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(57)【要約】
　【解決手段】　本開示は、特定の治療タンパク質において、条件的活性型生物学的タン
パク質を野生型タンパク質から生成する方法に関するものであり、当該タンパク質は、野
生型正常生理的条件において可逆的または不可逆的に不活性である。例えば、発達したタ
ンパク質は、体温において実質的に不活性であるが、低温においては活性である。
　【選択図】　　　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　条件的活性型生物学的タンパク質を調製する方法であって、
　ｉ．野生型生物学的タンパク質を選択する工程と、
　ｉｉ．変異ＤＮＡをつくるために、１つまたはそれ以上の発達的技術を用いて前記野生
型生物学的タンパク質をコードするＤＮＡを発達させる工程と、
　ｉｉｉ．変異タンパク質を得るために、前記変異ＤＮＡを発現する工程と、
　ｉｖ．前記変異タンパク質及び前記野生型タンパク質を正常生理条件下及び異常条件下
で分析する工程と、
　ｖ．（ａ）前記正常条件下での前記分析において、前記野生型タンパク質と比較して活
性が減少していること、及び（ｂ）前記異常条件下での前記分析において、前記野生型タ
ンパク質と比較して活性が増加していること、の両方を示すこれらの変異タンパク質から
前記条件的活性型生物学的タンパク質を選択する工程と、
　を有する、方法。
【請求項２】
　請求項１記載の方法において、前記野生型生物学的タンパク質は酵素である、方法。
【請求項３】
　請求項２記載の方法において、前記野生型生物学的タンパク質は、組織プラスミノーゲ
ン活性化因子、ストレプトキナーゼ、ウロキナーゼ、レニン及びヒアルロニダーゼからな
る群から選択されるものである、方法。
【請求項４】
　請求項１記載の方法において、前記野生型生物学的タンパク質は、カルシトニン遺伝子
関連ペプチド、サブスタンスＰ、ニューロペプチドＹ、血管作用性小腸ペプチド、バソプ
レッシン及びアンギオスタチンからなる群から選択されるものである、方法。
【請求項５】
　請求項１記載の方法において、前記正常生理条件は、正常生理温度、ｐＨ、浸透圧、オ
スモル濃度、酸化及び電解質濃度の１つまたはそれ以上から選択されるものである、方法
。
【請求項６】
　請求項５記載の方法において、前記正常生理条件は温度であり、前記条件的活性型生物
学的タンパク質は前記正常生理温度において不活性であり、且つ前記正常生理温度よりも
低い異常温度において活性である、方法。
【請求項７】
　請求項１記載の方法によって調製された条件的活性型生物学的タンパク質であって、前
記タンパク質は、前記正常生理条件において可逆的または不可逆的に不活性である、条件
的活性型生物学的タンパク質。
【請求項８】
　請求項７記載の条件的活性型生物学的タンパク質において、前記タンパク質は、前記野
生型正常生理条件において可逆的に不活性である、条件的活性型生物学的タンパク質。
【請求項９】
　請求項７記載の条件的活性型生物学的タンパク質において、前記野生型生物学的タンパ
ク質は、組織プラスミノーゲン活性化因子、ストレプトキナーゼ、ウロキナーゼ、レニン
及びヒアルロニダーゼからなる群から選択されるものである、条件的活性型生物学的タン
パク質。
【請求項１０】
　請求項７記載の条件的活性型生物学的タンパク質において、前記野生型生物学的タンパ
ク質は、カルシトニン遺伝子関連ペプチド、サブスタンスＰ、ニューロペプチドＹ、血管
作用性小腸ペプチド、バソプレッシン及びアンギオスタチンからなる群から選択されるも
のである、条件的活性型生物学的タンパク質。
【請求項１１】
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　請求項７記載の条件的活性型生物学的タンパク質の有効量と薬学的に許容な担体とを有
する医薬組成物。
【請求項１２】
　請求項１１記載の医薬組成物において、前記条件的活性型生物学的タンパク質は、組織
プラスミノーゲン活性化因子変異型、ストレプトキナーゼ変異型、ウロキナーゼ変異型、
レニン変異型及びヒアルロニダーゼ変異型からなる群から選択されるものである、医薬組
成物。
【請求項１３】
　請求項１２記載の医薬組成物において、前記条件的活性型生物学的タンパク質は、組織
プラスミノーゲン活性化因子変異型、ストレプトキナーゼ変異型及びウロキナーゼ変異型
からなる群から選択されるものである、医薬組成物。
【請求項１４】
　請求項１１記載の医薬組成物において、前記条件的活性型生物学的タンパク質は、カル
シトニン遺伝子関連ペプチド変異型、サブスタンスＰ変異型、ニューロペプチドＹ変異型
、血管作用性小腸ペプチド変異型、バソプレッシン変異型及びアンギオスタチン変異型か
らなる群から選択されるものである、医薬組成物。
【請求項１５】
　請求項１４記載の医薬組成物において、前記条件的活性型生物学的タンパク質は、カル
シトニン遺伝子関連ペプチド変異型、バソプレッシン変異型及びアンギオスタチン変異型
からなる群から選択されるものである、医薬組成物。
【請求項１６】
　条件的活性型生物学的反応修飾物質を調製する方法であって、
　ａ．炎症反応メディエーターを選択する工程と、
　ｂ．前記メディエーターに対する野生型抗体を同定する工程と、
　ｃ．前記野生型抗体を発達させる工程と、
　ｄ．第一の条件において前記野生型抗体と比較して前記メディエーターとの減少した結
合性を示し、且つ上昇変異体を同定するための第二の条件において、前記メディエーター
との増大した結合親和性を示す変異体を特異的にスクリーニングする工程と、
　ｅ．組換え上昇変異体をつくるために、前記上昇変異体の重鎖及び軽鎖を組換えさせる
工程と、
　ｆ．前記第一の条件において前記野生型抗体と比較して前記メディエーターとの減少し
た結合性を示し、且つ前記条件的活性型生物学的反応修飾物質を同定するための第二の条
件において前記メディエーターとの増大した結合親和性を示す変異体に関して、前記組換
え上昇変異体をスクリーニングする工程と、
　を有する、方法。
【請求項１７】
　請求項１６記載の方法において、前記炎症反応メディエーターは、ＩＬ－６、ＩＬ－６
受容体、ＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－２３及びＩＬ－１２から選択されるものである、方法
。
【請求項１８】
　請求項１６記載の方法において、前記第一及び前記第二の条件は、それぞれ、ｐＨ、浸
透圧、オスモル濃度、酸化及び電解質濃度の条件から選択されるものである、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、ＰＣＴとして２０１０年３月９日に出願されている。国際特許出願において
、米国を除く全ての指定国での出願人は、米国の有限責任会社であるＢｉｏＡｔｌａ，　
ＬＬＣの名でなされ、及び、指定国米国のみにおいて、出願人は、両者ともに米国国民で
あるＪａｙ　Ｍ　Ｓｈｏｒｔ、Ｈｗａｉ　Ｗｅｎ　Ｃｈａｎｇ、ドイツ国民であるＧｅｒ
ｈａｒｄ　Ｆｒｅｙであり、及び２００９年３月９日に出願された、米国仮特許出願番号
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６１／２０９，４８９に対して優先権を主張し、その全体の内容は、本明細書に参照によ
り組み込まれる。
【０００２】
　本開示は、タンパク質の発達と活性の分野に関するものである。具体的には、本開示は
、特定の治療タンパク質において、野生型タンパク質から生理活性タンパク質を条件的に
生成する方法に関するものであり、当該タンパク質は、通常の生理的条件での野生型にお
いて、可逆的または不可逆的に不活性である。例えば、発達したタンパク質は、体温にお
いて実質的に不活性であるが、低温下では活性である。
【背景技術】
【０００３】
　様々な特徴においてタンパク質を発達させるための可能性、例えば、特に酵素を異なる
条件下での操作のために安定させることについて記載している相当数の文献がある。例え
ば、酵素は、活性を変化させることで、より高い温度で安定するために発達した。高温で
の活性改良という状況において、当該改良の実質的な部分は、摂氏１０度上昇するごとに
代謝回転が倍増する酵素の場合において推定されるＱ１０ルールにより共通して記載され
る高い動的活性に起因していることがある。加えて、当該分子の野生型活性温度のような
、通常操作条件においてタンパク質を不安定化する自然の変異株の例も存在する。温度変
異型において、これらの変異は、低温において活性化されることもあるが、通常は、当該
野生分子と比較して、低レベルでの活性となる（また、通常、Ｑ１０または同様のルール
により導かれる活性において減少によって記載される）。
【０００４】
　条件的に活性化される有用な分子を生成することは望ましい。例えば、野生型条件にお
いて実質的に不活性であるが、野生型条件以外の、野生型条件と等しいまたはより良いレ
ベルで活性化し、または、特定の微小環境において活性化または不活性化し、または、経
時的に活性化または不活性化される。温度の他に、タンパク質を発達または最適化させう
る他の条件は、ｐＨ、浸透圧、オスモル濃度、酸化及び電解質濃度を含む。発達の間、最
適化されうる他の望ましい性質は、化学抵抗及びタンパク質分解抵抗を含む。
【０００５】
　分子を発達または操作するための多くの戦略が既に刊行されている。しかしながら、そ
の野生型操作条件において、不活性または実質的に不活性（１０％活性以下、及び特に１
％活性以下）となるようにタンパク質を操作または発達させることは、新しい条件におい
て、野生型条件よりも等しいまたは良好な活性を維持する一方で、不安定化変異と当該不
安定化効果に対抗しない変異を増加させる活性と共存する必要がある。不安定化が、Ｑ１
０のような標準的規則によって予測された当該効果よりもタンパク質の活性を大きく減ら
すことができると推測され、したがって、低温で効果的に作用するタンパク質を発達させ
る能力は、例えば、それらの通常操作条件下では不活性であるのに対し、我々がＭｉｒａ
ｃタンパク質と称する予期せぬ新規のタンパク質を創造する。
【０００６】
　この出願の全体において、様々な刊行物は、著者及び日付により参照されている。その
全体におけるこれらの刊行物の当該開示は、ここに記載され請求された当該開示の日付以
降、当該技術水準を当業者に知られているように、より完全に記載するために、本出願内
に参照により組み込まれている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本開示は、条件的活性型生物学的タンパク質を調製する方法を提供するものであって、
当該方法は、野生型生物学的タンパク質を選択すること、変異ＤＮＡをつくるための発達
的技術の１またはそれ以上を用いる野生型生物学的タンパク質をエンコードするＤＮＡを
発達させること、変異タンパク質を得るために当該変異ＤＮＡを発現させること、当該変
異タンパク質及び当該野生型タンパク質を正常生理条件下及び異常条件下で分析を行うこ
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と、及び、（ａ）野生型タンパク質と比較して正常生理条件での分析において活性の減少
、及び、（ｂ）野生型タンパク質と比較して異常条件下の分析において活性の増加の両方
を示すこれらの変異タンパク質当該条件的活性型生物学的タンパク質を選択すること、を
有する。様々な態様において、当該正常生理条件は、温度、ｐＨ、浸透圧、オスモル濃度
、酸化及び電解質濃度の１またはそれ以上から選択される。特定の態様において、当該正
常生理条件は温度であり、そこにおいて、当該条件的活性型生物学的タンパク質は実質的
に当該正常生理温度においては不活性であるが、当該正常生理温度よりも低い異常温度で
は活性である。他の態様において、当該条件的活性型生物学的タンパク質は、当該野生型
正常生理条件において可逆的または不可逆的に不活性である。１つの特定の態様において
は、当該タンパク質は、当該野生型正常生理条件で可逆的に不活性である。一方で、条件
的活性型生物学的タンパク質は、活性における、可逆的または不可逆的な、２つまたはそ
れ以上の異なる生理条件における変化を示すこれらのタンパク質から選択される。
【０００８】
　１つの実施形態においては、当該野生型生物学的タンパク質は、酵素である。特定の態
様において、当該野生型生物学的タンパク質は、組織プラスミノーゲン活性化因子、スト
レプトキナーゼ、ウロキナーゼ、レニン及びヒアルロニダーゼからなる群から選択される
。
【０００９】
　他の実施形態において、当該野生型タンパク質は、カルシトニン遺伝子関連ペプチド（
ＣＧＲＰ）、サブスタンスＰ（ＳＰ）、ニューロペプチドＹ（ＮＰＹ）、血管作動性腸管
ペプチド（ＶＩＰ）、バソプレッシン、及びアンギオスタチンから選択される。
【００１０】
　他の実施形態において、当該生物学的タンパク質は抗体である。
【００１１】
　他の実施形態において、当該開示は条件的活性型生物学的反応修飾物質を調製する方法
を提供するものであって、当該方法は、炎症反応メディエーターを選択すること、当該メ
ディエーターへの野生型抗体を同定すること、当該野生型抗体を発達させること、第一の
条件での当該野生型抗体と比較して当該メディエーターへの結合の減少を示し、及び、上
昇変異体を同定するための第二条件でのメディエーターへの結合親和性の増大を示す変異
体を特異的にスクリーニングすること、及び、組換えされた上昇変異体をつくるため上昇
変異体の重鎖及び軽鎖を組換えすること、及び、第一の条件での当該野生型抗体と比較し
て当該メディエーターへの結合の減少を示し、及び当該条件的活性型生物学的反応修飾物
質を同定するための第二条件でのメディエーターへの結合親和性の増大を示す変異体にお
ける当該組換えされた上昇変異体をスクリーニングすることを有する。一態様において、
当該炎症反応メディエーターは、ＩＬ－６、ＩＬ－６受容体、ＴＮＦ－ａｌｐｈａ、ＩＬ
－２３及びＩＬ－１２から選択される。他の態様において、当該第一及び第二条件は、ｐ
Ｈ、浸透圧、オスモル濃度、酸化及び電解質濃度の条件から選択される。
【００１２】
　他の実施形態において、当該開示は条件的活性型生物学的タンパク質を有する薬学的組
成物と薬学的許容な担体を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本明細書に提供される実施例の理解を容易にするために、特定のしばしば登場する方法
及び／または用語は以下に記載される。
【００１４】
　測定量と関連して本明細書で使用される用語「約」は、測定を行い、測定の目的に相応
の注意レベルと使用される測定機器の精度を行使する当業者によって期待される測定量に
おける通常の変動に関連するものである。特に明記しない限り、「約」は、与えられた値
の＋／－１０％の変動に関連する。
【００１５】
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　用語「薬剤」は、化学化合物、化学化合物の混合物、空間的に局所化された化合物の配
列（例えば、ＶＬＳＩＰＳペプチド配列、ポリヌクレオチド配列、及び／またはコンビナ
トリアル小分子配列）、生体高分子、バクテリオファージペプチドディスプレイライブラ
リー、バクテリオファージ抗体（例えばｓｃＦＶ）ディスプレイライブラリー、ポリソー
ムペプチドディスプレイライブラリー、または、バクテリア、植物、菌類または動物（特
に哺乳類）の細胞または組織のような生体材料からつくられる抽出物を示すのに用いられ
る。薬剤は、本明細書の以下に記載されているスクリーニング分析に含まれることにより
条件的活性型生物学的治療酵素として潜在的酵素活性のために評価される。薬剤は、以下
の本明細書の以下に記載されているスクリーニング分析に含まれることにより条件的活性
型生物学的治療酵素として潜在的活性のために評価される。
【００１６】
　制限部位における「曖昧な塩基要件」は、最大限には特定されないヌクレオチド塩基要
件に関連するものである。例えば、特定の塩基（例えば、この例に限定はされないが、Ａ
、Ｃ、Ｇ、及びＴから選択される特定の塩基）ではないが、少なくとも２つまたはそれ以
上の塩基の任意の１つであっても良い。塩基の曖昧性を表すために本明細書と同様に従来
技術において用いられる共通に認められた省略形には以下を含む：Ｒ＝ＧまたはＡ；Ｙ＝
ＣまたはＴ；Ｍ＝ＡまたはＣ；Ｋ＝ＧまたはＴ；Ｓ＝ＧまたはＣ；Ｗ＝ＡまたはＴ；Ｈ＝
ＡまたはＣまたはＴ；Ｂ＝ＧまたはＴまたはＣ；Ｖ＝ＧまたはＣまたはＡ；Ｄ＝Ｇまたは
ＡまたはＴ；Ｎ＝ＡまたはＣまたはＧまたはＴ。
【００１７】
　本明細書で使用される用語「アミノ酸」は、アミノ基（－ＮＨ２）及びカルボキシル基
（－ＣＯＯＨ）を含む任意の有機化合物である、好適には、自由群またはペプチドの部分
として縮合後のどちらでも結合する。「アルファ－アミノ酸を形成する２０種の自然にエ
ンコードされたポリペプチド」は従来技術において知られており、アラニン（ａｌａまた
はＡ）、アルギニン（ａｒｇまたはＲ）、アスパラギン（ａｓｎまたはＮ）、アスパラギ
ン酸（ａｓｐまたはＤ）、システイン（ｃｙｓまたはＣ）、グルタミン酸（ｇｌｕまたは
Ｇ）、ヒスチジン（ｈｉｓまたはＨ）、イソロイシン（ｉｌｅまたはＩ）、ロイシン（ｌ
ｅｕまたはＬ）、リシン（ｌｙｓまたはＫ）、メチオニン（ｍｅｔまたはＭ）、フェニル
アラニン（ｐｈｅまたはＦ）、プロリン（ＰｒｏまたはＰ）、セリン（ｓｅｒまたはＳ）
、スレオニン（ｔｈｒまたはＴ）、トリプトファン（ｔｉｐまたはＷ）、チロシン（ｔｙ
ｒまたはＹ）及びバリン（ｖａｌまたはＶ）に関連するものである。
【００１８】
　用語「増幅」は、ポリヌクレオチドのコピー数が増大することを意味する。
【００１９】
　「キメラ特性」を有する分子は１）第一参照分子と部分的に相同及び部分的に非相同で
あり、さらに、２）第二参照分子と部分的に相同であると同時に部分的に非相同であり、
３）１つまたはそれ以上の付加的参照分子と部分的に相同であると同時に非相同となる可
能性を排除することを含まない。非限定的な実施形態において、キメラ分子は、部分的な
分子配列の再集合を組み立てることによって調製されることもある。非限定的な態様にお
いて、キメラポリヌクレオチド分子は、複数の分子テンプレートを使用する当該キメラポ
リヌクレオチドを合成することによって調製されることもある。それにより結果として、
キメラポリヌクレオチドは複数のテンプレートの性質を有する。
【００２０】
　本明細書で使用される用語「相同」とは、種間に関して発達的及び機能的である遺伝子
配列を意味する。例えば、限定はされないが、ヒトの遺伝子において、ヒトＣＤ４遺伝子
はマウス３ｄ４遺伝子と相同遺伝子であり、これら２つの遺伝子の配列及び構造は、高い
相同性を示し、及び、両遺伝子はＭＨＣクラスＩＩを制限された抗原認識によるＴ細胞活
性化の信号を送る際に機能するタンパク質をエンコードする。
【００２１】
　本明細書で用いられる「比較ウィンドウ」は、少なくとも２０の隣接するヌクレオチド
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の部位の部分概念を意味するものであり、そこにおいて、ポリヌクレオチド配列は、少な
くとも２０の隣接するヌクレオチドの参照配列と比較され、及び、比較ウィンドウにおけ
るポリヌクレオチド配列の部分は、当該２つの配列の最適な配置のための参照配列（付加
または削除を有さない）と比較して２０％パーセントまたはそれ以下の付加または削除（
つまり、ギャップ）を有することもある。比較ウィンドウを配置するための配列の最適な
配置は、スミスの局所的相同性アルゴリズム（Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，
１９８１／"Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｂｉｏｓｅｑｕｅｎｃｅｓ"，Ａｄｖ　Ａｐｐ
ｌ　Ｍａｔｈ，　２：４８２－４８９；　Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，　１
９８１，"Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ　ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｔ
ｈｅｏｒｙ"，Ｊ　Ｔｈｅｏｒ　Ｂｉｏｌ，９１：３７９－３８０；Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ
　Ｗａｔｅｒｍａｎ，　Ｊ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ，　"Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｃｏｍｍｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｃｅｓ"，１９８１，　１
４７：１９５－１９７；　Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８１，"Ｃｏｍｐａｒａｔ
ｉｖｅ　ｂｉｏｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｍｅｔｒｉｃｓ"，Ｊ　ＭｏＩ　Ｅｖｏｌ，　１８：
３８－４６）によって、ニードルマンの相同性アルゴリズム（Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎ
ｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，　１９７０，"Ａ　ｇｅｎｅｒａｌ　ｍｅｔｈｏｄ　ａｐｐｌｉｃａ
ｂｌｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｓｅａｒｃｈ　ｆｏｒ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ　ｉｎ　ｔｈ
ｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ"Ｊ　
ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ，　４８（３）：４４３－４５３）によって、ピアソンの相似性検索（
Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，１９８８，"Ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ｔｏｏｌｓ　
ｆｏｒ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ"，Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，　８５：２４４４－２４４８）によって、これら
のアルゴリズムのコンピュータによる実施（ＧＡＰ，ＢＥＳＴＦＩＴ，ＦＡＳＴＡ，ａｎ
ｄ　ＴＦＡＳＴＡ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗ
ａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ　Ｒｅｌｅａｓｅ　７．０，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅ
ｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．，　Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．）によ
って、または調査によって導かれることがあり、及び選択された様々な方法によって生成
される最高の配置（つまり、比較ウィンドウ上で相同性の高い割合において結果として生
じる）であることもある。
【００２２】
　用語「条件的活性型生物学的タンパク質」は、１つまたはそれ以上の正常生理条件下の
親野生型タンパク質よりも活性が多いまたは少ない野生型タンパク質の変異体または変異
を意味する。この条件的活性型タンパク質は、体の選択された領域でも活性を示し、また
は、異常または感染に対して許容な生理条件下で活性の増加または減少を示す。正常生理
条件は、投与の部位での、または対象への投与の部位または作用部位での組織または器官
における通常範囲内で考慮される温度、ｐＨ、浸透圧、オスモル濃度、酸化及び電解質濃
度である。異常条件は、通常受け入れられる範囲から逸脱する条件のことをさす。一態様
において、条件的活性型生物学的タンパク質は、野生型条件において実質的に不活性であ
るが、野生型条件と等しいまたは野生型条件よりも良いレベルにおける他の野生型条件に
おいては活性である。例えば、部位の多様において、発達した条件的活性型生物学的タン
パク質は体温において実質的に不活性であるが、低温では活性である。他の態様において
、当該条件的活性型生物学的タンパク質は、野生型条件において、可逆的または不可逆的
に不活性である。さらなる態様において、当該野生型タンパク質は治療タンパク質である
。他の態様において、当該条件的活性型生物学的タンパク質は、薬または治療薬剤として
用いられる。さらにもう一つの態様において、当該タンパク質は、例えば、肺を通過した
後のような高い酸素濃度の血液中において、または、腎臓においてみられる低いｐＨにお
いて、多いまたは、少ない活性を示す。
【００２３】
　「保存的アミノ酸置換」は、類似の側鎖を有する残基の互換性を意味する。例えば、脂
肪族側鎖を有するアミノ酸の群は、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、及びイソロ
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イシン、カルボン酸側鎖を有するアミノ酸の群は、セリン及びトレオニン、アミドを含む
側鎖を有するアミノ酸の群は、アスパラギン及びグルタミン、芳香族側鎖を有するアミノ
酸の群は、フェニルアラニン、チロシン、及びトリプトファン、塩基性側鎖を有するアミ
ノ酸の群は、アルギニン、及びヒスチジン、及び、含硫側鎖を有するアミノ酸の群は、シ
ステイン及びメチオニンである。好適な保存的アミノ酸置換群は、バリン－ロイシン－イ
ソロイシン、フェニルアラニン－チロシン、リシン－アルギニン、アラニン－バリン、及
びアスパラギン－グルタミンである。
【００２４】
　用語「対応する」は、本明細書において、ポリヌクレオチド配列が参照ポリヌクレオチ
ド配列の全てまたは一部に対して相同である（つまり、厳密に発達的に関連がなくても同
一である）、または、ポリヌクレオチド配列が参照ポリヌクレオチド配列と同一であるこ
とを意味する。これと対比的に、用語「相補的」は、本明細書において、相補的配列が参
照ポリヌクレオチド配列の全てまたは一部に対して相同であることを意味する。例えば、
ヌクレオチド配列が「ＴＡＴＡＣ」は参照「ＴＡＴＡＣ」に対応し、参照配列「ＧＴＡＴ
Ａ」に対して相補的である。
【００２５】
　用語「効果的分解」量は、酵素と接触していない基質と比較して、基質の少なくとも５
０％を処理するのに必要な酵素の量に関連する。
【００２６】
　本明細書で使用する「定義された配列枠組」は、ランダムではない塩基、一般的に実験
データまたは構造データの塩基から選択された定義された配列のセットに関連する。例え
ば、定義された配列枠組は、ベータ－シート構造を形成するために予測されるアミノ酸配
列のセットから構成されることがあり、また、他の変異において、ロイシンジッパー７つ
の繰り返しモチーフ、亜鉛フィンガー領域からなることがある。「定義された配列カーネ
ル」は、可変性の限られた範囲を包含する配列のセットである。（１）２０の従来のアミ
ノ酸の完全にランダムな１０塩基長配列は、（２０）１０配列のいずれかであり得る、及
び（２）２０の従来のアミノ酸の擬似ランダムな１０塩基長配列は、（２０）１０配列の
いずれかであり得るが、特定の部位及び／または全体において、特定の残基にとってバイ
アスを示すが、これらに対し、（３）定義された配列カーネルは、各残基部位が許容可能
な２０の従来のアミノ酸のいずれかであるようにしている場合、配列のサブセットである
。定義された配列カーネルは一般的に変異または不変異の残基部位を有する、及び／また
は、個々の選択されたライブラリメンバー配列の長さ全体あるいはセグメント的に、アミ
ノ酸残基及びその類の定義されたサブセットから選択された残基を有することがある変異
残基部位を有する。定義された配列カーネルは、アミノ酸配列またはポリヌクレオチド配
列に関連することがある。限定はしないが、例として、配列（ＮＮＫ）１０及び（ＮＮＭ
）１０を挙げる。ここにおいて、ＮはＡ、Ｔ、ＧまたはＣを表し、ＫはＧまたはＴを表し
、及び、Ｍは、ＡまたはＣを表し、配列（ＮＮＫ）１０及び（ＮＮＭ）１０は、定義され
た配列カーネルである。
【００２７】
　ＤＮＡの「消化」は、ＤＮＡ内の特定の配列のみに作用する制限酵素によるＤＮＡの触
媒的開裂に関する。本明細書において使用される様々な制限酵素は市販されているもので
あり、及び、それらの反応条件、補因子及び他の要件は当業者において既知のものが使用
された。分析目的において、典型的には、１マイクログラムのプラスミドまたはＤＮＡフ
ラグメントが、約２０マイクロリットルの緩衝液において約２ユニットの酵素と共に用い
られる。プラスミド作成のためＤＮＡフラグメントを分離させる目的において、典型的に
は５から５０マイクログラムのＤＮＡが、２０から２５０ユニットのより大きい体積の酵
素によって消化される。特定の制限酵素のための適当な緩衝溶液及び基質の量は、製造業
者によって特定される。３７℃で約１時間の培養が通常使用されるが、供給者の指示に従
って、変化することもある。消化後、反応は所望のフラグメントを分離して取得するため
に直接電気泳動にかけられる。



(9) JP 2012-519499 A 2012.8.30

10

20

30

40

50

【００２８】
　「指向性結紮」は、ポリヌクレオチドの５’末端及び３’末端における結紮が、好適な
結紮方向を特定するのに十分異なることを意味する。例えば、本来、２つの平滑末端を有
する未処理及び未消化のＰＣＲ生成物は、多重クローニング部位において平滑末端を生成
するために消化されるクローニングベクター内において結紮される際に、典型的には好適
な結紮方向を有さない。従って、指向性結紮は、これらの状況において典型的には示され
ない。対照的に、５’ＥｃｏＲＩ処理末端及び３’ＢａｍＨＩを有する消化されたＰＣＲ
生成物が、ＥｃｏＲＩ及びＢａｍＨＩにより消化された多重クローニング部位を有するク
ローニングベクター内で結紮される際に、指向性結紮は典型的に示される。
【００２９】
　用語「ＤＮＡシャフリング」は、実質的に相同ではあるが、同一ではない配列間での組
換えを示すために本明細書において使用され、実施形態によっては、ＤＮＡシャフリング
は、ｃｅｒ／ｌｏｘ及び／またはｆｌｐ／ｆｒｔシステムなどを介してのように、非相同
組換えを介しての乗換えを含むことがある。
【００３０】
　用語「薬剤」または「薬剤分子」は、ヒトまたは動物の体に投与された際に、ヒトまた
は動物の体に有益な効果を有する物質を含む治療剤を意味する。好適には、当該薬剤は、
１つまたはそれ以上の症状、病気、または、ヒトまたは動物の体における異常条件を治療
する、治すまたは緩和する、または、ヒトまたは動物の体の健康を増進させることができ
るものである。
【００３１】
　「有効量」は、若干の期間にわたって投与された者の生存生物における条件を治療する
または防止する、例えば、所望の投薬期間の間に治療的な効果を提供するのに有効的であ
る、条件的活性型生物学的タンパク質またはフラグメントの量のことである。
【００３２】
　本明細書で使用されているように、用語「電解質」は、血液または電荷を運搬する他の
体液内の鉱物を定義するために使用される。例えば、一態様において、正常生理条件及び
異常条件は、「電解質濃度」の条件であることがある。一態様において、試験される電解
質濃度は、イオン化されたカルシウム、ナトリウム、カリウム、マグネシウム、塩化物、
重炭酸塩、及びリン酸塩濃度の１つまたはそれ以上から選択される。例えば、一態様にお
いて、血清カルシウムの通常範囲は、８．５～１０．２ｍｇ／ｄＬである。この態様にお
いて、異常血清カルシウム濃度は、通常範囲の上または下から選択されることがある。他
の実施例で、一態様において、血清塩化物は１リットルあたり９６～１０６ミリグラム当
量（ｍＥｑ／Ｌ）である。この態様において、異常血清塩化物濃度は、通常範囲の上また
は下から選択されることがある。他の実施例で、一態様において、血清マグネシウム濃度
の通常範囲は１．７～２．２ｍｇ／ｄＬである。この態様において、異常血清マグネシウ
ム濃度は、通常範囲の上または下から選択されることがある。他の実施例で、一態様にお
いて、血清リン酸塩の通常範囲は、２．４～４．１ｍｇ／ｄＬである。この態様において
、異常血清リン酸塩濃度は、通常範囲の上または下から選択されることがある。他の実施
例で、一態様において、血清または血液のナトリウムの通常範囲は１３５～１４５ｍＥｑ
／Ｌである。この態様において、異常血清または血液ナトリウム濃度は、通常範囲の上ま
たは下から選択されることがある。他の実施例で、一態様において、血清または血液カリ
ウムの通常範囲は、３．７～５．２ｍＥｑ／Ｌである。この態様において、異常血清また
は血液カリウム濃度は、通常範囲の上または下から選択されることがある。さらなる態様
において、血清重炭酸塩の通常範囲は２０～２９ｍＥｑ／Ｌである。この態様において、
異常血清または血液重炭酸塩濃度は、通常範囲の上または下から選択されることがある。
異なる態様において、重炭酸塩レベルは、血液における酸性の通常レベル（ｐＨ）を示す
ために使用されることがある。用語「電解質濃度」は、組織、または、血液または血漿以
外の体液における特定の電解質濃度を定義するためにも使用されることがある。この場合
において、正常生理条件は、その組織または体液において臨床的通常範囲であるように考
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慮される。この態様において、異常組織または体液電解質濃度は、通常範囲の上または下
から選択されることがある。
【００３３】
　本開示において使用されるように、用語「抗原決定基」は、酵素ポリペプチドのような
抗原上の抗原性決定要素に関連する。そして、酵素特異抗体のような抗体の抗原結合部位
が結合する。抗原決定基は通常、アミノ酸または当側鎖のような分子の化学表面活性分属
からなり、及び、特異３次元構造性質も特異的な電荷性を有することがある。本明細書で
使用されているように、「抗原決定基」は、抗原のその部分または抗体の本体と結合する
可変領域と相互に作用する結合相互佐用を形成することができる他の巨大分子を意味する
。典型的には、このような結合相互作用は、１つまたはそれ以上のＣＤＲのアミノ酸残基
との分子間作用として明らかにされる。
【００３４】
　本明細書で使用されているように、「酵素」は特定の触媒作用の性質を有するタンパク
質である。例えば、基質濃度、ｐＨ、温度及び阻害剤の有無などの要因は、触媒作用の割
合に作用することがある。典型的には、野生型酵素において、Ｑ１０（温度係数）は温度
が１０℃上昇するごとに反応割合の増加を記載する。野生型酵素において、Ｑ１０＝２～
３であり、換言すれば、反応割合は、温度が１０℃増加するごとに２倍または３倍となる
。高温にて、タンパク質は変性する。酵素最適値とわずかに異なるｐＨ値で、酵素及びお
そらく基質分子の電荷において小さな変化が生じる。イオン化における変化は、基質分子
の結合に作用することがある。極端なｐＨレベルで、酵素は変性を生じ、そこにおいて、
活性部位が歪められ、及び、基質部位はもはや適合しない。
【００３５】
　本明細書で使用されているように、用語「発達」または「発達する」は、１つまたはそ
れ以上の、新規なポリペプチドをエンコードする新規なポリヌクレオチドを生成する突然
変異生成の方法を用いることを意味するものであり、新規なポリペプチドは改良された生
体分子そのものであり、及び／または、他の改良された生体分子の生成に貢献する。特定
の非限定的な態様において、本開示は親野生型タンパク質から条件的活性型生物学的タン
パク質の発達に関するものである。一態様において、例えば、発達は、本明細書に参照に
より組み込まれた米国特許出願番号２００９／０１３０７１８に開示される非確率的なポ
リヌクレオチドキメラ化及び非確率的に突然変異を指令された部位の両方を実行する方法
を意味するものである。より詳しくは、本開示は、正常生理条件においては野生型親酵素
と比較して活性の減少を示すが、１つまたはそれ以上の異常条件下では野生型酵素と比較
して活性を強化する条件的活性型生物学的酵素の発達のための方法を提供するものである
。
【００３６】
　用語「フラグメント」、「誘導体」及び「相似器官」は、参照ポリペプチドを参照する
際に、少なくとも１つの、少なくとも本質的に参照ポリペプチドと同じ生理機能または活
性を保有するポリペプチドを有する。さらに、用語「フラグメント」、「誘導体」及び「
相似器官」は、著しく高い活性を有する成熟した酵素を生成するために開裂により修飾さ
れうる低活性前駆タンパク質のような「前形態」分子によって例示される。
【００３７】
　「単一アミノ酸置換の全範囲」が各アミノ酸部位に示されている、テンプレートポリペ
プチドから子孫ポリペプチドを生成するための方法が本明細書において提供されている。
本明細書に使用されるように、「単一アミノ酸置換の全範囲」は、本明細書に記載されて
いるようにアルファ－アミノ酸を形成する、２０の自然にエンコードされたポリペプチド
に関するものである。
【００３８】
　用語「遺伝子」はポリペプチド鎖の生成において含まれるＤＮＡセグメントを意味し、
個々のコーディングセグメント（エキソン）間に介在配列（ニトロン）と同様にコーディ
ング領域（リーダー及びトレーダー）を先行する、及び、続く領域を含む。
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【００３９】
　本明細書に使用されるように「遺伝的不安定性」は、反復配列の損失による配列簡易化
を通常含む減少事象の工程によって失われる、反復性の高い配列の自然な傾向を意味する
。欠失は、反復の１つのコピー及び反復間の全ての損失を含むことがある。
【００４０】
　用語「非相同」は、一本鎖核酸配列が、他の一本鎖核酸配列またはその相補的配列にハ
イブリダイズできないことを意味する。したがって、非相同な部分は、ポリヌクレオチド
またはポリヌクレオチドが、他の核酸またはポリヌクレオチドにハイブリダイズできない
配列における部分または領域を有することを意味する。このような領域または部分は例え
ば変異の部分である。
【００４１】
　用語「相同」または「相同」は、一本鎖核酸配列が相補的な一本鎖核酸配列にハイブリ
ダイズできることを意味する。ハイブリダイゼーションの程度は、配列間の同一性の量、
及び、後述するような温度及び塩濃度のようなハイブリダイゼーション条件を含む要因の
数によることがある。好適には、同一の領域が約５ｂｐより大きく、さらに好適には、同
一の領域が１０ｂｐよりも大きい。
【００４２】
　本開示の利益は「産業的応用」（または産業的工程）にまで及び、用語は、非商業的な
産業的応用（例えば、非営利機関での正医学的調査）と同様に、適切な商業的な産業的（
または単に産業的な）応用を含むために用いられる。関連する応用には、診断、医学、農
業、製造及び学究的世界の分野を含む。
【００４３】
　「同一な」または「同一」は、２つの核酸が同じ配列または相補的な配列を有すること
を意味する。したがって、「同一の部分」は、ポリヌクレオチドの領域または部分、また
はポリヌクレオチド全体が、他のポリヌクレオチドの部分に対して同一または相補的であ
ることを意味する。
【００４４】
　用語「分離された」は、その材料が元の環境（例えば、それが自然に発生するものであ
れば、自然環境）から除去されることを意味する。例えば、自然に発生するポリヌクレオ
チドまたは生きている動物内に存在する酵素は分離されていないが、同じポリヌクレオチ
ドまたは酵素でも、自然系において共存する材料のいくつかまたは全てから離されたもの
は、分離されている。このようなポリヌクレオチドはベクターの一部であることがあり、
及び／または、このようなポリヌクレオチドまたは酵素は、組成物の一部であることがあ
り、及び、このようなベクターまたは組成物はその自然環境の一部でないという点で、ま
だ分離される。
【００４５】
　用語「分離された核酸」は核酸、例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子を定義するのに用い
られる。ＤＮＡまたはＲＮＡ分子のような核酸は、それが誘導される有機体の自然発生遺
伝子において存在するときに通常直接に隣接する５’及び３’隣接配列に、直接隣接しな
い。従って、用語は、例えば、プラスミドまたはウイルスベクター、異種細胞の遺伝子内
（または異種細胞の遺伝子ではあるが、自然は生のものとは異なる部位）に組み込まれた
核酸、及び、例えばＰＣＲ増幅または制限酵素消化によってつくられたＤＮＡフラグメン
ト、または、生体外転写でつくられたＲＮＡ分子のような分離された分子として存在する
核酸のように、ベクター内に組み込まれる核酸を言い表す。この用語はまた、例えば溶融
タンパク質の製造において用いることができる付加的タンパク質をエンコードする交雑遺
伝子の一部を形成する組換え核酸も意味する。
【００４６】
　本明細書で使用されるように、「リガンド」はランダムペプチドまたは可変セグメント
配列のような特異的受容体によって認識される分子を意味する。当業者が認識しているよ
うに、分子（または高分子複合体）は、受容体でもリガンドでもありうる。一般的に、よ
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り小さい分子量を有する結合対はリガンドと呼ばれ、より大きい分子量を有する結合対は
受容体と呼ばれる。
【００４７】
　「結紮」は２つの二本鎖核酸フラグメント間でリン酸ジエステル結合を形成する方法に
関連する（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８２）．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ．Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｕｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ．，
ｐ．１４６；　Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ，　２ｎｄ　Ｅｄ．，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９）。提供された方法
でなければ、結紮は、結紮されるＤＮＡフラグメントのほぼ等モル量の０．５マイクログ
ラムにつき１０ユニットのＴ４　ＤＮＡリガーゼ（「リガーゼ」）を有する既知のバッフ
ァー及び条件を使用して達成されることもある。
【００４８】
　本明細書で使用されるように、「リンカー」または「スペーサー」は、例えば、ランダ
ムペプチドが、タンパク質を結合するＤＮＡから最少の立体障害を有する受容体に結合す
ることができるように、タンパク質及びランダムペプチドを結合するＤＮＡのような２つ
の分子を結合し、及び、好適な立体配置に２つの分子を配置するのに役立つ。
【００４９】
　本明細書で使用されるように、「微小環境」は、組織の他の領域または体の領域とは、
一定または時間的に、物理的または化学的な差異を有する組織または体の任意の部分また
は領域を意味する。
【００５０】
　本明細書で使用されるように、「発達する分子性質」は、ポリヌクレオチド配列からな
る分子、ポリペプチド配列からなる分子、及び、ポリヌクレオチド配列の一部及びポリペ
プチド配列の一部からなる分子を参照することを含む。特に関連して、これに限定するこ
とは意味しないが、発達する分子性質の実施例は、温度、塩分濃度、浸透圧、ｐＨ、酸化
、及びグリセロール、ＤＭＳＯ、洗浄剤及び／または反応環境において接触させる任意の
他の分子の種類の濃度のような特異的条件でのタンパク質活性を含む。加えて特に関連し
て、これに限定することは意味しないが、発達する分子性質の実施例は、安定性、例えば
、指定された環境に指定された露出時間の後にある残余分子性質の量を含む。
【００５１】
　用語「変異」は、野生型核酸配列の配列における変化、または、ペプチドにおける配列
の変化を意味する。このような変異は、転移または塩基転換のような点変異であることも
ある。変異には、欠失、挿入、または複製であることがある。
【００５２】
　本明細書で使用されるように、縮退「Ｎ、Ｎ、Ｇ／Ｔ」ヌクレオチド配列は、３２の可
能な三重項を表し、ここにおいて、「Ｎ」は、Ａ、Ｃ、ＧまたはＴでありうる。
【００５３】
　用語「自然発生」は、本明細書で使用されているように、対象が自然においてみられる
という事実に関連して適用されるものである。例えば、自然において原料から分離されう
る有機体（ウイルスを含む）に存在するポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列で、実
験室内で人によって意図的に修飾されたのではないものは自然発生である。一般的に、用
語「自然発生」は、種において典型的であるように、非病理学的な（病気ではない）個体
において存在するような対象に関連する。
【００５４】
　本明細書で使用されるように、「正常生理条件」または「野生型操作条件」は、対象へ
の投与の部位または作用部位での通常範囲内で考慮される温度、ｐＨ、浸透圧、オスモル
濃度、酸化及び電解質濃度の条件である。
【００５５】
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　本明細書で使用されるように、「核酸分子」は、一本鎖または二本鎖であるかによって
、それぞれ少なくとも一塩基または一塩基対からなる。さらに、核酸分子は、非限定では
あるが、ＲＮＡ、ＤＮＡ、遺伝子核酸、非遺伝子核酸、自然発生及び非自然発生核酸、及
び合成核酸など核酸分子の群などのような分子を含むヌクレオチドの任意の群にのみ、ま
たはキメラ的に属することができる。これは、非限定的な実施例として、ミトコンドリア
、リボソームＲＮＡ、及び、１つまたはそれ以上の自然発生の成分と自然発生ではない成
分からキメラ的になる核酸分子のような任意の細胞小器官に関連した核酸を含む。
【００５６】
　加えて、「核酸分子」は、非限定ではあるが、部分的に１つまたはそれ以上のアミノ酸
及び糖などのようなヌクレオチドに基づいていない成分を含むことがある。従って、実施
例であり、限定するものではないが、部分的にヌクレオチドに基づき、部分的にタンパク
質に基づくリボザイムは「核酸分子」とみなされる。
【００５７】
　加えて、これに限定されるわけではないが、実施例として、放射性または非放射性ラベ
ルのような検出可能な部分によってラベル化される核酸分子は、同様に「核酸分子」とみ
なされる。
【００５８】
　用語「～をコードする核酸配列」、または「～の配列をコードするＤＮＡ」、または、
「～をエンコードするヌクレオチド配列」、特に酵素をエンコードするヌクレオチド配列
－他の同義の用語と同様に－適当な調節配列の制御下におかれた際に、転写され、及び、
酵素内に転換されたＤＮＡ配列に関するものである。「プロモーター配列」は、細胞内で
ＲＮＡポリメラーゼを結合し、配列をコード化する下流方向（３’方向）の転写を開始さ
せることができるＤＮＡ調節領域である。プロモーターは、ＤＮＡ配列の一部である。こ
の配列領域は、３’末端に開始コドンを有する。プロモーター配列は、バックグラウンド
より高い検出可能なレベルで転写を開始するのに必要な成分である、最小限の塩基を含む
。しかしながら、ＲＮＡポリメラーゼが配列を稀有合資、転写が開始コドン（プロモータ
ーを有する３’末端）で開始された後、転写は３’方向において下流に進行する。プロモ
ーターにおいて、配列は、ＲＮＡポリメラーゼの結合を負う領域（共通配列）を結合する
タンパク質と同様に、転写開始部位（便宜上、ヌクレアーゼＳＩを有するマッピングによ
って定義される）で見つかる。
【００５９】
　用語「酵素（タンパク質）をエンコードする核酸」または「酵素（タンパク質）をエン
コードするＤＮＡ」または「酵素（タンパク質）をエンコードするポリヌクレオチド」及
び他の同義の用語は、酵素のためのコーディング配列のみを含むポリヌクレオチドも付加
的コーディング配列及び／または非コーディング配列を含むポリヌクレオチドも包括する
ものである。
【００６０】
　一好適な実施形態において、「特異的核酸分子種」は、これに限定されるわけではない
が、その一時配列によって例示されるように、その化学的構造により定義される。他の好
適な実施形態において、「特異的核酸分子種」は、核酸種の機能によって、または、核酸
種から誘導された生成物の機能によって定義される。したがって、非限定的な実施例とし
て、「特異的核酸分子種」は、その発現した生成物に起因する活性または性質を含む、１
つまたはそれ以上のそれに起因する活性または性質によって定義される。
【００６１】
　「核酸ライブラリーの中に作用核酸試料を構築すること」の即時定義は、ベクター内の
結紮及び宿主の変換によるような、収集に基づいたベクター内へ核酸試料を組み込む工程
を含む。関連するベクター、宿主及び他の試薬の記載は、それらの特異的非限定の実施例
と同様に以下に提供される。「核酸ライブラリーの中に作用核酸試料を構築すること」の
即時定義はまた、接着体への結紮によるような、収集に基づいた非ベクター内へ核酸試料
を組み込む工程も含む。好適には接着体は、ＰＣＲによる増幅を容易にするためのＰＣＲ
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プライマーへアニールすることができる。
【００６２】
　また、非限定的な実施形態において、「核酸ライブラリー」は、１つまたはそれ以上の
核酸分子のコレクションに基づいたベクターからなる。他の好適な実施形態において、「
核酸ライブラリー」は、核酸分子のコレクションに基づいた非ベクターからなる。さらに
他の好適な実施形態において、「核酸ライブラリー」は、部分的にベクターに基づき、部
分的に非ベクターに基づく核酸分子のコレクションの結合からなる。好適には、ライブラ
リーからなる分子のコレクションは、個々の核酸分子の種類に応じて検索可能及び分離可
能である。
【００６３】
　本開示は「核酸構築物」または「ヌクレオチド構築物」、または「ＤＮＡ構築物」を提
供するものである。用語「構築物」は、ベクターまたはベクターの部分のような１つまた
はそれ以上の付加的分子部分に任意に化学結合されることもあるポリヌクレオチド（例え
ば酵素ポリヌクレオチド）のような分子を記載するのに本明細書において用いられる。特
定の態様において、態様の限定を意味するわけではないが、ヌクレオチド構築物は、宿主
細胞の形質転換に適したＤＮＡ発現構築物によって例証されている。
【００６４】
　「オリゴヌクレオチド」（または「オリゴ」と同義語）は、一本鎖ポリデオキシヌクレ
オチドまたは化学合成された相補的ポリデオキシヌクレオチド鎖に関するものである。こ
のような合成オリゴヌクレオチドは５’リン酸塩を有することも有さないこともある。こ
れらは、キナーゼの存在下においてＡＴＰとリン酸を加えることなく他のオリゴヌクレオ
チドに連結することはない。合成オリゴヌクレオチドは、脱リン酸化されないフラグメン
トに連結される。ポリメラーゼに基づいた増幅（例えばＰＣＲによる）を得るため、「連
続して少なくとも第一相同配列、変性Ｎ、Ｎ、Ｇ／T配列、及び第二相同配列からなる３
２倍変性オリゴヌクレオチド」は言及される。この文脈で用いられているように、「相同
」は、オリゴ及びポリメラーゼに基づいた増幅に供される親ポリヌクレオチド間で相同性
に参照されるものである。
【００６５】
　本明細書で使用されるように、用語「操作可能な状態で結合」は、機能的関係性におけ
るポリヌクレオチド要素の結合を意味する。核酸は、他の核酸配列と機能的関係性におか
れた際に「操作可能な状態で結合」である。例えば、それがコーディング配列の転写に影
響を及ぼす場合、プロモーターまたはエンハンサーはコーディング配列に操作可能な状態
で結合される。操作可能な状態で結合は、結合されているＤＮＡ配列が、典型的には隣接
しており、及び、２つのタンパク質コーディング領域を接合するのに必要な場合、隣接し
、リーディングフレーム内にあることを意味する。
【００６６】
　ＲＮＡポリメラーゼが単一ｍＲＮＡにおいて２つのコーディング配列を転写するときに
、コーディング配列は、他のコーディング配列に「操作可能な状態で結合」し、両方のコ
ーディング配列に由来したアミノ酸を有する単一ポリペプチド内に翻訳される。発現され
た配列が所望のタンパク質をつくるために最終的に処理される限り、コーディング配列は
、互いに隣接する必要はない。
【００６７】
　本明細書で使用されるように、用語「親のポリヌクレオチドセット」は１つまたはそれ
以上の異なるポリヌクレオチド種からなる。通常、この用語は、好適には親のセットの突
然変異生成により得られる子孫ポリヌクレオチドセットを参照するのに用いられ、この場
合において、用語「親の」、「起動」及び「テンプレート」は、互換性がある。
【００６８】
　用語「患者」または「対象」は、治療の目的となる、ヒトのような例えば哺乳類などの
動物を意味する。対象または患者には男性でも女性でもありうる。
【００６９】



(15) JP 2012-519499 A 2012.8.30

10

20

30

40

50

　本明細書で使用されるように、用語「生理条件」は、温度、ｐＨ、浸透圧、イオン化強
度、粘度など、生菌に適合できる、及び／または、生存可能な培養酵母または哺乳類細胞
において通常細胞内に存在する生化学的限定要素を意味するものである。例えば、典型的
な実験培養条件下で成長した酵母細胞内において細胞内条件とは生理的条件である。生体
外転写カクテルにおける適当な生体外反応条件は正常生理的条件である。一般的に、生体
外生理的条件は、５０～２００ｍＭの塩化ナトリウムまたは塩化カリウム、ｐＨ６．５～
８．５、２０～４５℃及び０．００１～１０ｍＭの二価陽イオン（例えばＭｇ＋＋、Ｃａ
＋＋）、好適には、約１５０ｍＭの塩化ナトリウムまたは塩化カリウム、ｐＨ７．２～７
．６、５ｍＭの二価陽イオン及びしばしば、０．０１～１．０％非特異的タンパク質（例
えばＢＳＡ）からなる。非イオン洗剤（Ｔｗｅｅｎ、ＮＰ－４０、トリトンＸ－１００）
がしばしば存在することがあり、通常、約０．００１～２％であり、典型的には０．０５
～０．２％である（ｖ／ｖ）。特定の水溶条件は、従来技術によると実行者によって選択
される。一般的な手引きにおいて、以下の緩衝水溶液条件は適用可能である。１０～２５
０ｍＭの塩化ナトリウム、５～５０ｍＭのトリス塩酸、ｐＨ５～８、任意の二価陽イオン
の添加及び／または金属キレート剤及び／または非イオン洗剤及び／または膜画分及び／
または消泡剤及び／またはシンチラント（ｓｃｉｎｔｉｌｌａｎｔｓ）。正常生理条件は
、患者において通常範囲とみなされる、患者の生体内または投与の部位における対象、ま
たは作用部位における温度、ｐＨ、浸透圧、オスモル濃度、酸化及び電解質濃度を意味す
る。
【００７０】
　標準規定（５’～３’）は二本鎖ポリヌクレオチドの配列を記載するために本明細書に
おいて用いられる。
【００７１】
　用語「個体群」は、ポリヌクレオチド、ポリヌクレオチドの部分またはタンパク質のよ
うな組成物の収集を意味する。「混合された個体群」は、核酸またはタンパク質の同じ属
ではある（つまり関連している）が、その配列において異なり（つまり同一ではない）従
ってその生理的知的活性において異なる組成物の収集である。
【００７２】
　「代用形」を有する分子とは、参照代用形分子との比較において、異なる性質（例えば
活性の増加）を有するより成熟した分子形態を得るために、１つまたはそれ以上の共有結
合及び非共有結合化学的修飾（例えば、グリコシル化、タンパク質分解開裂、二量体化ま
たはオリゴマー化、温度による誘発またはｐＨによって誘発された高次構造的変化、補助
因子との会合など）の任意の組み合わせを途中で経た分子を意味する。２つまたはそれ以
上の化学的修飾（例えば、２つのタンパク質分解開裂、またはタンパク質分解開裂及び非
グリコシル化）が成熟した分子の製造への途中で区別されることができるときに、参照前
駆体分子は、「前駆代用形」分子と称される。
【００７３】
　本明細書で使用されているように、用語「擬似ランダム」は、限られた可変性を有する
一組の配列を意味する。例えば、他の位置の残基可変性の程度は、任意の擬似ランダム位
置以外の残基変異のある程度を与えられるが、制限はされる。
【００７４】
　本明細書で使用されるように、「準繰り返しユニット」は、再集合された繰り返しに関
連するものであり、定義上同一ではない。実際この方法は、同一開始配列の突然変異誘発
によって製造された実際に同一なエンコーディングユニットだけでなく、いくつかの領域
において著しく分岐することのある類似または関連した配列の再集合も提唱される。それ
にもかかわらず、配列がこの方法によって再集合するのに十分な相同を含む場合、「準繰
り返し」ユニットと呼ばれることができる。
【００７５】
　本明細書で使用されるように、「ランダムペプチドライブラリー」は、ランダムペプチ
ドのセットをエンコードするポリヌクレオチド配列のセット、及び、これらのランダムペ
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プチドを含む溶融タンパク質と同様に、これらのポリペプチド配列によってエンコードさ
れるランダムペプチドのセットを意味する。
【００７６】
　本明細書で使用されるように、「ランダムペプチド配列」は２つまたはそれ以上のアミ
ノ酸モノマーからなり、及び、確率的またはランダムな工程によって構成されるアミノ酸
配列を意味する。ランダムペプチドは、枠組みまたは足場材料を含むことがあり、不変配
列を有することがある。
【００７７】
　本明細書で使用されるように、「受容体」は与えられたリガンドに親和性を有する分子
を意味するものである。受容体は自然発生または合成分子であることがある。受容体は、
不変状態で使用される、または他の種との集合体として使用されることがある。受容体は
、直接的にまたは特異的結合物質を介して結合メンバーに共有結合で、または非共有結合
で結合されることがある。受容体の実施例は、これに限定されないが、単クローン抗体及
び特異的抗原決定基（例えばウイルス、細胞、または他の材料）との抗血清試薬、細胞膜
受容体、糖及び糖タンパク質複合体、酵素、及びホルモン受容体を含む。
【００７８】
　「組換え」酵素は、組換えＤＮＡ技術によって生成される酵素、つまり、所望の酵素を
エンコードする外因性ＤＮＡ構成によって形質転換された細胞から生成される。「合成」
酵素は、化学合成によって調製される。
【００７９】
　用語「関連ポリヌクレオチド」は、ポリヌクレオチドの領域または部分が同一であるこ
と、及び、ポリヌクレオチドの領域または部分が非相同であることを意味する。
【００８０】
　本明細書で使用されるように、「減少的再集合」は繰り返し配列によって媒介される欠
失（及び／または挿入）を介して生じる分子多様性における増加を意味するものである。
【００８１】
　以下の用語「参照配列」、「比較ウィンドゥ」、「配列同一性」、「配列同一性の割合
」及び「実質的に同一」は、２つまたはそれ以上のポリヌクレオチド間の配列の関係性を
記載するのに用いられる。
【００８２】
　「参照配列」は配列比較の基礎として使用される定義された配列である。参照配列は、
より大きい配列のサブセット、例えば、全長ｃＤＮＡのセグメントまたは配列リストにお
いて与えられる遺伝子配列のセグメント、または完全なｃＤＮＡまたは遺伝子配列からな
ることがある。一般的に、参照配列は長さにおいて少なくとも２０ヌクレオチドであり、
しばしば、長さにおいて少なくとも２５ヌクレオチドであり、及び、しばしば、長さにお
いて少なくとも５０ヌクレオチドである。２つのポリヌクレオチドが、それぞれ（１）２
つのポリヌクレオチド間で類似の配列（つまり、完全なポリヌクレオチド配列の部分）か
らなり、及び（２）さらに、２つのポリヌクレオチド間で分岐する配列からなることがあ
るため、２つ（またはそれ以上）のポリヌクレオチド間での配列比較は、配列類似性の局
所的領域を同定し、及び、比較するために、「比較ウィンドゥ」上で２つのポリヌクレオ
チドの配列を比較することによって典型的に実行される。
【００８３】
　「反復インデックス（ＲＩ）」は、本明細書で使用されているように、クローニングベ
クター内に含まれる準繰り返しユニットのコピーの平均数である。
【００８４】
　用語「制限部位」は、制限酵素の作用の発現に必要な認識配列を意味し、接触開裂の部
位を含む。開裂の部位は、低い曖昧性配列（つまり、制限部位の発生の頻度の主要な決定
要素を含む配列）からなる制限部位の部分において含まれること、または含まれないこと
があると認められる。従って、多くの場合、関連のある制限部位は、内部開裂部位（例え
ば、ＥｃｏＲＩ部位においてＧ／ＡＡＴＴＣ）または直接隣接開裂位置（例えば、Ｅｃｏ
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ＲＩＩ部位において／ＣＣＷＧＧ）を有する低い曖昧性配列のみを含む。他の場合におい
て、関連のある制限酵素（例えばＥｃｏ５７Ｉ部位またはＣＴＧＡＡＧ（１６／１４））
は外部開裂部位（例えば、Ｅｃｏ５７Ｉ部位のＮ．Ｓｕｂ．１６部分において）を有する
低両義性配列（例えば、Ｅｃｏ５７Ｉ部位のＣＴＧＡＡＧ配列）を含む。酵素（例えば制
限酵素）がポリヌクレオチドを「開裂する」というのは、制限酵素がポリヌクレオチドの
開裂を触媒するまたは容易にすることを意味すると理解されている。
【００８５】
　非限定的な態様において、「選択可能なポリヌクレオチド」は、５’末端領域（または
終止領域）、中間領域（例えば、内部または中央領域）及び３’末端領域（または終止領
域）からなる。本態様で使用されているように、５’末端領域は、５’ポリヌクレオチド
末端（または５’ポリヌクレオチド終止）の方に位置する領域である。従って、ポリヌク
レオチドの５’半分における部分または全体である。同様に、３’末端領域は、３’ポリ
ヌクレオチド末端（または３’ポリヌクレオチド終止）の方に位置する領域である。従っ
て、ポリヌクレオチドの３’半分における部分または全体である。この非限定的例証で使
用されているように、任意の２つの領域間で、または３つの全ての領域間で配列が重複し
ていることがある。
【００８６】
　用語「配列同一性」は、比較ウィンドゥ上で、２つのポリヌクレオチド配列が同一であ
る（つまりヌクレオチド単位でヌクレオチドごとに）ことを意味する。用語「配列同一性
の割合」は、比較ウィンドゥ上で最適に整列された２つの配列を比較する工程、適合位置
数を得るために同一核酸塩基（例えば、Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、ＵまたはＩ）が両配列において
発生する位置の数を決定する工程、適合位置数を比較ウィンドゥにおける位置の全数（つ
まりウィンドゥサイズ）によって割る工程、配列同一性の割合を得るために結果に１００
を掛ける工程、によって計算される。本明細書で使用される、この「実質的に同一」は、
ポリヌクレオチドの配列の特徴を示すものであり、ここにおいて、ポリヌクレオチドは、
少なくとも２５～５０ヌクレオチドの比較ウィンドゥの参照配列と比較して、少なくとも
８０％の配列同一性、好適には少なくとも８５％の同一性、しばしば９０～９５％の配列
同一性、及び最も一般には少なくとも９９％配列同一性からなり、ここにおいて、配列同
一性の割合は、比較ウィンドゥ上で参照配列の全２０％またはそれ以下の欠失または付加
を含むことのあるポリヌクレオチド配列と参照配列を比較することによって計算される。
【００８７】
　当業者において知られているように、２つの酵素間の「類似性」は、第二酵素の配列に
アミノ酸配列及びその酵素の保存されているアミノ酸サブユニットを比較することによっ
て決定される。類似性は、当業者においてよく知られているように、ＢＬＡＳＴプログラ
ム（国立生物工学情報センターでのＢａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅ
ａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）の手順によって決定される。
【００８８】
　分子対（例えば、抗体－抗原対または核酸対）のメンバーは、他の非特異的分子に対し
てよりも強い親和性で互いに結合している際に、互いに「特異的に結合している」といわ
れる。例えば、抗体は、抗原に対して非特異的タンパク質よりも効率よく結合するため、
抗原と特異的に結合すると記載されることができる。（同様に、塩基対相互作用によって
標的と特異的に二本鎖を形成している場合、核酸プローブは、標的核酸と特異的に結合す
ると記載されることができる（上記を参照）。）
　「特異的ハイブリダイゼーション」は、本明細書において、第一ポリヌクレオチド及び
第二ポリヌクレオチド（例えば、第一ポリヌクレオチドと違いを有するが、実質的には同
一な配列を有するポリヌクレオチド）間での交雑の形態として定義したものであり、ここ
において、実質的に無関係なポリヌクレオチド配列は混合物において交雑を形成しない。
【００８９】
　用語「特異的ポリヌクレオチド」は、特定の終末点、及び、特定の核酸配列を有するポ
リヌクレオチドを意味する。２つのポリヌクレオチドにおいて、１つのポリヌクレオチド
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が第二のポリヌクレオチドの一部として同一の配列を有するが、異なる末端が２つの異な
る特異的ポリヌクレオチドからなる。
【００９０】
　「厳密なハイブリダイゼーション条件」は、配列間で少なくとも９０％同一、好適には
少なくとも９５％同一、最も好適には少なくとも９７％同一であるときのみハイブリダイ
ゼーションが生じることを意味する。Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ，　２ｎｄ　Ｅｄ
．，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　
１９８９を参照すること、本明細書にその全体は参照によって組み込まれている。
【００９１】
　本開示においてはまた、酵素ポリペプチドの配列と「実質的に同一な」配列を有するポ
リペプチドも含まれる。「実質的に同一な」アミノ酸配列は、保存アミノ酸置換によって
のみ参照配列と異なる配列であり、例えば、同じ種類の別の１つのアミノ酸の置換である
（例えば、イソロイシン、バリン、ロイシンまたはメチオニンのような疎水性アミノ酸か
ら他の疎水性アミノ酸への置換、または、アルギニンからリシンへの置換、グルタミン酸
からアスパラギン酸への置換またはグルタミンからアスパラギンへの置換のように、ある
極性アミノ酸から他の極性アミノ酸への置換）。
【００９２】
　加えて、「実質的に同一な」アミノ酸配列は、参照配列とは異なる配列、または、非保
存的置換、欠失または挿入のような置換が分子の活性部位ではない部位で発生するとき、
１つまたはそれ以上の非保存的置換、欠失または挿入によって異なる配列であり、ポリペ
プチドがその行動性質を基本的に保持すると定めた配列である。例えば、１つまたはそれ
以上のアミノ酸は酵素ポリペプチドから除かれることがあり、結果として、著しくその生
物学的活性を変えることなく、ポリペプチドの構造の修飾となる。例えば、酵素生理的活
性において必要とされない、アミノ－またはカルボキシル－末端アミノ酸は除かれること
がある。このような修飾は、より小さな活性酵素ポリペプチドの開発につながることがあ
る。
【００９３】
　本開示は「実質的に純粋な酵素」を提供するものである。用語「実質的に純粋な酵素」
は、自然に関連付けられる他のタンパク質、脂質、糖、核酸及び他の生理的材料を実質的
に含まないポリペプチド（例えば酵素ポリペプチド、またはそれらのフラグメント）のよ
うな分子を記載するのに本明細書において用いられる。例えば、ポリペプチドのように、
実質的に純粋な分子は、対象の分子において乾燥重量で少なくとも６０％であることがあ
る。ポリペプチドの純度は、例えば、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（例えばＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）、カラムクロマトグラフィー（例えば高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ
））、及びアミノ－末端アミノ酸配列分析を含む標準的な方法を使用して決定される。
【００９４】
　本明細書で使用されるように「実質的に純粋」は、対象となる種が、支配的な種である
ことを意味し（つまり、モルベースで、組成物において任意の他の個別の分子より豊富で
ある）、及び好適には、実質的に精製された断片は、対象となる種が存在する全ての高分
子種の少なくとも約５０％（モルベースで）からなる組成物である。一般的に、実質的に
純粋な組成物は、組成物において存在する高分子種の約８０～９０パーセント以上からな
る。最も好適には、対象となる種は、基本的に均質に精製され（汚染物質種は従来の検出
方法によって組成物において検出されることができない）、ここにおいて、その構成は基
本的に単一の高分子種からなる。溶解種、小さな分子（<５００ドルトン）及び基本的な
イオン種は高分子種とはみなされない。
【００９５】
　用語「治療する」は、（１）状態、疾患または条件の臨床的または潜在的症状に苦しむ
、またはそれらに罹患しやすいが、状態の臨床的または潜在的症状、疾患または条件をま
だ経験していないまたは示していない動物において進行する状態、疾患または条件の臨床
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的症状の出現を防止するまたは遅延させること、（２）状態、疾患または条件を阻害する
こと（つまり、疾患または維持療法の場合においてはそれらの逆戻りまたは、少なくとも
１つの臨床的または潜在性症状の進行を抑制し、減少させ、または遅延させること）及び
／または（３）状態を楽にすること（つまり、状態、疾患、または条件または臨床または
潜在性症状の少なくとも１つの後退を引き起こすこと）治療される患者の利点は、統計学
的にも有意であり、または、少なくとも患者または医師に少なくとも認知可能である。
【００９６】
　本明細書で使用されているように、用語「可変性セグメント」は、ランダム、擬似ラン
ダム、または定義された仁配列からなる発生期のペプチドの部分を意味する。「可変性セ
グメント」は、ランダム、擬似ランダム、または定義された仁配列からなる発生期のペプ
チドの部分を意味する。可変性セグメントは変異体及び不変異体残基位置の両方からなる
ことがあり、及び、変異体残基位置における変異体残基の度合いは、限定されることがあ
り、両方の選択肢は、実行者の裁量で選択される。典型的には可変性セグメントは、長さ
において約５～２０アミノ酸残基（例えば８～１０）であり、しかし、可変性セグメント
はそれより長いこともあり、及び、抗体フラグメント、タンパク質結合核酸、受容体タン
パク質などのような抗体タンパク質または受容体タンパク質からなることもある。
【００９７】
　用語「変異体」は、１つまたはそれ以上の野生型タンパク質親分子の塩基対、コドン、
イントロン、エキソンまたはアミノ酸残基（それぞれ）において修飾された開示のポリヌ
クレオチドまたはポリペプチドを意味する。変異体は、例えば、エラープローンＰＣＲ、
シャフリング、オリゴヌクレオチド指定突然変異、アセンブリＰＣＲ、性的ＰＣＲ突然変
異、生体内での突然変異、カセット突然変異、再帰的アンサンブル突然変異、指数的アン
サンブル突然変異、位置特異的突然変異、遺伝子再構築、飽和突然変異及びそれらの任意
の組み合わせのような方法を含む手段の任意の数によって製造される。野生型タンパク質
と比較して、正常生理的条件、例えば温度、ｐＨ、浸透圧、オスモル濃度、酸化及び電解
質濃度の１つまたはそれ以上の条件において活性が減少し、及び、異常条件において活性
が増強される変異体タンパク質を製造するための技術は、本明細書に開示される。変異体
は、野生型タンパク質と比較して、化学的耐性及びタンパク質分解耐性を増強する性質に
おいて付加的に選択される。
【００９８】
　本明細書で使用されているように、用語「野生型」はいかなる変異も有さないポリヌク
レオチドを意味する。「野生型タンパク質」、「野生型タンパク質」、「野生型生物学的
タンパク質」、または「野生型生物学的タンパク質」は、自然においてみられる活性のレ
ベルにおいて活性となり、及び、自然においてみられるアミノ酸配列からなる、自然から
分離されうるタンパク質を意味する。用語「親分子」及び「標的タンパク質」は野生型タ
ンパク質に関するものである。
【００９９】
　「作用試料」における用語「作用」は、例えば、そのうち１つが作用する試料のことで
ある。同様に「作用分子」は、例えば、そのうち１つが作用する分子のことである。
【０１００】
　本開示はまた、野生型条件において可逆的にまたは不可逆的に不活性であるが、野生型
条件と同じまたは等しいレベルの非正常条件においては活性である新規な分子を生成する
ためのタンパク質を操作または発達させる方法を指示する。これらの新規なタンパク質は
また、「Ｍｉｒａｃ」タンパク質として本明細書に参照される。Ｍｉｒａｃタンパク質は
、宿主内において短いまたは限定的な期間において活性化する新規な治療薬の開発におい
て特に価値がある。宿主に有害であるが、限定された活性が、所望の治療を実行するのに
必要である、投与されるタンパク質の拡張された操作において、これは特に価値がある。
有益な適用の実施例は、高濃度においての局所的治療と同様に、高投与量での局所的また
は全身的治療を含む。生理的条件下での不活性化は、投与の組み合わせ及びタンパク質の
不活性化の割合によって決定されることがある。この条件に基づいた不活性化は、触媒活
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性が比較的短い期間において実質的に負の影響を引き起こすとき、酵素治療において特に
重要である。
【０１０１】
　本開示はまた、野生型分子とは異なる新規の分子、経時的に可逆的または不可逆的に、
活性または不活性である、または、体内の特定の器官（例えば膀胱または腎臓）を含む体
内の特定の微小環境においてのみ活性または不活性である新規の分子を生成するためのタ
ンパク質を操作するまたは発達させる方法を指示する。
【０１０２】
　標的野生型タンパク質
　任意の治療的タンパク質は、条件的活性型生物学的タンパク質の製造において、標的タ
ンパク質または野生型タンパク質としての機能を果たす。一態様において、標的タンパク
質は野生型酵素である。現在使用されている治療的タンパク質酵素は、凝血塊の治療にお
いて使用されるウロキナーゼ及びストレプトキナーゼ、他の薬剤の吸収及び分散を増加さ
せる補助剤として使用されるヒアルロニダーゼを含む。一態様において、条件的活性型生
物学的タンパク質の生成のために選択される野生型タンパク質は、野生型タンパク質また
は酵素に関連した有害な副作用を回避するまたは最小限にするために、現在では治療的タ
ンパク質が使用される。あるいは、治療としての使用が現在されていない酵素は、条件的
活性型生物学的タンパク質の生成のために選択されることがある。特定の非限定的実施例
は、以下に詳細に議論される。
【０１０３】
　治療的タンパク質は、単独で、または、様々な疾患または医学的条件を治療するための
他の療法と組み合わせて用いられることがある。本開示の条件的活性型生物学的タンパク
質は、循環疾患、関節炎、多発性硬化症、自己免疫疾患、癌、皮膚科学的状態を含む１つ
またはそれ以上の兆候において使用するための適用ができ、及び、様々な診断形式で使用
できる。タンパク質及び兆候によっては、条件的活性型生物学的酵素タンパク質は、以下
に議論されるように、非経口的、局所的または経口的な剤形で投与されることがある。
【０１０４】
　循環障害－血栓症及び血栓溶解療法
　血栓（凝血塊）は、循環系において形成される血液構成要素に由来する固体の塊として
定義される。血栓は、血液凝固因子、血小板、赤血球及び血管壁との相互作用を含む一連
の事象により形成される。血小板は、血小板、フィブリン及び脈管障害の原因となること
がある補足された血液細胞の血管内凝集である。血流を妨げる、または遮断することによ
って、血栓は、組織への酸素供給を奪う。血栓の断片（塞栓）は、剥離することができ、
より小さい血管を妨げることができる。動脈血栓形成は、潜在性の狭窄－アテローム性動
脈硬化症、低流量状態の心機能、癌における凝固亢進または凝固因子欠乏、または、ステ
ントまたはカテーテルなどの異物を含む任意の様々な要因のいずれかによって誘発される
。動脈虚血につながる血栓は、肢または組織の損傷、急性心筋梗塞（ＡＭＩ）、脳卒中、
切断または腸梗塞に結果としてなることがある。疾病率及び死亡率の大きな原因は、動脈
血栓（冠状動脈血栓及び脳動脈血栓）及び肺血栓の形成である。静脈血栓形成は、外傷、
例えば静止による鬱血、または凝固亢進などの内皮損傷によって生じることがあるが、ア
テローム性動脈硬化は要因とはならない。治療法は、機械的血栓摘出術、薬力学的血栓摘
出術及び血栓溶解を含む。血栓症の治療は、血栓の形成を最小化し、除去を助けるために
用いられる。
【０１０５】
　血栓症の治療は、血小板の活性化を阻害する抗血小板薬剤の使用、抗凝固性治療、及び
／または、凝血を分解するための血栓溶解治療を含む。抗血小板物質の例としては、アス
ピリン、ジピリダモール及びチクロピジンが挙げられる。抗凝固剤の例は、ヘパリン、ワ
ルファリン、ヒルジン、及び活性型ヒトタンパク質Ｃを含む。血栓溶解剤の例は、組織プ
ラスミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）／ｔＰＡ変異体、ウロキナーゼ及びストレプトキナ
ーゼを含む。血栓溶解剤は、作用の触媒型を示す。
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【０１０６】
　急性心筋梗塞における血栓溶解治療は、確立されている。血栓溶解剤の使用は、標準的
な救急治療となった。効果的であるにもかかわらず、これらの製品は、完全な再灌流を患
者の約５０％においてしか成し遂げず、副作用は、高血圧と同様に出血（特に頭蓋内出血
）の危険を含む。傷害性または疾患性血管からの凝血塊の分解は、「線維素溶解」または
「線維素溶解方法」と称される。タンパク質プラスミノーゲンを活性化するプラスミノー
ゲン活性剤によって、線維素溶解はタンパク質分解方法であり、それによって、プラスミ
ンを形成する。タンパク質分解性プラスミンは、凝血塊を溶かすために、フィブリンスト
ランドを分解する。フィブリン特異性プラスミノーゲン活性剤は、組織プラスミノーゲン
活性化因子または変異体を含む。非特異的プラスミノーゲン活性剤は、ストレプトキナー
ゼ及びウロキナーゼを含むことがある。
【０１０７】
　特定の一般的に用いられる血栓溶解治療は、いくつかの利用できる組織プラスミノーゲ
ン活性剤（ｔＰＡ）変異体の１つを利用する。例えば、以前使用のために承認された製品
に基づくｔＰＡ変異体は、Ａｌｔｅｐｌａｓｅ（ｒｔ－ＰＡ）、Ｒｅｔｅｐｌａｓｅ（ｒ
－ＰＡ）及びＴｅｎｅｃｔｅｐｌａｓｅ（ＴＮＫ）である。ｔＰＡ変異体の承認された用
途は、例えば、ＡＭＩに続く心室機能改善における急性心筋梗塞、鬱血性心不全の発病率
の減少、及び、ＡＭＩと関連した死亡率の減少、神経病学的回復を改善するための成人に
おける虚血性脳卒中の管理及び障害の発病率の減少、急性肺塞栓の溶解のため、及び、不
安定な血行動態が付随する肺塞栓の溶解のため、成人における急性大量肺塞栓の管理を含
む。
【０１０８】
　他の一般的に用いられる血栓溶解治療は、ウロキナーゼを利用する。ウロキナーゼは、
抹消血管疾患の処置において使用する標準的溶解剤である。
【０１０９】
　ストレプトキナーゼは、ヒトプラスミノーゲンを結合及び活性化することができる連鎖
球菌のいくつかの種類から分泌されるタンパク質である。ヒトプラスミノーゲンとストレ
プトキナーゼの複合体は、プラスミンを生成するための結合開裂で活性化されることによ
って、他の非結合プラスミノーゲンを加水分解的に活性化することができる。プラスミノ
ーゲンの通常の活性は、Ａｒｇ５６１－Ｖａｌ５６２結合のタンパク質分解によって起こ
る。Ｖａｌ５６２のアミノ基は、Ａｓｐ７４０と塩橋を形成し、活性プロテアーゼプラス
ミンをつくるため高次構造的な変化を生じさせる。プラスミンは、凝血の主要成分である
フィブリンを分解するために血中でつくられる。
【０１１０】
　ストレプトキナーゼは、心筋梗塞（心臓発作）、肺塞栓症（肺凝血）及び深部静脈血栓
症（脚凝血）のいくつかの場合において、有効な凝血塊溶解薬剤として用いられる。スト
レプトキナーゼは線維素溶解剤と呼ばれている一群の薬剤に帰属する。ストレプトキナー
ゼは、心臓壁の動脈における凝血塊を溶かし、心筋への損傷を減らすために、心臓発作の
発症後、可能な限り早く与えられる。ストレプトキナーゼは、細菌製品であるため、本体
はタンパク質に対して免疫を確立する能力を有する。従って、この製品は、最初の投与か
ら４日後以降は、有効ではない可能性があり、及び、アレルギー反応を引き起こす可能性
があるため、与えないことが推奨される。このため、通常、最初の心臓発作の後のみ与え
られ、更なる血栓症は典型的には組織プラスミノーゲン活性剤（ＴＰＡ）により治療され
る。ストレプトキナーゼは、術後癒着を防止するために用いられることもある。
【０１１１】
　ストレプトキナーゼの副作用は、出血（多量及び少量）、低血圧、及び、呼吸抑制及び
アレルギー反応を含む。加えて、抗凝血剤、血小板機能を変える薬剤（例えば、アスピリ
ン、他のＮＳＡＩＤ、ジピリダモール）は、出血の危険性を高めることがある。
【０１１２】
　血栓溶解剤の投与は、通常、注射によって、または急速静注投与によって、または機械
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的注入システムによって行われる。副作用は、重篤には頭蓋内、胃腸、後腹膜、または心
嚢の出血を含むことがある。出血が生じた場合には、直ちに投与を中断しなければならな
い。
【０１１３】
　本開示の特定の実施形態において、ｔＰＡ、ストレプトキナーゼまたはウロキナーゼは
、標的または野生型タンパク質として選択される。
【０１１４】
　一実施形態において、本開示の方法は、通常の生理的条件よりも低い異常温度条件で高
い活性を有し、通常の生理的条件（例えば３７℃）で実質的に非活性または不活性である
、条件的活性型組換え、または合成ストレプトキナーゼ変異体を選択するのに用いられる
。一態様において、異常温度条件は、室温、例えば２０～２５℃である。他の態様におい
て、本開示は、脳卒中または心臓発作を治療する方法を提供するものであり、この方法は
、凝血塊を消去し、ストレプトキナーゼ変異体の急速な不活性化が過剰な出血を回避でき
るように、条件的活性型ストレプトキナーゼ変異体の高用量を脳卒中または心臓発作患者
に投与することからなる。
【０１１５】
　循環障害－レニン／アンギオテンシン
　レニン－アンギオテンシン系は、血圧及び水（流体）バランスを調節するホルモン系で
ある。腎臓は、血液量が低い時にレニンを分泌する。レニンは、ペプチドアンギオテンシ
ンＩに肝臓から分泌されるアンギオテンシノーゲンを加水分解する酵素である。アンギオ
テンシンＩは、アンギオテンシンＩＩに内皮結合したアンギオテンシン変換酵素（ＡＣＥ
）によって、肺においてさらに切断される。アンギオテンシンＩＩは、血管を収縮させ、
結果として血圧を増加させる。しかしながら、アンギオテンシンπも副腎皮質からホルモ
ンアルドステロンの分泌を促進する。アルドステロンは、腎細管でのナトリウム及び水の
再吸収を増加させる。この増加は、体の流体を増加させ、血圧を増加させる。過剰に活発
なレニン－アンギオテンシン系は、血管収縮、及び、ナトリウム及び水の保持につながる
。これらの効果は高血圧につながる。血圧を下げるために、このシステムにおいて異なる
工程を中断する多くの薬がある。これらの薬は、高血圧（高血圧症）、心不全、腎不全及
び糖尿病の有害な影響を制御するための主要な方法の１つである。
【０１１６】
　血液量減少性ショックは緊急状態であり、大量の血液及び／または流体を失うことによ
り、心臓は体細胞に酸素を含ませた血液を適切に灌流することができなくなる。失血は、
外傷、損傷及び内出血によりおこりうる。循環血液の量は、火傷、下痢、過剰な汗または
嘔吐による過剰な流体損失のため減少することがある。血液量減少性ショックの兆候には
、不安、冷たくじっとりした肌、混乱、呼吸促迫または意識消失を含む。検査は低血圧、
低体温及び弱いまたは弱々しいこともある速い脈拍を含むショックの徴候を示す。治療は
、輸液、血液または血液製剤、ショックの治療、及び、血圧及び心拍出量を増加させるた
めのドーパミン、ドブタミン、エピネフリン及びノルエピネフリンのような薬剤を含む。
【０１１７】
　一実施形態に置いて、本開示は、通常の生理的温度では可逆的に不活性化されるが、血
液量減少性ショックにより患者が異常低温であるときには再び活性化される条件的組換え
レニン変異体を選択するための方法を提供する。条件的活性型タンパク質は、体内の流体
量の増加及び血圧の増加を促すために血液量減少性ショックを治療するのに用いられるこ
とがある。
【０１１８】
　循環障害－レイノー現象
　レイノー現象（ＲＰ）は、指、つま先及び時には他の末端の変色を引き起こす血管攣縮
性疾患である。感情的ストレス及び冷えがこの減少の典型的な引き金である。冷温にさら
されると、末端は熱を失う。指及びつま先に供給される血液は、体の核心温度を保つため
に通常ゆっくりとなる。血流は、末端の皮下の小さな動脈の狭窄によって減少する。スト
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レスは、体が冷えるのと同じような反応を引き起こす。レイノー現象においては、通常の
反応が肥大したものである。状態としては、痛み、変色、及び、冷え及び麻痺の感覚を引
き起こすことがある。この現象は結果としてそれぞれの領域への血液供給を減少させる血
管攣縮である。レイノー疾患（初期レイノー現象）において、疾患は突発性である。レイ
ノー症候群（第二レイノー現象）において、現象は、他の扇動因子によって引き起こされ
る。手の温度勾配の測定は、初期及び第二形態間の識別を行う一つの手段である。初期形
態は、第二形態に進行することがあり、極端な場合においては、第二形態は指先の壊死ま
たは壊疽に進行することがある。
【０１１９】
　レイノー現象は、冷えまたは感情的ストレスへの反応の肥大したものである。初期のＲ
Ｐは、微小血管攣縮によって基本的にもたらされる。交感神経系の過剰活性化は、末梢血
管の過度の血管収縮を引き起こし、低酸素症につながる。慢性、再発性の場合は、皮膚、
皮下組織及び筋肉の萎縮となることがある。稀に潰瘍形成及び虚血性壊疽となることもあ
る。
【０１２０】
　レイノー現象のための従来の治療選択肢は、血管を拡張し、循環を促進する処方薬物治
療を含む。これらは、ニフェピジンまたはジルチアゼムのようなカルシウムチャンネル遮
断薬、ノルアドレナリン、血管を収縮させるホルモンの作用を相殺するプラゾシンまたは
ドキサゾシンのようなアルファ遮断薬、及び、ニトログリセリンクリームまたはアンギオ
テンシンＩＩ阻害剤ロサルタン、シルデナフィルまたはプロスタグランジンのような血管
を緩めるための血管拡張薬を含む。フルオキセチン、選択的セロトニン再摂取阻害剤及び
他の抗鬱剤は、生理的ストレッサーによる発症の頻度及び重症度を低減することができる
。これらの薬剤は、頭痛、潮紅及びくるぶし浮腫のような副作用を引き起こすことがある
。薬剤は経時的に効果を失うこともある。
【０１２１】
　皮膚血管収縮及び血管拡張の調節は、変更した交感神経活性及び多くの神経調節を含み
、ＲＥＤＯＸシグナル伝達及びＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ経路のような他のシグナル伝達と同様
に、アドレナリン性および非アドレナリン性を含む。皮膚の血管平滑筋細胞（ｖＳＭＣ）
の血管収縮は、アルファ１及びアルファ２アドレナリン受容体によって伝達されるノルエ
ピネフリンによって活性化されると考えられる。アルファ２Ｃ－ＡＲｓは、トランスゴル
ジから刺激に応答するｖＳＭＣの細胞表面に転座させ、及びこれらの応答のシグナル伝達
は、ＲｈｏＡ／Ｒｈｏｋｉｎａｓｅ（ＲＯＣＫ）シグナル伝達経路を含む。皮膚動脈の冷
たい刺激は、ｖＳＭＣのミトコンドリアの反応性酸素種（ＲＯＳ）の即時の生成につなが
る。ＲＯＳは、ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ経路を介したＲＥＤＯＸシグナル伝達に含まれる。Ｒ
ｈｏＡは、ｖＳＭＣにおける遊走及び細胞収縮のようなアクチン－ミオシン依存工程の調
節の役割をもつＧＴＰ－結合タンパク質である。ＲＰとの可能な包含を有する脈管構造の
周知の機能を有する非アドレナリンニューロペプチドは、カルシトニン遺伝子関連ペプチ
ド（ＣＧＲＰ）、サブスタンスＰ（ＳＰ）、ニューロペプチドＹ（ＮＰＹ）、血管作動性
腸管ペプチド（ＶＩＰ）を含む。Ｆｏｎｓｅｃａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９，　"Ｎｅ
ｕｒｏｎａｌ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｄｙｓｆｕｎｃｔｉ
ｏｎ　ｉｎ　Ｒａｙｎａｕｄ’ｓ　ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ　ａｎｄ　ｓｙｓｔｅｍｉｃ　
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ"，　Ｃｕｒｒ．　Ｖａｓｃｕｌ．　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　７：３
４－３９．
　ＲＰのための新しい治療は、アルファ－２Ｃアドレナリン受容体遮断薬、タンパク質チ
ロシンキナーゼ阻害剤、Ｒｈｏ－キナーゼ阻害剤及びカルシトニン遺伝子関連ペプチドを
含む。
【０１２２】
　カルシトニン遺伝子関連ペプチド（ＣＧＲＰ）はペプチドのカルシトニン族のメンバー
であり、及び、アルファ－ＣＧＲＰ及びベータ－ＣＧＲＰの２つの形態で存在する。アル
ファ－ＣＧＲＰは、カルシトニン／ＣＧＲＰ遺伝子の選択的スプライシングによって形成
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された３７－アミノ酸ペプチドである。ＣＧＲＰは、末梢神経及び中枢神経においてつく
られる最もありふれたペプチドの一つである。それは、効能のあるペプチド血管拡張薬で
あり、痛みの伝導に作用することができる。片頭痛はＣＧＲＰの濃度上昇に関連する共通
の神経疾患である。ＣＧＲＰは、脳内血管を拡張し、及び、血管痛覚を伝導する。ＣＧＲ
Ｐ受容体拮抗薬は、片頭痛の治療として実験された。Ａｒｕｌｍａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，
　２００４，　"Ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ　ｇｅｎｅ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅ　
ａｎｄ　ｉｔ　ｒｏｌｅ　ｉｎ　ｍｉｇｒａｉｎｅ　ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ"
，　Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　５００（１－３）：　３１５－３３０．少
なくとも３つの受容体サブタイプが同定され、ＣＧＲＰは、Ｇタンパク質共役型受容体を
介して作用し、様々な組織におけるペプチドの作用を調節する機能において変化する。受
容体を介したＣＧＲＰの情報伝達は、２つの補助的タンパク質、受容体活性修飾因子タン
パク質１（ＲＡＭＰ１）及び受容体構成タンパク質（ＲＣＰ）に依存している。Ｇｈａｔ
ｔａ　２００４、カルシトニン遺伝子関連ペプチドは、その役割が理解されている。Ｉｎ
ｄｉａｎ　Ｊ．　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　３６（５）：　２７７－２８３。３つの血管拡
張薬、内皮依存性血管拡張薬アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）、内皮非依存性血管拡張薬プ
ロスタサイクリン（エポプロステロール、ＰＧＩ２）及びＣＧＲＰのレイノー現象の患者
への静注の効果の一つ、及びＣＧＲＰの研究は、レイノー現象をもつ患者及びＣＧＲＰ及
びレーザードップラー血流測定法（ＬＤＦ）を用いて制御に適合した年齢及び性別の同程
度の数に対して、レイノー患者においては、皮膚血流増大によって顔及び手の潮赤がＣＧ
ＲＰによって誘導されるが、制御群においては、ＣＧＲＰは顔のみの潮赤を引き起こした
ことを示した。ＰＧ１２は、両群の手及び顔の血流に同様のことを引き起こした。ＡＴＰ
は、患者の手または顔の血流にいかなる重大な変化も引き起こさなったが、制御群の顔に
おける血流は増加させた。Ｓｈａｗｋｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８９，　"Ｓｅｌｅｃ
ｔｉｖｅ　ｓｕｐｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｔｏ　ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ－ｇｅｎｅ
－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｈａｎｄｓ　ｉｎ　Ｒｅｙｎａｕｄ
’ｓ　ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ"．Ｔｈｅ　Ｌａｎｃｅｔ，　３３４（８６７６）：１３５
４－１３５７。一態様において、野生型タンパク質標的分子はＣＧＲＰである。
【０１２３】
　一実施形態において、本開示は、通常の生理的温度において可逆的に不活性であるが、
指が異常低温であるときには再活性される、レイノー症候群に関連するタンパク質の条件
的活性型組換えタンパク質変異体を選択するための方法を提供する。条件的活性型タンパ
ク質は、レイノー現象を治療するため、低循環による指機能の喪失を防止するまたは低減
させるために用いられることがある。
【０１２４】
　循環障害－バソプレッシン
　アルギニンバソプレッシン（ＡＶＰ、バソプレッシン、抗利尿性ホルモン（ＡＤＨ））
は、組織浸透性に関する腎細管での分子の再吸収を制御する多くの哺乳類でみられるペプ
チドホルモンである。バソプレッシンの最も重要な役割の一つは、体内における水分保持
を調節することである。高濃度においては、適度な血管収縮が導かれることで血圧を上昇
させる。バソプレッシンは、尿浸透圧（高濃度）の上昇及び水分排泄の減少を結果として
引き起こす３つの効果を有する。第一に、バソプレッシンは、水分の再吸収及び濃縮尿（
抗利尿）のより少ない量の排出を可能とする腎臓において、集合管細胞の水の透過性の増
大を引き起こす。これは、集合管細胞の頂端膜において、アクアポリン２水分チャンネル
の挿入を介して起こる。第二に、バソプレッシンは、尿素に集合管の内側髄部分透過性の
増大を引き起こし、髄質間質において尿の再吸収の増加を可能にする。第三に、バソプレ
ッシンは、Ｎａ＋、Ｋ＋、２Ｃｌ－共輸送体の活性を増加することによって、ナトリウム
の刺激及びヘンレ係蹄の厚みのある上肢における塩化物の再吸収が起こる。塩化ナトリウ
ム再吸収は、逆流増加の過程によるものであり、集合管髄質での水分再吸収をもたらすア
クアポリンにおいての浸透勾配を提供する。
【０１２５】
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　腎臓の集合管周辺の高張性間質性流体は、水の除去において高い浸透圧を提供する。ア
クアポリンと呼ばれるタンパク質によってつくられる膜貫通チャンネルは、水への浸透性
を非常に高める血漿膜に挿入される。開いているとき、アクアポリンチャンネルは、毎秒
３０億分子の水を透過させることができる。アクアポリン２チャンネルの挿入は、バソプ
レッシンによるシグナル伝達を必要とする。バソプレッシンは、集合管細胞の基底側表面
で受容体（Ｖ２受容体と呼ばれる）と結合する。ホルモンの結合は、細胞内におけるｃＡ
ＭＰのレベルを引き上げる引き金となる。この「第二メッセンジャー」は、集合管細胞の
頂端膜でアクアポリン２チャンネルの挿入に結果としてなる連鎖を開始する。アクアポリ
ンは、腎単位の外へ水を排出し、血流に尿を戻すことから水分の再吸収量を増加させる。
【０１２６】
　脳下垂体からのバソプレッシンの放出においての主要な刺激は、血漿のオスモル濃度を
増加させる。激しい発汗のような体の脱水はどんなものでも血中のオスモル濃度を増加さ
せ、アクアポリン２経路にＶ２受容体へのバソプレッシンを作動させる。結果として、尿
の０．５リットル／日と同じくらい少量が、もとの腎ろ液１８０リットル／日が残存する
ことがある。尿における塩濃度は血中の４倍であることがある。大量の水を飲むなどして
、血液があまりにも希薄となると、バソプレッシン分泌が阻害され、アクアポリン２チャ
ンネルは、エンドサイトーシスによって細胞内に戻される。その結果、血中の４分の１程
度の少量の塩濃度で大量の薄い尿が生成される。
【０１２７】
　減少させたバソプレッシン放出または減少させたＡＶＰへの腎臓の感受性は、尿崩症、
高ナトリウム血症状態（血中のナトリウム濃度の増加）、多尿症（過剰な尿生成）及び多
飲症（口渇）。
【０１２８】
　ＡＶＰ分泌の高レベル（不適当な抗利尿ホルモン（ＳＩＡＤＨ）症候群）及び結果とし
て生じる低ナトリウム血症（低い血液ナトリウム濃度）は、脳疾患及び肺（小さな細胞肺
癌）の条件において生じる。周術期間において、外科的ストレス及びいくつかの一般的に
用いられる薬物（例えば、阿片剤、シントシノン、制吐剤）の作用は、過剰なバソプレッ
シン分泌の同様の状態につながる。これは、数日間程度の低ナトリウム血症を引き起こす
ことがある。
【０１２９】
　バソプレッシン作動薬は、様々な条件において治療的に使用され、及び、その長時間作
用性の合成類似デスモプレッシンは、出血（フォン・ウィルブラント病のいろいろな形に
おいて）の制御及び、児童による寝小便の極端な場合の制御と同様に、低バソプレッシン
分泌を特徴とする条件において使用される。テルリプレッシン及び関連する類似体は、特
定の条件において血管収縮剤として用いられる。バソプレッシン注入は、イノトロープ（
例えばドーパミンまたはノルエピネフリン）の高投与に応じない感染性ショック患者にお
いて、管理の第二ラインとして用いられる。バソプレッシン受容体アンタゴニストは、バ
ソプレッシン受容体で作用を妨げる薬剤である。それらは低ナトリウム血症の治療におい
ても使用されることがある。
【０１３０】
　一実施形態において、本開示は、通常の生理的浸透圧においては可逆的に不活性である
が、血中における異常浸透圧下においては再活性される、バソプレッシン応答において含
まれるタンパク質の条件的生物学的組換えまたは合成タンパク質のための選択の方法を提
供する。他の実施形態において、バソプレッシン応答において含まれるタンパク質の変異
体は、ナトリウム欠乏状態において活性化されるが、通常の血清ナトリウム濃度では不活
性化される。一態様において、ナトリウム欠乏状態は、血清ナトリウム<１３５ｍＥｑ／
Ｌである。
【０１３１】
　癌－アンギオスタチン
　アンギオスタチンはいくつかの動物種において自然発生するタンパク質である。それは
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、内因性血管新生阻害剤（つまり、新しい血管の成長を阻害する）として作用する。アン
ギオスタチンは、内皮細胞の増殖及び転移を阻害することで腫瘍細胞の成長及び転移を抑
制する。アンギオスタチンはプラスミン（それ自身、プラスミノーゲンのフラグメントで
ある）の３８ｋＤフラグメントである。アンギオスタチンは、プラスミノーゲンの１～３
クリングルからなる。アンギオスタチンは、例えば、ホスホグリセリン酸キナーゼによる
細胞外ジスルフィド結合還元を含むプラスミノーゲンの自己融解開裂によってつくられる
。アンギオスタチンは、ＭＭＰ２、ＭＭＰ１２及びＭＭＰ９を含む異なる基質メタロプロ
テイナーゼ、及び、セリンプロテアーゼ（好中級エラスターゼ、前立腺特異抗原（ＰＳＡ
））によるプラスミノーゲンから開裂することができる。生体内において、アンギオスタ
チンは、腫瘍の成長を阻害し、及び、実験的転移を休眠状態に維持する。アンギオスタチ
ンは、初期腫瘍、及び、他の炎症性及び変性疾患の動物内で上昇する。
【０１３２】
　アンギオスタチンは、アンギオモチン及び内皮細胞表面ＡＴＯシンターゼ、インテグリ
ン、アネキシンπ、Ｃ－ｍｅｔ受容体、ＮＧ２－プロテオグリカン、組織プラスミノーゲ
ン活性体、コンドロイチン表面糖タンパク質、及びＣＤ２６を含む多くのタンパク質と結
合することで知られている。ある研究は、強力な抗血管新生活性を有するＩＬ－１２、Ｔ
Ｈ１サイトカインはアンギオスタチンの活性のメディエーターであることを示している。
Ａｌｂｉｎ"．，　Ｊ．　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ．　Ｊａｎ．
　４，　２００９，　７：５。アンギオスタチンは、内皮細胞表面で結合し、及びＡＴＰ
合成を阻害する。ＡＴＰ合成はまた、様々な癌細胞表面で生じる。腫瘍細胞表面ＡＴＰ合
成は、低細胞外ｐＨ、腫瘍微小環境の特徴にてより活発にみられる。アンギオスタチンは
、酸性細胞外ｐＨ（ｐＨｅ）での腫瘍細胞表面ＡＴＰ合成活性に作用するとみられる。低
細胞外ｐＨで、アンギオスタチンは、直接的に抗腫瘍化である。低ｐＨで、アンギオスタ
チン及び抗ベータサブユニット抗体は、細胞外ＡＴＰ合成の低レベルな腫瘍細胞において
欠けている直接的毒性と同様に、Ａ５４９癌細胞の細胞内酸性化を導く。腫瘍細胞毒性の
機構は、細胞表面ＡＴＰ合成の阻害に起因して細胞内ｐＨ調節解除によっていることが仮
定されている。Ｃｈｉ　ａｎｄ　Ｐｉｚｚｏ，　"Ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ　ｉｓ　ｄｉ
ｒｅｃｔｌｙ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　ｔｏ　ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｌｏｗ　ｅ
ｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐＨ：　ａ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｏ
ｎ　ｃｅｌｌ　ｓｕｒｆａｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ＡＴＰ　ｓｙｎｔｈａｓｅ"，
　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，　２００６，　６６（２）：　８７５－８２。
【０１３３】
　一実施形態において、本開示は通常の生理的血液ｐＨにおいては野生型アンギオスタチ
ンよりも活性が低いが、低ｐＨにおいては、活性の増強を示す条件的活性型アンギオスタ
チン変異体の同定のための方法を提供する。低ｐＨは、通常の生理的ｐＨよりも低いもの
として定義される。一態様において、低ｐＨはｐＨ約７．２以下である。特定の態様にお
いて、低ｐＨはｐＨ約６．７である。
【０１３４】
　一態様において、条件的活性型アンギオスタチン変異体は抗癌剤として処方され、利用
されることがある。
【０１３５】
　組織浸透性の増進－ヒアルロニダーゼ
　ヒアルロニダーゼは、ヒアルロン酸を分解させる酵素の一系統である。ヒアルロン酸、
格子間障壁の主要構成要素の分解を引き起こすことによって、ヒアルロニダーゼはヒアル
ロン酸の粘性を低下させ、それによって、組織透過率を上昇させる。薬剤の分散及び運搬
を速くするために、薬剤に関連して医学において用いられる。最も一般的な適用は、眼の
手術において、局所麻酔約と組み合わせて使用される。動物由来のヒアルロニダーゼは、
Ｈｙｄａｓｅ（商標）（ＰｒｉｍａＰｈａｒｍ　Ｉｎｃ．；Ａｋｏｒｎ　ｍｅ）、ビトラ
ーゼ（ＩＳＴＡ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）、Ａｍｐｈａｄａｓｅ　（Ａｍｐｈ
ａｓｔａｒ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）を含む。ヒト組換えヒアルロニダーゼは
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、他の薬剤の吸収を増加させる補助剤として現在承認されている。Ｈｙｐｏｄｅｒｍｏｃ
ｙｃｌｉｓ（流体の皮下注入）、放射線不透過性薬剤の吸収を改良する、皮下尿路造影に
おける補助剤（Ｈｙｌｅｎｅｘ；　Ｈａｌｏｚｙｍｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，　Ｉ
ｎｃ．；　Ｂａｘｔｅｒ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｃｏｒｐ）。一実施形態において、条
件的活性型生物学的タンパク質の調製のために、ヒアルロニダーゼは野生型タンパク質（
親分子）として使われる。ヒアルロニダーゼは、癌転移及び血管新生において役割をはた
すことができる。従って、これらの酵素に対する露出過度は優雅うであることがある。一
態様において、条件的活性型生物学的ヒアルロニダーゼタンパク質は、正常生理的温度に
おいて不可逆的または可逆的に不活性であるが、正常生理的温度よりも低い特定の温度範
囲においては、野生型ヒアルロニダーゼと等しいまたは上回るレベルで活性である。
【０１３６】
　自己免疫疾患－条件的活性型生物学的応答修飾因子
　リウマチ性関節炎は、関節炎及び関節の進行的破壊による腫れにつながる、異常免疫機
構によって特徴づけられた自己免疫疾患である。ＲＡ（リウマチ性関節炎）は皮膚、結合
組織及び体内の器官にも作用することがある。従来の治療は、非ステロイドの抗炎症薬剤
（ＮＳＡＩＤＳ）、ＣＯＸ－２阻害剤及びメトトレキサートのような疾患修飾性抗リウマ
チ薬（ＤＭＡＲＤＳ）を含む。従来の治療方式は、特に長期間の使用において、どれも理
想的ではない。
【０１３７】
　炎症メディエーターを標的とする生物学的応答修飾因子は、リウマチ性関節炎及び他の
自己免疫疾患の治療に、相対的に新規な手法を提供する。このような生物学的応答修飾因
子には、ＩＬ－６、ＩＬ－６受容体、ＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－２３及びＩＬ－１２のよ
うな様々な炎症メディエーターに対する抗体またはそれらの活性部分を含む。
【０１３８】
　第一生物学的応答修飾因子のいくつかは、腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－ａ）、ＲＡ
の病因において含まれる炎症促進性サイトカインを標的とする薬物である。いくつかの抗
ＴＮＦアルファ薬剤は、ＲＡの治療のため現在市販されている。例えば、エンブレル（登
録商標）（エタネルセプト、アムゲン）はＴＮＦ－アルファ遮断薬である。エタネルセプ
トは、ヒトＩｇＧＩのＦｃ部分に結合されるヒト７５キロドルトン（ｐ７５）腫瘍壊死因
子受容体（ＴＮＦＲ）の細胞外連結結合部分からなる二量体溶融タンパク質である。エタ
ネルセプトのＦｃ成分は、ＣＨ２ドメイン、ＣＨ３ドメイン及びヒンジ領域を含むが、Ｉ
ｇＧＩのＣｈ１ドメインは含まない。エタネルセプトはチャイニーズハムスター卵巣（Ｃ
ＨＯ）哺乳類細胞発現系でつくられる。それは、９３４アミノ酸からなり、見かけの分子
量は約１５０キロドルトンである。エンブレル（登録商標）はリウマチ性関節炎、乾癬性
関節炎、強直性脊椎炎、及び尋常性乾癬の治療に使用される。エンブレル（登録商標）の
重大な副作用には、結核、真菌感染、日和見病原体によるウイルス感染を含む感染症を含
む。敗血症が生じることもある。リンパ腫または他の悪性腫瘍も報告されている。
【０１３９】
　レミケード（登録商標）（インフリキシマブ）は、ヒト恒常的領域及びネズミ可変領域
からなるキメラ抗－ＴＮＦ－アルファＩｇＧＫＩ単一クローン抗体である。レミケードは
静注で投与され、及び、リウマチ性関節炎、乾癬、クローン病、潰瘍性大腸炎及び強直性
脊椎炎の治療に使用される。レミケードの副作用は、重篤な感染症または敗血症、及び、
稀に特定のＴ細胞リンパ腫を含む。他の副作用は、肝毒性、特定の重篤な血液学的事象、
過敏性反応及び特定の神経学的事象を含む。
【０１４０】
　他の生物学的応答修飾因子は、ヒト化抗インターロイキン－６（ＩＬ－６）受容体抗体
を含む。ＩＬ－６は、炎症、腫れ、及びＲＡにおける関節損傷に寄与するサイトカインで
ある。１つのヒト化抗ＩＬ－６受容体抗体、アクテムラ（トシリズマブ、Ｒｏｃｈｅ）は
、ＦＤＡ及び欧州委員会によって、リウマチ性関節炎の成人患者を治療するとして承認さ
れている。アクテムラはまた、日本においてもＲＡ及び若年性関節リウマチ（ｓＪＩＡ）
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の治療において承認されている。段階ＩＩＩ研究は、他の治療薬と比較して、アクテムラ
による治療は、単独治療としても、また、ＭＴＸまたは他のＤＭＡＲＤとの組み合わせで
も、ＲＡの兆候及び症状を減少させると示している。アクテムラは、その受容体にＩＬ－
６の結合を競合的に遮断するヒト化ＩＬ－６受容体単クローン抗体である。従って、それ
は、ＲＡにおける滑膜肥厚及びパンヌス形成につながるＩＬ－６の増殖作用を阻害する。
アクテムラの重大な副作用は、重篤な感染症及びアナフィラキシーのいくつかの場合を含
む過敏反応を含む。他の副作用は、上気道感染症、頭痛、鼻咽頭炎、高血圧及び増加ＡＬ
Ｔが含まれる。
【０１４１】
　他の共通な自己免疫疾患は、乾癬である。免疫系の過剰活性は、ＩＬ－１２及びＩＬ－
２３、乾癬皮膚斑でみられる２つのサイトカインタンパク質の高濃度につながることがあ
る。ＩＬ－１２及びＩＬ－２３は、ナチュラルキラー細胞活性化及びＣＤ４＋Ｔ細胞分化
及び活性化のような、炎症性及び免疫性応答において含まれる。
【０１４２】
　中程度の、または重症な乾癬における一治療は、ステラーラ（商標）（ウステキマヌブ
、Ｃｅｎｔｏｃｏｒ　Ｏｒｔｈｏ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．）ＩＬ－１２及びＩＬ－２
３サイトカインのｐ４０サブユニットに対するヒト化ＩｇＧＩｋ単クローン抗体の皮下注
射を含む。ステラーラは、斑肥厚、皮膚のはがれ、赤みなどの乾癬斑に関する特定の症状
からの軽減を提供することが示されている。ステラーラ用製剤は、Ｌ－ヒスチジン及びＬ
－ヒスチジン塩酸塩水和物、ポリソルベート８０、及び水溶液中のショ糖を含む。ステラ
ーラ（商標）の使用は、免疫系に作用し、及び、特定の型の癌の危険性を増すのと同様に
、結核及びバクテリア、真菌またはウイルスによって引き起こされる感染症を含む感染症
の機会を増やす。
【０１４３】
　生物学的応答修飾因子の副作用は、重篤であり、患者への高レベルの注入によって、患
者を重篤な感染症または死に影響されやすくすることがある。これが薬剤のこの重要な種
類に関連する大きな副作用である。１つの課題は、注入後に長い治療効果を提供するため
に必要な抗体の投与から活性の高い初期レベルを回避することである。
【０１４４】
　一実施形態において、本開示は条件的活性型生物学的応答メディエーターまたはそれら
のフラグメントを調製するための方法を提供し、注入後に長い治療効果を提供するために
必要な抗体の投与から活性の高いレベルを回避するものである。本開示の方法は、室温の
ような投与条件では不活性であるが、体温ではゆっくりとリフォールド（可逆的または不
可逆的に）する、ＩＬ－６、ＩＬ－６受容体、ＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－２３及びＩＬ－
１２のような炎症メディエーターに対する抗体を設計するために用いられることがある。
これらの抗体またはそのフラグメントは、最初の注入に応じて不活性であるが、血液注入
に露出されると、数時間から数日の機関にわたって、リフォールドまたは再活性される。
これは、副作用の減少による、より高い投与量及びより長い半減期（または投与期間）を
可能にするものである。
【０１４５】
　一態様において、本開示は室温のような投与条件では不活性であるが、体温においては
ゆっくりとタンパク質を（可逆的または不可逆的に）再び折り畳む、炎症メディエーター
への条件的活性型抗体またはそれらのフラグメントの調製のための方法を提供する。この
方法は以下の工程からなる。炎症メディエーターを選択する工程。融合細胞を介して炎症
メディエーターへの抗体を同定するためにスクリーニングする工程。抗炎症メディエータ
ー抗体をヒト化する工程。抗炎症メディエーター抗体を発達する工程及び２つまたはそれ
以上の条件、例えば、室温及び３７℃またはそれ以上のような２つまたはそれ以上の温度
条件で結合するための差次的スクリーニングをする工程。野生型と比較して、第一の条件
において不活性であるが、第二条件においては野生型抗体活性（結合）と比較して活性（
例えば結合）の増加を示す突然変異のための選択をする工程。重鎖及び軽鎖において同定
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された上昇変異体は重鎖及び軽鎖の組み合わせ結合を介してと同様に、重鎖及び軽鎖にお
いて組換えられる。これらの組換えられた重鎖及び軽鎖のスクリーニングは、２つの条件
で、例えば、室温及び３７℃またはそれ以上で、繰り返される。加えて、組換えられた抗
体またはフラグメントは、貯蔵及び生理的条件下での活性及び安定性のためにスクリーニ
ングされる。
【０１４６】
　あるいは、炎症メディエーターへの野生型抗体は、抗体または変異体またはそれらの活
性フラグメントが知られている。
【０１４７】
　一態様において、第一及び第二条件は、ｐＨ、浸透圧、オスモル濃度、酸化及び電荷濃
度から選択される。他の態様においては、炎症メディエーターは、ＩＬ－６、ＩＬ－６受
容体、ＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－２３及びＩＬ－１２から選択される。
【０１４８】
　他の態様において、本開示は室温のような投与条件では不活性であるが、体温において
はゆっくりとタンパク質を（可逆的または不可逆的に）再び折り畳む、ＩＬ－６への条件
的活性型抗体またはそれらのフラグメントの調製のための方法を提供する。この方法は、
以下の工程を含む。ＩＬ－６への抗体のための完全なヒトライブラリーをスクリーニング
する工程。ＩＬ－６抗体を発達する工程及び、分子を室温及び３７℃またはそれ以上で差
次的にスクリーニングする工程。野生型と比較して室温においては不活性であるが、野生
型抗体活性（結合）と比較して、活性（例えば結合）の増加を示す変異を選択する工程。
重鎖及び軽鎖において同定された上昇変異体は、重鎖及び軽鎖の組み合わせ結合を介して
と同様に、重鎖及び軽鎖において組換えられる。これらの組換えられた重鎖及び軽鎖のス
クリーニングは、室温及びそれよりも高い温度において繰り返される。加えて、組換えら
れた抗体またはフラグメントは、貯蔵及び生理的条件下で活性及び安定性においてテスト
される。
【０１４９】
　従って同定され、及び製造された条件的活性型抗ＩＬ－６抗体は、それを必要とする患
者に有効な量を投与することによって、リウマチ性関節炎または乾癬のような自己免疫疾
患を治療するための方法において使用され、従来の生物学的応答修飾因子抗ＩＬ－６抗体
の投与と比較して副作用を低減している。この方法の利点の１つは、数週間または数カ月
にわたって半減期のクリアランスが続く生物学的応答修飾剤の現在の高いレベルと比較し
て、治療期間にわたっての薬剤量の平滑化及び平準化ができることである。
【０１５０】
　１つまたはそれ以上の突然変異誘発技術は、変異ＤＮＡのライブラリーをつくるための
野生型タンパク質をエンコードするＤＮＡを発達させるのに使用される。変異ＤＮＡは、
変異タンパク質のライブラリーをつくるために発現され、及び、このライブラリーは、正
常生理的条件下及び１つまたはそれ以上の異常条件下でスクリーニング分析するために対
象とされる。条件的活性型生物学的タンパク質は、（ａ）野生型タンパク質と比較して正
常生理的条件下での分析において活性が減少し、（ｂ）野生型タンパク質と比較して異常
条件下での分析において活性が増大する、両方を示すこれらのタンパク質から選択される
。あるいは、条件的活性型生物学的タンパク質は、２つまたはそれ以上の異なる生理的条
件において、可逆的にまたは不可逆的に活性の変化を示すこれらのタンパク質から選択さ
れる。
【０１５１】
　親分子から発達した分子の生成
　Ｍｉｒａｃタンパク質は、突然変異誘発の工程及び、野生型条件においての活性と同じ
またはそれ以上を残存する非野生型条件での活性と、野生型条件での活性の減少のための
個々の突然変異のためのスクリーニングをする工程を経て生成される。
【０１５２】
　本開示は酵素活性を有するポリペプチドをエンコードする核酸変異体を生成するための
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方法を提供するものであって、ここにおいて、この変異体は、自然発生のものから異常生
理的活性を有するものであり、この方法は、（ａ）（ｉ）異なるヌクレオチドと１つまた
はそれ以上のヌクレオチドを置換する工程。ここにおいてヌクレオチドは自然または非自
然のヌクレオチドからなる。（ｉｉ）１つまたはそれ以上のヌクレオチドを欠失する工程
。（ｉｉｉ）１つまたはそれ以上のヌクレオチドを付加する工程、または（ｉｖ）任意の
これらの組み合わせによって核酸を修飾する工程、からなる。一態様において、非自然の
ヌクレオチドは、イノシンからなる。他の態様において、この方法は、異常酵素活性のた
めに修飾された核酸によってエンコードされたポリペプチドを分析する工程、それによっ
て、異常酵素活性を有するポリペプチドをエンコードする修飾された核酸を同定する工程
からなる。一態様において、工程（ａ）の修飾は、ＰＣＲ、エラープローンＰＣＲ、シャ
フリング、オリゴヌクレオチド指定突然変異、アセンブリＰＣＲ、性的ＰＣＲ突然変異、
生体内突然変異、カセット突然変異、再帰的アンサンブル突然変異、指数的アンサンブル
突然変異、位置特異的突然変異、遺伝子再構築、遺伝子位置飽和突然変異、リガーゼ鎖反
応、生体外突然変異、リガーゼ鎖反応、オリゴヌクレオチド合成、任意の遺伝子生成技術
、及びこれらの組み合わせによってなされる。他の態様において、この方法はさらに修飾
工程（ａ）の少なくとも１回の繰り返しからなる。
【０１５３】
　この方法はさらに、２つまたはそれ以上の核酸からポリヌクレオチドを製造するための
方法を提供する。この方法は、次の（ａ）～（ｃ）からなる。（ａ）２つまたはそれ以上
の核酸間で同一の領域及び多様な領域を同定する工程。そこにおいて、この核酸の少なく
とも１つは、本開示の核酸からなる。（ｂ）２つまたはそれ以上の核酸の少なくとも２つ
の配列に対応するオリゴヌクレオチドのセットを提供する工程。及び（ｃ）ポリメラーゼ
でオリゴヌクレオチドを延長し、それにより、ポリヌクレオチドを製造する工程。
【０１５４】
　任意の突然変異誘発の技術は、本開示の様々な実施形態において使用されることがある
。確率的またはランダムな突然変異誘発は、予定されていない突然変異を有する一連の子
孫分子を得るために、親分子が変異する（修飾されるまたは変えられる）状況によって例
証される。従って、生体外確率的突然変異誘発反応は、例えば、その製造が意図されたも
のではない、特に予定されていない製造物である。むしろ、得られる変異の正確な性質に
関して、従って、生成される製造物に関して、不確定、従ってランダムである。確率的突
然変異誘発は、エラープローンＰＣＲ及び確率的シャフリングのような、変異がランダム
または予定されていない方法において示される。変異体形成は、エラープローンＰＣＲの
ようなエラープローン転写や、プルーフリーディング活性が欠けるポリメラーゼの使用（
Ｌｉａｏ　（１９９０）　Ｇｅｎｅ　８８：　１０７－１１１参照）または、変異株（変
異宿主細胞は以下にさらに詳細に議論されており、これは一般的によく知られている）に
おいて第一形態の複製によるものである。突然変異誘発因子株は、不整合な修復の機能に
おいて欠損される任意の変異体を含むことができる。これらは、ｍｕｔＳ、ｍｕｔＴ、ｍ
ｕｔＨ、ｍｕｔＬ、ｏｖｒＤ、ｄｃｍ、ｖｓｒ、ｕｍｕＣ、ｕｍｕＤ、ｓｂｃＢ、ｒｅｃ
Ｊなどの変異遺伝子生成物を含む。欠損は、遺伝子突然変異、対立遺伝子交換、微小化合
物または発現されたアンチセンスＲＮＡまたは他の技術によって得られる。欠損は、記述
された遺伝子または任意の有機体における相同遺伝子であることがある。
【０１５５】
　開始分子から選択的タンパク質をつくるために、現在、広く使われている突然変異誘発
の方法は、オリゴヌクレオチド指定突然変異技術、エラープローンポリメラーゼ鎖反応（
エラープローンＰＣＲ）及びカセット突然変異誘発であり、そこにおいて、最適化される
特定の領域は、合成的に突然変異を誘発されたオリゴヌクレオチドと置換される。これら
の場合において、多くの突然変異部位はもとの配列における特定の部位の周辺で発生する
。
【０１５６】
　オリゴヌクレオチド指定突然変異において、短い配列は、合成的に突然変異を誘発され
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たオリゴヌクレオチドと置換される。オリゴヌクレオチド指定突然変異において、ポリヌ
クレオチドの短い配列は、制限酵素消化を使用する合成ポリヌクレオチドから除かれ、様
々な塩基がもとの配列から変更された合成ポリヌクレオチドと置換される。ポリヌクレオ
チド配列は化学的突然変異誘発によって変更されることもある。化学的突然変異ゲ原は、
例えば、重亜硫酸ナトリウム、亜硝酸、ヒドロキシルアミン、ヒドラジン、またはギ酸を
含む。ヌクレオチド前駆体と類似の他の薬剤は、ニトロソグアニジン、５－ブロモウラシ
ル、２－アミノプリン、またはアクリジンを含む。一般的に、これらの薬剤は、それによ
り配列を変位させるヌクレオチド前駆体の代わりにＰＣＲ反応に加えられる。プロフラビ
ン、アクリフラビン、キナクリンなどのような薬剤の挿入が使用されることもある。ポリ
ヌクレオチド配列のランダムな突然変異誘発は、Ｘ線または紫外線照射によって得られる
ことがある。一般的に、突然変異誘発されたプラスミドポリヌクレオチドは、Ｅ．ｃｏｌ
ｉ内に導入され、交雑プラスミドのプールまたはライブラリーとして伝播される。
【０１５７】
　エラープローンＰＣＲは、長い配列にわたってランダムに点突然変異の低レベルを導入
するための低忠実度重合条件を使用する。未知の配列のフラグメントの混合物において、
エラープローンＰＣＲは、混合物を突然変異誘発するのに用いられることがある。
【０１５８】
　カセット突然変異誘発において、単一テンプレートの配列遮断は、典型的にはランダム
配列によって（部分的に）置換される。Ｒｅｉｄｈａａｒ－Ｏｌｓｏｎ　Ｊ　Ｆ　ａｎｄ
　Ｓａｕｅｒ　Ｒ　Ｔ：タンパク質配列の情報内容のプローブとしての組み合わせカセッ
ト突然変異誘発。Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４１（４８６１）：５３－５７，１９８８。
【０１５９】
　あるいは、非確率的または非ランダムな遺伝子突然誘発の任意の技術も本開示の様々な
実施形態において使用することができる。非確率的突然変異誘発は、１つまたはそれ以上
の予め決定された変異を有する分子を得るために、親分子が変異される（修飾される、ま
たは、変化される）状況によって例証される。ある程度の量におけるバックグラウンド製
造物の存在が、分子プロセシングの起こる多くの反応において実在し、及び、バックグラ
ウンド製造物の存在が、予定されていない製造物を有する突然変異誘発工程の非確率的性
質から減じないことはよく理解されている。部位－飽和突然変異誘発及び合成結紮リアセ
ンブリは、遺伝子突然変異誘発技術の例であり、そこにおいて意図された製造物の正確な
化学的構造は、予定されたものである。
【０１６０】
　部位－飽和点突然変異誘発の１つの方法は、米国出願公報２００９／０１３０７１８に
記載されており、本明細書に参照により組み込まれている。この方法は、テンプレートポ
リヌクレオチドのコドンに対応する一連の変性プライマーを提供し、及び、変性プライマ
ーに対応する配列を含む子孫ポリヌクレオチドを製造するためのポリメラーゼ伸長を実行
する。子孫ポリヌクレオチドは、直接的発達において発現され、及び、スクリーニングさ
れる。具体的には、これは、一連の子孫ポリペプチドを製造するための方法であって、工
程（ａ）テンプレートポリペプチド配列をエンコードするコドンの複数からそれぞれなる
テンプレートポリペプチドのコピーを提供する工程、及び（ｂ）テンプレートポリヌクレ
オチドの各コドンにおいて、（１）一連の変性プライマーを提供する工程、そこにおいて
、各プライマーはテンプレートポリヌクレオチドのコドンに対応する変性コドンからなり
、少なくとも１つの隣接配列は、テンプレートポリヌクレオチドのコドンに隣接する配列
に相同である、（２）プライマーがテンプレートポリヌクレオチドのコピーにアニール可
能な条件を提供する工程、及び、（３）テンプレートに沿ったプライマーからのポリメラ
ーゼ伸長反応を実行する工程、の（１）～（３）の工程を実行し、それによって子孫ポリ
ヌクレオチドを提供し、それぞれがアニールされたプライマーの変性コドンに対応する配
列を含み、それによって一連の子孫ポリヌクレオチドを製造する。
【０１６１】
　部位－飽和突然変異誘発は、核酸の誘導された発達及び、例えば核酸活性及び／または
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特異的タンパク質、特に酵素、対象の活性のような結果として生じる対象の活性において
発達した核酸を含むクローンのスクリーニングに関するものである。この技術によって提
供された突然変異誘発された分子は、糖、脂質、核酸及び／またはタンパク質組成物を含
む生物学的分子を含む、キメラ分子及び点突然変異を有する分子を有することがあり、及
び、特異的であるが非限定的なこれらの実施例は、抗生物質、抗体、酵素、及びステロイ
ド及び非ステロイドホルモンを含む。
【０１６２】
　部位飽和突然変異誘発は、１）分子の子孫世代を調製する工程（ポリヌクレオチド配列
からなる分子、ポリペプチドからなる分子、及び、ポリヌクレオチド配列の部分及びポリ
ペプチド配列の部分からなる分子を含む）、これは少なくとも１つの点突然変異、付加、
欠失及び／またはキメラ化を１つまたはそれ以上の祖先または親世代テンプレートから得
るための突然変異誘発である、２）子孫生成分子をスクリーニングする工程－好適には、
対象の少なくとも１つの性質（例えば、酵素活性における改良、または安定性の増加、ま
たは新規の化学療法的効果）において、高スループット法を使用する工程、３）親及び／
または子孫世代分子に関する構造及び／または機能的情報を随意に得る及び／または一覧
にする工程、及び、４）任意の工程１）～３）を随意に繰り返す工程からなる方法を一般
的に意味する。
【０１６３】
　部位飽和突然変異誘発において、生成された（例えば、親ポリヌクレオチドテンプレー
トから）「コドン部位飽和突然変異誘発」と称されるポリヌクレオチドの子孫世代は、全
てのコドン（または同じアミノ酸をエンコードする変性コドンの全系統）が各コドン位置
で表れるように、それぞれが、３つ以上の隣接点突然変異（つまり、新しいコドンからな
る異なる塩基）の少なくとも１組を有する。このポリヌクレオチドの子孫世代に対応する
、及び、このポリヌクレオチドの子孫世代によってエンコードされるのは、それぞれ少な
くとも１つの単一アミノ酸点突然変異を有する、生成された一連の子孫ポリペプチドであ
る。好適な態様において、生成された「アミノ酸部位飽和突然変異誘発」と称される一例
は、ポリペプチドに沿った各アミノ酸位置及び全アミノ酸位置でアルファアミノ酸置換を
形成する、自然にエンコードされる１９のポリペプチドのそれぞれにおける変異ポリペプ
チドである。この収量は－親ポリペプチドに沿った各アミノ酸位置及び全アミノ酸位置－
もとのアミノ酸を含む２０の異なる子孫ポリペプチドの全て、または、付加アミノ酸が、
２０の自然にエンコードされたアミノ酸の代わりに、または付加されてのどちらかで使用
される場合、潜在的に２１以上の異なる子孫ポリペプチドである。
【０１６４】
　他の突然変異誘発技術は、組換えを含んで用いられることがあり、より具体的には、部
分的相同の領域を含むポリヌクレオチド配列の生体内再集合の方法によって、ポリペプチ
ドをエンコードするポリヌクレオチドを調製するための方法、少なくとも１つのポリヌク
レオチドを形成するためのポリヌクレオチドをアセンブリする方法、有用な性質を有する
ポリペプチドの製造のためにポリヌクレオチドをスクリーニングする方法を含む。
【０１６５】
　他の態様において、突然変異誘発技術は、分子を組換えるため、及び／または配列及び
相同領域を有する反復または連続した配列の範囲の煩雑さを減らす縮小した方法を伝達す
るため、細胞の本来の性質を利用する。
【０１６６】
　様々な突然変異誘発技術は、活性を強化された生物学的活性交雑ポリペプチドをエンコ
ードする交雑ポリペプチドを生成するための方法を提供するため、単独で、または組み合
わせて用いられることがある。これら及び他の目的を達成することにおいて、本開示の一
態様に従って、適当な宿主細胞内にポリペプチドを導入し、交雑ポリヌクレオチドエオ製
造するための条件下で宿主細胞を成長させる方法が設けられている。
【０１６７】
　キメラ遺伝子は、制限酵素によって生成される互換性のある粘着末端を使用する２つの
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ポリヌクレオチドフラグメントを接合することによってつくられる。ここにおいて、各フ
ラグメントは、別々の祖先（親）分子に由来する。他の実施例は、単一部位突然変異誘発
されたポリペプチドのためにエンコードする単一子孫ポリヌクレオチドを生成するための
親ポリヌクレオチドにおいて、単一コドン位置の突然変異誘発（つまり、コドン置換、付
加、欠失を得るため）である。
【０１６８】
　さらに、生体内部位特異的組換え系は、生体内組換えのランダムな方法と同様に、遺伝
子の交雑の生成、及び、相同であるが、プラスミド上で切断された遺伝子間の組換えの生
成のために利用される。突然変異誘発はまた、重複拡張及びＰＣＲによっても報告された
。
【０１６９】
　非ランダムな方法は、点突然変異及び／またはキメラ化のより大きい数を得るために使
用し、例えば、総合的または包括的な方法は、テンプレート分子において特異的構造群（
例えば、特異的単一アミノ酸位置または２つまたはそれ以上のアミノ酸位置からなる配列
）に機能的に属するために、及び突然変異の特異的な群化を分類し、比較するために、特
定の突然変異の群化において全ての分子種を生成するために用いられる。
【０１７０】
　これらの、または他の任意の発達させる方法は、本開示において、１つまたはそれ以上
の親分子から新規な分子の個体群（ライブラリ）を生成する。
【０１７１】
　一度形成されると、構造物は、発表されたプロトコルに従ってアガロースゲルに分別さ
れ、クローニングベクターに挿入され、及び、適当な宿主細胞に形質移入されるサイズで
あることもそうでないこともある。
【０１７２】
　発達分子の発現
　一旦変異分子のライブラリが生成されると、DNAは通常の分子生物学的技術を使用して
発現されることができる。したがって、タンパク質発現は、さまざまな周知の方法を使用
して管理されることができる。
【０１７３】
　例えば、野生型遺伝子は本願明細書において示されるような任意の種々のランダム法又
は非ランダム法を使用して発達されることができる。変異ＤＮＡ分子はその後消化され、
標準の分子生物学的技術を用いてプラスミドＤＮＡ等のベクターＤＮＡにライゲーション
される。個々の変異体を含むベクターＤＮＡは、標準プロトコルを使用して細菌または他
の細胞に形質転換される。これは、ハイスループットな発現およびスクリーニングのため
の９６穴トレイ等のマルチウェルトレイの個々のウェルにおいて行われ得る。この方法は
、変異分子ごとに繰り返される。
【０１７４】
　このようにして選抜され単離されたポリヌクレオチドは、適切な宿主細胞に導入される
。適切な宿主細胞は、遺伝子組換えおよび／または減少的再集合を促進することができる
任意の細胞である。選抜されたポリヌクレオチドは、好ましくは、適切な制御配列を含む
ベクターに既にあるものである。前記宿主細胞は、哺乳細胞等の高等真核細胞であり、又
は酵母細胞等の下等真核細胞であっても良く、又は好ましくは前記宿主細胞は、細菌細胞
等の原核細胞であっても良い。前記宿主細胞へのコンストラクトの導入は、リン酸カルシ
ウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介性トランスフェクション、また
はエレクトロポレーションによって遂行されることができる（例えば、Ｅｃｋｅｒ　ａｎ
ｄ　Ｄａｖｉｓ，　１９８６，　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ　ｉｎ　ｐｌａｎｔ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔ
ｉｓｅｎｓｅ　ＲＮＡ，　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，　８３：５
３７２－５３７６）。
【０１７５】
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　使用可能な発現ベクターの代表例として、ウイルス粒子、バキュロウイルス、ファージ
、プラスミド、ファージミド、コスミド、フォスミド、細菌人工染色体、ウイルスＤＮＡ
（例えば、ワクシニア、アデノウイルス、ｆｏｕｌ　ｐｏｘ　ｖｉｒｕｓ、仮性狂犬病、
およびＳＶ４０派生物）ｐｌに基づく人工染色体、酵母プラスミド、酵母人工染色体、及
び特定の目的宿主に特異的な任意の他のベクター（例えば桿菌、アスペルギルス、および
酵母）が言及され得る。従って、例えば、ＤＮＡは、ポリペプチドを発現するための様々
な発現ベクターのいずれか一つに含まれ得る。このようなベクターは、染色体性のＤＮＡ
配列、非染色体性のＤＮＡ配列、および合成ＤＮＡ配列を含む。多数の適切なベクターは
当業者に周知であり、市販されている。例として以下のベクターを挙げる。細菌性：ｐＱ
Ｅベクター（Ｑｉａｇｅｎ）、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔプラスミド、ｐＮＨベクター、ラ
ムダＺＡＰベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）；ｐｔｒｃ９９ａ、ρＫＫ２２３－３、ｐ
ＤＲ５４０、ｐＲＩＴ２Ｔ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）；真核性：ｐＸＴｌ、ρＳＧ５（Ｓｔ
ｒａｔａｇｅｎｅ）ｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ、ｐＳＶＬＳＶ４０（Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａ）。しかしながら、それらが前記宿主において複製可能であり且つ生存可能である
限り、他のいかなるプラスミドもまたは他のベクターも使用可能である。低コピー数ベク
ターまたは高コピー数ベクターが、本発明において使用されることができる。
【０１７６】
　発現ベクターにおけるＤＮＡ配列は、ＲＮＡ合成を導くための適切な発現制御配列（プ
ロモーター）と操作可能に連結される。特定の名づけられた細菌プロモーターは、ｌａｄ
、ｌａｃＺ、Ｔ３、Ｔ７、ｇｐｔ、ラムダＰＲ、ＰＬ、およびｔｒｐを含む。真核生物プ
ロモーターは、前初期ＣＭＶ、ＨＳＶチミジンキナーゼ、初期および後期ＳＶ４０、レト
ロウイルス由来のＬＴＲ、およびマウスメタロチオネイン－１を含む。適切なベクターお
よびプロモーターの選択は、十分に当業者の水準の範囲内にある。発現ベクターはまた、
翻訳開始のためのリボソーム結合部位及び転写ターミネーターを含む。このベクターは、
発現を増幅するための適切な配列を含んでも良い。プロモーター領域は、選択可能なマー
カーを有するクロラムフェニコールトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）ベクター、または他の
ベクターを使用して、任意の所望の遺伝子から選択されることができる。加えて、発現ベ
クターは、真核細胞培養に対するジヒドロ葉酸還元酵素又はネオマイシン耐性等、又は大
腸菌におけるテトラサイクリンまたはアンピシリン耐性等の、形質転換された宿主細胞の
選抜のための表現型の特徴を提供するために、好ましくは、１若しくはそれ以上の選択可
能なマーカー遺伝子を含む。
【０１７７】
　従って、本願発明の他の態様においては、新規なポリヌクレオチドは、減少的再集合の
方法によって生成されることができる。方法は、連続的な配列（オリジナルのコード配列
配列）、適切なベクターへのそれらの挿入、及び適切な宿主細胞へのその後のそれらの導
入を含むコンストラクトの生成を含む。個々の分子同一性の再集合は、相同領域を有する
コンストラクトにおける連続的な配列間での、または擬似繰り返し単位間での組合せ方法
によって発生する。再集合方法は、複雑さ及び反復配列の範囲を再結合させおよび／また
は減少させ、新しい分子種の生成をもたらす。さまざまな処理を、再集合の割合を増強さ
せるために適用することができる。これらは、紫外線処理またはＤＮＡ損害性化学薬品、
および／または増強した水準の「遺伝的不安定性」を示す宿主細胞株の使用を含むことが
できる。したがって、再集合方法は、それら自身の発達を導くために、相同組換えまたは
準反復配列の自然の特性を含むことができる。
【０１７８】
　一の態様において、宿主生物または細胞は、グラム陰性細菌、グラム陽性細菌、または
真核生物からなるものである。本発明の他の態様において、グラム陰性細菌は、大腸菌ま
たは蛍光菌からなるものである。本発明の他の態様において、グラム陽性細菌は、Ｓｔｒ
ｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｄｉｖｅｒｓａ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｇａｓｓｅｒｉ、
Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｃｒｅｍｏｒｉｓ、
または枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）からなるものである。本発明の他
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の態様において、真核生物は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ｓ
ｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ
、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ、Ｈａｎｓｅｎｕｌａ　ｐｌｙｍｏｒｐｈ
ａまたは黒色麹菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）からなるものである。適切な
宿主の代表例として、大腸菌、ストレプトマイセス、ネズミチフス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌ
ｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）等の細菌細胞；酵母等の真菌細胞；Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌ
ａ　Ｓ２およびＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ　Ｓｆ９等の昆虫細胞；ＣＨＯ、ＣＯＳまたはボー
ズ黒色腫（Ｂｏｗｅｓ　ｍｅｌａｎｏｍａ）等の動物細胞；アデノウイルス；及び、植物
細胞が言及され得る。適切な宿主の選択は、本願明細書における教示から当業者の範囲内
であると考えられる。
【０１７９】
　組換えタンパク質を発現するために使用され得るさまざまな哺乳細胞培養系に特に関連
して、哺乳類の発現系の例は、「ＳＶ４０－ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ　ｓｉｍｉａｎ　ｃ
ｅｌｌｓ　ｓｕｐｐｏｒｔ　ｔｈｅ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅａｒｌｙ　ＳＶ
４０　ｍｕｔａｎｔｓ」（Ｇｌｕｚｍａｎ、１９８１）に記載されるサル腎臓繊維芽細胞
のＣＯＳ－７株、及びＣ１２７、３Ｔ３、ＣＨＯ、ＨｅＬａおよびＢＨＫ細胞株等の相性
の良いベクターを発現することができる他の細胞株を含む。哺乳類の発現ベクターは複製
開始点、適切なプロモーター、およびエンハンサー、および任意の必要なリボソーム結合
部位、ポリアデニル化部位、スプライスのドナーおよびアクセプター部位、転写終結配列
、および５’隣接非転写配列をも含むであろう。ＳＶ４０スプライシングに由来するＤＮ
Ａ配列、及びポリアデニル化部位は、必要な非転写遺伝因子を提供するために使用される
ことができる。
【０１８０】
　細胞はその後増殖し、「減少的再集合」は達成される。減少的再集合方法の割合は、必
要に応じて、ＤＮＡ損傷の導入によって刺激され得る。インビボでの再集合は「遺伝子組
換え」とまとめて呼ばれる「分子間の」方法に向けられ、これは細菌においては、「Ｒｅ
ｃＡ依存性」の現象として通常観察される。本発明は、配列を組換え且つ再集合させるた
めの宿主細胞の遺伝子組換え方法、または欠損によって細胞における準反復配列の複雑性
を減少させるための縮小方法を調節する細胞の能力に依存することができる。「縮小再集
合」のこの方法は、「分子内の」、ＲｅｃＡ非依存性の方法によって生じる。最終結果は
、すべての可能な組合せへの分子の再集合である。
【０１８１】
　目的のポリヌクレオチドを含む宿主細胞は、プロモーターを活性化させ、形質転換細胞
を選択し、又は遺伝子を増幅させるのに適切なように改変された従来の栄養培地で培養さ
れることができる。この培養条件（例えば温度、ｐＨなど）は、発現のために選択される
宿主細胞と共に以前使用されたものであり、また当業者にとって明らかである。
【０１８２】
　タンパク質発現は様々な周知の方法によって誘導されることができ、多くの遺伝系がタ
ンパク質発現の誘導のために公表されている。例えば、適切な系については、誘導剤品の
追加によってタンパク質発現が誘導される。細胞はその後、遠心分離によってペレットに
され、上澄みが取り除かれる。ペリプラズムタンパク質は、ＤＮＡｓｅ、ＲＮＡｓｅおよ
びリソチームを有する細胞を培養することによって高められ得る。遠心分離後、新規なタ
ンパク質を含む上澄みは、アッセイ前に新しいマルチウェルトレイに移され、保存される
。
【０１８３】
　細胞は一般的には遠心分離によって採取され、物理的又は化学的手段によって分離され
、そして得られたクルードの抽出物は更なる精製のために保持される。タンパク質の発現
のために使用される微生物細胞は、凍結融解サイクル、音波処理、機械分離、または細胞
溶解剤の使用を含む任意の都合のよい方法によって分離されることができる。このような
方法は当業者に周知である。発現したポリペプチドまたはその断片は、硫酸アンモニウム
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またはエタノール沈殿、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィ、ホスホ
セルロースクロマトグラフィ、疎水性相互作用クロマトグラフィ、アフィニティークロマ
トグラフィ、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィ、及びレクチンクロマトグラフィ
を含む方法によって、組換え細胞培養物から回収され、精製され得る。タンパク質のリフ
ォールディング過程が、必要に応じて、ポリペプチドの構造を仕上げる際に用いられるこ
とができる。必要に応じて、高性能液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）が、最終的な精製
過程のために使用されることができる。
【０１８４】
　所望の活性を有すると特定されるクローンは、その後シーケンスされることができ、増
強した活性を有する酵素をコードするポリヌクレオチド配列を特定する。
【０１８５】
　このようなライブラリから特定されるポリペプチドが、治療、診断、研究、及び関連す
る目的のために使用されることができ、及び／又は、シャッフリング及び／又は選択の１
若しくはそれ以上の追加的なサイクルにさらされることができる。本発明は、少なくとも
１０アミノ酸の長さである条件的活性型生物学的タンパク質の断片を提供するものであり
、前記断片は活性を有するものである。
【０１８６】
　本発明は、酵素活性を有するコドン最適化ポリペプチドまたはその断片を提供するもの
であり、前記コドンの使用は特定の生物または細胞のために最適化される。Ｎａｒｕｍ　
ｅｔ　ａｌ．，　"Ｃｏｄｏｎ　ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｆｒａｇ
ｍｅｎｔｓ　ｅｎｃｏｄｉｎｇ　Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ　ｍｅｒ
ｚｏｉｔｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｅｎｈａｎｃｅｓ　ＤＮＡ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ　ｉｎ　ｍｉｃ
ｅ"．　Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．　２００１　Ｄｅｃｅｍｂｅｒ，　６９（１２）：
　７２５０－３には、マウス系におけるコドン最適化が記載される。Ｏｕｔｃｈｋｏｕｒ
ｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，　"Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉ
ｏｎ　ｏｆ　Ｅｑｕｉｓｔａｔｉｎ　ｉｎ　Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ，　ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ"，　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　Ｅｘｐｒ．　Ｐｕｒｉｆ．　２００２　Ｆｅｂｒｕａｒｙ；　２４（１）：　１８
－２４　には、酵母系におけるコドン最適化が記載される。Ｆｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　
"Ｈｉｇｈ　ｌｅｖｅｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｏ
ｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｈｕｍａｎ　ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ　
ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｇｅｎｅ：
　ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ａ　Ｃ－ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｂｉｎｄ
ｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ"　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２０００　Ｄｅｃ．　１９，　３
９（５０）：　１５３９９－４０９　には、大腸菌におけるコドン最適化が記載される。
Ｈｕｍｐｈｒｅｙｓ　ｅｔ　ａｌ．，"Ｈｉｇｈ－ｌｅｖｅｌ　ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃ
　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｕｓｉｎｇ　ａ　
ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ：　ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ　ｏｆ
　ｃｏｄｏｎ　ｕｓａｇｅ　ａｔ　ｔｈｅ　５’ｅｎｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｄｉｎｇ　
ｓｅｑｕｅｎｃｅ"，　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒ．　Ｐｕｒｉｆ．　２０００　Ｎｏｖ
．　２０（２）：　２５２－６４には、大腸菌においてコドンの使用がどのように分泌に
影響するかが記載される。
【０１８７】
　条件的活性型生物学的タンパク質の発達は、都合のよいハイスループットスクリーニン
グまたは選択過程の利用によって補助されることができる。
【０１８８】
　一旦特定されると、本発明のポリペプチドおよびペプチドは、合成されたもの、又は組
換えによって生成されたポリペプチドでありえる。ペプチドおよびタンパク質は、インビ
トロで又はインビボで、組換え技術によって発現されることができる。本発明のペプチド
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およびポリペプチドは、公知技術の任意の方法を使用して作製され、且つ単離されること
ができる。本発明のポリペプチドおよびペプチドはまた、全体又は一部において、公知技
術の化学的方法を使用して合成されることができる。例えば、Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ　（１
９８０）　"Ｎｅｗ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｚ
ｉｎｇ　ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ"，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．
　Ｓｙｍｐ．　Ｓｅｒ．　２１５－２２３；　Ｈｏｒｎ　（１９８０），"Ｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｓ　ｏｆ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ．　Ｐａ
ｒｔ　ＩＩ：　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｔｏ　
ｔｈｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　２２　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓ　ｃｏｄｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｇａｓｔｒｉｃ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　Ｐｏｌｙｐｅｐｔ
ｉｄｅ　（ＧＩＰ）１"，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　Ｓｙｍｐ．　Ｓｅ
ｒ．　２２５－２３２；　Ｂａｎｇａ，　Ａ．　Ｋ．，　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｐｅ
ｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ，　Ｐｒｏｃｅｓ
ｓｉｎｇ　ａｎｄ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　（１９９５）　Ｔｅｃｈｎｏｍ
ｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｌａｎｃａｓｔｅｒ，　Ｐａを参照。例えば、
ペプチド合成はさまざまな固相法を使用して実行されることができ（例えば、Ｒｏｂｅｒ
ｇｅ　（１９９５）"Ａ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｆｏｒ　ａ　ｃｏｎｖｅｒｇｅｎｔ　ｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｎ－ｌｉｎｋｅｄ　ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｏｎ　ａ　ｓ
ｏｌｉｄ　ｓｕｐｐｏｒｔ"，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６９：２０２；　Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌ
ｄ　（１９９７）"Ｃｏｎｃｅｐｔ　ａｎｄ　ｅａｒｌｙ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏ
ｆ　ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ"，Ｍｅｔｈｏｄｓ
　Ｅｎｚｙｍｏｌ．　２８９：３－１３）、例えば、製造者によって提供される指示書に
従ってＡＢＩ　４３　ＩＡ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ　（Ｐｅｒｋｉｎ
　Ｅｌｍｅｒ）を使用することにより、オートメーション化した合成を成し遂げることが
できる。
【０１８９】
　本発明のペプチドおよびポリペプチドは、グリコシル化されることもできる。グリコシ
ル化は、化学的にまたは細胞生合成機構によってポスト翻訳的に加えられることができ、
後者は周知のグリコシル化のモチーフの使用を組み込むものであり、それは配列固有であ
りえるか、又はペプチドとして加えられることができるか、又は核酸コード配列に加えら
れ得る。グリコシル化はＯ結合型又はＮ結合型であることができる。
【０１９０】
　本発明のペプチドおよびポリペプチドは、上術の通り、すべての「模倣の」および「ペ
プチド模倣の」形態を含む。用語「模倣の」および「ペプチド模倣の」は、実質的に本発
明のポリペプチドと同じ構造および／または機能的特徴を有する合成化学化合物について
言及するものである。模倣体は、合成の、非天然のアミノ酸類似体から完全に成ることが
でき、又は部分的に天然のペプチドアミノ酸のキメラ分子、および部分的に非天然のアミ
ノ酸類似体である。模倣体の構造及び/若しくは活性を実質的には変えない限り、模倣の
ものは天然アミノ酸の保存的置換をいくらでもでも組み込むことができる。保存的変形で
ある本発明のポリペプチドと同様に、ルーチン試験は、模倣体が本発明の範囲内かどうか
、すなわち、その構造および／または機能が実質的に変えられていないかどうかを決定す
るだろう。
【０１９１】
　本発明のポリペプチド模倣体組成物は、非天然の構造成分の任意の組合せを含むことが
できる。他の態様において、本発明の模倣体組成物は、以下の３つの構造グループの１つ
又は全てを含む。ａ）天然のアミド結合「ペプチド結合」）以外の残基結合グループ。ｂ
）自然発生的なアミノ酸残基の代わりの非天然の結合。または、ｃ）二次構造模倣を誘導
する、すなわち、二次構造（例えば、βターン、γターン、βシート、αヘリックスコン
フォメーション等）を誘導し、又は安定化させるための残基。例えば、本発明のポリペプ
チドは、その残基の全てまたは一部が天然のペプチド結合以外の化学的手段で結合される
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際に、模倣体として特徴づけられることができる。個々のペプチド模倣の残基は、ペプチ
ド結合、他の化学結合、またはカップリング手段（例えばグルタルアルデヒド、Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミドエステル、二官能性マレイミド、Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカル
ボジイミド（ＤＣＣ）、またはＮ，Ｎ’－ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ）等）
で結合されることができる。従来のアミド結合（「ペプチド結合」）連結の代替手段であ
りえる連結基は、例えば、ケトメチレン（例えば、－－Ｃ（．ｄｂｄ．Ｏ）－－ＣＨ．ｓ
ｕｂ．２－－ｆｏｒ－－Ｃ（．ｄｂｄ．Ｏ）－－ＮＨ－－）、アミノメチレン（ＣＨ．ｓ
ｕｂ．２－－ＮＨ）、エチレン、オレフィン（ＣＨ．ｄｂｄ．ＣＨ）、エーテル（ＣＨ．
ｓｕｂ．２－－Ｏ）、チオエーテル（ＣＨ．ｓｕｂ．２－－Ｓ）、テトラゾール（ＣＮ．
ｓｕｂ．４－－）、チアゾール、レトロアミド、チオアミド、またはエステルを含む（例
えば、Ｓｐａｔｏｌａ　（１９８３）　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ，　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，　Ｖｏｌ．　７，　ｐｐ　２６７－３５７，　"Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｂａｃｋ
ｂｏｎｅ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ，"Ｍａｒｃｅｌｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎ．Ｙ．を
参照）。
【０１９２】
　本発明のポリペプチドは、自然発生的なアミノ酸残基の代わりに全てまたは一部の非天
然の残基を含むことによって、模倣体として特徴づけられることもできる。非天然の残基
は、科学文献および特許文献によく記載されている。次に、天然のアミノ酸残基の模倣体
として有用な非天然の組成物の少ない例示およびガイドラインを以下に説明する。芳香族
アミノ酸の模倣体は、例えばＤ－又はＬ－ナフチルアラニン；Ｄ－又はＬ－フェニルグリ
シン；Ｄ－Ｌ－２チエニルアラニン；Ｄ－又はＬ－１、－２、３－または４－ピレニルア
ラニン；Ｄ－又はＬ－３チエニルアラニン；Ｄ－又はＬ－（２－ピリジニル）－アラニン
；Ｄ－又はＬ－（３－ピリジニル）－アラニン；Ｄ－又はＬ－（２－ピラジニル）－アラ
ニン；Ｄ又はＬ－（４－イソプロピル）－フェニルグリシン；Ｄ－（トリフロロメチル）
－フェニルグリシン；Ｄ－（トリフロロメチル）－フェニルアラニン；Ｄ－ｐ－フルオロ
－フェニルアラニン；Ｄ－又はＬ－ｐ－ビフェニルフェニルアラニン；Ｄ－又はＬ－ｐ－
メトキシ－ビフェニルフェニルアラニン；Ｄ－又はＬ－２－インドール（アルキル）アラ
ニン；及びＤ－又はＬ－アルキルアミンによって置換されることによって生成され得、こ
こでアルキルは、非置換メチル、エチル、プロピル、ヘキシル、ブチル、ペンチル、イソ
プロピル、イソブチル、ｓｅｃ－イソチル、イソペンチルまたは非酸性アミノ酸であるあ
り得る。非天然アミノ酸の芳香環は、例えば、チアゾリル、チオフェニル、ピラゾリル、
ベンズイミダゾリル、ナフチル、フラニル、ピロリルおよびピリジル芳香環を含む。
【０１９３】
　酸性アミノ酸の模倣体は、負電荷；（ホスホノ）アラニン；硫酸化スレオニンを維持す
ると共に、例えば非カルボン酸塩アミノ酸によって置換されることによって生成され得る
。カルボキシル側基（例えば、アスパルチルまたはグルタミル）はまた、例えば１－シク
ロヘキシル－３（２－モルフォリニル－（４－エチル）カルボジイミド、又は１－エチル
－３（４－アゾニア－４，４－ジメトールペンチル）カルボジイミド等のカルボジイミド
（Ｒ’－－Ｎ－－Ｃ－－Ｎ－－Ｒ’）との反応によって、選択的に修飾されることもでき
る。アスパルチルまたはグルタミルは、アンモニウムイオンとの反応によって、アスパラ
ギニルおよびグルタミニル残基に変換されることもできる。塩基性アミノ酸の模倣体は、
例えば、（リシンおよびアルギニンに加えて）アミノ酸オルニチン、シトルリン、又は（
グアニジノ）－酢酸、又は（グアニジノ）アルキル－酢酸によって置換されることによっ
て生成されることができ、ここでアルキルは上記の通りである。ニトリル誘導体（例えば
、ＣＯＯＨの代わりにＣＮ部分を含む）は、アスパラギンまたはグルタミンに置換される
ことができる。アスパラギニルおよびグルタミニル残基は、対応するアスパルチルまたは
グルタミル残基に非アミノ化されることができる。アルギニン残基模倣体は、アルギニル
を、好ましくはアルカリ条件下で、例えば、フェニルグリオキサール、２，３－ブタンジ
オン、１，２－シクロヘキサンジオン、またはニンヒドリンを含む、例えば１若しくはそ
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れ以上の従来の試薬と反応させることによって生成されることができる。チロシン残基模
倣体は、チロシルを、例えば芳香族のジアゾニウム化合物またはテトラニトロメタンと反
応させることによって生成させることができる。Ｎ－アセチルイミダゾールおよびテトラ
ニトロメタンは、それぞれ、Ｏ－アセチルチロシル種および３－ニトロ誘導体を形成する
ために用いられることができる。システイン残基模倣体は、システイニル残基を、例えば
、２－クロロ酢酸酸または塩化アセトアミド、および対応するアミン等のα－ハロ酢酸塩
と反応させ、カルボキシメチルまたはカルボキシアミドメチル誘導体を与えることによっ
て生成させることができる。システイン残基模倣体は、システイニル残基を、例えば、ブ
ロモ－トリフルオロアセトン、α－ブロモ－β－（５－イミダゾイル）プロピオン酸；塩
化アセチルリン酸塩、Ｎ－アルキルマレイミド、３－ニトロ－２－ピリジルジスルフィド
；メチル２－ピリジルジスルフィド；ｐ－クロロ第二水銀安息香酸塩；２－クロロメルク
リ－４ニトロフェノール；または、クロロ－７－ニトロベンゾ－オキサ－１，３－ジアゾ
ールと反応させることによって生成させることができる。リシン模倣体は、リシニルを、
例えば、コハク酸又は他のカルボン酸酸無水物と反応させることによって生成させること
ができ、（且つアミノ末端残基を変更させることができる）。リシンおよび他のα－アミ
ノ含有残基模倣体は、メチルピコリンアミド塩、ピリドキサールリン酸、ピリドキサール
、クロロボロヒドリド、トリニトロ－ベンゼンスルホン酸、Ｏ－メチルイソ尿素、２，４
，ペンタンジオン、およびグリオキシル酸とのトランスアミダーゼ触媒反応等のイミドエ
ステルとの反応によって生成されることができる。メチオニンの模倣体は、例えばメチオ
ニンスルホキシドとの反応によって生成されることができる。プロリンの模倣体は、例え
ば、ピペコリン酸、チアゾリジンカルボン酸、３－又は４－ヒドロキシプロリン、デヒド
ロプロリン、３－又は４－メチルプロリン、又は３，３－ジメチルプロリンを含む。ヒス
チジン残基模倣体は、ヒスチジルを、例えば、ジエチルプロカルボン酸塩またはパラ－ブ
ロモフェナシルブロミドと反応させることによって生成させることができる。他の模倣体
は、例えば、プロリンおよびリシンのヒドロキシル化；セリルまたはトレオニル残基の水
酸基のリン酸化；リシン、アルギニンおよびヒスチジンのα－アミノ基のメチル化；Ｎ末
端アミンのアセチル化；主鎖アミド残基又はＮ－メチルアミノ酸での置換のメチル化；ま
たはＣ末端カルボキシル基のアミド化によって生成されるものを含む。
【０１９４】
　本発明のポリペプチド（例えばアミノ酸）の残基は、逆のキラリティのアミノ酸（また
はペプチド模倣体残基）によって置き換えられることもできる。したがって、Ｌ－構造（
化学物質の構造によってＲまたはＳとも呼ばれる）において自然発生している任意のアミ
ノ酸は、Ｄ－アミノ酸と呼ばれ、同じくＲ－又はＳ－形と呼ばれる逆のキラリティ以外の
、同じ化学構造タイプ又はペプチド模倣体のアミノ酸によって置き換えられることができ
る。
【０１９５】
　本発明はまた、翻訳後プロセシング等の天然の過程（例えばリン酸化、アシル化等）に
よって、または化学的修飾技術によって本発明のポリペプチドを修飾するための方法を提
供するものである。修飾は、ペプチド主鎖、アミノ酸側鎖およびアミンまたはカルボキシ
ル末端を含むポリペプチドのどこに起きても良い。同じタイプの修飾が、与えられたポリ
ペチドのいくつかの部位において同じ又は様々な程度で存在しても良いことはいうまでも
ない。また、与えられたポリペチドは、多くの種類の修飾を有することができる。修飾は
、アセチル化、アシル化、ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎ、ＡＤＰリボシル化、アミド化、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
、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスファチジルイノシトールの共有結合、架橋性環
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、システインの形成、ピロ
グルタミン酸の形成、ホルミル化、γ－カルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー
形成、ヒドロキシル化、ヨウ素化、メチル化、ｍｙｒｉｓｔｏｌｙａｔｉｏｎ、酸化、ｐ
ｅｇｙｌａｔｉｏｎ、タンパク質分解プロセシング、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、
ｓｅｌｅｎｏｙｌａｔｉｏｎ、硫酸化、およびａｒｇｉｎｙｌａｔｉｏｎ等のタンパク質



(40) JP 2012-519499 A 2012.8.30

10

20

30

40

50

への運搬ＲＮＡ媒介性のアミノ酸の追加を含む。Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，　Ｔ．　Ｅ．，　
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔ
ｉｅｓ　２ｎｄ　Ｅｄ．，　Ｗ．　Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，　
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（１９９３）；　Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｖａｌ
ｅｎｔ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，　Ｂ．　Ｃ．　Ｊｏｈｎ
ｓｏｎ，　Ｅｄ．，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　ｐｐ．　
１－１２　（１９８３）を参照。
【０１９６】
　固相化学ペプチド合成方法を、本発明のポリペプチドまたは断片を合成するために用い
ることもできる。このような方法は１９６０年代初期から本分野において周知であり（Ｍ
ｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，　Ｒ．　Ｂ．，　"Ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
．Ｉ．　Ｔｈｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ａ　ｔｅｔｒａｐｅｐｔｉｄｅ"，　Ｊ．
　Ａｍ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ，　８５：２１４９－２１５４，　１９６３）（また、Ｓ
ｔｅｗａｒｔ，　Ｊ．　Ｍ．　ａｎｄ　Ｙｏｕｎｇ，　Ｊ．　Ｄ．，　Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈ
ａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，　２ｎｄ　Ｅｄ．，　Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，　Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，　１１１．，　ｐｐ．　１１－１２も参
照）、最近になって市販の実験用のペプチドデザインおよび合成キットにおいて使用され
た（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）。このような
市販の実験用のキットは通常、Ｈ．　Ｍ．　Ｇｅｙｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　"Ｕｓｅ　
ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｔｏ　ｐｒｏｂｅ　ｖｉｒａｌ　ａｎｔｉ
ｇｅｎｓ　ｆｏｒ　ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ｔｏ　ａ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｓ
ｉｎｇｌｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ，"　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ
．，　ＵＳＡ，　８１：３９９８　（１９８４）　の教示を使用しており、、そのすべて
が単一のプレートに接続している多数の「ロッド」または「ピン」の先端上にペプチドを
合成することを提供する。このような系が利用される際には、ロッドまたはピンのプレー
トは逆さにされ、対応するウェルまたはリザーバーの第二のプレートに挿入され、この第
二のプレートは適切なアミノ酸をピンまたはロッドの先端に取り付け、又は固定するため
の溶液を含む。このようなプロセス工程を繰り返すことによって、つまり、ロッド及びピ
ンの先端を適切な溶液に逆さにして挿入することによって、アミノ酸は所望のペプチドに
組み込まれる。加えて、多くの利用可能なＦＭＯＣペプチド合成システムを利用できる。
例えば、ポリペプチドまたは断片の組み立ては、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
，　Ｉｎｃ．　の４３１Ａ（登録商標）オートメーション化ペピチド合成機を用いた固体
支持体上で行われることができる。このような装置は、直接合成によって、又は他の周知
の技術を使用した結合され得る一連の断片の合成によって、本発明のペプチドの容易な利
用を提供する。
【０１９７】
　合成ポリペプチドまたはその断片は、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、酸抽出
、陰イオン又は陽イオン交換クロマトグラフィ、ホスホセルロースクロマトグラフィ、疎
水性相互作用クロマトグラフィ、アフィニティークロマトグラフィ、ヒドロキシルアパタ
イトクロマトグラフィおよびレクチンクロマトグラフィを含む周知の方法によって回収さ
れ、精製されることができる。タンパク質のリフォールディング過程が、必要に応じて、
ポリペプチドの構造を仕上げる際に用いられることができる。必要に応じて、高性能液体
クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）が、最終的な精製過程のために使用されることができる。
【０１９８】
　本発明は、少なくとも１つのタンパク質変異体を有する条件的活性型タンパク質変異体
製剤または剤形を提供するものであり、前記製剤は液体又は乾燥物である。タンパク質製
剤は、選択的に、緩衝液、補因子、第ニの又は追加のタンパク質、又は１若しくはそれ以
上の賦形剤を含むものである。一の態様において、前記製剤は、治療的な条件的活性型生
物学的タンパク質として利用され、これは例えば、温度、ｐＨ、または浸透圧、酸化また
はオスモル濃度について、異常又は非生理的条件下で活性型であり、正常又は生理的条件
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下では低活性又は不活性なものである。
【０１９９】
　標準的な精製技術を、いずれの組換え体または合成条件的活性型生物学的タンパク質の
ために使用することができる。
【０２００】
　可逆的又は非可逆的な変異を同定するための変異スクリーニング
　望ましい分子の同定は、許容型の条件及び野生型の条件におけるタンパク質活性を測定
することによって、非常に直接的に達成される。最も高い活性の比（許容型／野生型）を
示す変異体を、次いで選択し、標準的な方法を用いて個々の変異を組み合わせることで、
点変異の並べ替え（ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ）を生成することが出来る。次いで、この組
み合わせた並べ替えタンパク質ライブラリーから、許容型と野生型の活性に最も大きい差
を示すタンパク質をスクリーニングする。
【０２０１】
　上清の活性を、様々な方法、例えば、蛍光アッセイなどのハイスループットな活性アッ
セイを使ってスクリーニングして、希望する特性（温度、ｐＨなど）に感受性をもつ、タ
ンパク質変異体を同定することが可能である。例えば、時間的感受性の変異体をスクリー
ニングするためには、個々の変異体ごとに、低い温度（２５℃など）と、元のタンパク質
が機能する温度（３７℃など）とにおいて、商業的に利用可能な基質を用いて、酵素活性
又は抗体活性の測定を行う。反応は、最初は９６ウェルアッセイなどのマルチウェルアッ
セイの形式で行われ、１４ｍｌチューブ形式などの異なる形式を用いて確認されてもよい
。
【０２０２】
　本開示は、酵素を同定するためのスクリーニングアッセイをさらに提供するものであっ
て、前記アッセイは、（ａ）複数の核酸又はポリペプチドを提供する工程と、（ｂ）前記
複数の核酸又はポリペプチドから、酵素活性をテストするためのポリペプチドの候補を得
る工程と、（ｃ）前記候補の酵素活性をテストする工程と、（ｄ）これらのポリペプチド
の候補であって、例えば、温度、ｐＨ、酸化、浸透圧性、電解質濃度、又は浸透圧の条件
が、異常な条件又は非生理的な条件下において、野生型酵素タンパク質に比べてより高い
酵素活性を示し、通常の生理的な条件下において、より低い酵素活性を示すものである、
前記ポリペプチドの候補を同定する工程とを、有するものである。
【０２０３】
　一態様においては、本方法はさらに、前記候補の条件的生理活性をテストする前に、少
なくとも一つの前記核酸又はポリペプチドを改変する工程を有するものである。別の態様
においては、前記テストする工程（ｃ）はさらに、宿主細胞又は宿主生物における前記ポ
リペプチドの発現の上昇をテストする工程を有するものである。さらなる態様においては
、前記テストする工程（ｃ）はさらに、約ｐＨ３～約ｐＨ１２のｐＨ範囲内における酵素
活性をテストする工程を有するものである。さらなる態様においては、前記テストする工
程（ｃ）はさらに、約ｐＨ５～約ｐＨ１０のｐＨ範囲内における酵素活性をテストする工
程を有するものである。さらなる態様においては、前記テストする工程（ｃ）はさらに、
約ｐＨ６～約ｐＨ８のｐＨ範囲内における酵素活性をテストする工程を有するものである
。さらなる態様においては、前記テストする工程（ｃ）はさらに、約ｐＨ６．７～約ｐＨ
７．５のｐＨ範囲内における酵素活性をテストする工程を有するものである。別の態様に
おいては、前記テストする工程（ｃ）はさらに、約４℃～約５５℃の温度範囲内における
酵素活性をテストする工程を有するものである。別の態様においては、前記テストする工
程（ｃ）はさらに、約１５℃～約４７℃の温度範囲内における酵素活性をテストする工程
を有するものである。別の態様においては、前記テストする工程（ｃ）はさらに、約２０
℃～約４０℃の温度範囲内における酵素活性をテストする工程を有するものである。別の
態様においては、前記テストする工程（ｃ）はさらに、約２５℃～約３７℃の温度範囲内
における酵素活性をテストする工程を有するものである。別の態様においては、前記テス
トする工程（ｃ）はさらに、通常の浸透圧下での酵素活性と、（正方向又は負方向に）異
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常な浸透圧下での酵素活性とをテストする工程を有するものである。別の態様においては
、前記テストする工程（ｃ）はさらに、通常の電解質濃度下での酵素活性と、（正方向又
は負方向に）異常な電解質濃度下での酵素活性とをテストする工程を有するものである。
テストされる前記電解質濃度は、カルシウム、ナトリウム、カリウム、マグネシウム、塩
素、重炭酸、及びリン酸の濃度から選択されるものである。別の態様においては、前記テ
ストする工程（ｃ）はさらに、安定した反応産物をもたらす酵素活性をテストする工程を
有するものである。
【０２０４】
　別の態様においては、本開示は、酵素活性を持つ本開示のポリペプチド又はその断片に
特異的に結合する、精製抗体を提供するものである。一態様においては、本開示は、酵素
活性を持つポリペプチドに特異的に結合する前記抗体の断片を提供するものである。
【０２０５】
　抗体及び抗体ベースのスクリーニング方法
　本開示は、本開示の酵素に特異的に結合する、単離された抗体又は組換え抗体を提供す
る。これらの抗体を用いて、本開示の酵素、又は関連するポリペプチドの酵素を、単離、
同定、又は定量化することが出来る。これらの抗体を用いて、本開示の範囲内の他のポリ
ペプチド、又は他の関連する酵素を単離することが出来る。前記抗体は、酵素の活性部位
に結合するように設計することが出来る。従って、本開示は、本開示の抗体を用いて、酵
素を抑制する方法を提供する。
【０２０６】
　前記抗体は、免疫沈降、染色、及び免疫親和性カラムなどで用いることが出来る。必要
な場合、特定の抗原をエンコードする核酸配列は、免疫処置とそれに続くポリペプチド又
は核酸の単離、増幅又はクローニング、並びに本開示のアレイへのポリペプチドの固定化
によって生成することが出来る。あるいは、本開示の方法を用いて、細胞によって生産さ
れた抗体の構造を改変することが可能であり、抗体を改変し、例えば抗体の親和性を上昇
又は低下させることが可能である。さらに、抗体を作成又は改変する能力を、本開示の方
法により細胞中に設計された表現型とすることが出来る。免疫処置、抗体の作製及び単離
（ポリクローナル及びモノクローナル）の方法は、本技術分野の当業者に公知であり、科
学文献及び特許文献に記載されている。例えば、Ｃｏｌｉｇａｎ，ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲ
ＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ，Ｗｉｌｅｙ／Ｇｒｅｅｎｅ，ＮＹ（１９
９１）；Ｓｔｉｔｅｓ（ｅｄｓ．）ＢＡＳＩＣ　ＡＮＤ　ＣＬＩＮＩＣＡＬ　ＩＭＭＵＮ
ＯＬＯＧＹ（７ｔｈ　ｅｄ．）Ｌａｎｇｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ
，Ｌｏｓ　Ａｌｔｏｓ，Ｃａｌｉｆ．（"Ｓｔｉｔｅｓ"）；Ｇｏｄｉｎｇ，ＭＯＮＯＣＬ
ＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：　ＰＲＩＮＣＩＰＬＥＳ　ＡＮＤ　ＰＲＡＣＴＩＣＥ
（２ｄ　ｅｄ．）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．　Ｙ．（１９
８６）；Ｋｏｈｌｅｒ（１９７５）"Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　ｃｕｌｔｕｒｅｓ　ｏｆ　
ｆｕｓｅｄ　ｃｅｌｌｓ　ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｏｆ　ｐｒｅｄｅｆ
ｉｎｅｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ"，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５；Ｈａｒｌｏｗ（
１９８８）ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ，Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ．　を参
照のこと。抗体はまた、例えば、従来的な動物を用いたインビボの方法に加えて、組換え
抗体の結合部位を発現するファージディスプレイライブラリーを用いることで、インビト
ロで作製することも可能である。例えば、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ（１９９７）"Ｄｅｓｉ
ｇｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ　ｌｉｂｒａｒｙ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｓ
ｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ｈｉｇｈ－ａｆｆｉｎｉｔｙ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ"，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１５：６２－７０；　ａ
ｎｄ　Ｋａｔｚ（１９９７）"Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ａｎｄ　ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ
　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ　ｏｆ　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔ
ｙ　ｏｆ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ　ｏｒ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｂｙ
　ｐｈａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ"，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｂｉｏｍｏｌ．
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Ｓｔｒｕｃｔ．２６：２７－４５．を参照のこと。
【０２０７】
　ポリペプチド又はペプチドを用いて、特異的に本開示のポリペプチド、例えば酵素に結
合する抗体を作製することが出来る。結果得られる抗体は、ポリペプチドを単離又は精製
するため、或いはポリペプチドが生体サンプルの中に存在するかどうかを決定するために
、免疫親和性クロマトグラフィーの手法の中で用いられてもよい。そうした手法において
は、抽出物などのタンパク質調製物、又は生体サンプルを、本開示のポリペプチドの中の
１つに特異的に結合することが出来る抗体と接触させる。
【０２０８】
　免疫親和性手法においては、前記抗体を、ビーズ又はその他のカラム基材などの、固体
支持体に結合させる。前記タンパク質調製物を、本開示のポリペプチドの中の１つに特異
的に前記抗体が結合する条件下で、前記抗体と接触するように置く。洗浄を行い、非特異
的に結合したタンパク質を除去した後、特異的に結合したポリペプチドを溶出する。
【０２０９】
　生体サンプル中のタンパク質の、抗体対する結合能力を、本技術分野の当業者に公知の
様々な手法を用いて決定することが出来る。例えば、蛍光物質、酵素ラベル、放射性同位
体などの、検出可能な標識を用いて抗体を標識することによって、結合能を決定してもよ
い。あるいは、表面にそうした検出可能な標識を持つ二次抗体を用いて検出することによ
って、サンプルに対する抗体の結合能を決定してもよい。特定のアッセイとしては、ＥＬ
ＩＳＡアッセイ、サンドイッチアッセイ、ラジオイムノアッセイ、及びウェスタンブロッ
トが含まれる。
【０２１０】
　本開示のポリペプチドに対して製作されるポリクロ―ナル抗体は、動物への前記ポリペ
プチドの直接注射か、又は非ヒト動物への前記ポリペプチドの投与によって、得ることが
出来る。そうして得られた抗体を、次いでポリペプチドそれ自体に結合させる。この方法
においては、前記ポリペプチドの断片のみをエンコードする配列さえ、未変性の全長ポリ
ペプチドに結合する可能性のある抗体を作成するのに用いることが出来る。次いで、そう
した抗体を用いて、前記ポリペプチドを発現する細胞から前記ポリペプチドを単離するこ
とが出来る。
【０２１１】
　モノクローナル抗体を調整するために、継代培養細胞株によって生産される抗体を提供
する、任意の手法を用いることが出来る。例として、ハイブリドーマ法、トリオーマ法、
ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法、及びＥＢＶハイブリドーマ法（例えば、Ｃｏｌｅ（１９８
５）ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈ
ｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，ｐｐ．７７－９６を参照のこと）が含
まれる。
【０２１２】
　単鎖抗体を作製するために記載された手法（例えば、米国特許第４９４６７７８号を参
照のこと）を、本開示のポリペプチドに対する単鎖抗体を作製するために適応することが
出来る。あるいは、トランスジェニックマウスを用いて、前記ポリペプチド又はその断片
に対するヒト化抗体を発現させてもよい。本開示のポリペプチドに対して製作される抗体
を用いて、他の生物及びサンプル由来の類似のポリペプチド（例えば、酵素）をスクリー
ニングすることが出来る。そうした手法においては、生物由来のポリペプチドを前記抗体
と接触させ、前記抗体と特異的に結合するポリペプチドを検出する。上述した手法から任
意のものを、抗体の結合を検出するために用いてもよい。
【０２１３】
　スクリーニング方法、及び「オンライン」モニタリング装置
　本開示の方法の実施においては、様々な装置及び方法を本開示のポリペプチド及び核酸
と併せて使用することが出来る。その装置及び方法には、例えば、酵素活性によるペプチ
ドのスクリーニングするためのもの、酵素活性に対してアクチベーター又はインヒビター
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などの潜在モジュレーターとなる化合物のスクリーニングするためのもの、本開示のポリ
ペプチドに結合する抗体のためのもの、本開示の核酸にハイブリダイズする核酸のための
もの、本開示のポリペプチドを発現する細胞をスクリーニングするためのものなどが挙げ
られる。
【０２１４】
　アレイ又は「バイオチップ」
　本開示の核酸又はポリペプチドは、アレイに固定化又は適用することが出来る。アレイ
を用いることで、組成物（例えば、小分子、抗体、核酸など）のライブラリーに対して、
本開示の核酸又はポリペプチドに結合する能力、又はそれらの活性を調整する能力によっ
て、スクリーニング又はモニターすることが出来る。例えば、本開示の一態様においては
、モニターされるパラメーターは酵素遺伝子の転写発現である。ある細胞の転写産物の、
１つ又は複数、或いは全てを、その細胞の転写産物或いは細胞の転写産物の代表的又は相
補的な核酸を有するサンプルを、アレイ又は「バイオチップ」に固定化した核酸にハイブ
リダイズすることで、測定することが可能である。マイクロチップ上の核酸の「アレイ」
を用いることで、転写産物の一部又は全部を同時に定量化する事が出来る。あるいは、ゲ
ノム核酸を有するアレイを用いることで、本開示の方法によって作られた、新たに設計さ
れた株の遺伝子型を決定することも出来る。ポリペプチド「アレイ」を用いることで、同
時に複数のタンパク質を定量化することも出来る。本開示は、任意の既知の「アレイ」と
ともに実施することが可能であって、この「アレイ」は、「マイクロアレイ」又は「核酸
アレイ」又は「ポリペプチドアレイ」又は「抗体アレイ」又は「バイオチップ」又はそれ
らの変型とも見なされる。アレイは一般的に、複数の「スポット」又は「標的要素」であ
って、それぞれの標的要素は、規定の量の１つ又は複数の生体分子、例えば、オリゴヌク
レオチドを有するものであり、サンプル分子、例えばｍＲＮＡ転写産物に特異的に結合す
る基質表面の規定の領域に、固定化されているものである。
【０２１５】
　本開示の方法の実施においては、以下の文献中に記載されているような、任意の既知の
アレイ及び／又はアレイを作成及び使用する方法が、それらの全体又は一部、或いはそれ
らの変型について援用されうる。例えば、米国特許第６２７７６２８号；同第６２７７４
８９号；同第６２６１７７６号；同第６２５８６０６号；同第６０５４２７０号；同第６
０４８６９５号；同第６０４５９９６号；同第６０２２９６３号；同第６０１３４４０号
；同第５９６５４５２号；同第５９５９０９８号；同第５８５６１７４号；同第５８３０
６４５号；同第５７７０４５６号；同第５６３２９５７号；同第５５５６７５２号；同第
５１４３８５４号；同第５８０７５２２号；同第５８００９９２号；同第５７４４３０５
号；同第５７００６３７号；同第５５５６７５２号；同第５４３４０４９号；例えば、国
際公開ＷＯ９９／５１７７３号；国際公開ＷＯ９９／０９２１７号；国際公開ＷＯ９７／
４６３１３号；国際公開ＷＯ９６／１７９５８号も参照のこと；例えば、Ｊｏｈｎｓｔｏ
ｎ（１９９８）"Ｇｅｎｅ　ｃｈｉｐｓ：　Ａｒｒａｙ　ｏｆ　ｈｏｐｅ　ｆｏｒ　ｕｎ
ｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ　ｇｅｎｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ"，Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．８
：Ｒ１７１－Ｒ１７４；Ｓｃｈｕｍｍｅｒ（１９９７）"Ｉｎｅｘｐｅｎｓｉｖｅ　Ｈａ
ｎｄｈｅｌｄ　Ｄｅｖｉｃｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｉ
ｇｈ－Ｄｅｎｓｉｔｙ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ａｒｒａｙｓ"，Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｉｑｕｅｓ　２３：１０８７－１０９２；Ｋｅｒｎ（１９９７）"Ｄｉｒｅｃｔ　ｈｙｂ
ｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌａｒｇｅ－ｉｎｓｅｒｔ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ｃｌｏｎｅ
ｓ　ｏｎ　ｈｉｇｈ－ｄｅｎｓｉｔｙ　ｇｒｉｄｄｅｄ　ｃＤＮＡ　ｆｉｌｔｅｒ　ａｒ
ｒａｙｓ"，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２３：１２０－１２４；Ｓｏｌｉｎａｓ－Ｔ
ｏｌｄｏ（１９９７）"Ｍａｔｒｉｘ－Ｂａｓｅｄ　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　Ｇｅｎｏ
ｍｉｃ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：　Ｂｉｏｃｈｉｐｓ　ｔｏ　Ｓｃｒｅｅｎ　ｆｏ
ｒ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｉｍｂａｌａｎｃｅｓ"，Ｇｅｎｅｓ，Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　&
　Ｃａｎｃｅｒ　２０：３９９－４０７；Ｂｏｗｔｅｌｌ（１９９９）"Ｏｐｔｉｏｎｓ
　Ａｖａｉｌａｂｌｅ－Ｆｒｏｍ　Ｓｔａｒｔ　ｔｏ　Ｆｉｎｉｓｈ‾ｆｏｒ　Ｏｂｔａ
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ｉｎｉｎｇ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｄａｔａ　ｂｙ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ"，Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｕｐｐ．２１：２５－３２も参照のこと。米国特許出願公
開第２００１００１８６４２号；米国特許出願公開第２００１００１９８２７号；米国特
許出願公開第２００１００１６３２２号；米国特許出願公開第２００１００１４４４９号
；米国特許出願公開第２００１００１４４４８号；米国特許出願公開第２００１００１２
５３７号；米国特許出願公開第２００１０００８７６５号も参照のこと。
【０２１６】
　キャピラリーアレイ
　ＧＩＧＡＭＡＴＲＩＸ（商標）（Ｄｉｖｅｒｓａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、カリフォ
ルニア州、サンディエゴ）などのキャピラリーアレイを、本開示の方法において用いるこ
とが出来る。本開示の核酸またはポリペプチドを、キャピラリーアレイを含むアレイに対
して固定化又は適用することが出来る。アレイを用いることで、組成物（例えば、小分子
、抗体、核酸など）のライブラリーに対して、本開示の核酸又はポリペプチドに結合する
能力、又はそれらの活性を調整する能力によって、スクリーニング又はモニターすること
が出来る。キャピラリーアレイは、サンプルを保持かつスクリーニングするためのもう一
つのシステムを提供する。例えば、サンプルスクリーニング装置は、隣接したキャピラリ
ーアレイとして形成される複数のキャピラリーを含むことが出来、ここで各キャピラリー
は少なくとも１つの、サンプルを保持する管腔を形成する壁を有するものである。前記装
置は、さらに、前記アレイ中の隣接したキャピラリーの間に配置される間質材を含みうる
ものであって、その間質剤の中に、１つまた複数の参照指標が形成されているものである
。サンプルをスクリーニングするためのキャピラリーは、キャピラリーアレイに結合する
ように適合されたものであって、サンプルを保持するための管腔を形作る第一の壁と、前
記サンプルを励起するために管腔に与えられる励起エネルギーをフィルターするフィルタ
ー材から形成される第二の壁を含みうるものである。ポリペプチド又は核酸、例えばリガ
ンドを、キャピラリーアレイの少なくとも一部のキャピラリーの第一成分に、導入するこ
とが出来る。前記キャピラリーアレイの各キャピラリーは、少なくとも１つの、前記第一
成分を保持する管腔を形作る壁を有することが出来る。前記キャピラリー中の前記第一成
分の後ろに、気泡を導入することが出来る。第二成分を前記キャピラリーに導入すること
が可能であり、ここでこの第二成分は気泡によって第一成分と分離される。対象サンプル
は、検出可能粒子で標識された第一液として、キャピラリーアレイ中の一つのキャピラリ
ーに導入され、このキャピラリーアレイ中の各キャピラリーは、前記第一液と前記検出可
能粒子とを保持するための管腔を形作る少なくとも１つの壁を有するものであって、前記
少なくとも一つの壁は、検出可能粒子を結合させるための結合材料で被覆されている。本
方法は、さらに、結合した検出可能粒子が保持されているキャピラリーチューブから第一
液を除去する工程と、そのキャピラリーに第二液を導入する工程とを含むものである。前
記キャピラリーアレイは、管腔を形作る少なくとも一つの外壁を有する、複数の個々のキ
ャピラリーを含むものである。前記外壁は、互いに融合した１つ又は複数の壁であっても
よい。同様に、前記壁は、その壁が液体又はサンプルを保持する管腔を形成する限り、円
筒形、四角形、六角形、又はその他の幾何学的形態の管腔を形作ることができる。前記キ
ャピラリーアレイ中のキャピラリーは、平面構造を形成するように近接して互いに支え合
うことが出来る。前記キャピラリーは、隣同士を融合（例えば、ここではキャピラリーは
ガラス製）、接着、粘結、又は固定することによって、互いに結合することが出来る。前
記キャピラリーアレイは、任意の数、例えば１００～４，０００，０００の、個々のキャ
ピラリーから形成することが可能である。キャピラリーアレイは、約１００，０００又は
それより多くの、互いに結合した個々のキャピラリーを持つ、マイクロタイタープレート
を形成することが出来る。
【０２１７】
　医薬組成物
　本開示は、少なくとも１つの組成物を提供するものであって、この組成物は、（ａ）条
件的活性型生物学的タンパク質、及び（ｂ）適当な担体又は希釈剤、を有するものである
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。本開示はまた、少なくとも１つの組成物を提供するものであって、この組成物は、（ａ
）本明細書に記載の核酸をエンコードする条件的活性型生物学的タンパク質、及び（ｂ）
適当な担体又は希釈剤、を有するものである。前記担体又は希釈剤は、選択的に、既知の
担体又は希釈剤に従って、薬学的に許容可能なものにすることが出来る。前記組成物はさ
らに、選択的に、追加して少なくとも１つの化合物、タンパク質、又は組成物を有するこ
とが出来る。
【０２１８】
　前記条件的活性型生物学的タンパク質は、薬学的に受容可能な塩の形をとっていてもよ
い。薬学的に受容可能な塩とは、製薬産業において治療用タンパク質の塩として一般的に
用いられるものであって、例えばナトリウム、カリウム、カルシウムなどの塩、並びに、
プロカイン、ジベンジルアミン、エチレンジアミン、エタノールアミン、メチルグルカミ
ン、タウリンなどのアミン塩、並びに、塩酸塩、及び塩基性アミノ酸などの酸添加塩含む
ものである。
【０２１９】
　本開示は、さらに、本技術分野に既知である通り、そして／又は本明細書に記載されて
いる通り、細胞、組織、臓器、動物又は患者における、少なくとも１つの親分子が関連す
る症状を、そして／或いは、関連症状の前に、後に、又は間に、調節又は治療するための
、治療有効量を投与するための、少なくとも１つの条件的活性型生物学的タンパク質の方
法又は組成物を提供する。従って、本開示は、本開示の少なくとも一つの条件的活性型生
物学的タンパク質の有効量を有する組成物を、細胞、組織、臓器又は動物に接触させる工
程或いはそれに投与する工程を有する、細胞、組織、臓器又は動物における、野生型タン
パク質に関連する症状を、診断又は処置する方法を提供するものである。本方法は選択的
に、さらに、細胞、組織、臓器又は動物に対し、有効量である０．００１～５０ｍｇ／ｋ
ｇの、本開示の条件的活性型生物学的タンパク質を使用する工程を有していてもよい。本
方法は選択的に、さらに、非経口、皮下、筋肉内、静脈内、関節内、気管支内、腹腔内、
嚢内（ｉｎｔｒａｃａｐｓｕｌａｒ）、軟骨内、腔内（ｉｎｔｒａｃａｖｉｔａｒｙ）、
腔内（ｉｎｔｒａｃｅｌｉａｌ）、小脳内、脳室内、結腸内、頸内、胃内、肝臓内、心筋
内、骨内、骨盤内、心膜内、腹腔内、胸膜腔内、前立腺内、肺内、直腸内、腎臓内、網膜
内、脊椎内、滑液包内、胸内、子宮内、嚢内（ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ）、ボーラス、
膣、直腸、口腔内、舌下、鼻腔内、又は経皮から選択される少なくとも一つの形態により
、接触させる工程又は投与する工程を、使用する工程を有していてもよい。本方法は選択
的に、さらに、条件的活性型生物学的タンパク質の接触又は投与の前に、同時に、又は後
に、検出可能な標識又はレポーター、ＴＮＦアンタゴニスト、抗リウマチ剤、筋肉弛緩剤
、麻酔薬、非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）、鎮痛剤、麻酔剤、鎮静剤、局所麻酔
剤、神経筋遮断薬、抗菌薬、乾癬治療薬、コルチコステロイド、タンパク同化ステロイド
、エリスロポエチン、免疫化薬、免疫グロブリン、免疫抑制薬、成長ホルモン、ホルモン
補充薬、放射性医薬品、抗欝薬、抗精神病薬、興奮剤、喘息薬、ベータアゴニスト、吸入
用ステロイド、エピネフリン又はその類似物、細胞毒性薬又は他の抗癌剤、メトトレキセ
ートのような代謝拮抗剤、増殖抑制剤、サイトカイン、或いはサイトカインアンタゴニス
トの少なくとも一つから選択される、少なくとも一つの化合物又はタンパク質の有効量を
有する、少なくとも一つの組成物を投与する工程を有していてもよい。
【０２２０】
　本開示はさらに、本技術分野において既知である通り、そして／又は本明細書に記載さ
れている通り、細胞、組織、臓器、動物又は患者における少なくとも一つの、野生型タン
パク質が関連する症状を、そして／或いは、関連症状の前に、後に、又は間に、診断する
ための、少なくとも１つの条件的活性型生物学的タンパク質の方法を提供する。
【０２２１】
　薬学的に受容可能な担体は、投与される特定の組成物によって、及びその組成物を投与
するのに使用される特定の方法によって、ある程度決定される。従って、本発明の医薬組
成物に好適な製剤は多種多様である。様々な液体担体、例えば緩衝生理食塩水などが使用
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されてもよい。そうした溶液は、無菌であり、一般的に不都合となる物質は入っていない
。そうした溶液は、従来的な、既知の滅菌方法によって滅菌されてもよい。前記組成物は
生理学的条件に近付けるのに必要とされる薬学的に受容される、ｐＨ調節剤及び緩衝剤、
等張性調節剤などの補助物質、例えば酢酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、
塩化カルシウム、乳酸ナトリウム等を含んでいてもよい。こうした製剤の中での条件的活
性型生物学的タンパク質の濃度は幅広く変えてもよく、選んだ特定の投与形態に従って、
流体容積、粘度、体重などに主に基づいて選択されるであろう。
【０２２２】
　経口投与に適した製剤は、（ａ）水、生理食塩水、又はＰＥＧ４００などの希釈剤中に
懸濁された、有効量の放送された核酸のような、液体の液剤、（ｂ）それぞれ予め決定さ
れた量の活性成分を、液体、固形物、顆粒又はゼラチンとして含有する、カプセル剤、サ
シェ剤または錠剤、（ｃ）適切な液体中の懸濁剤、並びに（ｄ）好適な乳剤からなること
が出来る。本発明の、経口投与のための医薬組成物及び製剤は、本技術分野で公知の薬学
的に受容可能な担体を、適切な用量使用して配合することが出来る。そうした担体は、前
記医薬品が、錠剤、丸剤、散剤、糖衣剤、カプセル剤、液剤、トローチ剤、ゲル剤、シロ
ップ剤、スラリー剤、懸濁剤など、患者の服用に好適な単位用量形に製剤化されることを
可能にする。経口使用のための医薬製剤は、固体賦形剤によって製剤化されるが、場合に
より、錠剤又は糖衣剤の中核部を得るため、得られた混合物を磨り潰し、好適な追加の化
合物を加えた後にその顆粒剤の混合物を処理する。好適な固体賦形剤は炭水化物又はタン
パク質充填剤であり、例えば、ラクトース、スクロース、マンニトール又はソルビトール
などの糖；トウモロコシ、コムギ、コメ、ジャガイモ又は他の植物に由来するデンプン；
メチルセルロース、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース
又はカルボキシメチルセルロースナトリウムなどのセルロース；並びにアラビア及びトラ
ガカントを含むガム：並びにゼラチン及びコラーゲンなどのタンパク質を含む。架橋ポリ
ビニルピロリドン、寒天、アルギン酸、又はアルギン酸ナトリウムなどのそれらの塩のよ
うな、崩壊剤又は可溶化剤を加えてもよい。錠剤形は、乳糖、ショ糖、マンニトール、ソ
ルビトール、リン酸カルシウム、コーンスターチ、ジャガイモデンプン、微晶質セルロー
ス、ゼラチン、コロイド状二酸化ケイ素、タルク、ステアリン酸マグネシウム、ステアリ
ン酸、他の賦形剤、着色剤、充填剤、結合剤、希釈剤、緩衝剤、水和剤、保存剤、香味料
、色素、崩壊剤、及び薬学的に受容可能な担体の中から１つ又は複数を含むことが出来る
。
【０２２３】
　本発明は、水性懸濁剤の製造に適する賦形剤との混合物中に、条件的活性型生物学的タ
ンパク質を有する水性懸濁剤を提供する。そのような賦形剤には、カルボキシメチルセル
ロースナトリウム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、アルギン
酸ナトリウム、ポリビニルピロリドン、トラガカントガム及びアラビアガムのような懸濁
化剤、及び天然に存在するホスファチド（例えばレシチン）、アルキレンオキシドと脂肪
酸との縮合生成物（例えばポリオキシエチレンステアレート）、エチレンオキシドと長鎖
脂肪族アルコールとの縮合生成物（例えばヘプタデカエチレンオキシセタノール）、エチ
レンオキシドと脂肪酸及びヘキシトールから誘導された部分エステルとの縮合生成物（例
えばポリエチレンソルビトールモノオレート）、又はエチレンオキシドと脂肪酸及び無水
ヘキシトールから誘導された部分エステルとの縮合生成物（例えばポリオキシエチレンソ
ルビタンモノオレート）のような核酸剤又は湿潤剤を含むことが出来る。前記水性懸濁剤
はまた、エチル又はｎ－プロピル－ｐ－ヒドロキシベンゾエートなどの１つ又は複数の保
存剤、１つ又は複数の着色剤、１つ又は複数の香味料、並びにスクロース、アスパルテー
ム又はサッカリンなどの１つ又は複数の甘味料を含有することが出来る。製剤は浸透圧に
ついて調整されてもよい。
【０２２４】
　トローチ剤形は、活性成分を通常、スクロース及びアカシア又はトラガカントといった
香味料中に有し、また、香錠剤は、ゼラチン及びグリセリン又はスクロース及びアカシア
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乳剤、ゲル剤などの、不活性基材中に活性成分を有し、これらの活性成分に加え本技術分
野で既知の担体を有することが出来る。前記条件的活性型生物学的タンパク質は、経口投
与されるとき、消化から保護されていなければならないと理解されている。これは、一般
的には、前記条件的活性型生物学的タンパク質を、酸性的及び酵素的な加水分解への耐性
を付与する組成物と複合体を作ることによって、或いは前記条件的活性型生物学的タンパ
ク質を、リポソームなどの適切な耐性を持つ担体中に包装することによって、達成される
。タンパク質を消化から保護する方法は、本技術分野において公知である。前記医薬組成
物は、例えば、リポソーム中に、又は活性成分を徐放出来るようにする製剤中に、封入す
ることが出来る。
【０２２５】
　包装された前記条件的活性型生物学的タンパク質は、単独で、又は他の好適な成分との
組み合わせによって、エアロゾル製剤（例えば、噴霧吸入が可能なもの）に製剤化して、
吸入法によって投与することが出来るエアロゾル製剤は、ジクロロフルオロメタン、プロ
パン、窒素などの圧縮された許容される噴射剤に入れることが出来る。直腸投与に好適な
製剤は、例えば、包装された核酸と坐剤基材からなる坐剤を含む。好適な坐剤は、天然又
は合成のトリグリセリド又はパラフィン炭化水素を含み、さらに、包装された核酸と基材
の組合せからなるゼラチンの直腸用カプセルを使うことも可能であり、その基材には、例
えば、液体トリグリセリド、ポリエチレングリコール、及びパラフィン炭化水素が含まれ
る。
【０２２６】
　本発明の経皮又は局所の送達組成物は、条件的活性型生物学的タンパク質に加えて、薬
学的に受容可能な担体が、クリーム、軟膏、液体又はハイドロゲルの製剤中に含んでもい
てもよく、添加成分が治療用タンパク質の送達に悪影響を与えない限り、その他の化合物
を含んでいてもよい。従来の薬学的に受容可能な乳化剤、界面活性剤、懸濁化剤、抗酸化
剤、浸透圧上昇剤、増量剤、希釈剤、保存剤を、加えてもよい。水に可溶のポリマーもま
た、担体として使用することが出来る。
【０２２７】
　非経口投与、例えば、関節内（関節部中）、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内、及び皮下
の経路などによる投与に好適な製剤は、抗酸化剤、緩衝液、制菌剤、及び対象の被投与者
の血液に対する等張性を製剤に与える溶質を含有しうる水性及び非水性の等張性無菌注射
溶液と、懸濁化剤、可溶化剤、増粘剤、安定化剤、保存剤を含有しうる水性及び非水性の
無菌懸濁溶液とを含む。本発明の実施においては、組成物は、例えば、静脈内注入、経口
、局所、腹腔内、又はくも膜下腔内に投与することが出来る。一態様においては、非経口
投与の形態は、条件的活性型生物学的タンパク質を有する組成物の投与に好適な方法であ
る。前記組成物は、便宜的に、単位用量形で投与されてもよく、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔ
ｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｉｎｇ　Ｃｏ．Ｅａｓｔｏｎ　Ｐａ．，１８ｔｈ　Ｅｄ．，１９９０に記載されている
ような、医薬分野で公知である任意の方法によって調製されてもよい。静脈内投与の製剤
は、無菌の水又は生理食塩水、ポリエチレングリコールなどのポリアルキレングリコール
、野菜由来のオイル、水素化ナフタレンなどの、薬学的に受容可能な担体を含有していて
もよい。米国特許第４３１８９０５号の記載も参照及び適用のこと。
【０２２８】
　条件的活性型生物学的タンパク質を有する、包装された組成物の製剤は、アンプル及び
バイアルのような、単位用量又は複数容量を封入された容器に入れることが出来る。注射
用溶液及び懸濁液は、以前に記載した種類の無菌の散剤、顆粒剤、及び錠剤から調製する
ことが出来る。
【０２２９】
　本開示はまた、本開示に従って、少なくとも１つの野生型タンパク質に関連する症状を
診断するための、少なくとも１つの条件的活性型生物学的タンパク質の、組成物、装置及
び／又は送達方法を提供するものである。
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【０２３０】
　また提供するものは、少なくとも１つの条件的活性型生物学的タンパク質及び少なくと
も１つの薬学的に受容可能な担体又は希釈剤を有する組成物である。前記組成物は選択的
に、さらに、検出可能な標識又はレポーター、細胞毒性薬又は他の抗癌剤、メトトレキセ
ートのような代謝拮抗剤、増殖抑制剤、サイトカイン、またはサイトカインアンタゴニス
ト、ＴＮＦアンタゴニスト、抗リウマチ剤、筋肉弛緩剤、麻酔薬、非ステロイド性抗炎症
薬（ＮＳＡＩＤ）、鎮痛剤、麻酔剤、鎮静剤、局所麻酔剤、神経筋遮断薬、抗菌薬、乾癬
治療薬、コルチコステロイド、タンパク同化ステロイド、エリスロポエチン、免疫化薬、
免疫グロブリン、免疫抑制薬、成長ホルモン、ホルモン補充薬、放射性医薬品、抗欝薬、
抗精神病薬、興奮剤、喘息薬、βアゴニスト、吸入用ステロイド、エピネフリン又は類似
物の少なくとも一つから選択される、少なくとも一つの化合物又はタンパク質の有効量を
有することが出来る。
【０２３１】
　また提供するものは、本開示の少なくとも一つの条件的活性型生物学的タンパク質を有
する医療装置であり、ここで前記装置は、少なくとも一つの条件的活性型生物学的タンパ
ク質を、非経口、皮下、筋肉内、静脈内、関節内、気管支内、腹腔内、嚢内、軟骨内、腔
内（ｉｎｔｒａｃａｖｉｔａｒｙ）、腔内（ｉｎｔｒａｃｅｌｉａｌ）、小脳内、脳室内
、結腸内、頸内、胃内、肝臓内、心筋内、骨内、骨盤内、心膜内、腹腔内、胸膜腔内、前
立腺内、肺内、直腸内、腎臓内、網膜内、脊椎内、滑液包内、胸内、子宮内、嚢内、ボー
ラス、膣、直腸、口腔内、舌下、鼻腔内、又は経皮から選択される、少なくとも一つの形
態により接触させる工程又は投与する工程に好適なものである。
【０２３２】
　さらなる態様においては、本開示は、少なくとも１つの本開示の条件的活性型生物学的
タンパク質又は断片を凍結乾燥された形で有する第一の容器と、場合により、無菌の水、
無菌の緩衝化水、或いは、フェノール、ｍ－クレゾール、ｐ－クレゾール、ｏ－クレゾー
ル、クロロクレゾール、ベンジルアルコール、硝酸フェニル水銀、フェノキシエタノール
、ホルムアルデヒド、クロロブタノール、塩化マグネシウム（例えば六水和物）、アルキ
ルパラベン（メチル、エチル、プロピル、ブチルなど）、塩化ベンザルコニウム、塩化ベ
ンゼトニウム、デヒドロ酢酸ナトリウムおよびチメロサール又はそれらの混合物よりなる
群から選択され、水性希釈剤中に入れられた少なくとも１つの保存剤を有する第二の容器
とを、有するキットを提供するものである。一態様において、前記キットの前記第一の容
器中の、条件的活性型生物学的タンパク質又は特定部分又は変異体の濃度は、前記第二の
容器の内容物によって、約０．１ｍｇ／ｍｌ～約５００ｍｇ／ｍｌの濃度に再構成される
。別の態様においては、前記第二の容器はさらに等張剤を有する。別の態様においては、
前記第二の容器はさらに生理学的に受容可能な緩衝液を有する。一態様においては、本開
示は、少なくとも１つの野生型タンパク質が介在する症状を治療する方法であって、それ
を必要とする患者に、キットに提供されている製剤を投与する工程と、投与の前に再構成
する工程とを有する、前記治療する方法を提供する。
【０２３３】
　また提供されるものは、ヒトの医薬品又は診断用途のための製品の物品であって、この
製品の物品は、包装素材と、溶液又は少なくとも１つの本開示の条件的活性型生物学的タ
ンパク質を凍結乾燥したものとを有する。前記製品の物品は、選択的に、非経口、皮下、
筋肉内、静脈内、関節内、気管支内、腹腔内、嚢内（ｉｎｔｒａｃａｐｓｕｌａｒ）、軟
骨内、腔内（ｉｎｔｒａｃａｖｉｔａｒｙ）、腔内（ｉｎｔｒａｃｅｌｉａｌ）、小脳内
、脳室内、結腸内、頸内、胃内、肝臓内、心筋内、骨内、骨盤内、心膜内、腹腔内、胸膜
腔内、前立腺内、肺内、直腸内、腎臓内、網膜内、脊椎内、滑液包内、胸内、子宮内、嚢
内（ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ）、ボーラス、膣、直腸、口腔内、舌下、鼻腔内、又は経
皮の、送達装置又は送達システムを、構成要素とする容器を有することが出来る。
【０２３４】
　本開示はさらに、本明細書中に記載されるあらゆる開示を提供するものである。
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【０２３５】
　実施例１：温度変異体についてのマルチウォールアッセイ（例えば、９６ウェルアッセ
イ）についての概要
　マルチウォールプレートの各ウェルに蛍光基質を加え、野生型の温度と、新規の型で低
い反応温度の両方（例えば、上述の通り３７℃又は２５℃のいずれか）に適切な時間おく
。蛍光プレートリーダーによって、適切な励起及び発光スペクトル（例えば、３２０ｎｍ
の励起スペクトル、４０５ｎｍの発光スペクトル）において、蛍光を測定することによっ
て、蛍光を検出する。相対蛍光ユニット（Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
　ｕｎｉｔ：ＲＦＵ）を決定する。野生型分子からの上清及びプラスミド／ベクターで形
質転換された細胞を、ポジティブコントロール及びネガティブコントロールとして用いる
。各サンプル、反応温度、ポジティブコントロール及びネガティブコントロールにおいて
、複製反応を行う。
【０２３６】
　低い温度（例えば、２５℃で活性化する変異体）で活性化し、野生型の温度（例えば、
３７℃で、１０％、２０％、３０％、４０％、又はそれ以上活性が低下する）で活性が低
下し、すなわち活性の比が１．１以上か又はより大きい値以上（例えば２５℃又は３７℃
における活性の比（２５℃／３７℃）が１．１以上か又はより大きい値以上）である、変
異体を、推定温度感受性の一次ヒットとしてみなすことが出来る。この温度感受性一次ヒ
ットを、次いで、同じアッセイを用いてスクリーニングし、全ての一次ヒットを確かめる
ことが出来る。
【０２３７】
　実施例２：温度変異体の確認試験のための異なるアッセイ形式（例えば、１４ｍＬアッ
セイ）についての概要
　温度感受性一次ヒットとして同定された変異体を、１４ｍＬの培養チューブで発現させ
、それらの酵素活性を野生型の温度（例えば、３７℃）とより低い温度（例えば、２５℃
）とにおいて測定する。タンパク質を発現させ、上述の通りにマルチウォール形式で用い
るために精製するが、マルチウォール（９６ウェルプレート）でない異なる形式（１４ｍ
ｌチューブ）における発現も別に行う。
【０２３８】
　各変異体の上清を、マルチウォールプレート、例えば９６ウェルのマイクロプレートに
移動する。各チューブに蛍光基質を加え、指定の温度（野生型の温度、より低い温度）に
適切な時間おく。野生型分子をポジティブコントロールとして使用し、ベクターのみによ
り形質転換した細胞からの上清をネガティブコントロールとして使用する。蛍光プレート
リーダーによって、適切な発光スペクトル（例えば、３２０ｎｍの励起スペクトル、４０
５ｎｍの発光スペクトル）において、蛍光を測定することによって、蛍光を検出する。相
対蛍光ユニット（Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｕｎｉｔ：ＲＦＵ）を
決定する。各サンプル、反応温度、ポジティブコントロール及びネガティブコントロール
において、複製反応を行う。
【０２３９】
　低い温度（例えば、２５℃）で活性化するが、野生型の温度（例えば、３７℃）で、少
なくとも３０％かそれ以上の活性の低下を見せ、すなわち野生型の温度（例えば、３７℃
）での活性に対する、低い温度（例えば２５℃）での活性の比が１．１以上である変異体
を、温度感受性ヒットとして同定する。
【０２４０】
　低い温度（例えば、２５℃）における変異体の活性を、野生型の温度（例えば、３７℃
）における野生型分子の活性と比較する。もし、低い温度（例えば、２５℃）において野
生型分子よりも活性が高いことが、残存活性が１より大きく、好ましくは２以上であるこ
とで示される場合、かつ、変異体が野生型の温度（３７℃）において野生型分子と比べた
ときに、全体的な活性の低下を示す場合、変異体の表現型が温度感受性変異体であると確
認出来る。
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【０２４１】
　実施例３：発見したヒットのさらなる発達についての概要
　必要な場合、新規のコンビナトリアル変異体ライブラリーを、上述において同定した変
異体ヒットの全て又は選択したものから作成する。この新規のライブラリーを、選択した
変異体それぞれについて、可能な全てのアミノ酸変異体を含むようにデザインし、新しい
ヒットについての記載の通り再度スクリーニングをすることが出来る。
【０２４２】
　実施例４：温度低下後の酵素活性の可逆性についての概要
　温度感受性の発達させた変異体に対してさらにアッセイを行い、低い温度（例えば、２
５℃）における酵素活性が可逆的か非可逆的か、当該変異体を高い温度に曝し、続けて低
い温度（例えば、２５℃）に戻すことによって、確認することが出来る。この温度感受性
変異体を、所望の形式、例えば、概述のような１４ｍＬ培養チューブにおいて発現させる
。この変異体を、野生型の温度（例えば、３７℃）及びその他の温度を含んだ幾つかの条
件下においてテストし、続いて、必要な低い温度（例えば、２５℃）に再度曝す。低い温
度において活性のある変異体であって、より高い温度又は野生型の温度まで上昇させたと
き、活性の低下を示し（つまり、低い温度における活性の高い温度に対する活性の比が、
１、１．５、２、又はそれより高い値以上である）、再度低い温度まで下げられたときに
ベースラインの活性を示す、前記変異体を、「可逆性ヒット」と判定する。低い温度にお
いて活性のある変異体であって、より高い温度又は野生型の温度まで上昇させたとき、活
性の低下を示し（つまり、低い温度における活性の高い温度に対する活性の比が、１、１
．５、２、又はそれより高い値以上である）、再度低い温度まで下げられたときに少なく
とも低下した活性と同じ程度の活性を示す、前記変異体を、「非可逆性ヒット」と判定す
る。
【０２４３】
　実施例５：条件的活性型のアンジオスタチン変異体のスクリーニングについての材料及
び方法。条件的活性型のアンジオスタチン変異体のスクリーニングについての材料及び方
法は、Ｃｈｉ　ａｎｄ　Ｐｉｚｚｏ，"Ａｎｇｉｏｓａｔｉｎ　ｉｓ　ｄｉｒｅｃｔｌｙ
　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　ｔｏ　ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｌｏｗ　ｅｘｔｒａｃｅ
ｌｌｕｌａｒ　ｐＨ：　ａ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｏｎ　ｃｅｌｌ
　ｓｕｒｆａｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ＡＴＰ　ｓｙｎｔｈａｓｅ"，Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ．２００６；６６（２）：８７５－８８２から適用することが可能であり、この
文献は参照することによって本明細書に援用される。
【０２４４】
　材料。ヒトのプラスミノーゲン由来の、野生型アンジオスタチンのクリングル１～３は
、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ（ドイツ、Ｄａｒｍｓｔａｄｔ）から入手可能であり、無菌ＰＢ
Ｓ中で再構成することが出来る。過去に記載されているように、ＡＴＰ合成酵素の触媒的
βサブユニットに対するポリクローナル抗体は作製可能であり、ウシのＡＴＰ合成酵素Ｆ
１サブユニットは精製可能である（（Ｍｏｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，"Ａｎｇｉｏｓｔａｔ
ｉｎ　ｂｉｎｄｓ　ＡＴＰ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　
ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ"，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１９９９；９６：２８１１－６；Ｍｏｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．"Ｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｓｕｒｆａｃｅ　Ｆｌ－ＦＯ　ＡＴＰ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　
ｉｓ　ａｃｔｉｖｅ　ｉｎ　ＡＴＰ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｉｓ　ｉｎｈｉｂｉ
ｔｅｄ　ｂｙ　ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ"，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
ＳＡ；２００１；９８：６６５６－６１）。カリポリドは、無菌の水に可溶化し、無菌に
フィルターすることが出来る。
【０２４５】
　細胞培養。Ａ５４９（肺がん組織由来のヒト上皮細胞株）又は他のがん細胞株（ＤＵ１
４５、ＬＮＣａＰ、又はＰＣ－３細胞）は、例えばＡＴＣＣから入手可能である。ヒト臍
帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）は、文献に記載されているようにヒト臍帯静脈から単離可
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能である（Ｇｒａｎｔ　ｅｔ　ａｌ．，"Ｍａｔｒｉｇｅｌ　ｉｎｄｕｃｅｓ　ｔｈｙｍ
ｏｓｉｎ　ｈ　４　ｇｅｎｅ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ　ｅｎｄｏｔｈｅ
ｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ"，Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ　１９９５；１０８：３６８５－９４．
）。ＨＵＶＥＣ細胞は、ＡＴＰ合成酵素を細胞表面に発現する細胞株で、ポジティブコン
トロールとして使用することが出来る。細胞は、１％ペニシリンストレプトマイシン及び
１０％血清置換培地３（Ｓｉｇｍａ、ミズーリ州、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ）を入れたＤＭＥＭ
（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、カリフォルニア州、Ｃａｒｌｓｂａｄ）で培養
し、プラスミミノーゲンの存在を最小限にすることが出来る。低いｐＨ（６．７）の培地
は、重炭酸塩を５％ＣＯ２条件下で１０ｍｍｏｌ／Ｌまで減少させ、浸透圧を維持するた
めに３４ｍｍｏｌ／ＬのＮａＣｌを追加するか、又は２２ｍｍｏｌ／Ｌの重炭酸塩培地を
１７％ＣＯ２条件下でインキュベートすることで調製することが出来る。ｐＨを低下させ
る方法は、実験的制約及びアッセイによって変化してもよい。
【０２４６】
　フローサイトメトリー。ＡＴＰ合成酵素が腫瘍細胞株の細胞表面において機能的である
ことを確認するために、フローサイトメトリー実験を行うことが出来る。例えば、Ａ５４
９細胞株を、低酸素状態（０．５％Ｏ２、５％ＣＯ２、Ｎ２平衡）対酸素正常状態（２１
％Ｏ２、５％ＣＯ２）で、異なるｐＨの培地（１０、２２、及び４４ｍｍｏｌ／Ｌの重炭
酸塩ＤＭＥＭ）において、０、１２、２４、４８、お及び７２時間培養することが出来る
。生細胞をブロックし、抗βサブユニット抗体とともにインキュベートし、洗浄し、ブロ
ックし、二次抗体のヤギ抗ウサギ抗体ＦＩＴＣ（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ、ア
ラバマ州、Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ）とともにインキュベートし、再度洗浄することが出来
る（全ての工程は４℃で行われる）。ヨウ化プロピジウム（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、カリフォルニア州、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ）を、細胞膜を損傷した細胞を識別するために
全てのサンプルに含めることが出来る。１０，０００細胞中のＦＩＴＣの平均蛍光強度を
、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメーター（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、
ニュージャージー州、Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ）によって定量化し、ＣＥＬＬＱｕ
ｅｓｔソフトウェア（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）上で、ヨウ化プロピジウムを取り
込んだ細胞を取り除くことで、ミトコンドリアＡＴＰ合成酵素の検出を除去することが出
来る。
【０２４７】
　細胞表面のＡＴＰ合成アッセイ。９６ウェルプレート中のＡ５４９又は１－ＬＮ細胞（
ウェル毎に６０，０００個）を、培地で満たし、アンジオスタチン、アンジオスタチン変
異体、抗βサブユニット抗体、ウシ血清アルブミンに対して作成されたウサギＩｇＧ（Ｏ
ｒｇａｎｏｎ　Ｔｅｋｎｉｋａ、ペンシルバニア州、Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ）、ピセ
タノール（既知のＡＴＰ合成酵素Ｆ１の阻害剤でポジティブコントロールとして用いられ
る、Ｓｉｇｍａ）、又は培地のみによって、３７℃、５％ＣＯ２で３０分間処理すること
が出来る。次いで、細胞を０．０５ｍｍｏｌ／ＬのＡＤＰで２０秒間インキュベートする
ことが出来る。上清を除去し、記載（２３）の通り、にＣｅｌｌＴｉｔｅｒＧｌｏルミネ
センスアッセイ（Ｐｒｏｍｅｇａ、ウィスコンシン州、Ｍａｄｉｓｏｎ）によって、ＡＴ
Ｐ産生を分析することが出来る。細胞溶解物を同様に分析し、ＡＴＰの細胞内プールが全
ての条件において変わらないことを確認することが出来る。記録を、Ｌｕｍｉｎｏｓｋａ
ｎ　Ａｓｃｅｎｔ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ、フィンランド、Ｈｅｌｓｉｎ
ｋｉ）上でとることが出来る。データは、それぞれの独立した実験において決定された基
準に基づいて、細胞毎のＡＴＰのモル数によって表される。
【０２４８】
　細胞増殖アッセイ。アンジオスタチンのがん細胞株への効果を、無血清培地に置いて、
３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－５－（３－カルボキシフェニル）－２
－（４－スルホフェニル）－２Ｈ－テトラゾリウム、分子内塩（ＭＴＳ）増殖アッセイに
よって評価することが出来る。アンジオスタチンの存在下又は非存在下において、３７℃
、５％ＣＯ２で２０時間インキュベートした後、９６ウェルマイクロプレートの各ウェル
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）を用いて製品のプロトコルに従って、決定することが出来る。培地のｐＨを、５％ＣＯ

２において重炭酸塩濃度によって調節することが出来る。
【０２４９】
　細胞毒性の評価。細胞死および細胞溶解を定量化するために、サイトゾルから上清に放
出された乳酸デヒドロゲナーゼ（ｌａｃｔａｔｅ　ｃｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ：ＬＤＨ
）の活性を、Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎキット（Ｒｏｃｈｅ、イン
ディアナ州、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ）によって計測することが出来る。アンジオスタ
チン、アンジオスタチン変異体、抗βサブユニット抗体、ウサギＩｇＧ、カリポリド、及
びトリトンＸ（細胞を透過処理する界面活性剤でポジティブコントロールとして用いる）
によって処理したがん細胞（例えば、Ａ５４９細胞）（ウェル毎に５，０００個）を、５
％ＣＯ２又は１７％ＣＯ２（それぞれ、中性及び低ｐＨ条件）で、３７℃、１５時間イン
キュベートすることが出来る。細胞毒性の指標は、同じｐＨの培地に対応させて、４組の
処理したサンプルの平均吸光度を、４組の未処理サンプルの平均吸光度によって除算する
ことで計算することが出来る。細胞のネクローシス及びアポトーシスの評価アンジオスタ
チンの細胞死を引き起こす作用を決定するために、ヒストン－ＤＮＡ　ＥＬＩＳＡを行う
ことが出来る。Ａ５４９細胞（ウェル毎に５，０００個）に対するアンジオスタチン、ア
ンジオスタチン変異体、抗βサブユニット抗体、ウサギＩｇＧ、カリポリドの効果を、核
外のヒストン－ＤＮＡ断片の検出に基づいた、ＥＬＩＳＡアポトーシス及びネクローシス
アッセイ（Ｒｏｃｈｅ）を用いることで、決定することが出来る。試薬の存在下又は非存
在下で、３７℃１５時間インキュベートした後、４組のサンプルの細胞溶解物又は上清か
ら、それぞれアポトーシス又はネクローシスを決定することが出来る。アポトーシス又は
ネクローシスは、同じｐＨの培地に対応させて、４組の処理したサンプルの平均吸光度を
、４組の未処理サンプルの平均吸光度によって除算することで計算することが出来る。培
地のｐＨを、５％ＣＯ２又は１７％ＣＯ２においてインキュベートすることで調節するこ
とが出来る。
【０２５０】
　細胞内ｐＨ（ｐＨｉ）の測定。ｐＨｉは、カバーガラス付きの３５ｍｍマイクロウェル
ディッシュ（ＭａｔＴｅｋ、マサチューセッツ州、Ａｓｈｌａｎｄ）上に乗せた細胞の蛍
光によって、測定することが出来る。細胞を、成長因子を減少させた、フェノールレッド
フリーのＭａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に乗せることが出来る。一
晩培養後、培地を変え、細胞をｐＨ感受性蛍光色素のｃＳＮＡＲＦ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ、オレゴン州、Ｅｕｇｅｎｅ）とともに添加して１５分間おき、続いて新
しい培地で２０分間回復させる。次いで、細胞を顕微鏡の台にマウントし、３７℃、５％
ＣＯ２で発光スペクトルの収集を１時間行い、記載の通りそれぞれ７～１５細胞を含む領
域からｐＨｉを計算することが出来る（Ｗａｈｌ　ＭＬ，Ｇｒａｎｔ　ＤＳ．"Ｅｆｆｅ
ｃｔｓ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　
ｐＨ　ａｎｄ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍａｔｒｉｘ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｎ　
ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ’ｓ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｏｎ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒ　ｐＨ"，Ｇｅｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　２００２；３５：２７７－８５）。スペ
クトル収集の開始時に、培地をディッシュから取り除き、細胞を、アンジオスタチン、抗
βサブユニット抗体、ウサギＩｇＧ、カリポリド、ナトリウム－プロトン交換阻害剤を含
む又は含まない、１ｍＬの新しい培地によって試すことが出来る。培地のｐＨを、上述の
ように、固定した％ＣＯ２において、重炭酸塩濃度によって調節することが出来る。
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