
JP 2012-508172 A 2012.4.5

(57)【要約】
　治療を必要とする患者に、１以上の生体適合性ポリマーに１以上のアミノ酸部位で共有
結合した凝固因子またはそのムテインの有効量を皮下または皮内投与することを含む、血
友病の治療方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　治療を必要とする患者に、１以上の生体適合性ポリマーに１以上のアミノ酸部位で共有
結合した凝固因子またはそのムテインの有効量を皮下または皮内投与することを含む、血
友病の治療方法。
【請求項２】
　生体適合性ポリマーがポリアルキレンオキシド、デキストラン、コロミン酸、炭水化物
ベースのポリマー、アミノ酸のポリマー、ビオチン誘導体、ポリビニルアルコール、ポリ
カルボキシレート、ポリビニルピロリドン、ポリエチレン－コ－マレイン酸無水物、ポリ
スチレン－コ－リンゴ酸無水物、ポリオキサゾリン、ポリアクリロイルモルホリン、ヘパ
リン、アルブミン、セルロース、キトサンの加水分解物、デンプン、グリコーゲン、アガ
ロースおよびその誘導体、グアーガム、プルラン、イヌリン、キサンタンガム、カラギー
ナン、ペクチン、およびアルギン酸加水分解物から選択される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　ポリアルキレンオキシドがポリエチレングリコールを含む、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　ポリエチレングリコールがメトキシポリエチレングリコールを含む、請求項３記載の方
法。
【請求項５】
　メトキシポリエチレングリコールが５ｋＤａ～１５０ｋＤａのサイズ範囲を有する、請
求項３記載の方法。
【請求項６】
　デンプンがヒドロキシエチルデンプンおよびヒドロキシプロピルデンプンを含む、請求
項２記載の方法。
【請求項７】
　生体適合性ポリマーが凝固因子またはそのムテイン上の所定の部位に共有結合している
、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　凝固因子がＦＶＩＩ、ＦＶＩＩＩ、およびＦＩＸ、およびそのムテインから選択される
、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　生体適合性ポリマーが８１、１２９、３７７、３７８、４６８、４８７、４９１、５０
４、５５６、５７０、７１１、１６４８、１７９５、１７９６、１８０３、１８０４、１
８０８、１８１０、１８６４、１９０３、１９１１、２０９１、２１１８および２２８４
から選択される１以上のアミノ酸部位にてＦＶＩＩＩに共有結合している、請求項８記載
の方法。
【請求項１０】
　生体適合性ポリマー結合のための１以上の部位が、部位特異的システイン変異によって
置換されている、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　ＦＶＩＩＩがＢドメイン欠失型ＦＶＩＩＩである、請求項８記載の方法。
【請求項１２】
　Ｂドメイン欠失型ＦＶＩＩＩが８１、１２９、３７７、３７８、４６８、４８７、４９
１、５０４、５５６、５７０、７１１、１６４８、１７９５、１７９６、１８０３、１８
０４、１８０８、１８１０、１８６４、１９０３、１９１１、２０９１、２１１８および
２２８４から選択される１以上のアミノ酸置換を含む、請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　生体適合性ポリマーが１以上のアミノ酸部位置換にてＢドメイン欠失型ＦＶＩＩＩに共
有結合している、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
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　凝固因子またはそのムテインが予防的に投与される、請求項１記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００８年１１月３日に出願された米国仮出願第６１／１１０，８０９号の利
益を請求し、その内容は、出典明示により全体として本明細書の一部とされる。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、血友病の治療方法に向けられる。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　血友病Ａは、男性５，０００人あたり１人の推定発病率を有する最も一般的な遺伝的凝
固障害である。それは、血液凝固の内在性経路の成分であるＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）
の欠失または構造的欠陥によって引き起こされる。ヒトＦＶＩＩＩは、組み換え生産され
ており、血友病Ａの置換療法として効果的であることが示された。
【０００４】
　血友病Ａの現行の治療は、ＦＶＩＩＩの静脈内注射または点滴を必要とする。患者は、
出血が起きたときに（「オンデマンド治療」）、または週に数回投与される予防的治療と
して、処置されうる。例えば、予防的処置の場合、ＦＶＩＩＩを週に３回投与してもよい
。さらに、投与のために、静脈アクセス装置を外科的に埋め込んでもよい。しかしながら
、これらの装置には、感染が問題となることがある。したがって、これらの煩わしい投与
様式は、患者のコンプライアンスに大きな障壁を生じる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　したがって、患者のコンプライアンスを促進するために、別の投与様式を開発する必要
性がある。本発明は、かかる治療方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　発明の概要
　本発明は、１以上の生体適合性ポリマーに１以上のアミノ酸部位で共有結合した凝固因
子またはそのムテインの有効量を皮下投与することを含む、血友病の治療方法に向けられ
る。凝固因子の例は、限定するものではないが、ＦＶＩＩＩ、ＶＩＩ因子（ＦＶＩＩ）、
またはＩＸ因子（ＦＩＸ）を包含する。１以上の生体適合性ポリマーは、無作為な部位に
結合されていてもよく、または部位特異的であってもよい。
【０００７】
　一の具体例において、生体適合性ポリマーは、ポリアルキレンオキシド、デキストラン
、コロミン酸、炭水化物ベースのポリマー、アミノ酸のポリマー、ビオチン誘導体、ポリ
ビニルアルコール、ポリカルボキシレート、ポリビニルピロリドン、ポリエチレン－コ－
マレイン酸無水物、ポリスチレン－コ－リンゴ酸無水物、ポリオキサゾリン、ポリアクリ
ロイルモルホリン、ヘパリン、アルブミン、セルロース、キトサンの加水分解物、デンプ
ン、グリコーゲン、アガロースおよびその誘導体、グアーガム、プルラン、イヌリン、キ
サンタンガム、カラギーナン、ペクチン、およびアルギン酸加水分解物から選択される。
一例として、ポリアルキレンオキシドは、ポリエチレングリコールであってもよい。さら
に、ポリエチレングリコールは、５ｋＤａ～１５０ｋＤａまたはその以上のサイズ範囲を
有していてもよい。
【０００８】
　別の具体例において、生体適合性ポリマーは、ヒドロキシエチルデンプンまたはヒドロ
キシプロピルデンプンなどのデンプンである。一例として、ヒドロキシエチルデンプンの
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サイズ範囲は、１５０ｋＤａ以上であってもよい。
【０００９】
　さらなる具体例において、生体適合性ポリマーは、凝固因子またはそのムテイン上の所
定の部位に共有結合されている。例えば、生体適合性ポリマーは、８１、１２９、３７７
、３７８、４６８、４８７、４９１、５０４、５５６、５７０、７１１、１６４８、１７
９５、１７９６、１８０３、１８０４、１８０８、１８１０、１８６４、１９０３、１９
１１、２０９１、２１１８および２２８４から選択されるＦＶＩＩＩポリペプチドまたは
ＦＶＩＩＩムテインの１以上のアミノ酸部位に共有結合していてもよい。
【００１０】
　一の具体例において、ＦＶＩＩＩムテインは、Ｂドメイン欠失型ＶＩＩＩ因子である。
別の具体例において、ＦＶＩＩＩムテインは、さらに、８１、１２９、３７７、３７８、
４６８、４８７、４９１、５０４、５５６、５７０、７１１、１６４８、１７９５、１７
９６、１８０３、１８０４、１８０８、１８１０、１８６４、１９０３、１９１１、２０
９１、２１１８および２２８４から選択される１以上のアミノ酸置換を含む。例えば、該
アミノ酸置換は、システインである。
【００１１】
　別の具体例において、生体適合性ポリマーは、ＦＶＩＩまたはＦＩＸ、またはそのムテ
イン上の無作為または所定の部位に共有結合している。
【００１２】
　別の具体例において、凝固因子またはムテインは、予防的に投与される。さらなる具体
例において、凝固因子またはムテインは、最初の負荷投与量、次いで低い維持投与量で毎
日投与される。別の具体例において、凝固因子またはムテインは、正常値の約１－２％の
トラフ濃度を維持する投与量で投与される。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】ＶＩＩＩ因子を未処理のＨｅｍＡマウスに皮内投与した。次いで、血漿ＦＶＩＩ
Ｉ活性をコアテスト（Coatest）アッセイによって決定した。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　発明の記載
　当然のことながら、本発明は、記載される特定の方法、プロトコール、細胞系統、動物
種または属、構築物、および試薬に限定されず、それ自体、変更してもよい。また、当然
のことながら、本明細書中で使用される用語は、特定の具体例を示すだけの目的であり、
添付の特許請求の範囲によってのみ限定されるであろう本発明の範囲を限定する意図はな
い。
【００１５】
　注目すべきは、本明細書および特許請求の範囲中で使用される場合、単数形「ａ」およ
び「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに別の意味を示さない限り、複数形を包含する。かくして
、例えば、「１つの剤」への言及は、１以上の剤への言及であり、当業者に知られたその
等価物などを包含する。
【００１６】
　別記しない限り、本明細書中で使用される全ての技術的および科学的用語は、本発明が
属する分野における通常の技術者に一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に
記載のものと類似または等価のいずれの方法、装置および材料も、本発明の実施または試
験に使用することができるが、好ましい方法、装置および材料をここに記載する。
【００１７】
　本明細書中に引用した全ての出版物および特許は、例えば、本発明と関連して使用され
るかもしれない出版物中に記載の方法を記載および開示する目的で、出典明示により、本
明細書の一部とされる。上記および本明細書中の出版物、本願の出願日より前の開示につ
いてのみ提供する。本明細書中には、先行発明によって、発明者らがかかる開示に先立つ
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権利をもたないという承認として解釈されるべきものはない。
【００１８】
　血友病Ａの予防的治療は、そのイン・ビボでの半減期（８－１２時間）によって必要と
されるＦＶＩＩＩの頻繁な静脈内注射または点滴を必要とする。大容量の頻繁な静脈内注
射は不都合であり、幼児への投与が困難であり、しばしば、静脈カテーテル関連の感染を
もたらす。
【００１９】
　皮下投与は、代わりの投与様式を提供し、まだ応じられていない医学的要望を提供する
。しかしながら、ヒトにおける治療としての皮下注射ＦＶＩＩＩは、主としてその非常に
低いバイオアベイラビリティ（＜５％）のため、現在、実行可能ではない。低いバイオア
ベイラビリティは、高投与量を必要とし、経済的に禁止される。さらに、注射量の限界は
、高度濃縮処方を必要とし、それは技術的に挑戦中である。
【００２０】
　本明細書中に記載のように、ＦＶＩＩＩのＰＥＧ化は、血友病Ａマウスモデルにおいて
、皮内投与されたＦＶＩＩＩのバイオアベイラビリティを有意に改善した。マウスにおけ
る皮内投与は、ヒトにおける皮下注射に類似する。
【００２１】
　本発明は、１以上の生体適合性ポリマーに１以上のアミノ酸部位で共有結合したＦＶＩ
ＩＩまたはそのムテインがイン・ビボでの機能的に活性なＦＶＩＩＩの改善された回収を
達成することを明らかにする。
【００２２】
　本発明は、１以上の生体適合性ポリマー、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）
、ヒドロキシエチルデンプン（ＨＥＳ）、ポリシアル酸（ＰＳＡ）、他の親水性ポリマー
に結合（conjugated）された凝固因子またはそのムテイン、または疎水性ポリマーと共に
処方されたＦＶＩＩＩに向けられる。これらの複合体（conjugate）は、血友病Ａの予防
的治療のために皮下投与されうる。さらに、該複合体は、毎週皮下投与されてもよく、ま
たは最初の負荷投与量、次いで、正常値の約１－２％の一定の有効なトラフ濃度を維持す
るために少量の低い維持投与量で、毎日投与されてもよい。
【００２３】
　生体適合性ポリマーは、限定するものではないが、ポリアルキレンオキシド、例えば、
限定するものではないが、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、メトキシポリエチレング
リコール（ｍＰＥＧ）、デキストラン、コロミン酸または他の炭水化物ベースのポリマー
、アミノ酸のポリマー、ビオチン誘導体、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、ポリカルボ
キシレート、ポリビニルピロリドン、ポリエチレン－コ－マレイン酸無水物、ポリスチレ
ン－コ－リンゴ酸無水物、ポリオキサゾリン、ポリアクリロイルモルホリン、ヘパリン、
アルブミン、セルロース、キトサンの加水分解物、デンプン、例えば、ヒドロキシエチル
－デンプンおよびヒドロキシプロピル－デンプン、グリコーゲン、アガロースおよびその
誘導体、グアーガム、プルラン、イヌリン、キサンタンガム、カラギーナン、ペクチン、
アルギン酸加水分解物、他のバイオポリマーおよびそのいずれかの等価物を包含する。他
の有用なポリアルキレングリコール化合物は、ポリプロピレングリコール（ＰＰＧ）、ポ
リブチレングリコール（ＰＢＧ）、ＰＥＧ－グリシジルエーテル（Ｅｐｏｘ－ＰＥＧ）、
ＰＥＧ－オキシカルボニルイミダゾール（ＣＤＩ－ＰＥＧ）、分岐鎖ポリエチレングリコ
ール、直鎖ポリエチレングリコール、三分岐鎖ポリエチレングリコールおよびマルチアー
ムまたは「超分岐鎖」ポリエチレングリコール（ｓｔａｒ－ＰＥＧ）である。
【００２４】
　「ＰＥＧ」および「ポリエチレングリコール」は、本明細書中で使用される場合、交換
可能であり、いずれの水溶性ポリ（エチレンオキシド）も包含する。典型的には、本発明
にしたがって使用されるためのＰＥＧは、以下の構造「－－（ＯＣＨ２ＣＨ２）ｎ－－」
（ここに、（ｎ）は２～４０００である）を含む。本明細書中で使用される場合、ＰＥＧ
は、また、末端の酸素が置き換わっているか、いないかによって、「－－ＣＨ２ＣＨ２－
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－Ｏ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－－ＣＨ２ＣＨ２－－」および「－－（ＯＣＨ２ＣＨ２）ｎＯ
－－」を包含する。本明細書および特許請求の範囲を通して、「ＰＥＧ」なる語は、種々
の末端または「末端キャッピング」基、例えば、限定するものではないが、ヒドロキシル
またはＣ１－２０アルコキシ基を有する構造を包含することを忘れてはならない。「ＰＥ
Ｇ」なる語は、また、大量の、すなわち、５０％を超える－－ＯＣＨ２ＣＨ２－－繰り返
しサブユニットを含有するポリマーを意味する。特定の形態に関して、ＰＥＧは、種々の
分子量のいくらでも、ならびに分岐鎖、直鎖、三分岐鎖および多官能性などの構造または
形状を取ることができる。
【００２５】
　ＰＥＧ化は、長鎖ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）分子のタンパク質または他の分子
への共有結合である。ＰＥＧは、直鎖形態または分岐鎖形態であってもよい。さらに、Ｐ
ＥＧ化は、ランダム（例えば、Ｎ末端およびリジンのような第一級アミンを標的化する）
であってもよく、または部位特異的（例えば、特定のアミノ酸を標的化する）であっても
よい。
【００２６】
　例えば、本発明の一の具体例において、生体適合性ポリマー（例えば、ＰＥＧ）は、１
以上のアミノ酸位置にて、例えば、限定するものではないが、８１、１２９、３７７、３
７８、４６８、４８７、４９１、５０４、５５６、５７０、７１１、１６４８、１７９５
、１７９６、１８０３、１８０４、１８０８、１８１０、１８６４、１９０３、１９１１
、２０９１、２１１８および２２８４にて、ＦＶＩＩＩに共有結合する。
【００２７】
　凝固因子の例は、限定するものではないが、ＦＶＩＩ、ＦＶＩＩＩ、ＦＩＸ、およびそ
のムテインを包含する。
【００２８】
　ＶＩＩＩ因子は、ヒト全長ＦＶＩＩＩ分子を包含する。ＦＶＩＩＩのムテインは、例え
ば、限定するものではないが、Ｂドメイン欠失型ＦＶＩＩＩ（ＢＤＤ）、機能的に活性な
ＦＶＩＩＩフラグメント、および位置８１、１２９、３７７、３７８、４６８、４８７、
４９１、５０４、５５６、５７０、７１１、１６４８、１７９５、１７９６、１８０３、
１８０４、１８０８、１８１０、１８６４、１９０３、１９１１、２０９１、２１１８お
よび２２８４にて１以上のアミノ酸置換を含むＦＶＩＩＩ分子またはそのフラグメントを
包含する。一例として、アミノ酸置換は、１以上の位置８１、１２９、３７７、３７８、
４６８、４８７、４９１、５０４、５５６、５７０、７１１、１６４８、１７９５、１７
９６、１８０３、１８０４、１８０８、１８１０、１８６４、１９０３、１９１１、２０
９１、２１１８および２２８４にてシステインを包含しうる。
【００２９】
　付加的なＦＶＩＩＩムテインおよびかかるムテインの製造方法の例は、米国特許出願公
報第２００６／０１１５８７６号（本明細書の一部とされる）に記載される。
【００３０】
　ＦＶＩＩの例は、ヒト全長ＦＶＩＩ分子ならびにＷＯ　９９／２０７６７、ＷＯ　００
／６６７５３、ＷＯ　０１／５８９３５、ＷＯ　０３／０９３４６５、ＷＯ　０４／０２
９０９１、ＷＯ　０４／０８３３６１、およびＷＯ　０４／１１１２４２に記載されるＦ
ＶＩＩのムテインを包含する。
【００３１】
　ＦＩＸの例は、ヒト全長ＦＩＸ分子ならびに米国特許第６，５３１，２９８号、米国特
許出願第ＰＣＴ／ＵＳ０９／４０６９１号および米国特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ０９／４０
８１３号に記載のＦＩＸのムテインを包含する。
【００３２】
　ムテインの生産
　ムテインは、タンパク質またはポリペプチドに対して研究室で誘導された変異の結果と
して生じる、遺伝子操作されたタンパク質である。
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【００３３】
　アミノ酸配列改変は、種々の技術によって、例えば、対応する核酸配列を部位特異的変
異誘発によって修飾することによって、達成されうる。部位特異的変異誘発技術は、当該
分野で周知であり、例えば、Ｚｏｌｌｅｒら（ＤＮＡ　３：４７９－４８８，　１９８４
）またはＨｏｒｔｏｎら（Ｇｅｎｅ　７７：６１－６８，　１９８９，　ｐｐ．　６１－
６８）に記載される。例えば、保存的置換は、当該分野において、１のアミノ酸の類似の
特性を有する別のアミノ酸での置換として認識され、例えば、アラニンのセリンへの変化
またはアルギニンのリジンへの変化を包含する。かくして、ＦＶＩＩＩ、ＦＶＩＩまたは
ＦＩＸのヌクレオチドおよびアミノ酸配列を用いて、選択した改変を導入しうる。同様に
、特異的プライマーを用いるポリメラーゼ連鎖反応を用いるＤＮＡ構築物の調製方法が当
業者に周知である（例えば、ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，　１９９０，　Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，　ＵＳＡ参照）。
【００３４】
　ムテインをコードする核酸構築物は、また、確立された標準的方法、例えば、Ｂｅａｕ
ｃａｇｅら（Ｇｅｎｅ　Ａｍｐｌｉｆ．　Ａｎａｌ．　３：１－２６，　１９８３）によ
って記載されるホスホラミダイト（phosphoramidite）法によって合成的に調製してもよ
い。ホスホラミダイト法によると、オリゴヌクレオチドを例えば、自動ＤＮＡ合成器にお
いて合成し、精製し、アニールし、ライゲートし、適当なベクター中でクローン化する。
ムテインをコードするＤＮＡ配列は、また、例えば、米国特許第４，６８３，２０２号ま
たはＳａｉｋｉら（Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：４８７－４９１，　１９８８）に記載され
るように、特定のプライマーを用いるポリメラーゼ連鎖反応によって調製してもよい。さ
らに、該核酸構築物は、標準的技術にしたがって、核酸構築物全体の種々の部分に対応す
る合成、ゲノムまたはｃＤＮＡ起源のフラグメントを（適宜）ライゲートすることによっ
て調製される混合型合成およびゲノム、混合型合成およびｃＤＮＡ、または混合型ゲノム
およびｃＤＮＡ起源であってもよい。
【００３５】
　ムテインをコードするＤＮＡ配列は、組み換えＤＮＡ手法を用いて組み換えベクター中
に挿入してもよい。ベクターの選択は、しばしば、ベクターを導入すべき宿主細胞に依存
するであろう。該ベクターは、自己複製ベクターであってもよく、または組み込みベクタ
ーであってもよい。自己複製ベクターは、染色体外エンティティ（entity）として存在し
、その複製は、染色体複製から独立している、例えば、プラスミドである。組み込みベク
ターは、宿主細胞ゲノム中に組み込まれ、それが組み込まれた染色体と共に複製するベク
ターである。
【００３６】
　ベクターは、ムテインをコードしているＤＮＡ配列が、ＤＮＡの転写、翻訳またはプロ
セッシングに必要な付加的なセグメント、例えば、プロモーター、ターミネーター、およ
びポリアデニル化部位に作動可能に連結された発現ベクターであってもよい。一般に、発
現ベクターは、プラスミドまたはウイルス性ＤＮＡから由来していてもよく、または両方
のエレメントを含有していてもよい。「作動可能に連結された」なる語は、セグメントが
それらの意図される目的のために一斉に機能するように、例えば、転写がプロモーターで
開始し、ポリペプチドをコードしているＤＮＡ配列によって進行するように、整列される
ことを示す。
【００３７】
　ムテインの発現において有用な発現ベクターは、クローン化遺伝子またはｃＤＮＡの転
写を指示することのできるプロモーターを含んでいてもよい。該プロモーターは、選択し
た宿主細胞において転写活性を示すいずれのＤＮＡ配列であってもよく、宿主細胞に対し
て同種または異種のいずれかのタンパク質をコードしている遺伝子由来であってもよい。
哺乳動物細胞においてムテインをコードしているＤＮＡの転写を指示するのに適当なプロ
モーターの例は、例えば、ＳＶ４０プロモーター（Ｓｕｂｒａｍａｎｉら、Ｍｏｌ．　Ｃ
ｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　１：８５４－８６４，　１９８１）、ＭＴ－Ｉ（メタロチオネイン
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遺伝子）プロモーター（Ｐａｌｍｉｔｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２２：８０９－８１４
，　１９８３）、ＣＭＶプロモーター（Ｂｏｓｈａｒｔら、Ｃｅｌｌ　４１：５２１－５
３０，　１９８５）、骨髄増殖性肉腫ウイルス（ＭＰＳＶ）ＬＴＲプロモーター（Ｌｉｎ
ら、Ｇｅｎｅ．　１４７：２８７－９２，　１９９４）、またはアデノウイルス２主要後
期プロモーター（Ｋａｕｆｍａｎら、Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　２：１３０４
－１３１９，　１９８２）である。
【００３８】
　ムテインをコードしているＤＮＡは、また、必要により、適当なターミネーター、例え
ば、ヒト成長ホルモンターミネーター（Ｐａｌｍｉｔｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２２：
８０９－８１４，　１９８３）またはＴＰＩｌ（Ａｌｂｅｒら、Ｊ．　ＭｏＩ．　Ａｐｐ
ｌ．　Ｇｅｎ．　１：４１９－４３４，　１９８２）、またはＡＤＨ３（ＭｃＫｎｉｇｈ
ｔら、ＥＭＢＯ　Ｊ．　４：２０９３－２０９９，　１９８５）ターミネーターに作動可
能に連結していてもよい。発現ベクターは、また、挿入部位の下流に位置するポリアデニ
ル化シグナルを含有していてもよい。ポリアデニル化シグナルは、ＳＶ４０由来の初期ま
たは後期ポリアデニル化シグナル、アデノウイルス５ＥＩｂ領域由来のポリアデニル化シ
グナル、ヒト成長ホルモン遺伝子ターミネーター（ＤｅＮｏｔｏら、Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓ．　９：３７１９－３７３０，　１９８１）、またはヒトＴＦ遺伝子もしく
はヒトトロンボモジュリン遺伝子由来のポリアデニル化シグナルを包含する。発現ベクタ
ーは、また、エンハンサー配列、例えば、ＳＶ４０エンハンサーを包含しうる。
【００３９】
　ムテインをコードするＤＮＡ配列、プロモーター、および所望によりターミネーターを
ライゲートし、それらを複製に必要な情報を含有する適当なベクター中に挿入するのに使
用される手法は、当業者によく知られている（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９８９参照）。
【００４０】
　哺乳動物細胞をトランスフェクトし、該細胞中に導入されたＤＮＡ配列を発現させる方
法は、例えば、Ｋａｕｆｍａｎら（Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　１５９：６０１－６２
１，　１９８２）、Ｓｏｕｔｈｅｒｎら（Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ａｐｐｌ．　Ｇｅｎｅｔ．　
１：３２７－３４１，　１９８２）、Ｌｏｙｔｅｒら（Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａ
ｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　７９：４２２－４２６，　１９８２）、Ｗｉｇｌｅｒら（Ｃｅ
ｌｌ　１４：７２５－７３１，　１９７８）、Ｃｏｒｓａｒｏら（Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　７：６０３－６１６，　１９８１）、Ｇｒａｈａｍら（Ｖｉｒ
ｏｌｏｇｙ　５２：４５６－４６７，　１９７３）、およびＮｅｕｍａｎｎら（ＥＭＢＯ
　Ｊ．　１：８４１－８４５，　１９８２）に記載される。クローン化ＤＮＡ配列は、例
えば、リポフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介性トランスフェクション、マイク
ロインジェクション、プロトプラスト融合、リン酸カルシウム沈澱、レトロウイルスデリ
バリー、エレクトロポレーション、ソノポレーション、レーザー放射、マグネトフェクシ
ョン、自然形質転換、およびバイオリスティック（biolistic）形質転換によって、培養
哺乳動物細胞中に導入してもよい（例えば、Ｍｅｈｉｅｒ－Ｈｕｍｂｅｒｔら、Ａｄｖ．
　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．　Ｒｅｖ．　５７：７３３－７５３，　２００５参照）。外来
性ＤＮＡを発現する細胞を同定および選択するために、選択可能な表現型を付与する遺伝
子（選択マーカー）が一般的に、目的の遺伝子またはｃＤＮＡと共に細胞中に導入される
。選択マーカーは、例えば、ネオマイシン、ピューロマイシン、ヒグロマイシンおよびメ
トトレキサートなどの薬剤に対する耐性を付与する遺伝子を包含する。選択マーカーは、
増幅可能な選択マーカーであってもよく、配列が連結した場合にマーカーおよび外来性Ｄ
ＮＡの増幅が可能となる。例示的な増幅可能選択マーカーは、ジヒドロ葉酸還元酵素（Ｄ
ＨＦＲ）およびアデノシンデアミナーゼを包含する。適当な選択マーカーを選択すること
は、当業者の範囲内である（例えば、米国特許第５，２３８，８２０号参照）。
【００４１】
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　細胞をＤＮＡでトランスフェクトした後、それらを適当な生育培地中で生育させて、目
的の遺伝子を発現させる。本明細書中で使用される場合、「適当な生育培地」なる語は、
細胞の生育およびムテインの発現に必要な養分および他の成分を含有する培地を意味する
。
【００４２】
　培地は、一般的に、例えば、炭素源、窒素源、必須アミノ酸、必須糖類、ビタミン、塩
、リン脂質、タンパク質を含み、成長因子を提供してもよい。次いで、薬剤選択を適用し
て、選択マーカーを安定に発現する細胞の生育を選択する。増幅可能選択マーカーでトラ
ンスフェクトした細胞の場合、薬物濃度を増加させて、コピー数が増加し、それにより発
現レベルが増加したクローン化配列について選択してもよい。次いで、安定にトランスフ
ェクトした細胞のクローンをムテインの発現についてスクリーンする。
【００４３】
　本発明において使用するための哺乳動物細胞系統の例は、ＣＯＳ－１（ＡＴＣＣ　ＣＲ
Ｌ　１６５０）、ベビーハムスター腎（ＢＨＫ）、ＨＫＢ１１（Ｃｈｏら、Ｊ．　Ｂｉｏ
ｍｅｄ．　Ｓｃｉ，　９：６３１－６３８，　２００２）、およびＨＥＫ－２９３（ＡＴ
ＣＣ　ＣＲＬ　１５７３；　Ｇｒａｈａｍら、Ｊ．　Ｇｅｎ．　Ｖｉｒｏｌ．　３６：５
９－７２，　１９７７）細胞系統である。さらに、多くの多の細胞系統を本発明内で使用
してもよく、ラットＨｅｐ　Ｉ（ラット肝癌；　ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６００）、ラット
Ｈｅｐ　ＩＩ（ラット肝癌；　ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１５４８）、ＴＣＭＫ－１（ＡＴＣＣ
　ＣＣＬ　１３９）、Ｈｅｐ－Ｇ２（ＡＴＣＣ　ＨＢ　８０６５）、ＮＣＴＣ　１４６９
（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　９．１）、ＣＨＯ－Ｋ１（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　６１）、およびＣＨ
Ｏ－ＤＵＫＸ細胞（Ｕｒｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　
ＵＳＡ　７７：４２１６－４２２０，　１９８０）を包含する。
【００４４】
　ムテインは、細胞培養培地から回収してもよく、次いで、限定するものではないが、ク
ロマトグラフィー（例えば、イオン交換、アフィニティー、疎水性、クロマト分画、およ
びサイズ排除）、電気泳動法（例えば、分取等電点電気泳動（ＩＥＦ）、溶解度差（例え
ば、硫酸アンモニウム沈澱））、抽出（例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ、ＪａｎｓｏｎおよびＬａｒｓ　Ｒｙｄｅｎ編、ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，　
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９８９参照）、またはその種々の組み合わせを包含する当該分野
で既知の種々の手法によって精製してもよい。付加的な精製は、従来の化学的精製手段、
例えば、高速液体クロマトグラフィーによって達成されうる。他の精製法は、当該分野で
知られており、ムテインの精製に応用してもよい（例えば、Ｓｃｏｐｅｓ，　Ｒ．，　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，　Ｎ．
Ｙ．，　１９８２参照）。
【００４５】
　一般的に、「精製された」なる語は、分画に付して種々の他の成分を除去し、実質的に
その発現された生物学的活性を保持するタンパク質、ポリペプチド、またはペプチド組成
物をいう。「実質的に精製された」なる語を使用する場合、該語は、タンパク質、ポリペ
プチド、またはペプチドが組成物の主要成分を形成する、例えば、組成物中のタンパク質
の約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％、約９５％、約９９％、またはそ
れ以上を構成する組成物をいう。
【００４６】
　タンパク質の精製の程度を定量するための種々の方法が当業者に知られている。これら
は、例えば、活性フラクションの比活性の測定、またはＳＤＳ／ＰＡＧＥ分析によるフラ
クション内のポリペプチドの量の評価を包含する。フラクションの純度を評価するための
例示的方法は、フラクションの比活性を算出し、最初の抽出物の比活性と比較し、かくし
て純度を計算すること（ここに、「～倍精製」によって評価される）である。活性量を表
すために使用される実際の単位は、もちろん、特定のアッセイ技術に依存するであろう。
【００４７】
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　「相同性」なる語は、２つのタンパク質またはポリヌクレオチド配列間の類似度をいう
。２つの配列間の一致は、当該分野で既知の技術によって決定されうる。例えば、相同性
は、ポリヌクレオチドまたはタンパク質配列の配列情報の直接的比較によって決定されう
る。通常、２つの配列が少なくとも７５％の配列同一性、８０％の配列同一性、８５％の
配列同一性、９０％の配列同一性、または９５％の配列同一性を示す場合、該配列は、相
同でありうる。
【００４８】
　２つのタンパク質配列または２つのポリヌクレオチド配列のパーセント相同性を決定す
るために、最適な比較目的で該配列を整列させる。例えば、他のタンパク質またはポリヌ
クレオチドとの最適なアラインメントのために、１のタンパク質またはポリヌクレオチド
の配列にギャップを導入してもよい。次いで、対応するアミノ酸位置またはヌクレオチド
位置にてアミノ酸残基またはヌクレオチドを比較する。１の配列中の位置が他の配列中の
対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドによって占められている場合、該分
子はその位置で相同である。本明細書中で使用される場合、アミノ酸または核酸「相同性
」は、アミノ酸または核酸「同一性」と等価である。２つの配列間のパーセント相同性は
、該配列によって共有される同一位置の数の関数であり、すなわち、パーセント相同性は
、（同一位置の数／位置の全数）の１００倍に等しい。
【００４９】
　本発明は、また、低度の同一性を有するが、本発明のムテインによって実施される１以
上の同じ機能を実施するのに十分な類似性を有するムテインを包含する。類似性は、保存
されたアミノ酸置換によって決定される。かかる置換は、タンパク質中の所定のアミノ酸
を同様の特徴を有する別のアミノ酸で置換するものである。典型的には、保存的置換とし
て、脂肪族アミノ酸Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、およびＩｌｅ間の互いの置き換え、ヒドロ
キシル残基ＳｅｒおよびＴｈｒの相互交換、酸性残基ＡｓｐおよびＧｌｕの交換、アミド
残基ＡｓｎおよびＧｌｎ間の置換、塩基性残基ＬｙｓおよびＡｒｇの交換、および芳香族
残基Ｐｈｅ、ＴｒｐおよびＴｙｒ間の置き換えが見られる。
【００５０】
　特定のアミノ酸の一文字略記、その対応するアミノ酸、および三文字略記は下記の通り
である。Ａ、アラニン（Ａｌａ）；Ｃ、システイン（Ｃｙｓ）；Ｄ、アスパラギン酸（Ａ
ｓｐ）；Ｅ、グルタミン酸（Ｇｌｕ）；Ｆ、フェニルアラニン（Ｐｈｅ）；Ｇ、グリシン
（Ｇｌｙ）；Ｈ、ヒスチジン（Ｈｉｓ）；Ｉ、イソロイシン（Ｉｌｅ）；Ｋ、リジン（Ｌ
ｙｓ）；Ｌ、ロイシン（Ｌｅｕ）；Ｍ、メチオニン（Ｍｅｔ）；Ｎ、アスパラギン（Ａｓ
ｎ）；Ｐ、プロリン（Ｐｒｏ）；Ｑ、グルタミン（Ｇｌｎ）；Ｒ、アルギニン（Ａｒｇ）
；Ｓ、セリン（Ｓｅｒ）；Ｔ、スレオニン（Ｔｈｒ）；Ｖ、バリン（Ｖａｌ）；Ｗ、トリ
プトファン（Ｔｒｐ）；Ｙ、チロシン（Ｔｙｒ）；およびノルロイシン（Ｎｌｅ）。
【００５１】
　同一性および類似性はどちらも、容易に算出することができる（Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｌｅｓｋ，　Ａ．　Ｍ．編，　Ｏｘｆ
ｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９８８；　Ｂｉ
ｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｐｒｏｊｅ
ｃｔｓ，　Ｓｍｉｔｈ，　Ｄ．　Ｗ．編，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ，　１９９３；　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅ　Ｄａｔａ，　Ｐａｒｔ　１，　Ｇｒｉｆｆｉｎ，　Ａ．　Ｍ．およびＧｒｉｆｆｉｎ
，　Ｈ．　Ｇ．編，　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ，　１９９４
；　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
，　ｖｏｎ　Ｈｅｉｎｊｅ，　Ｇ．，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　１９８７；お
よびＳｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐｒｉｍｅｒ，　Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，　Ｍ．
およびＤｅｖｅｒｅｕｘ，　Ｊ．編，　Ｍ．　Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，　１９９１）。２つの配列間の同一性および類似性を決定するためのコンピ
ュータープログラム法は、限定するものではないが、ＧＣＧプログラムパッケージ（Ｄｅ
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ｖｅｒｅｕｘら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　１２：３８７，　１９８４）
、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ（Ａｔｓｃｈｕｌら、Ｊ．　Ｍｏｌｅｃ．　
Ｂｉｏｌ．　２１５：４０３，　１９９０）を包含する。
【００５２】
　ムテインは、１以上の置換、欠失、挿入、逆転、融合、および末端切断またはこれらの
いずれかの組み合わせによって、アミノ酸配列において相違することができる。さらに、
変異は、ムテインに組み込まれたペプチドタグまたはペプチド発現タグを提供しうる。ペ
プチドタグは、ＦＬＡＧタグ、ｃ－ｍｙｃタグ、Ｅ－タグ、６ｘＨｉｓタグ、または類似
のペプチドタグであることができる。ペプチドタグは、ムテインのＮ末端、Ｃ末端または
他の場所に生じてもよい。ペプチドタグは、イン・ビボおよびイン・ビトロの両方で、ム
テインの検出、精製、または同定に有用である。ペプチドタグ配列が通常、最終薬物物質
の調製または発現において使用される配列から除去されるであろうことは、一般的に、当
業者によって理解されるであろう。
【００５３】
　使用方法
　本明細書中で使用される場合、種々の用語は下記に定義される。
【００５４】
　「治療」なる語は、ヒトを包含する対象（または患者）に、対象の状態を直接または間
接的に改善するか、または対象における病態または障害の進行を遅延させる目的で、医学
的援助を提供するいずれかのプロセス、アクション、適用、療法などを包含する。
【００５５】
　「治療上有効量」なる語は、疾患、病態、および／または障害の重篤度の改善という目
標を達成する一方で、所定の治療処置に関連する副作用を回避するか、または最小限にす
る薬剤の投与量を意味する。
【００５６】
　「医薬上許容される」なる語は、対象アイテムが医薬品における使用に適当であること
を意味する。
【００５７】
　したがって、本発明の具体例は、結合（conjugated）したＦＶＩＩＩ、ＦＶＩＩ、ＦＩ
Ｘまたはそのムテインの量を含有する組成物を患者に皮下投与することを含む、患者にお
いて血友病を治療する方法を包含する。
【００５８】
　「組み合わせ療法」または「連携療法」なる語は、疾患、病態、および／または障害を
治療するための２以上の治療剤の投与を意味する。かかる投与は、実質的に同時に２以上
の治療剤を共に投与すること、または各治療剤を連続的に投与することを包含する。
【００５９】
　組み合わせ療法は、結合したＦＶＩＩＩ、ＦＶＩＩ、ＦＩＸまたはそのムテインおよび
１以上の付加的な治療剤を含有する単一の医薬投与処方の投与、ならびに結合したＦＶＩ
ＩＩ、ＦＶＩＩ、ＦＩＸまたはそのムテインおよび各々の付加的な治療剤の別々の医薬投
与処方における投与を包含する。例えば、結合したＦＶＩＩＩ、ＦＶＩＩ、ＦＩＸまたは
そのムテインおよび治療剤を単一投与組成物において一緒に患者に投与してもよく、また
は各剤を別々の投与処方で投与してもよい。
【００６０】
　別々の投与処方を用いる場合、結合したＦＶＩＩＩ、ＦＶＩＩ、ＦＩＸまたはそのムテ
インおよび１以上の付加的な治療剤は、実質的に同時に（例えば、同時に）または時間差
で別々に（例えば、連続的に）投与してもよい。
【００６１】
　医薬組成物
　本明細書中に記載される結合したＦＶＩＩＩ、ＦＶＩＩ、ＦＩＸまたはそのムテインは
、医薬上許容される担体を含む医薬組成物において提供されうる。医薬上許容される担体
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は、非発熱性であってもよい。該組成物は、単独で投与されてもよく、または少なくとも
１つの他の剤、例えば、安定化化合物と共に投与されてもよく、限定するものではないが
、セーライン、緩衝化セーライン、デキストロースおよび水を包含するいずれかの滅菌の
生体適合性医薬担体中において投与されうる。種々の水性担体を用いてもよく、限定する
ものではないが、セーライン、グリシンなどを包含する。これらの溶液は、滅菌性であり
、一般的に、特定の物質を含有しない。これらの溶液は、通常のよく知られた滅菌技術（
例えば、ろ過）によって滅菌されうる。該組成物は、生理学的条件に近付けるように医薬
上許容される補助物質、例えば、ｐＨ調整剤および緩衝化剤などを含有していてもよい。
かかる医薬処方中における結合したＦＶＩＩＩ、ＦＶＩＩ、ＦＩＸまたはそのムテインの
濃度は、幅広く変更してもよく、特定の投与様式に応じて、主に液量、粘度などに基づい
て選択されうる。
【００６２】
　該組成物は、単独で患者に投与してもよく、または他の剤、薬物もしくはホルモンと組
み合わせて投与してもよい。これらの医薬組成物は、活性成分のほかに、医薬上使用され
うる調製物への活性化合物の加工を容易にする賦形剤および補助剤を含む適当な医薬上許
容される担体を含有しうる。本発明の医薬組成物は、皮下手段によって投与してもよい。
【００６３】
　皮下、静脈内、筋内などに適当な処方、適当な医薬担体、および製剤化および投与技術
は、当該分野でよく知られた方法のいずれかによって調製されうる（例えば、Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　Ｐａ．，　２０ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　
２０００参照）。
【００６４】
　治療上有効量の決定
　治療上有効量の決定は、当業者の能力内で十分可能である。治療上有効量は、該治療上
有効量の不在下で明らかな効力と比べて疾患（例えば、血友病）を有効に治療するために
使用されうる剤の量をいう。
【００６５】
　治療上有効量は、最初に動物モデル（例えば、ラット、マウス、ウサギ、イヌまたはブ
タ）において概算されうる。該動物モデルは、また、適当な濃度範囲および投与経路を決
定するために使用されうる。次いで、かかる情報を用いて、ヒトにおける有用な量および
投与経路を決定しうる。
【００６６】
　正確な投与量は、治療を必要とする患者に関連する因子を考慮して、開業医によって決
定されうる。投与量および投与は、剤の十分なレベルを提供するか、または所望の効果を
維持するように調整されうる。考慮されうる因子は、病態の重篤度、対象の一般的健康状
態、対象の年齢、体重および性別、食事、投与の時期および頻度、薬物の組み合わせ、反
応感受性、および療法に対する耐性／応答を包含する。
【００６７】
　本開示に引用される全ての特許および特許出願は、出典明示により明白に本明細書の一
部とされる。上記開示は、概して本願発明を説明する。より完全な理解は、下記の特定の
実施例を参照して得ることができるが、それらは、説明目的のためだけに提供されるので
あって、本発明の範囲を限定することを意図しない。
【実施例】
【００６８】
　本発明がよりよく理解されるために、下記の実施例を示す。これらの実施例は、説明目
的のためだけであって、如何なる方法においても、本発明の範囲を限定するものとして解
釈されるべきではない。本明細書中に引用される全ての出版物は、出典明示により全体と
して本明細書の一部とされる。
【００６９】
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　実施例１：皮内投与されたＦＶＩＩＩの活性の分析
　未処理の血友病Ａマウスに、１３ＩＵ／マウスのｒＦＶＩＩＩ、１４ＩＵ／マウスのＰ
ＥＧ－リポソーム中に処方されたｒＦＶＩＩＩ（ＦＶＩＩＩ－Ｌｉｐ）、１２ＩＵ／マウ
スのＰＥＧ化ＦＶＩＩＩ（ＰＥＧ－ＦＶＩＩＩ）、および１５ＩＵ／マウスの１：２モル
比でｖＷＦと予め混合したｒＦＶＩＩＩを皮内投与した。次いで、投与の１、４および８
時間後に、動物を安楽死させ（１時点につき１処理につき３匹のマウス）、血液試料を得
た。次いで、血漿ＦＶＩＩＩ活性をコアテスト（Coatest）アッセイによって測定した。
結果を図１に示す。
【００７０】
　わずかに検出可能なレベルの血漿ＦＶＩＩＩ活性を有し、かつ、調べられた３つの時点
全てにおいて各投入投与量の約０．１－０．４％であるｒＦＶＩＩＩ、ＦＶＩＩＩ－Ｌｉ
ｐ、およびＦＶＩＩＩ／ｖＷＦ複合体と比較して、ＰＥＧ－ＦＶＩＩＩは、全ての時点で
、投入投与量の１－５％範囲の、平均で１０倍高い回収率を達成した。

【図１】
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