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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　２つ以上の誘導体化モノマーヘモグロビンユニットからなる重合体化ヘモグロビンであ
って、該２つ以上の誘導体化モノマーヘモグロビンサブユニットが、以下：
　ａ）各々がＬ２９Ｗ＋Ｈ５８Ｑ変異を有する２つの変異型αグロビンサブユニットと、
Ｖ６７Ｗ＋Ｋ８２Ｄ変異を有する１つのβグロビンサブユニットの融合物；
　ｂ）一方のαグロビンサブユニットがＬ２９Ｗ＋Ｈ５８Ｑ変異を有する２つのαグロビ
ンサブユニットと、Ｖ６７Ｗ変異を有する１つのβグロビンサブユニットの融合物；
　ｃ）一方のαグロビンサブユニットがＬ２９Ｆ＋Ｈ５８Ｑ変異を有する２つのαグロビ
ンサブユニットと、Ｖ６７Ｗ変異を有する１つのβグロビンサブユニットの融合物；
　ｄ）一方のαグロビンサブユニットがＬ２９Ｗ＋Ｈ５８Ｑ変異を有する２つのαグロビ
ンサブユニットと、Ｓ９Ｃ＋Ｖ６７Ｗ＋Ｄ７３Ｋ＋Ｋ８２Ｄ＋Ｔ８７Ｑ＋Ｃ９３Ａ変異を
有する１つのβグロビンサブユニットの融合物；および
　ｅ）一方のαグロビンサブユニットがＬ２９Ｗ＋Ｈ５８Ｑ変異を有する２つのαグロビ
ンサブユニットと、Ｖ６７Ｗ＋Ｔ８７Ｑ変異を有する１つのβグロビンサブユニットの融
合物
からなる変異の群から選択される、重合体化ヘモグロビン。
【請求項２】
　前記誘導体化モノマーヘモグロビンユニットが６５キロダルトンと１３０キロダルトン
との間の平均分子量を有し、かつ、前記重合体化ヘモグロビンが１３０キロダルトンと６
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５０キロダルトンとの間の平均分子量を有する、請求項１に記載の重合体化ヘモグロビン
。
【請求項３】
　前記重合体化ヘモグロビンが、１３０キロダルトン～５００キロダルトンの範囲にある
分子量を有する、請求項１～２のいずれか１項に記載の重合体化ヘモグロビン。
【請求項４】
　前記ヘモグロビンが、１０μＭ-1ｓ-1未満の一酸化窒素の反応速度を有する、請求項１
～３のいずれか１項に記載の重合体化ヘモグロビン。
【請求項５】
　酸素を運搬および放出するための薬学的組成物であって、１デシリットルの薬学的に受
容可能なキャリアあたり５～２０グラムのヘモグロビンの懸濁液を含み、該ヘモグロビン
は、請求項１～４のいずれか１項に記載の重合体化ヘモグロビンである、薬学的組成物。
【請求項６】
　前記組成物が、ａ）赤血球支質を含まず、ｂ）発熱物質を含まず、そしてｃ）１０％未
満のメトヘモグロビンを含む、請求項５に記載の薬学的組成物。
【請求項７】
　前記組成物が、無細胞ヒトヘモグロビンＡ0のＰ50よりも高い、ヒト生理学的条件下で
測定したＰ50を有するという点で、該組成物がさらに特徴付けられる、請求項５または６
に記載の薬学的組成物。
【請求項８】
　手術用デバイスをプライミングするための方法であって、該手術用デバイスの流体間隙
容積を請求項５～７のいずれか１項に記載の薬学的組成物で満たす工程、を包含する、方
法。
【請求項９】
　哺乳動物内の生存細胞への酸素の送達を増加させるか、患者の血液の血液希釈をもたら
すか、哺乳動物の血液減少を処置するか、哺乳動物における心臓性ショックを処置するか
、ショック状態における哺乳動物を蘇生するか、哺乳動物における組織灌流を増大させる
か、哺乳動物における造血を刺激するか、哺乳動物における血球減少症を処置するか、哺
乳動物における悪液質を処置するか、哺乳動物における頭部損傷を処置するか、または哺
乳動物における癌治療を、該治療の前または該治療とほぼ同時に該哺乳動物に投与するこ
とによって増強させるための、医薬の製造における請求項５～７のいずれか1項に記載の
組成物の使用。
【請求項１０】
　哺乳動物内の生存細胞への酸素の送達を増加させるか、患者の血液の血液希釈をもたら
すか、哺乳動物の血液減少を処置するか、哺乳動物における心臓性ショックを処置するか
、ショック状態における哺乳動物を蘇生するか、哺乳動物における組織灌流を増大させる
か、哺乳動物における造血を刺激するか、哺乳動物における血球減少症を処置するか、哺
乳動物における悪液質を処置するか、哺乳動物における頭部損傷を処置するか、または哺
乳動物における癌治療を増強させるための組成物であって、ここで該組成物は、請求項５
～７のいずれか1項に記載の組成物を含み、該組成物は、該治療の前または該治療とほぼ
同時に該哺乳動物に投与されることを特徴とする、組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（関連出願への相互参照）
本出願は、１９９９年１１月１２日に出願された米国予備出願第６０／１６５，２８９号
を基礎にする。
【０００２】
（発明の分野）
本発明は、新規ヘモグロビン組成物、詳細には新規組換え変異体ヘモグロビン組成物に関
し、これは、種々の治療適用における細胞外ヘモグロビン組成物の投与にともなう、１）
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心臓障害の生成、２）胃腸管不快、３）機能亢進効果、および４）内毒素過敏症をなくす
か、または実質的に低減する。記載される適用は、種々の治療処置において、血液代替物
、容量増加剤および／または酸素キャリアとしての使用を含む。
【０００３】
（発明の背景）
ヘモグロビン（Ｈｂ）は、血液の酸素運搬タンパク質であって、ヘムとして知られる補欠
分子基を保持する４つの会合したポリペプチドから構成される。約９２％の成人ヒトヘモ
グロビンは、非共有結合により会合して、一般にヘモグロビンＡ0として知られる（ＷＯ
９３／０９１４３）α２β２を形成する、２つのαグロビンサブユニット（α１、α２）
および２つのβグロビンサブユニット（β１、β２）で構成されている。しかし、成人ヘ
モグロビンはまた、δグロビンサブユニットを含み得る。このδグロビンサブユニットは
、βグロビンを置換し、そしてαグロビンとα２δ２として対合し、ヘモグロビンＡ２を
形成する。成人ヘモグロビンのグロビンサブユニットに加え、多くのヘモグロビンサブユ
ニットが、胚おび胎児発生の間にのみ天然で発現され、これらは、γグロビン、ζグロビ
ン、およびεグロビンを含む。胚または胎児ヘモグロビンを形成するため、ζグロビンが
αグロビンを置換し得、そしてεおよびγグロビンがβグロビンを置換し得る（例えば、
α２ε２、α２γ２、ζ２ε２、およびζ２γ２を形成する）。胚ヘモグロビンは、胎児
の発生に生物学的利点を与える、なぜなら、それは、一般に、成人ヘモグロビンに対して
より高い酸素親和性を有し、そしてそれ故、母体血流からの胎児酸素摂取を容易にするか
らである。ヘモグロビンの構造は周知であり、そしてＢｕｎｎ＆Ｆｏｒｇｅｔ、編、Ｈｅ
ｍｏｇｌｏｂｉｎ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ、Ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　
Ａｓｐｅｃｔｓ（Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ
：１９８６）およびＰｈｌｌｉｐｓおよびＲｉｃｈａｒｄｓ、Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｃｌａｒｅｎｄｏｎ　Ｐｒ
ｅｓｓ：１９８１）中のＦｅｒｍｉ＆Ｐｅｒｕｔｚ「Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ａｎｄ　Ｍ
ｙｏｇｌｏｂｉｎ」に記載されている。
【０００４】
天然に存在するグロビンおよび天然に存在しないグロビン変異体を含む、種々の組換えヘ
モグロビンの発現が達成されている。このような方法は、例えば、米国特許第５，０２８
，５８８号に記載のような組換え細胞における個々のグロビンの発現、および米国特許第
５，５４５，７２７号に記載のような同一細胞におけるαおよびβグロビンの同時発現を
含む。さらに、２つのαグロビンが遺伝子融合により短いポリペプチドリンカーで連結さ
れ、そしてその後２つのβグロビンとカップルされて偽テトラマーヘモグロビン分子を生
成する２αグロビン発現が、米国特許第５，５４５，７２７号およびＬｏｏｋｅｒら、Ｎ
ａｔｕｒｅ　３５６：２５８－２６０（１９９２）に記載されている。その他の改変組換
えヘモグロビンが、例えば、米国特許第５，８４４，０９０号に開示されている。
【０００５】
細胞外ヘモグロビンの溶液は、多くの治療的使用を有することが示されている。米国特許
第５，６５８，８７９号および第５，６５９，６３８号は、化学的療法または放射線療法
の効果を増大するために癌患者へのストロマのない精製された野生型ヘモグロビンの投与
を記載する。米国特許第５，６１４，４９０号は、卒中および虚血を処置するために組織
の灌流を増加するため、および血液量減少、心臓性、および敗血症ショックを処置するた
めの、ストロマのないジアスピリン架橋ヘモグロビンの使用を記載する。米国特許第５，
４２８，００７号は、やけど被害者を処置するために組織酸素負荷を増加するための改変
された酸素親和性をもつ組換え変異体ヘモグロビンの使用を記載する。米国特許第５，６
３１，２１９号は、無月経、血液減少、および悪液質を処置するため、および血液新生を
刺激するために改変された酸素親和性をもつ組換え変異体ヘモグロビンの使用を教示する
。そして、ＷＯ９８／１７２８９は、哺乳動物における頭部損傷を処置するためのストロ
マのないジアスピリン架橋ヘモグロビンの使用を記載する。鎌状血球を処置するための架
橋オキシヘモグロビンの使用が、Ｗａｌｄｅｒら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．、１４１巻、１
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９５～２１６（１９８０）により記載されている。一酸化窒素は、神経伝達、炎症、血小
板凝集、および胃腸管および血管平滑筋トーンの調節を含むインビボの多くの重要なプロ
セスの制御において、化学的メッセンジャーとして作用する。一酸化窒素の生物学的作用
は、種々の組織特異的応答を生じる生化学的カスケードを開始する、可溶性グアニルイル
シクラーゼへの結合およびその活性化により媒介される（Ｆｅｌｄｍａｎら、Ｃｈｅｍ．
Ｅｎｇ．Ｎｅｗｓ　１２月：２６－３８（１９９３））。
【０００６】
一酸化窒素の機能を解明することは、一酸化窒素生成酵素である一酸化窒素シンターゼの
阻害に多いに依存した。細胞フリーのヘモグロビンの効果についての多くの結論は、一酸
化窒素シンターゼインヒビターおよび／または一酸化窒素ドナーを含む実験を基に行われ
た。デオキシヘモグロビンへの一酸化窒素の急速高親和性結合は周知であるが、一酸化窒
素とオキシヘモグロビンとの間の酸化反応の重要性は、広く認識されているものではない
。この反応では、一酸化窒素分子はヘムに結合せず、オキシヘモグロビン複合体の結合酸
素と直接反応し、メトヘモグロビンおよび硝酸塩を形成する（Ｄｏｙｌｅら、Ｊ．Ｉｎｏ
ｒｇ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１４：３５１－３５８（１９８１））。この化学は、溶液におけ
る一酸化窒素のフリーのスーパーオキシドとの急速反応に類似している（Ｈｕｉｅら、Ｆ
ｒｅｅ　Ｒａｄ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｓ．１８：１９５－１９９（１９９３））。ヘム鉄お
よび一酸化窒素の両方は、結合した酸素原子により酸化されるようになり、そして一酸化
窒素による酸素の置換が観察されないほど急速に起こる（Ｅｉｃｈら、後述）。
【０００７】
一酸化窒素は、連続的原理で生成および消費されるので、インビボで一酸化窒素の自然の
代謝回転がある。細胞フリーのヘモグロビンが投与されるとき、一酸化窒素産生と消費と
の間のバランスは、ヘモグロビンとの反応により改変される。ヘモグロビンによる一酸化
窒素除去の最も関連するパラメーターは、一酸化窒素との反応速度であって、ヘモグロビ
ンのアロステリック（Ｒ／Ｔ）平衡の位置ではない。この酸化反応は不可逆的であり、そ
してデオキシヘモグロビンへの一酸化窒素結合は、生理学的時間スケールに対し効果的に
不可逆的である。なぜなら、ニトロシルヘモグロビンの解離の半減期は５～６時間である
からである（Ｍｏｏｒｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５１：２７８８－２７９４（１
９７６））。
【０００８】
一酸化窒素分子がオキシヘモグロビンまたはデオキシヘモグロビンと反応するとき、それ
らは、シグナル分子のプールから除去される。一旦十分な一酸化窒素分子が除去されると
、特定の逆の条件が創出されると考えられる。例えば、ヘモグロビンは、特定の細胞外ヘ
モグロビン溶液の投与の後にしばしば観察される、血管弛緩の防止を引き起こし、かつ潜
在的に高血圧に至る一酸化窒素を結合し得る。さらに、硝酸塩およびメトヘモグロビンを
生成してオキシヘモグロビンを酸化する一酸化窒素の能力はまた、一酸化窒素のフリーの
濃度を低下させ、そして高血圧を導き得る。
【０００９】
一酸化窒素はまた、特定の炎症応答を媒介するために必要である。例えば、内皮細胞によ
って産生される一酸化窒素は、血小板凝集を阻害する。結果として、一酸化窒素が細胞フ
リーのヘモグロビンにより結合されるにつれ、血小板凝集が増加し得る。血小板が凝集す
るにつれ、それらは、トロンボキサンＡ2およびセロチニンのような潜在的血管収縮性化
合物を放出する。これらの化合物は、ヘモグロビン除去により引き起こされる低下した一
酸化窒素レベルと相乗的に作用し得、有意な血管収縮を生じる。血小板凝集を阻害するこ
とに加え、一酸化窒素はまた、細胞壁への好中球付着を阻害し、それは次に細胞壁損傷に
至り得る。
【００１０】
試験被験体に細胞外野生型ヒトヘモグロビンの溶液を投与する際、いくつかの所望されな
い副作用が出願人により観察された。以下に詳細に記載されるように、感受性試験動物に
おける出願人の実験結果は、治療用量で投与される野生型成人ヒトヘモグロビン分子を含
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むような細胞外ヘモグロビン組成物が心臓組織において心筋壊死の形成を生じることを示
す。特定の理論に拘束されないが、出願人は、これらの細胞外ヘモグロビン分子による一
酸化窒素（ＮＯ）除去と、処置動物における心筋壊死の発生との間の直接相関があると考
える。出願人は、試験動物への一酸化窒素シンターゼ（ＮＯＳ）阻害薬物の投与が、細胞
外ヘモグロビン組成物の投与で観察される心臓損傷に類似の心臓損傷を生成することを見
出した。
【００１１】
さらに、従前に記載のヘモグロビンの使用とともに、いくつかのその他の所望されない副
作用が他者によって観察されている。温和な高血圧が、特定の細胞外ヘモグロビン溶液の
投与の後に、しばしば観察されている。高血圧が、一酸化窒素に対するデオキシヘモグロ
ビンの既知の高親和性に一部基づいて、血管系の壁における一酸化窒素の枯渇に起因する
ことが、多数によって観察されている（Ｓｃｈｕｌｔｚら、Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉｎ．Ｍｅ
ｄ．１２２：３０１－３０８（１９９３）；Ｔｈｏｍｐｓｏｎら、Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｐｈｙ
ｓｉｏｌ．７７：２３４８－２３５４（１９９４）；Ｒｏｏｎｅｙら、Ａｎｅｓｔｈｅｓ
ｉｏｌｏｇｙ　７９：６０－７２（１９９３））。ヘモグロビンの内皮細胞または間質ス
ペース中への遊出は、一酸化窒素の有意な消費を引き起こし得る（Ｇｏｕｌｄら、Ｗｏｒ
ｌｄ　Ｊ．Ｓｕｒｇ．２０：１２００－１２０７（１９９６））。Ｅｉｃｈら、Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ　３５：６９７６－６９８３（１９９６）に報告されているように、最
近の研究はまた、一酸化窒素のオキシヘモグロビンの結合酸素との酸化反応が、鉄原子へ
の単純結合よりインビボで重要であり得ることを示唆している。Ｅｉｃｈらは、結合酸素
に隣接するアミノ酸の置換により誘導される立体障害が一酸化窒素で誘導される酸化の速
度を顕著に低減し得ることを示した。
【００１２】
一時的である温和～中程度の胃腸管影響が、細胞外ヘモグロビン組成物の投与で一般に観
察される別の副作用である（Ｔｓｕｃｈｉｄａら、イントロダクション、Ａｒｔｉｆｉｃ
ｉａｌ　Ｒｅｄ　Ｃｅｌｌｓ：Ｍａｔｅｒｉａｌｓ、Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ　ａｎｄ
　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｓｔｕｄｙ　ａｓ　Ｂｌｏｏｄ　Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｓ．Ｌｉｅ
ｌｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｕｒ、ＮＹ、１－２０頁（１９９５）、およびＶｉｅｌｅら、Ａｎｅ
ｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ、８６：８４８－５８（１９９７））。これらの影響は、（中上
腹部不快感、腹部の痛みおよび／または消化不良）を含む上部胃腸管不快感、および／ま
たは（下腹部の痛み、ガスで腹が張ることおよび／または下痢を含む）下腹部胃腸管不快
感を含む。代表的には、これらの胃腸管の事象は、注入後１～３時間で生じ、１～数時間
続き、そして経時的に盛衰する。一酸化窒素は、胃腸管収縮性を調節する平滑筋組織の適
正な機能の重要なモデュレーターであることが知られている。従って、観察された胃腸管
への影響は、一酸化窒素とのヘモグロビン反応性により引き起こされる胃腸管運動性障害
に一部起因し得ると考えられる（Ｃｏｎｋｌｉｎら、Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｅｘｐ．
２７３：７６２－６７（１９９５）、およびＣｏｎｏｖｅｒら、Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ．５９
：１８６１－６９（１９９５））。
【００１３】
さらに、内毒素過敏性もまた、細胞外ヘモグロビン溶液および低用量のリポ多糖を同時投
与される動物で観察された。これらの動物は、通常、同時投与から４８時間以内に敗血症
ショックで死亡する。
【００１４】
従って、これらの適用で用いられる細胞外ヘモグロビンで処理された哺乳動物における心
臓損傷生成、およびこのような使用にともなう機能亢進影響または胃不快感をなくすかま
たは実質的に低減する方法に対する必要性が存在する。従って、なお有効な酸素運搬作用
剤として機能しながら、心臓損傷およびその他の副作用症状の発生をなくすか、または実
質的に低減するヘモグロビン組成物に対する必要性が存在する。
【００１５】
治療的使用のための精製細胞外ヘモグロビンを貯蔵することで遭遇した１つの問題は、経



(6) JP 5099951 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

時的なヘモグロビン凝集と沈殿物の形成である。ｎ－アセチルシステイン、ジヒドロリポ
酸、またはアスコルビン酸のような抗酸化剤の添加が沈殿形成を防ぐことが知られている
。しかし、ヘモグロビン凝集体形成を防ぐ化学品フリーの方法は、ヘモグロビン溶液の規
制認可を単純にするために好適である。
【００１６】
（発明の要旨）
本発明は、治療薬剤として投与されるとき、心臓損傷を低減するか（低減された損傷）、
またはなくす（損傷フリー）ヘモグロビンに関する。好ましくは、これらのヘモグロビン
は、組換えにより生産された変異体ヘモグロビンであり、これは化学的に架橋され得る。
従って、１つの局面では、本発明は、適切な薬学的キャリア中の、低減されて心臓損傷ま
たは心臓損傷を引き起こさない組換えヘモグロビンを含む、薬学的組成物に関する。
【００１７】
本発明はまた、治療薬剤として投与されるとき、中程度に低減された（低減された胃腸管
影響）または多いに低減された有害な胃腸管影響（低胃腸管影響）のヘモグロビンに関す
る。好ましくは、これらのヘモグロビンは、組換えにより生産された変異体ヘモグロビン
であり、これは化学的に架橋され得る。従って、別の局面では、本発明は、適切な薬学的
キャリア中の、中程度または多いに低減された胃腸管影響を生じる組換えヘモグロビンを
含む、薬学的組成物に関する。
【００１８】
本発明はまた、治療薬剤として投与されるとき、中程度に低減された（低減された機能亢
進影響）または多いに低減された機能亢進影響（低機能亢進影響）のヘモグロビンに関す
る。好ましくは、これらのヘモグロビンは、組換えにより生産された変異体ヘモグロビン
であり、これは化学的に架橋され得る。従って、別の局面では、本発明は、適切な薬学的
キャリア中の、中程度または多いに低減された機能亢進影響を生じる組換えヘモグロビン
を含む、薬学的組成物に関する。
【００１９】
本発明はまた、治療薬剤として投与されるとき、低減された内毒素過敏性影響（低減され
た内毒素影響）を引き起こすヘモグロビンに関するる。好ましくは、これらのヘモグロビ
ンは、組換えにより生産された変異体ヘモグロビンであり、これは化学的に架橋され得る
。従って、別の局面では、本発明は、適切な薬学的キャリア中の、低減された内毒素影響
を生じる組換えヘモグロビンを含む、薬学的組成物に関する。
【００２０】
本発明はまた、低減されるか、または低～ゼロの程度のいずれかで、上記の生物学的特徴
任意の組み合わせまたは順列を含むヘモグロビンに関する。従って、別の局面では、本発
明は、適切な薬学的キャリア中の、上記の影響の組み合わせを生じる組換えヘモグロビン
を含む、薬学的組成物に関する。
【００２１】
本発明はまた、酸素運搬全血置換体として、生理学的に受容可能な溶液中の上記のヘモグ
ロビンの任意の使用に関する。
【００２２】
本発明はまた、血液量減少を処置するため、および出血性ショックまたは心臓性ショック
を患う哺乳動物を蘇生する上記ヘモグロビンのいずれかの使用に関する。
【００２３】
本発明の別の局面は、虚血または卒中を処置するため、および損傷または火傷のような物
理的損傷を受けた組織の酸素負荷を増大するための上記ヘモグロビンのいずれかの使用で
ある。
【００２４】
本発明の別の局面は、無月経を処置するため、または血液新生を刺激するための上記ヘモ
グロビンのいずれかの使用である。
【００２５】
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本発明の別の局面は、哺乳動物における心臓損傷を処置するための上記ヘモグロビンのい
ずれかの使用である。
【００２６】
本発明の別の局面は、放射線照射または化学療法を受ける患者に、その療法の腫瘍低減効
果を増大するための、上記ヘモグロビンのいずれかの癌治療増大量の投与に関する。
【００２７】
本発明のなお別の局面は、特に血管閉塞危機を経験する患者のような鎌状赤血球貧血患者
を処置するための上記ヘモグロビンのいずれかの使用に関する。
【００２８】
上記のような新規生物学的性質をもつヘモグロビン組成物に加えて、本発明はまた、低減
された一酸化窒素との反応性速度を示す新規組換え変異体ヘモグロビンに関する。詳細に
は、本発明は、組換え変異体ヘモグロビンに関し、これは、αサブユニット中に以下に相
当する変異（単数または複数）を含む：Ｂ１０（Ｌｅｕ→Ｔｙｒ）；Ｂ１０（Ｌｅｕ→Ｔ
ｒｐ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｐｈｅ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ａｌａ）；Ｂ１０（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ
）＋Ｅ７（Ｈｉｓ→Ｇｌｎ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｍｅｔ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｖａｌ）；Ｂ
１０（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ）＋Ｅ７（Ｈｉｓ→Ｇｌｎ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｐｈｅ）＋Ｇ８（
Ｌｅｕ→Ｖａｌ）；Ｂ１０（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ）＋Ｅ７（Ｈｉｓ→Ｇｌｎ）＋Ｅ１１（Ｖａ
ｌ→Ｌｅｕ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｖａｌ）；Ｂ１０（Ｌｅｕ→Ｐｈｅ）＋Ｅ７（Ｈｉｓ→Ｇ
ｌｎ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｍｅｔ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｐｈｅ）；Ｂ１０（Ｌｅｕ→Ｐｈｅ
）＋Ｅ７（Ｈｉｓ→Ｇｌｎ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｍｅｔ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｍｅｔ）；Ｂ
１０（Ｌｅｕ→Ｐｈｅ）＋Ｅ７（Ｈｉｓ→Ｇｌｎ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｍｅｔ）＋Ｇ８（
Ｌｅｕ→Ｉｌｅ）；またはＢ９（Ａｌａ→Ｐｈｅ）。本発明はまた、βサブユニット中に
以下に相当する変異（単数または複数）を含む：Ｂ９（Ａｌａ→Ｌｅｕ）＋Ｅ１１（Ｖａ
ｌ→Ｍｅｔ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｌｅｕ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｌ
ｅｕ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｌｅｕ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｌｅｕ）
；Ｂ９（Ａｌａ→Ｐｈｅ）＋Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｌｅｕ）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｔｒｐ）＋Ｅ１
１（Ｖａｌ→Ｌｅｕ）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｐｈｅ）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｔｒｐ）；Ｂ９（Ａｌ
ａ→Ｌｅｕ）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｍｅｔ）；Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｍｅｔ）；Ｂ１０（Ｌｅｕ→
Ｐｈｅ）＋Ｂ１４（Ｌｅｕ→Ｐｈｅ）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｌｅｕ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ
）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｔｒｐ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｐｈｅ）；Ｂ９（Ａｌａ→ｐｈｅ）＋Ｇ８
（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ）；Ｂ９（Ａｌａ→Ｔｒｐ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ）；Ｂ１０（Ｌｅ
ｕ→Ａｌａ）＋Ｅ７（Ｈｉｓ→Ｐｈｅ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ）；またはＥ１１（Ｖａ
ｌ→Ｔｒｐ）＋Ｇ８（Ｌｅｕ→Ｔｒｐ）。さらに、本発明はまた、αおよびβサブユニッ
トの両方において先行する変異の任意の組み合わせを含む組換えヘモグロビン変異体に関
する。
【００２９】
さらに、本発明はまた、延長された期間の間脱酸素化形態で溶液中に貯蔵されるとき、低
減した凝集体形成を示し、そして鎌状血球変異β６Ｇｌｕ→Ｖａｌを含まない組換え変異
体ヘモグロビンに関する。好ましくは、このようなヘモグロビンは、βサブユニット中の
８７のスレオニンで疎水性またはバルキーアミノ酸への変異を含み、そしてネイティブア
ミノ酸β６Ｇｌｕを含む。より好ましくは、このようなヘモグロビンは、β８７Ｔｈｒ→
Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、Ｈｉｓ、Ｔｙｒ、Ｇｌｎ、またはＴｒｐからなる群か
ら選択される変異を含む。なおより好ましくは、このようなヘモグロビンは、β８７Ｔｈ
ｒ→Ａｓｐ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、またはＨｉｓからなる群から選択される
変異を含む。最も好ましくは、このようなヘモグロビンは、変異β８７Ｔｈｒ→Ｇｌｎを
含む。
【００３０】
（好適な実施形態の説明）
種々の用語が、本明細書において、本発明のこの局面を記載することで用いられる。その
他であることが規定されなければ、本明細書で用いられるすべての技術的および科学的用
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語は、当業者により従前に理解されるのと同じ意味を有している。
【００３１】
「親和性」は、ヘモグロビンへのリガンドの平衡結合をいい、そして熱動力学的平衡定数
Ｋｅｑにより説明される。Ｋｅｑは、リガンド会合速度定数とヘモグロビン－リガンド解
離速度定数の比に等しく、そしてそれ故、会合速度定数、解離速度定数またはその両方に
おける変化は、リガンド親和性の変化に至り得る。ヘモグロビン分子が協動性を示すとき
、親和性はまた、Ｒ／Ｔ平衡およびヘモグロビン分子の個々のサブユニットのＫｅｑ間の
差異により影響される。
【００３２】
本明細書で用いる用語「αグロビン」は、ネイティブなヒトαグロビンと少なくとも約７
５％の配列同一性をもつ。しかし、より少ない配列同一性のポリペプチドは、ネイティブ
なヒトαグロビンとなお実質的に相同であり得ると考えられ、そしてそれ故、それが、偶
然から予期され得るより大きい配列同一性を有し、そしてまたネイティブなヒトαグロビ
ンの特徴的な高次構造を有し、かつ類似の生物学的活性を有する場合、αグロビンであり
得る。同様に、「βグロビン」は、ネイティブなヒトβグロビンと少なくとも約７５％の
配列同一性を有する。しかし、より少ない配列同一性のポリペプチドは、ネイティブなヒ
トβグロビンとなお実質的に相同であり得ると考えられ、そしてそれ故、それが、偶然か
ら予期され得るより大きい配列同一性を有し、そしてまたネイティブなヒトβグロビンの
特徴的な高次構造を有し、かつ類似の生物学的活性を有する場合、βグロビンであり得る
。さらに、「δグロビン」は、ネイティブなヒトδグロビンと少なくとも約７５％の配列
同一性を有する。しかし、より少ない配列同一性のポリペプチドは、ネイティブなヒトδ
グロビンとなお実質的に相同であり得ると考えられ、そしてそれ故、それが、偶然から予
期され得るより大きい配列同一性を有し、そしてまたネイティブなヒトδグロビンの特徴
的な高次構造を有し、かつ類似の生物学的活性を有する場合、δグロビンであり得る。等
しく、「εグロビン」は、ネイティブなヒトεグロビンと少なくとも約７５％の配列同一
性を有する。しかし、より少ない配列同一性のポリペプチドは、ネイティブなヒトεグロ
ビンとなお実質的に相同であり得ると考えられ、そしてそれ故、それが、偶然から予期さ
れ得るより大きい配列同一性を有し、そしてまたネイティブなヒトεグロビンの特徴的な
高次構造を有し、かつ類似の生物学的活性を有する場合、εグロビンであり得る。同様に
、「γグロビン」は、ネイティブなヒトγグロビンと少なくとも約７５％の配列同一性を
有する。しかし、より少ない配列同一性のポリペプチドは、ネイティブなヒトγグロビン
となお実質的に相同であり得ると考えられ、そしてそれ故、それが、偶然から予期され得
るより大きい配列同一性を有し、そしてまたネイティブなヒトγグロビンの特徴的な高次
構造を有し、かつ類似の生物学的活性を有する場合、γグロビンであり得る。さらに、「
ζグロビン」は、ネイティブなヒトζグロビンと少なくとも約７５％の配列同一性を有す
る。しかし、より少ない配列同一性のポリペプチドは、ネイティブなヒトζグロビンとな
お実質的に相同であり得ると考えられ、そしてそれ故、それが、偶然から予期され得るよ
り大きい配列同一性を有し、そしてまたネイティブなヒトζグロビンの特徴的な高次構造
を有し、かつ類似の生物学的活性を有する場合、ζグロビンであり得る。
【００３３】
「改変された親和性」は、不安定リガンドの組換えリガンドの、同じ測定条件下で同不安
定リガンドについて、天然に存在するヒトヘモグロビンの親和性とは、少なくとも１０％
異なる組換えヘモグロビンの親和性を意味する。
【００３４】
「癌療法」は、本発明の目的には、患者における腫瘍細胞を殺傷するために設計される任
意の処置と規定される。癌療法は、放射線照射および化学的療法を含む。
【００３５】
「血球減少状態」または「血球減少症」は、任意の循環性血液細胞型の数、容積、機能性
、または分布の臨床的に有意な減少と規定される。血球減少症は、少なくとも、貧血、血
小板減少症、好中球減少症、および白血球減少症を包含することが意図される。
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【００３６】
「低減された凝集体形成」は、約１０％の初期メトヘモグロビン含量の約１０ｇ／ｄｌデ
オキシヘモグロビン溶液において、少なくとも３ヶ月の２５℃の貯蔵で、総ヘモグロビン
のグラムあたり２ミリグラムより多くない沈殿物の形成として規定される。
【００３７】
「デオキシヘモグロビン」または「非リガンドヘモグロビン」は、αグロビン、βグロビ
ン、および／または任意の機能的ヘム補欠分子基に外因性リガンドが結合していない任意
のヘモグロビンを意味する。「リガンドヘモグロビン」は、ヘム基に外因性リガンドが結
合しているヘモグロビンを意味する。一般的な好適リガンドは、制限されないで、酸素、
一酸化炭素、一酸化窒素などを含む。
【００３８】
「遠位のヘムポケット（ｄｉｓｔａｌ　ｈｅｍｅ　ｐｏｃｋｅｔ）」は、遊離の鉄配位部
位を含むヘムの平面上のヘムポケットの部分を意味し、ここで外因性リガンド分子は、可
逆的に鉄原子と結合し得、そしてこれはヒスチジンＥ７およびバリンＨ１１のような残基
を含む。同様に、「近位のヘムポケット（ｐｒｏｘｉｍａｌ　ｈｅｍｅ　ｐｏｃｋｅｔ）
」は、ヘムの平面下これらの残基により記載され、そして近位のヒスチジンのような残基
を位置Ｆ８に含む。
【００３９】
「胚性ヘモグロビン」は、天然では主に胚発生中にのみ発現される少なくとも１つのサブ
ユニットを有するヘモグロビンを意味する。例えば、γグロビン、ζグロビン、またはε
グロビンである。
【００４０】
本明細書中で使用される場合、「病巣心臓損傷」とは、検査されたアカゲザルの心臓切片
（通常、約１．０ｃｍ×１．５ｃｍ×４～６μｍ）における多くの個々の損傷範囲を言う
。検査された切片毎に３以下の心臓損傷が存在する場合、この心臓損傷は、病巣として記
載される。
【００４１】
本発明の目的に関して、「頭部外傷」は、頭部（脳を含む）への任意の外傷として定義さ
れる。これは頭部へ適用される物理的力のような任意の外部力に起因する。頭部外相の例
は、事故による脳挫傷および脳創傷である。頭部外傷は、通常、頭蓋内圧を亢進し、そし
て大脳の灌流圧の減少を引き起こす。
【００４２】
本発明の目的に関して、「造血」は、前駆体細胞からの血球の形成および発生ならびにこ
れらの血球細胞の前駆体細胞の形成プロセスについての一般的な用語である。血球として
は、赤血球、網状赤血球、単球、好中球、巨核球、好酸球、好塩基球、Ｂ細胞、マクロフ
ァージ、顆粒球、肥満細胞、血小板、および白血球が挙げられるが、これらに限定されな
い。前駆体細胞としては、バースト（ｂｕｒｓｔ）形成単位－赤血球（ＢＦＵ－Ｅ）、コ
ロニー形成単位－赤血球（ＣＦＵ－Ｅ）、コロニー形成単位－巨核球（ＣＦＵ－Ｍｅｇ）
、コロニー形成単位－顆粒球－マクロファージ（ＣＦＵ－ＧＭ）、コロニー形成単位－マ
クロファージ（ＣＦＵ－Ｍ）、コロニー形成単位－顆粒球（ＣＦＵ－Ｇ）、コロニー形成
単位－顆粒球、赤血球、マクロファージ、巨核球（ＣＦＵ－ＧＥＭＭ）、コロニー形成単
位－単核球（ＣＦＵ－Ｍ）、コロニー形成単位－好酸球（ＣＦＵ－Ｅｏ）、コロニー形成
単位－脾臓（ＣＦＵ－Ｓ）、コロニー形成単位－好塩基球（ＣＦＵ－Ｂ）、多能性幹細胞
、全能性幹細胞、骨髄性幹細胞、およびリンパ系幹細胞が挙げられるがこれらに限定され
ない。添付された特許請求の範囲の目的に関して「赤血球新生」は、赤血球の形成をもた
らす造血経路の一部として定義される。添付された特許請求の範囲の目的に関して「血小
板新生」は、血小板の形成をもたらす造血経路の一部として定義される。添付された特許
請求の範囲の目的に関して「白血球新生」は、白血球の形成を生じる造血経路の一部とし
て定義される。血液循環の他の細胞の形成プロセスは同様に定義され、そして接尾語「ｐ
ｏｉｅｓｉｓ」または「ｐｏｅｔｉｃ」の使用により区別される。造血は、一定量毎の細
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胞の総数の増加によって示される前駆体細胞の増加により測定され得る。例えば、血液循
環において、増加は、細胞の総数、個々の細胞の大きさ、または具体的には赤血球につい
て個々の細胞のヘモグロビン含有量の増加を意味し得る。例えば、赤血球について、この
増加は、ベースラインレベル（処置前に測定された目的の細胞型の大きさまたは濃度）を
少なくとも６％超える、より好ましくはベースラインレベルより１０％大きい、なおより
好ましくはベースラインレベルより２０％大きい、最も好ましくはインビボで必要な通常
のレベルまでの増加である。
【００４３】
「ヘムポケット（ｈｅｍｅ　ｐｏｃｋｅｔ）」は、ポケットが、周囲の残基により表され
る各グロビンサブユニットのヘム補欠分子族の周りに形成したことを意味し、約６Åのヘ
ム部分中の残基を含むことを意味する。
【００４４】
本願において使用される場合、「ヘモグロビン」は、一般的に、いくつかの遺伝的かつ化
学的改変（例えば、αまたはβサブユニットの点変異、２以上のαまたはβサブユニット
の一本鎖ポリペプチド（すなわち、ジ－α（ｄｉ－α）またはジ－ジα（ｄｉ－ｄｉ　α
）ヘモグロビン）への融合、および分子内または分子間の化学的架橋）のいくつかを含み
得るα2β2野生型ヘモグロビンに基いた分子をいう。これはまた、αサブユニットおよび
／またはβサブユニットが、δグロビンサブユニット、εグロビンサブユニット、γグロ
ビンサブユニット、および／またはζグロビンサブユニットで置換された分子をいう。
【００４５】
本発明の目的に関して、状況によって記載されない限り、「天然に存在するヒトヘモグロ
ビン」、「ネイティブなヘモグロビン」、「野生型ヘモグロビン」または「通常のヘモグ
ロビン」は、ヒトヘモグロビンＡ0を言う。ヒトヘモグロビンＡ0のαグロビンおよびβグ
ロビンアミノ酸配列は、米国特許第５，０２８，５８８号の表１に示される。グロビンサ
ブユニットのらせん状セグメントを文字により同定することが、慣用的あることを示す。
例えば、α鎖またはβ鎖の近位のヒスチジンはＦ８（ヘリックスＦの８残基）と名づけら
れる。非らせん状セグメントは、文字対で同定され、これらが結合するらせん状セグメン
トを示す。例えば、非らせん状セグメントＢＣは、ヘリックスＢおよびヘリックスＣを結
合する。らせんの記号およびαグロビンおよびβグロビンに対応するアミノ酸は、米国特
許第５，０２８，５８８号の表４に示される。
【００４６】
本発明の目的に関して、「血液量減少」は、身体中を循環している体液（血液または血漿
）の容量の異常な減少として定義される。この状態は、「出血」、すなわち血管からの血
液の排出に起因し得る。
【００４７】
本発明の目的に関して、「虚血」は、身体の一部における血液の欠乏として定義され、通
常、血管の機能的狭窄または実際の閉塞により引き起こされる。
【００４８】
本明細書中で使用される場合、「損傷のない」ヘモグロビンは、実施例１０に記載の条件
下でアカゲザル（Ｍａｃａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ）に対して２０００ｍｇ／ｋｇの用量で
の投与の際に、９５％の試験被験体で心臓損傷を引き起こさないヘモグロビンとして定義
される。
【００４９】
本明細書中で使用される場合、「低胃腸効果」ヘモグロビンは、ヒト血清アルブミン１５
００ｍｇ／ｋｇの投与と比較した場合に、実施例１１に記載の条件下で意識のあるＳｐｒ
ａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラットに１５００ｍｇ／ｋｇの用量での投与の際に、１０％未満
の胃排出の減少を引き起こすヘモグロビンとして定義される。
【００５０】
本明細書中で使用される場合、「低昇圧効果」ヘモグロビンは、実施例１２に記載の条件
下でＳｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラットに２０００ｍｇ／ｋｇの用量での投与の際に、
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１０ｍｍＨｇ未満の平均動脈圧増加を引き起こすヘモグロビンとして定義される。
【００５１】
「メトヘモグロビン」または「酸化ヘモグロビン」は、任意のヘモグロビン中で鉄が酸化
されて３価鉄の状態になったことを意味する。
【００５２】
本明細書中で使用される場合、「軽症の心臓損傷」は、約５０個の心筋細胞幅に対して６
個の、心筋細胞の心筋壊死の範囲として定義される。
【００５３】
本明細書中で使用される場合、「最小の心臓損傷」は、５個の心筋細胞幅を超えない心筋
壊死の範囲として定義される。
【００５４】
本明細書中で使用される場合、「多病巣性心臓損傷」は、検査されたアカゲザル心臓の切
片（通常、約１．０ｃｍ×１．５ｃｍ×４～６μｍ）における個々の損傷範囲の数をいう
。３以上の心臓損傷が検査した切片毎に存在する場合、この心臓損傷は多病巣性として記
載される。
【００５５】
「変異体ヘモグロビン」は、単量体であろうと多量体であろうとα様グロビンタンパク質
および／またはβ様グロビンタンパク質を含むヘモグロビンを意味し、これらのアミノ酸
配列は、任意の特定の種（例えば、ヒト、ウシまたはブタ）の野生型ヘモグロビン由来の
少なくとも１つの変異を有する。変異体ヘモグロビンはまた、遺伝的に融合した二量体ポ
リペプチド（例えば、ジ－α（α－ｇｌｙ－α）ポリペプチド）を含むヘモグロビンを含
む。ヘモグロビン分子へのこのような変更は、米国特許第５，８４４，０８９号に完全に
記載される。さらに、用語「ヘモグロビン様タンパク質」は、変異を有するグロビンサブ
ユニットまたは遺伝的に融合したグロビンサブユニットを含むヘモグロビンを示すために
使用される。「グロビン様」ポリペプチド、タンパク質、またはサブユニットは、同様に
変異または遺伝的に融合したヘモグロビンのグロビンサブユニットを言う。
【００５６】
「変異」は、野生型ヒトヘモグロビンまたはその他の種のヘモグロビンを構成するアミノ
酸配列に対する１以上のアミノ酸の置換、欠失または付加のことである。
【００５７】
「心筋壊死」は、病巣分布から多病巣性分布を有する中程度の筋原線維壊死（細胞死）お
よびいくつかの部位で単核の炎症性浸潤（白血球またはマクロファージとして）を伴う中
程度の筋原線維壊死の少なくとも最小として定義される。
【００５８】
「酸化」は、ヘモグロビンテトラマーを構成する任意のまたはすべてのサブユニットのヘ
ム鉄の２価鉄形態（Ｆｅ+2）から３価鉄（Ｆｅ+3）形態への酸化状態の増加を意味する。
自動酸化は、酸素の存在下で自然に起こる緩慢な酸化である。しかし、酸化は、他の外因
性の酸化剤（最も顕著には、一酸化窒素および過酸化水素）の存在により顕著に加速され
得る。
【００５９】
「オキシヘモグロビン」は、酸素分子が、核サブユニットの機能的酸素結合部位に結合す
るヘモグロビンを意味する。
【００６０】
「組換えヘモグロビン」は、ヘモグロビンがネイティブであろうと変異体であろうと、α
様グロビンタンパク質および／またはβ様グロビンタンパク質を含むヘモグロビンを意味
し、これらの少なくとも１つは、ヘモグロビン遺伝子および／またはヘモグロビンタンパ
ク質が天然に見出される細胞以外の細胞における組換えＤＮＡ分子により保有されるグロ
ビン遺伝子の発現により得られる。言い換えると、ヘモグロビン遺伝子は、それが発現さ
れる宿主に対して非相同性である。例えば、ヒト赤血球以外の任意の細胞における任意の
ヒトヘモグロビン遺伝子の発現は、組換えヘモグロビンであると考えられる。また、例え
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ば、天然に存在しないすべてのヘモグロビンが組換えヘモグロビンである。
【００６１】
本発明の目的に関して、「灌流」は、器官または組織の血管を通る体液の流れとして定義
される。
【００６２】
本発明の目的に関して、「物理的組織損傷」は、力（極端な温度変化、または腐食性化学
物質の適用）が適用されたことに起因する身体組織への外傷として定義される。物理的組
織損傷の例として、創傷、打撲傷、熱傷、および凍傷が上げられる。
【００６３】
「Ｒ状態のヘモグロビン」は、ヘモグロビンの高い親和性状態であり、そして外因性リガ
ンドがヘム補欠分子族に結合する場合のヘモグロビンの主な形態である。代表的には、リ
ガンドは酸素である。従って、この状態は、「ｏｘｙ」または「Ｒ」（緩和（ｒｅｌａｘ
ｅｄ）に対する）状態として公知である。
【００６４】
本明細書中で使用される場合、「減少した内毒素効果」ヘモグロビンは、１０００ｍｇ／
ｋｇの用量のヒト血清アルブミンと５ｍｇ／ｋｇのリポ多糖の同時投与と比較して４８時
間における生存の２０％未満の減少を引き起こす実施例１３に記載の条件下で、１０００
ｍｇ／ｋｇの用量のヒト血清アルブミンと５ｍｇ／ｋｇのリポ多糖のマウスへの同時投与
に対するヘモグロビンとして定義される。
【００６５】
本明細書中で使用される場合、「胃腸効果減少」ヘモグロビンは、ヒト血清アルブミン１
５００ｍｇ／ｋｇの投与と比較した場合に実施例１１に記載の条件下で意識のあるＳｐｒ
ａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラットに１５００ｍｇ／ｋｇの用量での投与際に、１０％未満の
胃排出の減少を引き起こすヘモグロビンとして定義される。
【００６６】
本明細書中で使用される場合、「損傷減少」ヘモグロビンは、実施例１０に記載の条件下
でアカゲザル（Ｍａｃａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ）に２０００ｍｇ／ｋｇの用量での投与の
際に、最小の（病巣または多病巣性）心臓損傷しか引き起こさないヘモグロビンとして定
義される。任意のアカゲザル試験被験体において軽症の損傷を引き起こすヘモグロビンは
、減少した損傷ヘモグロビンであるとは考えない。
【００６７】
本明細書中で使用される場合、「昇圧効果減少」ヘモグロビンは、実施例１２に記載の条
件下でＳｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラットに２０００ｍｇ／ｋｇの用量での投与の際に
、２０ｍｍＨｇ未満の平均動脈圧増加を引き起こすヘモグロビンとして定義される。
【００６８】
本発明の目的に関して、「ショック」は、重要な器官の十分な灌流を保持するための循環
系の疾患により特徴付けられる深在性の血流力学障害および代謝障害の状態として定義さ
れる。十分な心臓拍出量、血圧、および「循環血液量減少性ショック」と言われる組織灌
流を保持するための不十分な血量に起因する。急性の出血に起因する循環血液量減少性シ
ョックは、「出血性ショック」と言われる。心筋梗塞、重度の心筋症、または心臓の機械
的閉塞もしくは圧縮に起因するショックは、「心臓性ショック」と言われる。
【００６９】
本発明の目的に関して、「発作」は、脳内の栄養血管（ｆｅｅｄｉｎｇ　ｂｌｏｏｄ　ｖ
ｅｓｓｅｌ）の狭窄または閉塞により引き起こされる発作症候群として定義される。
【００７０】
本発明の目的に関して、「外科的デバイス」は、体液無効容量を含む外科手術の過程で使
用される任意の機械的デバイスである。「体液無効容量」は、手術での使用に対して安全
性を与える目的で空気を取り除くために体液とともに流されなければならない外科的デバ
イス中の容量である。例は、カテーテルの使用の間に血液を保持することを企図される血
管形成術カテーテル中の管腔である。別の例は、血液オキシジェネーター（ｂｌｏｏｄ　
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ｏｘｙｇｅｎａｔｏｒ）の交換容量である。「初回刺激」は、体液とともに体液無効容量
を流す工程である。
【００７１】
「Ｔ状態ヘモグロビン」は、低親和性状態のヘモグロビンおよび脱酸素（「ｄｅｏｘｙ」
、または「Ｔ」（緊張（ｔｅｎｓｅ））状態に対して）された場合のヘモグロビンの主な
形態である。
【００７２】
本明細書中において、いくつかの組換えヘモグロビンを使用して本発明を例示した。これ
らのヘモグロビンの一覧表は、任意の変異体および基本的な物理的性質にそって、以下の
表に示される。
【００７３】
【表１】

（概論）
本発明は、一般的に、哺乳動物へ治療的適用において投与される場合、減少したもしくは
非心臓損傷、減少したもしくは低い胃腸効果、減少したもしくは低い昇圧効果、および／
または減少した内毒素効果を生じる特定の物理化学特性を示すヘモグロビン、およびこの
ようなヘモグロビンを含む薬学的組成物に関する。これらのヘモグロビンは、一般的に「
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副作用減少」ヘモグロビンといわれ得る。このヘモグロビンは、好ましくは、これらの物
理化学的特性に有益に影響を及ぼす変異を有する組み換え的に生成されたヘモグロビンで
ある。さらに、本発明のより好ましいヘモグロビンは、生物学的副作用の最も低い発生お
よび激烈を有し、分子内架橋または重合化される。
【００７４】
好ましい実施形態において、本発明は、下に記載するようにアカゲザル試験において有意
に減少した数の心臓損傷を除去または生じる変異ヘモグロビンを利用する。従って、本発
明において好ましい変異ヘモグロビンは、また本明細書中で「減少した損傷変異体」とい
う。最も好ましくは、これらのヘモグロビンは、アカゲザル試験において心臓損傷を生じ
ないことである。本発明において最も好まれるこれらの変異ヘモグロビンは、また「損傷
なし変異体」という。
【００７５】
別の好ましい実施形態において、本発明は、治療的薬剤として投与される場合、減少した
平均動脈血圧増加または減少した昇圧効果を引き起こすヘモグロビンを利用する。従って
、本発明のこれらのヘモグロビンは、本明細書中で「減少した昇圧効果」ヘモグロビンと
いう。最も好ましくは、これらのヘモグロビンは、比較できる量のヒト血清アルブミンの
投与と比較して測定することで大いに減少する動脈血圧効果を生じる。本発明の最も好ま
しいこれらの変異ヘモグロビンはまた、「低い昇圧効果」ヘモグロビンという。
【００７６】
別の好ましい実施形態において、本発明は、治療的薬剤として投与される場合、減少した
有毒胃腸効果（例えば、中上胃部不快、腹痛および／もしくは消化不良を含む上部胃腸不
快、ならびに／または下部腹痛、鼓腸および／もしくは下痢を含む下部胃腸不快）ヘモグ
ロビンを利用する。従って、本発明のこれらのヘモグロビンは、本明細書中で「減少した
胃腸効果」ヘモグロビンという。最も好ましくは、これらのヘモグロビンは、ラットにお
ける胃の空き試験によって測定されることで、大いに減少する胃腸副作用を生じる。本発
明において最も好ましいこれらの変異ヘモグロビンはまた、「低い胃腸効果」ヘモグロビ
ンという。
【００７７】
別の好ましい実施形態において、本発明は、治療的薬剤として投与される場合、減少した
内毒性過剰高感受性効果を引き起こすヘモグロビンを利用する。従って、本発明のこれら
のヘモグロビンは、本明細書中で「減少した内毒性効果」ヘモグロビンという。
【００７８】
より好ましい実施形態において、本発明は、減少または低い程度～ゼロ程度のいずれかに
おいて、上の生物学的特性の組み合わせまたは置換を有するヘモグロビンを利用する。
【００７９】
本発明の１つの実施形態において、減少する副作用組み換えヘモグロビンの生理学的に受
容可能な溶液は、代用血液として使用され得る。この酸素運搬容量および感染力のある薬
剤からの自由のため、このような溶液は、全体の血液灌流の処置に対して重要な補助剤で
ある。さらに、減少した損傷および損傷のない変異ヘモグロビンは、酸素運搬代用血液と
して投与される場合、他の細胞外ヘモグロビンに引き起こされる損傷生成応答を除去また
は有意に減少する。代用血液としての一般的使用に加えて、組み換え副作用減少ヘモグロ
ビン溶液はまた、酸素運搬溶液使用され、血液量減少および出血性または循環血液量減少
性ショック、および心臓性ショックを処置し得る。
【００８０】
細胞外ヘモグロビンの血管系における組織分布は、赤血球のサイズによって限定されない
ため、本発明のヘモグロビンは、使用され、酸素を赤血球が通り得ない領域へ送達し得る
。これらの領域は、赤血球流れに対する障害の下流（例えば、血栓、鎌状赤血球貧血、動
脈閉塞、血管形成用バルーン、外科手術器具使用、酸素飢餓に罹患するまたは任意の組織
など）に位置付けられる任意の組織領域を含み得る。さらに、組織虚血の全ての型は、本
発明の方法を使用して処置され得る。このような組織虚血として、例えば、発作、顕在性
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発作、一過性脳虚血発作、心筋気絶および冬眠、急性または非定常アンギナ、顕在性アン
ギナ、梗塞などが挙げられる。やけどなどの物理的損傷からの組織の回復はまた、組み換
えグロブリンを用いる前処置によって促進され得る。このグロブリンが、組織の灌流およ
び酸素付加を増加可能にする。
【００８１】
鎌状赤血球貧血患者の処置のための本発明のヘモグロビンの使用は、近年の治療の不都合
を克服する。血管閉塞発症における鎌状赤血球貧血患者は、現今、希釈および疼痛治療技
術と共に赤血球の輸血によって処置される。細胞のないヘモグロビン産物は、さらなる鎌
状赤血球化を予防するため酸素を送達する（赤血球がするように）だけでなく、この産物
はまた、すでに変形赤血球で閉塞された血管を通り、痛みをより緩和し、そして組織損傷
を最小にする。また、鎌状赤血球貧血集団における頻繁な輸血は、赤血球および血小板へ
異種免疫、細胞のないヘモグロビンの使用によって防止される有害な効果を生じる。副作
用減少ヘモグロビンは、鎌状赤血球患者の処置において野生型一酸化窒素動態を用いる細
胞のないヘモグロビン以上に重要な治療的利点を提供する。これは、このヘモグロビンが
、より少ない程度のまたは全くなく血管狭窄を顕在化するからである。このことは、血管
閉塞発症の処置において明らかに長所であり、そしてまた、血管閉塞発症の突然の開始の
危険のある状況にある鎌状赤血球貧血患者の他の処置において長所である。例えば、細胞
のないヘモグロビンは、麻酔の危険を最小にするため鎌状赤血球貧血患者の術前の輸血の
ため包装された赤血球の代わりに使用され得る。細胞のないヘモグロビンはまた、発作の
危険を最小にするため周期的に投与され得る。
【００８２】
本発明の１つの実施形態において、副作用減少変異ヘモグロビンは、使用され、貧血に罹
患する患者において付加酸素運搬容量を提供する、および／または本明細書中に参考とし
て援用されるＰＣＴ公開番号ＷＯ９５／２４２１３号に記載されるように造血を刺激する
ことの両方によって貧血を処置し得る。造血を刺激するために使用される場合、投与速度
は、ゆっくりであり得る。これは、ヘモグロビンの用量が、出血を処置するために必要と
される用量よりもずっと小さいからである。従って、本発明の副作用減少ヘモグロビンは
、高容積のヘモグロビンの患者への投与を必要とするおよび本発明の低容積のヘモグロビ
ンが投与される状況における適用のために使用され得る。
【００８３】
さらに、本発明は、副作用減少ヘモグロビンのいくつかの特殊化された使用を提供する。
副作用減少ヘモグロビンは、放射線治療または化学療法と共に添加物として使用され、こ
れらの癌処置の効力を高め得る。副作用減少ヘモグロビン調製物はまた、使用されて、大
脳灌流圧を増加しそして頭蓋内圧を減少して哺乳動物における頭部損傷を処置し得る。
【００８４】
副作用減少ヘモグロビンは、種々の治療的適用における使用のために処方され得る。本発
明の方法の実施に適切な代表的な処方は、Ｍｉｌｎｅら、ＷＯ９５／１４０３８およびＧ
ｅｒｂｅｒら、米国特許第５，９１４，３９１号に記載され、両方とも本明細書中に参考
として援用される。投与における複雑化を防止するために、本発明における使用のための
ヘモグロビン組成物は、高い純度であるべきである（すなわち、支質および発熱物質のな
い）。好ましくは、この組成物は、ＬＡＬ（リムルスアメーバ様細胞分解産物）試験で測
定して０．２５ＥＵ／ｍＬより多くない内毒素レベルを有すべきである。さらに、酸素を
効率的に運搬する本発明の副作用減少ヘモグロビン組成物のために、メトヘモグロビン含
量が、制御され得る。好ましくは、下に記載される適用において使用される場合、本発明
の副作用減少ヘモグロビン組成物は、１５％未満、より好ましくは１０％未満、そして最
も好ましくは５％未満のメトヘモグロビン含量を有する。本発明における使用について、
副作用減少ヘモグロビンは、それらを必要とする哺乳動物の処置において使用するため慣
習的な薬学的処方物（例えば、注射可能な溶液）において組み込まれ得る。薬学的組成物
は、皮下、静脈内、もしくは筋肉内注射、または大容量非経口溶液などによって投与され
得る。
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【００８５】
例えば、非経口治療組成物は、０．１（ｗ／ｖ）％～９０（ｗ／ｖ）％の組み換え副作用
減少ヘモグロビンを含む滅菌等張生理食塩水溶液を含有し得る。組換え副作用減少ヘモグ
ロビンの好ましい細胞外ヘモグロビン溶液は、約５％～約２０％の、より好ましくは約５
％～約１７％の、より好ましくは約８％～約１４％の、そして最も好ましくは約１０％の
溶液中のヘモグロビン（ｗ／ｖ％）を含む。ヘモグロビンのパーセントの選択は、選択さ
れたヘモグロビン産物の腫脹特性に依存する。本発明における使用のために処方されたヘ
モグロビン溶液は通常の腫脹性から高張性であることが好ましい。ヘモグロビンのパーセ
ントは、各適応症について、所望の腫脹圧を得るように調整され得る。出願人は、実施例
において使用される約８～１４ｇ／ｄｌの組み換え副作用減少ヘモグロビンの濃度が正確
な腫脹圧を提供することを見出した。しかし、約１～２０ｇ／ｄｌのヘモグロビン濃度が
、本発明における使用のために適切である。
【００８６】
治療剤としての組み換え副作用減少ヘモグロビンの代表的な用量は、約１～１５，０００
ミリグラムヘモグロビン／ｋｇ患者体重であり得る。より通常には、酸素を運ぶ組成物と
して使用する場合、または代用血液として使用する場合、投与量は、１００～７５００ｍ
ｇ／ｋｇ患者体重、より好ましくは５００～５０００ｍｇ／ｋｇ患者体重、そして最も好
ましくは７００～３０００ｍｇ／ｋｇ患者体重の範囲である。従って、ヒト患者のための
代表的な用量は、１～１０００グラムであり得る。必要な有効量は多数の個々の用量の投
与によって達成され得るので、各投薬量形態の個々の用量に含まれる活性成分の単位含有
量はそれ自体で有効量を構成する必要はないことが、理解される。投薬量の選択は、利用
される投薬量形態、処置される状態、および当業者の決定に従って達成されるべき特定の
目的に依存する。本発明における使用のために、副作用減少ヘモグロビンを、生理学的に
受容可能な溶液中に透析するか、または限外濾過によって交換し得る。より好ましくは、
本発明のヘモグロビンは、５０～１５０ｇ／ｌの濃度で処方される。溶液は、一般に、全
血と等張性である生理学的に適合可能な電解質を含み、ヘモグロビンの可逆的な酸素の輸
送および送達特性を維持する。生理学的に受容可能な溶液は、例えば、生理学的生理食塩
水、生理食塩水－グルコース混合液、リンゲル液、乳酸リンゲル液（ｌａｃｔａｔｅｄ　
Ｒｉｎｇｅｒ’ｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、ロッケ－リンゲル液（Ｌｏｃｋｅ－Ｒｉｎｇｅ
ｒ’ｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、クレブス－リンゲル液（Ｋｒｅｂｓ－Ｒｉｎｇｅｒ’ｓ　
ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、ハートマン平衡生理食塩水（Ｈａｒｔｍａｎｎ’ｓ　ｂａｌａｎｃ
ｅｄ　ｓａｌｉｎｅ）、ヘパリンリン処理（ｈｅｐａｒｉｎｉｚｅｄ）クエン酸ナトリウ
ム－クエン酸－デキストロース溶液、ならびにポリマー性血漿代用物（例えば、ポリエチ
レンオキシド、ポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、およびエチレンオキシド
－プロピレングリコール縮合物）であり得る。本発明に従う各処方物は、不活性な成分（
薬学的に受容可能なキャリア、希釈剤、賦形剤、塩、および他の当該分野で周知の物質を
含む）をさらに含有し得、その選択は、利用する剤形、処置される状態、当業者の決定に
従って達成されるべき特定の目的、ならびにそのような添加物の特性に依存する。例えば
、組換えの変異型ヘモグロビンに加えて、生理学的に受容可能な溶液はまた、０～２００
ｍＭの１つ以上の生理学的緩衝液、０～２００ｍＭの１つ以上の糖質、０～２００ｍＭの
１つ以上のアルコールまたはポリアルコール、０～２００ｍＭの１つ以上の生理学的に受
容可能な塩、および０～１％の１つ以上の界面活性剤、０～２０ｍＭの還元剤を含み、そ
してｐＨは６．７～７．９である。より好ましくは、生理学的に受容可能な生理食塩水は
、組換え副作用減少ヘモグロビンに加えて、０～５０ｍＭのグルコン酸ナトリウム、０～
５０ｍＭの１つ以上の糖質（例えば、グルコース、マンニトール、ソルビトールまたは他
の当該分野で公知の糖質）、０～３００ｍＭの１つ以上の塩素塩、および必要に応じて０
～０．５％の界面活性剤（例えば、ＴｗｅｅｎTM［ポリソルベート８０］）、および／ま
たは０～２０ｍＭのＮ－アセチルシステインを含む。なおより好ましくは、生理学的に受
容可能な溶液は、組換えの副作用減少ヘモグロビンに加えて、０～５０ｍＭのグルコン酸
ナトリウム、０～２００ｍＭの塩化ナトリウム、０～２５ｍＭの塩化カリウム、および必
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要に応じて、０～０．５％の界面活性剤（例えば、ＴｗｅｅｎTM［ポリソルベート８０］
）、および／または０～２０ｍＭのＮ－アセチルシステイン（ｐＨ６．９～７．８）を含
む。最も好ましくは、生理学的に受容可能な溶液は、組換えの副作用減少ヘモグロビンに
加えて、２４ｍＭのグルコン酸ナトリウム、１１５ｍＭの塩化ナトリウム、４ｍＭの塩化
カリウム、および必要に応じて、０．０２５％のＴｗｅｅｎTM８０、および／または９ｍ
ＭのＮ－アセチルシステイン（ｐＨ７．０）を含む。この最も好ましい生理学的に受容可
能な溶液を、本明細書において「処方緩衝液」という。他の成分（例えば、還元剤、抗酸
化剤、抗細菌剤、腫脹圧剤（ｏｎｃｏｔｉｃ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ａｇｅｎｔ）（例えば
、アルブミンまたはポリエチレングリコール）、および他の生理学的に受容可能な塩およ
び糖）も、必要な場合には添加され得る。精製した組換え副作用減少ヘモグロビンの代替
的な適切な処方物は、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　リン酸ナトリウム（ｐＨ　７．４
）の溶液中である。
組換え副作用減少ヘモグロビンの投与は、ヘモグロビンの使用目的に応じて、数秒間から
数時間の時間で行ない得る。例えば、重篤な出血の処置のための酸素キャリアとして使用
する場合、投与の通常の時間経過は、できるだけ迅速である。酸素治療剤としてのヘモグ
ロビン溶液の代表的な注入速度は、約１００ｍｌ／時間～約３０００ｍｌ／時間、好まし
くは約１ｍｌ／ｋｇ／時間～約３００ｍｌ／ｋｇ／時間、最も好ましくは約１ｍｌ／ｋｇ
／時間～約２５ｍｌ／ｋｇ／時間であり得る。
【００８７】
（減少した心臓損傷および損傷を有さないヘモグロビン）
本発明の治療的適用における使用のための候補を、投与の間の心筋壊死の発生についてス
クリーニングする。好ましくは、予備的なスクリーニングを、ウサギまたはブタのような
より感度の低い試験動物において行なう。しかし、ヒトに対する投与をより忠実に模倣す
るためには、感度の高い霊長類モデルであるアカゲザルを使用する。霊長類において、細
胞外ヘモグロビン注入後に観察された心筋損傷は、主に左心室および／または隔壁におい
て生じる細胞質の膨張および筋繊維の空胞化によって特徴付けられる、最少限から中程度
の心筋の変性として、代表的に記載される。損傷は通常、分布において、局所性または多
巣性である。しばしば、変性は、顆粒状のエオシン好性の変形した細胞質と相同性を示す
、凝固性の筋繊維壊死の病巣と関連する。筋細胞の核の拡大化（巨核（ｋａｒｙｏｍｅｇ
ａｌｙ））および最小限から穏和な程度の間質繊維症（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ　ｆｉ
ｂｒｏｓｉｓ）もまた、変性性損傷と頻繁に関係する。
【００８８】
解剖学的病理学を用いる心臓損傷の特徴を定量化するために、特に２つのパラメーターで
ある発生率および重篤度を得る。発生率は、損傷形成の任意の証拠を示す心臓の数を、試
験した心臓の数で割り算をしたものである（例えば、２／４）。重篤度は、０～４の上昇
するスケールにおける、評価する病理学者によって等級分けされた、損傷の強度および範
囲の尺度である。程度１の損傷は最少であると考慮され、程度２の損傷は穏和であると考
慮され、程度３の損傷は中程度であり、程度４の損傷は重篤である。所定のグループの組
織標本において、全体的な平均重篤度スコアもまた、各罹患した心臓についての重篤度の
程度を合計し、そして、その合計を、そのグループにおいて評価された心臓の総数で割り
算することによって計算される。
【００８９】
アカゲザルにおける野生型ヘモグロビンの約１００ｍｇ／ｋｇの効果のないレベルを越え
ると、用量応答関係が観察される（１００％の発生率を用いて、７００ｍｇ／ｋｇで達成
される）。慣用的なスクリーニングにおいて評価された最も高用量レベル（２０００ｍｇ
／ｋｇ）において、発生率および全体としての重篤度は、約７００ｍｇ／ｋｇで観察され
たものと匹敵する。このことは、７００ｍｇ／ｋｇでの最大応答を示唆する（すなわち、
最初の有効用量よりも実質的に高用量において、損傷の重篤度の増加は観察されない）。
【００９０】
損傷の重篤度を定量的に試験するために、２０００ｍｇ／ｋｇの候補ヘモグロビンの注入
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後にアカゲザルにおいて形態計測研究を行ない得る。５匹以上の動物に対して、２０ｍＬ
／ｋｇ／の１０％ヘモグロビン溶液を１．０ｍＬ／ｋｇ／分の速度で静脈内に注入する。
動物を注入の７日後に屠殺して、心臓組織を回収して、固定し、切開し、そして形態計測
分析によって試験する［Ｌｉｌｊａ、１９９２］。
【００９１】
出願人は、表２に示すように、特定のヘモグロビンを大用量（２０００ｍｇ／ｋｇ）でア
カゲザルに投与した場合、顕著により少ない心臓損傷を生じることを、見出した。これら
の減少した損傷のヘモグロビンは、代表的には、非常に低い一酸化窒素速度論（＜５μＭ
-1ｓ-1）を有するヘモグロビンである。さらに、中程度の一酸化窒素速度論（＜１５μＭ
-1ｓ-1）を有し、そして重合されるヘモグロビンは、穏和な心臓損傷を生じる。従って、
低い一酸化窒素速度論（＜１０μＭ-1ｓ-1）を有する、重合されるヘモグロビン変異体は
、本発明における使用のための減少した損傷のヘモグロビンである。出願人はまた、非常
に低い一酸化窒素速度論（＜５μＭ-1ｓ-1）を有する、重合されるヘモグロビンが、損傷
を有しないヘモグロビンとなることを見出した。特定の理論に拘束されることは全くない
が、これらのヘモグロビンが周囲の組織への広範な血管外遊出を防ぐのに十分なほど大き
く、そして血管外遊出する数個の分子が心筋繊維に対して比較的無毒であるという効果を
もたらすのに十分に低い一酸化窒素速度論を有するということを提唱する。
【００９２】
さらに、化学的架橋剤の変化、またはヘモグロビンの他の化学的修飾もまた、心臓損傷の
発生を有害にもたらし得る。しかし、出願人は全体として、低い一酸化窒素速度論のヘモ
グロビンの重合化が、治療的組成物における使用のための、損傷を有さないヘモグロビン
を産生する生産的な方法であることを見出した。出願人は、ヘモグロビンの一酸化窒素反
応性を変化させる遺伝的方法を使用したが、他の方法（例えば、化学的修飾）も、同じ目
的を達成するために使用され得ることが意図される。
【００９３】
（減圧効果ヘモグロビンおよび低圧効果ヘモグロビン）
本発明における使用のための候補ヘモグロビンもまた、その血行速度論効果について試験
される。出願人は、ＳＤラット（Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙ　ｒａｔ）の最高量負荷
（ｔｏｐ－ｌｏａｄ）研究において、２０００ｍｇ／ｋｇが候補ヘモグロビンの血行速度
論副作用を観察するのに有用であることを見出した。動脈の血圧を、動脈カテーテルを介
して測定し、そして心臓の出力を、ラットに候補ヘモグロビンを注入した後の、上行大動
脈でのパルスドップラーフロープローブ（ｐｕｌｓｅｄ　Ｄｏｐｐｌｅｒ　ｆｌｏｗ　ｐ
ｒｏｂｅ）によって測定する。血圧データおよび血流データは、９０分間の観察時間にわ
たる観察の平均である。総血管抵抗を、血圧変化を心臓出力の変化で割り算することによ
って計算する。
【００９４】
図８から見ることができるように、ヘモグロビン分子の重合化およびヘモグロビンの一酸
化窒素速度論は、ヘモグロビン組成物の昇圧効果を緩和する。例えば、比較的低い一酸化
窒素速度論（＜５μＭ-1ｓ-1）を有するＳＧＥ３０１１は、ＨＳＡと比較して、１６ｍｍ
Ｈｇの平均動脈圧力（ＭＡＰ）の増加をもたらし、その一方で、グルタルアルデヒドで重
合化したＳＧＥ３０１１は、ちょうど４．５ｍｍＨｇの増加をもたらした。同様に、野生
型の一酸化窒素速度論を有するｒＨｂ１．１は、中程度の一酸化窒素速度論を有する重合
したＳＧＥ３６５３（１７ｍｍＨｇ）よりもいくぶん大幅な増加（２３±５ｍｍＨｇ）を
示し、その結果、モノマーのＳＧＥ３０１１よりも大きな増加を示した。ＢＭＡ－ＰＥＧ
重合化ＳＧＥ３９５９によって示されるように、低い一酸化窒素反応性のヘモグロビンは
、減少した昇圧効果のヘモグロビンであり得る。非常に低い一酸化窒素速度論を有するモ
ノマーのまたはダイマー性のヘモグロビン（ＳＧＥ３０１１およびＳＧＥ２９７１）もま
た、減少した昇圧効果のヘモグロビンであり得る。しかし、出願人は、低い一酸化窒素速
度論（＜５μＭ-1ｓ-1）および重合化の両方が、低い昇圧効果のヘモグロビンを産生する
ために好ましいことを見出した。図８から見ることができるように、重合化したＳＧＥ３
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０１１およびＳＧＥ３９５９のみが、２０００ｍｇ／ｋｇの用量で、ベースラインを１０
ｍｍＨｇ未満越えるＭＡＰの増加を生じた。
【００９５】
（減少され低い胃腸効果のヘモグロビン）
本出願における使用のための候補ヘモグロビンはまた、胃腸の副作用に対して試験される
べきである。ＳＤラット（Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ　ｒａｔ）における胃の排出度
試験は、胃腸管の平滑筋の機能に対する細胞外ヘモグロビン溶液の効果の有効な測定であ
ることが見出されている。この試験において、ラットに、試験ヘモグロビン溶液を投与し
、液体食を無理矢理食べさせ、この食物を消化するまでの時間を与え見越し、次いで屠殺
する。胃の中に残っていた液体食の量（胃および食物の重さ－胃単独の重さ）を、最初の
食物の重さと比較して消化管を通過した食物の割合を評価する。この試験のプロトコール
のより詳細な説明は、実施例１１に提供される。
【００９６】
図７から理解され得るように、ヘモグロビン分子の重合およびヘモグロビン一酸化窒素の
動力学の両方は、胃腸の異常運動に対する効果を有する。例えば、ＳＧＥ３０１１（これ
は、比較的低い一酸化窒素反応速度（５μＭ-1ｓ-1未満）を有する）は、ＨＳＡに比べて
たった５８．３％の胃の排出度を有し、一方、二量体ＳＧＥ２９７１（同じ一酸化窒素の
反応速度を有する）は、６４．３％の減少度を示し、そしてグルタルアルデヒド重合化Ｓ
ＧＥ３０１１は、８６．６％の減少度を示した。同様に、ｒＨｂ１．１（野生型の一酸化
窒素の反応速度を有する）は、ＳＧＥ２８２１（中間の一酸化窒素動力学を有する）より
はるかに少ない減少度（２９．６％）を示し、これは、順番に、ＳＧＥ３０１１よりも少
ない減少度を示した。しかし、出願人は、低い一酸化窒素動力学（５μＭ-1ｓ-1未満）お
よび／または重合化の両方が、減少されたかまたは低い胃腸効果のヘモグロビンを産生す
るために好ましいということを見出した。図７から理解され得るように、重合化ＳＧＥ３
０１１、ＳＧＥ３９５９、およびＳＧＥ３９３７のみが、ＨＳＡの胃の減少度速度の２０
％内であった。
【００９７】
（低い内毒素効果のヘモグロビン）
出願人らは、細胞外ヘモグロビン組成物（例えば、ｒＨｂ１．１）の投与が、哺乳動物が
内毒素に対して過敏になる原因となり、これが、以下の標準的なリポ多糖の確立されたＬ
Ｄ50より十分に低いげっ歯類における高い死亡率を生成することを、観察した。この副作
用をスクリーニングする目的で、出願人らは、ＢＡＬＢ／ｃマウスに対する大用量の組み
換えヘモグロビン候補組成物（１０００ｍｇ／ｋｇ）およびリポ多糖（５ｍｇ／ｋｇ）の
同時投与が、内毒素過敏性の適切な測定を提供することを見出した。同時投与後、このマ
ウスを、４８時間観察し、そして死亡率を測定する。この試験のより完全な説明は、実施
例１３に提供される。
【００９８】
図１０に示されるように、低い（１５μＭ-1ｓ-1未満）または非常に低い（５μＭ-1ｓ-1

未満）一酸化窒素の反応性を有するヘモグロビンは、天然の一酸化窒素との反応性を有す
るヘモグロビン（例えば、ｒＨｂ１．１およびＳＧＥ３３４５）に比べて、減少した内毒
素効果を示す。さらに、ニ量体化は、試験されたヘモグロビンの内毒素効果を減少させ、
そして重合は、低い一酸化窒素反応性の変異体ヘモグロビンの内毒素効果を大いに減少さ
せる。例えば、重合した低い一酸化窒素反応性の変異体ＳＧＥ３６５３は、単量または重
合した非常に低い一酸化窒素反応性のヘモグロビンＳＧＥ３０１１に類似した内毒素効果
を有する。従って、減少した内毒素作用のヘモグロビンの生成は、非常に低い一酸化窒素
反応性の変異体（＜５μＭ-1ｓ-1）を使用することによるか、または重合化する低一酸化
窒素反応性の変異体により達成され得る。
【００９９】
（本発明の使用のための好ましい変異体ヘモグロビン）
減少した副作用を示す組み換えヘモグロビン変異体は、好ましくは、一酸化窒素とのその
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反応性の程度を減少させるヘムポケットの中かまたは周りに１ヶ所以上の変異を有する。
さらに、これらのヘモグロビンの副作用をさらに減少させる目的で、１つの実施形態にお
いて、これらは好ましくは、重合した変異体ヘモグロビンを形成するために重合化され、
６５ｋＤと６５０ｋＤとの間の平均分子量を有する。１つの実施形態において、ヘモグロ
ビンは、好ましくは、重合した変異体ヘモグロビンを形成するために重合化され、１３０
ｋＤと５００ｋＤとの間の平均分子量を有し、より好ましくは、１９０ｋＤと３５０ｋＤ
との間の平均分子量を有する。別の実施形態において、ヘモグロビンは、好ましくは約４
０～約６０％の誘導体化単量体化ヘモグロビン（６５ｋＤと１３０ｋＤ未満との間の平均
分子量を有する）、２つ以上のヘモグロビン様タンパク質を含み、１３０ｋＤと６５０ｋ
Ｄとの間の平均分子量を有するおよび約４０～約６０％のオリゴマーヘモグロビンを含む
。以下に概説されるように、いくつかのヘムポケット変異体は、低い一酸化窒素動力学か
ら非常に低い一酸化窒素動力学を示すことが発見されている。
【０１００】
ヘムは、鉄含有ポルフィリンであり、これは、タンパク質（例えば、ヘモグロビン、ミオ
グロビン、およびシトクロム）において置換基としての役割を果たす。ヘモグロビンにお
いて、ヘムは、グロビンサブユニットにおけるＥとＦヘリックスとの間の間隙において見
られる。ヘム鉄は、「近位」Ｆ８ヒスチジンのイミダゾール窒素に共有結合で結合され、
一方、遠位Ｅ７ヒスチジンおよびＥ１１バリンは、ヘムポケットに対して酸素のアクセス
近くに見られる。ヘムポケット残基は、ヘム部分の最近隣の原子から最近隣の原子基底（
６Å以内、そして好ましくは、４Å以内）上にある残基を含む（Ｆｅｒｍｉら（１９８４
）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１７５：１５９－１７４）。αグロビンに関して、ヘムポケッ
ト残基は以下を含み：
【０１０１】
【化３１】
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【０１０２】
【化３２】
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を含む。
【０１０３】
第１殻の残基は、ヘム鉄原子および／または結合リガンドとの近接するかまたは直接接触
したのでこれらの残基であり、一方、第２殻の残基は、このヘムまたはこの結合リガンド
と直接接触していないが、第１殻の残基と直接接触している。用語「ヘムポケット残基」
は、第１殻および第２殻の残基を含む。
【０１０４】
本発明において使用される減少した副作用のヘモグロビンを設計する際に、２つの独立し
たタンパク質工学の戦略を、使用して、リガンド親和性および反応速度を変更した：（１
）それぞれ、このサブユニットの遠位ポケットにおいて新規置換を作製することによる、
固有の動力学ならびに一酸化窒素および酸素の親和性の操作、（２）ヘム基から離れたキ
ーポイントでの変異を有するアロステリックなＲ／Ｔの平衡の位置調整。ヘモグロビンの
アロステリック性の変化は、酸素結合反応速度および親和性に対して特異的であり、そし
てＲ／Ｔ平衡は、一酸化窒素除去に対する効果を有さない。遠位ポケットの置換は、立体
障害および水素結合を変えることにより一酸化窒素および酸素の侵入速度および退出速度
に影響する。
【０１０５】
従って、本発明の減少された副作用のヘモグロビン中に含めるためのアミノ酸変異を同定
するための一般的な戦略は、以下に示される：
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ａ）α、β、またはδグロビンサブユニットの遠位ヘムポケットにおいて１つ以上のアミ
ノ酸置換を引き起こす変異を作製すること；
ｂ）これらの変異を含むＤＮＡフラグメントを適切な発現ベクターに組み込み、次いで、
このベクターを適切な宿主細胞に導入すること；
ｃ）この宿主細胞を培養して、可溶性ヘモグロビンを発現させ、続いてこのヘモグロビン
を精製すること；
ｄ）一酸化窒素を用いて精製ヘモグロビンのインビトロ反応性を測定すること；
ｅ）適切なα変異を選択して、適切なβ変異またはδ変異と対にすること；
ｈ）必要に応じて、他の変異を選択して、Ｐ50または酸素分離速度を調整すること；
ｉ）酸素送達および血流力学データに関してインビボ試験すること；ならびに
ｊ）必要とされる場合、減少された副作用および酸素送達の保持を実証するために試験を
実行すること。
【０１０６】
上記に詳述されたアミノ酸変異を同定するための一般的な戦略は、α、β、またはδグロ
ビンサブユニットにおける変異選択のためのプロセスを示す。しかし、この戦略は、他の
グロビンサブユニット、例えば、γグロビン、εグロビン、および／またはζグロビン（
これらは、本発明の範囲内である）における変異を同定することにもまた、適用可能であ
る。
【０１０７】
本明細書中または以下の抗凝集変異体の節に記載される任意の変異は、当該分野で公知で
ある多数の方法によって達成され得る。変異は、所定のアミノ酸をコードするヌクレオチ
ド配列の変更によって、コドンレベルで作製され得る。タンパク質の任意の所定の位置に
おけるアミノ酸置換は、特定のアミノ酸に関してコドンを変更することによって達成され
得る。この置換は、例えば、（１）Ｔａｙｌｏｒら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．（
１９８５）１３：８７４９－８７６４；Ｔａｙｌｏｒら（１９８５）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ
ｓ．Ｒｅｓ．１３：８７６４－８７８５；ＮａｋａｍａｙｅおよびＥｃｋｓｔｅｉｎ（１
９８６）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．１４：９６７９－９６９８；ならびにＤｅｎｔ
ｅら、ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ｇｌｏｖｅｒ、編、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９８５）７
９１－８０２頁の方法に基づくＡｍｅｒｓｈａｍの技術（Ａｍｅｒｓｈａｍ変異誘発キッ
ト、Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｉｎｃ．，Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ，Ｏｈｉｏ）、（２）Ｐｒｏｍｅ
ｇａのキット（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｉｎｃ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）、ま
たは（３）Ｋｕｎｋｅｌ（１９８５）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８２：４８８；Ｋｕｎｋｅｌら（１９８７）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５４：３６７
；Ｋｕｎｋｅｌ、米国特許第４，８７３，１９２号の方法に基づくＢｉｏｒａｄのキット
（Ｂｉｏｒａｄ　Ｉｎｃ．，Ｒｉｃｈｍｏｎｄ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）を用いた部位指
向型変異誘発によって達成され得る。これはまた、変異誘発を達成するために変異オリゴ
ヌクレオチドを用いる部位指向型変異誘発技術または以下の実施例に記載されるような部
位指向型変異誘発技術を組込む、他の市販の手段または市販されていない手段によって達
成され得る。
【０１０８】
部位指向型変異誘発はまた、例えば、Ｚｈｅｎｇｂｉｎら、２０５－２０７頁、ＰＣＲ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９２）；Ｊｏｎｅ
ｓおよびＨａｗａｒｄ（１９９０）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　８（２）１７８（１９
９０）；ＪｏｎｅｓおよびＨａｗａｒｄ、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１０：６２－６
６（１９９１）に記載されるような、または以下の実施例に記載されるようなＰＣＲベー
スの変異誘発を用いて達成され得る。部位指向型変異誘発はまた、当業者に公知である技
術を用いてカセット変異誘発を使用して達成され得る。
【０１０９】
任意の適切な宿主細胞は、所望の変異を含むプラスミドを用いて当業者に公知の方法また
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は以下の実施例に記載されるような方法によって形質転換され得る。適切な宿主細胞とし
ては、例えば、細菌細胞、酵母細胞、植物細胞、哺乳動物細胞、および昆虫細胞が挙げら
れる。Ｅ．ｃｏｌｉ細胞は、新規変異体ヘモグロビンを発現するのに特に有用である。好
ましくは、複数サブユニットが細菌で発現される場合、米国特許第５，５５９，９０７号
に記載されるように、サブユニットがポリシストロン的に同じ細胞中で同時発現されるこ
とは望ましいが、必要ではない。Ｅ．ｃｏｌｉにおいて、所望のタンパク質をコードする
遺伝子の発現を駆動する単一プロモーターを使用することが、好ましい。
【０１１０】
一酸化窒素とオキシヘモグロビン形態の変異体との反応は、しばしば、このヘモグロビン
テトラマー中の２つのサブユニット型の異なる反応性に起因して、二相性の反応時間経過
を生じる。２指数関数へこれらの反応時間経過を適合させることは、野生型サブユニット
および変異体サブユニットの両方の反応速度を生じる。このプロセスを大多数の変異体構
築物に関して反復することによって、各サブユニット型中の多数の変異体は、広い範囲の
一酸化窒素反応性に対する速度定数（ｋ’NO,OX）を示すことが同定された。本発明の使
用に対して好ましい減少された副作用のヘモグロビンは、従来のヘモグロビンよりも小さ
い、一酸化窒素とオキシヘモグロビンとの反応に関する速度定数（ｋ’NO,OX）を有する
はずである。好ましくは、この速度定数は約２０μＭ-1ｓ-1未満であり、より好ましくは
１５μＭ-1ｓ-1未満であり、より好ましくは１０μＭ-1ｓ-1未満であり、そして最も好ま
しくは５μＭ-1ｓ-1未満である。大多数の変異体を精製およびスクリーニングした後、以
下のリストのαおよびβグロビン変異体とδグロビン変異体のその組合わせは、本発明に
おいて特に今後の使用に対して、従来のヘモグロビンと比較して十分に減少された一酸化
窒素反応性を有する（変異体サブユニットが対応するネイティブなヘモグロビンサブユニ
ットと対にされる際に測定された場合、約２０μＭ-1ｓ-1より下）として同定された。太
字での変異は、非常に低い一酸化窒素反応性の変異体（αで約３μＭ-1ｓ-1およびβで約
３～６μＭ-1ｓ-1）であるとみなされ、これらは、通常、合わされた場合、非常に低い反
応性のヘモグロビン（５μＭ-1ｓ-1未満）を生成する。
【０１１１】
【化３３】
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上記の代表的な一酸化窒素変異体のリストは、網羅的であることが意図されない。減少さ
れた副作用のヘモグロビンの産生を生じるα、β、δ、ε、γおよび／またはζに対する
任意の変異は、本発明の範囲内である。変異を参照するために使用される指定は、最初に
へリックス、次いでこのヘリックス内の残基数、続いて野生型アミノ酸および置換アミノ
酸を同定する。例えば、Ｅ１１（Ｖａｌ→Ｌｅｕ）は、Ｅへリックスの１１番目の残基を
いい、ここで、野生型バリンは、ロイシンで置換される。特定の理論に束縛されないが、
無細胞ヘモグロビン投与後に、グアニリルシクラーゼと鉄オキシヘモグロビンおよびデオ
キシヘモグロビンとの間に利用可能な一酸化窒素に関する競合が存在する（必要とされ得
る内皮へまたは内皮を介したヘモグロビンの管外遊出）と考えられる。一酸化窒素とのよ
り低い反応速度を有するこれらの組換えヘモグロビンは、一酸化窒素に対してあまり強力
でないコンペティターである。結果として、本発明の減少された副作用のヘモグロビンは
、これらが一酸化窒素の天然の代謝回転にほとんどまたは全く摂動を産生しないが酸素に
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適用に有用である。
【０１１２】
上記のαグロブリン変異体のいずれもが、任意の上記のβまたはδグロブリン変異体と組
み合わせられ得るか、または上記のαグロブリンのいずれもが既知のβまたはδグロブリ
ンと組み合わせられて、そして逆に副作用減少ヘモグロビンの産生の所望の動態を獲得し
得る。さらに、βグロブリンについて同定された任意の変異体がδグロブリン、γグロブ
リンまたはイプシロングロブリンに作成されて、副作用減少ヘモグロビンの産生の所望の
動態を獲得し得ると考えられる。同等に、αグロブリンについて同定された任意の変異体
がΖグロブリンに作成され、副作用減少ヘモグロビンの産生の所望の動態を獲得し得ると
考えられる。出願人らは、また、ジ－αヘモグロビン構築物における上記の変異体を、変
異ヘモグロビンの解離を防止するために、αβダイマー（二量体）中に配置することが有
利であることを見出した。また、ジ－ジαおよびより大きい、遺伝子融合されたヘモグロ
ビンは、上記の変異体の任意の組み合わせで作成されて、高分子量で低一酸化窒素反応性
のヘモグロビンを産生し得る。
【０１１３】
本出願人らはまた、一酸化窒素除去を減少するために用いたアミノ酸置換が酸素送達に所
望されない影響を有する場合、酸素解離のＰ50および率が、他の戦略上配置されたアミノ
酸置換によって「補正（ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ）」され得ることも実証した。無細胞正常ヒ
トヘモグロビンＡOのＰ50（＜１０）は、血液組織に対して酸素を効率的に送達し、そし
て血液代用品として機能するには低すぎる。好ましくは、本発明の副作用減少ヘモグロビ
ンは、２０～５０、より好ましくは２５～４５の範囲のＰ50を有する。従って、この肺胞
酸素分圧では、副作用減少ヘモグロビンは、肺に酸素を取り込み、そして酸素を身体の離
れた組織に効果的に送達し得る。酸素動態および平衡は、アロステリック平衡の位置を変
化することにより、またはサブユニットの本質的な結合動態および親和性を変更すること
により、操作され得る。遠位ヘムポケット（ｈｅｍｅ　ｐｏｃｋｅｔ）から離れた変異を
用いて、高い親和性の「Ｒ」および低親和性の「Ｔ」アロステリック状態の相対的安定性
を変化し得る。この状態は、ヘモグロビンの酸素親和性を低下または増大させ得る。酸素
親和性を増大および減少させることが公知の変異体のリストは、本明細書において参考と
して援用される、米国特許第５，０２８，５８８号に見出され得る。ヘモグロビンアロス
テリック性は、酸素結合に有意な効果を有するが、一酸化窒素除去には影響を有さない。
【０１１４】
変異体の以下の組み合わせは、所望の一酸化窒素反応動態を有し、そしてＰ50を変更する
他の変異体を含む：
【０１１５】
【化３４】
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。
【０１１６】
さらに、以下のような、ハイブリッドジ－α’ｓ（ここでは２つの異なるαヘムポケット
が同じジαの遺伝子的に融合されたサブユニット内で組み合わせられている）が、用いら
れ得る：
【０１１７】
【化３５】

。
【０１１８】
上記に列挙した最初の２つのジ－αサブユニットは、αグロビンドメインの間に単一のグ
リシンリンカーを有する。示されるように、第三および第四のジ－αサブユニットは、そ
れぞれ、αグロブリンドメインの間に２つおよび３つのグリシン残基を含むリンカーを有
する。これらのジ－αサブユニットは、種々の変異体βおよび／またはδサブユニットと
組み合わせられ、本発明のヘモグロビン組成物を産生し得る。
【０１１９】
ヘモグロビン変異体のＰ５０を治療剤としての使用に受容可能なレベルまで偏向する変異
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体に加えて、他のさらなる変異体が所望され得る。例えば、細菌宿主において可溶性ヘモ
グロビン発現のレベルを増大する変異体（例えば、ｂＤ７３Ｅ、ｂＫ８２Ｄ、およびｂＫ
８２Ｇ）が、単独および組み合わせて、上記のヘモグロビンに追加され得る。発現の考察
をさらに通じて、変異体を強化することはＷＯ９８／５０４３０に見出され得る。さらに
、出願人らは、変異体βＫ８２Ｄ（プロビデンス（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｅ）変異体）を有
するヘモグロビンは血清リパーゼレベルが低いことを発見した。
【０１２０】
（本発明のヘモグロビンを架橋すること）
哺乳動物のヘモグロビンは、一般に２つのαグロビンサブユニット（α１、α２）および
２つのβグロビンサブユニット（β１、β２）からなるテトラマー（４量体）である。α
１とα２の間、またはβ１とβ２の間には配列の違いはない。ヘモグロビンのサブユニッ
トは、ファンデルワールス力、水素結合、およびデオキシヘモグロビン（酸素を運ばない
ヘモグロビン）について、塩架橋によって非共有結合的に会合されている。４量体ヘモグ
ロビンは、α１β１およびα２β２の二量体に解離され、これは腎臓ろ過により血流から
排除されことが公知である。改変されていない哺乳動物ヘモグロビン二量体のこの腎臓ろ
過は、腎不全および死亡につながり得る。ヘモグロビン二量体は、容易に組織中に浸出し
得、そして循環系から失われ得る。ヘモグロビンの血管内保持は、例えば、ジ－αまたは
ジ－βサブユニットにおけるテトラマーのサブユニットの遺伝子融合（Ｈｏｆｆｍａｎ，
Ｓ．ＪおよびＮａｇａｉ，Ｋ，米国特許第５，０２８，５８８号、Ｈｏｆｆｍａｎら、米
国特許第５，５４５，７２７号、ならびにＡｎｄｅｒｓｏｎ　Ｄら、米国特許出願第７８
９，１７９号（１９９１年１１月８日出願））によって教示されるように、あるいは単一
のテトラマー内または２つ以上のテトラマーの間のサブユニットの化学的架橋（とりわけ
；Ｂｏｎｈａｒｄ，ＬおよびＫｏｔｈｅ，Ｎ．米国特許第４，７７７，２４４号；Ｂｏｎ
ｈａｒｄ，ＫおよびＢｏｙｓｅｎ，Ｕ、米国特許第４，３３６，２４８号；Ｂｏｎｓｅｎ
，Ｐら、米国特許第４，００１，４０１号、同第４，０５３，５９０号および同第４，０
０１，２００号；Ｂｕｃｃｉ，Ｅら、米国特許第４，５８４，１３０号；Ｆｅｌｌｅｒ，
Ｗ．，ら、米国特許第４，９２０，１９４号；Ｆｅｏｌａ，Ｍら．，ＰＣＴ公開ＰＣＴ／
ＵＳ９０／０７４４２；Ｇａｒｌｉｃｋ、Ｒ．Ｌ．ら、ＰＣＴ公開ＰＣＴ／ＵＳ９１／０
７１５５；Ｉｌａｎ，Ｅら、ＥＰ公開ＥＰ０３６１７１９；Ｉｗａｓａｋｉ，Ｋら；米国
特許第４，６７０，４１７号および欧州特許ＥＰ０２０６４４８；Ｋｌｕｇｅｒ，Ｒおよ
びＷｏｄｚｉｎｓｋａ，Ｊ．，ＰＣＴ公開ＰＣＴ／ＣＡ９２／００２２１および米国特許
第５，２５０，６６５号；Ｋｏｔｈｅ，Ｎら、米国特許第３，５２５，２７２号；Ｍｏｒ
ｒｉｓ，Ｋ．Ｃ．ら、米国特許第４，０６１，７３６号；Ｐｅｐｐｅｒ，Ｄ．Ｓ．および
ＭｃＤｏｎａｌｄ，Ｓ．Ｌ．，ＥＰ公開ＥＰ０４５９７８８；Ｓｃａｎｎｏｎ，Ｐ．Ｊ．
，米国特許第４，４７３，４９６号；Ｓｅｈｇａｌ，Ｌ．Ｒ．ら、米国特許第４，８２６
，８１１号；Ｔｙｅ，Ｒ．Ｗ．米国特許第４，５２９，７１９号；Ｗａｌｄｅｒ，Ｊ．Ａ
．米国特許第４，５９８，０６４号および同第４，６００，５３１号、ならびにＩｌａｎ
，Ｅ．欧州特許ＥＰ０３６１７１９）によって、改善されている。１つの方法では、化学
架橋は、脂肪族ジアルデヒドの使用によって達成される。ジアルデヒドは、ＮＨ2基との
反応によってタンパク質を架橋してシッフ塩基を形成する。詳細には、グルタルアルデヒ
ドは主にアミン（タンパク質上でリジン残基のＮ末端アミンおよびε－アミンとして利用
可能である）を修飾する。ヘモグロビンのＸ線結晶回析は、Ｎ末端ならびにβおよびジ－
αサブユニットそしてリジン残基のほとんどが、ヘモグロビン分子の表面に存在し、そし
て架橋と反応するのに利用可能であることを示す。多数の反応パラメーターが最終産物の
特性に影響する。これらのパラメーターは、当業者に公知であり、そして、ヘモグロビン
濃度、架橋分子の長さ、反応が行われるｐＨ、反応の温度、反応させておく時間、および
架橋に対するヘモグロビンのモル比が挙げられる。これらの形態のいずれにおいても、α
１β１およびα２β２のダイマーへのヘモグロビンの解離が防止され、従ってこのタンパ
ク質の血管内保持が増大し、腎毒性が低下する。
【０１２１】
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既に述べたように、本発明で用いた組み換えヘモグロビンは、好ましくは、当該分野で公
知の方法によって分子内で架橋されるか、または二量体（ダイマー）を形成する遺伝子的
に融合されたグロビンサブユニットまたはより上位のヘモグロビン（例えば、ジ－ジ－α
サブユニット）を含み得る。これらのヘモグロビンは、好ましくは、本発明に従って用い
られ、血管外滲出の制限、またはヘモグロビン組成物のコロイド浸透圧を減少するのを補
助する。出願人らは、非常に低い一酸化窒素動態だけでは、時にはヘモグロビンを産生す
るのに十分でないことを見出した（これは無傷で、胃腸効果が減弱されているか低く、ま
たは昇圧効果が低い）。しばしば、滲出を防ぐためにヘモグロビンの平均分子サイズの増
大がまた必要である。２つのジ－αサブユニット（ジ－ジαヘモグロビン）の遺伝子融合
を通じたヘモグロビンの二量体化は、本発明において用いられるヘモグロビンの副作用を
減少するが、この方法では、通常、心病変、血圧、または胃腸の副作用に関しては副作用
の少ないヘモグロビンを産生しない。従って、低い一酸化窒素反応性のヘモグロビンの重
合化を用いて、より好ましい副作用の低いヘモグロビンを産生する。さらに、ラットの血
圧実験（図８および９を参照のこと）において例証したように、重合化を用いて、好まし
い一酸化窒素動態に乏しいヘモグロビンモノマー（単量体）から副作用減少ヘモグロビン
を産生し得る。
【０１２２】
本発明の１つの実施形態において、重合化したヘモグロビンは、１３０ｋＤと５００ｋＤ
との間、より好ましくは１９０ｋＤと３５０ｋＤとの間の平均分子量を有することが好ま
しい。図１２（グルタルアルデヒド重合化ＳＧＥ３０１１）、図１３（ビスマレイミドポ
リエチレングリコール（ＢＭ－ＰＥＧ）重合化ＳＧＥ３９３７）、および図１４（４Ｍ－
ペンタエリトリオール重合化ＳＧＥ３９２７）は、本発明のこの実施形態のヘモグロビン
組成物についての分子量プロフィールを例示する。セプタマー（ｓｅｐｔａｍｅｒ）形態
へトリマー中のほとんどのヘモグロビンを含むこの実施形態の組成物は、副作用減少ヘモ
グロビンとして機能する。好ましくは、この実施形態のヘモグロビン組成物の１／３未満
がヘモグロビンダイマーおよびモノマーを含む。より好ましくは、ヘモグロビンダイマー
は、２０％未満のヘモグロビン組成物を含み、そしてヘモグロビンモノマーは、５％未満
のヘモグロビン組成物を含む。２０マーサイズ以上の高分子ヘモグロビンポリマーは、血
球の凝集および他の生物学的問題を生じ得る。従って、このヘモグロビン組成物は、好ま
しくは受容可能な量の２０マー以上のヘモグロビン種を含まない。
【０１２３】
さらに別の実施形態において、重合化ヘモグロビンが、６５ｋＤと６５０ｋＤの間に平均
分子量を有することは好ましい。より好ましくはヘモグロビン組成物は、４０％と６０％
の分子量分布を有し、６５ｋＤと１３０ｋＤ未満の間の範囲における誘導体化された単量
体のヘモグロビンおよび１３０ｋＤと６５０ｋＤの間の範囲におけるオリゴマーのヘモグ
ロビンとして残りを有する。図１５、ＢＭＡ－ＰＭＧ重合化ＳＧＥ３９５９、および図１
６、ＢＭＡ－ＰＭＧ重合体化ＳＧＥ３４８７は、本発明のこの実施形態のヘモグロビン組
成物のための分子量プロファイルを示す。ＢＭＡ－ＰＥＧを有するヘモグロビンの重合体
化は、ＰＥＧ修飾（例えば、ＰＥＧで誘導体化されたヘモグロビン）の種々の程度を有す
る重合体化ヘモグロビンの異質な組成物および分子内ＰＥＧ交差結合ならびに分子外ＰＥ
Ｇ交差結合に起因する。ヘモグロビン単量体のモルあたりＰＥＧ分子のモルの平均比は、
一般に２から１と１１から１の間である。より好ましくは、約３から約１である。上で記
載された実施形態のヘモグロビンに対して、この実施形態の組成物は、三量体形態のため
の単量体におけるヘモグロビンの大多数を含み、還元型副次的ヘモグロビンとして機能す
る。好ましくは、この実施形態のヘモグロビン組成物の約８０％は、ヘモグロビン二量体
およびヘモグロビンモノマーを含む。より好ましくは、ヘモグロビン単量体は、ヘモグロ
ビン組成物の約５０％を含み、そしてヘモグロビン二量体は、三量体、およびより高いオ
ーダーのマルチマーを含むヘモグロビンの残りを有するヘモグロビン組成物の約３０％を
含む。しかし、上の実施形態における記載のような、２０マーサイズ、またはより大きい
高分子ヘモグロビンポリマーを見出した出願は、血球の凝集および他の生物学的な問題を
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起こす。従って、ヘモグロビン組成物は、２０マー、またはより大きいヘモグロビン種を
感知できる量を含まない。
【０１２４】
種々の架橋剤は、本発明のヘモグロビンの重合化に使用され得る。一般に、本出願者は、
任意の生物学的に不活性な親水性架橋剤が、重合化剤として使用に適することを見出した
。本出願者によって使用される一つのクロスリンカーは、グルタルアルデヒドである。こ
れは、表面リジン基間のヘモグロビン分子を交差結合する。実施例６は、還元型または低
副次的ヘモグロビンの産生のためのグルタルアルデヒド架橋の手順を例証する。他のグル
タルアルデヒド架橋のためのプロトコールは、公知である。低一酸化窒素反応性ヘモグロ
ビンのグルタルアルデヒド交差結合は、グルタルアルデヒド重合化ＳＧＥ３０１１で例示
したように、低副次的ヘモグロビンを産生するが、交差結合の最も好ましい方法ではない
。天然のヘモグロビン分子および大部分の変異ヘモグロビンは、グルタルアルデヒド架橋
剤が反応できる４２の表面リジン基を有する。そして、上記を指摘すると、グルタルアル
デヒドはまた、サブユニット間でヘモグロビンに分子内で架橋する。これは、非常に化学
的に異質な産生物を生じる傾向にある。公知のグルタルアルデヒド架橋ヘモグロビンはま
た、実験室での試験において免疫原性反応を起こし、そしてそれらの免疫原性を減らすた
めに単量体ヘモグロビンおよび非常に大きいヘモグロビンポリマーから精製される。従っ
て、より指向なかつ部位特異的な架橋剤は、本発明のヘモグロビンの産生に好ましい。
【０１２５】
スルフヒドリル反応性架橋剤は、重合化に好ましいことが証明されている。正常では、２
つのヘモグロビンシステイン基だけが、β９３残基と反応する。従って、メルカプト交差
結合のための２つの部位だけが、天然にヘモグロビン分子に存在する。この表面システイ
ンの除去、そしてシステイン残基に別の表面アミノ酸残基を変異することによって、種々
の特異的な架橋部位は、ヘモグロビン分子（ＳＧＥ３９３７において使用したポルトアレ
グレ（Ｐｏｒｔｏ　Ａｌｅｇｒｅ）部位（Ｓ９Ｃ）を含む）に生じ得る。表面システイン
変異部位のための示唆、および基準の選択に関する考察は、米国特許番号第５、８８４、
０８９号（本明細書中に参考として援用される）に見られる。さらに、ジ－αサブユニッ
トにおける非対称性または対称性のシステイン変異は、交差結合し得る。これらのシステ
イン残基は、互いに酸化的に交差結合し得る。あるいは、いくつかのメルカプト特異的架
橋剤は、タンパク質上のシステイン残基に使用のために開発される。ビスマレイミドポリ
エチレングリコールは、ＳＧＥ３９５９（βＣ９３に）、ＳＧＥ３４８７（βＣ９３に）
、およびＳＧＥ３９３７（βＳ９Ｃに）を重合化するための実施例７、２１、および２２
において記載され、出願者によって使用される。さらに、他のメルカプト反応性試薬（例
えばビニルスルホン）、およびペンタフルオロベンゼンは、本発明において組換えヘモグ
ロビンの表面システインの交差結合に使用される。
【０１２６】
本発明のヘモグロビンの重合化のために使用されるリンカーは、種々のサイズがあり得る
。単量体の環状化が、同じヘモグロビン上のシステインを有するクロスリンカーの両方の
メルカプト反応性基の反応によって、避けられる場合、短いリンカー（例えば、ＢＭ（Ｐ
ＥＧ）3）は、有用であり得る。短いリンカーが使用される場合、短いリンカーは、立体
的歪みを防止するために交差結合されたヘモグロビン間の距離の測定を必要とする。２つ
のヘモグロビン間のβＳ９Ｃ部位の結合において、例えば、長さ約１４から約１７オング
ストロームのリンカーが使用される。二機能性のクロスリンカーに加えて、多機能性クロ
スリンカーは、本発明のヘモグロビンの産生に同様に使用され得る。例えば、本出願者は
、実施例２０に記載されるｔｅｔｒａｋｉｓ－（３－マレイミドプロピル）ペンタエリス
リトール（４つの腕をもった多機能性リンカー薬剤）を使用して、ジαサブユニットにお
ける非対称性システインにＳＧＥ３９２７を重合化した。この分子を有する交差結合は、
一次的三量体重合化ヘモグロビンを生じる。出願者は、おそらく、交差結合における立体
干渉を克服するために、三量体産生物を生じるより長い「腕」を有するリンカーの使用を
予想する。多機能性／非対称性ジα変異ストラテジーの利点は、より同質のヘモグロビン
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組成物が得られることである。本出願者は、図１４で例証されるように、単一の種の７０
％を越えて得られる。他のスルホニル反応性基（例えば、ビニルスルホン（例えば、テト
ラ（ビニルスルホン）ＰＥＧ、またはグリセロール（ＰＥＧ－ビニルスルホン）3）を有
する多機能性リンカーもまた、使用される。
【０１２７】
（血液代用物としての還元型副次的ヘモグロビンの投与）
本発明は、任意の適用（酸素運搬が所望される、または赤血球が使用される）のために赤
血球の代用物として有用である組成物において還元型副次的ヘモグロビンの使用に提供さ
れる。還元型副次的ヘモグロビンはまた、酸素を運搬する治療薬として処方される、なら
びに出血、外傷、および外科（血液を失ったおよび液量かまたは酸素運搬能力または両方
が代用され得る）の処置に使用される。還元型副次的ヘモグロビンはまた、（患者の血液
が除去された、および手術の最後、もしくは回復の間（急性正常血液量血液希釈（ａｃｕ
ｔｅ　ｎｏｒｍｏｖｏｌｅｍｉｃ　ｈｅｍｏｄｉｌｕｔｉｏｎ）または血液増大（ｈｅｍ
ｏａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ））の再融合のために保管される）外科手術の間に除去され
た血液の代用として使用される。さらに、即時発明の還元型副次的ヘモグロビンは、いく
つかの提供された酸素運搬能力を代用する操作によって、血液量を増加するのに使用され
る。この血液は、手術のまえに前提供されたものである。さらに、即時発明の還元型副次
的ヘモグロビンは、薬剤容認性を有し得るため、それらは、酸素を運搬する血液代用物と
してではなく、大きいヘモグロビンタンパク質分子の存在による腫張圧力を提供する簡単
な容量エキスパンダとして使用される。
【０１２８】
本発明に従って血液代用物としての還元型副次的ヘモグロビンの使用のための指針として
、還元型副次的ヘモグロビンの１０％溶液は、所望される全患者血液量に対して１ｍｌ／
ｋｇ／時間の割合で注入される。患者を処置する当業者が、所望される全患者血液量につ
いて決定する。外傷の設定における緊急輸血の場合において、正常血液量を維持するよう
に、注入される量は、およその失った血液量である。しかし、手術前の環境において、組
換え還元型副次的ヘモグロビン溶液は、クリスタロイド溶液と同様に使用される。組換え
ヘモグロビン溶液の患者体重のキログラムにつき約１ｍｌと約１００ｍｌの間の組換え還
元型副次的ヘモグロビン溶液の量は、ボーラス注射として、または連続的な注入として、
静脈内または動脈内に投与され、所望の多血状態を誘導する。手術のための準備において
心臓ポンプまたは他の機械を準備して使用する場合、組換えヘモグロビン溶液は、全体の
血液と同様に使用される。さらに、血液代用組成物は、他のエキソビボの装置（酸素が所
望される、例えば、移植のための酸素灌流のような）において使用され得る。
【０１２９】
（血液量不足症またはショックの処置のための還元型副次的ヘモグロビンの投与）
本発明の一つの実施形態において、本発明の組換えヘモグロビンを含む薬学的な組成物は
、同時発生するショックを伴う、または伴わない血液量不足の状態、または出血状態の処
置に使用され得る。さらに、これらの組成物は、心臓性のショックの処置に使用され得る
。この能力におけるこれらの組成物の有用性は、正常血液状態が、薬学的に有益な量にお
ける酸素の運搬と患者の血圧を維持するために十分な腫張圧力の提供の両方を行う溶液で
回復し得るという事実に由来する。さらに、本発明の好ましい実施形態において、還元型
副次的ヘモグロビンを含むことは、心臓損傷を産生せず、または侵圧性効果を調節する一
酸化窒素を誘導する。
【０１３０】
血液量不足症または血液量不足症のショックの処置のための一般的な処置として、約５０
－約１００ｍｌから１０％還元型副次的ヘモグロビンの失った血液量を推定された全量ま
では、ボーラスとして静脈に注射される。好ましくは、還元型副次的ヘモグロビンは、体
重の約１００から約７５００ｍｇ／ｋｇの容量、より好ましくは、体重の約５００から約
５０００ｍｇ／ｋｇの容量、最も好ましくは、体重の約７００から約３０００ｍｇ／ｋｇ
の容量を投与される。還元型副次的ヘモグロビンは、好ましくは、ショック状態の発生か
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ら最初の３時間の間に投与される。還元型副次的ヘモグロビン溶液は、最も好ましくは、
最初のうちに、または減少した酸素運搬の持続時間を最小化するショック状態の「ゴール
デン」時間に注射される。血圧カフ（Ｃｕｆｆ）は、安定化するまでルーチンな間隔で測
定される。他の心肺のパラメーターはまた、標準的な診断に従って測定される。他の標準
的な治療薬は、所望され、または示されるように投与され得る。急性血液量不足症の場合
、還元型副次的ヘモグロビン溶液の再投与、または患者の系における還元型副次的ヘモグ
ロビン保持のウィンドウ内にある全血液の輸血は、必要であり得る。
【０１３１】
心臓性ショックの状態の処置のための指針としては、開業医は、一つ以上の５０ｍｌ（５
０００ｍｇ）ＩＶボーラスを注射する、および／または所望する効果を達成、ならびに維
持するために１ｍｌ／ｋｇ／分の割合で１０％ヘモグロビン溶液（または、当量）の６０
００ｍｌ（３００ｇ）までを注入する。還元型副次的ヘモグロビンは、最も好ましくは、
減少した灌流の持続時間を最小化するショック状態の発生後できるだけ早く投与される。
血圧は、ピーク圧力が得られるまで投与後１５分毎に（直接的または非直接的に）測定さ
れる。他の心肺のパラメーターは、標準的な診断に従って測定され得る。他の標準的な治
療薬は、所望され、または示されるように投与され得る。
【０１３２】
（発作、虚血、または組織損傷を処置するために、組織灌流を増加するための副作用減少
ヘモグロビンの投与）
本発明の別の局面は、組織の灌流に、詳細には、組織灌流を増加するために低用量でのヘ
モグロビンの治療的使用に関する。灌流は、動脈および毛細管を通じて血液または適切な
流体を介して酸素および栄養とともに器官または組織に供給している。流れは、圧力対抵
抗の比として表現され得る。適切な酸素および栄養が組織および器官に到達していない場
合、灌流を改善するための治療法が使用され得る。本発明は、哺乳動物における灌流を治
療的に増加するための方法を提供し、これは、体重１ｋｇ当たり約３０ｍｇ～約１５，０
００ｍｇの範囲の用量で、副作用減少ヘモグロビンを投与する工程を包含する。好ましく
は、副作用減少ヘモグロビンは、体重１ｋｇ当たり約１００ｍｇ～約７，５００ｍｇ、よ
り好ましくは、体重１ｋｇ当たり約５００ｍｇ～約５，０００ｍｇ、最も好ましくは体重
１ｋｇ当たり約７００ｍｇ～約３，０００ｍｇの用量で投与される。
【０１３３】
本発明の好ましい副作用減少ヘモグロビンを使用する利点は、組織の灌流が、一酸化窒素
媒介機能亢進効果も心臓損傷の作製も誘導することなしに、増加され得ることである。組
織灌流における増加は、比較的小さなヘモグロビン分子が、赤血球ができない血塊および
閉塞をバイパスする能力に部分的に起因する。しかし、出願人は、これらをこれらの作用
の理論に限定せず、増加した灌流効果のための他の機構のあり得る存在を意図する。
【０１３４】
組織灌流を増加するための本発明の使用は、多くの臨床的な意味を有する。最初の適用は
、血塊の遠位で脳組織酸素添加を可能にするために、自然にまたは治療的介在によって溶
解するまで、発作患者においてである。組織虚血の他の例（特に、心筋虚血の場合）は、
本発明によって提供される増加した組織灌流から利益を得る。組織損傷（例えば、やけど
および損傷）にさらされている患者が、損傷の修復のための利用可能な酸素を増加する、
損傷した組織の増加した灌流から大きな利点を得ることができることもまた発見されてい
る。
【０１３５】
臨界的な注意の設定における適切な灌流を維持するためのヘモグロビンの使用は、体重１
ｋｇ当たり最小約３０ｍｇのヘモグロビンを送達するために、晶質／ヘモグロビン溶液の
ゆっくりした注入を包含する。投与される用量は、正常な生理学的レベルにおよそ等しい
平均動脈血圧を生じるべきである。本明細書中で使用される場合、用語、血圧は、平均動
脈血圧を意味する。
【０１３６】
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発作状態における灌流を増加するため、あるいは他の虚血または組織損傷を処置するため
の患者の処置のためのガイドラインとして、少なくとも２００ｍｌ（２０ｍｇ）の１０％
副作用減少ヘモグロビン（または等価物）は、所望の灌流効果を達成しそして維持するた
めに、１ｍｌ／分の速度で静脈内に注入されるべきである。組換えヘモグロビン溶液の投
与は、発作の例において、減少した脳の灌流の期間を減少させるための脳血管発作に続く
、できるだけ初期に始めるべきである。他の虚血障害を処置する場合、ヘモグロビンの注
入は、虚血事象の発症の後にできるだけ迅速に同様に投与されるべきである。心肺パラメ
ーターは、標準的な実施に従ってモニターされ得る。他の標準的な治療は、望ましい場合
または示した場合に投与され得る。
【０１３７】
（鎌状赤血球貧血患者の管理における副作用減少ヘモグロビンの投与）
（鎌状赤血球発症）本発明に従う酸素運搬ヘモグロビン治療として副作用減少ヘモグロビ
ンの使用のためのガイドラインとして、ヘモグロビンの１０％溶液は、１００～３，００
０ｍｌのボーラス投与として静脈内に注射されるべきである。ヘモグロビン溶液は、トッ
プロード（ｔｏｐｌｏａｄ）（血液容量を提示することに加えて）として、あるいは容量
置換（例えば、血液損失、容量交換または急性標準容量血液希釈）として、のいずれかで
投与され得る。鎌状赤血球貧血患者を評価する医師介護者は、鎌状赤血球発症（血管閉塞
発症）の患者の提示においてすぐにヘモグロビン溶液とともに治療を開始する。あるいは
、ヘモグロビン療法は、急性鎌状赤血球発症の発展についての関連する合理的な見込みを
有する別の病気（例えば、感染、熱、低酸素）を被る鎌状赤血球貧血患者の提示において
開始される。ヘモグロビンは、組織および重要な器官への酸素送達を向上する治療目的で
投与される。望ましい有益な終点は、以下が挙げられる：疼痛の軽減；鎮痛薬物療法のた
めの減少した必要性；短縮された病院収容；肺合併症（例えば、急性胸（ｃｈｅｓｔ）症
候群）の回避または減少；ならびに主要な末端器官血管閉塞事象（例えば、急性虚血発作
）の回避または減少。
【０１３８】
（急性鎌状赤血球発症に関連する急性虚血発作）本発明に従う酸素運搬ヘモグロビン療法
としての副作用減少ヘモグロビンの使用のためのガイドラインとして、ヘモグロビンの１
０％溶液は、１００～３，０００ｍｌのボーラス投与として静脈内に使用されるべきであ
る。ヘモグロビン溶液は、トップロード（血液容量を提示することに加えて）として、あ
るいは容量置換（例えば、容量交換または急性標準容量血液希釈）として、のいずれかで
投与され得る。鎌状赤血球貧血患者を評価する医師介護者は、鎌状赤血球発症（血管閉塞
発症）と関連する、鎌状赤血球発症（血管閉塞発症）の患者の提示においてすぐにヘモグ
ロビン溶液とともに治療を開始する。ヘモグロビンは、脳の虚血領域への酸素の送達を向
上する治療目的で投与される。所望の有益な終点は、急性虚血発作症状の発現に関連する
神経学的後遺症、病的状態および死における有意な減少を含む。
【０１３９】
（鎌状赤血球貧血患者の予備手術準備）本発明に従う酸素運搬ヘモグロビン療法として副
作用減少ヘモグロビンの使用についてのガイドラインとして、ヘモグロビンの１０％溶液
は、１００～３，０００ｍｌのボーラス投与として静脈内に注射されるべきである。ヘモ
グロビン溶液は、トップロード（血液容量を提示することに加えて）として、あるいは容
量置換（例えば、血液損失、容量交換または急性標準容量血液希釈）として、のいずれか
で投与され得る。鎌状赤血球貧血患者を評価する医師介護者は、選択的な手術または緊急
手術の前に、ヘモグロビン溶液を用いて治療を開始する。ヘモグロビンは、鎌状赤血球発
症（血管閉塞発症）の促進の予防のために組織および重要な器官に酸素送達を増強する治
療目的で投与される。望ましい有益な終点は、以下が挙げられる：手術後鎌状赤血球発症
の予防；鎮痛薬物療法のための減少した必要性；短縮された病院収容；肺合併症（例えば
、急性胸症候群）の回避または減少；ならびに主要な末端器官血管閉塞事象（例えば、急
性虚血発作）の回避または減少。
【０１４０】
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（虚血の処置、造血の刺激、および悪質液を軽減するための副作用減少ヘモグロビンの投
与）
本発明はまた、哺乳動物における造血を刺激する方法に関し、治療的に有効な量の基本的
に純粋な副作用ヘモグロビンの投与を包含する。副作用減少ヘモグロビンの薬学的調製物
は、造血を刺激するために、；または虚血または血小板減少症のような血球減少を被る哺
乳動物を処置するために、単独でまたは他の化合物と組み合わせての、いずれかで有用で
あり得る。
【０１４１】
急性血液損失（例えば、月経、外傷または外科的血液損失）は、虚血を生じ得、ここで、
血液は、赤血球、ヘモグロビンまたは全容量の不足である（ヘマトクリット＜４０％、ヘ
モグロビン＜１２ｇ／ｄｌ、赤血球＜４×１０6μｌ、または平均細胞容積＜８０ｆｌ；
Ｎａｔｈａｎ、Ｄ．Ｇ．（１９８２）Ｃｅｃｉｌ　Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃ
ｉｎｅ、Ｊ．Ｂ．Ｗｙｎｇａａｒｄｅｎ、Ｌ．Ｈ．Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｊ．Ｃ．Ｂｅｎ
ｎｅｔｔ編、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、８１７～
８３６頁）。赤血球質量（総赤血球、総数、重量または容積のいずれか）は、酸素を組織
に送達する器官として機能する。赤血球質量および赤血球産生の速度は、身体組織におけ
る酸素の供給および要求に密接に連結される。赤血球産生は、酸素の低組織調度によって
刺激される。虚血状態は、組織のおける減少した酸素レベル（低酸素症）を生じる。腎臓
における低酸素症は、腎臓からの赤血球生成促進因子の放出を刺激する腎臓実質組織によ
って感知される。赤血球生成促進因子は、赤血球質量における変化を生じる低酸素症に応
答して産生される赤血球生成促進性の主要な調節ホルモンである。（Ｅｒｓｌｅｖ、Ａ．
Ｊ．（１９９０）Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ、Ｗ．Ｊ．Ｗｉｌｌｉａｍｓ、Ｅ．Ｂｅｕｔｌｅ
ｒ、Ａ．Ｊ．ＥｒｓｌｅｖおよびＭ．Ａ．Ｌｉｃｈｔｍａｎ編、ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ
、Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ３８９～４０７頁）。慢性腎不全において、縁部の赤血球生
成促進因子および徴候的な慢性虚血のみを生じる赤血球生成促進因子の不適切な産生が存
在する。
【０１４２】
特定の循環細胞型における他の不足も生じ得る。白血球減少症（多くの異なる白血球集団
の任意の１つにおける減少を説明する一般的用語）は、前駆体骨髄細胞株から分化した細
胞の置換の速度およびデマージネーション（ｄｅｍａｒｇｉｎａｔｉｏｎ）のプロセスの
デカップリングから生じ得る（Ｂａｇｂｙ、Ｇ．Ｃ．（１９９２）Ｃｅｃｉｌ　Ｔｅｘｔ
ｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｊ．Ｂ．Ｗｙｎｇａａｒｄｅｎ、Ｌ．Ｈ．Ｓｍｉｔ
ｈおよびＪ．Ｃ．Ｂｅｎｎｅｔｔ編、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．、Ｐｈｉｌａｄ
ｅｌｐｈｉａ、９１４～９２０頁）。好中球減少症（循環する好中球の、１ｌ当たり２×
１０9細胞より少なくなる減少）は、重篤な細菌感染の大きな増加を生じる（Ｋａｐｌａ
ｎ、Ｍ．Ｅ．（１９９２）Ｃｅｃｉｌ　Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｊ
．Ｂ．Ｗｙｎｇａａｒｄｅｎ、Ｌ．Ｈ．Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｊ．Ｃ．Ｂｅｎｎｅｔｔ編
、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、９０７～９１４頁）
。血小板減少症は、循環する血小板レベルの、約１００，０００／ｍｌより少ないレベル
への減少として規定される。（Ｓｈｕｍａｎ、Ｍ．（１９９２）Ｃｅｃｉｌ　Ｔｅｘｔｂ
ｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｊ．Ｂ．Ｗｙｎｇａａｒｄｅｎ、Ｌ．Ｈ．Ｓｍｉｔｈ
　ａｎｄ　Ｊ．Ｃ．Ｂｅｎｎｅｔｔ編、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．、Ｐｈｉｌａ
ｄｅｌｐｈｉａ、９８７～９９９頁）。低い循環血小板は、骨髄損傷、化学毒性薬剤の利
用、化学療法剤または放射線療法剤、重金属中毒、溶血性尿毒症症候群、および特発性血
小板減少性紫斑病、白血病、および骨髄繊維症のような免疫障害に起因する骨髄の抑制の
ような多くのもとにある状態の結果であり得る。これらの血小板減少症は、生命を脅かす
制御されない出血を生じ得る（Ｓｈｕｍａｎ、Ｍ．（１９９２）Ｃｅｃｉｌ　Ｔｅｘｔｂ
ｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｊ．Ｂ．Ｗｙｎｇａａｒｄｅｎ、Ｌ．Ｈ．Ｓｍｉｔｈ
　ａｎｄ　Ｊ．Ｃ．Ｂｅｎｎｅｔｔ編、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．、Ｐｈｉｌａ
ｄｅｌｐｈｉａ、９８７～９９９頁）。
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【０１４３】
造血は、骨髄において行われる赤血球産生の過程である。骨髄における幹細胞は、循環す
る血液において見いだされる種々の細胞型のすべてについての前駆体細胞である。これら
の幹細胞は、長期間に基づく、致死照射された動物における造血細胞系統のすべてを再増
殖するそれらの能力によって機能的に規定される［Ｎｉｃｏｌａ、Ｎ．Ａ．（１９９３）
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｔｏ　Ｈｅｍａｔｏｐｏ
ｉｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｄｉｓｅａｓｅ、Ｅ．Ｄ．Ｔ
ｈｏｍａｓおよびＳ．Ｋ．Ｃａｒｔｅｒ（編）、Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ、ＮＹ］。複雑
な一連の調節事象によって、幹細胞は、少なくとも赤血球、白血球、リンパ球、血小板（
ｐｌａｔｅｌｅｔ、ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｅ）、単球、マクロファージ、肥満細胞、好塩
基球、好酸球、Ｂ－リンパ球およびＴ－リンパ球を含む多くの細胞型に分化する。数百万
のそれぞれの型の新規な血球は、毎日産生され、そして循環する血液に放出されて破壊さ
れた血球を置換しそして止血を維持する（Ｎａｔｈａｎ、Ｄ．Ｇ．（１９９２）Ｃｅｃｉ
ｌ　Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｊ．Ｂ．Ｗｙｎｇａａｒｄｅｎ、Ｌ．
Ｈ．Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｊ．Ｃ．Ｂｅｎｎｅｔｔ編、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ
．、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、８１７～８３６頁）。
【０１４４】
本発明のヘモグロビンは、哺乳類における血球減少症の処置に有用である。本発明に従っ
て、副作用の減少したヘモグロビンを低用量投与することで、上記の任意の状態によって
引き起こされる血球減少症を緩和する。本発明は、ＡＴＺ療法によって引き起こされる血
球減少症を無効にし、そしてさらに、ＡＺＴ療法またはＡＩＤＳ疾患のいずれかによって
引き起こされる、随伴する悪液質を改善するのに特に有用である。
【０１４５】
個体に提供される、薬学的に治療に効果的な量は、ヘモグロビン０．０００１マイクロモ
ルと１ミリモルの間の血液濃度を提供するのに十分である。Ｆｅｏｌａら（１９９２）Ｓ
ｕｒｇ．Ｇｙｎ．Ｏｂｓｔｅｔ．１７４：３７９～３８６（彼らは患者の体重ｋｇ当たり
１．７ｇｍ以上のヘモグロビンを投与した）と比較すると、本発明の方法は低用量のヘモ
グロビン、代表的には患者の体重ｋｇ当たり１ｎｇ～１ｇのヘモグロビンで、造血が起こ
る。用量はおよそ０．００１～１０００ｍｇヘモグロビン／ｋｇ体重、より好ましくは０
．０１ｍｇ～１００ｍｇヘモグロビン／ｋｇ体重、もっとも好ましくは１ｍｇ～１０ｍｇ
ヘモグロビン／ｋｇ体重で有り得る。それぞれの投薬形態の個々の用量に含まれる、活発
な成分の単位容量は、それ自体で効果的な量を構成する必要がないことが認識される。な
ぜなら必要な効果的な量は、複数のカプセル、錠剤、注射など、またはそれらの組み合わ
せの投与によって達成し得るからである。
【０１４６】
ヘモグロビンの投与は、数分から数週間の期間起こり得る；しかし有用な時間進行は、最
大の造血効果を得るため、および血球減少症の進行を改善するための数週間の進行による
。代表的な投与レジメンは、約１～１０週間、より好ましくは４～９週間、もっとも好ま
しくは６～８週間で有り得る。ヘモグロビンの投薬は、１週間に１～７回、より好ましく
は１週間に２～５回、もっとも好ましくは１週間に３回の頻度で投与され得る。
【０１４７】
本発明はまた、追加の造血因子の使用を意図する。これは、精製ヘモグロビンと組み合わ
せて投与されたとき、治療的な化合物のどちらかを単独で投与するよりも優れた程度まで
造血を刺激する。このような追加の造血因子としては以下が挙げられるがこれらに限定さ
れない：顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、マクロファージコ
ロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、幹細胞因子（
ＳＣＦ）、エリスロポエチン（ＥＰＯ）およびインターロイキン１～１３（Ｓｏｕｚａ，
Ｌ．Ｍ．、米国特許第４，８１０，６４３号；Ｃｌａｒｋ，Ｓ．Ｃ．およびＷｏｎｇ，Ｇ
．Ｇ、米国特許第４，８６８，１１９号；Ｂｌａｓｄａｌｅ，Ｊ．Ｈ．Ｃ、欧州特許ＥＰ
３５５０９３；Ｑｕｅｓｅｎｂｅｒｒｙ，Ｐ．Ｊ　ｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ、Ｗ．Ｊ
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．Ｗｉｌｌｉａｍｓ、Ｅ．Ｂｅｕｔｌｅｒ、Ａ．Ｊ．ＥｒｓｌｅｖおよびＭ．Ａ．Ｌｉｃ
ｈｔｍａｎ編、１９９０、ＭａｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　１２
９～１４７頁；Ｌｉｎ、米国特許第４，７０３，００８号；Ｚｓｅｂｏ，Ｋ．Ｍら、ＰＣ
Ｔ／ＵＳ／９０／０５５４８；Ｎｉｃｏｌａ，Ｎ．Ａ．（１９９３）　ｉｎ　Ａｐｐｌｏ
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｔｏ　Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓ
　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｄｉｓｅａｓｅ、Ｅ．Ｄ．Ｔｈｏｍａｓ
およびＳ．Ｋ．Ｃａｒｔｅｒ編、Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ、ＮＹ；Ｄｅｅｌｅｙ　Ｍ．ら
、米国特許第５，０２３，６７６号）
本発明のヘモグロビンは、同じ投薬処方物において、または個体が最大の治療効果を達成
するように、他の造血因子と組み合わせて投与され得る。最適な投薬レジメンは、当業者
の臨床医家によって決定され得る。
【０１４８】
（頭部損傷を治療するための副作用減少ヘモグロビンの投与）
本発明はまた、哺乳類における頭部損傷を治療するための方法（頭部損傷を受けた哺乳類
に、効果的な量の副作用減少ヘモグロビン調製物を投与することを含む）を提供する。
【０１４９】
本発明に従った、頭部損傷の治療のためのヘモグロビンの有用な用量は、頭蓋内圧（ＩＣ
Ｐ）の増加、および／または頭部損傷によってしばしば観察される大脳灌流圧（ＣＰＰ）
の減少、を減少または欠失することにおいて、効果的な用量である。頭蓋内圧の減少およ
び大脳灌流圧の上昇に効果的なヘモグロビンの用量は、約１００～７，５００ｍｇ／ｋｇ
体重、より好ましくは約５００～約５，０００ｍｇ／ｋｇ体重、もっとも好ましくは約７
００～約３，０００ｍｇ／ｋｇ体重の範囲が挙げられる。
【０１５０】
頭部損傷に関連するＩＣＰの増加および／またはＣＰＰの増加を、本発明の方法によって
減少または欠失させるための、ヘモグロビンの効果的な量の投与は、非経口的に実行され
得る（例えば、血管内または関節内への注射、注入もしくは動脈内へのカニューレ挿入（
適切な臨床的環境において）、外傷の周辺部または手術部の周辺部）。このような効果的
な量は、１回の用量、または一連の複数回の低用量で、投与され得る。この１回の用量、
またはそれぞれの前述の複数回の低用量は、ゆっくりとした連続的注入として投与され得
る。頭部損傷患者における、ＩＣＰの増加および／またはＣＰＰの増加を調節するヘモグ
ロビンの投与は、このような１回の用量または複数回の低用量を介し得、これは損傷の起
こったあと約１分～約４８時間以内、より好ましくは約１分～約１２時間以内、もっとも
好ましくは約１分～約３時間以内に供給される。ヘモグロビン調製物の効果的な量の最初
の投与のあと、少なくとも１回のさらなるヘモグロビン調製物の効果的な量を、本明細書
中に記載される最初の用量と同様の様式で投与され得る。
【０１５１】
（癌治療を増強するための副作用減少ヘモグロビンの投与）
本発明は、癌治療（例えば、放射線治療および／または化学薬剤治療）の効果を増強させ
る方法を提供する。哺乳類における癌の負荷量を減少する方法もまた、提供される。この
方法としては、このような治療（１回または複数回）を必要とする哺乳類に対して、副作
用減少ヘモグロビンの効果的な量を癌治療と組み合わせて投与することが挙げられる。志
願者が、この指示のメカニズムの任意の特定の治療に対して自分自身を維持しない間、増
加した癌への灌流によって通常は低酸素の癌塊への増加した酸素付加は、放射線および化
学療法の効果を増加すると考えられる。腫瘍状態において重大な整復が起こる。
【０１５２】
本発明の目的のために、癌治療は、新形成の成長と戦うために特別に設計された治療を意
図することが理解される。この治療は好ましくは放射線または化学療法のどちらか、およ
びそれらの組み合わせを意図する。ヘモグロビンは好ましくは、放射線治療および／また
は化学療法の形式と組み合わせて投与される。治療の組み合わせは主に、他の癌治療の前
に、または他の癌治療とほぼ同時に、ヘモグロビンを投与することが挙げられる。
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【０１５３】
非経口的な治療組成物は、無菌の等張生理食塩水溶液（副作用減少ヘモグロビン容量の０
．１％～９０％重量を含む）を含む。組換えヘモグロビンの好ましい細胞外ヘモグロビン
溶液は、約５％～２０％を含む。投与されるヘモグロビンの量は、癌治療を有意に増強す
る量である。増強の証拠は、観察によって、または局所筋肉／組織／器官の酸素レベルの
増加を、このような目的のために設計された装置を使用して分析的に測定することによっ
て、導き得る。
【０１５４】
一般的な指針として、副作用減少ヘモグロビンは、約１００～約７，５００ｍｇ／ｋｇ体
重、より好ましくは約５００～約５，０００ｍｇ／ｋｇ体重、もっとも好ましくは約７０
０～約３，０００ｍｇ／ｋｇ体重の範囲の量で投与される。
【０１５５】
（ヘモグロビン凝集形態を阻害する組換え変異ヘモグロビン）
本発明は、ある期間の時間持続する脱酸化した溶液として保存したとき、凝集形態に抵抗
力がある、組換え変異ヘモグロビンもまた指向する。上記について、治療適用のための細
胞外ヘモグロビン溶液が直面する共通の問題は、凝集の形成および治療組成物の貯蔵寿命
を越えた沈殿である。この産物は患者の静脈内に供給されるので、このような凝集は、も
し患者に使用する前に取り除かなければ、合併症を引き起こし得る。例えば抗酸化薬およ
び洗剤などの化学添加物はヘモグロビンの凝集形成を阻害し得るが、これらの添加物は、
幾人かの患者に対して有害反応もまた引き起こす。従って、ヘモグロビン溶液の貯蔵寿命
を越えて、溶液中のヘモグロビン凝集を減少することは望ましい。
【０１５６】
鎌状赤血球変異ヘモグロビン（β６　Ｇｌｕ→Ｖａｌ）が、脱酸素状態において凝集し、
ゲル構造を形成することが公知である。ゲル化の原因である主な相互作用は、β６領域と
β鎖（β８５～８８）のＥ～Ｆ領域における疎水性ポケットの間で起こる。この疎水性ポ
ケットにおける変異は、鎌状赤血球変異との結合体において研究されてきた（Ｌａｔｔｕ
ｐａｌｌｙら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３６：１５９９２～９８（１９９７））。そ
の研究において、β　Ｔｈｒ　→　Ａｓｐ変異およびβ　Ｔｈｒ　→　Ｔｒｐ変異が、鎌
状赤血球変異ヘモグロビンにおいて凝集の形成を阻害することが見出された。
【０１５７】
出願者らは、この表面疎水性ポケットを破壊し得る変異が、非鎌状赤血球化ヘモグロビン
においてもまた、凝集の形成を減少し得ることを発見した。特に、８７位のスレオニンが
疎水性アミノ酸、または立体学的にかさばったアミノ酸であるトリプトファンに置換する
ことが、表面疎水性ポケットを破壊し、そして長期間保存した溶液中のヘモグロビンの凝
集を減少する。図１１に示すように、ｒＨｂ　１．１およびＳＧＥ３０１１（これらは天
然のβサブユニット疎水性ポケットを含む）は、９０日間保存したとき、溶液中の凝集し
たヘモグロビンの増加量を蓄積する。また図１１に示されるように、β８７　Ｔｈｅ　→
　Ｇｌｎ変異の存在は、ＳＧＥ３０１１分子において凝集形成を阻害する。同じような親
水性アミノ酸の置換は、同様に、長期間の貯蔵の間、組換え変異ヘモグロビンを凝集の形
成から阻害する。従って、好ましいヘモグロビンは、以下の群から選択される変異を含む
：β８７　Ｔｈｅ　→　Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、Ｈｉｓ、Ｔｙｒ、Ｇｌｎ、ま
たはＴｒｐ。より好ましくは、このようなヘモグロビンは、以下の群から選択される変異
を含む：β８７　Ｔｈｅ　→　Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｕ、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、またはＨｉｓ
。もっとも好ましくは、このようなヘモグロビンはβ８７　Ｔｈｅ　→　Ｇｌｎ変異を含
む。β８７　Ｔｈｒ　→　Ｇｌｎ変異の構築、およびヘモグロビン凝集の評価は、以下の
実施例３および８に記載される。
【０１５８】
（実施例１）
（一酸化窒素変異の遺伝的構築）
変異は、クローン化されたヒトα遺伝子およびヒトβ遺伝子の中に、ＰＣＲに基づいた変
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異遺伝子（総説として、Ｉｎｎｉｓら、ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　
ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（１９９０）（本明細書にお
いて参考として援用される）に記載される）を指向した部位、を介して導入される。一般
的に、所望される変異は、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　３９２　ｓｙｎｔｈ
ｅｓｉｚｅｒの製造業者の説明書に従って合成される、合成ＤＮＡオリゴヌクレオチド中
に導入される。続く一般的な遮断除去（ｄｅｂｌｏｃｋｉｎｇ）の方法によって、オリゴ
ヌクレオチドは真空遠心によって乾燥され、所望の緩衝液に再懸濁され、次いで１０～５
０ｐモル／μｌの滅菌水に希釈される。
【０１５９】
これらのオリゴヌクレオチドは、クローンされた野生型α遺伝子および野生型β遺伝子（
例えば、ｐＳＧＥ７２８（図１））を運ぶ組換えプラスミドが鋳型ＤＮＡとして使用され
るＰＣＲ反応のプライマーとして使用される。ｐＳＧＥ７２８の天然物および構築物は、
詳細にはＷＯ９８／５０４３０（本明細書において参考として援用される）に記載される
。
【０１６０】
これらの変異原性オリゴヌクレオチドプライマーを、変異が導入される部位および生じた
目的の変異を有するＰＣＲ産物のクローニングを容易にするための隣接の制限エンドヌク
レアーゼ認識部位に架かるよう選択した。ＤＮＡの増幅を可能にするＰＣＲ反応において
、第２のオリゴヌクレオチドプライマーもまた必要とされた。このプライマーはまた、グ
ロビン遺伝子変異を含むよう設計され得、あるいはαグロビン遺伝子またはβグロビン遺
伝子の隣接領域由来の野生型グロビン遺伝子配列からなり得た。この第２のプライマーも
また、制限エンドヌクレアーゼ認識部位を含むよう選択し、その結果生じたＰＣＲ産物を
、その後の変異αグロビンまたは変異βグロビンの発現のために、適切に消化されたｐＳ
ＧＥ７２８中にクローン化し得た。ｐＳＧＥ７２８由来のα遺伝子またはβ遺伝子の部分
的な制限地図を、図２および図３に示す。
【０１６１】
この変異原性オリゴヌクレオチドの長さを、変異を受ける部位と（オリゴマーの５’末端
と変異を受ける部位との間の位置で変異原性オリゴヌクレオチド中に組み込まれ得る）最
も近位の制限部位との間の距離により決定した。変異原性オリゴマーは、代表的には３０
～４５ヌクレオチド長であり、そして１つかまたは２つのコドンに影響を及ぼす変異を含
んだ（しかし、所望される場合は、潜在的にそれ以上の位置を変化し得る）。概して、Ｐ
ＣＲ反応のアニーリング工程にあるプライマーでの潜在的な問題を回避するかまたは最小
化するために、変異を受けたＤＮＡ配列をオリゴマーの３’末端からできるだけ遠くに置
くことが望ましかった。概して、変異を受けたヌクレオチドを、変異原性プライマーの３
’末端の５～１０ヌクレオチド上流に置いた。概して、その後のＰＣＲ産物の消化を容易
にするために、変異原性オリゴヌクレオチドの５’末端の近位に組み込まれたグロビン遺
伝子制限部位を、５’末端の５～１２ヌクレオチド下流に置いた。ＰＣＲにおいて単独で
プライマーとして使用される（すなわち、変異を含まない）オリゴヌクレオチドを、代表
的に２４～３６ヌクレオチド長にし、これにグロビン遺伝子制限部位（概してこのオリゴ
ヌクレオチドの５’末端の６～１２ヌクレオチド下流に位置する）を含有させた。
【０１６２】
概して、ＰＣＲ反応をＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ＧｅｎｅＡｍｐ　９６０
０を用いて実行した。ＰＣＲ反応条件を経験的に決定した：変性は、代表的に９５℃で１
５～６０秒間、アニーリングは、概して４５～６０℃の範囲の温度で１５～３０秒間（多
くの反応では、５０～５５℃の範囲でアニーリングを実行した）、および伸長を、７２℃
で１５～１２０秒間実行した。
【０１６３】
いくつかの例では、アニーリング温度を反応課程中で上昇させた：例えば、ある反応では
、アニーリング温度４５℃での５ラウンド、およびそれに続くアニーリング温度６０℃で
の２０ラウンドからなり得た。代表的な反応は、合計２５～３０サイクルからなり得た。
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この反応を、代表的に１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）、５０ｍＭ　ＫＣｌ、
１．５ｍＭ　ＭｇＣｌ2、０．２ｍＭ　ｄＮＴＰ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）および０．００
１％ゼラチン中で実行した。オリゴヌクレオチドプライマーを通常０．５～１．０μＭの
濃度で加えた。概して、ｐＳＧＥ７２８のような精製されたプラスミドＤＮＡ（反応ごと
に約０．１～１０ｎｇ）を鋳型として用いた。ＡｍｐｌｉＴａｑ（登録商標）ＤＮＡポリ
メラーゼ（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）を、代表的に反応ごとに１～１０ユニットで使用
し、そして反応容量を２０～１００μｌの範囲にした。
【０１６４】
ＰＣＲ反応の後に、この反応生成物を、ＱＩＡｑｕｉｃｋ　ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ　Ｉｎｃ．Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒｉｔａ、ＣＡ）を用いて
精製した。次いでこの精製産物を、適切な酵素を用いて制限エンドヌクレアーゼ消化に供
し、同様に切断したｐＳＧＥ７２８中へのクローニングに適切なＤＮＡフラグメントを生
成した。制限消化を、販売元のプロトコルに従って実行した。
【０１６５】
消化されたＰＣＲフラグメントを直接クローン化し得たか、またはまずアガローズゲル電
気泳動に供し、そしてこのアガローズゲルから精製した。ゲルの組成および電気泳動の条
件を、ＤＮＡフラグメントの大きさに基づいて選択した。多くのフラグメントは、約６０
～２５０塩基対長であった。これらのフラグメントのゲル電気泳動での分離には、３％の
ＮｕＳｅｉｖｅアガロースまたは４％のＭｅｔａｐｈｏｒアガロースのようなゲルが最適
である（両方ともＦＭＣ　ＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ（Ｒｏｃｋｌａｎｄ、ＭＥ）から入手
し、そして販売元のプロトコルに従って使用した）。電気泳動の後に、ＤＮＡフラグメン
トを、ＱＩＡＥＸ　ＩＩ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ　Ｉｎ
ｃ．Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒｉｔａ、ＣＡ）を用い、販売元のプロトコルに従ってアガロー
スゲル片から精製した。ベクターｐＳＧＥ７２８もまた、目的の変異誘発されたＰＣＲフ
ラグメントのクローニングに適切な酵素で消化し、より慣習的な電気泳動の後に同様にゲ
ル精製した。
【０１６６】
消化されそして精製された、変異誘発されたＤＮＡフラグメントを、Ｔ４　ＤＮＡリガー
ゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ、Ｂｅｒｖｅｌｙ、ＭＡ）を用い販売元の
プロトコルに従って、消化されそして精製されたｐＳＧＥ７２８ベクターと連結し、そし
て連結産物を用いてＥ．ｃｏｌｉに形質転換した。Ｐｒｏｍｅｇａ（Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗ
Ｉ）からコンピテント細胞として入手したＥ．ｃｏｌｉ株ＪＭ１０９を、しばしばこの目
的のために用いたが、他の種々のコンピテント細胞の調製方法（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、１９８９））と同様にＥ．ｃｏｌｉの他の株もまた用
いた。形質転換体をテトラサイクリン耐性で選択し、その後配列決定して目的の変異を同
定し得、そして変異誘発されたクローン化されたＰＣＲセグメントの配列を確認した。プ
ラスミド鋳型を、ＱＩＡｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ
）を用いて調製し、ＡｍｐｌｉＣｙｃｌｅTM　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｐｅｒｋ
ｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用い、販売元のプロトコルに従っ
て配列決定した。いくつかの配列決定を、シーケナーゼ（Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ、Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ、ＯＨ）を用いて手動で行ったが、好まし
い方法は、ＡｍｐｌｉＣｙｃｌｅTM　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅ
ｌｍｅｒ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用い、販売元のプロトコルに従って配列決
定反応を実行し、そしてＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　３７７　ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ（Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍ
ｅｒ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）で分析する自動配列決定である。
【０１６７】
変異を受けた部位が、ｐＳＧＥ７２８に唯一の制限部位と十分近接して位置していない場
合、時々この手順を改変して使用した。この場合、いわゆる「ヘルパー」ＤＮＡフラグメ
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ントを用いてクローニング工程を容易にし得た。例えば、α遺伝子について（図２）、こ
のタンパク質のＶ６２の位置に対するコドンは、唯一の制限部位からやや離れている。し
たがって、図に示されるＭａｅＩＩＩ部位は、このプラスミドにとって唯一ではないが、
ＢａｍＨＩ部位からＶ６２コドンまでのセグメントには唯一である。故に、Ｖ６２コドン
を、α遺伝子のＭｌｕＩセグメントを通じてＭａｅＩＩＩに架かるＰＣＲフラグメントで
変異させ、このフラグメントを、ＭａｅＩＩＩ消化の後にゲル精製したｐＳＧＥ７２８の
ＢａｍＨＩ－ＭａｅＩＩＩフラグメントと連結した。この連結産物を、ＢａｍＨＩおよび
ＭｌｕＩで消化した（両方ともｐＳＧＥ７２８内では１箇所のみのカッターである）。こ
のＢａｍＨＩ－ＭｌｕＩフラグメントをゲル精製し、そしてｐＳＧＥ７２８のゲル精製し
たＢａｍＨＩ－ＭｌｕＩベクターフラグメントと連結した。あるいは、Ｖ６２変異を、Ｍ
ｌｕＩのような唯一の部位に架かるより長いオリゴヌクレオチドに組み込み得た。
【０１６８】
変異ヘモグロビンの大ライブラリー構築のために（この変異ヘモグロビンにおいて、２か
ら４個のアミノ酸が、実質的に無作為に同時に変異を受けている）、変異原性オリゴヌク
レオチドの設計、ＰＣＲ反応、そしてクローニング工程と、同様の手順を続けた。しかし
、時々、特定の変異原性オリゴマーから制限部位を省き、その代わりにクローニングに必
要な制限部位を、この特定の変異原性オリゴマーと部分的に重複し、そして有用な制限部
位に架かるプライマーを用いたその後のＰＣＲ増幅を通じてｐＳＧＥ７２８に組み込むこ
とが望ましかった。これらの増幅は、ｐＳＧＥ７２８およびグロビン配列を有する他の組
み換えプラスミドのような野生型グロビン配列の環境的な汚染物質を厳密に排除するよう
設計された条件下で実行される必要があった。潜在的にこれらの種の環境的な汚染物質は
、この増幅後の型に優先的に詰め込まれる。というのも、これらは、このオリゴマープラ
イマーの全長にアニールし得るが、標的の鋳型であるＰＣＲフラグメントは、このプライ
マーのより小さな部分でしかアニールし得ないからである。
【０１６９】
いくつかの例において、２つ以上の変異誘発されたＲＣＲセグメントを共に連結し、４つ
もの変異誘発された部位を含有するセグメントを作成した後に、適切に消化されたｐＳＧ
Ｅ７２８ベクター中にクローニングした。適切な大きさの連結産物を同定し、その後アガ
ロースゲル電気泳動により精製した。いくつかの例において、この精製工程を、目的の連
結産物を特異的に増幅するプライマーを用いたＰＣＲ増幅に先だって行ったか、またはそ
の後に行った。
【０１７０】
目的の位置での広範囲のアミノ酸置換を生じさせるために、目的の位置で縮重させた変異
原性オリゴマーを合成した。所定の位置での「無作為化」のために、２つの縮重オリゴマ
ーを合成した。そのうちの１つは、無作為化するコドンでＮ（Ｔ／Ａ／Ｃ）Ｔの配列を含
有し、もう一方は同じ位置で、（Ａ／Ｔ）（Ｔ／Ｇ）（Ｔ／Ｇ）の配列を含有した。これ
らの２つのオリゴマーをＰＣＲの前にプールし得たが、より通常は２つの独立したＰＣＲ
反応をこの組み合わせで使用し、ＰＣＲ産物をゲル電気泳動後の可視化により、（Ａｌｐ
ｈａＩｍａｇｅｒTM２０００　Ｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ＆Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ（Ａｌｐｈａ　Ｉｎｎｏｔｅｃｈ　Ｃｏｒｐ．Ｓａｎ　Ｌｅａｎｄｒｏ、ＣＡ）を
用いて）大ざっぱに定量した。定量後、それぞれのフラグメントの大ざっぱな等量物を、
その後のクローニング工程のためにプールし得た。この「無作為化」により、２０個の異
なるコドンが１６個の異なるアミノ酸置換を生じた。Ｆ、Ｉ、ＬおよびＳそれぞれに対し
て２つのコドンがあり；Ｄ、Ｒ、Ｎ、Ａ、Ｔ、Ｐ、Ｃ、Ｖ、Ｍ、Ｈ、ＷおよびＹのそれぞ
れに対して１つのコドンがあった。アミノ酸Ｅ、Ｋ、ＱおよびＧは、これらのライブラリ
ーにおける「無作為化」された位置には存在しなかった。
【０１７１】
ｐＳＧＥ７２８ベクターとの連結およびＥ．ｃｏｌｉへの形質転換に続いて、多くの（代
表的には２４～２８個の）独立した形質転換体を拾い上げ、それぞれの形質転換体におい
てクローン化された、変異誘発されたＰＣＲセグメントを配列決定した。プラスミド鋳型
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をＱＩＡｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ）を用いて調製
し、ＡｍｐｌｉＣｙｃｌｅTM　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅ
ｒ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用い、販売元のプロトコルに従って配列決定した
。配列決定は、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　３７７　ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ（Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｆ
ｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用いて実行し、そして分析した。配列を分析し、所定の
ライブラリー内でのアミノ酸置換の分布ならびにＤＮＡ配列決定におけるＰＣＲ誘導性の
エラーおよび合成オリゴマー誘導性のエラーの頻度を評価した。その後ライブラリー由来
のクローンを拾い上げ、後述のように分析した。
【０１７２】
（実施例２）
（αおよびβ変異体（Ｄｉ－αおよびＤｉ－ｄｉ－α）の構築）
αおよびβ変異をｐＳＧＥ７２８の誘導体中で結合し得た。代表的にこのような組み合わ
せは、αおよびβ配列を切り離す適切な制限エンドヌクレアーゼによるｐＳＧＥ７２８の
変異誘導体の切断工程、ｐＳＧＥ７２８の変異β誘導体のβ遺伝子を含む制限フラグメン
トのゲル精製工程、変異α誘導体のα遺伝子を含む制限フラグメントのゲル精製工程、こ
れら２つのフラグメントを共に連結する工程、Ｅ．ｃｏｌｉに形質転換する工程、および
α変異およびβ変異の両方の存在を確認するために、生じた形質転換体を分析する工程に
より達成され得た。
【０１７３】
残基Ｂ１０、Ｅ１１、Ｇ８およびＥ７でのαおよびβ変異に関して、このような組み合わ
せは、テトラサイクリン遺伝子内で切断するＢｓｐＨＩおよびβ遺伝子内（βコード配列
の開始点から約２８塩基対）で切断するＳａｃＩＩを用いたｐＳＧＥ７２８の変異誘導体
の消化により作製された。ＳａｃＩＩおよびＢｓｐＨＩ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉ
ｏＬａｂｓ、Ｂｅｒｖｅｒｙ、ＭＡ）を用い、販売元のプロトコルに従っての消化により
、２つのＤＮＡフラグメントを生じた（１つは、テトラサイクリン耐性遺伝子の一部およ
びその近接の全長β遺伝子を含有し、そしてアミノ酸残基Ｂ１０、Ｅ１１、Ｇ８およびＥ
７に対するコドンを含む長さ９３７ｂｐのフラグメント、ならびにテトラサイクリン耐性
遺伝子の一部および全長のα遺伝子を含有する第２の長さ２３１８ｂｐのフラグメント）
。これらの消化産物を、ＳｅａＫｅｍ（登録商標）ＧＴＧ（登録商標）アガロース（ＦＭ
Ｃ　ＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ、Ｒｏｃｋｌａｎｄ、ＭＥ）を用い販売元のプロトコルに従
って、（０．６～１．０）％のアガロースゲルでの電気泳動により、容易に分離し得た。
その後、ｐＳＧＥ７２８のβ変異誘導体由来の９３７ｂｐフラグメントをアガロースゲル
から削り取り、そしてＱＩＡＥＸＩＩ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＱＩＡ
ＧＥＮ　Ｉｎｃ．Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒｉｔａ、ＣＡ）を用い、販売元のプロトコルに従
って精製した。
【０１７４】
同様に、α変異を有するｐＳＧＥ７２８誘導体からの２３１８ｂｐフラグメントをまた、
ゲルから切り出して、そして精製し得る。これらの２つの精製されたフラグメントを、業
者のプロトコルに従い、Ｔ４リガーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ　Ｂｅ
ｖｅｒｌｙ，ＭＡ）を用いて共にライゲーションし得、そしてライゲーション産物を使用
してＥ．ｃｏｌｉを形質転換した。この目的のために、コンピーテント細胞として、Ｐｒ
ｏｍｅｇａ（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）から入手したＥ．ｃｏｌｉ株ＪＭ１０９を使用し得
る。しかしながら、Ｅ．ｃｏｌｉの他の株、そしてコンピーテント細胞の調製のための他
の種々の方法（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前出）もまた使用し得た。テトラサイクリン耐性形
質転換体に対する選択は、テトラサイクリン耐性遺伝子の再構成物について選択し、そし
てこれは、β遺伝子の再構成物と、ＳａｃＩＩ部位で、ほとんどいつも結合する。従って
、得られた個々の形質転換体を、α遺伝子およびβ遺伝子および総プラスミド構造につい
て、ＤＮＡ配列の決定によって分析するとき、９０％以上が、α変異およびβ変異の両方
を有する所望される形質変換体であることが見出される。配列決定分析のために、プラス
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ミド鋳型を、ＱＬＡｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（ＱＬＡＧＥＮ）を
用いて調製し得、ＡｍｐｌｉＣｙｃｌｅTMＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｐｅｒｋｉｎ
　Ｅｌｍｅｒ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用いて、業者のプロトコルに従い、配
列決定し得る。配列決定はＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　３７７　ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌ
ｉｍｅｒ，ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）で行い、そして分析した。
【０１７５】
いくつかの目的のために、αおよびβの両方においてアミノ酸置換を有する組換えヘモグ
ロビンを産生すること、そしてその中で、２つのαサブユニットまたはβサブユニットが
一般的に、一つ以上のグリシンまたは他のアミノ酸残基を含むリンカー（例えば、米国特
許第５，８４４，０８９号に記載される）によって融合されることが所望される。好まし
くは、２つのαサブユニットを融合し、「ジ－α（ｄｉ－ａｌｐｈａ）」グロビンを作製
する。このような「ジ－α」融合物の構築のために、方法がＬｏｏｋｅｒら、Ｎａｔｕｒ
ｅ　３５６：２５８－２６０（１９９２）中で記載されており、そしてこれらの方法は、
任意の変異型α遺伝子の、ジ－αバージョン（ｖｅｒｓｉｏｎ）を構築するのに適応され
得た。このようなジ－α変異体を、上記に記載したような、目的の任意のβ変異体と容易
に結合し得た。
【０１７６】
いくつかの目的のために、ジ－αおよびβの両方においてアミノ酸置換を有する組換えヘ
モグロビンを産生すること、そしてその中で、ジ－αサブユニットが一般的に、ペプチド
リンカーによって融合され、ゆえに、「ジヘモグロビン」または「ジ－ジ－α」分子が生
成されることが所望される。ジ－ヘモグロビンを生成するための、例えば「ジ－ジ－α」
融合物または他のグロビン融合物の構築のために、方法が米国特許第５，８４４，０９０
に記載され（本明細書中で参考文献として援用される）、そしてこれらの方法は、任意の
変異型α遺伝子のジ－ジ－αバージョンの構築に適応され得た。このようなジ－ジ－α変
異体を、上記に記載のように、目的の任意のβ変異体に容易に結合し得た。
【０１７７】
（実施例３）
（組換え変異型ヘモグロビンＳＧＥ３９５９、ＳＧＥ３９３７およびＳＧＥ３４８７の構
築）
上記に記載のような酸化窒素変異型ヘモグロビンに対して、標準分子クローニング技術を
用いた。以下はヘモグロビンＳＧＥ３９５９およびＳＧＥ３９３７を得るために、本出願
によって使用されたクローニング方法の概要である。代替のクローニング方法は、分子遺
伝学分野の当業者によって容易に発明され得た。
【０１７８】
（３９３７の構築）
（Ｓ９Ｃをβへクローン化：）
最初の過程で、ＰＣＲを用いてＰｏｒｔｏ　Ａｌｅｇｒｅ変異（β　Ｓｅｒ９Ｃｙｓ）を
クローン化した。ＰＣＲの鋳型は，ＳＧＥ３４０５からの３－グリ－ジ－αプラスミドで
あった。このプラスミドはβ遺伝子中にプレスビテリアン（Ｐｒｅｓｂｙｔｅｒｉａｎ）
（Ｎ１０８Ｋ）変異を含んでおり、それは新しいＰｏｒｔｏ　Ａｌｅｇｒｅ構築物中で、
野生型（Ｎ１０８）に変化した。センスＰＣＲプライマー（ＪＰＲ３４）を、β遺伝子の
５’末端で、設計した。このプライマーはＢｓｐＥＩクローニング部位および新しいＣｙ
ｓ９コドンを含んでいた（注意：その結果ＳａｃＩＩクローニング部位は崩壊される）。
アンチセンスＰＣＲプイライマー（ＪＰＲ３５）はＳｐｅＩクローニング部位を、β遺伝
子（野生型Ｎ１０８についてコードし、そしてＣｙｓ９３をＡｌａに変換する）中に含ん
でいた。結果として生じるＰＣＲ産物を、ＢｓｐＥＩおよびＳｐｅＩで消化し、ＳＧＥ３
４０５からＢｓｐＥＩ／ＳｐｅＩ骨格フラグメントへサブクローニングした。ライゲーシ
ョン反応液をＪＭ１０９に形質転換し、そして候補をミニプレップ（ｍｉｎｉｐｒｅｐ）
して、そして配列決定した。正しい候補を発現宿主株へ形質転換し、そしてヌクレオチド
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配列決定によって確認し、そしてそれをｐＳＧＥ１８３０と表した。
【０１７９】
（Ｓ９ＣをＳＧＥ３０１１へ追加：）
第二の過程では、Ｐｏｒｔｏ　Ａｌｅｇｒｅ変異（βＳｅｒ９Ｃｙｓ）を、「切り貼り（
ｃｕｔ－ａｎｄ－ｐａｓｔｅ）」クローニングによって、酸化窒素変異体ＳＧＥ３０１１
（Ｌ２９ＷＨ５８Ｑ　１－グリ－ジ－α；Ｖ６７Ｗβ）に加えた。制限酵素ＢｓｐＥＩお
よびＮｃｏＩを用いて、ＳＧＥ３０１１を消化することによって、骨格フラグメントを調
製した。ＢｓｐＥＩおよびＮｃｏＩを用いて、ｐＳＧＥ１８３０（上記に記載した）を消
化することによって、βＳ９Ｃ変異を含む挿入フラグメントを調製した。フラグメントを
共にライゲーショし、そして生じたプラスミドをＪＭ１０９へ形質転換し、そして全ヘモ
グロビンコード領域のヌクレオチド配列決定によって確認した。最終構築物を発現宿主株
へ形質転換し、そしてヌクレオチド配列決定によって確認した。正しい候補を株ＳＧＥ３
７４４（ｐＳＧＥ１８４３）と表した。
【０１８０】
（Ｃ９３Ａを追加：）
次の過程はβＣ９３Ａ変異の追加を含んでいた。この構築は「切り貼り（ｃｕｔ－ａｎｄ
－ｐａｓｔｅ）」クローニングを用いて行った。この骨格は、ＳＧＥ３７４４（上記に記
載）からの、ＫｐｎＩ／ＥｃｏＲＩ消化されたプラスミドであった。この挿入物は、βＣ
９３Ａ配列を含んでいるＳＧＥ３７３１（最初のＰｒｏｔｏ　Ａｌｅｇｒｅクローン）か
らの約１２０ｂｐのＫｐｎＩ／ＥｃｏＲＩフラグメントであった。２つのフラグメントを
共にライゲーショし、ＪＭ１０９へ形質転換し、そして結果として生じたクローンを制限
消化および配列決定によって確認した。正しいクローンを発現宿主株へ形質転換し、そし
て全ヘモグロビンコード領域のヌクレオチド配列決定によって確認した。正しい候補をＳ
ＧＥ３７４８（ｐＳＧＥ１８４７）と表した。
【０１８１】
（βＴ８７Ｑを追加：）
βＴ８７Ｑ変異を、ＰＣＲを用いてＳＧＥ３０１１バックグランドへ導入した。プライマ
ーは、最初にＴ８７ＱをｒＨｂ１．１バックグランドへ導入するために使用した。センス
プライマーはＣＢＧ１２４で、それはβ遺伝子の５’末端に位置する野生型配列である。
アンチセンスプライマーはＣＢＧ２４７で、それはＴ８７Ｑ変異を導入し、ＳａｃＩクロ
ーニング部位を含んでいる。ＰＣＲの鋳型はＳＧＥ３０１１（ｐＳＧＥ１４１０）からの
プラスミドであった。ＰＣＲ産物を精製し、そして末端にＳａｃＩＩおよびＳａｃＩを結
合した。ＳａｃＩＩおよびＳａｃＩで消化することによって、ｐＳＧＥ１４１０から、骨
格フラグメントを調製した。ＳａｃＩＩ／ＳａｃＩ消化したＰＣＲ産物を、ＳａｃＩＩ／
ＳａｃＩ処理したＳＧＥ３０１１骨格へライゲーションし、そしてＪＭ１０９へ改質転換
した。ＤＮＡ配列決定によって確認した後、正しいプラスミドを発現宿主株へ形質転換し
た。所望される変異体をヌクレオチド配列決定によって確認し、株番号ＳＧＥ３９５９（
ｐＳＧＥ３００６）と表した。
【０１８２】
（βＫ８２Ｄとの結合：）
次は、βＴ８７Ｑ変異をβＫ８２Ｄを含むプラスミドへ追加する必要があった。新しい変
異体を、「切り貼り」クローニングによって、ＳＧＥ３０１１　ＮＯ変異に加え、βＴ８
７Ｑ変異を含むＳＧＥ３９５９（上記を参照のこと）からのＢｓｐＥＩ／ＫｐｎＩ骨格を
使用して、構築した。挿入フラグメントは、ＳＧＥ３０１１からの酸化窒素変異Ｖ６７Ｗ
を有するＳＧＥ３０１０からの、約２３５ｂｐのＢｓｐＥＩ／ＫｐｎＩフラグメントであ
り、その新しい変異体へＰｒｏｖｉｄｅｎｃｅ　Ｋ８２Ｄ変異を加えた。挿入フラグメン
トを骨格フラグメントへ結合した。結果生じたプラスミドを、発現宿主株へ形質転換した
。変異体をヌクレオチド配列決定によって確認し、そして株番号ＳＧＥ３９６５へ入れた
。結果生じたヘモグロビンは、１－グリ－ジ－α－Ｌ２９ＷＨ５８Ｑ、β－Ｖ６７ＷＫ８
２ＤＴ８７Ｑ（ｐＳＧＥ３０１２）である。
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【０１８３】
（Ｖ６７ＷＫ８２ＤＴ８７ＱとＳ９ＣＣ９３Ａとの結合：）
次の過程はβＳ９ＣおよびＣ９３Ａ変異の追加を含んでいた。新しい構築を、「切り貼り
」クローニングによって、ＳＧＥ３９６５（上記に記載した）からのＢｇｌＩＩ／Ｓａｃ
Ｉβフラグメントを用いて、行った。このフラグメントを、ＳＧＥ３７４８（上記に記載
した）からのＢｇｌＩＩ／ＳａｃＩ骨格へサブクローニングした。所望するヘモグロビン
は、１－グリ－ジ－α－Ｌ２９ＷＨ５８Ｑ；β－Ｓ９ＣＶ６７ＷＫ８２ＤＴ８７ＱＣ９３
Ａである。ライゲーション溶液をＪＭ１０９へ形質転換した。候補を、ＤＮＡ配列決定分
析によって確認し、そして正しい候補を、発現宿主株へ形質転換し、そして全ヘモグロビ
ンコード領域のヌクレオチド配列決定によって確認した。該株をＳＧＥ３９７３（ｐＳＧ
Ｅ３０１９）と表した。
【０１８４】
（Ｄ７３Ｋを追加：）
最初に、βＤ７３Ｋ変異をＫ８２Ｄとの組み合わせで、ＰＣＲによってＳＧＥ３０１１中
のプラスミドへクローン化した。βＶ６７Ｗを含むＳＧＥ３０１１のプラスミドをＰＣＲ
での鋳型として、ＣＢＧ３１６（Ｄ７３ＫＫ８２Ｄ）およびＣＢＧ１２４と共に使用した
。産物を精製し、そしてＢｓｐＥＩおよびＫｐｎＩで消化した。ＳＧＥ３０１１からのプ
ラスミド（ジαＬ２９ＷＨ５８Ｑ、βＶ６７Ｗを含む）を、上記のように消化し、精製し
、ＳＡＰ処理し、そして大きなフラグメントをゲル精製した。このフラグメントおよびＰ
ＣＲ産物をライゲーションし、そしてライゲーション反応液を、発現宿主細胞に形質転換
し、ＳＧＥ３９２５（ｐＳＧＥ２０４４）で表される株の候補を産生した。
【０１８５】
所望されるβ変異（Ｄ７３Ｋを除く）の全てを含むＳＧＥ３９７３（上記）からのプラス
ミドを、ＢｇｌＩＩおよびＫｐｎＩで消化し、精製し、ＳＡＰ処理し、そして大きなフラ
グメントをゲル精製した。ＳＧＥ３９２５（上記）からのプラスミド（αＬ２９ＷＨ５８
Ｑ、βＶ６７ＷＤ７３ＫＫ８２Ｄを含む）を上記のように消化し、小さなフラグメントを
ゲル精製した。これらのフラグメントをライゲーションし、ライゲーション反応液を発現
宿主細胞に形質転換した。形質転換株を増殖し、ミニプレップし、そしてグロビンコード
領域を配列決定した。正しい形質転換株をＳＧＥ３９３３と表し、そしてプラスミドをｐ
ＳＧＥ３０５２と表した。
【０１８６】
（製造株への移入：）
ｐＳＧＥ３０５２をミニプレップし、そしてｈｅｍＨ遺伝子の、１つの外部の染色体コピ
ーを有するＥ．ｃｏｌｉの発現宿主細胞に形質転換した。形質転換株を増殖し、ミニプレ
ップし、そしてグロビンコード領域を配列決定した。正しい形質転換株をＳＧＥ３９３７
と表した。
【０１８７】
（３９５９の構築）
（βＴ８７Ｑを追加：）
βＴ８７Ｑ変異体を、ＰＣＲを用いてＳＧＥ３０１１バックグランドへ導入した。初めは
、プライマーを用いて、Ｔ８７ＱをｒＨｂ１．１バックグランドへ導入した。センスプラ
イマーはβ遺伝子の５’末端に位置する野生型配列であるＣＢＧ１２４である。アンチセ
ンスプライマーはＣＢＧ２７４であり、それはＴ８７Ｑ変異を導入し、ＳａｃＩクローニ
ング部位を含む。ＰＣＲの鋳型は、ＳＧＥ３０１１からのプラスミド（ｐＳＧＥ１４１０
）であった。ＰＣＲ産物を精製し、そして末端にＳａｃＩＩおよびＳａｃＩを結合した。
骨格フラグメントをｐＳＧＥ１４１０から、ＳａｃＩＩおよびＳａｃＩで消化することに
よって、調製した。ＳａｃＩＩ／ＳａｃＩ消化したＰＣＲ産物を、ＳａｃＩＩ／ＳａｃＩ
消化したＳＧＥ３０１１骨格へライゲーションし、そしてＪＭ１０９へ形質転換した。Ｄ
ＮＡ配列決定分析によって決定した後、正しいプラスミドを、Ｅ．ｃｏｌｉ（ｈｅｍＨ遺
伝子の２つの外部の染色体コピーおよびスペクチノマイシン耐性を有する染色体遺伝子を
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有する）の発現宿主株へ形質転換した。形質転換株を増殖し、ミニプレップし、そしてグ
ロビンコード領域を配列決定した。正しい形質転換株はＳＧＥ３９５９（ｐＳＧＥ３００
６）と表した。
【０１８８】
（３４８７の構築）
ＳＧＥ３４８７を、ＳＧＥ３９５９と同じプラスミド（ｐＳＧＥ３００６）から発現させ
、そして同じタンパク質配列を有するヘモグロビンの発現を生じさせる。従って、これを
、ＳＧＥ３９５９について示されたプロトコールに従って構築する。しかし、ＳＧＥ３４
８７を、ＳＧＥ３９５９とは異なる細菌宿主株において発現させる。ＳＧＥ３４８７を、
ｈｅｍＨ遺伝子の１つのみの染色体外コピーを有し、かつスペクチノマイシン耐性を付与
する染色体遺伝子を有さないＥ．ｃｏｌｉ株において発現させる。異なる抗生物質耐性に
よって、ＳＧＥ３４８７またはＳＧＥ３９５９のいずれかについて選択するための手段が
提供される。
【０１８９】
（実施例４）
（副作用減少ヘモグロビン候補の産生）
多数のヘモグロビン改変体を産生するために、改変体ヘモグロビンをコードする組換えプ
ラスミド（例えば、ｐＳＧＥ７２８の誘導体）を含むＥ．ｃｏｌｉを、代表的に、振盪フ
ラスコ（通常、約５０ｍｌ容量）において増殖させた。約０．２％の酵母抽出物を補充し
た一般に規定された培地を、細胞増殖のために使用し、そしてテトラサイクリン（一般的
に、１５μｇ／ｍｌ）を添加して、組換えプラスミドの維持について選択した。ヘモグロ
ビン遺伝子の発現を、ＩＰＴＧの添加（通常、１００μＭの濃度）によって誘導し、そし
て誘導時で通常５０μｇ／ｍｌの最終濃度までヘミンを添加した。細胞を、一般的に、２
８℃で増殖および誘導した。定常期まで増殖された細胞（例えば、代表的には、飽和した
一晩の培養物）は、ＩＰＴＧおよびヘミンを含有する培地中に直接的に接種され得る（一
般的に、１／５０～１／１０００の希釈範囲にて）か、またはこのような培養物は、ＩＰ
ＴＧおよびヘミンを含まない培地中に接種され得、対数期（例えば、Ａ600において、０
．４～０．７　ＯＤ）まで増殖され得、次いで、ヘミンを伴うＩＰＴＧの添加（代表的に
、誘導時に培養物に添加される）によって、誘導され得る。培養物は、一般的に、一晩（
約１４～２０時間）の誘導条件下で増殖されたが、より短い時間（例えば、６時間）もま
た使用され得る。この時間の最後に、細胞を遠心分離によってペレット化し、そしてこの
ペレット化された細胞を、－８０℃にて凍結させそして保存したか、または直ぐに処理し
たかのいずれかに供した。
【０１９０】
組換えヘモグロビンを、Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ　Ｚｎ－Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ　Ｓｅｐｈａｒ
ｏｓｅ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を使用する小規模カラムクロマトグラフィーによって精製
した。精製の間、細胞、溶解産物、すべての緩衝液、および溶出したヘモグロビンは、可
能な限り、氷上での冷却を維持した。代表的に、５０ｍｌ培養物のペレットを、氷冷却し
た１．０ｍｌの２５ｍＭのテトラホウ酸ナトリウムで再懸濁し、そして１．７ｍｌのエッ
ペンドルフチューブに移した。細胞を、通常、超音波処理によって溶解したが、リゾチー
ムによる酵素的溶解もまた使用され得る。超音波処理された溶解産物を、遠心分離（一般
的に、４℃にて１５～２０分間、約１４，０００×ｇ）、次いで、２０μｌの２０ｍＭの
酢酸亜鉛の添加によって清澄化した。上清を、以下のようにして予め平衡化された約１５
０～２００μｌのカラムにロードした：
２～１０カラム容量の０．５Ｍ　ＮａＯＨ
６～１０カラム容量の０．５Ｍ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（０℃にてｐＨ
８．１）
３～１０カラム容量の２０ｍＭ酢酸亜鉛
６～１０カラム容量の０．５Ｍ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（０℃にてｐＨ
８．１）。
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【０１９１】
ローディング後、カラムを、少なくとも９カラム容量の０．５Ｍ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（０℃にてｐＨ８．１）、次いで、少なくとも３カラム容量の０．０５
Ｍ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（０℃にてｐＨ８．１）で洗浄し、次いで、
３０ｍＭ　ＥＤＴＡを含む所望の緩衝液（例えば、０．１Ｍリン酸ナトリウム（ｐＨ７．
０））約１．０ｍｌで溶出した。ヘモグロビンを、代表的に、約２００～４００μｌの容
量において回収した。これらのサンプルを、種々の試験において使用し得る。すぐに使用
しない場合には、サンプルを－８０℃で凍結および保存した。より多量の量は、［ｐｒｏ
ｄｕｃｅ　Ｍｉｌｎｅ／Ｐｌｏｍｅｒ　ｐａｔｅｎｔ　ｃｉｔｅ］（本明細書中で参考と
して援用される）において教示された技術を使用して調製され得る。
【０１９２】
（実施例５）
（副作用減少ヘモグロビンの精製）
すべての分子（モノマーおよびダイマー）を、まず、固定化金属アフィニティクロマトグ
ラフィー（ＩＭＡＣ）によって捕捉し、そしてさらに、米国特許第５，８４０，８５１号
（本明細書中で参考として援用される）に記載のように処理した。次いで、ヘモグロビン
溶液を、さらなる精製のために、適切なロード緩衝液中にダイアフィルトレーションした
。モノマーヘモグロビンについて、適切なロード緩衝液は、陰イオン交換カラム（Ｑ　Ｓ
ｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ、Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）上への
ローディングのための２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ９．０）であった。１５ｇ／Ｌでカラム
上にロードされたタンパク質を、３カラム容量の１２．５ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．８）
で洗浄する。次いで、タンパク質を、２～３カラム容量の１２．３ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ
７．６）中に溶出するか、またはタンパク質のｐＩが７．５未満である場合には、タンパ
ク質を、適切なｐＨのＢｉｓ－Ｔｒｉｓ緩衝液中に溶出した。ｐＩを使用して、各タンパ
ク質（モノマーおよびダイマーの両方）について適切な洗浄条件および溶出条件を決定し
た。いくつかのヘムポケット変異体の表面上の特定の変異が、この値に影響を及ぼすこと
が見出された。ダイマーヘモグロビンについて、適切なロード緩衝液は、セラミックヒド
ロキシアパタイト（ＣＨＴ）カラム（ＢｉｏＲａｄ）上へのローディングのための１０ｍ
Ｍ　ＫＰｉ（ｐＨ７．０）か、または疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）カラ
ム（ＢｉｏＲａｄ）上へのローディングのための２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ８．０）であ
った。タンパク質を、２０ｇ／ＬでＣＨＴカラムにロードし、次いで、このカラムを、８
カラム容量の３０～４０ｍＭ　ＫＰｉ（７．０）で洗浄した。５カラム容量の８５～９０
ｍＭ　ＫＰｉ（ｐＨ７．０）を使用して、カラムからタンパク質を溶出した。ＨＩＣカラ
ムを使用する場合、タンパク質を、１５ｇ／Ｌでロードし、次いで、５カラム容量の１．
２Ｍ硫酸アンモニウム／２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ８．０）でカラムを洗浄した。タンパ
ク質を、３カラム容量の１Ｍ硫酸アンモニウム／２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ８．０）を用
いて溶出した。ＣＨＴカラムおよびＨＩＣカラムの両方についての洗浄工程を発展させて
、ジヘモグロビンおよびより大きな分子はカラムに結合させたまま残して、モノマーヘモ
グロビンを溶出させることを可能にした。いずれかのカラムからのプールを、ダイアフィ
ルトレーションして、陽イオン交換カラムへのローディングのために調製した。陽イオン
交換工程は、ジヘモグロビンから残存するモノマーヘモグロビンを洗い流して、ジヘモグ
ロビンプール（これは、サイズに基づいて、９８％純粋であった）を生じるように設計し
た。陽イオン交換カラムは、Ｓｕｐｅｒ　Ｑ　６５０Ｍ（ＴｏｓｏＨａｓｓ）であった。
このカラムを、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ９．０）で平衡化し、そして１５ｇ／Ｌのタン
パク質をカラムにロードした。次いで、このカラムを３カラム容量の１０～１５ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ（ｐＨ７．６～７．８）で洗浄し、タンパク質を、３カラム容量の１５～３０ｍＭ
　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．６～７．８）中において溶出した。または、ｐＨが７．３～７．６
の間であった場合には、Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ緩衝液を使用した。このポイントからのタンパ
ク質を、米国特許第５，８４０，８５１号に記載のように取り扱った。精製後、タンパク
質を、重合化するか、または使用のための処方緩衝液中にダイアフィルトレーションする
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かのいずれかに供した。
【０１９３】
（実施例６）
（グルタルアルデヒド架橋された副作用減少ヘモグロビンの調製）
以下の条件を使用して、デオキシヘモグロビンＳＧＥ３０１１を重合化した。
【０１９４】
（材料）
脱気された、水中２％グルタルアルデヒド（Ｓｉｇｍａ　Ｇｒａｄｅ　Ｉ製、２５％グル
タルアルデヒドストック）
脱気された、０．０５Ｎ　ＮａＯＨ中０．９２Ｍ　ＮａＢＨ4

デオキシＳＧＥ３０１１；約３００ｇ、ＣＨＴロード緩衝液（１０ｍＭ　ＫＰｈｏｓ（ｐ
Ｈ７．０））中５０±５ｇ／Ｌ。
【０１９５】
（装置）
反応を、約２０Ｌのタンク、再循環ループ、ポンプ、および付属したダイアフィルトレー
ションメンブレンを備える、２ｎｄ　Ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ（ＵＦ－２）シス
テム装置において実施する。
【０１９６】
【化３６】

（方法）
グルタルアルデヒド添加物を、再循環ポンプの入口のすぐ上流位置で、シリンジポンプに
マウントされたシリンジを使用して投与する。重合化反応を、注入セットの終了時にヘモ
グロビンに対して最終的に１３．５：１モル濃度過剰のグルタルアルデヒドを達成するた
めに、１５または２０分間ずらして３回２％グルタルアルデヒドの等量添加を行うことに
よって開始する。各注入を、２．５分間のタイムスパンにわたって投与する。
【０１９７】
混合を、再循環ポンプの速度を調節することによって達成する。０の時点で、ポンプを、
４０Ｈｚに設定する。４０Ｈｚの速度を、一連の注入の間、およびその後１０分間にわた
って維持する。次いで、この速度を、反応がクエンチされる準備が整ったことがモニタリ
ング（以下を参照のこと）によって示されるまで、２０Ｈｚに緩徐化させる。
【０１９８】
０の時点で、反応温度は６～７℃である。再循環ポンプが、４０Ｈｚで反応物を混合して
いる相の間は、温度を１５～１７℃まで上昇させる。次いで、ポンプを２０Ｈｚに設定す
る場合に、温度を１５～１７℃で維持する。
【０１９９】
反応のモニタリングは、高速高圧サイズ排除クロマトグラフィー方法を使用する、ポリマ
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ー分子量分配（ｐｏｌｍｅｒ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔ
ｉｏｎ）の近実時間分析（ｎｅａｒ－ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ）を含む。
０の時点およびその後の各１０分間目に、０．２５ｍＬのサンプルをリアクターから得て
、そして冷却した改変リンゲル塩類溶液（９６ｍＭ　ＮａＣｌ、４ｍＭ　ＫＣｌ）中にお
いて４０倍に希釈した。次いで、２５μＬの希釈サンプルを、Ｔｏｓｏ－Ｈａａｓ　ＴＳ
Ｋ　ＱＣ－ＰＡＫ　ＧＰＣ３００　ＳＥＣ－ＨＰＬＣカラムにおいて泳動する。カラム緩
衝液は、５０ｍＭ　ＮａＰｈｏｓ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ（ｐＨ６．６）である。カラム
を、３０℃にて７．５分間、１．０ｍＬ／分で泳動する。
【０２００】
クロマトグラフィーのモニタリングによって、所望されるサイズ分配が示された場合に、
注入された総グルタルアルデヒドに対して最終的に４倍モル濃度過剰のボロヒドリドを達
成するためにＮａＢＨ4をボーラス注入することによって（シリンジポンプのシリンジを
介して）、反応をクエンチする。再循環ポンプの速度を、注入およびその後１０分間にわ
たって４０Ｈｚに上昇させ、次いで、１０Ｈｚに低下し戻す。
【０２０１】
クエンチ後、溶液を、１０　ＴＯＶの脱酸素化ＣＨＴロード緩衝液に対してＭｉｌｌｉｐ
ｏｒｅ　１０Ｋ　ＰＥＳメンブレンを通してダイアフィルトレーションして、過剰のボロ
ヒドリドおよび低分子量の添加物を除去する。次いで、この溶液を、酸素負荷したＣＨＴ
ロード緩衝液に対して手短にダイアフィルトレーションして、迅速なヘモグロビン酸素負
荷をもたらす。
【０２０２】
所望されるポリマーの精製のために、次いで、ポリマー混合物を、ＢｉｏＲａｄ　８０ミ
クロン粒子サイズＩ型セラミックヒドロキシアパタイト（ＣＨＴ）（予め酸素飽和ＣＨＴ
ロード緩衝液中で平衡化）の１４Ｌ　ＢＰＧ３００カラム（２０ｃｍベッド）上にロード
する。次いで、クロマトグラフィーを、低生体負荷（ｂｉｏｂｕｒｄｅｎ）条件下で酸素
飽和緩衝液を用いて、８℃にて２００ｃｍ／時間の線形流速で実施する。ローディング後
、このカラムを、１カラム容量（ＣＶ）のロード緩衝液（１０ｍＭ　ＫＰｈｏｓ（ｐＨ７
．０））で洗浄して、非常に高いＭＷのポリマーを除去する。引き続いて、このカラムを
、１０ＣＶの洗浄緩衝液（７５ｍＭ　ＫＰｈｏｓ（ｐＨ７．０））で洗浄して、モノマー
ヘモグロビンを除去する（いくらかのダイマーおよびより高次のＭＷのオリゴマーもまた
、この工程で除去される）。次いで、このカラムを、３ＣＶの２００ｍＭ　ＫＰｈｏｓ（
ｐＨ７．８）で溶出して、所望されるポリマーを放出する（ＣＨＴ溶出緩衝液のｐＨは、
最終処方物についてのｐＨ所要量に依存して、７．０～７．８で変動した）。次いで、所
望されるポリマーのプールを、処方物緩衝液中にダイアフィルトレーションして、溶出塩
類を除去し、そして使用のための生成物を調製する。
【０２０３】
（実施例７）
（ビスマレイミドトリポリエチレングリコール架橋した減少した副作用のヘモグロビンの
調製）
以下の条件を使用して、ＳＧＥ３９３７をポリマー化した。
【０２０４】
（材料）
オキシヘモグロビンＳＧＥ３９３７：１５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ緩衝液
（ｐＨ７．７）中に４０±５ｇ／Ｌで約４００ｇ（ヘモグロビン濃度の分光光度測定に基
づく）。
【０２０５】
ＢＭ[ＰＥＧ］3ストック溶液：適切な量のビスマレイミドトリポリエチレングリコール（
ＢＭ[ＰＥＧ］3）を適切な体積のＷＦＩと混合して、必要な試薬（ポリマー化試薬対ヘモ
グロビンが０：９．１モル比の計算に基づく）よりわずかに過剰な試薬を（所望の濃度で
）作製することによって、０．５ｇ／Ｌ溶液をＣｌａｓｓ　１００フード中で調製した。
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次いで、この溶液を、０．２ミクロン膜を通して濾過した。
【０２０６】
Ｎ－エチルマレイミド：４０ｍＭ　Ｎ－エチルマレイミド（ＮＥＭ）の０．５リットル溶
液を、４９７．５ｇのＷＦＩに２．５ｇのＮＥＭ粉末を添加することによって調製した。
この溶液を、０．２ミクロン膜を通して濾過した。
【０２０７】
（装置）
この反応を、７０Ｌステンレス鋼リアクター中で実施した。このリアクターは、可変速混
合攪拌機、温度調節用グリコールジャケット、およびサンプル取り出し用ポート、試薬添
加用ポート、および大気（ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ）制御用ポートを備える。
【０２０８】
（方法）
このリアクターを、このプロセス全体を通じて冷室の周囲温度（６～１０℃）に維持した
。目標初期濃度（４０±５ｇ／Ｌ）の適切な体積の酸素化ＳＧＥ３９３７を、Ｕｌｔｒａ
ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎシステム２（ＵＦ－２）から大気条件下のこのリアクターへと移し
た。一旦このリアクター中のヘモグロビンの体積パラメーターおよび濃度パラメーターを
確認すると、この攪拌機を設定して、泡／気泡生成が最小で混合が生じるようにした。一
方、このＢＭ[ＰＥＧ］3ストック溶液を調製し、そして０．８：１のモル比へのポリマー
化に必要な体積を、小さい圧力缶に移した。この圧力缶は、ペリスタポンプを通るチュー
ビングを介してこのリアクターに取り付け得る。その後、この圧力缶からリアクターへの
ＢＭ[ＰＥＧ］3溶液を、３０分間に移すような速度でポンピングすることによって、反応
を開始した。
【０２０９】
この反応を、ＴｏｓｏＨａａｓ　ＴＳＫ－Ｇ３０００ＳＷ×１　ＨＰＬＣサイズ排除クロ
マトグラフィー（ＳＥＣ）カラムを使用してモニターした。最初の添加が完了した後の時
間０および１５分にて、０．２５ｍＬのサンプルをこのリアクターから得、そして１ｇ／
Ｌ濃度に希釈した。希釈した２０μＬのサンプルを、その後、Ｈｅｗｌｅｔｔ－Ｐａｃｋ
ａｒｄ　ＨＰ１０９０Ｍクロマトグラフィーワークステーション上で、カラム上を流した
。カラム緩衝液は、５０ｍＭ　ＮａＰｈｏｓ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ６．６であっ
た。カラムは、０．５ｍＬ／分で、３０℃で２５分間流した。
【０２１０】
最初の反応が進行した一方で、ポリマー化試薬の第２のアリコートを、添加圧力かに添加
した。添加した体積は、さらなる０．１×モル当量のＢＭ[ＰＥＧ］3をこの反応に与える
程度（そして最終的に０．９：１モル比のポリマー化試薬：ヘモグロビン）だった。この
最初の反応の完了後、リアクター内の体積を（１５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１５０ｍＭ　ＮａＣ
ｌ、ｐＨ７．７を使用して）調整して、１０～１５ｇ／Ｌの間のヘモグロビン濃度を得る
ようにした。その後、第２のＢＭ[ＰＥＧ］3添加を、第１の添加速度と同じ添加速度を使
用して開始した。さらに１０分間の反応時間の後、別のサンプルを引き出し、希釈し、そ
して上記のようにＳＥＣ分析した。
【０２１１】
第２の添加および反応が進行した間に、添加圧力缶をＷＦＩで十分にリンスした。ヘモグ
ロビンより１，５×モル過剰を得るために、適切な体積の４０ｍＭ　ＮＥＭを、この圧力
缶に移した。所望のポリマー分子量分布を確認した後、この反応を、リアクターへのＮＥ
Ｍの大量瞬時添加によりクエンチした。クエンチした反応混合物のポリマー分布を、上記
のようにＳＥＣによりモニターした。
【０２１２】
クエンチングの後、この溶液を酸素条件下でＵＦ－２へと戻した。このポリマー溶液を、
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　１００Ｋ再生セルロース膜を通して酸素化処方緩衝液に対して限外
濾過し、過剰なＢＭ[ＰＥＧ］3およびＮＥＭを除去した。その生成物を、０．２μフィル
ターを通して濾過して、最終充填用生成物を調製した。
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【０２１３】
（実施例８）
（長期貯蔵されたヘモグロビン組成物におけるヘモグロビン凝集体沈殿形成の評価）
ｒＨＢ１．１、ＳＧＥ３０１１、またはＳＧＥ３９５９を含むヘモグロビン組成物を、３
ヶ月間にわたるヘモグロビン凝集体および沈殿の形成について試験した。メトヘモグロビ
ンが凝集体形成に関与したので、処方緩衝液中の３つのヘモグロビンの１０ｇ／ｄｌ溶液
を、１０％メトヘモグロビン含量に標準化した。このヘモグロビン溶液を、３ヶ月間２５
℃で一定温度で貯蔵した。各ヘモグロビン溶液の２５ｍＬサンプルを、２週目、４週目、
６週目、８週目および１２週目に採取した。各サンプルを、１１２，０００ｇで１時間超
遠心分離した。そのペレットを洗浄し、そして１０分間再遠心した。ペレット化したタン
パク質沈殿を０．１％　ＳＤＳ中で再溶解し、そしてタンパク質吸光度を２９２ｎｍで読
取り、そしてタンパク質濃度を、タンパク質標準曲線との比較によって定量した。この実
験の結果を、サンプル中の総ヘモグロビン（ＴＨｂ）１ｇあたりの沈殿ｍｇ（ＰＰＴ）と
して図１１に示す。この図にて理解され得るように、β　Ｔ８７Ｑ変異を含むＳＧＥ３９
５９は、その他は同一であるＳＧＥ３０１１またはｒＨｂ１．１よりも、この３ヶ月貯蔵
にわたり顕著に少ない沈殿を生成した。
【０２１４】
（実施例９）
（オキシヘモグロビンと酸化窒素との間の反応の測定）
酸化窒素をＮａＯＨペレットのカラムに通し、そしてこれを使用して眼圧計を徹底的に流
した。嫌気性緩衝液（０．１Ｍリン酸化ナトリウム、ｐＨ７．４）をこの眼圧計に注入し
、そしてこの酸化窒素で平衡化して、ストック溶液を作製した。このストック溶液の希釈
物を、嫌気性緩衝液を含むガラスシリンジ中で作製した。酸化窒素とのオキシヘモグロビ
ンの反応の時間経過を、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｃｓストップドフローデ
バイスを使用して、４２０ｎｍおよび４０２ｎｍで収集した。温度は２０℃であった。デ
ータを収集し、そしてＡｐｐｌｉｅｄ　Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｃｓにより供給されるソフ
トウェアプログラム！ＳＸ．１７ＭＶを使用して分析した。
【０２１５】
表１は、この本願にて記載される生物学的実験にて使用される種々の変異体ヘモグロビン
についての酸化窒素反応性データを提供する。他の変異体ヘモグロビンについてのさらな
るデータは、全体が参考として本明細書により援用されるＷＯ／９８／５０４３０にて見
出され得る。
【０２１６】
（実施例１０）
（アカゲザルへのヘモグロビン組成物の投与後の心臓損傷形成の評価）
滅菌タンパク質溶液として調製した細胞外ヘモグロビン処方物（下記表２を参照のこと）
を、投与の約３０分前まで２～８℃で冷蔵貯蔵するかまたは凍結した。
【０２１７】
少なくとも５匹のアカゲザル（Ｍａｃａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ）（好ましくは性別を混合
した）を、この研究にて試験した各ヘモグロビン組成物について使用した。この研究にお
ける使用に選択した動物は、可能な限り年齢および体重を均一にした。これは、概して、
約２～６年齢であり、そしてその初期体重は約３～６ｋｇの範囲であった。
【０２１８】
行った各試験について、少なくとも５匹の動物をこの研究用に選択する最低６匹の動物に
、この研究への割り当て前に包括的健康スクリーニングを行った。これら動物を（有効な
量の）塩酸ケタミンで軽く鎮静させ、そしてスタッフの獣医師による完全な身体検査（腹
部触診および外皮系、呼吸系および心血管系の状態の観察を含む）を行った。健康状態の
研究前測定もまた、血清化学、血液学および凝固パラメータの標準群の評価、ならびに卵
および寄生生物についての糞便サンプルの試験を含んだ。
【０２１９】
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実行した各試験について、少なくとも５匹の動物を、身体検査が完了した後にこの研究に
割り当てた。１日目、各動物に、１ｍＬ／ｋｇ／分の速度での試験ヘモグロビン溶液の単
回静脈注射を与えた。これらの動物を、臨床的徴候および臨床的病理指標における変化に
ついて評価した。すべての動物を、投与後約４～８時間に安楽死させた。完全剖検をすべ
ての動物に対して実行し、そして組織を収集し、保存し、処理し、そして試験した。
【０２２０】
すべての動物に、２０ｍＬ／ｋｇの用量の試験ヘモグロビン溶液を与えた。投与量を、静
脈注入を介して末梢静脈中に投与した。これらの動物を霊長類椅子に一時的に拘束し、そ
して投与カテーテルを各動物の橈側皮静脈または伏在静脈に挿入し、そして投与シリンジ
に連結した。このシリンジの内容物を、Ｈａｒｖａｒｄ注入ポンプまたはその等価物を使
用して、制御した速度で排出した。注入速度は１ｍｇ／ｋｇ／分（全時間約２０分）であ
った。各動物についての絶対用量体積は、投与前日までに得た最も最新の体重測定に基づ
いた。用量送達の後、カテーテルを取り出し、そして各動物をそのケージに戻した。
【０２２１】
血清化学および／または血液学の評価用の血清サンプルを、注入開始前、注入終了時、お
よび注入開始から１時間、２時間、４時間、８時間、２４時間および４８時間に、すべて
の動物から収集した。凝固パラメーターの評価用血清サンプルを、剖検の日（安楽死直前
）に収集した。
【０２２２】
これらの動物を投与前一晩から注入開始４時間の時点まで絶食させ；これらには、４時間
目の血液収集の後に一日の食料すべてを与え；そしてこれを再び、２４時間目血液収集お
よび４８時間目血液収集の両方について血液収集前に一晩絶食させた。
【０２２３】
これらの動物を、ケタミンおよびＢａｕｔｈａｎａｓｉａ－Ｄもしくは等価物により誘導
した深い麻酔の下で採血によって屠殺した。食糧配給は、屠殺日の前一晩は差し控え、そ
して概して、少量の果物をこの期間の間に与えた。
【０２２４】
最後の体重を、すべての屠殺についての剖検で得た。この体重を使用して、器官／体重比
を計算した。完全な総剖検を、この研究の間に屠殺したすべての動物に対して、有資格者
により行った。この剖検は、死体および筋肉／骨格系、すべての表面および開口部、頭蓋
骨および脳の外表面、器官および組織が結合した頸部、ならびに器官および組織が結合し
た胸腔、腹腔および骨盤腔の試験を含む。
【０２２５】
屠殺された各動物由来の心臓組織を回収し、そして中性緩衝１０％ホルマリン中で保存し
た。
【０２２６】
壊死した全ての動物について、組織をパラフィン中に包埋し、区分化し、ヘマトキシリン
およびエオシンで染色し、そして光学顕微鏡で検査した。スライドを調製し、そして検査
した。組織病理学検査の結果は、以下に説明する基準を用いて、表２に示す。
【０２２７】
解剖病理学を用いた心臓外傷の指標を定量化するために、特に２つのパラメーター（発生
率および重症度）を利用した。発生率は、外傷形成の任意の証拠を提示する心臓の数を検
査した心臓の数で割ることであった（例えば、２／４）。重症度は外傷強度および外傷限
度の測定であり、評価する病理学者が、これを０～４のスケール順によってランク付けし
た。１等級の外傷は最少とみなされ、２等級は軽いとみなされ、３等級は中程度であり、
そして４等級は重症である。与えられた組織標本群において、全体の平均重症度数をまた
、それぞれの影響を受けた心臓についての重症度等級を合計し、そしてその群において評
価された心臓の総数で割ることによって時々算出した。
【０２２８】
【表２】
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外傷ヘモグロビンを減少させることを検査したヘモグロビン組成物は、ＳＧＥ３０１１お
よびＳＧＥ３０１１（グルタルアルデヒド－修飾）であった。検査した外傷のないヘモグ
ロビン組成物はＳＧＥ３０１１（グルタルアルデヒド－重合化）およびＳＧＥ３９３７（
ＢＭ－ＰＥＧ重合化オキシヘモグロビン）であった。
【０２２９】
(アカゲザル、ラットおよびブタに対するヘモグロビン組成物の投与後の心臓外傷形成の
評価）
細胞外液ＳＧＥ３４８７またはＤＣＬＨｂ（登録商標）ヘモグロビン処方物（不妊症タン
パク質溶液として調製される）を、投薬の約３０分前まで２～８℃で冷蔵保存、または冷
凍保存した。ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）を、本研究のコントロールとして用い、そし
てＳＧＥ３４８７について示したパラメーターによって処理した。
【０２３０】
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用のために選択した動物を好ましくは雌雄混合し、そして可能な限り年齢および重さを均
等にした。本研究で使用した動物の数および型を表３に示す。
【０２３１】
この動物は、本研究の設定前に包括的に精密検査を受けた。この動物をケタミンＨＣｌで
軽く落ち着かせ（実施のため）、そして職員の獣医師が完全な物理的検査を行った（腹部
の触診ならびに外皮状態、呼吸状態および心臓血管系状態の観察を含む）。本研究前の健
康状態の決定はまた、血清化学、血液学の標準パネルの評価および凝固パラメーター、な
らびに卵細胞および寄生虫についての糞便サンプルの検査を含む。
【０２３２】
各動物は、研究初日における望ましいヘモグロビン組成物またはＨＳＡ（表３に示される
ような）の一回の静脈内注入を受けた。注入体積をそれぞれの動物の体重に基づいて算出
し、そして注入ポンプを用いて約１ｍｌ／ｋｇ／分の速度で投与した。本研究で各動物に
投与した全量を表３に示す。各動物についての実際の容量体積は、投薬する前日に処理し
た最新の体重測定に基づいた。
【０２３３】
血清化学および／または血液学を評価するための血液サンプルを、投与開始前、投与終了
時、および２日目または１４日目における検死の直前の全ての動物から回収した。凝固パ
ラメーターを評価するための血液サンプルを、検死の日（大往生の直前）に回収した。
【０２３４】
この動物を、ケタミンおよびｂａｕｔｈａｎａｓｉａ－Ｄで誘導した深い麻酔のもと、ま
たは本研究の２日目（４８時間）もしくは１４日目のいずれかに相当した際に、全採血す
ることで終了した。食糧供給を、屠殺する前日に一晩差し控え、そしてこの期間中は一般
的に少量の果物を供給した。最終体重を、すべての屠殺についての検死より得た。この体
重を用いて、器官／体重の割合を算出した。完全な全体の検死を、本研究の間に屠殺され
た全ての動物に対して、資格を与えられた職員が行った。この検死は、死体および筋系／
骨格系、全ての外面および開口部、頭蓋腔および脳の外面、頚状部に関連する器官および
組織、ならびに胸腔、腹腔および骨盤腔に関連する器官および組織の検査を含む。
【０２３５】
屠殺された各動物由来の心臓組織を回収し、そして中性緩衝１０％ホルマリン中で保存し
た。
【０２３６】
解剖病理学を用いた心臓外傷の指標を定量化するために、特に２つのパラメーター（発生
率および重症度）を利用した。発生率は、外傷形成の任意の証拠を提示する心臓の数を検
査した心臓の数で割ることであった（例えば、２／４）。重症度は外傷強度および外傷限
度の測定であり、評価する病理学者が、これを０～４のスケール順によってランク付けし
た。１等級の外傷は最少とみなされ、２等級は軽いとみなされ、３等級は中程度であり、
そして４等級は重症である。与えられた組織標本群において、全体の平均重症度数をまた
、それぞれの影響を受けた心臓についての重症度等級を合計し、そしてその群において評
価された心臓の総数で割ることによって時々算出した。本研究の結果を表３に示す。
【０２３７】
【表３】
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これらの結果は、検査した全ての用量におけるＳＧＥ３４８７の投与はアカゲザルおよび
ブタにおける心臓外傷の発生を完全に減弱させ得たことを実証する。ラットにおける外傷
の発生を明らかに示すこのデータは非常に疑わしく、そして多数の推定因子の結果であり
得る。しかし、アカゲザルにおける外傷の発生を予防するためのＳＧＥ３４８７の能力、
ヒトに対する投与を綿密に模倣する感受性霊長類モデルは、ヒトにおける心臓外傷の発生
を防止する、または減少するためのその能力の抵抗しがたい証拠を供給する。
【０２３８】
（実施例１１：ラットにおけるヘモグロビン組成物の胃腸運動異常（Ｄｙｓｍｏｔｉｌｉ
ｔｙ）効果の評価）
いくつかのヘモグロビン（モノマーおよびポリマーの両方とも）を、同様の量のヒト血清
アルブミンの注射に比較して、胃排出に対するそれらの効果について試験した。雄Ｓｐｒ
ａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ，Ｒａｌｅｉｇｈ，ＮＣ）
（体重２５０～３５０ｇ）を、実験前少なくとも１７時間食料を枯渇させた（水は自由に
与えた）。動物を、金網底のケージの中に群飼し、食糞を弱めた。実験直前には水を除去
した。全てのラットを、意識のある安静状態下で研究した。
【０２３９】
栄養食餌は、カゼイン、コーンスターチ、粉末製菓糖および牛ブイヨンを添加した冷水中
に分散させたメチルセルロースで構成された（Ｄｒｏｐｐｌｅｍａｎら、１９８０）。メ
チルセルロース、およびカゼインを、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から購入し
た。適切に分散し、均一になるように、各成分を添加した後、この混合物を徹底的にブレ
ンドした。この食餌を、アリコートに分け、次いで使用前少なくとも２４時間冷蔵し、閉
じ込められた空気を逃がした。アリコートを、必要とされるまで凍結した。実験前日、食
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餌アリコートを、冷蔵庫中で一晩解凍した。使用直前、この食餌をおよそ２８℃に温め、
徹底的に混合した。各動物に、胃内チューブを介して３ｇ（およそ３ｍｌ）の食餌を与え
た。
【０２４０】
各ラットに、尾静脈によって試験またはコントロール物品の腹腔内注射を与え、そしてケ
ージに戻した。処置群は、タンパク質ヒト血清アルブミン（１０％　ＨＳＡ、コントロー
ル溶液）、および１２の異なる組換えヘモグロビン溶液を含み、これらを１５００ｍｇ／
ｋｇの用量で静脈内投与した。各処置群は１０～１２匹のラットからなった。試験物品投
与の４５分後、各ラットに３ｇの栄養食餌を経口で強制飼養し、再度ケージに戻した。食
餌の４５分後、ラットをＣＯ2窒息により安楽死させ、そして開腹して胃を曝露した。曝
露の際に、幽門および噴門を迅速に結紮し、残余食を胃内に隔離した。胃を摘出し、計重
し、内容物を清掃し、そして重量（Ｗｔ．）を再度測定した。
【０２４１】
胃の排出パーセントを以下のように表した：
排出％＝［（与えられた食事Ｗｔ．－（全胃Ｗｔ．－空胃Ｗｔ．））／与えられた食事Ｗ
ｔ．］×１００。
【０２４２】
結果を以下の表に示す。
【０２４３】
【表４】

上記結果から理解され得るように、減少した一酸化窒素反応速度および重合は、ヘモグロ
ビン組成物の胃腸効果を個々に改善する。しかしながら、胃排出モデルにおいて測定した
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場合に減少したまたは低い胃腸効果を示した試験群におけるヘモグロビンは、低い一酸化
窒素反応性を有し、かつ重合された（例えば、ヘモグロビンＳＧＥ３０１１（グルタルア
ルデヒド重合）、ＳＧＥ３９５９（ＢＭＡ－ＰＥＧ重合）、およびＳＧＥ３９３７（ＢＭ
－ＰＥＧ重合））。
【０２４４】
（実施例１２：ラットにおけるヘモグロビン組成物の昇圧効果の評価）
雄Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ，２５０～３５０
ｇ）を、全実験について使用した。心拍出量測定のためにパルスＤｏｐｐｌｅｒ血流プロ
ーブ（ｐｕｌｓｅｄ　Ｄｏｐｐｌｅｒ　ｆｌｏｗ　ｐｒｏｂｅ）を、および血圧測定およ
びヘモグロビン輸液のために留置の動脈カテーテルおよび静脈カテーテルを、動物に慢性
的に取り付けた。動物を麻酔し（５０ｍｇ／ｋｇ腹腔内ペントバルビタールナトリウム）
、挿管し、そして人工的に通気した（Ｃｏｌｕｍｂｕｓ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｃｏ
ｌｕｍｂｕｓ，ＯＨ）。無菌技術を使用して、胸骨切開を行い、上行大動脈においてパル
スＤｏｐｐｌｅｒ血流プローブ（Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）の配置を可能にした
。適切な大きさにしたプローブを選択し、確実な非狭窄適合を確実にし、そしてこれをナ
イロン縫合糸で適した場所で縛った。血流プローブ鉛を、胸壁を通過させ、皮下で肩甲骨
領域に向け、そして皮膚下の嚢に入れた。胸部を閉じて排出させた後、ラットを換気装置
から取り出し、そして全身および局所的に抗生物質を投与した。少なくとも５日の回復期
間後に、ポリエチレンカテーテル（ＰＥ１０）を、ハロタン麻酔下で、下行大動脈および
大静脈に、それぞれ大腿動脈および静脈を介して配置した。カテーテルを、皮下で後頭部
に向け、そして皮膚に縫合した保護プラスチック容器にＤｏｐｐｌｅｒ血流プローブ鉛を
入れた。再度、全身および局所的に抗生物質を投与し、そしてさらに２日間、回復期間と
した。
【０２４５】
全ての実験について、動物を意識のある静止状態下で研究した。実験の日に、各ラットを
、自由に動き回るのに十分な大きさ（２５×１５×１２．５ｃｍ）のＰｌｅｘｉｇｌａｓ
実験チャンバー中に置いた。チャンバーに新鮮な空気を継続的に流し、そして新鮮な床敷
きでチャンバー床を覆った。カテーテルおよびＤｏｐｐｌｅｒ血流プローブ鉛をチャンバ
ーの頂部を通して送り込み、そして両カテーテルを開放し、そして滅菌したヘパリン化生
理食塩水を流した。動脈カテーテルを、動脈圧測定のために圧変換機に連結し、そして静
脈カテーテルをヘモグロビンまたはヒト血清アルブミン（ＨＳＡ，Ｂａｘｔｅｒ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ　Ｃｏｒｐ．）を含有する注射器に連結した。ＨＳＡを、それが、一酸化
窒素を消費せず、そして直接的に血管収縮を引き起こさないと仮定して、ネガティブコン
トロールとして使用した。血流プローブ鉛を、改変された高速度モジュール（ＨＶＰＤ，
Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｎｏｒｔｈｂｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ）に連結した。この
モジュールは、偽の別名信号の検出を避けるために、１２５ｋＨｚのパルス繰り返し周波
数で自動追跡様式で使用した。動脈圧、心拍数、および心拍出量を、Ｗｉｎｄａｑデータ
取得システム（Ｄａｔａｑ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｃｏｌｕｍｂｕｓ，ＯＨ）および
１６０ＭＨＺ　Ｐｅｎｔｉｕｍ（登録商標）コンピュータ（Ｃｏｍｐａｑ）を用いて、５
０Ｈｚのサンプリング周波数で連続的に記録した。
【０２４６】
実験環境への順応およびベースラインデータの記録に十分な時間（一般に３０～６０分）
の後、ヘモグロビンまたはＨＳＡを０．５ｍｌ／分の速度で注入し、その後、２ｇ／ｋｇ
の用量を投与した。予備実験は、ｒＨｂ１．１のこの用量が最大血管収縮応答を惹起する
ことを示した。動脈圧、心拍数、および心拍出量データを、注入の完了後９０分間連続的
に採集した。９０分データ採集期間の終わりに、フェニレフリン（３μｇ／ｋｇ／分、Ｓ
ｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を、適切なカテーテル配置を確証し、そして各動物
の血管応答性の質的指標を提供するために６μｇ／ｋｇ／分の速度で２分間注入した。フ
ェニレフリンに対して活発な応答を示さなかった動物は、続く分析に含めなかった（＜５
％発生）。各動物には、ヘモグロビンまたはＨＳＡを単回用量のみで与えた。
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【０２４７】
カスタム設計ソフトウェアを使用して、生血流力学データを加工した。平均動脈圧、心拍
数、および平均心拍出量値を、ヘモグロビン投与前および投与後３０分間に５分毎で３０
秒間隔にわたってデータを平均することによって決定した。その後、３０秒平均を、実験
の終わりまで１０分毎に得た。全てのデータを平均±ｓ．ｅ．として示す。
【０２４８】
平均動脈圧および心拍数は共に、ベースラインからの変化として表す。ベースライン値を
、ヘモグロビンまたはＨＳＡ投与前の３０分間に採集したデータの平均として計算した。
心拍出量は、ベースラインからの％変化として表す。全末梢血管抵抗を、平均動脈圧およ
び心拍出量から計算し、そしてこれもまた、ベースラインからの変化％として表す。いく
つかの分子に対する応答の比較を促進するために、投与後１０～９０分のデータを各動物
について平均し、「累積」応答を得た。ベースラインおよび累積応答データを、一元分散
分析およびＮｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓの前後即因果の虚偽（ｐｏｓｔ－ｈｏｃ）の検定に
よって分析した。全ての統計学的比較のために、ｐ＜０．０５を有意であるとみなした。
【０２４９】
重合ヘムポケット改変体ＳＧＥ３０１１（グルタルアルデヒド重合）およびＳＧＥ３９５
９（ＢＭＡ－ＰＥＧ重合）により惹起された平均動脈圧応答は、ｒＨｂ１．１により惹起
された応答よりも有意に低かった。これらのヘモグロビンに対する応答は、ＨＳＡ投与後
に観察された応答と有意に異ならなかった。１つの他の重合ヘム改変体ポケットＳＧＥ３
９３７（ＢＭ－ＰＥＧ重合）もまた、ｒＨｂ１．１群において得られた応答よりも有意に
少ない応答を惹起した。
【０２５０】
全末梢血管抵抗応答は、ヘムポケット構造の変化により、および重合により、同様に変化
した。ヘモグロビン改変体のすべてが、ｒＨｂ１．１応答よりも有意に少ない全身血管収
縮応答を惹起した。しかしながら、ＳＧＥ３９５９（ＢＭＡ－ＰＥＧ重合）に対する応答
のみが、ネガティブコントロール（ＨＳＡ）を用いて得られた応答を同じであった。他の
ヘモグロビン改変体に対する応答は、ＨＳＡ応答よりも有意に大きかった。ＳＧＥ３９５
９（ＢＭＡ－ＰＥＧ重合）に対する応答もまた、ＳＧＥ３６５３（グルタルアルデヒド重
合）、ＳＧＥ３９３７（ＢＭ－ＰＥＧ重合）およびＳＧＥ３０１１を用いて得られた応答
とは有意に異なった。これらの結果は、ヘムポケット変異とＳＧＥ３９５９（ＢＭＡ－Ｐ
ＥＧ重合）改変体に存在する重合および装飾との組み合わせが、２ｇ／ｋｇ最高投与（ｔ
ｏｐｌｏａｄ）用量に対する全身血流力学応答に対する最大の効果を有すること、および
これらの変化が、ヘモグロビン誘導全身血管収縮を本質的に除去したことを示す。
【０２５１】
これらの結果を、以下の表５および表６、ならびに図８および図９に示す。
【０２５２】
【表５】
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【０２５３】
【表６】

平均分子量を増加させることおよび酸化窒物の反応性を減少させることの両方は、ＷＯ９
８／５０４３０に開示されたデータにおいて示されるように、細胞外ヘモグロビン溶液の
昇圧効果を独立して減少させる。上に示したデータにおいて、減少した昇圧効果（ベース
ラインＭＡＰを超える２０ｍｍＨｇ未満の増加）を示すヘモグロビンは、非常に低い一酸
化窒素反応速度（約２μＭ-1ｓ-1）または中間の一酸化窒素反応速度（１５μＭ-1ｓ-1未
満）のいずれか、および増加した分子サイズ（ダイマーまたはポリマーのいずれか）を有
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する。低い昇圧効果（ベースラインＭＡＰを超える１０ｍｍＨｇ未満の増加）を示したヘ
モグロビンは、非常に低い一酸化窒素反応速度（約２μＭ-1ｓ-1）を有し、そして重合化
された。これらの物理学的特性、ＳＧＥ３９３７（重合化したＢＭ－ＰＥＧ）を共有する
１つのヘモグロビンは、低い昇圧効果のヘモグロビンではないことに注意することは、興
味深い。酸化窒素の反応性および重合化を減少させる変異の組合せは、低い昇温効果のヘ
モグロビンを産生することを助けるが、他の変異または代替の化学的修飾は、ヘモグロビ
ンの昇圧効果を増加させ得る。
【０２５４】
（実施例１３）
（マウスにおける、ヘモグロビン組成物の内毒素効果の評価）
内毒素（例えば、リポ多糖類またはＬＰＳ）は、グラム陰性細菌（例えば、Ｅｓｃｈｅｒ
ｉｃｉａ　ｃｏｌｉ）に存在する生物学的に活性な分子である。精製したＬＰＳを動物に
注入することは、広範の生理学的活性を誘導し、これにより、敗血症性ショックおよび死
を最大にさせ得る。内毒素の生物学的効果は、内毒素媒介物の相互作用を介して間接的に
生じ、これは、細胞標的と内毒素との続く相互作用により形成される。
【０２５５】
Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙから入手した同系交配のＢＡＬＢ／ｃＢｙＪマウ
スを使用して、内毒素と試験ヘモグロビン組成物との間の相互作用に関して試験した。ｒ
Ｈｂ１．１，３３４３を含む試験ヘモグロビン、グルタルアルデヒド重合化ｒＨｂ１．１
，３３４５、２８２１、３０１０、２９７１、２８２２、３９５９、ＢＭＡ－ＰＥＧ重合
化３９５９、３０１１、グルタルアルデヒド重合化３６５３、ＢＭ－ＰＥＧ重合化３９３
７、およびグルタルアルデヒド重合化３０１１を、尾静脈を介して、静脈内に１ｇ／ｋｇ
の用量でＢＡＬＢ／ｃＢｙＪマウスに投与した。ＬＰＳのストック溶液（Ｓｉｇｍａ　Ｏ
５５－Ｂ５）を、リン酸緩衝生理食塩水中で作製した。ＬＰＳを、試験ヘモグロビン組成
物またはＨＳＡで投与した直後に、５ｍｇ／ｋｇの用量を経皮的に投与した。マウスを、
４８時間までの死亡率について観測した。この結果を、図１０に例示する。
【０２５６】
（実施例１４）
（頭部障害の処置）
頭蓋内圧における血液希釈の効果、大脳の灌流圧、および流体要求は、蘇生を種々の副作
用を抑えたヘモグロビン溶液と比較することによって、頭部障害をブタモデルにおいて実
証し得る。
【０２５７】
平均動脈圧（ＭＡＰ）、ヘモグロビン濃度（ＨＰ）、頭蓋内圧（ＩＣＰ）、大脳灌流圧（
ＣＰＰ）、大脳血流（ＣＢＦ；Ｈ2クリアランス）、および全流体要求を測定するために
、ブタ（約４０ｋｇ）を麻酔して、器具使用下に置いた。大脳酸素送達（ｃＯ2ｄｅｌ）
を計算した（ＣＢＦ動脈酸素容量）。動物は、外部の力から頭部障害を刺激するために、
限局的超低温脳障害を受容する。限局的超低温脳障害後に、動物を５０ｔｏｒｒのＭＡＰ
まで出血させた。次いで、これらを、４ｃｃ／ｋｇのＲｉｎｇｅｒ　Ｌａｃｔａｔｅ（ｎ
＝６）、または１０％の各々副作用を抑えた試験ヘモグロビンのいずれかのボーラスを受
容するように無作為化した。Ｒｉｎｇｅｒ　Ｌａｃｔａｔｅを受容するグループはまた、
パッケージングした赤血球細胞の形態で出血させた１時間後に、血液（この血液は、出血
の間に動物から回収された血液（「シェッド（ｓｈｅｄ）血液」）である）を受容する。
本発明のヘモグロビン溶液を受容するグループは、ヘモグロビン濃度が上記のように、５
ｇ／ｄｌ未満に下がった場合にのみ、シェッド血液を受容する。可変性は、超低温脳障害
の作製の５分後、出血の開始後１時間以内、蘇生後の間隔で、ベースライン（ＢＬ）で測
定される。
【０２５８】
出願人は、本発明のヘモグロビンを受容する各々のグループが、蘇生後により高いＣＰＰ
およびより低いＩＣＰを有することを予想する。障害の２４時間後に出血力学的安定性を
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維持するのに必要とされる流体の体積は、Ｒｉｎｇｅｒ　Ｌａｃｔａｔｅを受容するグル
ープにおいてよりも、本発明のヘモグロビンを受容するグループにおいて顕著により少な
い。傷害半球における領域性ＣＢＦにおける統計学的に有意な差異は、このグループ間で
観測されなかった。本発明のヘモグロビンを受容したグループにおいて、顕著にＨｂの濃
度が低下したにもかかわらず、大脳への酸素の送達は、任意の時間において、Ｒｉｎｇｅ
ｒ　Ｌａｃｔａｔｅを受容するグループにおけるものと有意に違わなかった。
【０２５９】
本発明のヘモグロビンを受容するグループにおいて観測されると予想される、増加したＣ
ＰＰ、より低下したＩＣＰ、およびより低い流体要求は、このようなヘモグロビン調製で
血液希釈することにより、動物の頭部障害の早期維持において利点があり得るということ
を実証した。
【０２６０】
（実施例１５）
（血液量減少の処置）
雄性Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（３５０ｇ）を、ウレタンを用いて麻酔した。
内在動脈および静脈を、平均動脈圧（ＭＡＰ）、心拍数（ＨＰ）を継続的にモニタリング
するため、ならびに血液量減少の発生、血液化学のための血液のサンプリングおよび代謝
徴候（ベース欠乏）用に血液を取り出すために配置した。動物を、約１０ｍＬ（１ｍＬ／
分の速度）の血液まで出血させ、３５～４０ｍｍＨｇのＭＡＰおよび約１２ｍｍｏｌ／Ｌ
のベース欠乏を生じるように、９０分間この状態に維持した。各々のラットを、四つの処
置グループ（ｎ＝グループあたり６匹の動物）の内１グループで決定し、これを、以下の
溶液で置換した１００％の体積を用いて蘇生した：
Ｉ．　　ｒＨｂ　１．１
ＩＩ．　ｒＨｂ　３０１１
ＩＩＩ．ＤＣＬＨｂ
ＩＶ．　ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）。
【０２６１】
全ての溶液を、１．０ｍＬ／分の速度で注入した。全てのヘモグロビン溶液を、実施例６
および７でのように調製した。
【０２６２】
以下のヘモグロビン（ＭＡＰ）は、１００ｍｍＨｇ～４５ｍｍＨｇのベースラインまで減
少したが、蘇生後３０分と６０分後に、ＭＡＰにより、降圧（約７５ｍｍＨｇ）を維持し
たＨＳＡラットを除いて全ての処置グループにおいて、約１２５ｍｍＨｇまでのベースラ
イン超えて上昇した。
【０２６３】
出血後に、ＨＲは、３７５～３９０ｂｐｍから３３０～３５０ｂｐｍのベースラインまで
減少した。心拍数は、蘇生の３０分および６０分後の全体にわたって全ての処置グループ
において変化したままであったが、全てのグループは、ベースラインレベルを下回ったま
まであった。
【０２６４】
出血後に、ベース欠乏は、約２ｍｍｏｌ／Ｌ～約１２ｍｍｏｌ／Ｌのベースラインまで減
少するが、蘇生の６０分までに、全処置グループは、約６～８ｍｍｏｌ／Ｌまで部分的に
回復した。
【０２６５】
要約すると、本発明の１０％のヘモグロビン溶液（ｒＨｂ３０１０）は、ＭＡＰを回復し
、そして出血および蘇生のラットモデルにおいて正常値へベース欠乏を再上昇させた。心
拍数は、ベースラインレベルまで回復しなかったが、生命を維持するための十分な範囲内
を維持した。
【０２６６】
（実施例１６）
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（完全血液量不変（ｉｓｏｖｏｌｅｍｉｃ）交換輸液の研究）
この実施例は、赤血球不在の酸素輸送におけるＲＬ変異体ヘモグロビンの能力を例証する
。麻酔したオスのＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットをカテーテル挿入により短期間に
ヘモグロビン注入を行い、血液を止めて血圧を測定し、そして麻酔を維持して酸素摂取を
持続して測定するための呼吸計を装着した。血圧パラメータおよび体温を、本実施例を通
して持続的にモニターした。定期的に動脈血サンプルおよび静脈血サンプルを、血液ガス
、酸素含量、ヘモグロビン濃度、およびヘマトクリット値の測定のために採取した。安定
化およびベースライン値の記録の後に、完全血液量不変交換輸液をヘモグロビン変異体（
８ｇ／ｄｌ）または高張に合わせたヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）で、ヘマトクリットが
最初のレベルの約４５％から名目上の値の２％未満に下がるまで（約５５分）３ｍｌ／分
／ｋｇで実施した。全てのヘモグロビン溶液を、同じコロイド高張圧になるようＨＳＡで
調整した。測定を最高で６０分間続け、続いて交換を停止した。ヘモグロビン変異体での
交換の最後に、組換えヘモグロビンの循環のレベルは、約７－７．５ｇ／ｄｌであった。
ＨＳＡを受容した動物において、酸素摂取は、急速に減少し（ヘマトクリットは２０％未
満の減少）、そして交換の最後まで生存した動物は、いなかった。予期したように、動脈
の塩基過剰および静動脈の酸素含量の交換はまた、顕著に減少した。ヘモグロビン濃度が
低レベルに落ちる（＜３ｇ／ｄｌ）などの減少の前に、酸素抽出は、初め増大した。対照
的に、ヘモグロビン変異体の交換は、コントロールのレベルに近い、酸素摂取量を維持し
た。酸素抽出は、循環中の低ヘモグロビン濃度を補うため増大し、そして静動脈の酸素含
量を基礎レベルに維持することを可能にした。ＲＬヘモグロビンを受容したすべての動物
は、この実施の名目上の最後（交換後６０分）まで生存した。これらの結果は、ＲＬ変異
体が効率的に酸素の輸送および運搬を行うことを例証し、そして基礎代謝状態において、
嵌入した酸素運搬を伴わずにＮＯ除去の動態が、有意に変化し得ることを例証した。
【０２６７】
（実施例１７）
（副作用減少ヘモグロビンで処置したラットにおける病巣の脳虚血につづく梗塞の体積の
効果）
ヘモグロビンは、一酸化窒素（これは脳虚血の最中の神経毒または神経保護に関連する）
を結合することが知られる（Ａｍ　Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　２６７：Ｈ２７６～Ｈ２８４、
１９９４）。ラットの脳虚血障害におけるその影響を、４つの異なる組換えヘモグロビン
組成物について評価した。
【０２６８】
Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅによる承認の後、ラットをイソフルランで
麻酔した。生理学的パラメータを制御し、虚血前にラットは以下のものの一つを受容する
：
１．コントロール（ｎ＝８）－ヘマトクリット処置なし
２．ｒＨｂ１．１（ｎ＝６）－組換えｒＨｂ１．１の１０％溶液を用いたヘマトクリット
の３０％への減少（ｋ’NO OX'＝５８μＭ-1ｓ-1）
３．ＳＧＥ３０１１（ｎ＝７）－ＮＯ活性の減少させる組換え単量体ヘモグロビンの１０
％溶液を用いたヘマトクリットの３０％への減少（ｋ’NO OX＝２．５μＭ-1ｓ-1）
４．グルタルアルデヒドポリマー化ｒＨｂ１．１（ｎ＝８）－グルタルアルデヒド架橋組
換えｒＨｂ１．１の１０％溶液を用いたヘマトクリットの３０％への減少（ｋ’NO OX＝
５８μＭ-1ｓ-1）
５．ポリマー化ＳＧＥ３０１１（ｎ＝７）－ＮＯ活性の減少させる組換え－ポリマー化ヘ
モグロビンの１０％溶液を用いたヘマトクリットの３０％への減少（ｋ’NO OX＝２．５
μＭ-1ｓ-1）
頭蓋骨局部切除術を経て、中大脳動脈を１８０分間閉塞し、１２０分の再灌流を許容し、
そしてＴＴＣ染色により梗塞体積を評価した。梗塞体積（ｍｍ3、平均±標準偏差）は、
コントロール群では１９４±３１であり、ｒＨｂ１．１群では１９３±３４であり、そし
てＧＬＸ－ｒＨｂ１．１群では１７５±４４であり；そして梗塞体積は、コントロール群
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およびｒＨｂ１．１群よりｒＨｂ３０１１群のほうが少なく（１４２±２８）；そしてそ
して梗塞体積は、コントロール群、ｒＨｂ１．１群およびＧＬＸ－ｒＨｂ１．１群よりＰ
ｏｌｙ－ｒＨｂ３０１１群において有意に少なかった（１１０±３９）。
【０２６９】
（実施例１８）
（放射線治療の増強）
副作用減少ヘモグロビン組成物溶液の放射線治療の効果を増大する能力をラットにおいて
例証し得る。副作用減少ヘモグロビン組成物は、約１０ｇ／ｄｌのヘモグロビンである。
【０２７０】
Ｓｐｒａｕｇｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（体重　約２００～２５０ｇ）に約１×１０7の骨
原性肉腫細胞を含む溶液を右臀部に０．１ｍｌ注入する。腫瘍を体積約１．５ｃｍ3まで
成長させることを許容する。ラットをいくつかの群に分割する（ｎ＝約１０動物／群）：
Ｉ．任意の放射線なしでリンゲル乳酸（Ｒｉｎｇｅｒ’ｓ　ｌａｃｔａｔｅ）を１０ｍｌ
／ｋｇ与えられる
ＩＩ．単回の４Ｇｙのγ線量とリンゲル乳酸１０ｍｌ／ｋｇ与えられる
ＩＩＩ、その他．単回の４Ｇｙのγ線量と各副作用減少ヘモグロビン溶液１０ｍｌ／ｋｇ
与えられる
実施の日に、動物をキシラジン（２０ｍｇ／ｍｌ）およびケタミン（１００ｍｇ／ｍｌ）
の３：７の混合物を初期用量１．２ｍｌ／ｋｇ用いて麻酔し、その後に麻酔を維持するた
め同じ麻酔溶液を０．６ｍｌ与える。動物を温パッドに置き、そして動物の体温を３８～
３９度に維持する。
【０２７１】
全ての溶液は、尾静脈より投与される。放射線照射は、２時間後に実施される。骨肉腫を
放射線照射前、放射線照射の１週間後、２週間後、３週間後、および最終的に４週間後に
測定する。１．５ｃｍ3より大きな骨肉種は、ＯｘｙＳｐｏｔ／ＯｘｙＭａｐ器具によっ
て決定されるように組織表面の酸素圧力が０～５トールであり、低酸素になっている。出
願人は、腫瘍の成長が続くリンゲル液コントロール群に比較して、副作用減少ヘモグロビ
ン溶液を受けた群においては、放射線照射と組み合わせた副作用減少ヘモグロビンの投与
４週間後に、非常に減少した肉腫が見られることを予期する。
【０２７２】
（実施例１９）
（化学療法の増強）
副作用減少ヘモグロビン組成物の化学療法の効果を増大させる能力は、ラットにおいて例
証され得る。この実施例で用いられる化学療法薬剤は、シクロホスファミド（ＣＴＸ）で
ある。副作用減少ヘモグロビン組成物は、約１０％重量／体積のヘモグロビンである。
【０２７３】
Ｓｐｒａｕｇｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（体重　約２００～２５０ｇ）に約２×１０6のＦ
ｓａＩＩ繊維肉種細胞を含む溶液を右臀部に０．１ｍｌ注入する。腫瘍を体積約１．５ｃ
ｍ3まで成長させることを許容する。ラットをいくつかの群に分割する（ｎ＝約１０動物
／群）：
Ｉ．任意の化学療法剤なしでリンゲル乳酸（Ｒｉｎｇｅｒ’ｓ　ｌａｃｔａｔｅ）を１０
ｍｌ／ｋｇ与えられる
ＩＩ．１００ｍｇ／ｋｇのＣＴＸとリンゲル乳酸１０ｍｌ／ｋｇ与えられる
ＩＩＩ、その他．１００ｍｇ／ｋｇのＣＴＸと各副作用減少ヘモグロビン溶液１０ｍｌ／
ｋｇ与えられる
実施の日に、動物をキシラジン（２０ｍｇ／ｍｌ）およびケタミン（１００ｍｇ／ｍｌ）
の３：７の混合物を初期用量１．２ｍｌ／ｋｇ用いて麻酔し、その後に麻酔を維持するた
め同じ麻酔溶液を０．６ｍｌ与える。動物を温パッドに置き、そして動物の体温を３８～
３９度に維持する。ヘモグロビン溶液は、尾静脈より投与され、ＣＴＸ溶液は、ヘモグロ
ビン溶液を投与した直後に腹腔内注射により投与される。薬剤細胞毒性の十分な発現およ
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び潜在的な致死的ダメージの修復のための処置の２４時間後にそれらの動物を殺害する。
滅菌条件下において腫瘍を切除し、単独の細胞の懸濁液をコロニー形成アッセイのため調
製する。一週間後にプレートをクリスタルバイオレッドを用いて染色し、そして５０細胞
以上のコロニーを計数する。
【０２７４】
骨髄細胞毒性を以下のように決定する：骨髄細胞を腫瘍切除アッセイに用いたものと同じ
動物より摘出し、そしてコロニー形成アッセイを同様にして行う。少なくとも５０細胞の
コロニーをアキュライト（ａｃｃｕｌｉｔｅ）コロニー計数器で記録する。
【０２７５】
出願人は、ＣＴＸが繊維肉腫細胞を死なせることが観察されることを予期する。しかし、
副作用減少ヘモグロビン組成物を用いた同時処置は、繊維肉腫細胞死の有意な増加および
骨髄細胞へのＣＴＸの毒性の増加を生じる。
【０２７６】
（実施例２０）
（テトラキス－（３－マレイミドプロピル）ペンタエリスリトール架橋した、低副作用ヘ
モグロビンの調製）
４本アーム（４－ａｒｍ）架橋剤（テトラマレイミド誘導体化ペンタエリスリトール（以
下を参照））を、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ，　Ｉｎｃ．（所在地Ｂ
ｏｕｌｄｅｒ，　Ｃｏｌｏｒａｄｏ）（カタログ番号１９８４７）から購入した。この架
橋実験のために選択されたヘモグロビン（３９２７）は、ジα鎖（ｄｉａｌｐｈａ　ｃｈ
ａｉｎ）の１５８位（Ａへリックスにおいて、第２αドメインの１６位）に単一の表面シ
ステインを含み、βサブユニットの９３位のシステインは、任意の副反応を除去するため
にアラニンに変異されていた。このヘモグロビンはまた、イニシエーターメチオニン、α
サブユニット間のグリシンリンカー、およびβＴ８７Ｑ変異と共に、ｒＨｂ３０１１にお
いて見出されるヘムポケット変異を含んでいた。
【０２７７】
【化３７】

３９２７のオキシ形態を、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．５で平衡化したＳｅｐｈａｄ
ｅｘ　Ｇ２５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＰＤ－１０）カラムに通し、次いで、約９０ｇ／Ｌ
（５４０ｎｍにおいてε＝０．８３７２Ｌｇ-1ｃｍ-1）まで濃縮する。１５０μＬの９０
ｇ／Ｌ　ｒＨｂ３９２７（０．２１０μｍｏｌ）を、氷上で１３×１００ｍｍ試験管に移
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し、そしてＤＭＳＯ（０．０５２μｍｏｌ）中の７．２３μＬ　５／ｇＬのテトラマレイ
ミドペンタエリスリトールを、一度に震盪しながら添加した。この試験管をシールし、そ
して一酸化炭素を、反応混合物上に吹き込んだ。反応系を氷上に放置し、そして５μＬの
アリコートを、種々の時点でＨＰＬＣによるサイジングのために採取した。
【０２７８】
３９２７出発物質は、サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）により確認されたように
、単一の種であった。３時間で、反応は、出発物質のほとんど３分の２を消費した。２１
時間で、ＳＥＣは４つのピークを与え、これらは、テトラＨｂ、トリＨｂ、ジＨｂ、およ
びモノＨｂ（それぞれ、６．４％、６３．９％、５．８％および２３．９％）に帰属され
、これらより高い分子量部分は無かった。２２時間において、別のＤＭＳＯ（０．０１２
μｍｏｌ）中１．７１μＬ　５ｇ／Ｌテトラマレイミドペンタエリスリトールを、残され
る出発物質の量を減らす試みで、反応系に添加した。この反応系を、週末の間氷上に放置
した。最終のＳＥＣトレース（図１３）は、同じ４つのピークを異なる割合で（９．２％
テトラＨｂ、７４．４％トリＨｂ、１０．０％ジＨｂ、およびモノＨｂわずか６．４％）
与えた。
【０２７９】
４当量の単一表面システインヘモグロビンと、１当量のテトラマレイミドペンタエリスリ
トールとの反応は、ポリマーヘモグロビンの不連続な分布を生じた。この不連続なポリマ
ーは、おそらく立体障害に起因する、少量の４つのヘモグロビンサイズの種とともに、主
に３つのヘモグロビンのサイズであった。非常に少量の出発ヘモグロビンが残っており、
そして４つのヘモグロビンより大きなサイズ範囲のものは見られなかった。モノ官能基化
ヘモグロビンおよびポリ官能基化多重アームリンカーを利用する、この重合ストラテジー
は、マレイミド以外の官能基を用いて、および／またはコアペンタエリスリトールと官能
基との間のより長いアームを用いて、ヘモグロビンのトリマーよりもテトラマーを達成す
るために試みられ得る。
【０２８０】
（実施例２１）
（ビスマレイミドアラニルポリエチレングリコール３７００架橋した低副作用ヘモグロビ
ン（ＳＧＥ３９５９）の調製）
材料：
デオキシＳＧＥ３９５９：４０ｍＭホウ酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ９．１～９．２）中の
約７２ｋｇ／Ｌ（Ｈｂ濃度の分光測光学的決定に基づく）で約０．３ｋｇ。
【０２８１】
ＢＭＡ－ＰＥＧ－３７００ストック溶液：約１０３ｇ／Ｌ溶液を、ＢＭＡ－ＰＥＧ粉末を
、適切な容積のＷＦＩと混合し、次いで０．２ミクロンの膜を通して濾過することにより
、Ｃｌａｓｓ１００フードにおいて調製した。調製されたＰＥＧ試薬の濃度および容積は
、反応容器に添加した後、反応混合物が６０ｇ／Ｌの濃度でＨｂを含み、Ｈｂに対して５
倍モル濃度過剰のＢＭＡ－ＰＥＧが存在するような濃度および容積であった。
【０２８２】
Ｎ－アセチル－システイン：１Ｍ　Ｎ－アセチル－ｌ－システイン（ＮＡＣ）の０．５リ
ットル溶液を、８１．６ｇのＮＡＣ粉末を脱酸素化した１．２Ｎ　ＮａＯＨに、０．５Ｌ
の最終容積まで添加することにより調製した。この溶液を、０．２ミクロンの膜を通して
濾過し、そして使用まで脱酸素環境に維持した。
【０２８３】
デオキシグルコナート電解質溶液：グルコナート電解質溶液の１００リットル溶液を、Ｗ
ＦＩ中に０．６８ｋｇのＮａＣｌ、３０ｇｍのＫＣｌ、および０．５２ｋｇのグルコン酸
ナトリウムを溶解させることにより調製した。この溶液を窒素ガスを通気することにより
脱酸素化した。
【０２８４】
デオキシリン酸緩衝液：リン酸緩衝液の５リットル溶液を、ＷＦＩ中に６２ｇｍの一塩基
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リン酸二水素ナトリウムおよび３０８ｇｍの二塩基リン酸水素二ナトリウムを溶解させる
ことにより調製した。この溶液を窒素ガスを通気することにより脱酸素化した。
【０２８５】
装置：
反応を、速度可変混合攪拌機、温度調節用外部加熱パッド、ならびにサンプル引き抜き、
試薬添加および雰囲気制御のためのポートを含む、１１Ｌのステンレス鋼反応容器で行っ
た。
【０２８６】
反応後混合物の限外濾過を、２ｍ2のＭｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｂｉｏｍａｘ　３０ポリエー
テルスルホン膜、ローブ型ポンプ、および２０リットルレザバを窒素雰囲気下で保持する
冷却限外濾過ループで行った。
【０２８７】
方法：
反応容器を酸素パージし、そして窒素雰囲気下に置いた。標的初期濃度（７２±５ｇ／Ｌ
）の適切な容積の脱酸素化ＳＧＥ３９５９を、無酸素条件下でこの反応容器に移した。一
旦、反応容器内のヘモグロビンの容積パラメータおよび濃度パラメータが、確認されると
、反応容器の温度を、２５℃に設定し、そして攪拌機を最少の泡沫／気泡生成を伴って混
合が起きるように設定した。同時に、ＢＭＡ－ＰＥＧ溶液を調製し、そして重合に必要な
容積を低圧缶に移した。圧力缶を、蠕動ポンプを通って延びるチューブを介して反応容器
に装着した。ＢＭＡ－ＰＥＧ溶液を、缶内の酸素レベルが３０ｐｐｍ未満に低下するまで
、窒素ガスでこの溶液を散布することにより脱気した。
【０２８８】
２５℃の反応容器で、ＢＭＡ－ＰＥＧ溶液を圧力缶から反応容器へ、必要な容積が５分間
で移されるような速度でポンピングすることにより、反応を開始させた。
【０２８９】
この反応を、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００　ＨＲ１０／３０サイズ排除
クロマトグラフィー（ＳＥＣ）カラムを使用してモニターした。ゼロ時点およびその後０
．５時間ごとに、０．２５ｍＬのサンプルを反応容器から取り、そして冷リン酸緩衝化溶
液で４０倍に希釈した。次いで、希釈されたサンプルの２０μＬを、Ｈｅｗｌｅｔｔ－Ｐ
ａｃｋａｒｄ　ＨＰ１０９０Ｍクロマトグラフィーワークステーションで、カラムに通し
た。カラム緩衝液は、５０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．０で
あった。このカラムを、０．７ｍＬ／分で周囲温度で３０分間流した。
【０２９０】
反応が進行する間に、添加（ａｄｄｉｔｉｏｎｓ）圧力缶をＷＦＩでよくリンスした。適
切な容積の１Ｍ　ＮＡＣを、この圧力缶に移した。次いで、この缶を上記のように脱酸素
化されるまで窒素を散布した。
【０２９１】
クロマトグラフィーモニタリングが、所望のサイズ分布を示した場合、反応をＮＡＣのボ
ーラス添加により、ＢＭＡ－ＰＥＧよりも２０倍過剰になるようにクエンチする。ＮＡＣ
添加の直後、反応容器の温度を８℃に設定する。反応混合物をその後０．５時間ごとに、
メトヘモグロビンについての分光測光アッセイによりモニターした。メトヘモグロビンレ
ベルが（ＮＡＣによる還元に起因して）最少になった場合に、反応のクエンチが完了した
とみなす。
【０２９２】
クエンチング後、反応混合物をデオキシ条件下で限外濾過システムに移して約１０℃に冷
却した。Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｂｉｏｍａｘ　３０（３０ＫＤａ）ポリエーテルスルホン
膜を使用して、反応混合物（約８０ｇｍＨｂ／リットル濃度）を、デオキシグルコナート
電解質溶液を用いて３透容積（ｄｉａｖｏｌｕｍｅ）に対して透析濾過（ｄｉａｆｉｌｔ
ｅｒ）した。次いで、０．６７リットルのデオキシリン酸緩衝液を、ヘモグロビン溶液１
リットルについて添加し、ｐＨを生理学的範囲（約ｐＨ７）にした。グルコナート電解質
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溶液を用いたさらなる１３透容積についての透析濾過により、遊離のＢＭＡ－ＰＥＧ、Ｎ
ＡＣ、元の反応混合物由来のリン酸塩およびホウ酸塩を除去した。ヘモグロビン溶液の濃
度を、膜を通る浸透を除くことにより１００ｇ／Ｌに上昇させ、次いでＴｗｅｅｎ－８０
およびＮＡＣを、それぞれ０．０７５％および９．２ｍＭのレベルまで添加し、処方産物
を生じた。
【０２９３】
最終処方産物を、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００ＳＥＣによりサイズ分布について分析した。ク
ロマトグラフィーを、４１４ｎｍの波長における検出で上記のように行った。水平ベース
ラインが引かれ、そして垂直積分線が全ての谷から落ちるように、ＨＰＬＣ積分パラメー
タを設定した。得られたクロマトグラム（代表的プロファイルについては図１５を参照の
こと）を、ＳＥＣ標準タンパク質（Ｂｉｏ－Ｒａｄカタログ番号１５１－１９０１）のク
ロマトグラムと比較した。このタンパク質標準を、ポリマー種の正確な分子サイズ分布を
測定するために、同一の条件下で波長２８０ｎｍでの検出を用いて流した。
【０２９４】
ＰＥＧ反応が複雑な不均一混合物を生じ、かつＳＥＣ法は分子を絶対的な分子量ではなく
流体力学半径に基づいて分離するので、注入用ＳＧＥ３９５９は、そのＳＥＣプロファイ
ル（図１５）の形状、およびそのＳＥＣピーク下の積分面積により特徴付けられていた。
【０２９５】
ＳＥＣプロフィールは、２つの主なピークを有することにより特徴付けられる：１つのピ
ークは、約１７分の保持時間（ＲＴ）を有し、そして別のピークは、約１４分のＲＴを有
する。谷部分からの垂直方向の積分線（ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｌ
ｉｎｅ）は、約１５分の時間に対応する点で、ベースラインと接触する。従って、積分し
たクロマトグラフィープロフィールは、代表的には、２つの分離されたピーク面積を有す
る。約１４分のＲＴを有するピークは、見かけの分子量＞１５８ｋＤａ（１５８ｋＤａの
分子量を有するγグロブリン標準は、約１６分のＲＴのピークを有する）を有するＰＥＧ
－ヘモグロビンに対応する。このピーク下の物質の大部分は、＜６７０ｋＤａの見かけの
分子量（６７０ｋＤａの分子量を有するサイログロブリン標準は、約１２分のＲＴのピー
ク有する）を有するポリマー種であるが、少ない割合がより高い見かけの質量を有する。
１７分付近のＲＴを有するピークは、ＭＷ＞６５ｋＤａ（モノマーＨｂは、約２１分のＲ
Ｔのピークを有する）を有するＰＥＧ－ヘモグロビンに対応する。代表的には、垂直方向
の積分線の左側のピーク面積は、総面積の約４０～５０％を示すが、線の右側の面積は、
総計の他方の５０～６０％を占める。質量分析器と同調したサイズ排除クロマトグラフィ
ー（ＳＥＣ－ＭＳ）は、分子の約半分（その大部分が１５分の線の右側のピーク下のある
）は、ＰＥＧ－修飾（ｄｅｃｏｒａｔｅｄ）および／または内部架橋モノマーである。こ
の分析により、残留分子は、ダイマー、トリマー、およびより高い次数のマルチマー、Ｐ
ＥＧ修飾の種々の組合せを有する全て、ならびに、分子内ＰＥＧ架橋および分子間ＰＥＧ
架橋である。種のスペクトルにわたる１モルのヘモグロビンあたりのＰＥＧの平均モル比
は３（２～非常に修飾された種について１１までの範囲を有する）である。
【０２９６】
（実施例２２）
（ビスマレイミドアラニルポリエチレングリコール３７００の調製）
（架橋は、ヘモグロビン－ＳＧＥ３４８７の副作用を減少させた）
材料：
デオキシＳＧＥ３４８７：４０ｍＭホウ酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ９．１－９．２）中、
約７８ｇ／Ｌ（Ｈｂ濃度の分光学的測定に基づく）で、約１ｋｇ。
【０２９７】
ＢＭＡ－ＰＥＧ－３７００ストック溶液：約１１１ｇ／Ｌの溶液を、クラス１００フード
中で、ＢＭＡ－ＰＥＧ粉末と、ＷＦＩの適切な容量とを混合し、次いで、０．２ミクロン
の膜を通して濾過することにより、調製した。調製したＰＥＧ溶液の濃度および容量は、
反応装置への添加後、反応混合物が、６５ｇ／Ｌの濃度でヘモグロビンを含み、かつこれ
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らがヘモグロビンよりも５倍過剰のＢＭＡ－ＰＥＧであるようなものである。
【０２９８】
Ｎ－アセチル化－ｌ－システイン：１Ｍ　Ｎ－アセチル化－ｌ－システイン（ＮＡＣ）の
２リットル溶液を、脱酸素した１．２Ｎ　ＮａＯＨに対して２．０Ｌの最終容量まで３２
６．４ｇのＮＡＣ粉末を添加することにより調製した。この溶液を、０．２ミクロンの膜
を通して濾過し、そして使用まで、脱酸素化環境を維持した。
【０２９９】
デオキシグルコネート電解質溶液：グルコネート電解質溶液の３００リットル溶液を、Ｗ
ＦＩ中に、２．０５ｋｇのＮａＣｌ、９０ｇのＫＣｌ、および１．５７ｋｇのグルコン酸
ナトリウムを溶解させることにより調製した。この溶液を、窒素ガスを用いて十分にバブ
リングすることにより、脱酸素させた。
【０３００】
デオキシホスフェート緩衝液：ホスフェート緩衝液の５リットル溶液を、ＷＦＩ中に６２
ｇのリン酸２水素ナトリウムおよび３０８ｍｇのリン酸水素二ナトリウムを溶解させるこ
とにより調製した。この溶液を窒素ガスを用いて十分にバブリングすることにより、脱酸
素させた。
【０３０１】
（装置）
反応を、２２Ｌのステンレス鋼の反応装置（可変速度の混合撹拌器、温度調節のための外
部加熱パッド、およびサンプル回収、試薬添加、ならびに大気制御のためのポートを備え
る）中で行った。
【０３０２】
反応後の混合物の限外濾過を、冷却限外濾過ループ（窒素雰囲気下で、３ｍ2のＭｉｌｌ
ｉｐｏｒｅ　ＰＬＣＨＫ膜、葉型（ｌｏｂｅ－ｔｙｐｅ）ポンプ、および２０リットルの
レザバを保持する）冷却した中で行った。
【０３０３】
（方法）
反応装置の酸素をパージし、そして窒素雰囲気下においた。標的化初期濃度（７８±６ｇ
／Ｌ）での脱酸素化ＳＧＥ３４８７の適切な容量を、無酸素条件下で反応容器へと移した
。一旦、反応装置中のヘモグロビンの容量パラメーターおよび濃度パラメーターを検証す
ると、反応装置の温度を２５℃に設定し、そして混合が、攪拌器を、混合が最小限の泡（
ｆｏａｒｍ／ｂｕｂｂｌｅ）の生成を生じるように設定した。一方で、ＢＭＡ－ＰＥＧ溶
液を調製し、そしてポリマー化に必要な容量を、小さな気密缶（ｐｕｒｅｓｓｕｒｅ　ｃ
ａｎ）に移した。気密缶を、蠕動ポンプを介して作動するチューブを通じて反応装置に取
り付ける。ＢＭＡ－ＰＥＧ溶液を、缶内の酸素レベルが３０ｐｐｍ未満に低下するまで、
窒素ガスを溶液に散布することにより脱気した。２５℃での反応容器では、反応を、要求
される容量を５分間で移すような速度での、気密缶から反応装置へのＢＭＡ－ＰＥＧ溶液
のポンピングにより開始した。
【０３０４】
反応をＰｈａｒｍａｃｉａ　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００　ＨＲ１０／３０サイズ排除クロマ
トグラフィー（ＳＥＣ）カラムを用いてモニタリングした。０時点、その後０．５時間毎
に、０．２５ｍｌのサンプルを反応容器から得、そして冷リン酸緩衝化生理食塩水中に４
０倍に希釈した。次いで、２０μＬの希釈サンプルを、Ｈｅｗｌｅｔｔ－Ｐａｃｋａｒｄ
　ＨＰ１１００クロマトグラフィーワークステーションのカラムにかけた。カラム緩衝液
は５０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ（ｐＨ７．０）であった。カラムを
０．７ｍＬ／分で、環境温度にて、３０分間行った。
【０３０５】
反応が進行する間、追加の気密缶をＷＦＩを用いて十分にリンスした。適切な容量の１Ｍ
　ＮＡＣをこの気密缶に移した。次いで、この缶を上記のように脱酸素されるまで窒素を
散布した。
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【０３０６】
ＰＥＧ反応を３．５時間進行させ、その後、この反応を、ＢＭＡ－ＰＥＧよりも２０倍モ
ル過剰に達するまでのＮＡＣのボーラス添加によりクエンチした。反応混合物を、その後
、メトヘモグロビンについての分光学的アッセイにより、０．５時間毎にモニタした。こ
のクエンチング反応を、メトヘモグロビンレベルが、（ＮＡＣによる還元に起因して）最
小化される場合に完了とみなした。
【０３０７】
クエンチングの後、反応混合物を、脱酸素条件下で限外濾過システムに移し、そして約１
０℃まで冷却した。Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　ＰＬＣＨＫ（１００ＫＤａ）再生セルロース膜
を用いて、反応混合物を、約５０ｇ　Ｈｂ／リットルの濃度で、デオキシグルコネート電
解質溶液を用いて３ダイア容量（ｄｉａｖｏｌｕｍｅ）をダイアフィルトレートした。次
いで、０．１リットルのデオキシホスフェート緩衝液を１リットルのヘモグロビン溶液あ
たり添加して、ｐＨを生理学的範囲（ｐＨ７）に動かした。グルコネート電解質溶液を用
いる、さらなる１０ダイア容量のダイアフィルトレーションは、遊離のＢＭＡ－ＰＥＧ、
ＮＡＣ、ホスフェート、およびホウ酸を、本来の反応溶液から取り除いた。ヘモグロビン
溶液の濃度を、膜を通じる透過物を取り除くことにより、１００ｇ／ｌまで上昇させ、次
いで、ＮＡＣを最終濃度９．２ｍＭまで添加し、処方した生成物を得た。
【０３０８】
処方した生成物（注入のためのＳＧＥ３４８７）を、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００ＳＥＣによ
るサイズ分布について分析した。クロマトグラフィーを、４１４ｎｍの波長での検出を用
いて上記のように行った。ＨＰＬＣの積分パラメータを、水平方向にベースラインを引き
、かつ垂直方向の積分線を各谷部分から下降させるように設定した。得られたクロマトグ
ラム（それぞれのプロフィールについて図１６を参照のこと）を、ＳＥＣ標準タンパク質
（ＢｉｏＲａｄカタログ番号１５１－１９０１）のクロマトグラムと比較した。タンパク
質標準を、同一の条件下で実施し、そして２８０ｎｍの波長での検出を用いて、ポリマー
種の見かけのサイズ分布を測った。
【０３０９】
ＰＥＧ反応は、複合体（不均一な混合物）を誘導するので、そしてＳＥＣ法は、流体力学
的半径に基づき、かつ絶対分子量に基づかないで分子を分離するので、注入のためのＳＧ
Ｅ３４８７は、そのＳＥＣプロフィール（図１６）の形およびそのＳＥＣピーク下の積分
した面積により特徴付けられている。
【０３１０】
ＳＥＣプロフィールは、２つの主なピークを有することにより特徴付けられ得る：１つの
ピークは、約１７分の保持時間（ＲＴ）を有し、そして別のピークは、約１４分のＲＴを
有する。ほとんどの場合では、第３のピーク（約１０．５分のＲＴを有する）をまた規定
した。谷部分からの垂直方向の積分線（ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｌ
ｉｎｅ）は、ほぼ１１分および１５分の時間に対応する点で、ベースラインと接触する。
従って、積分したクロマトグラフィープロフィールは、代表的には、２つまたは３つの分
離されたピーク面積を有する。約１０．５分のＲＴを有するピークは、見かけの分子量＞
６７０ｋＤａ（６７０ｋＤａの分子量を有するサイログロブリン標準は、約１２分のＲＴ
のピークを有する）を有するＰＥＧ－修飾ヘモグロビンに対応する。約１４分のＲＴを有
するピークは、見かけの分子量＞１５８ｋＤａ（γグロブリン標準は、約１６分のＲＴの
ピークを有する）を有するＰＥＧ－ヘモグロビンに対応し、そして約１７分のＲＴを有す
るピークは、ＭＷ＞６５ｋＤａ（モノマーヘモグロビンは、約２１分のＲＴのピークを有
する）を有するＰＥＧヘモグロビンに対応する。代表的には、１５分の垂直方向の積分線
の左側のピーク面積は、総面積の約５０％を示すが、線の右側の面積は、総計の他方の半
分を占める。質量分析器と同調したサイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ－ＭＳ）は、
分子の約半分（その大部分が１７分の線の右側のピーク下のある）は、ＰＥＧ－修飾（ｄ
ｅｃｏｒａｔｅｄ）および／または内部架橋モノマーである。この分析により、残留分子
は、ダイマー、トリマー、およびより高い次数のマルチマー、ＰＥＧ修飾の種々の組合せ
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を有する全て、ならびに、分子内ＰＥＧ架橋および分子間ＰＥＧ架橋である。種のスペク
トルにわたる１モルのヘモグロビンあたりのＰＥＧの平均モル比は３（２～非常に修飾さ
れた種について１１までの範囲を有する）である。
【０３１１】
（実施例２３）
（ラット膵臓酵素モデル）
Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ雄性ラット（体重約２５０～３００ｇ）を、６ｍｌ（１０
０ｍｇ／ｋｇ～２ｇ／ｋｇ）までの用量を最高荷重として、尾静脈を介して種々のヘモグ
ロビン溶液を投与して、血清リパーゼおよび血清アミラーゼのレベルに対するプロビデン
ス変異（ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ）（ｂｋ８２Ｄ）の影響を決定した。
ラットに、組換えヘモグロビン１．１、組換えヘモグロビン３３４５、組換えヘモグロビ
ン３０１１、または組換えヘモグロビン３０１０投与した。組換えヘモグロビン１．１お
よび３３４５は、プロビデンス変異を含む３３４５以外のタンパク質配列と一致する。同
様に、組換えヘモグロビン３０１１および３０１０は、プロビデンス変異を含む３０１０
以外のタンパク質配列と一致する。血清サンプルを、注入の前および組換えヘモグロビン
の投与の１、２、４、８、および２４時間後に、ラットから得た。血清アミラーゼおよび
血清リパーゼのレベルを、一般に、当業者に公知の標準的臨床アッセイを用いて決定した
。
【０３１２】
図１７（ａ）および１７（ｂ）は、血清リパーゼレベルに対するプロビデンス変異の効果
を示す。血清リパーゼレベルは、投与される組換えヘモグロビンがプロビデンス変異を含
む場合、２４時間の観察時間にわたり低かった。プロビデンス変異は、血清アミラーゼレ
ベルに影響しなかった。
【０３１３】
従って、記載される本発明は、血清が種々の方法で改変され得ることが明確である。この
ような変動は、本発明の精神および範囲から逸脱しないと考えられ、そして全てのこのよ
うな改変体および等価物の全ては、当業者に明確であるように、添付の特許請求の範囲内
に含まれることが意図される。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、特定の変異誘発および発現実験に用いたプラスミドｐＳＧＥ７２８を
示す。
【図２】　図２は、ｐＳＧＥ７２８中に挿入されたα遺伝子の部分的制限マップを示す。
【図３】　図３は、ｐＳＧＥ７２８中に挿入されたβ遺伝子の部分的制限マップを示す。
【図４】　図４は、アカゲザルの左心室からの正常筋肉組織を示す顕微鏡写真である。２
００倍。線状の筋肉繊維のパターンを形成する筋肉細胞の整然としたパッキングに注目の
こと。正常筋肉細胞組織にはリンパ球およびマクロファージがないことにも注目のこと。
損傷のないその全心臓がこのような正常組織からなるサルは、スコア「０」が与えられる
。
【図５】　図５は、アカゲザルの左心室からの筋肉組織中の最小の心臓損傷を示す顕微鏡
写真である。２００倍。損傷領域は、周囲の正常な線状の筋肉組織と比較して整然として
おらず、しかも損傷中の細胞の境界がもはや明瞭ではないことに注目のこと。さらに、こ
こで、矢印の上に見られる損傷中のリンパ球およびマクロファージの存在に注目のこと。
ダメージを受けた細胞、リンパ球，およびマクロファージの存在は、当業者である病理学
者に、損傷がサルの寿命の最近の２～３日内に生じたことを示す。
【図６】　図６は、アカゲザルの左心室からの筋肉組織中の中程度の心臓損傷を示す顕微
鏡写真。２００倍。損傷領域が、図５中の最小心臓損傷より有意に大きいことに注目のこ
と。さらに、損傷中のリンパ球およびマクロファージが多く存在することに注目のこと。
【図７】　図７は、Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラットにおける、いくつかの組換えヘ
モグロビン組成物、ジアスピリン架橋ヘモグロビン（ＤＣＬＨｂ）およびヒト血清アルブ
ミン（ＨＳＢ）の胃を空にする効果を示す。タンパク質用量は、各ヘモグロビン組成物お
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よびＨＳＡについて１５００ｍｇ／ｋｇであった。「モノＨｂｓ」は、単一－テトラマー
ヘモグロビン種（分子量約６４，０００）をいい、「ジＨｂｓ」は、遺伝子的に融合され
ている２つのヘモグロビンテトラマー（分子量約１２８，０００）を示し、そして「ポリ
Ｈｂｓ」は、化学的に架橋されている２つ以上のヘモグロビンテトラマーを示す。試験さ
れたヘモグロビン組成物の胃を空にする効果は、コントロールＨＳＡの％として表されて
いる。
【図８】　図８は、組換えヘモグロビン組成物およびヒト血清アルブミンに対するＳｐｒ
ａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラットにおける平均動脈圧（ＭＡＰ）を示す。ＨＳＡは、注入容
量および膨張コントロールとして投与された。タンパク質用量は組換えヘモグロビンおよ
びＨＳＡについて２０００ｍｇ／ｋｇであった。ＭＡＰにおける変化は、投与後１０～９
０分のベースライン（投与前３０分に開始する期間の平均動脈圧）からの血圧の平均変化
から算出した。
【図９】　図９は、組換えヘモグロビン組成物およびヒト血清アルブミンに対するラット
の全末梢耐性応答（ＴＰＲ）を示す。ＨＳＡをコントロールとして投与した。タンパク質
用量は組換えヘモグロビンおよびＨＳＡについて２０００ｍｇ／ｋｇであった。ＴＰＲに
おける変化は、ベースラインからの変化の％として表されている。ＴＰＲにおける変化は
、投与後１０～９０分のＭＡＰにおける変化を、同じ期間の間の平均心拍出量における変
化で除することにより算出した。
【図１０】　図１０は、表６に提示されるような、５ｍｇ／ｋｇ精製ＬＰＳおよび１００
０ｍｇ／ｋｇの試験ヘモグロビン溶液を注入した同系繁殖体ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪマウスの
４８時間生存率を示す。５ｍｇ／ｋｇ精製ＬＰＳおよび１０００ｍｇ／ｋｇＨＳＡを注入
したマウスをコントロールとして用いた。
【図１１】　図１１は、ヘモグロビン改変体の沈殿物形成の比較を示す。ｒＨＢ１．１、
ＳＧＢ３０１１、およびＳＧＥ３９５９を含むヘモグロビン組成物を、３ヶ月の期間に亘
るヘモグロビン凝集物および沈殿の形成について試験した。３つすべてのヘモグロビンの
溶液は、３ヶ月の間２５℃の一定温度で貯蔵し、そして各ヘモグロビン溶液の２５ｍＬの
試料を２、４、６、８、および１２週で採取した。沈殿物の量は、試料中の全ヘモグロビ
ン（ｇＴＨｂ）のグラムあたりの沈殿物ミリグラム（ｍｇＰＰＴ）として表される。
【図１２】　図１２は、グルタルアルデヒド重合化ＳＧＥ３０１１のサイズ排除クロマト
グラムである。クロマトグラフの直線回帰分析は、グルタルアルデヒド重合化ＳＧＥ３０
１１に含まれるヘモグロビンの大部分は、３～１２の化学的に架橋したジαβ2ヘモグロ
ビンモノマーを含むことを示唆する。ヘモグロビンの約１１．６％はダイマー化ヘモグロ
ビン、そして約１．８％はモノマーである。
【図１３】　図１３は、ＢＭ－ＰＥＧ重合化ＳＧＥ３９３７のサイズ排除クロマトグラム
である。クロマトグラフの直線回帰分析は、ＢＭ－ＰＥＧ重合化ＳＧＥ３９３７に含まれ
るヘモグロビンの大部分は、３～７の化学的に架橋したジαβ2ヘモグロビンモノマー（
平均４．７）を含むことを示唆する。ヘモグロビンの約１３％はダイマー化ヘモグロビン
、そして約１．５％はモノマーである。
【図１４】　図１４は、４Ｍペンタエリスリトール重合化ＳＧＥ３９２７のサイズ排除ク
ロマトグラムである。クロマトグラフの直線回帰分析は、ポリマーの９．２％はテトラＨ
ｂ、ポリマーの７４．４％はトリＨｂ、ポリマーの１０．０％はジＨｂ、そしてわずか６
．４％がモノマ－Ｈｂであることを示唆する。
【図１５】　図１５は、ＢＭＡ－ＰＥＧ重合化ＳＧＥ３９５９のサイズ排除クロマトグラ
ムである。存在する分子種のタンパク質化学的分析は、分子の約半分がモノマーであり、
分子の３分の１がダイマーであり、そして残りがトリマーおよびより高い次元のマルチー
であることを示唆する。
【図１６】　図１６は、ＢＭＡ－ＰＥＧ重合化ＳＧＥ３４８７のサイズ排除クロマトグラ
ムである。存在する分子種のタンパク質化学的分析は、分子の約半分がモノマーであり、
分子の３分の１がダイマーであり、そして残りがトリマーおよびより高い次元のマルチー
であることを示唆する。
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【図１７Ａ】図１７Ａは、血清リパーゼレベルのＰｒｏｖｉｄｅｎｃｅ変異の影響を示す
グラフである。
【図１７Ｂ】図１７Ｂは、血清リパーゼレベルのＰｒｏｖｉｄｅｎｃｅ変異の影響を示す
グラフである。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図１７Ａ】 【図１７Ｂ】
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