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(57)【要約】
【課題】所望の標的細胞に対して望ましい結合親和性を
有するリターゲティング毒素結合体を提供すること。
【解決手段】標的細胞における細胞外融合の阻害または
低減のために、非細胞傷害性毒素結合体を設計する方法
であって、該方法が、（Ａ）該標的細胞において細胞外
融合を増大するアゴニストを同定する工程；ならびに（
Ｂ）工程（Ａ）によって同定可能であるアゴニストであ
るターゲティング部分（ＴＭ）；非細胞傷害性プロテア
ーゼまたはそれらのフラグメント；およびトランスロケ
ーションドメインを含む剤を調製する工程を含む、方法
。
【選択図】図８
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的細胞における細胞外融合の阻害または低減のために、非細胞傷害性毒素結合体を設
計する方法であって、該方法が、
　（Ａ）該標的細胞において細胞外融合を増大するアゴニストを同定する工程；ならびに
　（Ｂ）剤を調製する工程であって、該剤が、
　　（ｉ）ターゲティング部分（ＴＭ）であって、これは、該標的細胞上の結合部位に該
剤を結合させ、該結合部位は、エンドサイトーシスを受けて該標的細胞内のエンドソーム
に取り込まれ、該ＴＭは、工程（Ａ）によって同定可能であるアゴニストである、ＴＭ；
　　（ii）非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれらのフラグメントであって、該標的細胞
の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得る、プロテアーゼまたはプロテアーゼフラグメ
ント；および
　　（iii）トランスロケーションドメインであって、該エンドソームの内部から該エン
ドソームの膜を横断して該標的細胞のサイトゾルへと、該プロテアーゼまたはプロテアー
ゼフラグメントをトランスロケートさせる、ドメイン
を含む剤である、工程
を含む、方法。
【請求項２】
　標的細胞における細胞外融合の阻害または低減のために、非細胞傷害性毒素結合体を設
計する方法であって、該方法が、
　（Ａ）該標的細胞において細胞外融合を増大するアゴニストを同定する工程；ならびに
　（Ｂ）剤を調製する工程であって、該剤が、
　　（ｉ）ターゲティング部分（ＴＭ）であって、これは、該標的細胞上の結合部位に該
剤を結合させ、該結合部位は、エンドサイトーシスを受けて該標的細胞内のエンドソーム
に取り込まれ、該ＴＭは、工程（Ａ）によって同定可能であるアゴニストである、ＴＭ；
　　（ii）非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれらのフラグメントをコードするＤＮＡ配
列であって、該標的細胞で発現可能であり、そしてそのように発現されたとき、該標的細
胞の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得るプロテアーゼまたはプロテアーゼフラグメ
ントを提供する、ＤＮＡ配列；および
　　（iii）トランスロケーションドメインであって、該エンドソームの内部から該エン
ドソームの膜を横断して該標的細胞のサイトゾルへと、該プロテアーゼまたはプロテアー
ゼフラグメントをコードするＤＮＡ配列をトランスロケートさせる、ドメイン
を含む剤である、工程
を含む、方法。
【請求項３】
　前記アゴニストが前記標的細胞において細胞外融合を増大することを確認する工程を含
む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　アゴニストが存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較して、前記標的細
胞からの分泌が増大することを検出する工程を含む、前記請求項のいずれかの項に記載の
方法。
【請求項５】
　前記検出工程が、クロマトグラフィー、質量分光法、および／または蛍光を用いるアッ
セイによって実施される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記検出工程が、ＥＬＩＳＡ／ＥＩＡ／ＲＩＡ技術、および／または放射性トレーサー
技術を用いるアッセイによって実施される、請求項４または５に記載の方法。
【請求項７】
　アゴニストが存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較して、前記標的細
胞の細胞表面で発現される細胞膜タンパク質の濃度が増大することを検出する工程を含む
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、請求項１から３のいずれかの項に記載の方法。
【請求項８】
　前記細胞膜タンパク質が細胞レセプタータンパク質であり、そして前記方法が、アゴニ
ストが存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較して、前記標的細胞の表面
で発現される該レセプタータンパク質の濃度が増大することを検出する工程を含む、請求
項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記検出工程が、免疫組織化学、フローサイトメトリー、単離された原形質膜細胞画分
のウェスタンブロッティング、蛍光リガンド結合技術、および／または放射性リガンド結
合技術を用いるアッセイによって実施される、請求項７または８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞膜タンパク質がトランスポータータンパク質であり、そして前記方法が、アゴ
ニストが存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較して、前記標的細胞の表
面で発現される該トランスポータータンパク質の濃度が増大することを検出する工程を含
む、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　前記検出工程が、免疫組織化学、フローサイトメトリー、単離された原形質膜細胞画分
のウェスタンブロッティング、および／または輸送される物質（例えば、グルコース）の
細胞内および細胞外測定を用いるアッセイによって実施される、請求項７または１０に記
載の方法。
【請求項１２】
　前記細胞膜タンパク質が膜チャネルタンパク質であり、そして前記方法が、アゴニスト
が存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較して、前記標的細胞の表面で発
現される該膜チャネルタンパク質の濃度が増大することを検出する工程を含む、請求項７
に記載の方法。
【請求項１３】
　前記検出工程が、単離されたサンプル（例えば、血清、血漿、または尿）中のイオン濃
度の生化学的測定、組織（例えば、エクスビボ組織）の電気生理、輸送される物質（例え
ば、グルコース）の細胞内および細胞外測定、免疫組織化学、フローサイトメトリー、お
よび単離された原形質膜細胞画分のウェスタンブロッティングを用いるアッセイによって
実施される、請求項７または１２に記載の方法。
【請求項１４】
　非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれらのフラグメントを標的細胞にリターゲティング
するのに適したアゴニストを同定する方法であって、該プロテアーゼまたはそれらのフラ
グメントが、該標的細胞において細胞外融合器官のタンパク質を切断し得、該方法が、
　（Ａ）推定アゴニスト分子を同定する工程；
　（Ｂ）該推定アゴニスト分子と該標的細胞とを接触させる工程；および
　（Ｃ）該推定アゴニスト分子が、該分子が存在する場合に、該分子が存在しない場合と
比較して、該標的細胞において細胞外融合が増大することを同定することにより、アゴニ
ストであることを確認する工程
を含む、方法。
【請求項１５】
　前記推定アゴニスト分子またはアゴニストが、非細胞傷害性プロテアーゼ（またはそれ
らのフラグメント）または該プロテアーゼ（またはそれらのフラグメント）をコードする
ＤＮＡ配列と組み合わせられて、本発明の剤を形成できることを確認する工程を含む、請
求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記推定アゴニスト分子またはアゴニストが、前記標的細胞上の結合部位に結合するこ
とを確認する工程であって、該結合部位が、レセプター媒介エンドサイトーシスを受けや
すい、工程を含む、請求項１４または１５に記載の方法。
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【請求項１７】
　前記推定アゴニスト分子またはアゴニストが、前記非細胞傷害性プロテアーゼ（または
それらのフラグメント）または該プロテアーゼ（またはそれらのフラグメント）をコード
するＤＮＡ配列を、標的細胞のサイトゾルに送達できることを確認する工程を含む、請求
項１４から１６のいずれかの項に記載の方法。
【請求項１８】
　工程（Ｃ）が、アゴニストが存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較し
て、前記標的細胞からの分泌が増大することを検出する工程を含む、請求項１４から１７
のいずれかの項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記検出工程が、クロマトグラフィー、質量分光法、および／または蛍光を用いるアッ
セイによって実施される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記検出工程が、ＥＬＩＳＡ／ＥＩＡ／ＲＩＡ技術、および／または放射性トレーサー
技術を用いるアッセイによって実施される、請求項１８または１９に記載の方法。
【請求項２１】
　工程（Ｃ）が、アゴニストが存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較し
て、前記標的細胞の表面で発現される細胞膜タンパク質の濃度が増大することを検出する
工程を含む、請求項１４から１７のいずれかの項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記細胞膜タンパク質が細胞レセプタータンパク質であり、そして前記方法が、アゴニ
ストが存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較して、前記標的細胞の表面
で発現される該レセプタータンパク質の濃度が増大することを検出する工程を含む、請求
項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記検出工程が、免疫組織化学、フローサイトメトリー、単離された原形質膜細胞画分
のウェスタンブロッティング、蛍光リガンド結合技術、および／または放射性リガンド結
合技術を用いるアッセイによって実施される、請求項２１または２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記細胞膜タンパク質がトランスポータータンパク質であり、そして前記方法が、アゴ
ニストが存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較して、前記標的細胞の表
面で発現される該トランスポータータンパク質の濃度が増大することを検出する工程を含
む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２５】
　前記検出工程が、免疫組織化学、フローサイトメトリー、単離された原形質膜細胞画分
のウェスタンブロッティング、および／または輸送される物質（例えば、グルコース）の
細胞内および細胞外測定を用いるアッセイによって実施される、請求項２１または２４に
記載の方法。
【請求項２６】
　前記細胞膜タンパク質が膜チャネルタンパク質であり、そして前記方法が、アゴニスト
が存在する場合に、該アゴニストが存在しない場合と比較して、前記標的細胞の表面で発
現される該膜チャネルタンパク質の濃度が増大することを検出する工程を含む、請求項２
１に記載の方法。
【請求項２７】
　前記検出工程が、単離されたサンプル（例えば、血清、血漿、または尿）中のイオン濃
度の生化学的測定、組織（例えば、エクスビボ組織）の電気生理、輸送される物質（例え
ば、グルコース）の細胞内および細胞外測定、免疫組織化学、フローサイトメトリー、お
よび単離された原形質膜細胞画分のウェスタンブロッティングを用いるアッセイによって
実施される、請求項２１または２６に記載の方法。
【請求項２８】
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　前記プロテアーゼが、前記標的細胞の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得る細菌タ
ンパク質またはそれらのフラグメントである、前記請求項のいずれかの項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記細菌タンパク質が、クロストリジウム神経毒素またはＩｇＡプロテアーゼから選択
される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　薬学的組成物であって、該組成物が剤を含み、該剤が、
　　（ｉ）ターゲティング部分（ＴＭ）であって、これは、標的細胞上の結合部位に該剤
を結合させ、該結合部位は、エンドサイトーシスを受けて該標的細胞内のエンドソームに
取り込まれ、ここで該ＴＭは、該標的細胞において細胞外融合を増大し得るアゴニストで
ある、ＴＭ；
　　（ii）非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれらのフラグメントであって、該標的細胞
の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得る、プロテアーゼまたはプロテアーゼフラグメ
ント；および
　　（iv）トランスロケーションドメインであって、該エンドソームの内部から該エンド
ソームの膜を横断して該標的細胞のサイトゾルへと、該プロテアーゼまたはプロテアーゼ
フラグメントをトランスロケートさせる、ドメイン
を含む、組成物。
【請求項３１】
　薬学的組成物であって、該組成物が剤を含み、該剤が、
　　（ｉ）ターゲティング部分（ＴＭ）であって、これは、標的細胞上の結合部位に該剤
を結合させ、該結合部位は、エンドサイトーシスを受けて該標的細胞内のエンドソームに
取り込まれ、ここで該ＴＭは、該標的細胞において細胞外融合を増大し得るアゴニストで
ある、ＴＭ；
　　（ii）非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれらのフラグメントをコードするＤＮＡ配
列であって、該標的細胞で発現可能であり、そしてそのように発現されたとき、該標的細
胞の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得るプロテアーゼまたはプロテアーゼフラグメ
ントを提供する、ＤＮＡ配列；および
　　（iii）トランスロケーションドメインであって、該エンドソームの内部から該エン
ドソームの膜を横断して該標的細胞のサイトゾルへと、該プロテアーゼまたはプロテアー
ゼフラグメントをトランスロケートさせる、ドメイン
を含む、組成物。
【請求項３２】
　前記アゴニストが、前記標的細胞と接触して、該アゴニストが存在しない場合と比較し
て、該標的細胞からの分泌を増大させ得る、請求項３０または３１に記載の組成物。
【請求項３３】
　前記アゴニストが、前記標的細胞と接触して、該アゴニストが存在しない場合と比較し
て、該標的細胞の細胞表面で発現される細胞膜タンパク質の濃度を増大させ得る、請求項
３０または３１に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記アゴニストが、前記標的細胞と接触して、該アゴニストが存在しない場合と比較し
て、該標的細胞の細胞表面で発現される細胞レセプタータンパク質の濃度を増大させ得る
、請求項３３に記載の組成物。
【請求項３５】
　前記アゴニストが、前記標的細胞と接触して、該アゴニストが存在しない場合と比較し
て、該標的細胞の表面で発現されるトランスポータータンパク質の濃度を増大させ得る、
請求項３３に記載の組成物。
【請求項３６】
　前記アゴニストが、前記標的細胞と接触して、該アゴニストが存在しない場合と比較し
て該標的細胞の表面で発現される膜チャネルタンパク質の濃度を増大させ得る、請求項３
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３に記載の組成物。
【請求項３７】
　前記剤が請求項１から１３のいずれかの項に記載の方法によって調製されている、請求
項３０から３６のいずれかの項に記載の組成物。
【請求項３８】
　前記アゴニストが請求項１４から２７のいずれかの項に記載の方法によって同定されて
いる、請求項３０から３６のいずれかの項に記載の組成物。
【請求項３９】
　被験体において、前記標的細胞における細胞外融合により引き起こされる臨床症状を軽
減するインヒビターをさらに含む、請求項３０から３８のいずれかの項に記載の組成物。
【請求項４０】
　前記インヒビターが、前記標的細胞への前記アゴニストの結合から生じる増大した細胞
外融合により引き起こされる前記臨床症状を軽減する、請求項３９に記載の組成物。
【請求項４１】
　前記インヒビターが、被験体に投与されたときに、短期作用持続期間、好ましくは１～
３日間の短期作用持続期間、より好ましくは１～２日間の短期作用持続期間、最も好まし
くは２４～３６時間の短期作用持続期間を有する、請求項３９または４０に記載の組成物
。
【請求項４２】
　前記プロテアーゼが、前記標的細胞の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得る細菌タ
ンパク質またはそれらのフラグメントである、請求項３０から４１のいずれかの項に記載
の組成物。
【請求項４３】
　前記細菌タンパク質が、クロストリジウム神経毒素またはＩｇＡプロテアーゼから選択
される、請求項４２に記載の組成物。
【請求項４４】
　請求項３０に規定される剤をコードするＤＮＡ構築物であって、該構築物は、前記ＴＭ
および／または前記トランスロケーションドメインと、前記プロテアーゼ（またはそれら
のフラグメント）とをコードするＤＮＡを含む、ＤＮＡ構築物。
【請求項４５】
　請求項３０に規定される剤を調製する方法であって、請求項４４に記載のＤＮＡ構築物
を宿主細胞で発現させる工程を含む、方法。
【請求項４６】
　請求項３０に規定される剤を調製する方法であって、前記ＴＭおよび／またはトランス
ロケーションドメインと、前記プロテアーゼ（またはそれらのフラグメント）とを共有結
合で連結する工程を含む、方法。
【請求項４７】
　請求項３１に規定される剤を調製する方法であって、前記ＴＭおよび／またはトランス
ロケーションドメインと、前記プロテアーゼ（またはそれらのフラグメント）をコードす
るＤＮＡ配列とを共有結合で連結する工程を含む、方法。
【請求項４８】
　被験体の医学的疾患または医学的状態を治療するための医薬品の製造のための、請求項
３０から４３のいずれかの項に記載の組成物の使用であって、ここで該疾患または状態が
、該被験体の標的細胞における細胞外融合によって引き起こされる、使用。
【請求項４９】
　被験体の医学的疾患または医学的状態を治療するための医薬品の製造のための、請求項
３０から３８のいずれかの項に記載の組成物の使用であって、ここで該疾患または状態が
、該被験体の標的細胞における細胞外融合によって引き起こされる、使用。
【請求項５０】
　前記医薬品が、前記被験体に、インヒビターの前に、該インヒビターと同時に、または
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該インヒビターの後に投与され、そして該インヒビターが、該被験体において、細胞外融
合により引き起こされる臨床症状を軽減する、請求項４９に記載の組成物の使用。
【請求項５１】
　前記インヒビターが、前記被験体において、前記標的細胞への前記アゴニストの結合か
ら生じる増大した細胞外融合により引き起こされる臨床症状を軽減する、請求項５０に記
載の組成物の使用。
【請求項５２】
　前記インヒビターが、前記被験体に投与されたときに、短期作用持続期間、好ましくは
１～３日間の短期作用持続期間、より好ましくは１～２日間の短期作用持続期間、最も好
ましくは２４～３６時間の短期作用持続期間を有する、請求項５０または５１に記載の組
成物の使用。
【請求項５３】
　標的細胞における細胞外融合により引き起こされる医学的疾患または医学的状態を治療
するための方法であって、請求項３０から４３のいずれかの項に記載の組成物を被験体に
投与する工程を含む、方法。
【請求項５４】
　標的細胞における細胞外融合により引き起こされる医学的疾患または医学的状態を治療
するための方法であって、請求項３０から３８のいずれかの項に記載の組成物を被験体に
投与する工程を含む、方法。
【請求項５５】
　前記組成物が、被験体に、インヒビターの前に、該インヒビターと同時に、または該イ
ンヒビターの後に投与され、そして該インヒビターが、該被験体において、細胞外融合に
より引き起こされる臨床症状を軽減する、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記インヒビターが、前記被験体において、前記標的細胞への前記アゴニストの結合か
ら生じる増大した細胞外融合により引き起こされる臨床症状を軽減する、請求項５５に記
載の方法。
【請求項５７】
　前記インヒビターが、前記被験体に投与されたときに、短期作用持続期間、好ましくは
１～３日間の短期作用持続期間、より好ましくは１～２日間の短期作用持続期間、最も好
ましくは２４～３６時間の短期作用持続期間を有する、請求項５５または５６に記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医学的状態または医学的疾患の治療に用いられるリターゲティングされる毒
素結合体を設計するための方法、および医学的状態または医学的疾患の治療のための医薬
品の製造における該結合体の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　一般に、毒素は、標的細胞に対して有する効果のタイプに従って２つの群に分けられ得
る。より詳細には、第一の毒素群は、それらの天然の標的細胞を殺傷し、このため、細胞
傷害性毒素分子として知られる。この毒素群は、とりわけ、植物毒素（例えば、リシンお
よびアブリン）および細菌毒素（例えば、ジフテリア毒素およびシュードモナス外毒素Ａ
）によって例示される。細胞傷害性毒素は、細胞性障害および状態（例えば、癌）の治療
のために「魔法の弾丸」（例えば、免疫結合体；これは、細胞傷害性毒素構成部分と標的
細胞上の特異的マーカーに結合する抗体とを含む）の設計に多くの関心をひきつけている
。細胞傷害性毒素は、代表的には、タンパク質合成の細胞プロセスを阻害することにより
、それらの標的細胞を殺傷する。
【０００３】
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　対して、第二の毒素群は、非細胞傷害性毒素として知られ、（これらの名称が証明する
とおり）それらの天然の標的細胞を殺傷しない。非細胞傷害性毒素は、それらの細胞傷害
性のものほどには商業上の関心をひきつけず、そしてタンパク質合成以外の細胞プロセス
を阻害することにより、標的細胞に対してそれらの効果を発揮する。それらの細胞傷害性
のものと同様に、非細胞傷害性毒素は、種々の供給源（例えば、植物および細菌）から生
成される。
【０００４】
　ここで、細菌非細胞傷害性毒素についてより詳細に説明する。
【０００５】
　クロストリジウム神経毒素は、代表的には150kDaの程度の分子量を有するタンパク質で
ある。それらは、種々の細菌種、特に、クロストリジウム属の細菌、最も重要にはC. tet
aniおよびC. botulinumの数株、C. butyricum、およびC. argentinenseによって生成され
る。現在、クロストリジウム神経毒素の８つの異なるクラスが存在し（すなわち、破傷風
菌毒素およびボツリヌス菌神経毒素（その血清型Ａ、Ｂ、Ｃ１、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧ））
、そしてそれらは全て、類似の構造および作用様式を共有する。
【０００６】
　また、非細胞傷害性毒素は、他の細菌（例えば、ナイセリア属由来、最も重要には、N.
 Gonorrhoeae種由来）によっても生成される。例えば、Neisseria sp.は、非細胞傷害性
毒素ＩｇＡプロテアーゼを生成する（ＷＯ９９／５８５７１を参照のこと）。
【０００７】
　クロストリジウム神経毒素は、非細胞傷害性毒素分子の主要な群を代表し、そして単一
ポリペプチドとして宿主細菌によって合成され、この単一ポリペプチドは、タンパク質分
解切断事象によって翻訳後修飾されて、ジスルフィド結合によって互いに接続された２つ
のポリペプチド鎖を形成する。これらの２つの鎖は、重鎖（Ｈ鎖）（これは、約100kDaの
分子量を有する）および軽鎖（Ｌ鎖）（これは、約50kDaの分子量を有する）と称される
。
【０００８】
　Ｈ鎖は、２つの異なる機能を有し、これらの機能は、すなわち、結合（すなわち、標的
細胞に対して）およびトランスロケーション（すなわち、エンドソーム膜を横断）である
。Ｈ鎖のカルボキシ末端部（ＨＣ）は、細胞表面レセプターへの毒素の高い親和性の神経
特異的な結合に関与し、一方、Ｈ鎖のアミノ末端部（ＨＮ）は、神経細胞への毒素のトラ
ンスロケーションが中心である。これらの２つの機能は、広く研究されて特徴付けられて
おり、そしてＨ鎖内の異なる部分にマッピングされている［例えば、Kurazonoら, (1992)
 J. Biol. Chem., 267, 21, 14721-14729頁；Poulainら, (1989) Eur. J. Biochem., 185
, 197-203頁；Zhouら, (1995) Biochemistry, 34, 15175-15181頁；Blausteinら, (1987)
 FEBS Letts., 226, No. 1, 115-120頁を参照のこと］。
【０００９】
　Ｌ鎖は、プロテアーゼ機能（亜鉛依存性エンドペプチダーゼ活性）を有し、そして細胞
外プロセスに関与する小胞および／または原形質膜会合タンパク質に対する高い基質特異
性を示す。異なるクロストリジウム種または血清型に由来するＬ鎖は、３つの基質タンパ
ク質（すなわち、シナプトブレビン、シンタキシン、またはＳＮＡＰ－２５）の１つにお
ける異なるが特異的なペプチド結合を加水分解し得る。これらの基質は、神経分泌機構の
重要な構成部分である。
【００１０】
　具体的な例を挙げると、ボツリヌス菌神経毒素血清型Ａについて、上記機能は、ＨＣ部
ではアミノ酸残基872-1296、ＨＮ部ではアミノ酸残基449-871、およびＬ鎖ではアミノ酸
残基1-448にマッピングされている［例えば、Lacy, D. B.およびStevens, R. C., (1999)
. Sequence homology and structural analysis of the clostridial neurotoxins. J. M
ol.Biol., 291, 1091-1104を参照のこと］。
【００１１】
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　上記のドメインの３つの全て（すなわち、ＨＣ、ＨＮ、およびＬ）が天然の神経毒素の
インビボ活性のために必要であり、この神経毒素は、罹患個体において持続性の筋麻痺を
引き起こし得る。他の非細胞傷害性細菌毒素のインビボ活性についても、対応する結合、
トランスロケーション、およびプロテアーゼ機能が必要である。
【００１２】
　毒素分子が、その毒素の天然の標的細胞ではない細胞にリターゲティングされ得ること
が十分に文書化されている。そのようにリターゲティングされたとき、毒素は、所望の標
的細胞に結合し得、そしてそれに続くサイトゾルへのトランスロケーション後、標的細胞
にその効果を発揮し得る。
【００１３】
　例えば、非細胞傷害性毒素分子において、クロストリジウム神経毒素が、ターゲティン
グ部分（Targeting Moiety：ＴＭ）（クロストリジウム神経毒素の天然ＴＭではない）の
取り込みによりリターゲティングされ得ることが十分に文書化されている。記載の化学結
合方法および組換え方法は、慣用であるとみなされる。
【００１４】
　より詳細には、本出願人の名義の以下の特許刊行物が、改変細菌結合体の調製を記載し
ている。
【００１５】
　ＷＯ９４／２１３００は、改変クロストリジウム神経毒素分子の調製を記載しており、
この分子は、所望の標的細胞のサイトゾルにトランスロケートされると、標的細胞の細胞
表面に存在する膜貫通タンパク質（ＩＭＰ）密度を制御し得る。このように、この改変神
経毒素分子は、標的細胞の細胞活性（例えば、グルコース取り込み）を調節し得る。
【００１６】
　ＷＯ９６／３３２７３は、末梢感覚求心をターゲティングする改変クロストリジウム神
経毒素分子の調製を記載している。この改変神経毒素分子は、末梢感覚求心のサイトゾル
に送達されると、鎮痛効果を示し得る。
【００１７】
　ＷＯ９８／０７８６４は、単鎖改変クロストリジウム神経毒素分子の調製を記載してい
る。この単鎖分子は、逐次的な結合、トランスロケーション、およびＬ鎖依存性エンドペ
プチダーゼ活性の点で実質的に不活性である。この単鎖分子は、タンパク質分解切断反応
によって活性な二本鎖分子に活性化され得る。
【００１８】
　ＷＯ９９／１７８０６は、一次感覚求心をターゲティングする改変クロストリジウム神
経毒素分子の調製を記載している。この改変神経毒素は、鎮痛効果を示し得る。
【００１９】
　ＷＯ００／１０５９８は、粘液過分泌細胞（または該粘液過分泌細胞を調節する神経細
胞）をターゲティングする改変クロストリジウム神経毒素分子の調製を記載している。こ
の改変神経毒素は、該細胞からの過分泌を阻害し得る。
【００２０】
　ＷＯ０１／２１２１３は、広範な異なるタイプの非神経標的細胞をターゲティングする
改変クロストリジウム神経毒素分子の調製を記載している。この改変分子は、そのように
ターゲティングされサイトゾルに送達されたとき、標的細胞からの分泌を妨害し得る。
【００２１】
　リターゲティングされる毒素分子の技術分野におけるさらなる刊行物としては、以下が
挙げられる：ＷＯ００／６２８１４；ＷＯ００／０４９２６；ＵＳ５，７７３，５８６；
ＷＯ９３／１５７６６；ＷＯ００／６１１９２；ＷＯ９９／５８５７１；およびＵＳ２０
０３／００５９９１２。
【００２２】
　このように、上記刊行物から、所望の標的細胞上に存在する対応するレセプターを有す
るＴＭを選択することにより、その標的細胞に毒素をリターゲティングする基本概念が、
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十分に文書化されていることが理解される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
　しかし、所望の標的細胞上に存在する全てのレセプターが、インターナリゼーションお
よび続くエンドソーム形成を受けやすいわけではない。さらに、目的の標的細胞上に存在
する種々のレセプターは、種々のＴＭに対して種々の結合親和性を示す。このため、特定
のＴＭを含むリターゲティング毒素結合体は、所望の標的細胞に対して低い結合親和性を
有することがあり、これは望ましくない。
【００２４】
　したがって、上述した問題点の１つ以上に取り組んだ改変毒素結合体を開発する必要が
ある。
【課題を解決するための手段】
【００２５】
　本発明は、治療目的の細胞に毒素をリターゲティングする「アゴニスト」分子の同定お
よび使用に関する。特に、本発明は、毒素結合体を設計するための方法を記載し、そして
細胞プロセスを阻害または低減する、該結合体の治療への応用を記載する。よりさらに特
定すると、本発明は、エキソサイトーシスを阻害し得る非細胞傷害性毒素（例えば、クロ
ストリジウム神経毒素）に基づいて毒素結合体を設計するための方法を記載し、そしてエ
キソサイトーシス（例えば、分泌、または、細胞の原形質膜へのタンパク質（例えば、レ
セプター、トランスポーター、および膜チャネル）の送達）を阻害または低減する該結合
体の治療への応用を記載する。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】E. coliからのLHN/Cの発現および精製のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す。
【図２】E. coliからのrecLHN/Bの発現および精製のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す。
【図３】本発明の好ましい方法を５段階フローダイアグラム形式で示す。
【図４】ＭＢＰ－タグ化LHN/C-ＥＧＦの初期捕獲を図示する。レーン１～１０は、順に以
下の通りである：Mark12マーカー（Invitrogen）；ホモジネート；ペレット（不溶性）；
ロード（可溶性）；アミロースカラム素通り画分；マルトース溶出画分Ａ５；マルトース
溶出画分Ａ６；マルトース溶出画分Ａ７；マルトース溶出画分Ａ９；マルトース溶出画分
Ａ１２。
【図５】LHN/Cを活性化する第Ｘａ因子との融合タンパク質の処理を図示するＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥゲルを示す。レーンは、左から右に以下の通りである：Mark12分子マーカー（Invi
trogen）；LHN/C-ＥＧＦ融合体（第Ｘａ因子なし）；LHN/C-ＥＧＦ融合体（第Ｘａ因子処
理後）；LHN/C-ＥＧＦ融合体（ＤＴＴ存在下で第Ｘａ因子処理後）。
【図６】ＤＴＴ不在および存在下での最終のLHN/C-ＥＧＦ融合産物を図示するＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥゲルを示す。左から右に、レーンは以下の通りである：Mark12分子マーカー（Invi
trogen）；５μｌ融合体；５μｌ融合体＋ＤＴＴ；１０μｌ融合体；１０μｌ融合体＋Ｄ
ＴＴ；２０μｌ融合体；２０μｌ融合体＋ＤＴＴ。
【図７】実施例２６に記載のＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウェスタンブロット分析を図示する
。
【図８】実施例２７に記載のようにＥＧＦでNCI-H292細胞を攻撃後の３日間にわたる培地
への該細胞からのムチン放出を図示する。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　細胞外融合のプロセスは、細胞小胞の移動を含み、これは、原形質膜に移動して、原形
質膜と融合する。したがって、本発明の剤は、好ましくは、標的細胞のサイトゾルから該
標的細胞の細胞膜への小胞の送達および／または融合を阻害し得る。
【００２８】
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　細胞外融合は、２つの主要な標的細胞表現型に導き得る。これらは両方とも、本発明に
取り込まれる。第一の表現型は分泌であり、そして第二の型は、膜タンパク質濃度／密度
である。
【００２９】
　膜タンパク質は、細胞膜に送達された場合の膜タンパク質の機能に依存して、便宜上、
３つの基本型に分類され得る。これらの３つの基本型は以下の通りである：レセプター；
トランスポーター；および膜チャネル。本発明においては、用語「レセプター」は、関連
用語「アクセプター」を包含する。
【００３０】
　生物学的プロセス（特に、エキソサイトーシス）を通常刺激（例えば、細胞分泌の増大
または膜タンパク質発現におけるアップレギュレーション）するアゴニストの使用は、リ
ターゲティングされる毒素の技術分野において刺激的な開発である。さらに、アゴニスト
が通常刺激する生物学的プロセスの低減または阻害を達成するために、そのアゴニストが
治療組成物において用いられ得ることは、特に驚くべきことである。
【００３１】
　第一の局面によれば、本発明は、標的細胞における細胞外融合の阻害または低減のため
に非細胞傷害性毒素結合体を設計（または調製）する方法を提供し、この方法は、
　（Ａ）該標的細胞において細胞外融合を増大するアゴニストを同定する工程；ならびに
　（Ｂ）剤を調製する工程
を含み、該剤は、
　　（ｉ）ターゲティング部分（ＴＭ）であって、これは、該標的細胞上の結合部位に該
剤を結合させ、該結合部位は、エンドサイトーシスを受けて該標的細胞内のエンドソーム
に取り込まれ、ここで該ＴＭは、工程（Ａ）によって同定可能であるアゴニストである、
ＴＭ；
　　（ii）非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれらのフラグメントであって、該標的細胞
の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得る、プロテアーゼまたはプロテアーゼフラグメ
ント；および
　　（iii）トランスロケーションドメインであって、該エンドソームの内部から該エン
ドソームの膜を横断して該標的細胞のサイトゾルへと、該プロテアーゼまたはプロテアー
ゼフラグメントをトランスロケートさせる、ドメイン
を含む。
【００３２】
　細胞外融合は、細胞内分子が標的細胞のサイトゾルからそれらの原形質膜（すなわち細
胞膜）に輸送されるプロセスである。その後、細胞内分子は、原形質膜の外表面上に提示
されるようになるか、または細胞外環境中に分泌され得る。
【００３３】
　健常個体では、細胞外融合の速度は綿密に調節され、そして細胞のサイトゾルと原形質
膜との間の分子の輸送の制御を可能にする。例えば、細胞外周期の調節は、細胞表面に存
在するレセプター、トランスポーター、または膜チャネルの密度の制御を可能にし、そし
て／または細胞のサイトゾルからの細胞内構成部分（例えば、ホルモンまたは神経伝達因
子）の分泌速度の制御を可能にする。
【００３４】
　しかし、非健常個体では、細胞外融合の調節は変更され得る。例えば、細胞外融合は、
過分泌の状態に入る罹患細胞を引き起こし得る。あるいは、細胞外融合は、細胞表面に存
在するレセプター、トランスポーター、または膜チャネルの増大した濃度の提示を生じ得
、これは、問題の細胞を望ましくない外部刺激に曝し得る。このように、細胞外融合のプ
ロセスは、疾患の進行および／または重篤度に寄与し得、したがって、治療介入の標的を
提供する。このような細胞外融合事象の例としては、粘液の過分泌（これは、慢性閉塞性
肺疾患（ＣＯＰＤ）または喘息の進行および／または重篤度に寄与し得る）；および補体
レセプターのアップレギュレーション（これは、炎症の進行および／または重篤度に寄与
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し得る）が挙げられる。
【００３５】
　また、細胞の細胞外融合のそれ以外に正常な速度が、消耗性被験体（例えば、免疫無防
備状態被験体）における疾患の進行および重篤度に寄与し得ることが理解されるべきであ
る。したがって、本発明に従って細胞外融合をターゲティングすることにより、このよう
な被験体における治療を提供することも可能である。
【００３６】
　本発明のアゴニスト含有剤は、毒素結合体の別個のサブセットを表す。より詳細には、
本発明の剤は、単純にそれらが目的の標的細胞上に対応するレセプターを有するというこ
とよりむしろ、特異的なアゴニスト特性に基づいて選択されているＴＭを含む。
【００３７】
　本発明においては、用語「アゴニスト」は、標的細胞において細胞外融合を増大し得る
任意の分子を包含する。
【００３８】
　好ましくは、「アゴニスト」は、標的細胞を以下の状態の１つ以上に誘導し得るペプチ
ドまたはタンパク質分子である：分泌；または細胞膜タンパク質（例えば、レセプターま
たはトランスポーターまたは膜チャネル）の濃度増大。
【００３９】
　したがって、アゴニストは、文献検討によって、および／または、細胞分泌、または標
的細胞における膜タンパク質（例えば、レセプター、トランスポーター、または膜チャネ
ル）の濃度／密度を直接または間接的に測定し得る任意の方法によって、同定され得る。
これに関して、アゴニストを「同定」する工程は、好ましくは、アゴニスト分子が標的細
胞において細胞外融合を増大させることの確認を含む。
【００４０】
　より詳細には、分泌は、細胞外環境に分泌された適切な分子の検出により容易に測定可
能である。これは、以下を含む種々の従来の検出方法によって実施され得る：クロマトグ
ラフィー；質量分析；および蛍光。分泌された分子を定量評価するための好ましい方法は
、以下を含み得る：ＥＬＩＳＡ／ＥＩＡ／ＲＩＡ技術；または放射性トレーサーアッセイ
。
【００４１】
　あるいは、多数の従来のアッセイの任意の１つが、細胞膜タンパク質の濃度または密度
の変化を同定するために用いられ得る。
【００４２】
　より詳細には、細胞膜レセプター濃度の評価のために、以下の技術の任意の１つが、用
いられ得る：免疫組織化学；フローサイトメトリー；単離された原形質膜細胞画分の定量
ウェスタンブロッティング；および蛍光リガンド／放射性リガンド結合アッセイ。細胞膜
チャネル濃度の評価のために、以下の技術の任意の１つが、用いられ得る：血清／血漿／
尿中のイオン濃度の生化学的測定；組織（例えば、エクスビボ組織）の電気生理；輸送さ
れる物質（例えば、グルコース）の細胞内および細胞外測定；免疫組織化学；フローサイ
トメトリー；および単離された原形質膜細胞画分の定量ウェスタンブロッティング。細胞
膜トランスポーター濃度の評価のために、以下の技術の任意の１つが、用いられ得る：免
疫組織化学；フローサイトメトリー；単離された原形質膜細胞画分の定量ウェスタンブロ
ッティング；および輸送される物質（例えば、グルコース）の細胞内および細胞外測定。
【００４３】
　上記アッセイのいずれもが、アゴニストが標的細胞において細胞外融合を増大し得るこ
とを同定／確認するのに適しており、そして該アッセイの多数が、本願の実施例に言及す
ることによって説明される。
【００４４】
　本発明の使用に際して、細胞外融合のプロセスを低減または阻害することが望ましい標
的細胞が、選択される。この細胞外プロセスは、医学的状態または医学的疾患と関連した
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症状に寄与する。例えば、問題の標的細胞は、望ましくない表現型（例えば、望ましくな
い分泌、または膜レセプター、トランスポーター、もしくは膜チャネルの望ましくない濃
度の発現）を示し得る。この望ましくない表現型は、医学的状態または医学的疾患と関連
した症状に寄与する。あるいは、細胞外融合のプロセスが医学的状態または医学的疾患に
寄与する標的細胞が選択される。
【００４５】
　したがって、試験分子が本発明におけるアゴニストであることを確認するための上記ア
ッセイに加えて、インビボで試験分子を投与し、次いで状態または疾患と関連した症状の
増大または悪化（または状態／疾患それ自体の悪化）についてモニタリングすることによ
り、その試験分子がアゴニストであることを確認することもできる。
【００４６】
　したがって、本発明のアゴニストは、標的細胞それ自体あるいは医学的状態または医学
的疾患と関連した症状（または状態／疾患それ自体）のいずれかに対して測定可能である
効果を有する。
【００４７】
　従来、アゴニストは、細胞内で活性を増大し得るかまたは低減し得るかのいずれかであ
る任意の分子、すなわち、単に細胞活性の変化を引き起こす任意の分子であるとみなされ
てきた。例えば、アゴニストの従来の意味は、以下を含む：
　細胞上のレセプターと組み合わされて、反応または活性を開始させ得る化学物質；また
は
　レセプターを活性化させることにより活性な応答を誘導する薬物（その応答は細胞活性
の増大であっても低減であってもよい）。
【００４８】
　しかしながら、本発明の目的のために、アゴニストは、標的細胞における細胞外融合の
プロセスを刺激し得る分子として、より特定して定義される。このプロセスは、該標的細
胞において細胞外融合器官のタンパク質を切断し得るプロテアーゼ（またはそれらのフラ
グメント）による阻害を受けやすい。
【００４９】
　したがって、本発明の格別なアゴニストの定義は、従来アゴニストとしてみなされ得る
多くの分子を排除する。例えば、神経増殖因子（ＮＧＦ）は、ＴｒｋＡレセプターへの結
合を介してニューロン分化を促進するその能力に関して、アゴニストである。しかしなが
ら、ＮＧＦは、上記基準によって評価した場合、アゴニストではない。なぜなら、細胞外
融合の主要な誘導因子ではないためである。さらに、ＮＧＦが刺激するプロセス（すなわ
ち、細胞分化）は、非細胞傷害性毒素分子のプロテアーゼ活性による阻害を受けやすいも
のではない。
【００５０】
　使用に際して、本発明のアゴニスト含有剤は、標的細胞上のアゴニストレセプターを不
活性化せず、むしろ、この剤のプロテアーゼ活性は、アゴニスト媒介応答を打ち消すよう
に働く。
【００５１】
　さらに、本発明の剤のプロテアーゼ構成部分は、標的細胞のサイトゾルに送達されると
、同じ標的細胞において同じ効果（すなわち、増大した細胞外融合）を引き起こし得る全
ての後続のアゴニストの作用を阻害またはブロックする。これは、複数のアゴニストが所
定の疾患または状態に応答性であり得る状況で、本発明の剤が適用性を有する利点および
手段である。したがって、本発明の剤を設計する場合、剤の送達のために選択されるＴＭ
は、必ずしも、取り組まれるべき疾患／状態の主要アゴニストである必要はない。
【００５２】
　非細胞傷害性プロテアーゼ含有治療剤の以前に報告した利点
　（例えば、作用持続期間の延長（プロテアーゼは、治療持続期間が顕著に延長される可
能性を提供する）；作用持続期間の変動（所望の作用持続期間を決定するために、特定の
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型のプロテアーゼが選択される）；および副作用の喪失（問題の細胞への特異的なターゲ
ティングにより、従来の低分子量分子薬物（これは、一般に、特異性がより低い）に比較
して副作用が低減する）に加えて、
　本発明のアゴニスト媒介送達は、以前の非細胞傷害性プロテアーゼ含有治療剤よりも、
以下の顕著な利点を提供する：
　アゴニストの使用が、剤に対して優先的な結合および／またはインターナリゼーション
特性を付与し得る。これは、順次、標的細胞へのプロテアーゼ構成部分のより効率的な送
達を生じ得る。
【００５３】
　さらに、ＴＭとしてアゴニストを使用することは、副作用に関して自己制限的である。
より詳細には、標的細胞へのアゴニストの結合は細胞外融合を増大し、これは、医学的疾
患状態または状態を悪化させ得る。しかしながら、アゴニスト結合によって刺激される細
胞外プロセスは、引き続き、剤のプロテアーゼ構成部分によって低減または阻害される。
【００５４】
　上で詳述したように、本発明は、標的細胞において細胞外融合のプロセスを阻害し得る
改善された、または代替となる剤に対する必要性に取り組んだものである。上で詳述した
ように、これは、ターゲティング部分としてアゴニストを使用することによって達成され
る。したがって、本発明は、医学的状態／疾患と関連した症状（または医学的状態／疾患
それ自体）の治療のための医薬品の製造のための、標的細胞において細胞外融合を増大す
るアゴニストの使用を提供し、ここで該症状（または医学的状態／疾患それ自体）は、該
標的細胞における増大された細胞外融合から生じる。
【００５５】
　本発明の使用に際して、特に好ましいアゴニストは、トランスポーター（例えば、グル
コース輸送のための脂肪組織中のＧＬＵＴ４トランスポーター）、膜チャネル（例えば、
腎臓中のＮａ＋チャネル）、レセプター（例えば、活性化単核細胞上のＣＤ２３　ＩｇＥ
レセプター）の１つ以上の細胞膜濃度の増大を刺激し得るか、または細胞外メディエータ
ー（例えば、気道杯状細胞のＩＬ１３刺激後のムチン）の分泌の増大を刺激し得る分子で
ある。
【００５６】
　本発明の剤を設計するための上記方法は、タンパク質ベースのプロテアーゼ結合体の調
製を生じる。代替として、該方法は、ＤＮＡベースのプロテアーゼ結合体を設計するため
に用いられ得る。したがって、本発明の対応する局面において、非細胞傷害性毒素結合体
を設計する方法が提供され、この方法は、
　（Ａ）該標的細胞において細胞外融合を増大するアゴニストを同定する工程；ならびに
　（Ｂ）剤を調製する工程を含み、該剤は、
　　（ｉ）ターゲティング部分（ＴＭ）であって、これは、該標的細胞上の結合部位に該
剤を結合させ、該結合部位は、エンドサイトーシスを受けて該標的細胞内のエンドソーム
に取り込まれ、ここで該ＴＭは、工程（Ａ）によって同定可能であるアゴニストである、
ＴＭ；
　　（ii）非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれらのフラグメントをコードするＤＮＡ配
列であって、該標的細胞で発現可能であり、そしてそのように発現されたとき、該標的細
胞の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得るプロテアーゼまたはプロテアーゼフラグメ
ントを提供する、ＤＮＡ配列；および
　　（iii）トランスロケーションドメインであって、該エンドソームの内部から該エン
ドソームの膜を横断して該標的細胞のサイトゾルへと、該プロテアーゼまたはプロテアー
ゼフラグメントをコードするＤＮＡ配列をトランスロケートさせる、ドメイン
を含む。
【００５７】
　非細胞傷害性プロテアーゼ構成部分をコードするＤＮＡ配列は、剤の部分（例えば、コ
ード領域の上流にあるプロテアーゼＤＮＡ配列の部分）として存在する作動可能に連結さ
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れたプロモーターの制御下で発現され得る。あるいは、標的細胞におけるプロテアーゼ構
成部分の発現は、標的細胞中に存在するプロモーターに依存し得る。
【００５８】
　プロテアーゼ構成部分をコードするＤＮＡ配列は、標的細胞のＤＮＡ配列に組み込み得
る。１つ以上の組み込み部位が剤の部分（例えば、プロテアーゼＤＮＡ配列の部分）とし
て提供され得る。
【００５９】
　第一の局面は、薬学的に受容可能なキャリア、希釈液、および／または賦形剤と剤とを
組み合わせることによって薬学的組成物を調製する工程をさらに含み得る。
【００６０】
　本発明の第一の局面の関連の実施形態によれば、非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれ
らのフラグメントを標的細胞にリターゲティングするのに適したアゴニストを同定する方
法が提供される。このプロテアーゼまたはそれらのフラグメントは、該標的細胞の細胞外
融合器官のタンパク質を切断し得、該方法は、
　（Ａ）推定アゴニスト分子を同定する工程；
　（Ｂ）該推定アゴニスト分子と該標的細胞とを接触させる工程；および
　（Ｃ）該推定アゴニスト分子が、該分子が存在する場合に、該分子が存在しない場合と
比較して、該標的細胞において細胞外融合が増大することを同定することにより、アゴニ
ストであることを確認する工程
を含む。
【００６１】
　工程（Ｂ）は、好ましくはインビトロで、例えば標的細胞を含む単離されたサンプルを
用いて、実施される。あるいは、工程（Ｂ）は、インビボで実施され得る。
【００６２】
　確認工程（Ｃ）のための適切なアッセイは、本明細書中の別の箇所で詳述する。
【００６３】
　上記方法は、以下の任意工程の１つ以上をさらに含み得る：
　（Ｄ）該推定アゴニスト分子またはアゴニストが、非細胞傷害性プロテアーゼ（または
それらのフラグメント）および必要に応じてトランスロケーションドメインと組み合わせ
られて、本発明の剤を形成できることを確認する工程；および／または
　（Ｅ）該推定アゴニスト分子またはアゴニストが、該標的細胞上の結合部位に結合する
ことを確認する工程であって、該結合部位が、レセプター媒介エンドサイトーシスを受け
やすい、工程；および／または
　（Ｆ）該推定アゴニスト分子またはアゴニストが、標的細胞のサイトゾルに非細胞傷害
性プロテアーゼ（またはそれらのフラグメント）を送達できることを確認する工程。
【００６４】
　上記の（Ｄ）から（Ｆ）の工程は、当業者が容易に利用可能な慣用の試験によって確認
され得る。
【００６５】
　例えば、工程（Ｄ）は、従来の結合試薬および／またはリンカー分子を用いる単純な化
学結合実験後、非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で予測分子量を有する本発明の剤
が形成されていることを確認することによって実施され得る。剤の構成部分は、代表的に
は、共有結合によって（必要に応じてリンカー分子を介して）互いに連結される。
【００６６】
　例えば、工程（Ｅ）は、リガンドの結合の評価のための種々の方法の任意の１つによっ
て実施され得る。このようなアプローチを詳述する標準的なテキスト（例えば、「Recept
or-Ligand Interactions. A Practical Approach, E. C.Hulme編, IRL Press, 1992」）
が、利用可能である。簡潔には、アゴニストまたは推定アゴニスト分子を標識し（例えば
、１２５－ヨウ素で）、そしてインビトロにて、過剰の未標識アゴニストの存在下で細胞
調製物に与える。未標識物質の目的は、いかなる非特異的結合部位をも飽和させることで
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ある。アゴニストを、平衡に達するのに十分な時間、細胞調製物と共にインキュベートし
、そして細胞に結合した標識の量を、細胞結合放射活性を測定（例えば、シンチレーショ
ン計数またはガンマ計数によって）することにより評価する。
【００６７】
　さらなる例は、アゴニスト（または推定アゴニスト）を金で標識した後、電子顕微鏡を
使用して、標識されたアゴニストの細胞輸送経過をモニタリングすることを含む［Rabino
witz S.(1992)；J. Cell. Biol. 116(1):95-112頁により記載された基本方法；およびvan
 Deurs (1986)；J. Cell. Biol. 102:37-47頁により記載された基本方法を参照のこと］
。
【００６８】
　例えば、工程（Ｆ）は、工程（Ｄ）で調製された剤を適切な標的細胞と接触させ、そし
て基質の切断を評価することによって実施され得る。これは、ＳＮＡＲＥタンパク質の抽
出後にＳＤＳ－ＰＡＧＥ分離サンプルのウェスタンブロッティングを行うことによって実
施される。基質の切断は、標的細胞へのプロテアーゼの送達の指標となる。これに関して
、切断は、基質の消失および／または切断産物の出現によってモニタリングされ得る。切
断基質産物に選択的に結合する特に有用な抗体は、ＷＯ９５／３３８５０に記載されてい
る。
【００６９】
　（Ｄ）および（Ｆ）の工程において、剤のトランスロケーションドメイン機能は、ＴＭ
とトランスロケーションとの二重の機能を有するＴＭアゴニストによって提供され得る。
逆に、剤のＴＭ機能は、トランスロケーションとＴＭとの二重の機能を有するトランスロ
ケーションドメインによって提供され得る。あるいは、別々のＴＭ構成部分とトランスロ
ケーションドメイン構成部分とが含まれ得る。
【００７０】
　ターゲティング部分（ＴＭ）は、剤と標的細胞の表面との間に物理的会合を引き起こす
ように、結合部位と機能的に相互作用する剤と会合する任意の化学的構造を意味する。Ｔ
Ｍとの用語は、インターナリゼーション（例えば、エンドソーム形成）－レセプター媒介
エンドサイトーシスとも呼ばれる－を行い得る、標的細胞上の結合部位に結合し得る任意
の分子（すなわち、天然に存在する分子またはそれらの化学的／物理的に改変された改変
体）を含む。ＴＭは、エンドソーム膜トランスロケーションを保有し得、この場合、本発
明の剤に、ＴＭ構成部分とトランスロケーションドメイン構成部分とが別々に存在する必
要はない。
【００７１】
　アゴニストは、標的細胞において細胞外融合を増大し得る任意の分子を意味する。本発
明において、アゴニストは、ＴＭ特性も有し、このため、結合部位と機能的に相互作用し
て、剤と標的細胞の表面との物理的会合を引き起こす。
【００７２】
　用語「非細胞傷害性」は、問題のプロテアーゼ分子が、それがリターゲティングされた
標的細胞を殺傷しないことを意味する。
【００７３】
　本発明のプロテアーゼは、真核生物細胞において細胞外融合器官の１つ以上のタンパク
質を切断し得る、全ての天然に存在する非細胞傷害性プロテアーゼを含む。
【００７４】
　本発明のプロテアーゼは、好ましくは、細菌プロテアーゼ（またはそれらのフラグメン
ト）である。より好ましくは、細菌プロテアーゼは、クロストリジウム属またはナイセリ
ア属から選択される（例えば、クロストリジウムＬ鎖、またはナイセリアＩｇＡプロテア
ーゼ（好ましくは、N. gonorrhoeae由来））。
【００７５】
　本発明はまた、改変非細胞傷害性プロテアーゼを含み、この改変プロテアーゼは、上記
プロテアーゼ活性を示す限り、天然に存在しないアミノ酸配列および／または合成アミノ
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酸残基を含む。
【００７６】
　本発明のプロテアーゼは、好ましくは、セリンまたはメタロプロテアーゼ活性（例えば
、エンドペプチダーゼ活性）を示す。プロテアーゼは、好ましくは、ＳＮＡＲＥタンパク
質（例えば、ＳＮＡＰ－２５、シナプトブレビン／ＶＡＭＰ、またはシンタキシン）に特
異的である。
【００７７】
　神経毒素のプロテアーゼドメイン（例えば、細菌神経毒素のプロテアーゼドメイン）に
対して、特に言及する。したがって、本発明は、天然に存在する神経毒素ドメインの使用
、ならびに該天然に存在する神経毒素の組換え調製型を包含する。
【００７８】
　例示の神経毒素は、クロストリジウム属によって生成される。そして用語「クロストリ
ジウム神経毒素」は、C. tetaniによって生成される神経毒素（ＴｅＮＴ）およびC. botu
linumによって生成される神経毒素（ＢｏＮＴ）血清型Ａ～Ｇ、ならびにC.baratiiおよび
C. butyricumにより生成される密に関連したＢｏＮＴ様神経毒素を含む。上記の略語は、
本明細書中を通じて使用する。例えば、ＢｏＮＴ／Ａとの名称は、神経毒素の供給源がＢ
ｏＮＴ（血清型Ａ）であることを示す。他のＢｏＮＴ血清型に対しても、対応する名称が
適用される。
【００７９】
　Ｌ鎖フラグメントとの用語は、神経毒素のＬ鎖の一構成部分を意味し、このフラグメン
トは、メタロプロテアーゼ活性を示し、そして細胞エキソサイトーシスに関与する小胞お
よび／または原形質膜に会合したタンパク質をタンパク質分解切断し得る。
【００８０】
　トランスロケーションドメインは、プロテアーゼ活性の機能的発現が標的細胞のサイト
ゾル内で生じるように、標的細胞へのプロテアーゼ（またはそれらのフラグメント）のト
ランスロケーションを可能にする分子である。どの分子（例えば、タンパク質またはペプ
チド）が保有するのであっても、本発明の必要なトランスロケーション機能は、多数の従
来アッセイの任意の１つによって確認され得る。
【００８１】
　例えば、Shone C.（1987）は、試験分子で攻撃されるリポソームを用いるインビトロア
ッセイを記載している。必要なトランスロケーション機能の存在は、Ｋ＋および／または
標識ＮＡＤのリポソームからの放出によって確認され、これは容易にモニタリングされ得
る［Shone C. (1987) Eur. J. Biochem., 167(1)巻, 175-180頁を参照のこと］。
【００８２】
　さらなる例は、Blaustein R.（1987）によって提供される。これは、平面リン脂質二層
膜を用いる単純なインビトロアッセイを記載している。この膜を試験分子で攻撃し、そし
て必要なトランスロケーション機能は、該膜を横断する伝導の増大によって確認される［
Blaustein (1987) FEBS Letts., 226巻, 1号, 115-120頁を参照のこと］。
【００８３】
　膜融合の評価、およびしたがって、本発明での使用に適したトランスロケーションドメ
インの同定を可能にするさらなる方法は、Methods in Enzymology 220巻および221巻, Me
mbrane Fusion Techniques, A部およびB部, Academic Press 1993によって提供される。
【００８４】
　トランスロケーションドメインは、好ましくは、低ｐＨ条件下で脂質膜中にイオン透過
孔を形成し得る。好ましくは、エンドソーム膜内の孔形成が可能なタンパク質分子の部分
のみを使用することが見出されている。
【００８５】
　トランスロケーションドメインは、微生物タンパク質供給源（特に、細菌またはウイル
スタンパク質供給源）から得られ得る。したがって、１つの実施形態では、トランスロケ
ーションドメインは、細菌毒素またはウイルスタンパク質のような酵素のトランスロケー
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ションドメインである。
【００８６】
　細菌毒素分子の特定のドメインがこのような孔を形成し得ることは、十分に文書化され
ている。また、ウイルス発現膜融合タンパク質の特定のトランスロケーションドメインが
このような孔を形成し得ることも公知である。このようなドメインは、本発明において用
いられ得る。
【００８７】
　トランスロケーションドメインは、クロストリジウム属起源であり得、すなわち、ＨＮ

ドメイン（またはそれらの機能的構成部分）であり得る。ＨＮは、Ｈ鎖のアミノ末端側半
分にほぼ等価なクロストリジウム神経毒素のＨ鎖の一部またはフラグメント、または完全
なＨ鎖中のそのフラグメントに対応するドメインを意味する。適切なクロストリジウムト
ランスロケーションドメインの例は、以下を含む：
　ボツリヌス菌Ａ型神経毒素－アミノ酸残基（449～871）
　ボツリヌス菌Ｂ型神経毒素－アミノ酸残基（441～858）
　ボツリヌス菌Ｃ型神経毒素－アミノ酸残基（442～866）
　ボツリヌス菌Ｄ型神経毒素－アミノ酸残基（446～862）
　ボツリヌス菌Ｅ型神経毒素－アミノ酸残基（423～845）
　ボツリヌス菌Ｆ型神経毒素－アミノ酸残基（440～864）
　ボツリヌス菌Ｇ型神経毒素－アミノ酸残基（442～863）
　破傷風菌神経毒素－アミノ酸残基（458～879）。
【００８８】
　ボツリヌス菌（Clostridium botulinum）および破傷風菌（C.tetani）における毒素生
成の遺伝的基礎に関するさらなる詳細については、Hendersonら (1997) The Clostridia:
 Molecular Biology and Pathogenesis, Academic pressに参照される。
【００８９】
　用語「ＨＮ」は、天然に存在する神経毒素ＨＮ部、および天然に存在しないアミノ酸配
列および／または合成アミノ酸残基を有する改変ＨＮ部（但し、改変ＨＮ部が上記トラン
スロケーション機能を示す限り）を含む。
【００９０】
　あるいは、トランスロケーションドメインは、非クロストリジウム起源であり得る（表
１を参照のこと）。非クロストリジウムトランスロケーションドメイン起源の例は、以下
を含むが、これらに限定されない：ジフテリア毒素のトランスロケーションドメイン［O
’Keefeら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89, 6202-6206；Silvermanら, J. Biol
. Chem. (1993) 269, 22524-22532；およびLondon, E. (1992) Biochem. Biophys. Acta.
, 1112, 25-51頁］、シュードモナス外毒素Ａ型のトランスロケーションドメイン［Prior
ら, Biochemistry (1992) 31, 3555-3559］、炭疽菌毒素のトランスロケーションドメイ
ン［Blankeら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996） 93, 8437-8442］、トランスロケー
ション機能の種々の融合性または疎水性ペプチド［Plankら, J. Biol. Chem. (1994) 269
, 12918-12924；およびWagnerら, (1992) PNAS, 89, 7934-7938頁］、および親水性ペプ
チド［Murataら, (1992) Biochem., 31, 1986-1992頁］。トランスロケーションドメイン
は、天然に存在するタンパク質に存在するトランスロケーションドメインを反映し得るか
、またはその変化がトランスロケーションドメインのトランスロケーション能を破壊しな
い限り、アミノ酸変化を含み得る。
【００９１】
　本発明での使用に適したウイルストランスロケーションドメインの具体的な例は、ウイ
ルス発現膜融合タンパク質の特定のトランスロケーティングドメインを含む。例えば、Wa
gnerら(1992)およびMurataら(1992)は、インフルエンザウイルスヘムアグルチニンのＮ末
端領域に由来する多数の融合性および親水性のペプチドのトランスロケーション（すなわ
ち、膜融合および小胞形成）機能を記載している。所望の転位活性を有することが公知の
他のウイルス発現膜融合タンパク質は、セムリキ森林ウイルス（ＳＦＶ）の融合性ペプチ
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ドのトランスロケーティングドメイン、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）グリコプロテイ
ンＧのトランスロケーティングドメイン、ＳＥＲウイルスＦタンパク質のトランスロケー
ティングドメインおよび泡沫状ウイルスエンベロープ糖タンパク質のトランスロケーティ
ングドメインである。ウイルスがコードする「スパイクタンパク質（spike proteins）」
は、本発明においては特別な適用を有し、例えば、ＳＦＶのＥ１タンパク質およびＶＳＶ
のＧタンパク質のＧタンパク質である。
【００９２】
　表１に列挙したトランスロケーションドメインの使用は、それらの配列改変体の使用を
含む。改変体は、１つ以上の保存的な核酸置換および／または核酸欠失もしくは挿入を含
み得る。但し、この改変体は、必要なトランスロケーション機能を保有する。改変体はま
た、この改変体が必要なトランスロケーション機能を保有する限り、１つ以上のアミノ酸
置換および／またはアミノ酸欠失もしくは挿入を含み得る。
【００９３】
【表１】

【００９４】
　本発明の第二の局面によれば、組成物が提供され、この組成物は、
　（Ａ）剤を含み、該剤は、以下：
　　（ｉ）ターゲティング部分（ＴＭ）であって、これは、標的細胞上の結合部位に該剤
を結合させ、該結合部位は、エンドサイトーシスを受けて該標的細胞内のエンドソームに
取り込まれ、ここで該ＴＭは、該標的細胞において細胞外融合を増大し得るアゴニストで
ある、部分；
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　　（ii）非細胞傷害性プロテアーゼまたはそれらのフラグメントであって、該標的細胞
の細胞外融合器官のタンパク質を切断し得る、プロテアーゼまたはプロテアーゼフラグメ
ント；および
　　（iii）トランスロケーションドメインであって、該エンドソームの内部から該エン
ドソームの膜を横断して該標的細胞のサイトゾルへと、該プロテアーゼまたはプロテアー
ゼフラグメントをトランスロケートさせる、ドメイン
を含む。
【００９５】
　剤の上記構成部分は、本発明の第一の局面で提供した詳細に従って選択および試験され
得る。
【００９６】
　組成物は、以下をさらに含み得る：
　（Ｂ）被験体において、増大した細胞外融合によって引き起こされる臨床症状を軽減す
るインヒビター。
【００９７】
　特に好ましい実施形態では、インヒビターは、被験体において、標的細胞へのアゴニス
トの結合から生じる増大した細胞外融合により引き起こされる臨床症状を軽減する。
【００９８】
　用語「軽減」は、低減（reducing）、改善（ameliorating）、または阻害（inhibiting
）と互換的に使用される。したがって、インヒビターは、標的細胞へのアゴニスト結合に
より誘導される症状を低減または改善し得る。
【００９９】
　インヒビター構成部分は、主として、標的細胞へのアゴニスト（より特定すると、剤の
ＴＭ構成部分）の結合により引き起こされる任意の望ましくない症状を最小限にすること
に関与している。これに関して、剤のアゴニスト構成部分は、使用に際して、標的細胞に
おける細胞外融合の速度の初期増大を引き起こす。このアゴニストにより誘導される細胞
外融合は、短期の望ましくない症状を引き起こし得、そして、これらの望ましくない症状
に、インヒビター構成部分が主として関与する。
【０１００】
　「増大した細胞外融合により引き起こされる（から生じる）症状」とは、標的細胞への
アゴニスト結合の直接的な結果である臨床症状、および標的細胞へのアゴニスト結合によ
り開始される細胞事象のカスケードから生じる臨床症状を含む。
【０１０１】
　したがって、本発明の組成物は、阻害のための標的として選択されている細胞プロセス
（すなわち、細胞外融合）の短期間ではあるが刺激を提供し得る分子（すなわち、ＴＭア
ゴニスト）の使用により、目的の細胞に非細胞傷害性プロテアーゼ活性を送達する新規で
望ましい手段を提供する。
【０１０２】
　好ましい実施形態では、組成物は、被験体、好ましくはヒト、における医学的状態また
は医学的疾患の治療用である。この実施形態では、インヒビター（存在する場合）は、該
医学的状態または医学的疾患と関連した症状、好ましくは、標的細胞への本発明の剤の結
合により引き起こされているか、または刺激されている症状を軽減する分子である。これ
に関して、標的細胞への剤の結合は、該標的細胞における細胞外融合の一時的な刺激を引
き起こし得る。
【０１０３】
　インヒビターは、それが治療されるべき医学的状態／疾患と関連した症状を軽減し得る
限り、任意の従来の薬学的分子であり得る。好ましくは、インヒビターは、標的細胞への
アゴニストＴＭの結合により引き起こされる該標的細胞における増大した細胞外融合から
生じる症状（これは、代表的には短期症状である）を軽減し得る。
【０１０４】
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　インヒビターは、関連の薬理および医学テキストの参照によって、および医師との相談
によって同定され得る。例えば、the British National Formulary（the British Medica
l Society and The Royal Pharmaceutical Society of Great Britainにより出版）は、
本発明での使用に適した認可医薬製品のリストを提供する。
【０１０５】
　インヒビターは、好ましくは、被験体に投与されたときに、短期作用持続期間、例えば
１～３日間の短期作用持続期間、好ましくは１～２日間の短期作用持続期間、より好まし
くは２４～３６時間の短期作用持続期間を有する。この期間後、剤により提供される非細
胞傷害性プロテアーゼ効果性は増大し、そしてインヒビター効果はもはや必要ではない。
【０１０６】
　インヒビター効果の好ましい短期作用持続期間に対して、剤の効果（すなわち、非細胞
傷害性プロテアーゼ活性）は、代表的にはより長く続く。例えば１～６ヶ月、好ましくは
２～４ヶ月である。
【０１０７】
　インヒビターは、アゴニストＴＭの結合により引き起こされる任意の短期症状を軽減す
るために、剤と共に、治療開始後短期間の間、有利に必要とされる。続いて、プロテアー
ゼ作用による細胞外融合の阻害の結果として、アゴニストＴＭの効果はブロックされ、イ
ンヒビターはもはや必要ではない。しかしながら、プロテアーゼの効果は長く続き、さら
にインヒビターや剤を用いる必要なく、相当の期間（数週間または数ヶ月）にわたって、
治療されるべき疾患または状態を軽減する。したがって、本発明の剤は、疾患の改善治療
を提供し、そして治療介入の必要性を低減する。
【０１０８】
　１つの実施形態では、インヒビターは、標的細胞における細胞外融合のプロセスの阻害
または低減を引き起こし、そしてエキソサイトーシスの短期ブロックを提供する。このよ
うなインヒビターは、好ましくは、本発明の剤が結合する結合部位に結合しない。よって
、結合部位について、本発明の剤とインヒビター構成部分との間に実質的な競合はない。
したがって、インヒビターは、ＴＭ結合活性のアンタゴニストとして機能しなくてもよい
。
【０１０９】
　別の実施形態では、インヒビターは、アゴニスト刺激標的細胞から分泌される１つ以上
の構成部分に対して作用し、これにより、そうでなければ分泌構成部分により誘導される
下流の効果を最小限とする。例えば、インヒビターは、分泌構成部分に結合し、これを不
活性化し得る。したがって、インヒビターは、剤が結合する標的細胞から離れた部位で作
用し得る。あるいは、インヒビターは、分泌構成部分のアンタゴニストであり得、これに
より分泌構成部分の生物学的活性をブロックする。
【０１１０】
　さらなる実施形態では、インヒビターは、刺激された表現型に拮抗するために、刺激し
た標的細胞に対して直接的に作用する。例えば、刺激された表現型が細胞膜タンパク質（
例えば、レセプターまたは輸送チャネル）の増大した濃度である場合、インヒビターは、
問題のレセプターまたはチャネルをブロックし得、これにより、該レセプターまたはチャ
ネルの機能または表現型の結果が細胞表面で発現されることを低減するかまたは最小限に
する。
【０１１１】
　なお別の実施形態では、インヒビターは、アゴニストＴＭの結合またはそのインターナ
リゼーションに影響を与えることなく、アゴニストＴＭに対する結合部位のシグナル伝達
機構を妨害するように作用する。このようにして、インヒビターは、アゴニストＴＭの結
合を妨害することなく、標的細胞における望ましくない短期の表現型応答を妨害する。
【０１１２】
　なお別のさらなる実施形態では、インヒビターは、二次的な拮抗作用（すなわち、剤の
標的細胞とは異なり、かつ該細胞とは別の標的細胞への結合）を介して機能し得、この二
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次的な拮抗作用は、第二の分子の放出または賦活を引き起こす。第二の分子は、次いで、
インヒビターについて上述した機構を介してインヒビターとして作用し、アゴニストＴＭ
の効果を相殺するように直接的に作用する。
【０１１３】
　ここで、第二の局面を、本発明により取り組まれている医学的状態または医学的疾患に
言及して説明する。
【０１１４】
　使用に際して、本発明の組成物は、細胞（例えば、内分泌細胞、外分泌細胞、炎症性細
胞、免疫系の細胞、心血管系の細胞、骨細胞、および神経細胞が挙げられるが、これらに
限定されない）において望ましくない細胞外活性（例えば、分泌、または細胞の原形質膜
へのタンパク質（例えば、レセプター、トランスポーター、および膜チャネル）の送達）
から生じる疾患の治療に適したものとされる。
【０１１５】
　例えば、本発明の組成物は、粘液放出細胞からの粘液の分泌の妨害を介して慢性閉塞性
肺障害の治療のため；脂肪細胞の原形質膜におけるグルコーストランスポーターＧＬＵＴ
４の提示の妨害を介して肥満症の治療のため；肥満細胞からのメディエーターの分泌の妨
害を介してアレルギー症の治療のため；または内皮細胞からのセレクチンの放出の妨害を
介して慢性炎症状態の治療のための効用を有する。
【０１１６】
　ここで、本発明による剤の調製を簡潔に説明する。
【０１１７】
　本発明の使用に際して、ターゲティング部分（ＴＭ）は、関連標的細胞上のＢＳに対す
る特異性を提供する。剤のＴＭ構成部分は、該ＴＭが本明細書中の前出で定義したとおり
のアゴニストである限り、多くの細胞結合分子の１つを含み得る。したがって、ＴＭとし
ては、レクチン、ホルモン、サイトカイン、増殖因子、ペプチド、糖質、脂質、グリカン
、核酸、インターロイキン（例えば、IL-4およびIL-13）、ＴＮＦ（例えば、ＴＮＦα）
、インスリン、ＭＣＤ、および補体構成部分が挙げられ得るが、これらに限定されない。
【０１１８】
　神経毒素分子のＨＣ部がＨ鎖の他の部分（ＨＮとして知られる）から、ＨＮフラグメン
トは神経毒素のＬ鎖にジスルフィド連結されたままでＬＨＮとして知られるフラグメント
を提供するように除去できることは、当該分野で公知である。したがって、本発明の１つ
の実施形態では、神経毒素のＬＨＮフラグメントが、１つ以上のスペーサー領域を含み得
る連結を用いて、ＴＭに共有結合されている。
【０１１９】
　本発明の別の実施形態では、神経毒素のＨＣドメインが、神経筋接合部でレセプターに
神経毒素を結合する能力を低減するかまたは好ましくは不能にするように変異されるか、
ブロックされるか、または改変（例えば、化学修飾により）される。この改変した神経毒
素は、次いで、１つ以上のスペーサー領域を含み得る連結を用いて、ＴＭに共有結合され
る。
【０１２０】
　本発明の別の実施形態では、その天然の結合能を低減するかまたは好ましくは不能にす
るようにＨＣドメインが変異されているか、ブロックされているか、または改変（例えば
、化学修飾により）されている神経毒素のＨ鎖が、異なる神経毒素のＬ鎖または細胞外融
合器官のタンパク質を切断し得る別のプロテアーゼ（例えば、N. gonorrhoeaeのＩｇＡプ
ロテアーゼ）と組み合わされる。このハイブリッドの改変した神経毒素は、次いで、１つ
以上のスペーサー領域を含み得る連結を用いて、ＴＭに共有結合される。
【０１２１】
　本発明の別の実施形態では、神経毒素のＨＮドメインが、異なる神経毒素のＬ鎖または
細胞外融合器官のタンパク質を切断し得る別のプロテアーゼ（例えば、N. gonorrhoeaeの
ＩｇＡプロテアーゼ）と組み合わされる。このハイブリッドは、次いで、１つ以上のスペ
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ーサー領域を含み得る連結を用いて、ＴＭに共有結合される。
【０１２２】
　本発明の別の実施形態では、プロテアーゼ（例えば、神経毒素のＬ鎖構成部分）は、１
つ以上のスペーサー領域を含み得る連結を用いて、関連標的細胞の細胞質へのプロテアー
ゼのインターナリゼーションも生じ得るＴＭに共有結合される。
【０１２３】
　本発明の別の実施形態では、プロテアーゼ（例えば、神経毒素のＬ鎖構成部分）は、１
つ以上のスペーサー領域を含み得る連結を用いて、サイトゾルへのプロテアーゼフラグメ
ントの輸送を生じるトランスロケーションドメインに共有結合される。
【０１２４】
　使用に際して、本発明による剤のこれらのドメインは、互いに会合される。１つの実施
形態では、これらのドメインの２つ以上が、直接（例えば、共有結合により）またはリン
カー分子を介するかのいずれかで、一緒に連結され得る。
【０１２５】
　本発明での使用に適した結合体化技術は、十分に文書化されており、これらは以下を含
む：Chemistry of protein conjugation and cross-linking. Wong, S. S.編, 1993, CRC
 Press Inc., Florida；およびBioconjugate techniques, Hermanson, G. T. 編, 1996, 
Academic Press, London, UK。
【０１２６】
　本発明による剤は、組換えで調製され得る。
【０１２７】
　１つの実施形態では、組換え剤の調製は、１つの遺伝子構築物中に選択したＴＭおよび
プロテアーゼ構成部分の各コード配列を配置することを含む。これらのコード配列は、フ
レームを合わせて配置されて、続く転写および翻訳が両コード配列を通じて連続し、融合
タンパク質を生じ得る。全ての構築物は、Ｎ末端メチオニンをコードする５’ＡＴＧコド
ンとＣ末端翻訳停止コドンとを有する。
【０１２８】
　このように、クロストリジウム神経毒素のＬ鎖または細胞外融合器官のタンパク質を切
断し得る別のプロテアーゼ（例えば、ＩｇＡプロテアーゼ）、あるいはそれらのフラグメ
ント／改変体が、ＴＭとの融合タンパク質として組換え発現され得るが、このＴＭは、分
泌に対して応答性である関連標的細胞の細胞質へのＬ鎖構成部分のインターナリゼーショ
ンをも生じ得る。あるいは、融合タンパク質は、トランスロケーションドメインをさらに
含み得る。発現融合タンパク質は、１つ以上のスペーサー領域を含み得る。
【０１２９】
　例として、以下の情報が、本発明の剤を組換えで生成するために必要とされる：
　（Ｉ）選択したＴＭに関するＤＮＡ配列データ；
　（II）プロテアーゼ構成部分に関するＤＮＡ配列データ；
　（III）トランスロケーションドメインに関するＤＮＡ配列データ；および
　（IV）（Ｉ）、（II）および（III）を含む構築物の構築および発現を許容するプロト
コル。
【０１３０】
　上記の基本情報（Ｉ）から（IV）は、いずれも容易に得ることができるか、または従来
の方法によって容易に決定できる。例えば、ＷＯ９８／０７８６４およびＷＯ９９／１７
８０６はともに、本出願での使用に適した組換え技術を例示する。
【０１３１】
　さらに、本発明の構築物の構築および発現のための方法は、以下の参照文献および他か
らの情報を用い得る：
　Lorberboum-Galski, H., FitzGerald, D., Chaudhary, V., Adhya, S., Pastan, I. (1
988). Cytotoxic activity of an interleukin 2-Pseudomonas exotoxin chimeric prote
in produced in Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci U S A, 85(6):1922-6；
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　Murphy, J. R. (1988). Diphtheria-related peptide hormone gene fusions: a molec
ular genetic approach to chimeric toxin development. Cancer Treat Res, 37:123-40
；
　Williams, D. P., Parker, K., Bacha, P., Bishai, W., Borowski, M., Genbauffe F.
, Strom, T. B., Murphy, J. R. (1987). Diphtheria toxin receptor binding domain s
ubstitution with interleukin-2: genetic construction and properties of a diphthe
ria toxin-related interleukin-2 fusion protein. Protein Eng, 1(6):493-8；
　Arora, N., Williamson, L. C., Leppla, S. H., Halpern, J. L. (1994). Cytotoxic 
effects of a chimeric protein consisting of tetanus toxin light chain and anthra
x toxin lethal factor in non-neuronal cells. J Biol Chem, 269(42): 26165-71；
　Brinkmann, U., Reiter, Y., Jung, S. H., Lee, B., Pastan, I. (1993). A recombin
ant immunotoxin containing a disulphide-stabilized Fv fragment. Proc Natl Acad S
ci U S A, 90(16):7538-42；および
　O’Hare, M., Brown, A. N., Hussain, K., Gebhardt, A., Watson, G., Roberts, L. 
M., Vitetta, E. S., Thorpe, P. E., Lord, J. M. (1990). Cytotoxicity of a recombi
nant ricin-A-chain fusion protein containing a proteolytically-cleavable spacer 
sequence. FEBS Lett, 10月29日; 273(1-2):200-4。
【０１３２】
　Ｌ鎖およびＬＨＮ鎖に関する適切なクロストリジウム神経毒素配列情報は、例えば、以
下から得られ得る：Kurazono, H. (1992) J. Biol. Chem., 267巻, 21号, 14721-14729頁
；およびPopoff, M. R., およびMarvaud, J. -C. （1999） The Comprehensive Sourcebo
ok of Bacterial Protein Toxins, 第２版（Alouf, J.E.およびFreer, J.H.編）, Academ
ic Press, 174-201頁。
【０１３３】
　上記刊行物は全て、本明細書にて、該刊行物に言及することにより、本明細書中に援用
される。
【０１３４】
　同様に、適切なＴＭ配列データは、当該分野で広範に利用可能である。あるいは、任意
の必要な配列データが、当業者に周知の技術によって得られ得る。
【０１３５】
　例えば、ＴＭ構成部分をコードするＤＮＡは、正確なコード領域についてｃＤＮＡライ
ブラリーを（例えば、ライブラリーをプローブするのに公知の配列情報に基づいて特定の
オリゴヌクレオチドを用いることにより）スクリーニングし、ＴＭのＤＮＡを単離し、確
認目的のためにこのＤＮＡを配列決定し、そして選択した宿主における発現について適切
な発現ベクター中に単離したＤＮＡを配置することにより、供給源生物からクローニング
され得る。
【０１３６】
　ライブラリーからの配列の単離に代わるものとして、利用可能な配列情報が、ＰＣＲで
用いられる特定のプライマーを調製するために用いられ得、続いて、コード配列が供給源
材料から直接増幅され、そしてプライマーの適切な使用により、発現ベクターに直接クロ
ーニングされ得る。
【０１３７】
　コード配列の単離について別の代替方法は、既存の配列情報を使用し、そしてＤＮＡ合
成技術を用いてコピーを合成すること（おそらく、変更を組み込む）である。例えば、既
存のタンパク質および／またはＲＮＡ配列情報からＤＮＡ配列データが生成され得る。こ
れ（および上記代替）を行うためにＤＮＡ合成技術を用いることにより、コード配列のコ
ドン偏りを、選択した発現宿主に最適であるように改変できる。これは、融合タンパク質
の優れた発現レベルを生じ得る。
【０１３８】
　発現宿主に対するコドン偏りの最適化は、構築物のＴＭ構成部分およびクロストリジウ
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ム構成部分をコードする各ＤＮＡ配列に適用され得る。コドン偏りの最適化は、自由に利
用可能なＤＮＡ／タンパク質データベースソフトウェア（例えば、Genetics Computer Gr
oup, Incから入手可能なプログラム）へのタンパク質配列の適用によって可能である。
【０１３９】
　本発明の剤、または剤およびインヒビターの組成物は、上述のように、種々の医学的状
態または医学的疾患の治療での使用に適している（特に、本発明の第一の局面および第二
の局面を参照のこと）。したがって、組成物は、薬学的に受容可能なキャリアを含み得る
。
【０１４０】
　使用に際して、本発明の剤は、インヒビターの前に、該インヒビターと同時に、または
該インヒビターの後に投与され得る。
【０１４１】
　使用に際して、剤および／またはインヒビターは、代表的には、薬学的に受容可能なキ
ャリア、希釈液、および／または賦形剤と組み合わせられた薬学的組成物の形態で用いら
れるが、組成物の的確な形態は、投与様式に合わせられ得る。投与は、好ましくは哺乳動
物に、より好ましくはヒトに対してである。
【０１４２】
　構成部分（すなわち、剤および／またはインヒビター）は、例えば、吸入用にエアロゾ
ルまたは噴霧液の形態で、あるいは非経口投与、関節内投与、または頭蓋内投与用に滅菌
溶液の形態で用いられ得る。
【０１４３】
　内分泌を標的として治療するためには、静脈内（i.v.）注射、腺への直接注射、または
肺送達のためのエアロゾル投与が好ましい；炎症性細胞を標的として治療するためには、
静脈内注射、皮下注射、または表面パッチ投与または肺送達のためのエアロゾル投与が好
ましい；外分泌を標的として治療するためには、静脈内注射、腺への直接注射もしくは直
接投与、または肺送達のためのエアロゾル投与が好ましい；免疫学的標的の治療のために
は、静脈内注射、または特定の組織（例えば、胸腺、骨髄、もしくはリンパ組織）への注
射が好ましい；心血管を標的とした治療のためには、静脈内注射が好ましい；そして骨を
標的とした治療のためには、静脈内注射または直接注射が好ましい。静脈内注射の場合、
これはまた、ポンプシステムの使用も含むべきである。ニューロンを標的として治療する
ための組成物の場合、脊髄注射（例えば、硬膜外注射もしくは髄腔内注射）または留置ポ
ンプが使用され得る。
【０１４４】
　本発明の構成部分の投与のための投薬量範囲は、所望の治療効果を生じる投薬量範囲で
ある。必要投薬量範囲は、構成部分の正確な性質、投与経路、処方の性質、被験体の齢、
被験体の状態の性質、程度、もしくは重篤度、禁忌（ある場合）、および主治医の判断に
依存することが理解される。
【０１４５】
　（各構成部分の）適切な一日投薬量は、0.0001～1mg/kg、好ましくは0.0001～0.5mg/kg
、より好ましくは0.002～0.5mg/kg、および特に好ましくは0.004～0.5mg/kgの範囲である
。単位投薬量は、１μg未満から30mgまでの間で変更し得るが、代表的には一投与あたり0
.01～1mgの範囲であり、これは、毎日、または好ましくは頻度を下げて（例えば、毎週ま
たは半年毎に）投与され得る。
【０１４６】
　しかしながら、必要投薬量に広範な変動があることは、構成部分の正確な性質および種
々の投与経路の異なる効率に依存して予想されることである。例えば、経口投与は、静脈
内注射による投与よりも高い投薬量が必要であることが予想される。
【０１４７】
　これらの投薬量レベルの変動は、当該分野で周知であるように、最適化のために標準的
な経験的作業を用いて調整され得る。
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【０１４８】
　注射に適した組成物は、溶液、懸濁液、もしくは乳濁液、または使用前に適切なビヒク
ル中に溶解または懸濁される乾燥粉末の形態であり得る。
【０１４９】
　液状単位投薬剤形は、代表的には、発熱性物質除去滅菌ビヒクルを利用して調製される
。活性成分は、使用するビヒクルおよび濃度に依存して、そのビヒクル中に溶解または懸
濁され得る。
【０１５０】
　溶液は、非経口投与の全ての剤形に使用され得、特に静脈内注射に使用される。溶液を
調製する際、構成部分はビヒクル中に溶解され得、溶液は、必要に応じて塩化ナトリウム
の添加により等張にされる。そして無菌技術を用いて滅菌フィルタに濾過することにより
滅菌され、次いで適切な滅菌バイアルまたはアンプル中に充填し、密閉され得る。あるい
は溶液安定性が十分である場合、その密閉容器中の溶液は、オートクレーブによって滅菌
され得る。
【０１５１】
　好都合に、添加剤（例えば、緩衝化剤、可溶化剤、安定化剤、防腐剤もしくは殺菌剤、
懸濁化剤、乳化剤、および／または局所麻酔剤）がビヒクル中に溶解され得る。
【０１５２】
　使用前に適切なビヒクル中に溶解または懸濁される乾燥粉末は、滅菌区域で無菌技術を
用いて、予め滅菌しておいた薬物および他の成分を滅菌容器中に充填することにより調製
され得る。
【０１５３】
　あるいは、構成部分（すなわち、剤およびインヒビター）および他の成分が水性ビヒク
ル中に溶解され得、この溶液は、濾過により滅菌され、そして滅菌区域で無菌技術を用い
て適切な容器中に分配される。製品は、次いで凍結乾燥され、そして容器は、無菌下で密
閉される。
【０１５４】
　筋内注射、皮下注射、または皮内注射に適切な非経口投与用懸濁液は、滅菌構成部分が
溶解される代わりに滅菌ビヒクル中に懸濁され、そして滅菌が濾過によって達成し得ない
ことを除いて、実質的に同様にして調製される。構成部分は、滅菌状態で単離され得るか
、あるいは単離後に（例えば、ガンマ照射によって）滅菌され得る。
【０１５５】
　好都合には、懸濁化剤（例えば、ポリビニルピロリドン）が、構成部分の均一な分布を
促進するために、組成物中に含まれる。
【０１５６】
　気道を介する投与に適した組成物としては、エアロゾル、噴霧液、または吸入用微細粉
末が挙げられる。粉末の場合、粒径は、50ミクロン未満、特に10ミクロン未満が好ましい
。このような組成物は、従来の様式で作製され、そして従来の投与デバイスと併用して用
いられ得る。
【０１５７】
　本発明に記載の組成物（すなわち、剤（インヒビターありまたはインヒビターなし））
は、エキソサイトーシス（例えば、分泌、または細胞の原形質膜へのタンパク質（例えば
、レセプター、トランスポーター、および膜チャネル）の送達）に関わる状態の治療のた
めに、直接または薬学的に受容可能な塩としてのいずれかで、インビボで使用され得る。
【０１５８】
　ここで、本発明を、以下の実施例および図面に基づいて説明するが、それらに限定する
ことを意図しない：
　実施例１　IL13アゴニスト活性の評価
　実施例２　触媒により活性なrecLHN/Cの発現および精製
　実施例３　IL13およびLHN/Cの結合体の生成
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　実施例４　IL13およびLHN/Cの単一ポリペプチド融合結合体の生成
　実施例５　粘液放出細胞におけるIL13-LHN/C結合体の活性
　実施例６　ＣＯＰＤのエクスビボモデルにおけるIL13-LHN/Cの活性
　実施例７　ＣＯＰＤの症状の低減におけるIL13-LHN/Cのインビボ効力
　実施例８　IL13-ＩｇＡプロテアーゼの単一ポリペプチド融合体の生成
　実施例９　インスリンのアゴニスト活性の評価
　実施例１０　触媒により活性なrecLHN/Bの発現および精製
　実施例１１　インスリン-LHN/B結合体の生成
　実施例１２　脂肪細胞におけるインスリン-LHN/Bの活性
　実施例１３　肥満症の症状の低減におけるインスリン-LHN/Bのインビボ効力
　実施例１４　肥満細胞顆粒減少ペプチド（ＭＣＤペプチド）のアゴニスト活性の評価
　実施例１５　ＭＣＤペプチドおよびLHN/Cの単一ポリペプチド融合体の生成
　実施例１６　肥満細胞におけるＭＣＤペプチド-LHN/Cの活性
　実施例１７　喘息の症状の低減におけるＭＣＤペプチド-LHN/Cのインビボ効力
　実施例１８　IL4アゴニスト活性の評価
　実施例１９　IL4-LHN/Cの単一ポリペプチド融合体の生成
　実施例２０　ヒト単核細胞におけるＩｇＥレセプターＣＤ２３の表面発現の妨害におけ
るIL4-LHN/Cの活性
　実施例２１　ＴＮＦαアゴニスト活性の評価 
　実施例２２　炎症の症状の低減におけるＴＮＦα-LHN/Cのインビボ効力
　実施例２３　海馬ニューロンおよび大脳皮質ニューロンにおけるＮＭＤＡチャネルの提
示を増大するインスリンのアゴニスト活性の評価
　実施例２４　ＬＣ／ＣをコードするＤＮＡを細胞に送達するための結合体の生成。
【０１５９】
　ここで、図１～２をより詳細に説明する。
【０１６０】
　図１について、recLHN/Cを、実施例２に記載の二工程ストラテジーを用いてE. coli細
胞ペーストから精製する。ＳＤＳ－ＰＡＧＥによりタンパク質サンプルを分離し、クマシ
ーブルーでの染色により可視化する。清澄化した粗細胞溶解物（レーン２）をＱ－セファ
ロースＦＦアニオン交換樹脂に供する。融合タンパク質MBP-LHN/Cを0.1M　NaClで溶出す
る（レーン３）。溶出した物質を22℃で16時間、第Ｘａ因子プロテアーゼ（New England 
Biolabs）と共にインキュベートし、リンカー部位で融合タグＭＢＰとニックrecLHN/Cと
を切断する。目的のタンパク質を、切断された融合産物（レーン４）からＱ－セファロー
スＦＦを用いてさらに精製する。レーン５および７はそれぞれ、非還元条件下および10mM
 ＤＴＴでの還元下での精製recLHN/Cを示す。これは、第Ｘａ因子でのニッキング後のＬ
ＣドメインとＨＮドメインとの間のリンカー領域でのジスルフィド結合を図示する。レー
ン１および６は、分子量マーカー（KDaで示す）;Mark 12（Invitrogen）を表す。
【０１６１】
　図２について、recLHN/Bを、実施例１０に記載の三カラムストラテジーを用いて細胞ペ
ーストから精製する。ＳＤＳ－ＰＡＧＥによりタンパク質サンプルを分離し、simplyblue
 safestainクマシー試薬での染色により可視化する。清澄化した抽出物中に含まれる粗の
可溶性MBP-LHN/B融合タンパク質（レーン２）をＱ－セファロースＦＦアニオン交換樹脂
に供する。レーン３は、150～200mM塩でカラムから溶出した組換えMBP-LHN/B融合体を表
す。このサンプルを第Ｘａ因子プロテアーゼで処理し、ＭＢＰアフィニティータグを除去
し（レーン４）、そして切断した混合物をより低い塩濃度に希釈してＱ－セファロースＦ
Ｆアニオン交換カラムに供する。120～170mM塩の間で溶出した物質は、LHN/Bに富んでい
た（レーン５）。レーン６および８のタンパク質はそれぞれ、非還元下および還元条件下
の、エンテロキナーゼでの処理およびベンズアミドセファロースを用いた最終精製後に回
収したLHN/Bを表す。レーン１および７は、分子量マーカー（Mark 12［Invitrogen］）を
表す。
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【０１６２】
　図３は、本発明の好ましい方法を５段階フローダイアグラム形式で示す：
　工程１　ＴＭを同定する（例えば、文献検討のような合理的なサーチから、実験による
発見から、または予期されない観測により）；
　工程２　工程１のＴＭがアゴニストであることを適切なアッセイおよび／または文献に
よる確認により確認する；
　工程３　アゴニスト（工程２により確認済み）をプロテアーゼ構成部分に結合体化する
（例えば、化学的融合または組換え融合による）ことにより本発明の剤を調製する；
　工程４　分泌および／または膜タンパク質提示に関するアゴニスト含有剤（工程３によ
り調製）の効果を評価する；および
　工程５　工程４で標的細胞への剤の結合が、増大した細胞外融合と関連した症状の短期
の増大を引き起こす場合、該短期副作用を最小限にするインヒビターを同定し、そして利
用するために、全ての入手可能な情報源（例えば、医学テキスト、現行の最良の医学実務
）を使用する。
【実施例】
【０１６３】
　（実施例１－IL13アゴニスト活性の評価）
　IL13がアゴニストであること、すなわち、IL13が標的細胞において細胞外融合を増大す
ることを確認するために、ヒト結腸上皮細胞系LS180および正常ヒト気管支上皮（ＮＨＴ
ＢＥ）細胞系のインビトロ培養物からのムチンの放出に対するIL13の効果を測定する。IL
13をLS180細胞およびＮＨＴＢＥ細胞に与えると、ＭＵＣ５ＡＣに特異的なＥＬＩＳＡに
より測定される通り、ムチン放出の顕著な増大がある。
【０１６４】
　（材料）
　ヒトIL-13は、Sigmaから得られる。
【０１６５】
　抗ＭＵＣ５ＡＣ抗血清は、Neomarkersから得られる（クローン1-13M1）。
【０１６６】
　LS180細胞は、European Collection of Animal Cell Culturesから得られる。
【０１６７】
　ＮＨＴＢＥ細胞は、Cloneticsから得られる。
【０１６８】
　（方法）
　LS180細胞を24ウェルプレート上に播種し、そしてMEM-Glutamax培地（Gibco）（10%ウ
シ胎児血清、2mM　Ｌ－グルタミン、1% pen-Strep、1% NEAA、1% HEPES、1%炭酸水素ナト
リウムを含有する）中で使用前に３日間培養する。IL13を細胞に与え、そして24時間後、
ＭＵＣ５ＡＣムチンの放出をＥＬＩＳＡによりアッセイする。
【０１６９】
　ＮＨＴＢＥ細胞を、Grayら, Am. J.Respir. Cell Biol., 14,104-112(1996)に記載の方
法で培養する。簡潔には、Ｐ２細胞をTranswell-COLコラーゲンコーティングメンブレン
支持体（12ウェル）中に播種し、そして気管支上皮細胞増殖培地（ＢＥＧＭ）中で７日間
培養する。８日目に、メンブレンの上の培地を除去して気液界面を作出し、そして細胞を
、繊毛が発達するまで、さらに４週間培養する。次いで、培養物を実験使用のために準備
する。IL13を細胞に与え、そして24時間後、ＭＵＣ５ＡＣムチンの放出をＥＬＩＳＡによ
りアッセイする。
【０１７０】
　ＥＬＩＳＡのために、氷上で灌流液を細胞からエッペンドルフに移す。次いで、細胞を
１ウェルあたり450μlの0.2M NaOHで、室温で10分間溶解し、そして450μlの0.2M HClお
よび100μlのHEPESで中和する。細胞をプレートから掻き取り、そして溶解物を氷上でエ
ッペンドルフに移す。全てのサンプルをアッセイまで－20℃で保存する。
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【０１７１】
　サンプルを４℃で融解し、13,000×gで10分間遠心分離し、そしてＥＬＩＳＡを実施す
る。100μlの上清を各チューブから96ウェルmaxisorpプレート（Nunc）に、二連で、ピペ
ットにより移す。50μlのアッセイ緩衝液をブランクとして使用する。プレートを、40℃
のオーブン中に一晩、または乾燥するまで静置し、次いでＰＢＳ中で３回洗浄し、そして
ドライブロットする。プレートを、振盪器上で室温にて１時間、2% BSA、画分Ｖを含有す
る100μl ＰＢＳでブロックし、次いで再度ＰＢＳ中で３回洗浄し、そしてドライブロッ
トする。次いで、プレートを50μlの抗ＭＵＣ５ＡＣ（クローン1-13M1, Neomarkers）（P
BST（0.05% tween）中で1:1000希釈）と共に振盪器上で室温にて１時間インキュベートし
、ＰＢＳ中で３回洗浄し、そしてドライブロットする。100μlのセイヨウワサビペルオキ
シダーゼ抗マウスＩｇＧ（1:2000）を各ウェルに添加し、振盪器上で室温にて１時間イン
キュベートし、プレートをＰＢＳ中で３回洗浄し、そしてドライブロットする。200μlの
ＴＭＢを各ウェルに添加し、発色させ、次いで50μlの0.5M HClを添加して反応を停止さ
せる。最終呈色反応を450nmで読み取る。
【０１７２】
　（実施例２－触媒により活性な組換えLHN/Cの発現および精製）
　LHN/Cのコード領域を、発現ベクターpMAL（New England Biolabs）中のマルトース結合
タンパク質（ＭＢＰ）をコードする遺伝子の３’側にフレームを合わせて挿入し、pMAL-c
2x-LHN/Cを作出する。この構築物で、発現されるＭＢＰポリペプチドおよびLHN/Cポリペ
プチドは、第Ｘａ因子切断部位によって分離されている。
【０１７３】
　pMAL-c2x-LHN/CをE. coli AD494（DE3, IRL）に形質転換し、そして８Ｌ発酵装置シス
テム中でTerrificブロス複合培地中に培養する。誘導前細菌増殖を、8.0のOD600nmに30℃
にて維持し、この段階で、recMBP-c2x-LHN/Cの発現を、ＩＰＴＧを0.5mMまで添加し、そ
して培養温度を25℃に下げることによって誘導する。25℃にて４時間後、細菌を遠心分離
によって回収し、そして得られたペーストを－70℃で保存する。
【０１７４】
　細胞ペーストを50mM Hepes pH 7.2、1μM ZnCl2中に1:6（w/v）で再懸濁し、そしてAPV
-Gaulin lab model 1000ホモジナイザーまたはMSE Soniprep 150ソニケーターを用いて細
胞破壊を達成する。得られた懸濁液を、精製前に遠心分離によって清澄化する。
【０１７５】
　細胞破壊および清澄化後、ＭＢＰ－融合タンパク質を、50mM Hepes pH 7.2、1μM ZnCl

2中、Ｑ－セファロースファストフローアニオン交換樹脂で分離し、そして100mM NaClを
添加した同じ緩衝液で溶出する。第Ｘａ因子との単回インキュベーション工程にて、MBP-
LHN/C接合部およびLH-NCリンカーでの二点切断を実施する。この反応は、100μg融合タン
パク質当たり1Uの第Ｘａ因子（NEB）と共に22℃にて16時間のインキュベーションにより
完了する。切断したタンパク質を、20mM Hepes、25mM NaCl、pH 7.2の緩衝液組成となる
ように20mM Hepesで希釈し、そして第二のＱ－セファロースカラムに通してLHN/CからＭ
ＢＰを分離する。活性化した（ジスルフィド結合が切断したリンカー）LHN/Cを、120～17
0mM塩の塩濃度勾配（20mM Hepes、500mM NaCl、1μM ZnCl2, pH 7.2）によってＱ－セフ
ァロースカラムから溶出する。
【０１７６】
　LHN/Cの精製の図示については図１を参照のこと。
【０１７７】
　（実施例３－IL13およびLHN/Cの結合体の生成）
　（材料）
　ＳＰＤＰは、Pierce Chemical Co.から得られる。
【０１７８】
　PD-10脱塩カラムは、Pharmaciaから得られる。
【０１７９】
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　ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）は、分子篩上の保存により無水保持される。
【０１８０】
　変性ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）お
よび非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動は、Navexからのゲルおよび試薬を用いて実
施される。
【０１８１】
　さらなる試薬は、Sigma Ltd.から得られる。
【０１８２】
　LHN/Cは、実施例２に従って調製される。
【０１８３】
　ヒトIL-13は、Sigmaから得られる。
【０１８４】
　（方法）
　凍結乾燥したIL-13を50mMリン酸ナトリウム（pH 7.5）、5mM ＥＤＴＡ中で再水和し、1
mg/mlの最終濃度とする。ＳＡＴＡ試薬を65mM（15mg/ml）の濃度でＤＭＳＯ中に溶解する
。
【０１８５】
　各mlのIL-13溶液に5μlのＳＡＴＡ溶液を添加し、穏やかに混合し、次いで４℃にて一
晩インキュベートしてIL-13の誘導体化を達成する。誘導体化したIL-13を反応成分および
副産物から分離するために、誘導体化混合物をPD-10カラム（50mMリン酸ナトリウム（pH 
7.5）、1mM ＥＤＴＡ中で予め平衡化した）に供する。
【０１８６】
　アセチル化ＳＨ基を脱保護するために、100μlの0.5M塩酸ヒドロキシルアミン（50mMリ
ン酸ナトリウム（pH 7.5）、25mM ＥＤＴＡ中）を各mlのＳＡＴＡ修飾IL-13溶液に添加す
る。これらの材料を混合し、そして室温にて２時間反応させ、その後スルフヒドリル修飾
IL-13を50mMリン酸ナトリウム（pH 7.5）、1mM ＥＤＴＡ中で平衡化したPD-10カラムに通
すことによって精製する。
【０１８７】
　LHN/CをＰＢＳ中で脱塩し、そして得られた溶液（2mg/ml）をＤＭＳＯ中にＳＰＤＰの1
0mMストック溶液を添加して３倍モル過剰のＳＰＤＰと反応させる。室温にて４時間後、
ＰＢＳＥ中にPD-10カラムで脱塩することにより反応を終結させる。
【０１８８】
　誘導体化したLHN/Cの一部を溶液から取り出し、そしてＤＴＴ（5mM、30分）で還元する
。このサンプルを280nmおよび343nmで分光分析し、誘導体化の程度を決定する。達成した
誘導体化の程度は、およそ3mol/molである。
【０１８９】
　誘導体化したLHN/Cの大部分および誘導体化したIL-13を、IL-13が３倍モル過剰よりも
多くなるような割合で混合する。結合体化反応を４℃にて16時間以上進行させる。
【０１９０】
　生成物の混合物を遠心分離し、生じた沈殿物を除く。続いて、上清を、濃縮器（10000
分子量排除限界を有する）を通して遠心分離することにより濃縮し、その後ＦＰＬＣクロ
マトグラフィーシステム（Pharmacia）のSuperose 12カラムに供する。カラムをＰＢＳで
溶出し、そして溶出プロフィールを280nmで追跡する。
【０１９１】
　4～20%のポリアクリルアミド濃度勾配ゲル上でＳＤＳ－ＰＡＧＥによって画分を分析し
、次いでクマシーブルーで染色する。主要な結合体産物は、105～115kDaの間の見かけ分
子量を有し、これらは、残留する結合体化していないLHN/Cの大部分から分離され、そし
て結合体化していないIL-13からはより完全に分離されている。
【０１９２】
　結合体を含む画分をプールし、ＰＢＳに対して透析し、そして使用するまで４℃で保存
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する。
【０１９３】
　（実施例４－IL13およびLHN/Cの単一ポリペプチド融合結合体の生成）
　IL-13-LHN/C融合体の調製について以下に記載した方法は、一部、IL-13の組換え単一ポ
リペプチド融合体を記載している以前の研究（例えば、IL-13とシュードモナス外毒素の
短縮型との組換え融合体の調製（Debinskiら, 1995, J.Biol. Chem., 270, 16775-16780
）；IL-13-ジフテリア毒素融合体の調製（Liら, 2002, Prot Eng., 15,419-427））に由
来する。
【０１９４】
　（方法）
　サイトカインエンドペプチダーゼ融合遺伝子は、LHN/CにスプライシングされたヒトIL-
13をコードするＤＮＡフラグメント（配列情報についてはGenBank Accession NM_002188
を参照のこと）と、インターロイキン－エンドペプチダーゼ接合部に導入された種々の短
いリンカーとを用いてアセンブルされる。天然のLHN/C配列内には、第Ｘａ因子による切
断を受けやすい特異的活性化部位がある。
【０１９５】
　LHN/C-IL-13融合体を、マルトース結合タンパク質-LHN/C-リンカー-IL13融合体として
、標準的な条件下でE. coliで発現させ、そして可溶タンパク質を、Ｎ末端アフィニティ
ータグを用いて単離する。第Ｘａ因子での融合体の切断後、活性化したLHN/C-IL13をイオ
ン交換クロマトグラフィーによって単離する。
【０１９６】
　（実施例５－粘液放出細胞におけるIL-13-LHN/C結合体の活性）
　IL13-LHN/Cが粘液放出の有効なインヒビターであることを確認するために、ヒト結腸上
皮細胞系LS180および正常ヒト気管支上皮（ＮＨＴＢＥ）細胞系のインビトロ培養物から
のムチンの放出に対するIL13-LHN/Cの効果を測定する。IL13-LHN/CをLS180細胞およびＮ
ＨＴＢＥ細胞に適用すると、ＭＵＣ５ＡＣに特異的なＥＬＩＳＡにより測定される通り、
引き続く刺激されたムチン放出の顕著な減少がある。さらに、インターナライズされたLH

N/Cによるシンタキシンの切断を測定して、分泌の阻害の機構がＳＮＡＲＥタンパク質切
断を介することを確認する。
【０１９７】
　（材料）
　ロノマイシンおよびＡＴＰは、Sigmaから得られる。
【０１９８】
　抗ＭＵＣ５ＡＣ抗血清は、Neomarkersから得られる（クローン1-13M1）。
【０１９９】
　ウェスタンブロッティング試薬は、Novex & Amershamから得られる。
【０２００】
　LS180細胞は、European Collection of Animal Cell Culturesから得られる。
【０２０１】
　ＮＨＴＢＥ細胞は、Cloneticsから得られる。
【０２０２】
　（方法）
　LS180細胞を24ウェルプレート上に播種し、そしてMEM-Glutamax培地（Gibco）（10%ウ
シ胎児血清、2mM Ｌ－グルタミン、1% pen-Strep、1% NEAA、1% HEPES、1%炭酸水素ナト
リウムを含有する）中で使用前に３日間培養する。IL13-LHN/Cを72時間与え、細胞を洗浄
して未結合のIL13-LHN/Cを除去し、そしてＭＵＣ５ＡＣムチンの刺激された放出をＥＬＩ
ＳＡによりアッセイする。
【０２０３】
　ＮＨＴＢＥ細胞を、Grayら, Am. J. Respir. Cell Biol., 14,104-112 (1996)に記載の
方法で培養する。簡潔には、Ｐ２細胞をTranswell-COLコラーゲンコーティングメンブレ
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ン支持体（12ウェル）中に播種し、そして気管支上皮細胞増殖培地（ＢＥＧＭ）中で７日
間培養する。８日目に、メンブレンの上の培地を除去して気液界面を作出し、そして細胞
を、繊毛が発達するまで、さらに４週間培養する。次いで、培養物を実験使用のために準
備する。IL13-LHN/Cを72時間与え、そして細胞を洗浄して未結合のIL13-LHN/Cを除去し、
そしてＭＵＣ５ＡＣムチンの刺激された放出をＥＬＩＳＡによりアッセイする。
【０２０４】
　IL13-LHN/C処理後、細胞を1ml/ウェルの基底塩類溶液（ＢＳＳ）で３回洗浄する。次い
で、ＢＳＳを0.5ml/ウェルで添加し、そして細胞を37℃にて30分間インキュベートする。
次いで、ＢＳＳを氷上でエッペンドルフに移し、そして刺激因子（LS180に対しては、10
μMロノマイシン；NCI-H292に対しては、300μM ATP）を含有するＢＳＳと置き換える。
再度細胞を37℃にて30分間インキュベートする。次いで、灌流液をまた氷上でエッペンド
ルフに移す。次いで、細胞を450μ1の0.2M NaOH/ウェルで室温にて10分間溶解させ、そし
て450μlの0.2M HClで中和する。細胞をプレートから掻き取り、そして溶解物を印を付け
たエッペンドルフに移す。溶解物を半分に分割し、その一方にＥＬＩＳＡのために50μl 
HEPESを添加する。残留する溶解物を膜タンパク質分析のために処理する。全てのサンプ
ルをアッセイまで－20℃で保存する。
【０２０５】
　ＥＬＩＳＡのために、サンプルを４℃で溶解し、13,000×gで10分間遠心分離し、そし
てＥＬＩＳＡを実施する。100μlの上清を、各チューブから96ウェルmaxisorpプレート（
Nunc）に、二連で、ピペットにより移す。50μlのアッセイ緩衝液をブランクとして使用
する。プレートを、40℃のオーブン中に一晩、または乾燥するまで静置し、次いでＰＢＳ
中で３回洗浄し、そしてドライブロットする。プレートを、振盪器上で室温にて１時間、
2% BSA、画分Ｖを含有する100μl ＰＢＳでブロックし、次いで再度ＰＢＳ中で３回洗浄
し、そしてドライブロットする。次いで、プレートを50μlの抗ＭＵＣ５ＡＣ（クローン1
-13M1, Neomarkers）（PBST（0.05% tween）中で1:1000希釈）と共に、振盪器上で室温に
て１時間インキュベートし、ＰＢＳ中で３回洗浄し、そしてドライブロットする。100μl
のセイヨウワサビペルオキシダーゼ抗マウスＩｇＧ（1:2000）を各ウェルに添加し、振盪
器上で室温にて１時間インキュベートし、プレートをＰＢＳ中で３回洗浄し、そしてドラ
イブロットする。200μlのＴＭＢを各ウェルに添加し、発色させ、次いで50μlの0.5M HC
lを添加して反応を停止させる。最終呈色反応を450nmで読み取る。
【０２０６】
　膜タンパク質分析のための溶解物に、膜タンパク質を抽出するためにTriton-X-114（10
%、v/v）を添加し、そして４℃にて60分インキュベートする。不溶性の物質を遠心分離に
より除去し、そして上清を30分間37℃まで加温する。得られた二相を遠心分離により分離
し、そして上の相を捨てる。下の相中のタンパク質を、ウェスタンブロッティングによる
分析のためにクロロホルム／メタノールで沈殿させる。
【０２０７】
　サンプルをＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離させ、そしてニトロセルロース上に転写させる
。次いで、シンタキシン（分泌プロセスの重要な構成部分であり、そしてＢｏＮＴ／Ｃの
亜鉛依存性エンドペプチダーゼ活性の基質である）のタンパク質分解を抗シンタキシン抗
体（クローンHPC-1, Sigma）でプローブすることにより検出する。この抗体は、シンタキ
シンのインタクトな形態および切断された形態の両方を認識する。切断されたシンタキシ
ンが観察される。
【０２０８】
　（実施例６－ＣＯＰＤのエクスビボモデルにおけるIL13-LHN/Cの活性）
　粘液分泌に対するIL13-LHN/Cの効果をエクスビボの気管器官浴気道モデル（フェレット
気管）で研究する。切断ＳＮＡＲＥタンパク質に対する抗血清により、組織サンプルでの
切断基質タンパク質に対する免疫細胞化学が可能になる。基質タンパク質の切断は、Ramn
arineら, Br. J. Pharmacol. 113,1183-1190 (1994)に記載のようにUssingチャンバーを
用いるエクスビボ気管での粘液分泌の測定により、刺激された粘液分泌の遮断と相関して
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いる。簡潔には、組織を[35S]O4に曝露して粘液中の硫酸化残基を放射性標識し、そして
電気刺激または特異的Ｃファイバーアゴニストであるカプサイシンにより刺激した粘液分
泌に対するIL13-LHN/Cの効果を評価する。
【０２０９】
　（実施例７－ＣＯＰＤの症状の低減におけるIL13-LHN/Cのインビボ効力）
　慢性閉塞性肺障害を罹患した患者（55歳）に、気道内投与（例えば、ネブライザー）に
より、IL13-LHN結合体を含む剤を0.0001mg/kgと1mg/kgとの間で処置する。具体的な剤用
量および注入部位ならびに剤投与頻度は、前述したように処置医の技量の範囲内で種々の
要因に依存する。剤投与後１～７日以内に、患者の症状は、実質的に軽減される。症状の
軽減期間は、約２ヶ月から約６ヶ月である。
【０２１０】
　慢性閉塞性肺障害を罹患した別の患者（63歳）に、気道内投与（例えば、ネブライザー
）により、IL13-LHN結合体を含む剤を0.0001mg/kgと1mg/kgとの間で処置する。具体的な
剤用量および注入部位ならびに剤投与頻度は、前述したように処置医の技量の範囲内で種
々の要因に依存する。第１日のうちに粘液の過剰放出により症状が悪化するので、患者に
は、IL13刺激粘液分泌から生じる症状のインヒビターとして短期作用性粘液溶解剤（例え
ば、カルボシステイン、塩酸メチステイン）を処置する。粘液溶解剤の使用は２日後に停
止する。剤投与後３～７日以内に、患者の症状は、実質的に軽減される。症状の軽減期間
は、約２ヶ月から約６ヶ月である。
【０２１１】
　（実施例８－IL13-ＩｇＡプロテアーゼの単一ポリペプチド融合体の生成）
　（方法）
　サイトカインエンドペプチダーゼ融合遺伝子は、ＩｇＡプロテアーゼにスプライシング
されたヒトIL-13をコードするＤＮＡフラグメント（配列情報についてはGenBank Accessi
on NM_002188を参照のこと）と、インターロイキン－プロテアーゼ接合部に導入された種
々の短いリンカーとを用いてアセンブルされる。N. gonorrhoeae由来のＩｇＡプロテアー
ゼをコードする遺伝子は公知である。ここからプライマーを作成し、そして特異的プロテ
アーゼをコードする遺伝子をN. gonorrhoeaeから得た核酸調製物からＰＣＲによって単離
する。
【０２１２】
　ＩｇＡプロテアーゼのコード領域を、IL13をコードする遺伝子の３’末端側にフレーム
を合わせて挿入し、そしてIL13-IgA融合体を表す全カセットを発現ベクターpMAL（New En
gland Biolabs）中のマルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）をコードする遺伝子の３’側
にフレームを合わせて挿入し、pMAL-c2x-IL13-IgAを作出する。この構築物で、マルトー
ス結合タンパク質構成部分は、第Ｘａ因子プロテアーゼでの処理により融合体から除去さ
れ得る。
【０２１３】
　pMAL-c2x-IL13-IgAをE. coliに形質転換し、そして８Ｌ発酵装置システム中でTerrific
ブロス複合培地中に培養する。誘導前細菌増殖を、8.0のOD600nmに30℃にて維持し、この
段階で、recMBP-IL13-IgAの発現を、ＩＰＴＧを0.5mMまで添加し、そして培養温度を25℃
に下げることによって誘導する。25℃にて４時間後、細菌を遠心分離によって回収し、そ
して得られたペーストを－70℃で保存する。
【０２１４】
　細胞ペーストを50mM Hepes pH 7.2、1μM ZnCl2中に1:6（w/v）で再懸濁し、そしてAPV
-Gaulin lab model 1000ホモジナイザーまたはMSE Soniprep 150ソニケーターを用いて細
胞破壊を達成する。得られた懸濁液を遠心分離によって清澄化した後、精製する。
【０２１５】
　細胞破壊および清澄化後、ＭＢＰ－融合タンパク質を、イオン交換クロマトグラフィー
により単離する。100μg融合タンパク質当たり1Uの第Ｘａ因子（NEB）と共に22℃にて16
時間インキュベーションすることにより、融合体を切断してＭＢＰ精製タグを除去するこ
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とができる。切断したタンパク質を、さらなるイオン交換工程により遊離ＭＢＰから分離
する。
【０２１６】
　（実施例９－インスリンのアゴニスト活性の評価）
　インスリンは、インスリンレセプターとの相互作用および下流のシグナリング分子の引
き続く活性化を介して標的細胞に作用する。インスリンが本発明におけるアゴニストであ
ること、すなわち、インスリンが細胞外小胞融合を増大することを実証するために、以下
の方法を用い得る。
【０２１７】
　まず、細胞の原形質膜におけるＧＬＵＴ４の提示を、原形質膜シートの免疫蛍光染色に
よりモニタリングし得る（Fingarら, 1993, J. Biol. Chem., 268, 3005-3008に記載）。
3T3-L1細胞をカバーガラス上で増殖および分化させる。インスリンでの処理後、カバーガ
ラスを、50mM Hepes（pH 7.4）および100mM NaClを含有する氷冷緩衝液中で洗浄する。次
いで、細胞を、20mM Hepes（pH 7.4）、100mM KCl、2mM CaCl2、1mM MgCl2、1μg/mlロイ
ペプチン、10μg/mlアプロチニン、および2mMフェニルメチルスルホニルフルオリド（Ｐ
ＭＳＦ）を含有する緩衝液中で超音波処理に供する。原形質膜シートをＣ末端ＧＬＵＴ４
ペプチドに対して惹起したウサギ抗血清とインキュベートし、続いてローダミン結合抗ウ
サギＩｇＧと二次インキュベートする。画像を共焦点顕微鏡検査により得る。コントロー
ル細胞に比較してインスリン処理細胞からの膜において、原形質膜に局在したＧＬＵＴ４
に起因する増大した蛍光が観察される。
【０２１８】
　第二に、細胞の原形質膜におけるＧＬＵＴ４の提示の効果を、3T3-L1脂肪細胞への増強
されたグルコース取り込みの評価によってモニタリングし得る。脂肪細胞を２時間血清枯
渇した後、細胞をインスリン（100nM）で20分間処理し、２回洗浄し、そしてグルコース
輸送を10μM 2-デオキシ-D-グルコース（0.5μCi/ml 2-デオキシ-D-[3H]グルコース）を
含有するHEPES緩衝化生理食塩溶液（140mM NaCl、20mM HEPES-Na、2.5mM MgSO4、1mM CaC
l2、5mM KCl、pH 7.4）中でアッセイする。37℃にて10分後、グルコース溶液の吸引およ
び氷冷リン酸緩衝化生理食塩水での迅速な洗浄により、反応を停止させる。0.2M NaOHの
添加により細胞を溶解し、そしてこの溶液を0.2M HClの添加により中和する。液体シンチ
レーション計数により[3H]2-デオキシグルコースの取り込みを測定する。
【０２１９】
　（実施例１０－触媒により活性な組換えLHN/Bの発現および精製）
　以下に記載の方法は、LHN/Bポリペプチドをコードする適切なプラスミドで形質転換し
たE. coliから触媒により活性なLHN/Bプロテアーゼを精製する。適切なLHN/Aポリペプチ
ドおよびLHN/Bポリペプチドの種々の配列がＰＣＴ／ＧＢ９７／０２２７３、ＵＳ６４６
１６１７特許、および米国特許出願１０／２４１５９６（参照文献として本明細書中に援
用する）に記載されていることに留意されたい。
【０２２０】
　（方法）
　LHN/Bのコード領域を、発現ベクターpMAL（New England Biolabs）中のマルトース結合
タンパク質（ＭＢＰ）をコードする遺伝子の３’側にフレームを合わせて挿入し、pMAL-c
2x-LHN/Bを作出する。この構築物で、発現されるＭＢＰポリペプチドおよびLHN/Bポリペ
プチドは、第Ｘａ因子切断部位によって分離され、そしてＬＣドメインおよびＨＮドメイ
ンは、エンテロキナーゼでの切断を受けやすいペプチドによって分離されている。発現ク
ローンをpMAL-c2X-synLHN/Bと称する。
【０２２１】
　pMAL-c2x-synLHN/BをE. coli HMS174に形質転換し、そして８Ｌ発酵装置システム中でT
errificブロス複合培地中に培養する。誘導前細菌増殖を、5.0のOD600nmに37℃にて維持
し、この段階で、recMBP-LHN/Bの発現を、ＩＰＴＧを0.5mMまで添加し、そして培養温度
を30℃に下げることによって誘導する。30℃にて４時間後、細菌を遠心分離によって回収
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し、そして得られたペーストを－70℃で保存する。
【０２２２】
　細胞ペーストを20mM Hepes pH 7.2、125mM NaCl、1μM ZnCl2中に再懸濁し、そしてAPV
-Gaulin lab model 1000ホモジナイザーまたはMSE Soniprep 150ソニケーターを用いて細
胞破壊を達成する。得られた懸濁液を遠心分離によって清澄化した後、精製する。
【０２２３】
　細胞破壊後、ＭＢＰ－融合タンパク質を、20mM Hepes pH 7.2、125mM NaCl、1μM ZnCl

2中アミロースアフィニティー樹脂上、または50mM Hepes pH 7.2、1μM ZnCl2（塩添加な
し）中Ｑ－セファロースＦＦアニオン交換樹脂上のいずれかで捕獲する。10mMマルトース
を加えた同じ緩衝液中のアミロース樹脂から、および150～200mM塩中のＱ－セファロース
から、単一ピークを溶出する。MBP-LHN/B接合部の切断は、1U/50μg融合タンパク質で第
Ｘａ因子（NEB）との22℃にての18時間インキュベーションで完了する。少なくとも4mg/m
lの基質（MBP-LHN/B）濃度が、効率的な切断を生じるのに望ましい。
【０２２４】
　切断したタンパク質を、20mM Hepes、25mM NaCl、1μM ZnCl2、pH 7.2の緩衝液組成と
なるように20mM Hepesで希釈し、そしてＱ－セファロースカラムに通してLHN/BからＭＢ
Ｐを分離する。LHN/Bを、120～170mM塩を有するＱ－セファロースカラムから溶出する。
次いで、軽鎖とHNドメインとの間のリンカーに、100μgのLHN/B当たり1Uのエンテロキナ
ーゼと22℃にて16時間インキュベートすることによって切り目を入れる。最後に、ベンズ
アミジンセファロースカラムを４℃にて30分間インキュベートすることにより、エンテロ
キナーゼを樹脂に優先的に結合させて、切り目を入れたLHN/Bおよび他の夾雑タンパク質
から分離する。精製したLHN/Bを必要になるまで－20℃で保存する。recLHN/Bの精製スキ
ームの図示について図２を参照のこと。
【０２２５】
　（実施例１１－インスリン-LHN/B結合体の生成）
　（材料）
　インスリンは、Sigmaから入手した。
【０２２６】
　LHN/Bは、実施例１０に記載のようにE. coliから得た。
【０２２７】
　（方法）
　凍結乾燥したヒトインスリンを50mMリン酸ナトリウム（pH 7.5）、5mM ＥＤＴＡ中で再
水和し、10mg/mlの最終濃度とする。ＳＡＴＡ試薬を650mM（150mg/ml）の濃度でＤＭＳＯ
中に溶解する。
【０２２８】
　各１mlのインスリン溶液に10μlのＳＡＴＡ溶液を添加し、穏やかに混合し、次いで４
℃にて一晩インキュベートしてインスリンの誘導体化を達成する。誘導体化したインスリ
ンを反応成分および副産物から分離するために、誘導体化混合物をPD-10カラム（50mMリ
ン酸ナトリウム（pH 7.5）、1mM ＥＤＴＡ中で予め平衡化した）に供する。
【０２２９】
　アセチル化ＳＨ基を脱保護するために、100μlの0.5M塩酸ヒドロキシルアミン（50mMリ
ン酸ナトリウム（pH 7.5）、25mM ＥＤＴＡ中）を各１mlのＳＡＴＡ修飾インスリン溶液
に添加する。これらの材料を混合し、そして室温にて２時間反応させ、その後スルフヒド
リル修飾インスリンを50mMリン酸ナトリウム（pH 7.5）、1mM ＥＤＴＡ中で平衡化したPD
-10カラムに通すことによって精製する。
【０２３０】
　LHN/BをＰＢＳ中に脱塩し、そして得られた溶液（2mg/ml）をＤＭＳＯ中ＳＰＤＰの10m
Mストック溶液の添加によって３倍モル過剰のＳＰＤＰと反応させる。室温にて４時間後
、ＰＢＳＥ中にPD-10カラムで脱塩することにより反応を終結させる。
【０２３１】
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　誘導体化したLHN/Bの一部を溶液から取り出し、そしてＤＴＴ（5mM、30分）で還元する
。このサンプルを280nmおよび343nmで分光分析し、誘導体化の程度を決定する。達成した
誘導体化の程度は、およそ2.5mol/molである。
【０２３２】
　誘導体化したLHN/Bの大部分および誘導体化したインスリンを、インスリンが３倍モル
過剰よりも多くなるような割合で混合する。結合体化反応を４℃にて16時間以上進行させ
る。
【０２３３】
　生成物の混合物を遠心分離し、生じた沈殿物を除く。上清を、濃縮器（10000分子量排
除限界を有する）を通して遠心分離することにより濃縮し、その後ＦＰＬＣクロマトグラ
フィーシステム（Pharmacia）のSuperose 12カラムに供する。カラムをＰＢＳで溶出し、
そして溶出プロフィールを280nmで追跡する。
【０２３４】
　4～20%のポリアクリルアミド濃度勾配ゲル上でＳＤＳ－ＰＡＧＥによって画分を分析し
、次いでクマシーブルーで染色する。主要な結合体産物は、100～110kDaの間の見かけ分
子量を有し、これらは、残留する結合体化していないLHN/Bの大部分から分離され、そし
て結合体化していないインスリンからはより完全に分離されている。
【０２３５】
　（実施例１２－脂肪細胞におけるインスリン-LHN/Bの活性）
　細胞の原形質膜におけるＧＬＵＴ４の提示を、原形質膜シートの免疫蛍光染色によりモ
ニタリングし得る（Fingarら, 1993, J. Biol. Chem., 268, 3005-3008に記載）。3T3-L1
細胞をカバーガラス上で増殖および分化させる。種々の濃度のインスリンまたはインスリ
ン-LHN/Bでの処理後、細胞を２回洗浄し、そして無血清ダルベッコ改変イーグル培地中で
8%CO2中にて２時間インキュベートし、その後、細胞をクレブスリンガーリン酸緩衝液（1
00mMインスリンを添加または添加せず）中で37℃にて15分間インキュベートする。次いで
、カバーガラスを、50mM Hepes（pH 7.4）および100mM NaClを含有する氷冷緩衝液中で洗
浄する。次いで、細胞を、20mM Hepes（pH 7.4）、100mM KCl、2mM CaCl2、1mM MgCl2、1
μg/mlロイペプチン、10μg/mlアプロチニン、および2mMフェニルメチルスルホニルフル
オリド（ＰＭＳＦ）を含有する緩衝液中で超音波処理に供する。原形質膜シートをＣ末端
ＧＬＵＴ４ペプチドに対して惹起したウサギ抗血清とインキュベートし、続いてローダミ
ン結合抗ウサギＩｇＧとインキュベートする。画像を共焦点顕微鏡検査により得る。コン
トロール細胞に比較してインスリン処理細胞からの膜において、原形質膜に局在したＧＬ
ＵＴ４に起因する蛍光増大が観察される。対照的に、コントロールに比較してインスリン
-LHN/B処理細胞からの膜において、原形質膜ＧＬＵＴ４の提示の減少が観察される。
【０２３６】
　あるいは、脂肪細胞へのグルコース取り込みの長期の減少を評価し得る。3T3-L1脂肪細
胞を、既報（Frost, SCおよびLane, MD. 1985, J. Biol. Chem., 260, 2646-252）の通り
に、デキサメタゾン、3-イソブチル-1-メチルキサンチン、およびインスリンでの処理に
より3T3-L1線維芽細胞から分化させる。分化の７日後、3T3-L1脂肪細胞を、ダルベッコ改
変イーグル培地中に希釈した種々の濃度のインスリン-LHN/B結合体で処理する。細胞を8%
CO2中37℃にて24～72時間インキュベートする。細胞を２回洗浄し、そして無血清ダルベ
ッコ改変イーグル培地中で8%CO2中にて２時間インキュベートし、その後、細胞をクレブ
スリンガーリン酸緩衝液（100mMインスリンを添加または添加せず）中で37℃にて15分間
インキュベートする。グルコース取り込みを[3H]2-デオキシグルコースの添加により開始
させる。37℃にて10分後、グルコース溶液の吸引および氷冷リン酸緩衝化生理食塩水での
迅速な洗浄により、反応を停止させる。0.2M NaOHの添加により細胞を溶解し、そしてこ
の溶液を0.2M HClの添加により中和する。液体シンチレーション計数により[3H]2-デオキ
シグルコースの取り込みを測定する。
【０２３７】
　（実施例１３－肥満症の症状の低減におけるインスリン-LHN/Bのインビボ効力）
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　慢性肥満症を罹患した患者（34歳）にインスリン-LHN/B結合体を含む剤を0.0001mg/kg
と1mg/kgとの間で投与することにより処置する。具体的な剤用量および注入部位ならびに
剤投与頻度は、前述したように処置医の技量の範囲内で種々の要因に依存する。適切な低
血糖食と組み合わせた場合、投与の４週間後に、患者の症状は、実質的に軽減される。症
状の軽減期間は、約２ヶ月から約６ヶ月である。
【０２３８】
　（実施例１４－肥満細胞顆粒減少ペプチド（ＭＣＤペプチド）のアゴニスト活性の評価
）
　肥満細胞顆粒減少（ＭＣＤ）ペプチドが肥満細胞から炎症メディエーターの放出を開始
させ得ることは十分に文書化されている（Bakuの評論記事；1999, Peptides, 20, 415-42
0を参照のこと）。このため、ＭＣＤペプチドのアゴニスト特性の実験評価は必要ではな
い。
【０２３９】
　（実施例１５－ＭＣＤペプチドおよびLHN/Cの単一ポリペプチド融合体の生成）
　（方法）
　ペプチドエンドペプチダーゼ融合遺伝子は、LHN/CポリペプチドをコードするＤＮＡの
３’末端側に、スプライシングされたヒトＭＣＤペプチドをコードするＤＮＡフラグメン
ト（配列情報についてはBaku, 1999, Peptides, 20, 415-420またはGenBank Accession S
78459を参照のこと）をアセンブルして得られる。種々の短いリンカーをＭＣＤペプチド
－エンドペプチダーゼ接合部に導入する。天然のLHN/C配列内には、第Ｘａ因子による切
断を受けやすい特異的活性化部位がある。
【０２４０】
　LHN/C-ＭＣＤペプチド融合体を、マルトース結合タンパク質-LHN/C-リンカー-ＭＣＤ融
合体として、標準的な条件下でE. coliで発現させ、そして可溶タンパク質を、Ｎ末端ア
フィニティータグを用いて単離する。第Ｘａ因子での融合体の切断後、活性化したLHN/C-
ＭＣＤペプチドをイオン交換クロマトグラフィーによって単離する。
【０２４１】
　（実施例１６－肥満細胞におけるＭＣＤペプチド-LHN/Cの活性）
　肥満細胞を大きな（300g以上）雄のSprague Dawleyラットの腹膜灌流法により得る。肥
満細胞を、Percollのクッションを通して遠心分離することにより、夾雑する細胞型から
単離する。それらを再懸濁および遠心分離により２回洗浄し、そして最後に、等張の緩衝
化塩類溶液（290mOsm）（これは、NaCl（137mM）、KCl（2.7mM）、MgCl2（2mM）、PIPES
（20mM）、BSA（1mg/ml）を含む）（pH 6.8）中に懸濁する。細胞をＭＣＤペプチド-LHN/
Cと37℃にて16時間インキュベートし、再懸濁および遠心分離により２回洗浄し、そして
次いで緩衝化塩類溶液中におよそ3×105細胞/mlで懸濁する。細胞を96Ｖ底ウェルマイク
ロタイタープレートのウェルに移す。肥満細胞をＩｇＥ架橋により顆粒減少するように刺
激する。精製した肥満細胞（１ウェルあたり90μl）を抗ＩｇＥ（3μg/ml）で37℃にて２
時間攻撃する。インキュベーション後、100μlの氷冷緩衝液の添加により反応を停止させ
、そして細胞を遠心分離（５分、400g、４℃にて）により沈降させる。β-D-N-アセチル
グルコサミニダーゼ（ヘキソサミニダーゼ）の分泌分析のために、上清のサンプル（50μ
l）を黒のプラスチック製の不透明なマイクロタイタープレート中の対応するウェルに移
す。50μlの4-メチルウンベリフェリル-アセチル-β-Dグルコサミニド（Triton X100　0.
01%含有のクエン酸Na、200mM、pH 4.5中1mM））溶液の添加により、反応を開始させる。3
7℃にて約３時間のインキュベーション後、150μlのTRIS（0.2M）の添加により、反応を
終結させる。蛍光（355～460nm）をマイクロタイタープレートリーダーで測定する。分泌
％の算定は、無細胞およびTriton X100（0.1%）により放出された全細胞ヘキソミニダー
ゼ含有物を用いて測定した蛍光の比較に基づく。
【０２４２】
　（実施例１７－喘息の症状の低減におけるＭＣＤペプチド-LHN/Cのインビボ効力）
　喘息を罹患した患者（35歳）に、気道内投与（例えば、ネブライザー）により、ＭＣＤ
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ペプチド-LHN/C結合体を含む剤を0.0001mg/kgと1mg/kgとの間で処置する。具体的な剤用
量および注入部位ならびに剤投与頻度は、前述したように処置医の技量の範囲内で種々の
要因に依存する。剤投与後１～７日以内に、患者の症状は、実質的に軽減される。剤投与
後に患者が被る症状の重篤度の短期の増大を軽減するために、肥満細胞安定剤であるクロ
モグリク酸二ナトリウムを投与する。症状の軽減期間は、約２ヶ月から約６ヶ月である。
【０２４３】
　（実施例１８－IL4アゴニスト活性の評価）
　IL4がアゴニストである、すなわち、IL4が標的細胞において細胞外融合を増大すること
を確認するために、ＣＤ２３（低アフィニティーＩｇＥレセプター）の膜提示に対するIL
4の効果を測定する。
【０２４４】
　（材料）
　ヒトIL4は、Sigmaから得た。
【０２４５】
　（方法）
　Ｂ細胞表面抗原（例えば、ＣＤ２３）の発現に対するIL4の効果をフローサイトメトリ
ーにより調べる。30U/mlのIL4の存在下での48時間のヒト単核細胞のインキュベーション
は、抗ＣＤ２３モノクローナル抗体（Becton Dickenson）を用いるフローサイトメトリー
により同定される通り、ＣＤ２３発現の強い誘導を生じる。
【０２４６】
　（実施例１９－IL4-LHN/Cの単一ポリペプチド融合体の生成）
　IL4-LHN/C融合体の調製について以下に記載した方法は、IL13-LHN/Cについて前に記載
した方法に類似する。
【０２４７】
　（方法）
　サイトカインエンドペプチダーゼ融合遺伝子は、LHN/CにスプライシングされたヒトIL-
4をコードするＤＮＡフラグメント（配列情報についてはGenBank Accession AF395008を
参照のこと）と、インターロイキン－エンドペプチダーゼ接合部に導入された種々の短い
リンカーとを用いてアセンブルされる。天然のLHN/C配列内には、第Ｘａ因子による切断
を受けやすい特異的活性化部位がある。
【０２４８】
　LHN/C-IL-4融合体を、マルトース結合タンパク質-LHN/C-リンカー-IL4融合体として、
標準的な条件下でE. coliで発現させ、そして可溶タンパク質を、Ｎ末端アフィニティー
タグを用いて単離する。第Ｘａ因子での融合体の切断後、活性化したLHN/C-IL4をイオン
交換クロマトグラフィーによって単離する。
【０２４９】
　（実施例２０－ヒト単核細胞におけるＩｇＥレセプターＣＤ２３の表面発現の妨害にお
けるIL4-LHN/Cの活性）
　IL4-LHN/Cがヒト単核細胞の表面におけるＣＤ２３発現の有効なインヒビターであるこ
とを、ＣＤ２３（低アフィニティーＩｇＥレセプター）の膜提示を測定して、確認する。
【０２５０】
　（方法）
　ＣＤ２３の発現に対するIL4-LHN/C結合体の効果をフローサイトメトリーにより調べる
。ヒト単核細胞を、IL4-LHN/Cの存在下で48時間インキュベートする。続く30U/mlのIL4で
の刺激により、抗ＣＤ２３モノクローナル抗体（Becton Dickenson）を用いるフローサイ
トメトリーによって同定される通り、未処理細胞に比較して結合体処理単核細胞において
ＣＤ２３発現の強い低下が引き起こされる。
【０２５１】
　（実施例２１－ＴＮＦαアゴニスト活性の評価）
　ＴＮＦアルファ（ＴＮＦα）がアゴニストであることを確認するために、可溶性Ｅ－セ
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レクチンの放出ならびにＰ－セレクチンおよび血管細胞接着分子１（ＶＣＡＭ－１）発現
に対する炎症性サイトカインの効果を、滑膜微小血管内皮細胞（ＳＭＥＣ）および巨大血
管性ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥ）を用いて調べる。ＴＮＦα刺激内皮細胞における
ＶＣＡＭおよびＰ－セレクチン発現およびＥ－セレクチンの放出の刺激は、ＴＮＦαのア
ゴニスト活性を示す。
【０２５２】
　（材料）
　抗ラットＥ－セレクチン、Ｐ－セレクチンおよびＶＣＡＭ－１は、Sigmaから得た。
【０２５３】
　ラットＴＮＦαは、Sigmaから得た。
【０２５４】
　Ｅ－セレクチン放出の評価のためのＥＬＩＳＡ材料は、Biocarta USから得た。
【０２５５】
　（方法）
　培養内皮細胞（ＨＵＶＥおよびＳＭＥＣ）を培地単独またはＴＮＦαで４時間処理する
。セレクチンおよび内皮接着分子（ＶＣＡＭ）の発現をフローサイトメトリーにより評価
する（Polgarら, 2002, Blood, 100(3), 1081-3に記載）。一方、Ｅ－セレクチンの放出
を、細胞から取り出した上清のＥＬＩＳＡ（製造者により供給される方法に従う）により
測定する。
【０２５６】
　（実施例２２－炎症の症状の低減におけるＴＮＦα-LHN/Cのインビボ効力）
　インビトロでの研究は、ＴＮＦαがリウマチ様関節における炎症経路の重大かつ近位の
メディエーターであることを示す。ＴＮＦα-LHN/Cは、炎症を劇的に低減し、そして疾患
発症時における早期治療およびより遅い段階での治療の両方において構造上の損傷を遅延
させるかまたは停止する。ヒトに関していえば、これらの効力は、機能不全を少なくし、
生活の質を高めるといえる。
【０２５７】
　ＲＡ状態を示す56歳の患者に、ＴＮＦα-LHN/C結合体を含む剤を0.0001mg/kgと1mg/kg
との間で処置する。この剤は、Ｐ－セレクチンの小胞放出を妨害し、24時間以内に関節の
疼痛、こわばり、腫脹、および圧痛の症状の顕著な低減に至る。最大の恩恵は、およそ２
～４ヶ月の間で見られる。
【０２５８】
　慢性関節リウマチ（ＲＡ）および炎症性腸疾患におけるＴＮＦα-LHN/Cでの処置に対す
る応答は、主にマクロファージ駆動性である任意の慢性（非感染性）炎症性疾患（例えば
、ウェゲナー肉芽腫症、乾癬性関節炎、および鬱血性心不全）において再生されるようで
ある。
【０２５９】
　（実施例２３－海馬ニューロンおよび大脳皮質ニューロンにおけるＮＭＤＡチャネルの
提示を増大するインスリンのアゴニスト活性の評価）
　インスリン、インスリンレセプター、およびそれらの基質は、海馬および大脳皮質のシ
ナプスにおいて豊富であり、これらの部位で、それらは、多くの機能（グルコース代謝制
御、遺伝子発現、およびシナプス可塑性を含む）を行うと考えられる。
【０２６０】
　種々の方法を用いて、Skeberdisら（Proc. Natl. Acad. Sci., 2001, 98(6), 3561-356
6）は、インスリン処理が、調節されたエキソサイトーシスによる原形質膜への新規なＮ
ＭＤＡチャネルの送達を生じること、すなわち、インスリンが細胞外融合を増大させるこ
とを実証している。これは、ＳＮＡＰ－２５の切断後に細胞表面へのＮＭＤＡチャネルの
インスリン誘導送達の減少を示すことにより確認されている。文献に十分に記載されてい
るが、理解を助けるために、チャネル提示に関してインスリンのアゴニスト活性を確認す
るための方法を、本明細書中に再現する。
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【０２６１】
　まず、アフリカツメガエル（Xenopus）卵母細胞で発現される組換えＮＭＤＡの活性の
インスリンによる上昇を電気生理学により調べる。成体雌アフリカツメガエル（Xenopus 
laevis）（Xenopus I, Ann Arbor MI）を温度と光照射とを制御した環境で飼育し、そし
てＮＭＤＡチャネルのサブユニットをコードするインビトロ転写ｍＲＮＡ（20ng mRNA/細
胞）を注入する。既報（Zheng, X., Zhang, L., Wang, A. P., Bennett, M. V. L.および
Zukin, R. S. (1997) J. Neurosci. 17, 8676-8686）どおりに、電圧固定法で常温にて、
卵母細胞（注入２～６日後）から全細胞電流を記録する。記録は、インスリンが、ＮＭＤ
Ａチャネル修飾よりも増大したチャネル提示に関わる機構によって、ＮＭＤＡチャネル依
存性電流を上昇させることを示している。
【０２６２】
　パッチクランプ記録は、ＮＭＤＡチャネル提示のウェスタンブロット分析により補足さ
れる。ＮＭＤＡチャネルのＮＲ１サブユニットに特異的な抗体および表面タンパク質ビオ
チン化プロトコル（Chen, N., Luo, T.およびRaymond, L. A. (1999) J. Neurosci. 19, 
6844-6854により記載）を用いて、チャネルの増強した発現が観察される。
【０２６３】
　（実施例２４－ＬＣ／ＣをコードするＤＮＡを細胞に送達するための結合体の生成）
　Cottonら（Cotton, M., Wagner, E.およびBirnstiel, L. (1993) Receptor-mediated t
ransport of DNA into eukaryotic cells. Methods in Enzymol. 217, 619-645）および
その他により記載の方法に従って、目的のタンパク質をコードするＤＮＡを、タンパク質
-ＤＮＡ結合体のレセプター媒介エンドサイトーシスを通じて真核生物細胞にトランスフ
ェクトし得る。ポリカチオン性リガンドを用いて適切な大きさにＤＮＡを凝縮するために
、いくつかの方法が存在する。これらは、以下を含む：ポリリジン、種々のカチオン性ペ
プチド、およびカチオン性リポソーム。これらのうち、レセプター媒介トランスフェクシ
ョン研究においてその使用の成功が報告されている（Cottonら, 1993）ので、ポリリジン
を本研究で使用した。このようなアプローチを用いて、IL13-HN-[LC/C]結合体の構築を以
下に記載する。ここで、[LC/C]は、ボツリヌス菌神経毒素Ｃ型の軽鎖をコードするポリリ
ジン凝縮ＤＮＡを表す。
【０２６４】
　（材料）
　ＳＰＤＰは、Pierce Chemical Co.から得られる。
【０２６５】
　さらなる試薬は、Sigma Ltd.から得られる。
【０２６６】
　（方法）
　IL-13-HN/C融合体の調製について以下に記載した方法は、一部、IL-13の組換え単一ポ
リペプチド融合体を記載している以前の研究（例えば、IL-13とシュードモナス外毒素の
短縮型との組換え融合体の調製（Debinskiら, 1995, J. Biol. Chem., 270, 16775-16780
）；IL-13-ジフテリア毒素融合体の調製（Liら, 2002, Prot Eng., 15,419-427））に由
来する。
【０２６７】
　サイトカイン-HN/C融合遺伝子は、ＢｏＮＴ／ＣのHNドメインにスプライシングされた
ヒトIL-13をコードするＤＮＡフラグメント（配列情報についてはGenBank Accession NM_
002188を参照のこと）と、インターロイキン－トランスロケーションドメイン接合部に導
入された正確な折り畳みを容易にするための種々の短いリンカーとを用いてアセンブルさ
れる。
【０２６８】
　あるいは、HN-IL-13融合遺伝子を、実施例４に記載のLHN/C-IL-13構築物からのポリメ
ラーゼ連鎖反応により誘導する。いずれかの方法により誘導した融合体を、マルトース結
合タンパク質-HN-リンカー-IL13融合体として、標準的な条件下でE. coliで発現させ、そ
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して可溶タンパク質を、Ｎ末端アフィニティータグを用いて単離する。第Ｘａ因子での融
合体の切断後、HN-IL13をイオン交換クロマトグラフィーによって単離する。ＣＭＶ（前
初期）プロモーターの制御下にLC/Cをコードする遺伝子を含むプラスミドを用いて、ＤＮ
Ａの凝縮を、ＤＮＡ対ポリリジンが２対１の比になるように、ＳＰＤＰ誘導体化ポリリジ
ンを用いて達成した。次いで、凝縮ＤＮＡ（0.4mg/ml）をHN-IL-13（100μg/ml）と25℃
にて16時間混合することにより、結合体を調製した。ＳＰＤＰ誘導体化ポリリジンとHNド
メイン上に存在する遊離ＳＨ基とを組み合わせて、ＤＮＡとタンパク質との共有結合を容
易にする。
【０２６９】
　アゴニスト-H N融合体を生成するための同様の方法が、本特許で例示されているような
他のアゴニストに対して使用され得ることは、当業者により理解される。
【０２７０】
　（実施例２５－ＥＧＦおよびLHN/Cの単一ポリペプチド融合結合体の生成）
　上皮増殖因子（ＥＧＦ）を、本発明の方法に従って、ムチン放出の潜在アゴニストとし
て同定した。より詳細には、ＥＧＦを、文献検討（Perrais, M.ら, (2002) J. Biol. Che
m., 8月30日, 277(35), 32258-67頁；およびTakeyama, K.ら, (1999) Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 3月16日, 96(6), 3081-6頁）によって同定した。ＥＧＦのアゴニスト活性は
、該文献によって確認し、そしてまた実施例２７によっても確認した。
【０２７１】
　（方法）
　エンドペプチダーゼ融合遺伝子は、LHN/CにスプライシングされたヒトＥＧＦをコード
するＤＮＡフラグメントと、エンドペプチダーゼ－増殖因子接合部に導入された種々の短
いリンカーとを用いてアセンブルされる。天然のLHN/C配列内には、第Ｘａ因子による切
断を受けやすい特異的活性化部位がある。
【０２７２】
　融合体の発現を標準的な発現条件を用いて実施する。100μg/mlアンピシリン、37μg/m
lクロラムフェニコールを添加した100ml Terrificブロスにmicrobankビーズを添加するこ
とにより、終夜培養物を調製し、そして培養を37℃にて225RPMで一晩行う。終夜培養物の
100mlを、100μg/mlアンピシリン、37μg/mlクロラムフェニコール、0.5%グルコースを添
加した1L Terrificブロスに接種するために使用する。培養物を、OD600が約0.6に達する
まで、30℃にてインキュベートし、この段階で、温度を16℃に下げ、そして培養物を約１
時間冷却する。融合体の発現を、ＩＰＴＧを1mMまで添加し、続いて16℃にて一晩培養物
をインキュベートすることによって誘導する。培養物を、H6000Aローターを備えたRC3BP
遠心分離機で、4500rpmで20分間遠心分離する。細胞ペーストを、50mM Hepes pH 8.0中に
再懸濁し、そして精製前は－20℃で保存する。精製を、２つのアフィニティーマトリック
スの組み合わせを用いて達成する。以下の緩衝液を予め調製する：
　緩衝液Ａ：50mM Hepes pH8.0、200mM NaCl
　緩衝液Ｂ：50mM Hepes pH8.0、200mM NaCl、20mMマルトース
　緩衝液Ｃ：50mM Hepes pH8.0、25mM NaCl
　緩衝液Ｄ：50mM Hepes pH8.0、500mM NaCl、500mMイミダゾール。
【０２７３】
　１リットル培養物からの細胞ペレットを約50mlの緩衝液Ａ中に再懸濁し、そしてＰＭＳ
Ｆを1mMまで添加する。細胞をホモジナイゼーション（300～400バール圧で２回通過）ま
たは超音波処理（6×30秒パルス）により破壊する。破壊した細胞ペーストを、F16-250ロ
ーターにて13Kで（25,560g）、またはmegafugeベンチトップ型遠心機にて4000RPMで60分
間、遠心分離する。上清を20mlアミロースカラム上に5ml/分で供し、そして100%緩衝液Ｂ
中に同じ流速で溶出させる。5ml画分を採集し、プールし、そして緩衝液Ａを用いてA280
が約0.5になるまで希釈する。第Ｘａ因子を100μgタンパク質あたり1U Fxaに添加し、そ
してCaCl2を1mMとする。サンプルを、切断が完了するまで、30℃にて一晩インキュベート
する。
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【０２７４】
　切断反応プールを緩衝液Ｃを用いて1/4希釈し、そして予め平衡化しておいた40mlのCu2
+荷電キレート化カラム上に緩衝液Ｃ中で5ml/分で供する。結合した物質を10%緩衝液Ｄを
用いて5ml/分で溶出させる。2.5ml画分を採集し、プールし、そして緩衝液Ｃ中に一晩透
析する。
【０２７５】
　透析したプールを30mlアミロースカラム上に2ml/分で供し、そして素通り画分を採集す
る。結合したＭＢＰは、100%緩衝液Ｂを用いてカラムから溶出排除され得る。素通り画分
を濃縮し、そして使用前に、50mM Hepes pH 7.4中に透析する。
【０２７６】
　材料をアミロースカラム上に供する代わりに、20ml Ｑ－セファロースファストフロー
カラムを用い得る。この場合、このカラムを緩衝液Ｃを用いて平衡化し、そして透析した
プールを5ml/分で供する。次いで、カラムを50mM Hepes pH 8.0、1M NaCl（25%および50%
）を用いて溶出する。画分を採集し、プールし、そして－20℃で保存する。
【０２７７】
　（実施例２６－粘液放出細胞におけるＥＧＦ-LHN/C融合結合体の活性）
　ＥＧＦ-LHN/Cで３日間処理した細胞において、シンタキシンＳＮＡＲＥタンパク質の用
量依存性切断が、ウェスタンブロット技術およびシンタキシンのより小さな切断フラグメ
ントに特異的な抗体（抗ＡＶＫＹ）を用いて検出された。
【０２７８】
　（方法）
　ＥＧＦ-LHN/Cを、最大濃度で150μg/mlのＬ－グルタミンを補充した無血清培地中で３
日間細胞に与える。細胞を、5%CO2下、37℃にてインキュベートする。３日間の処理後、
細胞を0.1M NaOH（室温にて10分）および0.1M HClおよび100μM HEPES中に溶解し、そし
て溶解物をTriton-X 114で可溶化し、そして４℃にて５分間冷却する。次いで、溶解物を
エッペンドルフ微小遠心機で、13,000rpmで４℃にて10分間遠心する。室温にて13,000rpm
のさらなる遠心分離によって、回収した上清中のいかなる混濁も除去する。次いで、上相
を捨て、そしてエタノール、クロロホルム、および水を４：２：３の比で上清に添加する
。溶液をボルテックスにより混合し、そして13,000rpmで室温にて10分間遠心する。上相
を捨て、そして下相をメタノールの添加および13,000rpmで室温にて10分間のさらなる遠
心分離により洗浄する。上清を捨て、そしてペレットを１時間風乾した後に、タンパク質
サンプルをＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウェスタンブロッティングにより分析する。細胞溶解
物のウェスタンブロット分析は、LHN/Cフラグメント単独で処理した細胞と比較した場合
にシンタキシンタンパク質切断の増大を示す。シンタキシンの融合タンパク質用量依存性
切断もまた示され得る。
【０２７９】
　（実施例２７－NCI-H292細胞からのムチン放出の評価によるＥＧＦのアゴニスト活性の
評価）
　（方法）
　NCI-H292細胞（ムチン分泌細胞系；これは、ECACC Depositaryから公に入手可能である
；例えばAccession No. 91091815）を24ウェルプレート上に播種し、そして5%ウシ胎児血
清および5mM Ｌ－グルタミンを補充したＲＰＭＩ培地を用いて給餌する。翌日、細胞に無
血清培地中30μg/mlのＥＧＦを与え、そして37℃および5%CO2雰囲気下で３日間インキュ
ベートする。培地を採集し、微小遠心機で13,000gで４℃にて５分間遠心分離し、そして
上清を採集する。上清を等量づつ、Maxisorp（tm）ELISAプレートに二連で添加し、そし
て40℃にて一晩インキュベートする。プレートをＰＢＳ中で３回洗浄し、ドライブロット
し、そして次いでプレート振盪器上でＰＢＳ-Tween 20TM 0.05%および抗ＭＵＣ４ＡＣ抗
体（クローン1-13M1 Neomarkers）（1/1000希釈）にて室温にて１時間インキュベートす
る。プレートをＰＢＳ中で３回洗浄し、ドライブロットし、そしてプレート振盪器上でＰ
ＢＳ-Tween TM 20 0.05%および抗マウスセイヨウワサビペルオキシダーゼ結合抗体（1/20
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00希釈）にて室温にて１時間インキュベートする。次いで、プレートをＰＢＳ中で３回洗
浄し、そして全ウェルに等容量のＴＭＢを添加し、そして発色させる。反応を0.5M HClを
用いて停止させ、そして得られたプレートをプレートリーダーにて450nmで読み取る。
【０２８０】
　（結果）
　３日間にわたる３μg/mlのＥＧＦは、ＥＬＩＳＡにより分析された場合、培地中に放出
されるムチンの増加を引き起こす。

【図１】 【図２】
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