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(57)【要約】
本発明は、エリスロポエチンレセプター（EPO-R）のアゴニストであるペプチド化合物に
関する。本発明はまた、不十分な、または欠陥のある赤血球産生に関連する障害を治療す
るための、そのようなペプチド化合物を使用した治療方法に関する。本発明のペプチド化
合物を含む医薬組成物および用量も提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
エリスロポエチンレセプター（EPO-R）に結合して活性化する治療上有効量の化合物を患
者に投与することを含む、エリスロポエチンの欠乏または少ないもしくは欠陥のある赤血
球集団によって特徴づけられる障害を有する患者を治療する方法であって、ここで、前記
治療上有効量は、患者の体重１kg当たり前記化合物0.025～0.5mgの用量であり、ここで、
前記化合物は、
（a）第１ペプチドモノマーおよび第２ペプチドモノマーを含み、ここで、前記第１およ
び第２ペプチドモノマーはアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRを含む、ペプチ
ドダイマー部分と；
（b）前記ペプチドモノマーを共有結合するリンカー部分と；
（c）10,000～60,000ダルトンの分子量を有する直鎖状で分岐していないポリ（エチレン
グリコール)（PEG）を含むPEG部分と；
（d）前記PEG部分を前記リンカー部分に共有結合させ、以下の式を有するスペーサー部分
であって、
【化１】

ここで、R4はNH、NHCO、CO、COOおよびNHCOOから成る群から選択されるものを含む、前記
方法。
【請求項２】
前記アミノ酸配列が、(MeG)、Kまたは(MeG)Kを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記アミノ酸配列が(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRKである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記アミノ酸配列が(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)である、請求項２に記載の方法
。
【請求項５】
前記アミノ酸配列が(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)Kである、請求項２に記載の方
法。
【請求項６】
前記スペーサーがイミノ二酢酸リンカーである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
前記スペーサーが原子10個-PEG(2,2'-(エチレンジオキシ(ビス(エチルアミン))である、
請求項１に記載の方法。
【請求項８】
前記リンカーがリジンである、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
前記PEGが10,000～60,000ダルトンである、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
前記PEGが20,000～40,000ダルトンである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
前記方法が、薬学的に許容可能なキャリアを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
前記障害が腎不全または透析である、請求項１に記載の方法。
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【請求項１３】
前記治療上有効量が、患者の体重１kg当たり前記化合物0.025～0.2mgの用量である、請求
項１２に記載の方法。
【請求項１４】
前記用量が、患者の体重１kg当たり前記化合物0.05～0.1mgである、請求項１３に記載の
方法。
【請求項１５】
前記障害が悪性腫瘍と関連した貧血症である、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
前記治療上有効量が、患者の体重１kg当たり前記化合物0.075～0.5mgの用量である、請求
項１５に記載の方法。
【請求項１７】
前記用量が、患者の体重１kg当たり前記化合物0.2～0.4mgである、請求項１６に記載の方
法。
【請求項１８】
前記治療上有効量が３～４週間に１回投与される、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
前記化合物が以下：
【化２】

である、請求項１、２、５、６、８－１８のうちのいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　2005年6月3日に出願した米国仮出願番号60/687,655に対して優先権を主張する。この優
先出願の内容は、その全体を引用することによって、本開示の一部となす。
【０００２】
（発明の分野）
　本発明は、エリスロポエチンレセプター（EPO-R）のアゴニストであるペプチド化合物
に関する。本発明はまた、不十分な、または欠陥のある赤血球産生に関連する障害を治療
するための、そのようなペプチド化合物を使用した治療方法に関する。本発明のペプチド
化合物を含む医薬組成物も提供される。
【背景技術】
【０００３】
（発明の背景）
　エリスロポエチン（EPO）は、165個のアミノ酸からなる糖タンパク質ホルモンであり、
約34キロダルトン（kD）の分子量を有し、好ましい糖鎖付加部位は、第24位、第38位、第
83位および第126位である。はじめに、23個のアミノ酸からなるシグナルペプチドを有す
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る前駆タンパク質として産生される。EPOは３つの型、すなわちα型、β型およびアシア
ロ型において存在し得る。α型とβ型では、糖鎖成分がわずかに異なるが、効力、生物活
性、および分子量は等しい。アシアロ型は、α型またはβ型から末端糖鎖（シアル酸）が
除去されたものである。EPOをコードする複数のDNA配列が報告されている（米国特許第4,
703,008号（Lin）参照）。
【０００４】
　EPOは、赤血球前駆細胞の有糸分裂および分化を促進し、それによって赤血球が確実に
産生される。EPOは、低酸素状態が広がったときに腎臓で産生される。EPOに誘導される赤
血球前駆細胞の分化の間、グロビン合成が誘導され、ヘム複合体の合成が促進され、フェ
リチンレセプターの数が増加する。これらの変化によって、細胞が、より多くの鉄分を取
り込み、機能的なヘモグロビンを合成することが可能となり、機能的なヘモグロビンは、
成熟赤血球内において酸素と結合する。このようにして、赤血球とその中のヘモグロビン
は、体に酸素を供給する上で重要な役割を果たす。これらの変化は、ＥＰＯと、赤血球前
駆細胞の細胞表面上の適切なレセプターとの相互作用によって開始される（例えば、Grab
erおよびKrantz (1978) Ann. Rev. Med. 29. 51-66参照）。
【０００５】
　体が健康な状態にある場合、EPOは血漿内において非常に低い濃度で存在し、組織は、
既存の多数の赤血球から十分な酸化を受ける。この正常な低濃度は、普通に老化によって
失われた赤血球の交代を刺激するのに十分である。
【０００６】
　血液の循環において血液細胞による酸素の移送が減少する場合、低酸素条件下で血液の
循環におけるEPOの量は増加する。低酸素症は、例えば、出血による実質的な血液の喪失
、過度の放射線照射による赤血球の破壊、高い標高または長期の意識不明を原因とする酸
素摂取の減少、あるいは種々の形態の貧血によって引き起こされる場合がある。このよう
な低酸素ストレスに応えて、EPOのレベルが高まり、赤血球前駆細胞の増殖を刺激するこ
とによって赤血球の産生が増加する。正常な組織の酸素需要量のために必要とされるより
も多くの赤血球が血液を循環する場合、循環内のEPOのレベルは下げられる。
【０００７】
　EPOは赤血球形成の過程において必須であるので、このホルモンは、少ないまたは欠陥
のある赤血球産生によって特徴づけられる血液の障害の診断および治療の両方において潜
在的に有用な用途がある。最近の研究は、種々の病状、障害、および血液学的に不規則な
状態のためのEPO療法の有効性の予測の基礎を提供しており、それらには以下のものが含
まれる：ベータサラセミア（Vedovato, et al. (1984) Acta. Haematol. 71:211-213参照
）；嚢胞性線維症（Vichinsky, et al. (1984) J. Pediatric 105:15-21参照）；妊娠お
よび月経不順（Cotes, et al. (193) Brit. J. Ostet. Gyneacol. 90:304-311参照）；早
期の未熟児貧血（Haga, et al. (1983) Acta Pediatr. Scand. 72; 827-831参照）；脊髄
損傷（Claus-Walker, et al. (1984) Arch. Phys. Med. Rehabil. 65:370-374参照）；宇
宙飛行（Dunn, et al. (1984) Eur. J. Appl. Physiol. 52:178-182参照）；急性失血（M
iller, et al. (1982) Brit. J. Haematol. 52:545-590参照）；老化（Udupa, et al. (1
984) J. Lab. Clin. Med. 103:574-580および581-588並びにLipschitz, et al. (1983) B
lood 63:502-509参照）；異常な赤血球生成を伴う種々の腫瘍性の病状（Dainiak, et al.
 (1983) Cancer 5:1101-1106およびSchwartz, et al. (1983) Otolaryngol. 109:269-272
参照）；および腎不全（Eschbach. et al. (1987) N. Eng. J. Med. 316:73-78参照）。
【０００８】
　精製された均質のEPOは特徴づけされている（米国特許第4,677,195号（Hewick））。EP
OをコードするDNA配列を精製し、クローニングし、発現させて天然のEPOと同じ生化学的
、免疫学的特性を有する組み換えポリペプチドを生成した。天然のEPOのものと同一のオ
リゴ糖を有する組み換えEPO分子も生成されている（Sasaki, et al. (1987) J. Biol. Ch
em. 262:12059-12076参照）。
【０００９】
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　EPOの生物学的効果は、部分的に、細胞膜に結合したレセプターとの相互作用に媒介さ
れるようである。初期の研究では、マウスの脾臓から単離した未成熟な赤血球系細胞を使
用しており、EPO結合細胞表面タンパク質は、それぞれ約85,000および100,000ダルトンの
分子量を有する２つのポリペプチドを含むことを示唆した（Sawyer, et al (1987) Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 84:3690-3694）。EPO結合部位の数を数えたところ、細胞表面当
たり平均で約800～1000個であった。これら結合部位のうち約300個は、約90pM（ピコモル
）のKdでEPOに結合した一方で、残りは、低下した親和性の約570pMでEPOに結合した（Saw
yer, et al. (1987) J. Biol. Chem. 262:5554-5562）。フレンド白血病ウイルスの貧血
性の株（FVA）を注射したマウスから調製したEPO反応性の脾臓の赤芽球が、全部で約400
個の高および低親和性EPO結合部位を有し、そのKd値がそれぞれ約100pMおよび800pMであ
ることを、ある独自の研究が示唆した（Landschulz, et al (1989) Blood 73:1476-1486
）。
【００１０】
　それに続く研究では、２種類の形態のEPOレセプター（EPO-R）が単一の遺伝子によりコ
ードされることを示した。この遺伝子はクローニングされている（例えばJones, et al. 
(1990) Blood 76, 31-35；Noguchi, et al (1991) Blood 78:2548-2556；およびMaouche,
 et al. (1991) Blood 78:2557-2563参照）。マウスおよびヒトEPO-Rタンパク質のDNA配
列およびコードされたペプチド配列は、例えばD'Andreaらの国際公開第WO90/08822号に記
載されている。現在のモデルは、EPOがEPO-Rに結合する結果２つのEPO-R分子の二量化お
よび活性化が起こり、その結果、続いてシグナル変換のステップに進むことを示唆してい
る（例えばWatowich, et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2140-2144参照）
。
【００１１】
　EPO-Rのクローニングされた遺伝子を利用できることは、この重要なレセプターのアゴ
ニストおよびアンタゴニストの調査を促進する。組み換えレセプタータンパク質を利用で
きることにより、種々のランダムおよびセミランダムなペプチドの多様性を生成するシス
テムにおいて、レセプターとリガンドの相互作用を研究することが可能となる。これらの
システムは以下のものを含む：「プラスミド上のペプチド」システム（米国特許第6,270,
170号に記載）；「ファージ上のペプチド」システム（米国特許第5,432,018号およびCwir
la, et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-6382に記載）；「コードされ
た合成ライブラリ」（ESL）システム（1992年9月16日出願の米国特許出願番号946,239号
に記載）；および「超大規模固定化ポリマー合成」システム（米国特許第5,143,854号；
国際公開第WO90/15070号；Fodor, et al. (1991) Science 251:767-773；DowerおよびFod
or (1991) Ann. Rep. Med. Chem. 26:271-180；および米国特許第5,424,186号に記載）。
【００１２】
　EPO-Rと少なくともある程度相互作用するペプチドは識別されており、例えば以下の文
献に記載されている：Wrightonらの米国特許第5,773,569号、第5,830,851号および第5,98
6,047号；Wrightonらの国際公開第WO96/40749号；JohnsonおよびZivinの米国特許第5,767
,078号および国際公開第WO96/40772号；Baluの国際公開第WO01/38342号；およびSmith-Sw
intoskyらの国際公開第WO01/91780号。特に、あるペプチドモチーフを含有するペプチド
のグループが識別されており、そのメンバーは、EPO-Rに結合し、EPO依存型の細胞増殖を
刺激する。しかし、モチーフを含有する今日までに識別されているペプチドは、EPO依存
型の細胞増殖をインビトロで刺激し、EC50値は約20～250ナノモル（nM）である。従って
、EPOに刺激される細胞増殖の最大値の50％を刺激するために、20～250nMのペプチド濃度
が必要である。EPOレセプターに結合する更にその他のペプチドおよびその構成体が、以
下の文献に記載されている：2003年5月12日に出願された米国仮出願番号60/470,244、60/
470,245および60/469,993；2004年11月11日に出願された米国仮出願番号60/627,432およ
び60/627,433；2004年5月12日に出願された米国非仮出願番号10/844,968；および2004年5
月12日に出願された国際出願番号PCT/US2004/14886およびPCT/US2004/014889（それぞれ
国際公開第WO2004/101611号および国際公開第WO2004/101606号として公開）。これらの出
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【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　EPO-Rアゴニストの計り知れない潜在力を考えると、このレセプターに媒介される重要
な生物学的活性の研究に関しても、病気の治療に関しても、強化された効力および活性を
有するペプチドEPO-Rアゴニストの識別に対するニーズが依然としてある。本発明は、そ
のような化合物を提供する。
【００１４】
　このセクション中および明細書全体を通じての引例についての引用および／または考察
は、単に本発明に関する記述を明確にするために提供したものであって、そのような引例
のいずれかが本発明の「先行技術」であると認めるものではない。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
（発明の要旨）
　本発明は、劇的に強化された効力および活性を有するEPO-Rアゴニストである新規のペ
プチド化合物を提供する。これらのペプチド化合物は、アミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1
-nal)VCQPLRK(配列番号１)を有するぺプチドモノマーのホモダイマー、またはアミノ酸配
列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配列番号２）を有するぺプチドモノマーのホ
モダイマー、アミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)（配列番号３）を有する
ぺプチドモノマーのホモダイマーであり、ここで、各アミノ酸は標準的な一文字の略記に
よって示す。「(AcG)」はN-アセチルグリシンであり、「(1-nal)」は1-ナフチルアラニン
であり、「(MeG)」はN-メチルグリシンであってサルコシンとしても知られている。ペプ
チドダイマーの各ペプチドモノマーは、モノマーのシステイン残基間における分子内ジス
ルフィド結合を含有する。
【００１６】
　ペプチドモノマーは、分岐している第３級アミドリンカーに共有結合されることによっ
て二量化されてよい。第３級アミドリンカーは、
-C1O-CH2-X-CH2-C

2O-
と表すことができ：
ここで、XはNCO-(CH2)2-N

1H-であり；リンカーのC1は、第１ペプチドモノマーのC末端リ
ジン残基のεアミノ基と共にアミド結合を形成し；リンカーのC2は、第２ペプチドモノマ
ーのC末端リジン残基のεアミノ基と共にアミド結合を形成し；XのN1は、カルバメート結
合またはアミド結合を通じて、活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分に結合し、こ
こで、PEGの分子量は約20,000～40,000ダルトンである（用語「約」とは、PEGの調製にお
いて、記載された分子量よりも大きい分子もあれば小さい分子もあることを示す）。
【００１７】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号
１）を有し、リンカーのN1がカルバメート結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（
PEG）部分に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができ
る：
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【化３】

【００１８】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号
１）を有し、リンカーのN1がアミド結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（PEG）
部分に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：

【化４】

【００１９】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配
列番号２）を有し、リンカーのN1がカルバメート結合を通じて活性化ポリエチレングリコ
ール（PEG）部分に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すこと
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ができる：
【化５】

【００２０】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配
列番号２）を有し、リンカーのN1がアミド結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（
PEG）部分に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができ
る：
【化６】

【００２１】
　ペプチドモノマーは、分岐している第３級アミドリンカーに共有結合されることによっ
て二量化されてもよい。第３級アミドリンカーは、
-C1O-CH2-X-CH2-C

2O-
と表すことができ：
ここで、XはNCO-(CH2)2-NH-C

3O-であり；リンカーのC1は、第１ペプチドモノマーのC末端
リジン残基のεアミノ基と共にアミド結合を形成し；リンカーのC2は、第２ペプチドモノ
マーのC末端リジン残基のεアミノ基と共にアミド結合を形成する。本発明のペプチドダ
イマーは、以下の構造：
-N1H-(CH2)4-C

4H-N2H-
を有するスペーサー部分を更に含み：
ここで、スペーサーのC4は、XのC3に共有結合し；スペーサーのN1は、カルバメート結合
またはアミド結合を通じて、活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分に共有結合し；
スペーサーのN2は、カルバメート結合またはアミド結合を通じて活性化PEG部分に共有結
合し、ここで、PEGの分子量は約10,000～50,000ダルトンである（用語「約」とは、PEGの
調製において、記載された分子量よりも大きい分子もあれば小さい分子もあることを示す
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てよい。
【００２２】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号
１）を有し、スペーサーのN1とN2の両方がカルバメート結合を通じて活性化PEG部分に共
有結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：
【化７】

【００２３】
　好ましい実施形態において、２つのペプチドモノマーのC末端リジンはL-リジンである
。また、当業者は上記の化学式から理解するであろうが、２つの直鎖状のPEG部分はリジ
ンによって結合され（例えばmPEG2-Lys-NHSまたはmPEG2-リシノール-NPCとして）、この
リジンもまた好ましくはL-リジンであり、以下の立体化学を生み出す。

【化８】

【００２４】
　あるいは、１つ以上のリジン残基がD-リジンであってもよく、代替の立体化学を生み出
すが、当業者はこれを容易に理解するであろう。
【００２５】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号
１）を有し、スペーサーのN1とN2の両方がアミド結合を通じて活性化PEG部分に共有結合
する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：
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この場合もやはり、この化合物内のリジン分子は、好ましくは全てL-リジンであり、以下
の立体化学を生み出す。
【化１０】

あるいは、１つ以上のリジン残基はD-リジンであってもよく、代替の立体化学を生み出す
が、当業者はこれを容易に理解するであろう。
【００２６】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配
列番号２）を有し、スペーサーのN1とN2の両方がカルバメート結合を通じて活性化PEG部
分に共有結合し、ここでYがカルバメート基である場合、本発明の新規ペプチド化合物は
以下のように示すことができる：
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好ましくは、この分子内でペプチドモノマーと直鎖状のPEG部分とを結合するリジン残基
は、全てL-リジンであり、以下の立体化学を生み出す：

【化１２】

【００２７】
　あるいは、１つ以上のリジン残基がD-リジンであってもよく、代替の立体化学を生み出
すが、当業者はこれを容易に理解するであろう。
【００２８】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配
列番号２）を有し、スペーサーのN1とN2の両方がアミド結合を通じて活性化PEG部分に共
有結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：
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【化１３】

好ましくは、この分子のペプチドモノマーと直鎖状のPEG部分とを結合するリジン残基は
、全てL-リジンであり、以下の立体化学を生み出す。
【化１４】

その他の実施形態において、１つ以上のリジン残基がD-リジンであってもよく、代替の立
体化学を生み出すが、当業者はこれを容易に理解するであろう。
【００２９】
　ペプチドモノマーはまた、リジンリンカーへの結合によって二量化することができ、そ
れによって、第１ペプチドモノマーはそのC末端においてリジンのεアミノ基に結合され
、第２ペプチドモノマーはそのC末端においてリジンのαアミノ基に結合される。
【００３０】
　本発明のペプチドダイマーは、以下の構造：
-N1H-(CH2)2-O-(CH2)2-O-(CH2)2-N

2H-
を有するスペーサー部分を更に含む。
一方の端部において、スペーサーのN1は、アミド結合を通じてリジンリンカーのカルボニ
ル炭素に結合する。反対側の端部において、スペーサーのN2は、カルバメート結合または
アミド結合を通じて、活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分に結合し、ここで、PEG
の分子量は約20,000～40,000ダルトンである（用語「約」とは、PEGの調製において、記
載された分子量よりも大きい分子もあれば小さい分子もあることを示す）。
【００３１】
　スペーサーが、カルバメート結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分
に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物（配列番号３）は以下のように示すことが
できる：
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【化１５】

【００３２】
　スペーサーが、アミド結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分に結合
する場合、本発明の新規ペプチド化合物（配列番号３）は以下のように示すことができる
：
【化１６】

【００３３】
　本発明は、このようなペプチド化合物を使用して種々の病状を治療する方法を更に提供
する。方法は、治療上有効量の上記化合物のうちの１つを患者に投与することによって、
エリスロポエチンの欠乏または少ないもしくは欠陥のある赤血球集団によって特徴づけら
れる障害を有する患者を治療することを含む。ある実施形態において、障害は以下のもの
である：末期腎不全または透析；AIDS、自己免疫疾患または悪性腫瘍と関連した貧血；ベ
ータサラセミア；嚢胞性線維症；早期の未熟児貧血；慢性炎症性疾患に関連した貧血；脊
髄損傷；急性失血；老化；あるいは異常な赤血球生成を伴う種々の腫瘍性の病状。更に、
ある実施形態において、障害は腎不全または透析であり、治療上有効量は、患者の体重１
kg当たり化合物0.025～0.2mgの用量である。その他の実施形態において、障害は腎不全ま
たは透析であり、治療上有効量は、患者の体重１kg当たり化合物0.05～0.1mgの用量であ
る。ある実施形態において、障害は悪性腫瘍に関連した貧血であり、治療上有効量は、患
者の体重１kg当たり化合物0.075～0.5mgの用量である。その他の実施形態において、障害
は悪性腫瘍に関連した貧血であり、治療上有効量は、患者の体重１kg当たり化合物0.2～0
.4mgの用量である。治療上有効量は、３～４週間に１回投与できる。
【００３４】
　本発明は、このようなペプチド化合物で構成される医薬組成物を更に提供する。ある実
施形態において、PEGの分子量は約20,000ダルトンである。その他の実施形態において、
医薬組成物は、上記化合物のうちのいずれか１つおよび薬学的に許容可能なキャリアを含
む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３５】
（発明の詳細な説明）
定義：
　ペプチドにおけるアミノ酸残基は、以下のように略記する：フェニルアラニンはPheま
たはF；ロイシンはLeuまたはL；イソロイシンはIleまたはI；メチオニンはMetまたはM；
バリンはValまたはV；セリンはSerまたはS；プロリンはProまたはP；トレオニンはThrま
たはT；アラニンはAlaまたはA；チロシンはTyrまたはY；ヒスチジンはHisまたはH；グル
タミンはGlnまたはQ；アスパラギンはAsnまたはN；リジンはLysまたはK；アスパラギン酸
はAspまたはD；グルタミン酸はGluまたはE；システインはCysまたはC；トリプトファンは
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TrpまたはW；アルギニンはArgまたはR；グリシンはGlyまたはG。ペプチドにおける非従来
型のアミノ酸は以下のように略記する：1-ナフチルアラニンは1-nalまたはNp、N-メチル
グリシン（サルコシンとしても知られる）はMeGまたはSc；アセチル化グリシン（N-アセ
チルグリシン）はAcG。
【００３６】
　本明細書において、用語「ポリペプチド」または「タンパク質」とは、アミド結合を通
じて共に結合するαアミノ酸であるアミノ酸モノマーからなるポリマーのことを言う。従
って、ポリペプチドの長さは少なくとも２アミノ酸残基長であり、通常はより長い。一般
的に、用語「ペプチド」とは、長さが２～３アミノ酸残基長しかないポリペプチドのこと
を言う。本発明の新規のEPO-Rアゴニストペプチドの長さは、好ましくは約50アミノ酸残
基長しかない。より好ましくは、約17～40アミノ酸残基長である。ペプチドとは対照的に
、ポリペプチドは、任意の数のアミノ酸残基を含んでいて良い。従って、用語「ポリペプ
チド」は、ペプチドと共により長い配列を有するアミノ酸をも含む。
【００３７】
　本明細書において、フレーズ「薬学的に許容可能な」とは、「一般的に安全と考えられ
る」（例えば、ヒトに投与したときに、生理学的に許容でき、異常亢進、めまい等のアレ
ルギー反応または類似の有害反応を典型的に起こさない）分子的実体および組成物のこと
を言う。好ましくは、本明細書において、用語「薬学的に許容可能な」とは、動物、特に
ヒトにおける使用について、連邦政府または州政府の規制機関が許可している、あるいは
、米国薬局方またはその他の一般的に承認された薬局方においてリストアップされている
ことを意味する。用語「キャリア」とは、化合物が共に投与される希釈剤、アジュバント
、賦形剤またはビヒクルのことを言う。このような薬学的キャリアは、石油、動物、植物
、または合成由来のものを含む水および油等の殺菌した液体であって良い（例えばピーナ
ッツ油、大豆油、鉱物油、ゴマ油等）。水または水溶液、食塩水、水性デキストロース溶
液および水性グリセロール溶液が、特に注射可能な溶液用のキャリアとして好ましく用い
られる。適切な薬学的キャリアは、E. W. Martin著「Remington's Pharmaceutical Scien
ces」に記載されている。
【００３８】
　本明細書において、用語「アゴニスト」とは、相補的な生物学的に活性のレセプターに
結合し、レセプターにおける生物学的反応を引き起こすため、またはレセプターの既存の
生物学的活性を高めるために生物学的に活性のレセプターを活性化する、生物学的に活性
のリガンドのことを言う。
【００３９】
EPO-Rアゴニストである新規ペプチド
　本発明は、劇的に強化された効力および活性を有するEPO-Rアゴニストである新規のペ
プチド化合物を提供する。これらのペプチド化合物は、アミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1
-nal)VCQPLRK(配列番号１)を有するぺプチドモノマーのホモダイマー、またはアミノ酸配
列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配列番号２）を有するぺプチドモノマーのホ
モダイマーであり、ここで、各アミノ酸は標準的な一文字の略記によって示す。「(AcG)
」はN-アセチルグリシンであり、「(1-nal)」は1-ナフチルアラニンであり、「(MeG)」は
N-メチルグリシンであってサルコシンとしても知られている。ペプチドダイマーの各ペプ
チドモノマーは、モノマーのシステイン残基間における分子内ジスルフィド結合を含有す
る。このようなモノマーは、以下のように図式的に示すことができる：
【化１７】

【００４０】
　これらの単量体ペプチドは、二量化されて、強化されたEPO-Rアゴニスト活性を有する
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ぺプチドダイマーを提供する。リンカー（Lk）部分は、分岐鎖の第３級アミドであり、各
モノマーのC末端リジン残基への同時結合によって、２つのペプチドモノマーのC末端を架
橋する。第３級アミドリンカーは、
-C1O-CH2-X-CH2-C

2O-
と表すことができ：
ここで、XはNCO-(CH2)2-N

1H-であり；リンカーのC1は、第１ペプチドモノマーのC末端リ
ジン残基のεアミノ基と共にアミド結合を形成し；リンカーのC2は、第２ペプチドモノマ
ーのC末端リジン残基のεアミノ基と共にアミド結合を形成し；XのN1は、カルバメート結
合またはアミド結合を通じて、活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分に結合し、こ
こで、PEGの分子量は約20,000～40,000ダルトンである（用語「約」とは、PEGの調製にお
いて、記載された分子量よりも大きい分子もあれば小さい分子もあることを示す）。
【００４１】
　第３級アミドリンカーは、
-C1O-CH2-X-CH2-C

2O-
と表すことができ：
ここで、XはNCO-(CH2)2-NH-C

3O-であり；リンカーのC1は、第１ペプチドモノマーのC末端
リジン残基のεアミノ基と共にアミド結合を形成し；リンカーのC2は、第２ペプチドモノ
マーのC末端リジン残基のεアミノ基と共にアミド結合を形成する。本発明のペプチドダ
イマーは、以下の構造：
-N1H-(CH2)4-C

4H-N2H-
を有するスペーサー部分を更に含み：
ここで、スペーサーのC4は、XのC3に共有結合し；スペーサーのN1は、カルバメート結合
またはアミド結合を通じて、活性化PEG部分に共有結合し；スペーサーのN2は、カルバメ
ート結合またはアミド結合を通じて活性化PEG部分に共有結合し、ここで、PEGの分子量は
約10,000～60,000ダルトンである（用語「約」とは、PEGの調製において、記載された分
子量よりも大きい分子もあれば小さい分子もあることを示す）。
【００４２】
　従って、本発明の新規ペプチドは、PEG部分も含有することができ、PEG部分は、カルバ
メート結合またはアミド結合を通じて、ペプチドダイマーの第３級アミドリンカーに共有
結合する。PEGは、薬学的に許容可能な水溶性ポリマーである。本発明において使用する
ためのPEGは、約20キロダルトン（20K）～約60Kの分子量を有する直鎖状で分岐していな
いPEGであってよい（用語「約」とは、PEGの調製において、記載された分子量よりも大き
い分子もあれば小さい分子もあることを示す）。最も好ましくは、PEGの分子量は約30K～
40Kである。当業者は、以下についての考慮に基づいて、所望のポリマーサイズを選択す
ることができるであろう：所望の用量；循環する時間；タンパク質分解への耐性；もしあ
れば、生物学的活性に対する効果；取り扱い易さ；抗原性の程度または欠如；および治療
用ペプチドに対するその他に知られているPEGの効果。
【００４３】
　本発明のペプチド、ペプチドダイマーおよびその他のペプチドベースの分子は、水溶性
ポリマーを分子のレセプター結合部分に結合させる（例えばペプチド＋スペーサー）種々
の化学反応のうちのいずれかを使用して、水溶性ポリマー（例えばPEG）に結合させるこ
とができる。典型的な実施形態は、水溶性ポリマーとレセプター結合部分の共有結合のた
めに単一の結合点を用いるが、別の実施形態では、複数の結合点を使用することができる
。これには更なるバリエーションが含まれ、ここで、異なる種類の水溶性ポリマーが、異
なる結合点においてレセプター結合部分に結合する。これには、スペーサーおよび／また
は一方もしくは両方のペプチド鎖への共有結合点が含まれていて良い。いくつかの実施形
態において、ダイマーまたはより高次のマルチマーは、異なる種類のペプチド鎖（すなわ
ちヘテロダイマーまたはその他のヘテロマルチマー）を含むであろう。一例を挙げると（
これに限定されるものではない）、ダイマーは、PEG結合点を有する第１ペプチド鎖を含
んでいて良く、第２ペプチド鎖は、PEG結合点を欠いているか、または第１ペプチド鎖と
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ーサーは、PEG結合点を含有するか、または欠いていて良く、該スペーサーは、PEG化され
ている場合、第１および／または第２ペプチド鎖のものと異なる結合の化学反応を利用し
て良い。別の実施形態は、レセプター結合部分のスペーサー部分に結合するPEGと、分子
のペプチド部分のアミノ酸の１つの側鎖に結合する異なる水溶性ポリマー（例えば炭水化
物）とを用いる。
【００４４】
　レセプター結合部分のPEG化（ペプチド＋スペーサー）には、幅広い種類のポリエチレ
ングリコール（PEG）が使用できる。実質的に任意の適切な反応性PEG試薬が使用できる。
好ましい実施形態において、反応性PEG試薬は、レセプター結合部分に結合してカルバメ
ート結合またはアミド結合を形成することになる。適切な反応性PEGの種類は、日油株式
会社（150-6019 東京都渋谷区恵比寿4－20－3  恵比寿ガーデンプレイスタワー）の薬物
送達システムカタログ（2003）、およびNektar Therapeutics社（35806  アラバマ州ハン
ツビル　ディスカバリードライブ490）の分子工学カタログ（2003）に掲載され市販され
ているものを含むがこれらに限定されない。例を挙げると（これらに限定されるものでは
ない）、以下のPEG試薬が、種々の実施形態において多くの場合に好ましい：mPEG2-NHS；
mPEG2-ALD；マルチ-Arm PEG；mPEG(MAL)2；mPEG2(MAL)；mPEG-NH2；mPEG-SPA；mPEG-SBA
；mPEG-チオエステル；mPEG-ダブルエステル；mPEG-BTC；mPEG-ButyrALD；mPEG-ACET；ヘ
テロ官能性PEG（NH2-PEG-COOH、Boc-PEG-NHS、Fmoc-PEG-NHS、NHS-PEG-VS、NHS-PEG-MAL)
；PEGアクリレート（ACRL-PEG-NHS)；PEG-リン脂質（例えばmPEG-DSPE)；当業者が選択し
た、化学反応によって活性化グリセリンベースのPEGのGLシリーズを含むSUNBRITEシリー
ズの分岐したPEG；SUNBRITE活性化PEGのいずれか（カルボキシル-PEG、p-NP-PEG、Tresyl
-PEG、アルデヒドPEG、アセタール-PEG、アミノ-PEG、チオール-PEG、マレイミド-PEG、
ヒドロキシル-PEG-アミン、アミノ-PEG-COOH、ヒドロキシル-PEG-アルデヒド、カルボン
酸無水物タイプ-PEG、官能化されたPEG-リン脂質を含むがこれらに限定されない）；およ
び特定の適用および用法向けに当業者が選択したその他の類似のおよび／または適切な反
応性PEG。
【００４５】
　本発明の新規ペプチドは、カルバメート結合またはアミド結合を通じてスペーサー部分
に共有結合する２つのPEG部分をも含有していて良く、ここで、スペーサー部分は、ペプ
チドダイマーの第３級アミドリンカーに共有結合する。本発明のこのような実施形態にお
いて使用される２つのPEG部分のそれぞれは、直鎖状であって良く、単一の結合点で共に
結合されて良い。各PEG部分の分子量は、好ましくは約10キロダルトン（10K）～60Kであ
る（用語「約」とは、PEGの調製において、記載された分子量よりも大きい分子もあれば
小さい分子もあることを示す）。直鎖状のPEG部分が特に好ましい。より好ましくは、２
つのPEG部分のそれぞれの分子量は約20K～40Kであり、更に好ましくは約20Kと約40Kの間
である。更に好ましくは、２つのPEG部分のそれぞれの分子量は約20Kである。当業者は、
以下についての考慮に基づいて、所望のポリマーサイズを選択することができるであろう
：所望の用量；循環する時間；タンパク質分解への耐性；もしあれば、生物学的活性に対
する効果；取り扱い易さ；抗原性の程度または欠如；および治療用ペプチドに対するその
他に知られているPEGの効果。
【００４６】
　本発明はまた、アミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)（配列番号３）を有
するぺプチドモノマーのホモダイマーであるペプチドアゴニストを含み、ここで、各アミ
ノ酸は標準的な一文字の略記によって示す。「(AcG)」はN-アセチルグリシンであり、「(
1-nal)」は1-ナフチルアラニンであり、「(MeG)」はN-メチルグリシンであってサルコシ
ンとしても知られている。ペプチドダイマーの各ペプチドモノマーは、モノマーのシステ
イン残基間における分子内ジスルフィド結合を含有する。このようなモノマーは、以下の
ように図式的に示すことができる：
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【化１８】

【００４７】
　これらの単量体ペプチドは、二量化されて、強化されたEPO-Rアゴニスト活性を有する
ぺプチドダイマーを提供する。リンカー（Lk）部分はリジン残基であり、各モノマーのC
末端アミノ酸への同時結合によって、２つのペプチドモノマーのC末端を架橋する。１つ
のペプチドモノマーは、そのC末端においてリジンのεアミノ基に結合し、２つ目のペプ
チドモノマーは、そのC末端においてリジンのαアミノ基に結合する。例えば、ダイマー
は式Iのように構造的に示すことができ、式IIのように要約できる：
【化１９】

式Iおよび式IIにおいて、N2はリジンのεアミノ基の窒素原子を表し、N1はリジンのαア
ミノ基の窒素原子を表す。
【００４８】
　本発明のペプチドダイマーは、以下の構造：
-N1H-(CH2)2-O-(CH2)2-O-(CH2)2-N

2H-
を有するスペーサー部分を更に含む。
一方の端部において、スペーサーのN1は、アミド結合を通じてリジンリンカーのカルボニ
ル炭素に結合する。反対側の端部において、スペーサーのN2は、カルバメート結合または
アミド結合を通じて、活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分に結合し、ここで、PEG
の分子量は約10,000～60,000ダルトンである（用語「約」とは、PEGの調製において、記
載された分子量よりも大きい分子もあれば小さい分子もあることを示す）。より好ましく
は、PEGの分子量は約20,000～40,000ダルトンである。
【００４９】
　従って、本発明の新規ペプチドは、PEG部分も含有し、PEG部分はペプチドダイマーに共
有結合する。PEGは、薬学的に許容可能な水溶性ポリマーである。本発明において使用す
るためのPEGは、約20キロダルトン（20K）～約60Kの分子量を有する直鎖状で分岐してい
ないPEGであってよい（用語「約」とは、PEGの調製において、記載された分子量よりも大
きい分子もあれば小さい分子もあることを示す）。最も好ましくは、PEGの分子量は約20K
～約40Kであり、更に好ましくは、分子量は約30K～約40Kである。当業者は、以下につい
ての考慮に基づいて、所望のポリマーサイズを選択することができるであろう：所望の用
量；循環する時間；タンパク質分解への耐性；もしあれば、生物学的活性に対する効果；
取り扱い易さ；抗原性の程度または欠如；および治療用ペプチドに対するその他に知られ
ているPEGの効果。
【００５０】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号
１）を有し、リンカーのN1がカルバメート結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（
PEG）部分に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができ
る：
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【化２０】

【００５１】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号
１）を有し、リンカーのN1がアミド結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（PEG）
部分に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：

【化２１】

【００５２】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配
列番号２）を有し、リンカーのN1がカルバメート結合を通じて活性化ポリエチレングリコ
ール（PEG）部分に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すこと
ができる：
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【００５３】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配
列番号２）を有し、リンカーのN1がアミド結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（
PEG）部分に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができ
る：
【化２３】

【００５４】
　本発明の好ましいペプチドダイマーは、以下を含むがこれらに限定されない：
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【化２５】
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【化２６】
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【化２７】

【００５５】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号
１）を有し、スペーサーのN1とN2の両方がカルバメート結合を通じて活性化PEG部分に共
有結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：
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【００５６】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号
１）を有し、スペーサーのN1とN2の両方がアミド結合を通じて活性化PEG部分に共有結合
する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：
【化２９】

【００５７】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配
列番号２）を有し、スペーサーのN1とN2の両方がカルバメート結合を通じて活性化PEG部
分に共有結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：
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【００５８】
　ホモダイマーの各モノマーがアミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配
列番号２）を有し、スペーサーのN1とN2の両方がアミド結合を通じて活性化PEG部分に共
有結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物は以下のように示すことができる：
【化３１】

【００５９】
　本発明の好ましいペプチドダイマーは、以下を含むがこれらに限定されない：



(26) JP 2008-542399 A 2008.11.27

10

20

30

【化３２】



(27) JP 2008-542399 A 2008.11.27

10

20

30

【化３３】



(28) JP 2008-542399 A 2008.11.27

10

20

30

【化３４】
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【化３８】

【００６０】
　スペーサーが、カルバメート結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分
に結合する場合、本発明の新規ペプチド化合物（配列番号３）は以下のように示すことが
できる：
【化３９】

【００６１】
　スペーサーが、アミド結合を通じて活性化ポリエチレングリコール（PEG）部分に結合
する場合、本発明の新規ペプチド化合物（配列番号３）は以下のように示すことができる
：

【化４０】

【００６２】
　この二量体構造は、[Ac-ペプチド、ジスルフィド]2Lys-スペーサー-PEG20-40Kと書くこ
とができ、以下を示す：リジンのαアミノ基およびεアミノ基の両方に結合するN末端が
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アセチル化されたペプチドであって、各ペプチドは分子内ジスルフィドループを含有し、
スペーサー分子はリジンのC末端とPEG部分の間に共有結合を形成し、ここで、PEGの分子
量は約20,000～約40,000ダルトンであるもの。
【００６３】
　本発明の好ましいペプチドダイマーは、以下を含むがこれらに限定されない：
【化４１】

【００６４】
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　２０種類の従来のアミノ酸の立体異性体（例えばD-アミノ酸）、a,a-二置換アミノ酸等
の非天然のアミノ酸、N-アルキルアミノ酸、乳酸、およびその他の従来のものではないア
ミノ酸も、本発明の化合物の適切な成分であり得る。従来のものではないアミノ酸の例は
、以下のものを含むがこれらに限定されない：β-アラニン；3-ピリジルアラニン；4-ヒ
ドロキシプロリン；O-ホスホセリン；N-メチルグリシン；N-アセチルセリン；N-ホルミル
メチオニン；3-メチルヒスチジン；5-ヒドロキシリジン；ノルロイシン；並びにその他の
類似のアミノ酸およびイミノ酸。その他の変異も可能であり、例えば以下が含まれる：ア
ミノ末端の変異；カルボキシ末端の変異；１つ以上の天然の遺伝的にコードされるアミノ
酸の、従来のものではないアミノ酸による置換；１つ以上のアミノ酸残基の側鎖の変異；
ペプチドのリン酸化反応等。
【００６５】
　本発明のペプチド配列は、単独で、またはペプチド鎖のN末端および／またはC末端の延
長部と結合して存在することができる。このような延長部は、非天然の配列を任意に伴う
、または実質的に伴わない天然にコードされるペプチド配列であって良い。延長部は、当
業者が所望するように、任意の付加、欠失、点突然変異、あるいはその他の配列の変異ま
たは組合せを含んでいて良い。一例を挙げると（これに限定されるものではない）、天然
の配列は全長であっても部分長であっても良く、側鎖結合を通じて炭水化物、PEG、また
はその他のポリマー等を結合する部位を提供するためのアミノ酸置換を含み得る。あるバ
リエーションにおいて、アミノ酸置換の結果、配列がヒト化されてヒト免疫系に適合する
。非免疫グロブリンのスペーサー配列を伴う、または伴わない本発明のEPO-R活性化配列
に隣接する、または近接する免疫グロブリン配列を含む、全てのタイプの融合タンパク質
が提供される。実施形態の１つのタイプは、重鎖および／または軽鎖の可変（V）領域の
代わりにEPO-R活性化配列を有する免疫グロブリン鎖である。
【００６６】
本発明のペプチド化合物の調製
（ペプチド合成）
　本発明のペプチドは、当技術分野において知られている古典的方法によって調製できる
。これらの標準的方法は、排他的固相合成、部分的固相合成、フラグメント縮合、古典的
な溶液合成、およびDNA組み換え技術を含む（例えばMerrifield J. Am. Chem. Soc. 1963
 85:2149参照）。
【００６７】
　１つの実施形態において、ペプチドダイマーのペプチドモノマーは個々に合成され、合
成の後で二量化される。
【００６８】
　別の実施形態において、ダイマーのペプチドモノマーは、ペプチド合成の開始部位とし
て機能することが可能な２つの官能基と、別の分子部分（例えば固体支持体表面上に存在
する場合がある）への結合を可能にする第３官能基（例えばカルボキシル基またはアミノ
基）とを有する分岐している第３級アミドリンカーLK部分によってC末端を通じて結合す
る。この場合、固相合成技術のあるバリエーションにおいて、２つのペプチドモノマーは
リンカーLK部分の２つの反応性窒素基上に直接合成することができる。このような合成は
、逐次であっても同時であっても良い。
【００６９】
　別の実施形態において、固相合成技術のあるバリエーションにおいて、２つのペプチド
モノマーはリンカーLK部分の２つの反応性窒素基上に直接合成することができる。このよ
うな合成は、逐次であっても同時であっても良い。この実施形態においては、ペプチド合
成の開始部位として機能することが可能な２つのアミノ基と、別の分子部分（例えば固体
支持体表面上に存在する場合がある）への結合を可能にする第３官能基（例えばリジンの
カルボキシル基；またはリジンアミドのアミノ基、カルボキシル基がアミド部分-CONH2に
変換されているリジン残基）とを有するリジンリンカー（LK）部分を使用する。
【００７０】
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　ダイマーのペプチド鎖のリンカー上への逐次合成を行うべきである場合、リンカー分子
上の２つのアミン官能基は、２つの異なる直交除去型アミン保護基で保護される。保護さ
れたリンカーは、リンカーの第３官能基を通じて固体支持体に結合される。第１アミン保
護基が除去され、ダイマーの第１ペプチドが第１脱保護アミン部分上に合成される。次に
第２アミン保護基が除去され、ダイマーの第２ペプチドが第２脱保護アミン部分上に合成
される。例えば、リンカーの第１アミノ部分はAllocで保護されて良く、第２アミノ部分
はFmocで保護されて良い。この場合、Fmoc基（Alloc基ではない）は、弱塩基（例えばジ
メチルホルムアミド(DMF)中の20％ピペリジン）による処理によって除去することができ
、第１ペプチド鎖が合成される。その後で、Alloc基を適切な試薬（例えばPd(PPh3)/4-メ
チルモルホリンおよびクロロホルム）を使用して除去することができ、第２ペプチド鎖が
合成される。ジスルフィド結合の形成を制御するために異なるシステインのチオール保護
基を使用するべきである場合（以下に述べる）、たとえダイマーのペプチド鎖の最終的な
アミノ酸配列が同一であっても、この技術を使用する必要があることに留意されたい。
【００７１】
　ダイマーのペプチド鎖のリンカー上への同時合成を行うべきである場合、リンカー分子
の２つのアミン官能基は、同一の除去可能なアミン保護基で保護される。保護されたリン
カーは、リンカーの第３官能基を通じて固体支持体に結合される。この場合、リンカー分
子の２つの保護された官能基は同時に脱保護され、脱保護されたアミン上に２つのペプチ
ド鎖が同時に合成される。この技術を使用すると、ダイマーのペプチド鎖の配列が同一に
なり、システイン残基のチオール保護基が全て同一であることに留意されたい。
【００７２】
　ペプチド合成のための好ましい方法は、固相合成である。固相ペプチド合成手順は当技
術分野において周知である（例えばStewart Solid Phase Peptide Syntheses (Freeman a
nd Co.：サンフランシスコ) 1969；米国サンディエゴのNovabiochem社の2002/2003 Gener
al Catalog；およびGoodman Synthesis of Peptides and Peptidomimetics (Houben-Weyl
、シュトゥットガルト) 2002参照）。固相合成において、合成は、典型的には、αアミノ
保護樹脂を使用してペプチドのC末端の端から開始する。適切な出発原料は、例えば、ク
ロロメチル化された樹脂、ヒドロキシメチル樹脂、ポリスチレン樹脂、またはベンズヒド
リルアミン樹脂等に、必要なαアミノ酸を付着させることによって調製できる。このよう
なクロロメチル化された樹脂の１つは、BIO-BEADS SX-1という商品名で市販されている（
カリフォルニア州リッチモンド、Bio Rad Laboratories社製）。ヒドロキシメチル樹脂の
調製は記載されている（Bodonszky, et al. (1966) Chem. Ind. London 38:1597）。ベン
ズヒドリルアミン（BHA）樹脂は記載されており（Pietta and Marshall (1970) Chem. Co
mmun. 650）、塩酸塩の形態はBeckman Instruments社（カリフォルニア州パロ・アルト）
より市販されている。例えば、Gisin (1973) Helv. Chim. Acta 56:1467に記載の方法に
従えば、重炭酸セシウム触媒の助けを借りて、αアミノ保護アミノ酸をクロロメチル化さ
れた樹脂に結合することができる。
【００７３】
　最初の結合後、例えば室温で有機溶媒中のトリフルオロ酢酸（TFA）または塩酸（HCl）
溶液を使用して、αアミノ保護基を除去する。その後、αアミノ保護アミノ酸を、増えて
いく支持体結合ペプチド鎖に連続して結合させる。αアミノ保護基は、ペプチドの段階的
合成の分野において有用であることが知られているものであり、以下を含む：アシル型保
護基（例えばホルミル、トリフルオロアセチル、アセチル）；芳香族ウレタン型保護基（
例えばベンジルオキシカルボイル(Cbz)および置換されたCbz）；脂肪族ウレタン保護基（
例えばt-ブチルオキシカルボニル（Boc）、イソプロピルオキシカルボニル、シクロヘキ
シルオキシカルボニル）；アルキル型保護基(例えばベンジル、トリフェニルメチル)；フ
ルオレニルメチルオキシカルボニル(Fmoc)；アリルオキシカルボニル(Alloc)；および1-(
4,4-ジメチル-2,6-ジオキソシクロヘキサ-1-イリデン)エチル(Dde)。
【００７４】
　側鎖保護基（典型的にはエーテル、エステル、トリチル、PMC等）は、結合中は無傷の
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ままであり、アミノ末端保護基の脱保護中またはカップリング中は分離されない。側鎖保
護基は、最後のペプチドの合成が完了したときに除去可能でなければならず、反応条件下
において標的ペプチドを変えない。Tyrの側鎖保護基は、テトラヒドロピラニル、tert-ブ
チル、トリチル、ベンジル、Cbz、Z-Br-Cbz、および2,5-ジクロロベンジルを含む。Aspの
側鎖保護基は、ベンジル、2,6-ジクロロベンジル、メチル、エチルおよびシクロヘキシル
を含む。ThrおよびSerの側鎖保護基は、アセチル、ベンゾイル、トリチル、テトラヒドロ
ピラニル、ベンジル、2,6-ジクロロベンジルおよびCbzを含む。Argの側鎖保護基は、ニト
ロ、トシル(Tos)、Cbz、アダマンチルオキシカルボニルメシトイルスルホニル（Mts）、2
,2,4,6,7-ペンタメチルジヒドロベンゾフラン-5-スルホニル（Pbf）、4-メトキシ-2,3,6-
トリメチル-ベンゼンスルホニル（Mtr）またはBocを含む。Lysの側鎖保護基は、Cbz、2-
クロロベンジルオキシカルボニル（2-Cl-Cbz）、2-ブロモベンジルオキシカルボニル（2-
Br-Cbz)、TosまたはBocを含む。
【００７５】
　αアミノ保護基の除去後、残りの保護されたアミノ酸は所望の順番で段階的に結合され
る。各保護されたアミノ酸は、一般的に、溶液（例えば塩化メチレン（CH2Cl2）、N-メチ
ルピロリドン、ジメチルホルムアミド(DMF)、またはそれらの混合液）中の、2-(1H-ベン
ゾトリアゾール-1-イル)-1,1,3,3 テトラメチルウロニウムヘキサフルオロホスフェート
（HBTU）またはジシクロヘキシルカルボジイミド（DCC）等の適切なカルボキシル基活性
剤を使用して、約３倍過剰で反応させる。
【００７６】
　所望のアミノ酸配列の完成後、所望のペプチドは、トリフルオロ酢酸（TFA）またはフ
ッ化水素（HF）等の試薬による処理によって樹脂の支持体から分離され、ぺプチドが樹脂
から切り離されるのみならず、残りの側鎖保護基も全て切り離される。クロロメチル化さ
れた樹脂を使用する場合、フッ化水素による処理の結果、遊離ペプチド酸が形成される。
ベンズヒドリルアミン樹脂を使用する場合、フッ化水素による処理の結果、遊離ペプチド
アミドが直接的に得られる。あるいは、クロロメチル化された樹脂を採用する場合、ペプ
チド樹脂をアンモニアで処理することによって側鎖が保護されたペプチドを脱カップリン
グすることができ、所望の側鎖が保護されたアミドが与えられる。または、アルキルアミ
ンで処理することによって、側鎖が保護されたアルキルアミドまたはジアルキルアミドが
与えられる。次に、側鎖の保護は、フッ化水素を使用する処理によって通常の方法で除去
され、遊離型アミド、アルキルアミド、またはジアルキルアミドが与えられる。
【００７７】
　本発明のエステルの調製においては、ペプチド酸を調製するために使用された樹脂が使
用され、側鎖が保護されたペプチドが、塩基および適切なアルコール（例えばメタノール
）を使用して切断される。次に側鎖保護基が、フッ化水素を使用した処理によって通常の
方法で除去され、所望のエステルが得られる。
【００７８】
　これらの手順は、本発明の化合物のいずれかのペプチドであって、20種類の天然の遺伝
的にコードされるアミノ酸以外のアミノ酸が１箇所、２箇所またはそれ以上の箇所におい
て置換されているものを合成するためにも使用できる。本発明のペプチドに置換によって
挿入できる合成アミノ酸は、以下を含むがこれらに限定されない：N-メチル；L-ヒドロキ
シプロピル；L-3,4-ジヒドロキシフェニルアラニル；δアミノ酸（L-δ-ヒドロキシリシ
ルおよびD-δ-メチルアラニル等）；L-α-メチルアラニル；βアミノ酸；およびイソキノ
リル。D-アミノ酸および非天然の合成アミノ酸も、本発明のペプチドに組み込むことがで
きる。
【００７９】
ペプチドの改変
　また、本発明のペプチド化合物のアミノ末端および／またはカルボキシ末端を変異させ
て、その他の本発明の化合物を生成することもできる。例えば、アミノ末端は、酢酸また
はハロゲン化されたその誘導体（α-クロロ酢酸、α-ブロモ酢酸、またはα-ヨード酢酸
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等）を使用してアセチル化できる。
【００８０】
　20種類の遺伝的にコードされたアミノ酸（または立体異性体のD-アミノ酸）の天然の側
鎖は、以下のもので置換できる：その他の側鎖、例えばアルキル、低級アルキル、4、5、
6または7員環の環状アルキル、アミド、アミド低級アルキル、アミドジ（低級アルキル）
、低級アルコキシ、ヒドロキシ、カルボキシおよびその低級エステル誘導体等の基；並び
に4、5、6または7員環の複素環。特に、プロリン残基の環の大きさが、5員環から4、6ま
たは7員環に改変されているプロリンアナログを採用することができる。環状基は飽和さ
れていても不飽和でも良く、不飽和の場合、芳香族でも非芳香族でも良い。複素環基は、
好ましくは、１つ以上の窒素、酸素および／または硫黄のヘテロ原子を含有する。このよ
うな基の例は以下を含む：フラザニル、フリル、イミダゾリジニル、イミダゾリル、イミ
ダゾリニル、イソチアゾリル、イソオキサゾリル、モルホリニル（例えばモルホリノ）、
オキサゾリル、ピペラジニル（例えば1-ピペラジニル）、ピペリジル（例えば1-ピペリジ
ル、ピペリジノ）、ピラニル、ピラジニル、ピラゾリジニル、ピラゾリニル、ピラゾリル
、ピリダジニル、ピリジル、ピリミジニル、ピロリジニル（例えば1-ピロリジニル）、ピ
ロリニル、ピロリル、チアジアゾリル、チアゾリル、チエニル、チオモルホリニル（例え
ばチオモルホリノ）、およびトリアゾリル。これらの複素環基は、置換されていてもされ
ていなくても良い。基が置換されている場合、置換基は、アルキル、アルコキシ、ハロゲ
ン、酸素、あるいは、置換されたまたは置換されていないフェニルであって良い。
【００８１】
　また、リン酸化反応およびその他の方法によって、ペプチドを容易に改変させることが
できる（例えばHruby, et al. (1990) Biochem J.268:249-262に記載）。
【００８２】
　本発明のペプチド化合物は、類似の生物学的活性を有する非ペプチド性化合物の構造モ
デルとしての役割も果たす。リードペプチド化合物と同一のまたは類似の所望の生物学的
活性を有するが、溶解度、安定性ならびに加水分解およびタンパク質分解への感受性に関
してはリード化合物よりも好ましい活性を有する化合物を構築するために、種々の技術を
利用可能であることを、当業者は認識している（Morgan and Gainor (1989) Ann. Rep. M
ed. Chem. 24:243-252参照）。これらの技術は、ホスホン酸塩、アミデート、カルバメー
ト、スルホンアミド、第二級アミンおよびN-メチルアミノ酸で構成される主鎖でペプチド
の主鎖を置換することを含む。
【００８３】
ジスルフィド結合の形成
　本発明の化合物は、２つの分子内ジスルフィド結合を含有する。このようなジスルフィ
ド結合は、各ペプチドモノマーのシステイン残基の酸化によって形成できる。
【００８４】
　１つの実施形態において、システイン結合の形成の制御は、所望の異性体の最適な形成
に効果的なタイプおよび濃度の酸化剤を選択することによって行われる。例えば、２つの
分子内ジスルフィド結合（各ペプチド鎖に１つ）を形成するためのペプチドダイマーの酸
化は、酸化剤がDMSOまたはヨウ素（I2）である場合に優先的に達成される（分子内ジスル
フィド結合の形成よりも）。
【００８５】
　その他の実施形態において、システイン結合の形成は、ペプチド合成中のチオール保護
基の選択的使用によって制御される。例えば、２つの分子内ジスルフィド結合を有するダ
イマーが所望である場合、第１モノマーペプチド鎖が、第１チオール保護基（例えばトリ
チル(Trt)、アリルオキシカルボニル(Alloc)、および1-(4,4-ジメチル-2,6-ジオキソシク
ロヘキサ-1-イリデン)エチル(Dde)等）で保護されたコア配列の２つのシステイン残基を
用いて合成され、次に、第２モノマーペプチドが、第１チオール保護基とは異なる第２チ
オール保護基（例えばアセトアミドメチル(Acm)、t-ブチル(tBu)等）で保護されたコア配
列の２つのシステイン残基を用いて合成される。その後、第１チオール保護基が除去され
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て、第１モノマーの二硫化物の環化を生じさせ、次に第２チオール保護基が除去されて、
第２モノマーの二硫化物の環化を生じさせる。
【００８６】
　本発明のその他の実施形態は、これらのジスルフィド誘導体のアナログを提供し、その
中において、硫黄原子のうちの１つがCH2基またはその他の硫黄の異性体（isotere）で置
換されている。これらのアナログは、本発明の化合物から調製することができ、ここで、
各ペプチドモノマーは、少なくとも１つのCまたはホモシステイン残基を含有し、当技術
分野において知られている方法を使用した分子内または分子間の置換により、第２C残基
がα-アミノ-γ-酪酸で置換されている（例えばBarker, et al. (1992) J. Med. Chem. 3
5:2040-2048；およびOr, et al. (1991) J. Org. Chem. 56:3146-3149参照）。この置換
はα-アミノ-γ-酪酸のその他のホモログおよびホモシステインを使用しても起こり得る
ことを、当業者は容易に理解するであろう。
【００８７】
　前述の環化方法に加え、その他の非ジスルフィドペプチド環化の方法も使用できる。こ
のようなその他の環化方法は、例えば、アミド-環化の方法や、チオ-エーテル結合の形成
を伴うものを含む。従って、本発明の化合物は、分子内アミド結合または分子内チオ-エ
ーテル結合のいずれかを有する環化形態で存在することができる。例えば、コア配列の１
つのシステインがリジンで置換され、２つ目のシステインがグルタミン酸で置換される形
で、ペプチドを合成して良い。その後、これら２つの残基の側鎖間のアミド結合を通じて
環状モノマーを形成して良い。あるいは、コア配列の１つのシステインがリジン（または
セリン）で置換される形でペプチドを合成して良い。そして、コア配列のリジン（または
セリン）残基の側鎖と２つ目のシステイン残基の側鎖との間のチオ-エーテル結合を通じ
て環状モノマーを形成して良い。このように、本発明の化合物を環化するために、ジスル
フィド環化方法に加え、アミド環化方法およびチオ-エーテル環化方法のいずれをも容易
に使用することができる。あるいは、α置換酢酸でペプチドのアミノ末端にキャップをす
ることができ、ここで、α置換基は、αハロ酢酸等の離脱基である（例えばα-クロロ酢
酸、α-ブロモ酢酸、またはα-ヨード酢酸）。
【００８８】
分岐している第３級アミドリンカーの追加
　ペプチドモノマーは、分岐している第３級アミドリンカー部分によって二量化できる。
１つの実施形態において、リンカーは、ペプチド合成中にペプチドに組み込まれる。例え
ば、リンカーLK部分が、ペプチド合成の開始部位として機能可能な２つの官能基と、１つ
以上のその他の分子部分への結合を可能とする１つ以上のその他の官能基（例えばカルボ
キシル基またはアミノ基）とを含有する場合、リンカーは、固体支持体に結合させること
ができる。その後、固相合成技術のバリエーションにおいて、２つのペプチドモノマーを
、リンカーLK部分の２つの反応性窒素基上に直接合成させて良い。
【００８９】
　代替の実施形態において、リンカーは、ペプチド合成後に、ペプチドダイマーの２つの
ペプチドモノマーに結合させることができる。このような結合は、当技術分野において十
分に確立されている方法によって達成できる。１つの実施形態において、リンカーは、合
成されたペプチドモノマーの標的官能基への結合に適切な２つの官能基を含有する。例え
ば、事前に活性化されているか、または適切なカップリング試薬の存在下で、２つのカル
ボキシル基を含有するリンカーを、２つのペプチドモノマーそれぞれの標的リジン側鎖の
アミン基と反応させることができる。
【００９０】
　例えば、ペプチドモノマーを、第３級アミドリンカー：
A*-C1O-CH2-X-CH2-C

2O-B*

に化学的に結合させることができ、ここで：
XはNCO-(CH2)2-NH-Yであり、Yは適切な保護基であり（t-ブチルオキシカルボニル(Boc)保
護基等）；A*は適切な官能基であって（N-オキシスクシンイミド等）、リンカーのC1を第
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１ペプチドモノマーのC末端リジン残基のεアミノ基に結合させるために使用され；B*は
適切な官能基であって（N-オキシスクシンイミド等）、リンカーのC2を第２ペプチドモノ
マーのC末端リジン残基のεアミノ基に結合させるために使用される。
【００９１】
　加えて、例えば、ペプチドモノマーは、第３級アミドリンカー：
A*-C1O-CH2-X-CH2-C

2O-B*

に化学的に結合させることができ、ここで：
XはNCO-(CH2)2-NH-C

3O-であり、A*は適切な官能基であって（N-オキシスクシンイミド等
）、リンカーのC1を第１ペプチドモノマーのC末端リジン残基のεアミノ基に結合させる
ために使用され；B*は適切な官能基であって（N-オキシスクシンイミド等）、リンカーの
C2を第２ペプチドモノマーのC末端リジン残基のεアミノ基に結合させるために使用され
；第３級アミドリンカーは、スペーサー部分：
Y-NH-(CH2)4-C

4H-NH-Y
に化学的に結合され、ここで、
XのC3はスペーサーのC4に共有結合し、Yは適切な保護基（t-ブチルオキシカルボニル(Boc
)保護基等）である。
【００９２】
リジンリンカーの追加
　ペプチドモノマーは、リジンリンカーLK部分によって二量化できる。１つの実施形態に
おいて、リジンリンカーは、ペプチド合成中にペプチド内に組み込まれる。例えば、リジ
ンリンカーLK部分が、ペプチド合成の開始部位として機能可能な２つの官能基と、別の分
子部分への結合を可能とする第３官能基（例えばカルボキシル基またはアミノ基）とを含
有する場合、リンカーは、固体支持体に結合させることができる。その後、固相合成技術
のバリエーションにおいて、２つのペプチドモノマーを、リジンリンカーLK部分の２つの
反応性窒素基上に直接合成させて良い。
【００９３】
　ペプチドダイマーがリジンリンカーLK部分によって二量化される場合における代替の実
施形態において、リンカーは、ペプチド合成後に、ペプチドダイマーの２つのペプチドモ
ノマーに結合させることができる。このような結合は、当技術分野において十分に確立さ
れている方法によって達成できる。１つの実施形態において、リンカーは、合成されたペ
プチドモノマーの標的官能基への結合に適切な少なくとも２つの官能基を含有する。例え
ば、リジンの２つの遊離型アミン基は、２つのペプチドモノマーそれぞれのC末端カルボ
キシル基と反応させることができる。
【００９４】
スペーサーの追加
　本発明のペプチド化合物は、スペーサー部分を更に含む。１つの実施形態において、ス
ペーサーは、ペプチド合成中にペプチド内に組み込まれて良い。例えば、スペーサーが、
１つの遊離型アミノ基と、別の分子部分への結合を可能とする第２官能基（例えばカルボ
キシル基またはアミノ基）とを含有する場合、スペーサーを、固体支持体に結合させるこ
とができる。
【００９５】
　１つの実施形態において、２つの官能基を含有するスペーサーは、はじめに第１官能基
を通じて固体支持体に結合される。次に、ペプチド合成の開始部位として機能可能な２つ
の官能基と、別の分子部分への結合を可能とする第３官能基（例えばカルボキシル基また
はアミノ基）とを有するリジンリンカーLK部分が、スペーサーの第２官能基およびリンカ
ーの第３官能基を通じてスペーサーに結合される。その後、固相合成技術のあるバリエー
ションにおいて、２つのペプチドモノマーはリンカーLK部分の２つの反応性窒素基上に直
接合成することができる。例えば、遊離型アミン基を有する固体支持体に結合されたスペ
ーサーは、リンカーの遊離型カルボキシル基を通じてリジンリンカーと反応させて良い。
【００９６】
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　代替の実施形態において、スペーサーは、ペプチド合成後にペプチドダイマーに結合さ
せることができる。このような結合は、当技術分野において十分に確立されている方法に
よって達成できる。１つの実施形態において、リンカーは、合成されたペプチドの標的官
能基への結合に適切な少なくとも１つの官能基を含有する。例えば、遊離型アミン基を有
するスペーサーは、ペプチドのC末端カルボキシル基と反応させることができる。別の例
において、遊離型カルボキシル基を有するリンカーは、リジンアミドの遊離型アミン基と
反応させることができる。
【００９７】
ポリエチレングリコール（PEG）の結合
　近年、ポリエチレングリコール（PEG）等の水溶性ポリマーが、治療上および診断上の
重要性を有するペプチドの共有結合修飾に使用されてきている。このようなポリマーの結
合は、生物学的活性を強化し、血液循環時間を引き延ばし、免疫原性を低下させ、水溶性
を高め、プロテアーゼ消化への耐性を高めると考えられている。例えば、治療用ポリペプ
チド（例えばインターロイキン（Knauf, et al. (1988) J. Biol. Chem. 263;15064；お
よびTsutsumi, et al. (1995) J. Controlled Release 33:447）、インターフェロン（Ki
ta, et al. (1990) Drug Des. Delivery 6:157）、カタラーゼ（Abuchowski, et al. (19
77) J. Biol. Chem. 252:582）、スーパーオキシドジスムターゼ（Beauchamp, et al. (1
983) Anal. Biochem. 131:25）、およびアデノシンデアミナーゼ（Chen, et al. (1981) 
Biochim. Biophy. Acta 660:293）等）に対するPEGの共有結合は、それらのインビボでの
半減期を引き延ばし、および／または、それらの免疫原性および抗原性を低下させること
が報告されている。
【００９８】
　本発明のペプチド化合物は、カルバメート結合またはアミド結合を通じて、分岐してい
る第３級アミドリンカーまたはペプチドダイマーのスペーサーに共有結合されるポリエチ
レングリコール（PEG）部分を含んでいて良い。本発明において使用されるPEGの例は、約
20キロダルトン（20K）～約40Kの分子量を有する直鎖状で分岐していないPEGである（用
語「約」とは、PEGの調製において、記載された分子量よりも大きい分子もあれば小さい
分子もあることを示す）。好ましくは、PEGは、約30K～約40Kの分子量を有する。
【００９９】
　本発明において使用される別のPEGの例は、約10K～約60Kの分子量を有する直鎖状のPEG
である（用語「約」とは、PEGの調製において、記載された分子量よりも大きい分子もあ
れば小さい分子もあることを示す）。好ましくは、PEGは約20K～約40Kの分子量を有する
。より好ましくは、PEGは約20Kの分子量を有する。
【０１００】
　PEGを共有結合する方法（PEG化）の例を以下に述べる。これらの例示的記述によって限
定する意図はない。広範囲のPEGを共有結合する多様な方法が、当技術分野において十分
確立されていることを、当業者は理解するであろう。従って、当技術分野において知られ
ている多数の結合方法のうちのいずれかによってPEGが結合されているペプチド化合物が
、本発明に包含される。
【０１０１】
　例えば、活性化PEG分子を結合できる反応基（例えば遊離型のアミノ基またはカルボキ
シル基）を通じて、PEGをリンカーに共有結合させることができる。異なる反応部分を有
するメトキシル化されたPEG（mPEG）を使用して、PEG分子をアミノ基に結合させることが
できる。このようなポリマーは、mPEG-スクシンイミジルスクシネート、mPEG-スクシンイ
ミジルカーボネート、mPEG-イミデート、mPEG-4-ニトロフェニルカーボネート、およびmP
EG-塩化シアヌルを含む。同様に、遊離型アミン基（mPEG-NH2）を有するメトキシル化さ
れたPEGを使用して、PEG分子をカルボキシル基に結合させることができる。
【０１０２】
　いくつかの実施形態において、リンカーまたはスペーサーは、末端アミノ基（すなわち
スペーサーの末端に位置する）を含有する。この末端アミノ基は、安定した共有カルバメ
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ート結合を作成するために、適切に活性化されたPEG分子（mPEG-パラ-ニトロフェニルカ
ルボネート（mPEG-NPC）等）と反応させることができる。あるいは、この末端アミノ基は
、安定した共有カルバメート結合を作製するために、反応性N-ヒドロキシル-スクシンイ
ミド（NHS）基を含有する適切に活性化されたPEG分子（例えばmPEG-スクシンイミジルブ
チレート（mPEG-SBA）またはmPEG-スクシンイミジルプロピオネート（mPEG-SPA）等）と
反応させることができる。その他の実施形態において、リンカー反応基は、適切な反応条
件下で活性化されてアミン含有PEG分子と共有結合を形成することが可能なカルボキシル
基を含有する。適切なPEG分子は、mPEG-NH2を含み、適切な反応条件は、カルボジイミド
に媒介されたアミド形成等を含む。
【０１０３】
EPO-Rアゴニスト活性のアッセイ
インビトロでの機能アッセイ
　インビトロ競合結合アッセイは、EPO-Rへの結合に関してのEPOに対する試験ペプチドの
競争力を定量する。例えば（例えば米国特許第5,773,569号に記載）、ヒトEPO-Rの細胞外
ドメイン（EPO結合タンパク質、EBP）は、大腸菌中で組み換え技術により生成することが
でき、組み換えタンパク質は、固体支持体（マイクロタイタープレートまたは合成ビーズ
等）に結合される（例えばPierce Chemical社（イリノイ州ロックフォード）製のスルホ
リンク（Sulfolink）ビーズ等）。次に、固定化されたEBPを、標識された組み換えEPO、
または標識された組み換えEPOおよび試験ペプチドと共にインキュベートする。このよう
な実験には、試験ペプチドの連続希釈が採用される。追加される試験ペプチドのないアッ
セイポイントが、EPOのEBPへの結合の総量を定義する。試験ペプチドを含有する反応物に
ついて、結合されたEPOの量を定量し、コントロール（総量＝100％）の結合の割合で示す
。これらの値を、ペプチド濃度に対してプロットする。IC50値は、EBPへのEPOの結合を50
％減少させる試験ペプチドの濃度として定義される（すなわちEPO結合の50％阻害）。
【０１０４】
　異なるインビトロ競合結合アッセイは、近接する２つのビーズ、すなわちEPOに結合さ
れたビーズおよびEPO-Rに結合されたビーズの機能として産生された光シグナルを測定す
る。ビーズの近接は、EPOのEPO-Rへの結合によって生み出される。EPO-Rへの結合におい
てEPOと競合する試験ペプチドは、この結合を妨げ、光の放射の減少を引き起こす。光の
放射を50％減少させる結果となった試験ペプチドの濃度を、IC50値として定義する。
【０１０５】
　本発明のペプチドは、EPO-Rへの結合について、非常に効率的にEPOと競合する。この強
化された機能は、実質的により低い濃度のペプチドでのEPOの結合を阻害する能力（すな
わち非常に低いIC50値を有すること）によって示される。
【０１０６】
　EPOレセプターに特異的に結合する本発明の単量体または二量体のペプチドEPO-Rアゴニ
ストの生物学的活性および効力は、インビトロでの細胞ベースの機能アッセイを使用して
測定できる。
【０１０７】
　１つのアッセイは、ヒトEPO-Rを発現し、fosプロモーター駆動のルシフェラーゼレポー
ター遺伝子構築物で更にトランスフェクトされる、マウスプレB細胞株に基づく。EPOまた
は別のEPO-Rアゴニストに曝されると、このような細胞は、ルシフェラーゼを合成するこ
とによって反応する。ルシフェラーゼは、基質であるルシフェリンが追加されると光の放
射を引き起こす。従って、このような細胞内でのEPO-R活性化のレベルは、ルシフェラー
ゼ活性の測定によって定量することができる。試験ペプチドの活性は、試験ペプチドの連
続希釈物を細胞に加え、次にこれを４時間インキュべートすることによって測定される。
インキュべート後、ルシフェリン基質を細胞に加え、光の放射が測定される。最大値の半
分の光の放射となった試験ペプチドの濃度をEC50として記録する。
【０１０８】
　本発明のぺプチドは、このアッセイにおいてEPO-Rシグナル伝達依存性ルシフェラーゼ
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発現を促進する、劇的に高められた能力を示す。この高められた機能は、実質的により低
い濃度のペプチドで、ルシフェラーゼ活性の最大値の半分を生み出す能力（すなわち非常
に低いEC50値を有すること）によって示される。本発明のEPO-Rアゴニストペプチドの効
力および活性を見積もる上で、このアッセイが好ましい方法である。
【０１０９】
　別のアッセイは、FDC-P1/ER細胞（Dexter, et al. (1980) J. Exp. Med. 152:1036-104
7）、すなわち、十分に特徴づけされた形質転換されていないマウス骨髄由来細胞株であ
って、中にEPO-Rが安定にトランスフェクトされているものを使用して行うことができる
。これらの細胞は、EPO依存性の増殖を示す。
【０１１０】
　１つのこのようなアッセイにおいて、細胞は、必要な成長因子の存在下、半ば固定した
密度まで成長する（例えば米国特許第5,773,569号に記載）。次に、細胞をPBS内で洗浄し
、成長因子不含の全体培地中で、16～24時間飢餓状態にする。細胞の生存率を測定後（例
えばトリパンブルー染色によって）、原液（成長因子不含の全体培地中）を作製して50μ
L当たり約105個の細胞とする。試験するべきペプチドEPO-Rアゴニスト化合物の連続希釈
物（典型的には、ファージに結合されている、あるいは他の結合されているまたは固定さ
れているペプチドとは対照的に、遊離型の液相ペプチドである）を、96ウェル組織培養プ
レートに作製し、最終的な量をウェル当たり50μLとする。細胞（50μL）を各ウェルに加
え、細胞を24～48時間インキュベートする（この時点で、ネガティブコントロールは死滅
するか、または休眠しているはずである）。次に、当技術分野において知られている技術
によって、細胞増殖を測定する（例えばMTTアッセイ：細胞増殖の指標として、H3-チミジ
ンの取り込みを測定する）（Mosmann (1983) J. Immunol. Methods 65:55-63参照）。ペ
プチドは、EPO-Rを発現する細胞株においても、発現しない親細胞株においても評価する
。細胞増殖の最大値の半分を生み出すのに必要な試験ペプチドの濃度を、EC50として記録
する。
【０１１１】
　本発明のぺプチドは、このアッセイにおいてEPO依存性の細胞増殖を促進する、劇的に
高められた能力を示す。この高められた機能は、実質的により低い濃度のペプチドでの細
胞増殖刺激活性の最大値の半分を生み出す能力（すなわち非常に低いEC50値を有すること
）によって示される。本発明のEPO-Rアゴニストペプチドの効力および活性を見積もる上
で、このアッセイが好ましい方法である。
【０１１２】
　別のアッセイにおいて、細胞は、EPOを補った培地中で定常期まで成長させ、採取し、
次にEPO不含の培地中で更に18時間培養する。細胞を、等しい細胞密度を有する３つのグ
ループに分ける。１つのグループは、更なる因子を追加せず（ネガティブコントロール）
、１つのグループはEPOを有し（ポジティブコントロール）、実験用グループは、試験ペ
プチドを有する。次に、培養した細胞を種々の時点で採取し、固定し、DNA結合蛍光色素
（例えばヨウ化プロピジウムまたはヘキスト染色、どちらもSigma社より入手可能）で染
色する。次に、例えばFACS Scan Flowサイトメトリーを使用して、蛍光を測定する。次に
、細胞周期の各フェーズにおける細胞のパーセンテージを、例えば、CellFITソフトウエ
アのSOBRモデル（Becton Dickinson社製）を使用して測定することができる。EPOまたは
活性ペプチドで処理された細胞は、ネガティブコントロールグループに比べ、S期におい
てより高い割合の細胞を示す（DNA含量の増加の指標としての蛍光の増加によって測定さ
れる）。
【０１１３】
　FDCP-1（例えばDexter et al. (1980) J. Exp. Med. 152:1036-1047参照）またはTF-1
（Kitamura, et al. (1989) Blood 73:375-380）の細胞株を使用して、類似のアッセイを
実施できる。FDCP-1は、WEHI-3馴化培地（IL-3（ATCC番号TIB-68）を含有する培地）を補
った場合、増殖するが分化はしない、成長因子依存性のマウス多能性初期造血前駆細胞株
である。このような実験用に、FDCP-1細胞株をヒトまたはマウスEPO-Rでトランスフェク



(43) JP 2008-542399 A 2008.11.27

10

20

30

40

50

トして、それぞれFDCP-1-hEPO-RまたはFDCP-1-mEPO-R細胞株を調製する。これらは、EPO
の存在下で増殖できるが、分化はしない。細胞増殖に対するペプチドEPO-Rアゴニストの
効果を測定するために、EPO依存性の細胞株であるTF-1も使用できる。
【０１１４】
　更に別のアッセイにおいては、本発明の化合物がEPOアゴニストとして機能する能力を
確かめるために、Krystal (1983) Exp. Hematol 11:649-660に記載されているH3-チミジ
ンの脾臓細胞への取り込みをベースにしたマイクロアッセイ用の手順を採用できる。手短
に言えば、B6C3F1マウスに、フェニルヒドラジン(60mg/kg)を２日間注射する。３日目に
、脾臓細胞を除去し、24時間にわたる増殖能力を、MTTアッセイを使用して確かめる。
【０１１５】
　エリスロポエチン反応性の細胞株におけるEPOのEPO-Rへの結合は、レセプター、並びに
Shc、vavおよびJAK2キナーゼを含む多数の細胞内タンパク質のチロシンリン酸化を誘導す
る。従って、別のインビトロアッセイは、本発明のペプチドの、EPO-Rおよび下流の細胞
内シグナル伝達物質であるタンパク質のチロシンリン酸化を誘導する能力を測定する。上
述の結合アッセイおよび増殖アッセイによって識別される活性ペプチドは、エリスロポエ
チン反応性細胞におけるEPOの場合とほぼ同一のリン酸化パターンを引き起こす。このア
ッセイ用に、FDC-P1/ER細胞（Dexter, et al. (1980) J Exp Med 152:1036-47）を、EPO
を補った培地中で維持し、定常期まで成長させる。次に、これらの細胞を、EPOなしの培
地中で24時間培養する。次に、定義された数のこのような細胞を、試験ペプチドと共に37
℃で約10分間インキュベートする。EPOを有する細胞のコントロール試料についても、各
アッセイを実施する。次に、処理した細胞を遠心分離によって採取し、SDS溶解緩衝液に
再懸濁し、SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動を実施する。ゲル内の電気泳動されたタ
ンパク質をニトロセルロースに移し、ブロット上のタンパク質を含有するホスホチロシン
を、標準的な免疫学的技術によって視覚化する。例えば、ブロットは、抗ホスホチロシン
抗体（例えばUpstate Biotechnology, Inc.社製のマウス抗ホスホチロシンIgG）で調べ、
洗浄し、そして第２抗体（例えば、Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.社（ワシン
トンDC）製のペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウスIgG）で調べることができる。その後、
ホスホチロシンを含有するタンパク質を、標準的な技術（比色分析、化学発光アッセイ、
蛍光分析を含む）によって視覚化できる。例えば、化学発光アッセイは、Amersham社のEC
Lウェスタンブロッティングシステムを使用して実施できる。
【０１１６】
　本発明のぺプチドの活性を評価するために使用できる別の細胞ベースのインビトロアッ
セイは、マウスの骨髄またはヒトの末梢血細胞を使用したコロニーアッセイである。マウ
スの骨髄は、マウスの大腿骨から得ることができ、ヒトの末梢血の試料は、健康なドナー
から得ることができる。末梢血の場合、はじめに、例えばフィコール－ハイパック濃度勾
配（Stem Cell Technologies, Inc.社（カナダ国バンクーバー州））による遠心分離によ
って、単核球を血液から単離する。このアッセイ用に、オリジナルの試料内の有核細胞の
数および濃度を確立するために、有核細胞をカウントする。製造者の指示（Stem Cell Te
chnologies, Inc.社（カナダ国バンクーバー州））に従って、定義された数の細胞をメチ
ルセルロース上に置く。実験的なグループは試験ペプチドで処理し、ポジティブコントロ
ールグループはEPOで処理し、ネガティブコントロールグループはいかなる処理も行わな
い。次に、定義されたインキュベーション期間（一般的に10日および18日）後、各グルー
プの成長するコロニーの数をスコアする。活性ペプチドは、コロニーの形成を促進するこ
ととなる。
【０１１７】
　本発明の化合物の活性を実証するために使用できるその他のインビトロ生物学的アッセ
イは、以下の文献に開示されている：Greenberger, et al. (1983) Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 80:2931-2935（EPO依存性の造血前駆細胞株）；Quelle and Wojchowski (1991) 
J. Biol. Chem. 266:609-614（B6SUt.EP細胞におけるタンパク質のチロシンリン酸化）；
Dusanter-Fourt, et al. (1992) J. Biol. Chem. 287:10670-10678（ヒトEPO反応性細胞
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におけるEPOレセプターのチロシンリン酸化）；Quelle, et al. (1992) J. Biol. Chem. 
267:17055-17060（FDC-ER細胞におけるサイトゾルタンパク質、pp100のチロシンリン酸化
）；Worthington, et al. (1987) Exp. Hematol. 15:85-92（ヘモグロビンの比色分析）
；Kaiho and Miuno (1985) Anal. Biochem. 149:117-120（2,7-ジアミノフルオレンを用
いたヘモグロビンの検出）；Patel, et al. (1992) J. Biol. Chem. 267:21300-21302（c
-mybの発現）；Witthuhn, et al. (1993) Cell 74:227-236（JAK2の関連およびチロシン
リン酸化）；Leonard, et al. (1993) Blood 82:1071-1079（GATA転写因子の発現）；お
よびAndo, et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:9571-9575（D2およびD3の循
環によるG1遷移の調節）。
【０１１８】
　種々のレセプターに対するアゴニストおよびアンタゴニストの効果を測定するために、
ミクロフィジオメーターとして知られているMolecular Devices社が設計した機器を用い
るとうまくいくことが報告されている。この機器の基礎は、レセプターの活性化に応じた
細胞外培地の酸性化速度の変化の測定である。
【０１１９】
インビボでの機能的アッセイ
　試験ペプチドの効力を評価するために使用できるインビボでの機能的アッセイの１つは
、赤血球増加性・過低酸素症（exhypoxic）マウスのバイオアッセイである。このアッセ
イのために、マウスに対し、交互のコンディショニングサイクルを数日間適用する。この
サイクルにおいて、低圧条件の期間と周囲圧力条件の期間を、マウスに交互に適用する。
その後、試験ペプチドを投与する前に、周囲圧力において2～3日間マウスを維持する。試
験ペプチド試料、またはポジティブコントロールマウスの場合はEPOスタンダードを、調
節したマウスに皮下注射する。2日後に、放射性標識を施した鉄（例えば59Fe）を投与し
、その2日後に血液試料を採取する。そして、標準的な技術により、各血液試料について
ヘマトクリット値および放射能を測定する。活性の試験ペプチドを注射したマウスの血液
試料は、試験ペプチドもEPOも注射されなかったマウスよりも多い放射能を示すことにな
ろう（赤血球のヘモグロビンによるFe59の結合による）。
【０１２０】
　試験ペプチドの効力を評価するために使用できる別のインビボでの機能的アッセイは、
網状赤血球のアッセイである。このアッセイのために、EPOまたは試験ペプチドのいずれ
かを、正常な未処理のマウスに3日間連続で皮下注射する。3日目に、デキストラン鉄をマ
ウスに腹腔内注射する。5日目に、血液試料をマウスから採取する。チアゾールオレンジ
による染色およびフローサイトメトリ（flow cytometer）分析（網状赤血球数カウントプ
ログラム）によって、血液中の網状赤血球の割合（％）を測定する。更に、ヘマトクリッ
ト値を手動で測定する。訂正された網状赤血球の割合を、以下の式を使用して決定する：
％ RETICCORRECTED = ％ RETICOBSERVED X (ヘマトクリットINDIVIDUAL/ヘマトクリットN

ORMAL)
活性の試験化合物は、試験ペプチドもEPOも注射されなかったマウスに比べて、％ RETICC
ORRECTEDのレベルがより高いであろう。
【０１２１】
本発明のEPO-Rアゴニストペプチドの使用
　本発明のペプチド化合物は、EPOの生成およびEPOのEPO-Rへの結合に影響を与える、お
よびそれによって影響されると考えられる多数の要因（例えばEPO/ EPO-Rシグナル変換/
レセプター活性化のメカニズム）の評価を含む、EPOの生物学的役割を理解するためのツ
ールとして、インビトロで有用である。本発明のペプチドは、EPO-Rに結合するその他の
化合物の開発においても有用である。なぜならば、本発明の化合物は、開発を促進する重
要な構造と活性の関係についての情報を提供するからである。
【０１２２】
　更に、本発明のペプチドは、EPO-Rへの結合能に基づき、生きている細胞；固定した細
胞；生物学的液体；組織のホモジェネート；精製された天然の生物学的材料等においてEP
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O-Rを検出するための試薬として使用することができる。例えば、このようなペプチドを
標識することにより、EPO-Rをその表面に有する細胞を識別することができる。更に、本
発明のペプチドは、EPO-Rへの結合能に基づき、インサイチュ染色、FACS（蛍光活性化細
胞分類）による分析、ウェスタンブロッティング、ELISA（酵素免疫測定吸着法）等にお
いて使用できる。更に、本発明のペプチドは、EPO-Rへの結合能に基づき、レセプターの
精製または細胞表面上（または透過性細胞内）のEPO-Rを発現する細胞の精製において使
用できる。
【０１２３】
　本発明のぺプチドは、種々の医学研究および診断の目的のために、商用の試薬として利
用することもできる。このような使用は、以下を含むことができるがこれらに限定されな
い：（1）多様な機能的アッセイにおける候補EPO-Rアゴニストの活性を定量するための較
正基準としての使用；（2）ランダムペプチドスクリーニングにおける遮断試薬としての
使用。すなわち、EPO-Rペプチドリガンドの新しいファミリーを探す際に、本発明のEPOペ
プチドの回収を遮断するために、ペプチドを使用できる；（3）EPO-Rとの共結晶化におけ
る使用。すなわち、EPO-Rに結合される本発明のペプチドの結晶を形成することができ、X
線結晶学によるレセプター／ペプチド構造の測定を可能にする；（4）赤血球前駆細胞誘
導グロビン合成およびヘム複合体合成の生産量を測定するため、および分化を開始するこ
とによってフェリチン受容体の数を増加させるための使用；（5）EPO依存性の細胞株（FD
CP-1-mEPO-RおよびTF-1細胞株等）の増殖を維持するための使用；（6）本発明のペプチド
を放射性の発色団で標識することに関連した使用；ならびに（7）EPO-Rが好ましくは活性
化され、またはこのような活性化が、知られている量のEPO-Rアゴニストに対して都合よ
く測定される、その他の研究および診断への適用等。
【０１２４】
　本発明の別の局面において、治療方法および医薬の製造方法が提供される。本発明のペ
プチド化合物は、EPOのEPO-Rに対する結合をインビボで刺激するために、温血動物（ヒト
を含む）に投与することができる。従って、本発明は、EPOの欠乏に関連した傷害を治療
する方法を含有し、このような方法は、EPO-Rを刺激し、インビボにおいてEPOの欠乏に関
連した症状を緩和するのに十分な量の本発明のペプチドを投与することを含む。例えば、
本発明のペプチドは、以下を治療する際に使用できる：腎不全および／または末期腎不全
／透析；AIDSに関連した貧血；慢性炎症性疾患（例えば関節リウマチおよび慢性腸炎）お
よび自己免疫疾患に関連した貧血；ならびに手術前に患者の赤血球数を高めること。本発
明のペプチドの投与によって治療できるその他の病状、障害、および血液学的に不規則な
状態は、以下を含む：ベータサラセミア；嚢胞性線維症；妊娠および月経不順；早期の未
熟児貧血；脊髄損傷；宇宙飛行；急性失血；老化；発作、虚血（CNSおよび心臓の両方）
；および異常な赤血球生成を伴う種々の腫瘍性の病状。
【０１２５】
　その他の実施形態において、本発明のペプチド化合物は、例えば輸血前の前治療として
、少ないまたは不足している赤血球によって特徴づけられない障害を治療するために使用
できる。更に、本発明の化合物を投与すると、出血する時間が減少する結果となり、従っ
て、手術前に、または出血が予想されるとの兆候に対し、患者への投与に使用できる。更
に、本発明の化合物は、巨核球の活性化においても使用できる。
【０１２６】
　EPOが、血管内皮細胞に対する細胞分裂促進作用および走化性効果、並びに中央コリン
作動性ニューロンに対する効果を有することが示されているので（例えばAmagnostou, et
 al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:5978-5982およびKonishi, et al. (1993) 
Brain Res. 609:29-35参照）、本発明の化合物は、種々の血管障害の治療（例えば創傷治
癒の促進；側副冠状動脈（collateral coronary blood vessel）の成長の促進（心筋梗塞
後に起こり得るもの等）；外傷の治療；および血管移植後の治療等）にも使用することが
できる。本発明の化合物は、その他の神経作動性物質（例えば神経伝達物質）に比べて低
いアセチルコリンの絶対値または低いアセチルコリンの相対値によって一般的に特徴づけ
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られる、多様な神経学的障害の治療においても使用できる。
【０１２７】
医薬組成物
　本発明の別の局面において、上述のEPO-Rアゴニストペプチド化合物の医薬組成物が提
供される。このような組成物の投与によって緩和または調節される状態は、上述のものを
含む。このような医薬組成物は、経口的、非経口的（筋肉内、腹腔内、静脈内(IV)または
皮下注射）、経皮的（受動的に、あるいはイオントフォレシスまたはエレクトロポレーシ
ョンを使用）、経粘膜的（鼻、膣、直腸、または舌下）な経路による投与のため、あるい
は生体内分解性の挿入物の使用のためであって良く、各投与経路に適切な投薬形態に処方
することができる。一般的に、本発明は、有効量の本発明のEPO-Rアゴニストペプチドま
たは誘導体生成物と共に、薬学的に許容可能な希釈剤、防腐剤、可溶化剤、乳化剤、アジ
ュバントおよび／またはキャリアを含む医薬組成物を包含する。そのような組成物は以下
を含む：種々の緩衝液（例えばTris-HCl、アセテート、リン酸塩）の希釈液、pHおよびイ
オン強度；洗浄剤および可溶化剤等の添加剤（例えばTween20、Tween80、ポリソルベート
80）、酸化防止剤（例えばアスコルビン酸、メタ重亜硫酸ナトリウム）、防腐剤（例えば
チメルゾル、ベンジルアルコール）および膨張性物質（例えばラクトース、マンニトール
）；高分子化合物（ポリ乳酸、ポリグリコール酸等）の微粒子調製物、またはリポソーム
への材料の組み込み。ヒアルロン酸も使用できる。このような組成物は、本発明のタンパ
ク質および誘導体の物理的状態、安定性、インビボでの放出速度、およびインビボでのク
リアランスの速度に影響を与え得る。例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences, 
第18版（1990, Mack Publishing Co.（ペンシルバニア州18042イーストン)） pp. 1435-1
712参照（引用することにより本明細書の一部をなす）。組成物は、液体の形態、または
乾燥粉末の形態（例えば凍結乾燥される）に調製できる。
【０１２８】
経口送達
　本明細書は、経口的固体の投薬形態の使用を意図しており、Remington's Pharmaceutic
al Sciences, 第18版 1990 (Mack Publishing Co.（ペンシルバニア州18042イーストン)
）の第89章にそれらの概要が述べられている（引用することにより本明細書の一部をなす
）。固体の投薬形態は以下を含む：錠剤；カプセル；丸薬；トローチまたは薬用キャンデ
ー；カシェ剤；ペレット剤；粉末；あるいは顆粒。また、本発明の組成物を処方するため
に、リポソームまたはプロテイノイドによるカプセル化も使用できる（例えば米国特許第
4,925,673号において報告されているプロテノイドミクロスフェア）。リポソームによる
カプセル化を使用でき、リポソームは種々のポリマーで誘導体化できる（例えば米国特許
第5,013,556号）。治療用の可能な固体の投薬形態は、Marshall, K., Modern Pharmaceut
ics, G.S. BankerおよびC.T. Rhodes編 第10章 1979に記載されており、引用することに
より本明細書の一部をなす。一般的に、処方は、EPO-Rアゴニストペプチド（またはその
化学的に修飾された形態）、並びに、胃の環境に対する保護および腸における生物学的活
性材料の放出を可能にする不活性成分を含む。
【０１２９】
　経口投与のための液体の投薬形態の使用も本明細書は意図しており、それには薬学的に
許容可能な乳剤、溶液、懸濁液、およびシロップが含まれ、それらは以下を含むその他の
成分を含有できる：不活性希釈剤；湿潤剤等のアジュバント；乳化剤および懸濁化剤；並
びに甘味剤、香料添加剤および香料（perfuming agent）。
【０１３０】
　誘導体の経口送達が有効であるように、ペプチドを化学修飾することができる。一般的
に、意図される化学修飾は、成分の分子自体に少なくとも１つの部分を結合するものであ
り、ここで、この部分は：（a）タンパク質分解の阻害；および（b）胃または腸から血流
への取り込みを可能にする。また、成分（１つまたは複数）の全体的な安定性の増加およ
び体内を循環する時間の増加も所望されている。上述のように、薬学的な使用のためには
、PEG化が好ましい化学修飾である。使用できるその他の部分は、以下を含む：プロピレ
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ングリコール、エチレングリコールとプロピレングリコールとの共重合体、カルボキシメ
チルセルロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリプ
ロリン、ポリ-1,3-ジオキソランおよびポリ-l,3,6-チオキソカン（例えばAbuchowskiおよ
びDavis (1981), Enzymes as Drugs, "Soluble Polymer-Enzyme Adducts," Hocenbergお
よびRoberts編 (Wiley-Interscience（ニューヨーク州ニューヨーク) pp. 367-383；およ
びNewmark, et al. (1982) J. Appl. Biochem. 4:185-189参照）。
【０１３１】
　経口の処方物について、放出の位置は胃、小腸（十二指腸、空腸または回腸）、または
大腸であって良い。当業者は、胃では溶解しないが十二指腸または腸において材料を放出
する、入手可能な処方物を有する。好ましくは、放出によって、ペプチド（または誘導体
）の保護あるいはペプチド（または誘導体）の放出によって、胃の環境を越えて（小腸の
中等）胃の環境の悪影響を避けることになる。
【０１３２】
　完全な胃への抵抗を確保するために、少なくともpH 5.0まで不浸透性であるコーティン
グが必須である。腸溶コーティングとして使用されるより一般的な不活性成分の例は以下
の通りである：酢酸セルローストリメリテート(CAT)、ヒドロキシプロピルメチルセルロ
ースフタレート(HPMCP)、HPMCP 50、HPMCP 55、ポリビニルアセテートフタレート(PVAP)
、Eudragit L30D、Aquateric、セルロースアセテートフタレート（CAP）、Eudragit L、E
udragit S、およびShellac。これらのコーティングは、混合膜として使用できる。
【０１３３】
　コーティングまたはコーティングの混合は、錠剤にも使用することができ、胃に対する
保護を意図しない。これには、糖衣、または錠剤をのみ込みやすくするコーティングが含
まれる。カプセルは、乾燥した治療薬（すなわち粉末）を送達するための硬い殻（ゼラチ
ン等）から成っていて良く、液体の形態については、軟らかいゼラチンの殻を使用できる
。カシェ剤の殻の材料は、濃いデンプンまたはその他の食用紙であって良い。丸薬、薬用
キャンデー、成形タブレットまたは粉薬錠剤については、湿らせて固める技術が使用でき
る。
【０１３４】
　ペプチド（または誘導体）は、粒径が約1mmの顆粒またはペレットの形態における細か
い多数の微粒子（multiparticulate） として、処方物内に含ませることができる。カプ
セル投与用の材料の処方は、粉末、軽く圧縮したプラグ、または錠剤としてでも良い。こ
れらの治療薬は、圧縮によって調製できる。
【０１３５】
　着色剤および／または香料添加剤も含むことができる。例えば、ペプチド（または誘導
体）を処方し（リポソームまたはミクロスフェアによるカプセル化等により）、その後更
に食用生成物、例えば着色剤および香料添加剤を含有する冷却された飲料内に含有させる
ことができる。
【０１３６】
　ペプチド（または誘導体）の容量を、不活性材料で希釈するまたは増加させることがで
きる。これらの希釈剤は以下を含むことができる：炭水化物(特にマンニトール)、αラク
トース、無水乳糖、セルロース、スクロース、修飾されたデキストランおよびデンプン。
ある無機塩類も充填剤として使用することができ、それらには以下のものが含まれる：カ
ルシウム三リン酸塩、炭酸マグネシウムおよび塩化ナトリウム。市販されている希釈剤と
して、Fast-Flo、Emdex、STA-Rx 1500、EmcompressおよびAvicellが挙げられる。
【０１３７】
　治療薬を固体の投薬形態に処方する際に、崩壊剤を含ませることができる。崩壊剤とし
て使用される材料は、デンプン（デンプンをベースにした市販の崩壊剤であるエキスプロ
タブを含む）を含むが、これらに限定されない。以下のものも全て使用できる：デンプン
グリコール酸ナトリウム、アンバーライト、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ウ
ルトラミロペクチン、アルギン酸ナトリウム、ゼラチン、オレンジピール、酸カルボキシ
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メチルセルロース、天然のスポンジおよびベントナイト。崩壊剤は、不溶性のカチオン交
換樹脂であっても良い。崩壊剤および結合剤として粉末のゴムも使用することができ、寒
天、カラヤまたはトラガカント等の粉末のゴムを含むことができる。崩壊剤として、アル
ギン酸およびそのナトリウム塩も有用である。
【０１３８】
　ペプチド（または誘導体）の薬剤を保持して硬い錠剤を形成するために、結合剤を使用
することができ、結合剤には、アラビアゴム、トラガカント、デンプンおよびゼラチン等
の天然の生成物由来の材料が含まれる。その他には、メチルセルロース(MC)、エチルセル
ロース(EC)およびカルボキシメチルセルロース(CMC)が含まれる。ペプチド（または誘導
体）を粒状にするために、アルコール溶液中でポリビニルピロリドン(PVP)およびヒドロ
キシプロピルメチルセルロース(HPMC)のどちらも使用することができる。
【０１３９】
　処方工程中の付着を防ぐために、ペプチド（または誘導体）の処方において抗摩擦剤を
含ませることができる。ペプチド（または誘導体）とダイ壁との間の層として滑剤を使用
でき、これらは以下を含み得るがこれらに限定されない：ステアリン酸（そのマグネシウ
ム塩およびカルシウム塩を含む）、ポリテトラフルオロエチレン(PTFE)、流動パラフィン
、植物油およびワックス。水溶性の滑剤（ラウリル硫酸ナトリウム、ラウリル硫酸マグネ
シウム、種々の分子量のポリエチレングリコール、カーボワックス4000および6000等）も
使用できる。
【０１４０】
　処方中に薬物の流動特性を改善することができ、圧縮中に再配列を助ける流動促進剤を
添加することができる。流動促進剤は、デンプン、タルク、焼成シリカおよび水和シリコ
アルミネートを含み得る。
【０１４１】
　水溶性の環境へのペプチド(または誘導体)の溶解を助けるために、界面活性剤を湿潤剤
として加えることができる。界面活性剤は、陰イオン洗浄剤（ラウリル硫酸ナトリウム、
ジオクチルソジウムスルホサクシネートおよびジオクチルソジウムスルホネート等）を含
み得る。陽イオン洗浄剤も使用でき、これは、塩化ベンザルコニウムまたは塩化ベンズエ
ソミウム（benzethomium）を含み得る。界面活性剤として処方物に含ませ得る潜在的な陰
イオン洗浄剤のリストは以下の通りである：ラウロマクロゴール400；ステアリン酸ポリ
オキシル40；ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油10、50および60；グリセロールモノステア
レート；ポリソルベート20、40、60、65および80；ショ糖脂肪酸エステル；メチルセルロ
ース；並びにカルボキシメチルセルロース。これらの界面活性剤は、単独で、または多様
な割合での混合物として、タンパク質または誘導体の処方物において存在することができ
る。
【０１４２】
　ペプチド（または誘導体）の取り込みを潜在的に強化する添加剤は、例えば、脂肪酸、
オレイン酸、リノール酸およびリノレン酸である。
【０１４３】
　放出制御経口用処方物が望ましいであろう。ペプチド（または誘導体）は、拡散または
浸出機構（例えばゴム）によって放出を可能にする不活性マトリックスに組み込ませるこ
とができる。ゆっくり変性するマトリックスも、処方物に組み込ませることができる。い
くつかの腸溶コーティングも、放出を遅らせる効果を有する。放出制御の別の形態は、Or
os治療薬システム（Alza社）に基づく方法によるものである。すなわち、水を通し、浸透
圧の効果による単一の小さな開口部を通じて薬物を外に押し出す半透性の膜内に、薬物を
入れる。
【０１４４】
　処方の際にその他のコーティングを使用することができる。これらには、コーティング
パンにおいて適用できる多様な糖類が含まれる。また、ペプチド（または誘導体）は、膜
でコートされた錠剤内に与えることができ、この場合に使用される材料は、２つのグルー
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プに分かれる。１つ目は、非腸溶性の材料であって以下を含む：メチルセルロース、エチ
ルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、メチルヒドロキシエチルセルロース、ヒド
ロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセ
ルロースナトリウム、プロビドンおよびポリエチレングリコール。２つ目のグループは、
一般的にフタル酸のエステル類である腸溶性の材料から成る。
【０１４５】
　最適な膜コーティングを提供するために、材料の混合を使用できる。膜コーティングは
、パン塗布装置または流動床において、あるいは圧縮コーティングによって行うことがで
きる。
【０１４６】
非経口投与
　本発明の非経口投与用製剤は、殺菌した水溶性または非水溶性の溶液、懸濁液、または
乳剤を含む。非水溶性溶剤またはビヒクルの例は以下の通りである：プロピレングリコー
ル；ポリエチレングリコール；植物油（オリーブオイルおよびトウモロコシ油等）；ゼラ
チン；および注射可能な有機エステル（オレイン酸エチル等）。このような投薬形態は、
アジュバント（保存剤、湿潤剤、乳化剤、および分散剤等）も含有することができる。そ
れらは、例えば、細菌保持フィルターによるろ過、組成物内への滅菌剤の組み入れ、組成
物への放射線照射、または組成物の加熱によって殺菌できる。また、使用の直前に滅菌水
またはその他の殺菌した注射可能な培地を使用しても製造できる。
【０１４７】
直腸または膣投与
　直腸または膣投与用の組成物は、好ましくは、活性物質に加えて賦形剤（ココアバター
または坐薬用ワックス等）を含み得る座剤である。経鼻または舌下投与用の組成物も、当
技術分野において周知の標準的な賦形剤と共に調製される。
【０１４８】
肺送達
　本明細書は、EPO-Rアゴニストペプチド（またはその誘導体）の肺送達も意図している
。ペプチド（または誘導体）は、吸入中に哺乳動物の肺まで送達され、肺の上皮層を通過
して血流まで至る（例えば以下を参照：Adjei, et al. (1990) Pharmaceutical Research
 7:565-569；Adjei, et al. (1990) Int. J. Pharmaceutics 63:135-144 (酢酸ロイプロ
リド); Braquet, et al. (1989) J. Cardiovascular Pharmacology 13(sup5): 143-146 (
エンドセリン-1)；Hubbard, et al. (1989) Annals of Internal Medicine, Vol. III, p
p. 206-212(α1-抗トリプシン)；Smith, et al. (1989) J. Clin. Invest. 84:1145-1146
(α-1-プロテイナーゼ)；Oswein, et al. (1990) "Aerosolization of Proteins", Proce
edings of Symposium on Respiratory Drug Delivery II Keystone, Colorado (組み換え
ヒト成長ホルモン)；Debs, et al. (1988) J. Immunol. 140:3482-3488 (インターフェロ
ン-γおよび腫瘍壊死因子α)；およびPlatzらの米国特許第5,284,656号（顆粒球コロニー
刺激因子））。全身的作用のための薬物の肺送達のための方法および組成物は、Wongらの
米国特許第5,451,569号に記載されている。
【０１４９】
　治療薬の肺送達用に設計された広範囲の機械装置を、本発明の実施において使用するこ
とが意図されており、それらには、噴霧器、定量吸入器、および粉末吸入器が含まれるが
これらに限定されず、これらの全てが当業者のよく知るものである。本発明の実施に適切
な市販されている機器の具体例としては、Ultravent噴霧器(Mallinckrodt社（ミズーリ州
セントルイス）)、Acorn II噴霧器(Marquest Medical Products社（コロラド州エーグル
ウッド）)、Ventolin定量吸入器(Glaxo社（ノースカロラナ州リサーチトライアングルパ
ーク）)、およびSpinhaler粉末吸入器（Fisons社、マサチューセッツ州ベッドフォード）
がある。
【０１５０】
　これらの機器は全て、ペプチド（または誘導体）の調剤に適切な処方の使用を必要とす
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る。典型的には、各処方は、採用する機器のタイプに特異的であり、治療に有用な通常の
希釈剤、アジュバントおよび／またはキャリアに加え、適切な推進材料の使用を伴うこと
ができる。また、リポソーム、マイクロカプセルまたはミクロスフェア、包接錯体、ある
いはその他のタイプのキャリアの使用が意図されている。化学修飾のタイプまたは採用す
る機器のタイプに依存して、化学的に修飾したペプチドを異なる処方で調製することもで
きる。
【０１５１】
　ジェット型または超音波型いずれにおいても、噴霧器と共に使用するのに適切な処方物
は、典型的には、溶液1mLに対して生物学的に活性のタンパク質約0.1～25 mgの濃度で水
に溶解させたペプチド（または誘導体）を含む。処方物は、緩衝液および単糖を含むこと
ができる（例えば、タンパク質の安定化および浸透圧の調節のために）。噴霧器用の処方
物はまた、エアロゾルの形成において溶液の噴霧によって引き起こされる表面に誘起され
たペプチド（または誘導体）の凝集を減少させるまたは防ぐために、界面活性剤を含有す
ることができる。
【０１５２】
　定量吸入器と共に使用するための処方物は、一般的に、界面活性剤の助けを借りて推進
剤内に懸濁させたペプチド（または誘導体）を含有する微粉化した粉末を含む。推進剤は
、この目的で採用される任意の従来の材料であって良い。例えば、クロロフルオロカーボ
ン、ハイドロクロロフルオロカーボン、ハイドロフルオロカーボン、または炭化水素等（
トリクロロフルオロメタン、ジクロロジフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタノ
ールおよび1,1,1,2-テトラフルオロエタン、またはそれらの組合せを含む）。適切な界面
活性剤は、ソルビタントリオレエートおよび大豆レシチンを含む。オレイン酸も、界面活
性剤として有用であり得る。
【０１５３】
　粉末吸入機器からの投薬のための処方物は、ペプチド（または誘導体）を含有する微粉
化した乾燥粉末を含み、膨張性薬剤（ラクトース、ソルビトール、スクロースまたはマン
ニトール等）も含むことができ、その量は、機器からの粉末の分散を促進する量である（
例えば処方物の50～90wt％）。ペプチド（または誘導体）は、最も有利に微粒子の形態に
調製するべきであり、肺の末端まで最も効果的に送達するために、平均粒径は10mm（また
はミクロン）未満、最も好ましくは0.5～5mmである。
【０１５４】
経鼻送達
　本明細書は、EPO-Rアゴニストペプチド（または誘導体）の経鼻送達も意図している。
経鼻送達は、治療薬を鼻に投与したすぐ後に、ペプチドが血流まで行き着くことを可能に
し、治療薬を肺に堆積させる必要が無い。経鼻送達用の処方物は、デキストランまたはシ
クロデキストランを有するものを含む。
【０１５５】
　本発明のペプチドと共に、経鼻送達を促進するために使用されるその他の経皮吸収促進
剤を使用することも意図されている（2003年12月17日に出願された国際公開第2004/05631
4号等に記載されており、その全体を引用することによって、本明細書の一部となす）。
【０１５６】
用量
　ペプチド化合物全てについて、更なる研究が実施され、種々の患者における種々の状態
を治療するための適切な用量についての情報が提供される。投薬を受ける者の治療の状況
、年齢、および総体的な健康状態を考慮すれば、当業者は、適切な投薬用量を突き止める
ことができるであろう。選択される用量は、所望の治療効果、投与経路、および所望の治
療期間に依存する。一般的には、哺乳動物に対し、体重1kg当たり0.001～10mgの用量を毎
日投与する。一般的に、静脈内注射または注入用については、用量を少なくすることがで
きる。
【０１５７】
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　ある実施形態においては、透析前または透析中の腎不全を有する個体（透析未経験の患
者または透析患者）を治療するために、本発明のペプチドのいずれかを使用することがで
きる。この実施形態における投薬用量の範囲は、個体の体重1キログラム（kg）に対して
化合物0.025～0.2ミリグラム（mg）（0.025～0.2mg/kg）であって良い。より具体的には
、投薬用量の範囲が0.05～0.1mg/kgであるのが好ましい。更に、医師は、0.025mg/kgの用
量から始めて、治療している個体それぞれについて個体それぞれのヘモグロビン反応に基
づいて、約0.025mg/kgづつ用量を増量していくことができる。このように、医師は、適切
なヘモグロビン反応が得られるまで、個体それぞれの用量を増量していくことができる。
透析未経験の患者または透析患者である個体の場合、適切なヘモグロビン反応とは、ほぼ
正常なヘモグロビンレベル（14～15g/dL）を得ること、または、医師が定める別のヘモグ
ロビンレベルを得ることであろう。この実施形態において、個々の透析未経験の患者また
は透析患者についての薬理的に活性な用量(PAD)は、0.067～0.075mg/kgであると予測され
る。この実施形態の利点は、現在の他の赤血球生成促進剤（ESA）の場合は週に1度の投与
であるのに対し、個々の患者に対して3～4週間に1度の頻度で投与することによる、より
低い投薬用量であると予測される。多数の投与経路が使用できる（上述の通り、経口投与
、静脈内投与等）。透析患者向けの好ましい投与経路は、静脈内投与である。透析未経験
の患者向けの好ましい投与経路は、皮下投与である。その他のある実施形態において、悪
性腫瘍と関連した貧血症を有する個体（癌患者）を治療するために、上述の化合物のうち
の１つを使用することができる。この実施形態における投薬用量の範囲は、透析未経験の
患者または透析患者についての範囲の3～5倍であると予測される（すなわち0.075～0.5mg
/kg）。より具体的には、投薬用量の範囲が0.2～0.4mg/kgであるのが好ましい。上述のよ
うに、癌患者を治療する医師は、0.075mg/kgの用量から始めて、適切なヘモグロビン反応
が得られるまで、約0.075mg/kgづつ用量を増量していくことができる。個々の癌患者のPA
Dは、約0.25mg/kgであると予測される。この場合においても、個々の患者に対して3～4週
間に1度の頻度で、用量がより低いという利点が予測される。更に、癌患者におけるその
他の利点は、化学療法の前に（例えばその3～5日前に）投薬できること、または、網状赤
血球の刺激とヘモグロビンの増加の間の遅滞期中におけるヘモグロビンの減少を防ぐため
に、化学療法と共に投与することができることである。多数の投与経路が使用できる（上
述の通り、経口投与、静脈内投与等）。癌患者向けの好ましい投与経路は、皮下投与であ
ろう。透析未経験の患者、透析患者、または癌患者の治療に使用するための好ましい化合
物は、以下に示すものを含む。
【０１５８】
　カルバメート結合；サルコシン無し；PEGの重量の範囲（ここでは配列番号１を示す）
：
【化４２】

【０１５９】
　カルバメート結合；サルコシン無し；好ましいPEGの重量（ここでは配列番号１を示す
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）：
【化４３】

【化４４】

【化４５】
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【化４６】

【化４７】

【０１６０】
　カルバメート結合；サルコシン有り；PEGの重量の範囲（ここでは配列番号２を示す）
：
【化４８】

【０１６１】
　カルバメート結合；サルコシン有り；好ましいPEGの重量（ここでは配列番号２を示す
）：
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【化４９】

【化５０】

【化５１】
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【化５２】

【化５３】

【０１６２】
　アミド結合；サルコシン無し；PEGの重量の範囲（ここでは配列番号１を示す）：
【化５４】

【０１６３】
　アミド結合；サルコシン無し；好ましいPEGの重量（ここでは配列番号１を示す）：



(56) JP 2008-542399 A 2008.11.27

10

20

30

40

【化５５】

【化５６】

【化５７】
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【化５８】

【化５９】

【０１６４】
　アミド結合；サルコシン有り；PEGの重量の範囲（ここでは配列番号２を示す）：
【化６０】

【０１６５】
　アミド結合；サルコシン有り；好ましいPEGの重量（ここでは配列番号２を示す）：
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【化６１】

【化６２】

【化６３】
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【化６４】

【化６５】

【０１６６】
　本発明のペプチド（またはその誘導体）は、１つ以上の更なる有効成分または医薬組成
物と共に投与することができる。
【０１６７】
実施例
　次に、本発明について、以下の実施例を基に説明する。しかし、これらの実施例および
明細書中に記載のその他の例は、単に実例として挙げただけであり、本発明または任意の
例示された形態の範囲および意味を限定するものではない。同様に、本発明は、本明細書
に記載されたいかなる特定の好ましい実施形態にも限定されない。実際には、本明細書を
読めば、本発明の多数の変更およびバリエーションが、当業者にとって明らかであろうし
、本発明の精神および範囲から逸脱することなく作成することができる。従って、本発明
は、請求項が請求するものと同等の内容の範囲全部と共に、添付された特許請求の範囲に
ける用語によってのみ限定される。
【実施例１】
【０１６８】
固相合成によるEPO-Rアゴニストペプチドダイマーの合成
工程１－Cbz-TAPの合成：
　無水DCM（100ml）中の市販のジアミン（Aldrich Chemical社製の「TAP」）（1Og、67.4
7mmol）を含有する溶液を0℃まで冷却した。無水DCM（50ml）中のクロロギ酸ベンジル（4
.82ml、33.7mmol）の溶液を、滴下漏斗を通して6～7時間かけてゆっくりと加え、反応混
合物の温度を0℃に維持しておき、そして室温まで（25℃まで）上昇させておいた。更に1
6時間後、真空下でDCMを除去し、3N HClとエーテルとの間で残液を分配した。水層を回収
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無水Na2SO4で乾燥し、真空下で濃縮して粗モノ-Cbz-TAP（5g、収率約50％）を調製した。
この化合物は、更なる精製を加えずに次の反応に使用した。
【化６６】

【０１６９】
工程２－Cbz-TAP-Bocの合成：
　ヘキサン(25ml)中Cbz-TAP（5g、17.7mmol）の激しく攪拌した懸濁液に、Boc2O（3.86g
、17.7mmol）を加え、室温で一晩攪拌を継続した。反応混合物をDCM(25ml)で希釈し、10
％クエン酸水溶液（2倍）、水（2倍）およびブラインで洗浄した。有機層を無水Na2SO4で
乾燥し、真空下で濃縮した。粗生成物（収量5g）を、次の反応に直接使用した。

【化６７】

【０１７０】
工程３－Boc-TAPの合成：
　先の反応で得られた粗生成物をメタノール（25ml）に溶解し、炭素(5％ w/W)上の5％ P
dの存在下、バルーン圧力下で16時間水素化した。混合物をろ過し、メタノールで洗浄し
、ろ液を真空内で濃縮し、粗H-TAP-Boc生成物（収量3.7g）を調製した。工程1～3終了後
のBoc-TAPのおおよその総収率は、44％であった（使用したCbz-Clの量に基づいて計算）
。
【化６８】

【０１７１】
工程４－TentaGel-リンカーの合成：
　TentaGelブロミド（2.5 g、0.48mmol/g、Rapp Polymere社（ドイツ国）製）、フェノー
ル酸リンカー（5倍当量）およびK2CO3（5倍当量）を、20mLのDMF中で14時間、70℃まで加
熱した。室温まで冷却後、樹脂を洗浄し（0.1 N HCl、水、ACN、DMF、MeOH）、乾燥して
琥珀色の樹脂を得た。
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【０１７２】
工程５－TentaGel-リンカー-TAP(Boc)の合成：
　2.5gmの上記の樹脂、H-TAP-Boc（1.5gm、5倍当量）および氷AcOH（34μl、5倍当量）を
1：1の割合のMeOH-THFの混合物中に入れ、一晩シェイクした。これにTHF中の1M シアノ水
素化ほう素ナトリウム溶液（5倍当量）を加え、別途7時間シェイクした。樹脂をろ過、洗
浄（DMF、THF、0.1 N HCl、水、MeOH）、および乾燥した。少量の樹脂を、DCM中のBz-Cl
およびDIEAでベンゾイル化し、70％ TFA-DCMで切断し、LCMSおよびHPLCによってチェック
した。
【化７０】

【０１７３】
工程６－TentaGel-リンカー-TAP-Lysの合成：
　上記の樹脂を、活性化Fmoc-Lys(Fmoc)-OH溶液（5倍当量のアミノ酸および5倍当量のHAT
UをDMF中に0.5Mで溶解し、その後に10倍当量のDIEAを加えることによって調製）で処理し
、14時間静かにシェイクした。樹脂を洗浄し（DMF、THF、DCM、MeOH）、乾燥して、保護
された樹脂を産生した。DCM中の10％無水酢酸および20％ピリジンの溶液で樹脂を20分間
処理することによって、残余のアミン基にキャップをし、その後、上記のように洗浄した
。DMF中の30％ピペリジンにおいて20分間樹脂を静かにシェイクすることによってFmoc基
を除去し、その後洗浄し（DMF、THF、DCM、MeOH）、乾燥した。
【化７１】

【０１７４】
工程７－TentaGel-リンカー-TAP-Lys（ペプチド）2の合成：
　上記の樹脂を、HBTU/HOBt活性化を伴うFmoc－アミノ酸結合のサイクルの繰り返しに適
用し、ピペリジンを用いてFmocを除去し、両方のペプチド鎖を同時に構築した。これは、
Applied Biosystems社より入手可能なABI 433自動ペプチド合成器を用いて便利に実施し
た。最後のFmocの除去後、DMF中の無水酢酸（10倍当量）およびDIEA（20倍当量）で20分
間、末端アミン基をアシル化し、その後、上記のように洗浄した。



(62) JP 2008-542399 A 2008.11.27

10

20

30

40

50

【化７２】

【０１７５】
工程８－樹脂からの切断：
　上記の樹脂を、TFA（82.5％)、フェノール(5％)、エタンジチオール(2.5％)、水(5％)
およびチオアニソール(5％)の溶液に3時間室温で懸濁した。代わりの切断用カクテル（TF
A(95％)、水(2.5％)およびトリイソプロピルシラン(2.5％)等）も使用することができる
。TFA溶液を5℃まで冷却し、Et2Oに注ぎ込んでペプチドを沈殿させた。減圧下のろ過およ
び乾燥により、所望のペプチドを得た。C18カラムを用いた調製HPLCによる精製により、
純粋なペプチドを得た。
【化７３】

【０１７６】
工程９－分子内ジスルフィド結合を形成するためのペプチドの酸化：
　20％ DMSO/水中にペプチドダイマーを溶解し(1mg乾燥重量ペプチド／mL)、室温で36時
間静置した。C18 HPLCカラムに反応混合物を装填することにより、ペプチドを精製し（Wa
ters Delta-Pak C18、粒径15ミクロン、孔径300オングストローム、長さ40mm×200mm）、
その後、直線的勾配法（ACN/水/0.01％ TFA；ACNを5％から95％まで）を40分行った。所
望のぺプチドを含有する画分を凍結乾燥（lyopholization）することにより、ふわふわし
た白色の固体の生成物が得られた。
【化７４】

【０１７７】
工程１０－末端-NH2基のPEG化：
カルバメート結合を通じたPEG化：
　ペプチドダイマーを、乾燥DMF中1.5倍当量（モルベース）の活性化PEG種（日油株式会
社（日本）製のmPEG-NPC）と混合し、澄んだ溶液を得た。5分後、上記溶液に4倍当量のDI
EAを加えた。混合物を周囲温度で14時間攪拌し、その後、C18逆相HPLCで精製した。PEG化
されたペプチドの構造を、MALDI質量分析法によって確認した。精製されたペプチドにも
、以下に概要を述べる通りの陽イオン交換クロマトグラフィーを通じた精製を適用した。
以下の図式は、配列番号３を使用したmPEG-NPCのPEG化を示す。
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【化７５】

【０１７８】
アミド結合を通じたPEG化：
　ペプチドダイマーを、乾燥DMF中1倍当量の活性化PEG種（Shearwater社（米国）製のPEG
-SPA-NHS）の1.5倍当量（モルベース）と混合し、澄んだ溶液を得た。5分後、上記溶液に
10倍当量のDIEAを加えた。混合物を周囲温度で2時間攪拌し、その後、C18逆相HPLCで精製
した。PEG化されたペプチドの構造を、MALDI質量分析法によって確認した。精製されたペ
プチドにも、以下に概要を述べる通りの陽イオン交換クロマトグラフィーを通じた精製を
適用した。以下の図式は、配列番号３を使用したPEG-SPA-NHSのPEG化を示す。
【化７６】

【０１７９】
工程１１－イオン交換による精製：
　いくつかの交換用支持体について、出発二量体ペプチドを保持する能力に加え、未反応
の（または加水分解された）PEGから上記のペプチド-PEG結合を分離する能力を調査した
。イオン交換樹脂（2～3g）を1cmカラムに装填し、次にナトリウム型に変換し（溶離液の
pHが14になるまで0.2 N NaOHをカラムに装填した；約5カラム容積）、次に水素型に変換
し（溶離液が充填pHにマッチするまで0.1 N HClまたは0.1 M HOAcのいずれかで溶離した
；約5カラム容積）、次に、pHが6になるまで25％ ACN/水で洗浄した。結合前のペプチド
またはペプチド-PEG結合を、25％ ACN/水（10mg/mL）に溶解し、TFAでpHを3未満に調節し
、次に、カラムに装填した。2～3カラム容積の25％ ACN/水で洗浄し、5mLの画分を回収し
た後、25％ ACN/水中0.1 M NH4OAcで溶離することにより、ペプチドをカラムから離し、
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再び5mLの画分を回収した。HPLCによる分析により、どの画分が所望のペプチドを含有し
ているかが明らかになった。エバポレイティブ光散乱検出器(ELSD)を使用した分析は、ペ
プチドをカラム上に保持し、NH4OAc溶液で溶離した場合（一般的に画分4～10の間）、混
入物質として非結合のPEGは観察されなかったことを示した。ペプチドを最初の洗浄緩衝
液で溶離したとき（一般的に最初の2画分）、所望のPEG結合および過剰なPEGの分離は観
察されなかった。
【０１８０】
　以下のカラムは、ペプチドおよびペプチド-PEG結合の両方を保持することに成功し、結
合されていないペプチドからペプチド-PEG結合を精製することに成功した。
【０１８１】
【表１】

【実施例２】
【０１８２】
フラグメント縮合によるEPO-Rアゴニストペプチドダイマーの合成
工程１：(Cbz)2-Lysの合成
　標準条件下で、リジンをクロロギ酸ベンジル溶液と反応させ、その2つのアミノ基にお
いてCbz基で保護されたリジンを得る。

【化７７】

【０１８３】
工程２：Boc-TAPの合成
　実施例１の工程１～３に記載されているようにして、Boc-TAPを合成する。
【０１８４】
工程３：(Cbz)2-LysおよびBoc-TAPの結合
　標準結合条件下で、(Cbz)2-LysとBoc-TAPを結合させ、(Cbz)2-Lys-TAP-Bocを得る。

【化７８】

【０１８５】
工程４：Lys-TAP-Boc
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　先の反応で得られた粗生成物をメタノール(25ml)に溶解し、炭素(5％ w/W)上の5％ Pd
の存在下、バルーン圧力下で16時間水素化した。混合物をろ過し、メタノールで洗浄し、
ろ液を真空内で濃縮し、粗Lys-TAP-Boc生成物を調製した。
【化７９】

【０１８６】
工程５：フラグメント縮合によるペプチドモノマーの合成
　標準的な技術により、ペプチドモノマー配列の4つのペプチドフラグメントを合成する
。これらの部分的に保護されたフラグメントは、次に、２つの独立した結合の過程に適用
される。第１過程においては、N末端のモノマーの半分を、ペプチドフラグメントのうち
の2つを結合することによって形成し、一方で、C末端のモノマーの半分は、その他の2つ
のペプチドフラグメントを結合させることによって形成する。結合の第2過程において、N
末端の半分とC末端の半分を結合して、完全に保護されたモノマーを形成する。次にモノ
マーは、標準的な技術によってOBnが脱保護される。
【化８０】

【０１８７】
工程６：分子内ジスルフィド結合を形成するためのペプチドモノマーの酸化
　次に、OBnが脱保護され、縮合されたペプチドモノマー（配列番号１２）をヨウ化物で
酸化し、モノマーのAcmで保護されたシステイン残基間に分子内ジスルフィド結合を形成
する。
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【０１８８】
工程７：ペプチドダイマーを形成するための酸化され、OBnが脱保護されたモノマーへのL
ys-TAP-Bocの結合
　標準条件下で、Lys-TAP-Bocを、2倍モル過剰の酸化され、OBnが脱保護されたモノマー
に結合し、ペプチドダイマーを形成する。次に、標準条件下で、ペプチドダイマーを脱保
護する。
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【化８２】

【０１８９】
工程８：脱保護されたダイマーのPEG化
　次に、実施例１の工程１０に記載されるように、脱保護されたペプチドダイマーをPEG
化する。
【０１９０】
工程９：イオン交換による精製
　次に、実施例１の工程１１に記載されるように、PEG化されたペプチドダイマーを精製
する。
【実施例３】
【０１９１】
インビトロ活性アッセイ
　この実施例では、本発明のEPO-Rアゴニストペプチドの活性および効力を評価する際に
有用な種々のインビトロアッセイについて述べる。これらのアッセイの結果は、本発明の
新規のペプチドがEPO-Rに結合し、EPO-Rのシグナル伝達を活性化することを実証する。更
に、これらのアッセイの結果は、新規ペプチド組成物において、以前に記載されていたEP
O擬似ペプチドに比べて、EPO-R結合親和性および生物学的活性が驚くほど増加することを
示す。
【０１９２】
　実施例１または２で提供された方法に従って、EPO‐Rアゴニストペプチドダイマーを調
製する。一連のインビトロ活性アッセイ（レポーターアッセイ、増殖アッセイ、結合タン
パク競合アッセイ、およびC/BFU-eアッセイを含む）を使用して、これらペプチドダイマ
ーの効力を評価する。これら4つのアッセイについては、以下に更なる詳細を述べる。
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　これらインビトロ活性アッセイの結果は、表２にまとめてある。
【０１９３】
１．レポーターアッセイ
　このアッセイは、マウスプレB細胞株由来のレポーター細胞、Baf3/EpoR/GCSFR fos/lux
に基づく。このレポーター細胞株は、ヒトEPOレセプターの細胞外部分からヒトGCSFレセ
プターの細胞内部分までを含むキメラレポーターを発現する。この細胞株は、fosプロモ
ーター駆動のルシフェラーゼレポーター遺伝子構築物で更にトランスフェクトされる。赤
血球生成剤を加えることによってこのキメラレポーターが活性化される結果、ルシフェラ
ーゼレポーター遺伝子が発現する。従って、ルシフェラーゼ基質であるルシフェリンが加
えられると、光が生成される。よって、このような細胞におけるEPO‐R活性化のレベルは
、ルシフェラーゼ活性の測定によって定量できる。
【０１９４】
　Baf3/EpoR/GCSFR fos/lux細胞は、10％ウシ胎児血清(FBS；Hyclone社)、10％ WEHI-3上
清(WEHI-3細胞の培養物由来の上清；ATCC番号TIB-68)、およびペニシリン/ストレプトマ
イシンを補ったDMEM/F12培地(Gibco社)において培養する。アッセイの約18時間前に、10
％FBSおよび0.1％ WEHI-3上清を補ったDMEM/F12培地に細胞を移すことによって、細胞を
飢餓状態にする。アッセイの日に、10％FBSを補った（WEHI-3上清は無い）DMEM/F12培地
で細胞を一回洗浄し、次に、10％FBSを補った（WEHI-3上清は無い）DMEM/F12培地におい
て、知られている濃度の試験ペプチドの存在下で、または、EPO（R & D Systems社（ミネ
ソタ州ミネアポリス））をポジティブコントロールとして使用して、細胞（1×106個/mL
）を培養する。このアッセイにおいては、試験ペプチドの連続希釈物を同時に試験する。
37℃で4時間、5％ CO2雰囲気においてアッセイプレートをインキュベートし、その後、各
ウェルに対してルシフェリン（Steady-Glo；Promega社（ウィスコンシン州マディソン）
）を加える。5分間のインキュベーション後、Topcount Luminometer（Packard Instrumen
t社（イリノイ州ダウナーズグローブ））を使用して光の放射を測定する。光のカウント
（light count）を、試験ペプチド濃度に対してプロットし、Graph Pad社のソフトウェア
を使用して分析する。最大値の半分の光の放射となった試験ペプチドの濃度を、EC50とし
て記録する（表２参照；レポーターEC50）。
【０１９５】
２．増殖アッセイ
　このアッセイは、トランスフェクトされてヒトEPO-Rを発現する、マウスプレB細胞株、
Baf3に基づく。得られる細胞株、BaF3/Gal4/Elk/EPORの増殖は、EPO-Rの活性化に依存す
る。MTTを使用して細胞増殖の程度を定量する。この際、MTTアッセイにおけるシグナルは
、生存細胞の数に比例する。
【０１９６】
　スピナーフラスコ中、10％FBS（Hyclone社)および2％ WEHI-3上清(ATCC番号TIB-68) を
補ったDMEM/F12培地(Gibco社)において、BaF3/Gal4/Elk/EPOR細胞を培養する。スピナー
フラスコ中、10％FBSおよび0.1％ WEHI-3上清を補ったDMEM/F12培地において、細胞密度1
×106個/mlで、培養した細胞を一晩飢餓状態にする。次に、リン酸緩衝生理食塩水（Dulb
ecco's PBS；Gibco社）で、飢餓状態の細胞を2回洗浄し、10％FBSを補った（WEHI-3上清
は無い）DMEM/F12培地において、1×106個/mlの細胞密度まで再懸濁する。次に、50μLア
リコート（細胞が～50,000個）の細胞懸濁液を、96ウェルアッセイプレートに3つ組で平
板培養する。10％FBSを補った（WEHI-3上清Iは無い）DMEM/F12培地中の50μLアリコート
の試験用EPO擬似ペプチドの連続希釈物、あるいは、50μLのEPO（R & D Systems社（ミネ
ソタ州ミネアポリス））またはAranesp（登録商標）（ダルベポエチンα；Amgen社より市
販されているEPO‐Rアゴニスト）を、96ウェルアッセイプレートに加える（最終ウェル容
量：100μL）。例えば、試験ペプチド（またはコントロールEPOペプチド）の最終濃度が8
1OpM～0.0045pMの範囲である、12の異なる希釈物を試験することができる。そして、平板
培養した細胞を、37℃で48時間インキュベートする。次に、10μLのMTT（Roche Diagnost
ics社）を各培養プレートのウェルに加え、4時間インキュベートする。次に、10％ SDS＋
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0.01N HClを加えることにより、反応をストップさせる。そして、プレートを37℃で一晩
インキュベートする。次に、波長595nmでの各ウェルの吸光度を、分光測光法によって測
定する。吸光度の読み取り値に対する試験ペプチド濃度のプロットを構築し、Graph Pad
社のソフトウェアを使用して、EC50を計算する。最大値の半分の吸光度となった試験ペプ
チドの濃度を、EC50として記録する（表２参照；増殖EC50）。
【０１９７】
３．結合タンパク競合アッセイ
　2つのビーズ（ビオチニル化したEPO‐R結合ペプチドトレーサーを有するストレプトア
ビジンドナービーズおよびEPO‐Rが結合するアクセプタービーズ）が近接する機能として
光シグナルが産生されるアッセイを使用して、競合的結合の計算を行う。光は、非放射エ
ネルギー伝達によって産生される。光が照射されると、一重項酸素が第１ビーズから放出
され、放出された一重項酸素との接触により、第２ビーズからの光の放出が引き起こされ
る。これらのビーズのセットは市販されている（Packard社製）。ビーズの近接は、EPO‐
R結合ペプチドトレーサーのEPO‐Rへの結合によって生み出される。EPO‐Rへの結合につ
いて、EPO‐R結合ペプチドトレーサーと競合する試験ペプチドが、この結合を防ぐことに
なり、光の放出の減少を引き起こす。
【０１９８】
　より詳細には、方法は以下の通りである。4μLの試験EPO‐Rアゴニストペプチド、ある
いはポジティブまたはネガティブコントロールの連続希釈物を、384ウェルプレートのウ
ェルに加える。その後、2μL/ウェルのレポーター/ビーズのカクテルを加える。レセプタ
ービーズカクテルは以下のものより成る：15μLの5mg/mlストレプトアビジンドナービー
ズ（Packard）；15μLの5mg/mlモノクローナル抗体abl79（この抗体は、組み換えEPO‐R
に含有されるヒト胎盤アルカリホスファターゼタンパク質の部分を認識する）；タンパク
質Aでコーティングされたアクセプタービーズ（タンパク質Aは、abl79抗体に結合する；P
ackard社）；112.5μLの1:6.6で希釈した組み換えEPO‐R（abl79標的エピトープを含有す
るヒト胎盤アルカリホスファターゼタンパク質の部分に対し、融合タンパク質としてチャ
イニーズハムスター卵巣細胞内で生成）；および607.5μLのAlphaquest緩衝液（4OmM HEP
ES、pH 7.4；1mM MgCl2；0.1％ BSA, 0.05％ Tween 20)。軽くたたいて混合する。2μL/
ウェルのビオチニル化したEPO‐R結合ペプチドトレーサーを加える（最終濃度：3OnM）。
配列：ビオチン- GGLYACHMGPITWVCQPLRG（配列番号４）を使用し、実施例１に記載の方法
に従って、ペプチドトレーサーであるEPO‐R結合ペプチド（表の「レセプターEC50(pM)」
参照）を作製する。
【化８３】

【０１９９】
　1分間遠心分離にかけて混合する。プレートをPackard社のTop Sealでシールし、ホイル
で包む。室温で一晩インキュベートする。18時間後、AlphaQuest読み取り器（Packard社
）を使用して、光の放出を読み取る。ペプチドの濃度に対する光の放出をプロットし、Gr
aph PadまたはExcelで分析する。
【０２００】
　試験ペプチド無しの場合と比べて、光の放出が50％減少する結果であった試験ペプチド
の濃度を、IC50として記録する（表２参照：AQ IC50）。
【０２０１】
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４．C/BFU-eアッセイ
　EPO-Rのシグナル伝達は、骨髄幹細胞が分化し、赤血球前駆体が増殖するように刺激す
る。このアッセイは、一次ヒト骨髄多能性幹細胞からの赤血球前駆細胞の増殖および分化
を刺激する試験ぺプチドの能力を測定する。
【０２０２】
　このアッセイ用に、10％ FBS（Hyclone社）を補充したIMDM培地（Gibco社）中、試験ペ
プチドの連続希釈物を調製する。次に、これらの連続希釈物、またはポジティブコントロ
ールEPOペプチドを、メチルセルロースに加えて最終容積を1.5mLとする。次に、メチルセ
ルロースとペプチドの混合物を、完全にボルテックスする。ヒト骨髄由来のCD34+細胞(Po
ietics社/Cambrex社)のアリコート（細胞100,000個/ｍL）を解凍する。50mLチューブに、
0.1mLのlmg/ml DNAse（Stem Cells）に対して解凍した細胞を静かに加える。次に、細胞
に対して40～50mLのIMDM培地を静かに加える。培地は、最初の10ｍLについては、50mlチ
ューブの側面に沿って一滴ずつ加え、残りの培地は、チューブの側面に沿ってゆっくりと
分注する。次に、細胞を900rpmで20分間回転させ、静かに吸引することによって培地を注
意深く除去する。1mlのIMDM培地に細胞を再懸濁し、1ml当たりの細胞密度を血球計スライ
ド上で測る（スライド上に10μLアリコートの細胞懸濁液；細胞密度は、平均数×細胞10,
000個/mLである）。次に、IMDM培地で細胞を希釈し、細胞密度を15,000個/mLとする。次
に、100μLの希釈した細胞を、各1.5 mLのメチルセルロースとペプチド試料に加え（アッ
セイ培地における最終的な細胞濃度は1,000個/mL）、混合物をボルテックスする。混合物
内の泡を無くし、先のとがっていない針を使用して1mLを吸引する。各試料から吸引した0
.25mLの混合物を、24ウェルプレート（Falcon社製）の4つのウェルそれぞれに加える。平
板培養した混合物を、多湿のインキュベータ内において5％ CO2下、37℃で14日間インキ
ュベートする。位相差顕微鏡（5～10倍；最終倍率100倍）を使用して、赤血球コロニーの
存在をスコアする。形成されたコロニーの数が、EPOポジティブコントロールで観察され
た数と比べて最大数の90％であった試験ペプチド濃度を、EC90として記録する（表２参照
；C/BFU-e EC90）。
【０２０３】
５．放射性リガンド競合結合アッセイ
　あるいは、本発明のペプチドのIC50値を測定するために、放射性リガンド競合結合アッ
セイも使用することができる。このアッセイは、125I-EPOのEPOrへの結合を測定する。ア
ッセイは、好ましくは、以下の典型的なプロトコルに従って実施される。
【０２０４】
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【表２】

【０２０５】
B.適切なレセプター濃度の測定
　ヒトIgG1のFc部分に融合させた凍結乾燥した組み換えEPOr細胞外ドメインの１本の50μ
gバイアルを、1mLのアッセイ緩衝液中に戻す。アッセイで使用するためのレセプターの正
しい量を測定するために、このレセプター調製物の100μLの連続希釈物を、12×75mmポリ
プロピレン試験管中、200μLのヨウ化組み換えヒトエリスロポエチン（125I-EPO）と、約
20,000cpmで結合させる。チューブにキャップをし、LabQuake回転シェーカーを用いて4℃
で一晩静かに混合する。
【０２０６】
　次の日に、50μLのプロテイン-Gセファロースの50％スラリーを各チューブに加える。
次に、静かに混合しながら4℃で2時間、チューブをインキュベートする。次に、4000RPM
（3297×G）で15分間、チューブを遠心分離にかけて、プロテイン-Gセファロースをペレ
ット状にする。上清を注意深く除去して廃棄する。1mLの4℃アッセイ緩衝液で3回洗浄後
、Wallac Wizardガンマカウンターでペレットをカウントする。そして結果を分析し、結
合の最大値の50％に達するのに必要な希釈度を計算する。
【０２０７】
C.ペプチドについてのIC50の測定
　ペプチドIのIC50を測定するために、100μLのペプチドの連続希釈物を、12×75mmポリ
プロピレン試験管中、100μLの組み換えエリスロポエチンレセプター（100pg/チューブ）
と結合させる。次に、100μLのヨウ化組み換えヒトエリスロポエチン（125I-EPO）を各チ
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ューブに加え、チューブにキャップをし、4℃で一晩静かに攪拌する。
【０２０８】
　翌日、上記のようにして結合された125I-EPOを定量する。結果を分析し、GraphPad Sof
tware社（カリフォルニア州サンディエゴ）製のGraphpad Prismバージョン4.0を使用して
IC50値を測定する。アッセイは、試験する各ペプチドについて２回以上繰り返し、全部で
3回以上のIC50値の測定を得る。
【０２０９】
【表３】

【実施例４】
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【０２１０】
インビボ活性アッセイ
　この実施例では、本発明のEPO‐Rアゴニストペプチドの活性および効力を評価する際に
有用な種々のインビボアッセイについて述べる。EPO‐Rアゴニストペプチドダイマーは、
実施例１または２で提供された方法に従って調製される。これらペプチドモノマーおよび
ダイマーのインビボ活性は、連続アッセイ（赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxic）マ
ウスのバイオアッセイおよび網状赤血球アッセイを含む）を使用して評価する。これら2
つのアッセイについて、以下に更なる詳細を述べる。
【０２１１】
１．赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxic）マウスのバイオアッセイ
　CotesおよびBangham (1961), Nature 191 : 1065-1067に記載されている方法を適用さ
せた赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxic）マウスのバイオアッセイにおいて、試験ペ
プチドのインビボ活性についてアッセイする。このアッセイでは、試験ペプチドがEPO模
倣剤として機能する、すなわち、EPO‐Rを活性化し、新しい赤血球合成を誘導する能力を
試験する。赤血球合成は、合成された赤血球のヘモグロビン内への放射性標識された鉄の
取り込みに基づいて定量する。
【０２１２】
　BDF1マウスを、7～10日間かけて周囲条件に順応させる。すべてのマウスの体重を測定
し、低体重のマウス（＜15グラム）は使用しない。マウスは、トータルで14日間、低圧室
において、連続した調整サイクルに適用する。各24時間のサイクルは、18時間の0.40±0.
02％大気圧および6時間の周囲圧力より成る。調整後、マウスは、投薬前に更に72時間、
周囲圧力で維持する。
【０２１３】
　試験ペプチドまたは組み換えヒトEPOスタンダードを、PBS＋0.1％ BSAビヒクル(PBS/BS
A)で希釈する。ペプチドモノマー原液は、最初にジメチルスルホキシド(DMSO)中に可溶化
する。ネガティブコントロールグループは、PBS/BSAのみを注射したマウスの1つのグルー
プと、1％ DMSOを注射したマウスの1つのグループとを含む。各グループは、10匹のマウ
スを含む。0.5 mLの適切な試料をマウスに皮下注射する（首筋）。
【０２１４】
　試料を注射してから48時間後、0.2 mlのFe59(Dupont NEN社)をマウスに腹腔内注射する
（用量：マウス1匹当たり約0.75μキュリー）。Fe59を投与してから24時間後、マウスの
体重を測定し、Fe59の投与から48時間後、マウスを屠殺する。心穿刺によって各マウスか
ら血を回収し、ヘマトクリット値を測定する（抗凝血剤としてヘパリンを使用）。Packar
d社のガンマカウンターを使用して、各血液試料（0.2 ml）のFe59の取り込みについて分
析する。反応のないマウス（すなわち、放射性の取り込みがネガティブコントロールグル
ープよりも少なかったマウス）は、適切なデータセットから除外する。ヘマトクリット値
がネガティブコントロールグループの53％よりも少ないマウスも除外する。
【０２１５】
　結果は、各実験用量について、10匹のマウスのセットから得る。各グループから得られ
た血液試料に取り込まれた放射能の量の平均（分当たりのカウント（CPM））を計算する
。
【０２１６】
２．網状赤血球アッセイ
　正常なBDF1マウスに、3日間連続して、EPOコントロールまたは試験ペプチドのいずれか
を投与する（用量：0.5mL、皮下注射）。3日目に、鉄デキストラン(100mg/ml)をマウスに
投与する（用量：0.1mL、腹腔内注射）。5日目に、マウスにCO2で麻酔をかけ、心穿刺に
よって出血させる。各血液試料における網状赤血球の割合（％）は、チアゾールオレンジ
による染色およびフローサイトメトリ分析（網状赤血球数カウントプログラム）によって
測定する。ヘマトクリット値を手動で測定する。訂正された網状赤血球の割合は、以下の
式を使用して決定する：
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％ RETICCORRECTED = ％ RETICOBSERVED X (ヘマトクリットINDIVIDUAL/ヘマトクリットN

ORMAL)
【０２１７】
３．血液学的アッセイ
　正常なCD1マウスに、EPOポジティブコントロール、試験ペプチド、またはビヒクルのい
ずれかを、4週間の静脈内ボーラス注射によって投与する。ポジティブコントロールおよ
び試験ペプチドの用量の範囲（mg/kgで示す）は、処方における活性化合物濃度を変える
ことにより、試験する。注射する量は5 mg/kgである。ビヒクルコントロールグループは1
2匹より成り、残りの各用量のグループはそれぞれ8匹より成る。毎日の生存能力および週
毎の体重を記録する。
【０２１８】
　投与したマウスは絶食させ、1日目（ビヒクルコントロールマウス）並びに15日目およ
び29日目（4匹/グループ/日）に、イソフルレン吸入によって麻酔をかけ、心穿刺または
腹大動脈穿刺によって末端の血液試料を回収する。血液をVacutainer（登録商標）チュー
ブに移す。好ましい抗凝血剤はエチレンジアミン四酢酸(EDTA)である。
【０２１９】
　血液試料は、当技術分野において周知の自動臨床分析機器（例えばCoulter社製の機器
）を使用して、赤血球合成および生理学を測定する評価項目（ヘマトクリット値(Hct)、
ヘモグロビン(Hgb)および総赤血球数(RBC)等）について評価を行う。
【実施例５】
【０２２０】
アミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号１）を有するペプチドモノマー
のEPO‐Rアゴニストペプチドホモダイマーの合成
工程１：ペプチドモノマーの合成
　ペプチドモノマーは、ABI 431Aペプチド合成器上で、TG-RAM樹脂(0.18mmol/g、Rapp Po
lymere社（ドイツ国）)を使用して、標準的なFmoc化学反応を用いて合成する。アミド化
されたカルボキシ末端を有するペプチドモノマーの合成用に、82.5％のTFA、5％の水、6.
25％のアニソール、6.25％のエタンジチオールを用いて、完全に組み立てられたペプチド
を樹脂から切り離す。脱保護された生成物を樹脂からろ過し、ジエチルエーテルを用いて
沈殿させる。完全に乾燥後、生成物は、0.1％トリフルオロ酢酸中のアセトニトリル/水の
勾配を使用したC18逆相高速液体クロマトグラフィーによって精製する。ペプチドの構造
は、エレクトロスプレー質量分析によって確認する。ペプチドを、DMSO：水が1：1の溶液
に1mg/mLの濃度で溶解し、ジスルフィド形成を起こさせる。生成物は、0.1％トリフルオ
ロ酢酸中のアセトニトリル/水の勾配を使用したC18逆相高速液体クロマトグラフィーによ
って精製する。ペプチドモノマーは、以下のように示すことができる：
【０２２１】
【化８４】

【０２２２】
工程２：三官能性リンカーの合成
　100mLのDCM中のジエチルイミノアセテート(10.Og、52.8mmol)およびBoc-ベータ-アラニ
ン(10.Og、52.8 mmol)の溶液に対し、ジイソプロピルカルボジイミド（8.0mL、51.1mmol
）を10分間かけて室温で加えた。加える間、反応混合物を10度まで暖め、20分かけて冷却
して室温まで戻した。反応混合物を一晩攪拌し、沈殿させたジイソプロピル尿素をろ過し
た。減圧下で溶媒を除去してゴムを与え、残渣をエチルアセテートに溶解して再びろ過し
、更に沈殿した尿素を除去した。有機相を分液漏斗内に配置し、洗浄し（sat.NaHCO3、ブ
ライン、0.5N HCl、ブライン）、乾燥し（MgSO4）、ろ過し、減圧下で濃縮して、無色油
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、これに水（25mL）、次にNaOH(5g、125mmol)を加えた。pHを測定して＞10となるように
した。反応混合物を室温で2時間攪拌し、6N HClでpH1まで酸性化した。水相をNaClで飽和
させ、エチルアセテートを用いて4回抽出を行った。結合されている有機相を洗浄し（ブ
ライン）、乾燥し（MgSO4）、減圧下で濃縮して、白色の半固体を得た。固体を50mLのDCM
に溶解し、これに300mLのヘキサンを加えて白色のスラリーを作製した。溶媒を減圧下で
除去し、白色の固体として二塩基酸を得た（14.7g、2工程における収率91.5％）。20mLの
DMF中の二塩基酸の溶液（1g、3.29mmol）に対し、N-ヒドロキシスクシンイミド（770mg、
6.69mmol）、ジイソプロピルカルボジイミド(1.00mL、6.38mmol)および4-ジメチルアミノ
ピリジン(3mg、0.02mmol)を加えた。反応混合物を一晩攪拌し、減圧下で溶媒を除去した
。残渣をエチルアセテートに混ぜ、ろ過して沈殿した尿素を除去した。有機相を分液漏斗
内に配置し、洗浄し（sat.NaHCO3、ブライン、0.5N HCl、ブライン）、乾燥し（MgSO4）
、ろ過し、減圧下で濃縮して、白色の固体としてジ-NHSエステル生成物（1.12g、収率68
％）を得た。
【０２２３】
【化８５】

【０２２４】
工程３：ペプチドモノマーへの三官能性リンカーの結合
　リンカーの結合のために、乾燥DMFにおいて2倍当量のペプチドを1倍当量の三官能性リ
ンカーと混合して澄んだ溶液を得て、2分後に5倍当量のDIEAを加える。混合物を周囲温度
で14時間攪拌する。溶媒を減圧下で除去し、粗生成物をDCM中の80％TFAに30分間溶解して
Boc基を除去し、次にC18逆相HPLCによって精製する。ダイマーの構造をエレクトロスプレ
ー質量分析によって確認する。この結合反応により、リンカーは、各モノマーのリジン残
基のεアミノ基の窒素原子に結合される。配列番号１を使用した工程を以下に示す。
【０２２５】
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【化８６】

【０２２６】
工程４：ペプチドダイマーのPEG化
カルバメート結合を通じたPEG化
　乾燥DMFにおいて、ペプチドダイマーを当量（モルベース）の活性化PEG部分（日油株式
会社（日本）製のmPEG-NPC）と混合して、澄んだ溶液を得る。5分後に、この溶液に対し
て4倍等量のDIEAを加える。混合物を周囲温度で14時間攪拌し、次にC18逆相HPLCによって
精製する。PEG化されたペプチドの構造を、MALDI質量分析法によって確認する。精製され
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製に適用した。配列番号１を使用したmPEG-NPCのPEG化を以下に示す。
【０２２７】
【化８７】

【０２２８】
アミド結合を通じたPEG化
　乾燥DMFにおいて、ペプチドダイマーを当量（モルベース）の活性化PEG部分（Shearwat
er社（米国）製のPEG-SPA-NHS）と混合して、澄んだ溶液を得る。5分後に、この溶液に対
して10倍当量のDIEAを加える。混合物を周囲温度で2時間攪拌し、次にC18逆相HPLCによっ
て精製する。PEG化されたペプチドの構造を、MALDI質量分析法によって確認した。精製さ
れたペプチドも、以下に概略を述べるように、陽イオン交換クロマトグラフィーを通じた
精製に適用した。配列番号１を使用したPEG-SPA-NHSのPEG化を以下に示す。
【０２２９】
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【化８８】

【０２３０】
工程５：ペプチドのイオン交換による精製
　いくつかの交換用支持体について、出発二量体ペプチドを保持する能力に加え、未反応
の（または加水分解された）PEGから上記のペプチド-PEG結合を分離する能力を調査した
。イオン交換樹脂（2～3g）を1cmカラムに装填し、次にナトリウム型に変換し（溶離液の
pHが14になるまで0.2 N NaOHをカラムに装填した；約5カラム容積）、次に水素型に変換
し（溶離液が充填pHにマッチするまで0.1 N HClまたは0.1 M HOAcのいずれかで溶離した
；約5カラム容積）、次に、pHが6になるまで25％ ACN/水で洗浄した。結合前のペプチド
またはペプチド-PEG結合を、25％ ACN/水（10mg/mL）に溶解し、TFAでpHを3未満に調節し
、次に、カラムに装填した。2～3カラム容積の25％ ACN/水で洗浄し、5mLの画分を回収し
た後、25％ ACN/水中0.1 M NH4Oacで溶離することにより、ペプチドをカラムから離し、
再び5mLの画分を回収した。HPLCによる分析により、どの画分が所望のペプチドを含有し
ているかが明らかになった。エバポレイティブ光散乱検出器(ELSD)を使用した分析は、ペ
プチドをカラム上に保持し、NH4OAc溶液で溶離した場合（一般的に画分4～10の間）、混
入物質として非結合のPEGが観察されなかったことを示した。ペプチドを最初の洗浄緩衝
液で溶離したとき（一般的に最初の2画分）、所望のPEG結合および過剰なPEGの分離は観
察されなかった。
【０２３１】
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　以下のカラムは、ペプチドおよびペプチド-PEG結合の両方を保持することに成功し、結
合されていないペプチドからペプチド-PEG結合を精製することに成功した。
【０２３２】
【表４】

【実施例６】
【０２３３】
アミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配列番号２）を有するペプチドモ
ノマーのEPO‐Rアゴニストペプチドホモダイマーの合成
　工程１において、合成されたペプチドモノマーが：
(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配列番号２）
であることを除いては、実施例１に記載されているようにして、アミノ酸配列(AcG)GLYAC
HMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配列番号２）を有するペプチドモノマーのEPO‐Rアゴニス
トペプチドホモダイマーを合成する。
【０２３４】
　カルバメート結合を通じてPEGをリンカーに結合する場合、配列番号２を使用したこの
合成の最終生成物は、以下のように構造的に示すことができる：
【０２３５】

【化８９】

【０２３６】
　アミド結合を通じてPEGをリンカーに結合する場合、配列番号２を使用したこの合成の
最終生成物は、以下のように構造的に示すことができる：
【０２３７】
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【化９０】

【実施例７】
【０２３８】
インビトロ活性アッセイ
　この実施例では、本発明のEPO-Rアゴニストペプチドの活性および効力を評価する際に
有用な種々のインビトロアッセイについて述べる。これらのアッセイの結果は、本発明の
新規のペプチドがEPO-Rに結合し、EPO-Rのシグナル伝達を活性化することを実証する。更
に、これらのアッセイの結果は、新規ペプチド組成物において、以前に記載されていたEP
O擬似ペプチドに比べて、EPO-R結合親和性および生物学的活性が驚くほど増加することを
示す。
【０２３９】
　実施例１または２で提供された方法に従って、EPO‐Rアゴニストペプチドモノマー／ダ
イマーを調製する。一連のインビトロ活性アッセイ（レポーターアッセイ、増殖アッセイ
、結合タンパク競合アッセイ、およびC/BFU-eアッセイを含む）を使用して、これらペプ
チドダイマーの効力を評価する。これら4つのアッセイについては、以下に更なる詳細を
述べる。
　これらインビトロ活性アッセイの結果は、表２にまとめてある。
【０２４０】
１．レポーターアッセイ
　このアッセイは、マウスプレB細胞株由来のレポーター細胞、Baf3/EpoR/GCSFR fos/lux
に基づく。このレポーター細胞株は、ヒトEPOレセプターの細胞外部分からヒトGCSFレセ
プターの細胞内部分までを含むキメラレポーターを発現する。この細胞株は、fosプロモ
ーター駆動のルシフェラーゼレポーター遺伝子構築物で更にトランスフェクトされる。赤
血球生成剤を加えることによってこのキメラレポーターが活性化される結果、ルシフェラ
ーゼレポーター遺伝子が発現する。従って、ルシフェラーゼ基質であるルシフェリンが加
えられると、光が生成される。よって、このような細胞におけるEPO‐R活性化のレベルは
、ルシフェラーゼ活性の測定によって定量できる。
【０２４１】
　Baf3/EpoR/GCSFR fos/lux細胞は、10％ウシ胎児血清(FBS；Hyclone社)、10％ WEHI-3上
清(WEHI-3細胞の培養物由来の上清；ATCC番号TIB-68)、およびペニシリン/ストレプトマ
イシンを補ったDMEM/F12培地(Gibco社)において培養する。アッセイの約18時間前に、10
％FBSおよび0.1％ WEHI-3上清を補ったDMEM/F12培地に細胞を移すことによって、細胞を
飢餓状態にする。アッセイの日に、10％FBSを補った（WEHI-3上清は無い）DMEM/F12培地
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で細胞を一回洗浄し、次に、10％FBSを補った（WEHI-3上清は無い）DMEM/F12培地におい
て、知られている濃度の試験ペプチドの存在下で、または、EPO（R & D Systems社（ミネ
ソタ州ミネアポリス））をポジティブコントロールとして使用して、細胞（1×106個/mL
）を培養する。このアッセイにおいては、試験ペプチドの連続希釈物を同時に試験する。
37℃で4時間、5％ CO2雰囲気においてアッセイプレートをインキュベートし、その後、各
ウェルに対してルシフェリン（Steady-Glo；Promega社（ウィスコンシン州マディソン）
）を加える。5分間のインキュベーション後、Topcount Luminometer（Packard Instrumen
t社（イリノイ州ダウナーズグローブ））を使用して光の放射を測定する。光のカウント
（light count）を、試験ペプチド濃度に対してプロットし、Graph Pad社のソフトウェア
を使用して分析する。最大値の半分の光の放射となった試験ペプチドの濃度を、EC50とし
て記録する。
【０２４２】
２．増殖アッセイ
　このアッセイは、トランスフェクトされてヒトEPO-Rを発現する、マウスプレB細胞株、
Baf3に基づく。得られる細胞株、BaF3/Gal4/Elk/EPORの増殖は、EPO-Rの活性化に依存す
る。MTTを使用して細胞増殖の程度を定量する。この際、MTTアッセイにおけるシグナルは
、生存細胞の数に比例する。
【０２４３】
　スピナーフラスコ中、10％FBS（Hyclone社)および2％ WEHI-3上清(ATCC番号TIB-68) を
補ったDMEM/F12培地(Gibco社)において、BaF3/Gal4/Elk/EPOR細胞を培養する。スピナー
フラスコ中、10％FBSおよび0.1％ WEHI-3上清を補ったDMEM/F12培地において、細胞密度1
×106個/mlで、培養した細胞を一晩飢餓状態にする。次に、リン酸緩衝生理食塩水（Dulb
ecco's PBS；Gibco社）で、飢餓状態の細胞を2回洗浄し、10％FBSを補った（WEHI-3上清
は無い）DMEM/F12培地において、1×106個/mlの細胞密度まで再懸濁する。次に、50μLア
リコート（細胞が～50,000個）の細胞懸濁液を、96ウェルアッセイプレートに3つ組で平
板培養する。10％FBSを補った（WEHI-3上清Iは無い）DMEM/F12培地中の50μLアリコート
の試験用EPO擬似ペプチドの連続希釈物、あるいは、50μLのEPO（R & D Systems社（ミネ
ソタ州ミネアポリス））またはAranesp（登録商標）（ダルベポエチンα；Amgen社より市
販されているEPO‐Rアゴニスト）を、96ウェルアッセイプレートに加える（最終ウェル容
量：100μL）。例えば、試験ペプチド（またはコントロールEPOペプチド）の最終濃度が8
1OpM～0.0045pMの範囲である、12の異なる希釈物を試験することができる。そして、平板
培養した細胞を、37℃で48時間インキュベートする。次に、10μLのMTT（Roche Diagnost
ics社）を各培養プレートのウェルに加え、4時間インキュベートする。次に、10％ SDS＋
0.01N HClを加えることにより、反応をストップさせる。そして、プレートを37℃で一晩
インキュベートする。次に、波長595nmでの各ウェルの吸光度を、分光測光法によって測
定する。吸光度の読み取り値に対する試験ペプチド濃度のプロットを構築し、Graph Pad
社のソフトウェアを使用して、EC50を計算する。最大値の半分の吸光度となった試験ペプ
チドの濃度を、EC50として記録する。
【０２４４】
３．結合タンパク競合アッセイ
　2つのビーズ（ビオチニル化したEPO‐R結合ペプチドトレーサーを有するストレプトア
ビジンドナービーズおよびEPO‐Rが結合するアクセプタービーズ）が近接する機能として
光シグナルが産生されるアッセイを使用して、競合的結合の計算を行う。光は、非放射エ
ネルギー伝達によって産生される。光が照射されると、一重項酸素が第１ビーズから放出
され、放出された一重項酸素との接触により、第２ビーズからの光の放出が引き起こされ
る。これらのビーズのセットは市販されている（Packard社製）。ビーズの近接は、EPO‐
R結合ペプチドトレーサーのEPO‐Rへの結合によって生み出される。EPO‐Rへの結合につ
いて、EPO‐R結合ペプチドトレーサーと競合する試験ペプチドが、この結合を防ぐことに
なり、光の放出の減少を引き起こす。
【０２４５】
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　より詳細には、方法は以下の通りである。4μLの試験EPO‐Rアゴニストペプチド、ある
いはポジティブまたはネガティブコントロールの連続希釈物を、384ウェルプレートのウ
ェルに加える。その後、2μL/ウェルのレポーター/ビーズのカクテルを加える。レセプタ
ービーズカクテルは以下のものより成る：15μLの5mg/mlストレプトアビジンドナービー
ズ（Packard）；15μLの5mg/mlモノクローナル抗体abl79（この抗体は、組み換えEPO‐R
に含有されるヒト胎盤アルカリホスファターゼタンパク質の部分を認識する）；タンパク
質Aでコーティングされたアクセプタービーズ（タンパク質Aは、abl79抗体に結合する；P
ackard社）；112.5μLの1:6.6で希釈した組み換えEPO‐R（abl79標的エピトープを含有す
るヒト胎盤アルカリホスファターゼタンパク質の部分に対し、融合タンパク質としてチャ
イニーズハムスター卵巣細胞内で生成）；および607.5μLのAlphaquest緩衝液（4OmM HEP
ES、pH 7.4；1mM MgCl2；0.1％ BSA, 0.05％ Tween 20)。軽くたたいて混合する。2μL/
ウェルのビオチニル化したEPO‐R結合ペプチドトレーサーを加える（最終濃度：3OnM）。
配列番号４を使用し、実施例１に記載の方法に従って、ペプチドトレーサーであるEPO‐R
結合ペプチド（表の「レセプターEC50(pM)」参照）を作製する。
【０２４６】
【化９１】

【０２４７】
　1分間遠心分離にかけて混合する。プレートをPackard社のTop Sealでシールし、ホイル
で包む。室温で一晩インキュベートする。18時間後、AlphaQuest読み取り器（Packard社
）を使用して、光の放出を読み取る。ペプチドの濃度に対する光の放出をプロットし、Gr
aph PadまたはExcelで分析する。
【０２４８】
　試験ペプチド無しの場合と比べて、光の放出が50％減少する結果であった試験ペプチド
の濃度を、IC50として記録する。
【０２４９】
４．C/BFU-eアッセイ
　EPO-Rのシグナル伝達は、骨髄幹細胞が分化し、赤血球前駆体が増殖するように刺激す
る。このアッセイは、一次ヒト骨髄多能性幹細胞からの赤血球前駆細胞の増殖および分化
を刺激する試験ぺプチドの能力を測定する。
【０２５０】
　このアッセイ用に、10％ FBS（Hyclone社）を補充したIMDM培地（Gibco社）中、試験ペ
プチドの連続希釈物を調製する。次に、これらの連続希釈物、またはポジティブコントロ
ールEPOペプチドを、メチルセルロースに加えて最終容積を1.5mLとする。次に、メチルセ
ルロースとペプチドの混合物を、完全にボルテックスする。ヒト骨髄由来のCD34+細胞(Po
ietics社/Cambrex社)のアリコート（細胞100,000個/ｍL）を解凍する。50mLチューブに、
0.1mLのlmg/ml DNAse（Stem Cells）に対して解凍した細胞を静かに加える。次に、細胞
に対して40～50mLのIMDM培地を静かに加える。培地は、最初の10ｍLについては、50mlチ
ューブの側面に沿って一滴ずつ加え、残りの培地は、チューブの側面に沿ってゆっくりと
分注する。次に、細胞を900rpmで20分間回転させ、静かに吸引することによって培地を注
意深く除去する。1mlのIMDM培地に細胞を再懸濁し、1ml当たりの細胞密度を血球計スライ
ド上で測る（スライド上に10μLアリコートの細胞懸濁液；細胞密度は、平均数×細胞10,
000個/mLである）。次に、IMDM培地で細胞を希釈し、細胞密度を15,000個/mLとする。次
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に、100μLの希釈した細胞を、各1.5 mLのメチルセルロースとペプチド試料に加え（アッ
セイ培地における最終的な細胞濃度は1,000個/mL）、混合物をボルテックスする。混合物
内の泡を無くし、先のとがっていない針を使用して1mLを吸引する。各試料から吸引した0
.25mLの混合物を、24ウェルプレート（Falcon社製）の4つのウェルそれぞれに加える。平
板培養した混合物を、多湿のインキュベータ内において5％ CO2下、37℃で14日間インキ
ュベートする。位相差顕微鏡（5～10倍；最終倍率100倍）を使用して、赤血球コロニーの
存在をスコアする。形成されたコロニーの数が、EPOポジティブコントロールで観察され
た数と比べて最大数の90％であった試験ペプチド濃度を、EC90として記録する（表２参照
；C/BFU-e EC90）。
【０２５１】
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【表５】

【実施例８】
【０２５２】
インビボ活性アッセイ
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　この実施例では、本発明のEPO‐Rアゴニストペプチドの活性および効力を評価する際に
有用な種々のインビボアッセイについて述べる。EPO‐Rアゴニストペプチドモノマーおよ
びダイマーは、実施例１で提供された方法に従って調製される。これらペプチドモノマー
およびダイマーのインビボ活性は、連続アッセイ（赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxi
c）マウスのバイオアッセイおよび網状赤血球アッセイを含む）を使用して評価する。こ
れら2つのアッセイについて、以下に更なる詳細を述べる。
【０２５３】
１．赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxic）マウスのバイオアッセイ
　CotesおよびBangham (1961), Nature 191 : 1065-1067に記載されている方法を適用さ
せた赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxic）マウスのバイオアッセイにおいて、試験ペ
プチドのインビボ活性についてアッセイする。このアッセイでは、試験ペプチドがEPO模
倣剤として機能する、すなわち、EPO‐Rを活性化し、新しい赤血球合成を誘導する能力を
試験する。赤血球合成は、合成された赤血球のヘモグロビン内への放射性標識された鉄の
取り込みに基づいて定量する。
【０２５４】
　BDF1マウスを、7～10日間かけて周囲条件に順応させる。すべてのマウスの体重を測定
し、低体重のマウス（＜15グラム）は使用しない。マウスは、トータルで14日間、低圧室
において、連続した調整サイクルに適用する。各24時間のサイクルは、18時間の0.40±0.
02％大気圧および6時間の周囲圧力より成る。調整後、マウスは投薬前に更に72時間、周
囲圧力で維持する。
【０２５５】
　試験ペプチドまたは組み換えヒトEPOスタンダードを、PBS＋0.1％ BSAビヒクル(PBS/BS
A)で希釈する。ペプチドモノマー原液は、最初にジメチルスルホキシド(DMSO)中に可溶化
する。ネガティブコントロールグループは、PBS/BSAのみを注射したマウスの1つのグルー
プと、1％ DMSOを注射したマウスの1つのグループとを含む。各グループは、10匹のマウ
スを含む。0.5 mLの適切な試料をマウスに皮下注射する（首筋）。
【０２５６】
　試料を注射してから48時間後、0.2 mlのFe59(Dupont NEN社)をマウスに腹腔内注射する
（用量：マウス1匹当たり約0.75μキュリー）。Fe59を投与してから24時間後、マウスの
体重を測定し、Fe59の投与から48時間後、マウスを屠殺する。心穿刺によって各マウスか
ら血を回収し、ヘマトクリット値を測定する（抗凝血剤としてヘパリンを使用）。Packar
d社のガンマカウンターを使用して、各血液試料（0.2 ml）のFe59の取り込みについて分
析する。反応のないマウス（すなわち、放射性の取り込みがネガティブコントロールグル
ープよりも少なかったマウス）は、適切なデータセットから除外する。ヘマトクリット値
がネガティブコントロールグループの53％よりも少ないマウスも除外する。
【０２５７】
　結果は、各実験用量について、10匹のマウスのセットから得る。各グループから得られ
た血液試料に取り込まれた放射能の量の平均（分当たりのカウント（CPM））を計算する
。
【０２５８】
２．網状赤血球アッセイ
　正常なBDF1マウスに、3日間連続して、EPOコントロールまたは試験ペプチドのいずれか
を投与する（用量：0.5mL、皮下注射）。3日目に、鉄デキストラン(100mg/ml)をマウスに
投与する（用量：0.1mL、腹腔内注射）。5日目に、マウスにCO2で麻酔をかけ、心穿刺に
よって出血させる。各血液試料における網状赤血球の割合（％）は、チアゾールオレンジ
による染色およびフローサイトメトリ分析（網状赤血球数カウントプログラム）によって
測定する。ヘマトクリット値を手動で測定する。訂正された網状赤血球の割合は、以下の
式を使用して決定する：
％ RETICCORRECTED = ％ RETICOBSERVED X (ヘマトクリットINDIVIDUAL/ヘマトクリットN

ORMAL)
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【０２５９】
３．血液学的アッセイ
　正常なCD1マウスに、EPOポジティブコントロール、試験ペプチド、またはビヒクルのい
ずれかを、4週間の静脈内ボーラス注射によって投与する。ポジティブコントロールおよ
び試験ペプチドの用量の範囲（mg/kgで示す）は、処方における活性化合物濃度を変える
ことにより、試験する。注射する量は5 mg/kgである。ビヒクルコントロールグループは1
2匹より成り、残りの各用量のグループはそれぞれ8匹より成る。毎日の生存能力および週
毎の体重を記録する。
【０２６０】
　投与したマウスは絶食させ、1日目（ビヒクルコントロールマウス）並びに15日目およ
び29日目（4匹/グループ/日）に、イソフルレン吸入によって麻酔をかけ、心穿刺または
腹大動脈穿刺によって末端の血液試料を回収する。血液をVacutainer（登録商標）チュー
ブに移す。好ましい抗凝血剤はエチレンジアミン四酢酸(EDTA)である。
【０２６１】
　血液試料は、当技術分野において周知の自動臨床分析機器（例えばCoulter社製の機器
）を使用して、赤血球合成および生理学を測定する評価項目（ヘマトクリット値(Hct)、
ヘモグロビン(Hgb)および総赤血球数(RBC)等）について評価を行う。
【実施例９】
【０２６２】
アミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK（配列番号１）を有するペプチドモノマー
のEPO‐Rアゴニストペプチドホモダイマーの合成
工程１：ペプチドモノマーの合成
　ペプチドモノマーは、ABI 431Aペプチド合成器上で、TG-RAM樹脂(0.18mmol/g、Rapp Po
lymere社（ドイツ国）)を使用して、標準的なFmoc化学反応を用いて合成する。アミド化
されたカルボキシ末端を有するペプチドモノマーの合成用に、82.5％のTFA、5％の水、6.
25％のアニソール、6.25％のエタンジチオールを用いて、完全に組み立てられたペプチド
を樹脂から切り離す。脱保護された生成物を樹脂からろ過し、ジエチルエーテルを用いて
沈殿させる。完全に乾燥後、生成物は0.1％トリフルオロ酢酸中のアセトニトリル/水の勾
配を使用したC18逆相高速液体クロマトグラフィーによって精製する。ペプチドの構造は
、エレクトロスプレー質量分析によって確認する。ペプチドモノマーは、以下のように示
すことができる：
【０２６３】
【化９２】

【０２６４】
工程２：三官能性リンカーの合成
　100mLのDCM中のジエチルイミノアセテート(10.Og、52.8mmol)およびBoc-ベータ-アラニ
ン(10.Og、52.8 mmol)の溶液に対し、ジイソプロピルカルボジイミド（8.0mL、51.1mmol
）を10分間かけて室温で加えた。加える間、反応混合物を10度まで暖め、20分かけて冷却
して室温まで戻した。反応混合物を一晩攪拌し、沈殿させたジイソプロピル尿素をろ過し
た。減圧下で溶媒を除去してゴムを与え、残渣をエチルアセテートに溶解して再びろ過し
、更に沈殿した尿素を除去した。有機相を分液漏斗内に配置し、洗浄し（sat.NaHCO3、ブ
ライン、0.5N HCl、ブライン）、乾燥し（MgSO4）、ろ過し、減圧下で濃縮して、無色油
としてジエステル生成物を得た。ジエステルを、MeOH：THFが1：1の混合物(100mL)に混ぜ
、これに水（25mL）、次にNaOH(5g、125mmol)を加えた。pHを測定して＞10となるように
した。反応混合物を室温で2時間攪拌し、6N HClでpH1まで酸性化した。水相をNaClで飽和
させ、エチルアセテートを用いて4回抽出を行った。結合されている有機相を洗浄し（ブ
ライン）、乾燥し（MgSO4）、減圧下で濃縮して、白色の半固体を得た。固体を50mLのDCM
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に溶解し、これに300mLのヘキサンを加えて白色のスラリーを作製した。溶媒を減圧下で
除去し、白色の固体として二塩基酸を得た（14.7g、2工程における収率91.5％）。20mLの
DMF中の二塩基酸の溶液（1g、3.29mmol）に対し、N-ヒドロキシスクシンイミド（770mg、
6.69mmol）、ジイソプロピルカルボジイミド(1.00mL、6.38mmol)および4-ジメチルアミノ
ピリジン(3mg、0.02mmol)を加えた。反応混合物を一晩攪拌し、減圧下で溶媒を除去した
。残渣をエチルアセテートに混ぜ、ろ過して沈殿した尿素を除去した。有機相を分液漏斗
内に配置し、洗浄し（sat.NaHCO3、ブライン、0.5N HCl、ブライン）、乾燥し（MgSO4）
、ろ過し、減圧下で濃縮して、白色の固体としてジ-NHSエステル生成物（1.12g、収率68
％）を得た。
【０２６５】
【化９３】

【０２６６】
工程３：ペプチドモノマーへの三官能性リンカーの結合
　リンカーの結合のために、乾燥DMFにおいて2倍当量のペプチドを1倍当量の三官能性リ
ンカーと混合して澄んだ溶液を得て、2分後に5倍当量のDIEAを加える。混合物を周囲温度
で14時間攪拌する。溶媒を減圧下で除去し、粗生成物をDCM中の80％TFAに30分間溶解して
Boc基を除去し、次にC18逆相HPLCによって精製する。ダイマーの構造をエレクトロスプレ
ー質量分析によって確認する。この結合反応により、リンカーは、各モノマーのリジン残
基のεアミノ基の窒素原子に結合される。配列番号１を使用した結合を以下に示す。
【０２６７】
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【化９４】

【０２６８】
工程４：リジンが結合する2つの直鎖状のPEG鎖を含むPEG部分の合成
mPEG2-リシノール-NPC
　市販のものを入手できるリシノールを、過剰のmPEG2-NPCで処理してMPEG2-リシノール
を得、これを次にNPCと反応させてmPEG2-リシノール-NPCを形成する。
mPEG2-Lys-NHS
　この生成物は、例えば、Nektar Therapeutics社（35806  アラバマ州ハンツビル　ディ
スカバリードライブ490）の分子工学カタログ（2003）のアイテム番号2Z3X0T01等、市販
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のものを入手することができる。
【０２６９】
工程５：ペプチドダイマーのPEG化
カルバメート結合を通じたPEG化
　ペプチドダイマーおよびPEG種（mPEG2-リシノール-NPC）を、乾燥DMFにおいて1：2のモ
ル比で混合して澄んだ溶液を得る。5分後に、この溶液に対して4倍等量のDIEAを加える。
混合物を周囲温度で14時間攪拌し、次にC18逆相HPLCによって精製する。PEG化されたペプ
チドの構造を、MALDI質量分析法によって確認する。精製されたペプチドも、以下に概略
を述べるように、陽イオン交換クロマトグラフィーを通じた精製に適用した。配列番号１
を使用し、mPEG-リシノール-NPCを使用したPEG化を以下に示す。
【０２７０】
【化９５】

【０２７１】
アミド結合を通じたPEG化
　ペプチドダイマーおよびPEG種（Shearwater社（米国）製のmPEG2-Lys-NHS）を、乾燥DM
Fにおいて1：2のモル比で混合して澄んだ溶液を得る。5分後に、この溶液に対して10倍当
量のDIEAを加える。混合物を周囲温度で2時間攪拌し、次にC18逆相HPLCによって精製する
。PEG化されたペプチドの構造を、MALDI質量分析法によって確認した。精製されたペプチ
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ドも、以下に概略を述べるように、陽イオン交換クロマトグラフィーを通じた精製に適用
した。配列番号１を使用し、mPEG2-Lys-NHSを使用したPEG化を以下に示す。
【０２７２】
【化９６】

【０２７３】
工程６：ペプチドのイオン交換による精製
　いくつかの交換用支持体について、出発二量体ペプチドを保持する能力に加え、未反応
の（または加水分解された）PEGから上記のペプチド-PEG結合を分離する能力を調査した
。イオン交換樹脂（2～3g）を1cmカラムに装填し、次にナトリウム型に変換し（溶離液の
pHが14になるまで0.2 N NaOHをカラムに装填した；約5カラム容積）、次に水素型に変換
し（溶離液が充填pHにマッチするまで0.1 N HClまたは0.1 M HOAcのいずれかで溶離した
；約5カラム容積）、次に、pHが6になるまで25％ ACN/水で洗浄した。結合前のペプチド
またはペプチド-PEG結合を、25％ ACN/水（10mg/mL）に溶解し、TFAでpHを3未満に調節し
、次に、カラムに装填した。2～3カラム容積の25％ ACN/水で洗浄し、5mLの画分を回収し
た後、25％ ACN/水中0.1 M NH4Oacで溶離することにより、ペプチドをカラムから離し、
再び5mLの画分を回収した。HPLCによる分析により、どの画分が所望のペプチドを含有し
ているかが明らかになった。エバポレイティブ光散乱検出器(ELSD)を使用した分析は、ペ
プチドをカラム上に保持し、NH4OAc溶液で溶離した場合（一般的に画分4～10の間）、混
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入物質として非結合のPEGが観察されなかったことを示した。ペプチドを最初の洗浄緩衝
液で溶離したとき（一般的に最初の2画分）、所望のPEG結合および過剰なPEGの分離は観
察されなかった。
【０２７４】
　以下のカラムは、ペプチドおよびペプチド-PEG結合の両方を保持することに成功し、結
合されていないペプチドからペプチド-PEG結合を精製することに成功した。
【０２７５】
【表６】

【実施例１０】
【０２７６】
アミノ酸配列(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配列番号２）を有するペプチドモ
ノマーのEPO‐Rアゴニストペプチドホモダイマーの合成
　工程１において、合成されたペプチドモノマーが：
(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配列番号２）
であることを除いては、実施例１に記載されているようにして、アミノ酸配列(AcG)GLYAC
HMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)K（配列番号２）を有するペプチドモノマーのEPO‐Rアゴニス
トペプチドホモダイマーを合成する。
【０２７７】
　カルバメート結合を通じてPEGをスペーサーに結合する場合、配列番号２を使用したこ
の合成の最終生成物は、以下のように構造的に示すことができる：
【０２７８】

【化９７】

【０２７９】
　アミド結合を通じてPEGをスペーサーに結合する場合、配列番号２を使用したこの合成
の最終生成物は、以下のように構造的に示すことができる：
【０２８０】
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【化９８】

【実施例１１】
【０２８１】
インビトロ活性アッセイ
　この実施例では、本発明のEPO-Rアゴニストペプチドの活性および効力を評価する際に
有用な種々のインビトロアッセイについて述べる。これらのアッセイの結果は、本発明の
新規のペプチドがEPO-Rに結合し、EPO-Rのシグナル伝達を活性化することを実証する。更
に、これらのアッセイの結果は、新規ペプチド組成物において、以前に記載されていたEP
O擬似ペプチドに比べて、EPO-R結合親和性および生物学的活性が驚くほど増加することを
示す。
【０２８２】
　実施例１または２で提供された方法に従って、EPO‐Rアゴニストペプチドモノマー／ダ
イマーを調製する。一連のインビトロ活性アッセイ（レポーターアッセイ、増殖アッセイ
、結合タンパク競合アッセイ、およびC/BFU-eアッセイを含む）を使用して、これらペプ
チドダイマーの効力を評価する。これら4つのアッセイについては、以下に更なる詳細を
述べる。
　これらインビトロ活性アッセイの結果は、表２にまとめてある。
【０２８３】
１．レポーターアッセイ
　このアッセイは、マウスプレB細胞株由来のレポーター細胞、Baf3/EpoR/GCSFR fos/lux
に基づく。このレポーター細胞株は、ヒトEPOレセプターの細胞外部分からヒトGCSFレセ
プターの細胞内部分までを含むキメラレポーターを発現する。この細胞株は、fosプロモ
ーター駆動のルシフェラーゼレポーター遺伝子構築物で更にトランスフェクトされる。赤
血球生成剤を加えることによってこのキメラレポーターが活性化される結果、ルシフェラ
ーゼレポーター遺伝子が発現する。従って、ルシフェラーゼ基質であるルシフェリンが加
えられると、光が生成される。よって、このような細胞におけるEPO‐R活性化のレベルは
、ルシフェラーゼ活性の測定によって定量できる。
【０２８４】
　Baf3/EpoR/GCSFR fos/lux細胞は、10％ウシ胎児血清(FBS；Hyclone社)、10％ WEHI-3上
清(WEHI-3細胞の培養物由来の上清；ATCC番号TIB-68)、およびペニシリン/ストレプトマ
イシンを補ったDMEM/F12培地(Gibco社)中で培養する。アッセイの約18時間前に、10％FBS
および0.1％ WEHI-3上清を補ったDMEM/F12培地に細胞を移すことによって、細胞を飢餓状
態にする。アッセイの日に、10％FBSを補った（WEHI-3上清は無い）DMEM/F12培地で細胞
を一回洗浄し、次に、10％FBSを補った（WEHI-3上清は無い）DMEM/F12培地において、知
られている濃度の試験ペプチドの存在下で、または、EPO（R & D Systems社（ミネソタ州
ミネアポリス））をポジティブコントロールとして使用して、細胞（1×106個/mL）を培
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養する。このアッセイにおいては、試験ペプチドの連続希釈物を同時に試験する。37℃で
4時間、5％ CO2雰囲気においてアッセイプレートをインキュベートし、その後、各ウェル
に対してルシフェリン（Steady-Glo；Promega社（ウィスコンシン州マディソン））を加
える。5分間のインキュベーション後、Topcount Luminometer（Packard Instrument社（
イリノイ州ダウナーズグローブ））を使用して光の放射を測定する。光のカウント（ligh
t count）を、試験ペプチド濃度に対してプロットし、Graph Pad社のソフトウェアを使用
して分析する。最大値の半分の光の放射となった試験ペプチドの濃度を、EC50として記録
する。
【０２８５】
２．増殖アッセイ
　このアッセイは、トランスフェクトされてヒトEPO-Rを発現する、マウスプレB細胞株、
Baf3に基づく。得られる細胞株、BaF3/Gal4/Elk/EPORの増殖は、EPO-Rの活性化に依存す
る。MTTを使用して細胞増殖の程度を定量する。この際、MTTアッセイにおけるシグナルは
、生存細胞の数に比例する。
【０２８６】
　スピナーフラスコ中、10％FBS（Hyclone社)および2％ WEHI-3上清(ATCC番号TIB-68) を
補ったDMEM/F12培地(Gibco社)中で、BaF3/Gal4/Elk/EPOR細胞を培養する。スピナーフラ
スコ中、10％FBSおよび0.1％ WEHI-3上清を補ったDMEM/F12培地において、細胞密度1×10
6個/mlで、培養した細胞を一晩飢餓状態にする。次に、リン酸緩衝生理食塩水（Dulbecco
's PBS；Gibco社）で、飢餓状態の細胞を2回洗浄し、10％FBSを補った（WEHI-3上清は無
い）DMEM/F12培地に、1×106個/mlの細胞密度まで再懸濁する。次に、50μLアリコート（
細胞が～50,000個）の細胞懸濁液を、96ウェルアッセイプレートに3つ組で平板培養する
。10％FBSを補った（WEHI-3上清Iは無い）DMEM/F12培地中の50μLアリコートの試験用EPO
擬似ペプチドの連続希釈物、あるいは、50μLのEPO（R & D Systems社（ミネソタ州ミネ
アポリス））またはAranesp（登録商標）（ダルベポエチンα；Amgen社より市販されてい
るEPO‐Rアゴニスト）を、96ウェルアッセイプレートに加える（最終ウェル容量：100μL
）。例えば、試験ペプチド（またはコントロールEPOペプチド）の最終濃度が81OpM～0.00
45pMの範囲である、12の異なる希釈物を試験することができる。そして、平板培養した細
胞を、37℃で48時間インキュベートする。次に、10μLのMTT（Roche Diagnostics社）を
各培養プレートのウェルに加え、4時間インキュベートする。次に、10％ SDS＋0.01N HCl
を加えることにより、反応をストップさせる。そして、プレートを37℃で一晩インキュベ
ートする。次に、波長595nmでの各ウェルの吸光度を、分光測光法によって測定する。吸
光度の読み取り値に対する試験ペプチド濃度のプロットを構築し、Graph Pad社のソフト
ウェアを使用して、EC50を計算する。最大値の半分の吸光度となった試験ペプチドの濃度
を、EC50として記録する。
【０２８７】
３．結合タンパク競合アッセイ
　2つのビーズ（ビオチニル化したEPO‐R結合ペプチドトレーサーを有するストレプトア
ビジンドナービーズおよびEPO‐Rが結合するアクセプタービーズ）が近接する機能として
光シグナルが産生されるアッセイを使用して、競合的結合の計算を行う。光は、非放射エ
ネルギー伝達によって産生される。光が照射されると、一重項酸素が第１ビーズから放出
され、放出された一重項酸素との接触により、第２ビーズからの光の放出が引き起こされ
る。これらのビーズのセットは市販されている（Packard社製）。ビーズの近接は、EPO‐
R結合ペプチドトレーサーのEPO‐Rへの結合によって生み出される。EPO‐Rへの結合につ
いて、EPO‐R結合ペプチドトレーサーと競合する試験ペプチドが、この結合を防ぐことに
なり、光の放出の減少を引き起こす。
【０２８８】
　より詳細には、方法は以下の通りである。4μLの試験EPO‐Rアゴニストペプチド、ある
いはポジティブまたはネガティブコントロールの連続希釈物を、384ウェルプレートのウ
ェルに加える。その後、2μL/ウェルのレポーター/ビーズのカクテルを加える。レセプタ
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ービーズカクテルは以下のものより成る：15μLの5mg/mlストレプトアビジンドナービー
ズ（Packard）；15μLの5mg/mlモノクローナル抗体abl79（この抗体は、組み換えEPO‐R
に含有されるヒト胎盤アルカリホスファターゼタンパク質の部分を認識する）；タンパク
質Aでコーティングされたアクセプタービーズ（タンパク質Aは、abl79抗体に結合する；P
ackard社）；112.5μLの1:6.6で希釈した組み換えEPO‐R（abl79標的エピトープを含有す
るヒト胎盤アルカリホスファターゼタンパク質の部分に対し、融合タンパク質としてチャ
イニーズハムスター卵巣細胞内で生成）；および607.5μLのAlphaquest緩衝液（4OmM HEP
ES、pH 7.4；1mM MgCl2；0.1％ BSA, 0.05％ Tween 20)。軽くたたいて混合する。2μL/
ウェルのビオチニル化したEPO‐R結合ペプチドトレーサーを加える（最終濃度：3OnM）。
配列番号４を使用し、実施例１に記載の方法に従って、ペプチドトレーサーであるEPO‐R
結合ペプチド（表の「レセプターEC50(pM)」参照）を作製する。
【０２８９】
【化９９】

【０２９０】
　1分間遠心分離にかけて混合する。プレートをPackard社のTop Sealでシールし、ホイル
で包む。室温で一晩インキュベートする。18時間後、AlphaQuest読み取り器（Packard社
）を使用して、光の放出を読み取る。ペプチドの濃度に対する光の放出をプロットし、Gr
aph PadまたはExcelで分析する。
【０２９１】
　試験ペプチド無しの場合と比べて、光の放出が50％減少する結果であった試験ペプチド
の濃度を、IC50として記録する。
【０２９２】
４．C/BFU-eアッセイ
　EPO-Rのシグナル伝達は、骨髄幹細胞が分化し、赤血球前駆体が増殖するように刺激す
る。このアッセイは、一次ヒト骨髄多能性幹細胞からの赤血球前駆細胞の増殖および分化
を刺激する試験ぺプチドの能力を測定する。
【０２９３】
　このアッセイ用に、10％ FBS（Hyclone社）を補充したIMDM培地（Gibco社）中、試験ペ
プチドの連続希釈物を調製する。次に、これらの連続希釈物、またはポジティブコントロ
ールEPOペプチドを、メチルセルロースに加えて最終容積を1.5mLとする。次に、メチルセ
ルロースとペプチドの混合物を、完全にボルテックスする。ヒト骨髄由来のCD34+細胞(Po
ietics社/Cambrex社)のアリコート（細胞100,000個/ｍL）を解凍する。50mLチューブに、
0.1mLのlmg/ml DNAse（Stem Cells）に対して解凍した細胞を静かに加える。次に、細胞
に対して40～50mLのIMDM培地を静かに加える。培地は、最初の10ｍLについては、50mlチ
ューブの側面に沿って一滴ずつ加え、残りの培地は、チューブの側面に沿ってゆっくりと
分注する。次に、細胞を900rpmで20分間回転させ、静かに吸引することによって培地を注
意深く除去する。1mlのIMDM培地に細胞を再懸濁し、1ml当たりの細胞密度を血球計スライ
ド上で測る（スライド上に10μLアリコートの細胞懸濁液；細胞密度は、平均数×細胞10,
000個/mLである）。次に、IMDM培地で細胞を希釈し、細胞密度を15,000個/mLとする。次
に、100μLの希釈した細胞を、各1.5 mLのメチルセルロースとペプチド試料に加え（アッ
セイ培地における最終的な細胞濃度は1,000個/mL）、混合物をボルテックスする。混合物
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内の泡を無くし、先のとがっていない針を使用して1mLを吸引する。各試料から吸引した0
.25mLの混合物を、24ウェルプレート（Falcon社製）の4つのウェルそれぞれに加える。平
板培養した混合物を、多湿のインキュベータ内において5％ CO2下、37℃で14日間インキ
ュベートする。位相差顕微鏡（5～10倍；最終倍率100倍）を使用して、赤血球コロニーの
存在をスコアする。形成されたコロニーの数が、EPOポジティブコントロールで観察され
た数と比べて最大数の90％であった試験ペプチド濃度を、EC90として記録する（表２参照
；C/BFU-e EC90）。
【０２９４】
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【表７】

【実施例１２】
【０２９５】
インビボ活性アッセイ
　この実施例では、本発明のEPO‐Rアゴニストペプチドの活性および効力を評価する際に
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有用な種々のインビボアッセイについて述べる。EPO‐Rアゴニストペプチドモノマーおよ
びダイマーは、実施例１で提供された方法に従って調製される。これらペプチドモノマー
およびダイマーのインビボ活性は、連続アッセイ（赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxi
c）マウスのバイオアッセイおよび網状赤血球アッセイを含む）を使用して評価する。こ
れら2つのアッセイについて、以下に更なる詳細を述べる。
【０２９６】
１．赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxic）マウスのバイオアッセイ
　CotesおよびBangham (1961), Nature 191 : 1065-1067に記載されている方法を適用さ
せた赤血球増加性・過低酸素症（Exhypoxic）マウスのバイオアッセイにおいて、試験ペ
プチドのインビボ活性についてアッセイする。このアッセイでは、試験ペプチドがEPO模
倣剤として機能する、すなわち、EPO‐Rを活性化し、新しい赤血球合成を誘導する能力を
試験する。赤血球合成は、合成された赤血球のヘモグロビン内への放射性標識された鉄の
取り込みに基づいて定量する。
【０２９７】
　BDF1マウスを、7～10日間かけて周囲条件に順応させる。すべてのマウスの体重を測定
し、低体重のマウス（＜15グラム）は使用しない。マウスは、トータルで14日間、低圧室
において、連続した調整サイクルに適用する。各24時間のサイクルは、18時間の0.40±0.
02％大気圧および6時間の周囲圧力より成る。調整後、マウスは、投薬前に更に72時間、
周囲圧力で維持する。
【０２９８】
　試験ペプチドまたは組み換えヒトEPOスタンダードを、PBS＋0.1％ BSAビヒクル(PBS/BS
A)で希釈する。ペプチドモノマー原液は、最初にジメチルスルホキシド(DMSO)中に可溶化
する。ネガティブコントロールグループは、PBS/BSAのみを注射したマウスの1つのグルー
プと、1％ DMSOを注射したマウスの1つのグループとを含む。各グループは、10匹のマウ
スを含む。0.5 mLの適切な試料をマウスに皮下注射する（首筋）。
【０２９９】
　試料を注射してから48時間後、0.2 mlのFe59(Dupont NEN社)をマウスに腹腔内注射する
（用量：マウス1匹当たり約0.75μキュリー）。Fe59を投与してから24時間後、マウスの
体重を測定し、Fe59の投与から48時間後、マウスを屠殺する。心穿刺によって各マウスか
ら血を回収し、ヘマトクリット値を測定する（抗凝血剤としてヘパリンを使用）。Packar
d社のガンマカウンターを使用して、各血液試料（0.2 ml）のFe59の取り込みについて分
析する。反応のないマウス（すなわち、放射性の取り込みがネガティブコントロールグル
ープよりも少なかったマウス）は、適切なデータセットから除外する。ヘマトクリット値
がネガティブコントロールグループの53％よりも少ないマウスも除外する。
【０３００】
　結果は、各実験用量について、10匹のマウスのセットから得る。各グループから得られ
た血液試料に取り込まれた放射能の量の平均（分当たりのカウント（CPM））を計算する
。
【０３０１】
２．網状赤血球アッセイ
　正常なBDF1マウスに、3日間連続して、EPOコントロールまたは試験ペプチドのいずれか
を投与する（用量：0.5mL、皮下注射）。3日目に、鉄デキストラン(100mg/ml)をマウスに
投与する（用量：0.1mL、腹腔内注射）。5日目に、マウスにCO2で麻酔をかけ、心穿刺に
よって出血させる。各血液試料における網状赤血球の割合（％）は、チアゾールオレンジ
による染色およびフローサイトメトリ分析（網状赤血球数カウントプログラム）によって
測定する。ヘマトクリット値を手動で測定する。訂正された網状赤血球の割合を、以下の
式を使用して決定する：
％ RETICCORRECTED = ％ RETICOBSERVED X (ヘマトクリットINDIVIDUAL/ヘマトクリットN

ORMAL)
【０３０２】
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３．血液学的アッセイ
　正常なCD1マウスに、EPOポジティブコントロール、試験ペプチド、またはビヒクルのい
ずれかを、4週間の静脈内ボーラス注射によって投与する。ポジティブコントロールおよ
び試験ペプチドの用量の範囲（mg/kgで示す）は、処方における活性化合物濃度を変える
ことにより試験する。注射する量は5 mg/kgである。ビヒクルコントロールグループは12
匹より成り、残りの各用量のグループはそれぞれ8匹より成る。毎日の生存能力および週
毎の体重を記録する。
【０３０３】
　投与したマウスは絶食させ、1日目（ビヒクルコントロールマウス）並びに15日目およ
び29日目（4匹/グループ/日）に、イソフルレン吸入によって麻酔をかけ、心穿刺または
腹大動脈穿刺によって末端の血液試料を回収する。血液をVacutainer（登録商標）チュー
ブに移す。好ましい抗凝血剤はエチレンジアミン四酢酸(EDTA)である。
【０３０４】
　血液試料は、当技術分野において周知の自動臨床分析機器（例えばCoulter社製の機器
）を使用して、赤血球合成および生理学を測定する評価項目（ヘマトクリット値(Hct)、
ヘモグロビン(Hgb)および総赤血球数(RBC)等）について評価を行う。
【実施例１３】
【０３０５】
動物およびヒトの正常で健康なボランティア（NHV）におけるヘモグロビンレベルの増加
１．概要
　非臨床的および臨床的なデータに基づくと、完全に合成のEPOレセプターアゴニストで
あるペプチドIは、不適切なEPO生成の影響による貧血を安全かつ効果的に軽減する潜在性
を有する。ペプチドIは、現在入手可能なEPO生成物を超える、いくつかの潜在的な利点を
有し得ると予測され、それには以下が含まれる：予期される投薬のインターバルが3～4週
間毎での、半減期の延長および薬力学的活性。これは利便性およびコンプライアンスが改
善される結果となり得る；内因性EPOと共有する共通のアミノ酸配列がないことによる、
抗体に媒介される赤芽球癆（PRCA）の潜在性の減少；内因性EPOと交差反応する市販のEPO
に対する抗体によって引き起こされるPRCAを有する患者を治療する潜在性；およびタンパ
ク質治療よりも長い室温での貯蔵寿命の安定性の強化。
【０３０６】
　ペプチドIの一次アミノ酸配列は、組み換えヒトEPO（rHuEPO）のものと異なっているの
で、内因性EPOに対する交差反応性の免疫反応を誘導する可能性は低い。非常にまれでは
あるが、交差反応性の免疫反応は、組み換えヒトESAおよび内因性EPOの両方の効力の喪失
に関連した重篤な副作用を引き起こし得る。更に、ペプチドIは合成ペプチドであるので
、その生成は、組み換えタンパク質生成物において起こり得る、薬剤に宿主細胞物質が混
入する潜在的なリスクを避ける。
【０３０７】
２．動物におけるペプチドIの薬物動態
　ペプチドIは、赤血球生成を強力に刺激するものであり、マウス、ラット（正常赤血球
の（normocythemic）、および腎摘出術を行った）、イヌ、ウサギおよびサルにおいて1回
または繰り返し投薬した後に、用量依存的な活性が観察される。ラットおよびサルにおけ
る薬理学的研究は、ヘモグロビンレベルによって測定する網状赤血球（未成熟なRBC）お
よびRBCの増加が、用量に比例することを示す。
【０３０８】
　ラット、イヌおよびサルにおける薬物動態の研究は、現在市販されているrHuEPO生成物
に比べ、ペプチドIの血漿の持続性の方が長いことを実証している。排出半減期（t1/2）
の範囲は、ラットにおいて21.5～30.7時間であり、イヌにおいて～73.7時間である。ペプ
チドIの生体内分布は、主として血漿画分に対してである。5～6匹の腎摘出術を受けたラ
ットに対してペプチドIを9.87mg/kgで静脈内投与した後、t1/2は約48時間であり、クリア
ランスは0.763mL/h/kgと低く（正常赤血球（normocythemic）マウスでは1.44mL/h/kgであ
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ったのに比べ）、結果としてAUCの大きさが1.8と増加した。
【０３０９】
２．ヒトにおけるペプチドIの薬力学および薬物動態
２．１．概略および方法
　1つの第一相治験において、20NHVのペプチドIを試験している。このヒトでは初めての
ペプチドIを使用した治験は、ランダム二重盲検式で、プラセボを対照とし、単回投与で
、静脈内投与で、用量を増やしていく、安全性および耐性の試験であった。この治験の主
な目的は、ペプチドIの安全性および薬物動態を評価すること、および薬理学的に活性な
用量（PAD）を確立することであった。7人の男性のボランティアの集団について、5：2の
割合でペプチドIまたはプラセボの単回投与を受けるようにスケジュールを組んだ。PAD（
ベースライン値を超えるヘモグロビンの増加によって決定）が観察されるまで、増加する
用量レベルにおいて集団を追加することとし、用量レベルがPADとして確認されたポイン
トにおいて、別のボランティアの集団において繰り返す。
【０３１０】
　治験は、連続的に登録された4つの集団において開始し、ペプチドIの用量はそれぞれ0.
025、0.05、0.1mg/kgおよび0.1mg/kgであった（集団当たり単回投与）。治験の結果は、
第3の集団が0.1mg/kgのペプチドIを投与された後に、網状赤血球数およびヘモグロビンの
レベルが増加したことを示した。この用量を第4の集団において繰り返し、第3の集団にお
いて観察された結果を確認した。こうして、治験を終了した。非盲検の結果の概要を以下
に示す。
【０３１１】
２．２．薬力学的結果
　網状赤血球数（絶対数およびパーセント）は、ペプチドIの用量を増やしていくと、用
量依存的な増加を示した。網状赤血球数は、すべての用量の集団において、投与から約7
日後に最大値に到達した。最大の網状赤血球の反応、および網状赤血球対時間の曲線（AU
C0-14日およびAUC0-28日）の比較は、用量の異なる集団間における有意な差を示した（p
＜0.05）。
【０３１２】
　投薬後28日間におけるヘモグロビン反応およびベースラインからの変化（平均値および
最大値の両方）は、ペプチドIの用量を増やしていくと、用量依存的な増加を示した。一
方で、コントロールグループは、赤血球生成の付随する外因性の刺激なしに、治験に関連
した採血のための時間経過によるヘモグロビンのわずかな減少を示した（一元配置分散分
析（ANOVA）のp値：0.0001）。4つの集団全ての間における時間経過によるベースライン
からのそれぞれの変化を比較するために、混合モデルを使用した一元配置共分散分析（AN
COVA）を使用した。この分析の結果は、4つの用量の異なる集団全てにおける有意な用量
反応を示し（p＝0.0001）、0.025 mg/kgと0.1 mg/kgの集団間(p＝0.0027)、および0.05mg
/kgと0.1mg/kgの集団間(p=0.0113)において有意な差があった。ヘモグロビンにおける少
なくとも1.0g/dLの増加に関連していたペプチドIのPADは0.1mg/kgであった。
【０３１３】
　更に、集団3および集団4の被検体（0.1mg/kgのペプチドIまたはプラセボ）について、
投与後42日間フォローを続けた。42日目に、0.1mg/kgのペプチドIで治療した被検体にお
いて、ヘモグロビンレベルの平均値がベースラインまで戻っていたが、プラセボを与えた
被検体においては、まだベースライン値より低かった。このように、治験全般を通して、
42日目において、0.1mg/kgのペプチドIを投与した被検体とプラセボを投与した被検体の
間におけるヘモグロビンのベースライン値からの変化における差は、≧0.5g/dLであった
。
【０３１４】
　血清EPOレベルは、ペプチドIの用量を増やしていくと、一過的に減少した。その他の薬
力学的パラメータにおける変化（赤血球数およびヘマトクリットの増加；フェリチンおよ
び網状赤血球のヘモグロビン含有量の一過性の減少；水溶性トランスフェリンレセプター
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タンパク質の一過性の増加；およびEPOの一過性の減少）は、赤血球生成の刺激と一致し
ていた。
【０３１５】
２．３．薬物動態学的結果
　5分間かけて0.025、0.05および0.1mg/kgの用量のペプチドIを静脈内投与した後、薬物
の濃度は、一般的に、注入開始後5分～1時間の間においてピークになった。用量が0.025m
g/kgの集団においては、ペプチドIの濃度は、5分～15分の間においてピークになったが、
一方で、0.1mg/kgの用量では、tmaxが1時間に近づいた。Cmaxが得られた後、血漿濃度は
減少し、0.025mg/kgを投与後は96時間まで、0.05mg/kgを投与後は5日目まで、そして0.1m
g/kgを投与後は7日目まで、一般的に定量化することができた（＞25ng/mL）。計算された
半減期は、用量が0.1mg/kgにおいて少々の増加を示し、その範囲は以下の通りであった：
0.025mg/kgを投与後16.7～21.9時間（平均19.2時間）；0.05mg/kgを投与後15.3～25.1時
間(平均18.7時間)；および0.1mg/kgを投与後17.7～33.1時間（平均23.5時間）。
【０３１６】
　薬物の分布および排出は、標準的な1つまたは2つのコンパートメント動力学に従わない
ようであった。一次速度式は、薬物の濃度がより低い場合のみ観察され、約400ng/mLを超
える血漿濃度での代謝／排出工程の飽和を示唆している。分布の量は、用量が変わっても
ほとんど変化しなかった（用量0.025、0.05および0.1mg/kgにおいて、それぞれ平均で216
5mL、1903mLおよび2010mL）。血漿のクリアランスは、用量の変化につれ少々減少した（
用量0.025、0.05および0.1mg/kgにおいて、それぞれ幾何平均で78.0mL/時間、70.7mL/時
間および59.2mL/時間）。用量が標準化されたCmaxのANOVAおよびAUC(0-無限)のデータは
、Cmaxが用量と直線関係にあるらしいことを示した。しかし、AUC(0-無限)は、最も多い
用量である0.1mg/kgにおける非直線性の証拠を示した。これは恐らく、より多い用量にお
いて観察された薬物のクリアランスにおける少々の減少と関連していると思われる。
【０３１７】
２．４．安全性の結果
　15人の被検体（8人のうち4人にプラセボ、20人のうち11人にペプチドIを投与）が、全
部で28の有害事象（AE）を経験した（プラセボグループで6、ペプチドIグループで22）。
ペプチドIを投与したグループについては、頭痛（4/20、20.0％）、腹痛(2/20、10.0％)
、悪心(2/20、10.0％)および鼻咽頭炎(2/20、10.0％)が、より頻繁に報告された事象であ
った。1つを除き全てのAEのランクが軽度（mild、グレード1）であった。ペプチドIを投
与された者において観察されたほとんどのAE（15/22）は、治験薬であるペプチドIには恐
らく関係していないと考えられた。4つのグループ内において、AEの頻度、重症度または
パターンにおける相違はなかった。重篤有害事象（SAE）もAEを原因とする治験からの離
脱もなかったが、用量0.025mg/kgのペプチドIのグループに指定されていた1人の被検体に
ついては、軽度の薬物反応が原因で治験薬投与を中止した。この反応は、注入してから2
分以内に始まり、赤らみが胸から始まって顔まで広がり、暑さ、不快感および喉がいがら
っぽい感覚を伴うものであった。安全措置として、この被検体については注入を中止した
。諸症状は、自然にかつ迅速に消散した。治療的介入の必要はなかった。バイタルサイン
に変化はなかった。実験パラメータは、更なる免疫学的試験を含め、正常であった。従っ
て、この反応の特異的性質を解明することはできない。その他のESAを含めた多数の薬物
について、類似の（またはより重症の）薬物反応が観察されている。更に、ペプチドIを
静脈内投与する間は、患者を観察するべきである。患者に似たような症状が現れた場合は
、注射を中止するべきである。
【０３１８】
　プラセボを投与された1人およびペプチドIを投与された1人については、それぞれ、軽
度の頭痛および軽度の腹部疝痛に対する投薬を同時に行った。バイタルサイン、心電図（
ECG）および検査値における臨床的に有意な変化はなかった。この試験における被検体の
誰においても、ペプチドIに特異的な抗体は作り出されなかった。
【０３１９】
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２．５．要約
　要約すると、ペプチドIを0.025mg/kg、0.05mg/kgまたは0.1mg/kgの用量で静脈内に単回
投与した後は、安全で、かつ十分な耐性があり、安全性プロフィールはプラセボに類似し
ているようであった。薬物動態学的結果は、用量が0.1mg/kgの場合における半減期の範囲
が約15～33時間であり、平均が23.5時間であることを示した。中央値はすべての用量にお
いて類似しており、注入開始後15分で得られた。Cmaxは用量と直線関係を有するようであ
り、AUC(0-無限)は、用量が0.1mg/kgの場合に直線ではないようであった。一次速度式は
、薬物の濃度がより低い場合のみ観察され、約400ng/mLを超える血漿濃度での代謝／排出
工程の飽和を示唆している。ペプチドIは、評価された全ての用量において網状赤血球に
対する薬理学的活性を示した。一般的に、反応は用量依存的であり、用量を増やすとより
大きくより長い反応になった。0.1mg/kgの用量のグループは、NHVにおいてPADとして定義
された。なぜならば、ヘモグロビンのベースライン値からの臨床的および統計学的に有意
な増加に関連しており、ペプチドIを投与された10人の間で、ベースライン値からの最大
の増加の平均は1.36±0.39g/dLであったからである。その他の薬力学的パラメータにおけ
る変化（赤血球数およびヘマトクリットの増加；フェリチンおよび網状赤血球のヘモグロ
ビン含有量の一過性の減少；水溶性トランスフェリンレセプタータンパク質の一過性の増
加；およびEPOの一過性の減少）は、赤血球生成の刺激と一致していた。
【０３２０】
　2005年6月4日にストックホルムで開催された第10回欧州血液学会議において発表された
ポスターおよび要約番号0470は、その全体を引用することによって、本明細書の一部とな
す。
【実施例１４】
【０３２１】
透析前、透析中および腫瘍を有する患者におけるヘモグロビンレベルの増加
１．透析前の患者
　透析を受けておらず、赤血球生成促進剤（ESA）による治療を以前に受けていない、慢
性腎疾患（CKD）を有する患者におけるペプチドIの静脈内注射による単回投与の安全性、
薬力学および薬物動態について、ランダム二重盲検式で、プラセボを対照とし、用量を順
次的に増やしていく治験を行う。この治験では、透析を受けていないCKD患者（透析前の
患者）におけるペプチドIの静脈内（IV）単回投与のレベルの安全性プロフィールを評価
する。また、この治験は：ヘモグロビン、網状赤血球、および鉄貯蔵を含む薬力学的パラ
メータにおけるペプチドIの単回投与の用量と反応との関係を評価し；透析前の患者にお
けるペプチドIの静脈内単回投与の用量レベルの薬物動態的プロフィールを評価し；透析
前の患者における静脈内投与での薬理学的に活性な用量（PAD）を決定する（例えば、70
％を超える患者において、ヘモグロビンがベースライン値から1g/dL以上増加する結果と
なる用量）。
【０３２２】
　治験における評価項目は、以下を含む：有害事象（AE）；重篤有害事象（SAE）；薬物
動態的パラメータ（Cmax、AUC0-t、AUC0-無限、t1/2β、VdおよびCLを含む）；薬理学的
パラメータ（網状赤血球、ヘモグロビン、網状赤血球のヘモグロビン含有量、および鉄貯
蔵の血清測定（serum measures）（例えば血清フェリチン、トランスフェリン飽和率、お
よびトランスフェリンレセプタータンパク質等）を含む）；ヘモグロビンのベースライン
値からの変化の平均；ヘモグロビンのベースライン値からの変化の最大値；ヘモグロビン
がベースライン値から1g/dL以上増加する、治療された患者の割合；および赤血球輸血の
頻度。
【０３２３】
　治験の対象に選択される患者は、年齢が18～75歳、透析前であって、慢性腎疾患（CKD
）が原因でヘモグロビンが9g/dL以上11g/dL以下であり、以前にESAによる治療を受けてお
らず、適格基準に合致する患者である。9人の患者から成る各集団において、ペプチドI（
n＝7）またはプラセボ（n＝2）の単回投与を受けるように、患者をランダムに割り当てる
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。1集団当たり5人のペプチドIで処置された患者における最低22日のデータを確実に入手
できるように、1集団において、22日目より前に治験が打ち切られた3番目以降の患者につ
いては入れ替えを行う。入れ替わった患者をそれぞれ、離脱した患者と同じ処置の集団に
割り当てる。22日目以降に治験が打ち切られた患者の入れ替えは行わない。
【０３２４】
　独立した安全性モニター（Independent Safety Monitor）、治験責任医師およびスポン
サーによって決定されるように、最大で6つの用量レベルの集団（最大で4つの計画された
用量レベルおよび最大で2つの追加的なより低い、中間用量の、および／または反復の（
確認の）投与のレベル）を連続して登録するように計画する。最大で54人の評価可能な患
者をこの試験に登録することができる。
【０３２５】
　治験における各患者は、投薬後少なくとも28日間参加することが期待される。
　各患者は、ペプチドIまたはプラセボの単回投与を受ける。計画される連続的なペプチ
ドIの用量レベルは以下の通りである：

【表８】

【０３２６】
　この治験は、ランダム二重盲検式で、プラセボを対照とし、用量を連続的に増やしてい
くものであり、集団当たり9人の透析前の患者から成る、最大用量がGの複数の集団で行う
。各集団において、29日目まで、または有害事象が安定するまでのいずれか遅い方まで、
患者をフォローする。ヘモグロビンのレベルについて、上昇したレベルがベースラインレ
ベルの0.5g/dL以内に戻るまで、全ての患者のレベルをフォローする。
【０３２７】
　ベースラインのヘモグロビン濃度は、治験薬投与前において最も最近のヘモグロビン値
の3つの平均によって定義する。治験中、集団の開始または中止の決定のためのヘモグロ
ビンの変化は、次の連続するヘモグロビン値による確認が必要である。
【０３２８】
　患者のヘモグロビンレベルが14g/dLに到達した場合、臨床的に必要であれば、患者を静
脈切開するべきである。患者のヘモグロビンのレベルが16g/dL（確認されたもの）に到達
した場合、患者を静脈切開するべきである。
【０３２９】
　第1集団への投与後、次の用量レベルにおける次の集団の連続的な登録は、プロトコル
に特定された用量漸増基準に基づく。次の用量レベルの集団に対する用量漸増は、プロト
コルに特定された中止基準に基づいて中止する。非盲検の独立した安全性モニターは、非
盲検の臨床上および検査上のデータを継続的に検討して、いつ用量漸増基準または中止基
準に合致したかを決定する。
【０３３０】
　臨床担当の治験責任医師およびスポンサーの臨床担当は、個々の患者の処置への割り当
てについては知らされず、患者は、PK、血液学、および鉄のパラメータの結果（ヘマトク
リット、ヘモグロビン、MCHC（平均赤血球ヘモグロビン濃度）、MCH（平均赤血球ヘモグ



(103) JP 2008-542399 A 2008.11.27

10

20

30

40

50

ロビン量）、MCV（平均赤血球容積）、網状赤血球数、および網状赤血球のヘモグロビン
含有量を含む）、または鉄貯蔵の結果（フェリチン、トランスフェリンの飽和、およびト
ランスフェリンレセプタータンパク質を含む）によって識別される。しかし、これらの担
当者は、治験過程において、これらのパラメータについての識別された結果を検討するこ
とができる。これらの担当者は、これらのパラメータについての患者が識別された結果へ
のアクセス権を有さない。なぜならば、もし結果が患者によって識別された場合、処置の
割り当てについて潜在的に盲検でなくなり得るからである。
【０３３１】
　集団における全ての評価可能な患者（7人以上）が22日目まで達した時、次の場合に、
次の集団に対する用量漸増を可能とする：安全性についての懸念がない；および集団にお
けるどの患者も、ヘモグロビンが1.0g/dL以上増加していない；または、ペプチドI投与を
受け、ヘモグロビンがベースライン値から1.0g/dL以上増加した全ての患者が、安定性（
ヘモグロビン値のピークの0.5g/dL以内）または最低限2箇所の時点での可逆性（ヘモグロ
ビン値のピークからの減少）のいずれかを実証する。
【０３３２】
　最新の集団への新しい患者の登録および新しい用量への漸増は、もし以下の基準のいず
れかに合致した場合には中止する：1つの集団における2人以上の患者が、グレード3また
は4のペプチドIに関連した有害事象を有する；1つの集団において、ペプチドIの投与を受
けた2人以上の患者において、任意の4週間の間にヘモグロビンが2.0g/dL以上増加する（
ベースライン値からの増加）；または、1つの集団において、ペプチドIの投与を受けた2
人以上の患者が、ヘモグロビンの標的範囲の上限を超える（＞13g/dL）。
【０３３３】
　もし安全性についての懸念がなければ、集団における全ての評価可能な患者（7人以上
）が22日目まで達した後に、確認の（反復の）、より低い、または中間の用量の治験を行
うために、9人の患者から成る追加的な集団を開始することができる。
【０３３４】
　透析前の患者については、PADが0.025～0.2mg/kg、あるいは0.05～0.1 mg/kg、あるい
は0.067～0.075mg/kgと決定することが予期される。
【０３３５】
２．透析患者
　長期血液透析を受ける患者における貧血の維持療法のための、静脈内注射によるペプチ
ドI投与の安全性、薬力学および薬物動態を調べるための、非盲検で、マルチセンター、
および連続した用量を探す治験を行い、ヘモグロビン値がエポエチンアルファによって安
定している血液透析を受けている患者におけるベースライン値の上下1.0g/dL以内にヘモ
グロビン値を維持する、月毎の静脈内投与されるペプチドIの用量の範囲を決定する。こ
の治験はまた、血液透析を受ける患者に静脈内投与されるペプチドIについて、最大で3つ
の用量までの安全性プロフィールを評価し、血液透析を受ける患者に静脈内投与されるペ
プチドIについて、最大で3つの用量までの薬物動態的プロフィールを評価する（治験患者
のサブセットにおいて）。
【０３３６】
　治験の評価項目は以下を含む：週毎のヘモグロビンのベースライン値からの変化の平均
；13週目までヘモグロビンがベースライン値の上下1.0g/dL以内にである患者の数（％）
；13週目まで9.5～13.0g/dL以内にヘモグロビンを維持する患者の数（％）；治験中に用
量の調整のない患者の数（％）および治験中に用量が増加または減少された患者の数（％
）；赤血球輸血の頻度；追加的な薬理学的パラメータ（網状赤血球数（絶対数およびAUC
）、網状赤血球のヘモグロビン含有量、および鉄貯蔵の血清測定（serum measures）（例
えば血清フェリチン、トランスフェリン飽和率、および水溶性トランスフェリンレセプタ
ータンパク質等）を含む）；有害事象；重篤有害事象；および薬物動態的パラメータ（Cm
ax、AUC0-t、AUC0-無限、t1/2β、Vd、VssおよびCLを含む）（治験患者のサブセットにお
いて）。薬物動態的および薬力学的分析の結果は、エポエチンアルファの週毎の用量に基
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づいてペプチドIの月毎の用量を最もよく予測する予備的な変換係数を決定するために使
用される。
【０３３７】
　治験の対象に選択される患者は、年齢が18歳以上の血液透析を受ける患者であって、安
定した用量の市販のエポエチンアルファによって安定なヘモグロビン値が維持され、適格
基準に合致する患者である。1集団当たり15人の患者から成る、最大で4つの連続的な用量
レベルの集団を、3～10のクリニカルセンターにおいて登録するように計画する。
【０３３８】
　1集団当たり最低10人のペプチドIの投薬を3回受けている患者のデータを確実に入手で
きるように、1つの集団において3回目の投薬を受ける前に治験を中止した6番目以降の患
者については、最大で4人まで入れ替えを行う。3回の投薬を受けた後に治験を中止した患
者の入れ替えは行わない。
【０３３９】
　2つの用量レベルの集団は、はじめに、連続的に登録するように計画する。観察された
安全性プロフィールおよび薬理学的反応に依存して、それぞれが15人の患者から成る最大
で2つの更なる集団を加えて、より低い、中間の、および／または反復の（確認の）用量
レベル、ならびに／または投与の頻度を研究することができる。
【０３４０】
　この試験には、最低で30人、最高で60人の評価可能な患者を登録することができる。治
験における各患者は、4週間のスクリーニング期間に続いて約15週間参加することが期待
される。
【０３４１】
　裏づけになるデータが入手できるまで、投薬期間を更に12週延長するための修正を計画
する。
【０３４２】
　ペプチドIは、4週間毎の迅速な静脈内ボーラス注射により、透析の最後の15分間中に30
秒かけて、全部で3つの用量を投与する。集団における各患者は、予め特定されたエポエ
チンアルファからペプチドIへの変換レベルで始まる、非盲検でのペプチドIの投薬を受け
る。用量は、前の集団において観察された用量と反応の関係に基づいて、次の集団のため
に増やして、または減らしていく。計画された開始時のペプチドIの用量レベルの変換は
以下の通りである：
【表９】

【０３４３】
　ペプチドIの用量は、個々の患者において以下のように調整することができる。ペプチ
ドI治験薬の3番目の用量から、患者の確認されたヘモグロビン値がベースライン値から1.
0g/dLを超えて減少した場合、または、患者の確認されたヘモグロビン値がベースライン
値から0.5 g/dL以上減少して11g/dLを下回るレベルになった場合、用量を25％増加させる
。治験薬の3番目の用量から、患者の確認されたヘモグロビン値がベースライン値から1.5
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g/dLを超えて増加した場合、または、患者の確認されたヘモグロビン値がベースライン値
から0.5 g/dL以上増加して12g/dLを上回るレベルになった場合、用量を25％減少させる。
治験中の任意の時点において、患者の確認されたヘモグロビン値が任意の2週間以内に1.0
g/dLを超えて増加（ベースラインを超えて増加）した場合、次の用量を25％減少させる。
治験中の任意の時点において、患者の確認されたヘモグロビン値が12.5g/dLを超えた場合
、ヘモグロビン値が12.0g/dLに減少するまで次の投与を遅らせ、用量を25％減少させる。
【０３４４】
　ベースラインのヘモグロビン濃度は、治験薬投与前の3週間において採取された最も最
近の週半ばの透析前のヘモグロビン値3つの平均によって定義する。治験中、個々の用量
の調整のためのヘモグロビンレベルの変化あるいは集団の開始または中止の基準の決定は
、7日以内の任意の時点におけるヘモグロビン値の繰り返しによる確認が必要である。
【０３４５】
　この試験は、1集団当たり15人の血液透析を受ける患者から成る2～4つの処置集団を使
用した、非盲検で、連続した用量を探す内容である。各患者に対し、4週毎に全部で3用量
のペプチドIを静脈内投与する。最初の用量のペプチドIを投与された後、治験を通して少
なくとも週毎に患者を観察する。治験中、鉄状態を、Kidney Disease Outcomes Quality 
Initiative（K/DOQI）の治療ガイドラインに従って維持する。
【０３４６】
　患者は、ペプチドIの最後の投与後少なくとも42日間、または有害事象が安定するまで
のいずれか遅い方までフォローする。処置を中止後、全ての患者におけるヘモグロビンレ
ベルについて、標的範囲に戻るまでフォローする。
【０３４７】
　患者のヘモグロビンレベルが14g/dLに到達した場合（確認において）、治験責任医師の
判断に従って患者を静脈切開することができる。患者のヘモグロビンレベルが16g/dLに到
達した場合（確認において）、患者を静脈切開する。静脈切開の方法は、部位における標
準的な臨床実践に従って行われる。静脈切開された血液の分量を記録しておく。静脈切開
された患者についてはペプチドIの投与を中止し、静脈切開後の薬力学的データは、分析
から除外する。
【０３４８】
　第1集団への投与後の次の集団の連続的な登録は、プロトコルに特定された用量漸増お
よび減少基準に基づく。適切な用量レベルの変換係数が一旦識別されると、確認の集団に
おいて、この変換係数の用量レベルを繰り返すことができる。独立した安全性モニターお
よびスポンサーは、臨床上および検査上のデータを継続的に検討して、用量漸増、用量減
少、追加の集団の、または中止の基準にいつ合致したかを決定する。
【０３４９】
　1集団に登録された6人以上の患者についての第7週のデータ検討時以降、安全性につい
ての懸念が独立した安全性モニターによって識別されない場合、および、組み合わされた
6人以上の患者について、第7週以降、ヘモグロビンがベースライン値から1.0g/dLを超え
て減少したことが確認された場合、最新の集団への登録を中止することができ、次の集団
に対する用量漸増が可能となる。
【０３５０】
　1集団に登録された6人以上の患者についての第7週のデータ検討時以降、安全性につい
ての懸念が独立した安全性モニターによって識別されない場合、および、組み合わされた
6人以上の患者について、第7週以降、ヘモグロビンがベースライン値から1.0g/dLを超え
て増加してヘモグロビン値が13.0g/dLを超えたことが確認された場合、または、治験への
エントリー後任意の2週間の期間以内に、ヘモグロビンが1.0g/dLを超えて増加（ベースラ
インからの増加）したことが確認された場合、最新の集団への登録を中止することができ
、次の集団に対する用量減少が可能となる。
【０３５１】
　1集団に登録された10人以上の患者についての第7週のデータ検討時以降、安全性につい
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ての懸念が独立した安全性モニターによって識別されない場合、追加の集団について、よ
り低いまたは中間の（最新の値とその前に試験した値との間の）変換係数、および／また
は投与の頻度に関する治験を開始することができる。最大で2つの追加的な集団を登録す
ることができる。
【０３５２】
　1集団に登録された10人以上の患者についての第7週のデータ検討後、安全性についての
懸念が独立した安全性モニターによって識別されない場合、および、用量漸増基準にも用
量減少基準にも合致していない場合、同じ変換係数を利用する確認の集団について開始し
、同じ変換係数および／または投与の頻度を繰り返すことができる。
【０３５３】
　以下の基準に合致した場合は、最新の集団への新しい患者の登録および新しい用量への
漸増を中止する：1集団における3人の患者が、グレード3または4のペプチドIに関連した
有害事象を有する。
【０３５４】
　透析患者については、PADが0.025～0.2mg/kg、あるいは0.05～0.1mg/kg、あるいは0.06
7～0.075mg/kgと決定することが予期される。
【０３５５】
３．癌患者
　化学療法に誘導される貧血（CIA）を有する癌患者にペプチドIを皮下投与した際の安全
性、薬力学および薬物動態について、非盲検で、マルチセンターの、用量を漸増させる治
験を行い、化学療法に誘導される貧血を有する患者におけるヘモグロビン反応に関連して
、皮下（SC）注射によって3週毎に投与するべきペプチドIの用量を決定する。その他の目
的は以下を含む：付随する骨髄抑制化学療法を受ける癌患者において、最大で4つの用量
のペプチドIを3週毎に皮下投与した場合の安全性プロフィールを評価する；異なる用量レ
ベルでペプチドIを投与した場合の、CIAを有する患者のHgbにおけるベースライン値から
の変化を測定する；ペプチドIに対するHgb反応（評価項目において定義されるような）を
有する患者の割合を測定する；CIAの患者において、11～13g/dLの標的範囲内までヘモグ
ロビンを増加させ、維持する、皮下投与によるペプチドIの用量を測定する；CIAの患者に
おいて、最大で4つの用量のペプチドIを皮下投与した場合の、薬物動態的プロフィールを
評価する（治験患者のサブセットにおいて）；および、ペプチドIの活性用量における投
与回数および非経口による鉄置換の効果を調べる。
【０３５６】
　治験の評価項目は、以下を含む：第4週、第9週および第12週において、その前の28日間
にRBC輸血を受けずに、ヘモグロビンが2g/dLを超えて増加した患者、または、Hgbが1g/dL
を超えて増加して少なくとも12g/dLまで達した患者の、各処置集団における割合；第4週
、第9週および第12週において、その前の28日間にRBC輸血を受けずに、Hgbがベースライ
ン値から1g/dLを超えて増加した患者の割合；第4、9、12週において、Hgbが11～13g/dLの
標的範囲内にあった患者の割合；第4週後に11～13g/dLの標的範囲内にあったHgb値の割合
；ヘモグロビンのベースライン値からの変化の平均；赤血球輸血の頻度；追加的な薬理学
的パラメータ（網状赤血球数（絶対数およびAUC）、網状赤血球のヘモグロビン含有量、
鉄貯蔵の測定における変化（例えばトランスフェリン飽和率および血清フェリチン等）を
含む）；有害事象（AE）；重篤有害事象（SAE）；および、治験患者のサブセットにおけ
る薬物動態的パラメータ（Cmax、AUC0-t、AUC0-無限、t1/2β（排出半減期）、Vd（分布
の見かけ容積）、Vss（定常状態の容積）およびCL（クリアランス）を含む）。
【０３５７】
　治験の対象に選択される患者は、年齢が18～80歳の固形腫瘍またはリンパ腫を有する患
者であって、化学療法が原因でヘモグロビン値が9g/dL～11g/dLの範囲であり、過去90日
以内にESAによる治療を受けておらず、適格基準に合致する患者であって、メディカルモ
ニター（Medical Monitor(MM)）によって承認された開始用量およびまたはその次の連続
した用量レベルでペプチドIを投与するように割り当てられる。1処置集団当たり最低で10
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人の処置された患者の12週間のデータを確実に入手できるように、1集団において第8週の
前に治験を中止した6番目以降の患者については最大で5人まで入れ替えを行う。入れ替わ
った患者をそれぞれ、離脱した患者と同じ処置の集団に割り当てる。15人の患者から成る
最大で4つの非盲検の処置集団を連続して追加し、より低い、中間の、および／または繰
り返しの用量レベル、並びに／あるいはペプチドIの投与頻度、並びに／あるいはトラン
スフェリン飽和レベルを25～50％に維持するための非経口による鉄置換について調べるこ
とができる。全ての可能な投与計画を調べる場合、最低30人、最高で90人の患者（入れ替
えた患者は含まない）をこの試験に登録することができる。
【０３５８】
　治験における各患者は、最大で4週間のスクリーニング期間に続き、最大で12週間参加
することが期待される。
【０３５９】
　15人の患者から成る連続する集団が、漸増する用量のペプチドI投与を受ける。非盲検
の全部で4つの用量を、3週毎に皮下（SC）注射で投与する（治験第1、4、7、10週）。典
型的には、ペプチドIは、化学療法サイクルの第1日に投与する。ペプチドIの開始用量お
よび投与の頻度は、健康なボランティアの第一相のデータと共に、ペプチドIおよびその
他の赤血球生成促進剤（ESA）に対する赤血球生成性の反応に関するPK/PDデータをモデル
として予測した反応に基づく。計画されるペプチドIの用量レベルおよび各集団における
患者の数は、以下の通りである：
【表１０】

【０３６０】
  最後の注射後28日間、または有害事象が安定するまで、またはヘモグロビン値が11～13
g/dLの間になるまでのうちの一番遅い方まで、患者をフォローする。用量の増加は認めら
れない。第4週後、Hgbを標的範囲内に維持するためにRBC輸血が必要である場合、治験薬
投与から患者を外して標準的な治療に戻し、安全のために更に28日間フォローする。治験
中任意の時点において、任意の2週間以内に患者のヘモグロビンが1.0g/dLを超えて増加し
た場合、ヘモグロビンが安定するまで（1週間で0.5g/dLを下回る増加）次の投与を遅らせ
、用量を50％減少させる。ベースラインのヘモグロビン濃度は、治験薬投与前に採取され
た2つの最も最近の週毎のヘモグロビン値の平均として定義する（例えばスクリーニング
値およびベースライン値）。治験中、集団の開始または中止の基準の決定のためのヘモグ
ロビンレベルの変化は、7日以内の次の連続するヘモグロビン値による確認が必要である
。
【０３６１】
　この試験は、1集団当たり15人のCIAを有する患者から成る最大で6つの処置集団による
、非盲検でマルチセンターの試験である。最初の処置集団において、最大で計4つの用量
のペプチドIを3週毎に皮下注射によって非盲検で投与する。最初の用量を投与後、治験中
を通して少なくとも週毎に患者を診る。治験薬の最後の投与後最低28日間、または有害事
象が安定するまで、またはヘモグロビン値が11～13g/dLの間になるまでのうちの一番遅い
方まで、患者をフォローする。患者のヘモグロビンレベルが14g/dL（確認されたもの）に
到達した場合、臨床的に必要であれば、患者を静脈切開することができ、静脈切開の分量
を記録しておく。静脈切開された患者については、治験薬の投与を中止し、静脈切開後の
薬力学的データを分析から除外する。メディカルモニター（Medical Monitor(MM)）およ
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ているかどうか、および何時合致しているかを決定する。
【０３６２】
　ある集団に登録された6人以上の患者が、少なくとも6週間のフォローアップを完了した
後（すなわち、2番目の用量の投与から少なくとも3週間）、最新の集団への登録を中止す
ることができ、以下の場合は、次の集団に対する用量の漸増が可能である：安全性につい
ての懸念がMMによって識別されない場合；および、第4週後に6人以上の患者に輸血した場
合、または、6人以上の患者において、第6週において1g/dLを下回るヘモグロビンの増加
が確認された場合。
【０３６３】
　6人以上の患者を1つの集団に登録し、少なくとも6週間のフォローアップを完了した後
（2番目の用量の投与から少なくとも3週間）、最新の集団への登録を中止し、以下の場合
は、次の集団に対するより低いレベルへの用量の減少が可能である：ペプチドIに関連し
ている可能性のある少なくとも3つのグレード3またはグレード4のAEが起こった場合、ま
たは、ペプチドIに対する任意の特異的な懸念をMMが認識した場合；あるいは、全部で6人
以上の患者において、ヘモグロビンレベルが13.0g/dLを超えることが確認された場合（輸
血に関係なく）、または、任意の2週間以内にヘモグロビンが1.0g/dLを超えて増加したこ
とが確認された場合（輸血に関係なく）。
【０３６４】
　安全性についての懸念がMMおよびスポンサーによって識別されない場合、15人の患者か
ら成る最大で2つの追加的な非盲検の処置集団の治験を開始して、より低い、中間の（最
新の値とその前に試験した値との間の）、または繰り返しの用量レベルを調べることがで
きる。更に、3週毎に投与される活性用量を一旦決定すれば、最大で2つの追加的な集団を
登録して、異なる頻度で分割して投与される全部で同一の用量の比較影響を測定すること
ができる（例えば、3週毎における用量の4/3の分量を、4週毎に投与する）。25～50％の
トランスフェリン飽和率を得るための鉄の非経口投与の効果も、別個の集団において調べ
ることができる。
【０３６５】
　癌患者については、PADが0.075～0.5mg/kg、あるいは0.2～0.4mg/kg、あるいは0.25mg/
kgと測定されることが予期される。
【０３６６】
　本発明は、本明細書に記載された特定の実施形態によって範囲を限定されてはならない
。実際には、本明細書に記載されたものに加え、本発明の種々の変更が、前述の明細書お
よび付随する図面から、当業者に明らかになるであろう。このような変更は、添付の請求
項の範囲内にあることが意図される。
【０３６７】
　更に、全ての値がおおよそのものであり、記載のために提供されたものであることも理
解されるべきである。
　特許、特許出願および種々の出版物を含めた多数の引例が、本発明に関する説明におい
て引用され、考察されている。このような引例の引用および／または考察は、単に本発明
の説明を明確にするために提供されたものであり、このような引例のいずれかが本発明の
「先行技術」であると認めるものではない。本明細書において引用され考察されている全
ての引例は、その全体を引用することによって本明細書の一部となし、各引例を引用する
ことによって個々に本明細書の一部となすことと同等の効力を有する。
【配列表】
2008542399000001.app
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