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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(i)自己組織化第1ペプチドおよび治療抗体を含むゲルコア、ここで、前記自己組織化第
1ペプチドは、Ac-(RADA)2-CONH2(配列番号:1)、Ac-(RADA)3-CONH2(配列番号:2)、Ac-(RAD
A)4-CONH2(配列番号:3)およびAc-(RADA)5-CONH2(配列番号:4)からなる群より選択される
アミノ酸配列を有する、ならびに
(ii)前記ゲルコアを封入する第1の層、ここで、前記第1の層は、自己組織化第2ペプチド
を含み、前記自己組織化第2ペプチドは、Ac-(KLDL)3-CONH2(配列番号:7)、Ac-(KLDL)4-CO
NH2(配列番号:8)およびAc-(KLDL)5-CONH2(配列番号:9)からなる群より選択されるアミノ
酸配列を有し、前記第2ペプチドの濃度は、0.6 %w/vより高く5.0 %w/vまでである、
を含む持続放出製剤。
【請求項２】
　前記製剤が、少なくとも約4週間、5週間、6週間、7週間、8週間、9週間、10週間、11週
間、12週間またはそれ以上の前記抗体の持続放出をもたらす、請求項１記載の製剤。
【請求項３】
　前記第1の層を封入するゲルの1つ以上の層をさらに含む、請求項１記載の製剤。
【請求項４】
　前記自己組織化第1ペプチドが、Ac-(RADA)4-CONH2(配列番号:3)のアミノ酸配列を有す
る、請求項１～３いずれか記載の製剤。
【請求項５】
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　前記自己組織化第2ペプチドが、Ac-(KLDL)3-CONH2(配列番号:7)のアミノ酸配列を有す
る、請求項１～４いずれか記載の製剤。
【請求項６】
　前記治療抗体が、少なくとも4週間、5週間、6週間、7週間、8週間、9週間、10週間、11
週間、12週間またはそれ以上の間、投与被験体の血漿中に存在する、請求項１～５いずれ
か記載の製剤。
【請求項７】
　該治療抗体が、IgD、IgA、IgM、IgEまたはIgGイムノグロブリンである、請求項１～６
いずれか記載の製剤。
【請求項８】
　前記治療抗体が、IgG1、IgG2、IgG3およびIgG4、IgM1およびIgM2、ならびにIgA1および
IgA2抗体からなる群より選択される抗体である、請求項１～７いずれか記載の製剤。
【請求項９】
　前記治療抗体が、完全抗体または単鎖Fv抗体断片またはFab抗体断片である、請求項１
～８いずれか記載の製剤。
【請求項１０】
　前記治療抗体が、リツキシマブ、インフリキシマブ、トラスツズマブ、アブシキシマブ
、パリビズマブ、ムロモナブ-CD3 (Murumonab-CD3)、ゲムツズマブ、トラスツズマブ、バ
シリキシマブ、ダクリズマブ、エタネルセプトおよびイブリツモマブチウキセタンから選
択される、請求項１～９いずれか記載の製剤。
【請求項１１】
　前記治療抗体が、抗TNF抗体、抗CD3抗体、抗CD20抗体、抗CD25抗体、抗CD33抗体、抗CD
40抗体 抗HER2抗体、抗HBV抗体、抗HAV抗体、抗HCV抗体、抗GPIIb/IIIa受容体抗体、抗RS
V抗体、抗HIV抗体、抗HSV抗体および抗EBV抗体からなる群より選択される、請求項１～１
０いずれか記載の製剤。
【請求項１２】
　a. 自己組織化第1ペプチドおよび抗体または抗体断片を含む第1の溶液を調製する工程
、ここで、前記自己組織化第1ペプチドは、Ac-(RADA)2-CONH2(配列番号:1)、Ac-(RADA)3-
CONH2(配列番号:2)、Ac-(RADA)4-CONH2(配列番号:3)およびAc-(RADA)5-CONH2(配列番号:4
)からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、
b. 前記第1の溶液を用いてゲルコアを形成する工程、
c. 前記ゲルコアを、自己組織化第2ペプチド溶液で被覆する工程、ここで、前記自己組織
化第2ペプチドは、Ac-(KLDL)3-CONH2(配列番号:7)、Ac-(KLDL)4-CONH2(配列番号:8)およ
びAc-(KLDL)5-CONH2(配列番号:9)からなる群より選択されるアミノ酸配列を有し、前記第
2ペプチドの濃度は、0.6 %w/vより高く5.0 %w/vまでである、ならびに
d. 前記ゲルコアを封入する層を形成する工程
を含む、制御放出製剤を調製するための方法。
【請求項１３】
　前記制御放出製剤が、ゲル形成ペプチドを含むコーティングの1つ以上の層を形成する
工程をさらに含む、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
　前記自己組織化第1ペプチドが、Ac-(RADA)4-CONH2(配列番号:3)である、請求項１２ま
たは１３記載の方法。
【請求項１５】
　前記自己組織化第2ペプチドが、Ac-(KLDL)3-CONH2(配列番号:7)である、請求項１２～
１４いずれか記載の方法。
【請求項１６】
　前記１つ以上の層が、Ac-(KLDL)3-CONH2(配列番号:7)、Ac-(KLDL)4-CONH2(配列番号:8)
およびAc-(KLDL)5-CONH2(配列番号:9)から選択される自己組織化ペプチドを含む、請求項
１３記載の方法。
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【請求項１７】
　該抗体が、IgD、IgA、IgM、IgEまたはIgGイムノグロブリンである、請求項１２～１６
いずれか記載の方法。
【請求項１８】
　前記抗体が、IgG1、IgG2、IgG3およびIgG4、IgM1およびIgM2、ならびにIgA1およびIgA2
抗体からなる群より選択される、請求項１７記載の方法。
【請求項１９】
　a. 自己組織化第1ペプチドおよび治療剤を含む第1の溶液を調製する工程、ここで、前
記自己組織化第1ペプチドは、Ac-(RADA)2-CONH2(配列番号:1)、Ac-(RADA)3-CONH2(配列番
号:2)、Ac-(RADA)4-CONH2(配列番号:3)およびAc-(RADA)5-CONH2(配列番号:4)からなる群
より選択されるアミノ酸配列を有する、
b. 自己組織化ゲルコアを形成する工程、
c. 前記ゲルコアを、自己組織化第2ペプチドで被覆する工程、ここで、前記第2ペプチド
は、Ac-(KLDL)3-CONH2(配列番号:7)、Ac-(KLDL)4-CONH2(配列番号:8)およびAc-(KLDL)5-C
ONH2(配列番号:9)からなる群より選択されるアミノ酸配列を有し、前記第2ペプチドの濃
度は、0.6 %w/vより高く5.0 %w/vまでである、ならびに
d. 前記ゲルコアを封入する層を形成する工程
を含む、制御放出製剤を調製するための方法。
【請求項２０】
　前記制御放出製剤が、ゲル形成ペプチドを含むコーティングの1つ以上の層を形成する
工程をさらに含む、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　前記自己組織化第1ペプチドが、Ac-(RADA)4-CONH2(配列番号:3)である、請求項１９ま
たは２０記載の方法。
【請求項２２】
　前記第2ペプチドが、Ac-(KLDL)3-CONH2(配列番号:7)である、請求項１９または２０記
載の方法。
【請求項２３】
　前記治療剤がタンパク質である、請求項１９～２２いずれか記載の方法。
【請求項２４】
　前記治療剤が、エリトロポイエチン(EPO)、インターフェロンα、インターフェロンβ
、インターフェロンγ、成長ホルモン、成長ホルモン放出因子、神経成長因子(NGF)、顆
粒球-コロニー刺激因子(G-CSF)、顆粒球マクロファージ-コロニー刺激因子(GM-CSF)、マ
クロファージ-コロニー刺激因子(M-CSF)、血液凝固因子、インスリン、オキシトシン、バ
ソプレシン、副腎皮質刺激ホルモン、上皮成長因子、血小板由来成長因子(PDGF)、プロラ
クチン、ルリベリン、黄体化ホルモン放出ホルモン(LHRH)、LHRHアゴニスト、LHRHアンタ
ゴニスト、ソマトスタチン、グルカゴン、インターロイキン-2(IL-2)、インターロイキン
-11(IL-11)、ガストリン、テトラガストリン、ペンタガストリン、ウロガストロン、セク
レチン、カルシトニン、エンケファリン、エンドルフィン、アンギオテンシン、甲状腺刺
激ホルモン放出ホルモン(TRH)、腫瘍壊死因子(TNF)、腫瘍壊死因子関連アポトーシス誘導
リガンド(TRAIL)、ヘパリナーゼ、骨形態形成蛋白(BMP)、ヒト心房性ナトリウム利尿ペプ
チド(hANP)、グルカゴン様ペプチド(GLP-1)、レニン、ブラジキニン、バシトラシン、ポ
リミキシン、コリスチン、チロシジン、グラミシジン、シクロスポリン、小干渉RNA(siRN
A)、プラスミドDNAおよびアンチセンスオリゴデオキシヌクレオチド(AS-ODN)から選択さ
れる、請求項１９～２２いずれか記載の方法。
【請求項２５】
　前記自己組織化第1ペプチドは、Ac-(RADA)4-CONH2(配列番号:3)のアミノ酸配列を有し
、前記自己組織化第2ペプチドは、Ac-(KLDL)3-CONH2(配列番号:7)のアミノ酸配列を有す
る、請求項１記載の製剤。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　この出願は、2013年3月14日に出願された米国仮特許出願第61/782,791号の利益を主張
する。上記出願の全教示は、参照により明細書に援用される。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　薬物送達担体としてのヒドロゲルの使用は、ポリマーヒドロゲルおよび動物由来生体材
料に最初に焦点があてられた1960年代の制御放出の開始以来研究されている。しかしなが
ら、合成ポリマーからなるヒドロゲルは、(i)構成要素および分解産物の毒性(例えば多く
のポリマーは、グルタルアルデヒドなどの毒性架橋リンカーおよび生命の脅威を与える他
の化学物質の使用を必要とし、ポリグリコール-ポリ乳酸およびそのアナログなどの他の
ものは分解の際に局所的に酸を放出する)、(ii)ゲル化後のポリマーの膨潤は、しばしば
宿主に苦痛をもたらす、(iii)ポリマーネットワークの大きな孔による短期間での活性化
合物の放出のために、生物医学的適用について理想的な系ではない。さらに、コラーゲン
、ゼラチン、フィブリンおよびラミニンなどの動物抽出生体ポリマー[1,2,3,4]は、それ
らの起源、ならびにドナー組織に存在し得るウイルス、細菌および未知の物質由来の炎症
性宿主応答の危険性のために、ヒトを含む現実的な臨床適用において考慮されない。生体
適合性薬物放出系の必要性に応じて、生体分解性合成ポリマーが開発された[5,6,7,8]。
新規のヒドロゲル系の広範囲の研究および一定の開発にもかかわらず、これらの課題は依
然、完全には解決されていない。
【０００３】
　これまでに、自己組織化ペプチドac-(RADA)4-CONH2(式中、Rは、アルギニンであり、A
は、アラニンであり、Dは、アスパラギン酸である)からなるナノ線維ヒドロゲルが、小さ
なモデル薬物分子の制御された放出について研究された[9]。最近の研究において、種々
の分子量および等電点を有するタンパク質は、ac-(RADA)4-CONH2ペプチドヒドロゲルを介
してゆっくり放出されることが示され、該放出速度が3ヶ月にわたり研究された[10]。自
己組織化ペプチドヒドロゲルは、ペプチド溶液と生物学的液の相互作用の際に体内で形成
され得るので、注射可能である。電解液に導入される場合、自己組織化ペプチドは、10nm
～20nmの直径を有するナノ線維を形成し、これはさらに組織化されて、約99.5%(w/v)まで
の水を含むスキャホールド(scaffold)ヒドロゲルを形成し、直径5nm～200nmのサイズの孔
を形成する[11]。ペプチドゲル化は、ゾル-ゲル変移を開始するために、毒性架橋リンカ
ーなどの有害物質を必要とせず、該ヒドロゲルの分解産物は、天然のアミノ酸であり、体
内で代謝および再利用され得る。生理学的条件でゾル-ゲル変移が起こるという事実は、
組織内で薬物送達ビヒクルを形成するような該ペプチド溶液と生体活性分子の混合および
組織特異的様式での共注入を容易にする。ペプチドスキャホールドヒドロゲルは生体適合
性であり、分子設計に供しやすく(amenable)、骨および軟骨の再構築、神経および心臓組
織再生、創傷治癒、脈管形成および止血などのいくつかの組織工学適用において使用され
ている[12,13]。自己組織化ペプチドヒドロゲルは、該ヒドロゲル内の細胞移動を容易に
するので、広範囲の生体ナノ医学適用について該ヒドロゲルを理想的にする基盤を提供す
る。さらに、該ヒドロゲルは、無毒性、非免疫原性、非血栓形成性(non-thrombogenic)、
生体分解性であり、注射による特定の組織への局所治療に適用可能である[14,15]。
【０００４】
　抗体などの大きなタンパク質は、複雑な三次元構造に加えて複数の官能基が存在するた
めに、従来の有機および無機薬物よりも大きくかつ複雑であり、持続放出のための調製は
、困難な課題を提示する。抗体を生物学的に活性なままで維持するために、該製剤は、治
療の持続のための抗体の機能的特性を守らなければならない。持続放出の間に、三次元構
造の消失または化学的不安定性のために、抗体が分解する複数の経路がある。これらの課
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題は、治療の長さにより弱まる。治療特性を有する機能的抗体の提示は、持続送達生物医
学的適用のために重要である。このように、抗体などの治療的に有用な大きなタンパク質
の長期間の送達を提供し得る生体分解性ペプチドに基づいた持続放出系を開発する必要が
ある。
【表１】

【表２】

【表３】

【発明の概要】
【０００５】
発明の概要
　発明は、治療剤、好ましくはタンパク質、ポリペプチド、抗体または抗体断片の持続送
達のための、1つ以上のゲル形成ペプチドを含む医薬製剤に関し、該製剤は、少なくとも2
週間、3週間、4週間、5週間、6週間、7週間、8週間、9週間、10週間、11週間、12週間ま
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たはそれ以上の間、持続送達を発揮する。一態様において、発明は、生物学的液および塩
などの電解液の存在下でゾル-ゲル変移を経験する(undergo)自己組織化ペプチドを含む製
剤に関する。該製剤は、抗体および抗体断片、特にIgGの持続放出を提供し得る。ヒドロ
ゲルナノ線維の密度を上げ、放出速度を調節する手段を提供することにより、抗体拡散率
は低下し得る。
【０００６】
　発明はさらに、相補的かつ構造的に適合性なペプチド、例えばac-(RADA)4-CONH2コアお
よびac-(KLDL)3-CONH2シェルの実質的に同一中心球体を含む多層ヒドロゲル構造に関する
。該治療剤は、相補的なペプチドが使用される場合に形成され得る「タマネギ様」構造を
介して分散され得る。一態様において、発明の持続放出製剤は、少なくとも2週間、3週間
、4週間、5週間、6週間、7週間、8週間、9週間、10週間、11週間、12週間またはそれ以上
、機能的に完全な抗体の放出を提供し得る。好ましい態様において、該製剤は、少なくと
も約2か月～約3か月の間、機能的に完全な抗体、例えばIgGの持続的放出を提供する。
【０００７】
　一態様において、発明は、放出される抗体、例えばIgGの二次および三次構造分析なら
びに生物学的アッセイにおいて、封入および放出が該抗体の立体構造およびその生物学的
活性に、ヒドロゲル中で2か月または3か月後であっても影響しなかった製剤に関する。ポ
リクローナルヒトIgGの機能は、IgG封入および放出後のホスホコリン抗原への親和性によ
って決定され得る。抗原に対する結合親和性は、封入後の機能的適合度を決定するために
使用され得る。発明は、十分に生体適合性でかつ注射可能なペプチドヒドロゲル系が治療
抗体の担体として制御放出適用に使用される製剤に関する。
【０００８】
　好ましい態様において、発明は、-ac-(RADA)4-CONH2およびac-(KLDL)3-CONH2自己組織
化ペプチドヒドロゲルを含むヒトイムノグロブリン(pI 7.1、MW 146kDa)の約3か月間を超
えた持続放出製剤に関する。好ましい態様において、該抗体をペプチドヒドロゲルと一体
化し、該ペプチドヒドロゲルから放出することに関する方法は、円偏光二色性分光分析(C
D)、蛍光分光分析およびイムノアッセイを使用した放出された抗体の分析に基づく抗体の
立体構造および機能に、実質的に影響しない。IgGの生物学的活性は、一分子蛍光相関分
光分析(fluorescence correlation spectroscopy)(FCS)および水晶振動子マイクロバラン
ス(quartz crystal microbalance)(QCM)バイオセンサー技術を使用してモニタリングされ
得る。
【０００９】
　発明はさらに、局所送達により患者に対して毒性のより低い副作用をもたらす、特定の
組織へと治療を効率的に方向づけ得る持続性薬物送達系に関する。生理学的条件下でゲル
化する注射可能自己組織化ペプチドスキャホールド系は、長期間にわたり特定の組織にお
いて活性な抗体を局所的に放出するための免疫療法を含む持続放出適用に使用され得る。
好ましい態様において、ヒト抗体は、ac-(RADA)4-CONH2またはac-(KLDL)3-CONH2ペプチド
ヒドロゲルを介して、約3か月にわたりゆっくり放出される。放出速度は、ヒドロゲルを
形成する自己組織化ペプチドのアミノ酸配列および該ヒドロゲル中のペプチドナノ線維の
密度により変化し得る。さらに、制御放出系は、ヒドロゲルにより放出された抗体の二次
および三次構造ならびにその生物学的活性が、ヒドロゲルへの封入およびヒドロゲルを介
した放出により実質的に影響を受けなかった生物学的に活性なタンパク質を提示し得る。
ペプチド配列のプログラム可能性は特有であり、生体分子拡散および放出速度を変化し得
るナノ線維の性能を分子レベルで制御する手段を可能にする。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
　発明の前述および他の目的、特徴および利点は、添付の図面に図示されるように、発明
の好ましい態様の以下のより具体的な記載から明らかであろう。該図面において、同様の
参照記号は異なる図面を通じて同じ部分を言及する。図面は必ずしも一定の縮尺ではなく
、かわりに発明の原理の説明に重点が置かれる。
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【図１】図1は、(A) ac-(RADA)4-CONH2ペプチドモノマーおよびペプチドナノ線維、(B) I
gG分子の図示的表示、(C)ペプチドナノ線維の電子顕微鏡画像、ならびに(D)スキャホール
ドヒドロゲルの巨視的画像である。IgGおよびペプチドについての色スキーム：正電荷(青
色)、負電荷(赤色)および疎水性(灰色)。
【図２】図2は、(A)多層ヒドロゲルの概略表示である。(B)多層ヒドロゲルの光学顕微鏡
および(C-D)蛍光顕微鏡による検査。可視化のために、シェル(自己組織化したac-(KLDL)3
-CONH2ペプチド)はAlexa-488フルオロフォアで負荷され(C)、コア(自己組織化したac-(RA
DA)4-CONH2ペプチド)はCY3で負荷される(D)。
【図３】図3は、(A)異なるペプチドおよび異なるペプチドナノ線維密度のヒドロゲルを介
したIgGについての(A)3か月全体および(B)最初の12日間の放出プロフィールである。ヒド
ロゲルは、自己組織化ペプチド(i) 0.5%w/v(薄い青色、▲)、1.0%w/v(青色、▲)および1.
5%w/v(濃い青色、▲)の濃度のac-(RADA)4-CONH2、ならびに(ii) 0.3%w/v(赤色、■)およ
び0.6%w/v(マゼンタ、■)の濃度のac-(KLDL)3-CONH2からなった。PBS、pH7.4中、室温で
放出実験を行った。データ点は、12%未満の計算した標準偏差での5試料の平均を表す。(C
)二相拡散機構(biphasic diffusion mechanism)を示す時間の平方根の関数としてプロッ
トしたIgG放出。プロットの最初の直線部分は、ペプチドヒドロゲルを介したIgGの単純な
拡散を表し、これを使用してフィックの原理(式1)に基づく拡散係数を計算する。
【図４】図4は、1.0%w/v(青色、▲)の濃度のac-(RADA)4-CONH2、0.6%w/v(マゼンタ、■)
の濃度のac-(KLDL)3-CONH2、ならびに1.0%w/v ac-(RADA)4-CONH2(コア)および0.6%w/v ac
-(KLDL)3-CONH2(シェル)で構成される多層二成分ヒドロゲル(黄色、●)からなるヒドロゲ
ルを介したIgGについての(A)3か月全体および(B)最初の12日間の放出プロフィールである
。PBS、pH7.4中室温で放出実験を行った。データ点は、12%未満の計算した標準偏差を有
する5試料の平均を表す。(C)二相拡散機構を示す時間の平方根の関数としてプロットした
IgG放出。プロットの最初の直線部分は、ペプチドヒドロゲルを介したIgGの単純な拡散を
表し、これを用いてフィックの原理(式1)に基づいた拡散係数を計算する。
【図５】図5は、PBS、pH7.4中のヒトIgGの分光分析検査である。(A)天然のIgG (実線)お
よびヒドロゲル放出ペプチド(破線)IgGの遠紫外CDスペクトル。(B)天然のIgG(実線)およ
びペプチドヒドロゲルを介して放出されたIgG(破線)の標準化された蛍光放射スペクトル
；励起波長は300nmであった。室温で2か月後の放出試料のスペクトルを記録した。
【図６】図6は、ac-(RADA)4-CONH2ペプチドヒドロゲルを介した放出の前後でのPC-BSA抗
原の非存在下および存在下での遊離IgG分子の移行拡散時間である。FCSデータは、IgGと
抗原の相互作用により、3つの異なる種：IgG単独、それと同様の拡散時間を有した遊離Ig
G分子および1つまたは2つの抗原分子に結合するIgGが得られたことを示した。これらの種
の相対濃度は、IgGの放出の前後で同様であった。標準偏差は5～12%である。
【図７】図7は、(A)天然のIgGおよび(B)ヒドロゲル放出ポリクローナルヒトIgGの、固定
化されたPC-BSA(抗原)への結合(association)(結合(binding))および解離時のQCM時間依
存性頻度変化、-dFである。時間0は、フローチャンネル中のIgGの注射、その後の結合期
を表す。バイオセンサー信号(黒色線)は、IgG注射および固定された抗原へのIgGの結合時
に増加し、結合したIgGの解離を生じるバッファの注射(矢印)時に低下する。計算した速
度定数の類似性および天然のIgGとヒドロゲル放出IgGの間の親和性定数の類似性は、IgG
の機能的特性が、ペプチドヒドロゲルとの一体化およびペプチドヒドロゲルからの放出時
に影響を受けなかったことを示唆する。テータ適合は赤色線で表す。
【図８】図8は、ストークス-アインシュタインの方程式を使用した溶液中のヒトイムノグ
ロブリン(IgG、MW 146kDa、流体力学半径(hydrodynamic radius)rh = 5.3nm、等電点pI 7
.1)の拡散定数およびフィックの原理を使用したペプチドヒドロゲルを介した放出時の拡
散定数。誤差伝播(error propagation)を使用して標準偏差を計算した(n=8)。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
発明の詳細な説明
　発明は、1つ以上のゲル形成ペプチドを含む、抗体または抗体断片の持続送達のための
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医薬製剤に関し、該製剤は、少なくとも2週間、3週間、4週間、5週間、6週間、7週間、8
週間、9週間、10週間、11週間、12週間またはそれ以上、持続送達を発揮する。一態様に
おいて、発明は、生物学的液および塩などの電解液の存在下でゾル-ゲル変移を経験する
自己組織化ペプチドを含む製剤に関する。該製剤は、抗体および抗体断片、特にIgGの持
続放出をもたらし得る。ヒドロゲルナノ線維の密度を増加し、放出速度(release kinetic
s)を制御する手段を提供することにより抗体拡散率は低下し得る。
【００１２】
　発明はさらに、相補的かつ構造的に適合性のペプチド、例えばac-(RADA)4-CONH2コアお
よびac-(KLDL)3-CONH2シェルの同一中心球体を含む多層ヒドロゲル構造に関する。該抗体
は、相補的なペプチドを使用する場合に形成され得る「タマネギ様」構造を介して拡散さ
れ得る。発明の持続放出製剤は、少なくとも2週間、3週間、4週間、5週間、6週間、7週間
、8週間、9週間、10週間、11週間、12週間またはそれ以上、機能的に完全な抗体放出を提
供し得る。好ましい態様において、該製剤は、機能的に完全な抗体、例えばIgGの、少な
くとも約2か月～約3か月の間の持続放出を提供する。
【００１３】
　発明はさらに、多層ゲル製剤を調製するための方法に関し、ここで治療剤を含む第1の
コアゲルが形成され、該コアゲルを封入するような1つ以上の層のゲルがさらに形成され
る。コアゲルの製剤は、適切な水溶液中でのゲル形成ペプチドの混合およびゲルの形成の
待機の際に起こり得る。一態様において、ゲル形成ペプチドはバッファ液に添加され、混
合される。一態様において、シリンジ針の先端で液滴を形成し、ゲル化させることにより
液滴状のゲルが形成され得る。
【００１４】
　一態様において、発明は、放出される抗体、例えばIgGの二次および三次構造分析なら
びに生物学的アッセイにおいて、封入および放出が該抗体の立体構造およびその生物学的
活性に、ヒドロゲル内で2か月または3か月後であっても影響しなかった製剤に関する。ポ
リクローナルヒトIgGの機能は、IgG封入および放出後のホスホコリン抗原への親和性によ
って決定され得る。抗原への結合効率は、封入後の機能的適合度(functional fidelity)
を決定するために使用され得る。発明は、十分に生体適合性でかつ注射可能なペプチドヒ
ドロゲル系が、治療抗体の担体として制御放出適用に使用される製剤に関する。
【００１５】
　ac-(RADA)4-CONH2およびac-(KLDL)3-CONH2自己組織化ペプチドからなるナノ線維スキャ
ホールドヒドロゲルの透過性構造を介したヒトイムノグロブリン(IgG)の放出速度は、3か
月間にわたり試験された。自己組織化ペプチドは、生物学的液および塩などの電解液の存
在下でゾル-ゲル変移を経験する刺激応答性材料の部類である。IgG拡散率は、ヒドロゲル
ナノ線維の密度を上げることで低下し、放出速度を制御する手段を提供した。ac-(RADA)4
-CONH2コアおよびac-(KLDL)3-CONH2シェルの同一中心球体からなる多層ヒドロゲル構造も
作製した。「タマネギ様」構造を介した抗体拡散プロフィールを決定した。放出されるIg
Gの二次および三次構造分析ならびに生物学的アッセイにより、封入および放出は、ヒド
ロゲルの内部で、3か月後であっても、抗体の立体構造およびその生物学的活性に影響し
ないことが示された。ホスホコリン抗原に対するポリクローナルヒトIgGの機能を決定し
て、IgG封入および放出が抗原への抗体結合効率に影響しないことを示した。発明者らの
結果により、この充分に生体適合性でかつ注射可能なペプチドヒドロゲル系は、治療抗体
の担体として、制御放出適用に使用され得ることが示される。
【００１６】
　発明はさらに、局所送達により患者に対してより低い毒性の副作用を生じる、特定の組
織へと治療を効率的に方向づけ得る持続的薬物送達系に関する。生理学的条件下でゲル化
する注射可能自己組織化ペプチドスキャホールド系は、長期間にわたり特定の組織におい
て活性な抗体を局所的に放出するための免疫療法などの持続的放出適用に使用され得る。
好ましい態様において、ヒト抗体は、ac-(RADA)4-CONH2またはac-(KLDL)3-CONH2ペプチド
ヒドロゲルを介して、約3か月間にわたりゆっくりと放出される。放出速度は、ヒドロゲ
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ルを形成する自己組織化ペプチドのアミノ酸配列および該ヒドロゲル内のペプチドナノ線
維の密度により変化し得る。さらに、該制御放出系は、ヒドロゲル放出抗体の二次および
三次構造ならびにその生物学的活性が、ヒドロゲルへの封入およびヒドロゲルを介した放
出により実質的に影響を受けなかった生物学的に活性なタンパク質を提示し得る。ペプチ
ド配列のプログラム可能性は特有であり、ナノ線維特性を分子レベルで制御する手段を可
能にし、これは次いで、生体分子の拡散および放出速度を変化させ得る。
【００１７】
　一態様において、発明は、第1のペプチドモノマーおよび抗体を含むコアに関し、前記
コアは、第2のペプチドを形成する層で被覆される。好ましい態様において、該コアは、A
c-(RADA)3-CONH2、Ac-(RADA)4-CONH2、Ac-(RADA)5-CONH2から選択される第1のペプチドを
含み、前記ペプチドは、Ac-(KLDL)3-CONH2、Ac-(KLDL)4-CONH2、Ac-(KLDL)5-CONH2から選
択され、前記抗体はIgG抗体である。多層ヒドロゲル構造は、2段階ゲル化方法において調
製され得る。例えば、ac-(RADA)4-CONH2ペプチド溶液(約0.2～約5.0%w/v、好ましくは約0
.4～約2.0%w/v、好ましくは約0.5～約1.5%w/v)と、IgG(約1μM～約20μM、好ましくは約2
μM～約10μM、4μM～約8μM)を含むバッファ溶液(PBSまたはゲル形成に適切な別のバッ
ファ)を混合した際に、IgGを含むゲルは形成され得る。該ゲルは、所望の物理的形状に形
成され得る。例えば、針の先端で液滴を形成するシリンジを使用して、ゲル化を可能にす
るのに十分な時間待機させることにより実質的に球形のコア構造を生じ得る。自己組織化
方法は、シリンジの針の先端に引っかかる実質的に球形の幾何学を有するヒドロゲルを生
じ得る。形成された第1のゲルは、自己組織化ペプチドの第2の層で被覆され、層が重ねら
れた生成物を生じ得る。例えば、第2のシリンジを使用して、別の自己組織化ペプチドac-
(KLDL)3-CONH2の層をコアの外表面に適用し得る。ac-(KLDL)3-CONH2ペプチド溶液は、約0
.1～約5.0%w/v、好ましくは約0.2～約2.0%w/v、好ましくは約0.3～約1.5%w/v、またはよ
り好ましくは約0.6%w/vであり得る。最終段階において、ゲル化が起こる前にac-(KLDL)3-
CONH2ペプチド溶液の液滴を接触させて、先に形成されたac-(RADA)4-CONH2ペプチドヒド
ロゲルを封入することにより、「タマネギ様」の多層ヒドロゲル構造を生じ得る。IgG抗
体を有するコアおよび自己組織化ペプチドを形成する前記の工程後に、第2のペプチドで
被覆することが複数回反復されて多層のタマネギ様構造を生じ得る。例えば、ac-(KLDL)3
-CONH2で被覆されたac-(RADA)4CONH2/IgGコアを含む上述の生成物を、所望の放出プロフ
ィールに基づいて、ac-(RADA)4CONH2/IgGの層、次いでac-(KLDL)3-CONH2の別のコーティ
ングでさらに被覆し得る。
【００１８】
　他の自己組織化ペプチドも、製剤の1つ以上の層またはコアを形成するために使用され
得る。かかるペプチドの例としては、K27、27アミノ酸βシート形成ペプチド(KLEALYIIMV
LGFFGFFILGIMLSYIR)；K24、24アミノ酸βシート形成ペプチド(KLEALYVLGFFGFFILGIMLSYIR
)；またはBodenら(米国特許出願公開20020132974)に記載されるSER-1；またはLockwoodら
(Biomacromolecules, 2002, 3 (6), pp 1225-1232)に記載されるPF424-46が挙げられる。
【００１９】
　ヒアルロン酸、コラーゲン、架橋ポリマー、グリコサミノグリカン、ケラチン、フィブ
ロネクチン、ビトロネクチンまたはラミニンなどの他のゲル形成またはコーティング剤を
使用して、明細書に記載の製剤のコアを封入する1つ以上の層を形成し得る。
【００２０】
　発明は、1つ以上の治療剤を含む製剤に関する。好ましい態様において、該治療剤は、
抗体、IgG抗体、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体断片お
よびポリクローナル断片から選択され、該治療剤は、少なくとも約1か月、または2か月ま
たは3か月の期間にわたり放出される。
【００２１】
　用語「抗体」は、最も広い意味で使用され、具体的にはモノクローナル抗体(全長モノ
クローナル抗体を含む)、ポリクローナル抗体、多重特異的抗体(例えば、二重特異的抗体
)および所望の生物学的活性を発揮する限りは抗体断片をカバーする。
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【００２２】
　「抗体断片」は、全長抗体の一部、一般的にその抗原結合領域または可変領域を含む。
抗体断片の例としては、Fab、Fab'、F(ab').sub.2およびFv断片；ダイアボディ；直鎖抗
体；単鎖抗体分子；および抗体断片で形成される多重特異的抗体が挙げられる。
【００２３】
　用語「モノクローナル抗体」は、明細書で使用する場合、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体をいい、すなわち該集団を含む個々の抗体が、少量で存在し得る起こり得
る天然に存在する変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特異的であり、
単一の抗原部位に対して方向づけられる。典型的に異なる抗原決定基(エピトープ)に対し
て方向づけられた異なる抗体を含む従来の(ポリクローナル)抗体調製物に対して、それぞ
れのモノクローナル抗体は、抗原上の1つの決定因子に対して方向づけられる。改変体「
モノクローナル」は、実質的に均一の抗体の集団から得られるような抗体の特徴を示し、
任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするとは解釈されない。例えば、本発明によ
り使用されるモノクローナル抗体は、Kohler et al., Nature 256:495 (1975)に最初に記
載されたハイブリドーマ法により作製され得るか、または組み換えDNA法(例えば米国特許
4,816,567参照)により作製され得る。「モノクローナル抗体」はまた、例えばClackson e
t al., Nature 352:624-626 (1991)およびMarks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1
991)に記載される技術を使用してファージ抗体ライブラリーから単離され得る。
【００２４】
　好ましい態様において、抗体は、IgD、IgA、IgM、IgEまたはIgGイムノグロブリンから
選択される。より好ましい態様において、抗体はIgGである。好ましい態様において、抗
体は、IgG1、IgG2、IgG3およびIgG4、IgM1およびIgM2、ならびにIgA1およびIgA2抗体から
なる群より選択される。一態様において、抗体は、完全抗体(whole antibody)または単鎖
Fv抗体断片またはFab抗体断片である。好ましい態様において、抗体は、リツキシマブ、
インフリキシマブ、トラスツズマブ、アブシキシマブ、パリビズマブ、ムロモナブ-CD3(M
urumonab-CD3)、ゲムツズマブ、トラスツズマブ、バシリキシマブ、ダクリズマブ、エタ
ネルセプトおよびイブリツモマブチウキセタンから選択される。一態様において、抗体は
、抗TNF抗体、抗CD3抗体、抗CD20抗体、抗CD25抗体、抗CD33抗体、抗CD40抗体、抗HER2抗
体、抗HBV抗体、抗HAV抗体、抗HCV抗体、抗GPIIb/IIIa受容体抗体、抗RSV抗体、抗HIV抗
体、抗HSV抗体および抗EBV抗体から選択される。
【００２５】
　非ヒト(例えばマウス)抗体のヒト化」形態は、非ヒトイムノグロブリン由来の最小配列
を含むキメラ抗体である。最大の部分について、ヒト化抗体は、レシピエントの超可変領
域由来の残基が、マウス、ラット、ウサギまたは非ヒト霊長類などの非ヒト種(ドナー抗
体)の所望の特異性、親和性および収容力を有する超可変領域由来の残基で置き換誤差れ
たヒトイムノグロブリン(レシピエント抗体)である。いくつかの例において、ヒトイムノ
グロブリンのFR残基は、対応する非ヒト残基で置き換誤差れる。さらに、ヒト化抗体は、
レシピエント抗体またはドナー抗体中には見られない残基を含み得る。これらの修飾は、
抗体性能のさらなる向上のためになされる。一般的に、該ヒト化抗体は、少なくとも1つ
、典型的には2つの可変ドメインの実質的に全てを含み、該可変ドメイン中で、全てまた
は実質的に全ての超可変領域は、非ヒトイムノグロブリンの超可変ドメインに対応し、全
てまたは実質的に全てのFR領域は、ヒトイムノグロブリン配列のFR領域である。任意に、
ヒト化抗体はまた、イムノグロブリン、典型的にはヒトイムノグロブリンの定常領域(Fc)
の少なくとも一部を含む。さらなる詳細について、Jones et al., Nature 321:522-525 (
1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); and Presta, Curr. Op. Struct
. Biol. 2:593-596 (1992)参照。
【００２６】
　「単鎖Fv」または「sFv」抗体断片は、抗体のVHおよびVLドメインを含み、これらのド
メインは、単一ポリペプチド鎖中に存在する。一般的に、Fvポリペプチドはさらに、VHド
メインとVLドメインの間に、sFvが抗原結合のための所望の構造を形成することを可能に
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するポリペプチドリンカーを含む。sFvの概要について、Pluckthun in The Pharmacology
 of Monoclonal Antiboies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag, N.
Y., pp. 269-315 (1994)参照。
【００２７】
　IgGは、血液中に最も豊富な抗体の種類である(血清濃度は13mg/ml)。IgGの4つのサブク
ラスがあり、それらは全て単量体であり、通常抗原に対して非常に高い親和性を有する。
産生される抗体IgGのサブクラスは、サイトカインの存在(特に、IL-4およびIL-2)に依存
的であり、それぞれのクラスはそれら自身の特定の活性を有する。IgGは、血液および組
織中の毒素(例えば細菌感染由来)の中和にも重要な役割を果たす。
【００２８】
　所定の時間での抗体の生物学的活性の変化が、例えば抗原結合アッセイにおいて決定さ
れるように医薬製剤を調製した時点で発揮される生物学的活性の約20%以内(アッセイの誤
差範囲内)である場合、抗体は、医薬製剤中で「その生物学的活性を保持する」。
【００２９】
　タンパク質、ポリペプチド、微小RNAおよび他の生体ポリマーなどの種々の治療剤も、
持続放出のために製剤内に一体化され得る。一態様において、治療剤は、エリトロポイエ
チン(EPO)、インターフェロンα、インターフェロンβ、インターフェロンγ、成長ホル
モン、成長ホルモン放出因子、神経成長因子(NGF)、顆粒球-コロニー刺激因子(G-CSF)、
顆粒球マクロファージ-コロニー刺激因子(GM-CSF)、マクロファージ-コロニー刺激因子(M
-CSF)、血液凝固因子、インスリン、オキシトシン、バソプレシン、副腎皮質刺激ホルモ
ン、上皮成長因子、血小板由来成長因子(PDGF)、プロラクチン、ルリベリン、黄体化ホル
モン放出ホルモン(LHRH)、LHRHアゴニスト、LHRHアンタゴニスト、ソマトスタチン、グル
カゴン、インターロイキン2(IL-2)、インターロイキン11(IL-11)、ガストリン、テトラガ
ストリン、ペンタガストリン、ウロガストロン、セクレチン、カルシトニン、エンケファ
リン、エンドルフィン、アンギオテンシン、甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン(TRH)、腫
瘍壊死因子(TNF)、腫瘍壊死因子関連アポトーシス誘導リガンド(TRAIL)、ヘパリナーゼ、
骨形態形成蛋白(BMP)、ヒト心房性ナトリウム利尿ペプチド(hANP)、グルカゴン様ペプチ
ド(GLP-1)、レニン、ブラジキニン、バシトラシン、ポリミキシン、コリスチン、チロシ
ジン、グラミシジン、シクロスポリン、小干渉RNA(siRNA)、プラスミドDNAおよびアンチ
センスオリゴデオキシヌクレオチド(AS-ODN)から選択される。
【００３０】
　抗ざ瘡剤、抗アレルギー剤、抗不安薬、喘息治療薬、抗癌剤、高脂血症治療薬(hypolip
emic agent)、ホルモン性避妊薬、抗鬱薬、抗糖尿病剤、鎮痛薬、抗無力症剤(antiasthen
ics)、抗高血圧薬、抗菌剤、抗生物質、睡眠薬、ホルモン治療薬、抗偏頭痛剤、過剰な体
重を治療するために使用される薬物、抗パーキンソン症候群剤、精神遮断薬、非ステロイ
ド性抗炎症剤、排卵誘発剤、粘液溶解剤、咳止め、勃起誘発剤および抗潰瘍剤として使用
される治療剤が、持続送達のための明細書の製剤のコア構造に一体化され得る。好ましい
態様において、発明は、インスリン、ロイプロリド、ゴナドレリン、ソマトスタチン、オ
クトレオチド、エンフビルチド(enfuviritide)、カルシトニンおよびネシリチドから選択
される治療剤を含む製剤に関する。
【００３１】
　別の態様において、治療剤は、アンクロド、アニストレプラーゼ、乳酸ビソルビン(bis
obrin lactate)、ブリノラーゼ、ハーゲマン因子(例えば、第XII因子)断片、モルシドミ
ン、ストレプトキナーゼ、組織プラスミノゲン活性化因子(TPA)、ウロキナーゼ、TFPI、
プラスミンおよびプラスミノゲンなどのプラスミノゲン活性化因子、ならびに凝固因子II
a、Va、VIIa、VIIIa、IXa、Xa、XIa、XIIaおよびXIIIaの阻害剤から選択される血栓溶解
剤である。
【００３２】
　別の態様において、治療剤は、サイトカイン、増殖因子、インターロイキン、α-イン
ターフェロン、γ-インターフェロン、トランスホーミング増殖因子β、好中球活性化ペ
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プチド2およびそのアナログ、マクロファージ炎症タンパク質およびそのアナログ、およ
び血小板第4因子およびトランスホーミング増殖因子β、ならびにそれらの組合せから選
択される細胞シグナル伝達分子である。
【００３３】
　別の態様において、治療剤は、アルクロフェナク、アルクロメタゾンジプロピオネート
、アルゲストンアセトニド、αアミラーゼ、アムシナファル(amcinafal)、アムシナフィ
ド(amcinafide)、アンフェナクナトリウム、塩酸アミプリローズ(amiprilose hydrochlor
ide)、アナキンラ、アニロラク(anirolac)、アニトラザフェン、アパゾン、アスピリン、
バルサラジド二ナトリウム、ベンダザック、ベノキサプロフェン、塩酸ベンジダミン、ブ
ロメライン(bromelain)、ブロペラモール、ブデソニド、カルプロフェン、シクロプロフ
ェン、シンタゾン、クリプロフェン、プロピオン酸クロベタゾール、酪酸クロベタゾン、
クロピラック、プロピオン酸クロチカソン、酢酸クロメタソン、コルトドキソン(cortodo
xone)、デフラザコート、デソニド、デソキシメタゾン(desoximetasone)、デキサメタゾ
ンジプロピオネート、ジクロフェナクカリウム、ジクロフェナクナトリウム、二酢酸ジフ
ロラゾン、ジフルミドンナトリウム、ジフルニサル、ジフルプレドナート、ジフタロン、
ジメチルスルホキシド、ドロシノニド、エンドリソン(endrysone)、エンリモマブ(enlimo
mab)、エノリカム(enolicam)ナトリウム、エピリゾール(epirizole)、エトドラック、エ
トフェナマート、フェルビナク、フェナモール(fenamole)、フェンブフェン、フェンクロ
フェナク、フェンクロラック、フェンドサール(fendosal)、フェンピパロン、フェンチア
ザク、フラザロン(flazalone)、フルアザコート(fluazacort)、フルフェナム酸、フルミ
ゾール、酢酸フルニソリド、フルニキシン、フルニキシンメグルミン、フロコルチンブチ
ル、酢酸フルオロメトロン、フルクアゾン、フルビプロフェン、フルレトフェン、プロピ
オン酸フルチカゾン、フラプロフェン(furaprofen)、フロブフェン、ハルシノニド、ハロ
ベタゾールプロピオナート、酢酸ハロプレドン、イブフェナック、イブプロフェン、イブ
ブロフェンアルミニウム、イブプロフェンピコノール、イロニダップ、インドメタシン、
インドメタシンナトリウム、インドプロフェン、インドキソール(indoxole)、イントラゾ
ール、イソフルプレドンアセタート、イソキセパック、イソキシカム、ケトプロフェン、
塩酸ロフェミゾール、ロモキシカム(lomoxicam)、ロテプレドノールエタボナート、メク
ロフェナム酸ナトリウム、メクロフェナム酸、メクロリソンジブチラート、メフェナム酸
、メサラミン、メセクラゾン、メチルプレドニゾロンスプレタナート、モルニフルマート
、ナブメトン、ナプロキセン、ナプロキセンナトリウム、ナプロキソール(naproxol)、ニ
マゾン、オルサラジンナトリウム、オルゴテイン(orgotein)、オルパノキシン、オキサプ
ロジン、オキシフェンブタゾン、塩酸パラニリン、ペントサンポリ硫酸ナトリウム、フェ
ンブタゾンナトリウムグリセラート、ピルフェニドン、ピロキシカム、桂皮酸ピロキシカ
ム、ピロキシカムオラミン(piroxicam olamine)、ピルプロフェン、プレドナザート(pred
nazate)、プリフェロン(prifelone)、プロドール酸、プロクアゾン、プロキサゾール、ク
エン酸プロキサゾール、リメキソロン、ロマザリット、サルコレックス(salcolex)、サル
ナセジン(salnacedin)、サルサラート、サリチラート、サンギナリウムクロライド、セク
ラゾン、セルメタシン(sermetacin)、スドキシカム、スリンダク、スプロフェン、タルメ
タシン、タルニフルマート、タロサラート、テブフェロン、テニダップ、テニダップナト
リウム、テノキシカム、テシカム、テシミド、テトリダミン、チオピナック、チキソコル
トールピバラート、トルメチン、トルメチンナトリウム、トリクロニド、トリフルミダー
ト、ジドメタシン、グルココルチコイドおよびゾメピラックナトリウムから選択される抗
炎症剤である。
【００３４】
　別の態様において、治療剤は、クロピドグレル、チクロピジン、プラスグレル、スルフ
ィンピラゾン、AZD6140、AZD6933およびAR-C69931から選択されるADP受容体アンタゴニス
ト；アブシキシマブ、フラダフィバン、ラミフィバン、ロトラフィバン(lotrafiban)、オ
ルボフィバン、ロキシフィバン、シブラフィバン、チロフィバンおよびキセミロフィバン
から選択される糖タンパク質IIb/IIIa受容体阻害剤である。
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【００３５】
　別の態様において、治療剤は、ビタミンKアンタゴニスト、クマリンおよびクマリン誘
導体、ワルファリンナトリウム；ヘパリン；アルデパリンナトリウム；ビバリルディン；
ブロミンジオン；クマリンダルテパリンナトリウム；デシルジン；ジクマロール；リアポ
ラートナトリウム；メシル酸ナファモスタット；フェンプロクモンスルファチド；および
チンザパリンナトリウムから選択される抗凝固剤である。
【００３６】
　別の態様において、治療剤は、ベザフィブラート、シプロフィブラート、クロフィブラ
ート、エトフィブラート、フェノフィブラート、ゲムフィブロジル、ロニフィブラートお
よびシンフィブラート；スタチン、アトルバスタチン、セリバスタチン、フルバスタチン
、ロバスタチン、メバスタチン、ピタバスタチン、プラバスタチン、ロスバスタチンおよ
びシンバスタチン；ナイアシンまたはアシピモックス、ニコチン酸アルミニウム、ニセリ
トール(ペンタエリスリトールテトラニコチン酸)、ニコフラノースおよびニコチニルアル
コールを含むナイアシン誘導体；コレセベラム、コレスチラミン、コレスチポールおよび
コレキストランを含む胆汁酸捕捉剤；アナセトラピブなどのCETP阻害剤；ベンフルオレッ
クス；コレスチラミン；デキストロチロキシン；エゼチミブ；ラロピプラント；メグルト
ール；ω3トリグリセリド；ポリコサノール；プロブコール；ならびにチアデノールから
選択される脂肪低下剤である。
【００３７】
　別の態様において、治療剤は、アスピリン、セレコキシブ、ルミラコキシブおよびエト
リコキシブから選択されるシクロオキシゲナーゼ-2(COX-2)阻害剤である。
【００３８】
　別の態様において、治療剤は、アンギオテンシン変換酵素(ACE)阻害剤、アンギオテン
シンII受容体アンタゴニスト、アンギオテンシンIIの異化作用を活性化する薬剤、および
アンギオテンシンIIが最終的に誘導されるアンギオテンシンIの合成を防ぐ薬剤から選択
されるアンギオテンシン系阻害剤；ベナゼプリル、カプトプリル、シラザプリル、デラプ
リル、エナラプリル、ホシノプリル、イミダプリル、リシノプリル、モエキシプリル、ペ
リンドプリル、キナプリル、ラミプリル、スピラプリル、テモカプリル、トランドラプリ
ルおよびゾフェノプリルから選択されるACE阻害剤；アジルサルタン、カンデサルタン、
エプロサルタン、イルベサルタン、ロサルタン、オルメサルタン、タソサルタン、テルミ
サルタンおよびバルサルタンから選択されるアンギオテンシンII受容体アンタゴニスト；
ブスルファン、カルムスチン、クロラムブシル、シクロホスファミド、ドキソルビシン、
エストラムスチン、ヘプスルファン(hepsulfan)、ヒドロキシカルバミド、イホスファミ
ド、ロムスチン、メルファラン、メトトレキサート、ピポブロマンおよびチオテパから選
択される化学療法抗癌薬である。
【００３９】
　別の態様において、治療剤は、アスピリン、塩酸β-[4-(2-カルボキシ-1-プロペニル)
ベンジル]ピリジン(OKY-1555)および1-カルボキシヘキシル-、1-カルボキシヘプチルおよ
び1-カルボキシ-オクチル-イミダゾール、4(Z)-6-[(4RS,5SR)-4-(2-ヒドロキシフェニル)
-1,3-ジオキサン-5-イル]-4-ヘキセン酸、BM-573、カモナグレル、CGS-12970、ダルトロ
バン(daltroban)、ダズメグレル(dazmegrel)、DTTX30、E-6700、FCE-27262、イミトロダ
スト(CS-518)、イスボグレル(isbogrel)(CV-4151)、ケトコナゾール、KK-505、KY-063、
ナファグレル(DP-1904)、オザグレル(OKY-046)、ピコタミド、ピルマグレル(pirmagrel)(
CGS-13080)、リドグレル、SQ29548、ロラファグレル(rolafagrel)(FCE-22178)、サチグレ
ル(satigrel)(E-5510)、スロトロバン(sulotroban)、テルボグレルおよびUK 38485から選
択されるトロンボキサンシンテターゼ阻害剤である。
【００４０】
　別の態様において、治療剤は、AT9283、VX-680、MK0457、TG101209、INCB018424、LS10
4、XLO19、TG101348、ボリノスタット、4-アリール-2-アミノ-ピリジンおよび4-アリール
-2-アミノアルキル-ピリジンから選択されるJAK-2阻害剤である。
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【００４１】
　治療剤の「治療有効量」は、抗体が効果的な治療について、疾患または障害の予防また
は治療に有効な量をいう。「疾患または障害」は、抗体を用いた治療から利益を被る任意
の状態である。これは、慢性および急性の障害または疾患、例えば哺乳動物が、問題の該
障害にかかり易くなるこれらの病理学的状態を含む。
【００４２】
　ペプチド配列は、アミノ末端がアセチル基でキャップされるように示される。しかしな
がら、アミノ末端キャップを有さないペプチドも使用され得る。C末端にカルバモイル基
を有するペプチド配列が合成される。しかしながら、カルボン酸C末端を有するペプチド
配列も使用され得る。
【実施例】
【００４３】
実施例
材料および方法
　化学物質および試薬。ac-(RADA)4-CONH2およびac-(KLDL)3-CONH2ペプチドは、CPC Scie
ntific (Sunnyvale, CA, USA)から粉末形態で入手し、MIT Biopolymers Lab (Cambridge,
 MA, USA)で特徴付けを行った。ヒトポリクローナルIgGは、Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, USA)から購入した。ヒトIgGのpI 7.1は、IPGストリップおよびタンパク質標準(Bio-R
ad Laboratories, Hercules, CA)ならびにIPGphor系(Amersham Pharmacia Biotech, Upps
ala, Sweden)を使用して、PhastSystem中、等電点焦点(isoelectric focusing)ゲル電気
泳動により決定した。
【００４４】
　IgG放出実験。良く確立されたプロトコル[9,10,11,12,13]を使用して、ペプチドヒドロ
ゲルを形成した。簡潔に、ac-(RADA)4-CONH2およびac-(KLDL)3-CONH2ペプチドを、脱イオ
ン水に溶解して、探査超音波処理器を使用して、使用前に30分間超音波処理した。ペプチ
ド水溶液を、5μMの終濃度のIgGを含むリン酸緩衝化食塩水(PBS、pH=7.4)と混合した。40
μlの混合物を200μlポリプロピレンチューブに移して、約10分ゲル化させた。次いで、7
0μlのPBSを40μlのヒドロゲルにゆっくり添加した。完全なシンク条件(sink conditions
)を満たして、タンパク質放出プロフィールの決定を可能にするために、40μlの上清を、
等容量の新しいPBSで、頻繁な時点で交換した。一連の測定の間にヒドロゲルの体積は変
化しなかったので、IgG放出は、ヒドロゲル分解または膨潤が原因とはなり得なかった。
実験は、ポリプロピレンチューブの表面に検出可能なIgGの吸着が何らないことを示した
。
【００４５】
　多層ヒドロゲル構造の形成は、2工程のゲル化方法を含んだ。ac-(RADA)4-CONH2ペプチ
ド溶液(1.0%w/v)と、5μM IgGを含んだPBS溶液の混合の際に、発明者らは、針の先端に液
滴を形成するようにシリンジを使用し、10分間待機させてゲル化させた。自己組織化処理
により、シリンジ針の先端に引っかかる球形の幾何学を有するヒドロゲルが生じた。次い
で、異なるシリンジを使用して、発明者らは、ac-(KLDL)3-CONH2ペプチド水溶液と、PBS
を混合して、0.6%w/vのペプチド終濃度を有する溶液を得た。最終工程において、ゲル化
が起こる前に、発明者らは慎重に、ac-(KLDL)3-CONH2ペプチド溶液の液滴を接触させ、予
め形成したac-(RADA)4-CONH2ペプチドヒドロゲルを封入し、「タマネギ様」多層ヒドロゲ
ル構造(図2)を作製した。多層ヒドロゲルをポリプロピレンチューブの底におき、先の段
落に記載されるように拡散実験を行った(図2A)。
【００４６】
　自己組織化ペプチドナノ線維スキャホールドヒドロゲルからのIgG放出実験は、室温で
行った。上清中の放出されたIgGの濃度は、280nmで分光測光法的に決定した(NanoDrop ND
-1000 UV-Vis, NanoDrop Technologies, Delaware, USA)。全てのデータ点は4試料の平均
を表す。計算したパラメーターの不確実性は、共通誤差伝播技術により推定し、すなわち
関数y = g(x1, x2)について、計算した値中の誤差は、式
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【数１】

を使用して決定した。
【００４７】
　多層二成分ヒドロゲル系の顕微鏡可視化。多層ヒドロゲルの可視化の前に、発明者らは
、ac-(KLDL)3-CONH2およびac-(RADA)4-CONH2ペプチド溶液と、Alexa-488(緑色)およびCY3
(赤色)蛍光色素溶液をそれぞれ混合した。多層ヒドロゲルは、1.0%w/v ac-(RADA)4-CONH2
(コア)および0.6%w/v ac-(KLDL)3-CONH2(シェル)の組成を有する2つの同一中心球体から
なる。蛍光顕微鏡(Hamamatsu cameraおよびOpenlab画像取得ソフトウェアを備えたNikon 
TE300)を用いて可視化を行った。
【００４８】
　放出されたIgG濃度からの拡散率の決定。分子的に分散した拡散剤を含むヒドロゲルマ
トリクスについて、見かけの分散係数は、拡散のフィックの第2原理の1次元不安定状態形
式(1-D unsteady-state form)を使用して、計算し得、これは、小さな時間(t)の値につい
て[21,22]:

【数２】

により表され、式中、Dappは、見かけの拡散率であり、MtおよびM∞は、tおよび無限の時
間(∞)のそれぞれの後にヒドロゲルから放出される拡散化合物の累積質量である。ウェル
の内側のヒドロゲルマトリクスの厚さ(H)は、ペプチドIgG溶液の体積(すなわち、40μl)
およびポリプロピレンチューブのウェルの寸法から計算した。Dapp.は、Mt/M∞対 t0.5、
0 < Mt/M∞< 0.6のデータを適合する直線の傾斜から得られ得る。
【００４９】
　円偏光二色性分光分析(CD)。190nm～260nmの遠紫外線CDスペクトルを室温で記録した(A
viv 62DS分光器)。2か月後のヒドロゲルから放出されたIgGのCDスペクトルを、同じ濃度
で新たに調製したIgG溶液のCDスペクトルと比較した。スペクトルは1nmの段差で記録し、
2秒間にわたり平均した。全ての測定は、PBS、pH7.4中1mm石英キュベット中で行った。4
つのスキャンの蓄積および平均からスペクトルが得られた。同じ条件下で得られたIgGな
しのバッファのブランクスペクトルを引いた。
【００５０】
　蛍光放射分光分析。放出されたIgGおよび天然のIgGの蛍光放射は、Perkin-Elmer LS-50
B分光器を使用して、1cmの経路長さの石英キュベットを使用して室温で測定した。300nm
の励起で、310nm～400nmの放射スペクトルを記録した。励起および放射スリットの幅は、
それぞれ5.0nmおよび2.5nmに設定した。試料の状態は、CD測定について記載されたものと
同じであった。
【００５１】
　IgGのFCS機能アッセイ。抗体-抗原結合のFCS特徴付けは、Fluoropoint一分子検出系(Ol
ympus, Tokyo, Japan)を使用して、室温で行った。タンパク質の蛍光シグナルは、発明者
らが使用した一分子分析計による検出には小さいので、発明者らは、標準タンパク質標識
キット(Molecular Probes Inc., Eugene, OR)を使用して、ヒトIgGを、強力なフルオロフ
ォアAlexa-647で標識した。共焦点フェムトリットル体積と交差するAlexa-647蛍光標識Ig
G分子を、He-Neレーザーを用いて633nmで励起させ、これを測定して(単位時間当たりの計
測)、異なる濃度でのそれぞれの蛍光標識IgGの較正曲線を使用して、濃度に変換した。
【００５２】
　共焦点体積中の蛍光強度の変動は、時間の関数として記録して、自己相関関数g(τ)は
、蛍光分子および局所環境における拡散力学の特性により影響される[16,17]。溶液中の
単分散粒子の変則3次元拡散(anomalous 3-D diffusion)の場合の自己相関関数を規定する
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ために[16,18,19]、Fluoropoint系では式2:
【数３】

を使用した(式中、g(τ)は、3重状態の画分集団(Ftrip)および減衰時間(τtrip)の関数で
あり、Nは、試料体積中の分子の数であり、τDは、変移拡散時間であり、sは、円柱形検
出体積を説明する因子であり、かつ円柱の規定面の半径(ωo)をその高さ(ω1)の2分の1で
割った比に等しい)。十分に異方性の溶液中、拡散分子を共焦点体積よりも有意に小さく
すると、分子(例えばIgG)の拡散係数Dは、
【数４】

と等しくなる。自己相関プロフィールは、単一および複数の変移拡散時間を使用して適合
された。全てのデータ点は、4または8試料の平均を表す。
【表４】

【表５】

【００５３】
　PBS中のAlexa-647標識IgGを、室温で1時間、10倍過剰のPC-BSA抗原(Athera Biotechnol
ogies AB, Sweden)と相互作用させた。IgGと抗原の間の任意の相互作用は、分子量(およ
びサイズ)複雑さの増加をもたらし、これは遊離IgGと比較して、より遅い変移拡散時間(
τD)を特徴とした。IgGの抗原への非特異的結合の影響は、異なる濃度のTween界面活性剤
の存在下で結合親和性を測定することにより評価され、0.5% Tweenでは、非特異的結合は
最小であったので、全てのIgG-抗原結合試験は、このTween濃度で行った。上述のようにF
CSアルゴリズムを使用してデータを分析し、1つおよび複数の成分を使用して自己相関関
数を適合させた。
【００５４】
　IgGのQCM機能性アッセイ。天然のIgGおよびヒドロゲルから放出されたヒトIgGの生物学
的活性も、QCM(Attana A200, Stockholm, Sweden)により評価した。構成は、両側に電極
を有する薄い圧電性石英板からなる。振動電流に連結した場合、石英結晶は、物質が結晶
の表面に吸着した際に記録される周波数が変化するように、結晶質量に感受性の共鳴周波
数で振動する。天然のヒトIgGとヒドロゲルから放出されたヒトIgGの結合特性を比較する
ために、PC-BSA抗原を、アミンカップリングキットを使用してチャンネルAおよびBに共有
結合的に固定した。予備実験により、非特異的な結合は、0.05% Tween界面活性剤中で最
小であることが示されたので、全てのIgG-抗原結合試験は、このTween濃度で行った。
【００５５】
　35μLの20μg/mLヒトIgGを、84秒間、20μL/分の流速で、QCM表面に固定化されたPC-BS
Aに注射して、PC-BSAに対するIgGの結合のための表面の質量増加を測定することにより、
室温での動力学的データを得た。陰性対照について、(i) BSAが固定された表面に対する
ヒトポリクローナルIgG、(ii) PC-BSAが固定された表面に対するモノクローナル抗Hisタ
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グ抗体、および(iii) PC-BSAが固定された表面に対する抗ロドプシン抗体の注射の際に観
察された信号からなる動力学的データを修正した。抗体と抗原の間の結合反応事象につい
て単純な1:1結合モデルを使用して、Attache Evaluationソフトウェアを用いてデータを
分析した。分析から、結合kaおよび解離kdの速度定数を計算し、抗原についての天然のIg
Gおよび放出されたIgGの、KD= kd / kaで規定される結合親和性定数を計算した。χ2値お
よび0に近い残差に基づいて適合度を評価した。
【００５６】
結果および考察
　ペプチドスキャホールドヒドロゲルを介したヒトIgG放出。図3Aに見られるように、IgG
の最初の早い放出は、第1の時間(first hour)内に観察された(バースト効果)。これは、
溶媒/ヒドロゲル界面にあるかまたは近くにあり、上清溶液に急速に移動(escape)したIgG
分子のためである可能性が高い。以前の研究により、このペプチドヒドロゲルを介したタ
ンパク質の放出は、タンパク質のサイズに依存することが示された[10]。小さいタンパク
質はより速く放出されるが、大きなタンパク質(約150kD)であるIgGはゆっくり放出された
。ここで、IgG放出は3日後には完了しなかったことが示された。ここで、発明者らは、ペ
プチドスキャホールドヒドロゲルを介したIgGの放出は、3か月後でも漸近的にプラトー値
に達しなかったことを示す。ヒドロゲル系においてタンパク質放出がほとんど100%に達し
ない理由は、拡散物(diffusant)の自由な移動を可能にしない高度にもつれたヒドロゲル
のナノ線維ドメイン中にタンパク質分子が物理的にトラップされるためである。しかしな
がら、自己組織化ペプチドヒドロゲルは生分解性であるので、生きた生物に導入する際に
、ヒドロゲルは一ペプチドモノマー、その後アミノ酸に分解される。このプロセスは、宿
主組織に放出されるスキャホールドヒドロゲル中の全成分の負荷を可能にする。
【００５７】
　ヒトIgGの拡散に対するペプチドスキャホールドヒドロゲル密度の効果。IgGの放出プロ
フィールに対するヒドロゲル密度の影響を調べるために、自己組織化ペプチド濃度を変え
た。ペプチド濃度を上げることにより、より高い密度のナノ線維のネットワークが生じ、
IgGの放出が妨げられた。図3Aは、0.5%w/v (99.5%水)、1.0%w/v (99%水)および1.5%w/v (
98.5%水)のペプチド濃度を有するac-(RADA)4-CONH2ペプチドヒドロゲルならびに0.3%w/v 
(99.7%水)および0.6%w/v (99.4%水)の濃度を有するac-(KLDL)3-CONH2ペプチドヒドロゲル
を用いたヒドロゲルからのIgGの放出速度を示す。より高い密度のac-(KLDL)3-CONH2ヒド
ロゲルは、試料の取り扱いを困難にする硬さの増加を特徴とするので、試験しなかった。
結果は、該ヒドロゲルからのIgG放出は、ペプチドナノ線維密度を変えることにより制御
され得ることを示す。
【００５８】
　薬物放出のための複雑な多層ペプチドヒドロゲル構造の構築。二層ヒドロゲル系は、2
つの画分からなる。図2Aおよび2B～Dは、二成分のそれぞれに色素が付加されて可視化が
容易になる二成分ペプチドヒドロゲルの構造を示す。コア中のヒドロゲル球体は、ac-(RA
DA)4-CONH2ペプチドの自己組織化により形成され、CY3色素(赤色)を含み、封入第2球体は
、ac-(KLDL)3-CONH2で構成され、Alexa-488(緑色)フルオロフォアを含む。明視野顕微鏡
検査および蛍光顕微鏡検査により、それぞれのヒドロゲルの外形を示す(図2B～D)。色素
の拡散は、結果的にac-(KLDL)3-CONH2およびac-(RADA)4-CONH2ヒドロゲルそれぞれへのCY
3およびAlexa-488の拡散を生じるが、二成分ペプチドヒドロゲル系全体を介した均一な拡
散が予想され、色素の最初の分散は、それぞれのヒドロゲル球体の形状および寸法を明確
に規定する。
【００５９】
　抗体放出実験において、1.0% ac-(RADA)4-CONH2ペプチドのゲル化により形成されるコ
アには抗体が充填され、第2層(シェル)は、ac-(KLDL)3-CONH2ヒドロゲルからなり、抗体
を含まず、コアを封入する。多層ヒドロゲルの形成により、最初のタンパク質バースト放
出が、一成分ヒドロゲルにおいて観察されるものと比べて有意に小さくなる系が生じた(
図3Aおよび4A)。そのため、多層ヒドロゲルを介したIgG拡散は見かけ上0に近い次数の拡
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散プロフィールを生じる(図4Aおよび4B)。
【００６０】
　多層自己組織化ペプチドヒドロゲル技術は、例えば同心円の針を有する2画分(two-comp
artment)シリンジを使用して、2つのペプチド溶液を同時に注入することにより、ベンチ
からベッドのかたわらへと容易に移動可能である。ペプチド溶液と生物学的液の相互作用
の際にゲル化が起こり、活性化合物の放出は、長時間継続し得る。
【００６１】
　ヒドロゲルスキャホールドからのIgG拡散率。20℃で、無限希釈条件の水中のIgGの拡散
係数は、ストークス-アインシュタインの方程式
【数５】

(式中、kBは、ボルツマン定数であり、Tは、培地の絶対温度であり、ηは、溶媒の動的粘
度(1.002cPとする)であり、rhは、IgGの流体力学的半径である[20])を使用して、0.4 x 1
0-10 m2 s-1であると計算された。しかしながら、この試験においてマイクロモルのIgG濃
度を使用する場合、一分子分析により、ストークス-アインシュタインの方程式が溶液中
のIgG拡散率を10～20%まで過大評価する[10]ことが示されることに注意すべきである。ス
トークス-アインシュタインの方程式は無限希釈された分子のために開発され、これには
ブラウン運動が続くので、マイクロモル濃度での分子の密集(crowding)は、分子の移動を
遅くすることにより拡散に影響を及ぼし得る。
【表６】

【００６２】
　ペプチドヒドロゲルを介した放出の間のIgGの拡散係数を計算するために、発明者らは
、図3に示される放出プロフィールを使用した。式1に記載される一般的に使用されるフィ
ックのモデルの適用は、ストークス-アインシュタインの方程式を使用した溶液中のIgGに
ついて決定されたものとは有意に異なる(すなわち50%～80%)ヒドロゲル内の見かけのIgG
拡散係数を生じる。フィックの原理を使用した拡散係数の計算のモデルは、低分子、拡散
物の無限希釈およびヒドロゲルを介した分子の拡散がブラウン移動のみに依存することを
推定して開発された。式1は、これらの条件が適用されない場合であっても見かけの拡散
係数を決定するために一般的に使用される。そのようにする理由は、拡散率を決定するた
めの他の容易に移動可能な方法がない場合、系の考察を容易にすることである。ヒドロゲ
ル系において、これらの推定はほとんど満足されない。時間の平方根の関数としての放出
データをプロットすること(図3C)は、拡散機構が二相性であることを示した。それぞれの
プロットの最初の直線部分は、拡散が制御されたペプチドヒドロゲルを介したIgGの放出
を示し、これを使用してフィックの原理(式1)に基づいて拡散係数を計算する[21,22]。よ
り長い時間での直線からのずれは、フィックの原理に基づかない変則的な拡散に関連し得
る。小さなサイズのヒドロゲル孔および/または拡散IgG分子とヒドロゲルのペプチドナノ
線維の間の特異的な相互作用による拡散の阻害も、フィックの原理からのずれの原因であ
り得る。
【００６３】
　放出されるIgGの立体構造的特性。タンパク質不活性化を生じるタンパク質凝集事象お
よびタンパク質-ペプチド相互作用は、ペプチド溶液中のIgG残留の間、自己組織化および
ナノ線維形成の間、または放出プロセスの間に起こり得る。封入の2か月後のペプチドヒ
ドロゲルから放出されるIgGの立体構造状態についての洞察を得るために、遠UV CDおよび
蛍光分光分析を使用して、二次構造および三次構造の特性のそれぞれを調べた。
【００６４】
　天然のIgGのCDスペクトルは、IgGについての論文に報告されたもの[23]と同じであった
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。図5Aに見られ得るように、ヒドロゲルから放出されるIgGのCDスペクトルは、新たに調
製したIgG溶液のスペクトルと非常に似ていた。ダイオードまたはHT(すなわち、全吸収)
レベルが高い200nm未満の波長でのいくつかのスペクトルにおいて、小さなずれが観察さ
れた。スキャホールドから解離したナノ線維の可能性のある存在と合わせて、比較的低い
濃度の放出IgGは、スペクトルのこの領域で観察された低い信号対雑音比のためであり得
た。しかしながら、218nmの楕円率からわかるIgGのβシート含有率は、放出プロセスの間
に影響を受けなかった。
【００６５】
　トリプトファンを励起する300nmの励起で蛍光放射スペクトルを記録した。放射は、タ
ンパク質の3D構造内のトリプトファンの微小環境に感受性であるので、蛍光放射を使用し
て、ヒドロゲルを介して放出されるIgGの三次構造変化を検出し得る。最大放射の波長に
おける赤色のシフトは、トリプトファンが極性溶媒に曝露される結果タンパク質が折りた
たまれないことを示す。IgGの蛍光放射スペクトルは、文献の報告[24]と同様であった。
図5Bの洞察により、同じIgG濃度で、放出されたIgGの放射スペクトルは、放射最大および
蛍光強度の両方に関して天然のIgGのものと同様であることが示され、これは、IgGの封入
および放出は、三次構造の変化を誘導しなかったことを示す。
【表７】

【００６６】
　放出されたヒトIgGの機能性アッセイ。ヒトIgGの下位集団は、肺炎連鎖球菌を含む多く
のヒト感染微生物に存在する一般的な抗原であるホスホリルコリン(PC)に結合することが
知られているので[25,26,27,28]、PC-コンジュゲートBSA (PC-BSA)抗原を使用して、天然
のIgGおよびヒドロゲルから放出されたIgGの機能性を調べた。この試験に使用したPC-BSA
試料は、1BSAあたり約17個のPC分子を含む。一分子FCS検出系を使用してヒトIgGとPC-BSA
抗原の相互作用を調べた。一成分および複数成分を使用して自己相関関数を適合させるこ
とによりFCSデータ分析を行った。それぞれのデータセットについての適合度は、χ2パラ
メーターの値および0の周囲に均一に分布された残渣の洞察により判断した。全てのケー
スにおいて最も単純なモデルを選択した。より少ない独立成分を有するモデルについての
実験データの試みの適合により、高いχ2値が得られた。(i)バッファ溶液、(ii)抗原存在
下の標識なしIgG分子、(iii)PC-BSA抗原存在下の熱変性標識IgG、および(iv)BSA(PCハプ
テンなし)存在下の標識IgGの対照実験も行って、測定可能な相互作用は見られなかった。

【表８】

【００６７】
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　データ分析により、1つのτDは、遊離IgGの自己相関関数を説明するのに十分であるこ
とが示された。過剰な抗原を添加した際に、FCSデータの分析のために3つのτD値が必要
であった(図6)。IgGと10倍過剰のPC-BSA抗原(すなわち、50μM)の相互作用の際に、分散
時間に基づいて、3つの異なる種：遊離の結合していないIgG分子、および1つの抗原分子
または2つの抗原分子に結合したIgG分子が同定された(図6)。データ分析により、抗原の
存在に関係なく、遊離IgG分子は、検出体積を介して約1,060μ秒の拡散時間を有すること
が示された。ペプチドヒドロゲルを介した放出の前後のIgGの拡散時間の比較により、抗
原との相互作用の際に同じ型のIgG-(PC-BSA)x複合体が形成されたことが示された。これ
らの複合体は、1つまたは2つの抗原分子のそれぞれへのIgGの結合に対応して、約1,135μ
秒および1,230μ秒の拡散時間を有した。図6はまた、ヒドロゲルを介した放出の前後のそ
れぞれの種類のIgG分子(すなわち、遊離および1つまたは2つの抗原分子と相互作用)の割
合は同様であったことを示す。これらの結果は、PC-BSA抗原に対するIgGの結合親和性は
、ペプチドヒドロゲルからの放出に応じて変化しないので、IgGの生物学的活性は、ヒド
ロゲルへの封入およびヒドロゲルからの放出により影響を受けないことを示唆する。
【００６８】
　ポリクローナルヒトIgG試料中の比較的高い割合の抗PC IgG分子(図6)は、さらなる調査
を促した。文献の報告により、ヒト血清中のかなりの割合の抗PC-BSA抗体、すなわち100
～800μg/mlも、ラジオイムノアッセイ法およびいくつかの個体由来の血液試料を使用し
て、Scottらにより以前に観察されたことが示された[29]。これらの値および約8～16mg/m
lのヒト血清中のIgGの濃度に基づいて、一分子分析を使用して観察された比較的高い割合
の抗PC抗体が妥当であることが示唆される。発明者らの実験において、PC-BSAは、1BSAタ
ンパク質単位当たり約17個のPC基を含む。これは、FluoroPointにより観察された結合は
、非特異的な結合のためでなく、抗PCイムノグロブリンのPC-BSA抗原への高いアビディテ
ィーの結果であることを示唆する。他の供給源由来のヒトIgG試料を使用してこの観察を
再現できるかどうかを決定するために、さらなる試験が必要である。
【表９】

【００６９】
　ペプチドスキャホールドヒドロゲルから放出される前後のヒトIgGの機能性を試験する
ために、QCM技術も使用した。IgG機能性についての基準は、モノクローナルIgGとPC-BSA
抗原の間の結合の速度および親和性定数であった。QCMの金表面に固定されたPC-BSAとの
相互作用の際に、ペプチドヒドロゲル中48時間、1か月および2か月後に、放出されたヒト
IgGは、天然のIgGと比較して、機能的な変化を起こさなかったことが示された。図7にお
けるデータの適合の際に、力学的分析により、天然のIgGについて、結合ka = 9.47±0.05
x104M-1s-1および解離kd = 1.65±0.02x10-3 s-1の速度定数は、ヒドロゲルから放出され
たIgGのka = 11.85±0.10x104M-1s-1、kd = 2.39±0.02x10-3s-1について観察されたもの
と同様であることが示された。さらに、天然のIgGおよびヒドロゲルから放出されたIgGに
ついての結合定数、KD = 17.4±0.2nMおよびKD = 20.2±0.2nMはそれぞれ同様であった。
これらの結果により一分子分析が確認され、放出後の抗体の機能は、一連の放出実験の際
に、ペプチドヒドロゲルとの相互作用により影響を受けなかったことが示される。
【００７０】
結論
　持続薬物送達の主要な目標の1つは、特定の組織に治療を効率的に方向づけることであ
る。副作用を有する薬物の場合、局所送達は、患者に対しより低い毒性の副作用をもたら
す。生理学的条件下でゲル化する注射可能自己組織化ペプチドスキャホールド系は、活性
な抗体を特定の組織中局所的に、長期間にわたり放出する免疫療法などの持続放出適用に
ついて、確固とした系になる可能性を有する。この研究において、ヒト抗体はac-(RADA)4
-CONH2またはac-(KLDL)3-CONH2ペプチドヒドロゲルから3か月の期間にわたりゆっくり放
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出され、さらに放出速度は、ヒドロゲルを形成する自己組織化ペプチドのアミノ酸配列お
よびヒドロゲル中のペプチドナノ線維の密度に依存したことが示される。効率的な制御放
出系は、生物学的に活性なタンパク質を提示するはずである。ヒドロゲルから放出される
抗体の二次および三次構造ならびにそれらの生物学的活性を調べ、それらは、ヒドロゲル
への封入およびヒドロゲルからの放出により影響を受けないことが示された。これらの結
果は、新規の、抗体および他のタンパク質の持続放出のためにテーラーメイドのプログラ
ム可能なペプチドヒドロゲルを作製する機会を提示する。ペプチドヒドロゲル系は、IgG
および他の治療化合物の放出を制御するために、容易に設計および合成され得る。ペプチ
ド配列のプログラム可能性は特有であり、ナノ線維の特性を分子レベルで制御し、次いで
生体分子の拡散および放出速度を変化し得る手段を可能にする。
【００７１】
　この発明は、その好ましい態様を参照して具体的に示され、記載されるが、添付の特許
請求の範囲に包含される発明の範囲を逸脱することなく、形態および詳細における種々の
変化が該発明においてなされ得ることが、当業者には理解されよう。
【００７２】
ペプチド配列表
ac-(RADA)2-CONH2　(配列表:1)
ac-(RADA)3-CONH2　(配列表:2)
ac-(RADA)4-CONH2　(配列表:3)
ac-(RADA)5-CONH2　(配列表:4)
ac-(KLDL)2-CONH2　(配列表:5)
ac-(KLDL)3-CONH2　(配列表:6)
ac-(KLDL)3-CONH2　(配列表:7)
ac-(KLDL)4-CONH2　(配列表:8)
ac-(KLDL)5-CONH2　(配列表:9) 
KLEALWLGFFGFFILGISYIR　(配列表:10)
KLEALYIIMVLGFFGFFILGIMLSYIR　(配列表:11)
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