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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＴＮＦαポリペプチド阻害剤を発現する植物細胞及び薬学的に許容される担体を含む医
薬組成物であって、
　前記ＴＮＦαポリペプチド阻害剤は、対象のＴＮＦα関連の医学的状態を治療するため
に使用される可溶性ＴＮＦＲフラグメントを含むと共に、前記可溶性ＴＮＦＲフラグメン
トが
　（ｉ）配列番号２に示されるＴＮＦ受容体のＴＮＦα結合ドメインを含む第１のドメイ
ンと、
　（ｉｉ）配列番号９に示される免疫グロブリンのＦｃドメインを含む第２のドメインと
を有するキメラポリペプチドの一部であり、
　前記第１のドメインおよび前記第２のドメインがそれぞれＮ末端からＣ末端へと順次、
翻訳的に融合しており、
　前記Ｆｃドメイン又はその断片は、新生児型Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）の結合部位を含み
、前記キメラポリペプチドがＴＮＦαに特異的に結合してＴＮＦα活性を阻害する、
経口投与用に製剤化された医薬組成物。
【請求項２】
　前記キメラポリペプチドが小胞体保留シグナルを含む第３のドメインをさらに含み、前
記第１のドメイン、第２のドメインおよび第３のドメインがそれぞれＮ末端からＣ末端へ
と順次、翻訳的に融合している、請求項１記載の医薬組成物。
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【請求項３】
　前記ＴＮＦαポリペプチド阻害剤は前記第１のドメインとＮ末端で翻訳的に融合した小
胞体シグナルペプチドをコードするさらなるドメインを含む、請求項１または２に記載の
医薬組成物。
【請求項４】
　前記シグナルペプチドが植物シグナルペプチドである、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　前記植物シグナルペプチドが配列番号４に示される通りである、請求項４に記載の医薬
組成物。
【請求項６】
　前記ＴＮＦαポリペプチド阻害剤は、前記第２のドメインと、Ｃ末端で翻訳的に融合し
た小胞体保留シグナルをコードするさらなるドメインを含む、請求項３から５のいずれか
一項に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記小胞体保留シグナルがＳＥＫＤＥＬ（配列番号１６）である、請求項６に記載の医
薬組成物。
【請求項８】
　前記キメラポリペプチドが配列番号７に示される通りである、請求項１から７のいずれ
か一項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記キメラポリペプチドが配列番号６、７、２０４または２０５に示される通りである
、請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　前記キメラポリペプチドがＴＮＦα誘導アポトーシスを阻害することができる、請求項
１から９のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　前記ＴＮＦαポリペプチド阻害剤は植物特異的グリカンを含む、請求項１から１０のい
ずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記植物特異的グリカンがコアキシロースおよびコアα－（１，３）フコースからなる
群から選択される、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　前記ＴＮＦαポリペプチド阻害剤はシアル酸残基を欠く、請求項１から１２のいずれか
一項に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　　前記ＴＮＦαポリペプチド阻害剤はＴＮＦα誘導アポトーシスを阻害することができ
る、請求項１から１３のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　　前記植物細胞はタバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）植物細胞である、請
求項１から１４のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　　前記タバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）植物細胞がブライトイエロー（
ＢＹ－２）細胞である、請求項１５記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　　前記植物細胞は凍結乾燥されている、請求項１から１６のいずれか一項に記載の医薬
組成物。
【請求項１８】
　　前記ＴＮＦα関連の医学的状態は炎症性疾患である、請求項１から１７のいずれか一
項に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
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　　前記ＴＮＦα関連の医学的状態は自己免疫疾患である、請求項１から１７のいずれか
一項に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　　前記ＴＮＦα関連の医学的状態は、
　炎症性腸疾患、敗血症、内毒素ショック、ＡＩＤＳ、子宮内膜症、乾癬、心血管疾患、
がん、白斑、関節炎、強直性脊椎炎、ウェゲナー病（肉芽腫症）、短腸症候群、慢性閉塞
性肺疾患（ＣＯＰＤ）、Ｃ型肝炎、喘息、悪液質、アトピー性皮膚炎、アルツハイマー病
、肝性脳症、ＡＤＨＤ、慢性疲労症候群、疱疹状皮膚炎（デューリング病）、接触性皮膚
炎、蕁麻疹（慢性突発性蕁麻疹を含む）、尋常性天疱瘡、水泡性類天疱瘡、重症筋無力症
、サルコイドーシス、強皮症、高ＩｇＥ症候群、多発性硬化症、突発性好酸球増加症候群
およびアレルギーからなる群から選択される、請求項１から１７のいずれか一項に記載の
医薬組成物。
【請求項２１】
　　前記ＴＮＦα関連の医学的状態は、
　関節リウマチ、炎症性腸疾患、骨関節炎、強直性脊椎炎、尋常性乾癬、若年性特発性関
節炎、クローン病、大腸炎からなる群から選択される、請求項１から１７のいずれか一項
に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、そのいくつかの実施形態で、ＴＮＦαポリペプチド阻害剤を発現する植物細
胞等を含む医薬組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）は、多様な炎症性、感染性および免疫関連性の過程および
疾患の調節を媒介する重要な炎症性サイトカインであり、ＴＮＦαは炎症病理を担う最も
重要な媒介物質であると考えられている。
【０００３】
　ＴＮＦαは、最初に安定な三量体に配列された膜貫通タンパク質として合成され、次い
で、メタロプロテアーゼ－ＴＮＦα変換酵素（ＴＡＣＥ）によって切断されて遍在的に発
現するその同族受容体（ＴＮＦＲＩ、ｐ５５およびＴＮＦＲＩＩ、ｐ７５）に結合するホ
モ三量体可溶性ＴＮＦ（ｓＴＮＦ）を形成する、１７ｋＤ分子量のタンパク質である。遍
在性ＴＮＦ受容体は、多種多様なＴＮＦα媒介細胞応答の基礎を提供する。
【０００４】
　ＴＮＦαは、その多くが悪液質（がんおよびＡＩＤ患者に一般的な食欲不振につながる
脂肪喪失および全身タンパク質減少）および敗血症性ショックなどの有害な結果をもたら
す多種多様な細胞応答を誘導する。ＴＮＦα分泌の上昇は、糖尿病、同種移植片拒絶、敗
血症、炎症性腸疾患、骨粗鬆症を含む種々のヒト疾患、多発性硬化症、関節リウマチ、乾
癬、乾癬性関節炎、過敏症、免疫複合体病などの多くの自己免疫疾患、ならびにマラリア
、がんおよび肺線維症にさえ関係づけられている。
【０００５】
　ＴＮＦαの生物学的効果は、２つの別個の受容体によって媒介される。ＴＮＦα受容体
は、単核細胞からこぼれると、特異的抗体によってＴＮＦαを「掃討する」およびＴＮＡ
αの天然阻害剤中和として作用することによってＴＮＦαレベルを低下させるので、デコ
イ受容体（ｄｅｃｏｙ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）がＴＮＦα媒介毒性を調節するための共通戦
略となった。
【０００６】
　現在までに、５種のタンパク質系ＴＮＦα拮抗薬が臨床的使用のために米国ＦＤＡによ
って承認されている：シムジア（セルトリズマブペゴル）、ＴＮＦｍＡｂ　Ｆａｂ’フラ
グメント－ＰＥＧ接合体；レミケード（インフリキシマブ）、ＴＮＦ　ｒｍＡＢ；ヒュミ
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ラ（アダリムマブ）、ＴＮＦ　ｒｍＡＢ、Ｓｉｍｐｏｎｉ（商標）（ゴリムマブ）、抗Ｔ
ＮＦおよびエタネルセプト、ヒトＩｇＧのＦｃフラグメントと融合した可溶性７５ｋＤａ
　ＴＮＦα受容体の融合タンパク質（Ｅｎｂｒｅｌ（商標）として登録）。
【０００７】
　エタネルセプトは、関節リウマチ（ＲＡ）および他の関節炎適応症、例えば、若年性突
発性関節炎（ＪＩＡ）、乾癬および強直性脊椎炎（ＡＳ）のために示されている。関節リ
ウマチ（ＲＡ）は、世界中で約５００万人の人々に発症する慢性疾患である。世界中の適
応症全体でほぼ５０００００人の患者がＥｎｂｒｅｌで治療されている。２０１０年のＥ
ｎｂｒｅｌの売上は７８億ドルであり、全抗ＴＮＦ市場は２４０．４億ドルに達した。現
在のまたは終了した、Ｅｎｂｒｅｌ療法の臨床試験には、成人性呼吸促迫症候群、天疱瘡
、アルツハイマー病、ベーチェット症候群、ＨＩＶ、心筋梗塞、膝関節滑膜炎、ループス
腎炎、扁平苔癬、全身性アミロイドーシス、坐骨神経痛、白斑、慢性疲労症候群、食欲不
振、ＴＭＪ、喘息、気管支炎、糖尿病、骨髄異形成症候群などの多様な適応症が含まれる
。
【０００８】
　Ｅｎｂｒｅｌは現在、哺乳動物細胞中で産生されている。生物製剤の製造への血液由来
産物（血清、形質細胞媒介成分等）などのヒトまたは動物由来の原材料の使用を通した病
原体伝播のリスクを強調する、世界の複数の領域での新興病原体、最も著しくはＨＩＶ、
ＨＣＶ、クロイツフェルト－ヤコブ病、西ナイルウイルスおよびＳＡＲＳの発生により、
生物製剤の安全性が近年患者と医療従事者の両者の前面に出てきている。例えば、ウイル
スの同定およびスクリーニングが普及するまで、血友病集団の約半数（！）がＨＩＶに罹
患した。
【０００９】
　近年、スクリーニングおよび検査が改善してきており、病原体伝播の恐れは減っている
が、組換え製造工程中の血漿由来添加剤からのリスクがまだ残っている。特に、これらの
剤は将来に血液供給で現れ、哺乳動物細胞系生物製剤の安全性に有意な影響を及ぼし得る
ので、未知の病原体からのリスクが重要である。具体的には、患者への累積的なリスクを
増加させる注射を介した繰り返しの定期的な投与を要する生物製剤が特に懸念される。
【００１０】
　しかしながら、培地から動物由来成分を排除することによって、培養性能ならびにタン
パク質翻訳後修飾が有意に変えられ得る。抗体分子のグリコシル化パターンはその構造健
全性に影響を及ぼし得るので、その生物学的機能、物理化学的特性および薬物動態に影響
を及ぼし、有効性と安全性の両方、特に免疫原性を変化させる。近年大きな発生は起こっ
ていないが、生物製剤の製造中の血液および血漿成分への依存を減らすことがなお重要で
ある。逆に、哺乳動物細胞培養での組換えタンパク質産生は、異物汚染により安全ではな
い。２００９年、Ｇｅｎｚｙｍｅは、ウイルス汚染のために本社工場を一時的に閉鎖させ
られた。２０１１年まで、Ｇｅｎｚｙｍｅは薬物の完全な供給を回復しなかった。米国で
のファブリー病患者のために唯一承認されている薬物が不足したために、ファブリー病の
人々には心臓または腎臓の問題をかかえた者もおり、不足によって死亡した者さえいたか
もしれない。
【００１１】
　非哺乳動物細胞、例えば、植物細胞培養が１つの有望な発展である。
【００１２】
　安全性、ウイルス感染症、免疫反応、産生収率および費用の課題に対処するために、修
飾ヒトタンパク質を含む生物製剤をトランスジェニック植物中で産生することができる。
米国特許第６，３９１，６３８号およびＰＣＴ　ＷＯ２００８／１３５９９１は、植物細
胞培養から組換えポリペプチドを商業規模で産生するためのバイオリアクター装置を教示
している。米国特許第７，９５１，５５７号、米国特許出願公開第１０／５５４，３８７
号および第１１／７９０，９９１号は、植物細胞でヒトタンパク質を組換え発現するため
の核酸ベクターの構築および発現を教示している。ＰＣＴ　ＷＯ２００７／０１０５３３
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は、経腸投与するための植物細胞中での組換えヒトポリペプチドの発現を教示している。
【００１３】
　さらなる背景技術には、Ｆｉｎｃｋらの米国特許第７，９１５，２２５号、Ｆｉｎｃｋ
らの米国特許出願公開第１３／０２１，５４５号および第１０／８５３，４７９号、Ｌｉ
らの米国特許出願公開第１１／９０６，６００号、Ｗａｒｒｅｎらの米国特許出願公開第
１０／１１５，６２５号ならびにＧｏｍｂｏｔｚらの米国特許出願公開第１１／７８４，
５３８号が含まれる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】米国特許第６，３９１，６３８号
【特許文献２】ＰＣＴ　ＷＯ２００８／１３５９９１
【特許文献３】米国特許第７，９５１，５５７号
【特許文献４】米国特許出願公開第１０／５５４，３８７号
【特許文献５】米国特許出願公開第１１／７９０，９９１号
【特許文献６】ＰＣＴ　ＷＯ２００７／０１０５３３
【特許文献７】米国特許第７，９１５，２２５号
【特許文献８】米国特許出願公開第１３／０２１，５４５号
【特許文献９】米国特許出願公開第１０／８５３，４７９号
【特許文献１０】米国特許出願公開第１１／９０６，６００号
【特許文献１１】米国特許出願公開第１０／１１５，６２５号
【特許文献１２】米国特許出願公開第１１／７８４，５３８号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、植物産生ＴＮＦαポリペプチド阻害剤が
提供される。
【００１６】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ＴＮＦαポリペプチド阻害剤が抗ＴＮＦα抗体
である。
【００１７】
　本発明のいくつかの実施形態によると、抗ＴＮＦα抗体がインフリキシマブ、アダリム
マブ、セルトリズマブペゴルおよびゴリムマブからなる群から選択される。
【００１８】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ＴＮＦαポリペプチド阻害剤がＴＮＦαに特異
的に結合する可溶性ＴＮＦＲフラグメントである。
【００１９】
　本発明のいくつかの実施形態によると、可溶性ＴＮＦＲフラグメントがキメラポリペプ
チドの一部である。
【００２０】
　本発明のいくつかの実施形態によると、キメラポリペプチドが
（ｉ）ＴＮＦ受容体のＴＮＦα結合ドメインを含む第１のドメインと、
（ｉｉ）免疫グロブリンのＦｃドメインを含む第２のドメインと
を含み、第１のドメインおよび第２のドメインがそれぞれＮ末端からＣ末端へと順次、翻
訳的に融合しており、キメラポリペプチドがＴＮＦαに特異的に結合するＴＮＦαポリペ
プチド阻害剤である。
【００２１】
　本発明のいくつかの実施形態によると、キメラポリペプチドが小胞体保留シグナルを含
む第３のドメインをさらに含み、第１のドメイン、第２のドメインおよび第３のドメイン
がそれぞれＮ末端からＣ末端へと順次、翻訳的に融合している。
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【００２２】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ＴＮＦαポリペプチド阻害剤が第１のドメイン
とＮ末端で翻訳的に融合した小胞体シグナルペプチドをコードするさらなるドメインを含
む。
【００２３】
　本発明のいくつかの実施形態によると、シグナルペプチドが植物シグナルペプチドであ
る。
【００２４】
　本発明のいくつかの実施形態によると、植物シグナルペプチドが配列番号４に示される
通りである。
【００２５】
　本発明のいくつかの実施形態によると、第１のドメインが２００～２５０アミノ酸長で
ある。
【００２６】
　本発明のいくつかの実施形態によると、第１のドメインがアミノ酸配列ＬＣＡＰ（配列
番号１１）およびＶＦＣＴ（配列番号１２）を含む。
【００２７】
　本発明のいくつかの実施形態によると、第１のドメインがアミノ酸配列ＬＰＡＱＶＡＦ
ＸＰＹＡＰＥＰＧＳＴＣ（配列番号１３）をさらに含む。
【００２８】
　本発明のいくつかの実施形態によると、第１のドメインが配列番号２に示される通りで
ある。
【００２９】
　本発明のいくつかの実施形態によると、免疫グロブリンがＩｇＧ１である。
【００３０】
　本発明のいくつかの実施形態によると、第２のドメインが配列番号９に示される通りで
ある。
【００３１】
　本発明のいくつかの実施形態によると、キメラポリペプチドが配列番号６に示される通
りである。
【００３２】
　本発明のいくつかの実施形態によると、キメラポリペプチドが配列番号７、２０４また
は２０５または２１４に示される通りである。
【００３３】
　本発明のいくつかの実施形態によると、キメラポリペプチドがＴＮＦα誘導アポトーシ
スを阻害することができる。
【００３４】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ＴＮＦαポリペプチド阻害剤が植物特異的グリ
カンを含む。
【００３５】
　本発明のいくつかの実施形態によると、植物特異的グリカンがコアキシロースおよびコ
アα－（１，３）フコースからなる群から選択される。
【００３６】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ポリペプチドが少なくとも９８％の均質性まで
精製されている。
【００３７】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ＴＮＦαポリペプチド阻害剤がＴＮＦα誘導ア
ポトーシスを阻害することができる。
【００３８】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、ＴＮＦαポリペプチド阻害剤をコードす
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る核酸配列を含む単離ポリヌクレオチドが提供される。
【００３９】
　本発明のいくつかの実施形態によると、核酸配列のコドン使用頻度がタバコ（Ｎｉｃｏ
ｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）について最適化されている。
【００４０】
　本発明のいくつかの実施形態によると、単離ポリヌクレオチドが配列番号５に示される
通りである。
【００４１】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、ポリヌクレオチドをコードする核酸配列
と、植物細胞で活性なシス作用性調節エレメントとを含む核酸発現構築物が提供される。
【００４２】
　本発明のいくつかの実施形態によると、シス作用性調節エレメントがプロモーターであ
る。
【００４３】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、核酸構築物を含む植物細胞が提供される
。
【００４４】
　本発明のいくつかの実施形態によると、植物細胞がタバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａ
ｂａｃｕｍ）植物である。
【００４５】
　本発明のいくつかの実施形態によると、タバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ
）Ｌ．ｃｖ植物細胞がブライトイエロー（ＢＹ－２）細胞である。
【００４６】
　本発明のいくつかの実施形態によると、植物細胞が凍結乾燥されている。
【００４７】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、植物細胞を含む植物細胞懸濁培養液が提
供される。
【００４８】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、有効成分としてのポリペプチドと、薬学
的に許容される担体とを含む医薬組成物が提供される。
【００４９】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、有効成分としての植物細胞と、薬学的に
許容される担体とを含む医薬組成物が提供される。
【００５０】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、治療を必要とする対象のＴＮＦα関連の
医学的状態を治療する方法であって、治療有効量のポリペプチドを対象に投与し、それに
よって対象のＴＮＦα関連の医学的状態を治療するステップを含む方法が提供される。
【００５１】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、治療を必要とする対象のＴＮＦα関連の
医学的状態を治療する方法であって、治療有効量の植物細胞を対象に投与し、それによっ
て対象のＴＮＦα関連の医学的状態を治療するステップを含む方法が提供される。
【００５２】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ポリペプチドが対象のＴＮＦα関連の医学的状
態を治療するのに使用するためのものである。
【００５３】
　本発明のいくつかの実施形態によると、植物細胞が対象のＴＮＦα関連の医学的状態を
治療するのに使用するためのものである。
【００５４】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、対象のＴＮＦα関連の医学的状態の治療
におけるポリペプチドの使用が提供される。
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【００５５】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、対象のＴＮＦα関連の医学的状態の治療
における植物細胞の使用が提供される。
【００５６】
　本発明のいくつかの実施形態によると、医学的状態が炎症性疾患である。
【００５７】
　本発明のいくつかの実施形態によると、医学的状態が自己免疫疾患である。
【００５８】
　本発明のいくつかの実施形態によると、医学的状態が関節リウマチ、強直性脊椎炎、尋
常性乾癬および若年性突発性関節炎からなる群から選択される。
【００５９】
　本発明のいくつかの実施形態によると、医学的状態が炎症性腸疾患である。
【００６０】
　本発明のいくつかの実施形態によると、炎症性腸疾患が大腸炎およびクローン病からな
る群から選択される。
【００６１】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ポリペプチドが非経口投与用に製剤化されてい
る。
【００６２】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ポリペプチドが経口投与用に製剤化されている
。
【００６３】
　本発明のいくつかの実施形態によると、医学的状態が関節リウマチ、炎症性腸疾患、敗
血症、内毒素ショック、ＡＩＤＳ、子宮内膜症、乾癬、心血管疾患、がん、白斑、関節炎
、リウマチ性多発性関節炎、乾癬性リウマチ（ｐｓｏｒｉａｔｉｃ　ｒｈｅｕｍａｔｉｓ
ｍ）、強直性脊椎炎、尋常性乾癬、若年性突発性関節炎、多関節型若年性突発性関節炎、
乾癬性関節炎、ウェゲナー病（肉芽腫症）、クローン病、短腸症候群、潰瘍性大腸炎、慢
性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、Ｃ型肝炎、喘息、悪液質、アトピー性皮膚炎、アルツハイ
マー病、肝性脳症、ＡＤＨＤ、慢性疲労症候群、疱疹状皮膚炎（デューリング病）、接触
性皮膚炎、蕁麻疹（慢性突発性蕁麻疹を含む）、尋常性天疱瘡、水泡性類天疱瘡を含む自
己免疫性水疱症、重症筋無力症、肺サルコイドーシスを含むサルコイドーシス、強皮症、
反応性関節炎、高ＩｇＥ症候群、多発性硬化症および突発性好酸球増加症候群およびアレ
ルギーからなる群から選択される。
【００６４】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ポリペプチドが非経口投与用に製剤化されてい
る。
【００６５】
　本発明のいくつかの実施形態によると、植物細胞が経腸投与用に製剤化されており、医
学的状態が肥満、メタボリックシンドローム、糖尿病および肝臓疾患または障害でない。
【００６６】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によると、ポリペプチドを産生する方法であって、
記載される細胞を用意するステップと、
ポリペプチドを産生するように細胞を培養するステップと
を含む方法が提供される。
【００６７】
　本発明のいくつかの実施形態によると、方法が細胞からポリペプチドを単離するステッ
プをさらに含む。
【００６８】
　本発明のいくつかの実施形態によると、細胞が植物細胞培養培地中で培養された単離細
胞である。
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【００６９】
　本発明のいくつかの実施形態によると、培養が使い捨てバイオリアクターで行われる。
【００７０】
　特に定義しない限り、本明細書で使用される全ての技術用語および／または科学用語は
、本発明が関連する分野の当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。本
明細書に記載される方法および材料と類似または同等の方法および材料を本発明の実施形
態の実施または試験に使用することができるが、例示的な方法および／または材料を以下
に記載する。矛盾する場合には、定義を含む本明細書が優先する。さらに、材料、方法お
よび実施例は例示に過ぎず、必然的に限定することを意図していない。
【００７１】
　本発明のいくつかの実施形態を、付随する図面を参照して、単なる例として本明細書で
記載する。ここで図面を詳細に具体的に参照することによって、示される特徴が例として
のものであり、本発明の実施形態の実例となる論述の目的のためのものであることが強調
される。この点について、図面と共になされる説明によって、本発明の実施形態をどのよ
うに実施することができるのかが当業者に明らかになる。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１】植物組換えヒト（ｐｒｈ）ＴＮＦＲ２：Ｆｃ（本明細書ではＰＲＸ－１０６とも
呼ばれる、配列番号６）のアミノ酸配列の概略図である。ＢＹ２細胞中で発現させるため
のｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃ　ｃＤＮＡを、ＴＮＦ受容体のＴＮＦ結合部分および分泌経
路へのＦＣタンパク質で構成される融合ポリペプチドを標的化するためにシグナルペプチ
ドと会合した。アミノ酸配列の色コード：シグナルペプチドを黄色に着色し；ＴＮＦ受容
体部分を黒色（緑色）に着色し；ＩｇＧ１のＦｃ部分を青色に着色し；ＥＲ保留シグナル
を赤色に着色する。
【図２】図２Ａ～図２Ｂは、ウエスタンブロットによるＰＲＨ　ＴＮＦＲ２：ＦＣと市販
のＥｎｂｒｅｌの比較を示す図である。ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃ（１レーン）および市
販のＥｎｂｒｅｌ（２レーン）を、それぞれ１２％および８％のトリス－グリシンＳＤＳ
－ＰＡＧＥにより、還元条件（パネルＡ）および非還元条件（パネルＢ）下で分析した。
膜を抗ＦＣ抗体（上部パネル）および抗ＴＮＦＲ２抗体（下部パネル）でブロットした。
分子量マーカーを右レーンに示す。１レーン：ＰＲＨ　ＴＮＦＲ２：ＦＣ；２レーン：市
販のＥｎｂｒｅｌ。
【図３】ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃ結合活性および分子完全性についての定量的非放射性
アッセイによるｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃおよび市販のＥｎｂｒｅｌによるＴＮＦα結合
を示すグラフである。ＴＮＦαに対する抗体でプレコーティングしたＥＬＩＳＡプレート
をＴＮＦαと共にインキュベートし、引き続いて市販のＥｎｂｒｅｌおよびｐｒｈ　ＴＮ
ＦＲ２：Ｆｃを発現しているＢＹ２細胞からの上清に暴露した。両試験物の連続希釈をＸ
軸に示す。分子のＦｃ部分をヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃ　ＨＲＰで検出した。
【図４】ウエスタンブロット解析によるｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃの発現についての個々
の細胞株のスクリーニングを示す像である。
【図５－１】図５Ａ～図５Ｆは、ＭＴＴ生存率アッセイによるｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃ
または市販のＥｎｂｒｅｌの存在下でのＡ３７５細胞のＴＮＦα細胞毒性を示す像である
。図５Ａ－未処理培養Ａ３７５細胞；図５Ｂ－ＴＮＦαで処理；図５Ｃ－ｐｒｈ　ＴＮＦ
Ｒ２：Ｆｃ（３．１２５ｎｇ／ｍｌ）で処理したＴＮＦα暴露細胞；図５Ｄ－市販のＥｎ
ｂｒｅｌ（３．１２５ｎｇ／ｍｌ）で処理したＴＮＦα暴露細胞；図５Ｅ－ｐｒｈ　ＴＮ
ＦＲ２：Ｆｃ（１００ｎｇ／ｍｌ）で処理したＴＮＦα暴露細胞；図５Ｆ－市販のＥｎｂ
ｒｅｌ（１００ｎｇ／ｍｌ）で処理したＴＮＦα暴露細胞。
【図５－２】図５Ｇは、ＭＴＴ生存率アッセイによるｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃまたは市
販のＥｎｂｒｅｌの存在下でのＡ３７５細胞のＴＮＦα細胞毒性を示す棒グラフである。
【図６－１】図６Ａ～図６Ｆは、ＭＴＴ生存率アッセイによるｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃ
または市販のＥｎｂｒｅｌの存在下でのＬ９２９細胞のＴＮＦα細胞毒性を示す像である
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。図６Ａ－未処理培養Ｌ９２９細胞；図６Ｂ－ＴＮＦαで処理；図６Ｃ－ｐｒｈ　ＴＮＦ
Ｒ２：Ｆｃ（３．１２５ｎｇ／ｍｌ）で処理したＴＮＦα暴露細胞；図６Ｄ－市販のＥｎ
ｂｒｅｌ（３．１２５ｎｇ／ｍｌ）で処理したＴＮＦα暴露細胞；図６Ｅ－ｐｒｈ　ＴＮ
ＦＲ２：Ｆｃ（１００ｎｇ／ｍｌ）で処理したＴＮＦα暴露細胞；図６Ｆ－市販のＥｎｂ
ｒｅｌ（１００ｎｇ／ｍｌ）で処理したＴＮＦα暴露細胞。
【図６－２】図６Ｇは、ＭＴＴ生存率アッセイによるｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃまたは市
販のＥｎｂｒｅｌの存在下でのＬ９２９細胞のＴＮＦα細胞毒性を示す棒グラフである。
【図７】図７Ａ～図７Ｂは、ＴＮＢＳ暴露後の体重変化を示すグラフである。マウスに、
ＴＮＢＳ誘導６時間後にｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃを経口投与した。連続４日間、毎日体
重を測定した（平均値±ＳＥ）。図７Ａ－元の体重からの減少％で示す、ＴＮＢＳによる
処理４日後の平均体重減少。柱１－生理食塩水対照（ｎ＝１５）；柱２－Ｍｏｃｋ－宿主
植物対照細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１５）；柱３－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量Ｉ）を発現
しているＰＲＸ－１０６－植物細胞（ｎ＝１５）；柱４－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量
ＩＩ）を発現しているＰＲＸ－１０６－植物細胞（ｎ＝７）；柱５－デキサメタゾン処理
マウス（ｎ＝１０）；柱６－対照マウス（ｎ＝５）。図７Ｂ－元の体重からの減少％で示
す、ＴＮＢＳによる処理４日後の平均体重減少。組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している
植物細胞による経口処理によって、体重減少が減弱されたことに留意されたい。
【図８】ＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与によって、ＴＮＢＳ誘発結
腸短縮が阻害されることを示す棒グラフである。大腸炎を有するマウスに、ＴＮＢＳ誘導
後４日連続でＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞を経口投与し、結腸長を４日目に
測定した（平均値±ＳＥ）。左から右に：柱１－対照マウス（ｎ＝５）；柱２－生理食塩
水対照（ｎ＝１５）；柱３－Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１５）；柱４
－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量Ｉ）を発現しているＰＲＸ－１０６－植物細胞（ｎ＝１
５）；柱５－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量ＩＩ）を発現しているＰＲＸ－１０６－植物
細胞（ｎ＝７）；柱６－デキサメタゾン処理マウス（ｎ＝１０）。
【図９】ＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与によって、ＴＮＢＳ誘発大
腸炎の肉眼的特徴が改善されたことを示す棒グラフである。実験の終点での対照ラットお
よび処理ラットの合計肉眼的炎症スコア（Ｗａｌｌａｃｅスコア）（平均値±ＳＥ）。柱
１－対照マウス（ｎ＝５）；柱２－生理食塩水対照（ｎ＝１５）；柱３－Ｍｏｃｋ－宿主
植物対照細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１５）；柱４－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量Ｉ）を発現
しているＰＲＸ－１０６－植物細胞（ｎ＝１５）；柱５－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量
ＩＩ）を発現しているＰＲＸ－１０６－植物細胞（ｎ＝７）；柱６－デキサメタゾン処理
マウス（ｎ＝１０）。
【図１０】図１０Ａ～図１０Ｃは、サイトカイン抗体アレイによって測定されるＴＮＦＲ
２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与によって処理したマウスの血清サイトカイン
含量を示す棒グラフである。Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－）（ｎ＝１５）なら
びに組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃタンパク質用量Ｉ（ｎ＝１５）および用量ＩＩ（ｎ＝７）を
発現している植物細胞で処理した群の血清を回収し、サイトカイン磁気Ｌｕｍｉｎｅｘア
ッセイに供した。ＴＮＢＳ－生理食塩水対照（ｎ＝１５）；Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞
（ＢＹ２－；ｎ＝１５）；組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量Ｉ）を発現しているＰＲＸ－１
０６－植物細胞（ｎ＝１５）；組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量ＩＩ）を発現しているＰＲ
Ｘ－１０６－植物細胞（ｎ＝７）；デキサメタゾン処理マウス（ｎ＝１０）；対照マウス
（ｎ＝５）。
【図１１】図１１Ａ～図１１Ｂは、サイトカイン抗体アレイによる血清サイトカイン含量
を示す図である。図１１Ａ－Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－）（ｎ＝１５）なら
びに組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃタンパク質用量Ｉ（ｎ＝１５）および用量ＩＩ（ｎ＝７）を
発現している植物細胞で処理した群の血清をプールし、回収し、サイトカイン抗体アレイ
分析に供した。図１１Ｂ－アレイのサイトカイン定量化。結果は、ＰＲＸ－１０６による
処理によって顆粒球コロニー刺激因子Ｇ－ＣＳＦ、マクロファージコロニー刺激因子（Ｍ
－ＣＳＦ）などの炎症メディエーターのレベルが低下したことを示し、血流からの骨髄由
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来細胞の全身動員を低下させることにより全身性炎症が減少することを潜在的に示してい
る。
【図１２】組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞で処理した動物の脾臓Ｔｒｅ
ｇ集団の増殖を示す棒グラフである。ＴＮＢＳ誘発大腸炎中にＰＲＸ－１０６で処理した
Ｂａｌｂ／ｃマウスの脾臓をＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋の割合について分析した。
バーはＳＥを示す。柱１－生理食塩水対照（ｎ＝１５）；柱２－Ｍｏｃｋ－宿主植物対照
細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１５）；柱３－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量Ｉ）を発現している
ＰＲＸ－１０６－植物細胞（ｎ＝１５）；柱４－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（用量ＩＩ）を
発現しているＰＲＸ－１０６－植物細胞（ｎ＝７）；柱５－デキサメタゾン処理マウス（
ｎ＝１０）；柱６－対照マウス（ｎ＝５）。
【図１３】図１３Ａ～図１３Ｂは、ＤＳＳ暴露後の体重変化を示すグラフである。大腸炎
を有するマウスに、ＤＳＳ誘導２４時間後に連続７日間ＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している
植物細胞を経口投与し、マウスの体重を測定した（平均値±ＳＥ）。図１３Ａ－元の体重
からの減少％で示す、ＤＳＳによる処理１０日後の平均体重減少。柱１－生理食塩水対照
（ｎ＝１０）；柱２－Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１０）；柱３－組換
えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与（ｎ＝１０）；柱４－対照マウス
（ｎ＝５）。図１３Ｂ－元の体重からの減少％で示す、ＤＳＳによる処理後１０日間の平
均体重減少。組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現しているＰＲＸ－１０６－植物細胞による経
口処理によって、体重減少が減弱されたことに留意されたい。＊Ｐ＜０．０５、＊＊Ｐ＜
０．０１、＊＊＊Ｐ＜０．００１。
【図１４】図１４Ａ～図１４Ｂは、ＴＮＦＲ２：Ｆｃの経口投与によってＤＳＳ誘発大腸
短縮が阻害されたことを示す図である。大腸炎を有するマウスに、ＤＳＳ誘導後連続７日
間組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞を経口投与し、結腸長を１０日目に測
定した（平均値±ＳＥ）。図１４Ａ－柱１－生理食塩水対照（ｎ＝１０）；柱２－Ｍｏｃ
ｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１０）；柱３－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現し
ている植物細胞（ｎ＝１０）；柱４－対照マウス（ｎ＝５）。図１４Ｂ－ＤＳＳ大腸炎の
誘発１０日後の結腸の代表的な写真。
【図１５】図１５Ａ～図１５Ｃは、処理マウスから得た結腸のサイトカインプロファイル
のグラフ表示である。柱１－生理食塩水対照を受けたＤＳＳ処理マウス（ｎ＝１０）；柱
２－Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１０）を受けたＤＳＳ処理マウス；柱
３－３０μｇ組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞を受けたＤＳＳ処理マウス
（ｎ＝１０）；柱４－対照未処理マウス（ｎ＝５）の結腸から採取したエキソビボ培養パ
ンチ生検によるサイトカイン分泌。
【図１６】図１６Ａ～図１６Ｃは、サイトカイン抗体アレイによって定量した血清サイト
カイン含量のグラフ表示である。Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－）（ｎ＝１５）
および組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃタンパク質を発現している植物細胞（ｎ＝１０）で処理し
たマウスの血清を回収し、サイトカイン磁気Ｌｕｍｉｎｅｘａｓｓａｙに供した。柱１－
生理食塩水対照（ｎ＝１０）；柱２－Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１０
）；柱３－組換えＴＮＦ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与（ｎ＝１０）；柱４
－対照マウス（ｎ＝５）。＊Ｐ＜０．０５。
【図１７】図１７Ａ～図１７Ｂは、組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経
口投与による治療的処置によって、ＤＳＳ誘発大腸炎の重症度が減少することを示す図で
ある。図１７Ａ－代表的な組織切片を、倍率４０倍および１００倍でＨ＆Ｅ染色後に顕微
鏡で調べた。像は、１群当たり少なくとも７匹のマウスを表す。図１７Ｂ－組織学的大腸
炎スコアに対する組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与の効果を決
定した。白色四角－組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞（ｎ＝７）、灰色四
角－Ｍｏｃｋ－宿主植物対照細胞（ＢＹ２－；ｎ＝１０）、黒色四角－生理食塩水対照（
ｎ＝８）。＊＊Ｐ＜０．０１、＊＊＊Ｐ＜０．００１。
【図１８】ラット血清中のＴＮＦＲ２：Ｆｃの薬物動態を示す棒グラフである。組換えＴ
ＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与を、自由摂食によって開始した。ラッ
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ト（ｎ＝６）は組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞を受けた。陰性対照は同
体積の宿主ＢＹ２（－）植物を受けた。
【図１９】経管栄養により組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞を経口投与し
た後のラット血清中のＴＮＦＲ２：Ｆｃの薬物動態を示す棒グラフである。ラット（ｎ＝
６）は組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞を受けた。陰性対照は同体積の宿
主ＢＹ２（－）植物を受けた。
【図２０】質量スペクトルによって解明されたＰＲＸ－１０６配列（配列番号６）を示す
図である（緑色は８４．８％被覆度を示す）。
【発明を実施するための形態】
【００７３】
　本発明は、そのいくつかの実施形態で、キメラポリペプチド、同ポリペプチドをコード
するポリヌクレオチド、同ポリペプチドを発現する細胞および同ポリペプチドを産生する
方法に関する。
【００７４】
　本発明の少なくとも１つの実施形態を詳細に説明する前に、本発明はその適用において
以下の説明に示されるまたは実施例によって例示される詳細に必ずしも限定されないこと
を理解すべきである。本発明は他の実施形態が可能である、または種々の方法で実施もし
くは実行することができる。
【００７５】
　ＴＮＦαは炎症反応を促進し、これが今度は炎症、がんおよび自己免疫障害に関連する
臨床的問題の多く、例えば、関節リウマチ、強直性脊椎炎、クローン病、短腸症候群、乾
癬、化膿性汗腺炎および難治性喘息を引き起こす。これらの障害はしばしば、ＴＮＦ阻害
剤を用いて治療される。過去１０年間にわたって、ＦＤＡは主要な適応症を治療するため
のＴＮＦα阻害剤としていくつかの組換えタンパク質を承認しており、その中にはエタネ
ルセプト、インフリキシマブ、アダリムマブ、セルトリズマブペゴルおよびゴリムマブが
ある。
【００７６】
　哺乳動物細胞系での組換えタンパク質の産生は、細胞脆弱性および細胞の複雑な栄養要
求性およびウイルスまたはプリオンによる最終産物の汚染の可能性によって妨害される。
【００７７】
　エタネルセプトは、関節リウマチ、多関節型若年性突発性関節炎、尋常性乾癬、乾癬性
関節炎および強直性脊椎炎などのいくつかの炎症状態のために必要とされる腫瘍壊死因子
（ＴＮＦ）遮断薬である。エタネルセプトは、チャイニーズハムスター卵巣哺乳動物細胞
発現系で組換えＤＮＡ技術によって産生される。
【００７８】
　本発明を実施する間、本発明者らは植物細胞でのエタネルセプト（以下、ｐｒｈ　ＴＮ
ＦＲ２：Ｆｃ）の組換え発現用の発現ベクターを構築し、タバコ細胞をベクターによって
形質転換し、細胞培養物から触媒活性タンパク質を単離した。発現した組換えタンパク質
はそのＴＮＦα結合活性を保持しており、アポトーシス調節活性によって証明されるよう
に好ましい触媒活性を示した。
【００７９】
　したがって、本発明の態様によると、植物産生ＴＮＦαポリペプチド阻害剤が提供され
る。
【００８０】
　本明細書で使用される「ＴＮＦαポリペプチド阻害剤」は、ＴＮＦαに結合し、以下：
（ａ）ＴＮＦＲ、好ましくは内因性（すなわち、個体または宿主に固有の）細胞膜結合型
ＴＮＦＲ；（ｂ）ＴＮＦＲの細胞外ドメイン；および／または（ｃ）ＴＮＦＲのＴＮＦα
結合ドメイン（細胞外ドメインの一部であり得る）のいずれかを含むＴＮＦαとＴＮＦα
受容体（ＴＮＦＲ）の結合に反映されるＴＮＦα活性を阻害および／または妨害するポリ
ペプチドを指す。具体的な実施形態によると、ＴＮＦαと受容体の結合の阻害は、少なく
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とも５０％、例えば、５０～１００％、５０～９５％、６０～９０％または７０～９０％
にさえなる。
【００８１】
　ＴＮＦα阻害剤には、それだけに限らないが、ＴＮＦαおよび抗ＴＮＦα抗体に特異的
に結合する可溶性ＴＮＦＲ（すなわち、非膜結合型）またはその一部（断片）が含まれる
。
【００８２】
　本明細書で使用される場合、ＴＮＦα阻害剤の「生物学的活性」は、ＴＮＦαに結合し
、ＴＮＦαが以下：（ａ）ＴＮＦＲ、好ましくは内因性、細胞膜結合型ＴＮＦＲ；（ｂ）
ＴＮＦＲの細胞外ドメイン；および（ｃ）ＴＮＦＲのＴＮＦα結合ドメイン（細胞外ドメ
インの一部であり得る）のいずれかと結合するのを阻害および／または妨害することであ
る。ＴＮＦα阻害剤は、その例が本明細書で提供される、ＴＮＦα活性およびその阻害を
測定するための当技術分野で知られているアッセイを用いて生物学的活性を示すことを示
すことができる。
【００８３】
　本明細書で使用される場合、「ＴＮＦ受容体ポリペプチド」および「ＴＮＦＲ」という
用語は、ＴＮＦαに結合することができる（いずれかの種、例えば、ヒトの）ＴＮＦＲに
由来するポリペプチドを指す。ＩＩ型ＴＮＦＲ（またはｐ７５　ＴＮＦＲまたはＴＮＦＲ
ＩＩ）およびＩ型ＴＮＦＲ（またはｐ５５　ＴＮＦＲまたはＴＮＦＲＩ）の２種の異なる
細胞表面ＴＮＦＲが記載されている。成熟全長ヒトｐ７５　ＴＮＦＲは約７５～８０キロ
ダルトン（ｋＤ）の分子量を有する糖タンパク質である。成熟全長ヒトｐ５５　ＴＮＦＲ
は約５５～６０ｋＤの分子量を有する糖タンパク質である。本発明の好ましいＴＮＦＲポ
リペプチドは、ＴＮＦＲ　Ｉ型および／またはＴＮＦＲ　ＩＩ型に由来する。例示的な受
託番号を以下で提供する。具体的な実施形態によると、ＴＮＦＲは、特異的に、例えば、
１０－５Ｍ未満のＫｄでＴＮＦαに結合することができる。
【００８４】
　具体的な実施形態によると、可溶性ＴＮＦＲ断片がキメラポリペプチドの一部である。
【００８５】
　「キメラポリペプチド」または「融合ポリペプチド」は、天然に生じるのと異なる位置
の領域を含むポリペプチドである。これらの領域は通常は別のタンパク質に存在して、キ
メラもしくは融合ポリペプチドとまとめられてもよいし、またはこれらの領域は通常は同
じタンパク質中に存在するが、キメラもしくは融合ポリペプチド中で新たな配置に置かれ
てもよい。キメラまたは融合ポリペプチドは、直鎖にせよ分岐にせよ、ＴＮＦＲポリペプ
チドの重合体型で生じてもよい。
【００８６】
　本明細書で使用される場合、ＴＮＦＲの「細胞外ドメイン」は、ＴＮＦＲのアミノ末端
とＴＮＦＲ膜貫通領域のアミノ末端との間に見られるＴＮＦＲの部分を指す。ＴＮＦＲの
細胞外ドメインがＴＮＦαに結合する。
【００８７】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用語は、本明細書におい
て任意の長さのアミノ酸のポリマーを指すために互換的に使用される。これらの用語はま
た、修飾された、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化または標識成分
の抱合を受けたアミノ酸ポリマーも包含する。
【００８８】
　ＴＮＦαポリペプチド阻害剤の具体例としては、それだけに限らないが、それぞれキメ
ラヒト－マウス抗ＴＮＦαモノクローナル抗体および完全ヒト抗ＴＮＦαモノクローナル
抗体からなるインフリキシマブ（Ｒｅｍｉｃａｄｅ（商標））およびアダリムマブ（Ｈｕ
ｍｉｒａ（商標））が挙げられる。本教示により使用することができる抗ＴＮＦα抗体の
別の例としては、ゴリムマブ（Ｓｉｍｐｏｎｉ（商標））およびセルトリズマブペゴル（
Ｃｉｍｚｉａ（商標））が挙げられ、後者はペグ化抗体であるので、組換えポリペプチド
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産生後の修飾を要する。
【００８９】
　この定義には、その範囲下の市販のエタネルセプト（以下でさらに記載する）およびレ
ネルセプト（ｐ５５ｓＴＮＦ－ＲＩ－ＩｇＧ１からなるキメラポリペプチド）を含むキメ
ラポリペプチドも含まれる。このようなキメラポリペプチドを以下でさらに記載する。
【００９０】
　したがって、具体的な実施形態によると、ＴＮＦαポリペプチド阻害剤が、
（ｉ）ＴＮＦ受容体のＴＮＦα結合ドメインを含む第１のドメインと、
（ｉｉ）免疫グロブリンのＦｃドメインを含む第２のドメインと
を含むキメラポリペプチドであって、前記第１のドメインおよび前記第２のドメインがそ
れぞれＮ末端からＣ末端へと順次、翻訳的に融合しており、キメラポリペプチドがＴＮＦ
αに特異的に結合するキメラポリペプチドである。
【００９１】
　本明細書で使用される場合、「植物産生」という用語は、それだけに限らないが、キメ
ラポリペプチドおよびキメラポリペプチドそれ自体のグリコシル化パターンを含む調製中
の宿主細胞不純物を含む、植物発現に関連する化学的サインを指す。
【００９２】
　使用される場合、「ＴＮＦα」という用語は、全身性炎症に関与するサイトカインであ
り、急性期反応を刺激するサイトカインのグループの一員である腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ
、カケキシンまたはカケクチン）を指す。ＴＮＦαは活性化マクロファージ（Ｍ１）によ
って主に産生されるが、ＣＤ４＋リンパ球、ＮＫ細胞およびニューロンのような多くの他
の細胞型によっても産生され得る。このタンパク質はＴＮＦＡ遺伝子によってコードされ
、Ｒｅｆ＿ｓｅｑ番号：ＮＰ＿０００５８５を有する。このタンパク質は炎症反応を刺激
することが知られている（炎症性サイトカイン）。
【００９３】
　例えば、第１のドメインはＴＮＦ受容体（ＴＮＦＲ）の少なくともＴＮＦ結合ドメイン
で構成される。第１のドメインは可溶性タンパク質である。したがって、具体的な実施形
態によると、第１のドメインおよびキメラポリペプチド全体でさえ膜に固定されていない
可溶性タンパク質である。
【００９４】
　ＴＮＦＲの可溶性型には、単量体、融合タンパク質（「キメラタンパク質」とも呼ばれ
る）、二量体、三量体またはより高次の多量体が含まれ得る。本発明の特定の実施形態で
は、可溶性ＴＮＦＲ誘導体が７５ｋＤａ　ＴＮＦＲまたは５５ｋＤａ　ＴＮＦＲを模倣し
、インビボでＴＮＦαに結合するものである。本発明の可溶性ＴＮＦＲ模倣体は、ＴＮＦ
Ｒ　ｐ５５もしくはｐ７５またはこれらの断片に由来し得る。ｐ５５およびｐ７５以外の
ＴＮＦＲも例えば、ＷＯ９９／０４００１に記載されているＴＮＦＲのように本明細書に
記載されている種々の医学的障害を治療するための可溶性ＴＮＦＲを誘導するのに有用で
ある。ＴＮＦＲ模倣体を構築するために使用される可溶性ＴＮＦＲ分子には、例えば、野
生型ＴＮＦＲの膜貫通領域を欠き、ＴＮＦαに結合することができる少なくとも２０個の
アミノ酸を有する野生型ＴＮＦＲの類似体または断片が含まれる。ＴＮＦＲのこのような
可溶性型は、細胞表面で受容体とＴＮＦαについて競合するので、ＴＮＦαが細胞に結合
するのを阻害し、それによってＴＮＦαが生物学的活性を示すのを防ぐ。可溶性ＴＮＦＲ
とＴＮＦαの結合は、ＥＬＩＳＡまたは任意の他の簡便なアッセイを用いて定量すること
ができる。
【００９５】
　具体的な実施形態によると、第１のドメインがＴＮＦＲ２（例えば、ＡＡＡ３６７５５
）に由来する。
【００９６】
　本発明の実施形態によると、第１のドメインが２００～２５０アミノ酸長である。
【００９７】
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　具体的な実施形態によると、第１のドメインがアミノ酸配列ＬＣＡＰ（配列番号１１）
およびＶＦＣＴ（配列番号１２）を含む。
【００９８】
　具体的な実施形態によると、第１のドメインがアミノ酸配列ＬＰＡＱＶＡＦＸＰＹＡＰ
ＥＰＧＳＴＣ（配列番号１３）またはＬＰＡＱＶＡＦＴＰＹＡＰＥＰＧＳＴＣ（配列番号
１７）を含む。
【００９９】
　具体的な実施形態によると、第１のドメインが配列番号２（配列番号１によってコード
される）に示される通りである。
【０１００】
　本明細書で使用される場合、「免疫グロブリンのＦｃドメイン」は、典型的には重鎖の
少なくとも２つの定常ドメイン（例えば、当技術分野で定義されているようなＣＨ２およ
びＣＨ３ドメイン）を含む、抗体の重鎖の領域を指す。Ｆｃドメインは、例えば、パパイ
ンによる抗体の消化によって、二量体型で得ることができる。ジスルフィド結合によって
接続されたＦｃドメインポリペプチドの二量体が抗体の「尾」領域を形成する。当技術分
野で知られているように、抗体のあるクラスのＦｃドメインは多量体型であり得る。した
がって、Ｆｃドメインは場合により単量体、場合により二量体および場合により多量体で
ある。場合により、本明細書に記載されるポリペプチドは二量体型、Ｆｃ二量体を含むポ
リペプチド、または多量体型、Ｆｃ多量体を含むポリペプチドである。
【０１０１】
　Ｆｃドメインは、野生型Ｆｃドメイン（すなわち、抗体で天然に生じるドメイン）の修
飾型、例えば、野生型Ｆｃドメインと少なくとも９０％の相同性、場合により少なくとも
９５％の相同性、および場合により少なくとも９８％の相同性を有するポリペプチドを包
含する。修飾Ｆｃドメインは、例えば、国際特許出願ＷＯ９７／３４６３１およびＷＯ９
６／３２４７８に記載されている。
【０１０２】
　場合により、野生型Ｆｃを、本発明の実施形態で必要とされない構造的特徴または生物
学的活性を提供する部位を除去するために修飾する。このような部位の例としては、ジス
ルフィド結合形成、選択された宿主細胞との不適合性、選択された宿主細胞での発現時の
Ｎ末端不均一性、グリコシル化、補体との相互作用、Ｆｃ受容体（新生児型Ｆｃ受容体以
外）との結合、および／または抗体依存性細胞傷害性に影響を及ぼすまたは関与する残基
が挙げられる。
【０１０３】
　本発明の実施形態によるポリペプチドはＦｃドメインの断片を含んでもよい。場合によ
り、断片は、上に定義されるＦｃドメインの少なくとも２０％、場合により少なくとも５
０％、および場合により少なくとも８０％を含む。
【０１０４】
　Ｆｃドメインまたはその断片は、場合により新生児型Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）の結合部
位を含む。経腸経路を介してキメラポリペプチドを投与する場合に、これが特に重要であ
る。
【０１０５】
　一実施形態によると、Ｆｃドメインまたはその断片の第１のドメインへの付着により、
第１のドメインそれ自体よりも長いインビボ半減期を有するポリペプチドが得られる。こ
れは、第１のドメインそれ自体と比べて、長いＦｃドメインの血清半減期（ＦｃＲｎとの
結合を介したＦｃの回収により得る）および／または糸球体濾過による血流からのクリア
ランスを減少させる大きいポリペプチドのサイズにより得る。別の実施形態によると、得
られたポリペプチドは第１のドメインそれ自体と比べて低下した免疫原性を有する。
【０１０６】
　任意の実施形態によると、Ｆｃドメインまたはその断片がヒトＦｃドメイン（例えば、
ヒト抗体に由来する）またはその断片である。
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【０１０７】
　例示的な実施形態によると、Ｆｃドメイン（またはその断片）がＩｇＧ（例えば、Ｉｇ
Ｇ１）Ｆｃドメイン（またはその断片）である。
【０１０８】
　具体的な実施形態によると、第２のドメインが配列番号９（配列番号８によってコード
される）に示される通りである。
【０１０９】
　したがって、キメラポリペプチドの第２のドメインは、定常免疫グロブリンドメインの
少なくとも一部、例えば、定常重鎖免疫グロブリンドメインまたは定常軽鎖免疫グロブリ
ンドメインを含む。好ましくは、第２のドメインが定常重鎖免疫グロブリンドメインの少
なくとも一部を含む。定常重鎖免疫グロブリンドメインは、好ましくはＣＨ２およびＣＨ
３ドメインと、場合によりヒンジ領域の少なくとも一部とを含むＦｃ断片である。免疫グ
ロブリンドメインはＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＤもしくはＩｇＥ免疫グロブリンドメインまた
はこれらに由来する修飾免疫グロブリンドメインであり得る。好ましくは、第２のドメイ
ンが定常ＩｇＧ免疫グロブリンドメインの少なくとも一部を含む。ＩｇＧ免疫グロブリン
ドメインは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３もしくはＩｇＧ４ドメインまたは米国特許第
５，９２５，７３４号に記載されているような修飾ドメインから選択され得る。免疫グロ
ブリンドメインがエフェクター機能を示してもよい。しかしながら、いくつかの実施形態
では、修飾された、例えば、少なくとも部分的に欠失したエフェクター機能を有する修飾
免疫グロブリンドメインが使用され得る。したがって、例えば、受容体。
【０１１０】
　本発明の実施形態によると、第１のドメインおよび第２のドメインのキメラ融合により
、配列番号１０を有するエタネルセプト（Ｉｍｍｕｎｅｘ）が形成される。
【０１１１】
　第１のドメインおよび第２のドメインの種の起源が治療される対象にしたがって選択さ
れることが認識されるだろう。したがって、具体的な実施形態によると、第１のドメイン
および第２のドメインがヒト起源のものである、またはヒト対象に投与した場合に免疫原
性反応をもたらさないように修飾される。
【０１１２】
　本明細書で使用される場合、「エタネルセプト」および「Ｅｎｂｒｅｌ（商標）は、Ｉ
ｍｍｕｎｅｘ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎによって商業的に入手可能なＴＮＦＲ２：Ｆｃを
示すために互換的に使用される。エタネルセプトは、ヒトＩｇＧ１のＦｃ部分と結合した
ヒト７５キロダルトン（ｐ７５）腫瘍壊死因子受容体（ＴＮＦＲ）の細胞外リガンド結合
部分からなる二量体融合ポリペプチドである。エタネルセプトのＦｃ成分はヒトＩｇＧ１
の定常重鎖２（ＣＨ２）ドメイン、定常重鎖３（ＣＨ３）ドメインおよびヒンジ領域を含
むが、定常重鎖１（ＣＨ１）ドメインは含まない。
【０１１３】
　本発明の別の実施形態によると、
（ｉ）ＴＮＦ受容体のＴＮＦα結合ドメインを含む第１のドメインと、
（ｉｉ）免疫グロブリンのＦｃドメインを含む第２のドメインと、
（ｉｉｉ）小胞体保留シグナルを含む第３のドメインと
を含むキメラポリペプチドであって、
第１のドメイン、第２のドメインおよび第３のドメインがそれぞれＮ末端からＣ末端へと
順次、翻訳的に融合しており、ＴＮＦαに特異的に結合するキメラポリペプチドが提供さ
れる。
【０１１４】
　したがって、本発明のこの態様によると、キメラタンパク質が、小胞体に保持されるよ
うに発現される。
【０１１５】
　本明細書で使用される場合、「小胞体保留シグナルペプチド」という用語は、ポリペプ
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チドのＮ末端またはＣ末端に存在すると、ポリペプチドをゴルジ装置から回収し、小胞体
に保持させるペプチド配列を指す（ＲａｙｏｎらＪｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍ
ｅｎｔａｌ　Ｂｏｔａｎｙ、第４９巻、第３２６号、１４６３～１４７２頁、１９９８；
およびＮｅｕｍａｎｎらＡｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｂｏｔａｎｙ、２００３；９２：１６７～
１８０参照）。一実施形態では、小胞体保留シグナルペプチドがＨＤＥＬ（配列番号１４
）、ＫＤＥＬ（配列番号１５）またはＳＥＫＤＥＬ（配列番号１６）である。
【０１１６】
　言及されるように、第１のドメインおよび第２のドメイン（および存在する場合には第
３のドメイン）は、それぞれＮ末端からＣ末端へと順次、翻訳的に融合している。これは
、第１のドメインが第２のドメインに対してＮ末端に位置し（第１のドメインのカルボキ
シ末端が第２のドメインのＮ末端と翻訳的に融合している）、第２のドメインが第３のド
メインのＮ末端に位置している（第２のドメインのカルボキシ末端が第３のドメインのＮ
末端と翻訳的に融合している）ことを意味する。したがって、第２のドメインはＮ末端で
第１のドメインおよびＣ末端で第３のドメインによって事実上はさまれている。概略的提
示は以下の通りである：第１のドメイン＞第２のドメイン（＞第３のドメイン）がＮ末端
からＣ末端へと規則的に配向している（図１参照）。ドメイン間の結合は直接的であって
も、ペプチドリンカーなどのリンカーを用いて間接的であってもよい。
【０１１７】
　分子が、第１のドメインの上流に（Ｎ末端に）配向し、これに翻訳的に融合している小
胞体シグナル配列をコードする追加のドメインをさらに含んでもよい。
【０１１８】
　本明細書で使用される場合、「小胞体（ＥＲ）シグナルペプチド」は、分泌経路に向け
られた新たに合成されたタンパク質の大部分のＮ末端に存在する短（例えば、５～３０ア
ミノ酸長）ペプチドであるシグナル配列、リーダー配列またはリーダーペプチドを指す。
【０１１９】
　具体的な実施形態によると、ＥＲシグナルペプチドが植物タンパク質由来である（から
得られる）。
【０１２０】
　具体的な実施形態によると、小胞体シグナルペプチドがニコチアナ・プルムバギニフォ
リア（Ｎ．ｐｌｕｍｂａｇｉｎｉｆｏｌｉａ）カルレティキュリンタンパク質のものであ
る。
【０１２１】
　さらなる具体的な実施形態によると、ニコチアナ・プルムバギニフォリア（Ｎ．ｐｌｕ
ｍｂａｇｉｎｉｆｏｌｉａ）カルレティキュリンタンパク質のシグナルペプチドが配列番
号４に示される通りであり、配列番号３の核酸配列によってコードされる。
【０１２２】
　本明細書で使用される場合、「Ｎ末端で翻訳的に融合した」または「Ｃ末端で翻訳的に
融合した」という用語は、典型的には組換え発現の結果としてのペプチド結合を介した指
示されたペプチドとそれぞれのドメインのＮ末端またはＣ末端アミノ酸の共有結合を指す
。
【０１２３】
　具体的な実施形態によると、キメラポリペプチドが配列番号６に示される通りである。
【０１２４】
　具体的な実施形態によると、キメラポリペプチドが配列番号７、２０４または２０５ま
たは２１４に示される通りである。
【０１２５】
　言及されるように、本発明の組換えキメラタンパク質は植物細胞で産生される。
【０１２６】
　阻害ポリペプチドを発現するために、本明細書に記載されるキメラポリペプチドをコー
ドする核酸配列を含む単離ポリヌクレオチドを「植物核酸発現構築物」に結合する。
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【０１２７】
　本明細書で使用される場合、「植物核酸発現構築物」という用語は、本発明のいくつか
の実施形態の核酸と、宿主植物細胞中で核酸の転写を指示するための少なくとも１つのプ
ロモーターとを含む核酸構築物を指す。適当な形質転換手法のさらなる詳細を本明細書に
おいて以下に提供する。
【０１２８】
　本発明のいくつかの実施形態によると、本発明の核酸配列と、植物宿主細胞中で核酸配
列の転写を指示するためのプロモーターとを含む核酸発現構築物が提供される。
【０１２９】
　本明細書で使用される場合、「核酸配列」という用語は、ＲＮＡ配列、相補的ポリヌク
レオチド配列（ｃＤＮＡ）、ゲノムポリヌクレオチド配列および／または複合ポリヌクレ
オチド配列（例えば、上記の組み合わせ）の形態で単離および提供される一本鎖または二
本鎖核酸配列を指す。
【０１３０】
　本明細書で使用される場合、「相補的ポリヌクレオチド配列」という句は、逆転写酵素
または任意の他のＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを用いてメッセンジャーＲＮＡの逆転
写から生じる配列を指す。その後、このような配列を、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ
を用いてインビボまたはインビトロで増幅することができる。
【０１３１】
　本明細書で使用される場合、「ゲノムポリヌクレオチド配列」という句は、染色体に由
来する（から単離される）配列を指すので、これは染色体の隣接部分を表す。
【０１３２】
　本明細書で使用される場合、「複合ポリヌクレオチド配列」という句は、少なくとも部
分的に相補的であり、少なくとも部分的にゲノムである配列を指す。複合配列は、本発明
のポリペプチドをコードするのに必要ないくつかのエクソン配列ならびにその間に挿入す
るいくつかのイントロン配列を含むことができる。イントロン配列は、他の遺伝子のもの
を含む任意の源のものであってよく、典型的には保存されたスプライシングシグナル配列
を含む。このようなイントロン配列は、シス作用性発現調節エレメントをさらに含んでも
よい。
【０１３３】
　本発明のいくつかの実施形態によると、本発明のポリペプチドをコードする核酸配列が
植物中での発現のために最適化されている。このような配列修飾の例としては、それだけ
に限らないが、対象となる植物種中で典型的に見られるものにより近接したＧ／Ｃ含量の
変化、およびコドン最適化と一般的に呼ばれる植物種中で変則的に見られるコドンの除去
が挙げられる。一実施形態では、ポリペプチド、例えば、キメラポリペプチドをコードす
る核酸配列のコドン使用頻度が、タバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）または
ベンサミアナタバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）について最適化さ
れている。
【０１３４】
　「コドン最適化」という句は、対象となる植物中でのコドン使用頻度に接近する構造遺
伝子またはその断片中で使用するための適当なＤＮＡヌクレオチドの選択を指す。そのた
め、最適化遺伝子または核酸配列は、植物中で統計学的に好ましいまたは統計学的に支持
されるコドンを利用するために野生型または天然遺伝子のヌクレオチド配列が修飾された
遺伝子を指す。ヌクレオチド配列は、典型的には例えば、Ｓａｒｄａｎａら（１９９６、
Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　１５：６７７～６８１）に記載されている任意
の適当な手順を用いて決定される植物種中での発現について最適化されたＤＮＡレベルお
よびコード領域で試験される。この方法では、コドン使用頻度の標準偏差、コドン使用頻
度の偏りの程度が、高度に発現している植物遺伝子の使用頻度に対する野生型遺伝子の各
コドンの使用頻度の二乗比例偏差を最初に見つけ、引き続いて平均二乗偏差を計算するこ
とによって計算され得る。使用される式は、１ＳＤＣＵ＝ｎ＝１Ｎ［（Ｘｎ－Ｙｎ）／Ｙ
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ｎ］２／Ｎ（Ｘｎは高度に発現している植物遺伝子中のコドンｎの使用頻度を指し、Ｙｎ
は対象となる遺伝子中のコドンｎの使用頻度を指し、Ｎは対象となる遺伝子中のコドンの
総数を指す）である。双子葉植物の高度に発現している遺伝子からのコドン使用頻度の表
は、Ｍｕｒｒａｙら（１９８９、Ｎｕｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１７：４７７～４９８）
のデータを用いて編集されている。
【０１３５】
　特定の植物細胞型にとって好ましいコドン使用頻度にしたがって核酸配列を最適化する
１つの方法は、日本のＮＩＡＳ（農業生物資源研究所）ＤＮＡバンクを通してコドン使用
頻度データベースでオンライン提供される（ハイパーテキスト転送プロトコル：／／Ｗｏ
ｒｌｄ　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂ（ｄｏｔ）ｋａｚｕｓａ（ｄｏｔ）ｏｒ（ｄｏｔ）ｊｐ／ｃｏ
ｄｏｎ／）ものなどのコドン最適化表を、いかなる余分な統計計算を行うこともなく、直
接使用することに基づく。コドン使用頻度データベースは、いくつかの異なる種について
のコドン使用頻度表を含み、各コドン使用頻度表はＧｅｎｂａｎｋに存在するデータに基
づいて統計学的に決定されている。
【０１３６】
　このようなコドン最適化表を用いて特定の種（例えば、イネ）で各アミノ酸について最
も好ましいまたは最も支持されるコドンを決定することによって、対象となるタンパク質
をコードする天然ヌクレオチド配列をその特定の植物種についてコドン最適化することが
できる。これは、特定の種のゲノム中で統計学的出現率が低いコドンを統計学的により支
持されるアミノ酸に関して対応するコドンで置き換えることによって行われる。しかしな
がら、１つまたは複数のあまり支持されないコドンを選択して既存の制限部位を欠失させ
て、潜在的に有用な接合部（セグメントを切断およびスプライシングして正しい全長配列
を作成することができるようなシグナルペプチドまたは終結カセット、内部部位を付加す
るための５’および３’末端）で新たな部位を作成する、またはｍＲＮＡ安定性もしくは
発現に悪影響を及ぼし得るヌクレオチド配列を排除してもよい。
【０１３７】
　所望のコードヌクレオチド配列は、いずれの修飾にも先立って既に、特定の植物種で統
計学的に支持されるコドンに相当するいくつかのコドンを含み得る。そのため、野生型ヌ
クレオチド配列のコドン最適化は、所望のヌクレオチド配列中で、どのコドンが特定の植
物に関して統計学的に支持されないのかを決定するステップと、特定の植物のコドン使用
頻度表にしたがってこれらのコドンを修飾してコドン最適化誘導体を作成するステップと
を含み得る。修飾ヌクレオチド配列によってコードされるタンパク質が対応する天然また
は野生型遺伝子によってコードされるタンパク質よりも高いレベルで産生される限り、修
飾ヌクレオチド配列が植物コドン使用頻度について完全にまたは部分的に最適化され得る
。コドン使用頻度を変化させることによる合成遺伝子の構築は、例えば、ＰＣＴ特許出願
第９３／０７２７８号に記載されている。
【０１３８】
　したがって、具体的な実施形態によると、配列番号５に示されるタバコ（Ｎｉｃｏｔｉ
ａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）最適化配列が提供される。
【０１３９】
　本発明のいくつかの実施形態によると、ポリペプチド、例えば、キメラポリペプチドを
コードする核酸配列が、植物プロモーター配列などの植物細胞中で活性なシス作用性調節
配列と作動可能に連結している。
【０１４０】
　調節配列が連結しているコード配列に対する調節効果（例えば、コード配列の発現に対
する効果）を及ぼすことができる場合に、コード核酸配列は調節配列（例えば、プロモー
ター）と「作動可能に連結している」。
【０１４１】
　任意の適当なプロモーター配列が本発明の核酸構築物によって使用され得る。好ましく
は、プロモーターが構成的プロモーター、組織特異的または誘導性プロモーターである。
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【０１４２】
　本明細書で使用される場合、「植物で発現可能な（ｐｌａｎｔ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｂｌ
ｅ）」という句は、植物細胞、組織または器官、好ましくは単子葉もしくは双子葉植物細
胞、組織または器官での発現を少なくとも誘導する、与える、活性化するまたは強化する
ことができる、そこに付加されるまたはその中に含まれる任意の追加の調節エレメントを
含むプロモーター配列を指す。このようなプロモーターは構成的、すなわち、複数の組織
中で高レベルの遺伝子発現を指示することができる、組織特異的、すなわち、特定の組織
（複数可）で遺伝子発現を指示することができる、誘導性、すなわち、刺激の下で遺伝子
発現を指示することができる、またはキメラ、すなわち、少なくとも２つの異なるプロモ
ーターの部分で形成されてもよい。
【０１４３】
　本発明のいくつかの実施形態の方法に有用な好ましいプロモーターの例を表Ｉ、ＩＩ、
ＩＩＩおよびＩＶに提示する。
【０１４４】

【表１】

【０１４５】



(21) JP 6454650 B2 2019.1.23

10

20

30

40

【表２－１】

【０１４６】
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【表２－２】

【０１４７】
【表３】

【０１４８】
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【表４－１】

【０１４９】
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【表４－２】

【０１５０】
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【表４－３】

【０１５１】
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【表４－４】

【０１５２】
　本発明のいくつかの実施形態の核酸構築物は、適当な選択マーカーおよび／または複製
起点をさらに含むことができる。本発明のいくつかの実施形態によると、利用される核酸
構築物は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）（構築物は適当な選択マーカーおよび複製起点を含む
）で増殖することができ、細胞中での増殖とも両立するシャトルベクターである。本発明
による構築物は、例えば、プラスミド、バクミド、ファージミド、コスミド、ファージ、
ウイルスまたは人工染色体であり得る。
【０１５３】
　本発明のいくつかの実施形態の核酸構築物を利用して植物細胞を安定的にまたは一過的
に形質転換することができる。安定な形質転換では、核酸が植物ゲノムに組み込まれ、そ
れによってこれが安定で遺伝性の形質を表す。一過的な形質転換では、外因性ポリヌクレ
オチドが形質転換細胞によって発現されるが、ゲノムに組み込まれず、それによって一過
的な形質を表す。
【０１５４】
　したがって、本発明のいくつかの態様によると、本発明の核酸構築物を含む単離細胞が
提供される。
【０１５５】
　本明細書で使用される場合、「単離細胞」という用語は、自然の環境、例えば、植物か
ら少なくとも部分的に分離された細胞を指す。いくつかの実施形態では、単離細胞が全植
物の植物細胞である。いくつかの実施形態では、単離細胞が植物細胞、例えば、培養植物
細胞である。
【０１５６】
　本明細書で使用される「植物」という用語は、全植物、植物の祖先および子孫、ならび
に種子、シュート、茎、根（塊茎を含む）を含む植物の一部、ならびに植物細胞、組織お
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よび器官を包含する。植物は、懸濁培養液、胚、分裂組織領域、カルス組織、葉、配偶体
、胞子体、花粉および小胞子を含むいずれの形態であってもよい。本発明の方法に特に有
用な植物には、上科緑色植物、特に、アカシア属（Ａｃａｃｉａ）の種、カエデ属（Ａｃ
ｅｒ）の種、マタタビ属（Ａｃｔｉｎｉｄｉａ）の種、トチノキ属（Ａｅｓｃｕｌｕｓ）
の種、アガチス・オーストラリス（Ａｇａｔｈｉｓ　ａｕｓｔｒａｌｉｓ）、アルビジア
・アマラ（Ａｌｂｉｚｉａ　ａｍａｒａ）、アルソフィラ・トリカラー（Ａｌｓｏｐｈｉ
ｌａ　ｔｒｉｃｏｌｏｒ）、ウシクサ属（Ａｎｄｒｏｐｏｇｏｎ）の種、ラッカセイ属（
Ａｒａｃｈｉｓ）の種、ビンロウジュ（Ａｒｅｃａ　ｃａｔｅｃｈｕ）、アステリア・フ
ラグランス（Ａｓｔｅｌｉａ　ｆｒａｇｒａｎｓ）、アストラガルス・キケル（Ａｓｔｒ
ａｇａｌｕｓ　ｃｉｃｅｒ）、バイキアエア・プルリユガ（Ｂａｉｋｉａｅａ　ｐｌｕｒ
ｉｊｕｇａ）、カバノキ属（Ｂｅｔｕｌａ）の種、アブラナ属（Ｂｒａｓｓｉｃａ）の種
、オヒルギ（Ｂｒｕｇｕｉｅｒａ　ｇｙｍｎｏｒｒｈｉｚａ）、ブルケア・アフリカーナ
（Ｂｕｒｋｅａ　ａｆｒｉｃａｎａ）、ブテア・フロンドサ（Ｂｕｔｅａ　ｆｒｏｎｄｏ
ｓａ）、カダバ・ファリノーサ（Ｃａｄａｂａ　ｆａｒｉｎｏｓａ）、カリアンドラ属（
Ｃａｌｌｉａｎｄｒａ）の種、チャノキ（Ｃａｍｅｌｌｉａ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ）、ダン
ドク（Ｃａｎｎａ　ｉｎｄｉｃａ）、トウガラシ属（Ｃａｐｓｉｃｕｍ）の種、センナ属
（Ｃａｓｓｉａ）の種、セントロエマ・プベスケンス（Ｃｅｎｔｒｏｅｍａ　ｐｕｂｅｓ
ｃｅｎｓ）、カコオメレス属（Ｃｈａｃｏｏｍｅｌｅｓ）の種、ニッケイ（Ｃｉｎｎａｍ
ｏｍｕｍ　ｃａｓｓｉａ）、コーヒーノキ（Ｃｏｆｆｅａ　ａｒａｂｉｃａ）、コロフォ
スペルムム・モパネ（Ｃｏｌｏｐｈｏｓｐｅｒｍｕｍ　ｍｏｐａｎｅ）、コロニリア・バ
リア（Ｃｏｒｏｎｉｌｌｉａ　ｖａｒｉａ）、コトネアスター・セロティナ（Ｃｏｔｏｎ
ｅａｓｔｅｒ　ｓｅｒｏｔｉｎａ）、サンザシ属（Ｃｒａｔａｅｇｕｓ）の種、キュウリ
属（Ｃｕｃｕｍｉｓ）の種、イトスギ属（Ｃｕｐｒｅｓｓｕｓ）の種、シルバー・ファー
ン（Ｃｙａｔｈｅａ　ｄｅａｌｂａｔａ）、マルメロ（Ｃｙｄｏｎｉａ　ｏｂｌｏｎｇａ
）、スギ（Ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉａ　ｊａｐｏｎｉｃａ）、オガルカヤ属（Ｃｙｍｂｏｐ
ｏｇｏｎ）の種、シルバー・ファーン（Ｃｙａｔｈｅａ　ｄｅａｌｂａｔａ）、マルメロ
（Ｃｙｄｏｎｉａ　ｏｂｌｏｎｇａ）、ダルベルギア・モネタリア（Ｄａｌｂｅｒｇｉａ
　ｍｏｎｅｔａｒｉａ）、ダバリア・ディバリカタ（Ｄａｖａｌｌｉａ　ｄｉｖａｒｉｃ
ａｔａ）、ヌスビトハギ属（Ｄｅｓｍｏｄｉｕｍ）の種、ディクソニア・スクアロサ（Ｄ
ｉｃｋｓｏｎｉａ　ｓｑｕａｒｏｓａ）、ジベテロポゴン・アンプレクテンス（Ｄｉｂｅ
ｔｅｒｏｐｏｇｏｎ　ａｍｐｌｅｃｔｅｎｓ）、ジオクレア属（Ｄｉｏｃｌｅａ）の種、
フジマメ属（Ｄｏｌｉｃｈｏｓ）の種、ドリクニウム・レクタム（Ｄｏｒｙｃｎｉｕｍ　
ｒｅｃｔｕｍ）、エキノクロア・ピラミダリス（Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ　ｐｙｒａｍｉ
ｄａｌｉｓ）、エーラフィア属（Ｅｈｒａｆｆｉａ）の種、シコクビエ（Ｅｌｅｕｓｉｎ
ｅ　ｃｏｒａｃａｎａ）、エラグレスチス属（Ｅｒａｇｒｅｓｔｉｓ）の種、デイゴ属（
Ｅｒｙｔｈｒｉｎａ）の種、ユーカリ属（Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ）の種、ユークレア・シ
ンペリー（Ｅｕｃｌｅａ　ｓｃｈｉｍｐｅｒｉ）、ユーラリア・ビロサ（Ｅｕｌａｌｉａ
　ｖｉ／ｌｏｓａ）、ソバ属（Ｐａｇｏｐｙｒｕｍ）の種、フェイジョア・セロウィアナ
（Ｆｅｉｊｏａ　ｓｅｌｌｏｗｉａｎａ）、フラガリア属（Ｆｒａｇａｒｉａ）の種、フ
レミンギア属（Ｆｌｅｍｉｎｇｉａ）の種、フレイシネチア・バンクスリ（Ｆｌｅｙｃｉ
ｎｅｔｉａ　ｂａｎｋｓｌｉ）、ゲンノショウコ（Ｇｅｒａｎｉｕｍ　ｔｈｕｎｂｅｒｇ
ｉｉ）、イチョウ（Ｇｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａ）、グリシン・ジャバニカ（Ｇｌｙｃｉ
ｎｅ　ｊａｖａｎｉｃａ）、グリリシディア属（Ｇｌｉｒｉｃｉｄｉａ）の種、ワタ（Ｇ
ｏｓｓｙｐｉｕｍ　ｈｉｒｓｕｔｕｍ）、グレビレア属（Ｇｒｅｖｉｌｌｅａ）の種、グ
イボウルティア・コレオスペルマ（Ｇｕｉｂｏｕｒｔｉａ　ｃｏｌｅｏｓｐｅｒｍａ）、
イワオウギ属（Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ）の種、ヘマフィア・アルチシマ（Ｈｅｍａｆｆｈｉ
ａ　ａｌｔｉｓｓｉｍａ）、ヘテロポゴン・コントフス（Ｈｅｔｅｒｏｐｏｇｏｎ　ｃｏ
ｎｔｏｆｆｕｓ）、オオムギ（Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ）、ヒパーレニア・ルフ
ァ（Ｈｙｐｅｒｒｈｅｎｉａ　ｒｕｆａ）、オトギリソウ（Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ　ｅｒｅ
ｃｔｕｍ）、ヒペフェリア・ディソルテ（Ｈｙｐｅｆｆｈｅｌｉａ　ｄｉｓｓｏｌｕｔｅ
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）、インディゴ・インカルナタ（Ｉｎｄｉｇｏ　ｉｎｃａｒｎａｔａ）、アヤメ属（Ｉｒ
ｉｓ）の種、レプタルレナ・ピロリフォリア（Ｌｅｔｐａｒｒｈｅｎａ　ｐｙｒｏｌｉｆ
ｏｌｉａ）、ハギ属（Ｌｅｓｐｅｄｅｚａ）の種、レトゥカ属（Ｌｅｔｔｕｃａ）の種、
ギンネム（Ｌｅｕｃａｅｎａ　ｌｅｕｃｏｃｅｐｈａｌａ）、ロウデチア・シンプレクス
（Ｌｏｕｄｅｔｉａ　ｓｉｍｐｌｅｘ）、ロトヌス・バイネスリ（Ｌｏｔｏｎｕｓ　ｂａ
ｉｎｅｓｌｉ）、ミヤコグサ属（Ｌｏｔｕｓ）の種、マクロチロマ・アクシラレ（Ｍａｃ
ｒｏｔｙｌｏｍａ　ａｘｉｌｌａｒｅ）、リンゴ属（Ｍａｌｕｓ）の種、キャッサバ（Ｍ
ａｎｉｈｏｔ　ｅｓｃｕｌｅｎｔａ）、アルファルファ（Ｍｅｔｉｃａｇｏ　ｓａｔｉｖ
ａ）、メタセコイア（Ｍｅｔａｓｅｑｕｏｉａ　ｇｌｙｐｔｏｓｔｒｏｂｏｉｄｅｓ）、
ムサ・サピエンタム（Ｍｕｓａ　ｓａｐｉｅｎｔｕｍ）、タバコ属（Nｉｃｏｔｉａｎａ
）の種、オノブリキス属（Ｏｎｏｂｒｙｃｈｉｓ）の種、オルニソプス属（Ｏｒｎｉｔｈ
ｏｐｕｓ）の種、イネ属（Ｏｒｙｚａ）の種、ペルトフォルム・アフリカヌム（Ｐｅｌｔ
ｏｐｈｏｒｕｍ　ａｆｒｉｃａｎｕｍ）、チカラシバ属（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ）の種、
アボカド（Ｐｅｒｓｅａ　ｇｒａｔｉｓｓｉｍａ）、ペチュニア属（Ｐｅｔｕｎｉａ）の
種、インゲンマメ属（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ）の種、カナリーヤシ（Ｐｈｏｅｎｉｘ　ｃａ
ｎａｒｉｅｎｓｉｓ）、フォルミウム・クッキアヌム（Ｐｈｏｒｍｉｕｍ　ｃｏｏｋｉａ
ｎｕｍ）、カナメモチ属（Ｐｈｏｔｉｎｉａ）の種、ピセア・グラウカ（Ｐｉｃｅａ　ｇ
ｌａｕｃａ）、マツ属（Ｐｉｎｕｓ）の種、エンドウ（Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ）、
ポドカルプス・トタラ（Ｐｏｄｏｃａｒｐｕｓ　ｔｏｔａｒａ）、ポゴナルスリア・フレ
ッキイ（Ｐｏｇｏｎａｒｔｈｒｉａ　ｆｌｅｃｋｉｉ）、ポゴナフリア・スクアロサ（Ｐ
ｏｇｏｎａｆｆｈｒｉａ　ｓｑｕａｒｒｏｓａ）、ポプラ属（Ｐｏｐｕｌｕｓ）の種、プ
ロソピス・キネラリア（Ｐｒｏｓｏｐｉｓ　ｃｉｎｅｒａｒｉａ）、ベイマツ（Ｐｓｅｕ
ｄｏｔｓｕｇａ　ｍｅｎｚｉｅｓｉｉ）、プテロロビウム・ステラツム（Ｐｔｅｒｏｌｏ
ｂｉｕｍ　ｓｔｅｌｌａｔｕｍ）、セイヨウナシ（Ｐｙｒｕｓ　ｃｏｍｍｕｎｉｓ）、カ
シ属（Ｑｕｅｒｃｕｓ）の種、ラフィオレプシス・ウンベラータ（Ｒｈａｐｈｉｏｌｅｐ
ｓｉｓ　ｕｍｂｅｌｌａｔａ）、ロパロスチリス・サピダ（Ｒｈｏｐａｌｏｓｔｙｌｉｓ
　ｓａｐｉｄａ）、ルス・ナタレンシス（Ｒｈｕｓ　ｎａｔａｌｅｎｓｉｓ）、リベス・
グロッスラリア（Ｒｉｂｅｓ　ｇｒｏｓｓｕｌａｒｉａ）、スグリ属（Ｒｉｂｅｓ）の種
、ニセアカシア（Ｒｏｂｉｎｉａ　ｐｓｅｕｄｏａｃａｃｉａ）、バラ属（Ｒｏｓａ）の
種、キイチゴ属（Ｒｕｂｕｓ）の種、ヤナギ属（Ｓａｌｉｘ）の種、スキザクリウム・サ
ングイネウム（Ｓｃｈｙｚａｃｈｙｒｉｕｍ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｍ）、シアドピチス・
ベフィシラタ（Ｓｃｉａｄｏｐｉｔｙｓ　ｖｅｆｆｉｃｉｌｌａｔａ）、セコイア（Ｓｅ
ｑｕｏｉａ　Ｓｅｍｐｅｒｖｉｒｅｎｓ）、セコイアデンドロン（Ｓｅｑｕｏｉａｄｅｎ
ｄｒｏｎ　ｇｉｇａｎｔｅｕｍ）、モロコシ（Ｓｏｒｇｈｕｍ　ｂｉｃｏｌｏｒ）、ホウ
レンソウ属（Ｓｐｉｎａｃｉａ）の種、スポロボルス・フィムブリアツス（Ｓｐｏｒｏｂ
ｏｌｕｓ　ｆｉｍｂｒｉａｔｕｓ）、スチブルス・アロペクロイデス（Ｓｔｉｂｕｒｕｓ
　ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ）、スチロサントス・フミリス（Ｓｔｙｌｏｓａｎｔｈｏ
ｓ　ｈｕｍｉｌｉｓ）、タデハギ属（Ｔａｄｅｈａｇｉ）の種、ラクウショウ（Ｔａｘｏ
ｄｉｕｍ　ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ）、テメダ・トリアンドラ（Ｔｈｅｍｅｄａ　ｔｒｉａｎ
ｄｒａ）、ジャジクソウ属（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ）の種、コムギ属（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ）
の種、アメリカツガ（Ｔｓｕｇａ　ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ）、スノキ属（Ｖａｃｃｉ
ｎｉｕｍ）の種、ソラマメ属（Ｖｉｃｉａ）の種、ブドウ（Ｖｉｔｉｓ　ｖｉｎｉｆｅｒ
ａ）、ワトソニア・ピラミダタ（Ｗａｔｓｏｎｉａ　ｐｙｒａｍｉｄａｔａ）、オランダ
カイウ（Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ　ａｅｔｈｉｏｐｉｃａ）、トウモロコシ（Ｚｅａ　
ｍａｙｓ）、アマランス、アーティチョーク、アスパラガス、ブロッコリー、芽キャベツ
、キャベツ、セイヨウアブラナ、ニンジン、カリフラワー、セロリ、カラードグリーン、
アマ、ケール、レンズマメ、アブラナ、オクラ、タマネギ、ジャガイモ、イネ、ダイズ、
ワラ、サトウダイコン、サトウキビ、ヒマワリ、トマト、カボチャ、チャ、トウモロコシ
、コムギ、オオムギ、ライムギ、エンバク、ラッカセイ、エンドウマメ、レンズマメおよ
びアルファルファ、ワタ、ナタネ、セイヨウアブラナ、コショウ、ヒマワリ、タバコ、ナ
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ス、ユーカリ、樹木、観葉植物、多年生牧草および飼料作物を含むリストから選択される
飼料もしくはマメ科牧草、観葉植物、食用作物、樹木または潅木を含む単子葉植物および
双子葉植物に属する全ての植物が含まれる。あるいは、藻類または他の非緑色植物を本発
明の方法に使用することができる。
【０１５７】
　本発明のいくつかの実施形態によると、植物または植物細胞がアオウキクサ植物、細胞
または小結節である。アオウキクサ（単子葉植物のウキクサ科またはアオウキクサ属のメ
ンバー）植物またはアオウキクサ小結節培養物を、アグロバクテリウム媒介遺伝子導入、
弾道照射または電気穿孔を含むいくつかの方法のいずれか１つによって対象となるヌクレ
オチド配列を含む遺伝子カセットで効率的に形質転換することができる。ポリペプチドの
商業的産生に有用なアオウキクサ細胞の分子工学法およびアオウキクサ発現系の詳細な説
明は、当技術分野で知られている（例えば、全て参照により本明細書に完全に組み込まれ
る、Ｓｔｏｍｐらの米国特許第６，０４０，４９８号および第６，８１５，１８４号、な
らびにＤｉｃｋｅｙらの第８，０２２，２７０号参照）。
【０１５８】
　本発明のいくつかの実施形態によると、本発明の方法によって使用される植物または植
物細胞が、イネ、トウモロコシ、コムギ、オオムギ、ラッカセイ、ジャガイモ、ゴマ、オ
リーブの木、パーム油、バナナ、ダイズ、ヒマワリ、セイヨウアブラナ、サトウキビ、ア
ルファルファ、アワ、マメ科（マメ、エンドウマメ）、アマ、ルピナス、ナタネ、タバコ
、ポプラおよびワタなどの作物植物または作物植物の細胞である。
【０１５９】
　さらなる実施形態によると、植物細胞には、タバコ細胞、アグロバクテリウム・リゾゲ
ネス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ）で形質転換された根細胞、
セロリ細胞、ショウガ細胞、西洋ワサビ細胞およびニンジン細胞が含まれる。一実施形態
では、タバコ細胞がそれだけに限らないが、タバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕ
ｍ）Ｌ．ｃｖブライトイエロー（ＢＹ－２）細胞などのタバコ細胞株からのものである。
植物細胞は、それだけに限らないが、固体表面（例えば、プラスチック培養容器もしくは
プレートなど）または懸濁での培養を含むいずれかの種類の適当な培養法によって培養さ
れ得る。ＢＹ－２およびニンジン細胞などのいくつかの細胞を懸濁で培養および成長させ
ることができることに留意する。植物細胞を懸濁培養するのに適した装置および方法は、
例えば、国際特許出願ＰＣＴ　ＩＬ２００８／０００６１４に記載されているように、当
技術分野で知られている。さらに別の実施形態では、細胞がそれだけに限らないが、ベン
サミアナタバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）を含む全タバコ植物ま
たは植物組織の細胞である。
【０１６０】
　外来遺伝子を単子葉植物と双子葉植物の両方に導入する種々の方法が存在する（Ｐｏｔ
ｒｙｋｕｓ，Ｉ．、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｐｌａｎｔ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．、Ｐｌａｎｔ．Ｍ
ｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１９９１）４２：２０５～２２５；Ｓｈｉｍａｍｏｔｏら、Ｎａｔｕ
ｒｅ（１９８９）３３８：２７４～２７６）。
【０１６１】
　外因性ＤＮＡを植物ゲノムＤＮＡに安定に組み込ませる原則法は２つの主要な手法を含
む：
（ｉ）アグロバクテリウム媒介遺伝子導入：Ｋｌｅｅら（１９８７）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．
Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．３８：４６７～４８６；ＫｌｅｅおよびＲｏｇｅｒｓ、Ｃ
ｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ
　Ｐｌａｎｔｓ、第６巻、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｐｌａｎｔ　Ｎ
ｕｃｌｅａｒ　Ｇｅｎｅｓ、Ｓｃｈｅｌｌ，Ｊ．およびＶａｓｉｌ，Ｌ．Ｋ．編、Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、サンディエゴ、カリフォルニア（１９８９）２～２
５頁；Ｇａｔｅｎｂｙ、Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｋｕｎｇ，Ｓ．およ
びＡｒｎｔｚｅｎ，Ｃ．Ｊ．編、Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、ボス
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トン、マサチューセッツ州（１９８９）９３～１１２頁。
（ｉｉ）直接ＤＮＡ取り込み：ＤＮＡのプロトプラストへの直接取り込みの方法を含むＰ
ａｓｚｋｏｗｓｋｉら、Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ
　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｐｌａｎｔｓ、第６巻、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ　ｏｆ　Ｐｌａｎｔ　Ｎｕｃｌｅａｒ　Ｇｅｎｅｓ、Ｓｃｈｅｌｌ，Ｊ．およびＶａｓ
ｉｌ，Ｌ．Ｋ．編、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、サンディエゴ、カリフォ
ルニア（１９８９）５２～６８頁；Ｔｏｒｉｙａｍａ，Ｋ．ら（１９８８）Ｂｉｏ／Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ　６：１０７２～１０７４。植物細胞の短い電気ショックによって誘導
されるＤＮＡ取り込み：Ｚｈａｎｇら　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐ．（１９８８）７
：３７９～３８４。Ｆｒｏｍｍら　Ｎａｔｕｒｅ（１９８６）３１９：７９１～７９３。
微粒子銃による植物細胞または組織へのＤＮＡインジェクション、Ｋｌｅｉｎら　Ｂｉｏ
／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９８８）６：５５９～５６３；ＭａＣａｂｅら　Ｂｉｏ／Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９８８）６：９２３～９２６；Ｓａｎｆｏｒｄ、Ｐｈｙｓｉｏｌ
．Ｐｌａｎｔ．（１９９０）７９：２０６～２０９；マイクロピペットシステムの使用に
よる：Ｎｅｕｈａｕｓら、Ｔｈｅｏｒ．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎｅｔ．（１９８７）７５：３０
～３６；ＮｅｕｈａｕｓおよびＳｐａｎｇｅｎｂｅｒｇ、Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｐｌａｎｔ．
（１９９０）７９：２１３～２１７、細胞培養液、胚またはカルス組織のガラス繊維また
は炭化ケイ素ウィスカ形質転換、米国特許第５，４６４，７６５号または発芽花粉による
ＤＮＡの直接インキュベーション、ＤｅＷｅｔら、Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍａｎｉ
ｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｏｖｕｌｅ　Ｔｉｓｓｕｅ、Ｃｈａｐｍａｎ，Ｇ．Ｐ．および
Ｍａｎｔｅｌｌ，Ｓ．Ｈ．およびＤａｎｉｅｌｓ，Ｗ．編、Ｌｏｎｇｍａｎ、ロンドン、
（１９８５）１９７～２０９頁およびＯｈｔａ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ（１９８６）８３：７１５～７１９。
【０１６２】
　アグロバクテリウム系は、植物ゲノムＤＮＡに組み込まれる規定のＤＮＡセグメントを
含むプラスミドベクターの使用を含む。植物組織の接種法は植物種およびアグロバクテリ
ウム送達システムによって異なる。広く使用されている手法は、全植物分化を開始するた
めの優れた源を提供する任意の組織外植片によって行うことができるリーフディスク法で
ある。例えば、Ｈｏｒｓｃｈら、Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ　Ａ５、Ｋｌｕｗｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、Ｄｏｒｄ
ｒｅｃｈｔ（１９８８）１～９頁を参照されたい。追加の手法は、真空浸潤と組み合わせ
てアグロバクテリウム送達システムを使用する。アグロバクテリウムシステムは、トラン
スジェニック双子葉植物の作成で特に実行可能である。
【０１６３】
　植物細胞に直接ＤＮＡを導入する種々の方法が存在する。電気穿孔では、プロトプラス
トを強電場に短時間暴露する。マイクロインジェクションでは、極めて小さなマイクロピ
ペットを用いて、ＤＮＡを細胞に直接機械的に注入する。微粒子銃では、ＤＮＡを硫酸マ
グネシウム結晶またはタングステン粒子などの微小発射体（ｍｉｃｒｏｐｒｏｊｅｃｔｉ
ｌｅ）に吸着させ、微小発射体を細胞または植物組織中に物理的に加速させる。
【０１６４】
　安定な形質転換後に、植物の繁殖を実施する。植物の繁殖の最も一般的な方法は種子に
よるものである。しかしながら、種子繁殖による再生は、種子がメンデルの法則によって
支配される遺伝的分散にしたがって植物により産生されるために、ヘテロ接合性により作
物の均一性を欠くという欠点を有する。基本的に、各種子は遺伝的に異なり、各々が自身
の特異的な形質を有して成長する。そのため、再生された植物が親トランスジェニック植
物と同一の形質および特徴を有するように形質転換植物を作成することが好ましい。その
ため、形質転換植物の迅速で、一貫した再生を提供するマイクロプロパゲーションによっ
て形質転換植物を再生することが好ましい。
【０１６５】
　マイクロプロパゲーションは、選択された親植物または栽培品種から切除された組織の
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単一片から新世代植物を成長させる方法である。この方法により、融合タンパク質を発現
する好ましい組織を有する植物を大量再生することが可能になる。産生された新世代植物
は、元の植物と遺伝的に同一であり、その特徴の全てを有する。マイクロプロパゲーショ
ンにより、短期間で高品質の植物材料を大量に産生することが可能になり、元のトランス
ジェニックまたは形質転換植物の特徴を保存した選択された栽培品種の迅速な増殖がもた
らされる。植物をクローニングすることの利点は、植物増殖の速度ならびに産生される植
物の品質および均一性である。
【０１６６】
　マイクロプロパゲーションは、段階間での培養培地または成長条件を変化させることを
要する多段階手順である。したがって、マイクロプロパゲーション法は、４つの基本的段
階を含む：１段階、初期組織培養；２段階、組織培養増殖；３段階、分化および植物形成
；および４段階、温室培養およびハードニング（ｈａｒｄｅｎｉｎｇ）。１段階において
、初期組織培養中、組織培養を確立し、汚染物質がないことを保証する。２段階において
、十分な数の組織試料を産生して産生目標を達成するまで、初期組織培養を増殖する。３
段階において、２段階で成長した組織試料を分割し、個々の小植物に成長させる。４段階
において、形質転換小植物を、植物を自然環境で育てることができるように植物の光耐性
を徐々に高めるハードニングのために温室に移す。
【０１６７】
　本発明のいくつかの実施形態によると、トランスジェニック植物が葉細胞、分裂組織細
胞または全植物の一過的形質転換によって作成される。
【０１６８】
　一過的形質転換は、上記直接ＤＮＡ導入法のいずれかまたは修飾植物ウイルスを用いた
ウイルス感染によって行うことができる。
【０１６９】
　植物宿主を形質転換するのに有用なことが示されているウイルスには、ＣａＭＶ、タバ
コモザイクウイルス（ＴＭＶ）、ブロムモザイクウイルス（ＢＭＶ）およびインゲンマメ
モザイクウイルス（ＢＶまたはＢＣＭＶ）が含まれる。植物ウイルスを用いた植物の形質
転換は、米国特許第４，８５５，２３７号（インゲンマメ黄斑モザイクウイルス；ＢＧＶ
）、ＥＰ－Ａ６７，５５３（ＴＭＶ）、特開昭６３－１４６９３（ＴＭＶ）、ＥＰＡ１９
４，８０９（ＢＶ）、ＥＰＡ２７８，６６７（ＢＶ）；およびＧｌｕｚｍａｎ，Ｙら、Ｃ
ｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ｖｉｒａｌ
　Ｖｅｃｔｏｒｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、ニ
ューヨーク、１７２～１８９頁（１９８８）に記載されている。植物を含む多くの宿主で
外来性ＤＮＡを発現するのに使用するための偽ウイルス粒子がＷＯ８７／０６２６１に記
載されている。
【０１７０】
　本発明のいくつかの実施形態によると、一過的形質転換に使用されるウイルスが無毒性
であるので、成長速度の低下、モザイク、輪点、葉巻、黄化、条斑、痘形成、腫瘍形成お
よび窪みなどの重度の症状を引き起こすことができない。適当な無毒性ウイルスは天然無
毒性ウイルスまたは人工弱毒ウイルスであり得る。ウイルス弱毒化は、それだけに限らな
いが、亜致死性加熱、化学処理を含む当技術分野で周知の方法を用いて、または例えば、
ＫｕｒｉｈａｒａおよびＷａｔａｎａｂｅ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｌａｎｔ　Ｐａｔｈ
ｏｌｏｇｙ　４：２５９～２６９、２００３）、Ｇａｌ－ｏｎら（１９９２）、Ａｔｒｅ
ｙａら（１９９２）ならびにＨｕｅｔら（１９９４）によって記載されているような定方
向突然変異誘発技術によって行うことができる。
【０１７１】
　適当なウイルス株は、例えば、アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）などの利用
可能な供給源からまたは感染植物からの単離によって得ることができる。感染植物組織か
らのウイルスの単離は、例えば、ＦｏｓｔｅｒおよびＴａｔｌｏｒ編「Ｐｌａｎｔ　Ｖｉ
ｒｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ｆｒｏｍ　Ｖｉｒｕｓ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｔｏ
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　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒ）、第８１巻）」、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅ
ｓｓ、１９９８によって記載されているような当技術分野で周知の技術によって行うこと
ができる。手短に言えば、高濃度の適当なウイルスを含んでいると考えられる感染植物の
組織、好ましくは若葉および花弁を緩衝液（例えば、リン酸緩衝液）に粉砕してその後の
接種に使用することができるウイルス感染汁液を得る。
【０１７２】
　植物中で非ウイルス性核酸配列を導入および発現するための植物ＲＮＡウイルスの構築
は、上記参考文献ならびにＤａｗｓｏｎ，Ｗ．Ｏ．ら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（１９８９）１
７２：２８５～２９２；Ｔａｋａｍａｔｓｕら　ＥＭＢＯ　Ｊ．（１９８７）６：３０７
～３１１；Ｆｒｅｎｃｈら　Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９８６）２３１：１２９４～１２９７；
Ｔａｋａｍａｔｓｕら　ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ（１９９０）２６９：７３～７６；お
よび米国特許第５，３１６，９３１号により示されている。
【０１７３】
　ウイルスがＤＮＡウイルスである場合、ウイルス自体に適当な修飾をすることができる
。あるいは、外来性ＤＮＡを有する所望のウイルスベクターを構築しやすくするために、
ウイルスを最初に細菌性プラスミドにクローニングすることができる。次いで、ウイルス
をプラスミドから切除することができる。ウイルスがＤＮＡウイルスである場合、細菌性
複製起点をウイルスＤＮＡに結合させることができ、次いでこれが細菌によって複製され
る。このＤＮＡの転写および翻訳により、ウイルスＤＮＡにキャプシド形成するコートタ
ンパク質が産生される。ウイルスがＲＮＡウイルスである場合、ウイルスを一般的にｃＤ
ＮＡとしてクローニングし、プラスミドに挿入する。次いで、プラスミドを使用して構築
物の全てを作成する。次いで、プラスミドのウイルス配列を転写し、ウイルス遺伝子を翻
訳してウイルスＲＮＡにキャプシド形成するコートタンパク質を産生することによって、
ＲＮＡウイルスを産生する。
【０１７４】
　一実施形態では、野生型コートタンパク質コード配列がウイルスポリヌクレオチドから
欠失し、植物宿主中で発現し、組換え植物ウイルスポリヌクレオチドをパッケージングし
、組換え植物ウイルスポリヌクレオチドによる宿主の全身感染を確保することができる、
非野生型植物ウイルスコートタンパク質コード配列および非野生型プロモーター、好まし
くは非野生型コートタンパク質コード配列のサブゲノムプロモーターが挿入された植物ウ
イルスポリヌクレオチドが提供される。あるいは、タンパク質が産生されるように非野生
型ポリヌクレオチド配列を中に挿入することによってコートタンパク質遺伝子を不活性化
させてもよい。組換え植物ウイルスポリヌクレオチドが１つまたは複数の追加の非野生型
サブゲノムプロモーターを含んでもよい。各非野生型サブゲノムプロモーターは、植物宿
主中で隣接遺伝子またはポリヌクレオチド配列を転写または発現することができるが、互
いにおよび野生型サブゲノムプロモーターにより組み換えることはできない。２つ以上の
ポリヌクレオチド配列を含める場合、非野生型（外来性）ポリヌクレオチド配列を野生型
植物ウイルスサブゲノムプロモーターまたは野生型と非野生型植物ウイルスサブゲノムプ
ロモーターに隣接して挿入してもよい。非野生型ポリヌクレオチド配列をサブゲノムプロ
モーターの制御下、宿主植物中で転写または発現させて所望の産物を産生する。
【０１７５】
　第２の実施形態では、組換え植物ウイルスポリヌクレオチドが、非野生型コートタンパ
ク質コード配列の代わりに野生型コートタンパク質コード配列が非野生型コートタンパク
質サブゲノムプロモーターの１つに隣接して配置されることを除いて第１の実施形態のよ
うに提供される。
【０１７６】
　第３の実施形態では、野生型コートタンパク質遺伝子がそのサブゲノムプロモーターに
隣接しており、１つまたは複数の非野生型サブゲノムプロモーターがウイルスポリヌクレ
オチドに挿入された組換え植物ウイルスポリヌクレオチドが提供される。挿入された非野
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生型サブゲノムプロモーターは、植物宿主中で隣接遺伝子を転写または発現することがで
きるが、互いにおよび野生型サブゲノムプロモーターにより組み換えることはできない。
非野生型ポリヌクレオチド配列を、サブゲノムプロモーターの制御下、宿主植物中で転写
または発現させて所望の産物を産生するように、非野生型サブゲノム植物ウイルスプロモ
ーターに隣接して挿入してもよい。
【０１７７】
　第４の実施形態では、組換え植物ウイルスポリヌクレオチドが、野生型コートタンパク
質コード配列が非野生型コートタンパク質コード配列によって置き換えられていることを
除いて第３の実施形態のように提供される。
【０１７８】
　ウイルスベクターを組換え植物ウイルスポリヌクレオチドによってコードされるコート
タンパク質によってキャプシド形成して組換え植物ウイルスを作成する。組換え植物ウイ
ルスポリヌクレオチドまたは組換え植物ウイルスを使用して適当な宿主植物を感染させる
。組換え植物ウイルスポリヌクレオチドは宿主中で複製する、宿主中で全身拡散する、お
よび宿主中で外来遺伝子（複数可）（外因性ポリヌクレオチド）を転写または発現して所
望のタンパク質を産生することが可能である。
【０１７９】
　ウイルスを植物に接種する技術は、ＦｏｓｔｅｒおよびＴａｙｌｏｒ編「Ｐｌａｎｔ　
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ｆｒｏｍ　Ｖｉｒｕｓ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　
ｔｏ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒ）、第８１巻）」、Ｈｕｍａｎａ　Ｐ
ｒｅｓｓ、１９９８；ＭａｒａｍｏｒｏｓｈおよびＫｏｐｒｏｗｓｋｉ編「Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ」７巻、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　、ニューヨーク１
９６７～１９８４；Ｈｉｌｌ，Ｓ．Ａ．「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ　Ｖｉｒｏ
ｌｏｇｙ」、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ、オックスフォード、１９８４；Ｗａｌｋｅｙ，Ｄ．Ｇ
．Ａ．「Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｐｌａｎｔ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ」、Ｗｉｌｅｙ、ニューヨーク
、１９８５；ならびにＫａｄｏおよびＡｇｒａｗａ編「Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ」、Ｖａｎ　Ｎｏｓｔｒａ
ｎｄ－Ｒｅｉｎｈｏｌｄ、ニューヨークに見出すことができる。
【０１８０】
　上記に加えて、本発明のポリヌクレオチドをクロロプラストゲノムに導入し、それによ
ってクロロプラスト発現を可能にすることもできる。 
【０１８１】
　外因性核酸配列をクロロプラストのゲノムに導入する技術が知られている。この技術は
以下の手順を含む。最初に、植物細胞を化学的に処理して細胞１個当たりのクロロプラス
トの数を約１個に減らす。次いで、少なくとも１個の外因性ポリヌクレオチド分子をクロ
ロプラストに導入することを目的として、微粒子銃を介して外因性ポリヌクレオチドを細
胞に導入する。クロロプラストに固有の酵素によって容易に行われる相同組換えを介して
クロロプラストのゲノムに組み込み可能になるように外因性ポリヌクレオチドを選択する
。このために、核酸配列は、対象となる遺伝子に加えて、クロロプラストのゲノムに由来
する少なくとも１つのポリヌクレオチドストレッチを含む。さらに、外因性ポリヌクレオ
チドは、選択後にクロロプラストゲノムのコピーの全てまたは実質的に全てが外因性ポリ
ヌクレオチドを含むことを確認する連続的選択手順によって作用する選択マーカーを含む
。この技術に関するさらなる詳細は、参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第４
，９４５，０５０号および第５，６９３，５０７号に見られる。したがって、ポリペプチ
ドは、クロロプラストのタンパク質発現系によって産生され、クロロプラストの内膜に組
み込まれ得る。
【０１８２】
　本発明のいくつかの実施形態によると、本方法が、核酸を発現している植物細胞を成長
させるステップをさらに含む。植物細胞はいずれの所望の植物細胞であってもよい。植物
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細胞は、培養細胞、培養組織もしくは培養器官中の細胞、または植物中の細胞であり得る
。いくつかの実施形態では、植物細胞が培養細胞または培養組織もしくは培養器官中の細
胞である。さらなる実施形態では、植物細胞が遺伝子転移に使用される任意の種類の植物
である。植物細胞は全植物の一部として、あるいは植物細胞培養で成長させることができ
る。
【０１８３】
　本発明のいくつかの態様によると、植物細胞を植物細胞懸濁培養で成長させる。本明細
書で使用される場合、「懸濁培養」という用語は、生物から離れた細胞の成長を指す。懸
濁培養は液体培地（「懸濁培地」）を用いて促進することができる。懸濁培養は、液体栄
養培地中での細胞の成長を指すことができる。本発明の植物細胞を植物細胞懸濁培養で成
長させるのに適した方法および装置は、例えば、あたかも本明細書に完全に示されている
かのように全てがこれにより参照により組み込まれるＰＣＴ　ＷＯ２００８／１３５９９
１、米国特許第６，３９１，６８３号、米国特許出願公開第１０／７８４，２９５号；国
際特許出願公開ＰＣＴ　ＷＯ２００４／０９１４７５、ＷＯ２００５／０８０５４４およ
びＷＯ２００６／０４０７６１号に詳細に記載されている。
【０１８４】
　したがって、本発明は、本発明の組換えポリペプチドを産生するための、核酸配列を発
現している植物または植物培養物を包含する。核酸配列によってコードされるキメラポリ
ペプチドのレベルは、いったん植物細胞または全植物中で発現すると、活性アッセイ、キ
メラポリペプチドに特異的に結合することができる抗体（例えば、本発明のいくつかの実
施形態によるキメラポリペプチドについては、抗ＴＮＦＲ２および抗Ｆｃを用いる、以下
の実施例の節参照）を用いたウエスタンブロット、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ
）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、免疫組織化学、免疫細胞化学、免疫蛍光法などの当技術
分野で周知の方法によって測定することができる。
【０１８５】
　核酸配列から転写されたＲＮＡの植物中のレベルを測定する方法は当技術分野で周知で
あり、これには例えば、ノーザンブロット解析、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－Ｐ
ＣＴ）解析（定量的、半定量的またはリアルタイムＲＴ－ＰＣＲを含む）およびＲＮＡイ
ンサイツハイブリダイゼーションが含まれる。
【０１８６】
　本発明のいくつかの実施形態によると、本発明の発現した組換えキメラポリペプチドが
植物細胞中でグリコシル化され、植物特異的グリカン残基を有する１つまたは２つまたは
３つまたはそれ以上のグリカン構造を有するキメラポリペプチドが得られる。したがって
、本発明のいくつかの実施形態によると、本発明の発現ベクターを発現している細胞が、
１つ、２つ、３つまたはそれ以上のアンテナに配列された種々の量のグリカン構造を有す
るキメラポリペプチドを産生する。全ての構造がコアα（１，３）フコース、β（１，２
）キシロースおよび／またはＧｌｃＮＡｃ残基に加えて、２個のＧｌｃＮＡｃおよび１個
のマンノースのコア構造ならびに種々の異なる量のマンノースを含み得る。構造は、コア
構造に加えて、少なくとも１個、場合により少なくとも２個、場合により少なくとも３個
または場合により少なくとも４個以上のマンノース残基を有する高マンノース型；または
各グリカン上にマンノースと他のグリカン型の両方を有する複合型、または高マンノース
と複合アンテナの両方を有するハイブリッド型であり得る。
【０１８７】
　他の実施形態では、本発明の発現ベクターを発現している細胞が、少なくとも１個、場
合により少なくとも２個、場合により少なくとも３個または場合により少なくとも４個以
上のコアキシロース残基を有するポリペプチドを産生する。さらに他の実施形態では、本
発明の発現ベクターを発現している細胞が、少なくとも１個、場合により少なくとも２個
、場合により少なくとも３個または場合により少なくとも４個以上のコアα－（１，３）
フコース残基を有するポリペプチドを産生する。一実施形態では、本発明の発現ベクター
を発現している細胞が、少なくとも１個の露出したマンノース残基、少なくとも１個のコ
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アキシロース残基および少なくとも１個のα－（１，３）フコース残基を有するポリペプ
チドタンパク質を産生する。なおさらなる実施形態では、本発明の発現ベクターを発現し
ている細胞が、外側マンノース糖上に少なくとも１個、少なくとも２個、少なくとも３個
またはそれ以上の末端Ｎ－アセチルグルコサミン置換を有するポリペプチドを産生する。
【０１８８】
　具体的な実施形態によると、ポリペプチド阻害剤、例えば、キメラポリペプチドがシア
ル酸残基を欠く。なおさらに具体的な実施形態によると、ポリペプチドが少なくとも４０
％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％またはそれ以上の複合グリカンを
含む。具体的な実施形態によると、ポリペプチドが４０～７０％の複合グリカンを含む。
【０１８９】
　細胞から分泌された植物細胞発現阻害ポリペプチドの精製により、例えば、ｐｒｈＴＮ
ＦＲ：Ｆｃを含む高度に精製された組成物が得られる。したがって、いくつかの実施形態
では、ポリペプチドタンパク質が少なくとも９８％の均質性まで精製されている。したが
って、精製調製物は、少なくとも８５％、少なくとも８７％、少なくとも９０％、少なく
とも９１％、少なくとも９１．５％、少なくとも９２％、少なくとも９２．５％、少なく
とも９３％、少なくとも９３．１％、少なくとも９３．２％、少なくとも９３．３％、少
なくとも９３．４％、少なくとも９３．５％、少なくとも９３．６％、少なくとも９３．
７％、少なくとも９３．８％、少なくとも９３．９％、少なくとも９４％、少なくとも９
４．５％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％
、少なくとも９９％、少なくとも９９．１％、少なくとも９９．２％、少なくとも９９．
３％、少なくとも９９．４％、少なくとも９９．５％、少なくとも９９．６％、少なくと
も９９．７％、少なくとも９９．８％、少なくとも９９．９％、少なくとも９５．０～９
９．８％の範囲または１００％純度の純度によって特徴付けられる。いくつかの実施形態
では、ポリペプチドの純度がＨＰＬＣによって測定される。
【０１９０】
　いくつかの実施形態では、植物発現ポリペプチド調製物が、それだけに限らないが、核
酸およびポリヌクレオチド、アミノ酸、オリゴペプチドおよびポリペプチド、グリカンお
よび他の炭水化物、脂質などの植物宿主細胞由来の不純物を含む。いくつかの実施形態で
は、宿主細胞由来不純物が酵素などの生物学的に活性な分子を含む。他の実施形態では、
植物発現ポリペプチド組成物が植物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼを含む。宿主細
胞がタバコ細胞またはタバコ細胞株細胞である場合、植物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニ
ダーゼがタバコβ－Ｎ－アセチルヘキソサニミダーゼである。
【０１９１】
　さらなる実施形態では、植物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼが不活性化植物β－
Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼである。植物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼの不
活性化は、物理的手段、化学的手段または生化学的手段によって行うことができる。物理
的不活性化は、加熱、凍結、乾燥等によって行うことができる。化学的不活性化は、極度
のｐＨ、化学変性、側鎖、グリカン、アミノ酸の付加または除去等によって行うことがで
きる。生化学的不活性化には、それだけに限らないが、可逆的または不可逆的阻害剤によ
る阻害が含まれる。例示的なβ－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼ阻害剤には、Ｎ－アセ
チル－Ｄ－グルコサミンおよびβ－メチル－Ｎ－アセチルグルコサミンなどの最終産物阻
害剤、ならびに米国特許出願第２０１００１６３８６号、第２０１１０２３７６３１号、
第２０１０００８７４７７号および第２０１２００４６３３７号に開示されている化合物
などの選択的阻害剤が含まれる。植物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼを阻害および
／または不活性化する好ましい方法は、植物発現ポリペプチドの構造的および機能的完全
性を有効に保存もするものであることが認識される。
【０１９２】
　いくつかの実施形態では、植物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼがポリペプチドを
含む組成物を加熱することによって不活性化される。植物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニ
ダーゼ阻害および／または活性化に適した温度には、３７～６０℃の範囲内で２～５、１
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０、２０、３０、４０、５０、６０分またはそれ以上の期間加熱することが含まれる。植
物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼの有効な阻害および／または不活性化が、高温で
は急速に、および低温の範囲ではゆっくり達成されることが認識される。いくつかの実施
形態では、植物発現ポリペプチド組成物が４５～５５℃の範囲で２～１０分間加熱される
。いくつかの実施形態では、阻害／不活性化により、植物β－Ｎ－アセチルヘキソサミニ
ダーゼの２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０％またはそれ以上の不活性化がもた
らされる。
【０１９３】
　本発明のポリペプチドは、ＴＮＦα関連の医学的状態の治療に利用される。
【０１９４】
　「治療する」という用語は、病態（疾患、障害もしくは状態）の発生を阻害、予防もし
くは停止すること、および／または病態の低減、寛解もしくは退行を引き起こすことを指
す。当業者であれば、種々の方法論およびアッセイを使用して病態の発生を評価すること
ができ、同様に、種々の方法論およびアッセイを使用して病態の低減、寛解または退行を
評価することができることを理解するであろう。
【０１９５】
　本明細書で使用される場合、「予防する」という用語は、疾患、障害または状態が、疾
患のリスクがあるが、疾患を有するとまだ診断されていない対象で生じるのを避けること
を指す。
【０１９６】
　本明細書で使用する場合、「ＴＮＦα関連の医学的状態」は、ＴＮＦα活性が対象での
医学的状態および／または関連症状の発症、進行に関連する医学的状態を指す。
【０１９７】
　したがって、それを必要とする細胞、組織、器官、動物または対象のＴＮＦα関連の医
学的状態疾患には、それだけに限らないが、肥満、免疫関連疾患、心血管疾患、感染性疾
患、悪性疾患または神経性疾患（ＷＯ０２１２５０２参照）の少なくとも１つが含まれる
。
【０１９８】
　ＴＮＦα関連の医学的状態の具体例としては、それだけに限らないが、関節リウマチ、
乾癬性関節炎、強直性脊椎炎、ウェゲナー病（肉芽腫症）、クローン病、炎症性腸疾患、
大腸炎、短腸症候群、潰瘍性大腸炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、Ｃ型肝炎、子宮内
膜症、喘息、悪液質、乾癬およびアトピー性皮膚炎が挙げられる。本発明の阻害ポリペプ
チド、例えば、キメラポリペプチドによって治療することができる追加の疾患または障害
には、その関連部分が参照により本明細書に組み込まれる、ＷＯ００／６２７９０、ＷＯ
０１／６２２７２および米国特許出願公開第２００１／００２１３８０号、米国特許第７
，６４８，７０２号に記載されているものが含まれる。
【０１９９】
　ＴＮＦα関連の医学的状態の追加の例としては、それだけに限らないが、関節リウマチ
、若年性関節リウマチ、全身型若年性関節リウマチ、乾癬性関節炎、強直性脊椎炎、胃潰
瘍、血清反応陰性関節症、骨関節炎、炎症性腸疾患、潰瘍性大腸炎、短腸症候群、全身性
エリテマトーデス、抗リン脂質症候群、虹彩毛様体炎／ブドウ膜炎／視神経炎、突発性肺
線維症、全身性血管炎／ウェゲナー肉芽腫症、サルコイドーシス、精巣炎／精管復元術、
アレルギー性／アトピー性疾患、喘息、アレルギー性鼻炎、湿疹、アレルギー性接触性皮
膚炎、アレルギー性結膜炎、過敏性肺炎、移植、臓器移植拒絶、移植片対宿主病、全身性
炎症反応症候群、敗血症症候群、グラム陽性菌敗血症、グラム陰性菌敗血症、培養陰性敗
血症、真菌性敗血症、好中球減少性発熱、尿路性敗血症、髄膜炎菌血症、外傷／出血、火
傷、電離放射線暴露、急性膵炎、成人呼吸促迫症候群、関節リウマチ、アルコール誘発性
肝炎、慢性炎症性病態、サルコイドーシス、クローン病態、鎌状赤血球貧血、糖尿病、腎
症、アトピー性疾患、過敏反応、アレルギー性鼻炎、花粉症、通年性鼻炎、結膜炎、子宮
内膜症、喘息、蕁麻疹、全身性アナフィラキシー、皮膚炎、悪性貧血、溶血性疾患、血小



(37) JP 6454650 B2 2019.1.23

10

20

30

40

50

板減少症、いずれかの器官または組織の移植片拒絶、腎移植拒絶、心臓移植拒絶、肝臓移
植拒絶、膵臓移植拒絶、肺移植拒絶、骨髄移植（ＢＭＴ）拒絶、皮膚同種移植拒絶、軟骨
移植拒絶、骨移植拒絶、小腸移植拒絶、胎児胸腺移植片拒絶、副甲状腺移植片拒絶、いず
れかの器官または組織の異種移植片拒絶、同種移植片拒絶、抗受容体過敏反応、グレーブ
ス病、レイノー病、Ｂ型インスリン抵抗性糖尿病、喘息、重症筋無力症、抗体媒介性細胞
傷害、ＩＩＩ型過敏反応、全身性エリテマトーデス、ＰＯＥＭＳ症候群（多発性神経障害
、臓器肥大、内分泌疾患、モノクローナル免疫グロブリン血症および皮膚症状症候群）、
多発性神経障害、臓器肥大、内分泌疾患、モノクローナル免疫グロブリン血症、皮膚症状
症候群、抗リン脂質抗体症候群、天疱瘡、強皮症、混合性結合組織病、突発性アジソン病
、糖尿病、慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変、白斑、血管炎、ＭＩ心臓切開術後症候
群、ＩＶ型過敏症、接触性皮膚炎、過敏性肺炎、同種移植片拒絶、細胞内生物による肉芽
腫、薬物感受性、代謝性／突発性、ウィルソン病、ヘモクロマトーシス、α１アンチトリ
プシン欠損症、糖尿病性網膜症、橋本甲状腺炎、骨粗鬆症、視床下部－下垂体－副腎系評
価、原発性胆汁性肝硬変、甲状腺炎、脳脊髄炎、悪液質、嚢胞性線維症、新生児慢性肺疾
患、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、家族性血球貪食性リンパ組織球症、皮膚科学的状態
、乾癬、脱毛症、ネフローゼ症候群、腎炎、糸球体腎炎、急性腎不全、血液透析、尿毒症
、毒性、子癇前症、ｏｋｔ３療法、抗ｃｄ３療法、サイトカイン療法、化学療法、放射線
療法（例えば、それだけに限らないが、無力症、貧血、悪液質などを含む）、慢性サリチ
ル酸中毒などの免疫関連疾患が挙げられる。例えば、それぞれ参照により全体が組み込ま
れる、Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ、第１２～第１７版、Ｍｅｒｃｋ＆Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｒ
ａｈｗａｙ、ＮＪ（１９７２、１９７７、１９８２、１９８７、１９９２、１９９９）、
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、Ｗｅｌｌｓら編、第２版、Ａｐｐ
ｌｅｔｏｎおよびＬａｎｇｅ、Ｓｔａｍｆｏｒｄ，Ｃｏｎｎ．（１９９８、２０００）を
参照されたい。本発明はまた、それだけに限らないが、心機能不全症候群（ｃａｒｄｉａ
ｃ　ｓｔｕｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、心筋梗塞、うっ血性心不全、発作、虚血発作、出血
、動脈硬化、粥状動脈硬化、再狭窄、糖尿病性動脈硬化性疾患、高血圧、動脈性高血圧、
腎血管性高血圧、失神、ショック、心血管系の梅毒症、心不全、肺性心、原発性肺高血圧
症、不整脈、異所性心房搏動、心房粗動、心房細動（持続性または発作性）、潅流後症候
群、心肺バイパス炎症反応、無秩序型または多源性心房頻脈、規則的狭ＱＲＳ頻脈、特異
性不整脈、心室細動、ヒス束不整脈、房室ブロック、脚ブロック、心筋虚血障害、冠動脈
疾患、狭心症、心筋梗塞、心筋症、拡張型うっ血型心筋症、拘束型心筋症、心臓弁膜症、
心内膜炎、心膜疾患、心臓腫瘍、大動脈瘤および末梢動脈瘤、大動脈解離、大動脈の炎症
、腹大動脈およびその支流の閉塞、末梢血管障害、閉塞性動脈障害、末梢動脈硬化性疾患
、閉塞性血栓血管炎、機能性末梢動脈障害、レイノー現象および病、先端チアノーゼ、先
端紅痛症、静脈疾患、静脈血栓、静脈瘤、動静脈瘻、リンパ浮腫、口唇浮腫、不安定狭心
症、再潅流傷害、ポストポンプ症候群（ｐｏｓｔ　ｐｕｍｐ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、虚血
再潅流傷害などの少なくとも１つを含む、細胞、組織、器官、動物または患者の少なくと
も１つの心血管疾患を治療する方法も提供する。
【０２００】
　ＴＮＦα関連の医学的状態の追加の例としては、それだけに限らないが、急性または慢
性細菌感染症、細菌、ウイルスおよび真菌感染症を含む急性および慢性の寄生または感染
性過程、ＨＩＶ感染症／ＨＩＶ神経障害、髄膜炎、肝炎（Ａ型、Ｂ型もしくはＣ型など）
、敗血症性関節炎、腹膜炎、肺炎、咽頭蓋炎、大腸菌Ｏ１５７：ｈ７、溶血性尿毒症症候
群／血栓溶解血小板減少性紫斑病、マラリア、デング出血熱、リーシュマニア症、ハンセ
ン病、毒素性ショック症候群、連鎖球菌性筋炎、ガス壊疽、結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、マイコバクテリウム・アビウム・イントラセル
ラーレ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ）、
ニューモシスチス・カリニ肺炎、骨盤内炎症性疾患、精巣炎／精巣上体炎、レジオネラ（
Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ）、ライム病、インフルエンザａ、エプスタイン－バーウイルス、
ウイルス関連血球貪食症候群、ウイルス性脳炎／無菌性髄膜炎などの感染性疾患が挙げら
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れる。
【０２０１】
　ＴＮＦα関連の医学的状態の追加の例としては、それだけに限らないが、白血病、急性
白血病、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）、Ｂ細胞、Ｔ細胞またはＦＡＢ　ＡＬＬ、急
性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、慢性リンパ球性白血病（ＣＬ
Ｌ）、有毛細胞白血病、骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）、リンパ腫、ホジキン病、悪性リン
パ腫、非ホジキンリンパ腫、バーキットリンパ腫、多発性骨髄腫、カポジ肉腫、結腸直腸
癌、膵癌、上咽頭癌、悪性組織球症、腫瘍随伴症候群／悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症
、固形腫瘍、腺癌、肉腫、悪性黒色腫、血管腫、転移性疾患、がん関連骨吸収、がん関連
骨痛などの悪性疾患が挙げられる。
【０２０２】
　ＴＮＦα関連の医学的状態の追加の例としては、それだけに限らないが、神経変性疾患
、多発性硬化症、片頭痛、ＡＩＤＳ痴呆症候群、多発性硬化症および急性横断性脊髄炎な
どの脱髄疾患、皮膚脊髄系の病変などの錐体外路および小脳障害；基底核の障害または小
脳障害；ハンチントン舞踏症および老年舞踏病などの運動過剰；ＣＮＳドーパミンを遮断
する薬物によって誘発されるものなどの薬物誘発性運動障害；パーキンソン病などの無動
運動障害；進行性核上性麻痺；小脳の構造的病変；脊髄性運動失調、フリードライヒ失調
症、小脳皮質変性、複数系変性（Ｍｅｎｃｅｌ、Ｄｅｊｅｒｉｎｅ－Ｔｈｏｍａｓ、Ｓｈ
ｉ－ＤｒａｇｅｒおよびＭａｃｈａｄｏ－Ｊｏｓｅｐｈ）などの脊髄小脳変性；全身障害
（レフサム病、無リポタンパク血症、運動失調、毛細血管拡張およびミトコンドリア多系
障害）；多発性硬化症、急性横断性脊髄炎などの脱髄コア障害；ならびに神経性筋萎縮（
筋萎縮性側索硬化症、乳児脊髄筋萎縮および若年性脊髄性筋萎縮症などの前角細胞変性）
；アルツハイマー病；中年のダウン症候群；びまん性レビー小体病；レビー小体型の老年
痴呆；ウェルニッケ－コルサコフ症候群；慢性アルコール中毒；クロイツフェルト－ヤコ
ブ病；亜急性硬化性全脳炎、ハラーフォルデン－シュパッツ病；およびパンチドランカー
などの神経疾患が挙げられる。
【０２０３】
　本明細書で使用される場合、「対象」という用語は、病態を患っている任意の年齢の哺
乳動物、例えば、ヒトを含む。具体的な実施形態によると、この用語は、病態を発症する
リスクのある個体を包含する。
【０２０４】
　対象への経腸投与に備える場合、生物学的に活性なヒト組換えポリペプチドを発現して
いる植物細胞を有効な全身送達システムとして使用することができることが示されている
（ＷＯ２００７／０１０５３３参照）。したがって、いくつかの実施形態では、ポリペプ
チド（例えば、キメラポリペプチド）を、ポリペプチドを発現している形質転換植物細胞
と薬学的に許容される担体とを含む経口または経腸送達用の医薬組成物に製剤化すること
ができる。いくつかの実施形態では、医薬組成物の形質転換植物細胞が凍結乾燥植物細胞
である。
【０２０５】
　本明細書で使用される場合、「経腸投与」という句は、直腸内投与、結腸投与、腸投与
（近位または遠位）および胃投与などの消化管のいずれかの部分を通した投与を指す。い
くつかの実施形態では、経腸投与が経口投与を指す。
【０２０６】
　本教示が本発明のポリペプチド（例えば、キメラポリペプチド）を発現している植物細
胞の粘膜投与も対象にしていることが認識される。
【０２０７】
　細胞を固体として製剤化しても、液体として製剤化してもまたは粉末として製剤化して
もよい。いくつかの実施形態では、細胞が再懸濁した凍結乾燥細胞である。
【０２０８】
　したがって、いくつかの実施形態では、ポリペプチド（例えば、キメラポリペプチド）
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を、ポリペプチドを発現している形質転換植物細胞と、薬学的に許容される担体とを含む
経口または経腸送達用の医薬組成物に製剤化することができる。いくつかの実施形態では
、医薬組成物の形質転換植物細胞が凍結乾燥植物細胞であるが、新鮮なもの（非凍結乾燥
細胞）の使用も本明細書で企図される。
【０２０９】
　凍結乾燥前に細胞を洗浄して成長培地中に存在し得る細胞片を除去してもよい。
【０２１０】
　細胞を凍結乾燥に備えている時に、細胞を維持培地でインキュベートして細胞の代謝過
程を減少させることがしばしば望ましい。 
【０２１１】
　（必要ではないが）植物細胞を典型的に培養する室温または温度で前処理を行うことが
できる。取扱いやすくするためおよびほとんどの植物細胞が室温でかなり安定であるので
、前処理をおよそ室温（２０℃）で行う。前処理工程中に安定剤を培地に直接添加し、必
要に応じて補充することができる。
【０２１２】
　前処理は、１種または複数の浸透圧剤の存在下で細胞をインキュベートすることを含ん
でもよい。有用な浸透圧剤の例としては、糖類および糖類誘導体などの糖、プロリンおよ
びプロリン誘導体などのアミノまたはイミノ酸、あるいはこれらの剤の組み合わせが挙げ
られる。さらに有用な糖および糖誘導体のいくつかにはフルクトース、グルコース、マル
トース、マンニトール、ソルビトール、スクロースおよびトレハロースがある。浸透圧剤
は細胞をその後の凍結乾燥に備える濃度で利用する。
【０２１３】
　凍結乾燥は、真空蒸発によって細胞の水分含量を低下させることを目的としている。真
空蒸発は、細胞を減少した気圧の環境に置くことを含む。所望の水除去率に応じて、約－
３０℃～－５０℃の間の温度で作動する減少した周囲圧力は、１００Ｔｏｒｒ、１Ｔｏｒ
ｒ、０．０１Ｔｏｒｒまたはそれ以下であり得る。具体的な実施形態によると、－４０℃
に凍結し、次いで、真空を０．１ｍｂａｒの圧力まで一晩印加することによって、細胞を
凍結乾燥する。次いで、細胞を－１０℃に加熱して、全ての氷含量が昇華および蒸発する
ようにする。減圧条件下で、細胞内の水の最大６０～９５％を除去することができるよう
に水蒸発率を増加させる。
【０２１４】
　具体的な実施形態によると、凍結乾燥により、細胞から水の６０％、７０％、８０％超
、具体的には９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％または９８％超が除去さ
れる。具体的な実施形態によると、最終的な水分含量が約５～１０％、５～８％または６
～７％である。
【０２１５】
　したがって、経口剤形を、経口栄養形態として（例えば、タンパク質を３７℃超で加熱
することおよび圧縮することを含む変性条件に暴露しない限り）、完全食として、溶解す
るための粉末として、例えば、健康飲料、溶液、バーのジュース、ミルクシェーク、ヨー
グルト飲料、スムージーもしくは大豆系飲料を含むソフトドリンクなどの既製飲料、場合
により低カロリーのものとして提供してもよいし、または焼いた製品、シリアルバー、乳
製品バー、スナック食品、朝食シリアル、ミューズリー、アメ、タブレット、クッキー、
ビスケット、クラッカー（米菓など）、チョコレートおよび乳製品などの任意の種類の食
物に分散してもよい。
【０２１６】
　炎症性腸疾患の治療における、キメラポリペプチドを発現している植物細胞の使用が注
目に値する。植物の細胞壁が、胃および小腸を移動している間にキメラポリペプチドを保
護すると予期される。多糖類が消化される結腸では、植物細胞がその内容物を放出すると
予期されるので、ｐｒｈ　ＴＮＲＦ：Ｆｃが利用可能となりそのサイトカインリガンドに
結合する。さらに、ｐｒｈ　ＴＮＲＦ２：ＦｃはヒトＩｇＧ１のＦｃセグメントを有する
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キメラタンパク質である。粘膜障壁を裏打ちする上皮単層では、ＦｃＲｎ受容体がＦｃに
結合することによってＩｇＧ分子を経細胞輸送する。そのため、ｐｒｈ　ＴＮＲＦ：Ｆｃ
も上皮障壁を横切って上皮の漿膜側のサイトカインリガンドに結合することができる。
【０２１７】
　本教示が、肥満、メタボリックシンドローム、糖尿病および肝疾患または障害に直接関
連する医学的状態を治療するための経腸投与によるポリペプチド（例えば、キメラポリペ
プチド）を発現している植物細胞の使用を除外することが認識される。
【０２１８】
　メタボリックシンドロームは、アテローム動脈硬化性心血管疾患（ＡＳＣＶＤ）の発症
を直接促進するように思われる代謝起源の一群の相互関係のある危険因子－代謝危険因子
である。メタボリックシンドロームの患者は、２型糖尿病、メタボリックシンドロームの
複数要素を発症するリスクも高い。これらの基準は具体的な要素によっていくぶん変化す
るが、一般に、これらには根底にある危険因子と代謝危険因子の両方の組み合わせが含ま
れる。代謝危険因子の最も広く認識されているものは、アテローム性脂質異常症、血圧上
昇および血漿グルコース上昇である。これらの特徴を有する個体は、一般的に血栓形成促
進状態および炎症誘発状態も示す。アテローム性脂質異常症は、血清トリグリセリドおよ
びアポリポタンパク質Ｂ（アポＢ）の上昇、小ＬＤＬ粒子増加、ならびにＨＤＬコレステ
ロール（ＨＤＬ－Ｃ）のレベル低下を含むリポタンパク質異常の集合からなる。入手可能
なデータによると、メタボリックシンドロームが本当に症候群、すなわち、ＡＳＣＶＤ危
険因子の群化であるが、おそらく２つ以上の原因を有するものであることが示唆されてい
る。
【０２１９】
　具体的な実施形態によると、肝疾患または障害が肝炎、肝硬変、肝がん、肝毒性、慢性
肝疾患、脂肪性肝疾患および非アルコール性脂肪性肝炎（ＮＡＳＨ）からなる群から選択
される。
【０２２０】
　具体的な実施形態によると、肝毒性がアセトアミノフェン、ＮＳＡＩＤＳ、グルココル
チコイド、イソニアジド、ヒ素、化学療法、四塩化炭素および塩化ビニルからなる群から
選択される化学剤によって誘発される。
【０２２１】
　具体的な実施形態によると、糖尿病がＩ型糖尿病、ＩＩ型糖尿病およびＬＡＤＡ病から
なる群から選択される。
【０２２２】
　あるいはまたはさらに、本発明のいくつかの実施形態のキメラポリペプチドをそれ自体
または適当な担体もしくは賦形剤と混合した医薬組成物で生物に投与することができる。
【０２２３】
　本明細書で使用される場合、「医薬組成物」は、生理学的に適した担体および賦形剤な
どの他の化学成分を含む本明細書に記載される１種または複数の有効成分の調製物を指す
。医薬組成物の目的は、化合物の生物への投与を容易にすることである。
【０２２４】
　本明細書において、「有効成分」という用語は、生物学的効果の責任があるキメラポリ
ペプチドまたは同ポリペプチドを発現する細胞を指す。
【０２２５】
　以下で、互換的に使用され得る「生理学的に許容される担体」および「薬学的に許容さ
れる担体」という句は、有意な刺激を生物に引き起こさず、投与された化合物の生物学的
活性および特性を抑止しない担体または希釈剤を指す。アジュバントがこれらの句に含ま
れる。
【０２２６】
　本明細書において、「賦形剤」という用語は、有効成分の投与をさらに容易にするため
に医薬組成物に添加される不活性物質を指す。賦形剤の例としては、限定されないが、炭
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酸カルシウム、リン酸カルシウム、種々の糖および多種のデンプン、セルロース誘導体、
ゼラチン、植物油ならびにポリエチレングリコールが挙げられる。
【０２２７】
　薬物を製剤化および投与するための技術は、参照により本明細書に組み込まれる、「Ｒ
ｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」、Ｍａｃｋ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、Ｅａｓｔｏｎ、ＰＡ、最新版に見出され得る。
【０２２８】
　適当な投与経路には、例えば、経口、経腸、経粘膜、特に経鼻、腸、または筋肉内、皮
下および髄内注射ならびに髄腔内、直接脳室内、心室内、例えば、右もしくは左心室内腔
、通常の冠動脈、静脈内、腹腔内、鼻腔内もしくは眼内注射を含む非経口送達が含まれ得
る。
【０２２９】
　本発明の医薬組成物は、非経口投与、すなわち、皮下、筋肉内、静脈内、腹腔内、脳脊
髄内、関節内、関節滑液嚢内および／または髄腔内に特に有用である。非経口投与は、ボ
ーラス注射または持続注入によることができる。注射用の医薬組成物を単位剤形、例えば
、保存剤を添加したアンプルまたは複数回用量容器で提供することができる。さらに、い
くつかの近年の薬物送達手法が開発されており、本発明の医薬組成物は、これらの新規な
方法、例えば、Ｉｎｊｅｃｔ－ｅａｓｅ（商標）、Ｇｅｎｊｅｃｔ（商標）、ＧｅｎＰｅ
ｎ（商標）などのペン型注射器ならびにＭｅｄｉＪｅｃｔｏｒ（商標）およびＢｉｏＪｅ
ｃｔｏｒ（商標）などの無針装置を用いて投与するのに適している。
【０２３０】
　医薬組成物をデポー製剤として製剤化することもできる。このような長時間作用型製剤
を、埋め込み（例えば、皮下もしくは筋肉内）または筋肉内注射によって投与することが
できる。したがって、例えば、製剤を適当なポリマーもしくは疎水性材料（例えば、許容
される油中のエマルジョンとして）またはイオン交換樹脂を用いて、あるいは難溶性誘導
体、例えば、難溶性塩として修飾してもよい。
【０２３１】
　本発明のいくつかの実施形態の医薬組成物を、当技術分野で周知の方法、例えば、従来
の混合、溶解、造粒、糖衣作製、研和、乳化、カプセル化、封入または凍結乾燥法によっ
て製造してもよい。
【０２３２】
　したがって、本発明のいくつかの実施形態により使用するための医薬組成物を、有効成
分を薬学的に使用することができる調製物に加工するのを容易にする賦形剤および助剤を
含む１種または複数の生理学的に許容される担体を用いて従来様式で製剤化してもよい。
適切な製剤は選択する投与経路に依存する。
【０２３３】
　注射用に、医薬組成物の有効成分を水溶液、好ましくはハンクス液、リンゲル液または
生理学的塩緩衝液などの生理学的に適合性の緩衝液に製剤化してもよい。経粘膜投与用に
、浸透する障壁に適した浸透剤を製剤に使用する。このような浸透剤は当技術分野で一般
的に知られている。
【０２３４】
　経口投与用に、有効成分を当技術分野で周知の薬学的に許容される担体と組み合わせる
ことによって、医薬組成物を製剤化することができる。このような担体により、医薬組成
物を患者による経口摂取のための錠剤、丸剤、糖衣錠、カプセル剤、液剤、ゲル剤、シロ
ップ剤、スラリー剤、懸濁剤などとして製剤化することが可能になる。経口用途の薬理学
的調製物は、固体賦形剤を用いて、場合により得られた混合物を粉砕し、所望であれば適
当な助剤を添加した後に顆粒の混合物を加工して錠剤または糖衣錠コアを得ることによっ
て作製することができる。適当な賦形剤は、特に、ラクトース、スクロース、マンニトー
ルもしくはソルビトールを含む糖；例えば、トウモロコシデンプン、コムギデンプン、イ
ネデンプン、ジャガイモデンプン、ゼラチン、トラガントガム、メチルセルロース、ヒド
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ロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウムなどのセルロ
ース調製物；および／またはポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）などの生理学的に許容され
るポリマーなどの充填剤である。所望であれば、架橋ポリビニルピロリドン、寒天または
アルギン酸もしくはアルギン酸ナトリウムなどのその塩などの崩壊剤を添加してもよい。
【０２３５】
　糖衣錠コアに適当なコーティングを提供する。この目的のために、場合によりアラビア
ガム、タルク、ポリビニルピロリドン、カーボポールゲル、ポリエチレングリコール、二
酸化チタン、ラッカー溶液および適当な有機溶媒または溶媒混合物を含んでもよい濃縮糖
溶液を使用してもよい。同定または異なる組み合わせの活性化合物用量を特徴付けるため
に、染料または顔料を錠剤または糖衣錠コーティングに添加してもよい。
【０２３６】
　経口的に使用することができる医薬組成物には、ゼラチンでできたプッシュフィットカ
プセル（ｐｕｓｈ－ｆｉｔ　ｃａｐｓｕｌｅ）、ならびにゼラチンおよびグリセロールま
たはソルビトールなどの可塑剤でできた軟密閉カプセルが含まれる。プッシュフィットカ
プセルは、ラクトースなどの充填剤、デンプンなどの結合剤、タルクまたはステアリン酸
マグネシウムなどの潤滑剤および場合により安定剤との混和で有効成分を含んでもよい。
軟カプセルでは、有効成分を脂肪油、流動パラフィンまたは液体ポリエチレングリコール
などの適当な液体に溶解または懸濁させてもよい。さらに、安定剤を添加してもよい。経
口投与用の全ての製剤は、選択される投与経路に適した投与量であるべきである。
【０２３７】
　口腔内投与用に、組成物は従来様式で製剤化された錠剤またはロゼンジ剤の形態をとっ
てもよい。
【０２３８】
　鼻吸入による投与用に、本発明のいくつかの実施形態により使用するための有効成分を
適当な噴霧剤、例えば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロ
ロテトラフルオロエタンまたは二酸化炭素を使用した加圧パックまたはネブライザーから
のエアゾールスプレー投与の形態で簡便に送達する。加圧エアゾールの場合、弁を用意し
て計量された量を送達することによって、用量単位を決定してもよい。例えば、化合物と
ラクトースまたはデンプンなどの適当な粉末基剤の粉末混合物を含む、ディスペンサーに
使用するためのゼラチンのカプセルおよびカートリッジを製剤化してもよい。
【０２３９】
　本明細書に記載される医薬組成物を、例えば、ボーラス注射または持続注入による非経
口投与用に製剤化してもよい。注射用の製剤を、例えば、場合により保存剤を添加したア
ンプルまたは複数回用量容器中の単位剤形で提供してもよい。組成物は懸濁剤、液剤また
は油性もしくは水性ビヒクル中の乳剤であってもよく、懸濁化剤、安定剤および／または
分散剤などの調合剤を含んでもよい。
【０２４０】
　非経口投与用の医薬組成物には、水溶性形態の活性調製物の水溶液が含まれる。さらに
、有効成分の懸濁液を適当な油性または水性注射懸濁液として調製してもよい。適当な親
油性溶媒またはビヒクルには、ゴマ油などの脂肪油、またはオレイン酸エチル、トリグリ
セリドもしくはリポソームなどの合成脂肪酸エステルが含まれる。水性注射懸濁液は、カ
ルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールまたはデキストランなどの懸濁液の
粘度を増加させる物質を含んでもよい。場合により、懸濁液が、適当な安定剤または有効
成分の溶解度を増加させて高濃縮溶液の調製を可能にする剤を含んでもよい。
【０２４１】
　あるいは、有効成分が、使用前に適当なビヒクル、例えば、滅菌、パイロジェンフリー
水溶液によって構成するための粉末形態であってもよい。
【０２４２】
　本発明のいくつかの実施形態の医薬組成物を、例えば、カカオ脂または他のグリセリド
などの従来の坐剤基剤を用いて、坐剤または停留浣腸などの経腸組成物に製剤化してもよ
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い。
【０２４３】
　本発明のいくつかの実施形態の文脈で使用するのに適した医薬組成物には、有効成分が
意図した目的を達成するのに有効な量含まれている組成物が含まれる。より具体的には、
治療有効量とは、障害の症状を予防、軽減もしくは改善する、または治療対象の生存期間
を延長するのに有効な有効成分（キメラポリペプチド）の量を意味する。
【０２４４】
　治療有効量の決定は、特に本明細書に提供される詳細な開示に照らして、十分に当業者
の能力の範囲内にある。
【０２４５】
　本発明の方法に使用されるいずれの調製物についても、治療上有容量または用量をイン
ビトロアッセイおよび細胞培養アッセイから最初に推定することができる。例えば、所望
の濃度または力価を達成する用量を動物モデルで製剤化することができる。このような情
報を用いてヒトで有用な用量をより正確に決定することができる。
【０２４６】
　本明細書に記載される有効成分の毒性および治療有効性を、インビトロ、細胞培養また
は実験動物で標準的な薬学的手順によって決定することができる。インビトロおよび細胞
培養アッセイならびに動物試験でこれらから得られたデータをヒトに使用するための投与
量の範囲を処方するのに使用することができる。投与量は使用する剤形および利用する投
与経路に応じて変化し得る。正確な処方、投与経路および投与量は、患者の状態に照らし
て個々の医師によって選択され得る（例えば、Ｆｉｎｇｌら、１９７５、「Ｔｈｅ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ」、第１章
１頁参照）。
【０２４７】
　投与量および間隔を個々に調節して生物学的効果を誘導または抑制するのに十分な（最
小有効濃度、ＭＥＣ）有効成分のキメラポリペプチド（標的組織）レベルを提供してもよ
い。ＭＥＣは、各調製物によって変化するが、インビトロデータから推定することができ
る。ＭＥＣを達成するのに必要な投与量は、個体の特徴および投与経路に依存する。検出
アッセイを用いて血漿濃度を測定することができる。
【０２４８】
　治療する状態の重症度および反応性に応じて、投薬は、治療経過が数日～数週間または
治癒がもたらされるもしくは疾患状態の減少が達成されるまで続く、単一または複数投与
となり得る。
【０２４９】
　投与する組成物の量は、当然、治療している対象、苦痛の重症度、投与様式、処方する
医師の判断等に依存する。
【０２５０】
　一実施形態では、１成人用量当たりの有効キメラポリペプチド量が約１～５００ｍｇ／
ｍ２または約１～２００ｍｇ／ｍ２または約１～４０ｍｇ／ｍ２または約５～２５ｍｇ／
ｍ２に及ぶ。あるいは、その量が２～５００ｍｇ／用量、２～１００ｍｇ／用量または約
１０～８０ｍｇ／用量に及び得るフラット用量（ｆｌａｔ　ｄｏｓｅ）を投与してもよい
。
【０２５１】
　一実施形態では、１成人用量当たりの有効キメラポリペプチド量が約１～５００ｍｇ／
ｍ２または約１～２００ｍｇ／ｍ２または約１～４０ｍｇ／ｍ２または約５～２５ｍｇ／
ｍ２である。あるいは、その量が約２～５００ｍｇ／用量、２～１００ｍｇ／用量または
約１０～８０ｍｇ／用量に及び得るフラット用量を投与してもよい。
【０２５２】
　別の実施形態では、１成人用量範囲当たりの有効キメラポリペプチド量が約０．０００
２ｍｇ／ｋｇ～２ｍｇ／ｋｇ、約０．００２～２ｍｇ／ｋｇ、約０．０２～２ｍｇ／ｋｇ



(44) JP 6454650 B2 2019.1.23

10

20

30

40

50

、約０．２～２ｍｇ／ｋｇ、約０．００２～０．２ｍｇ／ｋｇ、約０．０００２～１ｍｇ
／ｋｇ、約０．００２～０．１ｍｇ／ｋｇ、約０．００２～０．０２ｍｇ／ｋｇ、約０．
００２～０．０１ｍｇ／ｋｇ、約０．００２～０．００８ｍｇ／ｋｇ、約０．０２～０．
１ｍｇ／ｋｇ、約０．００１～０．０５ｍｇ／ｋｇ、約０．００１～０．０１ｍｇ／ｋｇ
、約０．０１～１ｍｇ／ｋｇ、約０．０１～１５ｍｇ／ｋｇ、約０．００５～１ｍｇ／ｋ
ｇ、約０．０１～５ｍｇ／ｋｇ、約０．００５～０．０１ｍｇ／ｋｇまたは約０．０５～
０．１ｍｇ／ｋｇである。具体的な実施形態によると、これらの用量範囲を、キメラタン
パク質を発現している植物細胞などの経口投与に使用する。
【０２５３】
　具体的な実施形態によると、１成人用量当たりの有効キメラポリペプチド量が約０．０
０２～０．２ｍｇ／ｋｇに及ぶ。具体的な実施形態によると、この用量範囲を、キメラタ
ンパク質を発現している植物細胞などの経口投与に使用する。
【０２５４】
　あるいは、その量が約２～５００ｍｇ／用量、２～１００ｍｇ／用量または約１０～８
０ｍｇ／用量に及び得るフラット用量を投与してもよい。具体的な実施形態によると、こ
の用量範囲を、キメラタンパク質を発現している植物細胞などの経口投与に使用する。
【０２５５】
　具体的な実施形態によると、０．０１～１００ｍｇ、０．１～１００ｍｇ、０．１～５
０ｍｇ、０．１～２０ｍｇ、０．１～１０ｍｇ、０．１～５ｍｇのフラット用量を投与す
る。具体的な実施形態によると、この用量範囲を、キメラタンパク質を発現している植物
細胞などの経口投与に使用する。
【０２５６】
　具体的な実施形態によると、フラット用量が約０．１～１０ｍｇである。具体的な実施
形態によると、この用量範囲を、キメラタンパク質を発現している植物細胞などの経口投
与に使用する。
【０２５７】
　具体的な実施形態によると、経口用量を毎日投与する。用量を１日の間の数回の投与に
分けてもよい（例えば、１日２～４回）。用量を２日に１回、１週間に２回、１週間に３
回、２週間に１回、毎週用量でまたは数週間（例えば、２～８）離して投与することもで
きる。
【０２５８】
　具体的な実施形態によると、用量を１週間当たり２回以上投与する場合、例示的な用量
範囲は前記用量範囲と同じかそれより低く、１週間に２回以上投与する（例えば、２５～
１００ｍｇ／用量）。別の実施形態では、注射による投与に許容される用量が８０～１０
０ｍｇ／用量を含む、あるいは８０ｍｇ／用量を含む。 
【０２５９】
　用量を小児および乳児用に修正してもよい。
【０２６０】
　用量を２週間に１回、毎週用量でまたは数週間（例えば、２～８）離して投与すること
ができる。具体的な実施形態によると、キメラポリペプチドを一般的に単回皮下（ＳＣ）
注射によって２５ｍｇで投与する。
【０２６１】
　多くの例で、所望の改善度を誘導するためにはより長期間の治療が必要となり得るが、
最大約１００ｍｇの医薬組成物の１週間に１～３回、少なくとも３週間の期間にわたる用
量によって、患者の状態の改善が得られる。不治の慢性状態については、レジメンを無期
限に継続してもよい。小児科患者（４～１７歳）については、適当なレジメンは、注射に
よる０．４ｍｇ／ｋｇ～５ｍｇ／ｋｇの本発明のキメラポリペプチドの用量を１週間に１
回または複数回投与することを含む。
【０２６２】
　別の実施形態では、本発明の医薬製剤をバルク製剤に調製し、よって、医薬組成物の成
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分を、投与に必要とされるより多くなるよう調整し、投与前に適切に希釈することが企図
される。
【０２６３】
　本発明のいくつかの実施形態の組成物を、所望であれば、有効成分を含む１または複数
の単位剤形を含んでもよいＦＤＡ承認キットなどのパックまたはディスペンサー装置で提
供してもよい。パックは、例えば、ブリスターパックなどの金属またはプラスチック箔を
含んでもよい。パックまたはディスペンサー装置に投与についての指示を添えてもよい。
パックまたはディスペンサーに、医薬品の製造、使用または販売を規制する政府機関によ
り規定された形態の容器に伴う通知が収容されてもよく、該通知は組成物の形態またはヒ
トもしくは動物投与の政府機関による承認を反映する。このような通知は、例えば、処方
薬について米国食品医薬品局によって承認されているラベルまたは承認された製品挿入物
であってもよい。適合性の医薬担体に製剤化された本発明の調製物を含む組成物を、適当
な容器に調製、配置し、上にさらに詳述されているように指示された状態の治療について
ラベルを付してもよい。水性医薬組成物中のポリペプチドの濃度は広範囲にわたって変化
し得るが、一般的には水性製剤の約０．０５～約２００００μｇ／ミリリットル（μ／ｍ
ｌ）の範囲内にある。
【０２６４】
　植物細胞を含む注目に値する剤形は、カルシウム、マグネシウム、鉄、亜鉛、リン、ビ
タミンＤおよびビタミンＫの１種または複数などの添加剤を含んでもよい。適当な１日量
はカルシウム０．１ｍｇ～３．６ｇ、好ましくは３２０～５３０ｍｇである。一般に、本
発明の栄養製剤または医薬品中のビタミンおよびミネラルの１日投与量は保健当局によっ
て推奨される投与量の２５～１００重量％である。食物繊維も本発明の組成物の成分とな
り得る。サプリメントのさらなる成分には、特に身体能力を改善するための健康利点を有
することが知られている任意の生理活性化合物または抽出物が含まれ得る。
【０２６５】
　一般的に、単位剤形は、抗酸化剤（例示的な実施形態は上に提供される）をさらに含ん
でもよい。別の実施形態では、抗酸化剤が薬学的に許容される抗酸化剤である。別の実施
形態では、抗酸化剤がビタミンＥ、スーパーオキシドジスムターゼ（ＳＯＤ）、ω３およ
びβカロテンからなる群から選択される。
【０２６６】
　別の実施形態では、単位剤形が生物学的に活性なタンパク質またはペプチドのエンハン
サーをさらに含む。別の実施形態では、単位剤形が生物学的に活性なタンパク質またはペ
プチドの補因子をさらに含む。
【０２６７】
　別の実施形態では、本発明の単位剤形が医薬品グレードの界面活性剤をさらに含む。界
面活性剤は当技術分野で周知であり、特に、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ（Ｒａｙｍｏｎｄ　Ｃ　Ｒｏｗｅ、Ｐａｕｌ　Ｊ　
ＳｈｅｓｋｅｙおよびＳｉａｎ　Ｃ　Ｏｗｅｎ編、著作権Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｐｒｅｓｓ、２００５）に記載されている。別の実施形態では、界面活性剤が当技術分
野で知られている任意の他の界面活性剤である。
【０２６８】
　別の実施形態では、本発明の単位剤形が医薬品グレードの乳化剤または乳化剤（ｅｍｕ
ｌｇａｔｏｒ）（軟化薬）をさらに含む。乳化剤または乳化剤（ｅｍｕｌｇａｔｏｒ）は
当技術分野で周知であり、特に、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ（同上）に記載されている。乳化剤および乳化剤（ｅｍｕｌｇ
ａｔｏｒ）の非限定的な例にはＥｕｍｕｌｇｉｎ、Ｅｕｍｕｌｇｉｎ　Ｂ１　ＰＨ、Ｅｕ
ｍｕｌｇｉｎ　Ｂ２　ＰＨ、硬化ヒマシ油、セトステアリルアルコールおよびセチルアル
コールがある。別の実施形態では、乳化剤または乳化剤（ｅｍｕｌｇａｔｏｒ）が当技術
分野で知られている任意の他の乳化剤または乳化剤（ｅｍｕｌｇａｔｏｒ）である。
【０２６９】
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　別の実施形態では、本発明の単位剤形が医薬品グレードの安定剤をさらに含む。安定剤
は当技術分野で周知であり、特に、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ（同上）に記載されている。別の実施形態では、安定剤が当
技術分野で知られている任意の他の安定剤である。
【０２７０】
　別の実施形態では、本発明の単位剤形がアルギニン、リジン、アスパラギン酸、グルタ
ミン酸およびヒスチジンからなる群から選択されるアミノ酸をさらに含む。別の実施形態
では、アルギニン、リジン、アスパラギン酸、グルタミン酸およびヒスチジンの類似体お
よび修飾版がそれぞれ「アルギニン」、「リジン」、「アスパラギン酸」、「グルタミン
酸」および「ヒスチジン」に含まれる。別の実施形態では、アミノ酸がリボヌクレアーゼ
または他の活性分子の追加の保護を提供する。別の実施形態では、アミノ酸が生物学的に
活性なタンパク質またはペプチドと標的細胞の相互作用を促進する。別の実施形態では、
アミノ酸が単位剤形の油成分に含まれる。
【０２７１】
　別の実施形態では、本発明の単位剤形が、マトリックス担体単位剤形が混合された１種
または複数の薬学的に許容される賦形剤をさらに含む。別の実施形態では、賦形剤が１種
または複数の追加の多糖を含む。別の実施形態では、賦形剤が１種または複数のワックス
を含む。別の実施形態では、賦形剤が単位剤形に所望の味覚を提供する。別の実施形態で
は、賦形剤が薬物稠度、ならびにゲルカプセルまたは硬ゼラチンカプセルなどの最終剤形
に影響を及ぼす。
【０２７２】
　賦形剤の非限定的な例としては、消泡剤（ジメチコン、シメチコン）；抗菌性保存剤（
塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム、ブチルパラベン、塩化セチルピリジニウム
、クロロブタノール、クロロクレゾール、クレゾール、エチルパラベン、メチルパラベン
、メチルパラベンナトリウム、フェノール、フェニルエチルアルコール、酢酸フェニル水
銀、硝酸フェニル水銀、安息香酸カリウム、ソルビン酸カリウム、プロピルパラベン、プ
ロピルパラベンナトリウム、安息香酸ナトリウム、デヒドロ酢酸ナトリウム、プロピオン
酸ナトリウム、ソルビン酸、チメロサール、チモール）；キレート剤（エデト酸二ナトリ
ウム、エチレンジアミン四酢酸および塩、エデト酸）；コーティング剤（カルボキシメチ
ルセルロースナトリウム、酢酸セルロース、酢酸フタル酸セルロース、エチルセルロース
、ゼラチン、医薬品釉薬、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセ
ルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロースフタレート、メタクリル酸コポリマー、
メチルセルロース、ポリエチレングリコール、ポリ酢酸ビニルフタレート、シェラック、
スクロース、二酸化チタン、カルナウバロウ、微結晶ワックス、ゼイン）；着色剤（カラ
メル、赤、黄、黒またはブレンド、酸化第二鉄）、錯化剤（エチレンジアミン四酢酸およ
び塩（ＥＤＴＡ）、エデト酸、ゲンチシン酸エタノールアミド、硫酸オキシキノリン）；
乾燥剤（塩化カルシウム、硫酸カルシウム、二酸化ケイ素）；乳化剤および／または可溶
化剤（アカシア、コレステロール、ジエタノールアミン（補助剤）、モノステアリン酸グ
リセリル、ラノリンアルコール、レシチン、モノ－およびジ－グリセリド、モノエタノー
ルアミン（補助剤）、オレイン酸（補助剤）、オレイルアルコール（安定剤）、ポロキサ
マー、ステアリン酸ポリオキシエチレン５０、ポリオキシル３５ヒマシ油、ポリオキシル
４０硬化ヒマシ油、ポリオキシル１０オレイルエーテル、ポリオキシル２０セトステアリ
ルエーテル、ステアリン酸ポリオキシル４０、ポリソルベート２０、ポリソルベート４０
、ポリソルベート６０、ポリソルベート８０、プロピレングリコールジアセテート、プロ
ピレングリコールモノステアレート、ラウリル硫酸ナトリウム、ステアリン酸ナトリウム
、ソルビタンモノラウレート、ソルビタンモノオレエート、ソルビタンモノパルミテート
、ソルビタンモノステアレート、ステアリン酸、トロラミン、乳化ろう）；香味剤および
芳香剤（アネトール、ベンズアルデヒド、エチルバニリン、メントール、サリチル酸メチ
ル、グルタミン酸ナトリウム、オレンジ花精油、ハッカ、ハッカ油、ハッカスピリット、
ローズオイル、強ローズ水、チモール、トルーバルサムチンキ、バニラ、バニラチンキ、
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バニリン）；湿潤剤（グリセリン、ヘキシレングリコール、プロピレングリコール、ソル
ビトール）；ポリマー（例えば、酢酸セルロース、アルキルセルロース、ヒドロキシアル
キルセルロース、アクリルポリマーおよびコポリマー）；懸濁化および／または増粘剤（
アカシア、寒天、アルギン酸、モノステアリン酸アルミニウム、ベントナイト、精製ベン
トナイト、マグマベントナイト、カルボマー９３４ｐ、カルボキシメチルセルロースカル
シウム、カルボキシメチルセルロースナトリウム、カルボキシメチルセルロースナトリウ
ム１２、カラゲナン、微結晶およびカルボキシメチルセルロースナトリウムセルロース、
デキストリン、ゼラチン、グアーガム、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピ
ルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ケイ酸アルミニウムマグネシウム
、メチルセルロース、ペクチン、ポリエチレンオキシド、ポリビニルアルコール、ポビド
ン、アルギン酸プロピレングリコール、二酸化ケイ素、コロイド状二酸化ケイ素、アルギ
ン酸ナトリウム、トラガント、キサンタンガム）；甘味剤（アスパルテーム、デキストレ
ート（ｄｅｘｔｒａｔｅ）、ブドウ糖、賦形剤ブドウ糖、フルクトース、マンニトール、
サッカリン、サッカリンカルシウム、サッカリンナトリウム、ソルビトール、溶液ソルビ
トール、スクロース、圧縮糖、粉砂糖、シロップ）が挙げられる。このリストは排他的と
なることを意図しておらず、その代わりに、本発明の経口投薬単位剤形に使用され得る賦
形剤のクラスおよび特定の賦形剤を単に表すものである。
【０２７３】
　保存剤、キレート剤、起泡剤、天然または人工甘味剤、香味剤、着色剤、矯味剤、酸味
剤、乳化剤、増稠剤、懸濁化剤、分散剤または湿潤剤、抗酸化剤などから選択されるもの
のいずれかを含む従来の添加剤を本発明の組成物に含めてもよい。香味剤を本発明の組成
物に添加して、投与レジメンの遵守を助けることができる。典型的な香味剤には、それだ
けに限らないが、パインアップル、オレンジ、レモン、ミント、ベリー、チョコレート、
バニラおよびメロンの天然もしくは合成エッセンス、油および／または抽出物が含まれる
。
【０２７４】
　本明細書で使用される場合、「約」という用語は±１０％を指す。
【０２７５】
　「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む
（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、「含んでいる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「有している（ｈａ
ｖｉｎｇ）」という用語およびこれらの活用形は「～に限らないが含んでいる」を意味す
る。
【０２７６】
　「～からなっている」という用語は「～を含んでおりこれに限る」を意味する。
【０２７７】
　「～から本質的になっている」という用語は、追加の成分、ステップおよび／または部
品が、請求されている組成物、方法または構造の基本的および新規な特徴を実質的に変更
しない場合にのみ、組成物、方法または構造が追加の成分、ステップおよび／または部品
を含んでもよいことを意味する。
【０２７８】
　本明細書で使用される場合、単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈上別段
の意味を有することが明らかな場合を除き、複数の言及を含む。例えば、「化合物」また
は「少なくとも１種の化合物」という用語は、その混合物を含む、複数の化合物を含み得
る。
【０２７９】
　本出願の全体にわたって、本発明の種々の実施形態が範囲形式で提示され得る。範囲形
式の記載は便宜および簡潔さのために過ぎず、発明の範囲に対する変更できない限定と解
釈されるべきでないことを理解すべきである。したがって、範囲の記載を具体的に開示さ
れている全ての可能な部分範囲ならびにその範囲内の個々の数値を有するとみなすべきで
ある。例えば、１～６などの範囲の記載は、１～３、１～４、１～５、２～４、２～６、
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３～６等などの具体的に開示されている部分範囲ならびにその範囲内の個々の数、例えば
、１、２、３、４、５および６を有するとみなすべきである。範囲の広さにかかわらずこ
れを適用する。
【０２８０】
　数値範囲を本明細書で示す場合にはいつでも、示されている範囲内の任意の引用されて
いる数字（分数または整数）を含むものとする。第１の指示数と第２の指示数と「の間に
及んでいる／及ぶ」および第１の指示数「から」第２の指示数「に及んでいる／及ぶ」と
いう句は、本明細書において互換的に使用され、第１の指示数および第２の指示数ならび
にその間の全ての分数および整数を含むものとする。
【０２８１】
　本明細書で使用される場合、「方法」という用語は、それだけに限らないが、化学、薬
理学、生物学、生化学および医学分野の専門家によって知られている、または既知の様式
、手段、技術および手順から容易に開発される様式、手段、技術および手順を含む、所与
の課題を達成するための様式、手段、技術および手順を指す。
【０２８２】
　明確にするために、別々の実施形態の文脈で記載されている本発明の特定の特徴を単一
の実施形態で組み合わせて提供してもよいことが認識される。逆に、簡潔にするために、
単一の実施形態の文脈で記載されている本発明の種々の特徴を別々にまたは任意の適当な
部分組み合わせでまたは本発明の任意の他の記載されている実施形態に適するように提供
してもよい。実施形態がその要素がないと実施不能でない限り、種々の実施形態の文脈で
記載されている特定の特徴を、その実施形態の必須の特徴とみなすべきでない。
【０２８３】
　上に描写され、以下の特許請求の範囲の節で請求される本発明の種々の実施形態および
態様は、以下の実施例で実験的裏付けを見出す。
実施例
【０２８４】
　上記説明と一緒になって、非限定的様式で本発明のいくつかの実施形態を示す以下の実
施例をここで参照する。
【０２８５】
　一般的に、本明細書で使用される命名法および本発明で利用される実験室手順は、分子
、生化学、微生物学および組換えＤＮＡ技術を含む。このような技術は文献に完全に説明
されている。例えば、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ」Ｓａｍｂｒｏｏｋら、（１９８９）；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏ
ｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」第Ｉ～ＩＩＩ巻Ａｕｓｕｂｅｌ
，Ｒ．Ｍ．編（１９９４）；Ａｕｓｕｂｅｌら、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ
　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏ
ｎｓ、ボルティモア、メリーランド（１９８９）；Ｐｅｒｂａｌ、「Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ　＆　Ｓｏｎｓ、ニューヨーク（１９８８）；Ｗａｔｓｏｎら、「Ｒｅｃｏｍｂｉｎａ
ｎｔ　ＤＮＡ」、Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｂｏｏｋｓ、ニューヨーク
；Ｂｉｒｒｅｎら（編）「Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ　Ｓｅｒｉｅｓ」、第１～４巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク（１９９８）；米国特許第４，６６
６，８２８号；第４，６８３，２０２号；第４，８０１，５３１号；第５，１９２，６５
９号および第５，２７２，０５７号に示されている方法論；「Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ」、第Ｉ～ＩＩＩ巻　Ｃｅｌｌｉｓ，Ｊ
．Ｅ．編（１９９４）；「Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ－Ａ　Ｍａ
ｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ」Ｆｒｅｓｈｎｅｙ、Ｗｉｌｅｙ－Ｌ
ｉｓｓ、Ｎ．Ｙ．（１９９４）、第３版；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」第Ｉ～ＩＩＩ巻　Ｃｏｌｉｇａｎ，Ｊ．Ｅ．編（１９９４）；
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Ｓｔｉｔｅｓら（編）、「Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｙ」（第８版）、Ａｐｐｌｅｔｏｎ　＆　Ｌａｎｇｅ、ノーウォーク、ＣＴ（１９９４）
；ＭｉｓｈｅｌｌおよびＳｈｉｉｇｅ（編）、「Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉ
ｎ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃ
ｏ．、ニューヨーク（１９８０）を参照されたい；利用可能な免疫測定法は特許および科
学文献に広範に記載されている、例えば、あたかも完全に本明細書に示されているように
、全て参照により組み込まれる、米国特許第３，７９１，９３２号；第３，８３９，１５
３号；第３，８５０，７５２号；第３，８５０，５７８号；第３，８５３，９８７号；第
３，８６７，５１７号；第３，８７９，２６２号；第３，９０１，６５４号；第３，９３
５，０７４号；第３，９８４，５３３号；第３，９９６，３４５号；第４，０３４，０７
４号；第４，０９８，８７６号；第４，８７９，２１９号；第５，０１１，７７１号およ
び第５，２８１，５２１号；「Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」
Ｇａｉｔ，Ｍ．Ｊ．編（１９８４）；「Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ」Ｈａｍｅｓ，Ｂ．Ｄ．およびＨｉｇｇｉｎｓ，Ｓ．Ｊ．編（１９８５）；「Ｔ
ｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ」Ｈａｍｅｓ，Ｂ．Ｄ．お
よびＨｉｇｇｉｎｓ，Ｓ．Ｊ．編（１９８４）；「Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕ
ｒｅ」Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，Ｒ．Ｉ．編（１９８６）；「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌ
ｌｓ　ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ」ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、（１９８６）；「Ａ　Ｐｒａｃｔ
ｉｃａｌ　Ｇｕｉｄ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」Ｐｅｒｂａｌ，Ｂ．
、（１９８４）および「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ」第１～３１７巻
、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；「ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　T
ｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ、サンディエゴ、ＣＡ（１９９０）；Ｍａｒｓｈａｋら、「Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　
ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚ
ａｔｉｏｎ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｃｏｕｒｓｅ　Ｍａｎｕａｌ」ＣＳＨＬ　Ｐｒ
ｅｓｓ（１９９６）を参照されたい。他の一般参考文献は本文書の全体にわたって提供さ
れる。その中の手順は当技術分野で周知であると考えられ、読者の便宜のために提供され
る。その中に含まれる全ての情報は参照により本明細書に組み込まれる。
【実施例１】
【０２８６】
材料および実験手順
発現構築物および発現
　ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦｃをコードするｃＤＮＡをＧＥＮＥＡＲＴ　ＡＧ（Ｒｅｇｅｎ
ｓｂｕｒｇ、ドイツ）によって最適化および合成した。コドン使用頻度をタバコ（Ｎｉｃ
ｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）遺伝子のコドンバイアスに適合させた。ＩｇＧ１部分を
Ｆｃ　ＩｇＧ１重鎖定量領域［ヒト（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ］受託番号ＡＥＶ４３３
２３からクローニングした。
【０２８７】
　最適化過程中、以下のシス作用性配列モチーフを回避した：内部ＴＡＴＡボックス、ｃ
ｈｉ部位およびリボソーム侵入部位、ＡＴリッチまたはＧＣリッチ配列ストレッチ、ＲＮ
Ａ不安定化エレメント（「キラーモチーフ」）、反復配列およびＲＮＡ二次構造、スプラ
イスドナー（潜在性）およびアクセプター部位、分岐点。さらに、極めて高い（＞８０％
）または極めて低い（＜３０％）ＧＣ含量の領域を回避した。結果として生じるＤＮＡ配
列は配列番号１に示される通りである。コードポリペプチドは配列２に示される通りであ
る。野生型ｃＤＮＡ配列に、ニコチアナ・プルムバギニフォリア（Ｎ．ｐｌｕｍｂａｇｉ
ｎｉｆｏｌｉａ）カルレティキュリンタンパク質からのシグナルペプチド（例えば、小胞
体標的シグナルペプチド）を遺伝子のＮ末端に付加して、ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃの分
泌経路に対する効率的な標的化を可能にし、次いで、いったんタンパク質が小胞体に転移
したら、シグナルペプチダーゼによってポリペプチドから切断する（配列番号３、配列番
号４は、それぞれＥＲシグナルペプチドのＤＮＡおよびペプチド配列を表す）。さらに、
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ＥＲ保留シグナルＳＥＫＤＥＬを遺伝子のＣ末端に付加した。このシグナルにより、ゴル
ジ装置からＥＲへのタンパク質回収およびＥＲへの局在化が可能になる。全コード配列（
シグナルペプチド－ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃ－ＳＥＫＤＥＬ）は配列番号５によってコ
ードされ、コードポリペプチドは配列番号６に示される通りである。切断後に結果として
生じるタンパク質は配列番号７、２０４または２０５または２１４（ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２
：Ｆｃ－ＳＥＫＤＥＬ）に示される通りである。
タバコ（Ｎ．ｔａｂａｃｕｍ）ＢＹ２細胞での安定な発現
【０２８８】
　外来遺伝子を植物細胞ゲノムに導入するために、アグロバクテリウム媒介形質転換が広
く使用されている。この手法を用いて、外来遺伝子およびその調節エレメントからなるＴ
－ＤＮＡ分子を植物ゲノムにランダムに導入する。組込み部位ならびに遺伝子挿入のコピ
ー数を制御することができないので、形質転換プロセスによって、導入遺伝子発現が種々
のレベルである細胞で構成される高度に不均一なトランスジェニック「プール」が得られ
る。その後、このトランスジェニック「プール」をクローン単離に使用する。形質転換プ
ロセスにより、それぞれが個々の形質転換イベントを表す多数の単一細胞株が確立し、そ
こから最高発現レベルの外来遺伝子を有するクローンを選択する。ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：
Ｆｃについて、ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃカセット（図１配列番号７および８）を有する
プラスミドを用いて形質転換を行った。結果として、組換えタンパク質が細胞の小胞体（
ＥＲ）を標的化する。ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣ－ＥＲ発現ベクターによるＢＹ２細胞の
形質転換を、以下の通りアグロバクテリウム・ツメファシエンス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）媒介植物形質転換手順によって行った：ＢＹ２（ブラ
イトイエロー２）懸濁培養液を、ｐｒｈＴＮＦＲ２：ＦＣ遺伝子およびネオマイシンホス
ホトランスフェラーゼ（ＮＰＴＩＩ）選択遺伝子を持つベクターを有するアグロバクテリ
ウム・ツメファシエンス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）と４
８時間共培養した。その後、細胞を５０ｍｇ／Ｌのカナマイシンおよび２５０ｍｇ／Ｌの
セフォタキシムを補充した培地に維持した。ＮＰＴＩＩ遺伝子はカナマイシンに対する耐
性を与えるので、ＮＰＴＩＩ陽性ＢＹ２細胞のみがこの選択培地で生き残る。植物細胞は
セフォタキシムに耐性であるので、この抗生物質を用いてアグロバクテリウムを選択的に
死滅させた。
【０２８９】
最適発現クローンのスクリーニング
　個々の細胞株を選択するために、高度希釈細胞懸濁液のアリコートを固体ＢＹ－２培地
（Ｔｏｓｈｉｙｕｋｉ　Ｎａｇａｔａ　＆　Ｆｕｍｉ　Ｋｕｍａｇａｉ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２１：１２３～１２７、１９９９）に散布した。次
いで、小さなカルスが発生するまで、細胞を成長させた。次いで、各カルスを液体培地に
再懸濁した。次いで、細胞をサンプリングし、ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣについて評価し
た。約５００個の細胞株を変性条件下ウエスタンブロットによってスクリーニングした（
図４）。高い発現レベルの株を同じ方法によってさらに再分析してｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：
ＦＣ産生クローンの最高発現クローンを選択した。
【０２９０】
ゲル電気泳動：
　ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によ
り、電界上でタンパク質をそのサイズにしたがって分離する。洗剤ＳＤＳの存在下でタン
パク質は、その分子量の対数の一次関数として移動する。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上でのｐｒｈ
　ＴＮＦＲ２：ＦＣの移動パターンおよび同定を、市販の分子量標準タンパク質（Ｎｅｗ
　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ；カタログ番号Ｐ７７０８Ｓ）およびＣＨＯ細胞で発
現した市販の哺乳動物細胞由来Ｅｎｂｒｅｌ（Ｅｎｔａｎｅｒｃｅｐｔ；Ｗｙｅｔｈ）と
比較した。ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣを、β－メルカプトエタノールを含む還元試料緩衝
液または野生型抽出緩衝液のいずれかによって細胞から抽出した。野生型抽出上清を分析
前に非還元試料緩衝液と混合した。予備混合電気泳動トリス－グリシン－ＳＤＳ泳動緩衝
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液（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）と共にＣｒｉｔｅｒｉｏｎ（商標）細
胞縦型電気泳動装置（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂ．）を用いて電気泳動を行った。電気泳動
後、タンパク質をポリアクリルアミドゲルからタンパク質結合ニトロセルロース膜（ｉＢ
ｌｏｔ（商標））に移した。０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を含む５％ミルク緩衝液を用いて膜
を室温で１時間ブロッキングした。分子のＦｃ部分を同定するために、ＨＲＰに抱合した
ヤギ抗ヒトＩｇＧ（カタログ番号１０９－０３５－０９８、Ｊａｃｋｓｏｎ．）を使用し
た。ＴＮＦＲ２を検出するために、ウサギ抗ＴＮＦＲＩＩ（ＩＤ：ａｂ１０９８５３、Ａ
ｂｃａｍ）、引き続いてヤギ抗ウサギＨＲＰ（カタログ番号１１１－０３５－００３、Ｊ
ａｃｋｓｏｎ）を使用した。ＥＣＬ検出キット（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて検出を行った。
ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣの免疫反応性を市販のＥｎｂｒｅｌ（Ｅｎｔａｎｅｒｃｅｐｔ
；Ｗｙｅｔｈ）の免疫反応性と比較した。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍａｇｅｒ　Ｇｅｌ　
Ｄｏｃ　ＸＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いてバ
ンドを検出した。
【０２９１】
質量分析によるアミノ酸配列決定
　ｐｒｈＴＮＦＲ２：ＦＣを、イスラエル工科大学（Ｈａｉｆａ、イスラエル）のＳｍｏ
ｌｅｒ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　Ｃｅｎｔｅｒでの配列決定解析のために送る。タンパク
質をゲルから抽出し、２．８ｍＭ　ＤＴＴで還元し（６０℃で３０分間）、１００ｍＭ重
炭酸アンモニウム中８．８ｍＭヨードアセトアミドで修飾し（暗所、室温で３０分間）、
１：５０の酵素対基質比で修飾トリプシン（Ｐｒｏｍｅｇａ）またはキモトリプシンを含
む１０％ＡＣＮおよび１０ｍＭ重炭酸アンモニウム中おいて３７℃で一晩消化する。得ら
れたペプチドの３％を、Ｒｅｐｒｏｓｉｌ逆相材料（Ｄｒ　Ｍａｉｓｃｈ　ＧｍｂＨ、ド
イツ）を充填した０．０７５Ｘ２００ｍｍ溶融シリカキャピラリー（Ｊ＆Ｗ）での逆相ク
ロマトグラフィーによって分離した。ペプチドを５～４５％の線形６０分勾配および水中
９５％アセトニトリルと０．１％ギ酸で１５分間、０．２５μｌ／分の流量で溶出する。
完全ＭＳスキャン、引き続いて最初のＭＳスキャンから選択された７つの最も優勢なイオ
ンの衝突誘起解離（ＣＩＤ）を繰り返し用いて、ポジティブモードのイオントラップ質量
分析計（Ｏｒｂｉｔｒａｐ、Ｔｈｅｒｍｏ）によってオンライン質量分析を行う。
【０２９２】
　具体的な配列に対してＳｅｑｕｅｓｔ　３．３１ソフトウェア（Ｊ．ＥｎｇおよびＪ．
Ｙａｔｅｓ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　ａｎｄ　Ｆｉｎｎｉ
ｇａｎ、サンノゼ）を用いて質量分析データを分析する。
【０２９３】
グリコシル化分析
　チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞と植物細胞系で産生される糖タンパク質間
の大きな違いは、グリコシル化プロファイルおよびグリカン構造である。予備的分析を行
って、タンパク質に結合している種々のＮ結合型グリカン構造を特徴付けた。これらの結
果を市販のＥｎｂｒｅｌで見られるＮ－グリコシル化プロファイルの結果と比較する。Ｏ
－結合型グリカンの存在およびグリカン部位分析を決定する。
【０２９４】
　ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣおよび市販のＥｎｂｒｅｌの試料を還元し、アルキル化し、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離する。トリプシン消化、引き続いてｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣに
ついてはＰＮＧアーゼＡまたはＰＮＧアーゼＦ消化（それぞれ、全タンパク質の約８０％
および約２０％）を、および市販のＥｎｂｒｅｌについてはＰＮＧアーゼＦ消化のみを用
い、約７５ＫＤａのタンパク質バンド（タンパク質合計約２００μｇ）をグリカン分析用
に取る。トリプシン、引き続いてＰＮＧアーゼＡによる消化によって全てのＮ結合型グリ
カンが遊離し、ＰＮＧアーゼＦによる消化によってα１－３コアフコース（植物中で見ら
れる）を含むものを除いた全てのグリカンが遊離する。遊離グリカンを抽出し、洗浄し、
次いで、蛍光試薬アントラニルアミド（２－アミノベンズアミド、２ＡＢ）を用いて標識
し、引き続いて過剰な２ＡＢを除去する。分析法には、蛍光検出器（３３０ｎｍ励起、４
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２０ｎｍ発光）に連結された順相アミド系カラム（Ｔｏｓｏｈ　ＴＳＫ　Ａｍｉｄｅ－８
０カラム）を用いるＷａｔｅｒｓ　ＨＰＬＣシステムでのグリカンの分離が含まれる。種
々のエキソグリコシダーゼによる連続消化、引き続いて追加のＨＰＬＣ分析によって、標
識グリカンプールの配列決定を達成する。種々のエキソグリコシダーゼによる連続消化を
用いることによって、グリカン構造およびその相対量のプロファイルについての追加の情
報が得られる。ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣから遊離したグリカンに行われるエキソグリコ
シダーゼ消化は、β１－２、３、４および６Ｎ－アセチルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）
を除去するＪＢＨ（タチナタマメβ－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼ）、α１－２、６
＞３マンノースを除去するＪＢＭ（タチナタマメマンノシダーゼ）、ならびにα１－６お
よびα１－３コアフコースを除去するＢＫＦ（ウシ精巣フコシダーゼ）によるものである
。蛍光標識により、全消化グリカンプール中の種々のグリカン構造の分布の半定量分析が
可能になる。次いで、ギ酸アンモニウムおよびアセトニトリルからなる勾配溶媒流を用い
て、固有のグリカン結合によって、増加する大きさの順にグリカンを分離する。個々のグ
リカンの保持時間を部分的加水分解デキストラン断片の標準ミックスの保持時間と比較し
て、グルコース単位（ＧＵ）のラダーを得る。グリカンを標準および外部データベース（
ｈｔｔｐ：／／ｇｌｙｃｏｂａｓｅｄｏｔｎｉｂｒｔｄｏｔｉｅ：８０８０／ｄａｔａｂ
ａｓｅ／ｓｈｏｗ＿ｇｌｙｃｏｂａｓｅｄｏｔａｃｔｉｏｎ）との比較に基づいてそのＧ
Ｕ値によりピークに割り当てる。最終的な割り当ておよび相対ピーク面積をＰＮＧアーゼ
Ａ消化のクロマトグラムから計算する。
【０２９５】
酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）
　結合ＥＬＩＳＡ：ＴＮＦα結合ＥＬＩＳＡは、市販のＴＮＦα検出ＥＬＩＳＡキット（
ヒトＴＮＦ－α；Ｈｙｃｕｌｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．番号ＨＫ３０７）と市販の抗
ヒトＩｇＧ抗体（ヤギ抗ヒトＩｇＧ　ＦＣ特異的ＨＲＰ；Ｓｉｇｍａ）の組み合わせであ
る。このアッセイはｐｒｈＴＮＦＲ２：ＦＣ結合活性についての定量的非放射性アッセイ
である。この結合ＥＬＩＳＡにより、ＴＮＦＲとＩｇＧドメインの両方を含む機能的（Ｔ
ＮＦαに結合することができる）分子を検出することが可能になる。
【０２９６】
　ＴＮＦαに対する抗体でプレコーティングしたＥＬＩＳＡプレートをＴＮＦα（６０ｎ
ｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ）と共に室温で１時間インキュベートした。各ＥＬＩＳＡステップ
間に、プレートを市販の洗浄緩衝液で３回洗浄した。市販のＥｎｂｒｅｌおよびｐｒｈ　
ＴＮＦＲ２：ＦＣを発現しているＢＹ２細胞からの上清（連続希釈）をＥＬＩＳＡプレー
ト上室温で２時間インキュベートした。ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃ　ＨＲＰを１：１０００
０希釈し、プレート上室温で１時間インキュベートした。ＴＭＢをＨＲＰの基質として使
用した。比色反応を１０％ＨＣＬによって停止し、吸光度を４５０ｎｍで測定した。
【０２９７】
Ａ３７５細胞でのＴＮＦα誘導アポトーシスの防止
　Ａ３７５細胞（ヒト黒色腫細胞）を培養培地（ＡＴＣＣ、番号３０－２００２、１０％
ＦＢＳを補充）中で懸濁培養した。１０４個／ウェルの細胞を９６ウェルアッセイプレー
トに蒔き、アッセイ培地（ＡＴＣＣ、番号３０－２００２、５％ＦＢＳを補充）で一晩イ
ンキュベートした。組換えＴＮＦα（２ｎｇ／ｍｌ、ＰｒｏＳｐｅｃ、Ｒｅｈｏｖｏｔ、
イスラエル）を異なる濃度（１．５６２～１００ｎｇ／ｍｌ）のｐｒｈＴＮＦＲ２：ＦＣ
または市販のＥｎｂｒｅｌ（Ｅｎｔａｎｅｒｃｅｐｔ；Ｗｙｅｔｈ）の存在下３７℃で２
時間インキュベートした。インキュベーション後、混合溶液をアクチノマイシンＤ（０．
８μｇ／ｍｌ）の存在下でＡ３７５細胞に添加し、加湿インキュベーター中３７℃、５％
ＣＯ２でさらに２４時間インキュベートし、ＭＴＴアッセイ（Ｓｉｇｍａカタログ番号Ｍ
５６５５）によってアポトーシスの定量化を決定した。プレートを５７０～６５０ｎｍで
読み取り、ＴＮＦα誘導細胞毒性の阻害（％）を計算した。
【実施例２】
【０２９８】
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タンパク質分析
　ｐｒｈＴＮＦＲ２：ＦＣを還元条件（図２Ａ）および非還元条件（図２Ｂの野生型抽出
）下で分析した。抗Ｆｃ抗体（上のパネル）および抗ＴＮＦＲ２抗体（下のパネル）を用
いて、ｐｒｈＴＮＦＲ２：ＦＣ（１レーン）および市販のＥｎｂｒｅｌ（２レーン）を検
出した。２種のタンパク質は、おそらくは植物細胞発現酵素と哺乳動物細胞発現酵素との
間のグリコシル化パターンの差のために、移動特性のわずかな差を示す。
【０２９９】
　ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：Ｆｃ（ＰＰＸ－１０６）を発現しているＢＹ２細胞の溶解液の連
続希釈を市販のＥｎｂｒｅｌと比較することによって、市販のＥｎｂｒｅｌとｐｒｈ　Ｔ
ＮＦＲ２：ＦＣの両方によるＴＮＦα結合を調べた。ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣ連続希釈
は、市販のタンパク質と類似の用量反応結合パターンを示す（図３参照）。タンパク質発
現によるトランスジェニック細胞株の選択をウエスタンブロット法によって行った。した
がって、個々の細胞株の選択を可能にするために、高度希釈細胞懸濁液のアリコートを固
体ＢＹ－２培地に散布した。次いで、小さなカルスが発生するまで、細胞を成長させた。
次いで、各カルスを液体培地に再懸濁した。次いで、細胞をサンプリングし、還元条件下
での抽出、引き続いて産生標的タンパク質のウエストランブロット同定（抗ＦＣ抗体）に
よってｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣ発現レベルについて評価した（図４）。発現したタンパ
ク質の機能性を、ＴＮＦα誘導アポトーシスを防止する能力によって確立した。具体的に
は、ＴＮＦα活性を、転写阻害剤、アクチノマイシンＤの存在下で特定の細胞株の細胞死
を誘導する能力によって測定することができる。ＴＮＦαの中和タンパク質とのプレイン
キュベーションによって、受容体（ＴＮＦ－Ｒ１およびＴＮＦ－Ｒ２）との結合が防止さ
れ、それによってサイトカイン効果が阻害され、ＴＮＦα誘導細胞死が防止される。ＭＴ
Ｔアッセイによる細胞生存率の定量化により、ＴＮＦα細胞毒性についての細胞内活性ア
ッセイが提供される。結果を黒色腫細胞Ａ３７５については図５Ａ～図５Ｇに、Ｌ９２９
線維芽細胞については図６Ａ～図６Ｇに示す。
【実施例３】
【０３００】
　ｐｒｈ　ＴＮＦＲ２：ＦＣは炎症性腸疾患（ＩＢＤ）を抑制する
　炎症性腸疾患（ＩＢＤ）は、遺伝、免疫および環境因子によって媒介される慢性腸炎症
状態である。毎年、人口の約０．２～０．３％がＩＢＤと診断されている。ＩＢＤは、消
化管（ＧＩＴ）内の慢性または再発性の免疫活性化および炎症の傾向によって特徴付けら
れる。この疾患は２つの症状を有する：クローン病（ＣＤ）、口から肛門までのＧＩＴの
いずれかの位置に潜在的に関与する慢性炎症、および潰瘍性大腸炎（ＵＣ）、直腸で発症
し、近位に拡大して結腸の変化する範囲に発症する炎症性障害。ＣＤは、中でもサイトカ
インＩＬ－１２、ＩＦＮ－γおよびＴＮＦαを過剰産生するＴＨ１免疫細胞応答によって
より制御される。他方で、ＵＣはＴＨ２免疫細胞応答によって主に制御される。
【０３０１】
　ＰＲＸ１０６は、中でもＴＨ１免疫細胞応答に関与する炎症で過剰産生されるサイトカ
インの可溶性受容体である。ＰＲＸ１０６は、炎症の他のモデル（関節リウマチ）で静脈
内注射すると、極めて有効であることが示された。ＰＲＸ１０６は、ＢＹ２植物細胞にお
いてＰｒｏｔａｌｉｘのＰｒｏＣｅｌｌＥｘ（商標）システムで過剰発現する。植物細胞
であるので、ＢＹ２は胃および小腸を移動している間、ＰＲＸ１０６を保護することがで
きる細胞壁を有する。多糖が消化される結腸で、植物細胞はその内容物を放出するので、
ＰＲＸ１０６は自由にそのサイトカインリガンドに結合できるようになる。さらに、ＰＲ
Ｘ１０６はヒトＩｇＧ１のＦｃセグメントを有するキメラタンパク質である。粘膜障壁を
裏打ちする上皮単層では、ＦｃＲｎ受容体がＦｃと結合することによってＩｇＧ分子を経
細胞輸送する。そのため、ＰＲＸ１０６も上皮障壁を横切って上皮の漿膜側のサイトカイ
ンリガンドに結合することができる。
【０３０２】
　ＩＢＤモデルは５つの主要なグループに分類される：化学的誘発モデル、細胞移入モデ
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ル、自然発症モデル、先天性（自然遺伝子突然変異）モデルおよび遺伝子組換えモデル。
最も広く使用される化学的誘発モデルでは、大腸炎を、ハプテン修飾自己タンパク質／管
腔抗原に対するＴ細胞媒介反応を誘導すると考えられている共有結合反応性試薬ＴＮＢＳ
／オキサゾロンの直腸内投与によって誘発する。ＤＳＳモデルでは、マウスを数日間、基
底陰窩の結腸上皮細胞に直接的に毒性であると思われるＤＳＳ（デキストラン硫酸ナトリ
ウム）を補充した飲料水に供する。疾患重症度を３つの主要な臨床徴候（体重減少、下痢
および直腸出血）をスコア化することによって評価する。マウスモデルＴＮＢＳ（実施例
３Ａ）およびＤＳＳ（実施例３Ｂ）を用いてインビボでキメラポリペプチドを発現してい
る植物細胞の治療有効性を決定する。
【０３０３】
（実施例３Ａ）
インビボトリニトロベンゼン－スルホン酸（ＴＮＢＳ）モデルで証明されるようにＰＲＸ
１０６発現細胞はＩＢＤの症状を軽減するのに有効である。
【０３０４】
材料および方法
　倫理声明－全ての手順を実験動物の管理と使用に関する指針にしたがって厳密に行った
。
【０３０５】
動物
　雄Ｂａｌｂ／ｃマウス、８～９週齢を全ての実験に使用した。各実験群は５～１０匹の
マウスを含んでいた。マウスはＨａｒｌａｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、イスラエルか
ら購入した。実験を開始する数日前に全てのマウスをＳＰＦフリー部屋（自然細菌叢）に
移した。
【０３０６】
ＴＮＢＳ誘導
　ＴＮＢＳの直腸導入によってＴＮＢＳをマウスに誘導した［Ｍ．Ｆ．Ｎｅｕｒａｔｈ、
Ｉ．Ｆｕｓｓら：ｊ　ｅｘｐ．Ｍｅｄ　１８２’１２８１～１２９０（１９９５）］。暴
露７日前にエタノール中１％ＴＮＢＳ１００μＬをマウスの腹部の毛を剃った皮膚上に塗
ることによって、マウスを感作した。暴露の日に、マウスに、カテーテルを介して結腸の
内腔にゆっくり注射して１％ＴＮＢＳ（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）１２０μＬを与え
た。ＴＮＢＳ処理後、タンパク質５μｇ（用量Ｉ）およびタンパク質３０μｇ（用量ＩＩ
）に相当するＰＲＸ－１０６を発現しているＢＹ－２細胞；同じ経口投与体積のＰＲＸ－
１０６発現細胞のＢＹ－２（－）対照細胞；および生理食塩水で、マウスを０日目から４
日目まで毎日経口（ＰＯ）処理した。ＴＮＢＳ対照マウスはＰＢＳのみを受けた。これら
の動物の体重を１日１回監視した。０日目の体重から各日の体重を減じることによって体
重減少を計算した。実験後、動物を屠殺し、解剖した。５日目に、血液試料を心臓穿刺に
よって回収し、凝固させ、次いで、遠心分離して血清サイトカインレベルを測定するため
の血清を得た（Ｃｕｒｙら　Ｃｅｌｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２０１３、２８２（１）；６６
～７０）。実験は、３つの別々の実験で１群につき５～１５匹のマウスで行い；結果は全
ての実験で同じパターンに従った。
【０３０７】
組換え植物細胞の経口投与
　組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与を、ＴＮＢＳの投与６時間
後に開始した。マウスは３５０～５００μＬに再懸濁した組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現
している植物細胞を受けた。陰性対照は組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞
の代わりに、同じ経口投与体積の宿主Ｍｏｃｋ植物細胞を受けた。経口投与は経管栄養に
よって行った。さらに２つの対照は未処理マウスおよび生理食塩水を受けたＴＮＢＳ処理
マウスであった。
【０３０８】
サイトカインプロファイルの分析
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　製造業者の指示（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネアポリス、ＭＮ、米国）にしたがって
ＥＬＩＳＡキットを用いて、サイトカインＴＮＦ－αおよびＩＬ－１０の血清レベルを測
定した。
【０３０９】
抗体アレイ
　製造業者のマニュアルにしたがって、マウスサイトカイン抗体アレイ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ、ミネアポリス、ＭＮ、米国）を用いて、サイトカイン含量の血清定性測定を行
った。
【０３１０】
免疫組織化学
　パラフィン包埋結腸組織切片（５μｍ）を脱パラフィンし、再水和し、洗浄し、３％Ｈ

２Ｏ２中でインキュベートし、ブロッキングした（Ｂａｒ　Ｓｅｌａら　２００６）。ス
ライドをＩｋＢ－α　ｐＳｅｒ３２／Ｓｅｒ３６抗体（Ａｂｃａｍ）と共にインキュベー
トした。ＤＡＢ基質キット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）またはＺｙｍｅｄ　
ＡＥＣ基質キット（Ｚｙｍｅｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて発色させ、引き続
いてＭａｙｅｒのヘマトキシリンで対比染色した。一次抗体を添加していない対照は、全
てのケースで低い背景染色しか示さないまたは背景染色を示さなかった。Ｂａｒ－Ｓｅｌ
ａら　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ．２００６；４９：１８８～１９３にしたがってブ
ロッキングを行った。
【０３１１】
フローサイトメトリー
　ＲＰＭＩ１６４０培地のマウスから脾臓を採取した。脾臓をカミソリの刃で方形切断し
、引き続いて４０μＭナイロンフィルター（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ）に通過させることによ
って細胞懸濁液を調製した。脾細胞を抗マウスＣＤ４（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネア
ポリス、ＭＮ、米国）および抗マウスＣＤ２５（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネアポリス
、ＭＮ、米国）と共にインキュベートした。次いで、細胞を固定し、４℃で２０分間透過
処理し、次いで、透過処理緩衝液に希釈した抗マウスＦｏｘｐ３（Ｍｏｕｓｅ　Ｒｅｇｕ
ｌａｔｏｒｙ　Ｔ　ｃｅｌｌ　３－Ｃｏｌｏｒ　Ｆｌｏｗ　ｋｉｔ、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ、ミネアポリス、ＭＮ、米国）と共に３０分間インキュベートした。１００００個の
ＣＤ４＋細胞をＦＡＣＳによって分析した。
【０３１２】
肉眼的結腸損傷
　Ｗａｌｌａｃｅ肉眼的スコア化システム［Ｗ．Ｖｅｒｍｅｕｌｅｎ、Ｊ．Ｇ．ｄｅ　Ｍ
ａｎ、Ｓ．Ｎｕｌｌｅｎｓ、Ｐ．Ａ．Ｐｅｌｃｋｍａｎｓ、Ｂ．Ｙ．ｄｅ　Ｗｉｎｔｅｒ
およびＴ．Ｇ．Ｍｏｒｅｅｌｓ、「Ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｃｏｌｏｎｏｓｃｏｐｙ　ｔ
ｏ　ｆｏｌｌｏｗ　ｔｈｅ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ
　ＴＮＢＳ　ｃｏｌｉｔｉｓ　ｉｎ　ｒａｔｓ」、Ａｃｔａ　Ｇａｓｔｒｏ－Ｅｎｔｅｒ
ｏｌｏｇｉｃａ　Ｂｅｌｇｉｃａ、第７４巻、第２号、３０４～３１１頁、２０１１］を
用いて結腸の肉眼的外観を評価した。このスコア化システムでは、炎症を、潰瘍化、炎症
および疾患の程度に基づいて０から１０の以下のスケールで評価する：０＝粘膜の正常な
様相、１＝潰瘍化のない限局性充血、２＝潰瘍化、３＝１つの部位での腸壁の肥厚を伴う
潰瘍化、４＝２つ以上の部位の潰瘍化および腸壁の肥厚、５＝主な損傷部位が結腸の長さ
に沿って２ｃｍ未満広がる、および６～１０＝損傷が２ｃｍ超広がる（スコアは損傷組織
１センチメートル毎に１増加する）。
【０３１３】
結果
　組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与により、ＴＮＢＳ投与開始
４日後に監視されるＴＮＢＳ誘導体重減少が改善された（図７Ａ～図７Ｂ）。
【０３１４】
　結腸長をＴＮＢＳ処理マウスの結腸炎症の形態的指標として測定し、短い結腸は炎症状
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態を示す。図８に示されるように、ＴＮＢＳで処理したマウスの結腸長は、対照マウスと
比べて有意に短縮した。処理群（ｐｒＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している細胞の経口投与）
の結腸長は、ＴＮＢＳ処理群のものより有意に長かった。
【０３１５】
　組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与により、ＴＮＢＳ誘発大腸
炎の肉眼的特徴も改善された。結腸の肉眼検査により、非処理結腸と比べて減少した結腸
損傷重症度が示された（図９）。
【０３１６】
　組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与により、ＴＮＢＳ誘発大腸
炎を有するマウスの炎症性サイトカインの発現が低下した（図１０Ａ～図１０Ｃ）。ＴＮ
ＢＳ大腸炎と関連した炎症性サイトカインおよび抗炎症性サイトカインの血清レベルに対
する処理の効果を評価した。ＴＮＦＲ２：Ｆｃ処理群のほとんどで、炎症性サイトカイン
ＩＬ－６およびＴＮＦ－αの発現レベルが低下し、抗炎症性サイトカインＩＬ－１０の発
現レベルが上昇したことに留意されたい。
【０３１７】
　図１１Ａ～図１１Ｂは、組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与に
よる処理により、顆粒球コロニー刺激因子Ｇ－ＣＳＦ、マクロファージコロニー刺激因子
（Ｍ－ＣＳＦ）などの炎症メディエーターのレベルが低下することを示し、血流からの骨
髄由来細胞の全身動員を低下させることにより全身性炎症が減少されることを潜在的に示
した。
【０３１８】
　近年、ＩＬ－１７産生Ｔｈ１７細胞およびＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ細
胞の発生および機能の不均衡が、ＩＢＤを含む自己免疫疾患において重要な役割を果たす
ことが証明されている。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋としても知られているＴｒｅｇ
細胞は、活性化免疫細胞で抑制効果を開始することによって、末梢性トレランスの維持お
よび免疫応答の制御に関与している。本分析は、ＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細
胞の経口投与により、脾臓での機能的調節性Ｔ（Ｔ　ｒｅｇ）細胞の集団が拡大されるこ
とを示している（図１２）。
【０３１９】
　上記結果を結論付けることにより、組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の
経口投与が、ＴＮＢＳ誘発大腸炎を改善する抗炎症剤となることが証明される。
【０３２０】
結果：
（実施例３Ｂ）
　インビボデキストラン硫酸ナトリウム誘発（ＤＳＳ誘発）モデルで証明されるようにＰ
ＲＸ１０６発現細胞はＩＢＤの症状を軽減するのに有効である。
　ＩＢＤのデキストラン硫酸ナトリウム誘発（ＤＳＳ誘発）マウスモデルを炎症性腸疾患
に有効な化合物に使用する。これは、下痢、血便、体重減少、粘膜潰瘍および大腸の短縮
などのヒトＵＣで観察される症状と類似の症状を有する実験急性潰瘍性大腸炎モデルであ
る。
【０３２１】
倫理声明
　全ての手順を実験動物の管理と使用に関する指針にしたがって厳密に行った。
【０３２２】
動物
　雄Ｃ６７／Ｂｌマウス、８～９週齢を全ての実験に使用した。各実験群は１０匹のマウ
スを含んでいた。マウスはＨａｒｌａｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、イスラエルから購
入した。実験を開始する数日前に全てのマウスをＳＰＦフリー部屋（自然細菌叢）に移し
た。
【０３２３】
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ＤＳＳで処理し、その後組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞を経口投与した
マウスの大腸炎の誘発および評価
　通常の飲料水中１．５％（ｗｔ／ｖｏｌ）のＤＳＳ（試薬グレートＤＳＳ塩；分子質量
＝３６～５０ｋＤ；ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ）５日間の投与、引き続いて通常の水
消費５日間によって大腸炎を誘発させた。組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細
胞、ベクターのみを含むＭｏｃｋ細胞または対照処理（生理食塩水）を経口投与する毎日
の処理をＤＳＳ誘発２４時間後に開始し、７日間行った。パンチ生検および組織学的スコ
アによってＤＳＳ処理５日後に結腸炎症を評価した。動物の体重を１日１回監視し、０日
目の体重から毎日の体重を減じることによって体重減少を計算した。実験後、動物を屠殺
し、解剖し、未処理結腸と比較した結腸長測定により結腸短縮を評価した。血液試料を心
臓穿刺によって採取し、凝固させ、次いで、遠心分離して血清サイトカインレベルを測定
するための血清を得た。
【０３２４】
組換え植物細胞の経口投与：
　組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与をＤＳＳ投与２４時間後に
開始した。マウスは、生理食塩水５００μｌに懸濁した組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（タンパ
ク質３０μｇを含む）を発現している植物細胞を受けた。陰性対照は、組換えＴＮＦＲ：
Ｆｃを発現している植物細胞に相当する体積の宿主Ｍｏｃｋ植物細胞を受けた。さらに２
つの対照群は、生理食塩水を投与したＤＳＳ処理マウスおよび未処理マウスであった。経
口投与は経管栄養によって行った。
【０３２５】
結腸炎症の分析
　パラフィン包埋結腸組織切片を光学顕微鏡検査のためにヘマトキシリンおよびエオシン
で染色して結腸損傷および炎症を評価した。結腸全体からの試料を処理条件について盲検
の病理学者によって病理学的に分析した。炎症の程度、陰窩損傷、炎症を伴う面積の割合
および炎症の深さを含むスコア化システムを使用した。
【０３２６】
パンチ生検
　マウス結腸に抗生物質を含むＰＢＳを３回流し、縦軸に沿って開いた。その後、４ｍｍ
２のパンチ生検を得て、抗生物質を補充したＲＰＭＩ－１６４０培地で２４時間インキュ
ベートした。上清を回収し、サイトカイン発現について評価するまで－２０℃に保った。
製造業者のマニュアル（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネアポリス、ＭＮ、米国）にしたが
ってＭａｇｎｅｔｉｃ　Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　Ａｓｓａｙを用いて結腸
外植片による馴化培地でのサイトカイン含量の定性測定を行った。
【０３２７】
サイトカインプロファイルの分析
　製造業者の指示（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネアポリス、ＭＮ、米国）にしたがって
Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　Ａｓｓａｙを用いて、サイト
カインＴＮＦ－α、ＩＬ－６およびＩＬ－１０の血清レベルを測定した。
【０３２８】
結果
１．組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与によりＤＳＳ誘導体重減
少が改善した
【０３２９】
　ＤＳＳ投与後毎日体重を監視した（図１３Ａ～図１３Ｂ）。わかるように、組換えＴＮ
ＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞によるマウスの経口処理によって、ＤＳＳによって
誘導された体重減少が減弱した。
【０３３０】
２．組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与によりマウスのＤＳＳ誘
発大腸炎が抑制された
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　短結腸をＤＳＳ処理マウスの結腸炎症の形態学的指標として使用することができること
が確立されているので、結腸長を測定した。図１４Ａ～図１４Ｂに示されるように、ＤＳ
Ｓで処理したマウスの結腸長は、対照マウスと比べて有意に短縮した。組換えＴＮＦＲ２
：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与群の結腸長は、ＤＳＳ処理群の結腸長より有意
に長かった。
【０３３１】
３．ＤＳＳ大腸炎後の腸炎症性サイトカインに対する組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現して
いる植物細胞の経口投与の効果
　図１５は、組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞による経口処理後の腸炎症
性サイトカインの統計学的に有意な減少を示している。
【０３３２】
４．組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与により、ＤＳＳ誘発大腸
炎を有するマウスの炎症性サイトカインの発現が低下した
　ＤＳＳ大腸炎と関連する炎症性サイトカインの産生に対する組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを
発現している植物細胞の経口投与の効果を評価した。図１６に示されるように、ＤＳＳは
血清中でのＩＬ－６およびＴＮＦ－αなどの炎症性サイトカインのタンパク質発現を誘導
したが、組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の経口投与により、炎症性サイ
トカインの宿主タンパク質分泌が抑制された。これらの結果は、組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ
を発現している植物細胞の経口投与により、ＤＳＳ誘発大腸炎モデルで炎症性サイトカイ
ンの産生が阻害されることを指摘した。
【０３３３】
５．結腸炎症の指標としての病理組織学的検査
　結腸炎症の重症度を組織学的検査によってさらに評価した（図１７）。ＤＳＳ投与後、
結腸は貫壁性炎症および炎症細胞の激しい浸潤を示した。この細胞流入は、潰瘍化、杯細
胞の喪失、および結腸の全体にわたる陰窩の著しい破壊に関連する。記録では、ＴＮＦＲ
２：Ｆｃを発現している植物細胞による経口処理によって、ＤＳＳ誘発大腸炎の組織学的
特徴が著しく改善した。結腸の組織学的検査により、ＤＳＳおよびＭｏｃｋ処理結腸と比
べて、組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞を経口投与した処理マウスの結腸
で結腸損傷重症度が低下することが示された。
【０３３４】
　結論として、本研究は、ＩＢＤを改善する能力を有する抗炎症剤としての組換えＴＮＦ
Ｒ２：Ｆｃを発現している植物細胞経口投与の役割を支持する。
【実施例４】
【０３３５】
　組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の摂食後の種々の時点でのラット血漿
中の組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃタンパク質薬物動態プロファイルの評価
【０３３６】
材料および方法
動物
　ラット（ＳＤ、雌／９～１０週齢／ｎ＝６）を２０時間の絶食に供し、次いで、組換え
ＴＮＦＲ２：Ｆｃ（ＰＲＸ－１０６）を発現している細胞および宿主ＢＹ２（－）を与え
た（自由摂食）。摂食から２時間後、摂食量を測定した。若い哺乳ラット（ＳＤ、雄およ
び雌／１６日齢／ｎ＝６）を３時間絶食させ、組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃ（ＰＲＸ－１０６
）を発現している細胞および宿主ＢＹ２（－）細胞を（経管栄養により）与えた。
【０３３７】
ＴＮＦＲ２プロファイルの分析
　血液試料を各時点（例えば、０、１時間、２時間、４時間、６時間、８時間および２４
時間）で回収し、凝固させ、次いで、遠心分離して血清を得た。ヒトＴＮＦＲＩＩの血清
レベルを製造業者の指示（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネアポリス、ＭＮ、米国）にした
がってＥＬＩＳＡキットを用いて測定した。
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【０３３８】
結果
　血清中のＴＮＦＲ２：Ｆｃレベルを図１８に示す。結果は、タンパク質を発現している
植物細胞の経口投与後の血漿中のＴＮＦＲ２：Ｆｃレベルの上昇を示している。血清中の
ＴＮＦＲ２：Ｆｃレベルは８時間で検出され、２４時間でまだ検出可能であった。宿主Ｂ
Ｙ２（－）を与えられたラットの血清中のＴＮＦＲ２：Ｆｃレベルは検出不能であった。
【０３３９】
　次いで、実験に、ＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現している植物細胞の摂食後の種々の時点での
哺乳ラット血漿中の組換えＴＮＦＲ２：Ｆｃタンパク質薬物動態プロファイルの分析を続
けた。血清中のＴＮＦＲ２：Ｆｃレベルを図１９に示す。結果は、ＴＮＦＲ２：Ｆｃの経
口投与後の血漿中のＴＮＦＲ２：Ｆｃレベルの有意な上昇を示している。血漿中のＴＮＦ
Ｒ２：Ｆｃレベルは４時間でピークになった。おそらくは、成体ラットに対して増加した
哺乳ラットの血清中のＴＮＦＲ２：Ｆｃのレベルは、哺乳ラットの腸でのＦｃＮＲの発現
によるものであった。宿主ＢＹ２（－）を与えられたラットの血清中のＴＮＦＲ２：Ｆｃ
レベルは検出不能であった。
【実施例５】
【０３４０】
マウスにおける毒性学試験
【０３４１】
方法
動物
　雄および雌のＳＤラット（Ｈａｒｌａｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、イスラエル）、
試験開始時に８週齢を標準的な実験室条件に入れた。試験開始時の平均体重は、およそ雄
６．８ｇおよび雌６．３ｇであった。これらの動物に市販の齧歯動物の食餌（Ｔｅｋｌａ
ｄ　Ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ　Ｇｌｏｂａｌ　１８％　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｉｅｔカタログ番
号：２０１８ＳＣ）を与え、オートクレーブし、酸性化した飲料水（ｐＨ２．５～３．５
の間）を自由に入手できるようにした。
【０３４２】
試験設計
　４つの群、１群当たり１２匹のラット（６匹の雄および６匹の雌）を含む３つの投与群
と１群当たり６匹のラット（３匹の雄および３匹の雌）を含む対照群を割り当てた。各性
で、対照群は希釈緩衝液（０．２Ｍマンニトール）を受け、３つの処理群はＴＮＦＲ２：
Ｆｃ０．１、０．５および１ｍｇ／Ｋｇ体重の用量レベルのＴＮＦＲ２：Ｆｃを発現して
いる細胞を受けた。細胞を要求される発現タンパク質量にしたがって分割した。各アリコ
ートを市販の齧歯動物の食餌の粉末３０ｇおよび希釈緩衝液と混合してペレットを作成し
た。対照ペレットは希釈緩衝液および市販の齧歯動物の食餌の粉末のみで作った。全ての
動物に１４日間ペレットを毎日経口で与えた。試験中、死亡率および全身の臨床観察を行
い、体重を毎日監視した。二酸化炭素吸入による浅麻酔後の試験終了時（１５日目）、全
ての動物の後眼窩静脈叢から３つの血液試料を採取し、その後、動物を屠殺し、病理学を
実施し、選択した器官を採取した。
【０３４３】
結果
　１４日間の安全性試験の間、有害臨床症状は記録されなかった。全ての血液パラメータ
は正常範囲内にあり、有意な逸脱はなかった。体重増加は持続的で正常であり、群間（処
理または対照）で有意な差はなかった。細胞発現は安全であり、有害効果に耐えているよ
うには見えなかった。生化学的パラメータまたは臨床症状に対する効果は見られなかった
。肉眼での剖検観察では病理学的所見は明らかにならなかった。瀕死状態または重度の苦
痛状態にある動物は見られなかった。重度の疼痛または体重減少を呈する動物は観察され
なかった。
【実施例６】
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ＰＲＸ－１０６の配列決定
エドマン分解によるＮ末端配列決定
　Ａｌｐｈａｌｙｓｅ（デンマーク）ｕａｉｎｆ、ＡＢＩ　Ｐｒｏｃｉｓｅ　４９４シー
ケンサーで分析を行った。この手順は、エドマン分解化学によってタンパク質およびペプ
チドのＮ末端アミノ酸配列を決定する。エドマン分解は、アミノ酸残基を一度に１個切断
し、クロマトグラフィーによって同定する循環的手順である。ここに循環的手順の３つの
ステップがある。ステップ１で、ＰＩＴＣ試薬がアルカリ条件下でＮ末端アミノ基と結合
する。ステップ２で、Ｎ末端残基が酸性媒体で切断される。ステップ３で、ＰＩＴＣ結合
残基がフラスコに移され、ＰＴＨ残基に変換され、ＨＰＬＣクロマトグラフィーによって
同定される。次いで、次のＮ末端残基を同定するために次のサイクルが開始される。
【０３４５】
結果：
　配列はＬＰＡＱＶ（配列番号１８）と決定された。
【０３４６】
質量分析検出器と連結した逆相ＨＰＬＣによるアミノ酸配列の検証
　Ｓｍｏｌｅｒ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　Ｃｅｎｔｅｒ（イスラエル工科大学、Ｈａｉｆ
ａ、イスラエル）で配列決定を行った。質量分析検出器と連結した逆相ＨＰＬＣを用いて
分析を行った。
【０３４７】
方法
タンパク質分解
　分析試料を８Ｍ尿素、１００ｍＭ重炭酸アンモニウム（ＡＢＣ）に再懸濁し、引き続い
て２．８ｍＭ　ＤＴＴで還元し（６０℃で３０分間）、暗所中、周囲温度でさらに３０分
間１００ｍＭ　ＡＢＣ中８．８ｍＭヨードアセトアミドで修飾した。２Ｍ尿素、２５ｍＭ
　ＡＢＣ中１：５０の酵素対基質比で修飾トリプシン（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて、タン
パク質を３７℃で一晩消化した。
【０３４８】
質量分析
　トリプシンまたはキモトリプシンペプチドを、ステージチップ（自家製Ｃ１８）を用い
て脱塩し、残留緩衝液を蒸発させ、ペレットを０．１％（ｖ／ｖ）ギ酸に再懸濁した。得
られたペプチド２０ｎｇを、Ｒｅｐｒｏｓｉｌ逆相材料（Ｄｒ　Ｍａｉｓｃｈ　ＧｍｂＨ
、ドイツ）を充填した０．０７５Ｘ２００ｍｍヒューズドシリカキャピラリー（Ｊ＆Ｗ）
での逆相液体クロマトグラフィーによって分解した。ペプチドを５～４５％の線形６０分
勾配、引き続いて水中９５％アセトニトリルと０．１％ギ酸で１５分間、０．２５μＬ／
分の流量で溶出した。全ＭＳスキャン、引き続いて最初のＭＳスキャンから選択された７
つの最も優勢なイオンの衝突誘起解離（ＣＩＤ）を繰り返し用いて、ポジティブモードの
イオントラップ質量分析計（Ｏｒｂｉｔｒａｐ、Ｔｈｅｒｍｏ）によってオンライン質量
分析を行った。具体的なタンパク質由来のデータベースを用いてＤｉｓｃｏｖｅｒソフト
ウェアバージョン１．３ソフトウェアを用いて質量分析データを分析した。
【０３４９】
結果
　配列をエタネルセプト配列のペプチド配列と比較した。同定された配列を以下の表Ｖに
提示する。基準配列の８４．８％被覆度が提示される（緑色、図２０参照）。
【０３５０】
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【表５－１】

【０３５１】
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【表５－２】

【０３５２】
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【表５－３】

【０３５３】
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【表５－４】

【０３５４】
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【表５－５】

【０３５５】
　本発明をその具体的な実施形態と併せて記載してきたが、多くの変更、修正および変形
が当業者に明らかであることが明白である。したがって、添付の特許請求の範囲の精神お
よび広範な範囲に入る全てのこのような変更、修正および変形を包含することを意図して
いる。
【０３５６】
　本明細書で言及される全ての刊行物、特許および特許出願は、あたかも各個々の刊行物
、特許または特許出願が参照により本明細書に組み込まれることが具体的かつ個別的に示
されているのと同程度に参照により全体が明細書に組み込まれる。さらに、本明細書での
いずれの参考文献の引用または同定も、このような参考文献が本発明に対する先行技術と
して利用可能であることの自認と解釈すべきでない。節の見出しが使用されるという点で
、これらの見出しを必然的に限定的と解釈すべきでない。
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