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(57)【要約】
本発明は、OBフォールドタンパク質の変異体を含有する局所用組成物に関し、また、同組
成物を調製するための方法にも関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　野生型OBフォールドタンパク質のその天然リガンドへの結合界面に5から32個の変異残
基を有する野生型OBフォールドタンパク質の変異体を含む、局所用組成物。
【請求項２】
　前記野生型OBフォールドタンパク質が、スルホロブス・アシドカルダリウス(Sulfolobu
s acidocaldarius)由来のSac7dまたはSac7e、スルホロブス・ソルファタリカス(Sulfolob
us solfataricus)由来のSso7d、スルホロブス・トコダイイ(Sulfolobus tokodaii)由来の
DBP 7、スルホロブス・シバタエ(Sulfolobus shibatae)由来のSsh7b、スルホロブス・シ
バタエ由来のSsh7a、およびスルホロブス・ソルファタリカス由来のp7ssから選択される
ことを特徴とする、請求項1記載の組成物。
【請求項３】
　10 mg/mlから600 mg/mlの前記変異体を含有することを特徴とする、請求項1および2の
いずれか一項記載の組成物。
【請求項４】
　前記変異体が、抗原、抗体、細胞タンパク質、循環タンパク質、ペプチド、薬剤の活性
成分、核酸、および特にインターロイキン、サイトカイン、サイトカインまたはインター
ロイキンの受容体、癌遺伝子によりコードされるタンパク質、微生物の表面タンパク質、
ならびに微生物リポ多糖から選択される対象の標的に結合することを特徴とする、請求項
1から3のいずれか一項記載の組成物。
【請求項５】
　皮膚に適用することが意図されていることを特徴とする、請求項1から4のいずれか一項
記載の組成物。
【請求項６】
　眼レベルで適用することが意図されていることを特徴とする、請求項1から4のいずれか
一項記載の組成物。
【請求項７】
　水性、油性もしくは水性-アルコール性溶液、エマルジョン、マイクロエマルジョン、
水性ゲル、無水ゲル、血清、小胞分散系、ローション、ゲル、クリーム、泡、エアロゾル
またはスプレーの形態にあることを特徴とする、請求項1から6のいずれか一項記載の組成
物。
【請求項８】
　抗菌剤、抗寄生虫剤、抗真菌剤、抗炎症剤、鎮痒剤、麻酔剤、抗ウイルス剤、角質溶解
剤、フリーラジカルスカベンジャー、抗脂漏剤、フケ防止剤、および抗ニキビ剤、ならび
に皮膚の分化および／または増殖および／または色素沈着を調節するための作用物質から
選択される少なくとも1つの作用物質も含有することを特徴とする、請求項1から7のいず
れか一項記載の組成物。
【請求項９】
　皮膚または眼の障害または疾患の処置における使用のための、請求項1から8のいずれか
一項記載の局所用組成物。
【請求項１０】
　野生型OBフォールドタンパク質のその天然リガンドへの結合界面に5から32個の変異残
基を有する野生型OBフォールドタンパク質の変異体を薬学的にまたは化粧用に許容される
担体と混合する段階を含む、請求項1から9のいずれか一項記載の局所用組成物を調製する
ための方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、関心対象の標的に結合する活性成分を含有する、化粧用途または治療用途の
ための局所用組成物の調製の分野に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　湿疹、乾癬、扁平苔癬および自己免疫性水疱性皮膚症などの皮膚疾患、または皮膚癌(
メラノーマ)がある一定数存在する。これらの疾患を処置するためには、局所用組成物、
すなわち、皮膚病変(または頭皮病変)に直接適用され、かつそれらが適用される部位で局
所的に作用する組成物を有することができると望ましい。
【０００３】
　さらに、そのような局所用組成物は、代謝性調節不全(特に加齢による)に関連するもの
であろうと、または眼感染症(重篤な結膜炎、角膜炎および角膜潰瘍)に関連するものであ
ろうと、眼疾患の処置にとって望ましい。
【０００４】
　いかなる疾患も、一般に、薬剤がそれに対して活性を有する治療対象の標的が存在する
。これは、細胞受容体、または微生物の表面タンパク質でありうる。一般に、作用部位で
治療対象の標的に対して直接的に作用し、全身経路を介する任意の通過をできるだけ回避
する、活性成分の適用を可能にする組成物を有することが望ましいように思われる。しか
しながら、抗体は、皮膚バリアまたは角膜バリアを透過しにくい。
【０００５】
　特許出願第WO 2007/139397号（特許文献1）には、OBフォールドタンパク質をその天然
リガンドに結合させるためのOBドメイン内に変異を導入することによりOBドメインが修飾
されている、OBフォールドタンパク質のライブラリの使用が記載されている。
【０００６】
　特許出願第WO 2008/068637号（特許文献2）には、関心対象の標的に対する親和性を有
するリガンドを得るための、Sac7dタンパク質に基づくライブラリの使用が記載されてい
る。WO 2008/068637（特許文献2）に記載の方法は、この野生型OBフォールドタンパク質
の結合部位のある特定のアミノ酸において変異を示す、野生型タンパク質の変異体の産生
につながるある特定のランダム変異の存在を除いて、全て同じ配列を有する複数のDNA分
子を含有するコンビナトリアルライブラリの作製を含む。特に、WO 2008/068637（特許文
献2）の文脈において、野生型OBフォールドタンパク質はSac7dタンパク質であり、特に、
K7、Y8、K9、K21、K22、W24、V26、M29、S31、T33、T40、R42、A44およびS46から選択さ
れるアミノ酸において、またはV26、G27、K28、M29、S31、R42、A44、S46、E47およびK48
などの他のアミノ酸に対して多様性を生じさせるために、その中に変異が導入される。こ
れらのアミノ酸はSEQ ID NO: 1により表されるSac7d配列に基づくものである。
【０００７】
　特許出願第WO 2012/150314号（特許文献3）は、Sac7dファミリーの1つのタンパク質か
ら同じファミリーの別のタンパク質への変異の移植性について示す。この移植性は、Sac7
dファミリーの1つのタンパク質の変異から該ファミリーの別のタンパク質の変異を作り出
すことを意味し、特に、WO 2008/068637（特許文献2）のプロセスを行うことにより、得
ることができるようになる。
【０００８】
　Sac7dファミリーは、好極限性細菌から単離された7 kDaのDNA結合タンパク質のファミ
リーに対応するSac7dファミリーに関連しているとして定義される。これらのタンパク質
およびこのファミリーは、WO 2008/068637（特許文献2）に特に記載されている。よって
、本発明の文脈の中で、タンパク質は、配列SEQ ID NO: 8に対応する配列を有するときに
Sac7dファミリーに属する。このファミリーは、特に、スルホロブス・アシドカルダリウ
ス(Sulfolobus acidocaldarius)から得たSac7dまたはSac7eタンパク質、スルホロブス・
ソルファタリカス(Sulfolobus solfataricus)から得たSso7dタンパク質、スルホロブス・
トコダイイ(Sulfolobus tokodaii)から得たDBP 7タンパク質、スルホロブス・シバタエ(S
ulfolobus shibatae)から得たSsh7bタンパク質、スルホロブス・シバタエから得たSsh7a
タンパク質、およびスルホロブス・ソルファタリカスから得たp7ssタンパク質を含む。
【０００９】
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　OBフォールドタンパク質は当技術分野において公知である。それらは、上記文献に、ま
た、Arcus(Curr Opin Struct Biol. 2002 Dec; 12(6):794-801)（非特許文献1）にも特に
記載されている。OBフォールドは、5つのベータ(β)シートを有する円筒の形態にある。
ほとんどのOBフォールドタンパク質は、それらの天然リガンドに対して同じ結合界面を使
用し、リガンドはオリゴ糖、オリゴヌクレオチド、タンパク質、金属イオンまたは触媒基
質でありうる。この結合界面は、主にβシート中に位置する残基を含む。ループ中に位置
するある特定の残基もまた、OBフォールドタンパク質その天然のリガンドとの結合に関与
しうる。よって、出願第WO 2007/139397号（特許文献1）および第WO 2008/068637号（特
許文献2）ならびにArcus文献(2002, 前掲論文)（非特許文献1）には、その天然リガンド
との結合のためのOBフォールド-タンパク質ドメインが記載されている。よって、文献WO 
2008/068637（特許文献2）には、OBフォールドタンパク質の結合ドメインを同定する方法
が正確に記載されている。
【００１０】
　ウェブサイトWU-Blast2 (http://www.ebi.ac.uk/blast2/index.html) (Lopez et al., 
2003, Nucleic Acids Res 31, 3795-3798（非特許文献2）)、T-COFFEE (http://www.ch.e
mbnet.org/software/TCoffee.html) (Notredame et al., 2000, J Mol Biol 302, 205-21
7（非特許文献3）)およびDALI lite (http://www.ebi.ac.uk/DaliLite/) (Holm and Park
, 2000, Bioinformatics 16, 566-567（非特許文献4）)を用いて、OBフォールドドメイン
を有するタンパク質の幾つかの配列および3D構造を重ね合わせることにより、結合ドメイ
ンおよび特に修飾できるアミノ酸の位置を同定することが可能になる。Sac7d(SEQ ID NO:
 1)の配列を参照とすると、これらは、残基V2、K3、K5、K7、Y8、K9、G10、E14、T17、K2
1、K22、W24、V26、G27、K28、M29、S31、T33、D36、N37、G38、K39、T40、R42、A44、S4
6、E47、K48、D49、A50およびP51である。さらにこのSac7d配列を参照とすると、削除で
きる残基は、A59、R60、A61およびE64である。
【００１１】
　他のOBフォールドタンパク質の結合ドメインは、WO 2008/068637（特許文献2）に記載
のように同定することができる。この出願は、DALIウェブサイト(http://www.ebi.ac.uk/
dali/interactive.html) (Holm and Sander, 1998, Nucleic Acids Res 26, 316-319（非
特許文献5）)を用いて、OBフォールドタンパク質またはドメイン(この出願では、Sac7dを
含む10個のドメインが用いられた)の3D構造の重ね合わせを行うことが可能であることを
示す。よって、任意のOBフォールドタンパク質(または任意のOBフォールドドメイン)につ
いて、結合部位に関連しかつ上記Sac7dアミノ酸に対応するアミノ酸を同定するのは容易
である。
【００１２】
　WO 2008/068637（特許文献2）の教示はまた、アミノ酸がOBフォールドタンパク質、特
にSac7dファミリーのタンパク質のループ内に任意で挿入できること；特に、1から15アミ
ノ酸残基の挿入が、ループ3(WO 2008/068637（特許文献2）の図1bおよび2で定義される)
、例えば、Sac7dの残基25から30の領域、好ましくは残基27と28の間において行うことが
でき、1から15アミノ酸残基の挿入が、ループ4(WO 2008/068637（特許文献2）の図1bおよ
び2で定義される)、例えば、Sac7dの残基35～40の領域、好ましくは残基37と38の間にお
いて行うことができ、1から20残基の挿入が、ループ1(WO 2008/068637（特許文献2）の図
1bおよび2で定義される)、例えば、Sac7dの残基7から12の領域、好ましくは残基9と10の
間において行うことができることを示す。
【００１３】
　さらには、本願の文脈において、用語「OBフォールドタンパク質」はまた、より複雑な
タンパク質から単離することができるOBフォールドを有するドメインも含む。これらのOB
フォールドドメインは特に、出願WO 2007/139397（特許文献1）およびWO 2008/068637（
特許文献2）においてより詳細に記載されている。
【００１４】
　WO 2008/068637（特許文献2）に記載の方法の利点は、ある一定数のアミノ酸が「無作
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為化」されている、すなわち、無作為なアミノ酸で置換されている複数の変異体を含有す
るまたは発現するコンビナトリアルライブラリをスクリーニングすることにより、OBフォ
ールドタンパク質の変異体を得ることが、それによって可能になる点である。これらのラ
イブラリのスクリーニングは、コンビナトリアルライブラリが作製された野生型タンパク
質の天然リガンド以外の関心対象の標的と、概して強い親和性で特異的に結合する(出願W
O 2008/068637（特許文献2）には実際に、1ナノモルのオーダーの親和性が記載されてい
る)これらのタンパク質の変異体を同定することを可能にする。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】WO 2007/139397
【特許文献２】WO 2008/068637
【特許文献３】WO 2012/150314
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Arcus, Curr Opin Struct Biol. 2002 Dec; 12(6):794-801
【非特許文献２】Lopez et al., 2003, Nucleic Acids Res 31, 3795-3798
【非特許文献３】Notredame et al., 2000, J Mol Biol 302, 205-217
【非特許文献４】Holm and Park, 2000, Bioinformatics 16, 566-567
【非特許文献５】Holm and Sander, 1998, Nucleic Acids Res 26, 316-319
【発明の概要】
【００１７】
　本発明者らは、OBフォールドタンパク質が、目のバリアまたは皮膚バリアを通過する能
力を有し、そのために、局所用組成物で使用することができることを示している。好まし
くは、関心対象の標的に結合するOBフォールドタンパク質の変異体が使用され、該関心対
象の標的は、病的状態、特に、眼科的な状態または皮膚科的な状態に関与する。
【００１８】
　よって、本発明は、OBフォールドタンパク質または野生型OBフォールドタンパク質の変
異体を含む局所用組成物に関し、該変異体は、野生型OBフォールドタンパク質のその天然
リガンドへの結合界面に5から32個の変異残基を有する。1つの特定の態様において、前記
変異体は、前記天然リガンド以外の関心対象の標的に特異的に結合する。そのために、こ
の変異体は概して、WO 2008/068637またはWO 2007/139397に記載の方法を実行することに
より同定された。実際、これらの2つの特許出願に記載の方法の実行によって、概して、
関心対象の任意の標的に結合する任意のOBフォールドタンパク質の変異体の同定が可能に
なる。この組成物は、局所使用のために薬学的にまたは化粧用に許容される賦形剤も概し
て含有する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　上記に見られるように、前記野生型OBフォールドタンパク質はまた、OBフォールドドメ
インも包含する。好ましくは、本発明の文脈で用いられる変異体は、最大で150アミノ酸
、より好ましくは最大で100アミノ酸を含有する。1つの特定の態様において、それは最大
で70アミノ酸を含有する。
【００２１】
　前記変異体における変異残基の数(野生型タンパク質に対する)は、5から32の間に含ま
れる。他の態様において、これらの変異体は、野生型OBフォールドタンパク質(またはド
メイン)と比較して、好ましくは少なくとも5個、より好ましくは少なくとも8個、さらに
より好ましくは少なくとも10個だが、一般に32個未満、より好ましくは24個未満、さらに
より好ましくは20個未満または15個未満の置換アミノ酸を有する。野生型タンパク質に対
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して、8、9、10、11、12または13個のアミノ酸が変異されているときが好ましい。これら
の変異アミノ酸は、OBフォールドタンパク質のその天然リガンドとの結合部位中に位置す
る。それらは概して、この結合ドメインの全体にわたって分布する。この結合ドメインの
構造を考慮すれば、ある特定の変異残基は、(概して幾つかの、特に2つまたは3つの)βシ
ート中に見いだされる。
【００２２】
　1つの特定の態様において、これらの変異体はまた、OBフォールドのβシートを連結す
るループ中へのアミノ酸挿入も含むことができる。よって、1から15個の間のアミノ酸が
、ループ1および／またはループ4および／またはループ3内に導入される可能性がある(ル
ープは、WO 2008/068637と同じ方法で番号付け)。
【００２３】
　1つの特定の態様において、前記野生型OBフォールドタンパク質は、スルホロブス・ア
シドカルダリウスに由来するSac7dまたはSac7e、スルホロブス・ソルファタリカスに由来
するSso7d、スルホロブス・トコダイイに由来するDBP 7、スルホロブス・シバタエに由来
するSsh7b、スルホロブス・シバタエに由来するSsh7a、およびスルホロブス・ソルファタ
リカスに由来するp7ssから選択される。
【００２４】
　したがって、それは、本発明の局所用組成物で使用される変異体が比較されるタンパク
質である。
【００２５】
　Sac7d、Sso7d、Sac7e、Ssh7b、Ssh7a、DBP7およびSis7タンパク質の種々の配列はそれ
ぞれ、SEQ ID NO: 1からSEQ ID NO: 7により表される。
【００２６】
　このSac7dファミリーのタンパク質の変異体は、nanofitinと呼ばれる。よって、本発明
は優先的には、SEQ ID NO: 1からSEQ ID NO: 7により表されるタンパク質の変異体、特に
Sac7dの変異体に対して実行される。
【００２７】
　本発明による組成物中の変異体の濃度は概して、10 ng/mlより高く、600 mg/ml未満で
ある。実際、眼適用の場合、タンパク質の濃度は非常に高いものである必要はない。その
ため、一般には10 mg/ml未満、好ましくは1 mg/ml未満、好ましくは500 ng/ml未満もしく
は250 ng/ml未満、またはさらには100 ng/ml未満である。さらに、濃度は10 ng/mlまで低
くすることができるが、好ましくは、50 ng/mlより高い、またはさらには100 ng/mlより
高い。
【００２８】
　皮膚(または頭皮)への適用による局所使用の文脈において、製品の濃度は概してより高
くなる可能性がある。よって、濃度は、一般には10 mg/mlより高く、好ましくは50 mg/ml
より高く、または好ましくは100 mg/mlより高く、さらにより好ましくは200 mg/mlより高
い。
【００２９】
　本発明による組成物中に存在する変異体は、関心対象の標的に特異的に結合する。実際
、それは、該関心対象の標的とのその結合特異性について、WO 2008/068637またはWO 200
7/139397記載の方法により選択されている。さらに、これらの特許出願に記載の方法は、
1マイクロモルのオーダー(WO 2007/139397)または1ナノモルのオーダー(WO 2008/068637)
の親和性を得ることを可能にする。
【００３０】
　関心対象の標的は、処置することが望ましい疾患に応じて選択される。よって、任意の
抗原、抗体、細胞タンパク質、循環タンパク質またはペプチドについて記載されうる。薬
剤の活性成分、または特定の核酸を標的とすることも可能である。関心対象の標的は、イ
ンターロイキン、サイトカイン、サイトカインもしくはインターロイキンの受容体、癌遺
伝子によってコードされるタンパク質、微生物の表面タンパク質、または微生物のリポ多
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糖であることが特に想定される。
【００３１】
　1つの特定の態様において、本発明による局所用組成物は、皮膚に適用されることが意
図される。
【００３２】
　別の態様において、この局所用組成物は、眼レベルで適用されることが意図される。
【００３３】
　本発明による局所用組成物の形態は従来通りであり、特に投与の部位(皮膚または眼)に
よって決まる。
【００３４】
　よって、この組成物は、液体形態(特に眼適用のための眼用ローション)、ペースト形態
または固体形態でありうる。それは、クリーム、軟膏、膏薬、粉末、ゲル、エマルジョン
(水中油型または油中水型)、または泡の形態をとることができる。任意で有機溶剤(エタ
ノールなど)を含有する水性製剤は、これらの組成物に特に適している。
【００３５】
　それは、含浸パッド、ワイプ、スプレー、エアロゾル、ローション、スティックまたは
シャンプーの形態もとることができる。
【００３６】
　本発明による組成物はまた、活性成分の放出の制御を可能にする、ミクロスフェアもし
くはナノスフェアの懸濁剤、または脂質小胞もしくはポリマー小胞、またはポリマーパッ
チおよびヒドロゲルの形態もとることができる。局所適用のためのこの組成物は、無水形
態、水性形態またはエマルジョンの形態をとることができる。
【００３７】
　1つの特定の態様において、本発明による局所用組成物はパッチの形態(経皮システム)
をとる。そのようなシステムは、特に、活性成分の放出の制御を可能にすることができる
。
【００３８】
　そのようなシステムは概して、関心対象の物質(本発明の文脈ではOBフォールドタンパ
ク質の変異体)に不透過性である保護シート(支持層)、関心対象の物質を含有するリザー
バ、皮膚上の位置にデバイスを保持することができる(感圧)接着層を通した関心対象の物
質の皮膚への送達を制御する要素、および皮膚への適用前に取り外すことができる保護層
を含む。同じ要素が幾つかの機能(例えば、リザーバ、放出の制御および接着)を成し遂げ
ることが可能である。そのようなデバイスは先行技術において公知である。
【００３９】
　本発明による組成物で用いられるOBフォールドタンパク質の変異体は、固相化学合成ま
たは遺伝子組換えにより作製することができる。化学合成は、例えば、Applied Biosyste
msの自動ペプチド合成機mod. 433A.、またはアミノ酸のα-アミノ官能基の一時的保護の
ためにフルオレニルメチルオキシカルボニル基を用いるFmoc化学により行うことができる
。
【００４０】
　しかしながら、遺伝子工学、特に前記ポリペプチドをコードする核酸配列を発現ベクタ
ー内に組み込むことにより、本発明の文脈において用いることができる変異体を作製する
ことが好ましい。この発現ベクターは次いで、宿主細胞(大腸菌(Escherichia coli)など
の細菌が特に適している)内に導入され、ポリペプチドの合成を可能にする培養条件下で
培養される(特に、発現ベクターにおいてポリペプチドの上流に誘導性プロモーターが使
用されうる)。次いで、合成されたポリペプチドが回収される。次いで、任意の種類の分
子が、ポリペプチドのN末端またはC末端部位に移植されうる。
【００４１】
　当業者は、ポリペプチドを産生するための方法を認識しており、それらは、Sambrook, 
Fritsch and Maniatis, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd editionに特に
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記載されている。
【００４２】
　本発明による組成物は、OBフォールドタンパク質の変異体を単独でまたは他の活性成分
と共に含有することができる。よって、組成物は、抗菌剤、抗寄生虫剤、抗真菌剤、抗炎
症剤、鎮痒剤、麻酔剤、抗ウイルス剤、角質溶解剤、フリーラジカルスカベンジャー、抗
脂漏剤、フケ防止剤、および抗ニキビ剤、ならびに皮膚の分化および／または増殖および
／または色素沈着を調節するための作用物質から選択される少なくとも1つの作用物質も
含有できる。
【００４３】
　この組成物はまた、特にpHをpH＝7あたりに調節することができるpH調節剤も含有でき
る。
【００４４】
　OBフォールドタンパク質の変異体はまた、特にその半減期を増加させるために、活性タ
ンパク質と融合させることもできる。
【００４５】
　本発明による組成物はまた、インビボ診断方法で使用することもできる。よって、1つ
の特定の態様において、OBフォールドタンパク質の変異体は、検出剤または造影剤と共役
させる。これによって、特にこの造影剤を追跡すること、およびOBフォールドタンパク質
の変異体が結合する臓器を決定すること(それによって、関心対象の標的の存在を示す)が
可能になる。
【００４６】
　本発明はまた、野生型OBフォールドタンパク質の変異体を、局所使用のための薬学的に
または化粧用に許容される賦形剤と混合する段階を含む、局所用組成物を調製するための
方法にも関する。
【００４７】
　1つの特定の態様において、前記組成物は皮膚へ適用されることが意図される。よって
、賦形剤は好ましくは、軟膏、膏薬またはローションなど、皮膚上に塗ることのできる組
成物の調製を可能にする。
【００４８】
　別の態様において、前記組成物は眼へ適用させることが意図され、賦形剤はこれに従っ
て選択される。よって、眼用ローションおよび点眼剤が特に得られる。
【００４９】
　本発明はまた、野生型OBフォールドタンパク質のその天然リガンドへの結合界面におい
て5から32個の変異残基を有する野生型OBフォールドタンパク質の変異体を薬剤として含
有する、本発明による局所用組成物にも関する。この特定の場合において、前記変異体は
、治療標的である関心対象の標的に特異的に結合する。
【００５０】
　本発明はまた、皮膚または眼の障害または疾患を処置するための、本発明による局所用
組成物にも関する。この態様において、用いられるOBフォールドタンパク質の変異体は、
目的とする疾患の病因的因子またはこの疾患に関連する治療標的を標的とする(結合する)
。
【００５１】
　したがって、この態様において、処置することが望ましい疾患または障害に関与する治
療標的(病因的エフェクタまたは因子)に結合するOBフォールドタンパク質の変異体は、特
にWO 2008/068637に記載のスクリーニング方法により選択され、この変異体は局所適用の
ための組成物に製剤化される。
【００５２】
　本発明はまた、本発明による局所用組成物を含む化粧用組成物、および本発明による局
所用組成物の化粧用途にも関する。
【００５３】
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　本発明はまた、好ましくは皮膚または眼の疾患または障害に特徴的な病因的因子または
治療標的を標的とするOBフォールドタンパク質を含有する、本発明による局所用組成物が
、局所に(必要に応じて、皮膚にまたは眼レベルで)適用されることを特徴とする、皮膚ま
たは眼の障害または疾患を処置するための方法にも関する。
【実施例】
【００５４】
　全ての実施例において、WO 2008/068637に記載の方法と同様の方法により関心対象の標
的に対するコンビナトリアルライブラリをスクリーニングすることにより得られた、上記
で定義されるnanofitin、すなわちSac7dの変異体を用いる。これらの実施例の目的は、OB
フォールドタンパク質、特にnanofitinが、タンパク質の配列に依存することなく、皮膚
バリアを通過するまたは眼の中に浸透する能力を有することを実証することであるため、
nanofitinおよび関心対象の標的の配列は指定されない。
【００５５】
実施例1：nanofitinのヒト皮膚モデル透過試験
　使用する試験は、フランツセル拡散試験である。
【００５６】
　フランツセルを用いて、外因性物質の皮膚透過をエクスビボで判定し、皮膚の表面に置
いた活性成分を構成する分子の皮膚バリアの種々の層の通過速度を実際に測定する。
【００５７】
　試験する分子を含有する溶液を、デバイスの「ドナー」部分中に置く。次いで、分子が
、膜(皮膚が適例)を通って拡散し、「レシーバー」区画中で回収される。
【００５８】
　具体的には、皮下組織層(脂肪組織)を除去した後、皮膚断片をフランツセルと呼ばれる
拡散セル上に置く。真皮の深部面は、皮膚の間質液の代わりとなることが想定されるレシ
ーバー溶液と接触する。試験する分子を含有する溶液は、皮膚の上部に置かれる。脱脂し
た皮膚を通過した分子をアッセイするために、一定時間間隔でレシーバー溶液をサンプリ
ングし、次いで、新たな溶液を該レシーバー溶液と交換する。
【００５９】
　サンプリングしたレシーバー相中に存在する物質のアッセイによって、皮膚を通過した
分子の量または流量(ナノグラム/cm2/時)のいずれかを決定することが可能になる。
【００６０】
　Sac7d変異体のライブラリのスクリーニングの結果生じるnanofitinを、皮膚疾患または
眼疾患に関連する3種類の異なる関心対象の標的に対するその親和性について試験した。
これらのnanofitinは、細菌系において産生されたものであり、異なるリガンドに結合す
る。
【００６１】
　同じドナー由来のヒト皮膚の6つの解凍断片(厚さ1 mm)を用いた。
【００６２】
　レシーバー区画をPBS(リン酸緩衝食塩水、pH 7.4；5.8 ml)で満たした。膜をレシーバ
ー培地上に配置した。
【００６３】
　5 mg/mlのnanofitinを含有する各製剤を100μl、膜上に置いた。交換表面積は2 cm2で
あった。
【００６４】
　温度は、実験全体にわたってレシーバー側で35℃に維持され、これはヒト皮膚の外表面
での32℃の温度に相当する。
【００６５】
　0時間および24時間の各サンプリング期間において、500μlの液体をレシーバー側から
取り出し、PBSと交換した。
【００６６】
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　ドナー側では、t=24hで、皮膚を5 mlのPBSで洗浄した。
【００６７】
　サンプリング期間の最後に、2 cm2の皮膚をフランツセルデバイスから取り出し、1 ml
のPBSの超音波浴中に配置した。
【００６８】
　2つのタンパク質間の相互作用を測定することを可能とするBioLayer Interferometry技
術を用いて、採取した各試料に対してnanofitin濃度を測定した。適切な事例において、n
anofitin含有量は、事前に該nanofitinに共役させたポリヒスチジンタグの認識により測
定される。
【００６９】
　結果は以下の通りである。
【００７０】
　レシーバー側で見いだされるnanofitinのパーセンテージは、nanofitinによって8％か
ら17％の間に分散する。用いた皮膚透過性の基準はカフェインであり、これは、この実験
的状況において、10％のオーダーの透過性を有する。
【００７１】
　これらの結果は、nanofitinが実際にヒト皮膚を通過すること、および、この結果は、n
anofitinがそれに対して作製されてそれが結合する標的に依存しないことを示す。
【００７２】
実施例2： nanofitinのウサギ角膜の透過試験
　3匹のオスのウサギ(Fauve de Bourgogne)を用いた。
【００７３】
　原理は皮膚透過性のものと同じである。
【００７４】
　各製剤(NF1、NF2およびNF3)の透過性の試験のために、2つの反応チャンバを用いた。
【００７５】
　各nanofitinを含有する3 mlの製剤を反応チャンバのドナー側上に配置し、3 mlのPBSを
レシーバー側に配置した。新鮮に採取した角膜組織を2つのハーフチャンバ間に配置した
。
【００７６】
　温度を試験の間37℃に維持し、酸素付加をカルボゲン(95％ O2、5％ CO2)の連続的灌流
により提供した。交換表面積は0.5 cm2であった。
【００７７】
　0時間、2時間および4時間の各サンプリング期間において、500μlの液体をレシーバー
側から採取し、PBSと交換した。
・100μlの液体をドナー側から採取し、交換は行わなかった。
【００７８】
　サンプリング期間の最後に、0.5 cm2の角膜を反応チャンバから取り出し、メスで解体
した。1 mlのPBSを試料に加え、ホモジナイズした。
【００７９】
　2つのタンパク質間の相互作用を測定することを可能とするBioLayer Interferometry技
術を用いて、採取した各試料に対してnanofitin濃度を測定した。適切な事例において、n
anofitin含有量は、事前に該nanofitinに共役させたポリヒスチジンタグの認識により測
定される。
【００８０】
　結果は以下の通りである。
【００８１】
　レシーバー側で見いだされるnanofitinの量によって、nanofitinにより5×10-6から2×
10-6の間の見かけの透過性(cm/秒)を計算することが可能になる。この種類の実験プロト
コールで用いられる基準と比べると、試験したnanofitinは、ノルフロキサシン（角膜の
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良好な透過を示し、かつノルフロキサシン感受性微生物により引き起こされた重篤な眼感
染の局所的抗菌処置のための眼用ローションにおいて眼科学で用いられる分子）の透過性
(この実験モデルでは1.1×10-5)と同等な透過性を示す。
【００８２】
　これらの結果は、nanofitinが実際に角膜を通過すること、および、この結果は、nanof
itinがスクリーニングされた標的に依存しないことを示す。
【００８３】
実施例3：nanofitinの皮膚透過性のインビボ評価
目的：
　nanofitinの皮膚透過性、およびその特性、特に、受容体-リガンドの関連性を中和する
特性の保持を立証するために、乾癬タイプの炎症モデルを用いて、抗炎症性nanofitinの
直接皮膚への局所投与後の炎症の低下(PASIスコア)を測定した。
【００８４】
　これらのnanofitinは、乾癬様炎症に関連するが真皮の基底層からちょうど表皮内へと
局在が異なる、2種類の異なるサイトカインを標的とする(Nestle et al., Nature Review
s Immunology 9, 679-691, 2009)。問題のnanofitinは、標的サイトカインのその受容体
との結合を中和する。乾癬タイプの炎症時のこれらサイトカインの作用を阻害するために
は、治療用抗体がするように全身的にか、または皮膚を介して局所的にか、いずれかで、
それらが位置している層に到達することが必要である。よって、nanofitinの局所投与に
よる抗炎症作用の測定は、nanofitinの皮膚透過および付随する治療効果を証明する。
【００８５】
方法：
　マウスの耳の内面へのイミキモド(Aldara)の局所適用は、乾癬に似た皮膚炎症を引き起
こす(Van der Fits et al., J Immunol. 2009 May 1;182(9):5836-45, Flutter et al., 
Eur J Immunol. 2013 Dec; 43(12):3138-46)。このプロトコールを6～8週齢のBalb/cマウ
スの両耳に適用した。
【００８６】
　4群のマウスを用いた。
　－ マウスがイミキモドを受けていない、対照群(負の対照)。
　－ マウスが両耳にイミキモドを受けかつ右耳には処置も受けている3つの実験群。これ
ら3つの実験群は以下の通りである：
　　・nanofitin有効性試験群：この群の各実験サブグループに対して4種類の異なるnano
fitinをマウス(n＝4)の右耳に適用した。nanofitinは、任意で20％EtOHを有するPBSで製
剤化された。
　　・マウスが処置した耳にnanofitin担体だけ(PBS、20％ EtOH)を受けている対照群。
　　・マウスが処置の正の対照として対照処置(クロベタゾール)を局所的に受けている、
対照群。
【００８７】
　プロトコールは以下のように構成された：
　－ 連続して7日間、朝に1投与/日でイミキモドの連日投与。
　－ 3日目から始めて7日目まで、夜に1投与/日でnanofitinまたはその他の対照の投与。
　－ 4日目から7日目まで、朝、イミキモド投与前に、PASIスコアの観察および判定。
　－ 8日目、PASIスコアの判定後に屠殺。
【００８８】
　有効性の判定は、0(最低)から4(最高)のグレードでの各耳についてのPASIのパラメータ
である厚さ、落屑、発赤の独立的かつ盲検的な2人のオペレーターによる観察から構成さ
れた。総スコアは、各動物の各耳の種々のスコアを加えることにより得られる。
【００８９】
　4種類のnanofitinは、前にインビトロで立証されたように(BioLayer Interferometry)
、イミキモドにより引き起こされる炎症表現型に関連するサイトカインを標的とし、該サ
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イトカインがそのそれぞれの受容体に結合するのを妨げる。それらは、PBS/20％EtOHまた
はエタノールを含まないPBSの溶液で10 mg/kg(20 mg/kgでの2番目を除く)で投与された。
【００９０】
結果：
　適用した全てのnanofitinについて、未処置の耳と比べて、処置した耳で炎症の非常に
有意な減少が見られた(図1)。未処置の耳の炎症は、クロベタゾールを受けている群を除
き、どの群でも維持された。
【００９１】
　クロベタゾールはクリームとして投与され、この群のマウスはこの群だけ耳を完全にな
めた。この群では、未処置の左耳の炎症の減少も観察される。したがって、このことから
、摂取後の全身作用が両耳に対する作用を伴う可能性が非常に高い。
【００９２】
結論：
　抗炎症性nanofitinの局所投与は、処置5日後の炎症症状の30％を上回る、おそらく80％
を超える低下を引き起こすことを可能にした。
【００９３】
　これらのスコアは、用いられたnanofitinの非常に有意なインビボ有効性を証明し、中
和活性を保持しながら、中性製剤において細胞バリアを自然に通過するそれらの能力を実
証する。よって、nanofitinは、標的またはエフェクターが皮膚下にある病的状態の処置
のために、標的型および局所型の両方の処置として用いることができる。

【図１】
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