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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号1および配列番号3からなるリストから選択されるアミノ酸配列の成熟部分と少
なくとも95%同一であるアミノ酸配列を含み、血小板に特異的な分子と共有結合しているF
VIII分子であって、前記血小板に特異的な分子が、血小板凝集を阻害しないGPIIb/IIIa抗
体であるFVIII分子。
【請求項２】
　vWF結合能力が低下している、請求項1に記載のFVIII分子。
【請求項３】
　融合タンパク質である、請求項1または2に記載のFVIII分子。
【請求項４】
　GPIIb/IIIa抗体がリンカーを介してFVIIIと共有結合している、請求項1または2に記載
のFVIII分子。
【請求項５】
　リンカーがFVIII分子上のN-連結またはO-連結グリカンを含む、請求項4に記載のFVIII
分子。
【請求項６】
　グリカンがBドメイン中に配置されている、請求項5に記載のFVIII分子。
【請求項７】
　GPIIb/IIIa抗体が、Bドメインが切断された第VIII因子分子のBドメインと融合している



(2) JP 5770161 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

、請求項3に記載のFVIII分子。
【請求項８】
　FVIII分子のa3ドメインがGPIIb/IIIa抗体で置き換えられている、請求項3に記載のFVII
I分子。
【請求項９】
　FVIII分子が、配列番号3に記載の配列を含み、リンカーが、Bドメイン中に配置されたO
-連結グリカンを含む、請求項6に記載のFVIII分子。
【請求項１０】
　請求項7または8に記載のFVIII分子をコードしている核酸。
【請求項１１】
　請求項10に記載の核酸を含む宿主細胞。
【請求項１２】
　請求項10に記載の核酸を請求項11に記載の宿主細胞中で発現させることを含む、FVIII
分子を生成する方法。
【請求項１３】
　FVIII分子とGPIIb/IIIa抗体とのコンジュゲーションを含む、請求項4、5、6、および9
のいずれか一項に記載のFVIII分子を生成する方法。
【請求項１４】
　請求項1から9のいずれか一項に記載のFVIII分子を含む医薬組成物。
【請求項１５】
　血友病Aを処置するための、請求項14に記載の医薬組成物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書中に記載の本発明は、ヒト第VIII因子と有意な同一性(相同性)を有する少なく
とも1つのアミノ酸配列を含むポリペプチドまたは生物活性のあるその一部分、関連分子(
そのようなポリペプチドをコードしている核酸など)、そのようなポリペプチドを含む組
成物(薬剤配合物など)、ならびにそのようなポリペプチドおよび関連生体分子を作製およ
び使用する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　凝固第VIII因子(「第VIII因子」または「FVIII」)は重要な凝固因子である。正常なFVI
IIの欠如は、遺伝性の出血性障害である血友病Aを引き起こす。第VIII因子は血液凝固の
内因経路に関与している。具体的には、第VIII因子は、(Ca+2およびリン脂質の存在下で)
第X因子を活性第Xa因子へと変換する第IXa因子の補因子である。
【０００３】
　第VIII因子の遺伝子は2つの選択的スプライシングされた転写物を生じる。転写変異体1
は、血漿中で循環し、非共有的複合体中でフォンウィルブランド因子(「vWF」)と会合す
る、大きな糖タンパク質であるアイソフォームaをコードしている。このタンパク質は複
数の切断事象を受ける。転写変異体2は、第VIIIc因子のリン脂質結合ドメインから主にな
る、推定上の小さなタンパク質であるアイソフォームbをコードしている。この結合ドメ
インは血液凝固活性に重要である。FVIIIの構造は周知である(たとえばThompson、Semin 
Thromb Hemost. 2003年2月;29(1):11～22頁を参照)。
【０００４】
　トロンビン(第IIa因子)によって活性化された際、第VIIIa因子(FVIIIa)はFVIII:vWFの
複合体から解離して第IXa因子と相互作用し、さらなるトロンビンの産生をもたらす十分
に特徴づけられた一連の事象を引き起こす。トロンビンはフィブリノーゲンをフィブリン
へと切断し、これは、重合および架橋結合して血餅となる(第XIII因子を使用)。FVIIIaは
、このプロセスにおいて活性タンパク質C(「aPC」)および第IXa因子によってタンパク質
分解により失活し、血流から素早くクリアランスされる。
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【０００５】
　止血を修復するために、献血液の血漿から濃縮したFVIIIまたは組換えFVIIIを血友病患
者に与えることができる。したがって、FVIIIは抗血友病因子としても知られる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】WO2009140598号
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【特許文献５】WO0331464号
【特許文献６】国際公開公報WO2006/013202 A2号
【特許文献７】国際特許出願WO206/015879 A1号
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【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　FVIIIはin vivoで約10～12時間の循環半減期を有し、したがって、治療的/予防的な静
脈内IV FVIII輸注の頻度を減らすために、延長された半減期を有するFVIII類似体を提供
することが非常に望ましい。
【０００９】
　WO2009140598号は、FVIIIおよびGPIIb/IIIa特異的抗体を含むハイブリッド分子が含ま
れる概念を開示している。しかし、この概念はGPIIb/IIIa受容体がフィブリノーゲンと結
合する能力の阻害をもたらす場合があり、したがって、そのようなハイブリッドFVIII分
子を投与した際に、初期血餅を形成する能力が減少する。したがって、当分野では、高い
親和性で血小板と結合する能力を有する、生物活性のある第VIII因子分子の必要性が存在
する。さらに、当分野では、血小板が凝集することで初期血餅を形成する能力を本質的に
保持したままで、血小板と結合する能力を有する、生物活性のある第VIII因子分子の必要
性が存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、非阻害性GPIIb/IIIa特異的抗体を含む分子、たとえば第VIII因子(FVIII)分
子の標的化、および関連分子、組成物、そのような分子を作製する方法、ならびにそのよ
うな分子や組成物を使用する方法(たとえば血友病Aの処置または調節において)を提供す
る。
【００１１】
　本発明のこれらおよび他の態様、特長、および利点を、本明細書中により完全に記載す
る。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】修飾FVIII分子を得るために、scFvをFVIIIまたはFVIII類似体のアミノ酸配列に
化学的に付着させ得る、またはそれと共にシスでポリペプチドの一部として発現させ得る
潜在的な方法を例示する図である。そのような分子を生成するための糖コンジュゲーショ
ン、化学的コンジュゲーション、および融合タンパク質の手法を具体的に示す。適切な場
合は、この方法を同様に使用して本発明の他のFVIII分子を作製することができる。
【図２】血小板の凝集を例示する図である。バーは、F8-500 AP3-LC-HC scFV-Δa3(AP3-N
8)またはReoPro(登録商標)のどちらかで事前に処理した、SFLLRN(10μM)で活性化した血
小板における凝集を示す。データは、SFLLRN(10μM)単独を100%として設定し、二つ組の
決定の平均±semとして示す。
【図３】最終標的化ベクターを例示する図である。
【図４】用量依存的な様式のAP3-N8 2097(A)およびAP3-N8 MZ1(C)とヒト血小板との結合
を例示する図である。どちらの化合物の結合も、過剰のAP3-LC-HC scFV-FLAG(配列番号22
)でほぼ完全に競合させることができる。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明のコンテキストでは、第VIII因子タンパク質(またはFVIIIタンパク質)は、ヒト
第VIII因子(配列番号1)もしくはその成熟部分(すなわちその残基20～2351)から選択され
るアミノ酸配列に対して少なくとも約70%のアミノ酸配列同一性を示すアミノ酸配列を含
むタンパク質、またはトロンビンで活性化されたその一部分、もしくは以下に示すそのB
ドメイン欠失/切断型である。
【００１４】
第VIII因子(配列番号1)
MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNI
AKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVL
KENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRD
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AASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLM
DLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKT
WVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTL
LIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMER
DLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYV
FDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRG
MTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHPSTRQKQFNATTIPENDIEKTDPWFAHRTPMPK
IQNVSSSDLLMLLRQSPTPHGLSLSDLQEAKYETFSDDPSPGAIDSNNSLSEMTHFRPQLHHSGDMVFTPESGLQLRLNE
KLGTTAATELKKLDFKVSSTSNNLISTIPSDNLAAGTDNTSSLGPPSMPVHYDSQLDTTLFGKKSSPLTESGGPLSLSEE
NNDSKLLESGLMNSQESSWGKNVSSTESGRLFKGKRAHGPALLTKDNALFKVSISLLKTNKTSNNSATNRKTHIDGPSLL
IENSPSVWQNILESDTEFKKVTPLIHDRMLMDKNATALRLNHMSNKTTSSKNMEMVQQKKEGPIPPDAQNPDMSFFKMLF
LPESARWIQRTHGKNSLNSGQGPSPKQLVSLGPEKSVEGQNFLSEKNKVVVGKGEFTKDVGLKEMVFPSSRNLFLTNLDN
LHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENVVLPQIHTVTGTKNFMKNLFLLSTRQNVEGSYDGAYAPVLQDFRSLNDSTNRT
KKHTAHFSKKGEEENLEGLGNQTKQIVEKYACTTRISPNTSQQNFVTQRSKRALKQFRLPLEETELEKRIIVDDTSTQWS
KNMKHLTPSTLTQIDYNEKEKGAITQSPLSDCLTRSHSIPQANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLTRVLFQDNSSHLPAASY
RKKDSGVQESSHFLQGAKKNNLSLAILTLEMTGDQREVGSLGTSATNSVTYKKVENTVLPKPDLPKTSGKVELLPKVHIY
QKDLFPTETSNGSPGHLDLVEGSLLQGTEGAIKWNEANRPGKVPFLRVATESSAKTPSKLLDPLAWDNHYGTQIPKEEWK
SQEKSPEKTAFKKKDTILSLNACESNHAIAAINEGQNKPEIEVTWAKQGRTERLCSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEE
IDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDG
SFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQH
HMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRA
PCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPG
VFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINA
WSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFN
PPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRP
QVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPL
LTRYLRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY
【００１５】
第VIII因子B-ドメイン欠失 (配列番号2)
MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNI
AKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVL
KENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRD
AASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLM
DLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKT
WVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTL
LIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMER
DLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYV
FDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRG
MTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKE
DFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEH
LGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAW
AYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKEN
YRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGI
WRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDL
LAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTH
YSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQ
KTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVH
QIALRMEVLGCEAQDLY
【００１６】
第VIII因子B-ドメイン切断 (「N8」) (配列番号3)
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MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNI
AKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVL
KENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRD
AASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLM
DLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKT
WVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTL
LIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMER
DLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYV
FDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRG
MTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHPSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDYDDTI
SVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLY
RGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKD
EFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQME
DPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEM
LPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPF
SWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARY
IRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKE
WLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRI
HPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY
【００１７】
　より具体的な態様では、本発明は、配列番号1もしくは成熟部分に対して少なくとも約7
5%、少なくとも約80%、または少なくとも約85%、または少なくとも約90%、または少なく
とも約95%同一性を示す標的化FVIII誘導体、またはトロンビンで活性化されたその一部分
、もしくはそのBドメイン欠失/切断型に関する。
【００１８】
　さらにより具体的な態様では、本発明は、配列番号1、配列番号2、または成熟部分に対
して少なくとも約90%同一性(少なくとも約93%同一性など)を示す標的化FVIII誘導体、ま
たはトロンビンで活性化されたその一部分、もしくはそのBドメイン欠失/切断型に関する
。
【００１９】
　別の態様では、本発明は、配列番号1または成熟部分に対して少なくとも約95%同一性を
示す標的化FVIII誘導体、またはトロンビンで活性化されたその一部分を提供する。より
具体的な態様では、本発明は、配列番号1またはその成熟部分に対して少なくとも約96%、
少なくとも約97%、少なくとも約98%、少なくとも約98.5%、少なくとも約99%、少なくとも
約99.5%、または少なくとも約99.7%、少なくとも約99.8%、またはさらには少なくとも約9
9.9%同一性を示す標的化FVIII誘導体、またはトロンビンで活性化されたその一部分、も
しくはそのBドメイン欠失/切断型を提供する。言い換えると、一態様では、本発明は、少
なくとも1個、典型的には少なくとも2～3個、しばしば少なくとも1～5個、一般的には少
なくとも1～20個(1～15、1～12、1～10、1～7、1～3、2～20、2～15、2～12、2～10、2～
7、2～5、3～20、3～15、3～12、3～10、3～7、3～5、4～20、4～15、4～12、4～10、4～
7、5～20、5～15、5～12、5～10、または5～7個など)のアミノ酸残基が、配列番号1また
は成熟部分に対して欠失、挿入、および/または置換されているアミノ酸配列、またはト
ロンビンで活性化されたその一部分、もしくはそのBドメイン欠失/切断部分を含むことに
よって特徴づけられた、標的化FVIII誘導体を提供する。
【００２０】
　一般的に、FVII「類似体」配列中の置換の少なくとも約50%、少なくとも約60%、少なく
とも約65%、少なくとも約70%、たとえば約75%以上、約80%以上、約85%以上、約90%以上、
またはさらには約95%以上(少なくとも約97%、98%、99%、99.3%、99.5%、99.7%、99.8%な
ど)を「保存的置換」として特徴づけることができる。保存的置換は、以下の3つのアミノ
酸分類表のうちの1つまたは複数において反映されているアミノ酸クラス内の置換によっ
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て定義することができる。
【００２１】
【表１】

【００２２】

【表２】

【００２３】
【表３】

【００２４】
　さらなる保存的アミノ酸残基置換の分類には、バリン-ロイシン-イソロイシン、フェニ
ルアラニン-チロシン、リシン-アルギニン、アラニン-バリン、およびアスパラギン-グル
タミンが含まれる。また、さらなるアミノ酸の群を、たとえばCreighton(1984年)、PROTE
INS:STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES (第2版、1993年)、W. H. Freeman and Compan
yに記載の原理を用いて形成することもできる。一部の例では、そのような特長のうちの2
つ以上に基づいて置換をさらに特徴づけることが有用な場合がある(たとえば、Thr残基な
どの「小さな極性」残基での置換が、適切なコンテキストにおいて非常に保存的な置換を
表す場合がある)。
【００２５】
　用語「標的とした」、「標的化」などとは、FVIII分子が、野生型FVIIIよりも高い親和
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性および/もしくは結合力で1つもしくは複数の生体分子(典型的には他のタンパク質、し
ばしば細胞受容体)および/もしくは細胞と結合する(または典型的には野生型FVIIIによっ
て結合されないものと結合する)ことを示すために使用する。既に言及したように、本発
明によって提供される標的化分子は、対応する改変していないタンパク質(通常はアミノ
酸配列(標的化ドメイン)または分子(標的化部分)であり、「標的化因子」を欠く以外は標
的化FVIIIタンパク質と同一であるタンパク質)と比較して、増加した安定性を示すことが
できる。具体的な態様では、FVIII1つまたは複数の生物活性(たとえば第IX因子結合)が顕
著に消失していない、これまたは他の望ましい/改変された特性を示す標的化分子を提供
する。典型的には、そのような活性の阻害の量は、約40%以下、約30%以下、約25%以下、
約20%以下、約15%以下、約10%以下、約7%以下、約5%以下、または約3%以下である。FVIII
の生物活性のアッセイは当分野で知られている(たとえばMikaelssonら、Semin Hematol.
、2001年4月;38(2補遺4):13～23頁を参照)。
【００２６】
　本明細書中、用語「vWFの結合する能力の低下」には、vWFと結合する能力が少なくとも
50%、好ましくは少なくとも60%、より好ましくは少なくとも70%、より好ましくは少なく
とも80%、より好ましくは少なくとも90%、最も好ましくは約100%減少している第VIII因子
変異体が包含されることを意味する。FVIIIとvWFとの結合は、ELISA様アッセイによって
、または表面プラズモン共鳴を用いて固定したvWFとの直接結合として測定し得る。EP031
9315号に開示されているように、vWFとの結合を司っている第VIII因子中の領域は、残基1
670～1684にまたがる領域である。この領域に関与する第VIII因子の点および/または欠失
の変異が、vWFと結合する能力を改変することが想定される。本発明による特に好ましい
点突然変異の例には、Y1680F、Y1680R、Y1680N、Y1680C、およびE1682Tの点突然変異を含
む変異体が含まれる。
【００２７】
　側基:本発明による第VIII因子分子は、非阻害性GPIIb/IIIa抗体ではない側基とコンジ
ュゲートさせ得る。この文脈では、「側基」とは、第VIII因子分子の天然の一部ではない
任意の部分の共有結合として理解されるべきである。好ましくは、前記側鎖は、延長され
た循環半減期を有する第VIII因子分子を提供する。側鎖のコンジュゲーションは、融合タ
ンパク質、ならびに/または化学的コンジュゲーションおよび/もしくは酵素的コンジュゲ
ーションのプロセスの形態であり得る。本発明による側鎖は、典型的には、親水性ポリマ
ー、脂肪酸およびその誘導体(場合によっては「アルブミン結合剤」と呼ぶ)、アルブミン
、トランスフェリン、エラスチン様ペプチド、単離したFcドメイン、vWFの断片、抗体お
よび抗原結合配列を含むその断片からなるリストのうちの1つまたは複数から選択される
。適切な抗体の例には、比較的長い循環半減期でたとえば赤血球、血小板、フィブリノー
ゲンなどの血液構成成分と結合する、または血管壁、たとえばコラーゲンと結合する能力
を有する、抗体またはその断片が含まれる。
【００２８】
　理論に束縛されずに、正常なvWF結合能力を有する第VIII因子分子に側基を付着させる
よりも低下したvWF結合能力を有する第VIII因子分子に側基を付着させた方がより効率的
に機能する理由は、側基の相対的な大きさが、大きな第VIII因子/vWFの複合体中で比較的
小さいからであると想定される。比較的大きな側基が、遊離第VIII因子をクリアランスか
ら遮蔽することにおいてより効率的に機能すると仮定されている。さらに、FVIIIの半減
期はvWFのそれに関連すると仮定されている。vWFと結合する能力が低下したFVIII分子は
、通常はvWFによって遮蔽されている、曝露されたクリアランスエピトープを有する可能
性がとても高い。したがって、側基を付着させることによって、この「クリアランス遮蔽
」を回復できると仮定されている。他の事例では、たとえば抗体断片などの側基の付着は
、たとえば、分子を、比較的長い循環半減期を有するタンパク質、細胞、または血小板に
付着させることによって機能し得る。本発明によるFVIII分子に関連して、そのような分
子は、分子のFVIII部分がvWFと結合する能力が低下している場合に、より効率的な様式で
血小板に対してさらに標的化し得る。
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【００２９】
　親水性ポリマー:本発明による修飾基/親水性ポリマーは、好ましくは天然に存在しない
。一例では、「天然に存在しない修飾基」とは、少なくとも1つのポリマー部分が天然に
存在しない、ポリマー修飾基である。別の例では、天然に存在しない修飾基は修飾炭水化
物である。修飾基の官能化の位置は、「修飾糖」がポリペプチドに酵素的に付加されるこ
とを妨げないように選択する。また、「修飾糖」とは、修飾基で官能化されており、グル
コシルトランスフェラーゼなどの天然または修飾された酵素の基質である、任意のグリコ
シル模倣部分もいう。
【００３０】
　ポリペプチドに付加されたポリマー修飾基は、そのようなポリペプチドの特性、たとえ
ば、身体におけるその生体利用度、生物活性またはその半減期を変更することができる。
本発明による例示的なポリマーには、直鎖状または分枝状であることができる水溶性ポリ
マーが含まれ、ポリ(アルキレングリコール)およびその誘導体などの、1つまたは複数の
独立して選択されたポリマー部分が含まれることができる。本発明によるポリマー修飾基
には、水溶性ポリマー、たとえばポリ(エチレングリコール)およびその誘導体(PEG、m-PE
G)、ポリ(プロピレングリコール)およびその誘導体(PPG、m-PPG)などが含まれ得る。
【００３１】
　用語「水溶性」とは、ある程度の検出可能な水溶性を有する部分をいう。水溶性を検出
および/または定量する方法は当分野で周知である。本発明による例示的な水溶性ポリマ
ーには、ペプチド、糖類、ポリ(エーテル)、ポリ(アミン)、ポリ(カルボン酸)などが含ま
れる。ペプチドは混合配列を有することができ、単一のアミノ酸から構成されることがで
き、たとえばポリ(リシン)である。例示的な多糖はポリ(シアル酸)である。例示的なポリ
(エーテル)は、ポリ(エチレングリコール)、たとえばm-PEGである。ポリ(エチレンイミン
)が例示的なポリアミンであり、ポリ(アクリル)酸が代表的なポリ(カルボン酸)である。
【００３２】
　本発明による水溶性ポリマーのポリマー主鎖は、ポリ(エチレングリコール)(すなわちP
EG)であることができる。本発明に関連した用語PEGには、アルコキシPEG、二官能性PEG、
複数アーム型PEG、フォーク型PEG、分枝状PEG、懸垂PEG(すなわち、1つもしくは複数の官
能基がポリマー主鎖から懸垂しているPEGもしくは関連ポリマー)、またはそれ中に分解性
の連結を有するPEGを含めた、その任意の形態のポリ(エチレングリコール)が含まれる。
【００３３】
　ポリマー主鎖は直鎖状または分枝状であることができる。分枝状ポリマー主鎖が一般に
当分野で知られている。典型的には、分枝状ポリマーは、中心枝コア部分および中心枝コ
アに連結した複数の直鎖状ポリマー鎖を有する。PEGは、一般的に、酸化エチレンをグリ
セロール、ペンタエリスリトールおよびソルビトールなどの様々なポリオールに付加する
ことによって調製することができる、分枝状形態で使用する。また、中心枝部分は、リシ
ンまたはシステインなどのいくつかのアミノ酸から誘導することもできる。一例では、分
枝状ポリ(エチレングリコール)は、R(-PEG-OH)m[式中、Rは、グリセロールまたはペンタ
エリスリトールなどのコア部分を表し、mは、アームの数を表す]の一般形態として表すこ
とができる。また、複数アーム型PEG分子、たとえば、その全体が本明細書中に参考とし
て組み込まれている米国特許第5,932,462号に記載されているものも、ポリマー主鎖とし
て使用することができる。
【００３４】
　また、多くの他のポリマーも本発明に適している。非ペプチド性かつ水溶性であるポリ
マー主鎖が、本発明において特に有用である。適切なポリマーの例には、それだけには限
定されないが、他のポリ(アルキレングリコール)、たとえば、ポリ(プロピレングリコー
ル)(「PPG」)、エチレングリコールとプロピレングリコールとのコポリマーなど、ポリ(
オキシエチル化ポリオール)、ポリ(オレフィンアルコール)、ポリ(ビニルピロリドン)、
ポリ(ヒドロキシプロピルメタクリルアミド)、ポリ([アルファ]-ヒドロキシ酸)、ポリ(ビ
ニルアルコール)、ポリホスファゼン、ポリオキサゾリン、ポリ(N-アクリロイルモルホリ
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ン)、たとえば、その全体が本明細書中に参考として組み込まれている米国特許第5,629,3
84号に記載されているもの、ならびにそのコポリマー、ターポリマー、およびその混合物
が含まれる。
【００３５】
　ポリマー主鎖のそれぞれの鎖の分子量は変動することができるが、典型的には、これは
約100Da～約160,000Da、たとえば約5,000Da～約100,000Daなどの範囲である。より具体的
には、本発明によるそれぞれのコンジュゲートした親水性ポリマーの大きさは、約500Da
～約80,000Da、たとえば、約1000Da～約80,000Da、約2000Da～約70,000Da、約5000～約70
,000Da、約5000～約60,000Da、約10,000～約70,000Da、約20,000～約60,000Da、約30,000
～約60,000Da、約30,000～約50,000Da、または約30,000～約40,000Daなどで変動し得る。
これらの大きさは、正確な測定値ではなく推定値を表すことを理解されたい。好ましい実
施形態によれば、本発明による分子は、たとえば、たとえば10,000、40,000、または80,0
00Da+/-約5000、約4000、約3000、約2000、約1000Daの大きさのPEGなどの、親水性ポリマ
ーの異種集団とコンジュゲートしている。
【００３６】
アルブミン結合剤コンジュゲート/側基
　そのようなタンパク質のin vivo特性は、アルブミン結合側鎖を使用することによって
改善できることが知られている。そのような側鎖、またはアルブミン結合剤は、投与の前
にタンパク質に付着させることができ、また、たとえば、in vivoでタンパク質を安定化
させるか、またはタンパク質のin vivo半減期を改善もしくは延長させることができる。
【００３７】
　それにより、アルブミン結合剤は血流中の誘導体の循環を促進し得る。ペプチド誘導体
とアルブミンとの複合体は、活性薬剤成分を放出するためにゆっくりとしか崩壊しないた
め、アルブミン結合剤は、それと結合しているタンパク質の作用時間を延長または遅延さ
せる効果を有し得る。したがって、好ましい置換基、または側鎖を、全体としてアルブミ
ン結合部分と呼び得る。
【００３８】
　アルブミン結合剤(アルブミン結合部分)は、アルブミン結合、それにより血流中の循環
の遅延に特に関連がある部分を含む場合があり、したがって、この部分は遅延部分と呼ば
れ得る。遅延部分は、好ましくは、ペプチドとのその付着点と比較して、アルブミン結合
部分の反対の末端またはその付近に位置する。
【００３９】
　好ましい実施形態では、アルブミン結合剤は、アルブミンと非共有的複合体を形成する
ことができる側鎖である、またはそれを含む。アルブミン結合剤は、非共有的および/ま
たは可逆的にアルブミンと結合し得る。アルブミン結合剤は、アルブミンと特異的に結合
し得る。以下に記載の方法から明らかなように、アルブミン結合剤はシクロデキストリン
と結合し得る。アルブミン結合剤は、非共有的および/または可逆的にシクロデキストリ
ンと結合し得る。アルブミン結合剤は、シクロデキストリンと特異的に結合し得る。
【００４０】
　アルブミン結合部分の他の部分、すなわち遅延部分とペプチドとの付着点との間の部分
は、リンカー部分、リンカー、スペーサーなどと呼ばれ得る。しかし、そのようなリンカ
ーの存在は任意選択であり、したがって、アルブミン結合部分は遅延部分と同一であり得
る。特定の実施形態では、アルブミン結合部分および/または遅延部分は、生理的pH(7.4)
で親油性および/または負荷電である。
【００４１】
　アルブミン結合部分および/または遅延部分は、アルキル化、アシル化、もしくはアミ
ド形成などのコンジュゲーション化学によってペプチドのアミノ基と、または、エステル
化、アルキル化、オキシム化などによってヒドロキシル基と共有結合し得る。好ましい実
施形態では、アルブミン結合部分および/または遅延部分の活性エステルは、アミド結合
の形成下でシアル酸残基またはシアル酸誘導体のアミノ基と共有結合する(このプロセス
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はアシル化と呼ばれる)。別段に記述しない限りは、タンパク質のアシル化に言及する場
合、これは、糖タンパク質上のシアル酸残基に連結したアミノ基であると理解される。
【００４２】
　本目的のために、用語「アルブミン結合部分」、「遅延部分」、および「リンカー」に
は、これらの分子の反応していないおよび反応した形態が含まれる。どちらの形態を意味
するかは、その用語を使用するコンテキストから明らかである。アルブミン結合部分は、
脂肪酸もしくは二価脂肪酸またはそのどちらかの誘導体であるか、またはそれを含み得る
。用語「脂肪酸」とは、4～28個の炭素原子、たとえば16個の炭素原子を有する脂肪族モ
ノカルボン酸をいう。これは、好ましくは非分枝状、および/またはさらには偶数であり
、飽和または不飽和であり得る。用語「二価脂肪酸」とは、上記定義した脂肪酸であるが
、オメガ位に追加のカルボン酸基を有するものである。したがって、二価脂肪酸はジカル
ボン酸である。命名法は当分野の通常どおりであり、たとえば、-COOHおよびHOOC-はカル
ボキシをいい、-C6H4-はフェニルをいい、-CO-および-OC-はカルボニル(O=C<)をいい、C6
H5-O-はフェノキシをいう。好ましい実施形態では、リンカー部分は、存在する場合は、2
～80個のC原子、好ましくは5～70個のC原子を有する。さらなる好ましい実施形態では、
リンカー部分は、存在する場合は、4～20個のヘテロ原子、好ましくは2～40個のヘテロ原
子、より好ましくは3～30個のヘテロ原子を有する。ヘテロ原子の特に好ましい例はNおよ
びO原子である。H原子はヘテロ原子ではない。
【００４３】
　別の実施形態では、リンカーは、少なくとも1つのOEG分子、および/もしくは少なくと
も1つのグルタミン酸残基、またはむしろ対応する基を含む(OEGは、8-アミノ-3,6-ジオキ
サオクタン酸、すなわち、基:-NH-(CH2)2-O-(CH2)2-O-CH2-CO-を示す)。好ましい一実施
形態では、リンカー部分は、アミド結合によってシアル酸残基と連結されたジカルボキシ
ル残基を含む。好ましい例では、ジカルボキシル残基は、2～30個のC原子、好ましくは4
～20個のC原子、より好ましくは4～10個のC原子を有する。さらなる好ましい例では、ジ
カルボキシル残基は、0～10個のヘテロ原子、好ましくは0～5個のヘテロ原子を有する。
【００４４】
　別の好ましい例では、リンカー部分は、アミノおよび遠位カルボキシル基をどちらも含
み、その遠位カルボキシル基を介したアミド結合によってシアル酸残基と連結している基
を含む。好ましい一実施形態では、この基はOEG基である。
【００４５】
　アミノ酸であるグルタミン酸(Glu)は、2つのカルボン酸基を含む。そのガンマ-カルボ
キシ基は、好ましくは、シアル酸残基もしくはシアル酸誘導体のアミノ基、または存在す
る場合はOEG分子のアミノ基、または存在する場合は別のGlu残基のアミノ基とアミド結合
を形成するために使用する。たちかわって、Gluのアミノ基は、遅延部分のカルボキシ基
、または存在する場合はOEG分子のカルボキシ基、または存在する場合は別のGluのガンマ
-カルボキシ基とアミド結合を形成する。このようにしてGluを包含する方法は、しばしば
手短に「ガンマ-Glu」と呼ばれる。
【００４６】
　N-およびO-連結オリゴ糖:N-グリカンおよびO-グリカンはどちらも、タンパク質を産生
する細胞によってタンパク質に付着される。新生タンパク質がリボソームから小胞体へと
移動される際に、細胞のN-グリコシル化機構は、アミノ酸鎖中のN-グリコシル化シグナル
(N-X-S/Tモチーフ)を認識してグリコシル化する(Kielyら、1976年、Glabeら、1980年)。
同様に、O-グリカンがアミノ酸鎖中の特異的O-グリコシル化部位に付着されるが、O-グリ
コシル化を始動するモチーフはN-グリコシル化シグナルよりもはるかに異種性が高く、ア
ミノ酸配列中のO-グリコシル化部位を予測する我々の能力は未だ不十分である(Julenius
ら、2004年)。ポリペプチドを様々なポリマー側基とコンジュゲートさせる方法は、たと
えばWO0331464号に記載されている。
【００４７】
　「糖タンパク質IIb/IIIa」または「GPIIb/IIIa」とは、血小板上に見つかるインテグリ
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ンである。これはフィブリノーゲンの受容体であり、血小板の活性化を援助する。複合体
は、正常な血小板の凝集および内皮接着の必要なステップであるGPIIbとGPIIIaとのカル
シウム依存性の会合を介して形成される。血小板の活性化は血小板GPIIb/IIIa受容体のコ
ンホメーション変化をもたらし、これはフィブリノーゲンとの結合を誘導する。本発明に
よる非阻害性GPIIb/IIIa抗体は、インテグリンの球状頭部中にリガンド結合ポケットを含
むフィブリノーゲン認識部分に向けられているべきでない。GPIIb/IIIaのどの部分がRGD
認識、したがってフィブリノーゲン結合に直接関与しているかは、完全には理解されてい
ない。しかし、GPIIIaでは、アミノ酸109～171が相互作用に関与していることが記載して
おり(D’Souzaら、Science、242;91～93頁、1988年)、一方で、GPIIbでは、重要なアミノ
酸はアミノ酸294～314(D’Souzaら、JBC、265:6;3440～46頁、1990年)またはアミノ酸145
～224(Kamataら、JBC、271:18610～15頁、1996年、Tozerら、Blood、93:918～24頁、1999
年、Basaniら、Blood、95.180～88頁、2000年)を含むと考えられている。本発明による非
阻害性AP3抗体は、GPIIIaのアミノ酸348～421内に位置するエピトープと結合する能力を
有し、その結果、フィブリノーゲン結合を妨害しないと考えられている(Kounsら、Blood
、15;78(12):3215～23頁、1991年)。
【００４８】
　本明細書中で使用する用語「GPIIb/IIIa抗体」、「標的化因子」とは、GPIIb/IIIaイン
テグリンと特異的に結合する能力を有する免疫グロブリン分子およびその断片をいうこと
を意図する。前記GPIIb/IIIa抗体は、さらに、本質的に非阻害性の様式でGPIIb/IIIa受容
体と結合し、これは、フィブリノーゲンと結合し、凝集して初期血餅を形成する血小板の
能力が、GPIIb/IIIa抗体の結合の際に有意に減少しないことを意味する(たとえば、参照
抗体の添加と比較して20%未満、15%、10%、5%、または1%の減少など)。血小板の凝集は、
単離した血小板の懸濁液を通る光透過率の変化を監視することによって測定した。この方
法は、最初に1960年代にGustav von Bornによって本質的に記載されており(Born、Nature
、1962年)、今日では、血小板機能を評価するための最も使用されている方法の1つである
。手短に述べると、この方法では、光が血小板の懸濁液を横断する能力を測定する。この
血小板の懸濁液は、多血小板血漿または単離した血小板のどちらかであり得る。試料に光
を当て、試料を通る光の量を測定する。活性化後、GPIIb/IIIaはそのコンホメーションを
フィブリノーゲン高結合状態へと変化させ、フィブリノーゲンの存在下で血小板は凝集体
を形成し始める。多くの単一の血小板よりも少数の大きな凝集体を有する試料の方が、よ
り多くの光が通るため、これが光透過率の増加として記録される。
【００４９】
　完全長抗体は、ジスルフィド結合によって相互接続した4本のポリペプチド鎖、すなわ
ち2本の重(H)鎖および2本の軽(L)鎖を含む。それぞれの重鎖は、重鎖可変領域(本明細書
中でHCVRまたはVHと略記)および重鎖定常領域からなる。重鎖定常領域は3つのドメイン、
すなわちCH1、CH2およびCH3からなる。それぞれの軽鎖は、軽鎖可変領域(本明細書中でLC
VRまたはVLと略記)および軽鎖定常領域からなる。軽鎖定常領域は1つのドメイン、すなわ
ちCLからなる。VHおよびVL領域は、相補性決定領域(CDR)と呼ばれる超可変領域へとさら
に分割することができ、これにはフレームワーク領域(FR)と呼ばれるより保存的な領域が
散在している。それぞれのVHおよびVLは、3つのCDRおよび4つのFRから構成され、これら
は、アミノ末端からカルボキシ末端にFR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4の順に配置
されている。したがって、抗体の定義内には、GPIIb/IIIaと特異的に結合する能力を保持
する抗体の1つまたは複数の断片も存在する。
【００５０】
　抗体の抗原結合機能が完全長抗体の断片によって行われることができることが示されて
いる。用語「抗体」内に包含される結合断片の例には、(i)Fab断片、すなわち、VL、VH、
CLおよびCH Iドメインからなる一価断片、(ii)F(ab)2およびF(ab’)2断片、すなわち、ヒ
ンジ領域でジスルフィド橋によって連結された2つのFab断片を含む二価断片、(iii)VHお
よびCH1ドメインからなるFd断片、(iv)抗体の単一のアームのVLおよびVHドメインからな
るFv断片、(v)1つのVHドメインからなるdAb断片(Wardら、(1989年)、Nature、341:544～5
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46頁)、ならびに(vi)単離した相補性決定領域(CDR)が含まれる。さらに、Fv断片の2つの
ドメイン、すなわちVLおよびVHは別々の遺伝子によってコードされているが、これらは、
組換え方法を用いて、これらを単一のタンパク質鎖として作製し、VLおよびVH領域が対合
して一価分子が形成されることを可能にする合成リンカーによって、結合させることがで
きる(単鎖Fv(scFv)として知られ、たとえば、Birdら(1988年)、Science、242:423～426頁
およびHustonら(1988年)、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、85:5879～5883頁を参照)。その
ような単鎖抗体も、用語「抗体」内に包含されることを意図する。
【００５１】
　二特異性抗体などの単鎖抗体の他の形態も包含される。二特異性抗体とは、VHおよびVL
ドメインが単一のポリペプチド鎖上で発現されるが、同じ鎖上の2つのドメイン間の対合
を可能にするには短すぎるリンカーを用いることによって、それらのドメインは別の鎖の
相補的ドメインと対合することが強要されて、2つの抗原結合部位が作製される、二価の
二重特異性の抗体である(たとえば、Holliger, P.、ら(1993年)、Proc. Natl. Acad. Sci
. USA、90:6444～6448頁およびPoljak, R.J.、ら(1994年)、Structure、2:1121～1123頁
を参照)。タンパク質Xは、(1)タンパク質X内の単一のペプチド鎖からなるペプチド抗原決
定基、(2)それぞれのアミノ酸配列がタンパク質Xのポリペプチド配列に沿ってばらばらに
位置する、複数の空間的に連続したペプチド鎖からなるコンホメーション抗原決定基、お
よび(3)炭水化物基などの、翻訳後にタンパク質Xに共有結合される分子構造から全体的ま
たは部分的になる、翻訳後抗原決定基等を含む、1つまたは複数の抗原決定基を有し得る
ことが理解されよう。
【００５２】
　別の好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体は、AP3、TabもしくはSZ22抗体ま
たはその断片である。
【００５３】
　本明細書中で使用する用語「ヒト抗体」、「複数のヒト抗体」とは、ヒト生殖系列免疫
グロブリン配列に由来する可変および定常領域を有する抗体を意味する。本発明のヒト抗
体には、たとえばCDR、特にCDR3中に、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列によってコード
されていないアミノ酸残基(たとえば、in vitroのランダムもしくは部位特異的突然変異
誘発によってまたはin vivoの体細胞突然変異によって導入された突然変異)が含まれ得る
。
【００５４】
　本明細書中で使用する用語「エピトープ」とは、抗体が結合する抗原上の任意の抗原決
定基を意味する。エピトープ決定要因は、通常、アミノ酸または糖側鎖などの化学活性の
ある表面分子群からなり、通常、特異的な三次元構造特徴および特異的な荷電特徴を有す
る。
【００５５】
　一般に、GPIIb/IIIa抗体は、任意の様式でFVIIIまたはFVIII類似体のアミノ酸配列と結
合することができる。したがって、たとえば、抗体は、FVIIIもしくはFVIII類似体のアミ
ノ酸配列と共に「融合タンパク質」の一部として発現させるか、化学的および/もしくは
酵素的方法を介して別々に付着させることができる。この後者の点において、抗体は、ソ
ルターゼまたはカルボキシペプチダーゼ媒介性のアシル基転移によってFVIIIまたはFVIII
類似体の配列と結合させることができる(関連する方法および原理の説明には、たとえば
、Stennicke、国際公開公報WO2006/013202 A2号、Hoessら、国際特許出願WO206/015879 A
1号、Zhangら、Protein Exp. Purif.(2004年)、36、292～299頁を参照)。
【００５６】
　一態様では、GPIIb/IIIa抗体は、たとえばBドメイン内への挿入によって、その下でFVI
IIまたはFVIII類似体の配列から切断できるように、FVIIIまたはFVIII類似体のアミノ酸
配列と結合している(すなわち「操作されている」)。
【００５７】
　一態様では、本発明は、2つ以上のGPIIb/IIIa抗体を含む、または2つ以上の標的と特異



(14) JP 5770161 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

的に結合する単一の抗体を含む、FVIII分子を提供する。たとえば、一態様では、本発明
は、二重特異性または多特異性の抗体または抗体断片を含むFVIII分子を提供する。一態
様では、抗体は、抗体の1つの標的(二重特異性抗体の1つの「アーム」など)がFVIII分子
内に含まれるBドメインの一部分と特異的に結合し、別の部分が血小板および/または巨核
球と会合した標的と結合する、多特異性抗体分子(完全長抗体または抗体断片)である。B
ドメインに特異的な抗体の例は当分野で知られている(たとえばLavigne-Lissaldeら、THR
OMBOSIS AND HAEMOSTASIS、第98巻、第1号、138～147頁、2007年を参照)。
【００５８】
　前述の段落の態様から、非共有なタンパク質-タンパク質、タンパク質-部分、または部
分-部分の相互作用を含めた、共有結合以外の他の適切な手段によって、GPIIb/IIIa抗体
をFVIII分子のFVIIIまたはFVIII類似体のアミノ酸配列含有部分と会合させることができ
ることが、明らかであろう。他の態様では、本明細書中の他の箇所に記載のように、GPII
b/IIIa抗体は、少なくとも1つの共有結合によってFVIIIまたはFVIII類似体のアミノ酸配
列と結合している。一態様では、GPIIb/IIIa抗体は、アミド結合によってFVIIIまたはFVI
II類似体のアミノ酸配列と結合している(たとえば、FVIIIアミノ酸配列とGPIIb/IIIa抗体
との「融合タンパク質」の場合)。また、アミノ酸配列との結合は直接または間接である
ことができることも、明らかであろう。たとえば、結合は、化学的部分(その例は、たと
えば米国特許公開第20030236190号に記載されている)または柔軟なGly(X)Ser(Y)リンカー
などのアミノ酸配列であり得る、適切なリンカーを含むことができる。別の態様では、連
結は、アミノ酸配列のアミノ酸と会合しているグリカンを介したものである。たとえばグ
リカン自体を標的化分子と結合する要素で誘導体化する場合など、そのようなグリカン連
結さえも追加の連結要素を含むことができる。
【００５９】
　本発明の様々な態様を任意の適切な様式で組み合わせることができることが、より一般
的に理解されよう。したがって、たとえば、一面では、本発明は、FVIII分子のBドメイン
と結合する二重特異性GPIIb/IIIa抗体分子部分、およびBドメインがFVIII分子から切り取
られ、標的化抗体分子部分を活性FVIII分子から放出することを可能にする切断部位(天然
のトロンビン切断部位であり得る)を含む、FVIII分子を提供する。
【００６０】
　また、本発明のFVIII分子の生物学的活性も、日常的かつ既知の方法を用いて容易に試
験することができる。たとえば、FVIII分子を休止血小板と共にインキュベートし、結合
した血小板をたとえばゲル濾過または分画遠心分離によって精製し、FVIII分子をトロン
ビンで活性化することができ、その際、触媒効率および活性の実証は標準の発色アッセイ
(たとえばCOATEST)または血餅アッセイによって可視化することができる。同様に、in vi
vo半減期の延長を標準の方法によって評価することができる。たとえば、血友病Aマウス(
FVIIIヌル/ヌル)を、血餅アッセイ(FVIIIヌル/ヌルマウス)またはFX活性アッセイを含め
たいくつかの異なる方法によって、特定のFVIII活性について監視することができる。本
発明の方法は、ヒト第VIII因子を参照して記載したが、イヌ、マウスなどの他の哺乳動物
からの第VIII因子タンパク質に適用できることに注目されたい。そのようなタンパク質は
当分野で知られており、本発明の方法をそのようなFVIIIの相同体および他の種に適用す
ることは、日常的な実験より多くのことを必要としない。
【００６１】
　本発明のFVIII分子は、関連する所望の生理的な効果のために対象または患者に典型的
に投与するFVIIIの量と同様またはそれよりいくらか少ない用量で、提供することができ
る。一般に、当分野で知られているFVIII配合物も、本発明のFVIII分子を含む医薬組成物
の調製に使用することができる。
【００６２】
　また、本発明は、本発明による融合タンパク質FVIII分子をコードしている核酸も提供
する。核酸は、そのような分子をコードしている任意の適切な種類の核酸であることがで
きる(たとえば、ホスホチオエート主鎖などの当業者に知られている様々な適切な修飾を
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含み得るssDNA、dsDNA、またはRNA)。核酸には、プロモーター、エンハンサー、ポリA配
列などの発現要素がさらに含まれ得る。また、そのような核酸は、任意の適切な種類のベ
クター(たとえば、アデノウイルス、ポックスウイルス、もしくはアデノ関連ウイルスベ
クターなどのウイルスベクターまたはプラスミドベクター)であり得る、耐性遺伝子など
のさらなる要素を含む適切なベクター内に組み込むこともできる。そのような核酸および
ベクターは、典型的にはCOSまたはHEK細胞などの哺乳動物細胞である、発現および維持の
ための適切な宿主細胞内にさらに組み込むことができる。これおよび他の点において、本
発明は、本発明のFVIII分子および本発明の潜在的なFVIII分子を生成する方法を提供する
。
【００６３】
　好ましい実施形態では、本発明によるFVIII分子は、好ましくは位置1680にアミノ酸置
換、たとえば以下の置換、すなわちY1680F、Y1680R、Y1680N、またはY1680Cのうちの1つ
を含むことによって、変調された、好ましくは低下したvWF結合能力をさらに有する。他
の好ましい実施形態では、本発明によるFVIII分子は、たとえば、たとえばLPR、様々な受
容体、他の凝固因子、細胞表面などとの結合の変調をもたらし得るアミノ酸突然変異を含
む。
【００６４】
　さらに別の実施形態では、本発明による第VIII因子分子は、リンカーを介して非阻害性
GPIIb/IIIa抗体と共有結合している。好ましくは、リンカーは、FVIII分子上のN-連結ま
たはO-連結グリカンを含む。特に好ましい実施形態によれば、グリカンは、本発明による
第VIII因子分子のBドメイン中に配置されている。Bドメインは、好ましくは切断されたB
ドメインである。
【００６５】
　特に好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体およびFVIIIは、FVIIIのBドメイ
ンのO-連結グリカンと非阻害性GPIIb/IIIa抗体のN-連結グリカンとを接続するリンカーを
介して連結されている。さらなる好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体は完全
長抗体である。好ましい実施形態では、この完全長抗体は、AP3-抗体、配列番号1および2
、または配列番号1および3である。
【００６６】
　さらなる好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体のN-連結グリカンは、抗体の
定常領域の一部である。別の好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体のN-連結グ
リカンは、抗体の軽鎖の一部である。リンカーはポリエチレングリコールポリマーを含み
得る。
【００６７】
　さらなる好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体およびFVIIIは、FVIIIのBド
メインのインタクトなO-連結グリカンと非阻害性GPIIb/IIIa抗体のインタクトなN-連結グ
リカンとを接続するリンカーを介して連結されている。
【００６８】
　異なる好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体およびFVIIIは、FVIIIのBドメ
インのO-連結グリカンと非阻害性GPIIb/IIIa抗体のN末端とを接続するリンカーを介して
連結されている。好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体はAP3 Fab断片である
。
【００６９】
　別の好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体およびFVIIIは、FVIIIのBドメイ
ンのO-連結グリカンと非阻害性GPIIb/IIIa抗体のCys残基とを接続するリンカーを介して
連結されている。好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体はAP3 ScFvである。
【００７０】
　さらに別の好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体およびFVIIIは、FVIIIのB
ドメインのO-連結グリカンと非阻害性GPIIb/IIIa抗体の1つまたは複数のLys残基とを接続
するリンカーを介して連結されている。好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体
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はAP3完全長抗体である(配列番号1および2または配列番号1および3)。
【００７１】
　さらに別の好ましい実施形態では、非阻害性GPIIb/IIIa抗体は、本発明によるBドメイ
ンが切断された第VIII因子分子のBドメインと融合している。したがって、本発明は、そ
のような分子をコードしている核酸およびベクター、ならびにそのような核酸および/ま
たはベクターを含む宿主細胞も含む。
【００７２】
　さらに別の好ましい実施形態では、本発明によるVIII分子のA3ドメインを非阻害性GPII
b/IIIa抗体で置き換える。
【００７３】
　特に好ましい実施形態によれば、本発明によるFVIII分子は、配列番号3に記載の配列を
含み、リンカーは、Bドメイン中に配置されたO-連結グリカンを含む。
【００７４】
　本発明の別の態様は、本発明による核酸を発現させる方法を含む、本発明によるFVIII
分子を生成する方法に関する。あるいは、本発明による方法は、FVIII分子とGPIIb/IIIa
抗体とのコンジュゲーションを含む。
【００７５】
　さらに別の態様は、本発明によるFVIII分子を含む医薬組成物に関する。
【００７６】
　さらに別の態様では、本発明は、血友病Aを処置するための医薬品を生成するための、
本発明によるFVIII分子の使用に関する。
【００７７】
　最終態様では、本発明は、治療有効量の、本発明による分子を宿主に投与することを含
む、哺乳動物宿主において血友病Aを処置する方法に関する。
【００７８】
構成
　出版物、特許出願、および特許を含めた、本明細書中で言及するすべての参考文献は、
本明細書中の他の箇所で行った特定の文書のすべての別々に提供した組み込みにかかわら
ず、その全体で、かつそれぞれの参考文献が個々にかつ具体的に参考として組み込まれて
いると示されてその全体が本明細書中に記載されている場合と同程度まで(法律によって
許可される最大の程度まで)、本明細書中に参考として組み込まれている。
【００７９】
　本発明の説明のコンテキストにおける用語「a」および「an」および「the」ならびに類
似の指示対象の使用は、本明細書中で別段に指定しない限り、またはコンテキストにより
明らかに矛盾していない限りは、単数形および複数形をどちらもカバーすると解釈される
べきである。別段に記述しない限りは、本明細書中に提供するすべての正確な値は、対応
する近似の値の代表例である(たとえば、特定の要因または測定値に関して提供したすべ
ての正確な例示的な値は、必要に応じて「約」によて修飾して、対応する近似の測定値も
提供するとみなすことができる)。
【００８０】
　別段に記述しない限り、またはコンテキストにより明らかに矛盾していない限りは、要
素または複数の要素を参照して、「含む」、「有する」、「含める」、または「含有する
」などの用語を用いた、本明細書中での本発明の任意の態様または実施形態の説明は、そ
の特定の要素または複数の要素「からなる」、「から本質的になる」、または「実質的に
含む」本発明の類似の態様または実施形態の支援を提供することを意図する(たとえば、
別段に記述しない限り、またはコンテキストにより明らかに矛盾していない限りは、特定
の要素を含むとして本明細書中に記載した組成物は、その要素からなる組成物を記載する
ものとしても理解されるべきである)。
【００８１】
　すべての表題および副題は本明細書中で利便上でのみ使用し、いかなる様式でも本発明
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を制限すると解釈されるべきでない。本明細書中で提供する任意かつすべての例、または
例示的な言葉(たとえば「など」)の使用は、本発明をより明確にすることのみを意図し、
他の様式で主張しない限りは本発明の範囲の制限を提示しない。本明細書中のどの言葉も
、特許請求していない任意の要素を本発明の実施に必須であると示すと解釈されるべきで
ない。
【００８２】
　本明細書中の特許文献の引用および組み込みは、利便上でのみ行い、そのような特許文
献の有効性、特許性、および/または施行可能性のどのような観点も反映しない。本発明
には、適用される法律によって許可される、本明細書中に含まれる特許請求の範囲および
/または態様中に列挙した主題のすべての変形および均等物が含まれる。
【００８３】
(実施例)
(実施例1)
FVIIIフレームワークおよび融合パートナー
　本発明の融合タンパク質は、別のタンパク質からのポリペプチド(融合パートナー)と結
合したFVIIIタンパク質(FVIII部分)からなる。
【００８４】
　融合タンパク質のFVIII部分は、FVIII活性を有する任意のタンパク質であることができ
る。FVIII部分は、FVIII Bドメインの部分がタンパク質から除去されている、Bドメイン
欠失/切断(BDD)FVIIIタンパク質であることができる。F8-500はBDDヒトFVIIIタンパク質
である。N末端から開始して、F8-500は、FVIIIシグナルペプチド(アミノ酸-19～-1)、次
いでBドメインを有さないFVIII HC(アミノ酸1～740)、21個のアミノ酸のリンカー(SFSQNS
RHPSQNPPVLKRHQR)(配列番号4)、およびFVIII LC(野生型ヒトFVIIIのアミノ酸1649～2332)
からなる。21個のアミノ酸のリンカーの配列はFVIIIのBドメインに由来し、完全長野生型
ヒトFVIIIのアミノ酸741～750および1638～1648からなる。
【００８５】
　F8-500-Δa3は、a3領域を有さないF8-500からなる。F8-500-Δa3では、野生型ヒトFVII
Iのアミノ酸1647～1687がF8-500から排除されている。それにより、アミノ酸1645～1648
のフューリン部位が破壊されている。しかし、合わせたフューリンおよびトロンビン部位
がF8-500-Δa3中のR1645-H1646-P1688-R1689のアミノ酸ストレッチによって作製されてい
る。a3領域はFVIIIとvWFとの結合に重要であり、したがって、vWFに対するF8-500-Δa3の
親和性は野生型FVIIIと比較して低下している。
【００８６】
　F8-500-Hisは、HisタグがF8-500のリンカー内に挿入されたF8-500からなる。したがっ
て、F8-500-Hisのリンカー配列はSFSQNSRHPSHHHHHHSQNPPVLKRHQR(配列番号5)である。
【００８７】
　F8-500-Δa3-Hisは、a3領域を有さないが、HisタグがF8-500のリンカー内に挿入された
F8-500からなる。したがって、F8-500-Δa3-Hisでは、野生型ヒトFVIIIのアミノ酸1647～
1687がF8-500から排除されており、リンカー配列はSFSQNSRHPSHHHHHHSQNPPVLKRHQR(配列
番号6)である。
【００８８】
　F8-500-Y1680FおよびF8-500-Y1680Cは、完全長野生型ヒトFVIIIのアミノ酸1680がチロ
シンからそれぞれフェニルアラニンおよびシステインへと変化したF8-500からなる。これ
らのアミノ酸の置き換えはどちらも、vWF因子に対するFVIIIの親和性を低下させる。さら
に、Y1680Cのアミノ酸の置き換えは、遅延部分を融合タンパク質とコンジュゲートさせる
ためのハンドルとして使用することができる遊離システインを導入する。
【００８９】
　融合パートナーは、融合タンパク質のFVIII部分上のいくつかの位置と結合させること
ができる。融合パートナーを結合させるためのFVIII上の位置の非限定的な例は、FVIII H
CとLCとの間のBドメインまたはBドメイン由来のリンカー中、a3の位置、およびFVIII LC
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のC末端である。
【００９０】
(実施例2)
FVIIIフレームワークおよび融合タンパク質をコードしている発現ベクターの構築
　FVIIIと融合パートナーとの間の融合はすべて、融合パートナーを増幅するためのPCRを
含む。制限部位を使用するPCRプライマーの末端に付加する。制限酵素は、融合パートナ
ーのcDNAまたは合成DNAをFVIIIのcDNA内にクローニングするために使用する。
【００９１】
　F8-500のBドメイン中の融合は、aa750とaa1638との間で起こる。Bドメイン内またはそ
れに隣接する制限部位AvrII、NruI、AgeIおよびMluIを使用して、融合パートナーをコー
ドしているDNAを挿入する。
【００９２】
　FVIII軽鎖のカルボキシ末端での融合には、F8-500をコードしている構築体を改変する
。内部BamHI部位(aa604～606)を部位特異的突然変異誘発によって排除し、柔軟な(GGGS)6
リンカーをコードしているDNAをコード領域の3’側に挿入する。BamHIおよびNotI部位の
間へのC末端融合パートナーのクローニングを容易にするために、新しいBamHI部位を、リ
ンカーをコードしているDNAの3’末端に導入する。続いて、融合パートナーのDNAを挿入
する。
【００９３】
　融合パートナーをコードしているDNAをa3位置に挿入し、したがってコードされるタン
パク質中においてa3を融合パートナーで置き換えるために、SacII制限部位をa3のコード
領域の3’側に導入する。したがって、融合パートナーをコードしているDNAは、AgeIおよ
びSacII部位の間またはAvrIIおよびSacII部位の間に挿入することによって、導入するこ
とができる。
【００９４】
(実施例3)
完全長AP3 mIgG1 ab
　抗GPIIa/IIIB抗体の重鎖および軽鎖の可変領域、AP3を、AP3抗体を発現するハイブリド
ーマ細胞から単離したRNAから、SMART(商標)RACE cDNA増幅キット(Clontech、米国カリフ
ォルニア州)を使用して増幅した。2本のAP3鎖の可変領域の増幅に使用したプライマーは
以下のとおりである。
【００９５】
重鎖:
　ユニバーサルプライマーミックスA(Clontech、カリフォルニア州):
　長(0.4μM):
　5’-ctaatacgactcactatagggcAAGCAGTGGTATCACGCAGAGT-3’(配列番号7)
　短(2μM):
　5’-ctaatacgactcactatagggc-3’(配列番号8)
　プライマー69(10μM)
　5’-gctctagactaacactcattcctgttgaagctcttg-3’(配列番号9)
【００９６】
軽鎖
　ユニバーサルプライマーミックスA(Clontech:
　長(0.4μM):
　5’-ctaatacgactcactatagggcAAGCAGTGGTATCACGCAGAGT-3’(配列番号10)
　短(2μM):
5’-ctaatacgactcactatagggc-3’(配列番号11)
　プライマー312(10μM)
　5’-gtctaccacaacacacgtgac-3’(配列番号12)
【００９７】
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　可変領域を、Zero Blunt(登録商標)TOPO(登録商標)配列決定用PCRクローニングキット(
カタログ番号K287520、Invitrogen、米国カリフォルニア州)を用いてpCR4ベクター内にク
ローニングした。続いて、重鎖可変領域を、ネズミIgG1フレームワークを含有するpTT5系
発現ベクターのEcoRI/BamHI部位内にサブクローニングして、AP3 mIgG1重鎖を作製した。
AP3 mIgG1重鎖のアミノ酸配列を以下に示す。AP3 IgK軽鎖を、pCR4ベクターから、プライ
マーAP-3 LC Kl1センス(5’-GACTTTTTGTATGAATTCCTCACCATGAGGTGC-3’、配列番号13)およ
びM13逆プライマーを用いて増幅した。PCR断片を空のpTT5系発現ベクターのEcoRI部位内
にサブクローニングした。AP3 mIgK軽鎖タンパク質のアミノ酸配列を以下に示す。完全長
AP3 abをコードしている2つのベクターをHek293 6E細胞中で過渡的に発現させた。形質移
入は、293fectinを形質移入剤として使用して(カタログ番号12347-019、Invitrogen、米
国カリフォルニア州)、製造者によって供給された指示書に従って実施した。形質移入体
は、5日間静置した後に収集した。
【００９８】
　位置39(カバット付番系に従って位置34)の潜在的に問題のあるシステインがAP3抗体の
軽鎖中で同定された。システイン残基は、QuikChange部位特異的突然変異誘発キット(カ
タログ番号200518、Stratagene、米国カリフォルニア州)および以下の2つのプライマーを
用いた部位特異的突然変異誘発によって、セリンへの突然変異が成功した。
　AP3 LC C39S S
　5’-caacacttacttgtcctggttcctgcag-3’(配列番号14)
　AP3 LC C39S AS
　5’-ctgcaggaaccaggacaagtaagtgttg-3’(配列番号15)
【００９９】
　生じたタンパク質の配列を以下に示す。C39S突然変異を含有する完全長AP3 mIgG1 abは
、配列番号17および配列番号19を発現する2つのベクター構築体を合わせることによって
発現させることができる。
【０１００】
(実施例4)
AP3 FL mIgG1 wtおよびAP3 FL mIgG1 wt HC LC C39Sの精製。
　AP3 FL mIgG1 wtおよびAP3 FL mIgG1 wt HC LC C39Sタンパク質(実施例3)の精製は、タ
ンパク質A MabSelect SuRe樹脂(GE Healthcare、カタログ番号17-5438-01)を用いたアフ
ィニティークロマトグラフィーから構成される1ステッププロセスによって実施した。精
製はAktaExplorerクロマトグラフィーシステム(GE Healthcare、カタログ番号18-1112-41
)を用いて実施した。精製ステップに用いた緩衝系は、トリス、3MのNaCl、pH8.5から構成
される平衡化緩衝液および10mMのギ酸、pH3.5から構成される溶出緩衝液であった。MabSe
lect SuReカラムに施用する前に上清を3MのNaClおよびpH8.5に調節した。カラムを15倍カ
ラム体積の平衡化緩衝液で洗浄し、タンパク質を約1倍カラム体積の溶出緩衝液中で、均
一濃度で溶出させた。AP3 FL mIgG1 wt HC LC C39Sを、SDS-PAGE/クマシーおよびSEC-HPL
Cを用いて分析し、精製から、約150kDa(約50kDaの重鎖構成成分および約25kDaの軽鎖構成
成分)の純粋かつ均質なタンパク質が、SEC-HPLCによって測定して>98%の純度で得られた
ことが示された。最終タンパク質濃度を測定するために、NanoDrop分光光度計(Thermo Sc
ientific)を1.56の消光係数と一緒に使用した。
【０１０１】
　抗体の特徴づけは、還元型のインタクトなmAbのLC-MS分析によって行った。重鎖はG0F
およびG1Fグリカンを含有することが示された。軽鎖は、1個のシアル酸(G2FS)を主要な構
造として有する二分岐グリカンでグリコシル化されていることが示された。シアリダーゼ
を用いた処理により、291amuの予想された質量値のシフトが得られ、シアル酸の存在が確
認された。
【０１０２】
　完全長AP3 FL mIgG1 wt抗体と休止血小板との結合は、FACS分析によって確認された。
【０１０３】



(20) JP 5770161 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

配列番号17: AP3 mIgG1 HC
QVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVT
WNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIF
PPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRV
NSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGS
YFVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK
【０１０４】
配列番号18: AP3 mIgK LC
DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRI
SRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSER
QNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNNYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC
【０１０５】
配列番号19: AP3 IgK LC C39S
DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLSWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRI
SRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSER
QNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNNYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC
【０１０６】
(実施例5)
AP3 scFV構築体
　AP3抗体の軽鎖および重鎖の可変領域をコードしているDNA配列に基づいて、AP3 abの2
つの単鎖抗体の形態(AP3 LC-HC scFVおよびAP3 HC-LC scFV)をMWG biotech、ドイツから
注文した。2つのscFVタンパク質のアミノ酸配列を配列番号22および配列番号23に示す。
構築体には、VHおよびVL断片の正しい対合を可能にするために、2つの可変領域の間に導
入された15個のaa(G4S)3)リンカー領域が含まれていた。精製目的のためにFlagタグがど
ちらのタンパク質のC末端にも含まれる。
【０１０７】
　続いて、AP3 abの2つの単鎖の形態をコードしている遺伝子を、pTT5系発現ベクターのH
indIII部位内にサブクローニングした。2つの単鎖のAP3抗体をコードしている2つの構築
体を、293fectinを形質移入剤として使用して(カタログ番号12347-019、Invitrogen、米
国カリフォルニア州)、製造者によって供給された指示書に従って、Hek293 6E細胞中で過
渡的に発現させた。形質移入体は、5日間静置した後に収集した。
【０１０８】
　2つの単鎖のAP3抗体AP3-LC-HC scFV-FLAG、AP3-HC-LC scFV-FLAGと休止血小板のGPIIa/
IIIBとの結合は、FACS分析によって確認された。
【０１０９】
　位置39(カバット付番系に従って位置34)の潜在的に問題のあるシステインがAP3抗体の
軽鎖中で同定され、AP3 LC-HC scFV構築体中でセリンへと突然変異させた。これは、Quik
Change部位特異的突然変異誘発キット(カタログ番号200518、Stratagene、米国カリフォ
ルニア州)を使用して、製造者によって供給された指示書に従って、以下の2つのプライマ
ーを用いて行った。
　AP3 LC C39S S
　5’-caacacttacttgtcctggttcctgcag-3’(配列番号20)
　AP3 LC C39S AS
　5’-ctgcaggaaccaggacaagtaagtgttg-3’(配列番号21)
【０１１０】
　生じたAP3 LC-HC scFV-FLAG C39Sタンパク質の配列を配列番号24に示す。
【０１１１】
配列番号22: AP3-LC-HC scFV-FLAG
DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRI
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SRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNY
WLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQ
GTSVTVSSDYKDDDDK*
【０１１２】
配列番号23: AP3-HC-LC scFV-FLAG
QVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRS
SRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGS
GTKLEIKRDYKDDDDK*
【０１１３】
配列番号24: AP3-LC-HC scFV-FLAG C39S
DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLSWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRI
SRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNY
WLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQ
GTSVTVSSDYKDDDDK*
【０１１４】
　単鎖抗体AP3 LC-HC scFV-FLAG C39Sと休止血小板との結合は、FACS分析によって確認さ
れた。
【０１１５】
(実施例6)
AP3 scFV-Cys構築体
　AP3 LC-HC scFV C39SとFVIIIとのコンジュゲーションを容易にするため、部位特異的突
然変異誘発によって遊離Cys残基をscFV中に導入した。2つの構築体を作製した。一方の構
築体では、非対合のシステイン残基を、QuikChange部位特異的突然変異誘発キット(カタ
ログ番号200518、Stratagene、米国カリフォルニア州)を使用することで、製造者によっ
て供給された指示書に従って、以下の2つのプライマーを用いて、部位特異的突然変異誘
発によって、AP3 LC-HC scFVタンパク質のC末端中に導入した。
　AP3 scFV Cys
　5’-cgacgacgacaagtgctgaaagcttcgtacg-3’(配列番号25)
　AP3 scFV Cys AS
　5’-cgtacgaagctttcagcacttgtcgtcgtcg-3’(配列番号26)
【０１１６】
　別の構築体では、AP3 LC-HC scFV中の位置248のセリンをシステインに変異させること
によって、非対合のシステインを導入した。位置39(カバット付番系に従って位置34)の潜
在的に問題のあるシステインがAP3抗体の軽鎖中で同定され、続いて、QuikChange部位特
異的突然変異誘発キット(カタログ番号200518、Stratagene、米国カリフォルニア州)を使
用して、製造者によって供給された指示書に従って、以下の2つのプライマー組を用いて
、セリンへと突然変異させた。
【０１１７】
プライマー組A
　AP3 scFV LC-HC S248C S
　5’-gtgaccgtgagctgcgactacaaggac-3’(配列番号27)
　AP3 scFV LC-HC S248C AS
　5’-gtccttgtagtcgcagctcacggtcac-3’(配列番号28)
【０１１８】
プライマー組B
　AP3 LC C39S S
　5’-caacacttacttgtcctggttcctgcag-3’(配列番号29)
　AP3 LC C39S AS
　5’-ctgcaggaaccaggacaagtaagtgttg-3’(配列番号30)
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【０１１９】
　すべてのAP3 scFV構築体をHek293 6E細胞中で過渡的に発現させた。形質移入は、293fe
ctinを形質移入剤として使用して(カタログ番号12347-019、Invitrogen、米国カリフォル
ニア州)、製造者によって供給された指示書に従って実施した。形質移入体は、5日間静置
した後に収集した。
【０１２０】
　すべてのscFV断片は以下の手順に従って精製した。
【０１２１】
(実施例7)
AP3 LC-HC scFVタンパク質の精製および特徴づけ。
　AP3 LC-HC scFVタンパク質(実施例5および6)の精製は、抗FLAG M2親和性ゲル(Sigma、
カタログ番号A2220)を用いたアフィニティークロマトグラフィー、次いで、凝集体および
観察される場合は他の高分子量の汚染物質を除去するためのSuperdex75pgゲル濾過カラム
(GE Healthcare、カタログ番号17-1068-01)から構成される、2ステッププロセスを用いて
実施した。精製はAktaExplorerクロマトグラフィーシステム(GE Healthcare、カタログ番
号18-1112-41)を用いて実施した。第1の精製ステップに使用した緩衝系は、20mMのHepes
、150mMのNaCl、0.01%のTween-80(v/v)、pH7.5から構成される平衡化緩衝液および100mM
のグリシン、pH3.5/NaOHから構成される溶出緩衝液であった。上清を最初に0.5MのHepes
、pH10.5でpH6.7に調節したか、または事前に平衡化した抗FLAG M2親和性カラム上に直接
施用した。カラムを10倍カラム体積の平衡化緩衝液で洗浄し、タンパク質を約2倍カラム
体積の溶出緩衝液中で、均一濃度で溶出させた。溶出されたタンパク質を100mMのHepes、
150mMのNaCl、pH7.5で1:1に希釈し、SDS-PAGE/クマシーおよびSEC-HPLCを用いて分析した
。約28kDaの純粋(>75%)かつ均質なタンパク質が第1の精製ステップから得られた場合は、
さらなる精製は実施しなかった。そうでなければ、20mMのトリス、1MのNaCl、pH7.5を用
いて第2のゲル濾過ステップを行った。2～3.5%の積載を施用し、溶出されたタンパク質を
含有する画分を、SDS-PAGE/クマシーおよびSEC-HPLCを用いて分析した。分析に基づいて
、純粋(>80%)かつ均質なタンパク質を含有するプールを調製した。最終タンパク質濃度を
測定するために、NanoDrop分光光度計(Thermo Scientific)を1.79の消光係数と一緒に使
用した。
【０１２２】
配列番号31: AP3 LC-HC scFV INS257C FLAG
DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRI
SRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNY
WLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQ
GTSVTVSSDYKDDDDKC
【０１２３】
配列番号32: AP3 LC-HC scFV C39S S248C FLAG
DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLSWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRI
SRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNY
WLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQ
GTSVTVSCDYKDDDDK
【０１２４】
(実施例8)
AP3 Fab構築体
　QuikChange部位特異的突然変異誘発キット(カタログ番号200518、Stratagene、米国カ
リフォルニア州)および以下の2つのプライマーを用いて、配列番号17をコードしている構
築体中にストップコドンを導入することによって、AP3重鎖の切断型を作製した。
　JP433 AP3 HC Fab S
　Cagggattgtggttgaaagccttgcatatg(配列番号33)
　JP434 AP3 HC Fab S
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　Catatgcaaggctttcaaccacaatccctg(配列番号34)
【０１２５】
　生じたタンパク質の配列を配列番号22に示す。
【０１２６】
　配列番号19および配列番号35を発現する2つの構築体を合わせることによって、AP3抗体
の機能的Fab断片を発現させた。2本の鎖をHek293 6E細胞中で過渡的に発現させた。形質
移入は、293fectinを形質移入剤として使用して(カタログ番号12347-019、Invitrogen、
米国カリフォルニア州)、製造者によって供給された指示書に従って実施した。形質移入
体は、5日間静置した後に収集した。
【０１２７】
AP3 Fab LC C39Sタンパク質の精製および特徴づけ。
　AP3 Fab LC C39Sタンパク質の精製は、Source 30S(GE Healthcare、カタログ番号17-12
73-01)を用いた陽イオン交換、次いでSuperdex75pgゲル濾過カラム(GE Healthcare、カタ
ログ番号17-1068-01)から構成される2ステッププロセスを用いて実施した。精製はAktaEx
plorerクロマトグラフィーシステム(GE Healthcare、カタログ番号17-1068-01)を用いて
実施した。第1の精製ステップに使用した緩衝系は、10mMの酢酸Na、pH5.0から構成される
平衡化緩衝液および10mMの酢酸Na、1MのNaCl、pH5.0から構成される溶出緩衝液であった
。0.5MのHClでpH5.0までpH調節する前にmilliQを加えることで収集物を<3mS/cmまで調節
し、事前に平衡化したSource 30Sカラムに施用した。カラムを15倍カラム体積の平衡化緩
衝液で洗浄した。20倍カラム体積にわたる平衡化緩衝液および溶出緩衝液の直線勾配によ
ってタンパク質を溶出させた。タンパク質は約8倍カラム体積で溶出された。第2のゲル濾
過精製ステップは、20mMのリン酸Na、150mMのNaCl、pH7.2を用いて行った。2～3.5%の積
載を施用し、タンパク質はカラム体積の5～7%で収集された。AP3 Fab LC C39Sタンパク質
を、SDS-PAGE/クマシーおよびSEC-HPLCを用いて分析し、精製から、約50kDaの純粋かつ均
質なタンパク質が、SEC-HPLCによって測定して約91.9%の純度で得られたことが示された
。最終タンパク質濃度を測定するために、NanoDrop分光光度計(Thermo Scientific)を1.6
7の消光係数と一緒に使用した。
【０１２８】
配列番号35: AP3 Fab HC
QVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVT
WNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCG
【０１２９】
(実施例9)
FVIII-AP3 scFVの融合体
　AgeIおよびSacII制限酵素を用いて、AP3 LC-HC scFVまたはAP3 HC-LC scFVをBドメイン
欠失およびa3ドメイン欠失のFVIII変異体と融合させた。Bドメイン欠失およびa3ドメイン
欠失のFVIIIはaa751～1637およびaa1649～1685を欠く。AP3 LC-HC scFVまたはAP3 HC-LC 
scFVをaaR1648およびQ1686の間に挿入した。AP3コード配列は、それぞれの制限酵素、Age
IおよびSacIIで認識可能な部位を保有するプライマーを用いたPCRによって増幅した。DNA
は内在性のAgeI部位を有するため、PCR産物の部分的制限消化を行った。
【０１３０】
　フューリン部位(RHQR)はAP3 scFVのN末端に位置するため、AP3 scFVは、プロセッシン
グ後にFVIII軽鎖のN末端を構成する。トロンビン部位R1688～R1689も保存されており、こ
れらのFVIII変異体のトロンビン活性化の際、AP3 scFVがFVIIIから遊離(deliberated)さ
れる。
【０１３１】
プライマー
　AP3-HC-LC-Da3-AgeI
　Aacccaccggtcttgaaacgccatcaacggcaggtccagctgcagcagagc(配列番号36)



(24) JP 5770161 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

　AP3-HC-LC-Da3-SacII
　Gaaagctccgcgggctctgccgcttgatttccagcttgg(配列番号37)
　AP3-LC-HC-Da3-AgeI
　Aacccaccggtcttgaaacgccatcaacgggacatcgtgatgacccaggct(配列番号38)
　APS-LC-HC-Da3-SacII
　Gaaagctccgcgggctctggctgctcacggtcacggagg(配列番号39)
【０１３２】
(実施例10)
FVIIIフレームワークおよび融合タンパク質の一過性発現
　0.9～1.1×10６の密度のHKB11細胞を、0.7mg/lのプラスミドと1.4ml/lの形質移入剤、2
93fectin(Invitrogen)との複合体で形質移入した。形質移入複合体は、プラスミドおよび
形質移入をOPTIMEM(Invitrogen)で別々に希釈し、2つの溶液を混合し、混合物を室温で20
分間インキュベートすることによって調製した。複合体混合物を細胞懸濁液に加え、懸濁
液を振盪インキュベーターで5日間、36.5℃、5%のCO2でインキュベートした。細胞培養収
集物を0.22μmの膜フィルターで濾過した。
【０１３３】
(実施例11)
FVIIIフレームワークおよび融合タンパク質を精製するための一般手順
　直径1.6cmおよび床高さ4cmの寸法で8mLとなるカラムに樹脂VIIISelect(GE Healthcare)
を詰め、20mMのイミダゾール+10mMのCaCl2+0.01%のTween80+250mMのNaCl、pH7.3を用いて
、500cm/時で平衡化した。実施例3に記載のように調製した培養濾液をカラムに施用し、
続いてカラムを第1の平衡化緩衝液で洗浄し、その後、20mMのイミダゾール+10mMのCaCl2+
0.01%のTween80+1.5MのNaCl、pH7.3で洗浄した。結合したFVIIIを、均一濃度、90cm/時で
、20mMのイミダゾール+10mMのCaCl2+0.01%のTween80+2.5MのNaCl+6.5Mのプロピレングリ
コール、pH7.3を用いて溶出させた。FVIIIを含有する画分をプールし、20mMのイミダゾー
ル+10mMのCaCl2+0.01%のTween80、pH7.3で1:10に希釈し、F25-セファロースを詰めたカラ
ムに施用した(Thimら、Haemophilia、2009年)。カラム寸法は直径1.6cmおよび床高さ2cm
であり、カラム体積が4mLとなった。施用前に、カラムを180cm/時で、20mMのイミダゾー
ル+10mMのCaCl2+0.01%のTween80+150mMのNaCl+1Mのグリセロール、pH7.3を用いて平衡化
した。施用後、カラムを最初に平衡化緩衝液で洗浄し、その後、20mMのイミダゾール+10m
MのCaCl2+0.01%のTween80+650mMのNaCl、pH7.3で洗浄した。結合したFVIIIを、均一濃度
で、20mMのイミダゾール+10mMのCaCl2+0.01%のTween80+2.5MのNaCl+50%(v/v)のエチレン
グリコール、pH7.3を用いて、30cm/時で溶出させた。FVIIIを含有する画分をプールし、2
0mMのイミダゾール+10mMのCaCl2+0.01%のTween80、pH7.3で1:15に希釈したが、ただし、a
3ドメインの欠失を有するFVIII変異体は同じ緩衝液で1:45に希釈した。希釈したプールを
、Poros 50HQ(PerSeptive Biosystem)を詰めた、直径0.5cmおよび床高さ5cmのカラム寸法
で1mLのカラム体積となるカラムに施用した。施用前にカラムを300cm/時で、20mMのイミ
ダゾール+10mMのCaCl2+0.01%のTween80+50mMのNaCl+1Mのグリセロール、pH7.3を用いて平
衡化した。カラムを平衡化緩衝液で洗浄した後、5倍カラム体積にわたる平衡化緩衝液か
ら20mMのイミダゾール+10mMのCaCl2+0.01%のTween80+1MのNaCl+1Mのグリセロール、pH7.3
までの直線勾配を用いて溶出させた。FVIIIを含有する画分をプールし、プールを使用時
まで-80°で保管した。
【０１３４】
　HIS-タグを有するFVIII-変異体を本質的に上述のように精製したが、ただし、第2の精
製ステップ(F25-セファロース)を2倍カラム体積の1MのNiSO4を充填したキレート化セファ
ロースFF(GE Healthcare)に交換した。カラム寸法は直径0.5cmおよび床高さ5cmであり、1
mLのカラム体積となった。施用前に、カラムを、30mMのイミダゾール+10mMのCaCl2+0.01%
のTween80+1.5MのNaCl、pH7.3を用いて、180cm/時で平衡化した。施用後、カラムを30倍
カラム体積の平衡化緩衝液で洗浄した後、5倍カラム体積にわたる250mMのイミダゾール+1
0mMのCaCl2+0.01%のTween80+1.5MのNaCl、pH7.3までの直線勾配を用いて溶出させた。FVI
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IIを含有する画分をプールし、20mMのイミダゾール+10mMのCaCl2+0.01%のTween80、pH7.3
で1:30に希釈した。最終精製ステップ(Poros 50HQ)を上述のように行った。
【０１３５】
(実施例12)
FVIII-AP3 scFV融合体の精製および特徴づけ
　前記AP3 F8融合タンパク質(実施例9)の精製は、VIIISelect樹脂(GE Healthcare、カタ
ログ番号17-5455-02)に基づくイムノアフィニティークロマトグラフィーステップ、次い
で、CNBr-セファロースFFとカップリングした抗体F25に基づく第2のイムノアフィニティ
ークロマトグラフィーステップ(Thim L、Vandahl B、Karlsson J、Klausen NK、Pedersen
 J、Krogh TN、Kjalke M、Petersen JM、Johnsen LB、Bolt G、Norby PL、Steenstrup TD
 (2009年)、Purification and characterization of a new recombinant factor VIII (N
8)、Haemophilia、16:349～59頁)、および樹脂Poros 50HQ(Applied Biosystemsカタログ
番号1-2559-07)に基づく最後に陰イオン交換クロマトグラフィーステップから構成される
、3ステッププロセスを用いて実施した。精製はAktaExplorerクロマトグラフィーシステ
ム(GE Healthcare、カタログ番号17-1068-01)を用いて実施した。第1の精製ステップに使
用した緩衝系は、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、250mMのNaCl、pH
7.3から構成される平衡化緩衝液、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、
1.5MのNaCl、pH7.3から構成される洗浄緩衝液および20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、
0.02%のTween80、1Mの酢酸アンモニウム、6.5Mの1,2-プロパンジオール、pH7.3から構成
される溶出緩衝液であった。収集物を、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTwee
n80、pH7.3から構成される希釈緩衝液で2×に希釈し、事前に平衡化したVIIISelectカラ
ムに施用した。カラムを6倍カラム体積の平衡化緩衝液および6倍カラム体積の洗浄バッフ
ァーで洗浄した。タンパク質を約3倍カラム体積中で、均一濃度で溶出させた。第2の免疫
親和性精製ステップの前に、第1の精製ステップからの溶出プールを、上述の希釈緩衝液
を用いて10×に希釈した。第2の精製ステップに使用した緩衝系は、20mMのイミダゾール
、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、150mMのNaCl、pH7.3から構成される平衡化緩衝液、20m
Mのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%Tween80、1.5MのNaCl、pH7.3から構成される洗浄
緩衝液および0.5Mのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、150mMのNaCl、pH7.3
から構成される溶出緩衝液であった。試料を事前に平衡化したF25-セファロースFFカラム
に施用した後、カラムを6倍カラム体積の平衡化緩衝液および6倍カラム体積の洗浄バッフ
ァーで洗浄した。タンパク質を約1.5倍カラム体積中で、均一濃度で溶出させた。第3の陰
イオン交換精製ステップの前に、第2の精製ステップからの溶出プールを、上述の希釈緩
衝液を用いて15×に希釈した。第3の精製ステップに使用した緩衝系は、20mMのイミダゾ
ール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、50mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.2から構成さ
れる平衡化緩衝液および20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNaCl
、1Mのグリセロール、pH7.3から構成される溶出緩衝液であった。試料を事前に平衡化し
たPoros HQ50カラムに施用した後、カラムを8倍カラム体積の平衡化緩衝液で洗浄した。5
倍カラム体積にわたる0～100%の直線勾配、次いで10倍カラム体積の100%の溶出緩衝液を
用いて、タンパク質をカラムから溶出させた。タンパク質は勾配の初期、典型的には10～
30%の溶出緩衝液で溶出された。収率は、発色FVIIIアッセイCOATEST(登録商標)第VIII因
子(Chromogenix、COATEST SP FVIIIカタログ番号82 4086 63)およびSpectraMax分光光度
計(Molecular Devices、カタログ番号M3)を用いて追跡した。タンパク質の品質はSDS-PAG
E/銀染色およびRP-HPLCを用いて分析し、純粋かつ均質なタンパク質調製物が軽鎖、重鎖
および単鎖から構成されることが示された。最終タンパク質濃度はRP-HPLC分析に基づい
て決定した。
【０１３６】
配列番号40: F8-500 AP3-LC-HC scFV -Δa3
ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEV
YDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLS
HVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNR
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SLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGM
EAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVL
APDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGI
TDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVD
QRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYIL
SIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYE
DSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHPSQNPPVLKRHQRDIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLC
WFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSG
GGGSGGGGSQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLT
ADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPH
VLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQ
RQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEF
ALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSI
HFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQ
ITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYR
GNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYF
TNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQ
NGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY
【０１３７】
配列番号41: F8-500 AP3-HC-LC scFV -Δa3
ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEV
YDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLS
HVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNR
SLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGM
EAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVL
APDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGI
TDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVD
QRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYIL
SIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYE
DSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHPSQNPPVLKRHQRQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQ
RPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVS
SGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVP
DRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPH
VLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQ
RQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEF
ALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSI
HFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQ
ITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYR
GNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYF
TNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQ
NGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY
【０１３８】
配列番号42: F8-500 AP3-HC-LC scFV
ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEV
YDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLS
HVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNR
SLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGM
EAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVL
APDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGI
TDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVD
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QRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYIL
SIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYE
DSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHPSQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGD
IYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSDIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTA
FTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFD
IYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGL
LGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYF
SDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRF
HAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRV
ECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAP
MIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSI
RSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTM
KVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIA
LRMEVLGCEAQDLY
【０１３９】
配列番号43: F8-500 AP3-LC-HC scFV
ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEV
YDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLS
HVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNR
SLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGM
EAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVL
APDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGI
TDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVD
QRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYIL
SIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYE
DSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHPSDIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQ
LLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQV
QLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQ
LSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFD
IYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGL
LGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYF
SDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRF
HAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRV
ECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAP
MIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSI
RSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTM
KVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIA
LRMEVLGCEAQDLY
【０１４０】
(実施例13)
ステップ1:
　一般式:
【０１４１】
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【０１４２】
の試薬[式中、反応基の非排他的な例は、マレイミド、アジド、アルキン、アルデヒドを
含む基であり、スペーサーの非排他的な例は、たとえば3、kDa、5kDa、10kDa、または20k
Daの平均分子量を有するPEG部分である]を、たとえばアブシキシマブもしくはAP3、また
は、排他的ではないが、たとえば単鎖変異体もしくはFAB断片などのアブシキシマブもし
くはAP3に由来するタンパク質等の血小板結合タンパク質と反応させて、中間体B1の一般
式を有する化合物がもたらされ得る。
【０１４３】
【化２】

【０１４４】
(中間体B1)
　血小板結合タンパク質でのスペーサーの付着点は、中間体B1の一般式の化合物をアセン
ブルするために使用した反応基の種類に依存し得る。たとえば、反応基がアルデヒドであ
った場合、1つの可能性は、スペーサーが、NaCNBH3の存在下における還元性アルキル化に
よって、血小板結合タンパク質のN末端のうちの1つに付着していることである場合がある
。たとえば、反応基がマレイミドであった場合は、1つの可能性は、スペーサーが、血小
板結合タンパク質中の遊離システインに付着していることである場合がある。システイン
は、排他的ではないが、たとえば酵素またはトリス(カルボキシエチル)ホスフィン塩酸塩
などの適切な試薬で処理することによる、以前の反応で遊離されていてもよい。
【０１４５】
ステップ2:
　シアル酸は、シアリダーゼを用いた反応によってFVIIIのグリカンから除去し得る。中
間体B1の一般式を有する化合物を、たとえばST3-Gal-I(FVIIIのO-グリカンと反応させる
場合)またはST3-GAlIII(FVIIIのN-グリカンと反応させた場合)などの適切な酵素の存在下
で反応させて、以下の一般構造の化合物の生成物が得られ得る。
【０１４６】
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【化３】

【０１４７】
(中間体)
(中間体実施例1)
　N-((3-(ω-(4-ホルミルベンゾイルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチ
ル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸:
【０１４８】

【化４】

【０１４９】
ステップ1:
N-((3-(ω-(9H-フルオレン-9-イルメトキシカルボニルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニ
ルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸:
【０１５０】

【化５】

【０１５１】
　N-(アミノアセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸(18mg、0.029mmol)を、pH8.
9に調節した50mMのトリスからなる緩衝液(4ml)に溶かした。現在のpHを確認し、0.1Nの塩
酸を加えることによってpH8.9に調節した。THF(16ml)を加えた。3-(ω-(9H-フルオレン-9
-イルメトキシカルボニルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオン酸N-ヒドロキシスクシンイミ
ジルエステルの最終量の約半分を加えた(たとえばRapp Polymere GmbHが販売、合計200mg
、0.019mmol)。反応混合物を室温で撹拌した。1時間後、3-(ω-(9H-フルオレン-9-イルメ
トキシカルボニルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオン酸N-ヒドロキシスクシンイミジルエ
ステルの残りの半分を加えた。反応混合物を16時間、室温で撹拌した。25℃の浴温でTHF
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を真空下で除去した。残りの混合物を濾過し、直径26mmおよび長さ10cmの床サイズを有す
るG25ゲル、流速7ml/分を使用した、25mMの炭酸水素アンモニウムの緩衝液を利用した、
サイズ排除クロマトグラフィーに供した。所望の化合物を含有する画分をプールし、凍結
乾燥して、453mgの、N-((3-(ω-(9H-フルオレン-9イルメトキシカルボニルアミノ)10kDa 
PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸を含有す
る物質が得られた。DMSOd6中で行った1H-NMR-スペクトルにより、シチジリル部分および
フルオレニル-9-イルメトキシカルボニル部分の存在が示された。この物質は冷凍庫で保
管した。
【０１５２】
　この反応を、1gの3-(ω-(9H-フルオレン-9-イルメトキシカルボニルアミノ)10kDa PEG
イル)プロピオン酸N-ヒドロキシスクシンイミジルエステルおよび90mgのO2-[5’]シチジ
リル-ξ-ノイラミン酸で繰り返した。精製は、2cmの直径を有するHPLC C4-カラム上で、
水中の50mMの炭酸水素アンモニウムの溶液中の、アセトニトリル中の5mMの炭酸水素アン
モニウム水溶液からなる混合物の、30～50%の勾配を用いて行った。所望の化合物を含有
する画分を収集し、凍結乾燥して、288mgの所望の化合物が得られた。1H-NMRスペクトル
は、上述の実験で判明した1H-NMRスペクトルに対応していた。
【０１５３】
ステップ2:
N-((3-(ω-アミノ10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ
-ノイラミン酸
【０１５４】

【化６】

【０１５５】
　N-((3-(ω-(9H-フルオレン-9-イルメトキシカルボニルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオ
ニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸(453mg)をN,N-ジメチルホル
ムアミド(12ml)に溶かした。ピペリジン(1.25ml)を加えた。透明な溶液を20分間室温で撹
拌した。エーテル(200ml)を加えた。形成された沈殿物を成長させるために、混合物を室
温で1.5時間静置した。沈殿物をニトロ化によって単離した。これをジクロロメタン(4ml)
に溶かした。エチルジイソプロピルアミン(1ml)を加えた。エーテル(250ml)を加えた。形
成された沈殿物を成長させるために、混合物を室温で16時間静置した。沈殿物を濾過によ
って単離し、真空下で乾燥させた。DMSOd6中での1H-NMRスペクトルにより、9H-フルオレ
ン-9-イルメトキシカルボニル基のシグナルは示されず、一方で、シチジリル部分に割り
当てられたシグナルは見つけることができる。この物質は冷凍庫で保管した。
【０１５６】
ステップ3:
4-ホルミル安息香酸2,5-ジオキソピロリジン-1-イルエステル
【０１５７】
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【化７】

【０１５８】
　トリエチルアミン(2.04ml、14.65mmol)および2-スクシンイミド-1,1,3,3-テトラメチル
ウロニウムテトラフルオロボレート(TSTU、4.44g、14.65mmol)を、N,N-ジメチルホルムア
ミド(30ml)中の4-ホルミル安息香酸(2.0g、13.3mmol)の溶液に次々に加えた。反応混合物
を室温で16時間撹拌した。これを酢酸エチル(150ml)で希釈し、10%の硫酸水素ナトリウム
水溶液(100ml)で洗浄した。水相を酢酸エチル(2×30ml)で抽出した。合わせた有機層をブ
ライン(50ml)および水(50ml)の混合物で洗浄した。合わせた有機層を硫酸マグネシウム上
で乾燥させた。溶媒を真空下で除去した。粗生成物を酢酸エチルから再結晶化させて、1.
89gの4-ホルミル安息香酸2,5-ジオキソピロリジン-1-イルエステルが得られた。
1H-NMR (CDCl3)。δ 2.95 (s, 4H); 8.04 (d, 2H)、8.32 (d, 2H); 10.15 (s, 1H)。
【０１５９】
ステップ4:
　N-((3-(ω-アミノ10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-
ξ-ノイラミン酸(42mg、0.004mmol)をジクロロメタン(2ml)に溶かした。エチルジイソプ
ロピルアミン(0.002ml、0.012mmol)を溶液に加えた。ジクロロメタン(0.5ml)中の4-ホル
ミル安息香酸2,5-ジオキソピロリジン-1-イルエステル(19.32mg、0.078mmol)の溶液を加
えた。反応混合物を16時間、室温で撹拌した。25℃の浴温で溶媒を真空下で除去した。残
渣を25mMの炭酸水素アンモニウム水溶液(15ml)に懸濁させた。不溶性物質を濾過によって
除去した。これを5つの部分に分割した。これらのそれぞれを、直径26mmおよび長さ10cm
を有するカラム上のG25、流速7ml/分を用いた、25mMの炭酸水素アンモニウムの緩衝液を
利用した、サイズ排除クロマトグラフィーに供した。所望の物質を含有するすべての画分
を合わせ、凍結乾燥した。DMSOd6中での1H-NMRスペクトルにより、アルデヒド部分および
シチジリル部分のどちらの存在も示された。得られた物質は冷凍庫で保管した。
【０１６０】
(中間体実施例2):
N-((3-(ω-(3-(2,5-ジオキソ-2,5-ジヒドロピロール-1-イル)プロピオニルアミノ)10kDa 
PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸
【０１６１】

【化８】

【０１６２】
ステップ1:
3-(2,5-ジオキソ-2,5-ジヒドロピロール-1-イル)プロピオン酸2,5-ジオキソピロリジニル
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【０１６３】
【化９】

【０１６４】
　3-マレイミドプロピオン酸(1.0g、5.9mmol)をテトラヒドロフラン(20ml)に溶かした。
続いて2-スクシンイミド-1,1,3,3-テトラメチルウロニウムテトラフルオロボレート(TSTU
、2.14g、7.1mmol)およびエチルジイソプロピルアミン(1.24ml、7.1mmol)を加えた。N,N-
ジメチルホルムアミド(5ml)を加えた。反応混合物を室温で撹拌している間に、これがス
ラグ状となった。混合物を2分間撹拌した。N,N-ジメチルホルムアミド(5ml)を加えた。混
合物を2.5時間、室温で撹拌した。これをジクロロメタン(150ml)で希釈し、続いて10%の
硫酸水素ナトリウム水溶液(150ml)、炭酸水素ナトリウムの飽和水溶液(150ml)および水(1
50ml)で洗浄した。これを硫酸マグネシウム上で乾燥させた。溶媒を真空下で除去した。
粗生成物を酢酸エチルから再結晶化させて、1.20gの3-(2,5-ジオキソ-2,5-ジヒドロピロ
ール-1-イル)プロピオン酸2,5-ジオキソピロリジン-1-イルエステルが得られた。
MS:m/z=289、[M+Na]+に必要:289
1H-NMR (CDCｌ3) δ 2.82 (m, 4H); 3.02 (t, 2H); 3.94 (t, 2H)、6.73 (s, 2H)。
【０１６５】
ステップ2:
　N-((3-(ω-アミノ10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-
ξ-ノイラミン酸(100mg、0.009mmol)を、テトラヒドロフラン(2ml)およびジクロロメタン
(10ml)の混合物に溶かした。ジクロロメタン(3ml)中の3-(2,5-ジオキソ-2,5-ジヒドロピ
ロール-1-イル)プロピオン酸2,5-ジオキソピロリジニル-1-イルエステル(50mg、0.18mmol
)の溶液を加えた。エチルジイソプロピルアミン(0.005ml、0.028mmol)を加えた。反応混
合物を室温で16時間撹拌した。ジクロロメタン(2ml)およびエチルジイソプロピルアミン(
0.5ml)を加えた。アミノメチル化ポリスチレン樹脂(たとえばNovabiochemが販売、0.85mm
ol/g、438mg、0.372mmolを載せる)を加えた。混合物をゆっくりと室温で1時間撹拌した。
樹脂を濾過によって除去した。25℃の浴温で溶媒を真空下で除去した。残渣をジクロロメ
タン(4ml)に溶かした。エーテル(200ml)を加えた。形成された沈殿物を成長させるために
、混合物を室温で2時間静置した。沈殿物を濾過によって単離し、真空下で乾燥させて、3
8mgの表題化合物が得られた。DMSOd6中の1H-NMRスペクトルにより、マレイミド基の存在
が示された。
【０１６６】
(中間体実施例3)
N-((3-(ω-(3-(2,5-ジオキソ-2,5-ジヒドロピロール-1-イル)プロピオニルアミノ)10kDa 
PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸の、AP3 s
cFV C34S S248CのCys248への付着
【０１６７】
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【化１０】

【０１６８】
　pH7.35に調節した、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセ
ロールからなる緩衝液(0.40ml)中の、トリス(2-カルボキシエチル)ホスフィン塩酸塩(0.4
0mg)の溶液を、pH7.5に調節した100mMのHEPESおよび150mMのNaClの溶液(4ml、2.12mg、76
nmol)中の、0.53mg/mlの濃度の、そのC末端にFlagタグを有し、位置248のシステインにS-
S橋を介して余分なCysが付着したAP3 scFv LC-HC C39S S248Cの溶液に加えた。反応混合
物を20℃で穏やかに振盪した。これを2つの部分に分割した。pH7.0に調節した25mMのHEPE
Sの緩衝液を用いて、そのそれぞれをPD-10カラム(GE-Healthcare)に加えた。カラムの溶
出液(そのそれぞれは3.5ml)を合わせた。
【０１６９】
　pH7.0に調節した25mMのHEPESの緩衝液(0.43ml)中のN-((3-(ω-(3-(2,5-ジオキソ-2,5-
ジヒドロピロール-1-イル)プロピオニルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセ
チル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸(3.3mg、305nmol)の溶液をタンパク質の溶液
に加えた。反応混合物を20℃で4時間、穏やかに振盪した。これを10kDaのカットオフを有
するAmicon超遠心装置に入れた。これを4000rpm、10℃で10分間の超遠心に供した。混合
物を精製時まで冷凍庫で保管した。
【０１７０】
　精製には、混合物を解凍した。これを、直径16mmおよび長さ60cmの床サイズを有するSu
perdex200ゲル上の、流速1ml/分、およびpH8.0に調節した25mMのトリスおよび150mMのNaC
lの緩衝液を利用した、サイズ排除クロマトグラフィーに供した。所望の生成物を含有す
る画分をプールして、1.61mgの所望のタンパク質が得られた。SDS-PAGEゲルは予想と一致
していた。物質が多くの凝集タンパク質を含有していたことが見出された。
【０１７１】
(中間体実施例4)
N-((3-(ω-(4-ホルミルベンゾイルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)
-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸とアブシキシマブの1つのN末端とのコンジュゲー
ション
【０１７２】

【化１１】

【０１７３】
　市販のアブシキシマブの溶液(ReoPro、10mg、215nmol、市販の緩衝液中に2mg/mlの溶液
)を、10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れた。pH7.4に調節した25mMのHEP
ESからなる緩衝液(5ml)を加えた。超遠心を4000rpm、10℃で10分間行った。pH7.4に調節
した25mMのHEPESからなる緩衝液(10ml)を加えた。超遠心を4000rpm、10℃で10分間行った
。pH7.4に調節した25mMのHEPESからなる緩衝液(10ml)を加えた。超遠心を4000rpm、10℃
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で10分間行った。0.65mlの残りの溶液をプラスチック反応器内に入れた。pH7.4に調節し
た25mMのHEPESからなる緩衝液(3.85ml)を加えた。pH7.0に調節した25mMのHEPESからなる
緩衝液(1.5ml)中のN-((3-(ω-(4-ホルミルベンゾイルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニ
ルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸(14mg、1290nmol)の溶液を加
えた。反応混合物を300rpmで3分間、20℃で穏やかに振盪した。新しく調製した水中に1.0
Mのシアノボロ水素化ナトリウムの溶液(0.025ml)を加えた。反応混合物を300rpm、20℃で
穏やかに振盪した。1時間後、別の部分のシアノボロ水素化ナトリウムの溶液(0.025ml)を
加えた。1時間後、別の部分のシアノボロ水素化ナトリウムの溶液(0.025ml)を加えた。1
時間後、別の部分のシアノボロ水素化ナトリウムの溶液を加えた。溶液を300rpm、20℃で
16時間、穏やかに振盪した。反応混合物を10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置
に入れた。これを4000rpmで10分間、18℃の超遠心に供した。0.360mlの残りの溶液を濾過
し、直径16mm×60cmの床サイズを有するSuperdex200ゲル上の、流速1ml/分、pH8.0に調節
した25mMのトリス、150mMのNaClの緩衝液を溶出液として利用した、サイズ排除クロマト
グラフィーに供した。所望の生成物を含有する画分を2つのバッチで合わせた。これらの
バッチのそれぞれを、10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れた。これらを4
000rpm、10℃で10分間の超遠心に供し、それぞれ2.67mgおよび3.27mgが得られた。定量に
は、10.94のモル吸光度をNanodrop(登録商標)分光光度計で用いた。SDS-PAGEによる生成
物の分析は、N-((3-(ω-(4-ホルミルベンゾイルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニルアミ
ノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸とアブシキシマブの1つのN末端との
コンジュゲートについて予想と一致していた。
【０１７４】
(中間体実施例5)
N-((3-(ω-(4-ホルミルベンゾイルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)
-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸とAP3-FAB断片との、そのN末端のうちの1つでの反
応
【０１７５】
【化１２】

【０１７６】
　PGS緩衝液、pH7.2(1.7mg、35nmol)中の0.34mg/mlのAP3 C39S FAB断片の溶液を、10kDa
のカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れた。25mMのHEPES、25mMのNaCl、pH7.0から
なる緩衝液(7ml)を加えた。混合物を4000rpm、20℃で15分間の超遠心に供した。25mMのHE
PES、25mMのNaCl、pH7.0からなる緩衝液(10ml)を加えた。混合物を4000rpm、20℃で15分
間の超遠心に供した。25mMのHEPES、25mMのNaCl、pH7.0からなる緩衝液(10ml)を加えた。
混合物を4000rpm、20℃で15分間の超遠心に供した。約0.480mlの溶液を静置した。25mMの
HEPES、25mMのNaCl、pH7.0からなる緩衝液(0.37ml)中のN-((3-(ω-(4-ホルミルベンゾイ
ルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラ
ミン酸(2.31mg、212nmol)の溶液を加えた。混合物を20℃で5分間、穏やかに振盪した。水
中の1Mのシアノボロ水素化ナトリウムの溶液(0.0045ml)を加えた。反応混合物を20℃で1
時間、振盪した。水中の1Mのシアノボロ水素化ナトリウムの溶液(0.0045ml)を加えた。反
応混合物を20℃で1時間、振盪した。水中の1Mのシアノボロ水素化ナトリウムの溶液(0.00
45ml)を加えた。反応混合物を20℃で18時間、振盪した。反応混合物を10kDaのカットオフ
を有するAmicon超遠心装置に入れた。25mMのトリス、25mMのNaCl、pH8.00からなる緩衝液
(2.5ml)を加えた。混合物を4000rpm、20℃で4分間の超遠心に供した。25mMのトリス、25m
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MのNaCl、pH8.00からなる緩衝液(2.2ml)を加えた。混合物を4000rpm、20℃で22分間の超
遠心に供した。25mMのトリス、25mMのNaCl、pH8.00からなる緩衝液(3.2ml)を加えた。混
合物を4000rpm、20℃で12分間の超遠心に供した。25mMのトリス、25mMのNaCl、pH8.00か
らなる緩衝液(2.2ml)を約0.120mlの混合物に加えた。この混合物を2つの等しい部分に分
割した。このそれぞれを、25mMのトリス、25mMのNaCl、pH8.00からなる緩衝液で平衡化し
たスピンQカラム(VIVAPURE Q MINI M、Sartorius、製品番号VS-1X01QM24)に加えた。それ
ぞれのカラムを2000rpm、室温で5分間の超遠心に供した。25mMのトリス、25mMのNaCl、pH
8.00からなる緩衝液(0.400ml)をそれぞれのスピンカラムに加えた。それぞれのカラムを2
000rpm、室温で5分間の超遠心に供した。25mMのトリス、500mMのNaCl、pH8.00からなる緩
衝液(0.400ml)をそれぞれのスピンカラムに加えた。それぞれのカラムを2000rpm、室温で
5分間の超遠心に供した。濾液を合わせ、10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に
入れた。これらを4000rpm、18℃で8分間の超遠心に供した。得られた溶液を精製時まで-8
0℃で保管した。
【０１７７】
　溶液を解凍し、直径16mm×600mmの床サイズを有するSuperdex75カラム上の、流速0.80m
l/分、25mMのトリス、150mMのNaCl、pH8.00の緩衝液を利用した、サイズ排除クロマトグ
ラフィーに供した。SDS-PAGEによって判断して所望の生成物を含有する画分をプールし、
10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れた。これらを4000rpm、18℃で18分間
の超遠心に供した。可能な限り早く、0.280mlの溶液を-80℃で凍結した。13.05のモル吸
光度を用いたNanodrop(登録商標)装置での定量により、0.23mg/mlの濃度が示された。生
成物は、SDS-PAGEにおいて銀染色によって予想されたバンドを示した。Kurfurst, M.M.、
Analytical Biochemistry、200、244～248頁、1992年に記載の染色手順を用いて、未反応
のPEGはSDS-PAGE上で同定されなかった。
【０１７８】
(実施例14)
AP3 scFv LC-HC C39S S248CとFVIIIとのコンジュゲーション
【０１７９】
【化１３】

【０１８０】
　pH7.35に調節した、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、150mMのNaCl、0.02%のTween80
および1Mのグリセロールからなる緩衝液(0.018ml)中の、重鎖のC末端にSFSQNSRHPSQNPPVL
KRHQR(配列番号4)の残留Bドメイン配列を有するBドメイン欠失のFVIII(1mg、5.64mmol)の
溶液を、10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れた。pH8.0に調節した25mMの
トリスおよび150mMのNaClの溶液(0.680ml)中の、N-((3-(ω-(3-(2,5-ジオキソ-2,5-ジヒ
ドロピロール-1-イル)プロピオニルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル
)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸をAP3 scFV C34S S248CのCys248に付着させた生
成物(中間体実施例3/実施例13、1.29mg、34nmol)の溶液を加え、続いて、pH6.07に調節し
た、20mMのヒスチジン、10mMのCaCl2、10%のグリセロール、0.02%のTween80、500mMのNaC
lからなる緩衝液(3ml)を加えた。混合物を4000rpm、10℃で20分間の超遠心に供した。残
りの体積は、0.800mlまたはFVIIIが1.25mg/mlであった。続いて、A. ureafaciensからの
シアリダーゼの溶液(0.43mg/ml、302U/mg、0.0049ml、0.645U)およびST3-Gal-Iの溶液(2.
5mg/ml、0.105mg、0.042ml)を加えた。反応混合物を32℃で1分間、穏やかに振盪し、その
後、32℃で18時間静置した。これを精製時まで冷凍庫で保管した。
【０１８１】
　反応混合物を解凍した。これを2つの部分に分割し、そのそれぞれを、直径10mmおよび
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長さ300mmの床サイズを有するSuperose6ゲル、流速0.30ml/分、pH7.35に調節した、20mM
のイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、150mMのNaCl、および1Mのグリセロール
からなる緩衝液を溶出液として用いた、サイズ排除クロマトグラフィーに供した。所望の
生成物を含有する、両方の実行のすべての画分をプールした。これらを10kDaのカットオ
フを有するAmicon超遠心装置に入れ、4000rpm、10℃で18分間の超遠心に供した。
【０１８２】
　続いて、pH7.35に調節した、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、150
mMのNaCl、および1Mのグリセロールからなる緩衝液(0.100ml)中のCMP-N-アセチルノイラ
ミン酸(CMP NeuNac、1.5mg、2597nmol)の溶液および0.33mg/mlのST3Gal-IIIの溶液(0.10m
l、0.033mg)を加えた。反応混合物を300rpmで穏やかに振盪し、その後、精製時まで冷凍
庫で保管した。
【０１８３】
　反応混合物を2つの部分に分割した。これらのそれぞれを、0.00045mmのフィルターを通
して濾過した。これらを、CNBrで活性化させた後にF25抗体を付着させた、直径5mmおよび
長さ5cmの床サイズを有するセファロースカラムに施用した。F25は、FVIIIに対する既知
の抗体である。施用後、pH7.35に調節した、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%の
Tween80、150mMのNaCl、および1Mのグリセロールからなる緩衝液、流速0.6ml/分を用いて
、カラムを3倍カラム体積洗浄した。その後、これを、pH7.35に調節した、20mMのイミダ
ゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、および650mMのNaClからなる緩衝液、流速0.6ml/
分を用いて、3倍カラム体積洗浄した。最後に、化合物を、pH7.35に調節した、50%v/vの
エチレングリコール/水の溶液中の20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、
2.5MのNaClからなる緩衝液、流速0.1ml/分を用いて、6倍カラム体積以内で溶出させた。
所望の生成物を含有する、両方の実行の画分をプールした。これらを10kDaのカットオフ
を有するAmicon超遠心装置に入れた。これらを4000rpm、10℃で14分間の超遠心に供した
。残りの溶液を、直径10mmおよび長さ30cmの床サイズを有するSuperose6物質上の、流速0
.50ml/分、pH7に調節した、10mMのヒスチジン、1.7mMのCaCl2、0.01%のTween80、0.3MのN
aCl、8.8mMのスクロースからなる緩衝液を利用した、サイズ排除クロマトグラフィーに供
した。適切な純度の所望の化合物を含有する画分をプールし、10kDaのカットオフを有す
るAmicon超遠心装置に入れた。これらを4000rpm、9℃で12分間の超遠心に供した。14.46
のモル吸光度を用いて、収量は0.0176mgのAP3 scFv LC-HC C39S S248CとFVIIIとのコンジ
ュゲートであることが判明した。非還元条件下でのSDS-PAGEゲルによる分析は予想と一致
していた。クロマトグラフィー中のピークの形状から、物質が多くの凝集タンパク質を含
有していたことが結論づけられた。
【０１８４】
(実施例15)
アブシキシマブとFVIIIとのO-グリカンでのコンジュゲーション
【０１８５】
【化１４】

【０１８６】
　pH7.35に調節した、20mMのヒスチジン、10mMのCaCl2、150mMのNaCl、0.02%のTween80お
よび1Mのグリセロールからなる緩衝液(2.5ml)を、pH7.35に調節した、20mMのイミダゾー
ル、10mMのCaCl2、150mMのNaCl、0.02%のTween80および1Mのグリセロールからなる緩衝液
中の、重鎖のC末端にSFSQNSRHPSQNPPVLKRHQR(配列番号4)の残留Bドメイン配列を有するB
ドメイン欠失のFVIII(5.7mg/ml、1mg、5.6nmol)の溶液に加えた。pH8.0に調節した25mMの
トリス、150mMのNaClからなる緩衝液(0.323ml)中の、N-((3-(ω-(4-ホルミルベンゾイル
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アミノ)10kDa PEGイル)プロピオニルアミノ)アセチル)-O2-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミ
ン酸とアブシキシマブの1つのN末端とのコンジュゲート(中間体実施例4、実施例13、2.3m
g、39.5nmol)の溶液を加えた。溶液を10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入
れた。これを4000rpm、10℃で20分間の超遠心に供した。pH7.35に調節した、20mMのヒス
チジン、10mMのCaCl2、150mMのNaCl、0.02%のTween80および1Mのグリセロールからなる緩
衝液(2ml)を加えた。溶液を4000rpm、10℃で30分間の超遠心に供し、溶液は1.4mlの体積
が残った。続いて、A. ureafaciensのシアリダーゼの溶液(0.4mg/ml、242U/mg、0.0066ml
)およびST3Gal-Iの溶液(2.5mg/ml、0.042ml)を加えた。
【０１８７】
　反応混合物を32℃で15分間、穏やかに振盪した。その後、反応混合物を32℃で20.5時間
、静置した。反応混合物を10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れた。これ
を4000rpm、10℃で15分間の超遠心に供した。0.300mlの残りの溶液を、直径10mm×300mm
の床サイズを有するSuperose6物質、流速0.5ml/分を用いた、pH7に調節した、10mMのヒス
チジン、1.7mMのCaCl2、0.01%のTween80、0.3MのNaCl、8.8mMのスクロースからなる緩衝
液を溶出液として使用した、サイズ排除クロマトグラフィーに供した。所望の生成物を含
有する画分をプールし、10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れた。pH6.07
に調節した、20mMのヒスチジン、10mMのCaCl2、10%のグリセロール、0.02%のTween80、50
0mMのNaClからなる緩衝液(2.5ml)を加えた。溶液を4000rpm、10℃で15分間の超遠心に供
した。pH6.07に調節した、20mMのヒスチジン、10mMのCaCl2、10%のグリセロール、0.02%
のTween80、500mMのNaClからなる緩衝液(1.5ml)を加えた。溶液を4000rpm、10℃で15分間
の超遠心に供した。0.220mlの残りの溶液をプラスチック反応器内に入れた。pH6.07に調
節した、20mMのヒスチジン、10mMのCaCl2、10%のグリセロール、0.02%のTween80、500mM
のNaClからなる緩衝液(0.173ml)中の市販のCMP NeuNAc(1.73mg、2800nmol)の溶液を加え
た。反応混合物を300rpm、32℃で1時間、穏やかに振盪した。これを、直径10mm×300mmの
床サイズを有するSuperose6物質、流速0.5ml/分を用いた、pH7に調節した、10mMのヒスチ
ジン、1.7mMのCaCl2、0.01%のTween80、0.3MのNaCl、8.8mMのスクロースからなる緩衝液
を溶出液として使用した、サイズ排除クロマトグラフィーに供した。所望の生成物を含有
する画分をプールし、10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れた。プールを4
000rpm、10℃で5分間の超遠心に供して、0.275mlの0.0358mgの、アブシキシマブとFVIII
とのO-グリカンでのコンジュゲーション生成物の溶液が得られた。定量には、13.15のモ
ル吸光度をNanodrop(登録商標)分光光度計で用いた。SDS-PAGE分析は、アブシキシマブと
FVIIIとのO-グリカンでのコンジュゲーション生成物のSDS-PAGEについて予想と一致して
いた。
【０１８８】
(実施例16)
AP3-FAB断片とBDD-FVIIIとのコンジュゲーション
【０１８９】
【化１５】

【０１９０】
　中間体実施例5の反応の生成物を、10kDaのカットオフを有するAmicon超遠心装置に入れ
た。20mMのヒスチジン、10mMのCaCl2、10%のグリセロール、0.02%のTween80、500mMのNaC
lからなる緩衝液、pH6.07(4ml)を加えた。溶液を4000rpm、20℃で12分間の超遠心に供し
た。pH7.35に調節した、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、150mMのNaCl、0.02%のTween
80および1Mのグリセロールからなる緩衝液(0.088ml)中の、重鎖のC末端にSFSQNSRHPSQNPP
VLKRHQR(配列番号4)の残留Bドメイン配列を有するBドメイン欠失のFVIII(0.5mg、2.8nmol
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)の溶液を、残りの0.600mlに加えた。溶液を4000rpm、20℃で30分間の超遠心に供した。
残りの0.125mlをエッペンドルフバイアル中に入れた。続いて、His6 TAGを有するA. urea
faciensのシアリダーゼの溶液(0.4mg/ml、0.0033ml)およびST3Gal-Iの溶液(2.5mg/ml、0.
021ml)を加えた。反応混合物を300rpm、32℃で穏やかに振盪した。20分後、振盪を停止し
、反応混合物を32℃で19時間静置した。これを濾過し、直径10mm×300mmの床サイズを有
するSuperose6物質を用いた、pH7に調節した、10mMのヒスチジン、1.7mMのCaCl2、0.01%
のTween80、0.3MのNaCl、8.8mMのスクロースからなる緩衝液を溶出液として流速0.500ml/
分で使用した、サイズ排除クロマトグラフィーに供した。SDS-PAGEによって判断して所望
の化合物を含有する画分をプールした。プールを10kDaのカットオフを有するAmicon超遠
心装置に移した。これを4000rpm、20℃での超遠心に供した。残りの0.270ml中の所望の生
成物の濃度は、13.61のモル吸収を用いて、Nanodrop装置で0.29mg/mlであることが決定さ
れた。単離した生成物の還元および非還元条件の両方の下におけるSDS-PAGEの結果は、AP
3のFAB断片とFVIIIとのコンジュゲートの存在と一致していた。
【０１９１】
(実施例17)
N8-(O)-PEG10kD-CHOとAP3-ONH2とのカップリングで得られるAP3-N8コンジュゲート、化合
物MZ1
(中間体実施例A):AP3抗体のN-グリカン上へのヒドロキシルアミンハンドルの導入
第1ステップ:AP3抗体N-グリカンのガラクトシド化:
　AP3 FL mIgGのN-グリカンは、ほとんどが複雑な二分岐の型である。二分岐のN-グリカ
ンの大多数は、2つのN-アセチルグルコサミン部分、すなわち1つのN-アセチルグルコサミ
ン部分および1つのガラクトース部分を最終単糖部分(G0F、G1F)として保有する。軽鎖は
、1つのシアル酸および1つのガラクトース部分を有する二分岐グリカンを最終単糖として
有する。G0FおよびG1Fグリカンを、(ウシ)β1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼに触媒
される、ガラクトース-UDPからのガラクトースの移動によって、G2F型へと変換し。手短
に述べると、50mMのMES緩衝液、pH6.4中のAP3 FL mIgG抗体の溶液(3mg、800μl)に、50mM
のMES緩衝液、pH6.4(500μl)、ガラクトース-UDP(500μlの、140mMのNaCl、3mMのKClを含
有する10mMのリン酸緩衝液、pH7.4中の12.2mg/mlの溶液)および塩化マンガン(100μlの水
中の12.6mg/mlの溶液)を加えた。反応は、β1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(100μ
lの、100mMのHEPES、pH7.5緩衝液中の10U/ml酵素溶液)を加えることによって開始させた
。反応混合物を終夜25℃でインキュベートした。
【０１９２】
第2ステップ:AP3抗体のN-グリカン上へのヒドロキシルアミンハンドルの導入
　第1のステップで得られたガラクトシル化した抗体(3mg、2ml)に、GSC-ONH2(190μlの10
mMのリン酸緩衝液(140mMのNaCl、3mMのKClを含有)、pH7.4中に5.8mg)を加えた。反応は、
ST3Gal III(80μl、0.4mg、480mU)を加えることによって開始させた。
【０１９３】
　反応混合物を32℃で21時間インキュベートした。
【０１９４】
GSC-ONH2:5’-(2-(12-((アミノキシメチルカルボニル)アミノ)-4-7-10-トリオキサドデカ
ノイル)-アミノエタノイル)-ノイラミン酸シチジン一リン酸
【０１９５】
【化１６】

【０１９６】
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　続いて、すべての修飾されていないガラクトース部分を、PBS緩衝液中のNAN-CMPの溶液
(4.5mg、100μl)を加えることによってキャップした。反応混合物を1時間25℃でインキュ
ベートした。
【０１９７】
　その後、反応混合物を濾過し(0.45μのフィルター、Gelman GHP)、150mMのNaClを含有
する20mMのリン酸緩衝液、pH7.2に変えた(限外濾過による、Millipore遠心フィルターユ
ニットAmicon Ultra、0.5ml装置、10kDのカットオフ)。
【０１９８】
　精製は、Akta Purifier10システム(GE Healthcare)を用いてHiTrapタンパク質A HPカラ
ム(1ml)上で実行した。ローディングおよび洗浄緩衝液は150mMのNaClを含有する20mMのリ
ン酸緩衝液、pH7.2であり、溶出緩衝液は10Mの水酸化ナトリウムでpH3.5に調節した10mM
のギ酸であった。流速は0.5ml/分であり、画分体積は0.5mlであった(ディープウェルマイ
クロタイタープレート中での分画)。分画の前に、生成物が酸性pHに保たれることを回避
するために、0.1Mのトリス緩衝液、pH9(15μl)をマイクロタイタープレートのウェルに加
えた。関連する画分をプールし、濃縮し、緩衝液を緩衝液Aに変えて(限外濾過による、Mi
llipore遠心フィルターユニットAmicon Ultra、0.5ml装置、10kDのカットオフ)、生成物(
「AP3-ONH2」)が50%(1.5mg、0.91mg/ml)の全体的なタンパク質回収率で得られた。
【０１９９】
　ヒドロキシルアミン部分の導入が成功したかどうかを確認するために、PEG20kD-CHO(緩
衝液A中の60モル当量のPEG20kD-CHOの溶液)を用いて生成物のアリコートをpeg化した。還
元条件下でNuPage4～12%のビス-トリスゲル(Invitrogen)を用いたSDSポリアクリルアミド
ゲル電気泳動分析(200V、40分間)を行った。SimplyBlue SafeStain(Invitrogen)を用いて
ゲルをクマシーブルー染色した。標準タンパク質はInvitrogenからのものであった(Novex
 Sharp未染色標準(3.5～260kD))。ゲルにより軽鎖の消失が示され(peg化されていないN-
グリカンで修飾されたAP3の軽鎖は約32kDに現れる)、約55kDで残りの重鎖に対応するかす
かなバンドのみが存在していた。4つの新しいバンドが約70、100、130、170kDで現れ、こ
れらはそれぞれpeg化LCグリカン、モノpeg化Fcグリカン、ジpeg化Fcグリカンおよび未定
義の生成物に対応すると仮定された。
【０２００】
　このようにして、ヒドロキシルアミン部分がAP3上に導入された。
【０２０１】
(中間体実施例B):N8 O-グリカン上へのアルデヒドハンドルの導入:
第1ステップ:N8の脱シアリル化およびO-グリカン上のGSC-PEG10kD-CHOの、ST3Gal1に触媒
される移動(1ポット):
GSC-PEG10kD-CHO:N-((3-(ω-(4-ホルミルベンゾイルアミノ)10kDa PEGイル)プロピオニル
アミノ)アセチル)-02-[5’]シチジリル-ξ-ノイラミン酸。
【０２０２】
【化１７】

【０２０３】
　20mMのイミダゾール緩衝液、pH7.3、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール
、0.5MのNaCl中のN8の溶液(263μl、1.5mg)に、シアリダーゼの溶液(Arthrobacter ureaf
aciensからのシアリダーゼ)(7μl、680mU)を加え、次いでPBS緩衝液中のGSC-PEG10kD-CHO
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の溶液(68μl、1.85mg)および50mMのトリス、100mMのNaCl、pH8中のHis-ST3Gal Iの溶液(
108μl、0.27mg)を加えた。反応混合物を23℃で24時間インキュベートした。
【０２０４】
　イオン濃度を下げるために20mMのイミダゾール緩衝液、pH7.3、10mMのCaCl2、0.02%のT
ween80、1Mのグリセロールで希釈した後、混合物を、Akta purifier10システム(GE Healt
hcare)を用いた陰イオン交換(MonoQ5/50GLカラム、GE Healthcare)によって精製した。混
合物を、20mMのイミダゾール、pH7.3、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール
で平衡化したMonoQ5/50GLカラムに載せた。溶出緩衝液Bは、20mMのイミダゾール、pH7.3
、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1.5MのNaCl、1Mのグリセロールであった。溶出プログ
ラムは、0～20%のB、5倍カラム体積、20%のB、10倍カラム体積、100%のB、10倍カラム体
積、流速0.5ml/分であった。生成物は100%の溶出緩衝液で溶出された。関連する画分をプ
ールした。収量は1.2mg、80%のタンパク質回収率であった。
【０２０５】
第2ステップ:キャッピング:
　濃縮した第1のステップで得られた生成物の溶液(1.13mgのタンパク質、400μl)に、PBS
緩衝液中のNAN-CMPの溶液(40μl、1.05mg)を加えた。反応はST3Gal III(110μl、110μg
、0.13U)を加えることによって開始させた。反応混合物を32℃で1時間インキュベートし
た。
【０２０６】
　その後、わずかに改変した溶出プログラム(ステップ1の精製方法と比較して)を用いて
、反応混合物をMonoQ上で精製した。溶出プログラムは、0～13%のB、5倍カラム体積、13%
のB、10倍カラム体積、100%のB、10倍カラム体積、流速0.5ml/分であった。生成物(「N8-
(O)-PEG10kD-CHO」(N8:この生成物はデス-O-グリカンおよび(O)-PEG-CHO-N8の混合物であ
る)は100%の溶出緩衝液で溶出された。関連する画分をプールした。収量は0.96mg、80%の
タンパク質回収率、すなわちN8からの全体的なタンパク質回収率は64%であった。
【０２０７】
　還元条件下でNuPage7%のトリスアセテートゲル(Invitrogen)を用いたSDSポリアクリル
アミドゲル電気泳動分析(150V、70分間)を実行した。SimplyBlue SafeStain(Invitrogen)
を用いてゲルをクマシーブルー染色した。
【０２０８】
　標準タンパク質はInvitrogenからのものであった(HiMark未染色高分子量)。得られたパ
ターンは予想どおり、すなわち、それぞれ軽鎖、重鎖、およびpeg化重鎖に対応している
可能性がある、分子量約84kD、93kDおよび120kDの3つのバンドであった。93および120kD
でのバンドはほぼ同じ強度である。N8の約50%のみがそのBドメイン上にO-グリカンを保有
するため、これは予想されていた。
【０２０９】
　このようにして、N8上へのアルデヒドハンドルの導入が成功した。
【０２１０】
N8-(O)-PEG10kD-CHOとAP3-ONH2とのカップリング
　中間体実施例Bに従って調製したN8-(O)-PEG10kD-CHOの緩衝液を10mMのCaCl2、0.02%のT
ween80、0.5MのNaClを含有する50mMのイミダゾール緩衝液、pH6.2に変え、限外濾過(Mill
ipore遠心フィルターユニットAmicon Ultra、0.5ml装置、50kDのカットオフ)によって約1
6mg/mlの濃度まで濃縮した。同様に、中間体実施例Aに従って調製したAP3-ONH2の緩衝液
を10mMのCaCl2、0.02%のTween80、0.5MのNaClを含有する50mMのイミダゾール緩衝液、pH6
.2に変え、限外濾過(Millipore遠心フィルターユニットAmicon Ultra、0.5ml装置、10kD
のカットオフ)によって約34.7mg/mlの濃度まで濃縮した。
【０２１１】
　上記の濃縮したAP3-ONH2溶液(45μl、1.56mg)に濃縮したN8-(O)-PEG10kD-CHOの溶液(21
.5μl、244μg)を加え、次いでアニリンの水溶液(5μl、180μg)を加えた。混合物を25℃
で終夜インキュベートした。アセトン(1.8μl、1.4mg、約600モル当量)を加えることによ
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って未反応のヒドロキシルアミン部分を反応停止させた。反応混合物を30分間、25℃でイ
ンキュベートした。
【０２１２】
　反応混合物を20mMのイミダゾール緩衝液、pH7.3、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mの
グリセロール、25mMのNaClで3mlまで希釈し、濾過し(0.45μのGelman GHPフィルター)、M
onoQカラム5/50GL(GE Healthcare)上のイオン交換によって精製した。ローディングおよ
び洗い流し緩衝液(緩衝液A)は20mMのイミダゾール緩衝液、pH7.3、10mMのCaCl2、0.02%の
Tween80、1Mのグリセロール、25mMのNaClであり、溶出緩衝液(緩衝液B)は20mMのイミダゾ
ール緩衝液、pH7.3、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、1MのNaClであっ
た。溶出プログラムは4つのステップ、すなわち、0～20%のB、4倍カラム体積、20%のB、1
0倍カラム体積、20～100%のB、16倍カラム体積、100%のB、5倍カラム体積からなっていた
。流速は0.5ml/分であり、温度は15Cであった。1ml画分が最初の2つのステップで回収さ
れ、0.5ml画分が最後の2つのステップで回収された。
【０２１３】
　AP3-ONH2は最初にほぼ20%のBで溶出され、残りの物質は、30～65%のBで、1つの主ピー
クおよびいくつかの完全に分解されていない副ピークとして溶出された。濃度後(限外濾
過による、50kDのカットオフ)、画分をNuPage7%のトリスアセテートゲル(Invitrogen)を
用いたゲル電気泳動(150V、70分間)によって分析した。SimplyBlue SafeStain(Invitroge
n)を用いてゲルをクマシーブルー染色した。標準タンパク質はInvitrogenからのものであ
った(HiMark未染色高分子量)。30～65%のBに溶出される物質の主ピーク(ピークのトップ
は52%のBで溶出される)は、コンジュゲートした物質に対応する。
【０２１４】
　非還元のコンジュゲートした物質は、分子量84kD、285kD、および>500kD(非常にかすか
なバンド)でゲル上に3つのバンドを示す。これらは、それぞれN8-(O)-PEG10kD-AP3の(N8)
軽鎖、N8-(O)-PEG10kD-AP3の(N8)重鎖(非還元のN8-(O)-PEG10kD-CHOの対照試料では、重
鎖は約110kDに現れ、非還元のAP3-ONH2の対照試料は約176kDに現れる)、および未同定の
化合物に対応すると仮定される。
【０２１５】
　還元のコンジュゲートした物質は、それぞれN8-(O)-PEG10kD-AP3の(N8)軽鎖、AP3の軽
鎖とコンジュゲートしたN8 peg化重鎖、およびAP3の重鎖とコンジュゲートしたN8 peg化
重鎖に対応すると仮定される、分子量84kD、145kDおよび170kDでゲル上に3つのバンドを
示す。回収されたコンジュゲートした物質の量は、N8-PEG10kD-CHOから129μg、53%の収
率であった。
【０２１６】
(実施例18)
(5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロキ
シ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-5-
[[2-[3-(2-ピリジルジスルファニル)プロパノイルアミノ]アセチル]アミノ]-6-[(2R)-1,2
,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナトリウム、化合物1M
【０２１７】



(42) JP 5770161 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

【化１８】

【０２１８】
　S,S’-2,2’-ジチオジピリジン(1.59mmol、350mg)および3-メルカプトプロピオン酸(0.
477mmol、50.1mg、41.5マイクロリットル)をテトラヒドロフラン(2ml)中で混合した。
【０２１９】
　混合物を45分間撹拌した。N-ヒドロキシスクシンイミド(0.477mmol、54.9mg)およびN,N
’-ジイソプロピルカルボジイミド(0.954mmol、148マイクロリットル)を混合物に加え、
続いてこれを3時間撹拌した。
【０２２０】
　(5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロ
キシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-
5-[2-アミノアセチルアミノ]-6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラ
ン-2-カルボン酸二ナトリウム(0.159mmol、100mg)を水(500マイクロリットル)に溶かした
。500mMのNa2HPO4水溶液/NaH2PO4(飽和水溶液)を加えることによってpHを8.5に調節した
。水を加えることによって最終体積を2mlに調節した。
【０２２１】
　2つの溶液(テトラヒドロフラン中のNHSエステルおよび水中のヌクレオチド)を混合した
。生じた混合物を3時間穏やかに動揺した。水を加えることによって体積を20mlに調節し
た。逆相HPLC(水中の0～30体積%のアセトニトリル、10%の500mMのNH4HCO3水溶液、C18カ
ラム)を用いて粗化合物を精製した。選択された画分をプールした。水酸化ナトリウム(1M
、156マイクロリットル)を加えた。生じた混合物を凍結乾燥した。純度および同一性を分
析用HPLCおよびLCMSによって決定した([M+H]+:827.4)
【０２２２】
(実施例19)
2-[2-[4-[2-(3-ヒドロキシ-6-オキソ-キサンテン-9-イル)ベンゾイル]ピペラジン-1-イル
]-2-オキソ-エトキシ]酢酸、化合物2M
【０２２３】

【化１９】

【０２２４】
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　6-ヒドロキシ-9-[2-(ピペラジン-1-カルボニル)フェニル]キサンテン-3-オン塩酸塩(5.
72mmol、2.5g)(J. Am. Chem. Soc、2007年、129、8400～8401頁に記載のように調製)を飽
和炭酸水素ナトリウム水溶液(50ml)およびテトラヒドロフラン(50ml)の混合物に懸濁させ
た。混合物を10分間撹拌した。ジグリコール酸無水物(8.58mmol、1.0g)を加えた。3時間
後、さらなるジグリコール酸無水物(500mg)を加えた。混合物を20時間撹拌した。発煙塩
酸を用いて混合物をpH1まで酸性化した。ジクロロメタン(100ml)および塩酸(1M、100ml)
を加えた。ブライン(100ml)および固体塩化ナトリウムを加えた。2つの相の間に固形物が
観察された。相を分離した。水相をDCM(3×100ml)で抽出した。合わせた有機相を乾燥さ
せ(Na2SO4)、濾過し、真空下で濃縮した。相の間に形成された固形物を濾過によって単離
した。固形物をフィルター上で塩酸(1M)に懸濁させた。固形物を塩酸(1M)で連続的に抽出
した。濾過した抽出物を水性抽出物と合わせ、生じた溶液を、逆相HPLC(C18カラム、水中
の10～35体積%のアセトニトリル、0.1%のトリフルオロ酢酸)を用いて精製した。選択され
た画分をプールし、凍結乾燥した。LCMS:517.2776[M+H]+

【０２２５】
(実施例20)
2-[[2-[2-[4-[2-(3-ヒドロキシ-6-オキソ-キサンテン-9-イル)ベンゾイル]ピペラジン-1-
イル]-2-オキソ-エトキシ]アセチル]-[2-[2-[2-[3-(2-ピリジルジスルファニル)プロパノ
イルアミノ]エトキシ]エトキシ]エチル]アミノ]酢酸、化合物3M
【０２２６】
【化２０】

【０２２７】
　トリチルポリスチレン樹脂(200mg、1.5mmol/g、Pepchem)をフリットシリンジに入れた
。塩化チオニル/ジクロロメタン(1:1、5ml)を加えた。混合物を1/2時間振盪した。樹脂を
ジクロロメタンで洗浄した。
【０２２８】
　ジクロロメタン(3ml)中のブロモ酢酸(0.9mmol、125mg)およびN,N’-ジイソプロピル-エ
チルアミン(0.9mmol、156マイクロリットル)の混合物を加えた。5分後、さらなるN,N’-
ジイソプロピル-エチルアミン(0.9mmol、156マイクロリットル)を加えた。混合物を1/2時
間振盪した。樹脂を排液し、ジクロロメタン中のブロモ酢酸およびN,N’-ジイソプロピル
-エチルアミンの同じ混合物を樹脂に加えた。混合物を1 1/2時間振盪した。樹脂をジクロ
ロメタン(5×)、メタノール、およびN-メチルピロリドンで洗浄した。メタノール洗浄中
、塊の形成をすべて抑制するために激しい振盪を行った。
【０２２９】
　N-メチルピロリドン(3.75ml)中の1,8-ジアミノ-3,6-ジオキサオクタン(7.5mmol、1100
マイクロリットル)の溶液を加えた。混合物を3時間振盪した。樹脂を洗浄した。N-メチル
ピロリドン(3ml)中の2-アセチルジメドン(3.0mmol、546mg)の溶液を樹脂に加えた。混合
物を終夜振盪した。樹脂をN-メチルピロリドンで洗浄した。N-メチルピロリドン(1.8ml)
中の2-[2-[4-[2-(3-ヒドロキシ-6-オキソ-キサンテン-9-イル)ベンゾイル]ピペラジン-1-
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イル]-2-オキソ-エトキシ]酢酸、化合物2M(155mg、0.3mmol)、1-ヒドロキシ-7-アザベン
ゾトリアゾール(0.9mmol)およびN,N’-ジイソプロピルカルボジイミド(0.9mmol、140マイ
クロリットル)の混合物を樹脂に加えた。混合物を終夜振盪した。樹脂をN-メチルピロリ
ドン(3～4回)で洗浄した。樹脂をヒドラジンおよびN-メチルピロリドン(5体積%のヒドラ
ジン一水和物)の混合物中で2×5分間振盪した。シリンジを排液した。樹脂をN-メチルピ
ロリドンで洗浄した。
【０２３０】
　N-メチルピロリドン(3ml)中のS,S’-2,2’-ジチオジピリジン(7.5mmol、1650mg)および
3-メルカプトプロピオン酸(3.0mmol、261マイクロリットル)の混合物を1/2時間インキュ
ベートした。N,N’-ジイソプロピルカルボジイミド(1.5mmol、233マイクロリットル)を加
えた。生じた混合物を樹脂に加えた。混合物を1 1/2時間振盪した。樹脂をN-メチルピロ
リドンおよびジクロロメタンで洗浄した。
【０２３１】
　樹脂をトリフルオロ酢酸および水の混合物(95:5)で15分間処理した。濾液をジエチルエ
ーテル/n-ヘプタン中で粉末にした。粗化合物を酢酸(2 1/2ml)に溶かした。水(15ml)およ
び少量のアセトニトリルを加えた。混合物を濾過し、逆相HPLC(C18カラム、水中の20～50
%のアセトニトリル、0.1%のTFA)を用いて精製した。LCMS:902.2807[M+H]+

【０２３２】
(実施例21)
(4S,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒド
ロキシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキ
シ-5-[[2-[[2-[[2-[2-[4-[2-(3-ヒドロキシ-6-オキソ-キサンテン-9-イル)ベンゾイル]ピ
ペラジン-1-イル]-2-オキソ-エトキシ]アセチル]-[2-[2-[2-[3-(2-ピリジルジスルファニ
ル)プロパノイルアミノ]エトキシ]エトキシ]エチル]アミノ]アセチル]アミノ]アセチル]
アミノ]-6-[(1R,2R)-1,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸
ジアンモニウム、化合物4M
【０２３３】
【化２１】

【０２３４】
　2-[[2-[2-[4-[2-(3-ヒドロキシ-6-オキソ-キサンテン-9-イル)ベンゾイル]ピペラジン-
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1-イル]-2-オキソ-エトキシ]アセチル]-[2-[2-[2-[3-(2-ピリジルジスルファニル)プロパ
ノイルアミノ]エトキシ]エトキシ]エチル]アミノ]酢酸、化合物3M(0.3mmol、270mg)をテ
トラヒドロフラン(2ml)に溶かした。N-ヒドロキシスクシンイミド(0.9mmol、104mg)およ
びN,N’-ジイソプロピルカルボジイミド(1.5mmol、233マイクロリットル)を混合物に加え
、続いてこれを1 1/2時間撹拌した。
【０２３５】
　(5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロ
キシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-
5-[2-アミノアセチルアミノ]-6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラ
ン-2-カルボン酸二ナトリウム(0.45mmol、303mg)を水(500マイクロリットル)に溶かした
。500mMのNa2HPO4水溶液/NaH2PO4(飽和水溶液)を加えることによってpHを8.5に調節した
。水を加えることによって最終体積を2mlに調節した。
【０２３６】
　2つの溶液を混合した。生じたpHは7.5～8.0であった。生じた混合物を20時間撹拌した
。混合物を水で15mlまで希釈し、濾過し、逆相HPLC(水中の0～35%のアセトニトリル、10%
の500mMのNH4HCO3水溶液)を用いて精製した。選択された画分をプールし、凍結乾燥した
。LCMS:1513.9[M+H]+、757.5[M+H]2+

【０２３７】
(実施例22)
N-グリカンを介したF8-500 AP3-LC-HC scFv-Δa3のオレゴングリーン488標識、化合物5M
【０２３８】

【化２２】

【０２３９】
　水性緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、
500mMのNaCl、pH7.3;1.2ml)中の融合タンパク質(F8-500 AP3-LC-HC scFv-Δa3(配列番号4
0)、11マイクログラム)をウェルシュ菌からの組換えシアリダーゼ(0.1U)と混合した。最
終体積は1.2mlであった。混合物を摂氏25度で30分間静置した。混合物を緩衝液(20mMのイ
ミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、pH7.3)で10mlまで希釈
した。混合物を事前に調整した(緩衝液Aで)MonoQ5/50GLカラム(GE Healthcare)上に載せ
、以下のプログラムで溶出させた:10倍カラム体積eq 0%の緩衝液B、2倍カラム体積の未結
合の試料の洗い流し(0%の緩衝液B)、10倍カラム体積の0～100%(緩衝液B)、5倍カラム体積
の100%の緩衝液B。イミダゾール緩衝液A:20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTwe
en80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。イミダゾール緩衝液B:20mMのイミダゾー
ル、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。
【０２４０】
　選択された画分をプールし、(2R,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピ
リミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロキシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホ
スホリル]オキシ-5-[6-[[4-カルボキシ-3-(2,7-ジフルオロ-3-ヒドロキシ-6-オキソ-キサ
ンテン-9-イル)ベンゾイル]アミノ]ヘキサノイルアミノ]-4-ヒドロキシ-6-[(2R)-1,2,3-
トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナトリウムおよびシアリル
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トランスフェラーゼ(rat rec. ST3GalIII)と混合した。最終濃度は、第VIII因子:0.026マ
イクロモーラー、蛍光標識試薬:39マイクロモーラー、ST3GalIII:177U/lであった。最終
体積:2.1mlであった。混合物を摂氏32度で4時間インキュベートした。(2R,5R,6R)-5-アセ
トアミド-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロ
キシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-
6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナトリウム
を混合物に加えた(最終濃度:54マイクロモーラー)。混合物を摂氏32度で3時間インキュベ
ートした。混合物を緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグ
リセロール、NaClなし、pH7.3)で25mlまで希釈した。混合物を事前に調整した(緩衝液Aで
)MonoQ5/50GLカラム(GE Healthcare)上に載せ、以下のプログラムを用いて溶出させた:10
倍カラム体積eq、5倍カラム体積の未結合の試料の洗い流し、10倍カラム体積の0～25%の
緩衝液B、10倍カラム体積の25～28%(緩衝液B)、25倍カラム体積の28～100%の緩衝液B、お
よび10倍カラム体積の100%の緩衝液B。イミダゾール緩衝液A:20mMのイミダゾール、10mM
のCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、pH7.3。イミダゾール緩衝液B:20mMのイミ
ダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。
【０２４１】
　SDS-PAGE分析(還元、7%のNuPAGEトリスアセテート、1.0mm、Invitrogen、150V、70分間
)により、タンパク質中のフルオロフォアの組み込みが確認された。
【０２４２】
(実施例23)
N,O-グリカン-アシアロ-BDD第VIII因子、化合物6M
　水性緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、
500mMのNaCl、pH7.3)中のBDD第VIII因子(1mg)をArthrobacter Ureafaciensからの組換え
シアリダーゼと混合した(Biotechnol. Appl. Biochem.、2005年、41、225～231頁)。最終
濃度は、第VIII因子:5.7mg/mlおよびシアリダーゼ:1.5U/mlであった。混合物を摂氏25度
で30分間静置した。混合物を緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80
、1Mのグリセロール、25mMのNaCl、pH7.3)で20mlまで希釈した。混合物を事前に調整した
(緩衝液Aで)MonoQ5/50GLカラム(GE Healthcare)上に載せ、以下のプログラムを用いて溶
出させた:0.1倍カラム体積eq 5%の緩衝液B、2倍カラム体積の未結合の試料の洗い流し(5%
の緩衝液B)、10倍カラム体積の5～100%(緩衝液B)、5倍カラム体積の100%の緩衝液B。イミ
ダゾール緩衝液A:20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaCl、1M
のグリセロール、pH7.3。イミダゾール緩衝液B:20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02
%のTween80、1MのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。
【０２４３】
(実施例24)
O-グリカンを介してBDD FVIIIとコンジュゲートした3-(2-ピリジルジスルファニル)プロ
パノイルアミノハンドル、化合物7M
【０２４４】
【化２３】

【０２４５】
　緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、500m
MのNaCl、pH7.3)中のアシアロBDD第VIII因子、化合物6(3.95mg)を(5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R
,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロキシ-テトラヒドロフラン
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-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-5-[[2-[3-(2-ピリジルジ
スルファニル)プロパノイルアミノ]アセチル]アミノ]-6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプ
ロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナトリウムおよびシアリルトランスフェラー
ゼ(ST3GalI)と混合した。最終濃度は、第VIII因子:1.16mg/ml、シアリルトランスフェラ
ーゼ:0.22mg/ml、ヌクレオチド:250マイクロモーラーであった。最終体積:3.4mlであった
。混合物を摂氏32度で20時間静置した。(2R,5R,6R)-5-アセトアミド-2-[[(2R,3S,4R,5R)-
5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロキシ-テトラヒドロフラン-2-イ
ル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシ
プロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナトリウムを混合物に加えた(最終濃度:54
マイクロモーラー)。混合物を摂氏32度で30分間インキュベートした。混合物を緩衝液(20
mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、25mMのNaCl、pH7
.3)で25mlまで希釈した。
【０２４６】
　混合物を事前に調整した(緩衝液Aで)MonoQ5/50GLカラム(GE Healthcare)上に載せ、以
下のプログラムを用いて溶出させた:1倍カラム体積eq 0%の緩衝液B、2倍カラム体積の未
結合の試料の洗い流し(0%の緩衝液B)、10倍カラム体積の0～20%の緩衝液B、10倍カラム体
積の20%の緩衝液B、10倍カラム体積の100%の緩衝液B。イミダゾール緩衝液A:20mMのイミ
ダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。イミ
ダゾール緩衝液B:20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNaCl、1Mの
グリセロール、pH7.3。
【０２４７】
　単離したタンパク質をシアリルトランスフェラーゼ(ST3GalIII)および(2R,5R,6R)-5-ア
セトアミド-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒド
ロキシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキ
シ-6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナトリ
ウムと混合した。最終濃度は、第VIII因子:1.12mg/ml、シアリルトランスフェラーゼ:0.1
3mg/ml、ヌクレオチド:54マイクロモーラーであった。最終体積:3.2mlであった。混合物
を摂氏32度で1時間静置した。
【０２４８】
　混合物を緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロー
ル、25mMのNaCl、pH7.3)で40mlまで希釈した。混合物を事前に調整した(緩衝液Aで)MonoQ
5/50GLカラム(GE Healthcare)上に載せ、以下のプログラムを用いて溶出させた:5倍カラ
ム体積の未結合の試料の洗い流し(0%の緩衝液B)、5倍カラム体積の0～20%の緩衝液B、15
倍カラム体積の20%の緩衝液B、10倍カラム体積の100%の緩衝液B。イミダゾール緩衝液A:2
0mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH
7.3。イミダゾール緩衝液B:20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNa
Cl、1Mのグリセロール、pH7.3。
【０２４９】
　SDS-PAGE分析の前に生成物をPEG 30kDaのチオールと共にインキュベートすることで、
非還元条件下ではFVIIIよりも高い分子量を有するバンドの存在がもたらされたが、還元
条件下ではそうではなかった。
【０２５０】
(実施例25)
N-グリカンを介してAP3完全長抗体とコンジュゲートした蛍光2-ピリジルジスルファニル
ハンドル、化合物8M
【０２５１】
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【０２５２】
　水性緩衝液(50%の100mMのHEPES.HCl、150mMのNaCl、pH7.5、33%の100mMのグリシン.HCl
、pH3.5、17%の20mMのHEPES.HCl、150mMのNaCl、0.01%のTween80、pH7.5から最終pH7.2)
中のAP3 mIgG1 wt HC LC C39S完全長抗体(1.5mg)を、(4S,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(
4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロキシ-テトラヒドロフラン-2-イル]
メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-5-[[2-[[2-[[2-[2-[4-[2-(3-ヒド
ロキシ-6-オキソ-キサンテン-9-イル)ベンゾイル]ピペラジン-1-イル]-2-オキソ-エトキ
シ]アセチル]-[2-[2-[2-[3-(2-ピリジルジスルファニル)プロパノイルアミノ]エトキシ]
エトキシ]エチル]アミノ]アセチル]アミノ]アセチル]アミノ]-6-[(1R,2R)-1,2,3-トリヒ
ドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸ジアンモニウム、化合物4Mおよびシ
アリルトランスフェラーゼ(ST3GalIII)と混合した。最終濃度は、抗体:1.4mg/ml、シアリ
ルトランスフェラーゼ:0.12mg/ml、ヌクレオチド:190マイクロモーラーであった。最終体
積:650マイクロリットルであった。混合物を摂氏32度で19時間静置した。
【０２５３】
　試料をMillipore Amicon Ultra遠心装置、分子量カットオフ10,000Daに移した。タンパ
ク質を緩衝液(ヒスチジン、1.5mg/ml、CaCl2、0.25mg/ml、Tween80、0.1mg/ml、NaCl、18
mg/ml、スクロース、3mg/ml、pH7.0)で数回洗浄した。溶液を前記緩衝液中に100マイクロ
リットルまで濃縮した。SDS-PAGE分析(還元および非還元、7%のNuPAGEトリスアセテート
、1.0mm、Invitrogen、150V、70分間)であると決定された280nmおよび500nmでの吸光度に
より、抗体軽鎖中のフルオロフォアの組み込みが確認された。
【０２５４】
(実施例26)
O-グリカンを介してBDD FVIIIとコンジュゲートした蛍光2-ピリジルジスルファニルハン
ドル、化合物9M
【０２５５】
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【化２５】

【０２５６】
　緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、500m
MのNaCl、pH7.3)中のアシアロBDD第VIII因子、化合物6M(1.86mg)を、(4S,5R,6R)-2-[[(2R
,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロキシ-テトラヒドロ
フラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-5-[[2-[[2-[[2-[2-
[4-[2-(3-ヒドロキシ-6-オキソ-キサンテン-9-イル)ベンゾイル]ピペラジン-1-イル]-2-
オキソ-エトキシ]アセチル]-[2-[2-[2-[3-(2-ピリジルジスルファニル)プロパノイルアミ
ノ]エトキシ]エトキシ]エチル]アミノ]アセチル]アミノ]アセチル]アミノ]-6-[(1R,2R)-1
,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸ジアンモニウム、化合
物4Mおよびシアリルトランスフェラーゼ(ST3GalI)と混合した。最終濃度は、第VIII因子:
1.5mg/ml、シアリルトランスフェラーゼ:0.3mg/ml、ヌクレオチド:95マイクロモーラーで
あった。最終体積:1.25mlであった。混合物を摂氏32度で15時間静置した。(2R,5R,6R)-5-
アセトアミド-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-ジヒ
ドロキシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒドロ
キシ-6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナト
リウム(最終濃度:2.5mM)およびST3GalIIIを混合物に加えた。混合物を摂氏32度で30分間
インキュベートした。混合物を緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween
80、1Mのグリセロール、150mMのNaCl、pH7.3)で25mlまで希釈した。
【０２５７】
　混合物を事前に調整した(緩衝液Aで)MonoQ5/50GLカラム(GE Healthcare)上に載せ、以
下のプログラムを用いて溶出させた:1倍カラム体積eq 0%の緩衝液B、2倍カラム体積の未
結合の試料の洗い流し(0%の緩衝液B)、10倍カラム体積の0～20%の緩衝液B、10倍カラム体
積の20%の緩衝液B、10倍カラム体積の100%の緩衝液B。イミダゾール緩衝液A:20mMのイミ
ダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。イミ
ダゾール緩衝液B:20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNaCl、1Mの
グリセロール、pH7.3。
【０２５８】
　SDS-PAGE分析(還元および非還元、7%のNuPAGEトリスアセテート、1.0mm、Invitrogen、
150V、70分間)により、BDD FVIII重鎖中のフルオロフォアの組み込みが確認された。
【０２５９】
(実施例27)
AP3完全長抗体とコンジュゲートした3-[2-[2-[2-(2-アセチルスルファニルエトキシ)エト
キシ]エトキシ]エトキシ]プロパノイルハンドル、ランダム位置、化合物10M
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【０２６０】
【化２６】

【０２６１】
　緩衝液(50%の100mMのHEPES.HCl、150mMのNaCl、pH7.5、33%の100mMのグリシン.HCl、pH
3.5、17%の20mMのHEPES.HCl、150mMのNaCl、0,01%のTween80、pH7.5～最終pH7.2)中のAP3
 mIgG1 wt Hc Lc C39S完全長抗体(1.3mg)を、Millipore Amicon Ultra遠心装置、分子量
カットオフ10,000Daに入れた。タンパク質を緩衝液(20mMのHEPES、pH7.3)で数回洗浄した
。溶液を前記緩衝液中で65マイクロリットルまで濃縮した。
【０２６２】
　(2,5-ジオキソピロリジン-1-イル)3-[2-[2-[2-(2-アセチルスルファニルエトキシ)エト
キシ]エトキシ]エトキシ]プロパノエート(Pierce/Thermo Scientific、2.2mg、5.2マイク
ロモル)を緩衝液(20mMのHEPES、pH7.3、100マイクロリットル)に溶かした。4マイクロリ
ットルのこの溶液(209nmol)をタンパク質溶液に加えた。生じた混合物を1時間インキュベ
ートした。溶液をMillipore Amicon Ultra遠心装置、分子量カットオフ10,000Daに入れた
。タンパク質を緩衝液(20mMのHEPES、pH7.3)で数回洗浄した。
【０２６３】
(実施例28)
N-グリカン-アシアロ-BDD第VIII因子、化合物11M
　水性緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、
500mMのNaCl、pH7.3)中のBDD第VIII因子(7mg)をウェルシュ菌からの組換えシアリダーゼ(
4U)と混合した。最終体積は4mlであった。混合物を摂氏25度で30分間静置した。混合物を
緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロール、25mMの
NaCl、pH7.3)で5mlまで希釈した。混合物を事前に調整した(緩衝液Aで)MonoQ5/50GLカラ
ム(GE Healthcare)上に載せ、以下のプログラムを用いて溶出させた:5倍カラム体積eq 0%
の緩衝液B、2倍カラム体積の未結合の試料の洗い流し(0%の緩衝液B)、25倍カラム体積の0
～70%(緩衝液B)、10倍カラム体積の70～100%(緩衝液B)、5倍カラム体積の100%の緩衝液B
。緩衝液A:ヒスチジン(1.5mg/ml)、CaCl2(0.25mg/ml)、Tween80(0.1mg/ml)、NaCl(2.9mg/
ml)、およびスクロース(3mg/ml)、pH7.0。緩衝液B:ヒスチジン(1.5mg/ml)、CaCl2(0.25mg
/ml)、Tween80(0.1mg/ml)、NaCl(58mg/ml)、およびスクロース(3mg/ml)、pH7.0
【０２６４】
(実施例29)
N-グリカンを介して蛍光標識したBDD FVIIIとコンジュゲートした3-(2-ピリジルジスルフ
ァニル)プロパノイルアミノハンドル、化合物12M
【０２６５】

【化２７】

【０２６６】
　緩衝液(ヒスチジン(1.5mg/ml)、CaCl2(0.25mg/ml)、Tween80(0.1mg/ml)、NaCl(30mg/ml
)およびスクロース(3mg/ml)、pH7.0)中のN-グリカン-アシアロ-BDD第VIII因子、化合物11
M(3mg)を、(5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)-3,4-
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ジヒドロキシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-4-ヒ
ドロキシ-5-[[2-[3-(2-ピリジルジスルファニル)プロパノイルアミノ]アセチル]アミノ]-
6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナトリウム
、化合物1M、(2R,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピリミジン-1-イル)
-3,4-ジヒドロキシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホスホリル]オキシ-
5-[6-[[4-カルボキシ-3-(2,7-ジフルオロ-3-ヒドロキシ-6-オキソ-キサンテン-9-イル)ベ
ンゾイル]アミノ]ヘキサノイルアミノ]-4-ヒドロキシ-6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプ
ロピル]テトラヒドロピラン-2-カルボン酸二ナトリウムおよびシアリルトランスフェラー
ゼ(rat rec. ST3GalIII)と混合した。最終濃度は、第VIII因子:0.85mg/ml、シアリルトラ
ンスフェラーゼ:271U/l、オレゴングリーン488ヌクレオチド:14マイクロモーラー、化合
物1M:15マイクロモーラーであった。最終体積:3.5mlであった。混合物を摂氏32度で18時
間静置した。(2R,5R,6R)-5-アセトアミド-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-アミノ-2-オキソ-ピ
リミジン-1-イル)-3,4-ジヒドロキシ-テトラヒドロフラン-2-イル]メトキシ-オキシド-ホ
スホリル]オキシ-4-ヒドロキシ-6-[(2R)-1,2,3-トリヒドロキシプロピル]テトラヒドロピ
ラン-2-カルボン酸二ナトリウムを混合物に加えた(最終濃度:54マイクロモーラー)。混合
物を摂氏32度で30分間インキュベートした。
【０２６７】
　混合物を緩衝液(ヒスチジン(1.5mg/ml)、CaCl2(0.25mg/ml)、Tween80(0.1mg/ml)、NaCl
(2.9mg/ml)、およびスクロース(3mg/ml)、pH7.0)で14mlまで希釈した。
【０２６８】
　混合物を事前に調整した(緩衝液Aで)MonoQ5/50GLカラム(GE Healthcare)上に載せ、以
下のプログラムを用いて溶出させた:5倍カラム体積eq、2倍カラム体積の未結合の試料の
洗い流し、25倍カラム体積の0～70%、10倍カラム体積の70～100%の緩衝液B、および5倍カ
ラム体積の100%のB。イミダゾール緩衝液A:20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のT
ween80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。イミダゾール緩衝液B:20mMのイミダゾ
ール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。
【０２６９】
　SDS-PAGE分析(還元および非還元、7%のNuPAGEトリスアセテート、1.0mm、Invitrogen、
150V、70分間)により、BDD FVIII重鎖および軽鎖中のフルオロフォアの組み込みが確認さ
れた。SDS-PAGE分析の前に生成物をPEG 30kDaチオールと共にインキュベートすることで
、非還元条件下ではFVIIIよりも高い分子量を有する蛍光バンドの存在がもたらされたが
、還元条件下ではそうではなかった。
【０２７０】
(実施例30)
N-グリカンを介して蛍光標識したBDD FVIIIとコンジュゲートした3-(2-ピリジルジスルフ
ァニル)プロパノイルアミノハンドル、化合物12MとAP3 scFv LC-HC、化合物13Mとの間の
コンジュゲート
【０２７１】
【化２８】

【０２７２】
　グリシン緩衝液(100mM、pH3.5)およびHEPES緩衝液(100mM、pH7.5)の1:1混合物中のAP3 
scFvを、水性緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロ
ール、500mMのNaCl、pH7.3)中のN-グリカンを介して蛍光標識したBDD FVIIIとコンジュゲ
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ートした3-(2-ピリジルジスルファニル)プロパノイルアミノハンドル、化合物12Mと混合
した。最終濃度は、化合物12M:0.25mg/ml、ScFv:2マイクロモーラー、0.06mg/mlであった
。最終体積:2.1mlであった。混合物を摂氏23度で3時間静置した。緩衝液中のシステイン(
1mg/ml)(2.3マイクロリットル)および緩衝液中のシスチン(1mg/ml)(3.5マイクロリットル
)の溶液を加えた。混合物を摂氏23度で15分間静置した。
【０２７３】
　混合物を緩衝液(20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1Mのグリセロー
ル、25mMのNaCl、pH7.3)で40mlまで希釈した。混合物を事前に調整した(緩衝液Aで)MonoQ
5/50GLカラム(GE Healthcare)上に載せ、以下のプログラムを用いて溶出させた:5倍カラ
ム体積eq 0%の緩衝液B、2倍カラム体積の未結合の試料の洗い流し(0%の緩衝液B)、25倍カ
ラム体積の0～70%(緩衝液B)、50倍カラム体積の70～100%(緩衝液B)、5倍カラム体積の100
%の緩衝液B。イミダゾール緩衝液A:20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80
、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。イミダゾール緩衝液B:20mMのイミダゾール、1
0mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3。
【０２７４】
　選択された画分をMillipore Amicon Ultra遠心装置、分子量カットオフ50,000Daに移し
、全体積を0.5mlまで減らした。混合物を事前に調整した(緩衝液で)Superose6 10/300 GL
カラム(GE Healthcare)上に載せ、ヒスチジン(1.5mg/ml)、CaCl2(0.25mg/ml)、Tween80(0
.1mg/ml)、NaCl(18mg/ml)、およびスクロース(3mg/ml)、pH7.0の緩衝液を用いて溶出させ
た。
【０２７５】
　SDS-PAGE分析(非還元およびトロンビン消化/非還元、7%のNuPAGEトリスアセテート、1.
0mm、Invitrogen、150V、70分間)により、出発物質よりも高い分子量を有する蛍光バンド
の存在が示された。タンパク質は血小板と結合しないことが示され、これは、Cys-34がCD
R領域中に見つかり、したがって結合親和性に影響を与えることによって合理的に説明す
ることができる。
【０２７６】
(実施例31)
N-グリカンを介してAP3 mIgG1 wt HC LC C39S完全長抗体とコンジュゲートした蛍光3-(2-
ピリジルジスルファニル)ハンドル、化合物8MとBDD-FVIIIとの間の、O-グリカン上のハン
ドルを介したコンジュゲート、化合物7M
【０２７７】
【化２９】

【０２７８】
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　緩衝液中のハンドルとコンジュゲートしたAP3 mIgG1 wt Hc Lc C39S完全長抗体、たと
えば化合物8Mを、緩衝液中のトリス(カルボキシエチル)ホスフィンの溶液と混合する。ジ
スルフィド結合の選択的還元後に過剰のトリアルキルホスフィンを除去するために、緩衝
液を交換する。緩衝液中のビス-マレイミド、たとえばRapp Polymere Gmbh、カタログ番
号:11 6000-45からのビス-マレイミドPEG6000の溶液を加える。反応の完了後に緩衝液を
交換する。
【０２７９】
　緩衝液中の3-(2-ピリジルジスルファニル)プロパノイルアミノハンドルとコンジュゲー
トしたFVIII、たとえば化合物7Mを、緩衝液中のトリス(カルボキシエチル)ホスフィンの
溶液と混合する。ジスルフィド結合の選択的還元後に過剰のトリアルキルホスフィンを除
去するために、緩衝液を交換する。
【０２８０】
　修飾されたタンパク質(FVIIIおよびAP3 ab)の2つの溶液を混合する。所望のコンジュゲ
ートの形成をSDS-PAGE分析によって監視する。精製は、適切な種類のクロマトグラフィー
、たとえばイオン交換または抗FVIIIアフィニティークロマトグラフィーを用いて達成す
る。
【０２８１】
(実施例32)
N-グリカンを介してAP3 mIgG1 wt HC LC C39S完全長抗体とコンジュゲートした蛍光3-(2-
ピリジルジスルファニル)ハンドル、化合物8MとBDD-FVIIIとの間の、O-グリカン上のハン
ドルを介したコンジュゲート、化合物7M
【０２８２】
【化３０】

【０２８３】
　緩衝液中のハンドルとコンジュゲートしたAP3 mIgG1 wt Hc Lc C39S完全長抗体、たと
えば化合物8Mを、緩衝液中のジチオール、たとえば3,6-ジオキサ-1,8-オクタンジチオー
ルの溶液と混合する。反応の完了後に緩衝液を交換する。FVIIIとコンジュゲートした3-(
2-ピリジルジスルファニル)プロパノイルアミノハンドル、たとえば化合物7Mの溶液を加
える。所望のコンジュゲートの形成はSDS-PAGE分析によって監視する。精製は、適切な種
類のクロマトグラフィー、たとえばイオン交換または抗FVIIIアフィニティークロマトグ
ラフィーを用いて達成する。
【０２８４】
(実施例33)
N-グリカンを介してAP3 mIgG1 wt HC LC C39S完全長抗体とコンジュゲートした蛍光3-(2-
ピリジルジスルファニル)ハンドル、化合物8MとFVIIIのCys突然変異体との間のコンジュ
ゲート
【０２８５】
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【化３１】

【０２８６】
　上述の方法と同じ方法を用いて、FVIIIの表面接近可能なCys突然変異体を、AP3抗体も
しくは同様のもの(またはその断片)とコンジュゲートさせる。FVIIIのCys突然変異体は、
必要な場合は、突然変異したシステインと共有結合した置換基を除去するために還元剤で
処理し、したがってチオールの発生/その存在の保証がもたらされる。形成されたタンパ
ク質を、記載した種類の適切な試薬、たとえばN-グリカンを介してAP3完全長抗体とコン
ジュゲートした蛍光2-ピリジルジスルファニルハンドル、化合物8Mとコンジュゲートさせ
る。所望のコンジュゲートの形成はSDS-PAGE分析によって監視する。精製は、適切な種類
のクロマトグラフィー、たとえばイオン交換または抗FVIIIアフィニティークロマトグラ
フィーを用いて達成する。
【０２８７】
(実施例34)
N-グリカン上のオレゴングリーン488およびO-グリカン上のdPEG12-SHで修飾されたFVIII
の調製
ステップ1:PySS-dPEGi2-GSC(化合物J1)の調製
【０２８８】
【化３２】

【０２８９】
　グリシルシアル酸シトシン5’一リン酸エステル(GSC、ジメチルアミン塩、分子量673、
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85%の純粋、96mg、153μmol)を100mMのトリス緩衝液、pH8.4(650μL)に溶かし、次いでア
セトニトリル(650μL)に溶かし、撹拌して2相系が観察された。SPDP-dPEGi2-NHS-エステ
ル(Quanta Biodesign、製品番号10378、1.2当量、183μmol、170mg)を650μLのTHFに溶か
し、次いで100mMのトリス、pH8.4(650μL)に溶かし、薄い白色のかすんだ沈殿物が観察さ
れ、このNHS-エステル溶液をGSC溶液に加えた。溶液はpH8.4でわずかにかすんでいた。溶
液を室温で7時間撹拌し、生じた混合物を凍結し、凍結乾燥して、粗化合物が得られた。
凍結乾燥後に得られた白色粉末は、ニートな水を平衡化緩衝液として使用し、溶出にはニ
ートなアセトニトリルの直線勾配を使用した調製用HPLCによって精製した。所望の生成物
を含有する画分をプールし、凍結乾燥して100mgの標的化合物が得られ、これは分析用HPL
Cによって均質であり、質量分析によって同定した。
【０２９０】
　ステップ2:PySS-dPEGi2-GSCとwt BDD FVIIIのO-グリカンとのカップリング(化合物J2)
　wt BDD FVIII(「N8」、5.7mg/ml、5mg、875μl)に、緩衝液(20mMのイミダゾール、10mM
のCaCl2、0.02%のTween80、200mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3、100ulを使用した)
中のA. ureafaciensのシアリダーゼ(0.44mg/ml、50μl)および1mg/mlのPySS-dPEGi2-GSC(
J1)ならびにHis-ST3Gal-I(2.5mg/ml、375μl)を加えた。反応混合物を32℃で終夜17時間
の間インキュベートした。その後、伝導率を下げるためにこれを25mlの、20mMのイミダゾ
ール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3の緩衝液で
希釈した。その後、混合物を20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mM
のNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3で平衡化したMonoQ5/50GLカラムに載せた。生成物は、
20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、1MのNaCl、1Mのグリセロール、pH7
.3の溶出緩衝液を用いた2段階勾配を使用して溶出させた。FVIII非関連の物質は20%の溶
出緩衝液で溶出された一方で、生成物は100%の溶出緩衝液で溶出された。所望の生成物(J
2)を含有する画分をプールした。収量は4.1mg、1.17mg/mlであった。
【０２９１】
ステップ3:オレゴングリーンを用いた標識およびN-グリカンのキャップ(J3)
　ステップ2に従って調製した修飾されたタンパク質(J2)を、MBP-ST3Gal-III(1.2U/ml、3
00μl)およびオレゴングリーン488-GSC(2mgを、800μlの、20mMのイミダゾール、10mMのC
aCl2、0.02%のTween80、200mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3の緩衝液に溶かし、200
μl、0.5mg、20当量を使用した)と混合し、暗所、32Cで終夜インキュベートした。続いて
、CMP-NAN(250μlの、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、200mMのNaCl
、1Mのグリセロール、pH7.3の緩衝液中に9mg)を反応混合物に加え、さらに1時間、32℃で
インキュベートした。その後、伝導率を下げるためにこれを30mlの20mMのイミダゾール、
10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3で希釈した。精製
は、ステップ2に概要を示すようにAIEXによって実施した。収量:1.54mg、0.51mg/mlであ
った。
【０２９２】
ステップ4:TCEPを用いた還元
　ステップ3に従って調製した修飾されたタンパク質(J3)を、トリスカルボキシルエチル
ホスフィン(TCEP、700当量、1.69mg、6mgのTCEPを、1mlの、20mMのイミダゾール、10mMの
CaCl2、0.02%のTween80、200mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3の緩衝液に溶かし、282
μlを使用した)と混合し、30分間、5C、暗所でインキュベートした。その後、伝導率を下
げるためにこれを30mlの20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaC
l、1Mのグリセロール、pH7.3で希釈した。精製は、ステップ2に概要を示すようにAIEXに
よって実施した。収量:610μg、610μg/mlであった。生成物を、緩衝液ヒスチジン(1.5mg
/ml)、CaCl2(0.25mg/ml)、Tween80(0.1mg/ml)、NaCl(18mg/ml)、スクロース(3mg/ml)を移
動相として使用したSEC(カラム:Superdex200 10/300GL)によってさらに精製した。所望の
生成物(J4)を含有する画分をプールした。収量:420μg、120μg/mlであった。生成物のSD
S PAGEゲル分析からのデータはN8と本質的に同一であり、ゲル蛍光イメージングにより、
HCおよびLCがどちらも蛍光標識を含有していたことが示された。生成物を、30kDa PEG-マ
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レイミドを用いた試験反応に供した。この反応のSDS PAGE分析により、バンドの分子量の
増加およびFVIII HCバンドの消失が示され、したがって遊離チオール基の存在が示された
。
【０２９３】
　本実施例は、FVIIIをO-グリカン上でチオール基を用いて修飾することができることを
示している。
【０２９４】
(実施例35)
SSPy基で修飾した完全長AP3 mIgG抗体の調製(J5)
　完全長AP3 mIgG1 wt LC C39S(3.0mg/ml、400μl、1200μg、8nmol、pH7.2、50%の100mM
のHEPES HCl、150mMのNaCl、pH7.5、33%の100mMのグリシンHCl、pH3.5、および17%の20mM
のHEPES HCl、150mMのNaCl、0,01%のTween80、pH7.5の緩衝液の混合物中)を、100μlまで
濃縮し(15分間、12,000g、Millipore Amicon Ultra 10kDa)、900μlまで希釈し、その後
、100ulまで濃縮(12分間、12,000g)×6することによって、緩衝液を100mMのHEPES、pH7.5
に交換した。最終体積は約80μlであった。その後、100mMのHEPES、pH7.5を用いてこれを
約260μlまで希釈した。続いて、SPDP-dPEGi2-NHS-エステル(Quanta Biodesign、製品番
号10378、1.8mgを400μlmlの100mMのHEPES、pH7.5に溶かし、これから20当量、144μg、3
2μlを使用した)を、緩衝液を交換したAP3 FL mIgGに加えた。反応混合物を室温で終夜イ
ンキュベートした。還元および非還元SDS PAGEゲル分析により、FL抗体ならびに個々の重
鎖および軽鎖に対応するバンドの分子量が増加しており、外見がより幅広くなっていたこ
とが示され、したがって所望の修飾が起こったことが示された。上述のようにタンパク質
の緩衝液を100mMのHEPES、pH7.5に交換した。収量は765μg、8.5mg/mlであった。
【０２９５】
　本実施例は、AP3 FL mIgGを、チオール感受性-SSPyコンジュゲーション基を含有するア
シル化剤で修飾することができることを示している。
【０２９６】
(実施例36)
FVIIIとAP3 FL mIgGとの間のコンジュゲートの調製
　AP3 mIgG1 dPEGi2-SSPy(J5、8.5μg/μl、0.057nmol/μl、31μl、1.76nmol)を2500μl
のFVIII誘導体J4(300μg、1.76nmol、120μg/ml)と混合した。混合物を滅菌濾過し、アル
ミ箔に包み、室温で終夜静置した後、SDS PAGEゲル分析により、wt BDD FVIIIとAP3 FL m
IgGとの間の所望の付加物に対応する分子量を有する生成物が形成されたことが示された
。ゲル蛍光イメージングにより、これらのバンドは蛍光標識を含有しており、これらがFV
IIIのHCまたはLC鎖に由来することが示された。コンジュゲーションがSDS試料の調製中に
起こらなかったことを確認するために、ゲル分析を過剰のN-エチルマレイミドの存在下で
も行った。混合物をさらに3日間反応させ、その後、これを30mlの20mMのイミダゾール、1
0mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3で希釈し、20mMの
イミダゾール、10mMのCaCl2、0.02%のTween80、25mMのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3で
平衡化したMonoQ5/50GLカラムに載せた。生成物は、20mMのイミダゾール、10mMのCaCl2、
0.02%のTween80、1MのNaCl、1Mのグリセロール、pH7.3の溶出緩衝液を用いた直線勾配を
使用して溶出させた。このようにして、遊離AP3 FL mIgGを遊離BDD FVIIIおよびコンジュ
ゲートから分離した。還元および非還元のSDS PAGE分析により、数個の画分が所望の生成
物を含有していたことが示された。非還元ゲルにより、FVIII HCバンドの消失が示された
一方で、AP3 FL mIgGとFVIIIとの間のコンジュゲートに対応する高分子量バンドが示され
た。mIgG特異的Abを用いたウエスタンブロットにより、これらのバンドがAP3 FL抗体を含
有することが示された。還元ゲルにより、FVIIIならびにAP3の重鎖および軽鎖のどちらの
存在も示された。
【０２９７】
　本実施例は、AP3 FL mIgGおよびBDD FVIIIが、AP3 FL mIgG上のチオール基とBDD FVIII
上の-SSPy基との間の反応によって形成されたジスルフィド結合を介してコンジュゲート
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【０２９８】
(実施例37)
発色アッセイによって測定された細胞培養収集物中のFVIII:C
　細胞培養収集物(上清画分)中のrFVIII化合物のFVIII活性(FVIII:C)を、Coatest SP試薬
(Chromogenix)を用いた発色FVIIIアッセイで、以下のように評価した。rFVIII試料および
FVIII標準(凝固参照、Technoclone)をCoatestアッセイ緩衝液(50mMのトリス、150mMのNaC
l、1%のBSA、pH7.3、保存料を含む)で希釈した。50μlの試料、標準、および緩衝液陰性
対照を96ウェルのマイクロタイタープレート(Spectraplates MB、Perkin Elmer)に加えた
。すべての試料、1:100、1:400、1:1600、および1:6400に希釈して試験した。Coatest SP
キットからの第IXa因子/第X因子試薬、リン脂質試薬およびCaCl2を5:1:3(体積:体積:体積
)で混合し、この75μlをウェルに加えた。室温で15分間インキュベートした後、50μlの
第Xa因子基質S-2765/トロンビン阻害剤1-2581混合液を加え、反応を5分間、室温でインキ
ュベートした後、25μlの1Mのクエン酸、pH3を加えた。620nmでの吸光度を参照波長とし
て使用して、405nmでの吸光度をEnvisionマイクロタイタープレートリーダー(Perkin Elm
er)で測定した。陰性対照の値をすべての試料から減算し、FVIII濃度に対してプロットし
た吸光度値の直線回帰によって検量線を作成した。特異的活性は、試料の活性をELISAに
よって決定されたタンパク質濃度で除算することによって計算した。
【０２９９】
(実施例38)
臨床的に意味のあるFVIII活性アッセイにおけるAP3-FVIII融合タンパク質の特異的活性
　精製したタンパク質およびコンジュゲート(N8対照、F8-500 AP3-LC-HC scFV-Δa3(配列
番号40)、F8-500 AP3-LC-HC scFV(配列番号43)およびF8-500 AP3-HC-LC scFV(配列番号42
))のFVIII活性を、標準のFVIII:Cアッセイである発色アッセイまたは一段階の段階血餅形
成アッセイのどちらかで評価した。精製したタンパク質の発色FVIII活性はCoatest SPア
ッセイ(Chromogenix、米国マサチューセッツ州Lexington)を用いて評価した。アッセイは
、いくつかの軽微な改変を用いて製造者の指示に従って行い、96ウェルプレート様式で実
行した。手短に述べると、希釈したFVIII試料およびFVIII参照物質を、Coatest SPキット
からの第IXa因子/第X因子試薬、リン脂質試薬およびCaCl2の混合物と共にインキュベート
した。室温で15分間インキュベートした後、第Xa因子基質S-2765/トロンビン阻害剤1-258
1混合液を加え、反応を10分間、室温でインキュベートした後、反応を20%のクエン酸で停
止させた。620nmでの吸光度を参照波長として使用して、415nmでの吸光度をSpectramaxマ
イクロタイタープレートリーダー(Molecular Devices)で測定した。第7WHO/NIBSC組換えF
VIII標準に対して較正した組換えFVIIIを参照物質として使用した。Table 4(表4)を参照
されたい。
【０３００】
(実施例39)
一段階血餅アッセイによって測定した、精製した試料中のFVIII:C
　FVIII化合物のFVIII血餅形成活性は、SSCの推奨に従って、濃縮したFVIII試料および参
照物質を最初に緩衝液で希釈し、その後、フォンウィルブランド因子を有するFVIII欠乏
血漿(Siemens、米国イリノイ州Deerfield)で希釈することによって決定した。それぞれの
FVIII試料は4つの異なる濃度で測定した。FVIII血餅形成活性は、ACL9000装置で、FVIII
試料をAPTT試薬(Synthasil、ILS、米国マサチューセッツ州Bedford)、25mMのCaCl2および
FVIII欠乏血漿と混合した単一要因プログラム(FVIII:Cd)を用いて測定した。第7WHO/NIBS
C組換えFVIII標準に対して較正した組換えFVIIIを参照物質として使用した。
【０３０１】



(58) JP 5770161 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

【表４】

【０３０２】
　Table 4(表4)に示すように、AP3-FVIII融合タンパク質およびコンジュゲートは、FVIII
発色および血餅形成活性アッセイにおいてN8出発物質と同様のFVIII活性を有する。
【０３０３】
(実施例40)
血小板と特異的に結合したAP3-N8融合タンパク質によって支持されるトロンビン産生
　トロンビン産生試験(TGT)などの包括的な凝固試験は、特に血小板がアッセイに含まれ
る場合に、血餅形成および発色アッセイよりも生理的に関連する第VIII因子(FVIII)活性
の測定であることが示唆されている。血小板に対するAP3-N8の効果を評価するために、FV
III化合物(F8-500 AP3-LC-HC scFV-Δa3およびN8対照)を、ヒト血友病Aを模倣する系中で
試験した。FVIII欠乏血漿(>1%のFVIII活性)を個々の正常な血液ドナーからの洗浄した血
小板で置換することによって、血友病Aの模倣体を調製した。凝固プロセスは組織因子お
よびカルシウムで開始され、フィブリン血餅が形成されると同時に検出することができる
蛍光発生トロンビン基質をアッセイ中に含めることによって、トロンビン産生が続くこと
ができる。したがって、血友病Aの模倣体では、産生されるトロンビンの量およびトロン
ビン産生の速度は、TGT中に存在するFVIIIの量に依存する。ここで使用するTGT方法はHem
ker(1)によって記載されている多血小板血漿(PRP)アッセイから改変されている。手短に
述べると、血小板は、Mustard(2)の手順に従って、個々の正常な健康なドナーから収集し
たクエン酸添加した血液から単離し、一連の洗浄ステップによって精製した。*洗浄した
血小板をFVIII欠乏血漿(George King、米国カンザス州Overland Park)に、150,000個の血
小板/μlの濃度まで加えた。80μLのこのFVIII欠乏PRP(100,000個の血小板/μl、最終)を
マイクロタイタープレート中で10μlのInnovin(最終希釈率1:200,000)と混合し、10分間
、37℃でプレインキュベートした後、10μlのFVIII化合物または緩衝液、および20μlのC
aCl2(最終濃度16.7mM)と混合した蛍光原基質(Z-Gly-Gly-Arg-AMC、Bachem、最終濃度417n
M)を加えた。390nmで励起させた後の460nmでの発光を、Fluoroskan Ascentプレートリー
ダー(Thermo Electron Corporation)で2時間、連続的に測定した。蛍光シグナルをα2-マ
クログロブリンと結合したトロンビン活性について補正し、較正物質およびTrombinoscop
eソフトウェア(Synapse BV)を用いてトロンビン濃度に変換した。
【０３０４】
　AP3が、FVIII分子が活性化時に血小板だけに局在せず、循環中で血小板と共に運ばれる
ことを可能にする血小板とN8との特異的結合を伝達することを実証するために、上述のTG
Tアッセイを、以下の追加のステップを用いて行った。*洗浄した血小板を得た後、N8化合
物を血小板と結合させるために、血小板を30分間、室温で、AP3-N8-融合タンパク質また
はN8(20U/ml)と共にインキュベートした。このインキュベートに続いて、休止血小板と特
異的に結合していないすべてのN8を除去するために、2回の追加の洗浄ステップを行った
。これらの2回の追加の洗浄ステップの後、血小板をFVIII欠乏血漿、カルシウムおよび蛍
光原基質に加え、トロンビン産生の形態のFVIII活性を記載のように測定した。ソフトウ
ェアから得られたパラメータは、トロンビン産生の開始までの時間を記載する「遅延時間
」、トロンビン産生の最大速度をnMで記載する「ピーク」、および「ピークまでの時間」
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として記録する。強力な血餅は、トロンビン形成の素早い初期の発生および速い速度によ
って特徴づけられる。
【０３０５】
【表５】

【０３０６】
　結果により、血小板をAP3-N8-融合タンパク質と共にインキュベートした実験では強力
なトロンビン産生が示される一方で、N8と共にインキュベートした血小板では、かろうじ
てバックグラウンド(血友病A)レベルよりも高いトロンビン産生しか示されなかった。し
たがって、N8対照を血小板から洗い流すことはできるが、AP3-N8-融合タンパク質は血小
板と結合したままであり、それにより、血小板によって保有されるFVIII活性が直接実証
された。
【０３０７】
(実施例41)
融合タンパク質と精製したGPIIIaとの結合の分析
　結合相互作用分析は、Biacore T-100装置で表面プラズモン共鳴によって得た。固定濃
度での精製したGPIIbIIIa(Enzyme Research Laboratories)の捕捉は、10mMの酢酸ナトリ
ウム、pH4.5～5.0中で1000～4000RUのレベルまで、CM5チップに直接固定することによっ
て得られた。5～0.31nMからのFVIII誘導体の2倍希釈液を、固定したGPIIbIIIaとの結合に
ついて試験した。ランニングおよび希釈緩衝液:10mMのHEPES、150mMのNaCl、5mMのCaCl2
、0.005%のp20、pH7.4であった。すべてのFVIII誘導体をランニング緩衝液に溶解し、希
釈した。再生は10mMのグリシン、pH1.7によって得られた。運動定数および結合定数(kon
、kOff)の決定は、Biacore T100評価ソフトウェアを用いてFVIII誘導体とGPIIbIIIaとの1
:1の相互作用を仮定することによって得られた。結果を以下の表に示す。
【０３０８】

【表６】

【０３０９】
(実施例42)
FVIII融合体/コンジュゲートと血小板との結合の分析
　融合タンパク質の血小板結合は、フローサイトメトリーによって試験することができる
。末梢血の血小板を精製してもよく、または全血を使用することができる。血小板は活性
または休止であり得る。血小板は融合タンパク質と共に15～30分間インキュベートする。
融合タンパク質は、フルオロフォアで直接標識するか、または蛍光標識した二次抗体を用
いて検出し得る。融合タンパク質と結合する粒子が実際に血小板であるかどうかを評価す
るために、融合タンパク質の結合を妨害しない蛍光標識した血小板特異的抗体を加えるこ
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とができる。インキュベート後、細胞を洗浄して融合タンパク質を除去し、試料をフロー
サイトメーターで分析する。フローサイトメーターは非標識の細胞および細胞と結合する
蛍光標識した分子を検出し、したがって、融合タンパク質が血小板(または他の細胞)と結
合した程度を具体的に分析するために使用できる。
【０３１０】
　結合の特異性は、たとえば過剰の非標識の抗体(直接標識した融合タンパク質を用いる
場合)を加えることによって評価することができる。FVIII部分と血小板との結合は、たと
えば過剰のアネキシンVまたはFVIIIを加えることによって評価することができる。休止血
小板による融合タンパク質の内部移行は、たとえば、血小板を直接標識した融合タンパク
質と共にインキュベートし、次いで、表面結合した(すなわち内部移行していない)融合タ
ンパク質からのシグナルをクエンチする抗体と共にインキュベートことによって評価し得
る。その後、内部移行した融合タンパク質のみがフローサイトメトリーによって検出され
る。活性血小板が血餅形成の部位で内部移行した融合タンパク質を放出すると仮定し得る
。
【０３１１】
(実施例43)
FVIII-AP3融合体およびコンジュゲートと血小板との結合の試験
　F8-500 AP3-LC-HC scFV-Δa3(配列番号40)(AP3-N8 2097)およびN8の化学的にカップリ
ングした完全長AP3 IgG(実施例18のMZ1)の血小板結合をフローサイトメトリーによって試
験した。ヒト末梢血からの洗浄した血小板を調製し、AP3-N8と共に暗所、室温で30分間イ
ンキュベートした(約300,000個の血小板/試料)。血小板マーカーとして、ペリジニンクロ
ロフィルタンパク質(PerCP)で標識した抗CD42aを、AP3-N8構築体と共に試料に加えた。イ
ンキュベート後、細胞を緩衝液(20mMのHepes、150mMのNaCl、1mg/mlのBSA、5mMのCaCl2)
で洗浄して未結合の抗体を除去し、フィコエリスリン-Cy7(PE-Cy7)抗FVIIIモノクローナ
ル抗体を加えた(10μg/ml)。30分間インキュベートした後、細胞を緩衝液で洗浄し、試料
を、ログモードの前方および側方散乱検出器を備えたBD LSRFortessa(商標)フローサイト
メーターで分析した(少なくとも5,000回の事象/試料を分析した)。約0.025～51.2nM(MZ1
では25.6nM)のAP3-N8の用量を分析して、結合の用量依存性を評価した。AP3-N8 2097では
3人のドナーを個々の実験で試験し、MZ1構築体では1人のドナーを試験した。AP3-N8結合
の特異性は、過剰の非標識のAP3-LC-HC scFV-FLAG(配列番号22)を試料に加えることによ
って(50倍過剰まで)評価した。したがって、データは、構築体と血小板上のGPIIb/IIIa受
容体とのAP3特異的結合を示す。N8部分をオレゴングリーンで直接標識した類似のAP3-N8
構築体を用いた実験により匹敵する結果が得られ、AP3-N8構築体と血小板との特異的結合
が支持された(n=5)。
【０３１２】
　AP3-N8の内部移行は、最初に血小板を蛍光標識したAP3-N8と共にインキュベートし、フ
ローサイトメトリーによって蛍光を測定し、その後、表面結合した(すなわち内部移行し
ていない)AP3-N8からのシグナルをクエンチする抗体を加えることによって、評価するこ
とができる。試料をフローサイトメトリーによって再分析した場合、内部移行したAP3-N8
のみが検出される。
【０３１３】
(実施例44)
血小板に対するF8-500 AP3-LC-HC scFV-Δa3(配列番号40)の抗凝集効果の試験
　潜在的なF8-500 AP3-LC-HC scFV-Δa3(配列番号40)の抗凝集効果は、単離した血小板の
懸濁液を通る光透過率の変化を監視することによって測定した。この方法は、最初に1960
年代にGustav von Bornによって本質的に記載されており(Born、Nature、194:927～29頁
、1962年)、今日では、血小板機能を評価するための最も使用されている方法の1つである
。手短に述べると、この方法では、光が血小板の懸濁液を横断する能力を測定する。この
血小板の懸濁液は、多血小板血漿または単離した血小板のどちらかであり得る。活性化後
、GPIIb/IIIaはそのコンホメーションをフィブリノーゲン高結合状態へと変化させ、フィ
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ブリノーゲンの存在下で血小板は凝集体を形成し始める。多くの単一の血小板よりも少数
の大きな凝集体を有する試料の方が、より多くの光が通るため、これが光透過率の増加と
して記録される。抗体の阻害効果は、一般に、たとえば光透過率の変化によって測定した
、活性化剤(たとえばADPまたはトロンビン)に対する血小板の凝集応答を減少させる抗体
の能力によって検査される(Collerら、JCI、72(1):325～38頁、1983年)。
【０３１４】
　本実施例における用語「単離したヒト血小板」とは、等張緩衝液中に保った、ヒト全血
に由来する血小板をいう。血小板は、健康なボランティアからのヘパリン処理したヒト静
脈血を、85mMのクエン酸Na、71mMのクエン酸および111mMのグルコースを含有する酸-クエ
ン酸-デキストロース(ACD)溶液と混合したもの(6:1、v/v)から単離した。血液を220gで20
分間遠心分離して多血小板血漿(PRP)を得た。調製手順中にエイコサノイドおよびアデニ
ンヌクレオチドによる血小板の活性化を防止するために、アセチルサリチル酸(100μM)お
よび0.5U/mlのアピラーゼを加えた。480gで20分間遠心分離することによってPRP中の血小
板を遠心沈殿させ、上清を除去した。血小板を、145mMのNaCl、5mMのKCl、1mMのMgSO4、1
0mMのグルコース、10mMのHepesおよび1U/mlのアピラーゼから構成される無カルシウムHep
es溶液(pH7.4)に穏やかに再懸濁させた。血小板懸濁液をプラスチックチューブ中、室温
で保ち、それぞれの実験で[Ca2+]を1mMに調節し、温度を37℃に調節した。
【０３１５】
　血小板試料をシリコン処理したガラスキュベット中で連続的に撹拌しながら(1200rpm)3
7℃に保つ一方で、血小板凝集プロファイラー(登録商標)(PAP)-8E装置(Bio/Data Corpora
tion、ペンシルベニア州Horsham)を用いて光透過率を測定した。試料をF8-500 AP3-LC-HC
 scFV-Δa3(配列番号40)(30nM)、AP3-LC-HC scFV-FLAG(配列番号22)(30nM)またはアブシ
キシマブ(ReoPro(登録商標))(30nM)のいずれかと共に3分間インキュベートした後、プロ
テアーゼ活性化受容体-1(PAR-1)活性化ペプチド(アミノ酸配列SFLLRN)(10μM)で活性化さ
せた。結果により、対照(Table 7(表7))と比較してAP3-N8で処理した血小板において血小
板の凝集の有意な差異は示されなかった。さらに、AP3-LC-HC scFV-FLAGを30nMで抗凝集
特性について試験し、阻害効果の効能は示されなかった。しかし、抗凝集アブシキシマブ
(ReoPro(登録商標))(30nM)は、SFLLRNで活性化した血小板において血小板の凝集をほぼ40
%、有効に阻害した(Table 7(表7))。血小板の凝集の阻害に関するF8-500 AP3-LC-HC scFV
-Δa3およびReoPro(登録商標)の差異は、濃度を増加した際にさらに明白であった。図2は
、F8-500 AP3-LC-HC scFV-Δa3(100nM)またはReoPro(登録商標)(100nM)を使用した際の血
小板の凝集を示す。このより高い濃度は、ReoPro(登録商標)で増大した阻害をもたらす一
方で、増加した濃度のF8-500 AP3-LC-HC scFV-Δa3は血小板の凝集に対して影響を与えな
い。
【０３１６】
【表７】

【０３１７】
(実施例45)
ヒト化IgB3受容体を用いたマウス株の調製および使用
　ヒトITGB3のcDNAを含有するベクター{エクソン2(G26)からエクソン15まで(提供されたc
DNAからの部分的3’UTRが含まれる)}を、ヒトITGB3イントロン5(647bp)をヒトエクソン5
および6に対応する配列の間に挿入することによって操作した。転写STOPカセットをヒト
部分的3’UTRのすぐ下流に挿入する。操作したヒトITGB3のcDNAをマウスエクソン1中のそ



(62) JP 5770161 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

の対応する位置に挿入する。マウス細胞中でのヒトITGB3タンパク質のプロセッシングを
最適化するために、ヒト化対立遺伝子は、マウスItgb3シグナルペプチド(エクソン1内に
コードされている)とヒトITGB3成熟タンパク質との融合タンパク質を発現する。選択マー
カー(Puro)はF3部位が隣接しており、ヒトITGB3 3’UTRの下流に挿入されている。Flp媒
介性の選択マーカーの除去の後のヒト化対立遺伝子。ヒトItgb3タンパク質はマウスItgb3
プロモーターの調節下で発現される。その3’UTR領域を含めた操作したヒトITGB3 cDNAの
、マウスエクソン1内への挿入により、マウスItgb3遺伝子の失活化がもたらされるはずで
ある。最終標的化ベクターの確認された配列を図3に示す。
【０３１８】
ヘテロ接合性標的化C57BL/6 ES細胞の作製
　C57BL/6N ES細胞系を、20%のFBSおよび1200u/mLの白血病阻害因子を含有するDMEM高グ
ルコース培地中のマウス胚性線維芽細胞からなる、有糸分裂的に失活させた供給層上で成
長させる。1×107個の細胞および30μgの直鎖状にしたDNAベクターを240Vおよび500μFで
電気穿孔する。クローンの選択は電気穿孔後の2日目に開始したピューロマイシン選択(1
μg/mL)に基づき、ガンシクロビル(2μM)を用いた対抗選択は5日目に開始した。8日目にE
Sクローンを単離し、拡大後にサザンブロッティングによって分析した。
【０３１９】
ヘテロ接合性動物の作製:
　ホルモンを投与した後、過排卵のBalb/cの雌をBalb/cの雄と交配させた。交尾後3.5日
目に胚盤胞を子宮から単離した。微量注入には、胚盤胞を鉱物油下で1滴の15%のFCSを含
むDMEMに入れた。12～15マイクロメートルの内径を有する平らな先端の圧電作動の微量注
入ピペットを用いて、10～15個の標的化C57BL/6 N.tac ES細胞をそれぞれの胚盤胞内に注
入した。回収後、8個の注入した胚盤胞を、交尾後2.5日の擬似妊娠したNMRI雌のそれぞれ
の子宮角に移植した。キメラ(G0)において、ES細胞のBalb/c宿主への毛皮色寄与(黒/白)
によってキメラ化が測定された。高度にキメラのマウスをC57BL/6雌の株に繁殖させた。
生殖系列伝達は、黒い株C57BL/6の子孫(G1)の存在によって同定された。
【０３２０】
　ホモ接合性動物の作製：
子孫G1の作製は、ヘテロ接合性マウスの繁殖またはin vitro受精のどちらかによって繁殖
させた。交配および体外受精の最初の試みから、Table 8(表8)に概要を示すように遺伝子
型の分布が決定された。
【０３２１】
【表８】

【０３２２】
(実施例46)
GPIIIaトランスジェニックマウスにおけるGPIIIa標的化融合タンパク質薬物動態学
　AP3抗体は血小板上のヒトGPIIb/IIIa(インテグリンαIIβ3)受容体と結合するが、ネズ
ミGPIIb/IIIaを認識せず、薬物動態学(PK)分析に野生型マウスを使用することが妨げられ
る。AP3-FVIII融合体またはコンジュゲートのPKプロフィールは、AP3と受容体との結合を
可能にするネズミGPIIbと会合するヒトGPIIIaを発現するトランスジェニックマウス(Taco
nic M&Bで繁殖)で分析することができる。GPIIIaトランスジェニックマウスはAP3-FVIII
融合体またはコンジュゲートの単一の静脈内注射を受け、血液は、注射後288時間までの
時点に前眼窩叢から収集する。研究中に約3個の試料をそれぞれのマウスから収集し、2～
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4個の試料をそれぞれの時点で収集する。血液を安定化させ、適切な緩衝液で希釈する。
注射したAP3-FVIII融合体またはコンジュゲート(遊離および/またはプレート結合)は、EL
ISAまたはフローサイトメトリーによって、N8に対する抗体または直接標識したAP3-FVIII
融合体もしくはコンジュゲートのいずれかを用いて、定量することができる。
【０３２３】
(実施例47)
GPIIIaトランスジェニックマウスにおけるGPIIIa標的化融合タンパク質の効果の持続期間
　動物疾患モデルにおけるGPIIIa標的化融合タンパク質の効果の有効性および作用持続時
間を評価するために、ヒト化IgB3受容体を有するマウス株を作製する。作製したマウス株
は他の(トランスジェニック)マウス株と交雑させてもよく、これには、それだけには限定
されないが、凝固第VIII因子または第IX因子を欠くマウスが含まれる。マウスは、天然の
交配によってまたは体外受精移植を用いて繁殖させ得る(たとえばG.Vergara、Theriogeno
logy、1997年;47、1245～1252頁)。あるいは、ヒト化血小板は骨髄移植によって他のマウ
スに移植し得る。骨髄細胞をヒト化マウスから、たとえばShiら(Blood、2008年;112、271
3～2721頁)に記載の方法によって単離し、適切に調製したレシピエントマウス、すなわち
第VIII因子または第IX因子を欠くマウス内に注射する。有効性は、尾部出血試験において
出血を低下させる能力(Holmbergら、J Thromb Haemost、2009年;7:1517～22頁)またはFeC
l3傷害モデルにおいて血餅を形成する能力(MollerおよびTranholm、Haemophilia、2010年
;16、e216～e222頁)を測定することによって、上述の動物モデルで試験することができる
。作用持続時間は、上述のモデルにおいて延長した後の薬物の有効性によって試験するこ
とができる。
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