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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）配列番号７、８、１０－５２または５７に記載の配列を含むキヌレニナーゼポリ
ペプチド；または
（ｉｉ）配列番号７、８、１０－５２または５７に対して少なくとも９５％同一である配
列を含むキヌレニナーゼポリペプチドであって、キヌレニナーゼ活性を有するポリペプチ
ド、
および薬学上許容可能なキャリアを含む有効量の医薬製剤を含む、腫瘍を有する対象を治
療するための医薬組成物。
【請求項２】
　キヌレニナーゼが霊長類またはヒトのキヌレニナーゼであり、霊長類のキヌレニナーゼ
が、配列番号８及び１０～１２のいずれかに対して少なくとも９５％同一であるアミノ酸
配列を含み、キヌレニナーゼ活性を有する、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　キヌレニナーゼが、単離された、修飾されたヒトキヌレニナーゼ酵素であって、前記修
飾された酵素が、ネイティブなヒトキヌレニナーゼ（配列番号８を参照）に比べて少なく
とも１つの置換を有し、前記少なくとも１つの置換が、ネイティブなヒトキヌレニナーゼ
の３０６位に通常見いだされるＰｈｅに対するＭｅｔまたはＬｅｕによる置換を含む、請
求項１に記載の医薬組成物。
【請求項４】
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　前記対象がヒト患者である、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　前記製剤が、腫瘍内に、静脈内に、皮内に、動脈内に、腹腔内に、病変内に、頭蓋内に
、関節内に、前立腺内に、胸膜腔内に、気管内に、眼内に、鼻内に、硝子体内に、膣内に
、直腸内に、筋肉内に、皮下に、結膜下に、小嚢内に（ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃｕｌａｒｌ
ｌｙ）、粘膜に、心膜内に、臍内に、経口で、吸入によって、注射によって、点滴によっ
て、持続点滴によって、標的細胞を直接浸す局所潅流によって、カテーテルを介して、ま
たは洗浄を介して投与される、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　前記対象が少なくとも第２の抗癌療法を施される、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記第２の抗癌療法が、外科療法、化学療法、放射線療法、寒冷療法、ホルモン療法、
免疫療法、またはサイトカイン療法である、請求項６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　前記第２の抗癌療法が、抗ＰＤ１抗体、抗ＣＴＬＡ－４抗体、または抗ＰＤ－Ｌ１抗体
による療法を含む、請求項６に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記少なくとも１つの置換がＰｈｅ３０６Ｍｅｔを含む、請求項３に記載の医薬組成物
。
【請求項１０】
　前記少なくとも１つの置換がＰｈｅ３０６Ｌｅｕを含む、請求項３に記載の医薬組成物
。
【請求項１１】
　前記キヌレニナーゼが異種ペプチドセグメントをさらに含む、請求項１に記載の医薬組
成物。
【請求項１２】
　前記異種ペプチドセグメントが、ＸＴＥＮペプチド、ＩｇＧの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１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　前記キヌレニナーゼがポリエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合されている、請求項１
に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　前記キヌレニナーゼが１つ以上のＬｙｓまたはＣｙｓ残基を介してＰＥＧに結合されて
いる、請求項１３に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　前記キヌレニナーゼが、３'－ＯＨキヌレニンよりもキヌレニンに対してより高い触媒
活性を有する、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　前記キヌレニナーゼが細菌のキヌレニナーゼであり、前記細菌のキヌレニナーゼが、配
列番号７、１３～５２、及び５７のいずれかに対して少なくとも９５％同一であるアミノ
酸配列を含み、キヌレニナーゼ活性を有する、請求項１に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、その内容全体が参照によって本明細書に組み入れられる、２０１３年８月３
０日に出願されたＵＳ６１／８７２，１３２及び２０１４年４月３０日に出願されたＵＳ
６１／９８６，３６６の優先権の利益を主張する。
【０００２】
　本発明は国立衛生研究所によって授与された助成金番号Ｒ０１ＣＡ１５４７５４のもと
で政府の支援によって為された。政府は本発明に特定の権利を有する。
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【０００３】
１．発明の分野
　本発明は概して、Ｌ－キヌレニンまたはＬ－３－ヒドロキシキヌレニンを枯渇させる酵
素による癌の治療のための組成物及び方法に関する。さらに詳しくは、本発明は、ヒトの
治療法に好適なＬ－キヌレニン分解活性を持つ細菌及び哺乳類の酵素の操作、薬理学的最
適化及び使用に関する。
【背景技術】
【０００４】
２．関連技術の記述
　癌細胞によるインドールアミン－２,３－ジオキシゲナーゼアイソフォーム（ＩＤＯ１
またはＩＤＯ２）の過剰発現は、またはこれらの酵素のいずれかを発現するように癌浸潤
白血球を再プログラムすることは、癌に対する適応免疫応答を減衰させることに対して深
刻な影響を有することが示されている。間質細胞によるその発現が一部の腫瘍によって誘
導されるＩＤＯ１及びＩＤＯ２と同様に酵素トリプトファン２,３－ジオキシゲナーゼ（
ＴＤＯ）は、Ｌ－キヌレニン（ＫＹＮ）へのトリプトファン（Ｔｒｐ）の異化における律
速段階を触媒する（Ｇｏｄｉｎ－Ｅｔｈｉｅｒら，２０１１）。免疫細胞に対してＫＹＮ
のレベルを局所的に上げる一方でＴｒｐのレベルを局所的に枯渇させる二重効果を有する
ＬＡＴ１様アミノ酸交換体（Ｋａｐｅｒら，２００７）を用いて、腫瘍は細胞質のＫＹＮ
分子を細胞外のＴｒｐ分子と交換する。近隣の免疫細胞がＫＹＮを内部移行させ、その際
、それは、免疫細胞の分化及び／またはアポトーシスの誘導を介して腫瘍の寛容をもたら
す多数のサイトカイン及びケモカインの発現を生じるアリール炭化水素受容体（ＡＨＲ）
の活性化リガンドである（Ｄｅｌｌａ　Ｃｈｉｅｓａら，２００６；Ｏｐｉｔｚら，２０
１１；Ｓｏｎｇら，２０１１）。さらに、キヌレニンから形成される他のＫＹＮ関連の化
合物、最も顕著にはキヌレン酸もオーファンＧＰＣＲ　ＧＰＣＲ３５のアゴニストとして
作用することによって免疫抑制効果を発揮する。ＩＤＯ１またはＴＤＯの阻害を介したＫ
ＹＮ形成の阻害（従って、キヌレン酸、３－ヒドロキシキヌレニン及びキノリン酸を含む
ＫＹＮ代謝副産物の形成の阻害）は、癌の標的として十分量の注目を浴びている（Ｃｈｅ
ｎ及びＧｕｉｌｌｅｍｉｎ，２００９；Ｒｕｔｅｌｌａら，２００９；Ｐｒｅｎｄｅｒｇ
ａｓｔ，２０１１）。ＩＤＯ１に対する、たとえば、１－ＤＬ－メチルトリプトファンの
ような基質類似体阻害剤が開発されており、癌が誘導する腫瘍寛容を克服するので癌と闘
うネイティブな免疫系の能力を回復することにおいて最初の有望さを示している（Ｌｏｂ
ら，２００９）。しかしながら、ＫＹＮは腫瘍で発現されることも多いトリプトファン２
,３－ジオキシゲナーゼ（ＴＤＯ）によっても作られ、この酵素は１－ＤＬ－メチルトリ
プトファンによって阻害されない（Ｐｉｌｏｔｔｅら，２０１２）。現在フェーズ１及び
２の臨床試験中である１－ＤＬ－メチルトリプトファンのＤ異性体（１－Ｄ－ＭＴ）に対
する追加の関心もある。逆説的には、１－Ｄ－ＭＴはＩＤＯ１の発現を上方調節すること
ができ、現にＫＹＮのレベルを上昇させ、特定の癌では免疫抑制を誘導する（Ｏｐｉｔｚ
ら，２０１１）。
【０００５】
　ＫＹＮの腫瘍による産生を制御することが多数の研究の焦点であり、とりわけ、乳癌、
卵巣癌、膠芽細胞腫及び膵臓癌を治療する潜在力を有する。ＫＹＮはＴ細胞及びＮＫ細胞
にて増殖を抑制すると共にアポトーシスを誘導し（Ｏｐｉｔｚら，２０１１；Ｍａｎｄｉ
及びＶａｃｓｅｉ，２０１２）、腫瘍が患者の免疫系による検出及び破壊を逃れるのを可
能にすることが知られている。ＫＹＮは、Ｔ細胞におけるその活性がＣＤ２５＋ＦｏｘＰ
３＋Ｔ調節性細胞（Ｔｒｅｇ）への分化を誘導するアリール炭化水素受容体（ＡＨＲ）の
強力なリガンドである（Ｍｅｚｒｉｃｈら，２０１０）。ＫＹＮはまた、ＡＨＲに対する
アゴニスト効果が介在する可能性もある作用である（Ｓｈｉｎら，２０１３）、ＮＫが介
在する細胞の腫瘍細胞株の殺傷に必要とされる特定の受容体（ＮＫｐ４６及びＮＫＧ２Ｄ
）のサイトカインが介在する上方調節を妨げる（Ｄｅｌｌａ　Ｃｈｉｅｓａら，２００６
）ことが示されている。血清ＫＹＮレベルの上昇と複数の種類の癌における生存率の低下
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を結びつける臨床的な証拠もある。健常な患者では、血清におけるＫＹＮのレベルは０．
５～１μＭの範囲である。びまん性大Ｂ細胞リンパ腫のようなＫＹＮを産生する種類の癌
患者では、血清ＫＹＮレベルは１０倍ほど高く測定され（Ｙｏｓｈｉｋａｗａら，２０１
０；　ｄｅ　Ｊｏｎｇら，２０１１；Ｙａｏら，２０１１）、同じ治療計画を受けている
リンパ腫患者間での生存率の予後予測であり、１．５μＭを超えるＫＹＮレベルの患者の
たった５８％の生存率に比べて１．５μＭ未満の血清レベルの患者は８９％の３年生存率
を示した。生存率におけるこの差異はＫＹＮの免疫抑制効果に起因した（Ｙｏｓｈｉｋａ
ｗａら，２０１０）。１－Ｄ－ＭＴのような小分子ＩＤＯ阻害剤の使用は、免疫機能を回
復することにおけるＫＹＮレベルの制御の有用性を明らかにしているが、１－Ｄ－ＭＴに
よるＩＤＯ１上方調節の的外れな効果及びＴＤＯやＩＤＯ１アイソフォームに対する阻害
の欠如が懸念される。
【０００６】
　本発明は、腫瘍及び／または血液におけるＫＹＮ及びその代謝産物の特異的な枯渇のた
めの酵素の使用を開示する。ＫＹＮを枯渇させる酵素を使用してＩＤＯ１、ＩＤＯ２、ま
たはＴＤＯを発現する腫瘍を治療するためにＫＹＮの濃度を下げるので、腫瘍が介在する
寛容原性の効果を妨げ、代わりに腫瘍除去型の炎症誘発性反応に介在する。特に、ＫＹＮ
及びＫＹＮの代謝副産物の枯渇のための酵素の使用は、上記で議論したＩＤＯアイソフォ
ーム及びＴＤＯの小分子阻害剤に関連する問題を回避し、さらに、小分子薬剤に付随して
非常に一般的に生じ、予測されない毒性及び副作用をもたらす的外れな効果を完全に回避
する。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明の態様は、Ｌ－キヌレニン及び３－ヒドロキシ－Ｌ－キヌレニンを分解し、癌治
療にとって所望されるような血清における好都合な薬物動態を示すことが可能である細菌
及び哺乳類のポリペプチド配列を含む酵素を提供することによって当該技術における主要
な欠陥を克服する。一部の態様では、キヌレニナーゼ酵素は３'ＯＨ－キヌレニンよりも
キヌレニンに対してより高い触媒活性を有し得る。細菌種に由来するキヌレニナーゼを使
用してもよい。そのような酵素は、配列番号７及び１３～５２またはそれらの修飾体から
成る群から選択されるアミノ酸配列を有し得る。特に、治療剤は、シュードモナス・フル
オレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）の酵素キヌレニナー
ゼ（Ｐｆ－ＫＹＮＵ）に由来し得る。或いは、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈ
ａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）またはアカパンカビ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ
　ｃｒａｓｓａ）に由来するキヌレニナーゼを使用してもよい。治療剤はムチラギニバク
ター・パルジス（Ｍｕｃｉｌａｇｉｎｉｂａｃｔｅｒ　ｐａｌｕｄｉｓ）のキヌレニナー
ゼ酵素に由来してもよい。さらに、異種のキヌレニナーゼの免疫原性による有害効果を防
ぐために、ヒト（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ）の酵素またはヒトの酵素に対して＞９５％
の配列同一性を示す他の霊長類のキヌレニナーゼを使用してもよい。たとえば、新規の酵
素は配列番号７～９から成る群から選択されるアミノ酸配列を有してもよい。
【０００８】
　他の態様では、ＫＹＮを分解することが可能であり、且つ３－ヒドロキシキヌレニンま
たはキヌレン酸の分解に向けた活性を有することが可能であるネイティブなまたは修飾さ
れたヒトまたは霊長類のキヌレニナーゼを含むポリペプチドが存在し得る。一部の実施形
態では、該ポリペプチドは生理的条件下でＫＹＮを分解することが可能であり得る。たと
えば、ポリペプチドは、少なくともまたは約０．０１、０．０５、０．１、０．２、０．
３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３
００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、２０００、３００
０、４０００、５０００、６０００、７０００、８０００、９０００、１０４、１０５、
１０６Ｍ－１ｓ－１またはそれらにて引き出せる範囲の、ＫＹＮに対する触媒効率（ｋｃ

ａｔ／ＫＭ）を有し得る。
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【０００９】
　上記で議論されたような修飾されたポリペプチドは、未修飾のポリペプチド（たとえば
、ネイティブなポリペプチド）または本明細書で開示されるポリペプチド配列と比べて特
定の比率の同一性を有することを特徴とする。たとえば、未修飾のポリペプチドは、ネイ
ティブなキヌレニナーゼの少なくともまたは約１５０、２００、２５０、３００、３５０
、４００までの残基（またはそれらにて引き出せる範囲）を含んでもよい。同一性比率は
、修飾されたポリペプチドと未修飾のポリペプチドとの間で、または比較における任意の
２配列の間で多くてもまたは少なくとも約４０％、５０％、５５％、６０％、６５％、７
０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％また
は１００％（またはそれらにて引き出せる範囲）である。上記で議論した同一性の比率は
ポリペプチドの未修飾の領域と比べたポリペプチドの特定の修飾された領域に関してもよ
いことも企図される。たとえば、ポリペプチドは、同じ種に由来するまたは種を交差した
未修飾または変異体のキヌレニナーゼに対する、キヌレニナーゼの修飾されたまたは変異
体の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ることができるキヌレニナ
ーゼの修飾されたまたは変異体の基質認識部位を含有してもよい。たとえば、未修飾のキ
ヌレニナーゼに対して少なくとも９０％の同一性を有することを特徴とする修飾されたま
たは変異体のヒトポリペプチドは、その修飾されたまたは変異体のヒトポリペプチドにお
けるアミノ酸の少なくとも９０％が未修飾のポリペプチドにおけるアミノ酸と同一である
ことを意味する。
【００１０】
　そのような未修飾のポリペプチドはネイティブなキヌレニナーゼ、特にヒトのアイソフ
ォームまたは他の霊長類のアイソフォームであってもよい。たとえば、ネイティブなヒト
キヌレニナーゼは配列番号８の配列を有してもよい。他の霊長類のネイティブなキヌレニ
ナーゼの非限定例には、スマトラオランウータン（Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉ）のキヌレ
ニナーゼ（Ｇｅｎｂａｎｋ　ＩＤ：ＸＰ＿００２８１２５０８．１；配列番号１０）、カ
ニクイザル（Ｍａｃａｃａ　ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）のキヌレニナーゼ（Ｇｅｎｂａ
ｎｋ　ＩＤ：ＥＨＨ５４８４９．１；配列番号１１）及びチンパンジー（Ｐａｎ　ｔｒｏ
ｇｌｏｄｙｔｅｓ）のキヌレニナーゼ（Ｇｅｎｂａｎｋ　ＩＤ：ＸＰ＿００３３０９３１
４．１；配列番号１２）が挙げられる。例となるネイティブなポリペプチドには、配列番
号８または１０～１２またはそれらの断片の約、多くてもまたは少なくとも５０％、５５
％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％または１００％（またはそれらにて引き出せる範囲）の同一性を有す
る配列が挙げられる。たとえば、ネイティブなポリペプチドは、配列番号８または１０～
１２の配列の少なくともまたは約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９
０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４１５までの残基（ま
たはそれらにて引き出せる範囲）を含んでもよい。
【００１１】
　一部の実施形態では、ネイティブなキヌレニナーゼは、たとえば、化学修飾、置換、挿
入、欠失及び／または切り詰めのような１つ以上の他の修飾によって修飾されてもよい。
たとえば、修飾はネイティブな酵素の基質認識部位であってもよい。特定の実施形態では
、ネイティブなキヌレニナーゼは置換によって修飾されてもよい。たとえば、置換の数は
１、２、３、４以上であってもよい。さらなる実施形態では、ネイティブなキヌレニナー
ゼは基質認識部位にてまたは基質特異性に影響し得る任意の位置にて修飾されてもよい。
【００１２】
　一実施形態では、単離された、修飾されたヒトキヌレニナーゼ酵素が提供され、その際
、修飾された酵素はネイティブなヒト酵素（配列番号８を参照）に比べて少なくとも１つ
の置換を有し、少なくとも１つの置換にはネイティブなヒトキヌレニナーゼの３０６位で
通常見いだされるＰｈｅに対するＭｅｔまたはＬｅｕによる置換が挙げられる。従って、
態様の１つでは、Ｐｈｅ３０６Ｍｅｔ置換を含む、単離された修飾ヒトキヌレニナーゼ酵
素が提供される。別の態様では、Ｐｈｅ３０６Ｌｅｕ置換を含む、単離された修飾ヒトキ
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ヌレニナーゼ酵素が提供される。
【００１３】
　一部の態様では、本発明はまた、異種のアミノ酸配列に連結されたキヌレニナーゼを含
むポリペプチドも企図する。たとえば、キヌレニナーゼは融合タンパク質として異種のア
ミノ酸配列に連結され得る。特定の実施形態では、キヌレニナーゼは、インビボでの半減
期を延ばすためにＩｇＧのＦｃ、アルブミン、アルブミン結合タンパク質、またはＸＴＥ
Ｎポリペプチドのようなアミノ酸配列に連結され得る。
【００１４】
　血清での安定性を高めるために、キヌレニナーゼは１つ以上のポリエーテル分子に連結
されてもよい。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）
であってもよい。ポリペプチドは、たとえば、リジンまたはシステインのような特定のア
ミノ酸残基を介してＰＥＧに連結されてもよい（たとえば、共有結合で）。治療投与につ
いては、キヌレニナーゼを含むそのようなポリペプチドは薬学上許容可能なキャリア中に
分散されてもよい。
【００１５】
　一部の態様では、そのようなキヌレニナーゼをコードする核酸が企図される。一部の実
施形態では、核酸は細菌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。他の態様では、核酸は真菌（たとえば、酵母
）、昆虫、または哺乳類における発現についてコドン最適化されている。本発明はさらに
そのような核酸を含有する発現ベクターのようなベクターを企図する。特定の実施形態で
は、キヌレニナーゼをコードする核酸は、異種のプロモータを含むが、それらに限定され
ないプロモータに機能的に連結される。一実施形態では、キヌレニナーゼはベクター（た
とえば、遺伝子療法ベクター）によって標的細胞に送達されてもよい。そのようなウイル
スは組換えＤＮＡ法によって修飾されて標的細胞におけるキヌレニナーゼをコードする核
酸の発現を可能にする。これらのベクターは、非ウイルスのベクター（たとえば、プラス
ミド）またはウイルス（たとえば、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、レトロウイル
ス、レンチウイルス、ヘルペスウイルス、またはワクシニアウイルス）起源のベクターに
由来してもよい。非ウイルス性のベクターは好ましくは作用剤と複合体形成して細胞膜を
横切るＤＮＡの侵入を円滑にする。そのような非ウイルス性ベクターの複合体の例には、
ＤＮＡの凝集を促進するポリカチオン作用剤による製剤化及び脂質に基づく送達系が挙げ
られる。脂質に基づく送達系の例には核酸のリポソームに基づく送達が挙げられる。
【００１６】
　その上さらなる態様では、本発明はさらにそのようなベクターを含む宿主細胞を企図す
る。宿主細胞は細菌（たとえば、大腸菌）の細胞、真菌の細胞（たとえば、酵母）、昆虫
細胞、または哺乳類細胞であってもよい。
【００１７】
　一部の実施形態では、ベクターはキヌレニナーゼを発現させるために宿主細胞に導入さ
れる。好適な方法でタンパク質が発現されてもよい。一実施形態では、タンパク質がグリ
コシル化されるようにタンパク質が宿主細胞で発現される。別の実施形態では、タンパク
質がグリコシル化されないようにタンパク質が宿主細胞で発現される。
【００１８】
　本発明の特定の態様はまた、キヌレニナーゼペプチド、遺伝子療法ベクターにおけるキ
ヌレニナーゼをコードする核酸、または本発明の製剤の投与による治療の方法、特に腫瘍
細胞または癌の対象を治療する方法も企図する。対象はマウスのような動物であってもよ
い。たとえば、対象は哺乳類、特に霊長類、さらに特にヒト患者であってもよい。一部の
実施形態では、方法は癌患者を選択することを含んでもよい。
【００１９】
　一部の実施形態では、癌は、キヌレニナーゼの枯渇に感受性の癌である。一実施形態で
は、本発明は、そ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
癌患者を治療する方法を企図する。一部の実施形態では、投与は、癌の細胞の少なくとも
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一部が殺傷される条件下で生じる。別の実施形態では、製剤は、生理的条件でキヌレニン
分解活性を持ち、さらに連結されたポリエチレングリコール鎖を含む、そのようなキヌレ
ニナーゼを含む。ある実施形態では、製剤は、上記で議論したキヌレニナーゼのいずれか
と薬学上許容可能な賦形剤とを含む医薬製剤である。そのような薬学上許容可能な賦形剤
は当業者に周知である。上記キヌレニナーゼのすべてはヒトの治療法で有用であるとして
企図されてもよい。
【００２０】
　さらなる実施形態では、キヌレニン分解活性を有する非細菌性（哺乳類、たとえば、霊
長類またはマウス）のキヌレニナーゼ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治療する方法も提供される。
【００２１】
　投与または治療は細胞の栄養源に向かってもよく、必ずしも細胞自体に向かわなくても
よい。従って、インビボの適用では、腫瘍細胞を治療することには、腫瘍細胞の集団のた
めの栄養媒体をキヌレニナーゼに接触させることが含まれる。この実施形態では、媒体は
、キヌレニナーゼの枯渇が所望される血液、リンパ液、脊髄液及び同様の体液であること
ができる。
【００２２】
　本発明の特定の態様によれば、キヌレニナーゼを含有するそのような製剤は、静脈内に
、皮内に、動脈内に、腹腔内に、病変内に、頭蓋内に、関節内に、前立腺内に、胸膜腔内
に、滑膜内に、気管内に、鼻内に、硝子体内に、膣内に、直腸内に、腫瘍内に、筋肉内に
、皮下に、結膜下に、小嚢内に（ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃｕｌａｒｌｌｙ）、粘膜に、心膜
内に、臍下に、眼内に、経口で、局所に、吸入、点滴、持続点滴、局所潅流によって、カ
テーテルを介して、洗浄を介して、脂質組成物（たとえば、リポソーム）にて、または当
業者に既知であるような他の方法または前述の組み合わせによって投与することができる
。
【００２３】
　さらなる実施形態では、方法は少なくとも第２の抗癌療法を対象に施すことも含んでも
よい。第２の抗癌療法は、外科療法、化学療法、放射線療法、寒冷療法、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もよい。特定の態様では、第２の抗癌療法は抗
ＰＤ－１抗体、抗ＣＴＬＡ－４抗体、または抗ＰＤ－Ｌ１抗体であってもよい。
【００２４】
　ある実施形態では、癌患者を治療することにおける使用について、キメラ抗原受容体（
ＣＡＲ）とキヌレニナーゼ酵素を含む細胞が企図される。一部の態様では、ＣＡＲ及びキ
ヌレニナーゼ及び場合によってはトランスポーゼースをコードするＤＮＡを細胞に形質移
入してもよい。
【００２５】
　ＣＡＲは、たとえば、ＨＥＲ２、ＣＤ１９、ＣＤ２０及びＧＤ２を含む、任意の癌細胞
の当該抗原を標的とし得る。抗原結合の領域またはドメインは、その全体が参照によって
本明細書に組み入れられるＵＳ７，１０９，３０４に記載されたもののような特定のヒト
モノクローナル抗体に由来する単鎖可変断片（ｓｃＦｖ）のＶＨ鎖及びＶＬ鎖の断片を含
むことができる。断片は、ヒトの抗原特異的抗体の任意の数の異なる抗原結合ドメインで
あることもできる。さらに特定の実施形態では、断片は、ヒト細胞での発現のためにヒト
のコドン使用頻度について最適化されている配列によってコードされる抗原特異的なｓｃ
Ｆｖである。ＣＡＲの追加の例については、たとえば、すべてその全体が参照によって本
明細書に組み入れられるＷＯ２０１２／０３１７４４、ＷＯ２０１２／０７９０００、Ｗ
Ｏ２０１３／０５９５９３及びＵＳ８，４６５，７４３を参照のこと。
【００２６】
　キヌレニナーゼは本明細書で開示されるキヌレニナーゼであってもよい。細胞に形質移
入する方法は当該技術で周知であるが、特定の態様では、エレクトロポレーションのよう
な高度に効率的な形質移入法が採用される。たとえば、ヌクレオフェクション装置を用い
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て核酸が細胞に導入されてもよい。好ましくは、形質移入工程には、遺伝毒性を引き起こ
し、及び／または治療される対象にてウイルスの配列を含有する細胞に対する免疫応答を
もたらし得る、ウイルスによる細胞の感染または形質導入は関与しない。
【００２７】
　それについての多種多様なＣＡＲ構築物及び発現ベクターは当該技術で既知であり、本
明細書でさらに詳述される。たとえば、一部の態様では、ＣＡＲ発現ベクターは、プラス
ミド、直鎖状発現ベクターまたはエピソームのようなＤＮＡ発現ベクターである。一部の
態様では、ベクターは、たとえば、プロモータ、エンハンサ、ポリＡシグナル、及び／ま
たは１つ以上のイントロンのような、ＣＡＲの発現を促進する配列のような追加の配列を
含む。好まれる態様では、ＣＡＲコーディング配列は、トランスポゾン配列に隣接するの
で、トランスポーゼースの存在は、形質移入された細胞のゲノムにコーディング配列を組
み込むのを可能にする。
【００２８】
　特定の態様では、細胞にはさらに、形質移入された細胞のゲノムへのＣＡＲコーディン
グ配列の組み込みを促進するトランスポーゼースが形質移入される。一部の態様では、Ｄ
ＮＡ発現ベクターとしてトランスポーゼースが提供される。しかしながら、好まれる態様
では、トランスポーゼースは、トランスジェニック細胞ではトランスポーゼースの長期の
発現が生じないように発現可能なＲＮＡまたはタンパク質として提供される。実施形態に
従って任意のトランスポーゼースの系を使用してもよい。他の態様では、細胞にレンチウ
イルスを感染させて細胞のゲノムへのＣＡＲコーディング配列及びキヌレニナーゼのコー
ディング配列の組み込みを促進してもよい。
【００２９】
　一実施形態では、対象における腫瘍の治療にて使用するためにキヌレニナーゼまたはキ
ヌレニナーゼをコードする核酸を含む組成物が提供される。別の実施形態では、腫瘍の治
療のための薬物の製造におけるキヌレニナーゼまたはキヌレニナーゼをコードする核酸の
使用が提供される。前記キヌレニナーゼは本実施形態の任意のキヌレニナーゼであっても
よい。
【００３０】
　本発明の方法及び／または組成物の文脈で議論される実施形態は本明細書で記載される
他の方法または組成物に関して採用されてもよい。従って、１つの方法または組成物に関
する実施形態が同様に本発明の他の方法及び組成物に適用されてもよい。
【００３１】
　本明細書で使用されるとき、核酸を参照した用語「コードする」または「コードするこ
と」は、当業者が発明を容易に理解できるようにするのに使用されるが、これらの用語は
それぞれ、「含む」または「含むこと」と相互交換可能に使用されてもよい。
【００３２】
　本明細書で使用されるとき、「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」は１以上を意
味してもよい。本特許請求の範囲にて使用されるとき、単語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎ
ｇ）」と併せて使用される場合、単語「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」は１ま
たは１を超えることを意味してもよい。
【００３３】
　特許請求の範囲における用語「または」の使用は、本開示が代替のみ及び「及び／また
は」を指す定義を支持するけれども、代替のみを指すまたは代替が相互に排他的であるこ
とを指すように明白に指示されない限り、「及び／または」を意味するように使用される
。本明細書で使用されるとき、「別の」は少なくとも第２またはそれ以上を意味してもよ
い。
【００３４】
　本出願の全体を通して、用語「約」は、値が、値を決定するのに採用される装置、方法
に関する誤差の固有の変動、または試験対象間に存在する変動を含むことを示すのに使用
される。
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【００３５】
[本発明1001]
　単離された、修飾されたヒトキヌレニナーゼ酵素であって、前記修飾された酵素が、ネ
イティブなヒトキヌレニナーゼ（配列番号8を参照）に比べて少なくとも1つの置換を有し
、前記少なくとも1つの置換が、ネイティブなヒトキヌレニナーゼの306位に通常見いださ
れるＰｈｅに対するＭｅｔまたはＬｅｕによる置換を含む、前記キヌレニナーゼ酵素。
[本発明1002]
　前記少なくとも1つの置換がＰｈｅ306Ｍｅｔを含む、本発明1001の酵素。
[本発明1003]
　前記少なくとも1つの置換がＰｈｅ306Ｌｅｕを含む、本発明1001の酵素。
[本発明1004]
　異種ペプチドセグメントをさらに含む、本発明1001の酵素。
[本発明1005]
　前記異種ペプチドセグメントが、ＸＴＥＮペプチド、ＩｇＧの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1004の酵素。
[本発明1006]
　ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合されている、本発明1001の酵素。
[本発明1007]
　1つ以上のＬｙｓまたはＣｙｓ残基を介してＰＥＧに結合されている、本発明1006の酵
素。
[本発明1008]
　本発明1001の酵素をコードするヌクレオチド配列を含む、核酸。
[本発明1009]
　細菌、真菌、昆虫、または哺乳類における発現についてコドン最適化されている、本発
明1008の核酸。
[本発明1010]
　本発明1008または1009の核酸を含む、発現ベクター。
[本発明1011]
　本発明1008または1009の核酸を含む、宿主細胞。
[本発明1012]
　細菌細胞、真菌細胞、昆虫細胞、または哺乳類細胞である、本発明1011の宿主細胞。
[本発明1013]
　キヌレニナーゼまたはキヌレニナーゼをコードする核酸を、薬学上許容可能なキャリア
中に含む、医薬製剤。
[本発明1014]
　前記キヌレニナーゼが、3'－ＯＨキヌレニンよりもキヌレニンに対してより高い触媒活
性を有する、本発明1013の製剤。
[本発明1015]
　前記キヌレニナーゼが、少なくとも0．5Ｍ－1／ｓ－1の、キヌレニンに対するｋｃａｔ
／ＫＭを有する、本発明1013の製剤。
[本発明1016]
　前記キヌレニナーゼが細菌のキヌレニナーゼである、本発明1013の製剤。
[本発明1017]
　前記細菌のキヌレニナーゼが、シュードモナス・フルオレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏ
ｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）のキヌレニナーゼ、ムチラギニバクター・パルジス（
Ｍｕｃｉｌａｇｉｎｉｂａｃｔｅｒ　ｐａｌｕｄｉｓ）のキヌレニナーゼ、またはクラミ
ドフィラ・ペコルム（Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ　ｐｅｃｏｒｕｍ）のキヌレニナーゼ
である、本発明1016の製剤。
[本発明1018]
　前記細菌のキヌレニナーゼが、配列番号7、13～52、及び57のいずれかに対して少なく
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とも90％同一であるアミノ酸配列を含む、本発明1016の製剤。
[本発明1019]
　前記キヌレニナーゼが、哺乳類のキヌレニナーゼである、本発明1013の製剤。
[本発明1020]
　前記哺乳類のキヌレニナーゼがマウスまたは霊長類のキヌレニナーゼである、本発明10
19の製剤。
[本発明1021]
　前記霊長類のキヌレニナーゼがヒトのキヌレニナーゼである、本発明1020の製剤。
[本発明1022]
　前記霊長類のキヌレニナーゼが、配列番号8及び10～12のいずれかに対して少なくとも9
0％同一であるアミノ酸配列を含む、本発明1020の製剤。
[本発明1023]
　前記マウスのキヌレニナーゼが、配列番号9に対して少なくとも90％同一であるアミノ
酸配列を含む、本発明1020の製剤。
[本発明1024]
　前記キヌレニナーゼが、本発明1001のキヌレニナーゼ酵素である、本発明1013の製剤。
[本発明1025]
　前記キヌレニナーゼが異種ペプチドセグメントをさらに含む、本発明1013～1024のいず
れかの製剤。
[本発明1026]
　前記キヌレニナーゼがポリエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合されている、本発明10
13～1024のいずれかの製剤。
[本発明1027]
　前記キヌレニナーゼが1つ以上のＬｙｓまたはＣｙｓ残基を介してＰＥＧに結合されて
いる、本発明1026の製剤。
[本発明1028]
　前記キヌレニナーゼをコードする前記核酸が、細菌、真菌、昆虫、または哺乳類におけ
る発現についてコドン最適化されている、本発明1013の製剤。
[本発明1029]
　前記核酸が発現ベクターの中にある、本発明1013の製剤。
[本発明1030]
　腫瘍を有する対象を治療する方法であって、有効量の本発明1013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1031]
　前記対象が、ＩＤＯ1、ＩＤＯ2、またはＴＤＯを発現する腫瘍を有すると特定されてい
る、本発明1030の方法。
[本発明1032]
　前記腫瘍が固形腫瘍である、本発明1030の方法。
[本発明1033]
　前記腫瘍が血液腫瘍である、本発明1030の方法。
[本発明1034]
　前記対象がヒト患者である、本発明1030の方法。
[本発明1035]
　前記製剤が、腫瘍内に、静脈内に、皮内に、動脈内に、腹腔内に、病変内に、頭蓋内に
、関節内に、前立腺内に、胸膜腔内に、気管内に、眼内に、鼻内に、硝子体内に、膣内に
、直腸内に、筋肉内に、皮下に、結膜下に、小嚢内に（ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃｕｌａｒｌ
ｌｙ）、粘膜に、心膜内に、臍内に、経口で、吸入によって、注射によって、点滴によっ
て、持続点滴によって、標的細胞を直接浸す局所潅流によって、カテーテルを介して、ま
たは洗浄を介して投与される、本発明1030の方法。
[本発明1036]
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　前記製剤が前記腫瘍の栄養媒体に投与される、本発明1030の方法。
[本発明1037]
　前記栄養媒体が、血液、リンパ液、または脊髄液である、本発明1036の方法。
[本発明1038]
　少なくとも第2の抗癌療法を前記対象に施すことをさらに含む、本発明1030の方法。
[本発明1039]
　前記第2の抗癌療法が、外科療法、化学療法、放射線療法、寒冷療法、ホルモン療法、
免疫療法、またはサイトカイン療法である、本発明1038の方法。
[本発明1040]
　前記第2の抗癌療法が、抗ＰＤ1抗体、抗ＣＴＬＡ－4抗体、または抗ＰＤ－Ｌ1抗体を含
む、本発明1038の方法。
[本発明1041]
　発現されたキメラ抗原Ｔ細胞受容体（ＣＡＲ）と、発現されたキヌレニナーゼ酵素とを
含む、トランスジェニックＴ細胞。
[本発明1042]
　ヒトのＴ細胞である、本発明1041の細胞。
[本発明1043]
　前記キヌレニナーゼが、配列番号8及び10～12のいずれかに対して少なくとも90％同一
であるアミノ酸配列を含む、本発明1041の細胞。
[本発明1044]
　前記ＣＡＲと前記キヌレニナーゼとをコードするＤＮＡが細胞のゲノムに組み込まれて
いる、本発明1041の細胞。
[本発明1045]
　前記ＣＡＲが癌細胞抗原を標的とする、本発明1041の細胞。
[本発明1046]
　前記癌細胞抗原がＨＥＲ2、ＣＤ19、ＣＤ20、またはＧＤ2である、本発明1045の細胞。
[本発明1047]
　腫瘍を有するヒト対象においてＴ細胞応答を提供する方法であって、有効量の本発明10
41のトランスジェニック細胞を前記対象に投与することを含む、前記方法。
[本発明1048]
　前記トランスジェニック細胞が自己である、本発明1047の方法。
[本発明1049]
　前記トランスジェニック細胞が異種である、本発明1047の方法。
[本発明1050]
　少なくとも第2の抗癌療法を前記対象に施すことをさらに含む、本発明1047の方法。
[本発明1051]
　前記第2の抗癌療法が、外科療法、化学療法、放射線療法、寒冷療法、ホルモン療法、
免疫療法、またはサイトカイン療法である、本発明1050の方法。
[本発明1052]
　対象における腫瘍の治療において使用するための、キヌレニナーゼまたはキヌレニナー
ゼをコードする核酸を含む組成物。
[本発明1053]
　前記キヌレニナーゼが、配列番号7～52及び57のいずれかに対して少なくとも90％同一
であるアミノ酸配列を含む、本発明1052の組成物。
[本発明1054]
　前記キヌレニナーゼが、306位でのＰｈｅ306ＭｅｔまたはＰｈｅ306Ｌｅｕの置換を持
つ配列番号8に対して少なくとも90％同一であるアミノ酸配列を含む、本発明1053の組成
物。
[本発明1055]
　前記キヌレニナーゼがポリエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合されている、本発明10
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52の組成物。
[本発明1056]
　前記キヌレニナーゼ酵素をコードする前記核酸が、細菌、真菌、昆虫、または哺乳類に
おける発現についてコドン最適化されている、本発明1052の組成物。
[本発明1057]
　前記核酸が発現ベクターの中にある、本発明1052の組成物。
[本発明1058]
　前記対象が、ＩＤＯ1、ＩＤＯ2、またはＴＤＯを発現する腫瘍を有すると特定されてい
る、本発明1052の組成物。
[本発明1059]
　前記腫瘍が固形腫瘍である、本発明1052の組成物。
[本発明1060]
　前記腫瘍が血液腫瘍である、本発明1052の組成物。
[本発明1061]
　腫瘍内投与、静脈内投与、皮内投与、動脈内投与、腹腔内投与、病変内投与、頭蓋内投
与、関節内投与、前立腺内投与、胸膜腔内投与、気管内投与、眼内投与、鼻内投与、硝子
体内投与、膣内投与、直腸内投与、筋肉内投与、皮下投与、結膜下投与、小嚢内投与、粘
膜投与、心膜内投与、臍内投与、または経口投与のために製剤化されている、本発明1052
の組成物。
[本発明1062]
　前記腫瘍の栄養媒体への投与のために製剤化されている、本発明1052の組成物。
[本発明1063]
　前記栄養媒体が血液、リンパ液、または脊髄液である、本発明1062の組成物。
[本発明1064]
　少なくとも第2の抗癌療法をさらに含む、本発明1052の組成物。
[本発明1065]
　前記第2の抗癌療法が、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、免疫療法、またはサイ
トカイン療法である、本発明1064の組成物。
[本発明1066]
　前記第2の抗癌療法が抗ＰＤ1抗体を含む、本発明1064の組成物。
[本発明1067]
　ヒト対象における腫瘍の治療において使用するための、本発明1041～1046のいずれかの
トランスジェニックＴ細胞を含む組成物。
[本発明1068]
　前記トランスジェニックＴ細胞が自己である、本発明1067の組成物。
[本発明1069]
　前記トランスジェニックＴ細胞が異種である、本発明1067の組成物。
[本発明1070]
　少なくとも第2の抗癌療法をさらに含む、本発明1067の組成物。
[本発明1071]
　前記第2の抗癌療法が、化学療法、ホルモン療法、免疫療法、またはサイトカイン療法
である、本発明1070の組成物。
[本発明1072]
　前記第2の抗癌療法が、抗ＰＤ1抗体、抗ＣＴＬＡ－4抗体、または抗ＰＤ－Ｌ1抗体を含
む、本発明1070の組成物。
[本発明1073]
　腫瘍の治療のための薬物の製造における、キヌレニナーゼまたはキヌレニナーゼをコー
ドする核酸の使用。
[本発明1074]
　腫瘍の治療のための薬物の製造における、本発明1001～1007のいずれかのキヌレニナー
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ゼまたは本発明1008または1009のいずれかの核酸の使用。
　本発明の他の目的、特徴及び利点は以下の詳細な記載から明らかになるであろう。しか
しながら、本発明の精神と範囲の中にある種々の変更及び改変がこの詳細な記載から当業
者に明らかになるので、詳細な記載及び具体的な実施例は、本発明の好まれる実施形態を
示しながら、説明目的のみで提供されることが理解されるべきである。
【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さらに明らかにするため
に含まれる。本明細書で提示される特定の実施形態の詳細な記載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によって本発明がさらに良好に理解され得る。
【００３７】
【図１】（レーン１）ＰＲＥＣＩＳＩＯＮ　ＰＬＵＳ　ＰＲＯＴＥＩＮ（商標）ＭＷ標準
（ＢｉｏＲａｄ）、（レーン２～４）漸増濃度のＰｆ－ＫＹＮＵ及び（レーン５）ＰＥＧ
５，０００ＭＷで修飾したＰｆ－ＫＹＮＵのＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す図である。
【図２】ＰＢＳ（白四角）及びプールしたヒト血清（白丸）におけるＰｆ－ＫＹＮＵの安
定性を示すグラフである。
【図３】腫瘍の増殖速度によって測定した自家Ｂ１６マウスの黒色腫モデルにおけるＰＥ
Ｇ－Ｐｆ－ＫＹＮＵの有効性を示すグラフである。（黒四角）熱不活性化ＰＥＧ－Ｐｆ－
ＫＹＮＵ。（黒丸）活性のあるＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ。
【図４】生存によって測定した自家Ｂ１６マウスの黒色腫モデルにおけるＰＥＧ－Ｐｆ－
ＫＹＮＵの有効性を示すグラフである。（黒四角）熱不活性化ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ。
（黒丸）活性のあるＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ。
【図５】熱不活性化ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵで処理したマウス。活性のあるＰＥＧ－Ｐｆ
－ＫＹＮＵで処理したマウス（・）。（５Ａ）活性のあるＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵで処理
した群にて循環ＣＤ４＋調節性Ｔ細胞の集団は有意に小さい。（５Ｂ）腫瘍浸潤ＣＤ８＋
Ｔ細胞の集団はグランザイムＢ及びインターフェロンγの有意に高い発現を示す。
【図６】大腸菌におけるキヌレニナーゼ活性の遺伝的選抜を示す図である。Ｌ－Ｔｒｐ（
Ｔｒｐ）、緩衝液（－）、アントラニル酸（ＡＡ）またはＬ－Ｋｙｎ（Ｋｙｎ）にて浸し
た濾紙円板と共にＭ９最少培地のプレートに置いた大腸菌－ΔｔｒｐＥ細胞。
【図７】ムチラギニバクター・パルジスのキヌレニナーゼ（Ｍｕ－ＫＹＮＵ）のインビト
ロでの安定性を示す図である。（白四角）７４％の残存活性の大きさで１Ｔ１/２＝６時
間とその後の２Ｔ１/２＝１５０時間、３７℃のＰＢＳにおける、及び（黒丸）３０％残
存活性の大きさで１Ｔ１/２＝５時間とその後の２Ｔ１/２＝７３時間、３７℃のプールし
たヒト血清におけるＭｕ-ＫＹＮＵの時間の関数としての活性。
【図８】ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ（--・）、失活させたＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ（-・・
）、抗ＰＤ１（・・・）または抗ＣＴＬＡ－４（－）で処理したＣ５７ＢＬ／６Ｊにおけ
るＢ１６同種移植片のカプラン－マイヤープロットを示す図である。矢印は処理した日を
示し、（Ａ）は抗体による処理を示し、（Ｅ）は酵素による処理を示す。
【図９】（９Ａ）ＰＢＳ（丸）（対照）、抗ＰＤ１のみ（四角）、抗ＰＤ１／ＰＥＧ－Ｍ
ｕ－ＫＹＮＵ（逆三角形）または抗ＰＤ１／ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ（正三角形）で処理
したＢ１６腫瘍同種移植片を担ったＣ５７ＢＬ／６Ｊ。（９Ｂ）抗ＰＤ１のみによる０％
の腫瘍排除に比べた腫瘍の６０％を排除する抗ＰＤ１／ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ併用処理
及び腫瘍の２０％を排除する抗ＰＤ１／ＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵ併用処理によって相加効
果が認められた。（９Ｃ）相当するカプラン－マイヤープロット。
【図１０】（１０Ａ）熱不活性化ＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵ（■）または活性のあるＰＥＧ
－Ｍｕ－ＫＹＮＵ（▲）で処理したＢ１６腫瘍同種移植片を担ったＣ５７ＢＬ／６Ｊ。（
１０Ｂ）ＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵについての２５日の中央値生存時間（---）及び熱不活
性化ＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵついての２２日の中央値生存時間（－）を示す相当するカプ
ラン－マイヤープロット（矢印は処理した日を示す）。
【発明を実施するための形態】
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【００３８】
例証となる実施形態の記述
　キヌレニンは、インドールアミン―２,３－ジオキシゲナーゼ（ＩＤＯ）またはトリプ
トファン－２,３－ジオキシゲナーゼ（ＴＤＯ）の作用を介して生成されるアミノ酸、ト
リプトファンの代謝産物である。キヌレニンは細胞生理学に対して複数の効果を発揮し、
その最も重要なものの１つがＴ細胞応答の調節である。多数の腫瘍細胞はＩＤＯ及び／ま
たはＴＤＯの合成を調節してキヌレニンの局所濃度を高め、それにはトリプトファンの枯
渇が伴う。高レベルのキヌレニンは、さもなければ腫瘍を攻撃することになる腫瘍浸潤Ｔ
細胞の機能を阻害する強力な方法として働く。
【００３９】
　本発明は、腫瘍の微細環境と同様に血清における局所のキヌレニンのレベルを枯渇させ
るのでＴ細胞の作用の腫瘍が介在する抑制を妨げる手段としてキヌレニンを分解させる酵
素の使用方法を提供する。キヌレニン加水分解酵素（キヌレニナーゼ）はキヌレニンをア
ラニンとアントラニル酸に変換し、その後者はＴ細胞機能に影響することは知られていな
い。本発明者らは、キヌレニナーゼ酵素の医薬製剤を生成し、生理的条件下で酵素が長時
間持続することを可能にした。次いで本発明者らは、酵素の腫瘍内投与がマウスにて悪性
腫瘍の増殖の劇的な遅延を生じることを示した。
【００４０】
Ｉ．定義
　本明細書で使用されるとき、用語「タンパク質」及び「ポリペプチド」はペプチド結合
を介して連結されるアミノ酸を含む化合物を指し、相互交換可能に使用される。
【００４１】
　本明細書で使用されるとき、用語「融合タンパク質」は、ネイティブではない方法で機
能的に連結され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指す。
【００４２】
　本明細書で使用されるとき、用語「半減期（１/２－ライフ）」は、たとえば、哺乳類
での注射の後、インビトロまたはインビボでそのポリペプチドの濃度が半分になるのに必
要とされる時間を指す。
【００４３】
　用語「機能的な組み合わせ」、「機能的な順」及び「機能的に連結される」は、そのよ
うに記載される成分がそれらが意図される方法で機能するのを可能にする関係にある結合
、たとえば、核酸分子が、所与の遺伝子の転写及び／または所望のタンパク質分子の合成
を指向することが可能であるような方法での核酸配列の結合、または融合タンパク質が作
出されるような方法でのアミノ酸配列の結合を指す。
【００４４】
　用語「リンカー」は２つの異なる分子を機能的に連結する分子架橋として作用する化合
物または部分を指すことにし、その際、リンカーの一方の部分は第１の分子に機能的に連
結され、リンカーの別の部分は第２の分子に機能的に連結される。
【００４５】
　用語「ペグ化」は、その高度な生体適合性と修飾の容易さを考えて薬剤キャリアとして
広く使用されているポリエチレングリコール（ＰＥＧ）とのコンジュゲーションを指す。
ＰＥＧは化学法によってＰＥＧ鎖の末端のヒドロキシ基を介して活性剤に結合（たとえば
、共有結合）することができるが、ＰＥＧ自体は分子当たり多くても２つの活性剤に限定
される。異なるアプローチでは、ＰＥＧとアミノ酸のコポリマーがＰＥＧの生体適合性を
保持するが、分子当たりの多数の連結点という追加の利点を有し（従って、大きな薬剤負
荷を提供し）、種々の適用に合うように合成で設計することができる新規の生体材料とし
て研究されている。
【００４６】
　用語「遺伝子」はポリペプチドまたはその前駆体の作出に必要な制御配列及びコーディ
ング配列を含むＤＮＡ配列を指す。ポリペプチドは、所望の酵素活性が保持されるように
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完全長のコーディング配列によってまたはコーディング配列の一部によってコードされ得
る。
【００４７】
　用語「ネイティブな」は、天然に存在する供給源から単離された場合の遺伝子、遺伝子
産物、またはその遺伝子、遺伝子産物の特徴の典型的な形態を指す。ネイティブな形態は
、天然の集団で最も頻繁に観察されるので正常または野生型の形態と任意で呼ばれるもの
である。対照的に用語「修飾された」、「改変体」または「変異体」は、ネイティブな遺
伝子または遺伝子産物と比べた場合、配列及び機能的な特性で修飾（すなわち、変化した
特徴）を示す遺伝子または遺伝子産物を指す。
【００４８】
　用語「ベクター」は、それが複製され得る場合、細胞への導入のためにその中に核酸配
列を挿入することができるキャリア核酸分子を指すのに使用される。核酸配列は、ベクタ
ーが導入されている細胞に対して外来性であることを意味する、または配列が、配列が普
通は見いだされない宿主細胞の核酸の中での一部以外の細胞における配列と相同であるこ
とを意味する「外因性」であることができる。ベクターには、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）、及び人工染色体（た
とえば、ＹＡＣ）が挙げられる。当業者は標準の組換え法を介してベクターを構築するの
に必要なものを十分に持っている（たとえば、双方とも参照によって本明細書に組み入れ
られるＭａｎｉａｔｉｓら，１９８８及びＡｕｓｕｂｅｌら，１９９４）。
【００４９】
　用語「発現ベクター」は転写されることが可能であるＲＮＡをコードする核酸を含む遺
伝子構築物の型を指す。場合によっては、次いでＲＮＡ分子はタンパク質、ポリペプチド
またはペプチドに翻訳される。他の場合では、たとえば、アンチセンス分子またはリボザ
イムの作出ではこれらの配列は翻訳されない。発現ベクターは、特定の宿主細胞における
機能的に連結されたコーディング配列の転写及び考えられる翻訳に必要な核酸配列を指す
種々の「制御配列」を含有することができる。転写及び翻訳を支配する制御配列に加えて
、ベクター及び発現ベクターは、他の機能を果たすと共に以下で記載される核酸配列を含
有してもよい。
【００５０】
　用語「治療上有効な量」は本明細書で使用されるとき、治療効果を達成するのに方法で
採用される細胞及び／または治療用組成物（たとえば、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）の量を指す。用語「治療上の利益」または「治療上有効な」は
本出願全体を通して使用されるとき、この状態の医学治療に関して対象の満足できる状態
を助長するまたは向上させるものを指す。これには、疾患の兆候または症状の頻度または
重症度の低下が挙げられるが、これらに限定されない。たとえば、癌の治療には、たとえ
ば、腫瘍サイズの低下、腫瘍の侵襲性の低下、癌の増殖速度の低下、または転移の予防が
関与してもよい。癌の治療は癌の対象の生存を延長することも指してもよい。
【００５１】
　用語「ＫＭ」は本明細書で使用されるとき、酵素についてのミカエリス－メンテン定数
を指し、酵素が触媒する反応にて所与の酵素が最大速度の半分の速度を与える特定の基質
の濃度として定義される。用語「ｋｃａｔ」は本明細書で使用されるとき、各酵素部位が
単位時間当たり生成物に変換する代謝回転数または基質分子の数を指し、酵素は最大効率
で作用している。用語「ｋｃａｔ／ＫＭ」は本明細書で使用されるとき、特異性定数であ
り、酵素がどれくらい効率的に基質を生成物に変換するかの評価基準である。
【００５２】
　用語「キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）」は本明細書で使用されるとき、人工のＴ細胞受容
体、キメラＴ細胞受容体、またはキメラ免疫受容体を指し、たとえば、特定の免疫エフェ
クター細胞に人工の特異性を移植する操作された受容体を包含する。ＣＡＲを採用してモ
ノクローナル抗体の特異性をＴ細胞に付与し、それによって、たとえば、養子細胞療法で
の使用のための多数の特異的なＴ細胞が生成されるのを可能にする。特定の実施形態では
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、ＣＡＲは、たとえば、細胞の特異性を腫瘍関連抗原に向ける。一部の実施形態では、Ｃ
ＡＲは、細胞内活性化ドメイン、膜貫通ドメイン及び腫瘍関連抗原の結合領域を含む細胞
外ドメインを含む。特定の態様では、ＣＤ３ζの膜貫通及びエンドドメインに融合させた
、モノクローナル抗体（その全体が参照によって本明細書に組み入れられるＵＳ７，１０
９，３０４に記載されたもののような）に由来する単鎖可変断片（ｓｃＦｖ）の融合体を
含む。他のＣＡＲの設計の特異性は受容体のリガンド（たとえば、ペプチド）またはデク
チンのようなパターン認識受容体に由来してもよい。特定の実施形態では、Ｂ細胞系列分
子、ＣＤ１９に特異的なＣＡＲを用いて、Ｔ細胞の特異性を向け直すことによって悪性Ｂ
細胞を標的とすることができる。特定の場合では、抗原認識ドメインの間隔を修飾して活
性化が誘導する細胞死を減らすことができる。特定の場合では、ＣＡＲは、たとえば、Ｃ
Ｄ３－ζ、ＦｃＲ、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ１３７、ＤＡＰ１０、及び／またはＯＸ４
０のような追加の同時刺激シグナル伝達についてのドメインを含む。一部の場合では、同
時刺激分子、画像化（たとえば、ポジトロン放出断層撮影のための）用のレポーター遺伝
子、プロドラッグの添加の際、条件付きでＴ細胞を除去する遺伝子産物、ホーミング受容
体、ケモカイン、ケモカイン受容体、サイトカイン及びサイトカイン受容体を含む分子を
ＣＡＲと共に同時発現させることができる。
【００５３】
　「治療」及び「治療すること」は、疾患または健康関連の状態の治療上に利益を得る目
的での対象への治療剤の投与若しくは塗布、または対象における処置またはモダリティの
実施を指す。たとえば、治療には、薬学上有効な量のキヌレニナーゼの投与が含まれても
よい。
【００５４】
　「対象」及び「患者」はヒトまたは非ヒト、たとえば、霊長類、哺乳類及び脊椎動物の
いずれかを指す。特定の実施形態では、対象はヒトである。
【００５５】
ＩＩ．キヌレニナーゼポリペプチド
　一部の実施形態は修飾された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
、未修飾の型に匹敵する少なくとも１つの機能的活性、好ましくはキヌレニン分解活性ま
たは３'－ヒドロキシキヌレニン分解活性を示す修飾されたタンパク質及びポリペプチド
に関する。さらなる態様では、タンパク質またはポリペプチドはさらに修飾されて血清で
の安定性を高めてもよい。従って、本出願が「修飾されたタンパク質」または「修飾され
たポリペプチド」の機能または活性を指す場合、当業者は、これが、たとえば、キヌレニ
ン分解活性または３'－ヒドロキシキヌレニン分解活性のような未修飾のタンパク質また
はポリペプチドを超える追加の利点を保有するタンパク質またはポリペプチド含むことを
理解することになる。特定の実施形態では、未修飾のタンパク質またはポリペプチドはネ
イティブなキヌレニナーゼ、好ましくはヒトのキヌレニナーゼまたはシュードモナス・フ
ルオレッセンスのキヌレニナーゼである。「修飾されたタンパク質」に関する実施形態は
「修飾されたポリペプチド」に関して実施されてもよく、逆もまた同様であることが特に
企図される。
【００５６】
　活性の測定は、特にタンパク質の活性に関して当業者に精通したアッセイを用いて達成
されてもよく、比較目的で、修飾されたまたは未修飾のタンパク質またはポリペプチドの
天然の型及び／または組換えの型の使用が含まれてもよい。
【００５７】
　特定の実施形態では、修飾されたポリペプチド、たとえば、修飾されたキヌレニナーゼ
は、キヌレニン分解活性及び／または３'－ヒドロキシキヌレニン分解活性の上昇に基づ
いて特定されてもよい。たとえば、未修飾のポリペプチドの基質認識部位が特定されても
よい。この特定は構造解析または相同性解析に基づいてもよい。そのような基質認識部位
の修飾を含む変異体の集団が生成されてもよい。さらなる実施形態では、高いキヌレニン
分解活性を持つ変異体を変異体集団から選択してもよい。所望の変異体の選択には、たと
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えば、キヌレニン分解からの副産物または産物の検出のような方法が挙げられ得る。
【００５８】
　修飾されたタンパク質はアミノ酸の欠失及び／または置換を保有し得るので；欠失のあ
るタンパク質、置換のあるタンパク質、及び欠失と置換のあるタンパク質は修飾されたタ
ンパク質である。一部の実施形態では、これらの修飾されたタンパク質はさらに、たとえ
ば、融合タンパク質を伴ったまたはリンカーを持つタンパク質のように挿入または付加さ
れたアミノ酸をふくんでもよい。「修飾された欠失タンパク質」はネイティブなタンパク
質の１つ以上の残基を欠くが、ネイティブなタンパク質の特異性及び／または活性を保有
し得る。「修飾された欠失タンパク質」は低下した免疫原性または抗原性も有し得る。修
飾された欠失タンパク質の例は、少なくとも１つの抗原性領域、すなわち、修飾されたタ
ンパク質を投与され得る生物の種類のような特定の生物にて抗原性であると決定されたタ
ンパク質の領域から欠失させたアミノ酸残基を有するものである。
【００５９】
　置換または置き換えの改変体は通常、タンパク質の中での１つ以上の部位にて１つのア
ミノ酸の別のアミノ酸との交換を含有し、ポリペプチドの１つ以上の特性、特にエフェク
ター機能及び／または生物利用効率を調節するように設計され得る。置換は、１つのアミ
ノ酸が類似の形状及び電荷のもので置き換えられる保存的なものであってもよいし、そう
でなくてもよい。保存的置換は当該技術で周知であり、たとえば、アラニンのセリンへの
；アルギニンのリジンへの；アスパラギンのグルタミンまたはヒスチジンへの；アスパラ
ギン酸のグルタミン酸への；システインのセリンへの；グルタミンのアスパラギンへの；
グルタミン酸のアスパラギン酸への；グリシンのプロリンへの；ヒスチジンのアスパラギ
ンまたはグルタミンへの；イソロイシンのロイシンまたはバリンへの；ロイシンのバリン
またはイソロイシンへの；リジンのアルギニンへの；メチオニンのロイシンまたはイソロ
イシンへの；フェニルアラニンのチロシン、ロイシンまたはメチオニンへの；セリンのス
レオニンへの；スレオニンのセリンへの；トリプトファンもチロシンへの、チロシンのト
リプトファンまたはフェニルアラニンへの；及びバリンのイソロイシンまたはロイシンへ
の交換が挙げられる。
【００６０】
　欠失または置換に加えて、修飾されたタンパク質は残基の挿入を保有してもよく、それ
には通常ポリペプチドにおける少なくとも１つの残基の付加が関与する。これには、ター
ゲティングペプチド若しくはポリペプチドまたは単に単一の残基の挿入が含まれ得る。融
合タンパク質と呼ばれる末端付加は以下で議論する。
【００６１】
　用語「生物学的に機能的な同等物」は当該技術でよく理解されており、本明細書でさら
に詳細に定義される。従って、タンパク質の生物活性が維持されるという条件で、対照ポ
リペプチドに対して同一であるまたは機能的に同等であるアミノ酸の約７０％～約８０％
の間、約８１％～約９０％の間、またはさらに約９１％～約９９％の間を有する配列が含
まれる。修飾されたタンパク質は特定の態様ではネイティブな対応物に対して生物学的に
機能的に同等であってもよい。
【００６２】
　アミノ酸配列及び核酸配列は、タンパク質発現に関心がある場合、配列が、生物学的な
タンパク質活性の維持を含む上記で述べられた基準を満たす限り、追加のＮ末端若しくは
Ｃ末端のアミノ酸または５'若しくは３'配列のような追加の残基を含んでもよく、本明細
書で開示される配列の１つでまた本質的に述べられ得ることが理解されるであろう。末端
配列の付加は、たとえば、コーディング領域の５'若しくは３'部分のいずれかに隣接する
種々の非コーディング配列を含んでもよい、または遺伝子内で存在することが知られる種
々の内部配列、すなわち、イントロンを含んでもよい核酸配列に特に適用される。
【００６３】
ＩＩＩ．治療法のためのキヌレニンの酵素的分解
　特定の態様では、ポリペプチドは、キヌレニンの枯渇に感受性である癌を含む疾患のキ
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ヌレニンを枯渇させる酵素による治療に使用されて腫瘍が介在する寛容原性の効果を妨げ
、代わりに腫瘍除去型の炎症誘発性反応に介在する。特定の態様では、キヌレニナーゼは
、ＩＤＯ１、ＩＤＯ２及び／またはＴＤＯを発現している腫瘍を治療することにおける使
用について企図される。
【００６４】
　本発明の特定の態様は腫瘍のような疾患を治療するための修飾されたキヌレニナーゼを
提供する。特に、修飾されたポリペプチドはヒトのポリペプチド配列を有してもよいので
ヒト患者におけるアレルギー反応を防いでもよく、反復投与を可能にし、治療有効性を高
める。
【００６５】
　本治療法が有用である腫瘍には、固形腫瘍または血液腫瘍で見いだされるもののような
悪性の細胞型が挙げられる。例となる固形腫瘍には、膵臓、結腸、盲腸、胃、脳、頭、頸
、卵巣、腎臓、喉頭、肉腫、肺、膀胱、黒色腫、前立腺及び乳腺から成る群から選択され
る臓器の腫瘍が挙げられるが、これらに限定されない。例となる血液腫瘍には、骨髄の腫
瘍、ＴまたはＢ細胞の悪性腫瘍、白血病、リンパ腫、芽腫、骨髄腫等が挙げられる。本明
細書で提供される方法を用いて治療され得る癌のさらなる例には、癌腫、リンパ腫、芽腫
、肉腫、白血病、扁平上皮癌、肺癌（小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、及び肺の扁
平上皮癌を含む）、腹膜の癌、肝細胞癌、胃の癌または胃癌（胃腸の癌及び胃腸の間質癌
を含む）、膵臓癌、膠芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、乳癌、結腸癌、結
腸直腸癌、子宮内膜癌または子宮癌、唾液腺癌、腎臓癌または腎臓の癌、前立腺癌、外陰
癌、甲状腺癌、頭頚部の種々の癌、黒色腫、表在拡大型黒色腫、悪性黒子型黒色腫、末端
性黒子性黒色腫、結節黒色腫、並びにＢ細胞リンパ腫（低度／濾胞性非ホジキンリンパ腫
（ＮＨＬ）；小リンパ球（ＳＬ）ＮＨＬ；中等度／濾胞性ＮＨＬ；中等度／びまん性ＮＨ
Ｌ；高度／免疫芽性ＮＨＬ；高度／リンパ芽球性ＮＨＬ；高度非切断小細胞型ＮＨＬ；巨
大病変ＮＨＬ；マントル細胞リンパ腫、ＡＩＤＳ関連リンパ腫、及びヴァルデンストレー
ムマクログロブリン血症を含む）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、急性リンパ芽球性白
血病（ＡＬＬ）、ヘアリー細胞白血病、多発性骨髄腫、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）及び
慢性骨髄芽球性白血病が挙げられるが、これらに限定されない。
【００６６】
　癌は具体的には、これらに限定されないが、以下の組織学的な型のものであり得る：新
生物、悪性；癌腫；未分化癌腫；巨大紡錘細胞癌腫；小細胞癌；乳頭癌腫；扁平上皮癌腫
；リンパ上皮癌腫；基底細胞癌腫；石灰化上皮癌腫；移行細胞癌腫；乳頭移行細胞癌腫；
腺癌；ガストリノーマ、悪性；胆管癌；肝細胞癌；複合肝細胞癌及び胆管癌；索状腺癌；
腺様濾胞癌腫；腺腫様ポリープにおける腺癌；腺癌、家族性大腸ポリポーシス；固形癌腫
；カルチノイド腫瘍、悪性；細気管支肺胞上皮腺癌；乳頭腺癌；嫌色素性細胞癌腫；好酸
性癌腫；好酸性腺癌；好塩基性癌腫；明細胞腺癌；顆粒細胞癌腫；濾胞性腺癌；乳頭及び
濾胞性腺癌；非被包性硬化性癌腫；副腎皮質癌腫；類内膜癌腫；皮膚付属器癌腫；アポク
リン腺癌；皮脂腺癌；耳垢腺癌；粘膜表皮癌腫；嚢胞腺癌；乳頭嚢胞腺癌；乳頭漿液性嚢
胞腺癌；粘液性嚢胞腺癌；粘液性腺癌；印環細胞癌腫；浸潤性導管癌腫；髄様癌腫；小葉
癌腫；炎症性癌腫；パジェット病、乳腺；腺房細胞癌腫；腺扁平上皮癌腫；腺癌／扁平上
皮化生；胸腺腫、悪性；卵巣間質腫瘍、悪性；卵胞膜細胞腫、悪性；顆粒膜細胞腫瘍、悪
性；男性胚腫、悪性；セルトリ細胞癌腫；ライディッヒ細胞腫瘍、悪性；脂質細胞腫瘍、
悪性；傍神経節腫、悪性；乳腺外傍神経節腫、悪性；褐色細胞腫；グロームス血管腫；悪
性黒色腫；無色素性黒色腫；表在拡大型黒色腫；巨大色素性母斑における悪性黒色腫；類
上皮細胞黒色腫；青色母斑、悪性；肉腫；線維肉腫；線維性組織球腫、悪性；粘液肉腫；
脂質肉腫；平滑筋肉腫；横紋筋肉腫；胚性横紋筋肉腫；胞巣状横紋筋肉腫；間質肉腫；混
合腫瘍、悪性；ミュラー管混合腫瘍；腎芽細胞腫；肝芽腫；癌肉腫；間葉腫、悪性；ブレ
ナー腫瘍、悪性；葉状腫瘍、悪性；滑膜肉腫；中皮腫、悪性；未分化胚細胞腫；胚性癌腫
；奇形腫、悪性；卵巣甲状腺腫、悪性；絨毛癌腫；中腎腫、悪性；血管肉腫；血管内皮腫
、悪性；カポジ肉腫；血管周囲細胞腫、悪性；リンパ管肉腫；骨肉腫；傍骨性骨肉腫；軟
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骨肉腫；軟骨芽細胞腫、悪性；間葉軟骨肉腫；骨の巨細胞腫瘍；ユーイング肉腫；歯原性
腫瘍、悪性；エナメル上皮肉腫；エナメル上皮腫、悪性；エナメル上皮線維肉腫；松果体
腫、悪性；脊索腫；神経膠腫、悪性；上衣細胞腫；星状細胞腫；原形質性星状細胞腫；線
維性星状細胞腫；星状芽細胞腫；膠芽細胞腫；乏突起膠腫；乏突起膠腫；原始神経外胚葉
腫瘍；小脳肉腫；神経節芽細胞腫；神経芽腫；網膜芽腫；嗅神経原性腫瘍；髄膜腫、悪性
；神経線維肉腫；神経鞘腫、悪性；顆粒細胞腫瘍、悪性；悪性リンパ腫；ホジキン病；ホ
ジキン；側肉芽腫；悪性リンパ腫、小リンパ性；悪性リンパ腫、大細胞、びまん性；悪性
リンパ腫、濾胞性；菌状息肉腫；他の特定の非ホジキンリンパ腫；悪性組織球増殖症；多
発性骨髄腫；肥満細胞肉腫；免疫増殖性小腸疾患；白血病；リンパ性白血病；形質細胞白
血病；赤白血病；リンパ肉腫細胞性白血病；骨髄性白血病；好塩基球性白血病；好酸球性
白血病；単球性白血病；肥満細胞性白血病；巨核芽球性白血病；骨髄肉腫；及びヘアリー
細胞性白血病。
【００６７】
　キヌレニナーゼは、腫瘍組織からキヌレニン及び／または３'－ヒドロキシキヌレニン
を枯渇させる種々のモダリティにて、または癌の哺乳類の循環にて、またはその枯渇が望
ましいとみなされる場合のキヌレニンの枯渇のために抗腫瘍剤として本明細書で使用され
てもよい。
【００６８】
　枯渇は、哺乳類の循環においてインビボで、組織培養または他の生物学的培地における
キヌレニン及び３'－ヒドロキシキヌレニンの枯渇が望まれる場合インビトロで、及び生
物学的な流体、細胞または組織が生体外で操作され、その後患者哺乳類の体に戻されるエ
クスビボ処置にて実施することができる。循環、培養培地、生物学的流体、または細胞か
らのキヌレニンの枯渇を行って、治療される物質にアクセスできるキヌレニンの量を減ら
すので、キヌレニンの枯渇は、接触される物質における周囲のキヌレニンを分解するよう
にキヌレニンを枯渇させる条件下で、キヌレニンを枯渇させる量のキヌレニナーゼと枯渇
される物質を接触させることを含む。
【００６９】
　枯渇は細胞の栄養源に向けられてもよく、必ずしも細胞自体には向けられなくてもよい
。従って、インビボでの適用では、腫瘍細胞を治療することには、腫瘍細胞の集団のため
の栄養媒体をキヌレニナーゼに接触させることが含まれる。この実施形態では、媒体は、
キヌレニンの枯渇が所望される血液、リンパ液、脊髄液及び同様の体液であってもよい。
【００７０】
　キヌレニン及び３'－ヒドロキシキヌレニン枯渇の有効性は、適用に応じて広く変化す
ることができ、通常、物質に存在するキヌレニンの量、枯渇の所望の速度、及びキヌレニ
ナーゼへの暴露についての物質の寛容に左右される。物質におけるキヌレニン及びキヌレ
ニン代謝産物のレベル、それゆえ物質からのキヌレニン及びキヌレニン代謝産物の枯渇の
速度は、当該技術で周知の種々の化学的方法及び生化学的方法によって容易にモニターす
ることができる。例となるキヌレニン枯渇の量は本明細書でさらに記載され、処理される
物質のミリリットル（ｍＬ）当たり０．００１～１００単位（Ｕ）のキヌレニナーゼ、好
ましくは約０．０１～１０Ｕ、さらに好ましくは約０．１～５Ｕのキヌレニナーゼの範囲
であり得る。典型的な投与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、さらに好ましくは約１
０～５０Ｕ／ｋｇ／日、及びさらに好ましくは約２０～４０Ｕ／ｋｇ／日の範囲である。
【００７１】
　キヌレニンを枯渇させる条件はキヌレニナーゼの生物活性に適合する緩衝液と温度の条
件であり、酵素に適合する適度の温度、塩、ｐＨの条件、たとえば、生理的条件が含まれ
る。例となる条件には、生理的条件が含まれる一方で約４～４０℃、約０．０５～０．２
ＭのＮａＣｌのイオン強度当量及び約５～９のｐＨが挙げられる。
【００７２】
　特定の実施形態では、本発明は、キヌレニナーゼを抗腫瘍剤として使用する方法を企図
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するので、腫瘍細胞の増殖を阻害するのに十分な時間、腫瘍細胞の集団を治療上有効な量
のキヌレニナーゼに接触させることを含む。
【００７３】
　一実施形態では、インビボで接触させることは、静脈内、腹腔内または腫瘍内の注射に
より、本発明のキヌレニナーゼを含む生理的に認容可能な組成物の治療上有効な量を患者
に投与し、それによって患者に存在する腫瘍細胞のキヌレニン供給源を枯渇させることに
よって達成される。
【００７４】
　キヌレニナーゼの治療上有効な量は、所望の効果を達成する、すなわち、腫瘍組織また
は患者の循環にてキヌレニンを枯渇させるように計算された所定の量であり、それによっ
て腫瘍除去型の炎症誘発性反応に介在する。従って、本発明のキヌレニナーゼの投与につ
いての投与量範囲は、腫瘍細胞の分裂及び細胞周期の症状が減らされる所望の効果を生じ
るのに十分大きなものである。投与量は、たとえば、過粘稠度症候群、肺浮腫、鬱血性心
不全、神経学的影響等のような有害な副作用の原因となるほど多くすべきではない。一般
に、投与量は、患者の年齢、状態、性別及び疾患の程度によって変化し、当業者が決定す
ることができる。投与量は、任意の合併症の事象において個々の医師によって調整され得
る。
【００７５】
　キヌレニナーゼは注射によってまたは時間をかけた穏やかな点滴によって非経口で投与
することができる。キヌレニナーゼは、静脈内に、腹腔内に、経口で、筋肉内に、皮下に
、腔内に、皮内に、皮膚に投与することができ、蠕動手段によって送達することができ、
腫瘍細胞を含有する組織に直接注射することができ、またはキヌレニン用の有望なバイオ
センサーを含有してもよいカテーテルに接続したポンプによって投与することができる。
【００７６】
　キヌレニナーゼを含有する治療用組成物は、たとえば、単位用量の注射によって従来ど
おり静脈内に投与される。用語「単位用量」は治療用組成物を参照して使用されるとき、
対象にとって単一の投与量として好適な物理的に別個の単位を指し、各単位は必要とされ
る希釈剤、すなわち、キャリアまたはビヒクルと関連して所望の治療効果を生じるように
計算された所定の量の活性物質を含有する。
【００７７】
　組成物は、投与製剤に適合する方法で、且つ治療上有効な量で投与される。投与される
量は、治療される対象、有効成分を利用する対象の系の能力、所望される治療効果の程度
に左右される。投与されるのに必要とされる有効成分の正確な量は、施術者の判断に依存
し、各個人に特有である。しかしながら、全身性適用についての好適な投与量範囲は本明
細書で開示され、投与の経路に依存する。当初の投与及び追加投与のための好適な投薬計
画も企図され、当初の投与に続くその後の注射または他の投与による１時間以上間隔での
反復投与に代表される。例となる複数回投与が本明細書で記載され、キヌレニナーゼの血
清及び組織における連続した高レベルを維持し、逆にキヌレニンの血清及び組織における
低レベルを維持するために特に好まれる。或いは、インビボ療法で特定される範囲で血中
濃度を維持するのに十分な連続した静脈内点滴が企図される。
【００７８】
ＩＶ．コンジュゲート
　本発明の組成物及び方法には、たとえば、異種のペプチドセグメントまたはポリマー、
たとえば、ポリエチレングリコールとのコンジュゲートを形成することによって修飾され
たキヌレニナーゼが関与する。さらなる態様では、キヌレニナーゼをＰＥＧに連結して酵
素の流体力学半径を大きくするので血清での持続を高める。特定の態様では、開示される
ポリペプチドは、任意のターゲティング剤、たとえば、外部受容体または腫瘍細胞上の結
合部位に特異的に且つ安定的に結合する能力を有するリガンドにコンジュゲートされても
よい（ＵＳ２００９／０３０４６６６）。
【００７９】
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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、異種ドメインに
Ｎ末端またはＣ末端で連結されたネイティブなまたは修飾されたキヌレニナーゼを有して
もよい。たとえば、融合は、他の種に由来するリーダー配列も採用して異種宿主にてタン
パク質の組換え発現を可能にしてもよい。別の有用な融合には、融合タンパク質の精製を
円滑にするための、好ましくは切断可能な、タンパク質親和性タグ、たとえば、血清アル
ブミン親和性タグ、または６ヒスチジン残基、または免疫的に活性のあるドメイン、たと
えば、抗体エピトープの付加が含まれる。非限定の親和性タグには、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。
【００８０】
　特定の実施形態では、キヌレニナーゼを、たとえば、ＸＴＥＮポリペプチド（Ｓｃｈｅ
ｌｌｅｎｂｅｒｇｅｒら，２００９）、ＩｇＧのＦｃドメイン、アルブミン、またはアル
ブミン結合ペプチドのようなインビボでの半減期を増やすペプチドに連結してもよい。
【００８１】
　融合タンパク質を生成する方法は当業者に周知である。そのようなタンパク質は、たと
えば、完全な融合タンパク質のデノボ合成によって、または異種ドメインをコードするＤ
ＮＡ配列の連結、それに続くインタクトな融合タンパク質の発現によって作出することが
できる。
【００８２】
　親タンパク質の機能的な活性を回復する融合タンパク質の作出は、直列に接続したポリ
ペプチド間でスプライシングされるペプチドリンカーをコードする架橋ＤＮＡセグメント
を伴った遺伝子を接続することによって促進される。リンカーは、得られる融合タンパク
質の適正な折り畳みを可能にする十分な長さであろう。
【００８３】
Ｂ．リンカー
　特定の実施形態では、キヌレニナーゼは、二官能性架橋試薬を用いて化学的にコンジュ
ゲートされてもよいし、またはタンパク質レベルでペプチドリンカーと融合されてもよい
。
【００８４】
　二官能性架橋試薬は、親和性マトリクスの調製、多様な構造の修飾と安定化、リガンド
及び受容体結合部位の特定、及び構造的研究を含む種々の目的で広範に使用されている。
たとえば、Ｇｌｙ－Ｓｅｒリンカーのような好適なペプチドリンカー用いてキヌレニナー
ゼを連結してもよい。
【００８５】
　２つの同一の官能基を持つホモ二官能性試薬は、同一の及び異なる高分子または高分子
のサブユニットの間で架橋を誘導すること、及びポリペプチドリガンドをその特異的な結
合部位に連結することにおいて効率が高いことが判明した。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して、選択的に及
び順次の双方で架橋を制御することができる。二官能性の架橋試薬はその官能基、たとえ
ば、アミノ基、スルフヒドリル基、グアニジン基、インドール基、カルボキシルに特異的
な基の特異性に従って分けることができる。これらのうちで、遊離のアミノ酸に向けられ
た試薬は、その市販性、合成の容易さ、及びそれを適用することができる反応条件の穏や
かさのために特に評判が良くなっている。
【００８６】
　ヘテロ二官能性架橋試薬の大半は、１級アミン反応性基とチオール反応性基を含有する
。別の例では、ヘテロ二官能性架橋試薬及び架橋試薬の使用方法が記載されている（その
全体が参照によって本明細書に具体的に組み入れられるＵＳ５，８８９，１５５）。架橋
試薬は、求核性ヒドラジド残基を求電子性マレイミド残基と組み合わせて、一例では、ア
ルデヒドの遊離チオールへの結合を可能にする。架橋試薬を修飾して種々の官能基を架橋
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することができる。
【００８７】
　さらに、たとえば、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、ホスホエステル結合、ホス
ホルアミド結合、無水結合、ジスルフィド結合、イオン相互作用及び疎水性相互作用、二
重特異性抗体及び抗体断片、またはそれらの組み合わせのような、当業者に既知の他の連
結／結合剤及び／またはメカニズムを用いてキヌレニナーゼを組み合わせてもよい。
【００８８】
　血中で理に適った安定性を有する架橋剤を採用することが好まれる。ターゲティング剤
と治療剤／予防剤をコンジュゲートするのに上手く採用することができる多数の種類のジ
スルフィド結合を含有するリンカーが知られている。立体的に妨害されるジスルフィド結
合を含有するリンカーはインビボでさらに高い安定性を与えることが判明し得る。従って
、これらのリンカーは連結剤の一群である。
【００８９】
　妨害される架橋剤に加えて、妨害されない架橋剤も本明細書に従って採用することがで
きる。保護されたジスルフィドを含有するまたは生成するとはみなされない他の有用な架
橋剤には、ＳＡＴＡ、ＳＰＤＰ、及び２－イミノチオラン（Ｗａｗｒｚｙｎｃｚａｋ及び
Ｔｈｏｒｐｅ，１９８７）が挙げられる。そのような架橋剤の使用は当該技術でよく理解
されている。別の実施形態には柔軟性リンカーの使用が関与する。
【００９０】
　いったん化学的にコンジュゲートされると、ペプチドが一般に精製されてコンジュゲー
トされていない作用剤及び他の混入物からコンジュゲートを分離する。臨床的に有用にす
るのに十分な程度の純度のコンジュゲートを提供して使用するために多数の精製法が利用
可能である。
【００９１】
　たとえば、ゲル濾過、ゲル透過または高速液体クロマトグラフィのようなサイズの分離
に基づく精製法が一般に最もよく使用される。たとえば、Ｂｌｕｅ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
分離のような他のクロマトグラフィ法も使用してもよい。たとえば、Ｎ－ラウロイルサル
コシンナトリウム（ＳＬＳ）のような弱い界面活性剤を用いた、封入体から融合タンパク
質を精製する従来の方法が有用であってもよい。
【００９２】
Ｃ．ペグ化
　本発明の特定の態様では、キヌレニナーゼのペグ化に関する方法及び組成物が開示され
る。たとえば、キヌレニナーゼは本明細書で開示される方法に従ってペグ化されてもよい
。
【００９３】
　ペグ化は、別の分子、通常、薬剤または治療用タンパク質へのポリ（エチレングリコー
ル）ポリマー鎖の共有結合の過程である。ペグ化は、標的高分子とのＰＥＧの反応性誘導
体のインキュベートによって日常的に達成される。薬剤または治療用タンパク質へのＰＥ
Ｇの共有結合は、宿主の免疫系から作用剤を「マスク」することができ（低下した免疫原
性及び抗原性）、または作用剤の流体力学サイズ（溶液におけるサイズ）を大きくするこ
とができ、それは腎クリアランスを低下させることによってその循環時間を延長する。ペ
グ化はまた、疎水性の薬剤及びタンパク質に水溶性を提供することもできる。
【００９４】
　ペグ化の第１の工程は、一方の末端または双方の末端でのＰＥＧポリマーの好適な官能
化である。各末端にて同じ反応性部分によって活性化されるＰＥＧが「ホモ二官能性」と
して知られるのに対して、存在する官能基が異なるのであれば、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ポリマーの化学的に活性のあるま
たは活性化された誘導体を調製して所望の分子にＰＥＧを結合させる。
【００９５】
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　ＰＥＧ誘導体にとって好適な官能基の選択は、ＰＥＧに結合する分子上の利用できる反
応性の基の種類に基づく。タンパク質については、典型的な反応性のアミノ酸には、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末端のアミノ基及びＣ末端のカルボン酸も使用す
ることができる。
【００９６】
　第１世代のＰＥＧ誘導体を形成するのに使用される技法は一般に、ヒドロキシル基と反
応性である基、通常、無水物、酸塩化物、クロロ蟻酸及び炭酸とＰＥＧポリマーを反応さ
せることである。第２世代のペグ化化学反応では、さらに効率的な官能基、たとえば、ア
ルデヒド、エステル、アミド等がコンジュゲーションに利用できる。
【００９７】
　ペグ化の適用がますます進み、洗練されるにつれて、コンジュゲーションにはヘテロ二
官能性のＰＥＧの必要性が増えている。これらのヘテロ二官能性のＰＥＧは、親水性、柔
軟性及び生体適合性のスペーサーが必要とされる場合、２つの実体を連結するのに非常に
有用である。ヘテロ二官能性のＰＥＧについて好まれる末端基は、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。
【００９８】
　最も一般的な修飾剤またはリンカーはメトキシＰＥＧ（ｍＰＥＧ）分子に基づく。その
活性は、タンパク質を修飾する基をアルコール末端に付加することに依存する。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。ヘテ
ロ－またはホモ－二量体ＰＥＧ連結分子を作るためにジオールはその後両端で修飾される
。
【００９９】
　タンパク質は一般に求核部位、たとえば、非プロトン化チオール（システイニル残基）
またはアミノ基でペグ化される。システイニル特異的な修飾試薬の例には、ＰＥＧマレイ
ミド、ＰＥＧヨード酢酸、ＰＥＧチオール及びＰＥＧビニルスルホンが挙げられる。４つ
はすべて穏やかな条件下及び中性からややアルカリ性のｐＨで強くシステイニル特異的で
あるが、それぞれ欠点を有する。マレイミドと共に形成されるチオエーテルはアルカリ条
件下で若干不安定であり得るのでこのリンカーによる製剤化の選択肢には多少限定があり
得る。ヨードＰＥＧと共に形成されるカルバモチオエート結合はさらに安定であるが、一
部の条件下では遊離のヨウ素がチロシン残基を修飾することができる。ＰＥＧチオールは
タンパク質チオールと共にジスルフィド結合を形成するが、この結合もアルカリ条件下で
不安定であることができる。ＰＥＧ－ビニルスルホンの反応性はマレイミド及びヨードＰ
ＥＧと比べて相対的に遅いが、形成されるチオエーテル結合は全く安定である。そのさら
に遅い反応速度はＰＥＧ－ビニルスルホンの反応をさらに制御し易くすることもできる。
【０１００】
　ネイティブなシステイニル残基での部位特異的なペグ化は、これらの残基が通常ジスル
フィド結合の形態で存在するので、または生物活性に必要とされるので、滅多に行われな
い。他方、部位特異的変異誘発を用いてチオール特異的リンカーにシステイニルのペグ化
部位を組み込むことができる。システインの変異は、それがペグ化試薬にアクセスでき、
ペグ化の後、依然として生物学的に活性があるように設計されなければならない。
【０１０１】
　アミン特異的な修飾剤には、ＰＥＧ、ＮＨＳ、エステル、ＰＥＧトレシレート、ＰＥＧ
アルデヒド、ＰＥＧイソチオシアネート等が挙げられる。すべて穏やかな条件下で反応し
、アミノ基について非常に特異的である。ＰＥＧ　ＮＨＳエステルはたぶん、さらに反応
性の作用剤の１つであるが、その高い反応性は大規模ではペグ化反応を制御しにくくし得
る。ＰＥＧアルデヒドはアミノ基と共にイミンを形成し、それは次いでシアノ水素化ホウ
素ナトリウムによって２級アミンに還元される。水素化ホウ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。しかしながら、この化学
物質は毒性が高く、特にそれが揮発性になる低ｐＨでは慎重に取り扱わなければならない
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。
【０１０２】
　ほとんどのタンパク質における複数のリジン残基の故に、部位特異的なペグ化は難題で
あり得る。幸いにも、これらの試薬は非プロトン化アミノ基と反応するので、低ｐＨで反
応を行うことによってペグ化を低ｐＫのアミノ基に向けることができる。一般にαアミノ
基のｐＫはリジン残基のεアミノ基よりも１～２ｐＨ単位低い。ｐＨ７以下で分子をペグ
化することによって、Ｎ末端の高い選択性を獲得できることが多い。しかしながら、これ
は、タンパク質のＮ末端部分が生物活性に必要とされなければ、実現可能であるにすぎな
い。その上、ペグ化に由来する薬物動態上の利益はインビトロでの生物活性の有意な損失
に勝ることが多く、ペグ化の化学的性質にかかわらず、インビボではるかに高い生物活性
を持つ生成物を生じる。
【０１０３】
　ペグ化の手順を開発する場合、考慮する幾つかのパラメータがある。幸いにも、普通、
たった４または５の重要なパラメータがあるにすぎない。ペグ化の条件を最適化する「実
験計画法」アプローチは非常に有用であることができる。チオール特異的なペグ化反応に
ついては、考慮するパラメータには、タンパク質濃度、ＰＥＧ対タンパク質の比（モル基
準で）、温度、ｐＨ、反応時間、場合によっては酸素の排除が挙げられる（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ことができ、それはペグ化生成物の収率を
減らす）。アミン特異的な修飾については、特にＮ末端アミノ基を標的とする場合、ｐＨ
が一層さらに決定的であることを除いて同じ因子（酸素を除外して）が考慮されるべきで
ある。
【０１０４】
　アミン及びチオールに特異的な修飾については、反応条件はタンパク質の安定性に影響
し得る。これは温度、タンパク質濃度、及びｐＨを限定し得る。加えて、ＰＥＧリンカー
の反応性は、ペグ化反応を開始する前に知られるべきである。たとえば、ペグ化剤が７０
パーセントしか活性がないのであれば、使用されるＰＥＧの量は活性のあるＰＥＧ分子だ
けがタンパク質対ＰＥＧの反応の化学量論にて勘定に入れられることを保証すべきである
。
【０１０５】
Ｖ．タンパク質及びペプチド
　特定の実施形態では、本発明は、たとえば、キヌレニナーゼのような少なくとも１つの
タンパク質またはペプチドを含む新規の組成物に関する。これらのペプチドは融合タンパ
ク質に含まれてもよく、または上述のような作用剤にコンジュゲートされてもよい。
【０１０６】
　本明細書で使用されるとき、タンパク質またはペプチドは一般に、約２００アミノ酸よ
り大きく、遺伝子から翻訳された完全長までの配列のタンパク質；約１００アミノ酸より
大きいポリペプチド；及び／または約３～約１００アミノ酸のペプチドを指すが、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
明細書では相互交換可能に使用される。
【０１０７】
　本明細書で使用されるとき、「アミノ酸残基」は、天然に存在するアミノ酸、アミノ酸
誘導体または当該技術で既知のアミノ酸模倣体を指す。特定の実施形態では、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非アミノ酸が存在することなく
、順次である。他の実施形態では、配列は１つ以上の非アミノ酸部分を含んでもよい。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分
によって中断されてもよい。
【０１０８】
　従って、用語「タンパク質またはペプチド」は、天然に存在するタンパク質で見いださ
れる２０の一般的なアミノ酸の少なくとも１つ、または少なくとも１つの修飾されたアミ
ノ酸または稀なアミノ酸を含むアミノ酸配列を包含する。
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【０１０９】
　タンパク質またはペプチドは、標準の分子生物学的技法を介したタンパク質、ポリペプ
チドまたはペプチドの発現、天然の供給源からのタンパク質またはペプチドの単離、また
はタンパク質またはペプチドの化学合成を含む、当業者に既知の技法によって作製されて
もよい。種々の遺伝子に対応するヌクレオチド及びタンパク質、ポリペプチド及びペプチ
ドの配列は、以前開示されており、当業者に既知のコンピュータデータベースで見いださ
れ得る。そのようなデータベースの１つは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎのＧｅｎｂａｎｋ及びＧｅｎＰｅ
ｐｔデータベース（ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／でのｗｏｒｌｄ　ｗｉｄｅ　ｗ
ｅｂにて利用可能）である。本明細書で開示される技法または当業者に既知であろう技法
を用いて、既知の遺伝子のコーディング領域を増幅してもよいし、及び／または発現させ
てもよい。或いは、タンパク質、ポリペプチド及びペプチドの種々の市販の製剤が当業者
に既知である。
【０１１０】
ＶＩ．核酸及びベクター
　本発明の特定の態様では、キヌレニナーゼまたはキヌレニ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。どの発現系が使用されるかに応じて、従来の
方法に基づいて核酸配列を選択することができる。たとえば、キヌレニナーゼがヒトのキ
ヌレニナーゼに由来し、大腸菌では稀にしか利用されない複数のコドンを含有するのであ
れば、それは発現を妨害する。従って、各遺伝子またはその改変体は大腸菌での発現につ
いてコドンを最適化され得る。種々のベクターも用いて当該タンパク質を発現させてもよ
い。例となるベクターに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
はリポソームに基づくベクターが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１１】
ＶＩＩ．宿主細胞
　宿主細胞は、形質転換されてキヌレニナーゼ及びそのコンジュゲートの発現及び分泌を
可能にし得るいずれかであってもよい。宿主細胞は細菌、哺乳類細胞、酵母または糸状菌
であってもよい。種々の細菌にはエシェリキア（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）及びバチルス
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）が挙げられる。サッカロミセス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）属
、クルイベロミセス（Ｋｉｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）属、ハンゼヌラ（Ｈａｎｓｅｎｕｌ
ａ）属またはピキア（Ｐｉｃｈｉａ）属に属する酵母は適当な宿主細胞として使用される
。以下の属：アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、トリコデルマ（Ｔｒｉｃｈｏ
ｄｅｒｍａ）、ニューロスポラ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）、ペニシリウム（Ｐｅｎｉｃｉ
ｌｌｉｕｍ）、セファロスポリウム（Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍ）、アクリャ（Ａｃ
ｈｌｙａ）、ポドスポラ（Ｐｏｄｏｓｐｏｒａ）、エンドチア（Ｅｎｄｏｔｈｉａ）、ム
コール（Ｍｕｃｏｒ）、コクリオボルス（Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ）、及びピリキュラ
リア（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａ）を含む糸状菌の種々の種は発現宿主として使用されても
よい。
【０１１２】
　使用できる宿主生物の例には、細菌、たとえば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃ
ｏｌｉ）ＭＣ１０６１、枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＢＲＢ１の誘導
体（Ｓｉｂａｋｏｖら、１９８４）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ａｕｒｅｕｓ）ＳＡＩ１２３（Ｌｏｒｄａｎｅｓｃｕ、１９７５）またはストレプトコッ
カス・リビダンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｖｉｄａｎｓ）（Ｈｏｐｗｏｏｄ
ら、１９８５）；酵母、たとえば、サッカロミセス・セレビシエＡＨ２２（Ｍｅｌｌｏｒ
ら、１９８３）またはシゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙ
ｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）；及び糸状菌、たとえば、アスペルギルス・ニデュランス（Ａｓｐ
ｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ）、アスペルギルス・アワモリ（Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓ　ａｗａｍｏｒｉ）（Ｗａｒｄ、１９８９）、またはトリコデルマ・リーゼイ（Ｔ
ｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）（Ｐｅｎｔｔｉｌａら、１９８７；Ｈａｒｋｋｉ
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ら、１９８９）が挙げられる。
【０１１３】
　哺乳類の宿主細胞の例には、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ－Ｋ１；ＡＴＣ
Ｃ ＣＣＬ６１）、ラット下垂体細胞（ＧＨ１；ＡＴＣＣ　ＣＣＬ８２）、ＨｅＬａ　Ｓ
３細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ２．２）、ラット肝癌細胞（Ｈ－４－ＩＩ－Ｅ；ＡＴＣＣＣＲ
Ｌ１５４８）、ＳＶ４０－形質転換サル腎臓細胞（ＣＯＳ－１；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１６５
０）、及びマウス胚細胞（ＮＩＨ－３Ｔ３；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１６５８）が挙げられる。
前述のものは、当該技術で既知の多数の考えられる宿主生物の説明に役立つものであって
、限定するものではない。原則として、分泌可能な宿主はすべて原核細胞であろうと真核
細胞であろうと使用することができる。
【０１１４】
　親細胞株を培養するのに通常採用される条件下で、キヌレニナーゼ及び／またはその融
合タンパク質を発現している哺乳類の宿主細胞を培養する。一般に、生理的な塩及び栄養
素を含有する、通常、ウシ胎児血清のような５％～１０％の血清で補完された、たとえば
、標準のＲＰＭＩ、ＭＥＭ、ＩＭＥＭ、またはＤＭＥＭのような標準の培地にて細胞を培
養する。培養条件も標準であり、たとえば、培養物は、タンパク質の所望のレベルが達成
されるまで静置培養またはローラー培養にて３７℃でインキュベートされる。
【０１１５】
ＶＩＩＩ．タンパク質の精製
　タンパク質の精製法は当業者に周知である。これらの技法には、１つのレベルでは、細
胞、組織または臓器の均質化及びそれのポリペプチド画分及び非ポリペプチド画分への粗
分画化が関与する。当該タンパク質またはポリペプチドはクロマトグラフィ法及び電気泳
動法を用いてさらに精製されて、特定されない限り、部分精製または完全精製（または均
質性への精製）を達成してもよい。純粋なペプチドの調製に特に適する分析法は、イオン
交換クロマトグラフィ、ゲル排除クロマトグラフィ、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、
アフィニティクロマトグラフィ、免疫アフィニティクロマトグラフィ、及び等電点電気泳
動である。ペプチドを精製する特に効率的な方法は高速液体クロマトグラフィ（ＦＰＬＣ
）またはさらに高速の液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）である。
【０１１６】
　精製されたタンパク質またはペプチドは他の成分から分離できる組成物を指すように意
図され、その際、タンパク質またはペプチドは天然で得られる状態に比べて任意の程度に
精製される。従って、単離されたまたは精製されたタンパク質またはペプチドは、それが
天然に存在する環境から離れたタンパク質またはペプチドも指す。一般に「精製された」
は、種々の他の成分を取り除く分画化に供された、且つ組成物が発現された生物活性を実
質的に保持するタンパク質またはペプチドの組成物を指すであろう。用語「実質的に精製
された」が使用される場合、この指示は、タンパク質またはペプチドが組成物におけるタ
ンパク質の約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％、約９５％以上を構成す
る組成物の主成分を形成する組成物を指すであろう。
【０１１７】
　タンパク質の精製で使用するのに好適な種々の技法は当業者に周知である。これらには
、たとえば、硫酸アンモニウム、ＰＥＧ、抗体等による沈殿、または熱変性による沈殿、
その後の遠心分離；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
ィのクロマトグラフィのようなクロマトグラフィ工程；等電点電気泳動；ゲル電気泳動；
及び他の技法とのこれらの組み合わせが挙げられる。当該技術で一般に知られるように、
種々の精製工程を行う順序は変化してもよく、特定の工程が省略されてもよく、さらに実
質的に精製されたタンパク質またはペプチドの調製に好適な方法を生じてもよいと考えら
れる。
【０１１８】
　タンパク質またはペプチドの精製の程度を定量する種々の方法は本開示に照らして当業
者に既知である。これらには、たとえば、活性画分の比活性を測定すること、またはＳＤ
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Ｓ／ＰＡＧＥ解析による画分内でのポリペプチドの量を評価することが挙げられる。画分
の純度を評価する好まれる方法は、画分の比活性を算出すること、当初の抽出物の比活性
とそれを比べること、従って「精製倍数」で評価されるその中の精製の程度を計算するこ
とである。活性の量を表すのに実際に使用される単位は当然、精製に続いて選択されるア
ッセイ法、及び発現され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どうかに
依存するであろう。
【０１１９】
　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要求
はない。実際、実質的にはあまり精製されていない生成物が特定の実施形態では有用性を
有し得ることが企図される。少ない精製工程を組み合わせて用いて、または同じ一般的な
精製スキームの異なる形態を利用して部分精製を達成してもよい。たとえば、ＨＰＬＣ装
置を利用して行われるカチオン交換カラムクロマトグラフィは一般に、低圧クロマトグラ
フィ系を利用する同じ技法よりも大きな精製倍数を生じる。程度の低い相対精製を示す方
法は、タンパク質生成物の全体的な回収にて、または発現されるタンパク質の活性を維持
することにて利点を有し得る。
【０１２０】
　特定の実施形態では、タンパク質またはペプチド、たとえば、キヌレニナーゼ、キヌレ
ニナーゼを含有する融合タンパク質、またはペグ化後の修飾されたキヌレニナーゼを単離
し、または精製してもよい。たとえば、Ｈｉｓタグまたは親和性エピトープをそのような
キヌレニナーゼに含ませて精製を円滑にし得る。アフィニティクロマトグラフィは、単離
される物質と特異的に結合できる分子との間の特異的な親和性に頼るクロマトグラフィ手
順である。これは受容体／リガンド型の相互作用である。カラム材料は、結合相手の一方
を不溶性のマトリクスに共有結合させることによって合成される。次いでカラム材料は溶
液からその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える（
変化したｐＨ、イオン強度、温度等）ことによって溶出が生じる。マトリクスは、分子を
有意な程度に吸着せず、且つ、広い範囲の化学的な、物理的な及び熱に対する安定性を有
する物質であるべきである。リガンドは結合特性に影響しない方法で結合されるべきであ
る。リガンドは相対的にしっかりした結合も提供すべきである。試料またはリガンドを破
壊しないで物質を溶出することが可能であるべきである。
【０１２１】
　サイズ排除クロマトグラフィ（ＳＥＣ）は、溶液中の分子がそのサイズ、またはさらに
専門的な用語では、その流体力学的容積に基づいて分離されるクロマトグラフィ法である
。それは普通、大きな分子または高分子複合体、たとえば、タンパク質及び産業用ポリマ
ーに適用される。通常、有機溶媒を移動相として使用する場合のネームゲル透過クロマト
グラフィに対して、水溶液を用いてカラムを通って試料を輸送する場合、技法はゲル濾過
クロマトグラフィとして知られる。
【０１２２】
　ＳＥＣの根底にある原理は、異なるサイズの粒子は異なる速度で静止相から溶出する（
濾過する）ということである。これはサイズに基づく粒子の溶液の分離を生じる。粒子す
べてが同時にまたはほぼ同時に負荷されるという条件で、同一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することができる分子量の範囲を有する。排
除限界は、この範囲の上限の分子量を定義し、分子が静止相で捕捉するには大きすぎる場
合である。浸透限界は分離の範囲の下限での分子量を定義し、十分に小さいサイズの分子
が静止相の孔に完全に浸透し、この分子質量より小さい分子はすべて小さいのでそれらは
単一バンドとして溶出される場合である。
【０１２３】
　高速液体クロマトグラフィ（または高圧液体クロマトグラフィ、ＨＰＬＣ）は、化合物
を分離し、特定し、定量するのに生化学及び分析化学で使用されることが多いカラムクロ
マトグラフィの形態である。ＨＰＬＣは、クロマトグラフィの充填材料を保持するカラム
（静止相）と、カラムを通って移動相を動かすポンプと、分子の保持時間を示す検出器と
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を利用する。保持時間は静止相、分析される分子及び使用される溶媒の間での相互作用に
応じて変化する。
【０１２４】
ＩＸ．医薬組成物
　新規のキヌレニナーゼを全身性にまたは局所で投与して、腫瘍細胞の増殖を阻害する、
最も好ましくは局所の進行癌または転移癌の癌患者にて癌細胞を殺傷することができるこ
とが企図される。それらは静脈内に、クモ膜下に、及び／または腹腔内に投与することが
できる。それらは単独でまたは抗増殖剤との併用で投与することができる。一実施形態で
は、それらを投与して手術または他の処置に先立って患者における癌の負荷を軽減する。
或いは、術後にそれらを投与して残りの癌（たとえば、手術が取り除けなかった癌）を確
実に生き残らないようにすることができる。
【０１２５】
　本発明は治療用製剤の特定の性質によって限定されることは意図されない。たとえば、
そのような組成物は、生理学的に認容できる液体、ゲル、または固体のキャリア、希釈剤
及び賦形剤と一緒に製剤にて提供することができる。これらの治療用製剤を他の治療剤と
同様の方法で、家畜への用途のために、たとえば家畜を相手にして、及びヒトにおける臨
床用途のために哺乳類に投与することができる。一般に、治療有効性のために必要とされ
る投与量は、使用の種類及び投与の方式、と同様に個々の対象の特定化された要件に従っ
て変化するであろう。
【０１２６】
　そのような組成物は通常、液体の溶液または懸濁液として、注射剤として調製される。
好適な希釈剤及び賦形剤は、たとえば、水、生理食塩水、デキストロース、グリセロール
等、及びそれらの組み合わせである。加えて所望であれば、組成物は軽微な量の補助物質
、たとえば、湿潤剤、乳化剤、安定剤またはｐＨ緩衝剤を含有してもよい。
【０１２７】
　臨床応用が企図される場合、意図される適用に適する形態にてタンパク質、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ってもよい。一般に、医薬組成物は、薬学
上許容可能なキャリア中に溶解されるまたは分散される有効量の１つ以上のキヌレニナー
ゼまたは追加の作用剤を含み得る。語句「薬学上または薬理学上許容可能な」は、たとえ
ば、適宜、ヒトのような動物に投与した場合、有害反応、アレルギー反応または他の厄介
な反応を生じない分子実体及び組成物を指す。本明細書で開示される方法によって単離さ
れた少なくとも１つのキヌレニナーゼまたは追加の有効成分を含有する医薬組成物の調整
は、参照によって本明細書に組み入れられるＲｅｍｉｎｇｔｏｎのＰｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１８版，１９９０によって例示されるように、本開示に
照らして当業者に既知である。さらに、動物（たとえば、ヒト）への投与については、製
剤はＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓによって
求められるような無菌性、発熱性、一般安全性及び純度基準を満たすべきであることが理
解されるであろう。
【０１２８】
　本明細書で使用されるとき、「薬学上許容可能なキャリア」には、当業者に既知である
ような任意の及びすべての溶媒、分散媒、コーティング、界面活性剤、抗酸化剤、保存剤
（抗菌剤、抗真菌剤）、等張剤、吸収遅延剤、塩、保存剤、薬剤、薬剤安定剤、ゲル、結
合剤、賦形剤、崩壊剤、潤滑剤、甘味剤、風味剤、染料、そのような類似の物質及びそれ
らの組み合わせが挙げられる（たとえば、参照によって本明細書に組み入れられるＲｅｍ
ｉｎｇｔｏｎのＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１８版，１９９０
を参照のこと）。従来のキャリアが有効成分とは非相溶性である限りを除いて、医薬組成
物におけるその使用が企図される。
【０１２９】
　本発明の特定の実施形態は、それが固体、液体またはエアロゾルの形態で投与されるべ
きであるかどうか、且つ注射のような投与の経路について無菌である必要があるかどうか
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に応じて異なる種類のキャリアを含んでもよい。組成物は、静脈内に、皮内に、経皮で、
クモ膜下に、動脈内に、腹腔内に、鼻内に、膣内に、直腸内に、筋肉内に、皮下に、粘膜
に、経口で、局所に、局部に、吸入によって（たとえば、エアロゾルの吸入）、注射によ
って、点滴によって、持続点滴によって、標的細胞を直接浴びさせる局所潅流によって、
カテーテルを介して、洗浄を介して、脂質組成物で（たとえば、リポソーム）、または当
業者に既知であるような他の方法または前述の組み合わせによって投与することができる
（たとえば、参照によって本明細書に組み入れられるＲｅｍｉｎｇｔｏｎのＰｈａｒｍａ
ｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１８版，１９９０を参照のこと）。
【０１３０】
　修飾されたポリペプチドを遊離の塩基、中性または塩の形態で組成物に製剤化してもよ
い。薬学上許容可能な塩には、酸付加塩、たとえば、タンパク質様組成物の遊離のアミノ
基で形成されるもの、または、たとえば、塩酸もしくはリン酸のような無機酸、または酢
酸、シュウ酸、酒石酸若しくはマンデル酸のような有機酸で形成されるものが挙げられる
。遊離のカルボキシル基で形成される塩は、たとえば、ナトリウム、カリウム、アンモニ
ウム、カルシウム若しくは水酸化第二鉄のような無機塩基、または、たとえば、イソプロ
ピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン若しくはプロカインのような有機塩基にも由
来することができる。製剤化の際、溶液は、投与製剤に相溶性の方法で、且つ治療上有効
であるような量で投与されるであろう。製剤は、種々の剤形で、たとえば、非経口投与用
に製剤化された剤形で、たとえば、注射用溶液で、または肺への送達用のエアロゾルで、
または栄養投与用に製剤化された剤形で、たとえば、薬剤放出カプセル等で容易に投与さ
れる。
【０１３１】
　さらに本発明の特定の態様によれば、投与に好適な組成物は不活性の希釈剤と共にまた
はそれを伴わずに薬学上許容可能なキャリア中に提供されてもよい。キャリアは吸収可能
であるべきであり、それには液体、半固体、すなわち、ペースト、または固体のキャリア
が挙げられる。従来の媒体、作用剤、希釈剤またはキャリアがレシピエントに対してまた
はその中に含有される組成物の治療上の有効性に対して有害である限りを除いて、方法を
実践するのに使用するための投与可能な組成物におけるその使用は適切である。キャリア
または希釈剤の例には、脂肪、油、水、生理食塩水、脂質、リポソーム、樹脂、結合剤、
充填剤等、またはそれらの組み合わせが挙げられる。組成物は１つ以上の成分の酸化を遅
らせる種々の抗酸化剤も含んでもよい。さらに、微生物の作用の防止は、保存剤、たとえ
ば、パラベン（たとえば、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それらの組み合わせを含むがこれらに限定さ
れない種々の抗菌剤及び抗真菌剤によってもたらすことができる。
【０１３２】
　本発明の特定の態様によれば、組成物は、好都合で実践的な方法にて、すなわち、溶解
、懸濁、乳化、混合、被包、吸収等によってキャリアと組み合わせられる。そのような手
順は当業者にとって日常的である。
【０１３３】
　本発明の特定の実施形態では、組成物を半固形または固形のキャリアと組み合わせ、ま
たは十分に混合する。混合は製粉のような従来の方法で実施することができる。治療活性
の喪失、すなわち、胃での変性から組成物を保護するために混合過程で安定剤を加えるこ
ともできる。組成物で使用するための安定剤の例には、緩衝液、たとえば、グリシン及び
リジンのようなアミノ酸、たとえば、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、マンニトール等のよう
な炭水化物が挙げられる。
【０１３４】
　さらなる実施形態では、本発明は、キヌレニナーゼと１つ以上の脂質と水性溶媒を含む
医薬脂質ビヒクル組成物の使用に関する。本明細書で使用されるとき、用語「脂質」は、
水に特徴的に不溶性であり、且つ有機溶媒で抽出可能である広い範囲の物質のいずれかを
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含むように定義されるであろう。この広いクラスの化合物は当業者に既知であり、本明細
書では用語「脂質」が使用され、それは特定の構造に限定されない。例には、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。脂質は天然に存在してもよいし
、または合成であってもよい（すなわち、ヒトによって設計され、または製造される）。
しかしながら、脂質は、たいていは生体物質である。生体脂質は当該技術で周知であり、
それには、たとえば、中性脂肪、リン脂質、リングリセリド、ステロイド、テルペン、リ
ソ脂質、グリコスフィンゴ脂質、グリコ脂質、スルファチド、エーテル結合及びエステル
結合した脂肪酸を伴った脂質、重合性脂質、及びそれらの組み合わせが挙げられる。当然
、当業者によって脂質として理解されている本明細書で具体的に記載されたもの以外の化
合物も組成物及び方法によって包含される。
【０１３５】
　当業者は、脂質ビヒクルに組成物を分散するのに採用することができる技法の範囲に精
通している。たとえば、キヌレニナーゼまたはその融合タンパク質は、脂質を含有する溶
液に分散されてもよく、脂質とともに溶解されてもよく、脂質とともに乳化されてもよく
、脂質とともに混合されてもよく、脂質とともに組み合わせられてもよく、脂質に共有結
合されてもよく、脂質における懸濁液として含有されてもよく、ミセル若しくはリポソー
ムとともに含有されまたは複合体形成してもよく、またはさもなければ、当業者に既知の
手段によって脂質若しくは脂質構造と会合してもよい。分散はリポソームの形成を生じて
もよいし、生じなくてもよい。
【０１３６】
　動物患者に投与される組成物の実際の投与量は、たとえば、体重、状態の重症度、治療
される疾患の種類、以前のまたは現在の治療介入、患者の特発性疾患、及び投与の経路の
ような物理的な及び生理的な因子によって決定することができる。投与量及び投与の経路
に応じて、好まれる投与量の投与の回数及び／または有効量は、対象の応答に従って変化
し得る。投与に責任のある施術者が任意の事象にて組成物における有効成分の濃度及び個
々の対象のための適切な用量を決定するであろう。
【０１３７】
　特定の実施形態では、医薬組成物は、たとえば、少なくとも約０．１％の活性化合物を
含み得る。他の実施形態では、活性化合物は、単位の重量の、たとえば、約２％～約７５
％の間で、または約２５％～約６０％の間、及びそれらにて引き出せる範囲を構成し得る
。当然、各治療上有用な組成物における活性化合物の量は、化合物の所与の単位用量にて
好適な投与量が得られるような方法で調製され得る。たとえば、溶解性、生物利用効率、
生体半減期、投与の経路、製品の保存可能期間といった因子と同様に薬理学的な検討がそ
のような医薬製剤を調製する当業者によって企図され、したがって、種々の投与量及び治
療計画が望ましいものであり得る。
【０１３８】
　他の非限定例では、用量は、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／ｋ
ｇ／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／ｋｇ／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／体重から
、約１０００ミリグラム／ｋｇ／体重以上まで、及びそれらにて引き出せる範囲も含み得
る。本明細書で列記される数から引き出せる範囲の非限定例では、約５ミリグラム／ｋｇ
／体重～約１００ミリグラム／ｋｇ／体重の範囲、約５マイクログラム／ｋｇ／体重～約
５００ミリグラム／ｋｇ／体重の範囲等を上述の数に基づいて投与することができる。
【０１３９】
Ｘ．併用治療
　特定の実施形態では、本実施形態の組成物及び方法には、第２の治療法または追加の治
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療法と併用したキヌレニナーゼの投与が関与する。そのような治療法はキヌレニン依存性
に関連する疾患の治療に適用することができる。たとえば、疾患は癌であってもよい。
【０１４０】
　併用療法を含む方法及び組成物は、治療または予防の効果を向上させ、及び／または別
の抗癌療法または抗過剰増殖療法の治療効果を高める。たとえば、癌細胞の殺傷及び／ま
たは細胞の過剰増殖の阻害のような所望の効果を達成するのに有効な合わせた量で治療法
及び予防法及び組成物を提供することができる。この過程にはキヌレニナーゼと第２の治
療法とを施すことが関与する。第２の治療法は直接的な細胞傷害性効果を有してもよいし
、または有さなくてもよい。たとえば、第２の治療法は直接的な細胞傷害性効果を有さず
に免疫系を上方調節する作用剤であってもよい。１つ以上の作用剤（たとえば、キヌレニ
ナーゼまたは抗癌剤）を含む１つ以上の組成物若しくは薬理学的製剤に組織、腫瘍または
細胞を暴露することができ、または２以上の異なる組成物若しくは製剤に組織、腫瘍及び
／または細胞を暴露することによって、その際、組成物の１つは１）キヌレニナーゼ、２
）抗癌剤、または３）キヌレニナーゼと抗癌剤の双方を提供する。また、そのような併用
療法を化学療法、放射線療法、外科療法または免疫療法と併せて使用することができるこ
とが企図される。
【０１４１】
　用語「接触させた」及び「暴露した」は細胞に適用されるとき本明細書では、それによ
って治療用の構築物及び化学療法剤または放射線療法剤が標的細胞に送達される、または
標的細胞に直接並置して置かれる過程を記載するのに使用される。細胞の殺傷を達成する
ために、たとえば、細胞を殺傷するまたはそれが分裂するのを妨げるのに有効な合わせた
量で双方の作用剤が細胞に送達される。
【０１４２】
　キヌレニナーゼは、抗癌治療の前に、途中で、後で、またはそれに対して種々の併用で
投与されてもよい。投与は、同時から数分まで、数日まで、数週までに及ぶ間隔であって
もよい。キヌレニナーゼが抗癌剤とは別に患者に提供される実施形態では、各送達の時間
の間で有意な時間が失効しないことを一般に保証することになるので、２つの化合物は依
然として有利に合わせた効果を患者に対して発揮することができる。そのような例では、
互いに約１２～２４または７２時間以内に、さらに詳しくは互いに約６～１２時間以内に
患者にキヌレニナーゼと抗癌療法を提供してもよいことが企図される。一部の状況では、
各投与間で数日（２、３、４、５、６または７）～数週（１、２、３、４、５、６、７ま
たは８）が経過する治療の期間を有意に延長することが望ましくてもよい。
【０１４３】
　特定の実施形態では、治療の経過は１～９０日以上続くであろう（そのようなこの範囲
には介入日も含まれる）。一方の作用剤が１日目～９０日目（そのようなこの範囲には介
入日も含まれる）のいずれかの日またはその組み合わせに与えられてもよく、別の作用剤
が１日目～９０日目（そのようなこの範囲には介入日も含まれる）のいずれかの日または
その組み合わせに与えられることが企図される。単一の日の中（２４時間の期間）で患者
は、作用剤の１回の投与または複数回の投与を受け得る。さらに、治療の経過の後、抗癌
治療が投与されない期間があることが企図される。この期間は、たとえば、その予後、強
度、健康等のような患者の状態に応じて１～７日及び／または１～５週及び／または１～
１２ヵ月以上（そのようなこの範囲には介入日も含まれる）続いてもよい。治療のサイク
ルは必要に応じて繰り返されることが予想される。
【０１４４】
　種々の組み合わせが採用されてもよい。以下の例については、キヌレニナーゼが「Ａ」
であり、抗癌療法が「Ｂ」である。
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【０１４５】
　本実施形態の化合物または治療法の患者への投与は、もしあれば、作用剤の毒性を考慮
して、そのような化合物の投与についての一般的なプロトコールに従うであろう。従って
、一部の実施形態では、併用療法に起因し得る毒性をモニターする工程がある。
【０１４６】
Ａ．化学療法
　本実施形態に従って多種多様な化学療法剤を使用してもよい。用語「化学療法」は癌を
治療するための薬剤の使用を指す。「化学療法剤」は癌の治療で投与される化合物または
組成物を含意するのに使用される。これらの作用剤または薬剤は、細胞内での活性のその
様式によって、たとえば、どの段階でそれらが細胞周期に影響するかどうかによって分類
される。或いは、作用剤は、ＤＮＡを直接架橋する、ＤＮＡに挿入する、または核酸合成
に影響することによって染色体異常及び有糸分裂異常を誘導するその能力に基づいて特徴
付けされてもよい。
【０１４７】
　化学療法剤の例には、たとえば、チオテパ及びサイクロホスファミドのようなアルキル
化剤；たとえば、ブスルファン、イムプロスルファン、及びピポスルファンのようなアル
キルスルホネート；たとえば、ベンゾドパ、カルボクオン、メツレドパ、及びウレドパの
ようなアジリジン；オルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホルアミ
ド、トリエチレンチオホスホルアミド、及びトリメチロールメラミンを含むエチレンイミ
ン及びメチルアメラミン；アセトゲニン（特に、ブラタシン及びブラタシノン）；カンプ
トテシン（合成類似体トポテカンを含む）；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ－１０
６５（そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成類似体を含む）；クリプトフ
ィシン（特に、クリプトフィシン１及びクリプトフィシン８）；ドラスタチン；デュオカ
ルマイシン（合成類似体、ＫＷ－２１８９及びＣＢ１－ＴＭ１を含む）；エレウテロビン
；パンクラチスタチン；サルコジクチン；スポンギスタチン；たとえば、クロラムブシル
、クロロナファジン、コロホスファミド、エストラムスチン、イフォスファミド、メクロ
レタミン、酸化メクロレタミン塩酸塩、メルファラン、ノベムビチン、フェネステリン、
プレドニムスチン、トロフォスファミド、及びウラシルマスタードのようなナイトロジェ
ンマスタード；たとえば、カルムスチン、クロロゾトシン、フォテムスチン、ロムスチン
、ニムスチン、及びラニムスチンのようなニトロソウレア；たとえば、エンジイン抗生剤
（たとえば、カリケアミシン、特に、カリケアミシンγｌＩ及びカリケアミシンωＩ１）
のような抗生剤；ダイネミシンＡを含むダイネミシン；たとえば、クロドロネートのよう
なビスホスホネート；エスペラミシン；並びにネオカルジノスタチン発色団及び関連する
色素タンパク質エンジイン抗生剤発色団、アクラシノマイシン、アクチノマイシン、オー
スラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン、カラビシン、カルミノ
マイシン、カルジノフィリン、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デ
トルビシン、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ドキソルビシン（モルホリノ
－ドキソルビシン、シアノモルホリノ－ドキソルビシン、２－ピロリノ－ドキソルビシン
およびデオキシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、
マルセロマイシン、マイトマイシンＣなどのマイトマイシン、ミコフェノール酸、ノガラ
マイシン、オリボマイシン、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン、ピューロマイシン、
クエラマイシン、ロドルビシン、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン
、ウベニメクス、ジノスタチン、及びゾルビシン；たとえば、メトトレキサートおよび５
－フルオロウラシル（５－ＦＵ）などの抗代謝産物；たとえば、デノプテリン、プテロプ
テリン、トリメトレキサートのような葉酸類似体；たとえば、フルダラビン、６－メルカ
プトプリン、チアミプリン、チオグアニンのようなプリン類似体；たとえば、アンシタビ
ン、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン
、ドキシフルリジン、エノシタビン、フロクスウリジンのようなピリミジン類似体；たと
えば、カルステロン、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオス
タン、テストラクトンのようなアンドロゲン；たとえば、ミトタン及びトリロスタンのよ
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うな抗副腎剤；たとえば、フロリン酸のような葉酸補給剤；アセグラトン；アルドホスフ
ァミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン；ベストラブシル
；ビサントレン；エダトラキセート；デフォファミン；デメコルシン；ジアジコン；エル
フォルミチン；酢酸エリプチニウム；エポチロン；エトグルシド；硝酸ガリウム；ヒドロ
キシ尿素；レンチナン；ロニダイニン；たとえば、マイタンシン及びアンサミトシンのよ
うなマイタンシノイド；ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダンモール；ニトラエリ
ン；ペントスタチン；フェナメット；ピラルビシン；ロソキサントロン；ポドフィリン酸
；２－エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ多糖類複合体；ラゾキサン；リゾキシ
ン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム；テヌアゾン酸；トリアジクオン；２，２'，２'
'－トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン（特に、Ｔ－２毒素、ベラクリンＡ、ロ
リジンＡ及びアングイジン）；ウレタン；ビンデシン；ダカルバジン；マンノムスチン；
ミトブロニトール；ミトラクトール；ピポブロマン；ガシトシン；アラビノシド（"Ａｒ
ａ－Ｃ"）；サイクロホスファミド；タキソイド、たとえば、パクリタキセル及びドセタ
キセルゲムシタビン；６－チオグアニン；メルカプトプリン；たとえば、シスプラチン、
オキサリプラチン、及びカルボプラチンのような白金配位錯体；ビンブラスチン；白金；
エトポシド（ＶＰ－１６）；イフォスファミド；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ビ
ノレルビン；ノバントロン；テニポシド；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプ
テリン；ゼローダ；イバンドロネート；イリノテカン（たとえば、ＣＰＴ－１１）；トポ
イソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチルオルニチン（ＤＭＦＯ）；たとえ
ば、レチノイン酸のようなレチノイド；カペシタビン；カルボプラチン、プロカルバジン
、プリコマイシン、ゲムシタビン、ナベルビン、フェルネシル－タンパク質トランスフェ
ラーゼ阻害剤、トランスプラチナム、及び上記いずれかの薬学上許容可能な塩、酸または
誘導体が挙げられる。
【０１４８】
Ｂ．放射線療法
　ＤＮＡの損傷を引き起こし、広範に使用されている他の因子には、γ線、Ｘ線として一
般に知られるもの及び／または腫瘍細胞への放射性同位元素の指示された送達が挙げられ
る。たとえば、マイクロ波、プロトンビーム照射（ＵＳ５，７６０，３９５及び４，８７
０，２８７）及びＵＶ照射のような、ＤＮＡを損傷する因子の他の形態も企図される。こ
れらの因子すべてが、ＤＮＡ、ＤＮＡの前駆体、ＤＮＡの複製及び修復、並びに染色体の
集合及び維持における広い範囲の損傷に影響を及ぼす可能性が最も高い。Ｘ線の投与量範
囲は、長期（３～４週）にわたる５０～２００レントゲンの一日線量から２０００～６０
００レントゲンの単回線量に及ぶ。放射性同位元素の投与量範囲は広く変化し、同位元素
の半減期、放出される放射線の強度及び種類、並びに腫瘍細胞による取り込みに左右され
る。
【０１４９】
Ｃ．免疫療法
　当業者は本実施形態の方法を併用してまたは併せて免疫療法を使用してもよいことを理
解するであろう。癌治療の文脈では、免疫療法は一般に癌細胞を標的とし、破壊する免疫
エフェクター細胞と分子の使用に頼る。リツキシマブ（リツキサン（登録商標））はその
ような例である。たとえば、イピリミマブのようなチェックポイント阻害剤は別のそのよ
うな例である。免疫エフェクターは、たとえば、腫瘍細胞の表面上のあるマーカーに特異
的な抗体であってもよい。抗体は単独で治療法のエフェクターとして働いてもよいし、ま
たはそれが細胞の殺傷に実際に影響を及ぼす他の細胞を動員してもよい。抗体はまた薬剤
または毒素（化学療法剤、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素）にコンジ
ュゲートされてもよく、単にターゲティング剤として働いてもよい。或いは、エフェクタ
ーは、腫瘍細胞標的と直接または間接的に相互作用する表面分子を運ぶリンパ球であって
もよい。種々のエフェクター細胞には細胞傷害性Ｔ細胞及びＮＫ細胞が挙げられる。
【０１５０】
　免疫療法の態様の１つでは、腫瘍細胞はターゲティングを行い易い、すなわち、他の細



(34) JP 6307163 B2 2018.4.4

10

20

30

40

50

胞の大半には存在しないマーカーを持たなければならない。多数の腫瘍マーカーが存在し
、これらのいずれかが本実施形態の文脈でターゲティングを行うのに好適であってもよい
。一般的な腫瘍マーカーには、ＣＤ２０、癌胎児性抗原、チロシナーゼ（ｐ９７）、ｇｐ
６８、ＴＡＧ－７２、ＨＭＦＧ、シアリルルイス抗原、ＭｕｃＡ、ＭｕｃＢ、ＰＬＡＰ、
ラミニン受容体、ｅｒｂ　Ｂ、及びｐ１５５が挙げられる。免疫療法の代替態様は抗癌効
果を免疫刺激効果に組み合わせることである。たとえば、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１
２、ＧＭ－ＣＳＦ、γ－ＩＦＮのようなサイトカイン、たとえば、ＭＩＰ－１、ＭＣＰ－
１、ＩＬ－８のようなケモカイン、及びＦＬＴ３リガンドのような増殖因子を含む免疫刺
激分子も存在する。
【０１５１】
　現在検討中または使用中の免疫療法の例は、免疫アジュバント、たとえば、ウシ型結核
菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、熱帯熱マラリア原虫（Ｐｌａｓｍｏｄ
ｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ）、ジニトロクロロベンゼン、及び芳香族化合物（ＵＳ５
，８０１，００５及び５，７３９，１６９；Ｈｕｉ及びＨａｓｈｉｍｏｔｏ、１９９８；
Ｃｈｒｉｓｔｏｄｏｕｌｉｄｅｓら、１９９８）；サイトカイン療法、たとえば、インタ
ーフェロンα、β及びγ、ＩＬ－１、ＧＭ－ＣＳＦ及びＴＮＦ（Ｂｕｋｏｗｓｋｉら，１
９９８；Ｄａｖｉｄｓｏｎら，１９９８；Ｈｅｌｌｓｔｒａｎｄら，１９９８）；遺伝子
療法、たとえば、ＴＮＦ、ＩＬ－１、ＩＬ－２及びｐ５３（Ｑｉｎら，１９９８；Ａｕｓ
ｔｉｎ－Ｗａｒｄ及びＶｉｌｌａｓｅｃａ，１９９８；ＵＳ５，８３０，８８０及び５，
８４６，９４５）；及びモノクローナル抗体、たとえば、抗ＣＤ２０、抗ガングリオシド
ＧＭ２及び抗ｐ１８５（Ｈｏｌｌａｎｄｅｒ，２０１２；Ｈａｎｉｂｕｃｈｉら，１９９
８；ＵＳ５，８２４，３１１）である。１つ以上の抗癌療法が、本明細書で記載される抗
体療法と共に採用されてもよいことが企図される。
【０１５２】
Ｄ．手術
　癌を持つヒトのおよそ６０％が何らかの種類の手術を受け、それには、予防上の、診断
上の、または段階決定の、治癒的な、及び緩和のための手術が含まれる。治療的手術には
、癌性組織の全部または一部を物理的に取り除く、切除する及び／または破壊する切除が
含まれ、たとえば、本実施形態の治療、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子治
療、免疫療法、及び／または代替療法のような他の治療法と併せて使用されてもよい。腫
瘍の切除は、腫瘍の少なくとも一部の物理的除去を指す。腫瘍の切除に加えて、手術によ
る治療には、レーザー手術、冷凍手術、電気手術、及び顕微鏡的に制御された手術（Ｍｏ
ｈｓの手術）が挙げられる。
【０１５３】
　癌性の細胞、組織または腫瘍の一部または全部の切除の際、体内に空洞を形成してもよ
い。治療は、追加の抗癌療法によるその領域の潅流、直接注射または局所塗布によって達
成されてもよい。そのような治療は、たとえば、１、２、３、４、５、６若しくは７日ご
とに、または１、２、３、４及び５週間ごとに、または１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１１若しくは１２ヵ月ごとに繰り返してもよい。これらの治療は同様に投与
量が変化してもよい。
【０１５４】
Ｅ．他の作用剤
　他の作用剤を本実施形態の特定の態様と併用して使用して治療上の治療有効性を改善し
てもよいことが企図される。これらの追加の作用剤には、細胞表面受容体及びギャップ結
合の上方調節に影響する作用剤、細胞増殖抑制及び分化の作用剤、細胞接着の阻害剤、ア
ポトーシス誘導体への過剰増殖性細胞の感受性を高める作用剤、または他の生物作用剤が
挙げられる。ギャップ結合の数を増やすことによる細胞間シグナルの増大は近隣の過剰増
殖性細胞の集団で過剰増殖抑制効果を高めることになる。他の実施形態では、細胞増殖抑
制及び分化の作用剤を本実施形態の特定の態様と併用して使用して治療の過剰増殖抑制の
有効性を改善することができる。細胞接着の阻害剤は本実施形態の有効性を改善するよう
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に企図される。細胞接着阻害剤の例は焦点接着キナーゼ（ＦＡＫ）阻害剤及びロバスタチ
ンである。アポトーシスへの過剰増殖性細胞の感受性を高める他の作用剤、たとえば、抗
体ｃ２２５は本実施形態の特定の態様と併用して使用されて治療有効性を高めてもよいこ
とがさらに企図される。
【０１５５】
ＸＩ．キット
　本発明の特定の態様は、たとえば、治療用キットのようなキットを提供してもよい。た
とえば、キットは、本明細書で記載されるような１つ以上の医薬組成物と、任意で使用の
ための指示書とを含んでもよい。キットはまた、そのような組成物の投与を達成するため
の１つ以上の用具を含んでもよい。たとえば、主題のキットは、医薬組成物と、癌性腫瘍
への該組成物の直接的な静脈内注射を達成するためのカテーテルとを含んでもよい。他の
実施形態では、主題のキットは、任意で医薬として製剤化された、または送達用具で使用
するために凍結乾燥されたキヌレニナーゼの事前に充填されたアンプルを含んでもよい。
【０１５６】
　キットは、ラベルの付いた容器を含んでもよい。好適な容器には、たとえば、ボトル、
バイアル及び試験管が挙げられる。容器は、たとえば、ガラスまたはプラスチックのよう
な種々の材料から形成されてもよい。容器は、上述のような治療適用または非治療適用に
有効であるキヌレニナーゼを含む組成物を保持してもよい。容器上のラベルは、組成物が
特定の治療法または非治療適用に使用されることを示してもよく、また上述のもののよう
なインビボまたはインビトロでの使用のための指示を示してもよい。本発明のキットは通
常、上述の容器と、緩衝液、希釈剤、充填剤、針、注射器及び使用のための指示書を伴っ
た添付文書を含む、商業的な立場及びユーザーの立場から望ましい物質を含む１つ以上の
他の容器とを含むであろう。
【実施例】
【０１５７】
ＸＩＩ．実施例
　本発明の好まれる実施形態を実証するために以下の実施例が包含される。以下に続く実
施例で開示される技法は、本発明の実践で上手く機能することが本発明者らによって見い
だされた技法を表すので、その実践で好まれる様式を構成すると見なすことができること
が当業者によって十分に理解されるべきである。しかしながら、当業者は、本開示の観点
から、本発明の精神及び範囲から逸脱することなく多数の変更を開示された特定の実施形
態で行うことができ、それは類似のまたは似た結果をさらに得ることを十分に理解すべき
である。
【０１５８】
実施例１：シュードモナス・フルオレッセンス由来のキヌレニナーゼの遺伝子構築、発現
及び精製
　シュードモナス・フルオレッセンス由来のキヌレニナーゼ酵素（Ｐｆ－ＫＹＮＵ）の発
現のための遺伝子を、ＤＮＡ－Ｗｏｒｋｓソフトウエア（Ｈｏｏｖｅｒ及びＬｕｂｋｏｗ
ｓｋｉ，２００２）を用いて設計した４つのコドンを最適化した遺伝子ブロックのオーバ
ーラップ伸長ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって構築した。完全長の遺伝子には、
Ｎ末端ＸｂａＩ制限酵素部位（ヌクレオチド１～６）、最適化されたリボゾーム結合部位
（ＲＢＳ；ヌクレオチド２９～５５）、開始コドン（ヌクレオチド５６～５８）、Ｎ末端
Ｈｉｓ６タグ（ヌクレオチド５９～９１）、大腸菌コドンに最適化されたＰｆ－ＫＹＮＵ
遺伝子（ヌクレオチド９２～１３３６）、停止コドン（ヌクレオチド１３３７～１３４２
）及びＣ末端ＢａｍＨＩ制限酵素部位（ヌクレオチド１３４２～１３４７）が含まれる（
配列番号１を参照のこと）。前述の制限酵素部位を用いて集合させた遺伝子をｐＥＴ－２
８ａ＋ベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ）にクローニングした。次いでこの構築物を使用して発
現のために大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）を形質転換した。５０ｍｇ／Ｌのカナマイシンを伴
ったテリフィックブロス（ＴＢ）培地にて２１０ｒｐｍで振盪しながら３７℃で細胞を増
殖させた。ＯＤ６００が約１．０に達したとき、３７℃で連続して一晩振盪しながらＩＰ
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ＴＧ（０．５ｍＭの最終濃度）を添加することによって発現を誘導した。次いで遠心分離
によって細胞を回収し、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭのＮａＣ
ｌ、０．５ｍＭのリン酸ピリドキシル（ＰＬＰ）、１ｍＭのフッ化フェニルメチルスルホ
ニル及び１μｇ／ｍＬのＤＮＡ分解酵素から成る溶解緩衝液に再浮遊させた。溶解はフレ
ンチプレスによって達成し、溶解物は２０，０００×ｇで４℃にて１時間遠心分離するこ
とによって粒子状物質を除いた。次いで５μｍの注射器フィルターを介して上清を濾過し
、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、３００ｍＭのＮａＣｌ及び０．１ｍＭのＰＬＰ、ｐＨ７
．４で構成された緩衝液で事前に平衡化したＮｉ－ＮＴＡ／アガロースカラム（Ｑｉａｇ
ｅｎ）にかけた。溶解物をカラムに負荷した後、５カラム容量（ＣＶ）の３０ｍＭのイミ
ダゾールを伴った５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭのＮａＣｌ及び
０．１ｍＭのＰＬＰで樹脂を洗浄した。次に、１００ＣＶの０．１ｍＭのＰＬＰと１％ｖ
／ｖのＴＲＩＴＯＮ（登録商標）Ｘ１１４を伴った内毒素を含まないＰＢＳ（Ｃｏｒｎｉ
ｎｇ）緩衝液でカラムを一晩ゆっくり洗浄するように流速を設定した。この一晩の洗浄に
よって、細菌発現系の典型的な混入物であるリポ多糖類（ＬＰＳまたは内毒素）を取り除
く。次いで、５ＣＶの０．１ｍＭのＰＬＰと２５０ｍＭのイミダゾールを伴った内毒素を
含まないＰＢＳで、洗浄された酵素を溶出し、樹脂を２回目の５ＣＶ部分の０．１ｍＭの
ＰＬＰを伴った内毒素を含まないＰＢＳですすいだ。この時点で酵素の緩衝液を新しいＰ
ＢＳに変えてイミダゾールを取り除き、１０％グリセロールを加え、アリコートを－８０
℃での保存のために液体窒素で瞬間凍結した。或いは、酵素の緩衝液を直ちに、新しく作
製した無菌の１００ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ８．４に交換して、イミダゾールの除
去とペグ化の準備の双方を行った（実施例４を参照）。酵素の純度は通常、ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ解析に基づいて＞９５％であり、典型的な収量は、培養物の７５ｍｇ／Ｌ前後で平均
された。Ａｂｓ２８０ｎｍを測定し、６３，７４５Ｍ－１ｃｍ－１の算出された酵素の吸
光係数を用いてタンパク質の量を評価した。
【０１５９】
実施例２：ヒト由来のキヌレニナーゼの遺伝子構築、発現及び精製
　ＤＮＡ－Ｗｏｒｋｓソフトウエア（Ｈｏｏｖｅｒ及びＬｕｂｋｏｗｓｋｉ，２００２）
を用いて設計した４つのコドンを最適化した遺伝子ブロックのオーバーラップ伸長ポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって、ヒト由来のキヌレニナーゼ酵素（ｈ－ＫＹＮＵ）の
発現のための遺伝子を得た。完全長の遺伝子には、Ｎ末端ＸｂａＩ制限酵素部位（ヌクレ
オチド１～６）、最適化されたＲＢＳ（ヌクレオチド２８～６０）、開始コドン（ヌクレ
オチド６１～６３）、Ｎ末端Ｈｉｓ６タグ（ヌクレオチド６４～９６）、大腸菌コドンに
最適化されたｈ－ＫＹＮＵ遺伝子（ヌクレオチド９７～１４８８）、停止コドン（ヌクレ
オチド１４８９～１４９１）及びＣ末端ＢａｍＨＩ制限酵素部位（ヌクレオチド１４９２
～１４９７）が含まれる（配列番号２を参照のこと）。前述の制限酵素部位を用いて集合
させた遺伝子をｐＥＴ－２８ａ＋ベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ）にクローニングした。次い
でこの構築物を使用して発現のために大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）を形質転換した。５０ｍ
ｇ／Ｌのカナマイシンを伴ったテリフィックブロス（ＴＢ）培地にて２１０ｒｐｍで振盪
しながら３７℃で細胞を増殖させた。ＯＤ６００が約１．０に達したとき、３７℃で連続
して一晩振盪しながらＩＰＴＧ（０．５ｍＭの最終濃度）を添加することによって発現を
誘導した。次いで遠心分離によって細胞を回収し、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７
．４、３００ｍＭのＮａＣｌ、０．５ｍＭのリン酸ピリドキシル（ＰＬＰ）、１ｍＭのフ
ッ化フェニルメチルスルホニル及び１μｇ／ｍＬのＤＮＡ分解酵素から成る溶解緩衝液に
再浮遊させた。溶解はフレンチプレスによって達成し、溶解物は２０，０００×ｇで４℃
にて１時間遠心分離することによって粒子状物質を除いた。次いで５μｍの注射器フィル
ターを介して上清を濾過し、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、３００ｍＭのＮａＣｌ及び０
．１ｍＭのＰＬＰ、ｐＨ７．４で構成された緩衝液で事前に平衡化したＮｉ－ＮＴＡ／ア
ガロースカラム（Ｑｉａｇｅｎ）にかけた。溶解物をカラムに負荷した後、５カラム容量
（ＣＶ）の３０ｍＭのイミダゾールを伴った５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、
３００ｍＭのＮａＣｌ及び０．１ｍＭのＰＬＰで樹脂を洗浄した。次に、１００ＣＶの０
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．１ｍＭのＰＬＰと１％ｖ／ｖのＴＲＩＴＯＮ（登録商標）Ｘ１１４を伴った内毒素を含
まないＰＢＳ（Ｃｏｒｎｉｎｇ）緩衝液でカラムを一晩ゆっくり洗浄するように流速を設
定した。この一晩の洗浄によって、酵素の細菌発現系の典型的な混入物であるリポ多糖類
（ＬＰＳまたは内毒素）を取り除く。次いで、５ＣＶの０．１ｍＭのＰＬＰと２５０ｍＭ
のイミダゾールを伴った内毒素を含まないＰＢＳで、洗浄された酵素を溶出し、樹脂を２
回目の５ＣＶ部分の０．１ｍＭのＰＬＰを伴った内毒素を含まないＰＢＳですすいだ。こ
の時点で酵素の緩衝液を新しいＰＢＳに変えてイミダゾールを取り除き、１０％グリセロ
ールを加え、アリコートを－８０℃での保存のために液体窒素で瞬間凍結した。或いは、
酵素の緩衝液を直ちに、新しく作製した無菌の１００ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ８．
４に交換して、イミダゾールの除去とペグ化の準備の双方を行った（実施例４を参照）。
酵素の純度は通常、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析に基づいて＞９５％であり、典型的な収量は、
培養物の２０ｍｇ／Ｌ前後で平均された。Ａｂｓ２８０ｎｍを測定し、７６，０４０Ｍ－

１ｃｍ－１の算出された酵素の吸光係数を用いてタンパク質の量を評価した。
【０１６０】
実施例３：ハツカネズミ（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）由来のキヌレニナーゼの遺伝子構
築、発現及び精製
　ＤＮＡ－Ｗｏｒｋｓソフトウエア（Ｈｏｏｖｅｒら，２００２）を用いて設計した３つ
のコドンを最適化した遺伝子ブロックのオーバーラップ伸長ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）によって、ハツカネズミ由来のキヌレニナーゼ酵素（ｍ－ＫＹＮＵ）の発現のための
遺伝子を得た。完全長の遺伝子には、Ｎ末端ＸｂａＩ制限酵素部位（ヌクレオチド１～６
）、最適化されたＲＢＳ（ヌクレオチド２９～５８）、開始コドン（ヌクレオチド５９～
６１）、Ｎ末端Ｈｉｓ６タグ（ヌクレオチド６２～９４）、大腸菌コドンに最適化された
ｍ－ＫＹＮＵ遺伝子（ヌクレオチド９５～１４８３）、停止コドン（ヌクレオチド１４８
４～１４８６）及びＣ末端ＢａｍＨＩ制限酵素部位（ヌクレオチド１４８７～１４９２）
が含まれる（配列番号３を参照のこと）。前述の制限酵素部位を用いて集合させた遺伝子
をｐＥＴ－２８ａ＋ベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ）にクローニングした。この構築物を次い
で使用して発現のために大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）を形質転換した。５０ｍｇ／Ｌのカナ
マイシンを伴ったテリフィックブロス（ＴＢ）培地にて２１０ｒｐｍで振盪しながら３７
℃で細胞を増殖させた。ＯＤ６００が約１．０に達したとき、３７℃で連続して一晩振盪
しながら０．５ｍＭのＩＰＴＧを添加することによって発現を誘導した。次いで遠心分離
によって細胞を回収し、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭのＮａＣ
ｌ、０．５ｍＭのリン酸ピリドキシル（ＰＬＰ）、１ｍＭのフッ化フェニルメチルスルホ
ニル及び１μｇ／ｍＬのＤＮＡ分解酵素から成る溶解緩衝液に再浮遊させた。溶解はフレ
ンチプレスによって達成し、溶解物は２０，０００×ｇで４℃にて１時間遠心分離するこ
とによって粒子状物質を除いた。５μｍの注射器フィルターを介して上清を濾過し、５０
ｍＭのリン酸ナトリウム、３００ｍＭのＮａＣｌ及び０．１ｍＭのＰＬＰ、ｐＨ７．４で
構成された緩衝液で事前に平衡化したＮｉ－ＮＴＡ／アガロースカラム（Ｑｉａｇｅｎ）
にかけた。溶解物をカラムに負荷した後、５カラム容量（ＣＶ）の３０ｍＭのイミダゾー
ルを伴った５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭのＮａＣｌ及び０．１
ｍＭのＰＬＰで樹脂を洗浄した。次に、１００ＣＶの０．１ｍＭのＰＬＰと１％ｖ／ｖの
ＴＲＩＴＯＮ（登録商標）Ｘ１１４を伴った内毒素を含まないＰＢＳ（Ｃｏｒｎｉｎｇ）
緩衝液で一晩ゆっくり洗浄するように流速を設定した。この一晩の洗浄によって、酵素の
細菌発現系の典型的な混入物であるリポ多糖類（ＬＰＳまたは内毒素）を取り除く。５Ｃ
Ｖの０．１ｍＭのＰＬＰと２５０ｍＭのイミダゾールを伴った内毒素を含まないＰＢＳで
、洗浄された酵素を溶出し、樹脂を２回目の５ＣＶ部分の０．１ｍＭのＰＬＰを伴った内
毒素を含まないＰＢＳですすいだ。この時点で酵素の緩衝液を新しいＰＢＳに変えてイミ
ダゾールを取り除き、１０％グリセロールを加え、アリコートを－８０℃での保存のため
に液体窒素で瞬間凍結した。
【０１６１】
実施例４：シュードモナス・フルオレッセンス由来のキヌレニナーゼの薬理学的製剤
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　インビボでの酵素の循環時間を改善するために、ＰＥＧへのコンジュゲーションにより
タンパク質における表面反応基を官能化することによってＫＹＮＵ酵素の流体力学半径を
大きくした。一実施形態では、Ｐｆ－ＫＹＮＵは表面のリジン残基のメトキシルＰＥＧ炭
酸スクシンイミジル５０００ＭＷ（ＮＡＮＯＣＳ）との反応によって官能化された。精製
し、内毒素を含まない酵素の緩衝液を、新しく調製した１００ｍＭのリン酸ナトリウム、
ｐＨ８．４に十分に交換して１０ｍｇ／ｍＬに濃縮した。得られた溶液を直接、１００：
１のモル過剰の固形ＰＥＧ試薬に加え、室温で１時間反応させた（図１）。１００ｋＤａ
カットオフの遠心濾過装置（ＡＭＩＣＯＮ（登録商標））にて新しい内毒素を含まないＰ
ＢＳに十分に緩衝液交換することによって未反応のＰＥＧを溶液から取り除いた。次いで
ＰＢＳにおけるサイズ排除ＨＰＬＣカラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）にて酵素の見かけの
分子質量を確認した。ＢｉｏＲａｄのＭＷ標準溶液を用いて検量線を生成し、酵素の保持
時間をタンパク質標準のそれと比較した。検量線に基づいて、ペグ化されなかった酵素は
４０ｋＤａの見かけの質量を有し、それはＰｆ－ＫＹＮＵの単量体１つの質量に近い。酵
素のペグ化された型は１，３００ｋＤａ、すなわち、未修飾の酵素より実質的に大きい見
かけの質量を有すると見なされた。Ｃｈｒｏｍｏ－ＬＡＬ動的発色内毒素試験キット（Ａ
ｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｏｆ　Ｃａｐｅ　Ｃｏｄ，Ｉｎｃ．）を用いて内毒素のレベルを定
量した。上述のような方法で洗浄した酵素は精製したＰｆ－ＫＹＮＵの０．１９±０．０
７ＥＵ／ｍｇのレベルで内毒素を通常生じた。
【０１６２】
実施例５：ヒト由来のキヌレニナーゼの薬理学的製剤
　インビボでのヒト酵素の循環滞留時間を改善するために、ＰＥＧへのコンジュゲーショ
ンによりタンパク質における表面反応基を官能化することによってｈ－ＫＹＮＵの流体力
学半径を大きくした。一実施形態では、ｈ－ＫＹＮＵは表面のリジン残基のメトキシルＰ
ＥＧ炭酸スクシンイミジル５０００ＭＷ（ＮＡＮＯＣＳ）との反応によって官能化された
。精製し、内毒素を含まない酵素の緩衝液を、新しく調製した１００ｍＭのリン酸ナトリ
ウム、ｐＨ８．４に十分に交換して１０ｍｇ／ｍＬに濃縮した。得られた溶液を直接、１
００：１のモル過剰の固形ＰＥＧ試薬に加え、室温で１時間反応させた。１００ｋＤａカ
ットオフの遠心濾過装置（ＡＭＩＣＯＮ（登録商標））にて新しい内毒素を含まないＰＢ
Ｓに十分に緩衝液交換することによって未反応のＰＥＧを溶液から取り除いた。ＰＢＳで
平衡化したサイズ排除ＨＰＬＣカラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）を用いて酵素の見かけの
分子質量を測定し、保持時間をＭＷ標準溶液（ＢｉｏＲａｄ）と比較した。Ｃｈｒｏｍｏ
－ＬＡＬ動的発色内毒素試験キット（Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｏｆ　Ｃａｐｅ　Ｃｏｄ，
Ｉｎｃ．）を用いて内毒素のレベルを定量した。
【０１６３】
実施例６：キヌレニナーゼの動態パラメータを測定するアッセイ
　実施例４及び５に記載したようなＰｆ－ＫＹＮＵ及びｈ－ＫＹＮＵと同様にそれらのペ
グ化した型の動態パラメータを、酵素基質、Ｌ－キヌレニンの最大吸光度における減衰を
時間の関数としてモニターする分光光度アッセイによって定量した。Ｌ－キヌレニン溶液
をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４にて調製し、８μＭ～２５０μＭに及ぶ最終濃度を生じた。
Ｌ－キヌレニンは３６５ｎｍでλｍａｘを持ち、４，５００Ｍ－１ｃｍ－１の吸光係数を
有する一方で、キヌレニナーゼ反応の生成物であるＬ－アントラニル酸及びＬ－アラニン
は３６５ｎｍで感知できるほど吸収しない。酵素溶液（最終、約２０ｎＭ）を加え、基質
溶液と素早く混合し、経時的にＡｂｓ３６５ｎｍを測定することにより２５℃での基質Ｋ
ＹＮの喪失をモニターすることによって反応を開始した。得られたデータを処理し、動態
定数を決定するためにミカエリス－メンテンの方程式に適合させた。ペグ化されたＰｆ－
ＫＹＮＵ酵素の動態を同一の方法で測定した。ペグ化されていない酵素については、ｋｃ

ａｔ／ＫＭ＝１．０×１０５Ｍ－１ｓ－１であり、ペグ化された形態については、ｋｃａ

ｔ／ＫＭ＝１．３×１０５Ｍ－１ｓ－１であった。３－ヒドロキシ－Ｌ－キヌレン酸の加
水分解についての動態パラメータもここで記載されたように測定した。
【０１６４】
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実施例７：キヌレニナーゼのインビトロでの安定性
　Ｐｆ－ＫＹＮＵのインビトロでの安定性を測定するために、１０μＭの最終濃度でＰＢ
Ｓ緩衝液またはプールしたヒト血清に酵素を加え、３７℃でインキュベートした。各時点
でそれぞれの１０μＬ部分を取り出し、Ｌ－キヌレニン／ＰＢＳの２５０μＭ溶液９９０
μＬに加えた。実施例３で記載されたように経時的に３６５ｎｍでの吸光度の減衰を測定
することによって反応初速度をモニターした。各時点でのＬ－キヌレニン触媒反応初速度
を比較し、時間＝０での速度と比較することによって酵素の安定性を決定した。得られた
データを時間に対する％活性としてプロットし、指数方程式に適合させて半減期（Ｔ１／

２）を決定した。Ｐｆ－ＫＹＮＵはＰＢＳにてＴ１／２＝３４．３時間、及びプールした
ヒト血清にてＴ１／２＝２．４時間を有することが見いだされた（図２）。
【０１６５】
実施例８：インビボでキヌレニン及びトリプトファンのレベルを定量するアッセイ
　Ｌ－キヌレニン、トリプトファン、キヌレン酸、３－ヒドロキシ－Ｌ－キヌレニン及び
Ｌ－アントラニル酸（キヌレニナーゼの触媒作用の生成物の１つ）のインビボレベルをＨ
ＰＬＣによって定量し、モニターした。マウスの解剖の際、血液、腫瘍、脾臓及び肝臓の
試料を取り出した。血液試料を遠心分離し、血清と全血を分離した。組織試料を先ずホモ
ジネートし、次いで遠心分離して固形部分を取り除いた。１００％トリクロロ酢酸の１：
１０ｖ／ｖ部分を各液体部分に加え、高分子を沈殿させた。遠心分離によって固形分を再
び取り除き、０．４５μｍの注射器フィルターに上清を通した。処理した上清をＨＰＬＣ
（Ｓｈｉｍａｄｚｕ）に直接かけ、溶液ＡがＨ２Ｏ＋０．１％トリフルオロ酢酸であり、
溶液Ｂがアセトニトリル＋０．１％トリフルオロ酢酸である、０％溶液Ｂから出発して１
００％溶液Ｂまでの勾配を用いて標準の分析用Ｃ－１８カラムにて分離した。１９０ｎｍ
から９００ｎｍまでの完全な吸光度範囲を絶えず収集して考えられる分子すべてをモニタ
ーし、蛍光分光光度（Ｅｘ＝３６５ｎｍ、Ｅｍ＝４８０ｎｍ）を同時に収集してキヌレニ
ンのレベルを特にモニターした。純粋な分子（Ｓｉｇｍａ）から作製した標準溶液を用い
て濃度及び保持時間を決定した。
【０１６６】
実施例９：自家Ｂ１６マウス黒色腫モデルにおけるＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵの有効性
　脇腹皮下の注射によってＢ６－ＷＴマウス（ｎ＝２０）に２．５×１０５個のＢ１６マ
ウス黒色腫細胞を接種した。１０日間腫瘍を根付かせた（腫瘍平均＝２０ｍｍ２）後、マ
ウスを各ｎ＝１０の２群に分けた。次いで、対照群は、腫瘍が３５０ｍｍ２のサイズに達
するまで、３日ごとに腫瘍内注射によって、熱不活性化ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵの２０ｍ
ｇ／ｋｇで処理した。実験群は、腫瘍が３５０ｍｍ２のサイズに達するまで、３日ごとに
腫瘍内注射によって活性のあるＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵの２０ｍｇ／ｋｇで処理したこと
を除いて、同様に処理した。Ｂ１６黒色腫腫瘍の増殖速度は、熱不活性化ＰＥＧ－Ｐｆ－
ＫＹＮＵで同様に処理した群（図３）に比べて、活性のあるＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵを投
与した処理群では有意に遅延したということは有意な寿命の延長を生じた（図４）。対照
群及び実験処理群から単離されたリンパ球を抗体のパネル（すなわち、抗ＣＤ４５、ＣＤ
４、Ｎｋ１．１、ＣＤ２５、ＦｏｘＰ３、ＣＤ８、グランザイムＢ、ＩＦＮγ、ＣＴＬＡ
４、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１１ｂ、Ｆ４／８０、ＧＲ－１、及びＬｙ６－Ｃ）で評価したが、
それは、循環ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋調節性Ｔ細胞の集団が活性のあるＰＥＧ－
Ｐｆ－ＫＹＮＵで処理した群にて有意に低下することを示した（４．８±０．８％対８．
６±０．８％）。加えて、グランザイムＢ及びインターフェロンγを発現している腫瘍浸
潤ＣＤ８＋Ｔ細胞の集団が活性のある酵素で処理されたマウスにて有意に高かった（２６
±１９％対４±２％）（図５Ａ～Ｂ）。
【０１６７】
実施例１０：腫瘍のターゲティングのためのキヌレニナーゼ／ｓｃＦｖ融合タンパク質
　一部の態様では、本発明はまた、異種のアミノ酸配列に連結された、細菌または哺乳類
の修飾されたキヌレニナーゼを含むポリペプチドを企図する。たとえば、特異的に細胞表
面腫瘍抗原を結合する単鎖可変断片（ｓｃＦｖ）抗体にネイティブなまたは修飾されたキ
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ヌレニナーゼを連結してもよい。この実施形態では、既知の腫瘍抗原、好ましくは遅い速
度で内部移行する腫瘍特異抗原、たとえば、ＭＵＣ－１に対して特異的な親和性を有する
タンパク質のｓｃＦｖ部分を伴うｓｃＦｖ／キヌレニナーゼ融合タンパク質は、融合タン
パク質のキヌレニナーゼ部分が腫瘍細胞に送達され、ＫＹＮを分解するのを可能にするこ
とになる。一例は、ｓｃＦｖ部分が特定の種類の乳癌で上方調節されるヒト上皮増殖因子
受容体２（ＨＥＲ２）を標的とし、それに結合するｓｃＦｖ／キヌレニナーゼ融合タンパ
ク質である。
【０１６８】
　この実施形態では、ネイティブなまたは修飾されたキヌレニナーゼ／抗ＨＥＲ２／ｓｃ
Ｆｖ融合タンパク質は、腫瘍表面に直接向かい、キヌレニナーゼを濃縮するように作用し
、腫瘍が産生したＫＹＮを分解するように作用する。
【０１６９】
実施例１１：キヌレニナーゼ／抗ＣＴＬＡ４／ｓｃＦｖ融合タンパク質
　一部の態様では、本発明はまた、異種のアミノ酸配列に連結された、細菌または哺乳類
の修飾されたキヌレニナーゼを含むポリペプチドを企図する。たとえば、細胞傷害性Ｔリ
ンパ球抗原４（ＣＴＬＡ－４）受容体、プログラム細胞死１（ＰＤ－１）またはプログラ
ム細胞死リガンド１（ＰＤ－Ｌ１）を結合する単鎖可変断片（ｓｃＦｖ）抗体にネイティ
ブなまたは修飾されたキヌレニナーゼを連結してもよい。アンタゴニスト抗体または抗体
断片によるＣＴＬＡ－４、ＰＤ－１、またはＰＤ－Ｌ１の遮断は、抑制性Ｔ細胞シグナル
が反転されるのを可能にし、ＣＤ２８がＴ細胞の活性化を刺激するのを可能にする。この
実施形態では、ネイティブなまたは修飾されたキヌレニナーゼ／抗ＣＴＬＡ－４、抗ＰＤ
－１、または抗ＰＤ－Ｌ１／ｓｃＦｖ融合タンパク質は、抑制性のタンパク質：タンパク
質相互作用のシグナル伝達及び抑制性のキヌレニンのシグナル伝達の双方を除くように作
用する。ネイティブなまたは修飾されたキヌレニナーゼ／ｓｃＦｖ融合タンパク質のこの
実施形態は、Ｔ細胞の活性化を強力に上方調節し、強固な抗腫瘍応答を促進することが期
待される。
【０１７０】
実施例１２：キヌレニナーゼのＴ細胞への送達のためのキメラ抗原受容体の構築物
　一部の態様では、本発明はまた、細菌または哺乳類の修飾されたキヌレニナーゼがキメ
ラ抗原受容体（ＣＡＲ）構築物に加えて同時発現するように、ＣＡＲ構築物をＴ細胞に形
質移入するのに好適なレンチウイルスベクターも企図する。ＣＡＲ構築物は、ＣＤ３－ζ
鎖及び多くはＣＤ２８分子に由来する膜貫通及び細胞質のシグナル伝達ドメインに融合さ
れた細胞外の抗原結合ドメインを含有するタンパク質である（Ａｈｍｅｄら、２０１０）
。抗原結合ドメインは、膠芽細胞腫または骨肉腫によって発現されるＨＥＲ２、種々のＢ
細胞悪性腫瘍によって発現されるＣＤ１９またはＣＤ２０、または神経芽細胞腫によって
発現されるＧＤ２（Ｌｉｐｏｗｓｋａ－Ｂｈａｌｌａら，２０１２）である例を伴った腫
瘍細胞により発現される抗原を、または任意の他の関連する標的を結合するように設計さ
れたｓｃＦｖであってもよい。この実施形態では、Ｔ細胞に適当なＣＡＲ構築物を送達す
るレンチウイルスベクターは、細胞質にてネイティブなまたは修飾された、細菌または哺
乳類のキヌレニナーゼをさらに同時発現する。このＣＡＲ／キヌレニナーゼ構築物を含有
するＴ細胞は1）特異的な腫瘍細胞に結合する、且つ２）ＫＹＮを分解する二重能力を有
して、調節性の表現型及び／またはアポトーシスのＫＹＮによる誘導を妨げる。別の実施
形態では、Ｔ細胞は、ＣＤ１９＋またはＣＤ２０＋のびまん性大Ｂ細胞リンパ腫に結合す
る一方で、この種の腫瘍によって産生されることが多い高濃度のＫＹＮを分解するキヌレ
ニナーゼを同時発現するＣＡＲ構築物を発現する（Ｙｏｓｈｉｋａｗａら，２０１０；ｄ
ｅ　Ｊｏｎｇら，２０１１；Ｙａｏら，２０１１）。
【０１７１】
実施例１３：キヌレニナーゼ活性についての遺伝子選択
　アミノ酸Ｌ－トリプトファン（Ｌ－Ｔｒｐ）はｔｒｐ生合成遺伝子の発現によってペン
トース由来の前駆体、コリスミ酸から合成される。大腸菌のような細菌では、ｔｒｐ生合



(41) JP 6307163 B2 2018.4.4

10

20

30

40

50

成遺伝子は５つの遺伝子ｔｒｐＥ、ｔｒｐＤ、ｔｒｐＣ、ｔｒｐＢ、及びｔｒｐＡで構成
されるオペロンにて構造化される。ＴｒｐＥ及びＴｒｐＤのタンパク質はコリスミ酸とＬ
－グルタミンのアントラニル酸とＬ－グルタミン酸への変換での第１工程を触媒するアン
トラニル酸シンターゼ複合体の成分である。次いでその後、ＴｒｐＣ、ＴｒｐＡ及びＴｒ
ｐＢの作用によってアントラニル酸はＬ－Ｔｒｐに変換される。機能的なアントラニル酸
シンターゼ遺伝子を欠く細胞はＬ－Ｔｒｐに対して栄養要求性であり、トリプトファンを
含まない最少培地では増殖できない。本発明者らは、キヌレニンは多くの生物の細胞質ゾ
ルに輸送され得るので、十分に高い触媒活性を示す組換えＬ－キヌレニナーゼ酵素を発現
している細胞は細胞質ゾルのＬ－キヌレニンをアントラニル酸に変換することができるは
ずであり、後者はその後、Ｌ-Ｔｒｐの合成を可能にすると仮定した。対照的に、酵素を
発現しないまたは低い触媒活性を持つ改変体を発現する細胞は、Ｌ－キヌレニンを伴った
最少培地では増殖を示さないまたは非常に遅い増殖を示すはずである。
【０１７２】
　大腸菌のｔｒｐＥ及びｔｒｐＤを欠失した変異体をＹａｌｅ　ＣＧＳＣの遺伝資源から
得た。株の遺伝子型はそれぞれ、（Ｆ－、Δ（ａｒａＤ－ａｒａＢ）５６７、　Δｌａｃ
Ｚ４７８７（：：ｒｒｎＢ－３）、λ－、ΔｔｒｐＥ７７２：：ｋａｎ、ｒｐｈ－１、Δ
（ｒｈａＤ－ｒｈａＢ）５６８、ｈｓｄＲ５１４）及び（Ｆ－、Δ（ａｒａＤ－ａｒａＢ
）５６７、ΔｌａｃＺ４７８７（：：ｒｒｎＢ－３）、λ－、ΔｔｒｐＤ７７１：：ｋａ
ｎ、ｒｐｈ－１、Δ（ｒｈａＤ－ｒｈａＢ）５６８、ｈｓｄＲ５１４）だった。細胞をＭ
９最少培地のプレートに入れた。次いで、Ｌ－Ｔｒｐ、Ｌ-Ｋｙｎ、アントラニル酸、ま
たは緩衝液のいずれかに浸した濾紙円板をプレートに置き、その後、３７℃でインキュベ
ートした。Ｌ－Ｔｒｐの存在下では大腸菌ΔｔｒｐＤ細胞のみが増殖し、しかし、大腸菌
ΔｔｒｐＥもアントラニル酸の存在下では増殖できたが、緩衝液またはＬ－Ｋｙｎの存在
下では増殖できなかったということは、ｔｒｐＣ、ｔｒｐＡ及びｔｒｐＢが発現されてい
ることを明らかにしており、中間代謝体としてのアントラニル酸によってＬ－Ｔｒｐの栄
養要求性の救済を可能にする（図６）。さらに、Ｐｆ－ＫＹＮＵ遺伝子を内部に持つプラ
スミドによって形質転換された大腸菌ΔｔｒｐＥ細胞は、Ｌ－Ｋｙｎの存在下でＭ９最少
培地のプレートにて確実に増殖した。
【０１７３】
実施例１４：キヌレニンに対する高い触媒活性とヒトのキヌレニナーゼに対する同一性を
示す細菌キヌレニナーゼの遺伝子構築、発現及び精製
　他の真核生物のキヌレニナーゼと同様に、ヒトの酵素は３'－ＯＨキヌレニンの加水分
解に対して高度に選択性であり、キヌレニンに対しては約１，０００分の１の触媒活性を
有する。キヌレニンに対するその乏しい触媒活性のために、ヒト酵素は治療目的に好適で
はない。ペグ化したＰｆ－ＫＹＮＵ（実施例９）、Ｍｕ－ＫＹＮＵ（実施例２２及び実施
例２３）またはＣｐ－ＫＹＮＵ（実施例１７）（そのすべてが３'－ＯＨキヌレニンの代
わりにキヌレニンに対して高い触媒活性を示す）の投与は実施例９（図３）で示すように
腫瘍増殖の遅延を生じた。しかしながら、ペグ化したヒトキヌレニナーゼの投与は類似の
または高い投与でＢ１６黒色腫腫瘍の増殖に効果を有さなかった（ｎ＝４）。しかしなが
ら、実施例２０で示したように、ｈ－ＫＹＮＵの操作はヒト酵素のＬ－キヌレニン分解活
性を改善することができる。そのような操作されたｈ－ＫＹＮＵ改変体はペグ化したＰｆ
－ＫＹＮＵ（実施例９）、Ｍｕ－ＫＹＮＵ（実施例２２及び実施例２３）またはＣｐ－Ｋ
ＹＮＵ（実施例１７）で見られたように腫瘍増殖の遅延を生じ得る。
【０１７４】
　Ｐｆ－ＫＹＮＵはヒトの対応物に対して低い配列同一性を有する（２４％のアミノ酸同
一性）。ヒトのタンパク質に対するその低い配列同一性の故に、Ｐｆ－ＫＹＮＵは患者に
おける有害な免疫応答と同様に中和抗体の産生を引き出し得る。従って、キヌレニンに対
する高い触媒活性と選択性を示し、且つヒトのキヌレニナーゼに対する高い程度のアミノ
酸同一性を有するキヌレニナーゼ酵素を発見することが重要である。本発明者らは、ヒト
のキヌレニナーゼに対する＞３８％のアミノ酸同一性及び高いキヌレニン加水分解活性を
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。ヒトのキヌレニナーゼと比べたこれらの酵素のパーセント同一性を表１にて提供する。
代表的な例としてムチラギニバクター・パルジスに由来するキヌレニナーゼ酵素（Ｍｕ－
ＫＹＮＵ）（配列番号３３）の発現のための遺伝子を、ＤＮＡ－Ｗｏｒｋｓソフトウエア
（Ｈｏｏｖｅｒ及びＬｕｂｋｏｗｓｋｉ，２００２）を用いて設計した２つのコドンを最
適化した遺伝子ブロックのオーバーラップ伸長ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって
構築した。完全長の遺伝子には、Ｎ末端ＮｃｏＩ制限酵素部位、最適化されたＲＢＳ、Ｎ
末端Ｈｉｓ６タグ、大腸菌コドンに最適化されたＭｕ－ＫＹＮＵ遺伝子、停止コドン及び
Ｃ末端ＥｃｏＲＩ制限酵素部位が含まれる。前述の制限酵素部位を用いて集合させた遺伝
子をｐＥＴ－２８ａ＋ベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ）にクローニングした。次いでこの構築
物を使用して発現のために大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）を形質転換した。５０ｍｇ／Ｌのカ
ナマイシンを伴ったテリフィックブロス（ＴＢ）培地にて２１０ｒｐｍで振盪しながら３
７℃で細胞を増殖させた。ＯＤ６００が約１．０に達したとき、３７℃で連続して一晩振
盪しながらＩＰＴＧ（０．５ｍＭの最終濃度）を添加することによって発現を誘導した。
次いで遠心分離によって細胞を回収し、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３０
０ｍＭのＮａＣｌ、０．５ｍＭのリン酸ピリドキシル（ＰＬＰ）、１ｍＭのフッ化フェニ
ルメチルスルホニル及び１μｇ／ｍＬのＤＮＡ分解酵素から成る溶解緩衝液に再浮遊させ
た。溶解はフレンチプレスによって達成し、溶解物は２０，０００×ｇで４℃にて１時間
遠心分離することによって粒子状物質を除いた。次いで５μｍの注射器フィルターを介し
て上清を濾過し、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭのＮａＣｌ及び
０．１ｍＭのＰＬＰ緩衝液で事前に平衡化したＮｉ－ＮＴＡ／アガロースカラム（Ｑｉａ
ｇｅｎ）にかけた。溶解物をカラムに負荷した後、５カラム容量（ＣＶ）の３０ｍＭのイ
ミダゾールを伴った５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭのＮａＣｌ及
び０．１ｍＭのＰＬＰで樹脂を洗浄した。次いで、５ＣＶの０．１ｍＭのＰＬＰと２５０
ｍＭのイミダゾールを伴ったＰＢＳで、洗浄された酵素を溶出した。この時点で酵素の緩
衝液を新しいＰＢＳに変えてイミダゾールを取り除き、１０％グリセロールを加え、アリ
コートを－８０℃での保存のために液体窒素で瞬間凍結した。酵素の純度は通常、ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ解析に基づいて＞９５％であり、典型的な収量は、培養物の７５ｍｇ／Ｌ前後
で平均された。Ａｂｓ２８０ｎｍを測定し、７８，１８５Ｍ－１ｃｍ－１の算出された酵
素の吸光係数を用いてタンパク質の量を評価した。
【０１７５】
　（表１）ヒトのキヌレニナーゼと比べた真正細菌のキヌレニナーゼ酵素のパーセント同
一性
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【０１７６】
実施例１５：ムチラギニバクター・パルジスのキヌレニナーゼ（Ｍｕ－ＫＹＮＵ）の動的
パラメータ
　Ｍｕ－ＫＹＮＵの動態パラメータを、酵素基質、Ｌ－キヌレニンの最大吸光度における
減衰を時間の関数としてモニターする分光光度アッセイによって定量した。Ｌ－キヌレニ
ン溶液をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４にて調製し、１６μＭ～５００μＭに及ぶ最終濃度を
生じた。Ｌ－キヌレニンは３６５ｎｍでλｍａｘを持ち、４，５００Ｍ－１ｃｍ－１の吸
光係数を有する一方で、キヌレニナーゼ反応の生成物であるＬ－アントラニル酸及びＬ－
アラニンは３６５ｎｍで感知できるほど吸収しない。酵素溶液（約２０ｎＭの最終濃度）
を加え、基質溶液と素早く混合し、経時的にＡｂｓ３６５ｎｍを測定することにより２５
℃での基質の喪失をモニターすることによって反応を開始した。得られたデータを処理し
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、動態定数を決定するためにミカエリス－メンテンの方程式に適合させた。Ｍｕ－ＫＹＮ
Ｕはｋｃａｔ／ＫＭ＝１．２×１０５Ｍ－１ｓ－１を有することが測定された。
【０１７７】
実施例１６：ムチラギニバクター・パルジスのキヌレニナーゼ（Ｍｕ－ＫＹＮＵ）のイン
ビトロでの安定性
　Ｍｕ－ＫＹＮＵのインビトロでの安定性を測定するために、１０μＭの最終濃度でＰＢ
Ｓ緩衝液またはプールしたヒト血清に酵素を加え、３７℃でインキュベートした。各時点
でそれぞれの１０μＬ部分を取り出し、Ｌ－キヌレニン／ＰＢＳの２５０μＭ溶液９９０
μＬに加えた。実施例３で記載されたように経時的に３６５ｎｍでの吸光度の減衰を測定
することによって反応初速度をモニターした。各時点でのＬ－キヌレニン触媒反応初速度
を比較し、時間＝０での速度と比較することによって酵素の安定性を決定した。得られた
データを時間に対する％活性としてプロットし、二相減衰モデル（Ｓｔｏｎｅら，２０１
０）に適合させて半減期（Ｔ１／２）を決定した。ＰＢＳにおけるＭｕ－ＫＹＮＵ酵素の
活性は７４％の残りの活性の多さを伴って１Ｔ１／２＝６時間、及びその後の２Ｔ１／２

＝１５０時間を有することが見いだされた（図７）。プールしたヒト血清におけるＭｕ－
ＫＹＮＵ酵素の安定性は、３０％の残りの活性の多さを伴って１Ｔ１／２＝５時間、及び
その後の２Ｔ１／２＝７３時間を有することが測定された（図７）。
【０１７８】
実施例１７：クラミドフィラ・ペコルム（Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ　ｐｅｃｏｒｕｍ
）に由来するキヌレニナーゼの遺伝子構築、発現及び精製
　クラミドフィラ・ペコルム由来のキヌレニナーゼ酵素（Ｃｐ－ＫＹＮＵ）の発現のため
の遺伝子を、大腸菌のコドンを最適化した遺伝子ブロックを用いて合成した。完全長の遺
伝子には、Ｎ末端ＮｃｏＩ制限酵素部位（ヌクレオチド１～６）、開始コドン（ヌクレオ
チド３～５）、Ｎ末端Ｈｉｓ６タグ（ヌクレオチド６～３５）、大腸菌コドンに最適化さ
れたＣｐ－ＫＹＮＵ遺伝子（ヌクレオチド３６～１２９５）、停止コドン（ヌクレオチド
１２９６～１２９８）及びＣ末端ＥｃｏＲＩ制限酵素部位（ヌクレオチド１２９９～１３
０４）が含まれる（配列番号５３）。前述の制限酵素部位を用いて集合させた遺伝子をｐ
ＥＴ－２８ａ＋ベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ）にクローニングした。次いでこの構築物を使
用して発現のために大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）を形質転換した。５０ｍｇ／Ｌのカナマイ
シンを伴ったテリフィックブロス（ＴＢ）培地にて２１０ｒｐｍで振盪しながら３７℃で
細胞を増殖させた。ＯＤ６００が約１．０に達したとき、１６℃で連続して一晩振盪しな
がらＩＰＴＧ（０．５ｍＭの最終濃度）を添加することによって発現を誘導した。次いで
遠心分離によって細胞を回収し、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭ
のＮａＣｌ、０．５ｍＭのリン酸ピリドキシル（ＰＬＰ）、１ｍＭのフッ化フェニルメチ
ルスルホニル及び１μｇ／ｍＬのＤＮＡ分解酵素から成る溶解緩衝液に再浮遊させた。溶
解はフレンチプレスによって達成し、溶解物は２０，０００×ｇで４℃にて１時間遠心分
離することによって粒子状物質を除いた。次いで５μｍの注射器フィルターを介して上清
を濾過し、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭのＮａＣｌ及び０．１
ｍＭのＰＬＰ緩衝液で事前に平衡化したＮｉ－ＮＴＡ／アガロースカラム（Ｑｉａｇｅｎ
）にかけた。溶解物をカラムに負荷した後、１０カラム容量（ＣＶ）の３０ｍＭのイミダ
ゾールを伴った５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、３００ｍＭのＮａＣｌ及び０
．１ｍＭのＰＬＰで樹脂を洗浄した。次いで、５ＣＶの０．１ｍＭのＰＬＰと２５０ｍＭ
のイミダゾールを含有するＰＢＳで、洗浄された酵素を溶出した。溶出した酵素の緩衝液
を新しいＰＢＳに交換してイミダゾールを取り除き、１０％グリセロールを加え、アリコ
ートを－８０℃での保存のために液体窒素で瞬間凍結した。
【０１７９】
実施例１８：クラミドフィラ・ペコルムのキヌレニナーゼ（Ｃｐ－ＫＹＮＵ）の動態パラ
メータ
　Ｃｐ－ＫＹＮＵ（配列番号５７）の動態パラメータを、酵素基質、Ｌ－キヌレニンの最
大吸光度における減衰を時間の関数としてモニターする分光光度アッセイによって定量し
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た。Ｌ－キヌレニン溶液をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４にて調製し、１６μＭ～５００μＭ
に及ぶ最終濃度を生じた。Ｌ－キヌレニンは３６５ｎｍでλｍａｘを持ち、４，５００Ｍ
－１ｃｍ－１の吸光係数を有する一方で、キヌレニナーゼ反応の生成物であるアントラニ
ル酸及びＬ－アラニンは３６５ｎｍで感知できるほど吸収しない。酵素溶液（２００ｎＭ
の最終濃度）を加え、基質溶液と素早く混合し、経時的にＡｂｓ３６５ｎｍを測定するこ
とにより２５℃での基質の喪失をモニターすることによって反応を開始した。得られたデ
ータを処理し、動態定数を決定するためにミカエリス－メンテンの方程式に適合させた。
Ｃｐ－ＫＹＮＵはｋｃａｔ／ＫＭ＝３×１０４Ｍ－１ｓ－１を有することが測定された。
【０１８０】
実施例１９：ムチラギニバクター・パルジスに由来するキヌレニナーゼの薬理学的製剤
　インビボでの酵素の循環時間を改善するために、ＰＥＧへのコンジュゲーションにより
タンパク質における表面反応基を官能化することによってＭｕ－ＫＹＮＵの流体力学半径
を大きくした。一実施形態では、Ｍｕ－ＫＹＮＵは表面のリジン残基のメトキシルＰＥＧ
炭酸スクシンイミジル５０００ＭＷ（ＮＡＮＯＣＳ）との反応によってペグ化された。精
製されたＭｕ－ＫＹＮＵは以下で記載されるように非常に低い内毒素レベル（＜２０ＥＵ
／ｍｇ）を含有することが測定された。その緩衝液を、新しく調製した１００ｍＭのリン
酸ナトリウム、ｐＨ８．４に十分に交換して１ｍｇ／ｍＬを超えるまで濃縮した。得られ
た溶液を直接、１００：１のモル過剰の固形ＰＥＧ試薬に加え、撹拌しながら室温で１時
間反応させた。１００ｋＤａカットオフの遠心濾過装置（Ａｍｉｃｏｎ）にて新しい内毒
素を含まないＰＢＳに十分に緩衝液交換することによって溶液から未反応のＰＥＧを取り
除いた。次いで、検量線を生成するためのＢｉｏＲａｄのＭＷ標準溶液を用いて、ＰＢＳ
におけるサイズ排除ＨＰＬＣカラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）にて酵素の見かけの分子質
量を確認し、酵素の保持時間をタンパク質標準のそれと比較した。Ｃｈｒｏｍｏ－ＬＡＬ
動的発色内毒素試験キット（Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｏｆ　Ｃａｐｅ　Ｃｏｄ，Ｉｎｃ．
）を用いて内毒素のレベルを定量した。
【０１８１】
実施例２０：操作されたヒトキヌレニナーゼ改変体における増強されたＬ－キヌレニンの
分解
　ｈ－ＫＹＮＵ酵素は３'－ＯＨキヌレニンの加水分解に対して高度に選択性であり、Ｌ
－キヌレニンに対しては約１，０００分の１の触媒活性を有する。Ｌ－キヌレニンに対す
る乏しい触媒活性の故に、野生型のヒト酵素は治療目的に好適ではない。ｈ－ＫＹＮＵに
て改善されたＬ－キヌレニン分解活性を操作するために、ｈ－ＫＹＮＵ遺伝子とアミノ酸
Ｆ３０６に相当するコドンの変異を導入するように設計された１対のオリゴヌクレオチド
とを用いてオーバーラップ伸長ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって飽和変異誘発ラ
イブラリを構築した。Ｆ３０６はｈ－ＫＹＮＵの活性部位の中に位置し、基質の結合で役
割を担うと思われる。実施例６のマイクロタイタープレートキヌレニナーゼアッセイを用
いて活性についてＦ３０６飽和ライブラリをスクリーニングした。数十のクローンが野生
型ｈ－ＫＹＮＵよりも有意に高い活性を示し、さらなる分析にためにそれらを選択した。
これらのクローンの配列決定は、Ｆ３０６位における２種類のアミノ酸置換、すなわち、
ｈ－ＫＹＮＵ－Ｆ３０６Ｍ（配列番号５５）及びｈ－ＫＹＮＵ－Ｆ３０６Ｌ（配列番号５
６）がＬ－キヌレニン分解活性の上昇を生じることを明らかにした。次いでこれらの改変
体を均質に精製し、詳細な動態解析は、野生型のｈ－ＫＹＮＵに比べて、ｈ－ＫＹＮＵ－
Ｆ３０６Ｍ及びｈ－ＫＹＮＵ－Ｆ３０６Ｌについて、Ｌ－キヌレニンに対するｋｃａｔ／
ＫＭでそれぞれ２倍及び５倍の上昇を明らかにした。
【０１８２】
実施例２１：自家Ｂ１６マウス黒色腫モデルにおけるＰｆ－ＫＹＮＵ療法、抗ＰＤ１療法
及び抗ＣＴＬＡ－４療法の比較
　抗ＰＤ１（クローンＲＭＰ１－１４、ＢｉｏＸＣｅｌｌ　＃ＢＥ０１４６）または抗Ｃ
ＴＬＡ－４（クローンＵＣ１０－４Ｆ１０－１１、ＢｉｏＸＣｅｌｌ　＃ＢＥ００３２）
免疫チェックポイント阻害剤抗体との対照比較にて、ペグ化したシュードモナス・フルオ
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レッセンスのキヌレニナーゼ（ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ）をＢ１６マウス黒色腫モデルで
評価した。５０，０００個のＢ１６細胞をＣ５７ＢＬ／６Ｊマウスの脇腹に移植した（０
日目、各群ｎ＝８匹）。触診可能な腫瘍が発達する（１０日目）とすぐに、示した時間（
図８）に２５０μｇの抗ＰＤ１、１００μｇの抗ＣＴＬＡ－４（Ｈｏｌｍｇａａｒｄら（
２０１３）のように２００μｇの１回目の投与）、または５００μｇのＰＥＧ－Ｐｆ－Ｋ
ＹＮＵのいずれかで動物を処理した。熱不活性化ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵを対照として使
用した。ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵの投与は、不活性化酵素またはＰＢＳのみに対するＰＥ
Ｇ－Ｐｆ－ＫＹＮＵについて抗ＰＤ１または抗ＣＴＬＡ－４チェックポイント阻害剤抗体
で見られるものとは区別できない形で有意な腫瘍増殖の遅延を示し、且つ生存を延長した
（図８）。
【０１８３】
実施例２２：自家Ｂ１６マウス黒色腫モデルにおけるＭｕ－ＫＹＮＵまたはＰｆ－ＫＹＮ
Ｕと抗ＰＤ１の併用療法の有効性
　抗ＰＤ１免疫チェックポイント阻害剤抗体（Ｃｕｒｒａｎら，２０１０）との併用でＢ
１６黒色腫同種移植にてペグ化した酵素（ＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵ及びＰＥＧ－Ｐｆ－Ｋ
ＹＮＵ）を評価した。４群のＣ５７ＢＬ／６Ｊマウス（群当たり１０匹）に５０，０００
個のＢ１６細胞を移植し（０日目）、腫瘍を発達させた。触診可能な腫瘍が発達する（１
０日目）とすぐに、腫瘍部位の近傍の皮下での５００μｇのＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵまた
は５００μｇのＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵと共にまたはそれを伴わずに、１０、１３及び１
６日目にＩＰ注射により２５０μｇの抗ＰＤ１（クローンＲＭＰ１－１４、ＢｉｏＸＣｅ
ｌｌ　＃ＢＥ０１４６）で動物を処理した。マウスは１０日目～２５日目の間に合計６回
のＫＹＮＵの投与を受けた。１つの群はＰＤ－１についての対照としてＰＢＳのｉ．ｐ．
注射を行った。ＰＢＳ対照に比べてすべての治療群で腫瘍増殖は劇的に損なわれ、さらに
反転した（図９Ａ）。重要なことに、ＫＹＮＵと併用した抗ＰＤ１で相加効果が認められ
、ＰＥＧ－Ｐｆ－ＫＹＮＵ／抗ＰＤ１処理によって腫瘍の６０％及びＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹ
ＮＵ／抗ＰＤ１処理によって腫瘍の２０％の完全寛解を生じた（図９Ｂ）。相当するカプ
ラン－マイヤープロットを図９Ｃにて提供する。
【０１８４】
実施例２３：自家Ｂ１６マウス黒色腫モデルにおけるＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵ療法の有効
性
　ムチラギニバクター・パルジスのペグ化したキヌレニナーゼ（ＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵ
）をＢ１６マウス黒色腫モデルにて評価した。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウスの脇腹に５０，０
００個のＢ１６細胞を移植すること（０日目、群当たりｎ＝９匹）によって同種移植を開
始した。触診可能な腫瘍が発達する（１０日目）とすぐに、３日ごとに合計６回、腫瘍の
近傍への皮下注射によって５００μｇのＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵで動物を処理した。熱不
活性化ＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵによる同一の処理計画を対照として用いた。ＰＥＧ－Ｍｕ
－ＫＹＮＵの投与は、熱不活性化ＰＥＧ－Ｍｕ－ＫＹＮＵ対照についての２２日に比べて
２５日の延長した中央値生存時間（図１０Ｂ）と共に腫瘍増殖の遅延（図１０Ａ）を生じ
た。
【０１８５】
　本明細書で開示され、請求される方法のすべては、本開示に照らして過度な実験を行う
ことなく行い、実行することができる。本発明の組成物及び方法は好まれる実施形態とい
う点で記載されてきた一方で、本発明の概念、精神及び範囲を逸脱することなく、本明細
書で記載される方法に、及び方法の工程または工程の順序で変化が適用されてもよいこと
が当業者に明らかであろう。さらに具体的には、化学的に及び生理的にの双方で関連する
特定の作用剤が本明細書で記載される作用剤に対して置き換えられてもよい一方で同一の
または類似の結果が達成されることが明らかであろう。当業者に明らかなそのような類似
の置換及び改変はすべて、添付の特許請求の範囲によって定義されるような本発明の精神
、範囲及び概念の範囲内にあると見なされる。
【０１８６】
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