
JP 2013-509422 A 2013.3.14

(57)【要約】
　本発明は、減少させたヘパリンおよびヘパラン硫酸の結合親和性を有するが、神経栄養
活性を保持するニュールツリンポリペプチド、ニュールツリン変異体をコード化する核酸
、並びに改良されたニュールツリンポリペプチドを発現するベクターおよび宿主細胞に関
する。また、疾患の処置または予防における改良されたニュールツリンポリペプチド、核
酸および宿主細胞の使用に関する。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　成熟野生型ニュールツリン（配列番号５）のアミノ酸５１～６３を含む領域において正
に帯電されたアミノ酸の少なくとも１つの変異によって成熟野生型ニュールツリンと異な
り、および成熟野生型ニュールツリンと比較して、減少したヘパリンへの親和性を有して
いることを特徴とするニュールツリンポリペプチド。
【請求項２】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、１００ｎｇ／ｍｌの濃度で、３７℃で１０分間線
維芽細胞に加えられると、ＲＥＴのリン酸化を誘発する能力を有しており、ここで、線維
芽細胞は、ＲＥＴおよびＧＦＲα１あるいはＧＦＲα２のいずれかを発現することを特徴
とする請求項２に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項３】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、ｐＨ　７．２で１Ｍ　ＮａＣｌ未満のＮａＣｌ濃
度で、ヘパリンアフィニティーカラムから溶出され得ることを特徴とする請求項１または
２に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項４】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、Ｒ５２、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｒ５８、Ｒ６１および
Ｒ６３からなる群から選択される位置に少なくとも１つの変異を有することを特徴とする
請求項３に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項５】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、Ｒ５１、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｑ５５、Ｒ５６、Ｒ５
７、Ｒ５８、Ｒ６０、Ｒ６１およびＥ６２からなる群から選択される位置に少なくとも１
つの変異を有することを特徴とする請求項３に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項６】
　前記変異が、少なくとも１つの中性の、両性イオン性の、または負に帯電された脂肪族
アミノ酸を導入することを特徴とする請求項４又は５に記載のニュールツリンポリペプチ
ド。
【請求項７】
　前記変異が、グリシン、アラニン、ロイシン、バリン、セリンおよびグルタミンからな
る群から独立して選択される少なくとも１つのアミノ酸を導入することを特徴とする請求
項６に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項８】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、変異Ｒ５２Ａ、Ｒ５６ＡおよびＲ５８Ａを含むこ
とを特徴とする請求項７に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項９】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、変異Ｒ５４Ａ、Ｒ６１ＡおよびＲ６３Ａを含むこ
とを特徴とする請求項７に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項１０】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、変異Ｒ５２Ａ、Ｒ５４Ａ、Ｒ５６Ａ、Ｒ５８Ａお
よびＲ６１Ａを含むことを特徴とする請求項７に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項１１】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、変異Ｒ５１Ａ、Ｒ５４Ｑ、Ｑ５５Ｇ、Ｒ５６Ｑ、
Ｒ５７Ｇ、Ｒ５８Ａ、Ｒ６０Ｖ、Ｒ６１ＧおよびＥ６２Ｓを含むことを特徴とする請求項
７に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項１２】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、配列ＡＲＬＱＧＱＧＡＬＶＧＳによるアミノ酸５
１～６２の置換を含むことを特徴とする請求項７に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項１３】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、成熟ヒトニュールツリンの残基５１～６３によっ
て包含される１３のアミノ酸を除いて、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸配列にわた
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って、配列番号５と実質的に相同であるか、または実質的に類似していることを特徴とす
る請求項１乃至１２のいずれかに記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項１４】
　前記ポリペプチドが、配列番号１を含むことを特徴とする請求項７に記載のニュールツ
リンポリペプチド。
【請求項１５】
　前記ポリペプチドが、配列番号２を含むことを特徴とする請求項７に記載のニュールツ
リンポリペプチド。
【請求項１６】
　前記ポリペプチドが、配列番号３を含むことを特徴とする請求項７に記載のニュールツ
リンポリペプチド。
【請求項１７】
　前記ポリペプチドが、配列番号４を含むことを特徴とする請求項７に記載のニュールツ
リンポリペプチド。
【請求項１８】
　細胞変性または機能不全を処置する方法であって、前記方法が、そのような処置に必要
としている患者に、治療上有効な量の請求項１乃至１７のいずれかに記載のニュールツリ
ンポリペプチドを投与する工程を含むことを特徴とする方法。
【請求項１９】
　前記患者が、末梢神経障害、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病、パーキンソン病
、ハンチントン舞踏病、虚血性脳卒中、急性脳外傷、急性脊髄損傷、神経障害性疼痛、糖
尿病、勃起不全、抜け毛、ヒルシュスプルング病、神経系の腫瘍、多発性硬化症、難聴、
網膜症および感染からなる群から選択される疾患または障害を有していることを特徴とす
る請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　細胞変性または機能不全が、好酸球減少症、好塩基球減少症、リンパ球減少症、単球減
少症、好中球減少症、貧血症、血小板減少症、および幹細胞機能不全からなる群から選択
される造血細胞の変性または機能不全を含むことを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ニュールツリンポリペプチドが全身投与によって投与されることを特徴とする請求
項１８乃至２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
　前記ニュールツリンポリペプチドが脊髄内投与によって投与されることを特徴とする請
求項１８乃至２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　前記ニュールツリンポリペプチドが経鼻投与によって投与されることを特徴とする請求
項１８乃至２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２４】
　前記ニュールツリンポリペプチドが実質内投与によって投与されることを特徴とする請
求項１８乃至２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２５】
　前記ニュールツリンポリペプチドが徐放性の組成物またはデバイスによって投与される
ことを特徴とする請求項１８乃至２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２６】
　請求項１乃至１７のいずれかに記載のニュールツリンペプチドと、薬学的に許容可能な
担体とを含む医薬組成物。
【請求項２７】
　ポリペプチドをコード化する単離ポリヌクレオチドであって、前記ニュールツリンポリ
ペプチドは、成熟野生型ニュールツリン（配列番号５）のアミノ酸５１～６３を含む領域
において正に帯電されたアミノ酸の少なくとも１つの変異によって成熟野生型ニュールツ
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リンと異なり、およびニュールツリンポリペプチドは、成熟野生型ニュールツリンと比較
して、減少したヘパリンへの親和性を有していることを特徴とする単離ポリヌクレオチド
。
【請求項２８】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、１００ｎｇ／ｍｌの濃度で、３７℃で１０分間線
維芽細胞に加えられると、ＲＥＴのリン酸化を誘発する能力を有し、ここで、線維芽細胞
は、ＲＥＴおよびＧＦＲα１あるいはＧＦＲα２のいずれかを発現することを特徴とする
請求項２７に記載のポリヌクレオチド。
【請求項２９】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、ｐＨ　７．２で１Ｍ　ＮａＣｌ未満のＮａＣｌ濃
度で、ヘパリンアフィニティーカラムから溶出され得ることを特徴とする請求項２７又は
２８に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３０】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、Ｒ５２、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｒ５８、Ｒ６１および
Ｒ６３からなる群から選択される位置に少なくとも１つの変異を有することを特徴とする
請求項２９に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３１】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、Ｒ５１、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｑ５５、Ｒ５６、Ｒ５
７、Ｒ５８、Ｒ６０、Ｒ６１およびＥ６２からなる群から選択される位置に少なくとも１
つの変異を有することを特徴とする請求項２９に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３２】
　前記変異が、少なくとも１つの中性の、両性イオン性の、または負に帯電された脂肪族
アミノ酸を導入することを特徴とする請求項３０又は３１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３３】
　前記変異が、グリシン、アラニン、ロイシン、バリン、セリンおよびグルタミンからな
る群から独立して選択される少なくとも１つのアミノ酸を導入することを特徴とする請求
項３２に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３４】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、変異Ｒ５２Ａ、Ｒ５６ＡおよびＲ５８Ａを含むこ
とを特徴とする請求項３３に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３５】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、変異Ｒ５４Ａ、Ｒ６１ＡおよびＲ６３Ａを含むこ
とを特徴とする請求項３４に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３６】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、変異Ｒ５２Ａ、Ｒ５４Ａ、Ｒ５６Ａ、Ｒ５８Ａお
よびＲ６１Ａを含むことを特徴とする請求項３５に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３７】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、変異Ｒ５１Ａ、Ｒ５４Ｑ、Ｑ５５Ｇ、Ｒ５６Ｑ、
Ｒ５７Ｇ、Ｒ５８Ａ、Ｒ６０Ｖ、Ｒ６１ＧおよびＥ６２Ｓを含むことを特徴とする請求項
３３に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３８】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、配列ＡＲＬＱＧＱＧＡＬＶＧＳによるアミノ酸５
１～６２の置換を含むことを特徴とする請求項３３に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３９】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、成熟ヒトニュールツリンの残基５１～６３によっ
て包含される１３のアミノ酸を除いて、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸配列にわた
って、配列番号５と実質的に相同であるか、または実質的に類似していることを特徴とす
る請求項２７乃至３８のいずれかに記載のポリヌクレオチド。
【請求項４０】
　前記ポリヌクレオチドが配列番号６を含むことを特徴とする請求項３３に記載のポリヌ
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クレオチド。
【請求項４１】
　前記ポリヌクレオチドが配列番号７を含むことを特徴とする請求項３３に記載のポリヌ
クレオチド。
【請求項４２】
　前記ポリヌクレオチドが配列番号８を含むことを特徴とする請求項３３に記載のポリヌ
クレオチド。
【請求項４３】
　前記ポリヌクレオチドが配列番号９を含むことを特徴とする請求項３３に記載のポリヌ
クレオチド。
【請求項４４】
　請求項２７乃至４３のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含む組換えベクター。
【請求項４５】
　ポリヌクレオチドに操作可能に結合される発現制御配列をさらに含むことを特徴とする
請求項４４に記載の組換えベクター。
【請求項４６】
　前記ベクターが、ウイルスベクターであることを特徴とする請求項４４または４５に記
載の組換えベクター。
【請求項４７】
　治療上有効な量の請求項４４乃至４６のいずれかに記載の組換えベクターを、そのよう
な処置を必要としている患者に投与する工程を含む細胞変性または機能不全を処置する方
法。
【請求項４８】
　前記患者が、末梢神経障害、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病、パーキンソン病
、ハンチントン舞踏病、虚血性脳卒中、急性脳外傷、急性脊髄損傷、神経障害性疼痛、糖
尿病、勃起不全、抜け毛、ヒルシュスプルング病、神経系の腫瘍、多発性硬化症、難聴、
網膜症および感染からなる群から選択される疾患または障害を有していることを特徴とす
る請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記細胞変性または機能不全が、好酸球減少症、好塩基球減少症、リンパ球減少症、単
球減少症、好中球減少症、貧血症、血小板減少症、および幹細胞機能不全からなる群から
選択される造血細胞の変性または機能不全を含むことを特徴とする請求項４７に記載の方
法。
【請求項５０】
　前記組換えベクターが全身投与によって投与されることを特徴とする請求項４７乃至４
９のいずれかに記載の方法。
【請求項５１】
　前記組換えベクターが脊髄内投与によって投与されることを特徴とする請求項４７乃至
４９のいずれかに記載の方法。
【請求項５２】
　前記組換えベクターが経鼻投与によって投与されることを特徴とする請求項４７乃至４
９のいずれかに記載の方法。
【請求項５３】
　前記組換えベクターが実質内投与によって投与されることを特徴とする請求項４７乃至
４９のいずれかに記載の方法。
【請求項５４】
　前記組換えベクターが徐放性の組成物またはデバイスによって投与されることを特徴と
する請求項４７乃至４９のいずれかに記載の方法。
【請求項５５】
　請求項４４乃至４６のいずれかに記載の組換えベクターと、薬学的に許容可能な担体と
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を含む医薬組成物。
【請求項５６】
　請求項２６乃至４３のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含む宿主細胞。
【請求項５７】
　前記宿主が、請求項４４乃至４６のいずれかに記載の組換えベクターのいずれかで形質
転換されるか、またはそれをトランスフェクトされていることを特徴とする請求項５６に
記載の宿主細胞。
【請求項５８】
　前記宿主細胞が、請求項１乃至１７のいずれかに記載のポリペプチドを分泌することを
特徴とする請求項５６または５７に記載の宿主細胞。
【請求項５９】
　治療上有効な量の請求項５６乃至５８に記載の宿主細胞を、そのような処置に必要とし
ている患者に投与する工程を含む細胞変性または機能不全を処置する方法。
【請求項６０】
　前記患者が、末梢神経障害、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病、パーキンソン病
、ハンチントン舞踏病、虚血性脳卒中、急性脳外傷、急性脊髄損傷、神経障害性疼痛、糖
尿病、勃起不全、抜け毛、ヒルシュスプルング病、神経系の腫瘍、多発性硬化症、難聴、
網膜症および感染からなる群から選択される疾患または障害を有していることを特徴とす
る請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記細胞変性または機能不全が、好酸球減少症、好塩基球減少症、リンパ球減少症、単
球減少症、好中球減少症、貧血症、血小板減少症、および幹細胞機能不全からなる群から
選択される造血細胞の変性または機能不全を含むことを特徴とする請求項６０に記載の方
法。
【請求項６２】
　前記宿主細胞が全身投与によって投与されることを特徴とする請求項５８乃至６１のい
ずれかに記載の方法。
【請求項６３】
　前記宿主細胞が脊髄内投与によって投与されることを特徴とする請求項５８乃至６１の
いずれかに記載の方法。
【請求項６４】
　前記宿主細胞が経鼻投与によって投与されることを特徴とする請求項５８乃至６１のい
ずれかに記載の方法。
【請求項６５】
　前記宿主細胞が実質内投与によって投与されることを特徴とする請求項５８乃至６１の
いずれかに記載の方法。
【請求項６６】
　前記宿主細胞が徐放性の組成物又はデバイスによって投与されることを特徴とする請求
項５８乃至６１のいずれかに記載の方法。
【請求項６７】
　請求項５８乃至６１のいずれかに記載の宿主細胞と、薬学的に許容可能な担体とを含む
医薬組成物。
【請求項６８】
　髄腔内ポンプと、請求項１乃至１７のいずれかに記載のポリペプチドとを含む医薬送達
システム。
【請求項６９】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、別のタンパク質またはポリペプチド配列に融合す
ることを特徴とする請求項１乃至１７のいずれかに記載のニュールツリンポリペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
（関連出願への相互参照）
　本出願は、２００９年１０月３０日に出願の米国仮特許出願第６１／２５６３５２号の
利益を主張するものであり、その全体は、引用によって本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、減少させたヘパリンおよびヘパラン硫酸の結合親和性を有するが、神経栄養
活性を保持する、改良されたニュールツリンポリペプチド；ニュールツリン変異体をコー
ド化する核酸、並びに改良されたニュールツリンポリペプチドを発現するベクターおよび
宿主細胞の開発および使用に関する。また、本発明内には、疾患の処置における改良され
たニュールツリンポリペプチド、核酸および宿主細胞の使用が包含される。
【背景技術】
【０００３】
　グリア細胞株に由来する神経栄養因子（ＧＤＮＦ）ファミリーリガンド（ＧＦＬ）は、
ＴＧＦ－βスーパーファミリーの遠縁の（ｄｉｓｔａｎｔ）メンバーであり、それは、イ
ンビトロでの強力な神経栄養因子であり、インビボでの別個の神経細胞の個体群の開発に
とって重大である（Ａｉｒａｋｓｉｎｅｎ，Ｍ．Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）”Ｇ
ＤＮＦ　ｆａｍｉｌｙ　ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｆａｃｔｏｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
：　ｆｏｕｒ　ｍａｓｔｅｒｓ，　ｏｎｅ　ｓｅｒｖａｎｔ？”Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｎｅ
ｕｒｏｓｃｉ．１３，３１３－３２５）。高い配列類似性を持ったこのファミリーの４つ
の既知のメンバー；ＧＤＮＦ、ニュールツリン（ＮＲＴＮ）、アルテミン（ａｒｔｅｍｉ
ｎ）（ＡＲＴＮ）およびパーセフィン（ＰＳＰＮ）がある。これらの因子は全て、トラン
スフェクション中に再構成された（ＲＥＴ）膜貫通受容体チロシンキナーゼの活性化を介
して機能し、それは複数のシグナル経路を活性化する。（Ｋｎｏｗｌｅｓ，ＰＰ．（２０
０６）”Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ
　ｔｈｅ　ＲＥＴ　ｔｙｒｏｓｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅ　ｄｏｍａｉｎ”，Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２８１　３３５７７－３３５８７。）ＧＦＲα（ＧＤＮＦファミリー受容体α
）として呼ばれる高親和性グリコシルフォスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）アンカー
細胞表面タンパク質が、受容体複合体に含まれ、各々のＧＦＬに対して１つのＧＦＲαが
あるが、クロスシグナル伝達（ｃｒｏｓｓ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）が受容体複合体間で生
じる（Ａｉｒａｋｓｉｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ，同上）。ＧＦＬはまた、親和性をほとんど又
はまったく有しないと考えられるＰＳＰＮを除いて、ヘパリンに対する親和性を共有する
（Ｍａｘｉｍ　Ｍ．　Ｂｅｓｐａｌｏｖ　ＰｈＤ　ｔｈｅｓｉｓ，　１８．１２．　２０
０９，　Ｕｎｉｖｅｒsｉｔｙ　ｏｆ　Ｈｅｌｓｉｎｋｉ）。ヘパリンは、マスト細胞に
主として制限される硫酸化多糖である。しかしながら、関連性の高いヘパラン硫酸（ＨＳ
）はより遍在し、細胞表面および細胞間マトリックスに存在する。ＧＤＮＦとヘパリン／
ＨＳの間の相互作用が２－Ｏサルフェートの存在への特に高い依存性を実証することが示
された（Ｒｉｃｋａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）”Ｔｈｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ
　ｈｕｍａｎ　ｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｎｅｕｒｏｔｒｏｐ
ｈｉｃ　ｆａｃｔｏｒ（ＧＤＮＦ）ｔｏ　ｈｅｐａｒｉｎ　ａｎｄ　ｈｅｐａｒａｎ　ｓ
ｕｌｆａｔｅ：ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ　ｏｆ　２－０－ｓｕｌｆａｔｅ　ｇｒｏｕｐｓ　
ａｎｄ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ｉｔｓ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｉｔｓ　
ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ＧＦＲ　ｌ”．Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　１３，４１９－４２６）
。
【０００４】
　それらの神経栄養性の特質のために、ＧＦＬは、疾患、および中枢神経系および末梢神
経系の損傷の処置に対する候補として出現してきている。ニュールツリンなどのＧＦＬの
治療上の有用性の中心は、例えば、ドーパミン作用性、交感神経性、副交感神経性、感覚
性のニューロンおよび脊柱の運動性ニューロンを含む広範囲のニューロンの生存および成
長を刺激するこれらの分子の能力である。（Ｂｅｓｐａｌｏｖ，ＭＭ　＆　Ｓａａｒｍａ
，Ｍ．（２００７）”ＧＤＮＦ　ｆａｍｉｌｙ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ
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　ａｒｅ　ｅｍｅｒｇｉｎｇ　ｄｒｕｇ　ｔａｒｇｅｔｓ”Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａ
ｒｍ．Ｓｃｉ．２８（２）６８－７４）。例えば、ＧＤＮＦタンパク質と遺伝子療法ベク
ター内のＮＲＴＮの両方は、パーキンソン病の処置のための臨床試験において患者に投与
されており、動物モデルにおいてドーパミン代謝回転（ｔｕｒｎｏｖｅｒ）を刺激するこ
とが示されている。（Ｈａｄａｃｚｅｋ　ｅｔ　ａｌ．，（２０１０）Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｌ
ｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆａｃｔｏｒ（ＧＤＮＦ）ａｎｄ　ｎｅｕｒｔｕｒｉｎ（ＮＴ
Ｎ）ｉｎｆｕｓｅｄ　ｉｎｔｏ　ｒａｔ　ｂｒａｉｎ”Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍ．５８　１
１１４－１１２１）。さらに、アルツハイマー病、ＡＬＳ、てんかん、中毒、慢性的疼痛
および脳卒中などの疾患はまた、ニューロンの生存および成長を促進するニュールツリン
の能力に基づくニュールツリンを用いた処置から利益を得ることがある。
【０００５】
　更に、ニュールツリン処置は、以下の疾患の処置に役立つかもしれないという考えに対
して、支持が増えている：糖尿病（Ｒｏｓｓｉ，ｅｔ　ａｌ．，（２００５）Ｄｉａｂｅ
ｔｅｓ　５４（５）１３２４－３０；Ｍｗａｎｇｉ　ｅｔ　ａｌ．，（２００８）Ｇａｓ
ｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　１３４（３）７２７－３７；Ｍｗａｎｇｉ　ｅｔ　ａｌ．
，（２０１０）Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔ　Ｌｉｖｅｒ　Ｐ
ｈｙｓｉｏｌ．２９９（１）　Ｇ２８３－９２）；勃起不全（Ｌａｕｒｉｋａｉｎｅｎ　
ｅｔ　ａｌ．，（２０００）Ｃｅｌｌ．Ｔｉｓｓｕｅ．Ｒｅｓ．３０２（３）３２１－９
，Ｌａｕｒｉｋａｉｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（２０００）Ｊ．Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ．４３
（２）１９８－２０５，Ｍａｙ　ｅｔ　ａｌ．，（２００８）Ｅｕｒ．Ｕｒｏｌ．５４（
５）１１７９－８７；Ｋａｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，（２００９）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ
　１６（１）２６－３３）；抜け毛（Ｂｏｔｃｈｋａｒｅｖａ　ｅｔ　ａｌ．，（２００
０）Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１５６（３）１０４１－５３，Ａｄｌｙ　ｅｔ　ａｌ．，
（２００８）Ｊ．Ａｍ．Ａｃａｄ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．５８（２）２３８－５０）；難聴
（Ｙｌｉｋｏｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９８）Ｈｅａｒ　Ｒｅｓ．１２４（１－２
）１７－２６，Ｓｔｏｖｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（２００１）Ｈｅａｒ　Ｒｅｓ．１５５（
１－２）１４３－５１，Ｓｔｏｖｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（２０００）Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ
　Ｍｏｌ　Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．７６（１）２５－３５；Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ’ｓ
　ｄｉｓｅａｓｅ，（Ｔａｒａｖｉｒａｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）Ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ　１２６（１２）２７８５－９７，Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，（２００８
）Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔ．Ｌｉｖｅｒ　Ｐｈｙｓｉｏｌ
．２９４（４）Ｇ９９６－Ｇ１００８；Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ　ｐａｉｎ，Ａｄｌｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．，（２００９）Ｐａｉｎ．Ｍｅｄ．１０（７）１２２９－３６；および網
膜症（Ｉｇａｒａｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，（２０００）Ｃｅｌｌ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｆｕｎｃ
ｔ．　２５（４）２３７－４１，Ｎｉｓｈｉｋｉｏｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，（２００７）５
６（５）１３３３－４０）。
【０００６】
　最近の第ＩＩ相の臨床試験において、ＮＲＴＮはウイルスベクター（ＣＥＲＥ－１２０
）を使用して、パーキンソン病患者に投与された。ＣＥＲＥ－１２０は、脳の被殻（ｐｕ
ｔａｍｉｎａｌ）部分に定位的注入によって送達され、高度に標的化された方法でＮＲＴ
Ｎの安定した、持続的な発現を提供した。しかしながら、二重盲検の対照試験の結果は、
ＣＥＲＥ－１２０で処置された患者と対照群の患者との間に、明らかな違いがないことを
示した。両方の群は、およそ３９点の基線での平均に比べて、プロトコルに定義された主
要評価エンドポイントにおいて約７点の改善を示した（統一されたパーキンソン病評定尺
度（Ｕｎｉｆｉｅｄ　Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｒａｔｉｎｇ　Ｓｃａ
ｌｅ）－１２か月でのモーターオフスコア（ｍｏｔｏｒ　ｏｆｆ　ｓｃｏｒｅ））。両方
の群には、基線から有意な臨床的改善を示した患者がかなりいた。ＣＥＲ－１２０は、安
全で、かなり許容されるように思われた。ＣＥＲＥ－１２０治験の１８か月のフォローア
ップで、中程度の臨床的な利益がプラセボに対して観察された。
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【０００７】
　治験の失敗の理由は完全には分かられない。１つの仮説は、脳の影響を受けた領域への
直接の注入にもかかわらず、ヘパラン硫酸に対するニュールツリンの高い親和性のために
、効果が得られるのに十分広範囲な領域へ、分子が十分に拡散することが妨げられるとい
うことである。この仮説を支持して、動物研究のみでなく２人の処置された患者の脳内で
のニュールツリンの分布の分析は、脳内での注入後にニュールツリンが均一に分散してい
ないことを示唆し（Ｈａｄａｃｚｅｋ　ｅｔ　ａｌ．，（２０１０）Ｐｈａｒｍａｃｏｋ
ｉｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｌｉ
ｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆａｃｔｏｒ　（ＧＤＮＦ）ａｎｄ　ｎｅｕｒｔｕｒｉｎ（ＮＴ
Ｎ）ｉｎｆｕｓｅｄ　ｉｎｔｏ　ｒａｔ　ｂｒａｉｎ”　Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍ．５８　
１１１４－１１２１；　Ｃｅｒｅｇｅｎｅ　Ｐｒｅｓｓ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｍａｙ　２７
，２００９）、再び、広い体内分布が好ましいかもしれないことを示唆している。
【０００８】
　さらに、最近の動物研究は、パーキンソン病のアカゲザルモデルにおいて脳へヘパリン
をニュールツリンと同時注入（ｃｏ－ｉｎｆｕｓｉｏｎ）することを含んでいる（Ｇｒｏ
ｄｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｉｎｔｒａｐｕｔａｍｅｎａｌ　ｉｎｆｕｓｉｏｎ　ｏｆ　ｅ
ｘｏｇｅｎｏｕｓ　ｎｅｕｒｔｕｒｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｒｅｓｔｏｒｅｓ　ｍｏｔｏ
ｒ　ａｎｄ　ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｇｌｏｂｕ
ｓ　ｐａｌｌｉｄｕｓ　ｏｆ　ＭＰＴＰ－ｌｅｓｉｏｎｅｄ　ｒｈｅｓｕｓ　ｍｏｎｋｅ
ｙｓ．Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　１７：３７３－３８１，２００８）
。理論上、同時注入されたヘパリンは、標的細胞上のＲＥＴ／ＧＦＲ受容体複合体への結
合を依然として可能としつつ、細胞間マトリックスへのニュールツリンの結合を阻害する
。それ故、同時注入されたニュールツリンは、より広範囲な領域へ拡散し得る。
【０００９】
　ニュールツリンの有効性および体内分布を改善する別の手法は、その神経栄養の特性に
影響を与えずに、分子のヘパリン結合親和性を変えることである。しかしながら、本出願
人の発見前に、ニュールツリンにおいてヘパリン結合を媒介することに関与する実際のア
ミノ酸の位置および正体（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）は知られていなかった。さらに、ヘパリン
結合ドメインの変異が、タンパク質のフォールディングおよび／または３次元構造を崩壊
するか否か、および生体機能の喪失、および特に変異した分子の神経栄養の活性の喪失を
結果として生じるか否か、について知られていなかった。従って、高い生物活性を保持し
つつ改善された体内分布を示す改良されたニュールツリンポリペプチドの必要性が依然と
して存在している。
【００１０】
　この手法の魅力にもかかわらず、ニュールツリンおよびＧＤＮＦファミリーの他のメン
バーのヘパリン結合特性の機能的影響を調べた以前の研究は、雑多で、かつ矛盾している
結果を提供した。（Ｒｉｄｅｒ，ＣＣ，（２００６）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎ
ｓ．３４（３）４５８－４６０；Ｒｉｃｋａｒｄ　ＳＭ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｇ
ｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　１３（６）４１９－２６，Ｄａｖｉｅｓ　ＪＡ　ｅｔ　ａｌ．
，（２００３）Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒｓ　２１（３－４）１０９－１９，Ｒｉｄｅ
ｒ　ＣＣ，（２００３）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎｓ．３１（２）３３７－９，
Ｔａｎａｋａ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，（２００２）Ｎｅｕｒｏｒｅｐｏｒｔ　１３（１５）
１９１３－１９１６，Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ＪＦ　ｅｔ　ａｌ（２００１）Ｅｘｐ．Ｎｅｕ
ｒｏｌ．１６８（１）１５５－６１，Ａｉ　Ｘ　ｅｔ　ａｌ．，（２００７）Ｄｅｖｅｌ
ｏｐｍｅｎｔ　１３４（１８）３３２７－３８）。
【００１１】
　例えば、従来の研究は、モチーフ「ＢＢＸＢ」または「ＢＢＢＸＸＢ」（ここで、「Ｂ
」は塩基性アミノ酸であり、「Ｘ」は任意のアミノ酸である）は、ヘパリン結合にとって
重要であることを示したが、他の研究は、このモチーフを含んでいないタンパク質もヘパ
リンおよびＨＳを結合させることを示した（Ｄｅｌａｃｏｕｘ　ｅｔ　ａｌ．“Ｕｎｒａ
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ｖｅｌｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｒｕｃｉａｌ　ｆ
ｏｒ　ｈｅｐａｒｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｔｏ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｖ．”Ｊ．Ｂｉｏｌ
．Ｃｈｅｍ．２０００　２７５（３８）：２９３７７－８２）。さらに、ニュールツリン
の詳細な３次元構造がないことは、ニュールツリンの対応する正に帯電された残基の何れ
かが、その側鎖がヘパリンと相互に作用するように正しく配列されるように、成熟タンパ
ク質において実際に表面に露出され、配向されているか否かについて詳細な分析を妨げる
。
【００１２】
　さらに、他のＧＦＬメンバーを用いた研究は、主としてこのタンパク質ファミリーのＮ
末端領域においてヘパリン結合が起こる、またはいくつかの領域にわたって分散している
ことを示唆した。（Ａｌｆａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．（“Ｔｈｅ　ｍａｊｏｒ　ｄｅｔｅｒｍ
ｉｎａｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｅｐａｒｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ｇｌｉａｌ　ｃｅ
ｌｌ－ｌｉｎｅ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｆａｃｔｏｒ　ｉｓ　ｎ
ｅａｒ　ｔｈｅ　Ｎ－ｔｅｒｍｉｎｕｓ　ａｎｄ　ｉｓ　ｄｉｓｐｅｎｓａｂｌｅ　ｆｏ
ｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ”Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｊ．４０４：１３１－１４
０，２００７）；Ｓｉｌｖｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．，（“Ａｒｔｅｍｉｎ　ｃｒｙｓｔａｌ
　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｒｅｖｅａｌｓ　ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｉｎｔｏ　ｈｅｐａｒａｎ
　ｓｕｌｆａｔｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ”Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４５：６８０１－６８
１２，２００６））。
【００１３】
　Ｓｉｌｖｉａｎらは、ＡＲＴＮのヘパリン結合特性を調査し、プレ－アルファ－ヘリッ
クス領域の一連のアルギニン残基が結晶構造中のサルフェート原子とコンタクトする（ｃ
ｏｎｔａｃｔ）ことが示されたと示した。彼らは、ＡＲＴＮのアミノ末端領域（アミノ酸
１－９）（それは結晶中でディスオーダーであった（ｄｉｓｏｒｄｅｒ））が、いくつか
のＨＳ結合活性を受け持っていることを見出した。さらに、彼らは、ＡＲＴＮのプレ－ア
ルファ－ヘリックスの領域では３つのアルギニン（Ａｒｇ４８、Ａｒｇ４９およびＡｒｇ
５１）を、グルタミン酸残基で置換することによって、これらを変異させた。グルタミン
酸のとり込みは、ヘパリン分子への親和性を減少させ、このプレ－ヘリックス領域がヘパ
ラン硫酸の相互作用において役割を果たすことを示唆する。しかしながら、ＡＲＴＮのこ
のプレ－ヘリックス領域は、ニュールツリン内でうまく保存されず、このことは、ニュー
ルツリンのこの領域の機能が保存されないことを示唆する。
【００１４】
　Ａｌｆａｎｏらによって報告された研究によると、ＧＤＮＦのＮ末端領域の欠失はヘパ
リン結合の著しい減少を結果として生じた。さらに、Ａｌｆａｎｏらは、成熟ＧＤＮＦタ
ンパク質のアルファ－ヘリックスの領域の１つの面上に存在するいくつかの塩基性アミノ
酸を含んでいるＧＤＮＦ内の領域において、正に帯電されたアミノ酸の対（Ｋ８１Ａ／Ｋ
８４ＡおよびＲ８８Ａ／Ｒ９０Ａ）に関してアラニンスキャニング変異誘発を行った。Ａ
ｌｆａｎｏらは、両方の組の２つのアミノ酸の変異は、別々でも又は組み合わられても、
ヘパリンに対するＧＤＮＦの結合親和性を著しく減少させなかったことを見出した。
【００１５】
　ＧＤＮＦ、ＡＲＴＮおよびＮＲＴＮは類似しており、通常、類似構造を含むが、成熟タ
ンパク質のＮ末端領域と、理論上のヘパリン結合配列の周りの領域との両方は、あまり保
存されない。従って、ＮＲＴＮにおけるこれらのタンパク質ドメインの役割に関する正確
な予測は、ＧＤＮＦまたはＡＲＴＮのいずれかからの研究から正確に推論することができ
ない。
【００１６】
　本発明は、アミノ酸５１～６３（成熟ヒトニュールツリンにおいてそのように番号が付
けられた）を含むニュールツリン内のアミノ酸の発見に部分的に基づき、それは、ニュー
ルツリンのヘパリンとの相互作用を媒介する際に重要な役割を果たす。さらに、本出願人
は、驚いたことに、この領域のアミノ酸の変異が、ヘパリンに対する減少した親和性を示
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しつつも、依然として神経栄養の活性、特に、ＧＦＲαｌまたはＧＦＲα２と相互作用し
、ＲＥＴのリン酸化を誘発し、細胞効果を誘発する能力も保持する、改良されたニュール
ツリンポリペプチドにつながることを発見した。従って、本発明は、改善された生物活性
を有する新しいニュールツリンポリペプチド、そのようなポリペプチドをコード化するポ
リヌクレオチド、並びに疾患の処置および予防において使用されるそのようなポリペプチ
ドを発現する細胞およびそれらを使用するための方法を提供する。
【発明の概要】
【００１７】
　本発明は、ヘパリン、ヘパラン硫酸およびヘパラン硫酸プロテオグリカン（ｈｅｐａｒ
ａｎ　ｓｕｌｆａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ）の結合能力を減少させるが、受容
体複合体の結合時のＲＥＴタンパク質のリン酸化を誘発する能力を保持するニュールツリ
ン分子の発見に部分的に基づく。従って、１つの実施形態において、本発明は、ＲＥＴの
リン酸化を誘発する能力を有し、かつ弱められたヘパリン結合活性を有するニュールツリ
ン変異体を含む、精製されたニュールツリンポリペプチドを含む。別の実施形態において
、精製されたニュールツリンポリペプチド変異体は、アミノ酸５１、５２、５４、５５、
５６、５７、５８、６０、６１、６２または６３に１以上の置換を含む。別の実施形態に
おいて、ニュールツリン変異体を含む、精製されたポリペプチドは、配列番号１、２、３
および４を含む。
【００１８】
　別の実施形態において、本発明は、ニュールツリンポリペプチドを含み、ここで、ニュ
ールツリンポリペプチドは、成熟野生型ニュールツリン（配列番号５）のアミノ酸５１～
６３を含む領域において正に帯電されたアミノ酸の少なくとも１つの変異によって成熟野
生型ニュールツリンと異なり、およびニュールツリンポリペプチドは、成熟野生型ニュー
ルツリンと比較して、減少したヘパリンへの親和性を有している。
【００１９】
　１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、１００ｎｇ／ｍｌの濃度で、３
７℃で１０分間線維芽細胞に加えられると、ＲＥＴのリン酸化を誘発する能力を有してお
り、ここで、線維芽細胞は、ＲＥＴおよびＧＦＲα１、あるいはＧＦＲα２のいずれかを
発現する。
【００２０】
　１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、ｐＨ　７．２で１Ｍ　ＮａＣｌ
未満のＮａＣｌ濃度で、ヘパリンアフィニティーカラムから溶出され得る。
【００２１】
　１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、Ｒ５２、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｒ５
８、Ｒ６１およびＲ６３からなる群から選択される位置に少なくとも１つの変異を有する
。
【００２２】
　１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、Ｒ５１、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｑ５
５、Ｒ５６、Ｒ５７、Ｒ５８、Ｒ６０、Ｒ６１およびＥ６２からなる群から選択される位
置に少なくとも１つの変異を有する。１つの態様において、変異は、少なくとも１つの中
性の、両性イオン性の、または負に帯電された脂肪族アミノ酸を導入する。別の態様にお
いて、変異は、グリシン、アラニン、ロイシン、バリン、セリンおよびグルタミンからな
る群から独立して選択される少なくとも１つのアミノ酸を導入する。
【００２３】
　１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、変異Ｒ５２Ａ、Ｒ５６Ａおよび
Ｒ５８Ａを含む。１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、変異Ｒ５４Ａ、
Ｒ６１ＡおよびＲ６３Ａを含む。１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、
変異Ｒ５２Ａ、Ｒ５４Ａ、Ｒ５６Ａ、Ｒ５８ＡおよびＲ６１Ａを含む。１つの態様におい
て、ニュールツリンポリペプチドは、変異Ｒ５１Ａ、Ｒ５４Ｑ、Ｑ５５Ｇ、Ｒ５６Ｑ、Ｒ
５７Ｇ、Ｒ５８Ａ、Ｒ６０Ｖ、Ｒ６１ＧおよびＥ６２Ｓを含む。１つの態様において、ニ
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ュールツリンポリペプチドは、配列ＡＲＬＱＧＱＧＡＬＶＧＳによるアミノ酸５１～６２
の置換を含む。
【００２４】
　これらのニュールツリンポリペプチドの任意の別の態様において、ポリペプチドは改良
されたニュールツリンポリペプチドである。これらのニュールツリンポリペプチドの任意
の別の態様において、ポリペプチドは改良されたニュールツリンヒトポリペプチドである
。
【００２５】
　これらのニュールツリンポリペプチドの任意の別の態様において、ニュールツリンポリ
ペプチドは、成熟ヒトニュールツリンの残基５１～６３によって包含される１３のアミノ
酸を除いて、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸配列にわたって、配列番号５と実質的
に相同であるか、または実質的に類似している。
【００２６】
　１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、配列番号１を含む。請求項７の
１つの態様のポリペプチドにおいて、ニュールツリンポリペプチドは、配列番号２を含む
。１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは、配列番号３を含む。１つの態様
において、ニュールツリンポリペプチドは、配列番号４を含む。
【００２７】
　これらのニュールツリンポリペプチドの任意の別の態様において、ニュールツリンポリ
ペプチドは別のタンパク質との融合タンパク質である。
【００２８】
　別の実施形態において、本発明は、細胞変性または機能不全を処置する方法を含み、そ
のような処置を必要としている患者に、治療上有効な量の前述のニュールツリンポリペプ
チドの何れかを投与する工程を含む。
【００２９】
　１つの態様において、患者は、末梢神経障害、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病
、パーキンソン病、ハンチントン舞踏病、虚血性脳卒中、急性脳外傷、急性脊髄損傷、神
経障害性疼痛、糖尿病、勃起不全、抜け毛、ヒルシュスプルング病、神経系の腫瘍、多発
性硬化症、難聴、網膜症および感染からなる群から選択される疾患または障害を有してい
る。
【００３０】
　１つの態様において、細胞変性または機能不全は、好酸球減少症、好塩基球減少症、リ
ンパ球減少症、単球減少症、好中球減少症、貧血症、血小板減少症、および幹細胞機能不
全からなる群から選択される造血細胞の変性または機能不全を含む。
【００３１】
　これらの方法の任意の１つの態様において、ニュールツリンポリペプチドは全身投与に
よって投与される。別の態様において、ニュールツリンポリペプチドは脊髄内投与によっ
て投与される。別の態様において、ニュールツリンポリペプチドは経鼻投与によって投与
される。別の態様において、ニュールツリンポリペプチドは実質内投与（ｉｎｔｒａｐａ
ｒｅｎｃｈｙｍａｌ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）によって投与される。別の態様に
おいて、ニュールツリンポリペプチドは徐放性の組成物またはデバイスによって投与され
る。
【００３２】
　別の実施形態において、本発明は、前述のニュールツリンペプチドのいずれかおよび薬
学的に許容可能な担体を含む医薬組成物を含む。
【００３３】
　別の実施形態において、本発明は、ニュールツリンポリペプチドをコード化する、単離
ポリヌクレオチドを含み、ここで、ニュールツリンポリペプチドは、成熟野生型ニュール
ツリン（配列番号５）のアミノ酸５１～６３を含む領域において正に帯電されたアミノ酸
の少なくとも１つの変異によって成熟野生型ニュールツリンと異なり、およびニュールツ
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リンポリペプチドは、成熟野生型ニュールツリンと比較して、減少したヘパリンへの親和
性を有している。
【００３４】
　１つの態様において、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード化し、
ここで、ニュールツリンポリペプチドは、１０ｍｇ／ｍｌの濃度で、３７℃で１０分間線
維芽細胞に加えられると、ＲＥＴのリン酸化を誘発する能力を有し、ここで、線維芽細胞
は、ＲＥＴおよびＧＦＲα１、あるいはＧＦＲα２のいずれかを発現する。
【００３５】
　１つの態様において、ポリヌクレオチドは、ニュールツリンポリペプチドをコード化し
、ここで、ニュールツリンポリペプチドは、ｐＨ　７．２で１Ｍ　ＮａＣｌ未満のＮａＣ
ｌ濃度で、ヘパリンアフィニティーカラムから溶出され得る。
【００３６】
　１つの態様において、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード化し、
ここで、ニュールツリンポリペプチドは、Ｒ５２、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｒ５８、Ｒ６１およ
びＲ６３からなる群から選択される位置に少なくとも１つの変異を有する。１つの態様に
おいて、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード化し、ここで、ニュー
ルツリンポリペプチドは、Ｒ５１、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｑ５５、Ｒ５６、Ｒ５７、Ｒ５８、
Ｒ６０、Ｒ６１およびＥ６２からなる群から選択される位置に少なくとも１つの変異を有
する。１つの態様において、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード化
し、ここで、変異は、少なくとも１つの中性の、両性イオン性の、または負に帯電された
脂肪族アミノ酸を導入する。１つの態様において、ポリヌクレオチドはニュールツリンポ
リペプチドをコード化し、ここで、変異は、グリシン、アラニン、ロイシン、バリン、セ
リンおよびグルタミンからなる群から独立して選択される少なくとも１つのアミノ酸を導
入する。
【００３７】
　１つの態様において、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード化し、
ここで、ポリペプチドは、変異Ｒ５２Ａ、Ｒ５６ＡおよびＲ５８Ａを含む。１つの態様に
おいて、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード化し、ここで、ニュー
ルツリンポリペプチドは、変異Ｒ５４Ａ、Ｒ６１ＡおよびＲ６３Ａを含む。１つの態様に
おいて、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード化し、ここで、ニュー
ルツリンポリペプチドは、変異Ｒ５２Ａ、Ｒ５４Ａ、Ｒ５６Ａ、Ｒ５８ＡおよびＲ６１Ａ
を含む。１つの態様において、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード
化し、ここで、ニュールツリンポリペプチドは、変異Ｒ５１Ａ、Ｒ５４Ｑ、Ｑ５５Ｇ、Ｒ
５６Ｑ、Ｒ５７Ｇ、Ｒ５８Ａ、Ｒ６０Ｖ、Ｒ６１ＧおよびＥ６２Ｓを含む。１つの態様に
おいて、ポリヌクレオチドはニュールツリンポリペプチドをコード化し、ここで、ポリペ
プチドは、配列ＡＲＬＱＧＱＧＡＬＶＧＳによるアミノ酸５１～６２の置換を含む。
【００３８】
　特許請求の範囲に挙げられた（ｃｌａｉｍｅｄ）ポリヌクレオチドの任意の別の態様に
おいて、ポリペプチドはニュールツリンポリペプチドをコード化し、ここで、ニュールツ
リンポリペプチドは、成熟ヒトニュールツリンの残基５１～６３によって包含される１３
のアミノ酸を除いて、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸配列にわたって、配列番号５
と実質的に相同であるか、または実質的に類似している。
【００３９】
　１つの態様において、ポリヌクレオチドは、配列番号６を含む。１つの態様において、
ポリヌクレオチドは、配列番号７を含む。１つの態様において、ポリヌクレオチドは、配
列番号８を含む。１つの態様において、ポリヌクレオチドは、配列番号９を含む。
【００４０】
　別の実施形態において、本発明は、前述のポリヌクレオチドを含む組換えベクターを含
む。１つの態様において、組換えベクターは、ポリヌクレオチドに操作可能に結合される
（ｏｐｅｒａｂｌｙ　ｌｉｎｋｅｄ）発現制御配列をさらに含む。１つの態様において、
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組換えベクターは、ウイルスベクターである。
【００４１】
　別の実施形態において、本発明は、細胞変性または機能不全を処置する方法を含み、そ
のような処置を必要としている患者に、治療上有効な量の前述の組換えベクターの何れか
を投与する工程を含む。
【００４２】
　この方法の１つの態様において、患者は、末梢神経障害、筋萎縮性側索硬化症、アルツ
ハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン舞踏病、虚血性脳卒中、急性脳外傷、急性脊
髄損傷、神経障害性疼痛、糖尿病、勃起不全、抜け毛、ヒルシュスプルング病、神経系の
腫瘍、多発性硬化症、難聴、網膜症および感染からなる群から選択される疾患または障害
を有している。
【００４３】
　この方法の別の態様において、細胞変性または機能不全は、好酸球減少症、好塩基球減
少症、リンパ球減少症、単球減少症、好中球減少症、貧血症、血小板減少症、および幹細
胞機能不全からなる群から選択される造血細胞の変性または機能不全を含む。
【００４４】
　１つの態様において、組換えベクターは全身投与によって投与される。１つの態様にお
いて、組換えベクターは脊髄内投与によって投与される。１つの態様において、組換えベ
クターは経鼻投与によって投与される。１つの態様において、組換えベクターは実質内投
与（ｉｎｔｒａｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）によって投与
される。１つの態様において、組換えベクターは徐放性の組成物またはデバイスによって
投与される。
【００４５】
　別の実施形態において、本発明は、前述の組換えベクターのいずれかおよび薬学的に許
容可能な担体を含む医薬組成物を含む。
【００４６】
　別の実施形態において、本発明は、請求項２６～４３の何れか１つに記載のポリヌクレ
オチドを含む宿主細胞を含む。１つの態様において、宿主は、前述の組換えベクターのい
ずれかで形質転換されるか、またはそれをトランスフェクトされている。１つの態様にお
いて、宿主細胞は、前述のニュールツリンポリペプチドのうちの何かを分泌する。
【００４７】
　別の実施形態において、本発明は、細胞変性または機能不全を処置する方法を含み、そ
のような処置に必要としている患者に、治療上有効な量の前述の宿主細胞の何れかを投与
する工程を含む。
【００４８】
　１つの態様において、患者は、末梢神経障害、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病
、パーキンソン病、ハンチントン舞踏病、虚血性脳卒中、急性脳外傷、急性脊髄損傷、神
経障害性疼痛、糖尿病、勃起不全、抜け毛、ヒルシュスプルング病、神経系の腫瘍、多発
性硬化症、難聴、網膜症および感染からなる群から選択される疾患または障害を有してい
る。
【００４９】
　１つの態様において、細胞変性または機能不全は、好酸球減少症、好塩基球減少症、リ
ンパ球減少症、単球減少症、好中球減少症、貧血症、血小板減少症、および幹細胞機能不
全からなる群から選択される造血細胞の変性または機能不全を含む。
【００５０】
　１つの態様において、宿主細胞は全身投与によって投与される。１つの態様において、
宿主細胞は脊髄内投与によって投与される。１つの態様において、宿主細胞は経鼻投与に
よって投与される。１つの態様において、宿主細胞は実質内投与（ｉｎｔｒａｐａｒｅｎ
ｃｈｙｍａｌ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）によって投与される。一つの態様におい
て、宿主細胞は、徐放性の組成物又はデバイスによって投与される。
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【００５１】
　別の実施形態において、本発明は、前述の宿主細胞のいずれかおよび薬学的に許容可能
な担体を含む医薬組成物を含む。別の実施形態において、本発明は、髄腔内ポンプ（ｉｎ
ｔｒａｔｈｅｃａｌ　ｐｕｍｐ）および前述のポリペプチドのうちの何かを含む製薬の送
達システムを含む。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１】市販のバッチのニュールツリンのみでなく精製された改良されたニュールツリン
変異体のサンプルも、非還元状態下で、１５％のＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いて分析され、ク
マシー染色によって視覚化された。
【図２】ニュールツリン変異体１、２、３および４（Ｎ１からＮ４）の精製した調製物、
成熟野生型ニュールツリンおよびニュールツリン（２ｕｇ）の市販の調製物は、ＨｉＴｒ
ａｐヘパリンカラムに適用され、（１０ｍＭのＨｅｐｅｓで始めて、２ＭまでＮａＣｌを
増加させる）連続的なＮａＣｌ勾配により溶出された。タンパク質の溶出は、２１４ｎｍ
で、それらの吸収によってモニタリングされた（左手軸上に示される）。伝導性に基づい
て、溶出されたタンパク質を含む画分の正確な塩濃度が測定された（点線および図の右手
軸によって示される）。図２のＡは、ニュールツリンの市販の調製物の溶出特性を示し、
図２のＢは、ニュールツリン変異体に関するのと同じ方法を用いて作製されたニュールツ
リンの野生型調製物の溶出特性を示し、図２のＣは、Ｎ１の溶出特性を示し、図２のＤは
、Ｎ２の溶出特性を示し、図２のＥは、Ｎ３の溶出特性を示し、および図２のＦは、Ｎ４
の溶出特性を示す。
【図３】ＲＥＴ－リン酸化アッセイのウエスタンブロット分析を示す。ＲＥＴを安定して
発現する細胞は、ＧＦＲα２で一時的にトランスフェクトされ、および示された（ｉｎｄ
ｉｃａｔｅｄ）ニュールツリン変異体で刺激した後に、細胞は溶解され、ＲＥＴは免疫沈
降によって単離された。サンプルは、抗リン酸化抗体を用いて調べる（ｐｒｏｂｉｎｇ　
ｗｉｔｈ）ことにより分析された（Ａ）。等しい充填を確認するために、サンプルは、続
けて、抗ＲＥＴ抗体で再検査された（Ｂ）。
【図４】図４は、ＲＥＴリン酸化アッセイのウエスタンブロット解析を示す。安定してＲ
ＥＴを発現する細胞は、ＧＦＲαｌを一時的にトランスフェクトされ、および示されたニ
ュールツリン変異体で刺激した後に、細胞は溶解され、ＲＥＴは免疫沈降によって単離さ
れた。サンプルは、抗ホスホチロシン抗体を用いて調べることにより分析された（Ａ）。
等しい充填を確認するために、サンプルは、続けて、抗ＲＥＴ抗体で再検査された（Ｂ）
。
【発明を実施するための形態】
【００５３】
（定義）
　本開示がより容易に理解されるように、一定の用語は、最初に定義される。さらなる定
義は、詳細な記載の全体にわたって述べられる。本明細書及び添付の請求項において使用
されるように、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、文脈がはっきりと別途定めて
いない限り、複数の指示対象を含む。従って、例えば、「分子（ａ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）
」への言及は、そのような分子の１以上を含み、「試薬（ａ　ｒｅａｇｅｎｔ）」は、そ
のような異なる試薬の１以上を含み、「抗体（ａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）」への言及は、
そのような異なる抗体の１以上を含み、および「方法（ｔｈｅ　ｍｅｔｈｏｄ）」への言
及は、等価な工程および本明細書に記載の方法に対して改変または置換され得ることが当
業者に分かっている方法への言及を含む。
【００５４】
　値の幅が提供される場合、文脈が明らかに別途指定していなければ、下限の単位の１０
番目まで（ｔｏ　ｔｈｅ　ｔｅｎｔｈ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｕｎｉｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｏｗ
ｅｒ　ｌｉｍｉｔ）、その範囲の上限と下限の間の介在する値各々もまた、具体的に開示
されていることが理解される。任意の明言された値または明言された範囲の介在する値と
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、任意の他の明言された値またはその明言された介在する値との間のより小さな範囲は各
々、本発明に包含される。これらのより小さな範囲の上限下限は、独立して、その範囲に
含まれることもあり除外されることもあり、明言された範囲内の任意の明確に除外された
極限を前提として、どちらかの極限がより小さな範囲に含まれている、どちらの極限もよ
り小さな範囲に含まれていない、または両方の極限がより小さな範囲に含まれている場合
の各範囲も、本発明内に包含される。明言された範囲が１つの極限または両方の極限を含
む場合、それらの含まれた極限のいずれかまたは両方を除く範囲もまた、本発明に包含さ
れる。
【００５５】
　用語「約（ａｂｏｕｔ）」あるいは「およそ（ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ）」は、当
業者に決定されるような特定の値に対する許容可能なエラー範囲内を意味し、それは、部
分的には、その値がどのように計測され又は測定されるか、すなわち、測定システムの限
界に依存する。例えば、「約（ａｂｏｕｔ）」は、平均値から１または２の標準偏差内を
意味し得る。あるいは、「約（ａｂｏｕｔ）」は、平均プラスまたはマイナス２０％まで
、好ましくは１０％まで、より好ましくは５％までの範囲を意味し得る。
【００５６】
　本明細書で使用されるように、用語「細胞（ｃｅｌｌ／ｃｅｌｌｓ）」、「細胞株」、
「宿主細胞（ｈｏｓｔ　ｃｅｌｌ／ｈｏｓｔ　ｃｅｌｌｓ）」は、交換可能に使用され、
動物細胞を包含し、無脊髄動物、哺乳動物以外の脊椎動物および哺乳動物の細胞を含む。
そのような指定はすべて、細胞集団と子孫を含む。したがって、用語「形質転換体」およ
び「トランスフェクタント」は、継代の数（ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｆ
ｅｒｓ）に関係なく、それから派生したプライマリの被験体の細胞および細胞株を含む。
典型的な哺乳動物以外の脊椎動物の細胞は、例えば、鳥類の細胞、爬虫類の細胞および両
生類の細胞を含む。典型的な無脊髄動物の細胞は、限定されないが、例えば、毛虫（スポ
ドプテラ・フルギペルダ）の細胞、蚊（ネッタイシマカ）の細胞、ミバエ（キイロショウ
ジョウバエ）の細胞、シュナイダーの細胞およびカイコガの細胞などの昆虫細胞を含む。
例えば、Ｌｕｃｋｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６：４７－５５
　（１９８８）を参照。細胞は、分化している、部分的に分化している、または、分化し
ていない（例えば、胚性幹細胞と多能性幹細胞を含む幹細胞）であるかもしれない。さら
に、臓器または臓器系に由来する組織サンプルは、本発明に従って使用されてもよい。典
型的な哺乳動物細胞は、例えば、ヒト、人類以外の霊長類、猫、犬、羊、ヤギ、ウシ、馬
、ブタ、ウサギ、マウス、ハムスター、ラットおよびモルモットを含む齧歯類、およびそ
れらの任意の派生体および子孫に由来する細胞を含む。
【００５７】
　用語「細胞培養」、「組織培養」は、懸濁液中で育てられた、あるいはローラーボトル
、組織培養フラスコ、ディッシュ、マルチウェルプレート、などのベッセル内の様々な表
面または基質に付着して育てられた細胞を指す。
【００５８】
　用語「細胞治療」は、治療のために、哺乳動物の身体へ、細胞を注入する、移植する、
またはさもなければ入れることを含む治療を指す。異なる態様において、細胞は自己由来
かもしれず、細胞はタンパク質を産生することもあり、細胞は再生性である（ｒｅｇｅｎ
ｅｒａｔｉｖｅ）ことがあり、細胞は改変されることがあり、細胞は遺伝子組み換えかも
しれず、細胞は体細胞、前駆細胞または幹細胞であることもある。
【００５９】
　句「保存的アミノ酸置換（ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｕｂ
ｓｔｉｔｕｔｉｏｎ）」または「保存的な変異（ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ　ｍｕｔａｔ
ｉｏｎ）」は、共通の性質を有する別のアミノ酸による１つのアミノ酸の置換を指す。個
々のアミノ酸間の共通の性質を明らかにする機能的な方法は、相同の生物体の対応するタ
ンパク質間のアミノ酸変異の標準化された頻度を分析することである（Ｓｃｈｕｌｚ，Ｇ
．Ｅ．ａｎｄ　Ｒ．Ｈ．Ｓｃｈｉｒｍｅｒ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
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ｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ）。そのような分析によると
、群内のアミノ酸が、互いに、優先的に交換する場合、アミノ酸の群を定義することがで
き、それ故、全体的な蛋白質構造に対するそれらの影響の点でほとんど互いに類似してい
る（Ｓｃｈｕｌｚ，Ｇ．Ｅ．ａｎｄ　Ｒ．Ｈ．Ｓｃｈｉｒｍｅｒ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ
　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ）。
【００６０】
　このように定義されたアミノ酸の群の例は、次のものを含む：Ｇｌｕ、Ａｓｐ、Ａｓｎ
、Ｇｌｎ、Ｌｙｓ、ＡｒｇおよびＨｉｓからなる「荷電／極性の群」；Ｐｒｏ、Ｐｈｅ、
Ｔｙｒ　およびＴｒｐからなる「芳香族性または環式の群」；およびＧｌｙ、Ａｌａ、Ｖ
ａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｍｅｔ、Ｓｅｒ、ＴｈｒおよびＣｙｓからなる「脂肪性の群」。
【００６１】
　各々の群の内では、サブグループも同定することができ、例えば、荷電／極性のアミノ
酸は、Ｌｙｓ、ＡｒｇおよびＨｉｓからなる「正に帯電されたサブグループ」；Ｇｌｕお
よびＡｓｐからなる「負に帯電されたサブグループ」、およびＡｓｎおよびＧｌｎからな
る「極性のサブグループ」へと細分することもできる。芳香族性または環式の群は、Ｐｒ
ｏ、ＨｉｓおよびＴｒｐからなる「窒素環サブグループ」、およびＰｈｅおよびＴｙｒか
らなる「フェニル基を含むサブグループ」へ細分することができる。脂肪族性の群は、Ｖ
ａｌ、ＬｅｕおよびＩｌｅからなる「大きな脂肪族性の無極性サブグループ」；Ｍｅｔ、
Ｓｅｒ、ＴｈｒおよびＣｙｓからなる「脂肪族性のわずかに極性のサブグループ」；およ
びＧｌｙおよびＡｌａからなる「小さな残りのサブグループ（ｓｍａｌｌ－ｒｅｓｉｄｕ
ｅ　ｓｕｂ－ｇｒｏｕｐ）」へ細分することができる。
【００６２】
　保存的な変異の例は、上記のサブグループ内のアミノ酸の置換を含み、例えば、Ａｒｇ
に対するＬｙｓ、およびその逆もあり、その結果、正の電荷は保持されることができ；お
よびＡｓｐに対するＧｌｕ、およびその逆もあり、その結果、負の荷電は保持されること
ができ；Ｔｈｒに対するＳｅｒ、その結果、遊離－ＯＨは保持されることができ；および
、Ａｓｎに対するＧｉｎ、その結果、遊離－ＮＨ２は保持されることができる。
【００６３】
　本明細書で使用されるように、用語「減少する（ｄｅｃｒｅａｓｅ）」または関連する
語「減少した（ｄｅｃｒｅａｓｅｄ）」、「減らす（ｒｅｄｕｃｅ）」または「減った（
ｒｅｄｕｃｅｄ）」は、統計的に有意な減少を指す。疑義を回避するために、その用語は
、通常、与えられたパラメーターの少なくとも１０％の減少を指し、少なくとも２０％の
減少、３０％の減少、４０％の減少、５０％の減少、６０％の減少、７０％の減少、８０
％の減少、９０％の減少、９５％の減少、９７％減少、９９％または１００％の減少さえ
（すなわち、測定されたパラメーターは、ゼロである）を包含し得る。
【００６４】
　用語「エピトープタグ」は、任意の抗原決定基、または目的のタンパク質の検出または
精製を可能にするために目的のタンパク質のコード領域へ融合される任意の生体構造若し
くは配列を指す。そのような融合タンパク質は、例えば、エピトープタグ特異抗体を用い
ることによって、識別し精製することができる。エピトープタグの代表的な例は、制限さ
れないが、Ｈｉｓタグ（６－ヒスチジン）、ＨＡタグ（赤血球凝集素）、Ｖ５－タグおよ
びｃ－Ｍｙｃタグ、ＧＳＴタグおよびＦＬＡＧタグ（ＤＹＫＤＤＤＤＫ）を含む。
【００６５】
　「カプセル化された細胞」という表現の文脈における用語「カプセル化された」は、個
別の細胞または細胞の群の外部が人工膜で覆われた細胞を指す。
【００６６】
　本明細書に使用されるように、用語「発現」は、宿主細胞内のヌクレオチド配列の転写
及び／又は翻訳を指す。宿主細胞中の所望の産生物の発現のレベルは、細胞内にある対応
するｍＲＮＡの量または選択された配列によってコード化された所望のポリペプチドの量
のいずれかに基づいて測定され得る。例えば、選択された配列から転写されたｍＲＮＡは
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、ノーザンブロットハイブリダイゼーション、リボヌクレアーゼＲＮＡプロテクション、
細胞のＲＮＡに対するインサイツハイブリダイゼーション、またはＰＣＲによって定量す
ることができる。選択された配列によってコード化されたタンパク質は、限定されないが
、例えば、ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロッティング、放射免疫定量法、免疫沈降、タンパ
ク質の生物活性のためのアッセイによって、またはタンパク質の免疫染色によるアッセイ
、その後のＦＡＣＳ分析を含む様々な方法によって定量することができる。
【００６７】
　「発現制御配列」は、プロモーター、エンハンサー、ポリアデニル化信号、ターミネー
ター、内部リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）などＤＮＡ調節配列であり、宿主細胞におい
てコード化された配列を発現するために提供される。典型的な発現制御配列は、Ｇｏｅｄ
ｄｅｌ；Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉ
ｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）に記載されている。
【００６８】
　用語「異種のＤＮＡ（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ　ＤＮＡ）」は、別のソースに由来す
るか、または、同じソースからであるが、異なる（すなわち、非天然の（ｎｏｎ　ｎａｔ
ｉｖｅ））コンテキストで配置された細胞、あるいは核酸配列へ導入されたＤＮＡを指す
。
【００６９】
　用語「相同（ｈｏｍｏｌｏｇｙ）」は、類似の機能またはモチーフで遺伝子またはタン
パク質を同定するために使用される、配列の類似性の数学的に基づいた比較を述べる。例
えば、他のファミリーメンバー、関連する配列または同族体を同定するための公のデータ
ベースに対する検索を行なうために、本発明の核酸および蛋白質配列は、「クエリー配列
」として使用することができる。そのような検索は、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０）Ｊ
．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－１０のＮＢＬＡＳＴとＸＢＬＡＳＴのプログラム
（バージョン２．０）を使用して行なうことができる。ＢＬＡＳＴヌクレオチド検索は、
本発明の核酸分子に相同なヌクレオチド配列を得るために、ＮＢＬＡＳＴプログラム、ス
コア＝１００、ワード長＝１２を用いて行なうことができる。ＢＬＡＳＴタンパク質検索
は、本発明の蛋白質分子に相同なアミノ酸配列列を得るために、ＸＢＬＡＳＴプログラム
、スコア＝５０、ワード長＝３を用いて行なうことができる。比較目的のためにギャップ
された（ｇａｐｐｅｄ）アラインメントを得るために、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．
，（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５（１７）：３３８９－３４０
２に記載されているようにＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴを利用することができる。ＢＬＡＳ
ＴとＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴのプログラムを利用するとき、それぞれのプログラム（例
えばＸＢＬＡＳＴとＢＬＡＳＴ）のデフォルトパラメーターを使用することができる。
【００７０】
　用語「相同の（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ）」は、「共通の進化的起源」を有する２つのタ
ンパク質間の関係性を指し、動物の同じ種におけるスーパーファミリー（例えば免疫グロ
ブリンスーパーファミリー）からのタンパク質と同様、動物の異なる種からの相同タンパ
ク質（例えば、ミオシン軽鎖ポリペプチドなど；Ｒｅｅｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ，
５０：６６７，１９８７を参照）を含む。百分率同一性の観点からであれ、または特定の
残基またはモチーフおよび保存された位置の存在によってであれ、それらの配列類似性に
反映されるように、そのようなタンパク質（またそれらのコード化する核酸）は配列相同
性を有する。
【００７１】
　本明細書で使用されるように、用語「増加する（ｉｎｃｒｅａｓｅ）」または関連語「
増加された（ｉｎｃｒｅａｓｅｄ）」、「強める（ｅｎｈａｎｃｅ）」、または「強めら
れた（ｅｎｈａｎｃｅｄ）」は、統計的に有意な増加を指す。疑義を回避するために、そ
の用語は、通常、与えられたパラメーターの少なくとも１０％の増加を指し、対照値にわ
たる少なくとも２０％の増加、３０％の増加、４０％の増加、５０％の増加、６０％の増
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加、７０％の増加、８０％の増加、９０％の増加、９５％の増加、９７％増加、９９％ま
たは１００％の増加さえを包含し得る。
【００７２】
　用語「単離された」は、ニュールツリンポリペプチドを記載するために使用された時、
その自然環境の成分から同定された、および分離された及び／又は回収されたタンパク質
を意味する。その自然環境の汚染物質成分は、タンパク質の研究、診断的使用または治療
的使用を典型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモンおよび他のタンパク質、または
非タンパク質の溶質を含み得る。幾つかの実施形態において、タンパク質は、クマシーブ
ルー、または好ましくは銀染色を用いて、非還元条件または還元条件下でのＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥによって評価されると、少なくとも９５％の均一性まで精製される。目的の自然環境
のタンパク質の少なくとも１つの成分が存在しないので、単離されたタンパク質は組換え
細胞内にインサイツでタンパク質を含む。しかしながら、通常、単離されたタンパク質は
、少なくとも１つの精製工程によって調製される。
【００７３】
　本明細書で使用されるように、「同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）」は、配列が配列マッチ
ング（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｍａｔｃｈｉｎｇ）を最大限にするように、すなわち、ギャッ
プと挿入を考慮に入れて、配列されるとき、２つ以上の配列における対応する位置での同
一のヌクレオチドまたはアミノ酸残基のパーセンテージを意味する。同一性は、限定され
ないが、（Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｌｅｓ
ｋ，Ａ．Ｍ．，ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ，１９８８；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｅ
ｎｏｍｅ　Ｐｒｏｊｅｃｔｓ，Ｓｍｉｔｈ，Ｄ．Ｗ．，ｅｄ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９３；Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄａｔａ，Ｐａｒｔ　Ｉ，Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ａ．Ｍ．，ａｎｄ　Ｇｒｉ
ｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ．，ｅｄｓ．，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ，１
９９４；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ，ｖｏｎ　Ｈｅｉｎｊｅ，Ｇ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８７；および
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐｒｉｍｅｒ，Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．ａｎｄ　
Ｄｅｖｅｒｅｕｘ，Ｊ．，ｅｄｓ．，Ｍ　Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，１９９１；およびＣａｒｉｌｌｏ，Ｈ．，ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，Ｄ．，ＳＩＡＭ
　Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈ．，４８：１０７３（１９８８））に記載の既知の方法
によって容易に計算することができる。同一性を測定する方法は、検査された配列間の最
大の一致を与えるように設計される。さらに、同一性を測定する方法は公的に利用可能な
コンピュータプログラムにおいて体系化される。２つの配列間の同一性を測定するコンピ
ュータプログラム方法は、限定されないが、ＧＣＧプログラムパッケージ（Ｄｅｖｅｒｅ
ｕｘ，Ｊ．，　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１２（
１）：３８７（１９８４））、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮおよびＦＡＳＴＡＡｌｔｓｃ
ｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌｅｃ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０（
１９９０）およびＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：
３３８９－３４０２（１９９７））を含む。ＢＬＡＳＴ　Ｘプログラムは、ＮＣＢＩおよ
び他のソースから公的に利用可能である（ＢＬＡＳＴ　Ｍａｎｕａｌ，　Ａｌｔｓｃｈｕ
ｌ，Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．，ＮＣＢＩ　ＮＬＭ　ＮＩＨ　Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．２０８
９４；Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．，ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－
４１０（１９９０））。周知のＳｍｉｔｈ　Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムも同一性を測
定するために使用することができる。
【００７４】
　本明細書において交換可能に使用されるように、用語「操作可能に結合された」、また
は「操作可能に結合した」は、意図した方式で作用することを可能にする方式での２つ以
上のヌクレオチド配列または配列要素のポジショニングを指す。幾つかの実施形態におい
て、本発明に係る核酸分子は、組換えタンパク質をコード化するヌクレオチド配列に操作
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可能に結合されたクロマチンをオープンし（ｏｐｅｎ）、オープン状態にクロマチンを保
持することができる１以上のＤＮＡ要素を含む。他の実施形態において、核酸分子は、以
下から選択される１以上のヌクレオチド配列をさらに含んでもよい：（ａ）翻訳を増加さ
せることができるヌクレオチド配列；（ｂ）細胞の外側の組換えタンパク質の分泌を増加
させることができるヌクレオチド配列；および（ｃ）そのようなヌクレオチド配列が組換
え型タンパク質をコード化するヌクレオチド配列に操作可能に結合される場合に、ｍＲＮ
Ａの安定性を増加させることができるヌクレオチド配列。一般に、しかし必ずしもそうで
はないが、操作可能に結合されたヌクレオチド配列は隣接しており、必要に応じ、読取り
枠において隣接している。しかしながら、クロマチンをオープンする及び／又はクロマチ
ンをオープン状態に保持することができる操作可能に結合されたＤＮＡ要素は、一般的に
、組換えタンパク質をコード化するヌクレオチド配列の上流に位置するが；ＤＮＡ要素は
、それに必ずしも隣接していない。様々なヌクレオチド配列の操作可能な結合は、当該技
術分野において周知の組み換え法、例えば、ＰＣＲ法を用いて、適切な制限部位での核酸
結合（ｌｉｇａｔｉｏｎ）によって、またはアニーリングによって達成される。適切な制
限部位が存在しないとき、合成オリゴヌクレオチドリンカーまたはアダプターを、慣行的
実務に合わせて使用することができる。
【００７５】
　本明細書で使用されるように、本発明の文脈における用語「患者（ｐａｔｉｅｎｔ）」
は、好ましくは哺乳動物である。哺乳動物は、ヒト、ヒト以外の霊長類、マウス、ラット
、犬、猫、馬またはウシであり得るが、これらの例に限定されない。ヒト以外の哺乳動物
は、具体的な疾患および障害の動物モデルを代表する患者として好都合に使用することが
できる。患者は、男性体かもしれないしまたは女性体かもしれない。患者は、以前に診断
されたか、細胞変性または機能不全を有していると識別されたものであり得、および治療
介入を既に随意に受けたか、経験している者であり得る。好ましくは、患者はヒトである
。
【００７６】
　用語「ポリヌクレオチド」、「ヌクレオチド配列」および「核酸」は、本明細書におい
て交換可能に使用され、任意の長さのヌクレオチド（リボヌクレオチドかデオキシリボヌ
クレオチドのいずれか）のポリマー形態を指す。これらの用語は、一本鎖、二本鎖、三本
鎖のＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、ｃ相補的ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮハイブリッド、ある
いは、プリン塩基およびピリミジン塩基、または他の天然の（ｎａｔｕｒａｌ）、化学的
に、生化学的に修飾された、非天然の（ｎｏｎ－ｎａｔｕｒａｌ）、または誘導されたヌ
クレオチド塩基を含むポリマーを含む。ポリヌクレオチドの骨格は、（典型的にはＲＮＡ
またはＤＮＡにおいて見出され得る）糖およびリン酸基、または修飾された若しくは置換
された糖またはリン酸基を含み得る。さらに、二重らせん構造のポリヌクレオチドは、相
補鎖の合成および適切な条件下での鎖のアニーリングにより、または適切なプライマーと
共にＤＮＡポリメラーゼを使用して、新たに相補鎖を合成することにより、化学合成の一
本鎖ポリヌクレオチド生成物から得ることができる。核酸分子は、多くの異なる形態、例
えば、遺伝子または遺伝子断片、１以上のエキソン、１以上のイントロン、ｍＲＮＡ、ｔ
リボ核酸、ｒＲＮＡ、リボザイム、ｃＤＮＡ、組換えポリヌクレオチド、分枝ポリヌクレ
オチド、プラスミド、ベクター、任意の配列の単離されたＤＮＡ、任意の配列の単離され
たＲＮＡ、核酸プローブおよびプライマー、をとることができる。ポリヌクレオチドは、
メチル化されたヌクレオチドおよびヌクレオチド類似体などの修飾されたヌクレオチド、
ウラシル、他の糖、およびフルオロリボース（ｆｌｕｏｒｏｒｉｂｏｓｅ）およびチオア
ート、およびヌクレオチド分枝（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｂｒａｎｃｈｅｓ）などの結合
基を含んでもよい。本明細書で使用されるように、「ＤＮＡ」または「ヌクレオチド配列
」は、塩基Ａ、Ｔ、ＣおよびＧを含むのみでなく、任意のそれらのアナログまたはこれら
の塩基の修飾された形態（メチル化されたヌクレオチドなど）、ヌクレオチド間の修飾体
（無電荷の結合およびチオアート（ｔｈｉｏａｔｅ）など）、糖アナログの使用、および
修飾された及び／又は代替の主鎖構造（ポリアミドなど）も含む。
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【００７７】
　本明細書で使用されるように、用語「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾され
たペプチド結合（すなわちペプチドアイソスター）によって互いに結合された２以上のア
ミノ酸残基を含む任意の分子を指す。「ポリペプチド」は、一般に、ペプチド、オリゴペ
プチドまたはオリゴマーと呼ばれる短い鎖と、通常タンパク質と呼ばれるより長い鎖の両
方を指す。ポリペプチドは、２０の遺伝子にコード化されたアミノ酸以外にアミノ酸を含
み得る。「ポリペプチド」は、翻訳後プロセシングなどの自然工程によってか、または当
該技術分野において周知の化学的修飾技術によってかのいずれかで修飾されるアミノ酸配
列を含む。そのような修飾は、基本的なテキストにおいて、およびより詳細な研究書と同
様、当業者によく知られている夥しい数の研究文献によく記載されている。修飾は、ペプ
チド骨格、アミノ酸側鎖およびアミノ末端またはカルボキシル末端を含むポリペプチドの
あらゆる場所で生じ得る。同じタイプの修飾は、与えられたポリペプチド中のいくつかの
部位で同じ程度または異なる程度まで存在し得ることが認識される。また、与えられたポ
リペプチドは、多くのタイプの修飾を含み得る。ポリペプチドは、ユビキチン化の結果、
分枝させられてもよく、分枝を伴う、または伴わない環式であってもよい。環式の、分枝
したポリペプチドおよび分枝した環式のポリペプチドは、翻訳後の自然工程から結果とし
て生じることもあり、または合成方法によって作られることもある。修飾は、例えば、ア
セチル化、アシル化、ＡＤＰリボシル化、アミド化、ビオチン化、フラビンの共有結合、
ヘム部分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂
質の誘導体の共有結合、ホスファチジルイノシトール（ｐｈｏｓｐｈｏｔｉｄｙｌｉｎｏ
ｓｉｔｏｌ）の共有結合、架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共有結合架
橋の形成、シスチンの形成、ピログルタネート（ｐｙｒｏｇｌｕｔａｒｎａｔｅ）の形成
、フォルミル化、ガンマ－カルボキシル化、グリコシル化、ＧＰ１アンカー形成、ヒドロ
キシル化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、パルミトイル化、酸化、蛋白質分解処
理、リン酸化、プレニル化、ラセミ化（ｒａｃｅｒｎｉｚａｔｉｏｎ）、セレノイル化（
ｓｅｌｅｎｏｙｌａｔｉｏｎ）、硫酸化、アルギニル化（ａｒｇｉｎｙｌａｔｉｏｎ）な
どのタンパク質に対するアミノ酸の転移ＲＮＡ媒介付加、およびユビキチン化を含む（例
えば、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ－－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏ
ｐｅｒｔｉｅｓ，２ｎｄ　Ｅｄ．，Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａ
ｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９３；Ｗｏｌｄ，Ｆ．，Ｐｏｓｔ
－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：　Ｐｅ
ｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ，１－１２，ｉｎ　Ｐｏｓｔ－ｔｒ
ａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｖａｌｅｎｔ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｅｄ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，１９８３；Ｓｅｉｆｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，“Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｆａ
ｃｔｏｒｓ”，Ｍｅｔｈ　Ｅｎｚｙｍｏｌ，１８２，６２６－６４６，１９９０，ａｎｄ
　Ｒａｔｔａｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ｐｏｓｔ－ｔ
ｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ａｇｉｎｇ”，Ａｎ
ｎ　ＮＹ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ，６６３，４８－６２，１９９２を参照）。
【００７８】
　「プロモーター」は、細胞においてＲＮＡポリメラーゼを結合することができ、下流（
３’方向）のコード配列の転写を開始することができるＤＮＡ調節領域である。本明細書
で使用されるように、プロモーター配列は、転写開始部位によってその３’末端に結合さ
れ、バックグラウンドを超える検知可能なレベルで転写を始めるのに必要な最低限の数の
塩基または要素を含むように上流（５’方向）に伸びる。（ヌクレアーゼＳＩでマッピン
グすることにより好都合に定義された）転写開始部位は、ＲＮＡポリメラーゼの結合の原
因であるタンパク結合ドメイン（コンセンサス配列）のみでなく、プロモーター配列内に
見出されることができる。真核生物のプロモーターは、しばしば、しかしいつもではない
が、「ＴＡＴＡ」ボックスおよび「ＣＡＴ」ボックスを含んでいる。原核生物のプロモー
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ターは、－１０および－３５のコンセンサス配列に加えて（ｉｎ　ａｄｄｉｔｉｏｎ　ｔ
ｏ　ｔｈｅ－１０　ａｎｄ　－３５　ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）、Ｓｈ
ｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列を含む。様々な異なるソースからの構成的プロモーター、
誘導プロモーター、抑制プロモーターを含む多数のプロモーターが、当該技術分野におい
て周知である。代表的なソースは、例えば、ウイルス、哺乳動物、昆虫、植物、酵母、お
よび細菌の細胞型を含み、これらのソースからの適切なプロモーターは、容易に利用可能
であり、例えば、他の商用または個別のソースのみでなくＡＴＣＣなどの受託所から、公
的にオン・ラインで利用可能な配列に基づいて合成的に作ることができる。プロモーター
は、一方向性かもしれないし（すなわち、１方向に転写を始める）、または双方向かもし
れない（すなわち、３’または５’のいずれかの方向で転写を始める）。プロモーターの
限定しない例は、例えば、Ｔ７細菌発現系、ｐＢＡＤ（ａｒａＡ）細菌発現系、サイトメ
ガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター、ＳＶ４０プロモーター、ＲＳＶプロモーター、誘
導性プロモーター（Ｔｅｔシステム（米国特許第５，４６４，７５８号および第５，８１
４，６１８号）、エクジソン誘導性システム（Ｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（１９９６）９３（８）：３３４６－３３５１；Ｔ－ＲＥＸ（商標
）システム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）、ＬａｃＳｗｉｔｃｈ（
登録商標）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、Ｃｒｅ－ＥＲＴ　
タモキシフェン誘導性レコンビナーゼシステム（Ｉｎｄｒａ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃ．Ａｃ
ｉｄ．Ｒｅｓ．（１９９９）２７（２２）：４３２４－４３２７；Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ．Ｒ
ｅｓ．（２０００）２８（２３）：ｅ９９；米国特許第７，１１２，７１５号；およびＫ
ｒａｍｅｒ　＆　Ｆｕｓｓｅｎｅｇｇｅｒ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（２０
０５）３０８：１２３－１４４）を含む）又は所望の細胞において発現するのに適してい
る当該技術分野において既知の任意のプロモーターを含む。
【００７９】
　本明細書において使用されるように、用語「精製された」は、無関係な材料、すなわち
、その材料が得られる本来の（ｎａｔｉｖｅ）材料を含む汚染物質の存在を減少させ、ま
たは排除する状態下で単離された材料を指す。例えば、精製されたタンパク質は、好まし
くは、細胞内で関係する他のタンパク質または核酸を実質的に含まない。精製のための方
法は、当該技術分野において周知である。本明細書で使用されるように、用語「実質的に
含まない」は、材料を分析的に検査する文脈において、操作上使用される。好ましくは、
汚染物質を実質的に含まない精製された材料は、少なくとも５０％不純物を含まない（ｐ
ｕｒｅ）；より好ましくは少なくとも７５％不純物を含まない、より好ましくはさらに少
なくとも９５％不純物を含まない。純度は、クロマトグラフィー、ゲル電気泳動法、免疫
測定、組成分析、生物検定、および当該技術分野において既知の他の方法によって評価す
ることができる。用語「実質的に不純物を含まない（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ　ｐｕ
ｒｅ）」は、最高純度を示し、それは当該技術分野において既知の従来の精製技術を用い
て達成することができる。
【００８０】
　用語、「組換えタンパク質」または「組換えポリペプチド」は、ｉ）異種ＤＮＡによっ
て全てまたは部分的にコード化されたタンパク質、またはｉｉ）内因性遺伝子の発現を活
性化する異種ＤＮＡによって全体または部分的に生成された発現制御配列（プロモーター
またはエンハンサーなど）から発現されるタンパク質を指す。
【００８１】
　用語「配列類似性」は、共通の進化起源を共有している、またはしていない核酸または
アミノ酸配列間の同一性または一致の程度を指す（上記のＲｅｅｃｋ　ｅｔ　ａｌ．を参
照）。しかしながら、一般的な使用において、および本出願において、用語「一致してい
る（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ）」は、副詞により修飾された時のように「大いに（ｈｉｇｈ
ｌｙ）」などの副詞で修飾される場合、配列類似性を指すこともあり、および共通の進化
起源に関係があることもあり、または関係がないこともある。
【００８２】
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　特定の実施形態において、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ、ＤＮＡストライダー、ＣＬＵＳＴ
ＡＬなどのような既知の配列比較アルゴリズムによって測定される場合、核酸配列の指定
された長さにわたって、少なくとも約８５％、より好ましくは、少なくとも約９０％また
は少なくとも約９５％のヌクレオチドが一致する時、２つの核酸配列は、「実質的に一致
している（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ）」、または「実質的に
類似している（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ　ｓｉｍｉｌａｒ）」。そのような配列の例
は、本発明の特定遺伝子に異なる対立遺伝子変異型または変種である。実質的に一致して
いる配列はまた、ハイブリダイゼーションによって（例えば、その特定のシステムのため
に定義された厳しい条件下での、例えば、サザンハイブリダイゼーション実験において）
識別され得る。
【００８３】
　同様に、本発明の特定の実施形態において、アミノ酸残基の９０％以上が同一のとき、
２つのアミノ酸配列は「実質的に同一である」、または「実質的に類似している」。アミ
ノ酸残基の約９５％以上が類似しているとき、２つの配列が機能的に同一である。好まし
くは、類似した、または一致したポリペプチド配列は、例えばＧＣＧ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，Ｖｅｒｓｉｏｎ　７，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．）ｐ
ｉｌｅｕｐプログラム）を用いる、または上記の任意のプログラムとアルゴリズムを用い
るアラインメントによって同定される。そのプログラムは、デフォルト値：ギャップ生成
ペナルティー（Ｇａｐ　ｃｒｅａｔｉｏｎ　ｐｅｎａｌｔｙ）＝－（ｌ＋ｌ／ｋ）、ｋは
、ギャップ伸長ナンバー（ｇａｐ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ）で、平均の一致
（Ａｖｅｒａｇｅ　ｍａｔｃｈ）＝１、平均の不一致（Ａｖｅｒａｇｅ　ｍｉｓｍａｔｃ
ｈ）＝－０．３３３、を用いた、ＳｍｉｔｈとＷａｔｅｒｍａｎの局所相同性アルゴリズ
ムを使用してもよい。
【００８４】
　本明細書に定義されるように、用語「徐放」、「持続放出」、または「デポー製剤」は
、改良されたニュールツリンポリペプチドの１回量の直接のＩ．Ｖ．またはＳ．Ｃ．投与
後のニュールツリンポリペプチドが利用可能な期間より長い期間にわたって生じる、徐放
組成物または徐放デバイスからの改良されたニュールツリンポリペプチドなどの薬物の放
出を指す。１つの態様において、徐放は、少なくとも約１から２週の期間にわたって生じ
る放出である。別の態様において、徐放は、少なくとも約４か月の期間にわたって生じる
放出である。本明細書により十分に記載されているように、放出の連続性および放出のレ
ベルは、所望の効果を生み出すための徐放デバイスの型（例えば、プログラム可能なポン
プまたは浸透圧駆動ポンプ）または使用される徐放組成物（例えば、ポリマーのモノマー
比、分子量、ブロック組成および様々な組み合わせ）、徐放デバイスまたは徐放組成物、
ポリペプチド充填、および／または賦形剤の選択によって影響を受け得る。
【００８５】
　用語「形質転換」または「トランスフェクション」は、宿主細胞または生物体へ１以上
の核酸分子の転写（ｔｒａｎｓｆｅｒ）を指す。宿主細胞へ核酸分子を導入する方法は、
例えば、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥデキストラン媒介トランスフ
ェクション、微量注入、カチオン性脂質媒介トランスフェクション、エレクトロポレーシ
ョン、スクレープローディング（ｓｃｒａｐｅ　ｌｏａｄｉｎｇ）、ウイルスまたは他の
伝染性因子を用いた弾丸導入または注入（ｂａｌｌｉｓｔｉｃ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏ
ｎ　ｏｒ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）を含む。細胞の文脈において「形質転換された」、「形
質導入された」あるいは「トランスジェニックの」は、組換え型か異種の核酸分子（例え
ば１以上のＤＮＡ構築物またはＲＮＡ、またはｓｉＲＮＡの片方の対（ｃｏｕｎｔｅｒｐ
ａｒｔ））が導入された宿主細胞または生物体を指す。核酸分子は、安定して発現する（
すなわち、約３か月より長い間、細胞において機能的な形態で維持される）ことができ、
または３か月未満の間細胞において機能的な形態で安定的に維持されることができない（
ｎｏｎ－ｓｔａｂｌｙ　ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ）、すなわち、一時的に発現される。例え
ば、「形質転換された」、「形質転換体」、または「トランスジェニックの」細胞は、形
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質転換過程を介しており、異種の核酸を含む。用語「非形質転換の」は、形質転換過程を
介していない細胞を指す。
【００８６】
　用語「処置する」あるいは「処置」は、患者における疾病の少なくとも１つの症状を和
らげる、緩和する、遅らせる、減少させる、逆戻りさせる、改善する、管理する、妨げる
ことを意味する。用語「処置する」はまた、発症を阻止し、遅らせ（すなわち疾患の臨床
症状に先立った期間）、及び／または疾病を進行させるまたは悪化させるリスクを減らす
ことを意味してもよい。
【００８７】
　本明細書で使用されるように、用語「治療上有効な量」、「予防的に有効な量」、ある
いは「診断上有効な量」は、投与後の所望の生体反応を誘発するために必要である、例え
ば、改良されたニュールツリンポリペプチド、そのような改良されたニュールツリンをコ
ード化するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド、または組換え型の改良されたニュ
ールツリンを発現する宿主細胞などの活性剤の量である。
【００８８】
　用語「変異体」は、参照ポリヌクレオチドまたはポリペプチドと異なるが、そのいくつ
かの不可欠な特性を保持するポリヌクレオチドまたはポリペプチドを指す。ポリペプチド
の典型的な変異体は、アミノ酸配列において参照ポリペプチドと異なる。一般に、参照ポ
リペプチドおよび変異体の配列が全体として類似しており、および多くの領域では同一で
あるように、変化は限定的である。変異体および参照ポリペプチドは、任意の組み合わせ
において、１以上の置換、挿入または欠失によってアミノ酸配列において異なることがあ
る。置換された、または挿入されたアミノ酸残基は、遺伝暗号によってコード化されたも
のであってもよいし、そうではなくいてもよい。
【００８９】
　用語「野生型ニュールツリン」または「プレ－プロニュールツリン（ｐｒｅ－ｐｒｏ　
ｎｅｕｒｔｕｒｉｎ）」は、アミノ酸配列（表Ｄ３における配列番号２６）をコード化す
る遺伝子を指す。用語「成熟野生型ニュールツリン」または「成熟ヒトニュールツリン」
は、アミノ酸配列（表Ｄ２における配列番号５）をコード化する遺伝子を指し、それは分
泌シグナルおよびプレタンパク質の除去によって処理された）。用語「ＮＲＴＮ」は、野
生型ニュールツリンをコード化する遺伝子を指す。
【００９０】
　本発明の実施は、別途定められない限り、化学、生物化学、微生物学、生化学、組換え
ＤＮＡおよび免疫学の従来の技術を利用し、それらは、当業者の能力内である。そのよう
な技術は、文献に説明されている。例えば、Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓ
ｃｈ，ａｎｄ　Ｔ．Ｍａｎｉａｔｉｓ，１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｂｏｏｋ
ｓ　１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓ
ｓ；Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５　ａｎｄ　ｐｅｒｉｏｄｉｃ　ｓ
ｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｃｈ．９，１３，ａｎｄ　１６，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏ
ｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．）；Ｂ．Ｒｏｅ，Ｊ．　Ｃｒａｂｔｒｅｅ，ａｎｄ　
Ａ．Ｋａｈｎ，１９９６，ＤＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
：Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ；
Ｊ．Ｍ．Ｐｏｌａｋ　ａｎｄ　Ｊａｍｅｓ　Ｏ’Ｄ．ＭｃＧｅｅ，　１９９０，Ｉｎ　Ｓ
ｉｔｕ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ｅ；Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ（Ｅｄｉｔｏ
ｒ），１９８４，Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｉｒｌ　Ｐｒｅｓｓ；Ｄ．Ｍ．Ｊ．Ｌｉｌｌｅｙ　ａｎ
ｄ　Ｊ．Ｅ．Ｄａｈｌｂｅｒｇ，１９９２，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇ
ｙ：ＤＮＡ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｐａｒｔ　Ａ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｐｈｙ
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ｓｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ：Ｐｏｒｔａｂｌｅ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　ＮＯ．Ｉ　ｂ
ｙ　Ｅｄｗａｒｄ　Ｈａｒｌｏｗ，Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ，　Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ　（１
９９９，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，
ＩＳＢＮ　０－８７９６９－５４４－７）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　ｂｙ　Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ（Ｅｄｉｔｏｒ），Ｄａｖｉｄ　Ｌａ
ｎｅ（Ｅｄｉｔｏｒ）（１９８８，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，ＩＳＢＮ　０－８７９６９－３，４－２），１８５５．Ｈａｎ
ｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｄｒｕｇ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ｅｄｉｔｅｄ　ｂｙ　Ｒａｍａｋｒ
ｉｓｈｎａ　Ｓｅｅｔｈａｌａ，Ｐｒａｂｈａｖａｔｈｉ　Ｂ．Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ（２
００１，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，ＩＳＢＮ　０－８
２４７－０５６２－９）；ａｎｄ　Ｌａｂ　Ｒｅｆ：Ａ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｒｅ
ｃｉｐｅｓ，Ｒｅａｇｅｎｔｓ，ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｔｏｏｌｓ
　ｆｏｒ　Ｕｓｅ　ａｔ　ｔｈｅ　Ｂｅｎｃｈ，Ｅｄｉｔｅｄ　Ｊａｎｅ　Ｒｏｓｋａｍ
ｓ　ａｎｄ　Ｌｉｎｄａ　Ｒｏｄｇｅｒｓ，２００２，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＩＳＢＮ　０－８７９６９－６３０－３を参照。これら
の一般的なテキストの各々は、参照によって本明細書に組込まれる。
【００９１】
　他に定義されない限り、本明細書で用いる全ての技術的及び科学的用語は、本発明の属
する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に記
載されている方法、組成物、試薬、細胞、それらの類似物又は等価物が本発明を実施又は
試験する際に使用され得るが、好ましい方法と材料が、本明細書に記載される。
【００９２】
　上論された出版物は、本出願の出願日の前にもっぱらそれらの開示のために提供される
。本明細書におけるいずれも、本発明が、先行発明によるそのような開示より先立つ権利
がないという承認として解釈されない。
【００９３】
　本明細書に引用される、特許および特許出願を含むすべての出版物および参照は、各個
々の出版物または参照の各々が、あたかも、充分に述べられているように、本明細書に参
照として組み込まれることが示されているかのように、その全体が参照として本明細書に
組み込まれる。本出願が優先権を主張する特許出願はいずれも、出版物および参照のため
に上記される形式で、その全体が、参照として本明細書に組み込まれる。
【００９４】
（概要）
　本発明は、部分的に、ヘパリンおよびヘパラン硫酸の結合能力を減少させるが、受容体
複合体の結合時のＲＥＴタンパク質のリン酸化を誘発する能力を驚くほど保持する、改良
されたニュールツリン分子の発見に基づく。異なる実施形態において、本発明は、ＲＥＴ
のリン酸化を誘発し、減少したヘパリン結合親和性を有する能力を有する精製されたポリ
ペプチド、改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するポリヌクレオチド、そ
のポリヌクレオチドを含む組換えベクター、および改良されたニュールツリンポリペプチ
ドを発現する宿主を含む。本発明はまた、ヒトの疾患および障害の処置におけるこれらの
様々な実施形態の使用を含む。
【００９５】
（Ｉ．ニュールツリンポリペプチド）
　本明細書で使用されるように、用語「改良されたニュールツリンポリペプチド」、また
は「改良されたニュールツリン」または「改良されたＮＲＴＮ」は、対応する成熟野生型
ニュールツリン配列番号５と、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む領
域において、少なくとも１つの正に帯電したアミノ酸の変異によって異なり、成熟野生型
ニュールツリンと比較してヘパリンに対する減少した親和性を示す、自然発生および合成
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の形態のニュールツリンをすべて含む。
【００９６】
　別の態様において、改良されたニュールツリンは、対応する成熟野生型ニュールツリン
配列番号５と、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む領域において、少
なくとも２つの正に帯電したアミノ酸の変異によって異なり、成熟野生型ニュールツリン
と比較してヘパリンに対する減少した親和性を示す。
【００９７】
　別の態様において、改良されたニュールツリンは、対応する成熟野生型ニュールツリン
配列番号５と、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む領域において、少
なくとも３つの正に帯電したアミノ酸の変異によって異なり、成熟野生型ニュールツリン
と比較してヘパリンに対する減少した親和性を示す。
【００９８】
　別の態様において、改良されたニュールツリンは、対応する成熟野生型ニュールツリン
配列番号５と、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む領域において、少
なくとも５つの正に帯電したアミノ酸の変異によって異なり、成熟野生型ニュールツリン
と比較してヘパリンに対する減少した親和性を示す。
【００９９】
　１つの実施形態において、用語「改良されたニュールツリンポリペプチド」は、成熟ヒ
トニュールツリンの残基５１～６３によって包含される１３のアミノ酸を除いて、成熟野
生型ニュールツリンのアミノ酸配列に関して、成熟野生型ニュールツリン（配列番号５）
と少なくとも９０％同一のポリペプチドを指す。別の態様において、本発明の方法のうち
のいずれかで使用される「改良されたヒトニュールツリンポリペプチド」は、成熟ヒトニ
ュールツリンの残基５１～６３によって包含される１３のアミノ酸を除いて、成熟野生型
ニュールツリンのアミノ酸配列に関して、配列番号５（成熟野生型ニュールツリン）と少
なくとも９５％同一である。
【０１００】
　１つの実施形態において、改良されたヒトニュールツリンポリペプチドは、成熟野生型
ニュールツリンと比較して、１０２のアミノ酸長の成熟野生型ニュールツリン（配列番号
５）に対するナンバリングを用いて、アミノ酸５１、５２、５４、５５、５６、５７、５
８、６０、６１、６２または６３で１以上の変異を含む。本発明の１つの態様において、
改良されたニュールツリンは、成熟ヒトニュールツリン（配列番号５）の残基５１～６３
によって包含される領域内に１～１３のアミノ酸変異を含む。１つの態様において、改良
されたニュールツリンは、成熟ヒトニュールツリン（配列番号５）の残基５１～６３によ
って包含される領域内に１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２または
１３のアミノ酸変異を含む。さらに別の態様において、改良されたニュールツリンは、成
熟ヒトニュールツリン（配列番号５）の残基５１～６３によって包含される領域内に３、
５、７、９または１１のアミノ酸変異を含む。
【０１０１】
　任意の改良されたニュールツリンポリペプチドの１つの態様において、１以上の変異は
、改良されたニュールツリンに、少なくとも１つの中性、双性イオン性、または負に帯電
された脂肪族アミノ酸を導入する。任意の改良されたニュールツリンポリペプチドの別の
態様において、少なくとも１以上の変異体は、改良されたニュールツリンに、グリシン、
アラニン、ロイシン、バリン、セリンおよびグルタミンからなる群から独立して選択され
るアミノ酸を導入する。
【０１０２】
　別の態様において、改良されたニュールツリンポリペプチドは、配列ＡＲＬＱＧＱＧＡ
ＬＶＧＳ（配列番号２５）によるアミノ酸５１～６２の置換を含む。別の態様において、
改良されたニュールツリンポリペプチドは、配列番号２２～２５（表Ｄ１）から選択され
る配列を含み、改良されたニュールツリンポリペプチドは、成熟野生型ヒトニュールツリ
ンと比較して、ヘパリンに対する減少した親和性を示す。
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【０１０３】
【表１】

【０１０４】
　本発明のさらに別の態様において、改良されたニュールツリンポリペプチドは、配列番
号１、２、３または４（表Ｄ２）を含む。
【０１０５】

【表２】

【０１０６】
　変異体中の置換されたアミノ酸は、野生型配列と比較して、太線のフォントで示される
。
【０１０７】
　改良されたニュールツリンポリペプチドは、ヘパリンに対する結合またはＲＥＴのリン
酸化誘発にさらに実質的に影響を与えない領域５１～６３の外側に、付加アミノ酸置換を
有することができる。さらに、成熟ヒトニュールツリンの自然発生の変異体は、配列決定
され、当該技術分野において少なくとも部分的に機能的に交換可能であると知られている
。従って、ヒトと同様の他の種のニュールツリンのホモログ、オルソログおよび自然発生
のアイソフォームの任意の配列に基づいて、１以上の保存されたアミノ酸変異を含む改良
されたニュールツリンを作製するために、例えば、Ｄ３（配列番号２６～３０を参照）に
おいて示されるようなニュールツリンの自然発生の変異体を選択することは、慣例事項で
ある。
【０１０８】
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【表３】

【０１０９】
　当該技術分野において、タンパク質またはペプチドの配列を、それらの有用な活性を保
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持しつつ、合成的に修飾することが知られており、これは、当該技術分野における、およ
び文献に広く記載された標準である技術を用いて、例えば、核酸のランダムなまたは部位
特異的な変異誘発、開裂、結合反応、またはアミノ酸またはポリペプチド鎖の化学合成ま
たは修飾を介して達成することができる。例えば、保存アミノ酸の変異の変化（ｍｕｔａ
ｔｉｏｎｓ　ｃｈａｎｇｅｓ）は、改良されたニュールツリンへ導入することができ、本
発明の範囲内で考慮される。
【０１１０】
　従って、改良されたニュールツリンは、アミノ酸５１～６３を含むヘパリン結合領域の
外側に、任意のニュールツリンの自然発生のアイソフォームに基づいて１以上のアミノ酸
の欠失、付加、挿入および／または置換を含んでもよい。これらは、近接してもよいしま
たは近接しなくてもよい。代表的な変異体は、表Ｄ２にリストにされた任意の配列と比較
して、１～８、またはより好ましくは１～４、１～３、または１または２のアミノ酸の置
換、挿入および／または欠失を含んでもよい。
【０１１１】
　同様に、改良されたヒトニュールツリンを使用して、例えば、見込みのあるＴ細胞エピ
トープを同定するための自動化コンピュータ認識プログラム、および、それほど免疫原で
ない形態を識別するための定向進化の（ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ）アプロ
ーチを使用して、免疫原性の問題が生じる場合、その免疫原性の問題を扱い、および／ま
たは緩和することは、当該技術分野における範囲内である。任意のそのような修飾、また
はその組み合わせは、活性が保持される限り、本発明の任意の方法において作られ、およ
び使用され得る。
【０１１２】
　本発明の任意の方法において使用され得る改良されたニュールツリンポリペプチドは、
成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む１３のアミノ酸を除いて、成熟野
生型ニュールツリンの長さにわたって、成熟ヒトニュールツリンアミノ酸配列（配列番号
５）と実質的に一致する、または実質的に類似したアミノ酸配列を有し得る（すなわち、
配列番号５のアミノ酸１～５０、および６４～１０２と実質的に一致、または実質的に類
似している）。
【０１１３】
　さらに、いくつかの実施形態において、改良されたニュールツリンポリペプチドは、例
えばＩｇＧ分泌シグナル配列を含む、免疫グロブリンなど他のかなり特徴づけられた分泌
タンパク質に由来する、合成のまたは自然発生の（ｎａｔｕｒａｌｌｙ　ｏｃｃｕｒｒｉ
ｎｇ）分泌シグナル配列を含み得る。特に、野生型ニュールツリンは、分泌シグナル（ア
ミノ酸１－１９）を含むプレ－プロ－タンパク質、および生合成および細胞からの分泌中
に処理されるアミノ酸２０～９５を含むプレ－ペプチドとして最初に合成される。従って
、１つの態様において、本発明の改良されたニュールツリンポリペプチドは、野生型ニュ
ールツリン（配列番号２６）におけるプレ配列およびプロ配列と一致する、または実質的
に類似するプレ配列およびプロ配列を含み得る。幾つかの実施形態において、インサイツ
で改良された成熟ニュールツリンを形成するために、そのようなタンパク質は蛋白質分解
によって処理され得る。そのような融合タンパク質は、例えば、新しいＮ末端アミノ酸を
提供するユビキチンに対する改良されたニュールツリンの融合、または、細胞外の培地へ
改良されたニュールツリンの高レベルの分泌を媒介する分泌シグナルの使用、または精製
または検知を改善するためのＮ末端あるいはＣ末端エピトープタグを含む。
【０１１４】
　他の実施形態において、他のタンパク質に対する改良されたヒトニュールツリンの融合
タンパク質も含まれ、これらの融合タンパク質は、改良されたニュールツリンポリペプチ
ドの生物活性、ターゲティング、生物学上の生命、血液脳障壁を浸透する能力または薬物
動態特性を増加させ得る。薬物動態特性を改善する融合タンパク質の例は、制限されない
が、ヒトアルブミン（Ｏｓｂｏｒｎ　ｅｔ　ａｌ．：Ｅｕｒ．Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．
４５６（１－３）：１４９－１５８，（２００２））、抗体Ｆｃドメイン、ポリＧｌｕま
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たはポリＡｓｐ配列、およびトランスフェリンに対する融合を含む。さらに、アミノ酸Ｐ
ｒｏ、Ａｌａ、およびＳｅｒからなる、立体配置的に乱れたポリペプチド配列（「ＰＡＳ
ｙｌａｔｉｏｎ」）またはヒドロキシエチルデンプン（商標ＨＥＳＹＬＡＴＩＯＮ（登録
商標）のもと販売されている）との融合は、改良されたニュールツリンの流体力学的堆積
を増加させる単純な方法を提供する。このさらなる伸長は、かさばったランダム構造をと
り、このことは、結果として生じる融合タンパク質の大きさを著しく増加させる。この手
段によって、腎臓ろ過を介した改良されたニュールツリンの典型的には迅速なクリアラン
スは、何桁か遅くらせられる。さらに、ＩｇＧ融合タンパク質の使用はまた、ＧＤＮＦな
どのタンパク質による融合タンパク質は、血液脳障壁を浸透することを可能にすることが
示された（Ｆｕ　ｅｔ　ａｌ．，（２０１０）Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．１３５２：２０８－
１３）。本発明内で使用するために熟考されたさらなる融合タンパク質アプローチは、多
量体化ドメインに対する改良されたニュールツリンの融合を含む。代表的な多量体化ドメ
インは、制限されないが、一定のＤＮＡ結合ポリペプチドにおいて見出されるロイシンジ
ッパードメインなどのコイルドコイル二量体化ドメイン、免疫グロブリン重鎖ＣＨＩ定常
部または免疫グロブリン軽鎖定常部などの免疫グロブリンＦａｂ不変領域の二量体化ドメ
インを含む。
好ましい実施形態において、多量体化ドメインは、テトラネクチンに由来し、より詳細に
は、トラネクチン三量体形成構造要素（ｔｅｔｒａｎｅｃｔｉｎ　ｔｒｉｍｅｒｉｓｉｎ
ｇ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｅｌｅｍｅｎｔ）を含み、このことは、ＷＯ９８／５６９０
６に詳細に記載されている。
【０１１５】
　改良されたニュールツリンと本明細書に記載された任意の融合タンパク質との間に、フ
レキシブルな分子リンカー（あるいはスペーサー）が随意に置かれることもあり、および
共有結合されることもあることが認識される。任意のそのような融合タンパク質は、本発
明の任意の方法、タンパク質、ポリヌクレオチドおよび宿主細胞において使用され得る。
【０１１６】
　改良されたニュールツリンは、その本来の形態（ｎａｔｉｖｅ　ｆｏｒｍ）、すなわち
、ヒトニュールツリンの機能的に同等な変異体として見られることができる性質で現れる
異なる変異体であることもあり、または、それらは、その機能的に同等な天然の（ｎａｔ
ｕｒａｌｌ）誘導体であることもあり、それは、それらのアミノ酸配列において、例えば
蛋白質分解性切断（例えばＮまたはＣ末端、または両方からの）または他の翻訳後修飾に
おいて異なり得る。改良されたヒトニュールツリンの翻訳後修飾および分解生成物を含む
自然発生の化学的誘導体はまた、例えば、改良されたヒトニュールツリンのピログルタミ
ル、イソアスパルチル、蛋白質分解性、リン酸化、グリコシル化、酸化（ｏｘｉｄａｔｉ
ｚｅｄ）、異性化、脱アミノ化変異体を含む本発明の任意の方法に明確に含まれる。
【０１１７】
　改良されたニュールツリンの化学的修飾（それらは改良されたニュールツリンの活性ま
たは生物学的な半減期を保持または安定させる）も、本明細書に記載の任意の方法と共に
使用され得る。そのような化学的修飾の方策は、制限されないが、ペグ化、グリコシル化
およびアシル化を含む（Ｃｌａｒｋ　ｅｔ　ａｌ．：Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１（
３６）：２１９６９－２１９７７，（１９９６；Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．：Ａｄｖ
．Ｄｒｕｇ．Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．５４（４）：４５９－４７６，（２００２）；Ｆｅｌ
ｉｘ　ｅｔ　ａｌ．：Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｒｅｓ．４６（３－４）
：２５３－２６４，（１９９５）；Ｇａｒｂｅｒ　ＡＪ：Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｏｂｅｓ．
Ｍｅｔａｂ．７（６）：６６６－７４（２００５））。アミノ酸を安定させるＣ末端およ
びＮ末端保護基、およびペプトミメティックユニットも含まれ得る。
【０１１８】
　種々なＰＥＧ誘導体は、ＰＥＧ結合体（ＰＥＧ－ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）の調製において
利用可能でもあり、使用にも適している。例えば、商標ＳＵＮＢＲＩＧＨＴ（登録商標）
Ｒシリーズのもとに販売されているＮＯＦ　Ｃｏｒｐ．のＰＥＧ試薬は、薬物、酵素、リ
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ン脂質、および他の生体材料に様々な方法によって結合させるために、メトキシＰＥＧア
ミン、マレイミド、およびカルボン酸などのメトキシポリエチレングリコールおよび活性
化されたＰＥＧ誘導体を含む多数のＰＥＧ誘導体を提供し、およびＮｅｋｔａｒ　Ｔｈｅ
ｒａｐｅｕｔｉｃｓ’　Ａｄｖａｎｃｅｄ　ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙはまた、治療の安全性および有効性を改善する多様なＰＥＧ結合技術を提供する。
【０１１９】
　特許、公表された特許出願および関連する出版物の検索も、本開示を読む当業者に、重
要な可能なＰＥＧ結合技術およびＰＥＧ誘導体を提供する。例えば、米国特許第６，４３
６，３８６号；第５，９３２，４６２号；第５，９００，４６１号、第５，８２４，７８
４号；および第４，９０４，５８４号（これらの内容は、その全体が参照として組み込ま
れる）は、そのような技術および誘導体、およびそれらの製造のための方法を記載する。
従って、当業者は、本発明の開示とこれらの他の特許の開示の両方を考慮して、その持続
放出のために改良されたニュールツリンに、ＰＥＧ、ＰＥＧ誘導体または幾つかの他のポ
リマーを結合することができる。
【０１２０】
　ＰＥＧは、水および多くの有機溶媒中で可溶性の特性を有している周知のポリマーであ
り、毒性がなく、免疫原性がなく、そしてまた透明で、無色で、無臭で、および安定して
いる。ＰＥＧの１つの使用は、結果として生じるＰＥＧ分子結合体を可溶性にするために
、不溶性の分子にポリマーを共有結合させることである。これらの理由および他の理由で
、ＰＥＧは付着に好ましいポリマーとして選択されたが、それは、もっぱら例示の目的の
ためであり、制限のためではなく、使用された。類似品は、制限されないが、ポリビニル
アルコール、ポリ（プロピレングリコール）などのような他のポリ（アルキレンオキシド
）、ポリ（オキシエチル化グリセロール）などのようなポリ（オキシエチル化ポリオール
）、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピ
ロリドン（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ　ｐｕｒｒｏｌｉｄｏｎｅ）、ポリ－１，３－ジオキソラ
ン、ポリ－１，３，６－トリオキサン、エチレン／マレイン無水物およびポリアミノ酸を
含む他の水溶性ポリマーを用いて得ることができる。当業者は、所望の投薬、循環時間、
蛋白質分解に対する耐性および他の考察に基づいて、所望のポリマーを選択することがで
きる。
【０１２１】
　本来のＬアミノ酸の異性体、例えば、Ｄ－アミノ酸は、改良されたニュールツリンの任
意の上記の形態に組み入れられることがあり、本発明の方法の任意において使用され得る
。さらなる変異体は、単一または複数のアミノ酸の配列間（ｉｎｔｒａｓｅｑｕｅｎｃｅ
）挿入のみでなく、アミノ末端および／またはカルボキシル末端の融合も含み得る。より
長いペプチドは、改良されたニュールツリン配列の１以上の複数コピー（ｍｕｌｔｉｐｌ
ｅ　ｃｏｐｉｅｓ）を含み得る。挿入アミノ酸配列の変異体は、１以上のアミノ酸残基が
タンパク質の１つの部位に導入された変異体である。欠失変異体は、配列から１以上のア
ミノ酸の除去によって特徴づけられる。変異体は、例えば、他の種において、または地理
的変異に起因して、例えば、それらが性質に現われるような異なる対立遺伝子の変異体を
含む。
【０１２２】
　改良されたニュールツリンの変異体、誘導体および融合タンパク質は、それらに検知可
能なニュールツリン活性がある点において機能的に等しい。特に、それらは、少なくとも
５％、少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、好
ましくは少なくとも６０％、より好ましくは少なくとも８０％のヒトニュールツリンの活
性を示す。したがって、それらはニュールツリンそれ自体に代替することができる。その
ような活性は、生理反応がインビボまたはインビトロの試験システムにおいて示されよう
と、本来のヒトニュールツリンによって示された任意の活性、または、例えば、酵素、ま
たは細胞ベースのアッセイにおいて、または試験組織、膜、または金属イオンへの結合に
おいて、本来のヒトニュールツリンによって媒介された、任意の生物活性または反応を意
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味する。改良されたニュールツリンのそのような変異体、誘導体、融合タンパク質または
フラグメントが全て含まれ、本明細書に開示および請求される任意のポリヌクレオチド、
ベクター、宿主細胞および方法において使用され得、用語「改良されたニュールツリン」
のもと包含される。
【０１２３】
　機能的なニュールツリン活性を測定するために適切なアッセイはＲＥＴリン酸化アッセ
イ（Ｖｉｒｔａｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（２００５）“Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｃｙｓｔｅ
ｉｎｅ－ｒｉｃｈ　ｄｏｍａｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ＧＦＲａｌｐｈａ
１　ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ　ｔｈｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ＧＤＮＦ”Ｂｉｏｃｈｅｍ
　Ｊ．３８７：８１７－８２４）、および神経突起伸長アッセイ（Ｖｉｒｔａｎｅｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，（２００５）“Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｒｉｃｈ　ｄｏｍ
ａｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ＧＦＲａｌｐｈａ１　ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ
　ｔｈｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ＧＤＮＦ”Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．３８７：８１７－８
２４；可溶性ＧＦＲαタンパク質への結合アッセイ（Ｖｉｒｔａｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，
（２００５）“Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｒｉｃｈ　ｄｏｍａｉｎ　ｏｆ
　ｔｈｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ＧＦＲａｌｐｈａ１　ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ　ｔｈｅ　ｂ
ｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ＧＤＮＦ”Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．３８７：８１７－８２４、または
Ｎ－シンデカンへの結合アッセイ（Ｍａｘｉｍ　Ｍ．Ｂｅｓｐａｌｏｖ　ＰｈＤ　ｔｈｅ
ｓｉｓ，１８．１２．２００９，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｈｅｌｓｉｎｋｉ）、ま
たはＧＦＲαタンパク質の存在下でのＮＣＡＭへの結合アッセイ（Ｐａｒａｔｃｈａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，（２００３）“Ｔｈｅ　ｎｅｕｒａｌ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏ
ｌｅｃｕｌｅ　ＮＣＡＭ　ｉｓ　ａｎ　ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　
ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｆｏｒ　ＧＤＮＦ　ｆａｍｉｌｙ　ｌｉｇａｎｄｓ”．　１１３：８
６７－８７９）、細胞表面上のＧＰＩアンカー（ＧＰＩ－ａｎｃｈｏｒｅｄ）ＧＦＲαタ
ンパク質（Ｖｉｒｔａｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（２００５）“Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｃｙ
ｓｔｅｉｎｅ－ｒｉｃｈ　ｄｏｍａｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ＧＦＲａｌ
ｐｈａ１　ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ　ｔｈｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ＧＤＮＦ”Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ　Ｊ．３８７：８１７－８２４；胚ドーパミン作動性ニューロンに関するインビト
ロの生存アッセイ（Ｌｉｎｄｈｏｌｍ　ｅｔ　ａｌ．，（２００７）“Ｎｏｖｅｌ　ｎｅ
ｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｆａｃｔｏｒ　ＣＤＮＦ　ｐｒｏｔｅｃｔｓ　ａｎｄ　ｒｅｓｃ
ｕｅｓ　ｍｉｄｂｒａｉｎ　ｄｏｐａｍｉｎｅ　ｎｅｕｒｏｎｓ　ｉｎ　ｖｉｖｏ”Ｎａ
ｔｕｒｅ　４４８：７３－７７）、上頸神経節交感神経ニューロン（Ｙｕ　ｅｔ　ａｌ．
，（２００３）“ＧＤＮＦ－ｄｅｐｒｉｖｅｄ　ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ　ｎｅｕｒｏｎ
ｓ　ｄｉｅ　ｖｉａ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｎｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｐａｔｈｗ
ａｙ．”Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１６３：９８７－９９７）、後根神経節または後根神
経運動ニューロン（Ｐａｖｅｌｉｅｖ　ｅｔ　ａｌ　（２００４） “ＧＤＮＦ　ｆａｍ
ｉｌｙ　ｌｉｇａｎｄｓ　ａｃｔｉｖａｔｅ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｅｖｅｎｔｓ　ｄｕｒ
ｉｎｇ　ａｘｏｎａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｉｎ　ｍａｔｕｒｅ　ｓｅｎｓｏｒｙ　ｎｅｕｒ
ｏｎｓ”Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ２５：４５３－４５９）；および神経毒性
６－ＯＨＤＡにおける成体齧歯類ドーパミン作動性ニューロンを保護する能力（Ｌｉｎｄ
ｈｏｌｍ　ｅｔ　ａｌ．，（２００７）“Ｎｏｖｅｌ　ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｆａ
ｃｔｏｒ　ＣＤＮＦ　ｐｒｏｔｅｃｔｓ　ａｎｄ　ｒｅｓｃｕｅｓ　ｍｉｄｂｒａｉｎ　
ｄｏｐａｍｉｎｅ　ｎｅｕｒｏｎｓ　ｉｎ　ｖｉｖｏ”Ｎａｔｕｒｅ　４４８：７３－７
７）、ＭＰＴＰ傷害アッセイ（Ｓｃｈｏｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（２００７）“ＧＤＮＦ
　ａｐｐｌｉｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ＭＰＴＰ－ｌｅｓｉｏｎｅｄ　ｎｉｇｒｏｓｔｒｉａ
ｔａｌ　ｓｙｓｔｅｍ　ｒｅｑｕｉｒｅｓ　ＴＧＦ－ｂｅｔａ　ｆｏｒ　ｉｔｓ　ｎｅｕ
ｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ａｃｔｉｏｎ”Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ　Ｄｉｓ．　２５：３７
８－３９１　ｉｎ　ｖｉｖｏ）を含む。
【０１２４】
　例えば、ＲＥＴリン酸化アッセイは、ヒトＲＥＴロングアイソフォーム（ｈｕｍａｎ　
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ＲＥＴ　ｌｏｎｇ　ｉｓｏｆｏｒｍ）を安定して発現しており（Ｅｋｅｔｊａｌｌ　ｅｔ
　ａｌ．，１９９９，ＥＭＢＯ　Ｊ．，１８：５９０１）、ラットＧＦＲαｌまたはヒト
ＧＦＲα２により一時的にトランスフェクトされた線維芽細胞を用いて容易に行い得る。
トランスフェクションの１日後に、細胞は、血清を含まないＤＭＥＭ（Ｓｉｇｍａ）中で
４時間飢餓にし（ｓｔａｒｖｅｄ）、その後試験ニュールツリンを１０分間適用した。そ
の後、線維芽細胞を溶解し、溶解物を、（例えば、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃから市販で入手可能なＲＥＴ抗体を使用して）ＲＥＴの免疫沈降
に使用した。免疫複合体は、Ｇタンパク質セファロース（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）
を用いて収集し、８％のＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウェスタンブロッティング上で分析する
ことができる。ＲＥＴのリン酸化は、ホスホチロシンの抗体（Ｕｐｓｔａｔｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙから市販で入手可能）によって検出することができる。ＲＥＴの成功
したリン酸化は、ニュールツリンが神経栄養因子のように機能的に活性なことを示す。
【０１２５】
　別の態様において、本発明の改良されたニュールツリンポリペプチドは、野生型成熟ヒ
トニュールツリンと比較して、ヘパリンまたはヘパラン硫酸に結合する親和性を減少させ
た。異なる実施形態において、改良されたニュールツリンポリペプチドの親和性は、野生
型成熟ヒトニュールツリンと比較してヘパリンまたはヘパラン硫酸への、約５倍、約１０
倍、約２０倍、約５０倍、約１００倍、約２００倍、約５００倍、または約１０００倍低
い親和性を有する。
【０１２６】
　従って、異なる態様において、本発明の改良されたニュールツリンポリペプチドは、野
生型成熟ニュールツリンが、約２～４×１０－９Ｍのヘパリンに対する明らかな親和性（
Ｋｄ）を有する条件下で測定されると、約５×１０－６Ｍより大きな、約１×１０－６Ｍ
より大きな、約５×１０－７Ｍより大きな、約１×１０－７Ｍより大きな、約５×１０－

８Ｍより大きな、または約１×１０－８Ｍより大きな、ヘパリンに対する明らか親和性を
有する（すなわち、Ｋｄを有する）ことができる。
【０１２７】
　ヘパリンに対する改良されたニュールツリンポリペプチドの親和性は、例えば、ＧＥ　
ＨｅａｌｔｈｃａｒｅによってＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）という商標のもと販売されて
い器具類を用いる表面プラズモン共鳴に基づいた手法、または例えば、Ｓａｐｉｄｙｎｅ
から市販で入手可能なＫｉｎＥｘＡ技術を用いる溶液ベースのアフィニティ測定法を含む
様々な当該技術分野で認められた方法（ａｒｔ　ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ
）を使用して容易に測定することができる。これらのシステムは、ヘパリンおよび改良さ
れたニュールツリンの親和性が容易に、かつ正確に測定することができるための種々様々
な市販の試薬およびカップリング試薬を含む。
【０１２８】
　さらに、ヘパリンに対する改良されたニュールツリンポリペプチドの相対的な親和性は
、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　ＳｃｉｅｎｃｅｓからＨＩＴＲＡＰ（商標）
ヘパリンＨＰという商標のもと販売されているような、ヘパリンアフィニティカムからタ
ンパク質を溶出するのに必要なイオン強度を特徴づけることにより測定することができる
。
【０１２９】
　従って、本発明の１つの態様において、改良されたニュールツリンポリペプチドは、約
１モルのＮａＣｌ未満のＮａＣｌの濃度でＨＩＴＲＡＰ（商標）ヘパリンＨＰから溶出す
ることができる。本発明の他の態様において、本発明の改良されたニュールツリンポリペ
プチドは、２Ｍまで増加させる、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ　ｐＨ　７．２から成る連続的な
ＮａＣｌ勾配を使用して溶出されると、１．０Ｍ未満の、０．９ＭのＮａＣｌ未満；０．
８ＭのＮａＣｌ未満；０．７ＭのＮａＣｌ未満；０．６ＭのＮａＣｌ未満；０．５ＭのＮ
ａＣｌ未満；０．４ＭのＮａＣｌ未満；または０．３モル濃度のＮａＣｌ未満のＮａＣｌ
の濃度でＨＩＴＲＡＰ（商標）ヘパリンＨＰから溶出することができる。タンパク質が複
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数の画分にわたってカラムから溶出することが認められる間に、意図するポリペプチドの
質量の大多数（すなわち、約７５％以上）は、限定されないが、ウェスタンブロッティン
グまたはＥＬＩＳＡ等の従来の手法によって測定されると、ＮａＣｌの与えられた濃度未
満で溶出する。相互の型の実験において、改良されたニュールツリンポリペプチドを含む
本発明のポリペプチドは、固定された支持体上、または１Ｍ以上のＮａＣｌで溶液中のい
ずれかで、ヘパリンまたはヘパラン硫酸にわずかに結合する。例えば、１Ｍ以上のＮａＣ
ｌの濃度、９５％未満、９０％未満、８０％未満、７０％未満、６０％未満、５０％未満
、４０％未満、３０％未満、２０％未満、または１０％未満の本発明のポリペプチドが結
合する。
【０１３０】
　別の態様において、本発明の改良されたニュールツリンポリペプチドは、処置部位への
送達のために薬物に結合することができ、または目的の細胞を含む部位の画像診断を促進
するための検知可能な標識に結合することができる。そのような検知可能な標識にタンパ
ク質を結合する方法は、検知可能な標識を使用して画像化する方法と同様に、当該技術分
野において周知である。標識化タンパク質は、種々様々な標識を使用して、種々様々なア
ッセイにおいて使用され得る。適切な検出手段は、放射性核種、酵素、コエンザイム、蛍
光剤、化学発光剤（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｒｓ）、色原体、酵素基質または補助
因子、酵素抑制因子、補欠分子団複合体、フリーラジカル、粒子状物質、色素などの検知
可能な標識の使用を含む。
【０１３１】
　従って、１つの態様において、本発明は、そのＮ末端またはＣ末端のいずれかが検知可
能な標識または薬物で標識化される、改良されたニュールツリンを含む。
【０１３２】
　蛍光の検知可能な標識の例は、レアアースキレート化合物（ユーロビウムキレート化合
物）、フルオレセインおよびその誘導体、ローダミンおよびその誘導体、ダンシル、リサ
ミン（Ｌｉｓｓａｍｉｎｅ）、フィコエリトリン、テキサスレッドと同様に、Ｃｙ３、Ｃ
ｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７などの赤外線色素、ＩＲ８００ＣＷ、ＩＣＧ、およびＡＬＥＸ
Ａ（登録商標）　ＦＬＵＯＲＳ　６８０および７５０などのＡＬＥＸＡ（登録商標）　Ｆ
ＬＵＯＲＳという商標のもと販売されている色素を含み、これらはすべて、Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓおよび他の販売業者から市販で入手可能である。
【０１３３】
　適切な酵素の例は、ホースラディシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β
－ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼを含み；適切な補欠分子団複合
体の例は、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンを含み；適切な蛍光
体の例は、ウンベリフェロンおよびフルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート
、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフ
ィコエリトリンを含み；発光材料の例はルミノールであり；生物発光の材料の例は、ルシ
フェラーゼ、ルシフェリン、及びエクオリンを含み；および、適切な放射性物質の例は１

２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓまたは３Ｈを含む。そのような標識化された試薬は、例えば、
ＥＬＩＳＡ、蛍光免疫測定法などの放射免疫定量法、酵素免疫定量法など様々な周知のア
ッセイにおいて使用され得る。
【０１３４】
　本発明に係る改良されたニュールツリンポリペプチドは、細胞毒素、治療薬または放射
性金属イオンまたは放射性同位元素などの治療的部分に結合し得る。放射性同位元素の例
は、限定されないが、Ｉ－１３１、Ｉ－１２３、Ｉ－１２５、Ｙ－９０、Ｒｅ－１８８、
Ｒｅ－１８６、Ａｔ－２１１、Ｃｕ－６７、Ｂｉ－２１２、Ｂｉ－２１３、Ｐｄ－１０９
、Ｔｃ－９９、Ｉｎ－１１１などを含む。そのような結合体は、与えられた生体反応を変
更するために使用することができ；薬物部分は、古典的な化学的な治療薬に限定されるも
のと解釈されることはできない。例えば、薬物部分は、所望の生物活性を有するタンパク
質またはポリペプチドであり得る。そのようなタンパク質は、例えば、アブリン、リシン
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Ａ、シュードモナス菌体外毒素またはジフテリア毒素などの毒素を含み得る。
【０１３５】
（ＩＩ．改良されたニュールツリンをコード化するポリヌクレオチド）
　別の実施形態において、本発明は、本発明の改良されたニュールツリンポリペプチドを
コード化するヌクレオチド配列を含む、単離ポリヌクレオチドを提供する。
【０１３６】
　１つの態様において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、改良されたニュールツリンポ
リペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含み、ここで、改良されたニュールツリン
ポリペプチドは、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む領域において正
に帯電されたアミノ酸の少なくとも１つの変異で成熟野生型ニュールツリン（配列番号５
）と異なり、および、改良されたニュールツリンポリペプチドは、成熟野生型ニュールツ
リンと比較してヘパリンに対する減少した親和性を有する。
【０１３７】
　別の態様において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、対応する成熟野生型ニュールツ
リン配列番号５と、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む領域において
正に帯電されたアミノ酸の少なくとも２つの変異で異なり、および成熟ヒトニュールツリ
ンと比較してヘパリンに対する減少した親和性を示す。
【０１３８】
　別の態様において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、対応する成熟野生型ニュールツ
リン配列番号５と、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む領域において
正に帯電されたアミノ酸の少なくとも３つの変異で異なる改良されたニュールツリンをコ
ード化するヌクレオチド配列を含み、および成熟ヒトニュールツリンと比較してヘパリン
に対する減少した親和性を示す。
【０１３９】
　別の態様において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、対応する成熟野生型ニュールツ
リン配列番号５と、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸５１～６３を含む領域において
正に帯電されたアミノ酸の少なくとも５つの変異で異なる改良されたニュールツリンをコ
ード化するヌクレオチド配列を含み、および成熟ヒトニュールツリンと比較してヘパリン
に対する減少した親和性を示す。
【０１４０】
　１つの実施形態において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、成熟ヒトニュールツリン
の残基５１～６３によって包含される１３のアミノ酸を除いて、成熟野生型ニュールツリ
ンのアミノ酸配列にわたって、配列番号５と少なくとも９０％同一である改良されたニュ
ールツリンをコード化するヌクレオチド配列を含む。別の態様において、本発明の単離ポ
リヌクレオチドは、成熟ヒトニュールツリンの残基５１～６３によって包含される１３の
アミノ酸を除いて、成熟野生型ニュールツリンのアミノ酸配列にわたって、配列番号５と
少なくとも９５％同一である改良されたニュールツリンをコード化するヌクレオチド配列
を含む。
【０１４１】
　１つの実施形態において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、成熟した野生型ニュール
ツリン（配列番号５）と比較して、１０２のアミノ酸の成熟野生型ニュールツリンに対す
るナンバリングを使用して、アミノ酸５１、５２、５４、５５、５６、５７、５８、６０
、６１、６２または６３で１以上の変異を含む、改良されたニュールツリンをコード化す
るヌクレオチド配列を含む。１つの態様において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、成
熟ヒトニュールツリン（配列番号５）の残基５１～６３によって包含される領域内に１～
１３のアミノ酸変異を含む改良されたニュールツリンをコード化するヌクレオチド配列を
含む。１つの態様において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、成熟野生型ニュールツリ
ンアミノ酸配列と比較して、成熟ヒトニュールツリン（配列番号５）の残基５１～６３に
よって包含される領域内に、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ま
たは１３のアミノ酸変異を含む改良されたニュールツリンをコード化するヌクレオチド配
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列を含む。更に別の態様において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、成熟ヒトニュール
ツリン（配列番号５）の残基５１～６３によって包含される領域内に、３、５、７または
９のアミノ酸変異を含む改良されたニュールツリンをコード化するヌクレオチド配列を含
む。
【０１４２】
　１つの態様において、本発明の単離ポリヌクレオチドは、成熟ヒトニュールツリン（配
列番号５）の残基５１～６３によって包含される領域に、少なくとも１つの中性、双性イ
オン性、または負に帯電された脂肪族アミノ酸を含む、改良されたニュールツリンポリペ
プチドをコード化するヌクレオチド配列を含む。本発明の任意の単離されたポリヌクレオ
チの別の態様において、ポリヌクレオチドは、改良されたニュールツリンをコード化する
ヌクレオチド配列を含み、成熟ヒトニュールツリン（配列番号５）の残基５１～６３によ
って包含される領域に、グリシン、アラニン、ロイシン、バリン、セリンおよびグルタミ
ンからなる群から独立して選択される少なくとも１つのアミノ酸を含む。
【０１４３】
　本発明の任意の単離ポリヌクレオチドの別の態様において、ポリヌクレオチドは、配列
ＡＲＬＱＧＱＧＡＬＶＧＳによるアミノ酸５１～６２の置換を含む、改良されたニュール
ツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む。本発明の任意の単離ポリヌ
クレオチドの別の態様において、ポリヌクレオチドは、配列番号６～９から選択される配
列をコード化するヌクレオチド配列を含む。（表Ｄ４）
【０１４４】
　１つの態様において、本発明のポリヌクレオチドは、配列番号６、７、８または９を含
むヌクレオチド配列を含む。
【０１４５】
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【表４】

【０１４６】
　遺伝暗号が縮重し、いくつかのアミノ酸が複数のコドンを有することが当業者に理解さ
れる。それ故、複数のポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチドをコード化することが
できる。その上、ポリヌクレオチド配列は、様々な理由で操作され得る。例は、限定され
ないが、様々な生物体においてポリヌクレオチドの発現を高めるための好ましいコドンの
取り込みを含む（Ｎａｋａｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｕｃ．　Ａｃｉｄ．　Ｒｅｓ．
　（２０００）　２８　（１）：　２９２を一般に参照）。さらに、制限部位を導入する
か又は排除するために、ＣｐＧジヌクレオチドモチーフの密度を減少させるか（例えば、
Ｋａｍｅｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ｒｅｓ．　Ｃｏ
ｍｍｕｎ．　（２００６）　３４９（４）：　１２６９－１２７７を参照）、又はステム
ループ構造を形成する一本鎖配列の能力を低下させるために、サイレント変異が取り込ま
れ得る：（例えば、Ｚｕｋｅｒ　Ｍ．，　Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．　（２００３
）；　３１（１３）：　３４０６－３４１５を参照）。さらに、発現は、開始コドンでＫ
ｏｚａｋコンセンサス配列［即ち、（ａ／ｇ）ｃｃ（ａ／ｇ）ｃｃＡＴＧｇ］を含めるこ
とによりさらに最適化され得る。この目的に有用であるＫｏｚａｋコンセンサス配列は、
当該技術分野において知られている（Ｍａｎｔｙｈ　ｅｔ　ａｌ．　ＰＮＡＳ　９２：　
２６６２－２６６６　（１９９５）；　Ｍａｎｔｙｈ　ｅｔ　ａｌ．　Ｐｒｏｔ．　Ｅｘ
ｐ．　＆　Ｐｕｒｉｆ．　６，１２４　（１９９５））。
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【０１４７】
（ＩＩＩ．　組換えベクター）
　本発明の別の実施形態は、組換えベクター及びポリヌクレオチドを含む組換え型ウイル
スベクターを提供し、該ポリヌクレオチドの配列は、本明細書に開示される改良されたニ
ュールツリンポリペプチドのいずれかに関してコード化するヌクレオチド配列を含む。
【０１４８】
　本発明の改良されたニュールツリンポリペプチドを発現するのに適切な組換えベクター
の選択、改良されたニュールツリンを発現するための核酸配列をベクターへ挿入するため
の方法、及び組換えベクターを対象の細胞に送達する方法は、当該技術分野の範囲内にあ
る。例えば、Ｔｕｓｃｈｌ，　Ｔ．　（２００２），　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
，　２０：　４４６－４４８；　Ｂｒｕｍｍｅｌｋａｍｐ　Ｔ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．　（２
００２），　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９６：　５５０－５５３；　Ｍｉｙａｇｉｓｈｉ　Ｍ　
ｅｔ　ａｌ．　（２００２），　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２０：　４９７－
５００；　Ｐａｄｄｉｓｏｎ　Ｐ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２），　Ｇｅｎｅｓ　Ｄ
ｅｖ．　１６：　９４８－９５８；　Ｌｅｅ　Ｎ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２），　
Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２０：　５００－５０５；　Ｐａｕｌ　Ｃ　Ｐ　ｅ
ｔ　ａｌ．　（２００２），　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２０：　５０５－５
０８，　Ｃｏｎｅｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１１：　１７３５
－１７４２　（２００４），　及びＦｊｏｒｄ－Ｌａｒｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　（２０
０５）　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ　１９５：４９－６０を参照（それらの全開示が、引用に
よって本明細書に組み込まれる）。
【０１４９】
　代表的な市販で入手可能な組換え型発現ベクターは、例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎか
らのｐＲＥＰ４、ｐＣＥＰ４、ｐＲＥＰ７、及びｐｃＤＮＡ３．１及びｐｃＤＮＡ（商標
）５／ＦＲＴ、及びＳｔｒａｔａｇｅｎｅからのｐＢＫ－ＣＭＶ及びｐＥｘｃｈａｎｇｅ
－６コアベクターを含む。
【０１５０】
　組換えベクターは、直接又は適切な送達試薬と組み合わせて患者に投与され得、該適切
な送達試薬は、Ｍｉｎｉｓ Ｔｒａｎｓｉｔ ＬＴ１親油性試薬；リポフェクチン；リポフ
ェクタミン；セルフェクチン；ポリカチオン（例えば、ポリリジン）又はリポソームを含
む。
【０１５１】
　本発明に使用するのに適した組換え型ウイルスベクターの選択、改良されたニュールツ
リンポリペプチドを発現するための核酸配列をベクターへ挿入するための方法、及びウイ
ルスベクターを対象の細胞に送達する方法は、当該技術分野の範囲内にある。例えば、Ｄ
ｏｒｎｂｕｒｇ　Ｒ　（１９９５），　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐ．　２：　３０１－３１
０；　Ｅｇｌｉｔｉｓ　Ｍ　Ａ　（１９８８），　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６：　
６０８－６１４；　Ｍｉｌｌｅｒ　Ａ　Ｄ　（１９９０），　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅ
ｒａｐ．　１　：　５－１４；　及びＡｎｄｅｒｓｏｎ　Ｗ　Ｆ　（１９９８），　Ｎａ
ｔｕｒｅ　３９２：　２５－３０を参照（それらの全開示が、引用によって本明細書に組
み込まれる）。
【０１５２】
　代表的な市販で入手可能なウイルス発現ベクターは、限定されないが、Ｃｒｕｃｅｌｌ
，Ｉｎｃ．から入手可能なＰｅｒ．Ｃ６システムなどのアデノウイルスベースのシステム
、ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎからのｐＬＰｌなどのレンチウイルスベースのシステム、及びＳ
ｔｒａｔａｇｅｎｅ（ＵＳ）からのＲｅｔｒｏｖｉｒａｌ Ｖｅｃｔｏｒｓ ｐＦＢ－ＥＲ
Ｖ及びｐＣＦＢ－ＥＧＳＨなどのレトロウイルスベクターを含む。
【０１５３】
　一般に、発現される改良されたニュールツリンポリペプチドのための暗号配列を受け入
れることができる任意のウイルスベクターが使用され得、該ベクターは、例えば、アデノ
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ウイルス（ＡＶ）；アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）；レトロウイルス（例えば、レンチウ
イルス（ＬＶ）、ラブドウイルス、マウス白血病ウイルス）；ヘルペスウイルス、パピロ
マウイルス（米国特許第６，３９９，３８３号、及び第７，２０５，１２６号）などに由
来するベクターである。ウイルスベクターの指向性（ｔｒｏｐｉｓｍ）もまた、ベクター
を他のウイルスからの外被タンパク質又は他の表面抗原によってシュードタイピングする
ことによって変更され得る。例えば、本発明のＡＡＶベクターは、水疱性口内炎ウイルス
（ＶＳＶ）、狂犬病、Ｅｂｏｌａ、Ｍｏｋｏｌａなどからの表面タンパク質によって偽型
にされ得る。例えばパピロマウイルスの非伝染性の偽ウイルス粒子はまた、遺伝子の粘膜
への効率的な送達を可能にするために使用され得る（米国特許第７，２０５，１２６号、
Ｐｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　２０１０　Ｊｕｌ　２９　ｅｐｕｂ
）。
【０１５４】
　１つの態様において、ＡＶ及びＡＡＶに由来するウイルスベクターは、本発明において
使用され得る。本発明の改良されたニュールツリンを発現するための適切なＡＡＶベクタ
ー、組換え型ＡＡＶベクターを構築するための方法、及びベクターを標的細胞へ送達する
ための方法は、Ｓａｍｕｌｓｋｉ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．　（１９８７），　Ｊ．　Ｖｉｒｏ
ｌ．　６１　：　３０９６－３１０１；　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｋ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．　（１９
９６），　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．，　７０：　５２０－５３２；　Ｓａｍｕｌｓｋｉ　Ｒ　
ｅｔ　ａｌ．　（１９８９），　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．　６３：　３８２２－３８２６；米
国特許第５，２５２，４７９号；米国特許第５，１３９，９４１号；国際特許出願番号Ｗ
Ｏ ９４／１３７８８；国際特許出願番号ＷＯ ９３／２４６４１に記載され、それらの全
開示は、引用によって本明細書に組み込まれる。
【０１５５】
　典型的に、組換えベクター及び組換え型ウイルスベクターは、インビトロ及びインビボ
両方で様々なシステムにおける本発明のポリヌクレオチドの発現を配向する発現制御配列
を含む。例えば、１つのセットの調節エレメントは、発現を特定の哺乳動物細胞又は組織
に配向し、別のセットの調節エレメントは、発現を細菌細胞に配向し、さらに、第３のセ
ットの調節エレメントは、発現をバキュロウィルス系に配向する。いくつかのベクターは
、１以上の系統において発現に必要な調節エレメントを含むハイブリッドベクターである
。これらの様々な調節系を含むベクターは、市販で入手可能であり、当業者は、本発明の
ポリヌクレオチドをこのようなベクターに容易にクローン化することができるであろう。
【０１５６】
　幾つかの場合において、ベクターは、種々様々な細胞における発現のためのプロモータ
ーを有する。他の場合において、ベクターは、組織特異的であるプロモーターを有する。
例えば、プロモーターは、発現をニューロン中にのみ配向する。１つの態様において、本
発明のベクターは、ポリヌクレオチドを含み、そのヌクレオチド配列は配列番号１、２、
３、又は４に関してコードする。
【０１５７】
（ＩＶ．　宿主細胞）
　別の実施形態において、本発明は、本発明のベクターによって形質転換された宿主細胞
を提供する。１つの態様において、本発明の改良されたニュールツリンポリペプチドは、
改良されたニュールツリンポリペプチドを生成又は製造するために宿主細胞によって発現
される。このような宿主細胞は、細菌、昆虫細胞、酵母細胞又は哺乳動物細胞を含む。有
用な微生物宿主は、限定されないが、バチルス属、エシェリヒア属（大腸菌など）、シュ
ードモナス属、ストレプトマイシーズ属、サルモネラ属、エルウィニア属、バチルスサチ
リス属、バチルスブレビス属、エシェリヒアコリの様々な菌株（例えば、ＨＢ１０１、（
ＡＴＣＣ　ＮＯ．３３６９４）ＤＨ５α、ＤＨ１０及びＭＣ１０６１（ＡＴＣＣ　ＮＯ．
５３３３８））からの細菌を含む。当業者に公知の酵母細胞の多くの菌株もまた、ハンゼ
ヌラ属、クルイベロマイセス属、ピチア属、リノスポリジウム属、サッカロミケス属、及
びシゾサッカロミセス属、及び他の真菌類からのものを含むポリペプチドの発現のための
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宿主細胞として利用可能である。好ましい酵母細胞は、例えば、サッカロミケスセレビシ
エおよびピキアパストリスを含む。さらに、所望される場合、昆虫細胞系は、本発明の改
良されたニュールツリンを産生するために利用され得る。このような系統は、例えば、Ｋ
ｉｔｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，　１４：８１０－８１７　（
１９９３）；　Ｌｕｃｋｌｏｗ，　Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，
　４：５６４－５７２　（１９９３）；　及びＬｕｃｋｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｊ．　
Ｖｉｒｏｌ．，　６７：４５６６－４５７９　（１９９３）によって記載される。好まし
い昆虫細胞は、Ｓｆ－９及びＨＩ５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　Ｃａｒｌｓｂａｄ，　Ｃ
ａｌｉｆ．）を含む。
【０１５８】
　多くの適切な哺乳動物の宿主細胞もまた、当該技術分野に公知であり、多くが、Ａｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　（ＡＴＣＣ），　１０
８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ，　Ｍａｎａｓｓａｓ，　Ｖａ．　
２０１１０－２２０９から利用可能である。例は、限定されないが、チャイニーズハムス
ター卵巣細胞（ＣＨＯ）（ＡＴＣＣ、Ｎｏ．ＣＣＬ６１）ＣＨＯ ＤＨＦＲ細胞（Ｕｒｌ
ａｕｂ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　
９７：４２１６－４２２０　（１９８０））、ヒト胎生腎（ＨＥＫ）２９３又は２９３Ｔ
細胞（ＡＴＣＣ、Ｎｏ．ＣＲＬ１５７３）、ＰＥＲ．Ｃ６細胞、ＮＳＯ、ＡＲＰＥ－１９
、又は３Ｔ３細胞（ＡＴＣＣ、Ｎｏ．ＣＣＬ９２）などの、哺乳動物細胞を含む。形質転
換、培養、増幅、スクリーニング及び生成物の生成及び精製のための、適切な哺乳動物の
宿主細胞及び方法の選択は、当該技術分野に公知である。他の適切な哺乳動物細胞株は、
猿のＣＯＳ－１（ＡＴＣＣ Ｎｏ．ＣＲＬ１６５０）及びＣＯＳ－７細胞株（ＡＴＣＣ Ｎ
ｏ．ＣＲＬ１６５１）、及びＣＶ－１細胞株（ＡＴＣＣ Ｎｏ．ＣＣＬ７０）である。さ
らに典型的な哺乳動物の宿主細胞は、形質転換細胞株を含む、霊長類細胞株及び齧歯類細
胞株を含む。正常二倍体細胞、一次組織のインビトロの培養物に由来する細胞株の他に初
代移植片もまた適切である。候補細胞は、選択遺伝子において遺伝子的に欠失し得るか、
又は優性に作用する選択遺伝子（ｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ａｃｔｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏ
ｎ ｇｅｎｅ）を含み得る。他の適切な哺乳動物細胞株は、限定されないが、マウスニュ
ーロブラストーマＮ２Ａ細胞、ヒーラ、マウスＬ－９２９細胞、Ｓｗｉｓｓに由来する３
Ｔ３株、Ｂａｌｂ-ｃ又はＮＩＨマウス、ＢＨＫ又はＨａＫハムスター細胞株を含み、こ
れらはＡＴＣＣから入手可能である。これらの細胞株の各々は知られており、タンパク質
発現に利用可能である。
【０１５９】
　別の態様において、宿主細胞は、細胞治療を介して改良されたニュールツリンを発現し
送達するために使用され得る。従って、別の態様において、本発明は、改良されたニュー
ルツリンを発現する、又は発現する能力のある宿主細胞を投与することを含む、疾患又は
障害を処置するための細胞治療を含む。１つの態様において、疾患又は障害は、筋萎縮性
側索硬化症、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、虚血性脳卒中、急性
脳外傷、急性脊髄損傷、神経障害性疼痛、糖尿病、勃起不全、抜け毛、ヒルシュスプルン
グ病、神経系の腫瘍、多発性硬化症、難聴、及び網膜症から成る群から選択される。
【０１６０】
　細胞治療は、体外で、選択され、増殖され、及び薬理学的に処置又は変更された（即ち
、遺伝子組み換えされた）細胞の投与を含む(Ｂｏｒｄｉｇｎｏｎ，　Ｃ．　ｅｔ　ａｌ
，　Ｃｅｌｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ：　Ａｃｈｉｅｖｅｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｐｅｒｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｓ　（１９９９），　Ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａ，　８４，　ｐｐ．１１１０
－１１４９)。このような宿主細胞は、例えば、マクロファージを含む初代細胞、及び改
良されたニュールツリンポリペプチドを発現するために遺伝子組み換えされた幹細胞を含
む。細胞治療の目的は、損傷した組織又は臓器の生体機能を交換、修復、又は強化するこ
とである(Ｂｏｒｄｉｇｎｏｎ，　Ｃ．　ｅｔ　ａｌ，　（１９９９），　Ｈａｅｍａｔ
ｏｌｏｇｉｃａ，　８４，　ｐｐ．１１１０－１１４９)。
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【０１６１】
　移植細胞の使用は、貧血症及び小人症、血液学的疾患、腎不全及び肝不全、下垂体不全
及びＣＮＳ不全及び糖尿病などの多くの内分泌障害の処置のために調べられてきた(Ｕｌ
ｕｄａｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ　（２０００），　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅ
ｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，　４２，　ｐｐ．　２９－６４)。移植細胞は、本発明
の改良されたニュールツリンポリペプチドなどの生物活性化合物を放出することによって
機能し得、達成される系統（ｅｆｆｅｃｔｅｄ ｓｙｓｔｅｍ）において、存在しない又
は不十分な量でしか産生されない内因性ニュールツリンを交換する。他のホルモン及び神
経伝達物質を使用する、このような手法の例は、パーキンソン病を処置するためのカプセ
ル化されたＧＤＮＦ分必細胞の移植(Ｌｉｎｄｖａｌｌ　Ｏ，　＆　Ｗａｈｌｂｅｒｇ　
ＬＵ　（２００８）　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ．　２０９（ｌ）：８２－８８)、マクロフ
ァージ媒介性のＧＤＮＦ送達の使用(Ｂｉｊｕ　Ｋ，　ｅｔ　ａｌ．，　（２０１０）　
Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ．１８（８）：　１５３６－４４)、インシュリン依存型糖尿病の処置
のための膵島細胞の注入（ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ） (Ｍｉｙａｍｏｔｏ，　Ｍ，　Ｃ
ｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ａｎｄ　Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ
　Ｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｍｅｌｌｉｔｕｓ　（２００１），　Ｈ
ｕｍａｎ　Ｃｅｌｌ，　１４，　ｐｐ．　２９３－３００．)、及びパーキンソン病の処
置のためのドーパミン産生ニューロンの注入（ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）(Ｌｉｎｄｖ
ａｌｌ，　Ｏ．　ａｎｄ　Ｈａｇｅｌｌ，　Ｐ．，　Ｃｅｌｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ　ａｎｄ
　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ　
（２００１），　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　３９，　ｐｐ．　３５６－３６１)を含む。
【０１６２】
　全体の臓器移植と比較して、細胞治療は、より容易に利用可能である。しかしながら、
レシピエントの免疫系による移植細胞の拒絶は、依然として問題であり、特に、糖尿病患
者のための膵島移植の場合など、長期間の使用が望まれる場合は問題である(Ｍｏｒｒｉ
ｓ，　Ｐ．　Ｊ．，　Ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉ
ｃ　Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓ　ｂｙ　Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ　（１９９
６），　Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　１４，　ｐｐ．　１６３
－１６７)。免疫抑制の代替案として、カプセル法が開発され、それによって、移植細胞
は、膜障壁によってレシピエントの免疫系から物理的に保護される(Ｍｏｒｒｉｓ，　Ｐ
．　Ｊ．，　Ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓ　ｂｙ　Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ　（１９９６），　
Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　１４，　ｐｐ．　１６３－１６７
)。免疫抑制剤の全身投与が、免疫系の非特異性の抑制が原因で有害な副作用及び合併症
に関係するため、カプセル化された細胞の使用が好ましい。
【０１６３】
　従って、別の態様において、本発明は、改良されたニュールツリンを発現する、又は発
現する能力のある宿主細胞を投与することを含む、疾患又は障害を処置するための細胞治
療を含み、ここでの宿主細胞はカプセル化される。
【０１６４】
　カプセル法は、一般に、２つのカテゴリーに分類される：（１）個々の細胞又は小さな
細胞集団を含有する、直径で０．３～１．５ｍｍの大きさの範囲を有する小さな球形小胞
を典型的に含む、マイクロカプセル化、及び（２）管状又は円盤状の中空デバイスにおい
てより大きな細胞集団を含む、マクロカプセル化(Ｕｌｕｄａｇ　ｅｔ　ａｌ．，　（２
０００），　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，　４２
，　ｐｐ．　２９－６４)。
【０１６５】
　理想的に、膜は、カプセル化された細胞を免疫反応から保護する一方で、同時に、細胞
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生存に必要な分子の流入及び所望される生物活性化合物及び廃棄物の分泌を可能にするの
に十分透過性であると考えられる。最も一般的である多糖アルギン酸塩での細胞カプセル
化のために数多くの物質が利用されてきた（Ｒｏｗｅｌｙ，　Ｊ．　Ａ．　ｅｔ　ａｌ，
　Ａｌｇｉｎａｔｅ　Ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ　ａｓ　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｅｘｔｒａｃｅ
ｌｌｕｌａｒ　Ｍａｔｒｉｘ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　（１９９９），　Ｂｉｏｍａｔｅｒ
ｉａｌｓ，　２０，　ｐｐ．　４５－５３）。膜は、典型的に、広く使用されているポリ
アニオン性アルギン酸塩とポリカチオン性ポリ（Ｌ－リジン）の組み合わせたゲル化され
た複合体を形成する、逆帯電した天然又は合成のポリマーからなる(Ｕｌｕｄａｇ　ｅｔ
　ａｌ．，　（２０００），　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖ
ｉｅｗｓ，　４２，　ｐｐ．　２９－６４)。それぞれのポリマーの濃度及びそれらの接
触時間を変えることによって、結果として生じるヒドロゲル膜の空隙率は調節され得る。
他の一般に使用される物質は、より毒性がある傾向がある（メチル）アクリル酸塩（acry
lmates）、アガロース、中性ポリマーを含む(Ｕｌｕｄａｇ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００
０），　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，　４２，　
ｐｐ．　２９－６４)。
【０１６６】
　細胞又は細胞集団は、コンフォーマルコーティング技術によってカプセル化され得、そ
れによって、膜が細胞と直接接触する(Ｕｌｕｄａｇ　ｅｔ　ａｌ．，　（２０００），
　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，　４２，　ｐｐ．
　２９－６４)。あるいは、膜は、細胞集団を含むコアのまわりで形成され得る。コアは
、栄養素及び栄養因子の封入などの、細胞生存又は細胞機能を促進する構成要素を含むよ
うに操作され得る。
【０１６７】
　膜又はコアはまた、合成細胞間マトリックス（ＥＣＭ）として作用するように操作され
得る。ＥＣＭ構成要素の付加は、分化機能の発現及びカプセル内の細胞集団の組織化にお
いて細胞を援助し得る(Ｕｌｕｄａｇ　ｅｔ　ａｌ．，　（２０００），　Ａｄｖａｎｃ
ｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，　４２，　ｐｐ．　２９－６４)
。ほとんどのアルギン酸塩膜の親水性が、一般に細胞の付着及び拡散を排除するため、合
成ＥＣＭの使用が、付着細胞に関連して調べられてきた(Ｒｏｗｅｌｙ，　Ｊ．　Ａ．　
ｅｔ　ａｌ，　Ａｌｇｉｎａｔｅ　Ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ　ａｓ　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｅ
ｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍａｔｒｉｘ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　（１９９９），　Ｂｉ
ｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，　２０，　ｐｐ．　４５－５３)。ＲＧＤ含有リガンドによって
共有結合的に修飾されたアルギン酸塩ヒドロゲルシートは、筋芽細胞の成長を支持すると
示されてきた(Ｒｏｗｅｌｙ，　Ｊ．　Ａ．　ｅｔ　ａｌ，　Ａｌｇｉｎａｔｅ　Ｈｙｄ
ｒｏｇｅｌｓ　ａｓ　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍａｔｒｉｘ
　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　（１９９９），　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，　２０，　ｐｐ．
　４５－５３)。修飾されたアルギン酸塩ヒドロゲルとの細胞相互作用は、封入されたカ
プセルとは対照的に、細胞が平板上に成長される場合にのみ達成されてきた(Ｒｏｗｌｅ
ｙ　ｅｔ　ａｌ，　１９９９)。
【０１６８】
　Ｌｉｍ，米国特許第４，４０９，３３１号及び第４，３５２，８８３号は、インビトロ
で細胞によって生成した生体物質を生成するマイクロカプセル化の方法の使用を開示し、
ここで、カプセルは、生成されている対象の生体物質に依存する、変化する透過性を有す
る。Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｐａｎｃｒｅａｔｏｌｏｇｙ，　３：９１－
１００　（１９８８）は、インスリン産生の、マイクロカプセル化された膵島の、糖尿病
のラットへの移植を開示する。Ａｅｂｉｓｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｍａｔｅｒ
ｉａｌｓ，　１２：５０－５５　（１９９１）は、ドーパミン分泌細胞のマクロカプセル
化を開示する。
【０１６９】
　その上、種々様々なカプセル化培地は、本発明の方法及び処置において使用され得る。
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例は、フィブリンを含むアガロース、フィブロネクチンを含むアガロース、又はフィブロ
ネクチンとフィブリノーゲンの組み合わせを含む。適切な天然由来の培地は、アルカリ金
属アルギン酸塩及びアガロースなどの植物由来のガム、及びセルロース及びその誘導体（
例えば、メチルセルロース）などの他の植物由来の物質を含む。ゼラチン及びキトサンの
ような動物組織由来の培地もまた有用である。あるいは、Ｋｌｅｉｎｍａｎ　ｅｔ　ａｌ
．，米国特許第４，８２９，０００号によって記載されるように、コアマトリックスは、
細胞間マトリックス（ＥＣＭ）構成要素からなり得る。適切な合成ヒドロゲルは、ポリビ
ニルアルコール、エチレン－ビニルアルコールのブロックコポリマー、ポリスチレンスル
ホン酸ナトリウム、ビニル－メチル－トリベンジル塩化アンモニウム及びポリホスファゼ
ンを含む(Ｃｏｈｅｎ，　Ｓ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｊ．　Ａｎａｌ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ
，　１１２，　ｐｐ．　７８３２－７８３３　（１９９０）)。
【０１７０】
　細胞は、中空線維、又は大きさが数百ミクロンであるマイクロカプセルにおいてカプセ
ル化され得る。前者は、より高い機械的安定性及び回収可能性があるという利点を有する
。一方でマイクロカプセルは、接着依存性細胞の成長に関するより高い比表面積および栄
養供給量及び生成物分泌に関するより低い物質移動抵抗を有する。２つの手法の強みを組
み合わせるために、マイクロカプセル化された細胞は、例えば、中空線維において、さら
にマクロカプセル化され、高い透過性がある中空線維の選択は、全体的な物質移動抵抗に
ほとんど影響しない。
【０１７１】
　マイクロカプセル製剤は、徐放製剤を製造する製薬産業によって使用される既知の技術
である。細胞カプセル化の領域において、アルギン酸塩のゲル化は、最も広範囲に研究さ
れたシステムである。アルギン酸塩は、褐色海藻類から抽出されたグルクロナンである。
カルシウム又は他の多価性のカウンターイオンは、多糖に存在するアルファ－４－Ｌ－グ
ルクロナン残留物の連続ブロックをキレート化する。懸濁された生細胞を含むアルギン酸
塩溶液が、カルシウムイオンを含む溶液に滴下されるか又は押し出される（ｅｘｔｒｕｄ
ｅｄ）ときに、細胞のカプセル化が達成される。形成されたマイクロカプセルは、ポリリ
ジンなどのポリイオンの吸着によってさらにコーティングされ得、アルギン酸塩によって
再びコーティングされ得る。膵島、肝細胞、ＰＣ１１２細胞、軟骨細胞、及び線維芽細胞
を含む、多くの細胞タイプが、この方法によってカプセル化されてきた。
【０１７２】
（Ｖ．　使用の方法）
　別の実施形態において、本発明は、治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリ
ンポリペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオ
チド配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコー
ド化するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改
良されたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を、そのような処置を必要とす
る患者に投与する工程を含む、細胞変性又は機能不全を予防又は処置する方法を含む。
【０１７３】
　別の実施形態において、本発明は、細胞変性又は機能不全の処置に使用するための、任
意の改良されたニュールツリンポリペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプ
チドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュー
ルツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクタ
ー、又は任意の組換え型の改良されたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞の
使用を含む。
【０１７４】
　１つの態様において、細胞変性又は機能不全は、末梢神経障害、筋萎縮性側索硬化症、
アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン舞踏病、虚血性脳卒中、急性脳外傷、
急性脊髄損傷、神経系の腫瘍、多発性硬化症、および感染から成る群から選択される疾病
から結果として生じる神経変性から成る。
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【０１７５】
　別の態様において、細胞変性又は機能不全は、好酸球減少症、好塩基球減少症、リンパ
球減少症、単球減少症、好中球減少症、貧血症、血小板減少症、および幹細胞機能不全か
ら成る群から選択される造血細胞変性又は機能不全から成る。
【０１７６】
　従って、１つの態様において、本発明は、治療上有効な量の、任意の改良されたニュー
ルツリンポリペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌ
クレオチド配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチド
をコード化するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え
型の改良されたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を、そのような処置を必
要とする患者に投与することによって、神経変性の脳疾患を処置する方法を含む。
【０１７７】
　別の態様において、本発明は、神経変性の脳疾患の処置のための、任意の改良されたニ
ュールツリンポリペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化す
るヌクレオチド配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプ
チドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組
換え型の改良されたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞の使用を含む。
【０１７８】
　１つの態様において、任意のこれらの方法の中で、神経変性疾患が、筋萎縮性側索硬化
症、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン舞踏病、及び認知症から成る群か
ら選択される。
【０１７９】
　１つの態様において、本発明は、神経変性の脳疾患の発症を阻止する、遅らせる、即ち
、臨床徴候前の期間を遅らせる、又は神経変性の脳疾患を進行させるリスクを減らすため
の方法を含む。別の態様において、本発明は、神経変性の脳疾患の少なくとも１つの症状
又は徴候を和らげる、軽減する、低減する、後退させる、改善する、又は防ぐ方法を含む
。
【０１８０】
　１つの態様において、神経変性疾患は、筋萎縮性側索硬化症であり、該疾患のそのよう
な徴候及び症状は、以下を含む：足及びつま先の前部を上げることが困難（垂れ足）、脚
部が弱い、手が弱い又は不器用、言語の失調又は嚥下困難、腕、肩、及び舌における筋肉
の痙攣及び攣縮、噛む、呑み込む、話す、及び呼吸することが困難。
【０１８１】
　１つの態様において、神経変性疾患は、パーキンソン病であり、該疾患のそのような徴
候及び症状は、以下を含む：振戦、減速運動（運動緩徐）、硬直した筋肉、欠陥的な姿勢
及びバランス、自動運動の喪失、話すことが困難及び認知症。
【０１８２】
　１つの態様において、神経変性疾患は、アルツハイマー病であり、該疾患のそのような
徴候及び症状は、以下を含む：記憶喪失、抽象的思考を有する問題、正しい言葉を見つけ
ることが困難、見当識障害、判断の喪失、困難、やり慣れた作業を行うことが困難及び人
格変化。
【０１８３】
　１つの態様において、神経変性疾患は、ハンチントン舞踏病であり、該疾患のそのよう
な徴候及び症状は、以下を含む：人格変化、低下した認識能力、軽度のバランス問題、不
器用、不随意顔面運動、急速眼球運動、呑み込みの問題、及び認知症。
【０１８４】
　１つの態様において、神経変性疾患は、認知症であり、該疾患のそのような徴候及び症
状は、以下を含む：健忘性、言語障害、時間と場所の錯乱、低下した判断力及び人格変化
。
【０１８５】
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　別の態様において、本発明は、治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポ
リペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド
配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化
するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良さ
れたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を、そのような処置を必要とする患
者に投与することによって、ニューロン損傷を処置する方法を含む。
【０１８６】
　別の態様において、本発明は、ニューロン損傷の処置のための、任意の改良されたニュ
ールツリンポリペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化する
ヌクレオチド配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチ
ドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換
え型の改良されたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞の使用を含む。
【０１８７】
　１つの態様において、このようなニューロン損傷は、虚血性脳卒中、急性脳外傷、急性
脊髄損傷及び神経障害性疼痛から成る群から選択される。
【０１８８】
　別の態様において、本発明は、治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポ
リペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド
配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化
するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良さ
れたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を、そのような処置を必要とする患
者に投与することによって、老化に関係する疾患又は障害を処置する方法を含む。
【０１８９】
　別の態様において、本発明は、老化に関係する疾患又は障害の処置のための、任意の改
良されたニュールツリンポリペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドを
コード化するヌクレオチド配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリ
ンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又
は任意の組換え型の改良されたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞の使用を
含む。
【０１９０】
　１つの態様において、このような疾患又は障害は、難聴、勃起不全、末梢性又は自律性
ニューロパシー、網膜症及び老人性認知症から成る群から選択される。
【０１９１】
　別の態様において、本発明は、治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポ
リペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド
配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化
するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良さ
れたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を、そのような処置を必要とする患
者に投与することによって、糖尿病に関係する疾患又は障害を処置する方法を含む。
【０１９２】
　別の態様において、本発明は、糖尿病に関係する疾患又は障害の処置のための、任意の
改良されたニュールツリンポリペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチド
をコード化するヌクレオチド配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツ
リンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、
又は任意の組換え型の改良されたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞の使用
を含む。
【０１９３】
　１つの態様において、このような疾患又は障害は、高血糖、１型糖尿病、２型糖尿病及
び１．５型糖尿病から選択される。
【０１９４】
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　別の実施形態において、本発明は、本発明の、ポリペプチドベクター、ウイルスベクタ
ー又は宿主細胞を細胞に投与する工程を含む、培地中での幹細胞などの細胞の成長及び／
又は分化を促進するための方法を提供する。本発明の、ポリペプチド、ベクター、ウイル
スベクター又は宿主細胞は、標的細胞の表現型及び／又は遺伝子型の特性を変更するため
に、培養において細胞に投与され得る。例えば、特定の標的細胞は、ポリペプチドが細胞
受容体に結合し、細胞においてシグナル伝達を誘発するように、本発明のポリペプチドに
晒され得る。このシグナル伝達は、あらゆる手段に所望される、標的細胞の特定の特性を
誘発し得る。ほんの一例として、また限定されないが、本発明のポリペプチドの投与は、
標的細胞の分化を誘発し得る。これらの分化細胞は、限定されないが、予防的な又は治療
上のレジメンでの被験体への注入を含む様々な用途を有し得る。
【０１９５】
　同様の方法で、本発明のベクター又はウイルスベクターは、培養において標的細胞に適
用され得る。どちらかの手段によって本発明の核酸の形質導入は、望ましい性質の一時的
か又は安定した遺伝子型変異を結果として生じ得る。最後に、本発明の宿主細胞は、本発
明のポリペプチド又はウイルスベクターが宿主細胞によって生成されるように、培養にお
いて標的細胞とともに同時培養され得る。生成されたポリペプチド又はベクターは、その
後、所望されるように、一過性又は安定性の遺伝子型又は表現型の変異をもたらすために
、培養において細胞に結合することができる。この方法で使用される宿主細胞は、宿主細
胞の特性が、それらが同時培養される標的細胞に影響を与えるという点で、「フィーダー
細胞」としばしば考えられる。本発明の宿主細胞は、標的細胞によって同時培養される前
に照射（ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ）されてもよいし、照射されなくてもよい。
【０１９６】
（ＶＩ．　医薬組成物）
　１つの実施形態において、本発明は、治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツ
リンポリペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレ
オチド配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコ
ード化するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の
改良されたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を含む、医薬組成物を提供す
る。
【０１９７】
　本発明に使用される医薬組成物は、当該技術分野に周知であり、広く文献において議論
される技術及び手順に従って製剤され得、タンパク質、ポリヌクレオチド、及び宿主細胞
に関して、それぞれ、既知の担体、希釈剤、又は賦形剤のいずれかを含み得る。例えば、
Ｇｅｎｎａｒｏ　（２０００）　Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：　Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎ
ｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，　２０ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　ＩＳ
ＢＮ：　０６８３３０６４７２を参照。
【０１９８】
　１つの態様において、組成物は、薬学的に活性な成分の無菌水溶液及び／又は懸濁液、
エアロゾル剤、軟膏剤などの形態であり得る。水溶液である製剤が最も好まれる。このよ
うな製剤は、典型的に、強化された製剤自体、水、安定剤として作用する１以上の緩衝液
（例えば、リン酸塩含有緩衝液）および随意に１以上の防腐剤を含む。
【０１９９】
　本発明の改良された任意のニュールツリンポリペプチド、又は本発明のポリヌクレオチ
ド、又は本発明の組換えベクターの、例えば、約５．０～２５０マイクログラム、約５．
０～２００マイクログラム、約５．０～１５０マイクログラム、約５．０～１２０マイク
ログラム、約５．０～１００マイクログラム、約５．０～８０マイクログラム、又上記の
範囲のいずれか、例えば、約２００マイクログラム、約１８０マイクログラム、約１６０
マイクログラム、約１４０マイクログラム、約１２０マイクログラム、約１００マイクロ
グラム、約８０マイクログラム、約６０マイクログラム、又は約４０マイクログラムを含
む、このような製剤は、本発明のさらなる態様を構成する。１つの態様において、このよ
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うな製剤は、直接の注入によって、又は脳への被殻内注射（ｉｎｔｒａｐｕｔａｍｅｎａ
ｌ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）を介して、１日当たり１回、又は１週間当たり１回投与され得
る(Ｇｉｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００３）　Ｎａｔ　Ｍｅｄ，　９（５）：５８９－
９５；　Ｌａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００６）　Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ．　５９（３
）：４５９－６６)。
【０２００】
　改良されたニュールツリンポリペプチドのための医薬組成物は、改良されたニュールツ
リンポリペプチドの薬学的に許容可能な塩を含み得る。適切な塩に対する検討に関しては
Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓａｌｔｓ：　Ｐｒｏｐｅｒ
ｔｉｅｓ，　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｂｙ　Ｓｔａｈｌ　ａｎｄ　Ｗｅ
ｒｍｕｔｈ　（Ｗｉｌｅｙ－　ＶＣＨ，　２００２）を参照。適切な塩基性塩は、無毒な
塩を形成する塩基から形成される。代表的な例は、アルミニウム、アルギニン、ベンザチ
ン、カルシウム、コリン、ジエチルアミン、ジオールアミン、グリシン、リジン、マグネ
シウム、メグルミン、オラミン、カリウム、ナトリウム、トロメタミン、及び亜鉛塩を含
む。酸と塩基のヘミ塩、例えば、ヘミ硫酸塩及びヘミカルシウム塩も形成され得る。
【０２０１】
　非経口投与に適した本発明に使用される改良されたニュールツリンポリペプチドのため
の医薬組成物は、塩化ナトリウム、グリセリン、グルコース、マンニトール、ソルビトー
ルなどを一般に使用して、好ましくはレシピエントの血液と等張にされた薬学的に活性な
成分の無菌水溶液及び／又は懸濁液を含み得る。
【０２０２】
　経口投与に適した本発明の改良されたニュールツリンポリペプチドのための医薬組成物
は、例えば、胃内のペプチドの分解から保護し、それによって、歯肉からの又は小腸内の
これらの物質の吸収を可能にする１つの外被又は複数の外被（腸内カプセル（ｅｎｔｅｒ
ｏｃａｐｓｕｌｅｓ））によって好ましくは覆われた、無菌精製されたストックパウダー
形態でのペプチドを含み得る。組成物中の活性成分の合計の量は、９９．９９～０．０１
重量パーセントの間で変化し得る。
【０２０３】
　本発明の方法において、本発明のポリヌクレオチドは、単独で、送達試薬と併用して、
又はポリヌクレオチドを発現する組換えベクター又はウイルスベクターとしてのいずれか
で被験体に投与され得る。本発明の組換えベクターと併用する投与のための適切な送達試
薬は、Ｍｉｎｉｓ　Ｔｒａｎｓｉｔ　ＴＫＯ親油性試薬；リポフェクチン；リポフェクタ
ミン；セルフェクチン；又はポリカチオン（例えば、ポリリジン）、又はリポソームを含
む。
【０２０４】
　好ましい送達試薬は、リポソームである。リポソームは、特定の組織への組換えベクタ
ーの送達を援助することができ、ベクターの血液半減期を増加させることもできる。本発
明に使用するのに適したリポソームは、標準的な小胞形成脂質から形成され、これは一般
に、中性の又は負に帯電されたリン脂質、及びコレステロールなどのステロールを含む。
脂質の選択は、所望されるリポソームのサイズ及び血流中のリポソームの半減期などの要
因の考慮によって一般に導かれる。特許、公開された特許出願、及び関連する出版物の検
索も、本開示を読む当業者に、重要で可能なリポソームの技術を提供する。米国特許第６
，７５９，０５７号；第６，４０６，７１３号；第６，３５２，７１６号；第６，３１６
，０２４号；第６，２９４，１９１号；第６，１２６，９６６号；第６，０５６，９７３
号；第６，０４３，０９４号；第５，９６５，１５６号；第５，９１６，５８８号；第５
，８７４，１０４号；第５，２１５，６８０号；及び第４，６８４，４７９号；の内容は
、引用によって本明細書に組み込まれ、リポソーム及び脂質をコーティングしたマイクロ
バブル、及びそれらの製造のための方法を記載する。
【０２０５】
　リポソームは、当該技術分野に既知の任意の脂質又は脂質の組み合わせから構成され得
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る。例えば、小胞形成脂質は、米国特許第６，０５６，９７３号及び第５，８７４，１０
４号に開示されるように、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホ
スファチジン酸、ホスファチジルセリン、ホスファチジルグリセロール、ホスファチジル
イノシトール、及びスフィンゴミエリンなどのリン脂質を含む、自然発生又は合成の脂質
であり得る。小胞形成脂質はまた、米国特許第６，０５６，９７３号にも開示されるよう
に、１，２－ジオレイロキシ－３－（トリメチルアミノ）プロパン（ＤＯＴＡＰ）；Ｎ－
；１－（２，３，－ジテトラデシルオキシ）プロピル；－Ｎ，Ｎ－ジメチル－Ｎ－ヒドロ
キシエチルアンモニウム臭化物（ＤＭＲＩＥ）；Ｎ ２，３，－ジオレイロキシ）プロピ
ル；Ｎ，Ｎ－ジメチル－Ｎ－ヒドロキシエチルアンモニウム臭化物（ＤＯＲＩＥ）；Ｎ；
１－（２，３－ジオレイロキシ）プロピルΝ，Ν，Ν－トリメチルアンモニウム塩化物（
ＤＯＴＭＡ）；３；Ν－（Ν’，Ν’－ ジメチルアミノエタン）カルバモイル；コレス
テロール（ＤＣ－Ｃｈｏｉ）；又はジメチルジオクタデシルアンモニウム（ＤＤＡＢ）な
どの、糖脂質、セレブロシド又はカチオンの脂質であり得る。コレステロールはまた、米
国特許第５，９１６，５８８号及び第５，８７４，１０４号に開示されるように、小胞に
安定性を与える適正範囲において存在し得る。
【０２０６】
　本発明の方法のいずれかにおいて使用されるリポソームは、当業者に既知の標準的技術
によって製造され得る。例えば、１つの実施形態において、米国特許第５，９１６，５８
８号に開示されるように、活性薬剤の緩衝液は調製される。その後、水素化された大豆ホ
スファチジルコリン、及びコレステロールなどの、両方とも粉末形態である、適切な脂質
は、クロロホルムなどに溶解され、ロト蒸発（ｒｏｔｏ－ｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎ）によ
って乾燥される。このように形成された脂質被膜は、ジエチルエーテル中に再懸濁され、
フラスコに入れられ、活性薬剤の緩衝液を加える間に水浴内で超音波処理された。一旦エ
ーテルが蒸発すると、超音波処理は中止され、残りのエーテルが取り除かれるまで、窒素
流が適用される。他の標準的な製造手順は、米国特許第６，３５２，７１６号；第６，２
９４，１９１号；第６，１２６，９６６号；第６，０５６，９７３号；第５，９６５，１
５６号；及び第５，８７４，１０４号に記載される。本発明のリポソームは、限定されな
いが、上記の引用された文書（それらの内容は引用によって本明細書に組み込まれる）の
方法を含む、リポソームを製造するために当該技術分野で一般に容認された任意の方法に
よって生成され得る。
【０２０７】
　１つの態様において、本発明の組換えベクターをカプセル化するリポソームは、リポソ
ームを特定の細胞又は組織に対する標的とし得るリガンド分子を含む。１つの態様におい
て、本発明のベクター又はポリヌクレオチドをカプセル化するリポソームは、単核のマク
ロファージ及び細網内皮系によって、例えば、オプソニン作用を阻害する部分を構造の表
面に結合させることによって、クリアランスを回避するように修飾される。１つの実施形
態において、本発明のリポソームはオプソニン作用を阻害する部分及びリガンドの両方を
含むことができる。
【０２０８】
　本発明のリポソームを調製する際に使用されるオプソニン作用を阻害する部分は、典型
的に、リポソーム膜に結合される大きな親水性ポリマーである。本明細書に使用されるよ
うに、オプソニン作用を阻害する部分は、細胞膜に化学的に又は物理的に付けられるとき
に、例えば、脂質可溶性のアンカーの膜自体へのインターカレーションによって、又は膜
脂質の活性基に直接結合することによって、リポソーム膜に「結合」される。例えば、米
国特許第４，９２０，０１６号（その全開示が引用によって本明細書に組み込まれる）に
記載されるように、これらのオプソニン作用を阻害する親水性ポリマーは、マクロファー
ジ単球系（「ＭＭＳ」）及び細網内皮系（「ＲＥＳ」）によってリポソームの取り込みを
著しく減少させる、保護的な表層を形成する。オプソニン作用を阻害する部分によって修
飾されるリポソームは、修飾されないリポソームよりはるかに長い循環において残存する
。
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【０２０９】
　米国特許第６，３１６，０２４号；第６，１２６，９６６号；第６，０５６，９７３号
；第６，０４３，０９４号（それらの内容がそれらの全体の引用によって本明細書に組み
込まれる）に記載されるように、リポソームを囲むのに適切な親水性ポリマーは、限定さ
れないが、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリビニルピロリドン、ポリビニルメチ
ルエーテル、ポリメチルオキサゾリン、ポリエチルオキサゾリン、ポリヒドロキシプロピ
ルオキサゾリン、ポリヒドロキシプロピルメタクリルアミド、ポリメタクリルアミド、ポ
リジメチルアクリルアミド、ポリヒドロキシプロピルメタクリラート、ポリヒドロキシエ
チルアクリラート、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、ポリエ
チレングリコール、ポリアスパルトアミド及び親水性のペプチド配列を含む。
【０２１０】
（ＶＩＩ．　併用療法）
　本発明はまた、第２の活性薬剤と組み合わせて、改良されたニュールツリンポリペプチ
ドの治療量を患者に投与することを含む、併用療法を含む。
【０２１１】
　１つの態様において、第２の活性薬剤は、Ｌ－ＤＯＰＡ、ＢＤＮＦ、ＧＦＲアルファ２
、及びＣＤＮＦから成る群から選択される。
【０２１２】
　この文脈において「併用して投与された」は以下を意味する：（１）同じ単一の剤形の
一部；（２）別々であるが、同じ治療上の処置計画又はレジメンの一部として、典型的に
、しかし必ずしもではないが、同じ日での投与。改良されたニュールツリンが、Ｌ－ＤＯ
ＰＡなどの第２の活性薬剤とのアジュバント療法として投与されるとき、好ましくは、改
良されたニュールツリンは、固定された、毎日、又は毎週の投与量で投与され得、Ｌ－Ｄ
ＯＰＡは、必要に応じて取り込まれ得る。
【０２１３】
　第２の活性薬剤の投与の経路は、当該技術分野に既知の経路のいずれかであり得る。第
２の活性薬剤は、通常、薬学的に許容可能な担体又は希釈剤とともに、例えば、経口投与
のための、錠剤、カプセル、ロゼンジ、トローチ、エリキシル剤、溶液、又は懸濁液とし
て、非経口投与に適した注射可能なビヒクルで、又は局所適用のための、ローション、軟
膏又はクリームとして、当該技術分野に既知なように製剤され得る。
【０２１４】
　投与される各成分の正確な量は、もちろん、処方される特定成分、処置されている被験
体、疾患又は障害の重症度、投与の方法及び処方する医師の判断に依存する。
【０２１５】
（ＶＩＩＩ．　投与の方法）
　治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポリペプチド、任意の改良された
ニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換えベクター、
任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む、
組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良されたニュールツリンポリペプチ
ドを発現する宿主細胞を含む、医薬組成物は、血流へ、筋肉へ、又は臓器へ直接投与され
得る。
【０２１６】
　非経口投与のための適切な手段は、静脈内、動脈内、腹腔内、鞘内、実質内、脳室内、
尿道内、幹内、頭蓋内、筋肉内、滑液内、及び皮下の投与を含む。非経口投与のための適
切なデバイスは、針（顕微針を含む）インジェクター、無針インジェクター、及び注入技
術を含む。
【０２１７】
　改良されたニュールツリンポリペプチドのための非経口製剤は、典型的に、塩、炭水化
物、及び緩衝剤などの賦形剤を含み得る水溶液であり、典型的に、３～９のｐＨを有し、
１つの態様において約５のｐＨであり、約１５０ｍＭのＮａＣｌ濃度を有する。
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【０２１８】
　いくらかの適用のために、非経口製剤は、無菌の、発熱物質を含まない水などの適切な
ビヒクルと併用して使用されるために、無菌の非水性の溶液又は乾燥した形態としてより
適切に製剤され得る。無菌条件下の、例えば、凍結乾燥による、非経口製剤の調製は、当
業者に周知の標準の製薬技術を使用して、容易に達成され得る。
【０２１９】
　非経口投与のための製剤は、即時放出及び／又は徐放となるように製剤され得る。徐放
性組成物は、遅延された、修飾された、パルス化された、制御された、標的とされた、及
びプログラム化された放出を含む。したがって、改良されたニュールツリンポリペプチド
は、改良されたニュールツリンポリペプチドの徐放を提供する注入されたデポー剤として
の投与のための、懸濁液又は固形、半固形、又は投与用の揺変性の（ｔｈｉｘｏｔｒｏｐ
ｉｃ）液体として製剤され得る。そのような製剤の例は、限定されないが、薬物を充填さ
れたポリ（ＤＬ－乳酸－ｃｏ－グリコール）酸（ＰＧＬＡ）、ポリ（ＤＬ－ラクチド－ｃ
ｏ－グリコリド）（ＰＬＧ）又はポリ（ラクチド）（ＰＬＡ）ラメラ小胞又は微粒子、ヒ
ドロゲル（Ｈｏｆｆｍａｎ　ＡＳ：　Ａｎｎ．　Ｎ．　Ｙ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　９
４４：　６２－７３　（２００１））、Ｆｌａｍｅｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎ
ｃ．によって開発された商標ＭＥＤＵＳＡ（登録商標）の下で販売される、ポリ－アミノ
酸ナノ粒子系統（ｐｏｌｙ-ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｙｓｔ
ｅｍｓ）、Ａｔｒｉｘ，　Ｉｎｃ．によって開発された商標ＡＴＲＩＧＥＬ（登録商標）
の下で販売される、非水溶性のゲル系統、及びＤｕｒｅｃｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎに
よって開発された商標ＳＡＢＥＲ（登録商標）の下で販売される、スクロースアセテート
イソブチラート徐放製剤、及びＳｋｙｅＰｈａｒｍａによって開発され、商標ＤＥＰＯＦ
ＯＡＭ（登録商標）の下で販売される、脂質ベースの系統を含む、薬物をコーティングさ
れたステント及び半固形物及び懸濁液を含む。
【０２２０】
　長時間にわたって改良されたニュールツリンポリペプチドの所望される量を送達するこ
とができる徐放デバイスは、当該技術分野に公知である。例えば、米国特許第５，０３４
，２２９号；第５，５５７，３１８号；第５，１１０，５９６号；第５，７２８，３９６
号；第５，９８５，３０５号；第６，１１３，９３８号；第６，１５６，３３１号；第６
，３７５，９７８号；及び第６，３９５，２９２号；長時間（即ち、１週間以上から１年
間まで又はそれ以上の期間）にわたって所望される割合で、溶液又は懸濁液などの活性薬
剤の製剤を送達することができる、浸透圧駆動性のデバイスを教示する。他の典型的な徐
放デバイスは、有益な薬剤の製剤の一定の流量、調整可能な流量、又はプログラム可能な
流量を提供する調節器タイプのポンプを含み、それらは、商標ＳＹＮＣＨＲＯＭＥＤ　Ｉ
ＮＦＵＳＩＯＮ　ＳＹＳＴＥＭ（登録商標）の下で販売されるＩｎｔｒａｔｈｅｃａｌポ
ンプ、商標ＣＯＤＭＡＮ（登録商標）分割ポンプ、及びＩＮＳＥＴ（登録商標）テクノロ
ジーズのポンプの下で販売されるＪｏｈｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｊｏｈｎｓｏｎのシステムを
含むＭｅｄｔｒｏｎｉｃから入手可能である。デバイスのさらなる例は、米国特許第６，
２８３，９４９号；第５，９７６，１０９号；第５，８３６，９３５号；及び第５，５１
１，３５５号に記載される。治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポリペ
プチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列
を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化する
ヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良された
ニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を含む、医薬組成物は、中枢神経系又は
脳に直接投与され得る。この手法は、典型的に、経口で又は他の注射の経路を介して送達
されなければならない投与量よりはるかに少ない投与量を可能にする。薬物の副作用は、
しばしば低減されるか又は除去される。さらに、組成物は、血液脳障壁を介して送達され
る。
【０２２１】
　本発明の１つの態様において、治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポ
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リペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド
配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化
するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良さ
れたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を含む、医薬組成物は、脊椎管（脊
髄を囲む鞘内の空間）への髄腔内注射によって投与される。
【０２２２】
　別の態様において、治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポリペプチド
、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む
、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレ
オチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良されたニュー
ルツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を含む、医薬組成物は、実質内送達、注入送達
、嗅上皮を介する経鼻送達 (Ｉｌｉｕｍ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００３）　Ｊ．　Ｃｏｎ
ｔｏｌ．　Ｒｅｌｅａｓｅ　８７　１８７－９８，　Ｓａｋａｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，　（
１９９１）　Ｃｈｅｍ．　Ｐｈａｒｍ．　Ｂｕｌｌ．　３９　１４５８－２４５６，　Ｈ
ａｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００８）　ＢＭＣ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．　１０　（９
　Ｓｕｐｐｌ　３）　Ｓ５）、又は従来の改善された送達（Ｐａｓｈａ　＆　Ｇｕｐｔａ
　（２０１０）　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．　Ｄｒｕｇ．　Ｄｅｌｉｖ．　７（１）　１
１３－１３５，　Ａｌｌａｅｄ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００９）　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａ
ｌｓ　３０（１２）　２３０２－１８) を使用して、脳に直接投与される。
【０２２３】
　使用のいくつかの方法において、開示された医薬製剤のいずれかの特定のタイプの投与
が好ましい。例えば、ＡＬＳ、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン舞踏病
、及び急性脳外傷の処置のための請求された方法の１つの態様において、実質内の送達が
好ましい。その上、このような実質内の送達は、脳の特定領域へ標的化され得る。例えば
、脳の特定領域への直接の定位的注入は、パーキンソン病の処置に好ましい。ここで、治
療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポリペプチド、任意の改良されたニュ
ールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換えベクター、任意
の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド配列を含む、組換
え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良されたニュールツリンポリペプチドを
発現する宿主細胞を含む医薬組成物のいずれかの被殻内注入が好ましい。
【０２２４】
　被殻の主な機能は、運動を規制し、様々なタイプの学習に影響を与えることである。そ
れは、その機能を実行するドーパミンを利用する。パーキンソン病において、被殻は、そ
の入力と出力が黒質と淡蒼球に相互結合されるため、重要な役割を果たす。パーキンソン
病において、内部の淡蒼球への直接的な経路における活性は減少し、外部の淡蒼球への間
接的な経路における活性は増加する。これらの作用を一緒にすると、視床の過度の阻害を
引き起こす。
【０２２５】
　その上、グリア細胞由来の神経栄養因子の被殻内注入（Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ，　Ｍ．
　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　１６３　（２００７）　１９０－１９２；　Ｌｏｖｅ，　Ｓ．　ｅｔ　ａｌ，　Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１１（７）　（２００５）　７０３－７０４；　Ｇｉｌｌ，
　Ｓ．　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　９（５）　（２００３）　
５８９－５９５）がパーキンソン病を処置するために使用され得ると示されてきた。ＧＤ
ＮＦの後部の被殻への注入は、チロシンヒドロキシラーゼ－免疫陽性神経線維の著しい局
所的増加を引き起こし、黒質における線維の発芽（ｓｐｒｏｕｔｉｎｇ）もあり得る。チ
ロシンヒドロキシラーゼ－免疫陽性神経線維の増加が、軸索出芽から結果としてどれだけ
生じるか、及び余分のしかし機能不全のファイバーにおけるチロシンヒドロキシラーゼの
アップレギュレーションから結果としてどれだけ生じるかは不明瞭のままである。しかし
ながら、いずれの場合においても、この発見は、密接に関連するＧＤＮＦの被殻内注入を
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受けるヒトにおいて持続的な臨床的改善を支持する。
【０２２６】
　本発明における使用のための改良されたニュールツリンポリペプチドはまた、皮膚又は
粘膜に局所的に、皮膚（の中）に、又は経皮的に投与され得る。この場合、局所投与は、
難聴、又は勃起不全を処置することが好ましいかもしれない。この目的のための典型的な
製剤は、ゲル剤、ヒドロゲル、ローション、溶液、クリーム、軟膏、散布剤、包帯剤、泡
沫剤（ｆｏａｍｓ）、フィルム、皮膚パッチ、オブラート（ｗａｆｅｒｓ）、インプラン
ト、スポンジ、ファイバー（ｆｉｂｅｒｓ）、絆創膏、及びマイクロエマルジョンを含む
。リポソームも使用され得る。典型的な担体は、アルコール、水、鉱油、流動パラフィン
、白色ワセリン、グリセリン、ポリエチレングリコール、及びプロピレングリコールを含
む。浸透促進剤が組み入れられ得る ― 例えば、Ｆｉｎｎｉｎ　ａｎｄ　Ｍｏｒｇａｎ：
　／．　Ｐｈａｒｍ．　Ｓｃｉ．　８８（１０）：　９５５－９５８，　（１９９９）を
参照。局所投与の他の手段は、例えば、商標ＰＯＷＤＥＲＪＥＣＴ（商標）、及びＢＩＯ
ＪＥＣＴ（商標）の下で販売されるシステムを使用して、エレクトロポレーション、イオ
ン泳動法、音波泳動法、超音波導入、及び顕微針又は無針の注射による送達を含む。
【０２２７】
　局所投与のための製剤は、即時放出及び／又は変更された放出であるように製剤され得
る。変更された放出製剤は、遅延放出、徐放、パルス化放出、制御放出、標的化された放
出、及びプログラム化された放出を含む。
【０２２８】
　本発明の別の実施形態において、血液への改良されたニュールツリンポリペプチドの徐
放は、ミクロスフィアにおいてパッケージ化される改良されたニュールツリンポリペプチ
ドを含む徐放性組成物を含む。ミクロスフィアは、長時間にわたって有益な活性薬剤を制
御された方法で目標領域に送達する際の有用性を実証した。ミクロスフィアは、一般に生
物分解性であり、皮下、筋肉内、及び静脈内の投与に使用され得る。
【０２２９】
　一般に、各ミクロスフィアは、活性薬剤及び米国特許第６，２６８，０５３号に開示さ
れるようなポリマー分子からなり、該活性薬剤は、ポリマー分子によって形成された、膜
内の中心に位置付けられ得るか、あるいは、内部構造が活性薬剤のマトリックス及びポリ
マー賦形剤を含むため、ミクロスフィアの全体にわたって分散され得る。典型的に、ミク
ロスフィアの外側表面は、水に対して浸透性があり、これは、液体がミクロスフィアに入
ることを可能にする他に、可溶化活性剤及びポリマーがミクロスフィアを出ることも可能
にする。
【０２３０】
　１つの実施形態において、ポリマー膜は、米国特許第６，３９５，３０２号に開示され
るような架橋ポリマーを含む。架橋ポリマーの孔径が、活性薬剤の流体力学的径と等しい
か、それより小さいとき、活性薬剤は、ポリマーが分解されるときに実質的に放出される
。一方で、架橋ポリマーの孔径が、活性薬剤の大きさより大きいとき、活性薬剤は、拡散
によって少なくとも部分的に放出される。
【０２３１】
　ミクロスフィア膜を作るための更なる方法は、当該技術分野に公知で、使用されており
、本明細書に開示される本発明の実施において使用され得る。外膜の典型的な物質は、以
下のカテゴリーのポリマー（１）メチルセルロースなどの、炭水化物ベースのポリマー、
カルボキシメチルセルロースベースのポリマー、デキストラン、ポリデキストロース、キ
チン、キトサン、及びデンプン（ヘタスターチを含む）、及びそれらの誘導体；（２）ポ
リエチレンオキシドなどのポリ脂肪族アルコール及びＰＥＧを含むその誘導体、ＰＥＧ-
アクリル酸塩、ポリエチレンイミン、ポリ酢酸ビニル、およびそれらの誘導体；（３）ポ
リビニルアルコールなどのポリビニルポリマー、ポリビニルピロリドン、ポリ（ビニル）
リン酸塩、ポリ（ビニル）ホスホン酸、及びそれらの誘導体；（４）ポリアクリル酸及び
その誘導体；（５）ポリマレイン酸などの、ポリ有機酸（ｐｏｌｙｏｒｇａｎｉｃ　ａｃ
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ｉｄｓ）、及びその誘導体；（６）ポリリジンなどのポリアミノ酸、及びポリイミノチロ
シンなどのポリ‐イミノ酸、及びそれらの誘導体；（７）ポロクサマー４０７又はプルロ
ニックＬ－１０１などの、コポリマー及びブロックコポリマー；ポリマー、及びその誘導
体；（８）ｔｅｒｔ-ポリマー及びその誘導体；（９）ポリ（テトラメチレンエーテルグ
リコール）などのポリエーテル、及びその誘導体；（１０）ゼイン、キトサン及びプルラ
ンなどの自然発生のポリマー及びその誘導体；（１１）ポリｎ－トリス（ヒドロキシメチ
ル）メタクリル酸メチルなどのオリイミド、及びその誘導体；（１２）ポリオキシエチレ
ンソルビタンなどの界面活性剤、及びその誘導体；（１３）ポリエチレングリコール（ｎ
）モノメチルエーテルルモノ（スクシンイミジル琥珀酸）エステルなどのポリエステル、
およびその誘導体；（１４）分枝したＰＥＧ及びシクロデキストリンなどの分枝ポリマー
又はシクロポリマー、及びその誘導体など；及び（１５）ポリ（ペルフルオロプロピレン
オキシド－ｂ－ペルフルオロホルムアルデヒド）のようなポリアルデヒド、及びその誘導
体を含み、それらは米国特許第６，２６８，０５３号に開示される通りであり、それらの
内容は引用によって本明細に組み込まれる。当業者に既知の他の典型的なポリマーは、ポ
リ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）、ポリラクチドホモポリマー；ポログリコリドホモポ
リマー；ポリカプロラクトン；ポリヒドロキシ酪酸塩－ポリヒドロキシ吉草酸塩コポリマ
ー；ポリ（ラクチド－ｃｏ－カプロラクトン）；ポリエステルアミド；ポリオルトエステ
ル；ポリ １３-ヒドロキシ酪酸；及び米国特許第６，５１７，８５９号に開示されるよう
になポリ酸無水物を含み、その内容は引用において本明細書に組み込まれる。
【０２３２】
　１つの実施形態において、本発明のミクロスフィアは、さらなる分子に付けられるか、
分子でコーティングされる。このような分子は、ターゲティングを促進し、受容体媒介を
強め、取込又は破壊からの逃避を提供することができる。典型的な分子は、リン脂質、受
容体、抗体、ホルモン、及び多糖を含む。さらに、１以上の開裂可能な分子がミクロスフ
ィアの外側表面に付けられ得、それを所定の部位に対する標的とする。その後、適切な生
物学的な条件の下、分子は開裂され、標的からのミクロスフィアの放出を引き起こす。
【０２３３】
　徐放性組成物に使用されるミクロスフィアは、標準的技術によって製造される。例えば
、１つの実施形態において、米国特許第６，２６８，０５３号に開示されるような粒子を
形成するために、十分な時間エネルギー源がある状態で、溶液中の活性薬剤を溶液中のポ
リマー、又はポリマーの混合物と混合することによって、体積排除が行われる。溶液のｐ
Ｈは、高分子の等電点（ｐｉ）の近くのｐＨに調節される。次に、溶液は、単独で又は超
音波処理、ボルテックス、混合又は撹拌と組み合わせて、熱、放射線、又はイオン化など
のエネルギー源に晒され、微粒子を形成する。その後、結果として生じる微粒子は、当業
者に周知の物理的分離の方法によって溶液中に存在する任意の組み込まれていない構成要
素から分離される。他の標準的な製造手順は、米国特許第６，６６９，９６１号；第６，
５１７，８５９号；第６，４５８，３８７号；第６，３９５，３０２号；第６，３０３，
１４８号；第６，２６８，０５３号；第６，０９０，９２５号；第６，０２４，９８３号
；第５，９４２，２５２号；第５，９８１，７１９号；第５，５７８，７０９号；第５，
５５４，７３０号；第５，４０７，６０９号；第４，８９７，２６８号；及び第４，５４
２，０２５号；に記載され、これらの内容は、その全体が引用によって本明細書に組み込
まれる。ミクロスフィアは当業者にとって周知であり、徐放性薬物送達のためのこのよう
な技術を提供することに経験のある会社から容易に入手可能である。例えば、Ｂａｘｔｅ
ｒ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｃｏｒｐ．の子会社である、Ｅｐｉｃ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔ
ｉｃｓは、完全に水性の過程において生体内分解性のタンパク質ミクロスフィアを生成す
る、タンパク質-マトリックス薬物送達システムを開発し、これは、商標ＰＲＯＭＡＸＸ
（登録商標）の下で販売され；ＯｃｔｏＰｌｕｓは、表面浸食（ｅｒｏｓｉｏｎ）に基づ
くよりむしろマトリックスの大量の分解に基づいた活性成分を放出する、商標ＯＣＴＯＤ
ＥＸ（登録商標）の下で販売される架橋されたデキストランミクロスフィアシステムを開
発した。
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【０２３４】
　特許、公開された特許出願、及び関連する出版物の検索はまた、本開示を読む当業者に
徐放性組成物を製剤する際に使用するためのかなり可能性のあるミクロスフィア技術を提
供する。例えば、米国特許第６，６６９，９６１号；第６，５１７，８５９号；第６，４
５８，３８７号；第６，３９５，３０２号；第６，３０３，１４８号；第６，２６８，０
５３号；第６，０９０，９２５号；第６，０２４，９８３号；第５，９４２，２５２号；
第５，９８１，７１９号；第５，５７８，７０９号；第５，５５４，７３０号；第５，４
０７，６０９号；第４，８９７，２６８号；及び第４，５４２，０２５号（それらの内容
が、その全体において引用によって本明細書に組み込まれる）；は、ミクロスフィア及び
それらの製造のための方法を記載する。当業者は、本発明の開示及びこれらの他の特許の
開示の両方を考え、本明細書に請求される方法又はキットのいずれかに使用するための改
良されたニュールツリンポリペプチドの徐放のためのミクロスフィアを作り、使用するこ
とができ得る。
【０２３５】
　改良されたニュールツリンポリペプチドは、典型的に、ドライパウダー吸入器からのド
ライパウダーの形態において（例えば、ラクトースとの乾式混合における混合物として単
独で、又は例えば、ホスファチジルコリンなどのリン脂質と混合された、混合した構成要
素粒子としてのいずれかで）、１，１，１，２－テトラフルオロエタン又は１，１，１，
２，３，３，３－ヘプタフルオロプロパンなどの適切な推進剤を使用して、又は使用せず
に、加圧容器、ポンプ、スプレー、アトマイザー（好ましくは細かいミストを生みだすた
めに電気流体力学を使用するアトマイザー）、又はネブライザーからのエアロゾルスプレ
ーとして、又は点鼻液として、鼻腔内に又は吸入によって投与され得る。鼻腔内の使用に
関して、粉末は、生体付着性薬剤、例えば、キトサン、シクロデキストリンを含み得る。
【０２３６】
　加圧容器、ポンプ、スプレー、アトマイザー、又はネブライザーは、例えば、エタノー
ル、水溶性エタノール、又は活性の放出を分散するか可溶性にするか又は広げるための適
切な代替薬剤を含む、本発明の化合物の溶液又は懸濁液、溶媒としての推進剤、及びソル
ビタントリオレエート、オレイン酸、又はオリゴ乳酸などの随意の界面活性剤を含む。
【０２３７】
　ドライパウダー又は懸濁液の製剤における使用前に、製剤は、吸入による送達に適した
大きさ（典型的に５μｍ未満）に微粉化される。これは、らせん型ジェットミリング、流
動床のジェットミリング、ナノ粒子を形成する超臨界流体処理、高圧均質化、又は噴霧乾
燥などの、任意の適切な方法によって達成され得る。
【０２３８】
　吸入器又は注入器で使用するための（例えば、ゼラチン又はヒドロキシプロピルメチル
セルロースから作られた）カプセル剤、発泡剤及びカートリッジは、本発明の化合物の粉
末混合物、ラクトース又はデンプンなどの適切な粉末基剤、及び１‐ロイシン、マンニト
ール、又はステアリン酸マグネシウムなどのパフォーマンス変性剤（ｐｅｒｆｏｒｍａｎ
ｃｅ ｍｏｄｉｆｉｅｒ）を含むように製剤され得る。ラクトースは無水又は一水化物の
形態であり得、好ましくは後者であり得る。他の適切な賦形剤は、デキストラン、グルコ
ース、マルトース、ソルビトール、キシリトール、果糖、蔗糖、及びトレハロースを含む
。
【０２３９】
　細かいミストを製造するために電気流体力学を使用するアトマイザーに使用するための
適切な溶液製剤は、１回の作動当たり１μｇから２０ｍｇの改良されたニュールツリンを
含み得、作動量は１μＬから１００μＬで変化し得る。典型的な製剤は、改良されたニュ
ールツリンポリペプチド、プロピレングリコール、滅菌水、エタノール、及び塩化ナトリ
ウムを含み得る。プロピレングリコールの代わりに使用され得る代替的な溶媒は、グリセ
ロール及びポリエチレングリコールを含む。メントール及びレボメントールなどの適切な
香料、又はサッカリン又はサッカリンナトリウムなどの甘味料は、吸入／鼻腔内の投与の
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ために意図された本発明のこれらの製剤に加えられ得る。吸入／鼻腔内の投与のための製
剤は、例えば、ＰＧＬＡを使用して、即時放出又は変更された放出となるように製剤され
得る。変更された放出製剤は、遅延放出、徐放、パルス化放出、制御放出、標的化された
放出、及びプログラム化された放出を含む。
【０２４０】
　ドライパウダー吸入器及びエアロゾル剤の場合に、投与ユニットは、定量（ｍｅｔｅｒ
ｅｄ ａｍｏｕｎｔ）を送達するバルブによって決定される。本発明に従うユニットは、
典型的に、改良されたニュールツリンポリペプチドの０．１ｍｇから１０ｍｇまでを含む
一定の服用量（ｍｅｔｅｒｅｄ ｄｏｓｅ）又は「パフ（ｐｕｆｆ）」を投与するために
配される。全体的な一日用量は、典型的に、単一の用量で、又はより一般的には、一日を
通しての分割量として投与され得る０．１ｍｇから２０ｍｇまでの範囲であり得る。
【０２４１】
　鼻腔内送達は、無針の、患者にやさしい投与経路であり、これは、血液関門がバイパス
されるのを可能にする。その上、くも膜腔から移動すると考えられる、ＣＳＦ流体は、く
も膜下ＣＳＦへ再循環し、嗅粘膜に適用される薬物をＣＮＳのくも膜腔へ戻し得る（Ｂｅ
ｇｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００４）　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　Ｔｈｅｒ．　１０４
　２９－４５）。さらに、鼻の送達の単純性は、家庭の場での自己投与を可能にする。こ
の経路には、医療管理下で一般に与えられなければならない非経口投与に対する大きな利
点が明らかにある。鼻腔内送達の他の利点は、鼻の上皮の高い透過性及び、鼻腔の比較的
大きな表面積及び比較的高い血流の結果としての、迅速な吸収を含む。経口製剤などの、
他の非注射投与と比較して、鼻の送達は、肝臓初回通過効果、迅速な開始作用及びより高
いバイオアベイラビリティーを回避するその特性のための魅力的な経路である（Ｈｕｓｓ
ａｉｎ，　Ａｄｖ．　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．　Ｒｅｖ．　（１９９８）　２９（１－２
）：　３９－４９；　Ｉｌｉｕｍ，　Ｊ．　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌｅａｓｅ　（２００
３）　８７（１－３）：　１８７－９８）。
【０２４２】
　歴史的に、経鼻投与後の治療上のペプチド及びタンパク質のバイオアベイラビリティー
は、容易な継代を可能にするそれらの大きな分子のサイズが主に原因で、及び迅速な酵素
分解が原因で、比較的低くなる傾向がある。アミノ酸の数が約２０を越えて増加すると、
バイオアベイラビリティーは、典型的に非常に低くなる（Ｗｅａｒｌｙ，　Ｃｒｉｔ．　
Ｒｅｖ．　Ｔｈｅｒ．　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔ．　１９９１；　８：　３
３１－３９４）。
【０２４３】
　これらの制限にもかかわらず、いくつかのペプチド生成物は、鼻腔内製剤として市場に
出るのに成功した（Iｌｉｕｍ，　Ｔｈｅ　ｎａｓａｌ　ｒｏｕｔｅ　ｆｏｒ　ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ　ｏｆ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ．　Ｉｎ：　Ｐｅｐｔｉｄｅ　ａｎｄ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ．　Ｅｄｓ．　Ｆｒｏｋｊａｅｒ，　Ｓ．，　
Ｃｈｒｉｓｔｒｕｐ，　Ｌ．，　Ｋｒｏｇｓｇａａｒｄ－Ｌａｒｓｅｎ，　Ｐ．，　Ｍｕ
ｎｋｓｇａａｒｄ，　Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ　１９９０，　ｐ　１５７－１７０）。ＦＤ
Ａが認可した例は、ＤＤＡＶＰ（登録商標）、ＭＩＡＣＡＬＣＩＮ（商標）（カルシトニ
ン）及びＳＹＮＡＲＥＬ（商標）（ナファレリン）を含む。臨床試験は、インフルエンザ
（三価）及びジフテリア毒素（ＣＲＭ－１９７）が、良い効果を有して経鼻的に送達され
得ることを実証した（Ｄａｖｉｓ，　Ａｄｖ．　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌ．　Ｒｅｖ．　（２０
０１）　５１：　２１－４２）。Ｌａｒｓｅｎら（Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｐｈａ
ｒｍａｃｏｌ．　１９８７；　３３：　１５５－１５９）は、低分子量ポリペプチドブセ
レリンの鼻腔内の適用が、投与の信頼できる様式を表わすという結論を下した。インスリ
ン、ヒト成長ホルモン、グルカゴン、ヒルジン、ヒトインターフェロン‐β及びヒト副甲
状腺ホルモンなどの、ペプチドの鼻腔内製剤の他の例は、Ｃｏｓｔａｎｔｉｎｏら　（ｗ
ｗｗ．ｏｎｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙ．ｃｏｍ，　２００５；　Ｓａｋｒ，　Ｉｎｔ．　
Ｊ．　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ　１９９６，　１３２：　１８９－１９４；　Ｏ’Ｈ
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ａｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｈａｒｍ．　Ｒｅｓ．　１９９０，　７：　７７２－７７
６；　Ｃｅｆａｌｕ，　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Cａｒｅ　２００４，　２７：　２３９－２
４５；　Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｌ．　Ｐｈａｒｍ．　Ｂｕｌｌ　２００５
，　２８：　２２６３－２２６７））において議論される。
【０２４４】
　その上、いくつかの薬物は、鼻腔内投与後に脳に送達されることに成功した（Ｙｕ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　（２００５）　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．　Ｌｅｔｔ．　３８７（１）　５－１
０，　Ｒｅｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００８）　Ｊ．　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ　Ｄ
ｉｓ．　１３（３）　３２３－３１，　Ｔｈｏｒｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００４）　
Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　１２７　４８１－９６）。鼻腔内送達のための方法及び医薬
組成物は、ＵＳ２０１００１２９３５４、ＵＳ２００３００７７３００、米国特許第７，
２４４，７０９号及び米国特許第７，８１２，１２０号においてさらに教示される。
【０２４５】
　本発明の１つの態様に従って、治療上有効な量の、任意の改良されたニュールツリンポ
リペプチド、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化するヌクレオチド
配列を含む、組換えベクター、任意の改良されたニュールツリンポリペプチドをコード化
するヌクレオチド配列を含む、組換え型ウイルスベクター、又は任意の組換え型の改良さ
れたニュールツリンポリペプチドを発現する宿主細胞を含む医薬組成物は、鼻腔内投与に
よって投与される。本発明の別の態様において、医薬組成物は、鼻腔内投与のために製剤
され、鼻腔内送達を増加させるために随意に１以上の薬剤を含む。
【０２４６】
　以下の実施例は、限定されないが、任意の方法、形状、又は形態における発明を、明確
に又は黙示的にのどちらかで例示することが意図される。それらは使用され得る典型的な
実施例ではあるが、当業者に既知の、他の手順、方法論、又は技術が、代替的に使用され
得る。
【実施例】
【０２４７】
＜実施例１：分子モデリング＞
　ニュールツリンの一次配列の最初の分析は、ニュールツリンのヒール領域（ｈｅｅｌ 
ｒｅｇｉｏｎ）における残基の伸張を明らかにし（ＲＲＬＲＱＲＲＲＬＲＲＥＲ）（配列
番号３１）、これはヘパリン結合のためのコンセンサス配列；特に、配列「ＢＢＸＢ」ま
たは「ＢＢＢＸＸＢ」（Ｈｉｌｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９８）　Ｂｉｏｅｓｓ
ａｙｓ．　２０（２）：　１５６－６７）と一致しており、ここで、Ｂは塩基性アミノ酸
であり、Ｘは任意の残基である。この配列の識別はヘパリン結合と一致しているが、タン
パク質の一次構造におけるこのコンセンサス配列の発見は、配列がヘパリン結合に必ずし
も関係することを意味しないことを留意されたい。特に、ｉ）これらのコンセンサス配列
を欠くタンパク質が、ヘパリンに依然として結合し得る（Ｄｅｌａｃｏｕｘ　ｅｔ　ａｌ
．　（２０００）　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７５（３８）：２９３７７－８２
）、及びｉｉ）このモチーフを含むタンパク質が、ヘパリンを結合し得ないことの両方が
確立されてきた。
【０２４８】
　事実、すべてのタンパク質に関して、ヘパリン又はヘパラン硫酸に結合する、正に帯電
されたアミノ酸の連続的に配された伸張の能力は、成熟した完全に折り畳まれたタンパク
質の全体的な三次元構造のコンテキスト内の塩基性残基の３次元の配向性に依存する。そ
の上、ヘパリン及びヘパラン硫酸が線形ポリマーであるため、ニュールツリンにおける正
に帯電された残基は、一次配列中に存在しなければならないだけでなく、正確に間隔を置
いて配列されなければならない。言いかえれば、少なくとも３つの正に帯電された側鎖は
、表面が晒されなければならず、正確な方角に配向されるべきであり、及びヘパリン及び
ヘパラン硫酸における負に帯電された残基と効率的にドッキングするために、正確な相対
的な空間関係で配されるべきである。
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【０２４９】
　従って、本発明の研究に関して、我々は、我々の変異を計画するために、一次配列分析
及び相同モデリングの組み合わせを使用した。特に、ニュールツリンにおける選択された
正に帯電された残基もこれらの空間規則に従うかを確認するために、ニュールツリンの３
Ｄ構造は、ＧＤＮＦの既知の結晶構造に基づいてモデル化された（Ｅｉｇｅｎｂｒｏｔ　
ａｎｄ　Ｇｅｒｂｅｒ，　（１９９７）　Ｎａｔ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　Ｂｉｏｌ．　１９
９７　４（６）：４３５－８）。構造を視覚化し、インシリコの変異誘発を、PｙＭｏｌ
ソフトウェア（ＤｅＬａｎｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）によって行った。
【０２５０】
　この分析の結果は、ニュールツリン及びヘパリンの相互作用ドメインが、成熟ニュール
ツリンのアミノ酸５１～６３によって結合された領域にほぼ及ぶことを示唆する。より具
体的には、この領域における正に帯電されたアミノ酸の各々が、ニュールツリンに対する
ヘパリン及びヘパラン硫酸の相互作用に寄与し得ることを分析は示唆する。より具体的に
は、我々は、正に帯電されたアミノ酸Ｒ５１、Ｒ５２、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｒ５７、Ｒ５８
、Ｒ６０、Ｒ６１、及びＲ６３が、少なくともある程度、ヘパリンに対するニュールツリ
ンの親和性に寄与するというこの分析に基づいて結論を下す。
【０２５１】
　この仮説を直接的に試験するために、一連の変異を構築し、その中で、様々な数の正に
帯電されたアルギニン残基を、アラニン残基と置換した。構築物Ｎ１、Ｎ２は各々、成熟
ヒトニュールツリンの残基５１～６３に及ぶニュールツリン及びヘパリンの推定上の相互
作用ドメインの表面上に散乱された３つのアミノ酸変異を含んだ。
【０２５２】
　構築物Ｎ３において、５点の変異を導入するように、Ｎ１及びＮ２の変異の構築で作ら
れた変異を結合した。この構築物において、Ｒ６３を、関連する遺伝子、ＡＲＴＮ、ＰＳ
ＰＮ及びＧＤＮＦ中の塩基性アミノ酸残基の保護が、機能的に有意であるという仮説を試
験するために変異させなかった。さらに、最終構成物において、残基５１～６２に及ぶニ
ュールツリンの推定上のヘパリン結合領域（Ｎ４）を、ＰＳＰＮの相当する領域及び関係
する配列から７の残基と置換した他に、５の無関係な残基とも置換した（ＡＲＬＱＧＱＧ
ＡＬＶＧＳ）（配列番号２５）。この変異は、結果的に、野生型ヒトニュールツリンの相
当する配列と比較して、９のアミノ酸変異をもたらした。
【０２５３】
　より十分に以下に記載されるように、すべてのこれらの構築物は、発現に成功し、正確
な折畳を示し、及び機能的アッセイにおいて活性的である且つヘパリンに対して減少した
親和性を示した。アミノ酸５１～６３に及ぶニュールツリンのこの領域が、ヘパリンに対
して減少した親和性を示すニュールツリンの機能的に活性な変異を生成するために、タン
パク質最適化を容易に受け入れられることができる、タンパク質の領域を提供すると結論
付けられる。
【０２５４】
＜実施例２：ニュールツリン変異体の生成＞
　受入番号ＢＣ１３７３９９に相当する、ヒトニュールツリンをコード化するＤＮＡを、
ＯｐｅｎＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓから購入した。ニュールツリンの成熟配列（その内因性の
シグナル配列及びプロ－配列を除く）を、ベクターｐＳＪＰ－２へサブクローニングした
。そのベクター骨格は、ＩｇＧシグナル配列（Ｆｊｏｒｄ－Ｌａｒｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．
，　（２００５）　“Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｎｉｇｒａｌ　ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ　ｎｅｕｒｏｎｓ　ｂｙ　ｌｅｎｔｉｖｉ
ｒａｌ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｏｆ　ａ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｎｅｕｒｔｕｒｉ
ｎ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ．”　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ　１９５：４９－６０）、その後の
プロ－配列のない成熟ニュールツリンの配列をコード化するプラスミド（Ｅ７７８）をも
たらすｐＡＡＶ－ＭＣＳ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）に基づく。Ｅ７７８を、逆ＰＣＲ変異
誘発のためのテンプレートとして使用した。標識のないニュールツリン変異体Ｎ１のため
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のプライマーは：Ｎ２に関する、Ｆ／５’－ａｇ　ｇｃｇ　ｃｇｇ　ｇｃｃ　ｃｔｇ　ｃ
ｇｇ　ｃｇｇ　ｇａｇ　ｃｇｇ　ｇｔｇ　ｃｇｃ　－３’（配列番号１１）及びＲ／５’
－ｇ　ｇｃｇ　ｃａｇ　ｔｇｃ　ｔｃｇ　ｃａｇ　ｃｃｃ　ｇａｇ　ｇｔｃ　ｇｔａ　ｇ
ａｃ　ｇ　－３’（配列番号１２）：Ｎ３に関する、Ｆ／５’－ｃｔｇ　ｃｇｇ　ｇｃｇ
　ｇａｇ　ｇｃｇ　ｇｔｇ　ｃｇｃ　ｇｃｇ　ｃａｇ　ｃｃｃ　ｔｇｃ　ｔｇｃ　－３’
（配列番号１３）及びＲ／５’－ｇｃｇ　ｃｃｇ　ｃｃｇ　ｃｔｇ　ｇｇｃ　ｃａｇ　ｔ
ｃｇ　ｔｃｇ　ｃａｇ　ｃｃｃ　ｇａｇ　ｇｔｃ　ｇ　－３（配列番号１４）：Ｎ４に関
する、Ｆ／５’－ｃｇｇ　ｇｃｃ　ｃｔｇ　ｃｇｇ　ｇｃｇ　ｇａｇ　ｃｇｇ　ｇｔｇ　
ｃｇｃ　ｇｃｇ　ｃａｇ　ｃｃｃ　－３’（配列番号１５）及びＲ／５’－ｃｇｃ　ｃｔ
ｇ　ｇｇｃ　ｃａｇ　ｔｇｃ　ｔｃｇ　ｃａｇ　ｃｃｃ　ｇａｇ　ｇｔｃ　ｇｔａ　ｇａ
ｃ　ｇ　－３’（配列番号１６）：Ｆ／５’－ｇｇｃ　ｇｃｃ　ｃｔｇ　ｇｔｇ　ｇｇｇ
　ｔｃｃ　ｃｇｇ　ｇｔｇ　ｃｇｃ　ｇｃｇ　ｃａｇ　ｃｃｃ　ｔｇｃ　－３’（配列番
号１７）、Ｒ／５’－ｃｔｇ　ａｃｃ　ｃｔｇ　ｃａｇ　ｔｃｇ　ｔｇｃ　ｃａｇ　ｃｃ
ｃ　ｇａｇ　ｇｔｃ　ｇｔａ　ｇａｃ　ｇｃｇ　ｃ－３’（配列番号１８）であった。Ｐ
ＣＲ反応を、Ｐｈｕｓｉｏｎ（商標）の高い再現性の（ｈｉｇｈ－ｆｉｄｅｌｉｔｙ）の
ＤＮＡポリメラーゼ（Ｆｉｎｎｚｙｍｅｓ）を用いて行った。ＰＣＲ混合物を、ＤｐｎＩ
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）によって消化し、変異したプラスミドを、ＱＩＡｑｕｉｃｋ Ｇ
ｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）によってアガロースゲルから精製し
、Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）によってリン酸化し、Ｔ４ＤＮ
Ａリガーゼ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）によって結合し、及びコンピテントなＤＨ５ａ Ｅ．
ｃｏｌｉ細胞に形質転換した。プラスミドＤＮＡを単一のコロニーから単離し、変異誘発
の結果を、挿入物の配列決定によって確認した。
【０２５５】
　Ｖ５タグ（ＧＫＰＩＰＮＰＬＬＧＬＤＳＴ、配列番号１９）を、すべての構築物のＮ末
端に加えた。シグナル配列後に開裂を増強するために、２つの追加のアミノ酸残基（アラ
ニン及びアルギニン）をシグナル配列とＶ５タグの間で導入した。タグ－エピトープの露
出（ｅｘｐｏｓｕｒｅ）を強めるために、２つの追加のアミノ酸残基（セリン及びグリシ
ン）を、Ｖ５タグと成熟ニュールツリン配列の間で導入した。Ｅ７７８、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ
３及びＮ４を、変異誘発のためのテンプレートとして使用し、プライマーは：Ｆ／５’－
ｃｔｃ　ｃｔｃ　ｇｇｔ　ｃｔｃ　ｇａｔ　ｔｃｔ　ａｃｇ　ｔｃｇ　ｇｇｇ　ｇｃｇ　
ｃｇｇ　ｔｔｇ　ｇｇｇ　ｇｃｇ　ｃｇｇ　ｃｃｔ　ｔｇ　－３’（配列番号２０）、Ｒ
／５’－ａｇｇ　ｇｔｔ　ａｇｇ　ｇａｔ　ａｇｇ　ｃｔｔ　ａｃｃ　ｃｃｇ　ｃｇｃ　
ｃｇａ　ａｔｔ　ｃａｃ　ｃｃｃ　ｔｇｔ　ａｇａ　ａａｇ　ａａａ　ｇｇｃ　－３’（
配列番号２１）であった。逆ＰＣＲ変異誘発及び続くクローニング工程を、上記のように
行った。Ｖ５標識（Ｖ５－ｔａｇｇｅｄ）クローンを、（Ｅ７７８からの）Ｅ７７９、（
Ｎ１からの）ＮＶ１、（Ｎ２からの）ＮＶ２、（Ｎ３からの）ＮＶ３、及び（Ｎ４からの
）ＮＶ４と呼んだ。
【０２５６】
＜実施例３：ニュールツリン変異体の生成及び精製＞
　ＣＨＯ細胞を、Ｅ４３６（ＧＦＰ）、野生型のＶ５標識ニュールツリン又はＶ５標識ニ
ュールツリン変異体ＮＶ１－ＮＶ４によって一時的にトランスフェクトした。トランスフ
ェクションを、製造業者の指示に従って、Ｔｕｒｂｏｆｅｃｔ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）を
使用して行った。４時間後、トランスフェクション試薬を含む培地を、ＤＭＥＭ（Ｓｉｇ
ｍａ）、１０％のＦＢＳ（ＨｙＣｌｏｎｅ）、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン（Ｇｉｂｃｏ
）及び１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ）から成る通常培地と置換し
た。２日後、培地を各プレートから収集した。浮遊細胞をペレット状にするために、培地
を、使用前に遠心分離にかけた（５分、１６，２００ｘｇ）。採取したサンプルを、１５
％のＳＤＳ－ＰＡＧＥ上に充填し、Ｖ５抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）とともにウエスタ
ンブロッティングによって分析した。すべての変異体は発現に成功し、培地へ分泌され、
修正された予測分子量でＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で流れた（データは示さず）。
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【０２５７】
＜実施例４：ニュールツリン変異体のヘパリン結合特性＞
　一時的にトランスフェクトしたＣＨＯ細胞からの培地（５ｍｌ）を、１０ｍＭのＨｅｐ
ｅｓ、ｐＨ７．２ ２０ｍｌで希釈した。ＨｉＴｒａｐヘパリンＨＰカラム（ＧＥ Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ）を、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．２ １０ｍｌで平衡化し、希釈し
たサンプルを、製造業者の指示に従って注射器で適用した。カラムを、１０ｍＭのＨｅｐ
ｅｓ、ｐＨ７．２における０．２Ｍ、０．３Ｍ、０．４Ｍ、０．５Ｍ、０．６Ｍ、０．７
Ｍ、０．８Ｍ、０．９Ｍ、１．０Ｍ、１．１Ｍ、１．２Ｍ及び１．５Ｍの段階的な（各工
程０．５ｍｌ）ＮａＣｌ－勾配での溶出前に、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．２中の０
．１ＭのＮａＣｌ、５ｍｌで洗浄した。カラムを、製造業者の指示に従って２．０ＭのＮ
ａＣｌ、５ｍｌで再生成し、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ緩衝液、ｐＨ７．２ １０ｍｌで再平
衡化し、続くサンプルに使用した。分析したサンプルの順番は、１番目はＮＶｌ、２番目
はＮＶ２、３番目はＮＶ３、４番目はＮＶ４及び５番目は野生型ニュールツリンであった
。野生型を、アッセイの全体にわたるカラムの機能性を制御するために最後のサンプルと
して適用した。
【０２５８】
　各溶出画分からのサンプル（２０μｌ）を、Ｌａｅｍｍｌｉ緩衝液とともに沸騰させ、
１５％のＳＤＳ－ＰＡＧＥ上に充填し、Ｖ５抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）とともにウエ
スタンブロッティングによって分析した。対照として、２０μｌの元の培地を、ゲルの最
初のレーン上に充填した。アッセイを２回行い、同一の結果を得た。結果を表Ｅ１に示す
。表において、ＮａＣｌのモル濃度が、カラムに適用された溶液の濃度を示し、溶出した
画分のＮａＣｌ濃度が、このアッセイにおいて測定されないことを留意されたい。（＋＋
）は、Ｖ５に対する抗体とともにＷＢによって検出された、約１５ｋＤａの分子量を有す
るニュールツリンのより強力なバンドを示し、（＋）は、より弱いバンドを示す。結果は
、すべての４つのＶ５標識ニュールツリン変異体が、野生型ニュールツリンと比較して、
ヘパリン結合を著しく減少させたことを示す。
【０２５９】
【表５】

【０２６０】
　特に、ニュールツリン野生型タンパク質を、約１．０～１．２ＭのＮａＣｌのＮａＣｌ
濃度範囲にわたってカラムから溶出した。対照的に、ニュールツリン変異ＮＶ１を、約０
．９～１．０ＭのＮａＣｌのＮａＣｌ濃度範囲にわたってカラムから溶出し；ニュールツ
リン変異ＮＶ２を、約０．６～０．８ＭのＮａＣｌのＮａＣｌ濃度範囲にわたってカラム
から溶出し；ニュールツリン変異ＮＶ３を、約０．６～０．７ＭのＮａＣｌのＮａＣｌ濃
度範囲にわたってカラムから溶出し；及びニュールツリン変異ＮＶ４を、約０．４～０．
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７ＭのＮａＣｌのＮａＣｌ濃度範囲にわたってカラムから溶出した。したがって、すべて
のニュールツリン変異が、野生型ニュールツリンと比較して、減少した親和性を有すると
結論付けられる。さらに、ニュールツリン変異ＮＶ４及びＮＶ３が、ヘパリンに対して最
も低い見かけ上の親和性を示したと結論付けられる。
【０２６１】
＜実施例５：ニュールツリン変異体の受容体リン酸化特性＞
　ヒトＲＥＴロングアイソフォーム（Ｅｋｅｔｊａｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｅ
ＭＢＯ　Ｊ．，１８：５９０１）によって安定してトランスフェクトされる線維芽細胞（
ＭＧ８７－ＲＥＴ）を、ラットＧＦＲα１又はヒトＧＦＲα２によって一時的にトランス
フェクトした。トランスフェクションを、製造業者の指示に従って、Ｔｕｒｂｏｆｅｃｔ
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）によって行った。４時間後、トランスフェクション試薬を含む培
地を、ＤＭＥＭ（Ｓｉｇｍａ）、１０％のＦＢＳ（ＨｙＣｌｏｎｅ）、２μｇ／ｍｌのピ
ューロマイシン（Ｓｉｇｍａ）、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン（Ｇｉｂｃｏ）及び１００
μｇ／ｍｌのストレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ）から成る通常培地と置換した。１日後、
細胞を、ＤＭＥＭ（Ｓｉｇｍａ）中で４時間飢餓状態にされた（ｓｔａｒｖｅｄ）。絶食
後、（ＧＦＰ、野生型のＶ５標識ニュールツリン又はＶ５標識ニュールツリン変異体、Ｎ
Ｖ１－ＮＶ４を発現する）一時的にトランスフェクトされたＣＨＯ細胞からの培地を、Ｄ
ＭＥＭ（Ｓｉｇｍａ）によって１：２で希釈し、ＧＦＲα１又はＧＦＲα２のトランスフ
ェクトされたＭＧ８７－ＲＥＴ線維芽細胞上に１０分間適用した。その後、線維芽細胞を
溶解し、溶解物を、ＲＥＴの免疫沈殿のために使用した（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＩｎｃからのＲＥＴに対する抗体）。免疫複合体を、Ｇタンパク
質セファロース（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）によって収集し、８％のＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ及びウエスタンブロッティング上で分析した。ＲＥＴのリン酸化を、ホスフォチロシン
に対する抗体によって検出した（Ｕｐｓｔａｔｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）。フィ
ルターを取り除き、ＲＥＴ（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｃ
）に対する抗体によってそれを再調査することによって等しい充填を確認した。このアッ
セイを２回行い、同一の結果を得た。
【０２６２】

【表６】

【０２６３】
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　表Ｅ２に要約される結果は、すべての構築物が、共受容体ＧＦＲアルファ１及びＧＦＲ
アルファ２によって媒介されたＲＥＴのリン酸化を促進することができたことを示す。従
って、すべてのこれらの変異体は、可溶性であり、正確に発現され、及び哺乳動物発現系
から分泌されるタンパク質を生成し、及び機能的に活性な３次元構造を採用すると結論付
けられる。
【０２６４】
＜実施例６：ＧＦＲアルファ２－Ｆｃ融合タンパク質によるニュールツリンの沈殿＞
　ニュールツリン変異体が、ＧＦＲα２に対するそれらの親和性に基づいて未精製の培地
調製物から精製され得るかを決定するために、Ｖ５標識ＮＲＴＮ変異体によって一時的に
トランスフェクトされたＣＨＯ細胞からの媒体を収集し、＋４℃で保存し、及び試験的な
沈殿アッセイのために使用した。各培地のアリコート（４００μｌ）を、混合しながら＋
４℃で１時間、組換え型ヒトＧＦＲα２－Ｆｃキメラ（０．４μｇ、Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ）、Ｖ５－エピトープに対する抗体（０．４μｇ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）又はＮＲ
ＴＮに対する抗体（０．４μｇ、Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ）とともにインキュベートした
。Ｇタンパク質は、組換え型ＧＦＲα２－ＦｃキメラにおけるヒトＩｇＧ１のＦｃ部分と
同様に、マウス及びヤギからの抗体に関する強力な親和性を有する。それ故、Ｇタンパク
質セファロースをサンプルに加え、インキュベーションを、混合しながら＋４°Ｃで１時
間継続した。ペレット状にした後、サンプルを、還元Ｌａｅｍｍｌｉ緩衝液によってＧタ
ンパク質セファロースから溶出し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上に充填した。ＮＲＴＮのＶ５標識
変異体のウエスタンブロット解析に関して、抗Ｖ５抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を、還
元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥ上に充填したサンプルとともに使用した。ＮＲＴＮ標識のな
い変異体のウエスタンブロット解析に関して、抗ＮＲＴＮ抗体（Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ
）を、非還元条件下でＳＤＳ－ｐａｇｅ上に充填したサンプルとともに使用した。抗ＮＲ
ＴＮ抗体の感度は、還元条件下で充填したサンプルで著しく低い。すべてのニュールツリ
ン変異体が、抗体定常（Ｆｃ）ドメインへ融合した市販で利用可能なＧＦＲα２の助けに
よって沈殿され得、続いてＧタンパク質セファロースカラムを介して精製され得ることを
結果（図示せず）は実証した。その上、この精製手法は、Ｖ－５エピトープタグを使用し
て、免疫沈殿と少なくとも同じくらい効率的に見える。
【０２６５】
＜実施例７：神経突起増殖アッセイ＞
　ＲＥＴリン酸化アッセイでの結果を裏付けるために、ＧＦＰ又はＶ５標識ＮＲＴＮ変異
体のいずれかによって２日間一時的にトランスフェクトされたＣＨＯ細胞からの培地を収
集し、＋４℃で保存し、及び試験的な神経突起増殖アッセイのために使用した。培地から
のサンプル（ＤＭＥＭ、１０％のウシ胎児血清、ペニシリン及びストレプトマイシン）を
、ＤＭＥＭによって１：２で希釈し、ウマ血清を、５％の終末濃度まで加えた。親のＰＣ
１２細胞株から元々サブクローン化された、ＰＣ６－３細胞を、ＧＦＲα２によって一時
的にトランスフェクトした。トランスフェクションの１日後に、培地を、ＣＨＯ細胞から
の希釈された培地と交換した。ＧＦＰでトランスフェクトされたＣＨＯ細胞からの培地を
上記のように希釈し、陰性対照としてＰＣ６－３細胞上で使用した。ＮＲＴＮ（５０ｎｇ
／ｍｌ、ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ）を、（上記のように希釈された）調製ＣＨＯ培地に加え、
陽性対照としてＰＣ６－３細胞上で使用した。神経突起は数えなかったが、細胞の代表的
な領域を、誘発の５日後に撮影した。すべてのニュールツリン変異体が、このアッセイに
おいて生物学的に活性でもあることを結果（図示せず）は実証した。
【０２６６】
＜実施例８：安定性のアッセイ＞
　ＣＨＯ細胞を、Ｖ５標識ＮＲＴＮ変異体によって一時的にトランスフェクトした。２日
後、培地を収集し、（Ａ）１０ｍＭのＥＤＴＡがある又はない状態で希釈せずに、又は（
Ｂ）、５０ｍＭの緩衝液（クエン酸ナトリウム緩衝液ｐＨ６．０、トリス緩衝液ｐＨ６．
８、又はトリス緩衝液ｐＨ８．０、トリス緩衝液ｐＨ８．８、トリス緩衝液ｐＨ９．５）
によって１：１０で希釈して使用した。希釈していない又は希釈した培地（４００μｌ）
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を、細胞がない状態で、空のプレートに移動させ、３７℃で５時間インキュベートした。
インキュベーションの終わりに、２０μｌのサンプルを取り、還元条件下でＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ上に充填した。ウエスタンブロット解析を、以前に記載したように行い、タンパク質
を抗Ｖ５抗体を使用して検出した。表Ｅ３に示される結果は、ニュールツリンの野生型及
びＮＶ１の変異体が、ＥＤＴＡがある及びない状態の両方において、細胞がない状態で培
地から消えたことを実証する。対照的に、変異ＮＶ２、ＮＶ３及びＮＶ４は、これらの条
件下で安定性を強めたように見えた。
【０２６７】
【表７】

【０２６８】
　従って、改良されたニュールツリンポリペプチド、及び特に変異体ＮＶ２、ＮＶ３及び
ＮＶ４が、野生型ニュールツリンと比較して、改善された安定性の予期しない特性をさら
に有することをこのデータは実証する。
【０２６９】
＜実施例９：正常な及びヘパラン硫酸欠損ＣＨＯ細胞に対する免疫細胞化学的染色＞
　ＣＨＯ細胞を、標識のない野生型ＮＲＴＮ、Ｖ５標識野生型ＮＲＴＮ又はＶ５標識ＮＶ
４のＮＲＴＮ変異体によって一時的にトランスフェクトした。２日後、培地のサンプルを
収集し、＋４℃で保存した。ＣＨＯ細胞の第２のセットを、カバースリップ上に蒔いた。
２日後、これらの細胞の部分を、ＧＦＲα２によってトランスフェクトした。トランスフ
ェクションの１日後に、培地を、ＮＲＴＮ変異体を発現するＣＨＯ細胞の第１のセットか
ら収集した、保存した培地と交換した。細胞を、培地とともに１０分間インキュベートし
、ＰＢＳで５分間３回すすぎ、続いて、３％のＰＦＡで１５分間固定し、０．２％のトリ
トンＸ－１００中で５分間透過処理し、及び１％のＢＳＡ中で３０分間遮断した。Ｖ５に
対する抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を１：５００で希釈し、ＣＹ３共役の（ＣＹ3 -ｃ
ｏｎｊｕｇａｔｅｄ）ロバ抗マウス抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ）を１：４００で希釈した。ア
ッセイを、上記のように、しかしヘパラン硫酸を欠損したＣＨＯ細胞を使用して繰り返し
た（ｐｓｇＡ ７４５）。この場合、細胞を透過処理し、核を、配置（ｍｏｕｎｔｉｎｇ
）前にＨｏｅｃｈｓｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で染色した。野生型ニュールツリンが、
野生型の表面に付くが、ヘパラン硫酸欠損ＣＨＯ細胞には付かないことを結果（図示せず
）は実証した。対照的に、ニュールツリン変異体ＮＶ４は、野生型ＣＨＯ細胞又はヘパラ
ン硫酸欠損ＣＨＯ細胞のいずれにも結合しない。したがって、少なくとも変異体ＮＶ４に
関して、アミノ酸５１～６２によって包含される高親和性相互作用ドメインの喪失が、細
胞表面への改善されたニュールツリンの結合を妨げるのに十分であると結論付けられる。
【０２７０】
＜実施例１０：改良されたニュールツリンポリペプチドの大規模な生成及び特徴づけ＞
　成熟した完全に折り畳まれたニュールツリンを、７つのジスルフィド架橋を有するシス
テイン結節構造によって特徴付ける。二量体タンパク質の各モノマーは、３つの分子内の
ジスルフィド架橋を含み（ｈａｒｂｏｒｓ）、モノマーを、更なる分子間のジスルフィド
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架橋によって一緒に連結させる。哺乳動物のチャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細
胞）におけるＮＲＴＮ発現が、典型的に、Ｅ．ｃｏｌｉ生成のＮＲＴＮよりも高い生物学
的活性（インビトロ）を有するタンパク質の生成を可能にすると従来の研究は確証した（
Ｈｏａｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，　（２０００）　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ．　１６２（１）：
　１８９－９３）。これは、哺乳動物細胞が、ジスルフィド架橋を有する分泌されたタン
パク質の折畳のための厳格な細胞内の精度管理を有し、一方で、Ｅ．ｃｏｌｉ発現は、典
型的に、ジスルフィドの結合したタンパク質が封入体から再び折り畳まれることを必要と
するからである。
【０２７１】
　従って、改良されたニュールツリンタンパク質の大規模な生成を、Ｉｃｏｓａｇｅｎ 
Ｌｔｄ．で開発された専売のＱＭＣＦ技術を使用して、ＣＨＯ細胞を用いて完了させた（
ヨーロッパ特許番号ＥＰ１８５１３１９を参照）。簡潔に言うと、改良されたニュールツ
リンコード配列のためのＱＭＣＦ発現ベクターは、Ｅｐｓｔｅｉｎ-Ｂａｒｒ Ｖｉｒｕｓ
 Ｆａｍｉｌｙ ｏｆ Ｒｅｐｅａｔｓによって提供される複製及び維持の構成要素のエン
ハンサーがないポリオーマウイルスの最小の起点を含む、ハイブリッドの複製起点を有す
る。ＱＭＣＦ技術は、ＱＭＣＦマルチコピーの核染色体外発現ベクターの複製及び安定し
た維持を支持することができる細胞を使用して、治療上のタンパク質の発現のために発展
されてきた。生成に使用される細胞株は、改変された懸濁ＣＨＯ細胞（ＣＨＯＥＢＮＡＬ
Ｔ８５）であって、これは、ポリオーマウイルスのエンハンサーがない起点で複製の開始
を提供するために２つの更なるタンパク質を発現し、発現ベクターの有効な維持を提供す
る。ニュールツリン変異体は、任意のＮ末端タグ、又は追加のＮ末端アミノ酸残基なしで
発現された。配列を、表Ｄ２に示す。
【０２７２】
（精製方法）
　ＮＲＴＮを発現するＣＨＯ細胞からの培地（Ｉｃｏｓａｇｅｎ　ＬｔｄでのＱＭＣＦ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を、室温で溶かした。ＨＩＴＲＡＰ（商標）ヘパリンＨＰカラム
（１ｍｌ、ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．２ １０ｍ
ｌによって平衡化し１～１０ｍｌの希釈されていない培地を、製造業者の指示に従って注
射器によって適用した。培地を収集し、もう一度、カラムを通して流した。カラムを、１
０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．２中の０．２ＭのＮａＣｌ、１０ｍｌで洗浄した。ＮＲＴ
Ｎが豊富なサンプルを、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ ｐＨ７．２、１．２ＭのＮａＣｌの５×
６００μｌで溶出した。ＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａの０．５ｍｌ １０Ｋの濃縮器（Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ）における製造業者の指示に従って、画分番号２及び３を収集し、５０～６
５μｌの最終容量まで濃縮した。その後、サンプルを、約１２０ｍＭのＮａＣｌの終末濃
度まで、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ ｐＨ７．２によって１：１０で希釈した。可溶性の組換
え型ＧＦＲα２－Ｆｃキメラ（１０～２００μｇ、Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ）を、製造業
者の指示に従って、ＰＢＳ中のＧタンパク質ＨＰ ＳｐｉｎＴｒａｐカラム（ＧＥ Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ）に付けた。１：１０で希釈したサンプルを、ＧＦＲα２カラムに加え、
混合しながら＋４℃で少なくとも１時間インキュベートした。カラムを、冷たい１０ｍＭ
のＨｅｐｅｓ ｐＨ７．２、１．０ＭのＮａＣｌ、４×４００μｌでまず洗浄し、その後
、冷たい１０ｍＭのＨｅｐｅｓ ｐＨ７．２、０．１ＭのＮａＣｌ、４×４００μｌで洗
浄した。ＮＲＴＮサンプルを、あらかじめ暖められた（２５℃）１０ｍＭのＨｅｐｅｓ 
ｐＨ７．２、２．０ＭのＭｇＣｌ２、５×２００μｌで溶出した。溶出した画分を、１０
ｍＭのＨｅｐｅｓ ｐＨ７．２、０．１５０ＭのＮａＣｌで（１：２で）直ちに希釈し、
ＡＭＩＣＯＮＵＬＴＲＡ（商標）の０．５ｍｌ １０Ｋの濃縮器で濃縮した。サンプルを
、同じ緩衝液（１：２）中で更に希釈し、続いて、３回濃縮し、約１２５ｍＭのＭｇＣｌ

２、及び１０ｍＭのＨｅｐｅｓ ｐＨ７．２中の１５０ｍＭのＮａＣｌの終末濃度を与え
た。市販で入手可能な１バッチのニュールツリンに加えて、精製されたタンパク質のサン
プルも、非還元条件下で、１５％のＳＤＳ－ＰＡＧＥを使用して分析し、クマシー染色を
介して視覚化した。図１に示される結果は、精製手順が、結果的に、改良されたニュール
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ツリンの各々の効率的な単離につながったことを実証する。
【０２７３】
（Ｎ末端配列及び質量分析）
　精製されたＮＲＴＮ変異体のＮ末端配列を、応用の生物系の正確な４９４Ａ　Ｂｉｏｓ
ｙｓｔｅｍｓ　Ｐｒｅｃｉｓｅ　４９４Ａ　ＨＴ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ　（Ｐｅｒｋｉｎ
　Ｅｌｍｅｒ，　Ｗａｌｔｈａｍ，　ＭＡ）によってＥｄｍａｎ分解によって決定した（
ここでシステインは、事前の修飾なしでは検出することができない）。二量体タンパク質
の分子量を、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ機器（Ｕｌｔｒａｆｌｅｘ ＴＯＦ／ＴＯＦ、Ｂｒｕｋ
ｅｒ）によって測定し、これを、５７００～１６９００Ｄａの間で正確に較正した。タン
パク質が正確な量のタンパク質であり、ｎ末端クリッピングをほとんど又はまったく示さ
なかったことを表Ｅ４の結果は示した。
【０２７４】
【表８】

【０２７５】
＜実施例１１：ヘパリンに対するニュールツリン変異体の親和性のＢｉａｃｏｒｅ分析＞
　ヘパリンに対するＮＲＴＮ変異体の親和性を、Ｂｉａｃｏｒｅ Ｔ１００機器、及びス
トレプトアビジンをコーティングしたＳｅｎｓｏｒ Ｃｈｉｐ ＳＡ（Ｓｅｒｉｅｓ Ｓ、
ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を使用して、表面プラズモン共鳴によってアッセイした。
ビオチン化されたヘパリン（Ｓｉｇｍａ）を、チップに付けた。ビオチン－ヘパリン調製
物において遊離ビオチンを排除するために、５０μｌのビオチン－ヘパリン（２０μｇ／
μｌ）を、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ ｐＨ７．２中で１：１０で希釈し、続いて、Ａｍｉｃ
ｏｎ Ｕｌｔｒａの濃縮管（１０Ｋ、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）によって濃縮し、５０μｌま
で戻した。希釈／濃縮の繰り返されたサイクルによって、１．０００．０００倍の脱塩効
果を達成した。我々は、脱塩されたビオチン－ヘパリンの回復が１００％であると考え、
５μｌ／分の流量でチップをコーティングしたストレプトアビジン上にそれを１０分間充
填する前に、ＨＢＳ－ＥＰ＋緩衝液（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ：１００ｍＭのＨｅｐ
ｅｓ ｐＨ７．４、１５０ｍＭのＮａＣｌ、３ｍＭのＥＤＴＡ、０．０５％（ｖ／ｖ）の
界面活性剤Ｐ２０）中の２００μｇ／ｍｌの終末濃度までそれを希釈した。チップへのビ
オチン－ヘパリンの付着によって、結果的に、チップ上で３６１ ＲＵが増加した。リガ
ンドを参照チップに加えなかった。
【０２７６】
　ＮＲＴＮ変異体の実際の濃度をクマシー染色によって測定した。ＮＲＴＮ変異体を、５
つの異なる濃度（２５、５０、１００、２００及び５００ｎＭ）でヘパリンをコーティン
グされたチップ上に置いた。ＮＲＴＮ変異体が標準緩衝液（ＨＢＳ－ＥＰ＋）中に希釈し
た時、その会合（ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ）の開始は著しく遅れた。それ故、我々は、緩
衝液のＮａＣｌ濃度を２３５ｍＭまで増加させた。改変された緩衝液を使用して、我々は
、３０μｌ／分の流速、２４０秒の注射時間、及び６００秒の解離時間でＮＲＴＮ変異体
及びヘパリンの間の相互作用を分析した。チップを、サイクル間で３０秒間、１ＭのＮａ
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Ｃｌで再生成した。安定化の期間は２０秒であった。野生型ニュールツリンが、２．５×
１０－９Ｍ及び３．８×１０－９Ｍの間のこれらの条件下でヘパリンに対して見かけの親
和性を示したことを結果は示した。対照的に、すべてのニュールツリン変異体は、かなり
低いヘパリンに対する見かけ上の親和性を示した。（データは示さず）。
【０２７７】
＜実施例１２：ヘパリンアフィニティークロマトグラフィー＞
　ヘパリンに対するＮＲＴＮ変異体の親和性を特徴づけるために、我々は小さなヘパリン
アフィニティークロマトグラフィーカラムを使用した。１０ｍＭのＨｅｐｅｓ ｐＨ７．
２中のヘパリンアフィニティークロマトグラフィーカラムに対する精製されたＮＲＴＮ変
異体の各々、約２μｇを充填後に、サンプルを、連続的なＮａＣｌ勾配（２Ｍまで増加す
るＮａＣｌを有する１０ｍＭのＨｅｐｅｓ）によって溶出した。タンパク質の溶出を、２
１４ｎｍでのそれらの吸収によって監視した。溶出されたタンパク質を含む画分の正確な
塩濃度を、伝導性に基づいて測定した。Ａ２１４ｎｍの検出器を、伝導性検出器の前に配
置した（約２０～２５μｌ）。流量が５０μｌ／分であったため、Ａ２１４吸収に相当す
る伝導性を、約０．５分の遅延とともに記録した。図２に示される結果は、ヘパリンアフ
ィニティーカラムからのこれらのタンパク質の溶出特性の我々の初期の分析（表Ｅ１に示
す）にかなり一致した。ここで、溶出されたタンパク質を含む画分の正確な塩濃度を、伝
導性に基づいて測定した。Ａ２１４ｎｍの検出器を、伝導性検出器の前に配置した（約２
０～２５μｌ）。流量が５０μｌ／分であったため、Ａ２１４吸収に相当する伝導性を、
約０．５分の遅延とともに記録した。特に、ニュールツリン野生型タンパク質を、約１．
０８ＭのＮａＣｌ濃度に相当する伝導性でピークを有するカラムから溶出した。対照的に
、ニュールツリン変異Ｎ１を、より低い収量で回収させたが、約０．９７ＭのＮａＣｌ濃
度に相当する伝導性でピークを有するカラムから溶出し；ニュールツリン変異Ｎ２を、約
０．５６ＭのＮａＣｌ濃度に相当する伝導性でピークを有するカラムから溶出し；ニュー
ルツリン変異Ｎ３を、約０．５６ＭのＮａＣｌ濃度に相当する伝導性でピークを有するカ
ラムから溶出し；及びニュールツリン変異Ｎ４を、約０．４８ＭのＮａＣｌ濃度に相当す
る伝導性でピークを有するカラムから溶出した。
【０２７８】
＜実施例１３：精製されたニュールツリン変異体の受容体リン酸化特性＞
　ヒトＲＥＴロングアイソフォーム（Ｅｋｅｔｊａｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９９，
　ＥＭＢＯ　Ｊ．，　１８：５９０１）を安定して発現する線維芽細胞（ＭＧ８７－ＲＥ
Ｔ）を、以前に記載したように、ラットＧＦＲα１又はヒトＧＦＲα２によって一時的に
トランスフェクトした。１００ｎｇ／ｍｌの市販のニュールツリンを含むサンプル、又は
精製されたＮＲＴＮ変異体を、３７℃で１０分間細胞に加え、その後、線維芽細胞を溶解
し、溶解物を、ＲＥＴの免疫沈殿に使用した（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ ＩｎｃからのＲＥＴの抗体）。免疫複合体を、Ｇタンパク質セファロース（Ｇ
Ｅ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）によって収集し、８％のＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びウエスタンブ
ロッティング上で分析した。ＲＥＴのリン酸化を、ホスフォチロシンに対する抗体（Ｕｐ
ｓｔａｔｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）によって検出した。フィルターを取り除き、
ＲＥＴに対する抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｃ）によ
ってそれを再調査することによって等しい充填を確認した。アッセイを２回行い、同一の
結果を得た。
【０２７９】
　図３は、ＲＥＴ－リン酸化アッセイのウエスタンブロット解析を示す。安定してＲＥＴ
を発現する細胞を、ＧＦＲα２によって一時的にトランスフェクトし、示されるニュール
ツリン変異体での刺激後に、細胞を溶解し、ＲＥＴを免疫沈殿によって単離した。サンプ
ルを、抗ホスフォチロシン抗体を用いて調べることによって分析した（Ａ）。等しい充填
を確認するために、続いて、サンプルを抗ＲＥＴ抗体で再検査した（Ｂ）。図４は、ＲＥ
Ｔ－リン酸化アッセイのウエスタンブロット解析を示す。安定してＲＥＴを発現する細胞
を、ＧＦＲα１によって一時的にトランスフェクトし、示されるニュールツリン変異体で
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の刺激後に、細胞を溶解し、ＲＥＴを免疫沈殿によって単離した。サンプルを、抗ホスフ
ォチロシン抗体を用いて調べることにより分析した（Ａ）。等しい充填を確認するために
、続いて、サンプルを抗ＲＥＴ抗体で再検査した（Ｂ）。ニュールツリン変異体の未精製
の調製物によって以前に測定されたように、改良されたすべてのニュールツリンポリペプ
チドが機能的な活性を示すことを結果は確認する。
【０２８０】
【表９－１】

【０２８１】
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【０２８２】
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【手続補正書】
【提出日】平成24年7月27日(2012.7.27)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　成熟野生型ニュールツリン（配列番号５）のアミノ酸５１～６３を含む領域において正
に帯電されたアミノ酸の少なくとも１つの変異によって成熟野生型ニュールツリンと異な
り、および成熟野生型ニュールツリンと比較して、減少したヘパリンへの親和性を有して
いることを特徴とするニュールツリンポリペプチド。
【請求項２】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、成熟ヒトニュールツリン（配列番号５）の残基５
１～６３によって包含される１３のアミノ酸を除いて、成熟野生型ニュールツリンのアミ
ノ酸配列にわたって、成熟ヒトニュールツリン（配列番号５）と実質的に相同であるか、
または実質的に類似していることを特徴とする請求項１に記載のニュールツリンポリペプ
チド。
【請求項３】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、
　　ａ）Ｒ５２、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｒ５８、Ｒ６１およびＲ６３、並びに
　　ｂ）Ｒ５１、Ｒ５４、Ｒ５６、Ｑ５５、Ｒ５６、Ｒ５７、Ｒ５８、Ｒ６０、Ｒ６１お
よびＥ６２、
からなる群から選択される位置に、配列番号５の少なくとも１つの変異を有することを特
徴とする請求項１に記載のニュールツリンポリペプチド。
【請求項４】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、
　　ａ）Ｒ５２Ａ、Ｒ５６ＡおよびＲ５８Ａ、
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　　ｂ）Ｒ５４Ａ、Ｒ６１ＡおよびＲ６３Ａ、
　　ｃ）Ｒ５２Ａ、Ｒ５４Ａ、Ｒ５６Ａ、およびＲ６１Ａ、並びに
　　ｄ）Ｒ５１Ａ、Ｒ５４Ｑ、Ｑ５５Ｇ、Ｒ５６Ｑ、Ｒ５７Ｇ、Ｒ５８Ａ、Ｒ６０Ｖ、Ｒ
６１ＧおよびＥ６２Ｓ、
からなる群から選択される、配列番号５の変異を含むことを特徴とする請求項１に記載の
ニュールツリンポリペプチド。
【請求項５】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、配列ＡＲＬＱＧＱＧＡＬＶＧＳ（配列番号２５）
による、配列番号５のアミノ酸５１～６２の置換を含むことを特徴とする請求項１に記載
のニュールツリンポリペプチド。
【請求項６】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、配列願号１、配列番号２、配列番号３または配列
番号４に示されるアミノ酸配列を含むことを特徴とする請求項１に記載のニュールツリン
ポリペプチド。
【請求項７】
　請求項１乃至６のいずれか１つに記載のニュールツリンポリペプチドと、および薬学的
に許容可能な担体とを含むことを特徴とする医薬組成物。
【請求項８】
　患者において細胞変性または機能不全を処置するための、請求項１乃至６のいずれか１
つに記載のニュールツリンポリペプチドの使用。
【請求項９】
　前記患者が、末梢神経障害、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病、パーキンソン病
、ハンチントン舞踏病、虚血性脳卒中、急性脳外傷、急性脊髄損傷、神経障害性疼痛、糖
尿病、勃起不全、抜け毛、ヒルシュスプルング病、神経系の腫瘍、多発性硬化症、難聴、
網膜症および感染からなる群から選択される疾患または障害を有していることを特徴とす
る請求項８に記載の使用。
【請求項１０】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、全身投与、脊髄内投与、経鼻投与、および実質内
投与からなる群から選択される経路によって投与されることを特徴とする請求項８又は９
に記載の使用。
【請求項１１】
　前記ニュールツリンポリペプチドが、別のタンパク質またはポリペプチド配列に融合し
ていることを特徴とする請求項１乃至６のいずれか１つに記載のニュールツリンポリペプ
チド。
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