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(57)【要約】
Ｌ－シスチン／システイン分解酵素活性を有するタンパ
ク質の操作に関連した方法及び組成物について記載する
。例えば、特定の態様において、１つ以上のアミノ酸置
換を含み、Ｌ－シスチン／システインを分解することが
可能な、改変シスタチオニン－γ－リアーゼが開示され
得る。更に、本発明の特定の態様は、開示したタンパク
質または核酸を使用する、Ｌ－シスチン／システインに
よるがんの治療のための組成物及び方法を提供する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　シスチン尿症を有する、またはシスチン尿症の発症リスクを有する対象を治療する方法
であって、
　天然霊長類シスタチオニン－γ－リアーゼ（ＣＧＬ）のアミノ酸配列（配列番号：１及
び７～１０を参照）と比較して、前記天然霊長類ＣＧＬ配列の５９位のスレオニン及び３
３９位のバリンを含む少なくとも２つの置換を有する、単離された改変霊長類ＣＧＬ酵素
、または
　前記単離された改変霊長類シスタチオニン－γ－リアーゼ（ＣＧＬ）酵素をコードする
ヌクレオチド配列を含む核酸
を含む治療上有効量の製剤を前記対象に投与することを含む、前記方法。
【請求項２】
　前記酵素が、異種ペプチドセグメントを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記異種ペプチドセグメントが、ＸＴＥＮペプチド、ＩｇＧ　Ｆｃ、アルブミン、また
はアルブミン結合ペプチドである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記酵素が、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合している、請求項１に記載の方
法。
【請求項５】
　前記酵素が、１つ以上のリジンまたはシスチン残基を介してＰＥＧに結合している、請
求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記対象が、Ｌ－シスチン及び／またはＬ－システインを制限した食事に維持される、
請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記対象が、メチオニンを制限した食事に維持される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記対象が、通常の食事に維持される、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記対象がヒト患者である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記対象が齧歯類である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記製剤が、静脈内投与、皮内投与、動脈内投与、腹腔内投与、病巣内投与、頭蓋内投
与、関節内投与、前立腺内投与、胸膜内投与、気管内投与、眼内投与、鼻腔内投与、硝子
体内投与、腟内投与、直腸内投与、筋肉内投与、皮下投与、結膜下投与、小胞内投与、粘
膜投与、心膜内投与、臍帯内投与、経口投与、吸入、注射、注入、連続注入、標的細胞を
直接浸漬する局所潅流、カテーテルを介した投与、または洗浄を介した投与により投与さ
れる、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記対象が以前にシスチン尿症の治療を受けており、シスチン尿症の再発を予防するた
めに前記酵素が投与される、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　少なくとも第２のシスチン尿症療法を前記対象に施すことを更に含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項１４】
　前記第２のシスチン尿症治療法が、外科療法または衝撃波療法である、請求項１３に記
載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１６年７月６日に出願された、米国特許仮出願第６２／３５９，０１８
号の優先権の恩典を主張し、その出願の内容全体は、参照により本明細書に組み入れられ
る。
【０００２】
　共同研究の同意の当事者
　本明細書で開示及び特許請求されている本発明は、Ａｅｇｌｅａ　ＢｉｏＴｈｅｒａｐ
ｅｕｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．とＴｈｅ　Ｂｏａｒｄ　ｏｆ　Ｒｅｇｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｔｈｅ　
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｘａｓ　Ｓｙｓｔｅｍとの共同研究の範囲内で進めら
れた。
【０００３】
　１．発明の分野
　本発明は概して、医学及び生物学分野に関する。より具体的には、本発明は、ヒトの治
療法に好適な、高いシステイン／シスチン分解活性及び安定性を有する霊長類酵素の操作
に関する。更により具体的には、本発明は、Ｌ－シスチン及びＬ－システインの両方を枯
渇させる酵素を用いてシスチン尿症を治療するための組成物及び方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　２．関連技術の説明
　シスチン尿症は、腎臓の近位尿細管にあるシスチン及び二塩基性アミノ酸トランスポー
ターをコードするＳＬＣ３Ａ１及びＳＬＣ７Ａ９遺伝子における変異により引き起こされ
る遺伝性疾患であり、シスチン（アミノ酸であるシステインのジスルフィド形態）の異常
排泄、及び尿路中でのシスチン結晶／結石の形成をもたらす。欠陥性腎臓トランスポータ
ーが、腎濾過中にシスチンを再取り込みすることができない遺伝性疾患であるシスチン尿
症を患う患者が利用可能な治療薬は、ほとんど存在しない。アミノ酸Ｌ－システインのジ
スルフィド形態であるシスチンは、非常に不溶性であり、シスチン尿症患者においては、
尿路内で高濃度に達し、シスチン結晶及び結石の形成をもたらす。循環するシスチン量を
減少させる既存の治療法は、尿路での結石の形成を部分的に予防するが、それらの使用を
制限する著しい副作用を有する。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、腎臓及び尿路でのシスチン蓄積及び結石の形成を予防することによりシスチ
ン尿症患者を治療するのに好適な治療法となるような、シスチンをシステイン－ペルスル
フィド（その後崩壊して遊離システイン及びＨ２Ｓになる）に効率的に転換する操作され
たヒトシスタチオニン－ガンマ－リアーゼ酵素の利用方法に関する。シスチンは、大部分
の細胞により通常産生される非必須アミノ酸であるため、動物モデルでは、長期のシスチ
ン枯渇により毒性が誘発されることは発見されていない。同様に、この酵素はヒト配列で
構成されているため、免疫学的な有害反応を誘発する可能性は低い。シスチン分解治療薬
が、循環シスチンの総量を無毒的に除去する能力は、それが既存の治療レジメンよりも、
シスチン結石形成を予防するための優れた実施形態であることを示す。
【０００６】
　本発明は、霊長類シスタチオニン－ガンマ－リアーゼ（ＣＧＬ）酵素の、Ｌ－シスチン
及びＬ－システインの両方（本明細書では「Ｌ－シスチン／システイン」と呼ぶ）が血清
から効率的に分解可能であるような操作、改変ＣＧＬ酵素を、ヒトのがん治療に好適であ
る製剤で提供することに関する。天然酵素と比較して、低ＫＭ及び高触媒活性ｋｃａｔを
示す酵素を開発するために、発明者らは、選択したアミノ酸を、劇的に改善した酵素特性
を示す酵素がもたらされるように改変することにより、天然酵素を操作した。そのため、
本明細書に記載のとおりに改変したＣＧＬ酵素は、天然酵素と比較して、Ｌ－シスチン／
システイン分解触媒活性を有するヒトまたは霊長類ポリペプチド配列を含む新規の酵素を
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提供することにより、当該技術分野における主要な欠点を克服している。そのため、これ
らの改変酵素は、がん治療に好適であり得、低免疫原性及び改善された血清安定性を有し
得る。
【０００７】
　したがって、一実施形態では、改変ポリペプチド、特に、シスタチオニン－γ－リアー
ゼ（ＣＧＬ）酵素に関連する霊長類酵素に由来するＬ－シスチン／システイン分解活性を
有する酵素バリアントが提供される。例えば、酵素バリアントは、配列番号：２～６から
なる群から選択されるアミノ酸配列を有し得る。例えば、バリアントは、ヒトＣＧＬなど
のヒト酵素に由来することができる。特定の態様において、Ｌ－シスチン／システインを
分解可能な、改変霊長類ＣＧＬを含むポリペプチドが存在してよい。いくつかの実施形態
において、ポリペプチドは、生理的条件下でＬ－シスチン／システインを分解可能であっ
てよい。例えば、ポリペプチドは、Ｌ－シスチン／システインに対して、少なくとも、ま
たは約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３０
０、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、２０００、３０００
、４０００、５０００、６０００、７０００、８０００、９０００、１０４、１０５、１
０６ｓ－１Ｍ－１、またはこれらから導き出される任意の範囲の触媒効率（ｋｃａｔ／Ｋ

Ｍ）を有してよい。
【０００８】
　未改変ポリペプチドは天然ＣＧＬ、特にヒトアイソフォームまたは他の霊長類アイソフ
ォームであってよい。例えば、天然ヒトＣＧＬは、配列番号：１の配列を有してよい。他
の天然霊長類ＣＧＬの非限定例としては、スマトラオランウータン（Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅ
ｌｉｉ）ＣＧＬ（ＧｅｎｂａｎｋＩＤ：ＮＰ＿００１１２４６３５．１；配列番号：７）
、カニクイザル（Ｍａｃａｃａ　ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）ＣＧＬ（ＧｅｎｂａｎｋＩ
Ｄ：ＡＡＷ７１９９３．１；配列番号：８）、チンパンジー（Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙ
ｔｅｓ）ＣＧＬ（ＧｅｎｂａｎｋＩＤ：ＸＰ＿５１３４８６．２；配列番号：９）、及び
ボノボ（Ｐａｎ　ｐａｎｉｓｃｕｓ）ＣＧＬ（ＧｅｎｂａｎｋＩＤ：ＸＰ＿００３８３０
６５２．１；配列番号：１０）が挙げられる。例示的な天然ポリペプチドは、配列番号：
１または７～１０に対して約、少なくとも６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８
５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％の同一性（ま
たはこれらから導き出される任意の範囲）を有する配列、あるいはその断片を含む。例え
ば、天然ポリペプチドは、配列番号：１または７～１０の配列の、少なくとも、または最
大約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００
、２５０、３００、３５０、４００、４０５残基（またはこれらから導き出される任意の
範囲）を含んでよい。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、天然ＣＧＬは、１つ以上の他の改変、例えば化学修飾、
置換、挿入、欠失、及び／または切断により改変されてよい。特定の実施形態では、天然
ＣＧＬは、置換により改変されてよい。例えば、置換の数は１、２、３、４、またはそれ
以上であってよい。更なる実施形態では、天然ＣＧＬは、基質認識部位、または基質特異
性に影響を及ぼし得る任意の場所が改変されてよい。例えば、改変ポリペプチドは、配列
番号：１または７～１０のアミノ酸位置５９及び／または３３９に対応するアミノ酸位置
における、少なくとも１つのアミノ酸置換を有し得る。これらの例においては、各配列の
最初のメチオニンは、アミノ酸位置１に対応し、各アミノ酸はこのアミノ酸から連続して
符番される。
【００１０】
　特定の実施形態において、アミノ酸位置５９及び／または３３９における置換は、スレ
オニン（Ｔ）またはバリン（Ｖ）である。特定の実施形態では、改変は、５９Ｔ及び３３
９Ｖからなる群から選択される１つ以上の置換である。更なる実施形態において、置換は
５９Ｔ置換を含んでよい。依然として更なる実施形態において、置換は、３３９Ｖの更な
る置換を含んでよい。
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【００１１】
　いくつかの実施形態において、天然ＣＧＬはヒトＣＧＬであってよい。特定の実施形態
では、置換は、ヒトＣＧＬ（例えば、配列番号：２のアミノ酸配列を有する改変ポリペプ
チド、その断片またはホモログ）のＥ５９Ｔ及びＥ３３９Ｖの組み合わせを含むことがで
きる。更なる実施形態では、改変ポリペプチドは、スマトラオランウータンＣＧＬ－ＴＶ
変異体（配列番号：３）、カニクイザルＣＧＬ－ＴＶ変異体（配列番号：４）、チンパン
ジーＣＧＬ－ＴＶ変異体（配列番号：５）、またはボノボＣＧＬ－ＴＶ変異体（配列番号
：６）であってよい。
【００１２】
　上述した改変ポリペプチドは、未改変ポリペプチド（例えば、天然ポリペプチド）、ま
たは本明細書にて開示した任意のポリペプチド配列と比較して、特定の割合の同一性を有
することを特徴としてよい。例えば、未改変ポリペプチドは、天然霊長類ＣＧＬ（即ち、
スマトラオランウータン、カニクイザル、チンパンジー、またはボノボＣＧＬ）の少なく
とも、または最大約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、
１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４０５残基（またはこれらから導き
出される任意の範囲）を含んでよい。改変ポリペプチドの未改変部分（即ち、アミノ酸５
９及び／または３３９における任意の置換を除外した、改変ポリペプチドの配列）と、対
応する天然ポリペプチドとの同一性（％）は、約、少なくとも６０％、６５％、７０％、
７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１
００％（またはこれらから導き出される任意の範囲）であってよい。上述した同一性のパ
ーセンテージは、ポリペプチドの未改変部分と比較して、ポリペプチドの特定の改変領域
に関係し得ることもまた想定される。例えば、ポリペプチドは、同じ種からの、または種
と種にまたがる未改変または変異体ＣＧＬのアミノ酸配列に対する、ＣＧＬの、改変され
たかまたは変異体である基質認識部位のアミノ酸配列の同一性に基づいて特徴付けられ得
る、ＣＧＬの、改変されたかまたは変異体である基質認識部位を含有してよい。例えば、
未改変ＣＧＬに対して少なくとも９０％の同一性を有するものとして特徴付けられる、改
変または変異体ヒトポリペプチドとは、その改変または変異体ヒトポリペプチドにおける
アミノ酸の少なくとも９０％が、未改変ポリペプチドのアミノ酸と同一であることを意味
する。
【００１３】
　いくつかの態様では、本発明は、異種アミノ酸配列に結合した改変ＣＧＬを含むポリペ
プチドもまた想定する。例えば、改変ＣＧＬは、融合タンパク質として異種アミノ酸配列
に連結させてもよい。特定の実施形態では、改変ＣＧＬは、アミノ酸配列、例えばＩｇＧ
　Ｆｃ、アルブミン、アルブミン結合ペプチド、またはインビボ半減期を増加させるため
のＸＴＥＮポリペプチドに連結させてもよい。
【００１４】
　血清安定性を増加させるために、改変ＣＧＬは、１つ以上のポリエーテル分子に連結さ
せてもよい。特定の実施形態では、ポリエーテルはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）で
あってよい。改変ポリペプチドは、特定のアミノ酸残基、例えばリジンまたはシステイン
を介してＰＥＧに連結させてもよい。治療用投与のために、改変ＣＧＬを含むこのような
ポリペプチドを製薬上許容できる担体に分散させることができる。
【００１５】
　いくつかの態様では、このような改変ＣＧＬをコードする核酸が想定される。一態様で
は、核酸は、細菌内での発現のためにコドン最適化されている。特定の実施形態では、細
菌は大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）である。別の態様において、核酸は、菌類（例えば、酵母菌
）、昆虫細胞、または哺乳類細胞内での発現のためにコドン最適化されている。本発明は
、このような核酸を含有するベクター、例えば発現ベクターを更に想定する。特定の実施
形態では、改変ＣＧＬをコードする核酸は、異種プロモーターを含むがこれらに限定され
ないプロモーターに作用可能に結合している。一実施形態では、改変ＣＧＬは、ベクター
（例えば、遺伝子治療ベクター）により標的細胞に送達されることができる。このような
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ウイルスは、組み換えＤＮＡ技術により改変され、標的細胞内での改変ＣＧＬをコードす
る核酸の発現が可能となっている。これらのベクターは、非ウイルス性（例えば、プラス
ミド）、またはウイルス性（例えば、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レトロウイ
ルス、レンチウイルス、ヘルペスウイルス、もしくはワクシニアウイルス）起源のウイル
スに由来することができる。非ウイルス性ベクターは、細胞膜を超えてＤＮＡが進入する
ことを容易にするために、作用物質と複合体を形成するのが好ましい。このような非ウイ
ルスベクター複合体の例としては、ＤＮＡ及び脂質ベースの送達システムの簡略化を容易
にするポリカチオン性剤との製剤が挙げられる。脂質ベースの送達システムの例としては
、リポソームベースの核酸送達が挙げられる。
【００１６】
　依然として更なる態様においては、本発明は、このようなベクターを含む宿主細胞を更
に想定する。宿主細胞は、細菌（例えば、大腸菌）、真菌細胞（例えば、酵母菌）、昆虫
細胞、または哺乳類細胞であってよい。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、ベクターは、改変ＣＧＬを発現するために宿主細胞に導
入される。タンパク質は、任意の好適な方法で発現することができる。一実施形態では、
タンパク質は、グリコシル化されるように宿主細胞内で発現する。別の実施形態では、タ
ンパク質は、非グリコシル化されるように宿主細胞内で発現する。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、ポリペプチドまたは核酸は、製薬上許容できる担体を含
む医薬製剤中に存在する。ポリペプチドは、天然霊長類ＣＧＬポリペプチドまたは改変Ｃ
ＧＬポリペプチドであってよい。核酸は、天然霊長類ＣＧＬポリペプチドまたは改変ＣＧ
Ｌポリペプチドをコードしてよい。
【００１９】
　一実施形態では、シスチン尿症を有する、またはシスチン尿症の発症リスクを有する対
象を治療する方法であって、天然霊長類ＣＧＬのアミノ酸配列（配列番号：１及び７～１
０を参照）と比較して、前記天然霊長類ＣＧＬ配列の５９位のスレオニン及び３３９位の
バリンを含む少なくとも２つの置換を有する、単離された改変霊長類シスタチオニン－γ
－リアーゼ（ＣＧＬ）酵素、または、前記単離された改変霊長類シスタチオニン－γ－リ
アーゼ（ＣＧＬ）酵素をコードするヌクレオチド配列を含む核酸を含む治療上有効量の製
剤を前記対象に投与することを含む、前記方法が提供される。いくつかの態様では、酵素
は、異種ペプチドセグメント、例えばＸＴＥＮペプチド、ＩｇＧ　Ｆｃ、アルブミン、ま
たはアルブミン結合ペプチドを更に含む。いくつかの態様では、酵素はポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ）に結合している。いくつかの態様では、酵素は、１つ以上のリジンまた
はシスチン残基を介してＰＥＧに結合している。
【００２０】
　対象は、任意の動物、例えばマウスであってよい。例えば、対象は、哺乳類、特に霊長
類、そしてより詳細にはヒト患者であってよい。特定の態様において、対象または患者は
、メチオニンを制限した食事、または通常の食事に維持され得る。
【００２１】
　いくつかの態様では、対象は以前にシスチン尿症の治療を受けており、シスチン尿症の
再発を予防するために酵素が投与される。いくつかの態様では、方法は、少なくとも第２
のシスチン尿症治療法を対象に投与することを更に含む。いくつかの態様では、第２のシ
スチン尿症治療法は、外科療法または衝撃波療法である。
【００２２】
　本発明の特定の態様は、天然霊長類ＣＧＬペプチド、遺伝子治療ベクターにおける天然
霊長類ＣＧＬペプチドをコードする核酸、改変ＣＧＬペプチド、遺伝子治療ベクターにお
ける改変ＣＧＬをコードする核酸、または本発明の製剤を投与することによる治療法、特
に、腫瘍細胞またはがんを有する対象の治療法もまた想定する。対象は、任意の動物、例
えばマウスであってよい。例えば、対象は、哺乳類、特に霊長類、そしてより詳細にはヒ
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ト患者であってよい。いくつかの実施形態において、方法は、がんを患う患者を選択する
ことを含んでよい。特定の態様において、対象または患者は、Ｌ－シスチン／システイン
を制限した食事、または通常の食事に維持され得る。
【００２３】
　いくつかの実施形態において、がんは、Ｌ－シスチン／システイン枯渇に感受性の任意
のがんである。一実施形態では、本発明は、このようなポリペプチドを含む製剤を投与す
ることを含む、腫瘍細胞またはがん患者の治療法を想定する。いくつかの実施形態におい
て、投与は、がん細胞の少なくとも一部分が殺傷されるような条件下で行われる。別の実
施形態では、製剤は、生理学的条件にてＬ－シスチン／システイン分解活性を有し、かつ
、結合したポリエチレングリコール鎖を更に含むような改変ＣＧＬを含む。いくつかの実
施形態においては、製剤は、上述したＣＧＬバリアントのいずれか、及び製薬上許容でき
る賦形剤を含む医薬製剤である。このような製薬上許容できる賦形剤は、当業者には周知
である。上記ＣＧＬバリアントは全て、ヒトの治療法に有用であると想定され得る。
【００２４】
　更なる実施形態において、Ｌ－シスチン／システイン分解活性を有する非細菌性（哺乳
類、例えば、霊長類またはマウス）の改変ＣＧＬ、またはそれをコードする核酸を含む製
剤を投与することを含む、腫瘍細胞を処置する方法もまた提供され得る。
【００２５】
　腫瘍細胞は、Ｌ－シスチン／システインについて栄養培地に左右されるため、投与また
は治療は、細胞の栄養源に向けられる場合があり、必ずしも細胞自体に向けられるわけで
はない。したがって、インビボ適用において、腫瘍細胞を治療することには、腫瘍細胞集
団用の栄養培地を、操作された（即ち、改変）ＣＧＬと接触させることを含む。本実施形
態において、培地は、血液、リンパ液、脊髄液等の、Ｌ－シスチン／システインの枯渇が
所望される体液であることができる。
【００２６】
　本発明の特定の態様に従うと、改変ＣＧＬを含有するこのような製剤は、静脈内投与、
皮内投与、動脈内投与、腹腔内投与、病巣内投与、頭蓋内投与、関節内投与、前立腺内投
与、胸膜内投与、滑液包内投与、気管内投与、鼻腔内投与、硝子体内投与、腟内投与、直
腸内投与、腫瘍内投与、筋肉内投与、皮下投与、結膜下投与、小胞内投与、粘膜投与、心
膜内投与、臍帯内投与、眼内投与、経口投与、局所投与、吸入、注入、連続注入、局所潅
流、カテーテルを介した投与、洗浄を介した投与、脂質組成物（例えば、リポソーム）中
に入れての投与、または、当業者に知られている他の方法、もしくは前述の任意の組み合
わせによる投与を行うことができる。
【００２７】
　更なる実施形態において、方法は、少なくとも第２の抗がん治療法を対象に投与するこ
ともまた含むことができる。第２の抗がん治療法は、外科療法、化学療法、放射線療法、
凍結療法、ホルモン療法、免疫療法、またはサイトカイン療法であってよい。
【００２８】
　一実施形態では、改変ＣＧＬ、または改変ＣＧＬをコードする核酸を含む組成物が、対
象の腫瘍治療での使用のために提供される。別の実施形態では、腫瘍治療のための薬剤の
製造における、改変ＣＧＬ、または改変ＣＧＬをコードする核酸の使用が提供される。上
記改変ＣＧＬは、実施形態の任意の改変ＣＧＬであってよい。
【００２９】
　本発明の方法及び／または組成物の文脈で論じた実施形態を、本明細書に記載する任意
の他の方法または組成物に対して使用することができる。したがって、ある方法または組
成物に関係する実施形態を、本発明の別の方法及び組成物にも同様に適用してよい。
【００３０】
　本明細書で使用する場合、核酸に関連した「コードする（ｅｎｃｏｄｅ）」または「コ
ードする（ｅｎｃｏｄｉｎｇ）」という用語は、当事者が本発明を速やかに理解できるよ
うにするために使用されるが、これらの用語はそれぞれ、「含む」または「含む」と互換
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的に用いられ得る。
【００３１】
　本明細書で使用する場合、明記した構成成分の観点での「実質的に含まない」は、本明
細書において、明記した構成成分が組成物中に、意図的に全く配合されていない、及び／
または汚染物質としてのみ、もしくは微量でのみ存在することを意味するために使用され
る。組成物の任意の意図しない汚染によりもたらされる、明記した構成成分の総量はそれ
故、多くても０．０５％未満、好ましくは０．０１％未満である。標準的な分析法を用い
て、明記した構成成分が全く検出されない組成物が、最も好ましい。
【００３２】
　本明細書の発明明細書で使用する場合、「１つ（ａ）」または「１つ（ａｎ）」は、１
つ以上を意味することができる。本明細書において、特許請求の範囲（複数可）で使用さ
れる場合、単語「～を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」と共に使用される場合、単語「１
つ（ａ）」または「１つ（ａｎ）」は、１つ、または２つ以上を意味することができる。
【００３３】
　特許請求の範囲における用語「または」の使用は、代替のみへの言及が明示的に示され
ない限り、または代替が相互に除外されない限り、「及び／または」を意味するが、本開
示は、代替のみ、及び「及び／または」に言及する定義を支持する。本明細書で使用する
場合、「別の」とは、少なくとも第２、またはそれ以上を意味することができる。
【００３４】
　本出願を通して、用語「約」は、値が、その値を測定するために用いられるデバイス、
方法についての固有の誤差の変動、または、研究対象間で存在する変動を含むことを示す
ために使用される。
【００３５】
　本発明の他の目的、特徴、及び利点が、以下の詳細の説明から明らかとなるであろう。
しかし、本発明の趣旨及び範囲内の様々な変化及び変更が、この詳細の説明から当業者に
は明らかとなるであろうため、詳細の説明及び具体的な実施例は、本発明の好ましい実施
形態を示しているものの、実例としてのみ与えられることが理解されなければならない。
【図面の簡単な説明】
【００３６】
　以下の図面は、本明細書の一部を形成し、本発明の特定の態様を更に示すために含まれ
る。本発明は、本明細書で開示する特定の実施形態の詳細の説明と組み合わせて、これら
の図面の１つ以上を参照することでよりよく理解することができる。
【図１】投薬スケジュールにわたる、回収した少量の尿におけるシスチン結晶の数の分析
。
【図２】投薬前及び投与後の、回収した少量の尿におけるシスチン結晶の数の分析。
【図３】投薬スケジュールにわたる、泌尿器でのシステイン／クレアチニン量の分析。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
　例示的実施形態の説明
　システインは、酵素シスタチオニン－β－シンターゼ（ＣＢＳ）及びシスタチオニン－
γ－リアーゼ（ＣＧＬ）を含む硫黄転換作用経路により、必須アミノ酸であるＬ－メチオ
ニンに由来するホモシステインから合成することができるため、非必須アミノ酸と考えら
れている。したがって、無傷の硫黄転換作用経路によるシステインの枯渇は、通常組織に
対しては比較的無毒であると予想される。
【００３８】
　シスチン尿症は、腎臓の近位尿細管にあるシスチン及び二塩基性アミノ酸トランスポー
ターをコードするＳＬＣ３Ａ１及びＳＬＣ７Ａ９遺伝子における変異により引き起こされ
る、遺伝性疾患であり、シスチン（アミノ酸であるシステインのジスルフィド形態）の異
常排泄、及び尿路中でのシスチン結晶／結石の形成をもたらす。Ｓｌｃ７ａ９ノックアウ
トマウス、Ｓｌｃ３ａ１ノックアウトマウス、Ｄ１４０Ｇ　Ｓｌｃ３ａ１変異体マウス、
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及びＥ３８３Ｋ　Ｓｌｃ３ａ１変異体マウス（Ｆｅｌｉｕｂａｄａｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，
２００３；Ｅｒｃｏｌａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０；Ｐｅｔｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，
２００３；Ｌｉｖｒｏｚｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４、これらそれぞれの全体が本明細
書に参照により組み込まれる）を含む、シスチン尿症のいくつかのマウスモデルが入手可
能である。１２９Ｓ２／ＳｖＰａｓＣｒｌからのＳｌｃ３ａ１ゲノムＤＮＡの配列分析に
より、１２９Ｓ２／ＳｖＰａｓＣｒｌマウスのエクソン７における、ホモ接合変異が明ら
かになった。点Ａ１２３２Ｇ変異は、高度に保存された配列内での、ミスセンス変異（ｃ
．１２３２Ｇ＞Ａ）である。結果的に、位置３８３のグルタミンは、リジンで置換される
（ｐ．Ｅ３８３Ｋ）。この置換は、ｒＢＡＴの細胞外部分に存在し、１２９Ｓ２／ＳｖＰ
ａｓＣｒｌマウスにおけるｒＢＡＴ発現、及びシスチン尿症の喪失をになっている（Ｌｉ
ｖｒｏｚｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）。位置３８３におけるグルタミンは、様々な種
間で高度に保存されている。
【００３９】
　シスチン尿症を患う患者は、低い生活の質、人生にわたるシスチン結石形成のリスク、
腎機能障害を有し、多くの場合、外科的介入を繰り返し必要とする。シスチン尿症には、
既存の根治療法が存在せず、治療は、シスチンの溶解性を増加させ、泌尿器内でのシスチ
ン濃度を低下させることに向けられている。利尿過多は一般的な治療であるが、これには
、毎日４リットルを超える水の消費、及び３リットルを超える尿体積が必要となり、達成
及び維持は困難である。チオール小分子などの他の薬剤治療は、シスチンと反応させて、
シスチンより溶解性の高い混合ジスルフィドを形成することにより機能するが、白血球減
少症、発疹、発熱、蛋白尿、及び腎炎症候群などの深刻な毒性を有し、それらの使用が制
限される。
【００４０】
　本発明は、Ｌ－シスチン／システインを分解する、操作した治療用酵素を使用してシス
チン尿症などの疾患を治療する方法を提供する。本方法では、シスチンを循環から取り除
き、このことは、シスチン尿症患者での腎臓及び泌尿器でのシスチン結石形成の発生を低
下させることが臨床的に示されている。本明細書で記載する方法は、現在のシスチン尿症
薬に関連する副作用を伴わずに、循環するシスチンを検出量未満まで低下させることがで
きる。
【００４１】
　Ｉ．定義
　本明細書で使用する場合、用語「タンパク質」及び「ポリペプチド」は、ペプチド結合
を介して結合したアミノ酸を含む化合物を意味し、互換的に用いられる。
【００４２】
　本明細書で使用する場合、用語「融合タンパク質」とは、非天然の方法で作用可能に結
合したタンパク質またはタンパク質断片を含有するキメラタンパク質を意味する。
【００４３】
　本明細書で使用する場合、用語「半減期」（１／２期）とは、ポリペプチドの濃度が、
例えば哺乳類への注射後、インビトロまたはインビボで半分に減るまでに必要とされる時
間を意味する。
【００４４】
　用語「作用可能な組み合わせで」、「作用可能な順番で」、及び「作用可能に結合した
」とは、そのように記述される構成要素が、意図する方法で機能することを可能にする関
係にある結合、例えば、所与の遺伝子の転写及び／もしくは所望のタンパク質分子の合成
を核酸分子が指揮することが可能な様式での核酸配列の結合、または、融合タンパク質が
産生される様式でのアミノ酸配列の結合を意味する。
【００４５】
　用語「リンカー」とは、リンカーの１つの部分が第１の分子に作用可能に結合し、リン
カーの別の部分が第２の分子に作用可能に結合した、２つの異なる分子を作用可能に結合
する分子ブリッジとして作用する、化合物または部位を指すことを意味する。
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【００４６】
　用語「ＰＥＧ化」とは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）とのコンジュゲーションを
意味し、その高い生体適合度、及び改変の容易さから、薬剤担体として幅広く使用されて
いる。ＰＥＧは、化学的方法により、ＰＥＧ鎖の末端にてヒドロキシ基を介して活性薬剤
に結合（例えば、共有結合）させることができるが、ＰＥＧ自体は１分子当たり、最大で
２つの活性剤に制限される。異なるアプローチにおいては、ＰＥＧとアミノ酸とのコポリ
マーが、ＰＥＧの生体適合性を維持する新規のバイオマテリアルとして発見されており、
このコポリマーは、１分子当たり多くの結合点を持つという更なる利点を有し（それ故、
より多くの薬剤装入量を提供する）、多様な用途に適合するように合成によって設計する
ことが可能である。
【００４７】
　用語「遺伝子」とは、ポリペプチドまたはその前駆体の産生に必要な制御配列及びコー
ド配列を含むＤＮＡ配列を意味する。ポリペプチドは、所望の酵素活性が維持されるよう
に、完全長コード配列により、またはコード配列の任意の部分により、コードすることが
できる。
【００４８】
　用語「天然」とは、自然起源から単離した際の、遺伝子、遺伝子産物の典型的な形態、
またはその遺伝子もしくは遺伝子産物の特性を意味する。天然形態とは、自然集団におい
て最も頻繁に観察される形態であり、それ故、通常または野生型形態を任意に指す。対照
的に、用語「改変」、「バリアント」、または「変異体」とは、天然の遺伝子または遺伝
子産物と比較した際の、配列及び機能的性質における改変（即ち、変化した特徴）を示す
遺伝子または遺伝子産物を意味する。
【００４９】
　用語「ベクター」とは、核酸配列を、それが複製可能である細胞内への導入のために挿
入することができる、担体核酸分子を指すために使用される。核酸配列は「外因性」であ
り得、これは、ベクターが導入される細胞に対して外来性である、または、配列が細胞内
の配列に相同であるが、その配列が元々見出されない宿主細胞核酸内の位置に存在するこ
とを意味する。ベクターとしては、プラスミド、コスミド、ウイルス（バクテリオファー
ジ、動物ウイルス、及び植物ウイルス）、ならびに人工染色体（例えば、ＹＡＣ）が挙げ
られる。当業者は、標準的な組み換え技術によりベクターを構築するのに十分な装備を有
する（例えば、共に参照により本明細書に組み込まれている、Ｍａｎｉａｔｉｓ　ｅｔ　
ａｌ．，１９８８及びＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４を参照のこと）。
【００５０】
　用語「発現ベクター」とは、転写可能なＲＮＡをコードする核酸を含む、任意の種類の
遺伝子構築物を意味する。場合によっては、次に、ＲＮＡ分子がタンパク質、ポリペプチ
ド、またはペプチドに翻訳される。他の場合、例えば、アンチセンス分子またはリボザイ
ムの産生においては、これらの配列は翻訳されない。発現ベクターは、様々な「調節配列
」を含有することができ、これは、特定の宿主細胞内の作用可能に結合したコード配列の
転写、そして場合により翻訳に必要な核酸配列を意味する。転写及び翻訳を管理する調節
配列に加えて、ベクター及び発現ベクターは、他の機能も同様に果たす、以下で記述する
核酸配列を含有してよい。
【００５１】
　本明細書で使用する場合、用語「治療上有効量」とは、治療効果を達成するために方法
で用いられる、治療用組成物（例えば、治療用ポリヌクレオチド及び／または治療用ポリ
ペプチド）の量を意味する。本出願を通して用いられる用語「治療的効果」または「治療
的に有効な」とは、本状態での医療的治療に関して、対象の健康状態を促進する、または
向上させるあらゆるものを意味する。これには、疾患のサインまたは症状の頻度または重
症度の低下が挙げられるが、これに限定されない。例えば、シスチン尿症の治療には、例
えば、シスチン結石のサイズの低下、シスチン結石の除去、または、シスチン結石の形成
予防が含まれ得る。
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【００５２】
　本明細書で使用する場合、用語「ＫＭ」とは、酵素に対するミカエリス・メンテン定数
を意味し、所与の酵素が、酵素触媒反応においてその最大速度の半分となる特異的な基質
の濃度として定義される。本明細書で使用する場合、用語「ｋｃａｔ」とは、代謝回転数
、即ち、各酵素部位が単位時間当たりで生成物に転換し、酵素が最大効率で作用する、基
質分子の数を意味する。本明細書で使用する場合、用語「ｋｃａｔ／ＫＭ」は、特異性定
数であり、これは、酵素がどれほど効率的に、基質を生成物に転換するかの尺度である。
【００５３】
　用語「シスタチオニン－γ－リアーゼ」（ＣＧＬ、またはシスタチオナーゼ）とは、シ
スタチオニンのシステインへの加水分解を触媒する任意の酵素を意味する。例えば、これ
は、霊長類形態のシスタチオニン－γ－リアーゼ、または特には、ヒト形態のシスタチオ
ニン－γ－リアーゼを含む。
【００５４】
　「治療」及び「治療すること」とは、対象に治療薬を投与または適用すること、あるい
は、疾患または健康関連状態の治療的効果を得る目的での、対象での処置または方式の実
施を意味する。例えば、治療としては、薬学上有効量のシスチナーゼ／システイナーゼの
投与を挙げてもよい。
【００５５】
　「対象」及び「患者」とは、ヒトまたは非ヒトのいずれか、例えば霊長類、哺乳類、及
び脊椎動物を意味する。特定の実施形態では、対象はヒトである。
【００５６】
　ＩＩ．シスタチオニン－γ－リアーゼ
　リアーゼは、様々な化学結合を破壊し、多くの場合、新しい二重結合または新しい環状
構造を形成することを触媒する酵素である。例えば、この反応：ＡＴＰ→ｃＡＭＰ＋ＰＰ

ｉを触媒する酵素はリアーゼである。リアーゼは、１方向での反応では１つの基質のみを
、しかし逆反応では２つの基質を必要とするという点で他の酵素とは異なる。
【００５７】
　多数の５’リン酸ピリドキサール（ＰＬＰ）依存性酵素が、システイン、ホモシステイ
ン、及びメチオニンの代謝に関与し、これらの酵素は、Ｃｙｓ／Ｍｅｔ代謝ＰＬＰ依存性
酵素として示される、進化上関連するファミリーを形成する。これらの酵素は、約４００
アミノ酸のタンパク質であり、ＰＬＰ基は、ポリペプチドの中心位置に位置するリジン残
基に結合している。このファミリーのメンバーとしては、シスタチオニン－γ－リアーゼ
（ＣＧＬ）、シスタチオニン－γ－シンターゼ（ＣＧＳ）、シスタチオニン－β－リアー
ゼ（ＣＢＬ）、メチオニン－γ－リアーゼ（ＭＧＬ）、Ｏ－アセチルホモセリン（ＯＡＨ
）／Ｏ－アセチル－セリン（ＯＡＳ）、スルフヒドリラーゼ（ＯＳＨＳ）が挙げられる。
これら全てに共通することは、ミカエリス複合体を形成して、外部基質のアルジミンをも
たらすことである。反応の更なる過程は、特定の酵素の基質特異性により決定される。
【００５８】
　例えば、発明者らは、特定の変異をＰＬＰ依存性リアーゼファミリーメンバーであるシ
スタチオニン－γ－リアーゼに導入し、基質特異性を変化させた。このようにして、Ｌ－
シスチン及びＬ－システインの両方を分解する新規の能力を有するバリアントが産生され
た。別の実施形態において、新規のＬ－シスチン／システイン分解活性を産生するための
他のＰＬＰ依存性酵素の改変もまた、想定することができる。
【００５９】
　シスタチオニン－γ－リアーゼ（ＣＧＬ、またはシスタチオナーゼ）は、シスタチオニ
ンをシステインとα－ケトブチラーゼに分解する酵素である。ピリドキサールリン酸は、
この酵素の補欠分子族である。プロテイン・エンジニアリングを使用して、Ｌ－システイ
ン及びＬ－シスチンの分解に対して弱い活性しか持たないシスタチオナーゼを、これらの
アミノ酸を高速で分解可能な酵素に転換した（米国特許出願番号第１４／４７２，７７９
号、その全体が本明細書に参照により組み込まれる）。
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【００６０】
　ＩＩＩ．シスチナーゼ／システイナーゼの操作
　非ヒトタンパク質治療薬の使用で臨床的に見られる、免疫原性の好ましくない効果によ
り、発明者らは、治療的に関係あるシスチン／システイン分解活性をヒト酵素に組み入れ
る（即ち、シスチン／システインに対して高ｋｃａｔ及び低ＫＭ値を有し、好ましい特異
性を示すように酵素を操作する）ことを追及した。ヒトは、シスタチオニン－γ－リアー
ゼ（ｈＣＧＬ）と呼ばれる酵素を有し、この機能は、哺乳類の硫黄転換作用経路（Ｒａｏ
　ｅｔ　ａｌ．，１９９０）の最終工程、即ち、Ｌ－シスタチオニンのＬ－システイン、
アルファ－ケトブチレート、及びアンモニアへの転換を触媒することである。ヒトＣＧＬ
はまた、Ｌ－システイン及びそのジスルフィド形態であるＬ－シスチンをわずかに分解す
ることができ、Ｌ－システインを、操作の理想的候補とする。構造的に、及び系統学的に
誘導される突然変異誘発を用いて、ｈＣＧＬバリアントを、Ｌ－システイン及びＬ－シス
チンの両方を効率的に加水分解するように操作した。
【００６１】
　いくつかの実施形態は、改変タンパク質及びポリペプチドに関する。特定の実施形態は
、未改変版に匹敵する少なくとも１つの機能活性、好ましくはＬ－シスチン／システイン
分解活性を示す、改変タンパク質またはポリペプチドに関する。更なる態様では、血清安
定性を増加させるために、タンパク質またはポリペプチドが更に改変され得る。したがっ
て、本出願が、「改変タンパク質」または「改変ポリペプチド」の機能または活性に言及
する場合、これには、例えば、未改変タンパク質またはポリペプチドを超える更なる利点
、例えばＬ－シスチン／システイン分解活性を有するタンパク質またはポリペプチドが含
まれることを、当業者は理解するであろう。特定の実施形態において、未改変タンパク質
またはポリペプチドは天然ＣＧＬ、好ましくはヒトＣＧＬである。「改変タンパク質」に
関する実施形態は「改変ポリペプチド」に対しても行われ得、その逆も同様であることが
、具体的に想定される。
【００６２】
　活性の測定は、当業者に知られている特にタンパク質の活性に関するアッセイを使用し
て達成することができ、比較目的のために、例えば、改変または未改変のタンパク質また
はポリペプチドのいずれかの、天然及び／または組み換え版の使用を含むことができる。
例えば、ヒトＣＧＬは、Ｌ－システインをピルベート、アンモニア、及びＨ２Ｓに徐々に
分解し、Ｌ－シスチンをピルベート、アンモニア、及びチオシステインに転換する（ｋｃ

ａｔ／ＫＭは、それぞれ約０．２ｓ－１ｍＭ－１、及び０．５ｓ－１ｍＭ－１）。チオシ
ステインは更に、酵素を用いずにＬ－システイン及びＨ２Ｓに分解される。したがって、
Ｌ－シスチン／システイン分解活性は、Ｌ－シスチン及び／またはＬ－システインの分解
により得られる任意の基質の産生を検出するためのアッセイ、例えば、３－メチル－２－
ベンゾチアゾリノンヒドラゾン（ＭＢＴＨ）を使用したピルベートの検出（Ｔａｋａｋｕ
ｒａ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）により測定することができる。
【００６３】
　特定の実施形態において、改変ポリペプチド、例えば改変ＣＧＬを、Ｌ－シスチン／シ
ステイン分解活性における増加に基づいて同定することができる。例えば、未改変ポリペ
プチドの基質認識部位を同定することができる。この同定は、構造分析または相同性分析
に基づくことができる。このような基質認識部位の改変を含む変異体の集団を、作製する
ことができる。更なる実施形態において、Ｌ－シスチン／システイン分解活性が増加した
変異体を、変異体の集団から選択することができる。所望の変異体の選択は、Ｌ－シスチ
ン／システイン分解による副産物または生成物の検出を含み得る。
【００６４】
　改変タンパク質は、アミノ酸の欠失及び／または置換を有し得る。したがって、欠失を
有するタンパク質、置換を有するタンパク質、ならびに、欠失及び置換を有するタンパク
質は、改変タンパク質である。いくつかの実施形態において、これらの改変タンパク質は
、挿入または追加されたアミノ酸、例えば融合タンパク質、またはリンカーを有するタン
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パク質などを更に含んでもよい。「改変欠失タンパク質」は、天然タンパク質の１つ以上
の残基を欠いているが、天然タンパク質の特異性及び／または活性を有し得る。「改変欠
失タンパク質」は、低下した免疫原性または抗原性もまた有してよい。改変欠失タンパク
質の例は、少なくとも１つの抗原領域、即ち、例えば改変タンパク質が投与され得る生物
体の種類などの特定の生物体において抗原性であると判定されたタンパク質の領域からア
ミノ酸残基が欠失したタンパク質である。
【００６５】
　置換または置き換えバリアントは通常、タンパク質内の１つ以上の部位にて、あるアミ
ノ酸が別のアミノ酸と交換されており、ポリペプチドの１つ以上の性質、特に、そのエフ
ェクター機能及び／または生物学的利用能を制御するように設計され得る。置換は、保存
的、即ち、１つのアミノ酸が、類似の形状及び電荷を有するアミノ酸で置き換えられてい
るものであっても、またはそうでなくてもよい。保存的置換は当該技術分野において周知
であり、例えば、アラニンからセリンへの、アルギニンからリジンへの、アスパラギンか
らグルタミンまたはヒスチジンへの、アスパルテートからグルタメートへの、システイン
からセリンへの、グルタミンからアスパラギンへの、グルタメートからアスパルテートへ
の、グリシンからプロリンへの、ヒスチジンからアスパラギンまたはグルタミンへの、イ
ソロイシンからロイシンまたはバリンへの、ロイシンからバリンまたはイソロイシンへの
、リジンからアルギニンへの、メチオニンからロイシンまたはイソロイシンへの、フェニ
ルアラニンからチロシン、ロイシン、またはメチオニンへの、セリンからスレオニンへの
、スレオニンからセリンへの、トリプトファンからチロシンへの、チロシンからトリプト
ファンまたはフェニルアラニンへの、及び、バリンからイソロイシンまたはロイシンへの
変化が挙げられる。
【００６６】
　欠失または置換に加えて、改変タンパク質は残基の挿入を有してよく、これは通常、ポ
リペプチドへの少なくとも１つの残基の追加を伴う。これは、ターゲティングペプチドも
しくはポリペプチドの挿入、または単に１つの残基の挿入を含んでよい。融合タンパク質
と呼ばれる末端付加を、以下で論じる。
【００６７】
　用語「生物学的に機能が等価な」は、当該技術分野において十分に理解されており、本
明細書では更に詳しく定義する。すなわち、タンパク質の生物活性が維持される条件では
、対照ポリペプチドのアミノ酸と同一、または機能的に等価なアミノ酸の約７０％～約８
０％、または約８１％～約９０％、または更に、約９１％～約９９％を有する配列が含ま
れる。改変タンパク質は、特定の態様において、天然の対応物と生物学的に機能が等価で
あり得る。
【００６８】
　アミノ酸及び核酸配列は、追加の残基、例えば追加のＮ末端もしくはＣ末端アミノ酸、
または５’もしくは３’配列を含み得るが、しかし依然として、タンパク質発現が関係す
る生物学的タンパク質活性の維持を含む上述の基準を満たす限り、本明細書にて開示した
配列の１つで説明されるものと事実上同じであることもまた理解されよう。末端配列の付
加は特に、コード領域の５’もしくは３’部分のいずれかに隣接する、様々な非コード配
列を含み得る、または、様々な内部配列、即ち、遺伝子内で生じることが知られているイ
ントロンを含み得る核酸配列に適用される。
【００６９】
　Ｌ－シスチン及びＬ－システインの両方を分解する最も高い触媒活性を有するものとし
て同定される、ある特定のバリアントは、以下の変異を有することが見出された：Ｅ５９
Ｔ、Ｒ１１９Ｒの同義コドン変化、及びＥ３３９Ｖ。このバリアントはｈＣＧＬ－ＴＶと
呼ばれ、上述したものと同様の、１ｍＬスケールのＭＢＴＨアッセイを使用して、ｐＨ７
．３、及び３７℃にて１００ｍＭのＰＢＳ緩衝液中でＬ－シスチン／システインを分解す
るその能力に関して特徴付けられた。これらの条件下において、ｈＣＧＬ－ＴＶバリアン
トは、Ｌ－シスチンを１．０±０．０５ｓ－１のｋｃａｔ、０．１６±０．０２ｍＭのＫ
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Ｍ、及び６．３±１．０ｓ－１ｍＭ－１のｋｃａｔ／ＫＭで分解することが発見された。
ｈＣＧＬ－ＴＶバリアントは、Ｌ－システインを分解するために、０．８±０．０３ｓ－

１のＫｃａｔ、０．２５±０．０４ｍＭのＫＭ、及び３．２±０．６ｓ－１ｍＭ－１のｋ

ｃａｔ／ＫＭを有することが更に発見された。ｈＣＧＬ－ＴＶバリアントは、２２８±６
時間にて見かけのＴ０．５を有し、ヒト血清中で非常に高い安定性を有することが発見さ
れた。加えて、ｈＣＧＬ－ＴＶは、ＤＵ１４５及びＰＣ３前立腺腫瘍細胞の両方に対して
、約６０ｎＭの見かけのＩＣ５０値を有することが発見された。
【００７０】
　ＩＶ．治療のための、酵素Ｌ－シスチン／システイン分解
　特定の態様において、ポリペプチドは、Ｌ－シスチン及び／またはＬ－システインを枯
渇させる新規の酵素を用いた、シスチン尿症などの疾患の治療に使用することができる。
本発明は、Ｌ－シスチン／システイン分解活性を有する改変ＣＧＬを使用する治療方法に
ついて具体的に開示する。本発明の特定の実施形態は、治療効果が増加した、Ｌ－シスチ
ン／システイン分解活性を有する新規の酵素を提供する。
【００７１】
　本発明の特定の態様は、疾患を治療するための、Ｌ－シスチン／システイン分解活性を
有する改変ＣＧＬを提供する。一実施例において、改変ポリペプチドはヒトポリペプチド
配列を有してよく、それ故、ヒト患者でのアレルギー反応を防ぎ、反復投与を可能にし、
及び治療効果を増加させ得る。
【００７２】
　一例として、ＰＥＧ－ｈＣＧＬ－ＴＶは、９６時間にわたって血清シスチン量（＞９５
％）を、及び４８時間にわたってシステイン量（８０％）を、大幅に減少させることがで
きる。これを測定するために、オスＦＶＢマウスに、５０ｍｇ／ｋｇのＰＥＧ－ｈＣＧＬ
－ＴＶを腹腔内注射し、血液及び血清回収のため、０、１、２、４、及び６日目に犠死さ
せた（ｎ＝１群当たり５匹）。血清サンプルを、１０ピコモルの重水素化シスチン及びシ
ステインの内標準混合物と混合し、ＮＡＮＯＳＥＰ（登録商標）ＯＭＥＧＡ（商標）遠心
分離装置、３ｋＤａでのカットオフを使用して限外濾過した（Ｐａｌｌ　Ｌｉｆｅ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）（Ｔｉｚｉａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００８；Ｔｉｚｉａｎｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２０１３）。逆相ＢＥＨ　Ｃ１８、１．７μｍ、２．１×１５０ｍｍカラム
（ＴＨＥＲＭＯ　ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ（商標）ＡＣＣＥＬＡ（登録商標）１２５０　Ｕ
ＰＬＣ，Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＵＳＡ）を使用して、濾過した極性画
分をクロマトグラフ処理し、エレクトロスプレーイオン化装置と一体化したＥＸＡＣＴＩ
ＶＥ（商標）Ｐｌｕｓ　ＯＲＢＩＴＲＡＰ（商標）質量分析計（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈ
ｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）に導入した。データを、機器に
備え付けられているＸＣＡＬＩＢＵＲ（商標）ソフトウェアを用いて、重心ＭＳモードで
５０～７００ｍ／ｚ質量範囲から得た。シスチン及びシステインの相対濃度を、平均値±
ＳＥＭとして報告する。
【００７３】
　加えて、ＰＥＧ－ｈＣＧＬ－ＴＶは、約２３時間で吸収Ｔ１／２、及び４０±７時間で
脱離Ｔ１／２を示した。これを測定するために、ドットブロットデンシトメトリー技術を
使用し、ここでは、サンプルを抗－ｈＣＧＬ抗体（ウサギ抗ＣＴＨ　Ｓｉｇｍａ＃Ｃ８２
４８）でプローブし、続いて、ＴＹＰＨＯＯＮ（商標）スキャナー（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ）で４８８ｎｍにて励起して可視化するために、抗ウサギＩｇＧ－ＦＩＴＣ（Ｓ
ａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　＃　ｓｃ－２０１２）を添加した。
ＩｍａｇｅＪソフトウェア（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）を使用して
、サンプルのデンシトメトリーバンドを、同じブロット内の既知量のＰＥＧ－ｈＣＧＬ－
ＴＶの滴定と比較して、検量線を構築し、相対的な血清ＰＥＧ－ｈＣＧＬ－ＴＶレベルを
計算した。データは、血管外投与モデルに一致した（Ｆｏｙｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００７
；Ｓｔｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。
【００７４】
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　枯渇は、哺乳類の循環の場合はインビボで、組織培養または他の生物学的培地内でのＬ
－シスチン及び／またはＬ－システイン枯渇が所望される場合はインビトロで、そして、
生物学的流体、細胞、または組織が体外で処理され、その後患者哺乳類の体内に戻される
場合はエクスビボ手順で、行うことができる。治療される材料に到達可能なＬ－シスチン
及び／またはＬ－システインの量を低下させるために、循環、培地、生物学的流体、また
は細胞からのＬ－シスチン及び／またはＬ－システインの枯渇が行われ、それ故これは、
接触した材料において周囲のＬ－シスチン及び／またはＬ－システインを分解するために
、Ｌ－シスチン及び／またはＬ－システイン分解条件下で、枯渇させる材料に、Ｌ－シス
チン及び／またはＬ－システインを分解する量の操作された霊長類シスチナーゼ／システ
イナーゼを接触させることを含む。
【００７５】
　Ｌ－シスチン及び／またはＬ－システイン分解効率は、用途に応じて幅広く変化するこ
とができ、典型的には、材料中に存在するＬ－シスチン及び／またはＬ－システインの量
、所望の枯渇速度、及び、材料の、シスチナーゼ／システイナーゼへの曝露耐性に左右さ
れる。材料中のＬ－シスチン及び／またはＬ－システイン量、及びそれ故、材料からのＬ
－シスチン及び／またはＬ－システイン枯渇速度は、当該技術分野において周知の様々な
化学的及び生化学的方法により、速やかに監視することができる。例示的な、Ｌ－シスチ
ン及び／またはＬ－システインを分解する量は、本明細書で更に記載されており、治療さ
れる材料１ミリリットル（ｍＬ）当たり、０．００１～１００単位（Ｕ）の操作されたシ
スチナーゼ／システイナーゼ、好ましくは、約０．０１～１０Ｕ、及びより好ましくは、
約０．１～５Ｕの操作されたシスチナーゼ／システイナーゼの範囲であることができる。
【００７６】
　Ｌ－シスチン及び／またはＬ－システイン分解条件は、ＣＧＬ酵素の生物活性と適合性
のある緩衝液及び温度条件であり、適度な温度、塩、及び、酵素と適合性のあるｐＨ条件
、例えば生理学的条件が挙げられる。例示的な条件としては、約４～４０℃、約０．０５
～０．２Ｍ　ＮａＣｌに等しいイオン強度、及び約５～９のｐＨが挙げられ、生理学的条
件が含まれる。
【００７７】
　一実施形態では、インビボで接触させることは、本発明の操作されたシスチナーゼ／シ
ステイナーゼを含む治療上有効量の生理学的に許容される組成物を静脈内注射または腹腔
内注射によって患者に投与することにより達成され、それにより、患者に存在する、循環
しているＬ－シスチン及び／またはＬ－システインを枯渇させる。
【００７８】
　治療上有効量の操作されたシスチナーゼ／システイナーゼとは、所望の効果を達成する
、即ち、患者の循環内でのＬ－シスチン及び／またはＬ－システインを枯渇させるために
計算された所定量である。したがって、本発明の操作されたシスチナーゼ／システイナー
ゼを投与するための用量範囲は、所望の効果を生み出すのに十分大きい範囲である。用量
は、例えば、過粘稠度症候群、肺水腫、うっ血性心不全などの、副作用を引き起こすほど
多いものであってはならない。一般的に、用量は、患者の年齢、状態、性別、及び疾患の
程度で変化し、当業者によって決定されることができる。用量は、任意の合併症が発生す
る場合、個々の医師により調節されることができる。
【００７９】
　例えば、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼの治療上有効量は、生理学的に許容
される組成物の状態で投与される場合、１ｍＬ当たり約０．００１～約１００単位（Ｕ）
、好ましくは約０．１Ｕ超、そしてより好ましくは、１ｍＬ当たり１Ｕを超える操作され
たシスチナーゼ／システイナーゼである、血管内（血漿）または局所濃度を達成するのに
十分であるような量であってよい。典型的な用量は、体重に基づいて投与することができ
、約５～１０００Ｕ／キログラム（ｋｇ）／日、好ましくは約５～１００Ｕ／ｋｇ／日、
より好ましくは約１０～５０Ｕ／ｋｇ／日、そしてより好ましくは約２０～４０Ｕ／ｋｇ
／日の範囲である。



(16) JP 2019-520392 A 2019.7.18

10

20

30

40

50

【００８０】
　操作されたシスチナーゼ／システイナーゼは、注射により、または経時的に徐々に注入
することにより非経口投与することができる。操作されたシスチナーゼ／システイナーゼ
は、静脈内投与、腹腔内投与、経口投与、筋肉内投与、皮下投与、膣内投与、経皮的投与
、経皮投与することが可能であり、蠕動手段により送達することが可能であり、尿路に直
接注入することができ、または、潜在的な生体内感知装置もしくはＬ－シスチン／システ
インを含有し得るカテーテルに接続したポンプにより投与することができる。
【００８１】
　操作されたシスチナーゼ／システイナーゼを含有する治療用組成物は、例えば、単位用
量を注射することにより、従来のように静脈内投与される。治療用組成物に言及して使用
する場合、用語「単位用量」とは、各単位が、必要な希釈剤、即ち担体またはビヒクルと
共同して所望の治療効果を生み出すように計算された所定量の活性物質を含有する、対象
への一体型投与に好適な、物理的に個別の単位を意味する。
【００８２】
　組成物は、投薬形態と適合性のある方法で、治療上有効量で投与される。投与される量
は、治療される対象、対象の系の、活性成分を利用する能力、及び、所望の治療効果の程
度に左右される。投与される必要のある活性成分の正確な量は、施術者の判断に左右され
、各個体に特有である。しかし、全身適用のために好適な用量範囲は、本明細書にて開示
されており、投与経路に左右される。初回投与及び追加投与に好適なレジメンもまた想定
され、初回投与とそれに続く注射または他の投与による1時間以上の間隔での反復投与が
典型的である。例示的な複数投与が本明細書に記載されており、これらは、操作されたシ
スチナーゼ／システイナーゼの高い血清及び組織レベルを持続的維持すること、及び逆に
、Ｌ－シスチン／システインの低い血清及び組織レベルを維持することが特に好まれる。
あるいは、インビボ療法に関して明記した範囲で、血液中の濃度を維持するのに十分な連
続静脈内注射が想定される。
【００８３】
　Ｖ．コンジュゲート
　本発明の組成物及び方法は、例えば、異種ペプチドセグメントまたはポリマー、例えば
ポリエチレングリコールとのコンジュゲート形成による、操作されたシスチナーゼ／シス
テイナーゼを含む。更なる態様において、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼは酵
素の流体力学的半径を増加させるためにＰＥＧに結合させてもよく、それ故、血清の持続
性を増加させることができる。特定の態様において、開示したポリペプチドを、任意のタ
ーゲティング物質、例えば、標的細胞上の外部レセプターまたは結合部位に特異的かつ安
定して結合する能力を有するリガンドとコンジュゲートさせてもよい（例えば、米国特許
公開第２００９／０３０４６６６号）。
【００８４】
　Ａ．融合タンパク質
　本発明の特定の実施形態は、融合タンパク質に関する。これらの分子は、Ｎ末端または
Ｃ末端にて異種ドメインに連結した改変シスタチオナーゼを有してよい。例えば、融合は
、異種宿主におけるタンパク質の組み換え発現を可能にするために、他の種由来のリーダ
ー配列も利用することができる。別の有用な融合としては、融合タンパク質の精製を容易
にすることができる、タンパク質親和性タグ、例えば血清アルブミン親和性タグまたは６
個のヒスチジン残基、あるいは、免疫活性ドメイン、例えば、好ましくは切断可能な抗体
エピトープの付加が挙げられる。非限定的親和性タグとしては、ポリヒスチジン、キチン
結合タンパク質（ＣＢＰ）、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、及び、グルタチオン
－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）が挙げられる。
【００８５】
　特定の実施形態では、シスチナーゼ／システイナーゼは、インビボ半減期を増加させる
ペプチド、例えば、ＸＴＥＮポリペプチド（Ｓｃｈｅｌｌｅｎｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，２００９）、ＩｇＧ　Ｆｃドメイン、アルブミン、またはアルブミン結合ペプチドに
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連結され得る。
【００８６】
　融合タンパク質の生成方法は当業者に周知である。このようなタンパク質は、例えば、
完全な融合タンパク質のデノボ合成により、または、異種ドメインをコードするＤＮＡ配
列を結合させて、その後インタクトな融合タンパク質を発現させることにより、産生する
ことができる。
【００８７】
　親タンパク質の機能的活性を回復する融合タンパク質の産生は、タンデムに接続された
ポリペプチド間でスプライシングされたペプチドリンカーをコードする架橋ＤＮＡセグメ
ントに遺伝子を接続することにより、容易になり得る。リンカーは、得られる融合タンパ
ク質の適切な折り畳みを可能にするのに十分な長さである。
【００８８】
　Ｂ．リンカー
　特定の実施形態において、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼは、二官能性架橋
試薬を使用して化学的にコンジュゲートすることができ、または、ペプチドリンカーを用
いてタンパク質レベルで融合させることができる。
【００８９】
　二官能性架橋試薬は、アフィニティーマトリックスの調製、様々な構築物の改変及び安
定化、リガンド及びレセプター結合部位の識別、ならびに構造研究を含む、様々な目的の
ために広範に使用されている。操作されたシスチナーゼ／システイナーゼを連結するため
に、好適なペプチドリンカーを使用することもでき、例えばＧｌｙ－Ｓｅｒリンカー等で
ある。
【００９０】
　２つの同一の官能基を有するホモ二官能性試薬は、巨大分子における、同一及び異なる
巨大分子またはサブユニット間の架橋の誘発、ならびに、ポリペプチドリガンドの、特異
的結合部位への結合において非常に効率が高いことが証明された。ヘテロ二官能性試薬は
、２つの異なる官能基を含有する。２つの異なる官能基の異なる反応性を利用することに
より、架橋を、選択的かつ連続的に制御することができる。二官能性架橋試薬は、その官
能基の特異性、例えばアミノ特異性基、スルフヒドリル特異性基、グアニジン特異性基、
インドール特異性基、カルボキシル特異性基に従って分けることができる。これらのうち
、アミノ基を遊離させることを目的とする試薬が、その商業的入手可能性、合成の容易さ
、及び、適用可能な穏やかな反応条件故に、特に人気のあるものとなっている。
【００９１】
　ヘテロ二官能性架橋試薬の大部分は、第一級アミン反応性基及びチオール反応性基を含
有する。別の例において、ヘテロ二官能性架橋試薬、及びその架橋試薬を使用する方法が
記載されている（米国特許出願第５，８８９，１５５号、その全体が本明細書に参照によ
り具体的に組み込まれる）。架橋試薬は、求核性ヒドラジド残基を救電子性マレイミド残
基と組み合わせ、一例においては、アルデヒドの遊離チオールへのカップリングを可能に
する。架橋試薬を改変して、様々な官能基を架橋させることができる。
【００９２】
　更に、当業者に既知の任意の他の結合／カップリング物質及び／または機構を使用して
、霊長類の操作されたシスチナーゼ／システイナーゼを結合させることができ、例えば、
抗体－抗原相互作用、アビジンビオチン結合、アミド結合、エステル結合、チオエステル
結合、エーテル結合、チオエーテル結合、リン酸エステル結合、ホスホラミド結合、無水
物結合、ジスルフィド結合、イオン性及び疎水性相互作用、二重特異性抗体及び抗体断片
、またはこれらの組み合わせなどである。
【００９３】
　血液中で妥当な安定性を有する架橋剤を用いることが好ましい。ターゲティング物質、
及び治療／予防物質をコンジュゲートするのに首尾よく利用できる、様々な種類のジスル
フィド結合含有リンカーが知られている。立体障害型ジスルフィド結合を含有するリンカ
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ーは、インビボでより大きな安定性を付与することを示し得る。これらのリンカーはそれ
故、結合物質のうちの１つの群である。
【００９４】
　ヒンダード架橋剤に加えて、非ヒンダードリンカーもまた、本明細書に従い用いること
ができる。保護ジスルフィドを含有する、または生成するとは考えられない、他の有用な
架橋剤としては、ＳＡＴＡ、ＳＰＤＰ、及び２－イミノチオランが挙げられる（Ｗａｗｒ
ｚｙｎｃｚａｋ　ａｎｄ　Ｔｈｏｒｐｅ，１９８７）。このような架橋剤の使用は、当該
技術分野において十分に理解されている。別の実施形態は、柔軟なリンカーの使用に関す
る。
【００９５】
　化学的にコンジュゲートされると、ペプチドは一般に精製され、コンジュゲート化して
いない作用物質、及び他の汚染物質からコンジュゲートを分離する。多数の精製技術を、
十分な精製度のコンジュゲートをもたらすことにおいて、それらを臨床的に有用とするた
めに使用するのに利用することができる。
【００９６】
　サイズ分離に基づく精製法、例えばゲル濾過、ゲル浸透、または高速液体クロマトグラ
フィーが通常、大部分で使用される。別のクロマトグラフ技術、例えばブルーセファロー
ス分離もまた使用可能である。弱い洗剤、例えばＮ－ラウロイル－サルコシンナトリウム
（ＳＬＳ）を使用するなどの、融合タンパク質を封入体から精製する従来の方法が有用で
あり得る。
【００９７】
　Ｃ．ＰＥＧ化
　本発明の特定の態様において、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼのＰＥＧ化に
関連する方法及び組成物が開示される。例えば、操作されたシスチナーゼ／システイナー
ゼは、本明細書で開示される方法に従いＰＥＧ化することができる。
【００９８】
　ＰＥＧ化は、ポリ（エチレングリコール）ポリマー鎖の、別の分子（通常、薬剤または
治療用タンパク質）への共有結合プロセスである。ＰＥＧ化は、ＰＥＧの反応誘導体の、
標的巨大分子とのインキュベーションにより、日常的に達成される。ＰＥＧの、薬剤また
は治療用タンパク質への共有結合により、作用物質を宿主免疫系（免疫原性及び抗原性が
低下している）から「マスク」する、または作用物質の流体力学サイズ（溶液中でのサイ
ズ）を増加させることができ、これは、腎クリアランスを低下させることにより、その循
環時間を延長する。ＰＥＧ化は、疎水性薬剤及びタンパク質への水溶性もまた付与するこ
とができる。
【００９９】
　ＰＥＧ化の第１工程は、ＰＥＧポリマーの、一端または両端における好適な官能基化で
ある。各末端で、同じ反応性部位により活性化されたＰＥＧは「ホモ二官能性」として知
られているが、存在する官能基が異なる場合、ＰＥＧ誘導体は「ヘテロ二官能性」または
「ヘテロ官能性」と呼ばれる。ＰＥＧポリマーの化学活性誘導体、または化学活性化誘導
体を調製して、ＰＥＧを所望の分子に結合させる。
【０１００】
　ＰＥＧ誘導体に対する好適な官能基の選択は、ＰＥＧに結合する分子上で利用可能な反
応性基の種類に基づく。タンパク質に関しては、典型的な反応性アミノ酸としては、リジ
ン、システイン、ヒスチジン、アルギニン、アスパラギン酸、グルタミン酸、セリン、ス
レオニン、及びチロシンが挙げられる。Ｎ末端アミノ基及びＣ末端カルボン酸もまた、使
用することができる。
【０１０１】
　第１世代のＰＥＧ誘導体を形成するために使用する技術は通常、ＰＥＧポリマーを、ヒ
ドロキシル基、通常は無水物、酸塩化物、クロロホルメート、及びカーボネートと反応性
である基と反応させることである。第２世代のＰＥＧ化化学反応では、より効率的な官能
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基、例えばアルデヒド、エステル、アミドなどが、コンジュゲーションに利用可能となる
。
【０１０２】
　ＰＥＧ化の用途は一層進化して洗練されてきているため、コンジュゲーションのための
ヘテロ二官能性ＰＥＧの必要性が増加してきている。これらのヘテロ二官能性ＰＥＧは、
親水性の可撓性かつ生体適合性スペーサーが必要とされる、２つの要素の結合において非
常に有用である。ヘテロ二官能性ＰＥＧに対する好ましい末端基は、マレイミド、ビニル
スルホン、ピリジルジスルフィド、アミン、カルボン酸、及びＮＨＳエステルである。
【０１０３】
　最も一般的な改変物質、またはリンカーは、メトキシＰＥＧ（ｍＰＥＧ）分子をベース
にする。これらの活性は、タンパク質改変基の、アルコール末端への付加に左右される。
場合によっては、ポリエチレングリコール（ＰＥＧジオール）を前駆体分子として使用す
る。ジオールは、へテロまたはホモ二量体ＰＥＧ結合分子を作製するために、後で両端が
改変される。
【０１０４】
　タンパク質は通常、求核性部位、例えば非プロトン化チオール（システイニル残基）ま
たはアミノ基にてＰＥＧ化される。システイニル特異的改変試薬の例としては、ＰＥＧマ
レイミド、ＰＥＧヨードアセテート、ＰＥＧチオール、及びＰＥＧビニルスルホンが挙げ
られる。これら４つ全ては、穏やかな条件下にて非常にシステイニル特異的であり、中性
からわずかにアルカリ性のｐＨであるが、それぞれ、いくつかの欠点を有する。マレイミ
ドを用いて形成されるチオエーテルは、アルカリ性条件下でいくぶん不安定となり得、こ
れにより、このリンカーを用いる製剤化オプションには若干の制限が存在し得る。ヨード
ＰＥＧを用いて形成したカルバモチオエート結合はより安定しているが、遊離ヨウ素がい
くつかの条件下でチロシン残基を改変する可能性がある。ＰＥＧチオールはタンパク質チ
オールとジスルフィド結合を形成するが、この結合もまた、アルカリ性条件下にて不安定
となり得る。ＰＥＧ－ビニルスルホン反応性は、マレイミド及びヨードＰＥＧと比較して
遅いが、形成されるチオエーテル結合は極めて強力である。この、より遅い反応速度によ
ってもまた、ＰＥＧ－ビニルスルホン反応の制御を一層容易にすることができる。
【０１０５】
　天然のシステイニル残基における部位特異的ＰＥＧ化は滅多に行われないが、これは、
これらの残基が通常、ジスルフィド結合形態となっているか、または生物活性が必要とさ
れるためである。他方では、部位特異的突然変異誘発を使用して、チオール特異的リンカ
ーのためにシステイニルＰＥＧ化部位を組み込むことができる。システイン変異は、ＰＥ
Ｇ化試薬が到達可能であり、かつＰＥＧ化後も依然として生物学的に活性であるように設
計されなければならない。
【０１０６】
　アミン特異的改変物質としては、ＰＥＧ　ＮＨＳエステル、ＰＥＧトレシレート、ＰＥ
Ｇアルデヒド、ＰＥＧイソチオシアネート、及びいくつかの他の試薬が挙げられる。これ
らは全て、穏やかな条件下で反応し、アミノ基に対して非常に特異的である。ＰＥＧ　Ｎ
ＨＳエステルは恐らく、より反応性の高い試薬の１つであるが、その高反応性により、大
規模ではＰＥＧ化反応の制御が困難となり得る。ＰＥＧアルデヒドは、アミノ基とイミン
を形成し、これは次いで、シアノ水素化ホウ素ナトリウムにより二級アミンに還元される
。ホウ化水素ナトリウムとは異なり、シアノ水素化ホウ素ナトリウムはジスルフィド結合
を還元しない。しかし、この化学物質は非常に毒性があり、特に揮発性となる低ｐＨにお
いては、注意深く取り扱われなければならない。
【０１０７】
　大部分のタンパク質に存在する複数のリジン残基により、部位特異的ＰＥＧ化は困難で
あり得る。幸運なことに、これらの試薬は、非プロトン化アミノ基と反応するため、低い
ｐＨにて反応を実施することにより、ＰＥＧ化を低ｐＫアミノ基に向けることが可能であ
る。一般的に、アルファアミノ基のｐＫは、リジン残基のエプシロンアミノ基よりも１～
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２ｐＨ単位低い。ｐＨ７以下で分子をＰＥＧ化することにより、Ｎ末端に対する高選択性
を頻繁に得ることができる。しかし、このことは、タンパク質のＮ末端部分が生物活性の
ために必要とされない場合にのみ実行可能である。依然、ＰＥＧ化による薬物動態上の利
点は往々にして、インビトロ生物活性の著しい損失を上回り、ＰＥＧ化化学反応に関係な
く、はるかに大きいインビボ生物活性を有する生成物をもたらす。
【０１０８】
　ＰＥＧ化手順を開発する際には、考えるべきいくつかのパラメーターが存在する。幸運
なことに、鍵となるパラメーターは通常、４個または５個以下である。ＰＥＧ化条件の最
適化のための「実験の設計」アプローチは、非常に有用である可能性がある。チオール特
異的ＰＥＧ化反応に関しては、考慮すべきパラメーターとしては、タンパク質濃度、ＰＥ
Ｇ：タンパク質の比（モル基準）、温度、ｐＨ、反応時間、及び場合によっては、酸素の
除外が挙げられる。（酸素は、タンパク質による分子間ジスルフィド形成に寄与する可能
性があり、これにより、ＰＥＧ化生成物の収率が低下する。）特にＮ末端アミノ基を標的
とする場合には、更に一層ｐＨが重要となり得ることを除いて、アミン特異的改変につい
ても同じ因子（酸素は除外）が考慮されなければならない。
【０１０９】
　アミン特異的及びチオール特異的改変の両方に関して、反応条件はタンパク質の安定性
に影響を及ぼし得る。これは温度、タンパク質濃度、及びｐＨを制限し得る。加えて、Ｐ
ＥＧリンカーの反応性は、ＰＥＧ化反応を開始する前に知られていなければならない。例
えば、ＰＥＧ化剤が７０％のみ活性である場合、使用するＰＥＧの量は、タンパク質－Ｐ
ＥＧ反応での化学量論において活性なＰＥＧ分子のみが計算されるようにしなければなら
ない。
【０１１０】
　ＶＩ．タンパク質及びペプチド
　特定の実施形態において、本発明は、少なくとも１種類のタンパク質またはペプチド、
例えば操作されたシスチナーゼ／システイナーゼを含む新規組成物に関する。これらのペ
プチドを融合タンパク質に含めてよい、または、上述した作用物質とコンジュゲートさせ
てよい。
【０１１１】
　本明細書で使用する場合、タンパク質またはペプチドは通常、遺伝子から翻訳された、
約２００アミノ酸超～完全長配列以下のタンパク質、約１００アミノ酸を超えるポリペプ
チド、及び／または約３～約１００アミノ酸のペプチドを意味するが、これらに限定され
ない。便宜上、用語「タンパク質」、「ポリペプチド」、及び「ペプチド」は、本明細書
では互換的に用いられる。
【０１１２】
　本明細書で使用する場合、「アミノ酸残基」とは、任意の自然に生じるアミノ酸、任意
のアミノ酸誘導体、または、当該技術分野において公知の任意のアミノ酸模倣物を意味す
る。特定の実施形態において、タンパク質またはペプチドの残基は、アミノ酸残基の配列
を中断するあらゆる非アミノ酸が存在せず、連続している。別の実施形態において、配列
は、１つ以上の非アミノ酸部位を含んでよい。特定の実施形態では、タンパク質またはペ
プチドの残基の配列は、１つ以上の非アミノ酸部位により中断されてよい。
【０１１３】
　したがって、用語「タンパク質またはペプチド」は、自然に生じるタンパク質に見出さ
れる、２０種類の共通のアミノ酸のうち少なくとも１つ、または、少なくとも１種類の改
変もしくは普通でないアミノ酸を含むアミノ酸配列を包含する。
【０１１４】
　タンパク質またはペプチドは、標準的な分子生物学技術による、タンパク質、ポリペプ
チド、もしくはペプチドの発現、タンパク質もしくはペプチドの天然源からの単離、また
は、タンパク質もしくはペプチドの化学合成を含む、当業者に既知の任意の技術により作
製することができる。様々な遺伝子に対応するヌクレオチド及びタンパク質、ポリペプチ
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ド、ならびにペプチド配列は以前に開示されており、当業者に知られている、コンピュー
タ化されたデータベースにて発見することができる。このようなデータベースの１つは、
国立生物工学情報センターのＧｅｎｂａｎｋ及びＧｅｎＰｅｐｔデータベース（ワールド
ワイドウェブでｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／にて利用可能）である。既知の遺伝
子のコード領域を、本明細書にて開示した技術、または当業者に既知の技術を使用して増
幅及び／または発現することができる。あるいは、タンパク質、ポリペプチド、及びペプ
チドの様々な商業的調製が、当業者に既知である。
【０１１５】
　ＶＩＩ．核酸及びベクター
　本発明の特定の態様において、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼ、または改変
シスチナーゼ／システイナーゼを含有する融合タンパク質をコードする核酸配列が開示さ
れ得る。使用する発現系に応じて、核酸配列を、従来の方法に基づいて選択することがで
きる。例えば、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼが霊長類ＣＧＬに由来し、かつ
大腸菌ではほとんど利用されない複数のコドンを含有する場合、このことは、発現を妨げ
る場合がある。したがって、対応する遺伝子またはそのバリアントは、大腸菌発現のため
にコドン最適化されていてよい。対象のタンパク質、例えば操作されたシスチナーゼ／シ
ステイナーゼを発現させるために、様々なベクターを使用することもできる。例示的なベ
クターとしては、プラスミドベクター、ウイルスベクター、トランスポゾン、またはリポ
ソーム系ベクターが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１６】
　ＶＩＩＩ．宿主細胞
　宿主細胞は、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼ及びそのコンジュゲートの発現
及び分泌を可能にするために形質転換され得る任意のものであってよい。宿主細胞は細菌
、哺乳類細胞、酵母菌、または糸状菌であってよい。様々な細菌としては、エシェリキア
属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）及びバチルス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）が挙げられる。サッ
カロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、クリベロマイセス属（Ｋｉｕｙｖｅｒｏ
ｍｙｃｅｓ）、ハンゼヌラ属（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ）、またはピチア属（Ｐｉｃｈｉａ）
に属する酵母菌は、適切な宿主細胞としての使用が見出される。以下の属を含む様々な種
の糸状菌を、発現宿主として使用してよい：アスペルギルス属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
）、トリコデルマ属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、アカパンカビ属（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒ
ａ）、ペニシリウム属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、セファロスポリウム属（Ｃｅｐｈａ
ｌｏｓｐｏｒｉｕｍ）、アクリャ属（Ａｃｈｌｙａ）、ポドスポラ属（Ｐｏｄｏｓｐｏｒ
ａ）、エンドティア属（Ｅｎｄｏｔｈｉａ）、ケカビ属（Ｍｕｃｏｒ）、コクリオボルス
属（Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ）、及びピリクラリア属（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａ）。
【０１１７】
　利用可能な宿主生物の例としては、細菌、例えば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　
ｃｏｌｉ）ＭＣ１０６１、バシラス・サチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）
ＢＲＢ１の誘導体（Ｓｉｂａｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）ＳＡＩ１２３（Ｌｏｒｄａｎｅｓｃｕ，１９
７５）、またはストレプトコッカス・リビダンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｖ
ｉｄａｎｓ）（Ｈｏｐｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９８５）；酵母菌、例えば、サッカロ
マイセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＡＨ　２
２（Ｍｅｌｌｏｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８３）、またはシゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓ
ｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）；及び糸状菌、例えば、アスペル
ギルス・ニズランス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ）、アスペルギルス・
アワモリ（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ａｗａｍｏｒｉ）（Ｗａｒｄ，１９８９）、または
トリコデルマ・リーゼイ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）（Ｐｅｎｔｔｉｌａ
　ｅｔ　ａｌ．，１９８７；Ｈａｒｋｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９）が挙げられる。
【０１１８】
　哺乳類宿主細胞の例としては、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ－Ｋ１；ＡＴ
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ＣＣ　ＣＣＬ６１）、ラット下垂体細胞（ＧＨ１；ＡＴＣＣ　ＣＣＬ８２）、ＨｅＬａ　
Ｓ３細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ２．２）、ラット肝癌細胞（Ｈ－４－ＩＩ－Ｅ；ＡＴＣＣＣ
ＲＬ　１５４８）、ＳＶ４０形質転換サル腎臓細胞（ＣＯＳ－１；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１
６５０）、及びマウス胚細胞（ＮＩＨ－３Ｔ３；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５８）が挙げら
れる。前述のものは例示的なものであり、当該技術分野において公知の多くの可能な宿主
生物を制限するものではない。原則として、分泌可能な全ての宿主は、原核細胞であれ真
核細胞であれ使用可能である。
【０１１９】
　操作されたシスチナーゼ／システイナーゼ、及び／またはこれらの融合タンパク質を発
現する哺乳動物の宿主細胞を、通常は親細胞株を培養するために用いる条件下にて培養す
る。概して、細胞は、５％～１０％の血清、例えばウシ胎児血清を一般に補充した、標準
的なＲＰＭＩ、ＭＥＭ、ＩＭＥＭ、またはＤＭＥＭなどの、生理学的塩及び栄養素を含有
する標準的な培地で培養される。培養条件もまた標準的である、例えば、培養物は、所望
のレベルのタンパク質がもたらされるまで、静止培養液またはローラー培養液にて３７℃
でインキュベーションされる。
【０１２０】
　ＩＸ．タンパク質精製
　タンパク質精製技術は当業者に周知である。これらの技術は、あるレベルにおいて、細
胞、組織または臓器の、ポリペプチド及び非ポリペプチド画分への、均質化及び粗分画を
伴う。別途記載のない限り、対象の対象ポリペプチドを、クロマトグラフ及び電気泳動技
術を使用して更に精製し、部分的または完全な精製（または、精製による均質化）をもた
らすことができる。純粋なペプチドの調製に特に適している分析方法は、イオン交換クロ
マトグラフィー、ゲル排除クロマトグラフィー、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、アフ
ィニティークロマトグラフィー、イムノアフィニティークロマトグラフィー、及び等電点
電気泳動である。ペプチドの精製に特に効率的な方法は、中高圧液体クロマトグラフィー
（ＦＰＬＣ）、または更には高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）である。
【０１２１】
　精製タンパク質またはペプチドは、そのタンパク質またはペプチドが、自然に入手可能
な状態に対して任意の程度で精製されている、他の成分から単離可能な組成物を意味する
ことを意図している。それ故、単離または精製タンパク質またはペプチドは、自然に発生
し得る環境には存在しないタンパク質またはペプチドも意味する。一般的に、「精製した
」とは、分画を行い、様々な他の成分を取り除き、発現した生物活性を実質的に保持して
いる、タンパク質またはペプチド組成物を意味する。用語「実質的に精製した」が用いら
れる場合、この標記は、タンパク質またはペプチドが組成物の主たる構成成分を形成する
、例えば、組成物中で約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％、約９５％、
またはそれ以上のタンパク質を構成する組成物を意味する。
【０１２２】
　タンパク質精製での使用に好適な様々な技術は、当業者には周知である。これらとして
は、例えば、硫酸アンモニウム、ＰＥＧ、抗体などによる沈殿、または熱変性とそれに続
く遠心分離による精製；イオン交換、ゲル濾過、逆相、ヒドロキシアパタイト、及びアフ
ィニティークロマトグラフィーなどのクロマトグラフィー工程；等電点電気泳動；ゲル電
気泳動；ならびに、これら及び他の技術の組み合わせが挙げられる。当該技術分野におい
て一般に公知であるように、様々な精製工程を行う順序は変更可能であり、または、特定
の工程を省略することが可能であり、かつ、依然として、実質的に精製したタンパク質ま
たはペプチドの調製を行うのに好適な方法がもたらされると考えられている。
【０１２３】
　タンパク質またはペプチドの精製度を定量化するための様々な方法は、本開示の観点か
ら、当業者に既知である。これらとしては、例えば、活性画分の特異的活性の測定、また
は、ＳＤＳ／ＰＡＧＥ分析による、画分内でのポリペプチドの量の評価が挙げられる。画
分の精度の評価をするための好ましい方法は、画分の特異的活性を計算すること、それを
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最初の抽出物の特異的活性と比較すること、及びしたがって、「～倍の精製数」として評
価される精製度を計算することである。活性量を示すために使用される実際の単位は当然
ながら、精製後に選択される特定のアッセイ技術、及び、発現したタンパク質またはペプ
チドが検出可能な活性を示すか否かに左右される。
【０１２４】
　タンパク質またはペプチドが常に、最も精製された状態で提供されるという、一般的な
必要条件は存在しない。実際、実質的に精製されていない生成物のほうが、特定の実施形
態においては実用性を有し得ると想定される。部分精製は、組み合わせにより、より少な
い精製工程を使用することにより、または、同じ通常の精製スキームの異なる形態を利用
することにより、達成することができる。例えば、ＨＰＬＣ装置を利用して実施するカチ
オン交換カラムクロマトグラフィーは通常、低圧クロマトグラフィー系を利用する同じ技
術よりも、より大きな「～倍の」精製をもたらすと理解されている。相対的に低い精製度
を示す方法は、タンパク質生成物の全回収、または、発現タンパク質の活性の維持におい
て利点を有し得る。
【０１２５】
　特定の実施形態において、タンパク質またはペプチドを単離または精製することができ
、例えば、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼ、操作されたＡＡＤを含有する融合
タンパク質、またはＰＥＧ化後の操作されたシスチナーゼ／システイナーゼであることが
できる。例えば、Ｈｉｓタグまたは親和性エピトープが、精製を容易にするために、この
ような操作されたシスチナーゼ／システイナーゼに含まれ得る。アフィニティークロマト
グラフィーは、単離される物質と、その物質が特異的に結合可能な分子との特異的親和性
に依存するクロマトグラフ手順である。これは、レセプター－リガンド型の相互作用であ
る。カラム材料は、結合パートナーの１つを、不溶性マトリックスに共有結合させること
により合成される。次に、カラム材料は溶液から物質を特異的に吸着することができる。
条件を、結合が生じないものに変更すること（例えば、ｐＨ、イオン強度、温度などの変
更）により、溶出が生じる。マトリックスは、分子を任意の有意の程度に吸着せず、かつ
広範囲の化学安定性、物理安定性、及び熱安定性を有する物質でなければならない。リガ
ンドは、結合特性に影響を与えないような方法で結合されなければならない。リガンドは
比較的強固な結合も、もたらさなければならない。サンプルまたはリガンドを破壊するこ
となく、物質を溶出可能でなければならない。
【０１２６】
　サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）は、溶液中の分子が、サイズ、またはより専
門的な用語では、流体力学体積に応じて分離されるクロマトグラフ法である。この方法は
通常、大型分子または巨大分子複合体、例えばタンパク質及び工業用ポリマーに適用され
る。通常、水溶液を使用してサンプルをカラム内で輸送する場合、この技術は、有機溶媒
を移動相として使用する場合に用いられるゲル透過クロマトグラフィーという名称に対し
て、ゲル濾過クロマトグラフィーとして知られている。
【０１２７】
　ＳＥＣの基本原理は、異なるサイズの粒子が、異なる速度で固定相を溶出（濾過）する
というものである。これは、サイズに基づき、粒子の溶液を分離する。全ての粒子が同時
、またはほぼ同時に負荷された場合、同じサイズの粒子は一緒に溶出するはずである。各
サイズ排除カラムは、分離可能な、様々な分子量を有する。排除限界は、この範囲の上限
における分子量を定義し、これは、分子が大きすぎて固定相にトラップできない点である
。透過限界は、分離範囲の下端における分子量を定義し、これは、十分小さいサイズの分
子が、固定相の孔を完全に貫通することができる点であり、この分子量を下回る分子全て
は、単一のバンドとして溶出するほど小さい。
【０１２８】
　高性能液体クロマトグラフィー（または、高圧液体クロマトグラフィー、ＨＰＬＣ）は
、化合物を分離、同定、及び定量化するために、生化学及び分析化学にて頻繁に使用され
るカラムクロマトグラフィーの形態である。ＨＰＬＣは、クロマトグラフ充填材料を保持
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するカラム（固定相）、カラムを通して移動相（複数可）を移動させるポンプ、及び、分
子の保持時間を示す検出器を利用する。保持時間は、固定相と、分析する分子と、使用す
る溶媒（複数可）との相互作用に応じて変化する。
【０１２９】
　一例として、クローニングを簡略化するために、各構築物は、Ｎ末端ＮｃｏＩ制限酵素
切断部位、インフレームＮ末端Ｈｉｓ６タグ、及びＣ末端ＥｃｏＲＩ部位を含有してよい
。ｐＥＴ２８ａベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ）にクローニングした後、適切なｈＣＧＬ発現
ベクターを含有する大腸菌（ＢＬ２１）を、ＯＤ６００が約０．５～０．６に到達するま
で増殖させてよい。この時点で、培養物を２５℃での振盪器に移し替え、０．５ｍＭ　Ｉ
ＰＴＧで誘発し、更に１２時間でタンパク質を発現させることができる。次に、細胞ペレ
ットを遠心分離により回収し、ＩＭＡＣ緩衝液（１０ｍＭ　ＮａＰＯ４／１０ｍＭイミダ
ゾール／３００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ８）中に再懸濁させてよい。フレンチプレス細胞に
よる細胞溶解の後、溶解物を、２０，０００×ｇで２０分間、４℃にて遠心分離してよく
、得られる上清をニッケルＩＭＡＣカラムにアプライし、１０～２０カラム体積のＩＭＡ
Ｃ緩衝液で洗浄し、ＩＭＡＣ溶出緩衝液（５０ｍＭ　ＮａＰＯ４／２５０ｍＭイミダゾー
ル／３００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ８）で溶出した。次に、酵素を含有する画分を、１０ｍ
Ｍピリドキサールリン酸（ＰＬＰ）で１時間、２５℃でインキュベーションしてよい。次
いで、１０，０００ＭＷＣＯ遠心分離フィルターデバイス（ＡＭＩＣＯＮ（商標））を使
用して、タンパク質を１００ｍＭ　ＰＢＳ、１０％グリセロール、ｐＨ７．３溶液に、何
度かにわたり緩衝液交換してよい。ｈＣＧＬ酵素またはｈＣＧＬバリアント酵素のアリコ
ートは液体窒素中で急速冷凍し、－８０℃で保管することができる。この方法で精製した
ｈＣＧＬまたはｈＣＧＬ－バリアント酵素は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びクマシー染色により
評価すると、＞９５％相同性であり得る。
【０１３０】
　Ｘ．医薬組成物
　新規のシスチナーゼ／システイナーゼは、全身投与または局所投与可能であることが意
図される。これらは、静脈内投与、髄腔内投与、及び／または腹腔内投与することができ
る。
【０１３１】
　本発明が、治療用調製物の特定の性質により限定されることは意図されない。例えば、
このような組成物は、生理学的に許容される液体、ゲル、または固体担体、希釈剤、及び
賦形剤とともに製剤中に提供することができる。これらの治療用調製物は、他の治療薬に
類似の方法で、獣医学用の家畜などの哺乳類、及び、ヒトでの臨床的用途で投与すること
ができる。一般に、治療効果のために必要な用量は、使用の種類及び投与方法、ならびに
、個々の対象での特定の必要条件に従い変化する。
【０１３２】
　このような組成物は通常、注射液として、溶液または懸濁液として調製される。好適な
希釈剤及び賦形剤は、例えば、水、生理食塩水、デキストロース、グリセロールなど、及
びこれらの組み合わせである。加えて、所望する場合、組成物は、微量の補助物質、例え
ば湿潤剤もしくは乳化剤、安定化剤、またはｐＨ緩衝剤を含有してよい。
【０１３３】
　臨床用途を想定する場合、目的の用途に適切な形態でタンパク質、抗体、及び薬剤を含
む医薬組成物を調製することが必要であり得る。一般的に、医薬組成物は、製薬上許容で
きる担体に溶解または分散した、有効量の１種類以上のＣＧＬバリアントまたは追加の作
用物質を含んでよい。語句「薬学上または薬理学上許容される」とは、動物、例えばヒト
に適切に投与された場合に、副反応、アレルギー反応、または他の副作用を生み出さない
分子要素及び組成物を意味する。本明細書にて開示した方法により単離した少なくとも１
種類のＣＧＬバリアント、または追加の活性成分を含有する医薬組成物の調製は、本開示
の観点から、参照により本明細書に組み込まれている、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．，１９９０に例示されて
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いるように、当業者には既知である。更に、動物（例えば、ヒト）投与に関して、調製物
は、ＦＤＡの生物学標準により必要とされる、生殖不能性、発熱原性、一般的な安全性、
及び純度規格を満たさなければならないことが理解されよう。
【０１３４】
　本明細書で使用する場合、「製薬上許容できる担体」としては、当業者に既知である、
あらゆる全ての溶媒、分散媒、コーティング剤、界面活性剤、酸化防止剤、防腐剤（例え
ば、抗菌剤、抗カビ剤）、等張剤、吸収遅延剤、塩、防腐剤、薬剤、薬剤安定剤、ゲル、
結合剤、賦形剤、崩壊剤、潤滑剤、甘味剤、香料添加剤、染料、同様の材料、及びこれら
の組み合わせが挙げられる（例えば、参照により本明細書に組み込まれているＲｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．，
１９９０を参照のこと）。任意の従来の担体が活性成分と非相溶性である場合を除いて、
医薬組成物での使用が想定される。
【０１３５】
　本発明の特定の実施形態は、固体、液体、またはエアゾール形態のどれで投与されるの
か、そして、注射などの投与経路に対して滅菌する必要があるのか否かに応じて、異なる
種類の担体を含んでよい。組成物は、静脈内投与、皮内投与、経皮投与、髄腔内投与、動
脈内投与、腹腔内投与、鼻腔内投与、腟内投与、直腸内投与、筋肉内投与、皮下投与、粘
膜投与、経口投与、局所（ｔｏｐｉｃａｌｌｙ）投与、局所（ｌｏｃａｌｌｙ）投与、吸
入（例えば、エアゾール吸入）、注射、注入、連続注入、標的細胞を直接浸漬する局所潅
流、カテーテルを介した投与、洗浄を介した投与、脂質組成物（例えば、リポソーム）に
入れての投与、または、当業者に既知の他の方法、または前述のいずれかの組み合わせに
より、投与することができる（例えば、参照により本明細書に組み込まれているＲｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．
，１９９０を参照のこと）。
【０１３６】
　改変ポリペプチドを、遊離塩基、中性、または塩形態で組成物中に製剤化することがで
きる。製薬上許容できる塩としては、酸付加塩、例えば、タンパク様組成物の遊離アミノ
基と形成したもの、または、無機酸、例えば、塩酸もしくはリン酸、または、有機酸、例
えば酢酸、シュウ酸、酒石酸、もしくはマンデル酸と形成したものが挙げられる。遊離カ
ルボキシル基と形成した塩もまた、例えば、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カル
シウム、もしくは水酸化第二鉄などの無機塩基、または、イソプロピルアミン、トリメチ
ルアミン、ヒスチジン、もしくはプロカインなどの有機塩基から誘導することができる。
製剤化の際、溶液は、投薬形態と適合性のある方法で、そして、治療的に有効な量で投与
される。製剤は、様々な投薬形態で容易に投与される、例えば、非経口的投与用に、例え
ば、注射用溶液、もしくは肺送達用のエアゾールに製剤化される、または、消化管投与用
に、例えば薬物放出カプセルなどに製剤化される。
【０１３７】
　本発明の特定の態様に更に従うと、投与に好適な組成物は、不活性希釈剤を用いてまた
は用いずに、製薬上許容できる担体中に提供されてよい。担体は同化可能でなければなら
ず、液体、半固体、即ち、ペースト、または固体担体を含む。任意の従来の媒体、作用物
質、希釈剤、または担体がレシピエントに対して、または含有される組成物の治療効果に
対して有害である場合を除いて、本方法の実践に使用するために、投与可能な組成物にお
いてそれらを使用することは、適切である。担体または希釈剤の例としては、脂肪、油類
、水、食塩水、脂質、リポソーム、樹脂、結合剤、フィラーなど、またはこれらの組み合
わせが挙げられる。組成物は、１種類以上の構成成分の酸化を遅延させるための、様々な
酸化防止剤もまた含むことができる。更に、微生物の作用の防止を、パラベン（例えば、
メチルパラベン、プロピルパラベン）、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チ
メロサール、またはこれらの組み合わせを含むがこれらに限定されない、様々な抗菌及び
抗カビ剤などの防腐剤によりもたらすことができる。
【０１３８】
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　本発明の特定の態様に従うと、組成物を、任意の従来の、そして実践的な方法で、即ち
、溶解、懸濁、乳化、混合、封入、吸収などにより、担体と組み合わせる。このような手
順は、当業者には日常的なものである。
【０１３９】
　本発明の特定の実施形態においては、組成物を、半固体または固体担体と、完全に組み
合わせる、または混合する。任意の従来の方法、例えば粉砕により、混合を実施すること
ができる。治療活性の喪失、即ち胃での変性から組成物を保護するために、安定化剤もま
た、混合プロセスに追加することができる。組成物中で使用するための安定剤の例として
は、緩衝剤、アミノ酸（グリシン及びリジンなど）、炭化水素（例えば、デキストロース
、マンノース、ガラクトース、フルクトース、ラクトース、スクロース、マルトース、ソ
ルビトール、マニトールなど）が挙げられる。
【０１４０】
　更なる実施形態では、本発明は、ＣＧＬバリアント、１種類以上の脂質、及び水性溶媒
を含む薬剤用脂質ビヒクル組成物の使用に関し得る。本明細書で使用する場合、用語「脂
質」は、性質的に非水溶性であり、有機溶媒で抽出可能な、広範囲の物質のいずれかを含
むように定義される。この広い分類の化合物は当業者に公知であり、用語「脂質」を本明
細書で使用する場合、これは任意の特定の構造に限定されない。例としては、長鎖脂肪族
炭化水素及びその誘導体を含有する化合物が挙げられる。脂質は、自然発生または合成（
即ち、人により設計もしくは作製される）であってよい。しかし、脂質は通常、生物学的
物質である。生物学的脂質は当該技術分野において周知であり、例えば、中性脂肪、リン
脂質、ホスホグリセリド、ステロイド、テルペン、リゾ脂質、グリコスフィンゴリピド、
糖脂質、サルファタイド、エーテル及びエステル結合脂肪酸を有する脂質、重合性脂質、
ならびにこれらの組み合わせが挙げられる。もちろん、当業者により脂質として理解され
る、本明細書で具体的に記載するもの以外の化合物もまた、組成物及び方法に包含される
。
【０１４１】
　当業者は、脂質ビヒクル中に組成物を分散させるのに使用可能な技術の範囲に精通して
いる。例えば、操作されたシスチナーゼ／システイナーゼまたはその融合タンパク質は、
脂質を含有する溶液に分散、脂質で溶解、脂質で乳化、脂質と混合、脂質と化合、脂質に
共有結合、脂質中に懸濁液として含有、ミセルもしくはリポソームを含有もしくはこれら
と複合体化、または別様において、当業者に既知の任意の方法により、脂質もしくは脂質
構造と結合され得る。分散体はリポソームの形成をもたらしても、もたらさなくてもよい
。
【０１４２】
　動物患者に投与される組成物の実際の投与量は、物理的及び生理学的因子、例えば、体
重、状態の深刻度、治療中の疾患の種類、以前または同時発生の治療的介入、患者の突発
性疾患、及び投与経路により決定することができる。用量及び投与経路に応じて、好まし
い用量の投与数及び／または有効量は、対象の応答によって変化し得る。投与の責任を負
う施術者はいずれにせよ、組成物中での活性成分（複数可）の濃度、及び、個体対象に対
する適切な投与量（複数可）を決定する。
【０１４３】
　特定の実施形態において、医薬組成物は例えば、少なくとも約０．１％の活性化合物を
含んでよい。別の実施形態において、活性化合物は、例えば、単位の重量の約２％～約７
５％、または約２５％～約６０％、及びこれらから導き出される任意の範囲を占めてよい
。当然、治療上有用な各組成物の活性化合物（複数可）の量は、好適な用量が化合物の任
意の所与の単位用量で得られるように調製され得る。溶解度、生物学的利用能、生物学的
半減期、投与経路、生成物の貯蔵寿命、及び他の薬理学的考慮などの因子が、このような
医薬製剤を調製する当業者により想定され、そのために、様々な用量及び治療レジメンが
望ましい場合がある。
【０１４４】
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　他の非限定例において、投与量は、１投与当たり、約１マイクログラム／ｋｇ／体重、
約５マイクログラム／ｋｇ／体重、約１０マイクログラム／ｋｇ／体重、約５０マイクロ
グラム／ｋｇ／体重、約１００マイクログラム／ｋｇ／体重、約２００マイクログラム／
ｋｇ／体重、約３５０マイクログラム／ｋｇ／体重、約５００マイクログラム／ｋｇ／体
重、約１ミリグラム／ｋｇ／体重、約５ミリグラム／ｋｇ／体重、約１０ミリグラム／ｋ
ｇ／体重、約５０ミリグラム／ｋｇ／体重、約１００ミリグラム／ｋｇ／体重、約２００
ミリグラム／ｋｇ／体重、約３５０ミリグラム／ｋｇ／体重、約５００ミリグラム／ｋｇ
／体重～約１０００ミリグラム／ｋｇ／体重、またはそれ以上、及び、そこから導き出さ
れる任意の範囲もまた含めてよい。本明細書で列挙する数から導き出される範囲の非限定
例において、上記の数に基づいて、約５ミリグラム／ｋｇ／体重～約１００ミリグラム／
ｋｇ／体重、約５マイクログラム／ｋｇ／体重～約５００ミリグラム／ｋｇ／体重などの
範囲を投与することができる。
【０１４５】
　一例として、ｈＣＧＬ－ＴＶ酵素は、サンプル中に０．１％　ＴＲＩＴＯＮ（商標）１
１４を含有するＩＭＡＣ緩衝液を用いて、結合したＩＭＡＣカラムを広範に（９０～１０
０カラム体積）洗浄することにより精製することができる。サンプルを再び、１０～２０
カラム体積のＩＭＡＣ緩衝液で洗浄し、続いて、ＩＭＡＣ溶出緩衝液（５０ｍＭ　ＮａＰ
Ｏ４／２５０ｍＭイミダゾール／３００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ８）を用いて溶出してよい
。ＴＲＩＴＯＮ（商標）１１４での洗浄は、内毒素の除去のために用いることができる。
１０，０００ＭＷＣＯ濾過デバイス（ＡＭＩＣＯＮ（登録商標））を使用して、精製タン
パク質を、ｐＨ８．３において１００ｍＭ　ＮａＰＯ４緩衝液への緩衝液交換に供してよ
い。その後、ＰＬＰを１０ｍＭの濃度で添加し、タンパク質を１時間２５℃にてインキュ
ベーションしてよい。メトキシＰＥＧスクシンイミジルカルボキシメチルエステル５００
０ＭＷ（ＪｅｎＫｅｍ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を次に、ｈＣＧＬ－ＴＶに８０：１のモ
ル比で添加して、一定速度で撹拌させながら１時間２５℃にて、反応させることができる
。１００，０００ＭＷＣＯ濾過デバイス（ＡＭＩＣＯＮ（登録商標））を使用して、得ら
れた混合物を全体的に緩衝液交換し（１０％グリセロールを含むＰＢＳ）、０．２マイク
ロメートルシリンジフィルター（ＶＷＲ）により滅菌してよい。Ｌｉｍｕｌｕｓ　Ａｍｅ
ｂｏｃｙｔｅ　Ｌｙｓａｔｅ（ＬＡＬ）キット（Ｃａｐｅ　Ｃｏｄ　Ｉｎｃｏｒｐｏｒａ
ｔｅｄ）を使用して、ＰＥＧ化酵素を全て、リポ多糖体（ＬＰＳ）含量に関して分析して
よい。
【０１４６】
　ＸＩ．併用治療
　特定の実施形態において、本実施形態の組成物及び方法は、第２の、または追加の治療
法と組み合わせたシスチナーゼ／システイナーゼの投与を伴う。このような治療法は、シ
スチン／システイン依存性に関連する、任意の疾患の治療に適用することができる。例え
ば、疾患はシスチン尿症であってよい。
【０１４７】
　併用療法を含む方法及び組成物は、治療効果もしくは予防効果を高め、かつ／または別
の治療の治療効果を増加させる。治療及び予防方法及び組成物を、所望の効果、例えば尿
路中のシステイン結石の除去を達成するのに有効な組み合わせた量で提供することができ
る。本プロセスには、シスチナーゼ／システイナーゼ及び第２の治療法の両方を投与する
ことを伴ってよい。組織、臓器、もしくは細胞を、１種類以上の作用物質（即ち、シスチ
ナーゼ／システイナーゼもしくは第２の作用物質）を含む、１種類以上の組成物もしくは
薬理学的製剤（複数可）に曝露することができ、または、組織、臓器、及び／もしくは細
胞を、２種類以上の異なる組成物もしくは製剤と接触させることができ、ここで、１つの
組成物は、（１）シスチナーゼ／システイナーゼ、（２）第２の作用物質、または（３）
シスチナーゼ／システイナーゼと第２の作用物質の両方を提供する。または、このような
併用療法を、衝撃波療法または外科療法と組み合わせて使用することができると想定され
ている。
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【０１４８】
　細胞に適用される場合の用語「接触した」及び「曝露された」は、本明細書で、治療用
構築物が標的の臓器に送達される、または標的細胞のすぐ近くに配置されるプロセスを説
明するために使用される。結石の溶解を達成するために、例えば、両方の作用物質を、結
石の溶解、または結石の形成もしくは再形成を予防するのに有効な、組み合わせた量で細
胞に送達する。
【０１４９】
　シスチナーゼ／システイナーゼを、第２のシスチン尿症治療の前、間、後、または、治
療に関係する様々な組み合わせで投与することができる。投与は、同時～数分、数日、ま
たは数週間の範囲の間隔で行われ得る。シスチナーゼ／システイナーゼが、第２のシスチ
ン尿症剤とは別に患者に提供される実施形態において、通常は、２つの治療が依然として
、患者において有利に組み合わされた効果を発揮することができるように、各送達の時間
の間に、著しい期間が開かないことを確実にしなければならない。このような例において
、患者に、シスチナーゼ／システイナーゼ及び第２のシスチン尿症治療法が、互いに約１
２～２４、または７２時間以内、より詳細には、互いに約６～１２時間以内に提供され得
ることが意図されている。場合によっては、それぞれの投与の間に数日（２、３、４、５
、６、または７日）～数週間（１、２、３、４、５、６、７、または８週間）の経過があ
るように、治療の期間を著しく延ばすことが望ましい場合がある。
【０１５０】
　特定の実施形態において、治療の過程は、１～９０日、またはそれ以上続く（このよう
な範囲は間の日も含む）。シスチナーゼ／システイナーゼは、１日目～９０日目（このよ
うな範囲は間の日も含む）のうちの任意の日またはこれらの任意の組み合わせに投与され
得、別の治療は、１日目～９０日目（このような範囲は間の日も含む）のうちの任意の日
またはこれらの任意の組み合わせに投与されることが意図される。１日（２４時間の期間
）以内に、患者に１つまたは複数の治療（複数可）の投与がなされてよい。更に、治療の
過程後、治療が投与されない期間が存在することが意図される。この期間は、患者の状態
、例えば予後、強度、健康状態などに応じて、１～７日、及び／または１～５週間、及び
／または１～１２か月、またはそれ以上（このような範囲は間の日も含む）続き得る。治
療サイクルは必要に応じて繰り返されると予想される。
【０１５１】
　様々な組み合わせを用いることができる。以下の例において、シスチナーゼ／システイ
ナーゼは「Ａ」であり、第２のシスチン尿症療法は「Ｂ」である：

【０１５２】
　本実施形態の任意の化合物または治療法の患者への投与は、存在する場合、作用物質の
毒性を考慮して、このような化合物の投与の一般的プロトコルに従う。したがって、いく
つかの実施形態では、併用療法に起因する毒性を監視する工程が存在する。
【０１５３】
　Ａ．手術
　シスチン結石を除去する最も一般的な方法の１つは、経皮腎切石術であり、この方法で
は、鍵穴型の切り込みを背中に作り、腎盂鏡を使用して結石を破壊し除去する。この手順
は、観血手術よりも侵襲性が低いものの、２、３日の入院、及び数週間の回復時間と共に
、標準の麻酔または脊髄麻酔が通常必要である。
【０１５４】
　Ｂ．衝撃波療法
　シスチン尿症患者は多くの場合、生涯において結石形成の症状再発、及び手術を有する
。結石の分解のために高エネルギーの衝撃波を使用する衝撃波砕石術を、１．５ｃｍ未満
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のシスチン結石の治療に使用することができる。シスチン結石は、全ての泌尿器結石で最
も頑強であり、砕石術は通常、これらの破壊には効果がない。しかし、より高いエネルギ
ーでより高頻度の衝撃を使用することができるため、より小さなシスチン結石は、砕石術
により分解することができる。
【０１５５】
　Ｃ．薬物療法
　薬物療法は、チオール含有薬剤、例えばＤ－ペニシラミン、α－メルカプトプロピオニ
ルグリシン（Ｔｈｉｏｌａ）、及びカプトプリルを使用して、シスチンジスルフィド結合
を破壊し、より可溶性の混合ジスルフィドを形成することを伴う。しかし、これらの薬剤
は頻繁に、胃腸の不耐性、発疹、及び関節痛などの様々な不快な副作用を患者に与えてし
まう（Ｓａｋｈａｅｅ　ａｎｄ　Ｓｕｔｔｏｎ，１９９６）。
【０１５６】
　Ｄ．その他の方法
　追加の治療の過程は通常、泌尿器のシスチン量を管理して、結石形成のリスクを低下さ
せることを含む。これらの管理法としては、水分摂取量の実質的な増加（それにより、尿
体積、及び可溶化できるシスチンの量を増加させる）、シスチンの代謝前駆体であるメチ
オニン、及びナトリウムの食事制限、ならびに、クエン酸カリウムを経口投与することに
より尿のｐＨを増加させることによる、シスチンの溶解度の増加が挙げられる。
【０１５７】
　非外科的及び低侵襲性手段である、シスチン結石の治療のための追加の方法は、化学溶
解（ｃｈｅｍｏｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ）としても知られている結石の化学的溶解のため
に腎造瘻術用カテーテルを介して化学溶液を腎臓に送達することを含む。ｐＨ１０で、シ
スチン結石を溶解させる強アルカリ性環境をもたらすようにどちらも作用する、重炭酸ナ
トリウムと有機緩衝液であるトリス－ヒドロキシメチレン－アミノメタン（トロメタミン
－Ｅ）とを含む様々な化学分解剤が、この技術で使用されている。アセチルシステインも
また、化学溶解では頻繁に使用され、シスチンジスルフィドを破壊し、より安定したジス
ルフィドを形成することにより、Ｄ－ペニシラミン及びＴｈｉｏｌａと類似した様式で結
石を溶解する。しかし、これらの化学分解剤は非常にゆっくり作用し、通常は、結石を溶
解するのに数週間～数ヶ月かかるため、この溶解法は、シスチン結石の治療では役割が限
定されている（Ｎｇ　ａｎｄ　Ｓｔｒｅｅｍ，２００１）。
【０１５８】
　ＸＩＩ．キット
　本発明の特定の態様は、治療用キットなどのキットを提供してよい。例えば、キットは
、本明細書に記載した１種類以上の医薬組成物、及び場合により、それらの使用のための
取扱説明書を含んでよい。キットは、このような組成物の投与を成し遂げるための、１種
類以上のデバイスを更に含んでよい。例えば、対象キットは、組成物を尿路に直接静脈内
注射することを達成するための、医薬組成物及びカテーテルを含んでよい。別の実施形態
において、対象キットは、送達デバイスと共に使用するために、操作されたシスチナーゼ
／システイナーゼが予め充填された、場合により薬剤として製剤化された、または凍結乾
燥したアンプルを含んでよい。
【０１５９】
　キットは、ラベルを付けた容器を含んでよい。好適な容器としては、例えば、ボトル、
バイアル瓶、及び試験管が挙げられる。容器を、ガラスまたはプラスチックなどの様々な
材料から形成することができる。容器は、上述したものなどの、治療用途または非治療用
途に効果的な操作されたシスチナーゼ／システイナーゼを含む組成物を保持することがで
きる。容器のラベルは、組成物が特定の治療法、または非治療用途に使用されることを示
してよく、前述したもののような、インビボまたはインビトロ使用のいずれかのための指
示も示すことができる。本発明のキットは通常、上述の容器、ならびに緩衝剤、希釈剤、
フィルター、針、シリンジ、及び使用説明書が付いた添付文書を含む商業的に及び使用者
の立場から望ましい材料を含む、１つ以上の他の容器を含む。
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【実施例】
【０１６０】
　ＸＩＩＩ．実施例
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を例証するために含まれる。後に続く実施
例で開示した技術は、発明者により発見された技術が、本発明の実施に際して十分機能す
ることを示し、それ故、その実施のための好ましい方式を構成すると考えることができる
ということが、当業者により理解されなければならない。しかし、当業者は、本開示の観
点から、開示されている特定の実施形態において、多くの変更を加えることができ、依然
として、本発明の精神及び範囲から逸脱することなしに同様の、または類似の結果を得る
ことができることを理解しなければならない。
【０１６１】
実施例１　－　ヒトシスチナーゼ／システイナーゼ酵素を用いた、シスチン尿症のマウス
モデルの治療
　尿路中で結石形成を予防するまたは逆行させるｈＣＧＬ－ＴＶの能力は、以前、膀胱中
でシスチン結石を発症させ、腎臓では、さほどでないにせよ発症させることが報告されて
いた（Ｅｒｃｏｌａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０）、Ｓｌｃ３ａ１ノックアウトマウス
で評価された。この研究プロジェクトのために使用したＳｌｃ３ａ１マウスモデルは、Ｒ
ｅｇｅｎｅｒｏｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．により産生されたＥＳ細
胞クローン１６０５４Ａ－Ｇ２から作製され、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌｉｆ
ｏｒｎｉａ　Ｄａｖｉｓ（Ｕ４２ＲＲ０２４２４４）のＫＯＭＰ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙ
（ｗｗｗ．ｋｏｍｐ．ｏｒｇ）により、マウスにクローニングされた。この系統を更に繁
殖させ、ＤＴＣＣコンソーシアムの一部としてのＣｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ研究室によ
るＫＯＭＰ２プロジェクトの一部として、ＫＯＭＰ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙ（ｗｗｗ．ｋ
ｏｍｐ．ｏｒｇ）に提供した。
【０１６２】
　それぞれ１６週齢及び９週齢のＣ５７ＢＬ／６Ｎバックグラウンドの２匹のＳｃｌ３ａ
１オスマウスに、５０ｍｇ／ｋｇのＰＥＧ化ｈＣＧＬ－ＴＶを、１週間に３回、２週間に
わたって、腹腔内投与した。動物試験を、Ａｅｇｌｅａ　ＢｉｏＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｓ，Ｉｎｃ．ＩＡＣＵＣに従い実施する。治療開始前（－１１及び０日目）、ならびに治
療中（４、７、９日目）に少量の尿サンプルを回収し、ｈＣＧＬ－ＴＶの投与が、マウス
においてシスチン結石形成を予防または改善したかを判定する。４０×の倍率で、明視野
観察法によりシスチン結晶を評価し、各サンプルにおいて均一な、対象となる代表的領域
から、結晶の数を計数する。図２及び３は、可視化された六角形結晶の数をグラフにより
表す。酸化チオールの総含量及びタンパク質沈殿物の減少後の高速液体クロマトグラフィ
ー（ＨＰＬＣ）、その後の、７－フルオロベンゾフラザン－４－スルホン酸アンモニウム
塩による、減少したチオール総含量の導出により、尿中の全システインの濃度を測定する
。Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから入手したクレアチニンアッセイ（ＭＡＫ０７９）を使
用し、メーカーが推奨する手順に従って、泌尿器クレアチニンを測定する。クレアチニン
レベルを使用して、泌尿器におけるシステイン総量を正規化する。図１及び表１は、投薬
スケジュールにわたるシステイン／クレアチニン総量を示す。
【０１６３】
（表１）少量の回収尿中の総システイン及びクレアチニンの測定
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【０１６４】
　本明細書で開示及び特許請求する全ての方法は、本開示の見地から、過度な実験をする
ことなく作製及び実行することができる。好ましい実施形態の観点から、本発明の組成物
及び方法が記載されているものの、本発明の構想、精神及び範囲を逸脱することなく、変
更を、本明細書に記載する方法、及び、それらの工程または連続した工程に適用すること
ができることが、当業者には明らかとなろう。より具体的には、化学的及び生理学的の両
方に関連する特定の作用物質を、本明細書で記載される作用物質で置き換えることができ
るが、同一または類似の結果が達成されるであろうことが明らかとなろう。当業者に明ら
かな、全てのこのような同様の置き換えは、添付の特許請求の範囲により定義される、本
発明の精神、範囲及び構想の範囲内であると見なされる。
【０１６５】
参考文献
　以下の参考文献は、本明細書で説明する内容を補完する、例示的手順、または他の詳細
を提供する限りにおいて、参照により本明細書に具体的に組み込まれている。



(32) JP 2019-520392 A 2019.7.18

10

20

30



(33) JP 2019-520392 A 2019.7.18

10

20

30

40



(34) JP 2019-520392 A 2019.7.18

10

20

【図１】
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【配列表】
2019520392000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成31年3月7日(2019.3.7)
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３５】
[本発明1001]
　シスチン尿症を有する、またはシスチン尿症の発症リスクを有する対象を治療する方法
であって、
　天然霊長類シスタチオニン－γ－リアーゼ（ＣＧＬ）のアミノ酸配列（配列番号：1及
び7～10を参照）と比較して、前記天然霊長類ＣＧＬ配列の59位のスレオニン及び339位の
バリンを含む少なくとも2つの置換を有する、単離された改変霊長類ＣＧＬ酵素、または
　前記単離された改変霊長類シスタチオニン－γ－リアーゼ（ＣＧＬ）酵素をコードする
ヌクレオチド配列を含む核酸
を含む治療上有効量の製剤を前記対象に投与することを含む、前記方法。
[本発明1002]
　前記酵素が、異種ペプチドセグメントを更に含む、本発明1001の方法。
[本発明1003]
　前記異種ペプチドセグメントが、ＸＴＥＮペプチド、ＩｇＧ　Ｆｃ、アルブミン、また
はアルブミン結合ペプチドである、本発明1002の方法。
[本発明1004]
　前記酵素が、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合している、本発明1001の方法。
[本発明1005]
　前記酵素が、1つ以上のリジンまたはシスチン残基を介してＰＥＧに結合している、本
発明1004の方法。
[本発明1006]
　前記対象が、Ｌ－シスチン及び／またはＬ－システインを制限した食事に維持される、
本発明1001の方法。
[本発明1007]
　前記対象が、メチオニンを制限した食事に維持される、本発明1001の方法。
[本発明1008]
　前記対象が、通常の食事に維持される、本発明1001の方法。
[本発明1009]
　前記対象がヒト患者である、本発明1001の方法。
[本発明1010]
　前記対象が齧歯類である、本発明1001の方法。
[本発明1011]
　前記製剤が、静脈内投与、皮内投与、動脈内投与、腹腔内投与、病巣内投与、頭蓋内投
与、関節内投与、前立腺内投与、胸膜内投与、気管内投与、眼内投与、鼻腔内投与、硝子
体内投与、腟内投与、直腸内投与、筋肉内投与、皮下投与、結膜下投与、小胞内投与、粘
膜投与、心膜内投与、臍帯内投与、経口投与、吸入、注射、注入、連続注入、標的細胞を
直接浸漬する局所潅流、カテーテルを介した投与、または洗浄を介した投与により投与さ
れる、本発明1001の方法。
[本発明1012]
　前記対象が以前にシスチン尿症の治療を受けており、シスチン尿症の再発を予防するた
めに前記酵素が投与される、本発明1001の方法。
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[本発明1013]
　少なくとも第2のシスチン尿症療法を前記対象に施すことを更に含む、本発明1001の方
法。
[本発明1014]
　前記第2のシスチン尿症治療法が、外科療法または衝撃波療法である、本発明1013の方
法。
　本発明の他の目的、特徴、及び利点が、以下の詳細の説明から明らかとなるであろう。
しかし、本発明の趣旨及び範囲内の様々な変化及び変更が、この詳細の説明から当業者に
は明らかとなるであろうため、詳細の説明及び具体的な実施例は、本発明の好ましい実施
形態を示しているものの、実例としてのみ与えられることが理解されなければならない。
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