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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　線維芽細胞増殖およびコラーゲン沈着を伴う線維性障害を患う被験体において、線維化
を減少させるかまたは防止するための薬剤組成物であって、薬学的に許容しうるキャリア
ーと混合された、胸腺間質リンホポエチン・アンタゴニスト抗体を含む、前記薬剤組成物
。
【請求項２】
　前記被験体において線維化を防止するための、請求項１に記載の薬剤組成物。
【請求項３】
　アンタゴニスト抗体が、ヒト抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、または抗体断片からなる
群より選択される、請求項１または２に記載の薬剤組成物。
【請求項４】
　線維芽細胞増殖およびコラーゲン沈着を伴う線維性障害を患う被験体において、線維化
を減少させるかまたは防止するための薬剤組成物であって、薬学的に許容しうるキャリア
ーと混合された、胸腺間質リンホポエチン受容体アンタゴニスト抗体を含む、前記薬剤組
成物。
【請求項５】
　前記被験体において線維化を防止するための、請求項４に記載の薬剤組成物。
【請求項６】
　アンタゴニスト抗体が、ヒト抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、または抗体断片からなる
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群より選択される、請求項４または５に記載の薬剤組成物。
【請求項７】
　アンタゴニスト性抗体が、ＩＬ－７受容体α／胸腺間質リンホポエチン受容体ヘテロ二
量体に結合する、請求項４または５に記載の薬剤組成物。
【請求項８】
　アンタゴニスト性抗体が、ヒト抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、または抗体断片からな
る群より選択される、請求項７に記載の薬剤組成物。
【請求項９】
　線維性障害が、強皮症、間質性肺疾患、特発性肺線維症、慢性Ｂ型またはＣ型肝炎感染
から生じる肝線維症、放射線誘導性線維症、および創傷治癒から生じる線維症からなる群
より選択される、請求項１ないし８のいずれか１項に記載の薬剤組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００５年２月１日に出願され、その全開示が、本明細書に信頼され、そし
て援用される、米国仮出願第６０／６４９，２８７号の優先権を、本出願によって請求す
る。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、線維性障害を治療するための組成物および方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　創傷治癒の一部としての組織修復のプロセスは、２つの期を伴う。第一期は再生期であ
り、損傷を受けた細胞が、同じ種類の細胞に置き換えられる。第二期は、線維増殖または
線維化とも呼ばれる線維性組織の形成であり、結合組織が、正常な実質組織を置き換える
。組織修復プロセスは、線維化期が抑制されずに続き、広範囲に及ぶ組織リモデリングお
よび永続的な瘢痕組織の形成を導く場合、病原性になりうる（Ｗｙｎｎ，　Ｎａｔｕｒｅ
　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　４，　５８３（２００４））。
【０００４】
　米国において、最大４５％までの死亡は、多くの組織および臓器系に影響を及ぼしうる
、線維増殖性疾患に起因しうると概算されている（Ｗｙｎｎ、上記、５９５（２００４）
）。主な臓器線維性疾患には、肺炎症および線維化によって特徴付けられる、間質性肺疾
患（ＩＬＤ）が含まれる。ＩＬＤは、サルコイドーシス、ケイ肺症、コラーゲン血管疾患
、および全身性強皮症などの、いくつかの原因を有することが知られる。しかし、一般的
な型のＩＬＤである、特発性肺線維症は、原因が知られていない。他の臓器線維性障害に
は、肝硬変、慢性Ｂ型またはＣ型肝炎感染から生じる肝線維症、腎疾患、心疾患、ならび
に黄斑変性症および網膜およびガラス体の網膜症を含む、目の疾患が含まれる。線維増殖
性障害にはまた、全身性および局所強皮症、ケロイドおよび肥厚性瘢痕、アテローム性動
脈硬化症、ならびに再狭窄も含まれる。さらなる線維増殖性疾患には、手術から生じる過
剰な瘢痕化、化学療法薬剤誘導性線維症、放射線誘導性線維症、ならびに傷害および火傷
が含まれる（Ｗｙｎｎ、上記、５８５ページ）。
【０００５】
　現在、コルチコステロイドなどの一般的な免疫抑制薬剤、および他の抗炎症治療を含め
て、線維性障害に関する治療が利用可能である。しかし、線維化の制御に関与する機構は
、炎症のものとは別個であるようであり、そして抗炎症療法は、線維化を減少させるかま
たは防止する際に、常に有効であるわけではない（Ｗｙｎｎ、上記、５９１ページ）。し
たがって、線維化を減少させそして防止し、そして線維性障害を調節する治療を開発する
必要性がなおある。
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、この必要性に取り組み、そして線維性障害に関連する線維化を防止するかま
たは減少させるための方法および組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　発明の概要
　本発明は、組織において、サイトカイン、胸腺間質リンホポエチン（ＴＳＬＰ）の量ま
たは活性を調節することによって、組織における線維芽細胞集積およびコラーゲン沈着を
調節するための方法を提供する。１つの側面において、本発明は、線維性障害を患う被験
体において、線維化を減少させるかまたは防止する方法であって、療法的有効量の少なく
とも１つのＴＳＬＰアンタゴニストを投与することを含む、前記方法を提供する。別の側
面において、本発明は、こうした障害を患う被験体における線維性障害の防止または治療
のための薬剤の調製における、少なくとも１つのＴＳＬＰアンタゴニストの使用を提供す
る。本発明は、線維性障害を患う被験体において、線維化を防止するかまたは減少させる
ための薬剤組成物であって、薬学的に許容しうるキャリアーと混合された、ＴＳＬＰに対
する少なくとも１つのアンタゴニストの療法的有効投薬量を含む、前記組成物をさらに提
供する。線維性障害には、限定されるわけではないが、強皮症、間質性肺疾患（ＩＬＤ）
、特発性肺線維症（ＩＰＦ）、慢性Ｂ型またはＣ型肝炎感染から生じる肝線維症、放射線
誘導性線維症、および創傷治癒から生じる線維症が含まれる。
【０００８】
　１つの態様において、ＴＳＬＰアンタゴニストは、ＴＳＬＰに結合し、そしてその活性
を減少させるかまたは遮断することが可能なＴＳＬＰリガンド結合剤である。これらのア
ンタゴニストには、限定されるわけではないが、アンタゴニスト性抗体、ペプチドまたは
ポリペプチド結合剤、可溶性ＴＳＬＰ受容体（ＴＳＬＰＲ）、可溶性インターロイキン７
受容体アルファ（ＩＬ－７Ｒα）／ＴＳＬＰＲヘテロ二量体受容体（ヘテロ二量体）、お
よび小分子アンタゴニストが含まれる。アンタゴニスト性抗体には、限定されるわけでは
ないが、完全ヒト、ヒト化、キメラ、一本鎖抗体、および抗体断片が含まれる。ペプチド
またはポリペプチド結合剤、可溶性受容体および可溶性ヘテロ二量体受容体アンタゴニス
トは、Ｆｃドメインまたは他の多量体化構成要素、またはＰＥＧなどのキャリアー分子を
さらに含んでもよい。
【０００９】
　別の態様において、ＴＳＬＰアンタゴニストは、ＴＳＬＰＲアンタゴニストである。Ｔ
ＳＬＰＲアンタゴニストには、ＴＳＬＰ受容体に結合するアンタゴニスト、およびＩＬ－
７Ｒα／ＴＳＬＰＲヘテロ二量体に結合するアンタゴニストが含まれる。これらのアンタ
ゴニストには、限定されるわけではないが、ＴＳＬＰＲに結合するアンタゴニスト性抗体
；ヘテロ二量体に結合するアンタゴニスト性抗体；ＴＳＬＰＲに結合する可溶性リガンド
；ヘテロ二量体に結合する可溶性リガンド；ならびにＴＳＬＰＲおよび／またはＩＬ－７
Ｒα／ヘテロ二量体に結合する小分子が含まれる。アンタゴニスト性抗体には、限定され
るわけではないが、ヒト、ヒト化、キメラ、および一本鎖抗体、ならびに抗体断片が含ま
れる。可溶性リガンドは、Ｆｃドメインまたは他の多量体化構成要素、またはＰＥＧなど
のキャリアー分子をさらに含んでもよい。
【００１０】
　別の態様において、ＴＳＬＰアンタゴニストは、ＴＳＬＰサイトカイン、ＴＳＬＰＲ、
またはヘテロ二量体受容体の発現を防止する分子である。これらの分子には、例えば、ｍ
ＲＮＡを標的とするアンチセンス・オリゴヌクレオチド、および干渉メッセンジャーＲＮ
Ａが含まれる。
【００１１】
　別の態様において、本発明の方法および組成物は、線維化を促進する１以上のサイトカ
イン、増殖因子、またはケモカインに対する、少なくとも１つのさらなるアンタゴニスト
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をさらに含む。これらの線維化促進性（profibrotic）因子には、限定されるわけではな
いが、トランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）、インターロイキン－４（ＩＬ－
４）、インターロイキン－５（ＩＬ－５）、インターロイキン－９（ＩＬ－９）、インタ
ーロイキン－１３（ＩＬ－１３）、顆粒球／マクロファージ－コロニー刺激因子（ＧＭ－
ＣＳＦ）、腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－α）、インターロイキン－１ベータ（ＩＬ－
１β）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、オンコス
タチンＭ（ＯＳＭ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、単球走化性タンパク質１（ＣＣ
Ｌ２／ＭＣＰ－１）、ならびに肺および活性化制御ケモカイン（ＣＣＬ１８／ＰＡＲＣ）
が含まれる。
【００１２】
　発明の詳細な説明
　本発明は、組織において、サイトカイン、胸腺間質リンホポエチン（ＴＳＬＰ）の量ま
たは活性を調節することによって、組織における線維芽細胞集積およびコラーゲン沈着を
調節する方法を提供する。ＴＳＬＰは、動物における線維性障害に特徴的な、線維芽細胞
集積およびコラーゲン沈着を誘導することが見出されている。１つの側面において、本発
明は、ＴＳＬＰまたはＴＳＬＰアゴニストを投与することによって、線維化増加が好適で
ありうる状況において、線維化を増加させる方法を提供する。別の側面において、本発明
は、被験体を、ＴＳＬＰに対する少なくとも１つのアンタゴニストの療法的有効量で治療
することによって、線維性障害を患う被験体において、線維化を減少させるかまたは防止
するための方法および組成物を提供する。別の側面において、本発明は、線維性障害を患
う被験体における線維性障害の防止または治療のための薬剤の調製における、少なくとも
１つのＴＳＬＰアンタゴニストの使用を提供する。別の側面において、本発明は、被験体
において、線維化を防止するかまたは減少させるための薬剤組成物であって、薬学的に許
容しうるキャリアーと混合された、ＴＳＬＰに対する少なくとも１つのアンタゴニストの
療法的有効投薬量を含む、前記組成物を提供する。
【００１３】
　本明細書において、用語「線維増殖性疾患」または「線維性疾患または障害」は、１以
上の組織における線維化を伴う状態を指す。本明細書において、用語「線維化」は、臓器
または組織の正常な構成要素としてではなく、修復プロセスまたは反応プロセスとしての
線維性組織の形成を指す。線維化は、任意の特定の組織における、線維芽細胞集積、およ
び通常の沈着を超えたコラーゲン沈着によって特徴付けられる。本明細書において、用語
「線維化」は、「線維芽細胞集積およびコラーゲン沈着」と同義に用いられる。線維芽細
胞は、結合組織細胞であり、体中の結合組織に散在する。線維芽細胞は、Ｉ型および／ま
たはＩＩＩ型コラーゲンを含有する、強固でない細胞外マトリックスを分泌する。組織に
対する傷害に反応して、近傍の線維芽細胞が創傷内に遊走し、増殖し、そして多量のコラ
ーゲン性細胞外マトリックスを産生する。コラーゲンは、グリシンおよびプロリンがリッ
チな線維性タンパク質であり、細胞外マトリックスおよび結合組織、軟骨、ならびに骨の
主な構成要素である。コラーゲン分子は、α鎖と呼ばれる三重鎖らせん構造であり、互い
に巻きついて、ロープ状のらせんになっている。コラーゲンは、いくつかの型または種類
で存在し；このうち、最も一般的なＩ型は、皮膚、腱、および骨に見られ；そしてＩＩＩ
型は、皮膚、血管、および内臓に見られる。
【００１４】
　線維性障害には、限定されるわけではないが、全身性および局所強皮症、ケロイドおよ
び肥厚性瘢痕、アテローム性動脈硬化症、再狭窄、肺炎症および線維化、特発性肺線維症
、肝硬変、慢性Ｂ型またはＣ型肝炎感染の結果としての線維症、腎疾患、瘢痕組織から生
じる心疾患、ならびに黄斑変性症、および網膜およびガラス体の網膜症などの目の疾患が
含まれる。さらなる線維性疾患には、化学療法薬剤から生じる線維症、放射線誘導性線維
症、ならびに傷害および火傷が含まれる。
【００１５】
　強皮症は、皮膚および他の臓器における線維芽細胞による新規コラーゲンの過剰産生に
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よって引き起こされる皮膚の肥厚および硬化によって特徴付けられる線維性障害である。
強皮症は、局所または全身性疾患として起こりうる。全身性強皮症は、いくつかの臓器に
影響を及ぼしうる。全身性強皮症は、ヒアリン化および肥厚コラーゲン性線維性組織の形
成によって特徴付けられ、皮膚の肥厚、ならびに下層にある組織、特に手および顔の下の
組織への接着を伴う。該疾患はまた、蠕動の損失および食道の粘膜下線維症による嚥下障
害、肺線維症による呼吸困難、心筋線維症、および腎血管変化によっても特徴付け可能で
ある（Ｓｔｅｄｍａｎ’ｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ，　第２６版，　Ｗ
ｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ，　１９９５）。肺線維症は、強皮症患者の３０～
７０％に影響を及ぼし、しばしば拘束性肺疾患を生じる（Ａｔａｍａｓら　Ｃｙｔｏｋｉ
ｎｅ　ａｎｄ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｖ　１４：５３７－５５０（２００３
））。
【００１６】
　特発性肺線維症は、慢性で、進行性であり、そして通常は致死の肺障害であり、慢性炎
症性プロセスの結果であると考えられる（Ｋｅｌｌｙら，　Ｃｕｒｒ　Ｐｈａｒｍａ　Ｄ
ｅｓｉｇｎ　９：３９－４９（２００３））。この疾患の原因はまだ知られていない。
【００１７】
　本明細書において、用語「被験体」は、ヒトを含む哺乳動物を含む動物を指す。用語「
哺乳動物」には、霊長類、イヌ、ネコ、ヒツジ、ウシ、ヤギ、ブタ、マウス、ラット、ウ
サギ、モルモットを含む家畜動物、動物園の動物などの捕獲された動物、および野生動物
が含まれる。本明細書において、用語「組織」は、臓器、または皮膚組織、肺組織、腎組
織、および他の種類の細胞などの特殊化された細胞セットを指す。
【００１８】
　ＴＳＬＰ
　胸腺間質リンホポエチン（ＴＳＬＰ）は、４つのαらせん束のＩ型サイトカインを指し
、該サイトカインは、ＩＬ－２ファミリーのメンバーであるが、ＩＬ－７に最も緊密に関
連する。サイトカインは、特定の刺激に応答して分泌される低分子量制御タンパク質であ
り、標的細胞膜上の受容体に対して作用する。サイトカインは、多様な細胞応答を制御す
る。サイトカインは一般的に、Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ，　Ａ．　Ｍｉｒｅ－Ｓｌｕｉｓおよ
びＲ．　Ｔｈｏｒｎｅ監修，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　
（１９９８）などの参考文献に記載される。
【００１９】
　ＴＳＬＰは、ネズミ胸腺間質細胞株から最初にクローニングされ（Ｓｉｍｓら　Ｊ．　
Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ　１９２（５），　６７１－６８０（２０００））、そして初期Ｂおよ
びＴ細胞発生を援助することが見出された。ヒトＴＳＬＰが後にクローニングされ、そし
てネズミ相同体に対して、４３パーセントのアミノ酸配列同一性を有することが見出され
た（Ｑｕｅｎｔｍｅｉｅｒら　Ｌｅｕｋｅｍｉａ　１５，　１２８６－１２９２（２００
１）、および本明細書に援用される米国特許第６，５５５，５２０号）。ヒトＴＳＬＰの
ポリヌクレオチドおよびアミノ酸配列を、それぞれ、配列番号１および２に提示する。Ｔ
ＳＬＰは、米国特許出願第０９／８９５，９４５号（公報第２００２／００６８３２３号
）（配列番号４および５）に記載されるＴＳＬＰ受容体（ＴＳＬＰＲ）と呼ばれるヘマト
ポエチン受容体ファミリー由来の受容体鎖に、低い親和性で結合することが見出された。
それぞれ、ヒトＴＳＬＰＲをコードするポリヌクレオチド配列を、本出願の配列番号３と
して提示し、そしてアミノ酸配列を、本出願の配列番号４として提示する。ＴＳＬＰＲの
可溶性ドメインは、配列番号４のほぼアミノ酸２５～２３１である。ＴＳＬＰは、ＴＳＬ
ＰＲおよびインターロイキン７受容体アルファＩＬ－７Ｒαのヘテロ二量体複合体に、高
親和性で結合する（Ｐａｒｋら，　Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ　１９２：５（２０００）、
米国特許出願第０９／８９５，９４５号、公報第Ｕ．Ｓ．　２００２／００６８３２３号
）。ＩＬ－７受容体αの配列は、本明細書に援用される、米国特許第５，２６４，４１６
号の図２に示される。ＩＬ－７受容体αの可溶性ドメインの配列は、米国特許第５，２６
４，４１６号の図２のアミノ酸１～２１９である。
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【００２０】
　ヒトＴＳＬＰはまた、修飾型でも発現可能であり、該修飾型では、ＰＣＴ特許出願公報
ＷＯ　０３／０３２８９８に記載されるような、アミノ酸配列の修飾を通じて、フューリ
ン切断部位が除去されている。修飾ＴＳＬＰは活性を保持するが、微生物または哺乳動物
細胞において、全長配列がより容易に発現される。
【００２１】
　ＴＳＬＰは、定量的ｍＲＮＡ分析によって決定されたように、皮膚、気管支、気管、お
よび気道上皮細胞、角化細胞、間質細胞およびマスト細胞、平滑筋細胞、ならびに肺およ
び皮膚線維芽細胞を含む、ヒト上皮細胞で産生される（Ｓｏｕｍｅｌｉｓら，　Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　３（７）６７３－６８０（２００２））。ネズミおよびヒトＴ
ＳＬＰは、アレルギー性炎症を促進する際に関与する。Ｓｏｕｍｅｌｉｓら、上記は、Ｔ
ＳＬＰヘテロ二量体受容体複合体が、ヒトＣＤ１１ｃ＋樹状細胞（ＤＣ細胞）上に発現さ
れることを報告した。樹状細胞培養実験によって、ＤＣ細胞にＴＳＬＰが結合すると、Ｔ

Ｈ２細胞誘引ケモカインＴＡＲＣ（胸腺および活性化制御ケモカイン；ＣＣＬ１７として
も知られる）およびＭＤＣ（マクロファージ由来ケモカイン、ＣＣＬ２２としても知られ
る）の産生が誘導され、そして細胞表面上の同時刺激分子ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ４０、ＣＤ
８０、ＣＤ８６、およびＣＤ８３が上方制御されることが示された。細胞培養中、ＴＳＬ
Ｐに活性化されたＤＣは、未刺激（ｎａｉｖｅ）ＣＤ４＋（Ｓｏｕｍｅｌｉｓ、上記）お
よびＣＤ８＋　Ｔ細胞の、アレルギー促進性エフェクター細胞への分化を誘導し（Ｇｉｌ
ｌｉｅｔら，　Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　１９７（８），　１０５９－１０６３（２０
０３））、該エフェクター細胞は、アレルギー促進性サイトカイン、ＩＬ－４、ＩＬ－５
、ＩＬ－１３およびＴＮＦ－αを産生する一方、ＩＬ－１０およびインターフェロン－γ
を下方制御する（Ｓｏｕｍｅｌｉｓら、上記、Ｇｉｌｌｉｅｔら、上記）。ＴＳＬＰは、
炎症扁桃腺上皮細胞の組織試料中、そしてアトピー性皮膚炎患者の病変内で、発現してい
ると報告されてきている（Ｓｏｕｍｅｌｉｓら、上記）。
【００２２】
　ＴＳＬＰアッセイ
　ＰＣＴ特許出願公報ＷＯ　０３／０３２８９８に記載されるように、増殖のために活性
ＴＳＬＰを必要とする、ヒトＴＳＬＰＲを発現するＢＡＦ細胞（ＢＡＦ／ＨＴＲ）を用い
たアッセイにおいて、ＴＳＬＰ活性を測定可能である。ＢＡＦ／ＨＴＲバイオアッセイは
、ヒトＴＳＬＰ受容体をトランスフェクションされているネズミ・プロＢリンパ球細胞株
（Ｓｔｅｖｅｎ　Ｆ．　Ｚｉｅｇｌｅｒ，　Ｖｉｒｇｉｎｉａ　Ｍａｓｏｎ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ，　ワシントン州シアトルから得た細胞株）を利用する。ＢＡＦ／
ＨＴＲ細胞は、増殖のため、ｈｕＴＳＬＰに依存し、そして試験試料に添加された活性ｈ
ｕＴＳＬＰに応答して増殖する。インキュベーション期間後、Ａｌａｍａｒ　Ｂｌｕｅ色
素Ｉ（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌカタログ番号ＤＡＬ１１００、
１０μｌ／ウェル）を添加することによって、細胞増殖を測定する。代謝的に活性である
ＢＡＦ／ＨＲＴ細胞は、Ａｌａｍａｒ　Ｂｌｕｅを取り込み、そして還元し、この色素の
蛍光特性の変化を導く。ｈｕＴＳＬＰ活性に関するさらなるアッセイには、例えば、米国
特許第６，５５５，５２０号に記載されるような、ＴＳＬＰによるヒト骨髄からのＴ細胞
増殖の誘導を測定するアッセイが含まれる。別のＴＳＬＰ活性は、Ｌｅｖｉｎら，　Ｊ．
　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１６２：６７７－６８３（１９９９）およびＰＣＴ特許出願ＷＯ　
０３／０３２８９８を参照した際に記載されるような、ＳＴＡＴ５を活性化する能力であ
る。さらなるアッセイには、Ｓｏｕｍｅｌｉｓら、上記を参照した際に記載されるような
、ＴＳＬＰが誘導する、初代ヒト単球および樹状細胞からのＣＣＬ１７／ＴＡＲＣ産生が
含まれる。
【００２３】
　ＴＳＬＰは、以下の実施例に記載するように、動物において、線維芽細胞集積およびコ
ラーゲン沈着を誘導することが見出されてきている。ネズミＴＳＬＰをマウスに皮内注射
すると、線維芽細胞増殖およびコラーゲン沈着によって特徴付けられる、マウスの皮下組
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織内の線維化が生じた。ＴＳＬＰ活性のアンタゴナイズは、組織中の線維芽細胞増殖およ
びコラーゲン沈着の防止または減少を生じるであろう。本発明は、被験体に１以上のＴＳ
ＬＰアンタゴニストを投与することによって、線維性障害に罹患した被験体において、線
維化を減少させるかまたは防止するための方法および組成物を提供する。
【００２４】
　本明細書において、用語「線維化促進性因子」は、ＴＳＬＰに加えて、多様な組織にお
いて、線維芽細胞集積およびコラーゲン沈着を促進することが観察された、サイトカイン
、増殖因子またはケモカインを指す。いくつかのサイトカインおよび増殖因子は、組織リ
モデリングおよび線維化を制御するのに関与することが報告されてきている。これらには
、トランスフォーミング増殖因子ベータ（ＴＧＦ－β）、インターロイキン－４（ＩＬ－
４）、インターロイキン－５（ＩＬ－５）、およびインターロイキン－１３（ＩＬ－１３
）のような「線維化促進性サイトカイン」が含まれ、これらは、線維性組織においてコラ
ーゲン合成および線維化を刺激することが示されてきている（Ｌｅｔｔｅｒｉｏら　Ａｎ
ｎ　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１６，　１３７－１６１（１９９８），　Ｆｅｒｔｉ
ｎら，　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　３７，　８２３－８２９（１９９１），　Ｄ
ｏｕｃｅｔら，　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ．　１０１，　２１２９－２１３９（
１９９８））。インターロイキン－９（ＩＬ－９）は、マウスの肺において、気道線維化
を誘導することが示されている（Ｚｈｕら，　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ．　１０
３，　７７９－７８８（１９９９））。ＴＧＦ－βに加えて、線維性障害、特発性肺線維
症（ＩＰＦ）において線維化を増加させることが報告されている、他のサイトカインまた
は増殖因子には、顆粒球／マクロファージ－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、腫瘍壊
死因子アルファ（ＴＮＦ－α）、インターロイキン－１ベータ（ＩＬ－１β）、および結
合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）が含まれる（Ｋｅｌｌｙら　Ｃｕｒｒ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｄｅｓ　９：３９－４９（２００３））。強皮症で生じる肺線維症を促進す
る際に関与すると報告されているサイトカインおよび増殖因子には、ＴＧＦ－β、インタ
ーロイキン－１ベータ（ＩＬ－１β）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、オンコスタ
チンＭ（ＯＳＭ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、２型サイトカイン、ＩＬ－４およ
びＩＬ－１３、ＩＬ－９、単球走化性タンパク質１（ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１）、ならびに
肺および活性化制御ケモカイン（ＣＣＬｌ８／ＰＡＲＣ）が含まれる（Ａｔａｍａｓら，
　Ｃｙｔｏ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔ　Ｒｅｖ　１４：５３７－５５０（２００３））。
したがって、１つの態様において、本発明の方法および組成物は、少なくとも１つのＴＳ
ＬＰアンタゴニストに加えて、１以上の線維化促進性因子に対する少なくとも１つのさら
なるアンタゴニストを投与して、線維性障害を患う被験体において、線維化を減少させる
かまたは防止することをさらに含む。別の側面において、本発明は、被験体における線維
性障害の治療または防止のための薬剤の調製における、少なくとも１つのＴＳＬＰアンタ
ゴニストに加えた、少なくとも１つの線維化促進性アンタゴニストの使用を提供する。別
の側面において、本発明は、少なくとも１つのＴＳＬＰアンタゴニストに加えて、薬学的
に許容しうるキャリアーと混合された、サイトカイン、増殖因子またはケモカインである
線維化促進性因子に対する１以上のアンタゴニストを含む、薬剤組成物を提供する。これ
らの線維化促進性因子には、限定されるわけではないが、以下のサイトカイン、増殖因子
またはケモカインが含まれる：インターロイキン－４（ＩＬ－４）、インターロイキン－
５（ＩＬ－５）、インターロイキン－９（ＩＬ－９）、インターロイキン－１３（ＩＬ－
１３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ（ＴＧＦ－β）、顆粒球／マクロファージ
－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－α）、インター
ロイキン－１ベータ（ＩＬ－１β）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、インターロイキン
－６（ＩＬ－６）、オンコスタチンＭ（ＯＳＭ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、単
球走化性タンパク質１（ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１）、ならびに肺および活性化制御ケモカイ
ン（ＣＣＬ１８／ＰＡＲＣ）。これらのサイトカインおよびその特異的受容体（入手可能
である場合）の寄託番号は、以下の表Ｉに見られる。
【００２５】
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　表Ｉ
【００２６】
【表１－１】

【００２７】
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【表１－２】

【００２８】
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【表１－３】

【００２９】



(11) JP 5231814 B2 2013.7.10

10

20

30

40

【表１－４】

【００３０】
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【表１－５】

　ＴＳＬＰアンタゴニスト
　本発明記載のＴＳＬＰアンタゴニストは、ＴＳＬＰの少なくとも１つの活性を阻害する
かまたは遮断し、あるいは該サイトカインまたはその受容体の発現を遮断する。サイトカ
イン活性の阻害または遮断は、例えば、該サイトカインのその受容体への結合に干渉し、
そして／または該サイトカインのその受容体への結合から生じるシグナル伝達を遮断する
、１以上の阻害剤を使用することによって達成可能である。
【００３１】
　１つの態様において、ＴＳＬＰアンタゴニストは、ＴＳＬＰに結合し、そして該サイト
カインのその受容体への結合を防止し、そして／または該サイトカインのその受容体への
結合から生じるシグナル伝達を遮断する、ＴＳＬＰ結合剤を含む。これらのアンタゴニス
トには、限定されるわけではないが、アンタゴニスト性抗体、ペプチドまたはポリペプチ
ド結合剤、可溶性ＴＳＬＰＲ、可溶性ＩＬ－７Ｒα／ＴＳＬＰＲヘテロ二量体、および小
分子アンタゴニストが含まれる。
【００３２】
　別の態様において、アンタゴニストは、ＴＳＬＰＲに結合し、そしてリガンド結合およ
び／またはシグナル伝達を遮断する、ＴＳＬＰＲアンタゴニストである。これらのアンタ
ゴニストには、限定されるわけではないが、ＴＳＬＰＲに結合し、そしてＴＳＬＰシグナ
ル伝達および活性に干渉する、アンタゴニスト性抗体、可溶性リガンド、および小分子が
含まれる。
【００３３】
　別の態様において、アンタゴニストは、ＩＬ－７Ｒα／ＴＳＬＰＲヘテロ二量体に結合
し、そしてリガンド結合および／またはシグナル伝達を遮断する、ＩＬ－７Ｒα／ＴＳＬ
ＰＲヘテロ二量体に対するアンタゴニストである。これらのアンタゴニストには、限定さ
れるわけではないが、該ヘテロ二量体に結合し、そしてＴＳＬＰシグナル伝達および活性
に干渉する、アンタゴニスト性抗体、可溶性リガンド、および小分子が含まれる。
【００３４】
　別の態様において、ＴＳＬＰアンタゴニストは、ＴＳＬＰサイトカイン、ＴＳＬＰＲ、
またはヘテロ二量体受容体の発現を防止する分子である。これらの分子には、例えば、ｍ
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ＲＮＡを標的とするアンチセンス・オリゴヌクレオチド、および干渉メッセンジャーＲＮ
Ａが含まれる。
【００３５】
　別の態様において、本発明の方法および組成物は、線維性障害を患う被験体において、
線維化を防止するかまたは減少させるため、限定されるわけではないが、ＩＬ－４、ＩＬ
－５、ＩＬ－９、ＩＬ－１３、ＴＧＦ－β、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、Ｃ
ＴＧＦ、ＩＬ－６、ＯＳＭ、ＰＤＧＦ、ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１、およびＣＣＬ１８／ＰＡ
ＲＣを含む、１以上の「線維化促進性因子」に対するさらなるアンタゴニストを提供する
。これらの線維化促進性因子に対するアンタゴニストは、該因子自体、該因子が結合しそ
してシグナル伝達しうる、受容体またはヘテロ二量体受容体に結合する剤より選択可能で
あり、ここでアンタゴニストは、リガンド／受容体結合および／または少なくとも１つの
活性に干渉する。１つの態様において、因子アンタゴニストは、因子または受容体の発現
を遮断する。
【００３６】
　１つの態様において、ＴＳＬＰアンタゴニストは、ＴＳＬＰリガンド、受容体またはヘ
テロ二量体受容体に特異的に結合する。本明細書において、用語「特異的に結合する」は
、抗体などのアンタゴニストが、当該技術分野に周知の技術によって決定した際（例えば
、Ｓｃａｔｃｈａｒｄ，　Ａｎｎ　ＮＹ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　５１：６６０－６７２（１
９４９）、および以下に記載するように）、ＴＳＬＰ、ＴＳＬＰＲ、またはヘテロ二量体
に対して（あるいは線維化促進性サイトカイン、サイトカイン受容体、またはサイトカイ
ン・ヘテロ二量体受容体に対応して）、１０６Ｍ－１以上、１つの態様において、１０７

Ｍ－１以上、別の態様において、１０８Ｍ－１以上、別の態様において、１０９Ｍ－１以
上の結合親和性（Ｋａ）を有することを指す。
【００３７】
　ＴＳＬＰおよび線維化促進性因子に対するアンタゴニストを、一般的に、以下により詳
細に記載する。
【００３８】
　特定のアンタゴニスト
　抗体
　アンタゴニストには、サイトカインまたはその受容体のいずれかに結合し、そして該サ
イトカインの少なくとも１つの活性を減少させるかまたは遮断する抗体が含まれる。本明
細書において、用語「抗体」は、ポリクローナル抗体（例えばＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ（監修），　
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，　（１９８８）を参照されたい）
、およびモノクローナル抗体（例えば、米国特許第ＲＥ　３２，０１１号、第４，９０２
，６１４号、第４，５４３，４３９号、および第４，４１１，９９３号、ならびにＭｏｎ
ｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｎｅｗ　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ，　Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｋｅｎｎｅｔ
ｔ，　ＭｃＫｅａｒｎおよびＢｅｃｈｔｏｌ（監修）（１９８０）を参照されたい）を含
む、損なわれていない（ｉｎｔａｃｔ）抗体を指す。本明細書において、用語「抗体」は
また、Ｆ（ａｂ）、Ｆ（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、相補性決定領域（ＣＤＲ）断
片、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、またはこれらの組み合わせなどの抗体断片も指し、これら
は、ＤＮＡ組換え技術によって、あるいは損なわれていない抗体の酵素的または化学的切
断によって、産生可能である。抗体にはまた、少なくとも、ポリペプチドに対して特異的
抗原結合を与えるのに十分な免疫グロブリン部分を含有する、融合タンパク質などのポリ
ペプチドも含まれる。抗体にはまた、ｄＡｂ（ＶＨドメイン）、ディアボディ（各々がＶ

ＨおよびＶＬ鎖を有する、２つのポリペプチド鎖を含む、二価抗体）、ならびにトリアボ
ディおよびテトラボディ（各々がＶＨおよびＶＬ鎖を有する、それぞれ、３つおよび４つ
のポリペプチド鎖を持つ抗体）。抗体にはまた、組換えＤＮＡ技術によって、あるいは損
なわれていない抗体の酵素的または化学的切断によって産生される、ミニボディ（ＷＯ　
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９４／０９８１７に記載されるようなもの）、およびマキシボディまたはｓｃＦｖ－Ｆｃ
融合体（Ｐｏｗｅｒｓら，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈ　２５１，　１２３－１３
５（２００１））も含まれる。
【００３９】
　用語「抗体」はまた、２つの異なる重鎖／軽鎖および２つの異なる結合部位を有する人
工的ハイブリッド抗体である、二重特異性抗体または二重官能性抗体も指す。二重特異性
抗体は、ハイブリドーマの融合またはＦａｂ’断片の連結を含む、多様な方法によって産
生可能である（Ｓｏｎｇｓｉｖｉｌａｉら，　Ｃｌｉｎ．　Ｅｘｐ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
　７９：３１５－３２１（１９９０），　Ｋｏｓｔｅｌｎｙら，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ
．　１４８：１５４７－１５５３（１９９２）を参照されたい）。本明細書において、用
語「抗体」はまた、キメラ抗体、すなわち１以上の非ヒト可変抗体免疫グロブリン・ドメ
インまたはその断片にカップリングしたヒト定常抗体免疫グロブリン・ドメインを有する
抗体も指す（例えば、米国特許第５，５９５，８９８号および米国特許第５，６９３，４
９３号を参照されたい）。抗体はまた、「ヒト化」抗体、およびトランスジェニック動物
によって産生されたヒト抗体も指し、これらのどちらも、以下により詳細に説明する。用
語「抗体」にはまた、多量体抗体、またはヘテロ二量体抗体などの、タンパク質のより高
次の複合体も含まれる。「抗体」にはまた、抗イディオタイプ抗体も含まれる。抗体の産
生を以下により詳細に記載する。
【００４０】
　ポリペプチドおよびアジュバントの多数回の皮下または腹腔内注射によって、動物（例
えばウサギまたはマウス）において、サイトカインまたはその受容体ポリペプチドに向け
られるポリクローナル抗体を産生してもよい。免疫しようとする種において免疫原性であ
るキャリアータンパク質、例えばキーホールリンペット（ｋｅｙｈｏｌｅ　ｌｉｍｐｅｔ
）ヘモシアニン、血清、アルブミン、ウシ・チログロブリン、またはダイズ・トリプシン
阻害剤に、抗原ポリペプチドをコンジュゲート化することが有用でありうる。また、ミョ
ウバンなどの凝集剤を用いて、免疫応答を増進してもよい。免疫後、動物から採血し、そ
して抗体力価に関して血清をアッセイする。
【００４１】
　培養中の連続細胞株によって抗体分子の産生を提供する、任意の方法を用いて、サイト
カインまたはその受容体と免疫反応性であるモノクローナル抗体を産生する。モノクロー
ナル抗体を調製するのに適した方法の例には、Ｋｏｈｌｅｒら　Ｎａｔｕｒｅ　２５６：
４９５－９７（１９７５）のハイブリドーマ法、およびヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋ
ｏｚｂｏｒ，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１３３：３００１（１９８４）；　Ｂｒｏｄｅ
ｕｒら，　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　５１－６３（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋ
ｋｅｒ，　Ｉｎｃ．，　１９８７）が含まれる。本発明がやはり提供するのは、サイトカ
インまたはその受容体と反応性であるモノクローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ細
胞株である。
【００４２】
　療法剤として使用するため、本発明のモノクローナル抗体を修飾してもよい。１つの態
様は、重（Ｈ）鎖および／または軽（Ｌ）鎖の部分が、特定の種に由来するか、あるいは
特定の抗体クラスまたはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるかまたは相
同である一方、鎖（単数または複数）の残りが、別の種に由来するか、あるいは別の抗体
クラスまたはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるかまたは相同である、
「キメラ」抗体である。やはり含まれるのは、望ましい生物学的活性を示す限り、こうし
た抗体の断片である。米国特許第４，８１６，５６７号；　Ｍｏｒｒｉｓｏｎら，　Ｐｒ
ｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　８１：６８５１－５５（１９８５）を参照
されたい。
【００４３】
　モノクローナル抗体はまた、「ヒト化」抗体であってもよい。非ヒト抗体をヒト化する
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ための方法が、当該技術分野に周知である。米国特許第５，５８５，０８９号および第５
，６９３，７６２号を参照されたい。一般的に、ヒト化抗体は、非ヒトである供給源から
導入された、１以上のアミノ酸残基を有する。例えば、当該技術分野に記載される方法を
用いて（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号およびＷＯ　９４／１０３３２、Ｊｏ
ｎｅｓら，　Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－２５（１９８６）；　Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ
ら，　Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－２７（１９９８）；　Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら，　
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－３６（１９８８）を参照されたい）、げっ歯類相補
性決定領域の少なくとも部分を、ヒト抗体の対応する領域に置換することによって、ヒト
化を行ってもよい。
【００４４】
　抗体は、ヒト抗体であってもよい。内因性免疫グロブリン産生の非存在下で、ヒト抗体
のレパートリーを産生可能なトランスジェニック動物（例えばマウス）を用いると、場合
によってキャリアーとコンジュゲート化された、適切な抗原（すなわち、少なくとも６の
連続アミノ酸を有するもの）で免疫することによって、こうした抗体が産生される。例え
ば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　９０
：２５５１－５５（１９９３）；　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら，　Ｎａｔｕｒｅ　３６２：
２５５－５８（１９９３）　Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら　Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏ
．　７：３３（１９９３），　Ｍｅｎｄｅｚら，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１
５：１４６－１５６（１９９７）、および本明細書に援用される米国特許第６，３００，
１２９号を参照されたい。１つの方法において、重鎖および軽鎖免疫グロブリン鎖をコー
ドする内因性遺伝子座を無能力にし、そしてヒト重鎖および軽鎖タンパク質をコードする
遺伝子座をそのゲノムに挿入することによって、こうしたトランスジェニック動物を産生
する。次いで、完全（ｆｕｌｌ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）より少ない修飾を有する、部分
的に修飾された動物を交配して、望ましい免疫系修飾すべてを有する動物を得る。免疫原
を投与した際、これらのトランスジェニック動物は、これらの抗原に免疫特異的な可変領
域を含めて、ヒト（例えばネズミでなく）アミノ酸配列を持つ抗体を産生する。ＰＣＴ出
願第ＰＣＴ／ＵＳ９６／０５９２８号および第ＰＣＴ／ＵＳ９３／０６９２６号を参照さ
れたい。さらなる方法が、米国特許第５，５４５，８０７号、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ
９１／２４５号および第ＰＣＴ／ＧＢ８９／０１２０７号に、そして欧州特許第５４６０
７３Ｂ１号および第５４６０７３Ａ１号に記載される。また、宿主細胞における組換えＤ
ＮＡ発現によって、または本明細書に記載するようなハイブリドーマ細胞における発現に
よって、ヒト抗体を産生してもよい。
【００４５】
　また、ヒト抗体を含む抗体を、ファージ－ディスプレイ・ライブラリーから産生しても
よい（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２２７：３８１（１９
９１）；　Ｍａｒｋｓら，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２２２：５８１（１９９１）
）。これらのプロセスは、糸状バクテリオファージ表面上での抗体レパートリーのディス
プレイ、およびそれに続いて、選択される抗原への結合によるファージの選択を通じて、
免疫選択を模倣する。こうした技術の１つが、こうしたアプローチを用いた、ＭＰＬ－お
よびｍｓｋ－受容体に対する高親和性でそして機能するアゴニスト性抗体の単離を記載す
る、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９８／１７３６４号に記載される。Ｆａｂ抗体断片を、例
えばファージおよびファージミド・ライブラリー上にディスプレイし、それによって可溶
性ＦａｂおよびＩｇＧの選択および精製を可能にし、そして親和性精製を可能にする、抗
体ファージ・ディスプレイ・ライブラリーが入手可能である（Ｄｙａｘ　Ｃｏｒｐ）。
【００４６】
　キメラ、ＣＤＲ移植、およびヒト化抗体は、典型的には組換え法によって産生される。
抗体をコードする核酸が、宿主細胞に導入され、そして本明細書に記載する材料および方
法を用いて発現される。１つの態様において、哺乳動物宿主細胞、例えばＣＨＯ細胞で抗
体が産生される。宿主細胞における組換えＤＮＡの発現によって、または本明細書に記載
するようなハイブリドーマ細胞における発現によって、モノクローナル（例えばヒト）抗
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体を産生してもよい。
【００４７】
　ペプチド／ポリペプチド・アンタゴニスト
　ＴＳＬＰに対するアンタゴニストには、ＴＳＬＰ、ＴＳＬＰＲ、またはＩＬ－７Ｒα／
ＴＳＬＰＲヘテロ二量体受容体に結合し、リガンド－受容体結合を阻害するかまたは遮断
し、そして／またはサイトカイン活性を減少させるかまたは遮断することが可能な、ペプ
チドおよびポリペプチドが含まれる。他の線維化促進性因子に対するペプチドおよびポリ
ペプチド・アンタゴニストには、適用可能な場合、リガンド、リガンド受容体、またはヘ
テロ二量体受容体に結合可能なペプチドまたはポリペプチドが含まれる。本明細書におい
て、用語「ポリペプチド」は、長さまたは翻訳後修飾にかかわらず、ペプチド結合によっ
て連結されるいかなるアミノ酸鎖も指す。「ペプチド」は、一般的に、およそ２アミノ酸
からおよそ５０アミノ酸の間の、アミノ酸のより短い鎖を指す。ポリペプチドおよびペプ
チドには、天然タンパク質、合成または組換えポリペプチドおよびペプチドが含まれる。
本明細書において、用語「アミノ酸」は、２０の標準的なα－アミノ酸ならびに天然存在
および合成誘導体を指す。ポリペプチドは、ＬまたはＤアミノ酸あるいはその組み合わせ
を含有してもよい。本明細書において、用語「ペプチド模倣体」は、１以上のアミノ酸に
対して置換された非アミノ酸構造を有する、ペプチド様構造を指す。
【００４８】
　本発明の結合ポリペプチドおよびペプチドには、天然存在タンパク質の配列または部分
配列、天然存在タンパク質由来のランダム化配列、あるいは完全ランダム化配列が含まれ
てもよい。
【００４９】
　ペプチドおよびポリペプチド・アンタゴニストには、ペプチドまたはポリペプチドのア
ミノ末端および／またはカルボキシ末端が、別のポリペプチド、その断片、または一般的
にはいかなる特定のタンパク質配列の一部とも認識されないアミノ酸に融合された、融合
タンパク質が含まれる。こうした融合タンパク質の例は、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ
）などの免疫原性ポリペプチド、マーカータンパク質、所望のペプチドまたはポリペプチ
ドの精製を容易にするタンパク質またはポリペプチド、二量体または三量体形成において
有用であり、そして安定性およびより長い循環半減期を促進するのに有用である、ロイシ
ンジッパーモチーフなどの、多量体タンパク質形成を促進する配列である。他の有用な融
合タンパク質には、酵素由来の活性部位、グリコシル化ドメイン、細胞ターゲティングシ
グナルまたは膜貫通領域などの、機能ドメインの連結が含まれる。分子を多量体化し、そ
してそれによって結合親和性を増進するため、Ｆｃ領域などの多量体化剤に加えて、これ
らのペプチドまたはポリペプチドを、ペプチドリンカーにさらに付着させてもよい。Ｉｇ
Ｆ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、またはＩｇＥのＦｃドメインなどの抗体断片と、サイトカイン受容
体の可溶性ドメインなどのポリペプチドの融合が周知である。また、結合ペプチドまたは
ポリペプチドを、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などのキャリアー分子と付着させて
もよい。
【００５０】
　結合ポリペプチドおよびペプチドには、本明細書に援用される、米国特許第６，６６０
，８４３号に記載されるペプチボディがさらに含まれる。
可溶性リガンド
　ペプチドおよびポリペプチド・アンタゴニストには、可溶性リガンド・アンタゴニスト
が含まれる。本明細書において、用語「可溶性リガンド・アンタゴニスト」は、ＴＳＬＰ
受容体または他の線維化促進性因子受容体、あるいはヘテロ二量体受容体に結合して、そ
してサイトカイン受容体結合および／またはシグナル伝達および活性を遮断することが可
能な、可溶性ペプチド、ポリペプチドまたはペプチド模倣体を指す。可溶性リガンド・ア
ンタゴニストには、リガンドに対して実質的な相同性を維持するが、その活性は維持しな
い、サイトカインの変異体が含まれ、ＮまたはＣ末端一部切除（ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ）
などの一部切除、置換、欠失、およびアミノ酸残基に対する非アミノ酸ペプチド模倣体の
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置換などのアミノ酸配列中の他の改変が含まれる。例えば、可溶性リガンド・アンタゴニ
ストは、サイトカイン受容体に結合可能であるが、シグナル伝達を可能にしない。本発明
の目的のため、タンパク質は、アミノ酸配列が互いに少なくとも８０％、好ましくは少な
くとも約９０％、より好ましくは少なくとも約９５％同一である場合に、別のタンパク質
に「実質的に類似」である。
可溶性受容体
　ペプチドおよびポリペプチド・アンタゴニストには、ＴＳＬＰ（または他の線維化促進
性因子）に結合し、そして／またはＴＳＬＰ受容体結合を遮断するかまたは阻害し、そし
てそれによって、サイトカイン活性を減少させるかまたは遮断することが可能な、修飾さ
れたかまたはそうでない、サイトカイン受容体の一部切除型または断片がさらに含まれる
。サイトカイン受容体のこれらの一部切除型には、例えば、天然存在可溶性ドメイン、な
らびに、ＮまたはＣ末端のタンパク質分解による変異が含まれる。可溶性ドメインには、
単独か、あるいはさらなるペプチドまたは修飾に付着した、受容体の細胞外ドメインのす
べてまたは一部が含まれる。ヒトＴＳＬＰＲの可溶性ドメインは、配列番号４のほぼアミ
ノ酸２５～２３１である。ＩＬ－７Ｒαの可溶性ドメインは、米国特許第５，２６４，４
１６号の図２のほぼアミノ酸１～２１９である。受容体の可溶性ドメインを、Ｆｃ融合体
などの融合タンパク質として提供することもまた可能である。
【００５１】
　サイトカイン・アンタゴニストにはまた、サイトカインに結合するように設計された、
架橋されたホモまたはヘテロ二量体受容体あるいは受容体の断片も含まれ、これらは「サ
イトカイン・トラップ」としても知られる。サイトカイン・トラップは、サイトカインに
結合して、機能しない複合体を形成することが可能な融合ポリペプチドである。サイトカ
イン・トラップには、サイトカイン受容体のシグナル伝達構成要素の細胞外ドメインのサ
イトカイン結合部分と一緒に、サイトカイン受容体の特異性決定領域の細胞外ドメインの
少なくともサイトカイン結合部分、およびサイトカイン受容体断片を多量体化する、Ｆｃ
などの構成要素が含まれる。サイトカイン・トラップは、例えば、米国特許第６，４７２
，１７９号に記載される。
ペプチドおよびポリペプチド
　化学合成、タンパク質の消化、または組換え技術、ファージ・ディスプレイ、ＲＮＡ－
ペプチド・スクリーニング、および他のアフィニティー・スクリーニング技術を含む、当
該技術分野に知られる方法いずれによって、本発明のペプチドおよびポリペプチド・アン
タゴニストを生成してもよい。例えば、慣用的技術にしたがって、溶液中または固体支持
体上で、ポリペプチドおよびペプチドを合成してもよい。多様な自動化合成装置が商業的
に入手可能であり、そして既知のプロトコルにしたがって、こうした装置を用いてもよい
。例えば、各々、本明細書に援用される、ＳｔｅｗａｒｔおよびＹｏｕｎｇ（上記）；　
Ｔａｍら，　Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ，　１０５：６４４２，　（１９８３）；　Ｍ
ｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３２：３４１－３４７（１９８６）；　Ｂａ
ｒａｎｙおよびＭｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，　Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ，　Ｇｒｏｓｓおよ
びＭｅｉｅｎｈｏｆｅｒ監修，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，
　１－２８４；　Ｂａｒａｎｙら，　Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｅｐ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ，　
３０：７０５－７３９（１９８７）；ならびに米国特許第５，４２４，３９８号を参照さ
れたい。固相ペプチド合成のための方法が、例えば、Ｃｏｌｉｇａｎら，　Ｃｕｒｒ　Ｐ
ｒｏｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，　１９９１，　Ｕ
ｎｉｔ　９に記載される。
【００５２】
　固相ペプチド合成法は、０．１～１．０ｍＭアミン／ｇポリマーを含有するコポリ（ス
チレン－ジビニルベンゼン）を用いる。ペプチド合成のためのこれらの方法は、アルファ
－アミノ基のブチルオキシカルボニル（ｔ－ＢＯＣ）または９－フルオレニルメチルオキ
シ－カルボニル（ＦＭＯＣ）保護を用いる。どちらの方法も、段階的な合成を伴い、これ
によって、ペプチドのＣ末端から出発して、各工程で、単一のアミノ酸が付加される（Ｃ
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ｏｌｉｇａｎら，　Ｃｕｒｒ　Ｐｒｏｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓ
ｃｉｅｎｃｅ，　１９９１，　Ｕｎｉｔ　９を参照されたい）。化学合成が完了したら、
減少した温度での酸処理によって、合成ペプチドを脱保護して、ｔ－ＢＯＣまたはＦＭＯ
Ｃアミノ酸ブロッキング基を除去し、そしてポリマーから切断することも可能である（例
えば０℃、約０．２５～約１時間の液体ＨＦ－１０％アニソール）。試薬を蒸発させた後
、１％酢酸溶液でポリマーからペプチドを抽出し、次いで、これを凍結乾燥して、未精製
材料を得る。溶媒として５％酢酸を用いたＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－１５上でのゲルろ過な
どの技術によって、通常、これを精製可能である。カラムの適切な分画の凍結乾燥は、均
質なペプチドまたはペプチド誘導体を生じるであろうし、次いで、これをアミノ酸分析、
薄層クロマトグラフィー、高性能液体クロマトグラフィー、紫外線吸収分光法、モル旋光
度、溶解度などの標準的技術によって性質決定し、そして固相エドマン分解によって定量
化してもよい。
【００５３】
　ファージ・ディスプレイ技術は、サイトカインまたはその受容体に結合可能なペプチド
を同定するための別の方法に相当する。簡潔には、アミノ酸残基の挿入物をディスプレイ
するファージ・ライブラリーを調製する（例えばｍｌ　１３、ｆｄ、またはラムダ・ファ
ージを用いる）。挿入物は、例えば、完全に縮重しているかまたはバイアスがかかったア
レイに相当してもよい。所望の抗原に結合する挿入物を所持するファージを選択し、そし
て所望の抗原に結合するファージを再選択する数周期を通じて、このプロセスを反復する
。ＤＮＡ配列決定を行って、発現されたペプチドの配列を同定する。この方法で、所望の
抗原に結合する配列の最小直鎖部分を決定することも可能である。最小直鎖部分の一部ま
たはすべてに加えてその上流または下流の１以上のさらなる縮重残基を含有するバイアス
化ライブラリーを用いて、この方法を反復してもよい。これらの技術は、サイトカインま
たはその受容体にさらにより大きい結合親和性を持つペプチドを同定可能である。ファー
ジ・ディスプレイ技術は、例えば、Ｓｃｏｔｔら　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３８６（１
９９０）；　Ｄｅｖｌｉｎら，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：４０４（１９９０）；米国特
許第５，２２３，４０９号；米国特許第５，７３３，７３１号；米国特許第５，４９８，
５３０号；米国特許第５，４３２，０１８号；米国特許第５，３３８，６６５号；米国特
許第５，９２２，５４５号；　ＷＯ　９６／４０９８７、およびＷＯ　９８／１５８３３
に記載され、これらは各々、本明細書に援用される。場合によって、突然変異誘発ライブ
ラリーを生成し、そして上述のようにスクリーニングして、最適結合剤の配列をさらに最
適化する（Ｌｏｗｍａｎ，　Ａｎｎ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｂｉｏｍｏｌ　Ｓｔｒｕ
ｃｔ　２６：４０１－２４（１９９７））。
【００５４】
　結合ペプチドを生成する他の方法には、当該技術分野に知られる、さらなるアフィニテ
ィー選択技術が含まれ、集合的に「ＲＮＡ－ペプチド・スクリーニング」として知られる
、ペプチドのＲＮＡへの化学的連結を使用する、「大腸菌（Ｅ．　ｃｏｌｉ）ディスプレ
イ」、「リボソーム・ディスプレイ」法が含まれる。酵母２－ハイブリッド・スクリーニ
ング法もまた、サイトカインまたはその受容体に結合する本発明のペプチドを同定するた
めに使用可能である。さらに、ペプチドが、安定で非生物学的な材料、例えばオリエチレ
ン（ｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ）ロッドまたは溶媒浸透性樹脂上に固定されている、化学的
に得られるペプチドライブラリーが開発されてきている。別の化学的に得られるペプチド
ライブラリーは、フォトリソグラフィーを用いて、ガラス・スライド上に固定されたペプ
チドをスキャンする。これ以降、これらの方法および関連法を、集合的に「化学的ペプチ
ド・スクリーニング」と称する。化学的ペプチド・スクリーニングは、Ｄ－アミノ酸およ
び他の類似体、ならびに非ペプチド要素の使用を可能にする点で、好適でありうる。生物
学的方法および化学的方法はどちらも、ＷｅｌｌｓおよびＬｏｗｍａｎ，　Ｃｕｒｒ　Ｏ
ｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　３：３５５－６２（１９９２）に概説される。
【００５５】
　さらに、「合理的薬剤設計」の使用を通じて、サイトカインおよびサイトカイン受容体
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に結合可能な、選択されたペプチド、ペプチド模倣体、および小分子を、さらに改善する
ことも可能である。１つのアプローチにおいて、ｘ線結晶学によって、核磁気共鳴によっ
て、またはコンピュータ相同性モデリングによって、あるいは最も典型的には、これらの
アプローチの組み合わせによって、本発明のポリペプチド、リガンドまたは結合パートナ
ー、あるいはポリペプチド－結合パートナー複合体の三次元構造を決定する。適切な構造
情報を用いて、類似の分子を設計し、本発明のポリペプチドに結合可能な小分子など、効
率的な阻害剤を同定する。タンパク質の三次元構造に基づいて、基質または結合剤をモデ
リングするためのアルゴリズム、ソフトウェア、および方法の例が、その開示が本明細書
に援用される、ＰＣＴ公報ＷＯ１０７５７９に記載される。
【００５６】
　標的サイトカインまたはサイトカイン受容体標的への結合に関してスクリーニングし、
その後、非特異的および特異的溶出によって、ペプチド、ポリペプチド、ペプチド模倣体
、抗体、可溶性ドメイン、および小分子などのアンタゴニストを選択する。いくつかの結
合アッセイが、当該技術分野に知られ、そしてこうしたアッセイには、非競合的および競
合的結合アッセイが含まれる。続いて、細胞に基づくアッセイまたは他のアッセイを用い
て、ＩＣ５０（指定された活性の５０％が阻害される濃度）などの阻害性パラメーター、
およびＫＤ（解離定数）またはＫａ（会合定数）によって測定されるような結合親和性を
決定してもよい。例えば細胞表面上にサイトカイン受容体、ならびにｐＬｕｃ－ＭＣＳレ
ポーター・ベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅカタログ番号２１９０８７）などのサイトカ
イン応答性シグナル伝達レポーターを発現している細胞培養を使用する、細胞に基づくア
ッセイを用いて、ＩＣ５０を決定してもよい。増加する量の阻害剤がサイトカインととも
に細胞培養中に存在する際のシグナル伝達の阻害を用いて、ＩＣ５０を決定することも可
能である。本明細書において、用語「特異的に結合する」は、１０６Ｍ－１以上、１つの
態様において、１０７Ｍ－１以上の結合親和性を指す。製造者が示唆するプロトコルにし
たがって、多様な濃度の候補阻害剤を用い、ＢＩＡｃｏｒｅ（登録商標）３０００（Ｂｉ
ａｃｏｒｅ，　Ｉｎｃ．、ニュージャージー州ピスカタウェイ）などのＢＩＡｃｏｒｅ（
登録商標）アッセイ系を用いることによって、平衡定数ＫＤまたはＫａを決定してもよい
。次いで、以下の実施例に記載するネズミモデルなどの多様な動物モデルに対して、アン
タゴニストの療法値を試験してもよい。
【００５７】
　線維化促進性因子に対する特異的アンタゴニストが知られる。ＴＳＬＰ活性に対する阻
害剤に加えて、本発明の方法および組成物は、特定のアンタゴニストを使用してもよく、
これには、エタネルセプト（ＥＮＢＲＥＬ（登録商標））として知られるＴＮＦ－α受容
体Ｆｃ融合タンパク質、ｓＴＮＦ－ＲＩ、オネルセプト、Ｄ２Ｅ７、およびレミケードＴ

Ｍ、ならびにＴＮＦ－αおよびＴＮＦ－α受容体に特異的に反応する抗体が含まれる。ア
ンタゴニストには、アナキンラ、キネレット（登録商標）などのＩＬ－１ｒαアンタゴニ
スト分子、ＩＬ－１Ｈｙ１およびＩＬ－１Ｈｙ２などのＩＬ－１ｒα様分子；ＩＬ－１α
およびＩＬ－１α受容体に対するポリペプチド阻害剤、ＩＬ－１可溶性受容体アンタゴニ
ストがさらに含まれる。ＩＬ－１ポリペプチド阻害剤は、グリコシル化および非グリコシ
ル化ポリペプチド配列を記載し、本明細書に援用される、米国特許第６，５９９，８７３
号に記載される。キネレット（登録商標）は、アミノ末端に単一のメチオニン残基の付加
を有する点で、天然ヒトＩＬ－１ｒαと異なる。キネレット（登録商標）は、Ｉ型インタ
ーロイキン－１受容体（ＩＬ－１ｒＩ）へのＩＬ－１の結合を競合的に阻害することによ
って、ＩＬ－１の生物学的活性を遮断する。さらなる既知の阻害剤には、ＩＬ－４および
ＩＬ－４受容体に結合する抗体、ＩＬ－５およびＩＬ－５受容体に結合する抗体、ならび
にＩＬ－１３およびＩＬ－１３受容体に結合する抗体が含まれる。
【００５８】
　ペプチドまたはポリペプチドを調製する方式に関わらず、標準的組換えＤＮＡ法を用い
て、各ペプチドまたはポリペプチドをコードする核酸分子を生成してもよい。これらがコ
ードするアミノ酸配列を変化させることなく、こうした分子のヌクレオチド配列を適切な
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ように操作して、核酸暗号の縮重の原因とするとともに、特定の宿主細胞におけるコドン
優先性の原因とすることも可能である。組換えＤＮＡ技術はまた、本発明のポリペプチド
剤、または例えば可溶性受容体ドメインを含むその断片を調製するのに好適な方法も提供
する。ポリペプチドまたは断片をコードするポリヌクレオチドを、発現ベクターに挿入し
てもよく、次に、本発明のポリペプチドの産生のため、該ベクターを宿主細胞に挿入して
もよい。
【００５９】
　多様な発現ベクター／宿主系を利用して、ペプチドおよびポリペプチド剤を発現しても
よい。これらの系には、限定されるわけではないが、組換えバクテリオファージ、プラス
ミドまたはコスミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換された細菌などの微生物；酵母発現ベ
クターで形質転換された酵母；ウイルス発現ベクター（例えばバキュロウイルス）に感染
した昆虫細胞系；ウイルス発現ベクター（例えばカリフラワーモザイクウイルス、ＣａＭ
Ｖ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）でトランスフェクションされたか、または細菌発
現ベクター（例えばＴｉまたはｐＢＲ３２２プラスミド）で形質転換された植物細胞系；
あるいは動物細胞系が含まれる。組換えタンパク質産生に有用な哺乳動物細胞には、限定
されるわけではないが、ＶＥＲＯ細胞、ＨｅＬａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（Ｃ
ＨＯ）細胞株、ＣＯＳ細胞（ＣＯＳ－７など）、Ｗ１３８、ＢＨＫ、ＨｅｐＧ２、３Ｔ３
、ＲＩＮ、ＭＤＣＫ、Ａ５４９、ＰＣ１２、Ｋ５６２および２９３細胞が含まれる。
【００６０】
　用語「発現ベクター」は、ポリヌクレオチド配列からポリペプチドを発現するためのプ
ラスミド、ファージ、ウイルスまたはベクターを指す。発現ベクターは、（１）遺伝子発
現において、制御の役割を有する、単数または複数の遺伝子要素、例えばプロモーターま
たはエンハンサー、（２）ｍＲＮＡに転写され、そしてタンパク質に翻訳されるポリペプ
チド剤をコードする構造配列、ならびに（３）適切な転写開始および終結配列の集合を含
む、転写単位を含むことも可能である。酵母または真核発現系における使用が意図される
構造単位には、好ましくは、翻訳されたタンパク質が宿主細胞によって細胞外に分泌され
るのを可能にするリーダー配列が含まれる。あるいは、リーダーまたは輸送配列を伴わず
に組換えタンパク質が発現される場合、これにはアミノ末端メチオニル残基が含まれても
よい。この残基は、続いて、最終ポリペプチド産物を提供するのに、発現された組換えタ
ンパク質から切断されても、またされなくてもよい。例えば、製造者の使用説明書にした
がって、商業的に入手可能な発現系、例えばピキア属（Ｐｉｃｈｉａ）発現系（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ、カリフォルニア州サンディエゴ）を用いて、ペプチドおよびペプチボディ
を酵母において組換え的に発現させてもよい。この系はまた、分泌を指示する、プレ－プ
ロ－アルファ配列にも頼るが、挿入物の転写は、メタノールによる誘導に際して、アルコ
ール酸化酵素（ＡＯＸ１）プロモーターによって駆動される。細菌および哺乳動物細胞上
清からポリペプチドを精製するのに用いられる方法を用いて、分泌されたポリペプチドを
、酵母増殖培地から精製する。
【００６１】
　あるいは、ペプチドおよびポリペプチドをコードするｃＤＮＡを、バキュロウイルス発
現ベクターｐＶＬ１３９３（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ、カリフォルニア州サンディエゴ）内
にクローニングしてもよい。製造者の指示（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）にしたがって、この
ベクターを用いて、ｓＦ９タンパク質不含培地中のスポドプテラ・フルギペルダ（Ｓｐｏ
ｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）細胞を感染させ、そして組換えタンパク質を産
生してもよい。ヘパリン－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いて、
培地から組換えタンパク質を精製し、そして濃縮してもよい。
【００６２】
　あるいは、ペプチドまたはポリペプチドを昆虫系において発現させてもよい。タンパク
質発現用の昆虫系は、当業者に周知である。１つのこうした系において、オートグラファ
・カリフォルニカ（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）多核体病ウイルス
（ＡｃＮＰＶ）をベクターとして用いて、スポドプテラ・フルギペルダ細胞またはトリコ
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プルシア属（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ）幼虫において、外来（ｆｏｒｅｉｇｎ）遺伝子
を発現させてもよい。ペプチドコード配列を、ウイルスの非必須領域、例えばポリヘドリ
ン遺伝子内にクローニングし、そしてポリヘドリン・プロモーターの調節下に置いてもよ
い。ペプチド挿入に成功すると、ポリヘドリン遺伝子は不活性になり、そしてコート・タ
ンパク質を欠く組換えウイルスが生じるであろう。組換えウイルスを用いて、Ｓ．フルギ
ペルダ細胞またはトリコプルシア属幼虫を感染させることも可能であり、該細胞または幼
虫の中でペプチドが発現される（Ｓｍｉｔｈら，　Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　４６：５８４（１９
８３）；　Ｅｎｇｅｌｈａｒｄら，　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ（ＵＳＡ）９
１：３２２４－７（１９９４））。
【００６３】
　別の例において、ペプチドをコードするＤＮＡ配列をＰＣＲによって増幅し、そして適
切なベクター、例えば、ｐＧＥＸ－３Ｘ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）内にクローニングしても
よい。ベクターにコードされるグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、およ
びベクターのクローニング部位内に挿入されたＤＮＡ断片にコードされるタンパク質を含
む、融合タンパク質を生じるように、ｐＧＥＸベクターを設計する。例えば適切な切断部
位を含むように、ＰＣＲのプライマーを生成してもよい。
【００６４】
　あるいは、ペプチドをコードするＤＮＡ配列を、所望のプロモーター、および場合によ
ってリーダー配列（Ｂｅｔｔｅｒら，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１０４１－４３（１９
８８））を含有するプラスミド内にクローニングしてもよい。自動化配列決定装置によっ
て、この構築物の配列を確認してもよい。次いで、細菌のＣａＣｌ２インキュベーション
および熱ショック処理を使用した標準法を用いて、このプラスミドを、大腸菌株ＭＣ１０
６１に形質転換してもよい（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、上記）。カルベニシリンを補ったＬＢ
培地中で形質転換細菌を増殖させ、そして適切な培地中の増殖によって、発現されたタン
パク質の産生を誘導してもよい。存在する場合、リーダー配列は、ペプチドの分泌を達成
可能であり、そして分泌中に切断されることも可能である。
【００６５】
　組換えペプチドおよびポリペプチドの発現のための哺乳動物宿主系が、当業者には周知
である。発現されたタンパク質をプロセシングするか、またはタンパク質活性を提供する
際に有用であろう特定の翻訳後修飾を生じる特定の能力のため、宿主細胞株を選択しても
よい。タンパク質のこうした修飾には、限定されるわけではないが、アセチル化、カルボ
キシル化、グリコシル化、リン酸化、脂質化およびアシル化が含まれる。ＣＨＯ、ＨｅＬ
ａ、ＭＤＣＫ、２９３、ＷＩ３８などの異なる宿主細胞は、特定の細胞機構、およびこう
した翻訳後活性のための特徴的な機構を有し、そして導入された外来タンパク質の正しい
修飾およびプロセシングを確実にするため、これらを選択してもよい。
【００６６】
　形質転換細胞を、長期の高収率タンパク質産生のために用いることが好ましい。こうし
た細胞を、選択可能マーカーならびに所望の発現カセットを含有するベクターで形質転換
したら、細胞を濃縮培地中で１～２日間増殖させ、その後、選択培地にスイッチしてもよ
い。選択可能マーカーは、導入された配列を成功裡に発現する細胞の増殖および回収を可
能にするよう設計される。使用する細胞株に適した組織培養技術を用いて、安定形質転換
細胞の耐性の塊を増殖させてもよい。
【００６７】
　いくつかの選択系を用いて、組換えタンパク質産生のために形質転換されている細胞を
回収してもよい。こうした選択系には、限定されるわけではないが、それぞれ、ｔｋ－、
ｈｇｐｒｔ－またはａｐｒｔ－細胞における、ＨＳＶチミジンキナーゼ、ヒポキサンチン
－グアニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼおよびアデニン・ホスホリボシルトラン
スフェラーゼ遺伝子が含まれる。また、メトトレキセートへの耐性を与えるｄｈｆｒ；ミ
コフェノール酸への耐性を与えるｇｐｔ；アミノグリコシドＧ４１８への耐性を与え、そ
してクロロスルフロンへの耐性を与えるｎｅｏ；およびハイグロマイシンへの耐性を与え
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るｈｙｇｒｏに関して、代謝拮抗物質耐性を選択の基礎として用いてもよい。有用であり
うるさらなる選択可能遺伝子には、細胞がトリプトファンの代わりにインドールを利用す
ることを可能にするｔｒｐＢ、または細胞がヒスチジンの代わりにヒスチノールを利用す
ることを可能にするｈｉｓＤが含まれる。形質転換体の同定のための視覚的指標を与える
マーカーには、アントシアニン、β－グルクロニダーゼおよびその基質ＧＵＳ、ならびに
ルシフェラーゼおよびその基質ルシフェリンが含まれる。
【００６８】
　いくつかの場合、発現された本発明のポリペプチドは、生物学的に活性になるために、
「再フォールディング」され、そして酸化されて適切な三次構造およびジスルフィド連結
を生じることを必要としうる。当該技術分野に周知のいくつかの方法を用いて、再フォー
ルディングを達成してもよい。こうした方法には、例えば、可溶化されたポリペプチド剤
を、カオトロピック剤の存在下で、通常は７を超えるｐＨに曝露することが含まれる。カ
オトロープの選択は、封入体可溶化に用いる選択と類似であるが、カオトロープは、典型
的には、より低濃度で用いられる。典型的なカオトロピック剤はグアニジンおよび尿素で
ある。大部分の場合、再フォールディング／酸化溶液はまた、還元剤に加えて、その酸化
型も、特定の比で含有し、システイン架橋の形成のため、ジスルフィド・シャフリングが
起こることを可能にする、特定の酸化還元電位を生じるであろう。いくつかの一般的に用
いられる酸化還元対には、システイン／シスタミン、グルタチオン／ジチオビスＧＳＨ、
塩化第二銅、ジシオスレイトールＤＴＴ／ジチアンＤＴＴ、および２－メルカプトエタノ
ール（ｂＭＥ）／ジチオ－ｂＭＥが含まれる。多くの場合、共溶媒を用いて、再フォール
ディングの効率を増加させてもよい。一般的に用いられる共溶媒には、グリセロール、多
様な分子量のポリエチレングリコール、およびアルギニンが含まれる。
【００６９】
　本発明のペプチドおよびポリペプチドを精製することが必要である。タンパク質精製技
術は、当業者に周知である。これらの技術は、１つのレベルで、タンパク質性および非タ
ンパク質性分画の未精製分画を含む。ペプチドまたはポリペプチドを他のタンパク質と分
離したら、クロマトグラフィーおよび電気泳動技術を用いて、関心対象のペプチドまたは
ポリペプチドをさらに精製して、部分的または完全精製（または均一になるまでの精製）
を達成してもよい。ポリペプチドおよびペプチドの調製に特に適した分析法は、イオン交
換クロマトグラフィー、排除クロマトグラフィー；ポリアクリルアミドゲル電気泳動；等
電点電気泳動である。ペプチドを精製する、特に効率的な方法は、迅速なタンパク質液体
クロマトグラフィー、またはより適切にはＨＰＬＣである。用語「精製ポリペプチドまた
はペプチド」は、本明細書において、他の構成要素から単離可能な組成物を指すよう意図
され、ここでポリペプチドまたはペプチドは、天然に得られうる状態に比較して、任意の
度合いに精製される。精製ペプチドまたはポリペプチドは、したがって、天然に存在しう
る環境から離れたポリペプチドまたはペプチドもまた指す。一般的に、「精製された」は
、分画に供されて、多様な他の構成要素が除去され、そして発現された生物学的活性を実
質的に保持する、ペプチドまたはポリペプチド組成物を指すであろう。用語「実質的に精
製された」を用いる場合、この指定は、ポリペプチドまたはペプチドが、組成物の主な構
成要素を形成し、例えば組成物中のタンパク質の約５０％、約６０％、約７０％、約８０
％、約９０％、約９５％またはそれを超える割合を構成する、ペプチドまたはポリペプチ
ド組成物を指すであろう。
【００７０】
　本開示を考慮して、ペプチドまたはポリペプチドの精製の度合いを定量化するための多
様な方法が、当業者に知られる。これらには、例えば、活性分画の特異的結合活性を決定
すること、またはＳＤＳ／ＰＡＧＥ分析によって、分画内のペプチドまたはポリペプチド
量を評価することが含まれる。ペプチドまたはポリペプチド分画の純度を評価するのに好
ましい方法は、分画の結合活性を計算し、最初の抽出物の結合活性に比較し、そしてこう
して、本明細書において「倍精製数」によって評価される、精製の度合いを計算すること
である。結合活性の量を表すために用いられる実際の単位は、もちろん、精製にしたがっ
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て選択された特定のアッセイ技術、およびポリペプチドまたはペプチドが、検出可能な結
合活性を示すかどうかに応じるであろう。
【００７１】
　精製において使用するのに適した多様な技術が当業者に周知である。これらには、例え
ば、硫酸アンモニウム、ＰＥＧ、抗体（免疫沈降）等での沈殿または熱変性による沈殿後
の遠心分離；アフィニティークロマトグラフィー（例えばプロテインＡ－Ｓｅｐｈａｒｏ
ｓｅ）、イオン交換、ゲルろ過、逆相、ヒドロキシルアパタイトおよびアフィニティーク
ロマトグラフィーなどのクロマトグラフィー工程；等電点電気泳動；ゲル電気泳動；なら
びにこうした技術および他の技術の組み合わせが含まれる。当該技術分野に一般的に知ら
れるように、多様な精製工程を行う順序を変化させるか、または特定の工程を省いて、そ
してなお、実質的に精製されたポリペプチドの調製に適した方法を生じることも可能であ
ると考えられる。
【００７２】
　ポリヌクレオチドに対するアンタゴニスト
　本発明記載のＴＳＬＰおよび他の線維化促進性サイトカインに対するアンタゴニストに
は、該サイトカインまたはその受容体の発現を防止するかまたは減少させるアンタゴニス
トが含まれる。これらには、標的ｍＲＮＡ（センス）またはＤＮＡ（アンチセンス）配列
に結合可能な一本鎖ポリヌクレオチド配列（ＲＮＡまたはＤＮＡいずれか）を含むアンチ
センスまたはセンス・オリゴヌクレオチドが含まれる。本発明にしたがったアンチセンス
またはセンス・オリゴヌクレオチドは、サイトカインまたはその受容体いずれかをコード
する、標的とされるポリヌクレオチド配列の断片を含む。こうした断片は、一般的に、少
なくとも約１４ヌクレオチド、典型的には、約１４～約３０ヌクレオチドを含む。所定の
タンパク質をコードする核酸配列に基づいて、アンチセンスまたはセンス・オリゴヌクレ
オチドを得る能力は、例えば、ＳｔｅｉｎおよびＣｏｈｅｎ（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　
４８：２６５９，　１９８８）、ならびにｖａｎ　ｄｅｒ　Ｋｒｏｌら（ＢｉｏＴｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ　６：９５８，　１９８８）に記載される。アンチセンスまたはセンス・オ
リゴヌクレオチドが標的核酸配列に結合した結果、ＲＮＡｓｅ　ＨによるｍＲＮＡの分解
増進、スプライシングの阻害、転写または翻訳の未成熟な終結を含むいくつかの手段の１
つによって、あるいは他の手段によって、タンパク質の発現を遮断するかまたは阻害する
二重鎖が形成される。こうして、アンチセンス・オリゴヌクレオチドを用いて、タンパク
質の発現を遮断することも可能である。アンチセンスまたはセンス・オリゴヌクレオチド
は、修飾糖－ホスホジエステル主鎖（またはＷＯ９１／０６６２９に記載されるものなど
の他の糖連結）を有するオリゴヌクレオチドをさらに含み、そしてここで、こうした糖連
結は内因性ヌクレアーゼに耐性である。耐性糖連結を持つ、こうしたオリゴヌクレオチド
は、ｉｎ　ｖｉｖｏで安定である（すなわち酵素分解に抵抗可能である）が、標的ヌクレ
オチド配列に結合可能な配列特異性を保持する。
【００７３】
　センスまたはアンチセンス・オリゴヌクレオチドの他の例には、ＷＯ９０／１０４４８
に記載されるものなどの有機部分、およびポリ（Ｌ）－リジンなどの、標的核酸配列に対
するオリゴヌクレオチドの親和性を増加させる他の部分に、共有連結されたオリゴヌクレ
オチドが含まれる。さらになお、エリプチシンなどの挿入剤、およびアルキル化剤または
金属複合体を、センスまたはアンチセンス・オリゴヌクレオチドに付着させて、標的ヌク
レオチド配列に対するアンチセンスまたはセンス・オリゴヌクレオチドの結合特異性を修
飾してもよい。
【００７４】
　例えば、リポフェクション、ＣａＰＯ４仲介ＤＮＡトランスフェクション、エレクトロ
ポレーションを含む遺伝子トランスファー法いずれかによって、あるいはエプスタイン－
バー・ウイルスまたはアデノウイルスなどの遺伝子トランスファーベクターを用いること
によって、標的核酸を含有する細胞内に、アンチセンスまたはセンス・オリゴヌクレオチ
ドを導入してもよい。
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【００７５】
　ＷＯ　９１／０４７５３に記載されるように、リガンド結合分子とのコンジュゲートを
形成することによって、標的核酸を含有する細胞内に、センスまたはアンチセンス・オリ
ゴヌクレオチドを導入してもよい。適切なリガンド結合分子には、限定されるわけではな
いが、細胞表面受容体、増殖因子、他のサイトカイン、または細胞表面受容体に結合する
他のリガンドが含まれる。好ましくは、リガンド－結合分子のコンジュゲート化は、リガ
ンド－結合分子が、対応する分子または受容体に結合する能力に実質的に干渉せず、ある
いはセンスもしくはアンチセンス・オリゴヌクレオチドまたはそのコンジュゲート化型が
細胞内に進入するのを遮断しない。
【００７６】
　あるいは、ＷＯ　９０／１０４４８に記載されるように、オリゴヌクレオチド－脂質複
合体の形成によって、標的核酸を含有する細胞内に、センスまたはアンチセンス・オリゴ
ヌクレオチドを導入してもよい。センスまたはアンチセンス・オリゴヌクレオチド－脂質
複合体は、好ましくは、内因性リパーゼによって、細胞内で解離する。
【００７７】
　標的とされるサイトカインまたはサイトカイン受容体の発現を防止するさらなる方法は
、例えばＢｏｓｈｅｒら，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　２，　Ｅ３１－Ｅ３６
（２０００）に記載されるような、特異的二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）の導入によって生
じるＲＮＡ干渉またはＲＮＡｉである。
【００７８】
　薬剤組成物
　本発明記載の１以上のＴＳＬＰアンタゴニストを含有する薬剤組成物は、本発明の範囲
内である。さらに、線維化促進性因子に対するアンタゴニストに加えて、１以上のＴＳＬ
Ｐアンタゴニストを含有する薬剤組成物を提供する。こうした組成物は、薬学的に許容し
うる材料と混合された、療法的または予防的有効量の各アンタゴニストを含む。本明細書
において、有効量は、線維性障害に関して、被験体を治療するのに十分な量である。典型
的には、アンタゴニストは、動物への投与のため、十分に精製されるであろう。
【００７９】
　薬剤組成物は、例えば、組成物のｐＨ、モル浸透圧濃度、粘性、透明度、色、等張性、
匂い、無菌性、安定性、分解または放出速度、吸着または浸透を修飾するか、維持するか
、または保存するための配合物材料を含有することも可能である。適切な配合物材料には
、限定されるわけではないが、アミノ酸（グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギ
ニンまたはリジンなど）；抗菌剤；酸化防止剤（アスコルビン酸、亜硫酸ナトリウムまた
は亜硫酸水素ナトリウムなど）；緩衝剤（ホウ酸、重炭酸、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、クエン酸
、リン酸または他の有機酸など）；充填剤（マンニトールまたはグリシンなど）；キレー
ト剤（エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）など）；錯化剤（カフェイン、ポリビニルピ
ロリドン、ベータ－シクロデキストリンまたはヒドロキシプロピル－ベータ－シクロデキ
ストリンなど）；増量剤；単糖；二糖および他の炭水化物（グルコース、マンノースまた
はデキストリンなど）；タンパク質（血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリンな
ど）；着色剤、フレーバー剤および希釈剤；乳化剤；親水性ポリマー（ポリビニルピロリ
ドンなど）；低分子量ポリペプチド；塩形成対イオン（ナトリウムなど）；保存剤（塩化
ベンザルコニウム、安息香酸、サリチル酸、チメロサル、フェネチルアルコール、メチル
パラベン、プロピルパラベン、クロルヘキシジン、ソルビン酸または過酸化水素など）；
溶媒（グリセリン、プロピレングリコールまたはポリエチレングリコールなど）；糖アル
コール（マンニトールまたはソルビトールなど）；懸濁剤；界面活性剤または湿潤剤（プ
ルロニック類、ＰＥＧ、ソルビタンエステル、ポリソルベート２０、ポリソルベート８０
などのポリソルベート、トリトン、トロメタミン、レシチン、コレステロール、チロキサ
パル（ｔｙｌｏｘａｐａｌ）など）；安定性増進剤（スクロースまたはソルビトールなど
）；等張性増進剤（ハロゲン化アルカリ金属（好ましくは塩化ナトリウムまたは塩化カリ
ウム、マンニトール・ソルビトールなど）；送達ビヒクル；希釈剤；賦形剤および／また
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は薬学的佐剤が含まれる（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ，　第１８版，　Ａ．Ｒ．　Ｇｅｎｎａｒｏ監修，　Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，　１９９０）。
【００８０】
　例えば意図される投与経路、送達形式および所望の投薬量に応じて、当業者が、最適な
薬剤組成物を決定するであろう。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、上記を参照されたい。こうした組成物は、療法分子の物
理的状態、安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏ放出速度およびｉｎ　ｖｉｖｏクリアランス速度に影
響を及ぼすことも可能である。
【００８１】
　薬剤組成物中の主なビヒクルまたはキャリアーは、性質が水性または非水性のいずれで
あることも可能である。例えば、適切なビヒクルまたはキャリアーは、注射用水、生理学
的生理食塩水溶液または人工的脳脊髄液であることも可能であり、非経口投与のための組
成物において一般的な、他の材料を補足することも可能である。中性緩衝生理食塩水また
は血清アルブミンと混合した生理食塩水が、さらなる典型的なビヒクルである。他の典型
的な薬剤組成物は、ｐＨ約７．０～８．５のＴｒｉｓ緩衝液、またはｐＨ約４．０～５．
５の酢酸緩衝液を含み、これらは、ソルビトールまたはその適切な代用物をさらに含むこ
とも可能である。本発明の１つの態様において、望ましい度合いの純度を有する選択した
組成物と、場合による配合剤（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、上記）を混合して、凍結乾燥ケーク型または水性溶液型にすること
によって、アンタゴニスト組成物を、保管用に調製することも可能である。さらに、スク
ロースなどの適切な賦形剤を用いて、凍結乾燥物として、療法アンタゴニストを配合する
ことも可能である。
【００８２】
　治療しようとする状態のため、薬剤組成物を選択することも可能である。線維性障害の
治療を、例えば、局所的に、経口的に、あるいは注射によって送達してもよい。あるいは
、組成物を、例えば、吸入療法によって、経口的に、または注射によって、送達してもよ
い。こうした薬学的に許容しうる組成物の調製は、当該技術分野の技術内である。
【００８３】
　配合物構成要素は、投与部位に許容しうる濃度で存在する。例えば、緩衝剤を用いて、
組成物を生理学的ｐＨまたはわずかにより低いｐＨ、典型的には約５～約８のｐＨ範囲内
に維持する。
【００８４】
　非経口投与を意図する場合、本発明で使用するための療法組成物は、薬学的に許容しう
るビヒクル中、所望のアンタゴニストを含む、発熱物質不含の非経口的に許容しうる水性
溶液の形であることも可能である。非経口注射に特に適したビヒクルは、無菌再蒸留水で
あり、この中で、アンタゴニストを、適切に保存された無菌等張溶液として配合する。さ
らに別の調製は、製品の制御放出または持続放出を提供する、注射可能微小球体、生体侵
食可能粒子、ポリマー性化合物（ポリ乳酸、ポリグリコール酸）、ビーズまたはリポソー
ムなどの剤を、所望の分子と配合することを伴うことも可能であり、次いでデポ注射を介
してこの製品を送達することも可能である。ヒアルロン酸もまた使用可能であり、そして
ヒアルロン酸は、循環中に存在する期間の持続を促進する効果を有することも可能である
。所望の分子を導入するための他の適切な手段には、移植可能薬剤送達装置が含まれる。
【００８５】
　別の側面において、非経口投与に適した薬学的配合物を、水性溶液中、好ましくはハン
クス溶液、リンゲル溶液、または生理学的に緩衝された生理食塩水などの生理学的に適合
しうる緩衝液中に配合してもよい。水性注射懸濁物は、懸濁物の粘性を増加させる物質、
例えば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を含
有してもよい。さらに、適切な油性注射懸濁物として、活性化合物の懸濁物を調製しても
よい。適切な親油性溶媒またはビヒクルには、ゴマ油などの脂肪油、あるいはオレイン酸
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エチル、トリグリセリド、またはリポソームなどの合成脂肪酸エステルが含まれる。非脂
質ポリカチオン性アミノポリマーもまた、送達のために使用可能である。場合によって、
懸濁物はまた、適切な安定化剤、または化合物の溶解度を増加させる剤も含有して、そし
て非常に濃縮された溶液の調製を可能にしてもよい。別の態様において、薬剤組成物を吸
入のために配合することも可能である。例えば、アンタゴニストを、吸入用の乾燥粉末と
して配合することも可能である。アンタゴニストを含むポリペプチドまたは核酸分子吸入
溶液を、エアロゾル送達用の噴霧剤を用いて配合することもまた可能である。さらに別の
態様において、溶液を噴霧することも可能である。肺投与は、化学的に修飾されたタンパ
ク質の肺送達を記載する、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９４／００１８７５号にさらに記載
され、そして該出願は本明細書に援用される。
【００８６】
　特定の配合物を経口投与することも可能であることが意図される。本発明の１つの態様
において、この方式で投与される分子を、錠剤およびカプセルなどの固形投薬型の調剤（
ｃｏｍｐｏｕｎｄｉｎｇ）に通例用いられるキャリアーを伴いまたは伴わずに配合するこ
とも可能である。例えば、生物学的利用能が最大であり、そして全身に到達する前の（ｐ
ｒｅ－ｓｙｓｔｅｍｉｃ）分解が最小である、胃腸管の箇所で、配合物の活性部分が放出
されるように、カプセルを設計することも可能である。さらなる剤を含ませて、アンタゴ
ニスト分子の吸収を促進することも可能である。希釈剤、フレーバー剤、低融点ワックス
、植物油、潤滑剤、懸濁剤、錠剤崩壊剤、および結合剤もまた、使用可能である。
【００８７】
　経口投与に適した投薬型で、当該技術分野に周知の薬学的に許容しうるキャリアーを用
いて、経口投与用の薬剤組成物を配合することもまた可能である。こうしたキャリアーは
、薬剤組成物を、患者が摂取するための、錠剤、ピル、ドラジェー、カプセル、液体、ゲ
ル、シロップ、スラリー、懸濁物等として配合するのを可能にする。
【００８８】
　活性化合物と固体賦形剤を合わせ、そして生じた顆粒混合物を（場合によって粉砕した
後）プロセシングして、錠剤またはドラジェー・コアを得ることを通じて、経口使用のた
めの薬剤調製物を得ることも可能である。所望の場合、適切な補助剤を添加することも可
能である。適切な賦形剤には、炭水化物またはタンパク質増量剤、例えばラクトース、ス
クロース、マンニトール、およびソルビトールを含む糖；トウモロコシ、コムギ、イネ、
ジャガイモ、または他の植物由来のデンプン；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、または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；アラ
ビアゴムおよびトラガカントを含むゴム；ならびにゼラチンおよびコラーゲンなどのタン
パク質が含まれる。所望の場合、架橋されたポリビニルピロリドン、寒天、およびアルギ
ン酸またはその塩、例えばアルギン酸ナトリウムなどの崩壊剤または可溶化剤を添加する
ことも可能である。
【００８９】
　アラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポールゲル、ポリエチレングリ
コール、および／または二酸化チタン、ラッカー溶液、ならびに適切な有機溶媒または溶
媒混合物もまた含有可能な、濃縮糖溶液などの、適切なコーティングと組み合わせて、ド
ラジェー・コアを用いることも可能である。製品を同定するため、または活性化合物の量
、すなわち投薬量を特徴付けるため、染料または色素を錠剤またはドラジェー・コーティ
ングに添加することも可能である。
【００９０】
　経口で使用可能な薬剤調製物にはまた、ゼラチン製の押し込み型カプセル、ならびにゼ
ラチン製の軟密閉カプセルおよびグリセロールまたはソルビトールなどのコーティングが
含まれる。押し込み型カプセルは、増量剤または結合剤、例えばラクトースまたはデンプ
ン、潤滑剤、例えばタルクまたはステアリン酸マグネシウム、および場合によって安定化
剤と混合された活性成分を含有することも可能である。軟カプセルにおいて、安定化剤を
伴い、または伴わず、活性化合物を適切な液体、例えば脂肪油、液体、または液体ポリエ
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チレングリコール中に、溶解するかまたは懸濁することも可能である。
【００９１】
　別の薬剤組成物は、錠剤の製造に適した非毒性賦形剤との混合物中に、有効量のアンタ
ゴニストを含むことも可能である。錠剤を無菌水または他の適切なビヒクルに溶解するこ
とによって、単位投薬型の溶液を調製することも可能である。適切な賦形剤には、限定さ
れるわけではないが、不活性希釈剤、例えば炭酸カルシウム、炭酸ナトリウムもしくは炭
酸水素ナトリウム、ラクトース、またはリン酸カルシウム；あるいは結合剤、例えばデン
プン、ゼラチン、またはアラビアゴム；あるいは潤滑剤、例えばステアリン酸マグネシウ
ム、ステアリン酸、またはタルクが含まれる。
【００９２】
　さらなる薬剤組成物が当業者には明らかであり、こうした組成物には、持続または制御
送達配合物中に分子を伴う配合物が含まれる。多様な他の持続または制御送達手段、例え
ばリポソーム・キャリアー、生体内分解性微小粒子または多孔ビーズおよびデポ注射を配
合するための技術もまた、当業者に知られる。例えば、薬剤組成物の送達用の多孔ポリマ
ー性微小粒子の調節された放出を記載する、ＰＣＴ／ＵＳ９３／００８２９を参照された
い。持続放出調製物のさらなる例には、成形物品の形の半透性ポリマーマトリックス、例
えばフィルム、または微小カプセルが含まれる。持続放出マトリックスには、ポリエステ
ル、ヒドロゲル、ポリ乳酸（Ｕ．Ｓ．　３，７７３，９１９、ＥＰ　５８，４８１）、Ｌ
－グルタミン酸およびガンマ・エチル－Ｌ－グルタメートのコポリマー（Ｓｉｄｍａｎら
，　Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，　２２：５４７－５５６（１９８３））、ポリ（２－ヒド
ロキシエチル－メタクリレート）（Ｌａｎｇｅｒら，　Ｊ．　Ｂｉｏｍｅｄ．　Ｍａｔｅ
ｒ．　Ｒｅｓ．，　１５：１６７－２７７（１９８１）；　Ｌａｎｇｅｒら，　Ｃｈｅｍ
．　Ｔｅｃｈ．，　１２：９８－１０５（１９８２））、エチレン酢酸ビニル（Ｌａｎｇ
ｅｒら、上記）、またはポリ－Ｄ（－）－３－ヒドロキシ酪酸（ＥＰ　１３３，９８８）
が含まれることも可能である。持続放出組成物にはまた、当該技術分野に知られるいくつ
かの方法のいずれかによって調製可能なリポソームも含まれる。例えばＥｐｐｓｔｅｉｎ
ら，　ＰＮＡＳ（ＵＳＡ），　８２：３６８８（１９８５）；ＥＰ　３６，６７６；ＥＰ
　８８，０４６；ＥＰ　１４３，９４９を参照されたい。
【００９３】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ投与に用いようとする薬剤組成物は、典型的には無菌でなければならな
い。これは、無菌ろ過膜を通じたろ過によって達成可能である。組成物を凍結乾燥する場
合、この方法を用いた滅菌は、凍結乾燥および再構成前にまたはその後のいずれかに行う
ことも可能である。非経口投与用の組成物は、凍結乾燥型で、または溶液中で保存するこ
とも可能である。さらに、非経口組成物は、一般的に、無菌アクセスポートを有する容器
、例えば静脈内溶液バッグ、または皮下注射針によって貫通可能な栓を有するバイアル中
に入れられる。
【００９４】
　薬剤組成物を配合したら、溶液、懸濁物、ゲル、エマルジョン、固体、あるいは脱水ま
たは凍結乾燥粉末として、無菌バイアル中で保存することも可能である。こうした配合物
は、すぐに使える型で、または投与前に再構成を要する型（例えば凍結乾燥型）のいずれ
で保存することも可能である。
【００９５】
　特定の態様において、本発明は、単回用量投与単位を生じるキットに関する。該キット
は、各々、乾燥タンパク質を有する第一の容器および水性配合物を有する第二の容器の両
方を含有することも可能である。本発明の範囲内にやはり含まれるのは、単一チャンバー
および多チャンバーのあらかじめ充填されたシリンジ（例えば液体シリンジおよびリオシ
リンジ（ｌｙｏｓｙｒｉｎｇｅｓ））を含有するキットである。
【００９６】
　療法的に使用しようとする薬剤組成物の有効量は、例えば療法状況および目的に応じる
であろう。したがって、当業者は、治療に適した投薬レベルが、部分的に、送達される分
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子、該分子が用いられる徴候、投与経路、ならびに患者のサイズ（体重、体表面または臓
器サイズ）および状態（年齢および全身の健康状態）に応じて、多様であろうことを認識
するであろう。したがって、臨床医は、最適な療法効果を得るため、投薬量を滴定し、そ
して投与経路を修正することも可能である。典型的な投薬量は、上述の要因に応じて、約
０．１ｍｇ／ｋｇ～最大約１００ｍｇ／ｋｇ以上の範囲であることも可能である。抗体は
、好ましくは、静脈内注射または投与可能である。
【００９７】
　いかなる化合物に関しても、まず、細胞培養アッセイ、あるいはマウス、ラット、ウサ
ギ、イヌ、ブタ、またはサルなどの動物モデルのいずれかにおいて、療法的有効用量を概
算することも可能である。動物モデルを用いて、適切な濃度範囲および投与経路を決定す
ることもまた、可能である。次いで、こうした情報を用いて、ヒトにおける投与に有用な
用量および経路を決定することも可能である。
【００９８】
　治療が必要な被験体に関する要因を考慮して、正確な投薬量が決定されるであろう。投
薬量および投与を調整して、十分なレベルの活性化合物を提供するか、または所望の効果
を維持する。考慮に入れることが可能な要因には、炎症状態の重症度、状態が急性である
かまたは慢性であるか、被験体の全身健康状態、被験体の年齢、体重、および性別、投与
の時間および頻度、薬剤の併用（単数または複数）、反応感度、ならびに療法に対する反
応が含まれる。特定の配合物の半減期およびクリアランス速度に応じて、長期作用薬剤組
成物を、３～４日ごと、毎週、または１週おきに投与することも可能である。
【００９９】
　投薬頻度は、用いる配合物中の療法的アンタゴニスト分子の薬力学的パラメーターに応
じるであろう。典型的には、投薬型が所望の効果を達成するにいたるまで、組成物を投与
する。したがって、組成物を単一用量として、またはある期間に渡る多数の用量として（
同じまたは異なる濃度／投薬量で）、あるいは連続注入として、投与することも可能であ
る。適切な投薬型のさらなる改良が日常的に行われる。適切な用量－反応データを用いる
ことを通じて、適切な投薬型を確かめることも可能である。さらに、組成物を予防的に投
与してもよい。
【０１００】
　薬剤組成物の投与経路は、既知の方法にしたがい、例えば経口であるか、静脈内、腹腔
内、脳内（実質内）、脳室内、筋内、眼内、動脈内、門脈内、病巣内経路、髄内、鞘内、
心室内、経皮、皮下、腹腔内による注射を通じるか、鼻内、腸内、局所、舌下、尿道、膣
、または直腸手段であるか、持続放出系によるか、あるいは移植装置による。所望の場合
、ボーラス注射によって、または注入によって連続して、あるいは移植装置によって、組
成物を投与することも可能である。
【０１０１】
　あるいはまたはさらに、所望の分子が吸収されているかまたは被包されている、膜、ス
ポンジ、または別の適切な材料の移植を介して、組成物を局所投与することも可能である
。移植装置を用いる場合、装置を適切な組織または臓器いずれかに移植することも可能で
あり、そして所望の分子の送達は、分散、時限放出ボーラス、または連続投与を介するこ
とも可能である。
【０１０２】
　いくつかの場合、本明細書記載のものなどの、ポリペプチドを発現させ、そして分泌さ
せる方法を用いて、遺伝子操作されている特定の細胞を移植することによって、本発明の
アンタゴニストを送達することも可能である。こうした細胞は、動物またはヒト細胞であ
ることも可能であるし、そして自己、異種（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓまたはｘｅｎｏｇ
ｅｎｅｉｃ）であることも可能である。場合によって、細胞を不死化してもよい。免疫学
的応答の可能性を減少させるため、細胞を被包して、周囲組織への浸潤を回避することも
可能である。被包材料は、典型的には、生体適合性の半浸透性ポリマー封入体（ｅｎｃｌ
ｏｓｕｒｅｓ）または膜であって、タンパク質産物（単数または複数）の放出を可能にす
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るが、患者免疫系による、または周囲組織由来の他の有害な因子による、細胞の破壊を防
止するものである。
【０１０３】
　本発明の療法アンタゴニストを含有する薬剤組成物を、線維性障害を患う被験体に投与
して、被験体における線維化を防止するかまたは減少させる。線維性障害には、局所およ
び全身性強皮症、間質性肺疾患、特発性肺線維症、慢性Ｂ型またはＣ型肝炎から生じる線
維症、放射線誘導性線維症、および創傷治癒から生じる線維症が含まれる。
【０１０４】
　本発明を記載してきたが、以下の実施例を、例示の目的で提供し、そしてこれは限定を
目的とはしない。
【実施例】
【０１０５】
　実施例
　以下のプロトコルにしたがって、ネズミＴＳＬＰ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を１５匹
の８週齢Ｂａｌｂ／ｃ雌マウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ）に投与した。ネズミを各
５匹の３群に分けた。第１群には、週３回、１週間注射し（総数３回の注射）；第２群に
は、週３回、２週間注射し（総数６回の注射）、そして第３群には、週３回、６週間注射
した（総数１８回の注射）。マウスには、１００μｌのＰＢＳ中、１０μｇのＴＳＬＰを
左わき腹に、そして対照として１００μｌのＰＢＳを右わき腹に、皮内注射した。最後の
注射の７２時間後、動物を麻酔し、末端採血を行い、そしてさらなる分析のため、血清を
単離した。皮膚を採取し、ホルマリン中で固定し、そして病理学的評価のため、Ｈ＆Ｅ（
ヘマトキシリンおよびエオジン）染色用のスライドを作製した。
【０１０６】
　組織病理学的検査によって、ｍｕＴＳＬＰ皮内注射の１または２週間後、マウスの皮膚
が、皮下組織内に単核細胞および好酸球の浸潤を含有し、皮膚体幹筋（ｃｕｔａｎｅｏｕ
ｓ　ｔｒｕｎｃｉ　ｍｕｓｃｌｅ）およびその上の脂肪内に広がっていると決定された。
ＴＳＬＰで処置した部位はまた、皮膚において、穏やかな浮腫および最低限から中程度の
上皮過形成も示した。対照的に、ＰＢＳを注射した皮膚の切片は、注射部位に沿って、最
小限の単核細胞および好酸球浸潤しか示さなかった。皮膚病片は、多病巣から局所拡大的
になる傾向があった。病変重症度は、処置期間が増加するにつれて増加した。しかし、注
射６週間後、ＴＳＬＰを注射した皮膚は、フレーク状態（ｆｌａｋｉｎｅｓｓ）または病
変を発展させる徴候をまったく示さなかった。
【０１０７】
　コラーゲンを緑に染色するＭａｓｓｏｎの三色染色剤で皮膚切片を染色した。染色によ
って、２週間の時点で、コラーゲンが、ＰＢＳ処置した皮膚と対比して、ＴＳＬＰ処置し
た皮膚に沈着し始めたことが示された。このコラーゲン沈着は、１週間の時点では見られ
なかったが、２週間および６週間の時点で現れた。
【０１０８】
　組織病理は、ｍｕＴＳＬＰを６週間皮内投与した後、皮下組織が、単核細胞および好酸
球の拡散した中程度から重度の浸潤を含有し；真皮が、マスト細胞、好酸球および単核細
胞を含有し、そして上皮が穏やかに肥厚したことを示した。ＰＢＳを注射された皮膚は、
真皮内の単核細胞および好酸球の拡散した浸潤しか示さず、これはおそらく、全身性のｍ
ｕＴＳＬＰまたは反復注射に対する非特異的反応によって引き起こされたものであろう。
【０１０９】
　６週間のＴＳＬＰ処置によって、線維芽細胞増殖およびコラーゲン沈着によって特徴付
けられる、皮下組織内の中程度の線維化が生じた。この観察は、三色染色によって確認さ
れた。線維芽細胞増殖またはコラーゲン沈着のいずれも、ＰＢＳで処置した皮下組織には
見られなかった。６週で採取した試料の染色によって、ＰＢＳ試験した皮膚の真皮におい
てマスト細胞がまばらな集団であったのに比較して、炎症を起こしたｍｕＴＳＬＰ注射真
皮内には増加した数のマスト細胞があることが示された。
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　週３回の注射後、第１週、第２週、および第６週のＴＳＬＰ処置マウス皮膚に関する病
理スコアを、第６週のＰＢＳ処置マウス皮膚と比較して、以下に示す表２～５に要約する
。
【０１１１】
【表２】

　表２：１週間のＴＳＬＰ処置
【０１１２】

【表３】

　表３：２週間のＴＳＬＰ処置
【０１１３】
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【表４】

　表４：６週間のＴＳＬＰ処置
【０１１４】
【表５】

　表５：６週間のＰＢＳ対照
　コードおよび記号
　０＝知見なし
　１＝最小限
　２＝穏やか
　３＝中程度
　４＝顕著
　＊＝細胞炎症構成要素スコアを除く（好中球、単核細胞、好酸球）。
【０１１５】
　†＝皮下組織における混合細胞浸潤および浮腫
　これらの結果は、マウスの皮膚に精製ＴＳＬＰを注射すると、早ければ注射後２週間で
、上皮下線維芽細胞集積およびコラーゲン沈着が導かれることを立証する。この反応は、
６週間の時間経過に渡って増加し、そして観察される皮膚の肥厚、浮腫、ならびに表皮、
真皮および皮下組織における有意な細胞集積を伴った。この応答は、線維性疾患の促進に
おけるＴＳＬＰの関与を立証する。
【０１１６】
　追加実験において、以下のプロトコルにしたがって、８週齢のＢａｌｂ／ｃ雌マウス（
Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｅｖｅｒ）の５群を処置した。各群は５匹のマウスを含有した。群に
は、上述のように、総体積１００μｌを、背中の別個の部分に皮内注射した。第１群には
、背中の別個の部分に、１０μｇのＭＳＡ（マウス血清アルブミン、陰性対照）、１０μ
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群には、背中の別個の部分に、１０μｇのＭＳＡ、１０μｇのＴＳＬＰ、およびＰＢＳを
、週１回、２週間（総数２回の注射）注射した。第３群には、背中の別個の部分に、１０
μｇのＭＳＡ、１０μｇのＴＳＬＰ、およびＰＢＳを、週３回、２週間（総数６回の注射
）注射した。第４群には、背中の別個の部分に、１μｇのＭＳＡ、１μｇのＴＳＬＰ、お
よびＰＢＳを、週３回、２週間（総数６回の注射）注射した。第５群には、背中の別個の
部分に０．１μｇのＭＳＡ、０．１μｇのＴＳＬＰ、およびＰＢＳを、週３回、２週間（
総数６回の注射）注射した。最後の注射の７２時間後、各群の動物を屠殺し、皮膚を採取
し、ホルマリン中で固定し、そして病理学的評価のため、Ｈ＆Ｅ染色用のスライドを作製
した。皮膚試料由来の表皮下線維化の徴候を、１～４のスケールでスコア付けした。皮膚
切片の表皮下領域における線維芽細胞集積に基づいて、線維化を視覚的にスコア付けした
。結果を図１および２に示す。図１に見られるように、ＴＳＬＰの１週間（図１Ａ、第１
群）、または２週間（図１Ｂ、第２群）の単回毎週投与は、線維化の徴候を生じなかった
。図２Ａに見られるように、週３回、２週間、１０μｇの投薬量のＴＳＬＰを投与する（
第３群）と、皮膚で見られる最大の度合いの線維化が誘導され、３のスコアが生じた。図
２Ｂに見られるように、１μｇの投薬量のＴＳＬＰを週３回、２週間投与する（第４群）
と、２のスコアが生じ、そして図２Ｃに示すように、０．１μｇの投薬量のＴＳＬＰを週
３回、２週間投与する（第５群）と、１のスコアが生じた。対照ＭＳＡ、およびＰＢＳの
みでは、第４群のＰＢＳでスコア１の動物が１匹あった（図２Ｃ）のを除いて、どの群で
もマウス皮膚において線維化のいかなる徴候も誘導されなかった。この第二の実験は、Ｔ
ＳＬＰが、動物において、用量依存的方式で、線維化を誘導することを立証する。
【０１１７】
　本発明は、本明細書に記載する特定の態様によって、範囲を限定されるものではなく、
これらの態様は、本発明の個々の側面の単一の例示として意図され、そして機能的に同等
な方法および構成要素が、本発明の範囲内にある。実際、本明細書に示し、そして記載し
たものに加えて、当業者には、前述の説明および付随する図から、本発明の多様な修飾が
明らかになるであろう。こうした修飾は、付随する請求項の範囲内に属すると意図される
。
【図面の簡単な説明】
【０１１８】
【図１】図１Ａおよび１Ｂ、ならびに図２Ａ、２Ｂ、および２Ｃは、多様な投薬量のＴＳ
ＬＰおよび陰性対照ＭＳＡ（マウス血清アルブミン）を、５群のＢａｌｂ／ｃマウスに、
週１回、１週間（図１Ａ、第１群）、週１回、２週間（図１Ｂ、第２群）；そして図２Ａ
（第３群）、２Ｂ（第４群）、および２Ｃ（第５群）では週３回、２週間、皮内注射した
結果を示す。図１Ａ（第１群）は、１週間の１０μｇのＴＳＬＰ；ＭＳＡのみ；およびＰ
ＢＳのみの単回注射からは表皮下の線維化が誘導されないことを示す。図１Ｂ（第２群）
は、１０μｇのＴＳＬＰ；ＭＳＡのみ；およびＰＢＳのみの各々２週間の単回注射（総数
２回の注射）から誘導される、表皮下の線維化がないことを示す。
【図２】図２Ａ（第３群）は、週３回、２週間注射された際の１０μｇのＴＳＬＰに関し
て、レベル３にスコア付けされる表皮下線維化が見られるが、ＭＳＡのみ、およびＰＢＳ
のみでは線維化がないことを示す。図２Ｂ（第４群）は、週３回、２週間注射された際の
１μｇのＴＳＬＰに関して、レベル２にスコア付けされる線維化が見られるが、ＰＢＳの
みの１匹の動物がレベル１の線維化を示したことを除いて、ＭＳＡのみ、およびＰＢＳの
みでは線維化がないことを示す。図２Ｃ（第５群）は、週３回、２週間注射された際の０
．１μｇのＴＳＬＰに関して、レベル１にスコア付けされる線維化が見られるが、ＭＳＡ
のみ、およびＰＢＳのみでは線維化がないことを示す。
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