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(57)【要約】
白血球数の低下を特徴とする症状および病気の治療、予
防、および改善のための組成物および方法を開示する。
本明細書に記載の方法および組成物は、ヒト血清アルブ
ミンタンパク質(「HSA」)およびヒト顆粒球コロニー刺
激因子(「G-CSF」)から形成された融合ポリペプチドを
含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　好中球減少症を示しているかまたは好中球減少症を発症する危険性のあるヒト被験者に
、被験者を治療するのに有効な量で組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子
を投与する段階を含む、ヒト被験者における好中球減少症を治療するまたは予防する方法
。
【請求項２】
　白血球減少症を示しているかまたは白血球減少症を発症する危険性のあるヒト被験者に
、被験者を治療するのに有効な量で組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子
を投与する段階を含む、ヒト被験者における白血球減少症を治療するまたは予防する方法
。
【請求項３】
　ヒト被験者が、非脊髄性の悪性腫瘍を患っており、臨床的に有意な発生率の発熱性好中
球減少症を伴う少なくとも一種類の骨髄抑制性抗癌剤が投与されている、請求項1または2
記載の方法。
【請求項４】
　非脊髄性の悪性腫瘍を患っており、臨床的に有意な発生率の発熱性好中球減少症を伴う
少なくとも一種類の骨髄抑制性抗癌剤が投与されているヒト被験者における、発熱性好中
球減少症により顕在化する感染症の発生率を減少させる方法であって、被験者を治療する
のに有効な量で組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子を被験者に投与する
段階を含む、方法。
【請求項５】
　(a)被験者におけるグレード4好中球減少症がなくなる;
　(b)被験者におけるグレード4好中球減少症が減少する;
　(c)被験者において重度の好中球減少症の持続期間が短縮される;
　(d)被験者におけるグレード4好中球減少症の持続期間が5日未満になる;
　(e)被験者におけるグレード3好中球減少症の持続期間がなくなる;
　(f)被験者におけるグレード3好中球減少症の持続期間が短縮される;または
　(g)これらの任意の組み合わせである、
請求項1～4のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の投与が、白血球(WBC)の増加をも
たらす、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　(a)被験者において好中球数が増加する;
　(b)被験者において好中球数の減少が抑制される;
　(c)被験者において最下点の絶対好中球数(ANC)が増加する;
　(d)被験者において回復ANCが増加する;
　(e)被験者においてANC回復までの時間が短縮される;または
　(f)これらの任意の組み合わせである、
請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　被験者に投与される組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の量が、
　(a)約50μg/kgから約450μg/kgまで;
　(b)約50μg/kg;
　(c)約150μg/kg;
　(d)約300μg/kg;
　(e)約450μg/kg;
　(f)約30mgから約60mgまで;
　(g)約30mg;
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　(h)約40mg;
　(i)約50mg;
　(j)約60mg;または
　(k)これらの任意の組み合わせ
からなる群より選択される、請求項1～7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　好中球減少症が、原発性好中球減少症、急性好中球減少症、重度の慢性好中球減少症(S
CN)、重度の先天性好中球減少症(コストマン症候群)、重度の小児遺伝性無顆粒球症、良
性好中球減少症、周期性好中球減少症、慢性特発性好中球減少症、続発性好中球減少症、
好中球減少症関連症候群、および免疫媒介好中球減少症からなる群より選択される、請求
項1～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　好中球減少症が、放射線、アルコール依存症、薬物、アレルギー性疾患、再生不良性貧
血、自己免疫疾患、T-γリンパ増殖性疾患(T-γLPD)、脊髄形成異常、骨髄繊維症、異常
ガンマグロブリン血症、発作性夜間血色素尿症、癌、ビタミンB12欠乏症、葉酸欠乏症、
ウイルス感染症、細菌感染症、脾臓障害、血液透析もしくは移植、白血病、骨髄腫、リン
パ腫、骨髄を浸潤し置換する転移性固形腫瘍、毒素、骨髄機能不全、シュワヒマン-ダイ
アモンド症候群、軟骨毛髪形成不全症、先天性角化異常症、IB型糖原貯蔵障害、任意の原
因の脾腫、骨髄細胞もしくはその前駆体の内在性異常を原因とするかまたはそれらに関連
するものである、請求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子が、
　(a)骨髄抑制性抗癌剤投与の少なくとも12時間後;
　(b)骨髄抑制性抗癌剤投与の少なくとも18時間後;
　(c)骨髄抑制性抗癌剤投与の少なくとも24時間後
からなる群より選択される時期に投与される、請求項3に記載の方法。
【請求項１２】
　骨髄抑制性抗癌薬の前に組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子を投与す
ることがWBCの増加をもたらす、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　化学療法前に組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子を投与することがANC
の上昇をもたらす、請求項11または12のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　非脊髄性の悪性腫瘍が乳癌を含む、請求項3または11～13のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　骨髄抑制性抗癌剤がドキソルビシンおよびドセタキセルを含む、請求項3または11～14
のいずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　ドキソルビシン約50mg/m2およびドセタキセル約75mg/m2が、少なくとも一つの治療サイ
クルの同じ日に静脈点滴により順次投与される、請求項15記載の方法。
【請求項１７】
　ドキソルビシン約60mg/m2およびドセタキセル約75mg/m2が、少なくとも一つの治療サイ
クルの同じ日に静脈点滴により順次投与される、請求項15記載の方法。
【請求項１８】
　ANCおよびWBCが、
　(a)化学療法後10日目;
　(b)化学療法後11日目;
　(c)化学療法後12日目;
　(d)化学療法後13日目;
　(e)化学療法後14日目;または
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　(f)化学療法後15日目
からなる群より選択される時期までに正常に戻る、請求項3または11～17のいずれか一項
記載の方法。
【請求項１９】
　化学療法剤の投与後14日目において、組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激
因子で治療された患者のANCの上昇が、等価量のペグフィルグラスチムで治療された患者
のANCの上昇よりも低い、請求項3または11～18のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
　組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の投与が、リンパ球、単球、好酸
球、好塩基球、またはこれらの任意の組み合わせの増加をもたらす、請求項1～19のいず
れか一項記載の方法。
【請求項２１】
　被験者において、リンパ球数、単球数、好酸球数、好塩基球数、またはこれらの任意の
組み合わせが増加する、請求項1～20のいずれか一項記載の方法。
【請求項２２】
　被験者において、リンパ球数、単球数、好酸球数、または好塩基球数の減少が抑制され
る、請求項1～21のいずれか一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、2009年1月16日に出願された米国特許仮出願第61/145,440号および2009年1月16
日に出願された米国特許仮出願第61/145,436号の恩典を主張する。米国特許仮出願第61/1
45,440号および米国特許仮出願第61/145,436号の内容は、その全体において参照により本
明細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
背景
　白血球減少症は、循環する白血球(WBC)の減少であり、多くの場合、WBC数4000/mL未満
と規定される。白血球減少症に関与する主な細胞は、好中球である。しかしながら、リン
パ球、単球、好酸球、または好塩基球の数の減少も総白血球数の低下に寄与する場合があ
る(メルクマニュアル17版(非特許文献1))。
【０００３】
　好中球減少症は、しばしば細菌感染や真菌感染に対する感受性の増加につながる、血中
好中球数の減少を特徴とする。好中球減少症は、好中球数および相対感染危険度により次
のように分類される。軽度(1000から1500/mL)、中程度(グレード3、500から1000/mL)、ま
たは重度(グレード4、<500/mL)。急性かつ重度の好中球減少症は、患者が急速に死に至る
感染症に罹患しやすくなるので、生命にかかわる疾患である(メルクマニュアル17版(非特
許文献1))。
【０００４】
　好中球減少症は、骨髄中の好中球産生の低下または好中球破壊が加速することにより引
き起こされ得る。急性好中球減少症は、好中球の消費が速く、産生が著しく低下すると数
日にわたって起きる場合がある。慢性好中球減少症は、何か月もの間持続する場合があり
、しばしば脾臓における好中球産生の減少または好中球の捕捉によって引き起こされる。
好中球減少症は、骨髄細胞に対して外因性の因子に副次的に生じるかどうか、あるいは内
因性の欠陥が骨髄性前駆細胞中に存在するかどうかによって分類される場合がある(メル
クマニュアル17版(非特許文献1))。
【０００５】
　好中球減少症およびその感染性合併症は、細胞毒性化学療法ならびに、放射線治療、生
物療法、標的化治療、および骨髄移植などの他の癌治療の最も一般的で重篤な副作用の一
つである。細胞毒性化学療法(成長の速い細胞を破壊することにより作用する)は、好中球
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前駆体の増殖速度が速くかつ血中好中球のターンオーバーが速いので、好中球減少症をも
たらす(メルクマニュアル17版(非特許文献1))。化学療法を受けている患者における好中
球減少症の最も一般的な症状としては、発熱、口腔潰瘍、および耳部感染が挙げられる。
重度の好中球減少症の患者は、しばしば、敗血症、皮膚の蜂巣炎、肝膿瘍、フルンケル症
、肺炎、口内炎、歯肉炎、直腸周囲炎、大腸炎、副鼻腔炎、および中耳炎などの化膿性感
染症を患う。身体がより多くの好中球を産生できるまで、化学療法を遅延させなければな
らない場合があり、そしてより低用量で投与されなければならない場合があり、治療の効
果が低下してしまう。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】メルクマニュアル17版
【発明の概要】
【０００７】
概要
　正常より低い白血球数を特徴とする症状の治療、改善、および予防に有用な方法および
組成物を本明細書に記載する。このような症状としては、白血球減少症および好中球減少
症が挙げられるが、これらに限定されるわけではない。
【０００８】
　第一の態様では、好中球減少症を示しているかまたは好中球減少症を発症する危険性の
あるヒト被験者に、被験者を治療するのに有効な量で組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球
コロニー刺激因子を投与することを含む、ヒト被験者における好中球減少症を治療するま
たは予防する方法が記載される。例示される態様では、ヒト被験者は、非脊髄性の悪性腫
瘍を患っており、臨床的に有意な発生率の発熱性好中球減少症を伴う少なくとも一種類の
骨髄抑制性抗癌剤が投与されていてもよい。
【０００９】
　第二の態様では、白血球減少症を示しているかまたは白血球減少症を発症する危険性の
あるヒト被験者に、被験者を治療するのに有効な量で組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球
コロニー刺激因子を投与することを含む、ヒト被験者における白血球減少症を治療するま
たは予防する方法が記載される。
【００１０】
　第三の態様では、非脊髄性の悪性腫瘍を患っており、臨床的に有意な発生率の発熱性好
中球減少症を伴う少なくとも一種類の骨髄抑制性抗癌剤が投与されているヒト被験者にお
ける、発熱性好中球減少症により顕在化する感染症の発生率を減少させる方法であって、
被験者を治療するのに有効な量で組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子を
被験者に投与することを含む方法が記載される。
【００１１】
　いくつかの方法では、本明細書に記載の化合物は、感染症、例えば、発熱性好中球減少
症により顕在化する感染症の発生率を減少させるために有用である。いくつかの態様では
、組成物および方法は、ヒト血清アルブミンタンパク質(「HSA」)およびヒト顆粒球コロ
ニー刺激因子(「G-CSF」)から形成された融合ポリペプチドを含む。当該融合ポリペプチ
ドは、長さがアミノ酸759個であって、当該融合物のアミノ酸1～585は成熟型HSAからのア
ミノ酸に対応し、当該融合物のアミノ酸586～759は成熟型ヒトG-CSFのアミノ酸に対応す
る。融合タンパク質のアミノ酸配列を図1に示す。Neugranin(商標)(「NEUG」)と命名され
た融合ポリペプチドは、白血球減少症もしくは好中球減少症を発症するまたは発症する危
険性のある患者に投与される。例えば、いくつかの態様では、方法は、被験者を治療する
のに有効な量で組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子を投与することによ
り、ヒト被験者における白血球減少症または好中球減少症を治療することを含む。
【００１２】
　いくつかの態様では、好中球減少症は、原発性好中球減少症、急性好中球減少症、重度
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の慢性好中球減少症(SCN)、重度の先天性好中球減少症(コストマン症候群)、重度の小児
遺伝性無顆粒球症、良性好中球減少症、周期性好中球減少症、慢性特発性好中球減少症、
続発性好中球減少症、好中球減少症関連症候群、または免疫媒介好中球減少症である。
【００１３】
　別の態様では、好中球減少症は、放射線、アルコール依存症、薬物、アレルギー性疾患
、再生不良性貧血、自己免疫疾患、T-γリンパ増殖性疾患(T-γLPD)、脊髄形成異常、骨
髄繊維症、異常ガンマグロブリン血症、発作性夜間血色素尿症、癌、ビタミンB12欠乏症
、葉酸欠乏症、ウイルス感染症、細菌感染症、脾臓障害、血液透析、移植、白血病、骨髄
腫、リンパ腫、骨髄を浸潤し置換する転移性固形腫瘍、毒素、骨髄機能不全、シュワヒマ
ン-ダイアモンド症候群、軟骨毛髪形成不全症、先天性角化異常症、IB型糖原貯蔵障害、
任意の原因の脾腫、および骨髄細胞またはその前駆体の内在性異常を原因とするかそれら
に関連するものである。いくつかの態様では、好中球減少症は、細胞毒性を有する化学療
法を原因とするかまたはそれに関連するものである。
【００１４】
　いくつかの態様では、ヒト被験者は、非脊髄性の悪性腫瘍(例えば乳癌)を患っており、
細胞毒性を有する化学療法を受けている。例えば、いくつかの態様では、患者は、臨床的
に有意な発生率の発熱性好中球減少症を伴う少なくとも一種類の骨髄抑制性抗癌剤が投与
されている。いくつかの態様では、骨髄抑制性抗癌剤は、ドキソルビシンおよびドセタキ
セルである。さらなる態様では、ドキソルビシン約50mg/m2およびドセタキセル約75mg/m2

が、少なくとも一つの治療サイクルの同じ日に静脈点滴により順次投与される。さらに別
の態様では、ドキソルビシン約60mg/m2およびドセタキセル約75mg/m2が、少なくとも一つ
の治療サイクルの同じ日に静脈点滴により順次投与される。
【００１５】
　別の態様では、方法は、ヒト被験者における発熱性好中球減少症により顕在化する感染
症の発生率を減少させることを含む。いくつかの態様では、ヒト被験者は、非脊髄性の悪
性腫瘍を患っており、臨床的に有意な発生率の発熱性好中球減少症を伴う少なくとも一種
類の骨髄抑制性抗癌剤が投与されていてもよい。いくつかの態様では、組換えヒトアルブ
ミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子は、被験者における好中球減少症を治療するのに有効
な量で被験者に投与される。
【００１６】
　いくつかの態様では、好中球減少症の持続期間もしくは重症度が減少するかまたは被験
者の好中球減少症がなくなる。例えば、いくつかの態様では、被験者におけるグレード4
またはグレード3好中球減少症がなくなる。別の態様では、グレード4またはグレード3好
中球減少症の持続期間が短縮する。例えば、いくつかの態様では、被験者におけるグレー
ド4好中球減少症の持続期間が5日未満になり;いくつかの態様では、被験者におけるグレ
ード4好中球減少症の持続期間が、4日未満、3日未満、または2日未満になる。別の態様で
は、被験者におけるグレード3好中球減少症の持続期間がなくなり、かつ/またはヒトアル
ブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子を用いた治療を受けない被験者と比較して被験者に
おけるグレード3好中球減少症の持続期間が短縮する。
【００１７】
　いくつかの態様では、組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の投与は、
被験者において白血球(「WBC」)の増加をもたらすかまたはWBCの喪失を減少させる。例え
ば、いくつかの態様では、被験者において好中球数が増加する;被験者において好中球数
の減少が抑制される、被験者において最下点の絶対好中球数(「ANC」)が増加する、被験
者において回復ANCが増加する、かつ/または被験者においてANC回復までの時間が短縮す
る。
【００１８】
　いくつかの態様では、被験者に投与される組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー
刺激因子の量は約40μg/kgから約500μg/kgであり;別の態様では、被験者に投与される組
換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の量は約50μg/kgから約450μg/kgであ
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る。さらに別の態様では、被験者に投与される組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニ
ー刺激因子の量は、約50μg/kg、約100μg/kg、約150μg/kg、約200μg/kg、または約250
μg/kgである。さらなる態様では、被験者に投与される組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒
球コロニー刺激因子の量は、約300μg/kg、約350μg/kg、または約400μg/kgである。他
の態様では、被験者に投与される組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の
量は、450μg/kgである。また別の態様では、被験者に投与される組換えヒトアルブミン-
ヒト顆粒球コロニー刺激因子の量は、約20から約100mgである。さらなる態様では、被験
者に投与される組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の量は、約30mgから
約60mgである。さらなる態様では、被験者に投与される組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒
球コロニー刺激因子の量は、約30mg、約40mg、約50mg、または約60mgである。
【００１９】
　いくつかの態様では、組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子は、化学療
法(例えば、骨髄抑制性抗癌剤の投与)後に投与される。例えば、いくつかの態様では、組
換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子は、化学療法中に投与されるか、また
は化学療法剤の投与の2時間以内、4時間以内、6時間以内、12時間以内、18時間以内、24
時間以内、もしくは48時間以内に投与される。
【００２０】
　本発明の他の態様では、組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子は、骨髄
抑制性抗癌剤の投与後に投与することができる。例えば、組換えヒトアルブミン-ヒト顆
粒球コロニー刺激因子は、(a)骨髄抑制性抗癌剤投与の少なくとも2時間後;(b)骨髄抑制性
抗癌剤投与の少なくとも4時間後;(c)骨髄抑制性抗癌剤投与の少なくとも6時間後;(d)骨髄
抑制性抗癌剤投与の少なくとも12時間後;(e)骨髄抑制性抗癌剤投与の少なくとも18時間後
;(f)骨髄抑制性抗癌剤投与の少なくとも24時間後;(g)骨髄抑制性抗癌剤投与の少なくとも
48時間後;または(h)骨髄抑制性抗癌剤の投与中もしくは投与と実質的に同時、からなる群
より選択される時期に投与することができる。
【００２１】
　いくつかの態様では、化学療法での治療中またはその後に組換えヒトアルブミン-ヒト
顆粒球コロニー刺激因子を投与することは、WBCの増加をもたらしかつ/またはANCの増大
をもたらす。例えば、いくつかの態様では、ANCおよびWBCは、化学療法後10日目までに正
常に戻る。別の態様では、ANCおよびWBCは、化学療法後11日目までに、化学療法後12日目
までに、化学療法後13日目までに、化学療法後14日目までに、または化学療法後15日目ま
でに正常に戻る。いくつかの態様では、化学療法剤の投与後の14日目に、組換えヒトアル
ブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子で治療された患者のANCの上昇は、等価量のペグフィ
ルグラスチムで治療された患者のANCの上昇よりも低い。
【００２２】
　いくつかの態様では、組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の投与は、
リンパ球、単球、好酸球、または好塩基球の増加をもたらす。例えば、いくつかの態様で
は、被験者において、リンパ球数、単球数、好酸球数、または好塩基球数が増加する。別
の態様では、被験者において、リンパ球数、単球数、好酸球数、または好塩基球数の減少
が抑制される。
【００２３】
　いくつかの態様では、特に好中球減少症の治療または予防の方法に関して、達成される
結果は、(a)被験者におけるグレード4好中球減少症がなくなる;(b)被験者におけるグレー
ド4好中球減少症が減少する;(c)被験者において重度の好中球減少症の持続期間が短縮さ
れる;(d)被験者におけるグレード3好中球減少症の持続期間がなくなる;(e)被験者におけ
るグレード3好中球減少症の持続期間が短縮される;または(f)これらの任意の組み合わせ
、からなる群より選択され得る。
【００２４】
　いくつかの態様では、特に好中球減少症の治療または予防方法に関して、組換えヒトア
ルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の投与は、白血球(WBC)の増加を引き起こす。さら
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に別の態様では、特に好中球減少症の治療または予防の方法に関して、達成される結果は
、(a)被験者において好中球数が増加する;(b)被験者において好中球数の減少が抑制され
る;(c)被験者において最下点の絶対好中球数(ANC)が増加する;(d)被験者において回復ANC
が増加する;(e)被験者においてANC回復までの時間が短縮される;または(f)これらの任意
の組み合わせ、からなる群より選択される。
【００２５】
　いくつかの態様では、被験者に投与される組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー
刺激因子の量は、(a)約50μg/kgから約450μg/kgまで;(b)約50μg/kg;(c)約150μg/kg;(d
)約300μg/kg;(e)約450μg/kg;(f)約30mgから約60mgまで;(g)約30mg;(h)約40mg;(i)約50m
g;(j)約60mg;または(k)これらの任意の組み合わせ、からなる群より選択される。
【００２６】
　いくつかの態様では、治療されるかまたは予防されるべき好中球減少症は、原発性好中
球減少症、急性好中球減少症、重度の慢性好中球減少症(SCN)、重度の先天性好中球減少
症(コストマン症候群)、重度の小児遺伝性無顆粒球症、良性好中球減少症、周期性好中球
減少症、慢性特発性好中球減少症、続発性好中球減少症、好中球減少症関連症候群、およ
び免疫媒介好中球減少症からなる群より選択される。さらに、好中球減少症は、例えば、
放射線、アルコール依存症、薬物、アレルギー性疾患、再生不良性貧血、自己免疫疾患、
T-γリンパ増殖性疾患(T-γLPD)、脊髄形成異常、骨髄繊維症、異常ガンマグロブリン血
症、発作性夜間血色素尿症、癌、ビタミンB12欠乏症、葉酸欠乏症、ウイルス感染症、細
菌感染症、脾臓障害、血液透析もしくは移植、白血病、骨髄腫、リンパ腫、骨髄を浸潤し
置換する転移性固形腫瘍、毒素、骨髄機能不全、シュワヒマン-ダイアモンド症候群、軟
骨毛髪形成不全症、先天性角化異常症、IB型糖原貯蔵障害、任意の原因の脾腫、骨髄細胞
もしくはその前駆体の内在性異常を原因とするかまたはそれらに関連するものであり得る
。
【００２７】
　ヒト被験者が非脊髄性の悪性腫瘍を患う本発明の態様では、非脊髄性の悪性腫瘍は乳癌
を含み得る。
【００２８】
　骨髄抑制性抗癌剤が投与される本発明の態様では、骨髄抑制性抗癌剤は、ドキソルビシ
ンおよびドセタキセルを含み得る。例えば、ドキソルビシン約50mg/m2およびドセタキセ
ル約75mg/m2が、少なくとも一つの治療サイクルの同じ日に静脈点滴により順次投与され
得る。あるいは、ドキソルビシン約60mg/m2およびドセタキセル約75mg/m2が、少なくとも
一つの治療サイクルの同じ日に静脈点滴により順次投与され得る。
【００２９】
　本発明のいくつかの態様では、治療後、ANCおよびWBCは、(a)化学療法後10日目;(b)化
学療法後11日目;(c)化学療法後12日目;(d)化学療法後13日目;(e)化学療法後14日目;また
は(f)化学療法後15日目からなる群より選択される期間までに、正常に戻る。さらに他の
態様では、化学療法剤投与後の14日目において、組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロ
ニー刺激因子で治療された患者のANCの上昇は、等価量のペグフィルグラスチムで治療さ
れた患者のANCの上昇よりも低い。
【００３０】
　本発明のいくつかの態様では、組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子の
投与は、リンパ球、単球、好酸球、好塩基球、またはこれらの任意の組み合わせの増加を
もたらす。別の態様では、被験者において、リンパ球数、単球数、好酸球数、好塩基球数
、またはこれらの任意の組み合わせが増加する。本発明のまたさらなる態様では、被験者
において、リンパ球数、単球数、好酸球数、または好塩基球数の減少が抑制される。
【００３１】
　上の概要および次の図面の簡単な説明および詳細な説明はいずれも例示および説明のた
めのものであり、請求項に記載の本発明をさらに説明することを意図するものである。そ
の他の目的、利点、および新規な特徴は、以下の本発明の詳細な説明から当業者には容易
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に明らかになる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】図1A-図1C:図1Aは、「Neugranin(商標)」(「NEUG」)と呼ばれる組換えヒトアル
ブミン-顆粒球コロニー刺激因子(「rHA-G-CSF」)融合タンパク質の核酸配列およびアミノ
酸配列を示し;図1Bは、ヒトG-CSFのアミノ酸配列を示し;図1Cは、ヒト血清アルブミンの
アミノ酸配列を示す。
【図２】第I相における被験者の絶対好中球数(「ANC」)を示すグラフである。被験者は、
試験化学療法に続いてサイクル1においてNEUGを300μg/kg(n=19)、NEUGを450μg/kg(n=20
)、またはペグフィルグラスチム(Neulasta(登録商標))を6mg(n=9)投与された。
【図３】ヒト被験者における第I相試験でのNEUGの薬物動態を示すグラフである。記載の
用量(450μg/kg、300μg/kg、または150μg/kg)で皮下投与したNEUGの血清濃度を、化学
療法の非存在下で乳癌被験者において測定した。正方形:450μg/kgサイクル0;三角形:300
μg/kgサイクル0;円:150μg/kgサイクル0。
【図４】化学療法のサイクル1におけるNEUGの薬物動態/薬力(「PK/PD」)を示すグラフで
ある(第I相試験)。患者は、サイクル1においてドキソルビシン/ドセタキセル投与の1日後
にNEUGを450μg/kg投与された。ANCは白抜きのひし形により示され;NEUG濃度は黒い正方
形により示される。好中球減少症グレード3およびグレード4のカットオフを破線で示す。
NEUGの定量下限(「LLOQ」)は、6ng/mlにて点線で示す。
【図５】化学療法のサイクル1を開始した1日後にNEUGを30mgまたはペグフィルグラスチム
(Neulasta(登録商標))を6mg投与された患者のANCプロファイルを示すグラフである(第II
相試験)。グレード3およびグレード4好中球減少症カットオフ値を破線で示す。
【図６】第I相試験の化学療法サイクルを示す。
【図７】図7Aおよび図7Bは、第I相試験における被験者のANC数および白血球(「WBC」)数
を示すグラフである。
【図８】NEUG(Albugranin)またはNeupogen(登録商標)のいずれかを用いたNSF-60細胞増殖
のグラフを示す。
【図９】NEUGまたはNeulastaのいずれかを用いたNSF-60細胞増殖のグラフを示す。
【図１０】NEUG(Albugranin)およびNeupogenの単回SC投与後のBDF-1マウスにおける末梢
血好中球(Gr.1+)レベルのグラフを示す(時間経過)。Gr.1+細胞の総数は、群平均+/-SEMと
して表される。
【図１１】NEUG(Albugranin)およびNeupogenの単回SC投与後の末梢血造血前駆細胞(c-kit
+)レベルのグラフを示す(時間経過)。c-kit+細胞の総数は、群平均値+/-SEMとして表され
る。
【図１２】図12Aおよび図12Bは、BDF-1マウスにおけるNEUG(Albugranin)またはNeulasta(
登録商標)の単回皮下(「SC」)投与後の末梢血顆粒球(Gr.1+)レベルを示すグラフである。
図12Aは、NeulastaまたはNEUGの単回投与後の反応の時間経過を示し、図12Bは、NEUGまた
はNeulastaの相対効力を示す。
【図１３】第I相で用いたNEUG製剤の組成を示す表である。
【図１４】第II相で用いたNEUG製剤の組成を示す表である。
【図１５】NEUG(Albugranin)またはNeulasta(登録商標)の単回皮下投与後の末梢血造血前
駆細胞(c-kit+)レベルを示すグラフである(時間経過)。c-kit+の総数は、各群について計
算した平均値および平均値の標準誤差として表される。治療群間の差異は、異分散t検定
を用いて分析した。
【図１６】5-FU(150μg/kg)IP注射の1日後のNEUG(Albugranin)またはNeulastaの単回皮下
投与後の末梢血好中球(Gr.1+)レベルを示すグラフである。毎日計測したGR.1+細胞の総数
は、各群について計算した平均値および平均値の標準誤差として表される。治療群間の差
異は、不等分散を用いた二標本t検定で評価した。ビヒクル対照と比較して、すべての用
量レベルにおいていずれの薬剤を用いた治療も好中球数の統計的に有意な増加をもたらし
た。
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【図１７】末梢血好中球の相対パーセントに対するNEUG(Albugranin)の効果を示すグラフ
である。各試験日の好中球の相対パーセントは、群平均値+/-SEMとして表される。NEUG10
0μg/kgQ7の8日目および9日目からのデータは、他の群との比較をしやすくするために、9
日目および10日目としてそれぞれ示される。対照は、x4で4日毎にSC投与した食塩水ビヒ
クルまたはx14で毎日SC投与したNeupogen(登録商標)であった。治療期間は1～14日と考え
られ、回復期間は15～28日と考えられる。
【図１８】サルにおける好中球動員に関するNEUG(Albugranin)SC、NEUG IV、またはNeula
sta(登録商標)SCの反復投与の比較を示すグラフである。各試験日から22日目の好中球数(
K/μl)は、群平均値+/-SEMとして表される。矢印は投与を示す。NEUGは、1.0mg/kg/投与
でSC(n=6)またはIV(n=6)投与し、Neulastaは、0.22mg/kg/投与(1.0mg/kgのNEUGに対する
等モル量)でSC(n=6)投与した。NEUGビヒクルを対照(n=2)としてSC投与した。
【図１９】図19Aおよび図19Bは、インビボ薬物動態試験の概略を示す表である。
【図２０】安全性データを提供するインビボ非臨床試験の概略を示す表である。
【図２１】NEUGの発酵および精製の概略例を示すフローチャートである。
【図２２】治療から14日目までの、第I相A部(サイクル0すなわち前化学療法)における被
験者のメジアン絶対好中球数(ANC)を示すグラフである。4日目において、線は、一番上か
ら一番下に向かって、300μg/kg、450μg/kg、150μg/kg、および50μg/kgである。
【図２３】図23Aおよび図23Bは、0日目から15日目に得られたANC値に基づく、第I相B部で
治療された各被験者の曲線下面積(AUC)である。図23Aはグラフであり;図23Aからのデータ
を表(23B)にまとめる。
【図２４】サイクル1における0日目から15日目に得られたANC値に基づく、第II相におい
て治療した被験者の曲線下面積(AUC)を示すグラフである(固定用量コホート)。第II相で
の被験者全員について、AUCANC(0～15日目)を計算した。Neugraninで治療した患者には、
0.3mg/kgから1mg/kg(ベースライン体重で割った用量として計算)までの範囲の用量を投与
した。体重調整用量範囲を四分割し、AUCANCに対してプロットした(左のパネル)。ペグフ
ィルグラスチム(N=112)、Neugranin30mg(N=1O)、40mg(N=105)、または50mg(N=105)で治療
した被験者全員についても、AUCANCを計算し比較した。データは平均値+/-SEMで示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
詳細な説明
　本明細書には、白血球数の低下を特徴とする症状および病気を治療、予防、および改善
する組成物および方法が開示される。本明細書に記載の方法および組成物は、ヒト血清ア
ルブミンタンパク質(「HSA」)およびヒト顆粒球コロニー刺激因子(「G-CSF」)から形成さ
れた融合ポリペプチドを含む。好ましい一態様では、融合ポリペプチドはアミノ酸759個
の長さがあり、当該融合物のアミノ酸1～585は、成熟型HSAからのアミノ酸に対応し、当
該融合物のアミノ酸586～759は、成熟型ヒトG-CSFのアミノ酸に対応する。融合タンパク
質のアミノ酸配列を図1に示す。
【００３４】
　本発明はまた、G-CSFの変種または断片を含む融合タンパク質とアルブミンまたはアル
ブミンの断片もしくは変種とを含む融合タンパク質を包含する。本発明はまた、本発明の
治療用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、治療用アルブミン融合
タンパク質、組成物、薬学的組成物、製剤、およびキットを包含する。治療用アルブミン
融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドで形質転換された宿主細胞も本発明に包含
され、当該ポリヌクレオチドおよび/または宿主細胞を使用し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また包含される。
【００３５】
　一態様では、本発明によるアルブミン融合タンパク質は、保存期間が長い。
【００３６】
　第二の態様では、本発明によるアルブミン融合タンパク質は、対応する未融合のG-CSF
分子よりも安定している。
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【００３７】
　本発明は、本発明の核酸分子を含むように修飾された(好ましく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修飾された)、遺伝子組換え生物をさらに含む。
【００３８】
　本発明は概して、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
ン融合タンパク質;ならびにアルブミン融合タンパク質また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を使用して病気や疾患を治療、予防、または改善する方法
に関する。本明細書では、「アルブミン融合タンパク質」とは、少なくとも1個のアルブ
ミン(またはその断片もしくは変種)分子の、少なくとも1個のG-CSF(またはその断片もし
くはその変種)分子に対する融合により形成されたタンパク質を指す。本発明のアルブミ
ン融合タンパク質は、遺伝子融合により互いに会合した、少なくともG-CSFの断片または
変種と少なくともヒト血清アルブミンの断片または変種とを含む(すなわち、アルブミン
融合タンパク質は、G-CSFの全てまたは一部をコードするポリヌクレオチドがインフレー
ムでアルブミンの全てまたは一部をコードするポリヌクレオチドと結合した核酸の翻訳に
より生じる)。一旦アルブミン融合タンパク質の一部となったG-CSFおよびアルブミンタン
パク質は、それぞれ、アルブミン融合タンパク質の「部分(portion)」、「領域」、また
は「部分(moiety)」と呼ばれる場合がある(例えば、「G-CSFタンパク質部分」または「ア
ルブミンタンパク質部分」)。非常に好ましい態様では、本発明のアルブミン融合タンパ
ク質は、G-CSFの分子またはその断片もしくは変種(成熟型G-CSFタンパク質が挙げられる
が、これに限定されるわけではない)を少なくとも1個とアルブミンの分子またはその断片
もしくは変種(成熟型アルブミンが挙げられるが、これに限定されるわけではない)を少な
くとも1個とを含む。
【００３９】
　さらに好ましい態様では、本発明のアルブミン融合タンパク質は、宿主細胞によりプロ
セシングされ、周囲の培地へ分泌される。発現に使用される宿主の分泌経路で発生する新
生アルブミン融合タンパク質のプロセシングとしては、シグナルペプチド切断;ジスルフ
ィド結合の形成;適切な折り畳み;糖質の付加およびプロセシング(例えば、N結合およびO
結合によるグリコシル化);特異的タンパク質切断;および多量体タンパク質への組み立て
が挙げられるが、これらに限定されるわけではない。本発明のアルブミン融合タンパク質
は、好ましくはプロセシングされた形態である。最も好ましい態様では、「アルブミン融
合タンパク質のプロセシングされた形態」とは、N末端シグナルペプチド切断を経たアル
ブミン融合タンパク質産物を意味し、本明細書ではまた「成熟アルブミン融合タンパク質
」とも呼ばれる。
【００４０】
　一態様では、本発明は、G-CSFおよび血清アルブミンタンパク質を含むかあるいはそれ
らからなる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を提供する。さらな
る態様では、本発明は、G-CSFタンパク質および血清アルブミンタンパク質を含むかある
い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。別の態様では、本発明は、G-
CSFタンパク質および血清アルブミンタンパク質の生物学的活性がありかつ/または治療上
活性がある断片を含むかあるいはそれからなるアルブミン融合タンパク質を提供する。別
の態様では、本発明は、G-CSFタンパク質および血清アルブミンタンパク質の生物学的活
性がありかつ/または治療上活性がある変種を含むかあるいはそれからなるアルブミン融
合タンパク質を提供する。好ましい態様では、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。本発明は、これらアルブミン融
合タンパク質をコードするポリヌクレオチドをさらに包含する。
【００４１】
　さらなる態様では、本発明は、G-CSFタンパク質と、血清アルブミンの生物学的活性が
ありかつ/または治療上活性がある断片とを含むかあるい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。さらなる態様では、本発明は、G-CSFタンパク質と、血清アル
ブミンの生物学的活性がありかつ/または治療上活性がある変種とを含むかあるいはそれ
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らからなるアルブミン融合タンパク質を提供する。好ましい態様では、アルブミン融合タ
ンパク質のG-CSFタンパク質部分は、G-CSFタンパク質の成熟部分である。さらに好ましい
態様では、アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分は、G-CSFタンパク質の細胞
外可溶性ドメインである。他の態様では、アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質
部分は、活性型G-CSFタンパク質である。本発明は、これら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をさらに包含する。
【００４２】
　さらなる態様では、本発明は、G-CSFタンパク質の生物学的活性がありかつ/または治療
上活性がある断片または変種と、血清アルブミンの生物学的活性がありかつ/または治療
上活性がある断片または変種とを含むかあるい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。好ましい態様では、本発明は、G-CSF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むかあるい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。本発明は、これら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をさらに
包含する。
【００４３】
I.定義
　本明細書では、「ポリヌクレオチド」は、少なくとも1個の顆粒球コロニー刺激因子(G-
CSF)分子(またはその断片もしくは変種)にインフレームで結合した少なくとも1個のアル
ブミン分子(またはその断片もしくは変種)を含むかあるいはそれらからなる融合タンパク
質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸分子を指す。
【００４４】
　本明細書では、「アルブミン融合コンストラクト」は、少なくとも1個のG-CSF(または
その断片もしくは変種)分子をコードする少なくとも1個のポリヌクレオチドにインフレー
ムで結合した少なくとも1個のアルブミン分子(またはその断片もしくは変種)をコードす
るポリヌクレオチドを含むかあるいはそれらからなり、さらに例えば一種類以上の次の要
素を含む、核酸分子を指す:(1)機能性の自己増殖ベクター(シャトルベクター、発現ベク
ター、組込み型ベクター、および/または複製系が挙げられるが、これらに限定されるわ
けではない)、(2)転写開始領域(例えば、調節的または誘導的プロモーター、構成的プロ
モーターなどのプロモーター領域)、(3)転写の終了領域、(4)リーダー配列、および(5)選
択マーカー。一旦アルブミン融合コンストラクトの一部となったG-CSFおよびアルブミン
タンパク質をコードするポリヌクレオチドは、それぞれ、アルブミン融合コンストラクト
の「部分(portion)」、「領域」、または「部分(moiety)」と呼ばれる場合がある。
【００４５】
　「治療活性」を示すG-CSFポリペプチドまたは「治療上活性のある」G-CSFタンパク質と
は、G-CSFタンパク質に伴う一つ以上の公知の生物学的および/または治療的な活性を有す
るG-CSFポリペプチドを意味する。非限定的な例として、「G-CSF治療タンパク質」は、病
気、症状、もしくは疾患を治療、予防、または改善するのに有用なG-CSFタンパク質であ
る。非限定的な例として、「G-CSF治療タンパク質」は、特定の細胞型(正常(例えばリン
パ球)または異常(例えば癌細胞))に特異的に結合するものであってもよく、したがって、
化合物(薬剤または細胞毒性薬)が当該細胞型を特異的に標的にするように使用されてもよ
い。
【００４６】
II.顆粒球コロニー刺激因子
　顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)は、好中球の産生を促す造血成長因子である。刺激さ
れる生存前駆細胞がある場合、G-CSFの投与は、好中球の増加を迅速に誘導する。G-CSFの
他の重要なインビボ活性は、末梢血中への造血前駆細胞の動員である(Duhrsen et al., 1
988; Molineux et al, 1999; Roberts et al, 1994)。この効果は、好中球系統だけを含
むものではなく、他の単一系統および多系統前駆細胞ならびに造血多能性幹細胞にまで及
ぶ(Molineux et al, 1999)。G-CSFはまた、好中球をプライミングすることによって感染
に対する防衛機構の一部である細胞事象を高め、これによって、オプソニン化黄色ブドウ
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球菌に対する食作用および抗菌作用の両方が高まる。G-CSFはまた、好中球および単球の
走化性および好中球の接着性を誘導する(Yuo et al., 1989; Wang et al., 1988)。
【００４７】
　組換えG-CSF産物は現在、好中球の増殖および分化を促すために多数の臨床上の適応症
に関して承認されている。臨床試験では、フィルグラスチム(組換えメチオニルヒトG-CSF
;ニューポジェン(登録商標)、アムジェン社、サウサンドオークス、カリフォルニア州)は
、末梢好中球の数を増やし、このため骨髄抑制性の化学療法後の好中球減少症の期間を短
縮させた。組換えG-CSF(フィルグラスチム)は、毎日の皮下(SC)注射によって投与される
。
【００４８】
　G-CSFの別の組換え型はペグフィルグラスチム、すなわちポリエチレングリコール共役r
G-CSF(Neulasta(登録商標))であり、これは、毎日のrG-CSF投与に代わるサイクル毎に一
回投与される代替物として、骨髄抑制性の抗癌剤が投与される患者における発熱性好中球
減少症の発生率を減少させるのに安全かつ効果的であることが証明されている(Holmes, O
'Shaughnessy et al, 2002; Green et al, 2003;Neulasta(登録商標)SmPC 2007)。
【００４９】
　G-CSFを用いた一次予防は、年齢、病歴、病気の特徴、および化学療法レジメンの骨髄
毒性に基づくリスクが高い患者における発熱性好中球減少症の防止に推奨される。米国臨
床腫瘍学会および欧州癌研究治療機関は、発熱性好中球減少症のリスクが約20%ある場合
、G-CSFの利用を推奨している。発熱性好中球減少症のリスクが10%から20%である場合、
米国総合癌センターネットワークは、G-CSFによる予防を任意で適用することを推奨し、
発熱性好中球減少症のリスクが少なくとも20%である場合、G-CSFによる予防を確実に適用
することを推奨している(Smith et al, 2006, Vogel et al., 2005, Timmer-Bonte et al
 2006., NCCN Guidelines)。
【００５０】
　コロニー刺激因子を用いた予防が、特定の化学療法レジメンの毒性を緩和するために推
奨される。しかしながら、当該治療のコストが増加することは、米国においてそして特に
EUの一部において重要な検討事項であり、予防的なG-CSF治療の利用が不十分になる可能
性があり、また高用量化学療法レジメンに対する患者の適格性が制限される可能性がある
(Timmer-Bonte et al, 2006; Adams et al, 2006, NCCN Guidelines)。
【００５１】
　G-CSFタンパク質は、野生型ポリヌクレオチド配列(例えば、完全長または成熟型のいず
れか)によりコードされてもよく、またいくつかの場合においては、当該配列は、野生型
ポリヌクレオチド配列の変種であってもよい(例えば、野生型G-CSFタンパク質をコードす
るポリヌクレオチドであって、当該ポリヌクレオチドのDNA配列は、例えば、特定の種に
おける発現のために最適化されている;あるいは野生型G-CSFタンパク質の変種をコードす
るポリヌクレオチド(すなわち、部位特異的変異体;対立遺伝子多型)。
【００５２】
III.ヒト血清アルブミン
　ヒト血清アルブミン(HSAまたはHA)は、ヒト循環系で最も一般的な天然の血液タンパク
質であり、1リットル当たり約40グラムのアルブミンが測定され、20日以上の間循環系に
存続する。アルブミンは、生理的濃度で最小限の活性を有する担体タンパク質である。HS
Aは、酵素的または免疫的な機能を有さないが、生体内に広く分布し、血液中で様々な物
質(例えば、ホルモン、脂肪酸、非抱合ビリルビンなど)の担体となることが知られている
(Yeh et al., 1992)。HSAおよび組換えHA(rHA)はいずれも、ヒトにおいて同様の長い血中
半減期を有する。
【００５３】
　ヒトアルブミンに遺伝子的に融合した治療用タンパク質は、アルブミンの血中半減期特
性を獲得し得ることが研究で示されている(Syed et al, 1997)。例えば、ウサギでは、ア
ルブミンに融合したCD4の半減期が、未融合のCD4よりも140倍長いことが示されている(Ye
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h et al, 1992)。
【００５４】
　成熟型では585個のアミノ酸からなるタンパク質であるヒト血清アルブミン(米国特許第
7,592,010号の図1に示される)は、血清の浸透圧の大部分を担っており、また内因性およ
び外因性リガンドの担体として機能する。現在、臨床で使用されるHAは、ヒトの血液から
抽出されて製造される。微生物中の組換えHA(rHA)の産生は、EP 330 451およびEP 361 99
1に開示されている。
【００５５】
IV.ポリペプチドならびにポリヌクレオチドの断片および変種
A.断片
　本発明はさらに、G-CSFタンパク質の、アルブミンタンパク質の、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関する。本発明はまた、G-CSFタンパク質の、アル
ブミンタンパク質の、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をコード
するポリヌクレオチドに関する。タンパク質のN末端から1個以上のアミノ酸が欠失して、
G-CSF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1つ以上の生物学的機能が修飾または喪失しても、他の治療的活性および/または機
能的活性(例えば、生物学的活性、多量体化能、リガンド結合能)はなお保持され得る。例
えば、完全型または成熟型のポリペプチドを認識する抗体を誘導しかつ/またはそれに結
合するN末端欠失を有するポリペプチドの能力は、N末端から除去される完全型ポリペプチ
ドの残基が過半数未満であれば、一般に保持される。完全型のポリペプチドのN末端が欠
失した特定のポリペプチドが、そのような免疫学的活性を保持するかどうかは、本明細書
に記載されるかまたは当技術分野で公知である常法によって容易に決定することができる
。N末端アミノ酸残基が多数欠失した変異タンパク質が、一定の生物学的または免疫原的
活性を保持している可能性がある。事実、わずか6個のアミノ酸残基からなるペプチドが
しばしば免疫反応を誘発する場合がある。
【００５６】
　したがって、本発明のアルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分に対応するG-C
SFタンパク質の断片は、完全長のタンパク質、ならびに参照ポリペプチド(reference pol
ypeptide)のアミノ酸配列のアミノ末端から1個以上の残基が欠失したポリペプチド(つま
り、G-CSFタンパク質、あるいはポリヌクレオチドまたはアルブミン融合コンストラクト
によりコードされるアルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分)を含む。特に、N
末端欠失は、一般式m～qで記すことができ、式中、qは、参照ポリペプチド(例えば、G-CS
Fタンパク質、または本発明のアルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分)中のア
ミノ酸残基の総数を表す整数であり、mは、2～qマイナス6までの範囲の任意の整数として
規定される。当該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。
【００５７】
　さらに、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対応する血
清アルブミンポリペプチドの断片は、完全長のタンパク質、ならびに参照ポリペプチドの
アミノ酸配列のアミノ末端から1個以上の残基が欠失したポリペプチド(つまり、血清アル
ブミン、またはアルブミン融合タンパク質の血清アルブミン部分)を含む。好ましい態様
では、N末端欠失は、一般式m～585により記すことができ、式中、585は、成熟ヒト血清ア
ルブミン中のアミノ酸残基の総数を表す整数であり、mは、2から579までの範囲の任意の
整数として規定される。当該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。さらなる態様では、N末端の欠失は、一般式m～609により記すことができ、式中6
09は、完全長のヒト血清アルブミン中のアミノ酸残基の総数を表す整数であり、mは、2か
ら603までの範囲の任意の整数として規定される。当該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。
【００５８】
　さらに、本発明のアルブミン融合タンパク質の断片は、完全長のアルブミン融合タンパ
ク質、ならびにアルブミン融合タンパク質のアミノ酸配列のアミノ末端から1個以上の残
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基が欠失したポリペプチドを含む。特に、N末端欠失は、一般式m～qにより記すことがで
き、式中、qは、アルブミン融合タンパク質中のアミノ酸残基の総数を表す整数であり、m
は、2～qマイナス6までの範囲の任意の整数として規定される。当該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。
【００５９】
　また、上記のように、参照ポリペプチド(例えば、G-CSF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)のN末端またはC末端から1個以上の
アミノ酸が欠失して、当該タンパク質の1つ以上の生物学的機能が修飾または喪失しても
、他の機能的活性(例えば、生物学的活性、多量体化能、リガンド結合能)および/または
治療的活性はなお保持され得る。例えば、完全型または成熟型のポリペプチドを認識する
抗体を誘導しかつ/またはそれに結合するC末端欠失を有するポリペプチドの能力は、C末
端から除去される完全型または成熟型のポリペプチドの残基が過半数未満であれば、一般
に保持される。参照ポリペプチドのN末端および/またはC末端が欠失した特定のポリペプ
チドが治療的活性を保持するかどうかは、本明細書に記載および/またはそうでなければ
当技術分野で公知である常法によって容易に決定することができる。
【００６０】
　本発明はさらに、本発明のアルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分に対応す
るG-CSFタンパク質のアミノ酸配列のカルボキシ末端から1個以上の残基が欠失したポリペ
プチドを提供する。特に、C末端欠失は、一般式1～nで記すことができ、式中、nは、6～q
マイナス1までの範囲の任意の整数であり、qは、参照ポリペプチド(例えば、G-CSFタンパ
ク質、あるいはポリヌクレオチドまたはアルブミン融合コンストラクトによりコードされ
るアルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分)中のアミノ酸残基の総数を表す整数
である。当該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。
【００６１】
　さらに、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
対応するアルブミンタンパク質のアミノ酸配列のカルボキシ末端から1個以上の残基が欠
失したポリペプチドを提供する。特に、C末端欠失は、一般式1～nで記すことができ、式
中、nは、6から584までの範囲の任意の整数であり、584は成熟型ヒト血清アルブミン中の
アミノ酸残基の総数を表す整数から1を引いたものである。当該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。特に、C末端欠失は、一般式1～nで記すこと
ができ、式中、nは、6から608までの範囲の任意の整数であり、608は血清アルブミン中の
アミノ酸残基の総数を表す整数から1を引いたものである。当該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。
【００６２】
　さらに、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個以上
の残基が欠失したポリペプチドを提供する。特に、C末端欠失は、一般式1～nで記すこと
ができ、式中、nは、6～qマイナス1までの範囲の任意の整数であり、qは本発明のアルブ
ミン融合タンパク質中のアミノ酸残基の総数を表す整数である。当該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。
【００６３】
　さらに、上記NまたはC末端欠失のうちの任意のものを、NおよびC末端欠失参照ポリペプ
チドを製造するために組み合わせてもよい。本発明はまた、参照ポリペプチド(例えば、G
-CSFタンパク質、または本発明のアルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分、ま
たは血清アルブミン、また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、またはアルブミン融合タンパク質、または本発明のポリヌクレオチドもしくはアル
ブミン融合コンストラクトによりコードされるアルブミン融合タンパク質)の残基mからn(
nおよびmは、上に記載の整数である)を有すると一般に記載される場合がある、アミノ末
端およびカルボキシル末端の両方から1個以上のアミノ酸が欠失したポリペプチドを提供
する。当該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。
【００６４】
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　本願はまた、本明細書に記載の参照G-CSFポリペプチドまたは参照アルブミンポリペプ
チドあるいはそれらの断片と少なくとも約80%、約85%、約90%、約91%、約92%、約93%、約
94%、約95%、約96%、約97%、約98%、または約99%同一であるポリペプチドを含むタンパク
質に関する。好ましい態様では、本願は、上記のNおよびC末端欠失のアミノ酸配列を有す
る参照ポリペプチドと少なくとも約80%、約85%、約90%、約91%、約92%、約93%、約94%、
約95%、約96%、約97%、約98%、または約99%同一であるポリペプチドを含むタンパク質に
関する。当該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。
【００６５】
　好ましい本発明のポリペプチド断片は、G-CSF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的活性および/または機能的活性(例えば、生物学的活性)
を示すアミノ酸配列を含むかあるいはそれからなる断片であり、当該タンパク質のアミノ
酸配列が断片である。
【００６６】
　他の好ましいポリペプチド断片は、生物学的に活性のある断片である。生物学的に活性
のある断片は、本発明のポリペプチドの活性に類似しているが必ずしも同一ではない活性
を示すものである。当該断片の生物学的活性には、所望の活性の向上、または望ましくな
い活性の減少が含まれてもよい。
【００６７】
B.変種
　「変種」は、参照核酸またはポリペプチドとは異なるがそれらの本質的な特性を保持す
るポリヌクレオチドまたは核酸を指す。一般的に、変種は、全体として密接に類似し、多
くの領域で参照核酸またはポリペプチドと同一である。
【００６８】
　本明細書では、「変種」は、本発明のアルブミン融合タンパク質のG-CSF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、または本発明のアルブミン融
合タンパク質を指し、これらは、G-CSFタンパク質、アルブミンタンパク質、および/また
はアルブミン融合タンパク質それぞれと配列が異なるが、本明細書の他の部分で記載する
かまたはそうでなければ当技術分野で公知であるその少なくとも1つの機能的および/また
は治療的性質を保持する。一般に、変種は、アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク
質部分に対応するG-CSFタンパク質、アルブミン融合タンパク質のアルブミンタンパク質
部分に対応するアルブミンタンパク質、および/またはアルブミン融合タンパク質のアミ
ノ酸配列に全体として非常に類似し、多くの領域で同一である。当該変種をコードする核
酸も、本発明に包含される。
【００６９】
　本発明はまた、例えば、本発明のアルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分に
対応するG-CSF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
部分に対応するアルブミンタンパク質、および/またはアルブミン融合タンパク質のアミ
ノ酸配列に対して少なくとも約80%、約85%、約90%、約91%、約92%、約93%、約94%、約95%
、約96%、約97%、約98%、約99%、または約100%同一であるアミノ酸配列を含むかあるいは
それからなるタンパク質に関する。これらのポリペプチドの断片も提供される。本発明に
より包含されるさらなるポリペプチドは、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条
件下(例えば、6xの塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム(SSC)中で約45℃にて、フィルタ
ーに結合したDNAにハイブリダイゼーションさせ、次いで0.2xのSSC、0.1%SDS中で約50か
ら65℃にて1回以上洗浄する)、非常にストリンジェントな条件下(例えば、6xの塩化ナト
リウム/クエン酸ナトリウム(SSC)中で約45℃にて、フィルターに結合したDNAにハイブリ
ダイゼーションさせ、次いで0.1xのSSC、0.2%SDS中で約68℃にて1回以上洗浄する)、また
は当業者に公知の他のストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下(例えば、Ausub
el, F. M. et al., eds., 1989 Current protocol in Molecular Biology, Green publis
hing associates, Inc.およびJohn Wiley & Sons Inc., New York, 6.3.1-6.3.6および2.
10.3頁参照)で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の補体にハイブ
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リダイズ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。当該ポリペプチ
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。
【００７０】
　問い合わせアミノ酸配列に少なくとも、例えば、95%「同一の」アミノ酸配列を有する
ポリペプチドにより、対象ポリペプチド配列が、問い合わせアミノ酸配列のアミノ酸100
個当たりアミノ酸改変を最大で5個まで含み得るということを除いて、対象ポリペプチド
のアミノ酸配列が問い合わせ配列と同一であることが意図される。言いかえれば、問い合
わせアミノ酸配列に対して少なくとも95%同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドを得
るため、対象配列のアミノ酸残基の最大5%までが、他のアミノ酸で、挿入、欠失、置換さ
れてもよい。参照配列の当該改変は、参照アミノ酸配列のアミノもしくはカルボキシ端末
位置、またはこれらの端末位置の間の任意の場所において、参照配列における残基が個々
にまたは参照配列内の1つ以上の隣接する群で点在して起こってもよい。
【００７１】
　実際問題としては、任意の特定のポリペプチドが、本発明のアルブミン融合タンパク質
のアミノ酸配列またはその断片(例えば、アルブミン融合タンパク質のG-CSF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)に対して少なくとも約80%、約85%
、約90%、約91%、約92%、約93%、約94%、約95%、約96%、約97%、約98%、または約99%同一
であるかどうかは、公知のコンピュータプログラムを用いて従来通りに決定することがで
きる。グローバル配列アラインメントとも呼ばれる、問い合わせ配列(本発明の配列)と対
象配列との間の最大の全体の整合性を決定する好ましい方法は、Brutlagらのアルゴリズ
ムに基づいたFASTDBコンピュータプログラムを用いて決定することができる(Comp. App. 
Biosci. 6:237-245 (1990))。配列アラインメントにおいて、問い合わせ配列および対象
配列は両方がヌクレオチド配列であるかまたは両方がアミノ酸配列のいずれかである。グ
ローバル配列アラインメントの結果では、同一性はパーセントで表される。FASTDBアミノ
酸アライメントにおいて使用される好ましいパラメータは次のとおりである。Matrix=PAM
 0, k-tuple=2, Mismatch Penalty=1, Joining Penalty=20, Randomization Group Lengt
h=0, Cutoff Score=1, Window Size=sequence length, Gap Penalty=5, Gap Size Penalt
y=0.05, Window Size=500または対象アミノ酸配列の長さのどちらか短い方。
【００７２】
　対象配列が、内部欠失のせいではなくNまたはC末端欠失により問い合わせ配列より短い
場合、結果をマニュアル補正しないといけない。これは、全体的な同一性をパーセントで
計算する際に、FASTDBプログラムは対象配列のNおよびC末端切断を考慮しないからである
。NおよびC末端で切断された対象配列について、問い合わせ配列に対して、同一性のパー
セントは、対象配列のNおよびC末端側であり、対応する対象残基と一致/アライメントし
ない、問い合わせ配列の残基の数を、問い合わせ配列の塩基全体のパーセントとして計算
することにより補正される。残基が一致/アライメントするかどうかはFASTDB配列アライ
ンメントの結果により決定される。次にこのパーセントは、特定のパラメータを用いた上
記のFASTDBプログラムにより計算された同一性のパーセントから減じられ、最終的なパー
セント同一性スコアに達する。この最終的なパーセント同一性スコアは、本発明の目的に
使用されるものである。問い合わせ配列と一致/アライメントしない対象配列のNおよびC
末端側に対する残基のみ、パーセント同一性スコアをマニュアル補正する目的のために考
慮される。すなわち、対象配列の最も遠いNおよびC末端残基の外側の問い合わせ残基位置
のみである。
【００７３】
　例えば、90個のアミノ酸残基を有する対象配列は、同一性のパーセントを決定するため
に100個の残基を有する問い合わせ配列とアライメントされる。対象配列のN末端にて欠失
が起こり、したがって、FASTDBアライメントは、N末端で最初の10残基の一致/アライメン
トを示さない。10個の不対残基は、配列の10%に相当し(一致しないNおよびC末端における
残基数/問い合わせ配列中の残基の総数)、したがって、FASTDBプログラムにより計算され
たパーセント同一性スコアから10%減じられる。残りの90残基が完全に一致する場合は、
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最終的なパーセント同一性は90%になる。別の例では、90残基の対象配列は、100残基の問
い合わせ配列と比較される。このとき、欠失は内部欠失であり、したがって、対象配列の
NまたはC末端には、問い合わせ配列と一致/アライメントしない残基はない。この場合、F
ASTDBにより計算されたパーセント同一性は、マニュアル補正されない。再び、FASTDBア
ライメントで示されるように、問い合わせ配列と一致/アライメントしない対象配列のNお
よびC末端の外側の残基位置のみ、マニュアル補正される。本発明の目的のためには、他
のマニュアル補正は行われない。
【００７４】
　変種は、変種と同じ長さである正常HAまたはG-CSFタンパク質の長さと少なくとも約75%
(他の態様では、少なくとも約80%、約85%、約90%、約91%、約92%、約93%、約94%、約95%
、約96%、約97%、約98%、または約99%)の配列同一性を通常有する。ヌクレオチドまたは
アミノ酸配列レベルでの相同性または同一性は、配列類似性検索のために作られた、blas
tp、blastn、blastx、tblastn、およびtblastxプログラムにより利用されるアルゴリズム
を用いて、BLAST(Basic Local Alignment Search Tool)分析により決定される(Karlin et
 al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-2268 (1990)およびAltschul, J. MoI. Evol
. 36: 290-300 (1993)、全体として参照により組み入れられる)。
【００７５】
　BLASTプログラムにより使用される手法は、まず問い合わせ配列とデータベース配列と
の間の類似のセグメントを検討し、次に、同定された一致すべての統計的有意性を評価し
、最後に、所定の重要性の閾値を満たす一致のみをまとめる。配列データベースの類似性
検索に関する基本的な事柄の考察については、Altschulら(Nature Genetics 6: 119-129 
(1994))参照。本書は全体として参照により組み入れられる。histogram、descriptions、
alignments、expect(すなわち、データベース配列に対する一致を報告するための統計的
有意性の閾値)、cutoff、matrix、およびfilterに対する探索パラメータは初期値である
。blastp、blastx、tblastn、およびtblastxにより用いられるデフォルトスコアリングマ
トリクスは、BLOSUM62マトリクスである(Henikoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 89: 10915-10919 (1992)、この文献は、全体として参照により組み入れられる)。blastn
については、スコアリングマトリクスは、N(すなわち、ミスマッチ残基のペナルティスコ
ア)に対するM(すなわち、一対の一致する残基のリワードスコア)の比であり、ここで、M
およびNの初期値は、それぞれ5および-4である。4つのblastnパラメータは、以下のよう
に調整されてもよい。Q-10(ギャップ生成ペナルティー);R=1O(ギャップ伸張ペナルティー
);wink=1(問い合わせに沿ってwinkth位置でワードヒットを生じる);およびgapw=16(これ
は分離したアラインメントが生成されるウィンドウ幅を設定する)。等価のBlastpパラメ
ータ設定は、Q＝9;R＝2;wink＝1;およびgapw＝32である。GCGパッケージバージョン10.0
で利用可能である、配列間のBestfit比較は、DNAパラメータGAP＝50(ギャップ形成ペナル
ティー)およびLEN＝3(ギャップ延長ペナルティー)を用い、タンパク質の比較における等
価な設定は、GAP＝8およびLEN＝2である。
【００７６】
　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、または両方において改
変を含んでもよい。特に好ましいものは、サイレント置換、付加、または欠失を生ずるが
、コードされたポリペプチドの特性や活性を改変しない改変を含むポリヌクレオチド変種
である。遺伝コードの縮重によるサイレント置換により産生したヌクレオチド変種が好ま
しい。さらに、50個未満、40個未満、30個未満、20個未満、10個未満、または5～50個、5
～25個、5～10個、1～5個、または1～2個のアミノ酸が任意の組み合わせで置換、欠失、
あるいは付加したポリペプチド変種も好ましい。ポリヌクレオチド変種は、例えば、特定
の宿主に対してコドン発現を最適化するため(酵母または大腸菌などの細菌宿主に好まれ
るコドンにヒトmRNA中のコドンを変化させるため)などの種々の理由で産生され得る。
【００７７】
　好ましい態様では、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本発明の
ポリヌクレオチドは、酵母または哺乳類細胞における発現のために最適化される。さらな
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る好ましい態様では、アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分をコードする本
発明のポリヌクレオチドは、酵母または哺乳類細胞における発現のために最適化される。
またさらに好ましい態様では、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
レオチドは、酵母または哺乳類細胞における発現のために最適化される。
【００７８】
　別の態様では、アルブミン融合タンパク質のG-CSF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、本明細書に記載のようなストリンジェントなハイブリダイゼ
ーション条件下ではG-CSFタンパク質をコードする野生型ポリヌクレオチドにはハイブリ
ダイズしない。さらなる態様では、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、本明細書に記載のようなストリンジェントなハイ
ブリダイゼーション条件下では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
ドにはハイブリダイズしない。他の態様では、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、本明細書に記載のようなストリンジェントなハイブリダ
イゼーション条件下ではG-CSF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にはハイブリダイズしない。
【００７９】
　さらなる態様では、アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分をコードするポ
リヌクレオチドは、そのG-CSFタンパク質の天然に存在する配列を含まないかあるいはそ
れから成り立っていない。さらなる態様では、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に存在する
配列を含まないかあるいはそれから成り立っていない。別の態様では、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は、G-CSFタンパク質部分またはアルブミンタン
パク質部分の天然に存在する配列を含まないかあるいはそれらから成り立っていない。
【００８０】
　本発明のポリペプチドの特徴を向上または改変させるために、タンパク質工学および組
換えDNA技術の公知の方法を使用して、変種を発生させてもよい。例えば、1個以上のアミ
ノ酸を、生体機能の本質的な喪失を伴わないで本発明のポリペプチドのN末端またはC末端
から欠失させることができる。
【００８１】
　好ましい態様では、本発明の変種は同類置換を有してもよい。「同類置換」とは、脂肪
族または疎水性アミノ酸Ala、VaI、Leu、およびIleの置換;水酸基残基SerおよびTarの置
換;酸性残基AspおよびGluの置換;アミド残基AsnおよびGlnの置換、塩基性残基Lys、Arg、
およびHisの置換;芳香族残基Phe、Tyr、およびTrpの置換、ならびに低分子アミノ酸Ala、
Ser、Thr、Met、およびGlyの置換などのグループ内での交換を指す。
【００８２】
　表現型的にサイレントなアミノ酸置換を行う方法に関する指針は、例えば、Bowie et a
l., "Deciphering the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Subst
itutions," Science 247:1306-1310 (1990)に提供されており、ここで著者らは、変化に
対するアミノ酸配列の耐性を研究するには2つの主な戦略があることを示している。
【００８３】
　第一の戦略は、進化の過程での自然淘汰によるアミノ酸置換に対する耐性を利用する。
異なる種におけるアミノ酸配列の比較により、保存されたアミノ酸を同定することができ
る。保存されたアミノ酸は、タンパク質機能にとって重要であると考えられる。対照的に
、自然淘汰によって置換が許容されてきたアミノ酸の位置は、当該位置がタンパク質機能
にとって重要でないことを示す。したがって、タンパク質の生物学的活性を維持しつつ、
アミノ酸の置換が許容される位置が修飾され得る。
【００８４】
　第二の戦略は、タンパク質機能に重要な領域を同定するために、クローン化遺伝子の特
定位置にアミノ酸の変更を導入する遺伝子工学を使用する。例えば、部位特異的変異誘発
またはアラニン走査突然変異誘発(分子中の残基毎に単一アラニン変異を導入する)を使用
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することができる。Cunningham and Wells, Science 244:1081-1085 (1989)参照。次いで
、得られた変異体分子の生物学的活性を試験することができる。
【００８５】
　著者らが述べるように、これらの二つの戦略は、タンパク質がアミノ酸置換に対して驚
くほど耐性があることを示した。著者らは、さらに、どのアミノ酸の変更が、タンパク質
中の特定のアミノ酸位置で許容される可能性があるかを示す。例えば、最も深く埋まった
(タンパク質の三次構造内で)アミノ酸残基は、非極性の側鎖を必要とする一方で、表面の
側鎖の特徴は一般にほとんど保存されない。さらに、許容される同類アミノ酸置換は、脂
肪族または疎水性アミノ酸Ala、Val、Leu、およびBeの置換;水酸基残基SerおよびThrの置
換;酸性残基AspおよびGluの置換;アミド残基AsnおよびGlnの置換、塩基性残基Lys、Arg、
およびHisの置換;芳香族残基Phe、Tyr、およびTrpの置換、ならびに低分子アミノ酸Ala、
Ser、Thr、Met、およびGlyの置換を伴う。同類アミノ酸置換の他に、本発明の変種として
は、(i)一種類以上の非保存アミノ酸残基の置換を含むポリペプチドであって、置換アミ
ノ酸残基が遺伝コードによりコードされたものであってもなくてもよいポリペプチド、あ
るいは(ii)置換基を有する一種類以上のアミノ酸残基の置換を含むポリペプチド、あるい
は(iii)ポリペプチドの安定性および/または溶解性を高める化合物(例えば、ポリエチレ
ングリコール)などの他の化合物と融合したかまたは化学的に共役したポリペプチド、あ
るいは(iv)例えば、IgG Fc融合領域ペプチドなどのさらなるアミノ酸を含むポリペプチド
が挙げられる。このような変種ポリペプチドは、本明細書の教示から当業者の範疇にある
と見なされる。
【００８６】
　例えば、電荷を有するアミノ酸の、電荷を有するか中性の他のアミノ酸とのアミノ酸置
換を含むポリペプチド変種は、改善した特徴(例えば、凝集しにくい)を有するタンパク質
を産生する場合がある。医薬製剤の凝集は、凝集体の免疫原的活性によって、活性の低下
およびクリアランスの増加の両方を起こす。Pinckard et al, Clin. Exp. Immunol. 2:33
1-340 (1967); Robbins et al, Diabetes 36: 838-845 (1987); Cleland et al., Crit. 
Rev. Therapeutic Drug Carrier Systems 10:307-377 (1993)参照。
【００８７】
　特定の態様では、本発明のポリペプチドは、アルブミン融合タンパク質のアミノ酸配列
、G-CSFタンパク質のアミノ酸配列、および/またはヒト血清アルブミンの断片または変種
を含むかあるいはそれからなり、ここで、当該断片または変種は、参照アミノ酸配列と比
較すると、1～5、5～10、5～25、5～50、10～50、または50～150のアミノ酸残基の付加、
置換、および/または欠失を有する。好ましい態様では、アミノ酸置換は同類的である。
当該ポリペプチドをコードする核酸も本発明に包含される。
【００８８】
　本発明のポリペプチドは、ペプチド結合または修飾ペプチド結合(すなわちペプチド同
配体)により互いに連結されたアミノ酸からなることができ、20個の遺伝子コード化アミ
ノ酸とは別のアミノ酸を含んでもよい。ポリペプチドは、翻訳後プロセシングなどの天然
のプロセス、または当技術分野で周知の化学的修飾技術により修飾されてもよい。このよ
うな修飾は、基礎的な教科書やさらに詳しい学術論文、また多数の研究文献に十分に記載
されている。修飾は、ペプチド主鎖、アミノ酸側鎖、およびアミノもしくはカルボキシル
末端を含むポリペプチド中の任意の場所で起こり得る。なお、同じタイプの修飾が、所与
のポリペプチド中のいくつかの部位において同一または異なった程度で存在する場合があ
る。また、所与のポリペプチドは、様々なタイプの修飾を含む場合がある。ポリペプチド
は、例えばユビキチン化の結果、分岐してもよく、ポリペプチドは、分岐の有無にかかわ
らず環状であってもよい。環状、分岐、および環状分岐ポリペプチドは、翻訳後の天然の
プロセスに起因してもよいし、人工的な方法により作製されてもよい。修飾としては、ア
セチル化、アシル化、ADP-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、脂質または脂質の誘導体の共
有結合、ホスファチジルイノシトール(phosphotidylinositol)の共有結合、架橋、環化、
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ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共有結合による架橋の形成、システインの形成、ピ
ログルタミン酸の形成、ホルミル化、ガンマ-カルボキシル化、グリコシル化、GPI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、ペグ化、タンパク
質分解処理、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、トランスファー
RNAが仲介するタンパク質へのアミノ酸の付加(例えば、アルギニル化)、およびユビキチ
ン化が挙げられる。(例えば、PROTEINS--STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 2nd Ed.
, T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, New York (1993); POST-TRANSLATIONA
L COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New Yor
k, pgs. 1-12 (1983); Seifter et al, Meth. Enzymol. 182:626-646 (1990); Rattan et
 al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 663:4862 (1992)参照)。
【００８９】
C.機能的活性
　「機能的活性を有するポリペプチド」は、完全長、前駆タンパク質、および/または成
熟型G-CSFタンパク質に関連する1つ以上の公知の機能的活性を示すことができるポリペプ
チドを指す。このような機能的活性としては、生物学的活性、抗原性［抗ポリペプチド抗
体に結合する(または結合をめぐってポリペプチドと競合する)能力])、免疫原性(本発明
の特定のポリペプチドに結合する抗体を生じる能力)、本発明のポリペプチドで多量体を
形成する能力、およびポリペプチドの受容体またはリガンドに結合する能力が挙げられる
が、これらに限定されるわけではない。
【００９０】
　「生物学的活性を有するポリペプチド」は、用量依存性に関わらず、特定のバイオアッ
セイ中で測定される、本発明のG-CSFタンパク質(成熟型を含む)の活性に類似(必ずしも同
一ではない)した活性を示すポリペプチドを指す。
【００９１】
　好ましい態様では、本発明のアルブミン融合タンパク質は、アルブミンに融合していな
い場合のG-CSFタンパク質部分(またはその断片もしくは変種)に関連する少なくとも1つの
生物学的および/または治療的活性を有する。
【００９２】
　本発明のアルブミン融合タンパク質は、当技術分野で公知のアッセイや本明細書に記載
のアッセイを使用するかまたは常法によって変更して、機能的活性(例えば、生物学的活
性)を分析することができる。さらに、当業者であれば、アルブミン融合タンパク質のG-C
SFタンパク質部分に対応するG-CSFタンパク質の断片を常法によって測定し得る。さらに
、当業者であれば、当技術分野で公知のおよび/または下記の実施例部分に記載のアッセ
イを使用して、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対応するアルブ
ミンタンパク質の断片の活性を常法によって測定し得る。
【００９３】
　例えば、一態様では、アルブミン融合タンパク質の、抗G-CSFポリペプチド抗体および/
または抗アルブミン抗体へ結合する能力、あるいはそれらへの結合をめぐってG-CSFタン
パク質と競合する能力を測定する場合、当技術分野において公知の下記の様々な免疫測定
法を使用することができるが、それらに限定されるわけではない:放射免疫測定、ELISA(
酵素結合免疫吸着測定)、「サンドイッチ」免疫測定、免疫放射線測定、ゲル拡散沈降反
応、免疫拡散測定、インサイチュー免疫測定(例えば、コロイド金、酵素、または放射性
同位体標識を使用)、ウエスタンブロット、沈降反応、凝集アッセイ(例えば、ゲル凝集測
定、赤血球凝集反応測定)、補体結合測定、免疫蛍光測定、プロテインA測定、および免疫
電気泳動法測定などの技術を使用した拮抗的および非拮抗的アッセイ系が挙げられる。一
態様では、抗体結合は、一次抗体上の標識を検出することにより検出される。別の態様で
は、一次抗体は、一次抗体への二次抗体または試薬の結合を検出することにより検出され
る。さらなる態様では、二次抗体が標識される。免疫測定における結合を検出するための
多くの手段が当技術分野において公知であり、当該手段は本発明の範囲内である。
【００９４】
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　好ましい態様では、G-CSFタンパク質の結合相手(例えば、受容体またはリガンド)が同
定される場合、アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分として当該G-CSFタンパ
ク質を含むアルブミン融合タンパク質による当該結合相手への結合は、例えば、還元およ
び非還元ゲルクロマトグラフィー、タンパク質アフィニティークロマトグラフィー、なら
びにアフィニティーブロッティングなどの当技術分野において周知の手段によりアッセイ
することができる。一般的にはPhizicky et al., Microbiol. Rev. 59:94-123 (1995)参
照。他の態様では、アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分に対応するG-CSFポ
リペプチドの受容体に結合する、アルブミン融合タンパク質の生理学的相関物の能力は、
当技術分野において公知の技術を使用して常法によって測定することができる。
【００９５】
　別の態様では、アルブミン融合タンパク質が多量体を形成する能力が評価される場合、
多量体の他の成分との会合は、例えば、還元および非還元ゲルクロマトグラフィー、タン
パク質アフィニティークロマトグラフィー、ならびにアフィニティーブロッティングなど
の当技術分野において周知の手段によりアッセイすることができる。一般的には上述のPh
izickyら参照。
【００９６】
　タンパク質の結合、交差反応性、または同一性を分析するために使用することができる
免疫測定法としては、下記のものが挙げられるが、これらに限定されるわけではない:ウ
エスタンブロット、放射免疫測定、ELISA(酵素結合免疫吸着測定)、「サンドイッチ」免
疫測定、免疫沈降測定、沈降素反応、ゲル拡散沈降素反応、免疫拡散測定、凝集測定、補
体結合測定、免疫放射線測定、蛍光免疫測定、およびプロテインA免疫測定などの技術を
使用した拮抗的および非拮抗的アッセイ系が挙げられる。このようなアッセイは、当該技
術分野において常法であり周知である(Ausubel et al, eds, 1994, Current Protocols i
n Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York参照。当該文献はそ
の全体において参照により本明細書に組み入れられる)。
【００９７】
　アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分に対応するG-CSFタンパク質に結合す
る抗体も、所与のタンパク質または抗原、好ましくは抗体が特異的に結合する抗原、に対
する結合親和性の点から説明または規定されてもよい。好ましい結合親和性としては、5x
10-2M、10-2M、5x10-3M、10-3M、5x10-4M、10-4M未満の解離定数またはKdが挙げられる。
より好ましい結合親和性としては、5x10-5M、10-5M、5x10-6M、10-6M、5x10-7M、10-7M、
5x10-8M、もしくは10-8M未満の解離定数またはKdが挙げられる。さらに好ましい結合親和
性としては、5x10-9M、10-9M、5x10-10M、10-10M、5x10-11M、10-11M、5x10-12M、10-12M
、5x10-13M、10-13M、5x10-14M、10-14M、5x10-15M、もしくは10-15M未満の解離定数また
はKdが挙げられる。さらに、本明細書に記載されているかそうでなければ当技術分野で公
知のアッセイが、アルブミン融合タンパク質ならびにその断片、変種、および誘導体の、
アルブミン融合タンパク質のG-CSFタンパク質部分および/またはアルブミン部分のいずれ
かに関連する生物学的活性および/またはG-CSF活性を誘発(インビトロやインビボのいず
れかで)する能力を測定するために慣例的に適用され得る。他の方法も当業者には公知で
あり、本発明の範囲内である。
【００９８】
V.G-CSFとHSAとの融合タンパク質
　組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子(rHA-G-CSF)はG-CSFアナログであ
る。rHA-G-CSFの例は、米国特許第5,665,863号および米国特許第7,041,478号に記載され
ており、これらはいずれも参照により本明細書に組み入れられる。
【００９９】
　rHA-G-CSFの別の例は、Teva Biopharmaceuticals USA LTDにより開発されたNeugranin(
商標)(「NEUG」)である。NEUGは、約85 kDaの分子量を有する融合ポリペプチドである。N
EUGは、759個のアミノ酸の一本鎖ポリペプチドであり、残基1～585は成熟型HSAに対応し
、残基586～759は成熟型ヒトG-CSFに対応する。NEUG融合タンパク質のアミノ酸配列を図1
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に示す。
【０１００】
VI.融合タンパク質の産生
　rHA-G-CSFの合成方法の例は、米国特許出願番号第11/929,828号に記載されており、こ
れはその全体において参照により本明細書に組み入れられる。いくつかの態様では、NEUG
は、NEUG融合タンパク質を発現するように遺伝子操作された酵母宿主系(例えば、サッカ
ロミセス・セレビジエ(Saccharomyces cerevisiae))を用いて産生される。NEUGは、酵母
培養物の発酵培地から集菌され、当技術分野で周知の方法を用いて精製される(例えば、
一連のクロマトグラフィーおよびろ過工程、例えば、アフィニティークロマトグラフィー
およびイオン交換クロマトグラフィーなど)。
【０１０１】
　非限定的な一例では、NEUG融合コンストラクトは以下のように開発された。完全長アル
ブミンcDNAは、英国オックスフォード大学にてF. E. Baralle博士の実験室でヒトcDNAラ
イブラリーから単離された。このクローンは、プラスミドpAT153ALBとして、英国ノッテ
ィンガムのDelta Biotechnology Limitedへ送付された。さらに、6-アミノ酸HSAプロペプ
チド(RGVFRR)は、酵母(RSLDKR)でのより効率的なプロセシングを促進するように修飾され
た。
【０１０２】
　NEUG産生プラスミド、すなわち修飾pSAC35に基づいた発現ベクターは、野生型サッカロ
ミセス・セレビジエで発見された2μプラスミドに基づいている。pSAC35に基づいた発現
ベクター(欧州特許286 424 B、米国特許第5,637,504号)は、S・セレビジエ産生宿主のロ
イシン欠乏を補完する選択マーカーとしてサッカロミセス・セレビジエからのLEU2遺伝子
を含む。この産生プラスミドはまた、強力な酵母プロモーターであるPRB1ならびに大腸菌
におけるクローニングおよび増殖を可能にするプラスミドpUC9からの配列を含む。さらに
、このプラスミドは、酵母に形質転換されると、大腸菌における増殖に必要なpUC9由来配
列を排除する。これは、酵母においては、隣接するFLP認識標的(FRT)とプラスミドからの
酵母FLPリコンビナーゼの発現により達成される。したがって、NEUGの産生に使用される
生体中には細菌DNAは存在しない。これは、マスターセルバンクを作成した後、酵母から
の2μmプラスミドのレスキュー実験および配列決定により確認される。
【０１０３】
　上に記載のように、CID1643(pSAC35:HSA.GCSF(T31-P204))と命名されたNEUG産生プラス
ミドは、pSAC35に基づいた発現ベクターに由来した。ヒトG-CSFのT31-P204に対応する領
域は、HSAオープンリーディングフレームの3'末端へのシームレスな融合を可能にするた
めに適切な5'および3'制限部位を加えながら、PCRにより増幅した。
【０１０４】
　メリーランド州ロックビルのHuman Genome Sciences, Inc.(HGS)では、cGMPマスターセ
ルバンクを作成するためにNEUGシードバイアルを使用した。NEUGマスターセルバンクの試
験および特性評価は、ICHガイドラインQ5D(Derivation and Characterization of Cell S
ubstrates Used for Production of Biotechnological/Biologicals Products)に従ってC
harles River Laboratories(マルバーン、ペンシルベニア州、米国)およびLark Technolo
gies(ヒューストン、テキサス州、米国)にて行われた。
【０１０５】
　次いで、このマスターセルバンクに由来したcGMPのワーキングセルバンクが、Charles 
River Laboratories(マルバーン、ペンシルベニア州、米国)にて作成され試験された。
【０１０６】
　NEUG細胞株バンクの製造で使用した培地成分はすべて、合成されたか、生合成されたか
、または植物由来のものであった。細胞株または細胞バンク作成の際には、動物またはヒ
ト起源の成分は使用されなかった。
【０１０７】
　セルバンクは、めねじ付の蓋を有する予め殺菌した1.8mL Nuncポリプロピレンチューブ
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【０１０８】
　医薬用途向けのrHSA-G-CSF融合タンパク質の単離、精製、および調製方法の非限定的な
例を、図21に示す。製剤化した原薬は、オートクレーブ滅菌したテフロン瓶へ0.2μmフィ
ルタを用いて無菌ろ過する。液体の原薬は、約-80℃にて凍結した状態で保存される(公称
値、保存温度の許容範囲は約-65℃である)。
【０１０９】
　輸送や臨床現場での保存のための製剤のロバスト性を向上させるため、ならびに期待さ
れる長期保存性を有する安定した製品を提供するため、NEUGは、当技術分野で周知の方法
により凍結乾燥してもよい。
【０１１０】
VII.白血球減少症および好中球減少症の典型的な原因
　上に記載のように、白血球減少症は循環する白血球(WBC)数の減少であり、好中球減少
症は血中好中球数の減少を特徴とし、しばしば細菌感染や真菌感染に対する感受性の増加
につながる。以下は、白血球減少症または好中球減少症を発症するリスクにヒト被験者を
さらす可能性のある因子の非包括的なリストである:薬剤(例えば、フェニトイン、クロラ
ムフェニコール、サルファ剤、および化学療法剤);ビタミンB12または葉酸欠乏症;過剰な
飲酒;骨髄に関与する癌またはその他の病気(例えば、再生不良性貧血、異常ガンマグロブ
リン血症、発作性夜間ヘモグロビン尿症、ヘモグロビン血症、脊髄形成異常、骨髄異形成
症候群、骨髄繊維症、白血病、骨髄腫、リンパ腫、または骨髄を浸潤し置換する転移性固
形腫瘍);ウイルス感染症(例えば、インフルエンザ、HIV、早期伝染性単核球症、幼年期ウ
イルス性疾患);細菌感染症(例えば、結核);放射線;毒素(例えば、ベンゼンおよび殺虫剤)
;骨髄機能不全(例えば、シュワヒマン-ダイアモンド症候群、軟骨毛髪形成不全症、先天
性角化異常症、IB型糖原貯蔵障害);脾臓障害、何らかの原因による脾腫;骨髄細胞または
その前駆体の内在性異常;アレルギー性疾患;自己免疫疾患;T-γリンパ増殖性疾患(T-γLP
D);血液透析または移植;毒素。
【０１１１】
　化学療法レジメン(例えば、細胞毒性を有する化学療法レジメン)などの様々な薬剤は、
発熱性好中球減少症の高い危険性(例えば、>20%危険性)を伴う。いくつかの化学療法レジ
メンでは、G-CSF治療の非存在下での発熱性好中球減少症の発生率は、約40%(例えば、静
脈内ドキソルビシンおよびドセタキセルの化学療法レジメン)である。発熱性好中球減少
症の危険性を伴う様々な癌および治療レジメンの非限定的な例を下記表1に記載する。い
くつかの態様では、そのような薬物治療剤の投与に関連する好中球減少症を予防、治療、
または改善するために、図1のHSA-G-CSF融合タンパク質が患者に投与される。
【０１１２】
　（表１）発熱性好中球減少症を伴う癌および治療レジメンの例
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【０１１３】
　小細胞肺癌に対する細胞毒性治療レジメン(例えば、エトポシドとシスプラチン、なら
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びにCAE)も、発熱性好中球減少症と関連している。
【０１１４】
　様々な好中球減少症が公知であり、いくつかの態様では、図1のHSA-G-CSF融合タンパク
質は、化学療法誘発性好中球減少症、原発性好中球減少症、急性好中球減少症、重度の慢
性好中球減少症(SCN)、重度の先天性好中球減少症(コストマン症候群)、重度の小児遺伝
性無顆粒球症、良性好中球減少症、周期性好中球減少症、慢性特発性好中球減少症、続発
性好中球減少症、好中球減少症関連症候群、または免疫媒介好中球減少症を含むがこれら
に限定されない一種類以上の好中球減少症を予防、治療、あるいは改善するために使用さ
れる。
【実施例】
【０１１５】
VIII.実験例
　以下の実施例は本発明を例証するものである。しかしながら、本発明は、当該実施例に
記載の特定の条件または詳細に限定されるものではないことを理解されたい。限定される
ものではないが米国特許を含む本明細書で参照する公開されている文献はいずれも参照に
より本明細書に組み入れられる。
【０１１６】
　以下の非限定的な実施例において、Neugranin(商標)(「NEUG」)は細胞上ならびにマウ
スおよびサルにおいて試験し、乳癌の治療のための薬物治療(例えば、化学療法)が原因と
なったヒト被験者における好中球減少症および/または白血球減少症を予防、治療、また
は改善するためにも使用した。
【０１１７】
　NEUGは、活性を有するG-CSF部分のヒト血清アルブミンに対する融合に起因して血漿ク
リアランス率が減少したG-CSFアナログである。結果として生じる完全に組換えられたタ
ンパク質は、インビボでG-CSFの薬理活性を保持している、つまり、骨髄から末梢血流へ
好中球および造血幹細胞の動員を促す。このタンパク質の活性は、マウスおよびサルにお
いて評価した(下記の実験例を参照)。観察される好中球数および造血前駆細胞数の増加の
開始は迅速であり、一回の投与後、数日間持続した。当該効果は用量依存的であり、より
低い用量と比較すると、より高い用量では、NEUGに対する反応の程度および期間がより大
きかった。NEUGのクリアランスは、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)より遅かった
。NEUGの単回投与および反復投与後の血液好中球増加症の反応速度（kinetics）は、Neul
asta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)で治療された動物で観察されたものとほぼ同じで
あった。NEUGは、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)よりも4.5倍大きい(質量基
準で)ので、より大きな用量(重量基準で)であるが等モル量のNEUGは、インビボにおいて
類似の効果を達成するために使用することができる。サルでは、等モル量のNEUGはペグフ
ィルグラスチムと同等の効果があり、マウスでは、1.5倍多い量のNEUGは、同等のAUCANC
を達成することが示された。これらの試験では、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラス
チム)1mgが、NEUG4.5～7.7mgと効果において等価だった。この文脈に関連して、サルにお
いて示されたNEUGの無毒性量(「NOAEL」)は、1mg/kg/週を上回った。サルにおける1mg/kg
の用量は、0.45mg/kgのNEUGが投与されたヒト患者で観察されたものよりも約12倍高い曝
露(CmaxおよびAUC)をもたらした。したがって、サルで示されたNOAELは、NEUGの臨床評価
に使用された用量範囲より高い(下記参照)。
【０１１８】
　全体としては、試験は、等モル量のNEUGがNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)
に類似の薬理効果をもたらし、ヒトにおける顆粒球集団に対する類似の効果を有すること
を示す。
【０１１９】
A.NEUGのインビトロおよびインビボ試験
　NEUGのインビトロおよびインビボ試験の結果を次のようにまとめ、下記実験例で詳述す
る。
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【０１２０】
　インビトロ薬理試験は次のことを示した:
　1.NEUGは、用量依存的にNFS-60細胞の増殖を誘導する。
　2.NEUGは、インビトロで、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)の約1/3の効能であ
る。
　3.NEUGは、モル基準で評価するとNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)と効力が
等しい(Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)1mgは、NEUG4.5mgと効果が等しい)。
【０１２１】
　インビボ薬理試験により、以下のNEUGの特性が示された:
　1.NEUGは、マウスおよびカニクイザルにおいて耐容性が良好であった。
　2.マウスでは、NEUGの単回投与は、末梢血中の好中球および造血前駆細胞の用量依存的
で迅速かつ持続的な増加を誘導した。現在の市販されているG-CSF製品と比較すると、好
中球数および前駆細胞数の増加は、等モル量のNeupogen(登録商標)(フィルグラスチム)に
より達成されるものよりも持続期間が長く、等モル量のNeulasta(登録商標)(ペグフィル
グラスチム)での持続期間および程度に類似していた。
　3.マウスでは、等価量およびAUCANCは、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)よ
りも7.7倍高いミリグラム用量のNEUGで達成された。
　4.等モル量のNEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の単回注射投与は
、5-FU誘発性好中球減少症のマウスでは、類似の反応速度および効果の程度で、効果的に
好中球の回復を促進した。
　5.NEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の単回および反復(毎週1回)
投与は、サルにおける末梢好中球数の類似の増加を誘導する。等モル量では、サルにおけ
る好中球増加の程度および持続期間のいずれにおいても、Neulasta(登録商標)(ペグフィ
ルグラスチム)で治療された動物とNEUGで治療された動物とで類似した。
　6.マウスおよびサルのいずれにおいても、IVまたはSC投与されると、NEUGは、Neupogen
(登録商標)(フィルグラスチム)よりも、クリアランスが遅く、終末相半減期が長く、かつ
平均滞留時間が長い。
　7.カニクイザルでは、SC注射後、NEUGの終末相半減期(12.6時間)は、Neulasta(登録商
標)(ペグフィルグラスチム)のもの(9.49時間)よりも約33%長く、NEUGのクリアランス対バ
イオアベイラビリティー(「CL/F」)は、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の約
半分である。
　8.NEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)両方のクリアランスは、正常
なマウスよりも5-FU誘発性血球減少症を経たマウスで遅く、これは両方のタンパク質の受
容体仲介性クリアランスがそれらのクリアランスに寄与することを示唆している。
　9.腎排泄(ラットで評価)は、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)のクリアランスに
有意に寄与し、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)に若干影響し、NEUGのクリア
ランスに実質的に寄与しない。
　10.NEUG(ヒト血清アルブミンおよびヒトコロニー刺激因子からなるヒトタンパク質)は
、マウスおよびカニクイザルにおいて免疫原性がある。Neulasta(登録商標)(ペグフィル
グラスチム)は、サルにおいて類似の発生率および抗体力価を誘導した。NEUGおよびNeula
sta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)で処理された数匹のサルからの抗体は、インビト
ロで中和性であり、NEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)のいずれも、
繰り返し曝露されるにつれて好中球反応は減少したが、抗体陽性動物は、回復の際に、抗
体陰性動物と類似の好中球の基礎レベルを有していた。
【０１２２】
　これらをもとにすると、NEUGのインビトロおよびインビボ薬理的性質は、NEUGが、Neup
ogen(登録商標)(フィルグラスチム)およびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)と
類似した様式で作用し、血流中への好中球および造血細胞の動員を同様に促進するという
ことを示唆する。非限定的なインビトロおよびインビボ実験例を下に記載する。
【０１２３】
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実施例1:NFS-60細胞増殖
　NSF-60は、G-CSF活性の測定のためにバイオアッセイ中で慣例的に使用される細胞株で
ある。この細胞株は、G-CSFに反応して増殖速度が増加する。組換えC-CSF(Neupogen(登録
商標)、フィルグラスチム)およびNEUGの相対効力を比較した。
【０１２４】
　NFS-60細胞増殖を刺激するNEUGおよびNeupogen(登録商標)(フィルグラスチム)の効果を
測定するため、様々な濃度のこれらアナログへの24時間の曝露後に3H-チミジン取込み反
応を測定した。EC50値を得て、質量単位(ng/ml)で表した。
【０１２５】
　簡潔に説明すると、記載の量のNEUG(Albugraninとも呼ばれる)またはNeupogen(登録商
標)(フィルグラスチム)を含む200μl最終容量の完全培地に、1x105のNFS-60細胞/ウェル
で、96ウェルプレートに播種した。試料はすべて三つ組で測定を行った。細胞は30℃で24
時間インキュベーションし、最後の4時間は0.5μCiの3H-チミジン/ウェルでパルス化した
。チミジンの取り込みは増殖の指標として使用した(図8)。
【０１２６】
　NEUGおよびNeupogen(登録商標)(フィルグラスチム)は、用量依存的に増殖を刺激した。
このアッセイでは、質量基準で比較すると、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)は、
NEUGよりも15倍効力があった。NEUGは、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)よりも約
4.5倍多く(質量で)、したがって、モル基準で表すと、このアッセイでは、NEUGは、イン
ビトロで、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)の約1/3の効能であった。
【０１２７】
　Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)は組換えG-CSFの重量に基づいてバイアル
に入れられ、ここでポリエチレングリコール修飾の質量は用量計算には含まれていない。
NEUGは、HSAが質量的に寄与するため、組換えG-CSFよりも4.5x大きく、したがってNFS-60
細胞増殖を誘導するNEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の能力を比較
するためには、等モル量のNEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の力価
を比較し、EC50をモル濃度として表した。簡潔に説明すると、記載の量のNEUG(Albugrani
n)またはNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)を含む200μl最終容量の完全培地に
、1x105のNFS-60細胞/ウェルで、96ウェルプレートに播種した。試料はすべて三つ組で測
定を行った。細胞は37℃で20時間インキュベーションし、最後の4時間は0.5μCiの3H-チ
ミジン/ウェルでパルス化した。チミジンの取り込みは増殖の指標として使用した。結果
を図9に示す。
【０１２８】
実施例2:BDF-1マウスにおけるNEUGおよびNeupogen(登録商標)(フィルグラスチム)の比較
　この試験の目的は、BDF-1マウスにおける末梢血好中球および造血幹細胞に対するNEUG
の単回皮下投与の効果を評価することであった。BDF-1マウスは、NEUGを3種類の用量レベ
ル(0.25mg/kg、1.25mg/kg、もしくは5.0mg/kg)で、またはNeupogen(登録商標)(フィルグ
ラスチム)を2種類の用量レベル(0.25mg/kgおよび1.25mg/kg)で、単回投与で皮下注射(「S
C」)した。末梢顆粒球(Gr.1+)および造血前駆細胞(c-kit+)は、1日目から5日目まで毎日
フローサイトメトリーにより定量し、ビヒクルで処置した動物で得られたレベルと比較し
た。
【０１２９】
　ビヒクルで処置した動物と比較すると、NEUGおよびNeupogen(登録商標)(フィルグラス
チム)はいずれも、末梢好中球数を増加させたが、反応の速度および程度は異なっていた(
図10)。Neupogen(登録商標)(ペグフィルグラスチム)群では、1日目に最大で3倍の好中球
数の増加が起こり、2日目までに好中球は正常なレベルに戻った。対照的に、NEUGの単回
投与は、同等量のNeupogen(登録商標)(フィルグラスチム)に類似した程度にまで好中球数
を上昇させた一方で、好中球数は、NEUG群では上昇を続け、用量依存的に反応速度および
程度がピークに達した。0.25、1.25、および5.0mg/kgのNEUG用量では、ビヒクルで処置し
た動物で得られた好中球数の5.4、10、および24倍のピーク好中球数になった。低いほう
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の2種類の用量では2日目に好中球数の上昇がピークに達した一方で、試験した最も高い用
量では4日目にピークに達した。好中球は、NEUG 0.25、1.25、および5.0mg/kgでそれぞれ
、3、4、および5日目に正常なレベルに戻った(図10)。図10に示すように、NEUGに誘導さ
れた末梢血好中球の増加は、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)に誘導されたものよ
りも程度が大きくかつ期間が長かった。
【０１３０】
　この試験における末梢造血(c-kit+)幹細胞数に対するNEUGおよびNeupogen(登録商標)(
フィルグラスチム)治療の結果は、末梢好中球に関して得られた結果に非常に類似してい
た(図11)。NEUGの効果は用量依存的であり、1日目は同等量のNeupogen(登録商標)(フィル
グラスチム)に類似していたが、2～4日目に上昇を続け、全治療群で、5日目までにビヒク
ルにより規定されたベースラインまで戻った。図11に示すように、NEUGに誘導されたc-ki
t+細胞の増加は、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)に誘導されたものよりも程度が
大きくかつ期間が長かった。
【０１３１】
実施例3:BDF-1マウスにおけるNEUGとNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)との比
較
　この試験の目的は、BDF-1マウスの末梢血中の末梢血好中球および造血前駆細胞に対す
るNEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の単回皮下(SC)注射の効果を比
較することであった。これは、NEUGを5mg/kgまたは10mg/kgの1回量でBDF-1マウス(n=5)に
注射することにより評価した。NEUGの効果を、単回投与として投薬した等モル量のペグフ
ィルグラスチム(Neulasta(登録商標))(1.12mg/kgおよび2.24mg/kg)の効果と比較した。Ne
ulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)およびNEUGのこれらの2種類の用量はほぼ等モ
ルである。
【０１３２】
　結果を図12に示す。NEUG(5mg/kgおよび10mg/kg)またはNeulasta(登録商標)(1.12mg/kg
および2.24mg/kg)の単回投与は、BDF-1マウスにおける末梢顆粒球数および造血前駆細胞
数を効果的に増加させた。この実験では、末梢顆粒球の動員が、NEUG5mg/kgで3日目に、N
EUG10mg/kgで4日目に最大となった。顆粒球は、NEUG治療後6日目に正常なレベルに戻った
。1回量のNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)を投与したマウスでは、顆粒球の
動員が4日目に最大となった。2.25mg/kgでNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)が
投与されたマウスにおけるANCは、薬剤投与後6日目でもベースラインよりなお有意に高か
った(p=0.036)一方、1.12mg/kg投与されたマウスにおける絶対好中球数(ANC)は、6日目に
正常に戻った(図12A)。
【０１３３】
　マウスでの相対効力を評価するために、PD曲線下面積(AUCANC)対等モル量(nmol/kg)を
計算した(図12B)。用量反応を示す線は並行であり、これはAUCANCがこのモデルおいて適
切な比較手段を提供していることを示唆している。AUCANCは、両方のG-CSFアナログに関
しては明らかに用量依存的であった。この実験では、重量基準でのNEUGに対するNeulasta
の相対効力は7.7であった。すなわち、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)1mg(r
hG-CSF重量に基づいて病院で投与される)は、NEUG7.7mgと効果が同等である。これは、NE
UGとNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)との間の4.5倍の分子量差よりも約1.5倍
高い。
【０１３４】
　NEUGまたはNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の単回投与は、末梢血中の造血
前駆細胞の総数を有意に(p<0.05)増加させた(図15)。NEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペ
グフィルグラスチム)で治療された群の両方で、造血前駆細胞の動員が4日目に最大となっ
た。NEUGが10mg/kgおよびNeulastaが1.12mg/kgおよび2.24mg/kgでは、c-kit+細胞の同様
な増加を誘導した(p<0.0001)。5mg/kg用量のNEUGは、HSA対照と比較して、統計的に有意(
p<0.0001)なc-kit+細胞の増加をもたらしたが、この増加は、両方のNeulasta(登録商標)(
ペグフィルグラスチム)群で観察されたものよりも約50%少なく、2倍高い用量では最大c-k
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it+細胞数が増加したので準最大(sub-maximal)のようであった(図15)。
【０１３５】
実施例4:5-FU誘発性好中球減少症BDF-1マウスにおけるNEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペ
グフィルグラスチム)の比較
　G-CSF製品は、骨髄抑制性化学療法後に好中球の回復を促進するために臨床使用される
。この試験の目的は、致死未満量の5-FU(150mg/kg)により好中球減少症が誘導されたモデ
ルにおける好中球の回復に対するNEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)
の単回皮下(SC)注射の効果を比較することであった。BDF1マウスに、NEUGを5mg/kgまたは
10mg/kg単回投与した。NEUGの効果は、Neulasta(1.12mg/kg、NEUG5mg/kgに対する等モル
量)の単回投与の効果と比較した。薬剤はいずれも5-FU単回投与の1日後に投与した。末梢
血好中球数は、6日目から10日目まで毎日測定した。この期間では、5-FUが投与されたマ
ウスは、好中球の最下点に続く遅い回復期によって特徴付けられる。実験は、好中球回復
の時間および程度に対するNEUGの効果を測定するように設計された。
【０１３６】
　5-FU投与の1日後にビヒクル対照またはHSAを注射されたマウスは、6日目までに好中球
が最下点に達した(図16)。好中球レベルは、10日目までに回復し始めた。対照的に、マウ
スは、5-FU投与後1日目にNEUGまたはNeulastaのいずれかで治療されると、好中球減少症
からの回復が促進された。ビヒクル対照と比較して、すべての用量レベルにおいてどちら
の薬剤を用いた治療も、統計的に有意な好中球数の増加をもたらした。9日目では、5mg/k
gで投与したNEUGの効果は、等モル量のNeulasta(1.12mg/kg)により達成された効果と比較
すると、低かった(p=0.0048)。しかしながら、10日目までに、両方の薬剤は、末梢好中球
の総数の同様な増加をもたらした。
【０１３７】
　マウス試験データをまとめると、正常なマウスにNEUGを単回投与すると、末梢血中の好
中球(Gr.1+細胞)および造血前駆細胞(c-kit+)の用量依存的で迅速かつ持続性の増加を効
果的に誘導した。NEUGに対する反応は、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)によ
り誘導された反応と類似していたが、この試験では、NEUGに対する最大反応は、Neulasta
(登録商標)(ペグフィルグラスチム)と比べて僅かに遅かった。Neupogen(登録商標)(フィ
ルグラスチム)の単回投与は、末梢血中の好中球数および造血前駆細胞数の一過性の増加
のみ引き起こした。IP注射した致死未満量の5-FUが骨髄抑制および末梢好中球減少症を誘
導した臨床的に関連する血球減少症のマウスモデルを使用すると、NEUGまたはNeulasta(
登録商標)(ペグフィルグラスチム)の単回投与は、効果的に好中球の回復を改善した。
【０１３８】
実施例5:カニクイザルにおけるNEUG試験
　NEUGの反復投与の効果を測定するためにカニクイザルを選択した。NEUGの反復投与後に
血液学的な連続評価を行い、サルでの2種類の試験、すなわちNEUGおよびNeupogen(登録商
標)(フィルグラスチム)の皮下投与を比較する2週間の薬理試験、ならびに皮下および静脈
内NEUGの効果と皮下Neulasta(登録商標)(フィルグラスチム)の効果とを比較する、より長
い(5か月)免疫原性試験を行った。試験はいずれも、NEUGが、Neulasta(登録商標)(ペグフ
ィルグラスチム)と類似する効力および薬力学的プロファイルで、サルにおいて末梢血好
中球の持続的な増加をもたらすことを示す。
【０１３９】
実施例6:サルにおけるNEUGの2週間にわたる薬理試験
　サルにおけるNEUGの薬力を評価するために、効能評価項目として血液学的パラメータを
用いて2週間にわたる反復用量試験を行った。実験的に未処理(experimentally naive)の
カニクイザルのオスおよびメス20匹を、無作為に各群オス2匹およびメス2匹の5治療群へ
分けた。サルは、肩甲部の中央に、ビヒクル、NEUG、またはNeupogen(登録商標)(フィル
グラスチム)を皮下(「SC」)注射した。試験の14日間の治療期間の間、ビヒクルは4日毎(Q
4D)に投与され、NEUGは4日毎(Q4D)に25μg/kgまたは4日もしくは7日毎(それぞれQ4Dもし
くはQ7D)に100μg/kg投与され、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)は毎日5μg/kg投
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与された。
【０１４０】
　NEUGは、25μg/kgまたは100μg/kgで4日毎の頻度で投与されてカニクイザルによって良
好な耐容性が示され、副作用は無かった。血液学的な変化は主に、NEUG誘発性末梢血好中
球増加からなり、末梢血単核球増加は顕著でなかった。100μg/kgのSC投与の24時間後に
好中球の増加はピークを迎えた(図17)。NEUGを4日毎に25μg/kgまたはNeupogen(登録商標
)(フィルグラスチム)を毎日5μg/kg投与すると、好中球の中程度の増加をもたらし、これ
は投与第2週ではビヒクルと比較すると有意であった。NEUGに起因する血液学的変化はす
べて、処置を行わない2週間の回復期間中に完全に回復した。
【０１４１】
他の所見
　単核細胞数はG-CSFに反応して末梢にて増加することが報告されているが、好中球で観
察されるよりも程度は劣る。この試験では、4日毎に投与された100μg/kgのNEUGだけが、
単球の絶対数の増加を誘導した。末梢血リンパ球の絶対数は、NEUGまたはNeupogen(登録
商標)(フィルグラスチム)のどちらで治療しても影響されなかった。
【０１４２】
実施例7:サルにおけるIVおよびSC NEUGのSC Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)
との比較。
　カニクイザルにおけるNEUGの非GLP反復用量投与試験は、主に免疫原性を評価する目的
で行った(Covance Study No. 6962-129)。血液学的パラメータは、試験評価項目として評
価し、この試験はまた、等モル量のNEUGおよびNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチ
ム)を比較するのに有用な薬理情報を提供する。NEUGおよびNeulastaはいずれも、毎週1回
3週間投与された。図18は、NEUGまたはNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の最
初の3回の投与後のANCを示す。
【０１４３】
　この試験では、SCおよびIV投与されたNeugraninならびに等モル量でSC投与されたNeula
sta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)は、末梢血好中球の有意な増加をもたらした(ビヒ
クルと比較して<0.0001)。好中球反応の程度および速度はいずれも、これらの3つの群で
ほとんど同じであった。
【０１４４】
実施例8:薬物動態
　NEUGの薬物動態は、正常BDF-1マウスにおいて単回IVまたはSC注射後に、そして5-FUで
治療された好中球減少症BDF-1マウスにおいてSC注射後に、そして腎摘出を受けたラット
においてIV注射後に、そしてカニクイザルにおいて単回および複数回IVおよびSC注射後に
評価した。さらに、rhG-CSF(Neupogen(登録商標))のPKおよびペグ化rhG-CSF(Neulasta(登
録商標))のPKを比較した。これらの試験を下記にまとめる。
【０１４５】
　すべての試験において、血漿NEUG濃度は、G-CSFを捕捉しHSAを検出する「サンドイッチ
」ELISAにより測定した。このアッセイフォーマットによって、内因性のG-CSFおよびアル
ブミンの干渉または交差反応なしに未変化のNEUGを定量することができる。薬物動態試験
を図19において表形式でまとめる。
【０１４６】
　これらの試験では、BDF-1マウスにIVまたはSC投与すると、NEUGは、Neupogen(登録商標
)(フィルグラスチム)よりも、クリアランスが遅くかつ終末相半減期および平均滞留時間(
MRT)が長い。NEUGのクリアランスは、Neupogen(登録商標)(フィルグラスチム)のクリアラ
ンスより約8倍遅く、MRT(11.2～20.7時間)は約4倍長い。NEUGおよびNeulasta(登録商標)(
ペグフィルグラスチム)の両方のクリアランスは、正常マウスよりも、5-FU誘発性血球減
少症を経たマウスにおいて遅い。これは、G-CSFのクリアランスに役割を果たす好中球の
数がより少ない(5-FU治療後)ことによる可能性が最も高い。カニクイザルでは、NEUGのMR
Tは、17.9～27.2時間である。さらに、毎週5回のSC投与の最後の投与後のCmaxは、最初の
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投与後のCmaxと比較して減少しているようである。カニクイザルにおけるNEUGのSCバイオ
アベイラビリティーは約22%である。カニクイザルでは、SC注射後、NEUGの終末相半減期(
12.6時間)は、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)のもの(9.49時間)よりも約33%
長い。腎クリアランスは、NEUGの除去に有意な役割を果たさないようである(ラットで測
定)。
【０１４７】
実施例9:非臨床毒性の概要
　NEUGは、マウスおよびサルにおいて良好な耐容性があった。4週間毎週1回100、500、ま
たは1000μg/kg/投与でNEUGを皮下投与されたサルでは有害な所見はなかった。NEUG治療
に対する薬力学的反応は、カニクイザルにおいて複数回のSCまたはIV投与後に観察され、
以前に報告されたG-CSFの効果と一致していた。NEUGは、顕著で用量依存的な白血球増多
症および好中球増加症を一貫して誘導し、単球、好酸球、および好塩基球の増加は顕著で
なく、リンパ球の増加は一貫性がなかった。サルにおけるNEUGの無作用量(NOEL)は、GLP
または非GLP試験では確認されなかったので、皮下投与については25μg/kg/投与未満であ
ると考えられる。副作用はSCでNEUG処理されたサルでは観察されなかったので、サルにお
けるNEUGの皮下投与に関する無毒性量(NOAEL)は、1000μg/kg/投与よりも大きい。NEUGの
薬理作用と一致するさらなる所見としては、脾臓重量の増加、骨髄増生の顕微鏡的証拠、
および白血球増多症が挙げられる。
【０１４８】
　非臨床安全性試験を図20の表にまとめる。
【０１４９】
実施例10:免疫原性
　NEUGは、患者において、G-CSFに対して中和性である免疫反応を(理論的には)誘導し得
た。HSAに対する抗体も可能性はあるが、血液(40mg/mL)中でHSAは非常に高濃度であるの
で当該抗体の臨床有意性は不明である。NEUGの全成分に対する抗体を検出することができ
る一連の非常に高感度なアッセイを使用して、ヒトでの免疫原性を評価した。
【０１５０】
　NEUGの安全性および毒性を測定するため、免疫原性をいくつかの試験で評価した。これ
らの試験は、ヒトG-CSF(Neulasta(登録商標)、ペグフィルグラスチム)、ヒトアルブミン
、およびNEUGがサルにおいてすべて免疫原性であることを実証する。Neulasta(登録商標)
(ペグフィルグラスチム)治療群を含む免疫原性試験では、週1回のNEUGのIVまたはSC投与
で治療された動物のほとんどは、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)に対する抗
体を生じた。NEUG(またはNeulasta(登録商標)ペグフィルグラスチム)に対する抗体は、22
日目(3回目の週1回投与後)にまたはその後に初めて検出された。多くの場合、当該抗体は
、インビトロアッセイにおいて中和作用があったが、中和抗体の存在は、好中球減少症の
原因とならず、サルでのNEUGまたはNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)の薬理効
果の妨げにはならなかった。さらに、2か月と2週間の休薬期間後、すべての群のANCは正
常範囲内であり、抗体状態にかかわらずANCプロファイルに有意差はなかった。
【０１５１】
　ほとんどのヒトタンパク質と同様に、ヒトアルブミンは、動物において免疫原性である
。別のアルブミン融合タンパク質での経験から、サルでの免疫原性は、ヒトにおける免疫
原性の発生(または結果)を予測するものではないことが示されている。例えば、Albufero
n(登録商標)(ヒト血清アルブミンおよびインターフェロンαからなる融合タンパク質)は
、サルにおいて非常に免疫原性があり(単回注射後では12匹中10匹のサルが抗体に陽性で
あった)、免疫反応は、中和性でありかつ実質的に曝露に影響した。対照的に、最近行わ
れた患者458人のAlbuferon(登録商標)第2相試験では、治療の最初12週間は、出現した抗
体の割合は非常に低く、ペグ化インターフェロン治療群(18%)と比較してAlbuferon(登録
商標)治療群では有意に低かった(3%)。さらに、抗体は明確な影響がなかった。
【０１５２】
　NEUGに対する抗体は、NEUGを最大で3回投与されたヒト患者では観察されていない(例え
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ば、下記第I相5.cおよび第II相5.eセクション参照)。NEUGリスク評価に関して、利用可能
なヒトおよび動物データは、G-CSFの中和が、G-CSFの薬理量に対する反応の妨げとはなら
ず、また感染病原体による攻撃に対する正常な反応の妨げとはならないことを示唆する。
G-CSFが除去されたマウスモデルでは、感染病原体による攻撃に反応して好中球増加症が
なお発生し得ることが示されており、これは顆粒球形成系において過剰であることを示唆
している。さらに、フェルティ症候群および全身性エリテマトーデスの症例でG-CSFに対
する自己抗体を有するヒトについての報告がある。当該患者は好中球減少症を発症するが
、G-CSFまたはGM-CSFを用いた治療は大多数の患者になお有効である。
【０１５３】
　要約すると、インビトロおよびインビボデータならびにNEUGの薬物動態に関する特徴は
、骨髄抑制性抗腫瘍治療を受ける患者における発熱性好中球減少症に対する単回投与予防
薬としてのNEUGの使用を支持する。単回投与後に末梢血中で高レベルの造血前駆細胞を誘
導するNEUGの能力はまた、自己由来造血幹細胞および同種造血幹細胞の両方の移植の患者
またはドナーにおいて有益である可能性がある。
【０１５４】
B.ヒトでのNEUG試験
　次の実施例は、「第I相」および「第II相」と題した2つのメインセクションにおいて記
載する。各相は、2つの部分、即ちA部およびB部を含む。第I相および第II相の実施例は、
下記表2にまとめる。
【０１５５】
　(表２)ヒト臨床NEUG試験の概要

【０１５６】
　各相は、1)目的、2)患者の特徴、3)試験薬剤、4)試験の特徴、および5)A部およびB部の
結果という5つのセクションに分かれる。
【０１５７】
実施例11:第I相
1.目的
　第I相A/B、第II相A/B試験は、骨髄抑制性化学療法剤(ドキソルビシン/ドセタキセル)が
投与された被験者における、皮下投与したNeugranin(商標)(「NEUG」)(組換えヒトアルブ
ミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子)の安全性、耐容性、免疫原性、薬物動態、および薬力
を評価するために行った。
【０１５８】
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　第I相では、第一の試験目的は、治療により発現した有害事象の頻度、重度、および継
続時間を測定し、これらをNEUG投与の時間および用量と相関させることにより、ペグフィ
ルグラスチムと比較して、一連の可能性のある治療用量にわたって皮下投与されたNEUGの
安全性プロファイルを評価することであった。
【０１５９】
　第二の試験目的は、NEUGの薬物動態および免疫原性を評価すること、ならびにドキソル
ビシン/ドセタキセルが投与される患者における、好中球減少症の罹患率、重症度、およ
び継続期間に対するNEUG投与の効果をペグフィルグラスチムと比較することである。
【０１６０】
　第I相は、上記表2に記載のように、A部およびB部という二部構成で行った。
【０１６１】
2.患者の特徴
　第I相では、患者は、下記の特徴またはパラメータに基づいてスクリーニングされた。
【０１６２】
　採用:
　1.ドキソルビシンおよびドセタキセルを投与される予定の組織学的に確認された乳癌患
者。
　2.18歳以上。
　3.十分な血液学的機能。
　4.ANC>1500/mm3

　5.血小板>100,000/mm3

　6.十分な肝機能および腎機能:
　7.血清クレアチニン<2.0x正常上限値
　8.検査室(local laboratory)での正常範囲内(WNL)の総ビリルビン
　9.血清トランスアミナーゼ(SGOT/SGPT)<1.5x正常上限値
　10.アルカリフォスファターゼ<2.5x正常上限値
　11.ECOG一般状態0または1
　12.正常範囲内の左心室駆出分画(LVEF)に基づいたドキソルビシン投与を受ける資格。
　13.試験条件を理解する能力を有すること、書面によるインフォームドコンセント(研究
に関連する健康情報の使用および開示に関する同意書を含む)を提供すること、ならびに
試験プロトコル手順を順守すること。
【０１６３】
　不採用:
　1.過去に1を超える化学療法レジメン(過去12か月以内に行われたのであればアジュバン
ト療法も含む);試験開始に先立つ4週間以内の任意の化学療法/免疫療法;この試験におけ
るドキソルビシンの2度の全量サイクルを除く累積的なアントラサイクリン投与。
　2.試験化学療法の6週間以内の事前のニトロソウレア(BCNU、CCNU)またはマイトマイシ
ンCのいずれかの使用。
　3.アントラサイクリンに基づいた化学療法レジメンの使用を除く、研究者の見解におけ
る心臓の病歴、兆候、または症状。
　4.試験化学療法の2週間以内の事前の手術または放射線治療。
　5.骨盤に対するまたは骨髄支持面積の20%を超える面積に対する、または骨髄障害に対
する事前の広範囲照射。
　6.造血幹細胞移植による事前の高用量化学療法。
　7.試験化学療法の4週間以内の骨髄性(G-CSFまたはGM-CSF)成長因子の事前使用。
　8.試験化学療法の4週間以内のエリスロポエチンの事前使用。
　9.骨髄性の悪性腫瘍または脊髄形成異常の病歴。
　10.既知の脳転移(十分に治療(手術または放射線療法)され、最低3週間の観察で進行が
見られず、抗痙攣薬およびステロイドを使用しないで神経学的に安定している場合を除く
)。
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　11.既知の鎌状赤血球症。
　12.成人型呼吸窮迫症候群(ARDS)の診断。
　13.静脈内または経口抗生物質を必要とする現行の感染症。
　14.酵母由来製品に対するアレルギーの既知の履歴。
　15.大腸菌由来タンパク質、ペグフィルグラスチム、フィルグラスチム、またはペグフ
ィルグラスチムの任意の他の成分(第2相のみ)に対する既知の過敏症。
　16.妊娠女性または授乳中の女性(試験期間中は、女性は全員、確実性が90%を超える避
妊法を実施するか、不妊または閉経後でなければならない)。
　17.HIV陽性または活動性肝炎が既知(未知の状態の患者は試験されない)。
　18.試験期間中および試験薬剤の最後の投与後30日間効果的な避妊を使用することに合
意しない男性。
【０１６４】
　次の理由で被験者をさらなる治療から外した:
　1.疾患進行
　2.最善の治療にもかかわらず容認できない毒性
　3.研究者の裁量による併発性の病気
　4.ドキソルビシンレジメン-寿命中で許容される最大蓄積量に到達(適格基準参照)
　5.同意の撤回
　6.経過観察への非遵守/喪失
　7.妊娠
【０１６５】
　NEUGによる治療を停止した場合、被験者は試験にとどまり、予定した安全性およびPK評
価のために任意の治験薬の最後の投与後少なくとも30日間経過観察した。
【０１６６】
3.試験薬剤
　NEUG(組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子、rHSA-G-CSF)は、成熟型HSA
に対応する残基1～585および成熟型ヒトG-CSFに対応する残基586～759を含む一本鎖に繋
がった約85kDaの分子量を有する融合タンパク質である。NEUGの治療有効部分は、組換え
ヒトDNA由来G-CSFである。
【０１６７】
　NEUGは、使い捨てのタイプ1ガラスバイアル中で無菌の凍結乾燥製剤として供給され、2
～8℃で保存される。注射用滅菌水1.1mLで再構成する際、各バイアルは、pH7.2の10mMリ
ン酸ナトリウム、200mMマンニトール、60mMトレハロース無水物、0.01%(w/v)ポリソルベ
ート80中に、NEUGを15mg/ml(バイアル毎に15mgが送達可能)含む。
【０１６８】
　第I相で使用したNEUG製剤の組成を図13に示す。
【０１６９】
　市販のNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)は、皮下注射用0.6ml充填済みシリ
ンジで供給された。各シリンジは、注射用水中に酢酸塩(0.35mg)、ソルビトール(30.0mg)
、ポリソルベート20(0.02mg)、ナトリウム(0.102mg)を含む無菌、透明、無色、防腐剤無
添加の溶液(pH4.0)にペグフィルグラスチムを6mg(タンパク質重量に基づく)含む。USP。
【０１７０】
　NEUG(50、150、300、もしくは450μg)またはNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチ
ム)(6mg)を皮下投与した。
【０１７１】
4.試験の特徴
a.試験スケジュールおよび継続期間
　この試験は、ドキソルビシン/ドセタキセルを投与される予定である乳癌患者62人にお
いて行われた、ヒト初回投与、多施設、非盲検、非対照、逐次用量漸進試験であり、続い
て対照無作為化試験を行った。この試験は、二部構成であった。A部は、13人の被験者、4



(36) JP 2012-515222 A 2012.7.5

10

20

30

40

つの用量コホート(50、150、300、または450μg/kg)における逐次用量漸進試験であり、5
0、150、および450μg/kgのコホートのそれぞれには3人の被験者で、300μg/kgのコホー
トには4人の被験者で、無作為化の実験B部を行う前に安全性を評価した。
【０１７２】
　A部では、被験者は、細胞毒性を有する化学療法剤の非存在下で、安全性および好中球
絶対数(「ANC」)に対する効果の初期評価のために、化学療法の開始(サイクル0)の少なく
とも2週間前にNEUGの最初の投与を受けた。最低2週間の経過観察後、被験者は、サイクル
0のNEUGに関連すると考えられる用量制限的な有害事象がなく、被験者がすべての適格基
準を満たす場合、サイクル1およびサイクル2において化学療法後に同じ用量でNEUGの投与
を受けた。
【０１７３】
　A部では、用量制限毒性(DLT)は、グレード2骨痛を除いて、試験薬剤と、場合によって
は関連する、恐らく関連する、または明確に関連すると考えられるグレード2以上の臨床
的に有意な有害事象として規定された。各A部コホート内では、実験に参加した各被験者
に対する最初の試験薬剤の投与は、急性有害事象をモニタリングするために、最低24時間
隔てた。
【０１７４】
　次の用量レベルまで漸進させる決定は、所与のコホート中の被験者全員についてNEUGの
最初の投与後少なくとも7日間の安全データの検討に基づいて行った。被験者3人がだれも
DLTを経験しない場合は、次の用量レベルにおいて被験者3人を加えて用量漸進を継続した
。所与のコホートにおいて被験者3人の1人がDLTの兆候を示した場合、別の被験者3人をそ
の用量レベルで補充し、1コホート当たり全部で6人の被験者になる。被験者6人の1人のみ
にDLTが起こった場合、用量漸進を続けた。被験者6人の2人にDLTが起きた場合、用量漸進
を停止し、それ以上NEUG治療薬は投与しなかった。
【０１７５】
　残りの被験者は、予定された安全性、薬物動態、および薬力学的評価を完了した。
【０１７６】
　最初のA部コホートにおいて安全性が実証された後、B部を行った。B部では、被験者は3
つの無作為化並行治療群の1つに分けられ、NEUG300μg/kg(n=20)、NEUG450μg/kg(n=21)
、または承認された用量であるペグフィルグラスチム6mg(n=10)を試験化学療法の約24時
間後に投与した。
【０１７７】
　下記表3および表4は、第I相A部およびB部における被験者の割付をまとめたものである
。図6は、第I相A部およびB部の化学療法サイクルを示す。
【０１７８】
　(表３)第I相における被験者の割付

【０１７９】
　(表４)第I相における被験者の割付
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【０１８０】
b.第I相A部およびB部中の併用療法
化学療法
　この実験の化学療法レジメンは、最大2回までの21日サイクルを、治療の1日目に静脈注
射により逐次投与するドキソルビシン50mg/m2およびドセタキセル75mg/m2からなった。
【０１８１】
　療法の各サイクルを受ける前に、被験者は、好中球絶対数(ANC)が>1.5x109/Lであり、
血小板が>100x109/Lでなければならなかった。血液学的な回復のため、最大2週間まで治
療を遅らせることもあり得た。
【０１８２】
　ドキソルビシンおよびドセタキセルの組み合わせは、乳癌患者において有意な臨床上の
活性を有すると報告されている。しかしながら、この組み合わせは、骨髄抑制性であり、
他の標準的なレジメンよりも高い割合でグレード3またはグレード4の好中球減少症が起き
る。
【０１８３】
　CSFを添加しても、ドキソルビシンおよびドセタキセルの組み合わせは、患者の79%にグ
レード4好中球減少症誘発し、9～18%の割合で発熱性好中球減少症を誘発する。このドキ
ソルビシン/ドセタキセルレジメンは、好中球減少症およびその合併症を予防するための
新規な薬剤の研究に使用されている。したがって、ドキソルビシンおよびドセタキセルの
組み合わせは、NEUGのような新規の薬剤の可能性を研究するのに適切な化学療法レジメン
である。
【０１８４】
ドキソルビシン
薬理学的データ
　塩酸ドキソルビシンは、DNAおよびDNA依存RNA合成ならびにタンパク質合成を阻害する
ストレプトミセス・ペウセティウス var カエシウス(Streptomyces peucetius var caesi
us)から得られるアントラサイクリン系抗生物質である。ドキソルビシンは、細胞周期の
どの期においても活性があるが、S期において最も細胞毒性がある。当該薬物の排出は、
主に肝臓によるものであり、腎クリアランスは小さい。
【０１８５】
医薬データ
　前記薬物は、10、20、50、100、または200mgバイアル中で市販されている。凍結乾燥製
剤は、注射用滅菌水、5%デキストロース溶液、または0.9%注射用生理食塩水で再構成され
てもよい。
【０１８６】
副作用および毒性
　約10～14日間に最下点を有する骨髄抑制(主に白血球減少症)、ならびにまれな急性心嚢
炎心筋炎症候群および累積的な容量に伴う後発性の心筋症を含む心毒性が、ドキソルビシ
ンの用量制限毒性である。著しい脱毛症および中程度の悪心/嘔吐は、予想される毒性で
ある。偶発的な溢出の部位での局所的な皮膚および組織損傷を生ずる溢出反応、口内炎、
皮膚(特に爪床)の色素過剰症、ならびに過去に照射した部位での「メモリ」現象が報告さ
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れている。
【０１８７】
ドセタキセル
薬理学的データ
　ドセタキセルは、遊離チューブリンに結合する半合成タキソイドであり、安定した微小
管の構築を促進し、有糸分裂および細胞複製(M期に特異的な細胞周期)を妨害する。ドセ
タキセルは、タンパク質に広く結合し、肝臓において多くは代謝され、7日以内に用量の
約75%が糞便中に排泄される。
【０１８８】
医薬データ
　ドセタキセル(Taxotere(商標)、Sanofi Aventis)は、80mg/2mLまたは20mg/0.5mlの単回
投与バイアル中に提供され、希釈剤(注射用水中13%エタノール)バイアルが付帯される。T
axotereは1ml毎にドセタキセル(無水)を40mgおよびポリソルベート80を1080mg含む。
【０１８９】
副作用および毒性
　ドセタキセルは、ドセタキセルまたはエトポシドおよびビタミンEなどのポリソルベー
ト80と調製された他の薬剤に対して激しい過敏反応の既往歴のある患者には投薬すべきで
はない。
【０１９０】
　激しい過敏反応を経験する患者には再投薬すべきではない。下に概説するように、ドセ
タキセルが投与される患者には、コルチコステロイドを前投与するのがよい。
【０１９１】
　軽度から中程度の肝機能障害では、代謝が27%遅延し、全身暴露(AUC)が38%増加する。
ドセタキセルは、SGOTおよび/またはSGPTが正常範囲の>1.5倍、およびアルカリフォスフ
ァターゼが正常範囲の>2.5倍の患者には投与すべきではない。体液鬱滞が、コルチコステ
ロイドを前投与したにもかかわらず、第III相試験における患者の17%(中程度)および6%(
重度鬱滞)で起こった。重度の知覚神経症(感覚異常、錯感覚、疼痛)が観察されている。
【０１９２】
　予想される副作用としては、最下点が約9日間あり15～21日目までには回復する骨髄抑
制(主に白血球減少症)が挙げられる。脱毛症、爪および皮膚の変化、口内炎、筋肉痛/関
節痛、悪心/嘔吐、ならびに低血圧が報告されている。
【０１９３】
化学療法剤の用量、投与、および用量の変更
　各治療サイクルの1日目に、化学療法剤(ドキソルビシンに続いてドセタキセル)を投与
した。
【０１９４】
　ドキソルビシンは、管外溢出による傷害を回避するため、点滴用静脈ラインまたは中心
静脈カテーテルのサイドアームを介してIVボーラスにより50mg/m2の用量で投与した。
【０１９５】
　75mg/m2のドセタキセルは、0.9%食塩水または5%デキストロース溶液250mLで希釈し、ポ
リエチレンライニングを有する輸液セットを介して約1時間にわたって静脈内投与した。
バイタルサインは、ドセタキセル点滴の直前および直後に得た。
【０１９６】
　療法の各サイクルを受ける前に、被験者は、好中球絶対数(ANC)が>1500/mm3であり、血
小板が>100,000/mm3でなければならなかった。血液学的な回復のため、最大2週間まで治
療を遅らせることもあり得た。グレード3～4の非血液毒性、グレード3～4の感染エピソー
ド、またはグレード4の血小板減少症に対しては化学療法剤の用量を25%減少させた。
【０１９７】
　化学療法のさらなるサイクルの妨げになる重度の過敏反応または非血液毒性を経験する
被験者は試験治療から除外されたが、経過観察は完了した。
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【０１９８】
化学療法剤の前投薬
　経口(必要であればIV)コルチコステロイド(例えば、デキサメタゾン8mgBID)を、体液鬱
滞および過敏反応の発生および重篤さを低下させるため、ドセタキセル投与の1日前に開
始して3日間投与した。
【０１９９】
　制吐薬または他の前投薬(例えば、H2拮抗薬)の使用および選択は、治療を行う医師の裁
量に任せた。
【０２００】
禁止薬剤
　被験者は、この試験中および下に規定するさらなる期間中は、次の薬剤および/または
処置のいずれも受けないのがよい。
　1.試験薬剤の開始の30日以内および実験期間中における他の治験薬。
　2.後続の化学療法サイクルは、NEUGの投与後14日まで開始すべきではない。
　3.持続性または発熱性の好中球減少症が起こらない限り、実験期間中におけるサイトカ
イン、他の造血成長因子、および予防用抗生物質。被験者が、スクリーニング期間から0
日目の間の任意の時点でG-CSFで治療された場合、NEUGの投与に適格ではなく、試験を中
断した。
【０２０１】
許可薬剤
　被験者にベースライン薬剤を継続させた。可能であれば、試験全体にわたって各薬剤の
一日量を維持した。何らかの理由で研究者によって必要であると認められた場合、さらな
る薬剤、または用量、薬剤、投与経路の変更を必要とした被験者、および薬剤が投与され
た適応症は、CRFの適切なページに記録した。
【０２０２】
抗生物質
　被験者は全員、感染の可能性を減らすため、化学療法の各コースに続いて予防用経口抗
生物質(例えば、シプロフロキサシン)を投与された。発熱性好中球減少症または持続性の
重度の好中球減少症(ANC<0.5x109/L、≧5日)が起こった場合、被験者は、治療不成功と考
えられ、試験から除外され、経過観察を完了し、研究者の裁量による成長因子支持を含む
標準的な支持療法すべて受けた。
【０２０３】
　化学療法のさらなるサイクルの妨げになる重度の過敏反応または非血液毒性を経験する
被験者も試験治療から除外され、そして経過観察を完了した。
【０２０４】
c.安全性評価
　NEUGの安全性は、有害事象(「AE」)の種類、頻度、および重度の評価、臨床検査(血液
学および臨床化学)の変化、免疫原性、身体検査、ならびに継時的なバイタルサインのモ
ニタリングにより評価した。AEおよび実験室毒性はすべて、国立癌研究所有害事象共通用
語基準に基づいて等級分けした(NCI-CTCAEバージョン3.0、2003年12月12日)。有害事象(
重度有害事象「SAE」を含む)は、試験薬剤の投与開始から任意の試験薬剤の最後の投与後
30日まで記録した。実験的評価は、評価スケジュール(Schedule of Assessments)で概説
されているように得た。グレード4好中球減少症毒性の場合には、ANCが>500になるまで毎
日実験的評価を得た。被験者の次の治療サイクルが遅延した場合(そして最後の処置サイ
クルの後)、ANCが>1500になるまで、鑑別を伴う全血球計算(CBC)を毎週少なくとも2回行
った。
【０２０５】
5.第I相A部およびB部の結果
a.概論
統計的方法:
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　安全性、薬物動態(PK)、薬力(PD)、および免疫原性パラメータに関連するデータは、記
述統計法を用いて分析した。
【０２０６】
　有害事象の頻度および重度、ならびに実験室毒性の等級分けに関して、数および割合を
示す。
【０２０７】
　効能分析には、グレード4およびグレード3～4の好中球減少症の発生率および持続期間
、最下点ANC、最下点ANCまでの時間、回復するまでの時間(ANC>0.5x109/LおよびANC>1.0x
109/Lまで)、ならびに発熱性好中球減少症の発生率が含まれた。
【０２０８】
　この試験には、サンプルサイズを選ぶためには厳密な統計的検出力要件は使用しなかっ
た。5%有意水準でペグフィルグラスチムと比較してNEUGが劣っていないことを示す80%検
出力を用いた試験では、一治療群当たり被験者約37人を必要とすると計算された。これは
、主に安全性に関して行った第l/2a相試験であったので、効果が検出されるために必要な
サンプルサイズは適切なものよりも大きいと決定された。このように、効能傾向を評価し
た。
【０２０９】
内訳/個体群統計:
　合計13人の被験者が、A部(実験において用量が逐次的に漸進する部分)に参加した。合
計51人の被験者がB部に参加し、無作為にNEUG300μg/kg(n=20)、NEUG450μg/kg(N=21)、
またはペグフィルグラスチム6mg(n=10)に分けられた。
【０２１０】
b.試験結果
　最初の用量設定試験では、化学療法剤の非存在下で、NEUGは、良好な耐容性を示し、予
想されたようにANCが上昇し、これは2日目と4日目の間にピークに達し、14日目までに正
常に戻った(図22)。
【０２１１】
　A部では、50μg/kgNEUG投与群中の被験者3人全員および450μg/kgNeugranin投与群中の
被験者1人が、5日を超えて継続する発熱性好中球減少症または重度の好中球減少症になっ
た。B部では、300μg/kgNEUG投与群中の被験者1人および450μg/kgNEUG投与群中の被験者
2人が、5日を超えて継続する発熱性好中球減少症または重度の好中球減少症になった。ペ
グフィルグラスチム群中の被験者1人が、5日を超えて継続する発熱性好中球減少症または
重度の好中球減少症になった。
【０２１２】
c.免疫原性
　NEUGが投与される被験者において、NEUGに対する抗体の血清試料は、毎NEUGサイクルの
1日目での投与前および治療訪問の終わり(最後の投与の少なくとも15日後)に得た。被験
者が試験中の任意の時点で陽性の抗NEUG抗体反応を生じた場合、最後のNEUG投与の約6か
月後に反復試料を得た。
【０２１３】
　A部およびB部の両方の治療の終わりをもって被験者全員に対する試験を完了した。試料
はすべて、NEUGに対する抗体には陰性であった。
【０２１４】
d.有害事象
　A部では、用量制限毒性(DLT)は、グレード2髄骨痛を除いて、試験薬剤と、場合によっ
ては関連する、恐らく関連する、または明確に関連すると考えられるグレード2以上の臨
床的に有意な有害事象として規定された。
【０２１５】
　A部のコホートのいずれもサイクル0ではDLTに達しなかった。NEUG投与に関連して、骨
痛と既存の高血圧の悪化(後者はNEUG投与の7日後に起きた)という2つの有害事象のみ報告
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された。いずれの事象も後遺症なく解消した。
【０２１６】
　NEUG治療被験者41人のうち31人は少なくとも1つの有害事象を経験した。NEUGおよびペ
グフィルグラスチム治療被験者中のAEの発生率は同程度であった(それぞれ75.6%および70
%)。
【０２１７】
　B部で一般に報告される有害事象(被験者全員のうちの5%以上のAE)をまとめたものを表5
に示す。
【０２１８】
　(表５)第1相B部集団における治療関連有害事象のまとめ

1関連=場合によっては関連している、恐らく関連している、または明確に関連していると
考えられる
2非関連=恐らく関連していないか、関連していないと考えられる
【０２１９】
　NEUGに関連すると考えられる最も多く報告される有害事象は、すべてのG-CSF製品に伴
う典型的な有害反応である骨痛であり、これは上記表に記載の4人および450μg/kg投与さ
れるA部被験者1人の5人の患者において報告された。すべての事例で、骨痛は、強度がNCI
-CTCAEグレード1～2であり、持続期間としては一過性で、後遺症なく解消した。アルカリ
フォスファターゼおよび尿酸におけるグレード1上昇は、サイクル0におけるNEUGの投与後
に起こり;これらの事象は、研究者によって臨床的に有意でないと考えられ、処置せずに
解消した。これらは、G-CSF(例えば、Neulasta(登録商標))を投与される患者における予
想される作用である。
【０２２０】
　化学療法サイクル中の他の一般に報告される有害事象(悪心、嘔吐、脱毛症、口内炎)は
、ドキソルビシン/ドセタキセルレジメンが投与される患者において予想される有害事象
と一致していた。
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【０２２１】
　大多数の報告されたAEは、NCI CTCグレード1またはグレード2の重篤度であった。4つの
AEは、重篤な有害事象として報告された。被験者2人(1人は150μg/kg投与されもう1人は4
50μg/kg投与された)は嘔吐のために入院し、これらの被験者の1人は、次の化学療法サイ
クルで二度目のSAEを経験した;嘔吐の程度は軽かったが、入院の原因となったかまたは入
院を長引かせた。450μg/kg投与された3人目の被験者は、発熱性好中球減少症のため入院
した。当該事象は、NEUGと無関係であると考えられた。
【０２２２】
e.薬物動態
　NEUGが投与される被験者は全員、試験期間中に渡って血清NEUG濃度をサンプリングされ
た。薬剤は、NEUG特異的なサンドイッチ酵素結合免疫吸着測定(ELISA)を用いて検出した
。血清薬剤濃度時間データは、ノンコンパートメントまたはモデルベース分析を用い、Wi
nNonlin Enterprise Edition(バージョン4.1以上)を用いてPK分析に供した。
【０２２３】
　以下のPKパラメータを得た:曲線下面積(AUC0-∞)、クリアランス(CL/F)、分布容積(Vz/
F)、最大濃度(Cmax)、吸収半減期(t1/2、abs)、排出半減期(t1/2、elim)、および平均滞
留時間(MRT)。薬物動態データは、プロトコル中で用いた用量範囲にわたって直線性につ
いて評価した。
【０２２４】
　サイクル0(化学療法前)からの薬物動態パラメータは表6にまとめてあり、サイクル0のP
Kプロファイルは図3に示してある。
【０２２５】
　(表６)ヒト被験者におけるNeugranin薬物動態(第1相サイクル0)

【０２２６】
　最大血清NEUG濃度および時間濃度曲線下面積により測定される薬物暴露は、用量依存的
に増加した。最初の50μg/kg用量コホート中の被験者の血清濃度は、一貫して量子化の下
限(6.3ng/mL)未満であった。Tmaxは、150から450μg/kgまでのすべての用量で6～24時間
の範囲であった。Cmaxは、150μg/kgの用量で72.7±59.7(平均±SD)ng/mLから450μg/kg
の用量で294±351ng/mLまでであった。対応して、AUC0-∞は、150mcg/kgの用量で1758±1
675ng/mL*hrから450μg/kgの用量で10131±9563ng/mL*hrであった。サイクル1の範囲は類
似していた。NEUGの平均排出半減期は、14～30時間の範囲であった。
【０２２７】
　「試験の特徴」(上のセクション4)で記載したように、A部の被験者は、細胞毒性を有す
る化学療法の非存在下で、安全性および好中球絶対数(「ANC」)に対する影響の初期評価
のために、化学療法の開始(サイクル0)の少なくとも2週間前にNEUGの最初の投与を受けた
。最低2週間の経過観察後、サイクル0においてNEUGに関連すると考えられる用量制限的な
有害事象がなく、被験者がすべての適格基準をみたす場合は、被験者は、サイクル1およ
びサイクル2における化学療法後に、同じ用量のNEUGの投与を受けた。NEUGは、化学療法
剤投与の24時間後に投与された。図7は、サイクル1およびサイクル2中でNEUGが投与され
た被験者のANCおよびWBCを示す。
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【０２２８】
f.B部の用量の薬力学および設定
　試験の第I相A部からのデータの分析によって次の所見が得られた:
　1.NEUGは、サイクル0(化学療法前)においてWBCおよびANCの用量依存的な上昇を誘導す
る(図7におけるサイクル0データ参照)。
　2.サイクル0におけるANCの増加は、等モル量のペグフィルグラスチムの病歴データと同
程度であった
　3.予想されたように、化学療法後にWBCおよびANCは低下する
　4.最下点ANCからの回復は、用量依存依存的であると考えられる
　5.ANCおよびWBCは、15日目までに正常値まで回復した
【０２２９】
　A部でのすべての用量レベルでの安全性のこれらの所見および実証に基づいて、B部の評
価のための選択した用量は300および450μg/kgであった。上に記載のように、被験者は、
NEUG300μg/kg、NEUG450μg/kg、またはペグフィルグラスチムを認可された固定投与量で
ある6mgに無作為に分けた。被験者は、ドキソルビシン/ドセタキセルの投与1日後にNEUG
またはペグフィルグラスチムを投与された(2サイクルにわたる投与、21日隔てて)。B部の
データは、集団のサイクル1ANCプロファイルを含む。結果を図2および下記表5にまとめる
。
【０２３０】
　グレード3およびグレード4好中球減少症の発生率およびサイクル1中のANCプロファイル
は、下記表7に示すように、治療した被験者51人中の48人で測定された。なお、予防的なG
-CSF治療が無いと、ドキソルビシン/ドセタキセルで治療した患者の70～80%が平均で5日
間の持続期間を有するグレード4好中球減少症になる。
【０２３１】
　(表７)化学療法のサイクル1後の第I相B部におけるグレード4好中球減少症の発生率およ
び持続期間

【０２３２】
　治療群の平均ANC曲線を図2に示す。
【０２３３】
　NEUGは、グレード3、グレード4、および発熱性好中球減少症の治療に効果がある。この
化学療法レジメンに対してG-CSF治療がないと、発熱性好中球減少症の発生率は約40%にな
る。ANCの用量相関性の上昇およびドキソルビシン/ドセタキセルで予想されるよりも低い
好中球減少症の割合がNEUGの投与後に観察された。NEUGに起因する予想外または重篤な有
害事象はなかった。
【０２３４】
　グレード3およびグレード4好中球減少症の発生率は、ペグフィルグラスチム(Neulasta(
登録商標))が投与された患者よりも300μg/kgのNEUGが投与された患者でより高く、正常
なANCまで回復する速度も、ペグフィルグラスチムが投与される被験者よりもNEUGが300μ
g/kg投与される患者でより遅いようであった。NEUGが450μg/kg投与される患者のANCプロ
ファイルは、ペグフィルグラスチムが投与される患者と類似していたが、好中球減少症か
らの回復の際のANCは、ペグフィルグラスチムが投与される患者よりもNEUGが投与される
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患者において一般により低かった。要約すると、これらの用量のNEUGは、ペグフィルグラ
スチムと同様の効果をもたらすようである。
【０２３５】
g.PK/PDプロファイル、第I相、B部
　乳癌治療のサイクル1におけるドキソルビシン/ドセタキセル投与の1日後にNEUGが450μ
g/kg投与された患者からのPK/PDプロファイルを図29に示す。NEUGのCmaxは、投与の1日以
内に達成され、10日目までに検出できないレベルにまで徐々に低下した。NEUGの投与後に
、ANCは4日目までにピークにまで上昇し、ANCは、ドキソルビシン/ドセタキセルおよびG-
CSF治療を受ける患者において予想される通りに、8日目に最下点まで低下し、10日目に正
常値にまで戻る。12日目までには、ANC値は正常範囲にあり、NEUGは検出できない。なお
、予防的なG-CSF治療を受けない患者では、最下点ANCの期間およびANCが回復するまでに
かかる時間はずっと長い(例えば、5～7日)。450μg/kg投与後、NEUG排出半減期のメジア
ンは約30時間であり、これに対し、ペグフィルグラスチムの標準用量では15～80時間と報
告されている。
【０２３６】
h.NEUGとペグフィルグラスチムとの間のさらなる差異
　好中球減少症からの回復を促進させる効果における試験用量でのNEUGとペグフィルグラ
スチムとの間のより詳細な差異は、治療のサイクル1における個々のANCプロファイルを比
較すれば明らかである。すべての群のピークANCは非常に類似しており、NEUGが300μg/kg
投与された被験者の最下点ANCは、NEUGが450μg/kg投与された被験者より低く、ペグフィ
ルグラスチムが投与された被験者のANC最下点は平均して最も高かった。最下点ANCからベ
ースラインまでの回復がすべての治療群で14日目までに起きたが、NEUGが450μg/kg投与
された被験者よりもNEUGが300μg/kg投与された被験者では遅く、ペグフィルグラスチム
が投与された被験者で最も速かった。
【０２３７】
　類似の化学療法前の投与を伴うペグフィルグラスチム実験の入手可能な公表済みデータ
を、予定したサイクル0(化学療法前)までの第I相を完了した患者からNEUGのPK/PDデータ
と比較した。この比較の結果は以下のとおりであった:
　1.NEUG用量が150μg/kgのEmax(最大観測ANC)は、サイクル0におけるペグフィルグラス
チム用量30μg/kg(確認された有効なペグフィルグラスチム用量である100μg/kgに対して
効能で劣ることが後に示された用量)と一致する。
　2.Neugranin用量が300および450μg/kgのEmaxは、ペグフィルグラスチム用量が100μg/
kgのサイクル0レベルとより一致していた。
　3.NEUG300μg/kgおよび450μg/kgのCmaxのメジアンおよびEmaxのメジアンはほぼ同じで
あり、したがって、Cmaxによって引き続きEmaxが予測される。
　4.ANC増加は、等モル量のペグフィルグラスチムの出版済みデータと同程度であった。
【０２３８】
　上に記載したように、動物およびヒトにおけるPK/PD評価は、等モル基準で投与したNEU
Gおよびペグフィルグラスチム用量等価性の推定値と一致していた。マウスでは、同等のA
UCANCが、ペグフィルグラスチムより7.7倍高い用量で達成された。アルブミンがNEUGの分
子量に著しく寄与し、Neulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)が、rhG-CSFの重量(ペ
グフィルグラスチム中のポリエチレングリコールの寄与を含まない)に基づいて投与され
るので、4.5倍の用量のNEUG(重量基準)は、等量のNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラス
チム)と同程度に効果的であると予測される。動物における効能データは、ペグフィルグ
ラスチムの4.5～7.7倍と一致した(ペグフィルグラスチム1mg=NEUG4.5～7.7)。非臨床上の
安全性および効果のデータは、この用量推定値と一致しており、入手可能な臨床データと
検討すると、臨床評価のための用量を選ぶ際の根拠になる。
【０２３９】
i.第I相の結果
　第I相薬物動態評価の結果は次のとおりである。
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　NEUGは、サイクル0およびサイクル1で、150μg/kg、300μg/kg、および450μg/kgの用
量にてNEUGで処理されたすべての被験者からの血清試料において検出された。
　サイクル1では、NEUGは、150mg/kg、300μg/kg、および450μg/kg用量群において、ほ
とんどの被験者(45/50でサンプリングされた)で最大144時間まで検出された。実質的に、
サイクル間での薬剤蓄積は観察されなかった。
　薬物暴露は、各用量群でサイクル1およびサイクル0(前化学療法)においてより高かった
。サイクル1におけるNEUGへの暴露の増加は、受容体が仲介するG-CSFクリアランスにおい
て役割を果たす好中球の数の減少による可能性がある。
　サイクル1におけるNEUGの排出半減期のメジアンは、300μg/kg用量群で約36時間であり
、450μg/kg用量群で30時間であった。排出半減期は、フィルグラスチムで3～4時間であ
り、ペグフィルグラスチムで、用量に応じて42～67.5時間であると報告されている。
　用量間の統計的有意差は、最大血清濃度(tmax)までの時間および吸収半減期(t1/2、abs
)に見られた。これらのパラメータはいずれも、NEUG用量の増加と共に増加した。他の用
量正規化PKパラメータは、用量間の統計的有意差を示さなかった。
【０２４０】
実施例12:第II相
　試験の第II相は、ドキソルビシン/ドセタキセルを最大4回まで投与した乳癌を有する被
験者334人で行われた対照無作為化試験であった。試験は、臨床現場約45カ所で行われ、
皮下投与したNEUGとペグフィルグラスチムとの安全性および効果を評価するための二元配
置無作為化パイロットフェーズ、その後の、被験者がパイロットフェーズに基づいて選ば
れるペグフィルグラスチムおよび2つの良好な耐性用量のNEUGに無作為に分けられる(1:1:
1)メインフェーズからなった。主要評価項目である化学療法サイクル1中の重度(グレード
4)の好中球減少(DSN)の持続期間に関してペグフィルグラスチムに対してNEUGが劣ってい
ないことを実証するため、メインフェーズのサンプルサイズを検出した。試験の設計を下
に概略的に示す。

【０２４１】
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1.目的
　第II相の第一の目的は、ペグフィルグラスチムに対して同等の効果を示すNEUG用量を選
択すること、およびNEUGでの治療後の化学療法のサイクル1において重度の好中球減少(DS
N)の持続期間を評価することであった。第二の目的は、サイクル2～4におけるDSNを評価
すること、好中球絶対数が回復するまでの時間およびサイクル1～4における発熱性好中球
減少症の割合を評価すること;ならびにNEUGの安全性、耐容性、薬物動態(サイクル1にお
いて)、および免疫原性を評価することであった。
【０２４２】
2.患者の特徴
　第II相に関連して、患者は、下記の特徴またはパラメータに基づいてスクリーニングさ
れた。
【０２４３】
　採用:
　1.ドキソルビシンを60mg/m2およびドセタキセルを75mg/m2投与される予定の組織学的に
確認された乳癌患者。
　2.18歳以上
　3.十分な血液学的機能:
　4.ANC>1500/mm3

　5.血小板>100,000/mm3

　6.十分な肝機能および腎機能:
　7.血清クレアチニン<1.5x正常上限値
　8.検査室(local laboratory)での正常範囲内(WNL)の総ビリルビン
　9.血清トランスアミナーゼ(SGOT/SGPT)<1.5x正常上限値
　10.アルカリフォスファターゼ<2.5x正常上限値
　11.米国東海岸癌臨床試験グループ(「ECOG」)一般状態0～2
　12.正常範囲内の左心室駆出分画(LVEF)に基づいたドキソルビシン投与を受ける資格
　13.試験条件を理解する能力を有すること、書面によるインフォームドコンセント(研究
に関連する健康情報の使用および開示に関する同意書を含む)を提供すること、ならびに
試験プロトコル手順を順守すること。
【０２４４】
　不採用:
　1.過去に1を超える化学療法レジメン(過去12か月以内に行われたのであればアジュバン
ト療法も含む)
　2.この試験におけるドキソルビシンの4度の全量サイクルを除く累積的なアントラサイ
クリン投与
　3.試験化学療法剤の30日以内の事前の化学療法/免疫療法(ニトロソウレア(BCNU、CCNU)
またはマイトマイシンCの試験化学療法剤の6週間以内)
　4.トラスツズマブ(ハーセプチン)併用療法
　5.過去30日での治験薬の投与
　6.アントラサイクリンに基づいた化学療法レジメンの使用を除く、研究者の見解におけ
る心臓の病歴、兆候、または症状
　7.試験化学療法の2週間以内の事前手術
　8.試験化学療法の4週間以内の事前手術(骨転移のためのスポット照射を除く)
　9.造血幹細胞移植による事前の高用量化学療法
　10.試験化学療法の4週間以内のG-CSF、GM-CSF、またはエリスロポエチンの事前使用
　11.試験化学療法の72時間以内の抗生物質の全身投与
　12.骨髄性の悪性腫瘍または脊髄形成異常の病歴
　13.既知の脳転移(十分に治療(手術または放射線療法)され、最低3週間の観察で進行が
見られず、抗痙攣薬およびステロイドを使用しないで神経学的に安定している場合を除く
)。
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　14.既知の鎌状赤血球症
　15.成人型呼吸窮迫症候群(ARDS)の診断
　16.酵母由来製品に対するアレルギーの既知の履歴
　17.大腸菌由来タンパク質、ペグフィルグラスチム、フィルグラスチム、またはペグフ
ィルグラスチムの任意の他の成分に対する既知の過敏症
　18.妊娠女性または授乳中の女性。(子宮が無傷である女性は全員スクリーニングされて
血清妊娠テストが陰性でなければならない。不妊でないかまたは非閉経前の女性は全員、
試験期間中および試験薬剤の最後の投与後の30日間医学的に認められた避妊法を実施しな
ければならない。)
　19.試験期間中および試験薬剤の最後の投与後30日間効果的な避妊を使用することに合
意しない男性
　20.HIV陽性または活動性肝炎が既知(未知の状態の患者は試験されない)
【０２４５】
　次の理由で被験者をさらなる治療から外した:
　1.疾患進行
　2.最善の治療にもかかわらず容認できない毒性
　3.研究者の裁量による併発性の病気
　4.ドキソルビシンレジメン-寿命中で許容される最大蓄積量に到達(適格基準参照)
　5.同意の撤回
　6.経過観察への非遵守/喪失
　7.妊娠
【０２４６】
　試験薬剤による治療を停止した場合、試験にとどまった被験者は、予定した安全性およ
びPK評価のために試験薬剤の最後の投与後少なくとも30日間経過観察した。
【０２４７】
3.研究薬剤
　NEUG(組換えヒトアルブミン-ヒト顆粒球コロニー刺激因子、rHSA-GCSF)は、成熟型HSA
に対応する残基1～585および成熟型ヒトG-CSFに対応する残基586～759を含む一本鎖に繋
がった約85kDaの分子量を有する融合タンパク質である。NEUGの治療有効部分は、組換え
ヒトDNA由来G-CSFである。
【０２４８】
　NEUGは、使い捨てのタイプ1ガラスバイアル中で無菌の凍結乾燥製剤として供給され、2
～8℃で保存される。注射用滅菌水1.0mlで再構成する際、各バイアルは、20mMリン酸ナト
リウム、180mMマンニトール、60mMトレハロース無水物、0.01%(w/v)ポリソルベート80、p
H6.0中に、NEUGを50mg/mｌ(バイアル毎に50mgが送達可能)含む。NEUGは、液体状態でバイ
アルまたは充填済シリンジ中で提供されてもよいことに注意されたい。
【０２４９】
　第II相で使用した製剤の組成を図14に示す。第I相および第II相で使用したNEUG製剤間
の差異を下記表8に示す。
【０２５０】
　(表８)cGMP製剤の比較
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【０２５１】
　第I相で使用された製剤はきわめて安定しており、少なくとも2年間の保存期間を有して
いた。試験により、より大きなイオン強度およびより低いpHが、より高い濃度(>25mg/mL)
でAPIを安定させることが示された(データ示さず)。このために、第II相の製剤は、より
低いpH(6.0対7.2)およびより高いリン酸塩濃度(20対10 mM)を有する。強制分解試験は、
この製剤が、激しい振とう、凍結融解の繰り返し、および濃度により誘導される凝集から
液体状態の薬剤成分を保護することを示した。第II相の製剤の凍結乾燥はまた、良好に形
成されたケーキを生じる。
【０２５２】
　市販のNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)は、皮下注射用0.6ml充填済みシリ
ンジで供給される。各シリンジは、注射用水中に酢酸塩(0.35mg)、ソルビトール(30.0mg)
、ポリソルベート20(0.02mg)、ナトリウム(0.102mg)を含む無菌、透明、無色、防腐剤無
添加の溶液(pH4.0)にペグフィルグラスチムを6mg(タンパク質重量に基づく)含む。USP。
【０２５３】
　NEUG(30、40、50、もしくは60mg)またはNeulasta(登録商標)(ペグフィルグラスチム)(6
mg)を皮下投与した。
【０２５４】
用量の論理的根拠
　第I相からのデータは、300および450μg/kgのNEUG用量が安全であり良好な耐容性があ
ることを示した。さらに、ペグフィルグラスチムの承認された固定用量と比較して、NEUG
のいずれの用量も、細胞毒性を有する化学療法を受ける乳癌患者におけるANCプロファイ
ルに対して同様の効果をもたらした。ANCプロファイルのAUCは、効果の一点計測値(singl
e-point measure of effect)としての役割を果たす。AUCANCについてはこれらの治療群間
で統計的有意差はなかったが、450μg/kg群のAUCは、300μg/kg群で観察されたものより
もわずかに高く、ペグフィルグラスチム群で観察されたものとほとんど同じである(図23)
。入手可能なデータに基づくと、NEUGは、300μg/kgではペグフィルグラスチムより効果
が低く、450μg/kgでペグフィルグラスチムと同様の効果を与えるためのおおよその最小
必要用量であると推定された。
【０２５５】
　固定用量の目的は、患者の体重にかかわらず効能および安全性をもたらすのに十分な用
量を患者に提供する用量を確認することである。第I相の結果に基づくと、NEUGは450μg/
kgでペグフィルグラスチムと類似の効果を与える最小必要用量であり得ると推定され、>3
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00μg/kgが第II相でさらに評価するための最小量として設定された。NEUGの固定用量を選
択するため、第II相の患者集団(乳癌)をモデリングした。40～100kgの体重範囲を用いて
、最も重い患者には30mgの固定用量で最小量(300μg/kgまたは0.3mg/kg)が与えられる一
方で、約75%の患者には、40mgの固定用量で、少なくとも標的用量である450mg/kgが投与
された。したがって、第II相での評価に選択した用量は、30mg、40mgおよび50mgであった
。これらの用量は、平均70kgの患者にそれぞれ0.42、0.57、および0.71mg/kgの用量を提
供する。
【０２５６】
　この実験で評価された固定用量に基づいたキログラム当たりの等価用量を表9に示す。
【０２５７】
　(表９)予測される被験者体重範囲のキログラム当たりの等価用量

【０２５８】
　NEUGの非臨床安全性は、これらの用量での安全性の予想に対するさらなるサポートを提
供する。これらの固定用量(AUCおよびCmax)での患者の暴露は、サルで良好な耐容性があ
る用量での暴露より低いと予想される。例えば、良好な耐性用量である1mg/kgでのサルに
おけるCmaxおよびAUCは、0.45mg/kgでの患者における暴露より12倍高く、これは、患者に
おけるより高い用量評価およびサルにおける反復用量毒性試験でさらなる安全域が存在す
ることを示唆しており、10mg/kg以下の用量で良好な耐容性があった。0.3mg/kgもの高い
ペグフィルグラスチム用量が患者において安全であることが示されている。
【０２５９】
4.試験の特徴
a.試験スケジュールおよび継続時間
　この試験は、ドキソルビシン/ドセタキセルが最大4回まで投与される予定の乳癌患者被
験者約330人で行われた対照無作為化試験であった。45カ所の臨床現場で行ったこの試験
は、パイロットフェーズおよびメインフェーズの2相からなった。
【０２６０】
　パイロットフェーズ(A部)は、二元配置無作為化試験からなり、次の用量を順次行ってN
EUG対ペグフィルグラスチムの安全性および効果を評価した:NEUG30mg(N=10)対ペグフィル
グラスチム(N=5);NEUG40mg(N=20)対ペグフィルグラスチム(N=10)、およびNEUG50mg(N=20)
対ペグフィルグラスチム(N=10)。さらなる試験では、NEUG60mg(N=20)対ペグフィルグラス
チム(N=10)も検査し得る。A部パイロットフェーズでは、被験者は、30mgコホート中に全
部で被験者10人および他の各コホートに被験者20人で、NEUGとペグフィルグラスチムとに
2:1の割合で無作為に分けた。NEUGまたはペグフィルグラスチムは、各サイクルの化学療
法治療の24時間後に被験者に投与した。被験者は、体重(<50kg、≧50kg-<80kg、または≧
80kg)、事前の化学療法暴露、および地球上の位置に基づいて治療群中でバランスをとる
ために層別無作為化を用いて、治療群に割り振られた。
【０２６１】
　パイロットフェーズに続いて、被験者255人を、ペグフィルグラスチム、およびパイロ
ットフェーズにおいてよりもペグフィルグラスチムにより類似する効果を有する2つの良
好な耐性用量のNEUGに無作為に分類した(1:1:1)(3治療群、平衡、並行無作為化相)。NEUG
またはペグフィルグラスチムは、各サイクルの化学療法治療の24時間後に投与した。被験
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者は、体重(<50kg、≧50kg-<80kg、または≧80kg)に基づいて治療群中でバランスをとる
ために層別無作為化を用いて、治療群に割り振られた。
【０２６２】
　パイロットフェーズ中、有害事象は継続的に評価した。継続的なデータの評価によって
安全性の懸念が示唆されなければ、30から50mgまで用量を増加させた。Neugranin40mgの
サイクル1ANCプロファイルが、ペグフィルグラスチム患者に見られるプロファイルより劣
っていると考えられ、Neugraninが50mgで安全である場合、さらなる治療群を、コホート
中の患者総勢30人で、Neugranin60mgとペグフィルグラスチムとを2:1の割合で無作為に分
けてもよい。
【０２６３】
　NEUGの各用量レベルを、安全性および効能についてペグフィルグラスチムと比較する。
表10は、第II相のA部およびB部の患者の割付をまとめたものである。
【０２６４】
　(表１０)第II相A部およびB部における被験者の割付

【０２６５】
安全性評価:
　NEUGの安全性は、AEの種類、頻度、および重症度の評価、臨床検査(血液学および臨床
化学)の変化、免疫原性、身体検査、ならびに継時的なバイタルサインのモニタリングに
より評価した。AEおよび実験室毒性はすべて、国立癌研究所有害事象共通用語基準(NCI-C
TCAEバージョン3.0、2003年12月12日)に基づいて等級分けした。
【０２６６】
　有害事象は、試験薬剤の投与開始から任意の試験薬剤の最後の投与後30日まで記録した
。重篤な有害事象(SAE)は、同意時から任意の試験薬剤の最後の投与後30日まで記録した
。実験室評価は、評価スケジュールで概説されているように入手した。
【０２６７】
c.併用療法
化学療法
　この実験の化学療法レジメンは、最大4回の21日サイクルを、治療の1日目に静脈注射に
より逐次的に投与するドキソルビシン60mg/m2およびドセタキセル75mg/m2からなった。
【０２６８】
　療法の各サイクルを受ける前に、被験者は、好中球絶対数(ANC)が>1000/mm3であり、血
小板が>100,000/mm3でなければならなかった。血液学的な回復のため、最大2週間まで治
療を遅らせることができた。グレード3～4の非血液毒性、グレード3～4の感染エピソード
、またはグレード4の血小板減少症に対して、化学療法剤の用量を25%減少させることが可
能であった。予防用抗生物質または他の造血成長因子の使用は試験に参加している間は禁
止された。
【０２６９】
　ドキソルビシンおよびドセタキセルの組み合わせは、乳癌患者において有意な臨床上の
活性を有すると報告されている。しかしながら、この組み合わせは、骨髄抑制性であり、
他の標準的なレジメンよりも高い割合でグレード3またはグレード4の好中球減少症が起き
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る。
【０２７０】
　CSFを添加しても、ドキソルビシンおよびドセタキセルの組み合わせは、患者の79%にグ
レード4好中球減少症を誘発し、9～18%の割合で発熱性好中球減少症を誘発する。このド
キソルビシン/ドセタキセルレジメンは、好中球減少症およびその合併症を予防するため
の新規な薬剤の研究に使用されている。したがって、ドキソルビシンおよびドセタキセル
の組み合わせは、NEUGのような新規の薬剤の可能性を研究するのに適切な化学療法レジメ
ンである。
【０２７１】
ドキソルビシン
薬理学的データ
　塩酸ドキソルビシンは、DNA塩基対に直接結合し(インターカレートし)、DNA合成および
DNA依存RNA合成ならびにタンパク質合成を阻害するストレプトミセス・ペウセティウス v
ar カエシウスから得られるアントラサイクリン系抗生物質である。ドキソルビシンは、
細胞周期のどの期においても活性があるが、S期において最も細胞毒性がある。当該薬物
の排出は、主に肝臓によるものであり、腎クリアランスは小さい。
【０２７２】
医薬データ
　前記薬物は、10、20、50、100、または200mgバイアル中で市販されている。凍結乾燥製
剤は、注射用滅菌水、5%デキストロース溶液、または0.9%注射用生理食塩水で再構成され
てもよい。
【０２７３】
副作用および毒性
　約10～14日間に最下点を有する骨髄抑制(主に白血球減少症)、ならびにまれな急性心嚢
炎心筋炎症候群および累積的な容量に伴う後発性の心筋症を含む心毒性が、ドキソルビシ
ンの用量制限毒性である。
【０２７４】
　著しい脱毛症および中程度の悪心/嘔吐は、予想される毒性である。偶発的な溢出の部
位での局所的な皮膚および組織損傷を生ずる溢出反応、口内炎、皮膚(特に爪床)の色素過
剰症、ならびに過去に照射した部位での「メモリ」現象が報告されている。
【０２７５】
ドセタキセル
薬理学的データ
　ドセタキセルは、遊離チューブリンに結合する半合成タキソイドであり、安定した微小
管の構築を促進し、有糸分裂および細胞複製(M期に特異的な細胞周期)を妨害する。ドセ
タキセルは、タンパク質に広く結合し、肝臓において多くは代謝され、7日以内に用量の
約75%が糞便中に排泄される。
【０２７６】
医薬データ
　ドセタキセル(Taxotere(商標)、Sanofi Aventis)は、80mg/2mLまたは20mg/0.5mlの単回
投与バイアル中に提供され、希釈剤(注射用水中13%エタノール)バイアルが付帯される。T
axotereは1ml毎にドセタキセル(無水)を40mgおよびポリソルベート80を1080mg含む。
【０２７７】
副作用および毒性
　ドセタキセルは、ドセタキセルまたはエトポシドおよびビタミンEなどのポリソルベー
ト80と調製された他の薬剤に対して激しい過敏反応の既往歴のある患者には投薬すべきで
はない。
【０２７８】
　激しい過敏反応を経験する患者には再投薬すべきではない。下に概説するように、ドセ
タキセルが投与される患者には全員、コルチコステロイドを前投与するのがよい。



(52) JP 2012-515222 A 2012.7.5

10

20

30

40

50

【０２７９】
　軽度から中程度の肝機能障害では、代謝が27%遅延し、全身暴露(AUC)が38%増加する。
ドセタキセルは、SGOTおよび/またはSGPTが正常範囲の>1.5倍、およびアルカリフォスフ
ァターゼが正常範囲の>2.5倍の患者には投与すべきではない。体液鬱滞が、コルチコステ
ロイドを前投与したにもかかわらず、第III相試験における患者の17%(中程度)および6%(
重度鬱滞)で起こった。重度の知覚神経症(感覚異常、錯感覚、疼痛)が観察されている。
【０２８０】
　予想される副作用としては、最下点が約9日間あり15～21日目までには回復する骨髄抑
制(主に白血球減少症)が挙げられる。脱毛症、爪および皮膚の変化、口内炎、筋肉痛/関
節痛、悪心/嘔吐、ならびに低血圧が報告されている。
【０２８１】
化学療法剤の用量、投与、および用量の変更
　各治療サイクルの1日目に、化学療法剤(ドキソルビシンに続いてドセタキセル)を投与
した。
【０２８２】
　ドキソルビシンは、管外溢出による傷害を回避するため、点滴用静脈ラインまたは中心
静脈カテーテルのサイドアームを介してIVボーラスにより60mg/m2の用量で投与した。
【０２８３】
　75mg/m2のドセタキセルは、0.9%食塩水または5%デキストロース溶液250mlで希釈し、ポ
リエチレンライニングを有する輸液セットを介して約1時間にわたって静脈内投与した。
バイタルサインは、ドセタキセル点滴の直前および直後に得た。
【０２８４】
　化学療法のさらなるサイクルの妨げになる重度の過敏反応または非血液毒性を経験する
被験者は試験治療から除外され、経過観察を完了することになっていた。
【０２８５】
化学療法剤の前投薬
　経口(必要であればIV)コルチコステロイド(例えば、デキサメタゾン8mgBID)を、体液鬱
滞および過敏反応の発生および重篤さを低下させるため、ドセタキセル投与の1日前に開
始して3日間投与した。
【０２８６】
　制吐薬または他の前投薬(例えば、H2拮抗薬)の使用および選択は、治療を行う医師の裁
量に任せた。
【０２８７】
禁止薬剤
　被験者は、この試験中および下に規定するさらなる期間中は、次の薬剤および/または
処置のいずれも受けてはならない。
　1.サイクル1化学療法の72時間以内の抗生物質の全身投与。
　2.試験薬剤の開始の30日以内および実験期間中における他の治験薬。
　3.後続の化学療法サイクルは、NEUGの投与後14日まで開始すべきではない。
　4.持続性または発熱性の好中球減少症が起こらない限り、実験期間中におけるサイトカ
イン、他の造血成長因子、および予防用抗生物質。被験者が、スクリーニング期間から0
日目の間の任意の時点でG-CSFで治療される場合、NEUGの投与に適格ではなく、試験を中
断する。
【０２８８】
許可薬剤
　被験者にベースライン薬剤を継続させた。可能であれば、試験全体にわたって各薬剤の
一日量を維持した。何らかの理由で研究者によって必要であると認められた場合、さらな
る薬剤、または用量、薬剤、投与経路の変更を必要とした被験者、および薬剤が投与され
た適応症、を記録した。
【０２８９】
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　化学療法のさらなるサイクルの妨げになる重度の過敏反応または非血液毒性を経験した
被験者は試験治療から除外され、経過観察を完了した。
【０２９０】
d.薬物動態
　NEUGが投与される被験者は全員、サイクル1中に血清NEUG濃度をサンプリングされた。
薬剤は、NEUG特異的なサンドイッチ酵素結合免疫吸着測定(ELISA)を用いて検出した。血
清薬剤濃度時間データは、ノンコンパートメントまたはモデルベース分析を用い、WinNon
lin Enterprise Edition(バージョン5.0以上)を用いてPK分析に供した。次のPKパラメー
タを測定した:曲線下面積(AUC0-∞)、クリアランス(CL/F)、分布容積(Vz/F)、最大濃度(C
max)、吸収半減期(t1/2、abs)、排出半減期(t1/2、elim)、および平均滞留時間(MRT)。
【０２９１】
e.免疫原性
　NEUGが投与される被験者において、NEUGに対する抗体の血清試料は、毎NEUGサイクルの
1日目における投与前および治療訪問の終わり(最後の投与の約30日後)に得た。被験者が
試験中の任意の時点で陽性の抗NEUG抗体反応を生じた場合、最後のNEUG投与の約6か月後
に反復試料を得、この試料が陽性であった場合、12か月目に試料を得た。プロトコルは、
被験者全員からの6か月および12か月免疫原性試料を必要とするようにその後修正された
。
【０２９２】
5.結果
a.概論
統計的方法
　サイクル1における重度の好中球減少(DSN)の平均持続期間の主要評価項目に関連してペ
グフィルグラスチムに対してNEUGが劣っていないことを実証するため、この実験のメイン
フェーズ(B部)における1治療群当たり被験者約85人のサンプルサイズは、非劣性マージン
が1日で、複数回の試験(Hochberg法による)のために調整した片側有意水準が全体で0.025
で、91%の検出を提供するように選択した。サンプルサイズは、2つの独立群に対する正規
近似、サイクル1 DSNの治療内標準偏差として推定1.6日、およびサイクル1 DSNの主要評
価項目に関して評価できない最高率20%に基づいて計算した。
【０２９３】
　3治療群無作為化フェーズ(A部)中の被験者に基づいて、2つの選択されたNEUG用量(40mg
と50mgのいずれか)およびペグフィルグラスチムの効能を比較した。
【０２９４】
　第二の効能分析は、化学療法サイクル2から4のそれぞれにおけるDSN、サイクル1から4
のそれぞれにおける最下点ANCの低さ、サイクルによるそしてすべてのサイクルにわたるF
N(その時の口腔相当温度>38.2℃でANC<0.5x109/Lと規定)の割合、および全サイクルにお
いてANCが>1.5x109/Ｌに回復するまでの時間を含む。
【０２９５】
　第二の効能分析に関連するデータは、適切な統計的方法を用いて分析した。安全性、PK
および、免疫原性パラメータは記述統計法を用いて分析した。
【０２９６】
　有害事象の頻度および重度、ならびに実験室毒性の等級分けに関して、数および割合を
示す。
【０２９７】
効能の測定
　全血球計算値(「CBC」)は、1日目、3日目、そして5日目以降、最下点後にANCが>2.0x10
9Lになるまで、その後、週2回、および治療の終わりに得た。
【０２９８】
b.第II相のA部の効能
　試験のパイロットフェーズに参加した被験者78人のうち、被験者13人が試験を完了せず
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、3人(27.3%)がNEUG30mgで治療され、3人(14.3%)がNEUG40mgで治療され、3人(15.0%)がNE
UG50mgで治療され、4人(15.4%)がペグフィルグラスチムで治療された。早期中断の最も多
い理由は、同意の撤回(被験者7人)および研究者の判断によるもの(被験者3人)であった。
NEUGを30mg投与した被験者の1人は、有害事象(糖尿病性足病変)によるとりやめであった
。
【０２９９】
　重度の好中球減少症の発生率および重度の好中球減少(DSN)の平均継続期間は、各化学
療法サイクルの治療群にわたって類似していたが、ANC回復までの時間および発熱性好中
球減少症の発生率は、NEUG30mgが、NEUG40mg、NEUG50mg、またはペグフィルグラスチムほ
ど効果的ではないことを示唆した。
【０３００】
　サイクル1中に、発熱性好中球減少症を経験する被験者の割合は、NEUG30mg、40mg、50m
g、およびペグフィルグラスチム群でそれぞれ20.0%、9.5%、10.0%、および8.0%であった
。発熱性好中球減少症は、サイクル2～4においてさらに被験者3人のみに観察された(NEUG
30mg、NEUG40mg、およびペグフィルグラスチム群で１人ずつ)。図5は、NEUG30またはペグ
フィルグラスチムのいずれかを投与された患者のサブセットで、後にグレード4好中球減
少症を発症した者のANCプロファイルを示す。
【０３０１】
　サイクル1では、平均DSNは、NEUG30mg(0.9日)、NEUG50mg(1.1日)、およびペグフィルグ
ラスチム(0.9日)に関しては類似していた。平均DSNは、NEUG40mgでは他の3つの治療より
もわずかに長かった(1.6日)が、治療間の違いはすべて1日未満で、メインフェーズにおい
て同等な治療を検討する基準である。DSN中間値は、4つの治療群すべてで0日または1日で
あった。
【０３０２】
　グレード3またはグレード4好中球減少症の発生率および持続期間に関する要約データは
、類似のパターンをたどる、つまり、NEUG30mg、NEUG50mg、およびペグフィルグラスチム
群は、類似の結果になった。その一方で、グレード3またはグレード4好中球減少症の発生
率および持続期間は、NEUG40mg群で他の治療群よりわずかに高かった。パイロットフェー
ズ(A部)の被験者数はきわめて少なく、観察された差異は統計的に有意ではなかった。NEU
G40mgおよびNEUG50mgは、B部(試験の3治療群無作為化フェーズ)におけるさらなる評価の
ために選択された。
【０３０３】
c.第II相のB部の効能
　試験のメインフェーズに参加した被験者256人のうち、被験者18人が試験を完了せず、1
0人(11.6%)がNEUG40mgで治療され、5人(6.0%)がNEUG50mgで治療され、3人(3.5%)がペグフ
ィルグラスチムで治療された。早期中断の最も多い理由は、同意の撤回(被験者7人)およ
び2人の死者を含むAE(被験者4人)であった。研究者は、AEはすべて、試験薬剤または化学
療法と関連しないと見なした。メインフェーズでは、NEUG40mgが投与された被験者の1人(
1.2%)が、試験薬剤で治療される前に除かれた。
【０３０４】
　サイクル1における重度の好中球減少症の発生率および持続期間を表11にまとめている
。
【０３０５】
　(表１１)第II相B部:サイクル1における重度の好中球減少症の発生率および持続期間
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【０３０６】
　重度の好中球減少症の発生率は、ペグフィルグラスチム群で58.1%からNEUG50mg群で65.
5%の範囲であった。治療効果は、統計的に有意ではなかった(p=0.559)。治療群は、サイ
クル1 DSNに関して、NEUG40mg、NEUG50mg、およびペグフィルグラスチム群でそれぞれ平
均値が1.0、1.3および1.2日であり同程度であった。NEUGとペグフィルグラスチムとの差
異の95%および97.5%両側信頼区間は、両方のNEUG用量で正確に1日未満だった。この分析
は、ペグフィルグラスチムに対してNEUGが劣っていないことを実証した。治療サイクルに
わたって、重度の好中球減少症およびグレード3またはグレード4好中球減少症の発生率は
、サイクル1においてよりもサイクル2～4において低かった。グレード3またはグレード4
好中球減少症の平均DSNおよび平均持続期間は、サイクル1においてよりもサイクル2～4に
おいて小さかった。治療サイクル内では、治療は類似しており、処理効果は、任意の化学
療法サイクルにおけるこれらパラメータのどれについても有意な差異はなかった。
【０３０７】
　体重で四分した患者でDSNを比較して、NEUGの固定用量がすべての体重の患者に十分な
サポートを提供するかどうかを決定した。当該結果は、体重サブグループの平均DSNにお
ける有意差は無く(表12)、すべての体重群で十分にサポートされたことを示す。
【０３０８】
　(表１２)体重別の、重度の好中球減少症のサイクル1での持続期間(日数)
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【０３０９】
　すべてのサイクルにおける発熱性好中球減少症を表13にまとめる。サイクル1中、発熱
性好中球減少症を経験する被験者の割合は、NEUG40mg、NEUG50mg、およびペグフィルグラ
スチム群でそれぞれ、被験者2人(3.5%)、被験者5人(6.0%)、および被験者2人(2.3%)であ
った。発熱性好中球減少症は、サイクル2～4中でさらに被験者3人のみ観察された(NEUG40
mg群で被験者2人およびペグフィルグラスチム群で被験者1人)。治療効果は、どの化学療
法サイクルでも統計的に有意ではなかった。
【０３１０】
　(表１３)サイクル1～4における好中球減少症の発生率

【０３１１】
　サイクル2～4において重度の好中球減少症の持続期間中の治療間で有意差はなかった(
表14)。
【０３１２】
　(表１４)サイクル2～4における重度の好中球減少症の平均持続期間

【０３１３】
　ANC回復(>1.5x109/Ｌ)までの平均時間は、Neugranin40mg、NEUG50mg、およびペグフィ
ルグラスチム群でそれぞれ、2.0、2.1、および2.6日であった(表15)。ANC最下点の低さま
たは最下点までの時間に関して治療群間で有意差はなかった。
【０３１４】
　(表１５)ANC最下点、ANC最下点までの時間、および回復までの時間
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【０３１５】
d.第II相B部の薬物動態
　血清Neugranin濃度は、6.312ng/mLの定量範囲の下限値(LLQ)で、有効なサンドイッチEL
ISAを用いて測定した。薬物動態パラメータは、吸収半減期以外はノンコンパートメント
モデル法を用いて計算し、吸収半減期は、一次吸収、一次排出1コンパートメントモデル
を用いて測定した。モデリングは、WinNonlin Professional(バージョン5.0.1)を用いて
行った。血清NEUG濃度は、第II相においてNEUGで治療されたすべての被験者における化学
療法サイクル1で測定した。第II相A部では、NEUGの排出半減期の中間値は、30mg投与群で
33時間であり、40mg投与群で46時間であり、50mg投与群で18時間であった(表16)。B部で
は、NEUGの排出半減期の中間値は、40mg投与群で40時間であり、50mg投与群で39時間であ
った(表17)。A部中は、PKサンプリングは、B部と比較して(投与前、3日目、5～8日目)、
より頻繁に行われた(投与前、3時間、6時間、12時間、24時間、3日目、5～9日目、11日目
)。
【０３１６】
　(表１６)第II相A部の治療による排出半減期の中間値
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【０３１７】
　(表１７)第II相B部の治療による排出半減期の中間値

【０３１８】
　血清ペグフィルグラスチム濃度は、第II相において、ペグフィルグラスチムで治療され
た被験者全員における化学療法サイクル1で、有効なサンドイッチELISAを用いて測定した
。A部では、ペグフィルグラスチムの排出半減期の中間値は、約40時間であった。B部では
、ペグフィルグラスチムの排出半減期の中間値は、約50時間であった。排出半減期は、フ
ィルグラスチムで3～4時間、ペグフィルグラスチムで42～67.5時間(用量に応じて)である
と報告される。
【０３１９】
e.免疫原性
　試験参加者間で、Neugraninで治療された被験者において、確認された抗G-CSF/新エピ
トープ抗体反応1つおよびペグフィルグラスチム治療群において抗G-CSF反応が1つ、すな
わちそれぞれ0.5%および0.9%があった(表18)。どちらの場合も、被験者は、前投与試料中
で非特異的結合の上昇があった。
【０３２０】
　(表１８)NEUGおよびペグフィルグラスチムに対するG-CSFに特異的な治療により発現し
た免疫反応の概要

【０３２１】
　NEUG治療後、患者において、非常に低レベルの確認された陽性抗体が見られ、反復投与
後の応答の程度に明確な増加はなかった(データ示さず)。ペグフィルグラスチムで治療さ
れた患者では、異常に高い非特異的バックグラウンド結合が観察されたが、サイクル2治
療後は確認された一過性抗体反応のみが見られた(データ示さず)。抗体反応は中和的では
なかった。
【０３２２】
　抗HSA抗体はこの集団において低レベルで天然に存在し、6.9%の被験者が投与前評価でH
SA抗体に陽性であった。治療により発現した抗HSA抗体は、NEUG治療被験者4人(1.8%)で観
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察された(表19)。反応はすべて一過性で弱かった。最初の治療サイクル後に3つの反応が
現われ、サイクル2、3、および4の後は検出できなかった。3度目の治療後に反応が1つ起
きたが、4度目の治療後の30日の経過観察では検出できなかった(データ示さず)。
【０３２３】
　(表１９)NEUGに対するHSAに特異的な治療により発現した免疫反応の概要

【０３２４】
f.第II相B部における治療により発現した有害事象
　第II相B部では、各治療群中の被験者の>90%が、治療により発現した有害事象(TEAE)を
少なくとも1つ経験し、試験薬剤と関連する少なくとも1つのTEAEを有する被験者のパーセ
ントは、ペグフィルグラスチム群で23.1%からNeugranin50mg群で35.0%の範囲であった。
少なくとも1つのSAEを有する被験者のパーセントは、NEUG30mg群で最も高かった(30%)が
、他の3つの治療群では約15%であった。SAEはどれも試験薬剤と関連していなかった。患
者1人(NEUG30mg)は、糖尿病性足病変により試験から除かれ、これは試験薬剤とは関連し
ないと考えられた。B部では、被験者8人(NEUG40mg2人、NEUG50mg3人、ペグフィルグラス
チム3人)以外はみな少なくとも1つのTEAEを有した。試験薬剤と関連する少なくとも1つの
TEAEを有する被験者のパーセントは、NEUG50mg群で20.2%、NEUG 40mg群で22.4%、ペグフ
ィルグラスチムが投与される被験者で22.1%であった。被験者2人(NEUG 40mg 1人、ペグフ
ィルグラスチム1人)が試験中に死亡し、各治療群の被験者6～8人がSAEを少なくとも1つ経
験した。死亡やSAEは試験薬剤と関連しないと考えられた。
【０３２５】
　NEUG30mg用量についてサンプルサイズを考慮すると、TEAEの総数は、A部およびB部の治
療群にわたって類似していた。A部およびB部の両方において、CTCグレード3以上のTEAEの
パーセントは、試験薬剤に関連するTEAEのパーセントと同様に、NEUGおよびペグフィルグ
ラスチムの場合で類似していた。
【０３２６】
g.用量反応
　第II相の結果は、NEUGの40および50mg固定用量がいずれも、骨髄毒性の化学療法で治療
される乳癌被験者においてペグフィルグラスチム6mgと同等の安全性および効能をもたら
すことを実証した。40mg治療群の平均DSNは、50mg群の平均DSNよりわずかに低かったが、
これらの差異は統計的に有意ではなかった。用量応答は、体重により調整した用量を考慮
した場合と固定用量コホートに対してとの両方でAUCANCについて観察した(サイクル1にお
ける0～15日目)(図24)。30mgコホートのAUCANCは、ペグフィルグラスチムのそれよりわず
かに低く、これは、30mg固定用量がこの研究では効果が劣るが、40mgおよび50mgコホート
のAUCANCは用量相関性があり、ペグフィルグラスチム治療被験者のAUCANCよりも高い(有
意ではないが)ことを示している。上の分析から、NEUGが体重調節基準(mg/kg)で投与され
ると、用量反応が明らかである。しかしながら、第II相B部のサイクル1におけるDSNの比
較によって、治療群(40および50mgNEUGおよびペグフィルグラスチム)において、そして体
重調節用量(mg/kg)で、DSNが有意に異ならなかったので、体重で四分した患者はすべて十
分にサポートされることが示唆された。さらに、関連する有害事象(特に骨痛;データ示さ
ず)の発生率および重症度が、体重1キログラム当たりに投与される用量と相関せず、また
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ペグフィルグラスチムでの有害事象と差異はなかったので、固定用量が、より低体重の患
者において安全性プロファイルに変更をもたらす可能性があるという証拠はなかった。
【０３２７】
　本発明の趣旨または範囲から逸脱することなく、本発明の方法および組成物において多
くの改変および変更をなし得ることが当業者には明らかである。したがって、本発明は、
添付の特許請求の範囲およびその同等物の範囲内であれば、本発明の改変および変更を包
含することが意図される。
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