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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも３つのグリコシル化されたアミノ酸残基を含有し、６．５未満の平均等電点
、及びＳＤＳゲル電気泳動法によって測定される２７ＫＤａを超える平均分子量を有する
、精製された、哺乳類の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド。
【請求項２】
　グリコシル化部位が、ＩＬ－７ポリペプチド配列中に天然に存在する及び／又は人工的
に作製される、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドがヒトＩＬ－７ポリペプチドであり、グリコシル化部位
が、位置７０、９１及び１１６に存在するＡｓｎ残基；位置１１０に存在するＴｈｒ、下
記の表に列挙された人工的に作製された任意のグリコシル化部位
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【表１】

又はそれらの組み合わせから選択される、請求項１又は２に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　ａ）哺乳類型の糖鎖；
　ｂ）複合Ｎ－糖鎖を含む糖鎖；
　ｃ）α２，６－シアリルトランスフェラーゼ又はα２，３－シアリルトランスフェラー
ゼによってシアル化された糖鎖；及び／又は
　ｄ）３から３０の間のシアリル－Ｎ－アセチルガラクトサミンを示すシアル化された糖
鎖；
から選択されるＮ結合型糖鎖を含む又は該Ｎ結合型糖鎖に富む、請求項１から３の何れか
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【請求項５】
　末端のシアル酸残基を有するＯ結合型糖鎖を含む又は末端のシアル酸残基を有するＯ結
合型糖鎖に富む、請求項１から４の何れか一項に記載のポリペプチド。
【請求項６】
　糖鎖が、部分的又は完全な末端シアル化を有する四岐から二岐の構造を含む、請求項１
から５の何れか一項に記載のポリペプチド。
【請求項７】
　哺乳動物宿主において、インビボでの延長された半減期及び平均滞留時間を示す、請求
項１から６の何れか一項に記載のポリペプチド。
【請求項８】
　次の３つの架橋Ｃｙｓ：１－４（Ｃｙｓ２－Ｃｙｓ９２）；２－５（Ｃｙｓ３４－Ｃｙ
ｓ１２９）；３－（Ｃｙｓ４７－Ｃｙｓ１４１）を含む、請求項１から７の何れか一項に
記載のポリペプチド。
【請求項９】
　配列番号１のポリペプチドである請求項８に記載のポリペプチド。
【請求項１０】
　哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドを含む過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物であって
、前記哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドの少なくとも８０％が、少なくとも３つのグリコシ
ル化されたアミノ酸残基、６．５未満の平均等電点、及びＳＤＳゲル電気泳動法によって
測定される２７ＫＤａを超える平均分子量を有する、過剰グリコシル化されたＩＬ－７構
成物。
【請求項１１】
　構成物に含まれる哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドの８０～９５％が、少なくとも３つの
異なるアミノ酸残基上でＮ－グリコシル化される、請求項１０に記載の構成物。
【請求項１２】
　構成物に含まれる哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドの少なくとも８０％が、１つのＯ－グ
リコシル化部位及び最大７つのＮ－グリコシル化部位を含む、３つから最大８つの異なる
アミノ酸残基上でグリコシル化される、請求項１０又は１１に記載の構成物。
【請求項１３】
　構成物に含まれる哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドの８０％～９５％が、１つのＯ－グリ
コシル化部位及び最大７つのＮ－グリコシル化部位を含む、３つから最大８つの異なるア
ミノ酸残基上でグリコシル化される、請求項１２に記載の構成物。
【請求項１４】
　哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドがヒトＩＬ－７ポリペプチドである、請求項１０から１
３の何れか一項に記載の構成物。
【請求項１５】
　哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドがイヌのＩＬ－７ポリペプチドである、請求項１０から
１３の何れか一項に記載の構成物。
【請求項１６】
　グリコシル化部位が、ＩＬ－７ポリペプチド配列中に天然に存在する及び／又は人工的
に作製される、請求項１０から１５の何れか一項に記載の構成物。
【請求項１７】
　哺乳類のＩＬ－７ポリペプチドがヒトＩＬ－７ポリペプチドであり、グリコシル化部位
が、位置７０、９１及び１１６に存在するＡｓｎ残基；位置１１０に存在するＴｈｒ、下
記の表に列挙された人工的に作製された任意のグリコシル化部位、
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【表２】

又はそれらの組み合わせから選択される、請求項１０から１４及び１６の何れか一項に記
載の構成物。
【請求項１８】
　前記ＩＬ－７ポリペプチドが、
　ａ）哺乳類型の糖鎖；
　ｂ）複合Ｎ－糖鎖を含む糖鎖；
　ｃ）α２，６－シアリルトランスフェラーゼ又はα２，３－シアリルトランスフェラー
ゼによってシアル化された糖鎖；及び／又は
　ｄ）３から３０の間のシアリル－Ｎ－アセチルガラクトサミンを示すシアル化された糖
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鎖；
から選択されるＮ結合型糖鎖を含む又は該Ｎ結合型糖鎖に富む、請求項１０から１６の何
れか一項に記載の構成物。
【請求項１９】
　前記ＩＬ－７ポリペプチドが、末端のシアル酸残基を有するＯ結合型糖鎖を含む又は末
端のシアル酸残基を有するＯ結合型糖鎖に富む、請求項１０から１８のいずれか一項に記
載の構成物。
【請求項２０】
　糖鎖が、部分的又は完全な末端シアル化を有する四岐から二岐の構造を含む、請求項１
０から１８のいずれか一項に記載の構成物。
【請求項２１】
　前記ＩＬ－７過剰グリコシル化されたポリペプチドが、哺乳動物宿主において、インビ
ボでの延長された半減期及び平均滞留時間を示す、請求項１０から２０の何れか一項に記
載の構成物。
【請求項２２】
　前記ＩＬ－７過剰グリコシル化されたポリペプチドが、次の３つの架橋Ｃｙｓ：１－４
（Ｃｙｓ２－Ｃｙｓ９２）；２－５（Ｃｙｓ３４－Ｃｙｓ１２９）；３－（Ｃｙｓ４７－
Ｃｙｓ１４１）を含む、請求項１０から２１のいずれか一項に記載の構成物。
【請求項２３】
　前記ＩＬ－７過剰グリコシル化されたポリペプチドが、配列番号１のポリペプチドであ
る請求項２２に記載の構成物。
【請求項２４】
　ａ）ＩＬ－７ポリペプチドをコードする組換え核酸分子を含む組換え宿主細胞を、流加
培養又は灌流培養モードで培養すること、
　ｂ）前記細胞から産生されたＩＬ－７ポリペプチドを収集すること、及び
　ｃ）疎水性相互作用クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニテ
ィクロマトグラフィー又はゲルろかクロマトグラフィーのいずれか単独又は各種組み合わ
せのうちの少なくとも一工程を含む方法によって、前記ＩＬ－７ポリペプチドを精製する
こと
を含む、請求項１から９の何れか一項に記載のＩＬ－７ポリペプチドを産生する方法。
【請求項２５】
　請求項１から９のいずれか一項に記載のポリペプチド又は請求項１０から２３のいずれ
か一項に記載の構成物の有効量と、及び医薬として適合性のある１つ又はそれ以上の担体
又は賦形剤とを含む、医薬組成物。
【請求項２６】
　対象における免疫反応を引き起こし又は調節するための医薬の製造のための、請求項１
から９の何れか一項に記載のポリペプチド又は請求項１０から２３のいずれか一項に記載
の構成物の使用。
【請求項２７】
　医薬が、延長されたリンパ球新生の刺激及び／又は免疫反応の増幅の誘導のための医薬
である、請求項２６に記載の使用。
【請求項２８】
　医薬が、ウィルス感染を治療するための医薬である、請求項２６に記載の使用。
【請求項２９】
　過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドが、インターフェロン分子とともに投与
される、請求項２８に記載の使用。
【請求項３０】
　医薬が、免疫無防備状態の対象における胸腺新生の回復を改善させるためのものである
、請求項２６に記載の使用。
【請求項３１】
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　過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドが、角化細胞増殖因子、幹細胞因子、ゴ
ナドスチムリンアンタゴニスト又は成長ホルモンとともに投与される、請求項３０に記載
の使用。
【請求項３２】
　過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドが、悪性細胞、ウィルス又は細菌に対す
る治療用免疫化を提供するために、抗原又は抗原の混合物とともに投与される、請求項２
６に記載の使用。
【請求項３３】
　過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドが更に、ＧＭ－ＣＳＦとともに投与され
る、請求項３２に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新たな及び改善されたインターロイキン－７ポリペプチド並びにこれを含む
組成物、それらの調製及び使用に関する。本発明は、より具体的には、改善された特性を
有する過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド並びにそれらの製造及び治療上の使
用に関する。本発明は、人工的に作製されたグリコシル化部位を含有する修飾されたアミ
ノ酸配列を有する新規のＩＬ－７ポリペプチド、及び対応する核酸分子、ベクター及び組
換え宿主又は宿主細胞も開示する。本発明は、ヒト対象を含む哺乳動物対象の治療的又は
予防的処置のためのこのようなポリペプチド、細胞又は核酸の使用にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｂ及びＴリンパ球は、免疫反応の主要なエフェクター細胞である。両細胞クラスは、各
クラスの分化において識別可能な段階に相当する前駆細胞又は前駆体細胞を介して、哺乳
動物骨髄中の造血幹細胞から最終的に由来すると考えられている。成熟Ｔ細胞は胸腺にお
いて主として発達し、Ｔリンパ球の発達の初期段階において、骨髄から胸腺まで遊走する
前駆体細胞からおそらく発達する。リンパ球系細胞の発達は、多様な間質細胞によって産
生される増殖因子、生存因子及び分化因子に依存している。ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－
４、ＩＬ－５、インターフェロンガンマ、ＢＳＦ－２、ニューロロイキン、トランスフォ
ーミング増殖因子ベータ及びＩＬ－７を含む多数の因子は、成熟した末梢Ｂ細胞及びＴ細
胞上に対して活性がある。
【０００３】
　「インターロイキン－７」又は「ＩＬ－７」とは、プレＢ細胞として知られた固有前駆
体細胞を含む、骨髄由来のリンパ球前駆細胞及び前駆体細胞の増殖を誘導できる哺乳動物
内因性分泌型糖タンパク質を指す。骨髄細胞系の間質要素を起源とするので、ＩＬ－７は
、胸腺間質細胞、腸及び他の上皮細胞、幾つかの樹状細胞及び濾胞樹状細胞、角化細胞及
び一般的に全てのリンパ組織によっても分泌される。この分子に対する別の表記は、「プ
レＢ細胞増殖因子」及び「リンホポエチン（ｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉｎ）－１」である
。
【０００４】
　欧州特許第０３１４４１５号（又は米国特許第４，９６５，１９５号）は、哺乳動物イ
ンターロイキン－７タンパク質及び対応するＤＮＡを記載している。ヒトＩＬ－７アミノ
酸配列は、位置７０、９１及び１１６に存在するＡｓｎ残基に位置する３つのＮ結合型グ
リコシル化部位の候補を含有する。ＣＯＳ細胞中でのｈＩＬ－７（ヒトＩＬ－７）の一過
性組換え発現によって、約２０、２４及び２８ｋＤａの見かけの分子量を有する３つのタ
ンパク質バンドとして、ｒ－ｈｕＩＬ－７（組換えヒトＩＬ－７）を可視化することがで
きた（Ｃｏｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．；　Ｌｙｍｐｈｏｋｉｎｅ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ；１９８９；１７９：２２９－２３６）。ＢＨＫ細胞中でのｈＩＬ
－７の安定した組換え発現も報告された（Ａｒｍｉｔａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．；Ｔｈｅ　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ；１９９０；１４４：９３８－９４１）。し
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かしながら、天然に存在するヒトＩＬ－７のグリコシル化状態、特にＯ－グリコシル化状
態は、文献に記載されておらず、又は研究されてもおらず、ＩＬ－７特性に対するグリコ
シル化特性の影響は、これまで検討されてこなかった。更に、欧州特許第０３１４４１５
号に記載されている、イー・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）中で産生された非グリコシル化成熟ヒ
トＩＬ－７（ｒ－ｈＩＬ－７）は、１７，３８７ダルトンの分子量を示し、多様なリンパ
球集団の増殖に基づいた特異的なバイオアッセイにおいて、インビトロで高い活性を示す
。Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＦＮ、ＨＧＦ等の他のサイトカイン及び増殖因子も、グ
リコシル化なしに、完全な治療活性を示す。
【０００５】
　ＷＯ２００４／０１８６８１は、次のジスルフィド架橋：１から４（Ｃ２からＣ９２）
、２から５（Ｃ３４からＣ１２９）及び３から６（Ｃ４７からＣ１４１）を含むヒトＩＬ
－７の活性な配座異性体、並びにこれを製造又は性質決定する方法及びその使用を開示す
る。
【０００６】
　ＩＬ－７は、当初、主たる活性が前駆体Ｂ細胞増殖の誘導であるサイトカインとして開
示された（Ｎａｍｅｎ　Ａ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍ
ｅｎｔａｌ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ；１９８８；１６７：９８８－１００２）。さらに最近に
なって、ＩＬ－７は、Ｔ細胞発達の初期段階における胸腺細胞（Ｔ細胞）の生存及び増殖
に関与するとして開示されている（Ｓｈｕｌｕｎｓ　Ｋ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．；Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ；２０００；１（５）：４２６－４３２）。ＩＬ－７経路は、
特に胸腺細胞を発達させる上で、リンパ球の発達のために必須である（Ｍａｅｕｒｅｒ　
Ｍ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．；Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．；１９９８；１６：３０９－
２２、Ｆｒｙ　Ｔ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．；Ｂｌｏｏｄ；２００２；９９：３８９２－９０４
）。さらに、Ｆｒｙ及び共同研究者は、多因子性作用における胸腺非依存性Ｔ細胞再生の
有力な調節物質としてＩＬ－７を同定した（Ｆｒｙ　Ｔ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．；Ｂｌｏｏｄ
；２００１；９７（６）：１５２５－１５３３）。ＩＬ－７は、成熟型Ｔ細胞を強力に調
節し、成熟型Ｔ細胞に対する本効果に加えて、ＩＬ－７は、抗原提示細胞の発達に影響し
得る（Ｍａｒｑｕｅｚ　Ｃ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．；１９９５；１８１：
４７５－８３）。ＩＬ－７は、ＣＤ４＋とＣＤ８＋の両サブセットにおいて、メモリーＴ
細胞再生に必須である（Ｋｏｎｄｒａｃｋ　Ｒ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ
．；２００３；１９８：１７９７－８０６、Ｋａｅｃｈ　Ｓ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．；Ｎａｔ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．；２００３；４：１１９１－８）。
【０００７】
　従って、ＩＬ－７は、Ｔ細胞前駆体の増殖の刺激、抗体分泌Ｂ細胞の増殖の刺激、抗原
によって駆動されるＴ細胞末梢増殖の刺激、並びにナイーブＴ細胞及び他の造血細胞種の
産生における使用に関して治療的に大きな可能性を秘めている。活性なＩＬ－７分子の特
に興味深い治療用途は、リンパ球減少性患者、すなわち癌に対して治療されている患者、
骨髄又は幹細胞の移植を受けた患者、後天性又は遺伝的免疫不全を呈する患者、高齢者又
はＣＤ４数の低い全ての患者の免疫再構築である。他の有用性は、特異的免疫反応（ワク
チン増強）を生じさせる又は亢進させるために、新たなナイーブＣＤ４　Ｔ細胞を産生す
るか又は特異的プールを拡大するＩＬ－７の能力に存する。
【０００８】
　その治療可能性に照らせば、効率的な治療用途に適した生物に活性なＩＬ－７ポリペプ
チド又は改善されたＩＬ－７ポリペプチドを開発することに大きな興味が持たれる。この
点において、市販の多様なサイトカイン及び増殖因子には免疫原性がほとんどないものが
ある（例えば、インターフェロンα「ＩＦＮα」、顆粒球コロニー刺激因子「Ｇ－ＣＳＦ
」）ので、対応する製剤原料は、組換えタンパク質に対して一般的に受け入れられている
慣用のレベル以外に、非常に特異的なポリペプチド純度を必要としない。これに対して、
他の増殖因子はより免疫原性であり（例えば、ベータインターフェロン「β－ＩＦＮ」、
顆粒球マクロファージコロニー刺激因子「ＧＭ－ＣＳＦ」）、又は、その特異的活性は、
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生命に対して非常に重大な意味を有する（例えば、エリスロポエチン「ＥＰＯ」）ので、
薬物製剤原料のポリペプチド純度及び特性は明確に研究しなければならず、免疫原性から
保護するために狭い限界内に維持されなければならない。
【０００９】
　ＩＬ－７は、独特な分子である。その固有の免疫亢進特性のために、治療剤として使用
されるＩＬ－７は、特に、抗ＩＬ－７免疫原性（抗ＩＬ－７結合性抗体又は中和抗体）を
惹起する傾向がある。この免疫原性は、タンパク質の長期治療活性に対して有害である。
抗ＩＬ－７抗体は、ＩＬ－７薬物動態を調節でき、その治療活性を中和できる。
【００１０】
　変化したポリペプチド配列（例えば、酸化型、還元型、脱アミド型又は切断型の形態）
、共有結合又は非共有結合ＩＬ－７多量体（凝集したＩＬ－７分子等の）などの多様なＩ
Ｌ－７分子種が、抗ＩＬ－７免疫原性を惹起するのに関与する。それゆえ、より安定で、
分子間凝集の傾向がほとんどなく、免疫原性及び更に生物活性のほとんどないＩＬ－７ポ
リペプチド及び製剤原料を確定することは重大な意味を有する。実際、多くの薬物の活性
がＡＵＣパラメータと相関しているのに対して、ＩＬ－７の活性は、半減期パラメータ、
より具体的には、平均残存時間と相関している。
【発明の開示】
【００１１】
　本発明の要約
　本発明は、新たな及び改善されたＩＬ－７ポリペプチド、製剤原料並びに組成物を開示
する。より具体的には、本発明は、グリコシル化の高い程度を有し、及び炭水化物部分の
シアル化及びフコシル化によって、より大きな分子サイズとより低い等電点にシフトした
オリゴ糖特性を有する新規のＩＬ－７分子種を開示する。本発明は、これらの新たなオリ
ゴ糖特性が、これらの新たな製剤原料に対して改善された化学的及び薬学的安定性を付与
し、並びに、平均残存時間（ＭＲＴ）の増大によって性質決定せられる、インビボでの投
与後における延長された薬物動態特性を付与することを示す。
【００１２】
　それゆえ、本発明は、改善された特性を有する新規のグリコシル化された又は過剰グリ
コシル化された新規ＩＬ－７ポリペプチドを提供する。本発明は、人工的に作製されたグ
リコシル化部位を含有する修飾されたアミノ酸配列を有する新規ＩＬ－７ポリペプチド、
及び対応する核酸分子、ベクター及び組換え宿主又は宿主細胞も開示する。本発明は、ヒ
ト対象を含む哺乳動物対象の治療的又は予防的処置のためのこのようなポリペプチド、細
胞又は核酸の使用にも関する。従って、本発明は、安定性の増大、タンパク質分解及び凝
集に対する感受性の低下、インビボでの有利な長期の活性及び低下した免疫原性を示すこ
とにより、改善された包括的又は特異的免疫反応を哺乳動物対象中に生じさせ得る、新規
の活性なＩＬ－７ポリペプチド、製剤原料及び医薬組成物を開示する。
【００１３】
　本発明の目的は、過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物（ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ）
に存する。
【００１４】
　本発明の更なる目的は、精製された過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドに存
する。
【００１５】
　このような過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、少なくとも３つのＮグリ
コシル化されたアミノ酸残基を含有する。
【００１６】
　本発明の更なる目的は、哺乳動物対象を治療するための、過剰グリコシル化されたＩＬ
－７と医薬として許容される賦形剤又は媒体とからなる医薬の製造のための過剰グリコシ
ル化されたＩＬ－７の使用に関する。
【００１７】
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　本発明の更なる目的は、哺乳動物対象を治療するための医薬の製造のための過剰グリコ
シル化されたＩＬ－７構成物の使用に関する。
【００１８】
　本発明の更なる目的は、過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物の有効量を対象に投与
することを含む、対象において免疫反応を生じさせる又は刺激する方法である。
【００１９】
　本発明の更なる目的は、Ｔ細胞を、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド又は
組成物と接触させ、それによりＴ細胞の増殖を亢進させることを含む、Ｔ細胞の増殖を生
体外で亢進させるための方法である。
【００２０】
　特定の実施形態において、過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物は、少なくとも３つ
の別個のアミノ酸残基上でグリコシル化された少なくとも８０％、好ましくは８０％と９
５％の間のＩＬ－７ポリペプチドを含む組成物である。このような残基は、ＩＬ－７ポリ
ペプチド配列内に天然に存在する及び／又は人工的に作製されるグリコシル化部位のいず
れかであり得る。
【００２１】
　更なる特定の実施形態において、過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物は、１つのＯ
－グリコシル化部位及び最大７つのＮ－グリコシル化部位を含む、少なくとも３つから最
大８つの異なるアミノ酸残基上でグリコシル化された、少なくとも８０％、好ましくは８
０％と９５％の間のＩＬ－７ポリペプチドを含む構成物である。このような残基は、ＩＬ
－７ポリペプチド配列内に天然に存在する及び／又は人工的に作製されるＮ－グリコシル
化部位のいずれかであり得る。
【００２２】
　この点において、本発明の更なる目的は、修飾されたアミノ酸配列を有するＩＬ－７ポ
リペプチドに関し、前記配列は、少なくとも１つの人工的に作製されたグリコシル化部位
を含む。特定の実施形態によると、本発明のＩＬ－７ポリペプチドは、１、２、３又は４
個の、より好ましくは１、２又は３個の、更により好ましくは１又は２個の人工的に作製
されたグリコシル化部位を含む。更に開示されるように、人工的に作製されたグリコシル
化部位は、好ましくは、Ｎ結合型グリコシル化部位である。本発明のＩＬ－７ポリペプチ
ドは、あらゆる哺乳動物に由来し得、特にヒト起源であり得る。更に、このようなＩＬ－
７ポリペプチドは、成熟ＩＬ－７ポリペプチドの配列を含み得、又は例えば、分泌ペプチ
ド等の付加的なアミノ酸残基を含む。これに加えて又はこれに代えて、ＩＬ－７ポリペプ
チドは、好ましくは、以下の３つのジスルフィド架橋：Ｃｙｓ：１から４（Ｃｙｓ２から
Ｃｙｓ９２）；２から５（Ｃｙｓ３４からＣｙｓ１２９）；３から６（Ｃｙｓ４７からＣ
ｙｓ１４１）を含む特異的な配座異性体である。このような修飾されたＩＬ－７ポリペプ
チドの具体例は、以下の表１に開示されるような少なくとも１つのアミノ酸修飾又はその
組み合わせを含む。
【００２３】
　本発明の更なる目的は、上で論述されているＩＬ－７ポリペプチドをコードする核酸分
子に存する。前記核酸分子は、あらゆるＤＮＡ又はＲＮＡ分子であり得、典型的にはｃＤ
ＮＡ分子であり得る。
【００２４】
　本発明の更なる目的は、配列番号１９を含む分泌シグナルをコードする核酸分子に存す
る。
【００２５】
　本発明の更なる目的は、上記核酸分子を含むベクターに存する。前記ベクターは、あら
ゆる原核生物又は真核生物ベクター、典型的には真核生物ベクターであり得、プラスミド
、エピソームＤＮＡ、コスミド、ウィルスベクター、人工染色体等から選択され得る。前
記ベクターは、例えばプロモーター、ターミネーター、ポリＡ、複製開始点、相同領域、
イントロン、遺伝子５’又は３’非翻訳領域（ＵＴＲ）等、選択された宿主細胞中でのコ
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ード核酸の適切な発現を可能にする全ての制御配列を含み得る。
【００２６】
　上記核酸及びベクターは、例えば多様なコンピテント宿主細胞において組換え哺乳動物
ＩＬ－７ポリペプチドを産生するために、及び遺伝子治療目的のために使用され得る。
【００２７】
　本発明の別の目的は、上に開示されている核酸又はベクターを含む組換え宿主細胞に存
する。このような組換え細胞は、原核細胞、又は、より好ましくは酵母、昆虫、植物若し
くは哺乳動物細胞等の真核細胞、例えば、より好ましくは、例えば、ヒト起源のグリコシ
ルトランスフェラーゼ及び／又は２－６－シアリルトランスフェラーゼ遺伝子を発現又は
過剰発現させるために形質導入された組換え宿主細胞であり得る。
【００２８】
　本発明の別の目的は、上記ＩＬ－７ポリペプチド、典型的には、過剰グリコシル化され
たＩＬ－７ポリペプチドを含む製剤原料に存する。より好ましくは、製剤原料は、グリコ
シル化されていない又はモノグリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド約１０％未満を含
有する及び／又は生成物関連不純物を実質的に含まない。
【００２９】
　本発明は、医薬（「薬物製品」）又は医薬組成物の製造における上記製剤原料の使用に
も関する。
【００３０】
　本発明は更に、上記ＩＬ－７ポリペプチド又は組成物又は製剤原料の有効量と、１つ又
はそれ以上の医薬として適合性のある担体又は賦形剤とを含む医薬組成物に関する。
【００３１】
　本発明は、上記ＩＬ－７ポリペプチドと特異的に免疫反応性を示す抗体及びその断片又
は誘導体を；該抗体を産生するハイブリドーマ細胞株を、及び該抗体、その断片又は誘導
体を含む診断、アッセイ又は治療に適した組成物を提供する。
【００３２】
　本発明の更なる態様は、原核又は真核宿主細胞から上記ＩＬ－７ポリペプチドを産生す
る方法、及び試料中でこのようなＩＬ－７ポリペプチドの存在を検出若しくは測定し、又
は試料を性質決定する方法である。
【００３３】
　特定の態様において、上記ＩＬ－７ポリペプチドを産生する方法は、
　ａ）上記組換え宿主細胞を培養すること、及び
　ｂ）前記細胞から産生されたＩＬ－７ポリペプチドを回収すること
を含む。
【００３４】
　好ましい実施形態によると、発現は、効率的なグリコシル化モチーフがＩＬ－７ポリペ
プチド、特にシアル酸残基へ付加できる条件下で実施される。
【００３５】
　更なる好ましい実施形態において、産生は、指数関数的成長期の終了時に細胞を維持す
る流加培養又は灌流培養モードにおいて実施される。このような条件は、翻訳後修飾の質
を高め、及びＩＬ－７ポリペプチドあたりのシアル化の程度をより高くすることに寄与す
る。特定の実施形態によると、コード核酸は、分泌シグナル及び／又は最適化された核酸
配列を含み、及び／又は宿主細胞は真核宿主細胞である（例えば、哺乳動物又は昆虫又は
酵母細胞）。
【００３６】
　本発明の別の目的は、対象において免疫反応を引き起こし又は調節し、特に延長された
リンパ球新生の刺激を誘導するための及び／又は免疫反応を増幅させるための医薬組成物
の製造のための、上記の又は上記方法によって得られたＩＬ－７ポリペプチド又は過剰グ
リコシル化されたＩＬ－７組成物の使用に関する。
【００３７】
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　本発明は、免疫不全を伴う疾患を予防又は治療するための医薬組成物の製造のための上
述の又上記方法によって得られたＩＬ－７ポリペプチドの使用にも関する。
【００３８】
　以下に論議されるように、本発明のポリペプチドは、インビボでの受容体相互作用及び
活性を付与する延長された血漿半減期及び平均残存時間及び／又は改善された安定性及び
／又はより短い長期免疫原性を示し、これにより、哺乳動物対象、特にヒト対象における
多様な病理的症状を治療するためにそれらを使用することが可能となる。
【００３９】
発明の詳細な説明
　本発明は、過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物、それらの製造及び医薬産業におけ
るそれらの使用に関する。本発明は、まず、ＩＬ－７の活性及び／又は特性が、ポリペプ
チドのグリコシル化特性に依存して亢進し得ることを示す。本発明は、驚くべきことに、
インビトロでのデータとは異なり、少なくとも２つから好ましくは３つの占有されたＮ結
合型グリコシル化部位及び１つのＯ結合型グリコシル化部位並びにオリゴ糖部分の最大化
された末端シアル化を有するＩＬ－７ポリペプチドによって、インビボでの最高活性を達
成できることも開示する。本発明は、延長された活性（これにより投与頻度を低下できる
。）及び／又は減少した長期免疫原性を示す、人工的に作製された過剰グリコシル化され
たＩＬ－７ポリペプチドも開示する。ＩＬ－７の有用性を考慮すると、このようなポリペ
プチド及び組成物は、ヒト対象を含む対象における免疫反応を制御する上で使用するのに
、極めて価値があり有用な活性分子である。
【００４０】
　従って、本発明の第一の目的は、過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物に存する。
【００４１】
　本発明の更なる目的は、哺乳動物対象を治療するための過剰グリコシル化されたＩＬ－
７と医薬として許容される少なくとも１つの担体又は賦形剤とからなる医薬の製造のため
の過剰グリコシル化されたＩＬ－７の使用に関する。
【００４２】
　本発明の更なる目的は、過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物の有効量を対象へ投与
することを含む、前記対象中に免疫反応を引き起こし又は刺激するための方法である。
【００４３】
　本発明の更なる目的は、対象中に免疫反応を引き起こし又は刺激するための医薬の製造
のための過剰グリコシル化された（及び好ましくは高度にシアル化された）ＩＬ－７構成
物の使用に関する。
【００４４】
　ＩＬ－７ポリペプチド
　本発明において、「ＩＬ－７ポリペプチド」は、哺乳動物（例えば、ヒト、サル、ウシ
、ウマ、ネコ又はイヌ）ＩＬ－７ポリペプチドを示す。より好ましくは、ＩＬ－７ポリペ
プチドは、特に治療薬又はワクチンとして使用するためのヒトＩＬ－７ポリペプチドであ
る。あるいは、特にヒト以外の霊長類での実験又は獣医学用途で使用する場合、ＩＬ－７
ポリペプチドは、サルＩＬ－７ポリペプチド又はイヌポリペプチド等のその他の哺乳動物
ＩＬ－７ポリペプチドであり得る。
【００４５】
　本発明の好ましいヒトＩＬ－７ポリペプチドは、欧州特許第３１４４１５号又はＷＯ２
００４／０１８６８１　Ａ２に記載されているアミノ酸配列、並びにその全ての天然バリ
アント及び相同体を含む。ヒトＩＬ－７の配列は、遺伝子バンクからも入手可能である。
典型的な野生型タンパク質は、１５２個のアミノ酸と、及び、必要に応じて、更なるＮ末
端メチオニン残基を含む（配列番号１）。そのバリアントには、より好ましくは、ＳＮＰ
、スプライシング変異体等を含む天然の多型から生じる天然の対立遺伝子バリアントが含
まれる。特定の実施形態において、ＩＬ－７ポリペプチドという用語は、配列番号１の配
列を有するポリペプチド又はその天然バリアントを表すものとする。
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【００４６】
　更なる実施形態において、ＩＬ－７ポリペプチドは、イヌＩＬ－７ポリペプチドである
。これに関して、本発明は、本願の更なる目的である、単離されたＩＬ－７ポリペプチド
の配列を初めて開示する。特に、本発明は、配列番号７に図示されたアミノ酸配列を含む
ＩＬ－７ポリペプチド、及びその全ての天然バリアント、相同体又は異なる断片に関する
。≪バリアント≫又は≪相同体≫という用語は、アミノ酸の１つ又は限定された数の欠失
、置換又は付加により、配列番号７とは異なるポリペプチドを表す。好ましくは、このよ
うな変異体又は相同体は、配列番号７と８５％超、好ましくは９０％超、好ましくは９５
％超、最も好ましくは９８％超の同一性の百分率を示す。
【００４７】
　本発明において使用されるＩＬ－７ポリペプチドは、好ましくは組換えＩＬ－７である
。本明細書で使用される「組換え」という用語は、ポリペプチドが組換え発現系から、す
なわちＩＬ－７ポリペプチドをコードする核酸分子を含有するように遺伝子操作された、
宿主細胞の培養物（例えば、微生物又は昆虫又は植物又は哺乳動物）から、又は遺伝子導
入植物又は動物から得られるか又はそれに由来する。「微生物」とは、細菌発現系におい
て生成される組換えタンパク質を表す。「哺乳動物」とは、哺乳動物発現系において生成
される組換え糖タンパク質を表す。後述のように、これらの宿主細胞は全て、好ましくは
天然に又は遺伝子組換え後に、適切なグリコシルトランスフェラーゼ及び／又はシアリル
トランスフェラーゼ遺伝子を発現すべきである。ＩＬ－７ポリペプチドは、適切なインビ
トロ又はインビボでのグリコシルトランスフェラーゼ及び／又はシアリルトランスフェラ
ーゼ分子の使用を通じて、又はオリゴ糖構造を結合させることによってもグリコシル化で
きる。
【００４８】
　ヒトＩＬ－７ポリペプチドの具体例は、ジスルフィド架橋Ｃｙｓ２－Ｃｙｓ９２、Ｃｙ
ｓ３４－Ｃｙｓ１２９及びＣｙｓ４７－Ｃｙｓ１４１を含む、配列１のポリペプチドであ
る。
【００４９】
　また、本発明のＩＬ－７ポリペプチドは、成熟ＩＬ－７ポリペプチドの配列を含み得、
又は、例えば分泌ペプチド等の付加的なアミノ酸残基を更に含む。このような分泌ペプチ
ドの好ましい例には、ＥＰＯシグナルペプチド、ＳＥＡＰシグナルペプチド、ＩｇＧカッ
パシグナルペプチド、ラクトトランスフェリン／ビトロネクチンシグナルペプチド、ＶＩ
Ｐ／ビトロネクチンシグナルペプチド及びサイトスタチンビスシグナルペプチドからなる
群から選択されるシグナルペプチドが含まれるが、これらに限定されるわけではない。こ
れらのシグナルペプチドの配列は、それぞれ、配列番号１３から１８に示されている。特
定の実施形態において、シグナルペプチドは、ＥＰＯシグナルペプチド及びＩＬ－７シグ
ナルペプチド由来の配列との間で、本発明者らによって作製されたハイブリッドコンスト
ラクトである。ＥＰｙ７又はＥＰ７と呼ばれるこのシグナルペプチドの配列は、配列番号
１９に示されており、本発明の具体的な目的である。
【００５０】
　過剰グリコシル化されたＩＬ－７及び構成物
　本発明において、「過剰グリコシル化されたＩＬ－７」という用語は、少なくとも３つ
の占有されたグリコシル化部位を有する、すなわち、少なくとも３つのグリコシル化され
たアミノ酸残基を有するＩＬ－７ポリペプチドを表す。
【００５１】
　「グリコシル化部位」とは、グリコシル化（すなわち、炭水化物構造の付着）に供され
る、ポリペプチド中のあらゆるアミノ酸残基又は領域を示す。このような部位は、典型的
には、Ｎ－グリコシル化部位（すなわち、Ｎ結合を通じて炭水化物構造が付着できる、ポ
リペプチド中のあらゆるアミノ酸残基又は領域）及び／又はＯ－グリコシル化部位（すな
わち、Ｏ結合を通じて炭水化物構造が付着できる、ポリペプチド中のあらゆるアミノ酸残
基又は領域）である。グリコシル化のためのコンセンサス配列は、本分野において、それ
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自体公知である。例示として、コンセンサスＮ－グリコシル化部位は、典型的には、以下
の構造、すなわち、Ｘがプロリン以外の全てのアミノ酸であるＡｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ／Ｔｈ
ｒを有する。以下に開示されているように、このようなグリコシル化部位は、ＩＬ－７ポ
リペプチド配列内に天然に存在する及び／又は前記配列内に人工的に付加される又は作製
されるかのいずれかであり得る。
【００５２】
　「過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物」という用語は、ＩＬ－７ポリペプチドの少
なくとも８０％が、少なくとも３つの占有されたグリコシル化部位、すなわち少なくとも
３つのグリコシル化されたアミノ酸残基を有するＩＬ－７構成物を表す。好ましくは、こ
のような組成物は、少なくとも、３つのＮ－グリコシル化部位においてグリコシル化され
、及び、場合によって、１つのＯ－グリコシル化部位においてグリコシル化されたＩＬ－
７ポリペプチドの少なくとも８０％を含む。このような組成物は、最も好ましくは、グリ
コシル化されていない又はモノグリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドを実質的に欠如
し、従って、ビグリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドを最大２０％含む。好ましい実
施形態において、過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物とは、ＩＬ－７ポリペプチドの
少なくとも９０％が３つのＮ－グリコシル化部位において、及び場合によって、１つのＯ
－グリコシル化部位においてグリコシル化されたＩＬ－７組成物を表す。このような組成
物は、最も好ましくはグリコシル化されていないＩＬ－７ポリペプチド又はモノグリコシ
ル化されたＩＬ－７ポリペプチドを実質的に欠如し、従って、モノ－Ｏ－グリコシル化さ
れた、又はされていないビ－Ｎ－グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドを最大１０％
含む。
【００５３】
　ＩＬ－７一次アミノ酸配列は、３つのＮ－グリコシル化部位の候補、すなわち位置７０
、９１及び１１６に位置するアスパラギン（Ａｓｎ）残基（ヒト野生型配列に関して、配
列番号１参照。）を含む。更に、本発明は、ＩＬ－７配列が１つのＯ－グリコシル化部位
、すなわち位置１１０にトレオニン（Ｔｈｒ）残基も含有することを示す。特定の実施形
態において、本発明の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、１つの占有され
たＯ－グリコシル化部位を伴っている又は伴っていない占有された上述の３つのＮ－グリ
コシル化部位を有するＩＬ－７ポリペプチドであり、ＩＬ－７組成物は、ＩＬ－７ポリペ
プチドの少なくとも８０％が上述のＮ－グリコシル化部位において、及び場合によってＯ
－グリコシル化部位においてもグリコシル化されたＩＬ－７組成物である。
【００５４】
　特定の実施形態において、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、人工的に
付加又は作製された更なるグリコシル化部位を含み得る。従って、本発明の過剰グリコシ
ル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、少なくとも３つのＮ－グリコシル化部位及び１つの
Ｏ－グリコシル化部位が占有されたＩＬ－７ポリペプチドであり、該部位は、天然に存在
し及び／又は人工的に付加／作製され、過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物は、ＩＬ
－７ポリペプチドの少なくとも８０％が、少なくとも４つのグリコシル化部位においてグ
リコシル化されたＩＬ－７組成物であり、該部位は、天然に存在し及び／又は人工的に付
加／作製される。
【００５５】
　この点において、本発明は、ここに、人工的に作製された少なくとも１つのグリコシル
化部位を含む修飾されたアミノ酸配列を有するＩＬ－７ポリペプチドを開示する。特定の
実施形態によると、本発明のＩＬ－７ポリペプチドは、１、２、３又は４個の、より好ま
しくは１、２又は３個の、更により好ましくは１又は２個の人工的に作製されるグリコシ
ル化部位を含む。
【００５６】
　人工的に作製されるグリコシル化部位は、好ましくはＮ結合型グリコシル化部位である
。コンセンサスＮ－グリコシル化部位は、典型的には、以下構造、すなわち、Ｘがプロリ
ン以外の全てのアミノ酸であるＡｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒを有する。
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　グリコシル化部位は、集合した合成オリゴヌクレオチドから、又はＩＬ－７一次アミノ
酸配列内の多様な位置での変異誘発法などの幾つかの技術、及び本分野でそれ自体公知の
次の技術を使用して、作製され又は化学的に付加され得る。修飾されたＩＬ－７ポリペプ
チドは、ＩＬ－７受容体に結合する能力を保持すべきであるので、グリコシル化部位は、
最も好ましくは、ＩＬ－７受容体に結合するＩＬ－７の能力を変化させないＩＬ－７ポリ
ペプチド配列の領域又はドメイン内に作製される。より好ましくは、前記部位は、好まし
くはグリシン残基のすぐ近傍以外の、前記ポリペプチドのα螺旋の外側に導入される。好
ましくは、より強固で、前記ポリペプチドの三次構造にとって重要な領域を回避するため
、前記部位は最も可動性のある領域に導入される。好ましくは、グリコシル化部位の作製
は、ジスルフィド架橋に関連する全てのシステイン残基（例えば、Cys２、３４、４７、
９２、１２９及び１４１）にも、ＩＬ－７ポリペプチドとその同族受容体との相互作用に
関連する何れの重要な残基（例えば、Ｓｅｒ１９、Ｌｅｕ２３及び７７、Ｔｙｒ１２、Ｖ
ａｌ１５、Ｇｌｎ２２、Ｌｙｓ８１及びＧｌｕ８４）にも、前記ポリペプチドの活性に関
連する全ての保存された残基（例えば、Ａｒｇ１３３、Ｇｌｎ１３６、Ｇｌｕ１３７、Ｌ
ｙｓ１３９及び１４４、Ｔｈｒ１４０及びＡｓｎ１４３）にも影響を及ぼさない。典型的
には、前記グリコシル化部位は、典型的なコンセンサスグリコシル化部位を作製するため
に、基準ＩＬ－７ポリペプチドの一次配列内での１つ又は数個のアミノ酸残基を変異させ
、欠失させ、又は付加させることによって、作製される。
【００５８】
　特定の実施形態において、本発明は、Ｌｙｓ２８Ａｓｎ－Ｉｌｅ３０Ｓｅｒ－Ｉｌｅ３
０Ｔｈｒ－Ｉｌｅ３０Ａｓｎ－Ｓｅｒ３２Ｔｈｒ－Ｌｅｕ３５Ｓｅｒ－Ｌｅｕ３５Ｔｈｒ
－Ｇｌｕ３８Ｓｅｒ－Ｇｌｕ３８Ｔｈｒ－Ｐｈｅ３９Ｓｅｒ－Ｐｈｅ３９Ｔｈｒ－Ｐｈｅ
４２Ｓｅｒ－Ｐｈｅ４２Ｔｈｒ－Ｇｌｕ５２Ｓｅｒ－Ｇｌｕ５２Ｔｈｒ－Ｖａｌ８２Ａｓ
ｎ－Ｇｌｕ８４Ｔｈｒ－Ｇｌｕ８４Ｓｅｒ－Ｌｙｓ９７Ａｓｎ－Ａｒｇ９９Ｔｈｒ－Ａｒ
ｇ９９Ｓｅｒ－Ａｌａ１０２Ａｓｎ－Ｌｅｕ１０４Ｔｈｒ－Ｌｅｕ１０４Ｓｅｒ－Ｌｅｕ
１０４Ａｓｎ－Ｇｌｕ１０６Ｔｈｒ－Ｇｌｕ１０６Ｓｅｒ－Ｌｅｕ１２８Ｓｅｒ－Ｌｅｕ
１２８Ｔｈｒ－Ｉｌｅ１４５Ａｓｎ－Ｍｅｔ１４７Ｔｈｒ－Ｍｅｔ１４７Ｓｅｒ－Ｍｅｔ
１４７Ａｓｎ－Ｔｈｒ１４９Ｓｅｒから（又は他の哺乳動物ＩＬ－７ポリペプチド中の対
応する位置から）選択される１つ又は数個のアミノ酸修飾を含むヒト（又は哺乳動物）Ｉ
Ｌ－７ポリペプチドの配列を含むＩＬ－７ポリペプチドに関する。
【００５９】
　本発明の（ヒト）ＩＬ－７ポリペプチドの具体例は、以下の表１に開示されるアミノ酸
修飾を含む。
【００６０】
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【表１】

【００６１】
　上述のアミノ酸修飾は、ＩＬ－７の結合親和性を実質的に変化させずにＮ－グリコシル
化部位を作出し、これにより本発明の改善されたＩＬ－７ポリペプチドが作製される。
【００６２】
　「結合親和性を実質的に変化させない」という用語は、結合親和性が、変化しない又は
受容体との相互作用から生じるインビボでの効果に影響を与えずに低下し得ることを意味
する。インビトロで定量化された場合、結合親和性は、５０％未満、好ましくは４０％未
満、好ましくは３０％未満、好ましくは２０％未満、好ましくは５％未満低下し得る。
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【００６３】
　また、上述の修飾は、本発明のＩＬ－７ポリペプチド内の数個の更なるグリコシル化部
位を作製するために組み合わせることができる。この点において、本発明は、少なくとも
１つから４つの更なる（Ｎ結合型）グリコシル化部位の付加によって修飾される（ヒト又
は哺乳動物）インターロイキン－７の一次配列を有する生物学的に活性な全てのＩＬ－７
ポリペプチドに関する。本発明の更に好ましい実施形態は、１つ又は２つの更なる（Ｎ結
合型）グリコシル化部位を含むインターロイキン－７の一次配列を含む生物学的に活性な
ＩＬ－７ポリペプチドである。
【００６４】
　本発明の最も好ましいＩＬ－７ポリペプチドは、生物学的に活性である、すなわち、前
記ＩＬ－７ポリペプチドは、インターロイキン－７受容体へ結合することができ、特異的
バイオアッセイにおいてインビトロでの活性を示す及び／又はインビボでの増加した平均
残存時間（ＭＲＴ）を示す。
【００６５】
　ＥＤ５０値が最大活性の半分と等しい用量に対応する用量／反応バイオアッセイ研究に
おいて、グリコシル化されていない標準物質と過剰グリコシル化されたＩＬ－７との間の
活性の比較を実施した。過剰グリコシル化は、通常、バイオアッセイにおいて減少された
活性をもたらすが、インビボ活性の低下を意味しない。本発明の状況において、動態学的
特性は、実際、インビボでの活性を改善する。
【００６６】
　ＥＤ５０がインビボでのＩＬ－７の活性を反映しないという事実に関わらず、ＥＤ５０
は、グリコシル化の同一レベルを有する異なる試料間での比較を可能とする。この枠組み
において、グリコシル化されていない標準物質に関する典型的なＥＤ５０値は、０．５か
ら２．０ｎｇＩＬ－７／ｍＬの間の範囲に及んでいたのに対し、過剰グリコシル化された
ＥＤ５０値は、過剰グリコシル化された１．５から３．５ｎｇのＩＬ－７／ｍＬの間の範
囲に及んでいた。
【００６７】
　本発明の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、改善された安定性、並びに
哺乳動物宿主におけるインビボでの延長された半減期及び平均残存時間を示す。「改善さ
れた安定性」、「延長された半減期及び平均残存時間」という用語は、グリコシル化され
ていない形態との比較において理解されるべきである。好ましくは、半減期の増大は、少
なくとも約３倍であり、好ましくは、少なくとも約５から２０倍である。平均残存時間（
ＭＲＴ）とは、初期投与後の患者の血中の各ＩＬ－７分子の残存時間の平均を意味する。
好ましくは、ＭＲＴの増大は、グリコシル化されていない形態のＭＲＴと比較して、少な
くとも約２倍であり又は好ましくは少なくとも約４から１０倍である。
【００６８】
　例えば、過剰グリコシル化された形態の血漿半減期は、３０から４０時間の範囲にある
ことが示されたのに対し、グリコシル化されていない形態の血漿半減期は、通常、５から
８時間である（両形態が同一条件下で皮下的に投与されるとき、すなわち１回の注入の場
合）。平均残存時間（ＭＲＴ）は、約４０時間であったのに対し、グリコシル化されてい
ない形態では約１０時間であった。
【００６９】
　本発明は、本発明のＩＬ－７ポリペプチドの全ての別個の断片、すなわち、上に開示さ
れているアミノ酸修飾を含むあらゆる断片、又は上に開示される人工的に作製されたグリ
コシル化部位を含むあらゆる断片も包含することが理解されるべきである。このような断
片は、典型的に、少なくとも５つのアミノ酸残基、典型的に少なくとも８、９、１０、１
１、１２又は１５の残基を含有し、最大２０、３０、４０、５０又はそれ以上の連続した
アミノ酸残基を含有し得る。このような断片は、特異的抗体を産生するために、アンタゴ
ニストとして又は免疫原として使用され得る。
【００７０】
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　また、上述のアミノ酸位置はヒトＩＬ－７ポリペプチド配列への参照によって付与され
ているが、本発明は、ヒトの配列に対する配列アライメントに基づいた哺乳類配列中の相
同的突然変異によって修飾された哺乳動物ＩＬ－７の一次配列を有するＩＬ－７ポリペプ
チドも包含することは理解されるべきである。
【００７１】
　本発明の好ましい実施形態は、
　Ｐｈｅ３９Ｓｅｒ－Ｐｈｅ３９Ｔｈｒ－Ｐｈｅ４２Ｓｅｒ－Ｐｈｅ４２Ｔｈｒ－Ｌｅｕ
１０４Ａｓｎ－Ｇｌｕ１０６Ｔｈｒ－Ｇｌｕ１０６Ｓｅｒ－Ｌｅｕ１２８Ｓｅｒ－Ｌｅｕ
１２８Ｔｈｒ－Ｍｅｔ１４７Ａｓｎ及びこれらの組み合わせ、又はこれらの別個の断片
からなる群から選択される１つ又は数個のアミノ酸修飾を含む生物学的に活性な新規IＬ
－７ポリペプチドに関する。
【００７２】
　本発明の最も好ましい修飾されたＩＬ－７ポリペプチドは、以下の表２に開示される。
【００７３】

【表２】

【００７４】
　本発明の更なる特定の目的は、上に開示されている一次アミノ酸配列を含む過剰グリコ
シル化されたＩＬ－７ポリペプチドである。
【００７５】
　オリゴ糖単位
　本発明の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド中の特定のグリコシル化部位に
付着されたオリゴ糖単位の構造及び数は変化し得る。これらは、例えば、Ｎ－アセチルグ
ルコサミン、Ｎ－アセチルガラクトサミン、マンノース、ガラクトース、グルコース、フ
コース、キシロース、グルクロン酸、イズロン酸及び／又はシアル酸であり得る。
【００７６】
　より好ましくは、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、
　ａ）哺乳動物型の糖鎖、好ましくはＣＨＯ細胞によって発現された種類の前記糖鎖；
　ｂ）複合Ｎ－糖鎖（例えば、三岐又は二岐構造）を含み、より好ましくは高マンノース
及びアセチルグルコサミン分子及び多量の末端シアル酸残基を含有する糖鎖：
　ｃ）末端シアル酸残基を有さず、及び好ましくは末端シアル酸残基を有するＯ－糖鎖を
含む糖鎖；
　ｄ）α２，６－シアリルトランスフェラーゼ又はα２，３－シアリルトランスフェラー
ゼによってシアル化された糖鎖；及び／又は
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　ｅ）３から３０の、好ましくは７から２３の間のシアリル－Ｎ－アセチルガラクトサミ
ンを示すシアル化された糖鎖；
から選択されるＮ結合型及び／又はＯ結合型糖鎖を含む（又はそれらに富む。）。
【００７７】
　特に好ましい糖鎖は、部分的又は完全な末端シアル化を有する三岐又は二岐構造を含む
。更なる好ましい糖鎖は、三岐構造及びトリ又はビシアル化、及び／又はジシアル化を有
する二岐構造を含む。このような炭水化物の例は、表４に開示され、モチーフ２４２０番
、２６２３番、２７８５番及び３０９２番を含む。
【００７８】
　更なる特異的実施形態によると、本発明の過剰グリコシル化されたインターロイキン－
７ポリペプチドは、（ウェスタンブロットによって確認された）ゲル電気泳動法によって
、６．５未満の平均等電点、及び２７ｋＤａ超の、２８ＫＤａと６５ＫＤａの間の（７Ｎ
＋１Ｏグリコシル化に関する理論値）、好ましくは（３Ｎ＋１Ｏグリコシル化に対して示
されるような）２８ＫＤａと３５ＫＤａとの間の見かけの平均分子量を有し、これは、質
量分析による２５ｋＤａに相当する。
【００７９】
　特定の実施形態において、本発明の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、
α２，６シアリルトランスフェラーゼを安定的に発現し、及びＣＭＰ－Ｎｅｕ５Ａｃヒド
ロラーゼ活性の欠失、好ましくはＣＨＯグリコシル化変異体を有する哺乳動物グリコシル
化変異体によって産生される。このようなグリコシル化には、典型的には、Ｎ－アセチル
グルコサミン、Ｎ－アセチルガラクトサミン、マンノース、ガラクトース、グルコース、
フコース、キシロース、グルクロン酸、イズロン酸及び／又はシアル酸が含まれる。
【００８０】
　他の実施形態において、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、ヒト間質細
胞系又は上皮細胞系、ＨＥＫ－２９３（ヒト胚性腎臓）、ＨＥＲ（ヒト胚性網膜）、ＨＥ
Ｋ（ヒト上皮角化細胞）、ヒト胸腺又はヒト皮質上皮細胞系、ヒト骨髄又はヒト骨髄間質
細胞系から選択され得るヒト宿主細胞中での組換え技術によって産生される。
【００８１】
　本発明の最も好ましい過剰グリコシル化されたインターロイキン－７ポリペプチドは、
次の特徴を有する。
【００８２】
　ａ）前記ポリペプチドは、組換えられた生成細胞株中で改善された分泌特性及び産生速
度を有し；及び／又は
　ｂ）前記ポリペプチドは、ＩＬ－７ポリペプチドあたりのシアル酸残基を多量に含有し
、等電点の値を減少させ、及び平均残存時間の改善をもたらし；及び／又は
　ｃ）前記ポリペプチドは、分子間凝集から保護され；及び／又は
　ｄ）前記ポリペプチドは、タンパク質分解に対して低下した感受性を有し；及び／又は
　ｅ）前記ポリペプチドは、マスクされた抗原部位を含有し、低下した免疫原性傾向、Ｍ
ＨＣＩＩ分子を通じた、ＡＰＣ（抗原提示細胞）捕捉、プロセッシング及び提示に対して
低下した脆弱性を反映し；及び／又は
　ｆ）前記ポリペプチドは、化学的安定性を増大させ；及び／又は
　ｇ）前記ポリペプチドは、グリコシル化されていない親ペプチドと比較して、インビボ
での延長された生物学的半減期を有し（ＩＬ－７の長期作用イソフォーム）；及び／又は
　ｈ）前記ポリペプチドは、主として、より優れた平均残存時間（ＭＲＴ）のために、グ
リコシル化されていない親タンパク質と比較してインビボでの増大した薬理学的活性を有
し；及び／又は
　ｉ）前記ポリペプチドは、より長期間作用する生成物のために、１週間に３／４回から
１週間に２回又は１回又は２週間ごとに１回まで、投薬スケジュールをあまり頻繁にせず
；及び／又は
　ｊ）前記ポリペプチドは、改善された薬物動態学的特性（減少したピーク濃度及び改善
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された平均残存時間）を示し、及び／又は
　ｋ）前記ポリペプチドは、質量分析から測定される２５ＫＤａ、又はＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析から測定される２７ｋＤａを上回る平均分子量及び６．５を下回る平均等電点を示す
。
【００８３】
　本発明のポリペプチドは、単量体の形態であるか、又は選択した特定の化合物と会合さ
れ、若しくは複合体化され得る。この点において、特定の実施形態において、ＩＬ－７配
座異性体は、肝細胞増殖因子（「ＨＧＦ」）へ、ヘテロ二量体として結合する。ヘテロ二
量体は、化学的に、複合体形成によって又は組換え技術によって（すなわち遺伝子融合に
よって）得られ得る。
【００８４】
　他の特定の実施形態において、ＩＬ－７ポリペプチドは、ＩｇＧ重鎖のＦｃ部分へ、典
型的にはペプチド蝶番領域を通じて機能的に付着される。このような融合分子は、インビ
ボでの増加した安定性及び半減期を有する可能性を秘めている。ＩｇＧ部分は、最も好ま
しくは、ヒトＩｇＧ１又はＩｇＧ４である。
【００８５】
　他の特定の実施形態において、ＩＬ－７ポリペプチドは、融合タンパク質としてヒト血
清アルブミン（「ＨＳＡ」）又はＨＳＡの部分へ機能的に会合される。このような融合分
子は、インビボでの増加した安定性及び延長された半減期を有する可能性を秘めている。
【００８６】
　本発明の更なる目的は、過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物である。このような組
成物は、好ましくは、上記、ＩＬ－７ポリペプチド配列（例えば、共通のＮ結合型及びＯ
結合型炭水化物部位）内に自然に存在し及び／又は人工的に作製されるグリコシル化部位
であり得る、少なくとも３つの別個のアミノ酸残基上でグリコシル化された、少なくとも
８０％の、好ましくは８０％と９５％の間のＩＬ－７ポリペプチドを含む。
【００８７】
　特定の、具体的な実施形態によると、本発明は、以下のものを含む過剰グリコシル化さ
れたＩＬ－７構造物に関する。
【００８８】
　ａ）３つのコンセンサスＮ結合型炭水化物部位（Ａｓｎ７０／９１／１１６）上でグリ
コシル化され、１つのＯ結合型炭水化物部位（Ｔｈｒ１１０）上でさらにグリコシル化さ
れている又はされていないインターロイキン－７の大部分（８０％超、好ましくは９０％
超、最も好ましくは約９５％超）；好ましくは、前記構造物は、（１つのＯ結合型炭水化
物部位に会合されている又は会合されていない）２つのコンセンサスＮ結合型炭水化物部
位上のみでグリコシル化されたインターロイキン－７の一部（２０％未満、好ましくは約
１０％未満）を含有し、及び／又はモノグリコシル化されている若しくはグリコシル化さ
れていないタンパク質を実質的に含まない；又は
　ｂ）グリコシル化の１つの付加的な部位を導入するように修飾されたＩＬ－７一次アミ
ノ酸配列を有し、４つのＮ結合型炭水化物部位上でグリコシル化され、及び１つのＯ結合
型炭水化物部位（Ｔｈｒ１１０）でさらにグリコシル化されている又はされていない生物
学的に活性なインターロイキン－７類縁体の大部分（８０％超、好ましくは９０％超、最
も好ましくは約９５％超）；好ましくは、前記構造物は、（１つのＯ結合型炭水化物部位
へ会合されている又は会合されていない）３つ又は２つのＮ結合型炭水化物部位上のみで
グリコシル化された同一類縁体の一部（２０％未満、好ましくは約１０％未満）を含有す
る及び／又はモノグリコシル化されたタンパク質若しくはグリコシル化されていないタン
パク質を実質的に含まない；又は
　ｃ）グリコシル化の２つの付加的な部位を導入するように修飾されたＩＬ－７一次アミ
ノ酸配列を有し、５つのＮ結合型炭水化物部位上でグリコシル化されており、及び１つの
Ｏ結合型炭水化物部位（Ｔｈｒ１１０）上でさらにグリコシル化されている又はされてい
ないインターロイキン－７の生物学的に活性な類縁体の大部分（８０％超、好ましくは９
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０％超、最も好ましくは約９５％超）；好ましくは、前記構造物は、１つのＯ結合型炭水
化物部位に会合されている又は会合していない４、３又は２つのＮ結合型炭水化物部位の
みの上でグリコシル化された同一類縁体の一部（２０％未満、好ましくは約１０％未満）
を含有する及び／又はモノグリコシル化されたタンパク質若しくはグリコシル化されてい
ないタンパク質を実質的に含まない；又は
　ｄ）グリコシル化の３つの付加的な部位を導入するよう修飾されたＩＬ－７一次アミノ
酸配列を有し、６つのＮ結合型炭水化物部位上でグリコシル化され、及び１つのＯ結合型
炭水化物部位（Ｔｈｒ１１０）上でさらにグリコシル化されている又はされていないイン
ターロイキン－７の生物学的に活性な類縁体の大部分（８０％超、好ましくは９０％超、
最も好ましくは約９５％超）；好ましくは、前記構造物は、１つのＯ結合型炭水化物部位
に会合されている又は会合されていない５、４、３、又は２つのＮ結合型炭水化物部位上
のみでグリコシル化された同一類縁体の一部（２０％未満、好ましくは約１０％未満）を
含有する及び／又はモノグリコシル化されているか若しくはグリコシル化していないタン
パク質を実質的に含まない；又は
　ｅ）グリコシル化の４つの付加的な部位を導入するように修飾されたＩＬ－７一次アミ
ノ酸配列を有し、７つのＮ結合型炭水化物部位上でグリコシル化され、及び１つのＯ結合
型炭水化物部位（Ｔｈｒ１１０）上でさらにグリコシル化されている又はされていないイ
ンターロイキン－７の生物学的に活性な類縁体の大部分（８０％超、好ましくは９０％超
、最も好ましくは約９５％超）；好ましくは、前記構成物は、１つのＯ結合型炭水化物部
位に会合されている又は会合されていない６、５、４、３又は２つのＮ結合型炭水化物部
位上のみでグリコシル化された同一類縁体の一部（２０％未満、好ましくは約１０％未満
）を含有する及び／又はモノグリコシル化された若しくはグリコシル化していないタンパ
ク質を本質的に欠失していることを含む。
【００８９】
　本発明は、活性物質として上述の構成物を含む医薬組成物にも関する。
【００９０】
　核酸
　本発明の更なる目的は、上記ＩＬ－７ポリペプチドをコードする核酸分子に存する。前
記核酸分子は、全てのＤＮＡ又はＲＮＡ分子、典型的にはｃＤＮＡ分子であり得る。
【００９１】
　本発明の具体的目的は、配列番号２のヌクレオチド残基７９から末端を含む核酸、並び
にその別個の断片及び相補鎖である。
【００９２】
　本発明の更なる目的は、配列番号４を含む核酸、並びにその個別の全ての断片、（配列
番号４と少なくとも９０％の同一性を有する）変異体及び相補鎖である。
【００９３】
　本発明の更なる目的は、配列番号６を含む核酸、並びにその別個の全ての断片、（配列
番号６と少なくとも９０％の同一性を有する）変異体及び相補鎖である。本発明の特異的
な目的は、配列番号６のヌクレオチド残基７９から末端を含む核酸、並びに（配列番号６
と少なくとも９０％の同一性を有する）その変異体及び相補鎖である。本発明は、このよ
うな配列によってコードされるポリペプチドも包含する（例えば、配列番号７）。
【００９４】
　核酸と関連して上述に使用される「バリアント」という用語は、より具体的には、スト
リンジェントな条件下で基準配列とハイブリド形成し、及び／又は基準配列によってコー
ドされるポリペプチドと同種の活性を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
を示す。最も好ましいバリアントは、基準配列と少なくとも９２％と９９％との間（例え
ば、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％）の同一性を
示す。
【００９５】
　本発明の更なる具体的な目的は、
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【００９６】
【化１】

の配列又はこれらの組み合わせを含む核酸である。
【００９７】
　本発明の核酸の具体例は、配列番号８から１２の何れか１つに示されるヌクレオチド配
列を含む。
【００９８】
　本発明の更なる目的は、上記核酸分子を含むクローニング及び／又は発現ベクターに存
する。前記ベクターは、あらゆる原核生物又は真核生物ベクター、典型的には真核生物ベ
クターであり得、プラスミド、コスミド、ウィルスベクター、人工染色体等から選択され
得る。前記ベクターは、選択された宿主細胞中でのコード核酸の適切な発現を可能にする
あらゆる制御配列、例えば、プロモーター、ターミネーター、ポリＡ、複製開始点、組み
込み領域（例えば、相同領域）、イントロン、ＵＴＲ配列、マーカー遺伝子等を含み得る
。
【００９９】
　本発明の具体的な目的は、哺乳動物宿主又は宿主細胞中で上記核酸の発現を可能にする
調節エレメントへ操作可能に連結された核酸分子（シグナルペプチドを含む。）を含む発
現ベクターである。
【０１００】
　好ましい調節エレメントには、以下に限定されるわけではないが、構成的、組織特異的
又は制御されたプロモーターを含むウィルス性、細胞性及び合成プロモーターから、特に
ＣＭＶプロモーター、Ｅ１Ｆａプロモーター及びメタロチオネインプロモーターからなる
群から選択され得るプロモーターが含まれる。本発明のベクター内に含有され得る更なる
調節エレメントには、Ｂｃｌ－２遺伝子、ＵＴＲ配列及びＭＡＲ配列が含まれるが、これ
らに限定されるわけではない。
【０１０１】
　好ましい実施形態において、ベクターは、エピソーム発現ベクターである。
【０１０２】
　上述の核酸及びベクターは、例えば、多様なコンピテント宿主又は宿主細胞において組
換え哺乳動物ＩＬ－７ポリペプチドを産生するために、及び遺伝子治療目的のために使用
され得る。
【０１０３】
　本発明の別の目的は、上に開示されている核酸又はベクターを含む組換え宿主細胞に存
する。このような組換え細胞は、原核細胞又は、より好ましくは、例えば酵母、昆虫、植
物又は哺乳動物細胞等の真核細胞であり得る。
【０１０４】
　好ましい実施形態において、宿主細胞は、好ましくはＰＥＲＣ６、ＮＳＯ細胞及びＢＨ
Ｋ細胞、好ましくはＣＨＯ細胞から選択される哺乳動物細胞であるか、又はヒト細胞系で
ある。ベクター、コンストラクト及び組換え細胞は、本願の以後の章において、より詳細
に開示されているが、これらに限定されるわけではない。
【０１０５】
　製剤原料及び医薬組成物
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　本発明の別の目的は、所望の生成物として、上記ＩＬ－７ポリペプチド、典型的には過
剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドを含む製剤原料に存する。より好ましくは、
前記製剤原料は、グリコシル化されていない又はモノグリコシル化されたＩＬ－７ポリペ
プチド約１０％未満を含有するか、及び／又は生成物関連不純物を実質的に含まない。
【０１０６】
　本発明は、医薬の製造（「医薬製品」）又は医薬組成物における上記製剤原料の使用に
も関する。
【０１０７】
　好ましい製剤原料はさらに、加工関連不純物を実質的に有しない。
【０１０８】
　本願において、「製剤原料」という用語は、薬物の活性成分としての使用に適した生成
物を指す。本発明に記載されている「製剤原料」は、性質上、すなわち、その生成方法（
例えば、組換えＤＮＡ技術）の結果として、複雑な生成物である。
【０１０９】
　本発明は、効率的な治療上の及びワクチン増強の効果をもたらすために、ＩＬ－７製剤
原料又は医薬組成物が、主要分子種として、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチ
ド組成物を含有すべきであることをここに開示する。
【０１１０】
　本明細書において使用される「実質的に有しない」という用語は、製剤原料が、生成物
関連不純物及び加工関連不純物の有意な又は有害な量を含有しないことを示す。より具体
的には、製剤原料は、生成物関連不純物及び加工関連不純物の５％未満、より好ましくは
３％未満、さらにより好ましくは２％未満を含有すべきである。最も好ましい製剤原料は
、生成物関連不純物の約１％未満及び加工関連不純物の僅かな量のみを含有する。
【０１１１】
　ＩＬ－７生成物関連物質とは、例えば、ＩＬ－７の活性又は不活性ペプチド又はポリペ
プチド断片を含むＩＬ－７分子バリアントを示す。ＩＬ－７関連不純物には、例えば、モ
ノ又はビジスルフィド架橋を含むヒトＩＬ－７ポリペプチド、末端切断されたＩＬ－７、
脱アミド化された組換えＩＬ－７、ＩＬ－７を含む二量体若しくは多量体タンパク質、酸
化メチオニン形態又はこれらの組み合わせが含まれる。
【０１１２】
　それらの生物活性がどのようなものであれ、これらのＩＬ－７分子バリアント及びＩＬ
－７関連不純物は、厳密に、最小限に抑制するか、又は、製剤原料から廃棄されるべきで
ある。
【０１１３】
　加工関連不純物には、ＤＮＡ、エンドトキシン、細胞片、ウィルス等が含まれる。
【０１１４】
　従って、好ましい製剤原料は、過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物の総重量が、本
発明に記載の過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物の重量に対して少なくとも９５％、
好ましくは少なくとも９８重量％、より好ましくは少なくとも９９．５重量％を含む製剤
原料である。
【０１１５】
　本発明は、製剤原料又は上記過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物の有効量を含む医
薬組成物と、１つ以上の医薬として適合性を有するか又は許容される担体、賦形剤又は希
釈剤とを含む医薬組成物にも関する。
【０１１６】
　本発明は、上記過剰グリコシル化されたＩＬ－７構成物を含む医薬組成物が、ＩＬ－７
のワクチン特性及び、抗原特異的免疫反応を刺激するその能力を明確に増大させることを
示す。
【０１１７】
　医薬として適合性を有する又は生理学的に許容される希釈剤は、中性ないし弱酸性の、
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等張性の、緩衝化された生理的食塩水、溶液又は懸濁液から、及びより好ましくはショ糖
、トレハロース及びアミノ酸から選択され得る。医薬として適合性のある担体は、好まし
くは、等張性溶液を形成するための適切な緩衝液中に含有される。適切な緩衝液は、好ま
しくは４．５から７．５の間を、好ましくは５．０から７．０を、さらにより好ましくは
約５．５を含むpＨ範囲を有し、好ましくは、クエン酸ナトリウム緩衝液又は酢酸アンモ
ニウム緩衝液から選択される有機塩である。医薬組成物は、懸濁液、溶液、ゲル、粉末、
固体等の形態であり得る。前記組成物は、好ましくは、液体形態である。
【０１１８】
　前記組成物は、糖、アミノ酸、タンパク質、界面活性剤等の安定化剤を含み得る。前記
組成物は、リン酸塩、塩化物等を含むあらゆる塩類溶液を含み得る。
【０１１９】
　本発明の特定の医薬組成物は、活性な製剤原料に加えて、タンパク質及び／又は界面活
性剤を含む。このタンパク質、又は天然源のその他の高分子量分子の存在は、宿主免疫系
へのＩＬ－７の曝露を低下させ、それゆえ、二次的な効果を回避する。より好ましくは、
前記タンパク質は、ヒト由来の全てのタンパク質など、対象において非免疫原性である。
タンパク質の最も好ましい例は、ヒト血清アルブミンである。界面活性剤は、ポリソルベ
ート生成物等の公知の界面活性剤、好ましくはトゥイーン２０（商標）又はトゥイーン８
０（商標）から選択され得る。本発明の具体的組成物は、組成物の投与後に注入部位でタ
ンパク質凝集及び／又は薬物生成物の局所的な持続性によってＩＬ－７免疫原性を防止で
きるヒト血清アルブミン（好ましくは２から５ｍｇ／ｍＬ）又はポリソルベート（トゥイ
ーン２０又は８０（典型的には０．００５％））又は張力活性（ｔｅｎｓｉｏａｃｔｉｖ
ｅ）物質等のその他の物質又はアミノ酸（例えば、アルギニン、グルタミン酸塩、又はア
ルギニンとグルタミン酸塩との混合物）又は糖（例えば、ショ糖、トレハロース、ソルビ
トール）を含む。
【０１２０】
　この点において、本発明の特定の目的は、約１ｍｇ／ｍＬから５０ｍｇ／ｍＬの、好ま
しくは約３ｍｇ／ｍＬから２０ｍｇ／ｍＬの濃度で、過剰グリコシル化されたインターロ
イキン－７構成物を含有する医薬組成物に存する。好ましくは、投与されるべきグリコシ
ル化されたインターロイキン－７の有効量は、感染性疾病の治療又は予防のためには、約
１０から２００μｇ／ｋｇ／週の間で、より好ましくは約１０から６０μｇ／ｋｇ／週の
間で含まれる。
【０１２１】
　本発明のポリペプチド及び組成物の改善された特性を考慮して、これらの医薬組成物は
、同等の治療効果を得るために、同じ量で、従来技術の組成物又は生成物よりも低頻度で
投与する必要がある。より具体的には、典型的な実施形態において、これらの組成物は、
１週間に３回、１週間に２回、１週間に１回、隔週ごとに１回、１ヶ月に１回、ワクチン
接種前に１回又は２回又はワクチン接種の前及び後に投与される。好ましい投与計画は、
７、１０又は１４日間に１回、医薬組成物を投与することである。
　好ましい投与経路は、非経口経路である。非経口経路は、好ましくは腫瘍内、より好ま
しくは静脈内又は皮下的投与である。非経口投与には、動脈内、腹腔内又は筋肉内注入も
含まれる。しかしながら、患者の健康状態及び反応性に応じて、その他の適切な投与経路
を想定し得ることを理解すべきである。
【０１２２】
　特定の実施形態において、投与経路は、経口経路である。他のポリペプチドホルモンと
比較して、過剰グリコシル化されたＩＬ－７の著しい安定性のために、過剰グリコシル化
されたＩＬ－７に対して、経口経路が実際に許容される。次に、本発明の組成物は、好ま
しくは、錠剤又は粉末又はカプセル等の固体形態にあるか、又は医薬として許容される適
切な担体中に調製されたシロップ又は乳剤等の液体状態にある。好ましくは、担体自体は
、消化管中及び循環器系中で安定であり、許容可能な血漿半減期を示す。
【０１２３】
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　過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドのマイクロエマルジョン又はリポソーム
製剤を含有する胃酸耐性カプセル等の胃酸耐性カプセルが有利である。
【０１２４】
　この医薬組成物は、組み合わされた、分割された又は連続した使用のために、好ましく
は造血細胞増殖因子、サイトカイン、抗原分子（又は抗原）及びアジュバントから選択さ
れる、免疫刺激剤等の更なる活性成分を含み得る。
【０１２５】
　このような更なる活性成分は、組み合わされた、分割された又は連続した使用のために
、ＩＬ－７との組み合わせにて、又は個別に製剤化され得る。第一の変形において、活性
成分は、同一の入れ物又は容器中で一緒に製剤化される。別の好ましい変形において、活
性成分は、個別に、すなわち別個の容器又は容器中で調製される。この実施形態によると
、前記成分は、分割して、例えば同時又は順次に（例えば、異なる注入部位で又は異なる
時点で）投与され、最も効率的な生物学的効果をもたらし得る。また、上述のように、１
つ又は２つの活性成分の反復投与が実施され得る。
【０１２６】
　この点において、本発明は、組み合わされた、分割された又は連続した使用のために、
上記過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物と免疫刺激剤及び抗原性分子から選択される
活性成分とを含む医薬組成物に関する。アジュバントは、好ましくは、個別に調合される
。
【０１２７】
　造血細胞増殖因子は、好ましくは、幹細胞因子（ＳＣＦ）、特にＳＣＦ、Ｇ－ＣＳＦ、
ＧＭ－ＣＳＦ、Ｆｌｔ－３リガンド、ＩＬ－１５及びＩＬ－２の可溶性形態から選択され
る。ワクチン増強のためのサイトカイン又はケモカインの典型的な例には、Ｔｈ１型免疫
反応を誘導及び／又は刺激するサイトカインが含まれる。サイトカインは好ましくは、α
又はγインターフェロン、ＩＬ－２、ＩＬ－１２、ランテス、Ｂ７－１、ＭＩＰ－２及び
ＭＩＰ－１αから選択される。ＮＫ細胞活性化因子及び／又はＮＫＴ細胞活性化因子、Ｆ
ＧＦ７又はＦＧＦ１０、インターロイキン及び／又はホルモン等の他の因子がＩＬ－７と
組み合わせて使用され、治療上の利点をさらに提供し得ることを理解すべきである。本発
明の具体的組成物は、上述の過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物と幹細胞因子、特に
その可溶性形態、ＩＬ－１５及び／又はＦｌｔ－３リガンド及び／又はＦＧＦ１０とを含
む。本発明の別の具体的組成物は、上述の過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物と、α
又はγインターフェロン、ＩＬ－２、ＩＬ－１２、ランテス及びＭＩＰ－１αから選択さ
れるサイトカインとを含む。
【０１２８】
　本発明の別の具体的組成物は、上述の過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物、幹細胞
因子及びサイトカインを含む。
【０１２９】
　上述のように、この医薬組成物は、組み合わされた、分割された又は連続した使用のた
めに、１つ又は数個の抗原（又は抗原性分子）をさらに含み得る。この抗原は、あらゆる
合成又は天然ペプチド、組換えタンパク質、死滅された、不活性化された又は弱毒化され
た病原体生成物、微生物、寄生虫、脂質等、それらの一部及びそれらの組み合わせであり
得る。この抗原は、完全なタンパク質又はそのあらゆるエピトープ含有断片又は一部、特
にＭＨＣクラスＩ又はＭＨＣクラスＩＩ分子を通じて免疫系へ提示されるペプチドであり
得る。この抗原は、あらゆるウィルス抗原、細菌抗原、寄生虫抗原、腫瘍抗原等であり得
る。抗原の具体例には、ＨＩＶ、水痘帯状疱疹ウィルス、インフルエンザウィルス、エプ
スタインバーウィルス、Ｉ型又はＩＩ型単純ヘルペスウィルス、ヒトサイトメガロウィル
ス、デング熱ウィルス、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ又はＥ型肝炎ウィルス、合胞体呼吸系ウィルス、
ヒト乳頭腫ウィルス、結核菌、トキソプラズマ及びクラミジア由来の抗原が含まれる。
【０１３０】
　本発明の具体的な目的は、組み合わされた、分割された又は連続した使用のための、上
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述の過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物と抗原性分子とを含む組成物に関する。前記
組成物は、組み合わされた、分割された又は連続した使用のための、上に開示されている
１つ又は数個の免疫刺激剤をさらに含み得る。
【０１３１】
　本発明の更なる具体的な目的は、上述の過剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物を含む
医薬組成物に関し、該医薬組成物は、対象における抗原特異的免疫反応を取得し及び／又
は刺激するために、１つ又は数個の抗原性分子と同時に、その数日前に、又は連続して投
与される。
【０１３２】
　本発明の更なる具体的な目的は、該抗原（又はそのエピトープ含有断片）及び上述の過
剰グリコシル化されたＩＬ－７組成物を対象へ投与することを含む、対象に抗原特異的免
疫反応を生じさせるか又は亢進させる方法に関する。この組成物は、対象において抗原特
異的免疫反応を取得し及び／又は刺激するために、該抗原と同時に、その数日前に、又は
それと連続して、及びより好ましくは該抗原の前に投与され得る。
【０１３３】
　別の好ましい実施形態において、本発明の組成物はアジュバントをさらに含む。アジュ
バントは、抗原の免疫原性を促進又は増加させ、及びＴｈ１型免疫反応を誘導することが
できる、ＣｐＧ、ＱＳ２１、ＩＳＣＯＭ及びモノホスホリル脂質Ａ等のあらゆる物質、混
合物、溶液又は組成物から選択され得る。このようなアジュバントは、特に、抗原に対す
る特異的免疫反応を生じるか及び／又は増幅するのに適している。アジュバントは、好ま
しくは、ＩＬ－７含有組成物とは別個に及び／又は注入の別個の部位で、好ましくは望ま
しい抗原とともに調整及び投与される。
【０１３４】
　本発明は、Ｂ又はＴリンパ球の発達及び増殖の予防的又は治療的刺激のために、又は免
疫反応の増強のために、ヒトの患者への非経口投与に関して適切な希釈剤、賦形剤又は担
体と混合された、本発明の過剰グリコシル化されたヒトＩＬ－７組成物の有効量を含む医
薬組成物にも関する。本発明の医薬組成物は、延長されたリンパ球新生刺激及び／又は増
幅された免疫反応を誘導する。
【０１３５】
　本発明の医薬組成物は、Ｂ又はＴリンパ球の発達及び増殖の予防的又は治療的刺激のた
めに、包括的及び／又は特異的免疫再構成の増強のために、又は体液性及び／又は細胞性
免疫反応の増強のために、ヒトの患者においても使用され得る。
【０１３６】
　本発明の特定の医薬組成物は、免疫不全患者における日和見感染を予防又は低下させる
ために使用するためのものである。
【０１３７】
　本発明の別の特定の医薬組成物は、主要エピトープに対してのみならず、非主要又より
免疫原性の低いエピトープ、ヒトの患者における特異的免疫反応のレパートリーを拡張す
ることができるＴ細胞受容体に対してより低い親和性を有するエピトープに対しても、リ
ンパ球新生刺激を長期化し及び／又は特異的免疫反応を生じさせるために使用するための
ものである。
【０１３８】
　本発明は、免疫不全患者、癌患者、移植を経験している患者、ウィルス又は寄生虫に感
染した患者、高齢者又はＣＤ４数の低い全ての患者等の対象における予防的又は治療的免
疫反応を生じるのに特に適している。
【０１３９】
　本発明のＩＬ－７ポリペプチド及び組成物の具体的な使用及び好ましい使用には、
　－悪性細胞又は感染因子に対する特異的免疫反応の増強を誘導するのに有効な量のワク
チン増強剤としての使用（抗原投与の前、途中又は実質的に同時の該組成物の投与）；及
び
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　－起源が、感染、照射、移植（ＢＭＴ、ＳＣＴ）又は薬物の何れであれ、患者の免疫再
構成を誘導するための使用；
が含まれる。
【０１４０】
　本発明のＩＬ－７ポリペプチド及び組成物は、単独で使用され、又は、ＳＣＦ、Ｆｌｔ
３－Ｌ、α－ＩＦＮ、γ－ＩＦＮ、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－１２、ＩＬ－
１５、ＩＬ－１８及び／又はＩＬ－２１を含む（但し、これらに限定されない。）リンパ
球新生因子等の他の活性成分と組み合わせて使用され得る。組み合わせ療法が使用される
場合、様々な成分が、同時に、個別に又は順次に投与され得、一緒に又は個別に調整され
得る。
【０１４１】
　本発明のＩＬ－７ポリペプチド及び組成物は、動物の保健の分野においてワクチン接種
を強化するため及び活性物質投与の数を最小限に抑えるためなど、多様な領域において使
用され得る。
【０１４２】
　本発明は、さらに、感染した患者へ、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド構
成物を投与することを含む、ＨＩＶ感染、ウィルス肝炎、ウェストナイル熱、デング熱等
のウィルス感染を治療するための方法を提供する。
【０１４３】
　特定の実施形態において、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、インター
フェロン分子とともに投与されるべきである。前記インターフェロン分子は、例えばαＩ
ＦＮ（白血球ＩＦＮ）、ベータＩＦＮ（線維芽細胞ＩＦＮ）、ガンマＩＦＮ（免疫ＩＦＮ
）、オメガＩＦＮ又はタウＩＦＮ（栄養膜因子）であり得る。
【０１４４】
　本発明はさらに、免疫不全対象へ、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド構成
物を投与することを含む、免疫不全対象において胸腺新生の回復を改善するための方法を
提供する。
【０１４５】
　好ましくは、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、次いで、角化細胞増殖
因子、幹細胞因子、ゴナドスチムリンアンタゴニスト又は成長ホルモンとともに投与され
るべきである。
【０１４６】
　過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、悪性細胞、ウィルス又は細菌に対す
る治療用免疫化を提供するための方法においても使用でき、この過剰グリコシル化された
ＩＬ－７ポリペプチドは、抗原又は抗原の混合物、例えば上述のものとともに投与される
べきである。この状況において、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドはさらに
、ＧＭ－ＣＳＦとともに投与され得る。
【０１４７】
　本発明の更なる目的は、Ｔ細胞を過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド又は組
成物と接触させ、これによりＴ細胞の増殖を亢進させることを含む、Ｔ細胞の増殖を生体
外で増強させるための方法である。本方法は、養子免疫治療によって、癌又はウィルス感
染を有する患者を治療するのに適したＴ細胞を調製するのに特に有用である。養子免疫治
療は、特異的抗原（悪性抗原又はウィルス抗原）を標的とする特異的Ｔ細胞の選択的増殖
のための生体外方法論である。この免疫治療技術には、一般に、患者の全血からのＡｇ特
異的Ｔリンパ球の単離、ＩＬ－７ポリペプチドを使用するこれらのＴ細胞の生体外増殖、
場合によって行われる、他のサイトカインによるこれらのＴ細胞の生体外での活性化及び
患者への投与が含まれる。他の技術が可能である。ＩＬ－７ポリペプチドは、細胞傷害性
活性の亢進をさらに示すこれらのＴ細胞集団の生存を改善する。
【０１４８】
　作製方法及びツール
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　本発明の別の態様は、上述の構成物、特に上述の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリ
ペプチド、構成物及び製剤原料を、その医薬的使用に十分な量及び質で作製するための適
切なコンストラクト及び方法を提供することである。
【０１４９】
　特に、上述のように、本発明は、多様なコンピテント宿主細胞中で、及び遺伝子治療目
的のために、本発明の組換えヒトＩＬ－７ポリペプチドを作製するのに使用され得るベク
ター及び組換え宿主細胞を提供する。
【０１５０】
　ベクターは、プラスミド、ウィルス、ファージ、コスミド、エピソーム等であり得る。
好ましいベクターは、ｐＢＲ、ｐｃＤＮＡ、ｐＵＣ、ｐＥＴ、ｐＶＩＴＲＯ等の市販の骨
格に基づいて作製することが可能なウィルスベクター（例えば、組換えアデノウィルス）
及びプラスミドである。ベクターは、典型的には、ＩＬ－７ポリペプチドの発現を調節又
は媒介するための調節エレメント又は配列を含む。調節配列は、プロモーター、エンハン
サー、サイレンサー、組織特異的シグナル、ペプチドシグナル、イントロン、ターミネー
ター、ポリＡ配列、ＧＣ領域等及びこれらの組み合わせから選択され得る。このような調
節エレメント又は配列は、哺乳動物、真菌、植物、細菌、酵母、バクテリオファージ又は
ウィルスの遺伝子に、又は人工源に由来し得る。（イー・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）等の）原
核生物発現のための有用なプロモーターには、例えば、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼプロモ
ーター（ｐＴ７）、ＴＡＣプロモーター（ｐＴＡＣ）、Ｔｒｐプロモーター、Ｌａｃプロ
モーター、Ｔｒｅプロモーター、ＰｈｏＡプロモーターが含まれる。哺乳動物細胞におけ
る発現に適したプロモーターには、ウィルスプロモーター（例えば、ＣＭＶ、ＬＴＲ、Ｒ
ＳＶ、ＳＶ４０、ＴＫ、ｐＣＡＧ等）、家畜遺伝子プロモーター（例えば、Ｅ１ｆα、ニ
ワトリβアクチン、ユビキチン、ＩＮＳＭ１等）、ハイブリッドプロモーター（例えば、
アクチン／グロビン等）等が含まれる。ベクターは、２つ以上のプロモーターを含み得る
。前記プロモーターは、誘導可能であり得るか又は制御され得る。例えば、生成ファージ
から培養物を解離することによって、誘導可能又は制御されるプロモーターを使用して、
生成の調節をより適切に行うことが可能となる。テトラサイクリン系、Ｇｅｎｅｓｗｉｔ
ｃｈ系、エクジソン系、エストラジオール系、ＲＵ４８６系、Ｃｕｍａｔｅ系、メタロチ
オネインプロモーター等の誘導可能な又は制御されるプロモーターは、文献中に見出され
得る。他の系は、電流又は、局所化された超音波系、ＡＩＲ誘発性発現系等のマイクロ波
等に基づいている。これらの系は、本発明に記載のＩＬ－７ポリペプチドの発現を調節す
るのに使用できる。
【０１５１】
　ＩＬ－７は、抗アポトーシス因子（例えば、ｉｅｘ、Ｂｃｌ２、ＢｃｌＸＬ等）又はサ
イクリン（例えば、ｐ２１、ｐ２７等）と同時に発現され得る。該ＩＬ－７及び該抗アポ
トーシス因子をコードするｃＤＮＡは何れも、同一プロモーターの下流に配置され得るが
、ＩＲＥＳ配列によって分離され得、又はそれらの各々がそれ自体のプロモーターの下流
にあり得る。
【０１５２】
　ベクターはさらに、慣用の配列から選択され得る複製開始点及び／又はマーカー遺伝子
を含み得る。ＤＨＦＲ遺伝子等の増幅選択マーカーは、前記ベクターの骨格中に挿入する
ことが可能である。
【０１５３】
　前記ベクターは、異なる様式で組織化され得るこれらの異なる要素の多様な組み合わせ
をさらに含み得る。
【０１５４】
　本発明は、上述の核酸又はベクターを含む組換え宿主細胞も提供する。宿主細胞は、あ
らゆる真核及び原核細胞から、典型的には哺乳動物細胞（特にヒト、げっ歯類、イヌの細
胞）、細菌細胞（特にイー・コリ、バチルス・ブレビス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　Ｂｒｅｖｉ
ｓ）、バチルス・サブチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　Ｓｕｂｔｉｌｉｓ））、酵母細胞、植
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物細胞及び昆虫細胞から選択され得る。これらの宿主細胞は、無血清培地に対して適合し
得る。生成は、トランスジェニック動物又は植物中でも達成され得る。
【０１５５】
　好ましい組換え宿主細胞は、哺乳動物細胞、特にヒト細胞及びそれらの誘導体又は変異
体から選択される。
【０１５６】
　適切な宿主細胞の具体例には、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ベビーハ
ムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、ヒト胚性腎臓（ＨＥＫ-２９３）細胞、ヒト表皮角化細胞
（ＨＥＫ）、ヒト間質又は上皮細胞、ＰＥＲＣ６等が含まれる。このような哺乳動物細胞
において、ＩＬ－７は、機能的シグナルペプチド配列を使用する分泌型タンパク質として
生成され得る。
【０１５７】
　本発明の具体的な目的は、配列番号２、４又は６などの核酸分子を含む真核宿主細胞で
ある。
【０１５８】
　本発明の更なる目的は、上述のＩＬ－７組成物又はポリペプチドと免疫反応性のある抗
体に関する。このような抗体は、動物の免疫化及び、血清を回収すること（ポリクローナ
ル）又は脾臓細胞からハイブリドーマを調製すること（モノクローナル）など、慣用の方
法に従って生成され得る。抗体（例えば、ＳｃＦｖ又はダイアボディ又はミニボディ）の
断片（例えば、Ｆａｂ’）又は遺伝子操作された誘導体は、公知の生物学的及び化学的方
法によって生成され得る。好ましい抗体は、上述の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリ
ペプチドと特異的に免疫反応性を示す。すなわち、好ましい抗体は、グリコシル化されて
ないポリペプチド又はモノグリコシル化されたポリペプチドを実質的に結合せずに、過剰
グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドを結合できる。このような他の抗原への非特異
的結合又はより低い有効性の結合が観察され得るが、このような非特異的結合は、本発明
の特定の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドに対する特異的結合と区別するこ
とが可能である。
【０１５９】
　抗体は、好ましくは、サル、ネズミ又はヒト由来であり又はヒト化されている。
【０１６０】
　本発明は、上述のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞系にも関する。
【０１６１】
　このような抗体は、多様なリンホカインを包含するアッセイ又は実験において過剰グリ
コシル化されたＩＬ－７ポリペプチドを検出し、又はＩＬ－７生物活性を中和する上で有
用である。このようなモノクローナル抗体を含む、診断、アッセイ又は治療に適した組成
物も本発明の目的である。
【０１６２】
　本発明の別の目的は、医薬等級の、上記実質的に純粋な過剰グリコシル化されたＩＬ－
７ポリペプチドを作製するための、産業規模で使用することが可能な方法に関する。前記
方法は、治療用途に適した組換えＩＬ－７配座異性体を多量に産生する。本発明は、上述
の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドの量の存在を測定するための、ＩＬ－７
含有組成物を調節する新規方法も提供する。
【０１６３】
　特定の態様において、上記過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド又は構成物を
産生する方法は、
　ａ）上記組換え宿主細胞を培養すること、及び
　ｂ）該細胞から産生されるＩＬ－７ポリペプチドを回収すること
を含む。
【０１６４】
　ＩＬ－７の純度を増大させるために、試料は多様な処理又は条件へ供され、細胞片又は



(29) JP 5685363 B2 2015.3.18

10

20

30

40

50

ウィルス粒子等を除去する。このような処理の典型的な例には、遠心分離、清澄及び／又
は透析ろ過、限外ろ過、ナノろ過が含まれる。従って、試料は、ＩＬ－７ポリペプチドに
関して濃縮され得る。
【０１６５】
　前記方法の収量又は効率性を増大させるために、試料が、正確に折りたたまれ及びグリ
コシル化されたＩＬ－７ポリペプチドを含有するか又は正確に折りたたまれ及びグリコシ
ル化されたＩＬ－７ポリペプチドが濃縮されていることが非常に望ましい。
【０１６６】
　過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドは、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポ
リペプチドを生成するために、本組み合わせにおいてこれまで使用されていなかった異な
るそれ自体公知の技術によって精製され得る。これらの技術は、より好ましくは、単独で
又は多様な組み合わせでのいずれかで、疎水性相互作用クロマトグラフィー、イオン交換
クロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィー及びゲルろ過クロマトグラフィー
から選択される。このような方法によって、回収を低下させる宿主細胞ＤＮＡ及び他の不
純物が除去できる。好ましい実施形態において、工程ｉｉ）は、疎水性相互作用クロマト
グラフィー工程を含む。このようなクロマトグラフィーは、多様な支持体及びフォーマッ
トを使用して、好ましくはＨＩＣブチルを使用して実施され得る。工程ｉｉ）は、全ての
支持体上で、好ましくはバッチ又は適切なゲルを使用するカラムにおいて実施され得る。
【０１６７】
　好ましい実施形態において、精製工程は、特異的なゲル（例えばＳｅｐｈａｄｅｘ）が
装填されたカラムを通じて試料を負荷することを含む。
【０１６８】
　別の好ましい実施形態において、精製工程は、目的の回収されたタンパク質を濃縮し、
存在する可能性のある残余タンパク質夾雑物質を排除するために、特異的ゲル（Ｓｏｕｒ
ｃｅ　１５Ｓ）を装填したカラムを通じて試料を負荷することを包含する研磨工程を含む
。
【０１６９】
　別の特定の実施形態において、精製工程は、樹脂（例えば、硫酸デキストラン又はヘパ
リン）上に固定されたモノクローナル抗ＩＬ－７抗体を含む特異的ゲルで装填されたカラ
ムを通じて試料を負荷することを含む。
【０１７０】
　これらの方法によって、上述の実質的に純粋な過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペ
プチドの再現性のある、効率的な作製が可能となる。組換えＩＬ－７が、ＩＬ－７の総量
に関して、少なくとも９５重量％、好ましくは少なくとも９８重量％、さらにより好まし
くは少なくとも９９重量％又はさらには９９．５重量％の純度で得られることができるの
で、前記方法は特に有利である。
【０１７１】
　上記方法の各工程は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を含む分析方法によって調節され得る。最
適化されたＩＬ－７の一次構造は、遺伝子及び／又はアミノ酸配列を測定することによっ
て、トリプシン消化後のペプチドマッピング分析によって、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、サイズ排
除ＨＰＬＣ、ＭＡＬＤＩ　ＴＯＦ若しくはエレクトロスプレー等の質量分析等で分子量を
測定することによって、例えば逆相ＨＰＬＣで疎水性を測定することによって、及び／又
は例えば陽イオン交換クロマトグラフィーＨＰＬＣ若しくは等電点電気泳動分析で電荷を
測定することによって調節及び性質決定され得る。
【０１７２】
　本発明の更なる実施形態は、細胞培養及びＩＬ－７発現の相を分離できるように、組換
え宿主細胞によるＩＬ－７発現が誘導性であり、制御された又は一過性である、上述のＩ
Ｌ－７作製方法に関する。より具体的には、特定の実施形態において、ＩＬ－７発現は、
ＩＬ－７によって媒介される可能性がある毒性効果を一切有さずに、組換え宿主細胞を多
量に産生できるようにするために、組換え細胞増殖、増大及び／又は培養の間、抑制又は
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最小化することが可能である。次いで、細胞培養物内（又はその試料上）でＩＬ－７発現
を誘導することができ、組換えＩＬ－７の効率的な合成及び放出が可能となる。
【０１７３】
　従って、本発明の目的は、組換えＩＬ－７ポリペプチドをコードする核酸分子を含む、
上に開示されている組換え宿主細胞を培養すること、及び産生された組換えＩＬ－７ポリ
ペプチドを回収することを含む、組換えＩＬ－７ポリペプチドを作製する方法にも存し、
ここで、前記核酸分子は、組み換え細胞増殖の間に、前記ＩＬ－７ポリペプチドの制御さ
れた発現が抑制され又は最小化され、及び生産期の間に誘導可能となるように、前記核酸
分子は、前記ＩＬ－７ポリペプチドの制御された発現又は誘導性の発現を与える。この核
酸は、典型的に、培地中に含有又は添加された特異的な因子の存在下又は不存在下で抑制
され又は活性化され得る誘導性プロモーターを含む。この方法は、上に開示されているＩ
Ｌ－７の過剰グリコシル化された配座異性体を産生するのに特に適している。
【０１７４】
　哺乳動物宿主細胞中で機能的であり、本発明において使用することができる多様な制御
された発現系又は誘導可能な発現系が、本分野において開示された。これらには、テトラ
サイクリンＴｅｔＯｎ／Ｏｆｆ系、誘導可能な薬物としてのミフェプリストン及びＧＡＬ
４－Ｅ１ｂプロモーターを有するＧｅｎｅｓｗｉｔｃｈ系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、エ
クジソン系（昆虫ステロイドホルモンの類縁体であるポナステロンＡ又はムリステロンＡ
による誘導）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、メタロチオネインプロモーター（亜鉛によって
誘導可能）、エストラジオール系、ＲＵ４８６系、焦点化された超音波系、ＡＩＲ（アセ
トアルデヒドにより誘導可能な制御）誘発性発現系、クマート（Ｃｕｍａｔｅ）系（Ｑ－
ｍａｔｅ；Ｑｂｉｏｇｅｎ）、Ｃｒｅ－Ｌｏｘ系等が含まれる。これらの制御された発現
系又は誘導可能な発現系は、例えば、ＨＥＫ２９３、ＨＥＫ２９３　ＥＢＮＡ、ＨＥＫ、
Ｔ－ＲＥＸ（商標）、Ｔ－ＲＥＸ（商標）－ＨｅＬａ、Ｔ－ＲＥＸ（商標）－ＣＨＯ又は
Ｔ－ＲＥＸ（商標）－ジャーカット細胞系等の多様な細胞において使用され得、誘導後に
組換えＩＬ－７を発現するように設計された組換えベクターにより形質転換され得る。
【０１７５】
　あるいは、一過性形質移入は、ＩＬ－７産生から細胞増殖を分離するのに使用できる。
これに関して、細胞の増殖の際に、ＩＬ－７コード配列を前記細胞へ導入するために効率
的な遺伝子送達ベクターが使用される。より好ましくは、一過性導入のためのベクター系
は、組換えアデノウィルス又はエピソームベクター［例えば、ｐＣＥＰＨ（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎｅ）、ｐＴＴ（ＩＲＢ：Ｄｕｒｏｃｈｅｒ　Ｙ．ｅｔ　ａｌ．　Ｎｕｃｌ．Ａｃ
ｉｄｓ．Ｒｅｓ．，　２００２，　３０（２））又はＭＡＲ配列を使用する］等のウィル
スベクターである。アデノウィルス（及び例えばＡＡＶ等の他のウィルスベクター）は、
本分野で公知の技術に従って生成できる。典型的には、Ｅ１欠損アデノウィルスは、ＨＥ
Ｋ２９３、ＰＥＲＣ６等のＥ１欠損細胞系において生成される。このような一過性形質移
入処理は、例えば（実施例Ａ４に開示されるような）Ａ５４９－、ＨｅＬａ－、ＶＥＲＯ
－、ＢＨＫ－又はＣＨＯ－形質転換細胞等の培養物中の多様な哺乳動物細胞において実施
できる。本発明において使用するのに適した別の一過性発現方法は、例えば次の文献：Ｈ
ＥＫ２９３　ＥＢＮＡ又はＨＥＫ２９３細胞におけるＤｕｒｏｃｈｅｒ　Ｙ．ｅｔ　ａｌ
．　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．，　２００２，　３０（２）に開示されている。
【０１７６】
　好ましい実施形態において、本発明の作製方法は、得られた生成物中に含有される、上
に開示されている特定の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドを性質決定し、及
び測定し、又は定量化する更なる工程ｃ）を含む。望ましい過剰グリコシル化されたＩＬ
－７ポリペプチドの物理的及び生物学的な性質決定は、質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ又
はエレクトロスプレー)、赤外線分光法、核磁気共鳴（ＮＲＭ）によって、円二色性を測
定することによって、特異的バイオアッセイにおけるＩＬ－７の生物学的活性の評価によ
って、過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドに対して誘導された特異的モノクロ
ーナル抗体に対する親和性又はヘパリン親和性ＨＰＬＣを測定することによって得られ得
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る。一度性質決定されると、配座異性体の定量化は、ＥＬＩＳＡ、バイオアッセイ、ＩＬ
－７受容体に対する過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドの親和性によって実施
され得、単離された配座異性体へ適用される場合には、タンパク質の定量化のあらゆる方
法によって実施され得る。
【０１７７】
　この点において、本発明は、試料中、特に医薬調製物中の過剰グリコシル化されたＩＬ
－７ポリペプチド及び／又は関連不純物の量を同定及び／又は測定する方法も提供し、該
方法にも関する。このような性質決定の方法は、バッチの品質管理において、治療的用途
を満たすために、まず、タンパク質の性質及び品質を決定するために使用することが可能
である。本発明は、発明の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドの存在及び／又
は相対的な量を測定するために、ＩＬ－７含有調製物を性質決定及び管理する方法を初め
て提案する。好ましい方法は、ビシンコニン酸（ＢＣＡ）タンパク質アッセイ、ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ、ウェスタンブロット、サイズ排除ＨＰＬＣ、逆相ＨＰＬＣ、イオン交換ＨＰＬ
Ｃ、疎水性相互作用ＨＰＬＣ、アミノ酸アッセイ（ＡＡＡ）、等電点電気泳動（ＩＥＦ）
、ＥＬＩＳＡ、紫外線吸収及び／又はバイオアッセイを使用する。これらの方法は、単独
で又は多様な組み合わせで実施され得る。
【０１７８】
　本発明は、ＩＬ－７製剤原料又は医薬組成物を作製する方法であり、（ｉ）ＩＬ－７ポ
リペプチドをコードする組換え宿主細胞を培養すること、（ｉｉ）該組換えポリペプチド
を単離して、ＩＬ－７製剤原料を得ること、及び（ｉｉｉ）該ＩＬ－７製剤原料を調整し
て治療用途又はワクチン用途に適した医薬組成物を得ることを含む前記方法も提供し、該
方法は、さらに、該製剤原料又は医薬組成物中にて、上記過剰グリコシル化されたＩＬ－
７ポリペプチドの質及び／又は量を同定、性質決定又は測定する工程を含み、より好まし
くは、活性成分として、該過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドの約９０％超、
好ましくは９５％、より好ましくは９８％を含む製剤原料又は医薬組成物を選択する工程
を含む。
【０１７９】
　性質決定の工程は、多様な技術によって、より好ましくはトリプシン消化を伴う又は伴
わない質量分析関連方法、レクチンアフィニティクロマトグラフィー、アミノ酸アッセイ
（ＡＡＡ）、エンド－及びエキソ－Ｎ－及びＯ-グリカナーゼ消化（ＰＮＧａｓｅ　Ａ／
Ｆ、Ｏ－グリコシダーゼ、ニューラミニダーゼ）、フルオロフォア支援炭水化物電気泳動
、ＭＡＬＤＩ　ＴＯＦ又はエレクトロスプレー質量分析、ジスルフィド架橋に対する特異
的モノクローナル抗体分析及び／又は高次構造の特徴付けによって実施され得る。分子の
バリアント及び生成物関連不純物の同定は、好ましくは、二次元電気泳動、等電点電気泳
動及び脱アミドした形態に対するイオン交換クロマトグラフィー、末端切断された形態の
ための酵素的前消化を伴うか又は伴わない逆相ＨＰＬＣから選択される１つ又は数個の方
法を使用することによって実施される。
【０１８０】
　この工程は、臨床的又は医薬組成物の品質管理に特に適しており、これにより上述の過
剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドの約９５％超、好ましくは９６％、９８％又
は９９．５％超を含む組成物のみが保持される。これらの過剰グリコシル化されたＩＬ－
７ポリペプチドは全て、６．５未満の平均等電点を示す。
【０１８１】
　本発明の別の目的は、免疫不全と関連した疾病を予防又は治療するための、特に延長さ
れたリンパ球新生の刺激を誘導するための、免疫反応、特に抗原特異的免疫反応を惹起及
び／又は増幅させるための医薬組成物の製造のための、上記方法を用いて得られた過剰グ
リコシル化された組換えＩＬ－７ポリペプチドの使用に関する。
【０１８２】
　本発明の更なる目的は、獣医学的な用途のために、哺乳動物中で実験的及び医薬的な使
用をするためのツールとしての過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドの使用に関
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する。
【０１８３】
　本発明の他の態様及び利点は、以下の実施例に記載され、前記実施例は、例示であると
みなすべきであり、本願の範囲を限定するものとみなすべきではない。
【実施例】
【０１８４】
　（実施例Ａ）
　哺乳動物細胞中での、最適化されたヒト（ｈ）及びサル（ｓ）ＩＬ－７コードヌクレオ
チド配列の構築及び発現
　Ａ１．最適化されたヒトＩＬ－７コードヌクレオチド配列の構築
　１．１．ペプチドシグナルの最適化：
　天然ＩＬ－７ペプチドシグナルに対して５’末端で連結されたＩＬ－７ｃＤＮＡ断片の
発現が非常に低いため、本発明者らは、数個のシグナルペプチド配列を検査した。新たな
ヒトＩＬ－７コードｃＤＮＡ配列を、重合した合成オリゴヌクレオチドから化学的に取得
した。
【０１８５】
　数個のシグナルペプチド配列を検査した：高度に分泌されるタンパク質のシグナルペプ
チド（ＳＰ）（Ｂａｒａｓｈ　ｅｔ　ａｌ．；　２００２；　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　
ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　
２９４：８３５－８４２）：
【０１８６】

【化２】

【０１８７】
　ＨＥＫ２９３細胞、ＣＨＯ細胞等の哺乳動物細胞中での一過性発現のため、得られたｃ
ＤＮＡ配列をｐＴＴ５ベクター（Ｄｕｒｏｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．；　２００２；　Ｎｕ
ｃｌ．Ａｃ．Ｒｅｓ．；３０）中に挿入した。シグナルペプチドが良好な切断をチェック
するため、得られた各タンパク質についてＮ末端アミノ酸を決定した。ｈＩＬ－７の完全
性が維持された。シスタチン、ＩｇＧ、ＥＰＯ及びハイブリッドＥＰ／７が、最良のシグ
ナルペプチド配列であることが明らかとなった。実際、ｈＩＬ－７発現は、少なくとも１
０桁増強される。
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【０１８８】
　１．２．ヒトＩＬ－７コードヌクレオチド配列の最適化：
　ＥＰ／７ｈＩＬ－７アミノ酸配列を維持しながら、
　－（Ｇｒａｐｈｉｃａｌ　Ｃｏｄｏｎ　Ｕｓａｇｅ　Ａｎａｌｙｓｅｒソフトウェアを
使用する）ヒトのレアコドンの除去
　－シグナルペプチド配列（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．；　１９９７；　Ｇｅｎｅ；　１９９
）を除く配列の「ＧＣ」含有量を亢進させること、及び「ＣＡ」ジヌクレオチドの連続を
最小化すること
によってｍＲＮＡ安定性を亢進させることによって核酸配列を最適化した。
【０１８９】
　配列を配列番号２に示す。
【０１９０】
　Ａ２．最適化されたサルＩＬ－７コードヌクレオチド配列の構築
　ヒトＩＬ－７コード配列に関して記載のとおり、ＥＰ／７－ｓＩＬ－７最適化配列を合
成した（配列番号３）。
【０１９１】
　Ａ３．イヌＩＬ－７コードヌクレオチド配列の構築
　イヌ腎臓ｃＤＮＡライブラリ（Ｂｉｏｃｈａｉｎ）からのＰＣＲによって、イヌＩＬ－
７ｃＤＮＡを増幅し、ヒトＩＬ－７コード配列に対して上述したとおりに、クローニング
及び配列決定を行い、ＩＬ－７ＳＰ又はＥＰ／７ＳＰ－ｃＩＬ－７配列を合成した（配列
番号６）。
【０１９２】
　Ａ４．哺乳動物発現（ＢＨＫ細胞発現又はＣＨＯ細胞発現又はＨＥＫ－２９３細胞発現
）：
　ポリメラーゼ連鎖反応法（ＰＣＲ）（Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ．；　１９８７；Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ；　１５５：　３３５－３５０）により、ＩＬ
－７コードｃＤＮＡ配列を増幅し、発現ベクターへのクローニングのための制限部位（Ｎ
ｏｔＩ／ＳｗａＩ）を作製した。
【０１９３】
　発現系ｐｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩＬ－７（図１）又はｐＢｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩ
Ｌ－７（図２）を設計して、天然ヒトＩＬ－７遺伝子配列の翻訳から推定されるＩＬ－７
タンパク質を発現させた。ベクター上に保持された抗生物質（イー・コリにおいてクロー
ニングするためのアンピシリン及び哺乳動物細胞において発現させるためのハイグロマイ
シン）耐性マーカー遺伝子に基づいて、組換えベクター含有細胞に対する選別を実施した
。
【０１９４】
　本発現ベクターは、アンピシリン耐性を系に付与するｐＩＣ２０Ｈプラスミド（ＡＴＣ
Ｃ）から始まるＣＹＴＨＥＲＩＳで完全に構築されている。該発現ベクターは、以下の２
つの哺乳動物生成単位を含有する。
【０１９５】
　１／ｐｇｋプロモーターの調節下において、ＩＬ－７コード配列、及びｐｇｋプロモー
ターを通じた転写を回避する合成ポリＡ配列を発現するためのもの。
【０１９６】
　２／「ｓｖ４０エンハンサー－ｔｋプロモーター」の調節下において、ハイグロマイシ
ン耐性を発現するためのもの。
【０１９７】
　以下の配列をこの予備的ベクター中に挿入した。
【０１９８】
　－「ｈｐｈ－ｅｆ１ａ　ｐＡ」：ｐＶｉｔｒｏ２．ｍｃｓ由来のＨｉｎｄＩＩＩ／Ｓｂ
ｆ１断片（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
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　－ｔｋプロモーター：ｐＭＥＰ４由来のＥｃｏＲＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ　ＰＣＲ断片（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
　－ｓｖ４０エンハンサー：ｐＶｉｔｒｏ２．ｍｃｓ由来のＢｓｓＨＩＩ／ＥｃｏＲＩ　
ＰＣＲ断片（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
　－ＭＡＲウサギＢグロビン：染色質の高度に転写された領域ｐＳＧ５（Ｓｔｒａｔａｇ
ｅｎｅ）由来のＥｃｏＲＶ／ＡｇｅＩウサギβグロビンイントロン２ＰＣＲ断片中へのよ
り優れた組み込みのための「マトリクス付着領域」候補；
　－ＳｐＡ：ｐＣＡＴ３コントロール（Ｐｒｏｍｅｇａ）由来のＳｔｕＩ／ＢｓｐＥＩ断
片
　－Ｐｇｋプロモーター：ｐＱＢＩ．ｐｇｋ（Ｑ－ｂｉｏｇｅｎ）由来のＫｐｎＩ／Ｂｓ
ｓＨＩＩ　ＰＣＲ断片；
　－５’ＵＴＲｉｎｔ１：ｐＣＡＴ３－コントロール（Ｐｒｏｍｅｇａ）由来のＨｉｎｄ
ＩＩＩキメライントロン断片；
　－ＮｏｔＩ／ＳｗａＩ又はＮｏｔＩ／ＰｍｌＩ　ＩＬ－７コードｃＤＮＡ及び変異体；
　－ｈｇｈｐＡ：Ｍ．Ｇｏｏｄｍａｎ（ＤｅＮｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．；　１９８１；　Ｎ
ｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．；９(５１)：３７１９－３７３０）により記載されたヒト成
長ホルモンｃＤＮＡ配列由来のＮｒｕＩ／ＳｗａＩ合成。
【０１９９】
　ｐｇｋプロモーター以外のＩＬ－７プロモーター、すなわちＥｆ１α、ｓｎＲＮＡ　Ｕ
１、アクチン、ユビキチン、ＣＭＶプロモーター等、又はネオマイシン等の他の選択マー
カーとともに、ベクターの幾つかの変異体を調製した。
【０２００】
　配列番号２を含む哺乳動物（ＨＥＫ－２９３、ＣＨＯ又はＢＨＫ）発現ベクターは、ｐ
ｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩＬ－７又はｐＢｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩＬ－７と呼ばれる。
形質移入されたＨＥＫ－２９３又はＣＨＯ細胞中でのヒトＩＬ－７の安定した発現は、発
現ベクターｐｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩＬ－７又はｐＢｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩＬ－７
を使用して達成した。ＮｄｅＩによる直鎖化の後、当業者に公知の方法を使用して、哺乳
動物宿主細胞中に発現ベクターｐｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩＬ－７又はｐＢｈ－ｐｇｋ．
ＥＰ７－ｈＩＬ－７を形質移入した。安定した形質転換体を確立するために使用される選
択可能なマーカーは、ハイグロマイシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）であった。
【０２０１】
　Ａ５．誘導性の哺乳動物発現（メタロチオネインプロモーター「ＭＴ１」）：
　ｐｇｋプロモーターはまた、同一発現ベクター中にて、ＰｕｂＭｅｄ（Ｘ５３５３０番
）（Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．；　１９８４；　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ；　８１：　７３９２－７３９６）において参照される、化学的に合成された
ＢｓｐＥＩ／ＢｓｓＨＩＩ「マウスＭＴ１」配列によって、置換されている。
【０２０２】
　ＭＴ１は、金属依存性転写因子プロモーターである。次いで、安定したクローンの発現
は亜鉛依存性である。
【０２０３】
　Ａ６．ＩＬ－７及びＢｃｌ２又はＢｃｌＸＬの哺乳動物での同時発現（ＢＨＫ細胞発現
又はＣＨＯ細胞発現又はＨＥＫ－２９３細胞発現）：
　哺乳動物宿主細胞培養における細胞生存率を亢進させるために、従って、ＩＬ－７産生
の量を最適化するために、Ｂｃｌ２の抗アポトーシス作用をバイオリアクター生成におい
て検査できるように、ｔｋプロモーターとｈｐｈ　ｃＤＮＡとの間にＢｃｌ２　ｃＤＮＡ
配列を挿入することによって変異体発現プラスミドを調製した（Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ
．；　１９９３；　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ；　９０：　４５３
３－４５３７、Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．；　２０００；　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｃｅｌｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ；　１１４（４）：６７７－６８４）（図２参照）。
【０２０４】
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　（実施例Ｂ）
　哺乳動物細胞中でのＩＬ－７コードヌクレオチド配列の過剰グリコシル化された類縁体
の構築及び発現
　Ｂ１．過剰グリコシル化されたＩＬ－７類縁体のｃＤＮＡ配列の構築
　変異誘発法を含む数個の技術を使用して、過剰グリコシル化されたＩＬ－７類縁体を得
た。重合した合成オリゴヌクレオチドから、過剰グリコシル化されたＩＬ－７類縁体（あ
るいは、ＨＧ３７　－４０　－１０４　－１２６及び－１４７）を化学的に構築した。１
つ又はそれ以上の更なるグリコシル化部位を有するＩＬ－７類縁体を与えるように、１つ
又はそれ以上の望ましい変異を導入することによって、数個の類縁体を得た。従って、Ｎ
ｏｔＩ及びＰｍｌＩ制限酵素による消化の後、発現ベクター内への直接的クローニングた
めのＮｏｔＩ／ＰｍｌＩ制限部位の間に、１つ又は複数の望ましい更なるグリコシル化部
位を含有する得られた全長ｃＤＮＡ配列を挿入した（図１又は２と同様であるが、適切な
ＩＬ－７配列を含有している。）。
【０２０５】
　Ｂ２．過剰グリコシル化されたＩＬ－７類縁体のｃＤＮＡ配列の発現
　Ａ４章からＡ６章に上述されているとおり、過剰グリコシル化されたＩＬ－７類縁体の
発現を実施した。
【０２０６】
　（実施例Ｃ）
　バイオリアクター培養条件における組換えｈＩＬ－７の産生
　高細胞密度培養物中での生産性及び増殖について最適化されたクローンを得るために、
数個の培地及び成分スクリーニングによって、実施例Ａ４のような最も安定な陽性クロー
ンを無血清懸濁培養用に適応させた。１００から２０００Ｌのバイオリアクターへの播種
の前に、「波動動作バッグ（ｗａｖｅ　ｂａｇ）」系中で前培養を実施する。１０から１
５日間、灌流系又は流加系で１００から２０００Ｌのバイオリアクター中で細胞培養を実
施する。植物ペプトンを補充した低グルタミン含有培地中で、１千万個細胞／ｍＬの濃度
まで細胞を増殖させた。最初の増殖段階において、培養温度を３７℃に制御し、細胞密度
を増大させる。数日後、約２８／３２℃まで温度を低下させ、細胞増殖を阻害し、より良
好な発現レベルとした。さらに、温度を低下させて、分泌経路の速度を低下させ、増加し
た部位占有率を有する発現されたＩＬ－７のグリコシル化をより良好なものとした。培養
終了の数日前、培地中の０．５から１０ｍＭ酪酸ナトリウムの添加により、ＩＬ－７発現
を強化した。上述の条件下で、ＩＬ－７発現を細胞の内側と培地中の両者でモニターした
（図３）。高分子量ＩＬ７グリコフォームを得るために、良好な酸素負荷並びに、培養時
の培地中での３ｇ／Ｌのグルコース及び３ｍＭのグルタミンを維持する。アミノ酸消費量
もモニターし、アミノ酸の枯渇した培養物を提供する。細胞生存率が９０％未満に低下し
たら直ちに、細胞培養物を回収する。
【０２０７】
　（実施例Ｄ）
　ＨＥＫ－２９３及びＣＨＯ細胞中で発現された組換えヒトＩＬ－７生成物の精製
　粗細胞培地を回収し、遠心分離して全細胞及び細胞片をペレットにした。あるいは、こ
れは、Ｍｕｓｔａｎｇ　ＸＴカプセル（Ｐａｌｌ）、Ｓａｒｔｏｃｌｅａｒ　Ｐ（Ｓａｒ
ｔｏｒｉｕｓ）、Ｍｉｌｌｉｓｔａｋ＋Ｏｐｔｉｃａｐ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）又は中空
ファイバーカートリッジ（ＡＸＨクロスフロー１０（ＧＥ））又は均等物等の清澄カプセ
ル又はモジュール上での深層ろ過によって達成できる。メンブレンが１０ｋＤａをカット
オフするＣｅｎｔｒａｓｅｔｔｅ　Ｃａｓｓｅｔｔｅ装置（Ｐａｌｌ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ）を使用して、遠心分離した培地を約１０倍に濃縮し、上清の容積を低下させ
た。同様の空隙率を有するその他のろ過／濃縮系も使用できた。
【０２０８】
　濃縮した上清を遠心分離し、ｐＨ７．５に調整し、５０ｍＭリン酸ナトリウムｐＨ７．
５で平衡化したＱ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｅｌｅ
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ｃｔｒｉｃ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）カラムへ適用した。次に、タンパク質を流水中に回
収した。この陰性クロマトグラフィー工程の間、様々な夾雑物質、特にＤＮＡが除去され
た。この工程に対する代替工程は、より良好な収量及び／又はわずかに迅速な処理のため
に、同様な条件にある確証されたＭｕｓｔａｎｇ　Ｑメンブレンカセット（Ｐａｌｌ）を
使用することであった。この工程に対する別の代替工程は、強力な陰イオン交換樹脂（Ｑ
　Ｃｅｒａｍｉｃ　Ｈｙｐｅｒ　Ｄ（Ｂｉｏｓｅｐｒａ）、Ｃａｐｔｏ　Ｑ（ＧＥ））又
はメンブレン（Ｓａｒｔｏｂｉｎｄ　Ｑ、Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）上でタンパク質を捕捉す
ることである。
【０２０９】
　この前精製工程の後、強力な陽イオン交換樹脂上で捕捉工程を実施した。前工程の終了
時に回収される流出画分を、負荷緩衝液（５０ｍＭリン酸ナトリウムｐＨ７．５）で平衡
化されたＦｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＳＯ３”（Ｍｅｒｃｋ）カラムへ負荷し、５０ｍ
Ｍリン酸ナトリウムｐＨ７．５で洗浄した。５０ｍＭリン酸ナトリウムｐＨ７．５中の線
形ＮａＣｌ勾配（１５カラム容積）を使用して、溶出を実施した。
【０２１０】
　活性画分をプールし、室温においてｐＨ３．５で３０分間不活性化してウィルスを除去
した。この工程に対する代替的な工程は、処理の終了時に多層ナノろ過によってこのウィ
ルス不活性化工程を置換することである。
【０２１１】
　ウィルス不活性化の後、プールしたタンパク質画分を緩衝液（２００ｍＭリン酸ナトリ
ウムｐＨ７、３Ｍ硫酸アンモニウム）中で２倍希釈し、ｐＨを７に調整した。次に、負荷
緩衝液（５０ｍＭ燐酸ナトリウムｐＨ７＋１．５Ｍ硫酸アンモニウム）で平衡化しておい
た疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）ブチルトヨパール６５０－Ｍ（Ｔｏｓｏ
ｈ）カラムへタンパク質溶液を負荷した。負荷緩衝液による洗浄後、５０ｍＭリン酸ナト
リウムｐＨ７中の１．５Ｍから０Ｍまでにわたる硫酸アンモニウムの塩勾配の２５カラム
容積で、ＩＬ－７を溶出した。
【０２１２】
　ヘキシルＴｏｙｏｐｅａｒｌ６５０－Ｍ（Ｔｏｓｏｈ）、ブチル／オクチルＳｅｐｈａ
ｒｏｓｅ（商標）４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ）等の別のＨＩＣ樹脂が、この工程のために利用できる。規模を拡大する
目的でのＨＩＣに対する別の代替例は、同様の結果のためにＭＥＰ　ＨｙｐｅｒＣｅｌ（
Ｐａｌｌ　Ｂｉｏｓｅｐｒａ）等の別のマトリクスを使用することであった。
【０２１３】
　上述の捕捉工程と疎水性相互作用クロマトグラフィーを組み合わせることによって、異
なるグリコシル化されたＩＬ－７イソフォーム（図４に示されるＢ１からＢ１０まで）の
固有の物理化学的特性に従って、前記イソフォームを最適に分離することが可能であった
。溶出画分（Ｂ１からＢ４までの画分）の適切な選択によって、３Ｎ結合されたｈＩＬ－
７又は１Ｏグリコシル化されていないｈＩＬ－７が濃縮された。このようなグリコフォー
ム分離の例を図４に示す。
【０２１４】
　高度にグリコシル化されたＩＬ－７画分をプールし、低塩緩衝液（２０ｍＭ酢酸ナトリ
ウムｐＨ６）で平衡化されたＧ２５　Ｓｅｐｈａｄｅｘ（Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｅｌｅｃｔｒ
ｉｃ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）カラムへ負荷した。この工程に対する代替工程は、５又は
１０ＫＤａ分子量をカットオフするＴＦＦメンブレン（Ｑｖｉｃｋ　ｓｔａｒｔ　ｍｅｍ
ｂｒａｎｅｓ，（ＧＥ），Ｃｅｎｔｒａｍａｔｅ　ＴＦＦ（Ｐａｌｌ））を使用して、高
塩タンパク質プールを透析ろ過することである。
【０２１５】
　負荷緩衝液（２０ｍＭ酢酸ナトリウムｐＨ６）で平衡化されたＳｏｕｒｃｅ　１５Ｓ（
Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）カラムへ、Ｇ２５工程から
得られたタンパク質画分を負荷した。この研磨工程によってタンパク質を濃縮し、残余夾
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雑物質を除去した。
【０２１６】
　このカラムを酢酸ナトリウム負荷緩衝液で洗浄し、２０ｍＭ酢酸ナトリウムｐＨ６中の
０から１Ｍの範囲のＮａＣｌの塩勾配の１５カラム容積によって、ＩＬ－７タンパク質を
溶出した。溶出した画分をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、クーマシーブルー又は硝酸銀
のいずれかで染色した。ＩＬ－７を含有する画分のみをプールし、最終的な精製されたＩ
Ｌ－７タンパク質バッチを放出した。ウィルス不活性化が事前に実施されていなかった場
合、精製工程には、最適なウィルス排除を保証する２つのろ過の更なる組み合わせも含ま
れ得る。ウィルス除去は、前ろ過デバイス（Ｐｌａｎｏｖａ　７５、Ａｓａｈｉ　Ｋａｓ
ｅｉ　Ｍｅｄｉｃａｌ）後にナノ孔セルロースメンブレン（Ｐｌａｎｏｖａ　２０Ｎ、Ａ
ｓａｈｉ　Ｋａｓｅｉ　Ｍｅｄｉｃａｌ）を使用するろ過によって、又は他のウィルス除
去メンブレン（Ｖｉｒｏｓａｒｔ、Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ；ＤＶ２０、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
）によって達成できる。
【０２１７】
　精製されたイー・コリの、グリコシル化された及び過剰グリコシル化されたｈＩＬ－７
のＳＤＳ－ＰＡＧＥを図５に示す。
【０２１８】
　ゲル中のシフトは、タンパク質のグリコシル化のレベルを示す。実際、本発明で検査し
た過剰グリコシル化された形態（ＨＧ－３７－１４７及びＨＧ－４０－１０４）は、十分
にグリコシル化されたｈＩＬ－７よりも高分子量を有する。
【０２１９】
　（実施例Ｅ）
　糖タンパク質炭水化物の分析
　組換えヒトＩＬ－７の作製は、以下の理由のため、ＣＨＯ細胞ベースの発現系において
実施したが、以下の理由に限定されるものではない。ＣＨＯ細胞は、組換えヒト治療用糖
タンパク質の産生に使用される最も有効性が確認され、かつ最も一般的な現在の宿主であ
る。さらに、シアリル－α－１－６トランスフェラーゼを発現する遺伝的に改変されたＣ
ＨＯ細胞株などのＣＨＯ細胞が、ヒト細胞において観察されるのと同様に、定性的な様式
で組換えタンパク質をグリコシル化できることが、多数の詳しい研究によって報告されて
いる。この特定の特徴は、ヒト患者に注入する場合に、組換え糖タンパク質が有し得る免
疫原性を低下させるために特に重要であった。
【０２２０】
　イー・コリ由来の組換えヒトＩＬ－７との比較でグリコシル化状態を確認するために、
精製された組換えヒトＩＬ－７生成物又は形質移入されたＣＨＯ細胞から得られた特定の
グリコフォーム（３Ｎ又は３Ｎ＋２Ｎ、１Ｏ－グリカン部分を伴うか又は伴わない。）が
濃縮された画分を、ウェスタンブロットによって分析した。ポリアクリルアミドゲル電気
泳動法を使用して、ＣＨＯによって産生され、及び精製されたＩＬ－７の異なるグリコフ
ォームを識別して性質決定した。見かけの分子量の糖タンパク質実体は、２０ＫＤａと３
５ＫＤａの範囲にわたっており、主要なバンドは約２７ＫＤａに存在し（ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅで観察、図５及び図６参照）、１つのＯ－グリカン部分を含むか又は含まない３つのＮ
－グリコシル化された形態に対応する可能性が最も高かった。この態様は、精製された産
物の酵素による脱グリコシル化によって特に対処された（図７）。
【０２２１】
　質量分析を使用して、ＣＨＯによって産生され、及び精製されたＩＬ－７のこれらのグ
リコフォーム（１Ｏ－グリカン部分を伴う又は伴わない３Ｎ又は３Ｎ＋２Ｎ）を識別的に
性質決定し、１Ｏ－グリカン部分を伴う又は伴わない３Ｎ－グリコフォームについては２
５ＫＤａを超える分子量が得られ、１Ｏ－グリカン部分を伴う又は伴わない２Ｎ－グリコ
フォームについては２３ＫＤａを超える分子量が得られた（図８参照）。さらに、上述の
グリコシル化された形態は、５．８の平均等電点を示し、高いシアル化特性を反映してい
る（図９参照）。
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【０２２２】
　比較として、グリコシル化していないイー・コリ由来のｈＩＬ－７による同様の分析に
よって、約１８ＫＤａの見かけの分子量を有するタンパク質が得られ、哺乳動物細胞由来
の過剰グリコシル化されたｈＩＬ－７は、２７ＫＤａと３７ＫＤａとの間の見掛けの分子
量を示した。
【０２２３】
　精製されたＣＨＯ由来のｈＩＬ－７の一般的なグリコシル化の複雑性及びＮ－グリカン
の全体的な不均一性は、生成されたオリゴ糖の全体的な酵素的脱グリコシル化後のクロマ
トグラフィー分離及び質量分析によって評価した。精製されたグリコシル化されたｈＩＬ
－７試料を、ペプチド－Ｎ－グリコシダーゼＦ（ＰＮＧａｓｅＦ、Ｒｏｃｈｅ）等のエン
ドグリコシダーゼによって酵素的に消化した。放出されたＮ結合型オリゴ糖をペプチド構
造から分離し、グラファイトＣａｒｂｏｇｒａｐｈ２００から３００μＬカラム（Ａｌｌ
ｔｅｃｈ）後にＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析（Ｖｏｙａｇｅｒ　Ｓｐｅｃ，Ａｐｐｌｉｅ
ｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して選別した。ＭＳスペクトルの各ピークに対応する
ｍ／ｚ値によって、全ｈＩＬ－７分子のＮ－グリカンの一般的な構造を同定することがで
きた。グリカンを含有するシアル酸の特異的な検出のために、（Ｐｏｗｅｌｌ　ＡＫ　＆
　Ｈａｒｖｅｙ　ＤＪ，Ｒａｐ．Ｃｏｍ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃ．１９９６において報告さ
れるような）ＰＮＧａｓｅにより生成されたオリゴ糖のカルボキシメチル化の後、質量分
析を実施した。
【０２２４】
　精製されたＣＨＯ由来のｈＩＬ－７から生じるスペクトルの分析によって、１３４０Ｄ
ａから３５１６Ｄａの範囲のＮ－グリカンの質量が明らかとなった（図１０参照）。
【０２２５】
　前記スペクトルから、次のグリカン構造を決定することができた（表３参照）。
【０２２６】
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【表３】

【０２２７】
　今日では、ｉ）観察されたオリゴ糖部分の個々の質量、ｉｉ)各単糖の質量及びｉｉｉ
）グリカン生合成経路の法則が公知であるので、これらを考慮すると、高度に複雑な以下
のＮ－グリカン構造を高い確率で仮定することが可能である。
【０２２８】
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【表４】

【０２２９】
　精製されたＣＨＯ由来のｈＩＬ－７の全てのグリカン（適用可能な場合、Ｎ－及びＯ－
グリカン）に関して見られる異なる単糖のモル比の測定を介して、グリコシル化の複雑性
をも評価した。精製されたグリコシル化されたｈＩＬ－７試料の全てのグリカンを、メタ
ノール分解反応によって化学的に処理し、これにより、糖間のグリコシド連結を全て加水
分解した。放出された単糖をペプチド構造から分離し、連結されたＧａｓ　Ｃｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙ－Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　Ａｕｔｏｍａｓｓ装置（Ｆｉ
ｎｎｉｇａｎ）を使用して選別した。公知の内部標準物質及び従来の哺乳動物Ｎ－グリカ
ンの３マンノース含有量に関して、モル比を決定した。
【０２３０】
　このような分析によって、ＣＨＯ由来のｈＩＬ－７について、以下のモル比が付与され
た。
【０２３１】
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【表５】

【０２３２】
　ＣＨＯ由来のｈＩＬ－７の部位特異的Ｎ－グリカンパターンの不均一性を、エンドプロ
テアーゼ消化後に生じたペプチドの分画及び質量分析によってアッセイした。発現された
ＩＬ－７の各Ｎ－グリコシル化部位に対応する糖ペプチドを生成するために、精製された
試料をトリプシン又は他のエンドプロテアーゼで消化した。各糖ペプチドは、Ｎ末端小配
列決定によって同定され、及び逆相ＨＰＬＣによって分析した場合には、その特異的保持
時間によって同定された。それゆえ、各糖ペプチドは、他の糖ペプチドから精製した。糖
ペプチドによって生じるＮ－グリカンの不均一性を、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ（Ｑ　Ｓ
ｔａｒ，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）によって分析した。ＭＳスペクトルの
各ピークに対応するｍ／ｚ値によって、ｈＩＬ－７の指定された部位でのＮ－グリカンパ
ターンを同定できた。
【０２３３】
　Ｏ－グリカン特異的レクチン（レクチンブロット、図１１参照）の使用を介して、Ｏ－
グリコシル化をアッセイした。
【０２３４】
　精製されたＣＨＯ由来のｈＩＬ－７試料をＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析によって分離し、ＰＶ
ＤＦメンブレンへブロットした。固定したタンパク質を、（以下に限定されるわけではな
いが）ペルオキシダーゼ標識したＰＮＡ（ピーナッツアグルチニン）及び／又はＭＡＡ（
マーキア・アムレンシス（Ｍａａｃｋｉａ　ａｍｕｒｅｎｓｉｓ）アグルチニン）で標識
し、可視化のため染色した。精製されたＣＨＯ由来のｈＩＬ－７に対するレクチン親和性
の使用を介して、グリカンの不均一性及び組成も決定した。
【０２３５】
　Ｎ－及びＯ－グリカン構造に対する親和性を有するレクチンのアレイを選択し、９６ウ
ェルマイクロプレートを被覆するのに使用した。精製された組換えＩＬ－７調製物の同一
量を、レクチン被覆したマイクロプレートのウェル中で温置した。この工程の間、ＩＬ－
７のグリカンの装飾に対する所定のレクチンの親和性に従って、ＩＬ－７の異なる量がレ
クチンへ結合した状態を保った。ビオチンへ連結されたＩＬ－７特異的抗体を温置するこ
とによって、顕色を実施した。レクチン－ＩＬ－７－Ａｂサンドイッチを、ストレプトア
ビジン－ペルオキシダーゼコンジュゲートによって可視化した。
【０２３６】
　８個の異なるレクチンを使用して、ＩＬ－７精製された試料を性質決定した。各レクチ
ンは、糖部分を特異的に認識する。グリカンモチーフ及び構造特異性をは、表６に示され
ている。
【０２３７】
　表６：レクチンによって認識される糖部分のパターン並びにそれらのグリカンモチーフ
及び構造特異性の一覧の要約
　ＬＥＡは、リコペルシコン・エスキュレンタム（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ　ｅｓｃｕ
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ｌｅｎｔｕｍ）由来のレクチンである。
　ＷＧＡは、トリチカムバルガレ（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ）由来である。
　ＵＥＡ．Ｉは、ユーレックスエウロペウス（Ｕｌｅｘ　ｅｕｒｏｐｅｕｓ）由来である
。
　ＭＡＡは、マーキア・アムレンシス（Ｍａａｃｋｉａ　ａｍｕｒｅｎｓｉｓ）由来であ
る。
　ＡＣＡは、アマランザスコーダタス（Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ　Ｃａｕｄａｔｕｓ）由来
である。
　ＡＩＡは、アルトカルパス・インテルグリフォリア（Ａｒｔｏｃａｒｐｕｓ　ｉｎｔｅ
ｒｇｒｉｆｏｌｉａ）由来である。
　ＡＢＡは、アガリクス・ビスポラス（Ａｇａｒｉｃｕｓ　ｂｉｓｐｏｒｕｓ）由来であ
る。
　ＰＨＡ．Ｌは、ファセオラス・バルガリス（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）
由来である。
【０２３８】
【表６】

【０２３９】
　結果は、図１２に示されている。
【０２４０】
　レクチンは異なる親和性を明確に示し、溶液中の精製されたＩＬ－７タンパク質の接近
可能なグリカン装飾の一般的な構造に関する情報を与える。従って、ＡＣＡ、ＡＢＡ及び
ＡＩＡは、Ｇａｌ及びＧａｌＮＡｃに対して親和性を有する。３つのレクチンは全て陽性
の応答を示し、これらの単糖を有するＮ－及びＯ－グリカン構造の存在を示唆する。ＡＢ
Ａによって得られた特異的シグナルは、Ｏ－グリカン構造の存在を評価する。ＡＣＡは、
ＡＩＡ及びこれより低い程度のＡＢＡと比較して弱いシグナルを有する。このことは、Ｏ
グリカンが、末端残基としてわずかなＧａｌＮＡｃによって伸展されていることを示す。
ＬＥＡは、Ｎ－グリカン構造の存在を示すＧａｌＮＡｃに対して親和性を有する。検査し
たＧｌｃＮＡｃ特異的レクチン（データ非表示）のうち、Ｎ－アセチルラクトサミンに対
して親和性を有するもののみが正のシグナルを示す。ＷＧＡは、Ｎ結合型グリカンの中心
構造に対する弱い結合親和性のため、弱いシグナルを示した。高度に複雑なＮ－グリカン
は、中心構造を遮蔽し、レクチン親和性を操作するのを困難にさせる。ＵＥＡ．Ｉは、分
岐鎖フコースの存在に対して特異的な活性を有する。結合はかなり弱く、不完全であるが
有効な、Ｎ－グリカンのフコシル化を示す。ＭＡＡは、末端シアル酸に対して親和性を有
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する。ＭＡＡシグナルは強く、Ｎ－及びＯ－グリカンの両者に対して効果的なシアル化を
示す。ＰＨＡ．Ｌは、Ｎ－グリカンの複雑な分岐鎖構造に対して親和性を有し、強いシグ
ナルを示し、ＭＡＡの結果を確証する。ＰＨＡ－Ｌシグナルは、大きな三岐又は四岐のＮ
－グリカンの存在を示唆する。
【０２４１】
　（適用可能な場合）ＣＨＯ由来のｈＩＬ－７に対して性質決定された最も典型的な哺乳
動物Ｏ－グリカン：
【０２４２】
【化３】

【０２４３】
　総合すると、これらの分析は、以下の図に示されているように、使用したＣＨＯ細胞ベ
ースの発現系が、ヒトＩＬ－７複合（三岐）Ｎ結合型オリゴ糖を生じることを示しており
、最大１０個のシアル酸残基までの高度に部分的ないし完全なシアル化を伴って、位置７
０、９１及び１１６でそれらのＡＳＮ残基へ分岐している。また、ＣＨＯ由来のＩＬ－７
は、位置Ｔ１１０にＯ－グリカンを含有する。それゆえ、シアル化された複合型Ｎ－グリ
カン及びＯ－グリカンを有するが、ＩＬ－７精製バッチは、完全に及び部分的にグリコシ
ル化されたタンパク質の混合物をなお含有する。
【０２４４】
　（実施例Ｆ）
　製剤原料から薬品まで：組換えＣＨＯ細胞によって発現されたｈＩＬ－７の製剤、保存
及び長期安定性
　精製されたタンパク質の長期安定性に及ぼす多様なストレス条件（温度、緩衝液、ｐＨ
、緊張度修飾因子濃度、撹拌、強い照明）の影響を評価するためのコンビナトリー（ｃｏ
ｍｂｉｎａｔｏｒｙ）マトリクス研究を通じて、製剤原料の最適な製剤に対する検索を実
施した。高度重合型の精製された組換えヒトＩＬ－７は、５から５０ｍＭの間の範囲の濃
度で、コハク酸塩緩衝液及び酢酸塩中で安定であることが示された。適切なｐＨは、ｐＨ
＝５．０から７．０から選択され、理想貯蔵温度は－２０℃から＋４℃の間であった。糖
及び界面活性剤（ポリソルベートポリマー）の低濃度を調製物へ添加して、非共有結合性
の可溶性凝集を防止し得る。このような条件において、ＩＬ－７は、０．５から８．０ｍ
ｇ／ｍＬ、好ましくは２．０から４．０ｍｇ／ｍＬの範囲の濃度で１２ヶ月間超、＋４℃
で（液状で）保存できた。液状の医薬組成物は、改善された安定特性を有する。
【０２４５】
　（実施例Ｇ）
　特異的バイオアッセイにおける哺乳動物細胞由来の組換えヒトＩＬ－７の増殖活性分析
　増殖に関してＩＬ－７に厳密に依存的な（Ｍｉｒｅ－Ｓｌｏｕｉｓ　ｅｔ　ａｌ．；　
２０００；Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ；　２３６：　７１－７６）、ＣＢＡ／
Ｃ５７ＢＬマウス由来の骨髄細胞由来のネズミプレＢ細胞系ＰＢ－１（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｂａｎｋ　ＤＳＭＺ、Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒ
ｏｏｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ）への特異的バイオアッセイ
において、哺乳動物細胞由来の組換えヒトＩＬ－７の生物活性を評価した。これらの細胞
を、市販のＩＬ－７含有培地中の培養物中で維持し、ＩＬ－７に関して枯渇させた後、バ
イオアッセイを実施した。公知のイー・コリ由来のＩＬ－７陽性対照及びＩＬ－７を欠失
する陰性対照と平行して、検査されるべきＩＬ－７試料でバイオアッセイを実施した。
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【０２４６】
　対照又は試料由来のＩＬ－７を、飢餓状態にした細胞培養物へ添加し、細胞増殖（この
間に、分裂している細胞によって、放射性標識されたチミジン（３Ｈ－Ｔｄｒ、Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ）が取り込まれる。）の用量依存的な再開始を誘導した。標識の量をパルスし、
液体シンチレーションベータカウンタ（Ｗａｌｌａｃｋ）において１分間あたりの計数（
ｃｐｍ）で測定した。
【０２４７】
　あるいは、ＭＴＴ染色剤（ミトコンドリアＲｅｄＯｘ活性によって還元される３－（４
，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－２，５－ジフェニルテトラゾリウム）又はＭＴ
Ｓ染色剤（３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－５－（３－カルボキシメト
キシフェニル）－２－（４－スルホフェニル）－２Ｈ－テトラゾリウム）等の、細胞の一
般的な代謝を反映する染色剤マーカーを使用しながら、本バイオアッセイを実施し得る。
【０２４８】
　陽性対照及び検査されるべき試料の両者の連続希釈によって、アッセイされる試料／対
照の量に関連したｃｐｍの数をプロットできた。
【０２４９】
　図１３は、典型的なバイオアッセイにおいて、通常のようにして得られた用量－反応動
態データ及び曲線を示す。（イー・コリ中で発現された）グリコシル化されていないｒ－
ｈＩＬ－７又は（哺乳動物細胞中で産生した）高度にグリコシル化されたｒ－ｈＩＬ－７
により、ＰＢ－１細胞増殖を誘導した。（データ地点は、三通りの測定の平均±標準偏差
を表す。）
　図１４は、典型的なバイオアッセイにおいて通常のようにして得られた用量－反応動態
データ及び曲線を示す。（イー・コリ中で発現した）グリコシル化されていないｒ－ｈＩ
Ｌ－７又は（哺乳動物細胞中で産生した）高度にグリコシル化されているか又は過剰グリ
コシル化されたｒ－ｈＩＬ－７により、ＰＢ－１細胞増殖を誘導した。（データ地点は、
三通りの測定の平均±標準偏差を表す。）
　各試料に関して考慮されるべき重要なパラメータは、最大活性の半分を与えるＥＤ５０
＝濃度（ｎｇ／ｍＬ）であった。より高いＥＤ５０は、より低い活性を意味する。ＩＬ－
７バッチ間の活性の比較は、傾斜係数、最大活性等の用量反応曲線パラメータの分析を介
して行った。全ての曲線パラメータから、（ｎｇ／ｍＬでの）ＥＤ５０濃度は、パラメー
タ変動を一緒にプールする。ＥＤ５０は、インビトロでの可能な最大誘導活性の半分を誘
導するのに必要なＩＬ－７用量に相当する。この点において、高度に生物学的に活性な分
子は、低いＥＤ５０値に相当するのに対し、より高いＥＤ５０濃度は、典型的には、イン
ビトロでのより低い生物活性のＩＬ－７調製物から得られる。それにもかかわらず、イン
ビトロでの生物活性の差異は、本発明における同様のインビボでの生物活性の差異を必ず
しも表さない。
【０２５０】
　（実施例Ｈ）
　霊長類での過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドの免疫原性のインビボでの評
価
　ＣＨＯ細胞系（実施例Ａ２、Ａ６及びＢ）において発現され、実施例Ｄに従って精製さ
れた過剰グリコシル化されたサルＩＬ－７（ｓＩＬ－７）を、生じ得る免疫原性に関して
インビボで評価した後、正常な霊長類でｓＩＬ－７の反復投与を実施した。
【０２５１】
　実験未使用の若齢カニクイザル（マカカ・ファスシキュラリス（Ｍａｃａｃａ　ｆａｓ
ｃｉｃｕｌａｒｉｓ））（ｎ＝４）を研究に用いて、１００μｇ／ｋｇ／注入の用量レベ
ルで過剰グリコシル化されたｓＩＬ－７を与えた。処理された動物には、連続５週の期間
にわたって、ＩＬ－７の総計６回の皮下投与を与えた。２ヶ月間の期間にわたって、動物
を臨床的に観察した。研究を通じて、異なる時点（７投与前の第１日、第３７日及び研究
終了時）で、血液試料を回収した。全ての動物は研究を生き残り、ｓＩＬ－７療法に対し
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て有害な反応を有さなかった。ｓＩＬ－７の投与は局所的に十分耐容性を示した。結合し
ている抗体を検出することを目的とした特異的ＥＬＩＳＡアッセイにおける妨害によって
検査されるとき、抗ＩＬ－７抗体は、処理された動物全ての血清中で検出されなかった。
これに対して、イー・コリ由来の組換えＩＬ－７は、高度に精製された製剤として生じた
が、同様のプロトコールにおいて、１：４００から１：５０００の範囲の血清中でＩＬ－
７結合抗体の高い力価の産生を誘導した。
【０２５２】
　（実施例Ｉ）霊長類での過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドのインビボでの
生物活性
　正常な霊長類においてｈＩＬ－７の薬物動態及び薬力学的特性を測定するために、ＣＨ
Ｏ細胞系（実施例Ａ１、Ａ６及びＢ）で発現され、実施例Ｄのように精製された過剰グリ
コシル化されたヒトＩＬ－７（ｈＩＬ－７）をインビボで評価した。
【０２５３】
　実験未使用の若齢カニクイザル（マカカ・ファスシキュラリス）を研究に用い、２つの
群；未処理群ｎ＝２及びｈＩＬ－７の１００μｇ／ｋｇ／注入群ｎ＝２、へと分割した。
異なる時点、すなわち第１日（注入０、３、６、９及び１２時間後）、２、３、４、７、
２１及び４５日目での研究を通じて血液試料を回収した。ｈＩＬ－７の投与は注入部位で
局所的な反応なく、十分に耐容された。マカクにおけるｈＩＬ－７の単回皮下投与後、ｈ
ＩＬ－７の薬物動態パターン及びパラメータを最初の７２時間から確立した。
　・血漿特性は、ピーク吸収後に二指数関数的低下を示した。
　・血漿中で観察された生成物半減期は、３０／４０時間の範囲であった。この半減期は
、同一条件下で投与されたイー・コリ由来の組換えＩＬ－７で観察される半減期（５から
８時間）と比較すると、有意に増大している。このことは、血液中での過剰グリコシル化
されたＩＬ－７ポリペプチドのインビボでの改善された安定性を反映する。
　・平均残存時間（ＭＲＴ）は、約４０時間であったのに対し、イー・コリ生成物では約
１０時間であった。
　・最大濃度に到達する時間は１８０分であった。
【０２５４】
　結論として、薬物動態研究は、本発明の過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチド
が、改善された薬力学的効果をもたらす、改善及び延長された薬物動態特性を呈すること
を示す。１００μｇ／ｋｇでのｈＩＬ－７の単回注入は、ベースラインの前処理値からの
変化のそれぞれ２００％及び１７０％である末梢ＣＤ３＋ＣＤ４＋及びＣＤ３＋ＣＤ８＋

Ｔ細胞数の有意な増加を誘導した。特異的ＩＬ－７受容体α鎖（ＣＤ１２７）を発現する
リンパ球Ｔ細胞（ＣＤ４及びＣＤ８）の数は、注入６時間後の早期に末梢血中で一過性に
減少する。ＣＤ１２７を発現するリンパ球Ｔ細胞は末梢血中で、注入４８時間後に再度現
れ、注入７日後のみベースラインの値に戻った。イー・コリ由来の組換えＩＬ－７の単回
皮下投与後、ＣＤ１２７を発現するリンパ球Ｔ細胞のベースライン値への完全な復帰が、
注入４日後に生じた。過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドの、より長期にわた
る受容体占有率の動態をイー・コリ由来の組換えＩＬ－７と比較し、以下に示されている
ように、霊長類中での過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドのより長い半減期を
反映する。これらの結果は、ＩＬ－７の皮下投与がより優れた生物学的利用率をもたらす
が、これは改善された薬物動態学的効果に至らず、実際、皮下注入によって得られた延長
された送達特性が、静脈内注入後に得られた一過性の送達特性よりも効率的であることを
示す従来の結果と合致する。ここで、タンパク質の過剰グリコシル化は、長期化された動
力学的特性を誘導し、次いで、改善された薬力学的活性をもたらす。薬物の副作用は、通
常、ピーク濃度と連関しているので、この延長された特性の点においても、改善された臨
床的耐性が期待される。
【図面の簡単な説明】
【０２５５】
【図１】図１：プラスミドｐｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩＬ－７。ｅｆ１ａ　ｐＡ：「伸長
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因子１α」ポリＡ配列；　ｈｇｈ　ｐＡ「ヒト成長ホルモン」ポリＡ配列；　ＳｐＡ：合
成ポリＡ配列；　ｈｐｈ：ハイグロマイシン耐性；　Ａｍｐ：アンピシリン耐性；　ＭＡ
Ｒウサギβグロビン：推定上のウサギβグロビン≪マトリクス付着領域≫；　ｐｒ．ｔｋ
：チミジンキナーゼプロモーター、ｓｖ４０　ｅｎｈ．：ｓｖ４０エンハンサー；ｐｒ　
ｐｇｋ：ホスホグリセリン酸キナーゼプロモーター；　５’ＵＴＲｉｎｔ１：キメライン
トロンを含む５’非翻訳領域（ｈＢグロビン－イムノグロブリン）；　ＥＰ７－ｈＩＬ７
：ＥＰ７シグナルペプチドから上流の最適化されたヒトＩＬ－７ｃＤＮＡ。
【図２】図２：プラスミドｐＢｈ－ｐｇｋ．ＥＰ７－ｈＩＬ－７。Ｂｃｌ２：Ｂｃｌ２　
ｃＤＮＡ；　ＩＲＥＳ：内部リボソーム流入部位
【図３】図３：第１日（Ｄ１）から第１０日（Ｄ１０）までバイオリアクター中で培養し
た哺乳動物細胞における組換えｈＩＬ－７の発現の、細胞内ＩＬ－７対分泌型ＩＬ－７の
ウェスタンブロット。
【図４】図４：精製過程を通じてのｒｅｃ－ｈＩＬ－７グリコフォームのクロマトグラフ
ィー分画。異なる溶出画分（Ｂ１からＢ１０）におけるタンパク質含有量のＳＤＳ　ＰＡ
ＧＥ分析。捕捉工程及びＨＩＣ工程の両者の間、ＩＬ－７グリコフォームを分離した。わ
ずかに異なる物理化学特性に従って、ｈＩＬ－７グリコフォームを微分溶出するため、緩
衝液勾配を使用した。分画及びその後の適切な画分の選択によって、３つの完全にグリコ
シル化された組換えｈＩＬ－７（１Ｏ－糖部分と結合した３Ｎ－又は２Ｎ－）が濃縮でき
た。ＭＷＭ、タンパク質分子量マーカー（１０；１５；２０；２５；３７；５０；７５；
１００；１５０；２５０ｋＤａ）；　Ｂ１からＢ１０、溶出画分；　Ｂ１からＢ４、更な
る精製のために保持された溶出画分；　ＣＴ、同一の最適化されたｈＩＬ－７ｃＤＮＡで
形質移入されたＨＥＫ２９３細胞系の培養から得られた画分Ｂ１。
【図５】図５：ＳＤＳ　ＰＡＧＥ上での精製された組換えｈＩＬ－７の分析。還元条件下
でのＳＤＳ　ＰＡＧＥに、精製された組換えｈＩＬ－７の試料を負荷した。ゲルを、　Ａ
．クーマシー染色　Ｂ．ウェスタンブロットにより、ゲルを評価した。　ＭＷＭ：分子量
マーカー（１０；１５；２０；２５；３７；５０；７５；１００；１５０；２５０ｋＤａ
）。レーン１：ＨＧ－３７－１４７；　レーン２：ＨＧ－４０－１０４；　レーン３：Ｈ
Ｇ－ｈＩＬ－７；　レーン４：イー・コリｈＩＬ－７。
【図６】図６：精製されたグリコシル化されたｒｅｃ－ｈＩＬ－７生成物のＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥによる比較上の見かけの分子量。　レーンＭ＝分子量マーカー、レーン１＝米国特許
第５３２８９８８号においてＮａｍｅｎ　ｅｔ　ａｌ．により記載される精製された生成
物の模式的呈示（約２５ＫＤａ）、レーン２＝出願人により精製されたＣＨＯ　ｒｅｃ－
ｓＩＬ－７生成物、レーン３＝出願人により精製されたＣＨＯ　ｒｅｃ－ｈＩＬ－７生成
物、レーン４＝見かけの分子量比較のための標準物質としてのｈＩＬ－７　１Ｎ－及び２
Ｎ－グリコフォーム、レーン５＝出願人により精製されたイー・コリｒｅｃ－ｈＩＬ－７
生成物（ＣＹＴ　９９　００７）。
【図７】図７：脱グリコシル化後の還元条件下でのＳＤＳ　ＰＡＧＥ上での精製された組
換えヒトＩＬ－７の分析。　精製されたグリコシル化された組換えヒトＩＬ－７の試料を
ＰＮＧａｓｅにより消化した。２分から２４時間までの動力学的試料をゲル上に負荷した
。ＰＮＧａｓｅ　Ｆ＋Ｏ－グリコシダーゼ／β（１－４）ガラクトシダーゼ／ニューラミ
ニダーゼ／Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼを使用して、別の試料（ＯＯ／Ｎ）を２４時
間かけて消化した。コントロールとして、グリコシル化されたヒトＩＬ－７及びイー・コ
リヒトＩＬ７も前記ゲル上に負荷した。次に、３Ｎ＋１Ｏ、２Ｎ＋１Ｏ、１Ｎ＋１Ｏ、１
Ｏグリコフォーム及び脱グリコシル化されたヒトＩＬ７を、前記ゲル上で概算した分子量
に従って、それぞれ３３、２７、２４、１８及び１７ｋＤａで分離した。
【図８】図８：異なる精製されたｒｅｃ－ｈＩＬ－７グリコフォームの質量分析。－２３
ｋＤａ（２３１７９Ｄａ）：Ｒｅｃ－ｈＩＬ－７（ＣＨＯ　Ｓ、２Ｎ＋３Ｎ）、－２５ｋ
Ｄａ（２５１２７Ｄａ）：Ｒｅｃ－ｈＩＬ－７（ＣＨＯ　Ｓ、３Ｎ）
【図９】図９：精製された過剰グリコシル化された組換えヒトＩＬ－７ポリペプチドの２
次元電気泳動分析。等電点電気泳動（ｐＨ範囲３から１０）後、還元条件下でのＳＤＳ－
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【図１０】図１０：組換えｈＩＬ－７　Ｎ－グリカン複雑性の質量分析。精製されたグリ
コシル化されたｈＩＬ－７試料を、ペプチド－Ｎ－グリコシダーゼＦ（ＰＮＧａｓｅＦ、
Ｒｏｃｈｅ）等のエンドグリコシダーゼにより酵素的に消化した。酵素消化により放出さ
れたタンパク質試料である放出されたＮ結合型オリゴ糖を、ペプチド構造から分離し、Ｍ
ＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析により分析した。各ピークに対応するｍ／ｚ値を国際データベ
ースで検索し、ｈＩＬ－７分子に関するＮ－グリカンのパネルを正確に同定できた。
【図１１】図１１：特異的なレクチン（レクチンブロット）を使用する組換えｈＩＬ－７
に関するＯ－グリカンの性質決定。タンパク質試料の分離及びメンブレンへのブロッティ
ングの後、２つのレクチン（マーキア・アムレンシス（Ｍａａｃｋｉａ　ａｍｕｒｅｎｓ
ｉｓ）由来のＭＡＡ、アラキス・ハイポゲア（Ａｒａｃｈｉｓ　ｈｙｐｏｇｅａ）由来の
ＰＮＡ）のうちのいずれか１つにより評価した。レーン１：シアル化されたタンパク質で
ある標準タンパク質フェチュイン、レーン２：シアリダーゼで処理したフェチュイン、レ
ーン３：ｈＩＬ－７、レーン４：シアリダーゼで処理したｈＩＬ－７。
【図１２】図１２：過剰グリコシル化されたＩＬ－７ポリペプチドのレクチン親和性（Ｅ
ＬＩＳＡスクリーニング）。精製した組換えｈＩＬ－７調製物の同一量を結合させるため
、レクチン（リコペルシコン・エスキュレンタム（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ　ｅｓｃｕ
ｌｅｎｔｕｍ）由来のＬＥＡ、トリチカム・バルガレ（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ　ｖｕｌｇａｒ
ｅ）由来のＷＧＡ、ユーレックス・エウロペウス（Ｕｌｅｘ　ｅｕｒｏｐｅｕｓ）由来の
ＵＥＡ．Ｉ、マーキア・アムレンシス（Ｍａａｃｋｉａ　ａｍｕｒｅｎｓｉｓ）由来のＭ
ＡＡ、アマランザス・コーダタス（Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ　ｃａｕｄａｔｕｓ）由来のＡ
ＣＡ、アルトカルパス・インテルグリフォリア（Ａｒｔｏｃａｒｐｕｓ　ｉｎｔｅｒｇｒ
ｉｆｏｌｉａ）由来のＡＩＡ、アガリクス・ビスポラス（Ａｇａｒｉｃｕｓ　ｂｉｓｐｏ
ｒｕｓ）由来のＡＢＡ、ファセオラス・バルガリスハビング（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ　ｖｕ
ｌｇａｒｉｓｈａｖｉｎｇ）由来のＰＨＡ．Ｌ）を被覆したプレートを使用した。ビオチ
ンへ連結した特異的抗ｈＩＬ－７抗体（Ａｂ）によって、グリカン部分に対するレクチン
特異性に依存する結合したＩＬ－７の量を評価した。レクチン－ＩＬ－７－Ａｂサンドイ
ッチを、ストレプトアビジン－ペルオキシダーゼコンジュゲートにより評価した。
【図１３】図１３：組換えヒトＩＬ－７活性のバイオアアッセイ。（イー・コリ中で発現
した）グリコシル化していないｒ－ｈＩＬ－７又は（哺乳動物細胞中で産生した）高度に
グリコシル化されたｒ－ｈＩＬ－７により、ＰＢ－１細胞増殖の用量－反応動態を誘導し
た。
【図１４】図１４：組換えヒトＩＬ－７活性のバイオアアッセイ。用量－反応動態データ
及び曲線を、典型的なバイオアッセイにおいて通常の方法により得た。（イー・コリ中で
発現した）グリコシル化していないｒ－ｈＩＬ－７又は（哺乳動物細胞中で産生した）高
度にグリコシル化されているか又は過剰グリコシル化されたｒ－ｈＩＬ－７により、ＰＢ
－１細胞増殖を誘導した。（データ地点は、三通りの測定の平均±標準偏差を表す。）
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