
(57)【要約】
エリスロポエチンや修飾型エリスロポエチン等のエリスロポエチン受容体活性化因子の全
身もしくは局所投与によって、ヒトを含む哺乳動物のエリスロポエチン応答性細胞、組織
、器官もしくは身体部分の機能又は生存力を in vivo、 in situまたは ex vivoで保護又は
増強する方法及び組成物が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 、 な ら び に そ れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 及 び 器 官 の
機 能 も し く は 生 存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 も し く は 回 復 す る 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 以
下 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 ：
i） 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ii） 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iii） 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て
少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iv） 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ り 少 な く と も 非 哺
乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 糖 鎖 部 分 を 含 む 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
v） 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、
vi） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
vii） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分
子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
viii） 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ix） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、
x） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xi） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xii） エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xiii） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 な
ら び に
xiv） ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が N結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 昆 虫 ま た は 植 物 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 過 ヨ ウ 素 酸 に よ り 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 １
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 過 ヨ ウ 素 酸 に よ り 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン が シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で 化
学 的 に 還 元 さ れ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が １ つ 以 上 の ア ル ギ ニ ン 残 基 上 に R-グ リ オ キ サ ー ル 成 分 を 含 み 、 R
が ア リ ー ル も し く は ア ル キ ル 成 分 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
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前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 １ ０
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ル ギ ニ ン 残 基 が 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 及 び シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ビ シ ナ ル ジ ケ ト ン と の 反 応 に よ り 修 飾 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ル ギ ニ ン 残 基 を 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と 反 応 さ せ る 、 請 求 項 １
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 が 少 な く と も １ つ の ビ オ チ ン 化 リ シ ン ま た は N末 端 ア ミ ノ 基 を
有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 が ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が グ ル シ ト リ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 又 は フ ル ク ト シ ル リ シ ン エ
リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の リ シ ン 残 基 が カ ル バ ミ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の リ シ ン 残 基 が ア シ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の リ シ ン 残 基 が ア セ チ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の リ シ ン 残 基 が サ ク シ ニ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の リ シ ン 残 基 が 2,4,6ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 又
は そ の 他 の 塩 に よ り 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の チ ロ シ ン 残 基 が ニ ト ロ 化 も し く は ヨ ウ 素 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を カ ル ボ ジ イ ミ ド と 反
応 さ せ た 後 に ア ミ ン と 反 応 さ せ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 ア ミ ン が グ リ シ ン ア ミ ド で あ る 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 も し く は 組 織 が 、 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓
、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 又 は 組 織
で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 の 保 護 、 維 持 、 増 強 も し く は 回 復 す る の に 有 効 な 量 の 、 以 下
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 ：
i） 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ii） 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 ま た は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iii） 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て
少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iv） 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ り 少 な く と も 非 哺
乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 糖 鎖 部 分 を 含 む 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
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v） 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、
vi） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
vii） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子
の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
viii） 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ix） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、
x） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xi） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xii） エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xiii） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 な
ら び に
xiv） ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 又 は フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス
ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 又 は そ れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 機 能 又 は 生
存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 も し く は 回 復 す る 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン
の 使 用 で あ っ て 、 前 記 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 が 興 奮 性 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 で は な い
、 又 は 興 奮 性 細 胞 も し く は 組 織 を 主 と し て 含 む も の で は な い こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 使 用
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン も し く は 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 又 は エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 模 倣 体 、 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 断 片 、 ハ イ ブ リ ッ ド
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 結 合 性 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス
ト 、 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 そ の オ リ ゴ マ ー 、 そ の 多 量 体 、 そ の 突 然
変 異 蛋 白 質 、 そ の 同 属 種 、 そ の 天 然 発 生 形 態 、 そ の 合 成 形 態 、 そ の 組 換 え 形 態 、 そ の グ リ
コ シ ル 化 変 異 体 、 そ の 脱 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 又 は そ の 組 合 せ で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ８
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 し た 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 生 存 力 を 保 護 、 維 持 又 は 増 強 す る
方 法 で あ っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 に 前 記 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 曝 露
す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン も し く は 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 又 は エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 模 倣 体 、 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 断 片 、 ハ イ ブ リ ッ ド
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 結 合 性 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス
ト 、 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 そ の オ リ ゴ マ ー 、 そ の 多 量 体 、 そ の 突 然
変 異 蛋 白 質 、 そ の 同 属 種 、 そ の 天 然 発 生 形 態 、 そ の 合 成 形 態 、 そ の 組 換 え 形 態 、 そ の グ リ
コ シ ル 化 変 異 体 、 そ の 脱 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 又 は そ の 組 合 せ で あ る 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 、
i） 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
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ii） 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iii） 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て
少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iv） 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ り 少 な く と も 非 哺
乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 糖 鎖 部 分 を 含 む 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
v） 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、
vi） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
vii） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分
子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
viii） 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ix） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、
x） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xi） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xii） エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xiii） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 又
は
xiv） ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
で あ る 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ３ １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
哺 乳 動 物 に お け る 認 知 機 能 障 害 の 回 復 の た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン も し く は 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
模 倣 体 、 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 断 片 、 ハ イ ブ リ ッ ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 受 容 体 結 合 性 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス ト 、 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 、 そ の オ リ ゴ マ ー 、 そ の 多 量 体 、 そ の 突 然 変 異 蛋 白 質 、 そ の 同 属 種 、 そ の 天 然 発
生 形 態 、 そ の 合 成 形 態 、 そ の 組 換 え 形 態 、 そ の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 そ の 脱 グ リ コ シ ル 化
変 異 体 、 又 は そ の 組 合 せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
認 知 機 能 障 害 が 、 痙 攣 障 害 、 多 発 性 硬 化 症 、 発 作 、 低 血 圧 症 、 心 停 止 、 虚 血 、 心 筋 梗 塞 、
炎 症 、 老 化 に よ る 認 知 機 能 の 低 下 、 放 射 線 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 リ ー 病 、 AIDS痴 呆 、 記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 ア ル コ ー ル
中 毒 症 、 気 分 障 害 、 不 安 障 害 、 注 意 欠 陥 障 害 、 自 閉 症 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト -ヤ コ ブ 病 、 脳
脊 髄 の 損 傷 も し く は 虚 血 、 心 肺 バ イ パ ス 、 慢 性 心 不 全 、 黄 斑 変 性 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 糖
尿 病 性 網 膜 症 、 緑 内 障 、 網 膜 虚 血 、 又 は 網 膜 損 傷 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 損 傷 の 結 果 生 じ る
も の で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 ３ ６
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 、
i） 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ii） 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iii） 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て
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少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iv） 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ り 少 な く と も 非 哺
乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 糖 鎖 部 分 を 含 む 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
v） 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、
vi） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
vii） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分
子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
viii） 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ix） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、
x） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xi） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xii） エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xiii） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 又
は
xiv） ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 す る 分 子 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス を 容 易 に す る 方 法
で あ っ て 、 以 下 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 、 前 記
分 子 を 会 合 さ せ た も の を 含 む 組 成 物 を 、 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 ：
i） 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ii） 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iii） 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て
少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iv） 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ り 少 な く と も 非 哺
乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 糖 鎖 部 分 を 含 む 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
v） 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、
vi） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
vii） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分
子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
viii） 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ix） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、
x） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xi） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xii） エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xiii） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 及
び
xiv） ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 会 合 が 、 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま た は
非 共 有 結 合 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 内 皮 細 胞 バ リ ア が 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 障 壁 、 血 液 卵 巣 関 門 、 及 び 血
液 胎 盤 関 門 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 分 子 が 、 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌 物
質 、 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 抑 制 薬 、 又 は 抗 癌 薬 で
あ る 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 す る ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ り 分 子 を 輸 送 す る 組 成 物 で あ っ て 、 以
下 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 、 前 記 分 子 を 会 合 さ
せ た も の を 含 む 上 記 組 成 物 ：
i） 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ii） 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iii） 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て
少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iv） 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ り 少 な く と も 非 哺
乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 糖 鎖 部 分 を 含 む 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
v） 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、
vi） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
vii） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分
子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
viii） 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ix） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、
x） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xi） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xii） エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xiii） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 及
び
xiv） ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 会 合 が 、 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま た は
非 共 有 結 合 で あ る 、 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 分 子 が 、 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌 物
質 、 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 抑 制 薬 、 又 は 抗 癌 薬 で
あ る 、 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 し た ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ り 分 子 を 輸 送 す る た め の 医 薬 組 成 物 を
調 製 す る た め の 、 前 記 分 子 に 会 合 さ せ た 以 下 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 ：
i） 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ii） 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iii） 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て
少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
iv） 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ り 少 な く と も 非 哺
乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 糖 鎖 部 分 を 含 む 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
v） 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、
vi） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
vii） 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分
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子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
viii） 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
ix） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、
x） 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xi） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xii） エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
xiii） 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 及
び ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 会 合 が 、 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま た は
非 共 有 結 合 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 分 子 が 、 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌 物
質 、 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 抑 制 薬 、 又 は 抗 癌 薬 で
あ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
過 ヨ ウ 素 酸 塩 に よ り 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
グ ル シ ト リ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
フ ル ク ト シ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
カ ル バ ミ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
ビ オ チ ン 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
サ ク シ ニ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
ア セ チ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
米 国 特 許 法 の 下 に 、 2000年 12月 29に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/259,245号 （ 本 明 細 書
中 に 参 考 と し て 全 て 組 み 込 ま れ る ） に 基 づ い て 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

長 年 の 間 、 唯 一 明 ら か で あ っ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 生 理 学 的 役 割 は 、 赤 血 球 細 胞 産 生 の 制
御 の み で あ っ た 。 最 近 に な っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 サ イ ト カ イ ン の ス ー パ ー フ ァ ミ リ
ー の メ ン バ ー と し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン -R） と の 相 互 作 用 に よ
り 媒 介 さ れ る 他 の 重 要 な 生 理 学 的 機 能 を 果 た す こ と を 示 す 幾 つ か の 証 拠 が 得 ら れ た 。 こ れ
ら の 作 用 と し て は 、 有 糸 分 裂 誘 発 、 平 滑 筋 細 胞 及 び 神 経 細 胞 内 へ の カ ル シ ウ ム 流 入 の 調 節
、 な ら び に 中 間 代 謝 へ の 影 響 が 挙 げ ら れ る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 低 酸 素 性 の 細 胞 内 ミ ク
ロ 環 境 （ hypoxic cellular microenvironment） を 改 善 し 及 び 代 謝 ス ト レ ス に よ り 引 き 起
こ さ れ る プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 を 調 節 す る 代 償 性 反 応 を も た ら す と 考 え ら れ て い る 。 研 究 に よ
り 、 頭 蓋 内 に 投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 低 酸 素 性 神 経 損 傷 か ら ニ ュ ー ロ ン を 守 る と い
う こ と が 立 証 さ れ た が 、 頭 蓋 内 投 与 は 、 （ 特 に 正 常 な 個 体 へ の ） 治 療 的 用 途 で の 投 与 経 路
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と し て は 実 用 的 で は な く 受 け 入 れ が た い も の で あ る 。 さ ら に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 与 え た
貧 血 患 者 の 過 去 の 研 究 に よ り 、 末 梢 投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 脳 内 に 輸 送 さ れ な い と
い う 結 論 が 出 さ れ た （ Martiら , 1997, Kidney Int. 51:416-8; Juulら , 1999, Pediatr. 
Res. 46:543-547; Buemiら , 2000, Nephrol. Dial. Transplant. 15:422-433.） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 赤 血 球 産 生 作 用 を 改 良 す る 活 動 と と も に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 様 々 な
修 飾 形 態 が こ れ ま で 記 載 さ れ て き た ： 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,457,089号 及 び 米 国 特 許 第 4,8
35,260号 に 記 載 さ れ た カ ル ボ キ シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 が 修 飾 さ れ た も の ； 米 国 特 許 第 5,856,29
2号 に 記 載 さ れ た も の 等 の 、 １ 分 子 あ た り 様 々 な 数 の シ ア ル 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン の ア イ ソ フ ォ ー ム ； 米 国 特 許 第 4,703,008号 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ； 米 国 特 許 第 5
,767,078号 に 記 載 さ れ た ア ゴ ニ ス ト ； 米 国 特 許 第 5,773,569号 及 び 第 5,830,851号 に 記 載 さ
れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 に 結 合 す る ペ プ チ ド ； な ら び に 米 国 特 許 第 5,835,382号 に 記
載 さ れ た 小 分 子 模 倣 体 等 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 、 そ れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 及 び 器 官 を in sit
u及 び ex vivoで 保 護 、 維 持 、 増 強 も し く は 回 復 す る た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 、 な ら
び に 脈 管 構 造 の 遠 位 に あ る （ distal to the vasculature） エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞
、 そ れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 及 び 器 官 を 保 護 及 び 増 強 す る た め の 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 し
た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 送 達 、 即 ち 本 発 明 に 関 係 す る 関 連 分 子 の 運 搬 に 関 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】

１ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 、 そ れ ら に 関 連 す
る 細 胞 、 組 織 、 及 び 器 官 の 機 能 も し く は 生 存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 又 は 回 復 す る 医 薬 組 成
物 を 調 製 す る た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 に 関 す る 。 １ つ の 具 体 的 な 態 様 に お い て 、 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 、 そ れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 は 、 接 着 内 皮
細 胞 バ リ ア の 存 在 に よ っ て 脈 管 構 造 の 遠 位 に あ る 。 他 の 具 体 的 な 態 様 に お い て 、 こ れ ら の
細 胞 、 組 織 、 器 官 、 又 は 他 の 身 体 部 分 は 、 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 さ れ た も の （ 例 え ば 移
植 用 の も の 等 ） で あ る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 又 は 組 織 は 、
神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精
巣 、 卵 巣 、 脾 臓 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 又 は 組 織 で あ っ て も よ い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答
性 細 胞 の こ れ ら の 例 は 単 に 例 示 的 な も の で あ る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
応 答 性 細 胞 、 そ れ に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 は 、 興 奮 性 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 で は
な い 、 又 は 主 に 興 奮 性 細 胞 も し く は 組 織 を 含 ま な い 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 を 用 い る 対 象 と な る 哺 乳 動 物 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 は 、 そ の 細 胞
、 組 織 又 は 器 官 の 生 存 力 に 対 し て 有 害 な 少 な く と も １ つ の 条 件 下 に 一 定 時 間 置 い た も し く
は こ れ か ら 置 く も の で あ る 。 こ の よ う な 条 件 と し て は 、 外 傷 性 の in-situで の 低 酸 素 性 も
し く は 代 謝 性 機 能 不 全 、 外 科 手 術 に よ り 誘 導 さ れ た in-situで の 低 酸 素 性 も し く は 代 謝 性
機 能 不 全 、 又 は in-situで の 毒 素 へ の 曝 露 が 挙 げ ら れ る 。 in-situで の 毒 素 へ の 曝 露 は 、 化
学 療 法 又 は 放 射 線 療 法 に 関 係 す る も の で あ る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 有 害 条 件 は 、 あ
る 種 の 外 科 手 術 で 使 用 さ れ る よ う な 心 肺 バ イ パ ス （ 人 工 心 肺 装 置 ） に よ り も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 眼 の 疾 患 、 心 臓 血 管 疾 患 、 心 肺 疾 患 、 呼 吸 器 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 尿 路
疾 患 、 生 殖 器 疾 患 、 胃 腸 疾 患 、 な ら び に 内 分 泌 性 及 び 代 謝 性 異 常 だ け で な く 、 主 に 神 経 的
も し く は 精 神 的 な 症 状 を 有 す る CNS又 は 末 梢 神 経 系 の ヒ ト 疾 患 の 治 療 又 は 予 防 に も 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
ま た 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト に 投 与 す る た め の 特 定 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 を 含
む 医 薬 組 成 物 に も 関 す る 。 こ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 鼻 腔 内 、 も し く は 非 経 口 投 与
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用 に 、 又 は 、 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 生 存 力 を ex vivoで 維 持 す る た め の 潅 流 溶 液 と し
て 、 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
上 記 目 的 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 は 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 模 倣 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 ハ イ ブ リ ッ ド エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 結 合 性 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス ト 、 腎
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 そ の オ リ ゴ マ ー 、 そ の 多 量 体 、 そ の 突 然 変 異 蛋
白 質 、 そ の 同 属 種 、 そ の 天 然 発 生 形 態 、 そ の 合 成 形 態 、 そ の 組 換 え 形 態 、 そ の グ リ コ シ ル
化 変 異 体 、 そ の 脱 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 又 は そ の 組 合 せ で あ っ て も よ い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン 応 答 性 細 胞 に 恩 恵 を も た ら す こ と が で き る あ ら ゆ る 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 本 発 明
の こ の 態 様 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
上 記 目 的 に 有 用 な 他 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 及 び 医 薬 組 成 物 は 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
だ け で な く 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 好 ま し く は 天 然 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） に 少 な く と
も １ つ の 修 飾 を 行 う こ と に よ っ て 改 変 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン も 含 む 。 少 な く と も １ つ の 修
飾 と は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 修 飾 で あ っ て も 、 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と も １ つ の 糖 鎖 の 修 飾 で あ っ て も よ い 。 も ち ろ ん 、 本 明 細 書 中 に 記
載 さ れ る 目 的 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 天 然 分 子 に 複 数 の 修 飾 を 加 え た も の 、 例
え ば 該 分 子 の ア ミ ノ 酸 部 分 に 複 数 の 修 飾 を 加 え た も の 、 該 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 複 数 の 修 飾 を
加 え た も の 、 又 は 該 分 子 の ア ミ ノ 酸 部 分 に 少 な く と も １ つ の 修 飾 と 該 分 子 の 糖 鎖 部 分 の 少
な く と も １ つ に 修 飾 と を 加 え た も の で あ っ て も よ い 。 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 天
然 分 子 と 比 較 し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 の 機 能 も し く は 生 存 力 を 保 護 、
維 持 、 増 強 又 は 回 復 す る 能 力 を 維 持 し て お り 、 且 つ 上 記 望 ま し い 特 徴 に 関 係 の な い エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 分 子 の 他 の 特 性 が な い も の で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン 誘 導 体 は 赤 血 球 産 生 作 用 を 持 た な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
１ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た
な い 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で
あ り 、 最 も 好 適 に は 、 ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 修
飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12又 は 13個 の シ ア ル 酸
成 分 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
第 ２ の 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も N結 合 型 も し く は O結 合
型 糖 鎖 を 持 た な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
第 ３ の 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 天 然 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ
ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て 少 な く と も 糖 鎖 含 有 量 が 低
下 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
第 ４ の 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 糖 鎖 部 分 は 、 非 哺 乳 動 物 細 胞 中
で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 少 な く と も 非 哺 乳 動 物 の グ リ コ シ ル
化 パ タ ー ン を 有 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 昆 虫 細 胞 又
は 植 物 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
第 ５ の 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少
な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン は 、 過 ヨ ウ 素 酸 塩 酸 化 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ り 、 他 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て
、 過 ヨ ウ 素 酸 塩 酸 化 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 又 は シ ア ノ 水 素 化 ホ
ウ 素 ナ ト リ ウ ム 等 の 水 素 化 ホ ウ 素 塩 で 化 学 的 に 還 元 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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第 ６ の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 使 用 の た め の 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も １ つ
以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン は 、 そ の １ つ 以 上 の ア ル ギ ニ ン 残 基 上 に グ リ オ キ サ ー ル 成 分 （ 例 え ば ア リ ー ル グ リ
オ キ サ ー ル 又 は ア ル キ ル グ リ オ キ サ ー ル 成 分 ） を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 少 な く と
も １ つ の ア ル ギ ニ ン 残 基 は 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 又 は シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン 等 （ た だ し こ れ
ら に 限 定 さ れ な い ） の ビ シ ナ ル ジ ケ ト ン と の 反 応 に よ り 修 飾 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
第 ７ の 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た
リ シ ン 残 基 を 含 む も の 、 又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た も の 、
例 え ば リ シ ン 残 基 も し く は N末 端 ア ミ ノ 基 と ア ミ ノ 基 修 飾 剤 と の 反 応 に よ り 得 ら れ た も の
等 で あ る 。 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 は さ ら に 、 化 学 的 に 還 元 す る こ と が で き る 。 １ つ の 好 適
な 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 １ つ 以 上 の リ シ ン 基 を 介 し て ビ オ チ ン 化 も し
く は カ ル バ ミ ル 化 さ れ る 。 他 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 リ シ ン を ア ル デ ヒ ド も し く は 還
元 糖 と 反 応 さ せ て イ ミ ン を 形 成 さ せ 、 こ の イ ミ ン を シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 等 を 用
い た 還 元 に よ り 安 定 化 さ せ て N-ア ル キ ル 化 リ シ ン （ グ ル シ ト リ ル リ シ ン （ glucitolyl lys
ine） 等 ） を 形 成 さ せ た り 、 ま た は 還 元 糖 の 場 合 は 該 イ ミ ン を ア マ ド リ 転 位 又 は ヘ イ ン ズ
転 位 （ Heyns rearrangement） に よ り 安 定 化 さ せ て 、 α -デ オ キ シ -α -フ ル ク ト シ ル リ シ ン
等 の α -デ オ キ シ -α -ア ミ ノ 糖 を 形 成 し て も よ い 。 他 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 リ シ ン
基 は 、 例 え ば シ ア ナ ー ト イ オ ン と の 反 応 に よ り カ ル バ ミ ル 化 （ カ ル バ モ イ ル 化 ） さ れ た り
、 ま た は ア ル キ ル -イ ソ シ ア ナ ー ト 、 ア リ ー ル -イ ソ シ ア ナ ー ト 、 も し く は ア リ ー ル -イ ソ
チ オ シ ア ナ ー ト に よ り そ れ ぞ れ ア ル キ ル -カ ル バ ミ ル 化 、 ア リ ー ル -カ ル バ ミ ル 化 、 又 は ア
リ ー ル -チ オ カ ル バ ミ ル 化 さ れ る か 、 ま た は 反 応 性 ア ル キ ル カ ル ボ ン 酸 も し く は ア リ ー ル
カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 に よ り （ 例 え ば 無 水 酢 酸 、 無 水 コ ハ ク 酸 又 は 無 水 フ タ ル 酸 と の 反 応 等 に
よ り ） ア シ ル 化 さ れ た り し て も よ い 。 ま た 少 な く と も １ つ の リ シ ン 基 を 、 ト リ ニ ト ロ ベ ン
ゼ ン ス ル ホ ン 酸 又 は 好 ま し く は そ の 塩 と の 反 応 に よ り ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 修 飾 さ せ て も よ
い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 リ シ ン 残 基 は 、 グ リ オ キ サ ー ル 誘 導 体 と の 反 応 に よ り （ 例 え
ば グ リ オ キ サ ー ル 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル 又 は 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と の 反 応 等 に よ り ）
修 飾 し て 、 対 応 す る α -カ ル ボ キ シ ア ル キ ル 誘 導 体 を 形 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
第 ８ の 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も 1つ の チ ロ シ ン 残 基 が 、 求 電 子
試 薬 に よ り 、 例 え ば ニ ト ロ 化 又 は ヨ ウ 素 化 さ れ る こ と に よ っ て 、 芳 香 環 位 置 で 修 飾 さ れ て
い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
第 ９ の 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ
ミ ン 酸 残 基 が 、 例 え ば カ ル ボ ジ イ ミ ド と 反 応 さ せ た 後 、 グ リ シ ン ア ミ ド 等 （ た だ し こ れ に
限 定 さ れ な い ） の ア ミ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 修 飾 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
第 １ ０ の 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 が 、 n-ブ
ロ モ ス ク シ ン イ ミ ド 又 は n-ク ロ ロ ス ク シ ン イ ミ ド と の 反 応 等 に よ り 修 飾 さ れ て い て も よ い
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
第 １ １ の 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば ニ ン ヒ ド リ ン と 反 応 さ せ た 後 に 得 ら れ た カ ル ボ ニ ル 基
を 水 素 化 ホ ウ 素 と 反 応 さ せ る こ と 等 に よ っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も １ つ の ア ミ
ノ 基 が 除 去 さ れ た 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
第 １ ２ の 実 施 形 態 に お い て 、 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 等 の 還 元 剤 と 反 応 さ せ た 後 に 続 く ス ル フ
ヒ ド リ ル を ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 、 ヨ ー ド 酢 酸 又 は 他 の 求 電 子 試 薬 と 反 応 さ せ て ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 の 再 形 成 を 防 ぐ こ と に よ っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く
と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す る 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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第 １ ３ の 実 施 形 態 に お い て 、 分 子 生 物 学 的 技 法 を 用 い て 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ト リ プ ト
フ ァ ン 、 チ ロ シ ン 、 又 は シ ス テ イ ン 残 基 の う ち の 少 な く と も １ つ に よ る 沢 山 の ア ミ ノ 酸 の
う ち の い ず れ か 一 つ の （ ロ イ シ ン 等 ） の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
第 １ ４ の 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 後 ろ を 切 断 す る た め に 、 修 飾 型
エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 特 定 の 残 基 を 標 的 と す る 限 定 的 な 化 学 的 蛋 白 分 解 （ limited chemical
 proteolysis） に か け る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン フ ラ グ メ ン ト は 本 明
細 書 中 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 目 的 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 上 記 修 飾 の う
ち の 少 な く と も １ つ を 有 す る も の で あ っ て も よ い が 、 上 記 修 飾 の う ち の ２ つ 以 上 を 有 す る
も の で あ っ て も よ い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 糖 鎖 部 分 に １ つ の 修 飾 と ア ミ ノ 酸 部 分 に １
つ の 修 飾 と を 有 す る 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 例 と し て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は ア シ
ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ り 、 そ の リ シ ン 残 基 が ビ オ チ ン 化 も し く は カ ル バ ミ ル 化 さ れ て
い る 。 ま た 本 発 明 は 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の １ つ 以 上 を 含 む 組 成 物 （ 医 薬 組 成 物 等 ） も
包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の う ち の １ つ 以 上 を 有 効 量 投 与 す る こ
と に よ っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 、 な ら び に そ れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組
織 及 び 器 官 の 機 能 も し く は 生 存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 又 は 回 復 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ
の 方 法 の １ つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 、 な ら び に そ
れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 は 、 接 着 内 皮 細 胞 バ リ ア の 存 在 に よ っ て 脈 管 構 造
の 遠 位 に あ る 。 他 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 他 の 身 体 部 分 は 哺 乳 動 物
の 身 体 か ら 単 離 さ れ た も の （ 例 え ば 移 植 手 術 用 の も の 等 ） で あ る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 又 は 組 織 は 、 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小
腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 又 は 組 織 で あ
っ て も よ い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 の こ れ ら の 例 は 単 に 例 示 的 な も の で あ る 。 特 定
の 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 、 又 は そ れ に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 も し
く は 器 官 は 、 興 奮 性 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 で は な い 、 又 は 主 に 興 奮 性 細 胞 も し く は 組
織 を 含 む も の で は な い 。 他 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 が 投
与 さ れ る 哺 乳 動 物 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 は 、 そ の 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 の 生 存 力 に 対 し
て 有 害 な 少 な く と も １ つ の 条 件 下 に 一 定 時 間 置 い た 、 も し く は こ れ か ら 置 く も の で あ る 。
こ の よ う な 条 件 と し て は 、 外 傷 性 の in-situで の 低 酸 素 性 も し く は 代 謝 性 機 能 不 全 、 外 科
手 術 に よ り 誘 導 さ れ た in-situで の 低 酸 素 性 も し く は 代 謝 性 機 能 不 全 、 又 は in-situで の 毒
素 へ の 曝 露 が 挙 げ ら れ る 。 in-situで の 毒 素 へ の 曝 露 は 、 化 学 療 法 又 は 放 射 線 療 法 に 関 係
す る も の で あ っ て も よ い 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 心 肺 バ イ パ ス に よ り 生 じ
る 有 害 な 状 態 か ら 守 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び 天 然 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む
他 の 任 意 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 、 な ら び に そ
れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 及 び 器 官 の 機 能 又 は 生 存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 又 は 回 復 す る た
め の 細 胞 、 組 織 及 び 器 官 の ex-vivo治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 の 調 製 で 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う な ex-vivo治 療 は 、 例 え ば 移 植 （ 自 己 移 植 ま た は 異 個 体 間 移 植 （ xenotranspl
ant） ） 用 の 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 の 保 存 に 有 用 で あ る 。 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 が ド ナ ー 又 は
受 容 者 の 脈 管 構 造 と 一 体 化 さ れ な い 間 、 細 胞 の 機 能 を 維 持 す る た め に は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン を 含 む 溶 液 中 に 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 を 入 れ た り 、 脈 管 構 造 も し く は 他 の 手 段 を 介 し て 潅
流 液 を 器 官 の 中 に 徐 々 に 入 れ た り し て も よ い 。 潅 流 液 の 投 与 は 、 回 収 さ れ た 器 官 及 び 受 容
者 に 行 う だ け で な く 、 器 官 を 回 収 す る 前 に ド ナ ー に 行 っ て も 良 い 。 さ ら に 、 任 意 の エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の 上 記 使 用 は 、 個 体 の 脈 管 構 造 か ら 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 を 単 離 し て 一 定 時 間 に
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渡 っ て 、 主 に ex vivoで 存 在 す る と き に は い つ で も 有 用 で あ る 。 こ こ で 、 「 単 離 さ れ た 」
と い う と い う 用 語 は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 も し く は 身 体 部 分 又 は そ の 脈 管 構 造 を 拘 束 し た り
又 は 締 め つ け た り す る こ と （ 特 に 心 -肺 バ イ パ ス 手 術 等 の 外 科 手 術 中 に 行 わ れ る も の 等 ）
、 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 身 体 部 分 の 脈 管 構 造 を バ イ パ ス す る こ と 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は
身 体 部 分 を 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 取 り 出 す こ と （ 異 個 体 間 移 植 の 前 又 は 自 己 移 植 の 前 及 び 自
己 移 植 中 に 行 わ れ る も の 等 ） 、 あ る い は 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 身 体 部 分 の 外 傷 性 切 断 を 指
す 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の こ の 態 様 は 、 in situ及 び ex vivoの 両 方 で の エ リ ス ロ ポ エ チ ン
を 用 い た 潅 流 に 関 す る 。 ex vivoに お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 の 保
存 溶 液 中 に 提 供 さ れ て も よ い 。 い ず れ の 態 様 の 場 合 で あ っ て も 、 連 続 的 潅 流 、 拍 動 性 潅 流
、 注 入 、 浴 （ bathing） 、 注 射 、 又 は カ テ ー テ ル に よ っ て 曝 露 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 も し く は 組 織 を 含 む 、
哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 身 体 部 分 の 生 存 力 を 保 護 、
維 持 、 増 強 又 は 回 復 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 上 記 生 存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 又 は
回 復 す る の に 効 果 的 な 時 間 に 渡 っ て 、 単 離 し た 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 身 体 部 分 を
一 定 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 曝 露 す る 工 程 を 少 な く と も 含 む 。 非 限 定 的 な 例 に お い て 、 「
単 離 さ れ た 」 と は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 も し く は 身 体 部 分 の 脈 管 構 造 を 拘 束 し た り 又 は 締 め
つ け た り す る こ と （ 特 に 心 -肺 バ イ パ ス 手 術 等 の 外 科 手 術 中 に 行 わ れ る も の 等 ） 、 細 胞 、
組 織 、 器 官 又 は 身 体 部 分 の 脈 管 構 造 を バ イ パ ス す る こ と 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 身 体 部 分
を 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 取 り 出 す こ と （ 異 個 体 間 移 植 の 前 又 は 自 己 移 植 の 前 及 び 自 己 移 植 中
に 行 わ れ る も の 等 ） 、 あ る い は 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 身 体 部 分 の 外 傷 性 切 断 を 指 す 。 こ の
よ う に 、 本 発 明 の こ の 態 様 は 、 in situ及 び ex vivoの 両 方 に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用
い た 潅 流 に 関 す る 。 ex vivoに お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 の 保 存 溶
液 中 に 提 供 さ れ る 。 い ず れ の 態 様 の 場 合 で あ っ て も 、 連 続 的 潅 流 、 拍 動 性 潅 流 、 注 入 、 浴
、 注 射 又 は カ テ ー テ ル に よ っ て 曝 露 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
上 記 の 単 離 ま た は ex-vivoに お け る 実 施 形 態 に お い て 、 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 天 然
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 模 倣 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン フ ラ グ メ ン ト 、 ハ イ ブ リ ッ ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 結 合 性 分
子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス ト 、 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 そ の オ リ
ゴ マ ー 、 そ の 多 量 体 、 そ の 突 然 変 異 蛋 白 質 、 そ の 同 属 種 、 そ の 天 然 発 生 形 態 、 そ の 合 成 形
態 、 そ の 組 換 え 形 態 、 そ の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 そ の 脱 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 又 は そ の 組
合 せ を 含 む 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の い ず れ で あ っ て も よ い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞
に 恩 恵 を も た ら す こ と が で き る あ ら ゆ る 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 本 発 明 の こ の 態 様 に
包 含 さ れ る 。 他 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン と し て は 、 本 明 細 書 中 の 教 示 に 基 づ き 幾 つ か 代 表 的 な
（ た だ し 非 限 定 的 な ） 例 を 挙 げ る と 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-脱 グ リ コ シ ル 化 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 、 O-脱 グ リ コ シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 糖 鎖 含 有 量 の 低 い エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 改 変 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 糖 鎖 が 酸 化 さ れ た 後 に 還 元 さ れ た
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア リ ー ル グ リ オ キ サ ー ル 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア ル キ ル グ リ オ キ
サ ー ル 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 シ ク ロ ヘ キ
サ ン ジ オ ン 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ア ル キ ル 化 -リ シ
ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 グ ル シ ト リ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -デ オ キ シ -α -フ ル ク ト
シ ル リ シ ン -エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア セ チ ル 化 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、 サ ク シ ニ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -カ ル ボ キ シ ア ル キ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ニ
ト ロ 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ヨ ー ド 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 好 ま し く 、 天 然 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 最 も 好 ま し い 。 他 の
実 施 形 態 に お い て 、 ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 好 ま し い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、
ヒ ト フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
非 限 定 的 な 例 と し て 、 上 記 ex-vivoエ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 も し く は 組 織 は 、 神 経 、
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網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵
巣 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 又 は 組 織 で あ る 、 ま た は こ れ ら を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 の こ れ ら の 例 は 、 単 に 例 示 的 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
上 記 方 法 及 び 使 用 の 全 て は 好 ま し く は 人 間 に も 適 用 可 能 で あ る が 、 あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 （ ペ
ッ ト 動 物 、 家 畜 動 物 、 牧 畜 及 び 動 物 園 の 動 物 等 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に
も 有 用 で あ る 。 上 記 医 薬 組 成 物 の 投 与 経 路 と し て は 、 経 口 、 静 脈 内 、 鼻 腔 内 、 局 所 、 腔 内
、 吸 入 又 は 非 経 口 投 与 が 挙 げ ら れ 、 非 経 口 投 与 と し て は 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 皮 下 、 筋 肉 内
、 腹 腔 内 、 粘 膜 下 又 は 皮 内 が 挙 げ ら れ る 。 ex-vivoで 使 用 す る 場 合 、 潅 流 液 又 は 浴 液 （ bat
h solution） が 好 ま し い 。 こ れ は 、 in situで の 脈 管 構 造 の 単 離 さ れ た 部 分 の 還 流 （ pervu
sing） を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 機 能 不 全 の 一 因 と な る 症 状 又 は 疾 患 の 発 症 後 に 投 与 し
た と き に そ の 機 能 不 全 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 回 復 さ せ る 医 薬 組 成 物 の 調 製 に お い て 、
上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の い ず れ も が 有 用 で あ る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 は 、 過 去 に 脳 に 外 傷 を 負 っ た 動 物 に お い て 、 そ の 外 傷 が お さ ま っ
て か ら し ば ら く 経 っ た 後 （ 例 え ば 3日 、 5日 、 1週 間 、 1ヶ 月 又 は そ れ 以 上 ） に 投 与 さ れ た 場
合 で あ っ て も 、 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る 。 こ の よ う な 用 途 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 具
体 的 な 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 類 似 体 、 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 模 倣 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 ハ イ ブ リ ッ ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子
、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 結 合 性 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス ト 、 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン 、 脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 そ の オ リ ゴ マ ー 、 そ の 多 量 体 、 そ の 突 然 変 異 蛋 白 質 、 そ の 同 属
種 、 そ の 天 然 発 生 形 態 、 そ の 合 成 形 態 、 そ の 組 換 え 形 態 、 そ の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 そ の
脱 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 又 は そ の 組 合 せ の い ず れ で あ っ て も よ い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答
性 細 胞 に 恩 恵 を も た ら す こ と が で き る あ ら ゆ る 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 本 発 明 の こ の
態 様 に 包 含 さ れ る 。 上 記 目 的 に 有 用 な 他 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 及 び 医 薬 組 成 物 は 、 天
然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン だ け で な く 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 好 ま し く は 天 然 ヒ ト エ リ ス ロ ポ
エ チ ン ） に 少 な く と も １ つ の 修 飾 を 行 う こ と に よ っ て 改 変 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン も 含 む
。 少 な く と も １ つ の 修 飾 と は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 修 飾
で あ っ て も 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と も １ つ の 糖 鎖 の 修 飾 で あ っ て も よ い 。 も ち
ろ ん 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 目 的 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 天 然 分 子 に 複 数 の
修 飾 （ 例 え ば 該 分 子 の ア ミ ノ 酸 部 分 に 複 数 の 修 飾 、 該 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 複 数 の 修 飾 、 又 は
該 分 子 の ア ミ ノ 酸 部 分 に 少 な く と も １ つ の 修 飾 と 該 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 少 な く と も １ つ の 修
飾 ） を 加 え た も の で あ っ て も よ い 。 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 天 然 分 子 と 比 較 し て
、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 の 機 能 も し く は 生 存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 又 は 回
復 す る 能 力 を 維 持 し て お り 、 且 つ 上 記 望 ま し い 特 徴 に 関 係 の な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の
他 の 特 性 が な い も の で あ る 。 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 好 ま し く 、 天 然 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ
ン が 最 も 好 ま し い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 機 能 不 全 の 一 因 と な る 症 状 又 は 疾 患 の 発 症 後 に
投 与 し た と き に そ の 機 能 不 全 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 回 復 さ せ る た め の 上 記 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の 使 用 方 法 を 提 供 す る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 医 薬 組 成 物
の 投 与 方 法 は 、 過 去 に 脳 に 外 傷 を 負 っ た 動 物 に お い て 、 そ の 外 傷 が お さ ま っ て か ら し ば ら
く 経 っ た 後 （ 例 え ば 3日 、 5日 、 1週 間 、 1ヶ 月 又 は そ れ 以 上 ） に 投 与 さ れ た 場 合 で あ っ て も
、 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る 。 こ の よ う な 方 法 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 特 定 の 上 記 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 模 倣
体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 ハ イ ブ リ ッ ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 受 容 体 結 合 性 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス ト 、 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 、 そ の オ リ ゴ マ ー 、 そ の 多 量 体 、 そ の 突 然 変 異 蛋 白 質 、 そ の 同 属 種 、 そ の 天 然 発
生 形 態 、 そ の 合 成 形 態 、 そ の 組 換 え 形 態 、 そ の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 そ の 脱 グ リ コ シ ル 化
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変 異 体 、 又 は そ の 組 合 せ の い ず れ で あ っ て も よ い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 に 恩 恵 を
も た ら す こ と が で き る あ ら ゆ る 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 本 発 明 の こ の 態 様 に 包 含 さ れ
る 。 上 記 目 的 に 有 用 な 他 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 及 び 医 薬 組 成 物 は 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、 及 び 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 好 ま し く は 天 然 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） に 少 な く と も
１ つ の 修 飾 を 行 う こ と に よ っ て 改 変 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 両 方 を 含 む 。 少 な く と も １ つ
の 修 飾 と は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 修 飾 で あ っ て も 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と も １ つ の 糖 鎖 の 修 飾 で あ っ て も よ い 。 も ち ろ ん 、 本 明 細 書 中
に 記 載 さ れ た 目 的 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 天 然 分 子 に 複 数 の 修 飾 （ 例 え ば 該 分
子 の ア ミ ノ 酸 部 分 に 複 数 の 修 飾 、 該 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 複 数 の 修 飾 、 又 は 該 分 子 の ア ミ ノ 酸
部 分 に 少 な く と も １ つ の 修 飾 と 該 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 少 な く と も １ つ の 修 飾 と ） を 加 え た も
の で あ っ て も よ い 。 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 天 然 分 子 と 比 較 し て 、 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 の 機 能 も し く は 生 存 力 を 保 護 、 維 持 、 増 強 又 は 回 復 す る 能 力 を 維
持 し て お り 、 且 つ 上 記 望 ま し い 特 徴 に 関 係 の な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 他 の 特 性 が な い
も の で あ る 。 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 好 ま し く 、 天 然 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 最 も 好 ま し
い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 以 下 に 挙 げ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 分 子 を 会 合 さ せ た 組
成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 す る 分 子 の ト ラ ン ス
サ イ ト ー シ ス を 容 易 に す る 方 法 が 提 供 さ れ る ： 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス
ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン ；
天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て 少 な く
と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ
エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 糖 鎖 部 分 が 少 な く と も 非 哺 乳 動
物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な
く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た
ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基
を 有 す る も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン
； 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も 修 飾 さ れ た
ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も 修 飾 さ
れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ
れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂
を 少 な く と も 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置
換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 又 は ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
輸 送 し よ う と す る 分 子 と エ リ ス ロ ポ エ チ ン と の 間 の 会 合 は 、 例 え ば 前 記 分 子 に 対 す る 結 合
部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ っ て も よ い 。 内 皮 細
胞 バ リ ア が 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 障 壁 、 血 液 卵 巣 関 門 （ blood-ovary barr
ier） 、 及 び 血 液 胎 盤 関 門 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 輸 送 す る の に 適 し た 分 子
と し て は 、 成 長 ホ ル モ ン 等 の ホ ル モ ン 、 抗 生 物 質 及 び 抗 癌 薬 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 す る 分 子 の ト ラ ン ス サ イ
ト ー シ ス を 容 易 に す る 組 成 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。 前 記 組 成 物 は 、 前 記 分 子 を 以 下 に 挙
げ る よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 会 合 さ せ た も の を 含 む ： 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な
い エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ
エ チ ン ； 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ
て 少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ
リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 糖 鎖 部 分 が 少 な
く と も 非 哺 乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 化 学 的 に 還 元 す る こ
と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ 以
上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ
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れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ
リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く
と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少
な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ の ア
ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く
と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な
く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 又 は ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
会 合 は 、 例 え ば 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 性 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま
た は 非 共 有 結 合 で あ っ て も よ い 。 内 皮 細 胞 バ リ ア が 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣
障 壁 、 血 液 卵 巣 関 門 、 及 び 血 液 胎 盤 関 門 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 輸 送 す る の
に 適 し た 分 子 と し て は 、 成 長 ホ ル モ ン 等 の ホ ル モ ン 、 抗 生 物 質 及 び 抗 癌 薬 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 す る 分 子 の ト ラ
ン ス サ イ ト ー シ ス を 容 易 に す る 医 薬 組 成 物 の 調 製 に お い て 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ど れ
も が 有 用 で あ る 。 前 記 組 成 物 は 、 前 記 分 子 が 以 下 に 挙 げ る よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 会 合
し た も の を 含 む ： 少 な く と も シ ア ル 酸 成 分 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も N結
合 型 糖 鎖 も し く は O結 合 型 糖 鎖 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少
な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て 少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ
せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に
よ っ て 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 糖 鎖 部 分 が 少 な く と も 非 哺 乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ
ー ン を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸
化 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有
す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る も し く は エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も 修 飾 さ
れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し
く は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン
残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ
ン ； エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す る
エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の 置 換 を 有 す る エ リ ス ロ
ポ エ チ ン ； 又 は ト ラ ン ケ ー ト 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
会 合 は 、 例 え ば 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 性 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま
た は 非 共 有 結 合 で あ っ て も よ い 。 内 皮 細 胞 バ リ ア は 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣
障 壁 、 血 液 卵 巣 関 門 、 及 び 血 液 胎 盤 関 門 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 輸 送 す る の
に 適 し た 分 子 と し て は 、 成 長 ホ ル モ ン 等 の ホ ル モ ン 、 抗 生 物 質 及 び 抗 癌 薬 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の こ れ ら の 態 様 及 び 他 の 態 様 は 、 添 付 の 図 面 及 び 以 下 の 詳 細 な 説 明 を 参 照 す る こ と
に よ り さ ら に 良 く 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

「 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 」 と は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン へ の 曝 露 に よ り そ の 機 能 又 は 生
存 力 が 維 持 、 促 進 、 増 強 も し く は 再 生 さ れ る 又 は 何 ら か の 他 の 恩 恵 を こ う む る 哺 乳 動 物 細
胞 を 指 す 。 こ の よ う な 細 胞 の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓
、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 及 び 子 宮 内 膜 の 細 胞 が 挙
げ ら れ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ り
そ れ ら に も た ら さ れ る 恩 恵 は 、 直 接 的 に は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 で は な い 他 の 細 胞 又 は
こ の よ う な 非 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 を 含 む 組 織 も し く は 器 官 の 細 胞 を 間 接 的 に 保 護
又 は 増 強 す る こ と ま で 拡 大 す る こ と が で き る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 の 増 強 に よ り
間 接 的 に 恩 恵 を こ う む る こ れ ら の 他 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 は 、 そ の 細 胞 、 組 織 も し く
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は 器 官 の 一 部 と し て 、 「 会 合 し た 」 細 胞 、 組 織 及 び 器 官 と し て 存 在 す る 。 こ の よ う に 、 組
織 又 は 器 官 （ 例 え ば こ の よ う な 組 織 の 中 に 存 在 す る 興 奮 性 も し く は 神 経 性 組 織 ） の 中 、 又
は テ ス ト ス テ ロ ン を 作 る 精 巣 の ラ イ ジ ッ ヒ 細 胞 の 中 に 少 数 も し く は 小 さ な 割 合 の エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 が 存 在 す る 結 果 と し て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の
恩 恵 が も た ら さ れ 得 る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 又 は そ れ に 関
連 す る 細 胞 、 組 織 、 又 は 器 官 は 、 興 奮 性 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 で は な い か 、 又 は 興 奮
性 細 胞 も し く は 組 織 を 主 に 含 む も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 様 々 な 正 常 な 条 件 お よ び 有 害 条 件 の 下 に 、 哺 乳 動 物 の 体 内 に お い て 細 胞
、 組 織 及 び 器 官 を 局 所 的 に も し く は 全 身 的 に 防 御 又 は 増 強 す る 、 あ る い は 、 他 の 哺 乳 動 物
に 移 植 さ れ よ う と す る 細 胞 、 組 織 及 び 器 官 を 保 護 す る 。 さ ら に 、 機 能 不 全 の 回 復 又 は 再 生
も も た ら さ れ る 。 上 記 に 記 載 し た よ う に 、 接 着 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 し て 脈 管 構 造 の 遠 位
に あ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 （ 及 び 他 の タ イ プ の 細 胞 ） に 対 し て プ ラ ス の 影 響 を 発
揮 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 能 力 は 、 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） に お い て 細 胞 及 び 組 織 に 大 き な ダ
メ ー ジ を 引 き 起 こ し 得 る 様 々 な 症 状 及 び 疾 患 を 治 療 及 び 予 防 す る 可 能 性 を 提 供 し 、 さ ら に
、 伝 統 的 に 利 益 よ り も 危 険 の 方 が 高 か っ た こ れ ま で 企 て ら れ た こ と が な い 外 科 手 術 を 成 功
さ せ る も の で あ る 。 最 終 的 な 恩 恵 の た め に 誘 導 さ れ る 意 図 的 な 有 害 条 件 の 継 続 時 間 及 び 程
度 （ 例 え ば 高 線 量 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 長 時 間 の ex-vivo移 植 生 存 性 、 及 び 手 術 に よ り
誘 導 さ れ る 長 時 間 の 虚 血 等 ） は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 発 明 を 利 用 す る こ と に よ っ て 実
施 す る こ と が で き る 。 し か し 本 発 明 は 、 １ つ の 態 様 と し て 、 標 的 と な る エ リ ス ロ ポ エ チ ン
応 答 性 細 胞 が 内 皮 細 胞 バ リ ア 又 は 内 皮 の 密 着 帯 （ tight junction） の 存 在 に よ り 脈 管 構 造
の 遠 位 に 位 置 す る 場 合 の 方 法 又 は 組 成 物 を 含 む も の で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
本 発 明 は 一 般 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 曝 露 す る こ と に よ り 恩 恵 を 得 る こ と が で き る エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 な ら び に そ れ に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 及 び 器 官 に 関 す る 。 さ ら に 、 細
胞 、 組 織 又 は 器 官 の 機 能 不 全 は 、 急 な 損 傷 （ 外 傷 等 ） を 負 っ た 後 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン へ の
曝 露 に よ っ て 回 復 又 は 再 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
従 っ て 本 発 明 は 、 細 胞 機 能 が 維 持 さ れ る 、 促 進 さ れ る 、 増 強 さ れ る 、 再 生 さ れ る 、 又 は 他
の 恩 恵 を 得 ら れ る 、 上 記 目 的 の た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使
用 に 一 般 に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 有 効 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を
哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と に よ っ て 細 胞 機 能 を 維 持 、 増 強 、 促 進 又 は 再 生 す る 方 法 に も 関 す
る 。 本 発 明 は さ ら に 、 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 を エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 曝 露 す る こ と に よ っ て 、
ex vivoで 細 胞 機 能 を 維 持 、 促 進 、 増 強 又 は 再 生 す る 方 法 に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 器 官
又 は 組 織 の 保 存 で 使 用 す る た め の 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 潅 流 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 種 々 の 方 法 は 、 少 な く と も 有 効 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 を 特 定 の
経 路 及 び 曝 露 時 間 に て 利 用 し て 、 哺 乳 動 物 の 体 内 に あ る 又 は 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 取 り 出 し
た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 に 対 し て プ ラ ス の 影 響 又 は 恩 恵 を 発 揮 す る も の で あ る 。 意
図 す る 治 療 の 標 的 と な る 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 が 、 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 し て エ リ ス ロ ポ エ チ
ン を 輸 送 す る 必 要 が あ る 場 合 、 医 薬 組 成 物 は 、 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 し た 後 に エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 応 答 性 細 胞 に 対 し て 望 ま し い 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る 濃 度 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を
含 む 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 と 相 互 作 用 し て 該 受 容 体 の 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 分
子 （ 本 明 細 書 中 エ リ ス ロ ポ エ チ ン も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 調 節 因 子 と 呼 ぶ ）
は 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 例 え ば 、 上 記 記 載 の エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 分 子 の 天 然 発 生 形 態 、 合 成 形 態 も し く は 組 換 え 形 態 、 又 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ
る よ う に エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 活 性 を 調 節 す る こ と 以 外 は 何 ら か の 形 で エ リ ス ロ ポ
エ チ ン に 必 ず し も 似 て い る わ け で は な い 他 の 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 ヒ ト に お い て 約 34kDaの 分 子 量 を 有 す る 糖 蛋 白 ホ ル モ ン で あ る 。 成
熟 タ ン パ ク 質 は 165ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 グ リ コ シ ル 残 基 は そ の 分 子 量 の 約 40％ を 占 め る 。 本
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発 明 の 実 施 に お い て 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 形 態 は 、 以 下 に 挙 げ る ヒ ト 及 び 他 の 哺 乳 動
物 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 の 天 然 発 生 形 態 、 合 成 形 態 、 及 び 組 換 え 形 態 を 包 含 す る ：
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脱 グ リ コ シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 模 倣 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 ハ イ ブ
リ ッ ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 結 合 性 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア
ゴ ニ ス ト 、 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 そ の オ リ ゴ マ ー 及 び 多 量 体 、 そ の
突 然 変 異 蛋 白 質 、 な ら び に そ の 同 属 種 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 な
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 形 態 と し て は 、 機 能 的 に 同 等 な 遺 伝 子 産 物 を 表 す タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ
る 。 こ の よ う な 同 等 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 産 物 と し て は 、 内 部 欠 失 を 含 む 欠 失 、 融 合
タ ン パ ク 質 を 生 じ さ せ る 付 加 を 含 む 付 加 、 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 及 び /又 は そ れ に 隣 接 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存 的 置 換 （ 置 換 に よ り 機 能 的 に 同 等 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 生 じ る 「 サ
イ レ ン ト 」 変 化 を も た ら す ） を 含 み 得 る 突 然 変 異 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 挙 げ ら れ る 。 こ の
よ う な ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 関 与 す る 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 可 溶 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 及 び /又
は 両 親 媒 性 に お け る 類 似 性 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 非 極 性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ
酸 と し て は ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、
ト リ プ ト フ ァ ン 、 及 び メ チ オ ニ ン が 挙 げ ら れ 、 極 性 中 性 ア ミ ノ 酸 と し て は グ リ シ ン 、 セ リ
ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ ミ ン が 挙 げ ら れ 、 正 電
荷 を 持 つ （ 塩 基 性 ） ア ミ ノ 酸 と し て は ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン が 挙 げ ら れ 、 そ
し て 負 電 荷 を 持 つ （ 酸 性 ） ア ミ ノ 酸 と し て は ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 が 挙 げ ら れ
る 。 あ る い は 、 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 変 化 、 な ら び に 大 き な 挿 入 及 び 欠 失 を 用 い て 、 機 能 的 に
修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 体
を 用 い て 、 望 み 通 り に エ リ ス ロ ポ エ チ ン 特 性 を 変 更 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 １ つ の 実
施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 受 容 体 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す
エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 4つ の 機 能 的 ド メ イ ン VLQRY及 び /又 は TKVNFYAW及 び /又 は SGLRSLTTL及
び /又 は SNFLRGの 中 の 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 に 変 化 が 起 こ っ た 突 然 変 異 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で
あ っ て も よ い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 そ の 分 子 の 動 態 又 は 受 容 体 結 合 特 性 に 影 響 を 及 ぼ
す 該 分 子 の 周 辺 領 域 の 中 に 突 然 変 異 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
「 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 」 及 び 「 あ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 」 と い う 用 語 は 、 交 換 可 能 又 は 連 結 的
（ conjunctively） に 用 い ら れ 、 上 記 の 様 々 な 類 似 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子
、 ア ゴ ニ ス ト 、 突 然 変 異 蛋 白 質 及 び 他 の 形 態 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の グ リ コ シ ル 化 の 長 さ
及 び 部 位 が 異 な る 変 異 体 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 天 然 の グ リ コ シ ル 化 形 態 、 ア シ ル 化 形 態 及
び 他 の 一 部 グ リ コ シ ル 化 形 態 ） を 包 含 す る 。 こ の よ う な 変 異 体 の 非 限 定 的 な 例 は 、 Tsuda
ら , 1990, Eur. J. Biochem. 188:405-411（ 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 記 載 さ れ る ） に 記 載
さ れ て い る 。 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 、 植 物 、 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） 。 さ ら に 、 組 換 え エ リ ス
ロ ポ エ チ ン を 発 現 及 び 産 生 さ せ る た め に 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 、 植 物 及 び 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を
含 む ） の 細 胞 系 を 含 む （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 様 々 な 宿 主 系 を 用 い る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 を 作 製 す る た め に 、 細 菌 内 で 産 生 さ
れ た 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 該 生 成 物 を グ リ コ シ ル 化 も し く は シ ア ル 化 し な い ） を 用 い
る こ と が で き る で あ ろ う 。 あ る い は 、 例 え ば 植 物 を グ リ コ シ ル 化 す る 他 の 系 （ ヒ ト 細 胞 を
含 む ） の 中 で 組 替 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 発 明 は 、 そ の 分 子 と エ リ ス ロ ポ エ チ ン と の 構 造 的
関 係 の い か ん に か か わ ら ず 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 に 対 し て プ ラ ス の 作 用 を 発 揮 す
る こ と が で き る あ ら ゆ る 全 て の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 調 節 分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
さ ら に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 自 体 を 修 飾 し て 、 １ つ 以 上 の 特 定 の 組 織 に 対 す る そ の 活 性 を 調
整 す る こ と が で き る 。 こ の 所 望 の 組 織 特 異 性 を 達 成 す る た め に 行 う こ と が で き る 幾 つ か の
非 限 定 的 戦 略 と し て は 、 循 環 半 減 期 を 短 く す る こ と に よ り エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 赤 血 球 前 駆
体 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 時 間 を 少 な く す る 修 飾 、 又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 一 次
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構 造 の 修 飾 が 挙 げ ら れ る 。 循 環 半 減 期 を 短 く す る １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 グ リ コ シ ル 化 成 分
（ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 3つ の N結 合 型 グ リ コ シ ル 化 成 分 と 1つ の O結 合 型 グ リ コ シ ル 化 成 分 と
を 有 す る ） を 削 除 又 は 修 飾 す る も の で あ る 。 こ の よ う な グ リ コ シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の
変 異 体 は 、 様 々 な 方 法 で 作 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 糖 鎖 の 端 部 を し め く く る シ ア ル
酸 は 、 シ ア ル 酸 を 該 糖 鎖 に 結 合 す る 化 学 結 合 に 応 じ て 、 特 定 の シ ア リ ダ ー ゼ に よ っ て 除 去
す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 グ リ コ シ ル 化 構 造 は 、 特 定 の 結 合 を 切 断 す る 他 の 酵 素 を 用
い る こ と に よ っ て 様 々 な 様 式 で 解 体 す る こ と が で き る 。 一 次 構 造 を 修 飾 す る 技 法 は 無 数 に
あ り 、 例 え ば 特 定 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 修 飾 、 又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン と そ
の 受 容 体 の い ず れ か と の 相 互 作 用 を 妨 げ る 他 の 構 造 の 付 加 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 形
態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 は 全 て 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、
本 発 明 の 非 赤 血 球 生 成 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 半 減 期 は 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 比 べ て 約
90％ 低 減 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
に も か か わ ら ず こ れ ら の 分 子 の 幾 つ か は 、 他 の 組 織 又 は 器 官 の 中 で エ リ ス ロ ポ エ チ ン 自 体
の 機 能 と 似 た 機 能 を 発 揮 す る 。 例 え ば 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 31位 ～ 47位 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む 17量 体 は 、 赤 血 球 生 成 に つ い て 不 活 性 で あ る が 、 in vitroで は 神 経 細 胞 に 対 し て
完 全 に 活 性 で あ る （ Campana & O'Brien, 1998: Int. J. Mol. Med. 1:235-41） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 用 途 に 望 ま し い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 分 子 は 、 グ ア ニ
ジ ン 化 （ guanidination） 、 ア ミ ジ ン 化 （ amidination） 、 カ ル バ ミ ル 化 （ カ ル バ モ イ ル 化
） 、 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 サ ク シ ニ ル 化 、 ニ ト ロ 化 、 あ る い は 、 ア ル ギ ニ
ン 、 リ シ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン も し く は シ ス テ イ ン 残 基 又 は カ ル ボ ニ ル 基 の 修 飾
に よ っ て 、 特 に 例 え ば 限 定 的 蛋 白 分 解 、 ア ミ ノ 基 の 除 去 、 及 び /又 は 分 子 生 物 学 的 技 法 に
よ る ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン も し く は シ ス テ イ ン 残 基 の 突 然 変 異
的 置 換 に よ っ て 、 特 定 の 器 官 及 び 組 織 に 対 す る 適 度 な 活 性 レ ベ ル を 維 持 し 且 つ 他 の 器 官 及
び 組 織 （ 赤 血 球 等 ） に 対 し て 活 性 を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 生 成 す る こ と に よ り 、 作
製 す る こ と が で き る （ 例 え ば Satakeら ； 1990, Biochim. Biophys. Acta 1038: 125-9； 本
明 細 書 中 に 参 考 と し て 全 て 組 み 込 ま れ る ） 。 以 下 に 記 載 す る よ う な １ つ の 非 限 定 的 な 例 は
、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル 等 の グ リ オ キ サ ー ル と の 反 応 に よ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ル ギ
ニ ン 残 基 の 修 飾 で あ る （ Takahashi, 1977, J. Biochem. 81:395-402の プ ロ ト コ ー ル に 従
う ） 。 以 下 に 記 載 さ れ る よ う に 、 こ の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は そ の 神 経 栄 養 効 果 を
完 全 に 保 持 し て い る 。 こ の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 様 々
な 用 途 及 び 組 成 物 に つ い て 全 て 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 等 の 合 成 分 子 及 び 組 換 え 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン の 組 換 え 哺 乳 動 物 形 態 、 な ら び に そ の 天 然 発 生 形 態 、 腫 瘍 誘 導 型 形 態 、 及 び 組 換 え ア
イ ソ フ ォ ー ム （ 例 え ば 組 換 え に よ り 発 現 さ せ た 分 子 及 び 相 同 的 組 換 え に よ り 調 製 さ れ た も
の 等 ） が 本 明 細 書 中 に お い て 提 供 さ れ る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 に 結
合 す る ペ プ チ ド を 含 む 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 構 造 的 及 び /も し く は 生 物 学 的 特 性 の 一
部 又 は 全 て を 保 有 す る 組 換 え 構 築 物 又 は 他 の 分 子 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の フ ラ グ メ ン ト 及 び
多 量 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む ） を 含 む 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン
又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 結 合 活 性 が 改 変 さ れ た 分 子 （ 好 ま し く は 受 容 体 親 和 性 が 高 ま
っ た も の ） を 包 含 し 、 特 に 、 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 す る 輸 送 の 増 強 に 関 す る 。 グ リ コ シ ル 化
部 位 の 数 が 増 加 も し く は 減 少 し た 分 子 を 含 む 突 然 変 異 蛋 白 質 は 本 明 細 書 中 に 含 ま れ る 。 上
記 の よ う に 、 他 の 用 語 と 同 様 に 、 「 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 」 及 び 「 模 倣 体 」 と い う 用 語 は 、 本
明 細 書 中 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 を 保 護 及 び 増 強 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関
連 分 子 及 び 内 皮 細 胞 バ リ ア を 通 過 す る こ と が で き る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 を 指 す た め
に 、 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
さ ら に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に よ っ て 産 生 さ れ る 分 子 も 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。 本
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明 細 書 中 に 包 含 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う な 、 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 受 容 体 と 相 互 作 用 す る 能 力 、 又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 を 調 節 す る も し く は
エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ り 活 性 化 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 活 性 化 す る 能 力 以 外 は 、
構 造 的 又 は 他 の 形 で エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 に 必 ず し も 似 て い る 必 要 は な い こ と に 留 意 さ れ
た い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
非 限 定 的 な 例 と し て は 、 本 発 明 の 実 施 で 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 形 態 と し て は 、 米 国 特
許 第 5,457,089号 及 び 米 国 特 許 第 4,835,260号 に 記 載 さ れ た カ ル ボ キ シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 が 修
飾 さ れ た も の 等 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 蛋 白 質 ； 米 国 特 許 第 5,856,298号 に 記 載 さ れ
た も の 等 の 、 １ 分 子 あ た り 様 々 な 数 の シ ア ル 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア イ ソ フ ォ
ー ム 及 び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 米 国 特 許 第 4,703,008号 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
； 米 国 特 許 第 5,767,078号 に 記 載 さ れ た ア ゴ ニ ス ト ； 米 国 特 許 第 5,773,569号 及 び 第 5,830,
851号 に 記 載 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 に 結 合 す る ペ プ チ ド ； 米 国 特 許 第 5,835,382号
に 記 載 さ れ た も の 等 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 を 活 性 化 す る 小 分 子 模 倣 体 ； な ら び に 国 際
特 許 出 願 公 開 番 号 第 WO9505465号 、 WO9718318号 、 及 び WO9818926号 に 記 載 さ れ た エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 類 似 体 等 が あ る 。 上 記 引 用 文 献 の 全 て は 、 こ の よ う な 開 示 内 容 が 、 本 発 明 の エ リ
ス ロ ポ エ チ ン の 様 々 な 代 替 形 態 又 は こ の よ う な 形 態 を 調 製 す る た め の プ ロ セ ス の 参 考 と な
る 程 度 に 、 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 例 え ば PROCRIT（ Ortho Biotech Inc., Raritan, NJ） 及 び EPOGEN（
Amgen, Inc., Thousand Oaks, CA） と い う 商 品 名 で 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 様 分 子 の 活 性 （ 単 位 ： unit
） は 、 伝 統 的 に は 、 げ っ 歯 類 モ デ ル に お け る 赤 血 球 細 胞 産 生 の 刺 激 に お け る そ の 効 力 に 基
づ い て （ 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 国 際 標 準 に よ っ て ） 定 義 さ れ る 。 通 常 の エ リ ス ロ ポ エ チ
ン （ 分 子 量 お よ そ 34,000） の １ unit（ U） は 、 タ ン パ ク 質 約 8ngで あ る （ タ ン パ ク 質 1mgは
お よ そ 125,000Uで あ る ） 。 し か し 、 赤 血 球 産 生 に 対 す る 効 果 は 、 本 明 細 書 中 の 所 望 の 活 性
の 二 次 的 な も の で あ り 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 幾 つ か に つ い て は 検 出 可 能 な 特 性 で
あ る 必 要 は な い た め 、 赤 血 球 産 生 活 性 に 基 づ い て 活 性 を 定 義 す る の は 適 当 で は な い 。 従 っ
て 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 の 活 性 単 位
は 、 神 経 細 胞 系 又 は 他 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 系 に お い て 、 WHO国 際 標 準 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 活 性 と 同 じ 活 性 を 同 じ 系 の 中 で 誘 発 す る の に 必 要 な タ ン パ ク
質 の 量 と し て 定 義 さ れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 中 に 示 さ れ る ガ イ ダ ン ス に 従 っ て 、
非 赤 血 球 産 生 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 又 は 関 連 分 子 の 単 位 を 簡 単 に 決 定 す る こ と が で き る で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 明 細 書 中 で 有 用 な 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 修 飾 に 加 え て 、 以 下 の 記 載 は 本 発 明 の 様 々 な エ
リ ス ロ ポ エ チ ン に 範 囲 を 広 げ て 説 明 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も シ ア ル 成 分 を 持 た な い （ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ
チ ン と 呼 ば れ る ） も の で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 ヒ ト
ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は
、 少 な く と も 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12又 は 13個 の シ ア ル 酸 残 基 を 有 す る
も の で あ っ て も よ い 。 こ れ は 、 シ ア リ ダ ー ゼ を 用 い て 、 例 え ば ProZyme Inc.（ San Leandr
o, California） の シ ア リ ダ ー ゼ Aの 該 製 造 業 社 の パ ッ ケ ー ジ ン グ に 記 載 さ れ る よ う に 、 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン を 脱 シ ア リ ル 化 （ desialylate） す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る
。 典 型 的 に は 、 PROZYME（ 登 録 商 標 ） GLYCOPRO（ 登 録 商 標 ） の 配 列 決 定 等 級 の （ sequencin
g-grade） シ ア リ ダ ー ゼ A（ 商 品 名 ） （ N-ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ N-acetylneuraminate）
グ リ コ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 EC3.2.1.18） を 用 い て 、 複 合 体 糖 鎖 及 び 糖 蛋 白 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン
等 ） か ら 全 て の 非 還 元 末 端 シ ア ル 酸 残 基 を 切 断 す る 。 こ の よ う に シ ア リ ダ ー ゼ Aは 、 （ 内
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部 残 基 に 結 合 し た ） 分 岐 状 シ ア ル 酸 を 切 断 す る 。 シ ア リ ダ ー ゼ Aは 、 ア ル ト ロ バ ク タ ー 属 A
rthrobacter ureafciensの ク ロ ー ン か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 の 数 が 減 少 し た も の で あ っ て も よ い 。 N結 合
型 糖 鎖 を 除 去 す る た め に 、 例 え ば 、 Hermentinら （ 1996, Glycobiology 6(2): 217-30） に
よ り 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ヒ ド ラ ジ ン で 処 理 す る こ と が で き る 。
上 記 の よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 3つ の N結 合 型 糖 鎖 成 分 を 持 つ 。 本 発 明 は 、 N結 合 型 糖
鎖 を 2つ も し く は 1つ 持 つ 又 は 1つ も 持 た な い こ れ ら の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 少 な く と も １ つ の グ リ コ シ ダ ー ゼ
で 処 理 す る こ と に よ り 少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 が 低 下 し た も の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、
Chen及 び Evangelista, 1998, Electrophoresis 19(15): 2639-44の 手 法 に 従 っ て も よ い 。
さ ら に 、 O結 合 型 糖 鎖 の 除 去 は 、 Hokkeら , 1995, Eur. J. Biochem. 228(3):981-1008に 記
載 さ れ る 方 法 に 従 っ て 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 糖 鎖 部 分 は 、 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 発 現
さ せ る こ と に よ っ て 非 哺 乳 動 物 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 少 な く と も 有 し て い て も よ い 。
好 ま し く は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 昆 虫 も し く は 植 物 細 胞 の 中 で 発 現 さ れ る 。 非 限 定 的 な 例
と し て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い た 昆 虫 細 胞 内 で の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 発 現 は 、 Qu
elleら , 1989, Blood 74(2):652-657に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 他 の 方 法 は 、 米 国 特 許
第 5,637,477号 に 記 載 さ れ て い る 。 植 物 細 胞 系 中 で の 発 現 は 、 Matsumotoら , 1993, Biosci
., Biotech. Biochem. 57(8): 1249-1252の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、
細 菌 中 で 発 現 さ せ る と 、 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 得 ら れ る 。 こ れ ら は 単
に 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 生 成 に 有 用 な 方 法 の 例 で あ り 、 限 定 的 な も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 化 学 的 に 還 元 す る こ と も で き る 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化
糖 鎖 を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 過 ヨ ウ 素 酸 に よ り 酸 化
さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て も よ い 。 過 ヨ ウ 素 酸 に よ り 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン
も ま た 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム や シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 等 の 水 素 化 ホ ウ 素 塩 で
化 学 的 に 還 元 す る こ と が で き る 。 過 ヨ ウ 素 酸 に よ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 酸 化 は 、 例 え ば Li
nsleyら , 1994, Anal. Biochem. 219(2):207-17に よ り 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て 実 行 す る
こ と が で き る 。 過 ヨ ウ 素 酸 に よ る 酸 化 の 後 の 化 学 的 な 還 元 は 、 Tonilli及 び Meints, 1978,
 J. Supramol. Struct. 8(1):67-78の 方 法 に 従 っ て 実 行 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
上 記 用 途 の た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基
を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 1つ 以 上 の ア ル ギ ニ
ン 残 基 上 に R-グ リ オ キ サ ー ル 成 分 （ こ こ で Rは ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 低 級 ア ル キ ル
、 低 級 ア ル コ キ シ も し く は シ ク ロ ア ル キ ル 基 、 ま た は α -デ オ キ シ グ リ シ ト リ ル 基 で あ っ
て も よ い ） を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 低 級 「 ア ル キ ル 」 と い う
用 語 は 、 直 鎖 状 も し く は 分 岐 鎖 状 の 飽 和 脂 肪 族 炭 化 水 素 基 （ 好 ま し く は 1～ 6個 の 炭 素 原 子
を 含 む も の ） を 意 味 す る 。 こ の よ う な 基 の 代 表 的 な も の と し て は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ
プ ロ ピ ル 、 イ ソ ブ チ ル 、 ブ チ ル 、 ペ ン チ ル 、 ヘ キ シ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 「 ア ル コ キ シ 」 と
い う 用 語 は 、 酸 素 に よ っ て 該 分 子 の 残 り の 部 分 に 結 合 さ れ た 上 記 定 義 の 低 級 ア ル キ ル 基 を
意 味 す る 。 ア ル コ キ シ の 例 と し て は 、 メ ト キ シ 、 エ ト キ シ 、 プ ロ ポ キ シ 、 イ ソ プ ロ ポ キ シ
等 が 挙 げ ら れ る 。 「 シ ク ロ ア ル キ ル 」 と い う 用 語 は 、 3個 ～ 約 8個 の 炭 素 を 有 す る 環 状 ア ル
キ ル 基 （ 例 え ば シ ク ロ プ ロ ピ ル 、 シ ク ロ ブ チ ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル 等 を 含 む ） を 指 す 。 ア リ
ー ル と い う 用 語 は 、 フ ェ ニ ル 基 及 び ナ フ チ ル 基 を 指 す 。 ヘ テ ロ ア リ ー ル と い う 用 語 は 、 酸
素 、 窒 素 及 び 硫 黄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1～ 3個 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 4～ 10員 の ヘ テ ロ
環 状 基 を 指 す 。 例 と し て は 、 イ ソ オ キ サ ゾ リ ル （ isoxazolyl） 、 フ ェ ニ ル イ ソ オ キ サ ゾ リ
ル 、 フ リ ル 、 ピ リ ミ ジ ニ ル 、 キ ノ リ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ キ ノ リ ル 、 ピ リ ジ ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ル
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、 ピ ロ リ ジ ニ ル 、 1,2,4-ト リ ア ゾ リ ル （ triazolyl） 、 チ ア ゾ リ ル 、 チ エ ニ ル 等 が 挙 げ ら
れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 R基 は 置 換 さ れ た も の 、 例 え ば 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン の 4-
ト リ ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 基 等 で あ っ て も よ い 。 R-グ リ オ キ サ ー ル 化 合 物 の 典 型 的 な 例 は 、 グ
リ オ キ サ ー ル 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン 、 及 び フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ
ー ル で あ る 。 好 適 な R-グ リ オ キ サ ー ル 化 合 物 は 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル ま た は フ ェ ニ ル グ
リ オ キ サ ー ル で あ る 。 こ の よ う な 修 飾 方 法 の 例 は 、 Werberら , 1975, Isr. J. Med. Sci. 
11(11); 1169-70（ フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル を 用 い る も の ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
更 な る 例 に お い て 、 少 な く と も １ つ の ア ル ギ ニ ン 残 基 は 、 好 ま し く は お よ そ 50mmolの ホ ウ
酸 塩 緩 衝 液 （ pH8～ 9） 中 に お い て 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 又 は シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン 等 の ビ シ
ナ ル ジ ケ ト ン と の 反 応 に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 2,3-ブ タ ン ジ オ ン を 用 い た 後 者 の 修
飾 を 行 う た め の 手 法 は 、 Riordan, 1973, Biochemistry 12(20):3915-3923に 従 っ て 行 う こ
と が で き る 。 ま た 、 シ ク ロ ヘ キ サ ノ ン を 用 い た 手 法 は 、 Patthyら , 1975, J. Biol. Chem 
250(2):565-9に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 含 む も の も
し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た も の で あ っ て も よ く 、 こ の よ
う な 修 飾 と し て は 、 リ シ ン 残 基 を ア ミ ノ 基 修 飾 剤 と 反 応 さ せ て 得 ら れ る も の が あ る 。 他 の
実 施 形 態 に お い て 、 リ シ ン 残 基 は 、 グ リ オ キ サ ー ル 誘 導 体 と の 反 応 （ 例 え ば グ リ オ キ サ ー
ル 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル 及 び 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と の 反 応 ） に よ っ て 修 飾 し 、 α -カ
ル ボ キ シ ア ル キ ル 誘 導 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 例 と し て は 、 Glomb及 び Monnier, 1995
, J. Biol. Chem. 270(17): 10017-26に 記 載 さ れ る よ う な グ リ オ キ サ ー ル と の 反 応 に よ り
カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ ン を 形 成 さ せ る も の 、 又 は 、 Degenhardtら , 1998, Cell. Mol. Bio
l. (Noisy-le-grand)44(7):1139-45に 記 載 さ れ る よ う な メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル と の 反 応 に
よ り （ 1-カ ル ボ キ シ エ チ ル ） リ シ ン を 形 成 さ せ る も の が 挙 げ ら れ る 。 修 飾 さ れ た リ シ ン 残
基 を さ ら に 化 学 的 に 還 元 し て も よ い 。 例 え ば 、 実 施 例 5に 記 載 さ れ る 方 法 等 に 従 っ て リ シ
ン 基 に よ り エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ビ オ チ ン 化 し て も よ い 。 実 施 例 5で は 、 D-ビ オ チ ノ イ ル -ε
-ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル を エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 反 応 さ せ
た 後 、 Wojchowski及 び Caslake, 1989, Blood 74(3):952-8に よ り 記 載 さ れ た よ う に セ ン ト
リ コ ン （ Centricon） 10カ ラ ム で の ゲ ル 濾 過 に よ り 未 反 応 ビ オ チ ン を 除 去 し た 。 上 記 報 告
書 に お い て 著 者 等 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ビ オ チ ン 化 す る 3つ の 異 な る 方 法 を 使 用 し て お
り 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 用 途 で 用 い る エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 調 製 す る た め に は 、 こ れ ら
の 方 法 の ど れ で も 用 い る こ と も で き る 。 ビ オ チ ン は 、 （ 1） シ ア ル 酸 成 分 、 （ 2） カ ル ボ キ
シ ラ ー ト 基 又 は （ 3） ア ミ ノ 基 に 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
他 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 リ シ ン を ア ル デ ヒ ド 又 は 還 元 糖 と 反 応 さ せ て イ ミ ン を 形 成 さ せ
、 こ の イ ミ ン を 、 シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 等 を 用 い た 還 元 に よ り 安 定 化 さ せ て 、 グ
ル シ ト リ ル リ シ ン 等 の N-ア ル キ ル 化 リ シ ン を 形 成 し て も よ い し 、 又 は 還 元 糖 を 用 い る 場 合
は 該 イ ミ ン を ア マ ド リ 転 位 又 は ヘ イ ン ズ 転 位 に よ り 安 定 化 さ せ て 、 α -デ オ キ シ -α -フ ル
ク ト シ ル リ シ ン 等 の α -デ オ キ シ -α -ア ミ ノ 糖 を 形 成 し て も よ い 。 例 と し て 、 リ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） 中 の 0.5Mグ ル コ ー ス と 一 緒 に 60日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
る フ ル ク ト シ ル リ シ ン 修 飾 型 タ ン パ ク 質 の 調 製 は 、 Makitaら , 1992, J. Biol. Chem. 267
:5133-5138に よ り 記 載 さ れ て い る 。 他 の 例 に お い て 、 リ シ ン 基 は 、 シ ア ナ ー ト イ オ ン と の
反 応 等 に よ っ て カ ル バ ミ ル 化 さ れ て も よ い し 、 ア ル キ ル -イ ソ シ ア ナ ー ト 、 ア リ ー ル -イ ソ
シ ア ナ ー ト 、 ア ル キ ル -イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト 又 は ア リ ー ル -イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト と の 反 応 に
よ っ て 、 ア ル キ ル -カ ル バ ミ ル 化 、 ア リ ー ル -カ ル バ ミ ル 化 、 ア ル キ ル -カ ル バ モ イ ル 化 又
は ア リ ー ル -カ ル バ モ イ ル 化 さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 リ シ ン 基 は 、 反 応 性 の ア ル キ ル -も
し く は ア リ ー ル -カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 に よ っ て （ 例 え ば 無 水 酢 酸 、 無 水 コ ハ ク 酸 、 又 は 無 水
フ タ ル 酸 と の 反 応 等 に よ り ） ア シ ル 化 さ れ て も よ い 。 例 と し て は 、 4-ス ル ホ フ ェ ニ ル イ ソ
チ オ シ ア ナ ー ト 又 は 無 水 酢 酸 を 用 い た リ シ ン 基 の 修 飾 が 挙 げ ら れ る （ こ れ ら は い ず れ も Ga

10

20

30

40

50

(22) JP 2005-502584 A 2005.1.27



oら , 1994, Proc. Natl Acad Sci USA 91(25):12027-30に 記 載 さ れ て い る ） 。 ま た リ シ ン
基 は 、 ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 又 は 好 ま し く は そ の 塩 と の 反 応 に よ っ て 、 ト リ ニ ト
ロ フ ェ ニ ル 修 飾 さ れ て も よ い 。 こ の よ う な 方 法 は 、 以 下 の 実 施 例 5に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も 1つ の チ ロ シ ン 残 基 は 、 求 電 子 試 薬 に よ っ て 、 例 え ば ニ ト
ロ 化 又 は ヨ ウ 素 化 等 に よ っ て 、 芳 香 環 位 置 で 修 飾 す る こ と が で き る 。 非 限 定 的 な 例 と し て
、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と 反 応 さ せ て も （ Nestlerら , 1985, J. Biol
. Chem. 260(12):7316-21） 、 又 は 実 施 例 5に 記 載 さ れ る よ う に ヨ ウ 素 化 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
カ ル ボ ジ イ ミ ド と の 反 応 等 を 行 っ た 後 に グ リ シ ン ア ミ ド 等 （ た だ し こ れ に 限 定 さ れ な い ）
の ア ミ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く
は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 修 飾 の 例 は 実 施 例 5に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
他 の 例 に お い て 、 n-ブ ロ モ ス ク シ ン ン イ ミ ド 又 は n-ク ロ ロ ス ク シ ン イ ミ ド と の 反 応 等 の 後
に 、 Josseら , Chem Biol Interact 1999 May 14;119-120に 記 載 さ れ た よ う な 方 法 を 行 う
こ と に よ っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
さ ら に 他 の 実 施 例 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 例 え ば 、 ニ ン ヒ ド リ ン と 反 応 さ せ
た 後 に 、 そ の 結 果 生 じ る カ ル ボ ニ ル 基 を 水 素 化 ホ ウ 素 と の 反 応 に よ っ て 還 元 す る こ と 等 に
よ り 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 基 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
さ ら に 他 の 例 で は 、 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 等 の 還 元 剤 と 反 応 さ せ た 後 に 、 そ の 結 果 生 じ る ス
ル フ ヒ ド リ ル を ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 、 ヨ ー ド 酢 酸 又 は 他 の 求 電 子 試 薬 と 反 応 さ せ て ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 の 再 形 成 を 防 ぐ こ と に よ り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス チ ン 結 合 の う ち の
少 な く と も １ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 沢 山 の ア ミ ノ 酸 の う ち の 少 な く と も い ず れ か １ つ （ 例 え ば ロ イ シ ン 等
） が 、 分 子 生 物 学 的 技 法 を 用 い て リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 チ ロ シ ン 又 は シ
ス テ イ ン 残 基 の 少 な く と も １ つ で 置 換 さ れ た 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 例 え ば ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 後 で 切 断 す る た め に 特 定 の 残 基 を 標 的
と す る 限 定 的 な 化 学 的 蛋 白 分 解 に か け る こ と に よ り 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 調 製 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う に 得 ら れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン フ ラ グ メ ン ト は 本 明 細 書 中 に 包 含 さ
れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 目 的 の た め に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 上 記 修
飾 の う ち の 少 な く と も 1つ を 有 す る も の で あ っ て も よ い が 、 上 記 修 飾 の う ち 2つ 以 上 を 有 す
る も の で あ っ て も よ い 。 分 子 の 糖 鎖 部 分 に １ つ の 修 飾 と ア ミ ノ 酸 部 分 に １ つ の 修 飾 と を 有
す る 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 例 と し て 、 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン で あ っ て も よ く 、 そ の リ シ ン 残 基 は ビ オ チ ン 化 も し く は カ ル バ ミ ル 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
こ の よ う に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 用 途 の た め の 種 々 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 及 び こ れ
ら を 含 む 医 薬 組 成 物 が 包 含 さ れ る 。 こ の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 と し て は 、 本 明 細 書
中 の 教 示 に 基 づ い て 幾 つ か 代 表 的 な 例 （ た だ し 非 限 定 的 な 例 ） を 挙 げ る と 、 ア シ ア ロ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 、 N-脱 グ リ コ シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 O-脱 グ リ コ シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 糖 鎖 の 含 有 量 が 低 下 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン が 変 更 さ れ た エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 、 酸 化 さ れ た 後 に 還 元 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア リ ー ル グ リ オ
キ サ ー ル 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア ル キ ル グ リ オ キ サ ー ル 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 2,
3-ブ タ ン ジ オ ン 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
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、 ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ア ル キ ル 化 -リ シ ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 グ ル シ ト リ ル
リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -デ オ キ シ -α -フ ル ク ト シ ル リ シ ン -エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 カ ル
バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア セ チ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 サ ク シ ニ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン 、 α -カ ル ボ キ シ ア ル キ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ニ ト ロ 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ヨ ウ 素 化 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い の は ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ
チ ン を ベ ー ス と し た 上 記 修 飾 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
さ ら に 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の う ち の 幾 つ か は 新 規 な も の で あ り 、 本 発 明 は 、 こ の よ う
な 化 合 物 な ら び に こ れ ら を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 こ の よ う な 新
し い エ リ ス ロ ポ エ チ ン と し て は 、 過 ヨ ウ 素 酸 塩 酸 化 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 グ ル シ ト リ ル リ
シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 フ ル ク ト シ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 、 及 び カ ル バ ミ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
様 々 な 宿 主 発 現 ベ ク タ ー 系 を 利 用 し て 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ ン
関 連 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 宿 主 発 現 系 は 、 目 的 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を
作 製 し た 後 に 精 製 す る た め に 用 い る 媒 介 手 段 を 代 表 す る も の で あ る が 、 適 当 な 塩 基 コ ー ド
配 列 で 形 質 転 換 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た と き に in situで 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
遺 伝 子 産 物 を 示 し 得 る 細 胞 で も あ る 。 こ れ ら と し て は 、 以 下 に 挙 げ る 細 菌 、 昆 虫 、 植 物 、
及 び 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） 宿 主 系 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： 例 え ば 修 飾 型
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 産 物 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 等 の 組 換 え ウ イ ル ス 発 現
ベ ク タ ー に 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 等 ； カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス CaMVや タ バ コ モ ザ イ
ク ウ イ ル ス TMV等 の 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 感 染 さ せ た 植 物 細 胞 系 、 又 は エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 関 連 分 子 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む Tiプ ラ ス ミ ド 等 の 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ
ー で 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 系 ； あ る い は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー
（ 例 え ば メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー 等 ） も し く は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス に 由 来 す る プ ロ モ
ー タ ー （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5Kプ ロ モ ー タ ー
等 ） を 含 む 組 換 え 発 現 構 築 物 を 宿 し て い る 、 ヒ ト 細 胞 系 を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞 系 （ 例 え ば HT
1080、 COS、 CHO、 BHK、 293、 3T3） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
さ ら に 、 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 宿 主 細 胞 株 、 又 は 、 望 み 通 り の 特 定 の 仕 様 で 遺
伝 子 産 物 を 修 飾 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質
産 物 の こ の よ う な 修 飾 （ 例 え ば グ リ コ シ ル 化 ） 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ （ 例 え ば 切 断 ） は 、 タ
ン パ ク 質 の 機 能 に と っ て 重 要 で あ る 。 異 な る 宿 主 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 及 び 遺 伝 子 産 物 の 翻
訳 後 の プ ロ セ ッ シ ン グ 及 び 修 飾 の 特 徴 的 且 つ 独 特 な メ カ ニ ズ ム を 有 す る 。 発 現 さ れ る 外 来
タ ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ を 行 う た め に 、 適 当 な 細 胞 系 又 は 宿 主 系 を 選
択 す る こ と が で き る 。 こ の た め に 、 一 次 転 写 産 物 の 適 切 な プ ロ セ ッ シ ン グ 、 グ リ コ シ ル 化
、 及 び 遺 伝 子 産 物 の リ ン 酸 化 の た め の 細 胞 内 装 置 （ cellular machinery） を 有 す る 真 核 宿
主 細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 （ ヒ ト 宿 主 細 胞 を 含 む ） と し
て は 、 HT1080、 CHO、 VERO、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 293、 3T3及 び WI38が 挙 げ ら れ る が こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 的 な 高 収 率 産 生 の た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 の 遺 伝 子 産 物 を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 系 を 遺 伝 子 操 作 に よ り 作 製 す
る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 複 製 起 点 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る の で は な く 、 適 当 な 発 現
制 御 エ レ メ ン ト （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 配 列 、 転 写 終 結 因 子 、 ポ リ ア デ ニ
ル 化 部 位 等 ） に よ り 制 御 さ れ る DNA及 び 選 択 マ ー カ ー を 用 い て 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ
と が で き る 。 外 来 DNAを 導 入 し た 後 、 遺 伝 子 操 作 し た 細 胞 を 濃 縮 培 地 中 で 1～ 2日 間 増 殖 さ
せ た あ と 、 選 択 培 地 に 移 し 替 え る 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド 中 の 選 択 マ ー カ ー は 、 そ の 選 択 に 対
す る 耐 性 を 与 え 、 細 胞 の 染 色 体 の 中 に プ ラ ス ミ ド が 安 定 に 組 み 込 ま れ て こ れ ら の 細 胞 が フ
ォ ー カ ス を 形 成 で き る よ う に し 、 こ れ ら の フ ォ ー カ ス は 、 ク ロ ー ニ ン グ し て 細 胞 系 へ と 拡
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大 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 の 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る
細 胞 系 を 遺 伝 子 操 作 す る た め に 、 都 合 よ く 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 操 作
さ れ た 細 胞 系 は 特 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 の 遺 伝 子 産 物 の 内 因 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 評 価 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
あ る い は 、 細 胞 系 又 は 微 生 物 内 で の 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 の 発 現 特 性 は 、 異 種 DN
A調 節 エ レ メ ン ト を 、 挿 入 さ れ た 調 節 エ レ メ ン ト が 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 に 機 能
的 に 影 響 し 得 る 形 で 結 合 さ れ る よ う に 、 安 定 な 細 胞 系 も し く は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 微 生 物
の ゲ ノ ム 中 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 改 変 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 通 常 は 「 転 写 的 に 不
活 動 な （ transcriptionally silent） 」 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 （ す な わ ち 細 胞 系
の 中 で は 通 常 は 全 く 又 は 非 常 に 低 レ ベ ル で し か 発 現 さ れ な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 ） は
、 そ の 細 胞 系 又 は 微 生 物 の 中 で 通 常 は 発 現 さ れ な い 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 促 進 す る こ と が で
き る 調 節 エ レ メ ン ト を 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 活 性 化 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 転 写
的 に 不 活 動 な 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 は 、 細 胞 型 を 問 わ ず 機 能 す る 無 差 別 な 調 節 エ
レ メ ン ト を 挿 入 す る こ と に よ っ て 活 性 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
当 業 者 に 周 知 で あ る 、 及 び フ ラ ン ス 特 許 第 2646438号 （ パ ス ツ ー ル 研 究 所 ） 、 米 国 特 許 第 4
,215,051号 （ Chappel） 、 米 国 特 許 第 5,578,461号 （ Sherwinら ） 、 国 際 特 許 出 願 第 PCT/US9
2/09627号 （ WO93/09222号 ） （ Seldenら ） 、 及 び 国 際 特 許 出 願 第 PCT/US90/06436号 （ WO91/
06667号 ） （ Skoultchiら ） （ こ れ ら は そ れ ぞ れ 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 全 て 組 み 込 ま れ る
） に 記 載 さ れ て い る タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 式 相 同 的 組 換 え 等 の 技 法 を 用 い て 、 異 種 調 節 エ レ メ
ン ト を 、 該 エ レ メ ン ト が 内 因 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 に 機 能 的 に 影 響 し 得 る 形 で 結 合 さ
れ る よ う に 、 安 定 な 細 胞 系 又 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 微 生 物 の 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 シ ア ル 酸 残 基 が 少 な い か 又 は シ ア ル 酸 残 基 を 全 く 持 た
な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 を 、 哺 乳 動 物 細 胞 （ ヒ ト 細 胞 を 含 む ） 内 で 作 製 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 シ ア ル 酸 を 付 加 す る 酵 素 （ す な わ ち β -ガ ラ ク ト シ ド α 2,3シ
ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 「 α 2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 」 及 び β -ガ ラ ク ト シ ド α
2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 「 α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 」 活 性 ） に 欠 陥 が あ
る よ う に 又 は 該 酵 素 を 持 た な い よ う に 遺 伝 子 操 作 さ れ る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 α 2,
3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 及 び /も し く は α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺
伝 子 の い ず れ か 又 は 両 方 が 欠 失 し た 哺 乳 動 物 細 胞 を 用 い る 。 こ の よ う な 欠 失 は 、 当 分 野 で
周 知 で あ る 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 技 法 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 に お い
て 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ DHFR） 欠 陥 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 を
、 組 換 え エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 を 産 生 す る た め の 宿 主 細 胞 と し て 使 用 す る 。 CHO細 胞
は 酵 素 α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 発 現 し な い の で 、 こ れ ら の 細 胞 内 で 産 生 さ れ
る 糖 蛋 白 の N結 合 型 オ リ ゴ 糖 へ の 2,6結 合 中 に シ ア ル 酸 を 付 加 し な い 。 そ の 結 果 、 CHO細 胞
内 で 産 生 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 ガ ラ ク ト ー ス へ の 2,6結 合 中 に シ ア ル 酸 を 持 た な い
（ Sasakiら , (1987)； Takeuchiら （ 前 掲 ） 、 Mutsaersら , Eur. J. Biochem. 156, 651(19
86)； Takeuchiら , J. Chromotgr. 400, 207(1987)。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ア シ ア ロ -
エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 産 生 す る た め の 宿 主 細 胞 を 作 成 す る た め に 、 CHO細 胞 内 の α 2,3シ ア リ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ る 。 こ の よ う な 2,3シ ア リ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ ノ ッ ク ア ウ ト CHO細 胞 は シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 全 く 持 た な い た
め 、 ア シ ア ロ -エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 組 換 え 発 現 及 び 産 生 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ア シ ア ロ 糖 蛋 白 は 、 ゴ ル ジ 体 内 へ の シ ア ル 酸 の 輸 送 を 妨 げ る こ と
に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る （ 例 え ば Eckhardtら , 1998, J. Biol. Chem. 273:20189-9
5） 。 当 業 者 に 周 知 で あ る 方 法 （ 例 え ば Oelmannら , 2001, J. Biol. Chem. 276:26291-300
） を 用 い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 糖 CMP-シ ア ル 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 突 然 変 異 誘 発 を 起 こ し て 、
チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 の 突 然 変 異 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 細 胞 は
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、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 等 の 糖 蛋 白 に シ ア ル 酸 残 基 を 付 加 す る こ と が で き な い の で 、 ア シ ア ロ
エ リ ス ロ ポ エ チ ン の み を 産 生 す る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 産 生 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
哺 乳 動 物 細 胞 は 、 培 養 培 地 中 に 漏 れ 出 し た 場 合 に 効 率 良 く シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 分 解
す る 細 胞 質 ゾ ル シ ア リ ダ ー ゼ も 産 生 す る （ 例 え ば 、 Gramerら , 1995 Biotechnology 13:69
2-698） 。 （ 例 え ば Ferrariら , 1994, Glycobiology 4:367-373に 記 載 さ れ た 情 報 か ら ） 当
業 者 に 周 知 で あ る 方 法 を 用 い て 、 細 胞 系 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た り 、 突 然 変 異 さ せ た り 、
又 は 他 の 方 法 で 、 シ ア リ ダ ー ゼ を 構 成 的 に 産 生 す る よ う に さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う
に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 製 造 中 に 作 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の １ つ の 態 様 の 実 施 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 上 記 医 薬 組 成 物 は 、 脈 管 構
造 内 に 十 分 な レ ベ ル の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を も た ら し て 、 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 し た ト ラ ン ス
ロ ケ ー シ ョ ン を 可 能 に し 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 に 対 し て 有 益 な 影 響 を も た ら す 任
意 の 経 路 に よ り 、 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る も の で あ る 。 組 織 又 は 器 官 を 潅 流 す る
た め に 使 用 す る 場 合 、 同 様 の 結 果 が 望 ま し い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ex-vivo潅 流 で 使 用 す
る 場 合 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 等 （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ）
の 任 意 の 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て も よ く 、 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン 等 の 天 然 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン を 含 み 得 る 。 細 胞 又 は 組 織 が 血 管 新 生 さ れ て い な い 場 合 及 び /又 は 投 与 が 細 胞
も し く は 組 織 を 本 発 明 の 組 成 物 に 浸 す も の で あ る 場 合 、 医 薬 組 成 物 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
応 答 性 細 胞 に 有 益 な 有 効 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 提 供 す る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ト ラ ン ス
ロ ケ ー ト す る 時 に 通 る 内 皮 細 胞 バ リ ア と し て は 、 哺 乳 動 物 の 体 内 に 存 在 す る 密 着 帯 、 有 孔
接 合 部 （ perforated junction） 、 有 窓 接 合 部 （ fenestrated junction） 、 及 び 他 の タ イ
プ の 内 皮 バ リ ア が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な バ リ ア は 、 内 皮 細 胞 密 着 帯 で あ る が 、 本 発 明 は そ れ
に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 一 般 に 、 主 に 神 経 症 状 又 は 精 神 医 学 的 症 状 を 有 す る 、 中 枢 神 経 系
又 は 末 梢 神 経 系 の ヒ ト 疾 患 、 眼 の 疾 患 、 心 臓 血 管 疾 患 、 心 肺 疾 患 、 呼 吸 器 疾 患 、 腎 臓 疾 患
、 尿 路 疾 患 、 生 殖 器 系 疾 患 、 胃 腸 疾 患 、 内 分 泌 性 異 常 及 び 代 謝 性 異 常 の 治 療 的 も し く は 予
防 的 処 置 に お い て 有 用 で あ る 。 特 に 、 こ の よ う な 症 状 及 び 疾 患 と し て は 、 低 酸 素 状 態 が 挙
げ ら れ る 。 低 酸 素 状 態 は 、 中 枢 神 経 系 組 織 、 抹 消 神 経 系 組 織 、 心 臓 組 織 又 は 網 膜 組 織 （ 例
え ば 脳 、 心 臓 、 又 は 網 膜 /眼 等 ） 内 の 興 奮 性 組 織 等 の 興 奮 性 組 織 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 。 従 っ
て 本 発 明 は 、 種 々 の 症 状 及 び 状 況 に お け る 低 酸 素 状 態 に よ り 生 じ る 興 奮 性 組 織 へ の ダ メ ー
ジ を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 症 状 及 び 状 況 の 非 限 定 的 な
例 を 、 以 下 の 表 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 に 従 っ て 治 療 す る こ と が で き る 神 経 組 織 の 病 理 の 保 護 の 例 に お い て 、 こ の よ う な 病
理 に は 、 神 経 組 織 へ の 酸 素 供 給 量 の 低 下 に よ り 生 じ る も の が 含 ま れ る 。 神 経 組 織 へ の 酸 素
の 利 用 可 能 性 を 低 下 さ せ る あ ら ゆ る 条 件 （ ス ト レ ス 、 ダ メ ー ジ 、 そ し て 最 終 的 に は 神 経 細
胞 死 を も た ら す ） は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 。 一 般 に 低 酸 素 症 及 び
/又 は 虚 血 に 関 し て 、 こ れ ら の 条 件 は 、 卒 中 、 血 管 閉 塞 、 出 生 前 も し く は 生 後 の 酸 素 欠 乏
、 窒 息 、 気 道 内 閉 塞 、 溺 水 （ near drowning） 、 一 酸 化 炭 素 中 毒 、 煙 吸 入 、 外 傷 （ 外 科 手
術 及 び 放 射 線 療 法 を 含 む ） 、 仮 死 、 癲 癇 、 低 血 糖 症 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 気 腫 、 成 人 呼 吸
促 進 症 候 群 、 低 血 圧 性 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 イ ン ス
リ ン シ ョ ッ ク 、 鎌 状 赤 血 球 発 症 、 心 拍 停 止 、 律 動 異 常 、 窒 素 性 ナ ル コ ー シ ス 、 及 び 心 肺 バ
イ パ ス 手 術 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 神 経 性 欠 損 等 （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 含 む 又
は こ れ ら か ら 生 じ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
１ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば 腫 瘍 切 除 又 は 動 脈 瘤 の 修 復 等 の 外 科 手 術 中 に 傷 害 又 は 組
織 ダ メ ー ジ の 危 険 か ら 生 じ る 傷 害 又 は 組 織 ダ メ ー ジ を 防 ぐ た め に 、 例 え ば 特 定 の EPO組 成
物 を 投 与 す る こ と が で き る 。 低 血 糖 症 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 又 は 低 血 糖 症 か ら 生 じ る 他 の
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病 理 で あ っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ っ て 治 療 可 能 な も の と し て は 、 イ ン ス リ
ン の 過 剰 投 与 （ 医 原 性 高 イ ン ス リ ン 血 症 と も 呼 ば れ る ） 、 イ ン ス リ ノ ー マ 、 成 長 ホ ル モ ン
欠 陥 、 低 副 腎 皮 質 機 能 、 薬 物 の 過 剰 投 与 、 及 び あ る 種 の 腫 瘍 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
興 奮 性 神 経 組 織 の ダ メ ー ジ に よ り 発 生 す る 他 の 病 理 と し て は 、 発 作 障 害 （ 癲 癇 、 痙 攣 、 又
は 慢 性 発 作 障 害 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 他 の 治 療 可 能 な 症 状 及 び 疾 患 と し て は 、 卒 中 、 多 発 性
硬 化 症 、 低 血 圧 症 、 心 拍 停 止 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 脳 性 小 児 麻 痺 、 脳 脊
髄 の 外 傷 、 AIDS痴 呆 、 老 化 に よ る 認 知 機 能 の 低 下 、 記 憶 喪 失 （ memory loss） 、 筋 萎 縮 性
側 索 硬 化 症 、 発 作 障 害 、 ア ル コ ー ル 中 毒 症 、 網 膜 虚 血 、 緑 内 障 に よ り 生 じ る 視 神 経 の ダ メ
ー ジ 、 及 び ニ ュ ー ロ ン 減 少 な ど の 疾 患 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 発 明 の 特 定 の 組 成 物 及 び 方 法 を 用 い て 、 網 膜 組 織 の 症 状 及 び 網 膜 組 織 へ の ダ メ ー ジ を 治
療 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 障 害 と し て は 、 網 膜 虚 血 、 黄 斑 変 性 、 網 膜 剥 離 、 色 素 性
網 膜 炎 、 動 脈 硬 化 性 網 膜 症 、 高 血 圧 性 網 膜 症 、 網 膜 動 脈 閉 塞 （ blockage） 、 網 膜 静 脈 閉 塞
、 低 血 圧 症 、 及 び 糖 尿 病 性 網 膜 症 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 の 原 則 は 、 放 射 線 に よ る 興 奮 性 組 織 へ の ダ メ ー ジ か
ら 生 じ る 損 傷 を 保 護 又 は 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 の 他 の 用 途
は 、 神 経 毒 中 毒 症 （ 例 え ば ド ウ モ イ 酸 （ domoic acid） に よ る 貝 中 毒 、 神 経 ラ シ リ ズ ム （ n
eurolathyrism） 及 び Guam疾 患 等 ） 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 及 び パ ー キ ン ソ ン 病 の 治 療 に
お い て で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 上 記 の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 末 梢 投 与 に よ り 哺 乳 動 物 に お
け る 興 奮 性 組 織 の 機 能 を 強 化 す る 方 法 に も 関 す る 。 こ の 方 法 を 用 い た 治 療 に よ り 、 種 々 の
疾 患 及 び 症 状 を 治 療 す る こ と が で き 、 さ ら に こ の 方 法 は 、 何 の 症 状 も 疾 患 も な い 場 合 に 認
知 機 能 を 増 強 す る の に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の こ れ ら の 使 用 （ ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 両
方 に お け る 学 習 及 び 訓 練 の 増 強 を 含 む ） に つ い て 、 以 下 に さ ら に 詳 し く 記 載 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 の こ の 態 様 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 中 枢 神 経 系 に 関 係 す る 症 状 及 び 疾
患 と し て は 、 気 分 障 害 、 不 安 障 害 、 う つ 病 、 自 閉 症 、 注 意 欠 陥 過 活 動 性 障 害 、 及 び 認 知 機
能 障 害 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 症 状 は 神 経 機 能 の 増 強 に よ り 恩
恵 を 得 る 。 本 発 明 の 教 示 に 従 っ て 治 療 す る こ と が で き る 他 の 障 害 に は 、 睡 眠 障 害 （ 例 え ば
睡 眠 時 無 呼 吸 及 び 旅 行 に 関 係 す る 障 害 等 ） 、 ク モ 膜 下 及 び 動 脈 瘤 出 血 、 低 血 圧 性 シ ョ ッ ク
、 振 と う 症 傷 害 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 及 び 種 々 の 脳 炎 及 び 髄
膜 炎 （ 例 え ば 狼 瘡 等 の 結 合 組 織 に 関 係 す る 脳 炎 ） の 続 発 症 が 含 ま れ る 。 他 の 用 途 と し て は
、 神 経 毒 に よ る 中 毒 （ 例 え ば ド ウ モ イ 酸 に よ る 貝 中 毒 、 神 経 ラ シ リ ズ ム 及 び Guam疾 患 等 ）
、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 塞 栓 性 も し く は 虚 血 性 傷 害 の 術 後 の 処 置 、 全 脳
放 射 線 照 射 、 鎌 状 赤 血 球 発 症 、 な ら び に 子 癇 の 予 防 又 は こ れ ら か ら の 保 護 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 更 な る 症 状 群 と し て は 、 遺 伝 性 も し く は 後 天
性 の ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 （ 神 経 の 損 傷 及 び 死 を 典 型 と す る 様 々 な 神 経 疾 患 の 原 因 と な
る ） が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 リ ー 病 （ 亜 急 性 壊 死 性 脳 障 害 ） は 、 ニ ュ ー ロ ン 脱 落 に よ る 視
力 低 下 の 進 行 と 脳 障 害 及 び 筋 障 害 を 特 徴 と す る 。 こ れ ら の 場 合 、 不 完 全 な ミ ト コ ン ド リ ア
代 謝 に よ り 、 興 奮 性 細 胞 の 代 謝 の 燃 料 と な る 高 エ ネ ル ギ ー 物 質 を 十 分 供 給 す る こ と が で き
な い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 調 節 因 子 は 、 様 々 な ミ ト コ ン ド リ ア 疾 患 に お い て 弱 ま
っ た 機 能 を 最 適 に す る 。 上 記 の よ う に 、 低 酸 素 状 態 は 、 興 奮 性 組 織 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 。 興
奮 性 組 織 と し て は 、 中 枢 神 経 系 組 織 、 末 梢 神 経 系 組 織 、 及 び 心 組 織 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 上 記 症 状 に 加 え て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 一 酸 化 炭 素 お よ び 煙 の 吸 入 な ど の
吸 入 中 毒 、 重 度 の 喘 息 、 成 人 呼 吸 促 進 症 候 群 、 な ら び に 窒 息 及 び 溺 水 の 治 療 に お い て 有 用
で あ る 。 低 酸 素 状 態 を 引 き 起 こ す 又 は 何 ら か に よ り 興 奮 性 組 織 の ダ メ ー ジ を 誘 導 す る 更 な
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る 症 状 と し て は 、 イ ン ス リ ン の 不 適 切 な 投 与 に お い て 生 じ 得 る 又 は イ ン ス リ ン 産 生 新 生 物
（ イ ン ス リ ノ ー マ ） を 有 す る 低 血 糖 症 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
興 奮 性 組 織 の ダ メ ー ジ が 原 因 で あ る と 考 え ら れ て い る 様 々 な 神 経 心 理 学 的 障 害 は 、 本 発 明
の 方 法 に よ っ て 治 療 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ る 治 療 が 提 供 さ れ る 神 経 の ダ メ ー ジ が 関 与 し
て い る 慢 性 疾 患 に は 、 中 枢 神 経 系 及 び /又 は 末 梢 神 経 系 に 関 係 す る 障 害 （ 老 化 に よ る 認 知
機 能 の 低 下 及 び 老 人 性 痴 呆 、 慢 性 発 作 障 害 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、
記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 結 節 硬 化 症 、 ウ ィ ル ソ ン 病 脳 及 び 進 行 性
核 上 性 麻 痺 、 Guam疾 患 、 レ ー ヴ ィ 小 体 痴 呆 、 プ リ オ ン 疾 患 （ 例 え ば ク ロ イ ツ フ ェ ル ト -ヤ
コ ブ 病 、 ハ ン テ ィ ン グ ト ン 病 、 筋 緊 張 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 フ リ ー ト ラ イ ヒ 運 動 失 調 及 び 他
の 運 動 失 調 等 の 海 綿 状 脳 障 害 ） 、 ジ ル ・ ド ・ ラ ・ ツ レ ッ ト 症 候 群 、 癲 癇 等 の 発 作 障 害 及 び
慢 性 発 作 障 害 、 卒 中 、 脳 も し く は 脊 髄 の 外 傷 、 AIDS痴 呆 、 ア ル コ ー ル 中 毒 症 、 自 閉 症 、 網
膜 虚 血 、 緑 内 障 、 高 血 圧 症 や 睡 眠 障 害 等 の 自 立 神 経 機 能 障 害 、 な ら び に 神 経 精 神 障 害 （ 精
神 分 裂 病 、 分 裂 情 動 性 障 害 、 注 意 欠 陥 障 害 、 気 分 変 調 性 障 害 、 大 う つ 病 、 躁 病 、 強 迫 性 障
害 、 精 神 活 性 物 質 使 用 障 害 、 不 安 、 パ ニ ッ ク 障 害 、 一 極 性 及 び 双 極 性 情 動 障 害 を 含 む が こ
れ ら に 限 定 さ れ な い ） が 含 ま れ る 。 更 な る 神 経 精 神 障 害 及 び 神 経 変 性 障 害 と し て は 、 例 え
ば 、 米 国 精 神 医 学 協 会 （ American Psychiatric Association） の 精 神 障 害 の 診 断 及 び 統 計
マ ニ ュ ア ル （ Diagnostic and Statistical manual of Mental Disorders, DSM） に 記 載 さ
れ て い る も の が あ り 、 最 新 バ ー ジ ョ ン は 、 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 全 て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 組 換 え キ メ ラ 毒 素 分 子 は 、 癌 等 の 増 殖 性
障 害 又 は 亜 急 性 硬 化 性 汎 脳 炎 等 の ウ イ ル ス 性 障 害 を 治 療 す る た め の 、 毒 素 の 治 療 的 送 達 の
た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
以 下 の 表 は 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 様 々 な 症 状 及 び 疾 患 の
追 加 的 な 例 の 非 限 定 的 適 応 症 を 列 挙 し て い る 。
【 表 １ 】
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上 記 の 通 り 、 こ れ ら の 疾 患 、 障 害 又 は 症 状 は 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ っ て 提 供 さ
れ る 恩 恵 の 範 囲 の 単 な る 例 示 で あ る 。 従 っ て 本 発 明 は 一 般 に 、 機 械 的 な 外 傷 又 は ヒ ト 疾 患
の 結 果 生 じ る 不 調 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 を 提 供 す る 。 CNS及 び /又 は 末 梢 神 経 系 の 疾
患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 が 好 ま し い 。 精 神 医 学 的 要 素 を 有 す る 疾
患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 が 提 供 さ れ る 。 眼 、 心 血 管 、 心 肺 、 呼 吸
器 系 、 腎 臓 、 尿 道 、 生 殖 器 、 胃 腸 、 内 分 泌 性 又 は 代 謝 性 の 要 素 を 持 つ も の 等 （ た だ し こ れ
ら に 限 定 さ れ な い ） の 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
１ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の こ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 標 的 細 胞 、 組 織
又 は 器 官 を 保 護 又 は 増 強 す る た め に 全 身 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 投 与 は 、 非
経 口 、 吸 入 、 又 は 粘 膜 経 由 で 行 わ れ る （ 例 え ば 口 内 、 鼻 腔 内 、 直 腸 内 、 膣 内 、 舌 下 、 粘 膜
下 、 又 は 経 皮 投 与 等 ） 。 好 ま し く は 、 投 与 は 、 例 え ば 静 脈 内 も し く は 腹 腔 内 注 射 等 に よ る
非 経 口 経 由 で あ り 、 例 え ば 動 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 内 及 び 皮 下 投 与 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
潅 流 液 の 使 用 、 器 官 内 へ の 注 射 又 は 他 の 局 所 投 与 等 に よ る 他 の 投 与 経 路 の 場 合 、 上 記 と 同
様 の レ ベ ル の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を も た ら す 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 約 15pM～ 30nMの レ ベ
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ル が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 治 療 的 有 効 量 の 化 合 物 及 び 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を 含 み 得 る 。
特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 」 と い う 用 語 は 、 動 物 （ 特 に ヒ ト ） へ の
使 用 が 、 連 邦 政 府 又 は 州 政 府 の 取 締 機 関 に よ り 認 証 さ れ て い る こ と 、 又 は 米 国 薬 局 方 も し
く は 他 の 一 般 に 認 識 さ れ て い る 外 国 薬 局 方 に 記 載 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 「 担 体 」 と
い う 用 語 は 、 治 療 剤 と 一 緒 に 投 与 さ れ る 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 賦 形 剤 、 又 は ビ ヒ ク ル を
指 す 。 こ の よ う な 医 薬 担 体 は 、 無 菌 液 （ 例 え ば 生 理 食 塩 水 、 又 は 石 油 、 動 物 、 植 物 も し く
は 合 成 起 源 の 油 等 （ 例 え ば 落 花 生 油 、 大 豆 油 、 鉱 油 、 ゴ マ 油 等 を 含 む ） ） で あ っ て も よ い
。 医 薬 組 成 物 を 静 脈 内 投 与 す る 場 合 、 生 理 食 塩 水 が 好 適 な 担 体 で あ る 。 特 に 注 射 用 溶 液 の
場 合 は 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 水 溶 液 及 び グ リ セ ロ ー ル 水 溶 液 を 液 体 担 体 と し て 使
用 す る こ と も で き る 。 好 適 な 医 薬 賦 形 剤 と し て は 、 澱 粉 、 ブ ド ウ 糖 、 乳 糖 、 シ ョ 糖 、 ゼ ラ
チ ン 、 麦 芽 、 米 、 コ ム ギ 、 チ ョ ー ク 、 シ リ カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 モ ノ ス テ ア
リ ン 酸 グ リ セ リ ン 、 タ ル ク 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 脱 脂 粉 乳 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン 、 グ
リ コ ー ル 、 水 及 び エ タ ノ ー ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 望 ま し い 場 合 、 組 成 物 は 、 少 量 の 湿 潤 剤 、
乳 化 剤 、 又 は pH緩 衝 剤 を 含 む こ と も で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 液 、 錠
剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 、 粉 剤 、 及 び 持 続 放 出 性 製 剤 等 で あ っ て も よ い 。 こ の 組 成 物 は 、 伝 統
的 な 結 合 剤 及 び 担 体 （ ト リ グ リ セ リ ド 等 ） と 一 緒 に 坐 剤 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の 組 成 物 は 、 中 性 の も の 又 は 塩 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 薬 学 的 に 許 容 可 能
な 塩 と し て は 、 遊 離 ア ミ ノ 基 と 共 に 形 成 さ れ た も の （ 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 及 び
酒 石 酸 等 か ら 誘 導 さ れ た も の 等 ） 、 な ら び に 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 と 共 に 形 成 さ れ た も の （
ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 水 酸 化 第 2鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン
、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 2-エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン 等 か ら 誘 導 さ
れ た も の 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な 医 薬 担 体 の 例 は 、 "Remington's Pharmaceutical Scie
nces" by E.W. Martinに 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 該 化 合
物 （ 好 ま し く は 純 粋 な 形 態 ） を 、 患 者 へ の 投 与 に 適 し た 形 状 に す る た め に 適 量 の 担 体 と 一
緒 に 含 む 。 製 剤 は 、 投 与 方 法 に 見 合 っ た も の で け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 カ プ セ ル 剤 も し く は 錠 剤 と し て 、 粉 剤 も し く は 顆 粒 剤 と し て
、 （ 水 性 も し く は 非 水 性 液 体 中 の ） 溶 液 、 シ ロ ッ プ も し く は 懸 濁 剤 と し て 、 食 用 泡 沫 も し
く は ホ イ ッ プ と し て 、 又 は 乳 剤 と し て 提 供 さ れ て も よ い 。 錠 剤 も し く は 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ
ル は 、 乳 糖 、 澱 粉 も し く は そ の 誘 導 体 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ナ ト リ ウ ム 糖 （ sodi
um saccharine） 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 も し く は そ の 塩 等 を 含
む 得 る 。 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル は 、 植 物 油 、 ろ う 、 脂 肪 、 半 固 体 も し く は 液 体 ポ リ オ ー ル 等
を 含 み 得 る 。 溶 液 及 び シ ロ ッ プ 剤 は 、 水 、 ポ リ オ ー ル 及 び 糖 類 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
経 口 投 与 の た め の 有 効 成 分 は 、 胃 腸 管 内 で の 該 有 効 成 分 の 分 解 及 び /又 は 吸 収 を 遅 ら せ る
物 質 で コ ー テ ィ ン グ し た り こ の よ う な 物 質 と 混 合 し た り し て も よ い 。 例 え ば モ ノ ス テ ア リ
ン 酸 グ リ セ リ ン 又 は ジ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン 等 を 使 用 し て も よ い 。 こ の よ う に 、 有 効 成
分 の 持 続 性 放 出 は 、 何 時 間 も の 間 行 っ て も 良 い し 、 必 要 で あ れ ば 、 有 効 成 分 は 胃 の 中 で 分
解 さ れ な い よ う に す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 特 定 の pH又 は 酵 素 条 件
に よ っ て 胃 腸 内 の 特 定 の 位 置 で 有 効 成 分 の 放 出 を 促 進 す る よ う 製 剤 化 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
経 皮 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 受 容 者 の 表 皮 に 長 時 間 密 着 さ せ る た め の 独 立 型 の パ ッ チ と し
て 提 供 さ れ て も よ い 。 局 所 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 懸 濁 液 、 ロ ー シ ョ ン
、 粉 末 、 溶 液 、 パ ス タ 剤 、 ゲ ル 、 ス プ レ ー 、 エ ア ロ ゾ ル 又 は オ イ ル と し て 提 供 さ れ て も い
。 皮 膚 、 口 、 眼 又 は 他 の 外 部 組 織 へ の 局 所 投 与 用 に は 、 表 面 塗 布 用 の 軟 膏 又 は ク リ ー ム が
好 ま し く は 使 用 さ れ る 。 軟 膏 と し て 製 剤 化 さ れ る 場 合 、 有 効 成 分 は 、 パ ラ フ ィ ン 系 も し く
は 水 混 和 性 の 軟 膏 基 剤 と 一 緒 に 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 有 効 成 分 は 、 水 中 油 基
剤 又 は 油 中 水 基 剤 を 用 い て ク リ ー ム と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 眼 へ の 局 所 投 与 用 の
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医 薬 組 成 物 と し て は 、 点 眼 剤 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 中 に お い て 、 有 効 成 分 は 、 適
当 な 担 体 の 中 （ 例 え ば 水 性 溶 剤 の 中 ） に 溶 解 も し く は 懸 濁 さ せ る こ と が で き る 。 口 内 へ の
局 所 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と し て は 、 ト ロ ー チ 剤 、 香 錠 及 び マ ウ ス ウ ォ ッ シ ュ が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ １ ０ １ 】
鼻 腔 内 及 び 肺 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 粉 末 （ 好 ま し く は 20～ 500ミ ク ロ ン の 粒 径 を 有 す る
も の ） な ど の 固 体 担 体 を 含 み 得 る 。 粉 末 は 、 鼻 で か ぐ よ う に し て （ す な わ ち 鼻 の 近 く に 保
持 さ れ た 粉 末 の 容 器 か ら 鼻 で さ っ と 吸 入 す る こ と に よ り ） 投 与 す る こ と が で き る 。 あ る い
は 、 鼻 腔 内 投 与 用 の 組 成 物 は 、 液 体 担 体 を 含 み 得 る （ 例 え ば 鼻 内 ス プ レ ー 又 は 点 鼻 剤 等 ）
。 あ る い は 、 深 く 吸 入 し た り 又 は マ ウ ス ピ ー ス を 介 し て 咽 頭 口 腔 部 に 装 置 を 据 え 付 け る こ
と に よ っ て 、 肺 へ の 直 接 吸 入 を 行 っ て も よ い 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 有 効 成 分 の 水 性 も し く
は 油 性 溶 液 を 含 み 得 る 。 吸 入 に よ る 投 与 用 の 組 成 物 は 、 所 定 用 量 の 有 効 成 分 を 提 供 す る よ
う に 構 築 す る こ と が で き る 専 用 デ バ イ ス （ 加 圧 エ ア ロ ゾ ル 、 ネ ブ ラ イ ザ ー 、 又 は 注 入 器 を
含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に 入 れ て 供 給 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の
医 薬 組 成 物 は 、 鼻 腔 内 に 直 接 、 又 は 鼻 腔 も し く は 咽 頭 口 腔 部 を 介 し て 肺 へ と 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
直 腸 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 坐 剤 又 は 浣 腸 剤 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 膣 内 投 与 用 の
医 薬 組 成 物 は 、 ペ ッ サ リ ー 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 パ ス タ 剤 、 泡 沫 剤 又 は ス プ レ ー
製 剤 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
非 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と し て は 、 水 性 及 び 非 水 性 の 無 菌 注 射 用 溶 液 も し く は 懸 濁 液 が
挙 げ ら れ 、 こ れ ら は 、 酸 化 防 止 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 薬 、 及 び 投 与 を 受 け る 受 容 者 の 血 液 と 該
組 成 物 と が ほ ぼ 等 張 と な る よ う に す る 溶 質 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 中 に 含 ま れ 得 る
他 の 成 分 と し て は 、 例 え ば 水 、 ア ル コ ー ル 、 ポ リ オ ー ル 、 グ リ セ リ ン 及 び 植 物 油 が 挙 げ ら
れ る 。 非 経 口 投 与 用 組 成 物 は 、 単 位 服 用 量 も し く は 複 数 分 の 服 用 量 の 容 器 （ 例 え ば 密 閉 ア
ン プ ル 及 び バ イ ア ル ） に 入 れ て 提 供 さ れ 、 使 用 直 前 に 無 菌 液 体 担 体 （ 例 え ば 注 射 用 無 菌 生
理 食 塩 溶 液 等 ） を 加 え る だ け で す む よ う に 、 冷 凍 乾 燥 （ 凍 結 乾 燥 ） 状 態 で 保 存 す る こ と が
で き る 。 即 時 調 合 注 射 用 溶 液 及 び 懸 濁 液 は 、 無 菌 粉 剤 、 顆 粒 剤 及 び 錠 剤 か ら 調 製 す る こ と
が で き る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 救 急 車 、 救 急 室 、 及 び 戦 場 と い っ た 状 況 下 で の 緊 急
時 の 使 用 の た め に 、 ま た 、 家 庭 内 状 況 に お け る 自 己 投 与 の た め に （ 特 に 、 例 え ば 芝 狩 機 の
不 注 意 な 使 用 等 に よ る 外 傷 性 切 断 の 可 能 性 が 生 じ 得 る 場 合 ） 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 注 射 用
溶 液 を 含 む 自 己 注 射 器 が 提 供 さ れ る 。 切 断 さ れ た 身 体 部 分 の 複 数 の 部 位 に エ リ ス ロ ポ エ チ
ン を で き る だ け 早 く 投 与 す る こ と に よ っ て 、 た と え 現 場 に 医 師 が 到 着 す る 前 も し く は 足 指
が 切 断 さ れ た 患 者 が 運 ば れ て 救 急 室 に 到 着 す る 前 で あ っ て も 、 切 断 さ れ た 足 又 は 足 指 の 中
の 細 胞 及 び 組 織 が 再 び 取 り つ け た 後 に 生 き 残 る 可 能 性 を 高 く す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 組 成 物 は 、 ヒ ト へ の 静 脈 内 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と 同 様 の 常 套 手
法 に 従 っ て 製 剤 化 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 静 脈 内 投 与 用 の 組 成 物 は 、 無 菌 等 張 水 性 緩 衝 液 中
の 溶 液 で あ る 。 必 要 で あ れ ば 、 組 成 物 は 、 可 溶 化 剤 及 び 注 射 部 位 の 痛 み を 和 ら げ る リ ド カ
イ ン 等 の 局 部 麻 酔 も 含 み 得 る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 成 分 は 別 々 に 又 は 単 位 剤 形 の 中 に 一 緒
に 混 合 し て （ 例 え ば 有 効 成 分 の 量 を 示 す ア ン プ ル や サ ッ シ ェ （ sachette） 等 の 気 密 封 止 容
器 に 入 れ た 凍 結 乾 燥 粉 末 又 は 無 水 濃 縮 物 と し て ） 供 給 さ れ る 。 組 成 物 を 注 入 に よ り 投 与 す
る 場 合 、 医 薬 品 質 の 無 菌 水 も し く は 生 理 食 塩 水 を 含 む 注 入 ボ ト ル を 用 い て 投 薬 す る こ と が
で き る 。 組 成 物 を 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 、 投 与 前 に 成 分 を 混 合 す る こ と が で き る よ う に
、 無 菌 食 塩 水 の 入 っ た ア ン プ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
一 般 に 坐 剤 は 有 効 成 分 を 0.5～ 10重 量 ％ 含 み 、 経 口 投 与 用 製 剤 は 好 ま し く は 有 効 成 分 を 10
％ ～ 95％ 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
in situ潅 流 用 の 移 植 器 官 浴 （ transplanted organ bath） で 使 用 す る た め 、 又 は 器 官 を 回
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収 す る 前 に 器 官 ド ナ ー の 脈 管 に 投 与 す る た め の 、 潅 流 液 組 成 物 を 提 供 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 個 体 へ の 急 性 も し く は 慢 性 の 局 部 投 与 又 は 全 身 投 与 に は 適 さ な
い レ ベ ル も し く は 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 み 得 る が 、 死 体 、 器 官 浴 、 器 官 潅 流 液 、 又
は in situ潅 流 液 に お い て 本 明 細 書 中 で 意 図 さ れ る 機 能 を 果 た す も の で あ り 、 そ の 後 、 処
理 し た 器 官 又 は 組 織 を 正 常 な 循 環 に さ ら す も し く は 戻 す 前 に 、 そ の 中 に 含 ま れ る エ リ ス ロ
ポ エ チ ン の レ ベ ル を 除 去 す る 又 は 低 下 さ せ る 。 本 発 明 の こ の 態 様 の た め の エ リ ス ロ ポ エ チ
ン は 、 非 限 定 的 な 例 と し て 、 ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン 等 の 天 然 発 生 形 態 等 の 任 意 の エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 、 又 は ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン
等 の 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
ま た 本 発 明 は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 成 分 の う ち の １ つ 以 上 を 充 填 し た １ つ 以 上 の 容 器 を
含 む 医 薬 パ ッ ク も し く は キ ッ ト も 提 供 す る 。 場 合 に よ り 、 こ の よ う な 容 器 に 、 医 薬 品 も し
く は 生 物 学 的 製 剤 の 製 造 、 使 用 又 は 販 売 を 規 制 す る 政 府 機 関 に よ り 規 定 さ れ た フ ォ ー ム で
書 か れ た 注 意 書 き （ こ の 注 意 書 き は ヒ ト 投 与 の た め の 製 造 、 使 用 又 は 販 売 を 規 制 す る 管 轄
機 関 に よ る 認 可 を 反 映 す る ） を 添 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
例 え ば １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 放 出 制 御 系 で 送 達 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 静 脈 内 注 入 、 移 植 可 能 浸 透 圧 ポ ン プ 、 経 皮 パ ッ チ 、 リ ポ ソ ー ム 、 又 は 他 の 投 与
方 法 を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と が で き る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 ポ ン プ
を 使 用 す る こ と が で き る （ 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Langer（ 前 掲 ） ； Sefton, 1987, 
CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201; Buchwaldら , 1980, Surgery 88:507; Saudekら , 
1989, N. Engl. J. Med.321:574） 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 化 合 物 は 小 胞 （ 特 に リ ポ ソ
ー ム ） 内 に 入 れ て 送 達 す る こ と が で き る （ 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Langer, Science 
249:1527-1533(1990)； Treatら , in Liposomes in the Therapy of Infectious Disease 
and Cancer, Lopez-Berestein及 び Fidler（ 編 ） , LissNew York, pp.353-365(1989)； 国
際 特 許 出 願 公 開 番 号 第 WO91/04014； 米 国 特 許 第 4,704,355号 ； Lopez-Berestein, 同 書 , pp
.317-327； 一 般 に 同 書 を 参 照 さ れ た い ） 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ポ リ マ ー 系 材 料 を 用
い る こ と が で き る （ 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Medical Applications of Controlled R
elease, Langer及 び Wise(編 )、 CRC Press； Boca Raton, Florida, 1974； Controlled Dru
g Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball(編 ), Wil
ey: New York (1984)； Ranger及 び Pappas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23
:61, 1953； ま た 以 下 の 文 献 も 参 照 さ れ た い ： Levyら , 1985, Science 228:190; Duringら
, 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howardら , 1989, J. Neurosurg. 71:105） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 制 御 型 放 出 系 を 治 療 標 的 （ 即 ち 標 的 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 ）
の 近 傍 に 設 置 す る こ と が で き る 。 こ う す る こ と に よ り 、 全 身 投 与 で 必 要 と さ れ る 用 量 に 比
べ て 少 な い 用 量 し か 必 要 と し な く な る （ 例 え ば Goodson, pp.115-138 in Medical Applica
tions of Controlled Release, Vol. 2(前 掲 ), 1984を 参 照 さ れ た い ） 。 他 の 制 御 型 放 出
系 は 、 Langerに よ る 概 説 （ 1990, Science 249:1527-1533） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て 、 適 切 に 製 剤 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 鼻 腔 内 、 口 内 、 直 腸 内
、 膣 内 、 又 は 舌 下 投 与 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 治 療 を 必 要 と す る 領 域 に 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 組 成 物 を 局
所 投 与 す る こ と が 望 ま し い 。 こ れ は 、 例 え ば （ た だ し 限 定 す る 訳 で は な い ） 外 科 手 術 中 の
局 所 注 入 に よ り 、 局 所 投 与 （ 例 え ば 外 科 手 術 後 の 創 傷 包 帯 と 組 み 合 わ せ た 投 与 ） 、 注 射 に
よ り 、 カ テ ー テ ル に よ り 、 坐 剤 に よ り 、 又 は イ ン プ ラ ン ト を 用 い て 、 行 う こ と が で き る 。
イ ン プ ラ ン ト は 、 多 孔 性 、 非 多 孔 性 、 又 は ゼ ラ チ ン 状 の 材 料 （ シ ラ ス チ ッ ク 膜 等 の 膜 又 は
繊 維 を 含 む ） か ら で き て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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好 適 な 有 効 用 量 の 選 択 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 幾 つ か の 要 因 の 考 慮 に 基 づ い て 専 門 家 に よ
り 決 定 さ れ る 。 こ の よ う な 要 因 と し て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 具 体 的 な 形 態 、 な ら び に 医
薬 化 合 物 の 規 制 認 可 を 得 る 際 に 一 般 に 使 用 さ れ る 一 般 開 発 手 続 き （ usual development pr
ocedure） 中 に 確 立 さ れ て い る で あ ろ う そ の 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ （ 例 え ば バ イ オ ア ベ イ ラ
ビ リ テ ィ 、 代 謝 、 半 減 期 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 用 量 決 定 の 際 に 考 慮 さ れ る 更 な る 要 因 と し て
は 、 治 療 さ れ る 症 状 も し く は 疾 患 、 ま た は 正 常 な 個 体 に お い て 得 ら れ る べ き 恩 恵 、 患 者 の
体 重 、 投 与 経 路 （ 投 与 は 急 性 も し く は 慢 性 的 な も の で あ っ て も よ い ） 、 併 用 薬 物 の 適 用 の
有 無 、 及 び 投 与 さ れ た 薬 学 的 物 質 の 効 力 に 影 響 を 及 ぼ す 周 知 の 他 の 要 因 が 挙 げ ら れ る 。 こ
の よ う に 正 確 な 投 薬 量 は 、 標 準 的 な 臨 床 技 法 に 従 っ て 、 医 師 の 判 断 及 び 各 患 者 の 状 況 に 従
っ て （ 例 え ば 個 々 の 患 者 の 体 調 及 び 免 疫 状 態 等 に 応 じ て ） 決 定 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 移 植 用 器 官 の 還 流 及 び 保 存 の た め の 潅 流 液 又 は 還 流 溶 液 が 提
供 さ れ る 。 還 流 溶 液 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 及 び 関 連 す る 細 胞 、 組 織 も し く は 器
官 を 保 護 す る の に 有 効 な 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。 移 植 に は 、 器 官 （ 細 胞 、 組 織 又 は
他 の 身 体 部 分 を 含 む ） を あ る ド ナ ー か ら 回 収 し て 異 な る 受 容 者 に 移 植 す る 異 個 体 間 移 植 （
xenotransplantion） 、 及 び 、 身 体 の 一 部 か ら 器 官 を 取 り 出 し て 他 の 部 位 に 移 植 す る 自 己
移 植 （ 例 え ば 腫 瘍 除 去 等 の た め に 器 官 を 取 り 出 し 、 ex vivoで 切 除 、 修 復 又 は 処 理 し た 後
に 元 の 場 所 に 戻 す ベ ン チ 外 科 手 術 を 含 む ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 １ つ の 実
施 形 態 に お い て 、 還 流 溶 液 は 、 約 1～ 約 25U/mlエ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 5％ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル 澱
粉 （ 分 子 量 約 200,000～ 約 300,000で あ り 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン ク ロ ロ ヒ ド リ ン
、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び ア セ ト ン を 実 質 的 に 含 ま な い ） 、 25mM KH 2 PO 4 、 3mMグ ル タ チ オ ン 、
5mMア デ ノ シ ン 、 10mMグ ル コ ー ス 、 10mM HEPES緩 衝 液 、 5mMグ ル コ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 1.5m
M CaCl 2 、 105mMグ ル コ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 200,000unitの ペ ニ シ リ ン 、 40unitの イ ン ス リ ン
、 16mgの デ キ サ メ タ ゾ ン 、 12mgの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド を 含 む 、 pH7.4～ 7.5、 重 量 モ ル 浸 透 圧
約 320mOSm/lの 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 （ the University of Wisconsin, UW） 溶 液 （ 米 国 特
許 第 4,798,824号 ） で あ る 。 こ の 溶 液 は 、 移 植 前 に 死 体 の 腎 臓 及 び 脾 臓 を 維 持 す る た め に
用 い ら れ る 。 こ の 溶 液 を 用 い る と 、 死 体 の 腎 臓 保 存 に 推 奨 さ れ る 制 限 時 間 30時 間 を 超 え る
長 い 時 間 保 存 す る こ と が で き る 。 こ の 特 定 の 潅 流 液 は 、 有 効 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 ま
せ る こ と に よ っ て 本 発 明 の 用 途 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 多 く の こ の よ う な 溶 液 の う ち の
単 な る 例 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 潅 流 溶 液 は 、 約 5～ 約 35U/mlエ リ ス ロ ポ エ
チ ン 又 は 約 10～ 約 30U/mlエ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の こ の 態 様 に お
い て 任 意 の 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
本 明 細 書 中 を 通 じ て 記 載 さ れ る 目 的 の た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 好 適 な 受 容 者 は ヒ ト で あ
る が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 他 の 哺 乳 動 物 （ 特 に 飼 養 動 物 、 家 畜 動 物 、 ペ ッ ト
及 び 動 物 園 の 動 物 ） に 同 様 に 適 用 す る こ と が で き る 。 し か し 、 本 発 明 は そ れ ら の 動 物 に 限
定 さ れ ず 、 恩 恵 は あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ex-vivoで の 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ た だ し そ れ ら に 限
定 さ れ な い ） 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 そ れ ら の 類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 模 倣 体 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 ハ イ ブ リ ッ ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容
体 結 合 性 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス ト 、 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 そ の オ リ ゴ マ ー 、 そ の 多 量 体 、 そ の 突 然 変 異 蛋 白 質 、 そ の 同 属 種 、 そ の 天 然 発 生 形 態 、
そ の 合 成 形 態 、 そ の 組 換 え 形 態 、 そ の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 そ の 脱 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、
又 は そ の 組 合 せ 等 を 含 む ど の エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ６ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 内 皮 細 胞 バ リ ア に よ り 脈 管 構 造 か ら 隔 離 さ れ て い な い 細 胞 、
組 織 又 は 器 官 の 生 存 力 を 増 強 す る 方 法 及 び 組 成 物 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 医 薬 組 成 物
に そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 直 接 曝 露 す る こ と に よ り 、 又 は そ の 組 織 も し く は 器 官 の
脈 管 構 造 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン 含 有 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る も し く は 接 触 さ せ る こ と に よ り 、
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提 供 さ れ る 。 処 理 し た 組 織 又 は 器 官 の 中 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 の 活 性 の 増 強 は 、
発 揮 さ れ る プ ラ ス の 効 果 の 原 因 と な る 。
【 ０ １ １ ７ 】
上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 が 、 管 腔 表 面 か ら 、 例 え ば 脳 、 網 膜 、 及
び 精 巣 な ど を 含 む 内 皮 細 胞 の 密 着 帯 を 有 す る 器 官 の 毛 管 の 内 皮 細 胞 の 基 底 膜 表 面 へ と 輸 送
さ れ る こ と が で き る 、 と い う 発 見 に 一 部 基 づ く 。 こ の よ う に 、 バ リ ア を 通 過 す る エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 有 益 な 影 響 を 受 け 易 い 標 的 で あ り 、 そ の 中 に
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 を 含 み 且 つ そ れ ら に 全 て も し く は 一 部 依 存 す る 他 の 細 胞 型 、
組 織 又 は 器 官 は 、 本 発 明 の 方 法 の 標 的 で あ る 。 特 定 の 理 論 に 限 定 す る わ け で は な い が 、 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス の 後 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 例 え ば 神 経 、 網 膜 、
筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 も し
く は 子 宮 内 膜 等 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 上 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 と 相 互 作 用 す
る こ と が で き る 。 そ し て 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞 も し
く は 組 織 の 中 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ グ ラ ム を 活 性 化 し て 、 毒 素 、 化 学 療 法 剤 、 放 射 線 療 法 、 低
酸 素 症 等 の ダ メ ー ジ か ら 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 保 護 す る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 始
動 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 損 傷 又 は 低 酸 素 性 ス ト レ ス か ら エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答
性 細 胞 を 含 む 組 織 を 保 護 し 及 び こ の よ う な 組 織 の 機 能 を 増 強 す る 方 法 に つ い て 、 以 下 に 詳
細 に 説 明 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 の 実 施 に あ た り 、 哺 乳 動 物 患 者 に 、 神 経 、 肺 、 心 臓 、 卵 巣 又 は 精
巣 へ の ダ メ ー ジ 等 の 副 作 用 を 一 般 に 有 す る 癌 治 療 の た め の 全 身 化 学 療 法 （ 放 射 線 治 療 を 含
む ） を 受 け さ せ る 。 上 記 の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 は 、 化 学 療 法
及 び /又 は 放 射 線 療 法 を 行 う 前 ま た は 行 っ て い る 間 に 、 化 学 療 法 剤 に よ る ダ メ ー ジ か ら 様
々 な 組 織 及 び 器 官 を 保 護 す る た め に （ 例 え ば 精 巣 を 保 護 す る た め に ） 実 施 さ れ る 。 治 療 は
、 化 学 療 法 剤 の 循 環 レ ベ ル が 哺 乳 動 物 の 身 体 に 危 険 を 及 ぼ す 可 能 性 の あ る レ ベ ル 未 満 に 下
が る ま で 続 け る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 の 実 施 に あ た り 、 交 通 事 故 犠 牲 者 か ら 複 数 の 受 容 者 に 移 植 す る た め
に 様 々 な 器 官 を 回 収 す る よ う に 計 画 し 、 こ れ ら の 器 官 の う ち の 幾 つ か は 長 距 離 及 び 長 時 間
の 輸 送 が 必 要 で あ っ た 。 器 官 回 収 の 前 に 、 本 明 細 書 記 載 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 医 薬 組
成 物 を 犠 牲 者 に 注 入 し た 。 出 荷 用 の 回 収 器 官 を 、 本 明 細 書 記 載 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む
潅 流 液 で 潅 流 さ せ 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 浴 の 中 に 保 存 し た 。 あ る 器 官 は 、 本 発 明 の エ
リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 潅 流 液 を 利 用 し た 拍 動 性 潅 流 装 置 を 用 い て 連 続 的 に 潅 流 し た 。 in s
ituで の 輸 送 中 、 移 植 時 、 及 び 器 官 の 再 潅 流 時 の 器 官 機 能 の 劣 化 は 最 小 限 に 食 い 止 め ら れ
た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 心 臓 弁 を 修 復 す る た め の 外 科 手 術 で 、 一 時 的 な 心 停 止 及
び 動 脈 閉 塞 が 必 要 で あ っ た 。 外 科 手 術 前 に 、 患 者 に 体 重 1kgあ た り 500Uエ リ ス ロ ポ エ チ ン
を 注 入 し た 。 こ の よ う な 治 療 は 、 特 に 再 潅 流 後 に 、 低 酸 素 性 虚 血 に よ る 細 胞 ダ メ ー ジ を 防
い だ 。
【 ０ １ ２ １ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 任 意 の 外 科 手 術 （ 例 え ば 心 肺 バ イ パ ス 手 術 等 ） に お い て
、 天 然 発 生 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 又 は 本 発 明 の 任 意 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い る こ と が
で き る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 脳 、 心 臓 、 及 び 他 の 器 官 の 機 能 を 保 護 す る た め に 、 上
記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 は 、 バ イ パ ス 手 術 を 行 う 前 、 行 っ て い る 間 、
及 び /又 は 行 っ た 後 に 行 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ex-vivo用 途 で 使 用 す る 上 記 例
に お い て 、 ま た は 神 経 組 織 、 網 膜 組 織 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄
質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 又 は 組 織 等 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答
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性 細 胞 を 治 療 す る た め に 、 本 発 明 は 、 脈 管 構 造 の 遠 位 に あ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 応 答 性 細 胞
、 組 織 も し く は 器 官 の 保 護 又 は 増 強 に 適 応 さ せ た 単 位 剤 形 と し て の 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る
。 こ の 医 薬 組 成 物 は 、 剤 形 １ つ あ た り 、 約 50,000～ 500,000 Unit、 60,000～ 500,000 Unit
、 70,000～ 500,000 Unit、 80,000～ 500,000 Unit、 90,000～ 500,000 Unit、 100,000～ 500
,000 Unit、 150,000～ 500,000 Unit、 200,000～ 500,000 Unit、 250,000～ 500,000 Unit、
300,000～ 500,000 Unit、 350,000～ 500,000 Unit、 400,000～ 500,000 Unit、 又 は 450,000
～ 500,000 Unitの 範 囲 の 有 効 な 非 毒 性 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活
性 化 因 子 、 又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 活 性 化 型 受 容 体 調 節 因 子 、 な ら び に 薬 学 的 に 許 容 可 能 な
担 体 を 含 む 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 有 効 な 非 毒 性 量 は 、 約 50,000
～ 500,000 Unitの 範 囲 内 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 組 成 物 中 の エ リ ス ロ ポ エ
チ ン は 、 非 赤 血 球 産 生 性 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 は 、 脳 に 外 傷 を 負 っ た 動 物 の 認
知 機 能 を 回 復 さ せ る こ と が 分 か っ た 。 5日 又 は 30日 遅 れ た 後 で も 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投
与 は な お 、 擬 似 手 術 を 行 っ た 動 物 と 比 較 し て 機 能 を 回 復 さ せ る こ と が で き た 。 こ れ は 、 脳
の 活 性 を 再 生 も し く は 回 復 さ せ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 能 力 を 示 し て い る 。 こ の よ う に 、 本
発 明 は 、 脳 の 外 傷 又 は 他 の 認 知 機 能 障 害 の 治 療 （ 損 傷 後 、 例 え ば 3日 後 、 5日 後 、 1週 間 後
、 1ヶ 月 後 ま た は そ れ 以 上 の 治 療 も 含 む ） の た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の エ リ ス ロ
ポ エ チ ン の 使 用 に も 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 有 効 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 投 与 す る こ と に
よ る 、 損 傷 後 の 認 知 機 能 障 害 の 治 療 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 の こ の 態 様 で は 、 本 明 細 書 中
に 記 載 さ れ る ど の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
さ ら に 、 本 発 明 の こ の 機 能 回 復 の 態 様 は 、 治 療 が そ の 機 能 障 害 の 原 因 と な る 最 初 の 傷 害 の
後 及 び し ば ら く た っ た 後 に 開 始 さ れ る 場 合 の 、 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 機 能 不 全 を 回 復
さ せ る 医 薬 組 成 物 の 調 製 の た め の 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の い ず れ か の
使 用 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い た 治 療 は 、 急 性 期 及 び 慢 性 期 の
疾 患 又 は 症 状 の 過 程 を 通 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 赤 血 球 産 生 作 用 を 有 す る 場 合 、 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 一 回 の 投 与 あ た り 、 約 300～ 約 10,000 Unit/kg体 重 、 好 ま し く は 約 500
～ 5,000 Unit/kg体 重 、 最 も 好 ま し く は 約 1,000 Unit/kg体 重 の 用 量 で 全 身 投 与 さ れ 得 る 。
こ の 有 効 用 量 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 投 与 し た 後 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 血 清 レ ベ ル を 血
清 1mlあ た り 約 10,000、 15,000又 は 20,000mUを 超 え る レ ベ ル と す る た め に 十 分 な 量 で な け
れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 血 清 レ ベ ル は 、 投 与 後 約 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9又 は 10時
間 経 過 後 に 達 成 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 投 薬 は 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 す こ と
が で き る 。 例 え ば 投 薬 は 、 臨 床 的 に 必 要 で あ る 限 り 毎 日 繰 り 返 し て も よ い し 、 適 当 な 間 隔
を も う け て （ 例 え ば 1週 間 ～ 12週 間 毎 、 好 ま し く は 1～ 3週 間 毎 に ） 繰 り 返 し て も よ い 。 １
つ の 実 施 形 態 に お い て 、 有 効 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を １ 回 分
服 用 量 の バ イ ア ル 又 は 他 の 容 器 の 中 に パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 に
お い て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 目 的 に 有 用 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 非 赤 血 球 産 生 性 で あ る
、 す な わ ち 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 活 性 を 発 揮 す る こ と が で き る が ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度 ま た
は ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 を 引 き 起 こ す も の で は な い 。 こ の よ う な 非 赤 血 球 産 生 性 形 態 の エ
リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 本 発 明 の 方 法 を 長 期 的 に 提 供 す る 場 合 に 好 適 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に
お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 赤 血 球 産 生 を 最 大 限 に 刺 激 す る の に 必 要 な 量 を 超 え る 量 で
与 え ら れ る 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 赤 血 球 産 生 作 用 を 必 ず し も 持
っ て い る 必 要 が な い の で 、 赤 血 球 産 生 単 位 （ Unit） で 表 さ れ た 上 記 用 量 は 単 に 赤 血 球 産 生
性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 場 合 の 例 で あ り 、 ど の エ リ ス ロ ポ エ チ ン に も 適 用 可 能 な 上 記 モ ル 当
量 の 投 薬 量 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 は さ ら に 、 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 会 合 さ せ た 特 定 の 分 子 を 含 む 組 成 物 を 投 与 す る
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こ と に よ っ て 哺 乳 動 物 の 体 内 の 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 す る 分 子 の 輸 送 を 容 易 に す る 方 法 に 関
す る 。 上 記 の よ う に 、 体 内 の あ る 器 官 の 中 の 内 皮 細 胞 同 士 の 間 の 密 着 帯 は 、 あ る 種 の 分 子
の 侵 入 を 防 ぐ バ リ ア を 生 成 す る 。 バ リ ア 機 能 に 守 ら れ た 器 官 の 中 の 種 々 の 症 状 を 治 療 す る
た め に 、 薬 物 の 通 過 を 促 進 す る 手 段 が 望 ま し い 。 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 血 液 脳 関
門 及 び 同 様 の バ リ ア を 介 し て 他 の 分 子 を 送 達 す る た め の 担 体 と し て 有 用 で あ る 。 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン と 共 に バ リ ア を 通 過 さ せ た い 分 子 を 含 む 組 成 物 を 調 製 し 、 そ の 組 成 物 を 末 梢 投 与
す る と 、 バ リ ア を 介 す る 該 組 成 物 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス が 得 ら れ る 。 バ リ ア を 通 過 さ せ
た い 分 子 と エ リ ス ロ ポ エ チ ン と の 会 合 は 、 不 安 定 な 共 有 結 合 で あ っ て も よ く 、 こ の 場 合 は
、 バ リ ア を 通 過 し た 後 に 該 分 子 が エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 会 合 し た 状 態 か ら 解 放 さ れ る 。 該 分
子 の 所 望 の 薬 理 学 的 活 性 が エ リ ス ロ ポ エ チ ン と の 会 合 に よ り 維 持 さ れ る か 又 は 会 合 に よ り
影 響 を 受 け な い 場 合 、 こ の よ う な 複 合 体 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 分 子 を 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び 上 記 他 の 物 質 と 共 有 結 合 、 非 共 有
結 合 お よ び 他 の 手 段 に よ り 会 合 さ せ る 様 々 な 手 段 を 思 い つ く と こ と が で き る で あ ろ う 。 さ
ら に 、 実 験 シ ス テ ム に お け る 組 成 物 の 効 力 の 評 価 法 を 簡 単 に 決 定 す る こ と も で き る で あ ろ
う 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 分 子 と の 会 合 は 、 様 々 な 手 段 （ 不 安 定 な 共 有 結 合 、 架 橋 等 を 含 む
） に よ っ て 行 っ て も よ い 。 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン と の 相 互 作 用 を 用 い る こ と も で き る 。 上 記
の よ う に 、 組 換 え も し く は 合 成 手 段 に よ っ て 、 例 え ば そ の 分 子 の 所 望 の 薬 理 活 性 を 有 す る
ド メ イ ン 及 び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 化 調 節 を 担 う ド メ イ ン の 両 方 を 含 む ハ イ ブ リ ッ
ド 分 子 を 調 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
多 官 能 性 分 子 （ す な わ ち 多 官 能 性 架 橋 剤 ） を 介 し て 分 子 を エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 結 合 さ せ る
こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 多 官 能 性 分 子 」 と い う 用 語 は 、 連 続 し て ２ 回 以
上 反 応 す る こ と が で き る １ つ の 官 能 基 を 有 す る 分 子 （ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 等 ） 及 び ２ つ 以 上
の 反 応 性 基 を 有 す る 分 子 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 反 応 性 基 」 と い う 用 語 は
、 あ る 分 子 （ 例 え ば 内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 し て 送 達 し よ う と す る ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 炭
水 化 物 、 核 酸 、 特 に ホ ル モ ン 、 抗 生 物 質 、 又 は 抗 癌 剤 ） 上 の 官 能 基 と 反 応 す る 架 橋 剤 上 の
官 能 性 基 で あ っ て 、 反 応 す る と 架 橋 剤 と 分 子 と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 す る 官 能 基 を 指 す 。
「 官 能 基 」 と い う 用 語 は 、 有 機 化 学 に お け る そ の 標 準 的 な 意 味 を 持 つ 。 使 用 す る こ と が で
き る 多 官 能 性 分 子 は 、 好 ま し く は 成 体 適 合 性 リ ン カ ー で あ る （ す な わ ち こ れ ら は in vivo
に お い て 非 発 癌 性 、 非 毒 性 で あ り 、 実 質 的 に 非 免 疫 原 性 で あ る ） 。 当 分 野 で 公 知 で あ る も
の や 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る も の 等 の 多 官 能 性 架 橋 剤 は 、 こ れ ら の 生 態 適 合 性 を 決 定 す る
た め に 動 物 モ デ ル で 簡 単 に テ ス ト す る こ と が で き る 。 多 官 能 性 分 子 は 好 ま し く は 二 官 能 性
で あ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 二 官 能 性 分 子 」 と は 、 ２ つ の 反 応 性 基 を 有 す る 分 子 を
指 す 。 二 官 能 性 分 子 は 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 で あ っ て も ホ モ 二 官 能 性 で あ っ て も よ い 。 ヘ テ ロ
二 官 能 性 架 橋 剤 に よ り 、 有 向 性 接 合 （ vectorial conjugation） が 可 能 と な る 。 架 橋 反 応
を 水 溶 液 （ pH6～ 8に 緩 衝 さ れ た 水 溶 液 等 ） の 中 で 生 じ さ せ る に は 多 官 能 性 分 子 が 十 分 な 水
溶 性 を 有 す る こ と 、 及 び よ り 効 果 的 な 生 体 内 分 布 を 得 る た め に は 得 ら れ る 接 合 体 が 水 溶 性
の ま ま で あ る こ と が 特 に 好 ま し い 。 典 型 的 に は 、 多 官 能 性 分 子 は ア ミ ノ も し く は ス ル フ ヒ
ド リ ル 官 能 基 に 共 有 結 合 す る 。 し か し 、 他 の 官 能 基 （ 例 え ば カ ル ボ ン 酸 又 は ヒ ド ロ キ シ ル
基 ） に 対 し て 反 応 性 で あ る 多 官 能 性 分 子 も 本 発 明 に お い て 想 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
ホ モ 二 官 能 性 分 子 は 少 な く と も ２ つ の 同 種 の 反 応 性 官 能 基 を 有 す る 。 ホ モ 二 官 能 性 分 子 上
の 反 応 性 官 能 基 は 、 例 え ば ア ル デ ヒ ド 基 お よ び 活 性 エ ス テ ル 基 を 含 む 。 ア ル デ ヒ ド 基 を 有
す る ホ モ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 例 え ば グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 及 び サ ブ ア ラ ル デ ヒ ド （ suba
raldehyde） が 挙 げ ら れ る 。 架 橋 剤 と し て の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の 使 用 は 、 Poznanskyら , 
Science 223, 1304-1306 (1984)に よ り 開 示 さ れ た 。 少 な く と も 2つ の 活 性 エ ス テ ル ユ ニ ッ
ト を 有 す る ホ モ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 ジ カ ル ボ ン 酸 及 び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド の
エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル の 幾 つ か の 例 と し て は 、
ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ リ ン 酸 塩 及 び ジ チ オ -ビ ス -（ ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ）
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、 な ら び に こ れ ら の 可 溶 性 ビ ス -ス ル ホ ン 酸 及 び ビ ス ス ル ホ ン 酸 塩 （ こ れ ら の ナ ト リ ウ ム
塩 及 び カ リ ウ ム 塩 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の ホ モ 二 官 能 性 試 薬 は 、 Pierce（ Rockford, 
Illinois） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 種 の 反 応 性 基 を 有 す る 。 反 応 性 基 は 、 （ 例 え
ば エ リ ス ロ ポ エ チ ン 上 及 び 分 子 上 に 存 在 す る ） 異 な る 官 能 基 と 反 応 す る 。 ヘ テ ロ 二 官 能 性
架 橋 剤 上 の 反 応 性 基 と 反 応 す る こ れ ら ２ つ の 異 な る 官 能 基 は 通 常 、 ア ミ ノ 基 （ 例 え ば リ シ
ン の ε ア ミ ノ 基 等 ） 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 （ 例 え ば シ ス テ イ ン の チ オ ー ル 基 等 ） 、 カ ル ボ ン
酸 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 上 の カ ル ボ キ シ ラ ー ト 等 ） 、 又 は ヒ ド ロ キ シ ル 基 （ 例 え ば セ リ
ン 上 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 等 ） で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
も ち ろ ん 、 本 発 明 の 種 々 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 あ る 架 橋 剤 と 共 に 使 用 す る こ と が で
き る 適 当 な 反 応 性 基 を も た な く て も よ い が 、 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン
中 の 架 橋 に 利 用 で き る 基 に 基 づ い て 架 橋 剤 の 選 択 を 十 分 行 う こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ２ 】
ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 の 反 応 性 基 が ア ミ ノ 基 と 共 に 共 有 結 合 を 形 成 す る と き 、 こ の 共 有 結 合
は 通 常 は ア ミ ド も し く は イ ミ ド 結 合 で あ る 。 ア ミ ノ 基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る 反 応 性 基 は 、
例 え ば 活 性 化 さ れ た カ ル ボ キ シ ラ ー ト 基 、 ハ ロ カ ル ボ ニ ル 基 、 ま た は エ ス テ ル 基 で あ っ て
も よ い 。 好 適 な ハ ロ カ ル ボ ニ ル 基 は 、 ク ロ ロ カ ル ボ ニ ル 基 で あ る 。 エ ス テ ル 基 は 好 ま し く
は 例 え ば N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 基 等 の 反 応 性 エ ス テ ル 基 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
典 型 的 に は 、 他 の 官 能 基 は 、 チ オ ー ル 基 、 チ オ ー ル 基 に 変 換 さ れ る こ と が で き る 基 、 ま た
は チ オ ー ル 基 と 共 に 共 有 結 合 を 形 成 す る 基 で あ る 。 共 有 結 合 は 通 常 は チ オ エ ー テ ル 結 合 又
は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で あ る 。 チ オ ー ル 基 と 共 に 共 有 結 合 を 形 成 す る 反 応 性 基 と し て は 、 例
え ば 、 チ オ ー ル 基 ま た は 活 性 化 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド と 反 応 す る 二 重 結 合 が 挙 げ ら れ る 。 チ
オ ー ル 基 と 反 応 す る こ と が で き る 二 重 結 合 を 含 む 反 応 性 基 は マ レ イ ミ ド 基 で あ る が 、 ア ク
リ ロ ニ ト リ ル 等 の 他 の 反 応 性 基 も 可 能 で あ る 。 反 応 性 ジ ス ル フ ィ ド 基 と し て は 例 え ば 2-ピ
リ ジ ル ジ チ オ 基 又 は 5,5'-ジ チ オ -ビ ス -(2-ニ ト ロ 安 息 香 酸 )基 が 挙 げ ら れ る 。 反 応 性 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 を 含 む ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 の 幾 つ か の 例 と し て は 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(
2-ピ リ ジ ル -ジ チ オ )プ ロ ピ オ ン 酸 塩 （ Carlssonら , 1978, Biochem J., 173:723-737） 、 S
-4-ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -α -メ チ ル ベ ン ジ ル チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 及 び 4-
ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -α -メ チ ル -(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )ト ル エ ン が 挙 げ ら れ
る 。 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が 好 ま し い 。 チ オ ー ル 基 と
反 応 す る 二 重 結 合 を 有 す る 反 応 性 基 を 含 む ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 の 幾 つ か の 例 と し て は 、 ス
ク シ ン イ ミ ジ ル -4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ ラ ー ト 及 び ス ク シ
ン イ ミ ジ ル m-マ レ イ ミ ド 安 息 香 酸 塩 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
他 の ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 3-（ マ レ イ ミ ド ） プ ロ ピ オ ン 酸 、 ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-（ p-マ レ イ ミ ド -フ ェ ニ ル ） 酪 酸 塩 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-
（ N-マ レ イ ミ ド メ チ ル -シ ク ロ ヘ キ サ ン ） -1-カ ル ボ ン 酸 塩 、 マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ
ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 ス ク シ ン イ ミ ジ ル m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ
エ ー ト の ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 塩 が 好 ま し い 。 上 記 ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 及 び こ れ ら の ス ル
ホ ン 酸 塩 の 多 く は 、 Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois USAか ら 入 手 可 能 で あ る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
上 記 可 逆 的 又 は 不 安 定 な 接 合 を さ せ る た め に 必 要 な こ と は 、 当 業 者 に よ り 簡 単 に 決 定 す る
こ と が で き る 。 接 合 体 を 、 in vitroに て エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び 所 望 の 薬 理 活 性 の 両 方 に つ
い て テ ス ト す る こ と が で き る 。 接 合 体 が ど ち ら の 活 性 も 維 持 し て い る 場 合 、 次 に そ の 適 合
性 に つ い て in vivoで テ ス ト す る 。 接 合 さ れ た 分 子 が そ の 活 性 化 の た め に エ リ ス ロ ポ エ チ
ン か ら の 分 離 を 必 要 と す る 場 合 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と の 不 安 定 な 結 合 又 は 可 逆 的 会 合 が 好
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ま し い 。 不 安 定 性 の 特 徴 に つ い て も 、 in vivoで テ ス ト す る 前 に 標 準 的 な in vitro手 法 を
用 い て テ ス ト す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
こ れ ら 及 び 他 の 多 官 能 性 試 薬 を ど の よ う に 作 製 及 び 使 用 す る か に つ い て の 更 な る 情 報 は 、
以 下 に 挙 げ る 出 版 物 又 は 当 分 野 で 入 手 可 能 な 他 の 出 版 物 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
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さ ら に 、 架 橋 方 法 に つ い て は 、 Means及 び Feeney, 1990, Bioconjugate Chem. 1:2-12に よ
り 概 説 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
本 発 明 の 上 記 方 法 及 び 組 成 物 が 通 過 す る バ リ ア と し て は 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液
精 巣 障 壁 、 血 液 卵 巣 関 門 、 及 び 血 液 胎 盤 関 門 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
内 皮 細 胞 バ リ ア を 介 し て 輸 送 さ せ る 候 補 分 子 と し て は 、 例 え ば 成 長 ホ ル モ ン 等 の ホ ル モ ン
、 神 経 栄 養 因 子 、 例 え ば 脳 及 び 他 の バ リ ア 機 能 に 守 ら れ た 器 官 か ら は 通 常 除 外 さ れ る も の
等 の 抗 生 物 質 又 は 抗 真 菌 剤 、 ペ プ チ ド 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス 薬 、 生 物 学 的 に 活 性 な
物 質 に 対 す る 抗 体 、 医 薬 品 、 及 び 抗 癌 剤 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 分 子 の 非 限 定 的 な 例
と し て は 、 成 長 ホ ル モ ン 、 神 経 成 長 因 子 （ NGF） 、 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 （ BDNF） 、 毛 様 体
神 経 栄 養 因 子 （ CNTF） 、 塩 基 性 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ bFGF） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖
因 子 β 1（ TGFβ 1） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β 2（ TGFβ 2） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン
グ 増 殖 因 子 β 3（ TGFβ 3） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 3
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6、 AZT、 腫 瘍 壊 死 因 子 に 対 す る 抗 体 、 及 び シ ク ロ ス ポ リ ン 等 の 免 疫 抑
制 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
ま た 本 発 明 は 、 内 皮 細 胞 の 密 着 帯 バ リ ア を 介 し た ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ り 輸 送 さ せ よ
う と す る 分 子 と 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と を 含 む 組 成 物 に も 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 上 記
の よ う に バ リ ア を 介 し て 分 子 を 送 達 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 上 記 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン と 該 分 子 と の 接 合 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
本 発 明 は 、 本 発 明 の 例 と し て 提 供 さ れ る 以 下 の 非 限 定 的 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て さ
ら に 良 く 理 解 す る こ と が で き る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 適 な 実 施 形 態 を よ り あ ま す
と こ ろ な く 示 す た め に 提 供 さ れ る 。 た だ し こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 広 い 範 囲 を 限 定 す
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る も の と 考 え る べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ ２ 】

成 体 雄 Sprague-Dawleyラ ッ ト に 麻 酔 を か け 、 組 換 え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 腹 膜 内 投 与 し
た 。 30分 間 隔 で 最 長 4時 間 、 大 槽 か ら 脳 脊 髄 液 の サ ン プ ル を 取 り 、 高 感 度 の 特 異 的 酵 素 結
合 イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン 濃 度 を 測 定 し た 。 図 １ に 示 す よ う に 、 CSF内
に お け る ベ ー ス ラ イ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 濃 度 は 8mU/mlで あ る 。 数 時 間 遅 れ て 、 CSF内 で 測
定 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の レ ベ ル は 上 昇 し 始 め 、 2.5時 間 以 後 は 、 ベ ー ス ラ イ ン 濃 度 と
は 大 き く 異 な る （ p<0.01レ ベ ル ） 。 約 100mU/mlの ピ ー ク レ ベ ル は 、 in vitroに お い て 保 護
的 な 効 果 を 発 揮 す る こ と が 分 か っ て い る 範 囲 内 で あ る （ 0.1～ 100mU/ml） 。 ピ ー ク に 達 す
る 時 間 は 約 3.5時 間 頃 で あ り 、 こ れ は 、 ピ ー ク 血 漿 レ ベ ル の も の （ 1時 間 未 満 ） よ り か な り
遅 れ て い る 。 こ の 実 験 結 果 は 、 適 当 な 濃 度 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 非 経 口 ボ ー ラ ス 投 与 に よ
っ て 、 有 意 な レ ベ ル の エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 密 着 細 胞 結 合 を 通 過 す る こ と が で き る こ と を 示
し て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

Wistar雄 ラ ッ ト （ 体 重 300～ 330g） に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 5000U/kg体 重 ） 又 は ビ ヒ ク ル
を 与 え た 24時 間 後 、 ex vivo研 究 の た め に 心 臓 を 取 り 出 す （ Delcayreら , 1992, Amer. J. 
Physiol. 263: H1537-45の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 う ） 。 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル （ 0.3mL）
を 用 い て 動 物 を 犠 牲 に し 、 静 脈 内 に ヘ パ リ ン 投 与 （ 0.2mL） を 行 う 。 ま ず 心 臓 を 15分 間 平
衡 化 す る 。 次 に 、 拡 張 終 期 血 圧 が 8mm Hgと な る 体 積 ま で 左 心 室 の バ ル ー ン を 膨 張 さ せ る 。
0.02ml増 分 ず つ バ ル ー ン 体 積 を 膨 張 さ せ る こ と に よ り 、 左 心 室 の 圧 力 -体 積 曲 線 を 構 築 す
る 。 ゼ ロ 体 積 は 、 左 心 室 の 拡 張 終 期 血 圧 が ゼ ロ に な る ポ イ ン ト と し て 定 義 す る 。 圧 力 -体
積 曲 線 が 完 成 し た ら 、 左 心 室 の バ ル ー ン か ら ガ ス を 抜 い て 拡 張 終 期 血 圧 を も と の 8mm Hgに
設 定 し 、 冠 状 血 流 量 を チ ェ ッ ク し た 後 、 対 照 期 間 を 15分 間 追 跡 す る 。 次 に 、 50mL Celsior
+分 子 を 用 い て 心 臓 を 停 止 さ せ 、 圧 力 60cm H 2 O下 で 4℃ に て 休 息 さ せ る 。 次 に 心 臓 を 取 り 出
し 、 同 溶 液 で 満 た し た プ ラ ス チ ッ ク 容 器 の 中 で 4℃ に て 5時 間 保 存 し 、 砕 い た 氷 で 囲 む 。
【 ０ １ ４ ４ 】
保 存 終 了 後 、 心 臓 を ラ ン ゲ ン ド ル フ 装 置 に 移 す 。 バ ル ー ン カ テ ー テ ル を 左 心 室 の 中 に 再 び
挿 入 し 、 虚 血 前 期 間 と 同 じ 体 積 に な る ま で 再 び 膨 ら ま せ る 。 心 臓 を 37℃ に て 少 な く と も 2
時 間 再 潅 流 す る 。 再 潅 流 圧 は 、 リ フ ロ ー （ re-flow） の 15分 間 は 50cm H 2 Oに 設 定 し た 後 、
次 の 2時 間 は 100cmH 2 Oに 戻 す 。 ペ ー シ ン グ （ 1分 間 あ た り 320拍 ） を 再 び 始 め る 。 収 縮 指 数
及 び 拡 張 期 血 圧 の 定 容 測 定 は 、 再 潅 流 の 25分 、 45分 、 60分 及 び 120分 で 3重 テ ス ト を 行 う 。
こ の 時 間 ポ イ ン ト で 、 圧 力 -体 積 曲 線 の 構 築 を 行 い 、 45mn再 潅 流 中 の 冠 状 動 脈 流 出 液 を 回
収 し て 、 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ の 漏 出 を 測 定 す る 。 不 対 t-検 定 （ unpaired t-test） を 用 い
て こ れ ら 2つ の 処 理 グ ル ー プ を 比 較 し 、 拡 張 終 期 血 圧 デ ー タ を 用 い た 1次 回 帰 を 用 い て コ ン
プ ラ イ ア ン ス 曲 線 を 設 計 す る 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で の 処 理 後 に は 、 発
生 し た 左 心 室 圧 の 大 き な 改 善 、 な ら び に 体 積 -圧 力 曲 線 の 改 善 、 拡 張 期 の 左 心 室 圧 の 低 下
及 び ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 漏 出 の 減 少 が 生 じ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】

24時 間 前 に 組 換 え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 5000U/kg体 重 ） を 与 え た 成 体 雄 ラ ッ ト に 麻 酔 を
か け 、 冠 状 動 脈 閉 塞 の 準 備 を す る 。 処 理 開 始 時 に 追 加 用 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 与 え 、 左
の 主 冠 状 動 脈 を 30分 間 塞 い だ 後 、 解 放 す る 。 処 理 後 一 週 間 、 同 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 毎
日 与 え る 。 次 に 動 物 の 心 機 能 に つ い て 調 べ る 。 図 ３ が 示 す よ う に 、 擬 似 注 射 （ 食 塩 水 ） を
与 え た 動 物 は 左 心 室 の 拡 張 終 期 血 圧 が 大 き く 増 加 し た 。 こ れ は 、 心 筋 梗 塞 に 付 随 し た 拡 張
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し た 硬 直 心 臓 を 示 し て い る 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 擬 似 手 術 を 行 っ た 対 照 と 比 較 し て 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン を 与 え た 動 物 で は 、 心 機 能 の 減 分 は 見 ら れ な か っ た （ 差 は 有 意 で あ っ た ： p<
0.01レ ベ ル ） 。
【 ０ １ ４ ６ 】

天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 修 飾 し て １ 以 上 の 特 定 の 組 織 に つ い て の そ の 活 性 を 調 整 す る こ と
が で き る 。 こ の 所 望 の 組 織 特 異 性 を 達 成 す る た め に 行 う こ と が で き る 幾 つ か の 非 限 定 的 戦
略 と し て は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 部 分 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 3つ の N結 合 型 及 び 1つ の O結 合
型 の グ リ コ シ ル 化 さ れ た 部 分 を 有 す る ） を 除 去 も し く は 変 更 す る 修 飾 が 挙 げ ら れ る 。 グ リ
コ シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の こ の よ う な 変 異 体 は 、 様 々 な 方 法 で 作 製 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 糖 鎖 の 端 部 を 締 め く く る シ ア ル 酸 は 、 そ の シ ア ル 酸 と 糖 鎖 と を 結 ぶ 化 学 結 合 の 種
類 に 応 じ た 特 定 の シ ア リ ダ ー ゼ に よ っ て 除 去 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 グ リ コ シ ル 化
構 造 は 、 特 定 の 結 合 を 切 断 す る 他 の 酵 素 を 用 い る こ と に よ っ て 種 々 の 方 法 で 解 体 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら の 原 則 を 確 認 す る た め に 、 シ ア リ ダ ー ゼ A（ Prozyme Inc.） を 用 い て そ
の 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 組 換 え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 脱 シ ア ル 化 し た 。 化 学
的 修 飾 が 成 功 し た か ど う か 、 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 反 応 生 成 物 を 泳 動 さ せ 、 得
ら れ た バ ン ド を 染 色 す る こ と に よ っ て （ お よ そ 34kDの 未 修 飾 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 対 し 、 予
想 通 り 、 化 学 修 飾 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は お よ そ 31kDの 見 か け 分 子 量 を 有 し て い た ） 、 及
び 化 学 的 手 段 で 残 り の シ ア ル 酸 残 基 を 測 定 す る こ と に よ っ て （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 1モ ル
あ た り <0.1モ ル で あ っ た ） 、 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 残 基 を 修 飾 す る 他 の 修 飾 で は 、 Takahashiの プ ロ ト コ ー ル （ 1
977, J. Biochem. 81:395-402） に 従 い フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル を 用 い て 、 室 温 に て 0.5～
3時 間 の 様 々 な 長 さ の 時 間 実 施 す る こ と に よ っ て 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 を 修 飾 し た 。 水 に 対 し
て 反 応 混 合 物 を 透 析 す る こ と に よ り 、 反 応 を 終 了 さ せ た 。 こ の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン の
修 飾 形 態 の 使 用 は 、 本 明 細 書 中 に 全 て 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 図 ４ ～ ６ に
示 す よ う に in vitroに お い て 神 経 細 胞 に 対 し て 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 じ 様 に 効 率 的 で
あ っ た 。 血 清 除 去 後 に ア ポ ト ー シ ス を 経 験 し た 神 経 様 胚 性 癌 細 胞 （ P19） を 用 い て 、 in vi
troテ ス ト を 行 っ た 。 血 清 除 去 の 24時 間 前 に 、 1～ 1000ng/mlの エ リ ス ロ ポ エ チ ン 又 は 修 飾
エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 培 養 物 に 加 え た 。 翌 日 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を 新 し い 非 血 清 含 有 培 地 で
洗 浄 し 、 テ ス ト 物 質 を 含 む 培 地 （ 血 清 な し ） を 培 養 物 に も う 一 度 加 え て さ ら に 48時 間 培 養
し た 。 生 存 細 胞 の 数 を 測 定 す る た め に 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 還 元 ア ッ セ イ を 行 っ た （ CellTite
r 96;Promega, Inc.） 。 図 ４ ～ ５ が 示 す よ う に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 細 胞 死 の
予 防 に お い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン 自 体 と 同 等 の 効 力 を 有 す る よ う で あ る 。 上 記 の 神 経 様 P19
細 胞 ア ッ セ イ を 用 い て 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を テ ス ト し た 。
図 ６ が 示 す よ う に 、 こ の 化 学 修 飾 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は そ の 神 経 保 護 的 作 用 を 完 全 に 保 持 し
て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
ラ ッ ト 局 所 虚 血 モ デ ル （ 中 大 脳 動 脈 の 領 域 内 の 可 逆 的 病 変 を 、 過 去 に 記 載 さ れ た よ う に 行
う （ Brinesら , 2000, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 97:10526-31） ） を 用 い て 、 in viv
oで の 神 経 保 護 作 用 の 保 持 に つ い て 確 か め た 。 動 脈 閉 塞 の 発 症 時 に 成 体 雄 Sprague-Dawley
ラ ッ ト に ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 又 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 5000U/kg BW、 腹 膜 内 ） 又 は
ビ ヒ ク ル を 投 与 し た 。 24時 間 後 、 動 物 を 犠 牲 に し 、 こ れ ら の 脳 を 取 り 出 し て 調 べ た 。 連 続
切 片 を 作 製 し 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 で 染 色 し て 、 脳 の 生 き て い る 領 域 を 同 定 し た 。 図 ７ に 示
す よ う に 、 1時 間 の 虚 血 か ら 神 経 を 保 護 す る の に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 天 然 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン と 同 じ く ら い 効 果 的 で あ っ た 。 図 ８ は 、 他 の 局 所 虚 血 モ デ ル （ エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 及 び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い て 比 較 用 量 応 答 テ ス ト を 行 う ） の 結 果 を 表 す 。
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実 施 例 ４
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子



最 低 用 量 250U/kgに お い て 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 保 護 機 能 を 発 揮 し た が 、 未 修 飾
エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 保 護 機 能 を 持 た な か っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

赤 血 球 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 に 結 合 せ ず 従 っ て in vivo又 は in vitroに お い て 赤 血 球
新 生 を サ ポ ー ト し な い 多 く の 突 然 変 異 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 が 記 載 さ れ て い る 。 に も か
か わ ら ず 、 こ れ ら の 分 子 の 幾 つ か は 、 他 の 組 織 又 は 器 官 の 中 で エ リ ス ロ ポ エ チ ン 自 体 の 機
能 に 似 た 機 能 を 発 揮 す る 。 例 え ば 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 31～ 47位 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
17量 体 は 、 in vitroに お い て 赤 血 球 新 生 に 対 し て は 不 活 性 で あ る が 、 神 経 細 胞 に 対 し て は
完 全 に 活 性 で あ る （ Campana & O'Brien, 1998; Int. J. Mol. Med. 1:235-41） 。
【 ０ １ ５ １ 】
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 使 用 に 望 ま し い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 誘 導 体 は 、 本 明 細 書 中 の 上 記 他
の 手 法 の 中 で も 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 又 は カ ル ボ キ シ ル 基 の グ ア ニ ジ ン 化 、 ア ミ ジ ン 化 、 ト リ
ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 サ ク シ ニ ル 化 、 ニ ト ロ 化 、 又 は 修 飾 に よ っ て 、 特 定 の 器
官 及 び 組 織 に 対 す る そ れ ら の 活 性 を 維 持 し 且 つ 他 の 器 官 や 組 織 （ 赤 血 球 等 ） に 対 す る 活 性
を 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 作 製 す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン を 上 記 反 応 に か け た と こ ろ 、 全 般 的 に 、 得 ら れ る 分 子 は in vivo及 び in vitroの い ず
れ で あ っ て も 赤 血 球 産 生 作 用 を 持 た な い こ と が 分 か っ た （ 例 え ば Satakeら ； 1990, Bioche
m. Biophys. Acta 1038:125-9） 。 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 幾 つ か の 調 製 例 を 以 下 に 記
載 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

： 0.2mgの D-ビ オ チ ノ イ ル -e-ア ミ ノ カ プ ロ
ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Boehringer Mannheim #1418165） を 100ul D
MSOに 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 を 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 約 0.2mgを 含 む 400μ lの PBSと 一 緒 に 、 箔
を 被 せ た 試 験 管 に 入 れ た 。 室 温 に て 4時 管 イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 っ た 後 、 Centricon 10カ ラ
ム で ゲ ル 濾 過 を 行 っ て 、 未 反 応 の ビ オ チ ン を 分 離 し た 。 図 １ ０ に 示 さ れ る よ う に 、 こ の ビ
オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 血 清 除 去 か ら p19細 胞 を 守 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
"Biotinylated recombinant human erythropoietins: Bioactivity and Utility as a re
ceptor ligand", by Wojchowskiら , Bllod, 1989, 74(3): 952-8に お い て 、 著 者 等 は 、 3
つ の 異 な る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ビ オ チ ン 化 方 法 を 使 用 し て い る 。 （ 1） シ ア ル 酸 成 分 、 （ 2
） カ ル ボ キ シ ラ ー ト 基 、 （ 3） ア ミ ノ 基 に 、 ビ オ チ ン を 付 加 す る 。 著 者 等 は 、 マ ウ ス 脾 臓
細 胞 増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て 、 （ 1） シ ア ル 酸 性 分 に ビ オ チ ン を 付 加 し て も 、 エ リ ス ロ ポ エ
チ ン の 生 物 学 的 活 性 は 不 活 化 さ れ な い こ と 、 （ 2） カ ル ボ キ シ ラ ー ト 基 に ビ オ チ ン を 付 加
す る と 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 実 質 的 に 生 物 学 的 に 不 活 化 さ れ る こ と 、 （ 3） ア ミ ノ 基 に ビ
オ チ ン を 付 加 す る と 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 完 全 に 生 物 学 的 に 不 活 化 さ れ る こ と を 示 し て い
る 。 こ れ ら の 方 法 及 び 修 飾 は 、 本 明 細 書 中 に 全 て 包 含 さ れ る 。 図 ９ は 、 血 清 欠 乏 P19ア ッ
セ イ に お け る 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 活 性
を 示 す 。
【 ０ １ ５ ４ 】

： 方 法 1-ヨ ー ド ビ ー ズ 。 1m Ci遊 離 Na 1 2 5 Iを 含 む 100ul PBS（
20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15M NaCl, pH7.5） 中 で 、 １ つ の ヨ ー ド ビ ー ズ （ Pierce, Rockf
ord, I1） を 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 100ul PBS中 の 100ugエ リ ス ロ ポ エ チ ン を 混 合
物 に 加 え た 。 室 温 に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 っ た 後 、 反 応 容 器 か ら 200ul溶 液 を 除 去
す る （ ヨ ー ド ビ ー ズ は 残 し て お く ） こ と に よ り 、 反 応 を 停 止 し た 。 Centricon 10カ ラ ム で
の ゲ ル 濾 過 に よ り 、 過 剰 な ヨ ウ 素 を 除 去 し た 。 図 １ １ に 示 す よ う に 、 こ の よ う に 作 製 し た
ヨ ー ド -エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 血 清 除 去 か ら P19細 胞 を 守 る の に 効 果 的 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
方 法 ２ ： ク ロ ラ ミ ン T。 100ul PBS中 の 100ugエ リ ス ロ ポ エ チ ン を 500uCi Na 1 2 5 Iに 加 え 、 エ

10

20

30

40

50

(45) JP 2005-502584 A 2005.1.27

実 施 例 ５
エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 一 次 構 造 の 修 飾 及 び 神 経 保 護 の 有 効 性

エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 遊 離 ア ミ ノ 基 の ビ オ チ ン 化

エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ヨ ウ 素 化



ッ ペ ン ド ル フ 試 験 管 の 中 で 混 合 し た 。 次 に 、 25ulの ク ロ ラ ミ ン T（ 2mg/ml） を 加 え 、 混 合
物 を 室 温 に て 1分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 50ulの ク ロ ラ ミ ン T停 止 バ ッ フ ァ ー （ PBS
中 の 2.4mg/mlメ タ 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 10mg/mlチ ロ シ ン 、 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.1％ キ シ
レ ン ） を 加 え た 。 次 に 、 Centricon10カ ラ ム で の ゲ ル 濾 過 に よ り 、 ヨ ー ド チ ロ シ ン 及 び ヨ
ウ 素 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 分 離 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】

： シ ア ン 酸 カ リ ウ ム を 用 い て Plappら （ "Activity of bovine p
ancreatic deoxyribonuclease A with modified amino groups" 1971, J. Biol. Chem. 2
46, 939-845） に 記 載 さ れ る よ う に エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 修 飾 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】

：  2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 塩 を 用 い て 、 Plappら （ "A
ctivity of bovine pancreatic deoxyribonuclease A with modified amino groups" 197
1, J. Biol. Chem. 246, 939-845） に 記 載 さ れ る よ う に エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 修
飾 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】

： 同 量 の 無 水 酢 酸 を 含 む 0.3Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH7.2） 中 で エ リ ス ロ ポ エ チ
ン （ 100ug） を 0℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 蒸 留 水 に 対 す る 透 析 に よ り 、 反 応 を 停
止 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】

： 0.5M NaHCO3（ pH8.0） 中 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 、 15モ ル 過 剰 の
無 水 コ ハ ク 酸 と 一 緒 に 15℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 蒸 留 水 に 対 す る 透 析 に よ り 、
反 応 を 停 止 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】

： Riordan（ "Functional arginyl residues in carboxypeptidase A. Mod
ification with butanedione" Riordan JF, Biochemistry 1973, 12(20): 3915-3923） に
記 載 さ れ る よ う に 、 2,3ブ タ ン ジ オ ン を 用 い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 修 飾 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
Patthyら （ "Identification of functional arginine residues in ribonuclease A and 
lysozyme", Patthy, L, Smith EL, J. Biol. Chem. 1975 250(2): 565-9） に 記 載 さ れ る
よ う に 、 シ ク ロ ヘ キ サ ノ ン を 用 い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 修 飾 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
Werberら （ "Proceedings: Carboxypeptidase B: modification of functional arginyl r
esidues" Werber, MM, Sokolovsky M Isr J. Med Sci 1975 11(11): 1169-70） に 記 載 さ
れ る よ う に 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル を 用 い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 修 飾 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】

： Nestlerら "Stimulation of rat ovarian cell steroidogenesis by high 
density lipoproteins modified with tetranitromethane" Nestler JE, Chacko GK, Str
auss JF 3rd. J. Biol Chem 1985 Jun 25;260(12): 7316-21に お い て 以 前 記 載 さ れ た よ う
に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】

： カ ル ボ キ シ ル 基 を 修 飾 す る た め に 、 Carraway
ら "Carboxyl group modification in chymotrypsin and chymotrypsinogen." Carraway K
L, Spoerl P, Koshland DE Jr J Mol Biol 1969 May 28;42(1):133-7に 記 載 さ れ る よ う に
、 1Mグ リ シ ン ア ミ ド （ pH4.5） 中 の 0.02M EDCと 一 緒 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 室 温
に て 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】

： Aliら , J. Biol. Chem. 1995 Mar 3;270(9): 4570-4に 記 載 さ
れ る よ う に 、 20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH6.5） 中 の 20uM n-ブ ロ モ ス ク シ ン イ ミ ド
と 一 緒 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Korotchkina（ Koro
tchkina, LGら , Protein Expr Purif. 1995 Feb;6(1):79-90） に 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て
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リ シ ン 修 飾 ： カ ル バ ミ ル 化

ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化

ア セ チ ル 化

サ ク シ ニ ル 化

ア ル ギ ニ ン 修 飾

チ ロ シ ン 修 飾

グ ル タ ミ ン 酸 （ 及 び ア ス パ ラ ギ ン 酸 ） 修 飾

ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 修 飾



、 酸 化 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 数 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】

： エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） の ア ミ ノ 基 を 除 去 す る た め に 、 20mMニ ン ヒ
ド リ ン （ Pierce Chemical, Rockford, I1） を 含 む PBS（ pH7.4） 中 で 37℃ に て 2時 間 、 Kokk
iniら （ Kokkini, G.ら , "Modification of hemoglobin by ninhydrin" Blood, Vol. 556,
 No. 4 1980: 701-705） に 記 載 さ れ る よ う に 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た ア ル デ ヒ ド
の 還 元 を 、 こ の 生 成 物 を 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 又 は 水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム と 反 応
さ せ る こ と に よ っ て 行 っ た 。 具 体 的 に は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を PBS中 の 0.1M水 素
化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム と 一 緒 に 室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 還 元 は 、 サ ン プ ル を 氷
上 に て 10分 間 冷 や し 、 こ れ を PBSに 対 し て 一 晩 3回 透 析 す る こ と に よ っ て 終 了 し た （ Kokkin
i, G., Blood, Vol. 556, No 4 1980: 701-705） 。 水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム を 用 い た
還 元 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を PBS中 の 0.1M水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム と 一 緒 に
室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 還 元 は 、 サ ン プ ル を 氷 上 に て 10
分 間 冷 や し 、 こ れ を PBSに 対 し て 一 晩 3回 透 析 す る こ と に よ っ て 終 了 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】

： エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100ug） を 500mM DTTと 共 に 60℃
に て 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 20mMヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 水 を 混 合 物 に 加 え 、 暗 所
で 室 温 に て 25分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】

： エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 特 定 の 残 基 を 標 的 と す る 限 定 的 な 化 学 的 蛋 白 分 解
に か け る こ と が で き る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 特 異 的 に 切 断 す る 2-
(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ル フ ェ ニ ル )-3-メ チ ル -3'-ブ ロ モ イ ン ド レ ニ ン （ bromoindolenine）
と 50倍 過 剰 量 の 50％ 酢 酸 の 中 で 暗 所 で 室 温 に て 48時 間 、 窒 素 圧 力 下 で キ ャ ッ プ し た 試 験 管
の 中 で 反 応 さ せ た 。 ト リ プ ト フ ァ ン で ク エ ン チ し て 脱 塩 す る こ と に よ り 、 反 応 を 停 止 し た
。
【 ０ １ ６ ９ 】

網 膜 細 胞 は 、 虚 血 ス ト レ ス の 30分 後 に は そ の 多 く が 死 滅 し て し ま う ほ ど 虚 血 に 対 し て 非 常
に 敏 感 で あ る 。 さ ら に 、 亜 急 性 も し く は 慢 性 の 虚 血 は 、 糖 尿 病 、 緑 内 障 、 及 び 黄 斑 変 性 等
の 多 く の 一 般 的 な ヒ ト 疾 患 を 伴 う 視 力 の 悪 化 の 原 因 で あ る 。 現 時 点 で は 、 虚 血 か ら 細 胞 を
保 護 す る 効 果 的 な 治 療 法 は な い 。 血 液 と 網 膜 と の 間 に は 、 大 部 分 の 巨 大 分 子 を 排 除 す る 密
着 内 皮 バ リ ア が 存 在 す る 。 末 梢 投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 、 虚 血 に 対 し て 敏 感 な 細 胞
を 守 る か 否 か を テ ス ト す る た め に 、 Rosenbaumら （ 1997; Vis. Res. 37:3443-51） に よ り
記 載 さ れ る よ う に 、 急 性 可 逆 的 緑 内 障 ラ ッ ト モ デ ル を 使 用 し た 。 具 体 的 に は 、 成 体 雄 ラ ッ
ト の 前 眼 房 に 食 塩 水 を 注 射 し て 、 全 身 動 脈 血 圧 を 超 え る 圧 力 に し 、 60分 間 維 持 し た 。 動 物
に 、 食 塩 水 又 は 体 重 kgあ た り 5000Uの エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 腹 腔 内 投 与 し た 24時 間 後 に 、 虚
血 を 誘 導 し 、 さ ら に 3日 間 毎 日 投 与 を 続 け た 。 処 理 後 1週 間 で 、 暗 順 応 ラ ッ ト に 対 し て 網 膜
電 図 記 録 を 行 っ た 。 図 １ １ ～ １ ２ は 、 食 塩 水 の み で 処 理 し た 動 物 （ パ ネ ル C） （ 機 能 は 僅
か し か 残 っ て い な か っ た ） と は 対 照 的 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 が 網 膜 電 図 （ ERG） の
良 好 な 保 持 （ パ ネ ル D） に 関 係 が あ る こ と を 示 し て い る 。 図 １ １ は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で
処 理 し た グ ル ー プ と 食 塩 水 で 処 理 し た グ ル ー プ と で 、 網 膜 電 図 a波 及 び b波 の 振 幅 を 比 較 す
る も の で あ り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ り 有 意 な 保 護 が 付 与 さ れ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ０ 】

脳 に 外 傷 を 受 け た マ ウ ス に お け る 低 下 し た 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 能 力
を 示 す 研 究 に お い て 、 Brinesら （ PNAS 2000, 97; 10295-10672） に 記 載 さ れ る よ う に 、 雌
Balb/cマ ウ ス に 、 脳 に 鈍 傷 を 負 わ せ 、 5日 後 に 、 毎 日 1日 あ た り 5000U/kg-bwの エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の 腹 腔 内 投 与 を 開 始 し た 。 損 傷 を 負 わ せ た 12日 後 に 、 モ ー リ ス 水 迷 路 （ Morris wat
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er maze） の 中 で 認 知 機 能 に つ い て 動 物 を テ ス ト し た 。 一 日 あ た り ４ 回 試 行 を 行 っ た 。 処
理 動 物 及 び 未 処 理 動 物 は い ず れ も こ の テ ス ト に お け る 行 動 が 良 く な か っ た （ 遊 泳 時 間 は お
そ ら く 90秒 間 の う ち 約 80秒 間 ） 。 図 １ ３ は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で 処 理 し た 動 物 の 行 動 の 方
が 良 か っ た こ と を 示 し て い る （ こ の プ レ ゼ ン テ ー シ ョ ン で は 、 負 の 値 の 方 が 良 い ） 。 外 傷
後 30日 ま で エ リ ス ロ ポ エ チ ン 処 理 の 開 始 を 遅 ら せ て も （ 図 １ ４ ） 、 認 知 機 能 の 回 復 が 見 ら
れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】

カ イ ニ ン 酸 神 経 毒 性 モ デ ル に お い て 、 Brinesら , Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 2000, 9
7; 10295-10672の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 5000U/kg-bwの 用 量 で ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ
ン を 腹 腔 内 投 与 し た 24時 間 後 に 、 25mg/kgカ イ ニ ン 酸 を 投 与 し た と こ ろ 、 (時 間 )対 （ 死 亡
率 ） に よ り 示 さ れ る よ う に （ 図 １ ５ ） 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 じ く ら い 効 果 的 で あ る こ と
が 分 か る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
本 発 明 は 、 記 載 さ れ た 特 定 の 実 施 形 態 に よ っ て そ の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な く 、 こ れ
ら の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 個 々 の 態 様 を １ つ ず つ 例 示 す る も の で あ り 、 機 能 的 に 同 等 な 方
法 及 び コ ン ポ ー ネ ン ト は 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 実 際 に 、 こ れ ま で の 説 明 及 び 添 付 の 図
面 か ら 、 本 明 細 書 中 に 示 し 記 載 さ れ た も の に 加 え 、 本 発 明 の 種 々 の 改 変 物 が 当 業 者 に は 自
明 と な ろ う 。 こ の よ う な 改 変 物 は 、 本 発 明 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ た 全 て の 文 献 は 、 あ ら ゆ る 目 的 の た め に そ の 全 て が 本 明 細 書 中 に 参
考 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 非 経 口 投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 脳 脊 髄 液 中 へ の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ
ョ ン を 表 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 一 時 的 な 血 管 閉 塞 の 後 の 虚 血 ダ メ ー ジ か ら の エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 心
筋 層 の 保 護 を 表 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 移 植 用 に 用 意 さ れ た 心 臓 の 機 能 維 持 を 表 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 力 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び ア シ ア ロ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン の in-vitro効 力 を 比 較 し た 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 力 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び ア シ ア ロ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン の in-vitro効 力 を 比 較 す る 他 の 実 験 を 表 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 力 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び フ ェ ニ ル グ リ
オ キ サ ー ル に よ り 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の in-vitro効 力 を 比 較 し た 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 ラ ッ ト 局 所 脳 虚 血 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び ア シ ア ロ エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の 保 護 を 表 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 虚 血 卒 中 の モ デ ル に お け る 中 大 脳 動 脈 閉 塞 に お け る ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ
ン 及 び ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力 を 比 較 す る 用 量 応 答 曲 線 を 表 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 P19ア ッ セ イ に お け る ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 及 び ア シ ア ロ エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の 効 力 を 表 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 P19ア ッ セ イ に お け る ヨ ウ 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 活 性 を 表 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 ラ ッ ト 緑 内 障 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 治 療 の 効 力 を 表 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 ラ ッ ト 緑 内 障 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 網 膜 機 能 の 保
存 程 度 を 表 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 外 傷 を 負 っ た 5日 後 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 を 開 始 す る こ と に よ
る 、 脳 の 外 傷 後 の 認 知 機 能 の 回 復 を 表 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 外 傷 を 負 っ た 30日 後 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 を 開 始 す る こ と に よ
る 、 脳 の 外 傷 後 の 認 知 機 能 の 回 復 を 表 す 。
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【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 大 脳 毒 性 の カ イ ニ ン 酸 モ デ ル に お け る ヒ ト ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ
ン の 効 力 を 表 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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