
　（表３）配列番号２２＃００１溶解性

【０１８４】
　配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ４０は、両方ともＤ
ＣＭ／ＭｅＯＨ／ＡｃＯＨ／Ｈ２Ｏからなる溶媒システにおいて最大溶解性を有する
【０１８５】
　（表４）配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０溶解性
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【０１８６】
　（表５）配列番号２２＃００２ＰＥＧ４０溶解性

【０１８７】
　ポリマーが配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０の溶液に添加された場合、その溶解性はほ
ぼ変化しなかった。そして、ポリマーが配列番号２２＃００２ＰＥＧ４０溶液に添加され
た場合、その溶液は混濁になって、薬物が溶けるようになるためにほぼ２倍に希釈される
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必要がある。その共役物はＤＣＭ／ＡｃＯＨ又はＤＣＭ／ＭｅＯＨのようなもっと簡単な
溶媒システムにおける溶解性がＤＣＭ／ＭｅＯＨ／ＡｃＯＨ／Ｈ２Ｏにおける溶解性より
高くなることはない。
【０１８８】
　配列番号２２＃００２ＰＥＧ０５及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ１０は、ＤＣＭ、Ｍ
ｅＯＨ、ＡｃＯＨ、及びＨ２Ｏを含む溶媒システムにも、テストが行われた。これらの共
役物の溶解性はそれより高い分子量を有する共役物と比較されて表６に示されている。
【０１８９】
　（表６）７９％ＤＣＭ、１２．８％ＭｅＯＨ、７．９％ＡｃＯＨ、０．３％ｄｉＨ２Ｏ
及びＰＬＧＡポリマーにおいて配列番号２２の共役物の溶解性比較

【０１９０】
　配列番号２２＃００２－ＰＥＧ０５及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０共役物は、Ｐ
ＬＧＡポリマーと混合した場合、この溶媒において最も高い溶解性（タンパク質ベース）
を有する。
【０１９１】
　（実施例６）
　　配列番号２２の突然変異タンパク質の共役物のミクロスフェア製造技術に対する適合
性
　配列番号２２の突然変異タンパク質の共役物がミクロスフェア形成技術に適合するかど
うかを判断するため、サンプルはミクロスフェアプロセスによって調製された。活動分析
用サンプルは、その後、ミクロスフェアから共役物を抽出する方法、及びミクロスフェア
から放出された共役物をＰＢＳに収集する方法のいずれか一方によって調製された。
【０１９２】
　配列番号２２の突然変異タンパク質の共役物のそれぞれは、７９％ＤＣＭ、１２．８％
ＭｅＯＨ、７．９％ＡｃＯＨ、０．３％Ｈ２Ｏ及びポリマーからなる溶媒システムに溶解
した。ミクロスフェアを製造するために用いられる透明かつ均一な油相溶液は得られた。
エマルションは、その油相を１％のポリビニルアルコール（ＰＶＡ）及び１％のＤＣＭか
らなる水相と組み合わせることによって製造された。そのエマルションは０．３％ＰＶＡ
に収集され、かつ微粒子を硬化させるためにＤＣＭを蒸発させてもよい。硬化した粒子は
、その後、濾過によって収集し、水で洗浄し、凍結乾燥した。
【０１９３】
　粒子が乾燥した後、ミクロスフェアのサンプルをアセトニトリル（ＡＣＮ）に溶解させ
、かつ０．１％ＴＦＡでそのポリマーを水に沈殿させることによって、その薬物の含有量
は測定された。抽出された薬物を含んだ溶液は遠心分離され、その上清はＲＰ－ＨＰＬＣ
によって分析された（図６～図９を参考）。
【０１９４】
　配列番号２２＃００２ＰＥＧ０５及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ１０のクロマトグラ
ムにおいて、ピークがブロードであって、保持時間のシフトが見られたことから、それら
はある程度変化されたことが示唆される。ミクロスフェアから抽出された配列番号２２＃
００２ＰＥＧ２０及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ４０のクロマトグラムにおいて、暫定
的にＰＥＧ構造の分枝の部分喪失とみなされる異質なピークを含んだ。（Ｇｕｉｏｔｔｏ
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、Ａ．　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）　Ｂｉｏｏｒｇ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．　１２、
５０３１－５０３７を参照）。４０キロダルトンのＰＥＧ共役物（３１．８ｍｉｎ）の新
しいピークの溶出時間は、２０キロダルトンのＰＥＧを有する異質なピーがまだ付着され
る場合、期待されるように、損なわれていない２０キロダルトンのＰＥＧ配列番号２２（
例えば、３２．８ｍｉｎ）と似ている。
【０１９５】
　ミクロスフェアから抽出された共役物のサンプルは、ミクロスフェアを製造するための
条件だけでなく、ミクロスフェアからタンパク質を抽出するための過酷な条件にもさらさ
れた。ミクロスフェアプロセスにもさらされた代表サンプルを得るために、一方のサンプ
ルのミクロスフェアは、微量遠心管において１．５ｍＬのＰＢＳに懸濁した後、３７℃で
ロティサリーに置いてインキュベーションキャビネットに培養された。２４時間後に、微
量遠心チューブを３０００ｒｐｍで３分間遠心分離した。放出された共役物を含む得られ
た上清はＲＰ－ＨＰＬＣで分析された（図１０～図１１を参照）。ここで、配列番号２２
＃００２ＰＥＧ０５及び配列番号２２＃００２ＰＥＧ１０は２４時間において薬物放出の
検出可能なレベルを有しないので、配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０及び配列番号２２＃
００２ＰＥＧ４０のクロマトグラムだけは示されている。
【０１９６】
　ミクロスフェア（図１０～図１１を参照）から放出された、ＰＥＧ化されたリポカリン
突然変異タンパク質のクロマトグラムは、抽出したタンパク質サンプル（図８～図９を参
照）と似ている。
【０１９７】
　その薬物含有量及び初期２４時間にミクロスフェアからの薬物放出は測定された。その
結果は表７に示され、全てのタンパク質に関するピークの面積を用いて測定された。
【０１９８】
　（表７）配列番号２２ミクロスフェアの薬物含有量及び初期放出

　　　　　　　ＮＤ＝未検出　　　
【０１９９】
　（実施例７）
　　ＰＬＧミクロスフェアにおける配列番号２２の突然変異タンパク質の共役物のカプセ
ル化
　所望の生成物のプロファイルは、１００μＬ以下の体積で２５ゲージ以下の注射針によ
って運ばれた生分解性ＰＬＧミクロスフェア懸濁剤である。そのプロファイルは、少なく
とも３ヶ月においてｌμｇ／ｄａｙ～５μｇ／ｄａｙの範囲で配列番号２２を徐放して提
供した。
【０２００】
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　５０μｍ未満の平均径を有するミクロスフェアは、２５ゲージの注射針によって注入可
能である。
【０２０１】
　２５ゲージの注射針で注入可能と認められる注射媒体に懸濁したミクロスフェアの割合
は、注射媒体の設計によって、１０％～３０％の範囲にある。
【０２０２】
　１００μＬを注入するためには、注射媒体における平均値とする２０％のミクロスフェ
アを用いて、２０ｍｇのミクロスフェアを運ぶべきである。
【０２０３】
　配列番号２２－ＰＥＧ２０は、ミクロスフェアにおいて１３．５重量％以下のＰＬＧ（
ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド））ポリマーに封入された。２０ｍｇのミクロスフェ
アが注入されると仮定すれば、１回で２．７ｍｇの活性薬物が投入されるべきである。総
重量が３月（９０日）の日数により分かれ、３０μｇ／日の最大送達率は維持されること
ができる。この送達率は、ミクロスフェアの注入重量を変更することによって減少するこ
とができる。現在のパラメータによって、所定の送達率の維持を達成することができる。
【０２０４】
　（実施例８）
　　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出研究
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出研究を行うために、３００ｍｇのＰＥＧ化された配列番号２２（
配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０）を用いてミクロスフェアロットが調製された。
【０２０５】
　配列番号２２ＰＥＧ２０の含有量、粒径分析、及び残留溶媒（ＴＧＡを使用）が評価さ
れた（表８を参照）。
【０２０６】
　（表８）ミクロスフェアロットの要約データ

【０２０７】
　含有量はＳＥＣ及びＲＰ－ＨＰＬＣの両方で評価された。これらの測定値は、分析技術
の間で一致しているとともに、測定値は以前に観測された数値より低いである。
【０２０８】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出溶解は、配列番号２２－ＰＥＧ２０が担持されたミクロスフェア
により３７℃においてシンクコンディションバッファにおける活性薬物の量を測定するこ
とによって行われた。つまり、約１０ｍｇのミクロスフェアは、質量が正確的に記録され
るように、１４ｍＬのポリプロピレン試験管において秤量した。４ｍＬ体積のリン酸緩衝
生理食塩水（ＰＢＳ）（１ｘＰＢＳ、滅菌濾過、ＨｙＣｌｏｎｅ）は各チューブに加えら
れた。遠心分離の代わりに、血清分離フィルタを用いた。
【０２０９】
　きつく閉まったｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出アセンブリは、Ｆｉｓｈｅｒウォーターシェーカ
ーバスに水平に放置され、３７℃において１２０ｒｐｍで行われた。記録された間隔で、
１６ｘ１００ｍｍ血清分離フィルタ（Ｆｉｓｈｅｒ、ｃａｔ．　ｎｏ．　０２－６８１－
５２）を用いて、ミクロスフェアから上清を分離された。４ｍＬの上清のほぼ全体は、Ｈ
ＰＬＣガラス瓶に直接転移された体積の一部で、注入器により取られた。過剰な上清を捨
てた。ＨＰＬＣバイアルに採取された試料は、ＨＰＬＣで分析するまで４８時間内に冷蔵



(43) JP 2013-501033 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

された。４ｍＬ体積の新しいＰＢＳは、ポリプロピレンチューブに直接添加され、そのチ
ューブを再びきつく閉めた。チューブはシェーカーバスに戻した。これらの実験結果は、
図１２及び図１３に示されている。
【０２１０】
　初期バーストは、以前に観察されたものよりも有意に大きいである。７日後に、製剤は
約５μｇ／ｄａｙの近似質量放出速度で第７日から第１４日まで放出し続けた。放出百分
率の範囲は、１日あたり０．２８％から１日あたり０．４２％までである
　放出は１０μｇ／ｄａｙの増加速度で、第２週から第３週まで増加した。ポリマーの低
下に従って速度が急激に増加する可能性は、エステル末端基ポリマーと酸性末端基ポリマ
ーとの混合物を含むような製剤アプローチによって対処することができる。
【０２１１】
　（実施例９）
　　３７℃で三つの異なる微粒子製剤の５０％ラット血漿におけるｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出
　ＰＥＧ化された配列番号２２（配列番号２２＃００２ＰＥＧ２０）をそれぞれ３００ｍ
ｇ用いて、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏ放出の研究を実行するために、実施例６
で説明された所望の溶媒システムにおける高溶解度を得るようにタンパク質の凍結乾燥サ
イクルが最適化された後、３ロットのミクロスフェアが調整された（有機相は７９％ＤＣ
Ｍ、１２．８％ＭｅＯＨ、７．９％ＡｃＯＨ、０．３％Ｈ２Ｏ、及びポリマーからなり、
水相は１％ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）及び１％ＤＣＭからなる）。
【０２１２】
　配列番号２２ＰＥＧ２０の含有量、２４時間バースト放出、残留溶媒（ＴＧＡを使用）
粒径、及び粒度分布は評価された（表９を参照）。
【０２１３】
　（表９）３ロットのミクロスフェアの要約データ

　　
【０２１４】
　３つの異なる粒子ロット３７２～５６、３７２～５７及び３７２～５８からの微粒子は
、２０キロダルトンの分子量を有する直鎖型ＰＥＧ（配列番号２２＃２ＰＥＧ２０）（４
００μｌ、５％の溶液、～８％ローディング）にＶＥＧＦ接合されるための結合親和性を
備えるヒト涙リポカリン突然変異タンパク質１．６ｍｇを含む。オーバーヘッドスターラ
ーを用いて、３７℃において４０ｒｐｍで５０％ラットＬｉ－ヘパリン血漿にその微粒子
を培養した。最初の８４日に亘って、シンクに放出された結合活性リポカリン突然変異タ
ンパク質の量は定量的なＥＣＬ　ＥＬＩＳＡによって分析された。ロット３７２～５６及
び３７２～５８に対して、末端酸性基及び０．４５Ｄｌ／ｇ～０．５５Ｄｌ／ｇの固有粘
度を有し、７５モル％のＤＬラクチドモノマー及び２５モル％のグリコリドを含有するポ
リ（ＤＬ－ラクチド－グリコリド）ポリマーは用いられた。さらに、パルミチン酸は、ロ
ット＃３７１～５８に対して細孔形成剤として使用された。ロット３７２～５７に対して
、末端酸性基及び０．４Ｄｌ／ｇ～０．５Ｄｌ／ｇの固有粘度を有し、６５モル％ＤＬラ
クチドモノマー及び３５モル％グリコリドを含有するポリ（ＤＬ－ラクチド－グリコリド
）ポリマーは用いられた（サイズ２５キャノンフェンスケガラス毛管粘度計を用いて、３
０℃において０．５％ｗ／ｖでＣＨＣｌ３に粘度は測定された）。
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【０２１５】
　機能的に活性なリポカリン突然変異タンパク質の叙放性は、全ての３つの製剤から観測
された。初期放出の後に、低いプラトー（第２８日～５６日）及び第６３日以降のより高
い放出（図１４及び図１５を参照）が現れた。拡散律速初期放出は、比較的に遅くて数日
間に及んだ。微粒子の多孔率を増加させることで、微粒子フタル酸の含有はロット３７２
～５８の初期放出を有意に２５％まで増加させると推定された。全ての３つの製剤のプラ
トー放出速度はかなり類似している。
【０２１６】
　比較のために、リポカリン突然変異タンパク質の合計放出も測定された（図１６及び図
１７）。放出活性リポカリン突然変異タンパク質レベル及び合計放出リポカリン突然変異
タンパク質レベルの結果を比較すると、放出期間を通して４０％～６５％の初期放出され
たリポカリン突然変異タンパク質は活性を示すように判定した（図１７を参照）。活性リ
ポカリン突然変異タンパク質と合計リポカリン突然変異タンパク質との比率は、ミクロス
フェア（ロット００３７２～５８）の１つのロットにおいて最も安定である。
【０２１７】
　（実施例１０）
　　３つの異なる微粒子製剤の雌ＲＮＵラットに単回皮下投与した後の薬物動態
　この実験の目的は、４月に亘って放出されたリポカリン突然変異タンパク質の血漿中濃
度を計量することで、延長したｉｎ　ｖｉｖｏ放出プロファイルを測定してｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ放出と関連付けることにある。
【０２１８】
　１５０ｍｇ／ｋｇ微粒子溶液（５％、３ｍＬ／ｋｇ）がヌードラットに対して皮下注射
（ｓ．ｃ．）投与された第２～７８日の血漿サンプルは、結合活性リポカリン突然変異タ
ンパク質を測定する定量的なＥＣＬ　ＥＬＩＳＡによって分析された。ミクロスフェアｓ
．ｃから放出された活性配列番号２２－ＰＥＧ２０は血漿に検出されることができ、また
、初期放出の後で一定の低いプラトーフェーズは現れた。最大第４３日までの初期ｉｎ　
ｖｉｖｏ放出パターンは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで観測されたパターンと非常に対応した。
【０２１９】
　図１９に示すように、この研究の結果は、第４３日後血漿中濃度が１ｌｉｇ／ｍＬを下
回るから、ｉｎ　ｖｉｖｏ放出はｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出よりも早い速度で行われる可能性
があることが示唆された。３０％のｓ．ｃ．バイオアベイラビリティ及び１８ｍＬ／ｈ／
ｋｇの除去速度は、別の研究において配列番号２２－ＰＥＧ２０に対して実験的に測定さ
れた。ｉｎ　ｖｉｖｏ放出速度は、定常状態（Ｃｓｓ＝ｋ０／Ｃｌ、ここで、ｋ０は放出
／注射の速度定数であり、Ｃｌは除去速度（Ｃｌ＝１８ｍＬ　ｈ－１　ｋｇ－１）であり
、Ｃｓｓは定常状態における血漿濃度（プラトーでＣｓｓ＝０．０１５μｇ／ｍＬ）であ
る。）において、放出速度（注射）と等しい消失速度として計算されることができる。配
列番号２２－ＰＥＧ２０デポ微粒子からの放出速度は、それゆえにｋ０－Ｃｓｓ＊Ｃｌ＝
０．０１５μｇ／ｍＬ＊１８ｍＬ　ｈ－１　ｋｇ－１＝２７０ｎｇ　ｈ－１　ｋｇ－１又
はｋ０＝６．４８μｇ／ｄａｙ＊ｋｇ＝１．３μｇ／ｄａｙ＊ｒａｔである。２６μｇ／
ｄａｙの一定の放出速度は、２００ｇのラットにおいて２ｍｇ、４ｍｇまでの３か月デポ
（１５０ｍｇ／ｋｇ、８％ローディング）からのものが望ましく、現在観測された放出速
度より１０倍高い（リポカリン突然変異タンパク質の合計放出は活性濃度より２倍高いこ
とも考慮に入れる）。
【０２２０】
　本明細書中に例示的に述べられた本発明は、本明細書に特に開示されない、任意の要素
又は複数の要素、限定又は複数の限定なしに、好適に実行できる。従って、例えば用語「
含む、具える（“ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ”、“ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ”、“ｃｏｎｔａｉｎ
ｉｎｇ”）」などは、拡張して、及び限定することなく読むべきである。さらに、本明細
書中で用いられる用語及び表現は記載の用語かつ限定しない用語として用いられ、図示及
び記載された特徴の任意の等価物又はその一部を排除するような用語及び表現の使用の意
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図はなく、様々な変更が特許請求の範囲の範囲内で可能であることは理解されよう。従っ
て、本発明は好適な実施形態及び選択的な特徴によって特に開示されてきたが、本明細書
で例示され、開示された本発明の変更及び変形は当該技術分野の当業者に依拠されること
、及び、このような変更及び変形が本発明の範囲内にあると見なされることは理解すべき
である。本発明は本明細書中で広範かつ一般的に記載されている。一般的な開示内にある
、より限定した種及び亜属の群の各々はさらに、本発明の一部を形成する。摘出された材
料が本明細書中に特に列挙されているか否かに拘わらず、その属から任意の材料を除去す
る条件付き又は消極的な限定を有する本発明の一般的な記載を含む。さらに、本発明の特
徴又は態様がマーカッシュ形式の群の用語で記載される場合に、当該技術分野の当業者は
、本発明がさらにこれによって任意の独立した要素、又はマーカッシュ形式の群の要素の
部分群の用語で記載されることが分かるであろう。本発明の更なる実施形態は、以下の特
許請求の範囲から明らかとなるであろう。
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