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(57)【要約】
　本発明は、獣医学的デコリン組成物及びそれらの生成
方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　獣医学的デコリンコアタンパク質分子であって、配列番号４、７、１０、１３、１６、
１９、２２、及び２７のうちの１つと少なくとも９５％同一であるが、但し、前記獣医学
的デコリンコアタンパク質が、アミノ酸４位で突然変異を含むことを条件とする、前記獣
医学的デコリンコアタンパク質分子。
【請求項２】
　前記突然変異が、前記分子のＧＡＧ化（ｇａｇｙｌａｔｉｏｎ）を防止する、請求項１
に記載の前記獣医学的デコリンコアタンパク質分子。
【請求項３】
　前記突然変異が、セリンからアラニンへの突然変異である、請求項１に記載の前記獣医
学的デコリンコアタンパク質分子。
【請求項４】
　前記タンパク質分子が、配列番号４、７、１０、１３、１６、１９、２２、及び２７の
うちの１つと少なくとも９８％同一であるが、但し、前記獣医学的デコリンコアタンパク
質がアミノ酸４位で突然変異を含むことを条件とする、請求項１に記載の前記獣医学的デ
コリンコアタンパク質分子。
【請求項５】
　前記タンパク質分子が、配列番号４、７、１０、１３、１６、１９、２２、及び２７の
うちの１つと少なくとも９９％同一であるが、但し、前記獣医学的デコリンコアタンパク
質がアミノ酸４位で突然変異を含むことを条件とする、請求項１に記載の前記獣医学的デ
コリンコアタンパク質分子。
【請求項６】
　前記タンパク質分子が、配列番号４、７、１０、１３、１６、１９、２２、及び２７の
うちの１つと１００％同一であるが、但し、前記獣医学的デコリンコアタンパク質がアミ
ノ酸４位で突然変異を含むことを条件とする、請求項１に記載の前記獣医学的デコリンコ
アタンパク質分子。
【請求項７】
　前記コア分子が、外来シグナルペプチドと作動可能に連結される、請求項１に記載の前
記獣医学的デコリンコアタンパク質分子。
【請求項８】
　前記外来シグナルペプチドが、ウシラクトアルブミンシグナルペプチドである、請求項
７に記載の前記獣医学的デコリンコアタンパク質分子。
【請求項９】
　請求項１に記載の獣医学的デコリンコアタンパク質分子を、薬学的に許容される担体と
組み合わせて含む、組成物。
【請求項１０】
　請求項１に記載の獣医学的デコリンコア分子をコードする核酸配列を含む、発現ベクタ
ー。
【請求項１１】
　獣医学的デコリンコア分子をコードする前記核酸配列が、外来シグナルペプチドに作動
可能に関連付けられる、請求項１０に記載の前記発現ベクター。
【請求項１２】
　前記外来シグナルペプチドが、ウシラクトアルブミンシグナルペプチドである、請求項
１１に記載の前記発現ベクター。
【請求項１３】
　請求項１０に記載の前記発現ベクターを含む宿主細胞。
【請求項１４】
　獣医学的デコリンタンパク質の生成方法であって、請求項１０に記載の前記発現ベクタ
ーを宿主細胞中で発現させ、前記獣医学的デコリンタンパク質を生成することと、前記獣
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医学的デコリンタンパク質を精製することと、を含む前記方法。
【請求項１５】
　請求項１に記載の獣医学的デコリンコアタンパク質分子を含む薬学的製剤であって、前
記製剤が、液剤、粉剤、噴霧剤、ゲル剤、軟膏剤、ローション剤、または点眼剤である、
前記薬学的製剤。
【請求項１６】
　治療を、それを必要とする獣医学的対象に施す方法であって、前記対象に、請求項１に
記載の獣医学的デコリンコアタンパク質を有効量で投与することを含む前記方法。
【請求項１７】
　前記獣医学的デコリンコアタンパク質が、経腸、非経口、及び局所投与からなる群から
選択される方法によって投与される、請求項１６に記載の前記方法。
【請求項１８】
　前記獣医学的デコリンコアタンパク質が、経口投与、静脈内投与、皮内投与、皮下投与
、経皮投与、経鼻投与、筋肉内投与、髄腔内投与、眼内投与、硝子体内投与、膣内投与、
及び経粘膜投与からなる群から選択される方法によって投与される、請求項１６に記載の
前記方法。 
【請求項１９】
　前記獣医学的対象が、皮膚への創傷または他の損傷を患っており、前記獣医学的デコリ
ンコアタンパク質が、瘢痕形成を阻害するために投与される、請求項１６に記載の前記方
法。
【請求項２０】
　前記創傷が、美容的または一般的外科手術、前記皮膚への損傷、または肉芽を生じる損
傷の結果である、請求項１９に記載の前記方法。
【請求項２１】
　前記瘢痕が、ケロイド瘢痕である、請求項１９に記載の前記方法。
【請求項２２】
　前記獣医学的対象が、眼に対する損傷または疾患を患っている、請求項１６に記載の前
記方法。
【請求項２３】
　前記眼に対する前記損傷が、角膜手術、眼熱傷、眼感染、及び擦傷性損傷の結果である
、請求項２２に記載の前記方法。
【請求項２４】
　前記獣医学的対象が、肺疾患を患っている、請求項１６に記載の前記方法。
【請求項２５】
　前記肺疾患が、間質性肺疾患及び肺線維症からなる群から選択される、請求項２４に記
載の前記方法。
【請求項２６】
　前記獣医学的対象が、腎疾患を患っている、請求項１６に記載の前記方法。
【請求項２７】
　前記腎疾患が、糖尿性腎症及び腎線維症からなる群から選択される、請求項２６に記載
の前記方法。
【請求項２８】
　前記獣医学的対象が、肝疾患を患っている、請求項１６に記載の前記方法。
【請求項２９】
　前記肝疾患が、肝硬変及び肝線維症からなる群から選択される、請求項２６に記載の前
記方法。
【請求項３０】
　前記対象が、癌を患っている、請求項１６に記載の前記方法。
【請求項３１】
　前記癌が、ＥＧＦ受容体またはＩＧＦ－Ｉ受容体陽性癌である、請求項３０に記載の前
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記方法。
【請求項３２】
　前記獣医学的対象が、心疾患を患っている、請求項１６に記載の前記方法。
【請求項３３】
　前記獣医学的対象が、神経外傷を患っている、請求項１６に記載の前記方法。
【請求項３４】
　前記神経外傷が、脳損傷及び脊髄損傷から選択される、請求項３３に記載の前記方法。
【請求項３５】
　対象を治療するための、請求項１～９及び１５のいずれか一項に記載の獣医学的デコリ
ンコアタンパク質、組成物、または薬学的製剤の使用。
【請求項３６】
　前記獣医学的デコリンコアタンパク質が、経腸、非経口、及び局所投与からなる群から
選択される方法によって投与される、請求項３５に記載の使用。
【請求項３７】
　前記獣医学的デコリンコアタンパク質が、経口投与、静脈内投与、皮内投与、皮下投与
、経皮投与、経鼻投与、筋肉内投与、髄腔内投与、眼内投与、硝子体内投与、膣内投与、
及び経粘膜投与からなる群から選択される方法によって投与される、請求項３５に記載の
使用。
【請求項３８】
　前記獣医学的対象が、皮膚への創傷または他の損傷を患っており、前記獣医学的デコリ
ンコアタンパク質が、瘢痕形成を阻害するために投与される、請求項３５～３７のいずれ
か一項に記載の使用。
【請求項３９】
　前記創傷が、美容的または一般的外科手術、前記皮膚への損傷、または肉芽を生じる損
傷の結果である、請求項３８に記載の使用。
【請求項４０】
　前記瘢痕が、ケロイド瘢痕である、請求項３８に記載の使用。
【請求項４１】
　前記獣医学的対象が、眼に対する損傷または疾患を患っている、請求項３５～３７のい
ずれか一項に記載の使用。
【請求項４２】
　前記眼に対する前記損傷が、角膜手術、眼熱傷、眼感染、及び擦傷性損傷の結果である
、請求項４１に記載の使用。
【請求項４３】
　前記獣医学的対象が、肝疾患を患っている、請求項３５～３７のいずれか一項に記載の
使用。
【請求項４４】
　前記肺疾患が、間質性肺疾患及び肺線維症からなる群から選択される、請求項４３に記
載の使用。
【請求項４５】
　前記獣医学的対象が、腎疾患を患っている、請求項３５～３７のいずれか一項に記載の
使用。
【請求項４６】
　前記腎疾患が、糖尿性腎症及び腎線維症からなる群から選択される、請求項４５に記載
の使用。
【請求項４７】
　前記獣医学的対象が、肝疾患を患っている、請求項３５～３７のいずれか一項に記載の
使用。
【請求項４８】
　前記肝疾患が、肝硬変及び肝線維症からなる群から選択される、請求項４７に記載の使
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用。
【請求項４９】
　前記対象が、癌を患っている、請求項３５～３７のいずれか一項に記載の使用。
【請求項５０】
　前記癌が、ＥＧＦ受容体またはＩＧＦ－Ｉ受容体陽性癌である、請求項４９に記載の使
用。
【請求項５１】
　前記獣医学的対象が、心疾患を患っている、請求項３５～３７のいずれか一項に記載の
使用。
【請求項５２】
　前記獣医学的対象が、神経外傷を患っている、請求項３５～３７のいずれか一項に記載
の使用。
【請求項５３】
　前記神経外傷が、脳損傷及び脊髄損傷から選択される、請求項５２に記載の使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、獣医学的デコリン組成物ならびにそれらの生成方法及び使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　１つ以上のグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）鎖を有するプロテオグリカンは、コアタン
パク質の構造的特性に応じて５つの群に分類され得る大きな遺伝子ファミリーを形成して
いる。これらの群のうちの１つは、デコリン（ＤＣＮ）、ビグリカン、フィブロモジュリ
ン、及びルミカンから構成されるスモールロイシンリッチプロテオグリカンファミリーで
ある。これらは、およそ１２個のアミノ酸のロイシンリッチリピートを含有する４０ｋＤ
ａのコアタンパク質によって特徴付けられる。ＤＣＮは、この群の原型であり、ＰＧ－Ｓ
２、ＰＧ４０、プロテオデルマタン硫酸、及びＤＳ－ＰＧＩＩとも称される。これは、成
熟コアタンパク質のセリンに共有結合した１つのデルマタンコンドロイチン硫酸ＧＡＧ鎖
を含有し、多機能性プロテオグリカンであると考えられている。
【０００３】
　デコリンタンパク質は、大部分の全ての動物組織中に存在する。デコリンの減少または
不在は、体内の問題をもたらす。ＤＣＮの提唱される機能としては、コラーゲン線維形成
の調節、フィブロネクチンとトロンボスポンジンとの結合を介する組織の完全性の維持、
ならびに形質転換増殖因子β（ＴＧＦ－β）の貯蔵部が含まれるが、これらに限定されな
い。ＤＣＮの後者の機能は、ＤＣＮコアタンパク質が、増殖因子を細胞外環境において、
細胞表面上で発現される受容体から隔離することにより、達成される。全ての種類の外科
手術、切断、熱傷、眼部損傷、脊髄損傷、頭部外傷、肺疾患、腎臓疾患、肝臓疾患及び癌
を含む種々の状態は、影響を受けた組織内のデコリンのバランスを崩し得る。
【０００４】
　デコリンのヒトへの治療的使用が提唱されている。こうした使用の例は、デコリンによ
る細胞増殖の抑制（ＵＳ６，０４６，１６２）、ＴＧＦ－β活性を阻害するための方法（
ＵＳ６，２７７，８１２）、デコリンを投与することによる病理または線維性病態の方法
（ＵＳ６，４３６，９００）、デコリンまたはビグリカンを用いる瘢痕化の予防または低
減の方法（ＵＳ６，５０９，３１４）、デコリンによる糸球体腎炎の治療（ＵＳ５，７２
６，１４９）、デコリンを投与することによる腫瘍細胞増殖の抑制（ＵＳ６，５２４，５
７３）、及びＴＧＦ－β媒介血管新生を阻害することによる増殖性疾患の阻害（ＵＳ６，
６７３，３４１）を含む。この段落で参照される特許の全ては、それらの全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる。
【０００５】
　当該技術分野において必要とされるものは、獣医学治療法において使用するためのデコ
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リン組成物である。
【発明の概要】
【０００６】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１３年４月２２日に出願された米国仮特許出願第６１／８１４，４０５
号の利益を主張するものであり、その内容全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００７】
　本発明は、獣医学的デコリン組成物ならびにそれらの生成方法及び使用方法に関する。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、本発明は、配列番号４、７、１０、１３、１６、１９、２２
、及び２７のうちの１つと少なくとも９５％同一である獣医学的デコリンコアタンパク質
分子を提供するが、但し、獣医学的デコリンコアタンパク質がアミノ酸４位で突然変異を
含むことを条件とする。いくつかの実施形態では、この突然変異は、分子のＧＡＧ化（ｇ
ａｇｙｌａｔｉｏｎ）を防止する。いくつかの実施形態では、この突然変異は、セリンか
らアラニンへの突然変異である。いくつかの実施形態では、タンパク質分子は、配列番号
４、７、１０、１３、１６、１９、２２、及び２７のうちの１つと少なくとも９８％同一
であるが、但し、獣医学的デコリンコアタンパク質がアミノ酸４位で突然変異を含むこと
を条件とする。いくつかの実施形態では、タンパク質分子は、配列番号４、７、１０、１
３、１６、１９、２２、及び２７のうちの１つと少なくとも９９％同一であるが、但し、
獣医学的デコリンコアタンパク質がアミノ酸４位で突然変異を含むことを条件とする。い
くつかの実施形態では、タンパク質分子は、配列番号４、７、１０、１３、１６、１９、
２２、及び２７のうちの１つと１００％同一であるが、但し、獣医学的デコリンコアタン
パク質がアミノ酸４位で突然変異を含むことを条件とする。いくつかの実施形態では、コ
ア分子は、外来シグナルペプチドに作動可能に連結される。いくつかの実施形態では、外
来シグナルペプチドは、ウシラクトアルブミンシグナルペプチドである。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、本発明は、上述による獣医学的デコリンコアタンパク質分子
を薬学的に許容される担体との組み合わせで含む、組成物を提供する。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、本発明は、上述の獣医学的デコリンコア分子をコードする核
酸配列を提供する。いくつかの実施形態では、獣医学的デコリンコア分子をコードする核
酸配列は、外来シグナルペプチドと作動可能に連結される。いくつかの実施形態では、外
来シグナルペプチドは、ウシラクトアルブミンシグナルペプチドである。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、本発明は、上述の発現ベクターを含む宿主細胞を提供する。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、本発明は、獣医学的デコリンタンパク質を生成する方法を提
供し、この方法は、宿主細胞中で上述の発現ベクターを発現し、獣医学的デコリンタンパ
ク質を生成することと、獣医学的デコリンタンパク質を精製することと、を含む。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、本発明は、上述の獣医学的デコリンコアタンパク質分子を含
む薬学的製剤を提供し、この製剤は、液剤、粉剤、噴霧剤、ゲル剤、軟膏剤、ローション
剤、または点眼剤である。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、本発明は、治療を、それを必要とする獣医学的対象に施す方
法を提供し、この方法は、請求項１に記載の獣医学的デコリンコアタンパク質を有効量で
対象に投与することを含む。いくつかの実施形態では、獣医学的デコリンコアタンパク質
は、経腸、非経口、及び局所投与からなる群から選択される方法によって投与される。い
くつかの実施形態では、獣医学的デコリンコアタンパク質は、経口投与、静脈内投与、皮
内投与、皮下投与、経皮投与、経鼻投与、筋肉内投与、髄腔内投与、眼内投与、硝子体内
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投与、膣内投与、及び経粘膜投与からなる群から選択される方法によって投与される。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、獣医学的対象は、皮膚への創傷または他の損傷を患い、獣医
学的デコリンコアタンパク質は、瘢痕形成を阻害するために投与される。いくつかの実施
形態では、創傷は、美容または一般的な外科手術、皮膚への損傷、もしくは肉芽を生じる
損傷からの結果である。いくつかの実施形態では、瘢痕はケロイド瘢痕である。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、獣医学的対象は、眼に対する損傷または疾患を患っている。
いくつかの実施形態では、眼に対する損傷は、角膜手術、眼熱傷、眼感染、及び擦傷性損
傷の結果である。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、獣医学的対象は、肺疾患を患っている。いくつかの実施形態
では、肺疾患は、間質性肺疾患及び肺線維症からなる群から選択される。いくつかの実施
形態では、獣医学的対象は、腎疾患を患っている。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、腎疾患は、糖尿性腎症及び腎線維症からなる群から選択され
る。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、獣医学的対象は、肝疾患を患っている。いくつかの実施形態
では、肝疾患は、肝硬変及び肝線維症からなる群から選択される。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、対象は癌を患っている。いくつかの実施形態では、癌はＥＧ
Ｆ受容体またはＩＧＦ－Ｉ受容体陽性癌である。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、獣医学的対象は、心疾患を患っている。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、獣医学的対象は、神経外傷を患っている。いくつかの実施形
態では、神経外傷は、脳損傷及び脊髄損傷から選択される。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】最終レトロベクター発現構築物中のイヌデコリンコード配列及び隣接ＤＮＡクロ
ーニング接合部を示す。Ｋｏｚａｋ翻訳開始配列をハイライト表示している。クローニン
グ部位ＨｉｎｄＩＩＩ及びＸｈｏＩも示す。
【図２】ＧＰＥｘ（登録商標）ベクター中のイヌデコリンのマップである。
【図３】最終レトロベクター発現構築物中のネコデコリンコード配列及び隣接ＤＮＡクロ
ーニング接合部を示す。Ｋｏｚａｋ翻訳開始配列をハイライト表示している。クローニン
グ部位ＨｉｎｄＩＩＩ及びＸｈｏＩも示す。
【図４】ＧＰＥｘ（登録商標）ベクター中のネコデコリンのマップである。
【図５】イヌデコリン成熟タンパク質を発現するプールしたＣＨＯ細胞株からの培地のＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥゲルである。レーン１は分子量標準である。レーン２は、非還元培地試料
である。レーン３は、還元培地試料である。デコリンタンパク質は、図７に示す精製され
たヒトデコリンと同様に、両条件下で二重線として示す。
【図６】ネコデコリン成熟タンパク質を発現するプールしたＣＨＯ細胞系からの培地のＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥゲルである。レーン１は分子量標準である。レーン２は、非還元培地試料
である。レーン３は、還元培地試料である。デコリンタンパク質は、図７に示す精製され
たヒトデコリンと同様に、両条件下で二重線として示す。
【図７】精製されたヒトデコリン成熟タンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルである。レーン
１は、分子量標準である。レーン２は、２ｍｇのヒトデコリン（還元型）である。レーン
３は、５ｍｇのヒトデコリン（還元型）である。
【００２４】
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定義
　本発明の理解を容易にするために、いくつかの用語が以下で定義される。
【００２５】
　本明細書で使用する「獣医学的デコリン」という用語は、愛玩動物または家畜動物、例
えば、ニワトリなどの家禽類、ウシ、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ウマ、イヌ、及びネコからの
デコリン分子を指す。
【００２６】
　本明細書で使用する「獣医学的デコリンコアタンパク質」という用語は、成熟デコリン
のアミノ酸４位における突然変異を有する獣医学的デコリンタンパク質分子であり、アミ
ノ酸４位においてグリコサミノグリカンによる修飾を実質的に欠くもの（ＧＡＧ、すなわ
ち、非ＧＡＧ化（ｎｏｎ－ｇａｇｙｌａｔｅｄ））を指す。
【００２７】
　本明細書で使用する「獣医学的対象」という用語は、ウシ、ヒツジ、ウマ、ブタ、ヤギ
、ニワトリ、シチメンチョウ、イヌ、及びネコを含むが、これらに限定されない家畜動物
及び愛玩動物を包含する。
【００２８】
　本明細書で使用する「宿主細胞」という用語は、インビトロまたはインビボでの存在を
問わず、任意の真核細胞（例えば、哺乳類細胞、鳥類細胞、両生類細胞、植物細胞、魚類
細胞、及び昆虫細胞）を指す。
【００２９】
　本明細書で使用する「細胞培養物」という用語は、任意のインビトロでの細胞培養物を
指す。（例えば、不死の表現型を有する）連続細胞株、初代細胞培養、有限な細胞株（例
えば、非形質転換細胞）、ならびにインビトロで維持され、卵母細胞及び胚を含む任意の
他の細胞集団がこの用語に含まれる。
【００３０】
　本明細書で使用する「ベクター」という用語は、プラスミド、ファージ、トランスポゾ
ン、コスミド、染色体、ウイルス、ビリオンなどの任意の遺伝要素を指し、ベクターは、
適切な制御エレメントと関連付けられたときに複製可能であり、細胞間で遺伝子配列を転
送することができる。したがって、この用語には、クローニング媒体及び発現媒体、なら
びにウイルスベクターが含まれる。
【００３１】
　本明細書で使用する「相補的」または「相補性」という用語は、塩基対合則によって関
係しているポリヌクレオチド（すなわち、ヌクレオチド配列）への言及で使用される。例
えば、配列「５’－Ａ－Ｇ－Ｔ－３’」は、配列「３’－Ｔ－Ｃ－Ａ－５’」と相補的で
ある。相補性は、「部分的」であってよく、その際、核酸の塩基の一部のみが、塩基対合
則にしたがってマッチしている。あるいは、核酸間で「完全（ｃｏｍｐｌｅｔｅ）」また
は「完全（ｔｏｔａｌ）」相補性があってもよい。核酸鎖間の相補性の程度は、核酸鎖間
のハイブリダイゼーションの効率及び強度に著しく影響を与える。これは、増幅反応、及
び核酸間の結合に依存する検出法において特に重要である。
【００３２】
　核酸に関して使用される場合の「相同性」及び「パーセント同一性」という用語は、相
補性の程度を指す。部分的相同性（すなわち、部分的同一性）または完全相同性（すなわ
ち、完全同一性）があってよい。部分的相補配列は、完全相補配列が標的核酸配列にハイ
ブリダイズするのを少なくとも部分的に阻害する配列であり、「実質的に相同」という機
能的用語を使用するために言及される。完全相補配列の標的配列へのハイブリダイゼーシ
ョンの阻害は、低ストリンジェンシー条件下でのハイブリダイゼーションアッセイ（サザ
ンブロットまたはノーザンブロット、溶液ハイブリダイゼーションなど）を用いて調べる
ことができる。実質的に相同な配列またはプローブ（すなわち、目的となる別のオリゴヌ
クレオチドにハイブリダイズすることができるオリゴヌクレオチド）は、競合し、低スト
リンジェンシー条件下で完全相同配列の標的配列への結合（すなわち、ハイブリダイゼー
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ション）を阻害する。これは、低ストリンジェンシー条件が非特異的結合を許容すると言
っているわけではなく、低ストリンジェンシー条件は、２つの配列の互いへの結合が特異
的（すなわち、選択的）相互作用であることを必要とする。非特異的結合が存在しないこ
とは、少しでも部分的な相補性の度合い（例えば、約３０％未満の同一性）を欠く第２の
標的の使用によって試験することができ、非特異的結合の非存在下で、プローブは、第２
の非相補的標的にハイブリダイズしない。
【００３３】
　本明細書で使用する「作動可能な組み合わせ」、「作動可能な順序」及び「作動可能に
連結される」という用語は、特定の遺伝子の転写及び／または所望のタンパク質分子の合
成を導くことができる核酸分子が生成されるような方法での核酸配列の結合を指す。この
用語は、機能タンパク質が生成されるような方法でのアミノ酸配列の結合も指す。
【００３４】
　本明細書で使用する「シグナル配列」という用語は、組み換えＤＮＡ配列に作動可能に
連結される場合、組換えポリペプチドの分泌を引き起こすことができるシグナルペプチド
をコードする任意のＤＮＡ配列を指す。一般に、シグナルペプチドは、一連の約１５～３
０個の疎水性アミノ酸残基を含む（例えば、Ｚｗｉｚｉｎｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５５（１６）：７９７３－７７［１９８０］、Ｇｒａｙ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｇｅｎｅ　３９（２）：２４７－５４［１９８５］、及びＭａｒｔｉａｌ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２０５：６０２－６０７［１９７９］参照）。かかる分泌シグ
ナル配列は、好ましくは、組織特異的発現を目標とした細胞型から分泌されるポリペプチ
ド（例えば、乳腺分泌細胞での発現及び乳腺分泌細胞からの分泌のための分泌乳タンパク
質）をコードする遺伝子に由来する。しかし、分泌ＤＮＡ配列は、かかる配列に限定され
るものではない。多くの細胞型及び生物から分泌されるタンパク質の分泌ＤＮＡ配列（例
えば、ｔ－ＰＡ、血清アルブミン、ラクトフェリン、及び成長ホルモンの分泌シグナル、
ならびに酵母、糸状菌、及び細菌に由来するものなどの、分泌ポリペプチドをコードする
微生物遺伝子の分泌シグナル）もまた用いてもよい。
【００３５】
　本明細書で使用する「精製」という用語は、それらの通常の環境から取り除かれるか、
単離されるか、または分離される、核酸配列またはアミノ酸配列のいずれかの分子を指す
。したがって、「単離される核酸配列」は、精製された核酸配列である。「実質的に精製
された」分子は、それらが正常に関連付けられている他の成分を、少なくとも６０％含ま
ない、好ましくは、少なくとも７５％含まない、より好ましくは少なくとも９０％含まな
い。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　本発明は、獣医学的デコリン組成物ならびにその生成方法及び使用方法に関する。
【００３７】
デコリン
【００３８】
　天然のデコリンは、結合するグリコサミノグリカン及び９０～１４０ｋＤの平均分子量
を有する糖タンパク質である。本発明は、組み換え獣医学的デコリンの生成及び使用を企
図する。いくつかの好ましい実施形態では、獣医学的デコリンは、獣医学的デコリンコア
タンパク質、すなわち、実質的に非ＧＡＧ化（ｎｏｎ－ｇａｇｙｌａｔｅｄ）獣医学的デ
コリンである。いくつかの実施形態では、獣医学的デコリンコアタンパク質は、成熟獣医
学的デコリンコアタンパク質分子のアミノ酸４位（すなわち、Ｎ末端から４番目のアミノ
酸）において突然変異を含む。いくつかの実施形態では、この突然変異は、セリンからア
ラニンへの突然変異である。いくつかの実施形態では、この獣医学的デコリンコアタンパ
ク質分子は、配列番号４（ニワトリ）、配列番号７（ウシ）、配列番号１０（イヌ）、配
列番号１３（ヤギ）、配列番号１６（ウマ）、配列番号１９（ブタ）、配列番号２２（ヒ
ツジ）、及び配列番号２７（ネコ）のうちの１つと少なくとも９０％、９５％、９６％、
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９７％、９８％、９９％または１００％同一であるが、但し、このデコリンコアタンパク
質が、成熟デコリンコアタンパク質分子のアミノ酸４位（すなわち、Ｎ末端から４番目の
アミノ酸）に突然変異を含むことを条件とする。
【００３９】
　デコリンは、一般にプレプロタンパク質として発現される。本発明は、獣医学的デコリ
ンプロペプチド及び成熟ペプチド配列と作動可能に関連付けられる異種シグナル配列を含
む獣医学的デコリン融合分子を提供する。いくつかの実施形態では、異種シグナルポリペ
プチドは、アルファ－ラクトアルブミンシグナルポリペプチドである。いくつかの実施形
態では、アルファ－ラクトアルブミンシグナルポリペプチドは、ウシアルファ－ラクトア
ルブミンシグナルポリペプチドである。いくつかの実施形態では、この異種シグナルポリ
ペプチドは、ＭＭＳＦＶＳＬＬＬＶＧＩＬＦＨＡＴＱＡ（配列番号２３）と少なくとも８
０％、９０％、または１００％同一である。いくつかの実施形態では、このプロペプチド
配列は、配列番号３、６、９、１２、１５、１８、２１、及び２６と少なくとも８０％、
９０％、または１００％同一である。いくつかの実施形態では、融合ポリペプチドのデコ
リンコアタンパク部分は、配列番号１（成熟デコリンコアタンパク質）と少なくとも９０
％、９５％、９９％、または１００％同一であるが、但し、このデコリンコアタンパク質
が、成熟デコリンコアタンパク質分子のアミノ酸４位（すなわち、Ｎ末端から４番目のア
ミノ酸）において突然変異を含むことを条件とする。いくつかの実施形態では、この融合
タンパク質は、配列番号３（ニワトリ）、配列番号６（ウシ）、配列番号９（イヌ）、配
列番号１２（ヤギ）、配列番号１５（ウマ）、配列番号１８（ブタ）、配列番号２１（ヒ
ツジ）、及び配列番号２６（ネコ）（シグナルプロペプチド獣医学的デコリンコアタンパ
ク質）のうちの１つと９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９、または１００％
同一であるが、但し、このデコリンコアタンパク質が、成熟デコリンコアタンパク質分子
のアミノ酸４位（すなわち、Ｎ末端から４番目のアミノ酸）に突然変異を含むことを条件
とする。
【００４０】
　本発明は、さらに、この融合タンパク質をコードする核酸配列、ならびにこの核酸配列
を含むベクターを提供する。いくつかの実施形態では、この異種シグナルポリペプチドは
、ＡＴＧＡＴＧＴＣＣＴＴＴＧＴＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＧＧＴＡＧＧＣＡＴＣＣＴＡ
ＴＴＣＣＡＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＧＣＣ（配列番号２４）と少なくとも８０％、９０％、
または１００％同一である。いくつかの実施形態では、このプロペプチド核酸配列は、配
列番号１、５、８、１１、１４、１７、２０、及び２５と少なくとも８０％、９０％、ま
たは１００％同一である。いくつかの実施形態では、この融合ポリペプチドの獣医学的デ
コリンコアタンパク質部分は、配列番号１、５、８、１１、１４、１７、２０、及び２５
と少なくとも９０％、９５％、９９％、または１００％同一であるが、但し、デコリンコ
アタンパク質核酸配列が、成熟デコリンコアタンパク質分子のアミノ酸４位（すなわち、
Ｎ末端から４番目のアミノ酸）に突然変異を含むことを条件とする。いくつかの実施形態
では、この融合タンパク質は、配列番号１、５、８、１１、１４、１７、２０、及び２５
（シグナルプロペプチド獣医学的デコリンコアタンパク質核酸配列）のうちの１つと少な
くとも９０％、９５％、９９％、または１００％同一であるが、但し、デコリンコアタン
パク質核酸配列が、成熟デコリンコアタンパク質分子のアミノ酸４位（すなわち、Ｎ末端
から４番目のアミノ酸）に突然変異を含むことを条件とする。
【００４１】
　本発明の獣医学的デコリンポリヌクレオチドは、組換え技術によって獣医学的デコリン
ポリペプチドを生成させるために使用することができる。したがって、例えば、このポリ
ヌクレオチドは、ポリペプチドを発現するための様々な発現ベクターのいずれか１つに含
まれていてもよい。本発明のいくつかの実施形態では、ベクターには、レトロウイルスベ
クター、染色体配列、非染色体配列及び合成ＤＮＡ配列（例えば、ＳＶ４０の誘導体、細
菌プラスミド、ファージＤＮＡ、バキュロウイルス、酵母プラスミド、プラスミドとファ
ージＤＮＡの組み合わせに由来するベクター、ならびにワクシニア、アデノウイルス、鶏
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痘ウイルス、及び仮性狂犬病などのウイルスＤＮＡ）が含まれるが、これらに限定されな
い。どのベクターも、宿主内で複製可能であり、かつ生存可能である限り、用いることが
できると企図される。いくつかの好ましい実施形態では、これらのベクターは、米国特許
第６，８５２，５１０号及び同第７，３３２，３３３号ならびに米国特許公開第２００４
０２３３５１７３号及び同第２００３０２２４４１５号に記載されているようなレトロウ
イルスベクターであり、これらの全ては、その全体が参照により本明細書に組み込まれる
。いくつかの特に好ましい実施形態では、これらのベクターは、偽型のレトロウイルスベ
クターである。
【００４２】
　特に、本発明のいくつかの実施形態は、上記で大まかに説明した配列（例えば、配列番
号１、５、８、１１、１４、１７、２０、及び２５のうちの１つ）の１つ以上を含む組換
え構築物を提供する。本発明のいくつかの実施形態では、これらの構築物は、本発明の配
列が順方向または逆方向に挿入されたプラスミドベクターまたはウイルスベクターなどの
ベクターを含む。さらに他の実施形態では、異種構造配列（例えば、配列番号１、５、８
、１１、１４、１７、２０、及び２５のうちの１つ）は、適切な段階で翻訳の開始配列及
び終結配列と共に組み立てられる。本発明の好ましい実施形態では、適切なＤＮＡ配列は
、様々な手順のいずれかを用いてベクターに挿入される。一般に、このＤＮＡ配列は、当
該技術分野において既知の手順によって、適切な制限エンドヌクレアーゼ部位（複数可）
に挿入される。
【００４３】
　多数の適切なベクターが、当業者に既知であり、市販されている。かかるベクターには
、以下のベクターが含まれるが、これらに限定されない：１）細菌ベクター－ｐＱＥ７０
、ｐＱＥ６０、ｐＱＥ－９（Ｑｉａｇｅｎ）、ｐＢＳ、ｐＤ１０、ｐｈａｇｅｓｃｒｉｐ
ｔ、ｐｓｉＸ１７４、ｐｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＳＫ、ｐＢＳＫＳ、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ
１６ａ、ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、ｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫ
Ｋ２２３－３、ｐＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、
２）真核ベクター－ｐＷＬＮＥＯ、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ＰＸＴ１、ｐＳＧ（Ｓ
ｔｒａｔａｇｅｎｅ）ｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ、ｐＳＶＬ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ
）、及び３）バキュロウイルスベクター－ｐＰｂａｃ及びｐＭｂａｃ（Ｓｔｒａｔａｇｅ
ｎｅ）。宿主内で複製可能であり、生存可能である限り、任意の他のプラスミドまたはベ
クターを用いてもよい。本発明のいくつかの好ましい実施形態では、哺乳動物発現ベクタ
ーは、複製起点、適切なプロモーター及びエンハンサー、任意の必須のリボソーム結合部
位、ポリアデニル化部位、スプライスドナー部位及びスプライスアクセプター部位、転写
終結配列、ならびに５’隣接非転写配列を含む。他の実施形態では、ＳＶ４０スプライス
部位、及びポリアデニル化部位由来のＤＮＡ配列を用いて、必要な非転写遺伝要素を提供
してもよい。
【００４４】
　本発明の特定の実施形態では、発現ベクター中のＤＮＡ配列は、ｍＲＮＡ合成を指示す
るための適切な発現制御配列（複数可）（プロモーター）に作動可能に連結されている。
本発明において有用なプロモーターには、ＬＴＲプロモーターまたはＳＶ４０プロモータ
ー、大腸菌のｌａｃプロモーターまたはｔｒｐプロモーター、ラムダファージのＰＬプロ
モーター及びＰＲプロモーター、Ｔ３プロモーター及びＴ７プロモーター、サイトメガロ
ウイルス（ＣＭＶ）極初期プロモーター、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）チミジンキナ
ーゼプロモーター、及びマウスメタロチオネイン－Ｉプロモーターならびに原核細胞もし
くは真核細胞またはウイルス内で遺伝子発現を制御することが知られている他のプロモー
ターが含まれるが、これらに限定されない。本発明の他の実施形態では、組換え発現ベク
ターには、複製起点及び宿主細胞の形質転換を可能にする選択マーカー（例えば、真核細
胞培養のためのジヒドロ葉酸還元酵素またはネオマイシン耐性、もしくは大腸菌における
テトラサイクリン耐性またはアンピシリン耐性）を含む。
【００４５】
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　本発明のいくつかの実施形態では、高等真核生物による本発明のポリペプチドをコード
するＤＮＡの転写は、エンハンサー配列をベクターに挿入することにより増加する。エン
ハンサーは、通常約１０～３００塩基対であり、プロモーターに作用し、その転写を増加
させるＤＮＡのシス作用性エレメントである。本発明において有用なエンハンサーには、
複製起点の１００～２７０塩基後期側のＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初
期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー、及びアデノ
ウイルスエンハンサーが含まれるが、これらに限定されない。
【００４６】
　他の実施形態では、発現ベクターは、翻訳開始のリボソーム結合部位及び転写ターミネ
ーターも含む。本発明のさらに他の実施形態では、このベクターは、発現を増幅するため
の適切な配列も含んでいてよい。
【００４７】
　さらなる実施形態では、本発明は、上記の構築物を含む宿主細胞を提供する。本発明の
いくつかの実施形態では、この宿主細胞は、高等真核細胞（例えば、哺乳動物細胞または
昆虫細胞）である。本発明の他の実施形態では、この宿主細胞は、下等真核細胞（例えば
、酵母細胞）である。本発明のさらに他の実施形態では、この宿主細胞は、原核細胞（例
えば、細菌細胞）であり得る。宿主細胞の具体例としては、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ
ｉａ　ｃｏｌｉ）、ネズミチフス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）
、枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、及びシュードモナス　Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ）属、ストレプトミセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属、及びブドウ球菌（
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）の中の様々な種、ならびに出芽酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｅｓ　ｃｅｒｉｖｉｓｉａｅ）、分裂酵母（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙ
ｃｅｅｓ　ｐｏｍｂｅ）、ショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）Ｓ２細胞、スポド
プテラ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ）Ｓｆ９細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細
胞、サル腎臓線維芽細胞のＣＯＳ－７株（Ｇｌｕｚｍａｎ，Ｃｅｌｌ　２３：１７５［１
９８１］）、Ｃ１２７、３Ｔ３、２９３、２９３Ｔ、ＨｅＬａ及びＢＨＫの細胞株が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００４８】
　宿主細胞でこれらの構築物を従来の方法で使用し、組換え配列によってコードされる遺
伝子産物を生成させることができる。いくつかの実施形態では、宿主細胞へのこの構築物
の導入は、レトロウイルス形質導入、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ
－デキストラン媒介トランスフェクション、またはエレクトロポレーションによって達成
することができる（例えば、Ｄａｖｉｓ　ｅｔ　ａｌ．［１９８６］Ｂａｓｉｃ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ参照）。あるいは、本発明のいく
つかの実施形態では、本発明のポリペプチドは、従来のペプチド合成機により合成によっ
て生成させることができる。
【００４９】
　タンパク質は、適切なプロモーターの制御下で、哺乳動物細胞、酵母、細菌、または他
の細胞において発現させることができる。無細胞翻訳系も、本発明のＤＮＡ構築物由来の
ＲＮＡを用いてかかるタンパク質を生成させるために使用することができる。原核生物宿
主及び真核生物宿主での使用に適切なクローニングベクター及び発現ベクターについては
、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．によって記載されている。
【００５０】
　本発明のいくつかの実施形態では、適切な宿主株の形質転換及び培地中で適切な細胞密
度になるまでの宿主株の増殖の後に、タンパク質が分泌され、細胞はさらなる期間培養さ
れる。本発明の他の実施形態では、細胞は、典型的には、遠心分離によって収集され、物
理的または化学的手段によって破砕され、得られた粗抽出物はさらなる精製のために保持
される。本発明のさらに他の実施形態では、タンパク質発現に用いられる微生物細胞は、
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凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破砕、または細胞溶解剤の使用を含む、任意の好
都合な方法によって破砕することができる。
【００５１】
　本発明は、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン
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、アフィニティークロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラ
フィー及びレクチンクロマトグラフィーを含むが、これらに限定されない組換え細胞培養
物からデコリンを収集し、精製するための方法も提供する。いくつかの実施形態では、本
発明は、デコリン、特に、デコリンコアタンパク質の精製のための改良された方法を提供
する。いくつかの実施形態では、これらのプロセスには、２つのカラムクロマトグラフィ
ーステップ及び研磨ステップが含まれる。
【００５２】
　いくつかの好ましい実施形態では、陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて、デコリ
ン含有培地、好ましくは、清澄化培地からデコリンを捕捉する。いくつかの実施形態では
、陽イオン交換クロマトグラフィー媒体は、ＳＰ－セファロースＦＦである。いくつかの
実施形態では、陽イオン交換媒体を、中性ｐＨの約５ｍＭ～１５ｍＭのリン酸ナトリウム
、好ましくは、１０ｍＭのリン酸ナトリウム、及び２０ｍＭ～７０ｍＭのＮａＣｌ、好ま
しくは、約５０ｍＭのＮａＣｌで平衡化する。いくつかの実施形態では、陽イオン交換媒
体にデコリン含有培地を添加後、陽イオン交換媒体を洗浄する。いくつかの実施形態では
、洗浄緩衝液は、約５ｍＭ～１５ｍＭのリン酸ナトリウム、好ましくは、１０ｍＭのリン
酸ナトリウム、及び２０ｍＭ～７０ｍＭのＮａＣｌ、好ましくは、約５０ｍＭのＮａＣｌ
を含む。いくつかの実施形態では、デコリンを、その後、陽イオン交換媒体から溶出する
。いくつかの実施形態では、溶出緩衝液は、約５ｍＭ～１５ｍＭのリン酸ナトリウム、好
ましくは、１０ｍＭのリン酸ナトリウム、及び１５０ｍＭ～２５０ｍＭのＮａＣｌ、好ま
しくは、約２００ｍＭのＮａＣｌを含む。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、陽イオン交換クロマトグラフィーステップのデコリン含有溶
出液を、ヒドロキシアパタイト媒体に適用する。いくつかの実施形態では、このヒドロキ
シアパタイト媒体は、ＣＨＴタイプ１である。いくつかの実施形態では、ヒドロキシアパ
タイト媒体を、約５ｍＭ～１５ｍＭのリン酸ナトリウム、好ましくは、１０ｍＭのリン酸
ナトリウム、及び１５０ｍＭ～２５０ｍＭのＮａＣｌ、好ましくは、約２００ｍＭのＮａ
Ｃｌで平衡化する。いくつかの実施形態では、ヒドロキシアパタイト媒体へのデコリン含
有培地の添加後、ヒドロキシアパタイト媒体を洗浄する。いくつかの実施形態では、洗浄
緩衝液は、約５ｍＭ～１５ｍＭのリン酸ナトリウム、好ましくは、１０ｍＭのリン酸ナト
リウム、及び１５０ｍＭ～２５０ｍＭのＮａＣｌ、好ましくは、約２００ｍＭのＮａＣｌ
を含む。いくつかの実施形態では、デコリンを、その後、ヒドロキシアパタイト媒体から
溶出する。いくつかの実施形態では、溶出緩衝液は、約０．２Ｍ～０．４Ｍのリン酸ナト
リウム、好ましくは、０．３Ｍのリン酸ナトリウム、及び１５０ｍＭ～２５０ｍＭのＮａ
Ｃｌ、好ましくは、約２００ｍＭのＮａＣｌを含む。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィーステップのデコリ
ン含有溶出液の緩衝液を交換し、イオン交換膜に適用する。いくつかの実施形態では、こ
のイオン交換膜は、Ｑイオン交換膜、例えば、ムスタングＱイオン交換媒体である。いく
つかの実施形態では、この膜を、約３０ｍＭ～７０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、好ましくは約
５０ｍＭのトリス－ＨＣｌで平衡化する。いくつかの実施形態では、膜へのデコリン含有
溶液の添加後、膜を洗浄し、デコリンは、この膜を通過する。いくつかの実施形態では、
洗浄緩衝液は、約３０ｍＭ～７０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、好ましくは、約５０ｍＭのトリ
ス－ＨＣｌを含む。精製後、デコリンを、好ましくは、例えば、フロー濾過により、所望
の濃度まで濃縮する。
【００５５】
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　本発明の他の実施形態では、デコリン含有溶液を処理して、ウイルスを不活化または除
去する。いくつかの実施形態では、デコリン含有溶液を界面活性剤で処理して、ウイルス
を不活化する。いくつかの実施形態では、この界面活性剤は、トリトンＸ－１００である
。いくつかの実施形態では、この界面活性剤で処理するステップを、陽イオン交換クロマ
トグラフィーのステップ後に行う。いくつかの実施形態では、デコリン含有溶液を濾過し
、ウイルスを除去する。いくつかの実施形態では、これらの溶液を、ウイルスフィルター
（例えば、Ｖｉｒｏｓａｒｔウイルスフィルター）に通して濾過する。いくつかの実施形
態では、濾過ステップを、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィーステップ後に行う。
【００５６】
　本発明のプロセスは、好ましくは、ヒト患者の臨床使用に適するデコリン組成物を提供
する。いくつかの実施形態では、これらの組成物は、デコリンタンパク質が実質的にＧＡ
Ｇ化されないように、成熟デコリンコアタンパク質の４位に突然変異を含む精製されたデ
コリンコアタンパク質を含む。いくつかの実施形態では、これらの組成物は、精製された
デコリンタンパク質を提供し、これらの組成物は、組成物中、デコリンコアタンパク質１
ｍｇ当たり約１００、５０、２０、１０、５もしくは２ｎｇ未満の残留宿主細胞タンパク
質及び／またはデコリンコアタンパク質１ｍｇ当たり約２０、１０、５、または２ｐｇ未
満の残留宿主細胞ＤＮＡを含むことを特徴とする。いくつかの実施形態では、デコリンを
水溶液で提供する。いくつかの実施形態では、この水溶液は、ｐＨが約６．５～７．５、
好ましくは、約７．０であるリン酸緩衝生理食塩水（例えば、１０ｍＭのリン酸ナトリウ
ム、１５０ｍＭの塩化ナトリウム）である。
【００５７】
　本発明は、上述の通りに精製された獣医学的デコリンを含む薬学的組成物をさらに提供
する。薬学的に許容される担体は、当該技術分野において周知であり、生理学的緩衝化生
理食塩水などの水性溶液またはグリコール、グリセロール、植物油（例えば、オリーブ油
）もしくは注射可能な有機エステルなどの他の溶媒またはビヒクルを含む。薬学的に許容
されるさらなる担体は、例えば、ヒアルロン酸、及び重炭酸塩緩衝液、リン酸塩緩衝液、
リンガー溶液、ならびに所望の場合５％のデキストロースまたはヒト血清アルブミンで補
充された生理食塩水などの水性溶液を含む。薬学的に許容される担体は、デコリンポリペ
プチドを、インビトロで細胞にまたはインビボで対象に投与するために使用することがで
きる。薬学的に許容される担体は、例えば、ポリペプチドを安定化させもしくは作用物質
の吸収を増加または減少させるよう作用する生理学的に許容される化合物を含有すること
ができる。生理学的に許容される化合物は、例えば、グルコース、スクロースまたはデキ
ストランなどの炭水化物、アスコルビン酸またはグルタチオンなどの抗酸化剤、キレート
剤、低分子量タンパク質もしくは他の安定化剤または賦形剤を含むことができる。他の生
理学的に許容される化合物としては、湿潤剤、乳化剤、分散剤または防腐剤を含み、これ
らは微生物の増殖または作用を防止するために特に有用である。種々の防腐剤が周知であ
り、例えば、フェノール及びアスコルビン酸を含む。当業者であれば、生理学的に許容さ
れる化合物を含む薬学的に許容される担体の選択が、例えば、ポリペプチドの投与の経路
に及び特定のポリペプチドの固有の物理化学的特性に依存することを熟知しているであろ
う。例えば、モノステアリン酸アルミニウムまたはゼラチンなどの生理学的に許容される
化合物は、対象に投与される薬学的組成物の吸収の速度を延長させる遅延剤として特に有
用である。
【００５８】
　有効量の獣医学的デコリンを含む薬学的組成物は、例えば、局所的に、経口または静脈
内、筋肉内、皮下、腹腔内などの非経口を含む種々の経路によって、もしくは例えば、そ
れぞれ皮膚パッチまたは経皮イオン導入法を用いる皮膚を通しての受動的または促進性吸
収によって、対象に投与することができる。局所投与は、例えば軟膏または粉剤の直接適
用により受動的であり得、もしくは例えば鼻内噴霧または吸入剤を用いて能動的であり得
る。組成物が局所噴霧として投与される場合、組成物の１つの成分は、適切な推進剤であ
る。薬学的組成物はまた、所望される場合、リポソーム、マイクロスフェアまたは他のポ
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リマーマトリックス内に組み込まれ得る（Ｇｒｅｇｏｒｉａｄｉｓ，Ｌｉｐｏｓｏｍｅ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌ
ａ．１９８４）、これは参照により本明細書に組み込まれる）。例えば、リン脂質または
他の脂質からなるリポソームは、作成し投与することが比較的簡単である、非毒性の生理
学的に許容されかつ代謝可能な担体である。
【００５９】
　獣医学的デコリンを含む薬学的組成物の有効量は、一般的には、約０．０１～１００ｍ
ｇ／ｋｇ体重の範囲である。有効量は、当該技術分野において既知の方法を使用して決定
することができる。総有効量を、単回用量として、ボーラスとしてかまたは比較的短期間
にわたる注入によるかのいずれかで対象に投与され得るか、もしくは複数回の用量が一層
長期の期間にわたって投与される、細分化した処置プロトコルを用いて投与され得る。当
業者であれば、対象における有効用量を得るために必要とされるデコリンの量が、対象の
年齢及び全般的健康状態ならびに投与の経路及び施される処置の回数を含む多くの要因に
依存することを熟知しているであろう。
【００６０】
　本発明の獣医学的デコリン含有組成物は、追加の活性作用物質と組み合わせることがで
きる。これらの作用物質としては、デコリン合成促進剤、コラーゲン合成促進剤、マトリ
ックス金属タンパク質分解酵素（ＭＭＰ）阻害剤、抗酸化剤、コラーゲン調節剤、皺防止
または老化防止剤、抗生物質、脱色剤、鎮痛剤、抗菌剤、抗炎症剤、保湿剤、美白剤、コ
ルチコステロイド、もしくは日焼け止め剤が含まれるが、これらに限定されない。
【００６１】
　獣医学的デコリン含有組成物は、化粧品的にまたは薬学的にもしくは皮膚科学的に許容
される担体と組み合わせることができる。これらの担体としては、水、鉱油、エチレング
リコール、プロピレングリコール、ラノリン、グリセリルステアレート、ソルビタンステ
アレート、イソプロピルミリステート、イソプロピルパルミテート、アセトン、グリセロ
ール、ホスファチジルコリン、コール酸ナトリウム、またはエタノールが含まれるが、こ
れらに限定されない。
【００６２】
　獣医学的デコリン含有組成物は、皮膚浸透促進剤と組み合わせることができる。正常な
無償の皮膚を通して活性成分を輸送する上で役立つこれらの促進剤としては、リポソーム
、混合脂質ミセル、エトソーム（ｅｔｈｏｓｏｍｅｓ）、トランスファーソーム（ｔｒａ
ｎｓｆｅｒｓｏｍｅｓ）、ニオソーム（ｎｉｏｓｏｍｅｓ）、エタノール、アミド、エー
テル、グリコール、炭化水素油、ラウリル硫酸ナトリウム、オレイン酸、水アルコール溶
液、及びダイズホスファチジルコリンまたはこれらの組み合わせが含まれるが、これらに
限定されない。他の皮膚浸透の促進としては、異なるｐＨ値、共溶媒、界面活性剤、シク
ロデキストリン、及びイオン導入が含まれる。
【００６３】
　好適な担体またはビヒクルもしくは促進剤は、ゲル剤、クリーム剤、ローション剤、溶
液剤、コロイド状分散剤、乳剤（水中油または油中水）、発泡剤、噴霧剤、懸濁剤、日焼
け止め剤、液剤、及び皮膚への局所塗布用の種々のスキンケア調製物の製剤を含む。デコ
リン含有組成物は、皮膚への局所適用のための任意の製剤で調製され得る。
【００６４】
　上述の製剤はまた、製剤の意図される使用に応じて、他の成分と組み合わせることがで
きる。これらの成分としては、防腐剤、ビタミン、ポリマー、香料、水溶性または油溶性
膜形成剤、もしくは香味剤が含まれるが、これらに限定されない。
【００６５】
　本発明の獣医学的デコリン組成物には、様々な用途がある。獣医学的デコリンを利用す
る方法は、一般的に適用可能であるが、治療され得る病理の特定の例は、癌、線維性疾患
、及び糸球体腎炎を含む。例えば、線維性癌では、デコリンは、ＴＧＦ－βに結合し、癌
細胞に対するＴＧＦ－βの増殖刺激活性を破壊する。獣医学的デコリン組成物は、ＥＧＦ
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受容体及び／またはＩＧＦ－１受容体に対して陽性である腫瘍を治療する上での使用をさ
らに見出す。他の増殖性病理としては、リウマチ性関節炎、アテローム性動脈硬化症、成
人呼吸困難症候群、肝硬変、肺、腎臓、または肝臓の線維症、心筋梗塞後症候群、心線維
症、血管形成後の再狭窄、間質性腎線維症、ならびにケロイド及び瘢痕化などの特定の皮
膚線維性状態が含まれる。いくつかの特に好ましい実施形態では、この組成物は、ウマの
肉芽における瘢痕化を治療または阻害するために使用される。さらなる実施形態では、こ
の組成物は、眼に対する損傷、例えば、角膜手術、眼熱傷（化学的または熱性）、眼感染
、及び眼に対する擦傷から生じる眼に対する損傷を治療するために使用される。いくつか
の実施形態では、デコリン組成物は、心疾患を治療するために使用される。さらに他の実
施形態では、デコリン組成物は、脳または脊髄損傷などの神経外傷を治療するために使用
される。
実験
【００６６】
実施例１
　発現構築物を、愛玩動物及び家畜動物のいくつかの異なる種から獣医学的デコリンの突
然変異体型に対して設計した。セリンからアラニンへの変更を、それぞれの異なる種につ
いて成熟デコリンのアミノ酸４位において行った。この突然変異は、ＧＡＧがデコリン分
子に結合するのを防止する。この発現構築物は、タンパク質生成及び分泌のための内因性
シグナルペプチドの代わりに、ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドを使用する。
この構築物を、以下に概説する。
ニワトリデコリン発現遺伝子配列（配列番号１）：

【化１】
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配列番号２：
【化２】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドコード領域は、太字の活字で示されている。
ニワトリデコリンプロペプチドコード領域には、下線が施されている。
突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている。
ニワトリデコリン発現タンパク質配列（配列番号３）：
【化３】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドは、太字の活字で示されている。
ニワトリデコリンプロペプチドは、下線が施されている。
【００６７】
　突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている（成熟タンパク質へ
のＧＡＧ部分の付加を防止するために、成熟デコリンのアミノ酸番号４は、セリンからア
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ている）。
成熟ニワトリデコリン（配列番号４）：
【化４】

ウシデコリン発現遺伝子配列（配列番号５）：

【化５】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドコード領域は、太字の活字で示されている。
ウシデコリンプロペプチドコード領域には、下線が施されている。
突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている。
ウシデコリン発現タンパク質配列（配列番号６）：
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ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドは、太字の活字で示されている。
ウシデコリンプロペプチドは下線が施されている。
【００６８】
　突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている（成熟タンパク質へ
のＧＡＧ部分の付加を防止するために、成熟デコリンのアミノ酸番号４は、セリンからア
ラニンへ突然変異された。このアミノ酸は、太字の活字で示され、ならびに下線が施され
ている）。
成熟ウシデコリンタンパク質配列（配列番号７）：
【化７】

イヌデコリン発現遺伝子配列（配列番号８）：
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【化８】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドコード領域は、太字の活字で示されている。
イヌデコリンプロペプチドコード領域には、下線が施されている。
突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている。
イヌデコリン発現タンパク質配列（配列番号９）：
【化９】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドは、太字の活字で示されている。
イヌデコリンプロペプチドは下線が施されている。
【００６９】
　突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている（成熟タンパク質へ
のＧＡＧ部分の付加を防止するために、成熟デコリンのアミノ酸番号４は、セリンからア
ラニンへ突然変異された。このアミノ酸は、太字の活字で示され、ならびに下線が施され
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成熟イヌデコリン配列（配列番号１０）：
【化１０】

ヤギデコリン発現遺伝子配列（配列番号１１）：
【化１１】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドコード領域は、太字の活字で示されている。
ヤギデコリンプロペプチドコード領域には、下線が施されている。
突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている。
ヤギデコリン発現タンパク質配列（配列番号１２）：
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ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドは、太字の活字で示されている。
ヤギデコリンプロペプチドは下線が施されている。
【００７０】
　突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている（成熟タンパク質へ
のＧＡＧ部分の付加を防止するために、成熟デコリンのアミノ酸番号４は、セリンからア
ラニンへ突然変異された。このアミノ酸は、太字の活字で示され、ならびに下線が施され
ている）。
成熟ヤギデコリンタンパク質配列（配列番号１３）：
【化１３】

ウマデコリン発現遺伝子配列（配列番号１４）：
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【化１４】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドコード領域は、太字の活字で示されている。
ウマデコリンプロペプチドコード領域には、下線が施されている。
突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている。
ウマデコリン発現タンパク質配列（配列番号１５）：
【化１５】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドは、太字の活字で示されている。
ウマデコリンプロペプチドは下線が施されている。
【００７１】
　突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている（成熟タンパク質へ
のＧＡＧ部分の付加を防止するために、成熟デコリンのアミノ酸番号４は、セリンからア
ラニンへ突然変異された。このアミノ酸は、太字の活字で示され、ならびに下線が施され
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成熟ウマデコリンタンパク質配列（配列番号１６）：
【化１６】

ブタデコリン発現遺伝子配列（配列番号１７）：
【化１７】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドコード領域は、太字の活字で示されている。
ブタデコリンプロペプチドコード領域には、下線が施されている。
突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている。
ブタデコリン発現タンパク質配列（配列番号１８）：
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ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドは、太字の活字で示されている。
ブタデコリンプロペプチドは下線が施されている。
【００７２】
　突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている（成熟タンパク質へ
のＧＡＧ部分の付加を防止するために、成熟デコリンのアミノ酸番号４は、セリンからア
ラニンへ突然変異された。このアミノ酸は、太字の活字で示され、ならびに下線が施され
ている）。
成熟ブタデコリン配列（配列番号１９）：
【化１９】

ヒツジデコリン発現遺伝子配列（配列番号２０）：
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【化２０】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドコード領域は、太字の活字で示されている。
ヒツジデコリンプロペプチドコード領域には、下線が施されている。
突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている。
ヒツジデコリン発現タンパク質配列（配列番号２１）：
【化２１】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドは、太字の活字で示されている。
ヒツジデコリンプロペプチドは下線が施されている。
【００７３】
　突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている（成熟タンパク質へ
のＧＡＧ部分の付加を防止するために、成熟デコリンのアミノ酸番号４は、セリンからア
ラニンへ突然変異された。このアミノ酸は、太字の活字で示され、ならびに下線が施され
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成熟ヒツジデコリン配列（配列番号２２）：
【化２２】

ネコデコリン発現遺伝子配列（配列番号２５）：
【化２３】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドコード領域は、太字の活字で示されている。
ネコデコリンプロペプチドコード領域には、下線が施されている。
突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている。
ネコデコリン発現タンパク質配列（配列番号２６）：



(28) JP 2016-519110 A 2016.6.30

10

20

30

40

50

【化２４】

ウシα－ラクトアルブミンシグナルペプチドは、太字の活字で示されている。
ネコデコリンプロペプチドは下線が施されている。
【００７４】
　突然変異体成熟デコリンコード領域は、普通の字体で示されている（成熟タンパク質へ
のＧＡＧ部分の付加を防止するために、成熟デコリンのアミノ酸番号４は、セリンからア
ラニンへ突然変異された。このアミノ酸は、太字の活字で示され、ならびに下線が施され
ている）。
成熟ネコデコリン配列（配列番号２７）：
【化２５】

【００７５】
実施例２
遺伝子構築物の開発。
イヌ及びネコのデコリンＤＮＡ構築ならびにクローニング。イヌ及びネコのデコリンの遺
伝子配列を、連結されたウシアルファ－ラクトアルブミンシグナルペプチドを用いて合成
した。両方のＤＮＡ配列をＣａｔａｌｅｎｔのＧＰＥｘ（登録商標）発現ベクターにクロ
ーニングした（図１～４）。例えば、Ｂｌｅｃｋ，Ｇ．Ｔ．２００５　Ａｎ　ａｌｔｅｒ
ｎａｔｉｖｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｒａｐｉｄ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｓｔａｂｌｅ，ｈｉｇｈ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌ　
ｌｉｎｅｓ（Ａ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ）．Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　
Ｊ．Ｓｅｔｐ／Ｏｃｔ．ｐｐ　１－７、Ｂｌｅｃｋ，Ｇ．Ｔ．，２０１０．ＧＰＥｘ（登
録商標）Ａ　Ｆｌｅｘｉｂｌｅ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｒａｐｉｄ　Ｇｅｎｅ
ｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｔａｂｌｅ，Ｈｉｇｈ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ，Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　Ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｌｉｎｅｓ　Ｃｈａｐｔｅｒ
　４　Ｉｎ：　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ，Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ａｓｐｅｃｔｓ，Ｅｄｉｔｅｄ　ｂ
ｙ：Ｓ．Ｊ．Ｓｈｉｒｅ　ｅｔ　ａｌ．（著作権）２０１０　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ａｓｓ
ｏｃｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔｓ，ＤＯ
Ｉ　１０．１００７／９７８－０－３８７－７６６４３－０＿４を参照されたい。
【００７６】
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レトロベクターの作成。上記に概説した発現構築物を、ＭＬＶ　ｇａｇタンパク質、ｐｒ
ｏタンパク質、及びｐｏｌタンパク質を構造的に生成するＨＥＫ　２９３細胞株に導入し
た。発現プラスミドを含有するエンベロープもまたデコリン遺伝子構築物でコトランスフ
ェクトした。このコトランスフェクションは、複製不全高力価レトロベクターの生成をも
たらし、これを超遠心分離によって濃縮し、細胞形質導入に使用した（１、２）。
【００７７】
レトロベクターによるＧＣＨＯ細胞の形質導入。ＧＰＥｘ（登録商標）チャイニーズハム
スター卵巣（ＧＣＨＯ）親細胞株の２つのデコリン分子を発現するよう開発された遺伝子
構築物から作成されたレトロベクターによる複数回の形質導入を行うことによって、イヌ
及びネコのデコリンをプールした細胞株を作成した。３回の独立した形質導入を行い、２
つの生成物のそれぞれについてプールした細胞株を生成した。
【００７８】
細胞のプールした集団からのイヌ及びネコの流加バッチ生産。形質導入後に、イヌ及びネ
コのデコリンについてプールした細胞株を、二通りの２５０ｍＬの振蕩フラスコ内の流加
バッチ試験における生産性評価のためにスケールアップした。各振蕩フラスコにＰＥ　Ｃ
ＨＯ　ＬＳ培地（ＨｙＣｌｏｎｅ）の６０ｍＬの実行容積当たり３００，０００個の生細
胞を播種し、加湿（７０～８０％）振蕩インキュベータ内で、５％のＣＯ２及び３７℃の
温度で１３０ｒｐｍにてインキュベートした。生産実行中に、培養物に２つの異なる補給
物質を用いて、４回にわたって供給した。生存率が≦５０％になったとき（１４日目）培
養を終了した。イヌ及びネコのデコリンの生産の確認を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析によって
判定した（図５及び６）。この分子のヒト型に関連付けられる従来の二重線（図７参照）
が、イヌ及びネコの両方で観察された。
【００７９】
上記明細書で言及した全ての刊行物及び特許は、参照により本明細書に組み込まれる。本
発明の範囲及び趣旨から逸脱することのない、本発明に記載の方法及びシステムの様々な
変更及び変形は、当業者には明らかであろう。本発明は特定の好ましい実施形態に関連し
て説明してきたが、特許請求される本発明は、かかる特定の実施形態に不当に限定される
ものではないことを理解すべきである。実際に、本発明の分野の当業者に明らかである本
発明を実施するための記載された態様の種々の変更は、添付の特許請求の範囲内にあると
意図される。
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