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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）、０７
９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）、０２３Ｇ６
－４（配列ＩＤ番号：５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）、および００５Ｂ１
２－３（配列ＩＤ番号：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）から選択される変
異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素。
【請求項２】
　請求項１記載の変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素において、前記酵素は０５５Ｄ２
－３（配列ＩＤ番号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）を有するものである
、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素。
【請求項３】
　請求項１記載の変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素において、前記酵素は０７９Ｂ６
－２（配列ＩＤ番号：２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）を有するものである
、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素。
【請求項４】
　請求項１記載の変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素において、前記酵素は０２３Ｇ６
－４（配列ＩＤ番号：５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）を有するものである
、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素。
【請求項５】



(2) JP 5391069 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

　中枢神経系損傷を治療するために使用される薬学的組成物であって、０５５Ｄ２－３（
配列ＩＤ番号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）、０７９Ｂ６－２（配列Ｉ
Ｄ番号：２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号
：５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）、および００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番
号：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）から選択される酵素の治療的有効量を
有する、薬学的組成物。
【請求項６】
　請求項５記載の薬学的組成物において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は中枢神
経系への打撲損傷後に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項７】
　請求項５記載の薬学的組成物において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は中枢神
経系への非打撲損傷後に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項８】
　請求項５記載の薬学的組成物において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は脊髄損
傷後に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項９】
　請求項５記載の薬学的組成物において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は局所投
与されるものである、薬学的組成物。
【請求項１０】
　請求項９記載の薬学的組成物において、前記局所投与は髄腔内投与および局所性投与か
ら選択されるものである、薬学的組成物。
【請求項１１】
　請求項５記載の薬学的組成物において、前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１
、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）を有するものである、薬学的組成物。
【請求項１２】
　請求項５記載の薬学的組成物において、前記酵素は０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２
、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）を有するものである、薬学的組成物。
【請求項１３】
　請求項５記載の薬学的組成物において、前記酵素は０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５
、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）を有するものである、薬学的組成物。
【請求項１４】
　神経細胞の増殖を促進するために使用される薬学的組成物であって、０５５Ｄ２－３（
配列ＩＤ番号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）、０７９Ｂ６－２（配列Ｉ
Ｄ番号：２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号
：５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）、および００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番
号：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）から選択される酵素の治療的有効量を
有する、薬学的組成物。
【請求項１５】
　請求項１４記載の薬学的組成物において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は中枢
神経系への打撲損傷後に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項１６】
　請求項１４記載の薬学的組成物において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は中枢
神経系への非打撲損傷後に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項１７】
　請求項１４記載の薬学的組成物において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は脊髄
損傷後に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項１８】
　請求項１４記載の薬学的組成物において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は局所
投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項１９】
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　請求項１８記載の薬学的組成物において、前記局所投与は髄腔内投与および局所性投与
から選択されるものである、薬学的組成物。
【請求項２０】
　請求項１４記載の薬学的組成物において、前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：
１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）を有するものである、薬学的組成物。
【請求項２１】
　請求項１４記載の薬学的組成物において、前記酵素は０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：
２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）を有するものである、薬学的組成物。
【請求項２２】
　請求項１４記載の薬学的組成物において、前記酵素は０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：
５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）を有するものである、薬学的組成物。
【請求項２３】
　中枢神経系における薬剤の拡散を促進するために使用される薬学的組成物であって、
　０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）、０７
９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）、０２３Ｇ６
－４（配列ＩＤ番号：５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）、および００５Ｂ１
２－３（配列ＩＤ番号：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）から選択される酵
素を有し、
　前記薬剤は前記中枢神経系に投与されるものであり、
　前記酵素は中枢神経系に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項２４】
　請求項２３記載の薬学的組成物において、少なくとも一つの酵素は０５５Ｄ２－３（配
列ＩＤ番号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）を有するものである、薬学的
組成物。
【請求項２５】
　請求項２３記載の薬学的組成物において、少なくとも一つの酵素は０７９Ｂ６－２（配
列ＩＤ番号：２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）を有するものである、薬学的
組成物。
【請求項２６】
　請求項２３記載の薬学的組成物において、少なくとも一つの酵素は０２３Ｇ６－４（配
列ＩＤ番号：５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）を有するものである、薬学的
組成物。
【請求項２７】
　請求項２３記載の薬学的組成物において、少なくとも一つの酵素は有効量で投与される
ものである、薬学的組成物。
【請求項２８】
　請求項２３記載の薬学的組成物において、少なくとも一つの酵素は１若しくはそれ以上
の薬学的担体と共に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項２９】
　請求項２３記載の薬学的組成物において、前記薬学的担体は希釈剤、結合剤、潤滑剤、
着色剤、崩壊剤、緩衝剤、等張剤、ポリオール、保存剤、麻酔剤から成る群から選択され
るものである、薬学的組成物。
【請求項３０】
　請求項２３記載の薬学的組成物において、前記薬剤は複合生物製剤、小分子、および移
植細胞から成る群から選択されるものである、薬学的組成物。
【請求項３１】
　中枢神経系における薬剤の取込みを促進するために使用される薬学的組成物であって、
前記薬剤とコンドロイチン硫酸プロテオグリカンを開裂することのできる少なくとも一つ
の酵素とを有し、前記少なくとも一つの酵素は、０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１、Ａ
ＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２、ＡＴＣＣ
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寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５、ＡＴＣＣ寄託番
号第ＰＴＡ－８６６３号）、および００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６、ＡＴＣＣ寄託
番号第ＰＴＡ－８６６０号）から選択されるものである、薬学的組成物。
【請求項３２】
　請求項３１記載の薬学的組成物において、前記少なくとも一つの酵素は０５５Ｄ２－３
（配列ＩＤ番号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）を有するものである、薬
学的組成物。
【請求項３３】
　請求項３１記載の薬学的組成物において、前記少なくとも一つの酵素は０７９Ｂ６－２
（配列ＩＤ番号：２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）を有するものである、薬
学的組成物。
【請求項３４】
　請求項３１記載の薬学的組成物において、前記少なくとも一つの酵素は０２３Ｇ６－４
（配列ＩＤ番号：５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）を有するものである、薬
学的組成物。
【請求項３５】
　請求項３１記載の薬学的組成物において、前記少なくとも一つの酵素は有効量で投与さ
れるものである、薬学的組成物。
【請求項３６】
　請求項３１記載の薬学的組成物において、前記少なくとも一つの酵素は１若しくはそれ
以上の薬学的担体と共に投与されるものである、薬学的組成物。
【請求項３７】
　請求項３１記載の薬学的組成物において、前記薬学的担体は希釈剤、結合剤、潤滑剤、
着色剤、崩壊剤、緩衝剤、等張剤、ポリオール、保存剤、麻酔剤から成る群から選択され
るものである、薬学的組成物。
【請求項３８】
　請求項３１記載の薬学的組成物において、前記薬剤は複合生物製剤、小分子、および移
植細胞から成る群から選択されるものである、薬学的組成物。
【請求項３９】
　血管からの細胞溢出を阻害するために使用される薬学的組成物であって、コンドロイチ
ン硫酸プロテオグリカンを開裂する酵素を有し、前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番
号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２
、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５、ＡＴ
ＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）、および００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６、Ａ
ＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）から選択されるものである、薬学的組成物。
【請求項４０】
　請求項３９記載の薬学的組成物において、前記細胞は、白血球、好中球、好酸球、好塩
基球、リンパ球、Ｂ細胞、Ｔ細胞、単球、およびマクロファージから成る群から選択され
るものである、薬学的組成物。
【請求項４１】
　患者の炎症を治療するために使用される薬学的組成物であって、コンドロイチン硫酸プ
ロテオグリカンを開裂する酵素を有し、前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１、
ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２、ＡＴＣ
Ｃ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５、ＡＴＣＣ寄託
番号第ＰＴＡ－８６６３号）、および００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６、ＡＴＣＣ寄
託番号第ＰＴＡ－８６６０号）から選択されるものである、薬学的組成物。
【請求項４２】
　生体外で血球を修飾するための方法であって、
　患者の血流から抽出された細胞を薬学的組成物に曝露する工程を有するものであり、前
記薬学的組成物は、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンを開裂する酵素を有し、前記酵
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素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６１号）、０
７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号）、０２３Ｇ
６－４（配列ＩＤ番号：５、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号）、および００５Ｂ
１２－３（配列ＩＤ番号：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）から選択される
ものである、方法。
【請求項４３】
　請求項１記載の変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素において、前記酵素は００５Ｂ１
２－３（配列ＩＤ番号：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）を有するものであ
る、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素。
【請求項４４】
　請求項５記載の薬学的組成物において、前記酵素は００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：
６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）を有するものである、薬学的組成物。
【請求項４５】
　請求項１４記載の薬学的組成物において、前記酵素は００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号
：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）を有するものである、薬学的組成物。
【請求項４６】
　請求項２３記載の薬学的組成物において、前記酵素の少なくとも一つは００５Ｂ１２－
３（配列ＩＤ番号：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）を有するものである、
薬学的組成物。
【請求項４７】
　請求項３１記載の薬学的組成物において、前記酵素の少なくとも一つは００５Ｂ１２－
３（配列ＩＤ番号：６、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号）を有するものである、
薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は２００６年１０月１０日出願の米国仮特許出願第６０／８２８，８００号の
利益を主張するものである。
【背景技術】
　【０００２】
　脊髄は神経線維で構成されている。脊髄を含む中枢神経系への損傷は機能消失をもたら
す。最も多く見られる脊髄損傷（ＳＣＩ）は挫傷（脊髄の打撲）および圧迫損傷（脊髄へ
の長期間にわたる圧迫に起因する）である。成体哺乳動物の脊髄損傷では、軸索が再生不
能になることにより、感覚消失、運動機能消失、および／または自律神経機能消失のみな
らず、永久麻痺をもたらすことがある。神経細胞が再生できない理由の一つは、神経細胞
が脊髄損傷後に生じるグリア性瘢痕を越えられないことである。損傷によって誘発された
病変部には、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン（ＣＳＰＧｓ）などの細胞外基質分子
を含むグリア性瘢痕が生じる。ＣＳＰＧＳは、インビトロでは神経組織の成長を阻害し、
インビボではＣＳＰＧｓが豊富な部位での神経組織の再生を阻害する。ＣＳＰＧｓは例え
ば炎症など他の様々な状態に関与する。
【先行技術文献】
　【特許文献】
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
　【０００３】
　　【特許文献１】　米国特許第５４９８５３６号
　　【特許文献２】　米国特許第５５７８４８０号
　　【特許文献３】　米国特許第５７９２７４３号
　　【特許文献４】　米国特許第５９９７８６３号
　　【特許文献５】　米国特許第６００７８１０号
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　　【特許文献６】　米国特許第６３１３２６５号
　　【特許文献７】　国際公開第ＷＯ２００４／１０３２９９号
　　【特許文献８】　国際公開第ＷＯ２００４／１１０３５９号
　　【特許文献９】　国際公開第ＷＯ２００４／１１０３６０号
　　【特許文献１０】国際公開第ＷＯ２００５／０８７９２０号
　　【特許文献１１】国際公開第ＷＯ２００５／１１２９８６号
　【非特許文献】
　【０００４】
　　【非特許文献１】　ＳＡＴＯ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅ
ｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｅｎ
ｃｏｄｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ　ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　ＡＢＣ　
ｌｙａｓｅ．１９９４，Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４１：
３９－４６
　　【非特許文献２】　Ｂｒｏａｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍａ
ｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｅｄ．Ｍ．Ｉｎｏｕｙ
ｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８３，ｐｐ．８３－１１７
．
　　【非特許文献３】　Ｂａｎｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｄｅｒｎ　Ｐｈａｅｍａｃｅ
ｕｔｉｃｓ　４ｔｈ　Ｅｄ．，Ｉｎｆｏｒｍａ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，２００２，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ（ＴＯＣ）．
　　【非特許文献４】　Ｇｏｏｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏ
ｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，　１０ｔｈ　ｅｄ．，Ｍｃ
Ｇｒａｗ　Ｈｉｌｌ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２００１（ＴＯＣ）．
　　【非特許文献５】　Ｆａｗｃｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｅ　ｇｌｉａｌ　ｓｃａｒ
　ａｎｄ　ｃｅｔｒａｌ　ｎｅｒｖｏｕｓ　ｓｙｓｔｅｍ　ｒｅｐａｉｒ，１９９９，Ｂ
ｒａｉｎ　Ｒｅｓ．Ｂｕｌｌ．４９：３７７－３９１．
　　【非特許文献６】　Ｂｒａｄｂｕｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎａｓ
ｅ　ＡＢＣ　ｐｒｏｍｏｔｅｓ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ａｆｔｅｒ
　ｓｐｉｎａｌ　ｃｏｒｄ　ｉｎｊｕｒｙ，２００２，Ｎａｔｕｒｅ４１６：６３６－６
４０．
　　【非特許文献７】　Ｈｏｆｆｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　Ｓｕ
ｌｆａｔｅｓ，１９５８，Ｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｃ．１７：１０７８－１０８２
．
　　【非特許文献８】　Ｙａｍａｇａｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　
ａｎｄ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎａ
ｓｅｓ　ａｎｄ　Ｃｈｏｎｄｒｏｓｕｌｆａｔａｓｅｓ，１９６８，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．２４３（７）：１５２３－１５３５．
　　【非特許文献９】　Ｍｉｃｈｅｌａｃｃｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ
ａｓｅ　Ｃ　ｆｒｏｍ　Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｈｅｐａｒｉｎｕｍ，１９７６
，　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５１（４）：１１５４－１１５８．
　　【非特許文献１０】　Ｍｉｃｈｅｌａｃｃｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　
ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ｉｎｄｕｃｅｄ　Ｃｈｏｎｄ
ｒｏｉｔｉｎａｓｅ　ＡＢＣ，１９８７，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ９
２３：２９１－３０１．
　　【非特許文献１１】　Ｂｎｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｄｅｒｎ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃｓ，１９７９，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（
ＴＯＣ）．
　　【非特許文献１２】　Ｇｏｏｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，６ｔｈ　ｅｄ．，Ｍｃ
Ｇｒａｗ　Ｈｉｌｌ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　２００１（ＴＯＣ）．
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　　【非特許文献１３】　Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ，　２ｎｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９　Ｃｈ．１６ａｎｄ１７．
　　【非特許文献１４】　Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ，　２ｎｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９　（ＴＯＣ）．
　　【非特許文献１５】　Ｂｅｎ－Ｂａｓｓａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ　ｆｒｏｍ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ；　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｍｅ
ｔｈｉｏｎｉｎｅ　Ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ａｎｄ　Ｉｔｓ　Ｇｅｎｅ　Ｓｔｒ
ｕｃｔｕｒｅ，１９８７，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１６９（２）：７５１－７５７．
　　【非特許文献１６】　Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｍｅｔ
ｈｉｏｎｉｎｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ｉｎ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ，１９８，ＰＮＡＳ８４：２７１８－２７２２．
　　【非特許文献１７】　Ｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，ＥＮｄｏｔｏｘｉｎ　Ｒｅｍｏｖａｌ
　ｂｙ　Ａｎｉｏｎ－Ｅｘｃｈａｎｇｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ　Ｍａｔｒｉｘ，１９９０
，Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１２：３１５－３２４．
　　【非特許文献１８】　Ｈａｍａｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｗｏ　Ｄｉｓｔｉｎｃｔ　Ｃ
ｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　Ｓｕｌｆａｔｅ　ＡＢＣ　Ｌｙａｓｅｓ，１９９７，Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２７２（１４）：９１２３－９１３０．
　　【非特許文献１９】　Ｚｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃ
ｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　Ｓｕｌｆａｔｅ　Ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ　Ｅｎｈａｎｃｅｓ
　ｔｈｅ　Ｎｅｕｒｉｔｅ－Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　Ｐｒｏｔｉａｌ　ｏｆ　Ｓｐｉｎａｌ
　Ｃｏｒｄ　Ｔｉｓｓｕｅ，１９９８，Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１５４（２）：６５４－
６６２．
　　【非特許文献２０】　Ｚｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａ
ｘｏｎｓ　ａｆｔｅｒ　Ｎｅｒｖｅ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎ　Ｒｅｐａｉｒ　ｉｓ　Ｅ
ｎｈａｎｃｅｄ　ｂｙ　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　Ｓｕ
ｌｆａｔｅ　Ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ，　２００２，Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１７６３
（１）：２２１－２２８．
　　【非特許文献２１】　Ｋｒｅｋｏｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｘｏｎａｌ　Ｒｅｇｅｎ
ｅｒａｔｉｏｎ　ｉｎｔｏ　Ａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｎｅｒｖｅ　Ｇｒａｆｔｓ　ｉｓ　Ｅ
ｎｈａｎｃｅｄ　ｂｙ　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　Ｓｕ
ｌｆａｔｅ　Ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ，　２００１，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１５：２
１（１６）：６２０６－６２１３．
　　【非特許文献２２】　Ｂｌｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｉｍａｌ　ｍｏｄｅｌｓ
　ｏｆ　ｓｐｉｎａｌ　ｃｏｒｄ　ｉｎｊｕｒｙ，２００２，Ｔｏｐ　Ｓｐｉｎａｌ　Ｃ
ｏｒｄ　Ｉｎｊ，Ｒｅｈａｂｉ，６（２）：１－１３．
　　【非特許文献２３】　Ｋｗｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｉｍａｌ　Ｍｏｄｅｌｓ　Ｕ
ｓｅｄ　ｉｎ　Ｓｐｉｎａｌ　Ｃｏｒｄ　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　Ｒｅｓｅｒｃｈ，
２００２，Ｓｐｉｎｅ２７（１４）：１５０４－１５１０．
　　【非特許文献２４】　Ｈｉｒｓｃｈｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉ
ｏｎ　ａｆｔｅｒ　ａｘｏｎａｌ　ｉｎｊｕｒｙ　ｈａｓ　ｃｏｎｆｌｉｃｔｉｎｇ　ｃ
ｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｆｏｒ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｒｅｓ
ｃｕｅ　ｏｆ　ｓｐａｒｅｄ　ａｘｏｎｓ　ｉｓ　ｉｍｐａｉｒｅｄ　ｂｕｔ　ｒｅｇｅ
ｎｅｒａｔｉｏｎ　ｉｓ　ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．１９９
４，５０（１）：９－１６（Ａｂｓｔｒｕｃｔ）．
　　【非特許文献２５】　Ｋｏｒｎ，１９５７，Ｔｈｅ　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ
　Ｈｅｐａｒｉｎ　ｂｙ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｅｎｚｙｍｅｓ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ
ｍ．２２６：８４１－８４４．
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　　【非特許文献２６】　Ｍａｒｔｉｎｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　ａｎｄ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉ
ｎａｓｅ，１９５９，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２３４（９）：２２３６－２２３９．
　　【非特許文献２７】　Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒｅ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｕｓ　Ｖｕｌｇａｒｉｓ　Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　Ｓｕｌｆａ
ｔｅ　ＡＢＣ　Ｌｙａｓｅ　１　ａｔ　１．９　Ａ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，２００３，
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３２８：６２３－６３４．
　　【非特許文献２８】　Ｍｉｃｈｅｌａｃｃｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａ　Ｃｏｍｐａｒａｔ
ｉｖｅ　Ｓｔｕｄｙ　Ｂｅｔｗｅｅｎ　ａ　Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎａｓｅ　Ｂ　ａｎｄ
　ａ　Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎａｓｅ　ＡＣ　ｆｒｏｍ　Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ｈｅｐａｒｉｎｕｍ，１９７５，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．１５１：１２１－１２９．
　　【非特許文献２９】　Ｐｒａｂｈａｋａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎａｓｅ　
ＡＢＣ　１　Ａｃｔｉｖｅ　Ｓｉｔｅ，Ａｕｇ．２３，２００５，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．
，ｐｐ．３９５－４０５
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明の一実施形態はコンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素の変異体を提供する。
　好ましい実施形態において、そのようなコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は活性亢
進を示す。他の好ましい実施形態において、そのようなコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異
酵素は、ＵＶまたは熱への曝露による不活性化を含む不活性化への抵抗性亢進を示す。で
きれば本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：
１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０
５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１
２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選択され
るのが好ましい。
　プロテウス・ブルガリスの野生型コンドロイチナーゼＡＢＣＩのヌクレオチド配列は配
列ＩＤ番号：７、コンドロイチナーゼＡＢＣＩのアミノ酸配列は配列ＩＤ番号：８で示さ
れる。
【０００６】
　本発明には、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素をコード化する核酸および
それらの使用法が含まれる。一実施形態において、本発明は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番
号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）
、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、００５
Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選択
されるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素をコード化する核酸配列を含む。できれば本
発明の核酸配列は０５５Ｄ２－３核酸（配列ＩＤ番号：９）、０７９Ｂ６－２核酸（配列
ＩＤ番号：１０）、０７９Ｄ２－２核酸（配列ＩＤ番号：１１）、０５７Ｇ１－１核酸（
配列ＩＤ番号：１２）、０２３Ｇ６－４核酸（配列ＩＤ番号：１３）、００５Ｂ１２－３
核酸（配列ＩＤ番号：１５）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選択され
るのが好ましい。
【０００７】
　本発明の他の実施形態は、例えば中枢神経系（「ＣＮＳ」）損傷または疾患後において
感覚、運動、および自律神経機能回復が必要な患者の治療法に関連する。本発明のＡＢＣ
Ｉ変異酵素はＣＳＰＧＳの分解にも使用可能である。従って、本発明の実施形態には、本
発明のＡＢＣＩ変異酵素を含む組成物を用いて一つ若しくはそれ以上のＣＳＰＧＳを分解
する方法が含まれる。できれば、神経機能の回復促進に有効な本発明の組成物には、０５
５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－
２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列
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ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列
ＩＤ番号：＿）から選択されるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素が含有されるのが好
ましい。
【０００８】
　本発明の一実施形態は、本発明の酵素を含有する組成物の患者への投与を含む、血管外
腔および領域への細胞の接近を修飾する方法である。本発明の別の実施形態は、炎症関連
細胞の患者組織中への浸透を低減する方法である。できれば前記酵素は０５５Ｄ２－３（
配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ
番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５
）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿
）から選択されるのが好ましい。
【０００９】
　本発明の別の実施形態は、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン開裂酵素を含有する組
成物の患者への投与を含む、炎症関連細胞の血管外溢出抑制方法である。一実施形態にお
いて、本発明の酵素は、白血球（ｗｈｉｔｅ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌｓ，ｌｅｕｋｏｃｙ
ｔｅｓ）、好中球、好酸球、好塩基球、リンパ球、Ｂ細胞、Ｔ細胞、単球、およびマクロ
ファージから成る群から選択される細胞の血流からの離脱を防止する。できれば前記酵素
は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９
Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４
（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３
（配列ＩＤ番号：＿）から選択されるのが好ましい。
【００１０】
　本発明の別の実施形態は、患者へのコンドロイチン硫酸プロテオグリカン開裂酵素投与
を含む、患者における炎症治療法である。できれば前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ
番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３
）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、００
５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選
択されるのが好ましい。本発明の様々な実施形態において、炎症は慢性炎症性疾患および
中枢神経系疾患などの疾患または損傷に関連する。
【００１１】
　本発明の別の実施形態は、患者へのコンドロイチン硫酸プロテオグリカン開裂酵素含有
組成物の投与を含む、患者における炎症予防法である。できれば前記酵素は０５５Ｄ２－
３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列
ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号
：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号
：＿）から選択されるのが好ましい。
【００１２】
　本発明の別の実施形態は、炎症関連細胞の患者からの抽出、前記細胞を修飾するための
生体外における前記細胞のコンドロイチン硫酸プロテオグリカン開裂酵素への曝露、前記
修飾血球の患者への投与から成る、患者における炎症治療法である。できれば前記酵素は
０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ
２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（
配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（
配列ＩＤ番号：＿）から選択されるのが好ましい。
【００１３】
　一実施形態において、本発明の酵素は損傷神経組織の再生を必要とする患者の治療に用
いられる。別の実施形態において、本発明の酵素は神経発育阻止分子活性を阻止および／
または克服することが出来る治療用分子の損傷または病変組織への拡散および輸送促進に
用いられる。本発明の実施形態には、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素を含
有する組成物、および治療／診断用薬および神経・軸索再生促進剤の細胞または組織中へ
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の送達および拡散促進に用いられる方法が含まれる。できれば本発明の組成物は損傷神経
組織の再生または拡散／輸送促進に有効であるのが好ましい。一実施形態において、本発
明の組成物は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２
）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２
３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２
１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選択されるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素を
含有する。
【００１４】
　さらに別の実施形態は、そのようなコンドロイチンＡＢＣＩ変異酵素の投与による神経
細胞の増殖促進法および脊髄損傷および関連ＣＮＳ障害の治療への利用法に関連する。で
きれば、神経細胞の増殖促進に有効な本発明の組成物には、０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番
号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）
、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、００５
Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選択
されるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素が含有されるのが好ましい。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
　一つには、以下の説明、添付請求項、および添付図面に関し、本発明の実施形態に関す
る他の態様、特徴、利益、および利点は明白であろう。
【図１】図１は、全細胞溶解液中の相対的変異コンドロイチナーゼ・タンパク質値を示す
。下記の実施例３にさらに詳細に記載されている。
【図２】図２は、３７℃における変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ全細胞溶解液の安定性
分析の結果を示している。実施例３にさらに詳細に記載されている。
【図３】図３は、半精製変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素の安定性分析の結果を示し
ている。実施例４にさらに詳細に記載されている。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本組成物および方法について記載する前に、この発明が特定の分子、組成物、または記
載された方法論またはプロトコル（これらは様々であり得る）に限定されないことを理解
する必要がある。説明に用いた用語は特定の見解または実施形態の説明のみを目的に用い
たものであり、添付請求項によってのみ限定される本発明の範囲の限定を意図したもので
はないことについても理解する必要がある。
【００１７】
　また、本明細書および添付請求項に記載したように、文脈から明らかに他の意味が示さ
れる場合を除き、単数形「一つの」および「前記」には複数への言及が含まれることにも
留意する必要がある。従って、例えば、「ある、一つの」細胞は本分野の熟練者に知られ
た一つ若しくはそれ以上の細胞および等価物を意味する。特に別の指定がない限り、本明
細書で用いられる技術および科学用語はいずれも本分野における通常の技術所有者に一般
的に理解されるものと同じ意味を有する。本発明の実施形態の実践または試験に、本明細
書に記載した方法と同様または同等のどんな方法および材料も使用可能であるが、好まし
い方法、機器、および材料を記載する。ここで言及した出版物はいずれも参照により本明
細書に組み込まれている。本明細書に記載した何ごとも、先行発明のため本発明がそのよ
うな開示に先行する資格がないことを認めたものと解釈されるべきではない。
【００１８】
　本明細書での使用において、用語「約」はそれが用いられる数値±１０％を意味する。
従って、約５０％は４５％～５５％を意味する。
【００１９】
　治療との関連で用いられる「投与」とは、薬剤を目標組織内または目標組織上に直接投
与するか、目標とする組織に薬剤が良い影響を及ぼすように薬剤を患者に投与することを
意味する。従って、本明細書における用語「投与する」には、酵素を目標組織内または目
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標組織上に供給すること、酵素が目標組織に到達するように例えば静脈内注射により全身
的に供給すること、酵素をコード化配列の形で目標組織に供給すること（例えばいわゆる
遺伝子治療技術により）、などを含み得るがそれらに限定されるものではない。
【００２０】
　本明細書における用語「動物」には、ヒトおよびヒト以外の脊椎動物（野生動物および
家畜を含む）が含まれるが、それらに限定されない。
【００２１】
　用語「改善する」は、本発明がその提供、適用、または投与対象の外観、形状、特性、
および／または体格を変化させるということを伝えるのに用いられる。前記変化は以下の
いずれか単独またはそれらの組合せによって示し得る。すなわち、脊髄またはＣＮＳ内の
病変部位におけるＣＳＰＧＳの分解、または哺乳動物の運動、感覚、または自律神経機能
の全部または一部の回復である。
【００２２】
　用語「阻害する」には、症状の発症を予防するための本発明の組成物の投与、症状の軽
減、または疾病、病状、障害の除去が含まれる。
【００２３】
　「薬学的に許容される」により、その担体、希釈剤、または賦形剤が同剤形の他の成分
と親和性があり、そのレシピエントに有害ではないことが意味される。
【００２４】
　用語「組換えタンパク質」は遺伝子組換え技術によって産生される本発明のポリペプチ
ドに言及するものであり、ポリペプチドをコード化するＤＮＡを適切な発現ベクターに挿
入し、それを用いて宿主細胞を転換しタンパク質を産生させる。さらに、組換え遺伝子に
関連したフレーズ「由来する」は、「組換えタンパク質」の意味の範囲内で、天然タンパ
ク質のアミノ酸配列を有するタンパク質、または自然発生形態のタンパク質の置換および
欠失（切断を含む）を含む突然変異によって産生されたものと同様のアミノ酸配列を有す
るタンパク質を含むように意図されている。
【００２５】
　本明細書での使用において、用語「治療薬」は患者の好ましからざる状態または疾病を
治療、対処、改善、予防、改良するのに用いられる薬剤を意味する。一部には本発明の実
施形態は、脊髄またはＣＮＳ内の病変部位におけるＣＳＰＧｓの分解、または哺乳動物の
運動、感覚、または自律神経機能の全体または部分的回復、など中枢神経系の治療を対象
とする。本発明の他の実施形態は細胞の血管外溢出阻止を対象とする。ただし、本発明の
他の実施形態は本明細書に記載したように、拡散の増進または促進が目的である。本発明
の他の実施形態は炎症の治療または予防を対象とする。
【００２６】
　用語「治療的有効量」または「有効量」は本明細書では互いに置き換え可能であり、本
発明の治療的化合物成分の量のことである。例えば、治療化合物の治療的有効量とは、所
期の効果を達成するように（すなわち中枢神経系への損傷を効果的に治療するように）計
算された所定量である。例えば、安定した活性酵素を提供するよう構成された治療的有効
量のコンドロイチナーゼを含有する治療化合物は、脊髄病変部位のＣＳＰＧｓを分解する
のに十分であるか、または哺乳動物の運動、感覚、または自律神経機能の全体または一部
を修復するのに十分な量であり、損傷部位への軸索の成長を促進するなどにより中枢神経
系における神経細胞の再生をもたらす可能性がある。治療的有効量には、ＣＳＰＧｓを分
解することによって神経機能の回復を促進するのに有効な量も含まれている。さらに治療
的有効量には、細胞の血管外溢出を修飾するか炎症を軽減または予防するのに十分な量も
含まれる。
【００２７】
　本明細書における用語「治療する」「治療された」「治療中」は治療と予防の両方を指
し、その目的は好ましからざる生理的状態、障害、または疾病を予防または軽減するか、
有益または好ましい臨床結果を得ることにある。本発明の目的において、有益または好ま
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しい臨床結果としては、検知可能または検知不能、または病態、障害、疾病の増大または
改善にかかわらず、以下が挙げられる（これらに限定されるものではないが）：症状の軽
減；病態、障害、または疾病範囲の縮小；病態、障害、または疾病状態の安定化（悪化し
ない）；病態、障害、または疾病の発症遅延または進行抑制；病態、障害、または疾病状
態の軽減；および寛解（部分的、完全に関わらず）。治療には過剰な副作用を引起すこと
なく臨床的に有意な反応を引き出すことが含まれる。さらに治療には治療を受けない場合
の予想生存率に比べた生存延長も含まれる。
【００２８】
　「血管外溢出」のプロセスは白血球などの細胞の血管から血管外腔への遊走として知ら
れ、さらに周辺組織への遊走が含まれることもある。本明細書中の用語「白血球」は炎症
に関連した細胞クラスの言及に用いられ、核と細胞質を有する各種血球のすべてとも定義
し得る。ｗｈｉｔｅ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌｓとしても知られる白血球（ｌｅｕｋｏｃｙ
ｔｅｓ）には、好中球、好酸球、好塩基球、リンパ球（Ｂ細胞、Ｔ細胞など）、単球、お
よびマクロファージが含まれる。４種類の白血球が免疫防御においては特に重要である。
すなわち、各種抗菌性タンパク質を放出する好中球、異物を取り込み破壊するマクロファ
ージの先駆物質である単球、および抗原認識を担当する免疫細胞であるＴリンパ球および
Ｂリンパ球である。
【００２９】
　用語「ベクター」は核酸分子を輸送することができる媒体を指す。コンドロイチナーゼ
・ポリペプチドをコード化する核酸分子はベクターの核酸と共有結合する。本発明のこの
態様において、前記ベクターは例えばプラスミド、一本鎖または二本鎖ファージ、一本鎖
または二本鎖ＲＮＡまたはＤＮＡウイルスベクター、またはＢＡＣ、ＰＡＣ、ＹＡＣ、Ｍ
ＡＣなどの人工染色体であり得る。
【００３０】
　本発明の一実施形態はコンドロイチナーゼＡＢＣＩの変異体を提供する。好ましい実施
形態において、コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素およびそれらをコードする核酸は０
５５Ｄ２－３（２００７年９月２６日にＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ、１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｌｖｄ．，バ
ージニア州マナッサス、２０１１０－２２０９）に寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ
－８６６１号を有する）（配列ＩＤ番号：１および配列ＩＤ番号：９）、０７９Ｂ６－２
（２００７年９月２６日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６２号
を有する）（配列ＩＤ番号：２および配列ＩＤ番号：１０）、０７９Ｄ２－２（２００７
年９月２６日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６５９号を有する）
（配列ＩＤ番号：３および配列ＩＤ番号：１１）、０２１Ｂ８－３（２００７年９月２６
日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６５７号を有する）（配列ＩＤ
番号：＿および配列ＩＤ番号：＿）、０５７Ｇ１－１（２００７年９月２６日にＡＴＣＣ
に寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６５８号を有する）（配列ＩＤ番号：４およ
び配列ＩＤ番号：１２）、０２３Ｇ６－４（２００７年９月２６日にＡＴＣＣに寄託され
、ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６３号を有する）（配列ＩＤ番号：５および配列ＩＤ
番号：１３）、および００５Ｂ１２－３（２００７年９月２６日にＡＴＣＣに寄託され、
ＡＴＣＣ寄託番号第ＰＴＡ－８６６０号を有する）（配列ＩＤ番号：６および配列ＩＤ番
号：１４）から選択される単離クローンのものである。コンドロイチナーゼＡＢＣＩのヌ
クレオチド配列は配列ＩＤ番号：７、コンドロイチナーゼＡＢＣＩのアミノ酸配列は配列
ＩＤ番号：８で示される。
【００３１】
　本明細書で言及されるＡＴＣＣ寄託は、特許手続きのための微生物寄託の国際承認に関
するブダペスト条約の条項に従って維持される。これらの寄託は本分野の熟練者への便宜
としてのみ提供され、寄託が３５　Ｕ．Ｓ．Ｃ．１１２項に基づいて要求されることを認
めるものではない。寄託材料に含まれるポリヌクレオチドの配列、およびそれによってコ
ード化されるポリペプチドのアミノ酸配列は参照により本明細書に組み込まれており、こ
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この配列のどんな内容との対立が生じた場合にも優先される。前記寄託材料を作製、使用
、または販売するには許可が必要であり、そのような許可はここでは認められない。
【００３２】
　本発明の一実施形態はコンドロイチナーゼＡＢＣＩの変異体を提供する。好ましい実施
形態において、そのようなコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は活性亢進を示す。一実
施形態において、本発明の酵素の活性値（ＣＳＰＧ基質分解能により評価）は対応する野
生型酵素の活性値の最大約２倍である。別の実施形態において、本発明の酵素の活性値は
対応する野生型コンドロイチナーゼの活性値の最大約３倍である。一実施形態において、
前記コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７
９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－
１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配
列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選択される。できれ
ば前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２
）、および０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）から成る群から選択されるのが好ましい
。
【００３３】
　本発明には、高い活性を有する本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素をコード
化する核酸およびそれらの使用法が含まれる。一実施形態において、本発明は０５５Ｄ２
－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配
列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番
号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番
号：＿）から選択されるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素をコード化する核酸配列を
含む。できれば本発明の核酸配列は０５５Ｄ２－３核酸（配列ＩＤ番号：９）、０７９Ｂ
６－２核酸（配列ＩＤ番号：１０）、０７９Ｄ２－２核酸（配列ＩＤ番号：１１）、０５
７Ｇ１－１核酸（配列ＩＤ番号：１２）、０２３Ｇ６－４核酸（配列ＩＤ番号：１３）、
００５Ｂ１２－３核酸（配列ＩＤ番号：１５）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：
＿）から選択されるのが好ましい。
【００３４】
　別の好ましい実施形態において、そのようなコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は不
活性化に対する高い抵抗性を示す。一実施形態において、不活性化に対する高い抵抗性は
本発明の酵素がストレス（熱またはＵＶなど）負荷後に対応する野生型コンドロイチナー
ゼに比べ最大約１０倍長く活性を維持するのを可能にする。例えば、野生型コンドロイチ
ナーゼが測定可能な活性を最大約３日間維持するとすれば、同じ条件下で本発明のコンド
ロイチナーゼ酵素は測定可能な活性を最大約３０日間維持する。一実施形態において、不
活性化に高い抵抗性を示す前記コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は０５５Ｄ２－３（
配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ
番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５
）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿
）から選択される。できれば前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ
６－２（配列ＩＤ番号：２）、および０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）から成る群か
ら選択されるのが好ましい。
【００３５】
　本発明には、不活性化に高い抵抗性を示す本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵
素をコード化する核酸およびそれらの使用法が含まれる。一実施形態において、本発明は
０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ
２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（
配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（
配列ＩＤ番号：＿）から選択されるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素をコード化する
核酸配列を含む。できれば本発明の核酸配列は、０５５Ｄ２－３核酸（配列ＩＤ番号：９
）、０７９Ｂ６－２核酸（配列ＩＤ番号：１０）、０７９Ｄ２－２核酸（配列ＩＤ番号：
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１１）、０５７Ｇ１－１核酸（配列ＩＤ番号：１２）、０２３Ｇ６－４核酸（配列ＩＤ番
号：１３）、００５Ｂ１２－３核酸（配列ＩＤ番号：１５）、および０２１Ｂ８－３（配
列ＩＤ番号：＿）から選択されるのが好ましい。
【００３６】
　さらなる実施形態において、変異コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素は高い安定性を有す
る状態で提供される。前記酵素はＵＶ光または熱などのストレスが負荷された状況で不活
性化に対し野生型ＡＢＣＩ酵素に比べ高い抵抗性を示す。好ましい実施形態において、前
記酵素はストレス負荷に対し野生型コンドロイチナーゼＡＢＣＩ酵素に比べ高い安定性を
示す。一実施形態において、高い安定性を有する前記コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵
素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７
９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－
４（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－
３（配列ＩＤ番号：＿）から選択される。できれば前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ
番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、および０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番
号：５）から成る群から選択されるのが好ましい。
【００３７】
　本発明の酵素は炎症および炎症状態による症状の予防、治療、軽減に用いることが可能
である。一実施形態において、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は慢性炎症
性疾患による症状の予防、治療、または軽減に用いられる。本発明のコンドロイチナーゼ
ＡＢＣＩ変異酵素は疼痛、注射、および病的状態に関連した炎症の治療に用いることが可
能である。本発明の酵素は炎症プロセスに関連した組織損傷の予防に用いることが可能で
ある。慢性炎症性疾患を含むいくつかの状態が、制御された免疫反応から利益を得る可能
性がある。慢性炎症性疾患の例としては、喘息、関節リウマチ（ＲＡ）、多発性硬化症（
ＭＳ）、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、および慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）が挙
げられる。本発明の酵素は、中枢神経系障害、中枢神経系疾患、脊髄損傷、および心臓血
管疾患から成る群から選択される一つ若しくはそれ以上の疾患に関連した炎症状態の制御
にも用いることが可能である。
【００３８】
　本発明の酵素を含有する組成物で治療可能な炎症性疾患、自己免疫疾患、および炎症性
要素を伴った疾患としては、多発性硬化症、髄膜炎、脳炎、関節リウマチ、変形性関節症
、ループス（Ｌｕｐｕｓ）、ヴェグナー肉芽腫症、炎症性腸疾患（クローン病、潰瘍性大
腸炎）、喘息、クラミジア感染、梅毒、甲状腺炎、側頭動脈炎、リウマチ性多発筋痛、強
直性脊椎炎、乾癬、血管炎（側頭動脈炎、高安動脈炎、梅毒性大動脈炎など）、感染性動
脈瘤、アテローム硬化性動脈瘤、炎症性腹部大動脈瘤、結節性多発動脈炎、川崎病、チャ
ーグ・ストラウス、過敏性血管炎、バージャー病、腸間膜の炎症性静脈閉塞症（ｍｅｓｅ
ｎｔｅｒｉｃ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｖｅｎｏ－ｏｃｃｌｕｓｉｖｅ　ｄｉｓｅａ
ｓｅ）、静脈炎、血栓性静脈炎、チャーグ・ストラウス、中枢神経限局性血管炎、薬剤性
血管炎、二次性の動脈炎または小静脈炎の全て、痛風、偽痛風、サルコイドーシス、シェ
－グレン症候群、脊髄炎、全ての病因による卵管炎、グッドパスチャー症候群、心膜炎、
心筋炎、心内膜炎、および膵炎も挙げられる。
【００３９】
　本発明の一実施形態は、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素を含有する組成
物の患者への投与から成る、血管外腔および領域への細胞の接近を修飾する方法である。
本発明の別の実施形態は、本発明の酵素を含有する組成物の患者への投与から成る、炎症
関連細胞の患者組織への浸透低減法である。
【００４０】
　本発明の別の実施形態は、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素を含有する組
成物の患者への投与から成る、炎症関連細胞の血管外溢出抑制法である。本発明の酵素は
、白血球、好中球、好酸球、好塩基球、リンパ球、Ｂ細胞、Ｔ細胞、単球、およびマクロ
ファージから成る群から選択される細胞の血流離脱を防止する可能性がある。
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【００４１】
　本発明の別の実施形態は、患者の循環細胞を抽出する工程と、その細胞を生体外におい
て本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素に曝露して前記細胞を修飾する前記曝露
する工程と、その修飾血液細胞を患者に投与する工程とから成る、患者における炎症治療
法である。従って、本明細書に記載した本酵素は生体外治療への使用も考慮される。
【００４２】
　細胞の抽出は様々な方法で達成可能であり、静脈血採血、輸血、透析、バイパス、臓器
移植、および身体からの細胞除去をもたらす他の同様の方法などが挙げられるが、それら
に限定されない。前記細胞の投与は同抽出に用いた同じ方法で達成可能であり、静脈内投
与、輸血、透析、バイパス、臓器移植などが挙げられるが、それらに限定されない。
【００４３】
　炭水化物鎖を含有するリガンドを表面に発現した循環白血球を患者から抽出し、本発明
のＡＢＣＩ変異酵素の一つ若しくはそれ以上によって生体外で修飾することが可能である
。抽出は採血、輸血、透析、バイパス、または臓器移植によって達成可能である。記載さ
れるように、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は炭水化物鎖を修飾する。修
飾後に当該白血球を患者血液中に再導入する。修飾された白血球は内膜に発現したセクレ
チン、ムチン、およびインテグリンに接着することができない。抽出および血流中への再
導入のタイミングは、白血球が特定の損傷または感染部位に遊走するべくシグナルを送ら
れた後は、炎症反応および血流中の白血球の状況を観察することによって最適化すること
ができる。その結果、白血球の組織中への溢出は制御、予防、軽減、または管理され得る
。そのような制御は炎症反応および炎症性成分を伴う疾患の制御および治療を目的とした
方法および治療に用いることが可能である。
【００４４】
　本発明の組成物は脊髄損傷の治療および軸索の再生促進に使用可能である。また本発明
の組成物は、アルツハイマー病およびパーキンソン病を含む変性疾患などにより障害を受
けたＣＮＳにおける機能不全神経細胞の可塑性、再増殖、修復、および／または再生の促
進にも用いることが可能である。都合の良いことに、本発明の組成物におけるプロテオグ
リカン分解ポリペプチドまたは膜形質導入ポリペプチドの使用により、神経細胞の再生を
促進する他の治療薬も損傷または疾病組織への拡散およびアクセスが促進される。
【００４５】
　本発明のさらなる実施形態は、コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素含有組成物の投与
による中枢神経系の治療法である。好ましい実施形態において、コンドロイチナーゼＡＢ
ＣＩ変異酵素は治療的有効量が投与される。好ましい実施形態において、中枢神経系損傷
の治療に用いられる前記コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は０５５Ｄ２－３（配列Ｉ
Ｄ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：
３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、０
０５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から
成る群から選択される。できれば前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７
９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、および０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）から成る
群から選択されるのが好ましい。そのような中枢神経系損傷としては、外傷性を含む脊髄
損傷、打撲傷、圧迫損傷が挙げられるが、それらに限定されない。
【００４６】
　本発明の別の実施形態は、コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素含有組成物の投与によ
る神経細胞の増殖促進法である。好ましい実施形態において、コンドロイチナーゼＡＢＣ
Ｉ変異酵素は治療的有効量が投与される。好ましい実施形態において、神経細胞の増殖を
促進する前記コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１
）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５
７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２
－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から成る群から
選択される。できれば前記酵素は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２
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（配列ＩＤ番号：２）、および０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）から成る群から選択
されるのが好ましい。
【００４７】
　本発明の他の実施形態は、中枢神経系（「ＣＮＳ」）損傷または疾患後の神経機能回復
促進法に関連する。好ましい実施形態において、コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は
治療的有効量が投与される。特に、本発明は脊髄内または脊髄への損傷後の感覚、運動、
または自律神経機能回復促進のためのコンドロイチナーゼ利用法を対象とする。この方法
において有用な組成物には、例えば酵素の即時放出製剤および持続放出製剤など、本発明
のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素の許容可能な製剤が含まれる。さらに本発明は脊
髄挫傷後の神経機能回復促進法も対象とする。最も多く見られる脊髄損傷（ＳＣＩ）は、
挫傷（脊髄の打撲）および圧迫損傷（脊髄への圧迫に起因する）である。最も多く見られ
る損傷である挫傷では、しばしば脊髄の中心に空洞または穴が形成される。本発明のＡＢ
ＣＩ変異酵素はＣＳＰＧＳの分解にも使用可能である。従って、本発明の実施形態には、
本発明のＡＢＣＩ変異酵素を含有する組成物を用いて一つ若しくはそれ以上のＣＳＰＧＳ
を分解する方法が含まれる。できれば、神経機能の回復促進に有効な本発明の組成物には
、０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９
Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４
（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３
（配列ＩＤ番号：＿）から選択されるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素が含有される
のが好ましい。
【００４８】
　本発明の一実施形態は、プロテオグリカンを開裂できる少なくとも一つの酵素を含有す
る組成物の使用により、組成物中の治療薬および診断薬が膜を経由して細胞中または組織
中へアクセスおよび分布するのを促進する組成物および使用法である。できれば、前記組
成物には０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、
０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ
６－４（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ
８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選択されるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素が含有
されるのが好ましい。前記組成物中の分子または薬剤には一つ若しくはそれ以上の成長因
子が含まれる。例えば、脳由来神経栄養因子、インスリン様成長因子、線維芽細胞成長因
子、毛様体神経栄養因子、グリア細胞由来神経栄養因子、形質転換成長因子、グリア成長
因子２、Ｌ１、ＧＭ１、血管内皮増殖因子、神経成長因子、およびイムノフィリンなどで
ある。一部の実施形態において前記組成物には造影用の蛍光剤または造影剤が含有される
。一実施形態によれば、前記薬剤には例えば幹細胞または神経細胞などの移植用細胞、送
達剤としての細胞、化学療法剤、抗生剤、抗体、またはノゴ受容体拮抗薬などが含まれる
。前記組成物はＣＮＳ損傷の治療に使用可能である。できれば、前記組成物は挫傷による
神経損傷の治療に用いられるのが好ましい。
【００４９】
　本明細書に記載した治療は、ＣＳＰＧｓを分解しそれによって例えば神経機能の回復促
進に有効な量のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素（選択的に治療薬を含め）をＣＮＳ
に送達する。そのような方法には、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素との併
用によるコンドロイチナーゼＡＢＣＩ、コンドロイチナーゼＡＢＣＩＩ、コンドロイチナ
ーゼＡＣ、コンドロイチナーゼＢなど（これらに限定されない）別のコンドロイチナーゼ
の投与、またはヒアルロニダーゼＨｙａｌ１、Ｈｙａｌ２、Ｈｙａｌ３、Ｈｙａｌ４、Ｐ
Ｈ２０などコンドロイチナーゼ様活性を有する哺乳動物酵素の併用が選択的に含まれ、で
きればＣＮＳへの投与が好ましく、ＣＮＳの損傷部位への投与であればさらに好ましい。
組成物中のタンパク質またはポリペプチドを望ましい程度にまで精製した後は、治療のた
め適切な生理学的担体または賦形剤中に懸濁または溶解可能である。
【００５０】
　コンドロイチナーゼは、大腸菌、プロテウス・ブルガリスなど（これらに限定されない
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が）、自然にコンドロイチナーゼを発現する微生物を含む様々な供給源から、または宿主
細胞中の組換えタンパク質の発現により獲得可能である。前記宿主細胞は原核細胞（大腸
菌など）または真核細胞（酵母菌、哺乳類細胞、昆虫細胞など）のいずれでもよい。
【００５１】
　本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異体核酸は本分野で知られる数多くの方法によ
り獲得可能である。例えば、ポリメラーゼ連鎖反応および／または他の技術を用いて、野
生型Ｐ．ブルガリスまたはコンドロイチナーゼをコード化する他の配列に突然変異を引起
すことが可能である。一実施形態において、本発明は０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１
）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５
７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２
－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（配列ＩＤ番号：＿）から選択される
コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素をコード化する核酸配列の作成法を含む。できれば
本発明は本発明の核酸配列作成法を含み、当該核酸は０５５Ｄ２－３核酸（配列ＩＤ番号
：９）、０７９Ｂ６－２核酸（配列ＩＤ番号：１０）、０７９Ｄ２－２核酸（配列ＩＤ番
号：１１）、０５７Ｇ１－１核酸（配列ＩＤ番号：１２）、０２３Ｇ６－４核酸（配列Ｉ
Ｄ番号：１３）、００５Ｂ１２－３核酸（配列ＩＤ番号：１５）、および０２１Ｂ８－３
（配列ＩＤ番号：＿）から選択されるのが好ましい。
【００５２】
　本発明の組換えＡＢＣＩ変異体核酸配列の発現は、ＡＢＣＩ変異体タンパク質をコード
化する核酸またはその一部を原核細胞、真核細胞、またはその両方での発現に適したベク
ターに結合させることにより実行可能である。結合方法は本分野の通常の技量を有するも
のにはよく知られたものである。組換え型コンドロイチナーゼペプチド作製のための発現
ベクターにはプラスミドおよび他のベクターがある。例えば、コンドロイチナーゼＡＢＣ
Ｉ変異体ポリペプチドの発現に適したベクターには、大腸菌などの原核細胞における発現
を目的としたＰＢＲ３２２由来のプラスミド、ｐＥＭＢＬ由来のプラスミド、ｐＥＸ由来
のプラスミド、ｐＢＴａｃ由来のプラスミド、ｐＵＣ由来のプラスミドがある。
【００５３】
　数多くのベクターが酵母菌における組換えタンパク質の発現用として存在し、本発明の
組換えＡＢＣＩ変異体タンパク質発現に使用可能である。例えば、ＹＥＰ２４、ＹＩＰ５
、ＹＥＰ５１、ＹＥＰ５２、ＰＹＥＳ２、およびＹＲＰ１７は遺伝子構造のＳ．ｃｅｒｅ
ｖｉｓｉａｅへの導入に有用なクローニングおよび発現媒体である（例えば参照により本
明細書に組み込まれた、Broachらによるｉｎ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍａｎｉｐｕ
ｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｅｄ．Ｍ．Ｉｎｏｕｙｅ　Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ｐ．８３，を参照のこと）。
【００５４】
　別の実施形態において、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異体ポリペプチドは、
０５５Ｄ２－３（配列ＩＤ番号：１）、０７９Ｂ６－２（配列ＩＤ番号：２）、０７９Ｄ
２－２（配列ＩＤ番号：３）、０５７Ｇ１－１（配列ＩＤ番号：４）、０２３Ｇ６－４（
配列ＩＤ番号：５）、００５Ｂ１２－３（配列ＩＤ番号：６）、および０２１Ｂ８－３（
配列ＩＤ番号：＿）に示されるコンドロイチナーゼ・タンパク質の一つのコード配列をサ
ブクローニングすることによって生成される発現ベクターを利用することにより組換え技
術を用いて作製される。
【００５５】
　場合によっては、本発明の組換えコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異体ポリペプチドを、
バキュロウイルス発現系などの昆虫発現系を用いて発現させるのが好ましい可能性がある
。そのようなバキュロウイルス発現系の例としては、ｐＶＬ由来ベクター（ｐＶＬ１３９
２、ｐＶＬ１３９３およびｐＶＬ９４１など）、ｐＡｃＵＷ由来ベクター（ｐＡｃＵＷ１
など）、およびｐＢｌｕｅＢａｃ由来ベクター（ｐＢｌｕｅＢａｃＩＩＩ含有のβ－ｇａ
ｌなど）などが挙げられる。
【００５６】
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　本明細書に記載の発現ベクターおよび宿主細胞はほんの一例として挙げたに過ぎず、本
分野において通常の技量を有する者に利用できるよく知られたシステムであり、核酸分子
の発現に有用である可能性がある。本分野において通常の技量を有する者は、本明細書に
記載した核酸分子の維持増殖（ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ）また
は発現に適した他のシステムを承知しているものと思われる。
【００５７】
　本発明の酵素は医薬品組成物および製剤に形成可能である。適切な安定的製剤および精
製法は２００５年５月１８日付けで「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ　Ｃｈ
ｏｎｄｒｏｉｔｉｎａｓｅ　ａｎｄ　Ｓｔａｂｌｅ　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ　Ｔｈｅ
ｒｅｏｆ」のタイトルで出願された同時係属ＰＣＴ出願ＮＯ．ＵＳ２００５／０１７４６
４に示されている（参考文献参照）。
【００５８】
　様々な実施形態が、保存と投与の両方に関する本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変
異酵素の安定的製剤を提供する。一般に、そのような安定的製剤の酵素は約２４時間後に
活性の少なくとも約５０％を示し、できれば少なくとも活性の約７５％が好ましく、少な
くとも活性の約８５％であればさらに好ましい。本発明の別の態様において、前記製剤は
一貫して安定的コンドロイチナーゼ活性を提供する。
【００５９】
　一実施形態において、コンドロイチナーゼはリン酸緩衝液中で作成されるが、できれば
濃度が約５０ｍＭ～１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液であるのが好ましい。好ましい実施形
態は約７５０ｍＭのリン酸ナトリウムである。別の好ましい実施形態は約１００ｍＭのリ
ン酸ナトリウムである。さらなる実施形態において、コンドロイチナーゼはさらに酢酸ナ
トリウムを含有するリン酸ナトリウム緩衝液中で形成され得る。酢酸ナトリウムは約２５
～７５ｍＭで存在し得る。好ましい実施形態において、前記酢酸ナトリウムの濃度は約５
０ｍＭである。一実施形態において、投与に好ましい製剤はコンドロイチナーゼをＰＨが
約７．４の緩衝液に入れたものである。保存と投与のための製剤に関するさらなる実施形
態は実施例に記載される。
【００６０】
　さらなる実施形態において、本発明の精製コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素および
高イオン強度の緩衝液を含有する製剤が提供される。剤形中に高イオン濃度を含有する実
施形態は、酵素製剤の安定性を増す可能性がある。例えば、好ましい実施形態はリン酸ナ
トリウム中の約１ＭのＮａＣｌとともに製剤を提供する。リン酸ナトリウムの濃度は約５
０ｍＭである。好ましい実施形態において、前記酵素保存濃度は約０．４ｍｇ／ｍｌ未満
である。
【００６１】
　一実施形態において、コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素製剤は約１００ｍＭのリン
酸ナトリウム中にＰＨ約７．４において本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素を
約０．４ｍｇ／ｍｌ含有し、コンドロイチンＡ、Ｂ、およびＣに対する好ましい基質特異
性はほぼ同じである。
【００６２】
　様々な実施形態において、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素の安定的製剤
が保存と投与の両方に関し提供される。一般に、そのような安定的製剤の酵素は約２４時
間後に活性の少なくとも約５０％を示し、できれば少なくとも活性の約７５％が好ましく
、少なくとも活性の約８５％であればさらに好ましい。本発明の別の態様において、前記
製剤は一貫して安定的コンドロイチナーゼ活性を提供する。
【００６３】
　別の実施形態において、コンドロイチンＡＢＣＩ変異酵素の精製は以下の手順で行われ
る：１）細胞から酵素を抽出、２）陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて粗細胞抽出
物を分離、３）前記抽出物をゲル濾過クロマトグラフィーによりさらに分離、４）陰イオ
ン交換膜によりエンドトキシンを除去し、本発明の精製コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異
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酵素を作製する。一実施形態において、本発明の精製コンドロイチナーゼＡＢＣＩは揮発
性緩衝液で透析、凍結乾燥され、－８０℃で保存される。
【００６４】
　コンドロイチナーゼ活性は賦形剤を加えるかまたは凍結乾燥により安定化可能である。
安定剤には炭水化物、アミノ酸、脂肪酸、および界面活性剤が含まれ、本分野の熟練者に
は既知である。例えば、スクロース、ラクトース、マンニトール、デキストランなどの炭
水化物、アルブミン、プロタミンなどのタンパク質、アルギニン、グリシン、スレオニン
などのアミノ酸、ＴＷＥＥＮ（登録商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣ（登録商標）などの界面活
性剤、塩化カルシウム、リン酸ナトリウムなどの塩、脂肪酸、リン脂質、胆汁塩などの脂
質が挙げられる。
【００６５】
　本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素は、局所性投与（ｔｏｐｉｃａｌｌｙ）
、局所投与（ｌｏｃａｌｌｙ）、全身投与が可能である。適用を適切に制御するためには
局所（表面）投与の方が好ましい。本発明の酵素は、単独または本発明の他の酵素または
他のＣＳＰＧ分解酵素との併用に関わらず、投与前に適切な薬学的担体と混合することが
できる。投与には損傷部位または分解対象のＣＳＰＧｓが認められる部位への当該酵素の
送達が含まれる。一般に用いられる薬学的担体および添加剤の例としては、通常の希釈剤
、結合剤、潤滑剤、着色剤、崩壊剤、緩衝剤、等張（ｉｓｏｔｏｎｉｚｉｎｇ）脂肪酸、
等張剤、保存剤、麻酔剤、界面活性剤などが挙げられ、いずれも本分野の熟練者に知られ
たものである。使用可能な薬学的担体には、デキストラン、スクロース、ラクトース、マ
ルトース、キシロース、トレハロース、マンニトール、キシリトール、ソルビトール、イ
ノシトール、血清アルブミン、ゼラチン、クレアチニン、ポリエチレングリコール、非イ
オン界面活性剤（例えばポリオキシエチレン・ソルビタン脂肪酸エステル、ポリオキシエ
チレン硬化ヒマシ油、スクロース脂肪酸エステル、ポリオキシエチレン・ポリプロピレン
グリコールなど）および同様の化合物がある。
【００６６】
　本発明に基づいた治療法は、本発明のコンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素を含有した
組成物を投与することによって実行可能である。前記治療計画にはさらにコンドロイチナ
ーゼＡＢＣＩ、コンドロイチナーゼＡＢＣＩＩ、コンドロイチナーゼＡＣ、およびコンド
ロイチナーゼＢの投与、またはＣＮＳの損傷部位に対しヒアルロニダーゼＨｙａｌ１、Ｈ
ｙａｌ２、Ｈｙａｌ３、Ｈｙａｌ４、ＰＨ２０などコンドロイチナーゼ様活性を有する哺
乳動物酵素の投与が含まれる可能性がある。投与方法、投与時期、投与量はＣＮＳ障害か
らの機能的回復が神経突起伸長の進展によって強化されるように実行される。
【００６７】
　有効量のコンドロイチナーゼを単回または複数回に分けて投与することができる。投与
はいつ行っても良いと理解されるべきであるが、一実施形態では投与は損傷後１２時間以
内、または可能な限り早く行う。別の実施形態において、損傷した哺乳動物に単回または
複数回投与を行うが、そのような投与回数は損傷の重症度およびグリア性瘢痕におけるＣ
ＳＰＧｓの量次第である。複数回投与を行う場合、毎日、毎週、または隔週での投与が考
えられる。投与はカテーテルまたはシリンジで行う。あるいは手術中にグリア性瘢痕に直
接投与することも可能である。
【００６８】
　例えば、一部の態様において、本発明は前記のような化合物および薬学的に許容される
担体または希釈剤、または前記のような化合物を含有する薬剤組成の有効量を対象とする
。
【００６９】
　本発明の化合物は、従来の方法により、使用できるいかなる経路を通じて投与すること
も可能である。全身投与、局所投与、経口投与のいずれも可能である。例えば、非経口、
皮下、静脈内、筋肉内、腹腔内、経皮、経口、口腔内、眼内、膣内、吸入、蓄積、埋め込
みによる投与などが考えられるが、これらに限定されない。従って、本発明の化合物の投
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与法は（単独若しくは他の薬剤との併用に関わらず）、舌下、注射（短時間作用型、蓄積
、埋め込み、皮下ペレット、筋内ペレットなど）、膣クリーム、坐薬、ペッサリー、膣リ
ング、肛門坐薬、子宮内器具、経皮製剤（パッチ、クリームなど）のいずれであってもよ
く、またこれらに限定されない。
【００７０】
　具体的な投与法は適応次第である。最適の臨床反応を得るために、医師は既知の方法に
従って具体的な投与経路の選択および投与計画の調節または漸増を行う必要がある。投与
化合物の量は治療的に有効な量である。投与量は、例えば特定の治療対象動物、年齢、体
重、健康状態、併用治療（もしあれば）の内容、および治療回数など、投与対象となる患
者の特性次第であり、本分野の熟練者（例えば医師など）によって容易に決定可能である
。
【００７１】
　本発明の化合物と適切な担体を含有する剤形としては、本発明のポリマーまたはコポリ
マーの有効量からなる、タブレット、カプセル、ペレット、粉末、顆粒など（これらに限
定されない）の固形剤、溶液、粉末、乳液、懸濁液、半固形剤、軟膏、ペースト、クリー
ム、ゲル、ゼリー、フォームなど（これらに限定されない）の局所製剤、溶液、懸濁液、
乳液、乾燥粉末など（これらに限定されない）の非経口剤などが考えられる。当該有効成
分は、薬学的に許容できる希釈剤、充填剤、崩壊剤、結合剤、潤滑剤、界面活性剤、疎水
性賦形剤、水溶性賦形剤、乳化剤、緩衝剤、保湿剤、可溶化剤、防腐剤などとともに製剤
可能であることも本分野では知られている。投与手段および方法は本分野では既知であり
、熟練者は様々な薬学的参考文献を参照できる。例えば、Ｍｏｄｅｒｎ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃｓ，Ｂａｎｋｅｒ&Ｒｈｏｄｅｓ，４ｔｈ　Ｅｄ．，　Ｉｎｆｏｒｍａ　Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ（２００２）、およびＧｏｏｄｍａｎ&Ｇｉｌｍａｎ’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，１０ｔｈ
　Ｅｄ．，ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ（２００１）を参照のこと。
【００７２】
　本発明の化合物を、例えばボーラス注射若しくは持続注入など、注射による非経口投与
用として製剤することができる。前記化合物を約１５分から２４時間かけて持続皮下注入
することが可能である。注射用製剤は、保存剤を加えたアンプルまたは複数回使用容器（
ｍｕｌｔｉ－ｄｏｓｅ　ｃｏｎｔａｉｎｅｒｓ）などの単位服用量形態で提供することが
可能である。当該組成物は、油性または水性賦形剤を基剤とする懸濁液、溶液、または乳
液のような形態が可能であり、懸濁化剤、安定剤、および／または分散剤などの製剤化剤
（ｆｏｒｍｕｌａｔｏｒｙ　ａｇｅｎｔｓ）を含有することがある。
【００７３】
　経口投与用として、当該化合物を本分野でよく知られた薬学的に許容できる担体と組み
合わせることによって容易に製剤可能である。そのような担体により、本発明の化合物は
治療対象となる患者による経口摂取用として、タブレット、ピル、糖衣錠、カプセル、液
体、ゲル、シロップ、スラリー、懸濁液などに製剤可能である。経口投与用の医薬製剤は
、固形賦形剤を加えて出来上がった混合物を選択的に砕き、必要に応じ適切な助剤を加え
た後に顆粒混合物を処理してタブレットまたは糖衣錠コアとすることにより獲得可能であ
る。適切な賦形剤としては、ラクトース、スクロース、マンニトール、ソルビトールなど
の（これらに限定されない）糖、トウモロコシでんぷん、小麦でんぷん、米でんぷん、ジ
ャガイモでんぷん、ゼラチン、トラガカント、メチルセルロース、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、ポリビニルピロリドン
（ＰＶＰ）など（これらに限定されない）のセルロース製剤などが挙げられるが、これら
に限定されない。必要に応じ、架橋ポリビニルピロリドン、寒天、アルギン酸、またはそ
の塩（アルギン酸ナトリウム）など（これらに限定されないが）の崩壊剤を加えることが
出来る。
【００７４】
　適切なコーティングを施した糖衣錠コアを提供することができる。この目的用として糖
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濃縮液を使用することが可能であり、選択的にアラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリ
ドン、カルボポールゲル、ポリエチレングリコール、および／または二酸化チタン、ラッ
カー溶液、および適当な有機溶剤または溶剤混合物を含有することが出来る。識別のため
、または活性化合物用量の異なった組合せを明示するため、タブレットまたは糖衣錠コー
ティングに染料または色素を加えてもよい。
【００７５】
　経口使用可能な医薬製剤には、ゼラチンでできた押し込み型カプセルやゼラチンおよび
可塑剤（グリセロールやソルビトールなど）でできた軟らかな密閉カプセルなどがあるが
、それらに限定されない。押し込み型カプセル（ｐｕｓｈ－ｆｉｔ　ｃａｐｓｕｌｅｓ）
には、ラクトースなどの充填剤、でんぷんなどの結合剤、および／またはタルクやステア
リン酸マグネシウムなどの潤滑剤、および選択的に安定剤と混合された活性成分が含有さ
れ得る。軟カプセルでは前記活性化合物は、脂肪油、流動パラフィン、液体ポリエチレン
グリコールなど適当な液体中に溶解または懸濁し得る。さらに安定剤を加えてもよい。す
べての経口投与剤はそのような投与に適した剤形である必要がある。
【００７６】
　口腔投与用として、前記組成物は例えば従来の方法で製剤されたタブレットまたはトロ
ーチの形態であり得る。
【００７７】
　吸入投与用として、本発明に基づいた使用のための化合物は、ジクロロジフルオロメタ
ン、トリクロロフロオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素、または他
の適当なガスなど、適当な高圧ガスを用いた加圧パックまたはネブライザーからのエアロ
ゾルスプレーの形での送達が便利である。加圧エアロゾルの場合、投与単位はバルブの提
供により測定量を送達することによって決定可能である。吸入器で使用するためのゼラチ
ンなどでできたカプセルやカートリッジは、当該化合物の粉末混合物およびラクトースや
でんぷんなどの適当な粉末ベースを含有したものが製剤可能である。
【００７８】
　さらに本発明の化合物は、例えばココアバターや他のグリセリドなどの従来の座薬基剤
を含有する坐薬や持続性浣腸剤などの直腸組成に製剤することも可能である。
前記製剤に加え、本発明の化合物はデポ製剤として製剤することも可能である。そのよう
な長時間作用型製剤は埋め込み（皮下、筋肉内など）または筋肉内注射により投与可能で
ある。
【００７９】
　デポ注射は約１～６ヵ月またはそれ以上の間隔をあけて投与可能である。従って本化合
物は、例えば適当なポリマー材料または疎水性物質（例えば許容できる油基剤のエマルジ
ョンとして）またはイオン交換レジンとともに、またはやや溶けにくい誘導体（例えばや
や溶けにくい塩など）として製剤可能である。
【００８０】
　経皮投与の場合、本発明の化合物は例えば湿布薬に加えるか、または経皮吸収治療シス
テムにより当該生命体に適用することが可能である。
【００８１】
　当該化合物の医薬組成物には、適当な固形またはゲル相の担体または賦形剤が含有され
ることもある。そのような担体または賦形剤の例としては、炭酸カルシウム、リン酸カル
シウム、各種糖類、でんぷん、セルロース誘導体、ゼラチン、およびポリエチレングリコ
ールなどのポリマーが挙げられるが、これらに限定されない。
【００８２】
　本発明の化合物は、本明細書に記載された所望の効果を達成するのに好ましいか都合が
良いと見なされる場合、例えばアジュバント、プロテアーゼ阻害剤、または他の適合薬ま
たは適応化合物など他の有効成分と組み合わせて投与することも可能である。
以下の方法は本発明の様々な実施形態の例証に用いられる。これらの方法は例証用であり
、本発明の限定を意図するものではない。
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【実施例１】
【００８３】
　本実施例は本発明に基づいた典型的コンドロイチナーゼＡＢＣＩ変異酵素および核酸の
生成を例示する。
【００８４】
　野生型ｃＡＢＣＩのクローニング：コンドロイチナーゼＡＢＣＩはＰ．ブルガリスのｃ
ＤＮＡ全体を用いたＰＣＲによって生成され、ｐＥＴ１５ｂ発現ベクターのＮｄｅＩ部位
およびＢａｍＨＩ部位にクローニングされた。前記ベクターは大腸菌で発現された（Ｐｒ
ａｂｈａｋａｒ　Ｖら。Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．２００５）。
【００８５】
　ＣＡＢＣＩのランダム変異導入法：前記コンドロイチナーゼＡＢＣＩ遺伝子は４つのモ
ジュールに分割された。ランダム変異の導入はＧｅｎｅｍｏｒｐｈ　ＩＩキット（Ｓｔｒ
ａｔａｇｅｎｅ）を用いて各モジュールに対し行われ、変異体当たり１～２のアミノ酸変
化を含む産物が作製された。産物はクローニングされ、正常なクローン構造を含む獲得コ
ロニー数が前記ＤＮＡ集団中に存在すると予想される個々の変異体遺伝子の数の少なくと
も５倍であるように大腸菌ＤＨ１０Ｂに転換された。前記コロニーをプールし、プラスミ
ドＤＮＡを精製して発現株ＢＬ２１の転換に使用した。
【００８６】
　熱応力分析：ｃＡＢＣＩ変異酵素を発現する大腸菌株を、成長と誘導のため９６ウェル
プレートに均一に配置した。野生型酵素を発現する大腸菌も入れた。生じた細菌ペレット
からＢＰＥＲ（ＰＩＥＲＣＥ）を用いて全タンパク質を抽出し、続いてＰＢＳにより１：
５０に希釈した。試料を加湿インキュベーター内で４２℃の熱応力に２時間曝露した。次
に試料をＧＡＧ鎖の開裂を引起すＣＡＢＣＩの基質である同量のＬコンドロイチン硫酸Ｃ
（Ｓｉｇｍａ）０．２５ｍｇ／ｍｌと混合した。室温で１０分間培養後、ＤＭＢ試薬を加
え、６６０ＮＭにおける吸光度を測定した。吸光度が同じプレート上の野生型酵素よりも
大きい陽性ヒット数を陽性ヒットに数えた。熱ストレス負荷後の方が大きな活性を示した
。
【００８７】
　組換えライブラリの作製：モジュールＡ、Ｂ、およびＣからの最も耐熱性の高いクロー
ン１０個を無作為に組換え、コンビナトリアルプロダクト・ライブラリ（ｃｏｍｂｉｎａ
ｔｏｒｉａｌ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｌｉｂｒａｒｙ）を作製した。対応する野生型１モル当
量も存在する状態で、各モジュールのＰＣＲ産物を同モル比で組合せた。これにより、モ
ジュールＣに対する９つの変異体配列から成るプールとモジュールＡおよびＢに対する１
１の変異体から成るプールが作製された。３ウェイ・ライゲーションが行われ、各モジュ
ールが適切な隣接モジュールと正しい方向にのみライゲート可能であり、またｐＥＴ１５
ｂベクターＤＮＡにライゲートされ、ＣＡＢＣＩ全体を含む発現クローンが産生された。
このライブラリの全長は１０８９変異体ｃＡＢＣＩ配列である。得られた正しいクローン
構造を有するコロニーの数は、予想された個々の変異体遺伝子数の少なくとも５倍であっ
た。ライゲーションにウエイトを加えて２～３の変異体モジュールを含有するクローンを
主に産生するようにし、それによって当初のスクリーニング「ヒット」で認められた突然
変異の新たな組合せを作製した。
【実施例２】
【００８８】
　本実施例は本発明の典型的なコンドロイチナーゼ変異酵素を例示するものである。
熱的に安定な変異体は分子進化プロセスを通して生成されることが確認された。修飾ＤＭ
Ｂ分析により、４２℃、２時間で野生型ｃＡＢＣＩに比べ熱的に安定なクローンが確認さ
れた。この温度での安定性は３７℃ではさらに大きな安定性をもたらす可能性が高く、内
在ミニポンプの投与への利用が可能になることにより、インビボ研究のための処理および
送達が容易となる。個々のモジュールは全体として、試験パラメータで定義された予想範
囲内の陽性ヒットをもたらした。
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【００８９】
　高い熱安定性を有するクローンをシークエンシングにより特徴付けた。全てのヌクレオ
チド配列およびアミノ酸配列を野生型として、次に変異体として示した（野生型－変異体
）。
【００９０】
【表１】

【実施例３】
【００９１】
　安定性評価－細菌溶解物３７℃安定性。大腸菌を発現する野生型および変異型コンドロ
イチナーゼＡＢＣＩを拡大し、９６ウェルプレートに発現させた。生じた細菌ペレットか
らタンパク質を抽出した。ペレットをＢＰＥＲ（Ｐｉｅｒｃｅ）で１０分間室温で溶解さ
せ、１０００Ｇで遠沈して不溶物質をペレット化した。上澄液を新しい容器に移した。タ
ンパク質量をＢＣＡタンパク質定量法を用いて標準化した。さらに溶解物もＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥゲルに適用し、クーマシー染色を行った。産生された酵素の量をＧｅｎｅＴｏｏｌｓ
ソフトウエア（Ｓｙｎｇｅｎｅ）を用いて測定し、当該酵素のバンドサイズを抽出された
他の全てのタンパク質バンドと比較した（本書の最後にヒストグラムを掲載）。全細胞溶
解タンパク質に基づいた酵素の割合を図１に示す。
【００９２】
　試料に対し加湿インキュベーター中で３７℃の熱応力を負荷した。ＤＭＢ（ジメチル、
メチレンブルー）比色分析を用いて長時間にわたり漸増的に活性を測定した。試料をＧＡ
Ｇ鎖の開裂を引起すコンドロイチナーゼＡＢＣＩの基質である同量のコンドロイチン硫酸
Ｃ　０．２５ＭＧ／ＭＬと混合した。室温で１０分間培養後、ＤＭＢ試薬を加え、６６０
ＮＭで吸光度を測定した。結果を図２および表１Ａ、１Ｂに示す。
【００９３】
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【表１Ａ】

【表１Ｂ】

【実施例４】
【００９４】
　半精製３７℃安定性。野生型および変異型コンドロイチナーゼＡＢＣＩ発現大腸菌の全
酵素を高速ＳＰカラムを用いて精製した。タンパク質試料をＡ２８０で標準化し、溶出緩
衝液（２０ｍＭ酢酸ナトリウム＋２５０ｍＭ　ＮａＣｌ）中で希釈により天然酵素の吸光
度（０．３５）に合わせた。さらに完全に精製したｃＡＢＣＩ酵素をもどし、天然半精製
試料と同様に０．３５（Ａ２８０）まで希釈した。コンドロイチンＣ基質分光学的定量法
を用いて全試料の初期活性値を測定した。同定量法は、コンドロイチン硫酸Ｃの摂取によ
る産生物をＡ２３２で長時間かけて測定するものである。試料に対し加湿インキュベータ
ー中で３７℃の熱応力を負荷した。天然試料の活性が全て消失するまで、活性値を毎日測
定した。残留試料の定量は週３回で続けられた。２～３の変異体に関し保持された総活性
値に対する割合としての活性値を図３および表２Ａ、２Ｂに示す。
【００９５】

【表２Ａ】
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【表２Ｂ】

【実施例５】
【００９６】
　ＵＶ処理後における変異コンドロイチナーゼの安定性成長および発現後、上記のように
ＢＰＥＲ（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いてコンドロイチナーゼ変異体を抽出し、ＵＶ光に曝露す
る。コンドロイチン・リアーゼ活性をＤＭＢ分析を用いて測定する。
【００９７】
　本発明は上に記載、例示した実施形態に限定されず、添付請求項の範囲内での変形例お
よび修正が可能である。

【図１】 【図２】

【図３】
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