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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
化合物であって、該化合物は、以下：
（ｉ）プロテアーゼに結合して、これを阻害するＫｕｎｉｔｚドメインを含む、ポリペプ
チドであって、該Ｋｕｎｉｔｚドメインは、以下
　ａ）配列番号２３に示すＤＸ－８９０アミノ酸配列、または配列番号２３に示すＤＸ－
８９０アミノ酸配列において、少なくとも１アミノ酸は異なるが、５個を超えないアミノ
酸だけ異なるアミノ酸配列を含み、かつ、配列番号２３に示すＤＸ－８９０の２つの結合
ループ領域のアミノ酸配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい
臓トリプシンインヒビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、お
よび（ｉｉ）アミノ酸位３１～４２と整列するペプチド；
　ｂ）配列番号２４に示すＤＸ－８８アミノ酸配列、または配列番号２４に示すＤＸ－８
８アミノ酸配列において、少なくとも１アミノ酸は異なるが、５個を超えないアミノ酸だ
け異なるアミノ酸配列を含み、かつ、配列番号２４に示すＤＸ－８８の２つの結合ループ
領域のアミノ酸配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい臓トリ
プシンインヒビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（
ｉｉ）アミノ酸位３１～４２と整列するペプチド；および
　ｃ）配列番号２５に示すＤＸ－１０００アミノ酸配列、または配列番号２５に示すＤＸ
－１０００アミノ酸配列において、少なくとも１アミノ酸は異なるが、５個を超えないア
ミノ酸だけ異なるアミノ酸配列を含み、かつ、配列番号２５に示すＤＸ－１０００の２つ
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の結合ループ領域のアミノ酸配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウ
シすい臓トリプシンインヒビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２
１、および（ｉｉ）アミノ酸位３１～４２と整列するペプチド；
からなる群より選択される、ポリペプチドと；
（ｉｉ）複数のポリエチレングリコール部分であって、ここで、該ポリエチレングリコー
ル部分の各々の平均分子量が１２ｋＤａよりも小さく、かつ、該ペプチドの少なくとも４
つの第一級アミンの各々が、該複数の部分の一つに結合しており、該Ｋｕｎｉｔｚドメイ
ンの各リジンが異なるポリエチレングリコール部分に結合している、複数のポリエチレン
グリコール部分と
からなる化合物。
【請求項２】
前記ポリエチレングリコール部分の各々の平均分子量が８ｋＤａよりも小さい、請求項１
に記載の化合物。
【請求項３】
前記ポリエチレングリコール部分の各々の平均分子量が、３～８ｋＤａの間である、請求
項１に記載の化合物。
【請求項４】
前記ポリペプチドが８ｋＤａよりも小さい分子量を有し、かつ、前記化合物は、１６ｋＤ
ａより大きい分子量を有する、請求項１に記載の化合物。
【請求項５】
前記複数のポリエチレングリコール部分が、５つの部分からなり、各々が、異なる接触可
能な第一級アミンに結合している、請求項１に記載の化合物。
【請求項６】
前記ポリペプチドが、Ｎ末端第一級アミンを含み、前記Ｋｕｎｉｔｚドメインの各リジン
および該Ｎ末端第一級アミンが、異なるポリエチレングリコール部分に結合している、請
求項１に記載の化合物。
【請求項７】
前記Ｋｕｎｉｔｚドメインが、該Ｋｕｎｉｔｚドメインの結合ループ領域のいずれの中に
もリジンを含まず、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい臓トリプシンイ
ンヒビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（ｉｉ）ア
ミノ酸位３１～４２と整列する、請求項１に記載の化合物。
【請求項８】
前記ポリペプチドが、該Ｋｕｎｉｔｚドメインのフレームワーク領域の中に少なくとも２
つのリジンを含み、ここで、該フレームワーク領域は、配列番号２のウシすい臓トリプシ
ンインヒビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（ｉｉ
）アミノ酸位３１～４２と整列する結合ループ領域のいずれも含まない、請求項１に記載
の化合物。
【請求項９】
前記ポリペプチドが、該Ｋｕｎｉｔｚドメインのフレームワーク領域の中に３つのリジン
を含む、請求項８に記載の化合物。
【請求項１０】
前記ポリペプチドが、該Ｋｕｎｉｔｚドメインのフレームワーク領域の中に４つのリジン
を含む、請求項９に記載の化合物。
【請求項１１】
前記ポリペプチドが、ヒトＫｕｎｉｔｚドメインの対応する領域と同一のアミノ酸配列を
有するフレームワーク領域を含む、請求項８に記載の化合物。
【請求項１２】
前記プロテアーゼがエラスターゼである、請求項１に記載の化合物。
【請求項１３】
前記ポリペプチドが、配列番号２３に示すＤＸ－８９０のアミノ酸配列とは１個アミノ酸
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が異なるアミノ酸配列を含む、請求項１２に記載の化合物。
【請求項１４】
前記ポリペプチドが、配列番号２３に示すＤＸ－８９０の２つの結合ループ領域のアミノ
酸配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい臓トリプシンインヒ
ビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（ｉｉ）アミノ
酸位３１～４２と整列する、請求項１２に記載の化合物。
【請求項１５】
前記プロテアーゼがカリクレインである、請求項１に記載の化合物。
【請求項１６】
前記ポリペプチドが、配列番号２４に示すＤＸ－８８のアミノ酸配列とは１個アミノ酸が
異なるアミノ酸配列を含む、請求項１５に記載の化合物。
【請求項１７】
前記ポリペプチドが、配列番号２４に示すＤＸ－８８の２つの結合ループ領域のアミノ酸
配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい臓トリプシンインヒビ
ター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（ｉｉ）アミノ酸
位３１～４２と整列する、請求項１５に記載の化合物。
【請求項１８】
前記プロテアーゼがプラスミンである、請求項１に記載の化合物。
【請求項１９】
前記ポリペプチドが、配列番号２５に示すＤＸ－１０００のアミノ酸配列とは１個アミノ
酸が異なるアミノ酸配列を含む、請求項１８に記載の化合物。
【請求項２０】
前記ポリペプチドが、配列番号２５に示すＤＸ－１０００の２つの結合ループ領域のアミ
ノ酸配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい臓トリプシンイン
ヒビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（ｉｉ）アミ
ノ酸位３１～４２と整列する、請求項１８に記載の化合物。
【請求項２１】
過剰または望ましくないプロテアーゼの活性により特徴付けられる障害を有するか、該障
害を有すると疑われている被験体において該障害を処置するための組成物であって、該組
成物は、請求項１～９のいずれかに記載の化合物を含み、ここで、前記ポリペプチドは、
該プロテアーゼを阻害する、組成物。
【請求項２２】
前記プロテアーゼがエラスターゼであり、前記ポリペプチドが、ＤＸ－８９０のアミノ酸
配列またはＤＸ－８９０と少なくとも１アミノ酸は異なるが、５個を超えないアミノ酸だ
け異なる配列を含み、かつ、配列番号２３に示すＤＸ－８９０の２つの結合ループ領域の
アミノ酸配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい臓トリプシン
インヒビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（ｉｉ）
アミノ酸位３１～４２と整列する、請求項２１に記載の組成物。
【請求項２３】
前記障害が嚢胞性線維症、ＣＯＰＤまたは炎症性障害である、請求項２２に記載の組成物
。
【請求項２４】
前記プロテアーゼがカリクレインであり、前記ポリペプチドが、ＤＸ－８８のアミノ酸配
列またはＤＸ－８８と少なくとも１アミノ酸は異なるが、５個を超えないアミノ酸だけ異
なる配列を含み、かつ、配列番号２４に示すＤＸ－８８の２つの結合ループ領域のアミノ
酸配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい臓トリプシンインヒ
ビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（ｉｉ）アミノ
酸位３１～４２と整列する、請求項２１に記載の組成物。
【請求項２５】
前記障害が血友病、術後出血、周術期出血または遺伝性血管浮腫である、請求項２４に記
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載の組成物。
【請求項２６】
前記プロテアーゼがプラスミンであり、前記ポリペプチドが、ＤＸ－１０００のアミノ酸
配列、またはＤＸ－１０００と少なくとも１アミノ酸は異なるが、５個を超えないアミノ
酸だけ異なる配列を含み、かつ、配列番号２５に示すＤＸ－１０００の２つの結合ループ
領域のアミノ酸配列を含み、ここで、該結合ループ領域は、配列番号２のウシすい臓トリ
プシンインヒビター（ＢＰＴＩ）アミノ酸配列の（ｉ）アミノ酸位１１～２１、および（
ｉｉ）アミノ酸位３１～４２と整列する、請求項２１に記載の組成物。
【請求項２７】
前記障害が線維素溶解または線維素原溶解、血栓溶解に伴う過剰出血、術後出血、周術期
出血および不適切な雄核発生である、請求項２６に記載の組成物。
【請求項２８】
　請求項１～２０のいずれかに記載の化合物を含むプロテアーゼ阻害剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、米国特許出願番号第６０／４９８，８４５号（２００３年８月２９日出願）
および米国特許出願番号第６０／５９８，９６７号（２００４年８月４日出願）の優先権
を主張する。
【０００２】
　（背景）
　本発明は、改変されたプロテアーゼインヒビターに関する。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００３】
　（要旨）
　一つの態様において、本発明は、ａ）プロテアーゼに特異的に結合し、そして／または
それを阻害するＫｕｎｉｔｚドメインを含むポリペプチド、およびｂ）上述のペプチドに
物理的に結合して、上述の化合物の分子量を増加させる複数の非タンパク質部分を含む化
合物を特徴とする。「ポリペグ化されたＫｕｎｉｔｚドメイン」という用語は、本明細書
においては、上記の化合物を意味する。一般的に、ポリペグ化されたＫｕｎｉｔｚドメイ
ンの非タンパク質部分はポリエチレングリコールを含む。
【０００４】
　上述の化合物（すなわち、ポリペプチドに複数の非タンパク質部分が加わったもの）は
、１２、１４または１６ｋＤａの分子量を有する。一つの実施態様において、各非タンパ
ク質部分の平均分子量は、３から２０ｋＤａ、３から１２ｋＤａ、３から１０ｋＤａ、３
から８ｋＤａ、４から６ｋＤａであり、例えば、約４、５、６、７または８ｋＤａである
。
【０００５】
　結合および／または阻害されるプロテアーゼは、例えば、エラスターゼ（例えば、ヒト
好中球エラスターゼ（ｈＮＥ））、プラスミン、カリクレインまたはその他のプロテアー
ゼ、（例えば、本明細書に記載のプロテアーゼなど）がありうる。例えば、上述のプロテ
アーゼはセリンプロテアーゼでもよい。
【０００６】
　一つの実施態様において、非タンパク質部分は、Ｋｕｎｉｔｚドメイン上のそれぞれの
利用可能な第一級アミン（例えば、Ｎ末端の第一級アミンおよび溶媒に接触可能な第一級
アミン（例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメイン中のリジン側鎖の接触可能な第一級アミン））に
結合している。例えば、すべての可能な第一級アミンが、非タンパク質部分の一つに結合
している。Ｋｕｎｉｔｚドメインは、少なくとも１個、２個、３個または４個のリジンを
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有することが可能である。例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメインは、ただ１、２、３、４または
５個のリジンを有することができる。一つの実施態様において、このポリペプチドは、Ｎ
末端第一級アミンを有する。別の実施態様において、このポリペプチドは、Ｎ末端第一級
アミンを含まない（例えば、このポリペプチドは、そのＮ末端の第一級アミンを、例えば
非高分子化合物によって化学的に修飾されて、その位置に第一級アミンを含まなくなるこ
とがある）。
【０００７】
　非タンパク質部分は、ポリペプチド中の２個以上の第一級アミンに結合することが可能
である。例えば、すべてのリジン、または、溶媒に接触可能な第一級アミンを有するリジ
ンのすべてが、非タンパク質部分に結合している。好ましくは、Ｋｕｎｉｔｚドメインは
、その結合ループの内部、例えば、ＢＰＴ１の１１～２１番目のアミノ酸、およびＢＰＴ
１の３１～４２番目のアミノ酸に相当する残基付近にリジンを含まない。このような結合
ループの中にあるリジンは、例えばアルギニン残基と置換することができる。例えば、ポ
リペプチドは、ポリマーの少なくとも３個の分子に結合している。ポリペプチドの各リジ
ン、または、１個、２個または３個以上のリジンが、ポリマーの１分子に結合することが
可能である。別段の記載がない限り、例えば、特定のリジンの第一級アミンまたはＮ末端
にある第一級アミンが改変されているかまたは、非タンパク質部分を結合していると言う
ときは、ある調製物中のすべての分子上の上述の特定第一級アミンの位置が、そのように
改変されているわけではないと解される。本発明の範囲内であるために、調製物が完全に
均質である必要はない。均質であることが望ましい実施態様もあるが、絶対にそうである
必要はない。好適な実施態様において、改変されているとされる第一級アミンの少なくと
も６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％または１００％が
、それに非タンパク質部分を結合させている。しかし、別の実施態様は、ほとんどの分子
、例えば、少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９
％または１００％が、２つ以上の部位でペグ化されているが、調製物中の分子上のその部
位（場合によっては、改変された部位の数）は変動するという分子種の混合物を含む調製
物を含む。例えば、いくつかの分子は、改変されたリジンＡ、ＢおよびＤを有するが、他
の分子は、改変された、アミノ酸末端およびリジンＡ、Ｂ、ＣおよびＤを有する。
【０００８】
　一つの実施態様において、非タンパク質部分は、例えば、実質的に均質のポリマーなど
、親水性のポリマーを含む。ポリマーは、分枝していてもしていなくてもよい。例えば、
ポリマー部分は、分子量（例えば、化合物に付加された部分の平均分子量）が、２０、１
８、１５、１２、１０、８、７、もしくは６よりも小さいか、または少なくとも１．５、
２、２．５、３、５、６、１０ｋＤａ、例えば、約５ｋＤａである。一つの実施態様にお
いて、化合物上のＰＥＧ部分の分子量の合計は、少なくとも１５、２０、２５、３０また
は３５ｋＤａおよび／または、６０、５０、４０、３５、３０、２５または２３ｋＤａよ
りも小さい。
【０００９】
　一つの実施態様において、ポリマーはポリアルキレンオキシドである。例えば、ポリマ
ーのコポリマー構成単位（ブロック：ｂｌｏｃｋ）の少なくとも２０％、３０％、５０％
、７０％、８０％、９０％または９５％がエチレングリコールである。一つの実施態様に
おいて、ポリマーはポリエチレングリコールである。
【００１０】
　一つの実施態様において、化合物は以下の構造を有する：
Ｐ－Ｘ０－［（ＣＲ’Ｒ”）ｎ－Ｘ１］ａ－（ＣＨ２）ｍ－Ｘ２－Ｒｔ

ただし、式中、Ｐはポリペプチドであり、
Ｒ’およびＲ”のそれぞれは、互いに独立してＨ、Ｃ１－Ｃ１２アルキル基であり、
Ｘ０は、Ｏ、Ｎ－Ｒ１、Ｓまたは無であるが、ここで、Ｒ１は、Ｈ、Ｃ１－Ｃ１２アルキ
ル基またはアリール基であり、
Ｘ１は、Ｏ、Ｎ－Ｒ２、Ｓであるが、ここで、Ｒ２は、Ｈ、アルキル基またはアリール基
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であり、
Ｘ２は、Ｏ、Ｎ－Ｒ３、Ｓまたは無であり、ここで、Ｒ３は、Ｈ、アルキル基またはアリ
ール基であり、
各ｎは１から５まで、例えば２であり、
ａは４以上であり、
ｍは０から５までであり、
Ｒｔは、ＨまたはＣ１－Ｃ１２アルキル基またはアリール基であり、
Ｒ’およびＲ”はＨでもよい。一つの実施態様において、Ｒ’またはＲ”は互いに独立し
て、Ｈ、Ｃ１－Ｃ４、Ｃ１－Ｃ６またはＣ１－Ｃ１０アルキル基である。
【００１１】
　一つの実施態様において、化合物は以下の構造を有する：
Ｐ－Ｘ０－［ＣＨ２ＣＨ２Ｏ］ａ－（ＣＨ２）ｍ－Ｘ２－Ｒｔ

ただし、式中、Ｐはポリペプチドであり、
ａは４以上であり、
ｍは０から５までであり、
Ｘ２は、Ｏ、Ｎ－Ｒ１、Ｓまたは無であるが、ここで、Ｒ１は、Ｈ、アルキル基またはア
リール基であり、
Ｘ０は、Ｏ、Ｎ－Ｒ２、Ｓまたは無であるが、ここで、Ｒ２は、Ｈ、アルキル基またはア
リール基であり、そして
Ｒｔは、Ｈ、Ｃ１－Ｃ１２アルキル基またはアリール基である。例えば、Ｘ２はＯ、そし
てＲｔはＣＨ３である（ｍＰＥＧを使用することが好適である）。
【００１２】
　一つの実施態様において、Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチドは分子量が１４、８また
は７ｋＤａより小さい。一つの実施態様において、Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチドは
、Ｋｕｎｉｔｚドメインを一つだけ含む。一般に、上述の化合物は、Ｋｕｎｉｔｚドメイ
ンを一つだけ含むが、いくつかの実施態様においては、一つより多くを含むことができる
。
【００１３】
　一つの実施態様において、Ｋｕｎｉｔｚドメインは、ＤＸ－８９０、ＤＸ－８８もしく
はＤＸ－１０００のアミノ酸配列または、ＤＸ－８９０、ＤＸ－８８もしくはＤＸ－１０
００のアミノ酸配列と１個以上は異なるが、６、５、４、３または２個よりも少ないアミ
ノ酸の差異（例えば、置換、挿入または欠失）をもつアミノ酸配列を含む。一般的に、Ｋ
ｕｎｉｔｚドメインは、天然ではヒトに存在しない。Ｋｕｎｉｔｚドメインは、ヒトのＫ
ｕｎｉｔｚドメインとのアミノ酸の違いが１０、７または４個よりも少ないアミノ酸配列
を含むことができる。
【００１４】
　一つの実施態様において、上述の化合物のＫｉ値は、エラスターゼに対する非改変ポリ
ペプチドのＫｉ値の０．５から１．５、０．８から１．２、０．３から３．０、０．１か
ら１０．０または０．０２から５０．０の因数内にある。例えば、ｈＮＥに対するＫｉ値
は、１００、５０、１８、１２、１０または９ｐＭより小さいことがあり得る。
【００１５】
　一つの実施態様において、上述の化合物は、ウサギまたはマウスのモデルにおいて、上
述のポリマーを含まない実質的に同一の化合物よりも少なくとも１．５、２、４または８
倍長い最長寿命成分の循環半減期（「最長相循環半減期（ｌｏｎｇｅｓｔ　ｐｈａｓｅ　
ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙ　ｈａｌｆ　ｌｉｆｅ）」）を有する。上述の化合物は、ウサギ
またはマウスのモデルにおいて、非タンパク質部分を含まない実質的に同一の化合物より
少なくとも１．５、２、２．５または４倍大きい幅の最長相循環半減期を有することも可
能である。上述の化合物は、ウサギまたはマウスモデルにおいて、非タンパク質部分を含
まない実質的に同一の化合物よりも少なくとも２０、３０、４０または５０％狭い幅のア
ルファ相循環半減期を有することも可能である。例えば、上述の化合物は少なくとも４０
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、４５、４６、５０、５３、５４、６０または６５％という幅の最長相循環半減期を有す
る。一つの実施態様において、上述の化合物はマウスまたはウサギのモデルにおいて、少
なくとも２、３、４、５、６または７時間のベータ相循環半減期を有する。一つの実施態
様において、上述の化合物は体重７０ｋｇのヒトにおいて、少なくとも６時間、１２時間
、２４時間、２日間、５日間、７日間または１０日間という最長相循環半減期を有する。
一つの実施態様において、上述の化合物はウサギモデルにおいて、少なくとも４２００分
間、４７００分間または４９８０分間（すなわち、およそ８３時間）という最長相循環半
減期を有する。一つの実施態様において、上述の化合物は同じＫｕｎｉｔｚドメインを有
する類似サイズの分子よりも長い最長相循環半減期を有するが、単一ＰＥＧ部分（すなわ
ち、同じＫｕｎｉｔｚドメインのモノペグ化型）を一つ有するのみである。最長相半減期
は少なくとも５、１０、２０、３０または５０％長いこともあり得る。一つの実施態様に
おいて、マウスでは、最長相循環半減期は５０、５５、６０または６５％より大きな幅を
有する。最長相半減期は、例えば５５０、６００、７００、７５０、９００、１０００、
１１００分間より大きいことがあり得る。
一つの実施態様において、上述の化合物は、その非タンパク質部分を含まないポリペプチ
ドと比べて、５と８との間のｐＨかつ０．５Ｍ　ＮａＣｌのイオン強度未満のイオン強度
を有する水溶液の中で溶解度が高い（例えば１．５倍、２倍、４倍または８倍よりも高い
）。
【００１６】
　一つの実施態様において、ポリエチレングリコールは、モノメトキシ－ＰＥＧプロピオ
ンアルデヒドまたはモノメトキシ－ＰＥＧサクシニミジルプロピオン酸をポリペプチドに
結合する。上述の化合物は、リジン側鎖上にある接触可能なアミノ基、およびＮ末端にあ
るアミノ基への結合を可能にするｐＨで、ｍＰＥＧ（ＣＨ３‐（Ｏ‐ＣＨ２‐ＣＨ２）ｎ

‐）を連結して形成することができる。
【００１７】
　別の局面において、本発明は、（１）ＤＸ－８９０、ＤＸ－８８もしくはＤＸ－１００
０のアミノ酸配列または、ＤＸ－８９０、ＤＸ－８８もしくはＤＸ－１０００のアミノ酸
配列と１個以上は異なるが、６、５、４、３または２個よりも少ないアミノ酸の差異（例
えば、置換、挿入または欠失）を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、および（２）
複数のポリエチレングリコール部分を含む化合物を特徴とする。各ポリエチレングリコー
ル部分は分子量が２０、１９、１８、１５、１２、１１、１０、９、８、７または６ｋＤ
ａより小さいことが可能であり、結合している。各ポリエチレン部分は一重共有結合によ
って上述のポリペプチドに結合することが可能である。
【００１８】
　一つの実施態様において、ポリエチレングリコールの１分子は、例えば、ポリペプチド
が１個より多いリジン、例えば２個、３個または４個のリジンを含む場合に、上述のポリ
ペプチドの各リジン側鎖に結合する。例えば、上述のポリペプチドはＤＸ－８９０のアミ
ノ酸配列と同一であり、ポリエチレングリコールの１分子は、ＤＸ－８９０の４つのリジ
ン側鎖のそれぞれに、場合によってはＮ末端にも結合する。別例において、上述のポリペ
プチドは、ＤＸ－８８またはＤＸ－１０００のアミノ酸配列と同一であり、ポリエチレン
グリコールの１分子は、ＤＸ－８８またはＤＸ－１０００の３つのリジン側鎖のそれぞれ
に、場合によってはＮ末端にも結合している。一つの実施態様において、ポリエチレング
リコールの上述の分子は、分子量が４から１２ｋＤａである。一つの実施態様において、
上述のポリエチレングリコールはＮ末端および接触可能な各リジン側鎖に結合している。
【００１９】
　一つの実施態様において、上述のアミノ酸配列は、ＤＸ－８９０のアミノ酸配列と少な
くとも１つのアミノ酸が異なっている。上述のアミノ酸配列は、ＢＰＴＩ配列番号によれ
ば、５、１３、１４、１６、１７、１８、１９、３０、３１、３２、３４、３８、３９、
５１、および５５番目に対応する一つ以上の位置（例えば、２、３、５、７、１０、１２
、１３、１４個または全部の位置）で、ＤＸ－８９０のアミノ酸配列と同一である。
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【００２０】
　別の態様において、本発明は、特異的にプロテアーゼに結合して、これを阻害するＫｕ
ｎｉｔｚドメインポリペプチドを含む調製物を特徴とする。調製物中のＫｕｎｉｔｚドメ
インポリペプチドの少なくとも４０、５０、７０、８０、８５、９０、９２、９５、９７
、９８、９９または９９．５％は、（ｉ）プロテアーゼに結合してこれを阻害し、（ｉｉ
）第一の共通部位で結合したポリエチレングリコール部分と第二の共通部位で結合したポ
リエチレングリコール部分とを有する。典型的には、各結合ポリエチレングリコール部分
の平均分子量は１２、１０または８ｋＤａより小さい。一つの実施態様において、Ｋｕｎ
ｉｔｚドメインポリペプチドの所定の集団はさらに、第三の共通部位で結合したポリエチ
レングリコール部分と第四の共通部位で結合したポリエチレングリコール部分とを有する
。例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチドの所定の集団は、接触可能な各第一級アミ
ンおよび／またはＮ末端の第一級アミンに結合したポリエチレングリコール部分を有する
。
【００２１】
　一つの実施態様において、調製物中の各Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチドはプロテア
ーゼに結合してこれを阻害する。例えば、所定集団のメンバーでないＫｕｎｉｔｚドメイ
ンポリペプチドも、プロテアーゼ、例えば同一または異なるプロテアーゼに結合してこれ
を阻害する。
【００２２】
　上述の集団のＫｕｎｉｔｚドメインポリペプチドは、例えば本明細書記載の他の特徴を
含むことができる。
【００２３】
　本発明は、また、本明細書に記載されている化合物、例えば上記の化合物を含む調製物
も特徴とする。例えば、上述の化合物は、１ミリリットルあたり少なくとも０．１、１、
２または５ｍｇの濃度で、例えばｐＨ６から８の溶液中に存在する。一つの実施態様にお
いて、上述の化合物は、サイズ排除クロマトグラフィーで、注射剤に対して上述の化合物
を７０％以上含む主要なピークを生じる。一つの実施態様において、上述の化合物の種の
９５％の分子量は、上述の化合物の平均分子量である５、４、３、２または１ｋＤａの範
囲内にある。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、（１）本明細書記載の化合物、および（２）薬学的に許
容されうる担体を含む医薬調製物を特徴とする。一つの実施態様において、上述の調製物
中の化合物の少なくとも６０、７０、８０、８５、９０、９５、９７、９８、９９または
１００％が、それらに結合したＰＥＧ分子と同一の分布を有する。利用可能な第一級アミ
ンのすべて（例えば、溶媒に接触可能な第一級アミンのすべてまたは第一級アミンのすべ
て）が修飾される化学反応を利用して、上述の化合物が同一のＰＥＧ分子分布を有する調
製物を提供することができる。もちろん、化学反応に用いるＰＥＧ試薬の平均分子量に変
動があるため、所定の分子上または分子間の異なる第一級アミンに結合した部分の分子量
には、多少の変動が存在する。また、上述の調製物は、投入されたタンパク質に対して２
５、３０、４０、５０、６０、７０、７５、８０または８５％よりも多い収量を提供する
方法を用いて製造することも可能である。
【００２５】
　一つの実施態様において、上述の調製物は水溶性であり、１ミリリットルあたり少なく
とも０．１ｍｇのポリペプチド濃度で存在する。一つの実施態様において、上述の調製物
をマウスに注射すると、上述の化合物の５０、３０、２５、１５または１０％より少ない
ものが、１２時間後の上述の調製物よりも高移動性のＳＥＣピークとなる。
【００２６】
　上述の調製物は肺または消化器へ送達（例えば、摂食、直腸等）するのに適しているこ
とがある。
【００２７】
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　別の態様において、本発明は（１）本明細書記載の化合物、および（２）薬学的に許容
されうる担体を含む医薬調製物を特徴とする。一つの実施態様において、上述の調製物中
のポリペプチドの少なくとも６０、７０、８０、８５、９０、９５、９７、９８、９９ま
たは１００％が、非タンパク質部分で改変された少なくとも２、３または４個の第一級ア
ミンを有する。上述の調製物は、分子の大部分、例えば少なくとも６０、７０、８０、９
０または９５％が少なくとも２つ（または３つまたは４つ）の部位でペグ化されているが
、上述の調製物中の分子上にあるそれらの部位（場合によっては、改変される部位の数）
が変化する分子種の混合物を含むことも可能である。例えば、いくつかの分子は改変され
たリジンＡ、ＢおよびＤを有するが、他の分子はアミノ末端および改変されたリジンＡ、
Ｂ、ＣおよびＤを有する。いくつかの実施態様において、調製物は、非活性（例えば、５
、２、１または０．１％未満）の化合物を少数含むことができるが、通常は、調製物中の
化合物の大部分（例えば、少なくとも５０％、９０、９５、９８、９９、９９．５または
９９．９％）は活性型であり、例えば、プロテアーゼを阻害することができる。
【００２８】
　本発明のいくつかの態様において、異なった部位に結合した非タンパク質部分同士は、
同一性またはサイズに関して同じである。他の態様において、ある非タンパク質部分があ
る第一級アミンに結合し、例えば型またはサイズが異なる、別の非タンパク質部分が、別
の第一級アミンに結合する。例えば、あるサイズのＰＥＧをＮ末端の第一級アミンに結合
させるが、異なったサイズのＰＥＧをリジン位置に結合するのが望ましいかもしれない。
【００２９】
　また、本発明は、分注装置と、本明細書記載の医薬調製物を含む区画とを含む医療装置
も特徴とする。例えば、上述の分注装置は、吸入可能な形態の医薬調製物が生成されるよ
うに構成される。本発明はまた、分注装置と、本明細書記載の薬学的調製物を含む区画と
を含む医療装置であって、上述の分注装置が、医薬調製物を被験体の循環系に送達するよ
うに構成されている医療装置も特徴とする。本発明はまた、本明細書中に記載の医薬調製
物を含む坐剤も特徴とする。
【００３０】
　別の態様において、本発明は、ポリペグ化されたＫｕｎｉｔｚドメインを含む調製物を
特徴とする。本調製物は実質的に（例えば、７０、７５、８０、８５、９０、９５または
１００％）単分散性であってもよい。例えば、ポリペグ化化合物は、１ミリリットルあた
りにポリペプチドが少なくとも０．０５、０．１、０．２、０．５、０．８、１．０、１
．５、２．０または２．５ミリグラムという濃度、または１ミリリットルあたりにポリペ
プチドが０．０５から１０ミリグラムの濃度で存在している。一つの実施態様において、
調製物は乾燥している。例えば、調製物は粒子を含むかまたは、粉末状である。
【００３１】
　別の態様において、本発明は、ＤＸ－８９０、ＤＸ－８８またはＤＸ－１０００のアミ
ノ酸配列、または本明細書中に記載の他のＫｕｎｉｔｚドメインの配列であって、少なく
とも一つのリジンが、リジンでない一つのアミノ酸、例えばアルギニンで置換されている
配列を含むポリペプチドを含む化合物を特徴とする。上述の化合物は、例えば、活性を実
質的に変化させることなく、実質的に均質な結合体を産生するためにＰＥＧが結合してい
るリジンの数を減らす上で有用である。一つの実施態様において、アミノ酸配列（例えば
ＤＸ－８９０の配列）は３個のリジン置換と１個の置換されていないリジンを有する。別
の実施態様において、アミノ酸は１個または２個のリジン置換を有する。一つの実施態様
において、上述の化合物はさらに、非タンパク質部分、例えば、本明細書記載の親水性ポ
リマーを含む。ポリマーは置換されていないリジン残基、例えば１個の置換されていない
リジン（例えば第１、第２、第３または第４番目のリジン）に結合することができる。
【００３２】
　別の態様において、本発明は、親水性かつ実質的に均質なポリマーの複数の部分に結合
したＫｕｎｉｔｚドメインを含む化合物を含む調製物（例えば、水性調製物）を特徴とす
る。例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメイン成分のみの濃度は１ミリリットルあたり２ｍｇより大
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きく、上述の調製物のｐＨは３より大きく、また、上述の調製物のイオン強度は０．５Ｍ
　ＮａＣｌのイオン強度より小さい。一つの実施態様において、上述のＫｕｎｉｔｚドメ
インは、ＤＸ－８９０、ＤＸ－８８もしくはＤＸ－１０００のアミノ酸配列、またはＤＸ
－８９０のアミノ酸配列と１個以上は異なるが、６、５、４、３または２個よりもアミノ
酸の違い（例えば、置換、挿入または欠失）が少ないアミノ酸配列を含む。本発明は、調
製物を含む密封容器も提供する。上述の容器は光を通しにくい。上述の容器は、容器の外
側に印刷した情報を含むこともある。
【００３３】
　別の態様において、本発明は、以下の工程を包含する方法を特徴とする：Ｋｕｎｉｔｚ
ドメインを含むポリペプチドを提供する工程；利用可能な複数の部位（例えば、複数の第
一級アミン、例えば、利用可能なすべての第一級アミン）で結合を形成するのに適した条
件下で上述のポリペプチドと共有結合を形成することができる１個の反応基を含む親水性
ポリマー（例えばポリアルキレンオキシド）に上述のポリペプチドを接触させることによ
って改変されたプロテアーゼインヒビターを提供する工程。
【００３４】
　一つの実施態様において、親水性ポリマーは単活性化されている。例えば、上述の親水
性ポリマーはアルコキシ末端をもつ。一つの実施態様において、上述のポリマーはスクシ
ンイミジル基を含む。
【００３５】
　一つの実施態様において、上述のポリマーは、例えばモノメトキシ－ポリエチレングリ
コールなどのポリエチレングリコールである。例えば、上述のポリマーはｍＰＥＧプロピ
オンアルデヒドまたはｍＰＥＧスクシンイミジルプロピオン酸である。
【００３６】
　一つの実施態様において、条件はｐＨ６．５と９．０との間、例えば７．５と８．５と
の間である。一つの実施態様において、親水性ポリマーはポリペプチドのＮ末端に共有結
合する。別の実施態様において、親水性ポリマーは、ポリペプチドのリジン側鎖に共有結
合する。
【００３７】
　本方法はさらに、他の生成物および反応物から結合したポリマーを１個有するポリペプ
チドを分離することを含む。上述の方法はさらに、接触した生成物を、例えば、イオン交
換クロマトグラフィーまたはサイズ排除クロマトグラフィーを用いて分離することを含み
得る。
【００３８】
　また、本発明は、本明細書に記載の方法、例えば上記の方法によって調製した改変型Ｋ
ｕｎｉｔｚドメインを特徴とする。
【００３９】
　別の態様において、本発明はプロテアーゼの、過剰な活性または望ましくない活性によ
り特徴づけられる疾患を治療する方法を特徴とする。上述の方法は、本明細書に記載の化
合物または調製物を含む薬学的組成物を、障害を有するかまたは障害を有することが疑わ
れる被験体に投与する工程を包含する。上述の化合物または調製物は、上述のプロテアー
ゼを阻害するＫｕｎｉｔｚドメインポリペプチドを含む。例えば、調製物は、親水性ポリ
マーが第１の共通部位および第２の共通部位に結合している少なくとも一定割合のＫｕｎ
ｉｔｚドメインのポリペプチド分子を有する。例えば、少なくとも一定割合のＫｕｎｉｔ
ｚドメインポリペプチド分子はさらに、第３、第４および場合によっては第５の共通部位
に結合している親水性ポリマーを含む。
【００４０】
　一つの実施態様において、プロテアーゼはエラスターゼである。例えば、Ｋｕｎｉｔｚ
ドメインポリペプチドは、ＤＸ－８９０のアミノ酸配列、またはＤＸ－８９０と少なくと
も１個異なるが、６個よりは少ないアミノ酸変異をもつ配列を含む。エラスターゼ（例え
ばヒト好中球エラスターゼ）を阻害するＫｕｎｉｔｚドメインを用いて治療可能な疾患の
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例は、嚢胞性線維症、ＣＯＰＤおよび炎症性疾患などである。
【００４１】
　一つの実施態様において、プロテアーゼはカリクレインである。例えば、Ｋｕｎｉｔｚ
ドメインポリペプチドは、ＤＸ－８８のアミノ酸配列、またはＤＸ－８８と少なくとも１
個異なるが、６個よりは少ないアミノ酸変異を有する配列を含む。カリクレインを阻害す
るＫｕｎｉｔｚドメインを用いて治療可能な疾患の例は、凝固障害、線維素溶解、低血圧
症、炎症、血友病、手術後出血、周術期出血、および遺伝性血管浮腫などである。
【００４２】
　一つの実施態様において、プロテアーゼはプラスミンであり、Ｋｕｎｉｔｚドメインポ
リペプチドは、ＤＸ－１０００のアミノ酸配列、またはＤＸ－１０００と少なくとも１個
異なるが、６個よりは少ないアミノ酸変異を有する配列を含む。プラスミンを阻害するＫ
ｕｎｉｔｚドメインを用いて治療可能な疾患の例は、線維素溶解、またはフィブリノーゲ
ン溶解、血栓溶解剤に関連する過度の出血、術後出血、周術期出血、および不適切な雄核
発生（ｉｎａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ　ａｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ）などである。
【００４３】
　別の態様において、本発明は肺疾患の治療または予防する方法を特徴とする。上述の方
法は、例えば疾患の少なくとも一つの症状を改善するのに有効な量の、本明細書に記載の
化合物を、被験者に投与する工程を含む。例えば、上述の化合物は、ａ）エラスターゼ（
例えばヒト好中球エラスターゼ（ｈＮＥ））に特異的に結合してこれを阻害するＫｕｎｉ
ｔｚドメインを含むポリペプチドおよびｂ）上述のポリペプチドと物理的に結合していて
、上述の化合物の分子量を増大させる非タンパク質部分を含む。例えば、上述の化合物は
、（１）ＤＸ－８９０のアミノ酸配列、またはＤＸ－８９０のアミノ酸配列と１個以上は
異なるが、６、５、４、３または２個よりもアミノ酸の相違（例えば、置換、挿入または
欠失）が少ないアミノ酸配列を含むポリペプチドおよび（２）ポリエチレングリコール部
分の合計が分子量で少なくとも１５、１８、２０、２５、２７または３０ｋＤａであるポ
リエチレングリコールを含む。
【００４４】
　一つの実施態様において、上述の化合物は１２、２４、３６または７２時間ごとに１回
だけ投与される。別の実施態様において、上述の化合物は４、７、１０、１２または１４
日ごとに１回だけ投与される。上述の化合物は１回、または何回も（例えば定期的に）投
与することが可能である。
【００４５】
　一つの実施態様において、投与する工程は、肺への送達を含む。例えば、上述の投与す
る工程は、吸入器具の作動および／または噴霧療法を含む。一つの実施態様において、上
述の投与する工程は、循環器系への組成物の直接的または間接的な送達を含む。例えば、
上述の投与する工程は、注射または静脈による送達を含む。
【００４６】
　一つの実施態様において、被験者は嚢胞性線維症を罹っているか、嚢胞性線維症遺伝子
に遺伝的欠陥を有する。別の実施態様において、被験者は慢性閉塞性肺疾患を有する。
【００４７】
　上述の症状は、肺組織の完全性または組織破壊の指標であるかもしれない。
【００４８】
　別の態様において、本発明は炎症性疾患を治療および予防する方法を特徴とする。上述
の方法は、本明細書に記載の化合物を、例えば上述の疾患の少なくとも一つの症状を改善
するのに有効な量にして被験者に投与することを含む。例えば、上述の化合物は、ａ）エ
ラスターゼ（例えばヒト好中球エラスターゼ（ｈＮＥ））に特異的に結合してこれを阻害
するＫｕｎｉｔｚドメインを含むポリペプチドおよびｂ）上述のポリペプチドと物理的に
結合していて、上述の化合物の分子量を増大させる複数の非タンパク質部分を含む。例え
ば、上述の化合物は、（１）ＤＸ－８９０のアミノ酸配列、またはＤＸ－８９０のアミノ
酸配列と１個以上は異なるが、６、５、４、３または２個よりもアミノ酸の相違（例えば
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、置換、挿入または欠失）が少ないアミノ酸配列を含むポリペプチドおよび（２）複数の
ポリエチレングリコール部分であって、各ポリエチレングリコール部分が分子量で２０、
１８、１６、１２、１０、９、８または７ｋＤａよりも小さいものを含む。
【００４９】
　一つの実施態様において、疾患は炎症性腸疾患、例えばクローン病または潰瘍性大腸炎
である。一つの実施態様において、化合物は坐剤によって送達される。
【００５０】
　一つの実施態様において、化合物は１２、２４、３６または７２時間ごと１回だけ投与
される。別の実施態様において、化合物は４、７、１０、１２または１４日ごと１回だけ
に投与される。化合物は１回、または何回も（例えば定期的に）投与することが可能であ
る。
【００５１】
　別の態様において、本発明は、少なくとも部分的に不適切なエラスターゼ活性または好
中球活性によって特徴づけられる疾患を治療または予防する方法を特徴とする。上述の方
法は、本明細書に記載の化合物を、例えば上述の疾患の少なくとも一つの症状を改善する
か、または、エラスターゼまたは好中球活性を変える（例えば、エラスターゼ介在型タン
パク質分解を低下させる）のに有効な量にして、被験体に投与することを含む。例えば、
疾患は、慢性関節リウマチである。
【００５２】
　一つの実施態様において、化合物は１２、２４、３６または７２時間ごと１回だけ投与
される。別の実施態様において、化合物は４、７、１０、１２または１４日ごと１回だけ
に投与される。化合物は１回、または何回も（例えば定期的に）投与することが可能であ
る。
【００５３】
　本明細書で提供される例の多くは、Ｋｕｎｉｔｚドメインおよび特定の標的プロテアー
ゼであるエラスターゼに関係した方法および組成物を記載する。しかし、これらの方法お
よび組成物は、他の標的、例えば、他のプロテアーゼまたは他のタンパク質、例えば、Ｋ
ｕｎｉｔｚドメイン以外のプロテアーゼ、特に、一つ以上のリジン残基を含むタンパク質
に関連する対応する方法および組成物を提供するように改変され得る。例えば、リジンは
、それらを改変しても機能を阻害することのない位置に置くことができる。同様に、記載
した方法および化合物は、Ｋｕｎｉｔｚドメインを含まないかまたは、Ｋｕｎｉｔｚドメ
インおよび他の型のドメインを含む、ポリペプチドに関する、方法および化合物に対応し
て変更することが可能である。
【００５４】
　本明細書において使用されるように、「結合親和力」は、見かけの会合定数すなわちＫ
ａを意味する。Ｋａは解離定数（Ｋｄ）の逆数である。リガンドは、例えば、特定の標的
分子に対して少なくとも１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１０１０、１０１１

または１０１２Ｍ－１の結合親和力を有する。リガンドの結合親和性が、第二の標的より
も第一の標的に対してより高いことは、第二の標的への結合に対するＫａ（または数値Ｋ
ｄ）よりも第一の標的への結合に対するＫａの方が大きいこと（またはより小さい数値Ｋ
ｄ）で示すことができる。このような場合、リガンドは、第二の標的よりも第一の標的に
対して特異性を有する。一般的に、ｈＮＥへの結合を表すＫａの測定は、以下の条件下で
行われる。１００ｐＭのｈＮＥを用いて、３０℃で、５０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５
、１５０ｍＭのＮａＣｌ、および０．１％のＴｒｉｔｏｎＸ－１００。
【００５５】
　結合親和力は、平衡透析、平衡結合、ゲル濾過、ＥＬＩＳＡ，表面プラズモン共鳴、ま
たは分光法（例えば、蛍光アッセイ法を用いる）などの種々の方法によって測定すること
ができる。これらの技術を用いて、リガンド（または標的）濃度の関数として、結合リガ
ンドおよび遊離リガンドの濃度を測定することができる。結合リガンドの濃度（［Ｂｏｕ
ｎｄ］）は、遊離リガンドの濃度（［Ｆｒｅｅ］）、および標的上のリガンドに対する結
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合部位の濃度に関係しているが、以下の等式では、（Ｎ）は、１標的分子あたりの結合部
位の数である：
［Ｂｏｕｎｄ］　＝　Ｎ・［Ｆｒｅｅ］／（（１／Ｋａ）＋［Ｆｒｅｅ］）。
【００５６】
　しかし、Ｋａの正確な決定は必ずしも必要ではない。なぜなら、Ｋａに比例し、かつ、
より高い（例えば、２倍高い）親和性であるか否かを決定するような比較のために使用で
きる、親和性の定量的な測定値（例えば、ＥＬＩＳＡまたはＦＡＣＳ分析のような方法を
用いて決定される値）を得るだけで時には十分であるからである。
【００５７】
　「単離組成物」は、単離組成物を得ることができる天然の試料中の少なくとも一つの成
分の９０％以上から取り出される組成物を意味する。対象となる分子種または分子種の集
団が重量／重量ベースで少なくとも５、１０、２５、５０、７５、８０、９０、９５、９
８または９９％の純度なら、合成または天然に産生された組成物は、「少なくとも組成物
は」一定の純度であろう。
【００５８】
　「エピトープ」は、リガンド、例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメイン、小ペプチドまたは抗体
などのポリペプチドリガンドが結合する標的化合物上の部位を意味する。例えば、標的化
合物がタンパク質の場合には、エピトープはリガンドが結合するアミノ酸を意味する。そ
のようなアミノ酸は、基部にあるポリペプチドの主鎖に対して、隣接していても、してい
なくてもよい。重複エピトープは少なくとも一つの共通アミノ酸残基を含む。
【００５９】
　本明細書において、「実質的に同一」（または「実質的に相同な」）という用語は、第
二アミノ酸配列またはヌクレオチドの配列に対して、十分な数の同一または等価の（例え
ば、類似の側鎖（例えば、保存的なアミノ酸置換）を有する）アミノ酸残基またはヌクレ
オチドを含む、第一アミノ酸配列またはヌクレオチドの配列のことを意味し、その結果、
第一アミノ酸配列および第二アミノ酸配列またはヌクレオチド配列は、類似の活性を有す
る。Ｋｕｎｉｔｚドメインの場合、第二ドメインは第一ドメインと同一の特異性を有し、
例えば、第一ドメインの結合親和力の少なくとも０．５、５または５０％を有する。十分
な同一性の程度は、約８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６
％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上であってもよい。
【００６０】
　本明細書で開示した配列に類似または相同な配列（例えば、配列が少なくとも約８５％
一致）もまた、本出願の一部である。ある実施態様において、配列の同一性は、約８５％
、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％
またはそれ以上であってもよい。あるいは、核酸セグメントが選択的なハイブリダイゼー
ション条件（例えば、高ストリンジェントハイブリダイゼーション条件）下で、上述の鎖
の相補物とハイブリダイズすれば、実質的な同一性が存在する。核酸は全細胞の中、細胞
溶解液の中、または部分精製された形態、または実質的に純粋な形態で存在し得る。
【００６１】
　二つの配列間の「相同性」または「配列の同一性」（これらの用語は、本明細書では同
義的に用いられる）の算出は、以下の通りに行われる。最適な比較を行うために配列をア
ライメントする（例えば、最適なアラインメントのために第一および第二のアミノ酸配列
または核酸配列の一方または両方にギャップを導入してもよく、比較のためには非相同配
列は無視することも可能である）。一つの好適な実施態様において、比較のためにアライ
メントした対照配列の長さは、その対照配列の長さの少なくとも３０％、好適には少なく
とも４０％、より好適には少なくとも５０％、さらにより好適には少なくとも６０％、お
よびさらに一層好適には少なくとも７０％、８０％、９０％、１００％である。次に、対
応するアミノ酸の位置またはヌクレオチドの位置にある、アミノ酸残基またはヌクレオチ
ドを比較する。第一の配列のある位置が、第二の配列の対応する位置にあるアミノ酸残基
またはヌクレオチドと同じもので占められている場合、その位置において分子は同一であ
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る（本明細書では、アミノ酸または核酸の「同一性」は、アミノ酸または核酸の「相同性
」と同じである）。二つの配列間の同一性パーセントは、２つの配列の最適なアライメン
トのために導入する必要があるギャップの数および各ギャップの長さを考慮した上で、配
列が共有する同一の位置数の関数である。
【００６２】
　配列比較、および２つの配列の同一性パーセントの決定は、数学的アルゴリズムを用い
て行うことができる。好適な実施態様において、２つのアミノ酸配列間の同一性パーセン
トは、Ｂｌｏｓｓｕｍ６２マトリックスまたはＰＡＭ２５０マトリックスのいずれか、な
らびに１６、１４、１２、１０、８、６または４というギャップウェイト、および１、２
、３、４、５または６という配列長ウェイトを用いて、ＧＣＧソフトウェアパッケージの
ＧＡＰプログラムに組み込まれているＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ（（１９７
０）Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ，　４８：４４４－４５３）のアルゴリズムを用いて決定
される。さらに別の好適な実施態様において、２つのヌクレオチド配列間の一致率は、Ｎ
ＷＳｇａｐｄｎａ．ＣＭＰマトリックス、ならびに４０、５０、６０、７０または８０と
いうギャップウェイト、および１、２、３、４、５または６という配列長ウェイトを用い
る、ＧＣＧソフトウェアパッケージのＧＡＰプログラムを用いて決定する。特に好適なパ
ラメータのセット（および、実施者が、ある分子が本発明の配列同一性または相同性の限
度内か否かを決定するのに、どんなパラメータを適用すべきかが不確かな場合に使用すべ
きセット）は、ギャップ・ペナルティー１２、ギャップ・エクステンド・ペナルティー４
、およびフレームシフト・ギャップ・ペナルティー５のＢｌｏｓｓｕｍ６２スコアリング
マトリックスである。
【００６３】
　本明細書において、「相同性」という用語は「類似性」と同義であり、目的の配列が一
つ以上のアミノ酸置換が存在することにより参照配列と異なることを意味する（ただし、
適度なアミノ酸の挿入または欠失があってもよい）。参照配列に対する相同性または類似
性の程度を算出する現状において好適な手段は、ＢＬＡＳＴアルゴリズム（Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｏｆ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　（
ＮＣＢＩ），　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，　Ｂｅ
ｔｈｅｓｄａ　ＭＤから入手可能）を使用することであり、それぞれの場合において、計
算される配列の関連性の有意性を決定するためにアルゴリズム初期設定値または推奨パラ
メータを用いる。また、２つのアミノ酸配列間またはヌクレオチド配列間の同一性パーセ
ントは、ＰＡＭ１２０ウェイト残基表、ギャップ長ペナルティー１２、およびギャップ・
ペナルティー４を用いる、ＡＬＩＧＮプログラム（バージョン２．０）に組み込まれてい
るＥ．Ｍｅｙｅｒｓ　ａｎｄ　Ｗ．Ｍｉｌｌｅｒ（（１９８９）ＣＡＢＩＯＳ，４：１１
－１７）のアルゴリズムを用いて決定可能である。
【００６４】
　本明細書において、「低ストリンジェント条件、中ストリンジェント条件、高ストリン
ジェント条件、極めて高ストリンジェント条件下でハイブリダイズする」という用語は、
ハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を記載している。ハイブリダイゼーション反応
を行うための指針はＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．３
．１－６．３．６に見出され、上述の指針は参考として援用される。水性および非水性の
方法が、前記の参考文献に記載されており、どちらを用いてもよい。本明細書において、
具体的なハイブリダイゼーション条件は以下の通りである。１）低ストリンジェントなハ
イブリダイゼーション条件は、約４５℃の６×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（Ｓ
ＳＣ）中で、次に少なくとも５０℃（洗浄温度は、低ストリンジェント条件では５５℃ま
で上げてもよい）で０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの中で２回の洗浄することであり、
２）中ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、約４５℃で６×ＳＳＣ、次に
６０℃で０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの中で１回以上洗浄することであり、３）高ス
トリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、約４５℃で６×ＳＳＣ、次に６５℃で
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０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの中で１回以上洗浄することであり、また、好適には、
４）極めて高ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、６５℃で０．５Ｍリン
酸ナトリウム、７％のＳＤＳ、次に６５℃で０．２×ＳＳＣ、１％ＳＤＳの中で１回以上
洗浄することである。極めて高ストリンジェントな条件（４）が好適な条件であり、特段
の記載がない限り用いられるべき条件である。したがって、本明細書に記載のポリペプチ
ドをコードする核酸と適当なストリンジェンシーでハイブリダイズする核酸が、そのよう
な核酸によってコードされるポリペプチドであるとして提供される。そのようなポリペプ
チドは、本明細書に記載されているのと同様に改変可能である。
【００６５】
　本明細書に記載のポリペプチド（例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメインを含むポリペプチド）
が、本明細書に記載の具体的なポリペプチドに対して、ポリペプチドの機能に実質的な影
響を及ぼさないような変異（例えば、保存的アミノ酸置換または非必須アミノ酸置換）を
有することがあると理解される。具体的な置換が許容されるか否か、すなわち、結合活性
のような所望の生物学的特性に悪影響を及ぼすか否かは、Ｂｏｗｉｅ，ｅｔ　ａｌ．（１
９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７：１３０６－１３１０記載のように決定することができ
る。「保存的アミノ酸置換」とは、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置
換されていることである。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当技術分野
において定義されている。これらのファミリーには、塩基性側鎖をもつアミノ酸（例えば
リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖をもつアミノ酸（例えばアスパラギン酸、
グルタミン酸）、非荷電性側鎖をもつアミノ酸（例えばグリシン、アスパラギン、グルタ
ミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、非極性側鎖をもつアミノ酸（例え
ばアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニ
ン、トリプトファン）、β－分枝型側鎖をもつアミノ酸（例えばスレオニン、バリン、イ
ソロイシン）、および芳香側鎖をもつアミノ酸（例えばチロシン、フェニルアラニン、ト
リプトファン、ヒスチジン）などがある。多くのフレームワークおよびＣＤＲアミノ酸残
基にとって、一つ以上の保存的置換を含むことが可能である。
【００６６】
　「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を失わせることなく、またはより好適には実
質的に変えることなく、例えば抗体のような結合因子の野生型配列から変えることができ
る残基であるが、一方、「必須」アミノ酸残基はそのような変化をもたらす。
【００６７】
　「ポリペプチド」または「ペプチド」という用語（これらの用語は交換可能に使える）
は、ペプチド結合で結合した３つ以上のアミノ酸のポリマー、例えば、長さが３と３０、
１２と６０または３０と３００の間または３００超のアミノ酸のポリマーを意味する。ポ
リペプチドは１個以上の非天然アミノ酸を含むことができる。典型的には、ポリペプチド
は天然アミノ酸のみを含む。「タンパク質」は一つ以上のポリペプチド鎖を含むことがで
きる。したがって、「タンパク質」という用語はポリペプチドを包含する。タンパク質ま
たはポリペプチドは一つ以上の改変、例えばグリコシル化、アミド化、リン酸化などを含
むこともできる。「小ペプチド」という用語は、例えば、長さが８アミノ酸と２４アミノ
酸との間など、長さが３アミノ酸と３０アミノ酸との間のポリペプチドを記載するのに用
いることができる。
【００６８】
　「アルキル」という用語は、直鎖または分岐鎖であり得る炭化水素鎖であって、示され
た数の炭素原子を含む炭化水素鎖を意味する。例えば、Ｃ１－Ｃ１２アルキルは、上述の
基が１個以上１２個以下の炭素原子を有するものであることを示す。
【００６９】
　「アリール」という用語は、芳香族単環式、２環式または３環式の炭化水素環系であっ
て、置換可能な任意の環原子が置換基により置換されうる環系を意味する。アリール部分
の例としては、フェニル、ナフチル、およびアントラセニルが挙げられるが、これらに限
定されるものではない。
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【００７０】
　本発明の一つ以上の実施態様の詳細は、添付図面および下記の説明に記載されている。
本発明のその他の特徴、目的および利点は、明細書および図面から、また、特許請求の範
囲からも明らかであろう。本明細書で引用した公開済みの特許出願、特許および参考文献
はすべて、その全体が参考として援用される。特に、米国特許第５，６６３，１４３号；
第５，２２３，４０９号、第６，０１０，０８０号、第６，１０３，４９９号および第６
，３３３，４０２号は、その全体が参考として援用される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００７１】
　（詳細な説明）
　本発明は、一つとして、プロテアーゼ（例えば、好中球エラスターゼなどのエラスター
ゼなど）に結合して、これを阻害する化合物を提供する。この化合物は、（ｉ）Ｋｕｎｉ
ｔｚドメインを含むポリペプチド、および（ｉｉ）ポリペプチドだけのときに較べて化合
物の分子量を増加させる複数の部分（ポリマー部分など）を含む。化合物に上述の部分を
付加すると、化合物のインビボにおける循環半減期を長期化させることができる。実施態
様によっては、上述の化合物は、高い親和性と選択性をもって、好中球エラスターゼを阻
害することができる。
【００７２】
　（ポリマー）
　さまざまな部分を用いて、Ｋｕｎｉｔｚドメインまたは別のプロテアーゼを含むポリペ
プチドの分子量を増加させることができる。一つの実施態様において、この部分はポリマ
ー、例えば、ホモポリマーまたは非生物学的ポリマーなどの水溶性ポリマーおよび／また
は実質的に非抗原性のポリマーである。実質的に非抗原性のポリマーとしては、例えば、
ポリアルキレンオキシドまたはポリエチレンオキシドなどが挙げられる。この部分は、例
えば、血液、血清、リンパ液またはこれら以外の組織などでの循環において、Ｋｕｎｉｔ
ｚドメインの安定化および／または保持を、例えば、１．５倍、２倍、５倍、１０倍、５
０倍、７５倍または１００倍まで向上させることができる。複数の部分がＫｕｎｉｔｚド
メインに結合することができる。例えば、ポリペプチドは、ポリマーの少なくとも３つの
部分に結合する。ポリペプチドの各リジンは、ポリマーの一つの部分に結合し得る。
【００７３】
　適当なポリマーは、重さによって実質的に変化しうる。例えば、平均分子量が約２００
ダルトンから約４０ｋＤａの範囲内にある、例えば、１～２０ｋＤａ、４～１２ｋＤａ、
３～８ｋＤａ、例えば、約４、５、６または７ｋＤａであるポリマーを使用することが可
能である。一つの実施態様において、化合物と結合しているポリマーの各部分の平均分子
量は、２０、１８、１７、１５、１２、１０、８または７ｋＤａよりも小さい。最終的な
分子量も、結合体の所望の有効サイズ、ポリマーの性質（例えば、直鎖状または分枝状な
どの構造）、および誘導体化の程度によって決めることができる。
【００７４】
　例示的なポリマーの非限定的リストには、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）またはポ
リプロピレングリコールなどのポリアルキレンオキシドのホモポリマー、ポリオキシエチ
レン化されたポリオール、これらのコポリマーおよびこれらのブロックコポリマーが含ま
れる。ただし、ブロックコポリマーの水溶性が維持されていることを条件とする。このポ
リマーは、例えば、ポリビニルアルコールおよびポリビニルピロリドンなどの親水性ポリ
ビニルポリマーでもよい。さらなる有用なポリマーとしては、ポリオキシアルキレン（例
えば、ポリオキシエチレン、ポリオキシプロピレンならびにポリオキシエチレンおよびポ
リオキシプロピレンのブロックコポリマー（プルロニック類：Ｐｌｕｒｏｎｉｃｓ））；
ポリ乳酸；ポリグリコール酸；ポリメタクリル酸；カルボマー；糖モノマーである、Ｄ－
マンノース、Ｄ－およびＬ－ガラクトース、フコース、フルクトース、Ｄ－キシロース、
Ｌ－アラビノースおよびＤ－グルクロン酸、シアル酸、Ｄ－ガラクツロン酸、Ｄ－マンヌ
ロン酸（例えば、ポリマンヌロン酸またはアルギン酸）、Ｄ－グルコサミン、Ｄ－ガラク
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トサミン、Ｄ－グルコース、およびノイラミン酸を含む、分枝型および非分枝型の多糖類
であって、これらとしては、ホモ多糖類およびヘテロ多糖類（例えば、ラクトース、セル
ロース、アミロペクチン、デンプン、ヒドロキシエチル・デンプン、アミロース、硫酸デ
キストラン、デキストラン、デキストリン、グリコーゲンまたは酸性ムコ多糖（例えばヒ
アルロン酸など）の多糖サブユニット）が挙げられる；ポリソルビトールおよびポリマン
ニトールなど、糖アルコールのポリマー；ヘパリンまたはヘパラン（ｈｅｐａｒｏｎ）。
いくつかの実施態様において、このポリマーは様々な異なったコポリマーブロックを含む
。
【００７５】
　Ｋｕｎｉｔｚドメインを含むポリペプチドは、さまざまな方法で物理的にポリマーと結
合させることができる。典型的には、このポリペプチドは、複数の部位でポリマーに共有
結合する。例えば、ポリペプチドは、複数の第一級アミン（例えば、すべての接触可能な
第一級アミンまたはすべての第一級アミン）において、ポリマーに結合する。その他の化
合物（例えば、細胞毒素、標識または、別の標的剤（例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメインと同
一の標的に結合する別のリガンド、もしくは、別の標的に結合するリガンド（例えば、無
関係なリガンドなど）））も、上述の同じポリマーに結合することができる。その他の化
合物が、ポリペプチドに結合していてもよい。
【００７６】
　一つの実施態様において、このポリマーは、ポリペプチドに結合する前には水溶性であ
る（但し、そうである必要はない）。通常、ポリペプチドに結合した後に生成物が水溶性
になり、例えば、少なくとも約０．０１ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは、少なくとも約０．
１ｍｇ／ｍｌ、また、さらにより好ましくは、少なくとも約１ｍｇ／ｍｌの水溶性を示す
。さらに、このポリマーは、結合体の形で高度な免疫原性であるべきではなく、また、結
合体を静脈内注入または注射という経路で投与しようとする場合には、それに適合しない
粘性を有すべきでもない。
【００７７】
　一つの実施態様において、このポリマーは、反応性のある基を一つだけ含む。これは、
一つのポリマーが、複数のタンパク質分子に結合するのを回避するのに役立つ。ポリペプ
チドと結合させるために、例えば、モノメトキシ末端ポリエチレングリコール（ｍＰＥＧ
）などのモノ活性化型アルコキシ末端ポリアルキレンオキシド（ＰＡＯ）；Ｃ１―４アル
キル末端ポリマー；およびビス活性化型ポリエチレンオキシド（グリコール）を用いるこ
とができる。例えば米国特許第５，９５１，９７４号参照。
【００７８】
　最も一般的な形態において、ポリ（エチレングリコール）すなわちＰＥＧは、水酸基末
端をもつ直鎖状または分枝状のポリエーテルである。直鎖状のＰＥＧは、以下の一般構造
を持ちうる：
　　　　　ＨＯ－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－ＣＨ２ＣＨ２－ＯＨ
ＰＥＧは、エポキシド環上の水酸化物イオンを求核攻撃することによって開始される、エ
チレンオキシドのアニオン開環重合によって合成することができる。ポリペプチドの改変
にとって特に有用なのは、モノメトキシＰＥＧすなわちｍＰＥＧであり、以下の一般構造
を有する：
　　　　　ＣＨ３Ｏ－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－ＣＨ２ＣＨ２－ＯＨ。
【００７９】
　さらなる説明については、例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ａｄｖ
ａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　５４：４５９－４７６を参
照のこと。一つの実施態様において、結合に用いられるポリマー単位は、単分散性である
か、または高度に均質であり、例えば、９５％またはすべての分子が互いに７、５、４、
３、２または１ｋＤａである調製物中に存在する。別の実施態様において、ポリマー単位
は多分散性である。
【００８０】
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　ポリマー単位間でのクロスリンクまたは複数のポリペプチドへの結合を低減させる反応
条件を選ぶこと、および、ゲル濾過またはイオン交換クロマトグラフィーによって反応産
物を精製して、例えば、単一のＫｕｎｉｔｚドメインポリペプチドだけを含有する誘導体
のような、実質的に均質の誘導体を回収することが可能である。その他の実施態様におい
て、ポリマーは、複数のポリペプチド（例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチドの複
数単位）をポリマーに結合させるために２つ以上の反応基を含む。ここで再び、ゲル濾過
またはイオン交換クロマトグラフィーを用いて、実質的に均質な形状の所望の誘導体を回
収することができる。
【００８１】
　Ｋｕｎｉｔｚドメインを含むポリペプチドは、通常、複数のＰＥＧ分子に結合している
。例えば、２０または３０ｋＤａよりも大きな化合物を形成させるために、Ｋｕｎｉｔｚ
ドメイン（約７ｋＤａ）を３個以上の８ｋＤａのＰＥＧ分子と結合させることができる。
これ以外に、例えば、２個、４個または５個のＰＥＧ分子などを組み合わせることも可能
である。ＰＥＧ分子の分子量を、化合物の最終的な分子量が所望の分子量（例えば、１７
～３５または２０～２５または２７～３３ｋＤａ）と等しいか、それよりも大きくなるよ
うに選択することも可能である。複数のＰＥＧ分子を、Ｋｕｎｉｔｚドメインのいずれか
の領域、好ましくは、標的と相互作用する領域から５、１０または１５オングストローム
以上にある領域、もしくは標的と相互作用するアミノ酸から２、３または４残基の領域に
結合させることができる。ＰＥＧ分子は、例えば、リジン残基またはリジン残基とＮ末端
との組み合わせに結合することができる。
【００８２】
　例えば、Ｎ末端アミノ基およびリジン残基に存在するイプシロンアミノ基ならびにその
他のアミノ基、イミノ基、カルボキシル基、スルフヒドリル基、ヒドロキシル基またはこ
の他の親水性基への結合などの共有結合を用いてポリペプチド（例えば、Ｋｕｎｉｔｚド
メインを含むポリペプチド）をポリマーに結合させることができる。多官能性（通常は二
官能性）架橋剤を使用せずに、共有結合により直接ポリマーをポリペプチドに結合させる
ことも可能である。アミノ基への共有結合は、塩化シアヌル、カルボニルジイミダゾール
、アルデヒドの反応基（ＰＥＧアルコキシドにブロモアセトアルデヒドのジエチルアセタ
ールを加えた物、ＰＥＧにＤＭＳＯおよび無水酢酸を加えた物または塩化ＰＥＧに４－ヒ
ドロキシベンズアルデヒドのフェノキシドを加えた物、活性化型スクシンイミジルエステ
ル類、活性化型ジチオ炭酸ＰＥＧ、２，４，５－トリクロロフェニルクロロホルメートま
たはＰ－ニトロフェニルクロロホルメート活性化ＰＥＧ）に基づいた周知の化学法によっ
て行うことができる。カルボキシル基は、カルボジイミドを用いてＰＥＧ－第一級アミン
を結合させて誘導体化することができる。スルフヒドリル基は、マレイミド置換ＰＥＧ（
例えば、国際公開番号９７／１０８４７）またはＰＥＧ－マレイミド（例えば、Ｓｈｅａ
ｒｗａｔｅｒ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，Ｉｎｃ．，Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ，Ａｌａから市販さ
れている）に結合させて誘導体化することができる。あるいは、例えば、Ｐｅｄｌｅｙ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，７０：１１２６－１１３０（１９９４）に記載
されているように、ポリペプチド上の遊離アミノ基（例えば、リジン残基上のイプシロン
アミノ基）を２－イミノ－チオラン（Ｔｒａｕｔ’ｓ　ｒｅａｇｅｎｔ）でチオール化し
てから、マレイミドを含むＰＥＧ誘導体に結合することができる。
【００８３】
　Ｋｕｎｉｔｚドメインを含むポリペプチドに結合することができる官能化されたＰＥＧ
ポリマーには、例えば、Ｓｈｅａｒｗａｔｅｒ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，Ｉｎｃ．，Ｈｕｎｔ
ｓｖｉｌｌｅ，Ａｌａから市販されているポリマーなどがある。そのようなＰＥＧ誘導体
には、例えば、アミノ－ＰＥＧ、ＰＥＧアミノ酸エステル、ＰＥＧ－ヒドラジド、ＰＥＧ
－チオール、ＰＥＧ－コハク酸、カルボキシメチル化ＰＥＧ、ＰＥＧ－プロピオン酸、Ｐ
ＥＧアミノ酸、ＰＥＧコハク酸スクシンイミジル、ＰＥＧプロピオン酸スクシンイミジル
、カルボキシメチル化ＰＥＧのスクシンイミジルエステル、ＰＥＧの炭酸スクシンイミジ
ル、アミノ酸ＰＥＧのスクシンイミジルエステル、ＰＥＧ－オキシカルボニルイミダゾー
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ル、ＰＥＧ－ニトロフェニルカーボネート、ＰＥＧトレシレート（ＰＥＧ　ｔｒｅｓｙｌ
ａｔｅ）、ＰＥＧ－グリシジルエーテル、ＰＥＧ－アルデヒド、ＰＥＧビニルスルホン、
ＰＥＧ－マレイミド、ＰＥＧ－オルトピリジル－ジスルフィド、ヘテロ官能性ＰＥＧ、Ｐ
ＥＧビニル誘導体、ＰＥＧシラン、およびＰＥＧホスホリドなどがある。これらのＰＥＧ
誘導体を結合させるための反応条件は、ポリペプチド、所望のペグ化の程度、および利用
するＰＥＧ誘導体によって変化しうる。ＰＥＧ誘導体の選択に関わる要因には、所望の結
合点（リジンまたはシステインのＲ基など）、誘導体などの加水分解安定性および反応性
、結合の安定性、毒性および抗原性、解析への適合性などがある。
【００８４】
　Ｋｕｎｉｔｚドメインおよびポリマーを含むポリペプチドの結合体を、未反応の出発物
質から、クロマトグラフィー法を用いて、例えばゲル濾過またはイオン交換クロマトグラ
フィー、すなわち、例えばＨＰＬＣによって分離することができる。同様にして、異種の
結合体を互いから精製する。未反応のアミノ酸のイオン特性の違いによって、さまざまな
種類（例えば、１個または２個のＰＥＧ残基を含む種）の分離することも可能である。例
えば、国際公開番号９６／３４０１５を参照のこと。
【００８５】
　（Ｋｕｎｉｔｚドメイン）
　ここで、「Ｋｕｎｉｔｚドメイン」は、５１アミノ酸以上で、少なくとも２個および好
ましくは３個のジスルフィドを含むポリペプチドドメインである。このドメインは折りた
たまれて、１番目と６番目のシステイン、２番目と４番目および３番目と５番目のシステ
インがジスルフィド結合を形成する（例えば、５８アミノ酸を有するＫｕｎｉｔｚドメイ
ンでは、下記に示すＢＰＴＩ配列の番号によれば、５、１４、３０、３８、５１および５
５番目のアミノ酸に相当する位置にシステインが存在し、また、５位と５５位との間、１
４位と３８位の間、ならびに３０位と５１位の間のシステイン間でジスルフィドが形成さ
れうる）かまたは、２個のジスルフィドが存在する場合には、それらは対応するシステイ
ンのサブセットの間で形成される。それぞれのシステインの間隔は、下記に示すＢＰＴＩ
配列の番号によれば、５から５５位、１４から３８位、および３０から５１位に相当する
間隔の７、５、４、３または２アミノ酸以内となろう。ＢＰＴＩ配列は、一般的なＫｕｎ
ｉｔｚドメインにおける特定の位置を示すための参照として使用することができる。目的
とするＫｕｎｉｔｚドメインとＢＰＴＩとの比較は、整列したシステインの数が最大にな
る最も適合したアラインメントを同定して行われる。
【００８６】
　ＢＰＴＩのＫｕｎｉｔｚドメインの３Ｄ構造が（高解像度で）分かっている。Ｘ線構造
の一つが、ブルックヘブン蛋白質データバンク（Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋに「６ＰＴＩ」として寄託されている。いくつかのＢＰＴＩホモロ
グの３Ｄ構造（Ｅｉｇｅｎｂｒｏｔ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎ
ｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，３（７）：５９１－５９８；Ｈｙｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９
０），Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２９：１００８－１００２２）が知られている。少な
くとも７０種類のＫｕｎｉｔｚドメイン配列が知られている。既知のヒトホモログは、Ｌ
ＡＣＩの３つのＫｕｎｉｔｚドメイン（Ｗｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２６３（１３）：６００１－６００４；Ｇｉｒａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（
１９８９）Ｎａｔｕｒｅ，３３８：５１８－２０；Ｎｏｖｏｔｎｙ　ｅｔ　ａｌ．，（１
９８９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６４（３１）：１８８３２－１８８３７）、イン
ター－α－トリプシンインヒビターＡＰＰ－Ｉの２つのＫｕｎｉｔｚドメイン（Ｋｉｄｏ
　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６３（３４）：１８１０４
－１８１０７）、コラーゲンのＫｕｎｉｔｚドメイン、およびＴＦＰＩ－２の３つのＫｕ
ｎｉｔｚドメイン（Ｓｐｒｅｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９４）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，
９１：３３５３－３３５７）などである。ＬＡＣＩは、３つのＫｕｎｉｔｚドメインを含
む、分子量３９ｋＤａ（表１のアミノ酸配列）のヒト血清リン糖タンパク質である。
【００８７】
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　上記のＫｕｎｉｔｚドメインは、ＬＡＣＩ－Ｋ１（５０から１０７位の残基）、ＬＡＣ
Ｉ－Ｋ２（１２１から１７８位の残基）およびＬＡＣＩ－Ｋ３（２１３から２７０位）と
呼ばれる。ＬＡＣＩのｃＤＮＡ配列は、Ｗｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．（１９８８）２６３（１３）：６００１－６００４で報告されている。Ｇｉｒａｒｄ　
ｅｔ　ａｌ．，（Ｎａｔｕｒｅ，１９８９，３３８：５１８－２０）は、これら３つのＫ
ｕｎｉｔｚドメインそれぞれのＰｌ残基が変更した変異実験を報告している。ＬＡＣＩ－
Ｋ１は、第ＶＩＩａ因子（Ｆ．ＶＩＩａ）が組織因子と複合体を形成するとＦ．ＶＩＩａ
を阻害し、ＬＡＣＩ－Ｋ２は、第Ｘａ因子を阻害する。
【００８８】
　例示的なＫｕｎｉｔｚドメインを含むタンパク質には以下のものがある。括弧内は、Ｓ
ＷＩＳＳ－ＰＲＯＴアクセッション番号である：
【００８９】

【表２－１】

【００９０】
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【表２－２】

【００９１】
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【表２－３】

【００９２】
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【表２－４】

　さまざまな方法を用いて、配列データベースからＫｕｎｉｔｚドメインを同定すること
ができる。例えば、あるＫｕｎｉｔｚドメインの既知のアミノ酸配列、コンセンサス配列
またはモチーフ（例えば、ＰｒｏＳｉｔｅのモチーフ）を、ＧｅｎＢａｎｋ配列データベ
ース（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆ
ｏｒｍａｔｉｏｎ，　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，
Ｂｅｔｈｅｓｄａ　ＭＤ）に対して、例えばＢＬＡＳＴを用いて；ＨＭＭ（隠れマルコフ
モデル：Ｈｉｄｄｅｎ　Ｍａｒｋｏｖ　Ｍｏｄｅｌｓ）のＰｆａｍデータベースに対して
（例えば、Ｐｆａｍ検索の初期設定パラメータを用いて）；ＳＭＡＲＴデータベースに対
して；または、ＰｒｏＤｏｍデータベースに対して検索することができる。例えば、Ｐｆ
ａｍリリース９のＰｆａｍアクセッション番号ＰＦ０００１４は、多数のＫｕｎｉｔｚド
メインと、Ｋｕｎｉｔｚドメインを同定するためのＨＭＭを提示している。Ｐｆａｍデー
タベースについての説明は、Ｓｏｎｈａｍｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ　２８（３）：４０５－４２０に、また、ＨＭＭの詳細な説明は、例えば、Ｇｒｉ
ｂｓｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１８３：１４６－１
５９；Ｇｒｉｂｓｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８４：４３５５－４３５８；Ｋｒｏｇｈ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２３５：１５０１－１５３１；およびＳｔｕｌｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．２：３０５－３１４に存在する。ＨＭＭのＳＭＡＲ
Ｔデータベース（調節因子構造研究用簡易ツール：Ｓｉｍｐｌｅ　Ｍｏｄｕｌａｒ　Ａｒ
ｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ，ＥＭＢＬ，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ
，ＤＥ）は、Ｓｃｈｕｌｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５：５８５７およびＳｃｈｕｌｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）
Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２８：２３１に記載されているとおりである。ＳＭＡＲ
Ｔデータベースは、ＨＭＭｅｒ２検索プログラム（Ｒ．Ｄｕｒｂｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９８）Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ：ｐｒｏｂａｂｉ
ｌｉｓｔｉｃ　ｍｏｄｅｌｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃ
ｉｄｓ．Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ）の隠れマルコフモデ
ルを用いてプロファイリングすることによって同定されたドメインを含む。また、このデ
ータベースは、註釈が付され、また追跡調査されている。ＰｒｏＤｏｍタンパク質ドメイ
ンデータベースは、相同性ドメインを自動的に編集したものからなる（Ｃｏｒｐｅｔ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９９），Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２７：２６３－２６７）。Ｐ
ｒｏＤｏｍの現行バージョンは、ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ３８およびＴＥＭＢＬタンパク質
データベースの帰納的ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ検索（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２；　Ｇｏｕｚｙ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｃｏｍｐｕｔｅｒｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２３：
３３３－３４０）を用いて構成されている。このデータベースは、各ドメインのコンセン
サス配列を自動的に作成している。Ｐｒｏｓｉｔｅは、Ｋｕｎｉｔｚドメインをモチーフ
として列挙し、Ｋｕｎｉｔｚドメインを含むタンパク質を同定している。例えば、Ｆａｌ
ｑｕｅｔ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３０：２３５－２３８（
２００２）を参照のこと。
【００９３】
　プロテアーゼインヒビターを選択するために有用なＫｕｎｉｔｚドメインは、特定数の
リジン残基をもつフレームワーク領域を有するＫｕｎｉｔｚドメインを含みうる。実施の
一例では、４つのリジン残基をもつフレームワークが有用であり、平均分子量が、例えば
３～８ｋＤａ（例えば、約５ｋＤａ）のＰＥＧ部分を結合させることによって修飾するこ
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とができる。例えば、ＩＴＩフレームワークは４つのリジンを有する。別の実施例では、
３つのリジン残基をもつフレームワークが有用であり、平均分子量が、例えば４～１０ｋ
Ｄａ（例えば、約５ｋＤａまたは７ｋＤａ）のＰＥＧ部分を結合させることによって改変
することができる。また、フレームワークを改変して、例えば、結合ループの５つ、４つ
または３つの残基の中にあるリジンの数を減少させるか、または、小さなＰＥＧ部分（例
えば、３～８ｋＤａのＰＥＧ部分）によってタンパク質を改変して、上述のタンパク質の
サイズと上述のタンパク質のインビボにおける安定性を高めるのに十分な数のリジンを導
入するなど、より少ないか、付加的なリジンが含まれるようにすることもできる。
【００９４】
　Ｋｕｎｉｔｚドメインは、主に、２つのループ領域（「結合ループ」）中のアミノ酸を
用いて、標的となるプロテアーゼと相互作用する。第１のループ領域は、ＢＰＴＩの約１
１～２１位のアミノ酸に相当する残基の間にある。第２のループ領域は、ＢＰＴＩの約３
１～４２位のアミノ酸に相当する残基の間にある。例示的なＫｕｎｉｔｚドメインのライ
ブラリーは、第１および／または第２のループ領域内で１つ以上のアミノ酸を変更してい
る。変更するのに特に有用な位置は、ＢＰＴＩの配列では１３、１６、１７、１８、１９
、３１、３２、３４および３９位などである。これらの位置の少なくともいくつかは、標
的プロテアーゼと密接に接触すると考えられている。
【００９５】
　Ｋｕｎｉｔｚドメインの「フレームワーク領域」は、Ｋｕｎｉｔｚドメインの一部の残
基であると定義されるが、具体的には、第１および第２の結合ループ領域内の残基、すな
わち、ＢＰＴＩの約１１～２１位および約３１～４２位に相当する残基を除外している。
【００９６】
　逆に言えば、これらの特定の位置にないか、ループ領域にない残基は、これらのアミノ
酸位置よりも広範なアミノ酸置換（例えば保存的置換および／または非保存的置換）を許
容することができる。
【００９７】
　（エラスターゼ阻害Ｋｕｎｉｔｚドメイン）
　ヒト好中球エラスターゼ（ｈＮＥ）に結合してこれを阻害する典型的なポリペプチドの
一つはＤＸ－８９０（「ＥＰＩ－ｈＮＥ４」としても知られている）。ＤＸ－８９０は、
ヒト好中球エラスターゼ（ｈＮＥ）の非常に特異的かつ強力（Ｋｉ＝４×１０－１２Ｍ）
なインヒビターである。ＤＸ－８９０は、以下のアミノ酸配列を含む：
【００９８】
【表２－５】

　ＤＸ－８９０は、インター－α－インヒビタータンパク質（ＩＴＩ－Ｄ２）の第２のＫ
ｕｎｉｔｚ型ドメインに由来し、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓを用いて発酵させて生
産することができる。これは、予想分子量６，２３７ダルトンの５６アミノ酸を含む。Ｄ
Ｘ－８９０は、酸化およびタンパク質分解不活性化に対して耐性がある。
【００９９】
　インビトロ、エクスビボおよびインビボにおける薬理学的研究によって、嚢胞性線維症
の子供から採取した痰のｈＮＥによって誘導された病変部に対するＤＸ－８９０のｈＮＥ
阻害能力と防御作用とが明らかにされている（参考文献であるＤｅｌａｃｏｕｒｔ　ｅｔ
　ａｌ．２００２を参照のこと）。カニクイザルにおけるエアロゾル化したＤＸ－８９０
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、また、ＤＸ－８９０の投与によって誘発される組織病理学的な病変の徴候もないことが
示された。
【０１００】
　健康なヒトのボランティアを用いた臨床研究で、ＤＸ－８９０は、用量を８倍に増やし
て吸入により（生理食塩に入れたＤＸ－８９０を最長１２０分まで投与すると、吸入され
る量は約７２ｍｇになる）投与しても安全であることが分かった。
【０１０１】
　エラスターゼ活性がもたらす結果には、補体レセプターおよびＣ３ｂｉの切断；免疫グ
ロブリンの切断；エラスチンの分解（およびその結果としての気道閉塞、構造上の損傷、
気管支拡張症など）；高分子の分泌；インターロイキン－８の増加；ＰＭＮの増加（その
結果としての酸素、過酸化水素、ロイコトリエンＢ４およびインターロイキン－８の放出
）；および細菌の残存などがある。エラスターゼのインヒビターは、これらの活性の一つ
以上を減少させるために使用され得る。
【０１０２】
　ＤＸ－８９０は、例えば、肺ＣＦ病変部における、好中球仲介性の炎症を標的とする抗
炎症薬として使用することができる。例示的な肺における適応症は、嚢胞性線維症（ＣＦ
）、急性呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）および慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）などである。
ＣＦ患者においては、タンパク質分解酵素とそれらのインヒビターのバランスが大きく乱
れてしまう可能性がある。活性化された多形核白血球（ＰＭＮ）は、ヒト好中球エラスタ
ーゼ（ｈＮＥ）およびその他のプロテアーゼを産生する。ｈＮＥは、嚢胞性線維症に伴う
肺組織損傷の主要な原因であると考えられている。したがって、ｈＮＥを阻害すれば、症
状や損傷の結果を緩和するのではなく本来の損傷原因を攻撃することになるため、ｈＮＥ
の阻害は、ＣＦ肺疾患を治療するための論理的な手段である。
【０１０３】
　例えば、ＤＸ－８９０は、噴霧によって肺に送達することが可能である。噴霧されたＤ
Ｘ－８９０を吸入したボランティアの気管支－肺胞の洗浄液中でＤＸ－８９０活性が検出
された。１２人の健康なボランティアに、それぞれ３．７５ｍｇまたは１５ｍｇの吸入量
と推定される、５分または２０分間にわたる噴霧によって１日１回のＤＸ－８９０投薬を
１４日間受けさせた。耐容性は優良であり、顕著な有害作用は報告されなかった。臨床上
または生物学的な異常も見られなかった。
【０１０４】
　肺への適応症に関して、ＤＸ－８９０を使用して、例えば、嚢胞性線維症（ＣＦ）、急
性呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）、および慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）を治療することが
できる。
【０１０５】
　また、ＤＸ－８９０の構造とそのｈＮＥへの結合能力との間には相関があることが知ら
れている。例えば、米国特許第５，６６３，１４３号を参照のこと。また、米国特許第５
，６６３，１４３号には、エラスターゼを阻害する他のＫｕｎｉｔｚドメインも記載され
ている。これら、および関連するドメイン（例えば、少なくとも７０、７５、８０、８５
、９０または９５％一致するドメイン）を用いることもできる。
【０１０６】
　血漿カリクレインを阻害するＫｕｎｉｔｚドメインの例は、例えば米国特許第６，０５
７，２８７号に記載されている。
【０１０７】
　プラスミンを阻害するＫｕｎｉｔｚドメインの例は、例えば米国特許第６，１０３，４
９９号に記載されている。
【０１０８】
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【表３－１】

　「Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｇａｉｎｓｔ　ａｃｕｔｅ　ｌｕｎｇ　ｉｎｊｕｒｙ　ｂ
ｙ　ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ　ｏｒ　ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａ　ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅ
ｎｔ　ｗｉｔｈ　ＥＰＩ－ＨＮＥ４，　ａ　ｎｅｗ　ｐｏｔｅｎｔ　ｎｅｕｔｒｏｐｈｉ
ｌ　ｅｌａｓｔａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．」Ｄｅｌａｃｏｕｒｔ　Ｃ，Ｈｅｒｉｇａ
ｕｌｔ　Ｓ，Ｄｅｌｃｌａｕｘ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｅｌｌ　
Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２００２，２６：２９０－７およびＧｒｉｍｂｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．
（２００３）「Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ＥＰＩ－ｈＮＥ４　ａｅｒｏｓ
ｏｌ：ａ　ｎｅｗ　ｅｌａｓｔａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｆｏｒ　ｔｒｅａｔｍｅｎ
ｔ　ｏｆ　ｃｙｓｔｉｃ　ｆｉｂｒｏｓｉｓ」Ｊ　Ａｅｒｏｓｏｌ　Ｍｅｄ．１６（２）
：１２１－９。
【０１０９】
　（Ｋｕｎｉｔｚドメインおよびその他のプロテアーゼインヒビターの同定）
　さまざまな方法を用いて、プロテアーゼに結合および／またはこれを阻害するタンパク
質を同定することができる。これらの方法を用いて、本明細書に記載されている化合物の
成分として用いることができる天然および非天然のＫｕｎｉｔｚドメインを同定すること
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ができる。
【０１１０】
　例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメインは、複数のライブラリーのメンバーの各々がさまざまな
Ｋｕｎｉｔｚドメインを含むタンパク質ライブラリーから同定することができる。このド
メインでは、さまざまなアミノ酸を変えることができる。例えば、米国特許第５，２２３
，４０９号；米国特許第５，６６３，１４３号および米国特許第６，３３３，４０２号を
参照のこと。例えば、ＤＮＡ突然変異誘発法、ＤＮＡシャッフリング、（例えば、サブユ
ニットとしてコドンを用いる）オリゴヌクレオチドの化学合成法、および天然の遺伝子の
クローニングを用いて、Ｋｕｎｉｔｚドメインを変更することができる。例えば、米国特
許第５，２２３，４０９号および米国特許第２００３－０１２９６５９号を参照のこと。
【０１１１】
　ライブラリーは、タンパク質を産生させるために使用される発現ライブラリーでもよい
。タンパク質は、例えばタンパク質アレイを用いてアレイにすることができる。米国特許
第５，１４３，８５４号；Ｄｅ　Ｗｉｌｄｔ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｎａｔ．Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８：９８９－９９４；Ｌｕｅｋｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）
Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７０：１０３－１１１；Ｇｅ（２０００）Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２８，ｅ３，Ｉ－ＶＩＩ；ＭａｃＢｅａｔｈ　ａｎｄ　Ｓｃｈｒ
ｅｉｂｅｒ（２０００）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８９：１７６０－１７６３；国際公開番号Ｗ
Ｏ０／９８５３４，同ＷＯ０１／８３８２７，同ＷＯ０２／１２８９３，同ＷＯ００／６
３７０１、同ＷＯ０１／４０８０３および同ＷＯ９９／５１７７３。
【０１１２】
　また、例えば、ファージディスプレイなどのファージライブラリー、酵母ディスプレイ
・ライブラリー、リボソームディスプレイまたは核酸－タンパク質融合ライブラリーの形
の複製可能な遺伝的パッケージ上に提示させることも可能である。ファージディスプレイ
およびその他の方法については、例えば、米国特許第５，２２３，４０９号；Ｓｍｉｔｈ
（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２８：１３１５－１３１７；国際公開番号ＷＯ９２／１
８６１９；同ＷＯ９１／１７２７１；同ＷＯ９２／２０７９１；同ＷＯ９２／１５６７９
；同ＷＯ９３／０ｌ２８８；同ＷＯ９２／０１０４７；同ＷＯ９２／０９６９０；同ＷＯ
９０／０２８０９；ｄｅ　Ｈａａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ
ｍ　２７４：１８２１８－３０；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｉｍ
ｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　４：１－２０；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（
２０００）Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ　２：３７１－８；Ｆｕｃｈｓ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７０－１３７２；Ｈａｙ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９２）Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　３：８１－８５；Ｈ
ｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７５－１２８１；Ｇｒ
ｉｆｆｉｔｈｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ　１２：７２５－７３４；Ｈａ
ｗｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２２６：８８９－８９６
；Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８
；Ｇｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）ＰＮＡＳ　８９：３５７６－３５８０；Ｇａｒｒ
ａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７３－１３
７７；Ｒｅｂａｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２６７
：１２９－４９；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｎｕｃ　Ａｃｉｄ
　Ｒｅｓ　１９：４１３３－４１３７；およびＢａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）
ＰＮＡＳ　８８：７９７８－７９８２を参照のこと。酵母細胞ディスプレイおよびその他
の方法については、例えば、Ｂｏｄｅｒ　ａｎｄ　Ｗｉｔｔｒｕｐ（１９９７）Ｎａｔ．
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１５：５５３－５５７および国際公開番号ＷＯ０３／０２９４
５６号を参照のこと。リボゾームディスプレイおよびその他の方法の例については、例え
ば、Ｍａｔｔｈｅａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：９０２２およびＨａｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｎａｔ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８：１２８７－９２；Ｈａｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）
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Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．３２８：４０４－３０およびＳｃｈａｆｆｉｔｚｅｌ
　ｅｔ　ａｌ．　（１９９９）　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．　２３１（１－
２）：１１９－３５を参照のこと。核酸－タンパク質融合の例については、例えば、Ｒｏ
ｂｅｒｔｓ　ａｎｄ　Ｓｚｏｓｔａｋ（１９９７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　９４：１２２９７－１２３０２、および米国特許第６，２０７，４４６号を
参照のこと。これらのライブラリーは、ハイスループット方式でスクリーニングすること
が可能である。例えば、ＵＳ２００３－０１２９６５９を参照のこと。
【０１１３】
　Ｋｕｎｉｔｚドメインのライブラリーは、本明細書に記載されたＫｕｎｉｔｚドメイン
（例えば、本明細書に記載されているフレームワーク（例えば改変されたかまたは、天然
に存在するフレームワーク領域）を有するＫｕｎｉｔｚドメイン）を用いて、一つ以上の
結合部位ループアミノ酸残基を変化させて作成することができる。一つの実施態様におい
て、変更する残基は、複数のアミノ酸の中でさまざまである。これらの複数のものは、リ
ジンが利用できないように選択される。
【０１１４】
　（ディスプレイ・ライブラリーのスクリーニング）
　本節では、ディスプレイ・ライブラリーをスクリーニングして、エラスターゼと相互作
用するポリペプチドを同定する方法の例を説明する。これらの方法は、別の標的、例えば
別のプロテアーゼまたはその他のタンパク質と相互作用する別のポリペプチドを同定する
ために改変することができる。また、これらの方法は、別のタイプのライブラリー、例え
ば発現ライブラリーまたはタンパク質アレイなどと組み合わせて改変および使用すること
も可能である。
【０１１５】
　例示的なディスプレイ・ライブラリーのスクリーニングにおいて、ファージライブラリ
ーを標的エラスターゼタンパク質（例えば、活性型または非活性型（例えば、変異型また
は化学的不活性型のタンパク質）またはそれらの断片）に接触させて結合させることがで
きる。スクリーニングの過程で結合するものとしないものとを分離するのを容易にするた
めに、固体支持体の上にエラスターゼを固定することがしばしば便利であるが、まず、溶
液中でエラスターゼに結合させてから、支持体に標的化合物を結合させることによって、
結合しなかったものから結合したものを分離することも可能である。例として、エラスタ
ーゼ存在下でインキュベートすると、エラスターゼと相互作用するポリペプチドを提示す
るファージは、固体支持体に固定したエラスターゼと複合体を形成するが、非結合のファ
ージは、溶液に残存して、バッファーとともに洗い流される。そして、バッファーを比較
的高酸性または高塩基性のｐＨ（例えばｐＨ２またはｐＨ１０）のものに変えたり、バッ
ファーのイオン強度を変えたり、変性剤を加えたり、競合物質を加えたり、感染できる宿
主細胞を加えたり、その他の既知の方法など、数多くの方法によって結合ファージをエラ
スターゼから遊離させることができる。
【０１１６】
　例えば、エラスターゼ結合ペプチドを同定するために、マルチウェル測定用プレートの
ウェルのプラスチック表面のような固体表面にエラスターゼを吸着させることができる。
その後、ファージディスプレイ・ライブラリーの等量液をウェルに、ｐＨ６～７など、固
定されたエラスターゼと、ファージの構造を維持するのに適した条件の下で加える。固定
されたエラスターゼに結合するポリペプチドを提示するライブラリー中のファージは、エ
ラスターゼに結合してウェルの中に残る。結合しないファージを除去することができる。
固定されたエラスターゼにファージライブラリーが結合する際に、ブロッキング剤や競合
リガンドを含むことをも可能である。
【０１１７】
　そして、固定化エラスターゼに結合したファージを、比較的強酸性のｐＨ（例えばｐＨ
２）またはアルカリ性のｐＨ（例えばｐＨ８～９）を有するバッファー溶液で洗浄するこ
とによって溶出させることができる。次に、エラスターゼから溶出されて回収されたファ
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ージ溶液を中和し、必要に応じて、エラスターゼ結合ペプチドを提示しているファージの
混合ライブラリー集団を富化したものとしてプールすることも可能である。あるいは、各
ライブラリーから溶出したファージは、エラスターゼ結合ファージのライブラリー特異的
な富化集団として分離したままにしておくことも可能である。そして、さらにスクリーニ
ングを繰り返すため、および／またはファージ上に提示されたペプチドを解析するため、
および／または提示された結合ペプチドをコードするＤＮＡの配列を決定するために、エ
ラスターゼ結合ペプチドを提示するファージの富化集団を、標準的な方法によって増殖さ
せることも可能である。
【０１１８】
　多くの可能な代替的スクリーニングプロトコールの一つでは、ビオチン化されているた
め、例えば、粒子上にコートされているストレプトアビジンに結合させて捕捉することが
できるエラスターゼ標的分子が使用される。
【０１１９】
　そして、回収されたファージをバクテリア細胞に感染させて増殖させることができ、今
やエラスターゼに結合しないものが激減し、エラスターゼに結合するものが富化されてい
るこの新しいファージプールを用いて、スクリーニング処理を繰り返すことができる。た
とえ少しでも結合ファージが回収されれば、このプロセスを完成させるのに十分であろう
。選抜工程を数回繰り返した後、結合プール内で選抜されたファージクローン由来の結合
部分をコードする遺伝子配列を常法に従って決定し、標的に対するファージの結合親和性
を付与するペプチド配列を明らかにする。選抜の各回の後に回収されたファージの数が増
加して、よく似た配列が回収されれば、そのスクリーニングが、所望の特徴をもつライブ
ラリーの配列に収束していることを示している。
【０１２０】
　結合ポリペプチドのセットが同定された後、配列情報を用いて、別の二次ライブラリー
を設計することができる。例えば、二次ライブラリーでは、配列スペースのより小さなセ
グメントを、最初のライブラリーよりもさらに詳しく調べることもできる。いくつかの実
施態様において、二次ライブラリーは、例えば、ヒトタンパク質に対して高い一致率をも
つ配列など、さらに所望の特性を有するメンバーへのバイアスがかかったタンパク質を含
む。
【０１２１】
　また、ディスプレイ技術を用いて、標的の特定のエピトープに特異的なポリペプチドを
得ることも可能である。例えば、これは、特定のエピトープを持たないか、例えば、アラ
ニンによってエピトープ内に変異が生じている、競合する非標的分子を用いて行うことが
できる。このような非標的分子は、後述するように、ディスプレイ・ライブラリーを標的
に結合させるときの競合分子として、または、例えば、ディスプレイ・ライブラリーを解
離させる洗浄溶液内で捕捉するための前溶出剤（ｐｒｅ－ｅｌｕｔｉｏｎ　ａｇｅｎｔ）
として消極的選抜法で使用することができる。
【０１２２】
　（反復選抜法）
　一つの好適な実施態様において、ディスプレイ・ライブラリー技術を反復様式で利用す
る。第１のディスプレイ・ライブラリーを用いて、標的と相互作用する一つ以上のタンパ
ク質を同定する。そして、第２のディスプレイ・ライブラリーを作成するために変異誘発
法を用いて、同定されたタンパク質を変異させる。次に、この第２のライブラリーから、
例えば、より高ストリンジェンシー、またはより競合的な結合および洗浄条件を用いて、
より親和性の強いタンパク質を選抜する。
【０１２３】
　いくつかの実施態様において、変異誘発法は、結合界面にあることが知られているか、
その可能性の高い領域を標的とする。変異誘発技術の例には、変異性ＰＣＲ（ｅｒｒｏｒ
－ｐｒｏｎｅ　ＰＣＲ）（Ｌｅｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
　１：１１－１５）、組換え法、ランダムな切断を用いたＤＮＡシャッフリング法（Ｓｔ
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ｅｍｍｅｒ（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３８９－３９１；「核酸シャッフリング」と呼ば
れる）、登録商標ＲＡＣＨＩＴＴ（Ｃｏｃｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｎａｔｕｒｅ　
Ｂｉｏｔｅｃｈ．１９：３５４）、部位特異的変異誘発法（Ｚｏｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８７）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１０：６４８７－６５０４）、カセット変
異誘発法（Ｒｅｉｈａａｒ－Ｏｌｓｏｎ（１９９１）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．
２０８：５６４－５８６）および縮退オリゴヌクレオチドの取り込み（Ｇｒｉｆｆｉｔｈ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）ＥＭＢＯ　Ｊ　１３：３２４５）などもある。Ｋｕｎｉｔ
ｚドメインについては、結合界面近くにある位置が数多く知られている。このような位置
には、例えば、ＢＰＴＩ配列でいうと、１３、１６、１７、１８、１９、３１、３２、３
４、および３９位などがある（米国特許第６，３３３，４０２号に記載のＢＰＴＩ番号に
よる）。これらの位置を一定に保ち、別の位置を変化させることも、これらの位置自体を
変えることも可能である。
【０１２４】
　反復選抜法の一例において、本明細書記載の方法を用いて、少なくとも標的に対する最
小の結合特異性または最小の活性、例えば、１ｎＭ、１０ｎＭ、または１００ｎＭよりも
大きな結合に対する平衡解離定数でエラスターゼに結合するディスプレイ・ライブラリー
からタンパク質をまず同定する。最初に同定されたタンパク質をコードする核酸配列を、
変異を導入するための鋳型核酸として用いて、例えば、最初のタンパク質リガンドと較べ
て強化された特性（例えば結合親和性、反応速度、または安定性）をもつ第二のタンパク
質リガンドを同定する。
【０１２５】
　（解離速度選抜法）
　特に、タンパク質とその標的の間の相互作用に関して解離速度が遅いと高い親和性があ
ると予測されることから、本明細書に記載の方法を用いて、標的との結合相互作用につい
て所望の（すなわち低い）解離反応速度を有するタンパク質を単離することができる。
【０１２６】
　解離が遅いタンパク質をディスプレイ・ライブラリーから選抜するために、ライブラリ
ーを固定された標的（例えば、固定化エラスターゼ）に接触させる。そして、固定された
標的を、非特異的または弱く結合している生体分子を除去する第一の溶液で洗浄する。そ
して、飽和量の遊離した標的、すなわち、粒子に結合していない標的の複製物を含む第二
の溶液で、固定された標的を溶出する。遊離した標的は、標的から解離する生体分子に結
合する。ずっと低い濃度の固定化標的に対して飽和量の遊離標的があることによって、再
結合を効果的に防止することができる。
【０１２７】
　第二の溶液は、実質的に生理学的であるか、ストリンジェントな溶液条件にすることが
できる。典型的には、第二溶液の溶液条件は、第一溶液の溶液条件と同一である。第二溶
液の画分を時系列的に集めて、初期画分と後期画分を区別する。後期画分に、初期画分の
生体分子よりもゆっくりと解離する生体分子が含まれる。
【０１２８】
　さらに、インキュベーションを延長した後も標的に結合したままのディスプレイ・ライ
ブラリーのメンバーを回収することも可能である。これらは、標的に結合している間、カ
オトロピックな条件を用いて解離するかあるいは、増幅することができる。例えば、標的
に結合したファージをバクテリア細胞に接触させることができる。
【０１２９】
　（特異性の選択またはスクリーニング法）
　本明細書に記載されたディスプレイ・ライブラリーのスクリーニング法は、非標的分子
、例えば、トリプシンのようなエラスターゼ以外のプロテアーゼに結合するディスプレイ
・ライブラリーのメンバーを除去する選抜法またはスクリーニング法を含むこともある。
一つの実施態様においては、非標的分子は、例えば、共有結合インヒビターなど、不可逆
的に結合したインヒビターによる処置によって活性化されているエラスターゼである。
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【０１３０】
　一つの実施において、いわゆる「ネガティブセレクション」工程または「枯渇法」は、
標的分子と、関係はあるが別個の非標的分子または無関係な非標的分子とを区別するため
に利用される。ディスプレイ・ライブラリーまたはそのプールを非標的分子に接触させる
。非標的に結合しないサンプルのメンバーを集めて、標的分子への結合を引き続き選抜す
るか、さらには、引き続きネガティブセレクションを行うために使用する。ネガティブセ
レクション工程は、標的分子に結合するライブラリーのメンバーを選択する前か後に行う
ことができる。
【０１３１】
　別の実施において、スクリーニング工程を利用する。ディスプレイ・ライブラリーのメ
ンバーを、標的分子に結合するものについて単離した後、各単離ライブラリーメンバーが
、非標的分子（例えば、上記した非標的分子）に結合できるかを調べる。例えば、ハイス
ループットＥＬＩＳＡスクリーニング法を用いて、このデータを得ることができる。ＥＬ
ＩＳＡスクリーニング法は、各ライブラリーメンバーの標的に対する結合に関する定量的
データを得るために利用することもできる。標的に特異的に結合するライブラリーメンバ
ーを同定するために、非標的結合データと標的結合データを（例えば、コンピュータとソ
フトウエアを用いて）比較する。
【０１３２】
　（ポリペプチドの改変および変更）
　本明細書に記載のタンパク質を変異させて、類似または改善または変更された特性をも
つ変異タンパク質を得ることも可能である。典型的には、多数の変異体が可能である。変
異体は、調製してから、例えば、本明細書に記載された結合アッセイ法（蛍光異方性など
）を用いて試験することができる。
【０１３３】
　変異体の一つのタイプは、本明細書に記載のリガンド、または本明細書に記載の方法に
よって単離されたリガンドの短縮型である。本例において、変異体を、リガンドの１個以
上のアミノ酸残基をＮ末端またはＣ末端から削除することによって調製する。場合によっ
ては、このような一連の変異体を調製して試験する。この一連の変異体を試験して得られ
た情報を用いて、エラスターゼタンパク質に結合するのに必要なリガンドの領域を決定す
る。一連の内部欠失体または挿入体を同様に構築および試験することができる。Ｋｕｎｉ
ｔｚドメインについては、例えば、最初のシステインであるＣ５からＮ末端側にある１個
から５個の残基または１個から３個の残基を除去することができ、また、最後のシステイ
ンであるＣ５５からＣ末端側にある１個から５個の残基または１個から３個の残基を除去
することができる。但し、この場合、各システインは、ＢＰＴＩにおけるそれぞれのシス
テイン番号に対応している。
【０１３４】
　別のタイプの変異体は置換体である。一例において、リガンドにアラニンスキャニング
を行って、結合活性に寄与する残基を同定する。別の例において、一つ以上の位置におけ
る置換体のライブラリーを構築する。このライブラリーは、バイアスをかけないこともで
きるが、特に、多数の位置が変化する場合には、本来の残基に対してバイアスをかける。
場合によっては、置換はすべて保存的置換である。
【０１３５】
　別のタイプの変異体は、１個以上の天然に存在しないアミノ酸を含む。このような変異
リガンドは、化学合成法または改変法によって生成することができる。１個以上の位置で
天然には存在しないアミノ酸に置換することができる。場合によっては、置換されたアミ
ノ酸は、本来の天然に存在する残基と化学的に近縁のもの（例えば、脂肪族、荷電性、塩
基性、酸性、芳香族、親水性）、または本来の残基の同配体であってもよい。
【０１３６】
　非ペプチド結合および他の化学的改変を含むことも可能である。例えば、リガンドの全
部または一部をペプチド模倣物質、例えばペプトイドとして合成することができる（例え
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ば、Ｓｉｍｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　８９：９３６７－７１　ａｎｄ　Ｈｏｒｗｅｌｌ（１９９５）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ．１３：１３２－４を参照のこと）。また、後述する別の改変法も参照
されたい。
【０１３７】
　（結合相互作用の特徴づけ）
　タンパク質（例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメインを含むポリペプチド）の結合特性は、さま
ざまなアッセイ法を用いて容易に測定することができる。例えば、タンパク質の結合特性
は、特定の標的に対するタンパク質の解離定数（ＫＤ）または結合定数（Ｋａ）の簡便か
つ正確な測定法を提供する蛍光異方性によって、溶液中で測定することができる。このよ
うな方法の一つにおいて、評価すべきタンパク質をフルオレセインで標識する。フルオレ
セイン標識されたタンパク質を、マルチウェル測定用プレートのウェルの中でさまざまな
濃度の特定の標的（例えば、エラスターゼ）と混合する。蛍光異方性測定法を、蛍光偏光
プレート読み取り装置を用いて行う。
【０１３８】
　（ＥＬＩＳＡ）
　結合相互作用も、ＥＬＩＳＡアッセイ法を用いて解析することができる。例えば、評価
すべきタンパク質を、その底の表面が、標的、例えば限定された量の標的でコートされて
いるマイクロタイター・プレートと接触させる。分子がプレートに接触する。プレートを
バッファーで洗浄して、非特異的に結合した分子を除去する。そして、上述のタンパク質
を認識する抗体によってプレートを探索して、プレートに結合したタンパク質の量を測定
する。例えば、タンパク質には、エピトープタグも含まれうる。抗体は、アルカリホスフ
ァターゼなど、適当な基質が提供されると比色生成物を産生する酵素に結合することもで
きる。ディスプレイ・ライブラリーのメンバーに、試験すべきタンパク質が含まれる場合
には、この抗体が、ディスプレイ・ライブラリーのメンバーすべてにとって不変な領域、
例えば、ファージディスプレイ・ライブラリーのメンバーにとっては主要なファージコー
トタンパク質を認識することができる。
【０１３９】
　（ホモジニアスアッセイ）
　タンパク質と特定の標的との間の結合相互作用を、ホモジニアスアッセイ法を用いて分
析することができる。すなわち、アッセイの構成成分をすべて加えた後は、さらなる液体
操作を行う必要がない。例えば、蛍光エネルギー移動（ＦＥＴ）をホモジニアスアッセイ
法として用いることができる（例えば、Ｌａｋｏｗｉｃｚ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５
，６３１，１６９号；Ｓｔａｖｒｉａｎｏｐｏｕｌｏｓ，ｅｔ　ａｌ．，米国特許第４，
８６８，１０３号参照）。第一の分子（例えば、画分中で同定される分子）上のフルオロ
フォア標識を選択して、それが放出する蛍光エネルギーを、第二の分子（例えば標的）が
第一の分子の近傍にあれば、第二の分子上の蛍光標識によって吸収させるようにすること
ができる。第二の分子上にある蛍光標識は、移動エネルギーに吸収されると蛍光を発する
。標識間でのエネルギー移動の効率が、上述の分子を隔てる距離に関係しているため、上
述の分子間の空間関係を測定することができる。結合が分子間で起きる場合には、アッセ
イにおける「受容体」分子標識の蛍光放出が最大になるはずである。ＦＥＴ結合は、当上
述の技術分野において公知の標準的な蛍光分析検出手段（例えば、蛍光光度計）によって
簡便に測定することができる。第一または第二の結合分子の量を滴定することによって結
合曲線を作成して、平衡結合定数を推定することができる。
【０１４０】
　（表面プラズモン共鳴法（ＳＰＲ））
　タンパク質と特定の標的との間の結合相互作用を、ＳＰＲを用いて分析することができ
る。例えば、試料中に存在するディスプレイ・ライブラリーのメンバーの配列を決定し、
また、選択的には、例えばＥＬＩＳＡによって確認した後、提示されたタンパク質を多量
に産生させ、ＳＰＲを用いて、標的への結合を測定することができる。ＳＰＲまたはリア
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ルタイム生体分子相互作用解析法（ＢＩＡ）によって、相互作用物（例えば、ＢＩＡｃｏ
ｒｅ）のいずれも標識することなく、リアルタイムで生体特異的な相互作用を検出する。
ＢＩＡチップの結合表面での分子量の変化（結合が起きたことを示す）は、表面付近での
光の屈折率の変化（表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）という光学現象）をもたらす。屈折率
の変化は、検出可能なシグナルを発生させ、それを、生体分子間のリアルタイムの反応を
示すものとして測定する。ＳＰＲを使用する方法は、例えば、米国特許第５，６４１，６
４０号；Ｒａｅｔｈｅｒ（１９８８）Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｐｌａｓｍｏｎｓ　Ｓｒｐｉｎｇ
ｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ；Ｓｊｏｌａｎｄｅｒ，Ｓ．ａｎｄ　Ｕｒｂａｎｉｃｚｋｙ，Ｃ．（
１９９１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６３；２３３８－２３４５；Ｓｚａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９５）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．５：６９９－７０５に記載
されている。
【０１４１】
　ＳＰＲからの情報を利用して、標的に対する生体分子の結合に関する平衡解離定数（Ｋ

ｄ）、および、ｋｏｎおよびｋｏｆｆなどの反応速度パラメータを正確かつ定量的に測定
する手段を提供することができる。このようなデータを用いて、さまざまな生体分子を比
較することができる。例えば、ディスプレイ・ライブラリーから選択されたタンパク質を
比較して、標的に対して高親和性を有するもの、または遅いｋｏｆｆ値を有するものを同
定することができる。また、生体分子同士に相関があれば、この情報を利用して、構造－
活性相関（ＳＡＲ）を展開することができる。例えば、タンパク質がすべて、単一の親抗
体の突然変異体であるか、既知の親抗体のセットの突然変異体である場合には、例えば、
高親和性および遅いｋｏｆｆのような特定の結合パラメータと相関する変異アミノ酸で一
定の位置にあるものを同定することができる。
【０１４２】
　これら以外に結合親和性を測定する方法には、蛍光偏光法（ＦＰ）（例えば、米国特許
第５，８００，９８９号を参照のこと）、核磁気共鳴法（ＮＭＲ）、および（例えば、蛍
光エネルギー移動を用いた）結合滴定法（ｂｉｎｄｉｎｇ　ｔｉｔｒａｔｉｏｎ）などが
ある。
【０１４３】
　結合特性を調べるその他の溶液測定法には、蛍光共鳴エネルギー移動法（ＦＲＥＴ）お
よびＮＭＲなどがある。
【０１４４】
　（エラスターゼ阻害の特徴づけ）
　化合物が、エラスターゼに特異的なＫｕｎｉｔｚドメインを有するポリペプチドを含む
実施態様に関しては、上述のポリペプチドのエラスターゼ阻害能力について特徴を調べて
おくことが有益であろう。
【０１４５】
　エラスターゼへの結合およびエラスターゼのタンパク質分解活性について、Ｋｕｎｉｔ
ｚドメインの阻害をスクリーニングすることができる。エラスターゼを阻害する能力およ
び選択性について、Ｋｕｎｉｔｚドメインを選択することが可能である。一例において、
エラスターゼおよびその基質を、プロテアーゼとその基質が反応可能なアッセイ条件下で
組み合わせる。Ｋｕｎｉｔｚドメイン非存在下、および高濃度のＫｕｎｉｔｚドメイン存
在下でアッセイを行う。被験化合物によってエラスターゼ活性の５０％が阻害される被験
化合物濃度が、その化合物のＩＣ５０値（阻害濃度）またはＥＣ５０（有効濃度）値であ
る。一連のまたは一群のＫｕｎｉｔｚドメインの中で、より低いＩＣ５０またはＥＣ５０

値を有するもの方が、より高いＩＣ５０またはＥＣ５０値を有する化合物よりもより強力
なエラスターゼインヒビターであると考えられる。本態様による好適な化合物は、エラス
ターゼ活性の阻害のインビボアッセイ法で測定すると１００ｎＭ以下のＩＣ５０値を有す
る。
【０１４６】
　また、エラスターゼに対する選択性についてＫｕｎｉｔｚドメインを評価することもで
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きる。セリンプロテアーゼおよびその他の酵素のパネルに対する有効性について、被験化
合物を測定し、各ペプチドについてＩＣ５０値を決定する。エラスターゼ酵素に対して低
いＩＣ５０値を示し、被験パネル内の別の酵素（例えばトリプシン、プラスミン、カリク
レイン）に対して高いＩＣ５０値を示すＫｕｎｉｔｚドメインが、エラスターゼに対して
選択的であると考えられる。通常、化合物のＩＣ５０値が、酵素パネルで測定された２番
目に小さなＩＣ５０値よりも一桁以上小さければ、その化合物は選択的であると考えられ
る。
【０１４７】
　エラスターゼの阻害を評価する具体的な方法を、後述の実施例で説明する。
【０１４８】
　インビボ、または本明細書に記載の化合物を投与された被験者の試料（例えば、肺洗浄
液）中のＫｕｎｉｔｚドメイン活性を評価することも可能である。
【０１４９】
　（プロテアーゼ標的）
　プロテアーゼは、炎症および組織損傷など広範な生体内作用に関係している。好中球な
どの炎症性細胞によって産生されるセリンプロテアーゼは、肺気腫など、さまざまな障害
に関与している。好中球エラスターゼは、細胞外基質成分および病原体に対して活性を有
する多形核白血球によって産生されるセリンプロテアーゼである。肺気腫は、肺機能の主
な障害をもたらす肺胞の破壊を特徴とする。
【０１５０】
　セリンプロテアーゼ・インヒビターであるα１－プロテアーゼインヒビター（ＡＰＩま
たはα１－ＰＩ、以前はα－１アンチトリプシンとして知られていた）の欠乏は、肺気腫
の発症に関する危険因子である（Ｌａｕｒｅｌｌ，Ｃ．Ｂ．ａｎｄ　Ｅｒｉｋｓｓｏｎ，
Ｓ．（１９６３）Ｓｃａｎｄ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｌａｂ．Ｉｎｖｅｓｔ．１５：１３２－１
４０；Ｂｒａｎｔｌｙ，Ｍ．Ｌ．，ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ａｍ．Ｒｅｖ．Ｒｅｓｐｉ
ｒ．Ｄｉｓ．１３８：３２７－３３６）。ＡＰＩ欠乏は、好中球エラスターゼの無制御な
活性をもたらし、肺気腫における肺組織の破壊に寄与することがある。同様に、ＡＰＩの
不活性化および慢性炎症は、過剰な好中球エラスターゼ活性と肺組織の病的破壊をもたら
すことがある。
【０１５１】
　ヒト好中球エラスターゼは、約２１８アミノ酸残基からなり、２つのアスパラギンに結
合した炭化水素鎖を含み、また、２つのジスルフィド結合によって共に結合している（Ｓ
ｉｎｈａ，Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８４：２２２８－
２２３２，１９８７）。正常には、成長中の好中球の中でプロ酵素として合成されるが、
顆粒から放出されると完全な酵素活性を既に有する一次顆粒として活性型のまま、通常は
、炎症部位で貯蔵される（Ｇｕｌｌｂｅｒｇ　Ｕ．ｅｔ　ａｌ．Ｅｕｒ　Ｊ　Ｈａｅｍａ
ｔｏｌ．１９９７；５８：１３７－１５３；Ｂｏｒｒｅｇａａｒｄ　Ｎ，Ｃｏｗｌａｎｄ
　ＪＢ．Ｂｌｏｏｄ．１９９７；８９：３５０３－３５２１）。
【０１５２】
　別のプロテアーゼ標的の例には、プラスミン、カリクレイン、第ＶＩＩａ因子、第ＸＩ
ａ因子、トロンビン、ウロキナーゼ、および第ＩＩａ因子などがある。関連するプロテア
ーゼの種類には、血液凝固に関係するプロテアーゼ、補体に結合するプロテアーゼ、細胞
外基質成分を分解するプロテアーゼ、基底膜を分解するプロテアーゼおよび内皮細胞に結
合するプロテアーゼなどがある。例えば、プロテアーゼはセリンプロテアーゼである。
【０１５３】
　（タンパク質の産生）
　（ポリペプチドの組換えによる産生）
　標準的な組換え核酸法を用いて、本明細書に記載の化合物（例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメ
インを含むポリペプチド）のポリペプチド成分を発現させることができる。通常、ポリペ
プチドをコードする核酸配列は、核酸発現ベクターにクローニングする。例えば、タンパ
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ク質が５０アミノ酸よりも少ないペプチドであるなど、ポリペプチドが十分に小さければ
、自動有機合成法を用いて上述のタンパク質を合成することができる。
【０１５４】
　ポリペプチドを発現させるための発現ベクターは、上述のポリペプチドをコードするセ
グメントおよび作動可能に連結した調節配列（例えば、プロモーター）を含むことができ
る。本発明の組換え構築物を生成するのに適したベクターおよびプロモーターは、当業者
に知られており、市販されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　＆　Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，３ｒｄ
　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎ
．Ｙ．（２００１）ａｎｄ　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，
Ｎ．Ｙ．（１９８９）を参照のこと。
【０１５５】
　Ｓｃｏｐｅｓ（１９９４）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａ
ｇおよびその他のテキストには、組換え体（および非組換え体）タンパク質を精製するた
めの数多くの一般的方法が記載されている。
【０１５６】
　（ペプチドの合成的生成）
　化合物のポリペプチド成分はまた、合成的方法によって生成され得る。例えば、
Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ　（１９６３）　Ｊ．　Ａｍ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　，　８５
：　２１４９を参照のこと。例えば、合成ペプチドまたは合成ペプチド模倣物の分子量は
、約２５０ダルトンから約８，００００ダルトンまでであり得る。ペプチドは、例えば、
このペプチドの有効分子量を増加させる部分への結合によって改変され得る。このペプチ
ドが、例えば、（例えば、このペプチドの親和性および／または活性を増大させる）親水
性ポリマーで、オリゴマー化、二量体化および／または誘導体化されるとき、この分子量
は、増大し得、そして約５００から約５０，０００ダルトンまでの範囲で変化し得る。
【０１５７】
　（薬学的組成物）
　例えば、薬学的に受容可能な組成物など、ポリペグ化されたＫｕｎｉｔｚドメインを含
む組成物もまた、特徴とされる。一つの実施態様において、Ｋｕｎｉｔｚドメインは、エ
ラスターゼ、プラスミンまたはカリクレインなどのプロテアーゼに結合する。本明細書に
おいて、「薬学的組成物」は、治療または予防に利用する化合物だけでなく、診断（例え
ば、インビボ画像化）に使用する化合物（例えば、標識化合物）を含む。
【０１５８】
　本明細書において、「薬学的に受容可能な担体」は、任意の、そしてすべての、溶媒、
分散媒、被覆剤、抗殺菌剤および抗菌剤、等張剤および吸収遅延剤、および生理学的に適
合性のあるものを含む。好ましくは、担体は、静脈内、筋肉内、皮下、非経口、脊髄また
は表皮に（注射または輸液によって）投与するのに適している。投与経路に応じて、酸の
作用、および化合物を不活性化する可能性のあるその他の自然条件から化合物を保護する
ための物質の中で、活性型化合物を被覆することができる。
【０１５９】
　「薬学的に受容可能な塩」は、元の化合物の所望の生物活性を保持し、望ましくない毒
性作用を付与しない塩を意味する（例えば、Ｂｅｒｇｅ，Ｓ．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．（１９
７７）Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．６６：１－１９を参照のこと）。このような塩の例は、
酸付加塩および塩基付加塩である。酸付加塩は、塩酸、硝酸、リン酸、硫酸、臭化水素酸
、ヨウ化水素酸、亜リン酸などの非毒性無機塩に由来する塩、および、脂肪族モノカルボ
ン酸および脂肪族ジカルボン酸、フェニル置換されたアルカン酸、ヒドロキシアルカン酸
、芳香族酸、脂肪族および芳香族のスルホン酸などの非毒性有機酸に由来する塩を含む。
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塩基付加塩は、ナトリウム、カリウム、マグネシウム、カルシウムなどのアルカリ土類金
属に由来する塩、および、Ｎ，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン、Ｎ－メチルグルカミ
ン、クロロプロカイン、クロリン、ジエタノールアミン、エチレンジアミン、プロカイン
などの非毒性有機アミンに由来する塩を含む。
【０１６０】
　本発明の組成物はさまざまな形態のものがありうる。それらには、例えば、液体溶液（
例えば注射液および輸液用溶液）、分散液または懸濁液、錠剤、丸薬、粉末、リポソーム
、および坐剤など、液体、半固体および固体の投薬形態を含む。好適な形態は、意図した
投与様式および治療への応用法に応じて決まる。一般的に好適な組成物は、ヒトに抗体を
投与するために使用される組成物と同じ組成物のような、注射または輸液用の溶液である
。好適な投薬方式は非経口様式（例えば静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内）である。好適な
実施態様において、静脈内輸液または注射によって化合物を投与する。別の好適な実施態
様において、筋肉内注射または皮下注射によって化合物を投与する。
【０１６１】
　本明細書における「非経口投与」および「非経口で投与される」という用語は、腸内投
与および局所投与以外の投与方法であって、通常は注射によるが、静脈内、筋肉内、動脈
内、髄腔内、嚢内、眼窩内、心腔内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下、関節内、被
膜下、くも膜下、脊髄内、硬膜外および胸骨内への注射および輸液などを含むが、これら
に限定されるものではない。
【０１６２】
　薬学的組成物は、典型的に、製造および貯蔵という状態では滅菌されており、安定して
いなければならない。薬学的組成物はまた、それが、確実に投与に関する規制基準および
産業基準に合致するかを試験することも可能である。例えば、ＵＳＰ２４／ＮＦ１９法に
よるリムルスアメーバ様細胞ライセートアッセイを用いて（例えば、Ｂｉｏ　Ｗｈｉｔｔ
ａｋｅｒロット番号７Ｌ３７９０、感度０．１２５ＥＵ／ｍＬ）、製剤中のエンドトキシ
ン量を調べることもできる。薬学的組成物の無菌度は、ＵＳＰ２４／ＮＦ１９法によるチ
オグリコール酸培地を用いて測定することができる。例えば、上述の製剤を用いて、チオ
グリコール酸培地に接種し、３５℃にて１４日間以上インキュベートする。この培地を定
期的に検査して、微生物の増殖を検出する。
【０１６３】
　組成物は、溶液、マイクロエマルジョン、分散液、リポソーム、その他、高薬物濃度に
適した秩序構造物として調剤することができる。必要量の活性化合物を、上に列挙した成
分を一つまたは組み合わせたものとともに適当な溶媒に入れ、必要に応じて濾過滅菌する
ことによって、無菌の注射液を調製することもできる。通常、分散液は、基剤となる分散
媒を含む滅菌した賦形剤の中に、活性化合物および上に列挙したものの中から必要とされ
る別の成分を入れることによって調製される。無菌注射液を調製するための無菌粉末剤の
場合には、調製に好適な方法は、活性成分に予め濾過滅菌した溶液由来の補助的な必要成
分を加えたものの粉末を回収する真空乾燥および凍結乾燥である。例えば、レシチンなど
の被覆剤を用いることによって、溶液の適当な流動性を維持することができ、分散液の場
合には、界面活性剤を用いることによって必要な粒子サイズを維持できる。例えば、モノ
ステアリン酸塩およびゼラチンなど、吸収を遅らせる薬剤を組成物中に含ませることによ
って、注射用組成物が長時間にわたって吸収されるようにすることができる。
【０１６４】
　本明細書に記載のポリペグ化されたＫｕｎｉｔｚドメインを、当技術分野において公知
の多様な方法によって投与することができる。多くの応用例では、投与経路／様式は静脈
内注射または輸液である。例えば、治療への応用では、約１～１００ｍｇ／ｍ２または７
～２５ｍｇ／ｍ２という用量になるまで３０、２０、１０、５または１ｍｇ／分よりも低
い速度で静脈内に注入して投与することができる。投与の経路および／または様式は、所
望の結果に応じて異なる。特定の実施態様において、放出制御製剤のように、化合物が急
速に放出されないよう保護する担体をもつ活性化合物を調製することが可能であり、イン
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プラントおよびマイクロカプセル化送達系などがある。エチレン酢酸ビニル、ポリ酸無水
物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸のような、生物
分解性の生体適合性ポリマーを使用することができる。このような剤形を調製する方法の
多くは特許を付与されており、一般的に知られている。例えば、Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ａ
ｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，ｅｄ．，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８参照。医薬処方は、十分に確立された技術であって、さらに
、Ｇｅｎｎａｒｏ（ｅｄ．），Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　
Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，２０ｔｈｅｄ．，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，
Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ（２０００）（ＩＳＢＮ：０６８３３０６４７２
）；Ａｎｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒ
ｍｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，７ｔｈＥｄ，Ｌｉｐｐｉ
ｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ（１９９９
）（ＩＳＢＮ：０６８３３０５７２７）；およびＫｉｂｂｅ（ｅｄ．），Ｈａｎｄｂｏｏ
ｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，３ｒｄｅｄ．（２０００）（
ＩＳＢＮ：　０９１７３３０９６Ｘ）に記載されている。
【０１６５】
　特定の実施態様において、例えば、不活性の希釈剤または吸収可能な可食担体とともに
、組成物を経口投与することが可能である。また、化合物（および必要に応じて他の成分
）を硬ゼラチンカプセルまたは軟ゼラチンカプセルに封入するか、錠剤に圧縮するかまた
は、患者の食事の中に直接入れることも可能である。経口で治療薬を投与するには、化合
物を賦形剤とともに取り込んで、可食性の錠剤、口腔錠剤、トローチ剤、カプセル剤、エ
リキシル剤、懸濁液、シロップ、ウエハースなどの形にして使用することも可能である。
非経口投与以外の方法で化合物を投与するには、化合物を、その不活性化を防止する物質
で被覆するか、または上述の化合物とともに投与する必要があるかもしれない。
【０１６６】
　薬学的組成物は、当技術分野において既知の医療装置によって投与することも可能であ
る。例えば、好適な実施態様において、米国特許第５，３９９，１６３号、第５，３８３
，８５１号、第５，３１２，３３５号、第５，０６４，４１３号、第４，９４１，８８０
号、第４，７９０，８２４号または第４，５９６，５５６号に開示されている装置などの
無針皮下注射装置によって本発明の薬学的組成物を投与することもできる。本発明におい
て有用な周知のインプラントおよびモジュールの例としては：制御された速度で薬剤を投
薬するための埋め込み可能な微量注入ポンプを開示する米国特許第４，４８７，６０３号
；皮膚を通して薬剤を投与するための治療用装置を開示する米国特許第４，４８６，１９
４号；正確な注入速度で薬剤を送達するための薬剤注入用ポンプを開示する米国特許第４
，４４７，２３３号；継続的な薬剤送達をするための埋め込み可能な変流量注入装置を開
示する米国特許第４，４４７，２２４号；マルチチャンバー区画をもつ浸透圧薬送達系を
開示する米国特許第４，４３９，１９６号；および浸透圧薬送達系を開示する米国特許第
４，４７５，１９６号などが挙げられる。もちろん、これら以外にも多くのインプラント
、送達系、およびモジュールが知られている。
【０１６７】
　特定の実施態様において、確実にインビボで適正に分布するように処方することもでき
る。例えば、血液脳関門（ＢＢＢ）は、高度に親水性の化合物を排除する。本発明の治療
用化合物が、（必要に応じて）ＢＢＢを確実に通過するよう、例えば、リポソームに処方
することができる。リポソームを製造する方法については、例えば、米国特許第４，５２
２，８１１号、第５，３７４，５４８号、および第５，３９９，３３１号を参照。リポソ
ームは、特異的な細胞または器官に選択的に輸送されて、目的とされた薬剤送達を強化す
る一つ以上の部分を含むことが可能である（例えば、Ｖ．Ｖ．Ｒａｎａｄｅ（１９８９）
Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．２９：６８５を参照のこと）。
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【０１６８】
　また、ポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメイン、および、例えば、治療、予防、または診断へ
の使用など使用説明書を含むキットも本発明の範囲に含まれる。一つの実施態様において
、キットは、（ａ）例えば、化合物を含む組成物などの化合物、および、選択的に、（ｂ
）情報資料を含む。この資料は、説明用、指示用、販売用、またはその他、本明細書記載
の方法、および／または本明細書記載の方法のために上述の化合物を使用することに関連
する資料でもよい。例えば、エラスターゼ活性を阻害するＫｕｎｉｔｚドメインの場合、
情報資料には、エラスターゼ活性を低下させるため、または、肺障害（例えばＣＦまたは
ＣＯＰＤ）、炎症性障害（例えばＩＢＤ）、もしくは過剰なエラスターゼ活性によって特
徴づけられる障害を治療もしくは予防するために上述の化合物を投与する方法が記載され
る。
【０１６９】
　一つの実施態様において、情報資料は、例えば、適当な用量、投薬形態、または投与方
式（例えば、本明細書に記載されている用量、投薬形態、または投与方式）など、適当な
方法で化合物を投与するための指示を含むことができる。別の実施態様において、情報資
料は、例えばヒト、例えば、過剰なエラスターゼ活性によって特徴づけられる障害を有す
るか、その危険があるヒトなど、適当な被験体を同定するための指示を含むことも可能で
ある。情報資料は、化合物の製造に関する情報、化合物の分子量、濃度、使用期限、バッ
チまたは製造地の情報などを含むことが可能である。キットの情報資料は、その形式に制
限はない。多くの場合、例えば指示書などの情報資料は、例えば、ラベルや印刷された紙
など、印刷された文章、図画および／または写真などの印刷物として提供される。しかし
、情報資料は、点字、コンピュータに読み込み可能な資料、ビデオ録画、または音声録音
など、別の形式で提供することも可能である。別の実施態様において、キットの情報資料
は、例えば、実際の住所、電子メールのアドレス、ハイパーリンク、ウェブサイト、また
は電話番号などのリンク情報または連絡先であるが、その所で、キットの使用者は、化合
物および／または本明細書記載の方法におけるその使用法についての確かな情報を得るこ
とができる。もちろん、情報資料は、方式を併用して提供することも可能である。
【０１７０】
　化合物に加えて、キットの組成物には、溶媒またはバッファー、安定化剤または保存剤
、および／または、例えば、肺（例えばＣＦまたはＣＯＰＤ）または炎症性（例えばＩＢ
ＤまたはＲＡ）の障害など、本明細書記載の症状または疾患を治療するための第二の薬剤
など、他の成分を含むことも可能である。あるいは、その他の成分がキット中に含まれる
こともあるが、上述の化合物とは別の組成物または容器に入れることも可能である。この
ような実施態様において、キットは、化合物とその他の成分を混合するための指示、また
は、化合物とその他の成分とともに使用するための指示を含むことができる。
【０１７１】
　化合物は、例えば液体、乾燥または凍結乾燥の状態など、いかなる形態でも提供するこ
とができる。化合物は、実質的に純粋および／または無菌であることが好ましい。化合物
が液体溶液で提供される場合、好ましくは、液体溶液は水性溶液であり、無菌の水性溶液
が好適である。化合物が乾燥した状態で提供される場合には、通常、適当な溶媒を加えて
再構成が行われる。例えば滅菌した水またはバッファーなどの溶媒を、選択的にキット中
に提供することも可能である。
【０１７２】
　キットは、化合物を含む組成物のために１個以上の容器を含むことがある。いくつかの
実施態様において、キットは、組成物と情報資料のために別々の容器、仕切り、または区
画を含む。例えば、組成物を瓶、バイアル、または注射器に含ませ、また、情報資料をプ
ラスチック製のスリーブまたは包みの中に入れることができる。別の実施態様において、
キットの別個の構成要素が一つの仕切りのない容器に入っている。例えば、組成物が、キ
ットに付属した瓶、バイアル、または注射器の中に入っていて、情報資料がラベルの形で
付いている。いくつかの実施態様において、キットは、複数（例えば、箱入り）の個別容
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器であって、それぞれに化合物の１単位以上の剤形（例えば、本明細書記載の剤形）が入
っている容器を含む。例えば、キットは、それぞれに化合物の１単位用量が入っている、
複数の注射器、アンプル、ホイル包み、またはブリスター包装を含む。キットの容器は、
気密性、防水性（例えば、湿度や蒸発の変化に対し不透過である）、および／または遮光
性であってもよい。
【０１７３】
　化合物が、エラスターゼに結合するポリペプチドを含む実施態様において、診断への応
用に関する指示には、インビトロで、例えば、肺障害を有する患者の生検または細胞など
の試料中において、あるいはインビボにおいてエラスターゼを検出するための上述の化合
物の使用法が含まれる。キットはさらに、例えば、本明細書に記載されているような診断
薬または治療薬などの診断薬または治療薬のような付加的試薬を少なくとも一つ、および
／または、肺障害を治療するための別の薬剤（例えば、別のエラスターゼインヒビター）
を少なくとも一つ、適当に処方して、別の医薬調製物にして含むことがある。
【０１７４】
　（治療）
　ポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインは、治療および予防にも役立つ。
【０１７５】
　一つの実施態様において、ポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインは、例えば、好中球エラス
ターゼなどのエラスターゼを阻害する。上述の化合物を被験体に投与して、不要または異
常なエラスターゼ活性という特徴をもつ病気など、さまざまな障害を治療、予防、および
／または診断することができる。例えば、上述の疾患または障害は、好中球のエラスター
ゼ活性の亢進によって特徴づけられうる。上述の疾患または障害は、例えば、肺の上皮表
面などの上皮組織のような組織に対する好中球の負荷が増加することによって生じる可能
性がある。例えば、エラスターゼを阻害するポリペプチドを用いて、嚢胞性線維症（ＣＦ
）または慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、例えば肺気腫などの肺疾患を治療または予防す
ることができる。また、化合物を、細胞、組織、または培養中の器官に、例えば、インビ
トロまたはエクスビボで投与することも可能である。
【０１７６】
　その他のプロテアーゼを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインも、それら各々のプ
ロテアーゼの活性に関連する疾患を治療または予防するために使用することができる。
【０１７７】
　本明細書において、「治療する」または「治療」という用語は、ポリペグ化Ｋｕｎｉｔ
ｚドメインを単独または別の薬剤と組み合わせて、障害、障害の徴候または障害に対する
素因を治療、治癒、緩和、軽減し、変化させ、改善し、改良し、向上させ、影響を与える
目的で、被験体、例えば患者に適用または投与すること、あるいは、上述の薬剤を、被験
体、例えば、障害（例えば、本明細書記載の障害）、障害の徴候または障害に対する素因
を有する患者から単離された組織または細胞、例えば細胞株に適用または投与することと
定義される。細胞を治療するとは、インビトロまたはインビボで細胞を阻害、除去、殺滅
すること、または、別の方法で、例えば異常細胞などの細胞が、例えば、本明細書に記載
されているような疾患（例えば肺疾患）などの疾患を仲介する能力を低下させることを意
味する。一つの実施態様において、「細胞を治療する」とは、例えば、白血球または好中
球などの細胞の活性および／または増殖を低下させることを意味する。このような低下は
、細胞が完全に消滅することを必ずしも意味せず、例えば、統計的に有意な低下のような
、細胞の活性または数量の低下も意味する。
【０１７８】
　本明細書において、障害を治療するのに有効なポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメイン量、す
なわち「治療上有効な量」とは、被験体に単回または多数回用量投与すると、被験体にお
ける障害の少なくとも一つの症状を、例えば治療、緩和、軽減、または改善するなど、そ
のような治療がない場合に期待される程度を超える程度まで被験体を治療するのに効果的
な化合物量を意味する。例えば、障害は、例えば、本明細書記載の肺生涯などの肺障害で
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あってもよい。
【０１７９】
　「局所的に有効な量」は、例えば、エラスターゼに曝露された肺の一領域、または好中
球などのエラスターゼ産生細胞などの組織中において、標的タンパク質（例えばエラスタ
ーゼ）の活性を検出可能なほど調節するのに有効な化合物量（例えば濃度）を意味する。
調節が起きた証拠は、基質量の増加、例えば、細胞外基質のタンパク質分解の低下などで
ある。
【０１８０】
　本明細書においては、障害を予防するのに有効なポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメイン量、
すなわち化合物の「予防上有効な量」とは、被験体に単回または多数回用量投与すると、
障害、例えば肺障害などの開始または再発が起きるのを予防または遅延させるのに有効な
、例えば、本明細書に記載のポリペプチド－ポリマー化合物などのエラスターゼ結合化合
物の量を意味する。
【０１８１】
　「誘導」、「阻害」、「強化」、「上昇」、「増加」、「減少」など、２つの状態の量
的な違いを表す用語は、上述の２つの状態に、例えば、統計的に有意な差（例えば、Ｐ＜
０．０５、０．０２、または０．００５）があることを意味する。
【０１８２】
　用量を調節して、最適な所望の反応（例えば治療反応）を提供する。例えば、ボーラス
を一回投与することも可能であり、いくつかの用量に分けて時間をかけて投与することも
可能であり、または、治療状況の必要に応じて指示されたとおりに用量を均等に減らした
り増加させたりすることも可能である。投与を容易にし、投薬を均一にするために、非経
口組成物を投薬単位剤形に処方するのが特に有利である。本明細書において、投薬単位剤
形とは、治療すべき患者への単位剤形として適した物理的に別個の単位であって、各単位
が、必要な医薬担体とともに所望の治療効果を生み出すよう計算された所定量の活性化合
物を含む単位を意味する。
【０１８３】
　本明細書記載の化合物の治療上または予防上有効な量の例示的かつ非限定的範囲は０．
１～２０ｍｇ／ｋｇ、より好ましくは１～１０ｍｇ／ｋｇである。化合物は、２０、１０
、５または１ｍｇ／分よりも遅い速度で約１から５０ｍｇ／ｍ２または約５から２０ｍｇ
／ｍ２になるまで静脈内注入して投与することができる。用量値は、緩和すべき症状の種
類や重篤度によって変化しうることに注意すべきである。さらに、特定の被験体について
、各人の必要や、上述の化合物の投与を行ったり管理したりする人の専門的な判断にした
がって、時間をかけて具体的な投薬量を調整すべきであって、本明細書に示した用量範囲
は例示に過ぎないことは当然である。
【０１８４】
　薬学的組成物は、本明細書記載の化合物、例えば、プロテアーゼ（例えばエラスターゼ
）に結合してそれを阻害するポリペプチドを含む化合物などを「治療上有効な量」または
「予防上有効な量」含むことができる。「治療上有効な量」は、必要とされる容量および
期間に、所望の治療結果を達成するために効果的な量を意味する。組成物の治療上有効な
量は、各人の病状、年齢、性別、および体重、ならびに、上述の化合物が各人の体内で所
望の反応を誘発する能力などの因子によって変化しうる。また、治療上有効な量は、化合
物の毒性または有害な作用を、治療上有益な効果が凌ぐ量でもある。「治療上有効な用量
」は、好ましくは、例えば、未治療の被験体と比較して肺機能が上昇しているなど、測定
可能なパラメータを阻害する。化合物が測定可能なパラメータを阻害する能力は、ヒトの
障害における効能を予測する動物モデル系で評価することができる。あるいは、ある組成
物のこの性質を、上述の化合物の阻害能力、例えば、本明細書記載のアッセイ法など、当
業者に公知のアッセイ法によってインビトロでの阻害などを試験することによって評価す
ることが可能である。
【０１８５】
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　「予防上有効な量」は、必要とされる用量および期間に、所望の予防結果を達成するた
めに効果的な量を意味する。一般的には、予防的な用量は、疾患の初期段階になる以前ま
たはその段階で被験体に使用されるため、予防上有効な量は、治療上有効な量よりも少な
い可能性がある。
【０１８６】
　本明細書において、「被験体」という用語は、ヒトおよびヒト以外の動物を含むものと
する。本発明の「ヒト以外の動物」という用語は、非哺乳動物（ニワトリ、両生類、爬虫
類など）、および、ヒト以外の霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ブタなどの哺乳動物など、
すべての脊椎動物を含む。
【０１８７】
　一つの実施態様において、被験体は、ヒト被験体である。あるいは、被験体は、ヒト好
中球エラスターゼ、または内生的な非ヒト好中球エラスターゼタンパク質、または、エラ
スターゼ結合化合物が交差反応するエラスターゼ様抗原を発現しているヒト以外の哺乳動
物でもよい。本発明の化合物は、ヒト被験体に治療目的で投与することができる（下でさ
らに検討する）。さらに、エラスターゼ結合化合物は、上述の化合物が結合するエラスタ
ーゼ様抗原を発現するヒト以外の哺乳動物（例えば、霊長類、ブタまたはマウス）に、獣
医学的目的で、またはヒト疾患の動物モデルとして投与することができる。後者について
は、そのような動物モデルは、上述の化合物の治療上の効能を評価する（例えば、投与の
用量および経時変化をテストする）のに役立つ可能性がある。
【０１８８】
　本方法は、培養細胞に、例えばインビトロまたはエクスビボで使用することができる。
本方法は、患者の体内に存在する細胞に対し、インビボ（例えば、治療または予防的な）
プロトコールの一部として実行することができる。インビボでの実施態様について、接触
工程は、被験体の体内で行われ、被験体の体内で上述の化合物を標的（例えばエラスター
ゼ）に結合させるのに効果的な条件下で、被験体に対してエラスターゼ結合化合物を投与
することを含む。
【０１８９】
　エラスターゼを阻害する化合物は、エラスターゼが介在する分解と、その結果である、
持続感染や炎症など、組織の破壊（例えば気道上皮の破壊）に至るのを軽減することがで
きる。
【０１９０】
　化合物を投与する方法は、「薬学的組成物」に記載されている。使用される化合物の適
当な投薬量は、被験体の年齢および体重、ならびに用いる具体的な薬剤によって異なる。
化合物は、例えば、細胞外基質およびエラスターゼの間など、天然または病理学的な薬剤
とエラスターゼとの間の相互作用など、望ましくない相互作用を阻害、低下させるための
競合因子として使用することができる。
【０１９１】
　一つの実施態様において、化合物を用いて、エラスターゼをインビボで発現する細胞を
殺滅または除去する。化合物は、単独で用いることも、例えば、細胞毒性薬、放射性同位
元素などの因子に結合することも可能である。この方法は、上述の化合物を、単独または
細胞毒性薬に結合させて、そのような治療を必要とする被験体に投与することを含む。
【０１９２】
　「細胞毒性薬」および「細胞増殖抑制薬」という用語は、成長または増殖を阻害する（
例えば、細胞増殖抑制薬）か、または細胞の殺滅を誘導するという性質をもつ薬剤を意味
する。
【０１９３】
　また、ポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインを用いて、治療薬、放射線を放つ化合物、植物
、菌または細菌に由来する分子、生体タンパク質、およびこれらの混合物など、さまざま
な薬剤を送達することができる。例えば、Ｋｕｎｉｔｚドメインを用いて、Ｋｕｎｉｔｚ
ドメインと特異的に相互作用するプロテアーゼを含む被験体の領域へ運ばれるものを標的
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とすることができる。
【０１９４】
　酵素的に活性のある毒素およびその断片の例は、ジフテリア毒素Ａ断片、ジフテリア毒
素の非結合活性断片、エクソトキシンＡ（緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇ
ｉｎｏｓａ）由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシンＡ鎖、α－サクリン、シナ
アブラギリ（Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄｉｉ）のいくつかのタンパク質、ディアンシ
ン（Ｄｉａｎｔｈｉｎ）のいくつかのタンパク質、ヨウシュヤマゴボウ（Ｐｈｙｔｏｌａ
ｃｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａ）のタンパク質（ＰＡＰ、ＰＡＰＩＩおよびＰＡＰ－Ｓ）、
ツルレイシ（Ｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒａｎｔｉａ）インヒビター、クルシン、クロタン
、Ｓａｐｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓインヒビター、ゲロニン（ｇｅｌｏｎｉ
ｎ）、ミトギリン（ｍｉｔｏｇｉｌｌｉｎ）、レストリクトシン（ｒｅｓｔｒｉｃｔｏｃ
ｉｎ）、フェノマイシン（ｐｈｅｎｏｍｙｃｉｎ）、およびエノマイシン（ｅｎｏｍｙｃ
ｉｎ）である。抗毒素の酵素的に活性をもつポリペプチドを調製するための手順について
は、国際公開番号ＷＯ８４／０３５０８およびＷＯ８５／０３５０８に記載されている。
抗体に結合することができる細胞毒素部分の例としては、アドリアマイシン、クロラムブ
シル、ダウノマイシン、メトトレキサート、ネオカルチノスタチン、およびプラチナなど
が挙げられる。
【０１９５】
　ポリペプチド毒素の場合、組換え核酸技術を用いて、Ｋｕｎｉｔｚドメインと細胞毒素
（またはそのポリペプチド成分）を含むポリペプチドを翻訳融合タンパク質としてコード
する核酸を構築することができる。そして、組換え核酸を、例えば細胞の中で発現させて
、コードされた融合ポリペプチドを単離する。次に、この融合タンパク質を、例えば、イ
ンビボにおける半減期を安定化させるために、化合物の分子量を増加させる部分と物理的
に結合させてから、ある部分（例えばポリマー）に結合させる。
【０１９６】
　タンパク質を細胞毒性薬に結合するための手順については、既述されている。クロラム
ブシルをタンパク質に結合させることについては、例えば、Ｆｌｅｃｈｎｅｒ（１９７３
）Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ，９：７４１－７４５；Ｇｈ
ｏｓｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９７２）Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ，
３：４９５－４９９；およびＳｚｅｋｋｅｒｋｅ，ｅｔ　ａｌ．（１９７２）　Ｎｅｏｐ
ｌａｓｍａ，１９：２１１－２１５を参照のこと。ダウノマイシンおよびアドリアマイシ
ンをタンパク質に結合させることについては、例えば、Ｈｕｒｗｉｔｚ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ
．（１９７５）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３５：１１７５－１１８１およびＡｒ
ｎｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８２）Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｕｒｖｅｙｓ，１：４２９－４４９
を参照のこと。タンパク質－リシン結合体の調製については、例えば、米国特許第４，４
１４，１４８号およびＯｓａｗａ，Ｔ．，ｅｔ　ａｌ．（１９８２）Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｕ
ｒｖｅｙｓ，１：３７３－３８８およびそこで引用されている文献を参照のこと。結合処
理手順についても欧州特許第２２６　４１９号に記載されている。
【０１９７】
　予防用の化合物を使用することを含む、殺滅法または除去法も本発明に包含される。例
えば、これらの物質を用いて、肺疾患の発症または進行を予防するか遅延させることがで
きる。
【０１９８】
　肺疾患を治療するために本発明の治療法を使用することには数多くの利点がある。本化
合物のポリペプチド部分は特異的にカタラーゼを認識するため、他の組織を守りつつ、治
療が必要な部位に大量の薬剤が送達される。本発明による治療は、臨床的指標によって効
果的に監視することが可能である。あるいは、これらの指標を用いて、いつそのような治
療を用いるべきかを指示することができる。
【０１９９】
　（肺疾患および方法および処方）
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　ある部分（例えばポリマー）と物理的に結合しているｈＮＥインヒビター・ポリペプチ
ドを用いて、肺気腫、嚢胞性線維症、ＣＯＰＤ、気管支炎、肺高血圧症、急性呼吸窮迫症
候群、間質性肺炎、ぜんそく、喫煙中毒、気管支肺異形成症、肺炎、熱傷および肺移植片
拒絶反応などの肺障害を治療することができる。
【０２００】
　（嚢胞性線維症）
　嚢胞性線維症（ＣＦ）は、米国において約３０，０００人の子供と大人に影響を与えて
いる遺伝病である。ＣＦ遺伝子に欠損があると、身体は、肺を塞ぎ、生死に関わる感染症
をもたらす、異常に濃い粘着性の粘液を産生するようになる。この遺伝性障害の診断は、
ガーゼまたは濾紙上に集めた汗の中の塩化物濃度の測定、ガーゼまたは濾紙上に集めた汗
中のナトリウム濃度ならびに集めた汗におけるピロカルピン送達および電流密度の測定を
含みうる、発汗試験を含む。ＣＦの原因となる遺伝子は同定されており、上述の遺伝子に
おける多数の変異が知られている。
【０２０１】
　一つの実施態様において、ある部分（例えばポリマー）と物理的に結合しているｈＮＥ
インヒビター・ポリペプチドを用いて、例えば、ＣＦ患者の肺における肺損傷を軽減する
など、ＣＦの症状を少なくとも一つ緩和することができる。
【０２０２】
　また、この化合物を用いて、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）の少なくとも一つの症状を
緩和することができる。慢性気管支炎とともに肺気腫は、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）
の一部であり、重篤な肺疾患であって進行性であり、通常、高齢の患者で発症する。ＣＯ
ＰＤは、肺胞または気嚢として知られている肺の構造物の過膨張をもたらす。肺胞の壁が
崩壊して、肺の呼吸能力の低下が生じる。この疾患を有する患者は、まず、息切れおよび
咳に悩むようになる。ＣＯＰＤを評価するための臨床的指標の一つは、肺胞中隔損傷およ
び気腫の測定値を測定する破壊指標であり、機能的な異常、特に、弾性収縮力の喪失を厳
密に反映する、肺破壊の感度のよい指標であると提唱されている。例えば、Ａｍ　Ｒｅｖ
　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｄｉｓ　１９９１　Ｊｕｌ；１４４（１）：１５６－９を参照のこと。
上述の化合物を用いて、患者の破壊指標を、例えば、統計的に有意な量、例えば、相当す
る年齢および性別の正常な個体の少なくとも１０、２０、３０もしくは４０％まで、また
は少なくとも５０、４０、３０もしくは２０％の範囲内に低下させることができる。
【０２０３】
　一つの態様において、本発明は、ポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインが、肺障害（例えば
、嚢胞性線維症、ＣＯＰＤ）を治療するためのｈＮＥインヒビターである組成物を提供す
る。上述の組成物は、吸入用や他の肺送達方式用に処方することが可能である。したがっ
て、本明細書記載の化合物は、吸入によって肺組織に投与することができる。本明細書に
おいて「肺組織」という用語は、気道の組織を意味し、別段の記載がない限り、上気道お
よび下気道の両方を含む。ある部分（例えばポリマー）と物理的に結合しているｈＮＥイ
ンヒビター・ポリペプチドは、１種類以上の現行の肺疾患の療法と組み合わせて投与する
ことも可能である。
【０２０４】
　一例において、化合物を噴霧装置用に処方する。一つの実施態様において、化合物は、
凍結乾燥状態で（例えば室温で）保存し、吸入する前に溶液で再構成することも可能であ
る。別の実施態様において、化合物を酸性ｐＨ（例えばｐＨ５、４または３未満）で保存
した後、吸入する前に、塩基性ｐＨの中和用バッファーと混合することも可能である。
【０２０５】
　化合物を、例えば吸入装置などの医療装置を用いて、吸入用に処方することも可能であ
る。例えば、米国特許第６，１０２，０３５号（粉末吸入装置）および第６，０１２，４
５４号（乾燥粉末吸入装置）を参照のこと。吸入装置は、酸性ｐＨの活性化合物と中和用
バッファーのための別々の区画、および、噴霧する直前に上述の化合物を中和用バッファ
ーと混ぜるための装置を含みうる。一つの実施態様において、吸入装置は定量吸入器であ
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る。
【０２０６】
　肺の気道に局所的に送達するために使用される３つの一般的な装置は、乾燥粉末吸入装
置（ＤＰＩ）、定量吸入装置（ＭＤＩ）および噴霧装置である。ＭＤＩは、吸入による投
与の最も普通の方法であり、薬剤を可溶化状態で、または分散液として送達するために利
用することができる。一般的には、ＭＤＩは、フロンガス、またはそれ以外の比較的高い
蒸気圧の推進剤であって、装置を活性化すると、エアロゾル化された薬剤を気道の中に入
り込ませる推進剤を含む。ＭＤＩとは異なり、ＤＰＩは、通常、乾燥粉末状態の薬剤を肺
の中に吸い込もうとする患者の努力に完全に依存している。噴霧器は、液体溶液にエネル
ギーを付与して、吸入すべきエアロゾルを形成する。フルオロケミカル培地（ｆｌｕｏｒ
ｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｅｄｉｕｍ）を用いた液体換気または肺洗浄の過程で薬剤を直接
肺に送達することも検討されている。これら、およびその他の方法を用いて、ある部分（
例えばポリマー）と物理的に結合しているｈＮＥインヒビター・ポリペプチドを送達する
ことができる。
【０２０７】
　例えば、吸入によって投与するには、ｈＮＥを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメイ
ンを、適当な推進剤を含む容器または分注器、すなわち噴霧装置に圧力をかけると出てく
るエアロゾルスプレーの形で送達する。化合物は、乾燥粒子の形でも、液体としてでもよ
い。化合物を含む粒子は、スプレー乾燥によって、または、ｈＮＥを阻害するポリペグ化
Ｋｕｎｉｔｚドメインの水性溶液を電荷中和剤とともに乾燥させた後、その乾燥粉末から
粒子を作成することによって、または、有機重合調製剤中で水性溶液を乾燥させた後、そ
の乾燥粉末から粒子を作製することによって調製することができる。
【０２０８】
　化合物は、例えば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジエリロ
ロテトラフルオロクトリアン（ｄｉｅｌｉｌｏｒｏｔｅｔｒａｆｌｕｏｒｏｃｔｌｉａｎ
ｅ）、二酸化炭素、またはその他の適当なガスなど、適当な推進剤を用いることによって
、圧力を加えた容器または噴霧器から現れるエアロゾルスプレーの形で適宜送達すること
が可能である。加圧エアロゾルの場合、計量した量を送達するためにバルブを提供して用
量単位を測定することが可能である。粒子が製剤された粒子である場合には、ｈＮＥを阻
害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメイン、および乳糖やデンプンなど適当な粉末基剤との
粉末混合物を含む吸入装置または吸入器で使用するためのカプセルおよびカートリッジを
工夫することが可能である。処方または未処方の化合物に加えて、１００％ＤＰＰＣまた
はその他の界面活性剤など別の材料を、ｈＮＥを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメイ
ンと混合して、処方または未処方の化合物の送達および分散を促進する。乾燥粒子を調製
する方法は、例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ０２／３２４０６に記載されている。
【０２０９】
　ｈＮＥを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインを、例えば乾燥エアロゾル粒子とし
て投与すると、迅速に吸収されて、局所または全身における迅速な治療成果をもたらすこ
とができる。投与は、検出可能な活性が投与後２分間、５分間、１時間、または３時間以
内に提供されるよう調整することができる。いくつかの実施態様において、ピーク活性は
、半時間以内またはさらに１０分間以内など、より一層速く達成することも可能である。
あるいは、ｈＮＥを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインを、より長い生体内半減期
をもつよう製剤して、例えば、化合物を肺から循環器に入れて、他の器官または特定の標
的器官に分布させるようにするなど、他の投与方式に代替するものとして利用することも
可能である。
【０２１０】
　一つの実施態様において、ｈＮＥを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインは、ポリ
ペプチドの質量の５％以上が下気道または肺の深部に送達されるような量にして送達され
る。肺の深部は、毛細管のネットワークが極度に豊富である。毛細管腔を肺胞の空間から
隔てている呼吸膜は非常に薄く（６μｍ以下）、極度に透過性である。さらに、肺胞の表



(45) JP 4739207 B2 2011.8.3

10

20

30

40

50

面を裏打ちしている液体層は、肺表面活性剤に富んでいる。別の実施態様において、ｈＮ
Ｅを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインの化合物の少なくとも２％、３％、５％、
１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、または８０％が、下気道ま
たは肺の深部に送達される。これらの組織のどちらかまたは両方に送達されると、化合物
の効率的な吸収と高い生物利用能とがもたらされる。一つの実施態様において、化合物は
、例えば吸入装置または噴霧装置を用いて計量された量で提供される。例えば、化合物は
、少なくとも約０．０２、０．１、０．５、１、１．５、２、５、１０、２０、４０、ま
たは５０ｍｇ／一息、またはそれ以上の投薬単位形態で送達される。
【０２１１】
　生物利用能の割合は、以下のとおり計算できる：生物利用能のパーセント＝（ＡＵＣ非

侵襲性／ＡＵＣ静脈内または皮下）×（用量静脈内または皮下／用量非侵襲性）×１００
。
【０２１２】
　必要ではないが、界面活性剤などの送達促進剤を用いて、肺送達をさらに促進すること
も可能である。本明細書において、「界面活性剤」は、親水性で脂質親和性部分をもつ化
合物であって、２つの不混和性相の間の界面と相互作用することによって薬剤の吸収を促
進させる化合物を意味する。乾燥粒子中では界面活性剤は、例えば、粒子が塊になるのを
抑える、マクロファージによる食作用を抑えるなど、いくつかの理由で有用である。肺表
面活性剤と結合すると、ＤＰＰＣなどの界面活性剤は、化合物が拡散するのを非常に容易
にするため、上述の化合物のより効率的な吸収を行わせることができる。界面活性剤は、
当技術分野において公知であり、例えば、ホスファチジルコリン、Ｌ－アルファ－ジホス
ファチジルコリン・ジパルミトイル（ＤＰＰＣ）およびジホスファチジル・グリセロール
（ＤＰＰＧ）などのホスホグリセリド；ヘキサデカノール；脂肪酸；ポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）；ポリオキシエチレン－９－；ラウリルエーテル；パルミチン酸；オレイ
ン酸；トリオレイン酸ソルビタン（Ｓｐａｎ８５）；グリココール酸；サーファクチン；
ポロクサマー、脂肪酸ソルビタンエステル；トリオレイン酸ソルビタン；チロキサポール
；およびリン脂質などであるが、これらに限定されるものではない。
【０２１３】
　（ＩＢＤならびにその方法および処方）
　一つの実施態様において、ｈＮＥを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインを用いて
、例えば、潰瘍性大腸炎やクローン病などの炎症性大腸炎の少なくとも一つの症状を緩和
する。
【０２１４】
　通常、炎症性大腸炎（ＩＢＤ）は慢性で再発性の腸炎である。ＩＢＤは、２つの別個の
障害である、クローン病と潰瘍性大腸炎（ＵＣ）を意味する。どちらの病気も、胃腸管抗
原に対する無調節な免疫反応、および／または持続性の腸感染症に対する有害な炎症反応
を含む（例えば、ＭａｃＤｅｒｍｏｔｔ，Ｒ．Ｐ．，Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏ
ｇｙ、３１：９０７－９１６（１９９６）を参照のこと）。
【０２１５】
　ＩＢＤ患者において、腸の内層の潰瘍および炎症は、腹部の痛み、下痢および直腸出血
をもたらす。潰瘍性大腸炎は、大腸で発生するが、クローン病は、小腸および大腸同様胃
腸管全体に影響を与えうる。ほとんどの患者にとって、ＩＢＤは、何ヶ月も何年間も続く
症状を示す慢性病である。ＩＢＤの臨床症状は、間歇的な直腸出血、けいれん性の腹痛、
体重減少、および下痢である。ＩＢＤの診断は、臨床症状に基づいており、バリウム注腸
を利用するが、直接的な映像化（Ｓ状結腸鏡検査法または結腸鏡検査法）が最も正確な検
査法である。
【０２１６】
　ＩＢＤの症状には、例えば、腹痛、下痢、直症出血、体重減少、発熱、食欲減退および
その他、脱水症、貧血、および栄養失調など、より重篤な合併症等が含まれる。このよう
な症状のいくつか（例えば体重減少、熱、貧血など）を定量的に解析する。血液検査によ
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って（例えば貧血）かまたは、血液の存在を検出する試験によって（例えば直腸出血）簡
単に判定される症状もある。また、潰瘍性大腸炎に関する臨床活性指標（Ｃｌｉｎｉｃａ
ｌ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　Ｉｎｄｅｘ　ｆｏｒ　Ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ　Ｃｏｌｉｔｉｓ）
などの臨床的指標を用いて、ＩＢＤを監視することも可能である。また、例えば、Ｗａｌ
ｍｓｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．Ｇｕｔ．１９９８　Ｊｕｌ；４３（１）：２９－３２およびＪ
ｏｗｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｓｃａｎｄ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．
３８（２）：１６４－７１も参照のこと。
【０２１７】
　一つの実施態様において、潰瘍性大腸炎に罹患しているか、その素因を有する被験体に
上述の化合物を投与すると、例えば、指標の統計的に有意な変化など、指標の改善がもた
らされる。上述の化合物は、ある部分（例えば親水性ポリマー）に物理的に結合している
ｈＮＥインヒビター・ポリペプチドを含む。
【０２１８】
　一つの実施態様において、ＩＢＤに罹患しているか、その素因を有する被験体に該化合
物を投与すると、ＩＢＤの症状の少なくとも一つに改善が起きる。
【０２１９】
　クローン病は、特発性の炎症性大腸疾患であるが、胃腸管のさまざまな部位に慢性の炎
症が起きるという特徴をもつ。もっとも一般的に、クローン病は、回腸末端部と結腸に影
響を与えるが、口から肛門および肛門周辺部までの胃腸管のどの部位にでも現れ得る。ク
ローン病の予後および診断は、クローン病活性指標（Ｃｒｏｈｎ’ｓ　Ｄｅａｓｅａｓｅ
　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　Ｉｎｄｅｘ）などの臨床的指標を用いて測定することができる。例
えば、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎａｔｕｒａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｊｕｌｙ／Ａｕｇ　１９９７、およびＢｅｓｔ　ＷＲ，ｅｔ　ａｌ．，“Ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　Ｃｒｏｈｎ’ｓ　ｄｅａｓｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎｄｅ
ｘ”Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　７０：４３９－４４４，１９７６を参照のこと
。一つの実施態様において、クローン病に罹患しているか、その素因を有する被験体に上
述の化合物を投与すると、例えば、指標の統計的に有意な変化など、指標の改善、または
クローン病の症状の少なくとも一つの緩和がもたらされる。
【０２２０】
　したがって、一つの態様において、本発明は、大腸疾患（例えば、潰瘍性大腸炎、クロ
ーン病、またはＩＢＰなどの大腸炎）またはその他の胃腸管または直腸の疾患を治療する
ためにｈＮＥを阻害するポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインを含む組成物を提供する。上述
の組成物は、坐剤として処方することも可能である。坐剤は、室温では固体のままである
が、体温で溶けるという性質をもつ、蝋、油脂および脂肪アルコールなどの基剤成分とと
もに処方することができる。本発明の活性成分は、ヒドロコルチゾン（１．０％）のよう
な選択的な治療薬成分、ベンゾカイン（１．０から６．０％）のような局所麻酔剤、また
はすでに列挙されているその他の成分とともに、またはこれらなしで、適当なｐＨ値、例
えば、オレイル・アルコール（４５％から６５％の範囲）、または、セチルアルコールま
たはステアリルアルコールのような固体の高級脂肪酸（３０％から５０％）など、ｐＨ５
の液体脂肪アルコールで調製することができる。基剤成分は、本産業の技術分野において
公知である。例えば、米国特許第４，９４５，０８４号および第５，１９６，４０５号を
参照のこと。
【０２２１】
　また、化合物は、クリーム、ローション、軟膏、スプレー、パッド、パッチ、浣腸剤、
泡剤、および坐剤などの活性成分として、または、リポソームまたはグリコスフィアのマ
イクロカプセル化などの送達媒体の活性成分として用いることができる。その他の送達技
術には、防御および徐放のために活性成分を捕捉するマイクロスポンジや代用細胞膜（Ｃ
ｏｍｐｌｅｔｅｃｈ（登録商標））などがある。直腸発泡剤は、局所的なエアロゾル組成
物として調製することができ、（潰瘍性大腸炎、クローン病などの）治療のために使用す
ることもできる
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　（診断用途）
　ポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインは、診断にも利用できる。
【０２２２】
　一つの態様において、本発明は、インビトロ（例えば、組織、生検などの生体試料）ま
たはインビボ（例えば、被験体のインビボ画像化）において、エラスターゼタンパク質の
存在を検出する診断方法を提供する。上述の方法は、（ｉ）試料を、例えば、エラスター
ゼ、プラスミン、またはカリクレインなどの標的プロテアーゼに結合するＫｕｎｉｔｚド
メインなどのポリペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインに接触させる工程および（ｉｉ）エラスタ
ーゼリガンドと試料が複合体を形成したことを検出する工程を包含する。上述の方法は、
参照試料（例えば、コントロール試料）をリガンドに接触させる工程およびリガンドと試
料の間における複合体形成の程度を、参照用試料に対するその程度とを比較して決定する
工程も包含することが可能である。コントロール試料または被験者と比較して、上述の試
料または被験者における複合体形成に変化、例えば、統計学的に有意な変化があると、上
述の試料中にエラスターゼが存在することの指標となりうる。
【０２２３】
　別の方法は、（ｉ）化合物を被験体に投与する工程、および（ｉｉｉ）上述の化合物と
標的プロテアーゼと間の複合体形成を検出する工程を包含する。検出は、複合体の形成さ
れる位置および時間を測定することを含みうる。
【０２２４】
　化合物は、結合抗体または未結合抗体の検出を容易にするために、検出可能な物質で直
接または間接的に標識することができる。適当な検出可能物質には、さまざまな酵素、補
欠分子族、蛍光物質、発光物質および放射性物質などが挙げられる。
【０２２５】
　標的プロテアーゼに結合したリガンド、または未結合のリガンドのいずれかを測定また
は可視化することによって、化合物と標的プロテアーゼの間における複合体形成を検出す
ることができる。例えば酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、ま
たは組織免疫組織化学法など、通常の検出アッセイ法を用いることができる。化合物を標
識した上でさらに、検出可能物質で標識された標準と非標識プロテアーゼリガンドとを用
いる競合免疫測定法によって、試料中の標的プロテアーゼの存在を測定することができる
。このアッセイ法の一例において、生体試料、標識された標準、および化合物を混合して
、非標識のリガンドに結合した標識標準の量を測定する。試料中の標的プロテアーゼの量
は、上述の化合物に結合した標識標準の量に反比例する。
【０２２６】
　蛍光プローブおよび発色プローブで標識したタンパク質リガンドを調製することができ
る。さまざまな適当な蛍光剤および発色プローブが、Ｓｔｙｅｒ（１９６８）Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ，１６２：５２６およびＢｒａｎｄ，Ｌ．ｅｔ　ａｌ．（１９７２）Ａｎｎｕａｌ　
Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，４１：８４３－８６８に記載されてい
る。タンパク質リガンドは、米国特許第３，９４０，４７５号、第４，２８９，７４７号
および第４，３７６，１１０号に開示されているような常法によって蛍光性の発色団を用
いて標識することができる。上記した所望の性質をいくつか有する蛍光剤の一群は、キサ
ンテン色素であり、フルオレセインとローダミンを含む。蛍光化合物の別の一群はナフチ
ルアミン類である。蛍光プローブまたは発色プローブで標識されると、そのタンパク質リ
ガンドを、例えば、蛍光顕微鏡（共焦点顕微鏡またはデコンボリューション（逆重畳）顕
微鏡）を用いて、試料中の標的プロテアーゼの存在または局在を検出するために使用する
ことができる。
【０２２７】
　（タンパク質アレイ）
　化合物は、タンパク質アレイに固定することもできる。タンパク質アレイは、診断用の
ツールとして、例えば、医療用試料（単離された細胞、血液、血清、生検など）をスクリ
ーニングするためなどに用いることもできる。ポリペプチドアレイを作製する方法は、例
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えば上に記載されている。
【０２２８】
　（インビボ画像化）
　さらに別の実施態様において、本発明は、標的プロテアーゼまたは標的プロテアーゼ発
現組織の存在をインビボで検出する方法を提供する。上述の方法は、（ｉ）被験体（例え
ば、肺または呼吸器に障害をもつ患者）に、Ｋｕｎｉｔｚドメインを含み、ポリペグ化さ
れている化合物を検出用マーカーに結合したものを投与する工程、（ｉｉ）上述の被験体
を、標的プロテアーゼを発現する組織または細胞に対する上述の検出用マーカーを検出す
るための装置に曝露する工程を包含する。例えば、ＮＭＲまたは他の断層撮影装置によっ
て被験体を画像化する。
【０２２９】
　本発明による診断用の画像化に有用な標識の例は、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、
９９ｍＴｃ、３２Ｐ、１２５Ｉ、３Ｈ、１４Ｃ、および１８８Ｒｈなどの放射性標識、フ
ルオロセインおよびローダミンなどの蛍光標識、核磁気共鳴活性標識、ポジトロン断層（
「ＰＥＴ」）走査装置によって検出できる陽子放出同位元素、ルシフェリンなどの化学発
光剤、ペルオキシダーゼまたはホスファターゼなどの酵素マーカーなどである。近距離検
出プローブによって検出可能な同位元素など、近距離発光体を用いることもできる。この
ような試薬によって、既知の方法を用いて、Ｋｕｎｉｔｚドメインを含む化合物を標識す
ることができる。例えば、タンパク質の放射性標識に関する技術については、Ｗｅｎｓｅ
ｌ　ａｎｄ　Ｍｅａｒｅｓ（１９８３）Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｉｍａｇｉｎｇ　ａｎｄ
　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照
のこと。また、Ｄ．Ｃｏｌｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏ
ｌ．１２１：８０２－８１６を参照のこと。
【０２３０】
　また、本発明の放射性標識化合物は、インビトロでの診断試験に使用することもできる
。同位元素によって標識された化合物の特異的活性は、放射性標識の半減期、同位元素の
純度および上述の標識がどのようにして化合物に取り込まれるかによって決まる。
【０２３１】
　ポリペプチド（化合物のポリペプチド部分）を放射性同位元素（１４Ｃ、３Ｈ、３５Ｓ
、１２５Ｉ、３２Ｐ、１３１Ｉなど）で標識する方法は、一般的に知られている。例えば
、トリチウムで標識する方法は、米国特許第４，３０２，４３８号に記載されている。ヨ
ウ素化、トリチウム標識、および３５Ｓ標識の方法は、例えば、マウスモノクローナル抗
体に適合させたものとして、例えば、Ｇｏｄｉｎｇ，Ｊ．Ｗ．（Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　ｐｒａｃｔｉｃｅ：ｐｒｏｄｕ
ｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ，　ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ａｎｄ
　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　２ｎｄ　ｅｄ．Ｌｏｎｄｏｎ；Ｏｒｌａｎｄｏ：Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８６．ｐｐ　１２４－１２６）およびそこで引用されている文献
に記載されている。ポリペプチドをヨウ素化する別の方法が、Ｈｕｎｔｅｒ　ａｎｄ　Ｇ
ｒｅｅｎｗｏｏｄ（１９６２）Ｎａｔｕｒｅ　１４４：９４５，Ｄａｖｉｄ　ｅｔ　ａｌ
．（１９７４）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１３：１０１４－１０２１および米国特許第
３，８６７，５１７号および第４，３７６，１１０号に記載されている。画像化するのに
有用な放射性標識元素は、例えば１２３Ｉ、１３１Ｉ、１１１Ｉｎおよび９９ｍＴｃなど
である。ポリペプチドをヨウ素化する方法は、Ｇｒｅｅｎｗｏｏｄ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．（
１９６３）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．８９：１１４－１２３；Ｍａｒｃｈａｌｏｎｉｓ，Ｊ．
（１９６９）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．１１３：２９９－３０５；およびＭｏｒｒｉｓｏｎ，
Ｍ．　ｅｔ　ａｌ．（１９７１）Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２８９－２９７に記
載されている。９９ｍＴｃ標識する方法は、Ｒｈｏｄｅｓ，Ｂ．ｅｔ　ａｌ．ｉｎ　Ｂｕ
ｒｃｈｉｅｌ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｔｕｍｏｒ　Ｉｍａｇｉｎｇ：　Ｔｈｅ
　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ
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，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｍａｓｓｏｎ　１１１－１２３（１９８２）、およびそれらに引
用されている文献に記載されている。１１１Ｉｎ標識抗体に適した方法は、Ｈｎａｔｏｗ
ｉｃｈ，Ｄ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（１９８３）Ｊ．Ｉｍｍｕｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，６５：１
４７－１５７，Ｈｎａｔｏｗｉｃｈ，Ｄ．ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ
　Ｒａｄｉａｔｉｏｎ，３５：５５４－５５７，およびＢｕｃｋｌｅｙ，Ｒ．Ｇ．ｅｔ　
ａｌ．（１９８４）Ｆ．Ｅ．Ｂ．Ｓ　１６６：２０２－２０４に記載されている。
【０２３２】
　放射性標識された化合物の場合、化合物は、患者に投与され、化合物と相互作用する抗
原を組織に局在され、例えば、ガンマカメラまたはエミッション・トモグラフィを用いる
放射核スキャニングなど既知の技術を用いて、インビボで検出または「画像化」される。
例えば、Ａ．Ｒ．Ｂｒａｄｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ　ｉｎ
　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｍａｇｉｎｇ”，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａ１　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｒ．Ｗ．Ｂａ
ｌｄｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，（ｅｄｓ．），ｐｐ　６５－８５（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ　１９８５）を参照のこと。あるいは、Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ　Ｎａｔｉｏｎａｌ
　ＬａｂｏｒａｔｏｒｙにあるＰｅｔ　ＶＩと名付けられたもののように、放射性標識が
陽子（例えば１１Ｃ、１８Ｆ、１５Ｏ、および１３Ｎ）を放出するポジトロン放出断層撮
影走査装置を用いることができる。
【０２３３】
　（ＭＲＩ造影剤）
　核磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）は、ＮＭＲを用いて、生体の内部的な特徴を可視化するた
め、予後、診断、治療および手術に役立つ。放射性の追跡化合物なしで使用することが可
能であることが、ＭＲＩの明らかな利点である。いくつかのＭＲＩ技術が、欧州特許番号
ＥＰ－Ａ－０５０２８１４号に要約されている。通常、異なった環境における水プロトン
の緩和時間定数Ｔ１およびＴ２に関する差異を利用して、画像を生成する。しかし、これ
らの違いは、鮮明で高解像度の画像を提供するには不十分である。
【０２３４】
　これらの緩和時間定数の差を造影剤で増強することができる。そのような造影剤の例と
しては、数多くの磁性体、常磁性体（主にＴ１を変える）、および強磁性体、または超常
磁性体Ｕ主にＴ２反応を変える）などが挙げられる。キレート剤（例えばＥＤＴＡ、ＤＴ
ＰＡおよびＮＴＡキレート剤）を用いて、いくつかの常磁性物質（例えばＦｅ＋３、Ｍｎ
＋２、Ｇｄ＋３）の付着（および毒性を低下）させることができる。その他の磁性体は粒
子の形、例えば、直径１０μｍよりも小さいものから約１０ｎＭまで）になっている。粒
子は、強磁性、反強磁性または超常磁性の特性を有し得る。粒子は、例えば、マグネタイ
ト（Ｆｅ３Ｏ４）、γ－Ｆｅ２Ｏ３、フェライト、およびその他、遷移元素の磁性鉱物の
化合物を含みうる。磁性粒子は、非磁性物質の有無を問わず１種類以上の磁性結晶体を含
むことができる。非磁性物質は、合成または天然のポリマー（セファロース、デキストラ
ン、デキストリン、デンプンなど）を含みうる。
【０２３５】
　また、化合物は、以下の理由で、ＮＭＲ活性型１９Ｆ原子、または同様の原子を複数含
む指示基で標識することができる。すなわち、（ｉ）天然に豊富なフッ素原子のほとんど
すべては１９Ｆの同位元素であり、そのため、フッ素含有化合物のほとんどすべてはＮＭ
Ｒ活性型である。（ｉｉ）トリフルオロ酢酸無水物など、化学的に活性なポリフッ化化合
物の多くが比較的低価格で市販されている。また、（ｉｉｉ）多くのフッ化化合物は、ヘ
モグロビンの代替物として酸素を運搬するために利用されるペルフルオロ化ポリエステル
など、人体への使用が医学的に許容できることが分かっている。インキュベートする時間
を置いた後、Ｐｙｋｅｔｔ（１９８２）Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ａｍｅｒｉｃａｎ，２４
６：７８－８８に記載された装置の一つなどの装置を用いて全身ＭＲＩを行い、癌組織の
位置を見つけて画像化する。
【０２３６】
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　また、標的プロテアーゼに結合する化合物、および例えば、インビトロ、例えば、試料
中、例えば、肺疾患を有する患者の生検または細胞において、または、インビボ、例えば
、患者を画像化するなどして標的プロテアーゼを検出するための化合物（例えばポリペグ
化Ｋｕｎｉｔｚドメイン）の用途などの使用説明書を含むキットも、本発明の範囲に含ま
れる。上述のキットはさらに、標識またはさらに別の診断薬など、少なくとも一つの付加
的試薬を含むことが可能である。インビボで使用するために、化合物を薬学的組成物とし
て処方することも可能である。
【０２３７】
　ヒト好中球エラスターゼの典型的なアミノ酸配列：
（ＧｅｎＢａｎｋ（登録商標）にも、ｇｉ｜４５０２５４９｜ｒｅｆ｜ＮＰ＿００１９６
３．１｜エラスターゼ２、好中球［ホモ・サピエンス］としてリストされている。）
【０２３８】
【表３－２】

　以下の非制限的な実施例で、本発明の態様をさらに具体的に説明する。
【実施例】
【０２３９】
　ペプチドおよび小さなタンパク質は、インビボでは血液循環から速やかに除去される。
速やかな除去（クリアランス）は、しばしば、治療可能性を大きく制約する。治療効果を
発揮するためには高投薬量および頻繁な投与が必要となる。
【０２４０】
　ＤＸ－８９０は、５６アミノ酸からなり、３つの分子内ジスルフィド結合を含み、６，
２３７Ｄａという分子量を有する。第一級アミンによる結合について、ＤＸ－８９０上に
は、５つのペグ化部位と思われる部位、すなわち、４つの各リジン残基およびＮ末端があ
る。ｍＰＥＧプロピオン酸スクシンイミジルを利用して、これらの部位、例えば、４つの
リジン残基とＮ末端のそれぞれにＰＥＧを結合させる。使用可能なＰＥＧ試薬は、平均分
子量約５ｋＤａのｍＰＥＧであろう。
【０２４１】
　リジンの側鎖上のアミノ基およびＮ末端の改変を可能にするｐＨで、反応を完了するま
で進めることができる。例えば、ｐＨは７．５よりも大きくすることができ、例えば７．
８と８．５の間にすることができる。この反応は、例えばＴｒｉｓで停止させる。反応物
をイオン交換カラムまたはサイズ排除カラムにロードして、ペグ化ＤＸ－８９０を含む画
分を回収する。これらの関連画分を透析し、さらに精製してから、保存または解析するこ
とができる。
【０２４２】
　ヒトプラスミンインヒビターであるＤＸ－１０００は、ＤＸ－８９０より少ないリジン
を有するＫｕｎｉｔｚドメインであり、ｍＰＥＧで改変するために利用可能な３つのリジ
ンおよびＮ末端を有する。ＤＸ－１０００は、平均分子量が約５ｋＤａまたは７ｋＤａの
ｍＰＥＧプロピオン酸スクシンイミジル試薬と結合させることができる。ＤＸ－１０００
は、例えばＤＸ－８９０について記載したように、改変および精製することができる。米
国特許第６，１０３，４９９号は、ＤＸ－１０００に関連したインヒビターなど、他のプ
ラスミンインヒビターも記載する。米国特許第６，１０３，４９９号記載の、配列を有す
るかまたは、モチーフに一致する、Ｋｕｎｉｔｚドメインは、本明細書記載のように改変
可能である。
【０２４３】
　カリクレインインヒビターであるＤＸ－８８は、ＤＸ－８９０より少ないリジンを有す
るＫｕｎｉｔｚドメインであり、ｍＰＥＧで改変するために利用可能な３つのリジンおよ
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びＮ末端を有する。ＤＸ－８８は、平均分子量が約５ｋＤａまたは７ｋＤａのｍＰＥＧプ
ロピオン酸スクシンイミジル試薬と結合させることができる。ＤＸ－８８は、例えばＤＸ
－８９０について記載したように、改変および精製することができる。米国特許第６，３
３３，４０２号は、ＤＸ－８８に関連したインヒビターなど、他のカリクレインインヒビ
ターも記載する。例えば、上述の特許に記載の表６および表１０３を参照。米国特許第６
，３３３，４０２号記載の、配列を有するかまたは、モチーフに一致する、Ｋｕｎｉｔｚ
ドメインは、本明細書に記載したように改変することが可能である。
【０２４４】
　ＤＸ－８９０、ＤＸ－８８およびＤＸ－１０００の推定される構造または実際の構造を
、図１、図２および図３のそれぞれにリジン残基を摘示しつつ示す。
【０２４５】
　（実施例）
　上記の実施例は、多数または全ての可能な反応性部位で目的のタンパク質をペグ化する
以下の方法によってさらに詳細に説明され、以下の実施形態において、上述の方法は、多
数または全ての可能な第一級アミンにおいてＫｕｎｉｔｚドメインをポリペグ化するため
に用いられる。
【０２４６】
　ＮＥＫＴＡＲ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ（カタログ番号：２Ｍ４Ｍ０Ｈ０１）から入
手した５ｋＤａのアミノ反応性単官能基ＰＥＧ（ｍＰＥＧ－ＳＰＡ）をペグ化反応の材料
として用いた。
【０２４７】
　本発明者らは、４個または５個の５ｋＤａのＰＥＧによってＤＸ－８８、ＤＸ－８９０
およびＤＸ－１０００をポリペグ化できることを発見した。さらに、ポリペグ化タンパク
質は所望の治療活性を維持しつつ、循環半減期が延びた。また、非改変タンパク質を所望
のペグ化型へ転換することに関して、反応条件は非常に効率的であった。この反応を用い
るか、スケールアップして、ポリペグ化産物の常に均質な調製物を提供することができる
。このように効率がよく、反応副産物がほとんど生じないため、ポリペグ化産物は、単一
のペグ部分を含むＫｕｎｉｔｚドメインと比べて、より高い収率とより低いコストで合成
可能である。本方法は、より制御されたバッチ間の濃度をもつ、より容易な製造可能性、
および容易に十分な特徴づけができる最終産物を実現するのに役立つ。
【０２４８】
　（材料）
・ｍＰＥＧ－ＳＰＡ、分子量５，０００Ｄａ、ＮＥＫＴＡＲ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ
、　カタログ番号：２Ｍ４Ｍ０Ｈ０１
（メトキシ－キャップをもつプロピオン酸リエチレングリコールのスクシンイミジルエス
テル）
・ＤＸ－８８　ＡＰＩ、分子量７，０５４Ｄａ、ＰＢＳ，ｐＨ７．０中で約１０ｍｇ／ｍ
ｌ
・ＤＸ－８９０　ＡＰＩ、分子量６，２３１Ｄａ、１０ｍＭ　ＮａＡｃ，ｐＨ３．０中で
約１０ｍｇ／ｍｌ
・ＤＸ－１０００　ＡＰＩ、分子量７，１６７Ｄａ、　ＰＢＳ，ｐＨ７．０中で約１０ｍ
ｇ／ｍｌ
・０．２～０．３Ｍ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７．８～８．５
・１Ｍ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０
・１Ｎ　ＨＣｌ
　（ペグ化反応Ｉ：）
１）ペグ：反応基を約１０：１のモル比で、Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチドを反応さ
せるのに必要なペグの量を算出する。例えば、ＤＸ－８９０は、全部で５つの反応基を有
するので、ペグ：ＤＸ－８９０を５０：１のモル比で用いる。Ｋｕｎｉｔｚドメインポリ
ペプチドおよび／または反応条件によって、典型的には２５：１から５０：１の比率を用
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いる。例えば、１０ｍｇのＤＸ－８９０（分子量　６，２３１Ｄａ）を、ペグ：ペプチド
を５０：１のモル比でペグ化するには、４０１ｍｇのＰＥＧ（分子量　５，０００Ｄａ）
が用いられよう。
２）ＫｕｎｉｔｚドメインポリペプチドをＰＥＧと反応させる直前に、必要量のＫｕｎｉ
ｔｚドメインポリペプチドの貯蔵液を０．２Ｍ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７．８～８．５のバッ
ファーと１：１に希釈する。ペプチド貯蔵液は、一般的には約１０．０ｍｇ／ｍｌである
。従って、希釈時のＫｕｎｉｔｚドメインポリペプチドの濃度は、０．１Ｍ　Ｈｅｐｅｓ
，ｐＨ７．８～８．５のバッファー中で、約５．０ｍｇ／ｍｌである。ＤＸ－８８および
ＤＸ－１０００はともに、希釈時の可溶性に関して比較的安定している。しかし、ＤＸ－
８９０は、希釈すると最初は溶けやすいが、時間がたつうちに沈殿する可能性がある。沈
殿を最少にするために、反応時間を選ぶことができる。
３）１：１に希釈したＫｕｎｉｔｚドメインポリペプチド溶液を、直ちにＰＥＧ粉末に直
接添加し、ボルテックス処理によってＰＥＧを速やかに溶解する。完全に溶解したら、チ
ューブにキャップをして、ホイルで包んで、２～８℃から２５℃までで２．５～３時間ゆ
っくり振とう／回転させながら反応を行わせる。
４）２～８℃から２５℃までで３０～６０分間穏やかに振とう／回転させながら、１／９
量の１Ｍ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０を添加して反応を終わらせる。
５）撹拌しながら１Ｎ　ＨＣｌを少しずつ添加して、反応停止させた反応混合物のｐＨが
約７になるまで慎重かつゆっくり調整する。
６）中和反応物は、精製するまで、２～８℃で保存するか、または－２０℃から－８０℃
で凍結させてもよい。
【０２４９】
　Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチド溶液を直接ＰＥＧ粉末に添加すると、反応プロセス
の工程数が簡略化し、また、反応前の加水分解の抑制に役立つ可能性がある。
【０２５０】
　（ペグ化反応ＩＩ：）
　以下は、ポリペプチドをポリペグ化する別法である。
１）反応Ｉについて記載したように、ＰＥＧを検量して、反応直前に使うために取って置
く。
２）０．３Ｍ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７．８～８．５中で、Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチ
ドを３～５ｍｇ／ｍｌに希釈する。
３）反応直前に、あらかじめ脱泡およびＮ２飽和させてあるｄＨ２Ｏの中で、２００～２
５０ｍｇ／ｍｌのＰＥＧ溶液（僅かに過剰）を素早く調製する。
４）混合しながら、Ｋｕｎｉｔｚドメインポリペプチド溶液に、必要量のＰＥＧ溶液を直
ちに添加する。チューブにキャップをして、ホイルで包み、２～８℃から２５℃までで、
２．５～３時間ゆっくりと振とう／回転させながら反応させる。
５）上記の工程４）から６）までを続ける。
【０２５１】
　（実施例：分析法）
　改変されたＫｕｎｉｔｚドメインは、多様な方法によって分析および特性評価を行うこ
とができる。例示的な方法には、以下のものがある：
　未精製の反応混合物は、別のプロトコールに記載されているように、クマシーおよびヨ
ウ素染色法と、屈折率（ＲＩ）および２８０ｎｍ（ＵＶ）での吸光度を観察して、サイズ
排除高速液体クロマトグラフィー（ＳＥＣ－ＨＰＬＣ）と還元／非還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析法によって、ペグ化の程度を解析することが可能である。クマシー染色によるＳＤＳ
－ＰＡＧＥ分析は、反応混合物（遊離および結合している）のポリペプチド成分のみを検
出するが、一方、ヨード染色法は、（遊離および結合した）ＰＥＧを選択的に検出する。
ＵＶ（ａｂｓ．　２８０ｎｍ）によるＳＥＣ－ＨＰＬＣ分析法は（遊離および結合した）
ペプチドを検出し、ＲＩはペプチドおよびＰＥＧを検出する。動的光散乱（ＬＳ）検出法
により、絶対分子量および分子量分布の決定が可能になる。
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【０２５２】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびＳＥＣ－ＨＰＬＣはペグ化産物の分布を示すことができるが、
絶対分子量はＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ法または他の方法によって測定すべきである。その理由
は、ペグ部分の流体力学半径が大きいために、ペグ化タンパク質は、非ペグ化タンパク質
よりもゆっくりとゲルおよびＳＥＣ－ＨＰＬＣ上を動き、分子量の過大評価をもたらすか
らである。このことは、公知の絶対分子量をもつペグ化Ｋｕｎｉｔｚドメインを標準とし
て用いることによって克服できた。
【０２５３】
　（ヨウ素染色法）
　１本または２本のバンドのみに分離するペグ化試料について、まず、約２～３ｍｇのタ
ンパク質（ＤＸ－１０００、ＤＸ－８８およびＤＸ－８９０に対する）をゲルにロードす
る。結合に成功していれば、このようなローディングが、ＰＥＧ：タンパク質の比率が２
５：１および５０：１の反応にとって適当であることが非常に多い。しかし、より低い反
応比率（１：１、５：１、および１０：１）でペグ化した試料であって、多数のペグ化分
子種を示すと予想される試料については、レーン当たり１０～１５μｇのタンパク質の方
がより適当である（４～５バンドが出現するかもしれないので）。試料を適量のＮｕＰＡ
ＧＥ　ＬＤＳ　試料用バッファーと混合する。ロードする前に、試料を７０℃で１０分間
ボルテックスして加熱した。
【０２５４】
　ゲルは、例えば、４～１２％Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓゲルを用いるＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｎ
ｕＰＡＧＥシステムのような標準的な方法に従って、調製して解析することができる。例
えば、ＮｕＰＡＧＥ　Ｎｏｖｅｘ　Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ　Ｇｅｌｓ　Ｑｕｉｃｋ　Ｒｅｆｅ
ｒｅｎｃｅ　Ｃａｒｄ，　Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
を参照のこと。
【０２５５】
　ゲルは、脱イオン水の中で簡単に洗浄してから、シェーカー上で、１０分間５％塩化バ
リウム溶液で覆う。ゲルを再び脱イオン水で洗浄してから、シェーカー上で少なくとも１
０分間０．１Ｎ　ヨウ素溶液に浸す。ほとんどすぐにバンドが見えるはずである。完全な
染色が１０分後に完了する。そして、例えば、ＵＶＰ　Ｅｐｉ　Ｃｈｅｍ　ＩＩ　Ｄａｒ
ｋｒｏｏｍおよび臭化エチジウムフィルターを用いて、ゲルを撮影する。
【０２５６】
　ヨウ素染色してから、タンパク質を、クマシーによってタンパク染色することができる
。ゲルはまず水の中で濯いで脱染してから、クマシーと混合し、その後、３００ｍＬのメ
タノール、１００ｍＬの氷酢酸、および６００ｍＬの水で脱染する。非ペグ化タンパク質
のバンドは暗青色を呈し、ペグ化タンパク質は、あるとすれば、非常に薄い青色を呈する
かもしれない。
【０２５７】
　（クロマトグラフィー）
　ここで用いたクロマトグラフィー装置（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）は、
７１７プラス・オートサンプラー、９９６フォトダイオードアレイ検出器（ＰＤＡ）およ
び２４１４屈折率検出器を備えた、登録商標ＥＭＰＯＷＥＲソフトウエアを実行する６０
０システム（ポンプ／制御装置）であった。さらに、ＰＤ２０１０＋動的光拡散（ＬＳ）
検出器（Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒｓ，　Ｉｎｃ．）も続けて実行した。
【０２５８】
　ＳＥＣカラムクロマトグラフィーは以下の特徴を含むことがある。ＳＥＣカラム：ガー
ド（Ｔｏｓｏｈ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，カタログ番号：０８５４１および０８５４３）
付きのＴＳＫ　Ｇ３０００ＳＷｘｌ　（７．８ｍｍ　ＩＤ×３０ｃｍ　Ｌ）；流速：０．
５　ｍｌ／分；泳動時間：３５分間；移動相：０．０５％　ＮａＮ３を含むＰＢＳ，ｐＨ
７．２；試料注入量：２５～１００μＬ；試料充填：注入１回あたり５０～１００μｇ；
検出：ＵＶ（２８０ｎｍ）、ＲＩおよびＬＳ；ＳＥＣ標準：ＢｉｏＲａｄ、カタログ番号
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：１５１－１９０１。
【０２５９】
　（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（マトリックス補助レーザー離脱イオン化飛行時間）質量分析装置
（ＡＢＩ，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ　Ｖｏｙａｇｅｒ－ＤＥ）を用いて、反
応生成物および被験体の実際の質量を測定できる。ポリペプチド分析には（例えば、反応
の前に）、アルファ－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸を基質として用いることができる。
反応産物またはポリペグ化種の分析には、２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢ）を基
質として使用することができる。チップに試料：基質を１：１（０．５μＬ：０．５μＬ
）の比率でスポッティングして、解析前に風乾することができる。
【０２６０】
　（Ｋｉ値測定）
　ポリペグ化タンパク質（例えば、ポリペグ化ＤＸ－８９０）の平衡阻害定数（Ｋｉ）を
、可逆性複合体（１：１の化学量）を形成する強力結合阻害モデルに従って測定すること
ができる。１００ｐＭの酵素（例えば、エラスターゼ）および５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ，ｐ
Ｈ７．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌおよび０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００の中、３０℃で
ある範囲のインヒビター濃度（０～４ｎＭ）を用いて反応を調整する。２４時間インキュ
ベートした後、基質を酵素インヒビター溶液に添加（２５μＭ）して、基質の加水分解速
度を３６０ｎｍの励起および４６０ｎｍの放射で観測する。非線形回帰分析による活性イ
ンヒビター濃度に対する残存活性の割合のプロットは、平衡解離定数を求める式１に適合
する。非改変タンパク質およびポリペグ化タンパク質を、比較のために分析することがで
きる。
【０２６１】
【表３－３】

ここで：
％Ａ　＝　活性％
Ｉ　＝　Ｋｕｎｉｔｚドメインタンパク質濃度（例えば、ＤＸ－８９０）
Ｅ　＝　酵素（例えば、ＨＮＥ）濃度
Ｋｉ　＝　平衡阻害定数。
【０２６２】
　（動物における薬物動態）
　以下の方法を用いて、例えば、マウスやウサギなどの動物中のポリペグ化タンパク質の
ようなタンパク質の薬物動態（ＰＫ）を評価することができる。
【０２６３】
　試験されるタンパク質は、ヨードゲン法（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いてヨウ素（１２５Ｉ）
で標識する。反応チューブは、反応用バッファー（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、０．４Ｍ　Ｎａ
Ｃｌ，ｐＨ７．５）で洗浄する。チューブを空にしてから、０．１ｍｌの反応用バッファ
ーおよび１２μｌの無担体ヨウ素１２６、約１．６ｍＣｉで置き換える。６分後、活性化
したヨウ素を、試験すべきタンパク質を含むチューブに移す。９分後、反応を２５μｌの
飽和チロシン溶液で停止させる。反応物は、Ｔｒｉｓ／ＮａＣｌ中の５ｍｌのＤ－ｓａｌ
ｔポリアクリルアミド６０００カラムで精製することができる。ＨＳＡを用いて、ゲルへ
の付着を最小限にすることができる。
【０２６４】
　十分な数のマウス（約３６匹）を入手する。各マウスの体重を記録する。マウスの場合
には、動物の尾静脈に、試験すべきタンパク質を約５μｇ注射する。注射後約０、７、１
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動物４匹を用いて、試料を動物ごとに各時点で回収する。試料（約０．５ｍｌ）を採取し
て、抗凝固剤（０．０２ｍｌのＥＤＴＡ）の中に入れる。細胞を遠心沈殿して、血漿／血
清から分離する。試料は、インライン放射線検出法を用いた、放射線計測、およびＨＰＬ
Ｃ上のＳＥＣペプチドカラムによって解析することができる。
【０２６５】
　ウサギでは、材料を耳静脈に注射する。試料は、注射後０、７、１５、３０、９０分、
４、８、１６、２４、４８、７２、９６、１２０、および１４４時間で、採取することが
できる。マウスと同様に、試料を採取して分析することができる。
【０２６６】
　データは、インビボにおけるクリアランスの「速い」、「遅い」および「最も遅い」と
いう相を表現する２成分指数（式２）または３成分指数（式３）の崩壊曲線に適合しうる
。
【０２６７】

【表３－４】

ここで：
ｙ＝投与後の時間＝ｔにおいて血漿中に残存している標識の量
Ａ＝「速い」クリアランス相における全標識
Ｂ＝「遅い」クリアランス相における全標識
Ｃ＝「最も遅い」クリアランス相における全標識
α＝「速い」クリアランス相の崩壊定数
β＝「遅い」クリアランス相の崩壊定数
γ＝「最も遅い」クリアランス相の崩壊定数
ｔ＝投与後経過時間。
【０２６８】
　α、β、およびγ相の崩壊定数は、以下のようにそれぞれの相の半減期に変換すること
ができる。
α相の半減期　＝　０．６９（１／α）
β相の半減期　＝　０．６９（１／β）
γ相の半減期　＝　０．６９（１／γ）。
【０２６９】
　データが２成分指数の等式を用いると適合する場合には、αおよびβ相によってインビ
ボで循環血から除去される全標識の割合を次の式で計算する：
％α相＝［Ａ／（Ａ＋Ｂ）］ｘ１００
％β相＝［Ｂ／（Ａ＋Ｂ）］ｘ１００。
【０２７０】
　データが３成分指数の等式を用いると適合する場合には、αおよびβ相によってインビ
ボで循環血から除去される全標識の割合を次の式で計算する：
％α相＝［Ａ／（Ａ＋Ｂ＋Ｃ）］ｘ１００
％β相＝［Ｂ／（Ａ＋Ｂ＋Ｃ）］ｘ１００
％γ相＝［Ｃ／（Ａ＋Ｂ＋Ｃ）］ｘ１００。
【０２７１】
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【表４】

　マウス（表４）およびウサギ（表５）の例では、ＤＸ－８９０またはＤＸ－１０００の
いずれかをペグ化すると、アルファ経路によるクリアランスの割合が減少する。同時に、
より長寿命の経路（ベータおよびガンマ）によるクリアランスの割合が増加する。
【０２７２】
　ポリペグ化タンパク質もまた、ＳＥＣ分析によってインビボにおける安定性を示した。
【０２７３】
　（精製）：
　一つの例示的な精製方法は以下の通りである：
１）過剰／未反応ＰＥＧ、および極微量の高分子量ペグ化分子種および低分子量のペグ化
分子種の両方からのポリペグ化タンパク質の精製は、ＡＫＴＡ　Ｂａｓｉｃ１０／１００
クロマトグラフィー装置（Ａｍｅｒｓｈａｍ）におけるイオン交換クロマトグラフィーに
よって行うことができる。
２）例えば、少なくともペグ化ＤＸ－８８およびペグ化ＤＸ－１０００の場合では、強陽
イオン交換樹脂（すなわち、Ｐｏｒｏｓ　５０ＮＳ、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ、製品コード：１－３３５９－１１）を、適当なサイズおよび容量のカラムに詰める
ことができる。
３）簡単に言うと、一定量のペグ化反応混合液を、必要に応じて、水で５から１５倍に希
釈してから、１Ｍ　酢酸（最終濃度１００～２００ｍＭ）でｐＨを約３．０にｐＨ調整し
、伝導率を３ｍＳ／ｃｍより小さく調製する。
４）カラムをまず、ｐＨ３．０の１００ｍＭ　酢酸で平衡化する。線流速１００ｃｍ／時
。
５）同じ液で、約５カラム容量分をロードして洗浄する。ロード中の線流速は５０ｃｍ／
時である。
６）ペグ化タンパク質を、一連の段階勾配の中でカラムから溶出する。
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７）第一段階の溶出は、ＨＭＷ成分を除去するために、２０ｍＭ　ＮａＣｌ入りの１００
ｍＭ　酢酸，ｐＨ３．２で行う。
８）第二段階の溶出は、５０ｍＭ　ＮａＣｌ入りの１００ｍＭ　酢酸，ｐＨ３．８（１０
０ｃｍ／時で約１０ＣＶ）で行い、主な生成物（すなわち、ＤＸ－８８およびＤＸ－１０
００については４×５ｋＤａ　ＰＥＧ／ペプチド）を溶出する。
９）第三の最終段階の溶出は、極微量のＬＭＷペグ化種を除去するために、ＰＢＳ，ｐＨ
７．２（約５ＣＶ　１００ｃｍ／時）で行う。
１０）続いて、０．２Ｍ　ＮａＯＨで洗浄する（３０分の接触時間で約５ＣＶ）。
１１）続いて、２０％エタノール中でカラムを保存する（約１０ＣＶ）。
１２）プロファイルを横断して画分を回収し、まとめる前に、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分
析する。
１３）そして、精製したペグ化タンパク質の最終プールは、利用可能な通常の手段を用い
て、ｐＨ７．２のＰＢＳ中にＵＦ／ＤＦする。次に、最終物質を、０．２２ｕｍで濾過し
、（上記記載のように）ａｂｓ．２８０ｎｍによって定量し、小分けにして、使用するま
で－２０℃～－８０℃で凍結する。
【０２７４】
　別の典型的な精製法であって、ポリペグ化ＤＸ－８８の精製に用いることができる方法
は、以下の通りである。
【０２７５】
　反応生成物を陽イオン交換カラム上にロードする。Ｐｏｒｏｓ５０ＨＳは、このような
小規模の場合に良好な結合能力（約３ｍｇ　ＤＸ８８－ＰＥＧ５Ｋ／ｍｌ樹脂）を有する
ため、遊離ＰＥＧの分離を可能にし、ポリペグ化分子種を含む、適正に濃縮された溶出液
をもたらすことが分かった。伝導率は２ｍＳ／ｃｍよりも低く維持することができる。例
えば、９．５ｃｍのＡＫＴＡ　Ｐｏｒｏｓ５０ＨＳ（幅１．１ｃｍ×高さ１０ｃｍ）を用
いてもよい。カラムを洗浄および清浄化して、エンドトキシンおよび他の混入物を除去す
る。カラムは、１０ｍＭの酢酸ナトリウム、ｐＨ３．５の中で平衡化してロードすること
ができる。
【０２７６】
　（ＵＦ／ＤＦおよび最終ＤＸ－８８－ＰＥＧ５Ｋプールの解析）
　ポリペグ化ＤＸ－８８を含む画分を、約６ｍＬの試料全量となるようにまとめた。試料
は、バッファーをＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（エンドトキシン規格＜０．２５ＥＵ／ｍｌ）か
ら１×ＤＰＢＳ，ｐＨ７．２（未改変）に交換して、分子量カットオフ量１０，０００ｋ
Ｄａおよび遠心分離力４５００×ｇで２つのＡｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ－１５　Ｃｅｎｔ
ｒｉｆｕｇａｌ　Ｆｉｌｔｅｒ　Ｄｅｖｉｃｅを用いて濃縮した。登録商標ＣＥＮＴＲＩ
ＣＯＮを０．１Ｎ　ＮａＯＨ（エンドトキシン産生を低下させるために１Ｎ　ＮａＯＨ、
Ａｃｒｏｓ、から希釈）で１時間洗浄した。最終交換因子は１×ＤＰＢＳの中に３００倍
であった。濃縮され精製されたＤＸ－８８－ＰＥＧ５Ｋをセントリコンから全量で３ｍＬ
回収した。試料を１：１０に希釈し、ＤＸ－８８の吸光係数０．９５４を用いて、１×Ｄ
ＰＢＳに対する吸光度２８０ｎｍを測定して、上述の試料の最終濃度を４．９７ｍｇ／ｍ
Ｌと測定した。試料の最終ｐＨは、Ｗｈａｔｍａｎ　ｐＨ　Ｉｎｄｉｃａｔｏｒストリッ
プ（ｐＨ０～１４）を用いて、約２と測定された。全濾液（全量３３ｍＬ）をタンパク質
含量について分析したところ、１×ＤＰＢＳに対して、０．００３以下の吸光度２８０ｎ
ｍを示した。精製したＤＸ－８８－ＰＥＧ５Ｋの試料を、無菌チューブの中に０．５ｍＬ
画分（それぞれ２．５ｍｇ）に小分けして、－８０℃で凍結した。１：１０で希釈した試
料を、段階希釈してＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析して、目的の主生成物である４－ＰＥＧ５Ｋ
－ＤＸ－８８の純度を推定した。４－ＰＥＧ５Ｋ－ＤＸ－８８の純度は約９０％である。
【０２７７】
　（ＤＸ－８９０）
　本発明者らは、ポリペグ化ＤＸ－８９０を調製した。ゲル電気泳動およびクロマトグラ
フ分析は、５ＫＰＥＧ試薬に対して１：５０または１：６３という比率でＤＸ－８９０を
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用いた反応が、主に（＞８５％）、５つの結合ＰＥＧ部分を有する修飾ＤＸ－８９０であ
る反応産物を生成することを示した。様々な比率でペグ化したＤＸ－８９０は、コントロ
ール（約１０　Ｕ／ｍｇ）と較べて、その特異活性を維持した。
【０２７８】
　ポリペグ化ＤＸ－８９０は、５つのＰＥＧ部分（それぞれが約５，２６６ダルトンの分
子量を有する）に加えて、ＤＸ－８９０の質量（理論値：６，２３７ダルトン、観察値：
６，２２９ダルトン）を有すると予測されている。推定総質量は３４，６８２ダルトンで
ある。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによって観察された分子種の質量は約３４，２１９ダルトンで
、理論的予測と一致しており、各ＰＥＧ部分の分子量は変化しうる。
【０２７９】
　（ＤＸ－８８）
　本発明者らは、ポリペグ化ＤＸ－８８を調製した。ゲル電気泳動およびクロマトグラフ
分析は、ｐＨ７．８の５ＫＰＥＧ試薬に対して１：５０という比率でＤＸ－８９０を用い
た反応によって、主に（＞８５％）４つの結合ＰＥＧ部分を有する修飾ＤＸ－８８である
反応産物が生成されることを示した。
【０２８０】
　ポリペグ化ＤＸ－８８は、４つのＰＥＧ部分（それぞれが約５，２６６ダルトンの分子
量を有する）に加えて、ＤＸ－８８（７，０５４ダルトン）の質量を有すると予測されて
いる。推定総質量は２８，１２６ダルトンである。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによって観察され
た分子種の質量は約２９，６８０ダルトンで、理論的予測と一致しており、各ＰＥＧ部分
の分子量は変化しうる。
【０２８１】
　他の実施態様は、以下の請求の範囲内に含まれている。
【図面の簡単な説明】
【０２８２】
【図１】図１は、ＤＸ－８９０の構造と、その４つのリジン残基の位置を示す。
【図２】図２は、ＤＸ－８８の構造と、その３つのリジン残基の位置を示す。
【図３】図３は、ＤＸ－１０００の構造と、その３つのリジン残基の位置を示す。
【図４】図４は、例示的なペグ化のしくみを示す。反応ｐＨは、ｐＨ７．８と８．５との
間で行うことができる。
【図５】図５は、例示的なＭＡＬＤＩ解析の結果を示す。
【図６－１】図６は、例示的なＧＰ－ＨＰＬＣ操作の結果を示す。
【図６－２】図６は、例示的なＧＰ－ＨＰＬＣ操作の結果を示す。
【図７】図７は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析の例示的な結果を示す。
【図８－１】図８ａは、マウスにおけるクリアランス実験の例示的な結果を示し、図８ｂ
は、ウサギにおけるクリアランス実験を示す。データは、二重４－パラメータ指数関数的
減衰法を用いてプロットした。図８ｃは、ヒトに対する相対的成長の外挿（推定値）を示
す。７０ｋｇのヒトにおける長半減クリアランス期に対する外挿値は以下のとおりである
。ＤＸ－８９０、８．４時間；５－ＰＥＧ５－ＤＸ－８９０、３３０時間または約１４日
間；ＤＸ－１０００、１．７時間；４－ＰＥＧ５－ＤＸ－１０００、２１０時間または９
日間。
【図８－２】図８ａは、マウスにおけるクリアランス実験の例示的な結果を示し、図８ｂ
は、ウサギにおけるクリアランス実験を示す。データは、二重４－パラメータ指数関数的
減衰法を用いてプロットした。図８ｃは、ヒトに対する相対的成長の外挿（推定値）を示
す。７０ｋｇのヒトにおける長半減クリアランス期に対する外挿値は以下のとおりである
。ＤＸ－８９０、８．４時間；５－ＰＥＧ５－ＤＸ－８９０、３３０時間または約１４日
間；ＤＸ－１０００、１．７時間；４－ＰＥＧ５－ＤＸ－１０００、２１０時間または９
日間。
【図８－３】図８ａは、マウスにおけるクリアランス実験の例示的な結果を示し、図８ｂ
は、ウサギにおけるクリアランス実験を示す。データは、二重４－パラメータ指数関数的
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減衰法を用いてプロットした。図８ｃは、ヒトに対する相対的成長の外挿（推定値）を示
す。７０ｋｇのヒトにおける長半減クリアランス期に対する外挿値は以下のとおりである
。ＤＸ－８９０、８．４時間；５－ＰＥＧ５－ＤＸ－８９０、３３０時間または約１４日
間；ＤＸ－１０００、１．７時間；４－ＰＥＧ５－ＤＸ－１０００、２１０時間または９
日間。
【図９】図９は、さまざまな分配量におけるＤＸ－８８ポリペグ化のＳＤＳ－ＰＡＧＥ解
析による例示的な結果を示す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６－１】
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【図６－２】 【図８－１】

【図８－２】 【図８－３】
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【図７】
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【図９】
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