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(57)【要約】
本開示は、ヘモジュベリン－ＩｇＧ　Ｆｃドメイン融合タンパク質、それに由来する変異
体、誘導体、断片およびペプチド模倣体、ならびに鉄恒常性の制御および鉄恒常性に関連
する疾患の治療のためにこれらの融合タンパク質を用いる方法に関する。



(2) JP 2014-506452 A 2014.3.17

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号９の配列と９５％同一の融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導
体、断片もしくはペプチド模倣体を含む組成物。
【請求項２】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
が、サイズ排除クロマトグラフィーによって決定すると少なくとも９８％純粋である、請
求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
がグリコシル化されている、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　グリコシル化パターンが哺乳類のグリコシル化パターンである、請求項３に記載の組成
物。
【請求項５】
　アスパラギン８３、アスパラギン１７８および／またはアスパラギン３３７がグリコシ
ル化されている、請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
　グリコシル化パターンがチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株に由来するもの
である、請求項４に記載の組成物。
【請求項７】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
のＮ末端アミノ酸がグルタミンである、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
のＮ末端アミノ酸のＮ末端がＱＣＫＩＬＲＣＮＡＥ（配列番号１０）である、請求項７に
記載の組成物。
【請求項９】
　配列番号９の断片が配列番号９のＮ末端の１５０個のアミノ酸を含む、請求項１に記載
の組成物。
【請求項１０】
　組成物が実質的に発熱物質を含まない、請求項１に記載の組成物。
【請求項１１】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
の血清半減期が少なくとも１０時間である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１２】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
が、少なくとも１０－７ＭのＫＤで骨形態形成タンパク質－６（「ＢＭＰ－６」）に結合
し、かつ、ＢＭＰ－６シグナル伝達を阻害する、請求項１に記載の組成物。
【請求項１３】
　組成物が、投与された時に対象のヘモグロビンおよび／またはヘマトクリットを増加さ
せる、請求項１に記載の組成物。
【請求項１４】
　組成物が、貧血の対象に１か月以上投与された時に、貧血の対象のヘモグロビンおよび
／またはヘマトクリットを少なくとも正常レベルまで増加させる、請求項１に記載の組成
物。
【請求項１５】
　融合タンパク質がホモ二量体を形成している、請求項１に記載の組成物。
【請求項１６】
　ホモ二量体が、配列番号９のシステイン３７３、３８０および／または３８３の間の化
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学的相互作用を通じて形成されている、請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　化学的相互作用がジスルフィド結合である、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　請求項１に記載の融合ポリペプチドをコードする核酸分子。
【請求項１９】
　核酸分子が配列番号２の配列と９５％同一の配列を含む、請求項１８に記載の核酸分子
。
【請求項２０】
　請求項１９に記載の核酸配列を含む哺乳類細胞。
【請求項２１】
　細胞がＣＨＯ細胞である、請求項２０に記載の哺乳類細胞。
【請求項２２】
　それを必要としている対象の鉄恒常性障害を治療する方法であって、請求項１に記載の
組成物の治療的有効量を対象に投与し、それによって鉄恒常性障害を治療する方法。
【請求項２３】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
を含む組成物であって、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体もしくは
ペプチド模倣体がＮ末端ポリペプチドおよびＣ末端ポリペプチドを含み、Ｎ末端ポリペプ
チドが配列番号３の配列と９５％同一の配列を含み、かつ、Ｃ末端ペプチドが配列番号４
、５、６、７および８からなる群から選択される配列と９５％同一の配列を含む組成物。
【請求項２４】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
が、サイズ排除クロマトグラフィーによって決定すると少なくとも９８％純粋である、請
求項２３に記載の組成物。
【請求項２５】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
がグリコシル化されている、請求項２３に記載の組成物。
【請求項２６】
　グリコシル化パターンが哺乳類のグリコシル化パターンである、請求項２５に記載の組
成物。
【請求項２７】
　グリコシル化パターンがチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株に由来するもの
である、請求項２６に記載の組成物。
【請求項２８】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
のＮ末端アミノ酸がグルタミンである、請求項２３に記載の組成物。
【請求項２９】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
のＮ末端アミノ酸のＮ末端がＱＣＫＩＬＲＣＮＡＥ（配列番号１０）である、請求項２８
に記載の組成物。
【請求項３０】
　組成物が実質的に発熱物質を含まない、請求項２３に記載の組成物。
【請求項３１】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
の血清半減期が少なくとも１０時間である、請求項２３に記載の組成物。
【請求項３２】
　融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体
が、少なくとも１０－７ＭのＫＤで骨形態形成タンパク質－６（「ＢＭＰ－６」）に結合
し、かつ、ＢＭＰ－６シグナル伝達を阻害する、請求項２３に記載の組成物。
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【請求項３３】
　組成物が、投与された時に対象のヘマトクリットを増加させる、請求項２３に記載の組
成物。
【請求項３４】
　組成物が、貧血の対象に１か月以上投与された時に、貧血の対象のヘマトクリットを少
なくとも正常レベルまで増加させる、請求項２３に記載の組成物。
【請求項３５】
　融合タンパク質がホモ二量体を形成している、請求項２３に記載の組成物。
【請求項３６】
　請求項２３に記載の融合ポリペプチドをコードする核酸分子。
【請求項３７】
　核酸が配列番号１１の核酸配列を含む、請求項３６に記載の核酸。
【請求項３８】
　請求項３６に記載の核酸配列を含む哺乳類細胞。
【請求項３９】
　細胞がＣＨＯ細胞である、請求項３７に記載の哺乳類細胞。
【請求項４０】
　それを必要としている対象の鉄恒常性障害を治療および／または貧血を改善する方法で
あって、請求項２１に記載の組成物の治療的有効量を対象に投与し、それによって鉄恒常
性障害を治療および／または貧血を改善する方法。
【請求項４１】
　それを必要としている対象の癌を治療する方法であって、請求項１に記載の組成物の治
療的有効量を対象に投与し、それによって癌障害を治療する方法。
【請求項４２】
　それを必要としている対象の癌の方法であって、請求項２３に記載の組成物の治療的有
効量を対象に投与し、それによって癌障害を治療する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は２０１１年１月１９日に出願された米国仮特許出願第６１／４３４，４０５号
の優先権を主張するものであって、その全体において参照することによって本明細書に援
用される。
【０００２】
技術分野
　本開示は、全体として、特に貧血の管理に関する鉄恒常性障害の治療、予防および改善
に関する。より具体的には、本開示はヘモジュベリン－免疫グロブリンＦｃドメイン融合
タンパク質、ならびにそれに由来する変異体、誘導体およびペプチド模倣体、ならびにヒ
トにおける血清鉄、血清ヘモグロビンおよび／またはヘマトクリットレベルを変化させる
ためにこれらの組成物を用いる方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
背景
　鉄はほとんど全ての生物の増殖および生存に必要な必須元素である。赤血球（ＲＢＣ）
は、赤色の、鉄に富むタンパク質であるヘモグロビン（Ｈｂ）を含有し、それは肺から全
ての体の筋肉および臓器へ酸素を輸送し、そこで酸素は反応し、体がその通常の活動に必
要とするエネルギーを供給する。赤血球の数またはそれらが含有するヘモグロビンの量が
正常値より低くなると、体が受け取る酸素がより少なくなり、正しく機能するために体が
必要とするよりも少ないエネルギーしか産生できなくなる。この状態は一般に貧血と呼ば
れる。乳幼児および小児の中の貧血の一般的な原因は鉄欠乏である。米国における小児の
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２０％および発展途上国における小児の８０％もが、１８歳になるまでのある時点で貧血
になる。Martin, P. L., et al. The Anemias, Principles and Practices of Pediatric
s, 1657 (2d ed., Lippincott 1994)。
【０００４】
　哺乳類では、鉄バランスは、主として食事に含まれる鉄の十二指腸吸収のレベルで制御
される。ヒトにおいては、遺伝性ヘモクロマトーシス（ＨＨ）は食事に含まれる鉄の過吸
収に起因する一般的な常染色体性劣性遺伝病であり、血漿および多臓器、特に膵臓、肝臓
、および皮膚における鉄過剰状態をもたらし、これらの臓器および組織において鉄沈着に
よる損傷をもたらす。
【０００５】
　若年性ヘモクロマトーシスは、主要な鉄制御ホルモンであるヘプシジン（ＨＡＭＰ）お
よびヘモジュベリン（ＨＦＥ２）をコードする遺伝子の変異に起因する鉄過剰症である（
Roetto, A., et al.. 2003. Nut. Genet. 33:21-22; Papanikolaou, G., et al. 2004. N
ut. Genet. 36:77-82.）。ヘモジュベリンが骨形成タンパク質（ＢＭＰ）共受容体であり
、ヘモジュベリン媒介性ＢＭＰシグナルがヘプシジン発現および鉄代謝を制御することが
示されている（Babitt, J.L., et al. 2006. Nat. Genet. 38:531-539; Babitt, J.L., e
t al.. 2007. J Clin Invest. 117:1933-1939.）。しかしながら、ヘプシジンのインビボ
の内在性ＢＭＰ制御因子は知られていない。
【０００６】
　ヘモジュベリン（ＲＧＭｃとしても知られている）は、５０～６０％のアミノ酸同一性
を共有する、ＲＧＭａおよびＤＲＡＧＯＮ（ＲＧＭｂ）を含む反発性ガイダンス分子（Re
pulsive Guidance Molecules）ファミリーのタンパク質のメンバーである（Samad, T.A.,
 et al. 2004. J. Neurosci. 24:2027-2036.）。
【０００７】
　ヘプシジン発現および鉄代謝を制御するための、費用対効果が高く、効率的な方法が必
要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
概略
　本開示は、ヘモジュベリン（「ＨＪＶ」）－免疫グロブリンＦｃドメイン融合タンパク
質を提供する。本開示は、鉄恒常性障害の治療のためにこれらのタンパク質を用いる方法
も提供する。ＨＪＶは哺乳類ＨＪＶであってよい。より具体的には、ＨＪＶはマウスまた
はヒトＨＪＶであってよい。
【０００９】
　本開示は、配列番号９の配列と９５％同一の融合タンパク質、またはそれに由来する変
異体、誘導体もしくはペプチド模倣体を含む組成物をさらに提供する。１つの実施態様で
は、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体もしくはペプチド模倣体は、
サイズ排除クロマトグラフィーによって決定すると少なくとも９８％純粋である。別の実
施態様では、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体もしくはペプチド模
倣体は、グリコシル化されている。特定の実施態様では、配列番号１および配列番号９の
アスパラギン８３、アスパラギン１７８およびアスパラギン３３７は、Ｎ－グリコシル化
部位である。この実施態様の１つの態様では、グリコシル化パターンは哺乳類のグリコシ
ル化パターンである。具体的には、グリコシル化パターンはチャイニーズハムスター卵巣
（ＣＨＯ）細胞株に由来するものである。
【００１０】
　別の実施態様では、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体もしくはペ
プチド模倣体のＮ末端アミノ酸はグルタミンである。この実施態様の１つの態様では、融
合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体もしくはペプチド模倣体のＮ末端は
ＱＣＫＩＬＲＣＮＡＥ（配列番号１０）である。別の実施態様では、Ｎ末端断片は、配列
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番号１または９の最初の１５０個のアミノ酸に由来するいずれかの断片であってよい。
【００１１】
　別の実施態様では、組成物は実質的に発熱物質を含まない。別の実施態様では、融合タ
ンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体もしくはペプチド模倣体の血清半減期は
少なくとも１０時間である。別の実施態様では、融合タンパク質、またはそれに由来する
変異体、誘導体もしくはペプチド模倣体は、少なくとも１０－７ＭのＫＤで骨形態形成タ
ンパク質－６（「ＢＭＰ－６」）に結合し、かつ、ＢＭＰ－６シグナル伝達を阻害する。
別の実施態様では、組成物は、投与された時に対象のヘマトクリットを増加させる。別の
実施態様では、組成物は、貧血の対象に１か月以上投与された時に、貧血の対象のヘマト
クリットを少なくとも正常レベルまで増加させる。
【００１２】
　別の実施態様では、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体もしくはペ
プチド模倣体は、ホモ二量体を形成している。この実施態様の１つの態様では、ホモ二量
体はＦｃヒンジ領域内で形成されている。より具体的には、ホモ二量体は配列番号９内の
システイン３７３、３８０および／または３８３の間の化学的相互作用を通じて形成され
ている。具体的には、化学的相互作用はジスルフィド結合である。
【００１３】
　本開示は、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプ
チド模倣体をコードする核酸分子も提供する。１つの実施態様では、核酸分子は配列番号
１１の配列と９５％同一の配列を含む。
【００１４】
　本開示は、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプ
チド模倣体をコードする核酸配列を含む哺乳類細胞も提供する。１つの実施態様では、細
胞はＣＨＯ細胞である。
【００１５】
　本開示は、それを必要としている対象の、結果としての貧血を有する鉄恒常性障害を治
療する方法であって、上記組成物の治療的有効量を対象に投与し、それによって鉄恒常性
障害を治療し、貧血を改善する方法も提供する。
【００１６】
　本開示は、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプ
チド模倣体を含む組成物であって、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導
体、断片もしくはペプチド模倣体がＮ末端ポリペプチドおよびＣ末端ポリペプチドを含み
、Ｎ末端ポリペプチドが配列番号３の配列と９５％同一の配列を含み、かつ、Ｃ末端ペプ
チドが配列番号４、５、６、７および８からなる群から選択される配列と９５％同一の配
列を含む組成物も提供する。１つの実施態様では、融合タンパク質、またはそれに由来す
る変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体は、サイズ排除クロマトグラフィーによ
って決定すると少なくとも９８％純粋である。
【００１７】
　別の実施態様では、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もし
くはペプチド模倣体はグリコシル化されている。この実施態様の１つの態様では、グリコ
シル化パターンは哺乳類のグリコシル化パターンである。具体的には、グリコシル化パタ
ーンはチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株に由来するものである。
【００１８】
　別の実施態様では、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もし
くはペプチド模倣体のＮ末端アミノ酸はグルタミンである。この実施態様の１つの態様で
は、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣
体のＮ末端はＱＣＫＩＬＲＣＮＡＥ（配列番号１０）である。
【００１９】
　別の実施態様では、組成物は実質的に発熱物質を含まない。別の実施態様では、融合タ
ンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体もしくはペプチド模倣体の血清半減期は
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少なくとも１０時間である。別の実施態様では、融合タンパク質、またはそれに由来する
変異体、誘導体もしくはペプチド模倣体は、少なくとも１０－７ＭのＫＤで骨形態形成タ
ンパク質－６（「ＢＭＰ－６」）に結合し、かつ、ＢＭＰ－６シグナル伝達を阻害する。
別の実施態様では、組成物は、投与された時に対象のヘマトクリットを増加させる。別の
実施態様では、組成物は、貧血の対象に１か月以上投与された時に、貧血の対象のヘマト
クリットを少なくとも正常レベルまで増加させる。
【００２０】
　本開示は、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプ
チド模倣体をコードする核酸分子も提供する。１つの実施態様では、核酸配列は配列番号
１１を含む。
【００２１】
　本開示は、融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプ
チド模倣体をコードする核酸配列を含む哺乳類細胞も提供する。１つの実施態様では、細
胞はＣＨＯ細胞である。
【００２２】
　本開示は、それを必要としている対象の鉄恒常性障害を治療および／または貧血を改善
する方法であって、上記組成物の治療的有効量を対象に投与し、それによって鉄恒常性障
害を治療および／または貧血を改善する方法も提供する。
【００２３】
　本開示は、それを必要としている対象の癌を治療する方法であって、上記組成物の治療
的有効量を対象に投与し、それによって癌を治療する方法も提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１は、配列番号３～７のアミノ酸配列の配列比較を示す。
【００２５】
【図２】図２は、ＨＪＶ．Ｆｃ二量体の模式図を示す。
【００２６】
【図３】図３は、コントロールラットと比較した、２０ｍｇ／ｋｇのＨＪＶ．Ｆｃを投与
された貧血ラットの血清ヘモグロビンレベルを示す線グラフである。
【００２７】
【図４】図４は、コントロールラットと比較した、２または２０ｍｇ／ｋｇのＨＪＶ．Ｆ
ｃを投与された貧血ラットの血清ヘモグロビンレベルを示す線グラフである。
【００２８】
【図５】図５は、コントロールラットと比較した、２０ｍｇ／ｋｇのＨＪＶ．Ｆｃを投与
された貧血ラットのヘマトクリットレベルを示す棒グラフである。
【００２９】
【図６】図６は、コントロールラットと比較した、２０ｍｇ／ｋｇのＨＪＶ．Ｆｃを投与
された貧血ラットの血清鉄を示す棒グラフである。
【００３０】
【図７Ａ】図７Ａは、ＢＭＰ６に対するビアコア（Ｂｉａｃｏｒｅ）結合アッセイから得
られたデータを用いたＨＪＶ．Ｈｉｓ（ホモ二量体）親和性を示すグラフである。
【００３１】
【図７Ｂ】図７Ｂは、ＢＭＰ６に対するビアコア（Ｂｉａｃｏｒｅ）結合アッセイから得
られたデータを用いたＨＪＶ．Ｆｃ（ホモ二量体）親和性を示すグラフである。
【００３２】
【図８】図８は、細胞ベースの生物学的阻害アッセイにおいて、ＨＪＶ．ＦｃがＢＭＰ６
活性を阻害するのに効果的であることを示す。
【００３３】
【図９】図９は、ＨＰＬＣ分析による、ホモ二量体ＨＪＶ．Ｆｃの単量体の＞９５％純度
の調製品を示す。
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【発明を実施するための形態】
【００３４】
詳細な記載
　本発明者は、貧血の治療のための新規治療用組成物を発見した。これらの組成物は、ヘ
モジュベリン（「ＨＪＶ」）およびＩｇＧ　Ｆｃ領域を含む融合タンパク質、ならびにそ
れに由来する変異体、誘導体、断片およびペプチド模倣体である。本開示は、ＩｇＧ　Ｆ
ｃ領域と融合したＨＪＶのアミノ酸配列またはその誘導体の少なくとも一部を含むペプチ
ドを含む融合タンパク質を提供する。特定の実施態様では、融合タンパク質のＨＪＶ部分
は融合タンパク質のＮ末端部分であり、融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分はＣ末端部分
である。他の実施態様では、融合タンパク質のＨＪＶ部分は融合タンパク質のＣ末端部分
であり、融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分はＮ末端部分である。
【００３５】
　特定の実施態様では、融合タンパク質のＮ末端およびＣ末端部分はリンカーと結合して
いる。具体的な実施態様では、リンカーは１～５０個のアミノ酸長のポリペプチドである
。より具体的な実施態様では、リンカーは２～２５個のアミノ酸長である。より具体的な
実施態様では、リンカーは３～１５個のアミノ酸長である。より具体的な実施態様では、
リンカーは４、５、６、７、８または９個のアミノ酸長である。１つの好ましい実施態様
では、リンカーは５個のアミノ酸長である。特定の実施態様では、リンカーはグリシンお
よびプロリン残基に富んでいてよく、例えば、スレオニン／セリンおよびグリシンの単一
配列またはスレオニン／セリンおよびグリシンの繰り返し配列（例えばＴＧ）を含有して
よい。特定の実施態様では、タンパク質の半減期を変化させるために、リンカー（もしあ
れば）および／またはＦｃタンパク質内に変異が作成されてよい。
【００３６】
　本開示の融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片およびペプチド
模倣体の投与は、ヘプシジン発現の減少をもたらす。本明細書に記載されている組成物は
、鉄代謝障害を治療し、血清ヘモグロビンおよびヘマトクリットを増加させるために用い
られてよい。
【００３７】
ＨＪＶ部分
　本明細書に記載されている融合タンパク質のヒトヘモジュベリン（「ＨＪＶ」）部分は
、鉄の動員を増加させ、および／または鉄代謝疾患と関連する少なくとも１つの症状を治
療もしくは改善することができるＨＪＶの可溶性部分を含む。いくつかの実施態様では、
本開示の融合タンパク質のＨＪＶ部分は、配列番号１の一部と少なくとも７５％（例えば
、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なく
とも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、または少なくとも９９％）同一であ
る。
【００３８】
　ＨＪＶのアミノ酸配列を、下記表１に示す：
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【表１】

【００３９】
　特定の実施態様では、本明細書に記載されている融合タンパク質のＨＪＶ部分は、水溶
液に可溶であり、鉄を動員することができ、および／または鉄代謝疾患と関連する少なく
とも１つの症状を治療もしくは改善することができる配列番号１のいずれかの断片である
。本開示の融合タンパク質のＨＪＶ部分を構成する配列番号１の断片は、配列番号１の１
０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３
０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３
０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３
０、３４０、３５０または３６０個のアミノ酸の断片を含む。これらの断片は、配列番号
１のアミノ酸のいずれかの範囲を含んでよい。いくつかの具体的な実施態様では、断片は
配列番号１のアミノ酸１～１５０の１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、
９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０または１５０個のアミノ酸を含む。特定
の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＨＪＶ部分は配列番号１の断片と８０、８５
、９０、９５、９７、９８、または９９％を超える同一性を有し、断片は、配列番号１の
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１
３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２
３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３
３０、３４０、３５０または３６０個のアミノ酸を含む。
【００４０】
　本開示の融合タンパク質のＨＪＶ部分を構成する配列番号１の断片は、配列番号１の１
０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３
０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３
０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３
０、３４０、３５０または３６０個の連続したアミノ酸の断片を含む。特定の実施態様で
は、本開示の融合タンパク質のＨＪＶ部分は、配列番号１の断片と８０、８５、９０、９
５、９７、９８、または９９％を超える同一性を有し、断片は、配列番号１の１０、２０
、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４
０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４
０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４
０、３５０または３６０個の連続したアミノ酸を含む。
【００４１】
　特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＨＪＶ部分は全長または断片であり、
配列番号１と７５％を超える同一性を有する。他の実施態様では、本開示の融合タンパク
質のＨＪＶ部分は全長または断片であり、配列番号１と８０、８５、９０、９５、９７、
９８、または９９％を超える同一性を有する。特定の具体的な実施態様では、配列番号１
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と本開示の融合タンパク質のＨＪＶ部分の間の相違は、下記のような保存的アミノ酸変化
である。
【００４２】
ＩｇＧ　Ｆｃ部分
　本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、本開示の融合タンパク質のＨＪＶ部分
と融合した時に、鉄を動員することができ、および／または鉄代謝疾患と関連する少なく
とも１つの症状を治療もしくは改善することができる、免疫グロブリンのＦｃ領域または
その誘導体の少なくとも一部を含む。本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、対
象に投与された時に、融合タンパク質を安定化した。具体的な実施態様では、ＩｇＧ　Ｆ
ｃ、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチド模倣体の結合は、血清
タンパク質の血清半減期を１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１
３、１４、１５、１５、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、３６、４８
、６０、７２、８４、または９６時間超にする。本開示の融合タンパク質に適合するいく
つかの配列がある。
【００４３】
　特定の実施態様では、ＩｇＧ　Ｆｃドメインは、ＣＨ２およびＣＨ３ドメイン、ならび
にヒンジ領域を含む。他の実施態様では、ＩｇＧ　Ｆｃは、ＣＨ１領域の少なくとも一部
も含有する。具体的な実施態様では、融合タンパク質のＨＪＶ部分はヒンジ領域と直接結
合している。他の実施態様では、Ｆｃドメインは、融合タンパク質のＨＪＶ部分と結合し
たそのＣＨ１ドメインからヒンジ領域への配列Ｎ末端を含有する。他の実施態様では、リ
ンカーはヒンジ領域、またはＦｃドメイン上のＣＨ１ドメインに結合している。より具体
的な実施態様では、ヒンジ領域は、コンセンサス配列Ｘ１－Ｐ－Ｘ２－Ｘ３（配列番号２
）を有する４個のアミノ酸を含み、ここでＸ１はシステインまたはセリンであり、Ｘ２は
ロイシンまたはプロリンであり、Ｘ３はシステインまたはセリンである。完全な免疫グロ
ブリンのヒンジ領域は、効果的な抗原－抗体結合に十分な柔軟性をタンパク質に提供する
。本開示の特定の実施態様では、ヒンジ領域は、特に融合タンパク質が二量体型である時
に、その柔軟性を維持するために、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分に含まれ
る。
【００４４】
　特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、配列番号３の一
部と少なくとも７５％（例えば、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０
％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、また
は少なくとも９９％）同一である。
【表２】

【００４５】
　特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、本開示の融合タ
ンパク質のＨＪＶ部分と融合した時に、水溶液に可溶であり、鉄を動員することができ、
および／または鉄代謝疾患と関連する少なくとも１つの症状を治療もしくは改善すること
ができる、配列番号３のいずれかの断片である。本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ
部分を構成する配列番号３の断片は、配列番号３の１０、２０、３０、４０、５０、６０
、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７
０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０または２３０個のアミノ酸の断片を含む。
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特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、配列番号１３の断
片と８０、８５、９０、９５、９７、９８、または９９％を超える同一性を有し、断片は
、配列番号１の１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１
０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１
０、２２０、または２３０個のアミノ酸を含む。
【００４６】
　本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分を構成する配列番号３の断片は、配列番号
３の１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０
、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０
または２３０個の連続したアミノ酸の断片を含む。特定の実施態様では、本開示の融合タ
ンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、配列番号３の断片と８０、８５、９０、９５、９７、９
８、または９９％を超える同一性を有し、断片は、配列番号１の１０、２０、３０、４０
、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、
１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、または２３０個の連続した
アミノ酸を含む。
【００４７】
　特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は全長または断片で
あり、配列番号３と７５％を超える同一性を有する。他の実施態様では、本開示の融合タ
ンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は全長または断片であり、配列番号３と８０、８５、９０、
９５、９７、９８、または９９％を超える同一性を有する。特定の具体的な実施態様では
、配列番号３と本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分の間の相違は、下記のような
保存的アミノ酸変化である。
【００４８】
　その誘導体の他の配列または断片は、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分とし
ての使用に適合するものである。ＩｇＧ　Ｆｃ誘導体（配列番号３）、ヒトＩｇＧ１　Ｆ
ｃ（配列番号４）、リジェネロン社によって開発されたＶＥＧＦＲ－Ｆｃ融合に由来する
Ｆｃ領域（配列番号５）、ブリストル・マイヤーズ・スクイブ社によって開発されたＣＴ
ＬＡ４－Ｆｃ融合（ＯＲＥＮＣＩＡ（商標）またはアバタセプト）に由来するＦｃ領域（
配列番号６）、リジェネロン社によって開発されたＩＬ１Ｒ－Ｆｃ融合（ＡＲＣＡＬＹＳ
Ｔ（商標）またはリロナセプト）に由来するＦｃ領域（配列番号７）およびＨＵＭＩＲＡ
（登録商標）（アダリムマブ）に由来するＦｃ領域の配列比較。
【００４９】
　特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、本開示の融合タ
ンパク質のＨＪＶ部分と融合した時に、水溶液に可溶であり、鉄を動員することができ、
および／または鉄代謝疾患と関連する少なくとも１つの症状を治療もしくは改善すること
ができる、配列番号４、５、６または７のいずれかの断片である。本開示の融合タンパク
質のＩｇＧ　Ｆｃ部分を構成する配列番号４、５、６または７の断片は、配列番号４、５
、６または７の１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１
０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１
０、２２０または２３０個のアミノ酸の断片を含む。特定の実施態様では、本開示の融合
タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、配列番号３の断片と８０、８５、９０、９５、９７、
９８、または９９％を超える同一性を有し、断片は、配列番号４、５、６または７の１０
、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０
、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、または
２３０個のアミノ酸を含む。
【００５０】
　本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分を構成する配列番号４、５、６または７の
断片は、配列番号４、５、６または７の１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８
０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０
、１９０、２００、２１０、２２０または２３０個の連続したアミノ酸の断片を含む。特
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定の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は、配列番号３の断片と
８０、８５、９０、９５、９７、９８、または９９％を超える同一性を有し、断片は、配
列番号４、５、６または７の１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、
１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、
２００、２１０、２２０、または２３０個の連続したアミノ酸を含む。
【００５１】
　特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は全長または断片で
あり、配列番号４、５、６または７と７５％を超える同一性を有する。他の実施態様では
、本開示の融合タンパク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分は全長または断片であり、配列番号４、５
、６または７と８０、８５、９０、９５、９７、９８、または９９％を超える同一性を有
する。特定の具体的な実施態様では、配列番号４、５、６または７と本開示の融合タンパ
ク質のＩｇＧ　Ｆｃ部分の間の相違は、下記のような保存的アミノ酸変化である。
【００５２】
リンカー
　特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質は、融合タンパク質のＨＪＶ部分とＩｇ
Ｇ　Ｆｃ部分を結合するリンカーを含む。好ましい実施態様では、リンカーはペプチドで
ある。別の実施態様では、ペプチドは３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２
６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９
、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９および５０個のアミノ
酸長であってよい。特定の実施態様では、リンカーを構成するアミノ酸は、各位置でグリ
シンまたはセリンである。１つの好ましい実施態様では、リンカーは配列ＧＧＧＧＧ（配
列番号８）を有する。
【００５３】
　特定の実施態様では、リンカーはグリシンおよびプロリン残基に富んでいてよく、例え
ば、スレオニン／セリンおよびグリシンの単一配列またはスレオニン／セリンおよびグリ
シンの繰り返し配列（例えばＴＧ）を含有してよい。
【００５４】
　特定の実施態様では、タンパク質の半減期を変化させるために、リンカー（もしあれば
）および／またはＦｃタンパク質内に変異が作成されてよい。
【００５５】
二量体化
　特定の実施態様では、融合タンパク質は２つの同一のポリペプチドサブユニットを含む
二量体の形態である。図２に模式的に示している実施態様では、各ポリペプチドサブユニ
ットは、Ｎ末端からＣ末端まで、以下に示す配列番号９のポリペプチド配列を含む。
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【表３】

【００５６】
　２つのポリペプチドサブユニットはそれぞれのヒンジ領域の間のジスルフィド結合によ
って互いに結合し、二量体構造を形成する。ホモ二量体は、Ｆｃヒンジ領域内で形成され
うる。より具体的には、ホモ二量体は、配列番号９内のシステイン３７３、３８０および
／または３８３の間の化学的相互作用を通じて形成されうる。
【００５７】
　配列番号９のアミノ酸配列を有するタンパク質を発現するために用いられるベクターの
核酸配列を以下に示す。
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【表４】
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【００５８】
　配列番号１１の核酸１４～２５０は、ＳＶ４０ポリアデノシンを形成している。核酸６
４３～１２９７は、複製起点を形成している。核酸１４３８～２４１３は、β－ラクタマ
ーゼをコードしている。核酸２９３２～３７０６は、ＣＭＶプロモーターを形成している
。核酸３７２２～３８２６は、ＨＪＶリーダーをコードしている。核酸３８２７～４９１
８は、ヒトＨＪＶをコードしている。核酸４９１９～４９３３は、グリシンスペーサーを
コードしている。核酸４９３４～５６２９は、ＩｇＧ　Ｆｃをコードしている。配列番号
１１は、図に模式的に示している。
【００５９】
　特定の実施態様では、本開示の融合タンパク質は二量体を形成していなければならない
。特定の実施態様では、融合タンパク質は二量体を形成しているが、四量体、六量体、ま
たは八量体などの高次の集合体は形成していない。これらの高次の会合は、融合タンパク
質の溶解性およびその治療有効性に影響しうる。
【００６０】
定義
　特に定義しない限り、本開示に関連して用いられている科学的および技術的用語は、当
業者によって一般的に理解されている意味を有するものとする。さらに、文脈によって特
に要求されない限り、単数形の用語は複数形を含むものとし、複数形の用語は単数形を含
むものとする。一般的に、本明細書に記載されている細胞および組織培養、分子生物学、
ならびにタンパク質およびオリゴまたはポリヌクレオチド化学ならびにハイブリダイゼー
ションに関連して利用されている命名法、およびそれらの技術は、当該技術分野で周知か
つ一般的に用いられているものである。組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、および
組織培養ならびに形質転換に標準的技術が用いられている（例えば、エレクトロポレーシ
ョン、リポフェクション）。酵素反応および精製技術は、製造者の仕様書に従って、また
は当該技術分野で一般的に達成されるように、または本明細書に記載されているように行
われる。本明細書に記載されている組成物および方法の実施は、明確に反対の記載がない
限り、当該分野の技術の範囲内にあるウイルス学、免疫学、微生物学、分子生物学および
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組換えＤＮＡ技術の慣用の方法を利用するものであり、その多くは説明目的で以下に記載
されている。そのような技術は、文献にて十分に説明されている。例えば、Sambrook, et
 al. Molecular Cloning：A Laboratory Manual (2nd Edition, 1989); Maniatis et al.
 Molecular Cloning：A Laboratory Manual (1982); DNA Cloning：A Practical Approac
h, vol. I & II (D. Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., 1984);
 Nucleic Acid Hybridization (B. Hames & S. Higgins, eds., 1985); Transcription a
nd Translation (B. Hames & S. Higgins, eds., 1984); Animal Cell Culture (R. Fres
hney, ed., 1986); Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984)を参照の
こと。
【００６１】
　本明細書に記載されている分析化学、有機合成化学、ならびに医薬品化学および薬化学
に関連して利用されている命名法、ならびにその検査法および技術は、当該技術分野で周
知かつ一般的に用いられているものである。化学合成、化学分析、医薬品、製剤、および
送達、ならびに患者の治療に、標準的技術が用いられる。
【００６２】
　以下の定義は、本開示を理解するために有用である：
【００６３】
　感染を治療する目的となる「哺乳類」はいずれかの哺乳類、例えばヒト、飼育動物およ
び家畜、ならびに動物園の動物、スポーツ動物、または愛玩動物、例えばイヌ、ネコ、ウ
シ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギなどを指す。好ましくは、哺乳類はヒトである。
【００６４】
　「治療すること」、「治療」または「緩和」は、治療的処置および予防的（prophylact
ic）または予防的（preventative）手段の両方を指し、その目的は標的となる病的状態ま
たは障害を予防または遅延（減少）させることである。治療を必要としている対象は、既
に障害を有している対象、および障害になりやすい対象、または障害が予防される対象を
含む。抗体の治療量を本開示の方法に従って摂取した後、患者が以下の１つ以上における
観察可能および／または測定可能な減少または非存在を示した場合に、対象または哺乳類
は成功裏に感染が「治療された」ことになる：感染細胞の数の減少もしくは感染細胞の非
存在；感染した総細胞のパーセントの減少；および／または特定の感染と関連する症状の
１つ以上のある程度の軽減；罹患率および死亡率の減少、ならびに生活の質の問題の改善
。疾患の成功裏の治療および改善を評価するための上記パラメーターは、医師によく知ら
れた所定の手順によって容易に測定可能である。
【００６５】
　用語「治療的有効量」は、対象または哺乳類の疾患または障害を「治療する」のに効果
的な組成物の量を指す。前述の「治療すること」の定義を参照のこと。
【００６６】
　「慢性」投与は、長期間にわたって初期の治療効果（活性）を維持するための、急性様
式とは対照的な継続的様式による薬剤の投与を指す。「間欠」投与は、中断することなく
継続的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的な治療である。
【００６７】
　本明細書で用いられている「担体」は、利用される投与量および濃度でそれにさらされ
た細胞または哺乳類に無毒である医薬的に許容される担体、賦形剤、または安定剤を含む
。しばしば、生理的に許容される担体はｐＨ緩衝水溶液である。生理的に許容される担体
の例は、緩衝液、例えばリン酸緩衝液、クエン酸緩衝液、および他の有機酸緩衝液；抗酸
化剤、例えばアスコルビン酸；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、
例えば血清アルブミン、ゼラチン、もしくは免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えばポ
リビニルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニ
ンもしくはリジン；単糖、二糖、および他の炭水化物、例えばグルコース、マンノース、
もしくはデキストリン；キレート剤、例えばＥＤＴＡ；糖アルコール、例えばマンニトー
ルもしくはソルビトール；塩形成対イオン、例えばナトリウム；ならびに／または非イオ
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ン性界面活性剤、例えばＴＷＥＥＮ（商標）ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、および
ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標）を含む。
【００６８】
　用語「核酸」および「ポリヌクレオチド」は本明細書で互換的に用いられており、一本
鎖もしくは二本鎖ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、または混合ポリマーを指す。ポリヌクレオチ
ドは、ポリペプチドを発現し、または発現するように適応されていてよいゲノム配列、ゲ
ノム外およびプラスミド配列、ならびにより小型の操作された遺伝子断片を含んでよい。
【００６９】
　「単離された核酸」は、他のゲノムＤＮＡ配列およびタンパク質または複合体、例えば
リボソームおよびポリメラーゼから実質的に分離した核酸であり、必然的に天然配列を伴
う。該用語は、その自然に存在する環境から除去された核酸配列を包含し、組換えまたは
クローン化ＤＮＡ単離物、および化学的に合成された類似体または異種系によって生物学
的に合成された類似体を含む。実質的に純粋な核酸は、核酸の単離された形態を含む。当
然ながら、これは最初に単離された核酸を指し、後にヒトの手によって単離された核酸に
加えられた遺伝子または配列を除外しない。
【００７０】
　用語「ポリペプチド」はその慣用の意味で、すなわち、アミノ酸の配列として用いられ
る。ポリペプチドは産物の特定の長さに限定されるものではない。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、別段の記載がない限り、該用
語は本明細書で互換的に用いられてよい。また、この用語は、ポリペプチドの発現後修飾
、例えば、グリコシル化、アセチル化、リン酸化など、ならびに天然および非天然の両方
の当該技術分野で周知の他の修飾を指さず、または除外する（does not refer to or exc
lude）。ポリペプチドはタンパク質全体、またはそのサブ配列であってよい。この開示の
文脈において興味のある特定のポリペプチドは、ＣＤＲｓを含み、抗原またはインフルエ
ンザＡ感染細胞に結合することができるアミノ酸サブ配列である。
【００７１】
　「単離されたポリペプチド」は、同定され、その自然環境の成分から分離および／また
は回収されたものである。好ましい実施態様では、単離されたポリペプチドは、（１）ポ
リペプチドローリー法によって決定した場合に９５重量％を超えるまで、最も好ましくは
９９重量％を超えるまで精製され、（２）スピニングカップシーケネーター（spinning c
up sequenator）の使用によってＮ末端もしくは内部のアミノ酸配列の少なくとも１５残
基を得るのに十分な程度まで精製され、または（３）クマシーブルー、もしくは好ましく
は銀染色を用いる還元もしくは非還元条件下のＳＤＳ－ＰＡＧＥによって均一になるまで
精製されるであろう。単離されたポリペプチドは、ポリペプチドの自然環境の少なくとも
１つの成分が存在していないであろうから、組換え細胞内のインサイツのポリペプチドを
含む。しかしながら、通常は、単離されたポリペプチドは、少なくとも１つの精製工程に
よって製造されるであろう。
【００７２】
　「天然配列」ポリヌクレオチドは、天然に由来するポリヌクレオチドと同一のヌクレオ
チド配列を有するものである。「天然配列」ポリペプチドは、天然（例えば、いずれかの
種に由来する）に由来するポリペプチド（例えば、抗体）と同一のアミノ酸配列を有する
ものである。そのような天然配列ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、天然から単離
することができ、または組換えもしくは合成手段によって産生することができる。
【００７３】
　本明細書で用いられている用語ポリヌクレオチド「変異体」は、１つ以上の置換、欠失
、付加および／または挿入において、本明細書で具体的に開示されているポリヌクレオチ
ドと典型的に異なっているポリヌクレオチドである。そのような変異体は自然に存在して
いるものでよく、または合成によって産生されてよく、例えば本開示のポリヌクレオチド
配列の１つ以上を修飾すること、本明細書に記載されているコードされたポリペプチドの
１つ以上の生物学的活性を評価すること、および／または当該技術分野で周知の多数の技
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術のいずれかを用いることによって産生されてよい。
【００７４】
　本明細書で用いられている用語ポリペプチド「変異体」は、１つ以上の置換、欠失、付
加および／または挿入において、本明細書で具体的に開示されているポリペプチドと典型
的に異なっているポリペプチドである。そのような変異体は自然に存在しているものでよ
く、または合成によって産生されてよく、例えば本開示の上記ポリペプチド配列の１つ以
上を修飾すること、本明細書に記載されているポリペプチドの１つ以上の生物学的活性を
評価すること、および／または当該技術分野で周知の多数の技術のいずれかを用いること
によって産生されてよい。
【００７５】
　本開示のポリヌクレオチドおよびポリペプチドの構造中に修飾がなされてよく、望まし
い特性を有する変異体または誘導体ポリペプチドをコードする機能分子をさらに得る。同
等の、またはさらに改善された本開示のポリペプチドの変異体または部分を作成するため
にポリペプチドのアミノ酸配列を変えることが望ましい場合、当業者はコードしているＤ
ＮＡ配列のコドンの１つ以上を典型的に変化させるであろう。
【００７６】
　例えば、特定のアミノ酸は、他のポリペプチド（例えば、抗原）または細胞に結合する
その能力の認識可能な喪失なくタンパク質構造内で他のアミノ酸に置換されてよい。その
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結合能力および性質であるた
め、特定のアミノ酸配列置換がタンパク質配列、および当然ながら、その基礎となるＤＮ
Ａコード配列内になされてよく、それでもなお同様の性質を有するタンパク質が得られる
。それゆえ、様々な変化が、開示されている組成物のペプチド配列、または該ペプチドを
コードする対応するＤＮＡ配列内に、それらの生物学的有用性または活性の認識可能な喪
失なくなされてよいことが意図されている。
【００７７】
　多くの場合において、ポリペプチド変異体は１つ以上の保存的置換を含有するであろう
。「保存的置換」は、ペプチド化学の当業者がポリペプチドの二次構造およびヒドロパシ
ー特性が実質的に変化しないと予想するような、アミノ酸が類似の性質を有する別のアミ
ノ酸に置換されている置換である。
【００７８】
　特定のアミノ酸は類似のヒドロパシー指数またはスコアを有する他のアミノ酸に置換さ
れてよく、なおも類似の生物学的活性を有するタンパク質をもたらす、すなわち、なおも
生物学的機能上同等のタンパク質が得られることは、当該技術分野で周知である。そのよ
うな変化を作成する際、そのヒドロパシー指数が±２の範囲内であるアミノ酸の置換が好
ましく、±１の範囲内であるものが特に好ましく、±０．５の範囲内であるものがさらに
好ましい。類似のアミノ酸の置換は親水性に基づいて効果的になすことができることも、
当該技術分野で理解されるであろう。米国特許第４，５５４，１０１号は、その隣接する
アミノ酸の親水性によって支配されるタンパク質の最大局所平均親水性が、タンパク質の
生物学的性質と相関すると述べている。
【００７９】
　それゆえ、上記で概要を述べたように、アミノ酸置換は一般的に、アミノ酸側鎖置換基
の相対的類似性、例えば、それらの疎水性、親水性、電荷、および大きさなどに基づいて
いる。前述の特性の１つ以上を考慮した例となる置換は当業者に周知であり、例えば以下
を含む：アルギニンおよびリジン；グルタミン酸およびアスパラギン酸；セリンおよびス
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。
【００８０】
　アミノ酸置換は、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
における類似性に基づいてさらになされてよい。例えば、負の電荷を持つアミノ酸は、ア
スパラギン酸およびグルタミン酸を含み；正の電荷を持つアミノ酸は、リジンおよびアル
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ギニンを含み；類似の親水性値を有する電荷を持たない極性頭部基を有するアミノ酸は、
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、スレオニン、フェニルアラニンおよびチロシンを含む。保存
的変化を表しうるアミノ酸の他の群は、以下を含む：（１）ａｌａ、ｐｒｏ、ｇｌｙ、ｇ
ｌｕ、ａｓｐ、ｇｌｎ、ａｓｎ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｙｒ、ｔｈ
ｒ；（３）ｖａｌ、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅ；（４）ｌｙｓ、ａｒｇ、
ｈｉｓ；および（５）ｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓ。変異体は、非保存的変化をさら
にまたは代替的に含有してよい。好ましい実施態様では、変異体ポリペプチドは、５個以
下のアミノ酸の置換、欠失または付加において、天然配列と異なっている。変異体は、例
えば、ポリペプチドの免疫原性、二次構造およびヒドロパシー特性に最小限の影響のみを
有するアミノ酸の欠失または付加によってさらに（または代替的に）修飾されてよい。
【００８１】
　ポリペプチドは、タンパク質のＮ末端に、翻訳と同時に、または翻訳後にタンパク質の
移動を指示するシグナル（またはリーダー）配列を含んでよい。ポリペプチドは、ポリペ
プチドの合成、精製または同定の簡便性のために（例えば、ポリＨｉｓ）、または固体支
持体へのポリペプチドの結合を増強するために、リンカーもしくは他の配列と結合しても
よい。例えば、ポリペプチドは、免疫グロブリンＦｃ領域と結合していてよい。
【００８２】
　比較のための最適な配列比較は、バイオインフォマティクスソフトウェアのＬａｓｅｒ
ｇｅｎｅ　ｓｕｉｔｅ中のＭｅｇａｌｉｇｎプログラム（ＤＮＡＳＴＡＲインコーポレー
テッド、マディソン、ウィスコンシン州）を用い、デフォルトのパラメーターを用いて行
われてよい。このプログラムは、以下の参考文献に記載されているいくつかの配列比較ス
キームを統合したものである：Dayhoff, M.O. (1978) A model of evolutionary change 
in proteins - Matrices for detecting distant relationships. In Dayhoff, M.O. (ed
.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundat
ion, Washington DC Vol. 5, Suppl. 3, pp. 345-358; Hein J. (1990) Unified Approac
h to Alignment and Phylogenes pp. 626-645 Methods in Enzymology vol. 183, Academ
ic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. and Sharp, P.M. (1989) CABIOS 5:151
-153; Myers, E.W. and Muller W. (1988) CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D. (1971) Com
b. Theor 11:105; Santou, N. Nes, M. (1987) Mol. Biol. Evol. 4:406-425; Sneath, P
.H.A. and Sokal, R.R. (1973) Numerical Taxonomy - the Principles and Practice of
 Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W.J. and Lipman, 
D.J. (1983) Proc. Natl. Acad., Sci. USA 80:726-730。
【００８３】
　あるいは、比較のための最適な配列比較は、Smith and Waterman (1981) Add. APL. Ma
th 2:482の局所的同一性アルゴリズムによって、Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. 
Biol. 48:443の同一性配列比較アルゴリズムによって、Pearson and Lipman (1988) Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444の類似法のための検索によって、これらのアルゴリズ
ムのコンピュータによる実行（ウィスコンシン・ジェネティクス・ソフトウェア・パッケ
ージ（ジェネティクス・コンピューター・グループ（ＧＣＧ）、５７５サイエンスドライ
ブ、マディソン、ウィスコンシン州）中のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳ
ＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）によって、または検査（inspection）によって行われてよい
。
【００８４】
　配列同一性パーセントおよび配列類似性を決定するために適切なアルゴリズムの１つの
好ましい例は、ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムであり、それぞれAltsch
ul et al. (1977) Nucl. Acids Res. 25:3389-3402およびAltschul et al. (1990) J. Mo
l. Biol. 215:403-410に記載されている。ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０は、例えば
本明細書に記載されているパラメーターで、本開示のポリヌクレオチドおよびポリペプチ
ドについての配列同一性パーセントを決定するために用いられてよい。ＢＬＡＳＴ分析を
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実行するためのソフトウェアは、全米バイオテクノロジー情報センターを通じて公的に入
手可能である。
【００８５】
　「相同性」は、最大相同性パーセントを達成するために、配列を並べ、必要であればギ
ャップを導入した後の、非変異体配列と同一のポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列
変異体内の残基のパーセンテージを指す。特定の実施態様では、ポリヌクレオチドおよび
ポリペプチド変異体は、本明細書に記載されているポリヌクレオチドまたはポリペプチド
と、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少な
くとも９５％、少なくとも９８％、または少なくとも９９％のポリヌクレオチドまたはポ
リペプチド相同性を有する。
【００８６】
　「ベクター」は、シャトルおよび発現ベクターを含む。典型的には、プラスミドコンス
トラクトは、細菌内のプラスミドの複製および選択のために、それぞれ、複製起点（例え
ば、ＣｏｌＥ１複製起点）および選択可能なマーカー（例えば、アンピシリンまたはテト
ラサイクリン耐性）も含む。「発現ベクター」は、細菌細胞または真核細胞内に、本開示
の抗体断片を含む抗体の発現のために必要なコントロール配列または制御要素を含有する
ベクターを指す。適切なベクターは、以下に開示されている。
【００８７】
　用語「変異体」は、タンパク質またはペプチドのアミノ酸配列と比較して１つ以上のア
ミノ酸置換、欠失、および／または挿入が存在しているタンパク質またはポリペプチドを
指し、タンパク質またはペプチドの自然に存在する対立遺伝子変異体または選択的スプラ
イス変異体を含む。用語「変異体」は、類似もしくは相同のアミノ酸または異なるアミノ
酸を有するペプチド配列内の１つ以上のアミノ酸の置換を含む。好ましい変異体は、アミ
ノ酸位置の１つ以上でのアラニン置換を含む。他の好ましい置換は、タンパク質の全体の
正味の電荷、極性、または疎水性にほとんど、または全く影響しない保存的置換を含む。
保存的置換は上記で説明されている。
【００８８】
　他の変異体は、（ａ）例えばシート状もしくはらせん状立体構造としての、置換領域の
ポリペプチド主鎖の構造、（ｂ）標的部位での分子の電荷もしくは疎水性、または（ｃ）
側鎖の容積（bulk）、の維持に対するそれらの影響においてより有意に異なっている残基
を選択するなど、より保存的でないアミノ酸置換からなってよい。機能に対してより有意
な影響を与えると一般に予想される置換は、（ａ）グリシンおよび／またはプロリンが別
のアミノ酸によって置換され、もしくは欠失もしくは挿入された置換；（ｂ）親水性の残
基、例えばセリルもしくはスレオニルが疎水性の残基、例えば、ロイシル、イソロイシル
、フェニルアラニル、バリル、もしくはアラニルの代わりとなり（もしくはそれによって
置換される）置換；（ｃ）システイン残基が他のいずれかの残基の代わりとなり（もしく
はそれによって置換される）置換；（ｄ）陽性側鎖を有する残基、例えば、リジル、アル
ギニル、もしくはヒスチジルが陰性電荷を有する残基、例えばグルタミルもしくはアスパ
ルチルの代わりとなり（もしくはそれによって置換される）置換；または、（ｅ）かさ高
い側鎖を有する残基、例えばフェニルアラニンが、そのような側鎖を有さない残基、例え
ばグリシンの代わりとなり（もしくはそれによって置換される）置換である。他の変異体
は、新規グリコシル化および／もしくはリン酸化部位を生じるように設計されたもの、ま
たは既存のグリコシル化および／もしくはリン酸化部位を除去するように設計されたもの
を含む。変異体は、グリコシル化部位、タンパク質切断部位および／またはシステイン残
基での少なくとも１つのアミノ酸置換を含む。変異体は、リンカーペプチド上のタンパク
質またはペプチドアミノ酸配列の前または後に付加的アミノ酸残基を有するタンパク質お
よびペプチドも含む。用語「変異体」は、アミノ酸配列の３’もしくは５’末端のいずれ
かの隣接領域またはその両方に、少なくとも１個で、最大２５個（例えば、１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１５、または２０個）の付加的アミノ酸を有する本開示
のタンパク質／ペプチドのアミノ酸配列を有するポリペプチドも包含する。
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【００８９】
　用語「変異体」は、２つのポリペプチドのアミノ酸の位置における類似性を比較するた
めに一般的に用いられる標準的な方法によって決定した場合に、そのアミノ酸配列におい
て、本開示のタンパク質の少なくとも６０～９９パーセント同一（例えば、６０、６５、
７０、７５、８０、８５、９０、９５、９８、９９、または１００％（包含的））のタン
パク質も指す。２つのタンパク質の間の類似性または同一性の程度は、既知の方法によっ
て容易に計算することができる。同一性を決定するための好ましい方法は、調べている配
列の間に最大限の一致を与えるように設計されている。同一性および類似性を決定する方
法は、公的に入手可能なコンピュータープログラムに体系化されている。変異体は、場合
によっては、比較タンパク質またはペプチドと比較して、典型的には１つ以上（例えば、
２、３、４、５個など）のアミノ酸置換、欠失、および／または挿入を有するであろう。
【００９０】
　本開示に開示されている融合タンパク質の「成熟」型は、自然に存在するポリペプチド
、前駆体型またはプロタンパク質の産物である。自然に存在するポリペプチド、前駆体ま
たはプロタンパク質は、非限定的例として、対応する遺伝子によってコードされた全長遺
伝子産物を含む。あるいは、それは本明細書に記載されているオープンリーディングフレ
ームによってコードされたポリペプチド、前駆体またはプロタンパク質として定義されて
よい。「成熟」型産物は、非限定的例として、遺伝子産物が生じる細胞（例えば、宿主細
胞）内で起こりうる１つ以上の自然に存在するプロセシング工程の結果として生じる。ポ
リペプチドまたはタンパク質の「成熟」型をもたらすそのようなプロセシング工程の例は
、ＯＲＦの開始コドンによってコードされたＮ末端メチオニン残基の切断、またはシグナ
ルペプチドもしくはリーダー配列のタンパク質切断を含む。さらに、本明細書で用いられ
ているように、ポリペプチドまたはタンパク質の「成熟」型は、タンパク質切断現象以外
の翻訳後修飾の工程から生じうる。そのような付加的プロセスは、非限定的例として、グ
リコシル化、ミリスチル化またはリン酸化を含む。一般に、成熟ポリペプチドまたはタン
パク質は、これらのプロセスのただ１つの作動、またはそれらのいずれかの組み合わせに
起因しうる。
【００９１】
　用語「誘導体」は、自然プロセス、例えばプロセシングおよび他の翻訳後修飾のみなら
ず、化学修飾技術、例えば分子（molecule）または分子（molecules）が野生型タンパク
質に自然に結合しない１つ以上のポリエチレングリコール分子、糖、リン酸塩、および／
または他のそのような分子の付加によって化学修飾された、化学修飾されたタンパク質ま
たはポリペプチドを指す。誘導体は、塩を含む。そのような化学修飾は、基礎的な教科書
およびより詳細な研究書、ならびに膨大な研究文献に十分記載されており、それらは当業
者に周知である。同じタイプの修飾が、特定のタンパク質またはポリペプチドにおけるい
くつかの部位で、同一または異なる程度にて存在してよいと理解されるであろう。また、
特定のタンパク質またはポリペプチドは、多くのタイプの修飾を含有してよい。修飾はタ
ンパク質またはポリペプチド内のいずれの箇所においても生じ得、例えばペプチド主鎖、
アミノ酸側鎖、およびアミノまたはカルボキシル末端において生じうる。修飾は、例えば
、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部
分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導
体の共有結合、ホスファチジルイノシトールの共有結合、架橋、環化、ジスルフィド結合
形成、脱メチル化、共有結合架橋の形成、システインの形成、ピログルタミン酸の形成、
ホルミル化、γ－カルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化
、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化、タンパク質分解性プロセシング、リン酸
化、プレニル化、ラセミ化、グリコシル化、脂質結合、硫酸化、グルタミン酸残基のγ－
カルボキシル化、ヒドロキシル化およびＡＤＰ－リボシル化、セレノイル化（selenoylat
ion）、硫酸化、タンパク質への転移ＲＮＡ媒介性アミノ酸付加、例えばアルギニル化、
ならびにユビキチン化を含む。
【００９２】
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　用語「誘導体」は、タンパク質またはポリペプチドを分枝状、または分枝のある、もし
くは分枝のない環状にする化学修飾を含む。環状の、分枝状の、および分枝状で環状のタ
ンパク質またはポリペプチドは、翻訳後の自然なプロセスに起因し得、同様に、完全に合
成的な方法によってなされてよい。そのような誘導体の例は、（ｉ）アシル基がアルカノ
イル基（例えば、アセチル、ヘキサノイル、オクタノイル）、アロイル基（例えば、ベン
ゾイル）またはＦ－ｍｏｃ（フルオレニルメチル－Ｏ－－ＣＯ－－）などの保護基であっ
てよい、アミノ末端または別の遊離アミノ基のＮ－アシル誘導体；（ｉｉ）カルボキシ末
端または別の遊離カルボキシもしくはヒドロキシル基のエステル；（ｉｉｉ）アンモニア
または適切なアミンとの反応によって産生される、カルボキシ末端または別の遊離カルボ
キシル基のアミド；（ｉｖ）リン酸化誘導体；（ｖ）抗体または他の生物学的リガンドと
結合した誘導体、ならびに他のタイプの誘導体を含む。
　用語「誘導体」は、タンパク質またはポリペプチドを分枝状、または分枝のある、もし
くは分枝のない環状にする化学修飾を含む。環状の、分枝状の、および分枝状で環状のタ
ンパク質またはポリペプチドは、翻訳後の自然なプロセスに起因し得、同様に、完全に合
成的な方法によってなされてよい。分子内ジスルフィド結合を含有する環状の誘導体は、
慣用の固相合成によって製造されてよく、その間、環化のために選択された位置、例えば
アミノおよびカルボキシ末端で適切なＳ保護システインまたはホモシステイン残基が組み
込まれてよい。鎖集合の完了後、環化は（１）対応する２つの遊離ＳＨ－官能基の結果と
しての支持体上の（on-support）酸化でＳ保護基を選択的に除去してＳ－－Ｓ結合を形成
し、次いで支持体から産物を慣用の方法で除去し、適切な精製手順に付することによって
；または、（２）完全な側鎖脱保護と共に支持体からペプチドを除去し、次いで遊離ＳＨ
－官能基を高度希釈水溶液中で酸化することによって行われてよい。
【００９３】
　分子内アミド結合を含有する環状の誘導体は、慣用の固相合成によって製造されてよく
、その間、環化のために選択された位置で適切なアミノおよびカルボキシル側鎖保護アミ
ノ酸誘導体が組み込まれてよい。分子内－－Ｓ－－アルキル結合を含有する環状の誘導体
は、慣用の固相によって製造されてよく、その間、環化のために選択された位置で適切な
アミノ保護側鎖を有するアミノ酸残基、および適切なＳ保護システインまたはホモシステ
イン残基が組み込まれる。
【００９４】
　より安定なペプチドを作製するために、同じタイプのＤ－アミノ酸によるコンセンサス
配列の１つ以上のアミノ酸の系統的な置換（例えば、Ｌ－リジンの代わりにＤ－リジン）
が用いられてよい。それゆえ、本開示のペプチド誘導体またはペプチド模倣体は、全てＬ
、全てＤ、またはＤ、Ｌペプチドの混合物であってよい。好ましい実施態様では、ペプチ
ドは全てＤ－アミノ酸からなる。ペプチダーゼはＤ－アミノ酸を基質として利用すること
ができないため、Ｎ末端またはＣ末端Ｄ－アミノ酸の存在はペプチドのインビボ安定性を
増加させる。
【００９５】
　ペプチドのサブ配列内で天然アミノ酸を非天然アミノ酸で置換すると、タンパク質分解
に対する耐性をも与えることができる。そのような置換は、例えば、Ｎ末端に作用するエ
キソペプチダーゼによるタンパク質分解に対する耐性を与えることができる。そのような
置換は記載されており、これらの置換は生物学的活性に影響しない。非天然アミノ酸の例
は、α，α－二置換アミノ酸、Ｎ－アルキルアミノ酸、乳酸、Ｃ－α－メチルアミノ酸、
およびβ－メチルアミノ酸を含む。本開示において有用なアミノ酸類似体は、限定される
ものではないが、β－アラニン、ノルバリン、ノルロイシン、４－アミノ酪酸、オルニチ
ン、ヒドロキシプロリン、サルコシン、シトルリン、システイン酸、シクロヘキシルアラ
ニン、２－アミノイソ酪酸、６－アミノヘキサン酸、ｔ－ブチルグリシン、フェニルグリ
シン、ｏ－ホスホセリン、Ｎ－アセチルセリン、Ｎ－ホルミルメチオニン、３－メチルヒ
スチジンおよび他の非定型アミノ酸を含んでよい。さらに、非天然アミノ酸によるペプチ
ドの合成は、当該技術分野で通例かつ周知である。
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【００９６】
　ペプチドのＮ末端またはＣ末端残基に作用するペプチダーゼに対する耐性を与えるため
の１つの他の効果的な手段は、ペプチド末端に化学基を加え、修飾されたペプチドがもは
やペプチダーゼの基質とならないようにすることである。１つのそのような化学修飾は、
いずれかまたは両方の末端でのペプチドのグリコシル化である。特定の化学修飾、特にＮ
末端グリコシル化は、ヒト血清におけるペプチドの安定性を増加させることが示されてい
る。血清安定性を増強する他の化学修飾は、限定されるものではないが、１～２０個の炭
素の低級アルキルからなるＮ末端アルキル基、例えばアセチル基の付加、および／または
Ｃ末端アミドもしくは置換されたアミド基の付加を含む。特に、本開示は、Ｎ末端アセチ
ル基および／またはＣ末端アミド基を有するペプチドからなる修飾ペプチドを含む。
【００９７】
　用語「ペプチド模倣体」または「模倣体」は、ペプチドまたはタンパク質の生物学的活
性を模倣するが、化学的性質においてもはやペプチドではない、すなわちペプチド結合（
すなわち、アミノ酸の間のアミド結合）をもはや１つも含有しない生物活性化合物を指す
。ここで、用語ペプチド模倣体は、もはや完全なペプチド性ではない分子を含むより広範
な意味で用いられており、例えば擬ペプチド、半ペプチド（semi-peptides）およびペプ
トイドを含む。このより広範な意味でのペプチド模倣体の例（ペプチドの部分がペプチド
結合を欠く構造と交換されている）は、以下に記載されている。完全に非ペプチドであろ
うと部分的に非ペプチドであろうと、実施態様のペプチド模倣体は、ペプチド模倣体の基
となるペプチド内の活性基の三次元配置とよく似た反応性化学部分の空間的配置を提供す
る。この類似の活性部位幾何学の結果として、ペプチド模倣体はペプチドの生物学的活性
と類似の生物システムに対する影響を有する。
【００９８】
　ペプチド模倣体は、Ｌ－アミノ酸を含有するペプチドと比較して逆配列で配置したＤ－
アミノ酸を含有する逆Ｄペプチドを含む。例えば、Ｌ－アミノ酸ペプチドのＣ末端残基が
Ｄ－アミノ酸ペプチドのＮ末端になるなどである。逆Ｄ－ペプチドは、望ましくはＬ－ア
ミノ酸ペプチドと同一の三次元立体構造を保持し、それゆえ同一の活性を保持しているが
、望ましくは、インビトロおよびインビボで酵素分解に対してより安定であり、それゆえ
元々のペプチドよりも優れた治療効果を有しうる（Brady and Dodson, Nature 368:692-6
93, 1994; and Jameson and McDonnel, Nature 368:744-746, 1994）。ペプチド模倣体は
、親ペプチドと比較して逆配列で配置したＬ－アミノ酸を含有する逆Ｌペプチドも含む。
親ペプチドのC末端残基は、逆ＬペプチドのＮ末端になるなどである。
【００９９】
　実施態様のペプチド模倣体は、好ましくは、三次元形状および生物学的活性の両方にお
いて、本明細書に記載されているペプチドと実質的に類似している。ペプチド模倣体を作
製するための当該技術分野で周知の、ペプチドを構造的に修飾する方法の例は、特にＮ末
端で、活性に不利に影響することなくタンパク質分解に対する安定性の増強をもたらしう
るＤ－アミノ酸残基構造をもたらす、主鎖キラル中心の反転を含む。第二の方法は、安定
性のために環状構造を変化させること、例えばＮ～Ｃ鎖間イミドおよびラクタムなどであ
る。これの１つの例は、立体構造的に制限されたチモペンチン様化合物、例えば米国特許
第４，４５７，４８９号に開示されている化合物に見られる（その開示は本明細書でその
全体において参照することによって援用される）。第三の方法は、タンパク質分解に対す
る耐性を与える擬ペプチド結合によって、ペプチド内のペプチド結合を置換することであ
る。
【０１００】
　ペプチド模倣体は、模倣体の１つもしくは両方の末端で保護基を含んでよく、または非
ペプチド結合による１つ以上のペプチド結合の置換は、ペプチドそのものよりもタンパク
質切断の影響を受けない。例えば、１つ以上のペプチド結合は、代替的タイプの共有結合
（例えば、炭素－－炭素結合またはアシル結合）と交換されうる。ペプチド模倣体は、ア
ミノ末端またはカルボキシル末端保護基、例えばｔ－ブチルオキシカルボニル、アセチル
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、アルキル、スクシニル、メトキシスクシニル、スベリル、アジピル、アゼライル、ダン
シル、ベンジルオキシカルボニル、フルオレニルメトキシカルボニル、メトキシアゼライ
ル、メトキシアジピル、メトキシスベリル、および２，４－ジニトロフェニルを取り込む
こともでき、それによって模倣体をタンパク質分解により影響を受けにくくする。対応す
るペプチドよりもタンパク質分解の影響を受けない模倣体を与えるために、非ペプチド結
合およびカルボキシルまたはアミノ末端保護基は、単独または組み合わせて用いられてよ
い。さらに、例えば分子の半減期を増加させるために、正常なＬ－立体異性体がＤ－アミ
ノ酸に置換されうる。従って、ペプチド模倣体は、以下の修飾の１つ以上を有するペプチ
ドを含む：ペプチジル［－－Ｃ（Ｏ）ＮＲ－－］結合の１つ以上が非ペプチジル結合、例
えば－－ＣＨ２－カルバメート結合［－－ＣＨ２－－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ－－］；ホスホネー
ト結合；－－ＣＨ２－スルホンアミド［－－ＣＨ２－－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ－－］結合；尿素
［－－ＮＨＣ（Ｏ）ＮＨ－－］結合；－－ＣＨ２－第二級アミン結合；もしくはアルキル
化ペプチジル結合［－－Ｃ（Ｏ）ＮＲ６－－（ここでＲ６は低級アルキルである）］によ
って交換されているペプチド；Ｎ末端が－－ＮＲＲ１基；－－ＮＲＣ（Ｏ）Ｒ基；－－Ｎ
ＲＣ（Ｏ）ＯＲ基；－－ＮＲＳ（Ｏ）２Ｒ基；－－ＮＨＣ（Ｏ）ＮＨＲ基（ここでＲおよ
びＲ１は水素もしくは低級アルキルであるが、ただしＲおよびＲ１の両方が水素となるこ
とはない）；スクシンイミド基；ベンジルオキシカルボニル－ＮＨ－－（ＣＢＺ－－ＣＨ
－－）基；もしくはフェニル環上に低級アルキル、低級アルコキシ、クロロ、およびブロ
モからなる群から選択される１～３個の置換基を有するベンジルオキシカルボニル－ＮＥ
－－基に誘導体化されているペプチド；または、Ｃ末端が－－Ｃ（Ｏ）Ｒ２（ここでＲ２

は低級アルコキシ、ならびに－－ＮＲ３Ｒ４（ここでＲ３およびＲ４は水素および低級ア
ルキルからなる群から独立して選択される）からなる群から選択される）に誘導体化され
ているペプチド。
【０１０１】
　好ましい模倣体は、ペプチドの－－Ｃ（Ｏ）ＮＨ－－結合の０個～全てが、－－ＣＲ２

ＯＣ（Ｏ）ＮＲ－－結合；ホスホネート結合；－－ＣＨ２Ｓ（Ｏ）２ＮＲ－－結合；－－
ＣＨ２ＮＲ－－結合；－－Ｃ（Ｏ）ＮＲ６－－結合、および－－ＮＨＣ（Ｏ）ＮＨ－－結
合からなる群から選択される結合によって交換され（ここで、Ｒは水素または低級アルキ
ルであり、Ｒ６は低級アルキルである）、模倣体のＮ末端は－－ＮＲＲ１基；－－ＮＲＣ
（Ｏ）Ｒ基；－－ＮＲＣ（Ｏ）ＯＲ基；－－ＮＲＳ（Ｏ）２Ｒ基；－－ＮＨＣ（Ｏ）ＮＨ
Ｒ基；スクシンイミド基；ベンジルオキシカルボニル－ＮＨ－－基；ならびにフェニル環
上に低級アルキル、低級アルコキシ、クロロ、およびブロモからなる群から選択される１
～３個の置換基を有するベンジルオキシカルボニル－ＮＨ－－基（ここで、ＲおよびＲ１

は水素および低級アルキルからなる群から独立して選択される）からなる群から選択され
、さらに模倣体のＣ末端は式－－Ｃ（Ｏ）Ｒ２（ここで、Ｒ２はヒドロキシ、低級アルコ
キシ、および－－ＮＲ３Ｒ４からなる群から選択される（ここでＲ３およびＲ４は水素お
よび低級アルキルからなる群から独立して選択され、－－ＮＲ３Ｒ４基の窒素原子は任意
にペプチドのＮ末端のアミン基であって、環状ペプチドを形成していてよい）を有するも
の、ならびにその生理的に許容される塩である。
【０１０２】
　用語「断片」または「サブ配列」は、タンパク質またはペプチドのアミノ酸配列の連続
的サブ配列からなるタンパク質またはポリペプチドを指し、自然発生の断片、例えばスプ
ライスバリアントおよび自然発生のインビボプロテアーゼ活性に起因する断片を含む。そ
のような断片は、アミノ末端で、カルボキシ末端で、および／または内部で（例えば自然
なスプライシングによって）切断されうる。そのような断片は、アミノ末端メチオニンを
含み、または含まずに製造されてよい。用語「断片」は、同一タンパク質またはペプチド
と同一であっても異なっていても、隣接アミノ酸配列が共通し、または共通せずに、直接
またはリンカーを通じて結合した断片を含む。そのような断片は、本開示のアミノ酸配列
と同一の少なくとも３つの隣接アミノ酸を含んでよい。
【０１０３】
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　語句「医薬的に許容される」または「治療的に許容される」は、生理的に許容でき、好
ましくはヒトに投与された時に、典型的にアレルギー反応または類似の有害反応、例えば
異常亢進、およびめまいなどを生じない分子実体および組成物を指す。好ましくは、本明
細書で用いられている用語「医薬的に許容される」は、動物、特にヒトに使用するために
連邦もしくは州政府の規制当局によって認可され、または米国薬局方もしくは他の一般的
に認められている薬局方（例えば、Remington’s Pharmaceutical Sciences）に記載され
ているものを意味する。
【０１０４】
　単語「ａ」または「ａｎ」が特許請求の範囲および／または明細書において用語「を含
む」と共に用いられている時、「１」を意味しうるが、「１つ以上」、「少なくとも１つ
」、および「１つまたは１つより多く」の意味とも矛盾しない。
【０１０５】
　この出願を通じて、用語「約」は、値が、値を決定するために利用される装置または方
法の誤差の標準偏差を含むことを示すために用いられている。
【０１０６】
鉄代謝疾患
　本開示の融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片もしくはペプチ
ド模倣体を用いて治療および／または予防されうる状態は、鉄代謝の乱れと関連するいず
れかの疾患、障害、または症候群を含む。鉄代謝の乱れは、鉄取り込み、鉄吸収、鉄輸送
、鉄貯蔵、鉄プロセシング、鉄動員、および鉄利用の１つ以上の乱れと関連しうる。一般
的に、鉄代謝の乱れは、鉄過剰状態、鉄分布異常または鉄欠乏をもたらす。
【０１０７】
　鉄過剰状態と関連する状態は、原発性および続発性の両方の鉄過剰の疾患、症候群また
は障害を含み、例えば限定されるものではないが、遺伝性ヘモクロマトーシス、晩発性皮
膚ポルフィリン症、遺伝性球状赤血球症、低色素性貧血、赤血球過形成性貧血（hyperery
thropoietic anemia）（ＣＤＡＩ）、顔面生殖器異形成（faciogenital dysplasia）（Ｆ
ＧＤＹ）、アースコグ症候群、無トランスフェリン血症、鉄芽球性貧血（ＳＡ）、ピリド
キシン反応性鉄芽球性貧血、ならびに異常ヘモグロビン症、例えばサラセミアおよび鎌状
赤血球を含む。いくつかの研究は、鉄代謝障害、例えばサラセミアおよびヘモクロマトー
シスと、多数の疾患状態、例えばＩＩ型（インスリン非依存性）糖尿病およびアテローム
性動脈硬化症の間の関連を示唆している（A. J. Matthews et al., J. Surg. Res., 1997
, 73: 3540; T. P. Tuomainen et al., Diabetes Care, 1997, 20: 426-428）。
【０１０８】
　鉄欠乏および／または鉄分布異常と関連する疾患は、限定されるものではないが、慢性
疾患の貧血、炎症の貧血、鉄欠乏貧血、機能性鉄欠乏、および小球性貧血を含む。用語「
慢性疾患の貧血」または「炎症の貧血」は、例えば、広範な感染、炎症、腫瘍性障害など
の結果として発症するいずれかの貧血を指す。発症する貧血は、しばしば赤血球寿命の短
縮およびマクロファージ内での鉄の隔離によって特徴づけられ、それは新たな赤血球を作
製するために利用可能な鉄の量の減少をもたらす。慢性疾患の貧血または炎症の貧血と関
連する状態は、限定されるものではないが、慢性腎疾患、末期腎疾患、腫瘍性障害、慢性
細菌性心内膜炎、骨髄炎、リウマチ熱、および潰瘍性大腸炎を含む。さらなる状態は、感
染、炎症、および腫瘍と関連する他の疾患および障害、例えば、炎症性感染（例えば、肺
膿瘍、結核など）、炎症性非感染性障害（例えば、関節リウマチ、全身性エリテマトーデ
ス、クローン病、肝炎、炎症性腸疾患など）、ならびに様々な癌、腫瘍、および悪性腫瘍
（例えば、癌、肉腫、リンパ腫など）を含む。鉄欠乏性貧血は、状態、例えば妊娠、月経
、乳児期および小児期、外傷による血液喪失などに起因しうる。
【０１０９】
　鉄代謝は多数の他の疾患状態、例えば心血管疾患（例えばうっ血性心不全）、アルツハ
イマー病、パーキンソン病、およびある種の結腸直腸癌において役割を果たすことも示唆
されている（例えば、P. Tuomainen et al., Circulation, 1997, 97: 1461-1466; J. M.
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 McCord, Circulation, 1991, 83: 1112-1114; J. L. Sullivan, J. Clin. Epidemiol., 
1996, 49: 1345-1352; M. A. Smith et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 1997, 94: 9866-9
868; P. Riederer et al., J. Neurochem., 1989, 512: 515-520; P. Knekt et al., Int
. J. Cancer, 1994, 56: 379-382を参照のこと）。
【０１１０】
癌
　８００人を超える女性からの乳癌における遺伝子発現プロファイルが、フェロポーチン
遺伝子発現の減少が他の乳癌危険因子と無関係な無転移および疾患特異的生存率の有意な
減少と関連することを明らかにすることが示されている（Pinnix et al. Science Transl
ational Medicine 2(43):1-10 (August 2010)）。高フェロポーチンおよび低ヘプシジン
遺伝子発現は、９０％を超える１０年生存率を有する乳癌患者の非常に好ましいコホート
を同定した。それゆえ、ＢＭＰシグナル伝達を低下させ、それゆえヘプシジン遺伝子発現
を低下させ、かつ癌患者、例えば限定されるものではないが、乳癌患者のフェロポーチン
レベルを上昇させるためにＨＪＶ．Ｆｃ投与することは、無転移および疾患特異的生存率
の有意な減少を達成するはずである。
【０１１１】
医薬組成物
　本開示は、鉄恒常性障害を治療、予防および改善する方法に関する。本開示の融合タン
パク質、ならびにそれに由来する変異体、誘導体、断片およびペプチド模倣体は、鉄恒常
性と関連する状態または疾患の治療に有用である。
【０１１２】
　それゆえ、本開示の方法は、鉄を動員し、血清ヘモグロビンおよび／またはヘマトクリ
ットレベルを増加させるために、それを必要とし、またはそれを必要する危険性がある対
象に、本開示の融合タンパク質、もしくはそれに由来する変異体、誘導体、断片およびペ
プチド模倣体の１つ以上、または本開示の融合タンパク質、またはそれに由来する変異体
、誘導体、断片およびペプチド模倣体の１つ以上を含む組成物の有効量を投与することを
含む。１つの実施態様では、本開示の融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘
導体、断片およびペプチド模倣体の１つ以上ならびに適切な医薬担体を含む治療用組成物
の有効量は、鉄恒常性に関連する症状を予防もしくは改善し、または障害、疾患もしくは
状態を治療する目的で、鉄を動員し、血清ヘモグロビンおよび／またはヘマトクリットレ
ベルを増加させるために対象に投与される。１つの実施態様では、対象は動物である。別
の実施態様では、対象は哺乳類、好ましくはヒトである。
【０１１３】
　本開示の融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片およびペプチド
模倣体は、鉄の動員ならびに血清ヘモグロビンおよび／またはヘマトクリットレベルの増
加が有益となりうるいずれかの疾患状態または障害における症状の治療、予防または改善
に用いられる。
【０１１４】
　本開示の範囲内にある組成物は、有害な副作用を回避しながら望ましい治療効果を達成
するために効果的な量の活性剤（例えば本開示の融合タンパク質、またはそれに由来する
変異体、誘導体、断片およびペプチド模倣体の１つ以上）を含有するであろう。活性剤の
医薬的に許容される製剤および塩は本開示の範囲内にあり、当該技術分野で周知である。
ポリペプチドアンタゴニストなどの投与のために、投与される量は有害な副作用を回避す
るように選択されなければならない。特定の疾患、障害または状態の治療に効果的な治療
用組成物または医薬組成物の量は、疾患の性質および重症度、作用の標的部位、患者の体
重、患者が摂取している特別食、併用される薬物、投与経路、ならびに当業者によって認
識されるであろう他の要因に依存するであろう。投与量は、慣用の要因、例えば疾患の程
度および患者によって異なるパラメーターに従って、臨床医によって適応されるであろう
。典型的には、０．００１～１００ｍｇ／ｋｇが対象に週２回投与される。好ましくは、
１０～３０ｍｇ／ｋｇが対象に週２回投与される。１つの具体的な実施態様では、２０ｍ
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ｇ／ｋｇが対象に週２回投与される。効果的な用量は、インビトロおよび動物モデル試験
系に由来する用量反応曲線から外挿することができる。例えば、ラット研究から得られた
データに基づいてヒト用の効果的なｍｇ／ｋｇ用量を得るために、ラットにおける効果的
なｍｇ／ｋｇ投与量を６で割る。
【０１１５】
　様々な送達系が周知であり、融合タンパク質、もしくはそれに由来する変異体、誘導体
、断片およびペプチド模倣体、またはこれらの本開示の融合タンパク質、もしくはそれに
由来する変異体、誘導体、断片およびペプチド模倣体を含有する医薬組成物を投与するた
めに用いられてよい。本開示の医薬組成物は、いずれかの適切な経路、例えば静脈内もし
くは筋肉内注射、脳室内もしくはくも膜下腔内注射（中枢神経系投与用）、経口、局所、
皮下、結膜下、もしくは経鼻、皮内、舌下、膣内、直腸または硬膜外経路によって投与す
ることができる。好ましい投与経路は、静脈内投与である。
【０１１６】
　当該技術分野で周知の他の送達系が本開示の医薬組成物の送達に用いられてよく、例え
ば水溶液、微小粒子、またはマイクロカプセル内でのカプセル化を介して送達されてよい
。
【０１１７】
　さらに別の実施態様では、本開示の医薬組成物は制御放出系にて送達されてよい。１つ
の実施態様ではポリマー材料が用いられてよく、別の実施態様ではポンプが用いられてよ
い。
【０１１８】
　上記のように、本開示の医薬組成物は、医薬的に許容される担体と併用して、本開示の
融合タンパク質、またはそれに由来する変異体、誘導体、断片およびペプチド模倣体の１
つ以上を含む。用語「担体」は、ペプチド、ペプチド誘導体またはペプチド模倣体と共に
投与される、希釈剤、アジュバントおよび／または賦形剤、例えば充填剤、結合剤、崩壊
剤、滑沢剤、シリカ・フロー・コンディショナー（silica flow conditioner）、安定化
剤またはビヒクルを指す。そのような医薬担体は、滅菌液、例えば水および油、例えば鉱
油、植物油（例えば、落花生油、大豆油、ゴマ油およびキャノーラ油）、動物油または合
成起源の油を含む。グリセロールおよびデキストロース水溶液、ならびに生理食塩水も本
開示の医薬組成物の液体担体として利用されてよい。当然ながら、担体の選択は、ペプチ
ド、ペプチド誘導体またはペプチド模倣体の性質、その溶解性および他の生理的特性、な
らびに送達および適用の標的部位に依存する。適切な医薬担体の例は、Remington: The S
cience and Practice of Pharmacy by Alfonso R. Gennaro, 2003, 21st edition, Mack 
Publishing Companyに記載されている。
【０１１９】
　本開示の医薬製剤に取り込まれてよいさらなる医薬的に適切な材料は、吸収促進剤、ｐ
Ｈ制御因子および緩衝液、モル浸透圧濃度調節剤（osmolarity adjusters）、防腐剤、安
定剤、抗酸化剤、界面活性剤、増粘剤、皮膚軟化剤、分散剤、香味剤、着色剤ならびに湿
潤剤を含む。
【０１２０】
　適切な医薬賦形剤の例は、水、グルコース、スクロース、ラクトース、グリコール、エ
タノール、モノステアリン酸グリセロール、ゼラチン、米、デンプン、小麦粉、チョーク
（chalk）、ステアリン酸ナトリウム、麦芽、および塩化ナトリウムなどである。本開示
の医薬組成物は、溶液、カプセル剤、錠剤、クリーム剤、ゲル剤、粉末、および持続放出
製剤などの形態であってよい。組成物は、伝統的な結合剤および担体、例えばトリグリセ
リドで、坐剤として製剤化されてよい（Remington: The Science and Practice of Pharm
acy by Alfonso R. Gennaro, 2003, 21.sup.th edition, Mack Publishing Companyを参
照のこと）。そのような組成物は、対象への適切な投与のための形態を提供するように、
適切な量の担体と共に治療的有効量の治療用組成物を含有する。製剤は、投与様式および
標的作用部位（例えば、特定の臓器または細胞型）に適合するように設計される。



(28) JP 2014-506452 A 2014.3.17

10

20

30

40

50

【０１２１】
　本開示の医薬組成物は、中性形態または塩形態として製剤化されてよい。医薬的に許容
される塩は、遊離アミノ基と形成されたもの、および遊離カルボキシル基と反応するもの
を含む。医薬品業界で一般的に用いられる無毒性アルカリ金属、アルカリ土類金属および
アンモニウム塩は、ナトリウム、カリウム、リチウム、カルシウム、マグネシウム、バリ
ウム、アンモニウム、およびプロタミン亜鉛塩を含み、当該技術分野で周知の方法によっ
て製造される。該用語は、一般的に本開示の化合物を適切な有機または無機酸と反応させ
ることによって製造される非毒性酸付加塩も含む。代表的な塩は、臭化水素酸塩、塩酸塩
、吉草酸塩、シュウ酸塩、オレイン酸塩、ラウリン酸塩（laureate）、ホウ酸塩、安息香
酸塩、硫酸塩、硫酸水素塩、酢酸塩、リン酸塩、トシル酸塩（tysolate）、クエン酸塩、
マレイン酸塩、フマル酸塩、酒石酸塩、コハク酸塩、およびナプシル酸塩などを含む。
【０１２２】
　本開示で用いられてよい充填剤または結合剤の例は、アラビアゴム、アルギン酸、リン
酸カルシウム（リン酸水素カルシウム）、カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチ
ルセルロースナトリウム、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース
、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、デキストリン、デキストレート（dextrates）
、スクロース、チロース、アルファ化デンプン、硫酸カルシウム、アミロース、グリシン
、ベントナイト、マルトース、ソルビトール、エチルセルロース、リン酸水素二ナトリウ
ム、リン酸二ナトリウム、ピロ亜硫酸二ナトリウム、ポリビニルアルコール、ゼラチン、
グルコース、グアーガム、液状グルコース、圧縮糖（compressible sugar）、ケイ酸アル
ミニウムマグネシウム、マルトデキストリン、ポリエチレンオキシド、ポリメタクリレー
ト、ポビドン、アルギン酸ナトリウム、トラガカント、微結晶セルロース、デンプン、お
よびゼインを含む。別の最も好ましい充填剤または結合剤は、微結晶セルロースからなる
。
【０１２３】
　用いられてよい崩壊剤の例は、アルギン酸、カルボキシメチルセルロース、カルボキシ
メチルセルロースナトリウム、ヒドロキシプロピルセルロース（低置換）、微結晶セルロ
ース、粉末セルロース、コロイド状二酸化ケイ素、クロスカルメロースナトリウム、クロ
スポビドン、メチルセルロース、ポラクリリンカリウム、ポビドン、アルギン酸ナトリウ
ム、デンプングリコール酸ナトリウム、デンプン、二亜硫酸二ナトリウム、エダタミル二
ナトリウム、エデト酸二ナトリウム、エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム（ＥＤＴＡ）
架橋ポリビニルピロリジン、アルファ化デンプン、カルボキシメチルデンプン、カルボキ
シメチルデンプンナトリウムおよび微結晶セルロースを含む。
【０１２４】
　滑沢剤の例は、ステアリン酸カルシウム、キャノーラ油、パルミトステアリン酸グリセ
リル、硬化植物油（Ｉ型）、酸化マグネシウム、ステアリン酸マグネシウム、鉱油、ポロ
クサマー、ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、ステアリン酸フマル酸ナ
トリウム（sodium stearate fumarate）、ステアリン酸、タルク、ステアリン酸亜鉛、グ
リセリルベハペート（glyceryl behapate）、ラウリル硫酸マグネシウム、ホウ酸、安息
香酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、安息香酸ナトリウム／酢酸ナトリウム（組み合わせに
て）およびＤＬロイシンを含む。
【０１２５】
　シリカ・フロー・コンディショナー（silica flow conditioners）の例は、コロイド状
二酸化ケイ素、ケイ酸アルミニウムマグネシウムおよびグアーガムを含む。別の最も好ま
しいシリカ・フロー・コンディショナー（silica flow conditioner）は、二酸化ケイ素
からなる。
【０１２６】
　安定化剤の例は、アラビアゴム、アルブミン、ポリビニルアルコール、アルギン酸、ベ
ントナイト、リン酸二カルシウム、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセ
ルロース、コロイド状二酸化ケイ素、シクロデキストリン、モノステアリン酸グリセリル
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、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、三ケイ酸マグネシウム、ケイ酸アルミニウムマ
グネシウム、プロピレングリコール、アルギン酸プロピレングリコール、アルギン酸ナト
リウム、カルナウバワックス、キサンタンガム、デンプン、ステアリン酸塩、ステアリン
酸、ステアリン酸モノグリセリド（stearic monoglyceride）およびステアリルアルコー
ルを含む。
【０１２７】
　本開示は、対象に投与された時点でより安定となるようなペプチドまたはペプチド誘導
体の修飾（すなわち、投与された時点で、非修飾形態と比較してより長い半減期またはよ
り長い有効期間を有するもの）も提供する。そのような修飾は、この開示が関係する分野
の当業者に周知である（例えば、ポリエチレングリコール誘導体化、別名ＰＥＧ化、マイ
クロカプセル化など）。
【０１２８】
スクリーニング方法
　本開示は、哺乳類対象の血清鉄、血清ヘモグロビンおよび／またはヘマトクリットレベ
ルを変化させる化合物（例えば、ＨＪＶ－ＩｇＧ融合タンパク質、ならびにそれに由来す
る変異体、誘導体およびペプチド模倣体）のスクリーニング方法を提供する。いくつかの
実施態様では、哺乳類対象において鉄を動員し、血清ヘモグロビンおよび／またはヘマト
クリットレベルを変化させる（例えば、増加または減少させる）化合物のスクリーニング
方法が提供される。
【０１２９】
　別の実施態様では、本開示は、化合物をスクリーニングする方法であって、化合物がＢ
ＭＰ－６に特異的に結合するそれらの能力についてスクリーニングされる方法を提供する
。具体的な実施態様では、本開示の組成物は、少なくとも１０－５、１０－６、１０－７

、１０－８、１０－９、１０－１０、１０－１１または１０－１２ＭのＫＤでＢＭＰ－６
に結合するそれらの能力についてスクリーニングされる。別の実施態様では、本開示は、
化合物をスクリーニングする方法であって、化合物がＢＭＰ－６シグナル伝達を阻害する
それらの能力についてスクリーニングされる方法を提供する。具体的な実施態様では、本
開示の組成物は、ＢＭＰ－６シグナル伝達を少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、
６０、７０、８０、９０、９５、９７、９９または１００％阻害するそれらの能力につい
てスクリーニングされる。
【０１３０】
組換え発現ベクターおよび宿主細胞
　本開示の別の態様は、本開示の融合タンパク質、ならびにそれに由来する変異体、誘導
体およびペプチド模倣体をコードする核酸を含有するベクター、好ましくは発現ベクター
に関する。本明細書で用いられている用語「ベクター」は、それに結合した別の核酸を輸
送することができる核酸分子を指す。１つのタイプのベクターは「プラスミド」であり、
付加的ＤＮＡ断片を連結することができる直鎖状または環状二本鎖ＤＮＡループを指す。
別のタイプのベクターはウイルスベクターであり、ウイルスゲノムに付加的ＤＮＡ断片を
連結することができる。特定のベクターはそれらが導入された宿主細胞内で自律複製する
ことができる（例えば、細菌複製起点を有する細菌ベクターおよびエピソーム哺乳類ベク
ター）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳類ベクター）は、宿主細胞への導入時
に宿主細胞のゲノムに組み込まれ、それによって宿主ゲノムと共に複製される。さらに、
特定のベクターはそれらが動作可能なように（operatively）結合した遺伝子の発現を指
示することができる。そのようなベクターは、本明細書で「発現ベクター」と呼ばれる。
一般に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、しばしばプラスミドの形態で
ある。プラスミドは最も一般的に用いられるベクターの形態であるため、本明細書におい
て「プラスミド」および「ベクター」は互換的に用いられてよい。しかしながら、本開示
は、他の形態の発現ベクター、例えばウイルスベクター（例えば、複製欠損レトロウイル
ス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）を含むことを意図しており、それらは同
等の機能を果たす。
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【０１３１】
　本開示の組換え発現ベクターは、宿主細胞内での核酸の発現に適切な形態の本開示の核
酸を含み、これは、組換え発現ベクターが、発現に用いられる宿主細胞に基づいて選択さ
れ、発現される核酸配列と動作可能なように（operatively）結合した１つ以上の制御配
列を含むことを意味する。組換え発現ベクター内において、「動作可能なように（operab
ly）結合した」は、興味あるヌクレオチド配列がヌクレオチド配列の発現を可能にする様
式にて制御配列と結合していることを意味することを意図している（例えば、インビトロ
転写／翻訳系において、またはベクターが宿主細胞に導入された時に宿主細胞において）
。用語「制御配列」は、プロモーター、エンハンサーおよび他の発現制御要素（例えば、
ポリアデニル化シグナル）を含むことを意図している。そのような制御配列は、例えばGo
eddel; GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, Sa
n Diego, Calif. (1990)に記載されている。制御配列は、多くのタイプの宿主細胞におい
てヌクレオチド配列の構成的発現を指示するもの、および特定の宿主細胞においてのみヌ
クレオチド配列の発現を指示するもの（例えば、組織特異的制御配列）を含む。当業者で
あれば理解できるであろうが、発現ベクターの設計は、形質転換される宿主細胞の選択、
望ましいタンパク質の発現レベルなどの要因に依存しうる。本開示の発現ベクターは、宿
主細胞に導入され得、それによって本明細書に記載されている核酸によってコードされた
ている本開示の融合タンパク質、ならびにそれに由来する変異体、誘導体およびペプチド
模倣体が産生される。
【０１３２】
　本開示の組換え発現ベクターは、原核または真核細胞内で本開示の融合タンパク質、な
らびにそれに由来する変異体、誘導体およびペプチド模倣体の発現用に設計されうる。例
えば、本開示の融合タンパク質、ならびにそれに由来する変異体、誘導体およびペプチド
模倣体は、細菌細胞、例えば大腸菌、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクターを用いる
）、酵母細胞または哺乳類細胞内で発現されうる。適切な宿主細胞は、Goeddel, GENE EX
PRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif
. (1990)でさらに議論されている。あるいは、組換え発現ベクターは、インビトロで、例
えばＴ７プロモーター制御配列およびＴ７ポリメラーゼを用いて転写および翻訳されうる
。
【０１３３】
　原核生物内でのタンパク質の発現は、融合または非融合タンパク質のいずれかの発現を
指示する構成的または誘導性プロモーターを含有するベクターを含む大腸菌内で最も頻繁
に行われる。融合ベクターは、多数のアミノ酸を、その中にコードされたタンパク質、通
常は組換えタンパク質のアミノ末端に付加する。そのような融合ベクターは典型的に、以
下の３つの目的を果たす：（１）組換えタンパク質の発現を増加させる；（２）組換えタ
ンパク質の溶解性を増加させる；および（３）親和性精製においてリガンドとして作用す
ることによって、組換えタンパク質の精製を助ける。しばしば、融合発現ベクターにおい
て、融合部分と組換えタンパク質の接合部にタンパク質切断部位が導入され、融合タンパ
ク質の精製の後で融合部分からの組換えタンパク質の分離を可能にする。そのような酵素
、およびそれらの同族認識配列は、第Ｘａ因子、トロンビンおよびエンテロキナーゼを含
む。典型的な融合発現ベクターは、ｐＧＥＸ（ファルマシア・バイオテック・インコーポ
レーテッド；Smith and Johnson (1988) Gene 67:31 40）、ｐＭＡＬ（ニュー・イングラ
ンド・バイオラブズ、ベバリー、マサチューセッツ州）およびｐＲＩＴ５（ファルマシア
、ピスカタウェイ、ニュージャージー州）を含み、それぞれグルタチオンＳトランスフェ
ラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパク質、またはプロテインＡを、標的組換えタ
ンパク質に融合する。
【０１３４】
　適切な誘導性非融合大腸菌発現ベクターの例は、ｐＴｒｃ（Amrann et al., (1988) Ge
ne 69:301 315）およびｐＥＴ　１１ｄ（Studier et al., GENE EXPRESSION TECHNOLOGY:
 METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 60 89）を含
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む。
【０１３５】
　大腸菌内で組換えタンパク質発現を最大にするための１つの戦略は、組換えタンパク質
をタンパク質切断する能力が低下した宿主細菌内でタンパク質を発現することである。Go
ttesman, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, 
San Diego, Calif. (1990) 119 128を参照のこと。別の戦略は、各アミノ酸用の個々のコ
ドンが大腸菌内で優先的に利用されているものになるように発現ベクターに挿入される核
酸の核酸配列を変化させることである（Wada et al., (1992) Nucleic Acids Res. 20:21
1:1-7, 10-13, 19-34, 45-53, 58-85, 111-113, 120, 130, 132-134 and 13518）。本開
示の核酸配列のそのような変化は、標準的なＤＮＡ合成技術によって行われうる。
【０１３６】
　別の実施態様では、本開示の組成物で用いられる発現ベクターは、酵母発現ベクターで
ある。出芽酵母内での発現用ベクターの例は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Baldari, et al., (19
87) EMBO J 6:229 234）、ｐＭＦａ（Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell 30:933 943
）、ｐＪＲＹ８８（Schultz et al., (1987) Gene 54:113 123）、ｐＹＥＳ２（インビト
ロジェン・コーポレーション、サンディエゴ、カリフォルニア州）、およびｐｉｃＺ（イ
ンビトロジェン・コーポレーション、サンディエゴ、カリフォルニア州）を含む。
【０１３７】
　あるいは、本開示の組成物は、バキュロウイルス発現ベクターを用いて昆虫細胞で発現
されうる。培養昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）内でのタンパク質の発現に利用可能なバ
キュロウイルスベクターは、ｐＡｃ系（Smith et al. (1983) Mol Cell Biol 3:2156 216
5）およびｐＶＬ系（Lucklow and Summers (1989) Virology 170:31 39）を含む。
【０１３８】
　さらに別の実施態様では、本開示の核酸は、哺乳類発現ベクターを用いて哺乳類細胞内
で発現される。哺乳類発現ベクターの例は、ｐＣＤＭ８（Seed (1987) Nature 329:840）
およびｐＭＴ２ＰＣ（Kaufman et al. (1987) EMBO J 6: 187 195）を含む。哺乳類細胞
内で用いられる場合、発現ベクターの制御機能は、しばしばウイルス制御要素によって提
供される。例えば、一般的に用いられるプロモーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２
、サイトメガロウイルスおよびシミアンウイルス４０に由来するものである。原核および
真核細胞の両方のための他の適切な発現系。例えば、Sambrook et al.,  MOLECULAR CLON
ING: A LABORATORY MANUAL. 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989のChapters 16および17を参照
のこと。
【０１３９】
　別の実施態様では、組換え哺乳類発現ベクターは、特定の細胞型内で優先的に核酸の発
現を指示することができる（例えば、組織特異的制御要素が核酸を発現するために用いら
れる）。組織特異的制御要素は当該技術分野で周知である。適切な組織特異的プロモータ
ーの非限定的例は、アルブミンプロモーター（肝臓特異的；Pinkert et al. (1987) Gene
s Dev 1:268 277）、リンパ系特異的プロモーター（Calame and Eaton (1988) Adv Immun
ol 43:235 275）、特にＴ細胞受容体のプロモーター（Winoto and Baltimore (1989) EMB
O J 8:729 733）および免疫グロブリン（Banerji et al. (1983) Cell 33:729 740; Quee
n and Baltimore (1983) Cell 33:741 748）、神経特異的プロモーター（例えば、神経フ
ィラメントプロモーター；Byrne and Ruddle (1989) PNAS 86:5473 5477）、膵臓特異的
プロモーター（Edlund et al. (1985) Science 230:912 916）、および乳腺特異的プロモ
ーター（例えば、乳清プロモーター；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出願公
開第２６４，１６６号）を含む。発生的に制御されるプロモーターは、例えばマウスｈｏ
ｘプロモーター（Kessel and Gruss (1990) Science 249:374 379）およびα－フェトタ
ンパク質プロモーター（Campes and Tilghman (1989) Genes Dev 3:537 546）も包含する
。
【０１４０】
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　本開示はさらに、アンチセンス配向にて発現ベクターにクローン化された本開示のＤＮ
Ａ分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、ＤＮＡ分子は、本開示の融合タ
ンパク質のｍＲＮＡにアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現を可能にする（ＤＮＡ分子の
転写によって）様式にて、制御配列と動作可能なように（operatively）結合している。
アンチセンス配向にてクローン化された核酸と動作可能なように（operatively）結合し
た制御配列は、様々な細胞型においてアンチセンスＲＮＡ分子の継続的発現を指示するよ
うに選択され得、例えばウイルスプロモーターおよび／もしくはエンハンサーであり、ま
たは、制御配列はアンチセンスＲＮＡの構成的、組織特異的または細胞型特異的発現を指
示するように選択されうる。アンチセンス発現ベクターは組換えプラスミド、ファージミ
ドまたは弱毒ウイルスの形態であってよく、その中でアンチセンス核酸は高効率制御領域
（その活性はベクターが導入されている細胞型によって決定されうる）のコントロール下
で産生される。アンチセンス遺伝子を用いる遺伝子発現の制御の議論については、Weintr
aub et al., "Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis," Reviews: T
rends in Genetics, Vol. 1(1) 1986を参照のこと。
【０１４１】
　本開示の別の態様は、本開示の組換え発現ベクターが導入されている宿主細胞に関する
。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書で互換的に用いられている。
該用語は特定の対象細胞のみならず、該細胞の子孫細胞または潜在的子孫細胞も指すと理
解されたい。変異または環境の影響のいずれかによって特定の修飾が後続の世代に生じう
るため、該子孫細胞は、実際は親細胞と同一ではないかもしれないが、本明細書で用いら
れている用語の範囲内になおも含まれる。
【０１４２】
　宿主細胞は、いずれかの原核または真核細胞であってよい。例えば、本開示の融合タン
パク質、ならびにそれに由来する変異体、誘導体およびペプチド模倣体は、細菌細胞、例
えば大腸菌、昆虫細胞、酵母または哺乳類細胞（例えばチャイニーズハムスター卵巣細胞
（ＣＨＯ）もしくはＣＯＳ細胞）内で発現されうる。他の適切な宿主細胞は当業者に周知
である。好ましい実施態様では、本開示の融合タンパク質、またはそれに由来する変異体
、誘導体もしくはペプチド模倣体は、ＣＨＯ細胞内で発現される。
【０１４３】
　ベクターＤＮＡは、慣用の形質転換またはトランスフェクション技術によって原核また
は真核細胞に導入されうる。本明細書で用いられている用語「形質転換」および「トラン
スフェクション」は、外来核酸（例えば、ＤＮＡ）を宿主細胞に導入するための当該技術
分野で認識されている様々な技術、例えばリン酸カルシウムもしくは塩化カルシウム共沈
、ＤＥＡＥデキストラン媒介性トランスフェクション、リポフェクション、またはエレク
トロポレーションを指すことを意図している。宿主細胞を形質転換またはトランスフェク
トする適切な方法は、Sambrook, et al.（MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2n
d ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, N.Y., 1989）、および他の実験マニュアルに見ることができる。
【０１４４】
　哺乳類細胞の安定なトランスフェクションのために、用いられる発現ベクターおよびト
ランスフェクション技術に依存するが、ほんのわずかの細胞のみが外来ＤＮＡをそれらの
ゲノムに組み込めばよいことが知られている。これらの組み込み体を同定および選択する
ために、選択可能なマーカー（例えば、抗生物質耐性マーカー）をコードする遺伝子が、
興味ある遺伝子と共に宿主細胞に一般的に導入される。様々な選択可能なマーカーは、薬
物耐性を与えるもの、例えばＧ４１８、ハイグロマイシンおよびメトトレキセートを含む
。選択可能なマーカーをコードする核酸は、本開示の組成物をコードしているベクターと
同一のベクター上において宿主細胞に導入することができ、または別々のベクターに導入
することができる。導入された核酸で安定にトランスフェクトされた細胞は、薬物選択に
よって同定することができる（例えば、これらの選択可能なマーカー遺伝子を組み込んだ
細胞は生存し、一方その他の細胞は死滅する）。
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【０１４５】
　本開示の宿主細胞、例えば培養中の原核または真核宿主細胞は、１つ以上の本開示の融
合タンパク質、ならびにそれに由来する変異体、誘導体およびペプチド模倣体を産生（す
なわち発現）するために用いられてよい。したがって、本開示は、本開示の宿主細胞を用
いて１つ以上の本開示の融合タンパク質、ならびにそれに由来する変異体、誘導体および
ペプチド模倣体を産生する方法をさらに提供する。１つの実施態様では、該方法は、本開
示の組成物が産生されるように本開示の宿主細胞（本開示の組成物をコードする組換え発
現ベクターが導入されている）を適切な培地中で培養することを含む。別の実施態様では
、該方法は、培地または宿主細胞から本開示の組成物を単離することをさらに含む。
【０１４６】
　さらに詳細な説明がなくとも、当業者であれば、前述の記載を用いて、本開示を最大限
に利用することができると考えられる。以下の実施例は説明目的のみで提供されているの
であって、決して本開示の残部を限定するものではない。
【実施例】
【０１４７】
実施例１．ヘモジュベリン－Ｆｃ融合タンパク質で処置された貧血ラットにおけるヘマト
クリットの増加。
　ラットに１５ｍｇ／ｋｇで一用量のラムノースを注射した。２８日後、関節腫脹、貧血
および顕著な白血球増加症を発症したラットを、３つの群の中の１つにランダムに割り当
てた。第１群では、ラットを２ｍｇ／ｋｇのＨＪＶ．Ｆｃ（配列番号９）の静脈内注射で
、週２回、４週間処置した。第２群では、ラットを２０ｍｇ／ｋｇのＨＪＶ．Ｆｃの静脈
内注射で、週２回、４週間処置した。第３群のラットは処置しなかった。
【０１４８】
　ヘマトクリットおよびヘモグロビン血清濃度を毎週測定した。４週間後の終末期出血（
terminal bleed）で、ヘマトクリット、ヘモグロビン、血清鉄、脾臓フェリチンおよび肝
臓ヘプシジンＲＮＡを決定した。
【０１４９】
　図３、５および６に示すように、高用量のＨＪＶ．Ｆｃを投与された貧血ラットは、Ｈ
ＪＶ．Ｆｃを投与されなかった貧血ラットよりも、有意に高い血清ヘマトクリットおよび
血清ヘモグロビンを有していた。ＨＪＶ．Ｆｃを投与された貧血ラットは、処置から４週
間後に、非貧血ラットと類似の血清ヘマトクリットおよびヘモグロビンを有していた。低
用量ＨＪＶ．Ｆｃからのデータを高用量データと合わせると、ＨＪＶ．Ｆｃを投与された
ラットは、ＨＪＶ．Ｆｃを投与されなかった貧血ラットよりも有意に高い血清ヘマトクリ
ットおよび血清ヘモグロビンを有していた（図４）。この場合もやはり、ＨＪＶ．Ｆｃを
投与された貧血ラットは、処置から４週間後に非貧血ラットと類似の血清ヘマトクリット
およびヘモグロビンを有していた。
【０１５０】
実施例２．単量体ＨＪＶ．ＨｉｓはＢＭＰ－６に対する親和性が低い。
　図７ａは、アミンカップリング法（Halbrooks 2007）によってＣＭ５センサーチップ上
に固定化したヒトＢＭＰ６と、ＨＩＳタグ結合を有する可溶性ヒトヘモジュベリンの結合
を示す。１部位の一価フィットモデル（one-site univalent fit model）を用いると、お
よそ３３ｎＭのＫｄが得られる。図７ｂは、可溶性ＨＪＶ．Ｆｃタンパク質も固定化した
ヒトＢＭＰ６に結合することができ、２部位の二価フィットモデル（two-site bivalent 
fit model）（ジスルフィド結合したＨＪＶ．Ｆｃの二量体の性質を説明するため）がお
よそ１３ｐＭの予備的なＫｄを与えることを示しているが、これは単量体ＨＪＶ．Ｈｉｓ
タンパク質と比較して非常に高い親和性である。それゆえ、図７ａに示すように、単量体
ＨＪＶ．ＨｉｓはＢＭＰ６に対する親和性が低い。図７ｂに示すように、ホモ二量体ＨＪ
Ｖ．Ｆｃは、有意に高いＢＭＰ６に対する結合親和性を有する。
【０１５１】
実施例３．ＨＪＶ．Ｆｃは用量依存的様式にてＢＭＰ６活性を阻害することができる。
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　細胞ベースの生物学的阻害ルシフェラーゼアッセイを用いている図８に示すように、Ｈ
ＪＶ．ＦｃはＢＭＰ６活性を用量依存的様式にて阻害することができる。肝細胞癌由来の
ＨｅｐＧ２細胞内でのヘプシジンプロモータールシフェラーゼアッセイを以前に記載され
たようにして行った（Babitt 2007）。ＨＪＶ．Ｆｃ阻害アッセイのために、ヘプシジン
プロモータールシフェラーゼレポーターで安定にトランスフェクトされたＨｅｐＧ２細胞
（Ｃ３３細胞株）を６時間血清飢餓状態にし、次いで１００ｎｇ／ｍｌ　ＢＭＰ－６リガ
ンドと共に、単独または０．５、５もしくは１０μｇ／ｍｌのＨＪＶ．Ｆｃと共に１６時
間インキュベートした。「ＢＲＸ３」および「Ａ６」は、２つの異なるロットのＨＪＶ．
Ｆｃタンパク質である。さらに、図９に示すように、ＨＪＶ．Ｆｃは、ＨＰＬＣ分析によ
って立証した場合に、本質的に純粋なホモ二量体タンパク質の調製品にて製造されうる。
この分析方法は、ＨＪＶ．Ｆｃのサンプルを、１００ｍＭリン酸ナトリウム、２００ｍＭ
塩化ナトリウム、ｐＨ６．０のランニング緩衝液を満たしたＢｉｏＳｅｐ　Ｓ３０００ク
ロマトグラフィーカラム（フェノメネックス）に注入する操作を含んだ。流速は１ｍｌ／
ｍｉｎであり、検出は波長２８０ｎｍで行った。
【０１５２】
　本明細書で引用されている全ての出版物および特許出願は、個々の出版物または特許出
願が参照することによって援用されることを具体的かつ個々に示されているかのように、
参照することによって本明細書に援用される。
【０１５３】
　前述の開示は理解の明確性のための説明および例示のために少し詳しく記載されている
が、この開示の教示を考慮した当業者にとって、添付の特許請求の範囲の精神または範囲
から逸脱することなく特定の変化および修飾がそれに対してなされてよいことは明らかで
あろう。

【図１】 【図２】
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