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(57)【要約】
　修飾されている動物のエリスロポエチンポリペプチド
およびそれらの使用が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる、ネコエリスロポエチン（ｆＥＰＯ）
ポリペプチド。
【請求項２】
　少なくとも１つのさらなるｆＥＰＯポリペプチドと連結されている、請求項１に記載の
ｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が水溶性重合体と連結されている、請求項１に
記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４】
　上記水溶性重合体がポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる、請求項３に記載の
ｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項５】
　上記ポリ（エチレングリコール）分子が二機能性重合体である、請求項４に記載のｆＥ
ＰＯポリペプチド。
【請求項６】
　上記二機能性重合体が第２のポリペプチドと連結されている、請求項５に記載のｆＥＰ
Ｏポリペプチド。
【請求項７】
　上記第２のポリペプチドがｆＥＰＯ以外のポリペプチドである、請求項６に記載のｆＥ
ＰＯポリペプチド。
【請求項８】
　少なくとも２つのアミノ酸が、ポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる水溶性重
合体と連結されている、請求項４に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項９】
　上記水溶性重合体と連結されている少なくとも１つのアミノ酸が、天然にコードされて
いないアミノ酸である、請求項８に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項１０】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、配列番号２に由来する１～７位、２７～５
４位、８４～８９位、１１４～１３７位、１６２～１６６位の残基からなる群から選択さ
れる位置に置換されている、請求項４に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項１１】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、配列番号２に由来する１位、２位、３位、
４位、５位、６位、８位、９位、１７位、２１位、２４位、２５位、２６位、２７位、２
８位、３０位、３１位、３２位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９位、４
０位、４３位、４５位、４７位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５
６位、５７位、５８位、６５位、６８位、７２位、７６位、７７位、７８位、７９位、８
０位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９
１位、９２位、１０７位、１１０位、１１１位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６
位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４
位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２
位、１３３位、１３４位、１３６位、１５４位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０
位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位および１６６位の残基からなる群から選択
される位置に置換されている、請求項４に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項１２】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、配列番号２に由来する２位、４位、１７位
、２１位、２４位、２７位、２８位、３０位、３１位、３２位、３４位、３６位、３７位
、３８位、４０位、５０位、５３位、５５位、５８位、６５位、６８位、７２位、７６位
、８０位、８２位、８３位、８５位、８６位、８７位、８９位、１１３位、１１５位、１
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１６位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１
２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３４位、１
３６位、および１６２位、ならびにこれらの組合せの残基からなる群から選択される位置
に置換されている、請求項１１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項１３】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、配列番号２に由来する２１位、２４位、２
８位、３０位、３１位、３６位、３７位、３８位、５５位、７２位、８３位、８５位、８
６位、８７位、８９位、１１３位、１１６位、１１９位、１２０位、１２１位、１２３位
、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、および１
６２位、ならびにこれらの組合せの残基からなる群から選択される位置に置換されている
、請求項１１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項１４】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、配列番号２に由来する２１位、２４位、３
８位、８３位、８５位、８６位、８９位、１１６位、１１９位、１２１位、１２４位、１
２５位、１２６位、１２７位、および１２８位、ならびにこれらの組合せの残基からなる
群から選択される位置に置換されている、請求項１１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項１５】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、配列番号２に由来する２４位、３６位、３
８位、５８位、６５位、８３位、８６位、１１３位、１１５位、１２６位、およびこれら
の組合せの残基からなる群から選択される位置に置換されている、請求項４に記載のｆＥ
ＰＯポリペプチド。
【請求項１６】
　請求項１に記載のｆＥＰＯポリペプチドであって、エリスロポエチン受容体に対する当
該ｆＥＰＯポリペプチドの親和性を向上させる置換、付加または欠失を含んでいる、ｆＥ
ＰＯポリペプチド。
【請求項１７】
　請求項１に記載のｆＥＰＯポリペプチドであって、当該ｆＥＰＯポリペプチドの安定性
または可溶性を向上させるアミノ酸の置換、付加または欠失を含んでいる、ｆＥＰＯポリ
ペプチド。
【請求項１８】
　これらに限定されないが、配列番号２におけるＳ９Ａ、Ｆ４８Ｓ、Ｙ４９Ｓ、Ａ５０Ｓ
、Ｑ５９Ａ、Ａ７３Ｇ、Ｇ１０１Ａ、Ｔ１０６Ａ、Ｌ１０８Ａ、Ｔ１３２Ａ、Ｒ１３９Ａ
、Ｋ１４０Ａ、Ｒ１４３Ａ、Ｓ１４６Ａ、Ｎ１４７Ａ、Ｒ１５０ＡおよびＫ１５４Ａ、な
らびにこれらの組合せからなる群から選択されるアミノ酸置換を含んでいる、請求項１６
に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項１９】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が水溶性重合体に対して反応性であり、当該水
溶性重合体が通常の２０のアミノ酸のいずれとも反応性ではない、請求項１に記載のｆＥ
ＰＯポリペプチド。
【請求項２０】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、カルボニル基、アセチル基、アミノオキシ
基、ヒドラジン基、ヒドラジド基、セミカルバジド基、アジド基またはアルキン基を含ん
でいる、請求項１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２１】
　上記天然にコードされていないアミノ酸がカルボニル基を含んでいる、請求項２０に記
載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２２】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、以下の構造：
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【化１】

（ここで、ｎは０～１０であり、Ｒ１はアルキル、アリール、置換されているアルキルま
たは置換されているアリールであり、Ｒ２は、Ｈ、アルキル、アリール、置換されている
アルキルまたは置換されているアリールであり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドま
たはアミノ末端修飾基であり、Ｒ４は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボニル末
端修飾基である）
を有している、請求項２１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２３】
　上記天然にコードされていないアミノ酸がアミノオキシ基を含んでいる、請求項２０に
記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２４】
　上記天然にコードされていないアミノ酸がヒドラジド基を含んでいる、請求項２０に記
載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２５】
　上記天然にコードされていないアミノ酸がヒドラジン基を含んでいる、請求項２０に記
載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２６】
　上記天然にコードされていないアミノ酸がセミカルバジド基を含んでいる、請求項２０
に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２７】
　上記天然にコードされていないアミノ酸がアジド基を含んでいる、請求項２０に記載の
ｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２８】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、以下の構造：
【化２】

（ここで、ｎは０～１０であり、Ｒ１はアルキル、アリール、置換されているアルキルも
しくは置換されているアリールであるか、または存在せず、Ｘは、Ｏ、ＮもしくはＳであ
るか、または存在せず、ｍは０～１０であり、Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまた
はアミノ末端修飾基であり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボニル末端
修飾基である）
を有している、請求項２７に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項２９】
　天然にコードされていないアミノ酸がアルキン基を含んでいる、請求項２０に記載のｆ
ＥＰＯポリペプチド。
【請求項３０】
　天然にコードされていないアミノ酸が、以下の構造：

【化３】

（ここで、ｎは０～１０であり、Ｒ１はアルキル、アリール、置換されているアルキルま
たは置換されているアリールであり、Ｘは、Ｏ、ＮもしくはＳであるか、または存在せず
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、ｍは０～１０であり、Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはアミノ末端修飾基で
あり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボニル末端修飾基である）
を有している、請求項２９に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３１】
　上記ポリ（エチレングリコール）分子が約１～約１００ｋＤａの分子量を有している、
請求項４に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３２】
　上記ポリ（エチレングリコール）分子が約１～約５０ｋＤａの分子量を有している、請
求項３１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３３】
　カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドを、アミノオキシ基、ヒド
ロキシルアミン基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基を含んでいるポ
リ（エチレングリコール）分子と反応させることによって作製されている、請求項４に記
載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３４】
　上記アミノオキシ基、ヒドロキシルアミン基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミ
カルバジド基がアミド結合を介して上記ポリ（エチレングリコール）分子と連結されてい
る、請求項３３に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３５】
　カルボニル基を含んでいるポリ（エチレングリコール）分子を、アミノオキシ基、ヒド
ロキシルアミン基、ヒドラジド基、ヒドラジン基またはセミカルバジド基を含んでいる天
然にコードされていないアミノ酸を含んでいるポリペプチドと反応させることによって作
製されている、請求項４に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３６】
　アルキン含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドを、アジド部分を含んでいる
ポリ（エチレングリコール）分子と反応させることによって作製されている、請求項４に
記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３７】
　アジド含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドを、アルキン部分を含んでいる
ポリ（エチレングリコール）分子と反応させることによって作製されている、請求項４に
記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３８】
　上記アジド基またはアルキン基がアミド結合を介して上記ポリ（エチレングリコール）
分子と連結されている、請求項３６または３７に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項３９】
　上記ポリ（エチレングリコール）分子が分枝鎖状またはマルチアームの重合体である、
請求項４に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４０】
　上記ポリ（エチレングリコール）の分枝鎖状の重合体のうちの分枝鎖のそれぞれが約５
ｋＤａ～約３０ｋＤａの分子量を有している、請求項３９に記載のｆＥＰＯポリペプチド
。
【請求項４１】
　エリスロポエチンのアンタゴニストである、請求項１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４２】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、これらに限定されないが、配列番号２に由
来するＶ１１、Ｒ１４、Ｙ１５、Ｄ９６、Ｋ９７、Ｓ１００、Ｒ１０３、Ｓ１０４、Ｔ１
０７、Ｌ１０８およびＲ１１０、ならびにこれらの組合せの残基からなる群から選択され
る位置に置換されている、請求項４１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４３】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が水溶性重合体と連結されている、請求項４１
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に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４４】
　上記水溶性重合体がポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる、請求項４１に記載
のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４５】
　請求項４１に記載のｆＥＰＯポリペプチドであって、水溶性重合体と連結されている上
記天然にコードされていないアミノ酸が当該ｆＥＰＯポリペプチドのＳｉｔｅＩＩ領域内
に存在している、ｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４６】
　水溶性重合体と連結されている上記天然にコードされていないアミノ酸は、ｆＥＰＯの
上記アンタゴニストが第２のｆＥＰＯ受容体と結合することを妨げることによってｆＥＰ
Ｏ受容体の二量体化を妨げる、請求項４１に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４７】
　ロイシン以外のアミノ酸が配列番号２におけるＬ１０８と置換されている、請求項４１
に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項４８】
　アルギニンが配列番号２におけるＬ１０８と置換されている、請求項４７に記載のｆＥ
ＰＯポリペプチド。
【請求項４９】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が糖部分を含んでいる、請求項１に記載のｆＥ
ＰＯポリペプチド。
【請求項５０】
　請求項３に記載のｆＥＰＯポリペプチドであって、上記水溶性重合体が糖部分を介して
当該ポリペプチドと連結されている、ｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項５１】
　ストリンジェントな条件において配列番号２４、配列番号２５、配列番号２６または配
列番号２７とハイブリダイズするポリヌクレオチドを含んでいる、単離されている核酸で
あって、当該ポリヌクレオチドが少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる、単離
されている核酸。
【請求項５２】
　上記セレクターコドンが、アンバーコドン、オーカーコドン、オパールコドン、ユニー
クコドン、レアコドンおよび４塩基コドンからなる群から選択される、請求項５１に記載
の単離されている核酸。
【請求項５３】
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでおり、単離されているｆＥＰＯポリペプチ
ドを、当該天然にコードされていないアミノ酸と反応する部分を含んでいる水溶性重合体
と接触させることを包含している、請求項４に記載のｆＥＰＯポリペプチドを製造する、
方法。
【請求項５４】
　上記水溶性重合体がポリエチレングリコール部分を含んでいる、請求項５３に記載の方
法。
【請求項５５】
　上記天然にコードされていないアミノ酸残基が、カルボニル基、アミノオキシ基、ヒド
ラジド基、セミカルバジド基、アジド基またはアルキン基を含んでいる、請求項５３に記
載の方法。
【請求項５６】
　上記天然にコードされていないアミノ酸残基がカルボニル部分を含んでおり、上記水溶
性重合体が、アミノオキシ部分、ヒドラジド部分またはセミカルバジド部分を含んでいる
、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
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　上記天然にコードされていないアミノ酸残基がアルキン部分を含んでおり、上記水溶性
重合体がアジド部分を含んでいる、請求項５５に記載の方法。
【請求項５８】
　上記天然にコードされていないアミノ酸残基がアジド部分を含んでおり、上記水溶性重
合体がアルキン部分を含んでいる、請求項５５に記載の方法。
【請求項５９】
　上記ポリエチレングリコール部分が約１～約１００ｋＤａの平均分子量を有している、
請求項５４に記載の方法。
【請求項６０】
　上記ポリエチレングリコール部分が分枝鎖状またはマルチアームの重合体である、請求
項５８に記載の方法。
【請求項６１】
　請求項１に記載のｆＥＰＯポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体を含んでいる、
組成物。
【請求項６２】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が水溶性重合体と連結されている、請求項６１
に記載の組成物。
【請求項６３】
　ｆＥＰＯによって調節される障害を有している患者を処置する方法であって、請求項６
１に記載の薬学的な組成物の治療有効量を当該患者に投与することを包含している、方法
。
【請求項６４】
　請求項５１に記載の核酸を含んでいる、細胞。
【請求項６５】
　直交性のｔＲＮＡ合成酵素および直交性のｔＲＮＡを含んでいる、請求項６４に記載の
細胞。
【請求項６６】
　ｆＥＰＯポリペプチドをコードしておりかつセレクターコドンを含んでいる１つ以上の
ポリヌクレオチド、直交性のＲＮＡ合成酵素および直交性のｔＲＮＡを含んでいる細胞を
、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる当該ｆＥＰＯポリペプチドの発現を可
能にする条件において培養すること；ならびに当該細胞からｆＥＰＯポリペプチドを精製
することを包含している、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリ
ペプチドを製造する、方法。
【請求項６７】
　ｆＥＰＯにおいて天然に存在している任意のアミノ酸の１つ以上を天然にコードされて
いないアミノ酸に置換することを包含している、ｆＥＰＯの血中半減期または循環時間を
増加させる、方法。
【請求項６８】
　配列番号２４、配列番号２５、配列番号２６または配列番号２７に示されている配列を
有しているポリヌクレオチドによってコードされているｆＥＰＯポリペプチドであって、
少なくとも１つのアミノ酸が天然にコードされていないアミノ酸によって置換されている
、ｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項６９】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が水溶性重合体と連結されている、請求項６８
に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項７０】
　上記水溶性重合体がポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる、請求項６８に記載
のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項７１】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、配列番号３に由来する１位、２位、３位、



(8) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

４位、５位、６位、８位、９位、１７位、２１位、２４位、２５位、２６位、２７位、２
８位、３０位、３１位、３２位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９位、４
０位、４３位、４５位、４７位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５
６位、５７位、５８位、６８位、７２位、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８
２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９
２位、１０７位、１１０位、１１１位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１
７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２
５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３
３位、１３４，１３６位、１５４位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６２
位、１６３位、１６４位、１６５位および１６６位の残基からなる群から選択される位置
に置換されている、請求項６８に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項７２】
　上記天然にコードされていないアミノ酸が、カルボニル基、アミノオキシ基、ヒドラジ
ド基、ヒドラジン基、セミカルバジド基、アジド基またはアルキン基を含んでいる、請求
項６８に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項７３】
　上記ポリ（エチレングリコール）部分が約１から約１００ｋＤａの分子量を有している
、請求項７０に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項７４】
　上記ポリ（エチレングリコール）部分が５から４０ｋＤａの分子量を有している、請求
項７０に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項７５】
　上記ポリエチレングリコール部分が分枝鎖状またはマルチアームの重合体である、請求
項７０に記載のｆＥＰＯポリペプチド。
【請求項７６】
　請求項６８に記載のｆＥＰＯポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体を含んでいる
、薬学的組成物。
【請求項７７】
　配列番号３０、配列番号３１、配列番号３２および配列番号３３からなる群から選択さ
れるアミノ酸配列を有しており、天然にコードされていないアミノ酸の置換または付加を
含んでいる、非ヒトのエリスロポエチンポリペプチド。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　〔技術分野〕
　本発明は、天然にコードされていないアミノ酸を少なくとも１つ用いて修飾されている
、ネコ、イヌおよびウマのエリスロポエチンポリペプチドに関する。
【０００２】
　〔背景技術〕
　成長ホルモン（ＧＨ）スーパージーンファミリー（Bazan, F. Immunology Today 11: 3
50-354 (1991); Mott, H. R. and Campbell, I. D. Current Opinion in Structural Bio
logy 5: 114-121 (1995); Silvennoinen, O. and Ihle, J. N. (1996) SIGNALING BY THE
 HEMATOPOIETIC CYTOKINE RECEPTORS）は、類似の構造的な特徴を有している一連のタン
パク質を表している。さらに同定されるべき当該ファミリーの多くのメンバーがあり、当
該ファミリーのいくつかのメンバーとしては、成長ホルモン、プロラクチン、胎盤性ラク
トゲン、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、インターロイキン
－２（ＩＬ－２）、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、Ｉ
Ｌ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２（ｐ３５サブユニット）、ＩＬ－１３、Ｉ
Ｌ－１５、オンコスタチンＭ、毛様体神経栄養因子、白血病抑制因子、αインターフェロ
ン、βインターフェロン、γインターフェロン、ωインターフェロン、τインターフェロ
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ン、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子
（ＧＭ－ＣＳＦ）、マクロファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、カルディオトロフ
ィン（ＣＴ－１）（“ＧＨスーパージーンファミリー”）が挙げられる。ＧＨスーパージ
ーンファミリーのメンバーは、アミノ酸配列またはＤＮＡ配列のわずかな同一性を一般的
に有しているに過ぎないにもかかわらず、類似の二次構造および三次構造を有している。
【０００３】
　ＧＨスーパージーンファミリーの１つのメンバーはネコエリスロポエチン（ｆＥＰＯ）
である。天然に存在しているエリスロポエチン（ＥＰＯ）は、哺乳類の腎臓および肝臓に
おいて産生される分子量３４キロダルトン（ｋＤａ）の糖タンパク質ホルモンである。Ｅ
ＰＯは、赤血球新生（赤血球細胞の前駆体の増殖および分化が挙げられる）における重要
な要素である。また、ＥＰＯ活性は、赤血球特異的な多くの遺伝子（グロビンおよび炭酸
脱水酵素が挙げられる）の活性化と関連している。例えば、Bondurant et al., Mol. Cel
l Biol. 5:675-683 (1985); Koury et al., J. Cell. Physiol. 126: 259-265 (1986)を
参照すればよい。
【０００４】
　エリスロポエチン受容体（ＥｐｏＲ）は、造血性／サイトカイン／成長因子受容体ファ
ミリー（種々の他の成長因子受容体（例えば、インターロイキン（ＩＬ）－３、－４およ
び－６の受容体、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）の受容体なら
びにプロラクチンおよび成長ホルモンの受容体）が挙げられる）のメンバーである。Baza
n, Proc. Natl. Acad. Sci USA 87: 6934-6938 (1990)を参照すればよい。サイトカイン
受容体ファミリーのメンバーは、保存されている４つのシステイン残基および膜貫通領域
のすぐ外側に位置しているトリプトファン－セリン－Ｘ－トリプトファン－セリンのモチ
ーフを含んでいる。保存されている配列はタンパク質－タンパク質の相互作用に関与して
いると考えられている。例えば、Chiba et al., Biochim. Biophys. Res. Comm. 184: 48
5-490 (1992)を参照すればよい。
【０００５】
　米国特許第５，４４１，８６８号；米国特許第５，５４７，９３３号；米国特許第５，
６１８，６９８号；および米国特許第５，６２１，０８０号には、ヒトＥＰＯをコードし
ているＤＮＡ配列、ならびに一次構造の立体配置および天然に存在しているＥＰＯの生物
学的な特性の一部もしくはすべてを有している、精製されておりかつ単離されているポリ
ペプチドについて開示されている。
【０００６】
　ＥＰＯの生物学的な作用は特異的な細胞性の受容体との相互作用に由来する。ＥＰＯお
よびその受容体（ＥＰＯｂｐ）の細胞外ドメインの間の相互作用はよく知られている。Ｅ
ＰＯが２つの受容体結合部位を有しており、その分子上の異なる部位を用いて順に２つの
受容体分子と結合することは、高解像度のｘ線結晶解析データによって示されている。２
つの受容体結合部位はＳｉｔｅＩおよびＳｉｔｅＩＩと呼ばれている。ＳｉｔｅＩはヘリ
ックスＤのカルボキシ末端ならびにヘリックスＡおよびＡ－Ｂループの一部を含んでおり
、一方で、ＳｉｔｅＩＩはヘリックスＡのカルボキシ末端およびヘリックスＣの部分を含
んでいる。その受容体に対するＥＰＯの結合はまずＳｉｔｅＩとから順に生じる。それか
らＳｉｔｅＩＩが第２のＥＰＯ受容体をはめ込み、受容体の二量体化および細胞内シグナ
ル伝達経路の活性化を生じて、ホルモンに対する細胞内応答を導く。
【０００７】
　組換えヒトＥＰＯは治療薬として使用されており、ヒトの対象の処置に関して認可され
ている。ＥＰＯの欠乏症は、例えばホルモンの外因性の投与によって首尾よく処置される
貧血症を導く。
【０００８】
　貧血症は２つの分類：再生性および非再生性に大きく分けられる。再生性の貧血症は、
失血によって引き起こされるか、または免疫系による赤血球細胞の破壊の結果として引き
起こされる傾向にある。一方で、非再生性の貧血症は、骨髄が貧血に応答しないか、また



(10) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

は応答できない貧血症である。貧血症の通常の原因は慢性の腎不全（ＣＲＦ）であり、残
りのほとんどの場合がネコ白血病ウイルス（ＦｅＬＶ）による感染症に起因している。こ
れらの２つの疾患は、愛玩動物であるネコの死因の第１位（Ｆｅｌｖ）および第２位（Ｃ
ＲＦ）である。ｈＥＰＯはネコの貧血症の処置に使用されている。残念ながら、ネコの貧
血症の処置にｈＥＰＯを用いた場合の免疫原性に関連しており、ｈＥＰＯを用いて処置さ
れたネコの約２５％～３３％が赤血球形成不全（ＲＣＡ）にかかった。組換えｈＥＰＯを
用いて処置されたＣＲＦにかかっている１１匹のネコおよび６匹のイヌの試験を含む研究
がなされており、赤血球細胞（ＲＢＣ）および網状赤血球カウントの増加能がいくらか証
明されているが、５／１１のネコが抗ｒ－ｈＥＰＯ抗体を生じた（LD Cowgill, et al., 
J Am Vet Med Assoc. 1998 Feb 15;212(4):521-8）。組換えネコエリスロポエチン（ｒｆ
ＥＰＯ）の安全性および有効性の試験が、試験対象の２６匹のネコを用いて実施され、当
該試験によって、この場合もやはりＲＢＣおよび網状赤血球カウントが上昇するが、２６
匹のネコのうち８匹（すなわち３０％を超える）が抗ｒ－ｆＥＰＯ抗体を生じることが見
出された（JE Randolph, et al., Am J Vet Res. 2004 Oct;65(10):1355-66）。他の研究
において、ネコエリスロポエチンのｃＤＮＡを含んでいる組換えアデノ随伴ウイルスの血
清型２型（ｒＡＡＶ２）ベクターが１０匹のネコの試験群に投与され、ｒＡＡＶ２抗体が
ベクター処理されたネコのすべてに検出され、１匹のネコが真正のＲＢＣ形成不全にかか
り、より少量を用いて処理されたネコが何ら影響を示さなかった（MC Walker, et al., A
m J Vet Res. 2005 Mar;66(3):450-6）。
【０００９】
　ＰＥＧと略書される親水性重合体ポリ（エチレングリコール）の共有結合性の付加は、
多くの生物学的に活性な分子（タンパク質、ペプチドおよび特に疎水性の分子が挙げられ
る）の水溶性の向上、生体適合性の向上、血中半減期の延長、治療半減期の延長、免疫原
性の調節、生物学的活性の調節、または循環時間の延長の一方法である。ＰＥＧは、生物
適合性、毒性がないこと、および免疫原性がないことが重要である場合に、製薬、人工的
な移植物および他の用途に広く使用されている。ＰＥＧの特性を最大化するために、生物
学的に活性な分子に結合される（複数の）ＰＥＧ重合体の総分子量および水和部位は、Ｐ
ＥＧ重合体の結合と代表的に関連する有利な特徴（例えば、水溶性および循環半減期の増
大）を与えるほどに、親分子の生物活性に逆の作用を与えないほどに、十分に高くなけれ
ばならない。
【００１０】
　ＰＥＧ誘導体は、反応性の化学官能基（例えばリジン残基、システイン残基、ヒスチジ
ン残基、Ｎ末端部分およびカルボキシル末端部分）を介して生物学的に活性な分子と、し
ばしば結合されている。タンパク質および他の分子は、しばしば重合体の付加に利用可能
な反応性部位を限られた数しか有していない。重合体結合を介した修飾に最も好適な部位
は、しばしば受容体結合に重要な役割を果たしており、分子の生物学的な活性の維持に必
須である。結果として、生物学的に活性な分子上のそのような反応性部位に対する重合体
鎖の無差別な付加は、重合体によって修飾されている分子の生物学的な活性の有意な低下
または完全な消失さえしばしば引き起こす（R. Clark et al., (1996), J. Biol. Chem.,
 271:21969-21977）。所望の利点を標的分子に与えるために十分な分子量を有している抱
合体を形成するために、従来技術の手法は、多数の重合体の腕の、分子に対する無作為な
結合を典型的に含んでおり、これによって親分子の生物活性の低下または完全な消失とい
う危険性が高まる。
【００１１】
　タンパク質に対するＰＥＧ誘導体の結合部位を形成する反応性部位は、タンパク質の構
造によって決定される。タンパク質（酵素が挙げられる）は一般構造Ｈ２Ｎ－－ＣＨＲ－
－ＣＯＯＨを有しているαアミノ酸の種々の配列から構築されている。アミノ酸のαアミ
ノ部分（Ｈ２Ｎ－－）は、隣接するアミノ酸のカルボキシ部分（－－ＣＯＯＨ）と結合し
て、－－（ＮＨ－－ＣＨＲ－－ＣＯ）ｎ－－と表され得るアミド結合を形成する。ここで
、下付文字の“ｎ”は数百または数千であり得る。Ｒによって表される部分は、タンパク
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質の生物学的な活性およびＰＥＧ誘導体の結合のための反応性の部位を含み得る。
【００１２】
　例えばアミノ酸リジンの場合、ε位およびα位に－－ＮＨ２部分が存在している。ε位
の－－ＮＨ２は塩基性のｐＨ条件における反応にとって自由である。ＰＥＧを用いたタン
パク質の誘導体化の分野における技術のほとんどが、タンパク質に存在しているリジン残
基のε位の－－ＮＨ２部分に対する結合のためのＰＥＧ誘導体の開発に関する（“Polyet
hylene Glycol and Derivatives for Advanced PEGylation”, Nektar Molecular Engine
ering Catalog, 2003, pp. 1-17）。しかし、これらのＰＥＧ誘導体のすべては、タンパ
ク質の表面に存在している多くの場合に多数のリジン残基のなかから選択的に導入し得な
いという一般的な制限を有している。これは、リジン残基がタンパク質の活性に重要であ
る（酵素活性部位に存在している）場合、または例えば、受容体結合部位の場合のように
、リジン残基が他の生物学的分子とのタンパク質の相互作用を媒介する役割を果たしてい
る場合、実際に重大な制限であり得る。
【００１３】
　タンパク質にＰＥＧを付加する既存の方法の等しく重要な他の複雑さは、ＰＥＧ誘導体
が所望される残基以外の残基と所望されない副反応を受け得ることである。ヒスチジンは
、－－Ｎ（Ｈ）－－と構造的に表される反応性部分を含んでいるが、ε位の－－ＮＨ２と
反応する多くの誘導体はまた、－－Ｎ（Ｈ）－－と反応し得る。同様に、アミノ酸システ
インの側鎖は、－－ＳＨと構造的に表される自由なスルフィドリル基を有している。いく
つかの場合に、リジンのε位の－－ＮＨ２基に関するＰＥＧ誘導体はまた、システイン、
ヒスチジンまたは他の残基と反応する。これは、ＰＥＧ誘導体化されている生物学的に活
性な分子の複合的な異種混合物を生成し得、標的の生物学的に活性な分子の活性を破壊す
る危険性がある。タンパク質内の単一の部位に化学官能基が導入され得、それから明確か
つ予測可能なタンパク質表面の特定の部位において生物学的に活性な分子に対する１つ以
上のＰＥＧ重合体が選択的に結合可能なＰＥＧ誘導体の開発が望まれている。
【００１４】
　リジン残基に加えて、当該分野における多くの試みは、他のアミノ酸側鎖（システイン
、ヒスチジンおよびＮ末端が挙げられる）を標的とする活性化されているＰＥＧ試薬の開
発に関する。例えば、米国特許第号６，６１０，２８１号および“Polyethylene Glycol 
and Derivatives for Advanced PEGylation”, Nektar Molecular Engineering Catalog,
 2003, pp. 1-17を参照すればよい。システイン残基は、部位特異的変異生成および当該
分野に公知の他の技術を用いてタンパク質の構造へ部位特異的に導入され得、生じた自由
なスルフィドリル部分がチオール反応性の官能基を有しているＰＥＧ誘導体と反応され得
る。しかし、この手法は、自由なスルフィドリル基が存在しているアミノ酸の発現、フォ
ールディングおよび安定性を悪化させ得る点において複雑である。したがって、１つ以上
のＰＥＧ重合体の、タンパク質に対する選択的な結合を可能にすると同時に、スルフィド
リルおよびタンパク質に典型的に見られる他の化学官能基と適合する（すなわち、これら
と所望されない側鎖反応を起こさない）生物学的に活性な分子に化学官能基を導入する手
法を有していることが所望される。
【００１５】
　従来技術の抽出からわかるように、タンパク質の側鎖（特にリジンのアミノ酸側鎖にあ
る－－ＮＨ２部分およびシステインの側鎖にある－－ＳＨ部分）に対する結合のために開
発されているこれらの誘導体は、合成および使用において問題があると証明されている。
いくつかは、加水分解を受け、したがって変性するか、分解されるか、または水性環境（
例えば血流）において不安定であるタンパク質との不安定な結合を形成する。いくつかは
より安定な結合を形成するが、結合が形成される前に加水分解され、つまりＰＥＧ誘導体
上の反応性基がタンパク質と結合し得る前に不活性化され得る。いくつかは、若干の毒性
を示し、したがってインビボにおける使用にとってあまり好適ではない。いくつかは実際
に有用である反応の進行が遅すぎる。いくつかは、タンパク質の活性を担っている部位に
結合することによってタンパク質の活性の消失を起こす。いくつかは、それらが結合する
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部位に特異的ではなく、所望の活性の消失および再現性のない結果を生じ得る。ポリ（エ
チレングリコール）を用いたタンパク質の修飾と関連する問題点を克服するために、より
安定なＰＥＧ誘導体（例えば米国特許第６，６０２，４９８号）、または分子上および表
面上のチオール部分と選択的に反応するＰＥＧ誘導体（例えば米国特許第６，６１０，２
８１号）が開発されている。安定な化学結合を形成するために選択的に反応させることを
所望するまで、生理学的環境において化学的に不活性なＰＥＧ誘導体に対する当該分野に
おける明らかな必要性がある。
【００１６】
　最近、タンパク質の部位特異的修飾に関連する多くの制限の克服を可能にする、タンパ
ク質科学における全く新たな技術が報告されている。具体的には、新たな構成要素が、原
核生物の大腸菌（Escherichia coli）（E. coli）（例えば、L. Wang, et al., (2001), 
Science 292:498-500）、および真核生物の酵母（Sacchromyces cerevisiae）（S. cerev
isiae）（例えば、J. Chin et al., Science 301:964-7 (2003)）のタンパク質生合成機
構に対して加えられている。これらの構成要素は、インビボにおけるタンパク質に対する
遺伝的にコードされないアミノ酸の組込みを可能にしている。新規な化学的、物理的また
は生物学的特性を有する多くの新たなアミノ酸（光親和性標識されたアミノ酸、光異性化
可能なアミノ酸、光架橋アミノ酸（例えばChin, J. W., et al. (2002) Proc. Natl. Aca
d. Sci. U. S. A. 99:11020-11024; and, Chin, J. W., et al., (2002) J. Am. Chem. S
oc. 124:9026-9027を参照すればよい）、ケトアミノ酸、および糖鎖付加アミノ酸が挙げ
られる）が、この方法論を用いて、アンバーコドンＴＡＧに応じてE. coliおよび酵母内
にて、タンパク質に対して効率的かつ高い忠実度を有して組み込まれている。例えば、J.
 W. Chin et al., (2002), Journal of the American Chemical Society 124:9026-9027;
 J. W. Chin, & P. G. Schultz, (2002), ChemBioChem 3(11):1135-1137を参照すればよ
い。これらの研究は、遺伝的にコードされる通常の２０のアミノ酸に見出される官能基の
すべてに対して化学的に不活性であり、効率的にかつ選択的に反応して安定な共有結合を
形成するために使用され得る、タンパク質に見出されない化学官能基（例えば、アルキン
基およびアジド部分）を、選択的かつ日常的に導入することが可能であることを証明して
いる。
【００１７】
　遺伝的にコードされていないアミノ酸をタンパク質に組み込むことができれば、天然に
存在する官能基（例えば、リジンのε位の－ＮＨ２、システインのスルフィドリル－ＳＨ
、ヒスチジンのイミノ基など）に代わる有益な化学官能基の導入が可能である。ある種の
化学官能基は、一般的な２０個の遺伝的にコードされるアミノ酸に見出される官能基に対
して不活性であるが、安定な結合を形成するために容易かつ効率的に反応することが知ら
れている。例えば、アジド基およびアセチレン基は、触媒量の銅が存在する水性条件にお
いてヒュイゲン（Huisgen）［３＋２］付加環化反応を受けることが当該技術において知
られている。例えば、Tornoe, et al., (2002) Org. Chem. 67:3057-3064;およびRostovt
sev, et al., (2002) Angew. Chem. Int. Ed. 41 :2596-2599を参照すればよい。例えば
、タンパク質構造にアジド部分を導入することによって、タンパク質に見られるアミン基
、スルフィドリル基、カルボン酸基、およびヒドロキシル基に対して化学的に不活性であ
るが、アセチレン部分と速やかにかつ効率的に反応して付加環化生成物を形成する官能基
を組み込むことができる。重要なことに、アジドは、アセチレン部分が存在していないと
、他のタンパク質の側鎖が存在したり、生理学的条件下であったりしても、化学的に不活
性のままであり、非反応性を維持する。
【００１８】
　本発明は、ＥＰＯの活性および生成と関連する問題を解決するものであり、生物学的ま
たは薬理学的な特性（例えば、向上した治療半減期）を有しているｈＥＰＯの生成に関す
る。
【００１９】
　〔発明の概要〕
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　本発明は天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯを提供する。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、上記ｆＥＰＯは第２のｆＥＰＯポリペプチドと連結され
ている。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸は水溶性重合体
と連結されている。いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体はポリ（エチレング
リコール）部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ポリ（エチレングリコ
ール）分子は二機能性重合体である。いくつかの実施形態において、上記二機能性重合体
は第２のポリペプチドと連結されている。いくつかの実施形態において、上記第２のポリ
ペプチドはｆＥＰＯポリペプチドである。
【００２２】
　いくつかの実施形態において、ｆＥＰＯポリペプチドは、ポリ（エチレングリコール）
部分を含んでいる水溶性重合体と連結されている少なくとも２つのアミノ酸を含んでいる
。いくつかの実施形態において、少なくとも１つのアミノ酸は天然にコードされていない
アミノ酸である。
【００２３】
　いくつかの実施形態において、１つ以上の上記天然にコードされていないアミノ酸は、
ｆＥＰＯにおける二次構造に対応する以下の領域：１～７（Ｎ－末端）、８～２６（Ａヘ
リックス）、２７～５４（ＡヘリックスおよびＢヘリックスの間にある領域）、５５～８
３（Ｂヘリックス）、８４～８９（ＢヘリックスおよびＣヘリックスの間にある領域）、
９０～１１２（Ｃヘリックス）、１１３～１３７（ＣヘリックスおよびＤヘリックスの間
にある領域）、１３８～１６１（Ｃ－末端）、３９～４１（ベータシート２）、４７～５
２（ミニＢループ）、１１４～１２１（ミニＣループ）、３４～３８（Ａヘリックスおよ
び非平行ベータシートの間にあるループ）、５１～５７（Ｂ’ヘリックスのＣ－末端、Ｂ
’ヘリックスおよびＢヘリックスの間にあるループ、ならびにＢヘリックスのＮ－末端）
、８２～９２（ＢヘリックスおよびＣヘリックスの間にある領域）、１２０～１３３（Ｃ
’ヘリックスおよび非平行ベータシート２の間にある領域）の任意の位置に組み込まれて
いる。いくつかの実施形態において、１つ以上の上記天然にコードされていないアミノ酸
は、ｆＥＰＯにおける以下の位置：１位、２位、３位、４位、５位、６位、７位、８位、
９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１８位、１
９位、２０位、２１位、２２位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２
９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３
９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４
９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５
９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６
９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７
９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８
９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９
９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０
７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１
５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２
３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３
１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３
９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４
７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５
５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６
３位、１６４位、１６５位および１６６位の１つに組み込まれている。いくつかの実施形
態において、１つ以上の上記天然にコードされていないアミノ酸は、ｆＥＰＯにおける以
下の位置：１位、２位、３位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、
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１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１９位、２０位、２１位、２２位、
２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、
３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、
４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、
５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、
６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、
７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、
８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、
９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０
２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１
０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１
８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２
６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３
４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４
２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５
０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５
８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位および
１６６位の１つに組み込まれている。いくつかの実施形態において、１つ以上の上記天然
にコードされていないアミノ酸は、ｆＥＰＯにおける以下の位置：１位、２位、３位、４
位、５位、６位、１７,２１位、２４位、２７位、２８位、 ３０位、３１位、３２位、３
４位、３５位、３６位、３７位、３８位、４０位、５０位、５１位、５２位、５３位、５
４位、５５位、５６位、５７位、５８位、６８位、７２位、７６位、８０位、８２位、８
３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、１
１３位、１１６位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１
２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１
３３位、１３４位、１３６位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位および１６６位
の１つに組み込まれている。いくつかの実施形態において、１つ以上の上記天然にコード
されていないアミノ酸は、ｆＥＰＯにおける以下の位置：１位、２位、３位、４位、５位
、６位、１７位、１８位、２１位、２４位、２７位、２８位、３０位、３１位、３２位、
３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、４０位、５０位、５１位、５２位、５３位、
５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、６８位、７２位、７６位、８０位、８２位、
８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、
１１３位、１１６位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、
１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、
１３３位、１３４，１３６位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位および１６６位
の１つに組み込まれている。いくつかの実施形態において、本発明のｆＥＰＯは、以下の
位置：２１位、２４位、２７位、２８位、３０位、３１位、３４位、３６位、３７位、３
８位、４０位、５５位、６８位、７２位、７６位、８３位、８５位、８６位、８７位、８
９位、１１３位、１１６位、１１９位、１２０位、１２１位、１２３位、１２４位、１２
５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３６位および１６２位の
１つ以上に、非天然に存在しているアミノ酸を１つ以上含んでいる。いくつかの実施形態
において、これらの位置（２１位、２４位、３８位、８３位、８５位、１１６位および１
１９位が挙げられるが、これらに限定されない）または他の位置における非天然に存在し
ているアミノ酸は、水溶性重合体と連結されている。いくつかの実施形態において、本発
明のｆＥＰＯは、以下の位置：１８位、５３位、５８位、１１６位、１２１位、８９位、
９４位、７２位、７７位、８６位、９１位、３１位、３６位、１３２位、１３７位、１６
３位、１６８位、１２０位、１２５位、５５位および６０位の１つ以上に、非天然に存在
しているアミノ酸を１つ以上含んでいる。いくつかの実施形態において、本発明のｆＥＰ
Ｏは、以下の位置：５３位、５８位、１１６位、１２１位、８９位、９４位、７２位、７
７位、８６位、９１位、３１位、３６位、１３２位、１３７位、１６３位、１６８位、１
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２０位、１２５位、５５位および６０位の１つ以上に、非天然に存在しているアミノ酸を
１つ以上含んでいる。いくつかの実施形態において、本発明のｆＥＰＯは、以下の位置：
１８位、５３位、５８位、１１６位、１２１位、８９位、９４位、７２位、７７位、８６
位、９１位、３１位、３６位、１３２位、１３７位、１６３位、１６８位、１２０位、１
２５位、５５位および６０位の１つ以上に、非天然に存在しているアミノ酸を１つ以上含
んでいる。いくつかの実施形態において、これらの位置（５３位、５８位、１１６位、１
２１位、８９位、９４位、７２位、７７位、８６位、９１位、３１位、３６位、１３２位
、１３７位、１６３位、１６８位、１２０位、１２５位、５５位および６０位が挙げられ
るが、これらに限定されない）または他の位置における非天然に存在しているアミノ酸は
、水溶性重合体と連結されている。いくつかの実施形態において、本発明のｆＥＰＯは、
以下の位置：１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位
および１３０位の１つ以上に、非天然に存在しているアミノ酸を１つ以上含んでいる。い
くつかの実施形態において、これらの位置（１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、
１２７位、１２８位、１２９位および１３０位が挙げられるが、これらに限定されない）
または他の位置における非天然に存在しているアミノ酸は、水溶性重合体と連結されてい
る。
【００２４】
　いくつかの実施形態において、上記ｆＥＰＯポリペプチドは、エリスロポエチン受容体
に対する当該ｆＥＰＯポリペプチドの親和性を向上させる置換、付加または欠失を含んで
いる。いくつかの実施形態において、上記ｆＥＰＯポリペプチドは、当該ｆＥＰＯポリペ
プチドの安定性を向上させる置換、付加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態に
おいて、上記ｆＥＰＯポリペプチドは、当該ｆＥＰＯポリペプチドの水溶性を向上させる
置換、付加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｆＥＰＯポリペ
プチドは、宿主細胞において生成される当該ｆＥＰＯポリペプチドの可溶性を向上させる
置換、付加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｆＥＰＯポリペ
プチドは、これらに限定されないが、配列番号２におけるＮ２４、Ｎ３６、Ｎ３８、Ｑ５
８、Ｑ６５、Ｎ８３、Ｑ８６、Ｇ１１３、Ｑ１１５およびＳ１２６ならびにこれらの組合
せからなる群から選択されるアミノ酸の置換を含んでいる。いくつかの実施形態において
、上記ｆＥＰＯポリペプチドは、これらに限定されないが、配列番号４におけるＮ２４、
Ｎ３６、Ｎ３８、Ｑ５８、Ｑ６５、Ｎ８３、Ｑ８６、Ｇ１１３、Ｑ１１５およびＳ１２６
ならびにこれらの組合せからなる群から選択されるアミノ酸の置換を含んでいる。
【００２５】
　いくつかの実施形態において、上記ｆＥＰＯポリペプチドにおける上記アミノ酸置換は
、少なくとも１つの置換が天然にコードされていないアミノ酸を用いてなされていること
を条件に、天然または非天然に存在しているアミノ酸を用いてなされ得る。
【００２６】
　いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸は、カルボニル
基、アセチル基、アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基、セミカルバジド基、ア
ジド基またはアルキン基を含んでいる。
【００２７】
　いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸はカルボニル基
を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸は
以下の構造：
【００２８】
【化１】

【００２９】
（ここで、ｎは１～１０であり、Ｒ１はアルキル、アリール、置換されているアルキルま
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たは置換されているアリールであり、Ｒ２は、Ｈ、アルキル、アリール、置換されている
アルキルまたは置換されているアリールであり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドま
たはアミノ末端修飾基であり、Ｒ４は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボニル末
端修飾基である）
を有している。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸はアミノオキシ
基を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸
はヒドラジド基を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記天然にコードされてい
ないアミノ酸はヒドラジン基を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記天然にコ
ードされていないアミノ酸はセミカルバジド基を含んでいる。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸はアジド基を含
んでいる。いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸は以下
の構造：
【００３２】
【化２】

【００３３】
（ここで、ｎは０～１０であり、Ｒ１はアルキル、アリール、置換されているアルキルも
しくは置換されているアリールであるか、または存在せず、Ｘは、Ｏ、ＮもしくはＳであ
るか、または存在せず、ｍは０～１０であり、Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまた
はアミノ末端修飾基であり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボニル末端
修飾基である）
を有している。
【００３４】
　いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸はアルキン基を
含んでいる。いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸は以
下の構造：
【００３５】
【化３】

【００３６】
（ここで、ｎは０～１０であり、Ｒ１はアルキル、アリール、置換されているアルキルま
たは置換されているアリールであり、Ｘは、Ｏ、ＮもしくはＳであるか、または存在せず
、ｍは０～１０であり、Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはアミノ末端修飾基で
あり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボニル末端修飾基である）
を有している。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、上記ポリペプチドは、エリスロポエチンのアゴニスト、
部分アゴニスト、アンタゴニスト、部分アンタゴニストまたは逆アゴニストである。いく
つかの実施形態において、エリスロポエチンの上記アゴニスト、部分アゴニスト、アンタ
ゴニスト、部分アンタゴニストまたは逆アゴニストは、水溶性重合体と連結されている天
然にコードされていないアミノ酸を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記水溶
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性重合体はポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる。いくつかの実施形態において
、水溶性重合体と連結されている上記天然にコードされていないアミノ酸は、ｆＥＰＯの
Ｓｉｔｅ２領域（ＡＣヘリックスバンドルの表面を包含しているタンパク質の領域）に存
在している。いくつかの実施形態において、水溶性重合体と連結されている天然にコード
されていないアミノ酸を含んでいる上記ｆＥＰＯポリペプチドは、ｆＥＰＯアンタゴニス
トが第２のｆＥＰＯ受容体分子に対する結合を妨げることによって、ｆＥＰＯ受容体の二
量体化を妨げる。いくつかの実施形態において、ロイシン以外のアミノ酸が配列番号２に
おけるＬ１０８と置換されている。いくつかの実施形態において、アルギニンまたはリジ
ンが配列番号２におけるＬ１０８と置換されている。いくつかの実施形態において、天然
にコードされていないアミノ酸が配列番号２におけるＬ１０８と置換されている。
【００３８】
　また、本発明は、ストリンジェントな条件において配列番号２４、配列番号２５、配列
番号２６または配列番号２７とハイブリダイズするポリヌクレオチドを含んでいる単離さ
れている核酸を提供する。ここで、当該ポリヌクレオチドは少なくとも１つセレクターコ
ドンを含んでいる。いくつかの実施形態において、上記セレクターコドンは、アンバーコ
ドン、オーカーコドン、オパールコドン、ユニークコドン、レアコドンおよび４塩基コド
ンからなる群から選択される。
【００３９】
　また、本発明は、水溶性重合体と連結されているｆＥＰＯポリペプチドの製造方法を提
供する。いくつかの実施形態において、当該方法は、天然にコードされていないアミノ酸
を含んでいる単離されているｆＥＰＯポリペプチドを、当該天然にコードされていないア
ミノ酸と反応する部分を含んでいる水溶性重合体と接触させることを包含している。いく
つかの実施形態において、ｆＥＰＯに組み込まれている上記天然にコードされていないア
ミノ酸は水溶性重合体に対して反応性であり、一般的な任意の２０のアミノ酸に対して非
反応性である。
【００４０】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されている上記ｆＥＰＯポリペ
プチドは、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドを、アミノオキシ
基、ヒドロキシルアミン基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基を含ん
でいるポリ（エチレングリコール）と反応させることによって製造されている。いくつか
の実施形態において、上記アミノオキシ基、ヒドロキシルアミン基、ヒドラジン基、ヒド
ラジド基またはセミカルバジド基は、アミド結合を介して上記ポリ（エチレングリコール
）分子と連結されている。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されている上記ｆＥＰＯポリペ
プチドは、カルボニル基を含んでいるポリ（エチレングリコール）分子を、ヒドロキシル
アミン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基を含んでいる天然にコードされていない
アミノ酸を含んでいるポリペプチドと反応させることによって製造されている。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されているｆＥＰＯポリペプチ
ドは、アルキン含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドを、アジド部分を含んで
いるポリ（エチレングリコール）分子と反応させることによって製造されている。いくつ
かの実施形態において、上記アジド基またはアルキン基はアミド結合を介して上記ポリ（
エチレングリコール）分子と連結されている。
【００４３】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されているｆＥＰＯポリペプチ
ドは、アジド含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドを、アルキン部分を含んで
いるポリ（エチレングリコール）分子と反応させることによって製造されている。いくつ
かの実施形態において、上記アジド基またはアルキン基はアミド結合を介して上記ポリ（
エチレングリコール）分子と連結されている。
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【００４４】
　いくつかの実施形態において、上記ポリ（エチレングリコール）分子は約１～約１００
ｋＤａの分子量を有している。いくつかの実施形態において、上記ポリ（エチレングリコ
ール）分子は約１ｋＤａ～約５０ｋＤａの分子量を有している。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、上記ポリ（エチレングリコール）分子は分枝鎖状の重合
体である。いくつかの実施形態において、分枝鎖状の重合体である上記ポリ（エチレング
リコール）の分枝鎖のそれぞれは、１ｋＤａ～１００ｋＤａまたは１ｋＤａ～５０ｋＤａ
の分子量を有している。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、ｆＥＰＯポリペプチドと連結されている上記水溶性重合
体はポリアルキレングリコール部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｆＥＰ
Ｏポリペプチドに組み込まれている上記天然にコードされていないアミノ酸残基は、カル
ボニル基、アセチル基、アミノオキシ基、ヒドラジド基、セミカルバジド基、アジド基ま
たはアルキン基を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｆＥＰＯに組み込まれいて
いる天然にコードされていないアミノ酸残基はカルボニル部分を含んでおり、上記水溶性
重合体が、アミノオキシ基、ヒドロキシルアミン基ヒドラジド基またはセミカルバジド基
を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｆＥＰＯに組み込まれている上記天然にコ
ードされていないアミノ酸残基がアルキン部分を含んでおり、上記水溶性重合体がアジド
部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｆＥＰＯに組み込まれている上記天然
にコードされていないアミノ酸はアジド部分を含んでおり、上記水溶性重合体がアルキン
部分を含んでいる。
【００４７】
　また、本発明は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチ
ド、および薬学的に受容可能な担体を含んでいる組成物を提供する。いくつかの実施形態
において、上記天然にコードされていないアミノ酸は水溶性重合体と連結されている。
【００４８】
　また、本発明は、上記ｆＥＰＯポリペプチドをコードしておりかつセレクターコドンを
含んでいるポリヌクレオチドを含んでいる細胞を提供する。いくつかの実施形態において
、上記細胞は上記ｆＥＰＯ内に上記天然にコードされていないアミノ酸を置換するための
直交性の（orthogonal）ＲＮＡ合成酵素および／または直交性のｔＲＮＡを含んでいる。
【００４９】
　また、本発明は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチ
ドの製造方法を提供する。いくつかの実施形態において、当該方法は、ｆＥＰＯポリペプ
チド、直交性のＲＮＡ合成酵素および直交性のｔＲＮＡをコードしている１つ以上のポリ
ヌクレオチドを含んでいる細胞を、当該ｆＥＰＯを発現可能な条件において培養すること
；ならびに当該細胞および／または培養培地から上記ｆＥＰＯを精製することを包含して
いる。
【００５０】
　また、本発明はｆＥＰＯの治療半減期、血中半減期または循環時間を増大させる方法を
提供する。いくつかの実施形態において、当該方法は、天然に存在しているｆＥＰＯにお
ける１つ以上の任意のアミノ酸を天然にコードされていないアミノ酸に置換すること、お
よび／または当該ｆＥＰＯポリペプチドを水溶性重合体と連結することを包含している。
【００５１】
　また、本発明は、本発明のｆＥＰＯ分子の治療有効量を用いた処置を必要としている患
者を処置する方法を提供する。いくつかの実施形態において、当該方法は、天然にコード
されていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体
を含んでいる薬学的組成物の治療有効量を上記患者に投与することを包含している。いく
つかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸は水溶性重合体と連結
されている。
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【００５２】
　また、本発明は、少なくとも１つのアミノ酸が天然にコードされていないアミノ酸によ
って置換されている点を除いて、配列番号１、配列番号２、配列番号３または配列番号４
に示されている配列を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドを提供する。いくつかの実施形態
において、上記天然にコードされていないアミノ酸は水溶性重合体と連結されている。い
くつかの実施形態において、上記水溶性重合体はポリ（エチレングリコール）部分を含ん
でいる。いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ酸は、配列
番号２、配列番号４、または配列番号１もしくは配列番号３の対応するアミノ酸位置に由
来する１位～６位、２１位～４０位、６８位～８９位、１１６位～１３６位、１６２位～
１６６位の残基（これらが挙げられるが、限定されない）からなる群から選択される位置
に置換されている。いくつかの実施形態において、上記天然にコードされていないアミノ
酸は、カルボニル基、アミノオキシ基、ヒドラジド基、ヒドラジン基、セミカルバジド基
、アジド基またはアルキン基を含んでいる。
【００５３】
　また、本発明は、配列番号１、配列番号２、配列番号３もしくは配列番号４に示されて
いる配列を含んでいるｆＥＰＯポリペプチド、ならびに薬学的に受容可能な担体を含んで
いる薬学的組成物を提供する。ここで、少なくとも１つのアミノ酸が天然にコードされて
いないアミノ酸によって置換されている。また、本発明は、配列番号２もしくは配列番号
４に示されている配列を含んでいるｆＥＰＯポリペプチド、ならびに薬学的に受容可能な
担体を含んでいる薬学的組成物を提供する。ここで、少なくとも１つのアミノ酸が天然に
コードされていないアミノ酸によって置換されている。いくつかの実施形態において、上
記天然にコードされていないアミノ酸は糖部分を含んでいる。いくつかの実施形態におい
て、水溶性重合体が糖部分を介して上記ポリペプチドと連結されている。
【００５４】
　〔図面の簡単な説明〕
　図１－ヒトおよびネコのエリスロポエチンの配列整列化の図。
【００５５】
　図２－ジーンバンクに寄託されている２つの配列（ジーンバンクアクセッション番号：
Ｕ００６８５およびジーンバンク受入れ番号：Ｌ１０６０６）の間における差異、共通配
列を強調している図。
【００５６】
　図３－４ヘリックスバンドルタンパク質のエリスロポエチン（ＥＰＯ）に関する一般的
な構造の図が、高親和性および低親和性の受容体とともに示されている。
【００５７】
　図４－４ヘリックスバンドルタンパク質のエリスロポエチン（ＥＰＯ）に関する一般的
な構造の別の視点からの図が、高親和性および低親和性の受容体とともに示されている。
【００５８】
　図５－天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
が示されている図。
【００５９】
　図６－天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
を上面視している図。
【００６０】
　図７－天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
を側面視している図。
【００６１】
　図８－天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
、配列番号２および配列番号４に由来する天然に存在しているアミノ酸およびそのアミノ
酸位置、ならびにこれらの部位に関するＣｘの平均値の表。
【００６２】
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　図９－天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
、配列番号２および配列番号４に由来する天然に存在しているアミノ酸およびそのアミノ
酸位置、ならびにこれらの部位に関するＣｘの平均値の表。
【００６３】
　図１０ａ－調合緩衝液に対してグラフ化されている４５０ｎｍにおける吸光度。
【００６４】
　図１０ｂ－エンドトキシンに対してグラフ化されている４５０ｎｍにおける吸光度。
【００６５】
　図１１－ＴＦ－１増殖アッセイの図。
【００６６】
　図１２－リガンド結合によるｆＥＰＯ受容体の二量体化の図。
【００６７】
　図１３－鐘形の用量応答曲線を示している、ｆＥＰＯの濃度の増加に対してプロットさ
れた４５０ｎｍにおける吸光度。
【００６８】
　図１４－ＴＦ－１細胞の異なる播種密度を示している。このグラフは、例えば、ＪＡＫ
－ＳＴＡＴシグナル伝達経路にｆＥＰＯに応じた最適な活性を与えるｆＥＰＯおよびｆＥ
ＰＯ受容体の間の比率が１：２であることを示している。
【００６９】
　図１５－細胞のスタベーションが細胞分裂を同期化し、より大きなダイナミックレンジ
を生じるか否かを決定する実験結果のグラフ－その結果は、これが特に有利ではないこと
を示した。
【００７０】
　図１６－２００００の播種密度、７２時間のインキュベーション時間、５００ｎｇ／ｍ
ｌのｆＥＰＯの開始濃度および２．５倍希釈を用いたＴＦ－１アッセイのために使用され
た条件のグラフ。
【００７１】
　図１７－細胞の継代数、ＥＣ５０、吸光度およびダイナミックレンジに関するデータを
提供している、アッセイの信頼性を測定する表。
【００７２】
　図１８－野生型のｆＥＰＯおよび調合緩衝液を用いたＴＦ－１の成績の表およびグラフ
。
【００７３】
　図１９－ヒトおよびネコの野生型のＥＰＯの間におけるアッセイの成績を比較するグラ
フ。
【００７４】
　図２０－対照として野生型のｆＥＰＯを用いた調整済および未調整のＣＨＯ培地の濃度
変化に対して測定された吸光度のグラフ。
【００７５】
　図２１－低下する濃度および測定された吸光度に関する、野生型のｆＥＰＯ、ＣＨＯ／
ＰＥＩ＋１．２５ｍｇ／ｍＬのｆＥＰＯおよびＣＨＯ／ＰＥＩ単独を比較するグラフ。
【００７６】
　図２２－野生型のｆＥＰＯと比較したときの、組み込まれている非天然アミノ酸ｐＡＦ
を有しているｆＥＰＯバリアントの相対活性の表およびグラフ。
【００７７】
　図２３－組み込まれている非天然アミノ酸ｐＡＦを有している種々のｆＥＰＯバリアン
ト、およびそれぞれのＥＤ５０　ｎｇ／ｍＬの測定の棒グラフ。
【００７８】
　図２４－野生型のｆＥＰＯと比較したときの、４℃および－８０℃において５週間以上
にわたって保存されたＥ７２　ｆＥＰＯバリアント、およびそれらの吸光度のグラフ。
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【００７９】
　図２５－Ｌｕｃｙ　Ｆベクター、ならびにｔＲＮＡ、所望の転写エレメントの遺伝子お
よびｔＲＮＡ合成酵素の位置の模式図。
【００８０】
　図２６－Ｉｒｗｉｎベクター、ならびにｔＲＮＡ、所望の転写エレメントの遺伝子およ
びｔＲＮＡ合成酵素の位置の模式図。
【００８１】
　図２７－ネコエリスロポエチンのためのＬｕｃｙ　Ｆにおける抑制発現コンストラクト
Ｌ　ＢＢ－Ｏｐｔｉ　ＦＥＰＯの模式図。
【００８２】
　図２８－ネコエリスロポエチンのためのＩｒｗｉｎにおける抑制発現コンストラクトＬ
　ＢＢ－Ｏｐｔｉ　ＦＥＰＯの模式図。
【００８３】
　図２９－軽鎖遺伝子および重鎖遺伝子を有している、ジェネリック抗体をコードしてい
る本発明に係る抑制発現コンストラクトを示す模式図。
【００８４】
　図３０－ＥＬＩＳＡによって測定された、ｐＡＦ存在下におけるｆＥＰＯの抑制レベル
（ＯＤ－５０）を示している棒グラフ。
【００８５】
　図３１－ＳＤＳ－ＰＡＧＥによるＰＥＧ付加ｆＥＰＯの移動度を示している。レーン１
～３：２０ｋＤａ　ＰＥＧがｆＥＰＯのＲ５３　ｐＡＦバリアントと反応している。レー
ン１：Ｒ５３、８μｇのｆＥＰＯ添加、ＰＥＧなし。レーン２：Ｒ５３　ＰＥＧ付加、２
μｇのｆＥＰＯ添加。レーン３：Ｒ５３　ＰＥＧ付加、８μｇのｆＥＰＯ添加。レーン４
～６：３０ｋＤａのＰＥＧがｆＥＰＯのＰ１２９　ｐＡＦバリアントと反応している。レ
ーン４：Ｐ１２９、８μｇのｆＥＰＯ添加、ＰＥＧなし。レーン５：Ｐ１２９　ＰＥＧ付
加、２μｇのｆＥＰＯ添加。レーン６：Ｐ１２９　ＰＥＧ付加、８μｇのｆＥＰＯ添加。
レーン７～９：４０ｋＤａのＰＥＧがｆＥＰＯのＹ４９　ｐＡＦバリアントと反応してい
る。レーン７：Ｙ４９、８μｇのｆＥＰＯ添加、ＰＥＧなし。レーン９：Ｙ４９　ＰＥＧ
付加、８μｇのｆＥＰＯ添加。３８ｋＤａにおける横向きの矢印はＰＥＧ付加なしのｆＥ
ＰＯの移動度を支援している。矩形の囲みはＰＥＧ付加ｆＥＰＯの移動度の領域を示して
いる。
【００８６】
　図３２－ｆＥＰＯのＤ５５およびＰ１２９　ｐＡＦバリアントに関するＰＥＧ付加反応
（３０ｋＤａ）、これらのＰＥＧ付加バリアントを示しているＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル。レ
ーン１：Ｄ５５、ＰＥＧなし。レーン２：Ｄ５５　ＰＥＧ付加。レーン３：野生型のｆＥ
ＰＯ、インキュベーションなし。レーン４：Ｐ１２９、８μｇのｆＥＰＯ、ＰＥＧなし。
レーン５：Ｐ１２９　ＰＥＧ付加、２μｇのｆＥＰＯ添加。レーン６：Ｐ１２９　ＰＥＧ
付加、８μｇのｆＥＰＯ添加。３８ｋＤａにおける横向きの矢印はＰＥＧなしのｆＥＰＯ
の移動度を示している。矩形の囲みはＰＥＧ付加ｆＥＰＯの移動度の領域を示している。
【００８７】
　図３３－ｆＥＰＯ　Ａ１　ｐＡＦバリアントに対するＰＥＧ付加反応（３０ｋＤａ）の
成功を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル。
【００８８】
　図３４－２者の間に９４％の相同性があるｃＥＰＯ（配列番号３１）およびｆＥＰＯ（
配列番号４）のアミノ酸配列の比較。
【００８９】
　図３５－２者の間に９４％の相同性があるｅＥＰＯ（配列番号３３）およびｆＥＰＯ（
配列番号４）のアミノ酸配列の比較。
【００９０】
　図３６－実施例３２において実施された実験からの、ヘマトクリットおよび赤血球（Ｒ
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ＢＣ）に対するバリアント処理の影響を示しているグラフ。
【００９１】
　〔定義〕
　本発明は本明細書に記載されている特定の方法論、手順、細胞株、コンストラクトおよ
び試薬に制限されず、よって変更可能であることが理解されるべきである。また、本明細
書において使用される専門用語は、特定の実施形態のみを説明することを目的としており
、添付の特許請求の範囲によってのみ制限される本発明の範囲を制限することを意図され
ていないことが理解されるべきである。
【００９２】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用されるときに、単数形“ａ”、“ａ
ｎ”、および“ｔｈｅ”は、前後関係から１つのものを明確に示している場合を除いて、
複数を指すことを包含している。したがって例えば、“ｆＥＰＯ”に対する言及は、１つ
以上のそのようなタンパク質を指し、当業者にとって公知のこれらの等価物などを包含し
ている。
【００９３】
　他に明示されていない限り、本明細書において使用される技術用語および科学用語は、
本発明が属する技術分野の当業者に通常に理解されるような、同じ意味を有している。任
意の方法、装置および物質、本明細書に記載されているそれらの類似物または等価物が本
発明の実施または試験に使用され得るが、好ましい方法、装置および材料は、これから説
明される。
【００９４】
　本明細書に述べられている公報および特許は、例えば、現在、説明されている本発明と
関連して使用され得る公報に説明されているコンストラクトおよび方法論を説明し、開示
することを目的として、参照によって本明細書に援用される。本明細書において議論され
る公報において、本願の出願日の前における開示内容が単に規定される。本明細書におい
て、先の発明によって当該開示に先立つために、または任意の他の理由によって、発明者
に権利が与えられないことの承認として解釈されるべきではない。
【００９５】
　“実質的に精製された”という用語は、天然に存在する環境（すなわち、天然の細胞ま
たはｆＥＰＯポリペプチドが組換え的に産生される場合における宿主細胞）に見られるよ
うな、ｆＥＰＯタンパク質と付随するか、または相互作用する化合物を実質的にか、また
はほとんど含み得ない、ｆＥＰＯポリペプチドを指す。細胞性物質を実質的に含み得ない
ｆＥＰＯポリペプチドとしては、混入しているタンパク質が、（乾燥重量として）約３０
％未満、約２５％未満、約２０％未満、約１５％未満、約１０％未満、約５％未満、約４
％未満、約３％未満、約２％未満、または約１％未満である、タンパク質の調製物が挙げ
られる。ｆＥＰＯポリペプチドまたはこれらのバリアントが、宿主細胞において組換え的
に産生される場合に、タンパク質は、細胞の乾燥重量の約３０％、約２５％、約２０％、
約１５％、約１０％、約５％、約４％、約３％、約２％、または約１％もしくはそれ未満
において存在し得る。ｆＥＰＯポリペプチドまたはこれらのバリアントが、宿主細胞にお
いて組換え的に産生される場合に、タンパク質は、細胞の乾燥重量の約５ｇ／ｌ、約４ｇ
／ｌ、約３ｇ／ｌ、約２ｇ／ｌ、約１ｇ／ｌ、約７５０ｍｇ／ｌ、約５００ｍｇ／ｌ、約
２５０ｍｇ／ｌ、約１００ｍｇ／ｌ、約５０ｍｇ／ｌ、約１０ｍｇ／ｌ、または約１ｍｇ
／ｌもしくはそれ未満において培養培地に存在し得る。したがって、本発明の方法によっ
て産生される“実質的に精製された”ｆＥＰＯポリペプチドは、適切な方法（例えば、Ｓ
ＤＳ／ＰＡＧＥ分析、ＲＰ－ＨＰＬＣ、ＳＥＣ、およびキャピラリー電気泳動）によって
決定されるときに、少なくとも約３０％、少なくとも３５約％、少なくとも約４０％、少
なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６０％、少
なくとも約６５％、少なくとも約７０％の純度、詳細には少なくとも約７５％、８０％、
８５％の純度、そしてより詳細には少なくとも約９０％の純度、少なくとも約９５％の純
度、少なくとも約９９％またはそれ以上の純度を有している。
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【００９６】
　“組換え宿主細胞”または“宿主細胞”は、挿入に使用される方法（例えば、直接的な
取り込み、形質導入、ｆ－交配（f-mating）、または組換え宿主細胞を作り出すために使
用される他の公知の方法）にかかわらず、外来性のポリヌクレオチドを含んでいる細胞を
指す。外来性のポリヌクレオチドは、宿主のゲノムに組み込まれないベクター（例えばプ
ラスミド）として維持され得るか、または宿主のゲノムに組み込まれ得る。
【００９７】
　本明細書において使用されるとき、“培地”または“培養液”という用語は、任意の宿
主細胞（細菌宿主細胞、酵母宿主細胞、昆虫宿主細胞、植物宿主細胞、真核生物宿主細胞
、哺乳類宿主細胞、ＣＨＯ細胞またはE. coliが挙げられる）、および細胞内容物を保持
し得るか、または含有し得る任意の培養培地、溶液、固体、半固体、または固定担体を包
含している。したがって、当該用語は、宿主細胞が培養されている培地（例えば、ｆＥＰ
Ｏポリペプチドが分泌されている培地（増殖段階の前または後のいずれかにおける培地）
）を包含し得る。また、当該用語は、“ｆＥＰＯ”ポリペプチドが細胞内において産生さ
れ、宿主細胞が溶解されるか、または崩壊させられてｆＥＰＯポリペプチドを放出する場
合に、宿主細胞溶解液を含有している緩衝液または試薬を包含し得る。
【００９８】
　本明細書において用いられるとき、“ＩＲＥＳ”、すなわち内部リボソーム進入部位は
当業者に知られている。ＩＲＥＳは核酸分子（例えば、ｍＲＮＡ分子）の領域である。当
該領域は、キャップ非依存性の翻訳のためのアッセイ（米国特許第６，７１５，８２１号
明細書に記載される二シストロン性の受容体アッセイなど）において、翻訳を開始させる
ために十分な内部リボソームの進入／結合を可能にする。ｍＲＮＡ分子内におけるＩＲＥ
Ｓの存在によって、結合タンパク質をコードする配列（ＩＲＥＳが存在しなければ翻訳さ
れない配列）のキャップ非依存性の翻訳が可能である。ＩＲＥＳの領域はピコナウイルス
において最初に同定され、当該領域はキャップ非依存性の翻訳にとっての典型とみなされ
ている。すべてのピコナウイルスの５’ＵＴＲＳは長く、リボソームの直接的な供給およ
び結合によって翻訳開始を媒介し、それにより、キャップ結合の最初の段階を回避する。
【００９９】
　ＩＲＥＳ因子はウイルス性のｍＲＮＡＳにしばしば見られ、非ウイルス性のｍＲＮＡに
おいてまれに見られる。これまでに、非ウイルス性のｍＲＮＡがそれらの各５’ＵＴＲＳ
に機能性のＩＲＥＳ因子を含んでいることが知られている。この機能性のＩＲＥＳ因子と
しては、免疫グロブリン重鎖結合タンパク質（ＢＩＰ）（Macejak, D. J. et al., Natur
e 353:90-94 (1991)）；Drosophilaのアンテナペディア（Antennapedia）（Oh, S. K. et
 al., Genes Dev. 6:1643-53 (1992)）；Drosophilaのウルトラビソラン（Ultrabithoran
）（Ye, X. et al., Mol. Cell. Biol. 17:1714-21 (1997 )）；線維芽細胞増殖因子２（
Vagner et al., Mol. Cell. Biol. 15:35-47 (1915）；開始因子（Gan et al., J. Biol.
 Chem. 273:5006-12 (1992)）；タンパク質癌遺伝子ｃ－ｍｙｃ（Nambru et al., J. Bio
l. Chem. 272:32061-6 (1995)); Stonely M. Oncogene 16:423-8 (1998)）；血管内皮増
殖因子（ＶＥＧＦ）（Stein J. et al., Mol. Cell. Biol. 18:3112-9 (1998)）が挙げら
れる。細胞性ＩＲＥＳ因子は、ＩＲＥＳ配列に対してか、または互いに、明らかな配列ま
たは構造的な類似性を有しておらず、したがって細胞性ＩＲＥＳ因子は翻訳アッセイを用
いて同定される。他の公知のＩＲＥＳは、参照によって本明細書に援用される米国特許出
願第６，１７１，８２１号明細書に開示されているＸＩＡＰ　ＩＲＥＳである。
【０１００】
　タンパク質のフォールディングに関して本明細書に使用されるとき、“還元剤”は、還
元状態においてスルフィドリル基を維持し、分子内または分子間のジスルフィド結合を還
元する、任意の化合物または物質と定義づけられる。好適な還元剤としては、ジチオスレ
イトール（ＤＴＴ）、２－メルカプトエタノール、ジチオエリスリトール、システイン、
システアミン（２－アミノエタンチオール）および還元グルタチオンが挙げられるが、こ
れらに限定されない。広範な還元剤が本発明の方法および組成物における使用に好適であ
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ることは、当業者にとって直ちに明らかになる。
【０１０１】
　タンパク質のフォールディングに関して本明細書に使用されるとき、“酸化剤”は、酸
化される化合物から電子を除去できる任意の化合物または物質と定義づけられる。好適な
酸化剤としては、酸化グルタチオン、シスチン、シスタミン、酸化ジチオスレイトール、
酸化エリスレイトールおよび酸素が挙げられるが、これらに限定されない。広範な酸化剤
が本発明の方法における使用に好適であることは、当業者にとって直ちに明らかになる。
【０１０２】
　本明細書に使用されるとき、“変性剤（denaturing agent）”“変性剤（denaturant）
”は、タンパク質の可逆的な変性を引き起こす任意の化合物または物質と定義づけられる
。変性剤または変性剤の強さは、特定の変性剤または変性剤の性質および濃度の両方によ
って決定される。好適な変性剤または変性剤は、カオトロープ、界面活性剤、有機溶媒、
水混和性溶媒、リン脂質または当該試薬の２つ以上の組合せであり得る。好適なカオトロ
ープとしては、尿素、グアジニンおよびチオシアン酸ナトリウムが挙げられるが、これら
に限定されない。有用な界面活性剤としては、ドデシル硫酸ナトリウム、またはポリオキ
シエチレンエーテル（例えば、ＴｗｅｅｎまたはTriton界面活性剤）といった強力な界面
活性剤、サルコシル（Sarkosyl）、穏やかな非イオン性界面活性剤（例えば、ジギトニン
）、Ｎ－＞２，３－（ジオレイオキシ）－プロピル－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウ
ムといった穏やかなカチオン性界面活性剤、穏やかなイオン性界面活性剤（例えば、コー
ル酸ナトリウムまたはデオキシコール酸ナトリウム）または両性イオン性界面活性（これ
らに限定されないが、スルホベタイン（ツヴァイッタージェント）、３－（３－クロルア
ミドプロピル）ジメチルアンモニオ－１－プロパン硫酸塩（ＣＨＡＰＳ）、３－（３－ク
ロルアミドプロピル）ジメチルアンモニオ－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホン酸塩
（ＣＨＡＰＳＯ）が挙げられる）が挙げられ得るが、これらに限定されない。アセトニト
リル、低級アルカノール（特にエタノールまたはイソプロパノールといったＣ２－Ｃ４ア
ルカノール）、または低級アルカンジオール（特にエチレングリコールといったＣ２－Ｃ

４アルカンジオール）といった水混和性の有機溶媒が、変性剤として使用され得る。本発
明において有用なリン脂質は、天然に存在するリン脂質（例えばホスファチジルエタノー
ルアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリンおよびホスファチジルイノシト
ール）であり得るか、または合成リン脂質の誘導体（例えばジヘキサノイルホスファチジ
ルコリンまたはジヘプタノイルホスファチジルコリン）もしくはバリアントであり得る。
【０１０３】
　本明細書に使用されるとき、“リフォールディング”は、ジスルフィド結合を含んでい
るポリペプチドを、不適切に折りたたまれた状態または変性された状態から、ジスルフィ
ド結合に関して本来の立体構造または適切に折りたたまれた立体構造に変形させる任意の
過程、反応または方法を説明する。
【０１０４】
　本明細書に使用されるときに、“コフォールディング（cofolding）”は、互いに相互
作用する少なくとも２つのポリペプチドを用いて、変性されたポリペプチドまたは不適切
に折りたたまれたポリペプチドを本来の適切に折りたたまれたポリペプチドに変形させる
リフォールディングの過程、反応または方法を特に指す。
【０１０５】
　本明細書に使用されるとき、“エリスロポエチン”または“ＥＰＯ”は、ネコエリスロ
ポエチン（ｆＥＰＯ）の生物学的な活性の少なくとも１つを有しているポリペプチドおよ
びタンパク質、ならびにその生物学的な活性、およびさらにそれらの合成方法もしくは作
製方法（組換え法（ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡのいずれかから生成される）、合成法、
遺伝子導入法および遺伝子活性化法が挙げられるが、これらに限定されない）にかかわら
ず、エリスロポエチン類似物、エリスロポエチンのアイソフォーム（例えば、参照によっ
て本明細書に援用される米国特許第５，８５６，２９８号に記載のもの）、エリスロポエ
チン模倣物（例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，３１０，０７８
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号に記載のもの）、エリスロポエチン断片、ハイブリッドエリスロポエチンタンパク質、
融合タンパク質のオリゴマーおよび多量体、相同物、糖鎖付加型のバリアントおよび変異
体を包含している。エリスロポエチンの特定の例としては、エポエチンアルファ（例えば
、参照によって本明細書に援用される米国特許第４，６６７，０１６号；米国特許第４，
７０３，００８号；米国特許第５，４４１，８６８号；米国特許第５，５４７，９３３号
；米国特許第５，６１８，６９８号；米国特許第５，６２１，０８０号；米国特許第５，
７５６，３４９号；および米国特許第５，９５５，４２２号に記載のもの）、ダルベポエ
チンアルファ（例えば、欧州特許出願第６４０６１９号に記載のもの）、DYNEPO（登録商
標）（エポエチンデルタ）、ヒトエリスロポエチン類似物（例えば、参照によって本明細
書に援用される国際公開第９９６６０５４号、米国特許第６，５４８，６５３号および米
国特許第５，８８８，７７２号に記載のヒト血清アルブミンの融合タンパク質）、エリス
ロポエチン変異体（例えば、参照によって本明細書に援用される国際公開第９９３８８９
０号、米国特許第６，４８９，２９３号、米国特許第５，８８８，７７２号、米国特許第
５，６１４，１８４号および米国特許第５，４５７，０８９号に記載のもの）、エリスロ
ポエチンオメガ（参照によって本明細書に援用される米国特許第５，６８８，６７９号；
米国特許第６，０９９，８３０号；米国特許第６，３１６，２５４号；および米国特許第
６，６８２，９１０号に記載のヒトエリスロポエチンのＡｐａＩ制限酵素断片から生成さ
れ得る）、改変されている糖鎖付加型のヒトエリスロポエチン（例えば、国際公開第９９
１１７８１号およびＥＰ１０６４９５１に記載のもの）、およびＰＥＧが抱合されている
エリスロポエチン類似物（例えば、参照によって本明細書に援用される国際公開第９８０
５３６３号、米国特許第５，６４３，５７５号；米国特許第６，５８３，２７２号；米国
特許第６，３４０，７４２号；および米国特許第６，５８６，３９８号に記載のもの）が
挙げられるが、これらに限定されない。内因性のヒトエリスロポエチンの発現のために改
変されている細胞株の特定の例が、参照によって本明細書に援用される国際公開第９９０
５２６８号、国際公開第９４１２６５０号および米国特許第６，３７６，２１８号に記載
されている。
【０１０６】
　“ネコエリスロポエチン（ｆＥＰＯ）”または“ｆＥＰＯポリペプチド”という用語は
、上述のエリスロポエチンまたはＥＰＯ、ならびに天然に存在しているｆＥＰＯの生物学
的な活性の少なくとも１つを保持しているポリペプチドを指す。ｆＥＰＯポリペプチドは
、天然に存在しているネコエリスロポエチンの薬学的に受容可能な塩およびプロドラッグ
、および当該塩のプロドラッグ、多形体、水和物、溶媒和物、生物学的に活性な断片、生
物学的に活性なバリアントおよび立体異性体、このほかに天然に存在しているヒトエリス
ロポエチンのアゴニスト、模倣物およびアンタゴニストならびにこれらのポリペプチド融
合物を包含している。ｆＥＰＯポリペプチドおよび模倣物の例としては、参照によって本
明細書に援用される米国特許第６，３１０，０７８号；米国特許第５，１０６，９５４号
；米国特許第６，７０３，４８０号；米国特許第６，６４２，３５３号；米国特許第５，
９８６,０４７号；および米国特許第５，７１２，３７０号に記載のものが挙げられる。
アミノ末端、カルボキシ末端、またはその両方にさらなるアミノ酸を含んでいる融合物が
“ｆＥＰＯポリペプチド”という用語に包含される。例示的な融合物としては、ｆＥＰＯ
のＮ末端にメチオニンが結合しているメチオニルエリスロポエチン、精製のための融合物
（ポリヒスチジンまたは親和性エピトープに対する融合物が挙げられるが、これらに限定
されない）、血清アルブミン結合ペプチドとの融合物、および血清タンパク質（例えば血
清アルブミン）との融合物が挙げられるが、これらに限定されない。天然に存在している
ｆＥＰＯの完全なアミノ酸配列および天然に存在している成熟ｆＥＰＯのアミノ酸配列に
ついては、それぞれ配列番号１および配列番号２を参照すればよい。ｆＥＰＯの完全なア
ミノ酸配列および成熟ｆＥＰＯのアミノ酸配列の共通配列については、配列番号３および
配列番号４を参照すればよい。いくつかの実施形態において、本発明のｆＥＰＯポリペプ
チドは、配列番号１、配列番号２、配列番号３または配列番号４と実質的に同一である。
ｆＥＰＯ変異体および変異体ｆＥＰＯポリペプチドをコードしている核酸分子は周知であ
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る。ｆＥＰＯ変異体の例としては、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，４
８９，２９３号；米国特許第６，１５３，４０７号；米国特許第６，０４８，９７１号；
米国特許第５，６１４，１８４号；および米国特許第５,４５７，０８９号が挙げられる
。
【０１０７】
　エリスロポエチンまたはｆＥＰＯは、種々の生物学的活性（受容体の二量体化を引き起
こすその受容体に対する結合、赤血球細胞産生の刺激および細胞増殖の刺激が挙げられる
が、これらに限定されない）を有している。エリスロポエチンおよびｈＥＰＯの生物学的
な活性のいくつかの例が、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，６７６，９
４７号；米国特許第６，５７９，５２５号；米国特許第６，５３１，１２１号；米国特許
第６，５２１，２４５号；米国特許第６，４８９,２９３号；米国特許第６，３６８，８
５４号；米国特許第６，３１６，２５４号；米国特許第６，２６８，３３６号；米国特許
第６，２３９，１０９号；米国特許第６,１６５，２８３号；米国特許第５，９８６，０
４７号；米国特許第５，８３０，８５１号；および米国特許第５，７７３，５６９号に記
載されている。
【０１０８】
　ｆＥＰＯの生物学的に活性な断片／バリアントは、最初の２６アミノ酸が分泌中に切断
され、最後の４アミノ酸の１つ以上が除去されてエリスロポエチンの成熟形態を形成する
（配列番号１および配列番号２）１９２アミノ酸を含んでいる遺伝子産物を包含している
。また、“ｆＥＰＯポリペプチド”という用語は、２４位、３８位および８３位にＮ型糖
鎖付加部位を有しており、１２６位にＯ型糖鎖付加部位を有している糖鎖付加形態（Take
uchi et al. (1988) JBC 263: 3657-3663; Saski et al. (1988) Biochemistry 27: 8618
-8626）を包含している。また、単一のヌクレオチド変更を含んでいるバリアント（すな
わちＳ１０４ＮおよびＬ１０５Ｆ、Ｐ１２２Ｑ、Ｅ１３Ｑ、Ｑ５８－＞ＱＱ、Ｇ１１３Ｒ
）は、生物学的に活性なｆＥＰＯのバリアントと見なされる（Jacobs et al., (1985) Na
ture 313: 806-810; Funakoshi et al., (1993) Biochem.Biophys.Res.Comm. 195: 717-7
22）。また、“ｆＥＰＯポリペプチド”という用語は、ｆＥＰＯのヘテロ二量体、ホモ二
量体、ヘテロ多量体もしくはホモ多量体、または化学的手法によって連結されているか、
または融合タンパク質として発現されている任意の他のポリペプチド、タンパク質、炭化
水素、重合体、小分子、リガンド、もしくは任意の他の種類の活性な分子（参照によって
本明細書に援用されるSytkowski et al., (1998) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 95(3):1184-8
；およびSytkowski et al. (1999) J.Biol.Chem. 274(35):24773-8、ならびに米国特許第
６，１８７，５６４号；米国特許第６，７０３，４８０号；米国特許第５，７６７，０７
８号）、ならびに特定の欠失を含んでおり、生物学的な活性を維持しているポリペプチド
類似物（Boissel et al., (1993) JBC 268: 15983-15993；Wen et al., (1994) JBC 269:
 22839-22846；Bittorf et al., (1993) FEBS 336: 133-136；および参照によって本明細
書に援用される米国特許第６，１５３，４０７号）を包含している。
【０１０９】
　本明細書に記載されているｆＥＰＯにおけるアミノ酸位置に対するすべての言及は、特
に指定が（すなわち比較が配列番号３に基づいていると述べられている場合では）ない限
り、配列番号２における位置に基づいている。当業者は、配列番号２における位置に対応
するアミノ酸位置がｆＥＰＯの融合物、バリアント、断片などにおいて容易に同定され得
ることを理解する。例えば、配列整列化プログラム（例えばＢＬＡＳＴ）を使用して、配
列番号２に対応するタンパク質における特定の位置が整列化され、同定され得る。配列番
号２を参照して本明細書に記載されているアミノ酸の置換、欠失または付加は、本明細書
に記載されているか、または当該分野に公知のｆＥＰＯの融合物、バリアント、断片など
における対応する位置の置換、欠失または付加をも指すことが意図されており、本発明に
よって明らかに包含されている。
【０１１０】
　“ｆＥＰＯ”という用語は、１つ以上のアミノ酸の置換、付加または欠失を含んでいる
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ｆＥＰＯポリペプチドを包含している。天然に存在しているｆＥＰＯにおける広範なアミ
ノ酸位置における例示的な置換が説明されており、当該置換としては、アゴニスト活性を
向上させる置換、ポリペプチドの可溶性を増大させる置換、ポリペプチドをアンタゴニス
トに変換する置換などが挙げられるが、これらに限定されない。当該置換は“ｆＥＰＯポ
リペプチド”という用語によって包含されている。
【０１１１】
　ネコＥＰＯアンタゴニストとしては、低い親和性の受容体結合部位（Ｓｉｔｅ２）に見
られるＶ１１、Ｒ１４、Ｙ１５、Ｄ９６、Ｋ９７、Ｓ１００、Ｒ１０３、Ｓ１０４、Ｔ１
０７、Ｌ１０８およびＲ１１０に置換を有しているもの（Ｖ１１Ｓ、Ｒ１４Ｑ、Ｙ１５Ｉ
、Ｓ１００Ｅ、Ｒ１０３Ａ、Ｓ１０４ＩおよびＬ１０８Ｋが挙げられるが、これらに限定
されない（Elliot et al. 1993を参照））が挙げられるが、これらに限定されない。いく
つかの実施形態において、ｆＥＰＯアンタゴニストは、ｆＥＰＯをアンタゴニストとして
作用させる１０～１５位または１００～１０８位の領域に少なくとも１つの置換を含んで
いる。Elliot et al. 1993 and Cheetham et al. 1998を参照すればよい。いくつかの実
施形態において、ｆＥＰＯアンタゴニストは、水溶性重合体に連結されている天然にコー
ドされていないアミノ酸を含んでいる。当該アミノ酸は、ｈＥＰＯ分子のＳｉｔｅ２結合
領域に存在している。いくつかの実施形態において、ｆＥＰＯポリペプチドは、以下の置
換：Ｖ１１Ｓ、Ｒ１４Ｑ、Ｙ１５Ｉ、Ｓ１００Ｅ、Ｒ１０３Ａ、Ｓ１０４ＩおよびＬ１０
８Ｋを含むことによってさらに修飾されている。
【０１１２】
　いくつかの実施形態において、ｆＥＰＯの生物学的な活性を調節する付加、置換または
欠失をさらに含んでいる。例えば、上記付加、置換または欠失は、ｆＥＰＯ受容体に対す
る親和性を調節し得るか、受容体の二量体化を調節（増大または低下が挙げられるが、こ
れらに限定されない）し得るか、受容体の二量体を安定化し得るか、循環半減期を調節し
得るか、治療半減期を調節し得るか、ポリペプチドの安定性を調節し得るか、用量を調節
し得るか、放出もしくは生体安定性を調節し得るか、精製を容易にし得るか、または投与
の特定の経路を改良し得るか、もしくは変更し得る。同様に、ｆＥＰＯポリペプチドは、
プロテアーゼ切断配列、反応性基、抗体結合ドメイン（ＦＬＡＧまたはポリＨｉｓが挙げ
られるが、これらに限定されない）もしくは他の親和性に基づく配列（ＦＬＡＧ、ポリＨ
ｉｓ、ＧＳＴなど）、または検出（ＧＦＰが挙げられるが、これらに限定されない）、精
製もしくはポリペプチド他の性質を向上させる連結されている分子（ビオチンが挙げられ
るが、これらに限定されない）を含み得る。
【０１１３】
　また、“ｆＥＰＯポリペプチド”という用語は、同じかもしくは異なる天然にコードさ
れていないアミノ酸側鎖のいずれかに対して天然にコードされていないアミノ酸を介して
直接的にか、またはリンカーを介して間接的に連結されているｆＥＰＯのホモ二量体、ヘ
テロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ多量体を包含している。例示的なリンカーとしては
、水溶性重合体（例えば、ポリ（エチレングリコール）、ポリデキストランまたはポリペ
プチド）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１４】
　“天然にコードされていないアミノ酸”は、通常の２０のアミノ酸の１つ、ピロールリ
ジンまたはセレノシステインではないアミノ酸を指す。“天然にコードされていないアミ
ノ酸”という用語は、“天然にコードされるアミノ酸（通常の２０のアミノ酸、ピロール
リジンまたはセレノシステインが挙げられるが、これらに限定されない）の修飾（例えば
翻訳後修飾）によって天然に生じるが、翻訳複合体によって伸張されるポリペプチド鎖に
天然には組み込まれないアミノ酸を包含しているが、これらに限定されない。当該天然に
生じるアミノ酸（天然にコードされていない）の例としては、Ｎ－アセチルグルコサミニ
ル－Ｌ－セリン、Ｎ－アセチルグルコサミニル－Ｌ－スレオニンおよびＯ－ホスホチロシ
ンが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１５】
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　“アミノ末端修飾基”は、ポリペプチドのアミノ末端に結合され得る任意の分子を指す
。同様に、“カルボキシル末端修飾基”は、ポリペプチドのカルボキシル末端に結合され
得る任意の分子を指す。末端修飾基としては、種々の水溶性重合体、ペプチドまたはタン
パク質（例えば、血清アルブミン、またはペプチドの血中半減期を増加させる他の分子）
が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１６】
　“官能基”、“活性部分”、“活性化基”、“切断基”、“反応性部分”、“化学反応
性基”および“化学反応性部分”という用語は、当該技術において用いられており、本明
細書においてある分子における明確に識別可能な部分または単位を指す。当該用語は、化
学の分野において幾分同義語であり、本明細書においていくつかの機能もしくは活性を担
い、他の分子と反応性を示す分子の部分を指すために用いられる。
【０１１７】
　本明細書に使用されるとき、“連結”または“リンカー”という用語は、通常、化学反
応の結果として形成される原子団または結合を指し、典型的には共有結合を指す。加水分
解に安定な結合とは、長期間（おそらく永久にでさえ）にわたって、生理学的環境におい
て当該結合が水において実質的に安定であり、有用なｐＨ値において水と反応しないこと
を意味する。加水分解に不安定な結合または分解可能な結合とは、当該結合が水または水
性溶液（例えば血液が挙げられる）において分解可能であることを意味する。酵素的に不
安定な結合または分解可能な結合とは、当該結合が１つ以上の酵素によって分解され得る
結合であることを意味する。ＰＥＧおよび関連する重合体が、重合体骨格、または重合体
骨格と重合体分子の１つ以上の末端官能基との間のリンカー基における分解可能な結合を
含み得ることは、当該技術分野において理解されている。例えば、ＰＥＧカルボキシル酸
または活性化されたＰＥＧカルボキシル酸と、生物学的に活性な作用物におけるアルコー
ル基との反応によって形成されるエステル結合は、一般に、当該作用物を放出するための
生物学的環境において加水分解する。他の加水分解可能な結合としては、これらに限定さ
れないが、炭酸結合；アミンとアルデヒドとの反応から生じるイミン結合；アルコールと
リン酸基との反応によって形成されるリン酸エステル結合；ヒドラジドおよびアルデヒド
の反応産物であるヒドラゾン結合；アルデヒドとアルコールとの反応産物であるアセター
ル結合；ギ酸とアルコールとの反応産物であるオルトエステル結合；アミン基によって形
成されるペプチド結合（ＰＥＧといった重合体の末端における結合が挙げられるが、これ
らに限定されない）；およびホスホラミダイト基におって形成されるオリゴヌクレオチド
結合（オリゴヌクレオチドの５’ヒドロキシル基が挙げられるが、これに限定されない）
が挙げられる。
【０１１８】
　本明細書に使用されるとき、“生物学的に活性な分子”、“生物学的に活性な部分”ま
たは“生物学的に活性な作用物”という用語は、生物学的な生物（ウイルス、細菌、菌類
、植物、動物およびヒトが挙げられるが、これらに限定されない）の物理的または生化学
的な任意の特性に影響を及ぼし得る任意の物質を意味する。特に、本明細書に使用される
ときの生物学的に活性な分子としては、ヒトもしくは他の動物における疾患の診断、治療
、鎮静、処置もしくは予防、またはそうでなければヒトまたは他の動物の肉体的もしくは
精神的な健康を増進することを対象にした任意の物質が挙げられるが、これらに限定され
ない。生物学的に活性な分子の例としては、ペプチド、タンパク質、酵素、小分子薬、色
素、脂質、ヌクレオシド、オリゴヌクレオチド、細胞、ウイルス、リポソーム、微小粒子
およびミセル体が挙げられるが、これらに限定されない。本発明をともなった使用に好適
な生物学的に活性な作用物の分類としては、抗生物質、殺真菌剤、抗ウイルス薬、抗炎症
誘発因子、抗腫瘍薬、心血管作動薬、抗不安薬、ホルモン、成長因子およびステロイド剤
などが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１９】
　“二官能性重合体”は、他の部分と特異的に反応して、共有的または非共有的な結合を
形成可能な２つの別個の官能基を含んでいる重合体を指す。当該部分としては、アミノ酸
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側鎖基が挙げられるが、これに限定されない。二官能性リンカーは、特定の生物学的に活
性な成分における官能基との反応性を示す１つの官能基、および第２の生物学的成分にお
ける官能基と反応性を示す他の官能基を有している。よって、当該二官能性リンカーは、
第１の生物活性成分、二官能性リンカーおよび第２の生物活性成分を含んでいる抱合物の
形成に使用され得る。種々の化合物をペプチドに結合させる多くの手法およびリンカー分
子が知られている。例えば、参照によって本明細書に援用される、欧州特許出願公開第１
８８，２５６号；米国特許第４，６７１，９５８号、米国特許第４，６５９，８３９号、
米国特許第４，４１４，１４８号、米国特許第４，６９９，７８４号；米国特許第４，６
８０，３３８号；米国特許第４，５６９，７８９号；および米国特許第４，５８９，０７
１号を参照すればよい。“多官能性重合体”は、他の部分と特異的に反応して、共有的ま
たは非共有的な結合を形成可能な２つ以上の別個の官能基を備える重合体を指す。当該部
分としては、アミノ酸側鎖基が挙げられるが、これに限定されない。
【０１２０】
　置換基が左から右に書かれる従来の化学式によって特定される場合に、それらは、右か
ら左に構造を記載することによって生じる化学的に同一な置換基を等しく包含している（
例えば、－ＣＨ２Ｏ－は－ＯＣＨ２－と等価である）。
【０１２１】
　“置換基”という用語は、“非干渉性の置換基”を包含するが、これに限定されない。
“非干渉性の置換基”は安定な化合物を生じるこれらの基である。安定な非干渉性の置換
基またはラジカルとしては、ハロ、Ｃ１－Ｃ１０アルキル、Ｃ２－１０アルケニル、Ｃ２

－１０アルキニル、Ｃ１－Ｃ１０アルコキシ、Ｃ１－Ｃ１２アラルキル、Ｃ１－Ｃ１２ア
ルカリル、Ｃ３－Ｃ１２シクロアルキル、Ｃ３－Ｃ１２シクロアルケニル、フェニル、置
換フェニル、トルオイル、キシレニル、ビフェニル、Ｃ２－Ｃ１２アルコキシアルキル、
Ｃ２－Ｃ１２アルコキシアリール、Ｃ７－Ｃ１２アリールオキシアルキル、Ｃ７－Ｃ１２

オキシアリール、Ｃ１－Ｃ６アルキルスルフィニル、Ｃ１－Ｃ１０アルキルスルフォニル
、－－（ＣＨ２）ｍ－－Ｏ－－（Ｃ１－Ｃ１０アルキル）（ここで、ｍは１から８である
）、アリール、置換アリール、置換アルコキシ、フルオロアルキル、ヘテロ環ラジカル、
置換ヘテロ環ラジカル、ニトロアルキル、－－ＮＯ２、－－ＣＮ、－－ＮＲＣ（Ｏ）－－
（Ｃ１－Ｃ１０アルキル）、－－Ｃ（Ｏ）－－（Ｃ１－Ｃ１０アルキル）、Ｃ２－Ｃ１０

アルキルチオアルキル、－－Ｃ（Ｏ）Ｏ－－（Ｃ１－Ｃ１０アルキル）、－－ＯＨ、－－
ＳＯ２、＝Ｓ、－－ＣＯＯＨ、－－ＮＲ２、カルボニル、－－Ｃ（Ｏ）－－（Ｃ１－Ｃ１

０アルキル）－ＣＦ３、－－Ｃ（Ｏ）－ＣＦ３、－－Ｃ（Ｏ）ＮＲ２、－－（Ｃ１－Ｃ１

０アリール）－Ｓ－－（Ｃ６－Ｃ１０アリール）、－－Ｃ（Ｏ）－－（Ｃ１－Ｃ１０アリ
ール）、－－（ＣＨ２）ｍ－－Ｏ－－（－－（ＣＨ２）ｍ－－Ｏ－－（Ｃ１－Ｃ１０アル
キル）（ここで、ｍのそれぞれは１から８までである）、－－Ｃ（Ｏ）ＮＲ２、－－Ｃ（
Ｓ）ＮＲ２、－－ＳＯ２ＮＲ２、－－ＮＲＣ（Ｏ）ＮＲ２、－－ＮＲＣ（Ｓ）ＮＲ２、こ
れらの塩などが挙げられるが、これらに限定されない。本明細書に使用されるとき、Ｒの
それぞれは、Ｈ、アルキルもしくは置換アルキル、アリールもしくは置換アリール、アラ
ルキル、またはアルカリルである。
【０１２２】
　“ハロゲン”という用語は、フッ素、塩素、ヨウ素、および臭素を包含している。
【０１２３】
　それ自身によってか、または他の置換基の一部として“アルキル”という用語は、特に
断りがない限り、完全に飽和され得るか、一価不飽和され得るか、または多価不飽和され
得る、直鎖状もしくは分枝鎖状の鎖、または環状炭化水素ラジカル、またはこれらの組合
せを意味しており、所望の炭素原子数（すなわち、Ｃ１－Ｃ１０は１から１０の炭素を意
味する）を有している二価または多価のラジカルを含み得る。飽和炭化水素ラジカルの例
としては、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、ｔ－ブチル、イ
ソブチル、ｓｅｃ－ブチル、シクロヘキシル、（シクロヘキシル）メチル、シクロプロピ
ルメチル、類似物および異性体（例えばｎ－ペンチル、ｎ－ヘキシル、ｎ－ヘプチルおよ
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びｎ－オクチルなどの類似物および異性体）といった基が挙げられるが、これらに限定さ
れない。不飽和アルキル基は１つ以上の２重結合または３重結合を有しているアルキル基
である。不飽和アルキル基の例としては、ビニル、２－プロペニル、クロチル、２－イソ
ペンテニル、２－（ブタジエニル）、２，４－ペンタジエニル、３－（１，４－ペンタジ
エニル）、エチニル、１－および３－プロピニル、３－ブチニルならびにより高級な類似
物および異性体が挙げられるが、これらに限定されない。また、“アルキル”という用語
は、特に断りがない限り、“ヘテロアルキル”といった以下においてより詳細に定義づけ
されるアルキルの誘導体を含むことが意図されている。炭化水素基に限定されるアルキル
基は“ホモアルキル”と称される。
【０１２４】
　それ自身によってか、または他の置換基の一部として“アルキレン”という用語は、構
造－ＣＨ２ＣＨ２－および－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２－によって例示されるような、ア
ルカンから得られる二価のラジカルを意味し、“ヘテロアルキレン”として以下に記載さ
れているこれらの基をさらに包含するが、これらに限定されない。典型的に、アルキル（
またはアルキレン）基は１から２４の炭素原子を有しており、これらの基は本発明におい
て好ましい１０以下の炭素原子を有する基である。“低級アルキル”または“低級アルキ
レン”は、８以下の炭素原子を一般的に有している、より短い鎖状のアルキル基またはア
ルキレン基である。
【０１２５】
　“アルコキシ”、“アルキルアミノ”および“アルキルチオ”（またはチオアルコキシ
）という用語は、それらの従来の意味において使用され、酸素原子、アミノ基、または硫
黄原子をそれぞれ介して分子の残余部分に対して連結されているこれらのアルキル基を指
す。
【０１２６】
　それ自身によってか、または他の用語との組合せにおいて、“ヘテロアルキル”という
用語は、特に断りがない限り、一定の数の炭素原子、ならびにＯ、Ｎ、ＳｉおよびＳから
なる群から選択される少なくとも１つの異種原子（ここで、窒素原子および硫黄原子は任
意に酸化され、窒素異種原子は任意に四級化される）から構成される安定な直鎖状、分枝
鎖状、または環状の炭化水素ラジカルを意味する。（複数の）異種原子であるＯ、Ｎおよ
びＳおよびＳｉは、ヘテロアルキル基の任意の内部位置、またはアルキル基が分子の残余
部に対して連結される位置に配置され得る。例としては、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－ＣＨ３

、－ＣＨ２－ＣＨ２－ＮＨ－ＣＨ３、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３－）ＣＨ３、－ＣＨ

２－Ｓ－ＣＨ２－ＣＨ３、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｓ（Ｏ）－ＣＨ３、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｓ
（Ｏ）２－ＣＨ３、－ＣＨ＝ＣＨ－Ｏ－ＣＨ３、－Ｓｉ（ＣＨ３）３、－ＣＨ２－ＣＨ＝
Ｎ－ＯＣＨ３および－ＣＨ＝ＣＨ－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ３が挙げられるが、これらに限定
されない。最大で２つの異種原子が、例えば－ＣＨ２－ＮＨ－ＯＣＨ３および－ＣＨ２－
Ｏ－Ｓｉ（ＣＨ３）３といったように連続し得る。同様に、それ自身によってか、または
他の置換基の一部として、“ヘテロアルキレン”という用語は、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｓ－
ＣＨ２－ＣＨ２－および－ＣＨ２－Ｓ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＮＨ－ＣＨ２－に例示されるよ
うな、ヘテロアルキルから得られる二価のラジカルを意味するが、これらに限定されない
。また、ヘテロアルキレン基に関して、同じかまたは異なる異種原子は、鎖の末端のいず
れかまたは両方を占有し得る（アルキレンオキシ、アルキレンジオキシ、アルキレンアミ
ノ、アルキレンジアミノおよびアミノオキシアルキレンなどが挙げられるが、これらに限
定されない）。また、アルキレン連結基およびへテロアルキレン連結基に関して、連結基
の方向は連結基の式が書かれている方向によって意味されない。例えば、式－Ｃ（Ｏ）２

Ｒ’は、－Ｃ（Ｏ）２Ｒ’およびＲ’Ｃ（Ｏ）２－の両方を意味する。
【０１２７】
　それら自身によってか、または他の用語との組合せにおいて、“シクロアルキル”およ
び“ヘテロシクロアルキル”という用語は、特に断りがない限り、“アルキル”および“
ヘテロアルキル”のぞれぞれの環状の型を表す。したがって、シクロアルキルまたはヘテ
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ロシクロアルキルは飽和環結合および不飽和の環結合を含んでいる。さらに、ヘテロシク
ロアルキルに関して、異種原子は複素環が分子の残余部に対して連結されている位置を占
有し得る。シクロアルキルの例としては、シクロペンチル、シクロヘキシル、１－シクロ
ヘキセニル、３－シクロヘキセニル、およびシクロヘプチルなどが挙げられるが、これら
に限定されない。ヘテロシクロアルキルの例としては、１－（１，２，５，６－テトラヒ
ドロピリジル）、１－ピペリジニル、２－ピペリジニル、３－ピペリジニル、４－モルホ
リニル、３－モルホリニル、テトラヒドロフラン－２－イル、テトラヒドロフラン－３－
イル、テトラヒドロチエン－２－イル、テトラヒドロチエン－３－イル、１－ピペラジニ
ル、および２－ピペラジニルなどが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２８】
　本明細書に使用されるとき、“水溶性重合体”という用語は水性溶媒に可溶性を示す任
意の重合体を指す。ｆＥＰＯポリペプチドに対する水溶性重合体の連結は、変化（非修飾
形態と比べて増強されたかもしくは調節された血中半減期または増強されたかもしくは調
節された治療半減期、調節された免疫原性、調節された物理的な会合特性（例えば、凝集
および多量体形成）、変更された受容体結合、ならびに変更された二量体化もしくは多量
体化が挙げられるが、これらに限定されない）を生じ得る。水溶性重合体は、特有の生物
活性を有し得るか、または有し得ない。好適な重合体としては、ポリエチレングリコール
、ポリエチレングリコールプロピオンアルデヒド、モノＣ１－Ｃ１０アルコキシ誘導体も
しくはモノＣ１－Ｃ１０アリールオキシ誘導体（参照によって本明細書に援用される米国
特許第５，２５２，７１４号に記載されている）、モノメトキシポリエチレングリコール
、ポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、ポリアミノ酸、ジビニルエーテルマレ
イン酸無水物、Ｎ－（２－ヒドロキシプロピル）－メタクリルアミド、デキストラン、デ
キストラン誘導体（硫化デキストランが挙げられる）、ポリプロピレングリコール、ポリ
プロピレンオキシド／エチレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール、ヘパ
リン、ヘパリン断片、多糖、オリゴ糖、グリカン、セルロースおよびセルロース誘導体（
メチルセルロースおよびカルボキシメチルセルロースが挙げられるが、これらに限定され
ない）、スターチおよびスターチ誘導体、ポリペプチド、ポリアルキレングリコールおよ
びこれらの誘導体、ポリアルキレングリコールおよびこれらの誘導体、ポリビニルエチル
エーテル、ならびにアルファ－ベータ－ポリ［（２－ヒドロキシエチル）－ＤＬ－アスパ
ルトアミドなどの共重合体、あるいはこれらの混合物が挙げられるが、これらに限定され
ない。当該水溶性重合体の例としては、ポリエチレングリコールおよび血清アルブミンが
挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２９】
　本明細書に使用されるとき、“ポリアルキレングリコール”という用語は、ポリエチレ
ングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリブチレングリコールおよびこれらの誘導
体を指す。“ポリアルキレングリコール”という用語は、０．１ｋＤａから１００ｋＤａ
の間の平均分子量を有している、直鎖状および分枝鎖状の重合体の両方を包含する。他の
例示的な実施形態は、例えば、株式会社シェアーウォーター（Shearwater）のカタログ“
Polyethylene Glycol and Derivatives for Biomedical Applications”（２００１）と
いった商業的な供給業者のカタログに挙げられている。
【０１３０】
　“アリール”という用語は、特に断りがない限り、ともに融合されるか、または共有的
に結合される単環または多環（好ましくは、１から３つの環）であり得る、多価不飽和の
芳香族炭化水素置換基を意味する。“ヘテロアリール”という用語は、Ｎ、ＯおよびＳか
ら選択される１から４つの異種原子を含んでいるアリール基（または環）を指す。ここで
、窒素原子および硫黄原子は任意に酸化され、（複数の）窒素原子は任意に四級化されて
いる。ヘテロアリール基は、異種原子を介して分子の残余部に対して連結され得る。アリ
ール基またはヘテロアリール基の非限定的な例としては、フェニル、１－ナフチル、２－
ナフチル、４－ビフェニル、１－ピロリル、２－ピロリル、３－ピロリル、３－ピラゾリ
ル、２－イミダゾリル、４－イミダゾリル、ピラジニル、２－オキサゾリル、４－オキサ
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ゾリル、２－フェニル－４－オキサゾリル、５－オキサゾリル、３－イソキサゾリル、４
－イソキサゾリル、５－イソキサゾリル、２－チアゾリル、４－チアゾリル、５－チアゾ
リル、２－フリル、３－フリル、２－チエニル、３－チエニル、２－ピリジル、３－ピリ
ジル、４－ピリジル、２－ピリミジル、４－ピリミジル、５－ベンゾチアゾリル、プリニ
ル、２－ベンズイミダゾリル、５－インドリル、１－イソキノリル、５－イソキノリル、
２－キノキサリニル、５－キノキサリニル、３－キノリルおよび６－キノリルが挙げられ
る。上述のアリール環系およびヘテロアリール環系のそれぞれに関する置換基は、以下に
記載される受容可能な置換基の群から選択される。
【０１３１】
　簡潔に言うと、他の用語との組合せにおいて使用される場合の、“アリール”という用
語（アリールオキシ、アリールチオキシ、アリールアルキルが挙げられるが、これらに限
定されない）は、上記定義づけのようなアリール環およびヘテロアリール環の両方を包含
している。したがって、“アリールアルキル”という用語は、アリール基がアルキル基に
対して連結されているこれらのラジカル（ベンジル、フェネチル、およびピリジルメチル
などが挙げられるが、これらに限定されない）であって、当該アルキル基が、炭素原子が
例えば酸素原子によって置換されているこれらのアルキル基（メチレン基が挙げられるが
、これに限定されない）を包含しているこれらのラジカル（フェノキシメチル、２－ピリ
ジルオキシメチル、および３－（１－ナフチルオキシ）プロピルなどが挙げられるが、こ
れらに限定されない）を包含することが意図されている。
【０１３２】
　上述の用語のそれぞれ（“アルキル”、“ヘテロアルキル”、“アリール”および“ヘ
テロアリール”が挙げられるが、これらに限定されない）は、示されているラジカルの置
換形態および非置換形態の両方を包含することを意図されている。それぞれの種類のラジ
カルにとっての例示的な置換基が以下に規定されている。
【０１３３】
　アルキルラジカルおよびへテロアルキルラジカル（アルキレン、アルケニル、ヘテロア
ルキレン、ヘテロアルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シ
クロアルケニルおよびへテロシクロアルケニルとしばしば呼ばれるこれらの基が挙げられ
る）にとっての置換基は、０から（２ｍ’＋１）の範囲の数における（ここで、ｍ’は当
該ラジカルにおける炭素原子の総数である）、－ＯＲ’、＝Ｏ、＝ＮＲ’、＝Ｎ－ＯＲ’
、－ＮＲ’Ｒ’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－ＳｉＲ’Ｒ’’Ｒ’’’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ
’、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＣＯ２Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ’’、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ’’、
－ＮＲ’’Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＮＲ’－Ｃ（Ｏ）ＮＲ’’Ｒ’’’、－ＮＲ’’Ｃ（Ｏ）２

Ｒ’、－ＮＲ－Ｃ（ＮＲ’Ｒ’’Ｒ’’’）＝ＮＲ’’’’、－ＮＲ－Ｃ（ＮＲ’Ｒ’’
）＝ＮＲ’’’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－Ｎ
ＲＳＯ２Ｒ’、－ＣＮおよび－ＮＯ２から選択される多様な群の１つ以上であり得るが、
これらに限定されない。Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’はそれぞれ独立して、
水素、置換もしくは非置換のヘテロアルキル、置換もしくは非置換のアリール（１－３の
ハロゲンに置換されたアリールが挙げられるが、これに限定されない）、置換もしくは非
置換のアルキル、アルコキシもしくはチオアルコキシ基、またはアリールアルキル基を指
す。本発明の化合物が１つ以上のＲ基を含む場合に、例えばＲ基はそれぞれ独立して、１
つ以上のこれらの基が存在する場合にＲ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’基のそれ
ぞれであるように選択される。Ｒ’およびＲ’’が、同じ窒素原子に連結される場合に、
それらは、５－、６－、７－員環を形成するために窒素原子と組み合せられ得る。例えば
、－ＮＲ’Ｒ’’は、１－ピロリジニルおよび４－モルホリニルを含むことを意図されて
いるが、これらに限定されない。置換基の上述の議論から、当業者は、“アルキル”とい
う用語が、水素基以外の基（例えば、ハロアルキル基（－ＣＦ３および－ＣＨ２ＣＦ３が
挙げられるが、これらに限定されない）およびアシル（－Ｃ（Ｏ）ＣＨ３、－Ｃ（Ｏ）Ｃ
Ｆ３、および－Ｃ（Ｏ）ＣＨ２ＯＣＨ３などが挙げられるが、これらに限定されない））
に対して結合される炭素原子を含むことを意図されていることを理解する。
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【０１３４】
　アルキルラジカルに関して記載される置換基と同様に、アリール基およびへテロアリー
ル基にとっての置換基は、変更され、０から芳香族環系における空いている原子価の総数
の範囲の数において、ハロゲン、－ＯＲ’、＝Ｏ、＝ＮＲ’、＝Ｎ－ＯＲ’、－ＮＲ’Ｒ
’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－ＳｉＲ’Ｒ’’Ｒ’’’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（Ｏ
）Ｒ’、－ＣＯ２Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ’’、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ’’、－ＮＲ’’Ｃ
（Ｏ）Ｒ’、－ＮＲ’－Ｃ（Ｏ）ＮＲ’’Ｒ’’’、－ＮＲ’’Ｃ（Ｏ）２Ｒ’、－ＮＲ
－Ｃ（ＮＲ’Ｒ’’Ｒ’’’）＝ＮＲ’’’’、－ＮＲ－Ｃ（ＮＲ’Ｒ’’）＝ＮＲ’’
’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－ＮＲＳＯ２Ｒ’
、－ＣＮおよび－ＮＯ２、－Ｒ’、－Ｎ３、－ＣＨ（Ｐｈ）２、フルオロ（Ｃ１－Ｃ４）
アルコキシ、ならびにフルオロ（Ｃ１－Ｃ４）アルキルから選択されるが、これらに限定
されない。ここで、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’が独立して、水素、アルキ
ル、ヘテロアルキル、アリールおよびヘテロアリールから選択される。本発明の化合物が
、１つ以上のＲ基を含む場合に、例えば、Ｒ基のそれぞれは独立して、１つ以上のこれら
の基が存在する場合に、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’のそれぞれであるよう
に、選択される。
【０１３５】
　本明細書に使用されるとき、“調節された血中半減期”という用語は、その非修飾形態
に比べて、修飾された生物学的に活性な分子の循環半減期における正または負の変化を意
味する。血中半減期は、生物学的に活性な分子の投与後における種々の時点において血液
試料を採取すること、および試料のそれぞれにおける分子の濃度を決定することによって
測定される。時間と血清濃度との相関関係によって、血中半減期の算出が可能になる。増
強された血中半減期は、少なくとも約２倍を好ましく有しているが、例えば、十分な投与
計画を可能にするか、または毒作用を避ける場合には、より小さな増強が有用であり得る
。いくつかの実施形態において、増強は少なくとも約３倍、少なくとも約５倍または少な
くとも約１０倍である。
【０１３６】
　本明細書に使用されるとき、“調節された治療半減期”という用語は、その非修飾形態
に比べて、治療有効量の修飾された生物学的に活性な分子の半減期における正または負の
変化を意味する。治療半減期は、投与後における種々の時点において分子の薬物動態特性
および／または薬理学的特性を測定することによって測定される。増強された治療半減期
は、特に利益をもたらす投与計画または特に利益をもたらす総投与量を好ましく可能にす
るか、または好ましくない影響を好ましく回避する。いくつかの実施形態において、増強
された治療半減期は、増強された有効性、修飾された分子のその標的に対する増強された
かもしくは低減された結合、または非修飾分子の作用の他の要素もしくは機序の増強もし
くは減弱を生じる。
【０１３７】
　核酸またはタンパク質に適用されるとき“単離された”という用語は、核酸またはタン
パク質が、天然の状態において会合される他の細胞性構成要素から十分に遊離しているこ
とを表す。それは均質な状態にあり得る。単離された物質は、乾燥状態もしくは半乾燥状
態、または溶液（水性溶液が挙げられるが、これに限定されない）内のいずれかにあり得
る。純度および均質性は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動または高速液体クロマトグラ
フィーといった分析化学的技術を用いて、典型的に決定される。調製物に存在する優勢種
であるタンパク質は、実質的に精製されている。特に、単離された遺伝子は、遺伝子に隣
接し、所定の遺伝子以外のタンパク質をコードするオープンリーディングフレームから分
離されている。“精製されている”という用語は、核酸またはタンパク質が電気泳動ゲル
において実質的に１つのバンドを生じることを表す。特に、それは、核酸またはタンパク
質が少なくとも８５％の純度、少なくとも９０％の純度、少なくとも９５％の純度、少な
くとも９９％かそれ以上の純度であることを意味し得る。
【０１３８】
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　“核酸”という用語は、一本鎖の形態または二本鎖の形態のいずれかとしての、デオキ
シリボヌクレオチド、またはリボヌクレオチド、ならびにこれらの重合体を指す。特に断
りがない限り、当該用語は、基準の核酸と同様の結合特性を有しており、天然に存在して
いるヌクレオチドと同様の様式において代謝される天然ヌクレオチドの公知の類似物を含
んでいる核酸を包含する。また、特に断りがない限り、特定の核酸配列は、これらの保存
的に修飾されたバリアント（変性コドン置換が挙げられるが、これに限定されない）およ
び相補的な配列、これらと同様に明確に示されている配列を暗に包含する。特に、変性コ
ドン置換は、１つ以上の選択された（またはすべての）コドンの３番目の位置が混合塩基
および／またはデオキシイノシン残基に置換される配列を生成することによって達成され
得る（Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. 
Chem. 260:2605-2608 (1985) ;Cassol et al. (1992) ；Rossolini et al., Mol. Cell. 
Probes 8:91-98 (1994)）。
【０１３９】
　“ポリペプチド”、“ペプチド”および“タンパク質”という用語は、本明細書におい
て交換可能に使用されて、アミノ酸残基の重合体を指す。すなわち、ポリペプチドを対象
とする記載は、ペプチドの記載およびタンパク質の記載に等しく適用され、逆の場合も同
様である。当該用語は、天然に存在するアミノ酸重合体および１つ以上の残基が天然にコ
ードされていないアミノ酸であるアミノ酸重合体に適用される。本明細書に使用されると
き、当該用語は任意の長さ（全長のタンパク質（例えば抗原）が挙げられる）のアミノ酸
鎖を包含し、ここでアミノ酸残基は共有的なペプチド結合によって連結されている。
【０１４０】
　抗体は、特異的な抗原に対して結合特異性を示すタンパク質である。天然の抗体は、通
常、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体の糖タンパク質であり、２つの同一の軽（
Ｌ）鎖および２つの同一の重（Ｈ）鎖からなる。軽鎖のそれぞれは１つの共有的なジスル
フィド結合によって重鎖と結合しており、同時に、ジスルフィド結合の数は異なる免疫グ
ロブリンのイソタイプの重鎖の間において変わる。また、重鎖および軽鎖のそれぞれは、
規則正しく間隔があけられている鎖内のジスルフィド架橋を有している。重鎖のそれぞれ
は、一方の末端に可変ドメイン（ＶＨ）を有しており、その後に多くの定常ドメインが続
いている。軽鎖のそれぞれは、一方の末端に可変ドメイン（ＶＬ）を有しており、もう一
方の端部に定常ドメインを有している。軽鎖の定常ドメインは重鎖の第１の定常ドメイン
と並んでおり、軽鎖の可変ドメインは重鎖の可変ドメインと並んでいる。特定のアミノ酸
残基は、軽鎖の可変ドメインと重鎖の可変ドメインとの間に接合点を形成すると考えられ
ている。
【０１４１】
　“可変”という用語は、可変ドメインの特定の部分が抗体間の配列において広範囲にわ
たって異なっており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合特異性を担っていると
いう事実を指す。しかし、可変性は抗体の可変ドメインの全体にわたって均等に分布して
いない。それは、軽鎖および重鎖の両方の可変領域における相補性決定領域（ＣＤＲ）と
呼ばれる３つの部分に集中している。可変ドメインの最も高度に保存されている部分はフ
レームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれている。天然の重鎖および軽鎖の可変ドメインのそれ
ぞれは、３または４つのＣＤＲによって接続されており、βシート構造を主に取っている
４つのＦＲ領域を含んでいる。ＣＤＲは、βシート構造に接続しており、ある場合にβシ
ート構造の一部を形成しているループを形成している。各鎖におけるＣＤＲは、ＦＲ領域
によって他の鎖に由来するＣＤＲと非常に近傍に保持されており、抗体の抗原結合部位の
形成に寄与している（Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interes
t, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (
1991)を参照すればよい）。
【０１４２】
　定常ドメインは、抗原に対する抗体の結合には直接的に関与しないが、種々のエフェク
ター機能を示す。重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、抗体または免疫グロブ
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リンは異なるクラスに割り当てられ得る。免疫グロブリンには５つの主なクラス：ＩｇＡ
、ＩｇＤ、ＩｇＦ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、それらのいくつかはサブクラス（アイソ
タイプ）（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４；ＩｇＡ１およびＩｇ
Ａ２）にさらに分けられ得る。免疫グロブリンの異なるクラスに対応する重鎖の定常領域
はそれぞれ、α、δ、ε、γおよびμと呼ばれる。種々のヒト免疫グロブリンのクラスの
うち、ヒトのＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＭのみが活性な構成要素であると
知られている。
【０１４３】
　インビボにおいて、抗体の成熟は、体細胞性の超変異生成によって主になされるより高
い親和性の抗体バリアントの抗原選択によって促進される。また、二次応答または三次応
答の優勢生殖遺伝子が一次応答ならびに二次応答の優勢生殖遺伝子と異なると理解されて
いる“レパートリーシフト”がしばしば起こる。
【０１４４】
　免疫系の親和性成熟の過程は、インビトロにおける抗体遺伝子に変異を導入すること、
および親和性選択を利用して向上した親和性を有している変異体を分離することによって
再現され得る。そのような変異体抗体は、糸状菌または微生物（例えば酵母）の表面に提
示され得、抗体は、抗原に対するそれらの親和性または抗原からの解離（オフレート）の
反応速度論によって選択され得る（Hawkins et al. J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992)
）。ＣＤＲウォーキング変異生成は、ヒト免疫不全ウイルス１型（ＨＩＶ－１）のヒトエ
ンベロープ糖タンパク質ｇｐ１２０に結合するヒト抗体（Barbas III et al. PNAS (USA)
 91: 3809-3813 (1994)；およびYang et al. J. Mol. Biol. 254:392-403 (1995)）、お
よび抗ｃ－ｅｒｂＢ－２の単鎖Ｆｖ断片（Schier et al. J. Mol. Biol. 263:551567 (19
96)）を親和性成熟させるために採用されている。抗体鎖シャッフリングおよびＣＤＲ変
異生成は、ＨＩＶの３番目の超可変ループに対して親和性の高いヒト抗体の親和性成熟に
使用された（Thompson et al. J. Mol. Biol. 256:77-88 (1996)）。Balint and Larrick
 Gene 137:109-118 (1993)には、コンピュータを利用したオリゴリボヌクレオチドの定方
向変異生成について記載されている。ここで、可変領域遺伝子のすべてのＣＤＲが良好な
バリアントに関して同時かつ全体的に検索されている。αｖβ３－特異的なヒト化抗体は
、６つのＣＤＲのすべてのあらゆる位置が変異を受け、最も高い親和性の変異体を含んで
いる組合せライブラリの発現およびスクリーニングを行う初期の限られた変異生成方法を
用いて親和性成熟された（Wu et al. PNAS (USA) 95: 6037-6-42 (1998)）。ファージデ
ィスプレイされた抗体について、Chiswell and McCafferty TIBTECH 10:80-84 (1992)；
およびRader and Barbas III Current Opinion in Biotech. 8:503-508 (1997)に記載さ
れている。親抗体と比べて向上した親和性を有している変異体抗体が上記の文献に報告さ
れているそれぞれの場合において、変異体抗体はＣＤＲにアミノ酸置換を有している。
【０１４５】
　本明細書において“親和性変異”によって、その抗原に対する抗体の親和性を増強させ
る処理が意図されている。親和性変異のための方法としては、コンピュータを利用したス
クリーニング法および実験的な方法が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１４６】
　本明細書において“抗体”によって、抗体遺伝子のすべてまたは一部によって実質的に
コードされている１つ以上のポリペプチドからなるタンパク質が意図されている。免疫グ
ロブリン遺伝子としては、κ、λ、α、γ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ
４）、δ、εおよびμの定常領域遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリンの可変領域遺伝
子が挙げられるが、これらに限定されない。本明細書において抗体は、全長の抗体および
抗体断片、ならび任意の生物に天然に存在しているか、または改変さている（例えばバリ
アント）に抗体を含んでいることが意図されている。
【０１４７】
　“抗体断片”によって、全長の形態以外の抗体の任意の形態が意図されている。本明細
書における抗体断片としては、全長の抗体に存在しているより小さい構成要素である抗体
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、および改変されている抗体が挙げられる。抗体断片としては、Ｆｖ、Ｆｃ、Ｆａｂおよ
び（Ｆａｂ’）２、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、ダイアボディ、トリアボディ、テトラボディ
、二機能性ハイブリッド抗体、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３、ＣＤＲの組合せ、可変領
域、フレームワーク領域ならびに定常領域などが挙げられるが、これらに限定されない（
Maynard & Georgiou, 2000, Annu. Rev. Biomed. Eng. 2:339-76; Hudson, 1998, Curr. 
Opin. Biotechnol. 9:395-402）。
【０１４８】
　“アミノ酸”という用語は、天然に存在するアミノ酸および天然に存在していないアミ
ノ酸、ならびに天然に存在するアミノ酸と類似の様式に機能するアミノ酸類似物およびア
ミノ酸模倣物を指す。天然にコードされるアミノ酸は、通常の２０のアミノ酸（アラニン
、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン、グルタミン酸
、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラ
ニン、プロリン、セリン、スレオニン、トリプトファン、チロシン、およびバリン）、ピ
ロールリジンおよびセレノシステインである。アミノ酸類似物は、天然に存在するアミノ
酸と同じ基本の化学構造を有する化合物（すなわち、水素、カルボキシル基、アミノ基、
およびＲ基（例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メチオニンスルフォキシド、メチオニ
ンメチルスルフォニウム）に対して結合されているα炭素）を指す。当該類似物は、修飾
されたＲ基（例えば、ノルロイシン）または修飾されたペプチド骨格を有しているが、天
然に存在するアミノ酸と同じ基本の化学構造を維持している。
【０１４９】
　アミノ酸は、本明細書において、国際純正および応用化学連合－国際生化学連合生化学
命名委員会によって推奨されている、一般的に知られる３文字表記、または１文字表記の
いずれかによって示される。同様に、ヌクレオチドは一般的に受け容れられているそれら
の１文字符号によって示される。
【０１５０】
　“保存的に修飾されたバリアント”は、アミノ酸配列および核酸配列の両方に適用され
る。特定の核酸配列に関して、“保存的に修飾されたバリアント”は、同一もしくは本質
的に同一なアミノ酸配列をコードしているか、または核酸がアミノ酸配列をコードしてい
ない場合に実質的に同一な、それらの核酸を指す。遺伝暗号の縮重のために、非常に多数
の機能的に同一な核酸が所定のタンパク質のいずれかをコードしている。実際に、コドン
ＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧおよびＧＣＵのすべては、アミノ酸のアラニンをコードする。し
たがって、アラニンがコドンによって特定されるすべての位置において、コドンは、コー
ドされるポリペプチドを変更せずに、記載されている対応するコドンのうちいずれかのコ
ドンに変更され得る。このような核酸の変異は、保存的に修飾される変異の１種である“
サイレント変異である”。また、ポリペプチドをコードする本明細書におけるすべての核
酸配列は、核酸のすべての見込みのあるサイレント変異について説明している。当業者は
、核酸におけるコドンのそれぞれ（通常、メチオニンに対する唯一のコドンであるＡＵＧ
、および通常、トリプトファンに対する唯一のコドンであるＴＧＧを除いて）が修飾され
て、機能的に同一な分子を生成し得ることを認識している。したがって、ポリペプチドを
コードする核酸のサイレント変異のそれぞれは、記載されている配列のそれぞれにおいて
暗に示されている。
【０１５１】
　アミノ酸配列については、当業者は、コードされるアミノ酸における単一のアミノ酸ま
たは低い割合のアミノ酸を変更するか、付加するかもしくは欠失する核酸配列、ペプチド
配列、ポリペプチド配列またはタンパク質配列に対する個々の置換、欠失または付加が、
変更が化学的に類似のアミノ酸とのアミノ酸の置換を結果として生じる場合に、“保存的
に修飾されているバリアント”であることを認識する。機能的に類似のアミノ酸を規定す
る保存的な置換の表は、当業者に公知である。当該保存的に修飾されたバリアントは、加
えて、本発明の多形バリアント、種間相同物、および対立因子を除外しない。
【０１５２】



(37) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

　以下の８つの群のそれぞれ：
（１）アラニン（Ａ）、グリシン（Ｇ）；
（２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
（３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
（４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
（５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；
（６）フェニルアラニン（Ｐ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；
（７）セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；および
（８）システイン（Ｃ）、メチオニン（Ｍ）
は、他の１つのアミノ酸に対して保存的な置換であるアミノ酸を含んでいる（例えば、Cr
eighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W H Freeman & Co.; 2nd e
dition (December 1993)を参照すればよい）。
【０１５３】
　２つ以上の核酸配列またはポリペプチド配列において、“同一の”または“同一性の”
割合は、同じである２つ以上の配列または部分配列を指す。配列は、以下の配列比較演算
手順の１つを用いてか、もしくは手動の整列化および目視検査によって測定されるような
比較領域または所望の領域の全体にわたって最大の一致に関して比較され、整列される場
合に同じである割合（すなわち、特定の領域の全体にわたって、約６０％の同一性、任意
により、約６５％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、または約９５
％の同一性）であって、それらがアミノ酸残基またはヌクレオチドの当該割合を有する場
合に、“実質的に同一”である。また、この定義は、試験配列の相補性を指す。同一性は
、少なくとも約５０のアミノ酸もしくはヌクレオチドの長さである領域の全体にわたって
か、または７５－１００のアミノ酸もしくはヌクレオチドの長さである領域の全体にわた
ってか、または特に特定されないが、ポリヌクレオチドもしくはポリペプチドの全体の配
列にわたって存在し得る。
【０１５４】
　配列比較に関して、１つの配列は、比較される試験配列に対する基準配列としての役目
を典型的に果たす。配列比較演算手順を用いる場合に、試験配列および基準配列はコンピ
ュータに入力され、配列座標が指定され、必要に応じて配列演算手順のプログラム変数が
指定される。初期設定のプログラム変数が使用され得るか、または代替の変数が指示され
得る。それから、配列比較演算手順は、プログラム変数に基づいて基準配列と比較した、
試験配列に関する配列同一性の割合を算出する。
【０１５５】
　本明細書に使用されるとき、“比較領域”は、２つの配列が最適に整列化された後に、
配列が連続する位置の同じ数の基準領域に対して比較され得る２０から６００、一般的に
約５０から約２００、より一般的に約１００から約１５０からなる群から選択される多く
の連続する位置のいずれか１つの区分に対する基準を包含している。比較に関する配列の
整列化の方法は当業者にとって公知である。比較に関する配列の最適な整列化は、これら
に限定されないが、Smith and Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2:482cの局部的な相
同性演算手順、Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443の相同性整列化演算
手順、Pearson and Lipman (1988) Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 85:2444の類似性に関
する検索方法、これらの演算手順のコンピュータ化された実施（the Wisconsin Genetics
 Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WIにおける
ＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）、または手動の整列化およ
び目視検査（例えば、Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995
 supplement) を参照すればよい）が挙げられる演算方法によって、実施され得る。
【０１５６】
　配列同一性および配列類似性の割合の決定に好適な演算手順の一例はＢＬＡＳＴおよび
ＢＬＡＳＴ２．０演算手順である（それぞれ、Altschul et al. (1977) Nuc. Acids Res.
 25:3389-3402、およびAltschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410に記載され
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ている）。ＢＬＡＳＴ分析を実施するソフトウェアは、全米バイオテクノロジー情報セン
ターを通して一般に利用可能である。ＢＬＡＳＴ演算手順の変数Ｗ、ＴおよびＸは整列化
の感度および速度を決定する。ＢＬＡＳＴＮプログラム（ヌクレオチド用）には、１１の
ワード長（Ｗ）、期待値（Ｅ）または１０、Ｍ＝５、Ｎ＝－４を初期設定として、両方の
鎖の比較を使用する。アミノ酸配列に関して、ＢＬＡＳＴＰプログラムは、３のワード長
、および１０の期待値（Ｅ）を初期設定として、ＢＬＯＳＵＭ６２　採点マトリクス（He
nikoff and Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915を参照すればよい）
５０の位置合わせ（Ｂ）、１０の期待値（Ｅ）、Ｍ＝５、Ｎ＝－４および両方の鎖の比較
を使用する。ＢＬＡＳＴ演算手順は、無効にされる“低い複雑性”のフィルタを用いて典
型的に実施される。
【０１５７】
　また、ＢＬＡＳＴ演算手順は、２つの配列間の類似性の統計的な分析を実施する（例え
ば、Karlin and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA　90:5873-5787を参照す
ればよい）。ＢＬＡＳＴ演算手順によって与えられる類似性の指標の１つは、２つのヌク
レオチド配列またはアミノ酸配列の間の適合が偶然に生じる確率の指標を提供する、最小
の総和確率（Ｐ（Ｎ））である。例えば、核酸は、基準核酸に対する試験核酸の比較にお
いて最小の総和確率が約０．２未満、より好ましくは約０．０１未満、および最も好まし
くは約０．００１未満である場合に、基準配列に対して類似であると見做される。
【０１５８】
　“～に対して選択的に（または特異的に）ハイブリダイズする”という表現は、配列が
複合混合物（全体の細胞またはライブラリのＤＮＡまたはＲＮＡが挙げられるが、これら
に限定されない）内に存在する場合に、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件
において、特定のヌクレオチド配列に対してのみ結合すること、２重鎖化すること、また
はハイブリダイズすることを指す。
【０１５９】
　“ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件”という表現は、当該技術において
知られるように、低いイオン強度および高い温度の条件を指す。典型的に、ストリンジェ
ントな条件において、プローブは、核酸の複合混合物（全体の細胞またはライブラリのＤ
ＮＡまたはＲＮＡが挙げられるが、これらに限定されない）においてその標的配列とハイ
ブリダイズするが、複合混合物における他の配列とはハイブリダイズしない。ストリンジ
ェントな条件は、配列依存的であり、異なる環境において異なる。より長い配列は、より
高い温度において特異的にハイブリダイズする。核酸のハイブリダイゼーションに対する
広範にわたる指針は、Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--H
ybridization with Nucleic Probes, “Overview of principles of hybridization and 
the strategy of nucleic acid assays” (1993)に見られる。一般的に、ストリンジェン
トな条件は規定のイオン強度　ｐＨにおける、特定の配列に関する熱溶融点（Ｔｍ）より
も約５－１０℃低く選択される。Ｔｍは、標的に対して相補的なプローブの５０％が平衡
状態において標的配列とハイブリダイズする（標的配列がＴｍにおいて過剰に存在し、プ
ローブの５０％が平衡状態にあるような）、温度である（規定のイオン強度、ｐＨ、およ
び核酸の濃度の条件下）。ストリンジェントな条件は、塩濃度がｐＨ７．０から８．３に
おいて約１．０Ｍ未満のナトリウムイオン濃度、典型的に約０．０１から１．０Ｍのナト
リウムイオン濃度（または他の塩）であり、短いプローブ（１０から５０のヌクレオチド
が挙げられるが、これらに限定されない）に関して温度が少なくとも約３０℃、および長
いプローブ（５０を超えるヌクレオチドが挙げられるが、これらに限定されない）に関し
て少なくとも約６０℃である条件であり得る。また、ストリンジェントな条件はホルムア
ミドといった不安定化剤の添加を伴って達成され得る。選択的または特異的なハイブリダ
イゼーションに関して、正のシグナルは、バックグラウンドの少なくとも２倍の、状況に
応じてバックグラウンドの１０倍のハイブリダイゼーションであり得る。例示的なストリ
ンジェントなハイブリダイゼーション条件は、以下のとおり：６５℃において０．２×Ｓ
ＳＣ、および０．１％のＳＤＳにおける洗浄を伴う、４２℃においてインキュベートする
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５０％のホルムアミド、５×ＳＳＣ、および１％のＳＤＳか、または６５℃においてイン
キュベートする５×ＳＳＣ、１％ＳＤＳであり得る。当該洗浄は、５、１５、３０、６０
、１２０分、またはそれ以上にわたって実施され得る。
【０１６０】
　本明細書に使用されるとき、“真核生物”という用語は、動物（哺乳類、昆虫、爬虫類
、鳥類などが挙げられるが、これらに限定されない）、繊毛虫類、植物（単子葉植物、双
子葉植物、藻類などが挙げられるが、これらに限定されない）、菌類、酵母、鞭毛虫、微
胞子虫、原生生物といった、真核生物界の系統学的な領域に属する生体を指す。
【０１６１】
　“真核細胞”および“複数の真核細胞”の一例としては、ＣＨＯ、骨髄腫、ＢＨＫなど
の哺乳類細胞、免疫細胞、昆虫細胞、鳥類細胞、両生類細胞（例えば、カエル卵母細胞）
、菌類細胞および酵母細胞が挙げられる。酵母としては、Saccharomyces、Schizosacchar
omyces、Hansenula、Candida、Torulopsis、Yarrowia、Pichiaなどが挙げられる。発現に
とって特に好ましい酵母としては、メチロトローフ酵母菌株（例えば、Pichia pastoris
、Hansenula、polymorpha、Pichia guillermordii、Pichia methanolica、Pichia inosit
overaなど）が挙げられる（例えば、すべての目的について参照によって本明細書に援用
される米国特許第４，８１２，４０５号明細書、米国特許第４，８１８，７００号明細書
、米国特許第４，９２９，５５５号明細書、米国特許第５，７３６，３８３号明細書、米
国特許第５，９５５，３４９号明細書、米国特許第５，８８８，７６８号明細書および米
国特許第６，２５８，５５９号明細書を参照すればよい）。これらおよび他の特許には、
プロモータ、ターミネータ、エンハンサ、シグナル配列、および酵母における非相同遺伝
子発現を促進するために有用な他の調節配列（本発明において見られるようなタンパク質
の遺伝子）がさらに記載されている。
【０１６２】
　本明細書に使用されるとき、“形質転換”という用語は、遺伝形質を変化させ、結果と
して受容細胞における変化を生じさせる、受容宿主細胞へのＤＮＡの任意の導入を指すた
めに広い意味において使用される。
【０１６３】
　本明細書に使用されるとき、“非真核生物”という用語は非真核生物の生体を指す。例
えば、非真核生物の生体は、系統学的な領域の真正細菌（Escherichia coli、Thermus th
ermophilus、Bacillus stearothermophilus、などが挙げられるが、これらに限定されな
い）、または系統学的な領域の古細菌（Methanococcus jannaschii、Methanobacterium t
hermoautotrophicum、Halobacterium（例えば、Haloferax volcaniiおよびHalobacterium
種のＮＲＣ－１）、Archaeoglobus fulgidus、Pyrococcus furiosus、Pyrococcus horiko
shii、Aeuropyrum pernixなどが挙げられるが、これらに限定されない）に属することが
できる。
【０１６４】
　本明細書に使用されるとき、“対象”という用語は、処置、観察または実験の対象であ
る動物、好ましくは哺乳類、最も好ましくはヒトを指す。
【０１６５】
　〔詳細な説明〕
　当業者は、（１）ネコエリスロポエチンの組成物および関連する方法にとっての、（２
）イヌエリスロポエチン（ｃＥＰＯ）（配列番号３１　成熟アミノ酸配列、配列番号３０
　全長アミノ酸配列）およびウマエリスロポエチン（ｅＥＰＯ）（配列番号３３　成熟ア
ミノ酸配列、配列番号３２　全長アミノ酸配列）に関連する組成物および関連する方法に
とっての、（３）ｃＥＰＯポリペプチドおよびｅＥＰＯポリペプチドに組み込まれている
非天然の（unnatural）アミノ酸、非天然の（non-natural）アミノ酸および／または天然
にコードされていないアミノ酸を有しているｃＥＰＯおよびｅＥＰＯにとっての、以下に
示されている同じ方法を構築可能であり、使用可能である。また、これらのポリペプチド
は、本明細書に開示されているように、処置を必要としているネコまたは他の動物の処置
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に使用され得るか、または当該ポリペプチドはイヌまたはウマの処置に使用され得る。図
３４および３５には、本明細書においてより詳細に述べられているｆＥＰＯ（１６６アミ
ノ酸）に対する、ｃＥＰＯおよびｅＥＰＯに関する１６６アミノ酸の配列のそれぞれとの
比較について示されているが、本開示事項はまた、天然にコードされていないアミノ酸の
配列番号３１および３３（それぞれｃＥＰＯおよびｅＥＰＯ）に対する置換、付加または
欠失に対する裏づけを与えている。
【０１６６】
　Ｉ．導入
　非天然アミノ酸を少なくとも１つ含んでいるネコＥＰＯ分子が、本発明において提供さ
れる。本発明のある実施形態において、非天然アミノ酸を少なくとも１つ有しているＥＰ
Ｏポリペプチドは、少なくとも１つの翻訳後修飾を含んでいる。一実施形態において、少
なくとも１つの翻訳後修飾は、分子（色素、重合体（ポリエチレングリコールの誘導体が
挙げられるがこれに限定されない）、光架橋剤、細胞毒性化合物、親和性標識、ビオチン
の誘導体、樹脂、第２のタンパク質もしくはポリペプチド、抗体もしくは抗体断片、金属
キレート剤、補助因子、脂肪酸、含水炭素、ポリヌクレオチド（ＤＮＡ、ＲＮＡが挙げら
れるがこれらに限定されない）などが挙げられるが、これらに限定されない）の連結を含
んでいる。当該分子は、特定の反応性基にとって好適であることが当業者に知られている
化学方法論に利用される第１の反応性基を含んでいる少なくとも１つの非天然アミノ酸に
対して反応性を示す第２の基を含んでいる。例えば、第１の反応性基が、アルキニル部分
（非天然アミノ酸ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニン（ここで、プロパルギル基は
、ときにアセチレン部分とも呼ばれる）における、が挙げられるが、これに限定されない
）であり、第２の反応性基がアジド部分であり、［３＋２］付加環化の化学方法論が利用
される。他の例において、第１の反応性基が、アジド部分（非天然アミノ酸ｐ－アジド－
Ｌ－フェニルアラニンが挙げられるが、これに限定されない）であり、第２の反応性基が
アルキニル部分である。本発明の修飾されたｆＥＰＯポリペプチドのある特定の実施形態
において、少なくとも１つの翻訳後修飾を含んでいる少なくとも１つの非天然アミノ酸（
ケト官能基を含有する非天然アミノ酸が挙げられるが、これに限定されない）が、使用さ
れる（ここで、少なくとも１つの翻訳語後修飾が糖鎖部分を含んでいる）。ある特定の実
施形態において、翻訳後修飾は真核細胞または非真核細胞のインビボにおいてなされる。
【０１６７】
　ある特定の実施形態において、タンパク質は１つの宿主細胞によってインビボにおいて
なされる少なくとも１つの翻訳後修飾を含んでおり、ここで、当該翻訳後修飾は他の宿主
によって通常はなされない。ある特定の実施形態において、タンパク質は真核細胞によっ
てインビボにおいてなされる少なくとも１つの翻訳修飾を含んでおり、ここで、当該翻訳
後修飾は非真核細胞によって通常はなされない。翻訳後修飾の例としては、アセチル化、
アシル化、脂質修飾、パルミトイル化、パルミチン酸付加、リン酸化および糖脂質結合修
飾などが挙げられるが、これらに限定されない。ある実施形態において、翻訳後修飾は、
ＧｌｃＮＡｃ－アスパラギン酸結合によるアスパラギン酸に対するオリゴ糖（オリゴ糖が
（ＧｌｃＮＡｃ－Ｍａｎ）２－Ｍａｎ－ＧｌｃＮＡｃ－ＧｌｃＮＡｃなどを包含する場合
が挙げられるが、これに限定されない）の連結を含んでいる。他の実施形態において、翻
訳後修飾は、ＧａｌＮＡｃ－セリン、ＧａｌＮＡｃ－スレオニン、ＧｌｃＮＡｃ－セリン
、またはＧｌｃＮＡｃ－スレオニン結合による、セリンまたはスレオニンに対するオリゴ
糖（Ｇａｌ－ＧａｌＮＡｃ、Ｇａｌ－ＧｌｃＮＡｃなどが挙げられるが、これらに限定さ
れない）の連結を含んでいる。ある特定の実施形態において、本発明のタンパク質または
ポリペプチドは、分泌シグナル配列もしくは局在配列、エピトープタグ、ＦＬＡＧタグ、
ポリヒスチジンタグ、および／またはＧＳＴ融合などを含み得る。
【０１６８】
　所定のタンパク質またはポリペプチドは、少なくとも１つの、少なくとも２つの、少な
くとも３つの、少なくとも４つの、少なくとも５つの、少なくとも６つの、少なくとも７
つの、少なくとも８つの、少なくとも９つの、または１０もしくはそれ以上の非天然アミ
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ノ酸を含有し得る。非天然アミノ酸は、同じであるか、または異なり得る（例えば、１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の異なる非天然アミノ酸を含んで
いるタンパク質における１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の異
なる部位にあり得る）。ある特定の実施形態において、タンパク質の天然に存在する型に
存在する特定のアミノ酸のすべてではないが、少なくとも１つが非天然アミノ酸に置換さ
れている。
【０１６９】
　本発明は、天然にコードされていないアミノ酸を少なくとも１つ含んでいるＧＨスーパ
ージーンファミリーのメンバー（特にｆＥＰＯ）を用いた方法および組成物を提供する。
ＧＨスーパージーンファミリー（例えば、ｆＥＰＯ）に対する天然にコードされていない
アミノ酸の少なくとも１つの導入は、通常に存在する２０のアミノ酸と反応しないが、１
つ以上の天然にコードされていないアミノ酸と反応する（これが挙げられるが、限定され
ない）、特定の化学反応を含む抱合化学的性質の適用を可能にする。いくつかの実施形態
において、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるＧＨスーパージーンファミリ
ー（例えばｆＥＰＯ）は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）といった水溶性重合体に対
して、天然にコードされていないアミノ酸の側鎖を介して連結される。本発明はＰＥＧ誘
導体を用いてタンパク質を選択的に修飾する高効率な方法を提供する。当該方法は、遺伝
的にコードされないアミノ酸のセレクターコドンに応じたタンパク質への効率的な組込み
、および好適な反応性のＰＥＧ誘導体を用いたこれらのアミノ酸の一連の修飾に関する。
ここで、遺伝的にコードされないアミノ酸としては、天然に組み込まれる２０のアミノ酸
に見られない官能基または置換基（アジドまたはアセチレン部分が挙げられるが、これら
に限定されない）が挙げられるが、これらに限定されない。組み込まれると、それから、
アミノ酸側鎖は、天然にコードされたアミノ酸に存在する特定の官能基または置換基にと
って好適であると当業者に知られる、化学方法論を利用することによって修飾され得る。
多種多様な公知の化学方法論が、水溶性重合体をタンパク質に組み込むために、本発明に
おける使用にとって好適である。当該方法論としては、ヒュイゲン［３＋２］付加環化反
応（アセチレン誘導体またはアジド誘導体のそれぞれとのヒュイゲン［３＋２］付加環化
反応が挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられるが、これらに限定されない（
例えば、Padwa, A. in Comprehensive Organic Synthesis, Vol. 4, (1991) Ed. Trost, 
B. M., Pergamon, Oxford, p. 1069-1109；およびHuisgen, R. in 1,3-Dipolar Cycloadd
ition Chemistry, (1984) Ed. Padwa, A., Wiley, New York, p. 1-176を参照すればよい
）。
【０１７０】
　ヒュイゲン［３＋２］付加環化法は求核置換反応よりむしろ付加環化に関するので、タ
ンパク質は非常に高い選択性をともなって修飾され得る。反応は、室温および水性条件に
おいて、非常に良好な位置選択性（１，４＞１，５）をともなって、反応混合物に触媒量
のＣｕ（Ｉ）塩を添加することによって実施され得る。例えば、Tornoe, et al., (2002)
 Org. Chem. 67:3057-3064; and, Rostovtsev, et al., (2002) Angew. Chem. Int. Ed. 
41:2596-2599および国際公開第０３／１０１９７２号を参照すればよい。［３＋２］付加
環化を介して本発明のタンパク質に加えられ得る分子としては、好適な官能基または置換
基（アジド誘導体またはアセチレン誘導体が挙げられる）を有している実質的に任意の分
子が挙げられるが、これらに限定されない。これらの分子は、アセチレン基またはアジド
基を有している非天然アミノ酸のそれぞれに対して付加され得る。アセチレン基を有して
いる非天然アミノ酸としては、ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニンが挙げられるが
、これに限定されない。アジド基を有する非天然アミノ酸としては、ｐ－アジド－フェニ
ルアラニンが挙げられるが、これに限定されない。
【０１７１】
　ヒュイゲン［３＋２］付加環化から生じる５員環は、還元性環境において一般的に不可
逆的であり、水性環境において長期間にわたって加水分解に対して安定である。結果とし
て、多種多様な物質の物理的および化学的な特性が本発明の活性ＰＥＧ誘導体をともなう
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厳しい水性条件において修飾され得る。さらに重要なことに、アジド部分およびアセチレ
ン部分が互いに特異的である（そして、例えば遺伝的にコードされる通常の２０のアミノ
酸のいずれとも反応しない）ので、タンパク質は非常に高い選択性をともなって１つ以上
の特定の部位において修飾され得る。
【０１７２】
　また、本発明は、ＰＥＧ誘導体の加水分解に対して安定な水溶性の誘導体を提供し、１
つ以上のアセチレン部分またはアジド部分を有している親水性重合体に関する。アセチレ
ン部分を含有しているＰＥＧ重合体誘導体は、セレクターコドンに応じてタンパク質に選
択的に導入されているアジド部分と結合する高い選択性を有している。同様に、アジド部
分を含有するＰＥＧ重合体誘導体は、セレクターコドンに応じてタンパク質に選択的に導
入されているアセチレン部分と結合する高い選択性を有している。
【０１７３】
　より詳細には、アジド部分は、アルキルアジド、アリールアジドおよびこれらのアジド
の誘導体を包含しているが、これらに限定されない。アルキルアジドおよびアリールアジ
ドの誘導体は、アセチレン特異的な反応性が維持される限り、他の置換基を含み得る。ア
セチレン部分は、アルキルアセチレン、アリールアセチレンおよびそれぞれの誘導体を包
含しているが、これらに限定されない。アルキルアセチレンおよびアリールアセチレンの
誘導体は、アジド特異的な反応性が維持される限り、他の置換基を含み得る。
【０１７４】
　本発明は、他の物質（水溶性重合体（例えば、ＰＥＧ）；薬物；小分子；生体材料；ま
たは他に所望される任意の化合物もしくは物質が挙げられるが、これらに限定されない）
との、多種多様な官能基、置換基または部分を有している物質の抱合物を提供する。また
、本発明は、対応するアセチレンまたはアジド部分を有しているＰＥＧ重合体誘導体との
、アジドまたはアセチレン部分を有している物質の抱合物を包含している。例えば、アジ
ド部分を含んでいるＰＥＧ重合体は、アセチレン官能性基を有している遺伝的にコードさ
れないアミノ酸を含んでいるタンパク質における位置において、生物学的に活性な分子に
連結され得る。ＰＥＧおよび生物学的に活性な分子が連結される結合としては、ヒュイゲ
ン［３＋２］付加環化産物が挙げられるが、これに限定されない。
【０１７５】
　ＰＥＧを用いて生体材料の表面を修飾し得ることは、当該技術において十分に確立され
ている。例えば、参照によって本明細書に援用される、米国特許第６，６１０，２８１号
；Mehvar, R., J. Pharmaceut. ScL, 3(1):125-136 (2000)を参照すればよい。また、本
発明は、１つ以上のアジド反応性部位もしくはアセチレン反応性部位を有している表面、
およびヒュイゲン［３＋２］付加環化結合を介して当該表面に結合されている本発明のア
ジドもしくはアセチレン含有重合体を含んでいる生体材料を包含している。また、生体材
料および他の物質は、アジド結合またはアセチレン結合以外の結合を介してアジドまたは
アセチレン活性化重合体に対して結合され得る。当該結合は、例えば、後の反応に利用可
能なアジド部分またはアセチレン部分を残しておくための、カルボン酸、アミン、アルコ
ールまたはチオール部分を含んでいる結合である。
【０１７６】
　本発明は、本発明のアジド含有重合体およびアセチレン含有重合体を合成する方法を包
含している。アジド含有ＰＥＧ誘導体の場合には、アジドは、重合体の炭素原子に対して
直接に結合され得る。他の方法として、アジド含有ＰＥＧ誘導体は、生成される重合体が
その末端にアジド部分を有するように、１つの末端にアジド部分を有している連結剤を従
来の活性化重合体に連結させることによって調製され得る。アセチレン含有ＰＥＧ誘導体
の場合には、アセチレンは、重合体の炭素原子に対して直接に結合され得る。他の方法と
して、アセチレン含有ＰＥＧ誘導体は、生成される重合体がその末端にアセチレン部分を
有するように、１つの末端にアセチレン部分を有している連結剤を従来の活性化重合体に
連結させることによって調製され得る。
【０１７７】
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　より詳細には、アジド含有ＰＥＧ誘導体の場合には、少なくとも１つの活性ヒドロキシ
部分を有する水溶性重合体は、より反応性の高い部分を有している置換重合体を生成する
ための反応を受ける。より反応性の高い部分は、例えば、水溶性重合体上にあるメシレー
ト基、トレシレート基、トシレート基またはハロゲン離脱基である。ハロゲン化スルフォ
ニル酸、ハロゲンおよび他の離脱基を含んでいるＰＥＧ誘導体の調製および使用は、当業
者にとって公知である。それから、生成される置換重合体は、重合体の末端においてアジ
ド部分をより反応性の高い部分に置換するための反応を受ける。他の方法としては、少な
くとも１つの活性な求核部分または求電子部分を有している水溶性重合体は、１つの末端
にアジド部分を有している連結剤との反応を受ける。当該連結剤は、１つの末端にアジド
部分を有しているので、ＰＥＧ重合体と連結剤との間に共有結合が形成され、アジド部分
が重合体の末端に配置される。求核部分および求電子部分は当業者に公知であり、これら
としては、アミン、チオール、ヒドラジド、ヒドラジン、アルコール、カルボン酸塩、ア
ルデヒド、ケトンおよびチオエステルなどが挙げられる。
【０１７８】
　より詳細には、アセチレン含有ＰＥＧ誘導体の場合には、少なくとも１つの活性なヒド
ロキシ部分を有している水溶性重合体は、アセチレン部分を含んでいる前駆体からハロゲ
ンまたは活性な離脱基を置換するための反応を受ける。他の方法としては、少なくとも１
つの活性な求核部分または求電子部分を有している水溶性重合体は、１つの末端にアセチ
レン部分を有している連結剤との反応を受ける。当該連結剤は、１つの末端にアセチレン
部分を有しているので、ＰＥＧ重合体と連結剤との間に共有結合が形成され、アセチレン
部分が重合体の末端に配置されることを可能にする。ＰＥＧ誘導体の有機合成、調製およ
び使用に関する、ハロゲン部分、活性化脱離基、求核部分および求電子部分の使用は、当
該分野において十分に確立されている。
【０１７９】
　また、本発明は、修飾されているタンパク質に他の物質を加えるために、タンパク質を
選択的に修飾する方法を提供する。他の物質としては、水溶性重合体（例えば、アジド部
分もしくはアセチレン部分を含有するＰＥＧおよびＰＥＧ誘導体）が挙げられるが、これ
らに限定されない。アジド含有ＰＥＧ誘導体およびアセチレン含有ＰＥＧ誘導体を使用し
て、表面を修飾し得、分子の特性を調節し得る。ここで、当該特性としては、生体利用効
率、安定性、溶解性および欠失した免疫原性が重要である。同時に、タンパク質に対して
ＰＥＧ誘導体をより選択的に連結させる手段は、当該技術において以前から公知であった
。
【０１８０】
　ＩＩ．成長ホルモンスーパージーンファミリー
　成長ホルモン（ＧＨ）スーパージーンファミリーの遺伝子によってコードされているタ
ンパク質としては、以下のタンパク質：成長ホルモン、プロラクチン、胎盤性ラクトゲン
、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、インターロイキン－２（
ＩＬ－２）、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－９、ＩＬ－１
０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２（ｐ３５サブユニット）、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、オンコ
スタチンＭ、毛様体神経栄養因子、白血病抑制因子、αインターフェロン、βインターフ
ェロン、γインターフェロン、ωインターフェロン、τインターフェロン、顆粒球コロニ
ー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、
マクロファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）およびカルディオトロフィン－１（ＣＴ
－１）（“ＧＨスーパージーンファミリー”）が挙げられる（Bazan, F., Immunology To
day 11: 350-354 (1991); Bazan, J. F. Science 257: 410-411 (1992); Mott, H. R. an
d Campbell, I. D., Current Opinion in Structural Biology 5: 114-121 (1995); Silv
ennoinen, O. and Ihle, J. N., SIGNALLING BY THE HEMATOPOIETIC CYTOKINE RECEPTORS
 (1996)）。このスーパージーンファミリーのさらなるメンバーは遺伝子のクローニング
および配列決定を介して将来的に同定されることが予想される。ＧＨスーパージーンファ
ミリーのメンバーは、それらが限られたアミノ酸配列またはＤＮＡ配列の同一性しか有し
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ていないという事実にもかかわらず、類似の二次構造および三次構造を有している。共有
されている構造上の特徴によって、当該遺伝子ファミリーの新たなメンバーの容易な同定
が可能である。ＧＨスーパージーンファミリーのメンバーの間に構造的な相同性の程度が
示されているので、天然にコードされていないアミノ酸は、ＧＨスーパージーンファミリ
ーの任意のメンバーに、本発明を用いて組み込まれ得る。
【０１８１】
　サイトカインのメンバーの構造は、Ｘ線回折およびＮＭＲ試験によって決定されており
、有意な一次配列の相同性を欠いているにもかかわらず、ＧＨの構造とともに著しい保存
を示している。サイトカインとしては、Ｇ－ＣＳＦ（Hill, C. P., Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 90:5167-5171 (1993)）、ＧＭ－ＣＳＦ（Diederichs, K., et al. Science 154:
 1779-1782　(1991); Walter et al., J. Mol. Biol. 224:1075-1085 (1992)）、ＩＬ－
２（Bazan, J. F. Science 257: 410-411　(1992); McKay, D. B. Science 257: 412 (19
92)）、ＩＬ－４（Redfield et al., Biochemistry 30: 11029-11035 (1991); Powers et
 al., Science 256:1673-1677 (1992)）、およびＩＬ－５（Milburn et al., Nature 363
: 172-176 (1993)）が挙げられる。ＥＰＯはモデリングおよび変異生成の研究に基づいて
このファミリーのメンバーであると見なされている（Boissel et al., J. Biol. Chem. 2
68: 15983-15993 (1993); Wen et al., J. Biol. Chem. 269: 22839-22846 (1994)）。さ
らなる多くのサイトカインおよび成長因子がこのファミリーに属しており、その例として
は、毛様体神経栄養因子（ＣＮＦＴ）、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、トロンボポエチン（
ＴＰＯ）、オンコスタチンＭ、マクロファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、ＩＬ－
３、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－９、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ならびにα
、β、ω、τおよびγ　インターフェロンが挙げられる（Mott and Campbell, Current O
pinion in Structural Biology 5: 114-121 (1995); Silvennoinen and Ihle (1996) SIG
NALLING BY THE HEMATOPOIETIC CYTOKINE RECEPTORSに概説されている）。現在、上述の
サイトカインおよび成長因子のすべては１つの大きな遺伝子ファミリーを構成していると
考えられている。
【０１８２】
　共有している類似の二次構造および三次構造に加えて、このファミリーのメンバーは、
細胞内シグナル経路を活性化するために細胞表面受容体をオリゴマー化する必要があると
いう特性を共有している。ＧＨファミリーのいくつかのメンバー（ＧＨおよびＥＰＯが挙
げられるが、これらに限定されない）は、単一の種類の受容体と結合し、その受容体のホ
モ二量体の形成を引き起こす。ファミリーの他のメンバー（ＩＬ－２、ＩＬ－４およびＩ
Ｌ－６が挙げられるが、これらに限定されない）は、１つ以上の種類の受容体と結合し、
ヘテロ二量体またはより高次の凝集物の形成を引き起こす（Davis et al., (1993) Scien
ce 260: 1805-1808; Paonessa et al., (1995) EMBO J. 14: 1942-1951; Mott and Campb
ell, Current Opinion in Structural Biology 5: 114-121 (1995)）。ＧＨと同様にこれ
らの他のサイトカインおよび成長因子が複数（典型的に２つ）の受容体結合部位を含んで
おり、それらの同種の受容体と次々に結合することが、変異生成の研究によって示されて
いる。ＧＨと同様に、ファミリーのこれらの他のメンバーは、４つのαヘリックスおよび
Ａ－Ｂループを主に生じる。受容体結合に関与するヘリックスバンドルにおけるアミノ酸
は、ファミリーのメンバーの間において異なっている。ＧＨスーパージーンファミリーの
メンバーと相互作用する細胞表面受容体のほとんどは、構造的に関連性を有しており、第
２の大きなマルチ遺伝子ファミリーを構成している。米国特許第６，６０８，１８３号を
参照すればよい。
【０１８３】
　ＧＨスーパージーンファミリーの種々のメンバーの変異の研究から達せられた一般的な
結論は、αヘリックスに接続しているループが一般的に受容体結合に関与しない傾向にあ
ることである。特に、短いＢ－Ｃループはすべてではないがほとんどのファミリーのメン
バーにおいて受容体結合に非必須であると思われる。このため、Ｂ－Ｃループは、ＧＨス
ーパージーンファミリーのメンバーにおいて、本明細書に記載の天然にコードされていな
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いアミノ酸を用いて置換され得る。また、Ａ－Ｂループ、Ｃ－Ｄループ（およびＧＨスー
パーファミリーのインターフェロン／ＩＬ－１０様のメンバーのＤ－Ｅループ）は、非天
然に存在しているアミノ酸を用いて置換され得る。また、ヘリックスＡに近く、最後のヘ
リックスから遠いアミノ酸は受容体結合に関与しない傾向があり、非天然に存在している
アミノ酸を導入する部位であり得る。いくつかの実施形態において、天然にコードされて
いないアミノ酸は、ループ領域内の任意の位置（Ａ－Ｂ、Ｂ－Ｃ、Ｃ－ＤまたはＤ－Ｅル
ープの最初の１、２、３、４、５、６、７またはそれ以上のアミノ酸が挙げられるが、こ
れらに限定されない）に置換されている。いくつかの実施形態において、天然にコードさ
れていないアミノ酸は、Ａ－Ｂ、Ｂ－Ｃ、Ｃ－ＤまたはＤ－Ｅループの最後の１、２、３
、４、５、６、７またはそれ以上のアミノ酸に置換されている。
【０１８４】
　ＧＨファミリーの特定のメンバー（ＥＰＯ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、Ｇ－ＣＳ
Ｆ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＰＯ、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２　ｐ３５、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５
およびβインターフェロンが挙げられるが、これらに限定されない）は、Ｎ結合型および
Ｏ結合型の糖を含んでいる。タンパク質における糖鎖付加部位のほとんどはループ領域以
外に存在しており、αヘリックスバンドルには存在していない。ループ領域が受容体結合
に一般的に関与しておらず、糖鎖の共有結合部位であるので、それらは天然にコードされ
ていないアミノ酸をタンパク質に組み込むための有用な部位であり得る。タンパク質にお
いてＮ結合型およびＯ結合型の糖鎖付加部位を構成しているアミノ酸は、これらのアミノ
酸が表面露出しているので、非天然に存在しているアミノ酸置換のための部位であり得る
。したがって、天然のタンパク質は、これらの部位におけるタンパク質に対する巨大な糖
鎖の結合を許容し得、糖鎖付加部位は受容体結合部位から離れて位置している傾向にある
。
【０１８５】
　ＧＨ遺伝子ファミリーのさらなるメンバーは将来的に発見されると思われる。ＧＨスー
パージーンファミリーの新たなメンバーは、予想されるタンパク質配列のコンピュータを
利用した二次構造および三次構造の解析を通して同定され得る。ＧＨスーパージーンファ
ミリーのメンバーは、非ヘリックス性のアミノ酸によってつながれている４または５つの
両親媒性のらせん（ループ領域）を典型的に有している。タンパク質は細胞からの分泌を
促進するためのそのＮ末端に疎水性シグナル配列を含み得る。また、ＧＨスーパーファミ
リーの今後発見されるそのようなメンバーが本発明の範囲に包含される。
【０１８６】
　本願におけるｆＥＰＯポリペプチドに対する言及は、ＧＨスーパージーンファミリーの
一例としてｆＥＰＯを使用することを意図されている。したがって、ｆＥＰＯを参照して
本明細書に記載されている修飾および化学的性質は、ＧＨスーパージーンファミリーの任
意の他のメンバー（本明細書に特に挙げられているメンバーが挙げられる）に対して適用
され得る。
【０１８７】
　ＩＩＩ．所望の単一または複数の遺伝子産物を単一の発現コンストラクトから生成する
、本発明とともに使用される発現系
　本明細書に記載されているのは、単一または複数の発現コンストラクトから所望の単一
または複数の遺伝子産物を生成する新規な発現系である。一実施形態において、本発明は
、人工アミノ酸を含めるための抑制に必要なすべての要素をコードしている単一のベクタ
ーから、抑制されている所望のタンパク質の遺伝子が転写される真核生物の抑制発現系を
含んでいる。特に発現系は、人工アミノ酸を含んでいる（複数の）タンパク質を真核生物
の宿主細胞において発現可能なベクターを含んでいる。発現系は、非天然アミノ酸（non-
natural amino acid）または非天然アミノ酸（unnatural amino acid）を含んでいる（複
数の）タンパク質を原核生物の宿主細胞において発現可能なベクターを含んでいる。発現
系は、天然にコードされていないアミノ酸（例えば、ｐ－アセチルフェニルアラニン（ｐ
ＡＦ）が挙げられるが、これらに限定されない）を含んでいる（複数の）タンパク質を真
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核生物の宿主細胞において発現可能なベクターを含んでいる。発現ベクターは、作動可能
に連結されている以下の要素：単コピーまたは多コピーの抑制ｔＲＮＡ配列（真核細胞に
おいて作動可能なプロモータおよび転写終結因子が挙げられる）；発現（抑制）される所
望の任意の遺伝子をコードしているＤＮＡ配列と連結されているプロモータ；および哺乳
類の機能的なｔＲＮＡ合成酵素のコーディング領域と連結されているプロモータを含み得
る。本発明の一実施形態は、抑制発現ベクターを含んでいる哺乳類細胞、および抑制発現
ベクターを用いてトランスフェクトされている哺乳類細胞において機能的に抑制されてい
るタンパク質を生成する方法である。
【０１８８】
　また、本発明は、真核生物の宿主細胞における発現系を介した、十分な発現レベルにお
ける機能的なタンパク質の抑制発現に関する。一実施形態において、本発明は、真核細胞
、好ましくは哺乳類細胞、真菌細胞または酵母細胞、より好ましくはＣＨＯ（チャイニー
ズハムスターの卵巣）細胞における、抑制発現系を用いた機能的なタンパク質の抑制発現
に関する。
【０１８９】
　より詳細には、本発明の一実施形態は、真核細胞（例えば、哺乳類細胞、真菌細胞また
は酵母細胞）における、抑制発現系を用いた機能的なタンパク質の抑制発現に関し、ここ
で、すべての抑制要素が単一のベクターに含まれている。本発明の一実施形態は、ＣＨＯ
（チャイニーズハムスターの卵巣）細胞（ＡＴＣＣに寄託されている細胞、ならびに公知
のバリアント、およびＣＨＯ細胞の代わりに使用され得ることが当業者にとって公知の細
胞および／または細胞株）における、抑制発現系を用いた機能的なタンパク質の抑制発現
に関し、ここで、すべての抑制要素が単一のベクターに含まれている。本発明のこの実施
形態の一局面において、哺乳類細胞における機能的なタンパク質の抑制発現は、所望のｔ
ＲＮＡ、ｔＲＮＡ合成酵素およびタンパク質の転写／翻訳エレメントを含んでいる抑制発
現系を用いることを包含している。
【０１９０】
　本発明の他の実施形態は、細胞内の発現レベルを効率的に調節するために、転写方向に
依存しない単一または複数のｔＲＮＡ要素を含んでいる選択肢を提供する。他の実施形態
において、本発明は、人工アミノ酸が導入される所望の単一のタンパク質をコードしてい
る単一の転写ユニットを含んでいる選択肢を提供する。本発明の他の実施形態は、所望の
複数のタンパク質またはそれらにおけるサブユニット（例えば、抗体の軽鎖および重鎖）
をコードしている複数の転写ユニットを含んでいる選択肢を提供する。ここで、人工アミ
ノ酸が当該タンパク質の一方または両方に導入されている。
【０１９１】
　本発明の他の実施形態は、抑制されているタンパク質を分泌する真核生物の細胞株（例
えば、ＣＨＯ細胞株）であり、ここで、当該タンパク質の発現は本明細書に記載の抑制発
現系を介している。いくつかの実施形態において、真核生物の細胞はＣＨＯ細胞または酵
母細胞（例えばPichia）である。本発明の他の実施形態は、機能的に抑制されているタン
パク質を生成可能な抑制発現系を含んでいる哺乳類細胞または酵母細胞の培養物である。
本発明に係る発現抑制配列を含んでいるベクターは哺乳類細胞または酵母細胞に導入され
得る。細胞培養の間に、外来性のＤＮＡ配列がランダムにか、または相同性組換えを介し
て哺乳類細胞または酵母細胞のゲノムに挿入されるように、外来性の所望のＤＮＡ配列が
標的の哺乳類細胞または酵母細胞に導入され得る。使用される配列に依存して、機能的に
抑制されているタンパク質は細胞培養物の生物資源または細胞培養の培地から回収され得
る。
【０１９２】
　本発明のさらなる他の実施形態は、抗体の軽鎖および重鎖の配列を発現する抑制発現系
を含んでいる真核細胞、好ましくは哺乳類細胞または酵母細胞を培養すること、ならびに
細胞培養物から機能的な抗体を回収することを包含している機能的に抑制されているタン
パク質を生成する方法である。機能的な抗体は、工業的な最大の生産量のために最適化さ
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れている条件において治療用途に好適なレベルに、流加回分細胞培養において生成され得
る。例えば、グルコースレベルが継続的に制御されている流加回分培養において培養され
たＣＨＯ細胞は、少なくとも１２日間以上にわたって組換えタンパク質を生成し得る。例
えば、流加回分培養において培養されている細胞による組換えタンパク質の生産量に関す
る考察について、米国特許第６，１８０，４０１号を参照すればよい。
【０１９３】
　異なる種類の様々なタンパク質が本発明にしたがって発現され得る。タンパク質の種類
としては、単一のポリペプチドまたは複数が集合したポリペプチド（例えばこれに限定さ
れないが、抗体）が挙げられる。本発明の目的のために、多くの発現抑制ベクター系が使
用され得る。例えば、発現抑制ベクターは、細菌（例えばこれらに限定されないが、E. c
oli、Bacillus、Salmonella）；動物ウイルス（例えば、ウシパピローマウイルス、ポリ
オーマウイルス、ワクシニアウイルス、バキュロウイルス、レトロウイルス（ＲＳＶ、Ｍ
ＭＴＶまたはＭＯＭＬＶ）、ＳＶ４０ウイルス）に由来するＤＮＡエレメントを含み得る
。さらに、発現抑制コンストラクトのＤＮＡがそれらの染色体に統合されている細胞は、
形質転換されている宿主細胞の選択を可能にする１つ以上のマーカーの導入によって選択
され得る。マーカーは、選択について当業者に公知の任意の手段（栄養要求性の宿主に対
する原栄養性、殺生剤耐性（例えば抗生物質）または重金属（例えば銅）に対する耐性が
挙げられるが、これらに限定されない）を提供する。選択可能なマーカー遺伝子は、発現
される遺伝子配列と直接に連結され得るか、または同時形質導入によって同じ細胞に導入
され得る。ｍＲＮＡの合成の最適化に使用され得るさらなる要素としては、スプライスシ
グナル、ならびに転写プロモータ、エンハンサ、および終結シグナルが挙げられる。
【０１９４】
　より一般的に、タンパク質サブユニットをコードしているベクターまたはＤＮＡ配列が
いったん調製されると、発現ベクターは適切な宿主細胞に導入され得る。つまり宿主細胞
は形質転換され得る。宿主細胞へのプラスミドの導入は当業者に公知の種々の手法によっ
て実施され得る。これらとしては、トランスフェクション（電気泳動および電気穿孔法が
挙げられる）、原形質融合、リン酸カルシウム沈降、外皮に包まれたＤＮＡを用いた細胞
融合、微量注入、ＰＥＩおよび完全なウイルスを用いた感染が挙げられるが、これらに限
定されない。Ridgway, A. A. G. "Mammalian Expression Vectors" Chapter 24.2, pp. 4
70-472 Vectors, Rodriguez and Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass. 1988)
を参照すればよい。最も好ましくは、安定に統合されているベクターに関して、宿主細胞
へのプラスミドの導入は電気穿孔法を介している。形質転換されている細胞は、タンパク
質の生成にとって適切な条件において培養され、タンパク質合成についてアッセイされる
。所望の遺伝子産物を同定し、定量化する例示的なアッセイの手法としては、酵素結合免
疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）もしくは蛍光標示式細胞分
取アッセイ、免疫組織化学などが挙げられる。
【０１９５】
　本発明の一実施形態において、タンパク質発現に使用される宿主細胞は哺乳類由来であ
る。当業者は所望の遺伝子産物の発現に適合している宿主細胞または細胞株を容易に決定
し得る。例示的な宿主細胞としては、ＤＧ４４およびＤＵＸＢ１１（チャイニーズハムス
ターの卵巣株、ＤＨＦＲ－）、ＣＨＯ－Ｋ１派生物、ＣＨＯ－Ｓ、ＨＥＬＡ（ヒトの子宮
頸がん）、ＣＶＩ（サルの腎株）、ＣＯＳ（ＳＶ４０のＴ抗原を有しているＣＶＩの派生
物）、Ｒ１６１０（チャイニーズハムスターの繊維芽細胞）、ＢＡＬＢＣ／３Ｔ３（マウ
スの繊維芽細胞）、ＨＡＫ（ハムスターの腎株）、ＳＰ２／Ｏ（マウスの骨髄腫）、Ｐ３
ｘ６３－ＡＧ３．６５３（マウスの骨髄腫）、ＢＦＡ－１ｃ１ＢＰＴ（ウシの内皮細胞）
、ＲＡＪＩ（ヒトのリンパ球）、および２９３（ヒトの腎）が挙げられるが、これらに限
定されない。ＣＨＯ細胞が特に好ましい。宿主細胞または細胞株は、商業的な事業体のア
メリカンティシューカルチャーコレクション、または公知の文献から典型的に入手可能で
ある。
【０１９６】
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　インビトロ生成は、抑制発現系を用いて生成される所望のポリペプチドを大量に生じさ
せる大規模化を可能にする。組織培養条件における真核生物（例えば哺乳類細胞および酵
母細胞）の培養は当該分野において公知であり、当該培養としては、均質な懸濁培養（例
えば、エアリフト反応器または連続攪拌反応器における）、または固定化細胞培養もしく
は捕捉細胞培養（例えば、中空糸、微小カプセル、アガロース微小ビーズ、またはセラミ
ックカートリッジにおける）が挙げられる。抗体の単離および回収について、培養懸濁物
における免疫グロブリンがまず、例えば硫酸アンモニウムを用いた沈殿、吸湿性の材料（
例えばＰＥＧ）に対する透析、または選択膜を介したろ過によって、濃縮され得る。必要
に応じてか、および／または所望される場合に、多価抗体の濃縮溶液は、通常のクロマト
グラフィー法（例えば、ゲルろ過、イオン交換クロマトグラフィー、ＤＥＡＥセルロース
に通すクロマトグラフィー、または（免疫）親和性クロマトグラフィー）によって精製さ
れる。
【０１９７】
　本発明のいくつかの実施形態において、発現に使用される真核細胞は哺乳類細胞または
酵母細胞である。本発明の他の実施形態において、発現に使用される真核細胞はＣＨＯ細
胞である。本発明のさらなる実施形態において、発現に使用される真核細胞は高レベルの
タンパク質生成のために効率的に培養される他の細胞である。上述のように、本発明に係
る抑制発現系に組み込むためのタンパク質遺伝子の入手またはクローニングは当業者の範
疇にある。上述のように、そのようなタンパク質遺伝子は、成熟遺伝子、全長タンパク質
をコードし得るか、または当該タンパク質遺伝子は、例えばキメラ化、ヒト化、ドメイン
欠失もしくは部位特異的変異生成によって修飾され得る。本発明の系によって生成される
タンパク質としては、全長タンパク質、成熟タンパク質、切断されているタンパク質、切
断されていないタンパク質、本明細書に開示されているタンパク質、抗体、抗体断片（Ｆ
ｖ、Ｆｃ、Ｆａｂおよび（Ｆａｂ’）２、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、ダイアボディ、トリア
ボディ、テトラボディ、二機能性のハイブリッド抗体、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３、
ＣＤＲの組合せ、可変領域、フレームワーク領域、定常領域などが挙げられるが、これら
に限定されない）が挙げられる。
【０１９８】
　本発明の一実施形態において、発現系は、真核生物の細胞（非限定的な例：哺乳類細胞
（例えば、チャイニーズハムスターの卵巣（ＣＨＯ）細胞、新生児ハムスターの腎（ＢＨ
Ｋ）細胞、繊維が細胞株および骨髄腫細胞））においてタンパク質を生成する。一実施形
態において、ＣＨＯ細胞は、シストロンを含んでいる抑制発現系にとっての宿主として使
用される。当該シストロンは、以下の配列：ｔＲＮＡ配列遺伝子、発現に使用される特定
の真核生物の細胞において機能的な真核生物のプロモータ配列（例えば、ＣＭＶ、ＳＶ４
０の初期、またはアクチンのプロモータ配列、好ましくはＣＭＶ）；所望のタンパク質を
コードしているＤＮＡ配列、好ましくは５’末端における真核生物の分泌リーダー配列；
ならびに５’開始コドンおよび３’終止コドンによって挟まれている配列、およびその３
’末端におけるポリＡ配列を含んでいる。
【０１９９】
　本発明にしたがって抑制されており、発現されているタンパク質は、抱合されている形
態（すなわち免疫抱合物）または抱合されていない形態の多くのうちのいずれか１つにお
いて一般的に使用され得る。特に本発明のタンパク質は、細胞毒素（例えば放射性同位元
素、治療薬、細胞分裂抑制剤、生物学的な毒素またはプロドラッグ）と抱合され得る。特
に好ましい実施形態において、本発明の発現系にしたがって生成されるタンパク質は、例
えば放射性同位元素または生物活性ペプチドとの抱合によって、修飾され得る。多くの公
知のキレート剤または直接標識のうちのいずれかを用いる本発明にしたがって有用な放射
性同位元素の例としては、９０Ｙ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１２３Ｉ、１１１Ｉｎ、１０５

Ｒｈ、１５３Ｓｍ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ、１６６Ｈｏ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒｅおよび１

８８Ｒｅが挙げられる。一実施形態において、抱合されているタンパク質および抱合され
ていないタンパク質は、例えば特定の非ホジキンリンパ腫の処置に対するZevalinを使用
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する現在認可されている治療法に使用されるように、同じ治療法においてともに使用され
得る。
【０２００】
　他の実施形態において、本発明のタンパク質は、薬剤、プロドラッグまたは生物学的な
応答の調節物（例えば、メトトレキセート、アドリアマイシンおよびリンフォカイン（例
えばサイトカイン））と結合されている修飾されているタンパク質を含んでいる組成物に
含められ得る。本発明のさらなる他の実施形態は、特定の生物毒素（例えばリシンまたは
ジフテリア毒素）と抱合されている修飾されているタンパク質の使用を包含している。さ
らなる他の実施形態において、修飾されているタンパク質は免疫学的に活性な他のリガン
ド（例えば抗体またはそれらの断片）と複合体化され得、ここで、生じる分子は、新生細
胞および必要に応じて効果細胞（例えばＴ細胞）と結合する。さらなる他の実施形態にお
いて、修飾されているタンパク質は免疫学的に活性な他のリガンド（例えば抗体またはそ
れらの断片）と複合体化され得、ここで、生じる分子は、新生細胞および効果細胞（例え
ばＴ細胞）と結合する。抱合されているか、および／または抱合されていない修飾されて
いるタンパク質の、使用するための選択は、がんの種類および段階、付加的な処置（例え
ば、化学療法または外部放射線）、および患者の状態に依存している。当業者が本明細書
の教示に鑑みてそのような選択を容易になし得ることが十分に理解される。
【０２０１】
　本発明は、非限定的な実施例２、３および４によってさらに例証されている。
【０２０２】
　ＩＶ．本発明とともに使用するための一般的な組換え核酸法
　本発明の多くの実施形態において、所定のｆＥＰＯポリペプチドをコードする核酸は、
単離され、クローン化され、しばしば組換え法を用いて変更される。当該実施形態は、こ
れらに限定されないが、ｆＥＰＯポリペプチドから得られるバリアント、誘導体、発現カ
セットまたは他の配列の、タンパク質発現または生成の間を含めて使用される。いくつか
の実施形態において、本発明のポリペプチドをコードする配列は、異種のプロモータに対
して作動可能に連結されている。ｈＥＰＯの単離について、例えば、米国特許第５，４４
１，８６８号；米国特許第５，５４７，９３３号；米国特許第５，６１８，６９８号；米
国特許第５，６２１，０８０号；および米国特許第６，５４４，７４８号に記載されてお
り、また、ヒト細胞におけるＥＰＯの産生について、国際公開第９３／０９２２２号パン
フレットに記載されている（各明細書は、参照によって本明細書に援用される）。これら
の技術は単離およびｆＥＰＯの産生において当業者によって用いられ得る。
【０２０３】
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列は、親ポリペプチドのアミノ酸配列に基づいて合成され得る（配列番号２
（または配列番号４、または必要に応じてそれに代わる公知の配列またはＳＮＰｓ）に示
されるアミノ酸配列を有し、それから関連する（複数の）アミノ酸残基の導入（すなわち
組み込みまたは置換）または除去（すなわち欠失または置換）をもたらすようにヌクレオ
チド配列を変えている、が挙げられるが、これらに限定されない）。ヌクレオチド配列は
、従来の方法にしたがった部位特異的な変異生成によって簡便に修飾され得る。代替可能
に、ヌクレオチド配列は、化学合成（オリゴヌクレオチド合成機を用いること、および好
ましくは組換えポリペプチドが産生される宿主細胞に好まれるこれらのコドンを選択する
ことが挙げられるが、これらに限定されない）によって調製され得る（ここで、オリゴヌ
クレオチドは、所望のポリペプチドのアミノ酸配列に基づいて設計される）。例えば、所
望のポリペプチドの部分をコードする種々の小さなオリゴヌクレオチドが合成され、ＰＣ
Ｒ、ライゲーションまたはライゲーション連鎖反応によって組み立てられ得る。例えば、
参照によって本明細書に援用される、Barany, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 189
-193 (1991) ；米国特許第６，５２１，４２７号を参照すればよい。
【０２０４】
　本発明は、組換え遺伝学の分野における通常の技術を利用している。本発明に使用する
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一般的な方法を開示する基本的な教科書としては、Sambrook et al., Molecular Cloning
, A Laboratory Manual (3rd ed. 2001)；Kriegler, Gene Transfer and Expression:　A
 Laboratory Manual (1990)；およびCurrent Protocols in Molecular Biology (Ausubel
 et al., eds., 1994))が挙げられる。
【０２０５】
　分子生物学的な技術について記載している一般的な教科書としては、Berger and Kimme
l, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology volume 152 Acade
mic Press, Inc., San Diego, CA （Berger）；Sambrook et al., Molecular Cloning - 
A Laboratory Manual (2nd Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spr
ing Harbor, New York, 1989 （“Sambrook”）およびCurrent Protocols in Molecular 
Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture beＴｗｅ
ｅｎ Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (supplement
ed through 1999) （“Ausubel”））が挙げられる。これらの教科書には、変異生成、ベ
クター、プロモータおよび他の関連性のある多くの原理（非天然アミノ酸、直交性のｔＲ
ＮＡ、直交性の合成酵素、およびこれらの対を含んでいるタンパク質産生用のセレクター
コドンを含んでいる、遺伝子の生成と関連性のあるものが挙げられるが、これらに限定さ
れない）の利用について記載されている。
【０２０６】
　多様な種類の変異生成が本発明において種々の目的に使用される。当該目的としては、
ｔＲＮＡのライブラリを産生すること、合成酵素のライブラリを産生すること、セレクタ
ーコドンを産生すること、所定のタンパク質またはポリペプチドにおける非天然アミノ酸
をコードするセレクターコドンを挿入することが挙げられるが、これらに限定されない。
変異生成としては、部位特異的変異生成、無作為点変異生成、相同性組換え、ＤＮＡシャ
ッフリングもしくは他の反復的な変異生成法、キメラ構築、鋳型を含有するウラシルを用
いた変異生成、オリゴヌクレオチド特異的変異生成、ホスホロチオネート修飾ＤＮＡ変異
生成、もしくはギャップ２本鎖ＤＮＡを用いた変異生成など、またはこれらの任意の組合
わせが挙げられるが、これらに限定されない。付加的な好適な方法としては、点不一致対
、修復欠失宿主株を用いた変異生成、制限選択および制限精製、欠失変異生成、全体の遺
伝子合成による変異生成、ならびに２本鎖切断修復などが挙げられるが、これらに限定さ
れない。また、キメラ構築に関する変異生成が本発明に包含されるが、これに限定されな
い。一実施形態において、変異生成は、天然に存在する分子、または変更されるかもしく
は変異された天然に存在する分子の公知の情報（配列、配列比較、物理的性質、または結
晶構造などが挙げられるが、これらに限定されない）よって導かれ得る。
【０２０７】
　本明細書に見られる教科書および例は、これらの手法について記載している。付加的な
情報は、以下の公刊物および引用文献：Ling et al., Approaches to DNA mutagenesis: 
an overview, Anal Biochem. 254(2): 157-178 (1997)；Dale et al., Oligonucleotide-
directed random mutagenesis using the phosphorothioate method, Methods Mol. Biol
. 57:369-374 (1996) ；Smith, In vitro mutagenesis, Ann. Rev. Genet. 19:423-462 (
1985)；Botstein & Shortle, Strategies and applications of in vitro mutagenesis, 
Science 229:1193-1201 (1985)；Carter, Site-directed mutagenesis, Biochem. J. 237
:1-7 (1986) ；Kunkel, The efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis, in
 Nucleic Acids & Molecular Biology (Eckstein, F. and Lilley, D.M.J. eds., Spring
er Verlag, Berlin) (1987)；Kunkel, Rapid and efficient site-specific mutagenesis
 without phenotypic selection, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985)；Kun
kel et al., Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic sel
ection, Methods in Enzymol. 154, 367-382 (1987)；Bass et al., Mutant Trp repress
ors with new DNA-binding specificities, Science 242:240-245 (1988)； Methods in 
Enzymol. 100: 468-500 (1983); Methods in Enzymol. 154: 329-350 (1987);Zollcr & S
mith, Oligonucleotide-directed mutagenesis using M13-derived vectors: an efficie
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nt and general procedure for the production of point mutations in any DNA fragme
nt, Nucleic Acids Res. 10:6487-6500 (1982); Zoller & Smith, Oligonucleotide-dire
cted mutagenesis of DNA fragments cloned into M13 vectors, Methods in Enzymol. 1
00:468-500 (1983); Zollcr & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis: a simpl
e method using two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template, M
ethods in Enzymol. 154:329- 350 (1987);Taylor et al., The use of phosphorothioat
e-modified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA, Nucl. Acid
s Res. 13: 8749-8764 (1985) ；Taylor et al., The rapid generation of oligonucleo
tide-directed mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA, N
ucl. Acids Res. 13: 8765-8787 (1985) ；Nakamaye & Eckstein, Inhibition of restri
ction endonuclease Nci I cleavage by phosphorothioate groups and its application
 to oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 14: 9679-9698 (1986) 
；Sayers et al, Y-T Exonucleases in phosphorothioaie-based oligonucleotide-direc
ted mutagenesis, Nucl. Acids Res, 16:791-802 (1988);Sayers et al., Strand specif
ic cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction with restriction endo
nucleases in the presence of ethidium bromide, (1988) Nucl. Acids Res. 16: 803-8
14；Kramer et al., The gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mu
tation construction, Nucl. Acids Res. 12: 9441-9456 (1984) ；Kramer & Fritz Olig
onucleotide-directed construction of mutations via gapped duplex DNA, Methods in
 Enzymol. 154:350-367 (1987)；Kramer et al., Improved enzymatic in vitro reactio
ns in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed construction of
 mutations, Nucl. Acids Res. 16: 7207 (1988) ；Fritz et al., Oligonucleotide-dir
ected construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic
 reactions in vitro, Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999 (1988) ；Kramer et al., Poin
t Mismatch Repair, Cell 38:879-887 (1984); Carter et al., Improved oligonucleoti
de site-directed mutagenesis using M13 vectors, Nucl. Acids Res. 13: 4431 -4443 
(1985)；Carter, Improved oligonucleotide-directed mutagenesis using M13 vectors,
 Methods in Enzymol. 154: 382-403 (1987)；Eghtedarzadeh & Henikoff, Use of oligo
nucleotides to generate large deletions, Nucl. Acids Res. 14: 5115 (1986) ；Well
s et al., Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing the transition st
ate of subtilisin, Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423 (1986)；Nambiar et 
al., Total synthesis and cloning of a gene coding for the ribonuclease S protein
, Science 223: 1299-1301 (1984)；Sakamar and Khorana, Total synthesis and expres
sion of a gene for the a-subunit of bovine rod outer segment guanine nucleotide-
binding protein (transducin), Nucl. Acids Res. 14: 6361-6372 (1988) ；Wells et a
l., Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple mutatio
ns at defined sites, Gene 34:315-323 (1985) ；Grundstrom et al., Oligonucleotide
-directed mutagenesis by microscale 'shot-gun' gene synthesis, Nucl. Acids Res. 
13: 3305-3316 (1985) ；Mandecki, Oligonucleotide-directed double-strand break re
pair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:7177-7181 (1986) ；Arnold, Protein engineering for 
unusual environments, Current Opinion in Biotechnology 4:450-455 (1993) ；Sieber
, et al., Nature Biotechnology, 19:456-460 (2001) ；W. P. C. Stemmer, Nature 370
, 389-91 (1994) ；およびI. A. Lorimer, I. Pastan, Nucleic Acids Res. 23, 3067-8 
(1995) に見出される。上述の方法に関する付加的な詳細は、種々の変異生成方法に伴う
問題を解決する有用な管理についても記載しているMethods in Enzymology Volume 154に
見出され得る。
【０２０８】
　また、本発明は、直交性のｔＲＮＡ／ＲＳ対を介した非天然アミノ酸のインビボにおけ
る組み込み用の、真核生物宿主細胞、非真核生物宿主細胞および生体に関する。宿主細胞
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は、本発明のポリヌクレオチドまたは本発明のポリヌクレオチドを含んでいるコンストラ
クト（クローニングベクターまたは発現ベクターであり得る本発明のベクターが挙げられ
るが、これらに限定されない）を用いて、遺伝的に改変される（形質転換されるか、形質
導入されるか、またはトランスフェクトされる、が挙げられるが、これらに限定されない
）。ベクターは例えば、プラスミド、細菌、ウイルス、裸のポリヌクレオチドまたは抱合
されたポリヌクレオチドの形態であり得る。ベクターは、標準的な方法（エレクトロポレ
ーション（From et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 5824 (1985) ）、ウイルスベ
クターによる感染、小さなビーズもしくは粒子のマトリクスの内部、または表面のいずれ
かに核酸を有する小粒子による高速弾丸侵入（high velocity ballistic penetration）
（Klein et al., Nature 327, 70-73 (1987) ）などが挙げられる）によって細胞および
／または微生物に導入される。
【０２０９】
　改変された宿主細胞は、例えば、スクリーニング段階、プロモータの活性化または形質
転換体の選択といった活性に適するように改変された、従来の培養液において培養され得
る。これらの細胞は遺伝子導入生体において任意に培養され得る。他の有用な参考文献（
細胞の単離および培養にとって（例えば、続く核酸の単離にとって）の、が挙げられるが
、これらに限定されない）としては、Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Man
ual of Basic Technique, third edition, Wiley- Liss, New York およびこれに引用さ
れている参考文献；Payne et al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Sy
stems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY；Gamborg and Phillips (eds.) (1995) P
lant Cell, Tissue and Organ Culture；Fundamental Methods Springer Lab Manual, Sp
ringer-Verlag (Berlin Heidelberg New York)、ならびにAtlas and Parks (eds.) The H
andbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton, FLが挙げられる。
【０２１０】
　標的の核酸を細胞に導入する種々のよく知られる方法が、本発明に使用される任意の方
法に利用可能である。これらとしては、ＤＮＡを含有する細菌の原形質体との受容細胞の
融合、エレクトロポレーション、粒子衝撃法（projectile bombardment）、およびウイル
スベクターを用いた感染（以下にさらに論じられている）などが挙げられる。細菌細胞は
本発明のＤＮＡコンストラクトを含有するプラスミドの数を増幅するために使用され得る
。細菌は、対数期まで増殖され、細菌内におけるプラスミドは、当該技術において公知の
種々の方法（例えば、実際には、Sambrookを参照すればよい）によって単離され得る。さ
らに、細菌からのプラスミドの精製にとっての大量のキットは、市販されている（例えば
、いずれもPharmacia Biotechから得られるEasyPrep（商標）、FlexiPrep（商標）；Stra
tageneから得られるStrataClean（商標）；およびQiagenから得られるQIAprep（商標））
。それから、単離され、精製されたプラスミドは、さらに操作されて他のプラスミドを産
生するか、細胞のトランスフェクトに使用されるか、または関連するベクターに組み込ま
れて生体に感染させられる。典型的なベクターは、特定の標的核酸の発現の制御に有用な
、転写ターミネータおよび翻訳ターミネータ、転写開始配列および翻訳開始配列、ならび
にプロモータを含んでいる。ベクターは、少なくとも１つの独立したターミネータ配列を
含んでいる遺伝的な発現カセット、真核生物もしくは原核生物もしくはこの両方における
カセットの複製を可能にする配列（シャトルベクターが挙げられるが、これに限定されな
い）、および原核生物系もしくは真核生物系の両方にとっての選択マーカーを任意に含ん
でいる。ベクターは、原核生物、真核生物または好ましくは両方における複製および組み
込みに好適である。例えば、Giliman & Smith, Gene 8:81 (1979)；Roberts, et al., Na
ture, 328:731 (1987)； Schneider, B., et al., Protein Expr. Purif. 6435:10 (1995
)；Ausubel, Sambrook, Berger （すべて上述されている）を参照すればよい。クローニ
ングに有用な細菌およびバクテリオファージのカタログは、例えば、ＡＴＣＣによって提
供される（例えば、ＡＴＣＣによって公開されるThe ATCC Catalogue of Bacteria and B
acteriophage (1992) Gherna et al. (eds)）。また、配列決定、クローニング、および
分子生物の他の局面に関する付加的な基本的な手法ならびに基礎になる論理的な考察は、
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Watson et al. (1992) Recombinant DNA Second Edition Scientific American Books, N
Yに見出される。さらに、実質的に任意の核酸（および、らせん構造であるか否かにかか
わらず、実質的に任意の標識核酸）は、任意の多様な販売元（例えば、the Midland Cert
ified Reagent Company（Midland、TX mcrc.com）、The Great American Gene Company（
Ramona）、CA、ワールドワイドウェブのgenco.comにおいて利用可能である）、ExpressGe
n Inc．（Chicago、IL）、ワールドワイドウェブのexpressgen.comにおいて利用可能であ
る）、Operon Technologies Inc.（Alameda）、CA）および多くの他社）から、特別また
は通常に注文して提供され得る。
【０２１１】
　（セレクターコドン）
　本発明のセレクターコドンは、タンパク質の生合成機構の遺伝学的なコドンの枠組みを
拡張する。例えば、セレクターコドンとしては、固有の３塩基コドン、ナンセンスコドン
（例えば、ストップコドン（アンバーコドン（ＵＡＧ）、またはオパールコドン（ＵＧＡ
）が挙げられるが、これらに限定されない））、非天然コドン、４塩基以上のコドン、ま
たはレアコドン（rare codon）などが挙げられるが、これらに限定されない。所望の遺伝
子に導入され得るセレクターコドンの数は広範囲に及ぶ（少なくともｆＥＰＯの一部を少
なくともコードする単一のポリヌクレオチドにおける１以上、２以上、３以上、４、５、
６、７、８、９、１０以上が挙げられるが、これらに限定されない）ことは、当業者にと
って直ちに明らかになる。
【０２１２】
　一実施形態において、方法は、真核細胞のインビボにおける１つ以上の非天然アミノ酸
の組込み用のストップコドンである、セレクターコドンの使用に関する。例えば、ストッ
プコドン（ＵＡＧが挙げられるが、これに限定されない）を認識するＯ－ｔＲＮＡが産生
され、Ｏ－ＲＳによって所望の非天然アミノ酸とアミノアシル化される。このＯ－ｔＲＮ
Ａは、天然に存在する宿主のアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素によって認識されない。従来
の部位特異的な突然変異生成は、所定のポリペプチドにおける所定の部位に対するストッ
プコドン（ＴＡＧが挙げられるが、これに限定されない）の導入に使用され得る。例えば
、Sayers, J.R.,ら (1988), 5'-3' Exonuclease in phosphorothioate-based oligonucle
otide-directed mutagenesis. Nucleic Acids Res. 791-802を参照すればよい。Ｏ－ＲＳ
、Ｏ－ｔＲＮＡおよび所定のポリペプチドをコードする核酸がインビボにおいて組み合せ
られると、非天然アミノ酸がＵＡＧコドンに応じて組み込まれて、特定の位置に非天然ア
ミノ酸を含んでいるポリペプチドを生じさせる。
【０２１３】
　非天然アミノ酸のインビボにおける組込みは、宿主細胞を大きく乱すことなくなされ得
る。例えば、ＵＡＧコドンの抑制効率が、Ｏ－ｔＲＮＡ（アンバーサプレッサｔＲＮＡが
挙げられるが、これらに限定されない）と、（ストップコドンに対して結合し、リボソー
ムからの成長しつつあるペプチドの放出を開始する）真核細胞放出因子（ｅＲＦが挙げら
れるが、これに限定されない）との間の競合に依存するので、抑制効率は、Ｏ－ｔＲＮＡ
および／またはサプレッサｔＲＮＡの発現レベルを増強することによって調節され得るが
、これらに限定されない。
【０２１４】
　また、セレクターコドンは、拡張されたコドン（４以上の塩基コドン（例えば、４、５
、６以上の塩基コドン）が挙げられるが、これらに限定されない）を包含する。４塩基コ
ドンの例としては、ＡＧＧＡ、ＣＵＡＧ、ＵＡＧＡ、およびＣＣＣＵなどが挙げられるが
、これらに限定されない。５塩基コドンの例としては、ＡＧＧＡＣ、ＣＣＣＣＵ、ＣＣＣ
ＵＣ、ＣＵＡＧＡ、ＣＵＡＣＵ、およびＵＡＧＧＣなどが挙げられるが、これらに限定さ
れない。本発明の特徴は、フレームシフト抑圧に基づいて延長されたコドンの使用を包含
する。４以上の塩基コドンは、同じタンパク質に１つまたは複数の非天然アミノ酸（例と
して挙げられるが、これらに限定されない）を挿入可能である。例えば、突然変異された
Ｏ－ｔＲＮＡ（特別なフレームシフトサプレッサｔＲＮＡが挙げられるが、これに限定さ
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れない）の存在下において、アンチコドンループ（少なくとも８－１０ｎｔのアンチコド
ンループが挙げられるが、これらに限定されない）を用いて、４以上の塩基コドンが単一
のアミノ酸として解読される。他の実施形態において、アンチコドンループは、少なくと
も４塩基コドン、少なくとも５塩基コドン、または少なくとも６塩基コドン（例として挙
げられるが、これらに限定されない）を翻訳可能である。見込みのある４塩基コドンが２
５６あるので、複数の非天然アミノ酸は、４以上の塩基コドンを用いて同じ細胞において
コードされ得る。Anderson et al, (2002) Exploring the Limits of Codon and Anticod
on Size, Chemistry and Biology. 9:237-244；Magliery, (2001) Expanding the Geneti
c Code: Selection of Efficient Suppressors of Four-base Codons and Identificatio
n of "Shifty" Four-base Codons with a Library Approach in Escherichia coli, J. M
oI. Biol. 307: 755-769を参照すればよい。
【０２１５】
　例えば、４塩基コドンは、インビトロ生合成方法を用いたタンパク質への非天然アミノ
酸の組込みに使用されている。例えば、Ma et al, (1993) Biochemistry. 32:7939、およ
びHohsaka et al, (1999) L Am. Chem. Soc. 121: 34を参照すればよい。ＣＧＧＧおよび
ＡＧＧＵは、化学的にアシル化された２つのフレームシフトサプレッサｔＲＮＡを用いて
、ストレプトアビジンに２－ナフチルアラニンおよびリジンＮＢＤ誘導体をインビトロに
おいて同時に組み込むために使用された。例えば、Hohsaka et al, (1999) J. Am. Chem.
 Soc. 121: 12194を参照すればよい。インビボにおける研究において、Moore et alは、
ＮＣＵＡアンチコドンを有しているｔＲＮＡＬｅｕ誘導体のＵＡＧＮコドン（ＮはＵ、Ａ
、ＧまたはＣであり得る）を抑圧する能力を試験し、クワドラプレットＵＡＧＡが、０ま
たは－１フレームの状態に少なく翻訳して、１３から２６％の効率において、ＵＣＵＡア
ンチコドンを有するｔＲＮＡＬｅｕによって翻訳され得ることを見出した。例えば、Moor
e et al, (2000) J. MoI. Biol., 298:195を参照すればよい。一実施形態において、レア
コドンまたはナンセンスコドンに基づいて延長されたコドンは、読み過ごしのミスセンス
、および他の不要な部位におけるフレームシフト抑圧を低減し得る本発明に使用され得る
。
【０２１６】
　また、所定の系に関して、内因性の系が天然塩基コドンを使用しない（またはまれにし
か使用しない）場合に、セレクターコドンは天然の３塩基コドンの１つを包含し得る。こ
の例としては、天然の３塩基コドンを認識するｔＲＮＡを欠損している系、および／また
は３塩基コドンがレアコドンである系が挙げられる。
【０２１７】
　セレクターコドンは非天然の塩基対を任意に包含する。これらの非天然塩基対は存在す
る遺伝子アルファベットをさらに拡張する。１つの追加塩基対は、６４から１２５までト
リプレットの数を増加させる。第３の塩基対の性質としては、安定かつ選択的な塩基対形
成、ポリメラーゼによる高い正確さにおけるＤＮＡへの効率的な酵素的組み込み、および
新生の非天然塩基対の合成後における効率的な連続するプライマー伸張が挙げられる。方
法および組成物に適合し得る非天然塩基対の記述の例としては、例えばHirao et al, (20
02) An unnatural base pair for incorporating amino acid analogues into protein, 
Nature Biotechnology, 20:177-182が挙げられる。他の関連する刊行物は以下に挙げられ
ている。
【０２１８】
　インビボにおける使用法に関して、非天然ヌクレオシドは、膜透過性であり、リン酸化
されて対応する３リン酸塩を形成する。その上に、増加した遺伝情報は、安定であり、細
胞性の酵素によって破壊されない。Bennerおよびその他によるこれまでの試みは、もっと
も注目すべき例であるイソ－Ｃ：イソ－Ｇ対という、基準のWatson-Crick対における水素
結合様式とは異なる水素結合様式を巧く活用した。例えば、Switzer et al, (1989) J. A
m. Chem. Soc, 111 :8322；およびPiccirilli et al, (1990) Nature, 343:33；Kool, (2
000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602を参照すればよい。これらの塩基は、通常、ある
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程度まで天然塩基と誤対合し、酵素的に修復され得ない。Koolおよび共同研究者らは、塩
基間の疎水性パッキング相互作用（hydrophobic packing interactions）が水素結合と入
れ替わって、塩基対の形成を生じることができることを証明した。例えば、Kool, (2000)
 Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602、およびGuckian and Kool, (1998) Angew. Chem. Int
. Ed. Engl., 36, 2825を参照すればよい。上述した条件のすべてを満たす非天然塩基対
を開発する試みにおいて、Schultz、Romesbergおよび共同研究者らは、一連の非天然疎水
性塩基を体系的に合成し、研究している。ＰＩＣＳ：ＰＩＣＳ自己対は、天然塩基対より
安定であることが見出されており、Escherichia coliのＤＮＡポリメラーゼ　Ｉのクレノ
ー断片（ＫＦ）によって、ＤＮＡに効率的に組み込まれ得る。例えば、McMinn et al, (1
999) J. Am. Chem. Soc. 121: 11586；およびOgawa et al, (2000) J. Am. Chem. Soc. 1
22:3274；を参照すればよい。３ＭＮ：３ＭＮ自己対は、生物学的機能に対して十分な効
率性および選択性を伴って、ＫＦによって合成され得る。例えば、Ogawa et al, (2000) 
J. Am. Chem. Soc, 122:8803を参照すればよい。しかし、両方の塩基は、さらなる複製に
対して連鎖ターミネータとして作用する。近年、突然変異体ＤＮＡポリメラーゼは、ＰＩ
ＣＳ自己対の複製に使用され得るように、開発されている。さらに、７ＡＩ自己対は複製
され得る。例えば、Tae et al, (2001) J. Am. Chem. Soc. 123:7439を参照すればよい。
また、Ｃｕ（ＩＩ）との結合によって安定な対を形成する新規な金属塩基対であるＤｉｐ
ｉｃ：Ｐｙが開発されている。例えば、Meggers et al, (2000) J. Am. Chem. Soc 122:1
0714を参照すればよい。拡張されたコドンおよび非天然コドンが、天然コドンに対して本
来的に直交性であるので、本発明の方法は、この性質を活かして非天然アミノ酸用の直交
性のｔＲＮＡを生成し得る。
【０２１９】
　また、翻訳回避系（translational bypassing system）が、所望のポリペプチドにおけ
る非天然アミノ酸の組み込みに使用され得る。翻訳回避系において、大きな配列が遺伝子
に組み込まれるが、タンパク質に翻訳されない。当該配列は、リボソームに当該配列を跳
び越えさせ、挿入の下流にある翻訳を再開させる合図としての機能を果たす構造を含んで
いる。
【０２２０】
　ある種の実施形態において、本発明の方法および／または組成物における所定のタンパ
ク質またはポリペプチド（またはこれらの一部）は、核酸によってコードされている。典
型的に、核酸は、少なくとも１つのセレクターコドン、少なくともつ２のセレクターコド
ン、少なくとも３つのセレクターコドン、少なくとも４つのセレクターコドン、少なくと
も５つのセレクターコドン、少なくとも６つのセレクターコドン、少なくとも７つのセレ
クターコドン、少なくとも８つのセレクターコドン、少なくとも９つのセレクターコドン
、少なくとも１０またはそれ以上のセレクターコドンを含んでいる。
【０２２１】
　所定のタンパク質またはポリペプチドをコードする遺伝子は、例えば、非天然アミノ酸
を組込むための１つ以上のセレクターコドンを含めるために、当業者に公知の方法、なら
びに変異生成および分子生物学技術に基づいて本明細書に記載されている方法を用いて、
突然変異生成され得る。例えば、所定のあるタンパク質に関する核酸は、１つ以上の非天
然アミノ酸の組込みを提供する１つ以上のセレクターコドンを含めるために、突然変異さ
れる。本発明は、そのようなバリアント（例えば非天然アミノ酸を少なくとも１つ含んで
いる突然変異体、任意のタンパク質の型が挙げられるが、これらに限定されない）のいず
れかを包含する。また同様に、本発明は、対応する核酸（すなわち、１つ以上の非天然ア
ミノ酸をコードする１つ以上のセレクターコドンを有する任意の核酸）を包含する。
【０２２２】
　所定のタンパク質（例えばｆＥＰＯポリペプチド）をコードする核酸分子によって、ポ
リペプチドの所望される任意の位置にシステインを導入する突然変異が容易になされ得る
。システインは、反応性分子、水溶性重合体、タンパク質、または多種多様な他の分子を
所定のタンパク質に導入するために広く使用されている。ｆＥＰＯポリペプチドの所望の
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位置へのシステインの組み込みに好適な方法は、当業者に公知であり（例えば、引用によ
って本明細書に援用される米国特許第６，６０８，１８３号に記載の方法）、標準的な技
術である。
【０２２３】
　Ｖ．天然にコードされていないアミノ酸
　非常に広範囲に及ぶ天然にコードされていないアミノ酸が本発明における使用に好適で
ある。任意の多様な天然にコードされていないアミノ酸がｆＥＰＯポリペプチドに導入さ
れ得る。一般的に、導入された天然にコードされていないアミノ酸は、一般的な２０の遺
伝的にコードされるアミノ酸（すなわち、アラニン、アルギニン、アスパラギン、アスパ
ラギン酸、システイン、グルタミン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシ
ン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、スレオニン
、トリプトファン、チロシン、およびバリン）に対して化学的に、実質的に不活性である
。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸は、通常の２０のア
ミノ酸に見られない官能基と効率的かつ選択的に反応して安定な抱合物を形成する側鎖官
能基（アジド、ケトン、アルデヒドおよびアミノオキシ基が挙げられるが、これらに限定
されない）を含んでいる。例えば、アジド官能基を含んでいる天然にコードされていない
アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドは、重合体（ポリ（エチレングリコール）が
挙げられるが、これに限定されない）と反応してか、または代替可能に、アルキン部分を
含有する第２のポリペプチドと反応して、ヒュイゲン［３＋２］付加環化産物を形成する
ためのアジドおよびアルキン官能基の選択的な反応によって生じる安定な抱合物を形成し
得る。
【０２２４】
　α－アミノ酸の一般的な構造は、以下：
【０２２５】
【化４】

【０２２６】
のように示される。
【０２２７】
　天然にコードされていないアミノ酸は、典型的に、上述の式を有する構造のいずれかで
あり（ここで、Ｒ基は２０の天然アミノ酸に用いられている官能基以外の任意の置換基で
ある）、本発明における利用に好適であり得る。本発明の天然にコードされていないアミ
ノ酸が、側鎖の構造においてのみ天然アミノ酸と典型的に異なるので、天然にコードされ
ていないアミノ酸は、それらが天然に存在するポリペプチドにおいて形成される同じ様式
において、他のアミノ酸（天然または天然にコードされていないアミノ酸が挙げられるが
、これらに限定されない）とアミド結合を形成する。しかし、天然にコードされていない
アミノ酸はこれらを天然のアミノ酸と区別する側鎖基を有している。例えば、Ｒは、アル
キル－、アリール－、アシル－、ケト－、アジド－、ヒドロキシル－、ヒドラジン、シア
ノ－、ハロ－、ヒドラジド、アルケニル、アルキル、エーテル、チオール、セレノ－、ス
ルフォニル－、ボレート、ボロネート、ホスホ、ホスホノ、ホスフィン、ヘテロ環、エノ
ン、イミン、アルデヒド、エステル、チオ酸、ヒドロキシルアミン、もしくはアミノ基、
またはこれらの組合わせを任意に包含している。本発明における使用に好適であり得る他
の所定の天然に存在していないアミノ酸としては、光活性化架橋を含んでいるアミノ酸、
スピン標識されたアミノ酸、蛍光性のアミノ酸、金属が結合しているアミノ酸、金属を含
有しているアミノ酸、放射性のアミノ酸、新規な官能基を有するアミノ酸、他の分子と共
有的または非共有的に相互作用するアミノ酸、光ケージドおよび／または光異性体化アミ
ノ酸、ビオチンまたはビオチン類似体を含んでいるアミノ酸、糖鎖付加されたアミノ酸（
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、ポリエチレングリコールまたはポリエーテルを含んでいるアミノ酸、重元素によって置
換されたアミノ酸、化学的に切断可能および／または光によって切断可能なアミノ酸、天
然アミノ酸と比べて延長された側鎖（ポリエーテルまたは長鎖炭化水素（約５または約１
０を超える炭素が挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられるが、これらに限定
されない）を有しているアミノ酸、炭素結合型の糖を含有しているアミノ酸、酸化還元活
性のアミノ酸、アミノチオ酸含有アミノ酸、ならびに１つ以上の毒性部分を含んでいるア
ミノ酸が挙げられる。
【０２２８】
　本発明における使用に好適であり得、水溶性重合体との反応に有用である例示的な天然
にコードされていないアミノ酸としては、カルボニル反応性基、アミノオキシ反応性基、
ヒドロキシルアミン反応性基、ヒドラジド反応性基、セミカルバジド反応性基、アジド反
応性基およびアルキン反応性基を有するアミノ酸が挙げられるが、これらに限定されない
。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸は、糖鎖部分を含ん
でいる。そのようなアミノ酸の例としては、Ｎ－アセチル－Ｌ－グルコサミニル－Ｌ－セ
リン、Ｎ－アセチル－Ｌ－ガラクトサミニル－Ｌ－セリン、Ｎ－アセチル－Ｌ－グルコサ
ミニル－Ｌ－スレオニン、Ｎ－アセチル－Ｌ－グルコサミニル－Ｌ－アスパラギンおよび
Ｏ－マンノサミニル－Ｌ－セリンが挙げられるが、これらに限定されない。また、そのよ
うなアミノ酸の例としては、アミノ酸と糖鎖との間に天然に存在するＮ型またはＯ型の結
合が、自然には通常は見られない共有結合（アルケン、オキシム、チオエーテルおよびア
ミドなどが挙げられるが、これらに限定されない）によって置換されている場合の例が挙
げられる。また、そのようなアミノ酸の例としては、２－デオキシ－グルコース、および
２－デオキシガラクトースといった、天然に存在するタンパク質に通常は見られない糖鎖
が挙げられる。
【０２２９】
　本明細書に規定される天然にコードされていないアミノ酸の多くは、市販されている（
例えば、シグマアルドリッチ（Sigma-Aldrich）（St.Louis、MO、USA）、Novabiochem（E
MD Biosciences部門、Darmstadt、ドイツ）、またはPeptech（Burlington、MA、USA）か
ら得られる）。市販されていない天然にコードされていないアミノ酸は、本明細書に規定
されているようにか、または当業者にとって公知の標準的な方法を用いて任意に合成され
る。有機合成技術に関しては、例えば、Organic Chemistry by Fessendon and Fessendon
, (1982, Second Edition, Willard Grant Press, Boston Mass.)；Advanced Organic Ch
emistry by March (Third Edition, 1985, Wiley and Sons, New York)；およびAdvanced
 Organic Chemistry by Carey and Sundberg (Third Edition, Parts A and B, 1990, Pl
enum Press, New York)を参照すればよい。また、参照によって本明細書に援用される、
米国特許出願公開第２００３／００８２５７５号明細書および第２００３／０１０８８８
５号明細書を参照すればよい。また、新規な側鎖を含有する非天然アミノ酸に加えて、本
発明における使用に好適であり得る非天然アミノ酸は、これらに限定されないが、式ＩＩ
およびＩＩＩ：
【０２３０】
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【化５】

【０２３１】
（ここで、Ｚは、ＯＨ、ＮＨ２、ＳＨ、ＮＨ－Ｒ’、またはＳ－Ｒ’を典型的に含んでお
り；同じかまたは異なり得るＸおよびＹは、ＳまたはＯを典型的に含んでおり、任意に同
じであるか、または異なるＲおよびＲ’は、水素だけでなく式Ｉを有する非天然アミノ酸
に関して上述したＲ基にとっての置換基の同じ一覧から任意に選択される）の構造が挙げ
られる修飾された骨格構造を任意に含んでいる。例えば、本発明の非天然アミノ酸は、式
ＩＩおよびＩＩＩによって示されるようなアミノ基またはカルボキシル基において置換基
を任意に含んでいる。この種の非天然アミノ酸としては、通常の２０の天然アミノ酸また
は非天然アミノ酸に対応する側鎖を有している（限定されないが、これらが挙げられる）
、α－ヒドロキシ酸、α－チオ酸、α－アミノチオカルボキシレートが挙げられるが、こ
れらに限定されない。さらに、α－炭素における置換基としては、Ｌ、Ｄ、またはα－α
－２置換アミノ酸（例えば、Ｄ－グルタメート、Ｄ－アラニン、Ｄ－メチル－Ｏ－チロシ
ン、およびアミノブチル酸など）が任意に挙げられるが、これらに限定されない。他の構
造的な代替物としては、環状アミノ酸（例えば、プロリン類似物ならびに３、４、５、６
、７、８および９員環のプロリン類似物など）、ならびにβおよびγアミノ酸（例えば、
置換β－アラニンおよびγ－アミノブチル酸など）が挙げられる。
【０２３２】
　多くの非天然アミノ酸は、チロシン、グルタミンおよびフェニルアラニンといった天然
アミノ酸に基づいており、本発明における使用に好適である。チロシン類似物としては、
置換チロシンが、ケト基（アセチル基が挙げられるが、これに限定されない）、ベンゾイ
ル基、アミノ基、ヒドラジン基、ヒドロキシアミン基、チオール基、カルボキシ基、イソ
プロピル基、メチル基、Ｃ６－Ｃ２０の直鎖状または分枝鎖状の炭化水素、飽和もしくは
不飽和の炭化水素、Ｏ－メチル基、ポリエーテル基、ニトロ基、またはアルキニル基など
（限定されないが、これらが挙げられる）を含んでいる場合の、パラ位置換チロシン、オ
ルト位置換チロシン、およびメタ位置換チロシンが挙げられるが、これらに限定されない
。さらにまた、多置換アリール環が意図される。本発明における利用に好適なグルタミン
類似物としては、α－ヒドロキシ誘導体、γ－置換誘導体、環状誘導体、およびアミド置
換グルタミン誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。本発明における利用に好適
なフェニルアラニン類似物の例としては、置換基が、ヒドロキシ基、メトキシ基、メチル
基、アリル基、アルデヒド、アジド、ヨード、ブロモ、ケト基（アセチル基が挙げられる
が、これに限定されない）、ベンゾイル、またはアルキニル基など（限定されないが、こ
れらが挙げられる）を含んでいる場合の、パラ位置換フェニルアラニン、オルト位置換フ
ェニルアラニン、およびメタ位置換フェニルアラニンが挙げられるが、これらに限定され
ない。本発明における利用に好適な非天然アミノ酸の特定の例としては、ｐ－アセチル－
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Ｌ－フェニルアラニン、ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニン、Ｏ－メチル－Ｌ－チ
ロシン、Ｌ－３－（２－ナフチル）アラニン、３－メチル－フェニルアラニン、Ｏ－４－
アリル－Ｌ－チロシン、４－プロピル－Ｌ－チロシン、トリ－Ｏ－アセチル－ＧｌｃＮＡ
ｃβ－セリン、Ｌ－ドーパ、フッ化フェニルアラニン、イソプロピル－Ｌ－フェニルアラ
ニン、ｐ－アジド－Ｌ－フェニルアラニン、ｐ－アシル－Ｌ－フェニルアラニン、ｐ－ベ
ンゾイル－Ｌ－フェニルアラニン、Ｌ－ホスホセリン、ホスホノセリン、ホスホノチロシ
ン、ｐ－ヨード－フェニルアラニン、ｐ－ブロモフェニルアラニン、ｐ－アミノ－Ｌ－フ
ェニルアラニン、およびイソプロピル－Ｌ－フェニルアラニン、およびｐ－プロパルギル
オキシ－フェニルアラニンなどが挙げられるが、これらに限定されない。本発明における
使用に好適な非天然アミノ酸の変形の構造の例は、例えば、国際公開第２００２／０８５
９２３号（発明の名称：“In vivo incorporation of unnatural amino acids”）に規定
されている。また、さらなるメチオニン類似物に関しては、Kiick et al., (2002) Incor
poration of azides into recombinant proteins for chemoselective modification by 
the Staudinger ligation, PNAS 99:19-24を参照すればよい。
【０２３３】
　一実施形態において、非天然アミノ酸（例えばｐ－（プロパルギルオキシ）－フェニル
アラニン）を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドの組成物が提供される。また、ｐ－（プロ
パルギルオキシ）－フェニルアラニンを含んでいる種々の組成物（タンパク質および／ま
たは細胞が挙げられるが、これらに限定されない）が、提供される。１つの局面において
、ｐ－（プロパルギルオキシ）－フェニルアラニン非天然アミノ酸を含んでいる組成物は
、直交性のｔＲＮＡをさらに含んでいる。非天然アミノ酸は、直交性のｔＲＮＡに対して
共有結合的に（限定されないが、これが挙げられる）結合され得る（アミノアシル結合を
介して直交性のｔＲＮＡに対して共有結合的に結合される、直交性のｔＲＮＡの末端リボ
ース糖の３’ＯＨまたは２’ＯＨに対して共有結合的に結合されるなど、が挙げられるが
、これらに限定されない）。
【０２３４】
　タンパク質に組み込まれ得る非天然アミノ酸を介する化学部分は、タンパク質の種々の
利点および操作を提供する。例えば、ケト官能基の固有の反応性は、多くのヒドラジン含
有試薬またはヒドロキシアミン含有試薬のいずれかを用いた、インビボおよびインビトロ
におけるタンパク質の選択的な修飾を可能にする。重原子非天然アミノ酸は、例えば、Ｘ
線構造データの位相合わせに有用であり得る。また、非天然アミノ酸を用いた重原子の部
位特異的な導入は、重原子のための位置の選択に選択性および自由度を提供する。光反応
性非天然アミノ酸（ベンゾフェノンおよびアリールアジド（フェニルアジドが挙げられる
が、これらに限定されない）側鎖を有するアミノ酸が挙げられるが、これらに限定されな
い）は、例えば、タンパク質のインビボおよびインビトロにおける効率的な光架橋を可能
にする。光反応性アミノ酸の例としては、ｐ－アジド－フェニルアラニンおよびｐ－ベン
ゾイル－フェニルアラニンが挙げられるが、これらに限定されない。光反応性アミノ酸を
有するタンパク質は、その結果、光反応性基を供給する一時的な制御の励起によって自在
に光架橋され得る。１つの例において、非天然アミノ酸のメチル基は、核磁気共鳴および
振動顕微鏡の利用を伴う（限定されないが、これらが挙げられる）、局所的な構造および
動態のプローブとして、放射線標識されたメチル基（限定されないが、これが挙げられる
）に置換され得る。アルキニル官能基またはアジド官能基は、例えば、［３＋２］付加環
化反応を介したタンパク質の選択的な修飾を可能にする。
【０２３５】
　（非天然アミノ酸の化学合成）
　本発明における使用に好適な非天然アミノ酸の多くは、例えば、Sigma（USA）またはAl
drich（Milwaukee、WI、USA）から市販されている。市販されていない非天然アミノ酸は
、本明細書に規定されているように、または各種の刊行物に規定されているように、また
は当業者に公知の標準的な方法を用いて、任意に合成される。有機合成技術に関しては、
例えば、Organic Chemistry by Fessendon and Fessendon, (1982, Second Edition, Wil
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lard Grant Press, Boston Mass.);Advanced Organic Chemistry by March (Third Editi
on, 1985, Wiley and Sons, New York);およびAdvanced Organic Chemistry by Carey an
d Sundberg (Third Edition, Parts A and B, 1990, Plenum Press, New York)を参照す
ればよい。非天然アミノ酸の合成について記載しているさらなる刊行物としては、例えば
、国際公開第２００２／０８５９２３号（発明の名称：“In vivo incorporation of Unn
atural Amino Acids”）;Matsoukas et al, (1995) J. Med. Chem., 38, 4660-4669;King
, F.E. & Kidd, D.A.A. (1949) A New Synthesis of Glutamine and of γ- Dipeptides 
of Glutamic Acid from Phthylated Intermediates. J. Chem. Soc. 3315-3319;Friedman
, O.M. & Chatterrji, R. (1959) Synthesis of Derivatives of Glutamine as Model Su
bstrates for Anti- Tumor Agents. J. Am. Chem. Soc. 81, 3750-3752;Craig, J.C. et 
al. (1988) Absolute Configuration of the Enantiomers of 7-Chloro-4 [[4-(diethyla
mino)-l-methylbutyl]amino]quinolim (Chloroquine). J. Org. Chem. 53, 1167-1170;Az
oulay, M., Vilmont, M. & Frappier, F. (1991) Glutamine analogues as Potential An
timalarials, Eur. J. Med. Chem. 26, 201-5;Koskinen, A.M.P. & Rapoport, H. (1989)
 Synthesis of 4-Substituted Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid 
Analogues. J. Org. Chem. 54, 1859-1866;Christie, B.D. & Rapoport, H. (1985) Synt
hesis of Optically Pure Pipecolates from L-Asparagine. Application to the Total 
Synthesis of (+)-Apovincamine through Amino Acid Decarbonylation and Iminium Ion
 Cyclization. J. Org. Chem. 1989:1859-1866;Barton et al, (1987) Synthesis of Nov
el a-Amino-Acids and Derivatives Using Radical Chemistry: Synthesis of L- and D-
a-Amino-Adipic Acids, L-a- aminopimelic Acid and Appropriate Unsaturated Derivat
ives. Tetrahedron Lett. 43:4297-4308;およびSubasinghe et al, (1992) Quisqualic a
cid analogues: synthesis of beta-heterocyclic 2- aminopropanoic acid derivatives
 and their activity at a novel quisqualate-sensitized site. J. Med. Chem. 35:460
2-7が挙げられる。また、“Protein Arrays”と題された特許文献（代理人整理番号Ｐ１
００１ＵＳ００、２００２年１２月２２出願）を参照すればよい。
【０２３６】
　Ａ.カルボニル反応性基
　カルボニル反応性基を有しているアミノ酸は、求核性の付加を介して分子（ＰＥＧまた
は他の水溶性分子が挙げられるが、これらに限定されない）を連結するための種々の反応
、または特にアルドール縮合反応を可能にする。
【０２３７】
　例示的なカルボニル含有アミノ酸は、以下のように表され得る：
【０２３８】
【化６】

【０２３９】
（ここで、ｎは０－１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキル、または置
換アリールであり；Ｒ２は、Ｈ、アルキル、アリール、置換アルキル、および置換アリー
ルであり；Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド、またはアミノ末端修飾基であり、Ｒ４

は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド、またはカルボキシ末端修飾基である）。いくつかの実
施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、Ｒ２は単純アルキル（すなわち
、メチル、エチルまたはプロピル）であり、ケトン部分はアルキル側鎖に対してパラ位に
位置している。いくつかの実施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、Ｒ

２は単純アルキル（すなわち、メチル、エチルまたはプロピル）であり、ケトン部分はア
ルキル側鎖に対してメタ位に位置している。
【０２４０】
　ｐ－アセチル－（＋／－）－フェニルアラニンおよびｍ－アセチル－（＋／－）－フェ
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ニルアラニンの合成は、参照によって援用されるZhang, Z.et al, Biochemistry 42: 673
5-6746 (2003)に記載されている。他のカルボニル含有アミノ酸は当業者によって同様に
調製され得る。
【０２４１】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるポリペ
プチドは、化学的に修飾されて反応性のカルボニル官能基を生成する。例えば、抱合反応
に有用なアルデヒド官能性基は、隣接するアミノ基とヒドロキシル基とを有している官能
性基から生成され得る。生物学的に活性な分子がポリペプチドである場合に、例えば、Ｎ
末端のセリンまたはスレオニン（通常に存在し得るか、または化学的もしくは酵素的な消
化を介して露出され得る）は、過ヨウ素酸塩を用いた穏やかな酸化切断条件においてアル
デヒド官能性基を生成するために使用され得る。例えば、Gaertner, et ah, Bioconjug. 
Chem. 3: 262-268 (1992) ;Geoghegan, K. & Stroh, J., Bioconjug. Chem. 3:138-146 (
1992) ;Gaertner et al, J. Biol. Chem. 269:7224-7230 (1994) を参照すればよい。し
かし、当該技術において公知の方法はペプチドまたはタンパク質のＮ末端におけるアミノ
酸に制限される。
【０２４２】
　本発明において、隣接するヒドロキシル基とアミノ基とを有する天然にコードされてい
ないアミノ酸アミノ酸は、“マスクされた”アルデヒド官能性基としてポリペプチドに組
み込まれ得る。例えば、５－ヒドロキシリジンはイプシロンアミンと隣接するヒドロキシ
ル基を有している。アルデヒドを生成する反応条件は、典型的に、ポリペプチド内の他の
部位における酸化を回避するための穏やかな反応条件における、過剰なモル濃度のメタ過
ヨウ素酸ナトリウムの添加に関する。酸化反応のｐＨは、典型的に約７．０である。典型
的な反応は、ポリペプチド緩衝化溶液に対する、１．５モル濃度を超えるメタ過ヨウ素酸
ナトリウムの添加に続いて、暗所における約１０分間のインキュベーションを含んでいる
。例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，４２３，６８５号を参照す
ればよい。
【０２４３】
　カルボニル官能性基は、水性溶液における穏やかな条件の下に、ヒドラジン含有試薬、
ヒドラジド含有試薬、ヒドロキシルアミン含有試薬、またはセミカルバジド含有試薬と選
択的に反応して、生理学的条件においてそれぞれに対して安定な対応するヒドラゾン、オ
キシム、またはセミカルバゾン連結を形成し得る。例えば、Jencks, W. P., J. Am. Chem
. Soc. 81, 475-481 (1959) ;Shao, J. and Tam, J. P., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3
899 (1995) を参照すればよい。さらに、カルボニル基の固有な反応性は、他のアミノ酸
側鎖の存在下において選択的な修飾を可能にする。例えば、Cornish, V. W., et al, J. 
Am. Chem. Soc. 118:8150-8151 (1996) ;Geoghegan, K. F. & Stroh, J. G., Bioconjug.
 Chem. 3:138-146 (1992) ;Mahal, L. K., et al, Science 276:1125-1128 (1997) を参
照すればよい。
【０２４４】
　Ｂ．ヒドラジン反応性基、ヒドラジド反応性基またはセミカルバジド反応性基
　求核性基（例えば、ヒドラジン、ヒドラジドまたはセミカルバジド）を含んでいる天然
にコードされていないアミノ酸は、ＰＥＧまたは他の水溶性重合体（限定されないが、こ
れらが挙げられる）との抱合物を形成するための多様な求電子基との反応を可能にする。
【０２４５】
　例示的なヒドラジン含有アミノ酸、ヒドラジド含有アミノ酸、またはセミカルバジド含
有アミノ酸は、以下のように表され得る：
【０２４６】
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【化７】

【０２４７】
（ここで、ｎは０－１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキル、または置
換アリールであるか、または存在しないかであり；Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、また
は存在しないかであり；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド、またはアミノ末端修飾基
であり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド、またはカルボキシ末端修飾基である）。
【０２４８】
　いくつかの実施形態において、ｎは４であり、Ｒ１は存在せず、ＸはＮである。いくつ
かの実施形態において、ｎは２であり、Ｒ１は存在せず、Ｘは存在しない。いくつかの実
施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、ＸはＯであり、酸素原子は、ア
リール環上における脂肪族基に対してパラ位に位置している。
【０２４９】
　ヒドラジド含有アミノ酸、ヒドラジン含有アミノ酸、またはセミカルバジド含有アミノ
酸は、市販の供給元から入手可能である。例えば、Ｌ－グルタミン酸－γ－ヒドラジドは
、Sigma Chemical（St. Louis、MO）から入手可能である。市販されていない他のアミノ
酸は当業者によって調製され得る。例えば米国特許第６，２８１，２１１号を参照すれば
よい。
【０２５０】
　ヒドラジド、ヒドラジンまたはセミカルバジド反応性基を有している天然にコードされ
ていないアミノ酸を含んでいるポリペプチドは、アルデヒドまたは類似の化学反応性を有
する他の官能基を含んでいる種々の分子と効率的かつ選択的に反応し得る。例えばShao, 
J. and Tam, J., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3899 (1995)を参照すればよい。ヒドラジ
ド、ヒドラジンおよびセミカルバジド官能基の固有な反応性は、通常の２０のアミノ酸に
存在する求核性基（セリンもしくはスレオニンのヒドロキシ基、またはリジンおよびＮ末
端のアミノ基が挙げられるが、これらに限定されない）と比較して、アルデヒド、ケトン
および他の求電子性基に対してより著しい反応を起こさせる。
【０２５１】
　Ｃ．アミノオキシ含有アミノ酸
　アミノオキシ（ヒドロキシアミンとも呼ばれる）基を含んでいる天然にコードされてい
ないアミノ酸は、ＰＥＧまたは他の水溶性重合体（限定されないが、これらが挙げられる
）との抱合物を形成するための求電子性基との反応を可能にする。ヒドラジン、ヒドラジ
ドおよびセミカルバジドと同様に、アミノオキシ基の増強された求核性は、アミノオキシ
基がアルデヒドまたは類似の化学反応性を有している他の官能基と効率的かつ選択的に反
応することを可能にする。例えば、Shao, J. and Tam, J., J. Am. Chem. Soc. 117:3893
-3899 (1995);H. Hang and C. Bertozzi, Acc. Chem. Res. 34: 727-736 (2001) を参照
すればよい。ヒドラジン基との反応の結果として生じるのは、対応するヒドラゾンである
が、これに対してオキシムは一般的にカルボニル含有基（例えばケトン）とアミノオキシ
基の反応から生じる。
【０２５２】
　例示的なアミノオキシ基を含むアミノ酸は以下のように表され得る：
【０２５３】
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【化８】

【０２５４】
（ここで、ｎは０～１０であり、Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキルまたは置換
アリールであるか、または存在せず；Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、または存在せず；
ｍは０～１０であり；ＹはＣ（Ｏ）であるか、または存在せず；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、
ポリペプチドまたはアミノ末端修飾基であり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまた
はカルボキシ末端修飾基である）。いくつかの実施形態において、ｎは１であり、Ｒ１は
フェニルであり、ＸはＯであり、ｍは１であり、Ｙは存在する。いくつかの実施形態にお
いて、ｎは２であり、Ｒ１およびＸは存在せず、ｍは０であり、Ｙは存在しない）。
【０２５５】
　アミノオキシ含有アミノ酸は、容易に入手可能なアミノ酸前駆体（ホモセリン、セリン
およびスレオニン）から調製され得る。例えば、M. Carrasco and R. Brown, J. Org. Ch
em. 68: 8853-8858 (2003) を参照すればよい。ある種のアミノオキシ含有アミノ酸（例
えば、Ｌ－２－アミノ－４－（アミノオキシ）ブチル酸）は、天然の供給源から単離され
ている（Rosenthal, G, et al., Life Sci. 60: 1635-1641 (1997)）。他のアミノオキシ
含有アミノ酸は当業者によって調製され得る。
【０２５６】
　Ｄ．アジド反応性基およびアルキン反応性基
　アジド官能基およびアルキン官能基の固有な反応性は、ポリペプチドおよび他の生体分
子の選択的な修飾にとって、それらを極めて有効にさせる。有機アジド、特にアルファテ
ィック（alphatic）アジド、およびアルキンは、通常の反応性の化学的条件に対して一般
的に安定である。特に、アジド官能基およびアルキン官能基の両方は、天然に存在するポ
リペプチドに見られる通常の２０のアミノ酸の側鎖（すなわちＲ基）に対して不活性であ
る。しかし、非常に近づくと、アジド基およびアルキン基の“ばね荷重”性質が現れ、そ
れらは、ヒュイゲン（Ｈｕｉｓｇｅｎ）［３＋２］付加環化反応を介して選択的かつ効率
的に反応して対応するトリアゾールを生成する。例えば、Chin J., et al, Science 301 
:964-7 (2003);Wang, Q,, et al, J. Am. Chem. Soc. 125, 3192-3193 (2003) ;Chin, J.
 W., et al, J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027 (2002) を参照すればよい。
【０２５７】
　ヒュイゲン付加環化反応が、求核置換よりむしろ選択的な付加環化反応に関与するので
（例えば、Padwa, A., in COMPREHENSIVE ORGANIC SYNTHESIS, Vol. 4, (ed. Trost, B. 
M., 1991), p. 1069-1109;Huisgen, R. in 1,3-DIPOLAR CYCLOADDITION CHEMISTRY, (ed.
 Padwa, A., 1984), p. 1-176を参照すればよい）、アジド含有側鎖およびアルキン含有
側鎖を有している天然にコードされていないアミノ酸の組込みによって、生じるポリペプ
チドが、天然にコードされていないアミノ酸の位置において選択的に修飾されることが可
能になる。アジド含有ｂＧ－ＣＳＦポリペプチドまたはアルキン含有ｂＧ－ＣＳＦポリペ
プチドに関する付加環化反応は、室温における水性条件の下に、Ｃｕ（ＩＩ）（触媒量の
ＣｕＳＯ４の形態が挙げられるが、これに限定されない）の付加によって、インシチュ（
in situ）においてＣｕ（ＩＩ）をＣｕ（Ｉ）に還元する触媒量の還元物質の存在下にお
いて、達成され得る。例えば、Wang, Q., et al, J. Am. Chem. Soc. 125, 3192-3193 (2
003) ;Tornoe, C. W., et al, J. Org. Chem. 67:3057-3064 (2002) ;Rostovtsev, et al
, Angew. Chem. Int. Ed. 41:2596-2599 (2002) を参照すればよい。例示的な還元物質と
しては、アスコルビン酸塩、金属銅、キニーネ、ヒドロキノン、ビタミンＫ、グルタチオ
ン、システイン、Ｆｅ２＋、Ｃｏ２＋および印加された電位が挙げられるが、これらに限
定されない。
【０２５８】
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　いくつかの場合に、アジドとアルキンとの間におけるヒュイゲン［３＋２］付加環化反
応が所望される場合に、ｆＥＰＯポリペプチドは、アルキン部分を含んでいる天然にコー
ドされていないアミノ酸を含んでおり、当該アミノ酸に連結されるべき水溶性重合体はア
ジド部分を含んでいる。また代替可能に、逆反応（すなわち、アミノ酸上におけるアジド
部分および水溶性重合体上に存在するアルキン部分を用いる）が達成され得る。
【０２５９】
　また、アジド官能基は、アリールエステルを含んでいる水溶性重合体と選択的に反応し
、アリールホスフィン部分を用いて適切に機能付与されて、アミド連結を生成する。アリ
ールホスフィン基はインシチュにおいてアジドを還元し、それから生じたアミンは、近接
するエステル結合と効率的に反応して対応するアミドを生成する。例えばE. Saxon and C
. Bertozzi, Science 287, 2007-2010 (2000) を参照すればよい。アジド含有アミノ酸は
、アルキルアジド（２－アミノ－６－アジド－１－ヘキサン酸が挙げられるが、これに限
定されない）またはアリールアジド（ｐ－アジド－フェニルアラニン）のいずれかであり
得る。
【０２６０】
　アリールエステルおよびホスフィン部分を含んでいる例示的な水溶性重合体は、以下の
ように表され得る：
【０２６１】
【化９】

【０２６２】
（ここで、Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであり得るか、または存在しない場合があり得、Ｐｈは
フェニルであり、Ｗは水溶性重合体であり、Ｒは、Ｈ、アルキル基、アリール基、置換ア
ルキル基および置換アリール基であり得る）。例示的なＲ基としては、－ＣＨ２、－Ｃ（
ＣＨ３）３、－ＯＲ’、－ＮＲ’Ｒ’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ
ＯＮＲ’Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－ＣＮおよび－ＮＯ２

が挙げられるが、これらに限定されない。Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’のそ
れぞれは独立して、水素基、置換もしくは非置換のヘテロアルキル基、置換もしくは非置
換のアリール基（１－３のハロゲンと置換されたアリールが挙げられるが、これに限定さ
れない）、置換もしくは非置換のアルキル基、アルコキシ基もしくはチオアルコキシ基、
またはアリールアルキル基を指す。本発明の化合物が２つ以上のＲ基を含む場合に、例え
ば２つ以上のこれらの基が存在する場合に、Ｒ基のそれぞれは、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’
およびＲ’’’’のそれぞれであるように、独立して選択される。Ｒ’およびＲ’’が同
じ窒素原子に結び付けられている場合に、それらは窒素原子と組み合わさって、５員環、
６員環または７員環を形成し得る。例えば、－ＮＲ’Ｒ’’は、１－ピロリジニルおよび
４－モルホリニルが挙げられるが、これらに限定されないことが意図される。置換体の上
述の議論から、当業者は、“アルキル”という用語が、水素基以外の基（例えば、ハロア
ルキル（－ＣＦ３および－ＣＨ２ＯＣＨ３が挙げられるが、これらに限定されない）およ
びアシル（－Ｃ（Ｏ）ＣＨ３、－Ｃ（Ｏ）ＣＦ３、および－Ｃ（Ｏ）ＣＨ２ＯＣＨ３など
が挙げられるが、これらに限定されない））と結合された炭素原子を含むことを意図され
ることを理解する。
【０２６３】
　また、アジド官能基は、チオエステルを含む水溶性重合体と選択的に反応し、アリール
ホスフィン部分を用いて適切に機能付与されてアミド結合を生成し得る。アリールホスフ
ィン基は、インシチュにおいてアジドを還元し、それから生じるアミンは、チオエステル
結合と効率的に反応して対応するアミドを生成する。チオエステル部分およびホスフィン
部分を含んでいる例示的な水溶性重合体は、以下のように表され得る：
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【０２６４】
【化１０】

【０２６５】
（ここで、ｎは１～１０であり、ＸはＯ、ＮまたはＳであり得るか、または存在しない場
合があり得、Ｐｈはフェニルであり、Ｗは水溶性重合体である）。
【０２６６】
　例示的なアルキン含有アミノ酸は、以下のように表され得る：
【０２６７】

【化１１】

【０２６８】
（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキルまたは置換
アリールであるか、または存在せず；Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、存在せず；ｍは０
～１０であり、Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはアミノ末端修飾基であり、Ｒ

３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボキシ末端修飾基である）。いくつかの実
施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、Ｘは存在せず、ｍは０であり、
アセチレン部分はアルキル側鎖に対してパラ位に位置している。いくつかの実施形態にお
いて、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、ＸはＯであり、ｍは１であり、プロパルギ
ルオキシ基はアルキル側鎖に対してパラ位に位置している（すなわち、Ｏ－プロパルギル
－チロシン）。いくつかの実施形態において、ｎは１であり、Ｒ１およびＸは存在せず、
ｍは０である（すなわち、プロパリルグリシン）。
【０２６９】
　アルキン含有アミノ酸は市販されている。例えばプロパルギルグリシンはPeptech（Bur
lington、ＭＡ）から市販されている。代替可能に、アルキン含有アミノ酸は標準的な方
法にしたがって調製され得る。例えば、ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニンは、例
えば、Deiters, A.et al, J. Am. Chem. Soc. 125: 11782-11783 (2003) に記載されてい
るように合成され得、４－アルキニル－Ｌ－フェニルアラニンは、Kayser, B., et al, T
etrahedron 53(7): 2475-2484 (1997) に記載されているように、合成され得る。他のア
ルキン含有アミノ酸は当業者によって調製され得る。
【０２７０】
　例示的なアジド含有アミノ酸は以下のように表され得る：
【０２７１】
【化１２】

【０２７２】
（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキルまたは置換
アリールであるか、または存在せず；Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、または存在せず；
ｍは０～１０であり；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはアミノ末端修飾基であ
り、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボキシ末端修飾基である）。いくつ
かの実施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、Ｘは存在せず、ｍは０で
あり、アジド部分はアルキル側鎖に対してパラに位置している。いくつかの実施形態にお
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いて、ｎは０－４であり、Ｒ１およびＸは存在せず、ｍ＝０である。いくつかの実施形態
において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、ＸはＯであり、ｍは２であり、β－ア
ジドエトキシ部分はアルキル側鎖に対してパラ位に位置している。
【０２７３】
　アジド含有アミノ酸は商業的な供給元から入手可能である。例えば、４－アジドフェニ
ルアラニンは、Chem-Impex International（Wood Dale、IL）から入手され得る。市販さ
れていないこれらのアジド含有アミノ酸に関して、アジド基は、適切な脱離基（ハロゲン
化物、メシラート、トシレートが挙げられるが、これらに限定されない）の排除を介した
、または適切に保護されたラクトンの開環を介した（限定されないが、これらが挙げられ
る）、当業者に公知の標準的な方法を用いて、比較的容易に調製され得る。例えば、Adva
nced Organic Chemistry by March (Third Edition, 1985, Wiley and Sons, New York)
を参照すればよい。
【０２７４】
　Ｅ．アミノチオール反応性基
　ベータ置換アミノチオール官能基の固有な反応性は、チアゾリジンの形成を介した、ア
ルデヒド基を含んでいるポリペプチドおよび他の生体分子の選択的な修飾にとって、それ
らを極めて有効にする。例えばJ.Shao and J. Tam, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117 (14) 
3893-3899を参照すればよい。いくつかの実施形態において、ベータ置換アミノチオール
アミノ酸は、ｆＥＰＯポリペプチドに組み込まれ得、それからアルデヒド官能性基を含ん
でいる水溶性重合体と反応し得る。いくつかの実施形態において、水溶性重合体、薬剤抱
合物または他のペイロード（payload）は、チアゾリジンの形成を介したベータ置換アミ
ノチオールアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドに連結され得る。
【０２７５】
　（非天然アミノ酸の細胞の取込み）
　真核細胞による非天然アミノ酸の取込みは、タンパク質への組込みを目的として（限定
されないが、これが挙げられる）、非天然アミノ酸を設計および選択するときに典型的に
考慮される１つの課題である。例えば、α－アミノ酸の高い電荷密度はこれらの化合物が
細胞透過性ではあり得ないことを意味する。天然アミノ酸はタンパク質に基づく輸送系の
収集を介して真核細胞に取り込まれる。非天然アミノ酸が少しでも細胞によって取り込ま
れるならば、これを評価する急速なふるいが行われ得る。例えば、“Protein Arrays”と
題された特許文献（代理人整理番号Ｐ１００１ＵＳ００、２００２年１２月２２出願）；
ならびにLiu, D.R. & Schultz, P.G. (1999) Progress toward the evolution of an org
anism with an expanded genetic code. PNAS United States 96:4780-4785 における、
例えば、毒性アッセイを参照すればよい。取込みは、多様なアッセイを用いて容易に分析
されるが、細胞性の取込み経路に受け容れられる非天然アミノ酸の設計ための代替案は、
インビボにおいてアミノ酸を作り出す生合成経路を提供することである。
【０２７６】
　（非天然アミノ酸の生合成）
　多くの生合成経路が、アミノ酸および他の化合物を産生するために細胞にすでに存在し
ている。特定の非天然アミノ酸のための生合成方法が、天然（真核細胞内が挙げられるが
、これに限定されない）には存在し得ない一方で、本発明はそのような方法を提供する。
例えば、非天然アミノ酸のための生合成経路は、新しい酵素の添加、または存在する宿主
細胞経路の改変によって宿主細胞において生成され得る。追加の新しい酵素は、必要に応
じて、天然に存在する酵素または人工的に開発された酵素である。例えば、ｐ－アミノフ
ェニルアラニンの生合成（国際公開第２００２／０８５９２３号（発明の名称：“In viv
o incorporation of unnatural amino acids”）における一例に示されるように）は、他
の生物に由来する公知の酵素の組合わせの追加を基にしている。これらの酵素に関する遺
伝子は、当該遺伝子を備えるプラスミドを用いた真核細胞の形質転換によって、当該細胞
に導入され得る。細胞において発現される場合に、当該遺伝子は所望の化合物を合成する
酵素経路を提供する。任意に添加されるこの種の酵素の例は、以下の実施例に示されてい
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る。追加の酵素の配列は、例えばジーンバンクに見出される。また、人工的に開発した酵
素は同様の方法において細胞の中に加えられ得る。この方法において、細胞性機構および
細胞資源は非天然アミノ酸を産生するために操作される。
【０２７７】
　種々の方法が、生合成経路に使用するための新規な酵素の産生、または存在する経路の
発展に利用可能である。例えばMaxygen（maxigen.comにおけるワールドワイドウェブ上に
おいて利用可能である）によって開発されたような（限定されないが、これが挙げられる
）、反復的な組換えは、新規の酵素および経路の開発に使用され得る。例えば、Stemmer 
(1994), Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling, Nature 370(4):38
9- 391、およびStemmer, (1994), DNA shuffling by random fragmentation and reassem
bly: In vitro recombination for molecular evolution, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
, 91:10747-10751を参照すればよい。同様に、Genencor（genencor.comにおけるワールド
ワイドウェブ上において利用可能である）によって開発されたDesignPath（商標）は、代
謝経路操作（細胞においてＯ－メチリル－Ｌ－チロシンを作り出す経路の操作が挙げられ
るが、これに限定されない）に任意に使用される。この技術は、新しい遺伝子（機能的な
ゲノミクスを介して同定された遺伝子が挙げられるが、これに限定されない）、ならびに
分子進化および設計の組合わせを用いて、宿主生物に存在する経路を再構築する。また、
Diversa Corporation（diversa.comにおけるワールドワイドウェブ上において利用可能で
ある）は、新しい経路を作り出すための（限定されないが、これが挙げられる）、遺伝子
および遺伝子経路のライブラリを迅速にスクリーニングする技術を提供している。
【０２７８】
　典型的に、本発明の設計された生合成経路を用いて産生された非天然アミノ酸は、タン
パク質の効率的な生合成に十分な濃度（天然の細胞における量が挙げられるが、これに限
定されない）に産生されるが、他のアミノ酸の濃度に影響するか、または細胞性の資源を
使い果たす程ではない。この方法においてインビボにおいて生成される典型的な濃度は、
約１０ｍＭから０．０５ｍＭである。ひとたび、特定の経路に関して所望される酵素の生
成に使用される遺伝子を含んでいるプラスミドを用いて、細胞が形質転換され、非天然ア
ミノ酸が生成されると、リボソームタンパク質の合成および細胞増殖の両方に対して、非
天然アミノ酸の産生をさらに最適化するために、必要に応じてインビボセレクションが使
用される。
【０２７９】
　（非天然アミノ酸を有しているポリペプチド）
　非天然アミノ酸の組込みは、種々の目的（タンパク質構造および／または機能の変化の
修正、大きさの変更、酸性度の変更、求核性の変更、水素結合の変更、疎水性の変更、プ
ロテアーゼ標的部位の接触性の変更、部分に対する標的化の変更（タンパク質アレイ用が
挙げられるが、これらに限定されない）などが挙げられるが、これらに限定されない）の
ためになされ得る。非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質は、増強されたかもしくはま
ったく新しい触媒的、または生物学的な性質を有し得る。例えば、以下の性質：毒性、体
内分布、構造的性質、分光性質、化学的および／または光化学的な性質、触媒能、半減期
（血中半減期が挙げられるが、これに限定されない）、ならびに他の分子との共有結合的
または非共有結合的な（限定されないが、これらが挙げられる）反応能などは、タンパク
質への非天然アミノ酸の含有によって任意に調節される。少なくとも１つの非天然アミノ
酸を含んでいるタンパク質を含有している組成物は、新規の治療、診断、触媒酵素、産業
的な酵素、結合タンパク質（抗体が挙げられるが、これに限定されない）、ならびにタン
パク質の構造および機能に関する研究（限定されないが、これらが挙げられる）に有用で
ある。例えば、Dougherty, (2000) Unnatural Amino Acids as Probes of Protein Struc
ture and Function, Current Opinion in Chemical Biology, 4:645-652を参照すればよ
い。
【０２８０】
　本発明の１つの局面において、組成物は、少なくとも１（少なくとも２、少なくとも３
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も９、または少なくとも１０以上が挙げられるが、これらに限定されない）の非天然アミ
ノ酸を有している少なくとも１つのタンパク質を含んでいる。非天然アミノ酸は、同じで
あり得るか、または異なり得る（１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０もしくはそ
れ以上の異なる、または同じ非天然アミノ酸を含んでいるポリペプチドにおける、１、２
、３、４、５、６、７、８、９、１０もしくはそれ以上の異なる部位があり得ることが挙
げられるが、これらに限定されない）。他の局面において、タンパク質に存在する特定の
アミノ酸のすべてではないが、少なくとも１つが非天然アミノ酸と置換されているタンパ
ク質を含んでいる。２つ以上の非天然アミノ酸を有している所定のタンパク質に関して、
当該非天然アミノ酸は、同一であり得るか、または異なり得る（タンパク質が２つ以上の
異なる種類の非天然アミノ酸を含み得るか、または２つの同じ非天然アミノ酸を含み得る
ことが挙げられるが、これらに限定されない）。３つ以上の非天然アミノ酸を有している
所定のタンパク質に関して、当該非天然アミノ酸は、同じであり得るか、異なり得るか、
または少なくとも１つの非天然アミノ酸と複数の同種の非天然アミノ酸との組合せであり
得る。
【０２８１】
　少なくとも１つの非天然アミノ酸を有する所定のタンパク質またはポリペプチドは本発
明の特徴である。また、本発明は、本発明の組成物および方法を用いて産生された少なく
とも１つの非天然アミノ酸を有しているポリペプチドまたはタンパク質を包含しいている
。また、賦形剤（薬学的に受容可能な賦形剤が挙げられるが、これに限定されない）はタ
ンパク質と共に存在し得る。
【０２８２】
　少なくとも１つの非天然アミノ酸を有している所定のタンパク質またはポリペプチドを
真核細胞において産生することによって、タンパク質またはポリペプチドは、真核細胞の
翻訳後修飾を典型的に含んでいる。ある特定の実施形態において、タンパク質は、少なく
とも１つの非天然アミノ酸、および真核細胞によってインビボにおいてなされた少なくと
も１つの翻訳後修飾を含んでおり、ここで、当該翻訳後修飾は原核細胞によってなされな
い。例えば、翻訳後修飾としては、アセチル化、アシル化、脂質修飾、パルミトイル化、
パルミチン酸付加、リン酸化、糖脂質結合修飾、および糖鎖形成などが挙げられるが、こ
れらに限定されない。１つの局面において、翻訳後修飾としては、ＧｌｃＮＡｃ－アスパ
ラギン連結による、アスパラギンに対するオリゴ糖（（ＧｌｃＮＡｃ－Ｍａｎ）２－Ｍａ
ｎ－ＧｌｃＮＡｃ－ＧｌｃＮＡｃが挙げられるが、これに限定されない）の付加が挙げら
れる。また、真核細胞タンパク質のＮ結合型オリゴ糖のいくつかの例を挙げている表１を
参照すればよい（付加的な残基が存在し得るが、示されていない）。他の局面において、
翻訳後修飾としては、ＧａｌＮＡｃ－セリン連結もしくはＧａｌＮＡｃ－スレオニン連結
、またはＧｌｃＮＡｃ－セリン連結もしくはＧｌｃＮＡｃスレオニン連結による、セリン
またはスレオニンに対するオリゴ糖（Ｇａｌ－ＧａｌＮＡｃ、Ｇａｌ－ＧｌｃＮＡｃなど
が挙げられるが、これらに限定されない）の付加が挙げられる。
【０２８３】
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【表１】

【０２８４】
　さらなるもう１つの局面において、翻訳後修飾としては、前駆体（カルシトニン前駆体
、カルシトニン遺伝子関連ペプチド前駆体、プレプロ副甲状腺ホルモン（preproparathyr
iod hormone）、プレプロインシュリン、プロインシュリン、プレプロオピオメラノコル
チン、およびプロオピオメラノコルチンなどが挙げられるが、これらに限定されない）の
タンパク質分解性のプロセシング、多サブユニットタンパク質への集合もしくは巨大分子
への集合、細胞における他の部位への移動（細胞小器官（例えば、小胞体、ゴルジ装置、
核、リソソーム、ペルオキシソーム、ミトコンドリア、葉緑体、液胞など）または分泌経
路の通過が挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられる。ある特定の実施形態に
おいて、ポリペプチドは、分泌配列または局在化配列であるエピトープタグ、ＦＬＡＧタ
グ、ポリヒスチジンタグ、またはＧＳＴ融合などを含んでいる。
【０２８５】
　非天然アミノ酸の利点の１つは、非天然アミノ酸が付加的な分子の付加に使用され得る
付加的な化学部分を与えるということである。これらの修飾は、真核細胞もしくは原核細
胞のインビボまたはインビトロにおいてなされ得る。したがって、ある特定の実施形態に
おいて、翻訳後修飾は非天然アミノ酸を介する。例えば、翻訳後修飾は求核－求電子反応
を介し得る。タンパク質の選択的な修飾に現在、使用されるほとんどの反応は、求核反応
パートナーと求電子反応パートナーとの間における共有結合（α－ハロケトンのヒスチジ
ン側鎖またはシステイン側鎖との反応が挙げられるが、これらに限定されない）の形成に
関する。これらの場合における選択性はタンパク質における求核性残基の数および接触性
によって決定される。本発明のポリペプチドにおいて、より選択的な他の反応は、例えば
、インビボおよびインビトロにおける、ヒドラジドまたはアミノオキシ化合物との非天然
ケトアミノ酸の反応に使用され得る。例えば、すべてが参照によって本明細書に援用され
る、Cornish et al, (1996) Am. Chem. Soc. 118:8150-8151;Mahal et al, (1997) Scien
ce. 276:1125-1128;Wang et al, (2001) Science 292:498-500;Chin et al, (2002) Am. 
Chem. Soc. 124:9026-9027;Chin et al, (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., 99: 11020-11
024;Wang et al, (2003) Proc. Natl. Acad. Sci 100:56-61;Zhang et al, (2003) Bioch
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emistry. 42:6735-6746；およびChin et al, (2003) Science,（近刊の） を参照すれば
よい。これは、多くの試薬（蛍光団、架橋剤、糖誘導体および細胞毒性分子が挙げられる
が、これらに限定されない）を用いた実質的に任意のタンパク質の選択的な標識を可能に
する。また、参照によって本明細書に援用される米国特許公開第１０／６８６，９４４号
（発明の名称：“Glycoprotein synthesis”、２００３年１月１６日出願）を参照すれば
よい。また、アジドアミノ酸を介した（限定されないが、これが挙げられる）翻訳後修飾
は、トリアリールホスフィン試薬を用いた（限定されないが、これが挙げられる）シュタ
ウディンガー連結を介してなされ得る。例えば、Kiick et al, (2002) Incorporation of
 azides into recombinant proteins for chemoselective modification by the Staudin
ger ligation, PNAS 99: 19-24を参照すればよい。
【０２８６】
　本発明は、タンパク質にアジド部分またはアルキニル部分（限定されないが、これらが
挙げられる）を含んでいる非天然アミノ酸の、セレクターコドンに応じた遺伝的組込みに
関する、タンパク質の選択的な修飾のための他の高効率な方法を提供する。それから、こ
れらのアミノ酸側鎖は、アジド誘導体またはアルキニル誘導体（限定されないが、これら
が挙げられる）を別々に用いて、ヒュイゲン［３＋２］付加環化反応（限定されないが、
これが挙げられる）（例えば、Padwa, A. in Comprehensive Organic Synthesis. Vol. 4
. (1991) Ed. Trost, B. M., Pergamon, Oxford, p. 1069-1109；およびHuisgen, R. in 
1 ,3-Dipolar Cycloaddition Chemistry. (1984) Ed. Padwa, A., Wiley, New York, p. 
1-176を参照すればよい）によって修飾され得る。この方法は、求核性置換よりむしろ付
加環化に関するので、タンパク質は極めて高い選択性を有して修飾され得る。この反応は
、反応混合物に対する触媒量のＣｕ（Ｉ）塩の添加によって、室温の水性条件下において
、優れた位置選択性（１，４＞１，５）を有して達成され得る。例えば、Tornoe et al, 
(2002) Org. Chem. 67:3057-3064；およびRostovtsev et al, (2002) Angew. Chem. Int.
 Ed. 41: 2596-2599を参照すればよい。使用され得る他の方法は、テトラシステインモチ
ーフを有しているビス砒素化合物におけるリガンド交換である（例えば、Griffin et al,
 (1998) Science 281 :269-272を参照すればよい）。
【０２８７】
　［３＋２］付加環化を介して本発明のポリペプチドに加えられ得る分子としては、アジ
ド誘導体またはアルキニル誘導体を有する実質的に任意の分子が挙げられる。分子として
は、色素、蛍光団、架橋剤、糖誘導体、重合体（ポリエチレングリコールの誘導体が挙げ
られるが、これに限定されない）、光架橋剤、細胞毒性化合物、親和性標識、ビオチンの
誘導体、樹脂、ビーズ、第２のタンパク質もしくはポリペプチド（もしくはそれ以上）、
ポリヌクレオチド（ＤＮＡ、ＲＮＡなどが挙げられるが、これらに限定されない）、金属
キレート剤、補助因子、脂肪酸、および炭水化物などが挙げられるが、これらに限定され
ない。これらの分子は、アルキニル基（ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニンが挙げ
られるが、これに限定されない）またはアジド基（ｐ－アジド－フェニルアラニンが挙げ
られるが、これに限定されない）を別々に有している非天然アミノ酸に加えられ得る。
【０２８８】
　ＶＩ．遺伝的にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドのイン
ビボ生成
　本発明のｆＥＰＯポリペプチドは、天然に存在する系にコードされないアミノ酸を加え
るか、または置換するために、修飾されたｔＲＮＡおよびｔＲＮＡ合成酵素を用いてイン
ビボにおいて生成され得る。
【０２８９】
　天然に存在する系にコードされていないアミノ酸を使用するｔＲＮＡおよびｔＲＮＡ合
成酵素を生成する方法は、参照によって本明細書に援用される、米国特許公開第２００３
／００８２５７５号（出願番号１０／１２６，９２７）および米国特許公開第２００３／
０１０８８８５号（出願番号１０／１２６，９３１）に記載されている。これらの方法は
、翻訳系に対して内在性の合成酵素およびｔＲＮＡと独立して機能する（そして、このた
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めにときに“直交性の（orthogonal）”と呼ばれる）、翻訳機構の生成に関与する。典型
的に、当該翻訳系は、直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）および直交性のアミノアシルｔ
ＲＮＡ合成酵素（Ｏ－ＲＳ）を含んでいる。典型的に、Ｏ－ＲＳは、翻訳系における少な
くとも１つの天然に存在していないアミノ酸を用いてＯ－ｔＲＮＡを好ましくアミノアシ
ル化し、Ｏ－ｔＲＮＡは、当該系における他のｔＲＮＡによって認識されない少なくとも
１つのセレクターコドンを認識する。したがって、当該翻訳系は、コードされたセレクタ
ーコドンに応じて、当該系において産生されるタンパク質に天然にコードされていないア
ミノ酸を挿入して、これによってコードされたポリペプチドにおける所定の位置にアミノ
酸を“置換する”。
【０２９０】
　広範な直交性のｔＲＮＡおよびアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素は、ポリペプチドに特定
の合成アミノ酸を挿入する当該技術において説明されており、本発明における使用にとっ
て一般的に好適である。例えば、ケト特異的Ｏ－ｔＲＮＡ／アミノアシルｔＲＮＡ合成酵
素は、Wang, L.et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:56-61 (2003)、およびZhang, Z
.et al, Biochem. 42(22):6735-6746 (2003)に記載されている。例示的なＯ－ＲＳまたは
これらの一部は、米国特許公開第２００３／００８２５７５号（出願番号１０／１２６，
９２７）および米国特許公開第２００３／０１０８８８５号（出願番号１０／１２６，９
３１）（それぞれ、参照によって本明細書に援用される）に開示されている、ポリヌクレ
オチド配列にコードされ、アミノ酸配列を含んでいる。また、Ｏ－ＲＳと共に使用するた
めの対応するＯ－ｔＲＮＡ分子は、参照によって本明細書に援用される、米国特許公開第
２００３／００８２５７５号（出願番号１０／１２６，９２７）および米国特許公開第２
００３／０１０８８８５号（出願番号１０／１２６，９３１）に記載されている。
【０２９１】
　アジド特異的なＯ－ｔＲＮＡ／アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素の系の例が、Chin, J. W
., et al, J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027 (2002) に記載されている。ｐ－アジド－
Ｌ－Ｐｈｅ用の例示的なＯ－ＲＳ配列としては、参照によって本明細書に援用される米国
特許公開第２００３／０１０８８８５号（出願番号１０／１２６，９３１）に記載されて
いるように、配列番号１４－１６および２９－３２のヌクレオチド配列、ならびに配列番
号４６－４８および６１－６４のアミノ酸配列が挙げられるが、これらに限定されない。
本発明の使用に好適な例示的なＯ－ｔＲＮＡ配列としては、参照によって本明細書に援用
される米国特許公開第２００３／００８２５７５号（出願番号１０／１２６，９２７）に
開示されているように、配列番号１－３のヌクレオチド配列が挙げられるが、これらに限
定されない。特定の天然にコードされていないアミノ酸に対して特異的なＯ－ｔＲＮＡ／
アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素の他の例が、参照によって本明細書に援用される米国特許
公開第２００３／００８２５７５号（出願番号１０／１２６，９２７）に記載されている
。Ｓ．セレビジアエにおいてケト含有アミノ酸およびアジド含有アミノ酸の両方を組み込
む、Ｏ－ＲＳおよびＯ－ｔＲＮＡについて、Chin, J. W.et al, Science 301 :964-967 (
2003). に記載されている。
【０２９２】
　Ｏ－ｔＲＮＡ／アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素の使用は、天然にコードされていないア
ミノ酸をコードする特異的なコドンの選択に関与する。任意のコドンが使用され得るが、
一般的にＯ－ｔＲＮＡ／アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素が発現されている細胞において、
まれにしか使用されないか、または決して使用されないコドンを選択することが好ましい
。例えば、例示的なコドンとしては、ナンセンスコドン（例えば、ストップコドン（アン
バー、オーカー、およびオパール））、４以上の塩基コドン、ならびにまれにしか使用さ
れない、または使用されない他の天然の３塩基コドンが挙げられる。
【０２９３】
　特異的なセレクターコドンは、当該技術において公知の突然変異生成方法（部位特異的
突然変異生成法、カセット突然変異生成法、制限選択突然変異生成法などが挙げられるが
、これらに限定されない）を用いて、ｆＥＰＯポリヌクレオチドのコード配列における適
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切な位置に導入され得る。
【０２９４】
　タンパク質の生合成機構の構成要素（例えば、非天然アミノ酸を組み込むために使用さ
れ得るＯ－ＲＳ、Ｏ－ｔＲＮＡおよび直交性のＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対）を生成する方
法は、Wang, L., et al Science 292: 498-500 (2001);Chin, J. W.et al, J. Am. Chem.
 Soc. 124:9026-9027 (2002) ;Zhang, Z.et al, Biochemistry 42: 6735-6746 (2003) に
記載されている。天然にコードされていないアミノ酸のインビボにおける組込みのための
方法および組成物は、参照によって本明細書に援用される米国特許公開第２００３／００
８２５７５号（出願番号１０／１２６，９２７）に記載されている。また、生体のインビ
ボにおける翻訳系に使用する、直交性のｔＲＮＡ－ｔＲＮＡ合成酵素対を選択する方法は
、参照によって本明細書に援用される、米国特許公開第２００３／００８２５７５号（出
願番号１０／１２６，９２７）および米国特許公開第２００３／０１０８８８５号（出願
番号１０／１２６，９３１）に記載されている。
【０２９５】
　少なくとも１つの直交性の組換えアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（Ｏ－ＲＳ）を産生す
る方法は：（ａ）第１の生物（原核生物（例えば、Methanococcus jannaschii, Methanob
acterium thermoautotrophicum, Halobacterium, Escherichia coli, A. fulgidus, P. f
uriosus, P. horikoshii, A. pernixまたはT. thermophilusなど）または真核生物が挙げ
られるが、これらに限定されない）から、少なくとも１つのアミノアシルｔＲＮＡ合成酵
素から誘導体化された（任意に突然変異した）ＲＳのライブラリを生成すること；（ｂ）
非天然アミノ酸および天然アミノ酸の存在下において直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）
をアミノアシル化する構成要素のためのＲＳ（任意に突然変異したＲＳ）のライブラリを
選択（および／またはスクリーニング）し、これによって活性な（任意に突然変異した）
ＲＳのプールを提供すること；および／または（ｃ）非天然アミノ酸の非存在下において
Ｏ－ｔＲＮＡを好ましくアミノアシル化する活性なＲＳ（突然変異体ＲＳが挙げられるが
、これに限定されない）のプールを、（任意にネガティブ選択を介して）選択し、これに
よって少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを提供することを包含し；ここで、少なくとも１
つの当該組換えＯ－ＲＳは、非天然アミノ酸を用いて当該Ｏ－ｔＲＮＡを好ましくアミノ
アシル化する。
【０２９６】
　一実施形態において、ＲＳは不活性ＲＳである。不活性ＲＳは、活性なＲＳを突然変異
させることによって生成され得る。例えば、不活性ＲＳは、異なるアミノ酸（アラニンが
挙げられるが、これに限定されない）に対して、少なくとも約１つ、少なくとも約２つ、
少なくとも約３つ、少なくとも約４つ、少なくとも約５つ、少なくとも約６つ、または少
なくとも約１０以上のアミノ酸を突然変異させることによって生成され得る。
【０２９７】
　突然変異体ＲＳのライブラリは、当該分野において公知の多様な技術（三次元のＲＳ構
造に基づいた合理的な設計、または無作為のもしくは合理的な技術におけるＲＳヌクレオ
チドの突然変異生成法が挙げられるが、これらに限定されない）を用いて生成され得る。
例えば、突然変異体ＲＳは、部位特異的突然変異生成法、無作為の突然変異生成法、多様
性生成組換え突然変異、キメラ構築、合理的な設計、ならびに本明細書に記載されている
か、もしくは当該技術において公知の他の方法によって、生成され得る。
【０２９８】
　一実施形態において、活性な構成要素（非天然アミノ酸および天然アミノ酸の存在下に
おいて直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）をアミノアシル化する構成要素が挙げられるが
、これに限定されない）のためのＲＳ（任意に突然変異したＲＳ）のライブラリを選択（
および／またはスクリーニング）することは：ポジティブ選択またはスクリーニングマー
カー（抗生物質耐性遺伝子などが挙げられるが、これに限定されない）、および（任意に
突然変異した）ＲＳのライブラリを、複数の細胞に導入すること（ここで、ポジティブ選
択マーカーおよび／またはスクリーニングマーカーは、少なくとも１つのセレクターコド
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ン（アンバーコドン、オーカーコドン、オパールコドンが挙げられるが、これらに限定さ
れない）を含んでいる）；選択薬剤の存在下において複数の細胞を成長させること；ポジ
ティブ選択マーカーまたはスクリーニングマーカーにおける少なくとも１つのセレクター
コドンを抑圧することによって、選択薬剤および／またはスクリーニング薬剤の存在下に
おいて、生存する（または特異的な反応を示す）細胞を同定し、これによって活性な（任
意に突然変異した）ＲＳのプールを含んでいるポジティブに選択された細胞の一部を提供
することを包含している。選択薬剤および／またはスクリーニング薬剤の濃度は任意に変
更され得る。
【０２９９】
　１つの局面において、ポジティブ選択マーカーは、クロラムフェニコールアセチルトラ
ンスフェラーゼ（ＣＡＴ）遺伝子であり、セレクターコドンは、ＣＡＴ遺伝子におけるア
ンバーストップコドンである。任意に、ポジティブ選択マーカーはβ－ラクタマーゼ遺伝
子であり、セレクターコドンはβ－ラクタマーゼ遺伝子におけるアンバーストップコドン
である。他の局面において、ポジティブ選択マーカーは、蛍光もしくは発光のスクリーニ
ングマーカー、または親和性に基づくスクリーニングマーカー（細胞表面マーカーが挙げ
られるが、これに限定されない）を含んでいる。
【０３００】
　一実施形態において、非天然アミノ酸の非存在下においてＯ－ｔＲＮＡを好ましくアミ
ノアシル化する活性なＲＳ（任意に突然変異した）に関するプールの、ネガティブ選択ま
たはネガティブスクリーニングは：ポジティブ選択またはスクリーニングマーカーからの
活性な（任意に突然変異した）ＲＳのプールと共に、ネガティブ選択マーカー、またはネ
ガティブスクリーニングマーカーを、第２の生物の複数の細胞に導入すること（ここで、
ネガティブ選択マーカー、またはネガティブスクリーニングマーカーは、少なくとも１つ
のセレクターコドン（抗生物質耐性遺伝子（クロラムフェニコールアセチルトランスフェ
ラーゼ（ＣＡＴ）遺伝子が挙げられるが、これに限定されない）が挙げられるが、これに
限定されない）を含んでいる）；ならびに非天然アミノ酸、およびスクリーニング薬剤も
しくは選択薬剤を補った第１の培地において生存するか、または特異的なスクリーニング
反応を示すが、非天然アミノ酸およびスクリーニング薬剤もしくは選択薬剤を補っていな
い第２の培地において生存できないか、または特異的なスクリーニング反応を示さない細
胞を同定し、これによって少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを有する生存細胞または選別
された細胞を提供することを包含している。例えば、ＣＡＴ同定手順は、適切なＯ－ＲＳ
組換え体の決定において、ポジティブ選択および／またはネガティブ選択として任意に役
割を果たす。例えば、クローンのプールは、１つ以上の非天然アミノ酸を有しているか、
または有していないＣＡＴ（少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる）を含んで
いる成長プレート上において、任意に複製される。したがって、非天然アミノ酸を含んで
いるプレート上において排他的に成長するコロニーは、組換えＯ－ＲＳを含んでいるとみ
なされる。１つの局面において、選択（および／またはスクリーニング）薬剤の濃度は変
更される。いくつかの実施形態において第１および第２の生物は異なる。したがって、第
１および／または第２の生物は、原核生物、真核生物、哺乳類、Escherichia coli、菌類
、酵母、古細菌、真正細菌、植物、昆虫、原生生物などを任意に包含する。他の実施形態
において、スクリーニングマーカーは、蛍光もしくは発光のスクリーニングマーカー、ま
たは親和性に基づくスクリーニングマーカーを含んでいる。
【０３０１】
　他の実施形態において、活性な（任意に突然変異した）ＲＳに関するプールのスクリー
ニングまたは選択（ネガティブ選択が挙げられるが、これに限定されない）は：ポジティ
ブ選択の段階（ｂ）から活性な突然変異体ＲＳのプールを単離することと；ネガティブ選
択マーカー、またはネガティブスクリーニングマーカー（ここで、ネガティブ選択マーカ
ー、またはネガティブスクリーニングマーカーは、少なくとも１つのセレクターコドン（
少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる毒性マーカー遺伝子（リボヌクレアーゼ
バルナーゼ（ｂａｒｎａｓｅ）遺伝子が挙げられるが、これに限定されない）が挙げられ
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るが、これに限定されない）を含んでいる）、ならびに活性な（任意に突然変異した）Ｒ
Ｓのプールを、第２の生物の複数の細胞に導入することと；非天然アミノ酸を補っていな
い第１の培地において生存するか、または特異的なスクリーニング反応を示すが、非天然
アミノ酸を補った第２の培地において生存できないか、または特異的なスクリーニング反
応を示さない細胞を同定し、これによって少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを有する生存
細胞、または選別細胞を提供することとを包含しており、ここで、少なくとも１つの組換
えＯ－ＲＳは天然にコードされていないアミノ酸に特異的である。１つの局面において、
少なくとも１つのセレクターコドンは約２つ以上のセレクターコドンを含んでいる。その
ような実施形態は、少なくとも１つのセレクターコドンが２つ以上のセレクターコドンを
含んでいる場合、ならびに第１および第２の生物が異なる場合（それぞれの生物が、任意
に原核生物、真核生物、哺乳類、Escherichia coli、菌類、酵母、古細菌、真正細菌、植
物、昆虫、原生生物など（限定されないが、これらが挙げられる）である場合が挙げられ
るが、これらに限定されない）を任意に含み得る。また、いくつかの局面は、ネガティブ
選択マーカーが、リボヌクレアーゼバルナーゼ遺伝子（少なくとも１つのセレクターコド
ンを含んでいる）を含んでいる場合を包含している。他の局面は、スクリーニングマーカ
ーが蛍光もしくは発光のスクリーニングマーカー、または親和性に基づくスクリーニング
マーカーを任意に含んでいる場合を包含している。本明細書における実施形態において、
スクリーニングおよび／または選択は、スクリーニングおよび／または選択のストリンジ
ェンシー（stringency）の変更を任意に包含している。
【０３０２】
　一実施形態において、直交性の組換えアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（Ｏ－ＲＳ）を少
なくとも１つを産生する方法は：（ｄ）少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを単離すること
；（ｅ）少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳから誘導体化されたＯ－ＲＳ（任意に突然変異
した）の第２のセットを生成すること；ならびに（ｆ）Ｏ－ｔＲＮＡを好ましくアミノア
シル化する能力を備える突然変異したＯ－ＲＳが得られるまで、段階（ｂ）および（ｃ）
を繰り返すことをさらに包含している。段階（ｄ）－（ｆ）は、任意に繰り返される（少
なくとも２回が挙げられるが、これに限定されない）。１つの局面において、少なくとも
１つの組換えＯ－ＲＳから誘導体化された突然変異したＯ－ＲＳの第２のセットは、突然
変異生成法（無作為の突然変異生成法、部位特異的突然変異生成法、組換え、またはこれ
らの組合せが挙げられるが、これらに限定されない）によって生成され得る。
【０３０３】
　選択／スクリーニングの段階（上述した方法における、ポジティブ選択／スクリーニン
グの段階（ｂ）か、ネガティブ選択／スクリーニングの段階（ｃ）か、ポジティブおよび
ネガティブ選択／スクリーニングの段階（ｂ）および（ｃ）の両方かのいずれかが挙げら
れるが、これらに限定されない）のストリンジェンシーは、選択／スクリーニングのスト
リンジェンシーの変更を任意に包含している。他の実施形態において、ポジティブ選択／
スクリーニングの段階（ｂ）か、ネガティブ選択／スクリーニングの段階（ｃ）か、ポジ
ティブおよびネガティブ選択／スクリーニングの段階（ｂ）および（ｃ）の両方かのいず
れかは、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）によって検出されるか、または発光によって
検出されるレポーターを使用することを包含している。レポーターは、細胞表面、または
ファージディスプレイなどに並び、非天然アミノ酸または類似体に関する親和性、または
触媒活性に基づいて選択される。一実施形態において、突然変異した合成酵素は、細胞表
面またはファージディスプレイなどに提示される。
【０３０４】
　組換え直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）を産生する方法は：（ａ）第１の生物に由来
する少なくとも１つのｔＲＮＡ（サプレッサｔＲＮＡが挙げられるが、これに限定されな
い）から誘導体化された突然変異体ｔＲＮＡのライブラリを生成すること；（ｂ）第１の
生物に由来するＲＳの非存在下において、第２の生物に由来するアミノアシルｔＲＮＡ合
成酵素（ＲＳ）によってアミノアシル化される（任意に突然変異した）ｔＲＮＡに関する
ライブラリを選択（ネガティブ選択が挙げられるが、これに限定されない）、またはスク
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リーニングし、これによってｔＲＮＡ（任意に突然変異した）のプールを提供すること；
ならびに（ｃ）導入された直交性のＲＳ（Ｏ－ＲＳ）によってアミノアシル化される構成
要素に関するｔＲＮＡ（任意に突然変異した）のプールを選択またはスクリーニングし、
これによって少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡを提供することを包含しており；ここ
で、少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡは、セレクターコドンを認識し、第２の生物に
由来するＲＳによって効率的に認識されず、Ｏ－ＲＳによって好ましくアミノアシル化さ
れる。いくつかの実施形態において、少なくとも１つのｔＲＮＡは、サプレッサｔＲＮＡ
であり、および／または、天然および／または非天然の塩基の固有な３塩基コドンを含ん
でいるか、ナンセンスコドン、レアコドン、非天然コドン、少なくとも４塩基を含んでい
るコドン、アンバーコドン、オーカーコドン、もしくはオパールストップコドンである。
一実施形態において組換えＯ－ｔＲＮＡは向上した直交性を有している。いくつかの実施
形態において、Ｏ－ｔＲＮＡが修飾を必要とせずに、第２の生物から第１の生物に任意に
取り込まれることが理解される。多様な実施形態において、第１および第２の生物は、同
じであるか、または異なり、原核生物（Methanococcus jannaschii、Methanobacterium t
hermoautotrophicum、Escherichia coli、Halobacteriumなどが挙げられるが、これらに
限定されない）、真核生物、哺乳類、菌類、酵母、古細菌、真正細菌、植物、昆虫、原生
生物など（限定されないが、これらが挙げられる）から任意に選択される。付加的に、組
換えｔＲＮＡは、遺伝子操作を介してインビボにおいてか、または天然に生合成される非
天然アミノ酸によって、任意にアミノアシル化される。非天然アミノ酸は少なくとも第１
または第２の生物に使われる成長培地に任意に加えられる。
【０３０５】
　１つの局面において、アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素によってアミノアシル化される（
突然変異されている場合がある）ｔＲＮＡに関するライブラリの選択（ネガティブ選択が
挙げられるが、これに限定されない）またはスクリーニング（段階（ｂ））は：毒性マー
カー遺伝子（ここで、毒性マーカー遺伝子が、少なくとも１つのセレクターコドンを含ん
でいる（または少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる毒性マーカー遺伝子が、
毒性薬剤もしくは静止薬剤の産生を導く遺伝子か、生物に必須の遺伝子を含んでいる））
、および（任意に突然変異した）ｔＲＮＡのライブラリを、第２の生物に由来する複数の
細胞に導入すること；ならびに生存細胞を選択すること（ここで、生存細胞は、少なくと
も１つの直交性のｔＲＮＡまたは非機能的ｔＲＮＡを有している（任意に突然変異した）
ｔＲＮＡのプールを含んでいる）を包含する。例えば、生存細胞は比較比率細胞密度アッ
セイ（comparison ratio cell density assay）を用いることによって選択され得る。
【０３０６】
　他の局面において、毒性マーカー遺伝子は、２つ以上のセレクターコドンを含み得る。
当該方法の他の実施形態において、毒性マーカー遺伝子は少なくとも１つのアンバーコド
ンを含んでいるリボヌクレアーゼバルナーゼ遺伝子である。リボヌクレアーゼバルナーゼ
遺伝子は２つ以上のアンバーコドンを任意に含み得る。
【０３０７】
　一実施形態において、導入された直交性のＲＳ（Ｏ－ＲＳ）によってアミノアシル化さ
れる構成要素に関する（任意に突然変異した）ｔＲＮＡのプールの選択またはスクリーニ
ングは：ポジティブ選択マーカー遺伝子またはポジティブスクリーニングマーカー遺伝子
（ここで、ポジティブマーカー遺伝子は、薬剤耐性遺伝子（少なくとも１つのセレクター
コドン（例えば、少なくとも１つのアンバーストップコドン）を含んでいるβ－ラクタマ
ーゼ遺伝子が挙げられるが、これに限定されない）、または生物に必須の遺伝子、または
Ｏ－ＲＳと共に毒性薬剤の無毒化を導く遺伝子を含んでいる）、および（任意に突然変異
した）ｔＲＮＡのプールを、第２の生物に由来する複数の細胞に導入すること；ならびに
選択薬剤またはスクリーニング薬剤（抗生物質が挙げられるが、これに限定されない）の
存在下において成長された、生存細胞または選択細胞を同定し、これによって少なくとも
１つの組換えｔＲＮＡを含んでいる細胞のプールを提供すること（ここで、少なくとも組
換えｔＲＮＡは、Ｏ－ＲＳによってアミノアシル化され、少なくともセレクターコドンに
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応じて、ポジティブマーカー遺伝子によってコードされる転写産物にアミノ酸を挿入する
）を包含し得る。他の実施形態において、選択薬剤および／またはスクリーニング薬剤の
濃度は変更される。
【０３０８】
　特定のＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対を生成する方法が提供される。当該方法は：（ａ）第
１の生物に由来する少なくとも１つのｔＲＮＡから得られた突然変異体ｔＲＮＡのライブ
ラリを生成すること；（ｂ）第２の生物に由来するアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（ＲＳ
）によってアミノアシル化される（任意に突然変異した）ｔＲＮＡに関するライブラリを
、第１の生物に由来するＲＳの非存在下において、ネガティブ選択またはネガティブスク
リーニングし、これによって（任意に突然変異した）ｔＲＮＡのプールを提供すること；
（ｃ）導入された直交性のＲＳ（Ｏ－ＲＳ）によってアミノアシル化される構成要素に関
する（任意に突然変異した）ｔＲＮＡのプールを選択またはスクリーニングし、これによ
って少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡを提供することを包含している。少なくとも１
つの組換えＯ－ｔＲＮＡは、セレクターコドンを認識し、第２の生物に由来するＲＳによ
って効率的に認識されず、Ｏ－ＲＳによって好ましくアミノアシル化される。また、当該
方法は、（ｄ）第３の生物に由来する少なくとも１つのアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（
ＲＳ）から誘導体化された（任意に突然変異した）ＲＳのライブラリを生成すること；（
ｅ）少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡを好ましくアミノアシル化する構成要素に関す
る突然変異体ＲＳのライブラリを、天然にコードされていないアミノ酸および天然アミノ
酸の存在下において選択またはスクリーニングし、これによって活性な（任意に突然変異
した）ＲＳのプールを提供すること；ならびに（ｆ）少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮ
Ａを好ましくアミノアシル化する活性な（任意に突然変異した）ＲＳに関するプールを、
天然にコードされていないアミノ酸の非存在下において、ネガティブ選択またはネガティ
ブスクリーニングし、これによって少なくとも１つの特異的なＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対
を提供すること（ここで、少なくとも１つの特異的なＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対は、天然
にコードされていないアミノ酸および少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡに対して特異
的な、少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを含んでいる）を包含している。当該方法によっ
て産生される特異的なＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対が包含される。例えば、特異的なＯ－ｔ
ＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対としては、ｍｕｔＲＮＡＴｙｒ－ｍｕｔＴｙｒＲＳ対（例えば、ｍｕ
ｔＲＮＡＴｙｒ－ＳＳ１２ＴｙｒＲＳ対）、ｍｕｔＲＮＡＬｅｕ－ｍｕｔＬｅｕＲＳ対、
ｍｕｔＲＮＡＴｈｒ－ｍｕｔＴｈｒＲＳ対、またはｍｕｔＲＮＡＧｌｕ－ｍｕｔＧｌｕＲ
Ｓ対などが挙げることができるが、これらに限定されない。付加的に、そのような方法は
、第１および第３の生物が同じ生物（Methanococcus jannaschiiが挙げられるが、これに
限定されない）である場合を包含している。
【０３０９】
　また、第２の生物のインビボにおける翻訳系に使用するための直交性のｔＲＮＡ－ｔＲ
ＮＡ合成酵素対を選択する方法が、本発明に包含される。当該方法は：マーカー遺伝子、
第１の生物から単離されたか、得られたｔＲＮＡおよびアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（
ＲＳ）を、第２の生物に由来する第１の細胞のセットに導入すること；第２の生物に由来
する対をなす細胞のセットにマーカー遺伝子およびｔＲＮＡを導入すること；ならびに対
をなす細胞のセットにおいて生存することができない第１のセットにおける生存細胞を選
択すること、または対をなす細胞のセットにおいて特異的なスクリーニング反応を示すこ
とができないそのような反応を示す細胞を選択すること（ここで、第１のセットおよび対
をなす細胞のセットは、選択薬剤またはスクリーニング薬剤の存在下において成長され、
ここで、生存細胞または選択細胞は、第２の生物のインビボにおける翻訳系に使用するた
めの直交性のｔＲＮＡ－ｔＲＮＡ合成酵素対を含んでいる）を含んでいる。一実施形態に
おいて、比較、および選択もしくはスクリーニングは、インビボ相補的アッセイを包含す
る。選択薬剤またはスクリーニング薬剤の濃度は変更され得る。
【０３１０】
　本発明の生物は、種々の生物および種々の組合せを包含している。例えば、本発明の方
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法の第１および第２の生物は、同じであり得るか、または異なり得る。一実施形態におい
て、生物は、任意に原核生物（Methanococcus jannaschii、Methanobacterium thermoaut
otrophicum、Halobacterium、Escherichia coli、A. fulgidus、P. furiosus、P. horiko
shii、A. pernix、T. thermophilusなどが挙げられるが、これらに限定されない）である
。代替可能に、生物は、任意に真核生物（植物（複合体植物（例えば、単子葉植物または
双子葉植物）が挙げられるが、これらに限定されない）、藻類、原生生物、菌類（酵母が
挙げられるが、これに限定されない）、または動物（哺乳類、昆虫、節足動物などが挙げ
られるが、これらに限定されない）が挙げられるが、これらに限定されない）などである
。他の実施形態において、第２の生物は、原核生物（Methanococcus jannaschii、Methan
obacterium thermoautotrophicum、Halobacterium、Escherichia coli、A. fulgidus、Ha
lobacterium、P. furiosus、P. horikoshii、A. pernix、T. thermophilusなどが挙げら
れるが、これらに限定されない）である。代替可能に、第２の生物は、真核生物（酵母、
動物細胞、植物細胞、菌類、または哺乳類細胞などが挙げられるが、これらに限定されな
い）であり得る。種々の実施形態において、第１および第２の生物は異なる。
【０３１１】
　ＶＩＩ．非天然に存在しているアミノ酸のｆＥＰＯにおける位置
　本発明は、非天然に存在している１つ以上のアミノ酸のｆＥＰＯに対する組込みを意図
している。非天然に存在している１つ以上のアミノ酸はポリペプチドの活性を破壊しない
特定の位置に組み込まれ得る。これは、“保存的な”置換（疎水性アミノ酸を用いた疎水
性アミノ酸の置換、かさ高いアミノ酸のかさ高いアミノ酸への置換、親水性アミノ酸の親
水性アミノ酸への置換が挙げられるが、これらに限定されない）、および／または活性に
必要のない位置における非天然に存在しているアミノ酸の挿入の生成によって実現され得
る。
【０３１２】
　ｆＥＰＯの領域は、ｆＥＰＯにおけるアミノ酸位置が中段に示されている、以下のよう
に例示され得る。
【０３１３】
【数１】

【０３１４】
　種々の生化学的手法および構造的手法が、ｆＥＰＯ内における非天然に存在しているア
ミノ酸を用いた置換に所望される部位を選択するために使用され得る。ポリペプチド鎖の
任意の位置が非天然に存在しているアミノ酸を組み込むための選択に好適であり、選択が
合理的な設計、または任意の目的もしくは特に所望されていない目的のための任意の選択
に基づき得ることは、当業者にとって容易に明らかになる。所望の部位の選択は所望され
る任意の特性もしくは活性を有しているｆＥＰＯ分子（アゴニスト、スーパーアンタゴニ
スト、逆アゴニスト、アンタゴニスト、受容体結合分子、受容体活性調節物質が挙げられ
るが、これらに限定されない）の生成、未処理の分子と比べて変化のない活性もしくは特
性を有しているｆＥＰＯ分子の生成、またはポリペプチドの物理的な任意の特性もしくは
化学的な任意の特性（例えば可溶性、凝集または安定性）の操作のためであり得る。例え
ば、ｆＥＰＯの生物学的な活性に必要な、ポリペプチドにおける位置は、当該分野におい
て公知のアラニンスキャニング法または相同性スキャニング法を用いて同定され得る。例
えば、Bittorf, T. et al. FEBS, 336:133-136 (1993)（ｆＥＰＯの活性に重要な残基の
同定）、Wen, D., et al.JBC, 269:22839-22846 (1994)（ｈＥＰＯの機能的に重要なドメ
インの同定に採用されているアラニンスキャニング変異生成）、およびElliot, S. et al
. Blood, 89:493-502 (1997)（ｈＥＰＯおよびヒトＥＰＯ受容体の間における重要な静電
的な相互作用の同定）を参照すればよい。アラニンスキャニング変異生成または相同性ス
キャニング変異生成によって生物学的な活性にとって重要であると同定された残基以外の
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残基は、ポリペプチドに求められている所望の活性に応じた、天然にコードされていない
アミノ酸を用いた置換にとって良好な候補であり得る。また代替的に、生物学的な活性に
とって重要であると同定された部位は、ポリペプチドに求められている所望の活性に応じ
た、天然にコードされていないアミノ酸を用いた置換にとって良好な候補であり得る。他
の代替法は、天然にコードされていないアミノ酸を用いたポリペプチド上の各位置におけ
る一連の置換を単に生成すること、およびポリペプチドの活性に対する影響を観察するこ
とである。任意のポリペプチドに対する非天然アミノ酸を用いた置換のための部位を選択
する任意の手法、技術または方法が本発明における使用にとって好適であることは、当業
者にとって容易に明らかになる。
【０３１５】
　また、天然に存在しており、欠失を含んでいるｆＥＰＯ変異体の構造および活性が試験
されて、天然にコードされていないアミノ酸を用いた置換を許容すると思われるタンパク
質の領域を決定し得る。例えば、Bittorf et al., FEBS, 336:133 (1993); Wen et al, J
BC, 269:22839 (1994)を参照すればよい。天然にコードされていないアミノ酸を用いた置
換を許容できないと思われる他の残基が排除されていると、残りの位置のそれぞれにおけ
る提案されている置換の影響がｆＥＰＯおよびその結合タンパク質の三次元構造から試験
され得る。Syed et al., Nature, 395: 511 (1998) and Cheetham et al., Nature Struc
tural Biology, 5:861 (1998)を参照すればよく；ｆＥＰＯのｘ線結晶構造およびＮＭＲ
構造がProtein Data Bank（PDB、PDBのID：1CN4、1EERおよび1BUYを有しているwww.rcsb.
org）において利用可能である。したがって、ｈＥＰＯに関する公知の情報を用いること
によって、当業者は、天然にコードされていないアミノ酸を用いて置換され得る、ｆＥＰ
Ｏにおけるアミノ酸位置（図１を参照）を容易に同定し得る。
【０３１６】
　いくつかの実施形態において、本発明のｆＥＰＯポリペプチドは、ＥＰＯのらせんまた
はベータシートの二次構造を破壊しないタンパク質の領域に配置されている非天然に存在
しているアミノ酸を１つ以上含んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコードさ
れていないアミノ酸の１つ以上は、ＥＰＯにおける二次構造に対応する以下の領域：１～
７位（Ｎ末端）、８～２６位（Ａヘリックス）、２７～３８位（ＡヘリックスおよびＢヘ
リックスの間の領域）、３９～４１位（ベータシート１）、４２～４６位（ベータシート
１およびミニヘリックスＢ’の間の領域）、４７～５２（ミニＢ’ヘリックス）、５３～
５４位（ミニＢ’ヘリックスおよびＢヘリックスの間の領域）、５５～８３（Ｂヘリック
ス）、８４～８９位（ＢヘリックスおよびＣヘリックスの間の領域）、９０～１１３位（
Ｃヘリックス）、１１４～１２１位（ミニＣ’ヘリックス）、１２２～１３２位（身にＣ
’ヘリックスおよびベータシート２の間の領域）、１３３～１３５位（ベータシート２）
、１３６～１３７位（ベータシート２およびＤヘリックスの間の領域）、１３８～１６１
位（Ｄヘリックス）、１６２～１６６位（Ｃ末端）の１つ以上に組み込まれているか、ま
たは置換されている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸
の１つ以上は、ｆＥＰＯにおける以下の位置：１位、２位、３位、４位、５位、６位、８
位、９位、１７位、２１位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、３０位、３１位
、３２位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４３位、４５位
、４７位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位
、６８位、７２位、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８２位、８３位、８４位
、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、１０７位、１１
０位、１１１位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１
９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２
７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４，１３６
位、１５４位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６２位、１６３位、１６４
位、１６５位および１６６位の１つに組み込まれている。いくつかの実施形態において、
本発明のｆＥＰＯポリペプチドは、非天然に存在しているアミノ酸の１つ以上を、以下の
位置：２１位、２４位、２７位、２８位、３０位、３１位、３６位、３７位、３８位、５
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５位、７２位、８３位、８５位、８６位、８７位、８９位、１１３位、１１６位、１１９
位、１２０位、１２１位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８
位、１２９位、１３０位および１６２位の１つ以上に含んでいる。いくつかの実施形態に
おいて、これらまたは他の位置（２１位、２４位、３８位、８３位、８５位、８６位、８
９位、１１６位、１１９位、１２１位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位および
１２８位が挙げられるが、これらに限定されない）における非天然に存在しているアミノ
酸は、水溶性重合体と連結されている。
【０３１７】
　天然にコードされていないアミノ酸の組込みの例示的な部位としては、ＳｉｔｅＩおよ
びＳｉｔｅＩＩに含まれていない部位、完全にかまたは部分的に溶媒にさらされ得る部位
、近傍の残基と最小の水素結合相互作用を示すか、もしくは水素結合相互作用を示さない
部位、ならびにその受容体をともなうｈＥＰＯの三次元結晶構造によって予想されるよう
な選択の余地の大きい領域（Ｃ－Ｄループが挙げられるが、こらに限定されない）もしく
は構造的に堅固な領域（Ｂヘリックスが挙げられるが、これに限定されない）が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【０３１８】
　広範な天然にコードされていないアミノ酸が、ｆＥＰＯにおける所定の位置に置換され
得るか、または組み込まれ得る。一般的に、特定の天然にコードされていないアミノ酸は
、その受容体をともなったｆＥＰＯの三次元結晶構造の試験に基づく組込み、保存的な置
換（すなわちアリールを有している天然にコードされていないアミノ酸の、Ｐｈｅ、Ｔｙ
ｒまたはＴｒｐに対する置換）にとっての好ましさ、およびｆＥＰＯへの導入を所望され
る特定の抱合の化学的性質（アルキン部分を有している水溶性重合体とのヒュイゲン［３
＋２］環付加、またはアリールエステル（すなわちホスフィン部分を組み込む）を有して
いる水溶性重合体とのアミド結合の形成をもたらすことが所望される場合における４－ア
ジドフェニルアラニンの導入が挙げられるが、これらに限定されない）のために選択され
る。
【０３１９】
　一実施形態において、上記方法は、第１の反応性基を含んでいる非天然アミノ酸をタン
パク質に組み込むこと；およびタンパク質を第２の反応性基を含んでいる分子と接触させ
ることを包含している。当該分子としては、色素、重合体（ポリエチレングリコールの誘
導体が挙げられるが、これに限定されない）、光架橋リンカー、細胞毒性化合物、親和性
標識、ビオチンの誘導体、樹脂、他のポリペプチドまたはタンパク質、金属キレート剤、
補足因子、脂肪酸、含水炭素、ポリヌクレオチド（ＤＮＡ、ＲＮＡなどが挙げられるが、
これらに限定されない）などが挙げられるが、これらに限定されない。上記第１の反応性
基は、上記第２の反応性基と反応して、［３＋２］環付加を介して非天然アミノ酸に上記
分子を結合させる。一実施形態において、上記第１の反応性基はアルキン部分またはアジ
ド部分であり、上記第２の反応性基はアジド部分またはアルキン部分である。例えば、上
記第１の反応性基はアルキン部分（非天然アミノ酸ｐ－プロパルギルフェニルアラニンに
おけるアルキン部分が挙げられるが、これに限定されない）であり、上記第２の反応性基
はアジド部分である。他の例において、上記第１の反応性基はアジド部分（非天然アミノ
酸ｐ－アジド－Ｌ－フェニルアラニンにおけるアジド部分が挙げられるが、これに限定さ
れない）であり、上記第２の反応性基はアルキン部分である。
【０３２０】
　天然にコードされていないアミノ酸の組込みのための例示的な部位の部分集合としては
、１位、２位、４位、１７位、２１位、２４位、２７位、２８位、３０位、３１位、３２
位、３４位、３６位、３７位、３８位、４０位、５０位、５３位、５５位、５８位、６５
位、６８位、７２位、７６位、８０位、８２位、８３位、８５位、８６位、８７位、８９
位、１１３位、１１５位、１１６位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３
位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１
位、１３２位、１３４位、１３６位および１６２位が挙げられるが、これらに限定されな
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い。ｈＥＰＯの結晶構造およびｈＥＰＯ受容体とのその相互作用の試験、および現時点で
出願されているｆＥＰＯの出願にともなって与えられている分子モデリングによって、こ
れらのアミノ酸残基の側鎖が溶媒に対して完全または部分的に接触化能であり。天然にコ
ードされていないアミノ酸の側鎖がタンパク質の表面の外側および溶媒の中に向いている
ことが示されている。
【０３２１】
　天然にコードされていないアミノ酸のｆＥＰＯに対する組込みのための例示的な部位と
しては、２１位、２４位、２８位、３０位、３１位、３６位、３７位、３８位、５５位、
７２位、 ８３位、８５位、８６位、８７位、８９位、１１３位、１１６位、１１９位、
１２０位、１２１位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、
１２９位、１３０位および１６２位が挙げられる。ｆＥＰＯの結晶構造およびｈＥＰＯ受
容体との相互作用の試験によって、これらのアミノ酸残基が完全に溶媒にさらされており
、元の残基の側鎖が溶媒内に向いていることが示されている。
【０３２２】
　いくつかの場合において、天然にコードされていないアミノ酸の（複数の）置換または
（複数の）組込みは、ｆＥＰＯの生物学的な他の性質にｆＥＰＯポリペプチド内の他の付
加、置換または欠失と組み合わせられる。いくつかの場合において、上記他の付加、置換
または欠失はｆＥＰＯポリペプチドの安定性（タンパク質分解性の分解に対する耐性が挙
げられるが、これに限定されない）を増大させ得るか、またはエリスロポエチン受容体に
対するｆＥＰＯポリペプチドの親和性を増大させ得る。いくつかの場合において、上記他
の付加、置換または欠失は、ｆＥＰＯポリペプチドの可溶性（E. coliまたは他の宿主細
胞において発現される場合の可溶性が挙げられるが、これらに限定されない）を増大させ
得る。いくつかの実施形態において、E. coli組換え宿主細胞における発現後のｆＥＰＯ
の可溶性を増大させるための、天然にコードされていないアミノ酸の組込みにとっての他
の部位に加えて、部位は天然にコードされているアミノ酸または天然にコードされていな
いアミノ酸を用いた置換のために選択される。可溶性を増大させるためのアミノ酸置換に
関するｆＥＰＯにおける当該部位の例は、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｇｌｕまたは電荷を有してい
る任意の他の天然にコードされているアミノ酸もしくは天然にコードされていないアミノ
酸を用いて置換され得るＮ３６、Ｑ８６、Ｇ１１３および／またはＱ１１５である。いく
つかの実施形態において、ｆＥＰＯポリペプチドは、ｆＥＰＯ受容体に対する親和性を調
節するか、受容体の二量体化を調節する（増強させるか、または低減させるが挙げられる
が、これらに限定されない）か、受容体の二量体を安定化させるか、循環半減期を調節す
るか、遊離もしくは生体利用効率を調節するか、精製を容易にするか、または特定の投与
経路を改善するか、もしくは変更させる他の付加、置換または欠失を含んでいる。同様に
、ｆＥＰＯポリペプチドは、プロテアーゼ切断配列、反応性基、抗体結合ドメイン（ＦＬ
ＡＧまたはポリＨｉｓが挙げられるが、これらに限定されない）、またはポリペプチドの
検出（ＧＦＰが挙げられるが、これに限定されない）、精製もしくは他の性質を改善させ
る他の親和性に基づく配列（ＦＬＡＧ、ポリＨｉｓ、ＧＳＴなどが挙げられるが、これら
に限定されない）もしくは結合されている分子（ビオチンが挙げられるが、これに限定さ
れない）を含み得る。
【０３２３】
　例えば、本明細書にすでに述べられているような天然にコードされていないアミノ酸の
１つ以上の導入に加えて、以下の置換：その受容体に対するｆＥＰＯの親和性を増強させ
るためのＳ９Ａ、Ｆ４８Ｓ、Ｙ４９Ｓ、Ａ５０Ｓ、Ｑ５９Ａ、Ａ７３Ｇ、Ｇ１０１Ａ、Ｔ
１０６Ａ、Ｌ１０８Ａ、Ｔ１２Ａ、Ｒ１３９Ａ、Ｋ１４０Ａ、Ｒ１４３Ａ、Ｓ１４６Ａ、
Ｎ１４７Ａ、Ｒ１５０ＡおよびＫ１５４Ａの１つ以上が導入される（Wen et al., (1994)
 JBC 269:22839-22846）。
【０３２４】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の置換は、ｆＥＰＯ
アンタゴニストを生成する。天然にコードされていないアミノ酸の組込みのための例示的
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な部位の部分集合としては、１０位、１１位、１４位、１５位、９６位、９７位、１００
位、１０３位、１０４位、１０７位、１１０位が挙げられる（Elliot et al. (1997) Blo
od 89: 493-502；およびCheetham et al. (1998) Nature Structural Biology 5: 861-86
6）。他の実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の組込みの例示的な部
位としては、ヘリックスＡのアミノ末端領域、およびヘリックスＣの部分の内部における
残基が挙げられる。他の実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸（例えば
ｐ－アジド－Ｌ－フェニルアラニンまたはＯ－プロパルギル－Ｌ－チロシン）を用いたＬ
１０８の置換。他の実施形態において、上述の置換はｆＥＰＯポリペプチドをｆＥＰＯア
ンタゴニストにする付加的な置換と組み合わせられる。例えば、天然にコードされていな
いアミノ酸は、本明細書に特定されている位置の１つにおいて置換されており、同時の置
換がＬ１０８に導入されている（Ｌ１０８Ｋ、Ｌ１０８Ｒ、Ｌ１０８Ｈ、Ｌ１０８Ｄまた
はＬ１０８Ｅが挙げられるが、これらに限定されない）。
【０３２５】
　いくつかの場合において、１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０以上のアミ
ノ酸が天然にコードされていないアミノ酸を用いて置換されている。いくつかの場合にお
いて、ｆＥＰＯポリペプチドは、天然に存在しているアミノ酸に対する天然にコードされ
ていないアミノ酸の、１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０以上の置換をさら
に含んでいる。例えば、いくつかの実施形態において、ｆＥＰＯの以下の領域：１～７位
（Ｎ末端）、８～２６位（Ａヘリックス）、２７～３８位（ＡヘリックスおよびＢヘリッ
クスの間の領域）、３９～４１位（ベータシート１）、４２～４６位（ベータシート１お
よびミニヘリックスＢ’の間の領域）、４７～５２（ミニＢ’ヘリックス）、５３～５４
位（ミニＢ’ヘリックスおよびＢヘリックスの間の領域）、５５～８３（Ｂヘリックス）
、８４～８９位（ＢヘリックスおよびＣヘリックスの間の領域）、９０～１１３位（Ｃヘ
リックス）、１１４～１２１位（ミニＣ’ヘリックス）、１２２～１３２位（身にＣ’ヘ
リックスおよびベータシート２の間の領域）、１３３～１３５位（ベータシート２）、１
３６～１３７位（ベータシート２およびＤヘリックスの間の領域）、１３８～１６１位（
Ｄヘリックス）、１６２～１６６位（Ｃ末端）における少なくとも２つの残基が天然にコ
ードされていないアミノ酸を用いて置換されている。いくつかの場合において、天然にコ
ードされていない残基の２つ以上が、１つ以上の低分子量の直鎖状または分枝鎖状のＰＥ
Ｇ（およそ５～２０ｋＤａ未満の質量）と連結されており、より高分子の単一のＰＥＧと
結合している種に対して、増大している結合親和性および血中半減期を示す。
【０３２６】
　いくつかの実施形態において、以下の残基：１位、２位、４位、１７位、２１位、２４
位、２７位、２８位、３０位、３１位、３２位、３４位、３６位、３７位、３８位、４０
位、５０位、５３位、５５位、５８位、６５位、６８位、７２位、７６位、８０位、８２
位、８３位、８５位、８６位、８７位、８９位、１１３位、１１５位、１１６位、１１９
位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７
位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３４位、１３６位および１
６２位の２つ以下が、天然にコードされていないアミノ酸を用いて置換されている。した
がって、いくつかの場合において、以下の置換の組合せ：Ｎ２４Ｘ＊およびＧ１１３Ｘ＊
;Ｎ３８Ｘ＊およびＱ１１５Ｘ＊;Ｎ３６Ｘ＊およびＳ８５Ｘ＊;Ｎ３６Ｘ＊およびＡ１２
５Ｘ＊;Ｎ３６Ｘ＊およびＡ１２８Ｘ＊;Ｑ８６Ｘ＊およびＳ１２６Ｘ＊のいずれかがもた
らされている。ここで、Ｘ＊は天然にコードされていないアミノ酸を表している。天然に
コードされていないアミノ酸の２つ以上の置換のための好ましい部位としては、以下の残
基：２１位、２４位、２８位、３０位、３１位、３６位、３７位、３８位、５５位、７２
位、８３位、８５位、８６位、８７位、８９位、１１３位、１１６位、１１９位、１２０
位、１２１位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９
位、１３０位および１６２位の組合せが挙げられる。天然にコードされていないアミノ酸
の２つ以上の置換のための特に好ましい部位としては、以下の残基：２１位、２４位、３
８位、８３位、８６位、８９位、１１６位、１１９位、１２４位、１２５位、１２６位、
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１２７位、１２８位、１２９位、１３０位および１６２位の組合せが挙げられる。
【０３２７】
　ＶＩＩＩ．非真核生物および真核生物における発現
　クローン化されたｆＥＰＯポリヌクレオチドを高レベルに発現させるために、直接転写
にとって強力なプロモータ、転写／翻訳ターミネータ、および（タンパク質をコードする
核酸用の場合に）翻訳開始用のリボソーム結合部位を含んでいる発現ベクターに対して、
本発明のｆＥＰＯポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを一般的にサブクローニン
グする。適切な細菌プロモータは、当業者に周知であり、Sambrook et alおよびAusubel 
et alにて説明されている。
【０３２８】
　本発明のｆＥＰＯポリペプチドの発現を目的とした細菌発現系は、例えばE. coli、Bac
illus spおよびSalmonellaにおいて利用可能であるが、これらに限定されない（Palva et
 al., Gene 22:229-235 (1983); Mosbach et al., Nature 302:543-545 (1983)）。その
ような発現系用のキットは市販されている。また、哺乳動物細胞、酵母および昆虫細胞に
とっての真核発現系は、当業者に周知であり、市販もされている。直交性のｔＲＮＡおよ
びアミノアシル化ｔＲＮＡ合成酵素（上述されている）を使用して、本発明のｆＥＰＯポ
リペプチドを発現する場合、発現用の宿主細胞は、直交性の構成要素を使用する該宿主細
胞の能力に基づいて選択される。例示的な宿主細胞としては、グラム陽性細菌（B. brevi
sまたはB. subtilis、PseudomonasまたはStreptomycesが挙げられるが、これらに限定さ
れない）、およびグラム陰性細菌（E. coli）だけでなく、酵母および他の真核細胞が挙
げられる。Ｏ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳの対を含んでいる細胞は、本明細書に記載されている
ように使用され得る。
【０３２９】
　本発明の真核生物の宿主細胞、または非真核生物の宿主細胞は、非常に有用な量の非天
然アミノ酸を含んでいるタンパク質を合成する能力を有している。１つの局面において、
組成物は、必要に応じて、少なくとも１０マイクログラム、少なくとも５０マイクログラ
ム、少なくとも７５マイクログラム、少なくとも１００マイクログラム、少なくとも２０
０マイクログラム、少なくとも２５０マイクログラム、少なくとも５００マイクログラム
、少なくとも１ミリグラム、少なくとも１０ミリグラム、少なくとも１００ミリグラム、
少なくとも１グラム、もしくはそれ以上（これらに限定されない）の、非天然アミノ酸を
含んでいるタンパク質を含んでいるか、またはインビボにおけるタンパク質の製造方法（
組換えタンパク質の製造および精製についての詳細が本明細書に与えられている）を用い
て達成され得る量のタンパク質を含んでいる。他の局面において、タンパク質は、（これ
に限定されないが、１ｎＬ～１００Ｌなどの任意の量の）細胞溶解液、緩衝液、薬学的緩
衝液または他の液体懸濁液の中に、１リットルごとに少なくとも１０マイクログラムのタ
ンパク質、１リットルごとに少なくとも５０マイクログラムのタンパク質、１リットルご
とに少なくとも７５マイクログラムのタンパク質、１リットルごとに少なくとも１００マ
イクログラムのタンパク質、１リットルごとに少なくとも２００マイクログラムのタンパ
ク質、１リットルごとに少なくとも２５０マイクログラムのタンパク質、１リットルごと
に少なくとも５００マイクログラムのタンパク質、１リットルごとに少なくとも１ミリグ
ラムのタンパク質、１リットルごとに少なくとも１０ミリグラムのタンパク質、またはそ
れ以上の濃度（これらに限定されない）において、組成物中に必要に応じて存在する。少
なくとも１つの非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質の真核細胞での大量生産（典型的
に限定されないが、インビボにおける翻訳を含む他の方法を用いて可能な量よりも多い量
が挙げられるが、これに限定されない）は、本発明の１つの特徴である。
【０３３０】
　本発明の真核生物の宿主細胞、または非真核生物の宿主細胞は、非天然アミノ酸を含ん
でいるタンパク質を非常に有用な量で生合成する能力を備えている。例えば、非天然アミ
ノ酸を含んでいるタンパク質は、細胞抽出物、細胞溶解液、培地、および／または緩衝液
などの中に、例えば、少なくとも１０μｇ／リットル、少なくとも５０μｇ／リットル、
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少なくとも７５μｇ／リットル、少なくとも１００μｇ／リットル、少なくとも２００μ
ｇ／リットル、少なくとも２５０μｇ／リットル、少なくとも５００μｇ／リットル、少
なくとも１ｍｇ／リットル、少なくとも２ｍｇ／リットル、少なくとも３ｍｇ／リットル
、少なくとも４ｍｇ／リットル、少なくとも５ｍｇ／リットル、少なくとも６ｍｇ／リッ
トル、少なくとも７ｍｇ／リットル、少なくとも８ｍｇ／リットル、少なくとも９ｍｇ／
リットル、少なくとも１０ｍｇ／リットル、少なくとも２０、３０、４０、５０、６０、
７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００
、９００ｍｇ／リットル、１ｇ／リットル、５ｇ／リットル、１０ｇ／リットル、または
それ以上の濃度において、製造され得る。
【０３３１】
　発現系、培養および単離
　任意の数の適切な発現系において、ｆＥＰＯを発現させ得る。当該発現系としては、例
えば、酵母、昆虫細胞、哺乳動物細胞および細菌が挙げられる。典型的な発現系の例を以
下に示す。
【０３３２】
　（酵母）
　本明細書で用いられる場合、“酵母”という用語は、ｆＥＰＯをコードする遺伝子を発
現可能な、種々の酵母のいずれかを包含する。そのような酵母としては、限定されないが
、子嚢胞子を生じる（ascosporogenous）酵母（Endomycetales）、担子胞子を生じる（ba
sidiosporogenous）酵母、および不完全真菌（Blastomycetes）の群に属する酵母などが
挙げられるが、これらに限定されない。子嚢胞子を生じる酵母は、２のファミリー（Sper
mophthoraceaeおよびSaccharomycetaceae）に分けられる。後者は、４のサブファミリー
（Schizosaccharomycoideae（Schizosaccharomyces属など）、Nadsonioideae、Lipomycoi
deae、およびSaccharomycoideae（Pichia属、Kluyveromyces属およびSaccharomyces属な
ど））から構成されている。担子胞子を生じる酵母としては、Leucosporidium属、Rhodos
poridium属、Sporidiobolus属、Filobasidium属およびgenus Filobasidiella属が挙げら
れる。不完全真菌（Blastomycetes）の群に属する酵母は、２のファミリー（Sporobolomy
cetaceae（Sporobolomyces属およびBullera属など）およびCryptococcaceae（Candida属
など））に分けられる。
【０３３３】
　本発明と一緒に使用するための特に所定のものとして、Pichia属、Kluyveromyces属、S
accharomyces属、Schizosaccharomyces属、Hansenula属、Torulopsis属およびCandida属
に含まれる種であり、P. pastoris、P. guillerimondii、S. cerevisiae、S. carlsberge
nsis、S. diastaticus、S. douglasii、S. kluyveri、S. norbensis、S. oviformis、K. 
lactis、K. fragilis、C. albicans、C. maltosa、およびH. polymorphaが挙げられるが
、これらに限定されない。
【０３３４】
　ｆＥＰＯの発現に好適な酵母の選択は当業者の技術範囲にある。発現用の酵母宿主の選
択において、好適な宿主としては、例えば良好な分泌能、低いタンパク質分解活性、およ
び総合的な強健さを有していることが示されている酵母が挙げられ得る。酵母は、一般的
に種々の供給源から入手でき、カリフォルニア大学生物物理学および医学物理学分野（De
partment of Biophysics and Medical Physics, University of California）のYeast Ge
netic Stock Center (Berkeley、CA）、およびthe American Type Culture Collection(
“ATCC”)(Manassas、VA)などから入手できるが、これらに限定されない。
【０３３５】
　“酵母宿主”または“酵母宿主細胞”という用語は、組換えベクターまたは他のトラン
スファーＤＮＡの受容物として使用し得るか、または使用されている酵母を包含している
。この用語は、組換えベクターまたは他のトランスファーＤＮＡを受け容れている元々の
酵母宿主細胞の子孫を包含している。１つの親細胞の子孫は、形態において、またはゲノ
ムＤＮＡもしくは全ＤＮＡの補体（complement）において、偶発的な突然変異、もしくは
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計画的な突然変異に起因して、元々の親細胞と必ずしも完全に一致しなくてもよいことが
理解される。関連する性質（例えば、ｆＥＰＯをコードするヌクレオチド配列の存在）に
より特徴付けられる親細胞と十分に類似する親細胞の子孫は、この定義によって意図され
る子孫に包含される。
【０３３６】
　発現ベクターおよび形質転換ベクター（染色体外レプリコンまたは組込みベクターが挙
げられる）は、多くの酵母宿主を形質転換するために開発されている。例えば、S. cerev
isiae（Sikorski et al, GENETICS (1998) 112:19、Ito et al, J. BACTERIOL. (1983) 1
53:163、Hinnen et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1978) 75:1929）、C. albicans（
Kurtz et al, MOL. CELL. BIOL. (1986) 6:142）、C. albicans（Kunze et al, J. BASIC
 MICROBIOL. (1985) 25:141）、H. polymorpha（Gleeson et al, J. GEN. MICROBIOL. (1
986) 132:3459、Roggenkamp et al, MOL. GEN. GENET. (1986) 202:302）、K. fragilis(
Das et al, J. BACTERIOL. (1984) 158:1165）、K. lactis(De Louvencourt et al, J. B
ACTERIOL. (1983) 154:737、Van den Berg et al, BIO/TECHNOLOGY (1990) 8:135）、P. 
guillerimondii(Kunze et al, J. BASIC MICROBIOL. (1985) 25:141）、P. pastoris（米
国特許第５，３２４，６３９号、米国特許第４，９２９，５５５号、および米国特許第４
，８３７，１４８号、Cregg et al, MOL. CELL. BIOL. (1985) 5:3376、Schizosaccharom
yces pombe（Beach and Nurse, NATURE (1981) 300:706）、およびY. lipolytica（David
ow et al., Curr. Genet. (1985) 10:380 (1985); Gaillardin et al., Curr. Genet. (1
985) 10:49）、A. nidulans(Balance et al, BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1983) 1
12:284-89、Tilburn et al, GENE (1983) 26:205-221、およびYelton et al, PROC. NATL
. ACAD. SCI. USA (1984) 81:1470-74）、A. niger（Kelly and Hynes, EMBO J. (1985) 
4:475479）、T. reesia（欧州特許出願公開第０２４４２３４号）、および糸状菌（例え
ば、Neurospora、Penicillium、Tolypocladium（国際公開第９１／００３５７号）など）
のための発現ベクターが開発されている。
【０３３７】
　酵母ベクター用の制御配列は、当業者に周知であり、アルコールデヒドロゲナーゼ（Ａ
ＤＨ）（欧州特許出願公開第０２８４０４４号）、エノラーゼ、グルコキナーゼ、グルコ
ース－６リン酸イソメラーゼ、グリセルアルデヒド－３－リン酸－デヒドロゲナーゼ（Ｇ
ＡＰまたはＧＡＰＤＨ）、ヘキソキナーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、３－ホスホグリセ
リン酸ムターゼ、およびピルビン酸キナーゼ（ＰｙＫ）（欧州特許出願公開第０３２９２
０３号）といった遺伝子に由来するプロモータ領域などが挙げられるが、これらに限定さ
れない。また、酸性ホスファターゼをコードしている酵母のＰＨＯ５遺伝子は、有用なプ
ロモータ配列を提供し得る（Myanohara et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1983) 80:
1）。酵母宿主との使用に適切な他のプロモータ配列としては、３－ホスホグリセリン酸
キナーゼ（Hitzeman et al, J. BIOL. CHEM. (1980) 255:2073）、および他の解糖系の酵
素（例えば、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、およびホ
スホグルコースイソメラーゼ（例えば、Holland et al, BIOCHEMISTRY (1978) 17:4900、
Hess et al, J. ADV. ENZYME REG. (1968) 7:149）が挙げられ得る。増殖条件によって制
御される転写のさらなる利点を有している、酵母の誘導性プロモータとしては、アルコー
ルデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロームＣ、酸性ホスファターゼ、メタロチオネイン、
グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ、窒素代謝に関連する分解酵素、なら
びにマルトースおよびガラクトースの利用を担っている酵素にとってのプロモータ領域が
挙げられ得る。酵母発現における使用に適切なベクターおよびプロモータが、欧州特許出
願公開第００７３６５７号に、さらに記載されている。
【０３３８】
　また、酵母エンハンサーを、酵母プロモータと共に用いてもよい。さらに、合成プロモ
ータもまた、酵母プロモータとして機能し得る。例えば、酵母プロモータの上流活性化配
列（ＵＡＳ）を別の酵母プロモータの転写活性化領域につないで、合成混成プロモータを
作製し得る。混成プロモータとしては、例えばＧＡＰの転写活性化領域に連結されたＡＤ
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Ｈ調節配列が挙げられる。米国特許第４，８８０，７３４号、および米国特許第４，８７
６，１９７号を参照すればよい。混成プロモータの他の例としては、解糖系酵素の遺伝子
（例えば、ＧＡＰまたはＰｙＫ）の転写活性化領域と組み合せたＡＤＨ２、ＧＡＬ４、Ｇ
ＡＬ１０、またはＰＨＯ５の遺伝子の調節配列からなるプロモータが挙げられる。欧州特
許出願公開０１６４５５６号を参照すればよい。さらに、酵母プロモータとしては、酵母
のＲＮＡポリメラーゼとの結合能および転写開始能を有している、非酵母由来の天然に存
在するプロモータが挙げられ得る。
【０３３９】
　酵母発現ベクターの一部を構成し得る他の制御要素としては、例えば、ＧＡＰＤＨまた
はエノラーゼ遺伝子に由来するターミネータ（Holland et al, J. BlOL. CHEM. (1981) 2
56:1385）が挙げられる。さらに、２μプラスミドの起点に由来する複製開始点は、酵母
にとって適切である。酵母に使用するための適切な選択遺伝子は、酵母プラスミドに存在
するｔｒｐ１遺伝子である。Tschemper et al, GENE (1980) 10:157、Kingsman et al, G
ENE (1979) 7:141を参照すればよい。ｔｒｐ１遺伝子は、トリプトファン存在下において
増殖能を欠如している酵母の突然変異株に対する選択マーカーを提供する。同様にＬｅｕ
２欠損酵母株（ＡＴＣＣ　２０，６２２または３８，６２６）は、Ｌｅｕ２遺伝子を有す
る公知のプラスミドによって補完される。
【０３４０】
　外因性ＤＮＡを酵母宿主に導入する方法は、当業者に周知の技術であり、通常、アルカ
リ性陽イオンを用いて処理された天然の酵母宿主細胞またはスフェロプラストのいずれか
の形質転換が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、酵母の形質転換は、Hsiao 
et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1979) 76:3829およびVan Solingen et al, J. BAC
T. (1977) 130:946に記載の方法にしたがって、実施され得る。しかし、また、例えば、
核注入、エレクトロポレーションまたは原形質融合によってＤＮＡを細胞に導入する他の
方法も、SAMBROOK et al, MOLECULAR CLONING: A LAB. MANUAL (2001)に通常に記載され
ているように使用され得る。次いで、酵母宿主細胞を当業者に公知の標準技術を用いて培
養してもよい。
【０３４１】
　酵母宿主細胞において異種タンパク質を発現させる他の方法は、当業者に公知の技術で
ある。一般的に、米国特許出願公開第２００２／００５５１６９号、米国特許第６，３６
１，９６９号、米国特許第６，３１２，９２３号、米国特許第６，１８３，９８５号、米
国特許第６，０８３，７２３号、米国特許第６，０１７，７３１号、米国特許第５，６７
４，７０６号、米国特許第５，６２９，２０３号、米国特許第５，６０２，０３４号、お
よび米国特許第５，０８９，３９８号、米国再発行特許発明第ＲＥ３７，３４３号、およ
び米国再発行特許発明第ＲＥ３５，７４９号、国際公開第９９／０７８６２１号、国際公
開第９８／３７２０８号、および国際公開第９８／２６０８０号、欧州特許出願公開第０
９４６７３６号、欧州特許出願公開第０７３２４０３号、欧州特許出願公開第０４８０４
８０号、欧州特許出願公開第０４６００７１号、欧州特許出願公開第０３４０９８６号、
欧州特許出願公開第０３２９２０３号、欧州特許出願公開第０３２４２７４号、および欧
州特許出願公開第０１６４５５６明細書を参照すればよい。また、Gellissen et al, ANT
ONIE VAN LEEUWENHOEK (1992) 62(1-2):79-93、Romanos et al, YEAST (1992) 8(6):423-
488、Goeddel, METHODS IN ENZYMOLOGY (1990) 185:3-7を参照すればよい。
【０３４２】
　酵母宿主株は、当業者に周知である標準の給飼バッチ発酵方法（feed batch fermentat
ion method）を用いて、増幅段階の間に発酵槽において増殖されてもよい。上記発酵方法
は、特定の酵母宿主の炭素利用経路、または発現制御の様式の差異に起因して適合され得
る。例えば、サッカロミセス酵母宿主の発酵は、１つのグルコース飼料、複合的な窒素源
（カゼイン加水分解物など）、および複数のビタミン補助物を必要とし得る。これに対し
て、メチロトローフ酵母であるP. pastorisは、グリセロール、メタノール、および微量
の無機化合物飼料を必要とし得、最適な増殖および発現については単純なアンモニウム（
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窒素）塩だけを必要とする。例えば、米国特許第５，３２４，６３９号、Elliott et al,
 J. PROTEIN CHEM. (1990) 9:95、およびFieschko et al, BIOTECH. BIOENG. (1987) 29:
1113を参照すればよい。
【０３４３】
　しかし、上記発酵方法は、用いられる酵母宿主株とは無関係な特定の共通の特徴を有し
得る。例えば、成長限界栄養素（通常は炭素）を発酵槽に増幅段階の間に添加して、最大
限の成長を可能にし得る。さらに、発酵方法は、一般的に、十分な量の炭素、窒素、基本
塩、リンおよび他の微量栄養素（ビタミン、微量無機物、および塩など）を含むように調
製された発酵培地を用い得る。Pichiaを用いた使用に適切な発酵培地の例が、米国特許第
５，３２４，６３９号、および米国特許第５，２３１，１７８号に記載されている。
【０３４４】
　（バキュロウイルス感染昆虫細胞）
　“昆虫宿主”または“昆虫宿主細胞”という用語は、組換えベクターまたは他のトラン
スファーＤＮＡの受容物として使用し得るか、または使用されている昆虫を指す。この用
語は、トランスフェクトされた元々の昆虫宿主細胞の子孫を包含している。１つの親細胞
の子孫が、形態において、またはゲノムＤＮＡもしくは全ＤＮＡの補体において、偶発的
な突然変異、もしくは計画的な突然変異に起因して、元々の親細胞と必ずしも完全に一致
していなくてもよいことは理解される。関連する性質により特徴付けられる親細胞と十分
に類似する親細胞の子孫は、この定義によって意図される子孫に含まれる。ここで、関連
する性質は、例えば、ｆＥＰＯポリペプチドをコードしているヌクレオチド配列の存在で
ある。
【０３４５】
　ｆＥＰＯの発現に好適な昆虫細胞の選択は当業者に周知である。いくつかの昆虫種は、
当該分野において十分に説明されており、例えば、市販されているAedes aegypti、Bomby
x mori、Drosophila melanogaster、Spodoptera frugiperda、およびTrichoplusia niが
挙げられる。発現用の昆虫宿主の選択において、適切な宿主としては、特に、良好な分泌
能、低いタンパク質分解活性、および総合的な強健さを有していることが示されている宿
主が挙げられ得る。昆虫は、Insect Genetic Stock Center, Department of Biophysics 
and Medical Physics, University of California (Berkeley、CA)、およびthe American
 Type Culture Collection (“ATCC”) (Manassas、VA)を含む、種々の供給源から通常に
入手することができるが、これらに限定されない。
【０３４６】
　一般的に、バキュロウイルス－感染昆虫の発現系の構成要素は、バキュロウイルスのゲ
ノム断片、および発現される異種遺伝子の挿入に便利な制限酵素認識部位の両方を含んで
いるトランスファーベクター（普通は細菌のプラスミド）；当該トランスファーベクター
におけるバキュロウイルスに特異的な断片に対して、相同な配列を有している（これによ
り、バキュロウイルスゲノムに対する異種遺伝子の相同組換えが可能になる）野生型バキ
ュロウイルス；ならびに適切な昆虫宿主細胞および増殖培地を含んでいる。ベクターの構
築、細胞のトランスフェクション、プラークの選択、または培養における細胞の増殖など
に用いられる材料、方法および技術は公知であり、これらの技術が記載されている手引書
が利用可能である。
【０３４７】
　異種遺伝子をトランスファーベクターに挿入した後に、このベクターおよび野生型ウイ
ルスゲノムを、ベクターとウイルスゲノムとが組換えを起こす昆虫宿主細胞にトランスフ
ェクションする。パッケージングされた組換えウイルスが発現され、組換え体のプラーク
が同定および精製される。バキュロウイルス／昆虫細胞発現系にとっての材料および方法
は、例えば、Invitrogen Corp（Carlsbad、CA）が提供している、キットの様式において
市販されている。これらの技術は、一般的に当業者に公知であり、SUMMERS AND SMITH, T
EXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION BULLETIN NO. 1555 (1987)に十分に記載されて
いる。なお、この文献は、参照によって本明細書に援用される。また、RICHARDSON, 39 M
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ETHODS IN MOLECULAR BIOLOGY: BACULOVIRUS EXPRESSION PROTOCOLS (1995); AUSUBEL ET
 AL., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY 16.9-16.11 (1994); KING AND POSSEE,
 THE BACULOVIRUS SYSTEM: A LABORATORY GUIDE (1992); および O’REILLY ET AL., BAC
ULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL (1992)を参照すればよい。
【０３４８】
　バキュロウイルス／昆虫細胞発現系を用いた、種々の異種タンパク質の製造は、当業者
にとって周知である。例えば、米国特許出願第６，３６８，８２５号、米国特許出願第６
，３４２，２１６号、米国特許出願第６，３３８，８４６号、米国特許出願第６，２６１
，８０５号、米国特許出願第６，２４５，５２８号、米国特許出願第６，２２５，０６０
号、米国特許出願第６，１８３，９８７号、米国特許出願第６，１６８，９３２号、米国
特許出願第６，１２６，９４４号、米国特許出願第６，０９６，３０４号、米国特許出願
第６，０１３，４３３号、米国特許出願第５，９６５，３９３号、米国特許出願第５，９
３９，２８５号、米国特許出願第５，８９１，６７６号、米国特許出願第５，８７１，９
８６号、米国特許出願第５，８６１，２７９号、米国特許出願第５，８５８，３６８号、
米国特許出願第５，８４３，７３３号、米国特許出願第５，７６２，９３９号、米国特許
出願第５，７５３，２２０号、米国特許出願第５，６０５，８２７号、米国特許出願第５
，５８３，０２３号、米国特許出願第５，５７１，７０９号、米国特許出願第５，５１６
，６５７号、米国特許出願第５，２９０，６８６号、国際公開第０２／０６３０５号、国
際公開第０１／９０３９０号、国際公開第０１／２７３０１号、国際公開第０１／０５９
５６号、国際公開第００／５５３４５号、国際公開第００／２００３２号、国際公開第９
９／５１７２１号、国際公開第９９／４５１３０号、国際公開第９９／３１２５７号、国
際公開第９９／１０５１５号、国際公開第９９／０９１９３号、国際公開第９７／２６３
３２号、国際公開第９６／２９４００号、国際公開第９６／２５４９６号、国際公開第９
６／０６１６１号、国際公開第９５／２０６７２号、国際公開第９３／０３１７３号、国
際公開第９２／１６６１９号、国際公開第９２／０３６２８号、国際公開第９２／０１８
０１号、国際公開第９０／１４４２８号、国際公開第９０／１００７８号、国際公開第９
０／０２５６６号、国際公開第９０／０２１８６号、国際公開第９０／０１５５６号、国
際公開第８９／０１０３８号、国際公開第８９／０１０３７号、国際公開第８８／０７０
８２号を参照すればよい。
【０３４９】
　バキュロウイルス／昆虫細胞の発現系に有用なベクターは公知であり、例えば、バキュ
ロウイルスのAutographacalifornica核多角体ウイルス（ＡｃＮＰＶ）に由来する、ヘル
パー非依存性のウイルス発現ベクターである昆虫の発現およびトランスファーベクターを
包含する。この系に由来するウイルス発現ベクターは、一般的に、異種遺伝子の発現を誘
導するために、ウイルスの強力なポリヘドリン遺伝子プロモータを使用する。一般的には
、Reilly ET AL., BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS:A LABORATORY MANUAL(1992)を参照
すればよい。
【０３５０】
　外来の遺伝子をバキュロウイルスのゲノムに挿入する前に、上記構成要素（プロモータ
、リーダー（必要に応じて）、目的のコード配列、および転写終結配列を含んでいる）は
、集合して中間トランス配置コンストラクト（intermediate transplacement construct
）（トランスファーベクター）を構築する。中間トランス配列コンストラクトはレプリコ
ンにしばしば維持される。このレプリコンは、例えば、細菌などの宿主において安定な維
持が可能な染色体外エレメント（例えば、プラスミド）といったものである。レプリコン
は複製系を有しており、このため、クローニングおよび増幅に適切な宿主における当該レ
プリコンの維持を可能にする。より具体的には、プラスミドは、ポリヘドリンポリアデニ
ル化シグナル（Miller et al., ANN. REV. MICROBIOL. (1988) 42:177）およびE. coliに
おける選択および増殖に関する、原核生物のアンピシリン耐性（ａｍｐ）遺伝子と複製開
始点とを含み得る。
【０３５１】
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　ＡｃＮＰＶへ外来遺伝子を導入するために一般的に使用されるトランスファーベクター
の１つは、ｐＡｃ３７３である。当業者に公知である他の多くのベクターもまた設計され
ており、例えば、これらとしてはｐＶＬ９８５が挙げられる。このベクターでは、ポリヘ
ドリン開始コドンがＡＴＧからＡＴＴに変えられ、ＡＴＴの下流の３２塩基対にＢａｍＨ
Ｉクローニング部位が導入されている（Luckow and Summers, 17 VIROLOGY 31 (1989)を
参照すればよい）。他の市販されているベクターとしては、例えば、ＰＢｌｕｅＢａｃ４
．５／Ｖ５－Ｈｉｓ、ｐＢｌｕｅＢａｃＨｉｓ２、ｐＭｅｌＢａｃ、ｐＢｌｕｅＢａｃ４
．５（Invitrogen Corp、Carlsbad、CA）が挙げられる。
【０３５２】
　異種遺伝子を挿入した後に、トランスファーベクターおよび野生型バキュロウイルスの
ゲノムを、昆虫細胞宿主に同時トランスフェクションする。異種ＤＮＡをバキュロウイル
スの所望の部位に導入するための方法は公知である。SUMMERS AND SMITH, TEXAS AGRICUL
TURAL EXPERIMENT STATION BULLETIN NO. 1555 (1987); Smith et al., MOL. CELL. BIOL
. (1983) 3:2156; Luckow and Summers, VIROLOGY (1989) 17:31を参照すればよい。例え
ば、二重交差型相同組換えによって、ポリへドリン遺伝子などの遺伝子に挿入し得る。ま
た、所望のバキュロウイルス遺伝子中に設けられた、制限酵素認識部位に挿入してもよい
。Miller et al., BIOESSAYS (1989) 4:91を参照すればよい。
【０３５３】
　トランスフェクションを、エレクトロポレーションによって実現し得る。TROTTER AND 
WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995)、Mann and King, J. GEN. VIROL. (198
9) 70:3501を参照すればよい。代替可能に、リポソームを使用して、組換え発現ベクター
とバキュロウイルスとを用いて昆虫細胞をトランスフェクションし得る。例えば、Liebma
n et al., BIOTECHNIQUES (1999) 26(1):36、Graves et al, BIOCHEMISTRY (1998) 37:60
50、Nomura et al, J. BIOL. CHEM. (1998) 273(22): 13570、Schmidt et al, PROTEIN E
XPRESSION AND PURIFICATION (1998) 12:323、Siffert et al, NATURE GENETICS (1998) 
18:45、TILKINS et al, CELL BIOLOGY: A LABORATORY HANDBOOK 145-154 (1998) 、Cai e
t al, PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION (1997) 10:263、Dolphin et al, NATURE G
ENETICS (1997) 17:491、Kost et al, GENE (1997) 190:139、Jakobsson et al, J. BlOL
. CHEM. (1996) 271:22203、Rowles et al, J. BIOL. CHEM. (1996) 271(37): 22376、Re
versey et al, J. BIOL. CHEM. (1996) 271(39) :23607- 10、Stanley et al, J. BlOL. 
CHEM. (1995) 270:4121、Sisk et al, J. VlROL. (1994) 68(2):766、およびPeng et al,
 BIOTECHNIQUES (1993) 14.2:274を参照すればよい。市販されているリポソームとしては
、例えば、Cellfectin（登録商標）、およびLipofectin（登録商標）（Invitrogen Corp
、Carlsbad、CA）が挙げられる。また、リン酸カルシウムトランスフェクションを用いて
もよい。TROTTER AND WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995)、Kitts, NAR (19
90) 18(19):5667、およびMann and King, J. GEN. VIROL. (1989) 70:3501を参照すれば
よい。
【０３５４】
　バキュロウイルス発現ベクターは、バキュロウイルスプロモータを一般的に含んでいる
。バキュロウイルスプロモータは、バキュロウイルスのＲＮＡポリメラーゼが結合でき、
ｍＲＮＡにおけるコード配列（例えば、構造遺伝子）の下流（３’）への転写開始する任
意のＤＮＡ配列である。プロモータは、コード配列の５’末端近傍に配置される転写開始
領域を一般的に有している。この転写開始領域は、ＲＮＡポリメラーゼ結合部位および転
写開始部位を一般的に含んでいる。また、バキュロウイルスのプロモータは、エンハンサ
ーと呼ばれる２次ドメインを有し得る。この２次ドメインは、存在する場合、構造遺伝子
から遠位に存在し得る。また、発現は、調節され得るか、または恒常的であり得る。
【０３５５】
　感染サイクルの後期に多量に転写される構造遺伝子は、特に有用なプロモータ配列を提
供する。有用なプロモータ配列の例としては、ウイルスポリヘドリンタンパク質をコード
する遺伝子由来の配列（FRIESEN ET AL., The Regulation of Baculovirus Gene Express
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ion in THE MOLECULAR BIOLOGY OF BACULOVIRUSES (1986)、欧州特許出願公開第０１２７
８３９号、および欧州特許出願公開第０１５５４７６号）、およびｐ１０タンパク質をコ
ードする遺伝子由来の配列（Vlak et al., J. GEN. VIROL. (1988) 69:765）が挙げられ
る。
【０３５６】
　新しく形成されたバキュロウイルス発現ベクターは、感染性の組換えバキュロウイルス
にパッケージングされる。その後、成長したプラークは当業者に公知の方法により精製さ
れ得る。Miller et al, BIOESSAYS (1989) 4:91、SUMMERS AND SMITH, TEXAS AGRICULTUR
AL EXPERIMENT STATION BULLETIN NO. 1555 (1987)を参照すればよい。
【０３５７】
　組換えバキュロウイルス発現ベクターは、いくつかの昆虫細胞へ感染させるために開発
されている。例えば、とりわけAedea aegypti（ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ－１２５）、Bombyx 
mori（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－８９１０）、Drosophila melanogaster（ＡＴＣＣ番号１９
６３）、Spodoptera frugiperdaおよびTrichoplusia niのための組換えバキュロウイルス
が開発されている。国際公開第８９／０４６，６９９号、Wright, NATURE (1986) 321:71
8、Carbonell et al, J. VlROL. (1985) 56:153、Smith et al, MOL. CELL. BIOL. (1983
) 3:2156を参照すればよい。一般的には、Fraser et al, IN VITRO CELL. DEV. BIOL (19
89) 25:225を参照すればよい。より具体的には、バキュロウイルス発現ベクターの系に用
いられる細胞株としては、通常、Ｓｆ９（Spodoptera frugiperda（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ
－１７１１）、Ｓｆ２１（Spodoptera frugiperda）（Invitrogen Corp、カタログ番号１
１４９７－０１３（Carlsbad、CA））、Ｔｒｉ－３６８（Trichoplusia ni）、およびHig
h-Five（登録商標）、ＢＴＩ－ＴＮ－５Ｂ１－４（Trichoplusia ni）が挙げられるが、
これらに限定されない。
【０３５８】
　バキュロウイルス／発現における異種ポリペプチドの直接発現および融合発現の両方に
とっての細胞および培地は、市販されている。また、細胞培養技術は当業者に公知である
。
【０３５９】
　（E. Coli）
　細菌における発現技術は当業者に周知である。多種多様なベクターが細菌宿主における
使用に利用可能である。これらのベクターは、１コピーベクター、またはコピー数が少な
い多コピー型ベクター（low multicopy vectors）もしくはコピー数が多い多コピー型ベ
クター（high multicopy vectors）であり得る。ベクターはクローニングおよび／または
発現に役立ち得る。ベクターに関する豊富な文献、多くの市販のベクター、ならびにベク
ター、その制限酵素地図およびその特徴について記載している手引書を考慮すれば、本明
細書ではこれ以上論じる必要がない。よく知られているように、ベクターは、通常は選択
を可能にするマーカーを含んでいる。このマーカーは、細胞毒性剤への耐性、原栄養性、
または免疫を提供し得るものである。しばしば、異なる特徴を提供する複数のマーカーが
存在する。
【０３６０】
　細菌プロモータは、細菌のＲＮＡポリメラーゼと結合可能であり、ｍＲＮＡのコード配
列（例えば、構造遺伝子）を下流（３”）へ転写開始できる任意のＤＮＡ配列である。プ
ロモータは、コード配列の５’末端近傍に通常、配置される転写開始領域を有している。
この転写開始領域は、ＲＮＡポリメラーゼ結合部位および転写開始部位を典型的に含んで
いる。また、細菌プロモータは、オペレータと呼ばれる２次ドメインを有し得る。この２
次ドメインは、ＲＮＡ合成が始まる隣接したＲＮＡポリメラーゼ結合部位と重複し得る。
遺伝子リプレッサータンパク質がオペレータに結合することによって、特定の遺伝子の転
写を阻害し得るように、オペレータは負に調節される（誘導性の）転写を可能にする。恒
常的発現は、負の調節エレメント（オペレータなど）がないときに起こり得る。さらに、
正の調節が、遺伝子アクチベータタンパク質の結合配列によってもたらされ得る。該結合



(90) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

配列は、存在する場合、通常、ＲＮＡポリメラーゼ結合配列よりも遠位（５’）に存在す
る。遺伝子アクチベータタンパク質としては、例えば、カタボライト活性化タンパク質（
ＣＡＰ）が挙げられる。このＣＡＰは、Escherichia coli（E. coli）のｌａｃオペロン
の転写開始を助ける（Raibaud et al, ANNU. REV. GENET. (1984) 18:173）。したがって
、調節された発現は、正または負のいずれかであり得、これによって転写を増強または低
減させ得る。
【０３６１】
　代謝経路の酵素をコードしている配列は、特に有用なプロモータ配列を提供する。この
プロモータ配列としては、例えば、ガラクトース、ラクトース（ｌａｃ）（Chang et al,
 NATURE (1977) 198:1056）、およびマルトースなどの糖代謝酵素に由来するプロモータ
配列が挙げられる。さらなる例としては、トリプトファン（ｔｒｐ）などの生合成酵素に
由来するプロモータ配列が挙げられる（Goeddel et al, Nuc. ACIDS RES. (1980) 8:4057
、Yelverton et al, NUCL. ACIDS RES. (1981) 9:731、米国特許第４，７３８，９２１号
、欧州公開第０３６７７６号、欧州公開第１２１７７５号）。また、β－ガラクトシダー
ゼ（ｂｌａ）のプロモータ系（Weissmann (1981) “The cloning of interferon and oth
er mistakes.” In Interferon 3 (Ed. I. Gresser)）、バクテリオファージ　ラムダの
ＰＬ（Shimatake et al, NATURE (1981) 292:128)、およびＴ５（米国特許第４，６８９
，４０６号）のプロモータ系も、有用なプロモータ配列を提供する。本発明の好ましい方
法は、ｆＥＰＯを高レベルに誘導するためのＴ７プロモータなどの強力なプロモータを利
用する。そのようなベクターの例は、当業者に周知であり、ｐＥＴ２９のシリーズ（Nova
gen）、および国際公開第９９／０５２９７号に記載のｐＰＯＰベクターなどが挙げられ
る。そのような発現系は、宿主細胞の生存能力または増殖パラメータに支障をきたすこと
なく、宿主において、ｆＥＰＯを高レベルに産生する。
【０３６２】
　また、天然に存在しない合成プロモータも、細菌プロモータとして機能する。例えば、
ある細菌またはバクテリオファージのプロモータの転写活性化配列を、別の細菌またはバ
クテリオファージのプロモータのオペロン配列に結合して、合成混成プロモータを作製し
得る（米国特許第４，５５１，４３３号）。例えば、ｔａｃプロモータは、ｔｒｐプロモ
ータ配列、およびｌａｃリプレッサーによって調節されるｌａｃオペロン配列を含んでい
る混成のｔｒｐ－ｌａｃプロモータである（Amann et al, GENE (1983) 25:167、de Boer
 et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. (1983) 80:21）。さらに、細菌プロモータは、細菌の
ＲＮＡポリメラーゼとの結合能、および転写開始能を有している非細菌起源の天然に存在
しているプロモータを含み得る。また、非細菌起源の天然に存在しているプロモータを、
適合するＲＮＡポリメラーゼに結合させることによって、原核生物においていくつかの遺
伝子を高レベルに発現させ得る。バクテリオファージのＴ７ＲＮＡポリメラーゼ／プロモ
ータ系は、共役型プロモータ系の例である（Studier et al, J. MOL. BIOL. (1986) 189:
113、Tabor et al, Proc Natl. Acad. Sci. (1985) 82:1074）。さらに、混成プロモータ
は、バクテリオファージプロモータ、およびE. coliのオペレータ領域を含み得る（欧州
公開第２６７８５１号）。
【０３６３】
　また、機能性プロモータ配列に加えて、効率的なリボソーム結合部位が、外来遺伝子を
原核細胞において発現させるために有効である。E. coliにおいて、リボソーム結合部位
は、シャイン－ダルガルノ（ＳＤ）配列と呼ばれ、開始コドン（ＡＴＧ）、および該開始
コドンから３～１１ヌクレオチド上流に位置している３～９の長さのヌクレオチドの配列
を含んでいる（Shine et al, NATURE (1975) 254:34）。ＳＤ配列は、ＳＤ配列とE. coli
の１６Ｓ　ｒＲＮＡの３’との間において塩基対を形成することによって、ｍＲＮＡとリ
ボソームとの結合を促進すると考えられている（Steitz et al “Genetic signals and n
ucleotide sequences in messenger RNA”, In Biological Regulation and Development
: Gene Expression (Ed. R. F. Goldberger, 1979)）。真核生物の遺伝子および原核生物
の遺伝子を、弱いリボソーム結合部位によって発現すること（Sambrook et al Expressio
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n of cloned genes in Escherichia coli, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1
989）。
【０３６４】
　“細菌宿主”または“細菌宿主細胞”という用語は、組換えベクターまたは他のトラン
スファーＤＮＡにとっての受容物として使用され得るか、または使用されている細菌のこ
とを指す。この用語は、トランスフェクションされている元々の細菌宿主細胞の子孫を包
含している。１つの親細胞の子孫が、形態、ゲノムＤＮＡまたは全ＤＮＡの補体において
、偶発的な突然変異、または計画的な突然変異に起因して、元々の親細胞と必ずしも完全
に一致していなくてもよいことは理解される。関連する性質（例えば、ｆＥＰＯをコード
するヌクレオチド配列の存在）により特徴付けられる親細胞と十分に類似する親細胞の子
孫は、この定義によって意図される子孫に含まれる。
【０３６５】
　ｆＥＰＯの発現に適切な細菌宿主の選択は当業者に周知である。発現のための細菌宿主
の選択において、適切な宿主としては、とりわけ良好な封入体形成能、低いタンパク質分
解活性、および全体的に強健さを有していることが示されている宿主が挙げられ得る。細
菌宿主は、一般的に種々の供給源から入手することができ、例えば、Bacterial Genetic 
Stock Center, Department of Biophysics and Medical Physics, University of Califo
rnia (Berkeley、CA)、およびthe American Type Culture Collection (“ATCC”) (Mana
ssas、VA）から入手することができるが、これらに限定されない。Ｋ株に由来する細菌（
Ｗ３１１０など）、またはＢ株に由来する細菌（ＢＬ２１など）が、一般的に産業的／製
薬的な発酵に用いられる。これらの株は、増殖パラメータが極めてよく知られており、強
健であるから特に有用である。さらに、これらの株は非病原性であり、このことは安全性
および環境的理由にとって工業的に重要である。本発明の方法の一実施形態においてE. c
oli宿主はＢＬ２１株である。本発明の方法の別の一実施形態において、E. coli宿主は、
プロテアーゼが欠失した株（ＯＭＰ－、およびＬＯＮ－が挙げられるが、これらに限定さ
れない）である。
【０３６６】
　組換え宿主細胞株が、確立されれば（すなわち、発現コンストラクトが、宿主細胞に導
入され、適切な発現コンストラクトを有する宿主細胞が単離されれば）、当該組換え宿主
細胞株がｆＥＰＯの産生に適切な条件下において培養される。当業者にとって明らかなよ
うに、組換え宿主細胞株の培養方法は、利用される発現コンストラクトの性質、および宿
主細胞の個性に依存する。組換え宿主株は、一般に、当業者に周知の方法を用いて培養さ
れる。組換え宿主細胞は、通常、炭素、窒素および無機塩の吸収可能な供給源を含んでお
り、任意にビタミン、アミノ酸、増殖因子、および当業者にとって周知の他のタンパク質
性の培養補助物を含んでいる液体培養基において一般的に培養される。また、宿主細胞を
培養するための液体培養基は、所望されない微生物および／または化合物の増殖を阻害す
るための抗生物質、または抗真菌剤（発現ベクターを含んでいる宿主細胞を選択するため
の抗生物質が挙げられるが、これに限定されない）を任意に含み得る。
【０３６７】
　組換え宿主細胞は、バッチ式もしくは連続式のいずれかにおいて、細胞の回収（ｆＥＰ
Ｏが細胞内に蓄積する場合に）、または培養上清の回収のいずれかを伴う、バッチ式また
は連続式において培養され得る。原核生物の宿主細胞における産生にとって、バッチ式培
養および細胞収集が好ましい。
【０３６８】
　本発明のｆＥＰＯは、組換え系における発現の後に、普通、精製される。ｆＥＰＯは、
当該技術分野において公知の種々の方法によって宿主細胞から精製され得る。通常、細菌
宿主細胞において産生されたｆＥＰＯは、（封入体の形態において）溶解性に乏しいか、
または不溶性であり得る。本発明の一実施形態では、当該技術において公知の方法だけで
なく、本明細書に記載された方法を利用して、組換えによって産生されるタンパク質の溶
解性の向上を目的として選択されたアミノ酸の置換が、ｆＥＰＯポリペプチドにおいて容
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易に行われ得る。不溶性のタンパク質の場合、このタンパク質は、宿主細胞溶解液から遠
心分離によって回収され得、次いで細胞のホモジナイゼーション（homogenization）がさ
らに行われ得る。溶解性に乏しいタンパク質の場合、化合物（ポリエチレンイミン（ＰＥ
Ｉ）が挙げられるが、これに限定されない）が、部分的に可溶性のタンパク質の沈殿を引
き起こすために加えられ得る。その後、沈殿したタンパク質は、遠心分離によって首尾よ
く回収され得る。当業者にとって周知の種々の方法により、組換え宿主細胞が破壊または
ホモジナイズされて、当該細胞内から封入体が放出され得る。宿主細胞の破壊またはホモ
ジナイゼーションは周知の技術（酵素的な細胞の破壊、超音波処理、ダウンス型ホモジナ
イゼーション（dounce homogenization）、または高圧放出破壊が挙げられるが、これら
に限定されない）を用いて実施され得る。本発明の方法の一実施形態では、高圧放出技術
をE. coli宿主細胞の破壊に使用することによって、ｆＥＰＯの封入体を放出させる。E. 
Coli宿主細胞をホモジナイザー内に一回だけ通過させることによって、封入体の形態内に
おける不溶性のｆＥＰＯの収量を増加させ得ることが分かっている。ｆＥＰＯの封入体を
取り扱うときに、繰り返しのホモジナイゼーション時間を最小化することが好都合であり
得る。これによって、可溶化、器械的なせん断またはタンパク質分解などの要因による損
失を無くし、封入体の収量が最大になる。
【０３６９】
　次いで、不溶性のｆＥＰＯまたは沈殿したｆＥＰＯは、当該技術にとって公知の適切な
多くの可溶化試薬のいずれかを用いて可溶化され得る。ｆＥＰＯは尿素またはグアジニン
塩酸塩を用いて好ましく可溶化され得る。バッチの大きさが都合よく扱いやすいものを用
いて、大規模なバッチが産生され得るように、可溶化されたｆＥＰＯ－ＢＰの容積は最小
化されるべきである。組換え宿主細胞が数千リットルの容積であるバッチにおいて増殖さ
れ得るとき、この要因は大規模な工業的設定において重要であり得る。また、特にヒトへ
の薬学的な使用のために大規模な工業的設定においてｆＥＰＯを製造するとき、機械およ
び容器、またはタンパク質産物自体のいずれかを損傷するおそれのある過酷な化学物質の
回避は、可能であれば、避けられるべきである。過酷な変性試薬であるグアニジン塩酸塩
の代わりに、穏やかな変性試薬である尿素をｆＥＰＯの封入体の可溶化に使用し得ること
が、本発明の方法に示されている。尿素の使用は、ｆＥＰＯの製造過程および精製過程に
利用されるステンレス鋼の設備に対する損傷の危険度を顕著に低減すると同時に、ｆＥＰ
Ｏの封入体を効率的に可溶化する。
【０３７０】
　ｆＥＰＯが融合タンパク質として産生されるとき、融合配列は除去することが好ましい
。融合配列の除去は、酵素的切断または化学的切断によって、好ましくは酵素的切断によ
って果たされ得る。融合配列の酵素的除去は当業者に周知の方法を用いて果たされ得る。
当業者にとって明らかなように、融合配列を除去するための酵素の選択は融合の個性によ
って決定され、反応条件は酵素の選択によって特定される。化学的切断は、当業者に公知
の試薬（臭化シアン、ＴＥＶプロテアーゼ、および他の試薬が挙げられるが、これらに限
定されない）によって果たされ得る。切断されたｆＥＰＯは、当業者に周知の方法によっ
て、切断された融合配列から精製されることが好ましい。そのような方法は、当業者にと
って明らかなように、融合配列およびｆＥＰＯの個性および性質によって決定される。精
製方法としては、サイズ排除クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、
イオン交換クロマトグラフィー、もしくは透析、またはこれらの任意の組合せが挙げられ
得るが、これらに限定されない。
【０３７１】
　また、ｆＥＰＯは、タンパク質の溶液からＤＮＡを除去するために、精製されることが
好ましい。ＤＮＡは、当業者に公知の任意の適切な方法（例えば、沈殿またはイオン交換
クロマトグラフィー）によって除去され得るが、核酸沈殿試薬（例えば、硫酸プロタミン
が挙げられるが、これに限定されない）を用いた沈殿によって除去することが好ましい。
ｆＥＰＯは、標準的な周知の方法（遠心分離またはろ過が挙げられるが、これらに限定さ
れない）を用いて、沈殿されたＤＮＡから分離され得る。ｆＥＰＯがヒトの治療に用いら
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れる設定、および本発明の方法が薬学的に許容可能なレベルまで宿主細胞のＤＮＡを低減
する設定において、宿主核酸分子の除去は重要な要因である。
【０３７２】
　また、小規模または大規模な発酵方法は、タンパク質の発現（発酵槽、振とうフラスコ
、流動床バイオリアクター、中空糸バイオリアクター、ローラーボトル培養系、および攪
拌タンクバイオリアクター系が挙げられるが、これらに限定されない）に使用され得る。
これらの方法のそれぞれは、バッチ処理、給飼バッチ処理、連続様式処理において実施さ
れ得る。
【０３７３】
　本発明のネコ科のＥＰＯポリペプチドは、通常、当該分野における標準的な方法を用い
て回収され得る。例えば、培地または細胞溶解液は、細胞破片を除去するために遠心分離
またはろ過され得る。上清は、濃縮され得るか、所望の容積に希釈され得るか、またはさ
らなる精製のために調製物の状態を整える適切な緩衝液へ透析され得る。本発明のｆＥＰ
Ｏのさらなる精製としては、脱アミド化され、短縮された形態のｆＥＰＯバリアントを、
損なわれていない形態（intact form）のｆＥＰＯから分離することが挙げられる。
【０３７４】
　以下の例示的な手法のいずれかが、本発明のｆＥＰＯポリペプチドの精製に採用され得
る。当該手法は、アフィニティークロマトグラフィー；陰イオン交換クロマトグラフィー
もしくは陽イオン交換クロマトグラフィー（DEAE SEPHAROSEを用いたものが挙げられるが
、これに限定されない）；シリカ上におけるクロマトグラフィー；逆相ＨＰＬＣ；ゲルろ
過（SEPHADEX G-75を用いたものが挙げられるが、これに限定されない）；疎水性相互作
用クロマトグラフィー；サイズ排除クロマトグラフィー；金属キレートクロマトグラフィ
ー；限外ろ過／ダイアフィルトレーション；エタノール沈殿；硫酸アンモニウム沈殿；等
電点電気泳動（chromatofocusing）；置換クロマトグラフィー；電気泳動的手法（分離用
の等電点電気泳動（preparative isoelectric focusing）が挙げられるが、これに限定さ
れない）、差別的溶解性（differential solubility）（硫酸アンモニウム沈殿が挙げら
れるが、これに限定されない）、ＳＤＳ－ＰＡＧＥまたは抽出である。
【０３７５】
　本発明のタンパク質（非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質、非天然アミノ酸を含ん
でいるタンパク質に対する抗体、非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質に対する結合パ
ートナーなどが挙げられるが、これらに限定されない）は、当業者が知っており、使用す
る標準的な手法にしたがって、部分的または実質的に均質に精製される。したがって、本
発明のポリペプチドは、当業者に周知の任意の多くの方法（硫酸アンモニウム沈殿もしく
はエタノール沈殿、酸抽出もしくは塩基抽出、カラムクロマトグラフィー、アフィニティ
ーカラムクロマトグラフィー、陰イオン交換クロマトグラフィーもしくは陽イオン交換ク
ロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラ
フィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、レクチンクロマトグラフィー、お
よびゲル電気泳動などが挙げられるが、これらに限定されない）によって、回収および精
製され得る。タンパク質をリフォールディング（refolding）する工程は、必要に応じて
、正確に折りたたまれた成熟タンパク質を作製するときに使用され得る。高速液体クロマ
トグラフィー（ＨＰＬＣ）、アフィニティークロマトグラフィー、または他の適切な方法
は、高い純度が所望される場合に、最終的な精製工程において採用され得る。一実施形態
において、非天然アミノ酸（または非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質）に対して作
製された抗体は、１つ以上の非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質の親和性に基づく精
製などのための精製試薬として使用され得るが、これに限定されない。必要に応じて、部
分的にまたは均質にまで精製されると、ポリペプチドは、多種多様な有用物（例えば、ア
ッセイの構成要素、治療学、予防法、診断学、研究試薬として、および／または抗体生成
用の抗原としてであるが、これらに限定されない）に関して、任意に使用される。
【０３７６】
　本明細書に言及されている他の参考文献に加えて、種々の精製／タンパク質フォールデ
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ィング方法が、当業者に周知である（R. Scopes, Protein Purification, Springer-Verl
ag, N.Y. (1982); Deutscher, Methods in Enzymology Vol. 182: Guide to Protein Pur
ification, Academic Press, Inc. N.Y. (1990); Sandana, (1997) Bioseparation of Pr
oteins, Academic Press, Inc.; Bollag et al. (1996) Protein Methods, 2nd Edition 
Wiley-Liss, NY; Walker, (1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ, 
Harris and Angal, (1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach
 IRL Press at Oxford, Oxford, England; Harris and Angal, Protein Purification Me
thods: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, England; Scopes, (1993)
 Protein Purification: Principles and Practice 3rd Edition Springer Verlag, NY; 
Janson and Ryden, (1998) Protein Purification: Principles, High Resolution Metho
ds and Applications, Second Edition Wiley-VCH, NY; and Walker (1998), Protein Pr
otocols on CD-ROM Humana Press, NJならびにこれらに引用されている参考文献に記載さ
れている方法が挙げられるが、これらに限定されない）。
【０３７７】
　真核生物の宿主細胞または非真核生物の宿主細胞において、非天然アミノ酸を用いて目
的のタンパク質またはポリペプチドを産生することの１つの利点は、通常、当該タンパク
質またはポリペプチドが、それらの本来の立体構造に折りたたまれることである。しかし
、本発明のある特定の実施形態において、当業者は、合成、発現および／または精製の後
に、タンパク質が、関連するポリペプチドの所望の立体構造とは異なる立体構造を有する
ことが可能であることを認識している。本発明の１つの局面において、発現されたタンパ
ク質は、任意に変性され、次いで復元される。これは、当該分野において公知の方法を利
用して（目的のタンパク質またはポリペプチドに対するシャペロニンの添加によってか、
カオトロピック剤（例えば、グアニジンＨＣｌ）にタンパク質を可溶化することによって
か、またはプロテインジスルフィドイソメラーゼを用いてなどが挙げられるが、これらに
限定されない）なされ得る。
【０３７８】
　一般的には、発現したポリペプチドを変性または還元して、その後に当該ポリペプチド
を好ましい立体構造へとリフォールディングさせることが望ましいことがある。例えば、
グアニジン、尿素、ＤＴＴ、ＤＴＥおよび／またはシャペロニンは、目的の転写産物に加
えられ得る。タンパク質の還元、変性および復元の方法は、当業者に周知である（上記参
考文献、Debinski,et al, (1993) J. Biol. Chem., 268: 14065- 14070)、Kreitman and 
Pastan (1993) Bioconiug. Chem.. 4: 581-585、およびBuchner,et al, (1992) Anal. Bi
ochem., 205: 263-270を参照すればよい）。Debinski, et alには、例えばグアニジン－
ＤＴＥにおける封入体タンパク質の変性および還元が記載されている。タンパク質は、レ
ドックス緩衝剤（これらに限定されないが、酸化型グルタチオンおよびＬ－アルギニンな
どを含有している）においてリフォールディングされ得る。リフォールディング剤は、流
されるか、またはそうでなければ、移動されて、１つ以上のポリペプチドもしくは他の発
現産物と接触させられ得る。また、その逆もあり得る。
【０３７９】
　ｆＥＰＯを原核生物において産生する場合、そのように産生されるｆＥＰＯは、誤って
折りたたまれることがある。このため、ポリペプチドの生物活性が欠如または低下してい
ることがあり得る。タンパク質の生物活性は“リフォールディング”によって回復され得
る。一般に、誤って折りたたまれたｆＥＰＯは、例えば、１つ以上のカオトロピック剤（
例えば、尿素および／またはグアニジン）およびジスルフィド結合を還元可能な還元剤（
例えば、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、または２メルカプトエタノール（２－ＭＥ））
を用いて、（ｆＥＰＯも不溶性である場合に）ポリペプチド鎖を可溶化し、アンフォール
ディング（unfolding）し、そして還元することによってリフォールディングされ得る。
次いで、穏やかな濃度のカオトロープ（chaotorope）において、ジスルフィド結合の再形
成を可能にする酸化剤（例えば、酸素、シスチンまたはシスタミン）が添加される。ｆＥ
ＰＯは、当該分野において公知の標準的な方法（例えば、米国特許第４，５１１，５０２
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号、米国特許第４，５１１，５０３号、および米国特許第４，５１２，９２２号に記載の
方法）を用いてリフォールディングされ得る。また、ｆＥＰＯは、他のタンパク質とコフ
ォールディングされて、異種二量体または異種多量体を形成し得る。リフォールディング
またはコフォールディングの後に、ｆＥＰＯがさらに精製されることが好ましい。
【０３８０】
　（一般的な精製方法）
　種々の単離工程のいずれか１つが、ｆＥＰＯを含んでいる細胞溶解物、または任意の単
離工程から生じた任意のｆＥＰＯの混合物に対して実施され得る。このような単離工程と
しては、アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相
互作用クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー
（“ＨＰＬＣ”）、逆相ＨＰＬＣ（“ＰＲ－ＨＰＬＣ”）、発泡床吸着（expanded bed a
dsorption）、あるいはそれらの任意の組合せおよび／または繰り返し、ならびに任意の
適切な順序でのそれらの任意の組合せおよび／または繰り返しが挙げられるが、これらに
限定されない。
【０３８１】
　本明細書に記載されている技術の実施に使用される設備、および他の必要な材料は、市
販されている。ポンプ、フラクションコレクター、モニター、記録器、および全体のシス
テムは、例えば、Applied Biosystems（Foster City、CA）、BioRad Laboratories, Inc.
（Hercules、CA）、およびAmersham Biosciences Inc.（Piscataway、NJ）から入手する
ことができる。また、クロマトグラフィーの材料（交換基質材料、溶剤および緩衝液が挙
げられるが、これらに限定されない）も、そのような企業から入手可能である。
【０３８２】
　本明細書に記載のカラムクロマトグラフィー手法における平衡および他の工程（例えば
洗浄および溶出）は、特殊な設備（例えばポンプ）を用いてより迅速に実施され得る。市
販のポンプとしては、HILOAD（登録商標） Pump P-50、ペリスタルティックポンプ（Peri
staltic Pump）、ポンプＰ－９０１、およびポンプＰ－９０３（Amersham Biosciences I
nc.、Piscataway、NJ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３８３】
　フラクションコレクターの例としては、REDIFRACフラクションコレクターFraction Col
lector、ＦＲＡＣ－１００およびＦＲＡＣ－２００フラクションコレクター、ならびにSU
PERFRAC（登録商標）フラクションコレクター（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway
、NJ）が挙げられるが、これらに限定されない。また、混合器は、ｐＨ勾配および直線的
な濃度勾配の形成に利用可能である。市販の混合器としては、グラジエントミキサー（Gr
adient Mixer）ＧＭ－１およびイン－ラインミキサーズ（In-Line Mixers）（Amersham B
iosciences Inc.、Piscataway、NJ）が挙げられる。
【０３８４】
　クロマトグラフィー過程は、任意の市販のモニターを用いて観察され得る。そのような
モニターは、ＵＶ、ｐＨおよび導電率のような情報の収集に使用され得る。検出器の例と
しては、モニター（Monitor）ＵＶ－１、UVICORD（登録商標）ＳＩＩ、モニターＵＶ－Ｍ
ＩＩ、モニターＵＶ－９００、モニターＵＰＣ－９００、モニターｐＨ／Ｃ－９００、お
よびコンダクティヴィティーモニター（Conductivity Monitor）（Amersham Biosciences
、Piscataway、NJ）が挙げられる。実際に、全体のシステムは、市販されている（例えば
、Amersham Biosciences Inc.（Piscataway、NJ））から提供されているAKTA（登録商標
）システムズが挙げられる）。
【０３８５】
　本発明の一実施形態において、例えば、ｆＥＰＯは、得られた精製されたｆＥＰＯを、
尿素を用いてまず変性によって還元し変性して、続いて適切なｐＨにおいて還元剤（例え
ばＤＴＴ）を含んでいる緩衝液に希釈され得る。他の実施形態において、ｆＥＰＯは、約
２Ｍ～約９Ｍの濃度の尿素によって変性され、続いて約５．０～約８．０のｐＨのＴＲＩ
Ｓ緩衝液に希釈される。次いで、この実施形態のリフォールディング混合物はインキュベ
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ートされ得る。一実施形態において、リフォールディング混合物は、室温において４～２
４時間にわたってインキュベートされる。還元されかつ変性されたｆＥＰＯ混合物は、そ
れからさらに単離され得るか、または精製され得る。本明細書に述べられているように、
第１のｆＥＰＯ混合物のｐＨは、その後の任意の単離工程を実施する前に調整され得る。
また、第１のｆＥＰＯ混合物、またはその後に生じた任意の混合物は、当該分野において
公知の技術を用いて濃縮され得る。さらに、第１のｆＥＰＯ混合物、またはその後に生じ
た任意の混合物のいずれかを含む溶出緩衝液は、当業者に周知の技術を用いて、次の単離
工程に好適な緩衝液に交換され得る。
【０３８６】
　（イオン交換クロマトグラフィー）
　一実施形態において、そして必要に応じてさらなる工程として、イオン交換クロマトグ
ラフィーが、第１のｆＥＰＯ混合物に対して実施され得る。一般的に、ION EXCHANGE CHR
OMATOGRAPHY: PRINCIPLES AND METHODS（カタログ番号１８－１１１４－２１、Amersham 
Biosciences Inc.（Piscataway、NJ））を参照すればよい。市販のイオン交換カラムとし
ては、HITRAP（登録商標）カラム、HIPREP（登録商標）カラム、およびHILOAD（登録商標
）カラム（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway、NJ）が挙げられる。そのようなカ
ラムは、強い陰イオン交換体（例えば、Q SEPHAROSE（登録商標） Fast Flow）、Q SEPHA
ROSE（登録商標） High Performance、およびQ SEPHAROSE（登録商標）XL）；強い陽イオ
ン交換体（例えば、SP SEPHAROSE（登録商標） High Performance、SP SEPHAROSE（登録
商標） Fast Flow、およびSP SEPHAROSE（登録商標）XL）；弱い陰イオン交換体（例えば
、DEAE SEPHAROSE（登録商標） Fast Flow）；および弱い陽イオン交換体（例えば、CM S
EPHAROSE（登録商標） Fast Flow）（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway、NJ）を
利用している。陽イオン交換カラムクロマトグラフィーは、実質的に精製されたｆＥＰＯ
を単離するために、精製過程の任意の工程において、ｆＥＰＯに対して実施され得る。陽
イオン交換クロマトグラフィー工程は、任意の適切な陽イオン交換基質を用いて実施され
得る。有用な陽イオン交換基質としては、繊維状の陽イオン交換基質材料、多孔質の陽イ
オン交換基質材料、非多孔質の陽イオン交換基質材料、微粒子状の陽イオン交換基質材料
、ビーズ状の陽イオン交換基質材料、または架橋された陽イオン交換基質材料が挙げられ
るが、これらに限定されない。このような陽イオン交換基質材料としては、セルロース、
アガロース、デキストラン、ポリアクリレート、ポリビニル、ポリスチレン、シリカ、ポ
リエーテル、または上述のものの何れかの混合材料が挙げられるが、これらに限定されな
い。陽イオン交換基質へのｆＥＰＯの吸着に続いて、十分に精製したｆＥＰＯは、十分に
低いｐＨまたはイオン強度を有する緩衝液と当該基質を接触させることによって溶出され
て、基質からｆＥＰＯを除去し得る。十分に精製されたｆＥＰＯの高ｐＨの溶出に使用す
るために好適な緩衝液としては、少なくとも約５ｍＭから少なくとも約１００ｍＭの濃度
範囲にあるクエン酸塩、リン酸塩、蟻酸塩、酢酸塩、ＨＥＰＥＳ、およびＭＥＳの緩衝液
が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３８７】
　（逆相クロマトグラフィー）
　ＲＰ－ＨＰＬＣは、当業者に公知の適切なプロトコールにしたがって、タンパク質を精
製するために実施され得る。例えば、Pearson et al, ANAL BIOCHEM. (1982) 124:217-23
0 (1982)、Rivier et al, J. CHROM. (1983) 268:112-119、Kunitani et al, J. CHROM. 
(1986) 359:391-402を参照すればよい。ＲＰ－ＨＰＬＣをｆＥＰＯに対して実施して、実
質的に精製されたｆＥＰＯを単離し得る。この点に関して、多種多様な長さ（少なくとも
Ｃ３～少なくともＣ３０、少なくともＣ３～少なくともＣ２０、または少なくともＣ３～
少なくともＣ１８の長さが挙げられるが、これらに限定されない）を有しているアルキル
官能基を用いた、シリカ誘導体化樹脂が使用され得る。代替可能に、重合体化樹脂が使用
され得る。例えば、スチレン重合体樹脂である、トソハースアンバークローム（TosoHaas
 Amberchrome）ＣＧ１０００ｓｄ樹脂が使用され得る。また、多種多様な長さのアルキル
鎖を有するシアノ樹脂または重合体樹脂が使用され得る。さらに、ＲＰ－ＨＰＬＣカラム
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は、溶媒（例えば、エタノール）を用いて洗浄され得る。イオン対を形成する剤および有
機修飾因子（例えば、メタノール、イソプロパノール、テトラヒドロフラン、アセトニト
リル、またはエタノール）を含んでいる適切な溶出緩衝液が、ｆＥＰＯをＰＲ－ＨＰＬＣ
カラムから溶出するために使用され得る。最も一般的に使用されるイオン対を形成する剤
としては、酢酸、蟻酸、過塩素酸、リン酸、トリフルオロ酢酸、ヘプタフルオロブチル酸
、トリエチルアミン、テトラメチルアンモニウム、テトラブチルアンモニウム、酢酸トリ
エチルアンモニウムが挙げられるが、これらに限定されない。溶出は、分離時間の短縮、
およびピーク幅の縮小に好ましい勾配条件を有している、１つ以上の勾配条件または定組
成条件（isocratic condition）を用いて実施され得る。他の方法は、異なる溶媒濃度範
囲を有する２つの勾配を使用することを包含している。本明細書における使用に適した溶
出緩衝液の例としては、酢酸アンモニウム溶液およびアセトニトリル溶液が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０３８８】
　（疎水性相互作用クロマトグラフィー精製技術）
　疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）が、ｆＥＰＯに対して実施されてもよい
。一般的に、HYDROPHOBIC INTERACTION CHROMATOGRAPHY HANDBOOK: PRINCIPLES AND METH
ODS（カタログ番号１８－１０２０－９０、Amersham Biosciences Inc.（Piscataway、NJ
））を参照すればよく、これは参照によって本明細書に援用される。適切なＨＩＣ基質と
しては、アルキルによって置換された基質もしくはアリールによって置換された基質（例
えば、ブチルによって置換された基質、ヘキシルによって置換された基質、オクチルによ
って置換された基質、またはフェニルによって置換された基質（アガロース基質、架橋さ
れたアガロース基質、セファロース基質、セルロース基質、シリカ基質、デキストラン基
質、ポリスチレン基質、ポリ（メタクリレート）基質が挙げられる））、および混合され
た形式の基質（ポリエチレンアミン樹脂基質、またはブチルもしくはフェニルで置換され
たポリ（メタクリレート）基質が挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられるが
、これらに限定されない。疎水性相互作用クロマトグラフィーに関する市販の原料として
は、HITRAP（登録商標）カラム、HIPREP（登録商標）カラム、およびHILOAD（登録商標）
カラム（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway、NJ）が挙げられるが、これらに限定
されない。簡単に説明すると、装填の前に、ＨＩＣカラムは、当業者に公知の標準的な緩
衝液（例えば、酢酸溶液／塩化ナトリウム溶液、または硫酸アンモニウムを含んでいるＨ
ＥＰＥＳ）を用いて、平衡化され得る。次いで、ｆＥＰＯを装填した後に、カラムは、不
要な物質を取り除くための標準的な緩衝液と条件とを用いて洗浄され得るが、ｆＥＰＯは
ＨＩＣカラムに保持されている。ｆＥＰＯは、カラム容積の約３倍～約１０倍の標準的な
緩衝液（例えば、とりわけ、ＥＤＴＡと平衡化緩衝液よりも低濃度の硫酸アンモニウムと
を含むＨＥＰＥＳ緩衝液、または酢酸／塩化ナトリウム緩衝液）を用いて溶出され得る。
また、例えば、リン酸カルシウムの勾配を用いた塩が減少する直線勾配を用いて、ｆＥＰ
Ｏ分子を溶出し得る。次いで、この溶出物は、例えば、ダイアフィルトレーション、また
は限外ろ過といったろ過によって濃縮され得る。ダイアフィルトレーションは、ｆＥＰＯ
の溶出に使用される塩を除くために利用され得る。
【０３８９】
　（他の精製技術）
　例えば、ゲルろ過（参照によって本明細書に援用されるGEL FILTRATION: PRINCIPLES A
ND METHODS（カタログ番号１８－１０２２－１８、アマシャムバイオサイエンス（ピスカ
タウェイ、ＮＪ）））、ＨＰＬＣ、発泡床吸着、限外ろ過、ダイアフィルトレーション、
および凍結乾燥などを用いたさらに他の単離工程を第１のｆＥＰＯ混合物または該混合物
のその後に生じた任意の混合物に対して行い、任意の過剰な塩を除去したり、緩衝液を、
次の単離工程または最終的な製剤の処方にさえも好適な緩衝液と交換したりし得る。ｆＥ
ＰＯ（実質的に精製されたｆＥＰＯを含んでいる）の収率は、当業者に公知の技術を用い
て、本明細書に記載の各工程においてモニターされ得る。また、そのような技術は、最後
の単離工程の後に、実質的に精製されたｆＥＰＯの収率を評価するために使用され得る。
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例えば、ｆＥＰＯの収率は、陽イオン交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過だけでなく
、種々のアルキル鎖長を有するいくつかの逆相高圧液体クロマトグラフィーのいずれか（
例えば、シアノＰＲ－ＨＰＬＣ、Ｃ１８ＲＰ－ＨＰＬＣ；同様に、陽イオン交換ＨＰＬＣ
およびゲルろ過ＨＰＬＣ）を用いてモニターされ得る。
【０３９０】
　精製は、標準的な技術（例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を用いることによって、またはウ
エスタンブロットおよびＥＬＩＳＡアッセイを用いてｆＥＰＯを測定することによって、
決定され得る。例えば、ポリクローナル抗体は、陰性対照の酵母を発酵させ、陽イオン交
換によって回収することによって単離されたタンパク質に対して生成され得る。また、抗
体は、宿主細胞のタンパク質の夾雑物の存在を探索するために使用され得る。
【０３９１】
　純度は、標準的な技術（例えばＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を用いてか、またはウエスタンブロ
ットおよびＥＬＩＳＡアッセイを用いたｆＥＰＯの測定によって決定され得る。例えば、
ポリクロナル抗体が、陰性対照の酵母発酵およびカチオン交換回収から単離されたタンパ
ク質に対して生成され得る。また、抗体が使用されて、混入している宿主細胞のタンパク
質の存在について調べ得る。
【０３９２】
　さらなる精製手段としては、米国特許第４，６１２，３６７号に記載されている手段が
挙げられ、（１）約７～約９のｐＨにおいて逆相マクロ細孔アクリルエステル共重合体樹
脂の担体に、ｆＥＰＯポリペプチドを含んでいる混合物を加えること、ならびに（２）約
２０容量％～約８０容量％の有機希釈剤を含んでおり、約７～約９のｐＨを有している水
溶性溶出液を用いて、この担体からｆＥＰＯポリペプチドを溶出ことが挙げられるが、こ
れに限定されない。当該有機希釈剤は、アセトン、アセトニトリル、ならびにアセトンお
よびアセトニトリルの組合せからなる群から選択される。
【０３９３】
　ＥＰＯタンパク質の精製のための典型的な方法は、１９９６年１１月１４日に公開され
ているBurgの国際公開第９６／３５７１８号に開示されており、以下に記載されている。
ブルーセファロース（Pharmacia）は、表面にシバクロンブルー色素（Cibacron blue dye
）が共有結合されているセファロースビーズからなる。ＥＰＯは、非タンパク質性の夾雑
物、いくつかのタンパク質性の不純物およびＰＶＡの大部分と比べてブルーセファロース
により強く結合するので、この工程においてＥＰＯを濃縮し得る。ブルーセファロースカ
ラムの溶出は、塩濃度およびｐＨを増加させることによって実施される。カラムは、８０
～１００ｌのブルーセファロースを用いて満たされ、ＮａＯＨを用いて再生され、平衡化
緩衝液（塩化ナトリウム／塩化カルシウムおよび酢酸ナトリウム）を用いて平衡化される
。酸性化され、ろ過された培養上清を装填する。装填の完了後に、平衡化緩衝液と同様の
緩衝液（より高濃度の塩化ナトリウムを含んでいる）を用いてカラムを洗浄し、続いてＴ
ＲＩＳベースの緩衝液を用いて洗浄する。基本の溶出プロファイルにしたがって、ＴＲＩ
Ｓベースの緩衝液を用いて生成物を溶出し、単一の画分に回収する。
【０３９４】
　ブチルトヨパール６５０Ｃ（Toso Haas）は、脂肪族ブチルの残部が共有結合したポリ
スチレンにもとづく基材である。ＥＰＯは、不純物およびＰＶＡの大部分と比べて、この
ゲルにより強く結合するので、イソプロパノールを含んでいる緩衝液を用いて溶出される
必要がある。カラムは、３０～４０ｌのブチルトヨパール６５０Ｃを用いて充填され、Ｎ
ａＯＨを用いて再生され、ＴＲＩＳベースの緩衝液を用いて洗浄され、イソプロパノール
を含んでいるＴＲＩＳベースの緩衝液を用いて平衡化される。ブルーセッファロースの溶
出液は、カラム平衡化緩衝液におけるイソプロパノール濃度に調整され、カラムに装填さ
れる。それからイソプロパノール濃度を増加させた平衡化緩衝液を用いてカラムを洗浄す
る。基本の溶出プロファイルにしたがって、溶出緩衝液（高い含有量のイソプロパノール
を有しているＴＲＩＳベースの緩衝液）を用いて生成物を溶出し、単一の画分に回収する
。
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【０３９５】
　ヒドロキシアパタイトウルトロゲル（Hydroxyapatite Ultrogel）（Biosepra）は、機
械的性質を向上させるためにアガロース基材に組み込まれているヒドロキシアパタイトに
よって構成されている。ＥＰＯは、ヒドロキシアパタイトに対する弱い親和性を有してい
るため、タンパク質の不純物よりも低いリン酸濃度において溶出され得る。カラムは、３
０～４０ｌのヒドロキシアパタイトウルトロゲルを用いて満たされ、リン酸カリウム／塩
化カルシウムの緩衝液およびＮａＯＨ、続いてＴＲＩＳベースの緩衝液を用いて再生され
る。それから、低量のイソプロパノールおよび塩化ナトリウムを含んでいるＴＲＩＳベー
スの緩衝液を用いてカラムを平衡化する。ブチルトヨパールクロマトグラフィーの、ＥＰ
Ｏを含んでいる溶出液を、カラムに装填する。続いて、カラムを、イソプロパノールおよ
び塩化ナトリウムを含んでいな平衡化緩衝液およびＴＲＩＳベースの緩衝液を用いて洗浄
する。基本の溶出プロファイルにしたがって、低濃度のリン酸カリウムを含んでいるＴＲ
ＩＳベースの緩衝液を用いて生成物を溶出し、単一の画分に回収する。
【０３９６】
　ＲＰ－ＨＰＬＣ材料であるVydac C4（Vydac）は、シリカゲル粒子からなり、シリカゲ
ル粒子の表面にＣ４－アルキル鎖が保持されている。タンパク質性の不純物からのＥＰＯ
の分離は、疎水性相互作用の強度の差に基づく。アセトニトリル勾配の希釈されたトリフ
ルオロ酢酸を用いて溶出を行う。ステンレス鋼カラム（２．８～３．２リットルのVydac 
C4シリカゲルが充填されている）を用いて、調製用ＨＰＬＣを行う。ヒドロキシアパタイ
トウルトロゲルの溶出物を、トリフルオロ酢酸を加えることによって酸性化し、そして、
Vydac C4カラム上に添加する。洗浄および溶出のために、アセトニトリル勾配の希釈され
たトリフルオロ酢酸を使用する。画分を収集し、ただちにリン酸緩衝液を用いて中性化す
る。ＩＰＣ限界内にあるＥＰＯの画分をプールする。
【０３９７】
　デアエセファロース（Pharmacia）材料は、セファロースビーズの表面と共有結合され
るジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）基からなる。ＤＥＡＥ基に対するＥＰＯの結合はイ
オン性相互作用によって媒介される。アセトニトリルおよびトリフルオロ酢酸は、保持さ
れることなくカラムを通過する。これらの物質が洗い流された後に、低ｐＨの酢酸緩衝液
を用いてカラムを洗浄することによって微量の不純物を除去する。次いで、カラムを中性
のリン酸緩衝液を用いて洗浄する。そして、イオン強度が増加した緩衝液を用いてＥＰＯ
を溶出する。カラムに、デアエセファロースファストフロウを充填する。３～１０ｍｇの
ＥＰＯ／１ｍｌのゲルの範囲において、ＥＰＯを添加することを保障するように、カラム
容積を調整する。水および平衡化緩衝液（リン酸ナトリウム／カリウム）を用いてカラム
を洗浄する。ＨＰＬＣ溶出物のプールされた画分を添加し、平衡化緩衝液を用いてカラム
を洗浄する。次いで、洗浄緩衝液（酢酸ナトリウム緩衝液）を用いてカラムを洗浄し、そ
の後、平衡化緩衝液を用いてカラムを洗浄する。続いて、溶出緩衝液（塩化ナトリウム、
リン酸ナトリウム／カリウム）を用いてＥＰＯをカラムから溶出し、基本の溶出プロファ
イルにしたがって、単一の画分に収集する。デアエセファロースカラムの溶出物を、特定
の伝導性に調整する。結果として生じる製剤原料を、テフロン（Ｔｅｆｌｏｎ）（登録商
標）ボトルの中に無菌的にろ過し、－７０℃にて保存する。
【０３９８】
　多種多様な方法および手法が、天然にコードされていないアミノ酸を１つ以上含んでい
るｆＥＰＯタンパク質の収率および純度を評価するために使用され得る。このような方法
および手法としては、ブラッドフォードアッセイ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、銀染色されるＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥ、クーマシーブルー染色されるＳＤＳ－ＰＡＧＥ、質量分析（ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦが挙げられるが、これに限定されない）、および当業者に公知のタンパク質の性質
を決定するための他の方法が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３９９】
　ＩＸ．代替系における発現
　種々の戦略が、非組換え宿主細胞、変異された宿主細胞、または無細胞系においてタン
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パク質に非天然アミノ酸を導入するために使用されている。また、これらの系は本発明の
ｆＥＰＯポリペプチドの作製における使用に好適である。Ｌｙｓ、ＣｙｓおよびＴｙｒと
いった反応性の側鎖を有するアミノ酸を誘導体化することによって、リジンをＮ２－アセ
チル－リジンに転換させる。また、化学合成は非天然アミノ酸を組み込むための簡便な方
法を提供する。ペプチドの断片の酵素的ライゲーションおよびネイティブな化学的ライゲ
ーションの最近の発展に伴って、巨大タンパク質の作製が可能である。例えば、P. E. Da
wson and S. B. H. Kent, Annu. Rev. Biochem, 69:923 (2000)を参照すればよい。所望
の非天然アミノ酸によって化学的にアシル化されたサプレッサｔＲＮＡが、タンパク質生
合成を支持し得るインビトロ抽出物に添加される、通常のインビトロ生合成方法は、実質
的に任意の大きさを有する種々のタンパク質に１００を超える非天然アミノ酸を部位特異
的に組み込むために、使用されている。例えば、V. W. Cornish, D. Mendel and P. G. S
chultz, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1995, 34:621 (1995); C.J. Noren, S.J. Antho
ny-Cahill, M.C. Griffith, P.G. Schultz, A general method for site-specific incor
poration of unnatural amino acids into proteins, Science 244:182-188 (1989);およ
びJ.D. Bain, C.G. Glabe, T.A. Dix, A.R. Chamberlin, E.S. Diala, Biosynthetic sit
e-specific incorporation of a non-natural amino acid into a polypeptide, J. Am. 
Chem. Soc. 111:8013-8014 (1989)を参照すればよい。広範な官能基が、タンパク質の安
定性、タンパク質のフォールディング、酵素機序およびシグナル伝達を研究するために、
タンパク質に組み込まれている。
【０４００】
　選択圧（selective pressure）組込みと呼ばれるインビボの方法が、野生型合成酵素の
無差別さを活用するために開発された。例えば、N. Budisa, C. Minks, S. Alefelder, W
. Wenger, F. M. Dong, L. Moroder and R. Huber, FASEB J., 13:41 (1999)を参照すれ
ばよい。特定の天然アミノ酸を細胞に供給する関連代謝経路が断たれている栄養要求株は
、制限された濃度の天然アミノ酸を含有している最小培地において増殖する一方で、標的
遺伝子の転写が抑制されている。増殖の定常期に入ると、天然アミノ酸が枯渇して、非天
然アミノ酸類似物と置き換えられる。組換えタンパク質の発現の誘導は、非天然の類似物
を含んでいるタンパク質の蓄積を生じる。例えば、この戦略を用いて、ｏ、ｍおよびｐ－
フルオロフェニルアラニンが、タンパク質に組み込まれており、容易に同定され得るＵＶ
スペクトルにおける２つの特徴的な肩を示し（例えば、C. Minks, R. Huber, L. Moroder
 and N. Budisa, Anal. Biochem., 284:29 (2000)を参照すればよい）；トリフルオロメ
チオニンが、１９Ｆ　ＮＭＲによってチトオリゴ糖のリガンドとの相互作用を研究するた
めに、バクテリオファージのＴ４ライソザイム内のメチオニンを置換するために使用され
ており（例えば、H. Duewel, E. Daub, V. Robinson and J. F. Honek, Biochemistry, 3
6:3404 (1997)を参照すればよい）；トリフルオロロイシンがロイシンの代わりに組み込
まれて、ロイシンジッパータンパク質の増強された熱的および化学的な安定性をもたらし
ている。例えば、Y. Tang, G. Ghirlanda, W. A. Petka, T. Nakajima, W. F. DeGrado a
nd D. A. Tirrell, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 40:1494 (2001)を参照すればよい。
さらに、セレノメチオニンおよびテルルメチオニンが、種々の組換えタンパク質に組み込
まれて、Ｘ線結晶解析における位相の解像を容易にしている。例えば、W. A. Hendrickso
n, J. R. Horton and D. M. Lemaster, EMBO J., 9:1665 (1990)；J. O. Boles, K. Lewi
nski, M. Kunkle, J. D. Odom, B. Dunlap, L. Lebioda and M. Hatada, Nat. Struct. B
iol., 1:283 (1994)；N. Budisa, B. Steipe, P. Demange, C. Eckerskorn, J. Kellerma
nn and R. Huber, Eur. J. Biochem., 230:788 (1995)；およびN. Budisa, W. Karnbrock
, S. Steinbacher, A. Humm, L. Prade, T. Neuefeind, L. Moroder and R. Huber, J. M
ol. Biol., 270:616 (1997)を参照すればよい。また、アルケンまたはアルキンの官能基
を有しているメチオニン類似物が効率的に組み込まれて、化学的手段によるタンパク質の
さらなる修飾を可能にしている。例えば、J. C. M. van Hest and D. A. Tirrell, FEBS 
Lett., 428:68 (1998)；J. C. M. van Hest, K. L. Kiick and D. A. Tirrell, J. Am. C
hem. Soc., 122:1282 (2000)；およびK. L. Kiick and D. A. Tirrell, Tetrahedron, 56
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:9487 (2000)；米国特許第６，５８６，２０７号；米国特許出願公開第２００２／００４
２０９７号を参照すればよい（なお、これらの文献は参照によって本明細書に援用される
）。
【０４０１】
　この方法の成功は、タンパク質翻訳の忠実度を保証するために高い選択性を一般的に必
要とする、アミノアシルｔＲＮＡによる非天然アミノ酸類似物の認識に依存する。この方
法の有効範囲を拡張するための１つの方法は、アミノアシルｔＲＮＡの基質特異性を緩和
することであるが、この緩和は限られた事例にしか達成されていない。例えば、Escheric
hia coliのフェニルアラニル合成酵素（ＰｈｅＲＳ）内のＡｌａ２９４のＧｌｙによる置
換は、基質結合ポケットの大きさを増加させ、ｐ－Ｃｌ－フェニルアラニン（ｐ－Ｃｌ－
Ｐｈｅ）によってｔＲＮＡＰｈｅがアシル化されることをもたらす。M. Ibba, P. Kast a
nd H. Hennecke, Biochemistry, 33:7107 (1994)を参照すればよい。この変異ＰｈｅＲＳ
を内部に有しているEscherichia coli株は、フェニルアラニンの代わりに、ｐ－Ｃｌ－フ
ェニルアラニンまたはｐ－Ｂｒ－フェニルアラニンの組込みを可能にする。例えば、M. I
bba and H. Hennecke, FEBS Lett., 364:272 (1995)；およびN. Sharma, R. Furter, P. 
Kast and D. A. Tirrell, FEBS Lett., 467:37 (2000)を参照すればよい。同様に、Esche
richia coliのチロシル－ｔＲＮＡ合成酵素のアミノ酸結合部位の近傍の点変異Ｐｈｅ１
３０Ｓｅｒによって、アザチロシンがチロシンよりも効率的に組み込まれることが可能に
なることが、示されている。F. Hamano-Takaku, T. Iwama, S. Saito-Yano, K. Takaku, 
Y. Monden, M. Kitabatake, D. Soll and S. Nishimura, J. Biol. Chem., 275:40324 (2
000)を参照すればよい。
【０４０２】
　インビボにおいて非天然アミノ酸をタンパク質に組み込む他の戦略は、校正機序を有し
ている合成酵素を修飾することである。これらの合成酵素は、同種の天然アミノ酸と構造
的に類似するアミノ酸を区別できず、それゆえ当該類似するアミノ酸を活性化する。この
誤りは別の部位において訂正されて、誤ってチャージしたアミノ酸をｔＲＮＡから脱アシ
ル化し、タンパク質翻訳の正確さを維持する。合成酵素の校正活性が無効にされると、誤
って活性化される構造的類似物が、編集機能を免れて組み込まれることがある。この方法
は、近年、バリル－ｔＲＮＡ合成酵素（ＶａｌＲＳ）を用いて証明されている。V. Dorin
g, H. D. Mootz, L. A. Nangle, T. L. Hendrickson, V. de Crecy-Lagard, P. Schimmel
 and P. Marliere, Science, 292:501 (2001)を参照すればよい。ＶａｌＲＳは、Ｃｙｓ
、Ｔｈｒ、アミノブチレート（Ａｂｕ）によってｔＲＮＡＶａｌを誤ってアシル化でき；
その後にこれらの非同種のアミノ酸が編集ドメインによって加水分解される。Escherichi
a coliの染色体の無作為変異生成の後に、ＶａｌＲＳの編集部位に変異を有している変異
体Escherichia coli株が選択された。この編集を欠損したＶａｌＲＳは、Ｃｙｓを用いて
ｔＲＮＡＶａｌを不正確にチャージする。また、ＡｂｕがＣｙｓと立体的に類似している
（Ｃｙｓの－ＳＨ基がＡｂｕにおいて－ＣＨ３に置換されている）ので、変異体ＶａｌＲ
Ｓは、この変異体Escherichia coli株がＡｂｕの存在下において増殖されると、タンパク
質にＡｂｕを組み込む。質量分析に基づく解析は、本来のタンパク質におけるバリンの位
置のそれぞれにおいて、バリンの約２４％がＡｂｕに置換されることを示している。
【０４０３】
　また、固相合成法および固相半合成法は、新規のアミノ酸を含んでいる多くのタンパク
質の合成を可能にしている。例えば、以下の刊行物および引用される参考文献を参照すれ
ばよい：Crick, F.J.C., Barrett, L. Brenner, S. Watts-Tobin, R. General nature of
 the genetic code for proteins. Nature, 1227-1232 (1961); Hofmann, K., Bohn, H. 
Studies on polypeptides. XXXVI. The effect of pyrazole-imidazole replacements on
 the S-protein activating potency of an S-peptide fragment, J. Am Chem, 5914-591
9 (1966); Kaiser, E.T. Synthetic approaches to biologically active peptides and 
proteins including enyzmes, Acc Chem Res, 47-54 (1989); Nakatsuka, T., Sasaki, T
., Kaiser, E.T. Peptide segment coupling catalyzed by the semisynthetic enzyme t
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hiosubtilisin, J Am Chem Soc, 3808-3810 (1987); Schnolzer, M., Kent, S B H. Cons
tructing proteins by dovetailing unprotected synthetic peptides:　backbone-engin
eered HIV protease, Science, 221-225 (1992); Chaiken, I.M. Semisynthetic peptide
s and proteins, CRC Crit Rev Biochem, 255-301 (1981); Offord, R.E. Protein engin
eering by chemical means? Protein Eng., 151-157 (1987); and, Jackson, D.Y., Burn
ier, J., Quan, C., Stanley, M., Tom, J., Wells, J.A. A Designed Peptide Ligase f
or Total Synthesis of Ribonuclease A with Unnatural Catalytic Residues, Science,
 243 (1994)。
【０４０４】
　化学的修飾は、インビトロにおいてタンパク質に種々の非天然な側鎖（補助因子、スピ
ン標識およびオリゴヌクレオチドが挙げられる）を導入するために、使用されている。例
えば、Corey, D.R., Schultz, P.G. Generation of a hybrid sequence-specific single
-stranded deoxyribonuclease, Science, 1401-1403 (1987); Kaiser, E.T., Lawrence D
.S., Rokita, S.E. The chemical modification of enzymatic specificity, Rev Bioche
m, 565-595 (1985); Kaiser, E.T., Lawrence, D.S. Chemical mutation of enyzme acti
ve sites, Science, 505-511 (1984); Neet, K.E., Nanci A, Koshland, D.E. Propertie
s of thiol-subtilisin, J Biol. Chem, 6392-6401 (1968); Polgar, L.B., M.L. A new 
enzyme containing a synthetically formed active site. Thiol-subtilisin. J. Am Ch
em Soc, 3153-3154 (1966); and, Pollack, S.J., Nakayama, G. Schultz, P.G. Introdu
ction of nucleophiles and spectroscopic probes into antibody combining sites, Sc
ience, 1038-1040 (1988)を参照すればよい。
【０４０５】
　代替可能に、化学的に修飾されたアミノアシル－ｔＲＮＡを採用する生合成方法は、イ
ンビトロにおいて合成されるタンパク質に種々の生物物理的なプローブを組み込むために
使用されている。以下の刊行物および引用される参考文献：Brunner, J. New Photolabel
ing and crosslinking methods, Annu. Rev Biochem, 483-514 (1993); and, Krieg, U.C
., Walter, P., Hohnson, A.E. Photocrosslinking of the signal sequence of nascent
 preprolactin of the 54-kilodalton polypeptide of the signal recognition particl
e, Proc. Natl. Acad. Sci, 8604-8608 (1986)を参照すればよい。
【０４０６】
　これまでに、所望のアンバーナンセンス変異を含んでいる遺伝子を用いて計画されたタ
ンパク質合成反応に対して、化学的にアミノアシル化されたサプレッサｔＲＮＡを加える
ことによって、非天然アミノ酸がインビトロにおいて部位特異的に組み込まれ得ることが
示されている。これらの方法を用いて、特定のアミノ酸に対して栄養要求性の株を用いて
通常の２０のアミノ酸の多くを構造的に近い相同物（例えば、フェニルアラニンに対する
フルオロフェニルアラニン）に置換し得る。例えば、Noren, C.J., Anthony-Cahill, Gri
ffith, M.C., Schultz, P.G. A general method for site-specific incorporation of u
nnatural amino acids into proteins, Science, 244: 182-188 (1989); M.W. Nowak, et
 al., Science 268:439-42 (1995); Bain, J.D., Glabe, C.G., Dix, T.A., Chamberlin,
 A.R., Diala, E.S. Biosynthetic site-specific Incorporation of a non-natural ami
no acid into a polypeptide, J. Am Chem Soc, 111:8013-8014 (1989); N. Budisa et a
l., FASEB J. 13:41-51 (1999); Ellman, J.A., Mendel, D., Anthony-Cahill, S., Nore
n, C.J., Schultz, P.G. Biosynthetic method for introducing unnatural amino acids
 site-specifically into proteins, Methods in Enz., 301-336 (1992); and, Mendel, 
D., Cornish, V.W. & Schultz, P.G. Site-Directed Mutagenesis with an Expanded Gen
etic Code, Annu Rev Biophys. Biomol Struct. 24, 435-62 (1995)を参照すればよい。
【０４０７】
　例えば、ＵＡＧストップコドンを認識するサプレッサｔＲＮＡが調製され、非天然アミ
ノ酸によって化学的にアミノアシル化された。従来の部位特異的変異生成が、タンパク質
遺伝子における目的の部位に、ストップコドンＴＡＧを導入するために使用された。例え
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ば、Sayers, J.R., Schmidt, W. Eckstein, F. 5’, 3’ Exonucleases in phosphorothi
oate-based olignoucleotide-directed mutagensis, Nucleic Acids Res, 791-802 (1988
)を参照すればよい。アミノアシル化サプレッサｔＲＮＡおよび変異体遺伝子が、インビ
トロの転写／翻訳系において組み合せられる場合、非天然アミノ酸がＵＡＧコドンに応じ
て組み込まれ、特定の位置においてアミノ酸を含んでいるタンパク質が生じる。［３Ｈ］
－Ｐｈｅを用いた実験およびα－ヒドロキシ酸を用いた実験によって、所望のアミノ酸の
みがＵＡＧコドンによって特定される位置に組み込まれ、このアミノ酸がタンパク質にお
ける任意の他の部位に組み込まれないことが証明された。例えば、Noren, et al, supra;
 Kobayashi et al., (2003) Nature Structural Biology 10(6):425-432;およびEllman, 
J.A., Mendel, D., Schultz, P.G. Site-specific incorporation of novel backbone st
ructures into proteins, Science, 197-200 (1992)を参照すればよい。
【０４０８】
　また、微量注入技術はタンパク質への非天然アミノ酸の組込みに使用されている。例え
ば、M. W. Nowak, P. C. Kearney, J. R. Sampson, M. E. Saks, C. G. Labarca, S. K. 
Silverman, W. G. Zhong, J. Thorson, J. N. Abelson, N. Davidson, P. G. Schultz, D
. A. Dougherty and H. A. Lester, Science, 268:439 (1995) ；およびD. A. Dougherty
, Curr. Opin. Chem. Biol., 4:645 (2000)を参照すればよい。アフリカツメガエルの卵
母細胞は、インビトロにおいて作製された２つのＲＮＡ種：所定のアミノ酸位置にＵＡＧ
ストップコドンを有している標的タンパク質をコードするｍＲＮＡ、および所望の非天然
アミノ酸と共にアミノアシル化されたアンバーサプレッサｔＲＮＡを用いて共注入された
。それから、卵母細胞の翻訳機構はＵＡＧによって特定される位置に非天然アミノ酸を挿
入する。この方法は、一般的にインビトロの系に受け容れられない内在性膜タンパク質（
integral membrane protein）の構造－機能研究を可能にしている。例としては、蛍光共
鳴エネルギー転移によって距離を測定するための、タキキニン　ニューロキニン－２受容
体への蛍光アミノ酸の組込み（例えば、G. Turcatti, K. Nemeth, M. D. Edgerton, U. M
eseth, F. Talabot, M. Peitsch, J. Knowles, H. Vogel and A. Chollet, J. Biol. Che
m., 271:19991 (1996)を参照すればよい）；イオンチャネルにおける表面露出残基を同定
するための、ビオチン化アミノ酸の組込み（例えば、J. P. Gallivan, H. A. Lester and
 D. A. Dougherty, Chem. Biol., 4:739 (1997)を参照すればよい）；実時間におけるイ
オンチャネルの立体配置の変化を観察するための、ケージ化チロシン類似物の使用（例え
ば、J. C. Miller, S. K. Silverman, P. M. England, D. A. Dougherty and H. A. Lest
er, Neuron, 20:619 (1998)を参照すればよい）；およびそれらのゲート機構を調べるた
めにイオンチャネル骨格を変更するための、αヒドロキシアミノ酸の使用が挙げられる。
例えば、P. M. England, Y. Zhang, D. A. Dougherty and H. A. Lester, Cell, 96:89 (
1999)；およびT. Lu, A. Y. Ting, J. Mainland, L. Y. Jan, P. G. Schultz and J. Yan
g, Nat. Neurosci., 4:239 (2001)を参照すればよい。
【０４０９】
　インビボにおいてタンパク質に非天然アミノ酸を組み込む能力は、利点（変異タンパク
質の高い収率、技術的な容易さ、細胞もしくはおそらくは生体における変異タンパク質を
研究する見込み、および治療的な処置におけるこれらのタンパク質の利用が挙げられる）
を提供する。種々の大きさ、酸性度、求核性、疎水性および他の特性を有している非天然
アミノ酸をタンパク質に含める能力は、タンパク質の機能を調べること、および新規の性
質を有する新たなタンパク質もしくは生体を作り出すことの両方を目的として、タンパク
質の構造を合理的かつ体系的に操作するわれわれの能力を非常に拡張し得る。しかし、タ
ンパク質翻訳においては、ｔＲＮＡ合成酵素の相互作用に高度な正確さが要求され、複雑
な性質を有しているため、この方法は困難である。
【０４１０】
　パラ－Ｆ－Ｐｈｅを部位特異的に組み込むための１つの試みにおいて、酵母アンバーサ
プレッサｔＲＮＡＰｈｅＣＵＡ／フェニルアラニル－ｔＲＮＡ対が、ｐ－Ｆ－Ｐｈｅ耐性
の、Ｐｈｅ要求性のEscherichia coli株に使用された。例えば、R. Furter, Protein Sci
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., 7:419 (1998) を参照すればよい。
【０４１１】
　また、無細胞（インビトロ）翻訳系を用いて、本発明のｆＥＰＯポリヌクレオチドを発
現させ得る。鋳型としてｍＲＮＡ（インビトロ翻訳）または鋳型としてＤＮＡ（インビト
ロ転写および翻訳の組合せ）のいずれかを含み得るこれらの系において、インビトロ合成
は、リボソームによって導かれる。無細胞タンパク質発現系の開発に多大な努力が注がれ
ている。例えば、参照によって本明細書に援用されるKim, D.M. and J.R. Swartz, Biote
chnology and Bioengineering, 74 :309-316 (2001)；Kim, D.M. and J.R. Swartz, Biot
echnology Letters, 22, 1537-1542, (2000)；Kim, D.M., and J.R. Swartz, Biotechnol
ogy Progress, 16, 385-390, (2000)；Kim, D.M., and J.R. Swartz, Biotechnology and
 Bioengineering, 66, 180-188, (1999)；およびPatnaik, R. and J.R. Swartz, Biotech
niques 24, 862-868, (1998)；米国特許第６，３３７，１９１号；米国特許出願公開第２
００２／００８１６６０号；国際公開第００／５５３５３号国際公開第９０／０５７８５
号を参照すればよい。天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプ
チドの発現に適用され得る他の方法としては、ｍＲＮＡ－ペプチド融合技術が挙げられる
。例えば、R. Roberts and J. Szostak, Proc. Natl Acad. Sci. (USA) 94:12297-12302 
(1997) ；A. Frankel, et al., Chemistry & Biology 10:1043-1050 (2003)を参照すれば
よい。この方法において、ピューロマイシンと連結されたｍＲＮＡの鋳型はリボソーム上
において翻訳される。１つ以上のｔＲＮＡ分子が修飾されると、非天然アミノ酸が同様に
ペプチドに組み込まれ得る。最後のｍＲＮＡコドンが読まれた後に、ピューロマイシンは
ペプチドのＣ末端を捕捉する。生じたｍＲＮＡ－ペプチド抱合物がインビトロアッセイに
おいて興味深い性質を有することを見出されている場合に、その同一性はｍＲＮＡ配列か
ら容易に明らかにされ得る。この方法において、所望の性質を有するポリペプチドを同定
するために、天然にコードされていないアミノ酸を１つ以上含んでいるｆＥＰＯポリペプ
チドのライブラリをスクリーニングし得る。より最近に、精製成分を用いたインビトロリ
ボソーム翻訳は、天然にコードされていないアミノ酸に置換されたペプチドの合成を可能
にすることが、報告されている。例えば、A. Forster et al., Proc. Natl Acad. Sci. (
USA) 100:6353 (2003)を参照すればよい。
【０４１２】
　Ｘ．ｆＥＰＯに結合されている巨大分子重合体
　広範な巨大分子重合体および他の分子は、ｆＥＰＯポリペプチドの生物学的な性質を調
節するためか、および／またはｆＥＰＯ分子に対して新たな生物学的な性質を与えるため
に、本発明のｆＥＰＯに対して連結され得る。これらの巨大分子重合体は、天然にコード
されるアミノ酸を介してか、天然にコードされていないアミノ酸、または天然アミノ酸も
しくは非天然アミノ酸の任意の置換基、または天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸に対
して加えられる任意の置換基もしくは官能基を介して、ｆＥＰＯに対して連結され得る。
【０４１３】
　本発明は、重合体：タンパク質の抱合物の実質的に均質な調製物を提供する。本明細書
に使用されるとき、“実質的に均質な”は、重合体：ポリペプチドの抱合物がタンパク質
の総量の半分より多く観察されることを意味する。重合体：タンパク質の抱合物は、生物
活性を有し、かつ本明細書において規定される“実質的に同質な”ＰＥＧ付加ｆＥＰＯ調
製物は、均質な調製物の利点（例えば、１組の薬物動態に対する１組の予想における臨床
的な適用における容易さ）を示すために十分に均質であるそれらである。
【０４１４】
　また、重合体：タンパク質の抱合物分子の混合物を調製するために選択し得、かつ本明
細書に規定されている利点は、混合物に含まれるモノ－重合体：タンパク質の抱合物の比
率を選択し得ることである。したがって、必要に応じて、種々の数（すなわち、ジ－、ト
リ－、テトラ－など）の重合体部分と連結した状態の様々なタンパク質の混合物を調製し
得、かつ本発明の方法を用いて調製されたモノ－重合体：タンパク質の抱合物と上記抱合
物を組み合せ得、かつ所定の割合のモノ－重合体：タンパク質の抱合物を有している混合



(105) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

物を有し得る。
【０４１５】
　選択される重合体は、重合体が連結されるタンパク質が水性環境（例えば、生理学的環
境）において沈殿しないように、水溶性重合体であり得る。重合体は、分枝鎖状であり得
るか、または非分枝鎖状であり得る。最終産物の調製物の治療的利用に関して、重合体は
薬学的に受容可能であることが好ましい。
【０４１６】
　タンパク質分子に対するポリエチレングリコールの比率は、反応混合物におけるそれら
の濃度にしたがって変化する。一般的に、最適な比率（余剰の未反応のタンパク質または
重合体が最小である反応の効率に関する）は、選択されるポリエチレングリコールの分子
量によって、かつ有用な反応性基の利用可能な数に基づいて決定され得る。分子量に関連
するときに、タンパク質に対して連結されるのは、典型的により分子量の高い重合体、よ
り少ない数の重合体分子である。同様に、重合体の分枝は、これらの要素を最適化する場
合に、計算に入れられるべきである。一般的に、分子量が高いほど（分枝が多いほど）、
重合体：タンパク質の割合が高くなる。
【０４１７】
　本明細書に使用されるとき、およびＰＥＧ：ｆＥＰＯの抱合物について検討される場合
に、“治療有効量”は、ヘマトクリットを増加させ、患者に利益を与える量を指す。当該
量は、個体間において変わり、かつ要素（患者の全体的な体調および処置される貧血の原
因が挙げられる）の数に依存する。例えば、慢性腎不全を患う患者に対するｆＥＰＯの治
療有効量は、週に３回にわたる５０～１５０ユニット／ｋｇである。治療のために使用さ
れるｆＥＰＯの量は、ヘマトクリットの増加に関し受容可能な変化率を生じ、ヘマクリッ
トを有益なレベルに維持する（通常、少なくとも約３０％であり、典型的に３０％～３６
％の範囲内である）。本発明の組成物の治療有効量は、一般に利用可能な材料および手法
を用いて当業者によって容易に確認され得る。
【０４１８】
　水溶性重合体は、任意の構造的な形態（直鎖、分岐鎖または分枝鎖が挙げられるが、こ
れらに限定されない）であり得る。水溶性重合体は、典型的にポリ（エチレングリコール
）（ＰＥＧ）といったポリ（アルキレングリコール）であるが、他の水溶性重合体もまた
採用され得る。ほんの一例として、ＰＥＧは、本発明のある特定の実施形態を説明するた
めに使用される。
【０４１９】
　ＰＥＧは、市販されているか、または当業者に公知の方法（Sandler and Karo, Polyme
r Synthesis, Academic Press, New York, Vol. 3, pages 138-161）にしたがってエチレ
ングリコールの開環重合によって調製され得る、よく知られている水溶性重合体である。
“ＰＥＧ”という用語は、ＰＥＧの大きさまたは末端における修飾に関係なく、任意のポ
リエチレングリコール分子を包含するために広く使用され、かつｆＥＰＯに対して連結さ
れるときに、式：
XO-(CH2CH2O)n-CH2CH2-Y
（ここで、ｎは２から１００００であり、Ｘは、Ｈまたは末端修飾（Ｃ１－４アルキルが
挙げられるが、これらに限定されない）である）
によって表され得る。
【０４２０】
　いくつかの場合において、本発明において使用されるＰＥＧは、ヒドロキシまたはメト
キシを有している末端が終端になる（すなわち、ＸはＨまたはＣＨ３（“メトキシＰＥＧ
”）である）。代替可能に、ＰＥＧは、これによって二官能性重合体を形成する反応性基
が終端になる。典型的な反応性基としては、一般的に見られる２０のアミノ酸における官
能基と反応するために通常に使用されるこれらの反応性基（マレイミド基、活性化カルボ
ン酸塩（ｐ－ニトロフェニルエステルが挙げられるが、これに限定されない）、活性化エ
ステル（Ｎ－ヒドロキシスクシニミド、ｐ－ニトロフェニルエステルが挙げられるが、こ
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れらに限定されない）、およびアルデヒドが挙げられるが、これらに限定されない）だけ
でなく、通常の２０のアミノ酸に対して不活性であるが、天然にコードされていないアミ
ノ酸に存在する補完的な官能基と特に反応する官能基（アジド基、アルキン基が挙げられ
るが、これらに限定されない）が挙げられ得る。ここで留意すべきは、上記式においてＹ
によって示されているＰＥＧの他の末端が、天然に存在するアミノ酸または天然にコード
されていないアミノ酸を介してｆＥＰＯポリペプチドに対して直接的または間接的に連結
していることである。実際に、Ｙは、ポリペプチドのアミン基（リジンまたはＮ末端のイ
プシロンアミンが挙げられるが、これらに限定されない）に対する、アミド結合、カルバ
メート結合または尿素結合であり得る。代替可能に、Ｙは、チオール基（システインのチ
オール基が挙げられるが、これに限定されない）に対するマレイミド結合であり得る。代
替可能に、Ｙは、通常の２０のアミノ酸を介して通常には接近できない残基に対する結合
であり得る。例えば、ＰＥＧにおけるアジド基は、ｆＥＰＯポリペプチドにおけるアルキ
ン基と反応して、ヒュイゲン［３＋２］環付加産物を形成し得る。代替可能に、ＰＥＧに
おけるアルキン基は、天然にコードされていないアミノ酸に存在するアジド基と反応して
、同様の産物を形成し得る。いくつかの実施形態において、強い求核基（ヒドラジン、ヒ
ドラジド、ヒドロキシアミン、セミカルバジドが挙げられるが、これらに限定されない）
は、天然にコードされていないアミノ酸に存在するアルデヒド基またはケトン基と反応し
て、必要に応じていくつかの場合に適切な還元剤を用いた処理によってさらに還元される
ヒドラゾン、オキシムまたはセミカルバゾンを形成し得る。代替可能に、強い求核基は、
天然にコードされていないアミノ酸を介してｆＥＰＯポリペプチドに組み込まれ得、水溶
性重合体に存在するケトン基またはアルデヒド基と好適に反応するために使用され得る。
【０４２１】
　ＰＥＧに関する任意の分子量が、実際に所望されるように、約１０００ダルトン（Ｄａ
）から１０００００Ｄａまたは必要に応じてそれ以上（１～５０ｋＤａまたは１０～４０
ｋＤａが挙げられるが、これらに限定されない）まで（これらが挙げられるが、限定され
ない）使用され得る。また、分枝鎖状のＰＥＧ（１０～４０ｋＤａ（５～２０ｋＤａが挙
げられるが、これらに限定されない）の範囲にあるＭＷを有しているそれぞれの鎖を含ん
でいるＰＥＧ分子が挙げられるが、これらに限定されない）が使用され得る。広範なＰＥ
Ｇ分子が参照によって本明細書に援用されるShearwater Polymers, Inc. catalog, Nekta
r Therapeutics catalog（これが挙げられるが、限定されない）に記載されている。
【０４２２】
　一般的に、ＰＥＧの少なくとも１つの末端は、天然にコードされていないアミノ酸との
反応に利用可能である。例えば、アミノ酸側鎖との反応のためのアルキン部分およびアジ
ド部分は、本明細書に記載されるような天然にコードされていないアミノ酸に対してＰＥ
Ｇを連結させるために使用され得る。天然にコードされていないアミノ酸がアジドを含ん
でいる場合に、そのときＰＥＧは、ヒュイゲン［３＋２］環付加産物の形成をもたらすた
めのアルキン部分、またはアミド結合の形成をもたらすための活性化ＰＥＧ種（すなわち
、エステル、カルボン酸塩）のいずれかを典型的に含んでいる。代替可能に、天然にコー
ドされていないアミノ酸がアルキンを含んでいる場合に、そのときＰＥＧは、［３＋２］
ヒュイゲン環付加産物の形成をもたらすためのアジド部分を典型的に含んでいる。天然に
コードされていないアミノ酸がカルボニル基を含んでいる場合に、ＰＥＧは、対応するヒ
ドラゾン、ヒドロキシアミン、またはセミカルバゾン結合のそれぞれをもたらすために、
強力な求核基（ヒドラジド、ヒドラジン、ヒドロキシアミンまたはセミカルバジド基能性
基が挙げられるが、これらに限定されない）を典型的に含んでいる。他の代替物において
、上記において説明される反応性基の逆の方向性が使用され得る（すなわち、天然にコー
ドされていないアミノ酸におけるアジド基がアルキンを含有するＰＥＧ誘導体と反応され
得る）。
【０４２３】
　いくつかの実施形態において、ＰＥＧ誘導体を有しているｆＥＰＯバリアントは、天然
にコードされていないアミノ酸の側鎖に存在する化学的な官能性基と反応性である化学的
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な官能性基を含んでいる。
【０４２４】
　本発明は、いくつかの実施形態において、約８００Ｄａから約１０００００Ｄａまでの
平均分子量を有している水溶性重合体骨格を含んでいるアジド含有重合体およびアセチレ
ン含有重合体を提供する。水溶性重合体の重合体骨格は、ポリ（エチレングリコール）で
あり得る。しかし、広範な水溶性重合体（ポリ（エチレン）グリコールおよび他の関連す
る重合体（ポリ（デキストラン）およびポリ（プロピレングリコール））が挙げられるが
、これらに限定されない）がまた、本発明の実践における使用に好適であること、ＰＥＧ
またはポリ（エチレングリコール）という用語が、そのような分子のすべてを包含し、含
むことを意図されることは、理解されるべきである。ＰＥＧという用語としては、その形
態のいずれか（二官能性のＰＥＧ、マルチアームのＰＥＧ、誘導体化ＰＥＧ、分岐状のＰ
ＥＧ、分枝鎖状のＰＥＧ、ぶら下がりのＰＥＧ（すなわち、重合体骨格に対してぶら下が
っている１つ以上の官能基を有しているＰＥＧまたは関連重合体）、またはこれらに分解
可能な結合を有しているＰＥＧが挙げられるが、これらに限定されない）であるポリ（エ
チレングリコール）が挙げられるが、これに限定されない。
【０４２５】
　ＰＥＧは、典型的に透明であり、無色であり、無臭であり、水溶性であり、熱に安定で
あり、多くの化学物質に対して不活性であり、加水分解されないか、または劣化されず、
かつ一般的に無毒である。ポリ（エチレングリコール）は、生体適合性である（ＰＥＧが
、損傷の原因になることなく、生きている組織または生体と共存可能であることを意味す
る）と見做される。より詳細には、ＰＥＧは実質的に非免疫原性である（ＰＥＧが身体に
免疫応答を生じさせる傾向を示さないことを意味する）。身体においていくつかの所望の
機能を有している分子（例えば生物学的に活性な分子）に連結される場合に、ＰＥＧは、
物質をマスクする傾向にあり、生体が物質の存在に寛容であり得るように任意の免疫応答
を低減可能か、または排除できる。ＰＥＧ抱合物は、実質的な免疫応答を生じないか、ま
たは凝固もしくは他の好ましくない影響の原因にならない傾向を示す。式－ＣＨ２ＣＨ２

Ｏ－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－ＣＨ２ＣＨ２－（ここでｎは約３から４０００、典型的に約
２０から約２０００である）を有しているＰＥＧは、本発明における使用に好適である。
約８００Ｄａから約１０００００Ｄａまでの分子量を有しているＰＥＧは、本発明のいく
つかの実施形態において重合体骨格として特に有用である。
【０４２６】
　重合体骨格は直鎖状または分枝鎖状であり得る。分枝鎖状の重合体骨格は一般的に当該
技術において公知である。典型的に、分枝鎖状の重合体は、中心の分枝核部分および中心
の分枝核に連結された複数の直鎖状の重合体鎖を有している。ＰＥＧは、種々のポリオー
ル（例えば、グリセロール、グリセロールオリゴマー、ペンタエリスリトールおよびソル
ビトール）に対するエチレンオキシドの付加によって調製され得る、分枝鎖状の形態にお
いて通常に使用される。また、中心の分枝核部分はリジンといった種々のアミノ酸から誘
導体化され得る。分枝鎖状のポリ（エチレングリコール）は、Ｒ（－ＰＥＧ－ＯＨ）ｍ（
Ｒは、グリセロール、グリセロールオリゴマー、またはペンタエリスリトールといった核
部分から誘導体化され、ｍは腕の数を表す）として通常の形態において表され得る。また
、マルチアームのＰＥＧ分子（例えば、参照によってその全体が本明細書に援用される米
国特許第５，９３２，４６２号；米国特許第５，６４３，５７５号；米国特許第５，２２
９，４９０号；米国特許第４，２８９，８７２号；米国特許出願公開第２００３／０１４
３５９６号；国際公開第９６／２１４６９号；および国際公開第９３／２１２５９号に記
載のそれら）は、重合体骨格として使用され得る。
【０４２７】
　また、分枝鎖状のＰＥＧは、ＰＥＧ（－ＹＣＨＺ２）ｎ（ここで、Ｙは結合基であり、
Ｚは所定の長さの原子の鎖によってＣＨに対して連結される活性化末端基である）によっ
て表される分岐状のＰＥＧの形態であり得る。
【０４２８】
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　まださらなる分枝鎖状の形態、ぶら下がりのＰＥＧは、ＰＥＧ鎖の末端ではなくＰＥＧ
骨格に沿ってあるカルボキシルといった反応性基を有している。
【０４２９】
　またＰＥＧのこれらの形態に加えて、重合体は、骨格において弱い結合または分解可能
な結合を有して調製され得る。例えば、ＰＥＧは、重合体骨格に加水分解を受けやすいエ
ステル結合を有して調製され得る。以下に示すように：
-PEG-CO2-PEG-+H2O → PEG-CO2H+HO-PEG-
この加水分解は、重合体のより低い分子量の断片への切断を結果として生じる。ポリ（エ
チレングリコール）またはＰＥＧという用語が、当該技術において公知の形態のすべて（
本明細書に開示されるそれらが挙げられるが、これらに限定されない）を表すか、または
含むことは、当業者によって理解される。
【０４３０】
　また、他の重合体は本発明における使用にとって好適である。いくつかの実施形態にお
いて、２から約３００の末端を有しており、水溶性重合体である重合体骨格は、本発明に
おいて特に有用である。好適な重合体の例としては、ポリ（プロピレングリコール）（“
ＰＰＧ”）、これらの共重合体（エチレングリコールおよびプロピレングリコールの共重
合体が挙げられるが、これに限定されない）、これらの三元重合体、およびこれらの混合
物などといった、他のポリ（アルキレングリコール）が挙げられるが、これらに限定され
ない。重合体骨格のそれぞれの鎖の分子量は、変更可能であるが、典型的に約８００Ｄａ
から約１０００００Ｄａまで、しばしば約６０００Ｄａから約８００００Ｄａまでの範囲
である。
【０４３１】
　当業者は、水溶性重合体に関して上記に挙げたものが、決して網羅的なものではなく、
単に例示であること、および上述のような品質を有している重合体材料のすべてが、本発
明における使用に好適であると考えら得ることを認識する。
【０４３２】
　本発明のいくつかの実施形態において、重合体誘導体は、重合体骨格が官能基を用いて
官能性化されたか、または活性化された少なくとも２つの末端、おそらく約３００もの末
端を有することを意味する、“多官能性”である。多官能性重合体誘導体としては、２つ
の末端（末端のそれぞれが、同じであり得るか、または異なり得る官能基に対して結合さ
れている）を有する直鎖状の重合体が挙げられるが、これに限定されない。
【０４３３】
　一実施形態において、重合体誘導体は、構造：
X-A-POLY-B-N=N=N
（ここで、
Ｎ＝Ｎ＝Ｎはアジド部分であり；
Ｂは、存在し得るか、または存在しない場合があり得る連結部分であり；
ＰＯＬＹは、水溶性の非抗原性の重合体であり；
Ａは、存在し得るか、または存在し得ず、Ｂと同じであり得るか、または異なり得る連結
部分であり；
Ｘは第２の官能基である）を有している。
ＡおよびＢに関する連結部分の例は、１８まで含有する多重官能性化アルキル基を含んで
おり、より好ましくは１～１０の間の炭素原子を含有しているが、これらに限定されない
。窒素、酸素または硫黄といった異種原子は、アルキル鎖に含まれ得る。また、アルキル
鎖は異種原子において枝分かれし得る。ＡおよびＢに関する結合部分の他の例は、１０ま
で含有する多重官能性化アリール基を含んでおり、より好ましくは５～６の間の炭素原子
を含有するが、これに限定されない。アリール基は、１つ以上の炭素原子、窒素原子、酸
素原子または硫黄原子を用いて置換され得る。好適な連結基の他の例としては、参照によ
って本明細書にその全体が援用される米国特許第５，９３２，４６２号；米国特許第５，
６４３，５７５号；および米国特許出願公開第２００３／０１４３５９６号に記載されて
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いるこれらの連結基が挙げられるが、これらに限定されない。当業者は、連結部分に関し
て上記に挙げたものが、決して網羅的ではなく、かつ単に例示であること、および上述の
品質を有する結合部分のすべてが、本発明における使用に好適であると考えらえることを
認識する。
【０４３４】
　Ｘとしての使用に好適な官能基の例としては、ヒドロキシル、保護されたヒドロキシル
、アルコキシル、活性化エステル（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシニミジルエステルおよ
び１－ベンゾトリアゾリルエステル）、活性化カルボネート（例えば、Ｎ－ヒドロキシス
クシニミジルカルボネートおよび１－ベンゾトリアゾリルカルボネート）、アセタール、
アルデヒド、アルデヒド水和物、アルケニル、アクリレート、メタクリレート、アクリル
アミド、活性化スルホン、アミン、アミノオキシ、保護されたアミン、ヒドラジド、保護
されたヒドラジド、保護されたチオール、カルボキシル酸、保護されたカルボキシル酸、
イソシアネート、イソチオシアネート、マレイミド、ビニルスルホン、ジチオピリジン、
ビニルピリジン、ヨードアセトアミド、エポキシド、グリオキサール、ジオン、メシレー
ト、トシレート、トレシレート、アルケン、ケトンおよびアジドなどが挙げられるが、こ
れらに限定されない。当業者によって理解されるように、選択されるＸ部分は、アジド基
との反応が生じないように、アジド基とコンパティブル（compatible）であるべきである
。アジド含有重合体誘導体は、第２の官能基（すなわち、Ｘ）がまたアジド部分であるこ
とを意味する同種の二官能性であり得るか、または第２の官能基が異なる官能基であるこ
とを意味する異種二官能性であり得る。
【０４３５】
　“保護された”という用語は、特定の反応条件下における化学的に反応性の官能基の反
応を妨げる保護基または保護部分の存在を指す。保護基は、保護される化学的に反応性の
基の種類に依存して変わる。例えば、化学的に反応性の基がアミンまたはヒドラジドであ
る場合に、保護基は、ｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボニル（ｔ－Ｂｏｃ）および９－フル
オレニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）の群から選択され得る。化学的に反応性の基が
チオールである場合に、保護基は、オルトピリジルジスルフィドであり得る。化学的に反
応性の基がカルボキシル酸（例えば、ブタン酸またはプロピオン酸）またはヒドロキシル
基である場合に、保護基は、ベンジル基またはメチル、エチルもしくはｔｅｒｔ－ブチル
といったアルキル基であり得る。また、当該技術において公知の他の保護基は、本発明に
使用され得る。
【０４３６】
　文献における特定の末端官能基の例としては、Ｎ－スクシニミジルカルボネート（例え
ば、米国特許第５，２８１，６９８号、米国特許第５，４６８，４７８号を参照すればよ
い）、アミン（例えば、Buckmann et al. Makromol. Chem. 182:1379 (1981), Zaplipsky
 et al. Eur. Polym. J. 19:1177 (1983)を参照すればよい）、ヒドラジド（例えば、And
resz et al. Makromol. Chem. 179:301 (1978)を参照すればよい）、スクシニミジルプロ
ピオネートおよびスクシニミジルブタノエート（例えば、Olson et al. in Poly(ethylen
e glycol) Chemistry & Biological Applications, pp 170-181, Harris & Zaplipsky Ed
s., ACS, Washington, D.C., 1997を参照すればよく；また、米国特許第５，６７２，６
６２号を参照すればよい）、スクシニミジルスクシネート（例えば、Abuchowski et al. 
Cancer Biochem. Biophys. 7:175 (1984)およびJoppich et al. Macrolol. Chem. 180:13
81 (1979)を参照すればよい）、スクシニミジルエステル（例えば、米国特許第４，６７
０，４１７号を参照すればよい）、ベンゾトリアゾールカルボネート（例えば、米国特許
第５，６５０，２３４号を参照すればよい）、グリシジルエステル（例えば、Pitha et a
l. Eur. J Biochem. 94:11 (1979)、Elling et al., Biotech. Appl. Biochem. 13:354 (
1991)を参照すればよい）、オキシカルボニルイミダゾール（例えば、Beauchamp, et al.
, Anal. Biochem. 131:25 (1983), Tondelli et al. J. Controlled Release 1:251 (198
5)を参照すればよい）、ｐ－ニトロフェニルカルボネート（例えば、Veronese, et al., 
Appl. Biochem. Biotech., 11: 141 (1985)；およびSartore et al., Appl. Biochem. Bi
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otech., 27:45 (1991)を参照すればよい）、アルデヒド（例えば、Harris et al. J. Pol
ym. Sci. Chem. Ed. 22:341 (1984)、米国特許第５，８２４，７８４号、米国特許第５，
２５２，７１４号を参照すればよい）、マレイミド（例えば、Goodson et al. Bio/Techn
ology 8:343 (1990)、Romani et al. in Chemistry of Peptides and Proteins 2:29 (19
84)を参照すればよい）、オルトピリジル－ジスルフィド（例えば、Woghiren, et al. Bi
oconj. Chem. 4:314(1993)を参照すればよい）、アクリロール（例えば、Sawhney et al.
, Macromolecules, 26:581 (1993)を参照すればよい）、ビニルスルホン（例えば、米国
特許第５，９００，４６１号を参照すればよい）が挙げられるが、これらに限定されない
。上述の参考文献および特許文献のすべては、参照によって本明細書に援用される。
【０４３７】
　本発明のある特定の実施形態において、本発明の重合体誘導体は、構造：
X-CH2CH2O-(CH2CH2O)n-CH2CH2-N=N=N
（ここで、
Ｘは、上述のような官能基であり；
ｎは、約２０から約４０００までである）
を有している重合体骨格を含んでいる。
他の実施形態において、本発明の重合体誘導体は、構造：
X-CH2CH2O-(CH2CH2O)n-CH2CH2-O-(CH2)m-W-N=N=N
（ここで、
Ｗは、１－１０の炭素原子を備える脂肪族または芳香族の連結部分であり；
ｎは、約２０から約４０００までであり；
Ｘは、上述のような官能基である）
を有している重合体骨格を含んでいる。
【０４３８】
　本発明のアジド含有ＰＥＧ誘導体は、当該技術において公知の種々の方法および／また
は本明細書に開示されている種々の方法によって調製され得る。以下に示されている１つ
の方法において、約８００Ｄａから約１０００００Ｄａまでの平均分子量を有している水
溶性重合体骨格であり、第１の官能基に対して結合される第１の末端および好適な脱離基
に対して結合される第２の末端を有する重合体骨格は、アジドアニオン（好適な対イオン
（ナトリウム、カリウム、およびｔｅｒｔブチルアンモニウムなどが挙げられる）と一対
にされ得る）と反応させられる。脱離基は、求核置換を受け、かつアジド部分によって置
換され、所望のアジド含有ＰＥＧ重合体を生じる。
【０４３９】
　X-PEG-L+N3

- → X-PEG-N3
に示されているように、本発明における使用に好適な重合体骨格は、式Ｘ－ＰＥＧ－Ｌ（
ここで、ＰＥＧはポリ（エチレングリコール）であり、Ｘはアジド基と反応しない官能基
であり、Ｌは好適な脱離基である）を有している。好適な官能基の例としては、ヒドロキ
シル、保護されたヒドロキシル、アセタール、アルケニル、アミン、アミノオキシ、保護
されたアミン、保護されたヒドラジド、保護されたチオール、カルボキシル酸、保護され
たカルボキシル酸、マレイミド、ジチオピリジン、およびビニルピリジン、およびケトン
が挙げられるが、これらに限定されない。好適な脱離基の例としては、塩化物、臭化物、
ヨウ化物、メシレート、トレシレート、およびトシレートが挙げられるが、これらに限定
されない。
【０４４０】
　本発明のアジド含有重合体の誘導体を調製する他の方法において、アジド官能性基を有
する結合剤は、約８００Ｄａから約１０００００Ｄａまでの平均分子量を有している水溶
性の重合体骨格と接触させられ、ここで、上記結合剤は、ＰＥＧ重合体における化学的な
官能性基と選択的に反応してアジド含有重合体誘導体産物を形成する化学的な官能性基を
有しており、ここで、アジドは、結合剤よって重合体骨格から離されている。
【０４４１】
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　例示的な反応手順が、以下に示される：
X-PEG-M+N-リンカー-N=N=N → PG-X-PEG-リンカー-N=N=N
（ここで、
ＰＥＧは、ポリ（エチレングリコール）であり、Ｘは、アルコキシまたは上述のような官
能基といったキャップ形成基であり；
Ｍは、アジド官能性基と反応しないが、Ｎの官能基と効率的かつ選択的に反応する官能基
である）。
【０４４２】
　好適な官能基の例としては、Ｎがアミンである場合にカルボキシル酸、カルボネートま
たは活性エステルであるＭ；Ｎがヒドラジドまたはアミノオキシ部分である場合にケトン
であるＭ；Ｎが求核基である場合に脱離基であるＭが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【０４４３】
　粗製産物の精製は、公知の方法（必要に応じてクロマトグラフィーに続く産物の沈殿が
挙げられるが、これに限定されない）によって達成され得る。
【０４４４】
　より詳細な例は、アミンの１つがｔｅｒｔ－ブチル－Ｂｏｃといった保護基部分によっ
て保護され、結果として生じる１保護されたＰＥＧジアミンがアジド官能性基を有してい
る連結部分と反応される、ＰＥＧジアミンの場合に関して、以下に示される：
BocHN-PEG-NH2+HO2C-(CH2)3-N=N=N。
【０４４５】
　この場合には、アミン基は、チオニル塩化物もしくはカルボジイミド試薬、およびＮ－
ヒドロキシスクシニミドもしくはＮ－ヒドロキシベンゾトリアゾールといった種々の活性
剤を用いて、カルボキシル酸基に対して結合されて、モノアミンＰＥＧ誘導体とアジド担
持連結部分との間にアミド結合を作り出し得る。アミド結合の形成が成功した後に生じる
、Ｎ－ｔｅｒｔ－ブチル－Ｂｏｃ－保護されたアジドを含んでいる誘導体は、生体活性分
子を修飾するために直接に使用され得るか、または他の有用な官能基を組み込むために、
さらに合成され得る。例えば、Ｎ－ｔ－Ｂｏｃ基は、強酸を用いた処理によって加水分解
されて、ω－アミノ－ＰＥＧ－アジドを生成する。生じるアミンは、合成の手がかりとし
て使用されて、有益な異種の二官能性試薬にとっての、マレイミド基、活性化ジスルフィ
ド、および活性化エステルなどといった他の有用な官能性基を組み込み得る。
【０４４６】
　異種の二官能性誘導体は、重合体の末端のそれぞれに対して異なる分子を連結させるこ
とが所望される場合に特に有用である。例えば、ω－Ｎ－アミノ－Ｎ－アジドＰＥＧは、
活性化された求核基（例えば、アルデヒド、ケトン、および活性化カルボネートなど）を
有している分子の、ＰＥＧの１つの末端に対する連結、およびアセチレン基を有している
分子の、ＰＥＧの他の末端に対する連結を可能にする。
【０４４７】
　本発明の他の実施形態において、重合体誘導体は、構造：
X-A-POLY-B-C≡C-R
（ここで、
Ｒは、Ｈもしくはアルキル、アルキレン、アルコキシ、またはアリールもしくは置換アリ
ールであり得；
Ｂは、存在し得るか、または存在しない場合があり得る連結部分であり；
ＰＯＬＹは、水溶性の非抗原性重合体であり；
Ａは、存在し得るか、または存在しない場合があり得、かつＢと同じであり得るか、また
は異なり得る連結部分であり；
Ｘは、第２の官能基である）
を有している。
【０４４８】



(112) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

　ＡおよびＢに関する連結部分の例は、１８まで含有する多機能化アルキル基を含んでお
り、より好ましくは１～１０の間の炭素原子を含有しているが、これらに限定されない。
窒素、酸素または硫黄といった異種原子は、アルキル鎖と共に含まれ得る。また、アルキ
ル鎖は異種原子において分岐され得る。ＡおよびＢに関する連結部分の例は、１０まで含
有する多機能化アルキル基を含んでおり、より好ましくは５－６の間の炭素原子を含有し
ているが、これらに限定されない。アリール基は、１つ以上の炭素原子、窒素原子、酸素
原子または硫黄原子を用いて置換され得る。好適な連結基の他の例としては、参照によっ
て本明細書にその全体が援用される米国特許第５，９３２，４６２号、米国特許第５，６
４３，５７５号および米国特許出願公開第２００３／０１４３５９６号に記載されている
連結基が挙げられる。当業者は、連結部分に関して上記に挙げたものが、決して網羅的な
ものではなく、かつ単に例示であること、および上述のような品質を有する連結部材料の
すべてが、本発明における使用に好適であると考えらえることを認識する。
【０４４９】
　Ｘとしての利用に好適な官能基の例としては、ヒドロキシル、保護されたヒドロキシル
、アルコキシル、活性化エステル（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシニミジルエステルおよ
び１－ベンゾトリアゾリルエステル）、活性なカルボネート（例えば、Ｎ－ヒドロキシス
クシニミジルカルボネートおよび１－ベンゾトリアゾリルカルボネート）、アセタール、
アルデヒド、アルデヒド水和物、アルケニル、アクリレート、メタクリレート、アクリル
アミド、活性化スルホン、アミン、アミノオキシ、保護されたアミン、ヒドラジド、保護
されたヒドラジド、保護されたチオール、カルボキシル酸、保護されたカルボキシル酸、
イソシアネート、イソチオシアネート、マレイミド、ビニルスルホン、ジチオピリジン、
ビニルピリジン、ヨードアセトアミド、エポキシド、グリオキサール、ジオン、メシレー
ト、トシレート、およびトレシレート、アルケン、ケトン、およびアセチレンが挙げられ
る。理解されるように、選択されるＸ部分は、アセチレン基との反応が生じないように、
アセチレン基とコンパティブルであるべきである。アセチレン含有重合体誘導体は、第２
の官能基（すなわちＸ）がまた、アセチレン部分であることを意味する同種の二官能性で
あり得るか、または第２の官能基が異なる官能基であることを意味する異種の二官能性で
あり得る。
【０４５０】
　本発明の他の実施形態において、重合体誘導体は、構造：
X-CH2CH2O-(CH2CH2O)n-CH2CH2-O-(CH2)m-C≡CH
（ここで、
Ｘは、上述のような官能基であり；
ｎは、約２０から約４０００であり；
ｍは、１から１０の間である）
を有している重合体骨格を含んでいる。異種二官能性ＰＥＧ重合体のそれぞれの詳細な例
が以下に示される。
【０４５１】
　本発明のアセチレン含有ＰＥＧ誘導体は、当業者に公知の方法および／または本明細書
に開示されている方法を用いて調製され得る。１つの方法において、約８００Ｄａから約
１０００００Ｄａまでの平均分子量を有している水溶性重合体骨格であり、第１の官能基
に対して結合される第１の末端および好適な求核基に対して結合される第２の末端を有す
る重合体骨格は、ＰＥＧにおける求核基との反応に好適であるアセチレン基および脱離基
の両方を有している化合物と反応される。求核部分を有するＰＥＧ重合体および脱離基を
有している分子が組み合せられると、脱離基は、求核置換を受け、かつ求核部分によって
置換され、所望のアセチレン含有重合体を生じる。
【０４５２】
　X-PEG-Nu+L-A-C → X-PEG-Nu-A-C≡CR’
に示されるように、反応における使用に好ましい重合体骨格は、式Ｘ－ＰＥＧ－Ｎｕ（こ
こで、ＰＥＧはポリ（エチレングリコール）であり、Ｎｕは求核部分であり、かつＸはＮ
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ｕ、Ｌまたはアセチレン官能性基と反応しない官能基である）を有している。
【０４５３】
　Ｎｕの例としては、ＳＮ２－型機序を介して主に反応するアミン、アルコキシ、アリー
ルオキシ、スルフィドリル、イミノ、カルボキシレート、ヒドラジド、アミノオキシ基が
挙げられるが、これらに限定されない。Ｎｕの付加的な例としては、求核付加反応を介し
て主に反応するこれらの官能基が挙げられる。Ｌ基の例としては、塩化物、臭化物、ヨウ
化物、メシレート、トレシレート、およびトシレートおよび求核置換を受けると予想され
る他の基、これらと同様にケトン、アルデヒド、チオエステル、オレフィン、α－β不飽
和カルボニル基、カルボネートおよび求核基によって付加を受けると予想される他の求核
性基が挙げられる。
【０４５４】
　本発明の他の実施形態において、Ａは、１～１０の間の炭素原子の脂肪酸リンカー、ま
たは６～１４の間の炭素原子の置換アリール環である。Ｘはアジド基と反応しない官能基
であり、Ｌは好適な脱離基である。
【０４５５】
　本発明のアセチレン含有重合体の誘導体を調製する他の方法において、約８００Ｄａか
ら約１０００００Ｄａまでの平均分子量を有しており、１つの末端に保護された官能基も
しくはキャップ形成剤のいずれかを有しており、もう一方の末端に好適な脱離基を有する
ＰＥＧ重合体は、アセチレンアニオンによって接触される。
【０４５６】
　例示的な反応手順は、以下に示される：
X-PEG-L+-C≡CR’ → X-PEG-C≡CR’
（ここで、
ＰＥＧはポリ（エチレングリコール）であり、Ｘはキャップ形成基（例えば、アルコキシ
または上述のような官能基）であり；
Ｒ’はＨ、アルキル、アルコキシ、アリールもしくはアリールオキシ基、または置換アル
キル、置換アルコキシル、置換アリールもしくは置換アリールオキシ基のいずれかである
）。
【０４５７】
　上述の例において、脱離基Ｌは、十分な濃度のアセチレンアニオンと接触される場合に
、ＳＮ２－型置換を受けるために十分に反応性でなければならない。アセチレンアニオン
による脱離基のＳＮ２置換の達成に要求される反応条件は、当業者に公知である。
【０４５８】
　粗製産物の精製は、当該分野に公知の方法（必要に応じて、クロマトグラフィーに続く
沈殿が挙げられる）によって通常に達成され得るが、これに限定されない。
【０４５９】
　水溶性重合体は本発明のｆＥＰＯポリペプチドに対して連結され得る。水溶性重合体は
、（１）天然にコードされていないアミノ酸もしくは天然にコードされるアミノ酸の任意
の官能基もしくは置換基、またはｆＥＰＯポリペプチドに組み込まれている天然にコード
されていないアミノ酸、または（２）天然にコードされるアミノ酸に付加された任意の官
能基もしくは置換基を介して連結され得る。代替可能に、水溶性重合体は、天然に存在す
るアミノ酸（システイン、リジンまたはＮ末端残基のアミノ酸が挙げられるが、これらに
限定されない）を介して、天然にコードされていないアミノ酸を組み込んでいるｆＥＰＯ
ポリペプチドに連結され得る。いくつかの場合において、本発明のｆＥＰＯポリペプチド
は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０の非天然アミノ酸を含んでおり、ここで
、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、（複数の）水溶性重合体（ＰＥＧお
よび／またはオリゴ糖が挙げられるが、これらに限定されない）に連結される。いくつか
の場合において、本発明のｆＥＰＯポリペプチドは、水溶性重合体に連結された１、２、
３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の天然にコードされていないアミノ酸
をさらに含んでいる。いくつかの場合において、本発明のｆＥＰＯポリペプチドは、水溶
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性重合体に連結された天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上、および水溶性重合
体に連結された天然に存在するアミノ酸の１つ以上を含んでいる。いくつかの場合におい
て、本発明に使用される水溶性重合体は、その非抱合形態と比べて、ｆＥＰＯポリペプチ
ドの半減期を延長させる。
【０４６０】
　本発明のｆＥＰＯポリペプチドに対して連結される水溶性重合体の数（すなわちＰＥＧ
付加または糖鎖付加の程度）は、変更された（増強されたか、または低減されたが挙げら
れるが、これらに限定されない）薬理的特性、薬物動態的特性、または薬力学特性（例え
ばインビボにおける半減期）を与えるために調節され得る。いくつかの実施形態において
、ｆＥＰＯの半減期は、少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０
、９０パーセント、２倍、５倍、１０倍、５０倍、または少なくとも約１００倍に、非修
飾のポリペプチドを超えて延長される。
【０４６１】
　（強い求核性基（すなわちヒドラジド、ヒドラジン、ヒドロキシアミンまたはセミカル
バジド）を含んでいるＰＥＧ誘導体）
　本発明の一実施形態において、カルボニルを含有する天然にコードされていないアミノ
酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドは、ＰＥＧ骨格に対して直接に連結されている末端
のヒドラジン、ヒドロキシアミン、ヒドラジドまたはセミカルバジド部分を含んでいるＰ
ＥＧ誘導体を用いて修飾されている。
【０４６２】
　いくつかの実施形態において、ヒドロキシルアミン末端ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-O-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは、１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５－４０ｋＤａの間で
ある））
を有している。
【０４６３】
　いくつかの実施形態において、ヒドラジン含有ＰＥＧ誘導体またはヒドラジド含有ＰＥ
Ｇ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-X-NH-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００であり、Ｘは任意に、存在し得るか、または存在しない場
合があり得るカルボニル基（Ｃ＝Ｏ）である）
を有している。
【０４６４】
　いくつかの実施形態において、セミカルバジド含有ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-NH-C(O)-NH-NH2
（ここで、Ｒは、単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１
０であり、ｎは１００～１０００である）
を有している。
【０４６５】
　本発明の他の実施形態において、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペ
プチドは、アミド結合を用いてＰＥＧ骨格に連結されている末端のヒドロキシアミン、ヒ
ドラジド、ヒドラジン、またはセミカルバジド部分を含んでいるＰＥＧ誘導体を用いて修
飾されている。
【０４６６】
　いくつかの実施形態において、ヒドロキシアミン末端ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)m-O-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５－４０ｋＤａの間であ
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る））
を有している。
【０４６７】
　いくつかの実施形態において、ヒドラジン含有ＰＥＧ誘導体またはヒドラジド含有ＰＥ
Ｇ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)m-X-NH-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００であり、かつＸは任意に、存在し得るかまたは存在しない
場合があり得るカルボニル基（Ｃ＝Ｏ）である）
を有している。
【０４６８】
　いくつかの実施形態において、セミカルバジド含有ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)m-NH-C(O)-NH-NH２
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００である）
を有している。
【０４６９】
　本発明の他の実施形態において、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペ
プチドは、末端のヒドラジン、ヒドロキシアミン、ヒドラジドまたはセミカルバジド部分
を含んでいる分枝鎖状のＰＥＧ（１０～４０ｋＤａ（より好ましくは、５～２０ｋＤａで
ある）の範囲にある分子量を有する分枝鎖状のＰＥＧのそれぞれの鎖を伴う）を用いて修
飾されている。
【０４７０】
　本発明の他の実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥ
ＰＯポリペプチドは、分枝鎖状構造を有しているＰＥＧ誘導体を用いて修飾されている。
例えば、いくつかの実施形態において、ヒドラジン末端ＰＥＧ誘導体またはヒドラジド末
端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)]2CH(CH2)m-X-NH-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００であり、Ｘは任意に、存在し得るか、または存在しない場
合があり得るカルボニル基（Ｃ＝Ｏ）である）
を有している。
【０４７１】
　いくつかの実施形態において、セミカルバジド基を含有するＰＥＧ誘導体は、構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-C(O)-NH-CH2-CH2]2CH-X-(CH2)m-NH-C(O)-NH-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、Ｘは任意にＮ
Ｈ、Ｏ、Ｓ、Ｃ（Ｏ）であるか、または存在せず、ｍは２～１０であり、ｎは１００～１
０００である）
を有している。
【０４７２】
　いくつかの実施形態において、ヒドロキシアミン基を含有するＰＥＧ誘導体は、構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-C(O)-NH-CH2-CH2]2CH-X-(CH2)m-O-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、Ｘは任意にＮ
Ｈ、Ｏ、Ｓ、Ｃ（Ｏ）であるか、または存在せず、ｍは２～１０であり、ｎは１００～１
０００である）
を有している。
【０４７３】
　水溶性重合体がｆＥＰＯに対して連結される程度および部位は、ｆＥＰＯ受容体のＳｉ
ｔｅ１に対するｆＥＰＯの結合を調節し得る。いくつかの実施形態において、連結は、ｆ
ＥＰＯポリペプチドが、ｆＥＰＯ受容体のＳｉｔｅ１に、平衡化結合アッセイ（例えば、
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ｈＧＨについてSpencer et al., J. Biol. Chem., 263:7862-7867 (1988) に記載の通り
である）によって測定されるときに約４００ｎＭ以下のＫｄを有して、１５０ｎＭ以下の
Ｋｄを有して、そしていくつかの場合において１００ｎＭ以下のＫｄを有して、結合する
ように配置される。
【０４７４】
　重合体の活性化およびペプチドの抱合に関する方法および化学反応は、文献に記載され
、かつ当該技術において公知である。重合体の活性化に通常に使用される方法としては、
シアン、臭化物、過ヨウ素酸塩、グルタルアルデヒド、ビエポキシド、エピクロロヒドリ
ン、ジビニルスルホン、カルボジイミド、ハロゲン化スルホニル、トリクロロトリアジン
などを有する官能基の活性化が挙げられるが、これらに限定されない（R. F. Taylor, (1
991), PROTEIN IMMOBILISATION. FUNDAMENTAL AND APPLICATIONS, Marcel Dekker, N.Y.;
 S. S. Wong, (1992), CHEMISTRY OF PROTEIN CONJUGATION AND CROSSLINKING, CRC Pres
s, Boca Raton; G. T. Hermanson et al., (1993), IMMOBILIZED AFFINITY LIGAND TECHN
IQUES, Academic Press, N.Y.; Dunn, R.L., et al., Eds. POLYMERIC DRUGS AND DRUG D
ELIVERY SYSTEMS, ACS Symposium Series Vol. 469, American Chemical Society, Washi
ngton, D.C. 1991を参照すればよい）。
【０４７５】
　ＰＥＧの官能性化および抱合に関する種々の概説および研究論文が利用可能である。例
えば、Harris, Macronol. Chem. Phys. C25: 325-373 (1985); Scouten, Methods in Enz
ymology 135: 30-65 (1987); Wong et al., Enzyme Microb. Technol. 14: 866-874 (199
2); Delgado et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 9: 249-
304 (1992); Zalipsky, Bioconjugate Chem. 6: 150-165 (1995)を参照すればよい。
【０４７６】
　また、重合体を活性化する方法は、国際公開第９４／１７０３９号、米国特許第５，３
２４，８４４号、国際公開第９４／１８２４７号、国際公開第９４／０４１９３号、米国
特許第５，２１９，５６４号、米国特許第５，１２２，６１４号、国際公開第９０／１３
５４０号、米国特許第５，２８１，６９８号、およびさらに国際公開第９３／１５１８９
号に見出され得、かつ活性化重合体と酵素（凝結因子ＶＩＩＩ（国際公開第９４／１５６
２５号）、ヘモグロビン（国際公開第９４／０９０２７号）、酸素運搬タンパク質（米国
特許第４，４１２，９８９号）、リボヌクレアーゼおよび超酸化物不均化酵素（Veronese
 at al., App. Biochem. Biotech. 11: 141-45 (1985)）が挙げられるが、これらに限定
されない）との間における抱合に関して見出され得る。
【０４７７】
　天然にコードされていないアミノ酸（例えば、ｐ－アジド－Ｌ－フェニルアラニン）を
含んでいるｆＥＰＯポリペプチドのＰＥＧ付加（すなわち、任意の水溶性重合体の付加）
は、任意の従来の方法によって実施される。例えば、ｆＥＰＯポリペプチドはアルキン末
端化ｍＰＥＧ誘導体を用いて修飾される。簡単に言うと、過剰のｍＰＥＧ（５０００）－
Ｏ－ＣＨ２－Ｃ≡ＣＨが、室温において攪拌しながらｐ－アジド－Ｌ－Ｐｈｅ含有ｆＥＰ
Ｏの水性溶液に対して加えられる。典型的に、水性溶液は、反応が実施されるべきｐＨ（
一般的に約ｐＨ４～１０）に近いｐＫａを有する緩衝液を用いて緩衝化される。ｐＨ７．
５におけるＰＥＧ付加に好適な緩衝液の例としては、例えば、ＨＥＰＥＳ、リン酸塩、ホ
ウ酸塩、ＴＲＩＳ－ＨＣｌ、ＥＰＰＳ、およびＴＥＳが挙げられるが、これらに限定され
ない。ｐＨは、継続的に観察され、必要に応じて調節される。反応は放置されて、典型的
に１～４８時間にわたって継続される。
【０４７８】
　反応産物は、続いて疎水性相互作用クロマトグラフィーにかけられて、遊離ｍＰＥＧ（
５０００）－Ｏ－ＣＨ２－Ｃ≡ＣＨ、ならびにブロックされていないＰＥＧが分子の両方
の末端において活性化される場合に形成し、これによってｆＥＰＯバリアント分子を架橋
し得るＰＥＧ化ｆＥＰＯポリペプチドの任意の高分子量複合体から、ＰＥＧ付加ｆＥＰＯ
バリアントを分離する。疎水性相互作用クロマトグラフィーの条件は、遊離ｍＰＥＧ（５
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０００）－Ｏ－ＣＨ２－Ｃ≡ＣＨがカラムを通り抜ける一方で、ＰＥＧ付加ｆＥＰＯバリ
アント複合体が、１つ以上のＰＥＧ基に抱合された１つのｆＥＰＯバリアント分子を含ん
でいる所望の形態の後に溶出するような条件である。好適な条件は、所望の抱合物に対す
る架橋化複合体の相対的な大きさに依存して変わり、当業者によって容易に決定される。
所望の抱合物を含んでいる溶出物は、限外ろ過によって濃縮され、ダイアフィルトレーシ
ョンによって脱塩化される。
【０４７９】
　必要に応じて、疎水性相互作用クロマトグラフィーから得られたＰＥＧ付加ｆＥＰＯは
、当業者に公知の１つ以上の手法（アフィニティークロマトグラフィー；アニオンまたは
カチオン交換クロマトグラフィー（DEAE SEPHAROSEを用いる、が挙げられるが、これに限
定されない）；シリカ上におけるクロマトグラフィー；逆相ＨＰＬＣ；ゲルろ過（SEPHAD
EX G-75を用いる、が挙げられるが、これらに限定されない）；疎水性相互作用クロマト
グラフィー；サイズ排除クロマトグラフィー、金属キレートクロマトグラフィー；限外ろ
過／ダイアフィルトレーション；エタノール沈殿；硫酸アンモニウム沈殿；等電点電気泳
動；置換クロマトグラフィー；電気泳動手法（分離用の等電点電気泳動が挙げられるが、
これに限定されない）、差異的可溶性（硫酸アンモニウム沈殿が挙げられるが、これに限
定されない）、または抽出が挙げられるが、これらに限定されない）によってさらに精製
され得る。見かけの分子量は、球状タンパク質標準との比較によるＧＰＣによって、見積
もられ得る（Preneta, AZ in PROTEIN PURIFICATION METHODS, A PRACTICAL APPROACH (H
arris & Angal, Eds.) IRL Press 1989, 293-306）。ｆＥＰＯ－ＰＥＧ抱合物は、タンパ
ク質分解（トリプシン切断が挙げられるが、これに限定されない）に続く質量分析によっ
て評価され得る。Pepinsky B., et al., J. Pharmcol. & Exp. Ther. 297(3):1059-66 (2
001)。
【０４８０】
　本発明のｆＥＰＯポリペプチドのアミノ酸に連結された水溶性重合体は、制限されるこ
となく、さらに誘導体化され得るか、または置換され得る。
【０４８１】
　（アジド含有ＰＥＧ誘導体）
　本発明の他の実施形態において、ｆＥＰＯポリペプチドは、天然にコードされていない
アミノ酸の側鎖に存在するアルキン部分と反応するアジド部分を含んでいるＰＥＧ誘導体
を用いて、修飾されている。一般的に、ＰＥＧ誘導体は、１－１００ｋＤａを有しており
、いくつかの実施形態において１０－４０ｋＤａの範囲にある平均分子量を有している。
【０４８２】
　いくつかの実施形態において、アジド末端ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-N3
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５～４０ｋＤａの間であ
る））
を有している。
【０４８３】
　他の実施形態において、アジド末端ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-NH-C(O)-(CH2)p-N3
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｐは２～１０であり、ｎは１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５
～４０ｋＤａの間である））
を有している。
【０４８４】
　本発明の他の実施形態において、アルキン含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプ
チドは、末端アジド部分を含んでいる分枝鎖状のＰＥＧ誘導体（１０～４０ｋＤａ、およ
びより好ましくは５～２０ｋＤａの範囲にある分子量を有する分枝鎖状のＰＥＧのそれぞ
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れの鎖を伴う）を用いて修飾されている。例えば、いくつかの実施形態において、アジド
末端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)]2CH(CH2)m-X-(CH2)pN3
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｐは２～１０であり、ｎは１００～１０００であり、かつＸは任意に、いずれの
場合においても存在し得るか、または存在し得ない、Ｏ、Ｎ、Ｓまたはカルボニル基（Ｃ
＝Ｏ）である）
を有している。
【０４８５】
　（アルキン含有ＰＥＧ誘導体）
　本発明の他の実施形態において、ｆＥＰＯポリペプチドは、天然にコードされていない
アミノ酸の側鎖に存在しているアジド部分と反応するアルキン部分を含んでいる、ＰＥＧ
誘導体を用いて修飾されている。
【０４８６】
　いくつかの実施形態において、アルキン末端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-C≡CH
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５～４０ｋＤａの間であ
る））
を有している。
【０４８７】
　本発明の他の実施形態において、アルキンを含んでいり天然にコードされていないアミ
ノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドは、アミド結合を用いてＰＥＧに対して連結され
る末端のアジドまたは末端のアルキン部分を含んでいるＰＥＧ誘導体を用いて、修飾され
ている。
【０４８８】
　いくつかの実施形態において、アルキン末端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-NH-C(O)-(CH2)p-C≡CH
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｐは２～１０であり、ｎは１００～１０００である）
を有している。
【０４８９】
　本発明の他の実施形態において、アジド含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチ
ドは、末端のアルキン部分を含んでいる分枝鎖状のＰＥＧ誘導体（１０～４０ｋＤａ、お
よびより好ましくは５～２０ｋＤａの範囲にある分子量を有している分枝鎖状のＰＥＧの
それぞれの鎖を伴う）を用いて修飾されている。例えば、いくつかの実施形態において、
アルキン末端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)]2CH(CH2)m-X-(CH2)pC≡CH
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｐは２～１０であり、ｎは１００～１０００であり、かつＸはＯ、Ｎ、Ｓまたは
カルボニル基（Ｃ＝Ｏ）であるか、または存在しない）
を有している。
【０４９０】
　（ホスフィン含有ＰＥＧ誘導体）
　本発明の他の実施形態において、ｆＥＰＯポリペプチドは、活性化官能基（エステル、
カルボネートが挙げられるが、これらに限定されない）を含有しており、天然にコードさ
れていないアミノ酸の側鎖に存在しているアジド部分と反応するアリールホスフィン基を
さらに含んでいるＰＥＧ誘導体を用いて、修飾されている。一般的に、ＰＥＧ誘導体は、
１～１００ｋＤａ、そしていくつかの実施形態において１０～４０ｋＤａの範囲の平均分
子量を有している。
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【０４９１】
　いくつかの実施形態において、ＰＥＧ誘導体は、構造：
【０４９２】
【化１３】

【０４９３】
（ここで、ｎは１～１０であり、ＸはＯ、ＮまたはＳであり得るか、または存在しない場
合があり得、Ｐｈはフェニルであり、かつＷは水溶性重合体である）
を有している。
【０４９４】
　いくつかの実施形態において、ＰＥＧ誘導体は、構造：
【０４９５】
【化１４】

【０４９６】
（ここで、Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、または存在せず、Ｐｈはフェニルであり、Ｗ
は水溶性重合体であり、ＲはＨ、アルキル、アリール、置換アルキルおよび置換アリール
基であり得る）。例示的なＲ基としては、－ＣＨ２、－Ｃ（ＣＨ３）３、－ＯＲ’，－Ｎ
Ｒ’Ｒ’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）

２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－ＣＮおよび－ＮＯ２が挙げられるが、これらに限
定されない。Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’は互いに独立して、水素、置換も
しくは非置換のヘテロアルキル、置換もしくは非置換のアリール（１－３のハロゲンを用
いて置換されているアリールが挙げられるが、これらに限定されない）、置換もしくは非
置換のアルキル、アルコキシもしくはチオアルコキシ、またはアルキルアリール基を指す
。本発明の化合物が１つ以上のＲ基を含んでいる場合に、例えば、Ｒ基のそれぞれは独立
して、２つ以上のこれらの基が存在する場合に、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’
’のそれぞれであるように選択される。Ｒ’およびＲ’’が同じ窒素原子に連結される場
合に、それらは、窒素原子と組み合わさって、５－、６－または７－員環を形成し得る。
例えば、－ＮＲ’Ｒ’’は、１－ピロリジニルおよび４－モルホリニルを包含することを
意図されているが、これらに限定されない。置換基の上述の議論から、当業者は、“アル
キル”という用語が、水素基以外の基（例えば、ハロアルキル（－ＣＦ３および－ＣＨ２

ＣＦ３が挙げられるが、これらに限定されない）およびアシル（－Ｃ（Ｏ）ＣＨ３、－Ｃ
（Ｏ）ＣＦ３、および－Ｃ（Ｏ）ＣＨ２ＯＣＨ３などが挙げられるが、これらに限定され
ない））に結合される炭素原子を含めた基を包含することを意図している。
【０４９７】
　（他のＰＥＧ誘導体および一般的なＰＥＧ付加技術）
　ｆＥＰＯポリペプチドに連結され得る他の例示的なＰＥＧ分子だけでなく、ＰＥＧ付加
方法としては、例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許出願公開第２００４
／０００１８３８号；米国特許出願公開第２００２／００５２００９号；米国特許出願公
開第２００３／０１６２９４９号；米国特許出願公開第２００４／００１３６３７号；米
国特許出願公開第２００３／０２２８２７４号；米国特許出願公開第２００３／０２２０
４４７号；米国特許出願公開第２００３／０１５８３３３号；米国特許出願公開第２００
３／０１４３５９６号；米国特許出願公開第２００３／０１１４６４７号；米国特許出願
公開第２００３／０１０５２７５号；米国特許出願公開第２００３／０１０５２２４号；
米国特許出願公開第２００３／００２３０２３号；米国特許出願公開第２００２／０１５
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６０４７号；米国特許出願公開第２００２／００９９１３３号；米国特許出願公開第２０
０２／００８６９３９号；米国特許出願公開第２００２／００８２３４５号；米国特許出
願公開第２００２／００７２５７３号；米国特許出願公開第２００２／００５２４３０号
；米国特許出願公開第２００２／００４００７６号；米国特許出願公開第２００２／００
３７９４９号；米国特許出願公開第２００２／０００２２５０号；米国特許出願公開第２
００１／００５６１７１号；米国特許出願公開第２００１／００４４５２６号；米国特許
出願公開第２００１／００２７２１７；米国特許出願公開第２００１／００２１７６３号
；米国特許第６，６４６，１１０号；米国特許第５，８２４，７７８号；米国特許第５，
４７６，６５３号；米国特許第５，２１９，５６４号；米国特許第５，６２９，３８４号
；米国特許第５，７３６，６２５号；米国特許第４，９０２，５０２号；米国特許第５，
２８１，６９８号；米国特許第５，１２２，６１４号；米国特許第５，４７３，０３４号
；米国特許第５，５１６，６７３号；米国特許第５，３８２，６５７号；米国特許第６，
５５２，１６７号；米国特許第６，６１０，２８１号；米国特許第６，５１５，１００号
；米国特許第６，４６１，６０３号；米国特許第６，４３６，３８６号；米国特許第６，
２１４，９６６号；米国特許第５，９９０，２３７号；米国特許第５，９００，４６１号
；米国特許第５，７３９，２０８号；米国特許第５，６７２，６６２号；米国特許第５，
４４６，０９０号；米国特許第５，８０８，０９６号；米国特許第５，６１２，４６０号
；米国特許第５，３２４，８４４号；米国特許第５，２５２，７１４号；米国特許第６，
４２０，３３９号；米国特許第６，２０１，０７２号；米国特許第６，４５１，３４６号
；米国特許第６，３０６，８２１号；米国特許第５，５５９，２１３号；米国特許第５，
６１２，４６０号；米国特許第５，７４７，６４６号；米国特許第５，８３４，５９４号
；米国特許第５，８４９，８６０号；米国特許第５，９８０，９４８号；米国特許第６，
００４，５７３号；米国特許第６，１２９，９１２号；国際公開第９７／３２６０７号、
欧州特許出願公開第２２９，１０８号、欧州特許出願公開第４０２，３７８号、国際公開
第９２／１６５５５号、国際公開第９４／０４１９３号、国際公開第９４／１４７５８号
、国際公開第９４／１７０３９号、国際公開第９４／１８２４７号、国際公開第９４／２
８０２４号、国際公開第９５／００１６２号、国際公開第９５／１１９２４， ＷＯ９５
／１３０９０号、国際公開第９５／３３４９０号、国際公開第９６／０００８０号、国際
公開第９７／１８８３２号、国際公開第９８／４１５６２号、国際公開第９８／４８８３
７号、国際公開第９９／３２１３４号、国際公開第９９／３２１３９号、国際公開第９９
／３２１４０号、国際公開第９６／４０７９１号、国際公開第９８／３２４６６号、国際
公開第９５／０６０５８号、欧州特許出願公開第４３９　５０８号、国際公開第９７／０
３１０６号、国際公開第９６／２１４６９号、国際公開第９５／１３３１２号、欧州特許
出願公開第９２１　１３１号、国際公開第９８／０５３６３号、欧州特許出願公開第８０
９　９９６号、国際公開第９６／４１８１３号、国際公開第９６／０７６７０号、欧州特
許出願公開第６０５　９６３号、欧州特許出願公開第５１０　３５６号、欧州特許出願公
開第４００　４７２号、欧州特許出願公開第１８３　５０３号および欧州特許出願公開第
１５４　３１６号に記載されているそれらが挙げられる。本明細書に記載されているＰＥ
Ｇ分子のいずれもが、任意の形態（単鎖、分枝状鎖、マルチアーム鎖、単官能性、二官能
性、多官能性、またはこれらの組合せが挙げられるが、これらに限定されない）において
使用され得る。
【０４９８】
　（血清アルブミンに対する親和性の増強）
　また、種々の分子が本発明のｆＥＰＯポリペプチドと融合されて、血清中のｆＥＰＯの
半減期を調節し得る。いくつかの実施形態において、分子が本発明のｆＥＰＯポリペプチ
ドに対して連結されるか、または融合されて、動物における内因性の血清アルブミンに対
する親和性を増強し得る。
【０４９９】
　例えば、いくつかの場合において、ｆＥＰＯポリペプチドおよびアルブミン結合配列の
組換え融合体が作製される。例示的なアルブミン結合配列としては、ストレプトコッカス
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のタンパク質Ｇから得られるアルブミン結合ドメイン（例えば、Makrides et al., J. Ph
armacol. Exp. Ther. 277:534-542 (1996)およびSjolander et al., J, Immunol. Method
s 201:115-123 (1997)を参照すればよい）、または例えば、Dennis, et al., J. Biol. C
hem. 277:35035-35043 (2002)に記載されているペプチドといったアルブミン結合ペプチ
ドが挙げられるが、これらに限定されない。
【０５００】
　他の実施形態において、本発明のｆＥＰＯポリペプチドは、脂肪酸を用いてアシル化さ
れる。いくつかの場合において、脂肪酸は血清アルブミンに対する結合を促進する。例え
ばKurtzhals, et al., Biochem. J. 312:725-731 (1995)を参照すればよい。
【０５０１】
　他の実施形態において、本発明のｆＥＰＯポリペプチドは、血清アルブミン（ヒトアル
ブミンが挙げられるが、これに限定されない）と直接に融合される。例えば、参照によっ
て本明細書に援用される米国特許第６，５４８，６５３号を参照すればよい。
【０５０２】
　当業者であれば、広範な生物学的に活性な分子がまた、本発明におけるｆＥＰＯに対し
て連結されて、血清アルブミンまたは他の血清成分との結合を調節し得ることを認識する
。
【０５０３】
　ＸＩ．ｆＥＰＯの糖鎖付加
　本発明は、糖付加残基を有する天然にコードされていないアミノ酸を１つ以上組み込ん
でいる、ｆＥＰＯポリペプチドを包含する。糖付加残基は、天然（Ｎ－アセチルグルコサ
ミンが挙げられるが、これに限定されない）、または非天然（３－フルオロガラクトース
が挙げられるが、これに限定されない）であり得る。糖は、Ｎ型もしくはＯ型の糖鎖結合
（Ｎ－アセチルガラクトース－Ｌ－セリンが挙げられるが、これに限定されない）、また
は非天然の結合（オキシムまたは対応するＣ型－またはＳ型のグリコシドが挙げられるが
、これらに限定されない）のいずれかによって、天然にコードされていないアミノ酸に連
結され得る。
【０５０４】
　糖（グリコシルが挙げられるが、これに限定されない）部分は、インビボまたはインビ
トロにおいてｆＥＰＯポリペプチドに付加され得る。本発明のいくつかの実施形態におい
て、カルボニルを含んでいる天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポ
リペプチドは、オキシム結合を介して対応する糖鎖付加ポリペプチドを生成するためのア
ミノオキシ基を有している糖誘導体を用いて修飾される。天然にコードされていないアミ
ノ酸に連結されると、糖は、ｆＥＰＯポリペプチドに結合されるオリゴ糖を生成するため
の糖転移酵素および他の酵素を用いた処理によって、さらに合成され得る。例えば、H. L
iu, et al. J. Am. Chem. Soc. 125: 1702-1703 (2003)を参照すればよい。
【０５０５】
　本発明のいくつかの実施形態において、カルボニルを含んでいる天然にコードされてい
ないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドは、アミノオキシ誘導体として調製され
る所定の構造を有しているグリカンを用いて、直接に修飾される。当業者は、他の官能性
基（アジド、ヒドラジド、ヒドラジン、およびセミカルバジドが挙げられるが、これらに
限定されない）が、天然にコードされていないアミノ酸に対する糖の連結に対して使用さ
れ得ることを認識する。
【０５０６】
　本発明のいくつかの実施形態において、アジドまたはアルキニルを含んでいる天然にコ
ードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドは、それから、アルキニル
またはアジド誘導体のそれぞれ（限定されないが、これら挙げられる）を用いた、ヒュイ
ゲン［３＋２］環付加反応によって（限定されないが、これが挙げられる）、修飾される
。この方法は、タンパク質が非常に高い選択性を有して修飾されることを可能にする。
【０５０７】
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　ＸＩＩ．ＧＨスーパージーンファミリーの二量体および多量体
　また、本発明は、ＧＨスーパージーンファミリーのメンバーの組合せ（ＥＰＯが挙げら
れるが、これらに限定されない）のホモ二量体、ヘテロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ
多量体（すなわち三量体、四量体など）を提供する。ここで、ＧＨスーパージーンファミ
リーのメンバーのポリペプチド（例えば、１つ以上の天然にコードされていないアミノ酸
を含んでいるｆＥＰＯ）は、ＧＨスーパージーンファミリーのメンバーもしくはそれらの
バリアント、またはＧＨスーパージーンファミリーのメンバーではない任意の他のポリペ
プチドと、ポリペプチド骨格に対して直接にか、またはリンカーを介して結合されている
。単量体と比べて増加しているその分子量に起因して、ＧＨスーパージーンファミリーの
メンバー（例えばｆＥＰＯ）の二量体または多量体の抱合物は、単量体のＧＨスーパージ
ーンファミリーのメンバーに対して、新たな特性または所望の特性（異なる薬理作用、異
なる薬物動態、異なる薬力学、調節されている治療半減期、または修飾されている血漿半
減期が挙げられるが、これらに限定されない）を示し得る。いくつかの実施形態において
、本発明のＧＨスーパージーンファミリーのメンバー（例えばｆＥＰＯ）の二量体は、Ｇ
Ｈスーパージーンファミリーのメンバーの受容体の二量体化を調節する。他の実施形態に
おいて、本発明のＧＨスーパージーンファミリーのメンバーの二量体または多量体は、Ｇ
Ｈスーパージーンファミリーのメンバーの受容体のアンタゴニスト、アゴニストまたは調
節因子として作用する。
【０５０８】
　いくつかの実施形態において、二量体または多量体を含んでいるｆＥＰＯに存在してい
る１つ以上のｆＥＰＯ分子は、ＳｉｔｅＩＩ結合領域内に存在しており、かつ水溶性重合
体と連結されている天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる。したがって、二量
体または多量体のｆＥＰＯ分子のそれぞれは、ＳｉｔｅＩの接合点を介してｆＥＰＯ受容
体との結合に利用可能であるが、ＳｉｔｅＩＩの接合点を介してｆＥＰＯ受容体との結合
に利用可能ではない。このようにして、ｆＥＰＯの二量体または多量体は、２つの異なる
ｆＥＰＯ受容体のそれぞれとのＳｉｔｅＩ部位における結合を可能にするが、ｆＥＰＯ分
子がＳｉｔｅＩＩに存在している遺伝的にコードされていないアミノ酸と連結されている
水溶性重合体を有しているので、ｆＥＰＯ受容体はｆＥＰＯリガンドのＳｉｔｅＩＩ領域
に結合できず、当該二量体または多量体は、ｆＥＰＯアンタゴニストの機能を果たす。い
くつかの実施形態において、二量体または多量体を含んでいるｆＥＰＯに存在しているｆ
ＥＰＯ分子の１つ以上は、ＳｉｔｅＩ結合領域に存在しており、かつ水溶性重合体と連結
されている天然にコードされていないアミノ酸を含んでおり、ＳｉｔｅＩＩ領域との結合
が可能である。代替的に、いくつかの実施形態において、二量体または多量体を含んでい
るｆＥＰＯに存在するｆＥＰＯ分子の１つ以上は、ＳｉｔｅＩおよびＳｉｔｅＩＩにおけ
る結合が可能であるように、ＳｉｔｅＩまたはＳｉｔｅＩＩの結合領域内ではない部位に
存在しており、かつ水溶性重合体と連結されている天然にコードされていないアミノ酸を
含んでいる。いくつかの実施形態において、結合に利用可能なＳｉｔｅＩ、ＳｉｔｅＩＩ
またはその両方を有しているｆＥＰＯ分子の組合せが使用される。結合に利用可能な少な
くとも１つのＳｉｔｅＩを有しており、かつ結合に利用可能な少なくとも１つのＳｉｔｅ
ＩＩを有しているｆＥＰＯ分子の組合せは、所望の活性または特性を有している分子を提
供し得る。さらに、結合に利用可能なＳｉｔｅＩおよびＳｉｔｅＩＩを有しているｆＥＰ
Ｏ分子の組合せは、スーパーアゴニストｆＥＰＯ分子を提供し得る。
【０５０９】
　いくつかの実施形態において、ＧＨスーパージーンファミリーのメンバーの複数のポリ
ペプチドは、直接に（Ａｓｎ－Ｌｙｓのアミド結合またはＣｙｓ－Ｃｙｓのジスルフィド
結合を介してが挙げられるが、これらに限定されない）連結されている。いくつかの実施
形態において、連結されているＧＨスーパージーンファミリーのメンバーのポリペプチド
および／または連結されているＧＨスーパージーンファミリーのメンバーではないポリペ
プチドは、二量体化を容易にする異なる天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる
。この例としては、第１のｆＥＰＯポリペプチドの天然にコードされていないアミノ酸の
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１つにおけるアルキンおよび第２のＧＨスーパージーンファミリーのメンバーのポリペプ
チドの天然にコードされていないアミノ酸の１つにおけるアジドがヒュイゲン［３＋２］
環付加を介して抱合されていることが挙げられるが、これらに限定されない。代替的に、
ケトンを含有している天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる第１の、ＧＨスー
パージーンファミリーのメンバーのポリペプチドおよび／または連結されているＧＨスー
パージーンファミリーのメンバーでなはいポリペプチドは、ヒドロキシアミンを含有して
いる天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる第２のＧＨスーパージーンファミリ
ーのメンバーのポリペプチドと抱合され得、これらのポリペプチドは対応するオキシムの
形成を介して反応する。
【０５１０】
　代替的に、２つのＧＨスーパージーンファミリーのメンバーのポリペプチド、および／
または連結されているＧＨスーパージーンファミリーのメンバーではないポリペプチドは
、リンカーを介して連結されている。任意のヘテロ－またはホモ－二機能性リンカーを使
用して、同じか、または異なる一次配列を有している、２つのＧＨスーパージーンファミ
リーのメンバーのポリペプチドおよび／または連結されているＧＨスーパージーンファミ
リーのメンバーではないポリペプチドを連結し得る。いくつかの実施形態において、ＧＨ
スーパージーンファミリーのメンバーのポリペプチドおよび／または連結されているＧＨ
スーパージーンファミリーのメンバーではないポリペプチドとともに使用されるリンカー
は、二機能性のＰＥＧ試薬であり得る。
【０５１１】
　いくつかの実施形態において、本発明は、ダンベル構造を有している二機能性の水溶性
リンカーを提供する。当該ダンベル構造は、ａ）重合体骨格の少なくとも第１の末端にお
けるアジド含有部分、アルキン含有部分、ヒドラジン含有部分、ヒドラジド含有部分、ヒ
ドロキシアミン含有部分、またはカルボニル含有部分、ならびにｂ）重合体骨格の第２の
末端における少なくとも第２の官能基を含んでいる。第２の官能基は、第１の官能基と同
じであり得るか、または異なり得る。いくつかの実施形態において、第２の官能基は第１
の官能基と反応性ではない。本発明は、いくつかの実施形態において、分枝鎖状の分子構
造の少なくとも１つのアームを含んでいる水溶性化合物を提供する。例えば、分枝鎖状の
分子構造は樹状であり得る。
【０５１２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、以下の構造：
R-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-X
（ここで、ｎは５～３０００であり、ｍは２～１０であり、Ｘは、アジド含有部分、アル
キン含有部分、ヒドラジン含有部分、ヒドラジド含有部分、アミノオキシ含有部分、ヒド
ロキシアミン含有部分、アセチル含有部分、またはカルボニル含有部分であり得、Ｒは、
Ｘと同じであり得るか、または異なり得るキャップ基、官能基または脱離基である）
を有している活性化されている水溶性重合体との反応によって形成されている、ＧＨスー
パージーンファミリーのメンバー（例えばｆＥＰＯ）を１つ以上含んでいる多量体を提供
する。Ｒは、例えばヒドロキシル、保護されているヒドロキシル、アルコキシル、Ｎ－ヒ
ドロキシスクシニミジルエステル、１－ベンゾトリアゾールエステル、Ｎ－ヒドロキシス
クシニミジルカルボネート、１－ベンゾトリアゾイルカルボネート、アセタール、アルデ
ヒド、アルデヒドハイドレート、アルケニル、アクリレート、メタクリレート、アクリル
アミド、活性なスルホン、アミン、アミノオキシ、保護されているアミン、ヒドラジド、
保護されているヒドラジド、保護されているチオール、カルボン酸、保護されているカル
ボン酸、イソシアネート、マレイミド、ビニルスルホン、ジチオピリジン、ビニルピリジ
ン、ヨードアセトアミド、グリオキサール、ジオン、メシレート、トシレートおよびトレ
シレート、アルケン、およびケトンからなる群から選択される官能基であり得る。
【０５１３】
　ＸＩＩＩ．ｆＥＰＯの活性およびｆＥＰＯ受容体に対するｆＥＰＯの親和性の測定
　ｆＥＰＯ受容体は、参照によって本明細書に援用される米国特許第５，３８７，８０８
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号；米国特許第５，２９２，６５４号；米国特許第５，２７８，０６５号に記載のように
、調製され得る。ｆＥＰＯポリペプチドの活性はインビボまたはインビトロにおける標準
的なアッセイを用いて決定され得る。例えば、ｆＥＰＯの存在下において増殖する細胞株
（ＵＴ－７細胞、ＴＦ－１細胞、ＦＤＣＰ－１／ｍＥＰＯＲまたはすい臓細胞が挙げられ
るが、これらに限定されない）が使用されて、ｆＥＰＯ受容体の結合を観察し得る。例え
ば、参照によって本明細書に援用されるWrighton et al., (1997) Nature Biotechnology
 15:1261-1265；米国特許第５，７７３，５６９号；および米国特許第５，８３０，８５
１号を参照すればよい。非天然アミノ酸を含んでいる非ＰＥＧ付加またはＰＥＧ付加のｆ
ＥＰＯポリペプチドについて、その受容体に対するホルモンの親和性は、BIAcore（商標
）バイオセンサ（Pharmacia）を用いて測定され得る。ｆＥＰＯの活性を試験するための
インビボの動物モデル（例えばマウスなど）およびネコの治験は公知であり、これらとし
ては、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，６９６，０５６号；Cotes et a
l., (1961) Nature 191:1065-1067；米国特許出願公開第２００３／０１９８６９１号；P
harm Europa Spec. Issue Erythropoietin BRPBio 1997(2)に記載のものが挙げられる。
天然にコードされていないアミノ酸を１つ以上含んでいるｆＥＰＯポリペプチドの二量体
化能についてのアッセイは、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，２２１，
６０８号に記載されているように実施され得る。
【０５１４】
　ＸＩＶ．有効性、機能的なインビボ半減期および薬物動態パラメータ
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドの有効性および
機能的なインビボ半減期は、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，５８６，
３９８号；米国特許第５，５８３，２７２号；および米国特許出願公開第２００３／０１
９８６９１号に記載の手順にしたがって決定され得る。
【０５１５】
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプチドについての薬物
動態パラメータは、健常なオスのスピローグ／ダウリーラット（処置群につきＮ＝５の動
物）において評価され得る。動物は２５ｕｇ／ラットの静脈内への単回投与または５０ｕ
ｇ／ラットの皮下への単回投与のいずれかを受け、およそ５～７の血液サンプルがあらか
じめ規定された時間経過にしたがって採取される。当該時間経過は、天然にコードされて
いないアミノ酸を含んでいる、水溶性重合体と抱合されていないｆＥＰＯポリペプチドに
対して約６時間、および天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる、水溶性重合体
と抱合されているｆＥＰＯポリペプチドに対して約４日間に一般的に及ぶ。ｆＥＰＯにつ
いての薬物動態のデータは、様々な種において十分に研究されており、天然にコードされ
ていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯについて得られたデータと直接的に比較され得る
。Mordenti J., et al., Pharm. Res. 8(11):1351-59 (1991)を参照すればよい。
【０５１６】
　本発明にしたがうｆＥＰＯの特定の活性は当該技術において公知の種々のアッセイによ
って決定され得る。精製されている本発明のｆＥＰＯタンパク質の生物学的な活性は、ヒ
トの患者に対する注入によるｆＥＰＯタンパク質の投与が、被験体の注入されていない群
または対照群と比べて網状赤血球および赤血球の産生を増大している骨髄細胞を生じるこ
とである。本発明にしたがって得られ、かつ精製されているｆＥＰＯ変異体またはこれら
の断片の生物学的な活性は、Pharm. Europa Spec. Issue Erythropoietin BRPBio 1997(2
)に基づく方法によって試験され得る。ｆＥＰＯの活性を決定する他の生物学的なアッセ
イは、正赤血球性貧血（normocythaemic）マウスアッセイ（Pharm. Europa Spec. Issue 
Erythropoietin BRP Bio 1997(2)である。
【０５１７】
　本発明のポリペプチドまたはタンパク質（ｂＧ－ＣＳＦ、合成酵素、１つ以上の非天然
アミノ酸を含んでいるタンパク質などが挙げられるが、これらに限定されない）は、好適
な薬学的担体と組み合せて（限定されないが、これが挙げられる）、治療用途に任意に採
用される。当該組成物は、例えば、治療有効量の化合物、および薬学的に受容可能な担体
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もしくは賦形剤を含んでいる。当該担体または賦形剤としては、生理食塩水、緩衝化生理
食塩水、デキストロース、水、グリセロール、エタノール、および／またはこれらの組合
せが挙げられるが、これらに限定されない。調合物は投与形態に合わせて作製される。一
般的に、タンパク質を投与する方法は、当該分野においてよく知られており、かつ本発明
のポリペプチドの投与に適用され得る。
【０５１８】
　本発明の１つ以上のポリペプチドを含んでいる治療組成物は、当業者に公知の方法にし
たがって有効性を確認し、用量を評価するために、疾患の１つ以上のインビトロおよび／
またはインビボにおける動物モデルにおいて任意に試験され得る。特に、用量は、天然ア
ミノ酸の相同物に対する本明細書における非天然アミノ酸の活性、安定性または他の好適
な測定（１つ以上の非天然アミノ酸を含めるために修飾されたｂＧ－ＣＳＦポリペプチド
の、天然アミノ酸のｂＧ－ＣＳＦポリペプチドに対する比較が挙げられるが、これらに限
定されない）（すなわち、比較アッセイ）によって最初に決定され得る。
【０５１９】
　投与は、血液または組織細胞と最終的に接触する分子の導入に通常に使用される任意の
経路による。本発明の非天然アミノ酸含有ポリペプチドは、１つ以上の薬学的に受容可能
な担体を任意に伴って、任意の好適な様式において投与される。本発明に関する当該ポリ
ペプチドの、患者に対する投与の好適な方法が利用可能であり、そして、２つ以上の経路
が特定の組成物を投与するために使用されるが、特定の経路は、他の経路よりも即時のか
つ効果的な作用または反応をしばしば提供し得る。
【０５２０】
　薬学的に受容可能な担体は、投与される特定の組成物よって、これと同様に組成物を投
与するために使用される方法によって、部分的に決定される。したがって、本発明の薬学
的組成物の広範な好適な調合物がある。
【０５２１】
　ポリペプチド組成物は、多くの経路（経口、静脈内、腹腔内、筋肉内、経皮、皮下、局
所、舌下または直腸の手段が挙げられるが、これらに限定されない）によって投与され得
る。非天然アミノ酸ポリペプチドはリポソームを介して投与され得る。そのような投与経
路および適切な調合物は当業者にとって公知である。
【０５２２】
　また、単独の、または他の好適な組成物との組合せの、非天然アミノ酸ポリペプチドは
、吸入を介して投与されるためのエアロゾル調合物（すなわち、それらは“霧状化”され
得る）に作製され得る。エアロゾル調合物は、圧縮化可能な噴霧剤（例えば、ジクロロジ
フルオロメタン、プロパンおよび窒素など）に配合され得る。
【０５２３】
　例えば、関節内（関節における）、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内および皮下の経路と
いった、非経口投与に好適な調合物としては、抗酸化剤、緩衝液、静菌剤および意図され
る受容物の血液と等張な調合物にさせる溶液を含有できる水性および非水性の等張無菌注
入溶液剤、ならびに懸濁剤、可溶化剤、増粘剤、安定化剤、および防腐剤を含むことがで
きる水性および非水性の無菌懸濁剤が挙げられる。パッケージされている核酸の調合物は
、容器（例えば、アンプルおよびバイアル）に密封された単回用量または多回用量におい
て提供され得る。
【０５２４】
　非経口投与および静脈内投与は投与の好ましい方法である。特に、天然アミノ酸相同物
治療に関してすでに使用中の投与の経路（ＥＰＯ、ＧＣＳＦ、ＧＭＣＦＳ、ＩＦＮ、イン
ターロイキン、抗体および／または任意の他の薬学的に送達されるタンパク質にとって使
用される経路が挙げられるが、これらに限定されない）が、現在使用中の調合物と共に、
本発明のポリペプチドにとっての投与および調合物の好適な経路を提供する。
【０５２５】
　本発明に照らして、患者に投与される用量は、長期間にわたる患者に有益な治療応答（
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病原体による感染を阻害することが挙げられるが、これに限定されない）、または他の好
適な活性を示すために十分な用途に依存する量である。用量は、特定のベクターもしくは
調合物の有効性、および採用される非天然アミノ酸ポリペプチドの安定性もしくは血中半
減期、および患者の状態、これらと同様に処置される動物の体重または体表面積によって
決定される。また、用量の大きさは、特定の患者における特定のベクターまたは調合物な
どの投与に付随する任意の副作用の存在、性質および程度によって決定される。
【０５２６】
　疾患（がん、遺伝性疾患、糖尿病またはＡＩＤＳなどが挙げられるが、これらに限定さ
れない）の処置または予防において投与されるベクターまたは調合物の有効量の決定にお
いて、医師は、循環血漿濃度、調合物の毒性、疾患の進行、および／または（該当する場
合に）抗非天然アミノ酸ポリペプチド抗体の産生を評価する。
【０５２７】
　例えば７０キログラムの患者に対して、投与される用量は、関連する組成物の変化され
ている活性または血中半減期に関して調節される、現在使用されている治療タンパク質の
用量と典型的に等しい範囲にある。本発明のベクターは、任意の従来公知の療法（抗体投
与、ワクチン投与、細胞毒性剤の投与、天然アミノ酸ポリペプチドの投与、核酸の投与、
ヌクレオチド類似物の投与、および生体応答の調節剤の投与などが挙げられる）による障
害の処置を補い得る。
【０５２８】
　投与に関して、本発明の調合物は、関連調合物のＬＤ－５０によって、および／または
患者の集団および全体的な健康状態に対して適用されるような（これが挙げられるが、限
定されない）、種々の条件における非天然アミノ酸ポリペプチドの任意の副作用の観察に
よって、決定される割合において投与される。投与は単回用量または分けられた用量を介
して達成され得る。
【０５２９】
　調合物の注入を受ける患者が熱を出すか、寒気を覚えるか、または筋肉痛を覚える場合
には、その患者は、適量のアスピリン、イブプロフェン、アセトアミノフェン、または他
の痛覚／熱制御薬を受ける。注入に対する反作用（例えば熱、筋肉痛および悪寒）を経験
する患者は、さらなる注入の３０分前に、アスピリン、アセトアミノフェンまたは（これ
が挙げられるが、限定されない）ジフェンヒドラミンのいずれかを用いて前投与される。
メペリジンは、解熱剤および抗ヒスタミン剤にすぐに反応しないひどい悪寒および筋肉痛
に対して使用され得る。細胞注入は、反作用の重篤度に依存して速度を落とされるか、ま
たは中断される。
【０５３０】
　本発明のネコ科のＥＰＯポリペプチドは、哺乳類の対象に対して直接に投与され得る。
投与は、対象に対するｆＥＰＯの導入に通常に使用される経路のうちいずれかによる。本
発明の実施形態に係るｆＥＰＯポリペプチド組成物としては、経口、直腸、局所、吸入（
エアロゾルを介した吸入が挙げられるが、これに限定されない）、頬側（舌下が挙げられ
るが、これに限定されない）、膣、非経口（皮下、筋肉内、皮内、間接内、胸膜内、腹腔
内、大脳内、動脈内、胸膜内または静脈内が挙げられるが、これに限定されない）、局所
（すなわち、皮膚および気道の表面を含む粘膜の表面の両方）および経皮の投与に好適な
それらが挙げられるが、所定の場合のいずれかにおける最も好適な経路は、処置される性
質および重篤度に依存する。投与は、局所的であるか、または全身性であるかのいずれか
であり得る。化合物の調合物は、容器（例えば、アンプルおよびバイアル）に密閉された
単回用量または多回用量に存在し得る。本発明のｆＥＰＯポリペプチドは、薬学的に受容
可能な担体を伴った、単回用量の形態（溶液剤、懸濁剤、または乳剤が挙げられるが、こ
れらに限定されない）における混合物に調製され得る。また、本発明のｆＥＰＯポリペプ
チドは、連続的な注入（浸透圧ポンプといったミニポンプを用いた注入が挙げられるが、
これに限定されない）、単回の大量瞬時投与、または緩徐に放出する徐放性製剤調合物に
よって投与され得る。
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【０５３１】
　投与に好適な調合物としては、抗酸化剤、緩衝液、静菌剤、および調合物に等張性を与
える溶液を含有できる水性および非水性の溶液剤、等張無菌溶液剤、ならびに懸濁剤、可
溶化剤、増粘剤、安定化剤および防腐剤を含むことができる水性および非水性の無菌懸濁
剤が挙げられる。溶液剤および懸濁剤は、これまでに記載したような、無菌の粉末、顆粒
、および錠剤から調製され得る。
【０５３２】
　本発明の薬学的組成物は、薬学的に受容可能な担体を含み得る。薬学的に受容可能な担
体は、投与される特定の組成物によって、これと同様に、組成物の投与に使用される特定
の方法によって、部分的に決定される。したがって、本発明の薬学的組成物の広範な好適
な調合物（薬学的に受容可能な担体、賦形剤、または安定化剤を任意に含む）がある（例
えば、Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17th ed. 1985）を参照すればよい）。
【０５３３】
　好適的な担体としては、リン酸塩、ホウ酸塩、ＨＥＰＥＳ、クエン酸塩および他の有機
酸を含有する緩衝液；抗酸化剤（アスコルビン酸が挙げられる）；低分子量ポリペプチド
（１０残基未満のそれらが挙げられる）；タンパク質（血清アルブミン、ゼラチン、また
は免疫グロブリンが挙げられる）；親水性ポリマー（ポリビニルピロリドンが挙げられる
）；アミノ酸（グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン、またはリジンが挙げ
られる）；単糖類、２糖類、他の糖（グルコース、マンノース、またはデキストリンが挙
げられる）；キレート剤（ＥＤＴＡが挙げられる）；２価の金属イオン（亜鉛、コバルト
、または銅が挙げられる）；糖アルコール（マンニトールまたはソルビトールが挙げられ
る）；塩形成対イオン（ナトリウムが挙げられる）；および／または非イオン性界面活性
剤（Tween（商標）、Pluronics（商標）またはＰＥＧが挙げられる）が挙げられる。
【０５３４】
　また、本発明のｆＥＰＯポリペプチド（これらに限定されないが、ＰＥＧといった水溶
性ポリマーに対して連結されるそれらが挙げられる）は、徐放性の系の一部によってか、
または一部として投与され得る。徐放性組成物としては、これに限定されないが、成形さ
れた製品の形態（これらに限定されないが、フィルム、またはマイクロカプセルが挙げら
れる）における半透過性のポリマーマトリクスが挙げられる。徐放性のマトリクスとして
は、生体適合性材料から得られるもの（例えば、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリレ
ート）（Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 (1981); Langer, Chem.
 Tech., 12: 98-105 (1982)）、エチレンビニルアセテート（上述のLanger et al）また
はポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシブチル酸（欧州特許出願公開第１３３，９８８号）
、ポリラクチド（ポリ酪酸）（米国特許第３，７７３，９１９号；欧州特許出願公開第５
８，４８１号）、ポリグリコリド（グリコール酸のポリマー）、ポリラクチド－コ－グリ
コリド（酪酸およびグリコリドの共ポリマー）のポリ無水物、Ｌ－グルタミン酸およびガ
ンマ－エチル－Ｌ－グルタミン酸塩の共ポリマー（U. Sidman et al., Biopolymers, 22,
 547-556 (1983)）、ポリ（オルト）エステル、ポリペプチド、ヒアルロン酸、コラーゲ
ン、硫酸コンドロイチン、カルボキシル酸、脂肪酸、リン脂質、多糖、核酸、ポリアミノ
酸、アミノ酸（例えば、フェニルアラニン、チロシン、イソロイシン）、ポリヌクレオチ
ド、ポリビニルプロピレン、ポリビニルピロリドンならびにシリコン）が挙げられる。ま
た、徐放性組成物としては、リポソームに取り込まれる化合物が挙げられる。化合物を含
有するリポソームは、それ自体が公知の方法によって調製される（独国特許出願公開第３
，２１８，１２１号；Eppstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82: 3688-369
2 (1985)；Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 77: 4030-4034 (1980)；欧
州特許出願公開第５２，３２２号；欧州特許出願公開第３６，６７６号；欧州特許出願公
開第８８，０４６号；欧州特許出願公開第１４３，９４９号；欧州特許出願公開第１４２
，６４１号；日本国出願公開第８３－１１８００８号；米国特許第４，４８５，０４５号
および米国特許第４，５４４，５４５号；および欧州特許出願公開第１０２，３２４号）
。
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【０５３５】
　リポソームに取り込まれたｆＥＰＯポリペプチドは、例えば、独国特許出願公開第３，
２１８，１２１号；Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82: 3688-3692 (
1985)；Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 77: 4030-4034 (1980)；欧州特
許出願公開第５２，３２２号；欧州特許出願公開第３６，６７６号；欧州特許出願公開第
８８，０４６号；欧州特許出願公開第１４３，９４９号；欧州特許出願公開第１４２，６
４１号；日本国出願第８３－１１８００８号；米国特許第４，４８５，０４５号および米
国特許第４，５４４，５４５号；および欧州特許出願公開第１０２，３２４号に記載され
ている方法によって調製され得る。組成物およびリポソームの大きさは、公知であるか、
または経験的に当業者によって容易に決定され得る。リポソームのいくつかの例が、例え
ば、Park JW, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1327-1331 (1995) ；Lasic D an
d Papahadjopoulos D (eds): MEDICAL APPLICATIONS OF LIPOSOMES (1998)；Drummond DC
, et al., Liposomal drug delivery systems for cancer therapy, in Teicher B (ed):
 CANCER DRUG DISCOVERY AND DEVELOPMENT(2002)；Park JW, et al., Clin. Cancer Res.
 8:1172-1181 (2002); Nielsen UB, et al., Biochim. Biophys. Acta 1591(1-3):109-11
8 (2002)；Mamot C, et al., Cancer Res. 63: 3154-3161 (2003)に記載されている。
【０５３６】
　本発明に照らして、患者に対して投与される用量は、長期間にわたって対象に有益な応
答を引き起こすに十分な量であるべきである。一般的に、投与ごとに非経口的に投与され
る本発明のｆＥＰＯの治療有効量の総計は、患者の体重の約０．０１ｕｇ／ｋｇ／日から
約１００ｕｇ／ｋｇ／日、または約０．０５ｍｇ／ｋｇ／日から約１ｍｇ／ｋｇ／日の範
囲であるが、これは治療の自由裁量にしたがう。また、投与の頻度は、治療の自由裁量に
したがい、ヒトにおける利用を承認されている市販のＥＰＯ産物よりも、高い頻度であり
得るか、または低い頻度であり得る。一般的に、本発明のＰＥＧ付加ｆＥＰＯポリペプチ
ドは、上述の投与経路のうちのいずれかによって投与され得る。
【０５３７】
　ＸＶＩ．本発明のｆＥＰＯポリペプチドの治療的な使用
　本発明のｆＥＰＯポリペプチドは広範な疾患の処置に有効である。本発明のｆＥＰＯ産
物の投与はヒトにおける赤血球形成を起こす。ｆＥＰＯ糖タンパク質産物を含んでいる薬
学的組成物は、単独にか、または障害または疾患の一部として低いか、または不完全な赤
血球産生によって特徴付けられている血液疾患にかかっているヒト患者に対する種々の方
法による投与にとって有効な力価に調合され得る。ｆＥＰＯ糖タンパク質産物の量の平均
は、変化し得、特に熟練の医師による推奨および処方に基づくべきである。ｆＥＰＯの正
確な量は、処置される障害の正確な種類、処置される患者の状態、および組成物における
他の成分といった要因に依存する優先度の問題である。したがって、本発明のｆＥＰＯが
使用されて、赤血球細胞の産生を刺激し得、低下した赤血球レベルを修正し得る。赤血球
細胞レベルは貧血に起因して最も一般的に低下する。本発明によって処置可能な状態とし
ては、腎機能の低下又は損失（慢性腎不全）に関連する貧血、骨髄抑制性の治療（例えば
化学療法薬または抗ウイルス薬（ＡＺＴなど））に関連する貧血、非骨髄性腫瘍の進行に
関連する貧血、およびウイルス感染（ＨＩＶなど）に関連する貧血がが挙げられる。また
、健康な個体における貧血を引き起こし得る状態（例えば外科手術中に予想される血液の
損失など）を処置可能である。また、ｆＥＰＯを用いて処置可能な任意の状態は、本発明
のＰＥＧ：ｆＥＰＯの抱合体を用いて一般的に処置され得る。また、本発明は、処置中の
赤血球新生の増加を維持するための鉄の治療有効量の投与を提供する。与えられる量はｆ
ＥＰＯを用いた療法に基づいて当業者によって容易に決定され得る。
【０５３８】
　ＸＶＩＩ．実施例
　以下の実施例は、例証のために提供されているのであり、請求されている本発明を限定
するものではない。
【０５３９】
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　〔実施例１〕
　本実施例において、天然にコードされていないアミノ酸の、ｆＥＰＯへの組込み部位を
選択するための、見込みのある多くの基準のうちのいくつかについて説明する。
【０５４０】
　本実施例では、ｆＥＰＯ内の好ましい部位が天然にコードされていないアミノ酸の導入
のためにどのように選択されたかについて証明されている。ｆＥＰＯの二次構造に関する
分子モデリングおよび公知の情報を使用して、１つ以上の天然にコードされていないアミ
ノ酸が導入される好ましい位置を決定した。他のｆＥＰＯの構造、およびｆＥＰＯに関す
る公知の結晶構造の情報を利用して、結晶構造のデータセット間における一次、二次、三
次の構造要素の見込みのある異形について試験した。これらの構造に関する同等物（coor
dinates）は、Protein Data Bank（ＰＤＢ）（Bernstein et al. J. Mol. Biol. 1997, 1
12, pp 535）からか、またはhttp://www.rcsb.orgにおけるThe Research Collaboratory 
for Structural Bioinformatics PDBを介して利用可能である。構造モデル1CN4は、１２
４～１３０位の残基、Ｎ末端のＡ１、ならびにＣ末端のＴ１６３、Ｇ１６４、Ｄ１６５お
よびＲ１６６の残基を除いて（結晶に障害を来たすので除外されている）、ｆＥＰＯの成
熟した１８ｋＤａの配列の全体を含んでいる。Ｃ７およびＣ１６１、ならびにＣ２９およ
びＣ３３によって形成されている２つのジスルフィド架橋が存在している。
【０５４１】
　本実施例において使用された配列の番号付与は、配列番号２および配列番号４に示され
ている成熟ｆＥＰＯ（１８ｋＤａバリアント）のアミノ酸配列にしたがっている。
【０５４２】
　本実施例において、天然にコードされていないアミノ酸の、ｆＥＰＯへの組込み部位を
選択するための、見込みのある多くの基準のうちのいくつかについて説明する。以下に記
載の基準を用いて、天然にコードされていないアミノ酸（例えば、ｐ－アセチル－フェニ
ルアラニン（ｐＡＦ））の部位特異的な組込みに利用されるアミノ酸位置は、以下：５３
位、５５位、１１６位、８９位、７２位、８６位、１２８位、１２９位、１３０位、１３
１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、３１位、１６３位、１２０位、７６位
、２４位、３８位、３７位、４９位、８３位、２１位、３６位の位置である。種々のＥＰ
Ｏの結晶構造を利用して、天然にコードされていないアミノ酸が導入され得る好ましい位
置を決定する。これらの構造に関する同等物はProtein Data Bank（ＰＤＢ）からか、ま
たはhttp://www.rcsb.orgにおけるThe Research Collaboratory for Structural Bioinfo
rmatics PDBを介して利用可能である（PDB、PDBのID：1CN4、1EERおよび1BUY）。Ｘ線結
晶構造の情報を使用して、Ｃｘプログラム（Pintar et al. Bioinformatics, 2002, Vol.
 18, p 980）を用いたｆＥＰＯ分子に対する溶媒の接触可能性の算出を実施する。すべて
の原子の溶媒に対する接触可能性を算出し、各アミノ酸残基に関するＣｘの平均値を決定
した。それらは図８および９に示されている。以下の基準を使用して天然にコードされて
いないアミノ酸の導入に関してｆＥＰＯの各位置を評価した。（ａ）ｆＥＰＯの構造解析
ならびに1CN4、1EERおよび1BUY（ｈＥＰＯｂｐと抱合されているｈＥＰＯの結晶構造）に
基づいて、ｆＥＰＯｂｐの結合を妨げない残基、（ｂ）アラニンスキャニング変異生成（
Bittorf, T. et al. FEBS, 336:133-136 (1993), Wen, D., et al.JBC, 269:22839-22846
 (1994), and Elliot, S. et al. Blood, 89:493-502 (1997)）によって影響されない残
基、（ｃ）表面露出している残基であって、周囲の残基との最小のファンデルワールス力
または水素結合相互作用を意味する最大のＣｘを示す残基（(Bittorf, T. et al. FEBS, 
336:133-136 (1993), Wen, D., et al.JBC, 269:22839-22846 (1994)）、（ｄ）ｆＥＰＯ
バリアントにおいて欠失されているか、または変異性である残基、（ｅ）天然にコードさ
れていないアミノ酸を用いた置換によって保存的な変化を生じる残基、ならびに（ｆ）柔
軟性の非常に高い領域（ＣＤループが挙げられるが、これに限定されない）または構造的
に堅固な領域（ヘリックスＢが挙げられるが、これに限定されない）に見られる残基。さ
らに、Ｃｘプログラム（Pintar et al. Bioinformatics, 18, pp 980）を用いたさらなる
算出をｆＥＰＯに対して実施して、各タンパク質の原子に関する突出の程度を評価した。



(130) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

結果として、いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸は、ｆＥ
ＰＯの以下：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、２位、３位、４位、７位、８位、９
位、１０位、１３位、１７位、２０位、２１位、２４位、２５位、２７位、３０位、３１
位、３２位、３４位、３６位、３７位、３８位、４０位、４３位、４９位、５０位、５２
位、５３位、５４位、５５位、５６位、５８位、６５位、６８位、６９位、７２位、７５
位、７６位、７９位、８０位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８
位、８９位、９０位、９２位、９３位、１１０位、１１１位、１１５位、１１６位、１１
７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２
５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３
３位、１３４位、１３６位、１３９位、１５９位、１６１位、１６２位、１６３位、１６
４位、１６５位、１６６位、１６７位（すなわちタンパク質のカルボキシル）またはこれ
らの組合せの位置（これらに限定されない）の１つ以上に置換されている。
【０５４３】
　ｆＥＰＯアンタゴニストの生成のためのいくつかの部位としては、１０位、１１位、１
４位、１５位、９６位、９７位、１００位、１０３位、１０４位、１０７位、１１０位が
挙げられる。アゴニスト設計の基準ｃ～ｅを利用してこれらの部位を選択した。また、ア
ゴニストの設計は、ｆＥＰＯｂｐに対する結合親和性を増大させるために、ＳｉｔｅＩの
部位特異的な修飾を含み得る。
【０５４４】
　図３～９はモデリングおよび位置の選択を示している。図８は、いくつかの実施形態に
おいて、天然にコードされていないアミノ酸が、ｆＥＰＯの以下：５３位、５５位、１１
６位、８９位、７２位、８６位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、
１３３位、１３４位、１３５位、３１位、１６３位、１２０位またはこれらの組合せの位
置（これらに限定されない）に置換されていることを示している。図９は、いくつかの実
施形態において、天然にコードされていないアミノ酸が、ｆＥＰＯの以下：５３位、５５
位、７６位、２４位、１１６位、３８位、８９位、３７位、７２位、８６位、４９位、８
３位、２１位、３６位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位
またはこれらの組合せの位置（これらに限定されない）に置換されていることを示してい
る。
【０５４５】
　〔実施例２〕
　本実施例において、修飾されているｆＥＰＯポリペプチドのE. coliにおけるクローニ
ングおよび発現の詳細について説明する。
【０５４６】
　本実施例において、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯポリペプ
チドが、E. coliにおいていかにして発現され得るのかについて証明する。ｆＥＰＯをコ
ードしているヌクレオチド配列は、Matthews et al., (1996) PNAS 93:9471-76に記載の
ように一般的に生成される。胎児の肝、成体の肝、胎児の腎および成体の腎のｃＤＮＡラ
イブラリが全長および成熟のｆＥＰＯをコードしているｃＤＮＡをクローニングするライ
ブラリであり、胎児の肝が最も良好な結果を生じる。全長および成熟のｆＥＰＯをクロー
ニングするために使用されるプライマーは当業者に公知のプライマーであり得、当該プラ
イマーとしては：
5’cagttacatatgggagttcacgaatgtcctgcctgg3’（配列番号２１）；および
5’cagttacatatgctccaccaagattaatctgtg3’（配列番号２２）が挙げられる。このクロー
ニングに使用され得る３’プライマーの一例は5’ctgcaactcgagtcatctgtcccctgtcctgcag3
’（配列番号２３）である。クローニングのための反応条件は、２分間にわたる９４℃、
３０秒間にわたる９４℃、１分間における５０℃、２分間にわたる７２℃の３０サイクル
、および７分間にわたる７２℃、これに続く４℃の反応停止であり得る。ｆＥＰＯ（全長
のｆＥＰＯ、Ｎ末端シグナル配列およびＳＮＰを欠いているＥＰＯの成熟形態が挙げられ
る）をコードしている分子を同定する。全長および成熟のｆＥＰＯをコードしているｃＤ
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ＮＡは、クローニングおよび発現のためのアミノ酸配列を変更しない配列の最適化に続い
て、発現ベクター（例えば、ｐＢＡＤ、ＨＩＳｃおよびｐＥＴ２０ｂ発現ベクター）に挿
入され得る。
【０５４７】
　直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）および直交性のアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（Ｏ
－ＲＳ）を含んでいる導入された翻訳系を使用して、天然にコードされていないアミノ酸
を含んでいるｆＥＰＯを発現させる。Ｏ－ＲＳは、天然にコードされていないアミノ酸と
ともにＯ－ｔＲＮＡを優先的にアミノアシル化する。上記翻訳系は、セレクターコドンに
応じて天然にコードされていないアミノ酸をｆＥＰＯへ順に挿入する。以下の表（表２）
は、全長および成熟の両方のｆＥＰＯの配列、ならびにＯ－ＲＳおよびＯ－ｔＲＮＡの配
列のうち、これらの実施例において使用されたいくつか、ｈＥＰＯとともに使用され、お
よびｆＥＰＯとともに使用され得るか、もしくはｆＥＰＯをともなう使用のために最適化
され得る他のものを含んでいる。
【０５４８】
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【表２】

【０５４９】
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【表３】

【０５５０】
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【表４】

【０５５１】
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【表５】

【０５５２】
【表６】

【０５５３】
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【表７】

【０５５４】
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【表８】

【０５５５】
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【表９】

【０５５６】
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【表１０】

【０５５７】
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【表１１】

【０５５８】
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【表１２】

【０５５９】
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【表１３】

【０５６０】
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【表１４】

【０５６１】
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【表１５】

【０５６２】
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【表１６】

【０５６３】
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【表１７】

【０５６４】
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【表１８】

【０５６５】
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【表１９】

【０５６６】
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【表２０】

【０５６７】
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【表２１】

【０５６８】
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【表２２】

【０５６９】
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【表２３】

【０５７０】
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【表２４】

【０５７１】
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【表２５】

【０５７２】
　修飾されているｆＥＰＯ遺伝子および直交性のアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素／ｔＲＮ
Ａ対（所望の天然にコードされていないアミノ酸に特異的である）プラスミドを用いたE.
 coliの形質転換によって、天然にコードされていないアミノ酸の、ｆＥＰＯポリペプチ
ドへの部位特異的な組込みが可能になる。０．０１～１００ｍＭの特定の天然にコードさ
れていないアミノ酸を含んでいる培地を用いた３７℃において成長させた、形質転換され
たE. coliは、高い正確さおよび効率を有して、修飾されているｆＥＰＯを発現する。天
然にコードされていないアミノ酸を含んでいるＨｉｓタグつきのｆＥＰＯを、封入体また
は凝集物としてE. coli宿主細胞によって生成させる。６ＭのグアニジンＨＣｌの変性条
件において凝集物を可溶化し、親和性精製する。５０ｍＭのＴＲＩＳ－ＨＣｌ（ｐＨ８．
０）、４０μＭのＣｕＳｏ４および２％（ｗ／ｖ）のSarkosyl、４℃における一晩にわた
る透析によってリフォールディングを行う。それから、２０ｍＭのＴＲＩＳ－ＨＣｌ（ｐ
Ｈ８．０）、１００ｍＭのＮａＣｌ、２ｍＭのＣａＣｌ２に対して材料を透析し、Ｈｉｓ
タグを除去する。Boissel et al., (1993) 268:15983-93を参照すればよい。ｆＥＰＯの
精製方法は、当該分野において公知であり（Nahri et al., (1991) JBC, Vol 266, pp 23
022-23026；Narhi et al., (2001) Protein Engineering, Vol14, pp 135-140；Darling 
et al., (2002) Biochemistry Vol 41, pp 14524-14531；Boissel et al., (1993) 268:1
5983-93；および国際公開第号００３２７７２号）、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウエスタンブロ
ット解析、またはエレクトロスプレーイオン化質量分析によって確認される。
【０５７３】
　〔実施例３〕
　ネコエリスロポエチンタンパク質（ｆＥＰＯ）を発現する、本発明に係る抑制発現のＤ
ＮＡ発現ベクターを構築した。
【０５７４】
　（Ａ．発現ベクターの構成）
　図２５に示されている発現コンストラクトは、同系のｔＲＮＡ合成酵素によってｐ－ア
セチルフェニルアラニンを挿入可能なｔＲＮＡ転写物をコードしている、８コピーのハイ
ブリッドｔＲＮＡを含んでいる。ｔＲＮＡ遺伝子の各コピーは、Ｈ１プロモータ領域、ｔ
ＲＮＡ配列およびポリメラーゼＩＩＩ転写終結シグナルを含んでいる。



(155) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

【０５７５】
　一過性のトランスフェクションの後にＣＯＳ細胞における発現コンストラクト（ベクタ
ー）の複製を容易にするシミアンウイルスＳＶ４０の複製開始点が、ｔＲＮＡ遺伝子に続
いて配置されている。
【０５７６】
　この場合ではネコＥＰＯのコーディング領域である所望の遺伝子配列の発現カセットが
、これらの後に配置されている。発現カセットにおける一番目は、伝達暗号を発現させる
ヒトサイトメガロウイルスプロモータ（ＣＭＶ）である。このコンストラクトにおける伝
達暗号は、天然のシグナルペプチド（Ｎａｔ　Ｌ）の後に続いているネコエリスロポエチ
ン（ｆＥＰＯ）をコードしている。伝達暗号の後にはウシ成長因子のポリアデニル化シグ
ナル（ＢＧＨ）が続いている。
【０５７７】
　その後に、マウスのベータグロブリンのメジャープロモータ（ベータ）から始まる発現
カセットが配置されており、内部リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）によってそれぞれ隔て
られているマウスのジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）およびサルモネラのネオマイシン
リン酸転移酵素遺伝子（Ｎｅｏ）が、最適化されているE. coliのアセチルフェニルアラ
ニンｔＲＮＡ合成酵素（ＯｐｔＥｃＡＦＲＳ）をコードしている配列の発現を促進するよ
うに、当該カセット内に配置されている。Ｎｅｏ配列の後にはＳＶ４０の初期ポリアデニ
ル化シグナル（ＳＶ）が続いている。
【０５７８】
　また、ベクターは、細菌における複製に必要な配列（ｃｏｌＥの複製開始点（ｐＵＣ　
Ｏｒｉ）、およびアンピシリン耐性を付与するベータラクタマーゼ遺伝子が挙げられる）
を含んでいる。
【０５７９】
　ＥＭＣＶは市販されており、ｃＤＮＡはウイルスゲノム内におけるＩＲＥＳ領域に対し
て商業的に合成された。ＤＮＡを増幅し、コーディングドメインの間への挿入に好適な５
’末端および３’末端を付加するために、そのｃＤＮＡのＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応
）増幅を行った。８３４～８３６位（Genebankの受入れ番号：ＮＣ－００１４７９）にお
けるＡＴＧの３ヌクレオチドをＤＨＦＲおよびＮｅｏ配列の開始コドンとして使用した。
【０５８０】
　ＩＲＥＳの下流にあるオープンリーディングフレームの翻訳が上流にあるオープンリー
ディングフレームの翻訳（５’キャップによって開始される翻訳）よりも効率が低くなる
ことが文献に示されているので、ＤＨＦＲおよびＮｅｏ遺伝子を独立したＩＲＥＳエレメ
ントの直後に配置する方策を採って、クローン選択を容易にするために優勢な選択マーカ
ーを選択的に損なわせた。
【０５８１】
　抑制発現ベクターの２つの型を生成し、Ｌｕｃｙ　Ｌ（図２５）およびＩｒｗｉｎ（図
２６）と名づけた。Ｌｕｃｙ　Ｌは、８コピーのｔＲＮＡ遺伝子、第２のＩＲＥＳおよび
Ｎｅｏ遺伝子を含んでいる。Ｇ４１８を用いた処理を介して細胞のゲノムに安定して統合
されているプラスミドの選択を可能にするために、Ｎｅｏ遺伝子を含めている。一方で、
Ｉｒｗｉｎは４コピーのｔＲＮＡのみを含んでおり、第２のＩＲＥＳおよびＮｅｏを欠い
ている。したがって、Ｉｒｗｉｎは、サイズがより小さくなり、タンパク質産生の実験レ
ベルの生成のために抑制されているタンパク質の一過性発現にとってより好適である。
【０５８２】
　図２８に示されている遺伝子地図のベクターである“ＩｒｗｉｎにおけるＮａｔ　Ｌ　
ＢＢ－Ｏｐｔｉ　ＦＥＰＯ”を、一過性のトランスフェクション手順を用いてＣＨＯ－Ｓ
細胞にトランスフェクションした。当該ベクターの配列は、表３に説明されており、ネコ
ＥＰＯタンパク質をコードしておりかつ抑制エレメントを含んでいる。ｆＥＰＯの野生型
および２２のバリアントを用いて同時にこれらのトランスフェクションを行った。当該バ
リアントにおいて、ｆＥＰＯの生物活性およびグリカン構造を維持するような様式におい
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て抑制を受けるように、アンバーコドンがコーディング領域内に配置されている。ｆＥＰ
Ｏの２２のバリアントは図３０に示されているバリアント（Ｋ５２、Ｑ８６、Ｅ８９、Ｅ
３１、Ｅ２１、Ｅ３７、Ｒ１３１、Ｋ１１６、Ｆ１３３、Ｌ１３０、Ｒ５３、Ｙ４９、Ｔ
１３２、Ａ１、Ｓ１２０、Ｒ７６、Ｐ１２９、Ｓ３６、Ｄ５５、Ａ１２８、Ｅ７２、Ｒ１
６３）を含んでいる。実験結果から、野生型配列の良好な発現、および２２の異なるバリ
アントの大きく変化している抑制発現が示されているが、２２のバリアントのうち少なく
とも１９はＥＬＩＳＡによって検出可能な発現を示した。したがって、本発明の抑制発現
コンストラクトの具体例は、種々の位置に配置されているアンバー抑制コドンを用いて所
望の遺伝子配列を発現すると予想される。
【０５８３】
　ｆＥＰＯの一過性発現を使用して、このタンパク質の生成におけるいくつかの技術的な
試みに適応させ得る。当該タンパク質は、例えばｐＨ４付近の等電点およびｆＥＰＯの高
い糖鎖付加（総量の４０％を超える）を有しており、したがってこれまでのものに代わる
化学的性質および発現系が使用され得る。
【０５８４】
　〔実施例４：Ｇ４１８　抵抗性細胞株の生成〕
　本実施例における抑制発現コンストラクトは、通常のアラニン残基を置換する１位の残
基に位置しているアンバーコドンを用いて修飾されているネコＥＰＯタンパク質をコード
している。図３に示されている遺伝子地図のこの発現コンストラクトは、“Ｌｕｃｙ　Ｆ
におけるＮａｔ　Ｌ　ＢＢ－Ｏｐｔｉ　ＦＥＰＯ”と呼ばれる。この発現コンストラクト
の配列は図４に説明されている。
【０５８５】
　Ｌｕｃｙ　ＦにおけるＮａｔ　Ｌ　ＢＢ－Ｏｐｔｉ　ＦＥＰＯ（Ａ１にアンバーコドン
を含んでいる）を用いて、ＣＨＯ－ＤＧ４４の親細胞株をトランスフェクションした。９
６ウェルプレートごとの４×１０６のＣＨＯ細胞につき、０．５、１．０または２．０ｕ
ｇの直鎖状のＤＮＡを用いてトランスフェクションした。ネオマイシン耐性マーカーをコ
ードしている発現コンストラクトおよびＧ４１８を含んでいる培地（ＣＨＯ－Ｓ－ＳＦＭ
　ＩＩ＋ＨＴ）によって、安定にトランスフェクションされた細胞の優性な選択を行った
。
【０５８６】
　生存していたウェルを同定し、小規模（５０ｍｌ）の振とう培養に展開し、細胞の生産
性をＥＬＩＳＡによって評価した。容易に検出可能な分泌ｆＥＰＯを生成している、種々
のＧ４１８耐性細胞単離体が得られた。特に５Ｂ５および１５Ｂ３の２つについて、３～
４日においてそれぞれ０．０７および０．１ｍｇ／Ｌ、または０．０３ピコグラム／細胞
／日（ｐｃｄ）を産生していることが特定された。ＳｔｅｍＣｅｌｌ　ＥＰＯ　ＥＬＩＳ
Ａ　ＫＩＴ－ヒトエリスロポエチンに関する免疫アッセイ、カタログ番号０１６３０を用
いて、分泌ｆＥＰＯを検出した。
【０５８７】
　〔実施例５：ゲノム増幅による発現の増強〕
　Ｌｕｃｙ　Ｆの抑制発現系は、マウスのＤＨＦＲ遺伝子をコードしている発現カセット
を含んでいる。発現のために使用されたＣＨＯ－ＤＧ４４親細胞株がＤＨＦＲの酵素活性
を完全に欠いている（二重欠失）ので、統合されている標的遺伝子（マウスのＤＨＦＲ）
の増幅は、メトトレキセート（ＭＴＸ）を含んでいる培地における選択成長によって可能
である。この増幅の間に、直接的に連結されているタンパク質の遺伝子（本実施例におけ
るｆＥＰＯ）が同時に増幅される。このようにして、増加している量のｆＥＰＯを生成し
ている細胞株の単離が可能である。Ｇ４１８耐性の細胞株の１回目の選択を５ｎＭのＭＴ
Ｘにおいて実施する。それから最も高い産生株（ＥＬＩＳＡによって決定される）を同定
し、性質決定する。
【０５８８】
　ｆＥＰＯ　Ｇ４１８耐性の細胞系統である５Ｂ５および１５Ｂ３を５ｎＭのＭＴＸ増幅
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に供した。抑制発現レベルは、いずれの場合にも増幅に続いて上昇し、以下に挙げられて
いる。
【０５８９】
【表２６】

【０５９０】
　上記表からわかるように、５ｎＭのＭＴＸ増幅における発現レベルはおおよそ３～５倍
に上昇している。ＭＴＸの濃度を上げた続く増幅では、生産性がさらに上昇していると予
想される。
【０５９１】
　〔実施例６〕
　チャイニーズハムスターの卵巣細胞（ＣＨＯ）において２２のｆＥＰＯバリアントを発
現させた。ｔＲＮＡおよびＲＳを含んでいる発現ベクター内にｆＥＰＯのバリアントを挿
入した。ｔＲＮＡおよびＲＳを含んでいない発現ベクター内に野生型のｆＥＰＯを挿入し
た。企業によって開発されたトランスフェクション法を用いて、プラスミド（ｆＥＰＯの
バリアントおよび野生型）を、ｐＡＦありまたはなしのＣＨＯ細胞にトランスフェクトし
た。
【０５９２】
　（野生型のｆＥＰＯおよびｆＥＰＯのバリアントの一過性発現の方法）
　Polyscienceから入手した２５ｋＤａの直鎖状のポリエチレンイミン（ＰＥＩ）の溶液
を蒸留水において１ｍｇ／ｍｌに調製し、ｐＨを７．２に調整し、使用する前に０．２２
μｍのフィルタを用いてろ過滅菌した。
【０５９３】
　グルタミンを補ったCHO FreeStyle培地にＣＨＯ細胞（Invitrogen）を維持した。Corni
ngから入手した１２５ｍｌの三角フラスコに３０ｍＬの培養物を準備した。トランスフェ
クションの前日に細胞を０．５×６ｍｌに播いた。トランスフェクションの前に、成長培
地を用いて細胞密度を１×１０６／ｍＬに調整した。トランスフェクションの前に、１ｍ
Ｍのパラ－アセチル－フェニルアラニンを加えた。３７μｇのＤＮＡをＲＰＭＩ培地に溶
解させ、それからＤＮＡを含んでいるＲＰＭＩ培地に１ｍｇ／ｍＬのＰＥＩ溶液を７４μ
Ｌ加えた。これを１５分間にわたってインキュベートした。それから１２５ｍｌの三角フ
ラスコに入っている３０ｍｌの培養物にＤＮＡおよびＰＥＩの混合物を加えた。それから
３７℃のインキュベーターにフラスコを移した。トランスフェクションの７２時間後にヒ
トＥＬＩＳＡアッセイによって上清を定量化した。図３０はｐＡＦの存在下におけるｆＥ
ＰＯバリアントの抑制レベルを示している。
【０５９４】
　ｆＥＰＯの各バリアントは、ｐＡＦの位置によって変わる、異なるレベルにおいて抑制
された。Ｋ５２、Ｑ８６およびＥ８９はｐＡＦの存在下においてＥＬＩＳＡアッセイによ
って検出されなかった。ｐＡＦなしのｆＥＰＯバリアントはＥＬＩＳＡアッセイによって
検出されなかった。その機能に関して上清をＴＦ－１アッセイによって試験した。この実
験の結果は図３０に示されている。
【０５９５】
　〔実施例７〕
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　ＴＦ－１増殖アッセイおよびＴＦ－１機能的ｆＥＰＯアッセイが図１１～２４に示され
ている。成長培地の入っているＴ－７５フラスコに、一晩にわたってＴＦ－１細胞を１５
００００細胞／ｍｌの濃度に播き、アッセイの当日に５０ｕｌのアッセイ培地に入れて２
００００細胞／ウェルの濃度に細胞を播いた（図１１）。ＡＴＣＣからＴＦ－１細胞を購
入し、赤白血病患者の骨髄細胞から細胞株を確立した。細胞株は、ＩＬ－１、ＧＮｃｓｆ
、ＥＰＯおよびｆＥＰＯに対して成長依存性を示している。ｆＥＰＯに応じたＴＦ－１細
胞の増殖によって活性を測定する。増殖の程度をＷＳＴ－８によって測定する。細胞性の
ミトコンドリア脱水素酵素によるテトラゾリウム塩ｗｓｔ－８のホルマザンへの開裂は生
細胞数と直接的に比例している。４５０ｎｍにおける色素溶液の吸光度を測定することに
よって、生細胞によって生成されたホルマザン色素を定量する（図１３、図１６、図１９
、図２０、図２１）。図１３において、条件は、ウェルごとに４００００、３００００、
２００００および１００００の種々の密度に播いた細胞であった。４８時間および７２時
間の異なる２つのインキュベーション時間、異なる２つのｆＥＰＯ濃度（２５００ｎｇ／
ｍＬおよび５００ｎｇ／ｍＬ）、異なる２つの希釈手順（３×および２．５×）、ならび
に２４時間にわたってスタベーションした細胞およびスタベーションなしの細胞を使用し
た。これらの実験および機能アッセイの結果が図面および図面の説明に記載され、示され
ている。
【０５９６】
　〔実施例８：ネコエリスロポエチン（ｆＥＰＯ）の野生型およびパラ－アセチルフェニ
ルアラニン（ｐＡＦ）バリアントの精製、ならびにｐＡＦバリアントに対するポリ（エチ
レングリコール）の選択的な抱合〕
　ｆＥＰＯおよびｐＡＦバリアントの精製は、３つのカラムクロマトグラフィーステップ
：フェニルボロネート、アニオン交換および疎水性相互作用に続く濃縮および透析に関す
る。精製された材料を、ＰＥＧ付加の前に濃縮し、ＰＥＧ付加緩衝液に交換する。
【０５９７】
　ＵＦ／ＤＦ：MaterFlexポンプに接続されているSlice 200（Sartorius Stedim）システ
ムを用いて充填するクロマトグラフィーに先立って、細胞の培養上清を濃縮し、１０倍量
の５０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ８．５）に交換した。
【０５９８】
　（フェニルボロネート（ＰＢ）クロマトグラフィー）
　５０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ８．５）に平衡化されたPtoSep PBカラムを用いて負の捕
捉モードにおいてフェニルボロネート樹脂を実施した。材料を流動洗浄液（５０ｍＭのＨ
ＥＰＥＳ、ｐＨ８．５）に回収した。５０ｍＭのＨＥＰＥＳ、５０ｍＭのソルビトール、
ｐＨ８．５；５０ｍＭのＴｒｉｓ、６Ｍの尿素、ｐＨ８．５；および１００ｍＭの酢酸に
おける段階溶出を用いて不純物を除去した。
【０５９９】
　上述のようにアニオン交換クロマトグラフィーに充填する前に、PB流動から得られた材
料をＵＦ／ＤＦによって２０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ８．０に交換した。
【０６００】
　（アニオン交換クロマトグラフィー（ＡＥＸ））
　XK16カラムにおけるQ Sepharose High Performanceカラム（GE Healthcare、Piscatawa
y、NJ）を用いて１２０ｃｍ／時間の流速において材料を精製した。２０ｍＭのＴｒｉｓ
（ｐＨ８．０）において平衡化されたカラムに材料を充填した。直線的なＡＢ勾配を用い
て溶出を実施した。ここで、緩衝液Ａは２０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ８．０であり、緩衝液
Ｂは２０ｍＭのＴｒｉｓ、５００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ８．０である。固定容積の画分を
回収し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび抗ＥＰＯのＥＬＩＳＡによって分析した。
【０６０１】
　（疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ））
　ｆＥＰＯを含んでいるＡＥＸプールを３．５Ｍの硫酸アンモニウムにおいて希釈して、
１．５Ｍの終濃度の硫酸アンモニウムを得た。２０ＣＶの直線的なＡＢ勾配を用いて溶出
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を実施した。ここで緩衝液Ａは２０ｍＭのＴｒｉｓ、１．５Ｍの硫酸アンモニウム、ｐＨ
８．０であり、緩衝液Ｂは２０ｍＭのＴｒｉｓ、５０％（ｖ／ｖ）のエチレングリコール
、ｐＨ８．０である。固定容積の画分を回収し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび抗ＥＰＯのＥＬ
ＩＳＡによって分析した。
【０６０２】
　（ｆＥＰＯのｐＡＦバリアントのＰＥＧ付加）
　当該フラクションをプールし、VivaSpinカラム１００００ＭＷＣＯを用いて１回につき
１５０００×ｇにおいて１０分間にわたって～５ｍｇ／ｍｌまで濃縮した。サンプルを２
０ｍＭの酢酸ナトリウム、１ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ４．０に交換した。１２：１モルの割
合のＰＥＧ：タンパク質、２０ｋＤａＰＥＧオキシアミン（Sunbright ME200-CA）、およ
び酢酸を用いてｐＨ４．０に調整された１％（ｗ／ｖ）のアセトヒドラジドを用いて、Ｐ
ＥＧ付加を開始した。２８℃において＞１２時間にわたってＰＥＧ付加を実施し、ＳＤＳ
－ＰＡＧＥによって分析した（図３１、図３２、図３３）。３０ｋＤａのＰＥＧを用いて
バリアントＡ１をＰＥＧ付加し、４０ｋＤａのＰＥＧを用いてバリアントＹ４９をＰＥＧ
付加し、３０ｋＤａのＰＥＧを用いてバリアントＰ１２９をＰＥＧ付加した。
【０６０３】
　〔実施例９〕
　本実施例において、カルボニル含有アミノ酸の導入および続くアミノオキシ含有ＰＥＧ
との反応の詳細について説明する。
【０６０４】
　本実施例において、天然にコードされていないケトン含有アミノ酸を組み込んでいるｆ
ＥＰＯポリヌクレオチドの生成方法について証明する。ここで、当該ケトン含有アミノ酸
は、約５０００ＭＷのアミノオキシ含有ＰＥＧとの続く反応を受ける。２１位、２４位、
３８位、８３位、８５位、８６位、８９位、１１６位、１１９位、１２１位、１２４位、
１２５位、１２６位、１２７位、および１２８位の残基のそれぞれは、以下の構造：
【０６０５】
【化１５】

【０６０６】
を有している天然にコードされていないアミノ酸を用いて別々に置換されている。
【０６０７】
　ｐ－アセチル－フェニルアラニンのｆＥＰＯへの部位特異的な組込みに利用された配列
は、表２に開示されており、上述の配列（例えば、ｍｕｔｔＲＮＡおよびＴｙｒＲＳ　Ｌ
Ｗ１、５または６）である。
【０６０８】
　修飾を施すとすぐに、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯバリアントを、以
下の形態：
R-PEG(N)-O-(CH2)n-O-NH2
（ここで、Ｒはメチルであり、ｎは３であり、Ｎは約５０００ＭＷである）
のアミノオキシ含有ＰＥＧと反応させる。２５ｍＭのＭＥＳ（Sigma Chemical、St. Loui
s、MO）　ｐＨ６．０、２５ｍＭのＨｅｐｅｓ（Sigma Chemical、St. Louis、MO）　ｐＨ
７．０、または１０ｍＭの酢酸ナトリウム（Sigma Chemical、St. Louis、MO）　ｐＨ４
．５に１０ｍｇ／ｍＬにおいて溶解させた、ｐ－アセチルフェニルアラニンを含んでいる
精製されたｆＥＰＯを、１０～１００倍の過剰量のアミノオキシ含有ＰＥＧと反応させ、
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それから１０～１６時間にわたって室温において攪拌する（Jencks, W. J. Am. Chem. So
c. 1959, 81, pp 475）。それからｆＥＰＯは直後の精製および分析にとって適切な緩衝
液に希釈される。
【０６０９】
　〔実施例１０〕
　ヒドロキシルアミン基を含んでいるＰＥＧを有している抱合物はアミド結合を介してＰ
ＥＧと連結した。
【０６１０】
　以下の構造：
R-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)n-O-NH2
（ここで、Ｒはメチルであり、ｎは４であり、Ｎは約２００００ＭＷである）
を有しているＰＥＧ試薬を、上述の実施例に記載の手法を用いて天然にコードされていな
いケトン含有アミノ酸と結合させる。反応、精製および分析の条件は上述の実施例に記載
の通りである。
【０６１１】
　〔実施例１１〕
　本実施例において、異なる２つの天然にコードされていないアミノ酸の、ｆＥＰＯへの
組込みの詳細について説明する。
【０６１２】
　本実施例において、天然にコードされていないケトン機能性基を含んでいるアミノ酸を
組み込んでいるｆＥＰＯポリペプチドの生成方法について証明する。当該アミノ酸は以下
の位置：Ｎ２４Ｘ＊およびＧ１１３Ｘ＊；Ｎ３８Ｘ＊およびＱ１１５Ｘ＊；Ｎ３６Ｘ＊お
よびＳ８５Ｘ＊；Ｎ３６Ｘ＊およびＡ１２５Ｘ＊；Ｎ３６Ｘ＊およびＡ１２８Ｘ＊；Ｑ８
６Ｘ＊およびＳ１２６Ｘ＊の２つ位置に組み込まれており、Ｘ＊は天然にコードされてい
ないアミノ酸を表している。サプレッサコドンが核酸内の異なる２つの部位に導入されて
いることを除いて、ｆＥＰＯポリペプチドを上述の実施例に記載の通りに調製する。
【０６１３】
　〔実施例１２〕
　本実施例において、ヒドラジド含有ＰＥＧに対するｆＥＰＯポリペプチドの抱合および
続くインシチュ還元の詳細について説明する。
【０６１４】
　カルボニル含有アミノ酸を組み込んでいるｆＥＰＯポリヌクレオチドを上述の実施例に
記載の手順にしたがって調製する。修飾を施すとすぐに、以下の構造：
R-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)n-X-NH-NH2
（ここで、Ｒはメチルであり、ｎは２であり、Ｎは１００００ＭＷであり、Ｘはカルボニ
ル（Ｃ＝Ｏ）基である）
を有している、ヒドラジン含有ＰＥＧをｆＥＰＯポリペプチドに抱合させる。２５ｍＭの
ＭＥＳ（Sigma Chemical、St. Louis、MO）　ｐＨ６．０、２５ｍＭのＨｅｐｅｓ（Sigma
 Chemical、St. Louis、MO）　ｐＨ７．０、または１０ｍＭの酢酸ナトリウム（Sigma Ch
emical、St. Louis、MO）　ｐＨ４．５に、ｐ－アセチルフェニルアラニンを含んでいる
精製された０．１～１０ｍｇ／ｍＬのｆＥＰＯを溶解させ、１０～１００倍の過剰量のア
ミノオキシ含有ＰＥＧと反応させ、ストック濃度１ＭのＮａＣＮＢＨ３（Sigma Chemical
、St. Louis、MO）の添加によって対応するヒドラゾンをインシチュ還元し、１０～５０
ｍＭの終濃度までＨ２Ｏに溶解させた。４℃～室温の暗所において１８～２４時間にわた
って反応を実施する。Ｔｒｉｓの終濃度が５０ｍＭになるまで、１ＭのＴｒｉｓ（Sigma 
Chemical、St. Louis、MO）、約７．６のｐＨを加えることによって反応を停止させるか
、または直後の精製にとって適切な緩衝液を用いて反応物を希釈する。
【０６１５】
　〔実施例１３〕
　本実施例において、アルキン含有アミノ酸の、ｆＥＰＯに対する導入およびｍＰＥＧ－
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アジドを用いた誘導体化の詳細について説明する。
【０６１６】
　以下の残基：２１位、２４位、３８位、８３位、８５位、８６位、８９位、１１６位、
１１９位、１２１位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位および１２８位のそれぞ
れが、以下の天然にコードされていないアミノ酸：
【０６１７】
【化１６】

【０６１８】
を用いて置換されている。
【０６１９】
　ｐ－プロパルギル－チロシンの、ｆＥＰＯへの部位特異的な組込みに利用された配列は
、ｍｕｔｔＲＮＡなどであり、上述の実施例に記載されている。プロパルギルチロシンを
含んでいるｆＥＰＯを、E. coliにおいて発現させ、上述の条件を用いて精製する。
【０６２０】
　プロパルギル－チロシンを含んでいる精製されたｆＥＰＯを、ＰＢ緩衝液（１００ｍＭ
のリン酸ナトリウム、０．１５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ８）に、０．１～１０ｍｇ／ｍＬにお
いて溶解させ、１０～１００倍の過剰量のアジド含有ＰＥＧを反応混合物に加える。それ
から、触媒量のＣｕＳＯ４およびＣｕワイヤを反応混合物に加える。混合物をインキュベ
ーション（室温または３７℃において約４時間にわたるインキュベーションまたは４℃に
おける一晩にわたるインキュベーションが挙げられるが、これらに限定されない）した後
に、Ｈ２Ｏを加え、透析膜に通して混合物をろ過する。上述の実施例に記載の類似の手法
に（限定されないが、これが挙げられる）よって、サンプルを付加について分析し得る。
【０６２１】
　本実施例においてＰＥＧは以下の構造：
R-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)n-N3
（ここで、Ｒはメチルであり、ｎは４であり、Ｎは１００００ＭＷである）
を有している。
【０６２２】
　〔実施例１４〕
　本実施例において、ｆＥＰＯにおける巨大な疎水性アミノ酸の、プロパルギルチロシン
を用いた置換について詳述する。
【０６２３】
　ｆＥＰＯの以下の領域：１～７（Ｎ末端）、２７～３８（ＡヘリックスおよびＢヘリッ
クスの間の領域）、３９～４１（ベータシート１）、４２～４６（ベータシート１および
ミニヘリックスＢ’の間の領域）、４７～５２（ミニヘリックスＢ’）、５３～５４（ミ
ニヘリックスＢ’およびＢヘリックスの間の領域）、８４～８９（ＢヘリックスおよびＣ
ヘリックスの間の領域）、１１４～１２１（ミニＣ’ヘリックス）、１２２～１３２（ミ
ニＣ’ヘリックスおよびベータシート２の間の領域）、１３３～１３５（ベータシート２
）、１３６～１３７（ベータシート２およびＤヘリックスの間の領域）、１６２～１６６
（Ｃ末端）の１つに存在しているＰｈｅ、ＴｒｐまたはＴｙｒ残基は、上述の実施例に記
載の通りに、以下の天然にコードされていないアミノ酸：
【０６２４】
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【化１７】

【０６２５】
を用いて置換されている。
【０６２６】
　修飾を施すとすぐに、アルキン含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯバリアントにＰＥＧ
を結合させる。当該ＰＥＧは以下の構造：
Me-PEG(N)-O-(CH2)2-N3
を有しており、結合手法は上述の実施例に記載の手法にしたがう。これによって天然にコ
ードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥＰＯバリアントが生成される。当該アミノ酸
は、天然に存在している巨大な疎水性アミノ酸とおよそ等配電子性であり、上記ポリペプ
チド内の異なる位置においてＰＥＧ誘導体を用いて修飾されている。
【０６２７】
　〔実施例１５〕
　本実施例において、１つ以上のＰＥＧリンカーによって隔てられているｆＥＰＯのホモ
二量体、ヘテロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ多量体の生成について詳述する。
【０６２８】
　上述の実施例に記載の、アルキン含有ｆＥＰＯバリアントを、以下の形態：
N3-(CH2)n-C(O)-NH-(CH2)2-O-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)-(CH2)n-N3
（ここで、ｎは４であり、ＰＥＧは約５０００の平均分子量を有している）の機能性ＰＥ
Ｇ誘導体と反応させて、対応するｆＥＰＯのホモ二量体を生成する（ここで、２つのｆＥ
ＰＯ分子はＰＥＧによって物理的に隔てられている）。類似の手法において、１つ以上の
他のポリペプチドとｆＥＰＯポリペプチドを結合させて、ヘテロ二量体、ホモ多量体また
はヘテロ多量体を形成し得る。結合、精製および分析を上述の実施例に記載の通りに実施
する。
【０６２９】
　〔実施例１６〕
　本実施例においてｆＥＰＯに対する糖部分の結合について詳述する。
【０６３０】
　上述の実施例に記載の通り、以下の残基：２１位、２４位、２８位、３０位、３１位、
３６位、３７位、３８位、５５位、７２位、８３位、８５位、８６位、８７位、８９位、
１１３位、１１６位、１１９位、１２０位、１２１位、１２３位、１２４位、１２５位、
１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、および１６２位の１つが、以下の
天然にコードされていないアミノ酸：
【０６３１】
【化１８】

【０６３２】



(163) JP 2012-504136 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

を用いて置換されている。
【０６３３】
　修飾を施すとすぐに、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯバリアントを、Ｎ
－アセチルグルコサミンのβ結合型アミノオキシ類似物（ＧｌｃＮＡｃ）と反応させる。
ｆＥＰＯバリアント（１０ｍｇ／ｍＬ）およびアミノオキシ糖（２１ｍＭ）を１００ｍＭ
の水性の酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５．５）において混合し、７～２６時間にわたって
３７℃においてインキュベートする。糖を抱合しているｆＥＰＯポリペプチド（５ｍｇ／
ｍＬ）を、ＵＤＰグルコース（１６ｍＭ）およびβ－１，４－ガラシトシルトランスフェ
ラーゼ（０．４ユニット／ｍＬ）とともに、１５０ｍＭのＨＥＰＥＳ緩衝液、周囲温度に
おいて、４８時間にわたってインキュベートすることによって、第２の糖を第１の糖に対
して酵素的に結合させる（Schanbacher et al. J. Biol. Chem. 1970, 245, 5057-5061）
。
【０６３４】
　〔実施例１７〕
　本実施例においてＰＥＧ付加ｆＥＰＯアンタゴニストの生成について詳述する。
【０６３５】
　上述の実施例に記載の通りに、以下の残基：２１位、２４位、２８位、３０位、３１位
、３６位、３７位、３８位、５５位、７２位、８３位、８５位、８６位、８７位、８９位
、１１３位、１１６位、１１９位、１２０位、１２１位、１２３位、１２４位、１２５位
、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、および１６２位の１つが、以下
の天然にコードされていないアミノ酸：
【０６３６】
【化１９】

【０６３７】
を用いて置換されている。
【０６３８】
　修飾を施すと、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯバリアントを、以下の形
態：
R-PEG(N)-O-(CH2)n-O-NH2
（ここで、ｒはメチルであり、Ｎは２００００ＭＷである）
のアミノオキシ含有ＰＥＧ誘導体と反応させて、ポリペプチド内の単一の部位においてＰ
ＥＧ誘導体を用いて修飾されている天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｆＥ
ＰＯアンタゴニストを生成させる。結合、精製および分析を上述の実施例に記載の通りに
実施する。
【０６３９】
　〔実施例１８：ｆＥＰＯ分子が直接的に連結されている、ｆＥＰＯのホモ二量体、ヘテ
ロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ多量体の生成〕
　アルキン含有アミノ酸を含んでいるｆＥＰＯバリアントを、アジド含有アミノ酸を含ん
でいる他のｆＥＰＯバリアントに結合させ得る。ここでｆＥＰＯバリアントのそれぞれは
、上述の実施例に記載の部位に天然にコードされていないアミノ酸の置換を含んでいる。
これによって、対応するｆＥＰＯホモ二量体が生成される（ここで２つのｆＥＰＯバリア
ントはＳｉｔｅ２結合表面において物理的に結合されている）。類似の手法においてｆＥ
ＰＯポリペプチドを１つ以上の他のポリペプチドと結合させて、ヘテロ二量体、ホモ多量
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体またはヘテロ多量体を形成し得る。結合、精製および分析を上述の実施例に記載の通り
に実施する。
【０６４０】
　〔実施例１９〕
PEG-OH + Br-(CH2)n-C:CR’ → PEG-O-(CH2)n-C≡CR’
　　　　　　　Ａ　　　　　　　　　　Ｂ　　　　
　ポリアルキレングリコール（Ｐ－ＯＨ）をハロゲン化アルキル（Ａ）と反応させて、エ
ーテル（Ｂ）を形成する。これらの化合物において、ｎは１～９の整数であり、Ｒ’は、
直鎖状または分枝鎖状の、飽和または不飽和の、Ｃ１～Ｃ２０のアルキル基またはヘテロ
アルキル基である。また、Ｒ’は、Ｃ３～Ｃ７の飽和もしくは不飽和のシクロアルキル基
もしくはシクロヘテロアルキル基、置換されているか、もしくは置換されていないアリー
ル基もしくはヘテロアリール基、または置換されているか、もしくは置換されていないア
ルカリル基（ここでアルキルはＣ１～Ｃ２０の飽和または不飽和のアルキルである）もし
くはヘテロアルカリルであり得る。典型的に、Ｐ－ＯＨは、８００～４００００ダルトン
（Ｄａ）の分子量を有しているポリエチレングリコール（ＰＥＧ）またはモノメトキシポ
リエチレングリコール（ｍＰＥＧ）である。
【０６４１】
　〔実施例２０〕
mPEG-OH + Br-CH2 -C≡CH → mPEG-O-CH2-C≡CH
　２００００Ｄａの分子量を有しているｍＰＥＧ－ＯＨ（ｍＰＥＧ－ＯＨ　２０ｋＤａ；
２．０ｇ、０．１ｍｍｏｌ、Sunbio）を、ＴＨＦ（３５ｍＬ）におけるＮａＨ（１２ｍｇ
、０．５ｍｍｏｌ）を用いて処理した。それから、８０重量％の溶液としてキシレンに溶
解させた臭化プロパルギルの溶液（０．５６ｍＬ、５ｍｍｏｌ、５０等量、Aldrich）、
および触媒量のＫＩを上記溶液に加え、生じた混合物を２時間にわたって還流した。それ
から水（１ｍＬ）を加え、真空条件下において溶媒を除去した。残余物にＣＨ２Ｃｌ２（
２５ｍＬ）を加え、有機層を分離し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、容積を約２ｍ
Ｌまで減少させた。このＣＨ２Ｃｌ２溶液をジエチルエーテル（１５０ｍＬ）に滴下して
加えた。生じた沈殿物を回収し、冷却したジエチルエーテルを用いて数回にわたって洗浄
し、乾燥させてプロパルギル－Ｏ－ＰＥＧを得た。
【０６４２】
　〔実施例２１〕
mPEG-OH + Br-(CH2)3-C≡CH → mPEG-O-(CH2)3-C≡CH
　２００００Ｄａの分子量を有しているｍＰＥＧ－ＯＨ（ｍＰＥＧ－ＯＨ　２０ｋＤａ；
２．０ｇ、０．１ｍｍｏｌ、Sunbio）を、ＴＨＦ（３５ｍＬ）におけるＮａＨ（１２ｍｇ
、０．５ｍｍｏｌ）を用いて処理した。それから、１５等量の５－クロロ－１－ペンテン
（０．５３ｍＬ、０．５ｍｍｏｌ、Aldrich）および触媒量のＫＩを混合物に加えた。生
じた混合物を１６時間にわたって加熱して還流した。それから、水（１ｍＬ）を加え、真
空条件下において溶媒を除去した。残余物にＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ）を加え、有機層を
分離し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、容積を約２ｍＬまで減少させた。このＣＨ

２Ｃｌ２溶液をジエチルエーテル（１５０ｍＬ）に滴下して加えた。生じた沈殿物を回収
し、冷却したジエチルエーテルを用いて数回にわたって洗浄し、乾燥させて対応するアル
キンを得た。
【０６４３】
　〔実施例２２〕
（１）m-HOCH2C6H4OH + NaOH + Br-CH2-C≡CH → m-HOCH2C6H4O-CH2-C≡CH
（２）m-HOCH2C6H4O-CH2-C≡CH + MsCl + N(Et) 3 → m-MsOCH2C6H4O-CH2-C≡CH
（３）m-MsOCH2C6H4O-CH2-C≡CH + LiBr → m-Br-CH2C6H4O-CH2-C≡CH
（４）mPEG-OH + m-Br-CH2C6H4O-CH2-C≡CH → mPEG-O-CH2-C6H4O-CH2-C≡C
　ＴＨＦ（５０ｍＬ）および水（２．５ｍＬ）における３－ヒドロキシベンジルアルコー
ル（２．４ｇ、２０ｍｍｏｌ）の溶液に、まず粉末状の水酸化ナトリウム（１．５ｇ、３
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７．５ｍｍｏｌ）を加え、それからキシレンにおける８０重量％の溶液として溶解させた
臭化プロパルギル（３．３６ｍＬ、３０ｍｍｏｌ）の溶液を加えた。反応混合物を６時間
にわたって加熱して還流した。混合物に対して１０％のクエン酸（２．５ｍＬ）を加え、
真空条件下において溶媒を除去した。酢酸エチル（３×１５ｍＬ）を用いて残余物を抽出
し、飽和ＮａＣｌ溶液（１０ｍＬ）を用いて混合性の有機層を洗浄し、ＭｇＳＯ４に通し
て乾燥させ、濃縮して３－プロパルギロキシベンジルアルコールを得た。
【０６４４】
　塩化メタンスルホニル（２．５ｇ、１５．７ｍｍｏｌ）およびトリエチルアミン（２．
８ｍＬ、２０ｍｍｏｌ）を、ＣＨ２Ｃｌ２における化合物３（２．０ｇ、１１．０ｍｍｏ
ｌ）の溶液に０℃において加え、反応物を１６時間にわたって冷却装置に入れておいた。
通常の操作によって淡黄色の油状物としてメシレートが生じた。この油状物（２．４ｇ、
９．２ｍｍｏｌ）をＴＨＦ（２０ｍＬ）に溶解させ、ＬｉＢｒ（２．０ｇ、２３．０ｍｍ
ｏｌ）を加えた。反応混合物を１時間にわたって加熱して還流し、それから室温まで冷却
させた。混合物に水（２．５ｍＬ）を加え、真空条件下において溶媒を除去した。酢酸エ
チル（３×１５ｍＬ）を用いて残余物を抽出し、飽和ＮａＣｌ溶液（１０ｍＬ）を用いて
混合性の有機層を洗浄し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、濃縮して所望の臭化物を
得た。
【０６４５】
　ｍＰＥＧ－ＯＨ　２０ｋＤａ（１．０ｇ、０．０５ｍｍｏｌ、Sunbio）をＴＨＦ（２０
ｍＬ）に溶解させ、溶液を冷却槽において冷却した。数分間にわたって激しく攪拌しなが
らＮａＨ（６ｍｇ、０．２５ｍｍｏｌ）を加え、それから上述のように得られた臭化物（
２．５５ｇ、１１．４ｍｍｏｌ）および触媒量のＫＩを加えた。冷却槽を外し、生じた混
合物を１２時間にわたって加熱して還流した。混合物に水（１．０）を加え、真空条件下
において溶媒を除去した。残余物にＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ）を加え、有機層を分離し、
無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、容積を約２ｍＬまで減少させた。エーテル溶液（１
５０ｍＬ）に滴下して加えて、白色の沈殿物を生じさせた。当該沈殿物を回収してＰＥＧ
誘導体を得た。
【０６４６】
　〔実施例２３〕
mPEG-NH2 + X-C(O)-(CH2)n-C≡CR’ →mPEG-NH-C(O)-(CH2)n-C≡CR’
　また、末端アルキン含有ポリ（エチレングリコール）重合体は、末端官能基を含んでい
るポリ（エチレングリコール）を上述のアルキン官能基を含んでいるｐ反応性の分子に対
して結合することによって取得され得る。
【０６４７】
　〔実施例２４〕
（１）HO2C-(CH2)2-C≡CH + NHS +DCC → NHSO-C(O)-(CH2)2-C≡CH
（２）mPEG-NH2 + NHSO-C(O)-(CH2)2-C≡CH → mPEG-NH-C(O)-(CH2)2-C≡CH
　４－ペンチン酸（２．９４３ｇ、３．０ｍｍｏｌをＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ）に溶解さ
せた。Ｎ－ヒドロキシコハク酸塩（３．８０ｇ、３．３ｍｍｏｌ）およびＤＣＣ（４．６
６、３．０ｍｍｏｌ）を加え、溶液を室温において一晩にわたって攪拌した。生じた粗製
のＮＨＳエステル７をさらに精製することなく以下の反応に使用した。
【０６４８】
　５０００Ｄａの分子量を有しているｍＰＥＧ－ＮＨ２（ｍＰＥＧ－ＮＨ２、Sunbio）を
ＴＨＦ（５０ｍＬ）に溶解させ、混合物を４℃まで冷却した。激しく攪拌しながらＮＨＳ
エステル７（４００ｍｇ、０．４ｍｍｏｌ）を幾度かに分けて加えた。混合物を室温まで
温めながら３時間にわたって攪拌して放置した。それから、水（２ｍＬ）を加え、真空条
件下において溶媒を除去した。残余物にＣＨ２Ｃｌ２（５０ｍＬ）を加え、有機層を分離
し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、容積を約２ｍＬまで減少させた。このＣＨ２Ｃ
ｌ２溶液をエーテル（１５０ｍＬ）に滴下して加えた。生じた沈殿物を回収し、真空条件
下において乾燥させた。
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【０６４９】
　〔実施例２５〕
　本実施例において、ポリ（エチレングリコール）のメタンスルホニルエステル（ポリ（
エチレングリコール）のメタンスルホン酸塩またはメシレートとも呼ばれる）の調製につ
いて説明する。対応するトシレートおよびハロゲン化物を同様の手法によって調製し得る
。
【０６５０】
　mPEG-OH + CH3SO2Cl + N(Et) 3 →mPEG-O-SO2CH3 → mPEG-N3 
　１５０ｍＬのトルエンにおけるｍＰＥＧ－ＯＨ（ＭＷ＝３４００、２５ｇ、１０ｍｍｏ
ｌ）を窒素存在下において２時間にわたって共沸蒸留し、溶液を室温まで冷却した。溶液
に４０ｍＬの無水ＣＨ２Ｃｌ２および２．１ｍＬの無水トリエチルアミン（１５ｍｍｏｌ
）を加えた。溶液を冷却槽において冷却し、１．２ｍＬの蒸留した塩化メタンスルホン酸
（１５ｍｍｏｌ）を滴下して加えた。窒素存在下の室温において一晩にわたって溶液を攪
拌し、２ｍＬの無水エタノールを加えることによって反応を停止させた。真空条件下にお
いて混合物を蒸発させて、主にトルエン以外の溶媒を除去し、ろ過し、真空条件下におい
てふたたび濃縮し、それから１００ｍＬのジエチルエーテルにおいて沈殿させた。ろ過物
を冷却したエーテルを用いて数回にわたって洗浄し、真空条件下において乾燥させてメシ
レートを得た。
【０６５１】
　メシレート（２０ｇ、８ｍｍｏｌ）を７５ｍＬのＴＨＦに溶解させ、溶液を４℃まで冷
却した。冷却した溶液にアジ化ナトリウム（１．５６ｇ、２４ｍｍｏｌ）を加えた。反応
物を加熱して２時間にわたって窒素存在下において還流した。それから、溶媒を蒸発させ
、ＣＨ２Ｃｌ２を用いて残余物を希釈した。ＮａＣｌを用いて有機画分を洗浄し、無水Ｍ
ｇＳＯ４に通して乾燥させた。容積を２０ｍｌまで減少させ、１５０ｍＬの冷却した無水
エーテルを加えることによって生成物を沈殿させた。
【０６５２】
　〔実施例２６〕
（１）N3-C6H4-CO2H → N3-C6H4CH2OH
（２）N3-C6H4CH2OH → Br-CH2-C6H4-N3
（３）mPEG-OH + Br-CH2-C6H4-N3→ mPEG-O-CH2-C6H4-N3
　４－アジドベンジルアルコールは、米国特許第５，９９８，５９５号に記載の方法を用
いて生成され得る。塩化メタンスルホン酸（２．５ｇ、１５．７ｍｍｏｌ）およびトリエ
チルアミン（２．８ｍＬ、２０ｍｍｏｌ）を、ＣＨ２Ｃｌ２における４－アジドベンジル
アルコール（１．７５ｇ、１１．０ｍｍｏｌ）の溶液に０℃において加え、１６時間にわ
たって冷却装置に入れておいた。通常の操作によって淡黄色の油状物としてメシレートを
得た。この油状物（９．２ｍｍｏｌ）をＴＨＦ（２０ｍＬ）に溶解させ、ＬｉＢｒ（２．
０ｇ、２３．０ｍｍｏｌ）を加えた。反応混合物を加熱して１時間にわたって還流し、そ
れから、室温まで冷却した。混合物に水（２．５ｍＬ）を加え、真空条件下において溶媒
を除去した。酢酸エチル（３×１５ｍＬ）を用いて残余物を抽出し、飽和ＮａＣｌ溶液（
１０ｍＬ）を用いて混合性の有機層を洗浄し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、濃縮
して所望の臭化物を得た。
【０６５３】
　ｍＰＥＧ－ＯＨ　２０ｋＤａ（２．０ｇ、０．１ｍｍｏｌ、Sunbio）を、ＴＨＦ（３５
ｍＬ）におけるＮａＨ（１２ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）を用いて処理し、触媒量のＫＩとと
もに臭化物（３．３２ｇ、１５ｍｍｏｌ）を混合物に加えた。生じた混合物を加熱して１
２時間にわたって還流した。水（１．０）を混合物に加え、真空条件下において溶媒を除
去した。残余物にＣＨ２Ｃｌ２を加え、有機層を分離し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥
させ、容積を約２ｍＬまで減少させた。エーテル溶液（１５０ｍＬ）に滴下して加えて沈
殿物を生じさせ、沈殿物を回収してｍＰＥＧ－Ｏ－ＣＨ２－Ｃ６Ｈ４－Ｎ３を得た。
【０６５４】
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　〔実施例２７〕
NH2-PEG-O-CH2CH2CO2H + N3-CH2CH2CO2-NHS → N3-CH2CH2-C(O)NH-PEG-O-CH2CH2CO2H
　ＮＨ２－ＰＥＧ－Ｏ－ＣＨ２ＣＨ２ＣＯ２Ｈ（ＭＷ３４００、Ｄａ、２．０ｇ）をＮａ
ＨＣＯ３の飽和水溶液（１０ｍＬ）に溶解させ、溶液を０℃まで冷却した。激しく攪拌し
ながら３－アジド－１－Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミドプロピオネート（５等量）を加え
た。３時間後に２０ｍＬのＨ２Ｏを加え、室温においてさらに４５分間にわたって混合物
を攪拌した。０．５規定のＨ２ＳＯ４を用いてｐＨを３に調整し、ＮａＣｌを約１５重量
％まで加えた。ＣＨ２Ｃｌ２（１００ｍＬ×３）を用いて反応混合物を抽出し、Ｎａ２Ｓ
Ｏ４に通して乾燥させ、濃縮した。冷却したエーテルを用いた沈殿の後に、生成物をろ過
によって回収し、真空条件下において乾燥させてω－カルボキシ－アジドＰＥＧ誘導体を
得た。
【０６５５】
　〔実施例２８〕
mPEG-OMs + HC≡CLi → mPEG-O-CH2-CH2-C≡C-H
　当該分野において公知のように調製され、ＴＨＦにおいて－７８℃まで冷却されたリチ
ウムアセチリド（４等量）の溶液に、ＴＨＦに溶解させたｍＰＥＧ－ＭＯの溶液を、激し
く攪拌しながら滴下して加えた。３時間後に、反応物を室温まで温め、１ｍＬのブタノー
ルの添加によって反応を停止させた。それから、２０ｍＬのＨ２Ｏを加え、混合物を室温
においてさらに４５分間にわたって攪拌した。０．５規定のＨ２ＳＯ４を用いてｐＨを３
に調整し、ＮａＣｌを約１５重量％まで加えた。ＣＨ２Ｃｌ２（１００ｍＬ×３）を用い
て反応混合物を抽出し、Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、濃縮した。冷却したジエチルエ
ーテルを用いた沈殿の後に、生成物をろ過によって回収し、真空条件下において乾燥させ
てω－カルボキシ－アジドＰＥＧ誘導体を得た。
【０６５６】
　〔実施例２９〕
　L. Wang, et al., (2001), Science 292:498-500,　J.W. Chin et al., Science 301:9
64-7 (2003)), J. W. Chin et al., (2002), Journal of the American Chemical Societ
y 124:9026-9027; J. W. Chin, & P. G. Schultz, (2002), ChemBioChem 11:1135-1137; 
J. W. Chin, et al., (2002), PNAS United States of America 99:11020-11024: and, L
. Wang, & P. G. Schultz, (2002), Chem. Comm., 1-10に記載の方法を用いて、アジド含
有アミノ酸およびアセチレン含有アミノ酸をタンパク質へ部位特異的に組み込んだ。アミ
ノ酸を組み込むとすぐに、２ｍＭのＰＥＧ誘導体、１ｍＭのＣｕＳＯ４および～１ｍｇの
Ｃｕワイヤの存在下において、リン酸緩衝液（ＰＢ）（ｐＨ８）における０．０１ｍＭの
タンパク質を用いて、４時間にわたって３７℃において環付加反応を実施した。
【０６５７】
　〔実施例３０：正赤血球性貧血マウスアッセイによって決定されたＰＥＧ付加ｆＥＰＯ
のインビトロ活性およびインビボ活性〕
　ＰＥＧ－ｆＥＰＯ、修飾を受けていないｆＥＰＯおよび緩衝溶液をマウスに投与する。
結果は、マウスごとに同じ用量を用いた網状赤血球の有意に増大した量および網状赤血球
カウントの最大値のシフトによって示される、修飾を受けていないｆＥＰＯと比べて、本
発明のＰＥＧ付加ｆＥＰＯの優れた活性および延長された半減期を示している。
【０６５８】
　正赤血球性貧血マウスアッセイは当該分野において公知である（Pharm. Europa Spec. 
Issue Erythropoietin BRP Bio 1997(2)）。ＢＳＡ－ＰＢＳを用いてサンプルを希釈する
。７～１５週齢の健常なマウスの皮下に本発明の０．２ｍｌのＰＥＧ付加ｆＥＰＯを投与
する。投与後の７２時間に始まる４日間にわたって、尾静脈の穿刺によって採血し、０．
１μｍｏｌのアクリジンオレンジ染色溶液の１ｍｌに１μｌの血液が存在するように血液
を希釈する。染色時間は３～１０分間である。赤色蛍光の棒グラフの分析（３００００の
赤血球ごとに分析された）によって、フローサイトメーターにおいて微蛍光測定的に網状
赤血球カウントを実施する。各試験群は１日につき５匹のマウスからなり、マウスは１回
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のみ採血を受ける。
【０６５９】
　（生物アッセイ）
　Ｂａ／Ｆ３－ｆＥＰＯＲ細胞増殖によって生物活性が決定されるｆＥＰＯの受容体結合
アッセイおよび細胞増殖アッセイを用いて、インビトロの生物学的活性について本発明の
ｆＥＰＯポリペプチドをさらに評価する。各アッセイの手順は、Wrighton et al. (1997)
 Nature Biotechnology 15:1261-1265、米国特許第５，７７３，５６９号および米国特許
第５，８３０，８５１号に記載されている。本発明にしたがって調製されたｆＥＰＯポリ
ペプチドに関するＥＣ５０値は、組換えエリスロポエチンを用いて得られる最大の活性の
５０％を生成するために必要な化合物の濃度である。
【０６６０】
　〔実施例３１〕
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるＰＥＧ付加ｆＥＰＯの安全性および／
または有効性の臨床試験。
【０６６１】
　（目的）
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる、皮下に投与されたＰＥＧ付加組換え
ネコＥＰＯの安全性および薬物動態を、市販の組換えｈＥＰＯ製品であるPROCRITまたはA
RANESPと比較するため。
【０６６２】
　（患者）
　類似のプロファイル（年齢および体重）の健康な１８匹のネコを本試験に登録する。被
験体は、臨床的に有意な異常を示す血液学もしくは血清化学に関する検査値を有しておら
ず、尿に関する毒性スクリーン、ＨＩＶスクリーンおよびＢ型肝炎表面抗原に関して陰性
である。被験体らは、以下の任意の徴候：高血圧；任意の主要な血液疾患の既往歴；深刻
な肝疾患、腎疾患、心疾患、胃腸疾患、代謝疾患、神経疾患の既往歴；貧血またはてんか
ん発作の既往歴；細菌または哺乳類由来の産物、ＰＥＧまたはヒト血清アルブミンに対す
る公知の感受性；カフェイン含有飲料の習慣的な大量の消費家；任意の他の臨床試験への
関与、または試験開始までの３０日以内において輸血されたか、もしくは献血された血液
を有すること；試験開始までの３ヶ月以内にｈＥＰＯまたはｆＥＰＯのばくろを受けたこ
と；試験開始までの７日以内に病気にかかったこと；ならびに試験開始までの１４日以内
に試験前の身体検査または臨床検査の評価に対して有意な異常を有しているべきではない
。すべての被験体は、安全性に関して評価可能であり、薬物動態分析にとってのすべての
血液採取物が予定通りに採取される。制度上の倫理委員会の承認および患者の同意のもと
にすべての試験を実施する。
【０６６３】
　（試験計画）
　これは、健康なオスのボランティアにおける、単一施設における無作為化された２期に
わたる第１相の非盲検の交差試験である。１８の被験体を、２つの処理系列群（９匹の被
験体／群）の１つに無作為に割り当てる。天然にコードされていないアミノ酸を含んでい
るＰＥＧ付加ｆＥＰＯおよび市販の製品から選択されたものの等量を用いて、大腿の上部
に対して皮下注射による大量瞬時投与によって、２つの別々の投与期間にわたってＥＰＯ
を投与する。市販製品の投与の量および頻度は包装の表示にしたがう。市販の製品を用い
た付加的な投与、投与頻度または所望される他の要因を、被験体の付加的な群を含めるこ
とによって、試験に加え得る。ヒトの臨床試験の場合に基づく期間（例えば、１４日間の
洗い流し期間）によって各投与期間を分けられる。２つの投与期間のそれぞれ（２つの投
与期間に挟まれた期間ではない）について、投与前の少なくとも１２時間、および投与後
の少なくとも７２時間にわたって試験施設に、被験体を留めおく。ＰＥＧ付加ｆＥＰＯに
ついても同様に試験されるべき、付加的な投与、頻度または他の要因がある場合に、被験
体の加的な群を加え得る。使用が認可されているＥＰＯの複数の調合物をこの試験に使用
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し得る。PROCRIT（登録商標）として市販されているエポエチンアルファおよび／またはA
RANESP（登録商標）として市販されているダルベポエチン（darbepoetin）は、市販のＥ
ＰＯ製品であり、動物における治療にも使用されている。ｆＥＰＯの試験調合物は、天然
にコードされていないアミノ酸を含んでいるＰＥＧ付加ｆＥＰＯである。
【０６６４】
　（血液採取）
　ＥＰＯ投与の前および後に、直接に血管に穿刺することによって、血液の系列を採取す
る。血清中のエリスロポエチン濃度の決定するための静脈血サンプル（５ｍＬ）を、投与
の約３０、２０および１０分前（３つの基準サンプル）；投与の３０分後、１、２、５、
８、１２、１５、１８、２４、３０、３６、４８、６０、および７２時間後に取得する。
各血清サンプルを２等分する。すべての血清サンプルを－２０℃に保存する。血清サンプ
ルをドライアイスに載せる。１日目における初回投与の直前、４日目の朝、１６日目にお
ける投与の直前、および１９日目の朝に、空腹時の臨床検査試験（血液学、血清生化学お
よび尿検査）を実施する。
【０６６５】
　（生物分析方法）
　放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）キットの手法（Diagnostic Systems Laboratory [DSL]、W
ebster TX）を、血清中のエリスロポエチン濃度の決定に使用する。市販のＲＩＡは、一
次抗体としての、尿中のエリスロポエチンに対するウサギポリクロナル抗血清、およびト
レーサとしての、１２５Ｉ－標識した尿中のエリスロポエチンを使用する競合的な二重抗
体法である。標準物質および性質対照サンプルにおいて、ＤＳＬキットに提供されている
尿中のエリスロポエチンをエポエチンアルファまたはダルベポエチンに代えている。アッ
セイに使用される標準濃度は、７．８、１５．６、３１．３、５０、６２．５、１００お
よび１２５ｍＩＵ／ｍＬである。許容可能な正確さを与える最低の規準のためのバックフ
ィット値（back-fit value）の平均として規定される感度は８．６ｍＩＵ／ｍＬであり、
アッセイの範囲は性質対象の希釈によって２０００ｍＩＵ／ｍＬまで広げられる。
【０６６６】
　（安全性の決定）
　各投与（１日目および１６日目）の直前、各投与から６、２４、４８、および７２時間
目に、生命徴候を記録する。安全性の決定は、有害事象の発生および種類ならびに臨床検
査試験の基準からの変化に基づいている。さらに、試験前における生命徴候（血圧および
身体検査の結果が挙げられる）の測定からの変化を評価する。
【０６６７】
　（データ解析）
　投与後の値のそれぞれから基準のエリスロポエチン濃度の平均値を差し引くことによっ
て、投与前のＧＨ濃度の基準値に関して、投与後の血清中濃度値を補正する。基準のエリ
スロポエチン濃度の平均値は、投与までの１０、２０および３０分前において回収された
３つのサンプルからエリスロポエチンレベルを平均化することによって得られる。投与前
のエリスロポエチン濃度は、それらがアッセイの定量レベルよりも下回っている場合、平
均値の算出に含められない。基準のエリスロポエチン濃度に関して補正された血清濃度の
データから薬物動態パラメータを決定する。デジタルイクイップメントコーポレーション
　ＶＡＸ８６００コンピュータシステムにおいて、BIOAVLソフトウェアの最新バージョン
を用いたモデル独立法によって、薬物動態パラメータを算出する。以下の薬物動態パラメ
ータ：ピーク血清濃度（Ｃｍａｘ）、ピーク血清濃度までの時間（ｔｍａｘ）；直線台形
法を用いて算出された時点０から最後の血液サンプリング時点まで（ＡＵＣ０－７２）の
濃度－時間曲線の下にある領域（ＡＵＣ）；および排泄速度定数から計算された末梢排泄
半減期（ｔ１／２）を決定する。ログ－リニアの濃度－時間プロットの末端の直線領域に
おける連続的な複数のデータ点の直線回帰によって、排泄速度定数を見積る。薬物動態パ
ラメータの平均値、標準偏差（ＳＤ）、および変動係数（ＣＶ）を各処置について算出す
る。パラメータの平均の割合（保存した調合物／保存していない調合物）を算出する。
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【０６６８】
　（安全性の結果）
　有害事象の発生は処置群を越えて等しく分布している。基準、試験前の臨床検査試験ま
たは血圧からの臨床的に有意な変化はなく、試験前の身体検査結果および生命徴候の測定
から顕著な変化はない。２つの処置群に関する安全性の特性は同様と思われる。
【０６６９】
　（薬物動態の結果）
　市販のｈＥＰＯ（PROCRITO（登録商標）またはARANESP（登録商標））の単回投与を受
けた後の、１８の被験体のすべてにおける血清エリスロポエチン濃度の平均－時間プロフ
ァイル（エリスロポエチンレベルの基準に関する補正なし）を、測定された各時点におい
て、ＰＥＧ付加ｆＥＰＯおよび／または利用可能な研究用もしくは市販のｆＥＰＯと比較
する。比較用のＰＥＧ付加ｆＥＰＯは、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる
本発明のＥＰＯの１つであり、各時点において測定される。すべての被験体は、正常な生
理学的範囲内にある投与前の基準のエリスロポエチン濃度を有している。投与前の基準の
エリスロポエチン濃度の平均に関して補正された血清データから薬物動態パラメータを決
定し、Ｃｍａｘおよびｔｍａｘを決定する。ｈＥＰＯ（PROCRITO（登録商標））について
のｔｍａｘの平均は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるＰＥＧ付加ｈＥＰ
Ｏについてのｔｍａｘよりも有意に短い。ｈＥＰＯ（PROCRITO（登録商標））についての
末梢半減期の値は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるＰＥＧ付加ｆＥＰＯ
についての末梢半減期と比べて有意に短い。
【０６７０】
　本試験は健康な被験体において実施されているが、同様の吸収特性および安全性プロフ
ァイルが、他の患者の集団において見込まれる。他の患者の集団は、例えば、がんまたは
慢性腎不全の患者、損傷に誘導される貧血症をともなう後天的な損傷、小児腎不全患者、
自家の先天的な生体プログラムを有している患者、緊急を要しない手術を予定している患
者である。
【０６７１】
　結論として、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるＰＥＧ付加ｆＥＰＯの皮
下投与される単回投与は、安全であり、かつ健康な被験体によって十分に許容される。有
害事象の相対的な発生、臨床検査値、生命徴候および身体検査の結果に基づいて、市販／
研究用のＥＰＯ、ｈＥＰＯ（PROCRITO（登録商標））、天然にコードされていないアミノ
酸を含んでいるＰＥＧ付加ｆＥＰＯの安全性は、同等である。天然にコードされていない
アミノ酸を含んでいるＰＥＧ付加ｆＥＰＯは、患者および保健医療提供者に対して大きな
臨床有用性を提供する。
【０６７２】
　〔実施例３２：ＰＥＧ付加ｆＥＰＯバリアントのインビボ活性〕
　タンパク質の活性の持続期間に対するＰＥＧの影響は、当該ＰＥＧの大きさおよび構造
（直鎖状　対　分枝鎖状）に少なくとも部分的に依存している。ＰＥＧの大きさが異なる
ｆＥＰＯのバリアントの、ヘマトクリット（Ｈｃｔ）を増加させる相対的な能力を健康な
ネコにおいて比較する。
【０６７３】
　ｐ－アミノフェニルアラニン（ｐＡＦ）置換を位置Ａ１に含んでいる組換えｆＥＰＯバ
リアントをチャイニーズハムスターの卵巣細胞の発現系において発現させた。タンパク質
の非本来的なアミノ酸のＳ置換部位に、２０ｋＤ、３０ｋＤまたは４０ｋＤのアミノオキ
シＰＥＧのいずれかを用いてＰＥＧ付加した。２０ｍＭのＮａＰＯ４、１４０ｍＭのＮａ
Ｃｌ、０．００５％のポリソルベート－８０、ｐＨ６．２からなる調合緩衝液に、ＰＥＧ
付加ＥＰＯバリアントを調合した。
【０６７４】
　約３～６ｋｇの体重を有している２４匹の健康なネコ（１２匹のオス／１２匹のメス）
を、Ａクラスの供給メーカから購入し、放置して試験設備、食餌および管理手順に順化に
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させた。試験の実施前の－１４日および－７日に基準の血液サンプルを採取した。アセプ
ロマジンおよびイスフルリンを用いてネコを鎮静させて、血液サンプルの採取のストレス
を低減させた。疾患の臨床徴候がなく、健康なネコにとって正常な基準範囲にあるＨｃｔ
値を有している動物を試験への登録のために選択した。
【０６７５】
　無作為化した区画計画を用いてネコを４つの処置群の１つに割り当て、処理間の基準の
ヘマトクリットを平等化した。
【０６７６】
【表２７】

【０６７７】
　処理前の０日に動物から採血し、体重を測定した。皮下投与によって割り当てられた処
理を用いて１回にわたって動物を処理した。
【０６７８】
　処理後の３、７、１０、１４、１７、２１、２４、２８、３１、３５、３８および４２
日にさらなる血液サンプルを採取した。各サンプルについてヘマトクリットを決定した。
また、毎日の食料の消費を測定し、任意の健康に関する問題について動物を観察した。
【０６７９】
　ヘマトクリットおよびＲＢＣに対する種々の処理の影響は図３６に示されている。
【０６８０】
　緩衝液対照に対するＨｃｔ値の有意な増加が、２０ｋＤまたは３０ｋＤのＰＥＧ付加バ
リアントのいずれにおいても、投与から３日目以内に観察された。４０ｋＤのＰＥＧバリ
アントを用いた処理は、処理後の約１０日までに緩衝液対照に対する有意な増加を示した
。最大のＨｃｔ値は、２０ｋＤのＰＥＧバリアントを用いて処理した動物において１０日
目、３０ｋＤのＰＥＧバリアントを用いて処理した動物において１４日目、４０ｋＤのＰ
ＥＧバリアントを用いて処理した動物において１７日目に観察された。２０または３０ｋ
ＤのいずれかのＰＥＧバリアントを用いて処理した動物におけるヘマトクリットは、投与
後の少なくとも２８日間を通して緩衝液対照よりも有意に高かった。これらの結果は、１
ヵ月につき１回のＰＥＧ　ｆＥＰＯの投与が増加したＨｃｔレベルの維持を支持するため
に十分であることを示唆している。試験の継続期間中に有害事象は観察されなかった。
【０６８１】
　〔実施例３３：貧血症のネコにおけるＰＥＧ付加ｆＥＰＯバリアントの有効性〕
　貧血症にかかっているネコにおける正常な赤血球（ＲＢＣ）数を回復させるＰＥＧ付加
ｆＥＰＯバリアントの能力を、ステージＩＩＩまたはステージＩＶの慢性腎疾患（ＣＫＤ
）にかかっているネコにおいて評価し得る。この障害を有しているネコは、内因性のｆＥ
ＰＯの主要な供給源である腎の柔細胞の減少に起因する中程度から重篤な非再生性の貧血
症を示す。
【０６８２】
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　ＣＫＤおよび貧血症にかかっているネコにおける赤血球数を増加させる、ＰＥＧ付加ｆ
ＥＰＯの能力を評価するために、ＣＫＤの臨床歴および＜３０％のヘマトクリットを有し
ている約３～６ｋｇの１２匹のネコ（６匹のオスおよび６匹のメス）を、試験施設、食餌
および管理手順に順化させる。試験開始前の－１４日および－７日に採取された血液サン
プルから得られたヘマトクリットおよびＲＢＣを各動物に関する基準の対照として使用す
る。
【０６８３】
　無作為化した区画計画を用いて１～３の処理群にネコを割り当て、処理間における基準
のヘマトクリットおよびＲＢＣを平均化した。各処理群は４匹のネコ（２匹のオス／２匹
のメス）を含んでいる。２～８　ｇ／ｋｇの範囲の投与量において皮下注射によって１回
にわたってＰＥＧ付加ｆＥＰＯを投与する。
【０６８４】
　処理後の３、７、１０、１４、１７、２１、２４、２８および３１日にさらなる血液サ
ンプルを採取する。ヘマトクリットおよびＲＢＣカウントを各サンプルについて決定する
。また、毎日の食料の消費を測定し、生活の質を評価するために抑うつおよび／または昏
睡の臨床徴候について毎日、動物を観察し、記録する。
【０６８５】
　処理後のヘマトクリットおよびＲＢＣカウントをタンパク質の投与前に得られた基準値
と比較することによって有効性を決定する。処理後の期間中の任意の時点において、毎日
のヘマトクリットおよびＲＢＣカウントの平均値が基準値に対して統計的に有意な増加を
示す場合、または毎日の平均値が正常な基準範囲の値にまで増加している場合、タンパク
質は有効であると見なされる。
【０６８６】
　本明細書に記載の実施例および実施形態が例証のみを目的としており、それらに鑑みた
種々の改良または変更が当業者に示唆されていること、ならびに当該改良または変更が本
願および添付の特許請求の範囲の範囲の精神および範囲に含められるべきであることが理
解される。本明細書に引用されているすべての公開物、特許および特許出願は、すべての
目的のために参照によってその全体が本明細書に援用される。
【図面の簡単な説明】
【０６８７】
【図１】ヒトおよびネコのエリスロポエチンの整列化配列を示す図である。
【図２】ジーンバンクに寄託されている２つの配列（ジーンバンク受入れ番号：Ｕ００６
８５およびジーンバンク受入れ番号：Ｌ１０６０６）の間における差異、共通配列を強調
している図である。
【図３】高親和性および低親和性の受容体とともに、４ヘリックスバンドルタンパク質の
エリスロポエチン（ＥＰＯ）に関する一般的な構造を示す図である。
【図４】高親和性および低親和性の受容体とともに、４ヘリックスバンドルタンパク質の
エリスロポエチン（ＥＰＯ）に関する一般的な構造を示す、の別の視点からの図である。
【図５】天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
が示されている図である。
【図６】天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
を上面視している図である。
【図７】天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
を側面視している図である。
【図８】天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
、配列番号２および配列番号４に由来する天然に存在しているアミノ酸およびそのアミノ
酸位置、ならびにこれらの部位に関するＣｘの平均値の表を示す図である。
【図９】天然にコードされていないアミノ酸の組込みのために選択されるいくつかの部位
、配列番号２および配列番号４に由来する天然に存在しているアミノ酸およびそのアミノ
酸位置、ならびにこれらの部位に関するＣｘの平均値の表を示す図である。
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【図１０ａ】調合緩衝液に対してグラフ化されている４５０ｎｍにおける吸光度を示す図
である。
【図１０ｂ】エンドトキシンに対してグラフ化されている４５０ｎｍにおける吸光度を示
す図である。
【図１１】ＴＦ－１増殖アッセイの結果を示す図である。
【図１２】リガンド結合によるｆＥＰＯ受容体の二量体化を示す図である。
【図１３】鐘形の用量応答曲線を示している、ｆＥＰＯの濃度の増加に対してプロットさ
れた４５０ｎｍにおける吸光度を示す図である。
【図１４】ＴＦ－１細胞の異なる播種密度を示す図である。
【図１５】細胞のスタベーションが細胞分裂を同期化し、より大きなダイナミックレンジ
を生じるか否かを決定する実験結果のグラフを示す図である。
【図１６】２００００の播種密度、７２時間のインキュベーション時間、５００ｎｇ／ｍ
ｌのｆＥＰＯの開始濃度および２．５倍希釈を用いたＴＦ－１アッセイのために使用され
た条件のグラフを示す図である。
【図１７】細胞の継代数、ＥＣ５０、吸光度およびダイナミックレンジに関するデータを
提供している、アッセイの信頼性を測定する表を示す図である。
【図１８】野生型のｆＥＰＯおよび調合緩衝液を用いたＴＦ－１の成績の表およびグラフ
を示す図である。
【図１９】ヒトおよびネコの野生型のＥＰＯの間におけるアッセイの成績を比較するグラ
フを示す図である。
【図２０】対照として野生型のｆＥＰＯを用いた調整済および未調整のＣＨＯ培地の濃度
変化に対して測定された吸光度のグラフを示す図である。
【図２１】低下する濃度および測定された吸光度に関する、野生型のｆＥＰＯ、ＣＨＯ／
ＰＥＩ＋１．２５ｍｇ／ｍＬのｆＥＰＯおよびＣＨＯ／ＰＥＩ単独を比較するグラフを示
す図である。
【図２２】野生型のｆＥＰＯと比較したときの、組み込まれている非天然アミノ酸ｐＡＦ
を有しているｆＥＰＯバリアントの相対活性の表およびグラフを示す図である。
【図２３】組み込まれている非天然アミノ酸ｐＡＦを有している種々のｆＥＰＯバリアン
ト、およびそれぞれのＥＤ５０　ｎｇ／ｍＬの測定の棒グラフ図である。
【図２４】野生型のｆＥＰＯと比較したときの、４℃および－８０℃において５週間以上
にわたって保存されたＥ７２　ｆＥＰＯバリアント、およびそれらの吸光度のグラフを示
す図である。
【図２５】Ｌｕｃｙ　Ｆベクター、ならびにｔＲＮＡ、所望の転写エレメントの遺伝子お
よびｔＲＮＡ合成酵素の位置を示す模式図である。
【図２６】Ｉｒｗｉｎベクター、ならびにｔＲＮＡ、所望の転写エレメントの遺伝子およ
びｔＲＮＡ合成酵素の位置を示す模式図である。
【図２７】ネコエリスロポエチンのためのＬｕｃｙ　Ｆにおける抑制発現コンストラクト
Ｌ　ＢＢ－Ｏｐｔｉ　ＦＥＰＯを示す模式図である。
【図２８】ネコエリスロポエチンのためのＩｒｗｉｎにおける抑制発現コンストラクトＬ
　ＢＢ－Ｏｐｔｉ　ＦＥＰＯを示す模式図である。
【図２９】軽鎖遺伝子および重鎖遺伝子を有している、ジェネリック抗体をコードしてい
る本発明に係る抑制発現コンストラクトを示す模式図である。
【図３０】ＥＬＩＳＡによって測定された、ｐＡＦ存在下におけるｆＥＰＯの抑制レベル
（ＯＤ－５０）を示している棒グラフを示す図である。
【図３１】ＳＤＳ－ＰＡＧＥによるＰＥＧ付加ｆＥＰＯの移動度を示す図である。
【図３２】ｆＥＰＯのＤ５５およびＰ１２９　ｐＡＦバリアントに関するＰＥＧ付加反応
（３０ｋＤａ）、これらのＰＥＧ付加バリアントのＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果を示すしてい
る図である。
【図３３】ｆＥＰＯ　Ａ１　ｐＡＦバリアントに対するＰＥＧ付加反応（３０ｋＤａ）の
成功をＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果によって示す図である。
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【図３４】２者の間に９４％の相同性があるｃＥＰＯ（配列番号３１）およびｆＥＰＯ（
配列番号４）のアミノ酸配列の比較の結果を示す図である。
【図３５】２者の間に９４％の相同性があるｅＥＰＯ（配列番号３３）およびｆＥＰＯ（
配列番号４）のアミノ酸配列の比較の結果を示す図である。
【図３６】実施例３２において実施された実験からの、ヘマトクリットおよび赤血球（Ｒ
ＢＣ）に対するバリアント処理の影響を示しているグラフを示す図である。
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