
(57)【要約】

本発明は、クニッツドメインペプチドのようなセリンプ

ロテアーゼ阻害ペプチド（その断片および変種を含むが

、それらに限定されない）をアルブミンまたはその断片

もしくは変種へ融合させた、タンパク質に関する。これ

らの融合タンパク質は、ここでは“本発明のアルブミン

融合タンパク質”として包括的に称される。これらの融

合タンパク質は、溶解状態で長期貯蔵期間および／また

は長期または治療活性を示す。本発明は、治療用アルブ

ミン融合タンパク質、組成物、医薬組成物、処方物およ

びキットを包含する。本発明は、本発明のアルブミン融

合タンパク質をコードする核酸分子、並びにこれらの核

酸を含有したベクター、これらの核酸およびベクターで

形質転換された宿主細胞、およびこれらの核酸、ベクタ

ーおよび／または宿主細胞を用いて本発明のアルブミン

融合タンパク質を作製する方法も包含する。本発明はま

た、好中球エラスターゼ、カリクレインおよびプラスミ

ンを阻害するための組成物および方法にも関する。さら

に本発明は、嚢胞性線維症および癌を治療するための組

成物および方法にも関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ク ニ ッ ツ （ Kunitz） ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 と 、 ア ル ブ ミ ン ま た
は そ の 断 片 も し く は 変 種 と を 含 ん で な る 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 が 機 能 活 性 を 有 し て い る 、 請 求
項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 機 能 活 性 が セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融
合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 機 能 活 性 が プ ラ ス ミ ン を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ
ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 機 能 活 性 が ヒ ト 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ア ル ブ ミ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 機 能 活 性 が カ リ ク レ イ ン を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 と 、 ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種
と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 と 、 ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種
を を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 と 、 ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 を
と 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 と 、 ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変
種 と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 少 な く と も ２ つ の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン 融 合 ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 を 含 ん で
な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も ２ つ の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン 融 合 ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の 各 々 が
、 機 能 活 性 を 有 し て い る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 少 な く と も ２ つ の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン 融 合 ペ プ チ ド の う ち １ つ の 機 能 活 性 が 、 セ リ ン プ ロ
テ ア ー ゼ を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 少 な く と も ２ つ の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン 融 合 ペ プ チ ド の う ち １ つ の 機 能 活 性 が 、 プ ラ ス ミ ン
を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 少 な く と も ２ つ の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン 融 合 ペ プ チ ド の う ち １ つ の 機 能 活 性 が 、 ヒ ト 好 中 球
エ ラ ス タ ー ゼ を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 少 な く と も ２ つ の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン 融 合 ペ プ チ ド の う ち １ つ の 機 能 活 性 が 、 カ リ ク レ イ
ン を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の う ち 少 な く と も ２ つ が 、 異 な
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し て い る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ 、 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ お よ び Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 断 片 ま た は 変 種 と 、 ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は
変 種 と を 含 ん で な り 、 該 ア ル ブ ミ ン 断 片 ま た は 変 種 が ア ル ブ ミ ン 活 性 を 有 し 、 該 ペ プ チ ド
断 片 ま た は 変 種 が 機 能 活 性 を 有 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ア ル ブ ミ ン 活 性 が 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ 、 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ お よ び Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 を 、 非 融
合 状 態 に あ る ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 と 比 較 し て 、 伸 ば せ
る 能 力 を 有 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 １ 以 上 の 追 加 ア ル ブ ミ ン 部 分 を 更 に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ 、 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ お よ び Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ ま た は そ の 断 片 も し く
は 変 種 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の 部 分 、 ま た は １ 以 上 の 追 加 ア ル ブ ミ ン 部 分 を 含
ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 が 化 学 的 部 分 を 更 に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 が 、 ア ル ブ ミ ン の Ｎ 末 端 、 ま た
は ア ル ブ ミ ン の 断 片 も し く は 変 種 の Ｎ 末 端 へ 融 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド が 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ ま た は Ｄ Ｘ ‐
１ ０ ０ ０ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 が 、 ア ル ブ ミ ン の Ｃ 末 端 、 ま た
は ア ル ブ ミ ン の 断 片 も し く は 変 種 の Ｃ 末 端 へ 融 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド が 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ ま た は Ｄ Ｘ ‐
１ ０ ０ ０ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド が 、 第 一 の ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び 第
二 の ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 を 含 ん で な り 、 第 一 の ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片
も し く は 変 種 が 第 二 の ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 と は 異 な る も の で あ る 、 請 求
項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 第 一 の ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び 第 二 の ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も
し く は 変 種 が 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ 、 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ お よ び Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 が 、 リ ン カ ー に よ り 、 ア ル ブ ミ
ン ま た は ア ル ブ ミ ン の 断 片 も し く は 変 種 か ら 離 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン
融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
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　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が 下 記 式 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ
ン パ ク 質 ：
　 Ｒ ２ ‐ Ｒ １ ； Ｒ １ ‐ Ｒ ２ ； Ｒ ２ ‐ Ｒ １ ‐ Ｒ ２ ； Ｒ ２ ‐ Ｌ ‐ Ｒ １ ‐ Ｌ ‐ Ｒ ２ ； Ｒ １ ‐ Ｌ ‐
Ｒ ２ ； Ｒ ２ ‐ Ｌ ‐ Ｒ １ ； ま た は Ｒ １ ‐ Ｌ ‐ Ｒ ２ ‐ Ｌ ‐ Ｒ １
　 ［ 式 中 、 Ｒ １ は 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ 、 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ お よ び Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 で あ り 、 Ｌ
は ペ プ チ ド リ ン カ ー で あ り 、 か つ 、 Ｒ ２ は ア ル ブ ミ ン で あ る ］ 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 へ 融 合 さ れ た ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は
そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ト ロ 生 物 活 性 が 、 非 融 合 状 態 に あ る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ
チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ト ロ 生 物 活 性 よ り も 大 き い 、 請 求 項 １ に 記 載 の
ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 へ 融 合 さ れ た ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は
そ の 断 片 も し く は 変 種 の 溶 解 性 が 、 同 一 の 貯 蔵 、 取 扱 い ま た は 生 理 条 件 に 付 さ れ た 、 非 融
合 状 態 に あ る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の 溶 解 性 よ り も 大 き
い 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 へ 融 合 さ れ た 少 な く と も １ つ の ペ プ チ ド ま た は
そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 生 物 活 性 が 、 非 融 合 状 態 に あ る 少 な く と も １ つ の ペ プ チ
ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 生 物 活 性 よ り も 大 き い 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ア
ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 非 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 酵 母 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 酵 母 が グ リ コ シ ル 化 欠 陥 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 酵 母 が プ ロ テ ア ー ゼ 欠 陥 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 培 養 で 哺 乳 動 物 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質
。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と 、 製 薬 上 許 容 さ れ
る 担 体 と を 含 ん で な る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る 工 程 を 含 ん で な る 、 患 者 で 疾 患
ま た は 障 害 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ に よ り 調 節 さ れ る 嚢 胞 性 線 維 症 ま た は 嚢 胞 性
線 維 症 関 連 疾 患 ま た は 障 害 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 含 ん で な り 、 ク
ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド が Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変
種 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 非 融 合 状 態 に あ る Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ ま た は そ の 断 片 も し く は 変
種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 と 比 較 し て 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ ま た は そ の 断
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片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 を 延 長 さ せ る の に 十 分 な 、 ア ル ブ ミ ン ま た は ア ル ブ ミ ン
の 断 片 も し く は 変 種 へ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ ま た は そ の 断 片 も し く
は 変 種 を 融 合 さ せ る 工 程 を 含 ん で な る 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ ま た は
そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 を 延 長 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ に よ り 調 節 さ れ る 遺 伝 性 血 管 性 浮 腫 ま た は 遺 伝 性 血 管 性 浮 腫 関 連 疾 患 ま た は
障 害 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 含 ん で な り 、 ク
ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド が Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 非 融 合 状 態 に あ る Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 と 比 較 し て
、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 を 延 長 さ せ る の に 十 分 な 、 ア
ル ブ ミ ン ま た は ア ル ブ ミ ン の 断 片 も し く は 変 種 へ 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ ま た は そ の 断 片 も し く は 変
種 を 融 合 さ せ る 工 程 を 含 ん で な る 、 Ｄ Ｘ ‐ ８ ８ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半
減 期 を 延 長 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 癌 、 癌 関 連 疾 患 、 出 血 、 ま た は Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ に よ り 調 節 さ れ る 障 害 の 患 者 を 治 療 す る
方 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 含 ん で な り 、 ク
ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド が Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 非 融 合 状 態 に あ る Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 と 比 較
し て 、 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 を 延 長 さ せ る の に 十
分 な 、 ア ル ブ ミ ン ま た は ア ル ブ ミ ン の 断 片 も し く は 変 種 へ 、 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ ま た は そ の 断
片 も し く は 変 種 を 融 合 さ せ る 工 程 を 含 ん で な る 、 Ｄ Ｘ ‐ １ ０ ０ ０ ま た は そ の 断 片 も し く は
変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 を 延 長 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん
で な る 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 ん で な る 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 ん で な る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 有 効 量 と 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は
賦 形 剤 と を 含 ん で な る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
　 (ａ )　 生 物 で 発 現 し う る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
ん で な る 核 酸 を 用 意 し 、
　 (ｂ )　 核 酸 を 生 物 で 発 現 さ せ て 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 さ せ 、 か つ
　 (ｃ )　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 、
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 グ リ コ シ ル 化 欠 陥 酵 母 株 で 発 現 さ れ る Ｄ Ｘ ‐ ８ ９ ０ お よ
び ／ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ ‐ １ ４ ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 、 ク ニ ッ ツ (Kunitz)ド メ イ ン ペ プ チ ド お よ び ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 分 野
に 関 す る 。 更 に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 、 予 防 ま た は 改 善 す る た め の
、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド お よ び ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン は 、 中 央 の 逆 平 行 β シ ー ト と 短 い Ｃ 末 端 ヘ リ ッ ク ス を 形 成 し て い る 、
約 ５ １ ～ ６ ４ 残 基 の 折 り 畳 み ド メ イ ン で あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ８ ７ ， ４ ７ ３ 参
照 、 こ れ は 参 考 の た め そ れ 全 体 で こ こ に 組 み 込 ま れ る ） 。 こ の 特 徴 的 ド メ イ ン は ３ つ の ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る ６ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で い る た め 、 二 重 ル ー プ 構 造 を と
る 。 Ｎ 末 端 領 域 と 最 初 の β 鎖 と の 間 に 、 活 性 阻 害 結 合 ル ー プ が 存 在 す る 。 こ の 結 合 ル ー プ
は 、 最 後 の ２ β 鎖 間 で 形 成 さ れ る ヘ ア ピ ン ル ー プ へ 、 Ｐ ２  Ｃ １ ４ 残 基 を 介 し て ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 さ れ て い る 。 様 々 な プ ロ テ イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー か ら 単 離 さ れ た ク ニ ッ ツ ド メ イ
ン が 、 阻 害 活 性 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 例 え ば 、 Petersen et al.,Eur.J.Biochem.
125:310-316,1996； Wagner et al.,Biochem.Biophys.Res.Comm.186:1138-1145,1992； Den
nis et al.,J.Biol.Chem.270:25411-25417,1995） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 連 結 さ れ た ク ニ ッ ツ ド メ イ ン も 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ８ ７ ， ４ ７ ３ で 記 載 さ れ て い
る よ う に 、 阻 害 活 性 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 １ 以 上 の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン を 含 ん で な
る プ ロ テ イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー に は 、 組 織 因 子 経 路 イ ン ヒ ビ タ ー （ Ｔ Ｆ Ｐ Ｉ ） 、 組 織 因 子
経 路 イ ン ヒ ビ タ ー ２ （ Ｔ Ｆ Ｐ Ｉ － ２ ） 、 ア ミ ロ イ ド β － タ ン パ ク 質 前 駆 体 （ Ａ β Ｐ Ｐ ） 、
ア プ ロ チ ニ ン お よ び 胎 盤 性 ビ ク ニ ン が あ る 。 Ｔ Ｆ Ｐ Ｉ 、 外 因 性 経 路 イ ン ヒ ビ タ ー お よ び 自
然 抗 凝 固 物 質 は 、 ３ つ の タ ン デ ム に 連 結 さ れ た ク ニ ッ ツ イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン を 含 ん で い
る 。 ア ミ ノ 末 端 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン は 、 因 子 VIIａ 、 プ ラ ス ミ ン お よ び カ テ プ シ ン Ｇ を 阻 害
し 、 第 二 の ド メ イ ン は 因 子 Ｘ ａ 、 ト リ プ シ ン お よ び キ モ ト リ プ シ ン を 阻 害 し 、 第 三 の ド メ
イ ン は 公 知 の 活 性 を 有 し て い な い （ Petersen et al.,前 掲 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド の 阻 害 活 性 は 、 以 前 の い く つ か
の 研 究 で 証 明 さ れ て い た 。 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン で は 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド に よ る
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え ば 血 漿 カ リ ク レ イ ン 、 プ ラ ス ミ ン お よ び 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ の
阻 害 の 研 究 に つ い て 説 明 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 カ リ ク レ イ ン は 、 組 織 お よ び 血 漿 の 双 方 で み ら れ る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 〔 例 え ば
、 Marklandの 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ３ ３ ， ４ ０ ２ 参 照 、 こ れ は 参 考 の た め そ れ 全 体 で こ こ に 組
み 込 ま れ る 〕 。 血 漿 カ リ ク レ イ ン は 、 接 触 活 性 化 （ 内 因 性 経 路 ） 凝 固 、 フ ィ ブ リ ン 溶 解 、
血 圧 降 下 お よ び 炎 症 に 関 与 す る （ Bhoola,K.D.,C.D.Figueroa and K.Worthy,Pharmacologi
cal Reviews(1992)44(1)1-80参 照 ） 。 カ リ ク レ イ ン の こ れ ら 効 果 は 、 ３ 種 の 別 々 な 生 理 学
的 基 質 の 活 性 化 か ら 媒 介 さ れ る ：
　 ｉ ） 因 子 XII（ 凝 固 ）
　 ii） プ ロ ウ ロ キ ナ ー ゼ ／ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン （ フ ィ ブ リ ン 溶 解 ） 、 お よ び
　 iii)キ ニ ノ ー ゲ ン （ 血 圧 降 下 お よ び 炎 症 ）
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 キ ニ ノ ー ゲ ン の カ リ ク レ イ ン 開 裂 は 、 小 さ い 高 度 に 強 力 な 生 物 活 性 ペ プ チ ド 、 キ ニ ン の
産 生 に 至 る 。 キ ニ ン は 、 内 皮 、 上 皮 、 平 滑 筋 、 神 経 、 腺 お よ び 造 血 を 含 め た 様 々 な 細 胞 タ
イ プ に 存 在 す る 、 Ｂ Ｋ － １ お よ び Ｂ Ｋ － ２ と 称 さ れ る 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー で 作 用 す る 。 細
胞 内 ヘ テ ロ ト リ マ ー Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 酸 化 窒 素 、 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ

２ お よ び ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ を 含 め た 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 経 路 へ キ ニ ン レ セ プ タ ー を 結 合 さ
せ る 。 キ ニ ン の 重 要 な 生 理 活 性 の 中 に は ： (ｉ )血 管 透 過 性 の 増 加 ； (ii)血 管 拡 張 ； (iii)
気 管 支 痙 攣 ； お よ び (iv)痛 み 誘 導 が あ る 。 そ の た め 、 キ ニ ン は 生 命 脅 威 性 の 血 管 性 シ ョ ッ
ク お よ び 菌 血 症 （ 敗 血 症 ） ま た は 外 傷 に 伴 う 浮 腫 、 喘 息 の 浮 腫 お よ び 気 道 過 剰 反 応 、 組 織
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血 漿 カ リ ク レ イ ン イ ン ヒ ビ タ ー



傷 害 に 伴 う 炎 症 お よ び 神 経 性 双 方 の 痛 み を 媒 介 す る 。 不 適 当 な 血 漿 カ リ ク レ イ ン 活 性 お よ
び 得 ら れ る キ ニ ン 産 生 の 結 果 は 、 遺 伝 性 血 管 性 浮 腫 （ Ｈ Ａ Ｅ ） の 患 者 で 劇 的 に 実 証 さ れ る
。 Ｈ Ａ Ｅ は 、 血 漿 カ リ ク レ イ ン の 主 な 内 在 性 イ ン ヒ ビ タ ー 、 Ｃ １ － イ ン ヒ ビ タ ー の 遺 伝 的
欠 失 に 起 因 し て い る 。 Ｈ Ａ Ｅ の 症 状 は 、 皮 膚 、 皮 下 組 織 お よ び 胃 腸 管 の 浮 腫 と 、 腹 痛 お よ
び 嘔 吐 が あ る 。 Ｈ Ａ Ｅ 患 者 の ほ ぼ １ ／ ３ は 喉 頭 お よ び 上 部 呼 吸 管 の 浮 腫 の せ い で 、 呼 吸 困
難 に よ り 死 亡 す る 。 カ リ ク レ イ ン は 、 タ ン パ ク 質 分 解 現 象 に よ り 活 性 化 さ れ る ま で 、 不 活
性 分 子 と し て 循 環 す る チ モ ー ゲ ン （ プ レ カ リ ク レ イ ン ） と し て 分 泌 さ れ る 〔 Genebankエ ン
ト リ ー Ｐ ０ ３ ９ ５ ２ は ヒ ト 血 漿 プ レ カ リ ク レ イ ン を 示 し て い る 〕 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 イ ン ビ ボ で 血 漿 カ リ ク レ イ ン （ ｐ Ｋ Ａ ） の 重 要 な イ ン ヒ ビ タ ー は Ｃ １ － イ ン ヒ ビ タ ー で
あ る （ Schmaier,et al, "Contact Activation and Its Abnormalities" ,Chapter 2,Hemo
stasis and Thrombosis,Colman,R W,J Hirsh,V J Marder,and E W Salzman,Editors,Seco
nd Edition,1987,J.B.Lippincott Company,Philadelphia,PA.,pp.27-28参 照 ） 。 Ｃ １ は セ
ル ピ ン で あ り 、 ｐ Ｋ Ａ と 不 可 逆 的 ま た は ほ ぼ 不 可 逆 的 な 複 合 体 を 形 成 す る 。 ウ シ 膵 臓 ト リ
プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー （ Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ 、 ア プ ロ チ ニ ン ま た は Trasylol T M と し て も 知 ら れ る ） は 、
Ｋ ｉ ＝ ３ ２ ０ ｐ Ｍ で 強 力 な ｐ Ｋ Ａ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る と 当 初 は 思 わ れ て い た が 〔 Auerswal
d,E.A.,D.Hoerlein,G.Reinhardt,W.Schroder,and E.Schnabel,Bio.Chem.Hoppe-Seyler,(1
988),369(Supplement):27-35〕 、 更 に 最 近 の レ ポ ー ト 〔 Berndt,et al.,Biochemistry,32:
4564-70,1993〕 は 血 漿 カ リ ク レ イ ン の Ｋ ｉ が ３ ０ ｎ Ｍ （ 即 ち 、 ３ ０ ， ０ ０ ０ ｐ Ｍ ） で あ る
こ と を 示 し て い る 。 Ｇ ３ ６ Ｓ 変 異 体 は ５ ０ ０ ｎ Ｍ を 超 え る Ｋ ｉ を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Markland et al.〔 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ３ ３ ， ４ ０ ２ 、 ５ ， ９ ９ ４ ， １ ２ ５ 、 ６ ， ０ ５ ７
， ２ ８ ７ お よ び ５ ， ７ ９ ５ ， ８ ６ ５ ； 各 レ フ ァ レ ン ス は 参 考 の た め そ れ 全 体 で こ こ に 組 み
込 ま れ る 〕 は 、 ヒ ト 血 漿 カ リ ク レ イ ン を 阻 害 す る 上 で 高 い 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 有 し た い
く つ か の 誘 導 体 を 記 載 し て い る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 の う ち １ 種 は 、 Ｈ Ａ Ｅ を 有 す る ヒ ト 患
者 で 試 験 さ れ て い る 。 初 期 試 験 事 項 は 化 合 物 が 安 全 で 有 効 か と い う こ と で あ る が 、 効 果 の
期 間 は 期 待 よ り も 短 か っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

　 プ ラ ス ミ ン は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン か ら 誘 導 さ れ る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 プ ラ ス ミ ン
の 触 媒 ド メ イ ン （ ま た は 「 Ｃ ａ ｔ Ｄ ｏ ｍ 」 ） は 、 特 に ア ル ギ ニ ン 残 基 の 後 、 そ れ よ り 少 な
い 程 度 で リ ジ ン の 後 で ペ プ チ ド 結 合 を 切 断 し 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 カ リ ク レ イ
ン お よ び 多 く の 他 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と 高 度 に 相 同 的 で あ る ： プ ラ ス ミ ン の 特 異 性 の ほ
と ん ど は フ ィ ブ リ ン の ク リ ン グ ル 結 合 に 由 来 し て い る （ Lucas et al.,J.Biological Chem
.(1983)258(7)4249-56； Varadi & Patthy,Biochemistry(1983)22:2440-2446； Varadi & P
atthy,Biochemistry(1984)23:2108-2112） 。 活 性 化 に よ り 、 Ａ ｒ ｇ ５ ６ １ － Ｖ ａ ｌ ５ ６ ２

間 の 結 合 が 切 断 さ れ 、 新 た な 遊 離 ア ミ ノ 末 端 に 塩 橋 を 形 成 さ せ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、
ク リ ン グ ル は ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド に よ り Ｃ ａ ｔ Ｄ ｏ ｍ へ 付 着 し た ま ま で あ る （ Colman,R W
,J Hirsh,V J Marder,and E W Salzman,Editors,Hemostasis and Thrombosis,Second Edi
tion,1987,J.B.Lippincott Company,Philadelphia,Pa.,Bobbins,1987,前 掲 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 フ ィ ブ リ ン 溶 解 に 主 に 関 与 す る 剤 は 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン の 活 性 型 、 プ ラ ス ミ ン で あ る 。
活 性 化 ハ ー ゲ マ ン 因 子 、 ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ （ ｕ Ｐ Ａ ） 、 組 織 型 プ ラ ス ミ
ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー （ ｔ Ｐ Ａ ） お よ び 血 漿 カ リ ク レ イ ン （ ｐ Ｋ Ａ ） を 含 め た 多 く の 物
質 が 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン を 活 性 化 し う る 。 ｐ Ｋ Ａ は 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ の チ モ ー ゲ ン 型 の ア ク
チ ベ ー タ ー 、 お よ び 直 接 的 な プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー の 双 方 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 プ ラ ス ミ ン は 正 常 循 環 血 で 検 出 さ れ な い が 、 チ モ ー ゲ ン の プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン は 約 ３ μ Ｍ
で 存 在 す る 。 そ れ 以 外 の 未 検 出 分 の プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス お よ び 細 胞 表
面 の フ ィ ブ リ ン お よ び 他 成 分 と 結 合 し て い る 。 正 常 血 液 は 、 約 ２ μ Ｍ で 、 プ ラ ス ミ ン の 生
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理 学 的 イ ン ヒ ビ タ ー 、 α ２ － プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー （ α ２ － Ｐ Ｉ ） を 含 有 し て い る 。 プ
ラ ス ミ ン お よ び α ２ － Ｐ Ｉ は １ ： １ 複 合 体 を 形 成 す る 。 マ ト リ ッ ク ス ま た は 細 胞 結 合 プ ラ
ス ミ ン は 、 α ２ － Ｐ Ｉ に よ る 阻 害 を 比 較 的 う け に く い 。 そ の た め 、 プ ラ ス ミ ン の 活 性 化 は
α ２ － Ｐ Ｉ の 中 和 能 力 を 上 回 り 、 プ ロ フ ィ ブ リ ン 溶 解 状 態 を 引 き 起 こ す こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 プ ラ ス ミ ン は 、 一 度 形 成 さ れ る と ：
　 ｉ )時 に は 早 す ぎ て 、 フ ィ ブ リ ン 血 餅 を 分 解 す る ；
　 ii)フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン （ 血 餅 の 構 築 物 質 ） を 消 化 し て 、 分 解 産 物 か ら も ろ い 容 易 に 溶 解
さ れ る 血 餅 の 形 成 と 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 分 解 産 物 に よ る 血 小 板 付 着 ／ 凝 集 の 阻 害 を 引 き 起
こ す こ と で 止 血 を 害 す る ；
　 iii)血 小 板 と 直 接 相 互 作 用 し て 糖 タ ン パ ク 質 Ｉ ｂ お よ び IIｂ ／ IIIａ を 開 裂 し 、 高 剪 断
血 流 の 領 域 で 損 傷 内 皮 へ の 付 着 を 妨 げ 、 か つ 血 小 板 栓 形 成 に 必 要 な 凝 集 応 答 を 害 す る （ Ad
elman et al.,Blood(1986)68(6)1280-1284） ；
　 iv)外 因 性 凝 固 経 路 の 酵 素 を タ ン パ ク 質 分 解 で 不 活 化 し て 、 プ ロ リ チ ッ ク 状 態 を 更 に 促
す 。 Robbins（ Robbins,Chapter 21 of Hemostasis and Thrombosis,Colman,R.W.,J.Hirsh
,V.J.Marder,and E.W.Salzman,Editors,Second Edition,1987,J.B.Lippincott Company,P
hiladelphia,PA） は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン － プ ラ ス ミ ン 系 を 詳 細 に 考 察 し て い た 。 こ の 文 献 （
即 ち 、 Colman,R.W.,J.Hirsh,V.J.Marder,and E.W.Salzman,Editors,Hemostasis and Thro
mbosis,Second Edition,1987,J.B.Lippincott Company,Philadelphia,PA） は 参 考 の た め
こ こ に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】

　 過 剰 出 血 に 至 る 不 適 当 な フ ィ ブ リ ン 分 解 お よ び フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 分 解 は 、 心 肺 バ イ パ ス
の よ う な 体 外 循 環 を 要 す る 外 科 処 置 で し ば し ば 生 じ る 合 併 症 で あ り 、 血 栓 溶 解 療 法 お よ び
臓 器 移 植 、 特 に 肝 臓 で も 発 生 す る 。 出 血 素 質 の 高 発 症 率 で 特 徴 付 け ら れ る 他 の 臨 床 症 状 に
は 、 肝 硬 変 、 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 、 急 性 前 骨 髄 球 性 白 血 病 お よ び 固 形 腫 瘍 が あ る 。 止 血 の 回
復 に は 血 漿 お よ び ／ ま た は 血 漿 製 剤 の 注 入 を 要 し 、 免 疫 反 応 お よ び 病 原 体 、 例 え ば 肝 炎 ウ
イ ル ス お よ び Ｈ Ｉ Ｖ へ の 露 呈 と い う リ ス ク を 負 う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 失 血 量 が 非 常 に 多 い と 、 大 量 注 入 で も 解 決 し え な い こ と が あ る 。 生 命 脅 威 的 と 判 断 さ れ
る と 、 出 血 は ε － ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 （ Hoover et al.,Biochemistry(1993)32:10936-43参
照 ） （ Ｅ Ａ Ｃ Ａ ） 、 ト ラ ネ キ サ ム 酸 ま た は ア プ ロ チ ニ ン （ Neuhaus et al.,Lancet(1989)2
(8668)924-5） の よ う な 抗 フ ィ ブ リ ン 溶 解 剤 で 処 理 さ れ る 。 Ｅ Ａ Ｃ Ａ お よ び ト ラ ネ キ サ ム
酸 は ク リ ン グ ル と 結 合 す る こ と で プ ラ ス ミ ン が フ ィ ブ リ ン と 結 合 す る こ と を 妨 げ る だ け で
あ り 、 こ う し て 血 漿 中 に 遊 離 プ ロ テ ア ー ゼ と し て プ ラ ス ミ ン を 残 留 さ せ る 。 Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ は プ
ラ ス ミ ン の 直 接 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ り 、 こ れ ら 剤 の 中 で は 最 も 有 効 で あ る 。 血 栓 合 併 症 、
腎 毒 性 お よ び Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ の 場 合 に は 免 疫 原 性 の 可 能 性 の た め に 、 こ れ ら の 剤 は 用 心 し な が ら
用 い ら れ 、 通 常 「 最 終 選 択 肢 」 と し て 留 保 さ れ る （ Putterman,Acta Chir Scand(1989)155
(6-7)367） 。 全 ３ 種 の 抗 フ ィ ブ リ ン 溶 解 剤 は 標 的 特 異 性 お よ び 親 和 性 を 欠 き 、 特 徴 未 解 明
の 代 謝 経 路 に よ り 組 織 お よ び 臓 器 と 相 互 作 用 す る 。 低 親 和 性 の せ い で 要 す る 大 用 量 、 親 和
性 の 欠 如 に よ る 副 作 用 、 免 疫 反 応 お よ び 臓 器 ／ 組 織 毒 性 の 可 能 性 は 、 出 血 を 防 止 す る た め
の 予 防 的 な 、 ま た は 輸 血 療 法 を 回 避 ま た は 低 減 す る ル ー チ ン 術 後 療 法 と し て の 、 こ れ ら 抗
フ ィ ブ リ ン 溶 解 剤 の 使 用 に 伴 い 増 大 す る 。 そ の た め 、 安 全 な 抗 フ ィ ブ リ ン 溶 解 剤 の 必 要 性
が あ る 。 こ の よ う な 剤 の 本 質 的 属 性 は ：
　 ｉ )関 連 標 的 フ ィ ブ リ ン 溶 解 酵 素 の 中 和 ；
　 ii)用 量 を 最 少 に 抑 え う る 、 標 的 酵 素 と の 高 親 和 性 結 合 ；
　 iii)副 作 用 を 減 少 さ せ う る 、 標 的 と の 高 親 和 性 ； お よ び
　 iv)潜 在 的 免 疫 原 性 お よ び 臓 器 ／ 組 織 毒 性 を 減 少 さ せ う る 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 と の 高 度 の
類 似 性 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-538932 A 2005.12.22

フ ィ ブ リ ン 分 解 お よ び フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 分 解



　 有 効 抗 フ ィ ブ リ ン 溶 解 剤 に よ る 阻 害 用 の 標 的 候 補 で あ る す べ て の フ ィ ブ リ ン 溶 解 酵 素 は
、 キ モ ト リ プ シ ン 相 同 性 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　 過 剰 出 血 は 、 凝 固 活 性 の 欠 失 、 フ ィ ブ リ ン 溶 解 活 性 の 上 昇 ま た は そ の ２ 状 態 の 組 合 せ に
起 因 す る 。 ほ と ん ど の 出 血 素 質 に お い て 、 プ ラ ス ミ ン の 活 性 を 抑 制 し な け れ ば な ら な い 。
失 血 量 を 減 少 さ せ る 上 で Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ の 臨 床 的 に 有 益 な 効 果 は 、 プ ラ ス ミ ン （ Ｋ ｉ ～ ０ ． ３ ｎ
Ｍ ） 、 血 漿 カ リ ク レ イ ン （ Ｋ ｉ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ ） ま た は 双 方 の 酵 素 の 阻 害 に 起 因 す る と 考 え
ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Gardell〔 Toxicol.Pathol.(1993)21(2)190-8〕 は 現 在 使 用 の 血 栓 溶 解 剤 に つ い て 考 察 し
て お り 、 血 栓 溶 解 剤 （ 例 え ば 、 ｔ Ｐ Ａ ） は 血 管 を 広 げ る が 、 過 剰 出 血 は 深 刻 な 安 全 上 の 問
題 で あ る と 述 べ て い る 。 ｔ Ｐ Ａ お よ び ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ は 短 い 血 漿 半 減 期 を 有 し て い る
が 、 そ れ ら が 活 性 化 す る プ ラ ス ミ ン は 長 時 間 に わ た り 系 中 へ 留 ま り 、 前 記 の よ う に 、 系 は
プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー を 潜 在 的 に 欠 い て い る 。 そ の た め 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン の 過 剰 な 活
性 化 は 、 凝 固 能 力 の 危 険 な ま で の 欠 如 と 、 致 傷 ま た は 致 死 的 出 血 に 至 る こ と が あ る 。 強 力
で 高 い 特 異 性 の プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー が 、 こ の よ う な 場 合 に は 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ は 強 力 な プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ は ２ 回 目 の 使 用
に 皮 膚 試 験 を 要 す る ほ ど 抗 原 性 で あ る こ と が わ か っ た 。 更 に 、 出 血 を 抑 制 す る た め に 必 要
な Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ の 用 量 は 相 当 に 高 く 、 作 用 の メ カ ニ ズ ム は 不 明 で あ る 。 あ る 者 は Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ が プ
ラ ス ミ ン に 作 用 す る と 述 べ て い る が 、 他 の 者 は そ れ が 血 漿 カ リ ク レ イ ン を 阻 害 す る こ と で
作 用 す る と 述 べ て い る 。 Fraedrich et al.〔 Thorac Cardiovasc Surg(1989)37(2)89-91〕
は 、 心 臓 切 開 手 術 患 者 ８ ０ 例 へ Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ 約 ８ ４ ０ ｍ ｇ の 用 量 で ほ ぼ 半 分 ま で 失 血 を 減 ら せ
、 平 均 輸 血 量 が ７ ４ ％ 減 っ た 、 と 報 告 し て い る 。 Miles Inc.は 、 手 術 で 出 血 量 の 減 少 の た
め に 、 Ｕ Ｓ で Trasylol T M を 最 近 導 入 し た 〔 Trasylol T M に 関 す る Miles製 品 パ ン フ レ ッ ト 参
照 、 こ れ は 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 〕 。 Lohmann and Marshal〔 Refract Corneal S
urg(1993)9(4)300-2〕 は 、 プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー が 目 の 手 術 で 出 血 を 抑 制 す る 際 に 有 用
か も し れ な い 、 と 述 べ て い る 。 Sheridan et al.〔 Dis Colon Rectum(1989)32(6)505-8〕
は 、 Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ が 結 腸 の 手 術 で 出 血 を 抑 制 す る 際 に 有 用 か も し れ な い 、 と 報 告 し て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Ｂ Ｐ Ｔ Ｉ と ほ ぼ 同 程 度 か ま た は そ れ よ り 強 力 で あ る が 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 ド メ イ ン と ほ ぼ
同 一 で あ る プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー は 、 類 似 の 治 療 可 能 性 を 呈 す る が 、 抗 原 性 の 可 能 性 は
減 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 プ ラ ス ミ ン は 血 管 形 成 に 重 要 な 酵 素 で あ る 。 O’ Reilly et al.〔 Cell(1994)79:315-328
〕 は 、 プ ラ ス ミ ン の ３ ８ ｋ Ｄ ａ 断 片 （ 触 媒 ド メ イ ン を 欠 く ） が 転 移 の 強 力 な イ ン ヒ ビ タ ー
で あ る と 報 告 し て お り 、 プ ラ ス ミ ン の 阻 害 が 腫 瘍 の 転 移 を 阻 止 す る 上 で 有 用 に な り う る こ
と を 示 し て い る 〔 Fidler & Ellis,Cell(1994)79:185-188； Ellis et al.,Ann NY Acad Sc
i(1992)667:13-31も 参 照 ； O’ Reilly et al.、 Fidler & Ellisお よ び Ellis et al.は 参 考
の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 〕 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 嚢 胞 性 線 維 症 は 、 肺 、 胃 腸 お よ び 生 殖 系 に 影 響 を 与 え る 遺 伝 性 の 常 染 色 体 劣 性 障 害 で あ
る 。 世 界 中 に ８ ０ ， ０ ０ ０ 人 の 罹 患 者 が 存 在 し 、 Ｃ Ｆ の 発 病 率 は ３ ５ ０ ０ 人 に １ 人 と 見 積
も ら れ て い る 〔 Cystic Fibrosis Foundation,Patient Registry 1998 Annual Data Repor
t,Bethesda,Maryland,September 1999〕 。 Ｃ Ｆ の 遺 伝 的 欠 失 は １ ９ ８ ９ 年 に ５ ０ ８ 位 で 単
一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 欠 失 （ Δ Ｆ ５ ０ ８ ） と し て 記 載 さ れ 、 Ｃ ｌ － （ ひ い て は Ｎ ａ ＋ お よ
び 水 ） の 再 吸 収 を 阻 害 す る 、 嚢 胞 性 線 維 症 貫 膜 コ ン ダ ク タ ン ス レ ギ ュ レ ー タ ー タ ン パ ク 質
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好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ 阻 害



（ Ｃ Ｆ Ｔ Ｒ ） の 欠 陥 を も た ら す 〔 Rommens,J.M.,et al.,” Identification of the cystic
 fibrosis gene:chromosome walking and jumping” ,Science 245:1059,1989； Riordan,J
.R.,et al.,” Identification of the cystic fibrosis gene:cloning and complementar
y DNA” ,Science 245:1066,1989； Kerem,B.,et al.,” Identification of the cystic fi
brosis gene:genetic analysis” ,Science 245:1073,1989〕 。 Δ Ｆ ５ ０ ８ 以 外 の 変 異 も Ｃ
Ｆ Ｔ Ｒ で み ら れ 、 Ｃ Ｆ を 引 き 起 こ す こ と が あ る 。 そ の 際 に 、 粘 液 の 枯 渇 が 呼 吸 、 胃 腸 お よ
び 生 殖 系 の 多 く の 通 路 を ふ さ い で し ま う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Ｃ Ｆ の 死 亡 者 の う ち ７ ５ ％ 以 上 は 呼 吸 合 併 症 に よ る 〔 Cystic Fibrosis Foundation,Pat
ient Registry 1998 Annual Data Report,Bethesda,Maryland,September 1999〕 。 膵 臓 、
肝 臓 お よ び 腸 の 疾 患 が 誕 生 前 に Ｃ Ｆ 個 体 に 存 在 し て い る が 、 Ｃ Ｆ 肺 は 誕 生 時 と 感 染 お よ び
炎 症 の 開 始 時 ま で 正 常 で あ る 。 Ｃ Ｆ 肺 で Ｃ ｌ － 再 吸 収 の 欠 陥 は 、 気 道 か ら ナ ト リ ウ ム を 引
き 出 し 、 受 動 的 に 水 が 追 随 す る こ と で 、 気 道 分 泌 を 枯 渇 さ せ る 。 分 泌 の 枯 渇 は 、 特 有 の 微
生 物 病 原 体 の コ ロ ニ ー 形 成 に よ く 適 し た 環 境 下 に 細 菌 を 捕 捉 し て お く こ と で 、 粘 膜 繊 毛 ク
リ ア ラ ン ス を 妨 げ る こ と が あ る 〔 Reynolds,H.Y.,et al.,” Mucoid Pseudomonas aerugino
sa:a sign of cystic fibrosis in young adults with chronic pulmonary disease” ,J.
A.M.A.236:2190,1976〕 。 そ れ に 続 く 肺 感 染 お よ び 炎 症 は 、 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ （ Ｎ Ｅ ）
を 放 出 す る 好 中 球 を 引 き 寄 せ て 、 活 性 化 さ せ る 。 呼 吸 上 皮 表 面 に お け る 好 中 球 性 炎 症 は 、
好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ の 長 期 的 上 皮 付 着 を 招 く 。 内 在 性 抗 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 Ｃ Ｆ 肺 で 過 剰 の
Ｎ Ｅ に よ り 急 速 に 圧 倒 さ れ る 。 加 え て 、 Ｎ Ｅ は プ ロ 炎 症 伝 達 物 質 の 産 生 を 刺 激 し 、 補 体 レ
セ プ タ ー お よ び Ｉ ｇ Ｇ を 開 裂 す る こ と で 、 更 な る 細 菌 コ ロ ニ ー 化 を 妨 げ る 宿 主 防 御 メ カ ニ
ズ ム を 無 能 化 さ せ て し ま う 〔 Tosi,M.F.et al.,” Neutrophil elastase cleaves C3bi on 
opsonized Pseudomonas as well as CR1 on neutrophils to create a functionally imp
ortant opsonin receptor mismatch” ,J.Clin.Invest.86:300,1990〕 。 こ う し て 感 染 は 慢
性 化 し 、 大 規 模 な 炎 症 の 進 行 と 過 剰 レ ベ ル の Ｎ Ｅ が 気 道 上 皮 を 破 壊 し て 、 気 管 支 拡 張 、 肺
機 能 の 進 行 性 喪 失 お よ び 死 へ と 至 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Ｃ Ｆ 患 者 の １ つ の 治 療 ア プ ロ ー チ は 、 ト ブ ラ マ イ シ ン お よ び シ プ ロ フ ロ キ シ ン の よ う な
全 身 抗 菌 剤 に よ る Ｃ Ｆ 病 原 体 の 撲 滅 で あ る 。 こ れ ら の 特 別 な 抗 菌 剤 は 感 染 を 治 し て 肺 機 能
を 改 善 す る 上 で 有 効 で あ る と 示 さ れ た が 、 ト ブ ラ マ イ シ ン お よ び シ プ ロ フ ロ キ シ ン に 対 す
る 抗 生 物 質 耐 性 は Ｃ Ｆ 患 者 で 各 々 ７ ． ５ ％ お よ び ９ ． ６ ％ と 報 告 さ れ て い る 〔 Cystic Fib
rosis Foundation,Patient Registry 1998 Annual Data Report,Bethesda,Maryland,Sept
ember 1999〕 。 Ｃ Ｆ に 対 す る こ れ ら 抗 菌 剤 の 使 用 は 患 者 で 増 し て お り 、 そ の う ち ６ ０ ％ は
P.aeruginosa、 ４ １ ％ は S.aureusに 感 染 し た た め 、 薬 物 耐 性 選 択 圧 力 は 増 加 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 肺 機 能 も Ｃ Ｆ の 患 者 で 治 療 標 的 で あ る 。 痰 中 の Ｄ Ｎ Ａ を 加 水 分 解 す る こ と で 粘 液 粘 弾 性
を 減 少 さ せ る 組 換 え ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 PulmozymeＲ （ dornase alfa） は 、
治 療 の ８ 日 目 以 後 に Ｆ Ｅ Ｖ １ お よ び Ｆ Ｖ Ｃ を 増 加 さ せ る こ と が 、 臨 床 研 究 で 示 さ れ た 。 こ
の 変 化 は ６ 月 間 に わ た り 続 き 、 静 脈 内 抗 生 物 質 の 使 用 量 の 減 少 に つ な が る 〔 Fuchs,H.L.,e
t al.,” Effect of aerosolized recombinant human Dnase on exacerbations of respir
atory symptoms and on pulmonary function in patients with cystic fibrosis” ,N.En
gl.J.Med.,331:637-642,1994〕 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 も う １ つ の 治 療 ア プ ロ ー チ は 、 エ ラ ス タ ー ゼ 分 解 と そ の 続 発 症 に 及 ぼ す Ｎ Ｅ の 直 接 効 果
を 消 す た め に 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 用 い る こ と で あ る 。 過 剰 Ｎ Ｅ の 中 和 は 、 細 胞
外 肺 マ ト リ ッ ク ス を 防 御 す る 正 常 ホ メ オ ス タ シ ス バ ラ ン ス を 回 復 し う る 。 肺 の 抗 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 の 正 常 化 は エ ラ ス チ ン を 保 護 し 、 好 中 球 応 答 の 減 少 で 粘 液 粘 度 を 低 下 さ せ 、 肺 機
能 を 保 護 し て 、 Ｃ Ｆ の 死 亡 率 を 減 少 さ せ る 。 加 え て 、 補 体 媒 介 食 作 用 の 回 復 は 免 疫 系 に 細
菌 病 原 体 を 除 去 さ せ て 、 肺 感 染 の 発 生 、 期 間 お よ び 重 篤 度 の 減 少 を も た ら す 。 例 え ば 、 Ｃ
Ｆ の ラ ッ ト モ デ ル の 場 合 、 α １ 抗 ト リ プ シ ン 治 療 の ７ 日 目 以 後 に 、 細 菌 数 は プ ラ セ ボ 群 の
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８ ５ ± ２ １ と 比 較 し て ０ ． ２ ± ０ ． ４ に 減 少 し た 〔 Cantin,A.and Woods,D,” Aerosolized
 Prolastin Suppresses Bacterial Proliferation in a Model of Chronic Pseudomonas 
aeruginosa Lung Infection” ,Am.J.Respir.Crit.Care Med.160:1130-1136,1999〕 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド を ア ル ブ ミ ン へ 融 合 さ せ た タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 こ こ で は 「 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 ” と し て 包 括
的 に 称 さ れ る 。 本 発 明 の こ れ ら 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 溶 解 状 態 の と き 、 長 期 イ ン ビ ボ 半 減 期
お よ び ／ ま た は 長 期 ま た は 治 療 活 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 治 療 用 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 、 組 成 物 、 医 薬 組 成 物 、 処 方 物 お よ び キ ッ
ト を 包 含 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 並
び に こ れ ら の 核 酸 を 含 有 し た ベ ク タ ー 、 こ れ ら の 核 酸 お よ び ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 、 お よ び こ れ ら の 核 酸 、 ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞 を 用 い て 本 発 明 の ア ル ブ
ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 方 法 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 と 、 ア ル ブ ミ
ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 と を 含 ん で な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と
で あ る 。 こ の よ う な ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で 使 用 に 適 し た ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド
に は 、 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｘ － ８ ８ 、 Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ お よ び Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ が あ る 。 ク ニ ッ ツ
ド メ イ ン ペ プ チ ド 部 分 は 、 必 要 に 応 じ て 、 リ ン カ ー に よ り ア ル ブ ミ ン 部 分 か ら 離 し て も よ
い 。 本 発 明 の 別 な 目 的 は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る た め に ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク
質 を 含 ん だ 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、 そ の 非 制 限 例 に は 血 漿 カ リ ク レ イ ン
、 プ ラ ス ミ ン お よ び 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ が あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の う ち 少
な く と も １ つ が 、 プ ラ ス ミ ン 、 カ リ ク レ イ ン ま た は ヒ ト 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ を 阻 害 す る よ
う な 機 能 活 性 を 有 し て い る 、 少 な く と も ２ つ の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片
も し く は 変 種 を 含 ん で な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 態 様 は 、 ア ル ブ ミ ン が 、 非 融 合 状 態 に あ る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド
ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 と 比 較 し て 、 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｘ － ８ ８ 、
Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ お よ び Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ の よ う な ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も
し く は 変 種 の イ ン ビ ボ 半 減 期 を 伸 ば す ア ル ブ ミ ン 活 性 を 有 し て い る 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ
プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 を 含
ん で な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が 生 理 的 ｐ Ｈ で 向 上 し た
溶 解 性 を 有 し て い る 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び ア
ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 を 含 ん で な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 が 、 ア
ル ブ ミ ン の Ｎ 末 端 、 ま た は ア ル ブ ミ ン の 断 片 も し く は 変 種 の Ｎ 末 端 へ 融 合 さ れ て い る 、 ク
ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片
も し く は 変 種 を 含 ん で な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と で あ る 。 一 方 、 本 発
明 は 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 が 、 ア ル ブ ミ ン の Ｃ 末 端 、
ま た は ア ル ブ ミ ン の 断 片 も し く は 変 種 の Ｃ 末 端 へ 融 合 さ れ て い る 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ
チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 を 含 ん
で な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 も 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 ん で な る 組 成 物
を 提 供 す る 。 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 嚢 胞 性 線 維 症 関 連 疾 患 ま た は 障
害 、 あ る い は Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ を 含 む ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド
に よ り 調 節 し う る 疾 患 ま た は 障 害 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 そ の 方 法
は 、 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ を 含 む ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ
の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 を 含 ん で な る ア ル ブ
ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 別 な 目 的 は 、 遺 伝 性 血 管 性 浮 腫 、 遺 伝 性 血 管 性 浮 腫 関 連 疾 患 ま た は 障 害 、 あ る
い は Ｄ Ｘ － ８ ８ の よ う な ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド に よ り 調 節 し う る 疾 患 の 患 者 を 治 療 す
る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 そ の 方 法 は 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が Ｄ Ｘ － ８ ８ を 含
む ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び ア ル ブ ミ ン ま た は そ の
断 片 も し く は 変 種 を 含 ん で な る 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 含
ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 癌 、 癌 関 連 疾 患 、 出 血 、 ま た は Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ の よ う な ク ニ ッ ツ ド メ
イ ン ペ プ チ ド に よ り 調 節 さ れ る 疾 患 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 そ の 方
法 は 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ を 含 む ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド ま た
は そ の 断 片 も し く は 変 種 、 お よ び ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 を 含 ん で な る 、
ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 な 目 的 は 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で な る 核 酸 分 子 、 お よ び こ の よ う な 核 酸 分 子 を 含 ん で な る ベ ク タ ー を 提 供 す る こ と で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (ａ ) 生 物 で 発 現 し う る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
ん で な る 核 酸 を 用 意 し 、
　 (ｂ ) 核 酸 を 生 物 で 発 現 さ せ て 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 さ せ 、 か つ
　 (ｃ ) ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 、
こ と を 含 ん で な る 方 法 も 提 供 す る 。
【 発 明 の 具 体 的 説 明 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は ア ル ブ ミ ン 融 合 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 は 、 ２ つ （ ま た は
そ れ 以 上 ） の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド 、 必 要 に 応 じ て 異 な る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド
に ア ル ブ ミ ン が カ ッ プ リ ン グ さ れ た 、 二 官 能 性 （ ま た は 多 官 能 性 ） 融 合 タ ン パ ク 質 に も 関
す る 。 異 な る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド を 有 す る こ の よ う な 二 官 能 性 （ ま た は 多 官 能 性 ）
融 合 タ ン パ ク 質 は 、 １ タ イ プ の み の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド を 含 ん で な る ア ル ブ ミ ン 融
合 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 改 善 さ れ た 薬 物 耐 性 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る と 予 想 さ れ る 。 一 部
の 症 状 で は ２ 以 上 の プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 を 要 し 、 マ ル チ ク ニ ッ ツ ド メ イ ン の 融 合 体 で あ れ
ば １ つ の 化 合 物 で ２ 種 以 上 の プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 に 用 い う る 。 一 方 、 ２ 以 上 の ク ニ ッ ツ ド
メ イ ン を 融 合 さ せ て 、 グ ラ ム 当 た り の イ ン ヒ ビ タ ー 活 性 が 増 す よ う に 各 々 を 同 一 プ ロ テ ア
ー ゼ へ 向 け て も よ い 。 ２ つ の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン を 有 す る イ ン ヒ ビ タ ー の 有 用 型 は Ｋ １ ::Ｓ
Ａ ::Ｋ ２ で あ り 、 こ こ で Ｋ １ お よ び Ｋ ２ は ク ニ ッ ツ ド メ イ ン で あ り 、 Ｓ Ａ は セ リ ン ア ル ブ
ミ ン ま た は そ の 実 質 的 部 分 で あ る 。 こ の よ う な 二 官 能 性 （ ま た は 多 官 能 性 ） 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 １ タ イ プ の み の ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド を 含 ん で な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質
と 比 較 し て 、 相 乗 効 果 も 示 す 。 更 に 、 化 学 的 存 在 物 も 、 生 物 活 性 を 高 め る た め 、 ま た は 生
物 活 性 を 調 節 す る た め に 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 へ 共 有 結 合 さ せ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 イ ン ビ ボ で ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド の 半 減 期
を 長 期 化 さ せ る と 予 想 さ れ る 。 上 記 ア ル ブ ミ ン 融 合 ペ プ チ ド の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ
半 減 期 は 、 連 結 ア ル ブ ミ ン を 欠 く ペ プ チ ド の 半 減 期 よ り も ２ 倍 、 ５ 倍 ま た は そ れ 以 上 伸 び
て い る 。 更 に 、 少 な く と も 一 部 は ペ プ チ ド の 半 減 期 延 長 の お か げ で 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン
融 合 タ ン パ ク 質 は 治 療 用 ペ プ チ ド の 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル の 頻 度 を 減 少 さ せ ら れ る と 期 待 さ れ
る 。 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル 頻 度 は 、 連 結 ア ル ブ ミ ン を 欠 く 治 療 用 ペ プ チ ド の 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル
の 頻 度 と 比 較 し て 、 少 な く と も １ ／ ４ 、 ま た は 少 な く と も １ ／ ２ に 減 少 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び ／ ま た は イ ン ビ ボ に お い て 、
溶 解 状 態 （ ま た は 医 薬 組 成 物 中 ） の と き 、 ペ プ チ ド の 貯 蔵 期 間 を 長 期 化 さ せ る 、 お よ び ／
ま た は ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は そ の 活 性 を 安 定 化 さ せ る 。 治 療 剤 で も あ る こ れ ら の ア ル ブ
ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 非 特 異 的 結 合 の よ う な フ ァ ク タ ー に よ る タ ン パ ク 質 の 喪 失 を 防 ぐ
た め に 、 大 過 剰 の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ア ル ブ ミ ン 、 未 融 合 ） で タ ン パ ク 質 溶 液 を
処 方 す る 必 要 性 を 減 ら せ る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 こ れ ら の 核 酸 を 含 有 す る
ベ ク タ ー 、 こ れ ら の 核 酸 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 お よ び こ れ ら の 核 酸 、 ベ ク
タ ー お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞 を 用 い て 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 方 法
も 包 含 す る 。 本 発 明 は 、 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す
る よ う に 必 要 に 応 じ て 修 飾 さ れ た 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る よ う に 修 飾 さ れ た ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 を 更 に 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｈ Ｓ Ａ ） お よ び ヒ ト ア ル ブ ミ ン （ Ｈ Ａ ） と い う 用 語 は 、 こ こ で は
互 換 的 に 用 い ら れ る 。 「 ア ル ブ ミ ン 」 お よ び 「 血 清 ア ル ブ ミ ン 」 と い う 用 語 は 広 く 、 ヒ ト
血 清 ア ル ブ ミ ン （ と そ の 断 片 お よ び 変 種 ） お よ び 他 種 か ら の ア ル ブ ミ ン （ と そ の 断 片 お よ
び 変 種 ） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 ア ル ブ ミ ン 」 と は 、 ア ル ブ ミ ン の １ 以 上 の 機 能 活 性 （ 例 え ば 、
生 物 活 性 ） を 有 し た 、 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は ア ル ブ ミ ン 断 片
も し く は 変 種 に 包 括 的 に 関 す る 。 特 に 、 「 ア ル ブ ミ ン 」 と は 、 ヒ ト ア ル ブ ミ ン ま た は そ の
断 片 （ Ｅ Ｐ ２ ０ １ ２ ３ ９ 、 Ｅ Ｐ ３ ２ ２ ０ ９ ４ 、 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ２ ４ ４ ４ ５ 、 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ３ ８
５ ７ 参 照 ） 、 特 に こ こ で の 配 列 番 号 １ ８ と 、 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ
Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ の 表 １ お よ び 配 列 番 号 １ ８ で 示 さ れ て い る よ う な ヒ ト ア ル ブ ミ ン の 成
熟 型 、 あ る い は 他 の 脊 椎 動 物 か ら の ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 断 片 、 あ る い は こ れ ら 分 子 ま た
は そ の 断 片 の ア ナ ロ ー グ ま た は 変 種 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で 用 い ら れ て い る ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 は
、 配 列 番 号 １ ８ に お い て 下 記 組 の 点 変 異 の う ち 一 方 ま た は 双 方 を 含 ん で い る ： Ｌ ｅ ｕ － ４
０ ７ ->Ａ ｌ ａ 、 Ｌ ｅ ｕ － ４ ０ ８ ->Ｖ ａ ｌ 、 Ｖ ａ ｌ － ４ ０ ９ ->Ａ ｌ ａ お よ び Ａ ｒ ｇ － ４ １ ０
->Ａ ｌ ａ ； ま た は Ａ ｒ ｇ － ４ １ ０ ->Ａ ｌ ａ 、 Ｌ ｙ ｓ － ４ １ ３ ->Ｇ ｌ ｎ お よ び Ｌ ｙ ｓ － ４ １
４ ->Ｇ ｌ ｎ （ 例 え ば 、 参 考 の た め そ れ 全 体 で こ こ に 組 み 込 ま れ る 国 際 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２
３ ８ ５ ７ 参 照 ） 。 他 の 態 様 で は 、 上 記 組 の 点 変 異 の う ち 一 方 ま た は 双 方 を 含 ん だ 本 発 明 の
ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 酵 母 Ｙ ａ ｐ ３ ｐ タ ン パ ク 質 分 解 に 対 し て 改 善 さ れ た 安 定 性
／ 耐 性 を 有 し 、 酵 母 宿 主 細 胞 で 発 現 さ れ る 組 換 え ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 を 増 す
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ボ 半 減 期 、 治 療 活 性 ま た は 貯 蔵 期 間
を 長 期 化 ま た は 延 長 す る 上 で 十 分 な ア ル ブ ミ ン の 部 分 と は 、 非 融 合 状 態 に あ る 治 療 用 タ ン
パ ク 質 の イ ン ビ ボ 半 減 期 、 治 療 活 性 ま た は 貯 蔵 期 間 と 比 較 し て 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク
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質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 の イ ン ビ ボ 半 減 期 、 治 療 活 性 ま た は 貯 蔵 期 間 を 安 定 化 、 長 期 化
ま た は 延 長 す る た め に 、 鎖 長 ま た は 構 造 上 十 分 な ア ル ブ ミ ン の 部 分 に 関 す る 。 ア ル ブ ミ ン
融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン 部 分 は 上 記 の よ う な Ｈ Ａ 配 列 の 全 鎖 長 を 含 ん で も よ く 、 ま た
は 治 療 活 性 を 安 定 化 ま た は 長 期 化 し う る １ 以 上 の 断 片 を 含 ん で も よ い 。 こ の よ う な 断 片 は
鎖 長 が １ ０ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で も 、 ま た は Ｈ Ａ 配 列 か ら の 約 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０
ま た は そ れ 以 上 の 隣 接 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で も 、 ま た は Ｈ Ａ の 特 定 ド メ イ ン の 一 部 ま た は 全 部
を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン 部 分 は 、 正 常 Ｈ Ａ の 変 種 で も よ い 。 本
発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 も 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う
な 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 変 種 で よ い 。 「 変 種 」 と い う 用 語 に は 、 保 存 的 ま た は 非 保 存 的 な 挿
入 、 欠 失 お よ び 置 換 を 含 み 、 こ の よ う な 改 変 が 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 治 療 活 性 を 発 揮 さ せ
る ア ル ブ ミ ン ま た は そ の 活 性 部 位 ま た は 活 性 ド メ イ ン の 腫 脹 性 、 有 用 な リ ガ ン ド 結 合 性 お
よ び 非 免 疫 原 性 の う ち １ 以 上 を 実 質 的 に 変 化 さ せ る こ と は な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 特 に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト ア ル ブ ミ ン の 天 然 多 形 性 変 種 お よ び
ヒ ト ア ル ブ ミ ン の 断 片 、 例 え ば Ｅ Ｐ ３ ２ ２ ０ ９ ４ で 開 示 さ れ た 断 片 （ 即 ち Ｈ Ａ （ Ｐ ｎ ） 、
こ こ で ｎ は ３ ６ ９ ～ ４ １ ９ で あ る ） を 含 ん で も よ い 。 ア ル ブ ミ ン は 、 い か な る 脊 椎 動 物 、
特 に い か な る 哺 乳 動 物 、 例 え ば ヒ ト 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ ま た は ブ タ に 由 来 す る も の で も よ い 。
非 哺 乳 動 物 ア ル ブ ミ ン に は メ ン ド リ お よ び サ ケ の も の が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン 部 分 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 と は 異 な る 動 物 に
由 来 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 般 的 に 言 う と 、 Ｈ Ａ 断 片 ま た は 変 種 は 少 な く と も １ ０ ０ の ア ミ ノ 酸 鎖 長 、 必 要 に 応 じ
て 少 な く と も １ ５ ０ の ア ミ ノ 酸 鎖 長 で あ る 。 Ｈ Ａ 変 種 は Ｈ Ａ の 少 な く と も １ つ の 全 ド メ イ
ン 、 例 え ば ド メ イ ン １ （ 配 列 番 号 １ ８ の ア ミ ノ 酸 １ － １ ９ ４ ） 、 ２ （ 配 列 番 号 １ ８ の ア ミ
ノ 酸 １ ９ ５ － ３ ８ ７ ） 、 ３ （ 配 列 番 号 １ ８ の ア ミ ノ 酸 ３ ８ ８ － ５ ８ ５ ） 、 １ ＋ ２ （ 配 列 番
号 １ ８ の １ － ３ ８ ７ ） 、 ２ ＋ ３ （ 配 列 番 号 １ ８ の １ ９ ５ － ５ ８ ５ ） ま た は １ ＋ ３ （ 配 列 番
号 １ ８ の ア ミ ノ 酸 １ － １ ９ ４ ＋ 配 列 番 号 １ ８ の ア ミ ノ 酸 ３ ８ ８ － ５ ８ ５ ） か ら な る か 、 ま
た は そ れ を 含 ん で な る 。 各 ド メ イ ン は 、 ２ つ の 相 同 的 サ ブ ド メ イ ン 、 即 ち １ － １ ０ ５ 、 １
２ ０ － １ ９ ４ 、 １ ９ ５ － ２ ９ １ 、 ３ １ ６ － ３ ８ ７ 、 ３ ８ ８ － ４ ９ １ お よ び ５ １ ２ － ５ ８ ５
と 、 残 基 Ｌ ｙ ｓ １ ０ ６ － Ｇ ｌ ｕ １ １ ９ 、 Ｇ ｌ ｕ ２ ９ ２ － Ｖ ａ ｌ ３ １ ５ お よ び Ｇ ｌ ｕ ４ ９ ２
－ Ａ ｌ ａ ５ １ １ を 含 ん で な る フ レ キ シ ブ ル な サ ブ ド メ イ ン 間 リ ン カ ー 領 域 か ら 、 そ れ 自 体
が 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン 部 分 は 、 Ｈ Ａ の 少 な く と も １ つ の サ ブ
ド メ イ ン ま た は ド メ イ ン 、 ま た は そ の 保 存 的 修 飾 物 を 含 ん で も よ い 。 融 合 体 が サ ブ ド メ イ
ン を ベ ー ス に し て い る な ら ば 、 隣 接 リ ン カ ー の 一 部 ま た は 全 部 が 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分
へ 連 結 す る た め に 、 必 要 に 応 じ て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と 、 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 、 予 防 ま た
は 改 善 す る 方 法 に 関 す る 。 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 」 と は 、 治
療 用 タ ン パ ク 質 （ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 ） の 少 な く と も １ つ の 分 子 へ ア ル ブ ミ ン （
ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 ） の 少 な く と も １ つ の 分 子 の 融 合 に よ り 形 成 さ れ る タ ン パ ク
質 に 関 す る 。 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 互 い の 遺 伝 子 融 合 に よ り （ 即
ち 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 全 部 ま た は 一 部 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ア ル ブ ミ ン の 全
部 ま た は 一 部 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 枠 内 で 結 合 さ れ た 核 酸 の 翻 訳 に よ り 、 ア ル
ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が 形 成 さ れ る ） 、 互 い に 結 合 さ れ た 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 少 な く と
も １ つ の 断 片 ま た は 変 種 と ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の 少 な く と も １ つ の 断 片 ま た は 変 種 と を 含
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ん で な る 。 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 個 別 部 分 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 お よ び ア ル ブ ミ ン タ
ン パ ク 質 は 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 「 一 部 分 」 、 「 領 域 」 ま た は 「 部 分 」 と 称 さ れ
る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 お よ び 血 清 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 を
含 ん で な る 、 ま た は そ れ ら か ら な る 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に
お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 お よ び 血 清 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 お よ び
／ ま た は 治 療 活 性 断 片 を 含 ん で な る 、 ま た は そ れ ら か ら な る 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質
を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 お よ び 血 清 ア ル ブ ミ ン タ ン
パ ク 質 の 生 物 活 性 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 変 種 を 含 ん で な る 、 ま た は そ れ ら か ら な る 、 ア
ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 別 な 態 様 に お い て 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 血
清 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 成 分 は 、 血 清 ア ル ブ ミ ン の 成 熟 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 と 、 血 清 ア ル ブ ミ ン の 生 物 活 性 お よ び
／ ま た は 治 療 活 性 断 片 を 含 ん で な る 、 ま た は そ れ ら か ら な る 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質
を 提 供 す る 。 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 と 、 血 清 ア ル ブ ミ ン の 生 物
活 性 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 変 種 を 含 ん で な る 、 ま た は そ れ ら か ら な る 、 ア ル ブ ミ ン 融 合
タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ
ク 質 部 分 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 成 熟 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 断
片 ま た は 変 種 と 、 血 清 ア ル ブ ミ ン の 生 物 活 性 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 断 片 ま た は 変 種 と を
含 ん で な る 、 ま た は そ れ ら か ら な る 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様
に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 成 熟 部 分 お よ び 血 清 ア ル ブ ミ ン の 成 熟 部 分 を 含
ん で な る 、 ま た は そ れ ら か ら な る 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｎ 末 端 部 分 と し て Ｈ Ａ お よ び Ｃ 末 端 部 分 と し て 治 療 用 タ
ン パ ク 質 を 含 ん で な る 。 一 方 、 Ｃ 末 端 部 分 と し て Ｈ Ａ お よ び Ｎ 末 端 部 分 と し て 治 療 用 タ ン
パ ク 質 を 含 ん で な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 も 用 い て よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は ア ル ブ ミ ン の Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端 の 双
方 へ 治 療 用 タ ン パ ク 質 を 融 合 さ せ て い る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 Ｎ お よ び Ｃ 末 端 で 融 合 さ
れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 同 一 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 な 態 様 に お い て 、 Ｎ お よ び Ｃ
末 端 で 融 合 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 異 な る 治 療 用 タ ン パ ク 質 で あ る 。 も う １ つ の 態 様 に
お い て 、 Ｎ お よ び Ｃ 末 端 で 融 合 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 、 同 様 の 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状
を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 用 い ら れ る 、 異 な る 治 療 用 タ ン パ ク 質 で あ る 。 も う １ つ の 態
様 に お い て 、 Ｎ お よ び Ｃ 末 端 で 融 合 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 患 者 で 同 時 に 生 じ る
こ と が 当 業 界 で 知 ら れ た 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 用 い ら れ る 、 異 な る
治 療 用 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ア ル ブ ミ ン 部 分 が 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 の Ｎ 末 端 お よ び ／ ま た は Ｃ 末 端 で 融 合 さ れ た ア
ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｈ Ａ の 内 部 領 域
中 へ 対 象 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 挿 入 す る こ と に よ り 作 製 し て も よ い 。 例 え
ば 、 Ｈ Ａ 分 子 の タ ン パ ク 質 配 列 内 に は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 安 定 化 さ れ る い く つ か の
ル ー プ ま た は タ ー ン が 、 α － ヘ リ ッ ク ス の 最 後 と 最 初 と の 間 に 存 在 し て い る 。 Ｈ Ａ の 結 晶
構 造 （ Ｐ Ｄ Ｂ ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ア ー １ Ａ Ｏ ６ 、 １ Ｂ Ｊ ５ 、 １ Ｂ Ｋ Ｅ 、 １ Ｂ Ｍ ０ 、 １ Ｅ ７
Ｅ ～ １ Ｅ ７ Ｉ お よ び １ Ｕ Ｏ Ｒ ） か ら 調 べ た と こ ろ 、 そ の ル ー プ は 大 部 分 が 分 子 の 本 体 か ら
離 れ て 伸 び て い る 。 こ れ ら の ル ー プ は 、 特 別 な 生 物 活 性 を 有 す る ア ル ブ ミ ン 分 子 を 本 質 的
に 作 製 す る 上 で 、 治 療 活 性 ペ プ チ ド 、 特 に 機 能 化 に 二 次 構 造 を 要 す る も の 、 ま た は 治 療 用
タ ン パ ク 質 の 挿 入 ま た は 内 部 融 合 に 有 用 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 挿
入 さ れ る ヒ ト ア ル ブ ミ ン 構 造 中 の ル ー プ に は 、 Ｖ ａ ｌ ５ ４ － Ａ ｓ ｎ ６ １ 、 Ｔ ｈ ｒ ７ ６ － Ａ
ｓ ｐ ８ ９ 、 Ａ ｌ ａ ９ ２ － Ｇ ｌ ｕ １ ０ ０ 、 Ｇ ｌ ｎ １ ７ ０ － Ａ ｌ ａ １ ７ ６ 、 Ｈ ｉ ｓ ２ ４ ７ － Ｇ
ｌ ｕ ２ ５ ２ 、 Ｇ ｌ ｕ ２ ６ ６ － Ｇ ｌ ｕ ２ ７ ７ 、 Ｇ ｌ ｕ ２ ８ ０ － Ｈ ｉ ｓ ２ ８ ８ 、 Ａ ｌ ａ ３ ６ ２
－ Ｇ ｌ ｕ ３ ６ ８ 、 Ｌ ｙ ｓ ４ ３ ９ － Ｐ ｒ ｏ ４ ４ ７ 、 Ｖ ａ ｌ ４ ６ ２ － Ｌ ｙ ｓ ４ ７ ５ 、 Ｔ ｈ ｒ ４
７ ８ － Ｐ ｒ ｏ ４ ８ ６ お よ び Ｌ ｙ ｓ ５ ６ ０ － Ｔ ｈ ｒ ５ ６ ６ が あ る 。 他 の 態 様 で は 、 ペ プ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 成 熟 ヒ ト ア ル ブ ミ ン （ 配 列 番 号 １ ８ ） の Ｖ ａ ｌ ５ ４ － Ａ ｓ ｎ ６ １ 、
Ｇ ｌ ｎ １ ７ ０ － Ａ ｌ ａ １ ７ ６ お よ び ／ ま た は Ｌ ｙ ｓ ５ ６ ０ － Ｔ ｈ ｒ ５ ６ ６ ル ー プ 中 に 挿 入
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 挿 入 さ れ る 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 、 特 定 の 生 物 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ ー お よ び 合 成 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む あ ら ゆ る 供 給 源 か ら 、 ま た は 望 ま
し い 機 能 を 有 し た 分 子 の 活 性 部 分 か ら 誘 導 さ れ る 。 加 え て 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 向 け の 候 補
で あ る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド を 含 ん で な る ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 特 定 ル ー
プ 内 で 、 ま た は Ｈ Ａ 分 子 の 特 定 ル ー プ 中 へ の こ の よ う な ラ ン ダ ム 化 ペ プ チ ド の 挿 入 に よ り
作 製 し て も よ く 、 そ こ で は ア ミ ノ 酸 の 多 く の 組 合 せ （ 例 え ば 、 ５ × １ ０ ９ ） が 表 わ さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 下 記 方 法 の １ つ に よ り 、 Ｈ Ａ ま た は Ｈ Ａ の ド メ イ ン 断 片 上
で 作 製 し う る ：
　 （ ａ ） 　 Ｈ Ａ ま た は Ｈ Ａ ド メ イ ン 断 片 の １ 以 上 の ペ プ チ ド ル ー プ 内 に お け る ア ミ ノ 酸 の
ラ ン ダ ム 化 変 異 。 ル ー プ 内 に お け る １ つ 、 そ れ 以 上 ま た は 全 部 の 残 基 は こ う し て 変 異 さ せ
う る ；
　 （ ｂ ） 　 鎖 長 Ｘ ｎ （ Ｘ は ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は 残 基 の 数 で あ る ） の ラ ン ダ ム 化 ペ プ チ ド
の Ｈ Ａ ま た は Ｈ Ａ ド メ イ ン 断 片 の １ 以 上 の ル ー プ の 置 換 ま た は そ の 中 へ の 挿 入 （ 即 ち 、 内
部 融 合 ） ；
　 （ ｃ ） 　 （ ａ ） お よ び ／ ま た は （ ｂ ） に 加 え て 、 Ｎ 、 Ｃ ま た は Ｎ お よ び Ｃ 末 端 ペ プ チ ド
／ タ ン パ ク 質 融 合 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｈ Ａ ま た は Ｈ Ａ ド メ イ ン 断 片 は 、 異 な る 標 的 に 対 す る 異 な る ル ー プ の 異 な る ス ク リ ー ン
か ら 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド を 同 一 Ｈ Ａ ま た は Ｈ Ａ ド メ イ ン 断 片 へ グ ラ フ ト す る こ と に よ り 、
多 機 能 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の ル ー プ 中 へ 挿 入 さ れ る ペ プ チ ド の 非 制 限 的 な 例 は 、 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０
（ ヒ ト 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー ） 、 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ （ ヒ ト 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ の
イ ン ヒ ビ タ ー ） 、 Ｄ Ｘ － ８ ８ ペ プ チ ド （ ヒ ト 血 漿 カ リ ク レ イ ン の イ ン ヒ ビ タ ー 、 表 ２ ） お
よ び Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ （ ヒ ト プ ラ ス ミ ン の イ ン ヒ ビ タ ー 、 表 ２ ） ま た は そ れ ら の ペ プ チ ド 断
片 も し く は ペ プ チ ド 変 種 で あ る 。 更 に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 鎖 長 が 少 な く と も ７ 、 少 な く
と も ８ 、 少 な く と も ９ 、 少 な く と も １ ０ 、 少 な く と も １ １ 、 少 な く と も １ ２ 、 少 な く と も
１ ３ 、 少 な く と も １ ４ 、 少 な く と も １ ５ 、 少 な く と も ２ ０ 、 少 な く と も ２ ５ 、 少 な く と も
３ ０ 、 少 な く と も ３ ５ ま た は 少 な く と も ４ ０ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 断 片 ま た は ペ プ チ ド 変
種 を ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の ル ー プ 中 へ 挿 入 し た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 本
発 明 は 、 少 な く と も ７ 、 少 な く と も ８ 、 少 な く と も ９ 、 少 な く と も １ ０ 、 少 な く と も １ １
、 少 な く と も １ ２ 、 少 な く と も １ ３ 、 少 な く と も １ ４ 、 少 な く と も １ ５ 、 少 な く と も ２ ０
、 少 な く と も ２ ５ 、 少 な く と も ３ ０ 、 少 な く と も ３ ５ ま た は 少 な く と も ４ ０ の ア ミ ノ 酸 の
ペ プ チ ド 断 片 ま た は ペ プ チ ド 変 種 を ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の Ｎ 末 端 へ 融 合 さ せ た ア ル ブ ミ ン
融 合 タ ン パ ク 質 も 包 含 す る 。 本 発 明 は 、 少 な く と も ７ 、 少 な く と も ８ 、 少 な く と も ９ 、 少
な く と も １ ０ 、 少 な く と も １ １ 、 少 な く と も １ ２ 、 少 な く と も １ ３ 、 少 な く と も １ ４ 、 少
な く と も １ ５ 、 少 な く と も ２ ０ 、 少 な く と も ２ ５ 、 少 な く と も ３ ０ 、 少 な く と も ３ ５ ま た
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は 少 な く と も ４ ０ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 断 片 ま た は ペ プ チ ド 変 種 を ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の
Ｃ 末 端 へ 融 合 さ せ た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 通 常 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は １ つ の Ｈ Ａ 由 来 領 域 お よ び １ つ の 治 療 用 タ
ン パ ク 質 由 来 領 域 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 各 タ ン パ ク 質 の 複 数 領 域 も 、 本 発 明 の ア ル ブ
ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 上 で 用 い て よ い 。 同 様 に 、 ２ 以 上 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 も 、
本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 上 で 用 い て よ い 。 例 え ば 、 治 療 用 タ ン パ ク
質 は Ｈ Ａ の Ｎ お よ び Ｃ 末 端 の 双 方 へ 融 合 さ れ る 。 各 構 造 に お い て 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分
は 同 一 で も ま た は 異 な る 治 療 用 タ ン パ ク 質 分 子 で も よ い 。 二 官 能 性 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ
ク 質 の 構 造 は 、 Ｘ － Ｈ Ａ － Ｙ 、 Ｙ － Ｈ Ａ － Ｘ 、 Ｘ － Ｙ － Ｈ Ａ 、 Ｈ Ａ － Ｘ － Ｙ 、 Ｈ Ａ － Ｘ －
Ｙ － Ｈ Ａ 、 Ｈ Ａ － Ｙ － Ｘ － Ｈ Ａ 、 Ｈ Ａ － Ｘ － Ｘ － Ｈ Ａ 、 Ｈ Ａ － Ｙ － Ｙ － Ｈ Ａ 、 Ｈ Ａ － Ｘ －
Ｈ Ａ － Ｙ 、 Ｘ － Ｈ Ａ － Ｙ － Ｈ Ａ ま た は 複 数 の 組 合 せ 、 ま た は Ｈ Ａ 配 列 内 の い ず れ か の 位 置
に お け る 挿 入 Ｘ お よ び ／ ま た は Ｙ と し て 表 わ せ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 追 加 の 態 様 で は 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン の よ う な 治 療 用 タ ン パ ク 質 「 Ｘ 」 と 、 Ｈ Ａ を パ ー ト
１ お よ び ２ に 分 離 す る 治 療 用 ペ プ チ ド 「 Ｙ 」 と を 有 し て い る 。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は
式 ： Ｘ － Ｈ Ａ （ パ ー ト １ ） － Ｙ － Ｈ Ａ （ パ ー ト ２ ） お よ び Ｈ Ａ （ パ ー ト １ ） － Ｙ － Ｈ Ａ （
パ ー ト ２ ） － Ｘ を 有 す る 。 追 加 の 態 様 で は ２ つ の 治 療 用 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 「 Ｘ 」 お よ び
「 Ｚ 」 と 治 療 用 ペ プ チ ド 「 Ｙ 」 を 有 し 、 式 ： Ｘ － Ｈ Ａ （ パ ー ト １ ） － Ｙ － Ｈ Ａ （ パ ー ト ２
） － Ｚ お よ び Ｚ － Ｈ Ａ （ パ ー ト １ ） － Ｙ － Ｈ Ａ （ パ ー ト ２ ） － Ｘ の 融 合 タ ン パ ク 質 と な る
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 二 ま た は 多 官 能 性 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 機 能 、 半 減 期 な ど に 応 じ て 、 様 々 な 比
率 で 作 製 し う る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 二 ま た は 多 官 能 性 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｈ Ａ の 反 対 端 に あ る タ ン パ ク 質 ま た は
ペ プ チ ド を 介 し て 標 的 臓 器 ま た は 細 胞 タ イ プ へ 融 合 体 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 を 向 か わ せ
う る よ う に 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 公 知 の 治 療 用 分 子 の 融 合 体 に 代 わ る も の と し て 、 典 型 的 に は ６ 、 ８ 、 １ ２ 、 ２ ０ 、 ２ ５
ま た は Ｘ ｎ （ Ｘ は ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は 残 基 の 数 で あ る ） ラ ン ダ ム 化 ア ミ ノ 酸 の Ｈ Ａ ま た
は Ｈ Ａ の ド メ イ ン 断 片 の Ｎ 、 Ｃ ま た は Ｎ お よ び Ｃ 末 端 へ の 融 合 体 と し て 構 築 さ れ た ラ イ ブ
ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 ペ プ チ ド は 得 る こ と が で き 、 そ こ で は ア ミ ノ 酸 の す べ て
の 可 能 な 組 合 せ が 表 わ さ れ た 。 こ の ア プ ロ ー チ の 特 別 な 利 点 は 、 ペ プ チ ド が Ｈ Ａ 分 子 付 き
の ま ま で 選 択 さ れ 、 し た が っ て 、 ペ プ チ ド の 性 質 が 、 可 能 性 と し て 変 化 す る こ と な く 、 い
ず れ か 他 の 方 法 に よ り 誘 導 さ れ て 後 か ら Ｈ Ａ へ 付 着 さ れ る ペ プ チ ド の 場 合 の よ う に 選 択 し
う る こ と で あ る 。 こ の よ う な 選 択 は 、 Ｈ Ａ の 末 端 に お け る 、 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン の よ う な 、
よ く 折 り 畳 ま れ た ド メ イ ン の 付 着 に は 、 不 要 で あ る 。 付 い た ま ま で の 選 別 は 、 ジ ス ル フ ィ
ド ま た は 単 一 ジ ス ル フ ィ ド ル ー プ を 有 し な い ペ プ チ ド に と り 重 要 で あ る ら し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 各 部 分 間 で 物 理 的 距 離 を 大 き く し て 、
例 え ば 同 族 レ セ プ タ ー と 結 合 す る 際 の 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 の 接 近 性 を 最 大 化 す る た め
に 、 融 合 部 分 間 に リ ン カ ー ペ プ チ ド を 含 有 し て も よ い 。 リ ン カ ー ペ プ チ ド は 、 そ れ が フ レ
キ シ ブ ル ま た は よ り 硬 く な る よ う に 、 ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 し た が っ て 、 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 下 記 式 ： Ｒ ２ － Ｒ １
； Ｒ １ － Ｒ ２ ； Ｒ ２ － Ｒ １ － Ｒ ２ ； Ｒ ２ － Ｌ － Ｒ １ － Ｌ － Ｒ ２ ； Ｒ １ － Ｌ － Ｒ ２ ； Ｒ ２ －
Ｌ － Ｒ １ ； ま た は Ｒ １ － Ｌ － Ｒ ２ － Ｌ － Ｒ １ を 有 し て い る ： こ こ で Ｒ １ は 少 な く と も １ つ
の 治 療 用 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ そ の 断 片 ま た は 変 種 を 含 む ） で
あ る が 、 必 ず し も 同 一 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 で は な い ； Ｌ は リ ン カ ー で あ る ； お よ び Ｒ ２ は
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血 清 ア ル ブ ミ ン 配 列 （ そ の 断 片 ま た は 変 種 を 含 む ） で あ る 。 例 示 リ ン カ ー に は 、 （ Ｇ Ｇ Ｇ
Ｇ Ｓ ） Ｎ （ SEQ ID NO: ） 、 （ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ ） Ｎ （ SEQ ID NO: ） ま た は （ Ｇ Ｇ Ｓ ） Ｎ が あ り 、
こ こ で Ｎ は １ 以 上 の 整 数 で あ り 、 Ｇ は グ リ シ ン を 表 わ し 、 Ｓ は セ リ ン を 表 わ す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質
は 、 ア ル ブ ミ ン へ 融 合 さ れ て い な い 同 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 貯 蔵 期 間 、 イ ン ビ ボ 半 減 期 ま た
は 治 療 活 性 と 比 較 し て 、 長 い 貯 蔵 期 間 、 イ ン ビ ボ 半 減 期 ま た は 治 療 活 性 を 有 し て い る 。 貯
蔵 期 間 と は 、 典 型 的 に は 、 溶 解 状 態 ま た は あ る 他 の 貯 蔵 処 方 時 に お け る 治 療 用 タ ン パ ク 質
の 治 療 活 性 が 治 療 活 性 の 過 度 な 喪 失 な し に 安 定 で あ る 期 間 に 関 す る 。 治 療 用 タ ン パ ク 質 の
多 く は 、 そ れ ら の 非 融 合 状 態 時 で 高 度 に 不 安 定 で あ る 。 下 記 の よ う に 、 こ れ ら 治 療 用 タ ン
パ ク 質 の 典 型 的 貯 蔵 期 間 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 中 へ の 組 込 み で 著 し く 長
期 化 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 貯 蔵 期 間 が 「 長 期 化 」 ま た は 「 延 長 」 さ れ た 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 同
一 の 貯 蔵 お よ び 取 扱 い 条 件 に 付 さ れ た 標 準 と 比 較 し て 、 大 き な 治 療 活 性 を 示 す 。 標 準 は 非
融 合 全 鎖 長 治 療 用 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分
が ア ナ ロ ー グ 、 変 種 で あ る か 、 ま た は そ れ 以 外 に 改 変 さ れ て い る か 、 ま た は そ の タ ン パ ク
質 の 完 全 配 列 を 含 ま な い と き 、 治 療 活 性 の 長 期 化 は ア ナ ロ ー グ 、 変 種 、 改 変 ペ プ チ ド ま た
は 不 完 全 配 列 の 非 融 合 相 当 物 と 比 較 さ れ る 。 例 と し て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 標 準 と 同 一 の 貯 蔵 お よ び 取 扱 い 条 件 に 付 さ れ て 、 所 定 の 時 点 で 比 較 さ れ た と き 、 標
準 の 治 療 活 性 の 約 １ ０ ０ ％ 以 上 、 ま た は 治 療 活 性 の 約 １ ０ ５ ％ 、 １ １ ０ ％ 、 １ ２ ０ ％ 、 １
３ ０ ％ 、 １ ５ ０ ％ ま た は ２ ０ ０ ％ 以 上 を 留 め て い る 。 し か し な が ら 、 治 療 活 性 は 治 療 用 タ
ン パ ク 質 の 安 定 性 に 依 存 し て お り 、 １ ０ ０ ％ 以 下 の こ と も あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 貯 蔵 期 間 は 、 貯 蔵 が 始 ま っ た と き の 治 療 活 性 を 基 準 と し た 、 貯 蔵 後 に 残 留 す る 治 療 活 性
と し て 評 価 し て も よ い 。 治 療 活 性 の 長 期 化 ま た は 延 長 で 示 さ れ る よ う な 、 貯 蔵 期 間 が 長 期
化 ま た は 延 長 さ れ た 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 同 一 条 件 に 付 さ れ た と き 、 相
当 す る 非 融 合 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 治 療 活 性 の 約 ５ ０ ％ 以 上 、 治 療 活 性 の 約 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％
、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 を 留 め て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 同 一 の 貯 蔵 お よ び 取 扱 い 条 件 に 付 さ れ た 非 融 合
治 療 用 タ ン パ ク 質 標 準 と 比 較 し て 、 大 き な 溶 解 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 融 合 で 互 い に 結 合 さ れ た
、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 断 片 ま た は 変 種 と 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の 少 な く
と も １ つ の 断 片 ま た は 変 種 と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 治 療 用 タ ン パ ク 質 」 と は 、 １ 以 上 の 治 療 お よ び ／ ま た は 生 物 活
性 を 有 す る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン ペ プ チ ド （ そ の 非 制 限 例 に は 、 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 、 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４
、 Ｄ Ｘ － ８ ８ ま た は Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ が あ る ） ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 に 関 す る 。 ク ニ
ッ ツ ド メ イ ン は 、 中 央 の 逆 平 行 β シ ー ト と 短 い Ｃ 末 端 ヘ リ ッ ク ス を 形 成 し て い る 、 約 ５ １
～ ６ ４ 残 基 の 折 り 畳 み ド メ イ ン で あ る 。 こ の 特 徴 的 ド メ イ ン は ３ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を
形 成 す る ６ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で い る た め 、 二 重 ル ー プ 構 造 を と る 。 Ｎ 末 端 領 域 と
最 初 の β 鎖 と の 間 に 、 活 性 阻 害 結 合 ル ー プ が 存 在 す る 。 こ の 結 合 ル ー プ は 、 最 後 の ２ β 鎖
間 で 形 成 さ れ る ヘ ア ピ ン ル ー プ へ 、 Ｐ ２  Ｃ １ ４ 残 基 を 介 し て ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン は 、 次 の 形 の 約 ５ １ Ａ Ａ ～ ６ ４ Ａ Ａ の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド は Ｃ ５ お よ び Ｃ ５ ５ 間 、 Ｃ １ ４ お よ び Ｃ ３ ８ 間 と 、 Ｃ ３ ０ お よ び Ｃ ５ １ 間
で 形 成 さ れ る 。 Ｃ １ ４ お よ び Ｃ ３ ８ ジ ス ル フ ィ ド は 自 然 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン で い つ も み ら れ
る が 、 人 工 ク ニ ッ ツ ド メ イ ン で は な く て も よ い 。 Ｃ １ ４ が 他 の ア ミ ノ 酸 タ イ プ へ 変 え ら れ
る と 、 Ｃ ３ ８ も 非 シ ス テ イ ン へ 変 え ら れ 、 逆 も あ る 。 い か な る ポ リ ペ プ チ ド も ア ミ ノ 末 端
へ 融 合 さ せ て よ い 。 Ｘ １ － Ｘ ４ は ０ ～ ４ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 Ｘ ６ － Ｘ １ ３ は ８ ま た は ９
つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 Ｘ ９ ａ が 不 在 な ら ば 、 Ｘ １ ２ は Ｇ ｌ ｙ で あ る 。 Ｘ ２ ６ ａ 、 Ｘ ２ ６ ｂ

お よ び Ｘ ２ ６ ｃ の 各 々 は 不 在 で も よ い ； 即 ち 、 Ｘ １ ５ － Ｘ ３ ０ は １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ ま た は
１ ９ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 Ｘ ３ ３ は Ｐ ｈ ｅ ま た は Ｔ ｙ ｒ で あ る 。 Ｘ ３ ９ － Ｘ ５ ０ は １ ２ 、
１ ３ 、 １ ４ ま た は １ ５ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む ； 即 ち 、 Ｘ ４ ２ ａ 、 Ｘ ４ ２ ｂ お よ び Ｘ ４ ２ ｃ の
各 々 は 不 在 で も よ い 。 Ｘ ４ ５ は Ｐ ｈ ｅ ま た は Ｔ ｙ ｒ で あ る 。 Ｘ ５ ６ － Ｘ ５ ８ は ０ ～ ３ つ の
ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 追 加 の シ ス テ イ ン も ５ ０ 、 ５ ３ 、 ５ ４ ま た は ５ ８ 位 に 存 在 し て よ い 。 い
か な る ポ リ ペ プ チ ド も カ ル ボ キ シ 末 端 へ 融 合 さ せ て よ い 。 表 ３ は ２ １ 種 公 知 ヒ ト ク ニ ッ ツ
ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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【 表 １ 】
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 表 １ の い か な る ド メ イ ン も 、 （ 特 定 の プ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る よ う な ） 特 定 の 生 物 学 的
効 果 を 有 す る よ う に 工 学 処 理 し て 、 Ｈ Ａ へ 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ の た め 、 本 発 明 の
ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 断 片 ま た は 変 種 を 含 有
し て も よ い 。 変 種 に は 変 異 体 、 ア ナ ロ ー グ 、 ミ メ テ ィ ッ ク お よ び ホ モ ロ ー グ を 含 み 、 内 在
ま た は 天 然 相 関 物 を 含 め る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 「 治 療 活 性 」 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド ま た は 「 治 療 活 性 」 で あ る タ ン パ ク 質 と は 、 こ こ で 記
載 さ れ た ま た は 当 業 界 で 知 ら れ て い る １ 種 以 上 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 の よ う な 、 治 療 用 タ ン
パ ク 質 に 付 随 す る １ 種 以 上 の 公 知 生 物 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 を 有 し た ポ リ ペ プ チ ド を 意
味 す る 。 非 制 限 例 と し て 、 「 治 療 用 タ ン パ ク 質 」 は 、 疾 患 、 症 状 ま た は 障 害 を 治 療 、 予 防
ま た は 改 善 す る 上 で 有 用 な タ ン パ ク 質 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 治 療 活 性 」 ま た は 「 活 性 」 と は 、 そ の 効 果 が ヒ ト で 望 ま れ る 治
療 成 果 、 あ る い は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 ま た は 他 の 種 も し く は 生 物 で 望 ま れ る 効 果 と 符 合 す る 、
活 性 に 関 す る 。 治 療 活 性 は イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 望 ま し い 効
果 は 細 胞 培 養 物 で ア ッ セ イ さ れ る 。 こ の よ う な イ ン ビ ト ロ ま た は 細 胞 培 養 物 ア ッ セ イ は 、
当 業 界 で 記 載 さ れ て い る よ う に 、 多 く の 治 療 用 タ ン パ ク 質 に つ い て 通 常 利 用 し う る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 有 用 ア ッ セ イ の 例 に は 、 参 考 の た め こ こ で 特 に 組 み 込 ま れ る 、 表 ４ の レ フ ァ レ ン ス お よ
び 文 献 で 記 載 さ れ た も の 、 お よ び 本 例 で 記 載 さ れ た も の が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 に よ り 示 さ れ る 活 性 は 、 例 え ば 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う な
簡 単 に 行 え る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ を 用 い て 、 ア ル ブ
ミ ン へ 融 合 さ れ て い な い 治 療 用 タ ン パ ク 質 （ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 ） と 比 較 し た 、
融 合 タ ン パ ク 質 が 示 す 相 対 的 な 生 物 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 の よ う な パ ラ メ ー タ ー が 調 べ
ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治 療 用 タ ン パ ク
質 は 、 １ 以 上 の オ リ ゴ 糖 基 の 結 合 で 修 飾 し て も よ い 。 グ リ コ シ ル 化 と 称 さ れ る 修 飾 は 、 タ
ン パ ク 質 の 物 理 的 性 質 に 劇 的 な 影 響 を 与 え 、 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 、 分 泌 お よ び 局 在 化 に 重
要 な こ と も あ る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 米 国 仮 出 願 第 ６ ０
／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ で 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治 療 用 タ ン パ ク
質 、 並 び に そ の ア ナ ロ ー グ お よ び 変 種 は 、 そ れ ら が 発 現 さ れ る 宿 主 細 胞 に よ り 、 ま た は 他
の 発 現 条 件 に よ り 、 １ 以 上 の 部 位 に お け る グ リ コ シ ル 化 が そ れ ら 核 酸 配 列 の 操 作 結 果 と し
て 改 変 さ れ る よ う に 修 飾 し て よ い 。 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 異 性 体 は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 を
除 く ま た は 導 入 す る こ と に よ り 、 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン か ら グ ル タ ミ ン へ の 置 換 の よ う な 、
ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 ま た は 欠 失 に よ り 産 生 し て も よ く 、 あ る い は 非 グ リ コ シ ル 化 組 換 え タ
ン パ ク 質 は 、 そ れ ら を グ リ コ シ ル 化 し な い 宿 主 細 胞 、 例 え ば E.coliま た は グ リ コ シ ル 化 欠
陥 酵 母 で 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 産 生 し て も よ い 。 こ れ ら ア プ ロ ー チ の 例 は
、 参 考 の た め 組 み 込 ま れ る 、 当 業 界 で 知 ら れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び
Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ で 更 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 表 ４ は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治 療 用
タ ン パ ク 質 の 非 網 羅 リ ス ト を 掲 載 し て い る 。 「 治 療 用 タ ン パ ク 質 Ｘ 」 欄 で は 、 治 療 用 タ ン
パ ク 質 分 子 を 開 示 し て お り 、 そ の 後 の 括 弧 書 で は 、 そ の 治 療 用 タ ン パ ク 質 分 子 ま た は そ の
断 片 も し く は 変 種 を 含 ん で な る 、 ま た は そ れ ら か ら な る 、 科 学 お よ び ブ ラ ン ド 名 を 記 載 し
て い る 。 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 治 療 用 タ ン パ ク 質 Ｘ 」 と は 、 （ Ｃ Ａ Ｓ お よ び Genebank受
入 番 号 か ら 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 特 定 さ れ る よ う な ） 個 別 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 分 子
、 ま た は こ の 欄 で 開 示 さ れ た 所 定 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 し た 治 療 用 タ ン パ ク 質 の
全 体 グ ル ー プ に 関 す る 。 こ れ ら 項 目 の 各 々 に 関 連 し た 情 報 は 、 特 に そ こ で 記 載 さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 そ れ ら 全 体 で 参 考 の た め 各 々 組 み 込 ま れ る 。 「 Ｐ Ｃ Ｔ ／ 特 許 レ フ ァ レ
ン ス 」 欄 で は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 分 子 に つ い て 記 載 す る 特 許 お よ び ／ ま た は 公 開 特 許 出 願
に 対 応 し た 米 国 特 許 番 号 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 番 号 を 掲 載 し て い る 。 「 Ｐ Ｃ Ｔ ／ 特 許 レ
フ ァ レ ン ス 」 欄 で 引 用 さ れ た 特 許 お よ び ／ ま た は 公 開 特 許 出 願 の 各 々 は 、 参 考 の た め そ れ
ら 全 体 で こ こ に 組 み 込 ま れ る 。 特 に 、 各 引 用 「 Ｐ Ｃ Ｔ ／ 特 許 レ フ ァ レ ン ス 」 の 配 列 リ ス ト
で 掲 載 さ れ た 特 定 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え ば 各 引 用 「 Ｐ Ｃ Ｔ ／ 特 許 レ フ ァ レ ン
ス 」 の 詳 細 な 説 明 で 掲 載 さ れ た こ れ ら ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 種 （ 変 異 体 、 断 片 な ど ） 、 例 え ば
各 引 用 「 Ｐ Ｃ Ｔ ／ 特 許 レ フ ァ レ ン ス 」 の 詳 細 な 説 明 で 掲 載 さ れ た 治 療 適 応 症 、 お よ び 各 引
用 「 Ｐ Ｃ Ｔ ／ 特 許 レ フ ァ レ ン ス 」 の 詳 細 な 説 明 、 更 に 詳 し く は 実 施 例 で 掲 載 さ れ た 特 定 ポ
リ ペ プ チ ド に つ い て の 活 性 ア ッ セ イ が 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 。 「 生 物 活 性 」 欄
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は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 分 子 に 伴 う 生 物 活 性 を 記 載 し て い る 。 「 関 連 情 報 」 欄 で 引 用 さ れ た
レ フ ァ レ ン ス の 各 々 は 、 特 に 対 応 生 物 活 性 の ア ッ セ イ に つ い て レ フ ァ レ ン ス （ 例 え ば 、 方
法 セ ク シ ョ ン 参 照 ） で 記 載 さ れ た 各 活 性 ア ッ セ イ の 記 載 に 関 し て 、 参 考 の た め そ れ ら 全 体
で こ こ に 組 み 込 ま れ る 。 「 好 ま し い 適 応 症 Ｙ 」 欄 で は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 Ｘ 、 ま た は 治 療
用 タ ン パ ク 質 Ｘ 部 分 を 含 ん で な る 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に よ り 治 療 、 予 防 、
診 断 ま た は 改 善 さ れ る 、 疾 患 、 障 害 お よ び ／ ま た は 症 状 に つ い て 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 様 々 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 表 ４ の 対 応 列 で 掲 載 さ れ
た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 治 療
活 性 お よ び ／ ま た は 生 物 活 性 に 相 当 す る 治 療 活 性 お よ び ／ ま た は 生 物 活 性 を 発 揮 し う る （
例 え ば 、 表 ４ の 「 生 物 活 性 」 お よ び 「 治 療 用 タ ン パ ク 質 Ｘ 」 欄 参 照 ） 。 別 な 態 様 に お い て
、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 活 性 タ ン パ ク 質 部 分 は レ フ ァ レ ン ス 配 列 の 断
片 ま た は 変 種 で あ り 、 表 ４ の 「 生 物 活 性 」 欄 で 開 示 さ れ た 対 応 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 治 療 活
性 お よ び ／ ま た は 生 物 活 性 を 発 揮 し う る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　
　 本 発 明 は 、 表 ４ で 記 載 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 、 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は
本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 断 片 に 更 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 か ら １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 が 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 、 ア ル ブ ミ ン タ
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ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の １ 以 上 の 生 物 学 的 機 能 の 変 化 ま た は
喪 失 を も た ら す と し て も 、 他 の 治 療 活 性 お よ び ／ ま た は 機 能 活 性 （ 例 え ば 、 生 物 活 性 、 マ
ル チ マ ー 化 す る 能 力 、 リ ガ ン ド と 結 合 す る 能 力 ） は な お 留 ま る こ と が あ る 。 例 え ば 、 ポ リ
ペ プ チ ド の 完 全 ま た は 成 熟 型 を 認 識 す る 抗 体 を 誘 導 し う る お よ び ／ ま た は そ れ と 結 合 し う
る 、 Ｎ 末 端 欠 失 ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 は 、 完 全 ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 が 過 半 数 に 満 た な い で Ｎ
末 端 か ら 除 去 さ れ た と き 、 通 常 留 め ら れ る 。 完 全 ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 残 基 を 欠 く 具 体 的
な ポ リ ペ プ チ ド が こ の よ う な 免 疫 活 性 を 留 め て い る か ど う か は 、 こ こ で 記 載 さ れ た 当 業 界
で 知 ら れ る 常 法 に よ り 、 簡 単 に 調 べ ら れ る 。 多 数 の 欠 失 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 変 異
タ ン パ ク 質 が あ る 生 物 ま た は 免 疫 活 性 を 留 め て い る こ と は 、 な い わ け で は な い 。 事 実 、 わ
ず か ６ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 構 成 さ れ る ペ プ チ ド で も 、 し ば し ば 免 疫 応 答 を 励 起 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治
療 用 タ ン パ ク 質 の 断 片 に は 、 全 鎖 長 タ ン パ ク 質 、 並 び に レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え
ば 、 表 ４ で 開 示 さ れ て い る よ う な 治 療 用 タ ン パ ク 質 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 末 端 か ら １
以 上 の 残 基 を 欠 失 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 血
清 ア ル ブ ミ ン ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 に は 、 全 鎖 長 タ ン パ ク 質 、 並 び に レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ プ
チ ド （ 例 え ば 、 血 清 ア ル ブ ミ ン ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 末 端 か ら １ 以 上 の 残 基 を 欠 失 さ
せ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 発
明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 更 に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 断 片 に は 、 全 鎖 長 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク
質 、 並 び に ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 か ら １ 以 上 の 残 基 を 欠 失 さ せ た ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 発 明 に 包 含 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 上 記 の よ う に 、 レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は
血 清 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 ） の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 か ら １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 が 、 タ ン
パ ク 質 の １ 以 上 の 生 物 学 的 機 能 の 変 化 ま た は 喪 失 を も た ら す と し て も 、 他 の 機 能 活 性 （ 例
え ば 、 生 物 活 性 、 マ ル チ マ ー 化 す る 能 力 、 リ ガ ン ド と 結 合 す る 能 力 ） お よ び ／ ま た は 治 療
活 性 は な お 留 ま る こ と が あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 ま た は 成 熟 型 を 認 識 す る 抗 体
を 誘 導 し う る お よ び ／ ま た は そ れ と 結 合 し う る 、 Ｃ 末 端 欠 失 ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 は 、 完 全
ま た は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 が 過 半 数 に 満 た な い で Ｃ 末 端 か ら 除 去 さ れ た と き 、 通 常 留
め ら れ る 。 レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 お よ び ／ ま た は Ｃ 末 端 残 基 を 欠 く 具 体 的 な
ポ リ ペ プ チ ド が 治 療 活 性 を 留 め て い る か ど う か は 、 こ こ で 記 載 さ れ た お よ び ／ ま た は 当 業
界 で 知 ら れ た 常 法 に よ り 、 簡 単 に 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治 療
用 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 表 ４ で 掲 載 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の カ ル ボ キ
シ 末 端 か ら １ 以 上 の 残 基 を 欠 失 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド を 更 に 提 供 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 部 分 に
相 当 す る ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 血 清 ア ル ブ ミ ン ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の カ ル ボ キ シ
末 端 か ら １ 以 上 の 残 基 を 欠 失 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 か ら １ 以 上 の 残
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基 を 欠 失 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 加 え て 、 上 記 い ず れ の Ｎ ま た は Ｃ 末 端 欠 失 も 、 Ｎ お よ び Ｃ 末 端 欠 失 レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ
プ チ ド （ 例 え ば 、 表 ４ で 掲 載 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 、 ま た は 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 例 え ば 、
配 列 番 号 １ ８ 、 表 １ ） 、 ま た は 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 ） を 作 製 す る た め に 組
み 合 わ せ う る 。 本 発 明 は 、 ア ミ ノ お よ び カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 双 方 か ら １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を
欠 失 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 出 願 は 、 こ こ で 掲 載 さ れ た レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 治 療 用 タ ン パ ク
質 、 血 清 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 ま た は 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 ） と 少 な く と も
６ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は ９ ９ ％ 同 一 の
ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し た タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 に も 関 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、
本 出 願 は 、 上 記 の よ う な Ｎ お よ び Ｃ 末 端 欠 失 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ
プ チ ド と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は ９
９ ％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 断 片 で あ る 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 ま た
は 血 清 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 治 療 活 性 お よ び ／ ま た は 機 能 活 性 （ 例
え ば 、 生 物 活 性 ） を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら な る 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 他 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 生 物 活 性 断 片 で あ る 。 生 物 活 性 断 片 と は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 と 、 必 ず し も 同 一 で は な く 、 類 似 し た 活 性 を 示 す も の で あ る 。 断 片 の 生 物 活 性 に
は 、 望 ま し い 活 性 の 改 善 、 ま た は 望 ま し く な い 活 性 の 減 少 も 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 「 変 種 」 と は 、 レ フ ァ レ ン ス 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と は 異 な る が 、 そ の 本 質 的 性 質 を
留 め た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 核 酸 に 関 す る 。 通 常 、 変 種 は レ フ ァ レ ン ス 核 酸 ま た は ポ
リ ペ プ チ ド と 全 体 的 に 近 似 し 、 多 く の 領 域 で は 同 一 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 変 種 」 と は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 表 ４ の 「 治 療 」 欄 参
照 ） 、 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と は 配 列
が 異 な る が 、 こ こ で 他 に 記 載 さ れ ま た は 当 業 界 で 他 に 知 ら れ て い る よ う な 、 少 な く と も １
つ の そ の 機 能 性 お よ び ／ ま た は 治 療 性 （ 例 え ば 、 表 ４ の 「 生 物 活 性 」 欄 で 開 示 さ れ て い る
よ う な 治 療 活 性 お よ び ／ ま た は 生 物 活 性 ） を 留 め た 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質
の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン 部 分 、 ま た は
ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 通 常 、 変 種 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質
の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治 療 用 タ ン パ ク 質 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク
質 の ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 、 お よ び ／ ま た は 本 発 明
の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 全 体 的 に 非 常 に 類 似 し て お り 、 多 く の 領 域
で は 同 一 で あ る 。 こ れ ら の 変 種 を コ ー ド す る 核 酸 も 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当
す る 治 療 用 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 、 表 ４ の レ フ ァ レ ン ス で 開 示 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 ） 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン
タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 、 表 １ ま た は そ
の 断 片 も し く は 変 種 ） 、 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配
列 と 少 な く と も ６ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９
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変 種



９ ％ ま た は １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 ま た は か ら な る タ ン パ ク 質 に
も 関 す る 。 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 も 提 供 さ れ る （ 例 え ば 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る 断 片
） 。 本 発 明 に 包 含 さ れ る 別 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 下
（ 例 え ば 、 約 ４ ５ ℃ で ６ × 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｓ Ｃ ） で 結 合 Ｄ Ｎ Ａ
を 濾 過 す る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 次 い で 約 ５ ０ ～ ６ ５ ℃ で ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ
で １ 回 以 上 の 洗 浄 ） 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 （ 例 え ば 、 約 ４ ５ ℃ で ６ × 塩 化 ナ ト リ ウ
ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｓ Ｃ ） で 結 合 Ｄ Ｎ Ａ を 濾 過 す る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 次 い で 約
６ ８ ℃ で ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で １ 回 以 上 の 洗 浄 ） ま た は 当 業 者 に 知 ら れ た 他
の ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 下 （ 例 え ば 、 Ausubel,F.M.et al.,eds.,1989,C
urrent protocol in Molecular Biology,Green publishing associates,Inc.,and John W
iley & Sons Inc.,New York,page 6.3.1-6.3.6 and 2.10.3参 照 ） で 、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー
ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 本
発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 対 象 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 、 例 え ば 、 ９ ５ ％ 「 同 一 」 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド と は 、 本 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 対 象 配 列 と 同 一 で あ る が 、 本 ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 が 対 象 ア ミ ノ 酸 配 列 の １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 毎 に ５ 以 内 の ア ミ ノ 酸 改 変 を 有 し う
る こ と を 意 味 す る 。 換 言 す る と 、 対 象 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る た め に は 、 本 配 列 で ５ ％ 以 内 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 挿 入 、 欠 失
ま た は 他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 し う る 。 レ フ ァ レ ン ス 配 列 の こ れ ら 改 変 は 、 レ フ ァ レ ン ス ア ミ
ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 で 、 あ る い は こ れ ら 末 端 間 の い ず れ で 生 じ て も 、
レ フ ァ レ ン ス 配 列 の 各 残 基 内 で ま た は レ フ ァ レ ン ス 配 列 内 の １ 以 上 の 隣 接 基 で 個 別 に 散 在
し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 実 際 問 題 と し て 、 い ず れ か 具 体 的 な ポ リ ペ プ チ ド が 、 例 え ば 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ
ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 （ 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 ま
た は ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン 部 分 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ６ ０ ％ 、
８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は ９ ９ ％ 同 一 で あ る か ど
う か は 、 従 来 ど お り に 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。 こ
の よ う な プ ロ グ ラ ム お よ び そ れ ら を 用 い る 方 法 は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 例 え
ば 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． ４ １ － ４ ３ ） で
記 載 さ れ て お り 、 当 業 界 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 種 は 、 コ ー ド 領 域 、 非 コ ー ド 領 域 ま た は 双 方 で 改 変 を 含 ん
で よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 種 に は 、 サ イ レ ン ト 置 換 、 付 加 ま た は 欠 失 を 生 じ る が 、 コ ー
ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 ま た は 活 性 は 変 え な い 改 変 を も つ も の も 含 む 。 こ の よ う な ヌ
ク レ オ チ ド 変 種 は 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 に 基 づ く サ イ レ ン ト 置 換 に よ り 作 製 し て も よ い 。 ポ
リ ペ プ チ ド 変 種 に は 、 ５ ０ 以 下 、 ４ ０ 以 下 、 ３ ０ 以 下 、 ２ ０ 以 下 、 １ ０ 以 下 ま た は ５ ～ ５
０ 、 ５ ～ ２ ５ 、 ５ ～ １ ０ 、 １ ～ ５ ま た は １ ～ ２ の ア ミ ノ 酸 が い ず れ か の 組 合 せ で 置 換 、 欠
失 ま た は 付 加 さ れ た も の を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 種 は 、 様 々 な 理 由 か ら 、 例 え ば 具 体
的 宿 主 で の コ ド ン 発 現 を 最 適 化 す る た め に 作 製 し う る （ 微 生 物 宿 主 、 例 え ば 酵 母 ま た は E.
coliに 好 ま れ る も の へ ヒ ト ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ド ン を 改 変 す る ） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン 部 分 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド が 、 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で の 発 現 用 に 最 適 化 さ れ て い る 。 他 の 態 様 で は
、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 、 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で の 発 現 用 に 最 適 化 さ れ て い る 。 更 に 別 な 態 様 で は 、 本
発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物
細 胞 で の 発 現 用 に 最 適 化 さ れ て い る 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 を コ ー
ド す る コ ド ン 最 適 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 下 で 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 野 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 し な い 。 更 に 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア
ル ブ ミ ン 部 分 を コ ー ド す る コ ド ン 最 適 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う
な ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 下 で 、 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 野 生
型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な い 。 も う １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル
ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る コ ド ン 最 適 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ で 記 載 さ れ て
い る よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 下 で 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 ま た は ア
ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 部 分 を コ ー ド す る 野 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な い
。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 追 加 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 天 然 配 列 を 含 ん で い る わ け で は な
く 、 ま た は そ れ か ら な る わ け で も な い 。 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン
パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 部 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ル ブ ミ ン タ ン パ
ク 質 の 天 然 配 列 を 含 ん で い る わ け で は な く 、 ま た は そ れ か ら な る わ け で も な い 。 別 な 態 様
に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 治 療 用
タ ン パ ク 質 部 分 ま た は ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 部 分 の 天 然 配 列 を 含 ん で い る わ け で は な く 、
ま た は そ れ か ら な る わ け で も な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 追 加 の 態 様 に お い て 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 野 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 し な い
よ う に 、 バ イ オ パ ン ニ ン グ (biopanning)に よ り ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 天 然 変 種 は 「 対 立 遺 伝 子 変 種 」 と 称 さ れ 、 生 物 の 染 色 体 で 所 定 の 座 を 占 め る 遺 伝 子 の 数
種 代 替 型 の う ち １ つ に 関 す る （ Genes II,Lewin,B.,ed.,John Wiley & Sons,New York(198
5)） 。 こ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 種 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル が
様 々 で あ り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 一 方 、 非 天 然 変 種 は 変 異 誘 発 技 術 ま た は 直 接 合 成 に よ り
作 製 し う る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 タ ン パ ク 質 エ ン ジ ニ ア リ ン グ お よ び 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ テ ク ノ ロ ジ ー の 公 知 方 法 を 用 い て 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 を 改 善 ま た は 改 変 す る た め に 変 種 が 作 製 さ れ る 。 例 え ば 、 １ 以
上 の ア ミ ノ 酸 が 、 生 物 学 的 機 能 の 実 質 的 喪 失 な し に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 ま た
は Ｃ 末 端 か ら 欠 失 さ れ る 。 例 え ば 、 Ron et al.,J,Biol.Chem.268:2984-2988(1993)（ Ｋ Ｇ
Ｆ 変 種 ） お よ び Dobeli et al.,J.Biotechnology,7:199-216(1988)（ イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ
変 種 ） 参 照 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 更 に 、 変 種 が 天 然 タ ン パ ク 質 の 場 合 と 類 似 し た 生 物 活 性 を 多 く の 場 合 に 留 め て い る こ と
を 、 十 分 な 証 拠 が 証 明 し て い る （ 例 え ば 、 Gayle et al.,J.Biol.Chem.268:22105-22111(1
993)(Ｉ Ｌ － １ ａ 変 種 )） 。 更 に 、 ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 か ら １ 以 上 の ア ミ ノ
酸 を 欠 失 さ せ て 、 １ 以 上 の 生 物 学 的 機 能 の 改 変 ま た は 喪 失 を も た ら す と し て も 、 他 の 生 物
活 性 は な お 留 め ら れ る こ と が あ る 。 例 え ば 、 分 泌 型 を 認 識 す る 抗 体 を 誘 導 し う る 、 お よ び
／ ま た は そ れ と 結 合 し う る 欠 失 変 種 の 能 力 は 、 分 泌 型 の 残 基 が 過 半 数 に 満 た な い で Ｎ 末 端
ま た は Ｃ 末 端 か ら 除 去 さ れ た と き 、 お そ ら く 留 め ら れ る で あ ろ う 。 タ ン パ ク 質 の Ｎ ま た は
Ｃ 末 端 残 基 を 欠 く 具 体 的 ポ リ ペ プ チ ド が こ の よ う な 免 疫 活 性 を 留 め て い る か ど う か は 、 こ
こ で 記 載 さ れ 当 業 界 で 他 に 知 ら れ た 常 法 に よ り 、 簡 単 に 調 べ ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 そ の た め 、 本 発 明 は 機 能 活 性 （ 例 え ば 、 生 物 活 性 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 ） を 有 し た ポ
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リ ペ プ チ ド 変 種 を 更 に 含 ん で い る 。 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ
ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治 療 用 タ ン パ ク 質 の １ 以 上 の 生 物 お よ び ／ ま た は
治 療 活 性 に 相 当 す る 機 能 活 性 （ 例 え ば 、 生 物 活 性 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 、 例 え ば 表 ４ の
「 生 物 活 性 」 欄 で 開 示 さ れ た も の ） を 有 し た 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 変 種 を 提 供 す
る 。 こ の よ う な 変 種 に は 、 活 性 に 影 響 を ほ と ん ど 有 し な い よ う な 、 当 業 界 で 知 ら れ た 一 般
的 規 則 に 従 い 選 択 さ れ る 欠 失 、 挿 入 、 逆 転 、 反 復 お よ び 置 換 を 含 む 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変 種 は 保 存 的 置 換 を 有 し て い る 。 「 保 存 的 置 換 」 と は 、 脂
肪 族 ま た は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 Ａ ｌ ａ 、 Ｖ ａ ｌ 、 Ｌ ｅ ｕ お よ び Ｉ ｌ ｅ の 置 換 ； ヒ ド ロ キ シ ル 残
基 Ｓ ｅ ｒ お よ び Ｔ ｈ ｒ の 置 換 ； 酸 性 残 基 Ａ ｓ ｐ お よ び Ｇ ｌ ｕ の 置 換 ； ア ミ ド 残 基 Ａ ｓ ｎ お
よ び Ｇ ｌ ｎ の 置 換 ； 塩 基 性 残 基 Ｌ ｙ ｓ 、 Ａ ｒ ｇ お よ び Ｈ ｉ ｓ の 置 換 ； 芳 香 族 残 基 Ｐ ｈ ｅ 、
Ｔ ｙ ｒ お よ び Ｔ ｒ ｐ の 置 換 ； 小 サ イ ズ ア ミ ノ 酸 Ａ ｌ ａ 、 Ｓ ｅ ｒ 、 Ｔ ｈ ｒ 、 Ｍ ｅ ｔ お よ び Ｇ
ｌ ｙ の 置 換 の よ う な 、 グ ル ー プ 内 の 交 換 を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 表 現 型 が サ イ レ ン ト の ア ミ ノ 酸 置 換 を ど の よ う に 行 う か に 関 す る ガ イ ダ ン ス は 、 例 え ば
Bowie et al.," Deciphering the Message in Protein Sequences:Tolerance to Amino A
cid Substitutions” ,Science,247:1306-1310(1990)で 示 さ れ て お り 、 そ こ で は 改 変 し う
る ア ミ ノ 酸 配 列 の 許 容 性 を 研 究 す る た め の 主 戦 略 が ２ つ あ る こ と を 著 者 は 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 著 者 が 述 べ て い る よ う に 、 タ ン パ ク 質 は ア ミ ノ 酸 置 換 に 対 し て 驚 く ほ ど 許 容 性 で あ る 。
そ の 著 者 は 、 ど の ア ミ ノ 酸 変 更 が タ ン パ ク 質 の あ る ア ミ ノ 酸 位 置 で 許 容 さ れ そ う か を 更 に
示 し て い る 。 例 え ば 、 （ タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 内 に ） ほ と ん ど 埋 没 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は
非 極 性 側 鎖 を 必 要 と し 、 表 面 側 鎖 の 特 徴 は 通 常 ほ と ん ど 保 存 さ れ て い な い 。 更 に 、 許 容 さ
れ る 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に は 、 脂 肪 族 ま た は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 Ａ ｌ ａ 、 Ｖ ａ ｌ 、 Ｌ ｅ ｕ お よ
び Ｉ ｌ ｅ の 置 換 ； ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 Ｓ ｅ ｒ お よ び Ｔ ｈ ｒ の 置 換 ； 酸 性 残 基 Ａ ｓ ｐ お よ び Ｇ
ｌ ｕ の 置 換 ； ア ミ ド 残 基 Ａ ｓ ｎ お よ び Ｇ ｌ ｎ の 置 換 ； 塩 基 性 残 基 Ｌ ｙ ｓ 、 Ａ ｒ ｇ お よ び Ｈ
ｉ ｓ の 置 換 ； 芳 香 族 残 基 Ｐ ｈ ｅ 、 Ｔ ｙ ｒ お よ び Ｔ ｒ ｐ の 置 換 ； 小 サ イ ズ ア ミ ノ 酸 Ａ ｌ ａ 、
Ｓ ｅ ｒ 、 Ｔ ｈ ｒ 、 Ｍ ｅ ｔ お よ び Ｇ ｌ ｙ の 置 換 が あ る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 他 に も 、 本 発
明 の 変 種 に は 、 （ ｉ ） 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 が 遺 伝 コ ー ド で コ ー ド さ れ た ま た は そ う で な い 、
非 保 存 ア ミ ノ 酸 残 基 の １ 以 上 の 置 換 を 含 ん だ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ii)置 換 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸
残 基 の １ 以 上 の 置 換 を 含 ん だ ポ リ ペ プ チ ド 、 (iii)他 の 化 合 物 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド の 安
定 性 お よ び ／ ま た は 溶 解 性 を 増 す 化 合 物 （ 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） と 融 合 さ れ
た 、 ま た は 化 学 的 に 接 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は (iv)例 え ば Ｉ ｇ Ｇ 　 Ｆ ｃ 融 合 領 域 ペ
プ チ ド の よ う な 追 加 ア ミ ノ 酸 を 含 ん だ ポ リ ペ プ チ ド が あ る 。 こ の よ う な 変 種 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 こ こ で の 開 示 か ら 当 業 者 の 範 囲 内 に 属 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 例 え ば 、 他 の 荷 電 ま た は 中 性 ア ミ ノ 酸 に よ る 荷 電 ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 ん だ ポ リ
ペ プ チ ド 変 種 は 、 低 凝 集 性 の よ う な 、 改 善 さ れ た 特 徴 を 有 す る タ ン パ ク 質 を も た ら す こ と
が あ る 。 医 薬 処 方 物 の 凝 集 は 、 凝 集 物 の 免 疫 活 性 の せ い で 、 活 性 を 減 少 さ せ 、 ク リ ア ラ ン
ス を 増 加 さ せ る 。 Pinckard et al.,Clin.Exp.Immunol.2:331-340(1967)； Robbins et al.
,Diabetes 36:838-845(1987)； Cleland et al.,Crit.Rev.Therapeutic Drug Carrier Sys
tems 10:307-377(1993)参 照 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 特 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ こ で 記 載 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 お
よ び ／ ま た は ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び ／ ま た は 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 ま た は 変 種 を 含 ん で な る か 、 ま た は そ れ か ら な り 、 そ の 断 片 ま た は 変 種
は 、 レ フ ァ レ ン ス ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し て 、 １ ～ ５ 、 ５ ～ １ ０ 、 ５ ～ ２ ５ 、 ５ ～ ５ ０ 、 １
０ ～ ５ ０ ま た は ５ ０ ～ １ ５ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 の 付 加 、 置 換 お よ び ／ ま た は 欠 失 を 有 し て い る
。 あ る 態 様 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は 保 存 的 で あ る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 も 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
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【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 結 合 ま た は 修 正 ペ プ チ ド 結 合 、 即 ち ペ プ チ ド ア イ ソ
ス タ ー で 互 い に 結 合 さ れ た ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ 、 ２ ０ 遺 伝 子 コ ー ド ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ
ノ 酸 を 含 有 し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ の よ う な 自 然 プ ロ セ ス ま
た は 当 業 界 で 周 知 の 化 学 的 修 飾 技 術 に よ り 修 飾 し て も よ い 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 基 本 テ キ
ス ト 、 更 に 詳 細 な 専 門 研 究 論 文 、 お よ び 多 数 の 研 究 文 献 で 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 修 飾 は
、 ペ プ チ ド 主 鎖 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 お よ び ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 含 め て 、 ポ リ ペ プ
チ ド の ど の 箇 所 で 生 じ て も よ い 。 同 一 タ イ プ の 修 飾 が 所 定 ポ リ ペ プ チ ド の 数 部 位 に 同 一 ま
た は 異 な る 程 度 で 存 在 し う る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 し か も 、 所 定 ポ リ ペ プ チ ド は 多 く の
タ イ プ の 修 飾 を 含 ん で よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ユ ビ キ チ ン 化 の 結 果 と し て 分 岐 さ せ
て も よ く 、 そ れ ら は 分 岐 が あ る ま た は な い 環 状 で も よ い 。 環 状 、 分 岐 お よ び 分 岐 環 状 ポ リ
ペ プ チ ド は 翻 訳 後 自 然 プ ロ セ ス か ら 得 て も 、 ま た は 合 成 法 に よ り 作 製 し て も よ い 。 修 飾 に
は 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 Ａ Ｄ Ｐ リ ボ シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 、 ヘ ム 部
分 の 共 有 結 合 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 脂 質 ま た は 脂 質 誘 導
体 の 共 有 結 合 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 、 架 橋 、 環 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 架 橋 の 形 成 、 シ ス テ イ ン の 形 成 、 ピ ロ グ ル タ メ ー ト の 形 成 、 ホ ル ミ ル
化 、 γ － カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー 形 成 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 ヨ ウ 素
化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス チ ル 化 、 酸 化 、 ペ ギ ル 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ホ ス ホ
リ ル 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 硫 酸 化 、 ア ル ギ ニ ル 化 の よ う な タ ン パ ク
質 へ の ア ミ ノ 酸 の ト ラ ン ス フ ァ ー Ｒ Ｎ Ａ 媒 介 付 加 、 お よ び ユ ビ キ チ ン 化 が あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 更 に 、 化 学 的 存 在 物 も 、 例 え ば Biotechnology,10:324(1999)の Current Opinionsで 開 示
さ れ た 方 法 に よ り 、 特 定 の 機 能 ま た は 生 物 活 性 を 高 め る ま た は 調 節 す る た め に 、 ア ル ブ ミ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 へ 共 有 結 合 さ せ て よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 更 に 、 向 標 的 存 在 物 も 、 特 定 の 機 能 ま た は 生 物 活 性 を あ る 細 胞 ま た は ス テ ー ジ 特 異 性 タ
イ プ 、 組 織 タ イ プ ま た は 解 剖 学 的 構 造 へ 向 け る た め に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク
質 へ 共 有 結 合 さ せ て よ い 。 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 方 向 づ け る こ と に よ り 、
剤 の 作 用 は 局 在 化 さ れ る 。 更 に 、 こ の よ う な 向 標 的 化 の お か げ で 、 必 要 部 位 に 本 発 明 の ア
ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 蓄 積 さ せ る こ と に よ り 、 よ り 高 い 局 在 化 濃 度 が 得 ら れ る こ と か
ら 、 必 要 な 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 用 量 を 減 少 さ せ う る 。 本 発 明 の ア ル ブ ミ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 架 橋 剤 の 使 用 に よ り 、 お よ び 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 、 向 標 的 部 分
と 接 合 さ せ る こ と が で き 、 こ う す る こ と に よ り 、 リ ガ ン ド が タ ン パ ク 質 で あ る と き 、 本 発
明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ の 機 能 部 分 が リ
ガ ン ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 近 く で ク ロ ー ニ ン グ さ れ て 、 複 合 体 が 融 合 タ ン パ ク 質 と し て
発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 に 包 含 さ れ る 追 加 の 翻 訳 後 修 飾 に は 、 例 え ば 、 Ｎ 連 結 ま た は Ｏ 連 結 炭 水 化 物 鎖 、
Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 の プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ア ミ ノ 酸 主 鎖 へ の 化 学 的 部 分 の 付 着 、 Ｎ 連 結 ま た
は Ｏ 連 結 炭 水 化 物 鎖 の 化 学 修 飾 、 お よ び 原 核 宿 主 細 胞 発 現 の 結 果 と し て Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン
残 基 の 付 加 ま た は 欠 失 が あ る 。 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 検 出 可 能 ラ ベ ル 、 例 え ば タ
ン パ ク 質 の 検 出 お よ び 単 離 を 行 え る 酵 素 、 蛍 光 、 ア イ ソ ト ー プ ま た は 親 和 性 ラ ベ ル で 修 飾
し て も よ い 。 こ の よ う な 修 飾 の 例 は 、 例 え ば 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 当 業 界 で
周 知 の 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． １ ０ ５ － １
０ ６ ） で 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 「 機 能 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 全 鎖 長 プ ロ タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 治 療 用
タ ン パ ク 質 の 成 熟 型 に 伴 う １ 以 上 の 既 知 機 能 活 性 を 示 せ る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 こ の よ
う な 機 能 活 性 に は 、 生 物 活 性 、 酵 素 阻 害 、 抗 原 性 〔 抗 ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 と 結 合 し う る 、 ま
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た は 結 合 に 際 し て ポ リ ペ プ チ ド と 競 合 し う る 能 力 〕 、 免 疫 原 性 （ 本 発 明 の 特 定 ポ リ ペ プ チ
ド と 結 合 す る 抗 体 を 産 生 し う る 能 力 ） 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と マ ル チ マ ー を 形 成 し う る
能 力 、 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の レ セ プ タ ー ま た は リ ガ ン ド と 結 合 し う る 能 力 が あ る が 、 そ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 「 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 用 量 依 存 的 に ま た は そ れ な し で 、 特 定 の 生 物
学 的 ア ッ セ イ で 測 定 さ れ る よ う な 、 成 熟 型 を 含 め た 、 本 発 明 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 活 性 と
類 似 し た 、 但 し 必 ず し も そ れ と 同 一 で は な い 、 活 性 を 示 す 、 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 用 量
依 存 性 が 存 在 す る 場 合 に 、 そ れ は ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 と 同 一 で な く 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド と 比 較 し て 、 む し ろ 所 定 活 性 で 用 量 依 存 性 と 実 質 的 に 類 似 し て い る こ と を 要 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ア ル ブ ミ ン と 融 合 し て い な
い と き の 治 療 用 タ ン パ ク 質 （ ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 ） に 伴 う 生 物 お よ び ／ ま た は 治
療 活 性 を 少 な く と も １ つ 有 し て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 当 業 界 で 公 知 の ル ー チ ン な 修 飾 ア ッ セ イ 、 お よ
び こ こ で 記 載 さ れ た ア ッ セ イ を 用 い て 、 機 能 活 性 （ 例 え ば 、 生 物 活 性 ） に つ い て ア ッ セ イ
し う る 。 特 に 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 表 ４ の 「 関 連 文 献 」 欄 で 掲 載 さ れ た ア ッ セ
イ を 用 い て 、 機 能 活 性 （ 例 え ば 、 生 物 活 性 ま た は 治 療 活 性 ） に つ い て ア ッ セ イ し う る 。 加
え て 、 当 業 者 は 、 表 ４ の 対 応 列 に 掲 載 さ れ た ア ッ セ イ を 用 い て 、 活 性 に つ い て 、 本 発 明 の
ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 断 片 を
ル ー チ ン で ア ッ セ イ し う る 。 更 に 、 当 業 者 は 、 当 業 界 で 知 ら れ た お よ び ／ ま た は 下 記 の 実
施 例 セ ク シ ョ ン で 記 載 さ れ た よ う な ア ッ セ イ を 用 い て 、 活 性 に つ い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 部 分 に 相 当 す る ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 の 断 片 を
ル ー チ ン で ア ッ セ イ し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 加 え て 、 こ こ で 記 載 さ れ た （ 例 お よ び 表 ４ 参 照 ） 、 そ う で な け れ ば 当 業 界 で 知 ら れ た ア
ッ セ イ は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分 お よ び ／ ま た は ア
ル ブ ミ ン 部 分 に 関 連 し た 生 物 活 性 お よ び ／ ま た は 治 療 活 性 （ イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ ）
を 発 揮 し う る 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と そ の 断 片 、 変 種 お よ び 誘 導 体 の 能 力
を 測 定 す る た め に 、 ル ー チ ン で 適 用 さ れ る 。 他 の 方 法 も 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 範
囲 内 に 属 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 酵 母 、 微 生 物 、 例 え ば 細 菌 、 ま た は ヒ ト も し く
は 動 物 細 胞 系 か ら の 分 泌 に よ り 、 組 換 え 分 子 と し て 産 生 し て も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 ポ リ
ペ プ チ ド は 宿 主 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ こ で 例 示 さ れ た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 向 け に 、 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ３ ３ ８ ３ ３ で 例
示 さ れ た よ う な Ｈ Ｓ Ｐ １ ５ ０ 遺 伝 子 の 酵 母 株 分 断 物 (disrupted)、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２
で 例 示 さ れ た よ う な Ｐ Ｍ Ｔ １ 遺 伝 子 の 酵 母 株 分 断 物 〔 ｒ Ｈ Ａ プ ロ セ ス 〕 （ ア ル ブ ミ ン 融 合
体 の Ｏ 連 結 グ リ コ シ ル 化 を 減 少 ／ 消 失 さ せ る よ う に 働 く ） ま た は Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ３ ８ ５ ７ で
例 示 さ れ た よ う な Ｙ Ａ Ｐ ３ 遺 伝 子 の 酵 母 株 分 断 物 が 、 酵 母 Ｐ Ｒ Ｂ １ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｗ Ｏ ９
０ ／ ０ １ ０ ６ ３ で 例 示 さ れ た Ｈ Ｓ Ａ ／ Ｍ Ｆ α － １ 融 合 リ ー ダ ー 配 列 、 酵 母 Ａ Ｄ Ｈ １ タ ー ミ
ネ ー タ ー 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ 選 択 マ ー カ ー お よ び Ｕ Ｓ ５ ， ６ ３ ７ ， ５ ０ ４ で 例 示 さ れ た 崩 壊 ベ ク タ
ー ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ と 組 み 合 わ せ て 、 好 結 果 に 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 で 有 用 と 期 待 さ れ る 他 の 酵 母 株 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ー ダ ー 配 列 、 タ ー ミ ネ ー タ ー
、 マ ー カ ー お よ び ベ ク タ ー は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 当 業 界 で 周 知 の 米 国 仮 出
願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ４ ９ ８ ０ （ ｐ ． ９ ４ － ９ ９ ） で 記 載 さ れ て
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い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 、
必 要 に 応 じ て 酵 母 細 胞 も 含 む 。 形 質 転 換 宿 主 細 胞 自 体 に 加 え て 、 本 発 明 で は 、 栄 養 培 地 中
に お け る 、 そ れ ら 細 胞 の 培 養 物 、 必 要 に 応 じ て モ ノ ク ロ ー ナ ル （ ク ロ ー ン 的 に 均 一 な ） 培
養 物 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 培 養 物 か ら 誘 導 さ れ た 培 養 物 も 考 え て い る 。 そ の ポ リ ペ プ チ
ド が 分 泌 さ れ る な ら ば 、 培 地 は 細 胞 と 一 緒 に 、 あ る い は そ れ ら が 濾 過 ま た は 遠 心 で 除 去 さ
れ る な ら ば 細 胞 な し で 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 。 細 菌 （ 例 え ば 、 E.coliお よ び Baci
llus subtilis） 、 酵 母 （ 例 え ば 、 Saccharomyces cerevisiae、 Kluyveromyces lactisお
よ び Pichia pastoris） 、 糸 状 菌 （ 例 え ば 、 Aspergillus） 、 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 お よ び 昆
虫 細 胞 を 含 め て 、 多 く の 発 現 系 が 公 知 で あ り 、 用 い う る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 望 ま し い タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 宿 主 染 色 体 ま た は 遊 離 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ た コ ー ド 配
列 か ら 、 従 来 の 手 法 で 産 生 さ れ る 。 酵 母 は 、 い ず れ か の 常 法 、 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ
ョ ン に よ り 、 望 ま し い タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 で 形 質 転 換 さ れ る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン に よ る 酵 母 の 形 質 転 換 の た め の 方 法 は 、 Becker & Guarente(1990)Methods Enzymol.194
,182で 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 好 結 果 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 、 即 ち 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 含 有 し た 細 胞 は 、 周 知 の 技
術 に よ り 同 定 し う る 。 例 え ば 、 発 現 構 築 物 の 導 入 か ら 得 ら れ た 細 胞 は 、 望 ま し い ポ リ ペ プ
チ ド を 産 生 す る た め に 増 殖 さ せ う る 。 細 胞 は 回 収 お よ び 溶 離 さ れ 、 そ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ 分 が So
uthern(1975)J.Mol.Biol.98,503ま た は Berent et al.(1985)Biotech.3,208に よ り 記 載 さ
れ た よ う な 方 法 を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 に つ い て 試 験 さ れ る 。 一 方 、 上 澄 中 に お け る タ ン パ
ク 質 の 存 在 は 抗 体 を 用 い て 検 出 し う る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 有 用 な 酵 母 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に は ｐ Ｒ Ｓ ４ ０ ３ － ４ ０ ６ お よ び ｐ Ｒ Ｓ ４ １ ３ － ４ １ ６
が あ り 、 こ れ ら は Stratagene Cloning Systems,La Jolla,CA 92037,USAか ら 通 常 入 手 し う
る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｒ Ｓ ４ ０ ３ 、 ｐ Ｒ Ｓ ４ ０ ４ 、 ｐ Ｒ Ｓ ４ ０ ５ お よ び ｐ Ｒ Ｓ ４ ０ ６ は 酵 母 組
込 み プ ラ ス ミ ド （ Ｙ Ｉ ｐ ） で あ り 、 酵 母 選 択 マ ー カ ー Ｈ Ｉ Ｓ ３ 、 Ｔ Ｒ Ｐ １ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ お よ
び Ｕ Ｒ Ａ ３ を 組 み 込 ん で い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｒ Ｓ ４ １ ３ － ４ １ ６ は 酵 母 動 原 体 プ ラ ス ミ ド
（ Ｙ Ｃ ｐ ） で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 酵 母 で 発 現 用 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め の ベ ク タ ー に は ｐ Ｐ Ｐ Ｃ ０ ０
０ ５ 、 ｐ Ｓ ｃ Ｃ Ｈ Ｓ Ａ 、 ｐ Ｓ ｃ Ｎ Ｈ Ｓ Ａ お よ び ｐ Ｃ ４ ： Ｈ Ｓ Ａ が あ る が 、 そ れ ら は Americ
an Type Culture Collection,10801 University Boulevard,Manassas,Virginia 20110-22
09に ２ ０ ０ １ 年 ４ 月 １ １ 日 付 で 寄 託 さ れ 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 仮 出 願 第 ６ ０ ／
３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ で 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 酵 母 で ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 有 用 で あ る と 期 待 さ れ る も う １ つ
の ベ ク タ ー は 、 参 考 の た め そ れ 全 体 で こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 Sleep et al.,BioTechnology
 8:42(1990)で 記 載 さ れ た ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ ベ ク タ ー で あ る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ は 、 Ｕ
Ｓ ５ ， ６ ３ ７ ， ５ ０ ４ で 記 載 さ れ た 崩 壊 ク ラ ス の ベ ク タ ー に 属 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 相 補 的 付 着 末 端 を 介 し て Ｄ Ｎ Ａ を ベ ク タ ー へ 作 働 可 能 に 連 結 さ せ る た め に 、 様 々 な 方 法
が 開 発 さ れ た 。 例 え ば 、 相 補 的 ホ モ ポ リ マ ー 領 域 が ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ へ 挿 入 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ セ
グ メ ン ト へ 加 え ら れ る 。 次 い で 、 ベ ク タ ー お よ び Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト が 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子
を 形 成 す る た め に 、 相 補 的 ホ モ ポ リ マ ー の 尾 部 間 で 水 素 結 合 に よ り 結 合 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 １ 以 上 の 制 限 部 位 を 含 ん だ 合 成 リ ン カ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を ベ ク タ ー へ 結 合 さ せ る
代 替 法 を 提 供 す る 。 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 切 断 で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト は 、 ３ ′ ，
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５ ′ － エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 活 性 で 突 出 γ 一 本 鎖 末 端 を 除 去 し て 、 窪 み ３ ′ 末 端 を 重 合
活 性 で ふ さ ぐ 酵 素 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は E.coli Ｄ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ Ｉ で 処 理 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら 活 性 の 組 合 せ で 平 滑 末 端 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン
ト を 得 る 。 次 い で 、 平 滑 末 端 セ グ メ ン ト は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ の よ
う な 平 滑 末 端 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 連 結 を 触 媒 し う る 酵 素 の 存 在 下 で 、 モ ル 大 過 剰 の リ ン カ ー 分 子
と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 そ の た め 、 反 応 の 産 物 は 末 端 に ポ リ マ ー リ ン カ ー 配 列 を 有 す る
Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト で あ る 。 次 い で 、 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト は 適 切 な 制 限 酵 素 で 開 裂 さ
れ 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト の も の と 適 合 し う る 末 端 を 生 じ る 酵 素 で 開 裂 さ れ た 発 現 ベ ク タ
ー へ 連 結 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 様 々 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 含 有 す る 合 成 リ ン カ ー が 、 い く つ か の 市 販 元 か ら
商 業 的 に 入 手 し う る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 に 従 い Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 望 ま し い 手 法 は 、 例 え ば Ｈ Ａ 変 種 が 作 製 さ れ る の で あ れ
ば 、 Saiki et al.(1988)Science 239,487-491で 開 示 さ れ た よ う な ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
を 用 い る こ と で あ る 。 こ の 方 法 に お い て 、 酵 素 的 に 増 幅 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ は 、 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 中 へ
自 ら 入 り 込 む ２ 種 の 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ り 隣 接 さ れ る 。 特 異 的 プ ラ
イ マ ー は 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 発 現 ベ ク タ ー 中 へ の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い う る 制
限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め の 宿 主 と し て 本 発 明 の 実 施 に 際 し て 有 用 と
考 え ら れ る 酵 母 の 例 示 属 は 、 Pichia（ 以 前 は Hansenulaと し て 分 類 さ れ て い た ） 、 Sacchar
omyces、 Kluyveromyces、 Aspergillus、 Candida、 Torulopsis、 Torulaspora、 Schizosacc
haromyces、 Citeromyces、 Pachysolen、 Zygosaccharomyces、 Debaromyces、 Trichoderma
、 Cephalosporium、 Humicola、 Mucor、 Neurospora、 Yarrowia、 Metschunikowia、 Rhodosp
oridium、 Leucosporidium、 Botryoascus、 Sporidiobolus、 Endomycopsisな ど で あ る 。 属
に は 、 Saccharomyces、 Schizosaccharomyces、 Kluyveromyces、 Pichiaお よ び Torulaspora
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の を 含 む 。 Saccharomyces spp.の 例 は S.cerevisiae、 S.ital
icusお よ び S.rouxiiで あ る 。 他 の 種 類 の 例 お よ び そ れ ら の 形 質 転 換 方 法 は 、 参 考 の た め こ
こ に 組 み 込 ま れ る 、 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ
． ９ ７ － ９ ８ ） で 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 S.cerevisiaeの 形 質 転 換 方 法 は Ｅ Ｐ ２ ５ １ ７ ４ ４ 、 Ｅ Ｐ ２ ５ ８ ０ ６ ７ お よ び Ｗ Ｏ ９ ０ ／
０ １ ０ ６ ３ で 一 般 的 に 記 載 さ れ て お り 、 そ れ ら す べ て が 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 S.cerevisiae用 の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー に は 、 Ｐ Ｇ Ｋ １ 遺 伝 子 、 Ｇ Ａ Ｌ １ ま た は Ｇ Ａ Ｌ １
０ 遺 伝 子 、 Ｃ Ｙ Ｃ １ 、 Ｐ Ｈ Ｏ ５ 、 Ｔ Ｒ Ｐ １ 、 Ａ Ｄ Ｈ １ 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド －
３ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ
フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 グ
ル コ キ ナ ー ゼ 、 α － 接 合 因 子 フ ェ ロ モ ン （ 接 合 因 子 フ ェ ロ モ ン ） の 遺 伝 子 に 伴 う も の 、 Ｐ
Ｒ Ｂ １ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｇ Ｕ Ｔ ２ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｇ Ｐ Ｄ １ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 他 の プ ロ モ
ー タ ー の ５ ′ 調 節 領 域 の 一 部 ま た は 上 流 活 性 化 部 位 と の ５ ′ 調 節 領 域 の 一 部 の ハ イ ブ リ ッ
ド を 要 す る ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｅ Ｐ － Ａ － ２ ５ ８ ０ ６ ７ の プ ロ モ ー タ ー
） が あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 Schizosaccharomyces pombeで 使 用 上 便 利 な 調 節 プ ロ モ ー タ ー は 、 Maundrell(1990)J.Bi
ol.Chem.265,10857-10864で 記 載 さ れ た よ う な ｎ ｍ ｔ 遺 伝 子 か ら の チ ア ミ ン 抑 制 性 プ ロ モ
ー タ ー 、 お よ び Hoffman & Winston(1990)Genetics 124,807-816で 記 載 さ れ た よ う な グ ル
コ ー ス 抑 制 性 ｊ ｂ ｐ ｌ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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　 外 来 遺 伝 子 の 発 現 用 に Pichiaを 形 質 転 換 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 Cregg et al.(1993)お よ
び 様 々 な Phillips特 許 （ 例 え ば 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る Ｕ Ｓ ４ ， ８ ５ ７ ， ４ ６ ７
） で 開 示 さ れ 、 Pichia発 現 キ ッ ト は Invitrogen BV,Leek,Netherlandsお よ び Invitrogen C
orp.,San Diego,Californiaか ら 市 販 さ れ て い る 。 適 切 な プ ロ モ ー タ ー に は Ａ Ｏ Ｘ １ お よ
び Ａ Ｏ Ｘ ２ が あ る 。 Gleeson et al.(1986)J.Gen.Microbiol.132,3459-3465は Hansenulaベ
ク タ ー お よ び 形 質 転 換 の 情 報 を 含 み 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は Ｍ Ｏ Ｘ １ お よ び Ｆ Ｍ Ｄ １ で あ
る ； Ｅ Ｐ ３ ６ １ ９ ９ １ 、 Fleer et al.(1991)お よ び Rhone-Poulenc Rorerに よ る 他 の 文 献
で は 、 Kluyveromyces spp.で 外 来 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 転 写 終 結 シ グ ナ ル は 、 転 写 終 結 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 用 の 適 正 な シ グ ナ ル を 含 む 真 核 生
物 遺 伝 子 の ３ ′ 隣 接 配 列 で も よ い 。 適 切 な ３ ′ 隣 接 配 列 は 、 例 え ば 、 用 い ら れ た 発 現 コ ン
ト ロ ー ル 配 列 へ 自 然 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 の も の で も よ く 、 即 ち プ ロ モ ー タ ー に 相 当 し て も
よ い 。 一 方 、 そ れ ら は 異 な っ て も よ く 、 そ の 際 に は S.cerevisiae Ａ Ｄ Ｈ １ 遺 伝 子 の 終 結
シ グ ナ ル が 必 要 に 応 じ て 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 望 ま し い ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 分 泌 リ ー ダ ー 配 列 と 一 緒 に 初 め は 発 現 さ れ る こ と
が あ り 、 そ の 配 列 は 選 択 さ れ た 酵 母 で 有 効 な い か な る リ ー ダ ー で も よ い 。 S.cerevisiaeで
有 用 な リ ー ダ ー に は 、 接 合 因 子 α ポ リ ペ プ チ ド （ Ｍ Ｆ α － １ ） か ら の も の 、 お よ び Ｅ Ｐ －
Ａ － ３ ８ ７ ３ １ ９ の ハ イ ブ リ ッ ド リ ー ダ ー が あ る 。 こ の よ う な リ ー ダ ー （ ま た は シ グ ナ ル
） は 、 成 熟 ア ル ブ ミ ン が 周 辺 培 地 中 へ 放 出 さ れ る 前 に 、 酵 母 に よ り 開 裂 さ れ る 。 別 の こ の
よ う な リ ー ダ ー に は 、 Ｊ Ｐ ６ ２ － ０ ９ ６ ０ ８ ６ （ ９ １ １ ０ ３ ６ ５ １ ６ と し て 許 可 ） で 開 示
さ れ た S.cerevisiaeイ ン ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ Ｕ Ｃ ２ ） 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｐ Ｈ Ｏ ５ ） 、 Ｍ Ｆ
α － １ ， ０ グ ル カ ナ ー ゼ の プ レ 配 列 （ Ｂ Ｇ Ｌ ２ ） お よ び キ ラ ー 毒 素 ； S.diastaticusグ ル
コ ア ミ ラ ー ゼ II； S.carlsbergensis α － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ Ｍ Ｅ Ｌ １ ） ； K.lactisキ ラ
ー 毒 素 ； お よ び Candidaグ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の も の が あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ ら
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る ベ ク タ ー 、 宿 主 細 胞 お よ び 生 物 を 含 む 。 本 発 明 は 、 合 成 お
よ び 組 換 え 技 術 に よ り 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 方 法 も 含 む 。 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー 、 宿 主 細 胞 お よ び 生 物 は 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 に よ り 単 離 お よ び
精 製 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 で 有 用 な ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ミ ニ 染 色 体 、
ウ イ ル ス ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ク ロ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現 す る た め に 利 用 し う る ベ
ク タ ー は 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 が 望 ま れ る 宿 主 細 胞 で ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 し う る ベ ク タ ー で あ る 。 一 般 的 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド お よ び ／ ま た は ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 細 胞 （ 例 え ば ヒ ト （ 例 え ば Ｈ ｅ Ｌ ａ ） 、 サ ル （ 例
え ば Ｃ ｏ ｓ ） 、 ウ サ ギ （ 例 え ば ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 ） 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー （ 例 え ば 、 Ｃ Ｈ
Ｏ 、 Ｎ Ｓ Ｏ お よ び ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 細 胞 ） ま た は マ ウ ス 細 胞 （ 例 え ば Ｌ 細 胞 ） ） 、 植
物 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 細 菌 細 胞 （ 例 え ば E.coli） を 含 め て 、 真 核 ま た は 原 核
い ず れ の 細 胞 で も 利 用 し う る 。 例 え ば 、 様 々 な タ イ プ の 宿 主 細 胞 向 け に 適 し た ベ ク タ ー の
例 に 関 し て 、 F.Ausubel et al.,Current Protocols in Molecular Biology,Greene Publi
shing Associates and Wiley-Interscience(1992) and Sambrook et al.(1989)参 照 。 し
か し な が ら 、 複 製 欠 失 の あ る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ た 場 合 、 ウ イ ル ス 増 殖 は
相 補 的 宿 主 細 胞 の み で 通 常 生 じ る こ と に 留 意 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し た 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 医 薬 、 診 断 試 薬 、 ワ ク チ ン お
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よ び 治 療 剤 に 有 用 な タ ン パ ク 質 を 大 量 に 発 現 さ せ る た め に 用 い う る 。 タ ン パ ク 質 は 、 当 業
界 で 知 ら れ た ま た は こ こ で 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 宿 主 で 増 殖 用 の
選 択 マ ー カ ー を 含 有 し た ベ ク タ ー へ 結 合 さ せ て も よ い 。 通 常 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 沈
降 物 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 物 、 ま た は 荷 電 脂 質 と の 複 合 物 中 に 導 入 さ れ る 。 ベ ク
タ ー が ウ イ ル ス で あ る な ら ば 、 そ れ は 適 切 な パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で
パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ 、 次 い で 宿 主 細 胞 中 へ 導 入 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド イ ン サ ー ト は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 発 現 さ れ る 宿 主 細 胞 と 適 合 し う る
適 切 な プ ロ モ ー タ ー へ 作 働 可 能 に 連 結 す べ き で あ る 。 そ の プ ロ モ ー タ ー は 強 プ ロ モ ー タ ー
お よ び ／ ま た は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て 、 い く つ か 挙 げ る と 、
フ ァ ー ジ ラ ム ダ Ｐ Ｌ プ ロ モ ー タ ー 、 E.coli ｌ ａ ｃ 、 ｔ ｒ ｐ 、 ｐ ｈ ｏ Ａ お よ び ｔ ａ ｃ プ ロ
モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ の プ ロ モ
ー タ ー が あ る 。 他 の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー も 当 業 者 に は わ か る で あ ろ う 。 発 現 構 築 物 は 、 転
写 開 始 、 終 結 の た め の 部 位 、 お よ び 転 写 領 域 に は 、 翻 訳 の た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 更
に 含 有 す る 。 そ の 構 築 物 に よ り 発 現 さ れ る 転 写 物 の コ ー ド 部 分 は 、 翻 訳 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド の 始 め に 翻 訳 開 始 コ ド ン 、 お よ び そ の 終 わ り に 終 止 コ ド ン （ Ｕ Ａ Ａ 、 Ｕ Ｇ Ａ ま た は Ｕ Ａ
Ｇ ） を 適 切 な 部 位 で 含 有 し う る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 示 さ れ た よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー は 少 な く と も １ つ の 選 択 マ ー カ ー を 含 有 し う る 。 こ の よ
う な マ ー カ ー に は 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 、 Ｇ ４ １ ８ 、 グ ル タ ミ ン シ ン タ ー ゼ 、 ま た
は 真 核 細 胞 培 養 用 の ネ オ マ イ シ ン 耐 性 、 お よ び E.coliお よ び 他 の 細 菌 で 培 養 向 け の テ ト ラ
サ イ ク リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 が あ る 。 適 切 な 宿 主 の 代 表 例 に
は 、 細 菌 細 胞 、 例 え ば E.coli、 Streptomycesお よ び Salmonella typhimurium細 胞 ； 真 菌 細
胞 、 例 え ば 酵 母 細 胞 （ 例 え ば 、 Saccharomyces cerevisiaeま た は Pichia pastoris（ Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 受 入 Ｎ ｏ ． ２ ０ １ １ ７ ８ ） ） ； 昆 虫 細 胞 、 例 え ば Drosophila S2お よ び Spodoptera Sf
9細 胞 ； 動 物 細 胞 、 例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｎ Ｓ Ｏ 、 ２ ９ ３ お よ び Bowesメ ラ ノ ー マ 細 胞 ；
お よ び 植 物 細 胞 が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 上 記 宿 主 細 胞 用 に 適 し た 培 地 お よ び 条
件 は 、 当 業 界 で 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 の 特 定 分 画 へ 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 局 在 化 さ せ る 、 お よ び ／ ま
た は 原 核 ま た は 真 核 細 胞 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 さ せ る 、 シ グ ナ ル 配 列 へ 融 合 さ せ
て も よ い 。 例 え ば 、 E.coliの 場 合 で は 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 周 辺 腔 へ 向 け た い と 思 う こ と
が あ る 。 細 菌 の 周 辺 腔 へ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 向 け る た め に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ
ン パ ク 質 が 融 合 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 （ ま た は そ の 断 片 ） の 例 に は 、 ｐ ｅ
ｌ Ｂ シ グ ナ ル 配 列 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） シ グ ナ ル 配 列 、 Ｍ Ｂ Ｐ 、 ｏ ｍ ｐ
Ａ シ グ ナ ル 配 列 、 ペ リ プ ラ ズ ム E.coli熱 不 安 定 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｂ サ ブ ユ ニ ッ ト の シ グ ナ
ル 配 列 、 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の シ グ ナ ル 配 列 が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 い く つ か の ベ ク タ ー が 、 New England Biolabs市 販 の ｐ Ｍ Ａ Ｌ シ リ ー ズ の ベ ク タ ー （ 特
に 、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ － ｐ シ リ ー ズ ） の よ う に 、 タ ン パ ク 質 の 局 在 化 を 指 示 す る 融 合 タ ン パ ク 質 の
構 築 向 け に 市 販 さ れ て い る 。 特 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 グ ラ ム 陰 性 菌 で こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び 精
製 の 効 力 を 高 め る た め に 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ シ グ ナ ル 配 列 へ 融 合 さ れ る 。 米 国
特 許 第 ５ ， ５ ７ ６ ， １ ９ ５ お よ び ５ ， ８ ４ ６ ， ８ １ ８ 参 照 ； そ の 内 容 は 参 考 の た め そ れ ら
全 体 で こ こ に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 で 分 泌 を 指 示 す る た め に 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 へ 融 合 さ れ る
シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 例 に は 、 Ｍ Ｐ Ｉ Ｆ － １ シ グ ナ ル 配 列 （ 例 え ば 、 GenBank受 入 Ｎ ｏ ． Ａ
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Ａ Ｂ ５ １ １ ３ ４ の ア ミ ノ 酸 １ － ２ １ ） 、 ス タ ン ニ オ カ ル シ ン シ グ ナ ル 配 列 （ Ｍ Ｌ Ｑ Ｎ Ｓ Ａ
Ｖ Ｌ Ｌ Ｌ Ｌ Ｖ Ｉ Ｓ Ａ Ｓ Ａ 、 SEQ ID NO:　 ） お よ び コ ン セ ン サ ス シ グ ナ ル 配 列 （ Ｍ Ｐ Ｔ Ｗ Ａ
Ｗ Ｗ Ｌ Ｆ Ｌ Ｖ Ｌ Ｌ Ｌ Ａ Ｌ Ｗ Ａ Ｐ Ａ Ｒ Ｇ 、 SEQ ID NO:　 ） が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 と 共 に 用 い う る 適 切 な シ グ ナ ル 配 列 は 、 ｇ ｐ ６ ７ シ グ ナ ル 配 列
（ 例 え ば 、 GenBank受 入 Ｎ ｏ ． Ａ Ａ Ａ ７ ２ ７ ５ ９ の ア ミ ノ 酸 １ － １ ９ ） で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 選 択 マ ー カ ー と し て グ ル タ ミ ン シ ン タ ー ゼ （ Ｇ Ｓ ） ま た は Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 用 い た ベ ク タ ー は
、 各 々 薬 物 メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ミ ン ま た は メ ソ ト レ キ セ ー ト の 存 在 下 で 増 幅 さ せ う る 。
グ ル タ ミ ン シ ン タ ー ゼ ベ ー ス ベ ク タ ー の 利 点 は 、 グ ル タ ミ ン シ ン タ ー ゼ 陰 性 の 細 胞 系 （ 例
え ば 、 ネ ズ ミ ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 Ｎ Ｓ Ｏ ） の 利 用 可 能 性 で あ る 。 グ ル タ ミ ン シ ン タ ー ゼ 発 現
系 は 、 追 加 イ ン ヒ ビ タ ー を 入 れ て 内 在 遺 伝 子 の 機 能 を 妨 げ る こ と に よ り 、 グ ル タ ミ ン シ ン
タ ー ゼ 発 現 細 胞 （ 例 え ば 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 ） で も 機 能 し う る
。 グ ル タ ミ ン シ ン タ ー ゼ 発 現 系 お よ び そ の 成 分 は Ｐ Ｃ Ｔ 文 献 ： Ｗ Ｏ ８ ７ ／ ０ ４ ４ ６ ２ 、 Ｗ
Ｏ ８ ６ ／ ０ ５ ８ ０ ７ 、 Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ １ ０ ３ ６ 、 Ｗ Ｏ ８ ９ ／ １ ０ ４ ０ ４ お よ び Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０
６ ６ ５ ７ で 詳 述 さ れ て お り 、 こ れ ら は 参 考 の た め そ れ ら 全 体 で こ こ に 組 み 込 ま れ る 。 加 え
て 、 グ ル タ ミ ン シ ン タ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー は Lonza Biologics,Inc.(Portsmouth,NH)か ら 得
ら れ る 。 ネ ズ ミ ミ エ ロ ー マ 細 胞 で Ｇ Ｓ 発 現 系 を 用 い た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 発 現 お よ び 産
生 は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る Bebbington et al.,Bio/technology 10:169(1992)
お よ び Biblia and Robinson Biotechnol.Prog.11:1(1995)で 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ベ ク タ ー 構 築 物 を 含 有 し た 宿 主 細 胞 、 例 え ば こ こ で 記 載 さ れ て い る も の に も
関 し 、 当 業 界 で 公 知 の 技 術 を 用 い て １ 以 上 の 異 種 コ ン ト ロ ー ル 領 域 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ
ー お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン サ ー ） と 作 働 可 能 に 結 合 さ れ た 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
有 す る 宿 主 細 胞 を 更 に 包 含 す る 。 宿 主 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 （ 例 え ば 、 ヒ ト 由 来 細 胞 ） の よ
う な 高 等 真 核 細 胞 で も ま た は 酵 母 細 胞 の よ う な 下 等 真 核 細 胞 で も よ く 、 あ る い は 宿 主 細 胞
は 細 菌 細 胞 の よ う な 原 核 細 胞 で も よ い 。 挿 入 遺 伝 子 配 列 の 発 現 を 調 節 す る か 、 ま た は 望 ま
し い 特 別 な 方 式 で 遺 伝 子 産 物 を 修 飾 お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ す る 宿 主 株 が 選 択 さ れ る 。 あ る
プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 は あ る イ ン デ ュ ー サ ー の 存 在 下 で 高 め ら れ る ； こ う し て 遺 伝 子 工
学 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 制 御 し う る 。 更 に 、 異 な る 宿 主 細 胞 は タ ン パ ク 質 の 翻 訳 お よ び 翻
訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び 修 飾 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 化 、 開 裂 ） に つ い て 特 徴 お よ び 特 別 な メ
カ ニ ズ ム を 有 し て い る 。 発 現 さ れ る 外 来 タ ン パ ク 質 の 望 ま し い 修 飾 お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ
を 保 証 す る た め に 、 適 切 な 細 胞 系 が 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 お よ び 核 酸 構 築 物 の 宿 主 細 胞 中 へ の 導 入 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 カ チ オ ン 脂 質 媒 介 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 感 染 ま た は 他 の 方 法
に よ り 行 え る 。 こ の よ う な 方 法 は 多 く の 標 準 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 例 え ば Davis et al.,Basic
 Methods In Molecular Biology(1986)で 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 組 換
え ベ ク タ ー を 欠 く 宿 主 細 胞 に よ り 実 際 に 発 現 さ せ う る 、 と 特 に 考 え ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 こ こ で 記 載 さ れ た ベ ク タ ー 構 築 物 を 含 有 し た 宿 主 細 胞 を 包 含 す る こ と に 加 え て 、 本 発 明
は 、 内 在 遺 伝 物 質 を 欠 失 ま た は 置 き 換 え る （ 例 え ば 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 に 相 当 す る コ ー ド
配 列 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 に 相 当 す る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で 置 き 換 え て も よ い ） お
よ び ／ ま た は 遺 伝 物 質 を 含 有 す る （ 例 え ば 、 例 え ば 治 療 用 タ ン パ ク 質 に 相 当 す る 本 発 明 の
ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の よ う な 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 有 さ せ う る ） よ う に 工
学 処 理 さ れ た 脊 椎 動 物 源 、 特 に 哺 乳 動 物 源 の 一 次 、 二 次 お よ び 不 死 化 宿 主 細 胞 も 包 含 す る
。 内 在 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 作 働 可 能 に 結 合 さ れ た 遺 伝 物 質 は 、 内 在 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 活
性 化 、 変 化 お よ び ／ ま た は 増 幅 さ せ う る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 加 え て 、 当 業 界 で 公 知 の 技 術 は 、 相 同 的 組 換 え （ 例 え ば 、 １ ９ ９ ７ 年 ６ 月 ２ ４ 日 付 で 発
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行 さ れ た 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ４ １ ， ６ ７ ０ ； 国 際 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ９ ４ １ １ ； 国 際 公 開 第
Ｗ Ｏ ９ ４ ／ １ ２ ６ ５ ０ ； Koller et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86:8932-8935(1989)； Z
ijlstra et al.,Nature 342:435-438(1989)参 照 ； そ れ ら 各 々 の 開 示 は 参 考 の た め そ れ ら
全 体 で こ こ に 組 み 込 ま れ る ） に よ り 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 内 在 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と 、 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 変 種 ） お よ び ／ ま た は 異 種 コ ン ト ロ ー ル 領 域 （ 例 え ば 、
プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン サ ー ） を 作 働 可 能 に 結 合 さ せ る た め に 用 い て も よ い
。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 有 利 に は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は エ タ ノ ー ル
沈 降 、 酸 抽 出 、 陰 イ オ ン ま た は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 電 荷 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 め た 周 知 の 方 法 に よ り 、 組 換 え 細 胞 培 養 物 か ら 回
収 お よ び 精 製 し う る 。 一 部 の 態 様 で は 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 「 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 」 ）
が 精 製 に 用 い う る 。 一 部 の 場 合 に は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 低 い 溶 解 性 を 有 す る か 、 あ る い
は 低 も し く は 高 ｐ Ｈ の み で ま た は 高 も し く は 低 塩 の み に 可 溶 性 で あ る 。 Ｈ Ｓ Ａ へ の 治 療 用
タ ン パ ク 質 の 融 合 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 溶 解 特 徴 を 改 善 す る よ う で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 上 記 の １ 以 上 の ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 法 を 用 い て 精 製 さ れ る 。 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 次
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 、 Ｑ セ フ ァ ロ ー ス Ｆ Ｆ カ ラ ム 、 Ｓ Ｐ セ フ ァ ロ ー ス Ｆ Ｆ カ ラ ム
、 Ｑ セ フ ァ ロ ー ス 高 性 能 カ ラ ム 、 ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス Ｆ Ｆ カ ラ ム 、 ブ ル ー カ ラ ム 、 フ ェ ニ
ル セ フ ァ ロ ー ス Ｆ Ｆ カ ラ ム 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ セ フ ァ ロ ー ス Ｆ Ｆ ま た は メ チ ル カ ラ ム の う ち １ 以 上
を 用 い て 精 製 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 参 考 の た め そ れ 全 体 で こ こ に 組 み 込 ま
れ る 国 際 公 開 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２ で 記 載 さ れ た プ ロ セ ス を 用 い て 精 製 し て も よ い 。 当
業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 で 使 用 の た め に 、 こ こ で 記 載 さ
れ た プ ロ セ ス を 容 易 に 改 変 し う る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 細 菌 、 酵 母 、 高 等 植 物 、 昆 虫 お よ び 哺 乳
動 物 細 胞 を 含 め た 原 核 ま た は 真 核 宿 主 か ら 組 換 え 技 術 に よ り 産 生 さ れ た 産 物 よ り 回 収 し う
る 。 組 換 え 産 生 操 作 で 用 い ら れ た 宿 主 に 応 じ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は グ リ コ シ ル 化 さ
れ て も 、 ま た は グ リ コ シ ル 化 さ れ な く て も よ い 。 加 え て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ
ク 質 は 、 一 部 の 場 合 に は 宿 主 媒 介 プ ロ セ ス の 結 果 と し て 、 開 始 修 飾 メ チ オ ニ ン 残 基 も 含 有
し て よ い 。 こ う す る と 、 翻 訳 開 始 コ ド ン に よ り コ ー ド さ れ た Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン が 、 す べ て
の 真 核 細 胞 で 翻 訳 後 に タ ン パ ク 質 か ら 高 効 力 で 通 常 除 去 さ れ る こ と は 、 当 業 界 で 周 知 で あ
る 。 ほ と ん ど の タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン は ほ と ん ど の 原 核 細 胞 で 効 率 的 に 除 去 さ れ
る が 、 一 部 の タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 、 Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン が 共 有 結 合 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 性 質
に 応 じ て 、 こ の 原 核 除 去 プ ロ セ ス は 非 効 率 的 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び 治 療 用 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 も し く は
変 種 と 結 合 す る 抗 体 は 、 マ ー カ ー 配 列 、 例 え ば 精 製 を 促 す た め の ペ プ チ ド へ 融 合 さ せ て も
よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 マ ー カ ー ア ミ ノ 酸 配 列 は ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド 、 例 え ば
ｐ Ｑ Ｅ ベ ク タ ー で も た ら さ れ る タ グ （ QIAGEN,Inc.,9259 Eton Avenue,Chatsworth,CA,913
11） で あ り 、 特 に そ の 多 く が 市 販 さ れ て い る 。 例 え ば Gentz et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.
USA 86:821-824(1989)で 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン は 融 合 タ ン パ ク 質 の 精
製 に 便 宜 を も た ら す 。 精 製 に 有 用 な 他 の ペ プ チ ド タ グ に は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素
タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ る エ ピ ト ー プ に 相 当 す る 「 Ｈ Ａ 」 タ グ （ Wilson et al.,Cell 37:
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767(1984)） お よ び 「 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 」 タ グ が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 更 に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 治 療 部 分 、 例 え ば 、 細 胞 毒 素 、 例 え ば 細
胞 静 止 ま た は 細 胞 致 死 剤 、 治 療 剤 ま た は 放 射 性 金 属 イ オ ン 、 例 え ば ２ １ ３ Ｂ ｉ の よ う な α
放 出 体 へ 接 合 し て も よ い 。 こ の よ う な 剤 の 例 は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 米 国 仮
出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． １ ０ ７ ） で 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に よ り 結 合 さ れ て い
る 、 そ れ と 結 合 ま た は 会 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 精 製 に 特 に 有 用 な 固
形 担 体 へ 付 着 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な 固 形 担 体 に は 、 ガ ラ ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ク ロ リ ド ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン が あ る が
、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 溶 解 性 、 安 定 性 お よ び 循 環 時 間 の 向 上 、 ま た は 免 疫 原 性 の 低 下 の よ う な
追 加 の 利 点 を 発 揮 し う る 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 化 学 的 修 飾 誘 導 体 も 、 本
発 明 に よ り 提 供 さ れ る （ 米 国 特 許 第 ４ ， １ ７ ９ ， ３ ３ ７ 参 照 ） 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
の 使 用 を 伴 う 例 は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． １ ０ ９
－ １ １ １ ） で 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 お よ び 量 は 、 当 業 界 で 知 ら れ て い る 周 知 の イ
ム ノ ア ッ セ イ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 調 べ て も よ い 。
【 ０ １ ７ １ 】

　 こ こ で 特 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 各 々 は 様 々 な 手 法 で 用 い う る 。 以 下 の 記 載 は 例 示 と み
な す べ き で あ り 、 公 知 の 技 術 を 利 用 し て い る 。
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト で 様 々 な 障 害 の 治 療
、 予 防 お よ び ／ ま た は 予 後 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 障 害 に は 表 ４ の 「 生 物 活 性 」 欄 で 記
載 さ れ た も の が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ
ク 質 は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ラ ス ミ ン 、 ヒ ト 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ お よ び ／ ま た は カ リ
ク レ イ ン の イ ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い う る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を ア ッ セ イ す る
た め に 用 い う る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 放 射 線 標 識 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 身 体 に お け る
ポ リ ペ プ チ ド の 画 像 診 断 に 用 い う る 。 ア ッ セ イ の 例 は 、 例 え ば 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込
ま れ る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． １ １ ２ － １ ２
２ ） で 記 載 さ れ て お り 、 当 業 界 で 周 知 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ボ 画 像 診 断 用 の ラ ベ ル
ま た は マ ー カ ー に は 、 Ｘ － ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 核 磁 気 共 鳴 （ Ｎ Ｍ Ｒ ） 、 電 子 ス ピ ン 緩 和 （
Ｅ Ｓ Ｒ ） 、 陽 電 子 放 射 断 層 撮 影 法 （ Ｐ Ｅ Ｔ ） ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー 断 層 撮 影 法 （ Ｃ Ｔ ） に
よ り 検 出 し う る も の が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｘ － ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の 場 合 、 適
切 な ラ ベ ル に は 、 検 出 可 能 な 放 射 線 を 放 射 す る が 、 被 験 者 に 過 度 に 有 害 で な い 、 バ リ ウ ム
ま た は セ シ ウ ム の よ う な 放 射 性 同 位 元 素 が あ る 。 Ｎ Ｍ Ｒ お よ び Ｅ Ｓ Ｒ に 適 し た マ ー カ ー に
は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 系 へ 入 れ ら れ る 栄 養 素 の ラ ベ リ ン
グ に よ り ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 中 へ 取 り 込 ま れ る 、 重 水 素 の よ う な 、 検 出 可 能 な 特 徴
的 ス ピ ン を も つ も の が あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 適 切 な 検 出 可 能 画 像 化 部 分 、 例 え ば 放 射 性 同 位 元 素 、 例 え ば １ ３ １ Ｉ 、 １ １ ２ Ｉ ｎ 、 ９

９ ｍ Ｔ ｃ （ １ ３ １ Ｉ 、 １ ２ ５ Ｉ 、 １ ２ ３ Ｉ 、 １ ２ １ Ｉ ） 、 炭 素 （ １ ４ Ｃ ） 、 イ オ ウ （ ３ ５

Ｓ ） 、 ト リ チ ウ ム （ ３ Ｈ ） 、 イ ン ジ ウ ム （ １ １ ５ ｍ Ｉ ｎ 、 １ １ ３ ｍ Ｉ ｎ 、 １ １ ２ Ｉ ｎ 、 １

１ １ Ｉ ｎ ） 、 テ ク ネ チ ウ ム （ ９ ９ Ｔ ｃ 、 ９ ９ ｍ Ｔ ｃ ） 、 タ リ ウ ム （ ２ ０ １ Ｔ ｉ ） 、 ガ リ ウ
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ム （ ６ ８ Ｇ ａ 、 ６ ７ Ｇ ａ ） 、 パ ラ ジ ウ ム （ １ ０ ３ Ｐ ｄ ） 、 モ リ ブ デ ン （ ９ ９ Ｍ ｏ ） 、 キ セ
ノ ン （ １ ３ ３ Ｘ ｅ ） 、 フ ッ 素 （ １ ８ Ｆ 、 １ ５ ３ Ｓ ｍ 、 １ ７ ７ Ｌ ｕ 、 １ ５ ９ Ｇ ｄ 、 １ ４ ９ Ｐ
ｍ 、 １ ４ ０ Ｌ ａ 、 １ ７ ５ Ｙ ｂ 、 １ ６ ６ Ｈ ｏ 、 ９ ０ Ｙ 、 ４ ７ Ｓ ｃ 、 １ ８ ６ Ｒ ｅ 、 １ ８ ８ Ｒ ｅ
、 １ ４ ２ Ｐ ｒ 、 １ ０ ５ Ｒ ｈ 、 ９ ７ Ｒ ｕ ） 、 放 射 線 不 透 過 性 物 質 、 ま た は 核 磁 気 共 鳴 に よ り
検 出 し う る 物 質 で 標 識 さ れ た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 系 障 害 に つ い て 試 験 さ れ
る 哺 乳 動 物 へ （ 例 え ば 、 非 経 口 、 皮 下 ま た は 腹 腔 内 ） 導 入 さ れ る 。 被 験 者 の サ イ ズ お よ び
用 い ら れ る 画 像 化 シ ス テ ム が 診 断 画 像 を 作 る た め に 必 要 な 画 像 化 部 分 の 量 を 決 定 す る 、 と
当 業 界 で は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 放 射 性 同 位 元 素 部 分 に つ い て 、 ヒ ト 被 験 者 の 場 合 で は 、
投 入 さ れ る 放 射 線 の 量 が ９ ９ ｍ Ｔ ｃ で 通 常 約 ５ ～ ２ ０ ミ リ キ ュ リ ー で あ る 。 そ の 際 に 、 標
識 さ れ た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 １ 以 上 の レ セ プ タ ー 、 リ ガ ン ド ま た は 基 質 （ 本 発
明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ る 治 療 用 タ ン パ ク 質 の も の に 相
当 す る ） が 位 置 す る 体 内 部 位 （ 例 え ば 、 臓 器 、 細 胞 、 細 胞 外 空 間 ま た は マ ト リ ッ ク ス ） で
、 優 先 的 に 蓄 積 し て く る 。 一 方 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が 治 療 用 抗 体 の 少 な く と も １
つ の 断 片 ま た は 変 種 を 含 ん で な る 場 合 に 、 標 識 さ れ た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 （ 本
発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ る ） 治 療 用 抗 体 に よ り 結 合 さ
れ る も の に 相 当 す る ポ リ ペ プ チ ド ／ エ ピ ト ー プ が 位 置 す る 体 内 部 位 （ 例 え ば 、 臓 器 、 細 胞
、 細 胞 外 空 間 ま た は マ ト リ ッ ク ス ） で 、 優 先 的 に 蓄 積 し て く る 。 イ ン ビ ボ 腫 瘍 画 像 診 断 は
S.W.Burchiel et al.,” Immunopharmacokinetics of Radiolabeled Antibodies and Thei
r Fragments” (Chapter 13 in Tumor Imaging:The Radiochemical Detection of Cancer,
S.W.Burchiel and B.A.Rhodes,eds.,Masson Publishing Inc.(1982))で 記 載 さ れ て い る 。
そ こ で 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ー ル は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 向 け に 、 当 業 者 に
よ り 簡 単 に 修 正 し う る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 を 評 価 す る 手 法 と し て 、 ま
た は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 、 組 換 え 細 胞 か ら の 治 療 用 タ ン パ ク 質 、 ア ル ブ ミ ン タ ン パ
ク 質 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 発 現 を 測 定 す る た め
に 用 い ら れ る 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 更 に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合
タ ン パ ク 質 は 、 こ こ で 記 載 さ れ た 生 物 活 性 を 試 験 す る た め に 用 い う る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 も 本 発 明 に 含 ま
れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 は 、 組 換 え 、 外 来 ま た は ク ロ ー ン 化 遺 伝 物 質 が 移 入 さ れ た
遺 伝 子 修 飾 生 物 で あ る 。 こ の よ う な 遺 伝 物 質 は ト ラ ン ス ジ ー ン と 称 さ れ る こ と が 多 い 。 ト
ラ ン ス ジ ー ン の 核 酸 配 列 は 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 最 良 発 現 お よ び 分 泌 に 必 要 か も し
れ な い 、 １ 以 上 の 転 写 調 節 配 列 お よ び 他 の 核 酸 配 列 、 例 え ば イ ン ト ロ ン を 含 有 し う る 。 ト
ラ ン ス ジ ー ン は 、 生 物 か ら の 、 ま た は 生 物 に よ り 産 生 さ れ た 産 物 か ら の 、 例 え ば 生 物 の 乳
、 血 液 、 尿 、 卵 、 毛 ま た は 種 子 か ら の 回 収 を 促 す や り 方 で 、 コ ー ド タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指
示 す る よ う に デ ザ イ ン し て も よ い 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 標 的 動 物 の 種 と 同 様 の 種 ま た は そ
れ と は 異 な る 種 の ゲ ノ ム か ら 誘 導 さ れ る 核 酸 配 列 か ら な る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 特 定 の 核
酸 配 列 が 通 常 み ら れ な い ゲ ノ ム の 座 に 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ー ン の 正 常 な 座 に 組 み 込 ま れ る
。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 「 生 殖 細 胞 系 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 改 変 ま た は 遺 伝 情 報 が 生
殖 系 細 胞 中 へ 導 入 さ れ る こ と で 、 遺 伝 情 報 を 子 孫 へ 伝 え う る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 の 能
力 を 付 与 し た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 に 関 す る 。 こ の よ う な 子 孫 が そ の 改 変 ま た は 遺 伝
情 報 の 一 部 ま た は 全 部 を 実 際 に 有 し て い る な ら ば 、 そ れ ら も ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 で あ
る 。 そ の 改 変 ま た は 遺 伝 情 報 は 、 レ シ ピ エ ン ト が 属 す る 生 物 の 種 に 外 来 で も 、 具 体 的 な 個
別 の レ シ ピ エ ン ト の み に 外 来 で あ っ て も 、 ま た は レ シ ピ エ ン ト に よ り 既 に 保 有 さ れ た 遺 伝
情 報 で も よ い 。 最 後 の 場 合 に 、 改 変 ま た は 導 入 さ れ た 遺 伝 子 は 、 在 来 遺 伝 子 と は 別 に 発 現
さ れ る こ と も あ る 。
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【 ０ １ ７ ７ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の ヒ ト 、 動 物 ま た は 植 物 で あ る 。 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ
ク シ ョ ン 、 胚 幹 細 胞 で の 遺 伝 子 標 的 化 と 組 換 え ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 を 含 め
た 様 々 な 異 な る 方 法 に よ り 作 製 し う る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ６ ， ８ ６ ６ ； 米 国 特
許 第 ５ ， ６ ０ ２ ， ３ ０ ７ ； Mullins et al.(1993)Hypertension 22(4):630-633； Brenin e
t al.(1997)Surg.Oncol.6(2)99-111； Tuan(ed.),Recombinant Gene Expression Protocol
s,Methods in Molecular Biology No.62,Humana Press(1997)参 照 ） 。 組 換 え コ ン ピ テ ン
ト 哺 乳 動 物 細 胞 中 へ の 核 酸 断 片 の 導 入 方 法 は 、 マ ル チ 核 酸 分 子 の 同 時 形 質 転 換 を 行 わ せ る
、 ど の よ う な 方 法 に よ る も の で も よ い 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る た め の 詳 細 な
操 作 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ８ ９ ， ７ ４ ３ お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ０ ２ ， ３ ０ ７ の 開 示 を 含
め て 、 当 業 者 に 容 易 に 利 用 し う る 。 追 加 の 情 報 は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 米 国
仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． １ ５ １ － １ ６ ２ ） で 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】

　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 構 築 物 は 、 治 療 有 効 量 の ア ル ブ ミ ン 融
合 タ ン パ ク 質 を 送 達 す る 遺 伝 子 療 法 プ ロ ト コ ー ル の 一 部 と し て 用 い う る 。 細 胞 中 へ の 核 酸
の イ ン ビ ボ 導 入 の た め の １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 核 酸 を 含 有 し た ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 に よ る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 細 胞 の 感
染 は 、 標 的 細 胞 の 大 部 分 が そ の 核 酸 を 受 け 取 れ る 、 と い う 利 点 を 有 し て い る 。 加 え て 、 ウ
イ ル ス ベ ク タ ー 内 で コ ー ド さ れ た 分 子 は 、 例 え ば ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 含 有 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ
に よ り 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 核 酸 を 取 り 込 ん だ 細 胞 で 効 率 的 に 発 現 さ れ る 。 望 ま し い ア ル ブ
ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 血 漿 半 減 期 延 長 は 、 潜 在 的 な 低 発 現 レ ベ ル す ら 補 え る か も し れ な い
。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 イ ン ビ ボ で ア ル ブ ミ ン
融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 外 来 核 酸 分 子 の 移 入 用 の 組 換 え 遺 伝 子 送 達 系 と し て 用 い う る
。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 細 胞 中 へ の 核 酸 の 効 率 的 送 達 を 行 い 、 移 入 さ れ た 核 酸 は 宿 主 の 染 色
体 Ｄ Ｎ Ａ 中 へ 安 定 的 に 組 み 込 ま れ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー の 例 、 そ れ ら を 用 い る 方 法 、 そ
れ ら の 利 点 お よ び 非 ウ イ ル ス 送 達 法 は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 米 国 仮 出 願 第 ６
０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． １ ５ １ － １ ５ ３ ） で 詳 細 に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 用 の 遺 伝 子 送 達 系 は 、 い く つ か
の 方 法 で 患 者 へ 導 入 さ れ る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 送 達 系 の 医 薬 製 剤 は 、 例 え ば 静 脈 注 射 に よ り
全 身 導 入 で き 、 標 的 細 胞 へ の タ ン パ ク 質 の 特 異 的 導 入 は 、 遺 伝 子 送 達 ビ ヒ ク ル に よ り 得 ら
れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 特 異 性 、 レ セ プ タ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 配 列 制 御 発 現 に よ る 細
胞 タ イ プ ま た は 組 織 タ イ プ 発 現 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ か ら 優 先 的 に 生 じ る 。 他 の 態 様 に
お い て 、 組 換 え 遺 伝 子 の 初 期 送 達 は 更 に 制 限 さ れ て お り 、 動 物 へ の 導 入 は 全 く 局 在 化 さ れ
て い る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 送 達 ビ ヒ ク ル は カ テ ー テ ル （ 米 国 特 許 ５ ， ３ ２ ８ ， ４ ７ ０ ） ま た
は 定 位 注 射 （ 例 え ば 、 Chen et al.(1994)PNAS 91:3054-3057） に よ り 導 入 し う る 。 遺 伝 子
療 法 構 築 物 の 医 薬 製 剤 は 許 容 さ れ る 希 釈 物 中 の 遺 伝 子 送 達 系 か ら 本 質 的 に な る か 、 ま た は
遺 伝 子 送 達 ビ ヒ ク ル が 埋 め 込 ま れ た 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス を 含 む こ と が で き る 。 ア ル ブ ミ ン
融 合 タ ン パ ク 質 が 組 換 え 細 胞 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら 完 全 な ま ま で 産 生 さ れ
う る 場 合 は 、 医 薬 製 剤 は ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る １ 以 上 の 細 胞 を 含 む こ と が
で き る 。 別 な 遺 伝 子 療 法 は 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５
， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． １ ５ ３ － １ ６ ２ ） で 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
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　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 処 方 物 は 、 非 経 口 （ 例 え ば 、 皮 下 ま た は
筋 肉 内 ） 注 射 ま た は 静 脈 内 注 入 を 含 め た 、 い ず れ か の 常 法 に よ り 投 与 さ れ る 。 治 療 は 所 定
の 期 間 に わ た り １ 回 の 投 薬 ま た は 複 数 回 の 投 薬 か ら な る 。 更 に 、 １ 回 分 の 用 量 ま た は 複 数
回 分 の 用 量 が 、 ア ル ブ ミ ン へ 融 合 さ れ て い な い 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 場 合 よ り も 少 な い 回 数
で 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 単 独 で 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 １ 種 以 上 の
許 容 さ れ る 担 体 と 一 緒 に 医 薬 処 方 物 と し て そ れ を 提 供 す る こ と が 望 ま し い 。 担 体 は 、 ア ル
ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と 適 合 で き て 、 そ の レ シ ピ エ ン ト に 有 害 で な い と い う 意 味 で 、 「 許
容 し う る 」 も の で な け れ ば な ら な い 。 典 型 的 に は 、 担 体 は 無 菌 で 無 発 熱 物 質 の 水 ま た は 塩
水 で あ る 。 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 溶 液 中 で の 貯 蔵 期 間 延 長 の お か げ で 、
無 菌 無 発 熱 物 質 水 、 塩 水 ま た は 他 の 等 張 液 の よ う な 水 性 担 体 中 で の 処 方 に 特 に よ く 合 う 。
例 え ば 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 分 配 さ れ る 数 週 間 、 数 ヶ 月 間 前 ま た は そ れ 以 上 前
に 、 予 め 水 性 形 で 適 宜 に 処 方 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 有 し た 処 方 物 は 、 水 性 処 方 物 中 で の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン
パ ク 質 の 貯 蔵 期 間 延 長 を 考 慮 に い れ て 製 造 さ れ る 。 上 記 の よ う に 、 こ れ ら 治 療 用 タ ン パ ク
質 の 多 く の 貯 蔵 期 間 は Ｈ Ａ へ の 融 合 後 に 著 し く 増 加 ま た は 長 期 化 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 エ ア ゾ ー ル 投 与 が 適 す る 場 合 に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 標 準 操 作 を 用 い
て エ ア ゾ ー ル と し て 処 方 し う る 。 「 エ ア ゾ ー ル 」 と い う 用 語 は 、 細 気 管 支 ま た は 鼻 腔 中 へ
吸 入 さ れ う る 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ガ ス 入 り 懸 濁 相 を 含 有 し て い る 。 特
に 、 エ ア ゾ ー ル は 、 計 量 吸 入 器 も し く は ネ ブ ラ イ ザ ー 、 ま た は ミ ス ト ス プ レ ー 器 で 生 じ さ
せ る よ う に 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 液 滴 の ガ ス 入 り 懸 濁 物 を 含 有 し て い る
。 エ ア ゾ ー ル は 、 例 え ば 吸 入 器 か ら 吸 入 に よ り 送 達 さ れ る 、 空 気 ま た は 他 の キ ャ リ ア ガ ス
中 に 懸 濁 さ れ た 本 発 明 の 化 合 物 の 乾 燥 粉 末 組 成 物 も 含 有 し て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 処 方 物 は 便 宜 上 単 位 剤 形 で 供 与 し 、 製 剤 業 界 で 周 知 の 方 法 に よ り 製 造 し て も よ い 。 こ の
よ う な 方 法 は 、 １ 種 以 上 の 補 助 成 分 か ら な る 担 体 と ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と を 混 合 す
る 工 程 を 含 ん で い る 。 一 般 的 に 、 処 方 物 は 、 液 体 担 体 、 微 細 固 形 担 体 ま た は 双 方 と 活 性 成
分 を 均 一 か つ 完 全 に 混 合 し 、 必 要 で あ れ ば 、 製 品 に 成 形 す る こ と に よ り 製 造 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 し た 処 方 物 に は 、 酸 化 防 止 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 お よ び 処 方 物 を 所 定 の レ
シ ピ エ ン ト に 適 合 さ せ る 溶 質 を 含 有 し た 水 性 お よ び 非 水 性 無 菌 注 射 液 ； 懸 濁 剤 お よ び 増 粘
剤 を 含 有 し た 水 性 お よ び 非 水 性 無 菌 懸 濁 液 が あ る 。 処 方 物 は 単 位 用 量 ま た は マ ル チ 用 量 容
器 、 例 え ば 密 封 ア ン プ ル 、 バ イ ア ル ま た は シ リ ン ジ で 供 与 さ れ 、 フ リ ー ズ ド ラ イ （ 凍 結 乾
燥 ） 条 件 下 で 貯 蔵 さ れ て 、 使 用 直 前 に 無 菌 液 体 担 体 、 例 え ば 注 射 用 水 の 添 加 の み を 要 す る
。 即 時 注 射 溶 液 お よ び 懸 濁 液 は 無 菌 粉 末 か ら 調 製 さ れ る 。 投 薬 処 方 物 は 、 血 清 半 減 期 の 延
長 が 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 多 く に よ り 示 さ れ る と す れ ば 、 治 療 用 タ ン パ ク
質 の 非 融 合 標 準 処 方 物 と 比 較 し て 低 い モ ル 濃 度 ま た は 低 い 用 量 で 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 部 分
を 含 有 し う る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 例 と し て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が １ 以 上 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 領 域 を 含 ん
で な る と き 、 投 薬 剤 形 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 そ の も の の 場 合 と 比 べ た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン
パ ク 質 の 血 清 半 減 期 お よ び 貯 蔵 期 間 の 長 期 化 を 考 慮 し な が ら 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 効 力 と
比 較 し た ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 効 力 に 基 づ き 計 算 で き る 。 例 え ば 、 全 鎖 長 治 療 用 タ
ン パ ク 質 に 融 合 さ れ た 全 鎖 長 Ｈ Ａ か ら な る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て 、 相 当 用 量
が 単 位 の 関 係 で 剤 の 重 量 増 加 に 繋 が る が 、 投 与 回 数 は 減 少 し う る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 処 方 物 ま た は 組 成 物 は 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 成 分 の 貯 蔵 期 間 延 長 に 関 す
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る 説 明 書 ま た は パ ッ ケ ー ジ イ ン サ ー ト と 一 緒 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る か 、 ま た は そ れ と 共
に キ ッ ト へ 入 れ ら れ る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 説 明 書 ま た は パ ッ ケ ー ジ イ ン サ ー ト は 、 本 発
明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 貯 蔵 期 間 延 長 ま た は 長 期 化 を 考 慮 に い れ た 、 時 間 、 温 度
お よ び 光 の よ う な 推 奨 貯 蔵 条 件 を 扱 う 。 こ の よ う な 説 明 書 ま た は パ ッ ケ ー ジ イ ン サ ー ト は
、 管 理 さ れ た 病 院 、 診 療 所 ま た は オ フ ィ ス 条 件 の 外 部 、 野 外 で 使 用 を 要 す る こ と も あ る 処
方 物 で の 貯 蔵 の 容 易 性 の よ う な 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 特 別 な 利 点 に つ い
て も 扱 え る 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 処 方 物 は 水 性 形 で も よ く 、 治 療 活 性 の 過 大 な 喪 失 な
し に 、 理 想 と は い か な い 環 境 下 で も 貯 蔵 し う る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 中 で 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 本 発 明
の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 「 ア ル ブ ミ ン 融 合 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 」 ） の 有 効 量 の 対 象 者 へ の 投 与 に よ る 、 疾 患 ま た は 障 害 （ 例 え ば 、 こ こ で 開 示 さ
れ た 疾 患 ま た は 障 害 の う ち １ 以 上 ） の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 投 与 さ れ る 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効
量 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い た 、 表 ４ の レ フ ァ レ ン ス で 記 載 さ れ た よ う な ル ー チ ン の
イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 研 究 か ら の デ ー タ を 用 い る こ と を 含 め て 、 生 物 学 的 半 減 期 、 バ
イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ お よ び 毒 性 の よ う な パ ラ メ ー タ ー を 扱 う 当 業 者 に 周 知 の 操 作 か ら 決
定 し う る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 個 別 患 者 の 臨 床 条 件 （
特 に 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 単 独 で の 治 療 の 副 作 用
） 、 送 達 の 部 位 、 投 与 の 方 法 、 投 与 の ス ケ ジ ュ ー ル 、 お よ び 従 事 者 に 公 知 の 他 の フ ァ ク タ
ー を 考 慮 に い れ て 、 良 好 な 医 療 実 務 に 従 い 処 方 お よ び 投 与 さ れ る 。 こ う し て 、 こ こ で の 目
的 に 合 わ せ た 「 有 効 量 」 が こ の よ う な 考 慮 に よ り 定 め ら れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 例 え ば 、 送 達 さ れ る 物 質 の 有 効 量 の 決 定 は 、 例 え ば 、 物 質 の 化 学 構 造 お よ び 生 物 活 性 、
動 物 の 年 齢 お よ び 体 重 、 治 療 を 要 す る 正 確 な 症 状 お よ び そ の 重 篤 度 、 お よ び 投 与 の 経 路 を
含 め た い く つ か の フ ァ ク タ ー に 依 存 し う る 。 治 療 の 頻 度 は 、 １ 回 当 た り で 投 与 さ れ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 の 量 、 対 象 者 の 健 康 お よ び 病 歴 の よ う な い く つ か の フ ァ ク タ ー に 依 存
す る 。 正 確 な 量 、 投 与 の 回 数 お よ び 投 与 の タ イ ミ ン グ は 、 担 当 医 ま た は 獣 医 師 に よ り 決 定
さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 あ ら ゆ る 動 物 、 好 ま し
く は 哺 乳 動 物 お よ び 鳥 へ 投 与 し う る 。 好 ま し い 哺 乳 動 物 に は 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ウ マ お よ び ブ タ が あ る が 、 ヒ ト が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 一 般 論 と し て 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 非 融 合 治 療 用 タ ン パ ク 質 よ り も
少 な い 用 量 で 、 ま た は 少 な い 頻 度 で 投 与 さ れ る 。 治 療 有 効 量 と は 、 患 者 で イ ン ビ ボ Ｈ Ｉ Ｖ
力 価 の 低 下 、 症 状 の 改 善 、 病 状 の 安 定 化 ま た は 生 存 期 間 の 延 長 、 ま た は 生 活 の 質 の 改 善 を
も た ら す た め に 十 分 な 化 合 物 の 量 に 関 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 経 口 、 経 直 腸 、 非 経 口
、 槽 内 、 膣 内 、 腹 腔 内 、 局 所 （ 粉 末 、 軟 膏 、 ゲ ル 、 滴 剤 ま た は 経 皮 パ ッ チ と し て ） 、 経 口
腔 で 、 ま た は 経 口 も し く は 経 鼻 ス プ レ ー と し て 投 与 し う る 。 「 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 」 と
は 、 無 毒 性 固 形 、 半 固 形 ま た は 液 体 フ ィ ラ ー 、 希 釈 物 、 封 入 物 質 ま た は 処 方 補 助 物 の あ ら
ゆ る も の に 関 す る 。 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 非 経 口 」 と い う 用 語 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹
腔 内 、 胸 骨 内 、 皮 下 お よ び 関 節 腔 内 注 射 お よ び 注 入 を 含 め た 投 与 様 式 に 関 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 参 考 の た め こ
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こ に 組 み 込 ま れ る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ．
１ ２ ９ － １ ３ ０ ） で 記 載 さ れ た よ う な 持 続 的 放 出 系 で も 、 適 切 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 非 経 口 投 与 の 場 合 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 即 ち 用 い ら れ る 用 量 お よ び 濃 度 で レ シ ピ エ ン
ト に 無 毒 性 で あ っ て 処 方 物 の 他 成 分 と 適 合 し う る も の と 、 単 位 注 射 剤 形 （ 溶 液 、 懸 濁 液 ま
た は 乳 濁 液 ） で 、 望 ま し い 純 度 で そ れ を 混 合 す る こ と に よ り 、 通 常 処 方 さ れ る 。 例 え ば 、
処 方 物 は 、 治 療 剤 に 有 害 で あ る こ と が 知 ら れ た 酸 化 剤 お よ び 他 の 化 合 物 を 必 要 に 応 じ て 含
有 し な い 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 単 独 で 、 ま た
は 他 の 治 療 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま
た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 組 み 合 わ せ て 投 与 し う る ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た
は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 剤 に は 、 化 学 療 法 剤 、 抗 生 物 質 、 ス テ ロ イ ド お よ び 非 ス テ ロ イ ド 抗 炎
症 剤 、 慣 用 的 免 疫 療 法 剤 、 お よ び ／ ま た は 、 例 え ば 、 参 考 の た め こ こ に 組 み 込 ま れ る 米 国
仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ５ ４ ７ お よ び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ４ ８ ０ （ ｐ ． １ ３ ２ － １ ５ １ ） で 記
載 さ れ た よ う な 治 療 剤 が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 組 合 せ 剤 は 、 協 同 し て 、 例 え ば
混 合 物 と し て 、 別 々 に 但 し 同 時 ま た は 併 合 し て ； ま た は 連 続 的 に 投 与 さ れ る 。 こ れ に は 、
組 合 せ 剤 が 治 療 用 混 合 物 と し て 一 緒 に 投 与 さ れ る 方 式 、 更 に は 、 組 合 せ 剤 が 別 々 に 但 し 同
時 に 、 例 え ば 同 一 個 体 へ 別 々 な 静 脈 系 を 介 し て 投 与 さ れ る 処 置 も 含 む 。 「 組 合 せ 」 投 与 に
は 、 初 回 、 次 い で ２ 回 目 に 行 わ れ る 化 合 物 ま た は 剤 の １ 種 の 別 々 な 投 与 を 更 に 含 む 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 に 適 し た 医 薬 組 成 物 に は 、 活 性 成 分 が そ の 所 定 目 的 を 果 た せ る 有 効 量 で 含
有 さ れ た 組 成 物 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 の １ 種 以 上 の 諸
成 分 で １ 以 上 の 容 器 を 満 た し た 、 製 薬 パ ッ ク ま た は キ ッ ト も 提 供 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 医
薬 ま た は 生 物 学 的 製 剤 の 製 造 、 使 用 ま た は 販 売 を 規 制 す る 政 府 機 関 に よ り 規 定 さ れ た 告 知
書 が こ の よ う な 容 器 に 付 さ れ て お り 、 そ の 告 知 書 は ヒ ト 投 与 用 の 製 造 、 使 用 ま た は 販 売 に
つ い て 機 関 に よ る 承 認 を 表 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 発 明 の こ の 一 般 的 記 載 か ら 、 当 業 者 で あ れ ば 、 こ れ ま で の 記 載 お よ び 以 下 の 実 施 例 を
用 い て 、 本 発 明 で 認 め ら れ た 改 変 を 行 い お よ び 利 用 し て 、 請 求 項 記 載 の 方 法 を 実 施 し う る
、 と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 下 記 研 究 例 は 本 発 明 の 異 な る 態 様 を 特 に 示 し て お り 、 開 示
の 残 り を 制 限 す る と は 決 し て 解 釈 す べ き で な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ０ ２ 】

　 組 換 え ア ル ブ ミ ン 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｄ Ｂ ２ ２ ４ ３ お よ び ｐ Ｄ Ｂ ２ ２ ４ ４ は 、 特 許 出 願 Ｗ Ｏ
０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２ で 以 前 に 記 載 さ れ て い る 。 組 換 え ア ル ブ ミ ン 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ａ Ｙ Ｅ ６ ４
５ お よ び ｐ Ａ Ｙ Ｅ ６ ４ ６ は 、 Ｕ Ｋ 特 許 出 願 ０ ２ １ ７ ０ ３ ３ ． ０ で 以 前 に 記 載 さ れ て い る 。
ア ル ブ ミ ン ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 で １ ４ ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー Ｎ － Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｓ
Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ － Ｃ （ （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ： 「 Ｎ 」 お よ び 「 Ｃ 」 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 向
き を 表 わ す ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 導 入 し 、 次 い で （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ リ ン カ ー の Ｃ 末
端 に も う １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 挿 入 し て 、 全 体 構 造 、 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ －
ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 作 製 す る よ う に 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ２ ４ ３ を
修 飾 し た 。 同 様 に 、 ア ル ブ ミ ン ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 で （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ポ リ ペ プ チ ド リ
ン カ ー を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 導 入 し 、 次 い で （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ リ ン カ ー の Ｎ 末 端 に も
う １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 挿 入 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン の 全
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例 １ ： 　 Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ リ ン カ ー ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ
ー の 構 築



体 構 造 で Ｎ 末 端 ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 作 製 す る よ う に 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｙ Ｅ ６ ４ ５ を 修 飾 し
た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 適 切 な 転 写 プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 供 与 す る 酵 母 Ｐ Ｒ Ｂ １ プ ロ モ
ー タ ー お よ び 酵 母 Ａ Ｄ Ｈ １ タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 有 し た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ２ ４ ３ が 、 Slee
p,D.et al.(1991)Bio/Technology 9,183-187お よ び 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２ で 記 載
さ れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ２ ４ ３ を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 完 全 に 切 断 し 、 窪 み 末 端 を Ｔ ４ Ｄ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ｄ Ｎ Ｔ Ｐ で 平 滑 末 端 化 し 、 最 後 に 再 連 結 し て 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ
２ ５ ６ ６ を 作 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ２ 本 鎖 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー Ｂ ｓ ｕ ３ ６ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIリ ン カ ー を 、 合 成
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｊ Ｈ ０ ３ ３ Ａ お よ び Ｊ Ｈ ０ ３ ３ Ｂ を ア ニ ー ル す る こ と に よ り 合 成 し た
。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ア ニ ー ル さ れ た Ｂ ｓ ｕ ３ ６ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIリ ン カ ー を Ｈ ｉ ｎ ｄ III／ Ｂ ｓ ｕ ３ ６ Ｉ 切 断
ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ６ ６ へ 連 結 し て 、 Ｃ 末 端 に （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ペ プ チ ド リ ン カ ー を も つ ア ル ブ ミ
ン コ ー ド 領 域 を 含 ん で な る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ５ Ｘ を 作 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 適 切 な 転 写 プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 供 与 す る 酵 母 Ｐ Ｒ Ｂ １ プ ロ モ
ー タ ー お よ び 酵 母 Ａ Ｄ Ｈ １ タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 有 し た プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｙ Ｅ ６ ４ ５ が 、 Ｕ Ｋ
特 許 出 願 ０ ２ １ ７ ０ ３ ３ ． ０ で 記 載 さ れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｙ Ｅ ６ ４ ５ を 制 限 酵 素 Ａ
ｆ ｌ IIで 完 全 に 切 断 し 、 制 限 酵 素 Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 部 分 的 に 切 断 し 、 ３ ′ 側 の 酵 母 Ｐ Ｒ Ｂ １
プ ロ モ ー タ ー お よ び ｒ Ｈ Ａ コ ー ド 配 列 を 含 ん で な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し た 。 特 許 出 願 Ｗ Ｏ
０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２ で 記 載 さ れ た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ２ ４ １ を Ａ ｆ ｌ II／ Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 切
断 し 、 ５ ′ 側 の 酵 母 Ｐ Ｒ Ｂ １ プ ロ モ ー タ ー お よ び 酵 母 Ａ Ｄ Ｈ １ タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で な
る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し た 。 次 い で 、 ｐ Ａ Ｙ Ｅ ６ ４ ５ か ら の Ａ ｆ ｌ II／ Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 を Ａ ｆ ｌ II／ Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 ｐ Ｄ Ｂ ２ ２ ４ １ ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ 断 片 へ ク ロ ー ニ ン グ し
て 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ２ を 作 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ２ を Ｐ ａ ｃ Ｉ ／ Ｘ ｈ
ｏ Ｉ で 完 全 に 切 断 し 、 ６ ． １ ９ ｋ ｂ 断 片 を 単 離 し 、 窪 み 末 端 を Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お
よ び ｄ Ｎ Ｔ Ｐ で 平 滑 末 端 化 し 、 再 連 結 し て 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ４ ６ ５ を 作 製 し た 。 プ ラ
ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ４ ６ ５ を Ｃ ｌ ａ Ｉ で 直 線 化 し 、 窪 み 末 端 を Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び
ｄ Ｎ Ｔ Ｐ で 平 滑 末 端 化 し 、 再 連 結 し て 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ３ ３ を 作 製 し た 。 プ ラ ス ミ
ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ３ ３ を Ｂ ｌ ｎ Ｉ で 直 線 化 し 、 窪 み 末 端 を Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ｄ Ｎ
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Ｔ Ｐ で 平 滑 末 端 化 し 、 再 連 結 し て 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ３ ４ を 作 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ
Ｄ Ｂ ２ ５ ３ ４ を Ｂ ｍ ｇ Ｂ Ｉ ／ Ｂ ｇ ｌ IIで 完 全 に 切 断 し 、 ６ ． ９ ６ ｋ ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離
し 、 ２ 種 の ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー の う ち 一 方 、 即 ち Ｖ Ｃ ０ ５ ３ ／ Ｖ Ｃ ０ ５ ４
お よ び Ｖ Ｃ ０ ５ ７ ／ Ｖ Ｃ ０ ５ ８ へ 連 結 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ４ ０ を 作 製 し 、 ま た は Ｖ
Ｃ ０ ５ ５ ／ Ｖ Ｃ ０ ５ ６ お よ び Ｖ Ｃ ０ ５ ７ ／ Ｖ Ｃ ０ ５ ８ へ 連 結 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ４
１ を 作 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 ２ 本 鎖 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー Ｂ ｇ ｌ II／ Ａ ｇ ｅ Ｉ リ ン カ ー を 、 合 成 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド Ｊ Ｈ ０ ３ ５ Ａ お よ び Ｊ Ｈ ０ ３ ５ Ｂ を ア ニ ー ル す る こ と に よ り 合 成 し た 。
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ア ニ ー ル さ れ た Ｂ ｇ ｌ II／ Ａ ｇ ｅ Ｉ リ ン カ ー を Ｂ ｇ ｌ II／ Ａ ｇ ｅ Ｉ 切 断 ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ４ ０
へ 連 結 し て 、 Ｎ 末 端 に （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ペ プ チ ド リ ン カ ー を も つ ア ル ブ ミ ン コ ー ド 領 域 を
含 ん で な る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ３ Ｘ を 作 製 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】

　 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 は か 下 記 の と お り で あ る ：
【 化 ５ 】
　
　
　
（ SEQ ID NO: 　 ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 逆 翻 訳 の プ ロ セ ス に よ り こ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら 誘
導 し た 。 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ を Pichiaで 発 現 さ せ 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互
作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 限 外 濾 過 を 用 い て 発 酵 ブ ロ ス 上 澄 か ら 抽 出 し た 。 ヒ ト 好 中
球 エ ラ ス タ ー ゼ （ Ｈ Ｎ Ｅ ） の Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 阻 害 に 関 す る 平 衡 阻 害 定 数 （ Ｋ ｉ ） は １ ５ ± ２
ｐ Ｍ 、 〔 Ｈ Ｎ Ｅ 〕 ＝ ５ ７ ± ７ ｐ Ｍ で あ る こ と が わ か っ た 。 Ｋ ｉ 測 定 は 例 １ ５ で 記 載 さ れ た
方 法 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ １ １ 】

　 Ｎ 末 端 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン ま た は Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ
Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 融 合 体 で 適 合 す る よ う な Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ コ ー ド 領 域 、 ア ル ブ ミ ン
コ ー ド 領 域 ま た は リ ー ダ ー 配 列 間 の 架 橋 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ５ ′ ま た は ３ ′ 末
端 で 用 意 し た 。 Ｎ 末 端 Ｂ ｇ ｌ II－ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ  Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 表 ５ ） お よ び Ｃ 末
端 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 表 ６ ） を オ ー バ ー ラ ッ プ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド か ら 構 築 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】

　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ３ Ｘ を Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 完 全 に 切 断 し 、 ６ ． ２ １ ｋ
ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 し 、 次 い で ０ ． ２ ｋ ｂ  Ｂ ｇ ｌ I
I／ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ  Ｎ 末 端 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 連 結 し て 、 ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ６ ６ を 作 製 し た 。
Ｎ 末 端 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 融 合 体 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ミ ノ 酸 配 列
は 表 ７ お よ び 表 ８ で 各 々 示 さ れ て い る 。 適 切 な 酵 母 ベ ク タ ー 配 列 を 、 Ｅ Ｐ － Ａ － ２ ８ ６ ４
２ ４ で 一 般 的 に 開 示 さ れ 、 Sleep,D.et al.(1991)Bio/Technology 9,183-187で 記 載 さ れ た
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例 ２ ： 　 非 融 合 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ の 平 衡 阻 害 定 数

例 ３ ： 　 Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 融 合 体 の 構 築

例 ４ ： 　 Ｎ 末 端 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築



「 崩 壊 」 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ に よ り 得 た 。 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 　 Ｎ 末 端 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ
） ４ Ｇ Ｇ － ｒ Ｈ Ａ 発 現 カ セ ッ ト を ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ６ ６ か ら 単 離 し 、 精 製 し 、 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ で 処 理 さ れ た Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ へ 連 結 さ せ て 、 ２ 種 の プ ラ ス ミ ド を 作 製 し
た ； 第 一 （ ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ７ ９ ） は Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 同 じ 発 現 方 向 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 し
、 第 二 （ ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ８ ０ ） は Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 反 対 の 方 向 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 し て い
た 。 ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ７ ９ お よ び ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ８ ０ は 双 方 と も 望 ま し い 融 合 タ ン パ ク 質 の 良 い プ ロ
デ ュ ー サ ー で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】

　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ５ Ｘ を Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 部 分 的 に 切 断 し 、 次 い で Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 完
全 に 切 断 し た 。 望 ま し い ６ ． ５ ５ ｋ ｂ  Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 ０ ． ２ ｋ ｂ  Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ Ｈ
ｉ ｎ ｄ III Ｃ 末 端 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 連 結 し て 、 ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ４ ８ を 作 製 し た 。 Ｃ 末
端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 融 合 体 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 表
９ お よ び 表 １ ０ で 各 々 示 さ れ て い る 。 適 切 な 酵 母 ベ ク タ ー 配 列 を 、 Ｅ Ｐ － Ａ － ２ ８ ６ ４ ２
４ で 一 般 的 に 開 示 さ れ 、 Sleep,D.et al.(1991)Bio/Technology 9,183-187で 記 載 さ れ た 「
崩 壊 」 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ に よ り 得 た 。 Ｎ ｏ ｔ Ｉ  Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４

Ｇ Ｇ － Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 発 現 カ セ ッ ト を ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ４ ８ か ら 単 離 し 、 精 製 し 、 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ で 処 理 さ れ た Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ へ 連 結 さ せ て 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 同 じ 発 現 方 向
で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ５ １ を 作 製 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】

　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ５ Ｘ を Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 部 分 的 に 切 断 し 、 次 い で Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 完
全 に 切 断 し た 。 望 ま し い ６ ． ５ ５ ｋ ｂ  Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 表 １ １ で 示 さ れ て い る よ う
な ０ ． ２ ｋ ｂ  Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ III Ｃ 末 端 Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 連 結 し て 、 ｐ
Ｄ Ｂ ２ ６ ４ ８ Ｘ － １ ０ ０ ０ を 作 製 し た 。 適 切 な 酵 母 ベ ク タ ー 配 列 を 、 Ｅ Ｐ － Ａ － ２ ８ ６ ４
２ ４ で 一 般 的 に 開 示 さ れ 、 Sleep,D.et al.(1991)Bio/Technology 9,183-187で 記 載 さ れ た
「 崩 壊 」 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ に よ り 得 た 。 Ｎ ｏ ｔ Ｉ  Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ）

４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ 発 現 カ セ ッ ト を ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ４ ８ Ｘ － １ ０ ０ ０ か ら 単 離 し 、 精 製 し
、 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 さ れ た Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ へ 連 結 さ せ て 、 Ｌ Ｅ Ｕ
２ と 同 じ 発 現 方 向 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ５ １ Ｘ － １ ０ ０ ０ を 作 製
し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】

　
　 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 下 記 の と お り で あ る ：
【 化 ６ 】
　
　
　
（ SEQ ID NO: 　 ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 逆 翻 訳 の プ ロ セ ス に よ り こ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら 誘
導 し た 。 Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン ま た は Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン －
（ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 体 で 適 合 す る よ う な Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ コ ー ド 領 域 、 ア ル
ブ ミ ン コ ー ド 領 域 ま た は リ ー ダ ー 配 列 間 の 架 橋 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ５ ′ ま た は
３ ′ 末 端 で 用 意 し た 。 Ｎ 末 端 Ｂ ｇ ｌ II－ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ  Ｄ Ｘ － ８ ９ ０  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 表 １ ２ ） お
よ び Ｃ 末 端 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III Ｄ Ｘ － ８ ９ ０  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 表 １ ３ ） を オ ー バ ー ラ ッ
プ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 築 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】

　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ３ Ｘ を Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 完 全 に 切 断 し 、 ６ ． ２ １ ｋ
ｂ  Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 し 、 次 い で ０ ． ２ ｋ ｂ  Ｂ ｇ ｌ II
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例 ５ ： 　 Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築

例 ６ ： Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築

例 ７ ： 　 Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 体 の 構 築
基 本 ク ロ ー ン の 作 製

例 ８ ： 　 Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築



／ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ  Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 連 結 し て 、 ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ８ ３ を 作 製 し た 。 Ｎ
末 端 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 融 合 体 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は
表 １ ４ お よ び 表 １ ５ で 各 々 示 さ れ て い る 。 適 切 な 酵 母 ベ ク タ ー 配 列 を 、 Ｅ Ｐ － Ａ － ２ ８ ６
４ ２ ４ で 一 般 的 に 開 示 さ れ 、 Sleep,D.et al.(1991)Bio/Technology 9,183-187で 記 載 さ れ
た 「 崩 壊 」 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ に よ り 得 た 。 Ｎ ｏ ｔ Ｉ  Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － （ Ｇ Ｇ
Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ｒ Ｈ Ａ 発 現 カ セ ッ ト を ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ８ ３ か ら 単 離 し 、 精 製 し 、 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ で 処 理 さ れ た Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ へ 連 結 さ せ て 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 反 対 の 方 向 で
Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ８ ４ を 作 製 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】

　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ５ Ｘ を Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 部 分 的 に 切 断 し 、 次 い で Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 完
全 に 切 断 し た 。 望 ま し い ６ ． ５ ５ ｋ ｂ  Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 ０ ． ２ ｋ ｂ  Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ Ｈ
ｉ ｎ ｄ III Ｃ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 連 結 し て 、 ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ４ ９ を 作 製 し た 。 Ｃ 末
端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 体 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 表
１ ６ お よ び 表 １ ７ で 各 々 示 さ れ て い る 。 適 切 な 酵 母 ベ ク タ ー 配 列 を 、 Ｅ Ｐ － Ａ － ２ ８ ６ ４
２ ４ で 一 般 的 に 開 示 さ れ 、 Sleep,D.et al.(1991)Bio/Technology 9,183-187で 記 載 さ れ た
「 崩 壊 」 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ に よ り 得 た 。 Ｎ ｏ ｔ Ｉ  Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ）

４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 発 現 カ セ ッ ト を ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ４ ９ か ら 単 離 し 、 精 製 し 、 仔 ウ シ 腸 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ で 処 理 さ れ た Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ へ 連 結 さ せ て 、 ２ 種 の プ ラ ス ミ ド を 作
製 し た ； 第 一 の ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ５ ２ は Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 同 じ 発 現 方 向 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト を 含 有
し 、 第 二 の ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ５ ３ は Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 反 対 の 方 向 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 し て い
た 。
【 ０ ２ １ ８ 】

　 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 を Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２ で 記 載 さ れ て い る よ う な
発 酵 培 養 で 発 現 さ せ た 。 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２ で 記 載 さ れ て い る よ う な 標 準 Ｈ Ａ 精 製 Ｓ Ｐ
－ Ｆ Ｆ （ Pharmacia） 条 件 を 用 い て 発 酵 培 養 上 澄 か ら Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 タ ン パ ク
質 を 精 製 し た が 、 但 し 追 加 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ が 溶 離 用 緩 衝 液 に 必 要 と さ れ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】

　 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ３ ８ ５ ７ 、 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ３ ３ ８ ３ ３ お よ び Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ４ ６ ８ ７ で 開 示 さ れ
た 酵 母 株 を 、 Sleep,D.et al.(2001)Yeast 18,403-421で 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ロ イ シ ン
原 栄 養 体 性 に 形 質 転 換 さ せ た 。 形 質 転 換 株 を 緩 衝 化 最 少 培 地 （ Ｂ Ｍ Ｍ 、 Kerry-Williams,S
.M.et al.(1998)Yeast 14,161-169で 記 載 ） 上 に 点 在 さ せ 、 更 な る 分 析 用 に 十 分 増 殖 す る
ま で ３ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

　 Ｈ Ｎ Ｅ の Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ お よ び Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 阻 害 に 関 す る 平 衡 阻 害 定 数 （ Ｋ ｉ ）
を 、 可 逆 的 複 合 体 （ １ ： １ 化 学 量 論 ） の 形 成 に よ る 強 結 合 阻 害 モ デ ル に 従 い 調 べ た 。 ｈ Ｎ
Ｅ の 阻 害 は ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ ， ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び ０ ． １ ％  T
riton Ｘ － １ ０ ０ 中 ３ ０ ℃ で 調 べ た 。 す べ て の 反 応 （ 全 容 量 ＝ ２ ０ ０ μ Ｌ ） を マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト （ Coster #3789） で 行 っ た 。 ｈ Ｎ Ｅ を 様 々 な 濃 度 の 添 加 イ ン ヒ ビ タ ー と 共
に ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 残 留 酵 素 活 性 を 基 質 加 水 分 解 の 相 対 速 度 か ら 調 べ た 。 加
水 分 解 反 応 は 基 質 と し て Ｎ － メ ト キ シ ス ク シ ニ ル － Ａ ｌ ａ － Ａ ｌ ａ － Ｐ ｒ ｏ － Ｖ ａ ｌ － ７
－ ア ミ ノ メ チ ル ク マ リ ン の 添 加 に よ り 開 始 さ せ た 。 こ の 基 質 の 酵 素 開 裂 が メ チ ル ク マ リ ン
部 分 を 放 出 さ せ 、 同 時 に サ ン プ ル 蛍 光 を 増 加 さ せ る 。 基 質 加 水 分 解 の 速 度 を ３ ６ ０ ｎ ｍ の
励 起 お よ び ４ ６ ０ ｎ ｍ の 放 射 で モ ニ タ ー し た 。 残 留 活 性 率  vs.イ ン ヒ ビ タ ー 濃 度 の プ ロ ッ
ト を 非 直 線 回 帰 分 析 に よ り 式 １ へ あ て は め 、 平 衡 解 離 定 数 を 求 め た 。
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例 ９ ： 　 Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築

例 １ ０ ： 　 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め の 発 酵

例 １ １ ： 　 酵 母 形 質 転 換 お よ び 培 養 条 件

例 １ ２ ： 　 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ サ ン プ ル の Ｋ ｉ 測 定



【 数 １ 】
　
　
　
　
　
こ こ で ：
％ Ａ ＝ 活 性 率
Ｉ ＝ Ｄ Ｘ － ８ ９ ０
Ｅ ＝ Ｈ Ｎ Ｅ 濃 度
Ｋ ｉ ＝ 平 衡 阻 害 定 数
【 ０ ２ ２ １ 】
　 自 然 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ の Ｋ ｉ を 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 同 時 に 測 定 し た 。 ヒ ト 好 中 球 エ ラ ス
タ ー ゼ （ Ｈ Ｎ Ｅ ） に 対 す る Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ お よ び Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 体 の Ｋ ｉ は 互 い
に 類 似 し て い た （ 図 １ ） 。 類 似 し た 結 果 が 、 シ ェ ー ク フ ラ ス コ 酵 母 培 養 物 ま た は 発 酵 槽 か
ら の 上 澄 中 に お け る Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 体 で み ら れ た 。 両 上 澄 と も Aventisか ら Dya
xへ 供 給 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 Ｈ Ｓ Ａ へ の 融 合 が Ｈ Ｎ Ｅ の イ ン ヒ ビ タ ー と し て Ｄ Ｘ － ８ ９
０ の 効 力 に 影 響 を 与 え な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】

　 Ｄ Ｘ － ８ ８ は 、 Ｋ ｉ ～ ４ ０ ｐ Ｍ で ヒ ト 血 漿 カ リ ク レ イ ン を 阻 害 す る ヒ ト Ｌ Ａ Ｃ Ｉ の 第 一
ク ニ ッ ツ ド メ イ ン か ら 誘 導 さ れ る ク ニ ッ ツ ド メ イ ン で あ る 。 Ｄ Ｘ － ８ ８ の 血 清 半 減 期 は １
時 間 以 下 で あ る 。 Ｄ Ｘ － ８ ８ は 遺 伝 性 血 管 性 浮 腫 （ Ｈ Ａ Ｅ ） の 治 療 に つ い て ク リ ニ ッ ク で
現 在 試 験 さ れ て い る 。 初 期 デ ー タ は 、 Ｄ Ｘ － ８ ８ が 安 全 で 有 効 な こ と を 示 し て い る 。 Ｈ Ａ
Ｅ は 、 発 作 が 時 々 起 き て 、 長 期 作 用 型 が あ れ ば 反 応 性 治 療 の 代 わ り に 予 防 処 置 を 施 せ る よ
う な 症 状 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 Ｄ Ｘ － ８ ８ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 入 手 可 能 で あ り 、 Ｈ Ａ の Ｎ 末 端 へ の 融 合 用 に 用 意 し た 。 Ｎ 末
端 Ｄ Ｘ － ８ ８ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン で 適 合 す る よ う な Ｄ Ｘ － ８ ８ コ ー ド 領 域 、
ア ル ブ ミ ン コ ー ド 領 域 ま た は リ ー ダ ー 配 列 間 の 架 橋 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ５ ′ ま
た は ３ ′ 末 端 で 用 意 し た （ 表 １ ８ ） 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ３ Ｘ を Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 完 全 に 切 断 し 、 ６ ． ２ １ ｋ
ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 し 、 次 い で ０ ． ２ ｋ ｂ 　 Ｂ ｇ ｌ
II／ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 　 Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ８ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 連 結 し て 、 ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ６ ６ － ８ ８ を 作 製
し た 。 Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ８ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 融 合 体 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ミ ノ 酸
配 列 は 表 １ ９ お よ び 表 ２ ０ で 各 々 示 さ れ て い る 。 適 切 な 酵 母 ベ ク タ ー 配 列 を 、 Ｅ Ｐ － Ａ －
２ ８ ６ ４ ２ ４ で 一 般 的 に 開 示 さ れ 、 Sleep,D.et al.(1991)Bio/Technology 9,183-187で 記
載 さ れ た 「 崩 壊 」 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ に よ り 得 た 。 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 　 Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ８ － （
Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ｒ Ｈ Ａ 発 現 カ セ ッ ト を ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ６ ６ － ８ ８ か ら 単 離 し 、 精 製 し 、 仔 ウ
シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 さ れ た Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ へ 連 結 さ せ て 、 ２ 種 の プ ラ ス
ミ ド を 作 製 し た ； 第 一 の ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ７ ９ － ８ ８ は Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 同 じ 発 現 方 向 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現
カ セ ッ ト を 含 有 し 、 第 二 の ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ８ ０ － ８ ８ は Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 反 対 の 方 向 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現
カ セ ッ ト を 含 有 し て い た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】

　 例 ５ の よ う に 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ５ Ｘ を Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 部 分 的 に 切 断 し 、 次 い で
Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 完 全 に 切 断 し た 。 望 ま し い ６ ． ５ ５ ｋ ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 ０ ． ２ ｋ ｂ
 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ III Ｃ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ８  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 表 ２ １ ） と 連 結 し て 、 ｐ Ｄ Ｂ ２
６ ４ ８ － ８ ８ を 作 製 し た 。 Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ８ 融 合 体 の Ｄ
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例 １ ４ ： 　 Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ８ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築



Ｎ Ａ お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 表 ２ ２ お よ び 表 ２ ３ で 各 々 示 さ れ て い る 。 適 切 な 酵 母 ベ ク タ ー
配 列 を 、 Ｅ Ｐ － Ａ － ２ ８ ６ ４ ２ ４ で 一 般 的 に 開 示 さ れ 、 Sleep,D.et al.(1991)Bio/Techno
logy 9,183-187で 記 載 さ れ た 「 崩 壊 」 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ に よ り 得 た 。 Ｎ ｏ ｔ Ｉ  Ｃ
末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ８ 発 現 カ セ ッ ト を ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ４ ８ － ８ ８ か
ら 単 離 し 、 精 製 し 、 仔 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 さ れ た Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ｐ Ｓ Ａ Ｃ ３ ５ へ 連
結 さ せ て 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ と 同 じ 発 現 方 向 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る ｐ Ｄ Ｂ ２ ６ ５ １ －
８ ８ を 作 製 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】

　 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 を Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２ で 記 載 さ れ て い る よ う な
発 酵 培 養 で 発 現 さ せ た 。 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ４ ７ ７ ２ で 記 載 さ れ て い る よ う な 標 準 Ｈ Ａ 精 製 Ｓ Ｐ
－ Ｆ Ｆ （ Pharmacia） 条 件 を 用 い て 発 酵 培 養 上 澄 か ら Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 タ ン パ ク
質 を 精 製 し た が 、 但 し 追 加 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ が 溶 離 用 緩 衝 液 に 必 要 と さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 約 １ ０ ｍ ｇ の ｒ Ｈ Ａ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 体 を Ｓ Ｅ Ｃ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り ダ イ ア フ ィ ル ト レ
ー シ ョ ン 保 持 物 質 か ら 精 製 し 、 Ｓ Ｃ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お よ び Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 に よ り 特 徴 付 け
た と こ ろ 、 約 ９ ２ ％ モ ノ マ ー 形 で あ っ た 。 こ の 物 質 を 次 の １ ２ ５ Ｉ 放 射 線 標 識 お よ び イ ン
ビ ボ 血 漿 ク リ ア ラ ン ス 研 究 に 用 い た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 マ ウ ス を 用 い る 研 究 用 に 、 動 物 を 尾 静 脈 で 注 射 し 、 動 物 ４ 匹 を 注 射 か ら 約 ０ 、 ７ 、 １ ５
、 ３ ０ お よ び ９ ０ 分 、 ４ ｈ 、 ８ ｈ 、 １ ６ ｈ 、 ２ ４ ｈ 後 に 、 そ の お そ ら く 短 い 半 減 期 の た め
に 自 然 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ に つ い て ４ 以 内 の 時 点 で 犠 牲 に し て 調 べ た 。 注 射 の 時 間 お よ び サ ン プ
リ ン グ の 時 間 を 記 録 し た 。 犠 牲 時 、 ～ ０ ． ５ ｍ ｌ の サ ン プ ル を 抗 凝 固 液 （ ０ ． ０ ２ ｍ ｌ 　
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 中 へ 集 め た 。 細 胞 を 回 転 沈 降 さ せ 、 血 漿 か ら 分 離 さ せ た 。 血 漿 を ２ つ に 分 け 、
１ つ は 凍 結 し 、 他 は 即 時 分 析 用 に ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。 分 析 に は 全 サ ン プ ル の ガ ン マ 計 数 を 含
め た 。 加 え て 、 各 時 点 、 即 ち １ ２ ５ Ｉ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ に つ い て は ０ お よ び ３ ０ 分 間 目 に 、
１ ２ ５ Ｉ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 体 に つ い て は ０ 、 ３ ０ 分 間 目 お よ び ２ ４ 時 間 目 に 、
２ つ の 血 漿 サ ン プ ル （ Ｎ ＝ ２ ） で 分 析 を 行 っ た 。 イ ン ラ イ ン 放 射 線 検 出 器 装 備 の Ｓ Ｅ Ｃ －
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ  Superose-１ ２ カ ラ ム を 用 い て 、 血 漿 フ ラ ク シ ョ ン を 分 析 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 結 果 は 、 Ｈ Ｓ Ａ へ Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ を 融 合 さ せ る と 、 ～ ５ × ま で そ の β （ 消 失 ） 半 減 期 を 劇
的 に 改 善 す る こ と を 示 し て い る （ 図 ２ ） 。 加 え て 、 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 体 は マ ウ ス
血 漿 中 で Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ よ り も 安 定 で あ る ら し い （ 図 ３ お よ び ４ ） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

　 タ ン パ ク 質 を ヨ ウ 素 化 し 、 ウ サ ギ で 循 環 か ら の 放 射 線 標 識 の ク リ ア ラ ン ス を 測 定 す る こ
と に よ り 、 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ お よ び Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ の 薬 物 動 態 を 調 べ た 。 ヨ ー ド ゲ ン 法
を 用 い て 、 ２ 種 の Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 調 製 物 を ヨ ウ 素 － １ ２ ５ で ヨ ウ 素 化 し た 。 放 射 線 標 識 後 、
２ 種 の 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 調 製 物 を サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ Ｅ Ｃ ） に よ り 未
結 合 標 識 か ら 精 製 し た 。 最 大 放 射 能 を 有 す る Ｓ Ｅ Ｃ カ ラ ム か ら の フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し
た 。 精 製 さ れ た 放 射 線 標 識 調 製 物 は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 比 活 性 に つ い て 、 お よ
び イ ン ラ イ ン 放 射 線 検 出 器 装 備 の Superose-１ ２ カ ラ ム を 用 い て Ｓ Ｅ Ｃ に よ り 純 度 に つ い
て 特 徴 付 け た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 New Zealand Whiteウ サ ギ （ 約 ２ ． ５ ｋ ｇ ） を ク リ ア ラ ン ス 測 定 に 用 い 、 各 々 １ 匹 の 動
物 を ２ 種 の 標 識 タ ン パ ク 質 調 製 物 に 用 い た 。 放 射 線 標 識 調 製 物 を 耳 静 脈 か ら 動 物 に 注 射 し
た 。 初 め の 時 点 は 約 ０ 、 ７ 、 １ ５ 、 ３ ０ お よ び ９ ０ 分 間 目 に 、 後 の 時 点 で は ４ 、 ８ 、 １ ６
、 ２ ４ 、 ４ ８ 、 ７ ２ 、 ９ ６ 、 １ ４ ４ 、 １ ６ ８ お よ び １ ９ ２ 時 間 目 に 、 各 時 点 で 動 物 １ 匹 に
つ き １ つ の 血 液 サ ン プ ル を 集 め た 。 サ ン プ ル （ 約 ０ ． ５ ｍ ｌ ） を 抗 凝 固 液 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 管
に 集 め た 。 細 胞 を 遠 心 に よ り 血 漿 ／ 血 清 フ ラ ク シ ョ ン か ら 分 離 さ せ た 。 血 漿 フ ラ ク シ ョ ン
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例 １ ５ ： 　 マ ウ ス で の 薬 物 動 態 研 究

例 １ ６ ： 　 ウ サ ギ で の 薬 物 動 態 研 究



を ２ つ に 分 け た 。 １ つ の 血 漿 分 を － ７ ０ ℃ で 貯 蔵 し 、 他 は 即 時 分 析 用 に ４ ℃ で 保 っ た 。 サ
ン プ ル 分 析 に は 、 ク リ ア ラ ン ス 速 度 測 定 用 に 放 射 線 計 数 、 お よ び イ ン ビ ボ 安 定 性 用 に Ｓ Ｅ
Ｃ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 め た 。 ウ サ ギ ク リ ア ラ ン ス 研 究 の 結 果 は 図 ５ お よ び ６ と 表 ２ ４
で ま と め ら れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 Ｈ Ｓ Ａ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 未 修 飾 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ の 場 合 と 比 較 し て 、 イ ン
ビ ボ 循 環 性 で 実 質 的 改 善 を 示 す 。 血 漿 ク リ ア ラ ン ス 速 度 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 場 合 に 大 き く
減 少 し 、 １ 日 後 に お け る 放 射 線 標 識 の 相 対 的 循 環 レ ベ ル は 未 修 飾 タ ン パ ク 質 の 場 合 よ り も
Ｈ Ｓ Ａ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 体 で １ ０ ０ 倍 高 い （ 図 ５ ） 。 デ ー タ へ の 単 純 二 指 数 あ て は め で
は 、 ク リ ア ラ ン ス 曲 線 の α お よ び β 双 方 の 部 分 で 大 き な 増 加 を 示 す （ 表 ２ ４ ） 。 特 に 、 Ｔ

１ ／ ２ β の 値 は 、 未 修 飾 タ ン パ ク 質 の 約 １ ６ ５ 分 間 （ ２ ． ７ ５ 時 間 ） か ら 、 Ｈ Ｓ Ａ － Ｄ Ｘ
－ ８ ９ ０ 融 合 体 の 約 ３ ５ ０ ０ 分 間 （ ～ ６ ０ 時 間 、 ～ ２ ． ５ 日 ） へ と 、 ２ ０ 倍 以 上 増 加 し て
い る 。 加 え て 、 曲 線 の 遅 い ク リ ア ラ ン ス 部 分 に 関 与 す る 全 物 質 の フ ラ ク シ ョ ン は 、 未 修 飾
Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ と 比 較 し て 、 融 合 タ ン パ ク 質 で ほ ぼ ２ 倍 で あ る （ 表 ２ ４ ） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 最 後 に 、 イ ン ビ ボ 安 定 性 は 、 未 修 飾 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ と 比 較 し て 、 融 合 タ ン パ ク 質 で 改 善 さ
れ て い る よ う で あ る （ 図 ６ ） 。 １ ２ ５ Ｉ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ で 注 射 さ れ た ウ サ ギ か ら の 血 漿 の
Ｓ Ｅ Ｃ 分 析 （ 図 ６ 、 パ ー ト Ａ ） で は 、 高 分 子 量 血 漿 成 分 （ 早 期 溶 出 ピ ー ク ） と の 標 識 の 比
較 的 早 い 結 合 を 示 し て い る 。 更 に 、 高 分 子 量 物 質 と 結 合 す る 全 残 留 循 環 標 識 の 相 対 的 割 合
は 、 注 射 後 の 時 間 が 経 過 す る に つ れ て 増 加 す る （ ３ ０ 分 間  vs.４ 時 間 の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル
） 。 逆 に 、 １ ２ ５ Ｉ － Ｈ Ｓ Ａ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ で 注 射 さ れ た ウ サ ギ か ら の 血 漿 サ ン プ ル の Ｓ
Ｅ Ｃ 分 析 （ 図 ６ 、 パ ー ト Ｂ ） で は 、 ほ ぼ す べ て の 循 環 標 識 が 注 射 液 で み ら れ る Ｈ Ｓ Ａ － Ｄ
Ｘ － ８ ９ ０ ピ ー ク と 結 合 し 、 標 識 が 少 な く と も ７ ２ 時 間 に わ た り こ の ピ ー ク と 安 定 的 に 結
合 し た ま ま で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

　 ベ ク タ ー ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ １ は 、 ｒ Ｈ Ａ 遺 伝 子 の ５ ′ 末 端 近 く に Ｂ ｇ ｌ II／ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ
カ セ ッ ト 、 お よ び ３ ′ 末 端 近 く に Ｂ ｓ ｐ Ｅ Ｉ ／ Ｋ ｐ ｎ Ｉ カ セ ッ ト が 存 在 し た 、 ｐ Ｄ Ｂ ２ ５
７ ５ Ｘ の 修 飾 体 で あ る 。 こ の 遺 伝 子 を 含 む Ｎ ｏ ｔ Ｉ カ セ ッ ト が 表 ２ ５ で 示 さ れ て お り 、 そ
こ で は Ｄ Ｎ Ａ 、 コ ー ド さ れ た Ａ Ａ 配 列 お よ び 有 用 な 制 限 部 位 を 示 し て い る 。 表 ２ ５ の 各 ラ
イ ン で 、 記 号 の 後 は す べ て 注 釈 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 番 号 が 付 さ れ 、 デ ザ イ ン の 理 解 に 役
立 て る た め に 間 隔 が 設 け ら れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】

　 表 １ ２ で 示 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 切 断 さ れ た ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ
１ へ 導 入 し て 、 新 た な ベ ク タ ー ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ２ を 作 製 す る 。 ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ２ の Ｎ
ｏ ｔ Ｉ カ セ ッ ト の Ｄ Ｎ Ａ 、 コ ー ド さ れ た Ａ Ａ 配 列 お よ び 有 用 な 制 限 部 位 が 表 ２ ６ で 示 さ れ
て い る 。
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例 １ ７ ： 　 二 重 融 合 Ｈ Ｓ Ａ を 作 製 す る た め の ベ ク タ ー

例 １ ８ ： 　 Ｄ Ｘ ８ ９ ０ の 第 一 部 分 を ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ １ へ 付 加 す る



【 ０ ２ ３ ７ 】

　 表 ２ ７ で 示 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｂ ｓ ｐ Ｅ Ｉ お よ び Ｋ ｐ ｎ Ｉ で 切 断 さ れ た ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ
２ へ 導 入 し て 、 新 た な ベ ク タ ー ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ３ を 作 製 す る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ は 表 １ ２ の Ｄ
Ｎ Ａ と 同 様 の Ａ Ａ 配 列 を コ ー ド し て い る が 、 ２ つ の Ｄ Ｘ ８ ９ ０ コ ー ド 領 域 間 で 組 換 え の 可
能 性 を 減 ら す た め に 多 く の コ ド ン が 変 更 さ れ て い た 。 こ の 構 築 物 の Ｄ Ｎ Ａ 、 コ ー ド さ れ た
Ａ Ａ 配 列 お よ び 有 用 な 制 限 部 位 が 表 ２ ８ で 示 さ れ て い る 。 コ ー ド さ れ た Ａ Ａ 配 列 は 表 ２ ９
で 示 さ れ て い る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 本 発 明 の 他 の 構 築 物 と 同 様 に 発 現 さ れ る 。 表 １ ０ ３ の
タ ン パ ク 質 「 Ｄ ｘ ８ ９ ０ － Ｈ Ａ － Ｄ ｘ ８ ９ ０ 」 は Ｄ Ｘ ８ ９ ０ の Ｈ Ｎ Ｅ 中 和 活 性 の ～ １ ６ ％
で あ る が 、 か な り 長 い 半 減 期 を 有 し て い る 。 そ の た め 、 Ｈ Ｎ Ｅ の 阻 害 に 関 す る 曲 線 下 面 積
は 、 裸 の Ｄ Ｘ ８ ９ ０ よ り も か な り 高 い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】

　 表 ３ ０ で 示 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 切 断 さ れ た ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ７ ３ Ｘ
へ 導 入 し て 、 ｐ Ｄ Ｘ １ ０ ０ ０ を 作 製 す る 。 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の Ａ Ａ 配 列 が 表 ３ １ で
示 さ れ て い る 。 こ の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 本 発 明 の 他 の Ｈ Ａ 融 合 体 の 場 合 と 本 質 的 に 同 様
で あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】

　 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築 と 同 様 に 、 表 １ ８ の Ｄ
Ｎ Ａ を Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 切 断 さ れ た ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ １ へ 導 入 し て 、 新 た な ベ
ク タ ー ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ８ ８ ａ を 作 製 す る 。 表 ３ ２ で 示 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を Ｅ ｓ ｐ Ｅ Ｉ ／ Ｋ ｐ
ｎ Ｉ 断 片 と し て ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ８ ８ ａ へ 導 入 し て 、 Ｄ Ｘ － ８ ８ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の ２
部 分 を 含 有 し た ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ８ ８ ｂ を 作 製 す る 。 表 ３ ２ の Ｄ Ｎ Ａ は 表 １ ８ の Ｄ Ｎ Ａ と
は 実 質 的 に 異 な り 、 組 換 え は 起 こ り そ う も な い 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

　 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う な Ｎ 末 端 融 合 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ４ ０ は 、 Ｃ 末 端 で 唯
一 の Ｂ ｓ ｕ ３ ６ Ｉ を 導 入 す る よ う に 修 飾 し う る ； 新 た な プ ラ ス ミ ド を ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ １ Ｘ と
名 づ け た 。 ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ １ Ｘ か ら の Ｎ ｏ ｔ Ｉ 発 現 カ セ ッ ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 次 の 通 り で あ る
：
ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ４ ０ ＋ Ｂ ｓ ｕ ３ ６ Ｉ
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例 １ ９ ： 　 Ｄ Ｘ ８ ９ ０ の 第 二 部 分 を ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ２ へ 付 加 す る

例 ２ ０ ： 　 Ｄ Ｘ １ ０ ０ ０ ::（ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ::Ｈ Ｓ Ａ

例 ２ １ ： 　 Ｄ Ｘ － ８ ８ ::（ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ::Ｈ Ｓ Ａ ::（ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ::Ｄ Ｘ － ８ ８

例 ２ ２ ： 　 マ ル チ ア ル ブ ミ ン 融 合



【 化 ７ 】
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【 ０ ２ ４ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｎ 末 端 ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 発 現 す る た め に Ｂ ｇ ｌ IIお よ
び Ａ ｇ ｅ Ｉ 部 位 間 で 、 ま た は Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 発 現 す る た め に Ｂ ｓ ｕ ３ ６ Ｉ お よ
び Ｈ ｉ ｎ ｄ III部 位 間 で （ 唯 一 で は な い た め 、 部 分 的 Ｈ ｉ ｎ ｄ III切 断 を 要 す る ） 、 ま た は
両 Ｎ お よ び Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 作 製 す る た め に 両 対 の 部 位 間 で 挿 入 し う る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー も 必 要 に 応 じ て 組 み 込 め る 。 修 飾 ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ４ ０ か ら の Ｎ ｏ ｔ
Ｉ 発 現 カ セ ッ ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 次 の 通 り に 予 想 さ れ る ：
ｐ Ｄ Ｂ ２ ５ ４ ０ ＋ ２ × Ｇ Ｓ リ ン カ ー
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【 化 ８ 】
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【 ０ ２ ４ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｎ 末 端 ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 発 現 す る た め に Ｂ ｇ ｌ IIお よ
び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 間 で 、 ま た は Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 発 現 す る た め に 唯 一 の Ｅ ｓ ｐ Ｅ
Ｉ お よ び Ｋ ｐ ｎ Ｉ 部 位 間 で 、 ま た は 両 Ｎ お よ び Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン 融 合 体 を 作 製 す る た め に
両 対 の 部 位 間 で 挿 入 し う る 。 こ れ は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う な Ｂ ｇ ｌ II－ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ
　 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
用 い る こ と で 、 最 も 簡 単 に 例 示 さ れ る 。 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 適 切 な 部 位 へ 連 結 さ せ る こ と
に よ り 、 下 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ｒ Ｈ Ａ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ
－ Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 体 が 構 築 さ れ る 。

10

20

(55) JP 2005-538932 A 2005.12.22



【 化 ９ 】
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【 ０ ２ ４ ４ 】
　 こ の Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ｒ Ｈ Ａ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合
体 の 一 次 翻 訳 産 物 は 次 の 通 り で あ る 。
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【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 初 め の ２ ４ ア ミ ノ 酸 は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う に 、 融 合 リ ー ダ ー 配 列 を 構 成 し て い
る が 、 分 泌 さ れ る 産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 次 の 通 り で あ る 。
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ６ 】

　 表 ３ ３ は 、 （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ を 含 む リ ン カ ー で Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ を Ｈ Ｓ Ａ へ 連 結 さ せ た 融 合
体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し て い る 。 所 定 の 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築 は 簡 単 で あ り 、 こ
こ で 記 載 さ れ た 方 法 お よ び ベ ク タ ー を 用 い る 。 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ は Ｈ Ｎ Ｅ の 強 力 な イ ン ヒ ビ タ
ー で あ り 、 Ｈ Ｓ Ａ へ の 融 合 で 血 清 滞 留 時 間 の 長 い 分 子 を 生 じ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
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例 ２ ３ ： 　 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列

表 ：
表 １ ： GenBankエ ン ト リ ー Ａ Ａ Ｎ １ ７ ８ ２ ５ か ら の 成 熟 Ｈ Ｓ Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列



【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 配 列 番 号 １ ８ ）
【 ０ ２ ４ ８ 】

【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ９ 】

【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ０ 】

【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ １ 】
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表 ２ ： Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ お よ び Ｄ Ｘ － ８ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列

表 ５ ： Ｎ 末 端 Ｂ ｇ ｌ II－ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 　 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列

表 ６ ： Ｃ 末 端 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列

表 ７ ： Ｎ 末 端 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 融 合 体 コ ー ド 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列



【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ２ 】
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表 ８ ： Ｎ 末 端 Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配
列



【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ３ 】
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表 ９ ： Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 融 合 体 コ ー ド 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列



【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ４ 】
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表 １ ０ ： Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｐ Ｉ － １ ４ 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸
配 列



【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ５ 】

【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ６ 】

【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ７ 】

【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ８ 】
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表 １ １ ： Ｃ 末 端 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列

表 １ ２ ： Ｎ 末 端 Ｂ ｇ ｌ II－ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 　 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列

表 １ ３ ： Ｃ 末 端 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列

表 １ ４ ： Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 融 合 体 コ ー ド 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ



【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ２ ５ ９ 】
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配 列

表 １ ５ ： Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸
配 列



【 化 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ０ 】

【 化 ２ ５ 】
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表 １ ６ ： Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 体 コ ー ド 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ
配 列



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ １ 】

【 化 ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ２ 】
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表 １ ７ ： Ｃ 末 端 ア ル ブ ミ ン － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸
配 列



【 化 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ３ 】
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表 １ ８ ： Ｎ 末 端 Ｂ ｇ ｌ II－ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 　 Ｄ Ｘ － ８ ８ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列

表 １ ９ ： Ｎ 末 端 Ｄ Ｘ － ８ ８ － （ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ － ア ル ブ ミ ン 融 合 体 コ ー ド 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列



【 化 ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ４ 】

10

20

30

40

50

(68) JP 2005-538932 A 2005.12.22

表 ２ ０ ： Ｄ Ｘ － ８ ８ ::Ｈ Ｓ Ａ の Ａ Ａ 配 列



【 化 ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ５ 】

【 化 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ６ 】
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表 ２ １ ： Ｃ 末 端 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 Ｄ Ｘ － ８ ８ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列

表 ２ ２ ： Ｈ Ｓ Ａ ::（ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ::Ｄ Ｘ － ８ ８



【 化 ３ １ 】
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【 ０ ２ ６ ７ 】
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表 ２ ３ ： 表 ２ ２ で コ ー ド さ れ た 成 熟 タ ン パ ク 質 の Ａ Ａ 配 列



【 化 ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ２ ６ ８ 】
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表 ２ ５ ： ２ × Ｇ Ｓ リ ン カ ー 付 加 ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ １ の Ｎ ｏ ｔ Ｉ カ セ ッ ト



【 化 ３ ３ 】
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（ SEQ ID NO.:　 　 ）
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【 ０ ２ ６ ９ 】

【 化 ３ ４ 】
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表 ２ ６ ： 第 二 Ｄ Ｘ ８ ９ ０ の 用 意 が で き た Ｄ Ｘ ８ ９ ０ （ Ｎ 末 端 ） お よ び Ｃ 末 端 リ ン カ ー 付 加
ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ２ の Ｎ ｏ ｔ Ｉ カ セ ッ ト
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【 ０ ２ ７ ０ 】

【 化 ３ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ １ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は SEQ ID NO: 　 を 有 し て い る 。
　 Ａ Ａ 配 列 は SEQ ID NO: 　 を 有 し て い る 。
　 １ ～ ３ 回 切 断 さ れ た 酵 素
　 ＄ ＝ Ｄ Ａ Ｍ 部 位 、 ＊ ＝ Ｄ Ｃ Ｍ 部 位 、 ＆ ＝ 双 方
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表 ２ ７ ： Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ の ２ 回 目 の コ ー ド 向 け に Ｂ ｓ ｐ Ｅ Ｉ ／ Ｋ ｐ ｎ Ｉ 部 位 で 挿 入 さ れ る Ｄ
Ｎ Ａ

表 ２ ８ ： ２ × Ｄ Ｘ ８ ９ ０ 付 加 ｐ Ｄ Ｂ ２ ３ ０ ０ Ｘ ３ の Ｎ ｏ ｔ Ｉ カ セ ッ ト



【 化 ３ ６ 】
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表 ２ ９ ： Ｄ Ｘ ８ ９ ０ ::（ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ::Ｈ Ａ ::（ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ::Ｄ Ｘ ８ ９ ０ の Ａ Ａ 配
列



【 化 ３ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ３ 】

【 化 ３ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ４ 】

10

20

30

(88) JP 2005-538932 A 2005.12.22

表 ３ ０ ： Ｎ 末 端 Ｂ ｇ ｌ II－ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ  Ｄ Ｘ － １ ０ ０ ０  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列

表 ３ １ ： Ｄ Ｘ １ ０ ０ ０ ::（ Ｇ Ｇ Ｓ ） ４ Ｇ Ｇ ::Ｈ Ａ の Ａ Ａ 配 列



【 化 ３ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ５ 】

【 化 ４ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ６ 】
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表 ３ ２ ： ２ 回 目 の コ ー ド － Ｎ 末 端 Ｂ ｓ ｐ Ｅ Ｉ － Ｋ ｐ ｎ Ｉ  Ｄ Ｘ － ８ ８  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配
列

表 ３ ３ ： Ｄ Ｐ Ｉ １ ４ ::Ｈ Ｓ Ａ の Ａ Ａ 配 列



【 化 ４ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ７ 】
【 図 １ 】 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ お よ び Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 体 の Ｋ ｉ 測 定 。
【 図 ２ 】 １ ２ ５ Ｉ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ （ 左 ） お よ び １ ２ ５ Ｉ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ － Ｈ Ｓ Ａ 融 合 体 の
血 漿 ク リ ア ラ ン ス 曲 線 。
【 図 ３ 】 Ｓ Ｅ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ Superose-12） に よ る 正 常 マ ウ ス 血 漿 中 の １ ２ ５ Ｉ － Ｄ Ｘ ８ ９
０ 。
【 図 ４ 】 正 常 マ ウ ス 血 漿 中 に お け る １ ２ ５ Ｉ － Ｈ Ａ Ｓ － Ｄ Ｘ ８ ９ ０ の Ｓ Ｅ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ Su
perose-12） プ ロ フ ィ ー ル 。
【 図 ５ 】 ウ サ ギ に お け る １ ２ ５ Ｉ 標 識 Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ お よ び Ｈ Ｓ Ａ － Ｄ Ｘ － ８ ９ ０ の 血 漿 ク
リ ア ラ ン ス 。
【 図 ６ 】 ウ サ ギ 血 漿 サ ン プ ル の Ｓ Ｅ Ｃ 分 析 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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