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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ムコ多糖体沈着症ＩＩ型（ハンター症候群）の処置のための医薬の調製におけるヒトイ
ズロン酸－２－スルファターゼ（ＩＤＳ）ポリペプチドを含む組成物の使用：
　ここで、前記ヒトＩＤＳポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸配列若しくは配列番号
２と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むか、または配列番号２のアミノ酸配
列若しくは配列番号２と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列からなり、且つ前記Ｉ
ＤＳポリペプチドのマンノース－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）含有量が約０．５ｐｍｏｌ　Ｍ６
Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である。
【請求項２】
　前記ハンター症候群が、中枢神経系（ＣＮＳ）合併症を有するか、またはＣＮＳ合併症
を発症するリスクがある、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　前記Ｍ６Ｐ含有量が、約０．１５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質また
は約０．１５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である、請求項１また
は２に記載の使用。
【請求項４】
　前記ヒトＩＤＳポリペプチドが、１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを含む
、請求項１～３のいずれか一項に記載の使用。
【請求項５】



(2) JP 6433424 B2 2018.12.5

10

20

30

40

50

　前記ヒトＩＤＳポリペプチドが、７個または８個のＮ結合型オリゴマンノースグリカン
を含む、請求項４に記載の使用。
【請求項６】
　前記ヒトＩＤＳポリペプチドが、ｐ９７ポリペプチドに共有結合性に連結されるか、ま
たは作動可能に連結され、ｐ９７結合体を形成している、請求項１～５のいずれか一項に
記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　この出願は、米国特許法１１９（ｅ）の下、２０１２年７月３１日に出願された米国仮
出願第６１／６７７，９５９号（これは、その全体が参考として援用される）に対する優
先権を主張する。
【０００２】
　配列表に関する記述
　本出願に関連する配列表を、ハードコピーの代わりにテキスト形式で提供し、この配列
表は、本明細書中で参考として援用される。配列表を含むテキストファイル名は、ＢＩＯ
Ｓ＿０６＿０１ＷＯ＿ＳＴ２５．ｔｘｔである。このテキストファイルは約２５ＫＢであ
り、２０１３年７月３１日に作成され、ＥＦＳ－Ｗｅｂ経由で電子的に提出した。
【０００３】
　背景
　技術分野
　本発明は、一般に、タンパク質のリン酸化形態と比較して血液脳関門（ＢＢＢ）を横断
するか透過する能力が高いリソソーム蓄積症（ＬＳＤ）タンパク質の脱リン酸化形態（イ
ズロン酸－２－スルファターゼ（ＩＤＳ、またはＩ２Ｄ）の脱リン酸化形態が含まれる）
およびそのｐ９７結合体に関する。かかる脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質およびｐ９
７結合体を含む組成物および、例えば、任意の１つ以上のリソソーム蓄積症（ハンター症
候群（すなわち、ＭＰＳ　ＩＩ型）など）を処置するためのその使用方法も含まれる。
【背景技術】
【０００４】
　関連技術の記載
　リソソーム蓄積症（ＬＳＤ）は、細胞のリソソーム内の特異的な酵素またはタンパク質
の活性の不在または減少に起因する。細胞内で、喪失酵素の影響は、細胞内リソソーム内
の未分解「貯蔵物質」の蓄積として認められる。この集積物により、リソソームが膨潤し
て機能不全を引き起こし、それにより、細胞および組織が損傷する。リソソーム蓄積症が
典型的には遺伝的病因を有するので、多数の組織は問題の酵素を欠くであろう。しかし、
組織が異なれば同一酵素の不在の程度も異なる。どのように組織が悪影響を受けるかは、
組織が喪失酵素の基質を生成する程度によっていくらか決定される。貯蔵の負荷をもっと
も受ける組織の型が、どのようにして薬物を患者に投与すべきかを決定づける。
【０００５】
　多数のリソソーム蓄積症の酵素が同定され、その各疾患と関連付けられている。一旦喪
失酵素または欠損酵素が同定されると、補充酵素を患者の罹患組織に有効に送達させると
いう問題に処置を集中させることができる。
【０００６】
　静脈内酵素代償療法（ＥＲＴ）はＬＳＤ（例えば、ＭＰＳ　Ｉ、ＭＰＳ　ＩＩ、ＭＰＳ
　ＩＩＩ）に有利であり得るが、かかる疾患におけるリソソームへの治療酵素の送達の増
強手段は、費用の削減および治療有効性の増加に関して有益であろう。
【０００７】
　１つの問題として、血液脳関門（ＢＢＢ）は、血流から脳への多数の薬剤の自由な輸送
を遮断する。このため、神経学的側面が有意に認められるＬＳＤは、静脈内ＥＲＴに応答
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すると期待されない。かかる疾患について、ＢＢＢを通過して罹患細胞に入るリソソーム
内への酵素送達の改善方法が非常に望まれるであろう。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　発明の概要
　本発明の実施形態は、哺乳動物細胞（ヒト細胞など）中に発現された（または産生され
た）対応するコントロールＬＳＤタンパク質と比較して実質的に脱リン酸化された単離リ
ソソーム蓄積症（ＬＳＤ）ポリペプチドを含む。一定の実施形態では、ＬＳＤポリペプチ
ドは、対応するＬＳＤタンパク質と比較して少なくとも約７５％、８０％、９０％、９５
％、９８％、９９％、または１００％脱リン酸化されている。
【０００９】
　特定の実施形態では、ＬＳＤポリペプチドは、１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグ
リカンを含む。例えば、一定のＬＳＤポリペプチドは、１、２、３、４、５、６、７、８
、９、または１０個またはそれを超えるＮ結合型オリゴマンノースグリカンを含む。いく
つかの実施形態では、ＬＳＤポリペプチドは、対応するＬＳＤタンパク質として少なくと
も約７５％、８０％、９０％、９５％、９８％、９９％、または１００％の数または量の
Ｎ結合型オリゴマンノースグリカンを有する。特定の実施形態では、ＬＳＤポリペプチド
は、哺乳動物細胞中に発現された（または産生された）対応するＬＳＤタンパク質と比較
して、Ｎ結合型オリゴマンノースグリカンのマンノース－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）残基を実
質的に含まない。いくつかの態様では、ＬＳＤポリペプチドは、酸性ホスファターゼまた
はアルカリホスファターゼでの酵素消化によって脱リン酸化される。
【００１０】
　一定の実施形態では、ＬＳＤポリペプチドは、１つ以上のイズロン酸－２－スルファタ
ーゼ、Ｌ－イズロニダーゼ、アスパルチルグルコサミニダーゼ、酸性リパーゼ、システイ
ン輸送体、Ｌａｍｐ－２、α－ガラクトシダーゼＡ、酸性セラミダーゼ、α－Ｌ－フコシ
ダーゼ、β－ヘキソサミニダーゼＡ、ＧＭ２－ガングリオシドアクチベーター（ＧＭ２Ａ
）、α－Ｄ－マンノシダーゼ、β－Ｄ－マンノシダーゼ、アリールスルファターゼＡ、サ
ポシンＢ、ノイラミニダーゼ、α－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼホスホトランスフェ
ラーゼ、ホスホトランスフェラーゼγ－サブユニット、ヘパラン－Ｎ－スルファターゼ、
α－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼ、アセチルＣｏＡ：Ｎ－アセチルトランスフェラー
ゼ、Ｎ－アセチルグルコサミン６－スルファターゼ、ガラクトース６－スルファターゼ、
β－ガラクトシダーゼ、Ｎ－アセチルガラクトサミン４－スルファターゼ、ヒアルロノグ
ルコサミニダーゼ、スルファターゼ、パルミトイルプロテインチオエステラーゼ、トリペ
プチジルペプチダーゼＩ、酸性スフィンゴミエリナーゼ、カテプシンＡ、カテプシンＫ、
α－ガラクトシダーゼＢ、ＮＰＣ１、ＮＰＣ２、シアリン（ｓｉａｌｉｎ）、およびシア
ル酸輸送体（その活性フラグメントおよび改変体が含まれる）から選択される。いくつか
の実施形態では、ＬＳＤポリペプチドはヒトポリペプチドである。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、ＬＳＤポリペプチドは、ヒトイズロン酸－２－スルファター
ゼ（ＩＤＳ）、またはその活性フラグメントもしくは改変体である。いくつかの態様では
、ヒトＩＤＳが、配列番号２と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９
９％、または１００％同一であるか、配列番号２を含むか、配列番号２から本質的になる
か、配列番号２からなるアミノ酸配列を有する。いくつかの態様では、ヒトＩＤＳは、１
つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを含む。特定の態様では、ヒトＩＤＳは、１
、２、３、４、５、６、７、または８個のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを含む。い
くつかの態様では、ヒトＩＤＳは、ヒト細胞（例えば、ＨＴ－１０８０細胞）などの哺乳
動物細胞中に産生された（発現された）対応する野生型ヒトイズロン酸－２－スルファタ
ーゼとして少なくとも約７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％、ま
たは１００％の数または量のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを有する。いくつかの実
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施形態では、１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンは、ヒト細胞などの哺乳動物
細胞中に産生された（発現された）対応するヒトＩＤＳのＮ結合型オリゴマンノースグリ
カンと比較して実質的に脱リン酸化されている。いくつかの態様では、１つ以上のＮ結合
型オリゴマンノースグリカンは、少なくとも約７５％、８０％、８５％、９０％、９５％
、９８％、９９％、または１００％脱リン酸化されている。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、ヒトＩＤＳは、哺乳動物細胞中に産生された対応するＩＤＳ
と比較してマンノース－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）残基を実質的に含まない。特定の態様では
、ヒトＩＤＳは、Ｍ６Ｐ含有量が約１．２ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク
質未満である。一定の態様では、ヒトＩＤＳは、Ｍ６Ｐ含有量が約０．５ｐｍｏｌ　Ｍ６
Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である。特定の態様では、ヒトＩＤＳは、Ｍ６Ｐ含
有量が約０．１５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質または約０．１５ｐｍ
ｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、ＬＳＤポリペプチドは、ヒトα－Ｌ－イズロニダーゼ（ＩＤ
Ｕ）またはその活性フラグメントもしくは改変体である。いくつかの態様では、ヒトＩＤ
Ｕは、配列番号３と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％、また
は１００％同一であるか、配列番号３を含むか、配列番号３から本質的になるか、配列番
号３からなるアミノ酸配列を有する。いくつかの態様では、ヒトＩＤＵは１つ以上のＮ結
合型オリゴマンノースグリカンを含む。特定の態様では、ヒトＩＤＵは、１、２、３、４
、５、または６個のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを含む。いくつかの実施形態では
、ヒトＩＤＵは、哺乳動物細胞、任意選択的にヒト細胞中に産生された（発現された）対
応するヒトＩＤＵとして少なくとも約７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％
、９９％、または１００％の数または量のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを有する。
特定の態様では、１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンは、哺乳動物細胞、任意
選択的にヒト細胞中に産生された（発現された）対応するヒトＩＤＵのＮ結合型オリゴマ
ンノースグリカンと比較して、実質的に脱リン酸化されている。特定の態様では、１つ以
上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンは、少なくとも７５％、８０％、８５％、９０％
、９５％、９８％、９９％、または１００％脱リン酸化されている。いくつかの態様では
、ヒトＩＤＵは、哺乳動物細胞中に産生された対応するＩＤＵと比較して、マンノース－
６－リン酸（Ｍ６Ｐ）残基を実質的に含まない。
【００１４】
　一定の実施形態では、対応するタンパク質は、野生型タンパク質（ヒト野生型ＩＤＳま
たはＩＤＳタンパク質など）である。特定の実施形態では、実質的に脱リン酸化されたＩ
ＤＳの対応するタンパク質は、ヒト細胞株、任意選択的にＨＴ－１０８０線維肉腫細胞株
中に産生されたイデュルスルファーゼである。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、哺乳動物細胞は、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ２９３細胞、ＨｅＬａ
細胞、およびＨＴ－１０８０線維肉腫細胞から選択される。
【００１６】
　ｐ９７結合体を形成するために本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化されたＬＳＤポ
リペプチドに共有結合性に連結されたか作動可能に連結されたｐ９７ポリペプチドを含む
結合体も含まれる。
【００１７】
　組成物（本明細書中に記載の単離リソソーム蓄積症（ＬＳＤ）ポリペプチドまたはｐ９
７結合体を含む薬学的組成物が含まれる）も含まれる。いくつかの実施形態では、組成物
は薬学的に許容され得るキャリアを含む。
【００１８】
　一定の実施形態は、本明細書中に記載の組成物（例えば、薬学的組成物）、実質的に脱
リン酸化されたＬＳＤタンパク質、または結合体を被験体に投与する工程を含む、処置を
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必要とする被験体におけるリソソーム蓄積症（ＬＳＤ）の処置方法を含む。
【００１９】
　一定の方法では、ＬＳＤは、１つ以上のムコ多糖体沈着症ＩＩ型（ハンター症候群）、
ムコ多糖体沈着症Ｉ型（ハーラー症候群）、アスパルチルグルコサミン尿、コレステロー
ルエステル蓄積症、ウォルマン病、シスチン蓄積症、ダノン病、ファブリー病、ファーバ
ー脂肪肉芽腫症、ファーバー病、フコース蓄積症、ガラクトシアリドーシスＩ型／ＩＩ型
、ゴーシェ病Ｉ型／ＩＩ型／ＩＩＩ型、ゴーシェ病、グロボイド細胞白質ジストロフィ（
ｇｌｏｂｏｉｄ　ｃｅｌｌ　ｌｅｕｃｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ）、クラッベ病、糖原貯蔵障
害ＩＩ、ポンぺ病、ＧＭ１－ガングリオシドーシスＩ型／ＩＩ型／ＩＩＩ型、ＧＭ２－ガ
ングリオシドーシスＩ型、テイ・サックス病、ＧＭ２－ガングリオシドーシスＩＩ型、サ
ンドホフ病、ＧＭ２－ガングリオシドーシス、α－マンノシドーシスＩ型／ＩＩ型、β－
マンノシドーシス、異染性白質ジストロフィ（ｍｅｔａｃｈｒｏｍａｔｉｃ　ｌｅｕｃｏ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ）、ムコリピドーシスＩ型、シアリドーシスＩ型／ＩＩ型ムコリピド
ーシスＩＩ型／ＩＩＩ型Ｉ細胞病、ムコリピドーシスＩＩＩＣ型偽性ハーラーポリジスト
ロフィ、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩＡ型、サンフィリッポ症候群、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩ
Ｂ型、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩＣ型、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩＤ型、ムコ多糖体沈着症Ｉ
ＶＡ型、モルキオ症候群、ムコ多糖体沈着症ＩＶＢ型、ムコ多糖体沈着症ＶＩ型、ムコ多
糖体沈着症ＶＩＩ型、スライ症候群、ムコ多糖体沈着症ＩＸ型、多発性スルファターゼ欠
損症、神経セロイドリポフスチノーシス、ＣＬＮ１バッテン病、ニーマン・ピック病ＮＢ
型、ニーマン・ピック病、ニーマン・ピック病Ｃ１型、ニーマン・ピック病Ｃ２型、濃化
異骨症、シンドラー病Ｉ型／ＩＩ型、シンドラー病、およびシアル酸蓄積症から選択され
る。
【００２０】
　特定の実施形態では、ＬＳＤはムコ多糖体沈着症ＩＩ型（ハンター症候群）であり、実
質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質はヒトイズロン酸－２－スルファターゼである
。
【００２１】
　他の実施形態では、ＬＳＤはムコ多糖体沈着症Ｉ型（ハーラー症候群）であり、実質的
に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質はヒトＬ－イズロニダーゼである。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、ＬＳＤが中枢神経系（ＣＮＳ）合併症を有するか、被験体が
ＬＳＤのＣＮＳ合併症を発症するリスクがある。
【００２３】
　実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質（ヒトイズロン酸－２－スルファターゼ（
ＩＤＳ）など）を産生する方法であって、哺乳動物細胞株、任意選択的にヒト細胞株中で
ＬＳＤタンパク質を組換え的に産生する工程、および組換え的に産生されたＬＳＤタンパ
ク質を、同一の細胞株中で産生された未処置ＬＳＤタンパク質と比較してＬＳＤタンパク
質のマンノース－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）含有量が少なくとも約５０％、６０％、７０％、
８０％、９０％、９５％、９８％、または９９％減少するのに十分な時間ホスファターゼ
で処理する工程を含む、方法も含まれる。特定の実施形態では、ＬＳＤタンパク質はヒト
ＩＤＳまたはヒトＩＤＵである。
【００２４】
　特定の実施形態では、ヒト細胞株はＨＴ－１０８０線維肉腫細胞株であり、タンパク質
はヒトＩＤＳである。いくつかの態様では、ヒトＩＤＳは、配列番号２のアミノ酸配列を
含むか、配列番号２のアミノ酸配列からなる。特定の態様では、ホスファターゼは仔牛腸
アルカリホスファターゼ（ＣＩＰ）である。特定の態様では、ＣＩＰはアクリルビーズに
結合している。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、ＬＳＤタンパク質（ヒトＩＤＳなど）は、ヒトｐ９７配列に
融合している。一定の方法は、ＬＳＤタンパク質（ヒトＩＤＳなど）をヒトｐ９７ポリペ
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プチドに結合体化する工程をさらに含む。
【００２６】
　特定の実施形態は、ヒトＩＤＳポリペプチドが配列番号２のアミノ酸配列またはその改
変体を含むか配列番号２のアミノ酸配列またはその改変体からなり、マンノース－６－リ
ン酸（Ｍ６Ｐ）含有量が約１．２ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満で
ある、単離ヒトイズロン酸－２－スルファターゼ（ＩＤＳ）ポリペプチドを含む。特定の
態様では、Ｍ６Ｐ含有量は、約０．５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未
満である。いくつかの態様では、Ｍ６Ｐ含有量は、約０．１５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏ
ｌ　ＩＤＳタンパク質または約０．１５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質
未満である。
【００２７】
　本発明のこれらおよび他の態様は、以下の詳細な説明および添付の図面を参照した際に
明らかとなるであろう。本明細書中に開示の全ての文献は、それぞれが個別に援用された
かのように、その全体が本明細書中で参考として援用される。
　特定の実施形態では、本発明は、例えば、以下を提供する。
（項目１）
　哺乳動物細胞中に発現された（または産生された）対応するＬＳＤタンパク質と比較し
て実質的に脱リン酸化された単離リソソーム蓄積症（ＬＳＤ）ポリペプチド。
（項目２）
　前記ＬＳＤポリペプチドが少なくとも約７５％脱リン酸化されている、項目１に記載の
単離ポリペプチド。
（項目３）
　前記ＬＳＤポリペプチドが少なくとも約８０％脱リン酸化されている、項目１に記載の
単離ポリペプチド。
（項目４）
　前記ＬＳＤポリペプチドが１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを含む、前記
項目のいずれか１項に記載の単離ポリペプチド。
（項目５）
　前記ＬＳＤポリペプチドが、１、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０個のＮ
結合型オリゴマンノースグリカンを含む、項目１に記載の単離ポリペプチド。
（項目６）
　前記ＬＳＤポリペプチドが、対応するＬＳＤタンパク質として少なくとも約７５％の数
または量のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを有する、前記項目のいずれか１項に記載
の方法。
（項目７）
　前記ＬＳＤポリペプチドが、哺乳動物細胞中に発現された（または産生された）対応す
るＬＳＤタンパク質と比較して、Ｎ結合型オリゴマンノースグリカンのマンノース－６－
リン酸（Ｍ６Ｐ）残基を実質的に含まない、項目４～６のいずれか１項に記載の単離ポリ
ペプチド。
（項目８）
　前記ＬＳＤポリペプチドが、酸性ホスファターゼまたはアルカリホスファターゼでの酵
素消化によって脱リン酸化される、前記項目のいずれか１項に記載の単離ポリペプチド。
（項目９）
　前記ＬＳＤポリペプチドが、以下のものの活性フラグメントおよび改変体を含む、イズ
ロン酸－２－スルファターゼ、Ｌ－イズロニダーゼ、アスパルチルグルコサミニダーゼ、
酸性リパーゼ、システイン輸送体、Ｌａｍｐ－２、α－ガラクトシダーゼＡ、酸性セラミ
ダーゼ、α－Ｌ－フコシダーゼ、β－ヘキソサミニダーゼＡ、ＧＭ２－ガングリオシドア
クチベーター（ＧＭ２Ａ）、α－Ｄ－マンノシダーゼ、β－Ｄ－マンノシダーゼ、アリー
ルスルファターゼＡ、サポシンＢ、ノイラミニダーゼ、α－Ｎ－アセチルグルコサミニダ
ーゼホスホトランスフェラーゼ、ホスホトランスフェラーゼγ－サブユニット、ヘパラン
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－Ｎ－スルファターゼ、α－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼ、アセチルＣｏＡ：Ｎ－ア
セチルトランスフェラーゼ、Ｎ－アセチルグルコサミン６－スルファターゼ、ガラクトー
ス６－スルファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、Ｎ－アセチルガラクトサミン４－スルフ
ァターゼ、ヒアルロノグルコサミニダーゼ、スルファターゼ、パルミトイルプロテインチ
オエステラーゼ、トリペプチジルペプチダーゼＩ、酸性スフィンゴミエリナーゼ、カテプ
シンＡ、カテプシンＫ、α－ガラクトシダーゼＢ、ＮＰＣ１、ＮＰＣ２、シアリン、およ
びシアル酸輸送体のうちの１つ以上から選択される、前記項目のいずれか１項に記載の単
離ポリペプチド。
（項目１０）
　前記ＬＳＤポリペプチドがヒトポリペプチドである、前記項目のいずれか１項に記載の
単離ポリペプチド。
（項目１１）
　前記ＬＳＤポリペプチドが、ヒトイズロン酸－２－スルファターゼ（ＩＤＳ）、または
その活性フラグメントもしくは改変体である、前記項目のいずれか１項に記載の単離ポリ
ペプチド。
（項目１２）
　前記ヒトＩＤＳが配列番号２と少なくとも９０％同一である、項目１１に記載の単離ポ
リペプチド。
（項目１３）
　前記ヒトＩＤＳが１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを含む、項目１２に記
載の単離ポリペプチド。
（項目１４）
　前記ヒトＩＤＳが、１、２、３、４、５、６、７、または８個のＮ結合型オリゴマンノ
ースグリカンを含む、項目１３に記載の単離ポリペプチド。
（項目１５）
　前記ヒトＩＤＳが、哺乳動物細胞、任意選択的にヒト細胞中に産生された（発現された
）対応する野生型ヒトイズロン酸－２－スルファターゼとして少なくとも約７５％の数ま
たは量のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを有する、項目１３または１４に記載の単離
ポリペプチド。
（項目１６）
　前記１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンが、哺乳動物細胞、任意選択的にヒ
ト細胞中に産生された（発現された）対応するヒトＩＤＳのＮ結合型オリゴマンノースグ
リカンと比較して実質的に脱リン酸化されている、項目１３～１５のいずれか１項に記載
の単離ポリペプチド。
（項目１７）
　前記１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンが少なくとも７５％脱リン酸化され
ている、項目１６に記載の単離ポリペプチド。
（項目１８）
　前記ヒトＩＤＳが、哺乳動物細胞中で産生された対応するＩＤＳと比較してマンノース
－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）残基を実質的に含まない、項目１６または１７に記載の単離ポリ
ペプチド。
（項目１９）
　Ｍ６Ｐ含有量が約１．２ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である、
項目１８に記載の単離ポリペプチド。
（項目２０）
　Ｍ６Ｐ含有量が約０．５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である、
項目１９に記載の単離ポリペプチド。
（項目２１）
　Ｍ６Ｐ含有量が約０．１５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である
、項目２０に記載の単離ポリペプチド。
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（項目２２）
　前記ＬＳＤポリペプチドが、ヒトα－Ｌ－イズロニダーゼ（ＩＤＵ）またはその活性フ
ラグメントもしくは改変体である、項目１～１０のいずれか１項に記載の単離ポリペプチ
ド。
（項目２３）
　前記ヒトＩＤＵが配列番号３と少なくとも９０％同一である、項目２２に記載の単離ポ
リペプチド。
（項目２４）
　前記ヒトＩＤＵが１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを含む、項目２２また
は２３に記載の単離ポリペプチド。
（項目２５）
　前記ヒトＩＤＵが、１、２、３、４、５、または６個のＮ結合型オリゴマンノースグリ
カンを含む、項目２４に記載の単離ポリペプチド。
（項目２６）
　前記ヒトＩＤＵが、哺乳動物細胞、任意選択的にヒト細胞中に産生された（発現された
）対応するヒトＩＤＵとして少なくとも約７５％の数または量のＮ結合型オリゴマンノー
スグリカンを有する、項目２４または２５に記載の単離ポリペプチド。
（項目２７）
　前記１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンが、哺乳動物細胞、任意選択的にヒ
ト細胞中に産生された（発現された）対応するヒトＩＤＵのＮ結合型オリゴマンノースグ
リカンと比較して、実質的に脱リン酸化されている、項目２４～２６のいずれか１項に記
載の単離ポリペプチド。
（項目２８）
　前記１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンが少なくとも７５％脱リン酸化され
ている、項目２７に記載の単離ポリペプチド。
（項目２９）
　前記ヒトＩＤＵが、哺乳動物細胞中に産生された対応するＩＤＵと比較して、マンノー
ス－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）残基を実質的に含まない、項目２８に記載の単離ポリペプチド
。
（項目３０）
　前記対応するタンパク質が野生型タンパク質である、前記項目のいずれか１項に記載の
単離ポリペプチド。
（項目３１）
　前記対応するタンパク質がヒト細胞株中に産生されたイデュルスルファーゼである、前
記項目のいずれか１項に記載の単離ポリペプチド。
（項目３２）
　前記哺乳動物細胞が、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ２９３細胞、ＨｅＬａ細胞、およびＨＴ－１
０８０線維肉腫細胞から選択される、前記項目のいずれか１項に記載の単離ポリペプチド
。
（項目３３）
　ｐ９７結合体を形成するために前記項目のいずれか１項に記載の実質的に脱リン酸化さ
れたＬＳＤポリペプチドに共有結合性に連結されたか作動可能に連結されたｐ９７ポリペ
プチドを含む結合体。
（項目３４）
　前記項目のいずれか１項に記載の単離リソソーム蓄積症（ＬＳＤ）ポリペプチドまたは
ｐ９７結合体を含む組成物。
（項目３５）
　薬学的に許容され得るキャリアを含む、項目３４に記載の組成物。
（項目３６）
　項目３４または３５に記載の組成物を被験体に投与する工程を含む、処置を必要とする
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被験体におけるリソソーム蓄積症（ＬＳＤ）を処置する方法。
（項目３７）
　前記ＬＳＤが、１つ以上のムコ多糖体沈着症ＩＩ型（ハンター症候群）、ムコ多糖体沈
着症Ｉ型（ハーラー症候群）、アスパルチルグルコサミン尿、コレステロールエステル蓄
積症、ウォルマン病、シスチン蓄積症、ダノン病、ファブリー病、ファーバー脂肪肉芽腫
症、ファーバー病、フコース蓄積症、ガラクトシアリドーシスＩ型／ＩＩ型、ゴーシェ病
Ｉ型／ＩＩ型／ＩＩＩ型、ゴーシェ病、グロボイド細胞白質ジストロフィ（ｇｌｏｂｏｉ
ｄ　ｃｅｌｌ　ｌｅｕｃｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ）、クラッベ病、糖原貯蔵障害ＩＩ、ポン
ぺ病、ＧＭ１－ガングリオシドーシスＩ型／ＩＩ型／ＩＩＩ型、ＧＭ２－ガングリオシド
ーシスＩ型、テイ・サックス病、ＧＭ２－ガングリオシドーシスＩＩ型、サンドホフ病、
ＧＭ２－ガングリオシドーシス、α－マンノシドーシスＩ型／ＩＩ型、β－マンノシドー
シス、異染性白質ジストロフィ（ｍｅｔａｃｈｒｏｍａｔｉｃ　ｌｅｕｃｏｄｙｓｔｒｏ
ｐｈｙ）、ムコリピドーシスＩ型、シアリドーシスＩ型／ＩＩ型ムコリピドーシスＩＩ型
／ＩＩＩ型Ｉ細胞病、ムコリピドーシスＩＩＩＣ型偽性ハーラーポリジストロフィ、ムコ
多糖体沈着症ＩＩＩＡ型、サンフィリッポ症候群、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩＢ型、ムコ多
糖体沈着症ＩＩＩＣ型、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩＤ型、ムコ多糖体沈着症ＩＶＡ型、モル
キオ症候群、ムコ多糖体沈着症ＩＶＢ型、ムコ多糖体沈着症ＶＩ型、ムコ多糖体沈着症Ｖ
ＩＩ型、スライ症候群、ムコ多糖体沈着症ＩＸ型、多発性スルファターゼ欠損症、神経セ
ロイドリポフスチノーシス、ＣＬＮ１バッテン病、ニーマン・ピック病ＮＢ型、ニーマン
・ピック病、ニーマン・ピック病Ｃ１型、ニーマン・ピック病Ｃ２型、濃化異骨症、シン
ドラー病Ｉ型／ＩＩ型、シンドラー病、およびシアル酸蓄積症から選択される、項目３６
に記載の方法。
（項目３８）
　前記ＬＳＤがムコ多糖体沈着症ＩＩ型（ハンター症候群）であり、前記実質的に脱リン
酸化されたＬＳＤタンパク質がヒトイズロン酸－２－スルファターゼである、項目３７に
記載の方法。
（項目３９）
　前記ＬＳＤがムコ多糖体沈着症Ｉ型（ハーラー症候群）であり、前記実質的に脱リン酸
化されたＬＳＤタンパク質がヒトＬ－イズロニダーゼである、項目３７に記載の方法。
（項目４０）
　前記ＬＳＤが中枢神経系（ＣＮＳ）合併症を有するか、前記被験体が前記ＬＳＤのＣＮ
Ｓ合併症を発症するリスクがある、項目３６～３９のいずれか１項に記載の方法。
（項目４１）
　実質的に脱リン酸化されたヒトイズロン酸－２－スルファターゼ（ＩＤＳ）を産生する
方法であって、ヒト細胞株中で前記ヒトＩＤＳを組換え的に産生する工程、組換え的に産
生された前記ヒトＩＤＳを、同一のヒト細胞株中で産生された非処理ヒトＩＤＳと比較し
て前記ヒトＩＤＳのマンノース－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）含有量が少なくとも約５０％、６
０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％、または９９％減少するのに十分な時間
ホスファターゼで処理する工程を含む、方法。
（項目４２）
　前記ヒト細胞株がＨＴ－１０８０線維肉腫細胞株である、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
　前記ＩＤＳが、配列番号２のアミノ酸配列を含むか、配列番号２のアミノ酸配列からな
る、項目４１に記載の方法。
（項目４４）
　前記ホスファターゼが仔牛腸アルカリホスファターゼ（ＣＩＰ）である、項目４１に記
載の方法。
（項目４５）
　前記ＣＩＰがアクリルビーズに結合している、項目４４に記載の方法。
（項目４６）
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　前記ヒトＩＤＳをヒトｐ９７配列に融合する、項目４１～４４のいずれか１項に記載の
方法。
（項目４７）
　前記ＩＤＳをヒトｐ９７ポリペプチドに結合体化する工程をさらに含む、項目４１～４
５のいずれか１項に記載の方法。
（項目４８）
　単離ヒトイズロン酸－２－スルファターゼ（ＩＤＳ）ポリペプチドであって、前記ヒト
ＩＤＳポリペプチドが配列番号２のアミノ酸配列またはその改変体を含むか配列番号２の
アミノ酸配列またはその改変体からなり、マンノース－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）含有量が約
１．２ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である、単離ヒトイズロン酸
－２－スルファターゼ（ＩＤＳ）ポリペプチド。
（項目４９）
　前記Ｍ６Ｐ含有量が約０．５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満であ
る、項目４８に記載の単離ポリペプチド。
（項目５０）
　前記Ｍ６Ｐ含有量が約０．１５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質または
約０．１５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質未満である、項目４８に記載
の単離ポリペプチド。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図１は、静脈内注射後のマウスの脳実質中の試験タンパク質の蓄積レベルを示す
（ＩＤＳ、イズロン酸－２－スルファターゼ；ｄｐＩＤＳ、脱リン酸化イズロン酸－２－
スルファターゼ；ＭＴｆ－ＩＤＳ、ｐ９７－ＩＤＳ結合体；ＭＴｆ－ｄｐＩＤＳ、ｐ９７
－ｄｐＩＤＳ結合体）。
【図２】図２は、静脈内感染後のマウスの脳実質（ＢＢＢの内側）と脳毛細血管（ＢＢＢ
の外側）との間の試験タンパク質の分布を示す。
【図３】図３は、以下の３つのＮ結合型グリカンを示す：マンノース残基のみがコアに付
着したオリゴマンノースグリカン；Ｎ－アセチルグルコサミルトランスフェラーゼ（Ｇｌ
ｃＮＡｃＴ）がコアに付着した複合グリカン；およびマンノース残基のみがコアのＭａｎ
α１－６アームに付着し、１つまたは２つのアンテナがＭａｎα１－３アーム上に存在す
るハイブリッドグリカン。
【図４】図４は、シス・ゴルジ内のオリゴマンノースＮ－グリカン上のマンノース残基の
Ｃ－６にＧｌｃＮＡｃ－１－Ｐを獲得するリソソームタンパク質の産生を示す。Ｎ－アセ
チル－グルコサミンを、トランス・ゴルジ内でグリコシダーゼによって除去してリン酸残
基を露呈させる。
【図５】図５は、ｐ９７（ＭＴｆ）への結合体化を含むか含まない（ｗｉｔｈｏｕｔ　ｏ
ｒ　ｗｉｔｈｏｕｔ）脳実質内のＩＤＳおよびｄｐＩＤＳの分布を示す。
【図６】図６は、イデュルスルファーゼ（ヒトＩＤＳ）のアミノ酸配列（配列番号２）を
示し、Ｎ結合型グリコシル化部位を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　発明の詳細な説明
　本発明の実施形態は、リソソーム蓄積症（ＬＳＤ）タンパク質（イズロン酸－２－スル
ファターゼ（ＩＤＳ）など）の脱リン酸化形態が、通常のリン酸化タンパク質と比較して
血液脳関門（ＢＢＢ）を通過して中枢神経系（ＣＮＳ）組織内に移行する能力が有意に増
加させたという発見に一部基づく。ｐ９７（メラノトランスフェリン）ポリペプチド配列
への結合体化により、ＢＢＢを通過したＣＮＳ組織内への脱リン酸化されたＬＳＤタンパ
ク質の移行をさらに改善することができる。
【００３０】
　多数のリソソーム酵素は、リン酸化Ｎ－グリカンの生成を含む特殊な輸送経路によって
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リソソームを標的にする。リン酸化工程は、典型的には、シス・ゴルジで起こり、オリゴ
マンノースＮ結合型グリカンのマンノース残基のＣ－６へのＧｌｃＮＡｃ－１－Ｐの移行
を含む。トランス・ゴルジ内のグリコシダーゼがＮ－アセチルグルコサミンを除去してマ
ンノース－６－リン酸残基を生成する。かかる残基がレクチン受容体（マンノース－６－
リン酸受容体）によって認識されてリソソーム酵素を酸性化区画内に輸送し、この区画で
この酵素が受容体から放出され、最終的にリソソームに移行する。ここで、例えば酸性ホ
スファターゼとのインキュベーションによるオリゴマンノースＮ結合型グリカンからのリ
ン酸基の除去により、ＢＢＢを通過する移行が増加するが依然として中枢神経系細胞内の
リソソーム区画に十分に輸送される方法でＬＳＤタンパク質（イズロン酸－２－スルファ
ターゼなど）の薬物動態学的性質が変化するということを予想外に見出した。
【００３１】
　したがって、本明細書中に記載の脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質および関連するｐ
９７結合体は、酵素代償療法（ＥＲＴ）によるリソソーム蓄積症（ＬＳＤ）（神経系また
はＣＮＳ区画を有するか有するリスクの有るＬＳＤが含まれるが、これらに限定されない
）の処置の改善で種々の用途を見出すことができる。特定の実施形態では、ＬＳＤタンパ
ク質は、ヒトｐ９７ポリペプチドに任意選択的に結合体化されたＩＤＳの実質的に脱リン
酸化されたバージョンであり、このバージョンは、通常のリン酸化されたタンパク質を使
用するＥＲＴと比較して、例えば、ハンター症候群の処置を改善するために使用すること
ができる。他の実施形態では、ＬＳＤタンパク質は、ヒトｐ９７ポリペプチドに任意選択
的に結合体化されたＩＤＵの実質的に脱リン酸化されたバージョンであり、このバージョ
ンは、通常のリン酸化されたタンパク質を使用するＥＲＴと比較して、例えば、ハーラー
症候群の処置を改善するために使用することができる。
【００３２】
　他の利点および利益は、当業者に明らかであろう。
【００３３】
　定義
　他で定義しない限り、本明細書中で使用した全ての技術用語および科学用語は、本発明
の属する当業者によって一般に理解される意味を有する。本明細書中に記載の方法および
材料と類似するか等価な任意の方法および材料を本発明の実施または試験で使用すること
ができるが、好ましい方法および材料を記載する。本発明の目的のために、以下の用語を
以下のように定義する。
【００３４】
　冠詞「ａ」および「ａｎ」を、本明細書中で、冠詞の文法上の目的語が１つまたは１つ
を超える（すなわち、少なくとも１つ）をいうために使用する。例として、「要素」は、
１つの要素または１つを超える要素を意味する。
【００３５】
　「約」は、基準の量、レベル、値、数、頻度、百分率、寸法、サイズ、含量、重量、ま
たは長さの３０、２５、２０、１５、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、または１
％まで変化する量、レベル、値、数、頻度、百分率、寸法、サイズ、含量、重量、または
長さを意味する。
【００３６】
　本明細書中で使用する場合、用語「アミノ酸」は、天然に存在するアミノ酸および天然
に存在しないアミノ酸の両方ならびにアミノ酸アナログおよびアミノ酸模倣物を意味する
ことを意図する。天然に存在するアミノ酸には、タンパク質生合成中に利用される２０（
Ｌ）－アミノ酸ならびに例えば４－ヒドロキシプロリン、ヒドロキシリジン、デスモシン
、イソデスモシン、ホモシステイン、シトルリン、およびオルニチンなどの他のアミノ酸
が含まれる。天然に存在しないアミノ酸には、例えば、当業者に公知の（Ｄ）－アミノ酸
、ノルロイシン、ノルバリン、ｐ－フルオロフェニルアラニン、およびエチオニンなどが
含まれる。アミノ酸アナログには、天然に存在するアミノ酸および天然に存在しないアミ
ノ酸の修飾形態が含まれる。かかる修飾物には、例えば、アミノ酸上の化学基および化学
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部分の置換もしくは交換またはアミノ酸の誘導体化による修飾物が含まれ得る。アミノ酸
模倣物には、例えば、基準アミノ酸の電荷および電荷間隔の特徴などの機能的に類似の性
質を示す有機構造が含まれる。例えば、アルギニン（ＡｒｇまたはＲ）を模倣する有機構
造は、類似の分子空間内に存在する正電荷部分を有し、天然に存在するＡｒｇアミノ酸の
側鎖のｅ－アミノ基と同一の可動度を有するであろう。模倣物には、アミノ酸またはアミ
ノ酸官能基の最適な間隔および電荷相互作用を維持するための制限された構造物も含まれ
る。当業者は、どの構造が機能的に等価なアミノ酸アナログおよびアミノ酸模倣物を構成
するのかを承知しているか決定することができる。
【００３７】
　本明細書を通して、文脈上他の意味に解すべき場合を除き、用語「ｃｏｍｐｒｉｓｅ」
、「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ」、および「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ」は、言及した工程もしくは
要素または工程もしくは要素の群を含むが、任意の他の工程もしくは要素または工程もし
くは要素の群を排除しないことを意味すると理解されるであろう。「～からなる」は、句
「～からなる」に続くあらゆる用語を含み、且つそれに制限されることを意味する。した
がって、句「～からなる」は、列挙した要素が必要または必須であり、他の要素が存在で
きないことを示す。「～本質的になる」は、この句の後に列挙された任意の要素を含み、
且つ、列挙した要素の開示で特定された活性または作用に干渉も寄与もしない他の要素に
制限されることを意味する。したがって、句「～本質的になる」は、列挙した要素が必要
とされるか必須であるが、他の要素が任意選択的であり、他の要素が列挙した要素の活性
または作用に実質的に影響を及ぼすかどうかに依存して存在しても存在しなくても良いこ
とを示す。
【００３８】
　用語「結合体」は、薬剤または他の分子（例えば、生物学的に活性な分子）のｐ９７ポ
リペプチドへの共有結合的または非共有結合的な付着または連結の結果として形成された
物質をいうことを意図する。結合体ポリペプチドの一例は、「融合タンパク質」または「
融合ポリペプチド」（すなわち、元は個別のポリペプチドをコードする２つ以上のコード
配列の連結によって作製されたポリペプチド）であり、連結されたコード配列の翻訳によ
って典型的には各々の個別のポリペプチド由来の機能的性質を有する単一の融合ポリペプ
チドが得られる。
【００３９】
　本明細書中で使用する場合、用語「機能」および「機能的な」などは、生物学的、酵素
的、または治療的な機能をいう。
【００４０】
　用語「グリカン」は、通常はモノサッカリドのＯ－グリコシド連結を含むポリサッカリ
ドまたはオリゴサッカリドをいう。グリカンはモノサッカリド残基のホモポリマーまたは
ヘテロポリマーであり得、そして／または直鎖または分岐鎖であり得る。グリコシル化は
、グリカンがタンパク質の官能基に付着される同時翻訳反応または翻訳後反応を含む。タ
ンパク質会合グリカンの例には、Ｎ結合型グリカン、Ｏ結合型グリカン、ホスホグリカン
、Ｃ結合型グリカン、およびグリコホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）－アンカーが
含まれる。Ｎ結合型グリカンはアスパラギン側鎖またはアルギニン側鎖の窒素に付着し、
Ｏ結合型グリカンはセリン側鎖、トレオニン側鎖、チロシン側鎖、ヒドロキシリジン側鎖
、またはヒドロキシプロリン側鎖のヒドロキシ酸素に付着する。Ｎ結合型グリカンは共通
のコア糖配列Ｍａｎα１－６（Ｍａｎα１－３）Ｍａｎβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－４Ｇ
ｌｃＮＡｃβ１－Ａｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒを共有し、以下の３つの型に分類される：
（１）マンノース残基のみがコアに付着しているオリゴマンノース；（２）Ｎ－アセチル
グルコサミルトランスフェラーゼ（ＧｌｃＮＡｃＴ）から始まる「アンテナ」がコアに付
着している複合体；および（３）マンノース残基のみがコアのＭａｎα１－６アームに付
着し、且つ１つまたは２つのアンテナがＭａｎα１－３アーム上に存在するハイブリッド
（図３を参照のこと）。図４は、シス・ゴルジ内のオリゴマンノースＮ－グリカン上のマ
ンノース残基のＣ－６にＧｌｃＮＡｃ－１－Ｐを獲得するリソソームタンパク質（例えば
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、ＬＳＤタンパク質）の産生を示し；Ｎ－アセチル－グルコサミンを、トランス・ゴルジ
内でグリコシダーゼによって除去し、それにより、マンノース－６－リン酸残基が露呈さ
れ、これがマンノース－６－リン酸受容体によって認識されて酸性化プレリソソーム区画
に進行する。
【００４１】
　「相同性」は、同一であるか、保存的置換を構成するアミノ酸数の百分率をいう。相同
性を、ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒａｕｘら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ．
１２，３８７－３９５，１９８４）（本明細書中で参考として援用される）などの配列比
較プログラムを使用して決定することができる。この方法では、本明細書中に引用したも
のと類似するか実質的に異なる長さの配列を、例えば、ＧＡＰによって使用される比較ア
ルゴリズムによるアラインメントへのギャップ（かかるギャップは決定されている）の挿
入によって比較することができる。
【００４２】
　「単離された」は、未変性の状態で通常は材料に付随する成分を実質的または本質的に
含まない材料を意味する。例えば、「単離ペプチド」または「単離ポリペプチド」などは
、本明細書中で使用する場合、その天然の細胞環境および他の細胞成分との会合（すなわ
ち、ｉｎ　ｖｉｖｏ基質と有意に会合していない）からのペプチド分子またはポリペプチ
ド分子のｉｎ　ｖｉｔｒｏ単離および／または精製を含む。
【００４３】
　用語「連結」、「リンカー」、「リンカー部分」、または「Ｌ」を、目的の薬剤からｐ
９７ポリペプチドフラグメントを分離するためか、第１の薬剤を別の薬剤から分離するた
めに（例えば、２つ以上の薬剤が連結してｐ９７結合体を形成する場合）使用することが
できるリンカーをいうために本明細書中で使用する。リンカーは、生理学的に安定であり
得るか、酵素分解性リンカー（例えば、タンパク質分解性リンカー）などの放出可能なリ
ンカーを含むことができる。一定の態様では、リンカーは、例えば、ｐ９７融合タンパク
質の一部としてのペプチドリンカーであり得る。いくつかの態様では、リンカーは、非ペ
プチドリンカーまたは非タンパク質リンカーであり得る。いくつかの態様では、リンカー
は、ナノ粒子などの粒子であり得る。
【００４４】
　用語「調整」および「変化」には、コントロールと比較して統計的に有意なまたは生理
学的に有意な量または程度の「増加」、「増強」、または「刺激」および「減少」または
「軽減」が含まれる。「増加」量、「刺激」量、または「増強」量は、典型的には、「統
計的に有意な」量であり、組成物の非存在下（例えば、本発明の結合体のポリペプチドの
非存在下）またはコントロールの組成物、サンプル、もしくは試験被験体による産生量の
１．１倍、１．２倍、２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、１５
倍、２０倍、３０倍、またはそれを超える（例えば、５００倍、１０００倍）（その間の
全ての整数および小数点ならびに１超（例えば、１．５、１．６、１．７．１．８など）
が含まれる）増加が含まれ得る。「減少」量または「軽減」量は、典型的には、「統計的
に有意な」量であり、組成物の非存在下またはコントロール組成物による産生量の１％、
２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、
１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２５％、３０％、３５％、
４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、
９０％、９５％、または１００％減少（その間の全ての整数が含まれる）が含まれ得る。
１つの非限定的な例として、コントロールは、リソソーム貯蔵タンパク質の通常のリン酸
化バージョンに対する本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化された（ｄｐ）リソソーム
貯蔵タンパク質またはポリペプチドのみに対するｐ９７－ポリペプチド結合体の活性（血
液脳関門を通過する輸送／送達の量もしくは速度、中枢神経系組織への分布の速度および
／もしくはレベル、ならびに／または血漿、中枢神経系組織、もしくは任意の他の全身ま
たは末梢の非中枢神経系組織のＣｍａｘなど）を比較することができる。比較および「統
計的に有意な」量の他の例を、本明細書中に記載している。
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【００４５】
　一定の実施形態では、組成物中の任意の所与のポリペプチド（例えば、実質的に脱リン
酸化されたＬＳＤタンパク質、ｐ９７結合体）の「純度」を、具体的に定義することがで
きる。例えば、一定の組成物は、例えば、高圧液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）（化合
物を分離、同定、および定量するために生化学および分析化学で頻繁に使用されるカラム
クロマトグラフィの周知の形態）（決して制限されない）で測定した場合に純度が少なく
とも８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、または１００％（その間の全ての小数が含まれる）であるポリペプ
チドを含むことができる。
【００４６】
　用語「ポリペプチド」および「タンパク質」および「酵素」を、アミノ酸残基のポリマ
ーならびにその改変体および合成アナログをいうために本明細書中で交換可能に使用する
。したがって、これらの用語は、１つ以上のアミノ酸残基が合成の天然に存在しないアミ
ノ酸（対応する天然に存在するアミノ酸の化学的アナログなど）であるアミノ酸ポリマー
および天然に存在するアミノ酸ポリマーに適用する。本明細書中に記載のポリペプチドは
、産物の特定の長さに制限されない。したがって、ペプチド、オリゴペプチド、およびタ
ンパク質はポリペプチドの定義内に含まれ、他で具体的に示さない限り、かかる用語を、
本明細書中で交換可能に使用することができる。本明細書中に記載のポリペプチドはまた
、発現後修飾（グリコシル化、アセチル化、およびリン酸化など）ならびに天然に存在す
るおよび天然に存在しない当該分野で公知の他の修飾を含むことができる。ポリペプチド
は、タンパク質全体またはそのサブシーケンス、フラグメント、改変体、または誘導体で
あり得る。
【００４７】
　「生理学的に切断可能な」または「加水分解可能な」または「分解可能な」結合は、生
理学的条件下で水と反応する（すなわち、加水分解される）結合である。結合が水中で加
水分解する傾向は、２つの中心原子を結びつける一般的な連結型だけでなく、これらの中
心原子に付着する置換基にも依存するであろう。適切な加水分解的に不安定か弱い連結に
は、以下が含まれるが、これらに限定されない：カルボン酸エステル、リン酸エステル、
無水物、アセタール、ケタール、アシルオキシアルキルエーテル、イミン、オルトエステ
ル、チオエステル、チオールエステル、カルボナート、ならびにヒドラゾン、ペプチドお
よびオリゴヌクレオチド。
【００４８】
　「放出可能なリンカー」には、生理学的に切断可能なリンカーおよび酵素分解性リンカ
ーが含まれるが、これらに限定されない。したがって、「放出可能なリンカー」は、自発
性加水分解または生理学的条件下でのいくつかの他の機構（例えば、酵素触媒、酸触媒、
塩基触媒など）による切断のいずれかを経得るリンカーである。例えば、「放出可能なリ
ンカー」は、駆動力として塩基でプロトン（例えば、イオン化水素原子、Ｈα）が引き抜
かれる脱離反応に関与し得る。本明細書中の目的のために、「放出可能なリンカー」は、
「分解性リンカー」と同義である。「酵素分解性連結」は、連結（例えば、１つ以上の酵
素酵素（例えば、ペプチダーゼまたはプロテアーゼ）による分解に供されるアミノ酸配列
）を含む。特定の実施形態では、放出可能なリンカーのｐＨ７．４、２５℃（例えば、生
理学的ｐＨ、ヒトの体温（例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏ）での半減期は、約３０分間、約１時
間、約２時間、約３時間、約４時間、約５時間、約６時間、約１２時間、約１８時間、約
２４時間、約３６時間、約４８時間、約７２時間、または約９６時間またはそれ未満であ
る。
【００４９】
　用語「基準配列」は、一般に、別の配列と比較される核酸コード配列（すなわち、アミ
ノ酸配列）をいう。本明細書中に記載の全てのポリペプチド配列およびポリヌクレオチド
配列（名称によって記載されている配列および配列表中に記載の配列が含まれる）が基準
配列として含まれる。
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【００５０】
　用語「配列同一性」（例えば、「～と５０％同一の配列」を含む）は、本明細書中で使
用する場合、配列が比較ウィンドウにわたってヌクレオチド対ヌクレオチドを基本とする
かアミノ酸対アミノ酸を基本として同一である程度をいう。したがって、「配列同一率」
を、比較ウィンドウにわたる最適にアラインメントした２つの配列の比較、両方の配列中
に同一の核酸塩基（例えば、Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｉ）または同一のアミノ酸残基（例えば、
Ａｌａ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｙ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、
Ｔｒｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｃｙｓ、およびＭ
ｅｔ）が生じる位置の数を決定して適合位置数を得ること、適合位置数を比較ウィンドウ
中の総位置数（すなわち、ウィンドウサイズ）で割ること、および結果に１００を掛けて
配列同一率を得ることによって計算することができる。典型的にはポリペプチド改変体が
基準ポリペプチドの少なくとも１つの生物学的活性を維持する、本明細書中に記載の任意
の基準配列（例えば、配列表を参照のこと）と少なくとも約５０％、５５％、６０％、６
５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、ま
たは１００％配列が同一のヌクレオチドおよびポリペプチドが含まれる。
【００５１】
　２つ以上のポリヌクレオチド間またはポリペプチド間の配列の関係を説明するために使
用される用語には、「基準配列」、「比較ウィンドウ」、「配列同一性」、「配列同一率
」および「実質的な同一性」が含まれる。「基準配列」は、少なくとも１２個であるが、
頻繁には１５～１８個、しばしば少なくとも２５個の長さのモノマー単位（ヌクレオチド
およびアミノ酸残基が含まれる）である。２つのポリヌクレオチドが、それぞれ、（１）
２つのポリヌクレオチド間で類似する配列（すなわち、完全なポリヌクレオチド配列の一
部のみ）、および（２）２つのポリヌクレオチド間で相違する配列を含むことができるの
で、２つ（またはそれを超える）ポリヌクレオチドの間の配列比較を、典型的には、２つ
のポリヌクレオチドの配列を「比較ウィンドウ」にわたって比較して配列が類似する局所
領域を同定および比較することによって行う。「比較ウィンドウ」は、２配列を最適にア
ラインメントした後にある配列を同数の連続する位置の基準配列と比較する少なくとも６
個（通常は約５０個～約１００個、より通常には約１００個～約１５０個）の連続する位
置の概念的セグメントをいう。比較ウィンドウは、基準配列（付加や欠失を含まない）と
比較した場合に２配列の最適なアラインメントのために約２０％以下の付加または欠失（
すなわち、ギャップ）を含むことができる。比較ウィンドウのアラインメントに最適な配
列アラインメントを、コンピュータ化されたアルゴリズムの実行（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ　Ｒｅｌｅａｓｅ　７．０，Ｇｅ
ｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ　
Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ中のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡ
ＳＴＡ）または観察および選択した任意の種々の方法によって作成された最良のアライン
メント（すなわち、結果として比較ウィンドウにわたって最高の相同率が得られる）によ
って行うことができる。例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌら，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．
２５：３３８９，１９９７に開示のプログラムのＢＬＡＳＴファミリーも参照することが
できる。配列分析の詳細な考察を、Ａｕｓｕｂｅｌら、　“Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏ
ｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，”　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆
　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃ，１９９４－１９９８，Ｃｈａｐｔｅｒ　１５のＵｎｉｔ　１９．３
に見出すことができる。
【００５２】
　「統計的に有意な」は、結果が偶然に起こった見込みが無いことを意味する。統計的有
意性を、当該分野で公知の任意の方法によって決定することができる。一般的に使用され
ている有意性の基準には、ｐ値が含まれ、これは、帰無仮説が真実である場合に認められ
た事象が起こる頻度または確率である。得られたｐ値が有意水準より小さい場合、帰無仮
説は棄却される。単純事例では、有意水準を０．０５以下のｐ値で定義する。
【００５３】
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　用語「溶解性」は、ポリペプチドなどの薬剤が液体溶媒に溶解して均一な溶液を形成す
る性質をいう。溶解性を、典型的には、溶媒の単位体積あたりの溶質の質量（溶媒１ｋｇ
あたりの溶質のｇ数、ｇ／ｄＬ（１００ｍＬ）、ｍｇ／ｍｌなど）、容積モル濃度、重量
モル濃度、モル分率、または濃度の他の類似の記載のいずれかによる濃度として示す。１
溶媒量あたりの溶解することができる溶質の最大平衡量は、特定の条件下（温度、圧力、
ｐＨ、および溶媒の性質が含まれる）でのその溶媒への溶質の溶解性である。一定の実施
形態では、溶解性を、生理学的ｐＨまたは他のｐＨ（例えば、ｐＨ５．０、ｐＨ６．０、
ｐＨ７．０、またはｐＨ７．４）で測定する。一定の実施形態では、溶解性を、水または
ＰＢＳもしくはＮａＣｌ（ＮａＰを含むか含まない）などの生理学的緩衝液中で測定する
。特定の実施形態では、溶解性を、相対的により低いｐＨ（例えば、ｐＨ６．０）および
相対的により高い塩（例えば、５００ｍＭ　ＮａＣｌおよび１０ｍＭ　ＮａＰ）で測定す
る。一定の実施形態では、溶解性を、血液または血清などの体液（溶媒）中で測定する。
一定の実施形態では、温度はおよそ室温（例えば、約２０、２１、２２、２３、２４、２
５℃）またはおよそ体温（約３７℃）であり得る。一定の実施形態では、実質的に脱リン
酸化されたＬＳＤタンパク質またはｐ９７結合体の室温または約３７℃での溶解度は、少
なくとも約０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９
、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９、２０、２５、または３０ｍｇ／ｍｌである。
【００５４】
　「被験体」には、本明細書中で使用する場合、本発明の実質的に脱リン酸化されたＬＳ
Ｄタンパク質またはｐ９７結合体で処置または診断することができる症状を示すか、症状
を示すリスクがある任意の動物が含まれる。適切な被験体（患者）には、実験動物（マウ
ス、ラット、ウサギ、またはモルモットなど）、家畜、および飼育動物またはペット（ネ
コまたはイヌなど）が含まれる。非ヒト霊長類、好ましくはヒト患者が含まれる。特定の
実施形態では、被験体は、ハンター症候群などのリソソーム貯蔵障害を有する。
【００５５】
　「実質的に」または「本質的に」は、ほぼ完全または十分であることを意味する（例え
ば、いくつかの所与の量の約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％
、９７％、９８％、９９％、またはそれを超える）。いくつかの態様では、リソソーム貯
蔵障害タンパク質は、例えば、哺乳動物細胞（例えば、ヒト細胞）中に産生された対応す
る野生型タンパク質と比較して実質的に脱リン酸化されている。
【００５６】
　「実質的に含まない」は、所与の量がほぼ完全にまたは完全に存在しないことをいう（
例えば、いくつかの所与の量の約３０％、２５％、２０％、１５％、１０％、５％、４％
、３％、２％、１％、０．５％未満）。例えば、一定の組成物は、細胞タンパク質、膜、
核酸、内毒素、または他の夾雑物を「実質的に含まない」可能性がある。いくつかの態様
では、リソソーム貯蔵障害タンパク質は、リン酸基を「実質的に含まない」。
【００５７】
　「処置」または「処置すること」には、本明細書中で使用する場合、疾患または容態の
症状または病態に及ぼす任意の所望の影響が含まれ、処置される疾患または容態の１つ以
上の測定可能なマーカーの最小の変化または改善でさえ含まれ得る。「処置」または「処
置すること」は、疾患もしくは容態またはその関連する症状の完全な根絶または治癒を必
ずしも示さない。この処置を受ける被験体は、処置を必要とする任意の被験体である。臨
床的改善の例示的なマーカーは、当業者に明らかであろう。
【００５８】
　用語「野生型」は、天然に存在する供給源から単離した場合に遺伝子または遺伝子産物
の特徴を有する遺伝子または遺伝子産物をいう。野生型の遺伝子または遺伝子産物（例え
ば、ポリペプチド）は、集団中で最も頻繁に認められるものであり、したがって、遺伝子
の「正常」形態または「野生型」形態が任意にデザインされる。
【００５９】
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　実質的に脱リン酸化されたリソソーム貯蔵障害タンパク質
　上述の通り、本発明の実施形態は、実質的に脱リン酸化されたリソソーム貯蔵障害（Ｌ
ＳＤ）タンパク質または１つ以上のリソソーム蓄積症に関連するリソソームタンパク質を
含む。例には、リソソームヒドロラーゼならびに老廃物および細胞デブリ（脂質、糖タン
パク質、およびムコ多糖など）、膜貫通タンパク質、可溶性非酵素タンパク質、膜輸送タ
ンパク質、ならびに酵素を翻訳後に修飾するタンパク質を代謝する他のリソソーム酵素が
含まれる。
【００６０】
　例示的なリソソームタンパク質またはＬＳＤタンパク質には、イズロン酸－２－スルフ
ァターゼ、Ｌ－イズロニダーゼ、アスパルチルグルコサミニダーゼ、酸性リパーゼ、シス
テイン輸送体、Ｌａｍｐ－２、α－ガラクトシダーゼＡ、酸性セラミダーゼ、α－Ｌ－フ
コシダーゼ、β－ヘキソサミニダーゼＡ、ＧＭ２－ガングリオシドアクチベーター（ＧＭ
２Ａ）、α－Ｄ－マンノシダーゼ、β－Ｄ－マンノシダーゼ、アリールスルファターゼＡ
、サポシンＢ、ノイラミニダーゼ、α－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼホスホトランス
フェラーゼ、ホスホトランスフェラーゼγ－サブユニット、ヘパラン－Ｎ－スルファター
ゼ、α－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼ、アセチルＣｏＡ：Ｎ－アセチルトランスフェ
ラーゼ、Ｎ－アセチルグルコサミン６－スルファターゼ、ガラクトース６－スルファター
ゼ、β－ガラクトシダーゼ、Ｎ－アセチルガラクトサミン４－スルファターゼ、ヒアルロ
ノグルコサミニダーゼ、スルファターゼ、パルミトイルプロテインチオエステラーゼ、ト
リペプチジルペプチダーゼＩ、酸性スフィンゴミエリナーゼ、カテプシンＡ、カテプシン
Ｋ、α－ガラクトシダーゼＢ、ＮＰＣ１、ＮＰＣ２、シアリン、およびシアル酸輸送体が
含まれる。特定の実施形態では、ＬＳＤタンパク質はヒトタンパク質である。
【００６１】
　一定の実施形態では、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質は、対応するコント
ロールＬＳＤタンパク質と比較して少なくとも約５０％、５５％、６０％、６５％、７０
％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％、または１００％（すな
わち、完全に）脱リン酸化されている。
【００６２】
　いくつかの実施形態では、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質は、リン酸基を
実質的に含まない（例えば、ＬＳＤタンパク質は、対応するコントロールＬＳＤタンパク
質の約１％、２％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、
４５％、または５０％未満のリン酸基を有する）。タンパク質リン酸化の変化を、当該分
野の日常的な技術（全分子量を測定するためのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析、同位体標識、およ
び質量分析（Ｂｏｎｅｎｆａｎｔら，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ．１００：８８０－８８５，２０
０３を参照のこと）；リンタンパク質特異的抗体を使用したウェスタンブロッティングお
よびＥＬＩＳＡ；ならびに蛍光リン酸化センサー色素を使用したタンパク質リン酸化状態
の定量分析（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＰｒｏｂｅｓのＰｒｏ－Ｑ　Ｄｉａｍｏｎｄ（登録商
標）色素を参照のこと）など）にしたがって測定することができる。
【００６３】
　対応する「コントロール」タンパク質には、通常または野生型のグリコシル化機構およ
びリン酸化機構を有する哺乳動物細胞（例えば、ヒト細胞）（例えば、ＣＨＯ細胞、ＨＥ
Ｋ細胞）中で組換え的に産生され、好ましくは例えばグリコシダーゼまたはホスファター
ゼなどの酵素で処置されていない同型のタンパク質（例えば、同一の属および／または種
由来の同一のタンパク質名、同一またはほぼ同一のアミノ酸配列）が含まれる。いくつか
の態様では、対応するコントロールタンパク質は、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタン
パク質の野生型バージョンである。特定の実施形態では、例えば、ＬＳＤタンパク質がイ
ズロン酸－２－スルファターゼである場合、対応するコントロールタンパク質は、ヒト細
胞（ＨＴ－１０８０ヒト線維肉腫細胞株など）中で産生されたイデュルスルファーゼ（Ｅ
ｌａｐｒａｓｅ（登録商標））である（Ｇａｒｃｉａら，Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．Ｍｅｔａ
ｂ．９１：１８３－９０，２００７；および図５を参照のこと）。
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【００６４】
　脱リン酸化ＬＳＤタンパク質を、当該分野の種々の技術にしたがって調製することがで
きる。例えば、多数のリン酸基がＮ結合型オリゴマンノースグリカン上のマンノース－６
－リン酸残基に会合するので、ＬＳＤタンパク質上のグリカン数またはグリコシル化度の
減少は、リン酸基数またはリン酸化度を同様に減少させ得る。したがって、グリカン会合
リン酸化レベルの減少を、例えば、潜在的なグリコシル化部位に会合する１つ以上の残基
（例えば、Ｎ結合型グリコシル化部位中の残基（Ａｓｎ－Ｘ－ＳｅｒまたはＡｓｎ－Ｘ－
Ｔｈｒ（式中、ＸはＰｒｏ以外の任意のアミノ酸である）など）の変異、酵素的脱グリコ
シル化（例えば、ペプチド－Ｎ－グリコシダーゼＦ（ＰＮＧアーゼＦ）、マンノシダーゼ
での処置）、Ｎ－グリカンプロセシングを阻害するための細胞培養培地または細胞培養条
件の操作、および／またはグリコシル化能力が変化したか、減少したか、持たない哺乳動
物細胞、酵母細胞、昆虫細胞、または他の細胞型中でのＬＳＤタンパク質の組換え産生に
よって行うことができる（例えば、Ｈｏｓｓｌｅｒら，Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ．１９
：９３６－９４９，２００９；およびＣｕｍｍｉｎｇｓ　ａｎｄ　Ｅｓｋｏら，ｅｄｉｔ
ｏｒｓ，Ｅｓｓｅｎｔｉａｌｓ　ｏｆ　Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ．２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉ
ｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，２
００９（第８章、第４６章、および第５０章を含む）を参照のこと）。グリコシル化能力
が有意に減少した細胞の例には、大腸菌などの多数の細菌が含まれる。
【００６５】
　しかし、一定の例では、そのグリコシル化状態を有意に減少させることなく（すなわち
、グリカン（Ｎ結合型オリゴマンノースグリカンが含まれる）の数または量を有意に減少
させることなく）ＬＳＤタンパク質のリン酸化を減少させることが好ましい。それ故、一
定の実施形態では、ＬＳＤタンパク質は、対応するコントロールタンパク質と比較して実
質的に脱リン酸化されているが、コントロールタンパク質と同一または実質的に同一のグ
リカン数またはグリコシル化度を有する。特定の実施形態では、実質的に脱リン酸化され
たＬＳＤタンパク質は、対応するコントロールタンパク質と同一または実質的に同一のＮ
結合型オリゴマンノースグリカンの数または程度を有する。例には、実質的に脱リン酸化
されたＬＳＤタンパク質が対応するコントロールタンパク質として少なくとも約５０％、
５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、
９９％、または１００％のグリカン（例えば、Ｎ結合型オリゴマンノースグリカン）の数
またはグリコシル化度を有することが含まれる。グリコシル化状態を、当該分野の種々の
技術（全分子量を測定するためのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析、ＰＮＧアーゼＦ（ペプチド：Ｎ
－グリコシダーゼＦ）でのタンパク質の酵素前処理および蛍光二次元ゲルまたは二次元ゲ
ルウェスタンブロッティングを組み合わせた蛍光二次元ベースの方法（Ｇｒａｈａｍら，
Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．８：４９１９－３０，２００８を参照のこと）、ならびにＮ結合
型糖タンパク質の質量分析ベースの定量方法（Ｒｅｂｅｃｃｈｉら，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．８：２６９－２７７（９），２０１１を参照のこと）など）にした
がって測定することができる。
【００６６】
　これらおよび関連する実施形態では、特定のグリカン（例えば、Ｎ結合型オリゴマンノ
ースグリカン；図４を参照のこと）を、対応するコントロールタンパク質のグリカンと比
較して実質的に脱リン酸化することができる。例えば、一定の実施形態では、ＬＳＤタン
パク質のグリカン（例えば、Ｎ結合型オリゴマンノースグリカン）は、対応するコントロ
ールＬＳＤタンパク質のグリカンと比較して少なくとも約５０％、５５％、６０％、６５
％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％、または１００
％（すなわち、完全に）脱リン酸化されている。いくつかの態様では、ＬＳＤタンパク質
のグリカン（例えば、Ｎ結合型オリゴマンノースグリカン）は、リン酸基を実質的に含ま
ない（例えば、対応するコントロールＬＳＤタンパク質のグリカンの約１％、２％、５％
、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％未
満のリン酸基を有する）。一定の実施形態では、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパ
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ク質は、マンノース－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）残基を実質的に含まない（例えば、対応する
コントロールＬＳＤタンパク質の約１％、２％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％
、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％未満のＭ６Ｐ残基を有する）。
【００６７】
　いくつかの実施形態では、グリコシル化およびリン酸化されたＬＳＤタンパク質を、哺
乳動物細胞または他の細胞中で産生し、次いで、１つ以上のホスファターゼにてｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏで処置して任意選択的にグリカン数またはグリコシル化度を有意に減少させるこ
となくリン酸基（例えば、Ｎ結合型オリゴマンノースグリカンに会合したマンノース－６
－リン酸残基）の数を減少させることができる（実施例１を参照のこと）。ホスファター
ゼの一般例には、酸性ホスファターゼおよびアルカリホスファターゼが含まれる。酸性ホ
スファターゼの例には、前立腺酸性ホスファターゼ、リソソーム酸性ホスファターゼ、赤
血球酸性ホスファターゼ、マクロファージ酸性ホスファターゼ、破骨細胞酸性ホスファタ
ーゼ（ａｃｉｄ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）、およびジャガイモ酸性ホスファターゼが含まれ
る。一般的に使用されているアルカリホスファターゼの例には、エビアルカリホスファタ
ーゼ、仔牛腸アルカリホスファターゼ、胎盤アルカリホスファターゼ、および分泌型アル
カリホスファターゼ（すなわち、胎盤アルカリホスファターゼのＣ末端短縮物）が含まれ
る。
【００６８】
　いくつかの態様では、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質は、ヒトイズロニダ
ーゼ（α－Ｌ－イズロニダーゼ；ＩＤＵ）、またはその活性フラグメントもしくは改変体
である。イズロニダーゼは、グリコサミノグリカン（デルマタン硫酸およびヘパラン硫酸
など）の生成に関与するリソソーム酵素であり、その欠損はＭＰＳ　Ｉ（すわなち、ハー
ラー症候群）に関連する。配列番号３は、ヒトイズロニダーゼの一次アミノ酸配列を提供
する。
【００６９】
　ヒトＩＤＵは、６つの潜在的なＮ結合型グリコシル化部位（主に、「複合型」オリゴサ
ッカリド）を有し、そのうちの少なくとも２つがマンノース－６－リン酸化されているこ
とが示されている（Ｂｒｏｏｋｓら，Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ．１１：７４１－７５０
，２００１；およびＺｈａｏら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：２２７５８－２２７
６５：１９９７を参照のこと）。いくつかの実施形態では、実質的に脱リン酸化されたヒ
トＩＤＵは、これらのグリコシル化部位のうちの１つ以上がＮ結合型グリカンおよびその
会合するマンノース－６－リン酸残基を減少させるために変異している。それ故、これら
および関連する実施形態では、ヒトＩＤＵタンパク質は、野生型ヒトＩＤＵタンパク質と
比較して実質的に脱グリコシル化されており（例えば、Ｎ結合型オリゴマンノースグリカ
ン）且つ実質的に脱リン酸化されている。
【００７０】
　特定の態様では、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質は、ヒトイズロン酸－２
－スルファターゼ（ＩＤＳ）、またはその活性フラグメントもしくは改変体である。ＩＤ
Ｓ（イズロン酸－２－スルファターゼ；ＥＣ　３．１．６．１３）は、グリコサミノグリ
カンであるヘパラン硫酸およびデルマタン硫酸の分解に関与するリソソームエキソスルフ
ァターゼである。ＩＤＳ欠損により、リソソーム貯蔵障害ＭＰＳ　ＩＩ（ムコ多糖体沈着
症ＩＩ型）が生じる。配列番号２は、ヒトＩＤＳ（イデュルスルファーゼ）の一次アミノ
酸配列を提供する。本明細書中に記載のように、実質的に脱リン酸化されたヒトＩＤＳの
グリコシル化改変体も含まれる（米国特許第５，７９８，２３９号および同第５，９３２
，２１１号を参照のこと）。
【００７１】
　ヒトＩＤＳ配列は、３１、１１５、１４４、２４６、２８０、３２５、５１３、および
５３７の各位置に８つの潜在的なＮ結合型グリコシル化部位（すなわち、ＮＸＳ／Ｔモチ
ーフ）を含む（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ－Ｌａｗｒｅｎｃｅら，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．３８６
：３９５－４００，２００５；および配列番号２中の対応するＮ結合型グリコシル化部位
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については図６を参照のこと）。いくつかの実施形態では、実質的に脱リン酸化されたヒ
トＩＤＳは、これらのグリコシル化部位のうちの１つ以上がＮ結合型グリカンおよびその
会合するマンノース－６－リン酸残基を減少させるために変異している。それ故、これら
および関連する実施形態では、ヒトＩＤＳタンパク質は、野生型ヒトＩＤＳタンパク質と
比較して実質的に脱グリコシル化されており（例えば、Ｎ結合型オリゴマンノースグリカ
ン）且つ実質的に脱リン酸化されている。
【００７２】
　他の態様では、実質的に脱リン酸化されたヒトＩＤＵタンパク質またはＩＤＳタンパク
質は、対応するコントロールヒトＩＤＳタンパク質またはＩＤＵタンパク質（例えば、野
生型タンパク質）と同一または実質的に同一のグリカン数またはグリコシル化度を有する
。例えば、実質的に脱リン酸化されたヒトＩＤＵタンパク質またはＩＤＳタンパク質は、
１、２、３、４、５、６、７、または８つの潜在的なＮ結合型グリコシル化部位にＮ結合
型グリカン（例えば、オリゴマンノースグリカン）を有し得る。したがって、ヒトＩＤＵ
タンパク質またはＩＤＳタンパク質は、哺乳動物細胞、任意選択的にヒト細胞中に産生さ
れた（発現された）対応する野生型ヒトＩＤＵまたはＩＤＳとして少なくとも約５０％、
５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、
９９％、または１００％の数または量のＮ結合型オリゴマンノースグリカンを有し得る。
特定の態様では、ヒトＩＤＵまたはＩＤＳの１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカ
ンは、対応するコントロールヒトＩＤＵタンパク質またはＩＤＳタンパク質のＮ結合型オ
リゴマンノースグリカンと比較して実質的に脱リン酸化されている。例えば、ヒトＩＤＵ
またはＩＤＳの１つ以上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンは、対応するコントロール
ヒトＩＤＳタンパク質と比較して少なくとも５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、
７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％、または１００％（すなわち
、完全に）脱リン酸化され得る。いくつかの態様では、ヒトＩＤＵまたはＩＤＳの１つ以
上のＮ結合型オリゴマンノースグリカンは、リン酸基を実質的に含まない。例えば、脱リ
ン酸化されたＩＤＵタンパク質またはＩＤＳタンパク質のグリカンは、対応するコントロ
ールヒトＩＤＵタンパク質またはＩＤＳタンパク質のグリカンの約１％、２％、５％、１
０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％未満の
リン酸基を有する。一定の実施形態では、実質的に脱リン酸化されたＩＤＵタンパク質ま
たはＩＤＳタンパク質は、マンノース－６－リン酸（Ｍ６Ｐ）残基を実質的に含まない（
例えば、対応するコントロールＩＤＵタンパク質またはＩＤＳタンパク質の約１％、２％
、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５
０％未満のＭ６Ｐ残基を有する）。特定の実施形態では、実質的に脱リン酸化されたＩＤ
Ｓタンパク質のＭ６Ｐ含有量は、約０．０５、０．１０、０．１５、０．２０、０．２５
、０．３０、０．３５、０．４０、０．４５、０．５０、０．５５、０．６０、０．６５
、０．７０、０．７５、０．８０、０．８５、０．９０、０．９５、１．０、１．１、１
．２、１．３、１．４、または１．５ｐｍｏｌ　Ｍ６Ｐ／ｐｍｏｌ　ＩＤＳタンパク質ま
たはおよそそれ未満（その間の全ての範囲および整数が含まれる）である。
【００７３】
　特定の実施形態では、ヒトＩＤＳタンパク質は、前記タンパク質上のリン酸基またはＭ
６Ｐ残基の数を減少させるために１つ以上のホスファターゼ（例えば、酸性ホスファター
ゼ、アルカリホスファターゼ）で処置したヒト細胞（例えば、ＨＴ－１０８０細胞）中に
産生されたイデュルスルファーゼ（Ｅｌａｐｒａｓｅ（登録商標））の実質的に脱リン酸
化された形態である。
【００７４】
　ｐ９７ポリペプチド配列およびその結合体
　本発明の実施形態はまた、本明細書中に記載の脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質にカ
ップリングしたか、連結したか、そうでなければ付着したヒトｐ９７（メラノトランスフ
ェリン；ＭＴｆ）ポリペプチドを含む結合体、かかる結合体を含む組成物、およびその関
連する使用方法を含む。
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【００７５】
　特定の実施形態では、ｐ９７ポリペプチドは、脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質に共
有結合性、非共有結合性、または作動可能にカップリングされてｐ９７－薬剤結合体を形
成する。いくつかの態様では、ｐ９７結合体を、１つ以上のさらなる目的の薬剤（小分子
および／または検出可能な物質など）にカップリングすることができる。例示的なｐ９７
ポリペプチド配列および薬剤を以下に記載する。ｐ９７ポリペプチドの脱リン酸化された
ＬＳＤタンパク質または目的の他の薬剤へのカップリングのための例示的な方法および成
分（リンカー基など）も記載する。
【００７６】
　ｐ９７配列。一定の実施形態では、本発明の組成物および／または結合体中で使用され
るｐ９７ポリペプチド配列は、配列番号１に記載のヒトｐ９７配列を含むか、配列番号１
に記載のヒトｐ９７配列から本質的になるか、配列番号１に記載のヒトｐ９７配列からな
る。その改変体およびフラグメントも含まれる。
【００７７】
　いくつかの実施形態では、ｐ９７ポリペプチド配列は、配列番号１に記載のヒトｐ９７
配列またはその一部とその長さに沿って少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９
０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一または相同な配列を含む。
【００７８】
　特定の実施形態では、ｐ９７ポリペプチド配列は、配列番号１に記載のヒトｐ９７配列
のフラグメントを含む。一定の実施形態では、ｐ９７ポリペプチドフラグメントは、およ
そ、少なくともおよそ、またはおよそ以下の数値まで：５、６、７、８、９、１０、１１
、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、
２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３
８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１
、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、
６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７
８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１
、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、１００、１０５、１１０、１１５、１２
０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、１５０、１５５、１６０、１６５、１７
０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９５、２００、２１０、２２０、２３０、２４
０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４
０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４
０、４５０、４６０、４７０、４８０、４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５４
０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９０、６００、６１０、６２０、６３０、６４
０、６５０、６６０、６７０、６８０、６９０、７００、７００、７１０、７２０、７３
０、またはそれを超えるアミノ酸長（その間の全ての整数および範囲が含まれる）であり
、配列番号１などの基準ｐ９７配列の全てまたは配列の一部を含むことができる。
【００７９】
　一定の実施形態では、ｐ９７ポリペプチドフラグメントは、約５～７００、５～６００
、５～５００、５～４００、５～３００、５～２００、５～１００、５～５０、５～４０
、５～３０、５～２５、５～２０、５～１５、５～１０、１０～７００、１０～６００、
１０～５００、１０～４００、１０～３００、１０～２００、１０～１００、１０～５０
、１０～４０、１０～３０、１０～２５、１０～２０、１０～１５、２０～７００、２０
～６００、２０～５００、２０～４００、２０～３００、２０～２００、２０～１００、
２０～５０、２０～４０、２０～３０、２０～２５、３０～７００、３０～６００、３０
～５００、３０～４００、３０～３００、３０～２００、３０～１００、３０～５０、３
０～４０、４０～７００、４０～６００、４０～５００、４０～４００、４０～３００、
４０～２００、４０～１００、４０～５０、５０～７００、５０～６００、５０～５００
、５０～４００、５０～３００、５０～２００、５０～１００、６０～７００、６０～６
００、６０～５００、６０～４００、６０～３００、６０～２００、６０～１００、６０
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～７０、７０～７００、７０～６００、７０～５００、７０～４００、７０～３００、７
０～２００、７０～１００、７０～８０、８０～７００、８０～６００、８０～５００、
８０～４００、８０～３００、８０～２００、８０～１００、８０～９０、９０～７００
、９０～６００、９０～５００、９０～４００、９０～３００、９０～２００、９０～１
００、１００～７００、１００～６００、１００～５００、１００～４００、１００～３
００、１００～２５０、１００～２００、１００～１５０、２００～７００、２００～６
００、２００～５００、２００～４００、２００～３００、または２００～２５０アミノ
酸長であり、配列番号１などの基準ｐ９７配列の全てまたは一部を含む。
【００８０】
　一定の実施形態では、目的のｐ９７ポリペプチド配列は、目的の薬剤を血液脳関門を通
過して中枢神経系（ＣＮＳ）内に輸送するのに有効なｐ９７アミノ酸配列、ｐ９７のサブ
シーケンス、および／または改変体を含む。特定の実施形態では、改変体またはフラグメ
ントは、ヒトｐ９７のＮ－ローブ（配列番号１の残基２０～３６１）を含む。特定の態様
では、改変体またはフラグメントは、インタクト且つ機能的なＦｅ３＋結合部位を含む。
【００８１】
　いくつかの実施形態では、ｐ９７ポリペプチド配列は、ｐ９７ポリペプチドの可溶性形
態（Ｙａｎｇら，Ｐｒｏｔ　Ｅｘｐ　Ｐｕｒｉｆ．３４：２８－４８，２００４を参照の
こと）、またはそのフラグメントまたは改変体である。いくつかの態様では、可溶性ｐ９
７ポリペプチドは、疎水性ドメイン（配列番号１の残基７１０～７３８）の全てまたは一
部の欠失のみまたはシグナルペプチド（配列番号１の残基１～１９）の全てまたは一部の
欠失との組み合わせを有する。特定の態様では、可溶性ｐ９７ポリペプチドは、配列番号
１の残基２０～７１１（その改変体およびフラグメントが含まれる）を含むか、これらか
らなる。
【００８２】
　一定の実施形態では、例えば、リポソームを使用する場合、ｐ９７ポリペプチド配列は
ｐ９７ポリペプチドの脂溶性形態である。例えば、一定のこれらおよび関連する実施形態
は、任意選択的にシグナルペプチドを伴うか伴わずに疎水性ドメインの全てまたは一部を
含むｐ９７ポリペプチドを含む。
【００８３】
　一定の他の実施形態では、ｐ９７フラグメントまたは改変体は、ｐ９７受容体（ＬＲＰ
１受容体および／またはＬＲＰ１Ｂ受容体）に特異的に結合することができる。
【００８４】
　基準ｐ９７ポリペプチドおよび他の基準ポリペプチドの改変体およびフラグメントを、
以下にさらに詳述している。
【００８５】
　ｐ９７結合体。上述の通り、一定の実施形態は、脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質も
しくは目的の他の薬剤（例えば、小分子または検出可能な物質）またはその任意の組み合
わせに連結したｐ９７ポリペプチドを含む。１つを超える脱リン酸化されたＬＳＤタンパ
ク質および目的の薬剤を含む結合体（例えば、１つ以上の脱リン酸化されたＬＳＤタンパ
ク質および小分子に結合体化したｐ９７フラグメント）も含まれる。
【００８６】
　共有結合性の連結が好ましいが、非共有結合性の連結（比較的強力な非共有結合性のタ
ンパク質－リガンド相互作用（ビオチンとアビジンとの間の相互作用など）を利用する連
結が含まれる）も使用することができる。ｐ９７ポリペプチドと脱リン酸化されたＬＳＤ
タンパク質または目的の薬剤との間の直接的な共有結合性または非共有結合性の相互作用
を必ずしも必要としない作動可能な連結も含まれ、かかる連結の例には、ｐ９７ポリペプ
チドおよび脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質ならびに任意選択的なさらなる目的の薬剤
を含むリポソーム混合物が含まれる。例示的なタンパク質結合体の生成方法を本明細書中
に記載しており、他の方法が当該分野で周知である。
【００８７】
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　小分子。特定の実施形態では、ｐ９７結合体を、小分子にさらに付着または連結する。
「小分子」は、合成または生物学的起源（生体分子）であるが、典型的にはポリマーでは
ない有機化合物をいう。有機化合物は、その分子が炭素を含む化学物質の巨大なクラスを
いい、典型的には炭酸塩のみを含むもの、炭素の単純酸化物、またはシアニドが除外され
る。「生体分子」は、一般に、生物によって産生される有機分子（高分子（バイオポリマ
ー）（ペプチド、ポリサッカリド、および核酸なども）および小分子（一次、二次代謝産
物、脂質、リン脂質、糖脂質、ステロール、グリセロ脂質、ビタミン、およびホルモンな
ど）が含まれる）をいう。「ポリマー」は、一般に、典型的には共有結合性の化学結合に
よって連結された反復構造単位から構成される大分子または高分子をいう。
【００８８】
　一定の実施形態では、小分子の分子量は、約１０００～２０００ダルトン未満、典型的
には約３００と７００ダルトンとの間であり、約５０、１００、１５０、２００、２５０
、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、５００、６５０、６００、７５０
、７００、８５０、８００、９５０、１０００、または２０００ダルトンが含まれる。
【００８９】
　リソソーム貯蔵障害の処置のために、例示的な小分子クラスには、基質還元治療および
薬理学的シャペロン治療に使用される小分子、未成熟のナンセンス変異サプレッサー、お
よびタンパク質恒常性制御因子が含まれる（Ｓｍｉｄら、Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．Ｉｎ
ｖｅｓｔｉｇ．Ｄｒｕｇｓ．１９：１３６７－７９、２０１０；ａｎｄ　Ｂｅｃｋ、ＩＵ
ＢＭＢ　Ｌｉｆｅ．６２：３３－４０、２０１０を参照のこと）。
【００９０】
　いくつかの態様では、小分子は、抗炎症分子である。例には、ステロイドおよび糖質コ
ルチコイド（例えば、ベタメタゾン、ブデソニド、デキサメタゾン、酢酸ヒドロコルチゾ
ン、ヒドロコルチゾン、ヒドロコルチゾン、メチルプレドニゾロン、プレドニゾロン、プ
レドニゾン、トリアムシノロン）、非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤＳ）（アスピリ
ン、イブプロフェン、ナプロキセン、メトトレキサート、スルファサラジン、レフルノミ
ド、抗ＴＮＦ薬、シクロホスファミド、およびミコフェノラートなど）が含まれる。
【００９１】
　検出可能な物質。いくつかの実施形態では、ｐ９７結合体を、「検出可能な物質」にさ
らに付着または連結させる。例示的な検出可能な物質には、ヨウ素ベースの標識、放射性
同位体、フルオロフォア／蛍光色素、およびナノ粒子が含まれるが、これらに限定されな
い。
【００９２】
　例示的なヨウ素ベースの標識には、ジアトリゾ酸（Ｈｙｐａｑｕｅ（登録商標）、ＧＥ
　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）およびそのアニオン型ジアトリゾアートが含まれる。ジアトリ
ゾ酸は、ＣＴスキャンなどの先進Ｘ線技術で使用される放射線造影剤である。下記のヨウ
素放射性同位体も含まれる。
【００９３】
　検出可能な物質として使用することができる例示的な放射性同位体には、３２Ｐ、３３

Ｐ、３５Ｓ、３Ｈ、１８Ｆ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、１１１Ｉｎ、１６９Ｙｂ、９９ｍ
ＴＣ、５５Ｆｅ、およびヨウ素同位体（１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、および１３１Ｉ
など）が含まれる。これらの放射性同位体は、特定のプロトコールのニーズに適合するよ
うに調整することができる異なる半減期、減衰型、およびエネルギーレベルを有する。こ
れらの一定の放射性同位体を、例えば、かかる組織の医学的画像化を改善するためにｐ９
７ポリペプチドに結合体化することによってＣＮＳ組織を選択的に標的するかより良好に
標的にすることができる。
【００９４】
　直接検出可能な物質として使用することができるフルオロフォアまたは蛍光色素の例に
は、フルオレセイン、テトラメチルローダミン、テキサスレッド、およびオレゴングリー
ン（登録商標）などが含まれる（例えば、Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　
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Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ－９ｔｈ　Ｅｄ．，２００２，Ｍｏｌｅｃ．Ｐｒ
ｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ　ＯＲ；Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏ
ｋ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｌａｂｅ
ｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ－１０ｔｈ　Ｅｄ．，２００５，Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）。発光色素または他の検出可能な色素も含まれる。色素
による発光は、可視光または不可視光（紫外線または赤外線など）であり得る。例示的な
実施形態では、色素は、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）色素；キサンテン色素（フ
ルオレセインおよびローダミンなど）；α位またはβ位にアミノ基を有する色素（ナフチ
ルアミン色素、１－ジメチルアミノナフチル－５－スルホナート、１－アニリノ－８－ナ
フタレンスルホナート（ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｄｅ　ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）、および２－
ｐ－トルイジニル（ｔｏｕｉｄｉｎｙｌ）－６－ナフタレンスルホナートなど）；３－フ
ェニル－７－イソシアナトクマリンを有する色素；アクリジン（９－イソチオシアナトア
クリジンおよびアクリジンオレンジなど）；ピレン、ベンゾオキサジアゾール（ｂｅｎｓ
ｏｘａｄｉａｚｏｌｅ）、およびスチルベン；３－（ε－カルボキシペンチル）－３’－
エチル－５，５’－ジメチルオキサカルボシアニン（ＣＹＡ）を有する色素；６－カルボ
キシフルオレセイン（ＦＡＭ）；５および６－カルボキシローダミン－１１０（Ｒ１１０
）；６－カルボキシローダミン－６Ｇ（Ｒ６Ｇ）；Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチル－
６－カルボキシローダミン（ＴＡＭＲＡ）；６－カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）
；６－カルボキシ－４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシフルオレセイン（Ｊ
ＯＥ）；ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（商標）；Ｃｙ２；テキサスレッドおよびローダミンレ
ッド；６－カルボキシ－２’，４，７，７’－テトラクロロフルオレセイン（ＴＥＴ）；
６－カルボキシ－２’，４，４’，５’，７，７’－ヘキサクロロフルオレセイン（ＨＥ
Ｘ）；５－カルボキシ－２’，４’，５’，７’－テトラクロロフルオレセイン（ＺＯＥ
）；ＮＡＮ；ＮＥＤ；Ｃｙ３；Ｃｙ３．５；Ｃｙ５；Ｃｙ５．５；Ｃｙ７；およびＣｙ７
．５；ＩＲ８００ＣＷ、ＩＣＧ、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ３５０；Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
ｒ４８８；Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５３２；Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５４６；Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ５６８；Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５９４；Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ６４７；
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ７５０であり得る。一定
の実施形態は、検出可能な物質（フルオロフォア（例えば、オレゴングリーン（登録商標
）、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ４８８）など）で標識した化学療法薬（例えば、パクリタキ
セル、アドリアマイシン）への結合体化を含む。
【００９５】
　ナノ粒子は、通常、約１～１０００ｎｍの範囲のサイズであり、金粒子、銀粒子、およ
び量子ドットなどの多様な化学構造が含まれる。白色光をある入射角で照射した場合、約
４０～１２０ｎｍの範囲の銀または金のナノ粒子は高強度で単色光を散乱するであろう。
散乱光の波長は、粒子サイズに依存する。ごく近接した４～５種の異なる粒子は各々単色
光を散乱し、これらが重ね合わされた場合に特異的な固有の色が得られるであろう。銀粒
子または金粒子などの誘導体化ナノ粒子を、広範囲の分子（タンパク質、抗体、小分子、
受容体リガンド、および核酸が含まれる）に付着させることができる。ナノ粒子の具体例
には、金属ナノ粒子および金属ナノシェル（金粒子、銀粒子、銅粒子、白金粒子、カルシ
ウム粒子、複合粒子、金中空球、金コーティングしたシリカナノシェル、およびシリカコ
ーティングした金シェルなど）が含まれる。シリカ、ラテックス、ポリスチレン、ポリカ
ルボナート、ポリアクリラート、ＰＶＤＦナノ粒子、およびこれらの任意の材料の着色粒
子も含まれる。
【００９６】
　量子ドットは、広範な波長にわたる光によって励起可能な直径約１～５ｎｍの蛍光結晶
である。適切な波長の光による励起の際、これらの結晶は単色光などを発光し、波長はそ
の化学組成およびサイズに依存する。ＣｄＳｅ、ＺｎＳｅ、ＩｎＰ、またはＩｎＡｓなど
の量子ドットは固有の光学的性質を有し、これらおよび類似の量子ドットは多数の商業的
供給元（例えば、ＮＮ－Ｌａｂｓ，Ｆａｙｅｔｔｅｖｉｌｌｅ，ＡＲ；Ｏｃｅａｎ　Ｎａ
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ｎｏｔｅｃｈ，Ｆａｙｅｔｔｅｖｉｌｌｅ，ＡＲ；Ｎａｎｏｃｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ，Ｍａｎｃｈｅｓｔｅｒ，ＵＫ；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，
ＭＯ）から利用可能である。
【００９７】
　ポリペプチド改変体およびフラグメント。一定の実施形態は、名称によるか配列識別子
を参照して記載される本明細書中に記載の基準ポリペプチド（ｐ９７ポリペプチドおよび
ＬＳＤタンパク質が含まれる）の改変体および／またはフラグメントを含む。これらのポ
リペプチドの野生型配列または最も一般的な配列は当該分野で周知であり、本明細書中に
記載の改変体およびフラグメントとの比較のために使用することができる。
【００９８】
　ポリペプチド「改変体」は、この用語を本明細書中で使用する場合、１つ以上の置換、
欠失、付加、および／または挿入によって本明細書中に具体的に開示のポリペプチドと典
型的に異なるポリペプチドである。改変体ポリペプチドは生物学的に活性である。すなわ
ち、これらは基準ポリペプチドの酵素活性または結合活性を保有し続ける。かかる改変体
は、例えば、遺伝子多型および／または人為的操作に起因し得る。
【００９９】
　多くの場合、生物学的に活性な改変体は、１つ以上の保存的置換を含むであろう。「保
存的置換」は、あるアミノ酸を、ペプチド化学分野の当業者がポリペプチドの二次構造お
よびハイドロパシー特性が実質的に不変であると予想されるような類似の性質を有する別
のアミノ酸と置換することである。上記のように、本発明のポリヌクレオチドおよびポリ
ペプチドの構造を修飾し、所望の特徴を有する改変体ポリペプチドまたは誘導ポリペプチ
ドをコードする機能的分子を依然として得ることができる。本発明のポリペプチドの等価
であるかさらに改良された改変体または一部を作製するためにポリペプチドのアミノ酸配
列を変更することが望ましい場合、当業者は、典型的には、以下の表Ａにしたがって、コ
ードＤＮＡ配列の１つ以上のコドンを変化させるであろう。
【０１００】
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【表１－１】

【０１０１】
　例えば、一定のアミノ酸を、例えば、抗体の抗原結合領域または基質分子上の結合部位
などの構造との相互作用的結合能力を相当に喪失することなく、タンパク質構造中の他の
アミノ酸と置換することができる。タンパク質の生物学的機能活性を定義するのはタンパ
ク質の相互作用能力および相互作用性であるので、タンパク質配列、そして勿論その根底
にあるＤＮＡコード配列中で一定のアミノ酸配列置換を行うことができ、それにもかかわ
らず、類似の性質を有するタンパク質が得られる。したがって、開示の組成物のペプチド
配列または前記ペプチドをコードする対応するＤＮＡ配列においてその有用性を大きく喪
失することなく種々の変更を行うことができることが期待される。
【０１０２】
　かかる変化の作製において、アミノ酸のハイドロパシー指標を考慮することができる。
タンパク質に相互作用性の生物学的機能を付与する際のアミノ酸ハイドロパシー指標の重
要性は、当該分野で一般に理解されている（Ｋｙｔｅ　＆　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，１９８
２（本明細書中で参考として援用される））。アミノ酸の相対的なハイドロパシーは、得
られたタンパク質の二次構造に依存し、一方でタンパク質の他の分子（例えば、酵素、基
質、受容体、ＤＮＡ、抗体、および抗原など）との相互作用を定義することを認めている
。各アミノ酸は、疎水性および電荷特性に基づいてハイドロパシー指標が割り当てられて
いる（Ｋｙｔｅ　＆　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ、１９８２）。これらの値は以下である：イソ
ロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルアラニン
（＋２．８）；システイン（＋２．５）；メチオニン（＋１．９）；アラニン（＋１．８
）；グリシン（－０．４）；トレオニン（－０．７）；セリン（－０．８）；トリプトフ
ァン（－０．９）；チロシン（－１．３）；プロリン（－１．６）；ヒスチジン（－３．
２）；グルタミン酸塩（－３．５）；グルタミン（－３．５）；アスパラギン酸塩（－３
．５）；アスパラギン（－３．５）；リジン（－３．９）；およびアルギニン（－４．５
）。一定のアミノ酸を類似のハイドロパシーの指標またはスコアを有する他のアミノ酸と
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置換することができ、それにより、依然として類似の生物学的活性を有するタンパク質が
得られる（すなわち、依然として生物学的機能が等価のタンパク質が得られる）ことが当
該分野で公知である。かかる変化の作製において、そのハイドロパシー指標が±２以内で
あるアミノ酸との置換が好ましく、±１以内が特に好ましく、±０．５以内がさらに特に
好ましい。
【０１０３】
　類似のアミノ酸の置換を親水性に基いて有効に行うことができることも当該分野で理解
される。米国特許第４，５５４，１０１号（その全体が本明細書中で参考として特に援用
される）は、タンパク質の最も高い局所平均親水性は、その隣接アミノ酸の親水性に支配
されるので、そのタンパク質の生物学的性質と相関すると述べている。米国特許第４，５
５４，１０１号に詳述のように、以下の親水性値がアミノ酸残基に割り当てられている：
アルギニン（＋３．０）；リジン（＋３．０）；アスパラギン酸塩（＋３．０±１）；グ
ルタミン酸塩（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；アスパラギン（＋０．２）；グル
タミン（＋０．２）；グリシン（０）；トレオニン（－０．４）；プロリン（－０．５±
１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；システイン（－１．０）；メチ
オニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－１．８）；イソロイシン（－１
．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（－２．５）；トリプトファン（－３
．４）。あるアミノ酸を類似の親水性値を有する別のアミノ酸と置換することができ、そ
れにより、依然として生物学的に等価な、特に免疫学的に等価なタンパク質が得られると
理解される。かかる変化において、その親水性値が±２以内のアミノ酸置換が好ましく、
±１以内が特に好ましく、±０．５以内がさらに特に好ましい。
【０１０４】
　したがって、上記で概説のように、アミノ酸置換は、一般に、アミノ酸側鎖置換基の相
対的類似性（例えば、その疎水性、親水性、電荷、およびサイズなど）に基づく。種々の
上記特徴を考慮した例示的な置換は当業者に周知であり、以下が含まれる：アルギニンお
よびリジン；グルタミン酸塩およびアスパラギン酸塩；セリンおよびトレオニン；グルタ
ミンおよびアスパラギン；ならびにバリン、ロイシン、およびイソロイシン。
【０１０５】
　アミノ酸置換を、残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性、および／または両親媒
性の類似性に基づいてさらに行うことができる。例えば、負電荷アミノ酸には、アスパラ
ギン酸およびグルタミン酸が含まれ；正電荷アミノ酸にはリジンおよびアルギニンが含ま
れ；類似の親水性値を有する無電荷極性頭部基を有するアミノ酸には、ロイシン、イソロ
イシン、およびバリン；グリシンおよびアラニン；アスパラギンおよびグルタミン；なら
びにセリン、トレオニン、フェニルアラニン、およびチロシンが含まれる。保存的変化を
示し得る他のアミノ酸群には、以下が含まれる：（１）ａｌａ、ｐｒｏ、ｇｌｙ、ｇｌｕ
、ａｓｐ、ｇｌｎ、ａｓｎ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｙｒ、ｔｈｒ；
（３）ｖａｌ、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅ；（４）ｌｙｓ、ａｒｇ、ｈｉ
ｓ；ａｎｄ（５）ｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓ。
【０１０６】
　改変体は、非保存的変化も含み得るか、その代わりに含み得る。１つの好ましい実施形
態では、改変体ポリペプチドは、約１０、９、８、７、６、５、４、３、２アミノ酸未満
、またはさらに１アミノ酸の置換、欠失、または付加が未変性の配列と異なる。改変体を
、例えば、ポリペプチドの免疫原性、二次構造、酵素活性、および／またはハイドロパシ
ーへの影響が最小のアミノ酸の欠失または付加によって改変することも（その代わりに行
うことも）できる。
【０１０７】
　一定の実施形態では、ポリペプチド配列は、およそ、少なくともおよそ、またはおよそ
以下の数値まで：５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０
、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、
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４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８
５、９０、９５、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、
１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、
２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、
３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、
４８０、４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、
５８０、５９０、６００、６１０、６２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６７０、
６８０、６９０、７００、７００、７１０、７２０、７３０、７４０、７５０、７６０、
７７０、７８０、７９０、８００、８００、８１０、８２０、８３０、８４０、８５０、
８６０、８７０、８８０、８９０、９００、９００、９１０、９２０、９３０、９４０、
９５０、９６０、９７０、９８０、９９０、１０００、またはそれを超える連続アミノ酸
長（その間の全ての整数が含まれる）であり、基準配列の全てまたは一部を含むことがで
きる（例えば、配列表を参照のこと）。
【０１０８】
　他の特定の実施形態では、ポリペプチド配列は、約またはわずか約５、６、７、８、９
、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、
２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３
６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９
、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１１０、１
２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２
２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３
２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、４１０、４
２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０、４９０、５００、５１０、５
２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９０、６００、６１０、６
２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６７０、６８０、６９０、７００、７１０、７
２０、７３０、７４０、７５０、７６０、７７０、７８０、７９０、８００、８００、８
１０、８２０、８３０、８４０、８５０、８６０、８７０、８８０、８９０、９００、９
００、９１０、９２０、９３０、９４０、９５０、９６０、９７０、９８０、９９０、１
０００、またはそれを超える連続アミノ酸（その間の全ての範囲が含まれる）からなり、
基準配列の全てまたは一部を含むことができる（例えば、配列表を参照のこと）。
【０１０９】
　さらに他の特定の実施形態では、ポリペプチド配列は、約１０～１０００、１０～９０
０、１０～８００、１０～７００、１０～６００、１０～５００、１０～４００、１０～
３００、１０～２００、１０～１００、１０～５０、１０～４０、１０～３０、１０～２
０、２０～１０００、２０～９００、２０～８００、２０～７００、２０～６００、２０
～５００、２０～４００、２０～３００、２０～２００、２０～１００、２０～５０、２
０～４０、２０～３０、５０～１０００、５０～９００、５０～８００、５０～７００、
５０～６００、５０～５００、５０～４００、５０～３００、５０～２００、５０～１０
０、１００～１０００、１００～９００、１００～８００、１００～７００、１００～６
００、１００～５００、１００～４００、１００～３００、１００～２００、２００～１
０００、２００～９００、２００～８００、２００～７００、２００～６００、２００～
５００、２００～４００、または２００～３００の連続アミノ酸（その間の全ての範囲が
含まれる）であり、基準配列の全てまたは一部を含む。一定の実施形態では、短縮ポリペ
プチドが基準ポリペプチドの結合特性および／または活性を保持する限り、任意の基準ポ
リペプチドのＣ末端領域またはＮ末端領域を、約１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１
００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２
００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７
００、７５０、または８００、またはそれを超えるアミノ酸、または約１０～５０、２０
～５０、５０～１００、１００～１５０、１５０～２００、２００～２５０、２５０～３
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００、３００～３５０、３５０～４００、４００～４５０、４５０～５００、５００～５
５０、５５０～６００、６００～６５０、６５０～７００、７００～７５０、７５０～８
００、またはそれを超えるアミノ酸（その間の全ての整数および範囲（例えば、１０１、
１０２、１０３、１０４、１０５）が含まれる）を短縮することができる。典型的には、
生物学的に活性なフラグメントは、由来する生物学的に活性な基準ポリペプチドの活性の
約１％、約５％、約１０％、約２５％、または約５０％も有する。
【０１１０】
　一般に、改変体は、基準ポリペプチド配列に対して少なくとも約３０％、４０％、５０
％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２
％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％の類似性または配列同一
性または配列相同性を示すであろう。さらに、約１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、３０、４０、５
０、６０、７０、８０、９０、１００、またはそれを超えるアミノ酸の付加（例えば、Ｃ
末端付加、Ｎ末端付加、両方）、欠失、短縮、挿入、または置換によって未変性配列また
は親配列と異なるが、親または基準のポリペプチド配列の性質または活性を保持する配列
が意図される。
【０１１１】
　いくつかの実施形態では、改変体ポリペプチドは、基準配列と少なくとも１つであるが
、５０、４０、３０、２０、１５、１０、８、６、５、４、３、または２アミノ酸残基未
満が異なる。他の実施形態では、改変体ポリペプチドは、基準配列と少なくとも１％であ
るが、２０％、１５％、１０％、または５％未満の残基が異なる。（この比較にアライン
メントが必要である場合、配列を類似性が最大になるようにアラインメントしなければな
らない。欠失または挿入によって「除外された」配列（すなわち、ミスマッチ）を相違と
見なす）
　配列間の配列類似性および配列同一性（これらの用語を本明細書中で交換可能に使用す
る）の計算を以下のように行う。２つのアミノ酸配列または２つの核酸配列の同一率を決
定するために、配列を最適に比較されるようにアラインメントする（例えば、第１および
第２のアミノ酸配列または核酸配列内の一方または両方にアラインメントを最適にするた
めのギャップを挿入することができ、比較のために非相同配列を無視することができる）
。一定の実施形態では、比較のためにアラインメントした基準配列の長さは、基準配列の
長さの少なくとも３０％、好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは少なくとも５０
％、６０％、さらにより好ましくは少なくとも７０％、８０％、９０％、１００％である
。次いで、対応するアミノ酸の位置またはヌクレオチドの位置でアミノ酸残基またはヌク
レオチドを比較する。第１の配列中の位置が第２の配列中の対応する位置と同一のアミノ
酸残基またはヌクレオチドで占められる場合、分子はその位置で同一である。
【０１１２】
　２配列間の同一率は、２配列の最適なアライメントのために挿入する必要があるギャッ
プの数および各ギャップの長さを考慮して、これらの配列によって共有される同一の位置
の数の関数である。
【０１１３】
　配列の比較および２配列間の同一率の決定を、数学アルゴリズムを使用して行うことが
できる。１つの好ましい実施形態では、２アミノ酸配列間の同一率を、ＧＣＧソフトウェ
アパッケージ内のＧＡＰプログラム内に組み込まれたＮｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕ
ｎｓｃｈ（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４４－４５３，１９７０）アルゴリズムを使
用し、Ｂｌｏｓｓｕｍ６２行列またはＰＡＭ２５０行列のいずれか、ならびにギャップの
重み１６、１４、１２、１０、８、６、または４および長さの重み１、２、３、４、５、
または６を使用して決定する。さらに別の好ましい実施形態では、２ヌクレオチド配列間
の同一率を、ＧＣＧソフトウェアパッケージ内のＧＡＰプログラムを使用し、ＮＷＳｇａ
ｐｄｎａ．ＣＭＰ行列ならびにギャップの重み４０、５０、６０、７０、または８０およ
び長さの重み１、２、３、４、５、または６を使用して決定する。特に好ましいパラメー
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タセット（および他で特定しない限り使用すべきセット）は、ギャップペナルティ１２、
ギャップ伸長ペナルティ４、およびフレームシフトギャップペナルティ５を使用したＢｌ
ｏｓｓｕｍ　６２スコアリング行列である。
【０１１４】
　２つのアミノ酸配列またはヌクレオチド配列間の同一率を、ＡＬＩＧＮプログラム（バ
ージョン２．０）に組み込まれているＥ．Ｍｅｙｅｒｓ　ａｎｄ　Ｗ．Ｍｉｌｌｅｒのア
ルゴリズム（Ｃａｂｉｏｓ．４：１１－１７，１９８９）を使用し、ＰＡＭ１２０重み残
基表、ギャップ長さペナルティ１２、およびギャップペナルティ４を使用して決定するこ
とができる。
【０１１５】
　本明細書中に記載の核酸配列およびタンパク質配列を、公的データベースを検索するた
めの「問い合わせ配列」として使用して、例えば、他のファミリーメンバーまたは関連配
列を同定することができる。Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，２
１５：４０３－１０）のＮＢＬＡＳＴプログラムおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（バージ
ョン２．０）を使用してかかる検索を行うことができる。ＢＬＡＳＴヌクレオチド検索を
、ＮＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝１００、ワードレングス＝１２を使用して行い、本
発明の核酸分子と相同なヌクレオチド配列を得ることができる。ＢＬＡＳＴタンパク質検
索を、ＸＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝５０、ワードレングス＝３を使用して行い、本
発明のタンパク質分子と相同なアミノ酸配列を得ることができる。比較のためのギャップ
挿入アラインメントを得るために、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２，１９９７）に記載のようにＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳ
Ｔを利用することができる。ＢＬＡＳＴプログラムおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプロ
グラムを利用する場合、各プログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）のデ
フォルトパラメータを使用することができる。
【０１１６】
　１つの実施形態では、上述の通り、ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドを、
ＢＬＡＳＴアラインメントツールを使用して評価することができる。局所アラインメント
は単純に配列セグメント対からなり、各配列由来の１つを比較する。Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔ
ｅｒｍａｎアルゴリズムまたはＳｅｌｌｅｒｓアルゴリズムの修正により、伸長またはト
リミングによってそのスコアを改善することができない全てのセグメント対（高スコアリ
ングセグメント対（ＨＳＰ）と呼ばれる）が見出されるであろう。ＢＬＡＳＴアラインメ
ントの結果は、偶然のみからＢＬＡＳＴスコアを予想することができる見込みを示すため
の統計的尺度を含む。
【０１１７】
　生スコアＳを各アラインメントした配列に関連するギャップ数および置換数から計算し
、類似性スコアが高いほどアラインメントの有意性が高くなる。置換スコアは参照表から
得られる（ＰＡＭ、ＢＬＯＳＵＭを参照のこと）。
【０１１８】
　ギャップスコアを、典型的には、Ｇ（ギャップ開始ペナルティ）およびＬ（ギャップ伸
長ペナルティ）の和として計算する。ギャップの長さｎについて、ギャップコストはＧ＋
Ｌｎであろう。ギャップコスト（ＧおよびＬ）の選択は経験によるが、通例ではＧについ
ては高値（１０～１５）（例えば、１１）およびＬについては低値（１～２）（例えば、
１）を選択する。
【０１１９】
　ビットスコアＳ’は生アラインメントスコアＳに由来し、これは使用したスコアリング
システムの統計的特性が考慮されている。ビットスコアをスコアリングシステムに関して
正規化し、したがって、このスコアを使用して異なる検索由来のアラインメントスコアを
比較することができる。用語「ビットスコア」および「類似度スコア」を、交換可能に使
用する。ビットスコアから、アラインメントの優良度が示され、このスコアが高いほどア
ラインメントが優良である。
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【０１２０】
　Ｅ値（すなわち期待値）は、類似スコアを有する配列がデータベース中に偶然に生じる
見込みを示す。これは、データベース中に偶然起こると期待されるＳと等しいかより良好
なスコアを有する異なるアラインメント数の予想である。Ｅ値が小さいほどアラインメン
トは有意である。例えば、Ｅ値がｅ－１１７のアラインメントは、類似のスコアを有する
配列が単純に偶然に起こる可能性が極めて低いことを意味する。さらに、アミノ酸のラン
ダム対をアラインメントするための期待スコアは負である必要があり、そうでなければ長
いアラインメントはアラインメントしたセグメントが関連するかどうかとは無関係に高ス
コアを有する傾向があるであろう。さらに、ＢＬＡＳＴアルゴリズムは、適切な置換行列
、ヌクレオチド、またはアミノ酸を使用し、ギャップ挿入アラインメントについてはギャ
ップ作製ペナルティおよびギャップ伸長ペナルティを使用する。例えば、ＢＬＡＳＴアラ
インメントおよびポリペプチド配列の比較を、典型的には、ＢＬＯＳＵＭ６２行列、ギャ
ップ伸長ペナルティ１１、およびギャップ伸長ペナルティ１を使用して行う。
【０１２１】
　１つの実施形態では、配列類似度スコアを、ＢＬＯＳＵＭ６２行列、ギャップ伸長ペナ
ルティ１１、およびギャップ伸長ペナルティ１を使用して行ったＢＬＡＳＴ分析から報告
する。
【０１２２】
　特定の実施形態では、本明細書中に提供した配列同一性／類似度スコアは、以下のパラ
メータを使用したＧＡＰ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　１０（ＧＣＧ，Ａｃｃｅｌｒｙｓ，Ｓａｎ　
Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）を使用して得た値をいう：ＧＡＰ重み５０および長さ重み３
、およびｎｗｓｇａｐｄｎａ．ｃｍｐスコアリング行列を使用したヌクレオチド配列につ
いての同一率および類似率；ＧＡＰ重み８および長さ重み２、およびＢＬＯＳＵＭ６２ス
コアリング行列を使用したアミノ酸配列についての同一率および類似率（Ｈｅｎｉｋｏｆ
ｆ　ａｎｄ　Ｈｅｎｉｋｏｆｆ，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ．８９：１０９１５－１０９１９，１
９９２）。ＧＡＰは、マッチ数を最大にし、且つギャップ数を最小にする２つの完全配列
のアラインメントを見出すためにＮｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈのアルゴリ
ズム（Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．４８：４４３－４５３、１９７０）を使用する。
【０１２３】
　１つの特定の実施形態では、改変体ポリペプチドは、基準ポリペプチド配列（例えば、
配列表を参照のこと）と任意選択的にアラインメントして少なくとも約５０、６０、７０
、８０、９０、１００、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１
７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２
７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３
７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４
７０、４８０、４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５
７０、５８０、５９０、６００、６１０、６２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６
７０、６８０、６９０、７００、７１０、７２０、７３０、７４０、７５０、７６０、７
７０、７８０、７９０、８００、８１０、８２０、８３０、８４０、８５０、８６０、８
７０、８８０、８９０、９００、９１０、９２０、９３０、９４０、９５０、９６０、９
７０、９８０、９９０、１０００、またはそれを超える（その間の全ての整数および範囲
が含まれる）ＢＬＡＳＴビットスコアまたは配列類似度スコアを生成することができるア
ミノ酸配列を含み、ここで、ＢＬＡＳＴアラインメントにはＢＬＯＳＵＭ６２行列、ギャ
ップ伸長ペナルティ１１、およびギャップ伸長ペナルティ１を使用した。
【０１２４】
　上述の通り、基準ポリペプチドを、種々の方法（アミノ酸の置換、欠失、短縮、付加、
および挿入が含まれる）で変化させることができる。かかる操作方法は、一般に、当該分
野で公知である。例えば、基準ポリペプチドのアミノ酸配列改変体を、ＤＮＡの操作によ
って調製することができる。変異誘発およびヌクレオチド配列の変更の方法は、当該分野
で周知である。例えば、Ｋｕｎｋｅｌ（ＰＮＡＳ　ＵＳＡ．８２：４８８－４９２，１９
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８５）；Ｋｕｎｋｅｌら，（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５４：３６７－
３８２，１９８７）、米国特許第４，８７３，１９２号、Ｗａｔｓｏｎ，Ｊ．Ｄ．ら，（
“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅ，”　Ｆｏｕｒｔｈ　
Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ，Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ，Ｃａｌ
ｉｆ．，１９８７）、およびこれらの引用文献を参照のこと。目的のタンパク質の生物学
的活性に影響を及ぼさない適切なアミノ酸置換に関するガイダンスを、Ｄａｙｈｏｆｆら
，（１９７８）Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒ
ｕｃｔｕｒｅ（Ｎａｔｌ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｒｅｓ．Ｆｏｕｎｄ．，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ
，Ｄ．Ｃ．）のモデルで見出すことができる。
【０１２５】
　かかる改変によって作製されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産物をスクリー
ニングする方法および選択された性質を有する遺伝子産物についてｃＤＮＡライブラリー
をスクリーニングする方法は、当該分野で公知である。かかる方法を、基準ポリペプチド
の組み合わせ変異誘発によって生成された遺伝子ライブラリーの迅速なスクリーニングに
適合させることが可能である。一例として、反復アンサンブル変異誘発（ＲＥＭ）（ライ
ブラリー中の機能的変異体の頻度を増大させる技術）をスクリーニングアッセイと組み合
わせて使用してポリペプチド改変体を同定することができる（Ａｒｋｉｎ　ａｎｄ　Ｙｏ
ｕｒｖａｎ，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８９：７８１１－７８１５，１９９２；Ｄｅｌｇｒａｖ
ｅら，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．６：３２７－３３１，１９９３）。
【０１２６】
　例示的な結合体化方法。ｐ９７ポリペプチド配列のリソソーム貯蔵障害（ＬＳＤ）タン
パク質または目的の他の薬剤への結合体化またはカップリングを、標準的な化学的技術、
生化学的技術、および／または分子技術を使用して行うことができる。実際に、利用可能
な当該分野で認識されている方法論を使用して本開示を考慮したｐ９７結合体の作製方法
は明らかであろう。勿論、本発明のｐ９７結合体の一次成分をカップリングした場合に使
用した技術および得られた連結の化学的性質が結合体の各成分の所望の機能性または活性
を実質的に妨害しないことが一般に好ましいであろう。
【０１２７】
　使用した特定のカップリングの化学的性質は、生物学的に活性な薬剤（例えば、小分子
、ポリペプチド）の構造、生物学的に活性な薬剤内に複数の官能基が存在する可能性、保
護／脱保護工程の必要性、および薬剤の化学的安定性などに依存し、当業者はこの化学的
性質を容易に決定するであろう。本発明のｐ９７結合体の調製に有用な例示的なカップリ
ングの化学的性質を、例えば、Ｗｏｎｇ（１９９１），“Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ”，ＣＲＣ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌａ．；およびＢｒｉｎｋｌｅｙ　“Ａ　Ｂｒ
ｉｅｆ　Ｓｕｒｖｅｙ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｅｐａｒｉｎｇ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｗｉｔｈ　Ｄｙｅｓ，Ｈａｐｔｅｎｓ，ａｎｄ　Ｃｒｏ
ｓｓｌｉｎｋｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ，”　ｉｎ　Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ．Ｃｈｅｍ．，
３：２０１３，１９９２に見出すことができる。好ましくは、結合体の結合能力および／
または結合活性は、使用した結合体化技術の結果として、例えば、結合体化されていない
ＬＳＤポリペプチドもしくは薬剤または結合体化されていないｐ９７ポリペプチドと比較
して実質的に減少しない。
【０１２８】
　一定の実施形態では、ｐ９７ポリペプチド配列を、ＬＳＤポリペプチドまたは目的の他
の薬剤に直接または間接的にカップリングすることができる。ｐ９７ポリペプチド配列と
ＬＳＤポリペプチドまたは目的の他の薬剤との間の直接反応は、それぞれが相互反応可能
な置換基を保有する場合に可能である。例えば、一方に存在する求核性基（アミノ基また
はスルフヒドリル基など）は、他方に存在するカルボニル含有基（無水物または酸ハライ
ドなど）または良好な脱離基（例えば、ハライド）を含むアルキル基と反応することがで
きる。
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【０１２９】
　あるいは、リンカー基（非ペプチドリンカーおよびペプチドリンカーが含まれる）を介
してｐ９７ポリペプチド配列およびＬＳＤポリペプチドまたは目的の他の薬剤を間接的に
カップリングすることが望ましいかもしれない。リンカー基はまた、結合能力、ターゲテ
ィング能力、または他の機能性の妨害を回避するために目的の薬剤をｐ９７ポリペプチド
配列から遠ざけるためのスペーサーとして機能することができる。リンカー基はまた、薬
剤上の置換基の化学反応性を増大させ、したがって、カップリング効率を増大させる働き
をし得る。化学反応性の増大はまた、他の場合には増大しなければ不可能と考えられる薬
剤または薬剤上の官能基の使用を容易にすることができる。放出可能または安定なリンカ
ーを選択して、ｐ９７結合体および付着した抗体または目的の他の薬剤の薬物動態学的を
変化せることもできる。例示的な連結基には、例えば、ジスルフィド基、チオエーテル基
、酸不安定性基、光解離性基、ペプチダーゼ不安定基、およびエステラーゼ不安定基が含
まれる。他の例示的な実施形態では、結合体は、米国特許第５，２０８，０２０号または
欧州特許第０　４２５　２３５　Ｂ１号、およびＣｈａｒｉら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ．５２：１２７－１３１，１９９２に開示の連結基などの連結基を含む。さらな
る例示的なリンカーを以下に記載する。
【０１３０】
　いくつかの実施形態では、１つを超えるｐ９７ポリペプチド配列をＬＳＤポリペプチド
または他の薬剤にカップリングする（またはその逆）ことが望ましいかも知れない。例え
ば、一定の実施形態では、複数のｐ９７ポリペプチド配列を１つのＬＳＤポリペプチドま
たは他の薬剤にカップリングするか、あるいは、１つ以上のｐ９７ポリペプチドを複数の
ＬＳＤポリペプチドまたは他の薬剤に結合体化する。ｐ９７ポリペプチド配列は、同一で
も異なっていてもよい。特定の実施形態と無関係に、複数のｐ９７ポリペプチド配列を含
む結合体を、種々の方法で調製することができる。例えば、１つを超えるポリペプチドを
薬剤に直接カップリングすることができるか、複数の付着部位を提供するリンカーを使用
することができる。種々の公知のヘテロ二官能性架橋ストラテジーのうちのいずれかを、
本発明の結合体の作製のために使用することができる。結合体化／架橋手順中に使用した
材料の化学量論の調節によって多数のこれらの実施形態を行うことができると理解される
であろう。
【０１３１】
　一定の例示的な実施形態では、スクシンイミジルエステル官能基を含む薬剤とアミノ基
を含むｐ９７ポリペプチドとの間の反応によりアミド連結が形成され、オキシカルボニル
イミダゾール（ｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌｉｍｉｄｉｚａｏｌｅ）官能基を含む薬剤とアミ
ノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応によりカルバマート連結が形成され、ｐ－ニ
トロフェニルカルボナート官能基を含む薬剤とアミノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間
の反応によりカルバマート連結が形成され、トリクロロフェニルカルボナート官能基を含
む薬剤とアミノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応によりカルバマート連結が形成
され、チオエステル官能基を含む薬剤とＮ末端アミノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間
の反応によりアミド連結が形成され、プロピオンアルデヒド（ｐｒｏｐｒｉｏｎａｌｄｅ
ｈｙｄｅ）官能基を含む薬剤とアミノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応により第
二級アミン連結が形成される。
【０１３２】
　いくつかの例示的な実施形態では、ブチルアルデヒド官能基を含む薬剤とアミノ基を含
むＰ９７ポリペプチドとの間の反応により第二級アミン連結が形成され、アセタール官能
基を含む薬剤とアミノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応により第二級アミン連結
が形成され、ピペリドン官能基を含む薬剤とアミノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の
反応により第二級アミン連結が形成され、メチルケトン官能基を含む薬剤とアミノ基を含
むＰ９７ポリペプチドとの間の反応により第二級アミン連結が形成され、トレシラート官
能基を含む薬剤とアミノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応により第二級アミン連
結が形成され、マレイミド官能基を含む薬剤とアミノ基を含むＰ９７ポリペプチドとの間
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の反応により第二級アミン連結が形成され、アルデヒド官能基を含む薬剤とアミノ基を含
むＰ９７ポリペプチドとの間の反応により第二級アミン連結が形成され、ヒドラジン官能
基を含む薬剤とカルボン酸基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応により第二級アミン
連結が形成される。
【０１３３】
　特定の例示的な実施形態では、マレイミド官能基を含む薬剤とチオール基を含むＰ９７
ポリペプチドとの間の反応によりチオエーテル連結を形成し、ビニルスルホン官能基を含
む薬剤とチオール基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応によりチオエーテル連結を形
成し、チオール官能基を含む薬剤とチオール基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応に
よりジスルフィド連結を形成し、オルソピリジルジスルフィド官能基を含む薬剤とチオー
ル基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応によりジスルフィド連結を形成し、ヨードア
セトアミド官能基を含む薬剤とチオール基を含むＰ９７ポリペプチドとの間の反応により
チオエーテル連結を形成する。
【０１３４】
　特定の実施形態では、アミン－スルフヒドリル架橋剤を、結合体の調製のために使用す
る。１つの好ましい実施形態では、例えば、架橋剤はスクシンイミジル－４－（Ｎ－マレ
イミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシラート（ＳＭＣＣ）（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）であり、この架橋剤は、中程度の長さのシクロヘキサン安定化スペ
ーサーアーム（８．３オングストローム）の反対側の末端にＮＨＳ－エステルおよびマレ
イミド反応基を含むスルフヒドリル架橋剤である。ＳＭＣＣは、その後のｐ９７ポリペプ
チド配列との反応のためのスルフヒドリル反応性のマレイミド活性化された薬剤（例えば
、ポリペプチド、抗体）を作製するために使用することができる非切断性の膜透過性架橋
剤である。ＮＨＳエステルは、ｐＨ７～９で第一級アミンと反応して安定なアミド結合を
形成する。マレイミドは、ｐＨ６．５～７．５でスルフヒドリル基と反応して安定なチオ
エーテル結合を形成する。したがって、ＳＭＣＣのアミン反応性ＮＨＳエステルが薬剤の
第一級アミンと迅速に架橋し、次いで、得られたスルフヒドリル反応性マレイミド基がｐ
９７のシステイン残基との反応に利用されて目的の特定の結合体を得ることができる。
【０１３５】
　一定の特定の実施形態では、ｐ９７ポリペプチド配列を、架橋を容易にするために（例
えば、マレイミド活性化された薬剤への架橋を容易にするために）露呈したスルフヒドリ
ル基を含むように改変する。より特定の実施形態では、ｐ９７ポリペプチド配列を、保護
されたチオールスルフヒドリル基を付加するために第一級アミンを修飾する試薬で修飾す
る。さらにより特定の実施形態では、試薬Ｎ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチルチオアセ
タート（ＳＡＴＡ）（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して、チオール化ｐ
９７ポリペプチドを生成する。
【０１３６】
　他の特定の実施形態では、マレイミド活性化された薬剤を、適切な条件下でチオール化
ｐ９７ポリペプチドと反応させて本発明の結合体を生成する。これらの反応物中でのＳＭ
ＣＣ、ＳＡＴＡ、薬剤、およびｐ９７ポリペプチドの比を操作することによって異なる化
学量論、分子量、および性質を有する結合体を生成することが可能であると理解されるで
あろう。
【０１３７】
　さらに他の例示的な実施形態では、結合体を、二官能性タンパク質カップリング剤（Ｎ
－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオナート（ＳＰＤＰ）、スクシ
ンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシラート、イ
ミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（アジピミド酸ジメチルＨＣＬ
など）、活性エステル（スベリン酸ジスクシンイミジルなど）、アルデヒド（グルタルア
ルデヒドなど）、ビス－アジド化合物（ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン
など）、ビス－ジアゾニウム誘導体（ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレン
ジアミンなど）、ジイソシアナート（トルエン２，６－ジイソシアナートなど）、および
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ビス－活性フッ素化合物（１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼンなど）など）
を使用して作製する。特定のカップリング剤には、ジスルフィド連結を得るためのＮ－ス
クシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオナート（ＳＰＤＰ）（Ｃａｒｌｓ
ｓｏｎら，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．１７３：７２３－７３７［１９７８］）およびＮ－スク
シンイミジル－４－（２－ピリジルチオ）ペンタノアート（ＳＰＰ）が含まれる。
【０１３８】
　本明細書中で考察した特定の架橋ストラテジーは、本発明の結合体の生成で使用するこ
とができる適切な結合体化ストラテジーの多数の例のほんの一部である。種々の他の二官
能性または多官能性の試薬（ホモ官能性およびヘテロ官能性の両方）（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬのカタログ中に記載の試薬など）をリ
ンカー基として使用することができることが当業者に明らかであろう。例えば、アミノ基
、カルボキシル基、スルフヒドリル基、または酸化炭水化物残基によってカップリングす
ることができる。かかる方法論を記載した文献が多数存在する（例えば、Ｒｏｄｗｅｌｌ
らの米国特許第４，６７１，９５８号）。
【０１３９】
　特定の実施形態は、ｐ９７ポリペプチドとＬＳＤポリペプチドまたは他の薬剤との間の
結合体化を容易にするための１つ以上のアルデヒドタグを使用することができる（米国特
許第８，０９７，７０１号および同第７，９８５，７８３号（参考として援用される）を
参照のこと）。ここで、ホルミルグリシン生成酵素（ＦＧＥ）の作用によるアルデヒドタ
グのスルファターゼモチーフでの酵素修飾により、ホルミルグリシン（ＦＧｌｙ）残基が
生成される。次いで、ＦＧｌｙ残基のアルデヒド部分を、目的の部分のポリペプチドへの
部位特異的付着のための化学的ハンドルとして利用することができる。いくつかの態様で
は、目的の部分は、小分子、ペプトイド、アプタマー、またはペプチド模倣物である。い
くつかの態様では、目的の部分は、別のポリペプチド（抗体など）である。
【０１４０】
　したがって、特定の実施形態は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、または
それを超える異種スルファターゼモチーフを含むｐ９７ポリペプチドまたはＬＳＤポリペ
プチドまたは他のポリペプチド薬剤を含み、ここで、モチーフは、以下の構造：
　Ｘ１Ｚ１Ｘ２Ｚ２Ｘ３（配列番号４）
（式中、Ｚ１はシステインまたはセリンであり；Ｚ２はプロリン残基またはアラニン残基
であり；Ｘ１は存在しても不在でもよく、存在する場合、任意のアミノ酸であり、Ｘ１は
、異種スルファターゼモチーフがアルデヒドタグ化ポリペプチドのＮ末端に存在する場合
に存在することが好ましく；Ｘ２およびＸ３は、それぞれ独立して、任意のアミノ酸であ
る）を含む。
【０１４１】
　上記モチーフを有するポリペプチドを、ＦＧＥ酵素によって修飾してＦＧｌｙ残基を有
するモチーフを生成することができ、上述の通り、次いで、このモチーフを例えば、リン
カー部分を介した薬剤（第２のポリペプチドなど）の部位特異的付着のために使用するこ
とができる。かかる修飾を、例えば、ＦＧＥ酵素を発現する哺乳動物細胞、酵母細胞、ま
たは細菌細胞中のスルファターゼモチーフ含有ポリペプチド（例えば、ｐ９７、ＬＳＤポ
リペプチド）の発現または単離ＦＧＥ酵素での単離ポリペプチドのｉｎ　ｖｉｔｒｏ修飾
によって行うことができる（Ｗｕら，ＰＮＡＳ．１０６：３０００－３００５，２００９
；Ｒｕｓｈ　ａｎｄ　Ｂｅｒｔｏｚｚｉ，Ｊ．Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ．１３０：１２２
４０－１，２００８；およびＣａｒｌｓｏｎら，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２８３：２０
１１７－２５，２００８を参照のこと）。
【０１４２】
　それ故、いくつかの実施形態は、ホルミルグリシン残基を有する１、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、またはそれを超える異種スルファターゼモチーフを含むｐ９７ポ
リペプチドまたはポリペプチド薬剤（例えば、ＬＳＤポリペプチド）を含み、ここで、モ
チーフは、以下の構造：
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　Ｘ１（ＦＧｌｙ）Ｘ２Ｚ２Ｘ３（配列番号５）
（式中、ＦＧｌｙはホルミルグリシン残基であり；Ｚ２はプロリン残基またはアラニン残
基であり；Ｘ１は存在しても不在でもよく、存在する場合、任意のアミノ酸であり、Ｘ１

は、異種スルファターゼモチーフがアルデヒドタグ化ポリペプチドのＮ末端に存在する場
合に存在することが好ましく；Ｘ２およびＸ３は、それぞれ独立して、任意のアミノ酸で
ある）を含む。
【０１４３】
　特定の実施形態では、Ｘ１、Ｘ２、およびＸ３は、それぞれ独立して、脂肪族アミノ酸
、硫黄含有アミノ酸、または極性の無電荷アミノ酸である。例えば、Ｘ１は、Ｌ、Ｍ、Ｖ
、Ｓ、またはＴであり得；Ｘ２および／またはＸ３は、独立して、Ｓ、Ｔ、Ａ、Ｖ、Ｇ、
またはＣであり得る。
【０１４４】
　いくつかの実施形態では、異種スルファターゼモチーフは、（ａ）１６アミノ酸残基長
未満（約４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、または１５残基長が
含まれる）であり得るか、（ｂ）ポリペプチドのＮ末端に位置し得るか、（ｃ）ポリペプ
チドのＣ末端に位置し得るか、（ｄ）ポリペプチド起源のアミノ酸配列の内部部位に位置
し得るか、（ｅ）ポリペプチドの末端ループ中に位置し得るか、（ｆ）ポリペプチドの翻
訳後修飾部位（例えば、グリコシル化部位）に位置し得るか、その任意の組み合わせであ
り得る。
【０１４５】
　いくつかの実施形態は、（ｉ）スルファターゼモチーフ（またはアルデヒドタグ）含有
ｐ９７ポリペプチド、および（ｉｉ）薬剤（Ａ）（アルデヒド反応基で官能化された小分
子など）の結合体に関し、ここで、（ｉ）および（ｉｉ）は、スルファターゼモチーフの
ＦＧｌｙ残基およびアルデヒド反応基を介して共有結合性に連結している。かかる結合体
は、以下の一般的構造：
　ｐ９７（ＦＧｌｙ）－Ｒ１－Ａ
（式中、Ｒ１は少なくとも１つのアルデヒド反応性連結であり；ＦＧｌｙは異種スルファ
ターゼモチーフ内のホルミルグリシン残基である）のうちの１つを有することができる。
【０１４６】
　いくつかの実施形態は、（ｉ）スルファターゼモチーフ（またはアルデヒドタグ）含有
ｐ９７ポリペプチド、および（ｉｉ）アルデヒド反応基で官能化されたポリペプチド薬剤
（ｐＡ）（逆も同じ）の結合体に関し、ここで、（ｉ）および（ｉｉ）は、スルファター
ゼモチーフのＦＧｌｙ残基およびアルデヒド反応基を介して共有結合性に連結している。
かかる結合体は、以下の一般的構造：
　ｐ９７（ＦＧｌｙ）－Ｒ１－ｐＡまたはｐ９７－Ｒ１－（ＦＧｌｙ）ｐＡ
（式中、Ｒ１は少なくとも１つのアルデヒド反応性連結であり；ＦＧｌｙは異種スルファ
ターゼモチーフ内のホルミルグリシン残基である）のうちの１つを有することができる。
【０１４７】
　薬剤または非アルデヒドタグ含有ポリペプチド（例えば、ｐ９７ポリペプチド、ＬＳＤ
ポリペプチド）を、１つ以上のアルデヒド反応基（アミノオキシ、ヒドラジド、およびチ
オセミカルバジドなど）で官能化し、次いで、少なくとも１つのＦＧｌｙ残基を介してア
ルデヒドタグ含有ポリペプチドに共有結合性に連結してアルデヒド反応性連結を形成する
ことができる。アミノオキシ官能化薬剤（または非アルデヒドタグ含有ポリペプチド）の
付着によりＦＧｌｙ残基と官能化薬剤（または非アルデヒドタグ含有ポリペプチド）との
間にオキシム連結が作製され；ヒドラジド官能化薬剤（または非アルデヒドタグ含有ポリ
ペプチド）の付着によりＦＧｌｙ残基と官能化薬剤（または非アルデヒドタグ含有ポリペ
プチド）との間にヒドラジン連結が作製され；チオセミカルバジド官能化薬剤（または非
アルデヒドタグ含有ポリペプチド）の付着によりＦＧｌｙ残基と官能化薬剤（または非ア
ルデヒドタグ含有ポリペプチド）との間にヒドラジンカルボチアミド連結が作製される。
それ故、これらおよび関連する実施形態では、Ｒ１は、シッフ塩基を含む連結（オキシム
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連結、ヒドラジン連結、またはヒドラジンカルボチアミド連結など）であり得る。
【０１４８】
　一定の実施形態は、（ｉ）スルファターゼモチーフ（またはアルデヒドタグ）含有ｐ９
７ポリペプチドおよび（ｉｉ）スルファターゼモチーフ（またはアルデヒドタグ）含有Ｌ
ＳＤポリペプチド薬剤（Ａ）の結合体を含み、ここで、（ｉ）および（ｉｉ）は、各ＦＧ
ｌｙ残基を介して、任意選択的に二官能性のリンカー部分またはリンカー基を介して共有
結合性に連結している。例えば、一定のｐ９７結合体は、以下の構造：
　ｐ９７（ＦＧｌｙ）－Ｒ１－Ｌ－Ｒ２－（ＦＧｌｙ）Ａ
（式中、Ｒ１およびＲ２は同一または異なるアルデヒド反応性連結であり；Ｌはリンカー
部分であり、ｐ９７（ＦＧｌｙ）はアルデヒドタグ含有ｐ９７ポリペプチドであり、（Ｆ
Ｇｌｙ）Ａはアルデヒドタグ含有薬剤（ＬＳＤポリペプチド薬剤など）である）を含むこ
とができる。
【０１４９】
　単なる例として、いくつかの実施形態では、少なくとも１つの異種スルファターゼモチ
ーフは、ｐ９７ポリペプチドのＣ末端およびポリペプチドベースの薬剤（例えば、ＬＳＤ
ポリペプチド）のＮ末端に存在し得る。他の実施形態では、少なくとも１つの異種スルフ
ァターゼモチーフは、ｐ９７ポリペプチドのＮ末端およびポリペプチドベースの薬剤のＣ
末端に存在し得る。さらなる他の実施形態では、少なくとも１つの異種スルファターゼモ
チーフは、ｐ９７ポリペプチドのＮ末端およびポリペプチドベースの薬剤のＮ末端に存在
し得る。さらなる実施形態では、少なくとも１つの異種スルファターゼモチーフは、ｐ９
７ポリペプチドのＣ末端およびポリペプチドベースの薬剤のＣ末端に存在し得る。上述の
通り、少なくとも１つの異種モチーフは、ｐ９７ポリペプチドおよび／またはポリペプチ
ドベースの薬剤中の内部位置に存在し得る。当業者は、他の組み合わせが可能であると認
識するであろう。
【０１５０】
　Ｒ１およびＲ２のアルデヒド反応性連結を、（ｉ）アルデヒドタグのホルミルグリシン
（ＦＧｌｙ）残基と（ｉｉ）前記アルデヒド反応基で官能化されたリンカー部分（例えば
、２つのアルデヒド反応基（同一でも異なっていてもよい）を有する二官能化リンカー）
との間の共有結合を形成する任意のアルデヒド反応基によって独立して形成することがで
きる。アルデヒド反応基の例には、アミノオキシ基、ヒドラジド基、およびチオセミカル
バジド基が含まれ、これらは、ＦＧｌｙ残基を有するシッフ塩基含有連結（それぞれ、オ
キシム連結、ヒドラジン連結、およびヒドラジンカルボチアミド連結が含まれる）を形成
するであろう。それ故、Ｒ１およびＲ２は、独立して、シッフ塩基を含む連結（オキシム
連結、ヒドラジン連結、またはヒドラジンカルボチアミド連結など）であり得る。
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、アルデヒドタグ含有ｐ９７ポリペプチドおよびアルデヒドタ
グ含有ＬＳＤポリペプチドまたは他の薬剤を、多官能化リンカー（例えば、二官能化リン
カー）を介して連結し（例えば、共有結合的に連結し）、後者を同一または異なるアルデ
ヒド反応基で官能化する。これらおよび関連する実施形態では、アルデヒド反応基は、リ
ンカーによりｐ９７ポリペプチドとＬＳＤポリペプチドまたは他の薬剤との間にその各Ｆ
Ｇｌｙ残基を介して共有結合性の架橋を形成可能である。リンカー部分には、１つ以上の
アルデヒド反応基で官能化することができ、好ましくは二官能化または多官能化すること
ができる任意の部分または化学的部分が含まれる。特定の例には、ペプチド、水溶性ポリ
マー、検出可能な物質、他の治療化合物（例えば、細胞傷害性化合物）、ビオチン／スト
レプトアビジン部分、およびグリカンが含まれる（Ｈｕｄａｋら，Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　
Ｓｏｃ．１３３：１６１２７－３５，２０１１を参照のこと）。グリカン（またはグリコ
シド）の具体例には、アミノオキシグリカン（グリコシルＮ－ペンテノイルヒドロキサマ
ート中間体から構成される高次グリカンなど）が含まれる（前出）。例示的なリンカーを
本明細書中に記載し、これらのリンカーを当該分野の日常的技術にしたがってアルデヒド
反応基で官能化することができる（例えば、Ｃａｒｒｉｃｏら，Ｎａｔ　Ｃｈｅｍ　Ｂｉ
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ｏｌ．３：３２１－３２２，２００７；および米国特許第８，０９７，７０１号および同
第７，９８５，７８３号を参照のこと）。
【０１５２】
　ｐ９７結合体を、種々の「クリック化学」技術（モジュール式であり、広範で収率が非
常に高く、非クロマトグラフ法によって除去することができ、且つ立体特異的であり得る
が必ずしもエナンチオ選択性ではない主に無害の副生成物を生成する反応が含まれる）に
よって調製することもできる（Ｋｏｌｂら，Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔ　Ｅｄ　Ｅｎ
ｇｌ．４０：２００４－２０２１，２００１を参照のこと）。特定の例には、アジドとア
ルキンのヒュスゲン１，３－双極子付加環化を使用する結合体化技術（「アジド－アルキ
ン付加環化」反応とも呼ばれる）が含まれる（Ｈｅｉｎら，Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ．２５：
２２１６－２２３０，２００８を参照のこと）。アジド－アルキン付加環化反応の非限定
的な例には、銅触媒アジド－アルキン付加環化（ＣｕＡＡＣ）反応およびルテニウム触媒
アジド－アルキン付加環化（ＲｕＡＡＣ）反応が含まれる。
【０１５３】
　ＣｕＡＡＣは、広範な温度で作用し、水性条件およびｐＨ４～１２の範囲で影響を受け
ず、広範な官能基を許容する（Ｈｉｍｏら，Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ．１２７：２１
０－２１６，２００５を参照のこと）。活性Ｃｕ（Ｉ）触媒を、例えば、還元剤としてア
スコルビン酸ナトリウムを使用してＣｕ（Ｉ）塩またはＣｕ（ＩＩ）塩から生成すること
ができる。この反応によって１，４置換生成物が形成され、領域特異性となる（Ｈｅｉｎ
ら，前出を参照のこと）。
【０１５４】
　ＲｕＡＡＣは、アジドの末端アルキンへの付加環化を触媒することができるペンタメチ
ルシクロペンタジエニルルテニウムクロリド［Ｃｐ＊ＲｕＣｌ］複合体を利用し、それに
より、位置選択的に１，５二置換１，２，３－トリアゾールが得られる（Ｒａｓｍｕｓｓ
ｅｎら，Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．９：５３３７－５３３９，２００７を参照のこと）。さらに
、ＣｕＡＡＣと対照的に、ＲｕＡＡＣを内部アルキンと共に使用して、全置換１，２，３
－トリアゾールを得ることもできる。
【０１５５】
　したがって、一定の実施形態は、アジド側鎖またはアルキン側鎖を有する少なくとも１
つの非天然アミノ酸（内部および末端（例えば、Ｎ末端、Ｃ末端）の非天然アミノ酸が含
まれる）を含むｐ９７ポリペプチドを含む。一定のこれらのｐ９７ポリペプチドを、アジ
ド側鎖またはアルキン側鎖を含む非天然アミノ酸のｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ（例えば、無細胞系）組込みによって形成することができる。例示的なｉｎ　ｖｉｖｏ
技術には、例えば改変大腸菌を使用した細胞培養技術（Ｔｒａｖｉｓ　ａｎｄ　Ｓｃｈｕ
ｌｔｚ，Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．
２８５：１１０３９－４４，２０１０；およびＤｅｉｔｅｒｓ　ａｎｄ　Ｓｃｈｕｌｔｚ
，Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｌｅｔｔｅｒ
ｓ．１５：１５２１－１５２４，２００５を参照のこと）が含まれ、例示的なｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ技術には無細胞系（Ｂｕｎｄｙ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ　Ｃｈｅｍ．２１：２５５－
６３，２０１０を参照のこと）が含まれる。
【０１５６】
　いくつかの実施形態では、アジド側鎖を有する少なくとも１つの非天然アミノ酸を含む
ｐ９７ポリペプチドを、少なくとも１つのアルキン基を含む薬剤（またはリンカー）（ア
ルキン側鎖を有する少なくとも１つの非天然アミノ酸を含む抗体または他のポリペプチド
薬剤など）へのアジド－アルキン付加環化によって結合体化する。他の実施形態では、ア
ルキン側鎖を有する少なくとも１つの非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペプチドを、少な
くとも１つのアジド基を含む抗体または他のポリペプチド薬剤（またはリンカー）（アジ
ド側鎖を有する少なくとも１つの非天然アミノ酸を含むポリペプチド薬剤など）へのアジ
ド－アルキン付加環化によって結合体化する。それ故、一定の実施形態は、１，２，３－
トリアゾール連結を介して薬剤に共有結合性に連結したｐ９７ポリペプチドを含む結合体
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を含む。
【０１５７】
　特異的ｐ９７結合体を、以下のそれぞれの構造（Ｉ）または（ＩＩ）：
【０１５８】
【化１】

【０１５９】
（式中、Ｒはｐ９７ポリペプチドであり、Ｒｌは目的の薬剤（またはリンカー）であるか
、Ｒは目的の薬剤（またはリンカー）であり、Ｒｌはｐ９７ポリペプチドである）を含め
るための以下のＣｕＡＡＣベースの反応またはＲｕＡＡＣベースの反応によって形成する
ことができる。
【０１６０】
　一定の実施形態では、アジド側鎖を有する非天然アミノ酸および／またはアルキン側鎖
を有する非天然アミノ酸は、末端アミノ酸（Ｎ末端、Ｃ末端）である。一定の実施形態で
は、１つ以上の非天然アミノ酸は内部非天然アミノ酸である。
【０１６１】
　例えば、一定の実施形態は、アルキン基を含む薬剤に結合体化したアジド側鎖を有する
Ｎ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペプチドを含む。いくつかの実施形態は、アルキ
ン基を含む薬剤に結合体化したアジド側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７ポ
リペプチドを含む。特定の実施形態は、アジド側鎖を含む薬剤に結合体化したアルキン側
鎖を有するＮ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペプチドを含む。さらなる実施形態は
、アジド側鎖を含む薬剤に結合体化したアルキン側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含
むｐ９７ポリペプチドを含む。いくつかの実施形態は、アルキン基を含む薬剤に結合体化
したアジド側鎖を有する少なくとも１つの内部非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペプチド
を含む。さらなる実施形態は、アジド側鎖を含む薬剤に結合体化したアルキン側鎖を有す
る少なくとも１つの内部非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペプチドを含む。
【０１６２】
　特定の実施形態は、アルキン側鎖を有するＮ末端非天然アミノ酸を含むポリペプチド薬
剤に結合体化したアジド側鎖を有するＮ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペプチドを
含む。他の実施形態は、アルキン側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含むポリペプチド
薬剤に結合体化したアジド側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペプチド
を含む。さらに他の実施形態は、アルキン側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含むポリ
ペプチド薬剤に結合体化したアジド側鎖を有するＮ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリ
ペプチドを含む。さらなる実施形態は、アルキン側鎖を有するＮ末端非天然アミノ酸を含
むポリペプチド薬剤に結合体化したアジド側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含むｐ９
７ポリペプチドを含む。
【０１６３】
　他の実施形態は、アジド側鎖を有するＮ末端非天然アミノ酸を含むポリペプチド薬剤に
結合体化したアルキン側鎖を有するＮ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペプチドを含
む。なおさらなる実施形態は、アジド側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含むポリペプ
チド薬剤に結合体化したアルキン側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペ
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プチドを含む。さらなる実施形態は、アジド側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を含むポ
リペプチド薬剤に結合体化したアルキン側鎖を有するＮ末端非天然アミノ酸を含むｐ９７
ポリペプチドを含む。なおさらなる実施形態は、アジド側鎖を有するＮ末端非天然アミノ
酸を含むポリペプチド薬剤に結合体化したアルキン側鎖を有するＣ末端非天然アミノ酸を
含むｐ９７ポリペプチドを含む。
【０１６４】
　（ａ）（ｉ）アジド側鎖を有する少なくとも１つの非天然アミノ酸を含むｐ９７ポリペ
プチドと少なくとも１つのアルキン基を含む薬剤（例えば、アルキン側鎖を有する非天然
アミノ酸）との間；または（ｉｉ）アルキン側鎖を有する少なくとも１つの非天然アミノ
酸を含むｐ９７ポリペプチドと少なくとも１つのアジド基を含む薬剤（例えば、アジド側
鎖を有する非天然アミノ酸）との間のアジド－アルキン付加環化反応を行う工程；および
（ｂ）反応物からｐ９７結合体を単離し、それにより、ｐ９７結合体を生成する工程を含
む、ｐ９７結合体の生成方法も含む。
【０１６５】
　ｐ９７結合体が融合ポリペプチドである場合、融合ポリペプチドを、一般に、標準的な
技術を使用して調製することができる。しかし、好ましくは、融合ポリペプチドを、本明
細書中に記載され、且つ当該分野で公知の発現系での組換えポリペプチドとして発現する
。本発明の融合ポリペプチドは、ｐ９７ポリペプチド配列の１つまたは複数のコピーを含
むことができ、且つ目的のポリペプチドベースの薬剤（例えば、ＬＳＤポリペプチド）の
１つまたは複数のコピーを含むことができる（任意の所望の配置で存在する）。
【０１６６】
　融合タンパク質について、ｐ９７ポリペプチド、ポリペプチド薬剤（例えば、ＬＳＤポ
リペプチド）、および任意選択的なペプチドリンカー成分をコードするＤＮＡ配列を個別
にアセンブリし、次いで、適切な発現ベクターにライゲートすることができる。一方のポ
リペプチド成分をコードするＤＮＡ配列の３’末端を、ペプチドリンカーを使用するか使
用しないで他方のポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列の５’末端に配列の読み枠が
インフレームであるようにライゲートする。ライゲートしたＤＮＡ配列を、適切な転写調
節エレメントまたは翻訳調節エレメントに作動可能に連結する。ＤＮＡ発現を担う調節エ
レメントを、第１のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に対して５’方向のみで位置づ
ける。同様に、翻訳終止シグナルおよび転写終止シグナルを終了させるのに必要な終止コ
ドンは、ほとんどのＣ末端ポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に対して３’の方向にの
み存在する。これにより、両成分ポリペプチドの生物学的活性を保持する単一の融合ポリ
ペプチドに翻訳される。
【０１６７】
　類似の技術（主に、プロモーター、終止コドン、および転写終止シグナルなどの調節エ
レメントの配置）を、非融合結合体の産生のための非融合タンパク質（例えば、ｐ９７ポ
リペプチド）およびポリペプチド薬剤（例えば、抗体剤）の組換え産生に適用することが
できる。
【０１６８】
　本発明のポリヌクレオチドおよび融合ポリヌクレオチドは、ｐ９７ポリペプチド配列を
コードする核酸の１つまたは複数のコピーを含むことができ、そして／またはＬＳＤポリ
ペプチドなどのポリペプチド薬剤をコードする核酸の１つまたは複数のコピーを含むこと
ができる。
【０１６９】
　いくつかの実施形態では、対象とされるｐ９７ポリペプチド、抗体、もしくは他のポリ
ペプチド薬剤、および／またはｐ９７－ポリペプチド融合物をコードする核酸を宿主細胞
に直接移入し、細胞を、コードされたポリペプチドの発現を誘導するのに十分な条件下で
インキュベートする。本開示のポリペプチド配列を、当業者に周知の標準的な技術を使用
して本明細書中に提供したポリペプチド配列および核酸配列と組み合わせて調製すること
ができる。
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【０１７０】
　したがって、一定の関連する実施形態によれば、本明細書中に記載のポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチドまたは融合ポリヌクレオチドを含む組換え宿主細胞を提供する
。宿主細胞中でのｐ９７ポリペプチド、ＬＳＤポリペプチド、またはｐ９７－ＬＳＤポリ
ペプチド融合物の発現を、適切な条件下でのポリヌクレオチドを含む組換え宿主細胞の培
養によって都合よく行うことができる。発現による産生後、ポリペプチドを、任意の適切
な技術を使用して単離および／または精製し、次いで、必要に応じて使用することができ
る。
【０１７１】
　種々の異なる宿主細胞中でのポリペプチドのクローニングおよび発現のための系は周知
である。適切な宿主細胞には、細菌系、哺乳動物細胞系、酵母系、およびバキュロウイル
ス系が含まれる。当該分野で利用可能な異種ポリペプチド発現のための哺乳動物細胞株に
は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＨｅＬａ細胞、ベビーハムスター腎臓
細胞、ＨＥＫ－２９３細胞、およびＮＳＯマウス黒色腫細胞などが含まれる。一般的な好
ましい細菌宿主は大腸菌である。大腸菌などの原核細胞中でのポリペプチドの発現は、当
該分野で十分に確立されている。概説については、例えば、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ａ．Ｂ
ｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．９：５４５－５５１（１９９１）を参照のこと。培養にお
ける真核細胞中での発現もまた、ポリペプチドの組換え産生の選択肢として当業者が利用
可能である（Ｒｅｆ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．４：５７３－５７６
，１９９３；およびＴｒｉｌｌら，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．６：５
５３－５６０，１９９５を参照のこと）。
【０１７２】
　適切な調節配列（プロモーター配列、終結配列、ポリアデニル化配列、エンハンサー配
列、マーカー遺伝子、および必要に応じた他の配列が含まれる）を含む適切なベクターを
選択するか構築することができる。ベクターは、必要に応じて、プラスミド、ウイルス（
例えば、ファージ、すなわちファージミド）であり得る。さらなる詳細については、例え
ば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ：
２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｓａｍｂｒｏｏｋら，１９８９，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓを参照のこと。例えば、核酸構築物の調
製における核酸の操作、変異誘発、配列決定、細胞へのＤＮＡの移入および遺伝子発現、
ならびにタンパク質分析のための多数の公知の技術およびプロトコールは、Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｓｅｃｏｎｄ　
Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９２
またはその後の最新情報に詳述されている。
【０１７３】
　用語「宿主細胞」を、１つ以上の本明細書中に記載のポリペプチドをコードする核酸配
列が導入されているか導入することができ、選択された目的の遺伝子（任意の本明細書中
に記載のポリペプチドをコードする遺伝子など）をさらに発現するか発現することができ
る細胞をいうために使用する。この用語は、選択した遺伝子が存在する限り、子孫が元の
親と同一の形態学的性質または遺伝子構造であるかどうか無関係な親細胞の子孫を含む。
宿主細胞を、一定の特徴、例えば、スルファターゼモチーフ内のシステイン残基またはセ
リン残基をホルミルグリシン（ＦＧｌｙ）残基に変換するためのホルミルグリシン生成酵
素（ＦＧＥ）の発現、または非天然アミノ酸（結合体化を容易にするためのアジド側鎖、
アルキン側鎖、または他の所望の側鎖を有する非天然アミノ酸が含まれる）をポリペプチ
ドに組み込むことができるアミノアシルｔＲＮＡシンテターゼの発現について選択するこ
とができる。
【０１７４】
　したがって、かかる核酸を宿主細胞に導入する工程を含む方法も意図される。核酸の導
入は、任意の利用可能な技術を使用することができる。真核細胞について、適切な技術に
は、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン、エレクトロポレ
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ーション、リポソーム媒介トランスフェクション、およびレトロウイルスまたは他のウイ
ルス（例えば、ワクシニア、または昆虫細胞用のバキュロウイルス）を使用した形質導入
が含まれ得る。細菌細胞について、適切な技術には、塩化カルシウム形質転換、エレクト
ロポレーション、およびバクテリオファージを使用したトランスフェクションが含まれ得
る。導入後、例えば、遺伝子発現条件下での宿主細胞の培養によって核酸から発現させる
か発現を可能にすることができる。１つの実施形態では、核酸を、宿主細胞のゲノム（例
えば、染色体）に取り込む。標準的な技術にしたがってゲノムを使用した組換えを促進す
る配列を含めることによって取り込みを促進することができる。
【０１７５】
　本発明はまた、一定の実施形態では、特定のポリペプチド（本明細書中に記載のｐ９７
ポリペプチド、ＬＳＤポリペプチド、またはｐ９７－ＬＳＤポリペプチド融合タンパク質
など）を発現するために発現系中で本明細書中に記載の核酸構築物を使用する工程を含む
方法を提供する。
【０１７６】
　上述の通り、一定のｐ９７結合体（融合タンパク質など）は、１つ以上のリンカー基（
非ペプチドリンカー（例えば、非タンパク質リンカー）およびペプチドリンカーが含まれ
る）を使用することができる。かかるリンカーは安定なリンカーまたは放出可能なリンカ
ーであり得る。
【０１７７】
　例示的な非ペプチドの安定性連結には、スクシンイミド、プロピオン酸、カルボキシメ
チラート連結、エステル、カルバマート、アミド、アミン、カルバミド、イミン、脂肪族
Ｃ－Ｃ結合、チオエーテル連結、チオカルバマート、およびチオカルバミドなどが含まれ
る。一般に、加水分解的に安定な連結は、生理学的条件下で約１～２％から５％／日未満
の加水分解率を示す連結である。
【０１７８】
　例示的な非ペプチドの放出性連結には、カルボン酸エステル連結、リン酸エステル連結
、無水物連結、アセタール連結、ケタール連結、アシルオキシアルキルエーテル連結、イ
ミン連結、オルトエステル連結、チオエステル連結、チオールエステル連結、カルボナー
ト連結、およびヒドラゾン連結が含まれる。加水分解的に不安定なまたは弱い連結のさら
なる例示的な実施形態には、以下が含まれるが、これらに限定されない：－Ｏ２Ｃ－（Ｃ
Ｈ２）ｂ－Ｏ－（式中、ｂは１～５である）、－Ｏ－（ＣＨ２）ｂ－ＣＯ２－（ＣＨ２）

ｃ－（式中、ｂは１～５であり、ｃは２～５である）、－Ｏ－（ＣＨ２）ｂ－ＣＯ２－（
ＣＨ２）ｃ－Ｏ－（式中、ｂは１～５であり、ｃは２～５である）、－（ＣＨ２）ｂ－Ｏ
ＰＯ３－（ＣＨ２）ｂ’－（式中、ｂは１～５であり、ｂ’は１～５である）、－Ｃ（Ｏ
）－（ＮＨ－ＣＨＲ－ＣＯ）ａ－ＮＨ－ＣＨＲ－（式中、ａは２～２０であり、Ｒは、α
－アミノ酸上に見いだされる置換基である）、－Ｏ－（ＣＨ２）ｂ－ＣＯ２－ＣＨＣＨ２

－ＣＨ２－（式中、ｂは１～５である）、－Ｏ－Ｃ６Ｈ４－ＣＨ＝Ｎ－（ＣＨ２）ｂ－Ｏ
－（式中、ｂは１～５である）、および－Ｏ－（ＣＨ２）ｂ－ＣＨ２－ＣＨ＝Ｎ－（ＣＨ

２）ｂ－Ｏ－（式中、各ｂは、独立して、１～５である）。
【０１７９】
　放出可能なリンカーの他の例は、ベンジル脱離ベースのリンカー、トリアルキルロック
ベースのリンカー（またはトリアルキルロックラクトン化ベースのリンカー）、ビシンベ
ースのリンカー、および酸不安定性リンカーであり得る。その内で、酸不安定性リンカー
は、ジスルフィド結合、ヒドラゾン含有リンカー、およびチオプロピオナート含有リンカ
ーであり得る。
【０１８０】
　細胞への内在化中または内在化の際に放出可能なまたは切断可能なリンカーも含まれる
。これらのリンカー基からの薬剤の細胞内放出機構には、ジスルフィド結合の還元による
切断（例えば、Ｓｐｉｔｌｅｒの米国特許第４，４８９，７１０号）、光解離性結合の照
射による切断（例えば、Ｓｅｎｔｅｒらの米国特許第４，６２５，０１４号）、誘導体化
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アミノ酸側鎖の加水分解による切断（例えば、Ｋｏｈｎらの米国特許第４，６３８，０４
５号）、血清補体媒介加水分解による切断（例えば、Ｒｏｄｗｅｌｌらの米国特許第４，
６７１，９５８号）、および酸触媒加水分解による切断（例えば、Ｂｌａｔｔｌｅｒらの
米国特許第４，５６９，７８９号）が含まれる。１つの実施形態では、酸不安定性リンカ
ーを使用することができる（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２：１２７－１３１，
１９９２；および米国特許第５，２０８，０２０号）。
【０１８１】
　一定の実施形態では、「水溶性ポリマー」を、ｐ９７ポリペプチド配列の目的の薬剤へ
のカップリングのためのリンカーにおいて使用する。「水溶性ポリマー」は、水溶性であ
り、通常は実質的に非免疫原性であり、通常は原子分子量が約１，０００ダルトンを超え
るポリマーをいう。水溶性ポリマーを介した２つのポリペプチドの付着は、かかる修飾が
血清半減期の増加（例えば、タンパク質分解安定性の増加および／または腎臓クリアラン
スの減少）によって治療指数を増加させることができるので、望ましい可能性がある。さ
らに、１つ以上のポリマーの付着により、タンパク質医薬品の免疫原性が減少し得る。水
溶性ポリマーの特定の例には、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポ
リオキシアルキレン、またはポリエチレングリコールとポリプロピレングリコールとのコ
ポリマーなどが含まれる。
【０１８２】
　いくつかの実施形態では、水溶性ポリマーの有効流体学的分子量は、約１０，０００Ｄ
ａ超、約２０，０００～５００，０００Ｄａ超、約４０，０００Ｄａ～３００，０００Ｄ
ａ超、約５０，０００Ｄａ～７０，０００Ｄａ超、通常は約６０，０００Ｄａ超である。
「有効流体学的分子量」は、水ベースのサイズ排除クロマトグラフィ（ＳＥＣ）によって
決定した場合のポリマー鎖の有効な水溶媒和サイズをいう。水溶性ポリマーがポリアルキ
レンオキシド反復単位（エチレンオキシド反復単位など）を有するポリマー鎖を含む場合
、各鎖の原子分子量は、約２００Ｄａと約８０，０００Ｄａとの間または約１，５００Ｄ
ａと約４２，０００Ｄａとの間であり得、２，０００～約２０，０００Ｄａが特に興味深
い。直鎖、分枝鎖、および末端荷電水溶性ポリマーも含まれる。
【０１８３】
　アルデヒドタグ化ポリペプチド間のリンカーとして有用なポリマーは、広範な分子量お
よびポリマーサブユニットを有することができる。これらのサブユニットは、生物学的ポ
リマー、合成ポリマー、またはその組み合わせを含むことができる。かかる水溶性ポリマ
ーの例には、以下が含まれる：デキストランおよびデキストラン誘導体（硫酸デキストラ
ン、Ｐ－アミノ架橋デキストリン、およびカルボキシメチルデキストリンが含まれる）、
セルロースおよびセルロース誘導体（メチルセルロースおよびカルボキシメチルセルロー
スが含まれる）、デンプンおよびデキストリン、ならびにデンプンの誘導体および加水分
解物（ｈｙｄｒｏｙｌａｃｔｅ）、ポリアルキレングリコール（ｐｏｌｙａｌｋｌｙｅｎ
ｅ　ｇｌｙｃｏｌ）およびその誘導体（ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、メトキシポ
リエチレングリコール、ポリエチレングリコールホモポリマー、ポリプロピレングリコー
ルホモポリマー、エチレングリコールのプロピレングリコールとのコポリマー（ここで、
前記ホモポリマーおよびコポリマーは非置換であるか、１つの末端がアルキル基、ヘパリ
ンおよびヘパリンのフラグメント、ポリビニルアルコールおよびポリビニルエチルエーテ
ル、ポリビニルピロリドン、アスパルトアミド、およびポリオキシエチル化ポリオール、
デキストランおよびデキストラン誘導体、デキストリンおよびデキストリン誘導体と置換
されている）が含まれる）。具体的に記載した水溶性ポリマーの種々の誘導体も含まれる
と認識されるであろう。
【０１８４】
　水溶性ポリマー、特に、ポリエチレングリコール「ＰＥＧ」などのポリアルキレンオキ
シドベースのポリマーが当該分野で公知である（Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃ
ｏｌ）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ
　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｊ．Ｍ．Ｈａｒｒｉｓ，Ｅｄ．，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓ
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ｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．（１９９２）；およびＰｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇ
ｌｙｃｏｌ）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ，Ｊ．Ｍ．Ｈａｒｒｉｓ　ａｎｄ　Ｓ．Ｚａｌｉｐｓｋｙ，Ｅｄｓ．，ＡＣＳ（１
９９７）；ならびに国際特許出願：ＷＯ９０／１３５４０号、ＷＯ９２／００７４８号、
ＷＯ９２／１６５５５号、ＷＯ９４／０４１９３号、ＷＯ９４／１４７５８号、ＷＯ９４
／１７０３９号、ＷＯ９４／１８２４７号、ＷＯ９４／２８９３７号、ＷＯ９５／１１９
２４号、ＷＯ９６／０００８０号、ＷＯ９６／２３７９４号、ＷＯ９８／０７７１３号、
ＷＯ９８／４１５６２号、ＷＯ９８／４８８３７号、ＷＯ９９／３０７２７号、ＷＯ９９
／３２１３４号、ＷＯ９９／３３４８３号、ＷＯ９９／５３９５１号、ＷＯ０１／２６６
９２号、ＷＯ９５／１３３１２号、ＷＯ９６／２１４６９号、ＷＯ９７／０３１０６号、
ＷＯ９９／４５９６４号、および米国特許第４，１７９，３３７号；同第５，０７５，０
４６号；同第５，０８９，２６１号；同第５，１００，９９２号；同第５，１３４，１９
２号；同第５，１６６，３０９号；同第５，１７１，２６４号；同第５，２１３，８９１
号；同第５，２１９，５６４号；同第５，２７５，８３８号；同第５，２８１，６９８号
；同第５，２９８，６４３号；同第５，３１２，８０８号；同第５，３２１，０９５号；
同第５，３２４，８４４号；同第５，３４９，００１号；同第５，３５２，７５６号；同
第５，４０５，８７７号；同第５，４５５，０２７号；同第５，４４６，０９０号；同第
５，４７０，８２９号；同第５，４７８，８０５号；同第５，５６７，４２２号；同第５
，６０５，９７６号；同第５，６１２，４６０号；同第５，６１４，５４９号；同第５，
６１８，５２８号；同第５，６７２，６６２号；同第５，６３７，７４９号；同第５，６
４３，５７５号；同第５，６５０，３８８号；同第５，６８１，５６７号；同第５，６８
６，１１０号；同第５，７３０，９９０号；同第５，７３９，２０８号；同第５，７５６
，５９３号；同第５，８０８，０９６号；同第５，８２４，７７８号；同第５，８２４，
７８４号；同第５，８４０，９００号；同第５，８７４，５００号；同第５，８８０，１
３１号；同第５，９００，４６１号；同第５，９０２，５８８号；同第５，９１９，４４
２号；同第５，９１９，４５５号；同第５，９３２，４６２号；同第５，９６５，１１９
号；同第５，９６５，５６６号；同第５，９８５，２６３号；同第５，９９０，２３７号
；同第６，０１１，０４２号；同第６，０１３，２８３号；同第６，０７７，９３９号；
同第６，１１３，９０６号；同第６，１２７，３５５号；同第６，１７７，０８７号；同
第６，１８０，０９５号；同第６，１９４，５８０号；同第６，２１４，９６６号（参考
として援用される）を参照のこと）。
【０１８５】
　例示的な目的のポリマーには、ポリアルキレンオキシド、ポリアミドアルキレンオキシ
ド、またはその誘導体（式－－（ＣＨ２－－ＣＨ２－－Ｏ）－－のエチレンオキシド反復
単位を含むポリアルキレンオキシドおよびポリアミドアルキレンオキシドが含まれる）を
含むポリマーが含まれる。さらなる例示的な目的のポリマーには、分子量が約１，０００
ダルトンを超える式－－［Ｃ（Ｏ）－－Ｘ－－Ｃ（Ｏ）－－ＮＨ－－Ｙ－－ＮＨ］ｎ－ま
たは－－［ＮＨ－－Ｙ－－ＮＨ－－Ｃ（Ｏ）－－Ｘ－－Ｃ（Ｏ）］ｎ－－（式中、Ｘおよ
びＹは、同一でも異なっていてもよく、分枝鎖または直鎖であり得る２価のラジカルであ
り、ｎは２～１００、通常は２～５０の個別の整数であり、ＸおよびＹのいずれかまたは
両方が直鎖または分枝鎖であり得る生体適合性の実質的に非抗原性の水溶性反復単位を含
む）のポリアミドが含まれる。
【０１８６】
　さらなる例示的な水溶性反復単位は、式－－（ＣＨ２－－ＣＨ２－－Ｏ）－－または－
－（ＣＨ２－－ＣＨ２－－Ｏ）－－のエチレンオキシドを含む。かかる水溶性反復単位数
は有意に変化することができ、かかる単位の通常の数は２～５００、２～４００、２～３
００、２～２００、２～１００、最も通常には２～５０である。例示的な実施形態は、Ｘ
およびＹの一方または両方が以下から選択される水溶性反復単位である：－－（（ＣＨ２

）ｎ１－－（ＣＨ２－－ＣＨ２－－Ｏ）ｎ２－－（ＣＨ２）－－または－－（（ＣＨ２）

ｎ１－－（Ｏ－－ＣＨ２－－ＣＨ２）ｎ２－－（ＣＨ２）ｎ１－－）（式中、ｎ１は１～
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６、１～５、１～４、最も通常には１～３であり、ｎ２は、２～５０、２～２５、２～１
５、２～１０、２～８、最も通常には２～５である）。さらなる例示的な実施形態は、い
くつかあるバリエーションのうちで、Ｘが－－（ＣＨ２－－ＣＨ２）－－であり、Ｙが－
－（ＣＨ２－－（ＣＨ２－－ＣＨ２－－Ｏ）３－－ＣＨ２－－ＣＨ２－－ＣＨ２）－－－
または－－（ＣＨ２－－ＣＨ２－－ＣＨ２－－（Ｏ－－ＣＨ２－－ＣＨ２）３－－ＣＨ２

）－－である水溶性反復単位である。
【０１８７】
　一定の実施形態では、ペプチドリンカー配列を使用して、ｐ９７結合体の成分を分離ま
たはカップリングすることができる。例えば、ポリペプチド－ポリペプチド結合体につい
て、ペプチドリンカーは、確実に各ポリペプチドがその二次構造および三次構造に折りた
たまれるのに十分な距離で成分を分離することができる。かかるペプチドリンカー配列を
、本明細書中に記載されており、且つ当該分野で周知の標準的な技術を使用して、結合体
（例えば、融合タンパク質）に組み込むことができる。適切なペプチドリンカー配列を、
以下の要因に基いて選択することができる：（１）可動性の伸長高次構造を採用する能力
；（２）第１および第２のポリペプチド上の機能的エピトープと相互作用することができ
る二次構造を採用できないこと；および（３）ポリペプチド機能性エピトープと反応し得
る疎水性残基または荷電残基の欠如。リンカーとして有用に使用することができるアミノ
酸配列には、Ｍａｒａｔｅａら，Ｇｅｎｅ　４０：３９－４６，１９８５；Ｍｕｒｐｈｙ
ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８３：８２５８－８２６２，１９
８６；米国特許第４，９３５，２３３号、および米国特許第４，７５１，１８０号に開示
のアミノ酸配列が含まれる。
【０１８８】
　一定の例示的な実施形態では、ペプチドリンカーは、約１～５アミノ酸、５～１０アミ
ノ酸、５～２５アミノ酸、５～５０アミノ酸、１０～２５アミノ酸、１０～５０アミノ酸
、１０～１００アミノ酸、または任意のその間の範囲のアミノ酸である。他の例示的な実
施形態では、ペプチドリンカーは、約１、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４
０、４５、５０、またはそれを超えるアミノ酸長を含む。特定のリンカーは、約１～２０
０アミノ酸、１～１５０アミノ酸、１～１００アミノ酸、１～９０アミノ酸、１～８０ア
ミノ酸、１～７０アミノ酸、１～６０アミノ酸、１～５０アミノ酸、１～４０アミノ酸、
１～３０アミノ酸、１～２０アミノ酸、１～１０アミノ酸、１～５アミノ酸、１～４アミ
ノ酸、１～３アミノ酸の全アミノ酸長、または約１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２
３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６
、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、
５０、６０、７０、８０、９０、１００、もしくはそれを超えるアミノ酸を有することが
できる。
【０１８９】
　ペプチドリンカーは、本明細書中の他の場所に記載されており、且つ当該分野で公知の
任意の１つ以上の天然に存在するアミノ酸、天然に存在しないアミノ酸、アミノ酸アナロ
グ、および／またはアミノ酸模倣物を使用することができる。リンカーとして有用に使用
することができる一定のアミノ酸配列には、Ｍａｒａｔｅａら，Ｇｅｎｅ　４０：３９－
４６，１９８５；Ｍｕｒｐｈｙら，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ．８３：８２５８－８２６２，１９
８６；米国特許第４，９３５，２３３号、および米国特許第４，７５１，１８０号に開示
のアミノ酸配列が含まれる。特定のペプチドリンカー配列は、Ｇｌｙ残基、Ｓｅｒ残基、
および／またはＡｓｎ残基を含む。他の中性に近いアミノ酸（ＴｈｒおよびＡｌａなど）
も、必要に応じてペプチドリンカー配列中で使用することができる。
【０１９０】
　一定の例示的なリンカーには、以下のＧｌｙ、Ｓｅｒ、および／またはＡｓｎ含有リン
カーが含まれる：［Ｇ］ｘ、［Ｓ］ｘ、［Ｎ］ｘ、［ＧＳ］ｘ、［ＧＧＳ］ｘ、［ＧＳＳ
］ｘ、［ＧＳＧＳ］ｘ（配列番号６）、［ＧＧＳＧ］ｘ（配列番号７）、［ＧＧＧＳ］ｘ
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（配列番号８）、［ＧＧＧＧＳ］ｘ（配列番号９）、［ＧＮ］ｘ、［ＧＧＮ］ｘ、［ＧＮ
Ｎ］ｘ、［ＧＮＧＮ］ｘ（配列番号１０）、［ＧＧＮＧ］ｘ（配列番号１１）、［ＧＧＧ
Ｎ］ｘ（配列番号１２）、［ＧＧＧＧＮ］ｘ（配列番号１３）リンカー（式中、ｘは、１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、１９、もしくは２０、またはそれを超える数である）。これらのアミノ酸および
関連するアミノ酸の他の組み合わせが当業者に明らかであろう。
【０１９１】
　特定の実施形態では、リンカー配列は、３つのグリシン残基を含むＧｌｙ３リンカー配
列を含む。特定の実施形態では、可動性リンカーを、ＤＮＡ結合部位およびペプチド自体
の両方をモデリングすることができるコンピュータプログラム（Ｄｅｓｊａｒｌａｉｓ　
＆　Ｂｅｒｇ，ＰＮＡＳ．９０：２２５６－２２６０，１９９３；およびＰＮＡＳ．９１
：１１０９９－１１１０３，１９９４）を使用するかファージディスプレイ法によって合
理的にデザインすることができる。
【０１９２】
　ペプチドリンカーは、生理学的に安定であり得るか、放出可能なリンカー（生理学的分
解性リンカーまたは酵素分解性リンカー（例えば、タンパク質分解性リンカー）など）が
含まれ得る。一定の実施形態では、１つ以上の放出可能なリンカーにより、結合体の半減
期がより短くなり、且つクリアランスがより迅速になり得る。これらおよび関連する実施
形態を使用して、例えば、血流中のｐ９７結合体の溶解性および血液循環寿命を向上させ
ることができる一方で、薬剤を血流中に（またはＢＢＢを通過して）送達させることもで
き、リンカーの分解後、ｐ９７配列を実質的に含まない。これらの態様は、ポリペプチド
または他の薬剤が、ｐ９７配列に持続的に結合体化した時に活性の減少が認められる場合
に特に有用である。本明細書中に提供したリンカーの使用により、かかる抗体は、結合体
化形態である場合にその治療活性を維持することができる。これらおよび他の方法では、
ｐ９７結合体の性質を、長期間にわたって抗体の生物活性および循環半減期のバランスを
とるようにより有効に調整することができる。
【０１９３】
　本発明の特定の実施形態での使用に適切な酵素分解性連結には、以下が含まれるが、こ
れらに限定されない：セリンプロテアーゼ（トロンビン、キモトリプシン、トリプシン、
エラスターゼ、カリクレイン、またはサブチリシン（ｓｕｂｓｔｉｌｉｓｉｎ）など）に
よって切断されるアミノ酸配列。トロンビン切断性アミノ酸配列の実例には、以下が含ま
れるが、これらに限定されない：－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－（配列番号１４）
、－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－、－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｓｎ－Ｐｒｏ－
（配列番号１５）、－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－（配列番号１６）、－
Ｇｌｙ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ－（配列番号１７）、－Ｇｌ
ｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－、－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－、および－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ａｒｇ
－。エラスターゼ切断性アミノ酸配列の実例には、以下が含まれるが、これらに限定され
ない：－Ａｌａ－Ａｌａ－Ａｌａ－、－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｖａｌ－（配列番号１
８）、－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－（配列番号１９）、－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒ
ｏ－Ｐｈｅ－（配列番号２０）、－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ａｌａ－（配列番号２１）
、および－Ａｌａ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－（配列番号２２）。
【０１９４】
　本発明の特定の実施形態での使用に適切な酵素分解性連結には、マトリックスメタロプ
ロテイナーゼ（コラゲナーゼ、ストロメライシン、およびゼラチナーゼなど）によって切
断することができるアミノ酸配列も含まれる。マトリックスメタロプロテイナーゼ切断性
アミノ酸配列の実例には、以下が含まれるが、これらに限定されない：－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ
－Ｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｚ－（配列番号２３）、－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－、Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－
Ｐｒｏ－Ｚ－（配列番号２４）、－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｚ－（配
列番号２５）、および－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－Ｚ－（配列番号２６）（式中
、ＹおよびＺはアミノ酸である）。コラゲナーゼ切断性アミノ酸配列の実例には、以下が
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含まれるが、これらに限定されない：－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｄ－Ａｒｇ－
Ｚ－（配列番号２７）、－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｚ－（配
列番号２８）、－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｒｐ－（配列番
号２９）、－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ（Ｍｅ）－Ｈｉｓ－（配列番号３０）、－
Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－（配列番号３１）、－Ｐｒｏ－Ｌｅ
ｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ｔｒｐ－Ａｌａ－Ａｒｇ－（配列番号３２）、および－Ｐｒｏ－Ｌ
ｅｕ－Ａｌａ－Ｔｙｒ－Ｔｒｐ－Ａｌａ－Ａｒｇ－（配列番号３３）（式中、Ｚはアミノ
酸である）。ストロメライシン切断性アミノ酸配列の実例は、－Ｐｒｏ－Ｔｙｒ－Ａｌａ
－Ｔｙｒ－Ｔｙｒ－Ｍｅｔ－Ａｒｇ－（配列番号３４）であり、ゼラチナーゼ切断性アミ
ノ酸配列の例は、－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－Ｔｙｒ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－（配列
番号３５）である。
【０１９５】
　本発明の特定の実施形態での使用に適切な酵素分解性連結には、アンギオテンシン変換
酵素によって切断することができるアミノ酸配列（例えば、－Ａｓｐ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－
、－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－（配列番号３６）および－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ａｓ
ｐ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－（配列番号３７）など）も含まれる。
【０１９６】
　本発明の特定の実施形態での使用に適切な酵素分解性連結には、カテプシンＢによって
切断することができるアミノ酸配列（例えば、－Ｖａｌ－Ｃｉｔ－、－Ａｌａ－Ｌｅｕ－
Ａｌａ－Ｌｅｕ－（配列番号３８）、－Ｇｌｙ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－（配列番号３
９）、および－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－など）も含まれる。
【０１９７】
　しかし、一定の実施形態では、１つ以上の非ペプチドリンカーまたはペプチドリンカー
のいずれかは任意である。例えば、第１および第２のポリペプチドが機能的ドメインを分
離し、且つ立体障害を防止するために使用することができる非必須Ｎ末端および／または
Ｃ末端アミノ酸領域を有する融合タンパク質ではリンカー配列は必要ないかもしれない。
【０１９８】
　本明細書中に記載のｐ９７ポリペプチドおよびｐ９７ポリペプチド結合体の機能的性質
を、当業者に公知の種々の方法（例えば、親和性／結合アッセイ（例えば、表面プラズモ
ン共鳴、競合阻害アッセイ）が含まれる）を使用して評価することができる。例えば、本
明細書中に記載の結合体を、受容体内在化に及ぼす影響、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　
ｖｉｖｏでの有効性など（血液脳関門を通過する輸送速度が含まれる）について試験する
ことができる。かかるアッセイを、当業者に公知の十分に確立されているプロトコール（
例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ（Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌ．Ａｓｓｏｃ．Ｉｎｃ．＆　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　
Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，ＮＹ，ＮＹ）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｅｄｉｔｅｄ　ｂｙ：Ｊｏｈｎ　Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ，Ａｄａ　Ｍ．
Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ，Ｄａｖｉｄ　Ｈ．Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ，Ｅｔｈａｎ　Ｍ．Ｓｈｅｖ
ａｃｈ，Ｗａｒｒｅｎ　Ｓｔｒｏｂｅｒ　２００１　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎ
ｓ，ＮＹ，ＮＹ）を参照のこと）または市販のキットを使用して行うことができる。
【０１９９】
　使用方法および薬学的組成物
　本発明の一定の実施形態は、本明細書中に記載の脱リン酸化されたリソソーム貯蔵障害
（ＬＳＤ）タンパク質および関連するｐ９７結合体の組成物の使用方法に関する。かかる
方法の例には、例えば、一定の器官／組織（神経系の器官／組織など）の医用画像のため
の脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質または関連するｐ９７結合体の使用を含む処置方法
および診断方法が含まれる。いくつかの実施形態は、中枢神経系（ＣＮＳ）の障害もしく
は容態またはＣＮＳ成分を有する障害もしくは容態の診断および／または処置方法を含む
。特定の態様は、リソソーム貯蔵障害（ＬＳＤ）（ＣＮＳ成分を含む前記障害が含まれる
）の処置方法を含む。
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【０２００】
　したがって、一定の実施形態は、本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化されたＬＳＤ
タンパク質またはそのｐ９７結合体を含む組成物を投与する工程を含む、処置を必要とす
る被験体の処置方法を含む。本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパ
ク質またはそのｐ９７結合体を含む組成物を投与する工程を含む、被験体の神経系（例え
ば、中枢神経系組織）への薬剤の送達方法も含まれる。一定のこれらおよび関連する実施
形態では、本方法により、例えば、比較的または通常のリン酸化ＬＳＤタンパク質または
結合体化されていないＬＳＤタンパク質を含む組成物による送達と比較して中枢神経系組
織への薬剤の送達速度が増大する。
【０２０１】
　いくつかの例では、被験体は、リソソーム蓄積症を有するか有するリスクがある。した
がって、一定の方法は、処置を必要とする被験体のリソソーム蓄積症（任意選択的に中枢
神経系に関連するかＣＮＳ合併症（ＣＮＳ　ｉｎｖｏｌｖｍｅｎｔ）を有するリソソーム
蓄積症）の処置に関する。例示的なリソソーム蓄積症には、ムコ多糖体沈着症ＩＩ型（ハ
ンター症候群）、ムコ多糖体沈着症Ｉ型（ハーラー症候群）、アスパルチルグルコサミン
尿、コレステロールエステル蓄積症、ウォルマン病、シスチン蓄積症、ダノン病、ファブ
リー病、ファーバー脂肪肉芽腫症、ファーバー病、フコース蓄積症、ガラクトシアリドー
シスＩ型／ＩＩ型、ゴーシェ病Ｉ型／ＩＩ型／ＩＩＩ型、ゴーシェ病、グロボイド細胞白
質ジストロフィ（ｇｌｏｂｏｉｄ　ｃｅｌｌ　ｌｅｕｃｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ）、クラッ
ベ病、糖原貯蔵障害ＩＩ、ポンぺ病、ＧＭ１－ガングリオシドーシスＩ型／ＩＩ型／ＩＩ
Ｉ型、ＧＭ２－ガングリオシドーシスＩ型、テイ・サックス病、ＧＭ２－ガングリオシド
ーシスＩＩ型、サンドホフ病、ＧＭ２－ガングリオシドーシス、α－マンノシドーシスＩ
型／ＩＩ型、β－マンノシドーシス、異染性白質ジストロフィ（ｍｅｔａｃｈｒｏｍａｔ
ｉｃ　ｌｅｕｃｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ）、ムコリピドーシスＩ型、シアリドーシスＩ型／
ＩＩ型ムコリピドーシスＩＩ型／ＩＩＩ型Ｉ細胞病、ムコリピドーシスＩＩＩＣ型偽性ハ
ーラーポリジストロフィ、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩＡ型、サンフィリッポ症候群、ムコ多
糖体沈着症ＩＩＩＢ型、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩＣ型、ムコ多糖体沈着症ＩＩＩＤ型、ム
コ多糖体沈着症ＩＶＡ型、モルキオ症候群、ムコ多糖体沈着症ＩＶＢ型、モルキオ症候群
、ムコ多糖体沈着症ＶＩ型、ムコ多糖体沈着症ＶＩＩ型、スライ症候群、ムコ多糖体沈着
症ＩＸ型、多発性スルファターゼ欠損症、神経セロイドリポフスチノーシス、ＣＬＮ１バ
ッテン病、ニーマン・ピック病ＮＢ型、ニーマン・ピック病、ニーマン・ピック病Ｃ１型
、ニーマン・ピック病Ｃ２型、濃化異骨症、シンドラー病Ｉ型／ＩＩ型、シンドラー病、
およびシアル酸蓄積症が含まれる。これらおよび関連する実施形態では、本明細書中に記
載のように、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質を、単独および／またはｐ９７
結合体として投与することができる。
【０２０２】
　特定の態様では、リソソーム蓄積症はムコ多糖体沈着症ＩＩ型（ＭＰＳ　ＩＩ；または
ハンター症候群）であり、ＬＳＤタンパク質はヒトＩＤＳの実質的に脱リン酸化された形
態である。ハンター症候群は、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）蓄積によって特徴付けら
れるＸ連鎖多系統障害である。罹患個体の大多数は男性であり、稀に女性キャリアが所見
を示す。発症年齢、疾患重症度、および進行速度は、大きく異なり得る。
【０２０３】
　重症疾患患者において、ＣＮＳ合併症（主に進行性の認知衰退を発症する）、進行性気
道疾患、および心疾患により、通常、最初の１０年または次の１０年で死亡する。したが
って、一定の実施形態は、ＣＮＳ合併症を有するハンター症候群の処置を含む。
【０２０４】
　軽症型疾患患者では、他の器官系に及ぼすＧＡＧ蓄積の影響は進行性認知低下患者と同
程度の重症度であり得るにもかかわらず、ＣＮＳは罹患していない（または最小に罹患し
ている）。正常な知能を有する若年青年期への生存は、軽症型形態の疾患で共通である。
しかし、軽症型疾患を有する被験体は、ＣＮＳ組織への透過が改善される脱リン酸化され
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たＬＳＤタンパク質（例えば、ＩＤＳ）の投与から依然として恩恵を受け得る（例えば、
軽症型ハンター症候群からＣＮＳ合併症を有するハンター症候群への進行リスクを軽減す
る）。
【０２０５】
　ハンター症候群の両形態におけるさらなる所見には、以下が含まれる：低身長；交通性
水頭症を伴うか伴わない大頭症；巨舌症；嗄声；伝音性および感音性の聴力損失；肝腫大
および／または脾腫；多発性骨形成不全および関節拘縮（顎関節の強直症が含まれる）；
脊柱管狭窄症；および手根管症候群。したがって、本明細書中に記載のＬＳＤタンパク質
を使用した処置を受ける患者は、ハンター症候群のこれらの所見のうちの１つ以上を有し
得る。
【０２０６】
　尿中ＧＡＧおよび骨検索は、ＭＰＳ容態の存在を証明することができるがＭＰＳ　ＩＩ
に特異的ではない。男性発端者におけるＭＰＳ　ＩＩ診断の客観的基準は、少なくとも１
つの他のスルファターゼの正常な活性の存在下での白血球、線維芽細胞、または血漿中の
イズロン酸スルファターゼ（ＩＤＳ）酵素活性の欠損である。ＩＤＳ（その変異がハンタ
ー症候群に関連することが知られている唯一の遺伝子）の分子遺伝子検査を使用して、通
常でない表現型またはＧＡＧ試験結果に適合しない表現型を有する男性発端者における診
断を確認することができる。
【０２０７】
　ハンター症候群の一般的な処置には、発達療法、作業療法、および理学療法；水頭症シ
ャント術；扁桃摘出術およびアデノイド切除術；陽圧換気（ＣＰＡＰまたは気管切開術）
；手根管開放術；心臓弁置換；鼠径ヘルニア修復が含まれる。それ故、一定の態様では、
本明細書中に記載のＬＳＤタンパク質によって処置する被験体は、１つ以上のこれらの処
置を受ける可能性があるか、受けているか、受けていた。
【０２０８】
　疾患モニタリングは、器官系合併症および疾患重症度に依存し得、通常、年１回の心機
能評価および心エコー図；肺機能評価（肺機能検査が含まれる）；オーディオグラム；眼
の検査；発達評価；および神経学的検査が含まれる。さらなる研究には、閉塞性無呼吸に
ついての睡眠検査；手根管症候群を評価するための神経伝導速度（ＮＣＶ）；水頭症の評
価；股疾患をモニタリングするための整形外科評価が含まれ得る。したがって、いくつか
の態様では、本明細書中に記載のＬＳＤタンパク質による処置のための被験体は、１つ以
上のこれらの疾患モニタリングプロトコールを受ける可能性があるか、受けているか、受
けていた。
【０２０９】
　他の態様では、ＬＳＤはムコ多糖体沈着症Ｉ型（ハーラー症候群）であり、ＬＳＤタン
パク質はヒトＬ－イズロニダーゼの実質的に脱リン酸化された形態である。ムコ多糖体沈
着症Ｉ型（ＭＰＳ　Ｉ）は、一連の重症度に及ぶ特徴を有する進行性の多系統障害である
。罹患個体は、伝統的には、３つのＭＰＳ　Ｉ症候群（ハーラー症候群、ハーラー・シャ
イエ症候群、またはシャイエ症候群）のうちの１つを有すると分類されるが、生化学的相
違は同定されておらず、臨床所見は重複している。したがって、罹患個体は、ほとんどの
場合、重症または軽症のＭＰＳ　Ｉ（治療選択肢に影響を及ぼす特質）のいずれかを有す
ると説明される。
【０２１０】
　重症ＭＰＳ　Ｉでは、乳児は出生時に正常に見え、典型的には、早期徴候は非特異的で
ある（例えば、臍ヘルニアまたは鼠径ヘルニア、１歳未満の高頻度上気道の感染）。１歳
を超えるまで粗大化顔貌は明らかになり得ない。下部脊椎の亀背が一般的である。全ての
骨に関与する進行性骨格異形成（多発性骨形成不全）は汎発性である。３歳までに、線形
の成長が停止する。知的障害が進行し、深刻になる。聴力損失が一般的である。典型的な
心肺不全による死亡は、通常、１０歳以下で起こる。一定の態様では、本明細書中に記載
のＬＳＤタンパク質での処置を受ける被験体は、任意選択的にＣＮＳ合併症を伴う重症Ｍ
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ＰＳ　Ｉを有し得る。
【０２１１】
　軽症型ＭＰＳ　Ｉでは、疾患の重症度および疾患の進行速度は、２０～３０年で死に至
る重症の生命を脅かす合併症から進行性の関節疾患の顕在化に起因する有意な障害を伴う
通常の寿命までの範囲である。個体によっては神経学的合併症を発症せず、学齢前期に精
神運動発達が正常であり得るが、学習障害が存在し得る。臨床的発症は、通常、３歳と１
０歳との間である。聴力損失および心臓弁疾患が一般的である。一定の態様では、本明細
書中に記載のＬＳＤタンパク質での処置を受ける被験体は、任意選択的にＣＮＳ合併症を
伴う軽症型ＭＰＳ　Ｉを有し得る。
【０２１２】
　ＭＰＳ　Ｉの診断は、典型的には、末梢血白血球、培養線維芽細胞、または血漿中のリ
ソソーム酵素α－Ｌ－イズロニダーゼ活性の欠損が示されるかどうかに依存する。グリコ
サミノグリカン（ＧＡＧ）（例えば、ヘパランおよびデルマタン硫酸）の尿中排泄の増加
もまた、有用な予備試験である。ＩＤＵＡ（その変異がＭＰＳ　Ｉを引き起こすことが現
在知られている唯一の遺伝子）の分子遺伝子試験が臨床的に利用可能である。配列分析に
より、ほとんどのＭＰＳ　Ｉ個体における両方のＩＤＵＡ変異が同定されると期待される
。したがって、本明細書中に記載のＬＳＤタンパク質での処置を受ける被験体は、１つ以
上のこれらのＭＰＳ　Ｉの特徴を有し得る。
【０２１３】
　ＭＰＳＩの一般的な徴候の処置には、乳児学習プログラム／発達遅延のための特殊教育
；グレアを軽減するための日除け付き帽子／サングラス；必要に応じた心臓弁置換；理学
療法、必要に応じた整形外科（関節置換、環椎後頭骨安定化、手根管症候群のための正中
神経減圧術）；水頭症のための脳脊髄液（ＣＳＦ）シャント術；耳管機能障害および／ま
たは上気道閉塞のための扁桃摘出術およびアデノイド切除術；睡眠時無呼吸、肺高血圧症
、右心不全のための気管切開術；ＰＥチューブ；および頚髄症のための外科的介入が含ま
れる。それ故、一定の態様では、本明細書中に記載のＬＳＤタンパク質による処置のため
の被験体は、１つ以上のこれらの処置を受ける可能性があるか、受けているか、受けてい
た。
【０２１４】
　ＭＰＳ　Ｉの初期の徴候の処置または防止には、造血幹細胞移植（ＨＳＣＴ）が含まれ
、これにより、２歳未満の重症ＭＰＳ　Ｉの選択された小児の生存率を増加させ、顔貌粗
大および肝脾腫を軽減し、聴覚を改善し、正常な心機能を維持することができる。ＨＳＣ
Ｔは、通常、骨の徴候や角膜混濁を改善しない。ＨＳＣＴは、小児において移植時に軽度
であるが有意な認知障害を伴う一連の認知低下を遅延することができる。したがって、い
くつかの態様では、本明細書中に記載のＬＳＤタンパク質による処置のための被験体は、
少なくとも１つのＨＳＣＴを受ける可能性があるか、受けているか、受けていた。
【０２１５】
　ＭＰＳ　Ｉのための疾患のモニタリングは、種々の要因に依存し得るが、乳児および小
児における頭部成長の早期および継続的なモニタリング；日常的な正中神経伝導速度検査
；および小学校入学前の軽症型疾患患児の教育評価が含まれ得る。整形外科医、神経科医
（脊髄合併症）、眼科医、心臓病専門医（心エコー図が含まれる）、オージオロジスト、
および耳鼻咽喉科医によって年１回の評価を行うことができる。したがって、いくつかの
態様では、本明細書中に記載のＬＳＤタンパク質による処置のための被験体は、１つ以上
のこれらの疾患モニタリングプロトコールを受ける可能性があるか、受けているか、受け
ていた。
【０２１６】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでの使用（例えば、ヒト疾患の処置、医用画像、または試験）のために
、本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質およびｐ９７結合体を
、一般に、投与前に薬学的組成物に組み込む。薬学的組成物は、生理学的に許容され得る
キャリアまたは賦形剤と組み合わせた１つ以上の本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化
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されたＬＳＤタンパク質またはｐ９７結合体を含む。
【０２１７】
　薬学的組成物を調製するために、有効量または所望の量の１つ以上の実質的に脱リン酸
化されたＬＳＤタンパク質またはｐ９７結合体を、特定の投与様式に適切であることが当
業者に公知の任意の薬学的キャリアまたは賦形剤と混合する。薬学的キャリアは、液体、
半液体、または固体であり得る。非経口、皮内、皮下、または局所への適用のために使用
される溶液または懸濁液には、例えば、滅菌希釈剤（水など）、生理食塩水（例えば、リ
ン酸緩衝生理食塩水；ＰＢＳ）、固定油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピ
レングリコールまたは他の合成溶媒；抗菌薬（ベンジルアルコールおよびメチルパラベン
など）；抗酸化剤（アスコルビン酸および亜硫酸水素ナトリウムなど）およびキレート剤
（エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）など）；緩衝液（酢酸緩衝液、クエン酸緩衝液、
およびリン酸緩衝液など）が含まれ得る。静脈内投与する場合、適切なキャリアには、生
理的食塩水またはリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、ならびに増粘剤および溶解補助剤（
グルコース、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、およびその混合物な
ど）を含む溶液が含まれる。
【０２１８】
　本明細書中に記載のポリペプチドおよび結合体を、純粋な形態または適切な薬学的組成
物の形態で、類似の用途の薬剤の許容された任意の投与様式によって投与することができ
る。薬学的組成物を、ポリペプチドまたは結合体または結合体含有組成物を生理学的に許
容され得るキャリア、希釈剤、または賦形剤と組み合わせることによって調製することが
でき、これを固体、半固体、液体、または気体の調製物（錠剤、カプセル、散剤、顆粒、
軟膏、溶液、坐剤、注射液、吸入剤、ゲル、ミクロスフィア、およびエアロゾルなど）に
処方することができる。さらに、他の薬学的に有効な成分（本明細書中の他の場所に記載
の他の抗癌剤が含まれる）および／または適切な賦形剤（塩、緩衝液、および安定剤など
）は、組成物内に存在し得るが、必須ではない。
【０２１９】
　種々の異なる経路（経口、非経口、鼻、静脈内、皮内、皮下、または局所が含まれる）
によって投与することができる。好ましい投与様式は、処置または防止される容態の性質
に依存する。
【０２２０】
　キャリアは、例えば、使用される投薬量および濃度で曝露される細胞または哺乳動物に
無毒の薬学的に許容され得るキャリア、賦形剤、または安定剤が含まれ得る。しばしば、
生理学的に許容され得るキャリアは、ｐＨ緩衝化水溶液である。生理学的に許容され得る
キャリアの例には、リン酸、クエン酸、および他の有機酸などの緩衝液；抗酸化剤（アス
コルビン酸が含まれる）；低分子量（約１０未満の残基）ポリペプチド；タンパク質（血
清アルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリンなど）；親水性ポリマー（ポリビニルピ
ロリドンなど）；アミノ酸（グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン、または
リジンなど）；モノサッカリド、ジサッカリド、および他の炭水化物（グルコース、マン
ノース、またはデキストリンが含まれる）；キレート剤（ＥＤＴＡなど）；糖アルコール
（マンニトールまたはソルビトールなど）；塩形成対イオン（ナトリウムなど）；および
／または非イオン性界面活性剤（ポリソルベート２０（ＴＷＥＥＮ（商標））ポリエチレ
ングリコール（ＰＥＧ）、およびポロキサマー（ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標））など）が
含まれる。
【０２２１】
　一定の実施形態では、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質および／またはｐ９
７ポリペプチド配列を、各々か、個別にか、または依存の結合体としてか、粒子（例えば
、ナノ粒子、ビーズ、脂質処方物、脂質粒子、またはリポソーム（例えば、免疫リポソー
ム））に結合するか、粒子内にカプセル化する。例えば、特定の実施形態では、ｐ９７ポ
リペプチド配列を粒子表面に結合させ、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質を粒
子表面に結合させ、そして／または粒子内にカプセル化する。いくつかのこれらおよび関
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連する実施形態では、ｐ９７ポリペプチドおよび実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパ
ク質を、粒子自体（例えば、ナノ粒子、リポソーム）のみを介して相互に共有結合性にま
たは作動可能に連結させ、且つ任意の別の方法では相互に共有結合性に結合させない（す
なわち、これらを同一粒子に個別に結合させる）。他の実施形態では、ｐ９７ポリペプチ
ドおよび実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質を、最初に本明細書中に記載のよう
に（例えば、リンカー分子を介して）相互に共有結合性または非共有結合性に結合体化し
、次いで、粒子（例えば、免疫リポソーム、ナノ粒子）に結合させるか粒子内にカプセル
化する。特定の実施形態では、粒子はリポソームであり、組成物は、１つ以上のｐ９７ポ
リペプチド、１つ以上の実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質、およびリポソーム
を形成するための脂質混合物（例えば、リン脂質（界面活性を有する混合脂質鎖））を含
む。いくつかの態様では、リポソーム構造の形成によって共有結合性の結合体化を必要と
することなくｐ９７ポリペプチドおよび実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質が作
動可能に連結されるように、ｐ９７ポリペプチドおよび実質的に脱リン酸化されたＬＳＤ
タンパク質を脂質／リポソーム混合物と個別に混合する。他の態様では、ｐ９７ポリペプ
チドおよび実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質を、本明細書中に記載のように最
初に共有結合性または非共有結合性に相互に結合体化し、次いで、脂質と混合してリポソ
ームを形成する。他の実施形態では、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質を、い
かなるｐ９７ポリペプチドも使用せずに粒子（例えば、ナノ粒子、ビーズ、脂質処方物、
脂質粒子、またはリポソーム（例えば、免疫リポソーム））に結合するか粒子内にカプセ
ル化する。ｐ９７ポリペプチド、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質、および／
またはｐ９７－薬剤結合体を、例えば、コアセルベーション技術または界面重合（例えば
、それぞれ、ヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ
－（メチルメタクリラート）マイクロカプセル）によって調製したマイクロカプセル中、
コロイド薬物送達系中（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマ
ルジョン、ナノ粒子、およびナノカプセル）またはマクロエマルジョン中に捕捉すること
ができる。かかる技術は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ，１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｌｏ，Ａ．，Ｅｄ．，（１９８０）に
開示されている。粒子またはリポソームは、他の治療薬または診断薬（細胞毒性薬など）
をさらに含むことができる。
【０２２２】
　正確な投薬量および処置の持続時間は、処置される疾患の関数であり、公知の試験プロ
トコールを使用するか、当該分野で公知のモデル系において組成物を試験し、それから外
挿することによって経験的に決定することができる。比較臨床試験も行うことができる。
投薬量はまた、緩和すべき容態の重症度によって異なり得る。薬学的組成物を、一般に、
望ましくない副作用を最小にしながら治療的に有用な効果が発揮されるように処方および
投与する。組成物を１回投与することができるか、間隔をあけて投与すべきいくつかのよ
り小さな用量に分割することができる。任意の特定の被験体のために、特定の投薬レジメ
ンを各必要性に応じて長期間にわたって調整することができる。
【０２２３】
　したがって、これらおよび関連する薬学的組成物の典型的な投与経路には、経口、局所
、経皮、吸入、非経口、舌下、口内、直腸、膣、および鼻腔内が含まれるが、これらに限
定されない。用語「非経口」には、本明細書中で使用する場合、皮下注射、静脈内、筋肉
内、胸骨内への注射または注入技術が含まれる。本発明の一定の実施形態の薬学的組成物
を、患者への組成物の投与の際に組成物中に含まれる有効成分が生物学的に利用可能なよ
うに処方する。被験体または患者に投与される組成物は、例えば、錠剤が単回投薬単位で
あり得る場合に１つ以上の投薬単位の形態を取ることができ、エアロゾル形態の本明細書
中に記載のポリペプチドまたは結合体の容器は複数の投薬単位を保持することができる。
かかる投薬形態の実際の調製方法は公知であり、当業者に明らかであろう。例えば、Ｒｅ
ｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｙ，２０ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏ
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ｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　ａｎｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０００）を参照のこと。投与すべき
組成物は、任意の事象において、目的の疾患または容態の処置のための治療有効量の実質
的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質（すなわち、本明細書中に記載の結合体）を含む
であろう。
【０２２４】
　薬学的組成物は、固体または液体であり得る。１つの実施形態では、組成物が、例えば
、錠剤または散剤の形態であるように、キャリアは粒子である。組成物が、例えば、経口
用油、注射液、またはエアロゾル（例えば、吸入投与に有用）である場合、キャリアは液
体であり得る。経口投与を意図する場合、薬学的組成物は固体または液体のいずれかが好
ましく、本明細書中で固体または液体と見なされる範囲内に半固体、半液体、懸濁液、お
よびゲル形態が含まれる。
【０２２５】
　経口投与のための固体組成物として、薬学的組成物を、散剤、顆粒、圧縮錠、丸薬、カ
プセル、チューインガム、またはウェハなどに処方することができる。かかる固体組成物
は、典型的には、１つ以上の不活性希釈剤または食用キャリアを含むであろう。さらに、
１つ以上の以下が存在することができる：結合剤（カルボキシメチルセルロース、エチル
セルロース、微結晶性セルロース、トラガカントゴム、またはゼラチンなど）；賦形剤（
デンプン、ラクトース、またはデキストリンなど）、崩壊剤（アルギン酸、アルギン酸ナ
トリウム、プリモゲル、およびトウモロコシデンプンなど）；潤滑剤（ステアリン酸マグ
ネシウムまたはステロテックスなど）；流動促進剤（コロイド状二酸化ケイ素など）；甘
味剤（スクロースまたはサッカリンなど）；香味物質（ペパーミント、サリチル酸メチル
、またはオレンジフレーバーなど）；および着色剤。薬学的組成物がカプセル形態（例え
ば、ゼラチンカプセル）である場合、薬学的組成物は、上記タイプの材料に加えて、液体
キャリア（ポリエチレングリコールまたは油など）を含むことができる。
【０２２６】
　薬学的組成物は、液体、例えば、エリキシル、シロップ、溶液、乳濁液、または懸濁液
の形態であり得る。液体は、２つの例を挙げると、経口投与用または注射による送達用で
あり得る。経口投与と意図する場合、好ましい組成物は、本発明の化合物に加えて、１つ
以上の甘味剤、防腐剤、色素／着色剤、および香味増強剤を含む。注射による投与を意図
する組成物では、１つ以上の界面活性剤、防腐剤、湿潤薬、分散剤、懸濁剤、緩衝液、安
定剤、および等張剤を含めることができる。
【０２２７】
　溶液、懸濁液、または他の類似の形態である液体薬学的組成物は、１つ以上の以下のア
ジュバントを含むことができる：滅菌希釈剤（注射用蒸留水、生理食塩水（好ましくは生
理的食塩水）、リンゲル液、等張塩化ナトリウム、固定油（合成モノグリセリドまたはジ
グリセリド（溶剤または懸濁媒質としての役割を果たし得る）、ポリエチレングリコール
、グリセリン、プロピレングリコール、または他の溶剤など）；抗菌薬（ベンジルアルコ
ールまたはメチルパラベンなど）；抗酸化剤（アスコルビン酸または亜硫酸水素ナトリウ
ムなど）；キレート剤（エチレンジアミン四酢酸など）；緩衝液（酢酸緩衝液、クエン酸
緩衝液、またはリン酸緩衝液など）、および張度を調整するための薬剤（塩化ナトリウム
またはデキストロースなど）。非経口調製物を、アンプル、使い捨てのシリンジ、または
ガラス製またはプラスチック製の多用量バイアル中に封入することができる。生理的食塩
水は好ましいアジュバントである。注射用薬学的組成物は無菌であることが好ましい。
【０２２８】
　非経口または経口投与のいずれかを意図する液体薬学的組成物は、適切な投薬量が得ら
れるような量の本明細書中に開示の実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質または結
合体を含むべきである。典型的には、目的の薬剤のこの量は、組成物中において少なくと
も０．０１％である。経口投与を意図する場合、この量は、組成物の０．１重量％と約７
０重量％との間で変化し得る。一定の経口薬学的組成物は、約４％と約７５％との間の目
的の薬剤を含む。一定の実施形態では、本発明の薬学的組成物および薬学的調製物を、希
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釈前に非経口投薬単位が０．０１重量％～１０重量％の目的の薬剤を含むように調製する
。
【０２２９】
　キャリアが溶液、乳濁液、軟膏、またはゲル基剤を適切に含むことができる場合、薬学
的組成物は、局所投与を意図することができる。基剤は、例えば、１つ以上の以下を含む
ことができる：ペトロラタム、ラノリン、ポリエチレングリコール、蜜蝋、鉱油、希釈剤
（水およびアルコールなど）、ならびに乳化剤および安定剤。増粘剤は、局所投与用の薬
学的組成物中に存在することができる。経皮投与を意図する場合、組成物は、経皮貼布ま
たはイオン導入デバイスを含むことができる。
【０２３０】
　薬学的組成物は、例えば、直腸内で融解して薬物を放出する坐剤の形態で、直腸投与を
意図し得る。直腸投与用組成物は、適切な非刺激性賦形剤として油脂性基剤を含むことが
できる。かかる基剤には、ラノリン、カカオバター、およびポリエチレングリコールが含
まれるが、これらに限定されない。
【０２３１】
　薬学的組成物は、固体または液体の投薬単位の物理的形態を改変する種々の材料を含む
ことができる。例えば、組成物は、有効成分周囲にコーティングシェルを形成する材料を
含むことができる。コーティングシェルを形成する材料は、典型的には不活性であり、例
えば、糖、シェラック、および他の腸溶コーティング剤から選択することができる。ある
いは、有効成分を、ゼラチンカプセルにカプセル化することができる。固体または液体の
薬学的組成物は、結合体または薬剤に結合し、それにより、化合物の送達を補助する薬剤
を含むことができる。この能力で作用することができる適切な薬剤には、モノクローナル
抗体またはポリクローナル抗体、１つ以上のタンパク質またはリポソームが含まれる。
【０２３２】
　薬学的組成物は、エアロゾルとして投与することができる投薬単位から本質的になり得
る。用語「エアロゾル」を、コロイド性の系から圧縮パッケージからなる系までの範囲の
種々の系を示すために使用する。液化ガスまたは圧縮ガスによるか、有効成分を分注する
適切なポンプシステムによって送達することができる。エアロゾルを、有効成分を送達す
るための単相系、二相系、または三相系で送達することができる。エアロゾルの送達には
、必要な容器、アクチベーター、バルブ、およびサブコンテナなどを含み、これらが共に
キットを形成し得る。当業者は、過度に実験を行うことなく、好ましいエアロゾルを決定
することができる。
【０２３３】
　本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質または結合体を含む組
成物を、身体からの急速な排出からタンパク質を防御するキャリア（持続放出性の処方物
またはコーティングなど）を使用して調製することができる。かかるキャリアには、制御
放出処方物（挿入物およびマイクロカプセル化送達系）および生分解性の生体適合性ポリ
マー（エチレン酢酸ビニル、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、ポリオルソエステル、ポ
リ乳酸、および当業者に公知の他のポリマーなど）などが含まれるが、これらに限定され
ない。
【０２３４】
　薬学的組成物を、薬学分野で周知の方法論によって調製することができる。例えば、注
射による投与を意図する薬学的組成物を、本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化された
ＬＳＤタンパク質または結合体、および、任意選択的に１つ以上の塩、緩衝液、および／
または安定剤を含む組成物を、滅菌蒸留水と組み合わせて溶液を形成することによって調
製することができる。均一な溶液または懸濁液の形成を容易にするために、界面活性剤を
添加することができる。界面活性剤は、水性送達系中でのタンパク質の溶解または均一な
懸濁を容易にするためにタンパク質と非共有結合性に相互作用する化合物である。
【０２３５】
　組成物を治療有効量で投与することができ、治療有効量は、種々の要因（使用した特定
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の化合物（例えば、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質、結合体）の活性；化合
物の代謝安定性および作用期間；患者の年齢、体重、一般的な健康状態、性別、および食
事；投与の様式および時間；排出速度；薬物の組み合わせ；特定の障害または容態の重症
度；および治療を受ける被験体が含まれる）に応じて変化するであろう。一般に、治療有
効１日量は（７０ｋｇの哺乳動物について）、約０．００１ｍｇ／ｋｇ（すなわち、約０
．０７ｍｇ）～約１００ｍｇ／ｋｇ（すなわち、約７．０ｇ）であり、好ましくは、治療
有効用量は（７０ｋｇの哺乳動物について）は、約０．０１ｍｇ／ｋｇ（すなわち、約０
．７ｍｇ）～約５０ｍｇ／ｋｇ（すなわち、約３．５ｇ）であり、より好ましくは、治療
有効用量（７０ｋｇの哺乳動物について）は、約１ｍｇ／ｋｇ（すなわち、約７０ｍｇ）
～約２５ｍｇ／ｋｇ（すなわち、約１．７５ｇ）である。
【０２３６】
　本明細書中に記載の実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質または結合体を含む組
成物を、本明細書中に記載のように、１つ以上の他の治療薬の投与と同時、投与前、また
は投与後に投与することもできる。例えば、１つの実施形態では、実質的に脱リン酸化さ
れたＬＳＤタンパク質または結合体を、抗炎症剤と共に投与する。抗炎症剤または抗炎症
薬には、ステロイドおよび糖質コルチコイド（ベタメタゾン、ブデソニド、デキサメタゾ
ン、酢酸ヒドロコルチゾン、ヒドロコルチゾン、ヒドロコルチゾン、メチルプレドニゾロ
ン、プレドニゾロン、プレドニゾン、トリアムシノロンが含まれる）、非ステロイド性抗
炎症薬（ＮＳＡＩＤＳ）（アスピリン、イブプロフェン、ナプロキセン、メトトレキサー
ト、スルファサラジン、レフルノミド、抗ＴＮＦ薬、シクロホスファミド、およびミコフ
ェノラートが含まれる）が含まれるが、これらに限定されない。
【０２３７】
　かかる併用療法は、本発明の化合物および１つ以上のさらなる活性薬剤を含む単一の薬
学的投薬形態の投与、ならびに本発明の結合体および各活性薬剤をその個別の薬学的投薬
処方物中に含む組成物の投与を含むことができる。例えば、本明細書中に記載の結合体お
よび他の活性薬剤を、患者に錠剤またはカプセルなどの単一の経口投薬組成物中で共に投
与することができるか、各薬剤を個別の経口投薬処方物で投与することができる。同様に
、本明細書中に記載の結合体および他の活性薬剤を、単一の非経口投薬組成物中で（生理
食塩水または他の生理学的に許容され得る溶液中など）共に患者に投与することができる
か、各薬剤を個別の非経口投薬処方物で投与することができる。個別の投薬処方物を使用
する場合、実質的に脱リン酸化されたＬＳＤタンパク質または結合体および１つ以上のさ
らなる活性薬剤を含む組成物を、本質的に同時に（すなわち、一斉に）または個別にずら
した時間で（すなわち、連続的および任意の順序で）投与することができ、併用療法は全
てのこれらのレジメンが含まれると理解される。
【０２３８】
　以下の実施例を例示のために示すが、本発明を制限するものではない。
【実施例】
【０２３９】
　実施例１
　脱リン酸化されたイズロニダーゼ（ＤＰＩＤＵ）の調製
　イズロニダーゼを、リン酸基を除去するためにＡｆｆｉｇｅｌ固定ジャガイモ酸性ホス
ファターゼ（ＰＡＰ）で処理した。
【０２４０】
　Ａｆｆｉｇｅｌ固定ＰＡＰの調製。タンパク質のＡｆｆｉｇｅｌへの固定についてＢｉ
ｏＲａｄによって提供されたプロトコールにしたがって、２０ｍｌの新鮮なＡｆｆｉｇｅ
ｌ懸濁液を５０ｍｌポリプロピレンスクリュートップチューブに入れ、ＭｉｌｌｉＱ　Ｈ

２Ｏで５回洗浄した。３ｍｌの水および０．８３ｍｌの３Ｍ　ＮａＯＡｃ（ｐＨ５．２）
を、およそ２５ｍｌの最終体積まで添加した。３６０ｍｇのＰＡＰを１０ｍｌの０．１Ｍ
　ＮａＯＡｃに溶解し、０．５ｍｌを、開始ＯＤ２８０をチェックするために保持した。
ＰＡＰ溶液をＡｆｆｉｇｅｌ溶液に添加し、混合し、ロッカー上に置いて４℃で一晩イン
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キュベートした。
【０２４１】
　翌朝、ゲルをゆっくり沈殿させた（例えば、ベンチトップ遠心分離器にて４００ｒｐｍ
で１～２秒間、または静置によるゲルの沈殿）。上清を除去し、最終ＯＤ２８０をチェッ
クするために（連結効率をチェックするために）保持した。２０ｍｌの１Ｍ　Ｔｒｉｓ　
ＨＣｌ／グリシン（ｐＨ５．６）の添加およびロッカー上での４℃で３時間のインキュベ
ーションによって、未連結部位をゲル上でブロッキングした。ブロッキング溶液をゲルか
ら除去し、ゲルを０．１Ｍ　ＮａＯＡｃ（ｐＨ５．２）＋０．０１％ポリソルベート８０
（Ｔｗｅｅｎ８０）で４回洗浄した。ゲルを、０．０２％アジ化ナトリウムを含む０．１
Ｍ　ＮａＯＡｃ（ｐＨ５．２）＋０．０１％ポリソルベート８０（Ｔｗｅｅｎ８０）中に
て４℃で保存した。
【０２４２】
　固定化ＰＡＰを使用したＩＤＵからのリン酸基の除去。緩衝液を調整済みのＡｆｆｉｇ
ｅｌ－ＰＡＰゲルからデカントした。アジ化ナトリウムを除去するために、ゲルを、１５
ｍｌの０．０１％Ｔｗｅｅｎ８０（ポリソルベート８０）を含む０．１Ｍ酢酸ナトリウム
緩衝液（ｐＨ５．２）で４回洗浄した。ここで、洗浄の間にベンチトップ遠心分離器にて
４００ｒｐｍまでで１秒間のスピンによってゲルを穏やかに充填した。
【０２４３】
　全実験で使用したイズロニダーゼは、ＯＤ２８０によって０．６６ｍｇ／ｍｌのＰａｕ
ｌ　ＦｉｔｚｐａｔｒｉｃｋのＰＤバッチ０００４１４に由来する。Ａｆｆｉｇｅｌ－Ｐ
ＡＰとのインキュベーションの前に、イズロニダーゼを０．１Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５
．２）に完全に緩衝液交換して酸性ＰＢＳ保存緩衝液からリン酸塩を除去した。除去しな
ければ、脱リン酸化を阻害するであろう。全脱リン酸化反応のための緩衝液交換を、１Ｌ
の０．１Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．２）を使用した１２ｍｌのＩＤＵ（Ｐｉｅｒｃｅ　
Ｓｌｉｄｅ－ａｌｙｚｅｒ　ｓｙｓｔｅｍ，１０Ｋ　ＭＷカットオフ）（０．６６ｍｇ／
ｍｌ）の一晩の透析によって行った。透析緩衝液を、２４時間で２回交換した。
【０２４４】
　脱リン酸化反応のために、１２ｍｌのイズロニダーゼ（０．６６ｍｇ／ｍｌ）を含む０
．１Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．２）および１０ｍｌの０．１Ｍ酢酸ナトリウム（０．０
１％ポリソルベート８０を含む）を、５０ｍｌスクリュートップのポリプロピレンチュー
ブ中の１５ｍｌの調製したＡｆｆｉｇｅｌ－ＰＡＰに添加した。混合物を、ロータリーイ
ンキュベーター上にて２５℃で約２１～２４時間インキュベートし、ゲルをベンチトップ
遠心分離器にて４００ｒｐｍで１～２秒間軽くスピンした。
【０２４５】
　脱リン酸化ＩＤＵを含む上清を取り出し、０．００１％ポリソルベート８０を含む１５
ｍｌの０．１Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．２）でゲルを４回洗浄し、全上清を回収した。
上清（約７０～７５ｍｌ）をプールし、セントリコン（１０Ｋカットオフ）で濃縮した。
ＩＤＳ処方物緩衝液（酸性ＰＢＳ）に緩衝液を交換して、最終体積を約４～５ｍｌにした
。ポリソルベート８０を、最終濃度０．００１％まで添加した。次いで、０．２２μＭフ
ィルターを使用して組成物を濾過滅菌した。
【０２４６】
　実施例２
　Ｐ９７脱リン酸化イズロン酸－２－スルファターゼ（ＤＰＩＤＳ）結合体の調製
　標識された試験タンパク質および結合体を調製するために、ｄｐＩＤＳを、リン酸基数
を減少させるためのアクリルビーズ結合仔牛腸アルカリホスファターゼ（ＣＩＰ）での処
置によって組換えＩＤＳから調製した。
【０２４７】
　組換えＩＤＳ（１．５ｍｇ／ｍｌで４．５ｍｌ；ヒトＨＴ－１０８０細胞中で産生）を
、予め平衡化したＣＩＰ－アクリルビーズを使用して穏やかに混合しながら３７℃で一晩
処理した。ＣＩＰビーズをカラムに移し、通過画分（ＦＴ）を回収し、ビーズをおよそ２



(57) JP 6433424 B2 2018.12.5

10

20

30

40

50

５ｍｌのＰＢＳで洗浄した。全ＦＴおよび洗浄画分を回収し、４．５ｍｌに濃縮した。次
いで、ＣＩＰビーズを１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２（
ｐＨ８．０）で再度平衡化し、ＩＤＳの他のサブバッチのために再利用した。結合体化の
ために使用した最初のバッチ中で２９ｍｇのＣＩＰ処理ｄｐＩＤＳ（脱リン酸化ＩＤＳ）
が生成された。ｄｐＩＤＳについて比活性の減少は認められなかった（表１を参照のこと
）。しかし、プレート結合アッセイおよびＢｉａｃｏｒｅ分析によって測定した場合に可
溶性マンノース－６－リン酸受容体（ｓＭ６ＰＲ）への結合の減少が認められた（ＫＤ２
の結合親和性の１／７への減少および全応答（Ｒｍａｘ）の１／２への減少を示す表２を
参照のこと）。ＰＡＤ－ＨＰＬＣによって測定した場合にマンノース－６－リン酸（Ｍ６
Ｐ）含有量の減少も認められた（ＭＰ６含有量の１／１７への減少または約９４～９５％
減少を示す表３を参照のこと）。
【０２４８】
【表１－２】

【０２４９】

【表２】

【０２５０】
【表３】

【０２５１】
　結合体化のために、約２８ｍｇ（１．４５ｍｇ／ｍｌで１９．６ｍｌ）のｄｐＩＤＳを
、２．６×３３ｃｍ　Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５Ｆカラム上にて６．０ｍｌ／分で０．１
Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ４．５）に緩衝液交換し、次いで、２つのＶｉｖａｓｐｉ
ｎ　２０（１０ｋＤａ）フィルターを使用して濃縮した。このプロセスにより、２８０ｎ
ｍでの紫外可視分光光度法によって示した場合に１６．５ｍｌのｄｐＩＤＳ溶液（１．６
７ｍｇ／ｍｌ）が得られ、この波長での１ｍｇ／ｍｌ溶液のｄｐＩＤＳについての吸光度
は１．３３（表示収量＝２８ｍｇ）と推測された。最初のＩＤＳ溶液を調製するために類
似のプロトコール（通常のリン酸化）を行って、２２ｍｌのＩＤＳ溶液（１．４５ｍｇ／
ｍｌ）を得た。次いで、下記のように、これらのタンパク質をＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４
７（ＡＦ６４７）、ヒトｐ９７（メラノトランスフェリン；ＭＴｆ）、またはその両方に
結合体化した。
【０２５２】
　ｄｐＩＤＳへのＡＦ６４７の組込み。ｄｐＩＤＳの１１．６ｍｇ（６．９６ｍｌ）溶液
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（上記）に、２．０ｍｇ（４００μｌ）の５．０ｍｇ／ｍｌ溶液のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
６４７スクシンイミドエステル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ａ２０００６）を含むＤＭＳＯ
を、ＡＦ６４７：ｄｐＩＤＳ比が１０：１に相当するように添加した。活性化反応を２０
℃で３５分間進行させて、粗ＡＦ６４７標識ｄｐＩＤＳを得た。１．０８ｍｌの粗反応混
合物（１．８ｍｇのｄｐＩＤＳを含む）を取り出し、単一のＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５Ｍ
　ＰＤ－１０カラム上で５０ｍＭリン酸カリウム緩衝液＋１５０ｍＭ塩化ナトリウム（ｐ
Ｈ６．７）に精製した。このプロセスにより、２．５ｍｌのＡＦ６４７活性化ｄｐＩＤＳ
溶液を得た。
【０２５３】
　溶液を、Ｖｉｖａｓｐｉｎ６フィルターを使用して濾液の着色が認められなくなるまで
ダイアフィルトレーションを行い、次いで、濃縮して１．３１ｍｌのｄｐＩＤＳ－ＡＦ６
４７溶液を濃度１．１５ｍｇ／ｍｌで得た。これは、１ｍｇ／ｍｌ溶液ｄｐＩＤＳについ
てこの波長で吸光度１．３３と推定され（収量＝１．５ｍｇ）、ＡＦ６４７：ＩＤＳ比２
．０８から、６５０ｎｍでのＡＦ６４７のモル吸光係数は２３９，０００Ｌｍｏｌ－１ｃ
ｍ－１と推定された。この溶液を０．２μｍに対して濾過した。このプロトコールを、通
常のリン酸化ＩＤＳへのＡＦ６４７の組み込みにも使用した。
【０２５４】
　ｄｐＩＤＳ－ＡＦ６４７へのマレイミドの組込み。粗ＡＦ６４７標識ｄｐＩＤＳの一部
（９．８ｍｇ）に、０．２３ｍｇ（１１３μｌ）の２．０ｍｇ／ｍｌの４－［Ｎ－マレイ
ミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシラート（ＳＭＣＣ、Ｔｈｅｒｍｏ　２２３
６０）を含むＤＭＳＯ溶液を、ＳＭＣＣ：ｄｐＩＤＳ比が５：１に相当するように添加し
た。ｄｐＩＤＳ－ＡＦ６４７活性化反応を２０℃で６０分間進行させ、次いで、１２６μ
ｌの１０ｍｇ／ｍｌグリシン水溶液にて２０℃で１５分間反応停止させた。
【０２５５】
　粗マレイミド活性化ｄｐＩＤＳ－ＡＦ６４７を、２．６×２３ｃｍのＳｅｐｈａｄｅｘ
　Ｇ５０Ｍカラム上にて溶離液として５０ｍＭリン酸カリウム、１５０ｍＭ塩化ナトリウ
ム、および５ｍＭ　ＥＤＴＡ緩衝液（ｐＨ７．０）を使用して、６．０ｍｌ／分で精製し
た。このプロセスにより、１４．０ｍｌのマレイミド活性化ｄｐＩＤＳ－ＡＦ６４７溶液
を濃度０．６９ｍｇ／ｍｌで得た。これは、１ｍｇ／ｍｌのｄｐＩＤＳ溶液についてのこ
の波長で吸光度１．３３と推定され（収量＝９．７１ｍｇ）、ＡＦ６４７：ｄｐＩＤＳ比
２．０１から、６５０ｎｍでのＡＦ６４７のモル吸光係数は２３９，０００Ｌｍｏｌ－１

ｃｍ－１と推定された。ＳＡＭＳＡ－フルオレセインを使用してサンプルをマレイミド収
量についてアッセイし、１．０４マレイミド基／ｄｐＩＤＳ分子の組込みが示された。こ
のプロトコールを、通常のリン酸化ＩＤＳ－ＡＦ６４７へのマレイミドの組込みにも使用
した。
【０２５６】
　ｐ９７（ＭＴｆ）－ｄｐＩＤＳ－ＡＦ６４７結合体化。２２０ｍｇの可溶性ｐ９７（Ｍ
Ｔｆ）を、６．０ｍｇ／ｍｌで２．６×３４ｃｍのＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５Ｍカラム上
にて０．１Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．５）に緩衝液交換し、次いで、Ｖｉｖａｓ
ｐｉｎ　２０（１０ｋＤａフィルター）を使用して濃縮して、２８０ｎｍでの紫外可視分
光光度法によって示した場合に１５．０ｍｌのｐ９７溶液（１３．９１ｍｇ／ｍｌ）が得
られ、この波長での１ｍｇ／ｍｌ溶液のｐ９７についての吸光度は１．１９（表示収量＝
２０９ｍｇ）と推定された。
【０２５７】
　ｐ９７のチオール化のために、４６ｍｇ（３．３１ｍｌ）のｐ９７を解凍し、室温に平
衡化し、６６μｌ（０．３３ｍｇ）の５．０ｍｇ／ｍｌのＳ－アセチルチオ酢酸およびス
クシンイミジルエステル（ＳＡＴＡ、Ｔｈｅｒｍｏ　２６１０２）を含むＤＭＳＯ溶液を
、ＳＡＴＡ：ｐ９７比が２．５：１に相当するように添加した。Ｓ－アセチルチオール化
反応を、２０℃で６０分間進行させた。０．０５Ｍ　ＥＤＴＡ二ナトリウム塩および２．
５Ｍヒドロキシルアミンヒドロクロリドの水溶液（０．３３ｍｌ）（ｐＨ７．０）を添加
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してチオールを脱保護し、脱保護反応を２０℃で１５分間進行させた。
【０２５８】
　粗チオール化ｐ９７を、溶離液として５０ｍＭリン酸カリウム、１５０ｍＭ塩化ナトリ
ウム、５ｍＭ　ＥＤＴＡ緩衝液（ｐＨ７．０）を使用して２つの使い捨てＰＣ－１０　Ｓ
ｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５Ｍカラムにて精製して低分子量副生成物を除去した。このプロセ
スにより、２８０ｎｍでの紫外可視分光光度法によって示した場合に６．０ｍｌの濃度７
．４８ｍｇ／ｍｌのチオール化ｐ９７溶液が得られ、６．０ｍｌのチオール化ｐ９７溶液
が得られ、この波長での１ｍｇ／ｍｌ溶液のｐ９７についての吸光度は１．１９（表示収
量＝４５ｍｇ）と推定された。サンプルを、エルマン試薬を使用してチオール含有量につ
いてアッセイし、ｐ９７分子あたり０．９チオール基の組込みを示した。
【０２５９】
　ｄｐＩＤＳ－ＡＦ６４７へのｐ９７の結合体化のために、９．２ｍｇのマレイミド活性
化ｄｐＩＤＳ－ＡＦ６４７および１７．８ｍｇのチオール化ｐ９７（ｐ９７：ｄｐＩＤＳ
比１．８：１に相当する）を共に２０℃で１８時間反応させた。５０μｌの２．０ｍｇ／
ｍｌ　２－メルカプトエタノール水溶液（２０℃で１５分間のインキュベーション）およ
び３２μｌの１０．０ｍｇ／ｍｌのＮ－エチルマレイミド水溶液（２０℃で１５分間のイ
ンキュベーション）の添加によって結合体化反応を停止させた。
【０２６０】
　粗結合体（約１６ｍｌ）を０．２μｍに対して濾過し、Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２０（１０
ｋＤａフィルター）を使用して４．０ｍｌまで濃縮した。濃縮した粗結合体を、溶離液と
して５０ｍＭリン酸カリウム緩衝液＝１５０ｍＭ塩化ナトリウム（ｐＨ６．７）を４．０
ｍｌ／分で使用して２．６×６２ｃｍ　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２０ＰＧカラムを使用した高
分解能サイズ排除クロマトグラフィによって精製した。このプロトコールを、通常のリン
酸化ＩＤＳ－ＡＦ６４７へのｐ９７の結合体化のためにも使用した。
【０２６１】
　実施例３
　脱リン酸化イズロン酸－２－スルファターゼ（ＤＰＩＤＳ）およびＰ９７－ＤＰＩＤＵ
結合体の脳組織内での分布
　ＡＦ６４７標識ＩＤＳ、ｄｐＩＤＳ、ｐ９７（ＭＴｆ）－ＩＤＳ結合体、およびｐ９７
（ＭＴｆ）－ｄｐＩＤＳ結合体の脳組織区画内の分布を評価するための実験を行った。Ａ
ｌｅｘａＦｌｕｏｒ　６４７（ＡＦ６４７）標識タンパク質を、以下の表にしたがって、
マウスに静脈内注射した。
【０２６２】
【表４】

【０２６３】
　標識試験タンパク質注射の約２時間後、心臓内脳灌流を行って血液脳関門を損傷するこ
となく脳脈管構造から血液を洗い出した。この手順を、組織学的研究および生体内分布研
究のための脳切開および脳組織の調製の前に行った。ここで、トマトレクチン（１００μ
ｇ）を、最初に安楽死の約１０分前にマウスに注射した（尾静脈注射）。マウスを、ケタ
ミンおよびキシラジン（それぞれの用量１００ｍｇ／ｋｇおよび１０ｍｇ／ｋｇ）のｉ．
ｐ．注射を用いて麻酔した。次いで、約４０μＬの１００単位／ｍＬのヘパリンを腹腔内
投与した。マウスの意識消失後、マウスをエタノールで湿らせ、胸郭を除去して拍動して
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いる心臓を露呈させた。マウスを、２５ゲージ針を取り付けた１ｍｌシリンジを使用して
右心室から失血させた。大静脈および／または右心房を切開して循環灌流液を排出させた
。マウスを、肝臓から血液が除去されるまで２５ゲージ針および注入ポンプ（４ｍｌ／分
で２～５分間）を使用して左心室を介して灌流した。頭皮を、小刀を用いて眼の間から頸
部まで開裂して頭蓋骨を露呈させた。脊髄を、小刀を用いて大後頭孔直下で切断した。鋏
を使用して大後頭孔から眼に側方に向かって頭蓋骨を切断し、頭蓋骨の上部を除去した。
弯曲鉗子を使用して、組織を損傷することなく脳を掻き出した。
【０２６４】
　次いで、脳を矢状面に沿って半分に切断し、各半球を秤量した。一方の半球を冷凍のた
めにＯＣＴコンパウンド中に包埋し、他方の半球を均質化および組織ホモジネートにおけ
る蛍光の測定のために調製した。
【０２６５】
　結果を図１、２、および５に示す。図１は、静脈内注射後のマウスの脳実質中の試験タ
ンパク質の蓄積レベルを示す（ＩＤＳ、イズロン酸－２－スルファターゼ；ｄｐＩＤＳ、
脱リン酸化イズロン酸－２－スルファターゼ；ＭＴｆ－ＩＤＳ、ｐ９７－ＩＤＳ結合体；
ＭＴｆ－ｄｐＩＤＳ、ｐ９７－ｄｐＩＤＳ結合体）。図２は、静脈内感染後のマウスの脳
実質（ＢＢＢの内側）と脳毛細血管（ＢＢＢの外側）との間の試験タンパク質の分布を示
す。図５は、ｐ９７（ＭＴｆ）への結合体化を含むか含まない脳実質内のＩＤＳおよびｄ
ｐＩＤＳのレベルを示す。
【０２６６】
　これらのデータを使用して二元配置ＡＮＯＶＡ分析も行った。結果を以下の表に示す。
【０２６７】
【表５】

【０２６８】
　ｐ９７（ＭＴｆ）結合体化は結果に影響を及ぼすか？ＭＴｆ結合体化は全分散の約５３
．１０％を占める。Ｆ＝７５．５２。ＤＦｎ＝１。ＤＦｄ＝３７。Ｐ値は＜０．０００１
である。ＭＴｆ結合体化が全く影響を及ぼさない場合、このサイズの実験でこの大きな（
またはより大きな）影響が無作為に認められる偶然は０．０１％未満である。この影響は
非常に有意と見なされる。
【０２６９】
　Ｍ６Ｐ脱リン酸化は結果に影響を及ぼすか？Ｍ６Ｐ脱リン酸化は全分散の約１９．７５
％を占める。Ｆ＝２８．０９。ＤＦｎ＝１。ＤＦｄ＝３７。Ｐ値は＜０．０００１である
。Ｍ６Ｐ脱リン酸化が全く影響を及ぼさない場合、このサイズの実験でこの大きな（また
はより大きな）影響が無作為に認められる偶然は０．０１％未満である。影響は非常に有
意と見なされる。
【０２７０】
　これらのデータおよび分析によれば、脱リン酸化ＩＤＳは、通常のリン酸化ＩＤＳと比
較して脳実質内への透過が有意に増加した。同様に、ｐ９７－ｄｐＩＤＳ結合体は、ｐ９
７と通常のリン酸化ＩＤＳとの間の結合体と比較して脳実質内への透過が有意に増加した
。それ故、リン酸基の除去は、単独またはｐ９７結合体としてのいずれの投与においても
ＢＢＢを通過するＩＤＳの移行を有意に増加させた。
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【０２７１】
　本明細書中に記載の種々の実施形態を組み合わせてさらなる実施形態を提供することが
できる。本明細書中で言及され、そして／または出願データシートに列挙された全ての米
国特許、米国特許出願公開、米国特許出願、外国特許、外国特許出願、および非特許刊行
物は、その全体が本明細書中で参考として援用される。実施形態の態様を、必要に応じて
種々の特許、出願、および刊行物の概念を使用して修正してなおさらなる実施形態を得る
ことができる。
【０２７２】
　上記の詳細な説明を考慮して実施形態に対するこれらのおよび他の変更形態を得ること
ができる。一般に、以下の特許請求の範囲では、使用用語を、明細書および特許請求の範
囲中に開示の特定の実施形態に特許請求の範囲を制限すると解釈すべきではなく、かかる
特許請求の範囲が権利を与えられる等価物の全範囲と共に全ての可能な実施形態が含まれ
ると解釈すべきである。したがって、特許請求の範囲は開示によって制限されない。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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