
(57)【要約】
組換え型組織保護サイトカインなどのエリスロポエチン受容体活性調節物質の全身もしく
は局所投与によって、ヒトを含む哺乳動物における応答性細胞、組織、器官もしくは身体
部分の機能または生存能を in vivo、 in situまたは ex vivoで保護または増強するための
方法および組成物が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球
産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 活 性 を 欠 失 し て い る ム テ イ ン 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン で あ っ て 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 機 能 ま た
は 生 存 能 の 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 応 答
性 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 、 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 10の 11位 か ら 15位 ［ 配 列 番 号 1］ の 間 、 配 列 番 号 10の 44位 か ら 51位 ［ 配 列 番 号 2
］ の 間 、 配 列 番 号 10の 100位 か ら 108位 ［ 配 列 番 号 3］ の 間 、 ま た は 配 列 番 号 10の 146位 か ら
151位 ［ 配 列 番 号 4］ の 間 に 1個 以 上 の 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 10の 次 の 位 置 ： 7、 20、 21、 29、 33、 38、 42、 59、 63、 67、 70、 83、 96、 126、
142、 143、 152、 153、 155、 156、 ま た は 161の 1以 上 の 位 置 に 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 15～ 105お よ び 119の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 残 基 44～ 49の 欠 失 を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請
求 項 1に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 106～ 118の 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 を 少 な く と も 1つ 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
　 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 修 飾 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
　 化 学 的 修 飾 が 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 電 荷 を 変 え る こ と を 含 む 、 請 求 項 7に 記
載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ９ 】
　 荷 電 ア ミ ノ 酸 残 基 が 非 荷 電 ア ミ ノ 酸 残 基 に 改 変 さ れ る 場 合 は 、 正 電 荷 ま た は 負 電 荷 が ア
ミ ノ 酸 残 基 に 化 学 的 に 付 加 さ れ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1～ 6の
い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が ヒ ト ・ フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク
質 で あ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 が 神 経 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄
質 、 毛 細 管 、 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 、 ま た は 幹 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1
～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 光 受 容 器 、 神 経 節 、 双 極 細 胞 、 水 平 細 胞 、 無 軸 索 細 胞 、 ミ ュ ラ ー 細 胞 、 心 筋 層 、 ペ ー ス
メ ー カ ー 、 洞 房 結 節 、 洞 結 節 、 房 室 結 節 、 ヒ ス 束 、 肝 細 胞 、 星 細 胞 、 ク ッ プ フ ァ ー 細 胞 、
血 管 間 膜 細 胞 、 杯 細 胞 、 腸 腺 、 腸 内 分 泌 線 、 球 状 帯 細 胞 、 線 維 束 、 網 状 帯 細 胞 、 ク ロ ム 親
和 細 胞 、 周 皮 細 胞 、 ラ イ デ ィ ヒ 細 胞 、 セ ル ト ー リ 細 胞 、 精 子 、 グ ラ ー フ 卵 胞 、 原 始 卵 胞 、
子 宮 内 膜 間 質 、 お よ び 子 宮 内 膜 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型
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組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 内 皮 細 胞 関 門 を 通 過 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項
に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 内 皮 細 胞 関 門 が 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 、 お よ び 血 液 子
宮 関 門 を 含 む 、 請 求 項 14に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 以 下 の サ イ ト カ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
　 i． シ ア ル 酸 成 分 の 数 が 減 少 し て い る か ま た は シ ア ル 酸 成 分 が 存 在 し な い サ イ ト カ イ ン
、
　 ii． N結 合 型 糖 鎖 ま た は O結 合 型 糖 鎖 の 数 が 減 少 し て い る か ま た は 前 記 糖 鎖 が 存 在 し な い
サ イ ト カ イ ン 、
　 iii． 天 然 サ イ ト カ イ ン を 少 な く と も 1種 の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て 少 な
く と も 糖 鎖 の 含 有 量 が 低 下 し て い る サ イ ト カ イ ン 、
　 iv． 少 な く と も 1個 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、
　 v． 化 学 的 に 還 元 さ れ て い る 少 な く と も 1個 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る サ イ ト カ イ ン
、
　 vi． 少 な く と も 1個 以 上 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、
　 vii． 少 な く と も 1個 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 有 す る か ま た は サ イ ト カ イ ン 分 子 の
N末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、
　 viii． 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、
　 ix． 少 な く と も 修 飾 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る サ イ ト カ イ
ン 、
　 x． 少 な く と も 修 飾 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、
　 xi． 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 基 が 除 去 さ れ て い る サ イ ト カ イ ン 、
　 xii． サ イ ト カ イ ン 分 子 中 の 少 な く と も 1つ の シ ス チ ン 結 合 の 少 な く と も 1つ の 開 裂 を 有
す る サ イ ト カ イ ン 、
　 xiii． ト ラ ン ケ ー ト 型 サ イ ト カ イ ン 、
　 xiv． 少 な く と も 1つ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 が 結 合 さ れ て い る サ イ ト カ イ ン 、
　 xv． 少 な く と も 1つ の 脂 肪 酸 が 結 合 さ れ て い る サ イ ト カ イ ン 、
　 xvi． 非 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 組 換 え 型 サ イ ト カ イ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 非 哺 乳
動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、
　 xvii． 精 製 を 容 易 に す る た め に ヒ ス チ ジ ン で タ グ 付 け さ れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 1個
有 す る サ イ ト カ イ ン
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織
保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ヒ ト ・ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 17に
記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 低 シ ア ル 化 ま た は 高 シ ア ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え
型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12ま た は 13個 の シ ア ル 酸 成
分 を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 存 在 す る 14個 の シ ア ル 酸 成 分 よ り 多 い シ

10

20

30

40

50

(3) JP 2006-507228 A 2006.3.2



ア ル 酸 成 分 を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が N結 合 型 糖 鎖 を も た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 16に 記 載
の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が O結 合 型 糖 鎖 を も た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 22に 記 載
の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1種 の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 さ れ て い る 、 請 求 項 16に 記
載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 過 ヨ ウ 素 酸 塩 で 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 16に 記
載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 過 ヨ ウ 素 酸 塩 で 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン が シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で 化 学 的
に 還 元 さ れ る 、 請 求 項 25に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 1個 以 上 の ア ル ギ ニ ン 残 基 に R-グ リ オ キ サ ー ル 部 分 を 含 み 、 こ こ に
お い て 、 Rは ア リ ー ル ま た は ア ル キ ル 部 分 で あ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 27に 記
載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン お よ び シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る ビ シ ナ ル ジ ケ ト ン と の 反 応 に よ り ア ル ギ ニ ン 残 基 を 修 飾 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で
あ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 を 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と 反 応 さ せ た エ リ ス ロ ポ
エ チ ン で あ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1個 の ビ オ チ ン 化 リ シ ン ま た は N末 端 ア ミ ノ 基 を 有 す る 分
子 で あ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が グ ル シ ト リ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は フ ル ク ト シ ル リ シ ン エ
リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1個 の カ ル バ ミ ル 化 リ シ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載
の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 カ ル バ ミ ル 化 サ イ ト カ イ ン が α -N-カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -カ ル バ モ
イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-
カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-カ ル バ モ イ ル
ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -カ ル バ モ イ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 お
よ び α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 、 請
求 項 33に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1個 の ア シ ル 化 リ シ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
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【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1個 の ア シ ル 化 リ シ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 35に 記 載 の 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1個 の ア セ チ ル 化 リ シ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 36に 記 載 の
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 ア セ チ ル 化 サ イ ト カ イ ン が α -N-ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ア セ チ ル エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ア シ ア ロ エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ
ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ア セ
チ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 お よ び α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル ハ イ ポ シ ア ロ
エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 、 請 求 項 37に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン の リ シ ン 残 基 が ス ク シ ニ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 35に 記 載 の 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 ス ク シ ニ ル 化 サ イ ト カ イ ン が α -N-ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ス ク シ ニ ル
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ス ク シ ニ
ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ
ル ,N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ス ク シ ニ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、 N-ε -ス ク シ ニ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 お よ び α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -
ス ク シ ニ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 、 請 求 項 39に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は 他 の そ の 塩
に よ り 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 少 な く と も 1個 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が ニ ト ロ 化 ま た は ヨ ウ 素 化 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 少 な く と も 1個 含 む
、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が カ ル ボ ジ イ ミ ド と 反 応 さ せ た 後 に ア ミ ン と 反 応 さ せ た ア ス パ ラ ギ ン
酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 ア ミ ン が グ リ シ ン ア ミ ド で あ る 、 請 求 項 43に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン か ら な る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 45に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 45に 記 載 の 核 酸 分 子 お よ び 該 核 酸 分 子 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 調
節 領 域 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 pCiNeoベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 46ま た は 47に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 45に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 遺 伝 子 操 作 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ０ 】

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　 請 求 項 47に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球
産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 活 性 を 欠 失 し て お り 、 か つ 哺 乳 動
物 の 応 答 性 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 の 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 応 答 性 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 1～ 6の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 経 口 、 鼻 腔 内 ま た は 非 経 口 投 与 用 に 製 剤 化 さ れ た 、 請 求 項 51に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 灌 流 溶 液 と し て 製 剤 化 さ れ た 、 請 求 項 51に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 し た 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 ま た は 増 強
す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 曝 露 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 保 護 が 骨 髄 に 作 用 し な い 、 請 求 項 54に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 し た 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 ま た は 増 強
す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用
、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少
な く と も 1つ の 活 性 を 欠 失 し て い る 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 曝 露 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 組 織 損 傷 か ら の 保 護 用 の 、 組 織 損 傷 の 防 止 用 の 、 な ら び に 哺 乳 動 物 に お け る 組 織 お よ び
組 織 機 能 の 回 復 お よ び 若 返 り 用 の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、
血 管 活 性 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 活 性 を 欠 失 し て い る 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え
型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 損 傷 が 痙 攣 障 害 、 多 発 性 硬 化 症 、 発 作 、 低 血 圧 、 心 停 止 、 虚 血 、 心 筋 梗 塞 、 炎 症 、
加 齢 に よ る 認 知 機 能 の 喪 失 、 放 射 線 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、
パ ー キ ン ソ ン 病 、 リ ー 病 、 AIDS痴 呆 、 記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 ア ル コ ー ル 中 毒 症
、 気 分 障 害 、 不 安 障 害 、 注 意 欠 陥 障 害 、 自 閉 症 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト -ヤ コ ブ 病 、 脳 脊 髄 の
損 傷 も し く は 虚 血 、 心 肺 バ イ パ ス 、 慢 性 心 不 全 、 黄 斑 変 性 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 糖 尿 病 性
網 膜 症 、 緑 内 障 、 網 膜 虚 血 、 ま た は 網 膜 損 傷 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 、 請 求 項 57に 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る 分 子 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス を 促 進 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性
、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 活 性 を 欠 失 し て い る
請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 会 合 し て い る 前 記 分
子 を 含 有 す る 組 成 物 を 、 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 会 合 が 、 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 し た 共 有 結 合 、 ま
た は 非 共 有 結 合 で あ る 、 請 求 項 59に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 内 皮 細 胞 関 門 が 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 、 血 液 心 臓 関
門 、 血 液 腎 臓 関 門 、 お よ び 血 液 胎 盤 関 門 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 59に 記 載 の 方
法 。
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【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 分 子 が 、 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌
剤 、 抗 ウ イ ル ス 剤 、 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 抑 制 剤
、 染 料 、 マ ー カ ー 、 ま た は 抗 癌 剤 で あ る 、 請 求 項 59に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ り 分 子 を 輸 送 す る た め の 組 成 物 で あ っ
て 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓
球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 活 性 を 欠 失 し て い る 請 求 項 1～ 6
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 会 合 し て い る 前 記 分 子 を 含 有 す
る 、 上 記 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 会 合 が 、 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 し た 共 有 結 合 、 ま
た は 非 共 有 結 合 で あ る 、 請 求 項 63に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 前 記 分 子 が 、 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌
剤 、 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 抑 制 剤 、 染 料 、 マ ー カ
ー 、 ま た は 抗 癌 剤 で あ る 、 請 求 項 63に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球
産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 活 性 を 欠 失 し て い る 請 求 項 1～ 6の
い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 会 合 が 、 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 し た 共 有 結 合 、 ま
た は 非 共 有 結 合 で あ る 、 請 求 項 66に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 分 子 が 、 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌
剤 、 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 抑 制 剤 、 染 料 、 マ ー カ
ー 、 ま た は 抗 癌 剤 で あ る 、 請 求 項 66に 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ム テ イ ン 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 、 哺
乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 な ら び に そ れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能
を 保 護 、 維 持 、 増 強 、 ま た は 回 復 す る た め の 前 記 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 関
す る 。 こ れ に は 、 神 経 組 織 や 心 臓 組 織 の よ う な 興 奮 性 の 組 織 の 、 神 経 毒 、 低 酸 素 お よ び そ
の 他 の 有 害 な 刺 激 か ら の 保 護 、 な ら び に 学 習 や 記 憶 の 促 進 の た め な ど の 興 奮 性 組 織 の 機 能
の 増 強 が 含 ま れ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 ム テ イ ン 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 用 い て 内
皮 細 胞 関 門 を 越 え る ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ り 分 子 を 輸 送 す る た め の 、 ま た は そ の 輸 送
を 促 進 す る た め の 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 長 年 の 間 、 唯 一 明 ら か な エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 生 理 学 的 役 割 は 、 赤 血 球 産 生 の 制 御 の み で
あ っ た 。 最 近 に な っ て 、 サ イ ト カ イ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン R） と の 相 互 作 用 に よ り 媒 介 さ れ る
他 の 重 要 な 生 理 学 的 機 能 を 果 た す こ と を 示 す 幾 つ か の 証 拠 が 得 ら れ た 。 こ れ ら の 作 用 と し
て は 、 有 糸 分 裂 誘 発 、 平 滑 筋 細 胞 お よ び 神 経 細 胞 内 へ の カ ル シ ウ ム 流 入 の 調 節 、 血 管 活 性
作 用 （ す な わ ち 、 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 な ら び に 中 間 代 謝 へ の 影 響
が 挙 げ ら れ る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 低 酸 素 性 の 細 胞 内 ミ ク ロ 環 境 を 改 善 す る ば か り で な
く 、 代 謝 ス ト レ ス に よ り 引 き 起 こ さ れ る プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 を 調 節 す る よ う に 働 く 代
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償 性 応 答 を も た ら す と 考 え ら れ て い る 。 研 究 に よ り 、 頭 蓋 内 に 投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ
ン は 低 酸 素 性 神 経 損 傷 か ら ニ ュ ー ロ ン を 保 護 す る こ と が 立 証 さ れ た が 、 頭 蓋 内 投 与 は 、 （
特 に 正 常 な 個 体 へ の ） 治 療 用 途 の た め の 投 与 経 路 と し て は 実 用 的 で は な く 、 受 け 入 れ が た
い も の で あ る 。 さ ら に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 投 与 し た 貧 血 患 者 の 以 前 の 研 究 か ら は 、 末 梢
投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 脳 内 に 輸 送 さ れ な い と い う 結 論 が 出 さ れ た （ Martiら , 199
7, Kidney Int. 51:416-8; Juulら , 1999, Pediatr. Res. 46:543-547; Buemiら , 2000, 
Nephrol. Dial. Transplant. 15:422-433） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 様 々 な 修 飾 形 態 が こ れ ま で に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 活 性 は 赤 血 球 産
生 作 用 を 改 良 す る 方 向 に 向 け ら れ て き た 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,457,089号 お よ び 米 国 特
許 第 4,835,260号 に 記 載 さ れ る 、 カ ル ボ キ シ 末 端 に 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 有 す る も の ； 米
国 特 許 第 5,856,298号 に 記 載 さ れ る よ う な 、 １ 分 子 あ た り 様 々 な 数 の シ ア ル 酸 残 基 を 有 す
る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア イ ソ フ ォ ー ム ； 米 国 特 許 第 4,703,008号 に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド ； 米 国 特 許 第 5,767,078号 に 記 載 さ れ る ア ゴ ニ ス ト ； 米 国 特 許 第 5,773,569号 お よ び 第 5,
830,851号 に 記 載 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 に 結 合 す る ペ プ チ ド ； な ら び に 米 国 特 許
第 5,835,382号 に 記 載 さ れ る 小 分 子 ミ メ チ ッ ク な ど が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 応 答 性 細 胞 お よ び 関 連 す る 細 胞 、 組 織 、 器 官 を in situだ け で な く ex vivoで
も 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 す る た め の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 、 な ら び
に 血 管 系 に 対 し 遠 位 に あ る 応 答 性 細 胞 お よ び 関 連 す る 細 胞 、 組 織 、 器 官 を 保 護 し 増 強 す る
こ と を 目 的 と し た 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 送 達 、 す な わ ち
会 合 し た 分 子 の 運 搬 に 関 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 な ら び に そ れ ら に 関 連 す る 細 胞
、 組 織 お よ び 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 す る 医 薬 組 成 物 を 調
製 す る た め の 、 様 々 な 形 態 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 に 関 す る 。 １ つ の 具 体
的 な 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 、 そ れ ら に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 は 、
密 な 内 皮 細 胞 関 門 の 存 在 に よ っ て 血 管 系 に 対 し 遠 位 に あ る 。 他 の 具 体 的 な 態 様 に お い て 、
こ れ ら の 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 他 の 身 体 部 分 は 、 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 さ れ た も の （
例 え ば 移 植 用 の も の ） で あ る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 応 答 性 細 胞 ま た は 組 織 は 、 神 経 、 網
膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣
、 脾 臓 、 骨 、 皮 膚 ま た は 子 宮 内 膜 の 細 胞 も し く は 組 織 で あ り う る 。 応 答 性 細 胞 の 別 の 非 限
定 的 な 例 と し て 、 光 受 容 器 （ 桿 体 お よ び 錐 体 ） 、 神 経 節 、 双 極 細 胞 、 水 平 細 胞 、 無 軸 索 細
胞 、 ミ ュ ラ ー 細 胞 、 プ ル キ ン エ 細 胞 、 心 筋 層 、 ペ ー ス メ ー カ ー 、 洞 房 結 節 、 洞 結 節 、 房 室
結 節 、 ヒ ス 束 、 肝 細 胞 、 星 細 胞 、 ク ッ プ フ ァ ー 細 胞 、 血 管 間 膜 細 胞 、 腎 上 皮 細 胞 、 管 状 間
質 細 胞 、 杯 細 胞 、 腸 腺 、 腸 内 分 泌 線 、 球 状 帯 細 胞 、 線 維 束 、 網 状 帯 細 胞 、 ク ロ ム 親 和 細 胞
、 周 皮 細 胞 、 ラ イ デ ィ ヒ 細 胞 、 セ ル ト ー リ 細 胞 、 精 子 、 グ ラ ー フ 卵 胞 、 原 始 卵 胞 、 ラ ン ゲ
ル ハ ン ス 島 、 α 細 胞 、 β 細 胞 、 γ 細 胞 、 F細 胞 、 前 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 子 宮
内 膜 間 質 、 子 宮 内 膜 細 胞 、 幹 お よ び 内 皮 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 応 答 性 細 胞 の こ れ ら の 例 は 単
に 例 示 的 な も の で あ る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 応 答 性 細 胞 、 そ れ に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 ま
た は 器 官 は 、 興 奮 性 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 で は な い し 、 ま た 、 主 と し て 興 奮 性 細 胞 も
し く は 組 織 を 含 む も の で も な い 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン を 用 い る 対 象 の 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 は 、 そ の 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 生
存 能 に 対 し て 有 害 な 少 な く と も １ つ の 条 件 下 で 一 定 時 間 を 費 や し た も の 、 ま た は こ れ か ら
費 や す も の で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 用 い
る 対 象 の 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 は 、 EPO受 容 体 を 発 現 す る も の で あ る 。 こ の よ う
な 条 件 と し て は 、 外 傷 性 の in situ低 酸 素 も し く は 代 謝 性 機 能 不 全 、 外 科 手 術 に よ り 誘 導
さ れ る in situ低 酸 素 も し く は 代 謝 性 機 能 不 全 、 ま た は in situ毒 素 曝 露 が 挙 げ ら れ る 。 in
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 situ毒 素 曝 露 は 、 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 と 関 連 し う る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、
有 害 条 件 は 、 あ る 種 の 外 科 手 術 で 使 用 さ れ る よ う な 心 肺 バ イ パ ス （ 人 工 心 肺 装 置 ） の 結 果
と し て も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 主 に 神 経 的 も し く は 精 神 的 な 症 状 を 有 す る
中 枢 神 経 系 (CNS)ま た は 末 梢 神 経 系 の ヒ ト 疾 患 、 な ら び に 眼 の 疾 患 、 心 血 管 疾 患 、 心 肺 疾
患 、 呼 吸 器 疾 患 、 腎 疾 患 、 尿 路 疾 患 、 生 殖 器 疾 患 、 胃 腸 疾 患 、 内 分 泌 性 お よ び 代 謝 性 異 常
の 治 療 や 予 防 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト に 投 与 す る た め の 特 定 の 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に も 関 す る 。 こ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 鼻 腔 内 、
ま た は 非 経 口 投 与 用 に 製 剤 化 し た り 、 あ る い は 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 生 存 能 を ex viv
oで 維 持 す る た め の 灌 流 溶 液 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 記 目 的 の た め に 有 用 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 ム テ イ ン 型 ま た は 遺 伝 子 改
変 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 す な わ ち 、 天 然 分 子 の ア ミ ノ 酸 骨 格 に 少 な く と も 1つ の 改 変 ・ 修
飾 が 存 在 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ り う る 。 「 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 」 、 「 変 異 タ ン パ ク 質
」 ま た は 「 ム テ イ ン 」 と は 、 突 然 変 異 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 を 意 味 し 、 ア ミ ノ 酸
の 欠 失 、 置 換 、 ま た は そ の 両 方 の た め に 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 違 す る
ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 「 天 然 配 列 」 と は 、 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 の 野 生 型 も し く は
天 然 の 形 態 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 あ る 実 施 形 態 に お
い て 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る が 、 さ ら に エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の 骨 髄 に 対 す る 作 用 、 す な わ ち 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト （ 赤 血 球 産 生 ） の 上 昇 、 血 管
活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 栓 球 産 生 の 増 加 、 お よ び 血 液 凝 固
活 性 の う ち の 1以 上 の 作 用 も 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保
護 サ イ ト カ イ ン は 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る が 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 骨 髄 に 対 す る 作 用 、 す な
わ ち 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト （ 赤 血 球 産 生 ） の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血
小 板 の 高 活 性 化 、 栓 球 産 生 の 増 加 、 お よ び 血 液 凝 固 活 性 の う ち の 1以 上 の 作 用 を 有 し な い
。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 細 胞 保 護 性 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は エ リ ス ロ ポ エ チ ン
の 骨 髄 に 対 す る 作 用 の 少 な く と も 1つ を 欠 い て い る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 組 換 え 型 組 織 保
護 サ イ ト カ イ ン は 赤 血 球 産 生 作 用 （ erythropoietic activity） を 欠 く だ ろ う 。 最 も 好 ま
し く は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 骨 髄 に 対 す る 作 用 を す べ て
欠 失 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 に 対 し て 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 変
化 さ せ る こ と が で き 、 欠 失 ま た は 付 加 が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 以 下 の 領 域 の 1以 上 の 領 域 に 1以 上 の 改 変 ・ 修 飾 を 有 す る ：  VLQRY (
天 然 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 11-15; 配 列 番 号 1) お よ び ／ ま た は  TKVNFYAW (
天 然 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 44-51; 配 列 番 号 2) お よ び ／ ま た は  SGLRSLTTL (
天 然 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 100-108; 配 列 番 号 3) お よ び ／ ま た は  SNFLRG (
天 然 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 146-151; 配 列 番 号 4)。 そ の 他 の 突 然 変 異 は 配 列
番 号 10の ア ミ ノ 酸 7、 20、 21、 29、 33、 38、 42、 59、 63、 67、 70、 83、 96、 126、 142、 143
、 152、 153、 155、 156、 お よ び 161に 存 在 し う る 。 こ れ ら の 他 の 突 然 変 異 は 単 独 で 存 在 し
て も よ い し 、 上 記 領 域 の 少 な く と も 1つ の 領 域 の 少 な く と も 1つ の 突 然 変 異 に 加 え て 存 在 し
て も よ い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 TKVNFYAW (天 然 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 44-5
1; 配 列 番 号 2) の 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 変 更 は 、 不 完 全 な 機 能 を 有 す る 、 す な わ ち 、 rhu-E
POよ り 劣 っ た 赤 血 球 産 生 作 用 を 有 す る 改 変 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 を も た ら す 。 他 の 実 施
形 態 で は 、 SGLRSLTTL (天 然 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 100-108; 配 列 番 号 3) の 1
個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 変 更 は 、 不 完 全 な 機 能 を 有 す る 、 す な わ ち 、 rhu-EPOよ り 劣 っ た 赤 血
球 産 生 作 用 を 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を も た ら す 。 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護
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サ イ ト カ イ ン は 組 織 保 護 ま た は 細 胞 保 護 活 性 を 示 す 。 赤 血 球 産 生 作 用 に 関 し て 、 上 記 の 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 欠 失 し て い る か 、 ま た は 1以 上 の 赤 血 球 産 生 作 用 の 低 下 を
示 す 。 赤 血 球 産 生 作 用 の 例 と し て 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 収 縮 、 血 小 板 の 高 活 性 化
、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 が 挙 げ ら れ る 。 赤 血 球 産 生 作 用 は 当 技 術 分 野 で 標
準 的 な 技 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト は 第 6.17節 に 記 載 す
る UT-7細 胞 ア ッ セ イ を 用 い て 、 ま た は 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る Physic
ians’  Desk Reference (Medical Economics Company, Inc., Montvale, NJ, 2000)に 記
載 さ れ る 技 法 を 用 い て 測 定 し う る 。 特 に 、 第 519-525頁 と 第 2125-2131頁 に は 、 ヘ マ ト ク リ
ッ ト レ ベ ル の 測 定 に 使 用 で き る 方 法 が 開 示 さ れ て お り 、 ま た 、 毒 性 を 回 避 す る た め の 標 的
と し て 使 用 し う る 様 々 な ヘ マ ト ク リ ッ ト 範 囲 が 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 慢 性 腎 不 全 の 患
者 で は 、 上 記 PDRは 、 患 者 に お い て 30％ か ら 36％ の 範 囲 の 無 毒 性 目 標 ヘ マ ト ク リ ッ ト を 達
成 す る よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 服 用 を 推 奨 し て い る （ 例 え ば 、 PDR, p. 523, col. 1, l
l. 17-96 お よ び  p. 2129, col. 1, ll. 8-93、 な ら び に  cols. 2 お よ び  3中 の 表 を 参 照
さ れ た い )。 PDRは 、 赤 血 球 増 加 症 （ 循 環 し て い る 赤 血 球 細 胞 の 数 の 異 常 な 増 加 を 特 徴 と す
る 症 状 ） の 形 の 毒 性 は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト を 注 意 深 く 監 視 し て EPOの 用 量 を 調 節 し 、 ヘ マ ト
ク リ ッ ト が 標 的 範 囲 の 上 限 （ こ の 患 者 集 団 で は 36％ ） に 達 す る か ま た は 2週 間 で 4ポ イ ン ト
よ り 多 く 増 加 し た ら 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト が 提 案 さ れ た 目 標 範 囲 （ こ の 患 者 集 団 で は 30％ か ら
36％ ； PDR, p. 523, col. 1, お よ び  p. 2129, col. 1“ Dose Adjustment” 参 照 ） に 戻 る
ま で 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 を 差 し 控 え る こ と に よ り 、 回 避 で き る と 記 し て い る 。 対 照
的 に 、 化 学 療 法 を 受 け て い る 癌 患 者 の 場 合 に は 、 PDRは 、 異 な る ヘ マ ト ク リ ッ ト レ ベ ル （
す な わ ち 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト が 40％ を 超 え る 場 合 ） で 投 与 量 を 調 節 す る こ と を 教 示 し て い る
（ p. 2129, col. 2“ Dose Adjustment” 参 照 ） 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン は 1以 上 の 赤 血 球 産 生 作 用 を 有 す る が 、 そ の レ ベ ル は 、 有 害 作 用 （ す な わ ち 、
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 細 胞 保 護 活 性 の 治 療 効 果 を 抑 え る 作 用 ） を 引 き 起 こ す に
は 十 分 で な い も の で あ る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 1以 上 の 赤 血 球 産 生 作 用 を 有 す る 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 赤 血 球 産 生 作 用 を 測 定 す る と い う 条 件 で 、 本 発 明 の 方 法 に お い
て な お も 使 用 す る こ と が で き る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 1以 上 の 赤 血 球 産 生 作
用 を 有 す る 実 施 形 態 で は 、 そ の 1以 上 の 赤 血 球 産 生 作 用 を 測 定 し て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン の
毒 性 を 確 実 に 無 く す る よ う に 該 サ イ ト カ イ ン の 投 与 量 お よ び ／ ま た は 投 与 計 画 を 調 整 す る
こ と が で き る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 1以 上 の 赤 血 球 産 生 作 用 を 有 す る 実 施 形
態 で は 、 そ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 測 定 し て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 毒 性 を 確 実 に
低 く す る よ う に 該 サ イ ト カ イ ン の 投 与 量 お よ び ／ ま た は 投 与 計 画 を 調 整 す る こ と が で き る
。 あ る 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 1以 上 の 赤 血 球 産 生 作 用 が 、 組
換 え 型 Epoと 比 較 し て 、 約 1％ 、 2％ 、 4％ 、 6％ 、 8％ 、 10％ 、 15％ 、 20％ 、 25％ 、 30％ 、 35
％ 、 40％ 、 45％ 、 50％ 、 55％ 、 60％ 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 ま た
は 100％ 低 下 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 収 縮 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、
お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 活 性 を 欠 失 し て い る 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 提 供 す る 。 前 記 サ イ ト カ イ ン は 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織
ま た は 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 の 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
少 な く と も 1つ の 応 答 性 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 配 列 番 号 10の 11位 か
ら 15位 ［ 配 列 番 号 1］ の 間 、 配 列 番 号 10の 44位 か ら 51位 ［ 配 列 番 号 2］ の 間 、 配 列 番 号 10の
100位 か ら 108位 ［ 配 列 番 号 3］ の 間 、 ま た は 配 列 番 号 10の 146位 か ら 151位 ［ 配 列 番 号 4］ の
間 に 1個 以 上 の 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 配 列 番 号 10の 次 の 位 置 ： 7
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、 20、 21、 29、 33、 38、 42、 59、 63、 67、 70、 83、 96、 126、 142、 143、 152、 153、 155、
156、 ま た は 161の 1以 上 の 位 置 に 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 1以 上 の 以 下 の 改 変
を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （ そ れ ぞ れ の 改 変 型 配 列 は 別 の 配 列 識 別 番 号 を
指 定 さ れ て い る ） ： 配 列 番 号 10の 残 基 6に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 15); 配 列 番 号 10の 残 基 7に ア
ラ ニ ン (配 列 番 号 16); 配 列 番 号 10の 残 基 7に セ リ ン (配 列 番 号 17); 配 列 番 号 10の 残 基 10に
イ ソ ロ イ シ ン (配 列 番 号 18); 配 列 番 号 10の 残 基 11に セ リ ン (配 列 番 号 19); 配 列 番 号 10の 残
基 12に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 20); 配 列 番 号 10の 残 基 13に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 21); 配 列 番 号 10
の 残 基 14に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 22); 配 列 番 号 10の 残 基 14に グ ル タ ミ ン 酸 (配 列 番 号 23); 配
列 番 号 10の 残 基 14に グ ル タ ミ ン (配 列 番 号 24); 配 列 番 号 10の 残 基 15に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 2
5); 配 列 番 号 10の 残 基 15に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (配 列 番 号 26); 配 列 番 号 10の 残 基 15に イ ソ ロ
イ シ ン (配 列 番 号 27); 配 列 番 号 10の 残 基 20に グ ル タ ミ ン 酸 (配 列 番 号 28); 配 列 番 号 10の 残
基 20に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 29); 配 列 番 号 10の 残 基 21に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 30); 配 列 番 号 10
の 残 基 24に リ シ ン (配 列 番 号 31); 配 列 番 号 10の 残 基 29に セ リ ン (配 列 番 号 32); 配 列 番 号 10
の 残 基 29に チ ロ シ ン (配 列 番 号 33); 配 列 番 号 10の 残 基 30に ア ス パ ラ ギ ン (配 列 番 号 34); 配
列 番 号 10の 残 基 32に ト レ オ ニ ン (配 列 番 号 35); 配 列 番 号 10の 残 基 33に セ リ ン (配 列 番 号 36)
; 配 列 番 号 10の 残 基 33に チ ロ シ ン (配 列 番 号 37); 配 列 番 号 10の 残 基 38に リ シ ン (配 列 番 号 3
8); 配 列 番 号 10の 残 基 83に リ シ ン (配 列 番 号 39); 配 列 番 号 10の 残 基 42に ア ス パ ラ ギ ン (配
列 番 号 40); 配 列 番 号 10の 残 基 42に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 41); 配 列 番 号 10の 残 基 43に ア ラ ニ
ン (配 列 番 号 42); 配 列 番 号 10の 残 基 44に イ ソ ロ イ シ ン (配 列 番 号 43); 配 列 番 号 10の 残 基 45
に ア ス パ ラ ギ ン 酸 (配 列 番 号 44); 配 列 番 号 10の 残 基 45に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 45); 配 列 番 号
10の 残 基 46に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 46); 配 列 番 号 10の 残 基 47に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 47); 配 列
番 号 10の 残 基 48に イ ソ ロ イ シ ン (配 列 番 号 48); 配 列 番 号 10の 残 基 48に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 4
9); 配 列 番 号 10の 残 基 49に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 50); 配 列 番 号 10の 残 基 49に セ リ ン (配 列 番
号 51); 配 列 番 号 10の 残 基 51に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (配 列 番 号 52); 配 列 番 号 10の 残 基 51に ア
ス パ ラ ギ ン (配 列 番 号 53); 配 列 番 号 10の 残 基 52に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 54); 配 列 番 号 10の 残
基 59に ア ス パ ラ ギ ン (配 列 番 号 55); 配 列 番 号 10の 残 基 62に ト レ オ ニ ン (配 列 番 号 56); 配 列
番 号 10の 残 基 67に セ リ ン (配 列 番 号 57); 配 列 番 号 10の 残 基 70に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 58); 配
列 番 号 10の 残 基 96に ア ル ギ ニ ン (配 列 番 号 59); 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 6
0); 配 列 番 号 10の 残 基 100に ア ル ギ ニ ン (配 列 番 号 61); 配 列 番 号 10の 残 基 100に グ ル タ ミ ン
酸 (配 列 番 号 62); 配 列 番 号 10の 残 基 100に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 63); 配 列 番 号 10の 残 基 100に
ト レ オ ニ ン (配 列 番 号 64); 配 列 番 号 10の 残 基 101に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 65); 配 列 番 号 10の
残 基 101に イ ソ ロ イ シ ン (配 列 番 号 66); 配 列 番 号 10の 残 基 102に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 67); 配
列 番 号 10の 残 基 103に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 68); 配 列 番 号 10の 残 基 103に グ ル タ ミ ン 酸 (配 列
番 号 69); 配 列 番 号 10の 残 基 104に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 70); 配 列 番 号 10の 残 基 104に イ ソ ロ
イ シ ン (配 列 番 号 71); 配 列 番 号 10の 残 基 105に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 72); 配 列 番 号 10の 残 基 1
06に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 73); 配 列 番 号 10の 残 基 106に イ ソ ロ イ シ ン (配 列 番 号 74); 配 列 番
号 10の 残 基 107に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 75); 配 列 番 号 10の 残 基 107に ロ イ シ ン (配 列 番 号 76); 
配 列 番 号 10の 残 基 108に リ シ ン (配 列 番 号 77); 配 列 番 号 10の 残 基 108に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 7
8); 配 列 番 号 10の 残 基 108に セ リ ン (配 列 番 号 79); 配 列 番 号 10の 残 基 116に ア ラ ニ ン (配 列
番 号 80); 配 列 番 号 10の 残 基 126に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 81); 配 列 番 号 10の 残 基 132に ア ラ ニ
ン (配 列 番 号 82); 配 列 番 号 10の 残 基 133に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 83); 配 列 番 号 10の 残 基 134に
ア ラ ニ ン (配 列 番 号 84); 配 列 番 号 10の 残 基 140に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 85); 配 列 番 号 10の 残
基 142に イ ソ ロ イ シ ン (配 列 番 号 86); 配 列 番 号 10の 残 基 143に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 87); 配 列
番 号 10の 残 基 146に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 88); 配 列 番 号 10の 残 基 147に リ シ ン (配 列 番 号 89); 
配 列 番 号 10の 残 基 147に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 90); 配 列 番 号 10の 残 基 148に チ ロ シ ン (配 列 番
号 91); 配 列 番 号 10の 残 基 148に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 92); 配 列 番 号 10の 残 基 149に ア ラ ニ ン (
配 列 番 号 93); 配 列 番 号 10の 残 基 150に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 94); 配 列 番 号 10の 残 基 150に グ
ル タ ミ ン 酸 (配 列 番 号 95); 配 列 番 号 10の 残 基 151に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 96); 配 列 番 号 10の
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残 基 152に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 97); 配 列 番 号 10の 残 基 152に ト リ プ ト フ ァ ン (配 列 番 号 98); 
配 列 番 号 10の 残 基 153に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 99); 配 列 番 号 10の 残 基 154に ア ラ ニ ン (配 列 番
号 100); 配 列 番 号 10の 残 基 155に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 101); 配 列 番 号 10の 残 基 158に ア ラ ニ
ン (配 列 番 号 102); 配 列 番 号 10の 残 基 160に セ リ ン (配 列 番 号 103); 配 列 番 号 10の 残 基 161に
ア ラ ニ ン (配 列 番 号 104); ま た は 配 列 番 号 10の 残 基 162に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 105)。 あ る 実
施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 配 列 番 号 15～ 105お よ び 119の 1以 上
の ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 配 列 番 号 10の ア ミ ノ
酸 残 基 44～ 49の 欠 失 を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も 1つ の 以
下 の 改 変 を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （ そ れ ぞ れ の 改 変 型 配 列 は 別 の 配 列 識
別 番 号 を 指 定 さ れ て い る ） ： i) 配 列 番 号 10の 残 基 45に ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び 残 基 100に
グ ル タ ミ ン 酸 (配 列 番 号 106); ii) 配 列 番 号 10の 残 基 30に ア ス パ ラ ギ ン 、 残 基 32に ト レ オ
ニ ン (配 列 番 号 107); iii) 配 列 番 号 10の 残 基 45に ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 残 基 150に グ ル タ ミ ン
酸 (配 列 番 号 108); iv) 配 列 番 号 10の 残 基 103に グ ル タ ミ ン 酸 、 お よ び 残 基 108に セ リ ン (配
列 番 号 109); v) 配 列 番 号 10の 残 基 140に ア ラ ニ ン お よ び 残 基 52に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 110);
 vi) 配 列 番 号 10の 残 基 140に ア ラ ニ ン 、 残 基 52に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 1
11); vii) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 お よ び 残 基 152に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 112); ii
x) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 残 基 152に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 113
); ix) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 残 基 152に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ ニ ン 、 お よ び
残 基 52に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 114); x) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 残 基 152に ア ラ ニ
ン 、 残 基 45に ア ラ ニ ン 、 残 基 52に ア ラ ニ ン 、 お よ び 残 基 140に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 115); xi
) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 残 基 152に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ ニ ン 、 残 基 52に ア
ラ ニ ン 、 残 基 140に ア ラ ニ ン 、 残 基 154に ア ラ ニ ン 、 残 基 24に リ シ ン 、 残 基 38に リ シ ン 、 残
基 83に リ シ ン 、 残 基 24に リ シ ン お よ び 残 基 15に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 116); xii) 配 列 番 号 10
の 残 基 24に リ シ ン 、 残 基 38に リ シ ン 、 お よ び 残 基 83に リ シ ン (配 列 番 号 117); ま た は  xiv)
 配 列 番 号 10の 残 基 24に リ シ ン お よ び 残 基 15に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 118)。 あ る 実 施 形 態 で は
、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 配 列 番 号 106～ 118の 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 残 基
置 換 を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 修 飾 を さ ら に 含 む 上 記 の 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 関 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 化 学 的 修 飾 は 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン の 電 荷 を 変 え る こ と を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 荷 電 ア ミ ノ 酸
残 基 が 非 荷 電 ア ミ ノ 酸 残 基 に 改 変 さ れ る 場 合 は 、 正 電 荷 ま た は 負 電 荷 が ア ミ ノ 酸 残 基 に 化
学 的 に 付 加 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 以 下 の 係 属 中 の 特 許 出 願 に 記 載 さ れ
る よ う な 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 修 飾 に よ っ て さ ら に 改 変 さ れ て い て も よ い ： PCT出 願
番 号 PCT/US01/49479（ 2001年 12月 28日 出 願 ） 、 米 国 特 許 出 願 番 号 09/753,132（ 2000年 12月
29日 出 願 ） 、 お よ び 米 国 特 許 出 願 代 理 人 フ ァ イ ル 番 号 KW00-009C02-US（ 2002年 7月 3日 出 願
） （ こ れ ら の 出 願 の そ れ ぞ れ を 参 照 に よ り そ の ま ま 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る も の と す る ） 。
こ う し た 更 な る 化 学 的 修 飾 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 組 織 保 護 活 性 を 増 強 す る
た め 、 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 骨 髄 に 及 ぼ し う る 影 響 を 抑 制 す る た め 使 用
さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 上 記 の 遺 伝 子 修 飾 の 結 果 と し て 低 減 す る こ と が あ る 該 分 子 の
溶 解 性 を 回 復 さ せ る た め に 追 加 の 化 学 的 修 飾 を 行 う 。 例 え ば 、 荷 電 ア ミ ノ 酸 残 基 が 非 荷 電
残 基 に 変 え ら れ た 場 合 は 、 正 電 荷 ま た は 負 電 荷 を 該 分 子 に 化 学 的 に 付 加 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 非 限 定 的 な 例 と し て 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に は 以 下 の も の が 含 ま れ
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る ： ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 S100E (配 列 番 号 5)、 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 K45D (配 列 番 号 6)、 お よ び 非 赤 血 球 産 生 性 で あ る が 細 胞 保 護 性
の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン ま た は 応 答 性 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 に 効 果 的 で あ る も
の 。 こ れ ら は 、 Elliottら , 1997, Blood 89:493-502; Boisselら , Journal of Biologica
l Chemistry, vol. 268, No. 21, pp. 15983-15993 (1993); Wenら , Journal of Biologi
cal Chemistry, vol. 269, No. 36, pp. 22839-22846 (1994); お よ び  Syedら , Nature, 
vol. 395, pp. 511-516 (1998)に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら の 文 献 は そ の 全 体 を 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 組 み 入 れ る も の と す る 。 本 発 明 は 、 応 答 性 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 を 保 護 し 、 回
復 し 、 増 強 す る た め の 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の い ず れ か の 使 用 方 法 に 関 す
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に は 、 少 な く と も 1つ の 遺 伝 的 に 改 変 さ れ
た ア ミ ノ 酸 を 含 む 上 記 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と も 1
個 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 の 別 の 修 飾 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の 少 な く と も 1つ の 糖 鎖 の 修
飾 で あ り う る 少 な く と も 1つ の 追 加 の 修 飾 を 有 す る も の が 含 ま れ る 。 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た
ア ミ ノ 酸 が さ ら に 修 飾 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 当 然 、 こ の 目 的 に 有 用 な 組 換 え 型 組 織
保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 は 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 と 比 較 し て 、 該 分 子 の ア ミ ノ 酸 部
分 に 複 数 の 修 飾 を 加 え た も の 、 該 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 複 数 の 修 飾 を 加 え た も の 、 ま た は 少 な
く と も 該 分 子 の ア ミ ノ 酸 部 分 に 第 2の 修 飾 と 該 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 少 な く と も 1つ の 修 飾 を 加
え た も の の よ う な 、 複 数 の 修 飾 を 加 え た も の で あ り う る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
分 子 は 、 天 然 分 子 と 比 較 し て 、 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞 の 機 能 も し く は 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、
増 強 ま た は 回 復 す る 能 力 を 保 持 す る が 、 上 記 望 ま し い 特 性 に 関 係 の な い 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン の 他 の 性 質 は な く て も よ い 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン は 赤 血 球 産 生 作 用 を も た な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を フ コ シ ル 化 に よ っ て 修 飾 し
て 、 糖 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 変 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 で あ る 上 記 の 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 関 す る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン は ヒ ト ・ フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 で あ る 。
本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は ヒ ト ・ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 応 答 性 哺 乳 動 物 細 胞
、 組 織 ま た は 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 の 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 少 な く と も 1つ の 応 答 性 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 。 こ の よ う な 実 施 形 態 に お い て 、 応
答 性 哺 乳 動 物 細 胞 は 神 経 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛
細 管 、 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 内 膜 の 細 胞 、 ま た は 幹 細 胞 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 前
記 細 胞 が 光 受 容 器 、 神 経 節 、 双 極 細 胞 、 水 平 細 胞 、 無 軸 索 細 胞 、 ミ ュ ラ ー 細 胞 、 心 筋 層 、
ペ ー ス メ ー カ ー 、 洞 房 結 節 、 洞 結 節 、 房 室 結 節 、 ヒ ス 束 、 肝 細 胞 、 星 細 胞 、 ク ッ プ フ ァ ー
細 胞 、 血 管 間 膜 細 胞 、 杯 細 胞 、 腸 腺 、 腸 内 分 泌 線 、 球 状 帯 細 胞 、 線 維 束 、 網 状 帯 細 胞 、 ク
ロ ム 親 和 細 胞 、 周 皮 細 胞 、 ラ イ デ ィ ヒ 細 胞 、 セ ル ト ー リ 細 胞 、 精 子 、 グ ラ ー フ 卵 胞 、 原 始
卵 胞 、 子 宮 内 膜 間 質 細 胞 、 ま た は 子 宮 内 膜 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 内 皮 細 胞 関 門 を 横
切 る こ と が で き る 。 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 内 皮 細 胞 関 門 は 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関 門
、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 、 血 液 胎 盤 関 門 、 血 液 心 臓 関 門 、 血 液 腎 臓 関 門 、 お よ び 血
液 子 宮 関 門 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が さ ら に 修 飾 さ れ る
。 一 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 以 下 の サ イ ト カ イ ン か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ： i） シ ア ル 酸 成 分 の 数 が 減 少 し て い る か ま た は シ ア ル 酸 成 分 が 存 在 し
な い サ イ ト カ イ ン 、 ii） N結 合 型 ま た は O結 合 型 糖 鎖 の 数 が 減 少 し て い る か ま た は 前 記 糖 鎖
が 存 在 し な い サ イ ト カ イ ン 、 iii） 天 然 サ イ ト カ イ ン を 少 な く と も 1種 の グ リ コ シ ダ ー ゼ で
処 理 す る こ と に よ っ て 少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 が 低 下 し て い る サ イ ト カ イ ン 、 iv） 少 な く
と も 1個 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、 v） 化 学 的 に 還 元 さ れ て い る 少 な く
と も 1個 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、 vi） 少 な く と も 1個 以 上 の 修 飾 さ れ
た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、 vii） 少 な く と も 1個 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残
基 を 有 す る か ま た は サ イ ト カ イ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、 vii
i） 少 な く と も 修 飾 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、 ix） 少 な く と も 修 飾 さ れ
た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、 x） 少 な く と も 修 飾 さ
れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、 xi） 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 基 が 除 去
さ れ て い る サ イ ト カ イ ン 、 xii） サ イ ト カ イ ン 分 子 中 の 少 な く と も 1つ の シ ス チ ン 結 合 の 少
な く と も 1つ の 開 裂 を 有 す る サ イ ト カ イ ン 、 xiii） ト ラ ン ケ ー ト 型 サ イ ト カ イ ン 、 xiv） 少
な く と も 1つ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 が 結 合 さ れ て い る サ イ ト カ イ ン 、 xv） 少 な く
と も 1つ の 脂 肪 酸 が 結 合 さ れ て い る サ イ ト カ イ ン 、 xvi） 非 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 組 換 え 型
サ イ ト カ イ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 非 哺 乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る サ イ ト
カ イ ン 、 お よ び xvii） 精 製 を 容 易 に す る た め に ヒ ス チ ジ ン で タ グ 付 け さ れ た ア ミ ノ 酸 を 少
な く と も 1個 有 す る サ イ ト カ イ ン 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は シ ア ル 酸 成 分 の 数 が 減
少 し て い る か 、 ま た は シ ア ル 酸 成 分 を も た な い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保
護 サ イ ト カ イ ン は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア シ ア ロ 形 態 （ す な わ ち 、 シ ア ル 酸 成 分 を も た な い
） で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 ヒ ト ・ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は
、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12ま た は 13個
の シ ア ル 酸 成 分 を 有 す る 。 シ ア ル 化 に 利 用 可 能 な 部 位 の 数 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ
イ ン に 1個 以 上 の 改 変 ま た は 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 存 在 さ せ る こ と で 変 え る こ と が で き る
。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 低 シ ア ル 化 ま た は 高 シ ア ル 化
さ れ て い る 実 施 形 態 を 包 含 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク
質 は 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 存 在 す る 14個 の シ ア ル 酸 成 分 よ り 多 い シ ア ル 酸 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は N結 合 型 糖 鎖 を も た な い エ リ ス
ロ ポ エ チ ン で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は N結 合 型 糖 鎖 の
数 が 減 少 し て い る エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン は O結 合 型 糖 鎖 を も た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え
型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は O結 合 型 糖 鎖 の 数 が 減 少 し て い る エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 糖 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 パ タ
ー ン を 変 え る た め に フ コ シ ル 化 に よ り 修 飾 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1種 の グ
リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 少 な く
と も 1種 の グ リ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ っ て 少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 が 低 下 し て い
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 糖 鎖 部 分 は 、 非 哺 乳 動
物 細 胞 に お い て 組 換 え 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、 少 な く と も 非 哺 乳
動 物 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ
イ ン を 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 ま た は 酵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ せ る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 少 な く と も 1つ の 酸 化
さ れ た 糖 鎖 を さ ら に 有 し 、 か か る 糖 鎖 は 化 学 的 に 還 元 さ れ て も よ い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 過 ヨ ウ 素 酸 塩 で 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る
。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 過 ヨ ウ 素 酸 塩 で 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン が シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ
素 ナ ト リ ウ ム で 化 学 的 に 還 元 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 用 途 の た め の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 少 な
く と も 1個 の 修 飾 さ れ た ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン が 1個 以 上 の ア ル ギ ニ ン 残 基 上 に R-グ リ オ キ サ ー ル 成 分 を 有 し 、 こ こ で Rは ア リ
ー ル ま た は ア ル キ ル 基 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
が フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル -エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え
型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン お よ び シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン を 含 む が こ れ
ら に 限 定 さ れ な い ビ シ ナ ル ジ ケ ト ン と の 反 応 に よ り ア ル ギ ニ ン 残 基 を 修 飾 し た エ リ ス ロ ポ
エ チ ン で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が ア ル ギ ニ ン 残
基 を 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と 反 応 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 少 な く と も 1個 の 修 飾
さ れ た リ シ ン 残 基 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 の 修 飾 （ リ シ ン 残 基 ま た
は N末 端 ア ミ ノ 基 を ア ミ ノ 基 修 飾 剤 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 得 ら れ る よ う な 修 飾 ） を 含 む
。 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を さ ら に 化 学 的 に 還 元 し て も よ い 。 一 つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お
い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 1個 以 上 の リ シ ン 基 を 介 し て ビ オ チ ン 化 、 カ ル バ
ミ ル 化 、 ま た は ア シ ル 化 （ 例 え ば 、 ア セ チ ル 化 ） さ れ る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 リ
シ ン を ア ル デ ヒ ド ま た は 還 元 糖 と 反 応 さ せ て イ ミ ン を 形 成 し 、 こ の イ ミ ン を シ ア ノ 水 素 化
ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で 還 元 し て グ ル シ ト リ ル リ シ ン の よ う な N-ア ル キ ル 化 リ シ ン を 形 成 す る
こ と に よ り 安 定 化 す る こ と が で き 、 ま た 、 還 元 糖 の 場 合 に は α -デ オ キ シ -α -フ ル ク ト シ
ル リ シ ン の よ う な α -デ オ キ シ α -ア ミ ノ 糖 を 形 成 す る た め の Amadoriま た は Heyns転 移 に よ
り 安 定 化 す る こ と が で き る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 リ シ ン 基 を 、 例 え ば シ ア ネ ー ト
イ オ ン と の 反 応 に よ り カ ル バ ミ ル 化 （ カ ル バ モ イ ル 化 ） し た り 、 ア ル キ ル -イ ソ シ ア ネ ー
ト 、 ア リ ー ル -イ ソ シ ア ネ ー ト 、 ま た は ア リ ー ル イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト に よ り そ れ ぞ れ ア ル
キ ル -カ ル バ ミ ル 化 、 ア リ ー ル -カ ル バ ミ ル 化 、 ま た は ア リ ー ル -チ オ カ ル バ ミ ル 化 し た り
、 あ る い は 、 反 応 性 の ア ル キ ル ま た は ア リ ー ル カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 と の 反 応 （ 例 え ば 、 無 水
酢 酸 、 無 水 コ ハ ク 酸 、 ま た は 無 水 フ タ ル 酸 と の 反 応 ） に よ り ア シ ル 化 す る こ と が で き る 。
少 な く と も 1個 の リ シ ン 基 は ま た 、 ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ま た は 好 ま し く は そ の
塩 と の 反 応 に よ り 修 飾 さ れ た ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル で あ っ て も よ い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 グ
リ オ キ サ ー ル 誘 導 体 と の 反 応 （ 例 え ば 、 グ リ オ キ サ ー ル 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 ま た は
3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と の 反 応 ） に よ り リ シ ン 残 基 を 修 飾 し て 、 対 応 す る α -カ ル ボ キ シ
ア ル キ ル 誘 導 体 を 形 成 し て も よ い 。 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 カ ル バ ミ ル 化 サ イ ト カ イ
ン は 、 α -N-カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N
-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ ル バ モ イ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -カ ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -カ
ル バ モ イ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-カ ル バ モ イ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ
ン 、 N-ε -カ ル バ モ イ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 お よ び α -N-カ ル バ モ イ ル ,N-ε -
カ ル バ モ イ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1個 の ア シ ル 化 リ シ ン 残 基 を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 形
態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 少 な く と も 1個 の ア セ チ ル 化 リ シ ン 残 基 を 含 む
。 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 ア セ チ ル 化 サ イ ト カ イ ン は 、 α -N-ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、 N-ε -ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 α -N-ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ
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リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ア セ チ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア
セ チ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ハ イ パ ー シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 N-ε -ア セ チ ル ハ イ パ ー シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル ハ イ パ
ー シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は ス ク シ ニ ル 化 さ れ た リ
シ ン 残 基 を 含 む 。 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 ス ク シ ニ ル 化 リ シ ン は 、 α -N-ス ク シ ニ ル
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ス ク シ ニ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ
ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ス ク シ ニ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ス ク シ ニ ル ア シ
ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ア セ チ ル ,N-ε -ア セ チ ル ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-
ス ク シ ニ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ス ク シ ニ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、 α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル ハ イ ポ シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -N-ス ク シ ニ
ル ハ イ パ ー シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ε -ス ク シ ニ ル ハ イ パ ー シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン
、 α -N-ス ク シ ニ ル ,N-ε -ス ク シ ニ ル ハ イ パ ー シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 少 な く と も 1個 の チ ロ シ ン 残 基
は 、 芳 香 環 位 置 で 求 電 子 試 薬 に よ り 、 例 え ば ニ ト ロ 化 ま た は ヨ ウ 素 化 に よ り 修 飾 さ れ る 。
関 連 す る 実 施 形 態 で は 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ
ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は 他 の そ の 塩 に よ り 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を 少 な く と も 1個
含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 少 な く と も 1個 の ニ ト ロ 化 ま
た は ヨ ウ 素 化 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド と 反 応 さ せ
続 い て ア ミ ン と 反 応 さ せ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む 。 関 連 す る 実 施
形 態 で は 、 ア ミ ン が グ リ シ ン ア ミ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 少 な く と も ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 が 、
例 え ば n-ブ ロ モ ス ク シ ン イ ミ ド ま た は n-ク ロ ロ ス ク シ ン イ ミ ド と の 反 応 に よ り 、 修 飾 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も 1個 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ミ ノ 基 が 除 去 さ れ て い る 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 提 供 さ れ 、 該 ア ミ ノ 基 は 、 例 え ば ニ ン ヒ ド リ ン と 反 応 さ せ た
後 、 生 じ た カ ル ボ ニ ル 基 を ホ ウ 水 素 化 物 と の 反 応 に よ り 還 元 す る こ と で 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル な ど の 還 元 剤 と 反 応 さ せ た 後 、 続 い て ス
ル フ ヒ ド リ ル を ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 、 ヨ ー ド 酢 酸 ま た は 他 の 求 電 子 試 薬 と 反 応 さ せ て ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 の 再 形 成 を 防 ぐ こ と に よ っ て 、 分 子 中 の シ ス テ イ ン 結 合 の 少 な く と も 1つ の
開 裂 を 少 な く と も 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 例 え ば ト リ プ ト フ ァ
ン 残 基 の 後 ろ を 切 断 す る た め に 、 特 定 の 残 基 を 標 的 と す る 限 定 的 な 化 学 的 タ ン パ ク 質 加 水
分 解 に 供 さ れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 断 片 は 本 明 細
書 中 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 目 的 に 有 用 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 遺 伝
的 に 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 に 加 え て 、 少 な く と も 1つ の 上 記 化 学 的 修 飾 を も つ こ と が で き る
が 、 上 記 修 飾 を 2以 上 含 ん で い て も よ い 。 サ イ ト カ イ ン 分 子 の 糖 鎖 部 分 に 1つ の 修 飾 と ア ミ
ノ 酸 部 分 に 1つ の 修 飾 を 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 例 と し て は 、 そ の リ シ ン
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残 基 が ビ オ チ ン 化 、 ア シ ル 化 （ ア セ チ ル 化 ） ま た は カ ル バ ミ ル 化 さ れ て い る ア シ ア ロ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン が あ る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 脂 肪 酸 鎖 の 付 加 に よ っ て 修 飾 さ れ
て い て も よ い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル (PEG)の 付 加 に よ っ て 修 飾 す る と 、 PEG化 さ れ た 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含
む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 提 供 さ れ る 。
一 実 施 形 態 に お い て 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 208の ベ ク タ ー 構 築 物 の ヌ ク レ オ
チ ド 残 基 5461か ら 6041、 配 列 番 号 209の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 5461か ら 6041、 配 列 番 号 210の ヌ
ク レ オ チ ド 残 基 5461か ら 6041、 配 列 番 号 211の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 5461か ら 6041、 ま た は 配
列 番 号 212の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 5461か ら 6041の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を
含 む ま た は か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ す な わ ち 、 cDNA、 イ ン
ト ロ ン が 介 在 す る ま た は 介 在 し な い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 提 供
さ れ る が 、 た だ し 、 前 記 核 酸 分 子 は 以 下 の ア ミ ノ 酸 置 換 の 1以 上 を 含 む 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る も の で は な い ： I6A、 C7A、 K20A、 P42A、 D43A、 K45D、 K45A、 F4
8A、 Y49A、 K52A、 K49A、 S100E、 R103A、 K116A、 T132A、 I133A、 K140A、 N147K、 N147A、 R1
50A、 R150E、 G151A、 K152A、 K154A、 G158A、 C161A、 ま た は R162A。 関 連 す る 実 施 形 態 で は
、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 提 供 さ れ る が 、 た だ し 、 前 記 核 酸 分 子 は 以 下
の ア ミ ノ 酸 置 換 の 組 合 せ の い ず れ か を 含 む 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る も
の で は な い ： N24K/N38K/N83Kま た は A30N/H32T。 一 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 特 定 の 宿 主 細 胞 で の 最 適 な 発 現 を 可 能 に
す る 好 適 な コ ド ン を 用 い て 合 成 さ れ る 。 そ の よ う な 好 適 な コ ド ン は 植 物 、 細 菌 、 酵 母 、 哺
乳 動 物 、 真 菌 、 ま た は 昆 虫 の 細 胞 内 で 発 現 さ せ る た め に 最 適 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 記 核 酸 分 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 前 記 核 酸
分 子 お よ び そ の 核 酸 分 子 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 調 節 領 域 を 含 有 す る 発 現
ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 ベ ク タ ー は pCiNeoベ ク タ ー で あ る 。 別 の
実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 前 記 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形
態 で は 、 前 記 核 酸 分 子 を 含 む 遺 伝 子 操 作 さ れ た 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 1以 上 の 前 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 有
す る 、 医 薬 組 成 物 を は じ め と す る 組 成 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 収 縮 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化
、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 赤 血
球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い る 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す
る 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 収
縮 作 用 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 少 な く と も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い な い 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 前 記 サ イ ト カ イ ン は 、 哺 乳 動 物
の 応 答 性 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 の 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 応 答 性 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 。 前 記 医 薬 組 成 物 に 含
ま れ る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 以 下 の 改 変 （ す な わ ち 、 置 換 ） の 少 な く と も 1
つ を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み う る （ 改 変 ま た は 改 変 の 組 合 せ は そ れ ぞ れ が
別 の 配 列 識 別 番 号 を 指 定 さ れ て い る ） ： i) 配 列 番 号 10の 残 基 45に ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ
び 残 基 100に グ ル タ ミ ン 酸 (配 列 番 号 106); ii) 配 列 番 号 10の 残 基 30に ア ス パ ラ ギ ン 、 残 基
32に ト レ オ ニ ン (配 列 番 号 107); iii) 配 列 番 号 10の 残 基 45に ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 残 基 150に
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グ ル タ ミ ン 酸 (配 列 番 号 108); iv) 配 列 番 号 10の 残 基 103に グ ル タ ミ ン 酸 、 お よ び 残 基 108
に セ リ ン (配 列 番 号 109); v) 配 列 番 号 10の 残 基 140に ア ラ ニ ン お よ び 残 基 52に ア ラ ニ ン (配
列 番 号 110); vi) 配 列 番 号 10の 残 基 140に ア ラ ニ ン 、 残 基 52に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ ニ
ン (配 列 番 号 111); vii) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 お よ び 残 基 152に ア ラ ニ ン (配 列
番 号 112); iix) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 残 基 152に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ ニ ン
(配 列 番 号 113); ix) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 残 基 152に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ
ニ ン 、 お よ び 残 基 52に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 114); x) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 残 基
152に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ ニ ン 、 残 基 52に ア ラ ニ ン 、 お よ び 残 基 140に ア ラ ニ ン (配 列
番 号 115); xi) 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン 、 残 基 152に ア ラ ニ ン 、 残 基 45に ア ラ ニ ン
、 残 基 52に ア ラ ニ ン 、 残 基 140に ア ラ ニ ン 、 残 基 154に ア ラ ニ ン 、 残 基 24に リ シ ン 、 残 基 38
に リ シ ン 、 残 基 83に リ シ ン 、 残 基 24に リ シ ン お よ び 残 基 15に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 116); xii
) 配 列 番 号 10の 残 基 24に リ シ ン 、 残 基 38に リ シ ン 、 お よ び 残 基 83に リ シ ン (配 列 番 号 117);
 ま た は  xiv) 配 列 番 号 10の 残 基 24に リ シ ン お よ び 残 基 15に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 118)。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 な ら び に そ れ ら の 関 連 す る 細 胞 、 組
織 お よ び 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 増 強 、 ま た は 回 復 す る た め の 医 薬 組 成 物
が 提 供 さ れ 、 前 記 医 薬 組 成 物 は 、 治 療 に 有 効 な 量 の 、 少 な く と も 1つ の 以 下 の ア ミ ノ 酸 残
基 置 換 を 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る （ 改 変 ま た は 改 変 の 組 合 せ は そ
れ ぞ れ が 別 の 配 列 識 別 番 号 を 指 定 さ れ て い る ） ： 配 列 番 号 10の 残 基 152に ト リ プ ト フ ァ ン (
配 列 番 号 98); 配 列 番 号 10の 残 基 14に ア ラ ニ ン お よ び 残 基 15に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 119); 配
列 番 号 10の 残 基 6に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 15); 配 列 番 号 10の 残 基 7に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 16); 
配 列 番 号 10の 残 基 43に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 42); 配 列 番 号 10の 残 基 42に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 4
1); 配 列 番 号 10の 残 基 48に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 49); 配 列 番 号 10の 残 基 49に ア ラ ニ ン (配 列
番 号 50); 配 列 番 号 10の 残 基 32に ト レ オ ニ ン (配 列 番 号 35); 配 列 番 号 10の 残 基 133に ア ラ ニ
ン (配 列 番 号 83); 配 列 番 号 10の 残 基 134に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 84); 配 列 番 号 10の 残 基 147に
ア ラ ニ ン (配 列 番 号 90); 配 列 番 号 10の 残 基 148に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 92); 配 列 番 号 10の 残
基 150に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 94); 配 列 番 号 10の 残 基 151に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 96); 配 列 番 号
10の 残 基 158に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 102); 配 列 番 号 10の 残 基 161に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 104); 
ま た は 配 列 番 号 10の 残 基 162に ア ラ ニ ン (配 列 番 号 105)。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 鼻 腔 内 、 ま た は 非 経 口
投 与 の た め に 製 剤 化 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 医 薬 組 成 物 が 灌 流 溶 液 と し て 製 剤 化 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 な ら び に そ れ ら の 関 連 す る 細 胞 、 組 織
お よ び 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 増 強 、 ま た は 回 復 す る た め の 本 発 明 の 医 薬
組 成 物 は 、 天 然 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も 1つ
の 置 換 を 含 む 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 治 療 に 有 効 な 量 で 含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 な ら び に そ れ ら の 関 連 す る 細 胞 、 組 織 お
よ び 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 増 強 、 ま た は 回 復 す る た め の 本 発 明 の 医 薬 組
成 物 は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性
化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 の よ う な 赤 血 球 産 生 活 性 ま た は 作 用 を 少 な く と
も 1つ 欠 失 し て い る が 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 治 療 に 有 効
な 量 で 含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 な ら び に そ れ ら の 関 連 す る 細 胞 、 組 織 お
よ び 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 増 強 、 ま た は 回 復 す る た め の 本 発 明 の 医 薬 組
成 物 は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性
化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 の よ う な 赤 血 球 産 生 活 性 ま た は 作 用 を 少 な く と
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も 1つ 有 し か つ 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 治 療 に 有 効 な 量 で
含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 し た 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 生
存 能 を 保 護 、 維 持 、 ま た は 増 強 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 前 記 細 胞 、 組 織 ま た は
器 官 を 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性
化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 赤
血 球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い る エ リ ス ロ ポ エ チ ン か ら な る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を
含 有 す る 医 薬 組 成 物 に さ ら す こ と を 含 ん で な る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 の 保 護
が 骨 髄 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 し た 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 生 存 能 を 保 護 、 維
持 、 ま た は 増 強 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 前 記 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 、 ヘ マ ト ク
リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性
、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 欠
失 し て い る 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に
さ ら す こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 組 織 損 傷 か ら の 保 護 用 の 、 組 織 損 傷 の 防 止 用 の 、 な ら び に 哺 乳 動 物 に
お け る 組 織 お よ び 組 織 機 能 の 回 復 お よ び 若 返 り 用 の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 ヘ マ ト
ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活
性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を
欠 失 し て い る 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 を 提 供 す る 。 一
実 施 形 態 に お い て 、 前 記 損 傷 は 痙 攣 障 害 、 多 発 性 硬 化 症 、 発 作 、 低 血 圧 、 心 停 止 、 虚 血 、
心 筋 梗 塞 、 炎 症 、 加 齢 に よ る 認 知 機 能 の 喪 失 、 放 射 線 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 リ ー 病 、 AIDS痴 呆 、 記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、
ア ル コ ー ル 中 毒 症 、 気 分 障 害 、 不 安 障 害 、 注 意 欠 陥 障 害 、 自 閉 症 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト -ヤ
コ ブ 病 、 脳 脊 髄 の 損 傷 も し く は 虚 血 、 心 肺 バ イ パ ス 、 慢 性 心 不 全 、 黄 斑 変 性 、 糖 尿 病 性 神
経 障 害 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 緑 内 障 、 網 膜 虚 血 、 ま た は 網 膜 損 傷 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る 分 子 の ト ラ ン ス サ
イ ト ー シ ス を 促 進 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 圧
の 上 昇 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も
1つ の 活 性 を 欠 失 し て い る 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 会 合 し
て い る 前 記 分 子 を 含 有 す る 組 成 物 を 、 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。 一 実 施
形 態 に お い て 、 前 記 会 合 は 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 し た 共
有 結 合 、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細
胞 関 門 を 越 え る 分 子 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス を 促 進 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法
は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 圧 の 上 昇 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 活 性 を 有 す る 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
と 会 合 し て い る 前 記 分 子 を 含 有 す る 組 成 物 を 、 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る
。 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 会 合 は 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安
定 し た 共 有 結 合 、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 内 皮 細 胞 関 門 が 血 液 脳 関
門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 、 血 液 心 臓 関 門 、 血 液 腎 臓 関 門 、 お よ び 血
液 胎 盤 関 門 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 分 子 が 、 受 容 体 ア
ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌 剤 、 抗 ウ イ ル ス 剤 、 放 射
性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 抑 制 剤 、 染 料 、 マ ー カ ー 、 ま た
は 抗 癌 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ り 分 子 を
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輸 送 す る た め の 組 成 物 が 提 供 さ れ 、 前 記 組 成 物 は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用
（ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い る 、 本 明 細 書 に 記 載
し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 会 合 し て い る 前 記 分 子 を 含 有 す る 。 本 発 明 の 別 の 態
様 に よ れ ば 、 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ り 分 子 を 輸 送 す る た め の 組
成 物 が 提 供 さ れ 、 前 記 組 成 物 は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管
拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 少 な く と も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 有 す る 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン と 会 合 し て い る 前 記 分 子 を 含 有 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 会 合 は 前 記 分
子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 し た 共 有 結 合 、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ る
。 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 分 子 が 、 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、
神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌 剤 、 抗 ウ イ ル ス 剤 、 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 抗 体 、 免 疫 抑 制 剤 、 染 料 、 マ ー カ ー 、 ま た は 抗 癌 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板
の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も
1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い る 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン の 使 用 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 会 合 は 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不
安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 し た 共 有 結 合 、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記
分 子 が 、 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 菌 剤 、 抗
ウ イ ル ス 剤 、 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 抑 制 剤 、 染 料
、 マ ー カ ー 、 ま た は 抗 癌 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 に 改 変 を 加
え た 、 上 記 の よ う な 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 細 胞 保 護 の た
め に 使 用 す る こ と に 関 す る 。 こ の よ う な 細 胞 保 護 活 性 と し て は 、 制 限 す る も の で は な い が
、 神 経 保 護 活 性 が あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 応 答 性 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 治 療 、 特 に そ の
よ う な 応 答 性 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 が 関 係 す る 症 状 ま た は 疾 患 の 治 療 の た め の 上 記 組 換 え
型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 に 関 す る 。 そ の よ う な 一 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織
保 護 サ イ ト カ イ ン は ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小
板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と
も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 有 す る 。 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 天 然 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の 三 次 元 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 維 持 す る こ と が 好 ま し い 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン は 赤 血 球 産 生 作 用 が あ っ て も な く て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Hisタ グ （ 6× His残
基 ） が N末 端 に 融 合 し て い る 組 換 え タ ン パ ク 質 と し て 作 製 さ れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
追 加 の ア ミ ノ 酸 配 列 を ス ペ ー サ ー と し て 加 え て も よ い 。 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て 、 本 発
明 の ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 き 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 K45D-6xHisお よ び S100E-6xHi
sを 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 応 答 性 哺 乳 動 物
細 胞 な ら び に そ れ ら の 関 連 す る 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、
増 強 ま た は 回 復 す る た め の 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 の ex vivo治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 を 調
製 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ex vivo治 療 は 、 例 え ば 、 自 己 移 植 で あ ろ
う と 異 種 移 植 で あ ろ う と 、 移 植 用 の 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 保 存 に 有 用 で あ る 。 細 胞 、 組
織 ま た は 器 官 が ド ナ ー ま た は レ シ ピ エ ン ト の 脈 管 構 造 と 一 体 化 さ れ な い 間 中 、 細 胞 の 機 能
を 維 持 す る た め に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン を 含 む 溶 液 中 に 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 入 れ た り 、 脈 管 構 造 も し く は 他 の 手 段 を 介
し て 灌 流 液 を 器 官 の 中 に 徐 々 に し み 込 ま せ た り し て も よ い 。 灌 流 液 の 投 与 は 、 回 収 さ れ た
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器 官 お よ び レ シ ピ エ ン ト に 行 う だ け で な く 、 器 官 を 回 収 す る 前 に ド ナ ー に 行 っ て も よ い 。
さ ら に 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 上 記 使 用 は 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 が 個 体 の 脈
管 構 造 か ら 単 離 さ れ て 一 定 期 間 に わ た っ て 実 質 的 に ex vivoで 存 在 す る と き に は い つ で も
有 用 で あ る 。 こ こ で 、 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 も し く は 身 体 部 分
の ま た は そ の 脈 管 構 造 の 拘 束 ま た は 締 め つ け （ 特 に 、 心 肺 バ イ パ ス 手 術 な ど の 外 科 手 術 中
に 行 わ れ る も の ） ； 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 身 体 部 分 の 脈 管 構 造 の バ イ パ ス 迂 回 ； 哺 乳 動
物 の 身 体 か ら の 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 身 体 部 分 の 摘 出 （ 例 え ば 、 異 種 移 植 前 ま た は 自 己
移 植 前 お よ び 自 己 移 植 中 に 行 わ れ る も の ） ； あ る い は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 身 体 部 分
の 外 傷 性 切 断 を 意 味 す る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の こ の 態 様 は 、 in situお よ び ex vivoの 両
方 で の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 用 い た 灌 流 に 関 す る 。 ex vivoに お い て 、
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 保 存 溶 液 中 に 提 供 さ れ て も よ い
。 い ず れ の 態 様 の 場 合 に も 、 曝 露 は 連 続 灌 流 、 拍 動 灌 流 、 注 入 、 浸 漬 （ bathing） 、 注 射
、 ま た は カ テ ー テ ル 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 応 答 性 細 胞 も し く は 組 織 を 含 む 、 哺 乳 動 物 の 身 体
か ら 単 離 さ れ た 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 身 体 部 分 の 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復
す る た め の 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 少 な く と も 、 上 記 生 存 能 を 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は
回 復 す る の に 効 果 的 な 時 間 に わ た り 、 単 離 し た 哺 乳 動 物 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 身 体 部 分
を 、 あ る 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
に 曝 露 す る こ と を 含 む 。 非 限 定 的 な 例 に お い て 、 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官
も し く は 身 体 部 分 の ま た は そ の 脈 管 構 造 の 拘 束 ま た は 締 め つ け （ 特 に 、 心 肺 バ イ パ ス 手 術
な ど の 外 科 手 術 中 に 行 わ れ る も の ） ； 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 身 体 部 分 の 脈 管 構 造 の バ イ
パ ス 迂 回 ； 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら の 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 身 体 部 分 の 摘 出 （ 例 え ば 、 異 種
移 植 前 ま た は 自 己 移 植 前 お よ び 自 己 移 植 中 に 行 わ れ る も の ） ； あ る い は 、 細 胞 、 組 織 、 器
官 ま た は 身 体 部 分 の 外 傷 性 切 断 を 意 味 す る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の こ の 態 様 は 、 in situ
お よ び ex vivoの 両 方 で の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン を 用 い た 灌 流 に 関 す る 。 ex vivoに お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
は 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 保 存 溶 液 中 に 提 供 さ れ て も よ い 。 い ず れ の 態 様 の 場 合 に も 、 曝
露 は 連 続 灌 流 、 拍 動 灌 流 、 注 入 、 浸 漬 （ bathing） 、 注 射 、 ま た は カ テ ー テ ル 法 に よ っ て
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 非 限 定 的 な 例 と し て 、 上 記 ex vivo応 答 性 細 胞 も し く は 組 織 は 、 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心
臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 骨 、
骨 髄 、 皮 膚 、 臍 帯 血 、 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 ま た は 組 織 で あ る か 、 ま た は こ れ ら を 含 む
も の で あ る 。 応 答 性 細 胞 の こ れ ら の 例 は 、 単 な る 例 示 に す ぎ な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 方 法 お よ び 用 途 の 全 て は 好 ま し く は ヒ ト に 適 用 さ れ る が 、 あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 （ 例 え
ば 、 ペ ッ ト 、 家 畜 、 牧 畜 お よ び 動 物 園 の 動 物 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
） に も 有 用 で あ る 。 上 記 医 薬 組 成 物 の 投 与 経 路 と し て は 、 経 口 、 静 脈 内 、 鼻 腔 内 、 局 所 、
腔 内 、 吸 入 ま た は 非 経 口 投 与 が 挙 げ ら れ 、 非 経 口 投 与 に は 静 脈 内 、 動 脈 内 、 皮 下 、 筋 肉 内
、 腹 腔 内 、 粘 膜 下 ま た は 皮 内 が 含 ま れ る 。 ex vivoで 使 用 す る 場 合 、 灌 流 液 ま た は 浴 液 が
好 ま し い 。 こ れ は 、 脈 管 構 造 の 単 離 さ れ た 部 分 を in situで 灌 流 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 機 能 不 全
の 一 因 と な る 疾 患 ま た は 症 状 の 発 症 後 に 投 与 し た と き に そ の 機 能 不 全 細 胞 、 組 織 も し く は
器 官 を 回 復 さ せ る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る の に 有 用 で あ る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 は 、 過 去 に 脳 外 傷 を 負 っ た 動 物 に お
い て 、 そ の 最 初 の 外 傷 か ら し ば ら く 経 っ た 後 （ 例 え ば 1日 、 3日 、 5日 、 1週 間 、 1ヶ 月 後 ま
た は そ れ 以 上 ） に 投 与 し た と き で さ え 、 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る 。 本 発 明 は 、 最 初 の 外 傷 か
ら 段 階 的 に 生 じ る 細 胞 お よ び 組 織 の そ の 後 の 外 傷 を 治 療 し （ す な わ ち 、 そ の 症 状 も し く は
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結 果 を 改 善 ま た は 逆 転 し ） か つ 予 防 す る （ す な わ ち 、 そ の 発 症 を 遅 ら せ 、 阻 害 し 、 ま た は
停 止 す る ） た め の 医 薬 組 成 物 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 用 途 に 有 用 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン に は 、 特 定 の 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が ど れ も 含 ま れ る 。 応 答 性 細 胞
に 利 益 を も た ら す こ と が で き る あ ら ゆ る 形 態 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 、 本 発 明
の こ の 態 様 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 機 能 不 全 の 一 因 と な る 疾 患 ま た は 症 状 の 発 症
後 に 投 与 し た と き に そ の 機 能 不 全 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 回 復 さ せ る た め の 上 記 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 方 法 を 提 供 す る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 方 法 は 、 過 去 に 脳 に 外 傷 を 負 っ た 動 物 に お い て 、 そ の
外 傷 が お さ ま っ て か ら し ば ら く 経 っ た 後 （ 例 え ば 3日 、 5日 、 1週 間 、 1ヶ 月 ま た は そ れ 以 上
） に 投 与 さ れ た 場 合 で あ っ て も 、 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
お よ び そ の さ ら な る 修 飾 体 は 本 明 細 書 に お い て 上 述 し た と お り で あ る 。 応 答 性 細 胞 に 利 益
を も た ら す こ と が で き る あ ら ゆ る 形 態 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 、 本 発 明 の こ の
態 様 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 に お い て は 、 本 明 細 書 中 で 先 に 記 載 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然
変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 分 子 を 会 合 さ せ た 組 成 物 を 投 与 す
る こ と に よ っ て 、 哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る 分 子 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス を
促 進 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 輸 送 し よ う と す る 分 子 と 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と の
間 の 会 合 は 、 例 え ば 、 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 安 定 な 共 有 結 合
、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ り う る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 輸 送 し よ う と す る タ ン
パ ク 質 が 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ て も よ い 。 内 皮 細 胞 関 門 は 、 血 液 脳 関 門 、 血 液
心 臓 関 門 、 血 液 腎 臓 関 門 、 血 液 眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 、 お よ び 血 液 胎 盤 関
門 で あ り う る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 輸 送 す る の に 適 し た 分 子 と し て は 、 成 長 ホ ル モ ン な ど
の ホ ル モ ン 、 抗 生 物 質 お よ び 抗 癌 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る 分 子 の ト ラ ン ス サ イ
ト ー シ ス を 促 進 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。 前 記 組 成 物 は 、 前 記 分 子 を 上 記
の よ う な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 会 合 さ せ た も の を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 で は 、 哺 乳 動 物 に お い て 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る 分 子 の ト ラ ン ス
サ イ ト ー シ ス を 促 進 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る の に 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ
イ ン の ど れ も が 有 用 で あ る 。 前 記 組 成 物 は 、 前 記 分 子 が 上 記 の よ う な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン と 会 合 し た も の を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 会 合 は 、 例 え ば 、 前 記 分 子 に 対 す る 結 合 性 部 位 と の 不 安 定 な 共 有 結 合 、 融 合 ポ リ ペ プ チ
ド 、 安 定 な 共 有 結 合 、 ま た は 非 共 有 結 合 で あ り う る 。 内 皮 細 胞 関 門 は 、 血 液 脳 関 門 、 血 液
眼 関 門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 、 お よ び 血 液 胎 盤 関 門 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方
法 に よ り 輸 送 す る の に 適 し た 分 子 と し て は 、 成 長 ホ ル モ ン な ど の ホ ル モ ン 、 神 経 栄 養 因 子
、 抗 生 物 質 、 抗 ウ イ ル ス 剤 、 も し く は 抗 真 菌 剤 （ 例 え ば 、 通 常 は 悩 や 他 の 関 門 の あ る 器 官
か ら 排 除 さ れ る も の ） 、 ペ プ チ ド 放 射 性 薬 剤 、 ア ン チ セ ン ス 薬 物 、 生 物 活 性 物 質 に 対 す る
抗 体 、 医 薬 品 、 染 料 、 マ ー カ ー 、 お よ び 抗 癌 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 態 様 お よ び 他 の 態 様 は 、 添 付 の 図 面 お よ び 以 下 の 詳 細 な 説 明 を 参 照 す
る こ と に よ り さ ら に よ く 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ７ １ 】

　 図 １ は 、 抗 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 、 正 常 ヒ ト 脳 の 薄 い 切 片 に お け る エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 分 布 を 示 す 。
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4.　 図 面 の 簡 単 な 説 明



【 ０ ０ ７ ２ 】
　 図 ２ は 、 図 １ の 画 像 を よ り 高 い 倍 率 で 観 察 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 図 ３ は 、 金 で 標 識 し た 第 二 抗 体 を 用 い た 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 超 ミ ク ロ の 分 布 を
示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 図 ４ は 、 図 ３ と 同 様 に 調 製 し た 、 ヒ ト 脳 毛 細 管 の 管 腔 側 お よ び 非 管 腔 側 の 表 面 に あ る 高
密 度 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 図 ５ は 、 非 経 口 投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 脳 脊 髄 液 中 へ の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を
示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 図 6Aお よ び 6Bは 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン な ら び に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ K45Dお よ
び S100E組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む ） に つ い て の SK-N-SH神 経 芽 腫 細 胞 神 経 保 護
ア ッ セ イ （ ロ テ ノ ン に 対 す る ） の 結 果 を 示 す 。 グ ラ フ の ｙ 軸 は 吸 光 度 値 を 示 し 、 デ ー タ は
2回 反 復 測 定 の 平 均 ± 範 囲 で あ る 。 図 6Aの グ ラ フ は 、 K45Dお よ び S100Eサ ン プ ル 内 の 細 胞 の
生 存 能 が 維 持 さ れ た こ と を 明 確 に 示 し て お り 、 そ れ ら の 細 胞 保 護 作 用 を 実 証 し て い る 。 図
6Bは 、 hEPO-6xHisTag-PCiNeoの プ ラ ス ミ ド 地 図 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 図 ７ は 、 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 脳 に 及 ぼ す エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ
ポ エ チ ン の in vitro効 力 を 比 較 し た 図 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 図 ８ は 、 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 能 に 及 ぼ す エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ
ポ エ チ ン の in vitro効 力 を 比 較 す る 別 の 実 験 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 図 ９ は 、 ラ ッ ト 限 局 性 大 脳 虚 血 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の 保 護 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 図 10は 、 虚 血 発 作 モ デ ル に お け る 、 中 大 脳 動 脈 閉 塞 に お け る ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン お
よ び ヒ ト ・ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力 を 比 較 す る 用 量 応 答 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 図 11は 、 P19ア ッ セ イ に お け る ヨ ウ 素 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 活 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 図 12は 、 P19ア ッ セ イ に お け る ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の 効 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 図 13は 、 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 能 に 及 ぼ す エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び フ ェ ニ ル グ リ オ キ
サ ー ル 改 変 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の in vitro効 力 を 比 較 し た 図 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 図 14は 、 水 中 毒 ア ッ セ イ に お け る 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 効 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 図 15は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 移 植 用 に 調 製 さ れ た 心 臓 の 機 能 維 持 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 図 16は 、 一 時 的 な 血 管 閉 塞 の 後 の 虚 血 損 傷 か ら の エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 心 筋 層 の 保 護
を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 図 17A、 17B、 17Cお よ び 17Dは 、 ラ ッ ト 緑 内 障 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 治 療 の 効
力 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 図 18は 、 ラ ッ ト 緑 内 障 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 網 膜 機 能 の 保 存 の 程 度 を
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示 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 19は 、 悩 外 傷 を 負 っ た 5日 後 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン 投 与 を 開 始 す る こ と に よ る 、 脳 外 傷
後 の 認 知 機 能 の 回 復 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 図 20は 、 悩 外 傷 を 負 っ た 30日 後 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン 投 与 を 開 始 す る こ と に よ る 、 脳 外 傷
後 の 認 知 機 能 の 回 復 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 図 21は 、 大 脳 毒 性 の カ イ ニ ン 酸 モ デ ル に お け る ヒ ト ・ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力
を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 図 22は 、 ラ ッ ト 脊 髄 損 傷 モ デ ル に お け る 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 効 力 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 図 23は 、 ウ サ ギ 脊 髄 損 傷 モ デ ル に お け る 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 効 力 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 図 24A、 24Bお よ び 24Cは 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 し た 大 脳 皮 質 層 の 冠 状
断 面 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 25A、 25Bお よ び 25Cは 、 GFAP抗 体 で 染 色 し た 、 梗 塞 領 域 に 隣 接 す る 前 頭 皮 質 の 冠 状 断
面 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 図 26Aお よ び 26Bは 、 OX-42抗 体 で 染 色 し た 大 脳 皮 質 層 の 冠 状 断 面 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 図 27Aお よ び 27Bは 、 OX-42抗 体 で 染 色 し た 、 梗 塞 領 域 に 隣 接 す る 大 脳 皮 質 層 の 冠 状 断 面
を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 図 28は 、 EAEモ デ ル に お け る 炎 症 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 図 29は 、 EAEモ デ ル に お け る 炎 症 に 対 す る デ キ サ メ タ ゾ ン お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 影
響 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 図 30Aお よ び 30Bは 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 神 経 細 胞 死 と 関 連 し た 炎 症 を 抑 制 す る こ と を 示
す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 図 31は 、 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン な ら び に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン R130Eお よ び R
150Eが 、 NMDA処 理 前 に 初 代 海 馬 神 経 細 胞 培 養 物 に 添 加 し た と き 、 NMDAに よ り 誘 導 さ れ た 細
胞 死 を 効 果 的 に 減 ず る こ と を 示 す 。 R103E (5nM)で 処 理 し た 細 胞 は 、 ビ ヒ ク ル 対 照 細 胞 と
比 較 し て 有 意 に 低 い 細 胞 死 を 示 し た (p=0.01)。 R150E (5nM)で 処 理 し た 細 胞 は 、 溶 媒 対 照
細 胞 と 比 較 し て 細 胞 死 を 約 20％ 減 少 さ せ た (p=0.001)。 統 計 に は 分 散 分 析 に 加 え て Tukeyの
ポ ス ト ホ ッ ク テ ス ト を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 32は 、 P19細 胞 に お け る 血 清 除 去 か ら の 神 経 細 胞 保 護 を 示 す 。 Epo、 EpoWTお よ び 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン S100Eで 前 処 理 し た 細 胞 の 場 合 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 割 合 が
減 少 し た 。 Epoで 処 理 し た 細 胞 は 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の 約 20
％ 減 少 を 示 し た 。 EpoWTお よ び S100Eで 処 理 し た 細 胞 は 両 方 と も 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し
て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の 約 10％ 減 少 を 示 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 図 33Aお よ び 33Bは 、 2つ の 独 立 し た 実 験 に お い て NGF除 去 を 受 け た 分 化 PC12細 胞 に お け る
S100Eと の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 効 果 を 示 す 。 分 化 PC12細 胞 を 示 し た 濃 度 の S100Eで 24
時 間 前 処 理 し た ： 図 33A (3pM)、 図 33B (0.00003pM～ 3pM)。 MTTア ッ セ イ で 生 存 能 を 測 定 し
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た 。 NGF (100ng/ml)を 陽 性 対 照 と し て 、 ま た 、 NGF不 含 培 地 (-NGF)を 陰 性 対 照 と し て 用 い
た 。 図 33に 示 し た デ ー タ は 、 陽 性 対 照 (+NGF)に 対 す る 生 存 率 ％ と し て 表 さ れ る （ 両 実 験 と
も n=8） 。 一 元 配 置 分 散 分 析 お よ び Bonferroniポ ス ト ホ ッ ク テ ス ト を 用 い る こ と に よ り 、
陰 性 対 照 細 胞 (-NGF)と 比 較 し て S100E処 理 細 胞 の 生 存 能 に 統 計 的 に 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ
る 。 ***p<0.001、 *p<0.05。 S100Eに よ り 観 察 さ れ た 結 果 は 、 こ の 検 定 系 に お い て 、 潜 在 能
力 お よ び 効 力 に 関 し て Epoの そ れ と 同 様 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 図 34A、 34Bお よ び 34Cは 、 NGF除 去 を 受 け た 分 化 PC12細 胞 に お け る Epoと の プ レ イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 効 果 を 示 す 。 分 化 PC12細 胞 を Epo、 S100E、 ま た は カ ル バ ミ ル 化 Epo (30pM～ 3
0nM)で 24時 間 前 処 理 し た 。 化 学 的 に 改 変 さ れ た Epo分 子 で あ る AA24496は 、 UT-7細 胞 ア ッ セ
イ に お い て EPOよ り 10000倍 低 い 活 性 を 有 す る 。 MTTア ッ セ イ で 生 存 能 を 測 定 し た 。 NGF (10
0ng/ml)を 陽 性 対 照 と し て 、 ま た 、 NGF不 含 培 地 (-NGF)を 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 図 35は 、 UT-7細 胞 に お け る Epo、 K45Dお よ び S100Eの 濃 度 -反 応 曲 線 を 示 す 。 UT-7細 胞 に
さ ま ざ ま な 濃 度 の Epo、 EpoWT、 K45Dお よ び S100Eを 加 え た 。 48時 間 後 に WST-1ア ッ セ イ で 生
存 能 を 測 定 し た 。 デ ー タ は 3つ の 異 な る 実 験 （ そ れ ぞ れ 2回 ず つ 行 っ た ） の 平 均 ± SDで あ る
。 曲 線 は 非 線 形 回 帰 曲 線 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 図 36は 、 UT-7細 胞 に お け る Epo、 R103Eお よ び R150Eの 用 量 応 答 曲 線 を 示 す 。 UT-7細 胞 に
さ ま ざ ま な 濃 度 の Epo、 EpoWT、 R103Eお よ び R150Eを 加 え た 。 48時 間 後 に WST-1ア ッ セ イ で
生 存 能 を 測 定 し た 。 デ ー タ は 3つ の 異 な る 実 験 （ そ れ ぞ れ 2回 ず つ 行 っ た ） の 平 均 ± SDで あ
る 。 曲 線 は 非 線 形 回 帰 曲 線 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 図 37は 、 42日 間 に わ た る 、 脊 髄 外 傷 か ら 回 復 す る ラ ッ ト の 歩 行 運 動 評 価 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。 グ ラ フ か ら わ か る よ う に 、 S100Eを 投 与 さ れ た ラ ッ ト は 損 傷 か ら す ぐ に 回 復 し 、 対
照 ラ ッ ト お よ び メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン を 投 与 さ れ た ラ ッ ト よ り 全 体 的 に 良 好 な 損 傷 回 復 を
示 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 38は 、 種 々 の 治 療 計 画 に つ い て の 正 常 な 眼 の 潜 時 に 対 す る 傷 を 負 っ た 眼 の 潜 時 の 比 を
示 す 。 EPOで 治 療 し た ラ ッ ト は 1.2の 潜 時 を 示 し 、 食 塩 水 で 治 療 し た ラ ッ ト よ り 良 好 で あ る
。 4種 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の そ れ ぞ れ は EPOと 同 等 か ま た は そ れ よ り 良 好 な 潜
時 結 果 を も た ら し 、 R103E、 R150Eお よ び S100Eは 、 EPOと 比 べ て 統 計 上 の 改 善 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 ム テ イ ン 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 組 換 え
型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン ム テ イ ン を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 組 成 物 、 な ら び
に 該 核 酸 分 子 を 含 む 単 離 さ れ た お よ び ／ ま た は 組 換 え 体 の 細 胞 お よ び ベ ク タ ー を 提 供 す る
。 本 発 明 は さ ら に 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小
板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と
も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い る ム テ イ ン 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 し 、 前 記 サ イ ト カ イ ン は 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 、 組 織 ま た は 器
官 の 機 能 ま た は 生 存 能 の 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と
も 1つ の 応 答 性 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン ム テ イ ン を 用 い て 、 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 生 存 能
を 保 護 、 維 持 ま た は 増 強 す る た め の 方 法 、 な ら び に 疾 患 お よ び 症 状 を 治 療 し 予 防 す る 際 の
前 記 ム テ イ ン の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 応 答 性 細 胞 」 と は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン へ の 曝 露 に よ り 、 機 能 ま た は 生 存 能 が 維 持 、 促
進 、 増 強 も し く は 再 生 さ れ る か ま た は 何 ら か の 他 の 方 法 で 恩 恵 を こ う む る 哺 乳 動 物 細 胞 を
指 す 。 こ の よ う な 細 胞 の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎
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5.　 発 明 の 詳 細 な 説 明



臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 骨 、 皮 膚 お よ び 子 宮 内
膜 の 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 応 答 性 細 胞 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の 細 胞 が
含 ま れ る ： 神 経 細 胞 ； プ ル キ ン エ 細 胞 ； 網 膜 細 胞 ： 光 受 容 器 （ 桿 体 お よ び 錐 体 ） 、 神 経 節
、 双 極 細 胞 、 水 平 細 胞 、 無 軸 索 細 胞 、 お よ び ミ ュ ラ ー 細 胞 ； 筋 肉 細 胞 ； 心 臓 細 胞 ： 心 筋 層
、 ペ ー ス メ ー カ ー 、 洞 房 結 節 、 洞 結 節 、 お よ び 接 合 組 織 細 胞 （ 房 室 結 節 お よ び ヒ ス 束 ） ；
肺 細 胞 ； 肝 臓 細 胞 ： ヘ パ ト サ イ ト 、 星 細 胞 、 お よ び ク ッ プ フ ァ ー 細 胞 ； 腎 臓 細 胞 ： 血 管 間
膜 細 胞 、 腎 上 皮 細 胞 、 お よ び 管 状 間 質 細 胞 ； 小 腸 細 胞 ： 杯 細 胞 、 腸 腺 、 お よ び 腸 内 分 泌 線
細 胞 ； 副 腎 皮 質 細 胞 ： 球 状 帯 細 胞 、 線 維 束 、 網 状 帯 細 胞 ； 副 腎 髄 質 細 胞 ： ク ロ ム 親 和 細 胞
； 毛 細 管 細 胞 ： 周 皮 細 胞 ； 精 巣 細 胞 ： ラ イ デ ィ ヒ 細 胞 、 セ ル ト ー リ 細 胞 、 お よ び 精 子 細 胞
お よ び そ れ ら の 前 駆 細 胞 ； 卵 巣 細 胞 ： グ ラ ー フ 卵 胞 、 お よ び 原 始 卵 胞 細 胞 ； 膵 臓 細 胞 ： ラ
ン ゲ ル ハ ン ス 島 、 α 細 胞 、 β 細 胞 、 γ 細 胞 、 お よ び F細 胞 ； 骨 細 胞 ： 前 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細
胞 、 お よ び 骨 芽 細 胞 ； 皮 膚 細 胞 ； 子 宮 内 膜 細 胞 ： 子 宮 内 膜 間 質 お よ び 子 宮 内 膜 細 胞 、 な ら
び に 上 記 の 器 官 に 存 在 す る 幹 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 。 さ ら に 、 こ の よ う な 応 答 性 細 胞 お よ び
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ り そ れ ら に も た ら さ れ る 恩 恵 は 、 直 接 的 に は 応 答 性 で
な い 他 の 細 胞 ま た は こ の よ う な 非 応 答 性 細 胞 を 含 む 組 織 も し く は 器 官 の 細 胞 を 間 接 的 に 保
護 ま た は 増 強 す る こ と に ま で 拡 大 す る こ と が で き る 。 応 答 性 細 胞 の 増 強 に よ り 間 接 的 に 恩
恵 を こ う む る こ れ ら の 他 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 は 、 そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 一
部 と し て 、 「 関 連 す る 」 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 と し て 存 在 す る 。 こ の よ う に 、 本 明 細 書 中
に 記 載 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 恩 恵 は 、 組 織 ま た は 器 官 （ 例 え ば 、 こ の よ う
な 組 織 に 存 在 す る 興 奮 性 も し く は 神 経 性 組 織 ） の 中 、 ま た は テ ス ト ス テ ロ ン を 作 る 精 巣 の
ラ イ デ ィ ヒ 細 胞 の 中 に 少 数 も し く は 小 割 合 の 応 答 性 細 胞 が 存 在 す る 結 果 と し て も た ら さ れ
得 る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 応 答 性 細 胞 ま た は そ の 関 連 す る 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 は 、 興
奮 性 の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 で は な い か 、 ま た は 興 奮 性 の 細 胞 も し く は 組 織 を 主 に 含 む
も の で は な い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 様 々 な 正 常 お よ び 有 害 な 条 件 下 に 、 哺 乳 動 物 の 体 内 に お い て 細 胞 、 組
織 お よ び 器 官 を 局 所 的 に も し く は 全 身 的 に 防 御 ま た は 増 強 す る か 、 あ る い は 、 他 の 哺 乳 動
物 に 移 植 し よ う と す る 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 を 保 護 す る も の で あ る 。 さ ら に 、 機 能 不 全 の
回 復 ま た は 再 生 も も た ら さ れ る 。 上 述 し た よ う に 、 隙 間 の な い 内 皮 細 胞 関 門 を 通 過 し て 脈
管 構 造 の 遠 位 に あ る 応 答 性 細 胞 （ お よ び 他 の タ イ プ の 細 胞 ） に 対 し て プ ラ ス の 影 響 を 発 揮
す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 能 力 は
、 さ も な く ば 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） の 細 胞 お よ び 組 織 に 大 き な ダ メ ー ジ を 引 き 起 こ し 得 る 様
々 な 症 状 お よ び 疾 患 を 治 療 お よ び 予 防 す る 可 能 性 を 提 供 し 、 さ ら に 、 伝 統 的 に 利 益 よ り も
危 険 の 方 が 高 か っ た こ れ ま で 支 持 さ れ な い 外 科 手 術 を 成 功 さ せ る も の で あ る 。 最 終 的 な 利
益 の た め に 誘 導 さ れ る 意 図 的 な 有 害 条 件 の 継 続 時 間 お よ び 程 度 （ 例 え ば 高 用 量 の 化 学 療 法
、 放 射 線 療 法 、 長 時 間 の ex vivo移 植 生 存 、 お よ び 手 術 に よ り 誘 導 さ れ る 長 時 間 の 虚 血 な
ど ） は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 発 明 を 利 用 す る こ と に よ っ て 可 能 と な る 。 し か し 本 発 明
は 、 そ の よ う な も の に 限 定 さ れ ず 、 １ つ の 態 様 と し て 、 標 的 と な る 応 答 性 細 胞 が 内 皮 細 胞
関 門 ま た は 内 皮 の 密 着 し た 接 合 部 の 存 在 に よ り 脈 管 構 造 の 遠 位 に 位 置 す る 場 合 の 方 法 ま た
は 組 成 物 を 含 む も の で あ る 。 本 発 明 は 一 般 に 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 曝 露 す る
こ と に よ り 恩 恵 を 得 る こ と が で き る 応 答 性 細 胞 な ら び に 関 連 す る 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 に
向 け ら れ る 。 さ ら に 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 機 能 不 全 は 、 急 な 有 害 事 象 （ 外 傷 等 ） を 負
っ た 後 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン へ の 曝 露 に よ っ て 回 復 ま た は 再 生 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 一 般 に 、 上 記 目 的 （ 細 胞 機 能 が 維 持 、 促 進 、 増 強 も し く は 再 生 さ
れ る か 、 ま た は 他 の 方 法 で 恩 恵 を 受 け る ） の た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 、 有 効 量
の 組 換 え 型 組 織 サ イ ト カ イ ン を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と に よ っ て 細 胞 機 能 を 維 持 、 増 強 、
促 進 ま た は 再 生 す る 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 組 換 え 型
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組 織 サ イ ト カ イ ン に 曝 露 す る こ と に よ っ て 、 ex vivoで 細 胞 機 能 を 維 持 、 促 進 、 増 強 ま た
は 再 生 す る 方 法 に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 器 官 ま た は 組 織 の 保 存 に 使 用 す る た め の 、 組 換
え 型 組 織 サ イ ト カ イ ン を 含 む 灌 流 液 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 の 体 内 に あ る ま た は 哺 乳 動 物 の 身 体 か ら 取 り 出 し た 応
答 性 細 胞 に 対 し て プ ラ ス の 影 響 ま た は 利 益 を 付 与 す る た め に 、 少 な く と も 有 効 量 の 組 換 え
型 組 織 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 を 特 定 の 経 路 お よ び 曝 露 時 間 で 利 用 す る も の で あ る
。 意 図 す る 治 療 の 標 的 と な る 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 が 、 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る た め に 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 必 要 と す る 場 合 、 医 薬 組 成 物 は 、 内 皮 細 胞 関 門 を 通 過 し た 後
に 応 答 性 細 胞 に 対 し て そ の 望 ま し い 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る 濃 度 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン を 含 む 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 と 相 互 作 用 し て 細 胞 内 で 細 胞 保 護 活 性 を 調 節
す る こ と が で き る 分 子 は 、 本 発 明 の 状 況 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、
血 管 活 性 作 用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産
生 の 増 加 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い る か 、
ま た は 前 記 活 性 の 低 下 を 示 す エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 が 含 ま れ る 。 こ こ で 、 前 記 サ イ ト カ イ ン は 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細
胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 の 保 護 、 維 持 、 増 強 ま た は 回 復 か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 応 答 性 細 胞 保 護 活 性 を 有 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 を
含 む 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に は 、 配 列 番 号 10の 11位 か ら 15位 ［ 配 列 番 号 1］ の 間 、 配 列 番
号 10の 44位 か ら 51位 ［ 配 列 番 号 2］ の 間 、 配 列 番 号 10の 100位 か ら 108位 ［ 配 列 番 号 3］ の 間
、 ま た は 配 列 番 号 10の 146位 か ら 151位 ［ 配 列 番 号 4］ の 間 に 1個 以 上 の 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸
残 基 を 含 む 、 上 記 の 活 性 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸
が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に は 、 配 列 番 号 10の 次 の 位 置
： 7、 20、 21、 29、 33、 38、 42、 59、 63、 67、 70、 83、 96、 126、 142、 143、 152、 153、 15
5、 156、 ま た は 161の 1以 上 の 位 置 に 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 上 記 の 活 性 を 有 す る
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 を
含 む 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に は 、 1以 上 の 以 下 の 改 変 を 有 す る 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 、 上 記 の 活 性 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 が 含
ま れ る ： 配 列 番 号 10の 残 基 6に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 7に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残
基 7に セ リ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 10に イ ソ ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 11に セ リ ン ; 配 列
番 号 10の 残 基 12に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 13に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 14に ア ラ
ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 14に グ ル タ ミ ン 酸 ; 配 列 番 号 10の 残 基 14に グ ル タ ミ ン ; 配 列 番 号
10の 残 基 15に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 15に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 15に
イ ソ ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 20に グ ル タ ミ ン 酸 ; 配 列 番 号 10の 残 基 20に ア ラ ニ ン ; 配
列 番 号 10の 残 基 21に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 24に リ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 29に セ リ
ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 29に チ ロ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 30に ア ス パ ラ ギ ン ; 配 列 番 号 10の
残 基 32に ト レ オ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 33に セ リ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 33に チ ロ シ ン ; 配
列 番 号 10の 残 基 38に リ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 83に リ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 42に ア ス パ
ラ ギ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 42に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 43に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の
残 基 44に イ ソ ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 45に ア ス パ ラ ギ ン 酸 ; 配 列 番 号 10の 残 基 45に ア
ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 46に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 47に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の
残 基 48に イ ソ ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 48に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 49に ア ラ ニ ン
; 配 列 番 号 10の 残 基 49に セ リ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 51に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の
残 基 51に ア ス パ ラ ギ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 52に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 59に ア ス パ ラ
ギ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 62に ト レ オ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 67に セ リ ン ; 配 列 番 号 10の 残
基 70に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 96に ア ル ギ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 97に ア ラ ニ ン ; 配
列 番 号 10の 残 基 100に ア ル ギ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 100に グ ル タ ミ ン 酸 ; 配 列 番 号 10の 残

10

20

30

40

50

(27) JP 2006-507228 A 2006.3.2

5.1.　 本 発 明 の 核 酸



基 100に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 100に ト レ オ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 101に ア ラ ニ ン ;
 配 列 番 号 10の 残 基 101に イ ソ ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 102に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の
残 基 103に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 103に グ ル タ ミ ン 酸 ; 配 列 番 号 10の 残 基 104に ア ラ
ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 104に イ ソ ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 105に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号
10の 残 基 106に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 106に イ ソ ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 107に
ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 107に ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 108に リ シ ン ; 配 列 番 号 10
の 残 基 108に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 108に セ リ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 116に ア ラ ニ ン ;
 配 列 番 号 10の 残 基 126に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 132に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 1
33に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 134に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 140に ア ラ ニ ン ; 配 列
番 号 10の 残 基 142に イ ソ ロ イ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 143に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 14
6に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 147に リ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 147に ア ラ ニ ン ; 配 列 番
号 10の 残 基 148に チ ロ シ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 148に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 149に ア
ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 150に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 150に グ ル タ ミ ン 酸 ; 配 列 番
号 10の 残 基 151に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 152に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 152に ト
リ プ ト フ ァ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 153に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 154に ア ラ ニ ン ; 配 列
番 号 10の 残 基 155に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 158に ア ラ ニ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 160に
セ リ ン ; 配 列 番 号 10の 残 基 161に ア ラ ニ ン ; ま た は 配 列 番 号 10の 残 基 162に ア ラ ニ ン 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は さ ら に 、 上 記 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 1つ に 対
し て 少 な く と も 30％ 、 35％ 、 40％ 、 45％ 、 50％ 、 55％ 、 60％ 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、
85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 、 ま た は よ り 高 い ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 組 換 え 型 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 2つ の ア ミ ノ 酸
配 列 ま た は 2つ の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 同 一 性 パ ー セ
ン ト を 決 定 す る た め に は 、 そ れ ら の 配 列 の 最 適 な 比 較 の た め の ア ラ イ メ ン ト を 行 う （ 例 え
ば 、 第 2の ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト の た め に 第 1の ア ミ ノ 酸 ま た は
核 酸 配 列 に ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と が で き る ） 。 そ の 後 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 比 較 す る 。 第 1の 配 列 の 位 置 が 第 2の
配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド で 占 め ら れ て い る 場 合 に は 、
こ れ ら の 分 子 は そ の 位 置 で 同 一 と な る 。 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 そ れ ら の 配
列 に よ っ て 共 有 さ れ る 同 一 位 置 の 数 の 関 数 で あ る （ す な わ ち 、 同 一 性 ％ ＝ 重 な り 合 う 同 一
位 置 の 数 ／ 重 な り 合 う 位 置 の 総 数 × 100％ ） 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 2つ の 配 列 が 同 じ 長
さ で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は さ ら に 、 上 記 の 置 換 、 欠 失 ま た は 修 飾 の 1以 上 に よ り 改 変 さ れ た
エ リ ス ロ ポ エ チ ン コ ー ド 化 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 7に 対 し て 少 な く と も 30％ 、 35％ 、 40％
、 45％ 、 50％ 、 55％ 、 60％ 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 ま た は 98％ の
配 列 同 一 性 を 有 す る 、 組 換 え 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は さ ら に 、 上 記 の 置 換 、 欠 失 ま た は 修 飾 の 1
以 上 に よ り 改 変 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン コ ー ド 化 核 酸 配 列 が 非 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を
コ ー ド す る 核 酸 で あ る 、 組 換 え 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト の 決 定 は 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 っ て 行 う こ と も で き
る 。 2つ の 配 列 を 比 較 す る た め に 利 用 さ れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 適 な 例 と し て は 、 限
定 す る も の で は な い が 、 Karlinお よ び Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:
2264-2268に 記 載 の ア ル ゴ リ ズ ム を 、 Karlinお よ び Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 90:5873-5877に 記 載 の よ う に 改 変 し た ア ル ゴ リ ズ ム が あ る 。 か か る ア ル ゴ リ ズ ム
は 、 Altschulら , 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410に 記 載 の NBLASTお よ び XBLASTプ ロ グ
ラ ム に 組 み 込 ま れ て い る 。 NBLASTプ ロ グ ラ ム で ス コ ア  = 100、 ワ ー ド 長  = 12を 用 い て BLA
STヌ ク レ オ チ ド 検 索 を 行 う と 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 得 ら れ る 。
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XBLASTプ ロ グ ラ ム で ス コ ア  = 50、 ワ ー ド 長  = 3を 用 い て BLASTタ ン パ ク 質 検 索 を 行 う と 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 分 子 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ る 。 比 較 の た め に ギ ャ ッ プ を 入 れ
た ア ラ イ メ ン ト を 得 る た め に は 、 Altschulら , 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402
に 記 載 さ れ る よ う な Gapped BLASTを 利 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 分 子 間 の 遠 い
関 係 を 検 出 す る 反 復 検 索 を 行 う た め に は 、 PSI-Blastを 使 用 す る こ と が で き る (Altschulら
, 1997, 前 掲 )。 BLAST、 Gapped BLAST、 お よ び PSI-Blastプ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 際 に は 、
そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば 、 XBLASTお よ び NBLAST） の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用
し て も よ い (http://www.ncbi.nlm.nih.gov参 照 )。 配 列 比 較 の た め に 利 用 し う る 数 学 的 ア
ル ゴ リ ズ ム の も う 一 つ の 好 適 な 非 限 定 的 な 例 は 、 Myersお よ び Miller, 1988, CABIOS 4:11
-17に 記 載 さ れ る ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 こ の 種 の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 GCG配 列 ア ラ イ メ ン ト ソ
フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ る ALIGNプ ロ グ ラ ム (バ ー ジ ョ ン 2.0)に 組 み 込 ま れ て い る
。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 の た め に ALIGNプ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 際 に は 、 PAM120加 重 残 基 表 (we
ight residue table)、 ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ 12、 お よ び ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 4を 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 ギ ャ ッ プ を 入 れ ら れ る ま た は 入 れ ら れ な い 、 上 記
の 方 法 と 類 似 し た 方 法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 同 一 性 パ ー セ ン ト の 計 算 で は 、 一
般 的 に 、 完 全 に 一 致 し た も の だ け を 数 え る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は さ ら に 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： (a)上 記 の 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 （ 例 え ば 、 フ ィ ル タ ー に 結 合 さ せ た DNAに 約 45℃ で 6x塩 化 ナ ト
リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (SSC)中 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 続 い て 約 50～ 65℃ で 0.2x SSC
/0.1% SDS中 で 1回 以 上 洗 浄 す る ） 、 ま た は (b)高 度 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 （ 例 え ば 、
フ ィ ル タ ー に 結 合 さ せ た DNAに 約 45℃ で 6x SSC中 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 続 い て 約 68℃ で 0
.1x SSC/0.2% SDS中 で 1回 以 上 洗 浄 す る ） 、 あ る い は 当 業 者 に は 明 ら か な 他 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 （ 例 え ば 、 Ausubel F.M.ら 編 , 1989, Current Protocols in Molecul
ar Biology, Vol. I, Green Publishing Associates, Inc., お よ び  John Wiley & sons,
 Inc., New York, pp. 6.3.1-6.3.6 お よ び  2.10.3参 照 ） で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 。 好 ま し く は 、 上 記 の (a)お よ び (b)に 記 載 の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 相 補 体 を 含 む も の で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 上
記 の (a)お よ び (b)に 記 載 の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突
然 変 異 タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な （ す な わ ち 、 上 記 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 活 性 を 1つ 以
上 有 す る ） タ ン パ ク 質 産 物 を コ ー ド す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 核 酸 は ヒ ト の も の で あ る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は さ ら に 、 上 記 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 、 血 管 活 性 作
用 （ 血 管 収 縮 ／ 血 管 拡 張 ） 、 血 小 板 の 高 活 性 化 、 血 液 凝 固 活 性 、 お よ び 栓 球 産 生 の 増 加 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 赤 血 球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い る か ま た は 前 記 活
性 の 低 下 を 示 す 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 こ こ で 、 前 記 サ イ ト カ イ ン ま た は 突 然
変 異 タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 動 物 の 応 答 性 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 機 能 ま た は 生 存 能 の 保 護 、
維 持 、 増 強 ま た は 回 復 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 応 答 性 細 胞 保 護 活 性 を
有 す る も の で あ る 。 前 記 低 下 は 赤 血 球 産 生 作 用 の 1つ の わ ず か な 減 少 で あ っ て も よ い し 、
欠 失 に 近 い も の で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 低 下 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 方 法 に よ り 測
定 す る こ と が で き る  (Gruberら , 2002, J. Biol Chem. 277(81):27581-27584; Pageら , 1
996, Cytokine 8(1):66-69; Parkら , 1997, Mol. Cells 7(6):699-704; Wolfら , 1997, T
hromb Haemost 78:1505-1509; お よ び  Daleら , 2002, Nature 415:175-179)。 第 6.17節 に
記 載 す る UT-7細 胞 ア ッ セ イ は 、 赤 血 球 産 生 作 用 の 低 下 ま た は 減 少 を 測 定 す る 方 法 の 非 限 定
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的 な 一 例 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は 、 上 記 の 核 酸 の 相 補 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 核 酸 分 子 の 断 片 は 、 長 さ が 少 な く と も 10、 12、 15
、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 200、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 900、 1
000、 1050個 ま た は そ れ 以 上 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド で あ り う る 上 記 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突
然 変 異 タ ン パ ク 質 核 酸 配 列 を さ す 。 あ る い は ま た 、 前 記 断 片 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異
タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80ま た は そ れ 以 上 連 続 し た ア ミ ノ
酸 残 基 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突
然 変 異 タ ン パ ク 質 核 酸 分 子 は 、 対 応 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 少 な く と
も 1つ の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ
ク 質 核 酸 分 子 の 断 片 は ま た 、 成 熟 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の ド メ イ ン を コ ー
ド す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 の 部 分 を さ す こ と も あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 得 る た め に 、 他 の 生 物 に 由 来 す る エ リ
ス ロ ポ エ チ ン を 使 用 す る こ と が で き る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 核 酸 の 変 異 体 な ら び に 他 の 生 物 種 由 来 の ホ モ ロ グ お よ び オ ル
ソ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ に 関 し て は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 単 離 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 核 酸 配
列 を 標 識 し て 、 対 象 の 生 物 に 由 来 す る 適 切 な 細 胞 ま た は 組 織 か ら 得 ら れ た mRNAよ り 構 築 し
た cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 用 い る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 一 般 に 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー が 標 識 し た 配 列 の 起 源 生 物 の 種 類 と 異
な る 生 物 か ら 誘 導 さ れ る 場 合 に は 、 よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 と す べ き で あ り 、 例 え
ば 標 的 生 物 と 基 準 生 物 と の 近 縁 関 係 に 基 づ い て 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 あ る い は ま た 、 対 象 の 生 物 か ら 誘 導 さ れ た ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 、 こ の 場 合 に も 適 切 な
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 標 識 し た 断 片 を 使 用 す る こ と
が で き る 。 適 切 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 、 上 述 し た よ う に 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 ラ イ
ブ ラ リ ー と 標 識 配 列 の 起 源 と な る 特 定 の 生 物 に 応 じ て 変 化 す る が 、 予 測 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 か か る 条 件 に 関 す る ガ イ ド ラ イ ン と し て 、 例 え ば 、 Sambrookら , 1989, Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, 第 2版 , Cold Spring Harbor Press, N.Y.; お よ び  Ausu
belら , 1989-1999, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Assoc
iates お よ び  Wiley Interscience, N.Y.を 参 照 さ れ た い （ 両 文 献 と も 、 そ の 全 体 を 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 含 め る も の と す る ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン DNAを 作 製 す る た め に 、
関 係 す る ま た は 相 同 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 既 知 配 列 か ら デ ザ イ ン さ れ た プ ラ
イ マ ー を 用 い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 に よ り ゲ ノ ム ま た は cDNA（ す な わ ち 、
配 列 番 号 7） か ら DNAを 増 幅 す る こ と が で き る 。 PCRは 、 選 択 に 先 立 っ て 、 DNAク ロ ー ン ま た
は ゲ ノ ム も し く は cDNAラ イ ブ ラ リ ー 中 の 目 的 配 列 を 増 幅 す る た め に 用 い ら れ る 。 PCRは 例
え ば サ ー マ ル サ イ ク ラ ー お よ び Taqポ リ メ ラ ー ゼ (Gene Amp(登 録 商 標 ))を 用 い て 実 施 す る
こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)は 通 常 、 目 的 の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 断 片 を 取
得 す る た め に 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 所 望 の 長 さ の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 隣 接 す る PCRプ ラ イ マ ー を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ と は 別 に 、 制 限 部 位 が 利
用 可 能 で あ る 場 合 は 、 そ の よ う な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て 適 切 な 部 位 で 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 配 列 を 切 断 す る こ と に よ り 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
遺 伝 子 を コ ー ド す る DNAの 断 片 が 放 出 さ れ る 。 都 合 の よ い 制 限 部 位 が 利 用 で き な い 場 合 は
、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 お よ び ／ ま た は DNA増 幅 法 に よ り 制 限 部 位
を 適 切 な 位 置 に 作 製 す る こ と が で き る  (例 え ば 、 Shankarappaら , 1992, PCR Method Appl
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. 1: 277-278を 参 照 さ れ た い )。 そ の 後 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る DNA
断 片 を 単 離 し 、 適 正 な 翻 訳 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 確 実 に 維 持 さ れ る よ う に 注 意 を 払 い な
が ら 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 当 技 術 分 野 で 公 知 の 突 然 変 異 誘 発 技 術 は す べ て 、 発 現 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 の ア ミ ノ 酸 置
換 を 行 う 目 的 で 、 ま た は 、 さ ら な る 操 作 を 容 易 に す る 制 限 部 位 を 作 製 ／ 欠 失 す る 目 的 で 、
DNA配 列 中 の 個 々 の ヌ ク レ オ チ ド を 改 変 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技
術 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 in vitro部 位 特 異 的 突 然 変
異 誘 発 (Hutchinsonら , 1978, J. Biol. Chem. 253: 6551)、 第 6.3節 に 記 載 さ れ る よ う な
特 定 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 突 然 変 異 誘 発 (Smith, 1985, Ann. Rev. Genet. 19: 423-4
63; Hillら , 1987, Methods Enzymol. 155: 558-568)、 PCRに 基 づ く オ ー バ ー ラ ッ プ 伸 長
法 (Hoら , 1989, Gene 77: 51-59)、 PCRに 基 づ く メ ガ プ ラ イ マ ー 突 然 変 異 誘 発 (Sarkarら , 
1990, Biotechniques 8: 404-407)な ど が 挙 げ ら れ る 。 改 変 は 例 え ば 二 本 鎖 ジ デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド DNA配 列 解 析 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 の 段 落 に 記 載 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 体 で あ る 核 酸 分 子 （ 好 ま し
く は 、 DNA分 子 ） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 異 種 （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー 、 発 現 ベ ク タ
ー 、 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 ） 配 列 を 含 む ま た は コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 の 一 部
と し て 存 在 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に は 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な 赤 血 球 産 生 作 用 を
維 持 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 ヒ ト に
お い て 約 34kDaの 分 子 量 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 の ホ ル モ ン で あ る 。 成 熟 タ ン パ ク 質 は 165個
の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 グ リ コ シ ル 残 基 は こ の 分 子 の 重 量 の 約 40％ を 占 め る 。 本 発 明 の 実 施 に
お い て 有 用 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 形 態 は 、 天 然 形 態 、 合 成 形 態 、 お よ び 組 換
え 形 態 の 以 下 に 挙 げ る ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 中 に 少 な く と
も 1つ の ア ミ ノ 酸 の 改 変 を 包 含 す る ： エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脱
グ リ コ シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 類 似 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 模 擬 体 、 エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 断 片 、 ハ イ ブ リ ッ ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 結 合
分 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ゴ ニ ス ト 、 腎 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 脳 性 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 そ
の オ リ ゴ マ ー お よ び 多 量 体 、 な ら び に そ の 同 属 種 。 こ の よ う な 同 等 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン に は 、 置 換 、 欠 失 （ 内 部 欠 失 を 含 む ） 、 付 加 （ 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 じ さ せ る 付
加 を 含 む ） 、 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 お よ び /ま た は そ れ に 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存
的 置 換 を 含 み う る 突 然 変 異 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 挙 げ ら れ る 。 か か る 変 更 は 、 機 能 的 に 同
等 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 生 じ る
と い う 点 で 「 サ イ レ ン ト 」 変 化 を も た ら す 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン は 非 赤 血 球 産 生 性 で あ り 、 す な わ ち 、 赤 血 球 産 生 作 用 を 欠 失 し て い る か 、 ま た
は 前 記 活 性 の 低 下 を 示 す 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 関 与 す る 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 可 溶 性 、
疎 水 性 、 親 水 性 、 お よ び /ま た は 両 親 媒 性 に お け る 類 似 性 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。
例 え ば 非 極 性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン
、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び メ チ オ ニ ン が 挙 げ ら れ 、 極 性 中 性
ア ミ ノ 酸 と し て は 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ
ン お よ び グ ル タ ミ ン が 挙 げ ら れ 、 正 電 荷 を も つ （ 塩 基 性 ） ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ア ル ギ ニ ン
、 リ シ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン が 挙 げ ら れ 、 そ し て 負 電 荷 を も つ （ 酸 性 ） ア ミ ノ 酸 と し て は 、
ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 変 化 、 な
ら び に 大 き な 挿 入 お よ び 欠 失 を 用 い て 、 機 能 的 に 改 変 さ れ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 体 を 用 い て 、 望 み 通 り に エ リ ス ロ ポ エ チ
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5.2.　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン



ン 特 性 を 変 更 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な エ
リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 受 容 体 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 4つ の 機 能 的 ド メ イ ン
： VLQRY（ 配 列 番 号 1） お よ び /ま た は TKVNFYAW（ 配 列 番 号 2） お よ び /ま た は SGLRSLTTL（ 配
列 番 号 3） お よ び /ま た は SNFLRG（ 配 列 番 号 4） の 中 の 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 変 化 し た 組 換 え
型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン で あ り う る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 分 子 の 動 態 ま た は 受
容 体 結 合 特 性 に 影 響 を 及 ぼ す 該 分 子 の 周 辺 領 域 に 突 然 変 異 を 含 む エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 用 い
る こ と が で き る 。 ど の 改 変 が 、 ま た は ド メ イ ン の ど の 位 置 が 結 合 に 影 響 す る か は 、 標 準 方
法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ド メ イ ン を pair-wiseア ラ ニ ン 突 然 変 異 （ ala
走 査 突 然 変 異 誘 発 ） に よ り 改 変 し 、 続 い て 受 容 体 結 合 に 対 す る 影 響 を 調 べ る た め に 突 然 変
異 体 の 結 合 動 態 を 測 定 す る (Bernatら , 2003, PNAS 100:952-957; Wellsら , 1989, Scienc
e 244:1081-1085)。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 「 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ
イ ン お よ び そ の 更 な る 修 飾 体 （ 例 え ば 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 脱 グ リ コ シ ル 化
形 態 、 ア シ ア リ ル 化 形 態 、 他 の 部 分 的 グ リ コ シ ル 化 形 態 、 ま た は ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 修 飾 ）
を 包 含 す る 。 こ の よ う な 変 異 体 の 例 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 Tsudaら , 1990, Eur. 
J. Biochem. 188:405-411に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 含 め る も の と
す る 。 サ イ ト カ イ ン は 非 常 に 柔 軟 性 で あ り 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン の 場 合 に は 柔 軟 性 が 活 性 化
に と っ て 必 要 で あ る こ と が 知 ら れ て い る (Wellsら , 1989, Science 244:1081-1085)。 し た
が っ て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 正 常 な 活 性 化 を 妨 げ る よ う な 、 サ イ ト カ イ ン の 三 次 元
構 造 を 安 定 化 す る 突 然 変 異 は 本 発 明 に お い て 意 図 さ れ る 。 さ ら に 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン の 発 現 お よ び 産 生 の た め に 様 々 な 宿 主 系 を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 限 定 す
る も の で は な い が 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 、 植 物 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 の 細 胞 系 が 挙 げ ら れ る
。 例 え ば 、 産 物 の グ リ コ シ ル 化 、 ア シ ア リ ル 化 、 ま た は 部 分 的 グ リ コ シ ル 化 を 行 わ な い 細
菌 に よ り 産 生 さ れ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 得 る の に 使 用 す る こ と が で き 、 ま た 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 （ 例
え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 を 調 節 す る た め の フ コ シ ル 化
の 使 用 に 関 す る 米 国 特 許 出 願 番 号 ： US 2003/0040037 A1お よ び US 2003/0003529に 開 示 さ
れ た 方 法 ） を 用 い て さ ら に グ リ コ シ ル 化 す る こ と も で き る 。 あ る い は ま た 、 発 現 タ ン パ ク
質 を グ リ コ シ ル 化 す る 能 力 が あ る 他 の 系 （ 例 え ば 、 植 物 、 ヒ ト 細 胞 を 含 む ） で 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 産 生 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と の 構 造 的 関 係 の 如 何 に か か わ ら ず 、 応 答
性 細 胞 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ な 活 性 を 発 揮 す る 能 力 が あ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 調 節
分 子 を す べ て 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 １ つ 以 上 の 特 定 の 組 織 に 対 し て そ の 活 性 を
適 応 さ せ る よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ の 望 ま し い 組 織 特 異 性 を 達 成 す る た め に 行 う
こ と が で き る 幾 つ か の 非 限 定 的 な ス ト ラ テ ジ ー と し て は 、 循 環 半 減 期 を 短 く し て 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 赤 血 球 前 駆 体 と 相 互 作 用 し う る 時 間 を 少 な く す る 修 飾 、 ま た は エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 も し く は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 の 一 次 構
造 の 修 飾 が 挙 げ ら れ る 。 循 環 半 減 期 を 短 く す る １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 グ リ コ シ ル 化 成 分 （
エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 3つ の N結 合 型 と 1つ の O結 合 型 を 有 す る ） を 除 去 ま た は 修 飾 す る も の で
あ る 。 こ の よ う な グ リ コ シ ル 化 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 変 異 体 は 、 い く つ か の 方
法 で 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 一 次 構 造 を 修 飾 し て 本 発 明 の 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 生 成 す る 方 法 は 無 数 に 存 在 し 、 例 え ば 、 1個 以 上 の 特 定 の ア ミ ノ 酸
の 置 換 （ す な わ ち 、 N結 合 型 も し く は O結 合 型 グ リ コ シ ル 化 部 位 の ア ミ ノ 酸 を 突 然 変 異 さ せ
る こ と に よ る ） 、 お よ び ／ ま た は 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 修 飾 、 あ る い は エ リ ス ロ ポ
エ チ ン と そ の 受 容 体 と の 相 互 作 用 を 妨 げ る 他 の 構 造 の 付 加 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 形 態 の
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 は 本 発 明 に 完 全 に 包 含 さ れ る 。 糖 鎖 の 末 端 に 付 い て
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い る シ ア ル 酸 は 、 シ ア ル 酸 を 糖 鎖 に 結 び 付 け て い る 化 学 結 合 に 応 じ て 、 特 定 の シ ア リ ダ ー
ゼ に よ っ て 除 去 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 構 造 は 、 特 定 の 結 合 で
切 断 す る 他 の 酵 素 を 用 い る こ と に よ っ て 様 々 な 方 法 で 取 り 除 く こ と が で き る 。 好 適 な 実 施
形 態 に お い て 、 本 発 明 の 非 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 性 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 半 減 期 は
、 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 半 減 期 か ら 約 90％ だ け 短 縮 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ れ ら の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 の 幾 つ か は 、 そ れ に も か か わ ら ず 、 他 の 組
織 ま た は 器 官 に お い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン そ れ 自 体 の 作 用 を 模 倣 す る 。 例 え ば 、 天 然 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン の 31位 ～ 47位 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 17-merは 、 赤 血 球 生 成 に つ い て 不 活 性 で あ
る が 、 in vitroで 神 経 細 胞 に 対 し て は 十 分 に 活 性 で あ る （ Campana & O'Brien, 1998: Int
. J. Mol. Med. 1:235-41） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 用 途 に 望 ま し い 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 誘 導 体 分
子 は 、 グ ア ニ ジ ン 化 、 ア ミ ジ ン 化 、 カ ル バ ミ ル 化 （ カ ル バ モ イ ル 化 ） 、 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ
ル 化 、 ア セ チ ル 化 も し く は ス ク シ ニ ル 化 な ど の ア シ ル 化 、 ニ ト ロ 化 、 ま た は ア ル ギ ニ ン 、
ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 リ シ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン も し く は シ ス テ イ ン
残 基 の 修 飾 、 あ る い は カ ル ボ キ シ ル 基 の 修 飾 に よ っ て 、 特 に 例 え ば 限 定 的 な タ ン パ ク 質 加
水 分 解 、 ア ミ ノ 基 の 除 去 、 お よ び /ま た は 分 子 生 物 学 的 技 法 に よ る ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 、
チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン も し く は シ ス テ イ ン 残 基 の 突 然 変 異 的 置 換 に よ っ て 作 製 す る こ
と が で き 、 そ れ に よ り 、 特 定 の 器 官 お よ び 組 織 に 対 し て 十 分 な レ ベ ル の 活 性 を 維 持 す る が
、 他 の も の （ 例 え ば 、 赤 血 球 ） に 対 し て は 活 性 を も た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン
パ ク 質 ま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 生 成 さ れ る （ 例 え ば 、 Satakeら ； 1990, Bi
ochim. Biophys. Acta 1038: 125-9； そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 含 め る も の と す
る ） 。 以 下 に 記 載 す る よ う な １ つ の 非 限 定 的 な 例 は 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル の よ う な グ
リ オ キ サ ー ル と の 反 応 に よ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ル ギ ニ ン 残 基 の 修 飾 で あ る （ Takahash
i, 1977, J. Biochem. 81:395-402の プ ロ ト コ ー ル に 従 う ） 。 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 こ
の よ う な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 神 経 栄 養 効 果 を 完 全 に
保 持 し て い る 。 こ の よ う な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 様
々 な 用 途 お よ び 組 成 物 の た め に 完 全 に 包 含 さ れ る 。 さ ら に 、 こ う し た 化 学 的 修 飾 は さ ら に
、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 保 護 作 用 を 増 強 す る た め 、 ま た は 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン の ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 か ら 生 じ る 該 分 子 の 電 荷 の 変 化 を 中 和 す る た め に も 使 用 さ れ る 。 か
か る 修 飾 は 係 属 中 の 特 許 出 願 番 号 PCT/US01/49479（ 2001年 12月 28日 出 願 ） 、 第 09/753,132
号 （ 2000年 12月 29日 出 願 ） 、 お よ び 代 理 人 フ ァ イ ル 番 号 KW00-009C02-US（ 2002年 7月 3日 出
願 ） に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら の 全 て を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 含 め る も の と す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 合 成 お よ び 組 換 え 分 子 、 例 え ば 脳 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び 腎 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 組 換 え
哺 乳 動 物 形 態 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 な ら び に そ の 天 然 の 、 腫 瘍 由 来 の 、 お よ び 組 換 え の ア
イ ソ フ ォ ー ム （ 例 え ば 、 組 換 え 的 に 発 現 さ せ た 分 子 お よ び 相 同 的 組 換 え に よ り 調 製 さ れ た
も の ） が 本 明 細 書 中 に お い て 提 供 さ れ る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 に 結
合 す る ペ プ チ ド を 含 む 分 子 、 な ら び に エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 構 造 的 お よ び /ま た は 生 物 学 的
特 性 の 一 部 ま た は 全 部 を 保 有 す る 組 換 え 構 築 物 ま た は 他 の 分 子 （ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 断 片
お よ び 多 量 体 を 含 む ） を 包 含 す る 。 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 数 が 増 加 も し く は 減 少 し た エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 本 明 細 書 中 に
含 ま れ る 。 上 記 の よ う に 、 「 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 」 お よ び 「 模 擬 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細
書 中 に お い て 、 応 答 性 細 胞 を 保 護 お よ び 増 強 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分 子 お よ び 内 皮 細
胞 関 門 を 通 過 す る こ と が で き る 分 子 を 指 す た め に 、 相 互 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 。 さ ら に 、
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に よ っ て 産 生 さ れ る 分 子 も 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。 本 明 細 書 中
に 包 含 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
受 容 体 と 相 互 作 用 す る 能 力 、 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 を 調 節 す る も し く は エ リ
ス ロ ポ エ チ ン に よ り 活 性 化 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 活 性 化 す る 能 力 以 外 は 、 構 造
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的 に ま た は 他 の 様 式 で エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 必 ず し も 似 て い る 必 要 は な い こ と に 留 意 さ れ た
い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 非 限 定 的 な 例 と し て 、 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 形 態 に は
以 下 の も の が 含 ま れ る ： 米 国 特 許 第 5,457,089号 お よ び 米 国 特 許 第 4,835,260号 に 記 載 さ れ
る カ ル ボ キ シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 が 改 変 さ れ た も の ； 米 国 特 許 第 5,856,298号 に 記 載 さ れ る よ
う な 、 １ 分 子 あ た り 様 々 な 数 の シ ア ル 酸 残 基 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア イ ソ フ ォ ー ム お
よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ； 米 国 特 許 第 4,703,008号 に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ； 米
国 特 許 第 5,767,078号 に 記 載 さ れ る ア ゴ ニ ス ト ； 米 国 特 許 第 5,773,569号 お よ び 第 5,830,85
1号 に 記 載 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 に 結 合 す る ペ プ チ ド ； 米 国 特 許 第 5,835,382号 に
記 載 さ れ る よ う な 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 を 活 性 化 す る 小 分 子 模 擬 体 ； な ら び に WO 950
5465、 WO 9718318、 お よ び WO 9818926に 記 載 さ れ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 類 似 体 。 上 記 引 用 文
献 の 全 て は 、 こ の よ う な 開 示 内 容 が 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 様 々 な 代
替 形 態 ま た は こ の よ う な 形 態 を 調 製 す る 方 法 の 参 考 と な る 程 度 に 、 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま
れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 例 え ば PROCRIT（ Ortho Biotech Inc., Raritan, NJ） お よ び EPOG
EN（ Amgen, Inc., Thousand Oaks, CA） と い う 商 標 名 で 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ EPO） お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン 様 分 子 の 活 性 （ 単 位 ： unit） は 、 伝
統 的 に は 、 げ っ 歯 類 モ デ ル に お い て （ お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 国 際 標 準 品 に よ っ て 誘 導
さ れ る ） 赤 血 球 産 生 を 刺 激 す る そ の 効 力 に 基 づ い て 定 義 さ れ る 。 通 常 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン
（ 分 子 量 お よ そ 30,000～ 34,000） の 1 unit（ U） は 、 タ ン パ ク 質 約 8ngで あ る （ タ ン パ ク 質
1mgは お よ そ 125,000 Uで あ る ） 。 し か し 、 赤 血 球 産 生 に 対 す る 効 果 は 、 本 明 細 書 に お い て
は 所 望 の 活 性 に 付 随 す る も の で あ り 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 幾 つ か に
つ い て の 検 出 可 能 な 特 性 で あ る 必 要 も な い た め 、 赤 血 球 産 生 に 基 づ く 活 性 の 定 義 は 適 切 で
な い 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 中 で 用 い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 関 連 分
子 の 活 性 単 位 は 、 神 経 ま た は 他 の 応 答 性 細 胞 系 に お い て WHO国 際 標 準 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に
よ り 誘 発 さ れ る 活 性 と 同 じ 活 性 を 同 じ 細 胞 系 で 誘 発 す る の に 必 要 な タ ン パ ク 質 の 量 と し て
定 義 さ れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 中 に 示 さ れ る ガ イ ダ ン ス に 従 っ て 、 非 赤 血 球 産 生
性 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン ま た は 関 連 分 子 の 単 位 を 簡 単 に 決 定 す る こ と が で き る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 6.3項 に 記 載 さ れ た エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る そ れ ら の タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む が 、
そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 は 6.3項 に 記 載 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 産 物 と 機 能
的 に 同 等 な 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 こ の よ う な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 産 物 は 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 内 で エ リ ス ロ ポ エ チ ン ア ミ ノ 酸
残 基 の １ つ 以 上 の 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 を 含 み う る が 、 そ れ は 結 果 と し て サ イ レ ン ト 変 化
を 生 じ 、 従 っ て 機 能 的 に 同 等 な エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 産 物 を 産 生 し う る 。 ア ミ ノ 酸 置 換
は 、 関 連 す る 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 お よ び /ま た は 両 親 媒 性 の 類 似
性 に 基 づ い て 行 わ れ う る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 個 別 の 点 突 然 変
異 ま た は ト ラ ン ケ ー シ ョ ン な ど の 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 型 の 生 物 学 的 細 胞 保 護 活 性 を 保 持 し て
い る が 、 天 然 型 の タ ン パ ク 質 の 赤 血 球 産 生 作 用 の う ち の １ つ 以 上 を 欠 失 し て い る 。 従 っ て
、 限 定 さ れ た 機 能 の 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 添 加 に よ っ て 、 特 定 の 生 物 学 的 効 果 を 誘 導 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
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　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 構 造 の 改 変 は 、 効 力 、 安 定 性 、 ま
た は （ 例 え ば 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 パ タ ー ン を 改 変 す る ） 翻 訳 後 修 飾 を 向 上 さ
せ る よ う な 目 的 で あ り 得 る 。 こ の よ う な 改 変 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異
タ ン パ ク 質 は 、 天 然 型 の タ ン パ ク 質 の 細 胞 保 護 活 性 の う ち 少 な く と も １ つ を 保 持 す る よ う
に 設 計 さ れ た 場 合 、 ま た は そ の 特 異 的 な ア ン タ ゴ ニ ス ト を 生 じ る よ う に 設 計 さ れ た 場 合 、
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 機 能 的 同 等 物 と 考 え ら れ る 。 こ の よ
う な 改 変 し た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 置
換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 に よ っ て 作 製 で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 例 え ば 、 ロ イ シ ン の イ ソ ロ イ シ ン も し く は バ リ ン に よ る 単 一 置 換 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 の グ
ル タ ミ ン 酸 に よ る 単 一 置 換 、 ト レ オ ニ ン の セ リ ン に よ る 単 一 置 換 、 ま た は 構 造 的 に 関 連 し
た ア ミ ノ 酸 に よ る ア ミ ノ 酸 の 同 様 な 置 換 （ す な わ ち 、 立 体 構 造 お よ び /ま た は 荷 電 の 等 し
い 突 然 変 異 ） が 、 結 果 と し て 生 じ る 分 子 の 生 物 学 的 活 性 に 大 き な 影 響 を 与 え な い で あ ろ う
と 予 測 す る こ と は 妥 当 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 が 、 結 果 と し
て 機 能 的 な ホ モ ロ グ を 生 じ る か 、 ま た は 非 機 能 的 な ホ モ ロ グ （ す な わ ち 非 変 異 型 サ イ ト カ
イ ン の 活 性 の う ち の １ つ 以 上 を 欠 失 し て い る ） を 生 じ る か は 、 野 生 型 サ イ ト カ イ ン と 同 様
の 方 法 で 細 胞 の 応 答 を 引 き 起 こ す 、 ま た は こ の よ う な 応 答 を 競 合 的 に 阻 害 す る 、 改 変 型 突
然 変 異 タ ン パ ク 質 の 能 力 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 決 定 で き る 。 2以 上 の 置 換 が 起
こ っ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 同 様 の 方 法 で 容 易 に 試 験 で
き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 改 変 さ れ た 機 能 を 示 す 本 発 明 の 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 望 ま し い 活 性 ま た は そ の 欠 如 に
つ い て 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 突 然 変 異 体 、 例 え ば ト ラ ン ケ ー ト 型 突
然 変 異 体 を コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー か ら ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 で き
る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 変 異 体 の 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー は 核 酸 レ ベ ル で の コ ン ビ ナ ト リ ア ル
突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 作 製 さ れ 、 多 様 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 変 異
体 の 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 核 酸 配 列 に 酵 素
的 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 作 製 で き 、 縮 重 し た セ ッ ト の 潜 在 的 な タ ン パ ク 質 配
列 は 、 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 あ る い は （ 例 え ば フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー の た め に ） よ
り 大 き な 融 合 タ ン パ ク 質 の セ ッ ト と し て 発 現 可 能 と な る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 潜 在 的 な 変 異 型 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た
め に 使 用 で き る 様 々 な 方 法 が あ る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 方 法 は 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 で あ る （ 例 え ば  Narang, 1983, Tetrahedron 39:3; Itakuraら 、 1984, Annu
. Rev. Biochem. 53:323; Itakuraら 、 1984, Science 198: 1056; Ikeら 、 1983, Nucleic
 Acid Res. 11:477を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の コ ー ド 配 列 断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 突
然 変 異 タ ン パ ク 質 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び そ れ に 続 く 選 択 の た め の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン の 多 様 な 集 団 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 コ ー ド 配 列 断 片 の ラ イ ブ
ラ リ ー は 、 対 象 の コ ー ド 配 列 の 二 本 鎖 PCR断 片 を 、 ニ ッ キ ン グ が １ 分 子 あ た り 約 １ 回 し か
起 こ ら な い 条 件 下 で ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 処 理 し 、 二 本 鎖 DNAを 変 性 さ せ 、 DNAを 再 生 さ せ
て 異 な る ニ ッ ク 導 入 産 物 由 来 の セ ン ス /ア ン チ セ ン ス 対 を 含 み 得 る 二 本 鎖 DNAを 形 成 し 、 S1
ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ り 再 形 成 さ れ た 二 本 鎖 か ら 一 本 鎖 部 分 を 除 去 し 、 結 果 と
し て 生 じ た 断 片 ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 作 製 さ
れ 得 る 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 対 象 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の
様 々 な サ イ ズ の N末 端 お よ び 内 部 の 断 片 を コ ー ド す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 誘 導 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 点 突 然 変 異 ま た は ト ラ ン ケ ー シ ョ ン に よ っ て 作 製 さ れ た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー
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の 遺 伝 子 産 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 な ら び に 、 選 択 さ れ た 特 性 を 有 す る 遺 伝 子 産 物
に つ い て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 い く つ か の 技 術 が 当 技 術 分 野 に
お い て 知 ら れ て い る 。 膨 大 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 ハ イ ス ル ー
プ ッ ト 解 析 が で き る 最 も 広 範 に 使 用 さ れ て い る 技 術 は 、 一 般 的 に 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を
複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 、 そ の 結 果 生 じ る ベ ク タ ー ラ イ ブ ラ リ ー
に よ っ て 適 切 な 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と 、 お よ び 、 所 望 の 活 性 の 検 出 が 、 遺 伝 子 （ そ の 産
物 が 検 出 さ れ る ） を コ ー ド し て い る ベ ク タ ー の 単 離 を 容 易 に す る 条 件 下 に お い て コ ン ビ ナ
ト リ ア ル 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 Recursive ensemble mutagenesis（ REM） と い
う 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 機 能 的 な 突 然 変 異 体 の 頻 度 を 向 上 さ せ る 技 術 は 、 本 発 明 の 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ と 組
み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る （ Arkinお よ び Yourvan, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 89:7811-7815; Delgraveら 、 1993, Protein Engineering 6 (3):327-331） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 コ ー ド さ れ る 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン に １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 付 加 ま た は 欠 失 が 導 入 さ れ る よ う に 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 付 加 ま た は 欠 失 を 導 入 す る
こ と に よ っ て 作 製 で き る 。 突 然 変 異 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 お よ び PCRを 介 し た 突 然
変 異 誘 発 な ど の 、 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 導 入 で き る 。 簡 潔 に は 、 変 化 さ せ る べ き ア ミ ノ 酸
の ト リ ヌ ク レ オ チ ド コ ド ン を 削 除 し 、 含 ま れ る べ き ア ミ ノ 酸 の ト リ ヌ ク レ オ チ ド コ ド ン と
そ れ を 置 換 す る よ う に 、 PCRプ ラ イ マ ー を 設 計 す る 。 こ の プ ラ イ マ ー を 対 象 の 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド し て い る DNAの PCR増 幅 に 使 用 す る 。 そ の 後 こ の 断 片 を 単 離 し
、 対 象 の 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド し て い る 完 全 長 cDNAに 挿 入 し 、 組 換 え 技 術 に よ り
発 現 さ せ る 。 結 果 と し て 生 じ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 今 や ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 ん
で い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 行
わ れ 得 る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 両 方 を 行 っ て も よ い 。 保 存
的 置 換 は 、 そ れ ら の 側 鎖 が 関 連 し て い る ア ミ ノ 酸 の フ ァ ミ リ ー 内 で 起 こ る も の で あ る 。 遺
伝 学 的 に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 は ４ つ の フ ァ ミ リ ー 、 す な わ ち 、 (1)酸 性 ア ミ ノ 酸 ＝ ア ス
パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 （ 2） 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 ＝ リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、
（ 3） 非 極 性 ア ミ ノ 酸 ＝ ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 お よ び （ 4） 極 性 非 荷 電 ア ミ ノ 酸 ＝ グ リ シ ン
、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン に 分 類 で き る
。 同 様 に 、 ア ミ ノ 酸 レ パ ー ト リ ー は （ 1） 酸 性 ア ミ ノ 酸 ＝ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸
、 （ 2） 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 ＝ リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 （ 3） 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 ＝ グ リ
シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 こ こ で セ リ ン
お よ び ト レ オ ニ ン は 場 合 に よ り 脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 と し て 別 に 分 類 さ れ て も よ い 、
（ 4） 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 ＝ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 （ 5） ア ミ ド ア ミ
ノ 酸 ＝ ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 な ら び に （ 6） 含 硫 ア ミ ノ 酸 ＝ シ ス テ イ ン お よ び メ チ
オ ニ ン と し て 分 類 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Biochemistry, 第 ４ 版 、 L. Stryer編 、 HW Freeman 
and Co.: 1995を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 あ る い は ま た 、 突 然 変 異 は 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 な ど に よ っ て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン の コ ー ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 に 沿 っ て 無 作 為 に 導 入 で き 、 結 果 と し て 生 じ る 突 然
変 異 体 は 活 性 を 保 持 す る 突 然 変 異 体 を 同 定 す る た め に 生 物 学 的 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ さ れ 得 る 。 突 然 変 異 誘 発 に 続 い て 、 コ ー ド し た タ ン パ ク 質 を 組 換 え 技 術 に よ り 発 現 さ せ
る こ と が で き 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 活 性 が 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 有 用 な 上 述 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 改 変 に 加 え て 、 以 下 の 議 論 は 本 発 明
の 様 々 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 拡 大 す る 。 上 述 の Elliottら お よ び Wenら に 記 載
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さ れ る よ う に 、 以 下 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 目 的
の た め に 有 用 で あ り 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 の た め の 医 薬 組 成 物 に 提 供 さ れ う る 。 本 明
細 書 を 通 じ て 用 い ら れ る 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 命 名 法 で は 、 変 化 し た ア ミ ノ 酸 は 、 最 初 に
天 然 の ア ミ ノ 酸 の 一 文 字 表 記 、 続 い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 で の そ の 位 置 、 続 い て 置 換
ア ミ ノ 酸 の 一 文 字 表 記 で 表 さ れ る 。 例 え ば 、 「 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン S100E」 ま た は 「
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン S100E」 は 、 ア ミ ノ 酸 100に お い て セ リ ン が グ ル タ ミ ン 酸 に
変 化 し た ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 を 指 す 。 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な こ の よ う な 突 然 変 異
タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も １ 個 の 以 下 の ア ミ ノ 酸 変 化 を 有 す る ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を
含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 す な わ ち 、
I6A, C7A, C7S, 
R10I, V11S, L12A, E13A, R14A, R14E, R14Q, Y15A, Y15F, Y15I, 
K20E, K20A, 
E21A, 
N24K, C29S, C29Y, A30N, H32T, 
C33S, C33Y, N38K, N83K, 
P42N, 
P42A, D43A, T44I, K45D, K45A, V46A, N47A, F48I, F48A, Y49A, Y49S, 44-49欠 失 、
W51F, W51N, K52A, 
Q59N, 
E62T, 
L67S, 
L70A, 
D96R, K97A
S100R, S100E, S100A, S100T, G101A, G101I, L102A, R103A, R103E, S104A, S104I, 
L105A, T106A, T106I, T107A, T107L, L108K, L108A, L108S, 
K116A, 
S126A, 
T132A, 
I133A, T134A, 
K140A, 
F142I, 
R143A, 
S146A, N147K, N147A, F148Y, P148A, L149A, R150A, R150E, G151A, 
K152A, K152W, 
L153A, 
K154A, 
L155A, G158A, 
C160S, C161A, ま た は R162Aで あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 １ 個 以 上 の 上 記 の 置 換 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 別 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 １ つ の
上 記 の 置 換 ま た は そ の 組 合 せ を 含 む 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 、 医 薬 組 成 物 、 使 用 お
よ び 治 療 方 法 は 、 １ 個 以 上 の 以 下 の 置 換 、 す な わ ち 、 I6A, C7A, K20A, P42A, D43A, K45D
, K45A, F48A, Y49A, K52A, K49A, S100E, R103A, K116A, T132A, I133A, K140A, N147K,
 N147A, R150A, R150E, G151A, K152A, K154A, G158A, C161A, ま た は R162Aを 含 ま な い と
い う 条 件 で 、 １ 個 以 上 の 上 記 の 置 換 を 含 む 。 本 発 明 の 関 連 し た 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 、 医 薬 組 成 物 、 使 用 お よ び 治 療 方 法 は 、 以 下 の 置 換 の 組 合 せ
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の い ず れ か 、 す な わ ち 、 N24K/N38K/N83Kま た は A30N/H32Tを 含 ま な い と い う 条 件 で 、 １ 個
以 上 の 上 記 の 置 換 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に ２ 個 以 上 の 上 記 の ア ミ ノ 酸
変 化 が 組 み 合 わ さ れ 得 る 。 こ の よ う な 組 合 せ の 例 は 、 K45D/S100E, A30N/H32T, K45D/R150
E, R103E/L108S, K140A/K52A, K140A/K52A/K45A, K97A/K152A, K97A/K152A/K45A, K97A/K
152A/K45A/K52A, K97A/K152A/K45A/K52A/K140A, K97A/K152A/K45A/K52A/K140A/K154A, N2
4K/N38K/N83K, お よ び N24K/Y15Aを 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は
、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は １ 個 以 上 の 上 記 の 多 重 置
換 を 含 ま な い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ
ン パ ク 質 を 含 有 す る 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 １ 個 以 上 の 上 記 の 多 重 置 換 を 含 ま な い 。 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 利 用 す る
本 発 明 の 使 用 お よ び 治 療 方 法 は 、 １ 個 以 上 の 上 記 の 多 重 置 換 を 含 ま な い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 特 定 の 改 変 ま た は 改 変 の 組 合 せ は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 柔 軟 性 に 影
響 を 及 ぼ す こ と が で き 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン も し く は エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 第 二 の 受 容 体 な ど の 、 受 容 体 へ の 結 合 に 影 響 を
及 ぼ す 。 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 に 有 用 な こ の よ う な 改 変 ま た は そ の 組 合 せ の 例 は 、 K1
52W, R14A/Y15A, I6A, C7A, D43A, P42A, F48A, Y49A, T132A, I133A, T134A, N147A, P1
48A, R150A, G151A, G158A, C161A, お よ び R162Aを 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 対 応
す る 突 然 変 異 は ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン で は 有 害 で あ る こ と が 知 ら れ て い る （ Wellsら ） 。 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は １ 個 以 上
の 上 記 の 置 換 を 含 ま な い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 １ 個 以 上 の 上 記 の 置 換 を 含 ま な い
。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 利
用 す る 本 発 明 の 使 用 お よ び 治 療 方 法 は 、 １ 個 以 上 の 上 記 の 置 換 を 含 ま な い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 上 記 ア ミ ノ 酸 の 改 変 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も
シ ア ル 酸 成 分 を も た な い （ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る ） も
の で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質
は 、 ヒ ト ・ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12ま た は 13
個 の シ ア ル 酸 残 基 を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 こ れ は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
を シ ア リ ダ ー ゼ で 、 例 え ば ProZyme Inc.（ San Leandro, California） 製 の シ ア リ ダ ー ゼ A
に 関 す る 製 造 業 者 の パ ッ ケ ー ジ ン グ に 記 載 さ れ る よ う に 、 脱 シ ア リ ル 化 す る こ と に よ っ て
調 製 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 PROZYME（ 登 録 商 標 ） GLYCOPRO（ 登 録 商 標 ） 配 列 解
析 グ レ ー ド の シ ア リ ダ ー ゼ A（ 商 標 ） （ N-ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 グ リ コ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 EC 
3.2.1.18） を 用 い て 、 複 合 炭 水 化 物 お よ び 糖 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） か
ら 全 て の 非 還 元 末 端 シ ア ル 酸 残 基 を 切 断 す る 。 こ れ は （ 内 部 残 基 に 結 合 し た ） 分 岐 シ ア ル
酸 を も 切 断 す る 。 シ ア リ ダ ー ゼ Aは 、 ア ル ト ロ バ ク タ ー ・ ウ レ ア フ ァ シ エ ン ス （ Arthrobac
ter ureafaciens） の ク ロ ー ン か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 グ リ コ ペ プ チ ド の シ ア リ ル 化 の 非 限 定 的 な 例 は 、 米 国 特 許 出 願 第 US 2003/0040037号 に
記 載 さ れ て お り 、 こ れ は 哺 乳 動 物 ま た は 細 菌 の シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 用 い て シ ア
リ ル 化 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 シ ア リ ル 化 方 法 お よ び 糖 タ ン パ ク 質 の シ ア リ ル 化 パ タ ー
ン の 改 変 に つ い て の 別 の 非 限 定 的 な 例 は 、 米 国 特 許 出 願 第 US 2002/0160460 A1号 お よ び 米
国 特 許 第 6,399,336 B1号 に 見 出 せ る 。 そ こ に は 、 組 換 え 糖 タ ン パ ク 質 を シ ア リ ル 化 す る た
め の in vitro方 法 が 開 示 さ れ て お り 、 そ の 場 合 に は シ ア ル 酸 ド ナ ー 成 分 が ガ ラ ク ト ー ス ま
た は N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン ア ク セ プ タ ー 成 分 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 と 組 み 合 わ さ れ る
。 こ の よ う な 方 法 で は 、 ア ク セ プ タ ー お よ び ド ナ ー と 組 み 合 わ さ れ た シ ア リ ル ト ラ ン ス フ
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ェ ラ ー ゼ が シ ア ル 酸 を サ ッ カ ラ イ ド に 結 合 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も N結 合 型 糖 鎖 の 数 が 減 少 し た も
の で あ り う る 。 N結 合 型 糖 鎖 を 除 去 す る た め に は 、 例 え ば 、 Hermentinら （ 1996, Glycobio
logy 6(2): 217-30） に よ り 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を
ヒ ド ラ ジ ン で 処 理 す る 。 上 記 の よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 3つ の N結 合 型 糖 鎖 成 分 を も つ
。 本 発 明 は 、 2つ も し く は 1つ の N結 合 型 糖 鎖 を 持 つ ま た は 1つ も 持 た な い エ リ ス ロ ポ エ チ ン
を 包 含 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 該 サ イ ト カ イ ン を 少 な く と も １ 種 の グ リ コ
シ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ り 少 な く と も 糖 鎖 の 含 有 量 を 低 下 さ せ た も の で あ り う る 。 例
え ば 、 Chenお よ び Evangelista, 1998, Electrophoresis 19(15): 2639-44の 手 法 に 従 っ て
も よ い 。 さ ら に 、 O結 合 型 糖 鎖 の 除 去 は 、 Hokkeら , 1995, Eur. J. Biochem. 228(3):981-
1008に 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 の 糖 鎖 部 分 は 、 組 換 え 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異
タ ン パ ク 質 を 非 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 少 な く と も 非 哺 乳 動 物 の グ リ コ
シ ル 化 パ タ ー ン を 有 し て い て も よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン は 昆 虫 ま た は 植 物 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発
現 系 を 用 い た 昆 虫 細 胞 内 で の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 発 現 は 、 Quelleら , 1989, 
Blood 74(2):652-657に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 他 の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,637,477号 に
記 載 さ れ て い る 。 植 物 細 胞 系 で の 発 現 は 、 Matsumotoら , 1993, Biosci., Biotech. Bioch
em. 57(8): 1249-1252の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 細 菌 内 で 発 現 さ せ る
と 、 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 得 ら れ る 。 こ れ ら は 単 に 、 本
発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 製 造 に 有 用 な 方 法 の 例 で あ り 、 限 定 的 な も の で は
な い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 改 変 方 法 の 非 限 定 的 な 例 は 、 米 国 特 許 出 願 US 2003/0040037 A1
お よ び 米 国 特 許 出 願 US 2003/0003529 A1に 記 載 さ れ る フ コ シ ル 化 を 用 い る こ と で あ る 。 そ
こ に は 、 グ リ コ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 改 変 す る 方 法 と し て 、 フ コ シ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ の た め の ア ク セ プ タ ー 成 分 を 有 す る グ リ コ ペ プ チ ド を 、 フ コ ー ス ド ナ ー 成 分
を 有 す る 反 応 混 合 物 と 接 触 さ せ る こ と に よ り グ リ コ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 改
変 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 組 換 え グ リ コ ペ プ チ ド を 用 い て グ リ コ シ ル 化 パ タ ー
ン を 改 変 す る 方 法 も 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も １ つ 以 上 の 酸 化 さ れ た 糖 鎖 （ 化
学 的 に 還 元 す る こ と も で き る ） を 有 す る も の で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン は 、 過 ヨ ウ 素 酸 塩 に よ り 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 で あ
っ て も よ い 。 こ の 過 ヨ ウ 素 酸 塩 に よ り 酸 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は
ま た 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム や シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム な ど の ホ ウ 水 素 化 物 で 化
学 的 に 還 元 す る こ と が で き る 。 過 ヨ ウ 素 酸 塩 に よ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質
の 酸 化 は 、 例 え ば 、 Linsleyら , 1994, Anal. Biochem. 219(2):207-17に 記 載 さ れ た 方 法
に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 過 ヨ ウ 素 酸 塩 に よ る 酸 化 の 後 の 化 学 的 還 元 は 、 Tonilli
お よ び Meints, 1978, J. Supramol. Struct. 8(1):67-78の 方 法 に 従 っ て 実 施 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 天 然 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 対 す る 上 記 お よ び 下 記 の ア ミ ノ 酸 の 修 飾 の い く つ か は 、 天 然 分
子 の 化 学 的 修 飾 の た め の 特 定 の 標 的 ア ミ ノ 酸 が 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を
生 成 す る た め に す で に 改 変 さ れ て い る た め 、 可 能 で な い こ と が あ る こ と に 留 意 す べ き で あ
る 。 も ち ろ ん 、 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 そ れ 自 体 を 化 学 的 修 飾 に 供 し て も よ く 、 本 発 明 は そ の
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よ う な 分 子 を す べ て 包 含 す る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
の 利 用 可 能 な ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び そ れ に 対 し て 利 用 可 能 な 修 飾 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で
き よ う 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 上 記 用 途 の た め の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た
ア ル ギ ニ ン 残 基 を も つ こ と が で き る 。 例 え ば 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 1つ 以
上 の ア ル ギ ニ ン 残 基 上 に R-グ リ オ キ サ ー ル 成 分 （ こ こ で 、 Rは ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル
、 低 級 ア ル キ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ も し く は シ ク ロ ア ル キ ル 基 、 ま た は α -デ オ キ シ グ リ シ
ト リ ル 基 で あ り う る ） を 含 む も の で あ っ て よ い 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 低 級 「 ア ル キ ル 」 と
い う 用 語 は 、 直 鎖 状 も し く は 分 岐 鎖 状 の 飽 和 脂 肪 族 炭 化 水 素 基 （ 好 ま し く は 1～ 6個 の 炭 素
原 子 を 含 む も の ） を 意 味 す る 。 こ の よ う な 基 の 代 表 的 な も の と し て は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、
イ ソ プ ロ ピ ル 、 イ ソ ブ チ ル 、 ブ チ ル 、 ペ ン チ ル 、 ヘ キ シ ル な ど が 挙 げ ら れ る 。 「 ア ル コ キ
シ 」 と い う 用 語 は 、 該 分 子 の 残 り の 部 分 に 酸 素 に よ っ て 結 合 さ れ た 上 記 定 義 の 低 級 ア ル キ
ル 基 を 意 味 す る 。 ア ル コ キ シ の 例 と し て は 、 メ ト キ シ 、 エ ト キ シ 、 プ ロ ポ キ シ 、 イ ソ プ ロ
ポ キ シ な ど が 挙 げ ら れ る 。 「 シ ク ロ ア ル キ ル 」 と い う 用 語 は 、 3個 ～ 約 8個 の 炭 素 を 有 す る
環 状 ア ル キ ル 基 （ 例 え ば 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル 、 シ ク ロ ブ チ ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル な ど を 含 む ）
を 指 す 。 ア リ ー ル と い う 用 語 は 、 フ ェ ニ ル 基 お よ び ナ フ チ ル 基 を 指 す 。 ヘ テ ロ ア リ ー ル と
い う 用 語 は 、 酸 素 、 窒 素 お よ び 硫 黄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1～ 3個 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む
4～ 10員 の 複 素 環 式 基 を 指 す 。 例 と し て は 、 イ ソ キ サ ゾ リ ル 、 フ ェ ニ ル イ ソ キ サ ゾ リ ル 、
フ リ ル 、 ピ リ ミ ジ ニ ル 、 キ ノ リ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ キ ノ リ ル 、 ピ リ ジ ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ル 、 ピ
ロ リ ジ ニ ル 、 1,2,4-ト リ ア ゾ リ ル 、 チ ア ゾ リ ル 、 チ エ ニ ル な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 R基 は 、 例 え ば 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン の 2,3,4-ト リ ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 基
と し て 置 換 さ れ て い て も よ い 。 R-グ リ オ キ サ ー ル 化 合 物 の 典 型 的 な 例 は 、 グ リ オ キ サ ー ル
、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン 、 お よ び フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル で あ る
。 好 適 な R-グ リ オ キ サ ー ル 化 合 物 は 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル ま た は フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー
ル で あ る 。 こ の よ う な 修 飾 方 法 の 例 は 、 Werberら , 1975, Isr. J. Med. Sci. 11(11); 11
69-70（ フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル を 用 い る も の ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 更 な る 例 に お い て 、 少 な く と も １ つ の ア ル ギ ニ ン 残 基 は 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン ま た は シ ク
ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン な ど の ビ シ ナ ル ジ ケ ト ン と の 反 応 （ 好 ま し く は 、 約 50mmolの ホ ウ 酸 塩 緩
衝 液 （ pH8～ 9） 中 で の 反 応 ） に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 2,3-ブ タ ン ジ オ ン を 用 い た 後
者 の 修 飾 を 行 う た め の 手 法 は 、 Riordan, 1973, Biochemistry 12(20):3915-3923に 従 っ て
行 う こ と が で き る 。 ま た 、 シ ク ロ ヘ キ サ ノ ン を 用 い た 手 法 は 、 Patthyら , 1975, J. Biol.
 Chem 250(2):565-9に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も １ つ 以 上 の 修 飾 さ れ た リ シ ン 残
基 を 含 む も の 、 も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 の N末 端 ア ミ ノ 基 が 修 飾 さ れ た も の で あ っ
て も よ く 、 こ の よ う な 修 飾 と し て は 、 リ シ ン 残 基 を ア ミ ノ 基 修 飾 剤 と 反 応 さ せ て 得 ら れ る
も の が あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 リ シ ン 残 基 は 、 グ リ オ キ サ ー ル 誘 導 体 と の 反 応 （ 例
え ば グ リ オ キ サ ー ル 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル ま た は 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン と の 反 応 ） に よ
っ て 修 飾 し 、 α -カ ル ボ キ シ ア ル キ ル 誘 導 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 例 と し て は 、 Glomb
お よ び Monnier, 1995, J. Biol. Chem. 270(17): 10017-26に 記 載 さ れ る よ う な 、 グ リ オ
キ サ ー ル と の 反 応 に よ り カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ ン を 形 成 さ せ る も の 、 ま た は 、 Degenhardt
ら , 1998, Cell. Mol. Biol. (Noisy-le-grand)44(7):1139-45に 記 載 さ れ る よ う な 、 メ チ
ル グ リ オ キ サ ー ル と の 反 応 に よ り （ 1-カ ル ボ キ シ エ チ ル ） リ シ ン を 形 成 さ せ る も の が 挙 げ
ら れ る 。 修 飾 さ れ た リ シ ン 残 基 を さ ら に 化 学 的 に 還 元 し て も よ い 。 例 え ば 、 リ シ ン 基 を 介
し て 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を ビ オ チ ン 化 し て も よ い 。 こ の 場 合 に は 、 D-ビ オ チ ノ
イ ル -ε -ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル を エ リ ス ロ ポ エ チ ン と
反 応 さ せ た 後 、 セ ン ト リ コ ン （ Centricon） 10カ ラ ム で の ゲ ル 濾 過 に よ り 未 反 応 ビ オ チ ン
を 除 去 す る （ Wojchowskiお よ び Caslake, 1989, Blood 74(3):952-8に 記 載 さ れ る ） 。 上 記
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論 文 に お い て 、 著 者 ら は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ビ オ チ ン 化 す る の に 3つ の 異 な る 方 法 を 使
用 し て お り 、 こ れ ら の 方 法 は ど れ も 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 用 途 の た め の エ リ ス ロ ポ エ チ ン
類 を 調 製 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン は 、 （ 1） シ ア ル 酸 成 分 、 （ 2） カ ル ボ
キ シ レ ー ト 基 、 ま た は （ 3） ア ミ ノ 基 に 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 他 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 リ シ ン を ア ル デ ヒ ド ま た は 還 元 糖 と 反 応 さ せ て イ ミ ン を 形 成
さ せ 、 こ の イ ミ ン を 、 シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 等 を 用 い た 還 元 に よ り 安 定 化 さ せ て
、 グ ル シ ト リ ル リ シ ン の よ う な N-ア ル キ ル 化 リ シ ン を 形 成 し て も よ い し 、 ま た は 還 元 糖 を
用 い る 場 合 は 、 該 イ ミ ン を ア マ ド リ (Amadori)転 移 ま た は ヘ イ ン ズ (Heyns)転 移 に よ り 安 定
化 さ せ て 、 α -デ オ キ シ -α -フ ル ク ト シ ル リ シ ン の よ う な α -デ オ キ シ -α -ア ミ ノ 糖 を 形 成
し て も よ い 。 例 と し て 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） 中 で 0.5Mグ ル コ ー ス と 共 に 60
日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ る フ ル ク ト シ ル リ シ ン 修 飾 型 タ ン パ ク 質 の 調 製 が 、 Maki
taら , 1992, J. Biol. Chem. 267:5133-5138に 記 載 さ れ て い る 。 他 の 例 と し て 、 リ シ ン 基
は 、 シ ア ネ ー ト イ オ ン と の 反 応 に よ っ て カ ル バ ミ ル 化 さ れ て も よ い し 、 ア ル キ ル -も し く
は ア リ ー ル -イ ソ シ ア ネ ー ト 、 ま た は ア ル キ ル -も し く は ア リ ー ル -イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と
の 反 応 に よ っ て 、 ア ル キ ル -も し く は ア リ ー ル -カ ル バ ミ ル 化 、 ま た は -チ オ カ ル バ ミ ル 化
さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 リ シ ン 基 は 、 反 応 性 の ア ル キ ル -も し く は ア リ ー ル -カ ル ボ ン 酸
誘 導 体 と の 反 応 （ 例 え ば 、 無 水 酢 酸 、 無 水 コ ハ ク 酸 、 ま た は 無 水 フ タ ル 酸 と の 反 応 ） に よ
り ア シ ル 化 さ れ て も よ い 。 例 と し て は 、 4-ス ル ホ フ ェ ニ ル イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ま た は 無 水
酢 酸 を 用 い た リ シ ン 基 の 修 飾 が 挙 げ ら れ る （ こ れ ら は い ず れ も 、 Gaoら , 1994, Proc. Nat
l Acad Sci USA 91(25):12027-30に 記 載 さ れ て い る ） 。 ま た リ シ ン 基 は 、 ト リ ニ ト ロ ベ ン
ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ま た は 好 ま し く は そ の 塩 と の 反 応 に よ っ て 、 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 修 飾 さ れ
て も よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 少 な く と も 1つ の チ ロ シ ン 残 基 は 、 求 電 子 試 薬 に よ っ
て 、 例 え ば ニ ト ロ 化 ま た は ヨ ウ 素 化 に よ っ て 、 芳 香 環 位 置 で 修 飾 さ れ て も よ い 。 非 限 定 的
な 例 と し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と 反 応 さ せ た り （ Nestlerら , 198
5, J. Biol. Chem. 260(12):7316-21） 、 実 施 例 ４ に 記 載 す る よ う に ヨ ウ 素 化 し た り す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 少 な く と も ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 は
、 例 え ば 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド と の 反 応 を 行 っ た 後 に グ リ シ ン ア ミ ド （ た だ し こ れ に 限 定 さ れ
な い ） の よ う な ア ミ ン と の 反 応 に よ り 、 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 他 の 例 に お い て は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 、 例 え ば 、
n-ブ ロ モ ス ク シ ン ン イ ミ ド ま た は n-ク ロ ロ ス ク シ ン イ ミ ド と の 反 応 の 後 に 、 Josseら , Che
m Biol Interact 1999 May 14;119-120に 記 載 さ れ る よ う な 方 法 を 行 う こ と に よ っ て 、 修
飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 さ ら に 他 の 例 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 基
を 除 去 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 例 え ば 、 ニ ン ヒ ド リ ン と 反 応 さ せ
た 後 に 、 生 じ る カ ル ボ ニ ル 基 を ホ ウ 水 素 化 物 と の 反 応 に よ っ て 還 元 す る こ と に よ り 達 成 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 さ ら に 他 の 例 に お い て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 中 の シ ス テ イ ン 結 合 の う ち の 少 な く と も
１ つ の 開 裂 を 少 な く と も 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 得 る た め に 、 ジ チ オ ト レ
イ ト ー ル の よ う な 還 元 剤 と 反 応 さ せ た 後 に 、 生 じ る ス ル フ ヒ ド リ ル を ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド
、 ヨ ー ド 酢 酸 ま た は 他 の 求 電 子 試 薬 と 反 応 さ せ て ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 再 形 成 を 防 止 す る 。
こ れ と は 別 に 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 、 上 述 し た よ う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 破 壊 す る に は
、 実 際 の 架 橋 に 関 与 し て い る シ ス テ イ ン 分 子 を 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 が
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天 然 分 子 中 に 存 在 す る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 少 な く と も １ つ を 形 成 で き な い よ う に す る 少 な
く と も １ つ の 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 改 変 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 例 え ば ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 後 で 切 断 す る た め に 、
特 定 の 残 基 を 標 的 と す る 限 定 的 な 化 学 的 タ ン パ ク 質 加 水 分 解 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 供 す る
こ と に よ り 、 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ
イ ン 断 片 は 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た 目 的 の た め に 有 用 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン は 、 上 記 修 飾 の う ち の 少 な く と も 1つ を 有 す る も の で あ り う る が 、 上 記 修 飾 の 2つ 以 上 を
有 す る も の で あ っ て も よ い 。 分 子 の 糖 鎖 部 分 に １ つ の 修 飾 と ア ミ ノ 酸 部 分 に １ つ の 修 飾 と
を 有 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 例 と し て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は ア
シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ っ て 、 そ の 45位 の リ シ ン 残 基 が ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 改 変 さ れ た
も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 か く し て 、 種 々 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 お よ び 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 用 途
の た め の こ れ ら を 含 む 医 薬 組 成 物 が 包 含 さ れ る 。 上 記 の よ う に 、 か か る エ リ ス ロ ポ エ チ ン
分 子 と し て 、 本 明 細 書 中 の 教 示 に 基 づ い て 幾 つ か 代 表 的 な 例 （ た だ し 非 限 定 的 な 例 ） を 挙
げ る と 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-脱 グ リ コ シ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 O-脱 グ リ コ シ
ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 糖 鎖 の 含 有 量 が 低 下 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー
ン が 改 変 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 酸 化 さ れ た 後 に 還 元 さ れ た 糖 鎖 を 有 す る エ リ ス ロ ポ エ
チ ン 、 ア リ ー ル グ リ オ キ サ ー ル 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア ル キ ル グ リ オ キ サ ー ル 修 飾 型
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン 修
飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 N-ア ル キ ル 化 -リ シ ル -エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、 グ ル シ ト リ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -デ オ キ シ -α -フ ル ク ト シ ル リ シ ン -エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 、 カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ア セ チ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ス ク シ
ニ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 α -カ ル ボ キ シ ア ル キ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 ニ ト ロ 化 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 、 ヨ ウ 素 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン で あ る 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い の は ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 基 づ い た 上 記 修 飾 形 態 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 、 お よ び そ の よ う な 化 合 物 を
含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 包 含 す る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 こ の よ う な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン と し て は 、 過 ヨ ウ 素 酸 塩 酸 化 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 、 グ ル シ ト
リ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 、 フ ル ク ト シ ル リ シ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン
突 然 変 異 タ ン パ ク 質 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 、 お よ
び カ ル バ ミ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】

　 様 々 な 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 を 利 用 し て 、 本 発 明 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク
質 分 子 を 含 め た 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 生 産 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 宿
主 -発 現 系 は 、 ビ ヒ ク ル （ こ れ に よ り 目 的 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 生 産 さ れ 、
そ の 後 精 製 さ れ る ） を 表 す が 、 細 胞 （ 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で 形 質 転 換 も し く は
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 場 合 に 、 in situで 修 飾 型 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 遺 伝 子 産 物 を 示 す こ
と が で き る ） を も 表 し う る 。 こ れ ら に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 細 菌 、 昆 虫 、 植 物 、
哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） の 宿 主 系 が 含 ま れ 、 例 え ば 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 産 物
を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感
染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ
ル ス CaMV； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス TMV） に 感 染 さ せ た 植 物 細 胞 系 、 ま た は 組 換 え 型 組 織
保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Tiプ
ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 系 ； あ る い は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 由 来 す る プ
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5.3.　 発 現 系



ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー ） も し く は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス に 由 来
す る プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5K
プ ロ モ ー タ ー ） を 含 む 組 換 え 発 現 構 築 物 を 保 有 し て い る 、 ヒ ト 細 胞 系 を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞
系 （ 例 え ば 、 HT1080、 COS、 CHO、 BHK、 293、 3T3） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 発 現 構 築 物 は 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お い て 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン の 発 現 を 可 能 に す る １ つ 以 上 の 調 節 領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 す 。 「 機 能 的 に 連 結 さ れ た 」 と は
、 調 節 領 域 と 発 現 さ れ る べ き 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 連 結 さ れ
、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 配 列 の 転 写 お よ び 最 終 的 に は 翻 訳 を 可 能 に す る よ う に 配
置 さ れ る 結 合 を 表 す 。 様 々 な 発 現 ベ ク タ ー が 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 発 現 の た め
に 使 用 さ れ 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 ま た は 改 変 し た ウ イ ル ス
を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 は 、 ラ ム ダ 誘 導 体 の よ う な バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 あ
る い は pBR322も し く は pUCプ ラ ス ミ ド 誘 導 体 ま た は Bluescriptベ ク タ ー （ Stratagene） な
ど の プ ラ ス ミ ド を 含 む 。 一 般 的 に 、 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お け る
ベ ク タ ー の 増 幅 の た め の 機 能 的 な 複 製 起 点 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 配 列 の
挿 入 の た め の １ つ 以 上 の 制 限 酵 素 部 位 、 お よ び １ つ 以 上 の 選 択 マ ー カ ー を 含 む 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を も と の ヒ ト EPO cDNAク ロ ー ン に ア ニ ー リ
ン グ し て 、 上 述 の よ う な 突 然 変 異 を 導 入 す る た め に pCI-neoベ ク タ ー を 使 用 す る 。 pCI-neo
ベ ク タ ー は ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と い う 哺 乳 動 物 細 胞 で の 選 択 マ
ー カ ー を 有 す る 。 pCI-neoベ ク タ ー は 、 一 過 性 の 発 現 の た め に 、 ま た は 、 抗 生 物 質 G-418を
用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 選 択 す る こ と に よ る 安 定 し た 発 現 の た め に 使 用 さ れ 得 る （
Brondyk, 1995, New Mammalian Expression Vector with a selectable marker: pCI-neo
. Promega Notes 51, 10-14） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 で の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 発 現 の た め に 、 様 々 な 調 節 領 域
、 例 え ば 、 SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV
） 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 な ら び に ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 長 末 端 反 復 （ RSV-LTR） プ ロ モ ー タ
ー が 使 用 さ れ 得 る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 有 用 で あ り う る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 メ タ ロ
チ オ ネ イ ン II遺 伝 子 、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス ・ グ ル コ コ ル チ コ イ ド 応 答 性 長 末 端 反 復 （ MMTV
-LTR） 、 お よ び α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 遺 伝 子 と 結 合 し て い る も の を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定
さ れ な い （ Williamsら 、 1989, Cancer Res. 49: 2735-42; Taylorら 、 1990, Mol. Cell. 
Biol. 10: 165-75） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 宿 主 細 胞 で の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 発 現 の 効 率 は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 、 SV40
ウ イ ル ス 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 メ タ ロ チ
オ ネ イ ン 、 α -ア ク チ ン に お い て 見 い だ さ れ る も の の よ う な 適 切 な 転 写 エ ン ハ ン サ ー エ レ
メ ン ト を 含 め る こ と に よ っ て 増 強 さ れ う る （ Bittnerら 、 1987, Methods in Enzymol. 153
: 516-544; Gorman, 1990, Curr. Op. In Biotechnol. 1: 36-47を 参 照 ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 2種 類 以 上 の 宿 主 細 胞 に お い て ベ ク タ ー の 維 持 お よ び 複 製 を 可 能
に す る 配 列 、 ま た は 宿 主 染 色 体 内 へ の ベ ク タ ー の 組 込 み を 可 能 に す る 配 列 を 含 ん で い て も
よ い 。 こ の よ う な 配 列 は 、 複 製 起 点 、 自 律 複 製 配 列 （ ARS） 、 セ ン ト ロ メ ア DNA、 お よ び テ
ロ メ ア DNAを 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 少 な く と も ２ 種 類 の 宿 主 細 胞 に お い て 複 製
さ れ 維 持 さ れ 得 る シ ャ ト ル ベ ク タ ー の 使 用 も ま た 、 有 利 で あ り う る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 更 に 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る DNAを 有 す る 宿 主
細 胞 を 最 初 に 単 離 も し く は 同 定 す る た め に 、 選 択 可 能 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 な マ ー カ
ー 遺 伝 子 を 含 み う る 。 長 期 間 、 多 収 量 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 産 生 の た め に 、
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哺 乳 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 ま た は 真 菌 細 胞 で の 安 定 し た 発 現 が 使 用 さ れ 得 る 。
多 く の 選 択 系 が 哺 乳 動 物 細 胞 の た め に 使 用 さ れ 、 そ れ は 、 そ れ ぞ れ tk-、 hgprt-ま た は apr
t-細 胞 で 使 用 で き る 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Wiglerら 、 1977, Cell
 11: 223） 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Szybalski
お よ び Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 48: 2026） 、 な ら び に ア デ ニ
ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Lowryら 、 1980, Cell 22: 817） 遺 伝 子 を 含 む が
、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 代 謝 拮 抗 物 質 耐 性 も ま た 、 メ ト ト レ キ セ ー ト に 耐 性 を 与 え る ジ
ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ dhfr） （ Wiglerら 、 1980, Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77: 3567; O'
Haraら 、 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 1527） 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に 耐 性 を
与 え る gpt（ Mulliganお よ び Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 2072） 、
ア ミ ノ グ リ コ シ ド G-418に 耐 性 を 与 え る ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ neo） （
Colberre-Garapinら 、 1981, J. Mol. Biol. 150: 1） 、 お よ び ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 耐 性 を
与 え る ハ イ グ ロ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ hyg） （ Santerreら 、 1984, Gene 30
: 147） に 対 す る 選 択 の 基 礎 と し て 使 用 で き る 。 限 定 は さ れ な い が ヒ ス チ ジ ノ ー ル お よ び
ゼ オ シ ン （ 商 標 ） な ど の 、 他 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー も ま た 使 用 で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の コ ー ド 配 列 を ベ ク タ ー の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 挿 入 す る
た め に 、 プ ロ モ ー タ ー な ど の 調 節 機 能 を 有 す る DNA配 列 を 該 コ ー ド 配 列 に 結 合 さ せ な け れ
ば な ら な い 。 こ れ を 行 う た め に 、 適 切 な 適 合 性 の 制 限 部 位 を 提 供 す る リ ン カ ー ま た は ア ダ
プ タ ー が 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る cDNAま た は 合 成 DNAの 末 端 に 当 技
術 分 野 に お い て 周 知 の 技 術 に よ っ て （ Wuら 、 1987, Methods Enzymol. 152: 343-349） ラ
イ ゲ ー シ ョ ン さ れ う る 。 制 限 酵 素 に よ る 切 断 に 続 い て 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 前 に 一 本 鎖 DNA
末 端 の 消 化 ま た は 埋 め 込 み に よ り 平 滑 末 端 を 作 る 修 飾 が 行 わ れ 得 る 。 別 法 と し て 、 望 ま し
い 制 限 酵 素 部 位 は 、 望 ま し い 制 限 酵 素 部 位 を 含 む プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRの 使 用 に よ っ て D
NAを 増 幅 す る こ と に よ り 、 DNA断 片 に 導 入 で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 調 節 領 域 と 機 能 的 に 連 結 さ れ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 構
築 物 は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 発 現 お よ び 産 生 の た め に 更 な る ク ロ ー
ニ ン グ な し で 適 切 な 宿 主 細 胞 に 直 接 導 入 で き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,580,859号 を 参 照
） 。 発 現 構 築 物 は ま た 、 例 え ば 相 同 組 換 え に よ っ て 、 コ ー ド 配 列 の 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 内 へ の
組 込 み を 促 進 す る DNA配 列 を 含 み う る 。 こ の 場 合 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 宿 主
細 胞 に 伝 播 さ せ 発 現 さ せ る た め に 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に 適 し た 複 製 起 点 を 有 す る 発 現 ベ ク タ
ー を 使 用 す る 必 要 は な い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 は 、
当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 技 術 に よ っ て 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に 導 入 で き 、 そ れ は リ ン
酸 カ ル シ ウ ム を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Wiglerら 、 1977, Cell 11:223-232） 、 リ
ポ ソ ー ム を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Schaefer-Ridderら 、 1982, Science 215:166-1
68） 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Wolffら 、 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84:3344） お
よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ Cappechi, 1980, Cell 22: 479-488） を 含 む が 、 そ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 更 に 、 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 、 ま た は 、 遺 伝 子 産 物 を 望 ま し い 特 定 の 方 法 で
修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 株 も ま た 選 択 さ れ う る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 産 物
の 修 飾 （ 例 え ば グ リ コ シ ル 化 ） お よ び プ ロ セ シ ン グ （ 例 え ば 切 断 ） は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能
に と っ て 重 要 で あ り う る 。 異 な る 宿 主 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 翻 訳 後 プ ロ
セ シ ン グ お よ び 修 飾 に 対 し て 特 有 の 特 異 的 な メ カ ニ ズ ム を 有 す る 。 発 現 さ れ る 外 来 タ ン パ
ク 質 の 正 し い 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る た め に 、 適 切 な 細 胞 株 ま た は 宿 主 系 が
選 択 さ れ る 。 こ の た め に 、 一 次 転 写 産 物 の 適 切 な プ ロ セ シ ン グ 、 遺 伝 子 産 物 の グ リ コ シ ル
化 お よ び リ ン 酸 化 の た め の 細 胞 機 構 を 有 す る 真 核 宿 主 細 胞 が 使 用 さ れ う る 。 ヒ ト 宿 主 細 胞
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を 含 む こ の よ う な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 は 、 HT1080、 CHO、 VERO、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 293
、 3T3、 お よ び WI38を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 長 期 間 、 多 収 量 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 の た め に は 、 安 定 し た 発 現 が 望 ま し い 。 例 え
ば 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 関 連 分 子 遺 伝 子 産 物 を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 株 が 操 作 さ
れ う る 。 ウ イ ル ス の 複 製 起 点 を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る よ り む し ろ 、 宿 主 細 胞 は 、 適
切 な 発 現 調 節 エ レ メ ン ト （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー
、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 等 ） お よ び 選 択 マ ー カ ー に よ っ て 制 御 さ れ る DNAで 形 質 転 換 さ れ 得
る 。 外 来 DNAの 導 入 に 続 い て 、 操 作 さ れ た 細 胞 は 1～ 2日 間 富 化 培 地 で 増 殖 さ せ る こ と が で
き 、 そ の 後 、 そ れ ら は 選 択 培 地 に 切 り 換 え ら れ る 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 選 択 マ ー カ ー は 、
選 択 に 対 し て 耐 性 を 与 え 、 細 胞 が プ ラ ス ミ ド を そ れ ら の 染 色 体 内 に 安 定 に 組 み 込 ん で 増 殖
す る こ と を 可 能 に し 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 細 胞 株 へ の 増 殖 を 可 能 に す る 増 殖 巣 を 形 成 す る
。 こ の 方 法 を 有 利 に 用 い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 細 胞 株
を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 細 胞 株 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 産
物 の 内 在 性 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 評 価 に お い て 特 に 有 用 で あ
り う る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ ー は い ず れ も 、 当 技 術 分
野 に お い て 周 知 の 技 術 に よ っ て 既 知 の DNA配 列 か ら 合 成 さ れ 、 組 み 立 て ら れ る 。 調 節 領 域
お よ び エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト は 、 様 々 な 起 源 の も の で あ っ て よ く 、 天 然 お よ び 合 成 の 両
方 で あ り 得 る 。 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 の い く つ か は 、 商 業 的 に 入 手 で き る 。 有 用 な ベ ク
タ ー の 非 限 定 的 な 例 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Current Protocols in Mol
ecular Biology, 1988, Ausubelら 編 、 Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscienceの
付 表 5、 な ら び に Clontech Laboratories、 Stratagene Inc、 お よ び Invitrogen, Incな ど
の 販 売 供 給 元 の カ タ ロ グ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 別 法 と し て 、 多 数 の ウ イ ル ス に 基 づ く 発 現 系 も ま た 、 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 組 換 え 発
現 の た め に 哺 乳 動 物 細 胞 と 共 に 利 用 さ れ う る 。 DNAウ イ ル ス 骨 格 を 用 い た ベ ク タ ー は 、 シ
ミ ア ン ウ ィ ル ス 40（ SV40） （ Hamerら 、 1979, Cell 17: 725） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ Van Dor
enら 、 1984, Mol. Cell Biol. 4: 1653） 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ McLaughlinら 、 1988, J
. Virol. 62: 1963） 、 お よ び ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ Zinnら 、 1982, Proc. Natl. Acad. S
ci. 79:4897） に 由 来 し て い る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス が 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 、
ド ナ ー DNA配 列 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 /翻 訳 制 御 領 域 、 例 え ば 、 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び
ト リ パ ー タ イ ト リ ー ダ ー 配 列 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ う る 。 こ の キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 そ の 後 、
in vitroま た は in vivoで の 組 換 え に よ っ て ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ う る 。 ウ イ
ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 領 域 （ 例 え ば E1ま た は E3領 域 ） へ の 挿 入 は 、 生 存 能 力 が あ り 、 感 染 し
た 宿 主 に お い て 異 種 産 物 を 発 現 で き る 組 換 え ウ イ ル ス を 生 じ る で あ ろ う （ Loganお よ び She
nk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci, U.S.A. 81: 3655-3659を 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 別 法 と し て 、 ワ ク シ ニ ア 7.5Kプ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て も よ い （ 例 え ば 、 Mackettら 、 198
2, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79: 7415-7419; Mackettら 、 1984, J. Virol. 49:85
7-864; Panicaliら 、 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79: 4927-4931を 参 照 ） 。 ヒ
ト 宿 主 細 胞 を 用 い る 場 合 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス （ EBV） 複 製 起 点 （ OriP） お よ び EB
V核 抗 原 1（ EBNA-1;ト ラ ン ス 作 用 性 複 製 因 子 ） に 基 づ く ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 。 こ の よ う
な ベ ク タ ー は 、 多 様 な 種 類 の ヒ ト 宿 主 細 胞 、 例 え ば 、 EBO-pCD（ Spickofskyら 、 1990, DNA
 Prot. Eng. Tech. 2: 14-18） 、 pDR2お よ び α DR2（ Clontech Laboratoriesか ら 入 手 可 能
） に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 発 現 は ま た 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に 基 づ く 発 現 系 に よ っ て
も 達 成 さ れ 得 る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と は 異 な り 、 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 例 え ば 一 次 造 血
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細 胞 を 含 む 広 範 な 種 類 の 細 胞 に 効 率 的 に 感 染 し 、 遺 伝 子 を 伝 達 す る こ と が で き る 。 モ ロ ニ
ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス の よ う な レ ト ロ ウ イ ル ス で は 、 大 部 分 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 配 列 が 除
去 さ れ 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン コ ー ド 配 列 と 置 換 さ れ 得 る 一 方 、 欠 如 し た ウ イ ル
ス 機 能 は ト ラ ン ス で 供 給 さ れ 得 る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 感 染 の 宿 主 範 囲 は ま た
、 ベ ク タ ー の パ ッ ケ ー ジ ン グ の た め に 用 い ら れ る エ ン ベ ロ ー プ の 選 択 に よ っ て 操 作 で き る
。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 5'長 末 端 反 復 （ LTR） 、 3'LTR、 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ
グ ナ ル 、 細 菌 で の 複 製 起 源 お よ び 選 択 マ ー カ ー を 含 み 得 る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン DNAは 、 5'LTRプ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 が ク ロ ー ニ ン グ し た DNAを 転 写 す る よ う に 、 5'LTR
と 3'LTRと の 間 の 位 置 に 挿 入 さ れ る 。 5'LTRは プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 LTRプ ロ モ ー タ ー 、 R領
域 、 U5領 域 お よ び プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を そ の 順 番 で 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ
ら の LTRエ レ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 異 種 プ ロ モ
ー タ ー な ら び に 多 剤 選 択 マ ー カ ー も ま た 、 感 染 細 胞 の 選 択 を 容 易 に す る た め に 、 発 現 ベ ク
タ ー に 含 ま れ う る （ McLauchlinら 、 1990, Prog. Nucleic Acid Res. and Molec. Biol. 3
8: 91-135; Morgensternら 、 1990, Nucleic Acid Res. 18: 3587-3596; Choulikaら 、 199
6, J. Virol 70: 1792-1798; Boesenら 、 1994, Biotherapy 6: 291-302; Salmonsお よ び G
unzberg, 1993, Human Gene Therapy 4: 129-141;な ら び に Grossmanお よ び Wilson, 1993,
 Curr. Opin. in Genetics and Devel. 3: 110-114を 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 で は 、 シ ア ル 酸 残 基 が 不 完 全 な 、 ま た は 、 シ ア ル 酸 残 基 を 完 全 に
欠 如 し て い る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 、 ヒ ト 細 胞 を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 産
生 さ れ う る 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 シ ア ル 酸 を 付 加 す る 酵 素 、 す な わ ち 、 β -ガ ラ ク ト シ ド
α 2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Aα 2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ＠ ） お よ び β -ガ
ラ ク ト シ ド α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Aα 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ＠ ）
活 性 に 欠 陥 が あ る 、 ま た は 、 欠 失 す る よ う に 操 作 さ れ う る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 α 2,3シ
ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の い ず れ か
、 ま た は 、 両 方 が 欠 失 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 が 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 欠 失 は 、 当 技 術 分 野
に お い て 周 知 の 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 技 術 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 で
は 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ DHFR） 欠 損 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 が 、 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 産 生 の た め の 宿 主 細 胞 と し て 用 い ら れ る 。 CHO細 胞 は 、 酵
素 α 2,6シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 発 現 せ ず 、 従 っ て 、 こ れ ら の 細 胞 で 産 生 さ れ る 糖
タ ン パ ク 質 の N結 合 型 オ リ ゴ 糖 に 2,6結 合 で シ ア ル 酸 を 付 加 し な い 。 そ の 結 果 、 CHO細 胞 で
産 生 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 ガ ラ ク ト ー ス へ の 2,6結 合 で の シ ア ル 酸 を 欠 如 し て い る
（ Sasakiら 、 1987; Takeuchiら 、 上 述 ; Mutsaersら 、 Eur. J. Biochem. 156, 651 (1986)
; Takeuchiら 、 J. Chromotgr. 400, 207 (1987))。 あ る 実 施 形 態 で は 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 産 生 の た め の 宿 主 細 胞 を 作 製 す る た め に 、 CHO細 胞 内 の α 2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 欠 失 さ れ る 。 こ の よ う な α 2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ ノ ッ ク ア ウ ト CHO細 胞 は 、 完 全 に シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 欠 如 し 、 結 果 と し
て 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 組 換 え 発 現 お よ び 産 生 に 有 用 で あ る
。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 は 、 ゴ ル ジ 装 置 内 へ の シ ア ル 酸 輸 送 の 妨 害 に
よ っ て 産 生 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Eckhardtら 、 1998, J. Biol. Chem. 273:20189-95） 。 当
業 者 に と っ て 周 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 Oelmannら 、 2001, J. Biol. Chem. 276:26291-300）
を 用 い た 、 ヌ ク レ オ チ ド 糖 CMP-シ ア ル 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 突 然 変 異 誘 発 が 、 チ ャ イ ニ ー
ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 の 突 然 変 異 体 を 作 製 す る た め に 行 わ れ 得 る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 シ ア
ル 酸 残 基 を 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の よ う な 糖 タ ン パ ク 質 に 付 加 す る こ と が で き ず
、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の み を 産 生 で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
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　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト 哺 乳 動 物 細 胞 は ま た
、 細 胞 質 シ ア リ ダ ー ゼ を 産 生 し 、 そ れ が 培 地 に 漏 洩 し た 場 合 、 シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突
然 変 異 タ ン パ ク 質 を 高 い 効 率 で 分 解 す る （ 例 え ば 、 Gramerら 、 1995 Biotechnology 13:69
2-698） 。 （ 例 え ば 、 Ferrariら 、 1994, Glycobiology 4:367-373で 提 供 さ れ る 情 報 か ら ）
当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 細 胞 株 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 突 然 変 異 さ せ 、 ま た は 別 の
方 法 で 、 構 成 的 な シ ア リ ダ ー ゼ の 産 生 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 で 、 ア
シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン
パ ク 質 の 製 造 の 際 に 、 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 組 換 え 細 胞 は 、 温 度 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 、 光 学 密 度 お よ び 培 地 組 成 の 標 準 的 な 条
件 下 で 培 養 さ れ う る 。 あ る い は 、 改 変 さ れ た 培 養 条 件 お よ び 培 地 が 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン の 産 生 を 向 上 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 組 換 え 細 胞 は 、 誘 導 性 の 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 発 現 を 促 進 す る 条 件 下 で 増 殖 さ れ る 。 当 技 術 分 野 に お い て 公 知
の 技 術 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 産 生 の た め の 最 適 条 件 を 確 立 す る た め に 適 用
さ れ う る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 単 離 す る た め に 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ
イ ン を 含 む 細 胞 溶 解 物 ま た は 抽 出 物 を 更 に 精 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 精 製 を 容 易 に す る た め 、 マ ー カ ー ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 市
販 の 他 の 多 く の も の の 中 で 、 pQEベ ク タ ー （ QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatswort
h, CA, 91311） で 提 供 さ れ る タ グ の よ う な ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド で あ る 。 例 え ば 、 Ge
ntzら 、 1989, PNAS 86:821に 記 載 さ れ る よ う に 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン は 、 便 利 な 融 合 タ ン パ
ク 質 の 精 製 を 提 供 す る 。 精 製 の た め に 有 用 な 他 の ペ プ チ ド タ グ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 血 球 凝
集 素 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ に 相 当 す る 血 球 凝 集 素 「 HA」 タ グ （ Wilsonら 、 1984
, Cell 37:767） 、 お よ び 「 flag」 タ グ を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 当 技 術 分 野 に
お い て 公 知 の 任 意 の 精 製 方 法 が 使 用 で き る （ 例 え ば 、 国 際 特 許 公 開 WO 93/21232; 欧 州 特
許 第 439,095号 ; Naramuraら 、 1994, Immunol. Lett. 39:91-99; 米 国 特 許 第 5,474,981号 ;
 Gilliesら 、 1992, PNAS 89:1428-1432; お よ び Fellら 、 1991, J. Immunol. 146:2446-24
52を 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ８ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 製 造 に 続 い て 、 ま た 、 一 部 の 実 施 形 態 で は 本 発 明 の こ
の よ う な 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 更 な る 化 学 的 修 飾 に 続 い て 、 当 業 者 は 、 周 知 の ア ッ セ イ
を 用 い て 、 そ の サ イ ト カ イ ン の 組 織 保 護 特 性 お よ び 骨 髄 に 対 す る 影 響 の 欠 如 を 確 認 で き る
。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 例 え ば 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 非 赤 血 球 産 生 作 用 は 、 TF-1ア ッ セ イ の 使 用 を
通 し て 確 認 で き る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 TF-1細 胞 を 、 5 ng/mlの GM-CSFお よ び 10％ FCSを 添
加 し た 完 全 RPMI培 地 に お い て １ 日 間 37℃ で CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 増 殖 さ せ る 。 そ の 後
、 細 胞 を 飢 餓 培 地 （ GM-CSFを 含 ま な い 5％ FCS） で 洗 浄 し 、 飢 餓 培 地 中 で 16時 間  10 6 細 胞 /m
lの 密 度 で 懸 濁 す る 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 調 製 す る に あ た り 、 （ 1） 湿 度 を 維 持 す る た め に
、 外 側 の ウ ェ ル に 100μ lの 滅 菌 水 を 加 え る 、 （ 2） 5ウ ェ ル に 培 地 （ 細 胞 も GM-CSFも 含 ま な
い 10％ FCS） の み を 加 え る 、 （ 3） 残 り の セ ル （ 試 験 さ れ る サ イ ト カ イ ン あ た り 5ウ ェ ル ）
に は 10％ FCSお よ び 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 培 地 に 25,000個 /ウ ェ ル の 細 胞 を
播 種 す る 。 細 胞 が 増 殖 す る 場 合 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 赤 血 球 産 生 性 で あ り う
る 。 そ の 後 、 そ の 化 合 物 の in vivoで の 効 果 を 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る ヘ
マ ト ク リ ッ ト の 増 加 を モ ニ タ リ ン グ す る in vivoア ッ セ イ に お い て 試 験 す べ き で あ る 。 ネ
ガ テ ィ ブ な 結 果 、 す な わ ち TF-1で の in vitroア ッ セ イ に お い て 細 胞 が 増 殖 し な い こ と 、 お
よ び /ま た は in vivoア ッ セ イ に お い て ヘ マ ト ク リ ッ ト が 上 昇 し な い こ と は 、 組 換 え 型 組 織
保 護 サ イ ト カ イ ン が 非 赤 血 球 産 生 性 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
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5.4.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 組 織 保 護 特 性 の た め の ア ッ セ イ



　 上 述 の TF-1ア ッ セ イ の 代 替 と し て 、 当 業 者 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 他 の 赤 血 球 産
生 ア ッ セ イ を 使 用 し て も よ く 、 そ れ は 下 記 実 施 例 の 項 に 記 載 さ れ る よ う な UT-7細 胞 ア ッ セ
イ を 含 む が そ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 組 織 保 護 特 性 は 、 P-19で の in vitroア ッ セ イ 、 ま た は
マ ウ ス で の 水 中 毒 in vivo ア ッ セ イ を 用 い て 検 証 さ れ て も よ く 、 と も に 下 記 に お い て 更 に
詳 細 に 概 説 さ れ る 。 代 替 ア ッ セ イ は 、 下 記 実 施 例 に お い て 概 説 さ れ る 更 な る ア ッ セ イ 、 PC
-12ア ッ セ イ お よ び 海 馬 ス ラ イ ス ア ッ セ イ な ど を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 上 記 の
ア ッ セ イ は 単 に 例 と し て 提 示 さ れ 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 組 織 保 護 効 果 お よ び
/ま た は 骨 髄 へ の 影 響 を 調 べ る た め の 当 業 者 に と っ て 公 知 の 他 の 適 切 な ア ッ セ イ は 、 同 様
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

　 本 発 明 の あ る 態 様 の 実 施 に お い て 、 上 述 の よ う な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む
医 薬 組 成 物 は 、 十 分 な レ ベ ル の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 血 管 系 に 供 給 す る 任 意 の
投 与 法 に よ っ て 哺 乳 動 物 に 投 与 で き 、 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る 移 行 お よ び 応 答 細 胞 に 対 す る
有 益 な 効 果 を 可 能 に し う る 。 組 織 ま た は 器 官 を 灌 流 す る 目 的 で 使 用 す る 場 合 、 同 様 の 結 果
が 望 ま し い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 生 体 外 で の 灌 流 の た め に 用 い る 事 例
で は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 前 述 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の よ う な
、 任 意 の 型 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 で あ り う る 。 細 胞 も し く は 組 織 が 非 血
管 性 で あ る 事 例 、 お よ び /ま た は 、 投 与 が 細 胞 も し く は 組 織 を 本 発 明 の 組 成 物 に 浸 す こ と
に よ る 事 例 で は 、 医 薬 組 成 物 は 、 有 効 な 応 答 性 細 胞 に 有 益 な 量 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン を 供 給 す る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 移 行 し う る 内 皮 細 胞 関 門 は 、 密 着 結
合 、 有 孔 結 合 、 有 窓 結 合 、 お よ び 他 の 任 意 の 種 類 の 哺 乳 動 物 に 存 在 す る 内 皮 関 門 を 含 む 。
好 ま し い 関 門 は 内 皮 細 胞 密 着 結 合 で あ る が 、 本 発 明 は そ の よ う に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 前 述 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 一 般 的 に 、 主 と し て 神 経 症 状 も し く は 精 神 科 的
症 状 、 眼 科 疾 患 、 心 血 管 疾 患 、 心 肺 疾 患 、 呼 吸 器 疾 患 、 腎 臓 、 泌 尿 器 お よ び 生 殖 系 の 疾 患
、 胃 腸 疾 患 な ら び に 内 分 泌 お よ び 代 謝 異 常 を 有 す る 、 ヒ ト の 中 枢 神 経 系 ま た は 末 梢 神 経 系
の 疾 患 の 治 療 あ る い は 予 防 的 処 置 の た め に 有 用 で あ る 。 特 に 、 こ の よ う な 状 態 お よ び 疾 患
は 低 酸 素 状 態 を 含 み 、 そ れ は 、 中 枢 神 経 系 組 織 、 末 梢 神 経 系 組 織 、 あ る い は 、 心 臓 ま た は
網 膜 組 織 中 の 興 奮 性 組 織 な ど 、 例 え ば 脳 、 心 臓 も し く は 網 膜 /目 な ど の 、 興 奮 性 組 織 に 悪
影 響 を 及 ぼ す 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 様 々 な 状 態 お よ び 状 況 に お い て 低 酸 素 状 態 か ら 生 じ る
、 興 奮 性 組 織 の 損 傷 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 状 態 お よ び 状
況 の 非 限 定 的 な 例 は 、 下 記 の 表 に お い て 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 治 療 可 能 な 神 経 組 織 病 変 保 護 の 例 に お い て 、 こ の よ う な 病 変 は 、 神 経 組
織 の 酸 素 化 能 の 低 下 に 起 因 す る も の を 含 む 。 神 経 組 織 に 対 し て 酸 素 の 利 用 能 を 低 下 さ せ 、
ス ト レ ス 、 損 傷 、 お よ び 最 終 的 に 神 経 細 胞 死 を 引 き 起 こ す 状 態 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て
治 療 で き る 。 通 常 、 低 酸 素 症 お よ び /ま た は 虚 血 と 呼 ば れ る こ れ ら の 状 態 は 、 発 作 、 血 管
閉 塞 、 出 生 前 も し く は 出 生 後 の 酸 素 欠 乏 、 窒 息 、 息 詰 ま り 、 溺 水 、 一 酸 化 炭 素 中 毒 、 煤 煙
吸 入 、 手 術 お よ び 放 射 線 治 療 を 含 む 外 傷 、 呼 吸 停 止 、 て ん か ん 、 低 血 糖 症 、 慢 性 閉 塞 性 肺
疾 患 、 気 腫 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 低 血 圧 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー シ ョ ッ ク 、 イ ン ス リ ン シ ョ ッ ク 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 心 停 止 、 律 動 不 整 、 窒 素 中 毒 、 な ら
び に 、 心 肺 バ イ パ ス 手 術 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 神 経 障 害 に 起 因 す る か 、 あ る い は 、 こ れ ら
を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 、 特 定 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 組 成 物 は 、 傷 害 も し
く は 傷 害 の 危 険 か ら 生 じ た 組 織 損 傷 、 ま た は 、 例 え ば 、 腫 瘍 切 除 も し く は 動 脈 瘤 治 療 な ど
の 外 科 手 術 の 際 の 組 織 損 傷 を 予 防 す る た め に 投 与 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 に
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5.5.　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物



よ っ て 治 療 可 能 な 、 低 血 糖 症 に 起 因 す る ま た は そ れ か ら 生 じ る 他 の 病 変 と し て は 、 イ ン ス
リ ン 過 剰 投 与 （ 医 原 性 高 イ ン ス リ ン 血 症 と も 称 さ れ る ） 、 イ ン ス リ ノ ー マ 、 成 長 ホ ル モ ン
欠 損 症 、 低 コ ル チ ゾ ー ル 血 症 、 薬 物 過 剰 摂 取 お よ び あ る 種 の 腫 瘍 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 興 奮 性 神 経 組 織 の 損 傷 か ら 生 じ る 他 の 病 変 は 、 て ん か ん 、 痙 攣 、 ま た は 慢 性 痙 攣 障 害 な
ど の 痙 攣 障 害 を 含 む 。 他 の 治 療 可 能 な 状 態 お よ び 疾 患 は 、 発 作 、 多 発 性 硬 化 症 、 低 血 圧 、
心 停 止 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 脳 性 麻 痺 、 脳 脊 髄 の 損 傷 、 AIDS痴 呆 、 加 齢
に よ る 認 知 機 能 の 喪 失 、 記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 痙 攣 障 害 、 ア ル コ ー ル 中 毒 症 、
網 膜 虚 血 、 緑 内 障 か ら 生 じ る 視 神 経 損 傷 お よ び 神 経 細 胞 脱 落 な ど の 疾 患 を 含 む が 、 そ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 疾 患 状 態 ま た は 様 々 な 損 傷 か ら 生 じ る 炎 症 、 物 理
的 も し く は 化 学 的 に 誘 導 さ れ る 炎 症 な ど を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 こ の よ う な 損 傷
は 、 血 管 炎 、 慢 性 気 管 支 炎 、 膵 炎 、 骨 髄 炎 、 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 視 神 経 炎 、 側 頭
動 脈 炎 、 脳 炎 、 髄 膜 炎 、 横 断 脊 髄 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 壊 死 性 筋 膜 炎 、 肝 炎 お よ び
壊 死 性 腸 炎 を 含 み う る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 活 性 化 さ れ た 星 状 細 胞 は 神 経 毒 を 産 生 す る こ と で ニ ュ ー ロ ン に 対 す る 細 胞 毒 性 の 役 割 を
果 た し う る こ と が 証 拠 に よ り 実 証 さ れ て い る 。 一 酸 化 窒 素 、 活 性 酸 素 種 、 お よ び サ イ ト カ
イ ン は 脳 虚 血 に 応 答 し て グ リ ア 細 胞 か ら 放 出 さ れ る （ Becker, K.J. 2001. Targeting the
 central nervous system inflammatory response in ischemic stroke. Curr Opinion N
eurol 14:349-353な ら び に Mattson, M.P., Culmsee, C.,お よ び Yu, Z.F. 2000. Apoptoti
c and Antiapoptotic mechanisms in stroke. Cell TissueRes 301:173-187を 参 照 ） 。 神
経 変 性 の モ デ ル に お い て 、 グ リ ア の 活 性 化 お よ び そ れ に 続 く 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 は
一 次 性 の 神 経 損 傷 に 依 存 す る こ と が 研 究 に よ り 実 証 さ れ て い る （ Viviani, B., Corsini, 
E., Galli, C.L., Padovani, A., Ciusani, E.,お よ び Marinovich, M. 2000. Dying neur
al cells activate glia through the release of a protease product. Glia 32:84-90
な ら び に Rabuffetti, M., Scioratti, C., Tarozzo, G., Clementi, E., Manfredi, A.A.
,お よ び Beltramo, M. 2000. Inhibition of caspase-1-like activity by Ac-Tyr-Val-Al
a-Asp-chloromethyl ketone includes long lasting neuroprotection in cerebral isch
emia through apoptosis reduction and decrease of proinflammatory cytokines. J Ne
urosci 20:4398-4404を 参 照 ） 。 炎 症 お よ び グ リ ア の 活 性 化 は 、 様 々 な 種 類 の 神 経 変 性 障
害 、 例 え ば 脳 虚 血 、 脳 損 傷 お よ び 実 験 的 な ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 細
胞 保 護 効 果 を 発 揮 す る 障 害 に 共 通 し て い る 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 の
阻 害 は 、 そ の 保 護 効 果 を 少 な く と も 部 分 的 に 仲 介 す る と 考 え ら れ る 。 し か し 、 直 接 的 に 腫
瘍 壊 死 因 子 の 産 生 を 抑 制 す る IL-10お よ び IL-13な ど の 「 古 典 的 な 」 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン
と は 異 な り 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 神 経 細 胞 死 の 存 在 下 で の み 活 性 を 有 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 任 意 の 特 定 の 理 論 に よ っ て 束 縛 さ れ る こ と を 望 ま な い が 、 こ の 抗 炎 症 活 性 は い く つ か の
非 限 定 的 な 理 論 に よ っ て 仮 説 的 に 説 明 さ れ う る と 思 わ れ る 。 第 一 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は
ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 す る の で 、 ア ポ ト ー シ ス に よ っ て 誘 導 さ れ る 炎 症 性 の 事 象 は 抑 制 さ れ
る で あ ろ う 。 更 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 瀕 死 の ニ ュ ー ロ ン か ら の グ リ ア 細 胞 を 活 性 化 す
る 分 子 シ グ ナ ル の 放 出 を 抑 制 す る か も し れ ず 、 ま た は 、 グ リ ア 細 胞 に 直 接 作 用 し 、 こ れ ら
の 産 物 に 対 す る そ れ ら の 反 応 を 減 少 さ せ る か も し れ な い 。 別 の 可 能 性 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ
ン が 、 ア ポ ト ー シ ス と 炎 症 と の 両 方 を 誘 導 す る 炎 症 性 カ ス ケ ー ド の よ り 近 位 の メ ン バ ー （
例 え ば 、 カ ス パ ー ゼ 1、 反 応 性 酸 素 、 ま た は 、 窒 素 中 間 体 ） を 標 的 と す る こ と で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 更 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 一 般 的 に デ キ サ メ タ ゾ ン の よ う な 他 の 抗 炎 症 性 化 合 物 に 付
随 す る リ バ ウ ン ド 作 用 な し に 、 抗 炎 症 性 保 護 を 提 供 す る と 思 わ れ る 。 ま た 、 任 意 の 特 定 の
理 論 に よ っ て 束 縛 さ れ る こ と を 望 ま な い が 、 あ た か も こ れ は 一 酸 化 窒 素 （ NO） な ど の 多 目
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的 の 神 経 毒 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 作 用 に 起 因 す る よ う に 思 わ れ る 。 活 性 化 さ れ た 星
状 細 胞 お よ び マ イ ク ロ グ リ ア は 様 々 な 外 傷 に 応 答 し て 神 経 毒 量 の NOを 生 成 す る が 、 NOは 体
内 で 本 質 的 な 生 理 機 能 の 調 節 を 含 む 多 く の 目 的 を 果 た す 。 従 っ て 、 抗 炎 症 薬 の 使 用 は 、 NO
ま た は 他 の 神 経 毒 を 抑 制 す る こ と に よ っ て 炎 症 を 緩 和 し う る が 、 そ の 抗 炎 症 薬 が 長 過 ぎ る
半 減 期 を 有 す る 場 合 、 そ れ は ま た 、 炎 症 を 引 き 起 こ し た 外 傷 か ら 生 じ る 損 傷 を 修 復 す る こ
れ ら の 化 学 物 質 の 役 割 を 妨 げ る か も し れ な い 。 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は
NOの よ う な 神 経 毒 の 修 復 能 力 を 妨 げ る こ と な く 炎 症 を 緩 和 で き る と 仮 定 さ れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い て 、 網 膜 組 織 の 症 状 お よ び 損 傷 を 治 療 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 障 害 と し て は 、 網 膜 虚 血 、 黄 斑 変 性 、 網 膜 剥 離 、 色 素 性 網 膜 炎 、 動
脈 硬 化 性 網 膜 症 、 高 血 圧 性 網 膜 症 、 網 膜 動 脈 閉 塞 、 網 膜 静 脈 閉 塞 、 低 血 圧 症 、 お よ び 糖 尿
病 性 網 膜 症 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 の 原 理 は 、 興 奮 性 組 織 へ の 放 射 線 障 害 か ら 生 じ る
損 傷 を 保 護 ま た は 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 の 他 の 用 途 は 、 神
経 毒 中 毒 症 （ 例 え ば 、 ド ウ モ イ 酸 （ domoic acid） に よ る 貝 中 毒 、 神 経 ラ シ リ ズ ム （ neuro
lathyrism） お よ び Guam病 ） 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 お よ び パ ー キ ン ソ ン 病 の 治 療 に お い
て で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 上 記 の よ う な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 末 梢 投 与 に よ
り 哺 乳 動 物 に お け る 興 奮 性 組 織 の 機 能 を 増 強 す る 方 法 に も 関 す る 。 こ の 方 法 を 用 い た 治 療
に よ り 、 種 々 の 疾 患 お よ び 症 状 を 治 療 す る こ と が で き 、 さ ら に こ の 方 法 は 、 何 の 症 状 も 疾
患 も な い 場 合 に 認 知 機 能 を 増 強 す る の に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の こ れ ら の 使 用 （ ヒ ト お よ び
非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 両 方 に お け る 学 習 お よ び 訓 練 の 増 強 を 含 む ） に つ い て 、 以 下 に さ ら に 詳
し く 記 載 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 中 枢 神 経 系 に 関 係 す る 症 状 お よ
び 疾 患 と し て は 、 気 分 障 害 、 不 安 障 害 、 う つ 病 、 自 閉 症 、 注 意 欠 陥 過 活 動 性 障 害 、 お よ び
認 知 機 能 障 害 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 症 状 は 神 経 細 胞 機 能 の 増
強 に よ り 恩 恵 を 得 る 。 本 発 明 の 教 示 に 従 っ て 治 療 す る こ と が で き る 他 の 障 害 に は 、 例 え ば
、 睡 眠 障 害 、 睡 眠 時 無 呼 吸 、 お よ び 旅 行 に 関 係 す る 障 害 ； ク モ 膜 下 お よ び 動 脈 瘤 出 血 、 低
血 圧 性 シ ョ ッ ク 、 振 と う 症 傷 害 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 お よ び
種 々 の 脳 炎 お よ び 髄 膜 炎 （ 例 え ば 、 狼 瘡 な ど の 結 合 組 織 疾 患 に 関 係 す る 脳 炎 ） の 続 発 症 が
含 ま れ る 。 他 の 用 途 と し て は 、 神 経 毒 に よ る 中 毒 （ 例 え ば 、 ド ウ モ イ 酸 に よ る 貝 中 毒 、 神
経 ラ シ リ ズ ム お よ び Guam病 ） 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 パ ー キ ン ソ ン 病 ； 塞 栓 性 も し く は 虚
血 性 傷 害 の 術 後 の 処 置 ； 全 脳 放 射 線 照 射 ； 鎌 状 赤 血 球 発 症 ； な ら び に 子 癇 の 予 防 ま た は こ
れ ら か ら の 保 護 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 更 な る 症 状 群 と し て は 、 遺 伝 性 も し く は 後
天 性 の ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 （ 神 経 の 損 傷 お よ び 死 を 典 型 と す る 様 々 な 神 経 疾 患 の 原 因
と な る ） が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 リ ー 病 （ 亜 急 性 壊 死 性 脳 障 害 ） は 、 ニ ュ ー ロ ン 脱 落 に よ
る 視 力 低 下 の 進 行 と 脳 障 害 お よ び 筋 障 害 を 特 徴 と す る 。 こ れ ら の 場 合 、 不 完 全 な ミ ト コ ン
ド リ ア 代 謝 に よ り 、 興 奮 性 細 胞 の 代 謝 の 燃 料 と な る 高 エ ネ ル ギ ー 物 質 を 十 分 に 供 給 す る こ
と が で き な い 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 調 節 因 子 は 、 様 々 な ミ ト コ ン ド リ ア 疾 患 に お
い て 弱 ま っ た 機 能 を 最 適 に す る 。 上 記 の よ う に 、 低 酸 素 状 態 は 、 興 奮 性 組 織 に 悪 影 響 を 及
ぼ す 。 興 奮 性 組 織 と し て は 、 中 枢 神 経 系 組 織 、 末 梢 神 経 系 組 織 、 お よ び 心 組 織 が 挙 げ ら れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 上 記 症 状 に 加 え て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 一 酸 化 炭 素 お よ び 煙
の 吸 入 な ど の 吸 入 中 毒 、 重 度 の 喘 息 、 成 人 呼 吸 促 進 症 候 群 、 な ら び に 窒 息 お よ び 溺 水 の 治
療 に お い て 有 用 で あ る 。 低 酸 素 状 態 を 引 き 起 こ す ま た は 何 ら か に よ り 興 奮 性 組 織 の 損 傷 を
誘 導 す る 更 な る 症 状 と し て は 、 イ ン ス リ ン の 不 適 切 な 投 与 に お い て 生 じ 得 る ま た は イ ン ス
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リ ン 産 生 新 生 物 （ イ ン ス リ ノ ー マ ） を 有 す る 低 血 糖 症 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 興 奮 性 組 織 の 損 傷 が 原 因 で あ る と 考 え ら れ て い る 様 々 な 神 経 心 理 学 的 障 害 は 、 本 発 明 の
方 法 に よ っ て 治 療 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ る 治 療 が 提 供 さ れ る 神 経 細 胞 の 損 傷 が 関 与 し て
い る 慢 性 疾 患 に は 、 中 枢 神 経 系 お よ び /ま た は 末 梢 神 経 系 に 関 係 す る 障 害 （ 老 化 に よ る 認
知 機 能 の 低 下 お よ び 老 人 性 痴 呆 、 慢 性 発 作 障 害 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴
呆 、 記 憶 喪 失 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 結 節 硬 化 症 、 ウ ィ ル ソ ン 病 脳 お よ び
進 行 性 核 上 性 麻 痺 、 Guam疾 患 、 レ ー ヴ ィ 小 体 痴 呆 、 プ リ オ ン 疾 患 （ 例 え ば 、 ク ロ イ ツ フ ェ
ル ト -ヤ コ ブ 病 、 ハ ン テ ィ ン グ ト ン 病 、 筋 緊 張 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 フ リ ー ト ラ イ ヒ 運 動 失
調 お よ び 他 の 運 動 失 調 な ど の 海 綿 状 脳 障 害 ） 、 ジ ル ・ ド ・ ラ ・ ツ レ ッ ト 症 候 群 、 癲 癇 な ど
の 発 作 障 害 お よ び 慢 性 発 作 障 害 、 卒 中 、 脳 も し く は 脊 髄 の 外 傷 、 AIDS痴 呆 、 ア ル コ ー ル 中
毒 症 、 自 閉 症 、 網 膜 虚 血 、 緑 内 障 、 高 血 圧 症 や 睡 眠 障 害 等 の 自 律 神 経 機 能 障 害 、 な ら び に
神 経 精 神 障 害 （ 精 神 分 裂 病 、 分 裂 情 動 性 障 害 、 注 意 欠 陥 障 害 、 気 分 変 調 性 障 害 、 大 う つ 病
、 躁 病 、 強 迫 性 障 害 、 精 神 活 性 物 質 使 用 障 害 、 不 安 、 パ ニ ッ ク 障 害 、 一 極 性 お よ び 双 極 性
情 動 障 害 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） が 含 ま れ る 。 更 な る 神 経 精 神 障 害 お よ び 神 経
変 性 障 害 と し て は 、 例 え ば 、 米 国 精 神 医 学 協 会 （ American Psychiatric Association） に
よ る 精 神 障 害 の 診 断 お よ び 統 計 マ ニ ュ ア ル （ Diagnostic and Statistical manual of Men
tal Disorders, DSM） に 記 載 さ れ て い る も の が あ り 、 最 新 版 IVを 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て
全 て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 組 換 え キ メ ラ 毒 素 分 子 は
、 癌 な ど の 増 殖 性 障 害 ま た は 亜 急 性 硬 化 性 汎 脳 炎 な ど の ウ イ ル ス 性 障 害 を 治 療 す る た め の
、 毒 素 の 治 療 的 送 達 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 以 下 の 表 は 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 様 々
な 症 状 お よ び 疾 患 の 更 な る 非 限 定 的 な 適 応 症 を 列 挙 し て い る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
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【 ０ ２ ２ ０ 】
　 上 記 の 通 り 、 こ れ ら の 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン に よ っ て 提 供 さ れ る 恩 恵 の 範 囲 の 単 な る 例 示 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 一 般 に 、 機 械 的
外 傷 の 結 果 ま た は ヒ ト 疾 患 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 を 提 供 す る 。 CNSお よ び /ま た は 末
梢 神 経 系 の 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 が 好 ま し い 。 精 神 医 学 的 要
素 を 有 す る 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 が 提 供 さ れ る 。 眼 、 心 血 管
、 心 肺 、 呼 吸 器 系 、 腎 臓 、 尿 道 、 生 殖 器 、 胃 腸 、 内 分 泌 性 ま た は 代 謝 性 の 要 素 を 持 つ も の
等 （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） の 疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置
が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の こ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、
標 的 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 保 護 ま た は 増 強 す る た め に 全 身 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う な 投 与 は 、 非 経 口 、 吸 入 、 ま た は 粘 膜 経 路 （ 例 え ば 、 口 内 、 鼻 腔 内 、 直 腸 内 、 膣 内
、 舌 下 、 粘 膜 下 、 ま た は 経 皮 投 与 ） で 行 わ れ る 。 好 ま し く は 、 投 与 は 、 例 え ば 静 脈 内 も し
く は 腹 腔 内 注 射 に よ る 非 経 口 経 路 で あ り 、 例 え ば 動 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 内 お よ び 皮 下 投 与 が
挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 灌 流 液 の 使 用 、 器 官 内 へ の 注 射 ま た は 他 の 局 所 投 与 な ど に よ る 他 の 投 与 経 路 の 場 合 、 上
記 と 同 様 の レ ベ ル の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を も た ら す 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
約 0.01pM～ 30nMの レ ベ ル が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 治 療 に 有 効 な 量 の 化 合 物 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 み 得
る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 「 製 薬 上 許 容 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 動 物 （ 特 に ヒ ト ） へ
の 使 用 が 、 連 邦 政 府 ま た は 州 政 府 の 取 締 機 関 に よ り 認 証 さ れ て い る こ と 、 ま た は 米 国 薬 局
方 も し く は 他 の 一 般 に 認 識 さ れ て い る 外 国 薬 局 方 に 記 載 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 「 担
体 」 と い う 用 語 は 、 治 療 剤 と 一 緒 に 投 与 さ れ る 希 釈 剤 、 補 助 剤 、 賦 形 剤 、 ま た は ビ ヒ ク ル
を 指 す 。 こ の よ う な 医 薬 用 担 体 は 、 無 菌 の 液 体 （ 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 、 ま た は 石 油 、 動 物
、 植 物 も し く は 合 成 起 源 の 油 （ 例 え ば 、 落 花 生 油 、 大 豆 油 、 鉱 油 、 ゴ マ 油 を 含 む ） ） で あ
っ て も よ い 。 医 薬 組 成 物 を 静 脈 内 投 与 す る 場 合 は 、 生 理 食 塩 水 が 好 適 な 担 体 で あ る 。 特 に
注 射 用 溶 液 の 場 合 は 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 水 溶 液 お よ び グ リ セ ロ ー ル 水 溶 液 を 液
体 担 体 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 好 適 な 医 薬 用 添 加 剤 と し て は 、 澱 粉 、 ブ ド ウ 糖 、 乳
糖 、 シ ョ 糖 、 ゼ ラ チ ン 、 麦 芽 、 米 、 コ ム ギ 、 チ ョ ー ク 、 シ リ カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 グ リ セ ロ ー ル モ ノ ス テ ア レ ー ト 、 タ ル ク 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 脱 脂 粉 乳 、 グ リ セ ロ ー
ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 水 お よ び エ タ ノ ー ル な ど が 挙 げ ら れ る 。 望 ま し い 場 合 、 組 成
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物 は 、 少 量 の 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 ま た は pH緩 衝 剤 を 含 む こ と も で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、
溶 液 剤 、 懸 濁 液 剤 、 乳 剤 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 粉 剤 、 お よ び 持 続 放 出 性 製 剤 な ど の
形 態 を と る こ と が で き る 。 こ の 組 成 物 は 、 慣 用 の 結 合 剤 お よ び 担 体 （ 例 え ば 、 ト リ グ リ セ
リ ド ） と 一 緒 に 坐 剤 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 中 性 ま た は 塩 の
形 態 で 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と し て は 、 遊 離 ア ミ ノ 基 と 共 に 形
成 さ れ た も の （ 例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 な ど か ら 誘 導 さ れ た も の
） 、 な ら び に 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 と 共 に 形 成 さ れ た も の （ 例 え ば 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水
酸 化 カ リ ウ ム 、 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 水 酸 化 カ ル シ ウ ム 、 水 酸 化 第 二 鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア
ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 2-エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど か ら
誘 導 さ れ た も の ） が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な 医 薬 用 担 体 の 例 は 、 E.W. Martinに よ る "Remingto
n's Pharmaceutical Sciences"に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 治 療 上 有 効 な 量
の 該 化 合 物 （ 好 ま し く は 純 粋 な 形 態 ） を 、 患 者 へ の 投 与 に 適 し た 形 状 に す る た め に 適 量 の
担 体 と 一 緒 に 含 む 。 製 剤 は 、 投 与 様 式 に 見 合 っ た も の で け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 カ プ セ ル 剤 も し く は 錠 剤 と し て 、 粉 剤 も し く は 顆 粒 剤 と し
て 、 （ 水 性 も し く は 非 水 性 液 体 中 の ） 溶 液 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 も し く は 懸 濁 液 剤 と し て 、 食 用
フ ォ ー ム 剤 も し く は ホ イ ッ プ 剤 と し て 、 ま た は 乳 剤 と し て 提 供 さ れ て も よ い 。 錠 剤 も し く
は 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル は 、 乳 糖 、 澱 粉 も し く は そ の 誘 導 体 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、
サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 も し く は そ の 塩 等
を 含 み 得 る 。 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル は 、 植 物 油 、 ろ う 、 脂 肪 、 半 固 体 も し く は 液 体 ポ リ オ ー
ル 等 を 含 み 得 る 。 溶 液 剤 お よ び シ ロ ッ プ 剤 は 、 水 、 ポ リ オ ー ル お よ び 糖 類 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 経 口 投 与 の た め の 有 効 成 分 は 、 胃 腸 管 内 で の 有 効 成 分 の 分 解 お よ び /ま た は 吸 収 を 遅 ら
せ る 物 質 （ 例 え ば 、 グ リ セ リ ル モ ノ ス テ ア レ ー ト ま た は グ リ セ リ ル ジ ス テ ア レ ー ト ） で コ
ー テ ィ ン グ し た り 、 こ の よ う な 物 質 と 混 合 し た り し て も よ い 。 こ の よ う に 、 有 効 成 分 の 持
続 放 出 は 、 数 時 間 に わ た っ て 行 っ て も よ い し 、 必 要 で あ れ ば 、 有 効 成 分 が 胃 の 中 で 分 解 さ
れ な い よ う に す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 特 定 の pHま た は 酵 素 条 件 の
た め に 胃 腸 内 の 特 定 の 位 置 で 有 効 成 分 を 放 出 し や す く す る よ う に 製 剤 化 し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 経 皮 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 表 皮 に 長 時 間 密 着 さ せ て お く た め の 個 別 の
パ ッ チ 剤 と し て 提 供 さ れ て も よ い 。 局 所 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 軟 膏 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 懸
濁 液 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 粉 剤 、 溶 液 剤 、 ペ ー ス ト 剤 、 ゲ ル 剤 、 ス プ レ ー 剤 、 エ ア ロ ゾ ル 剤
ま た は オ イ ル 剤 と し て 提 供 さ れ て も い 。 皮 膚 、 口 、 眼 ま た は 他 の 外 部 組 織 へ の 局 所 投 与 用
に は 、 表 面 塗 布 用 の 軟 膏 剤 ま た は ク リ ー ム 剤 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 軟 膏 剤 と し て 製
剤 化 す る 場 合 に は 、 有 効 成 分 を パ ラ フ ィ ン 系 も し く は 水 混 和 性 の 軟 膏 基 剤 と 一 緒 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 あ る い は 、 有 効 成 分 は 、 水 中 油 型 基 剤 ま た は 油 中 水 型 基 剤 を 用 い て ク リ
ー ム 剤 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 眼 へ の 局 所 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と し て は 、 点 眼 剤
が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 中 に お い て 、 有 効 成 分 は 、 適 当 な 担 体 （ 例 え ば 水 性 溶 媒 ）
に 溶 解 も し く は 懸 濁 さ せ る こ と が で き る 。 口 内 へ の 局 所 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と し て は 、 ロ
ゼ ン ジ 剤 、 薬 用 ド ロ ッ プ お よ び マ ウ ス ウ ォ ッ シ ュ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 鼻 腔 内 お よ び 肺 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 粉 末 （ 好 ま し く は 20～ 500ミ ク ロ ン の 粒 径 を 有
す る も の ） な ど の 固 体 担 体 を 含 み 得 る 。 粉 末 は 、 鼻 で か ぐ よ う に し て （ す な わ ち 鼻 の 近 く
に 保 持 さ れ た 粉 末 の 容 器 か ら 鼻 で さ っ と 吸 入 す る こ と に よ り ） 投 与 す る こ と が で き る 。 あ
る い は 、 鼻 腔 内 投 与 用 の 組 成 物 は 、 液 体 担 体 を 含 み 得 る （ 例 え ば 、 鼻 腔 内 ス プ レ ー ま た は
点 鼻 剤 ） 。 あ る い は 、 深 く 吸 入 し た り 、 ま た は マ ウ ス ピ ー ス を 介 し て 咽 頭 口 腔 部 に 装 置 を
据 え 付 け る こ と に よ っ て 、 肺 へ の 直 接 吸 入 を 行 っ て も よ い 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 有 効 成 分
の 水 性 も し く は 油 性 溶 液 を 含 み 得 る 。 吸 入 投 与 用 の 組 成 物 は 、 所 定 用 量 の 有 効 成 分 を 提 供
す る よ う に 構 築 す る こ と が で き る 専 用 デ バ イ ス （ 加 圧 エ ア ロ ゾ ル 、 ネ ブ ラ イ ザ ー 、 ま た は
注 入 器 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に 入 れ て 供 給 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、
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本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 鼻 腔 内 に 直 接 、 ま た は 鼻 腔 も し く は 咽 頭 口 腔 部 を 介 し て 肺 に 投 与
さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 直 腸 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 坐 剤 ま た は 浣 腸 剤 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 膣 内 投 与
用 の 医 薬 組 成 物 は 、 ペ ッ サ リ ー 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 剤 、 ゲ ル 剤 、 ペ ー ス ト 剤 、 フ ォ ー ム
剤 ま た は ス プ レ ー 剤 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 非 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と し て は 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 注 射 用 溶 液 剤 も し く は 懸
濁 液 剤 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は 、 酸 化 防 止 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 お よ び 投 与 を 受 け る レ シ ピ
エ ン ト の 血 液 と 該 組 成 物 と が ほ ぼ 等 張 と な る よ う に す る 溶 質 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 組 成
物 中 に 含 ま れ 得 る 他 の 成 分 と し て は 、 例 え ば 水 、 ア ル コ ー ル 、 ポ リ オ ー ル 、 グ リ セ リ ン お
よ び 植 物 油 が 挙 げ ら れ る 。 非 経 口 投 与 用 の 組 成 物 は 、 １ 回 用 量 も し く は 複 数 回 分 の 用 量 の
容 器 （ 例 え ば 密 閉 ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル ） に 入 れ て 提 供 さ れ 、 使 用 直 前 に 無 菌 の 液 体 担
体 （ 例 え ば 、 注 射 用 無 菌 生 理 食 塩 水 ） を 加 え る だ け で す む よ う に 、 凍 結 乾 燥 状 態 で 保 存 す
る こ と が で き る 。 用 時 調 製 注 射 用 溶 液 お よ び 懸 濁 液 は 、 無 菌 粉 剤 、 顆 粒 剤 お よ び 錠 剤 か ら
調 製 す る こ と が で き る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 救 急 車 、 救 急 室 、 お よ び 戦 場 と い っ た
状 況 下 で の 緊 急 時 の 使 用 の た め に 、 ま た 、 家 庭 内 状 況 に お け る 自 己 投 与 の た め に （ 特 に 、
例 え ば 芝 刈 り 機 の 不 注 意 な 使 用 に よ る 外 傷 性 切 断 の 可 能 性 が 生 じ 得 る 場 合 ） 、 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 注 射 用 溶 液 を 含 む 自 己 注 射 器 が 提 供 さ れ る 。 切 断 さ れ た 身 体 部 分 の
複 数 の 部 位 に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を で き る だ け 早 く 投 与 す る こ と に よ っ て 、 た
と え 現 場 に 医 師 が 到 着 す る 前 も し く は 足 指 が 切 断 さ れ た 患 者 が 運 ば れ て 救 急 室 に 到 着 す る
前 で あ っ て も 、 切 断 さ れ た 足 ま た は 足 指 の 細 胞 お よ び 組 織 が 再 び 取 り つ け ら れ た 後 に 生 き
残 る 可 能 性 を 高 く す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 組 成 物 は 、 ヒ ト へ の 静 脈 内 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 と し て 慣 用 の
手 順 に 従 っ て 製 剤 化 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 静 脈 内 投 与 用 の 組 成 物 は 、 無 菌 等 張 水 性 緩 衝 液
中 の 溶 液 で あ る 。 必 要 で あ れ ば 、 組 成 物 は 、 可 溶 化 剤 お よ び 注 射 部 位 の 痛 み を 和 ら げ る リ
ド カ イ ン 等 の 局 所 麻 酔 剤 も 含 み 得 る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 成 分 は 別 々 に ま た は 単 位 剤 形 の
中 に 一 緒 に 混 合 し て （ 例 え ば 、 有 効 成 分 の 量 を 示 す ア ン プ ル や 小 袋 な ど の 気 密 容 器 に 入 れ
た 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た は 水 不 含 の 濃 縮 物 と し て ） 供 給 さ れ る 。 組 成 物 を 注 入 に よ り 投 与 す る
場 合 は 、 医 薬 品 級 の 滅 菌 水 も し く は 生 理 食 塩 水 を 含 む 注 入 ボ ト ル と 共 に 組 成 物 を 提 供 す る
こ と が で き る 。 組 成 物 を 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 は 、 投 与 前 に 成 分 を 混 合 す る こ と が で き
る よ う に 、 無 菌 食 塩 水 の 入 っ た ア ン プ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 一 般 に 坐 剤 は 有 効 成 分 を 0.5～ 10重 量 ％ の 範 囲 で 含 み 、 経 口 投 与 用 製 剤 は 好 ま し く は 有
効 成 分 を 10％ ～ 95％ 含 む 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 in situ灌 流 の た め 、 ま た は 臓 器 を 摘 出 す る 前 に 臓 器 提 供 者 の 血 管 に 投 与 す る た め に 、
移 植 臓 器 浴 で 使 用 す る た め の 灌 流 液 組 成 物 を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 医 薬 組 成
物 は 、 個 体 へ の 急 性 も し く は 慢 性 の 局 部 投 与 ま た は 全 身 投 与 に は 適 さ な い レ ベ ル も し く は
形 態 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 み 得 る が 、 医 薬 組 成 物 が 死 体 、 臓 器 浴 、 臓 器 灌
流 液 、 ま た は in situ灌 流 に お い て 本 明 細 書 中 で 意 図 さ れ る 機 能 を 果 た し て か ら 、 処 理 し
た 臓 器 ま た は 組 織 を 正 常 な 循 環 に さ ら す も し く は 戻 す 前 に 、 そ の 中 に 含 ま れ る 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル を 除 去 ま た は 減 少 さ せ る も の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 成 分 の う ち の １ つ 以 上 を 充 填 し た １ つ 以 上 の 容 器
を 含 む 医 薬 パ ッ ク も し く は キ ッ ト も 提 供 す る 。 場 合 に よ り 、 こ の よ う な 容 器 に 、 医 薬 品 も
し く は 生 物 学 的 製 剤 の 製 造 、 使 用 ま た は 販 売 を 規 制 す る 政 府 機 関 に よ り 規 定 さ れ た フ ォ ー
ム で 書 か れ た 注 意 書 き （ こ の 注 意 書 き は ヒ ト 投 与 の た め の 製 造 、 使 用 ま た は 販 売 を 規 制 す
る 管 轄 機 関 に よ る 認 可 を 反 映 す る ） を 添 え る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ３ ４ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 制 御 放 出 シ ス テ ム
で 送 達 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 静 脈 内 注 入 、 移 植 用 浸 透 圧 ポ ン プ 、 経
皮 パ ッ チ 、 リ ポ ソ ー ム 、 ま た は 他 の 投 与 様 式 を 用 い て 投 与 す る こ と が で き る 。 １ つ の 実 施
形 態 に お い て は 、 ポ ン プ を 使 用 す る こ と が で き る （ 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Langer（
前 掲 ） ； Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201; Buchwaldら , 1980, Surg
ery 88:507; Saudekら , 1989, N. Engl. J. Med.321:574） 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 化
合 物 は 小 胞 （ 特 に リ ポ ソ ー ム ） 内 に 保 持 さ せ て 送 達 す る こ と が で き る （ 以 下 の 文 献 を 参 照
さ れ た い ： Langer, Science 249:1527-1533(1990)； Treatら , in Liposomes in the Ther
apy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Beresteinお よ び Fidler（ 編 ） , LissNew
 York, pp.353-365(1989)； 国 際 特 許 出 願 公 開 WO 91/04014； 米 国 特 許 第 4,704,355号 ； Lop
ez-Berestein, 同 書 , pp.317-327； 一 般 に 同 書 を 参 照 さ れ た い ） 。 別 の 実 施 形 態 に お い て
は 、 高 分 子 材 料 を 用 い る こ と が で き る （ 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Medical Applicatio
ns of Controlled Release, Langerお よ び Wise(編 )、 CRC Press； Boca Raton, Florida, 
1974； Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smol
en and Ball(編 ), Wiley: New York (1984)； Rangerお よ び Pappas, J. Macromol. Sci. R
ev. Macromol. Chem. 23:61, 1953； ま た 以 下 の 文 献 も 参 照 さ れ た い ： Levyら , 1985, Sci
ence 228:190; Duringら , 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howardら , 1989, J. Neurosurg.
 71:105） 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 制 御 放 出 シ ス テ ム を 治 療 標 的 （ す な わ ち 、 標 的 と な る 細
胞 、 組 織 ま た は 器 官 ） の 近 傍 に 設 置 す る こ と が で き る 。 こ う す る こ と に よ り 、 全 身 投 与 で
必 要 と さ れ る 用 量 に 比 べ て 少 な い 用 量 し か 必 要 と し な く な る （ 例 え ば 、 Goodson, pp.115-
138 in Medical Applications of Controlled Release, Vol. 2(前 掲 ), 1984を 参 照 さ れ
た い ） 。 他 の 制 御 放 出 シ ス テ ム は 、 Langerの レ ビ ュ ー （ 1990, Science 249:1527-1533）
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 適 切 に 製 剤 化 さ れ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 鼻 腔 内
、 口 腔 内 、 直 腸 内 、 膣 内 、 ま た は 舌 下 投 与 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 治 療 を 必 要 と す る 領 域 に 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ
イ ン 組 成 物 を 局 所 投 与 す る こ と が 望 ま し い 。 こ れ は 、 例 え ば （ た だ し 限 定 す る わ け で は な
い ） 外 科 手 術 中 の 局 所 注 入 に よ り 、 外 用 適 用 （ 例 え ば 外 科 手 術 後 の 創 傷 包 帯 と 組 み 合 わ せ
た 適 用 ） 、 注 射 、 カ テ ー テ ル 、 坐 剤 、 ま た は イ ン プ ラ ン ト を 用 い て 、 行 う こ と が で き る 。
イ ン プ ラ ン ト は 、 多 孔 質 、 非 多 孔 質 、 ま た は ゼ ラ チ ン 質 の 材 料 （ シ ラ ス チ ッ ク 膜 な ど の 膜
ま た は 繊 維 を 含 む ） か ら で き て い る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 好 適 な 有 効 用 量 の 選 択 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 幾 つ か の 要 因 を 考 慮 し て 専 門 家 に よ り 決
定 さ れ る 。 こ の よ う な 要 因 と し て は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 具 体 的 な 形 態 、 な
ら び に そ の 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ 、 例 え ば バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ 、 代 謝 、 半 減 期 な ど （ こ
れ ら は 医 薬 化 合 物 の 規 制 認 可 を 得 る 際 に 一 般 に 使 用 さ れ る 一 般 開 発 手 続 に お い て 確 立 さ れ
て い る ） が 挙 げ ら れ る 。 用 量 決 定 の 際 に 考 慮 さ れ る 更 な る 要 因 と し て は 、 治 療 さ れ る 症 状
も し く は 疾 患 、 ま た は 正 常 個 体 で 達 成 さ れ る 利 益 、 患 者 の 体 重 、 投 与 経 路 、 投 与 が 急 性 で
あ る か 慢 性 で あ る か 、 併 用 薬 物 治 療 の 有 無 、 お よ び 投 与 さ れ た 薬 剤 の 効 力 に 影 響 を 及 ぼ す
こ と が 周 知 の 他 の 要 因 が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 、 正 確 な 投 薬 量 は 、 標 準 的 な 臨 床 技 法 に
従 っ て 、 医 師 の 判 断 お よ び 各 患 者 の 状 況 に 応 じ て （ 例 え ば 個 々 の 患 者 の 体 調 お よ び 免 疫 状
態 等 に 応 じ て ） 決 定 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 移 植 用 臓 器 の 灌 流 お よ び 保 存 の た め の 灌 流 液 ま た は 灌 流
溶 液 が 提 供 さ れ る 。 灌 流 溶 液 は 、 応 答 性 細 胞 お よ び 関 連 す る 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 保
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護 す る の に 有 効 な 量 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 。 移 植 に は 、 器 官 （ 細 胞 、 組
織 ま た は 他 の 身 体 部 分 を 含 む ） を あ る 提 供 者 か ら 摘 出 し て 別 の 受 容 者 に 移 植 す る 異 種 間 移
植 、 お よ び 、 身 体 の 一 部 か ら 器 官 を 取 り 出 し て 他 の 部 位 に 移 植 す る 自 己 移 植 （ 例 え ば 、 腫
瘍 切 除 の た め に 器 官 を 取 り 出 し 、 ex vivoで 切 除 、 修 復 ま た は 処 理 し て か ら 元 の 場 所 に 戻
す ベ ン チ 外 科 手 術 を 含 む ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い
て 、 灌 流 溶 液 は 、 約 1～ 約 25U/mlエ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 5％ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル 澱 粉 （ 分 子 量 約
200,000～ 約 300,000で あ り 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン ク ロ ロ ヒ ド リ ン 、 塩 化 ナ ト リ
ウ ム お よ び ア セ ト ン を 実 質 的 に 含 ま な い ） 、 25mM KH 2 PO 4 、 3mMグ ル タ チ オ ン 、 5mMア デ ノ
シ ン 、 10mMグ ル コ ー ス 、 10mM HEPES緩 衝 液 、 5mMグ ル コ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 1.5mM CaCl 2 、
105mMグ ル コ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 200,000単 位 の ペ ニ シ リ ン 、 40単 位 の イ ン ス リ ン 、 16mgの デ
キ サ メ タ ゾ ン 、 12mgの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド を 含 む 、 pH7.4～ 7.5、 重 量 モ ル 浸 透 圧 約 320 mOSm
/lの 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 （ UW） 溶 液 （ 米 国 特 許 第 4,798,824号 ） で あ る 。 こ の 溶 液 は 、
移 植 前 に 死 体 の 腎 臓 お よ び 膵 臓 を 維 持 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ の 溶 液 を 用 い る と 、 死 体
腎 の 保 存 に 推 奨 さ れ る 30時 間 の 限 度 を 超 え て 保 存 す る こ と が で き る 。 こ の 特 定 の 灌 流 液 は
、 有 効 量 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 ま せ る こ と に よ っ て 本 発 明 の 用 途 に 適 合 さ
せ る こ と が で き る 多 く の こ の よ う な 溶 液 の う ち の 単 な る 例 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 に お
い て 、 灌 流 溶 液 は 、 約 0.01 pg/ml～ 約 400 ng/mlの 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 、 ま た
は 約 40～ 約 300 ng/mlの 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の
こ の 態 様 に お い て は 任 意 の 形 態 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 中 を 通 じ て 記 載 さ れ る 目 的 の た め の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 好 適 な 受
容 者 は ヒ ト で あ る が 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 は 他 の 哺 乳 動 物 （ 特 に 、 飼 育 動 物 、 家 畜 、
ペ ッ ト お よ び 動 物 園 の 動 物 ） に 同 様 に 適 用 す る こ と が で き る 。 し か し 、 本 発 明 は そ れ ら の
動 物 に 限 定 さ れ ず 、 恩 恵 は あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ １ 】

　 以 下 の 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 が ヒ ト 悩 の 毛 細 管 内 皮 に 存
在 す る こ と は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 標 的 が ヒ ト 悩 に 存 在 す る こ と 、
お よ び 本 発 明 の こ れ ら の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 関 す る 動 物 研 究 が ヒ ト の 治 療 ま
た は 予 防 に 直 接 適 用 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 に 細 胞
、 組 織 も し く は 器 官 を 直 接 曝 露 す る こ と に よ り 、 ま た は 、 そ の 組 織 も し く は 器 官 の 脈 管 構
造 に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 含 有 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る か も し く は 接 触 さ せ る こ と
に よ り 、 内 皮 細 胞 関 門 に よ り 脈 管 構 造 か ら 隔 離 さ れ て い な い 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 の 生 存
能 を 増 強 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 処 理 さ れ た 組 織 ま た は 器 官 の 中 の 応
答 性 細 胞 の 活 性 の 増 強 に よ り 、 プ ラ ス の 効 果 が 発 揮 さ れ る よ う に な る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 分 子 が 、 管 腔 表 面 か ら 、 内 皮 細 胞 の 密 着 接
合 部 を 有 す る 器 官 （ 例 え ば 、 脳 、 網 膜 、 お よ び 精 巣 な ど を 含 む ） の 毛 細 管 の 内 皮 細 胞 の 基
底 膜 表 面 へ と 輸 送 さ れ 得 る 、 と い う 発 見 に 一 部 基 づ く も の で あ る 。 こ の よ う に 、 関 門 を 越
え る 応 答 性 細 胞 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 有 益 な 影 響 を 受 け 易 い 標 的 で あ り 、
ま た 、 応 答 性 細 胞 を 含 み 且 つ そ れ ら に 全 て も し く は 一 部 依 存 す る 他 の 細 胞 型 、 組 織 ま た は
器 官 も 、 本 発 明 の 方 法 の 標 的 で あ る 。 い か な る 特 定 の 理 論 に も 拘 束 さ れ な い が 、 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス の 後 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、
例 え ば 神 経 、 網 膜 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管 内
皮 、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 骨 、 皮 膚 、 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 な ど の 応 答 性 細 胞 上 の エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 受 容 体 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 そ し て 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 応
答 性 細 胞 も し く は 組 織 内 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ グ ラ ム を 活 性 化 し て 、 毒 素 、 化 学 療 法 剤 、 放 射
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5.6.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 治 療 お よ び 予 防 用 途



線 療 法 、 低 酸 素 症 な ど の 傷 害 か ら 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 保 護 す る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ
ー ド を 始 動 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 損 傷 ま た は 低 酸 素 性 ス ト レ ス か ら 応 答 性 細 胞
を 含 む 組 織 を 保 護 し て 、 こ の よ う な 組 織 の 機 能 を 増 強 す る た め の 方 法 に つ い て は 、 以 下 で
詳 細 に 説 明 す る 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は ヒ ト に 適 用 で き る だ け で な く 、 他 の 動 物
に も 同 様 に 適 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 の 実 施 に お い て は 、 哺 乳 動 物 患 者 が 、 神 経 、 肺 、 心 臓 、 卵 巣 ま
た は 精 巣 へ の 傷 害 と い っ た 副 作 用 を 一 般 に 有 す る 癌 治 療 の た め の 全 身 的 な 化 学 療 法 （ 放 射
線 治 療 を 含 む ） を 受 け て い る 。 上 記 の よ う な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組
成 物 の 投 与 は 、 化 学 療 法 お よ び /ま た は 放 射 線 療 法 を 行 う 前 ま た は 行 っ て い る 間 に 、 化 学
療 法 剤 に よ る 傷 害 か ら 様 々 な 組 織 お よ び 器 官 を 保 護 す る た め に （ 例 え ば 、 精 巣 を 保 護 す る
た め に ） 実 施 さ れ る 。 治 療 は 、 化 学 療 法 剤 の 循 環 レ ベ ル が 哺 乳 動 物 の 身 体 に 危 険 を 及 ぼ す
可 能 性 の あ る レ ベ ル 以 下 に 下 が る ま で 続 け る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 の 実 施 に お い て は 、 複 数 の 受 容 者 に 移 植 す る た め に 交 通 事 故 犠 牲
者 か ら 様 々 な 器 官 を 摘 出 す る こ と が 計 画 さ れ 、 こ れ ら の 器 官 の う ち の 幾 つ か は 長 距 離 お よ
び 長 時 間 の 輸 送 が 必 要 で あ っ た 。 器 官 摘 出 の 前 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 を 犠 牲 者 に 注 入 し た 。 輸 送 用 の 摘 出 器 官 を 、 本 明 細 書 に 記 載
の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 灌 流 液 で 灌 流 さ せ 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン を 含 む 浴 の 中 に 保 存 し た 。 い く つ か の 器 官 は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
を 含 む 灌 流 液 を 利 用 し た 拍 動 性 灌 流 装 置 を 用 い て 連 続 的 に 灌 流 し た 。 輸 送 中 、 移 植 時 、 お
よ び in situで の 器 官 の 再 灌 流 時 の 器 官 機 能 の 劣 化 は 最 小 限 に 食 い 止 め ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 心 臓 弁 を 修 復 す る た め の 外 科 手 術 で 、 一 時 的 な 心 停
止 お よ び 動 脈 閉 塞 が 必 要 で あ っ た 。 外 科 手 術 前 に 、 患 者 に 体 重 1kgあ た り 4μ gの 組 換 え 型
組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 注 入 し た 。 こ の よ う な 処 置 は 、 特 に 再 灌 流 後 に 、 低 酸 素 性 虚 血 に
よ る 細 胞 傷 害 を 防 止 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 任 意 の 外 科 手 術 （ 例 え ば 、 心 肺 バ イ パ ス 手 術 ） に お
い て 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 用 い る こ と が で き る 。 １ つ の 実 施 形 態 に
お い て 、 脳 、 心 臓 、 お よ び 他 の 器 官 の 機 能 を 保 護 す る た め に 、 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 の 投 与 は 、 バ イ パ ス 手 術 を 行 う 前 、 行 っ て い る 間 、 お よ び /ま
た は 行 っ た 後 に 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を ex-vivo用 途 で 使 用 す る 上 記 の 例 に お い て 、
ま た は 神 経 組 織 、 網 膜 組 織 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 副 腎 皮 質 、 副 腎 髄 質 、 毛 細 管
内 皮 、 精 巣 、 卵 巣 も し く は 子 宮 内 膜 の 細 胞 ま た は 組 織 の よ う な 応 答 性 細 胞 を 治 療 す る た め
に 、 本 発 明 は 、 脈 管 構 造 の 遠 位 に あ る 応 答 性 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 保 護 ま た は 増 強 さ
せ る の に 適 し た 単 位 剤 形 と し て の 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 医 薬 組 成 物 は 、 剤 形 １ つ あ
た り 、 約 0.01pg～ 5mg、 1pg～ 5mg、 500pg～ 5mg、 1ng～ 5mg、 500ng～ 5mg、 1μ g～ 5mg、 500
μ g～ 5mg、 ま た は 1mg～ 5mgの 範 囲 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 、 お よ び 製 薬 上 許 容 さ
れ る 担 体 を 含 む 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 量 は 約 1ng
～ 5mgの 範 囲 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 組 成 物 中 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン は 非 赤 血 球 産 生 性 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 EPOの 投 与 は 、 脳 に 外 傷 を 負 っ た 動 物 の 認 知 機 能 を 回
復 さ せ る こ と が 分 か っ た 。 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は EPOと 同 様 の 細 胞 保
護 作 用 を も つ こ と が 期 待 さ れ る 。 5日 ま た は 30日 遅 れ た 後 で も 、 EPOは な お 、 擬 似 手 術 を 行
っ た 動 物 と 比 較 し て 機 能 を 回 復 さ せ る こ と が で き た 。 こ れ は 、 脳 の 活 性 を 再 生 も し く は 回
復 さ せ る EPOの 能 力 を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 脳 の 外 傷 ま た は 他 の 認 知 機 能

10

20

30

40

50

(60) JP 2006-507228 A 2006.3.2



障 害 の 治 療 （ 損 傷 後 、 例 え ば 3日 後 、 5日 後 、 1週 間 後 、 1ヶ 月 後 ま た は そ れ 以 上 の 治 療 も 含
む ） の た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 使 用 に も 関 す
る 。 ま た 本 発 明 は 、 有 効 量 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 投 与 す る こ と に よ る 、 損 傷
後 の 認 知 機 能 障 害 の 治 療 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 の こ の 態 様 で は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る
ど の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の こ の 機 能 回 復 の 態 様 は 、 治 療 が そ の 機 能 障 害 の 原 因 と な る 最 初 の 傷 害
の 後 ま た は し ば ら く た っ た 後 に 開 始 さ れ る 場 合 の 、 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 の 機 能 不 全 を
回 復 さ せ る 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ
イ ン の い ず れ か の 使 用 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 用 い
た 治 療 は 、 急 性 期 お よ び 慢 性 期 の 疾 患 ま た は 症 状 の 過 程 を 通 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 赤 血 球 産 生 作 用 を 有 す る 場 合 は 、 好 適 な 実 施
形 態 に お い て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 一 回 の 投 与 あ た り 、 約 0.01 pg～ 約 100
 μ g/kg体 重 、 好 ま し く は 約 1～ 50μ g/kg体 重 、 最 も 好 ま し く は 約 5～ 30μ g/kg体 重 の 用 量
で 全 身 投 与 さ れ 得 る 。 こ の 有 効 用 量 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 投 与 し た 後 に 、
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 血 清 レ ベ ル を 血 清 1mlあ た り 約 10,000、 15,000ま た は 20,
000 mUを 超 え る レ ベ ル と す る た め に 十 分 な 量 で な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 血 清 レ ベ ル
は 、 投 与 後 約 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9ま た は 10時 間 経 過 後 に 達 成 さ れ て も よ い 。 こ の
よ う な 投 薬 は 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 す こ と が で き る 。 例 え ば 投 薬 は 、 臨 床 的 に 必 要 で あ る か
ぎ り 、 毎 日 繰 り 返 し て も よ い し 、 適 当 な 間 隔 を も う け て （ 例 え ば 1週 間 ～ 12週 間 毎 、 好 ま
し く は 1～ 3週 間 毎 に ） 繰 り 返 し て も よ い 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 有 効 量 の 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を １ 回 分 用 量 の バ イ ア ル ま た は 他 の 容 器
の 中 に パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る
目 的 に 有 用 な 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 非 赤 血 球 産 生 性 で あ り 、 す な わ ち 、 ヘ モ グ
ロ ビ ン 濃 度 ま た は ヘ マ ト ク リ ッ ト の 上 昇 を 引 き 起 こ す こ と な く 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 活 性
を 発 揮 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 非 赤 血 球 産 生 性 形 態 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン は 、 本 発 明 の 方 法 を 長 期 的 に 提 供 す る 場 合 に 好 適 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 赤 血 球 産 生 を 最 大 限 に 刺 激 す る の に 必 要 な 量 を 超 え る 量 で
与 え ら れ る 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 赤 血 球 産 生 作 用
を 必 ず し も も つ 必 要 が な い の で 、 単 位 で 表 さ れ た 上 記 用 量 は 単 に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン の 場 合 の 例 で あ り 、 本 明 細 書 で は 、 ど の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に も 適 用 可
能 な 投 薬 量 に つ い て 上 記 モ ル 当 量 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 会 合 さ せ た 特 定 の 分 子 を 含 む
組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 哺 乳 動 物 の 体 内 の 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え る 分 子 の 輸 送 を 促
進 す る 方 法 に 関 す る 。 上 記 の よ う に 、 体 内 の い く つ か の 器 官 の 内 皮 細 胞 同 士 の 密 着 接 合 部
は 、 あ る 種 の 分 子 の 侵 入 を 防 ぐ 障 壁 を 形 成 し て い る 。 障 壁 機 能 の あ る 器 官 内 の 種 々 の 症 状
を 治 療 す る た め に は 、 薬 物 の 通 過 を 促 進 す る 手 段 が 望 ま れ る 。 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護
サ イ ト カ イ ン は 、 血 液 脳 関 門 や 同 様 の 関 門 を 越 え て 他 の 分 子 を 送 達 す る た め の 担 体 と し て
有 用 で あ る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 共 に 関 門 を 通 過 さ せ た い 分 子 を 含 む 組 成 物
を 調 製 し 、 そ の 組 成 物 を 末 梢 投 与 す る と 、 関 門 を 越 え る 該 組 成 物 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス
が 生 じ る 。 関 門 を 越 え て 輸 送 し た い 分 子 と 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と の 会 合 は 、 不
安 定 な 共 有 結 合 で あ っ て よ く 、 こ の 場 合 は 、 関 門 を 通 過 し た 後 に 該 分 子 が 組 換 え 型 組 織 保
護 サ イ ト カ イ ン と 会 合 し た 状 態 か ら 解 放 さ れ る 。 該 分 子 の 所 望 の 薬 理 活 性 が 組 換 え 型 組 織
保 護 サ イ ト カ イ ン と の 会 合 に よ り 維 持 さ れ る か ま た は 会 合 に よ り 影 響 を 受 け な い 場 合 、 こ
の よ う な 複 合 体 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 分 子 を 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン お よ び 上 記 他 の 物 質 と
共 有 結 合 、 非 共 有 結 合 お よ び 他 の 手 段 に よ り 会 合 さ せ る 様 々 な 手 段 を 思 い つ く こ と が で き
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る で あ ろ う 。 さ ら に 、 そ の よ う な 組 成 物 の 効 力 の 評 価 を 実 験 系 で 簡 単 に 決 定 す る こ と も で
き る で あ ろ う 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 分 子 と の 会 合 は 、 様 々 な 手 段 （ 不 安 定 な
共 有 結 合 、 架 橋 な ど を 含 む ） に よ っ て 行 っ て も よ い 。 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン と の 相 互 作 用 を
用 い る こ と も で き る 。 上 記 の よ う に 、 組 換 え も し く は 合 成 手 段 に よ っ て 、 例 え ば そ の 分 子
の 所 望 の 薬 理 活 性 を 有 す る ド メ イ ン と エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 活 性 の 調 節 を 担 う ド メ イ ン
の 両 方 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 調 製 し て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 多 官 能 性 分 子 （ す な わ ち 多 官 能 性 架 橋 剤 ） を 介 し て 分 子 を 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 多 官 能 性 分 子 」 と い う 用 語 は 、 連 続
し て ２ 回 以 上 反 応 す る こ と が で き る １ つ の 官 能 基 を 有 す る 分 子 （ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 等 ） お
よ び ２ つ 以 上 の 反 応 性 基 を 有 す る 分 子 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 反 応 性 基 」 と い
う 用 語 は 、 あ る 分 子 （ 例 え ば 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え て 送 達 し よ う と す る ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク
質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 、 特 に ホ ル モ ン 、 抗 生 物 質 、 ま た は 抗 癌 剤 ） 上 の 官 能 基 と 反 応 す る 架
橋 剤 上 の 官 能 基 で あ っ て 、 反 応 す る と 架 橋 剤 と 分 子 と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 す る 官 能 基 を
指 す 。 「 官 能 基 」 と い う 用 語 は 、 有 機 化 学 に お け る そ の 標 準 的 な 意 味 を 持 つ 。 使 用 す る こ
と が で き る 多 官 能 性 分 子 は 、 好 ま し く は 生 体 適 合 性 リ ン カ ー で あ る （ す な わ ち 、 こ れ ら は
in vivoに お い て 非 発 癌 性 、 非 毒 性 で あ り 、 実 質 的 に 非 免 疫 原 性 で あ る ） 。 当 分 野 で 公 知
で あ る も の や 本 明 細 書 中 に 記 載 す る も の 等 の 多 官 能 性 架 橋 剤 は 、 こ れ ら の 生 体 適 合 性 を 調
べ る た め に 動 物 モ デ ル で 簡 単 に テ ス ト す る こ と が で き る 。 多 官 能 性 分 子 は 好 ま し く は 二 官
能 性 で あ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 二 官 能 性 分 子 」 と は 、 ２ つ の 反 応 性 基 を 有 す る 分 子 を
指 す 。 二 官 能 性 分 子 は 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 で あ っ て も ホ モ 二 官 能 性 で あ っ て も よ い 。 ヘ テ ロ
二 官 能 性 架 橋 剤 に よ り 、 有 向 性 結 合 （ vectorial conjugation） が 可 能 と な る 。 架 橋 反 応
を 水 溶 液 （ pH6～ 8に 緩 衝 化 し た 水 溶 液 等 ） 中 で 生 じ さ せ る に は 多 官 能 性 分 子 が 十 分 な 水 溶
性 を 有 す る こ と 、 ま た 、 よ り 効 果 的 な 生 体 内 分 布 を 得 る た め に は 生 じ る 結 合 体 が 水 溶 性 の
ま ま で あ る こ と が 特 に 好 ま し い 。 典 型 的 に は 、 多 官 能 性 分 子 は ア ミ ノ も し く は ス ル フ ヒ ド
リ ル 官 能 基 と 共 有 結 合 す る 。 し か し 、 他 の 官 能 基 （ 例 え ば カ ル ボ ン 酸 ま た は ヒ ド ロ キ シ ル
基 ） に 対 し て 反 応 性 で あ る 多 官 能 性 分 子 も 本 発 明 に お い て 想 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ホ モ 二 官 能 性 分 子 は 少 な く と も ２ つ の 同 種 の 反 応 性 官 能 基 を 有 す る 。 ホ モ 二 官 能 性 分 子
上 の 反 応 性 官 能 基 は 、 例 え ば ア ル デ ヒ ド 基 お よ び 活 性 エ ス テ ル 基 を 含 む 。 ア ル デ ヒ ド 基 を
有 す る ホ モ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 例 え ば グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド お よ び ス バ ル ア ル デ ヒ ド （
subaraldehyde） が 挙 げ ら れ る 。 架 橋 剤 と し て の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の 使 用 は 、 Poznansky
ら , Science 223, 1304-1306 (1984)に よ り 開 示 さ れ た 。 少 な く と も 2つ の 活 性 エ ス テ ル 単
位 を 有 す る ホ モ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド お よ び ジ カ ル ボ ン 酸
の エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル の 幾 つ か の 例 と し て は
、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト お よ び ジ チ オ -ビ ス -（ ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト
） 、 な ら び に こ れ ら の 可 溶 性 ビ ス -ス ル ホ ン 酸 お よ び ビ ス ス ル ホ ン 酸 塩 （ こ れ ら の ナ ト リ
ウ ム 塩 お よ び カ リ ウ ム 塩 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の ホ モ 二 官 能 性 試 薬 は 、 多 く の 販 売 元
（ Pierce, Rockford, Illinois） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 反 応 性 基 を 有 す る 。 反 応 性 基 は 異 な る
官 能 基 （ 例 え ば エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 上 お よ び 分 子 上 に 存 在 す る ） と 反 応
す る 。 ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 剤 上 の 反 応 性 基 と 反 応 す る こ れ ら ２ つ の 異 な る 官 能 基 は 通 常 、
ア ミ ノ 基 （ 例 え ば リ シ ン の ε ア ミ ノ 基 ） 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 （ 例 え ば シ ス テ イ ン の チ オ ー
ル 基 ） 、 カ ル ボ ン 酸 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 の カ ル ボ キ シ レ ー ト ） 、 ま た は ヒ ド ロ キ シ ル
基 （ 例 え ば セ リ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 基 ） で あ る 。 も ち ろ ん 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン は 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 架 橋 を 容 易 に す る 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 し て
い る こ と も あ る が 、 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 中 の 架 橋 に 利 用 で き る
残 基 成 分 お よ び そ れ に 応 じ た 架 橋 に つ い て 熟 知 し て い る だ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
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　 さ ら に 、 本 発 明 の 種 々 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 は 、 特 定 の 架 橋 剤 と 共 に 使
用 し う る 適 当 な 反 応 性 基 を も た な い か も し れ な い 。 し か し 、 当 業 者 で あ れ ば 、 エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 中 の 架 橋 に 利 用 可 能 な 基 に 基 づ い て 架 橋 剤 の 選 択 を 容 易 に 行 う こ と が で き る で あ ろ
う 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 の 反 応 性 基 が ア ミ ノ 基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る と き 、 こ の 共 有 結 合 は
通 常 は ア ミ ド も し く は イ ミ ド 結 合 で あ る 。 ア ミ ノ 基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る 反 応 性 基 は 、 例
え ば 活 性 化 さ れ た カ ル ボ キ シ レ ー ト 基 、 ハ ロ カ ル ボ ニ ル 基 、 ま た は エ ス テ ル 基 で あ っ て も
よ い 。 好 適 な ハ ロ カ ル ボ ニ ル 基 は ク ロ ロ カ ル ボ ニ ル 基 で あ る 。 エ ス テ ル 基 は 好 ま し く は 反
応 性 エ ス テ ル 基 で あ り 、 例 え ば N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 基 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 典 型 的 に は 、 他 の 官 能 基 は 、 チ オ ー ル 基 、 チ オ ー ル 基 に 変 換 さ れ 得 る 基 、 ま た は チ オ ー
ル 基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る 基 で あ る 。 共 有 結 合 は 通 常 は チ オ エ ー テ ル 結 合 ま た は ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 で あ る 。 チ オ ー ル 基 と 共 有 結 合 を 形 成 す る 反 応 性 基 と し て は 、 例 え ば 、 活 性 化 さ
れ た ジ ス ル フ ィ ド ま た は チ オ ー ル 基 と 反 応 す る 二 重 結 合 が 挙 げ ら れ る 。 チ オ ー ル 基 と 反 応
す る こ と が で き る 二 重 結 合 を 含 む 反 応 性 基 は マ レ イ ミ ド 基 で あ る が 、 ア ク リ ロ ニ ト リ ル 等
の 他 の 反 応 性 基 も 可 能 で あ る 。 反 応 性 ジ ス ル フ ィ ド 基 と し て は 例 え ば 2-ピ リ ジ ル ジ チ オ 基
ま た は 5,5'-ジ チ オ -ビ ス -(2-ニ ト ロ 安 息 香 酸 )基 が 挙 げ ら れ る 。 反 応 性 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
を 含 む ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 の 幾 つ か の 例 と し て は 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(2-ピ リ ジ ル -
ジ チ オ )プ ロ ピ オ ネ ー ト （ Carlssonら , 1978, Biochem J., 173:723-737） 、 S-4-ス ク シ ン
イ ミ ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -α -メ チ ル ベ ン ジ ル チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 4-ス ク シ ン イ
ミ ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -α -メ チ ル -(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )ト ル エ ン が 挙 げ ら れ る 。 N-ス ク
シ ン イ ミ ジ ル 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ネ ー ト が 好 ま し い 。 チ オ ー ル 基 と 反 応 す る 二
重 結 合 を 有 す る 反 応 性 基 を 含 む ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 の 幾 つ か の 例 と し て は 、 ス ク シ ン イ ミ
ジ ル -4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト お よ び ス ク シ ン イ ミ ジ
ル m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ エ ー ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 他 の ヘ テ ロ 二 官 能 性 分 子 と し て は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 3-（ マ レ イ ミ ド ） プ ロ ピ オ ネ ー ト
、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-（ p-マ レ イ ミ ド -フ ェ ニ ル ） ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ
ミ ジ ル 4-（ N-マ レ イ ミ ド メ チ ル -シ ク ロ ヘ キ サ ン ） -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 マ レ イ ミ ド ベ ン
ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 ス ク シ ン イ ミ ジ ル m-マ レ イ
ミ ド ベ ン ゾ エ ー ト の ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 塩 が 好 ま し い 。 上 記 ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 お よ び
こ れ ら の ス ル ホ ン 酸 塩 の 多 く は 、 Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois USAか ら 入
手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 可 逆 的 ま た は 不 安 定 な 上 記 結 合 の た め に 必 要 な こ と は 、 当 業 者 に よ り 簡 単 に 決 定 す る こ
と が で き る 。 結 合 体 を 、 in vitroに て 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 活 性 お よ び 所 望 の 薬
理 活 性 の 両 方 に つ い て テ ス ト す る こ と が で き る 。 結 合 体 が ど ち ら の 活 性 も 維 持 し て い る 場
合 、 次 に そ の 適 合 性 に つ い て in vivoで テ ス ト す る 。 結 合 さ れ た 分 子 が そ の 活 性 化 の た め
に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン か ら の 分 離 を 必 要 と す る 場 合 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン と の 不 安 定 な 結 合 ま た は 可 逆 的 な 会 合 が 好 ま し い 。 結 合 の 不 安 定 性 に つ い て も 、
in vivoで テ ス ト す る 前 に 標 準 的 な in vitro手 法 を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 こ れ ら お よ び 他 の 多 官 能 性 試 薬 を ど の よ う に 調 製 お よ び 使 用 す る か に つ い て の 更 な る 情
報 は 、 以 下 に 挙 げ る 出 版 物 ま た は 当 分 野 で 入 手 可 能 な 他 の 出 版 物 か ら 得 る こ と が で き る ：
1.　 Carlsson, J.ら , 1978, Biochem. J. 173:723-737
2.　 Cumber, J.A.ら , 1985, Methods in Enzymology 112:207-224
3.　 Jue, R.ら , 1978, Biochem 17:5399-5405
4.　 Sun, T.T.ら , 1974, Biochem 13:2334-2340
5.　 Blattler, W.A.ら , 1985, Biochem. 24:1517-152
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6.　 Liu, F.T.ら , 1979, Biochem. 18:690-697
7.　 Youle, R.J.お よ び Neville, D.M., Jr., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
　 　 77:5483-5486
8.　 Lerner, R.A.ら , 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:3403-3407
9.　 Jung, S.M.お よ び Moroi, M., 1983, Biochem. Biophys. Acta 761:162
10. Caulfield, M.P.ら , 1984, Biochem. 81:7772-7776
11. Staros, J.V., 1982, Biochem. 21:3950-3955
12. Yoshitake, S.ら , 1979, Eur. J. Biochem. 101:395-399
13. Yoshitake, S.ら , 1982, J. Biochem. 92:1413-1424
14. Pilch, P.F.お よ び Czech, M.P., 1979, J. Biol. Chem. 254:3375-3381
15. Novick, D.ら , 1987, J. Biol. Chem. 262:8483-8487
16. Lomant, A.J.お よ び Firbanks, G., 1976, J. Mol. Biol. 104:243-261
17. Hamada, H.お よ び Tsuruo, T., 1987, Anal. Biochem. 160:483-488
18. Hashida, S.ら , 1984, J. Applied Biochem. 6:56-63
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 架 橋 方 法 に つ い て は 、 Meansお よ び Feeney, 1990, Bioconjugate Chem. 1:2-12
に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 上 記 方 法 お よ び 組 成 物 に よ り 越 え ら れ る 関 門 と し て は 、 血 液 脳 関 門 、 血 液 眼 関
門 、 血 液 精 巣 関 門 、 血 液 卵 巣 関 門 、 血 液 心 臓 関 門 、 血 液 腎 臓 関 門 、 お よ び 血 液 子 宮 関 門 が
挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 内 皮 細 胞 関 門 を 越 え て 輸 送 さ せ る 候 補 分 子 と し て は 、 例 え ば 、 ホ ル モ ン （ 成 長 ホ ル モ ン
な ど ） 、 神 経 栄 養 因 子 、 抗 生 物 質 、 抗 ウ イ ル ス 剤 ま た は 抗 真 菌 剤 （ 例 え ば 、 脳 や 他 の 関 門
の あ る 器 官 か ら は 通 常 排 除 さ れ る も の ） 、 ペ プ チ ド 放 射 性 医 薬 品 、 ア ン チ セ ン ス 薬 、 生 物
学 的 に 活 性 な 因 子 に 対 す る 抗 体 、 医 薬 品 、 お よ び 抗 癌 剤 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 分 子 の
非 限 定 的 な 例 と し て は 、 成 長 ホ ル モ ン な ど の ホ ル モ ン 、 神 経 成 長 因 子 （ NGF） 、 脳 由 来 神
経 栄 養 因 子 （ BDNF） 、 毛 様 体 神 経 栄 養 因 子 （ CNTF） 、 塩 基 性 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ bFGF）
、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β 1（ TGFβ 1） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β 2（ TG
Fβ 2） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β 3（ TGFβ 3） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1、 イ ン タ ー ロ
イ キ ン 2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 3、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6、 AZT、 腫 瘍 壊 死 因 子 に 対 す る 抗 体 、 お
よ び シ ク ロ ス ポ リ ン 等 の 免 疫 抑 制 剤 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 診 断 目 的 で 悩 や 他 の 関 門 の あ
る 器 官 内 で 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 を 可 視 化 す る た め に 、 染 料 ま た は マ ー カ ー を エ リ ス ロ
ポ エ チ ン ま た は 本 発 明 の 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の １ つ に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 と し
て 、 患 者 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 進 行 を 調 べ る た め に 、 脳 内 の 斑 点 を 可 視 化 す る の に
用 い ら れ る マ ー カ ー を エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 結 合 さ せ る こ と が
考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 内 皮 細 胞 の 密 着 結 合 部 の 関 門 を 越 え る ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ り 輸 送
さ せ よ う と す る 分 子 と 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と を 含 む 組 成 物 に も 関 す る 。 本
発 明 は さ ら に 、 上 記 の よ う に 関 門 を 越 え て 分 子 を 送 達 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た
め の 、 上 記 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン と 該 分 子 と の 結 合 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 例 と し て 提 供 さ れ る 以 下 の 非 限 定 的 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て
さ ら に 良 く 理 解 す る こ と が で き る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 適 な 実 施 形 態 を よ り あ ま
す と こ ろ な く 示 す た め に 提 供 さ れ る 。 た だ し こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 広 い 範 囲 を 限 定
す る も の と 考 え る べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ６ ８ 】
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6.　 実 施 例



　 外 科 手 術 の 際 に 摘 出 さ れ た 正 常 な ヒ ト 脳 （ 例 え ば 、 腫 瘍 切 除 術 に お い て 腫 瘍 を 含 ま な い
辺 縁 部 を 提 供 す る ） を 、 直 ち に 0.1Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4） 中 の 5％ ア ク ロ レ イ ン で 3
時 間 固 定 し た 。 振 動 ミ ク ロ ト ー ム を 用 い て 切 片 を 厚 さ 40μ mに 切 断 し た 。 浮 遊 切 片 お よ び 1
 : 500希 釈 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 抗 血 清 （ Santa Cruz Biotechnologyよ り 入 手 ） を 用
い た 間 接 抗 体 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ・ 抗 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 法 を 用 い て 、 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を
行 っ た 。 内 在 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 組 織 切 片 の 過 酸 化 水 素 （ メ タ ノ ー ル 中 3％ で 30
分 間 ） に よ る 前 処 理 に よ っ て 消 失 さ せ た 。 組 織 対 照 に つ い て も 、 一 次 抗 体 の 省 略 お よ び 適
切 な ブ ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド （ Santa Cruz Biotech. よ り ） の 使 用 に よ っ て 実 施 し 、 染 色 が
エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ EPO） 受 容 体 に 特 異 的 で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 図 １ は 、 特 異 的 な 抗 EPO受 容 体 抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 、
ヒ ト 脳 の 毛 細 管 が 非 常 に 高 レ ベ ル の EPO受 容 体 を 発 現 す る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 血 液 脳 関
門 に も 関 わ ら ず 、 EPOが 体 循 環 か ら 脳 内 に 侵 入 で き る 機 構 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 図 ２ は 、 EPO受 容 体 が ヒ ト 脳 に お い て 血 液 脳 関 門 を 形 成 し て い る 毛 細 管 内 お よ び そ の 周
辺 に 高 密 度 で 局 在 化 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 10μ m切 片 を パ ラ フ ィ ン か ら 切 り 出 し て 、 包 埋 切 片 を 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド へ の 浸 漬
に よ っ て 固 定 し た こ と 以 外 は 、 図 １ お よ び ２ と 同 様 の 方 法 を 図 ３ に つ い て 行 っ た 。 図 ３ は
、 高 密 度 の EPO受 容 体 が ヒ ト 脳 毛 細 管 の 管 腔 側 お よ び 非 管 腔 側 の 表 面 に 存 在 し 、 循 環 系 か
ら 脳 内 に EPOを 輸 送 す る た め の 解 剖 学 的 基 盤 を 形 成 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 図 ４ は 、 組 織 を 電 子 顕 微 鏡 検 査 の た め に 超 ミ ク ロ ト ー ム で 切 片 に し た こ と 、 お よ び 二 次
抗 体 が コ ロ イ ド 金 粒 子 で 標 識 さ れ た こ と 以 外 、 図 ３ と 同 様 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ た 。 こ の
図 は 、 EPO受 容 体 が ヒ ト 脳 に お い て 内 皮 表 面 （ *） 、 細 胞 質 性 小 胞 内 （ 矢 印 ） お よ び グ リ ア
突 起 上 （ +） に 見 ら れ 、 循 環 系 か ら 脳 内 に EPOを 輸 送 す る た め の 解 剖 学 的 基 盤 を 提 供 し て い
る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ７ ３ 】

　 成 体 の オ ス Sprague-Dawleyラ ッ ト を 麻 酔 し 、 5000 U/kg(体 重 )の 組 換 え ヒ ト ・ エ リ ス ロ
ポ エ チ ン を 腹 腔 内 投 与 し た 。 脳 脊 髄 液 を 大 槽 か ら 30分 間 隔 で 4時 間 ま で サ ン プ リ ン グ し 、
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 濃 度 を 高 感 度 で 特 異 的 な 酵 素 免 疫 測 定 法 を 用 い て 測 定 し た 。 図 ５ に 示 す
よ う に 、 CSF中 の 基 底 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 濃 度 は 8 mU/mlで あ る 。 数 時 間 経 過 後 、 CSF中 の 測
定 エ リ ス ロ ポ エ チ ン レ ベ ル は 上 昇 し 始 め 、 2.5時 間 以 降 ま で p < 0.01レ ベ ル で 基 底 濃 度 と
有 意 に 異 な る 。 約 100 mU/mlの ピ ー ク レ ベ ル は 、 in vitroで 保 護 効 果 を 発 揮 す る こ と が 知
ら れ て い る 範 囲 内 （ 0.1～ 100 mU/ml） で あ る 。 ピ ー ク ま で の 時 間 は 約 3.5時 間 で 起 こ り 、
そ れ は 1時 間 未 満 で 起 こ る ピ ー ク 血 清 レ ベ ル よ り 有 意 に 遅 延 す る 。 こ の 実 験 の 結 果 は 、 適
切 な 濃 度 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ボ ー ラ ス 非 経 口 投 与 に よ っ て 、 有 意 な レ ベ ル の エ リ ス ロ ポ
エ チ ン が 細 胞 の 密 着 結 合 を 越 え て 到 達 し 得 る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】

　 以 下 の ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン 構 築 物 を 以 下 の 手 順 に よ り 作 製 し た 。 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン に 対 す る cDNAは 、 ヒ ト 脳 cDNAか ら の PCRに よ っ て 、 公 開 さ れ た ヒ ト cDNA配 列 （ 登 録
番 号 NM_000799） に 基 づ く プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ り ク ロ ー ニ ン グ し た 。 プ ラ イ マ
ー は 、 Xho I部 位 を cDNAの 5'末 端 に 、 Xba I部 位 を 3'末 端 に 導 入 す る よ う に 設 計 し た 。 プ ラ
イ マ ー 配 列 は 以 下 の 通 り で あ る 。 す な わ ち 、
HEPO-5-Xho I　  5'-AGCTCTCGAGGCGCGGAGATGGGGGTGCACGAATG-3'（ 配 列 番 号 8）
HEPO-3-Xba I　  5'-ATGCTCTAGACACACCTGGTCATCTGTCCCCTGTCC-3'（ 配 列 番 号 9） で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
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6.1.　 実 施 例 1:　 ヒ ト 脳 に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 分 布

6.2.　 実 施 例 2:　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 血 液 脳 脊 髄 液 密 着 関 門 を 越 え る

6.3.　 実 施 例 3:　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン



　 PCR産 物 を pCiNeo哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー （ Promega） の Xho I部 位 と Xba I部 位 の 間 に ク ロ
ー ニ ン グ し た 。 そ の ク ロ ー ン の 配 列 決 定 を 行 っ て 、 そ の 配 列 が 一 塩 基 を 除 い て NM_000799
の 配 列 と 一 致 す る こ と を 確 認 し た 。 コ ー ド 配 列 中 の 塩 基 418（ ATGか ら 番 号 付 け を 開 始 す る
） は Gで な く Cで あ り 、 最 初 の メ チ オ ニ ン か ら 始 ま る 全 長 EPO配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 140を Ar
gか ら Glyに 変 化 さ せ た 。 し か し 、 こ れ は 原 型 の 配 列 か ら の 標 準 的 な 配 列 変 異 で あ り 、 大 部
分 の 型 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン に 出 現 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン cDNA由 来 の コ ー ド 配 列 は 、 下 記 の 通 り で あ る ：
ATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCTCCTGTCCCTGCTGTCGCTCCCTCTGGGCCTCCCAGTCCTGGG
CGCCCCACCACGCCTCATCTGTGACAGCCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGAATATCACGA
CGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAATGAGAATATCACTGTCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGG
ATGGAGGTCGGGCAGCAGGCCGTAGAAGTCTGGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCTGTCCTGCGGGGCCAGGCCCT
GTTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGGGAGCCCCTGCACTGCATGTGGATAAAGCCGTCAGTGGCCTTCGCAGCCTCACCAC
TCTGCTTCGGGCTCTGGGAGCCCAGAAGGAAGCCATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCACTCCGAACAATCA
CTGCTGACACTTTCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCCGGGGAAAGCTGAAGCTGTACACAGGGGAGGCCT
GCAGGACAGGGGACAGATGA（ 配 列 番 号 7） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 こ の cDNAは エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し 、 そ れ は 下 記 の 通 り で あ る
：
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKR
MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTI
TADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR（ 配 列 番 号 10） 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 配 列 番 号 10の 最 初 の 27ア ミ ノ 酸 残 基 は リ ー ダ ー 配 列 を 構 成 す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 6個 の ヒ ス チ ジ ン が 全 長 配 列 中 の Asp 192に 結 合 さ
れ る よ う に 新 し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る こ と に よ り 、 6xHisタ グ を ヒ ト EPOタ ン パ
ク 質 の C末 端 に 導 入 し た 。 す な わ ち 、
3'-6xhis- hEPO　  5'-GGTCTAGATCAATGGTGATGGTGATGATGGTCCCCTGTCCTGCAGGCC-3'（ 配 列 番
号 134） で あ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 EPO cDNAを HEPO-5-Xho Iオ リ ゴ お よ び 6xHisタ グ オ リ ゴ を 用 い た PCRに よ っ て 増 幅 し 、 pC
iNeo哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー の Xho I部 位 と Xba I部 位 の 間 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 イ ン サ ー ト
を 再 度 配 列 決 定 し 、 そ の 配 列 を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 5.2項 に お い て 上 述 し た ヒ ト EPO cDNA配 列 （ C末 端 6xHisタ グ を 有 す る ） に 対 す る 突 然 変
異 は 、 本 項 に 記 載 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た オ リ ゴ 指 定 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 導 入
し た 。 突 然 変 異 を 確 認 す る た め に 突 然 変 異 体 ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 精 製 す る た め に は 多 数 の 方 法 を 使 用 す る こ と
が で き 、 そ れ ら に は 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 付 け た 本 発 明 の 組 換 え 発 現 さ せ た 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン と 併 せ て 使 用 さ れ る 以 下 の 方 法 が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 組 換 え 細 胞
（ CHO-K1） 上 清 （ 例 え ば 、 （ Ni-CAM HC RESIN: High Capacity Nickel Chelate Affinity
 Matrix, Sigma, カ タ ロ グ 番 号 N 3158） か ら の レ ジ ン ） を 、 緩 や か な 反 転 混 和 に よ り 十 分
に 再 懸 濁 し た 。 そ の 後 、 レ ジ ン 懸 濁 液 100μ l（ 充 填 レ ジ ン 50μ lに 相 当 ） を 微 量 遠 心 チ ュ
ー ブ （ 1.7 mlサ イ ズ ） に 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 8,000 rpm、 4℃ で 5分 間 遠 心 分 離 し 、 レ
ジ ン を 沈 殿 さ せ 、 そ の 後 上 清 を 廃 棄 し た 。 微 量 遠 心 分 離 機 は Megafuge 1.0R（ Heraeus Ins
truments） で あ っ た 。 混 合 物 を 1 mlの 脱 イ オ ン 水 で ２ 回 洗 浄 し （ 0.2μ mフ ィ ル タ ー で ろ 過
） 、 エ タ ノ ー ル を 除 去 し た 。 レ ジ ン を 500μ lの 平 衡 化 バ ッ フ ァ ー （ 50 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 pH 8.0、 0.3M NaCl、 10mMイ ミ ダ ゾ ー ル ） に 再 懸 濁 し 、 そ の 後 、 そ の 混 合 物 を 50 mlの
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コ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 し た 。 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ を 500μ lの 平 衡 化 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 そ
の 後 こ の 全 量 を 50 mlの コ ニ カ ル チ ュ ー ブ 中 の 混 合 物 に 加 え た 。 混 合 物 を 3,000 rpm、 4℃
で 5分 間 遠 心 分 離 し 、 レ ジ ン を 沈 殿 さ せ た 。 上 清 を 除 去 し 、 廃 棄 し た 。 サ ン プ ル （ CHO-KI
上 清 ） を 、 結 合 の 前 に 3,800 rpm、 4℃ で 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 細 胞 上 清 を レ ジ ン に 添 加 し
た 。 サ ン プ ル 添 加 バ ッ フ ァ ー （ 50 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 8.0、 3M NaCl、 100mMイ ミ ダ
ゾ ー ル ） を 1Xで 添 加 し 、 回 転 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に て 4℃ で 1時 間 緩 や か に 混 和 し た 。 使 用 し
た こ の よ う な プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 一 例 は 、 Nutator（ 回 転 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム ） （ Clay Adam
s Brand） で あ る 。 混 合 物 を 3,000 rpm、 4℃ で 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 取 り 出 し 、 SDS-
PAGE解 析 お よ び ELISA（ 非 結 合 ） の た め に 保 存 し た 。 レ ジ ン を 500μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー に
再 懸 濁 し 、 そ の 後 混 合 物 を 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ に 移 し た 。 50 mlの コ ニ カ ル チ ュ ー ブ を 500μ
lの 平 衡 化 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 そ の 後 こ の 全 量 を 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ の 混 合 物 に 加 え た 。
レ ジ ン 懸 濁 液 を そ の 後 、 回 転 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に て 10分 間 4℃ で 混 和 し た 。 懸 濁 液 を 8,000
 rpm、 4℃ で 5分 間 遠 心 分 離 し た （ 第 一 洗 浄 液 を ELISAの た め に 保 存 し て も よ い ） 。 レ ジ ン
を 1 mlの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 に 再 懸 濁 し 、 そ の 後 、 レ ジ ン 懸 濁 液 を 再 度 回 転 プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム に て 10分 間 4℃ で 混 和 し 、 も う 一 度 レ ジ ン を 洗 浄 し た 。 洗 浄 液 は 廃 棄 し た 。 そ の 後 、 75
μ lの 溶 出 バ ッ フ ァ ー （ 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 8.0、 0.3M NaCl、 500mMイ ミ ダ ゾ ー ル
） を 添 加 し た 。 レ ジ ン を 回 転 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に て 10分 間 4℃ で 混 和 し た 。 混 合 物 を 8,000
 rpm、 4℃ で 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 取 り 出 し 保 存 し た 。 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 付 け た タ ン
パ ク 質 は こ の 画 分 に あ っ た 。 よ り 多 く の タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ る た め に 、 75μ lの 溶 出 バ
ッ フ ァ ー （ 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 8.0、 0.3M NaCl、 500mMイ ミ ダ ゾ ー ル ） を 再 添 加 し
た 。 レ ジ ン を 再 度 回 転 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に て 10分 間 4℃ で 混 和 し た 。 混 合 物 を 再 度 8,000 r
pm、 4℃ で 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 溶 出 さ れ た 画 分 を 単 一 の プ ー ル ま た は 個 別 の 画 分 と し て 保
存 し た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 別 法 と し て 、 精 製 さ れ た ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 き サ イ ト カ イ ン を 単 離 す る た め に 以 下 の 方 法
を 使 用 し た 。 馴 化 培 地 を 回 収 し 、 0.45μ mフ ィ ル タ ー で ろ 過 し た 。 そ の 後 、 50mlの ア リ コ
ー ト を 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.4で 平 衡 化 し 2.5 mlの 100 mM NiSO 4 で 活 性 化 し た 5ml
 HiTrap chelating（ Amersham biosciences） に ア プ ラ イ し た 。 カ ラ ム を 20 mMリ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム pH 7.4で 洗 浄 し 、 25カ ラ ム 容 量 以 上 の 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.4中 0 M～ 0.5 M 
イ ミ ダ ゾ ー ル の 勾 配 で 溶 出 し た 。 流 速 は 5 ml/分 、 分 画 サ イ ズ は 5 mlと し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 存 在 に つ い て 、 画 分 を SDS-PAGEお よ び EPO ELISAに よ
っ て 解 析 し た 。 陽 性 画 分 を プ ー ル し 、 10 mM Tris pH 7.0に 対 し て 透 析 し た 。 プ ー ル を 、 1
0 mM Tris pH 7.0で 平 衡 化 し た 1 ml HiTrap Q HP（ Amersham biosciences） に ア プ ラ イ し
た 。 平 衡 化 バ ッ フ ァ ー に よ る 洗 浄 後 、 サ ン プ ル を 10カ ラ ム 容 量 以 上 の 0.5Mま で の NaCl勾 配
に よ っ て 1 ml/分 の 流 速 で 溶 出 し た 。 1 mlの 画 分 を 回 収 し 、 SDS-PAGE、 EPO ELISAお よ び he
xa-hisタ グ に 対 す る 抗 体 （ 抗 His 6 、 ROCHE） を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 解
析 し た 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 カ ッ ト オ フ サ イ ズ 10kDa
の セ ン ト リ コ ン （ Amicon） を 用 い て 、 1～ 2 mlの 最 終 容 量 に 濃 縮 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 最 終 的 な プ ー ル を 、 SDS-PAGE（ NuPage 4-12%; Invitr
ogen） に よ っ て 解 析 し 、 製 造 メ ー カ ー の 推 奨 す る プ ロ ト コ ー ル に よ っ て NOVEX コ ロ イ ダ ル
ブ ル ー （ Invitrogen） を 用 い て 可 視 化 し た 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 純 度 は 生 じ
た ゲ ル か ら 判 断 し た 。 グ リ コ シ ル 化 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に 対 応 す る 単 一 の バ ン
ド の み が ゲ ル の 各 レ ー ン 中 に 存 在 し 、 こ れ は 単 離 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 高 純 度 を 示 し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 す べ て の プ ラ ス ミ ド は リ ポ フ ェ ク タ ミ ン に よ っ て CHO-1細 胞 ま た は COS-7細 胞 の い ず れ か
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48～ 72時 間 後 に 細 胞 か ら 培 地 を 回 収
し た 。 こ の 培 地 を EPOに つ い て ELISAア ッ セ イ で 検 査 し 、 直 接 ま た は 精 製 後 、 造 血 ア ッ セ イ
も し く は 神 経 ア ッ セ イ の い ず れ か に 用 い た 。
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【 ０ ２ ８ ７ 】
　 ヒ ト EPO cDNA配 列 に 対 す る 突 然 変 異 K45D、 S100Eお よ び A30N/H32Tは 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 用 い た オ リ ゴ 指 定 突 然 変 異 誘 発 よ っ て 導 入 し た 。 す な わ ち 、
HEPO-S100E-upper　  5'-CATGTGGATAAAGCCGTCGAGGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTG-3'（ 配 列 番 号
11）
HEPO-S100E-lower　  5'-CAGAGTGGTGAGGCTGCGAAGGCCCTCGACGGCTTTATCCACATG-3'（ 配 列 番 号
12）
HEPO-K45D-upper　  5'-GAGAATATCACTGTCCCAGACACCGACGTTAATTTCTATGCCTGG-3'（ 配 列 番 号 1
3）
HEPO-K45D-lower　  5'-CCAGGCATAGAAATTAACGTCGGTGTCTGGGACAGTGATATTCTC-3'（ 配 列 番 号 1
4）
hEPO-A30N/H32T-upper　  5'-GAATATCACGACGGGCTGTAATGAAACCTGCAGCTTGAATGAG-3'（ 配 列 番
号 132）
hEPO-A30N/H32T-lower　  5'-CTCATTCAAGCTGCAGGTTTCATTACAGCCCGTCGTGATATTC-3'（ 配 列 番
号 133） で あ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 お よ び 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン の た め の オ リ ゴ 指 定 突 然 変 異 誘 発 に 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 、 以 下 の も
の が 含 ま れ る 。 す な わ ち 、
R150E突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
R150E-F　  GTCTACTCCAATTTCCTCGAGGGAAAGCTGAAGCTG（ 配 列 番 号 120）
R150E-R GCTTCAGCTTTCCCTCGAGGAAATTGGAGTAGAC（ 配 列 番 号 121）

R103E突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
R103E-F　  CCGTCAGTGGCCTTGAGAGCCTCACCACTCTG（ 配 列 番 号 122）
R103E-R　  CAGAGTGGTGAGGCTCTCAAGGCCACTGACGG（ 配 列 番 号 123）

R103E/L108S(103)組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
R103E-F　  CCGTCAGTGGCCTTGAGAGCCTCACCACTCTG（ 配 列 番 号 124）
R103E-R　  CAGAGTGGTGAGGCTCTCAAGGCCACTGACGG（ 配 列 番 号 125）
L108S(103)F　  CGCAGCCTCACCACTTCGCTTCGGGCTCTGG（ 配 列 番 号 126）
L108S(103)R　  CCAGAGCCCGAAGCGAAGTGGTGAGGCTGCG（ 配 列 番 号 127）

44-49欠 失 の 場 合 ：
d44-49F　  GAATATCACTGTCCCAGACGGTGGTGCCTGGAAGAGGATG（ 配 列 番 号 128）
d44-49R　  CATCCTCTTCCAGGCACCACCGTCTGGGACAGTGATATTC（ 配 列 番 号 129）

K20A突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K20A-F　  TACCTCTTGGAGGCCGCGGAGGCCGAGAATATC（ 配 列 番 号 130）
K20A-R　  GATATTCTCGGCCTCCGCGGCCTCCAAGAGGTA（ 配 列 番 号 131）

K140A突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K140A-F　  GCTGACACTTTCCGCGCACTCTTCCGAGTCTACTC（ 配 列 番 号 132）
K140A-R GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC（ 配 列 番 号 133）

K152A突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K152A-F　  ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG（ 配 列 番 号 134）
K152A-R　  CTGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT（ 配 列 番 号 135）

K154A突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
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K154A-F　  CTCCGGGGAAAGCTGGCGCTGTACACAGGGGA（ 配 列 番 号 136）
K154A-R　  TCCCCTGTGTACAGCGCCAGCTTTCCCCGGAG（ 配 列 番 号 137）

K45A突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K45A-F　  ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG（ 配 列 番 号 138）
K45A-R　  CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT（ 配 列 番 号 139）

K52A突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K52A-F　  AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG（ 配 列 番 号 140）
K52A-R　  CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT（ 配 列 番 号 141）

K97A突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K97A-F　  TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC（ 配 列 番 号 142）
K97A-R　  GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA（ 配 列 番 号 143）

K116A突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K116A-F　  CTCTGGGAGCCCAGGCGGAAGCCATCTCCCCT（ 配 列 番 号 144）
K116A-R　  AGGGGAGATGGCTTCCGCCTGGGCTCCCAGAG（ 配 列 番 号 145）

K140A/K52A組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K140A-F　  GCTGACACTTTCCGCGCACTCTTCCGAGTCTACTC（ 配 列 番 号 146）
K140A-R　  GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC（ 配 列 番 号 147）
K52A-F　  AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG（ 配 列 番 号 148）
K52A-R　  CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT（ 配 列 番 号 149）

K140A/K52A/K45A組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K140A-F　  GCTGACACTTTCCGCGCACTCTTCCGAGTCTACTC（ 配 列 番 号 150）
K140A-R　  GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC（ 配 列 番 号 151）
K52A-F　  AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG（ 配 列 番 号 152）
K52A-R　  CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT（ 配 列 番 号 153）
K45A-F　  ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG（ 配 列 番 号 154）
K45A-R　  CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT（ 配 列 番 号 155）

K97A/K152A組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K97A-F　  TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC（ 配 列 番 号 156）
K97A-R　  GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA（ 配 列 番 号 157）
K152A-F　  ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG（ 配 列 番 号 158）
K152A-R　  CTGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT（ 配 列 番 号 159）

K97A/K152A/K45A組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K97A-F　  TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC（ 配 列 番 号 160）
K97A-R　  GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA（ 配 列 番 号 161）
K152A-F　  ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG（ 配 列 番 号 162）
K152A-R　  CTGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT（ 配 列 番 号 163）
K45A-F　  ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG（ 配 列 番 号 164）
K45A-R　  CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT（ 配 列 番 号 165）

K97A/K152A/K45A/K52A組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K97A-F　  TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC（ 配 列 番 号 166）
K97A-R　  GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA（ 配 列 番 号 167）
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K152A-F　  ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG（ 配 列 番 号 168）
K152A-R　  CTGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT（ 配 列 番 号 169）
K45A-F　  ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG（ 配 列 番 号 170）
K45A-R　  CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT（ 配 列 番 号 171）
K52A-F　  AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG（ 配 列 番 号 172）
K52A-R　  CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT（ 配 列 番 号 173）

K97A/K152A/K45A/K52A/K140A組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K97A-F　  TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC（ 配 列 番 号 174）
K97A-R　  GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA（ 配 列 番 号 175）
K152A-F　  ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG（ 配 列 番 号 176）
K152A-R　  CTGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT（ 配 列 番 号 177）
K45A-F　  ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG（ 配 列 番 号 178）
K45A-R　  CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT（ 配 列 番 号 179）
K52A-F　  AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG（ 配 列 番 号 180）
K52A-R　  CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT（ 配 列 番 号 181）
K140A-F　  GCTGACACTTTCCGCGCACTCTTCCGAGTCTACTC（ 配 列 番 号 182）
K140A-R　  GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC（ 配 列 番 号 183）

K97A/K152A/K45A/K52A/K140A/K154A組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K97A-F　  TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC（ 配 列 番 号 184）
K97A-R　  GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA（ 配 列 番 号 185）
K152A-F　  ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG（ 配 列 番 号 186）
K152A-R　  CTGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT（ 配 列 番 号 187）
K45A-F　  ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG（ 配 列 番 号 188）
K45A-R　  CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT（ 配 列 番 号 189）
K52A-F　  AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG（ 配 列 番 号 190）
52A-R　  CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT（ 配 列 番 号 191）
K140A-F　  GCTGACACTTTCCGCGCACTCTTCCGAGTCTACTC（ 配 列 番 号 192）
K140A-R　  GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC（ 配 列 番 号 193）
K154A(152)F　  CTCCGGGGAGCGCTGGCGCTGTACACAGGGGA（ 配 列 番 号 194）
154(152)R　  TCCCCTGTGTACAGCGCCAGCGCTCCCCGGAG（ 配 列 番 号 195）

N24K/N38K/N83K組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
N24K-F　  CAAGGAGGCCGAGAAAATCACGACGGGCTGT（ 配 列 番 号 196）
N24K-R　  ACAGCCCGTCGTGATTTTCTCGGCCTCCTTG（ 配 列 番 号 197）
N38K-F　  ACTGCAGCTTGAATGAGAAAATCACTGTCCCAGACAC（ 配 列 番 号 198）
N38K-R　  GTGTCTGGGACAGTGATTTTCTCATTCAAGCTGCAGT（ 配 列 番 号 199）
N83K-F　  AGGCCCTGTTGGTCAAATCTTCCCAGCCGTG（ 配 列 番 号 200）
N83K-R　  CACGGCTGGGAAGATTTGACCAACAGGGCCT（ 配 列 番 号 201）

K152W突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
K152W-F　  ATTTCCTCCGGGGATGGCTGAAGCTGTACACAG（ 配 列 番 号 202）
K152W-R　  CTGTGTACAGCTTCAGCCATCCCCGGAGGAAAT（ 配 列 番 号 203）

R14A/Y15A組 合 せ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 場 合 ：
RY14AA-F　  AGCCGAGTCCTGGAGGCGGCCCTCTTGGAGGCCAA（ 配 列 番 号 204）
RY14AA-R　  TTGGCCTCCAAGAGGGCCGCCTCCAGGACTCGGCT（ 配 列 番 号 205）
Y15A-F　  AGCCGAGTCCTGGAGAGGGCCCTCTTGGAGGCCAA（ 配 列 番 号 206）
Y15A-R　  TTGGCCTCCAAGAGGGCCCTCTCCAGGACTCGGCT（ 配 列 番 号 207）
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【 ０ ２ ８ ９ 】
　 以 下 は 、 作 製 さ れ た 構 築 物 の 例 で あ る 。 す な わ ち 、 ヒ ト EPO(hEPO)-6xHisTag-pCiNeo配
列 （ 配 列 番 号 208） ; hEPO6xHisTag-A30N/H32T pCiNeo（ 配 列 番 号 209） ; hEPO-6xHisTag-K
45D-pCiNeo配 列 （ 配 列 番 号 210） ; hEPO-6xHisTag-S100E-pCiNeo配 列 （ 配 列 番 号 211） ; お
よ び hEPO-6xHisTag-K45D/S100E-pCiNeo配 列 （ 配 列 番 号 212） 。 pCI-neo哺 乳 動 物 発 現 ベ ク
タ ー は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て ク ロ ー ニ ン グ し た DNAイ ン サ ー ト の 構 成 的 発 現 を 促 進 す る
た め に 、 ヒ ト ・ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 前 初 期 エ ン ハ ン サ ー /プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 有
す る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 突 然 変 異 を 導 入 す る た め に 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を pCiNeo中 の 原 型 の ヒ ト ・ エ
リ ス ロ ポ エ チ ン cDNAク ロ ー ン に ア ニ ー リ ン グ し た 。 突 然 変 異 体 ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し 、 そ
の 突 然 変 異 を 確 認 し た 。 す べ て の プ ラ ス ミ ド は リ ポ フ ェ ク タ ミ ン に よ っ て CHO-1細 胞 ま た
は COS-7細 胞 の い ず れ か に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48～ 72時 間
後 に 細 胞 か ら 培 地 を 回 収 し た 。 こ の 培 地 を エ リ ス ロ ポ エ チ ン に つ い て ELISAア ッ セ イ で 検
査 し 、 直 接 ま た は 精 製 後 、 造 血 ア ッ セ イ も し く は 神 経 ア ッ セ イ の い ず れ か に 用 い た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 そ の 後 に 、 K45Dお よ び S100E組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 両 方 を 神 経 ア ッ セ イ で 検
査 し た 。 特 に 、 SK-N-SH神 経 芽 腫 細 胞 を 用 い る in vitro神 経 保 護 ア ッ セ イ を 使 用 し た 。 SK-
N-SH細 胞 を 40,000個 /ウ ェ ル の 密 度 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し 、 24時 間 培 養 し た 。 そ の
後 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 3 nMの 濃 度 で 添 加 し 、 更 に 24時 間 培 養 し た （ エ リ ス
ロ ポ エ チ ン ＝ 市 販 製 剤 ; EPO＝ CHO細 胞 で 発 現 さ せ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び 組 換 え 型 組 織
保 護 サ イ ト カ イ ン ; 純 粋 ベ ク タ ー ＝ Epo構 築 物 を 含 ま な い ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た CHO細 胞 由 来 の 細 胞 上 清 ） 。 こ の 前 培 養 の 後 、 細 胞 を ロ テ ノ ン （ 5μ M） に 4時 間 曝 露 し 、
洗 浄 し 、 回 収 の た め に 24時 間 静 置 し た 。 示 し た EPO変 異 体 は 、 こ れ ら す べ て の ス テ ッ プ の
間 中 存 在 し た 。 細 胞 の 生 存 能 は 、 実 験 の 最 後 に 、 細 胞 を テ ト ラ ゾ リ ウ ム 色 素 WST-1（ 製 造
メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 う : Roche # 1644807） と と も に 2時 間 培 養 す る こ と に よ っ て 定
量 し 、 生 存 能 を 吸 光 度 の 読 取 り 値 と し て 示 し た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 図 ６ Aお よ び ６ Bは 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン な ら び に K45Dお よ び S100E組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン を 含 む 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に つ い て 、 SK-N-SH神 経 芽 腫 細 胞 で の （ ロ
テ ノ ン に 対 す る ） 神 経 保 護 ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 図 ６ Aの グ ラ フ は 、 K45Dお よ び S100Eサ
ン プ ル 内 の 細 胞 の 生 存 能 が 維 持 さ れ る こ と を 明 ら か に 示 し て お り 、 そ れ ら の 生 存 能 は そ れ
ら の 細 胞 保 護 作 用 を 実 証 し た 。 図 ６ Bは 、 hEPO-6xHisTag-PCiNeoの プ ラ ス ミ ド 地 図 を 示 す
。
【 ０ ２ ９ ３ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 す る 使 用 に 望 ま し い 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 と り わ け 、 脱 シ
ア ル 化 、 グ ア ニ ジ ン 化 、 カ ル バ ミ ル 化 、 ア ミ ジ ン 化 、 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化 、 ア セ チ ル 化
、 ス ク シ ニ ル 化 、 ニ ト ロ 化 、 ま た は 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 も し く は カ ル ボ キ シ ル 基 の 修 飾 に よ
っ て 、 更 に 修 飾 さ れ う る 。 あ る い は 、 こ れ ら の 修 飾 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン へ
の そ の 突 然 変 異 に 先 立 っ て 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 誘 導 体 （
脱 シ ア ル 化 、 グ ア ニ ジ ン 化 、 カ ル バ ミ ル 化 、 ア ミ ジ ン 化 、 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化 、 ア セ チ
ル 化 、 ス ク シ ニ ル 化 、 も し く は ニ ト ロ 化 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定
さ れ な い ） に 対 し て 行 う こ と が で き る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 更 な る 修 飾 の い
く つ の 例 を 以 下 に 記 載 す る 。 当 業 者 は 、 下 記 の 方 法 が ま た 、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た
は そ の 誘 導 体 を 化 学 的 に 修 飾 す る た め に 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 生 成 す る 突 然
変 異 の 導 入 に 先 立 っ て 使 用 さ れ う る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ９ ４ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 以 下 の 例 示 的 な 方 法 に よ っ て 脱 シ ア ル 化 さ れ う る 。
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6.4.　 実 施 例 4:　 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン

6.4.1.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 脱 シ ア ル 化



シ ア リ ダ ー ゼ （ Streptococcus sp 6646Kか ら 単 離 し た も の ） は 、 SEIKAGAKU AMERICA（ コ
ー ド 番 号 120050） か ら 入 手 す る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 、 シ ア リ ダ ー ゼ （ 0.02
5 U/mg EPO） に よ っ て 37℃ で 3時 間 脱 シ ア ル 化 に 供 す る 。 反 応 混 合 液 を Ultrafree Centrif
ugal Filter Unitに よ っ て 脱 塩 お よ び 濃 縮 す る 。 サ ン プ ル を AKTAprime（ 商 標 ） シ ス テ ム
の イ オ ン 交 換 カ ラ ム に ア プ ラ イ す る 。 タ ン パ ク 質 を 所 定 の バ ッ フ ァ ー で 溶 出 す る 。 有 意 な
量 の タ ン パ ク 質 を 含 む 溶 出 画 分 の IEFゲ ル 解 析 を 行 う 。 上 端 の 2つ の バ ン ド （ IEFゲ ル 上 で p
I約 8.5お よ び 約 7.9に 移 動 す る ） の み を 含 む 画 分 を プ ー ル す る 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し
、 1/9容 の 10 x塩 溶 液 （ 1 M NaCl、 0.2 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3 mMク エ ン 酸 ） を 添 加 す る
。 シ ア ル 酸 含 量 を 測 定 す る 。 有 意 な シ ア ル 酸 含 量 は 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 図 ７ ～ ８ に 示 す よ う に in vitroに お い て 神 経 細 胞 に 対 し
、 天 然 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 様 に 有 効 で あ っ た 。 in vitroで の 検 査 は 、 血 清 の 除 去 に よ
っ て ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 神 経 様 胎 生 期 癌 細 胞 （ P19） を 用 い て 実 施 し た 。 血 清 除 去 の 24
時 間 前 に 、 1～ 1000 ng/mlの エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 修 飾 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 培 養 液 に 添
加 し た 。 そ の 翌 日 、 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を 新 し い 無 血 清 培 地 で 洗 浄 し 、 試 験 物 質 を 含 む 培
地 （ 無 血 清 ） を 培 養 物 に 再 添 加 し 、 更 に 48時 間 培 養 し た 。 生 細 胞 数 を 測 定 す る た め に 、 テ
ト ラ ゾ リ ウ ム 還 元 ア ッ セ イ を 行 っ た （ CellTiter 96; Promega, Inc.） 。 図 ７ ～ ８ に 示 す
よ う に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 細 胞 死 の 抑 制 に お い て エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 等 の
効 力 を も つ よ う で あ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 in vivoで の 神 経 保 護 活 性 の 保 有 は 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に （ Brinesら 、 2000, Proc.
 Nat. Acad. Sci. U.S.A. 97:10526-31） 中 大 脳 動 脈 の 領 域 へ の 可 逆 的 な 損 傷 を 与 え た ラ
ッ ト 限 局 性 虚 血 モ デ ル を 用 い て 確 認 し た 。 動 脈 閉 塞 の 発 症 時 に 、 成 体 の オ ス Sprague-Dawl
eyラ ッ ト に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン も し く は エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 腹 腔 内 に 5000 U/kg
体 重 ） ま た は ビ ヒ ク ル を 投 与 し た 。 24時 間 後 、 動 物 を 屠 殺 し 、 そ れ ら の 脳 を 研 究 の た め に
摘 出 し た 。 連 続 切 片 を 切 り 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 で 染 色 し て 、 生 存 し て い る 脳 の 領 域 を 同 定
し た 。 図 ９ に 示 さ れ る よ う に 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 神 経 保 護 を 提 供 す る 上 で 天 然
の エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 等 に 効 果 的 で あ り 、 す な わ ち 、 虚 血 の 1時 間 か ら 梗 塞 体 積 を 減 少
さ せ た 。 図 １ ０ は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン で 比 較 用 量 反 応 試
験 を 行 っ た 、 別 の 限 局 性 虚 血 モ デ ル の 結 果 を 示 す 。 4μ g/kgの 最 低 用 量 に お い て 、 ア シ ア
ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 保 護 す る が 、 非 修 飾 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 保 護 で き な か っ た 。 各 群 の
ラ ッ ト 数 （ n） は 4匹 以 上 と し た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 同 様 の 結 果 は 、 本 発 明 の ア シ ア ロ 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン か ら 期 待 さ れ る で あ ろ
う 。
【 ０ ２ ９ ８ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Jin Zeng（ 1991） （ Lysine modification of metal
lothionein by carbamylation and guanidination. Methods in Enzymology 205: 433-43
7） に 記 載 さ れ る よ う に 、 以 下 の 方 法 に 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の カ ル バ ミ ル 化 分 子 を 調 製 す る
た め に 使 用 さ れ う る 。 シ ア ン 酸 カ リ ウ ム を 再 結 晶 さ せ る 。 1 Mの ホ ウ 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH 8.
8） を 調 製 す る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 溶 液 を 等 量 の ホ ウ 酸 バ ッ フ ァ ー と 混 合 す
る 。 シ ア ン 酸 カ リ ウ ム を 反 応 チ ュ ー ブ に 最 終 濃 度 0.5 Mに な る よ う に 直 接 添 加 す る 。 よ く
混 和 し 、 37℃ で 6～ 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 十 分 に 透 析 す る 。 透 析 チ ュ ー ブ か ら 生 成
物 を 取 り 出 し 、 新 し い チ ュ ー ブ に 回 収 す る 。 体 積 を 測 定 し 、 1/9容 の 10 X塩 溶 液 （ 1 M NaC
l、 0.2 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3 mMク エ ン 酸 ） を 添 加 す る 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、 生
成 物 の 回 収 率 を 計 算 す る 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ っ て 解 析 し 、 続 い て TF-1細 胞 を 用 い た in 
vitro検 査 を 行 う 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
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6.4.2.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の カ ル バ ミ ル 化

6.4.3.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の ス ク シ ニ ル 化



　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Alcaldeら （ 2001） （ Succinylation of cyclodextr
in glycosyltransferase from Thermoanaerobacter sp. 501 enhances its transferase 
activity using starch as donor. J. Biotechnology 86： 71-80） に 記 載 さ れ る よ う に 、
以 下 の 方 法 に 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の ス ク シ ニ ル 化 分 子 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 0.5 
M NaHCO 3 （ pH 8.0） 中 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ 100μ g） を 、 15モ ル 過 剰 の 無 水
コ ハ ク 酸 と と も に 15℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 蒸 留 水 で の 透 析 に よ っ て 、 反 応 を 停
止 さ せ た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 無 水 コ ハ ク 酸 を 無 水 ア セ ト ン に 27 mg/mlで 溶 解 さ せ る 。 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 の 10
 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） で 反 応 を 行 う 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン タ ン パ ク 質 お よ び 50倍 モ ル 濃 度 の 無 水 コ ハ ク 酸 を チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。 よ く 混 和 し 、 4
℃ で 1時 間 チ ュ ー ブ を 回 転 さ せ る 。 透 析 カ セ ッ ト （ Slide-A-Laze 7K, Pierce 66373） を 用
い て 、 10 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー で の 透 析 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ る 。 透 析 カ セ
ッ ト か ら 生 成 物 を 取 り 出 し 、 新 し い チ ュ ー ブ に 回 収 す る 。 体 積 を 測 定 し 、 1/9容 の 10 X塩
溶 液 （ 1 M NaCl、 0.2 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3 mMク エ ン 酸 ） を 添 加 す る 。 タ ン パ ク 質 含
量 を 測 定 し 、 生 成 物 の 回 収 率 を 計 算 す る 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ っ て 解 析 し 、 続 い て TF-1
細 胞 を 用 い た in vitro検 査 を 行 う 。
【 ０ ３ ０ １ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Satakeら （ 1990） （ Chemical modification of ery
thropoietin: an increase in in-vitro activity by guanidination. Biochimica et Bi
ophysica Acta. 1038： 125-129） に 記 載 さ れ る よ う に 、 以 下 の 方 法 に 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の
ア セ チ ル 化 分 子 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 の 80 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 7.2） で 反 応 を 行
う 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン お よ び 等 モ ル 濃 度 の 無 水 酢 酸 を 添 加 す る 。 よ く 混 和 し
、 氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 透 析 カ セ ッ ト （ Slide-A-Laze 7K, Pierce 66373） を
用 い て 、 水 で の 透 析 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ る 。 透 析 カ セ ッ ト か ら 生 成 物 を 取 り 出 し 、 新
し い チ ュ ー ブ に 回 収 す る 。 体 積 を 測 定 し 、 1/9容 の 10 X塩 溶 液 （ 1 M NaCl、 0.2 Mク エ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 、 3 mMク エ ン 酸 ） を 添 加 す る 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、 生 成 物 の 回 収 率 を 計
算 す る 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ っ て 解 析 し 、 続 い て TF-1細 胞 を 用 い た in vitro検 査 を 行 う
。
【 ０ ３ ０ ３ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Akhtarら （ 1999） Conformational study of Nε -(c
arboxymethyl)lysine adducts of recombinant a-crystallins. Current Eye Research, 
18: 270-276に 記 載 さ れ る よ う に 、 以 下 の 方 法 に 従 っ て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
の １ 個 以 上 の リ シ ル 残 基 が 修 飾 さ れ た 、 そ れ ぞ れ の Nε -（ カ ル ボ キ シ メ チ ル ） リ シ ン （ CM
L） 修 飾 分 子 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ 50 mM、 pH 7.5） 中 に 200 mMグ リ オ キ シ ル 酸 お よ び 120 m
M NaBH 3 CNを 新 た に 調 製 す る 。 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に （ リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 中 の ） 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 添 加 し 、 溶 液 中 の リ シ ン 当 量 を 計 算 す る （ 約 8リ シ ン 残 基 /mo
l） 。 3倍 多 い NaBH 3 CNお よ び 5ま た は 10倍 多 い グ リ オ キ シ ル 酸 を チ ュ ー ブ へ 添 加 す る 。 各 チ
ュ ー ブ を ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し 、 37℃ で 5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 サ ン プ ル を リ ン 酸 バ ッ
フ ァ ー で 一 晩 4℃ で 透 析 す る 。 透 析 後 、 各 生 成 物 の 体 積 を 測 定 す る 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 測
定 し 、 生 成 物 の 回 収 率 を 計 算 す る 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ っ て 解 析 し 、 続 い て TF-1細 胞 を
用 い た in vitro検 査 を 行 う 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
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6.4.4.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の ア セ チ ル 化

6.4.5.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の リ シ ン の カ ル ボ キ シ メ チ ル 化

6.4.6.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の ヨ ウ 素 化



　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Pierce Chemical Company（ Rockford, IL） に よ っ
て 提 供 さ れ る IODO-Gen Pre-Coated Iodination Tubes（ 製 品 番 号 28601)の 説 明 書 に 記 載 さ
れ る よ う に 、 以 下 の 方 法 に 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の ヨ ウ 素 化 分 子 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ う
る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 0.1 M NaIを 調 製 し 、 IODO-Gen Pre-Coated Iodination Tube (Pierce, 28601） に お い
て 0.1 ml/チ ュ ー ブ の 全 反 応 容 量 を 用 い て 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ 40 mM、 pH 7.4
） 中 で ヨ ウ 素 化 を 行 う 。 タ ン パ ク 質 基 質 （ 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン ） を リ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム バ ッ フ ァ ー と 混 合 し 、 そ の 後 、 IODO-Gen Pre-Coated Iodination Tubeに 移 す 。 最
終 濃 度 1～ 2 mMに な る よ う NaIを 添 加 し 、 NaI/タ ン パ ク 質 の モ ル 比 を 14～ 20に す る 。 よ く 混
和 し 、 室 温 で 15分 間 緩 や か に 振 と う し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 反 応 混 合 物 を 取 り 出 す
こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ 、 3.9 mlの ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー を 含 む チ ュ ー ブ に 添 加 す る
（ す な わ ち 、 40倍 希 釈 ） 。 生 成 物 を 、 あ ら か じ め 湿 ら せ た Ultrafree Centrifugal Filter
 Unitに よ っ て 濃 縮 す る 。 濃 縮 物 の 体 積 を 測 定 し 、 1/9容 の 10 X塩 溶 液 （ 1 M NaCl、 0.2 M
ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3 mMク エ ン 酸 ） を 添 加 す る 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し 、 生 成 物 の 回
収 率 を 計 算 す る 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ っ て 解 析 し 、 続 い て TF-1細 胞 を 用 い た in vitro検
査 を 行 う 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 別 法 と し て 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 以 下 の 方 法 を 用 い て ヨ ウ 素 化 し て も よ
い 。 Iodo Bead（ Pierce, Rockford, Il） を 1 mCi遊 離 Na 1 2 5 Iを 含 む 100μ l PBS（ 20 mMリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15 M NaCl、 pH7.5） 中 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 100μ l 
PBS中 の 100μ gの 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 混 合 物 に 添 加 し た 。 室 温 で 10分 間 の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 200μ lの 溶 液 を 反 応 容 器 か ら 取 り 出 す こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ
た （ iodo beadは 後 に 残 す ） 。 過 剰 な ヨ ウ 素 を セ ン ト リ コ ン 10カ ラ ム で の ゲ ル ろ 過 に よ っ
て 除 去 し た 。 図 １ １ に 示 す よ う に 、 こ の 方 法 で 得 ら れ た ヨ ー ド エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 血 清
除 去 か ら P19細 胞 を 保 護 す る の に 有 効 で あ る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン の ヨ ウ 素 化 か ら 同 様 の 結 果 が 期 待 さ れ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を ヨ ウ 素 化 す る 更 に 別 の 方 法 を 以 下 に 概 説 す る 。 100μ l
 PBS中 の 100μ gの 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 500μ Ci Na 1 2 5 Iに 添 加 し 、 エ ッ ペ ン ド
ル フ チ ュ ー ブ 中 で と も に 混 合 し た 。 そ の 後 、 25μ lの ク ロ ラ ミ ン T（ 2 mg/ml） を 添 加 し 、
混 合 物 を 1分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 50μ lの ク ロ ラ ミ ン T停 止 バ ッ フ ァ ー
（ PBS中 2.4 mg/mlメ タ 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 10 mg/mlチ ロ シ ン 、 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.1
％ キ シ レ ン ） を 添 加 し た 。 ヨ ー ド チ ロ シ ン お よ び ヨ ウ 素 化 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン
は そ の 後 、 セ ン ト リ コ ン 10カ ラ ム で の ゲ ル ろ 過 に よ っ て 分 離 し た 。
【 ０ ３ ０ ９ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Pierce Chemical Company（ Rockford, IL） に よ っ
て 提 供 さ れ る EZ-Link NHS-LC-Biotin (製 品 番 号 21336)の 説 明 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 以
下 の 方 法 に 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の ビ オ チ ン 化 分 子 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 反 応 の 直 前 に 、 EZ-Link NHS-LC Biotin（ pierce, 21336） を DMSOで 2 mg/mlに 溶 解 す る
。 チ ュ ー ブ （ 17 x 100 mm） 中 で 、 50 mM炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム （ pH 8.3） を 含 む 全 量 1mlで
反 応 を 行 う 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン お よ び 10％ 未 満 の EZ-Link NHS-LC-Biotinを
、 約 20の ビ オ チ ン /タ ン パ ク 質 の モ ル 比 で 添 加 す る 。 よ く 混 和 し 、 氷 上 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 Ultrafree Centrifugal Filter Unitに よ っ て 反 応 生 成 物 を 脱 塩 し 、 濃 縮 す る
。 生 成 物 を 新 し い チ ュ ー ブ に 回 収 す る 。 体 積 を 測 定 し 、 1/9容 の 10 X塩 溶 液 （ 1 M NaCl、 0
.2 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3 mMク エ ン 酸 ） を 添 加 す る 。 タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、 生 成 物
の 回 収 率 を 計 算 す る 。 生 成 物 を IEFゲ ル に よ っ て 解 析 し 、 続 い て TF-1細 胞 を 用 い た in vitr
o検 査 を 行 う 。

10

20

30

40

50

(74) JP 2006-507228 A 2006.3.2

6.4.7.　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の ビ オ チ ン 化



【 ０ ３ １ １ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 遊 離 ア ミ ノ 基 を ビ オ チ ン 化 す る 方 法 を 、 以 下 に 記 載 す
る 。 0.2 mgの D-ビ オ チ ノ イ ル -ｅ -ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ
ル （ Boehringer Mannheim #1418165） を 100μ l DMSOに 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 を 、 ホ イ ル で
覆 っ た チ ュ ー ブ の 中 で 約 0.2 mgの 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む 400μ l PBSと 合 わ
せ た 。 4時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 未 反 応 の ビ オ チ ン を セ ン ト リ コ ン 10カ ラ ム で
の ゲ ル ろ 過 に よ っ て 分 離 し た 。 図 １ ２ に 示 す よ う に 、 こ の ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は
P19細 胞 を 血 清 除 去 か ら 保 護 す る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の
ビ オ チ ン 化 か ら 同 様 の 結 果 が 期 待 さ れ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 最 後 に 、 Wojchowskiら Blood, 1989, 74(3):952-8に よ る "Biotinylated recombinant hu
man erythropoietins: Bioactivity and Utility as a receptor ligand"に お い て 、 著 者
ら は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を ビ オ チ ン 化 す る 3つ の 異 な る 方 法 を 使 用 し て い る 。 ビ オ チ ン は
（ 1） シ ア ル 酸 成 分 、 （ 2） カ ル ボ ン 酸 基 、 お よ び (3)ア ミ ノ 基 に 付 加 さ れ る 。 著 者 ら は 、
マ ウ ス 脾 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 以 下 の こ と を 実 証 し て い る 。 す な わ ち 、 （ 1） ビ
オ チ ン の シ ア ル 酸 成 分 へ の 付 加 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 生 物 学 的 活 性 を 不 活 性 化 し な い 。
（ 2） ビ オ チ ン の カ ル ボ ン 酸 基 へ の 付 加 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 実 質 的 な 生 物 学 的 不 活 性
化 を 招 い た 。 （ 3） ビ オ チ ン の ア ミ ノ 基 へ の 付 加 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 完 全 な 生 物 学 的
不 活 性 化 を も た ら し た 。 こ れ ら の 方 法 お よ び 修 飾 は 、 本 明 細 書 に 完 全 に 包 含 さ れ る 。 図 １
２ は 、 血 清 飢 餓 P19ア ッ セ イ に お け る 、 ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ
ス ロ ポ エ チ ン の 活 性 を 示 す 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の ビ オ チ
ン 化 か ら 同 様 の 結 果 が 期 待 さ れ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 6.15項 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ １ ３ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ 100μ g） は 、 Plappら （ "Activity of bovine pancrea
tic deoxyribonuclease A with modified amino groups" 1971, J. Biol. Chem. 246, 93
9-845） に 記 載 さ れ る よ う に 、 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 に よ っ て 修 飾 さ れ た
。
【 ０ ３ １ ４ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Riordan ("Functional arginyl residues in carbo
xypeptidase A. Modification with butanedione" Riordan JF, Biochemistry 1973, 12(
20): 3915-3923） に 記 載 さ れ る よ う に 、 2,3ブ タ ン ジ オ ン に よ っ て 修 飾 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の ア ミ ノ 酸 残 基 を 修 飾 す る 別 の 修 飾 で は 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル を
用 い て 、 室 温 で 0.5～ 3時 間 の 範 囲 の 様 々 な 時 間 で 行 わ れ る Takahashi（ 1977, J. Biochem.
 81:395-402） の 方 法 に 従 っ て 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 を 修 飾 し た 。 反 応 混 合 物 を 水 で 透 析 す る
こ と に よ っ て 、 反 応 を 終 了 さ せ た 。 こ の よ う な 修 飾 型 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 使 用 は 、 本 明
細 書 に 完 全 に 包 含 さ れ る 。 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル で 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 上
述 の 神 経 様 P19細 胞 ア ッ セ イ を 用 い て 検 査 し た 。 図 １ ３ に 示 す よ う に 、 こ の 化 学 的 に 修 飾
さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 、 そ の 神 経 保 護 効 果 を 完 全 に 保 持 し て い る 。 同 様 の 結 果 は 、 同
様 に 修 飾 さ れ た 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン か ら も 得 ら れ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Patthyら （ "Identification of functional argini
ne residues in ribonuclease A and lysozyme" Patthy, L, Smith EL, J. Biol. Chem 1
975 250(2): 565-9） の 場 合 の よ う に 、 シ ク ロ ヘ キ サ ノ ン に よ っ て 修 飾 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 Werberら （ "Proceedings: Carboxypeptidase B: mo
dification of functional arginyl residues" Werber, MM, Sokolovsky M Isr J Med Sc
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6.5.　 実 施 例 5:　 他 の 方 法 に よ る 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 修 飾
6.5.1.　 ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化

6.5.2.　 ア ル ギ ニ ン の 修 飾



i 1975 11(11): 1169-70） に 記 載 さ れ る よ う に 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル に よ っ て 修 飾 さ
れ た 。
【 ０ ３ １ ８ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ 100μ g） を 、 以 前 に Nestlerら （ "Stimulation of rat
 ovarian cell steroidogenesis by high density lipoproteins modified with tetrani
tromethane" Nestler JE, Chacko GK, Strauss JF 3rd. J Biol Chem 1985 Jun 25;260(1
2):7316-21） に 記 載 さ れ た よ う に 、 テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】

　 カ ル ボ キ シ ル 基 を 修 飾 す る た め に 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ 100μ g） を 、 Carr
awayら "Carboxyl group modification in chymotrypsin and chymotrypsinogen." Carraw
ay KL, Spoerl P, Koshland DE Jr. J Mol Biol 1969 May 28;42(1):133-7に 記 載 さ れ た
よ う に 、 pH 4.5で 1 Mグ リ シ ン ア ミ ド 中 で 0.02 M EDCと と も に 室 温 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ 100μ g） を 、 Aliら 、 J Biol Chem. 1995 Mar 3;270(9
):4570-4に 記 載 さ れ た よ う に 、 20 mMの リ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 6.5） 中 で 20μ M n
-ブ ロ モ ス ク シ ニ ミ ド と と も に 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 酸 化 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残
基 の 数 は 、 Korotchkina (Korotchkina, LGら Protein Expr Purif. 1995 Feb;6(1):79-90)
に 記 載 さ れ る 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ た 。
【 ０ ３ ２ １ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の ア ミ ノ 基 を 除 去 す る た め に 、 Kokkiniら （ Kokkini, G.
, ら "Modification of hemoglobin by ninhydrin" Blood, Vol. 556, No 4 1980: 701-70
5)の 場 合 の よ う に 、 100μ gを 、 20 mMニ ン ヒ ド リ ン （ Pierce Chemical, Rockford, Il） を
含 む PBS（ pH 7.4） 中 で 、 2時 間 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 結 果 生 じ る ア ル デ ヒ ド の
還 元 は 、 生 成 物 を 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム ま た は 水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム と 反 応 さ せ
る こ と に よ っ て 達 成 さ れ た 。 具 体 的 に は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 100μ g） を PBS中 の 0.1 M水
素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム と と も に 30分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 氷 上 で 10分 間 サ ン プ ル
を 冷 却 し 、 そ れ を PBSで 3回 、 一 晩 か け て 透 析 す る こ と に よ っ て 、 還 元 を 終 了 さ せ た （ Kokk
ini, G., Blood, Vol. 556, No 4 1980: 701-705)。 水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム を 用 い
た 還 元 は 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ 100μ g） を PBS中 の 0.1 M水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム
リ チ ウ ム と と も に 30分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 氷 上 で 10分 間 サ
ン プ ル を 冷 却 し 、 そ れ を PBSで 3回 、 一 晩 か け て 透 析 す る こ と に よ っ て 、 還 元 を 終 了 さ せ た
。
【 ０ ３ ２ ２ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ 100μ g） を 500 mM DTTと と も に 15分 間 60℃ で イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 20 mMヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 水 溶 液 を 混 合 物 に 添 加 し 、 25分 間 室 温 で
暗 所 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】

　 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 、 特 定 の 残 基 を 標 的 と す る 限 定 的 な 化 学 的 タ ン パ ク 質
加 水 分 解 に 供 す る こ と が で き る 。 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 2-（ 2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル
ス ル フ ェ ニ ル ） -3-メ チ ル -3'-ブ ロ モ イ ン ド レ ニ ン と 反 応 さ せ る こ と が で き 、 こ れ は 、 50
％ 酢 酸 中 50倍 過 剰 で 48時 間 暗 所 、 室 温 で 、 窒 素 圧 力 下 に お い て キ ャ ッ プ を し た チ ュ ー ブ 中
で 、 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 後 ろ を 特 異 的 に 切 断 す る 。 反 応 は 、 ト リ プ ト フ ァ ン に よ っ て 抑
制 さ れ 、 脱 塩 す る こ と に よ っ て 終 了 さ れ た 。
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6.5.3.　 チ ロ シ ン の 修 飾

6.5.4.　 グ ル タ ミ ン 酸 （ お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 ） の 修 飾

6.5.5.　 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 修 飾

6.5.6.　 ア ミ ノ 基 の 除 去

6.5.7.　 ジ ス ル フ ィ ド の 還 元 お よ び 安 定 化

6.5.8.　 制 限 さ れ た タ ン パ ク 質 加 水 分 解



【 ０ ３ ２ ４ 】
　 上 述 の よ う に 、 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 修 飾 さ れ て も よ く 、 更 に 、 本 発 明 の 精
神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 分 子 の 複 数 の 修 飾 な ら び に 更 な る 修 飾 も
ま た 行 わ れ う る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】

　 化 学 的 に 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 神 経 保 護 作 用 は 、 Manleyら 、 2000, Aquaporin-
4 deletion in mice reduces brain edema after acute water intoxication and ischem
ic stroke, Nat Med 2000 Feb;6(2):159-63に 従 っ て 、 水 中 毒 ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 さ れ
た 。 メ ス C3H/HENマ ウ ス を 使 用 し た 。 マ ウ ス に そ れ ら の 体 重 の 20％ の 水 を IPで 400 ng/kg体
重 の DDAVP（ デ ス モ プ レ シ ン ） と と も に 投 与 し た 。 マ ウ ス に エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ A） 、 ま た
は 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 、 す な わ ち 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ B） 、 カ ル バ ミ ル 化 ア
シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ C） 、 ス ク シ ニ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ D） 、 ア セ チ ル
化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ E） 、 ヨ ウ 素 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ F） 、 カ ル ボ キ
シ メ チ ル 化 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ G） 、 カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ H） 、 ア セ
チ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ I） 、 ヨ ウ 素 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ J） 、 も し く は Nε -カ ル ボ キ
シ メ チ ル エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ K） を 投 与 し た 。 マ ウ ス に 100μ g/kg用 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン
ま た は 化 学 的 に 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 、 水 投 与 の 24時 間 前 お よ び 水 投 与 時 に も 腹
腔 内 に 投 与 し た 。 マ ウ ス を 評 価 す る た め に 、 Manleyら か ら 改 変 さ れ た ス ケ ー ル を 使 用 し た
。 改 変 し た ス ケ ー ル は 以 下 に 記 載 さ れ た 通 り で あ る 。 す な わ ち 、
ケ ー ジ /テ ー ブ ル の 探 索
　 　 す る 　 　 　 　 0
　 　 し な い 　 　 　 1
物 体 の 視 覚 的 追 跡
　 　 す る 　 　 　 　 0
　 　 し な い 　 　 　 1
ひ げ の 動 き
　 　 有 り 　 　 　 　 0
　 　 無 し 　 　 　 　 1
下 肢 ・ 尾 の 動 き
　 　 正 常 　 　 　 　 0
　 　 硬 直 　 　 　 　 1
　 　 麻 痺 　 　 　 　 2
痛 覚 か ら の 引 っ 込 め 反 射 （ つ ま 先 つ ま み ）
　 　 有 り 　 　 　 　 0
　 　 無 し 　 　 　 　 1
運 動 の 協 調
　 　 正 常 　 　 　 　 0
　 　 異 常 　 　 　 　 1
テ ー ブ ル の 縁 で の 停 止
　 　 す る 　 　 　 　 0
　 　 し な い 　 　 　 1
総 ス コ ア は 8と な り 得 る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 以 下 の 時 点 、 す な わ ち 、 15、 30、 45、 60、 75、 90、 120、 150、 お よ び 180分 で マ ウ ス の
ス コ ア を 取 っ た 。 図 １ ４ は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は 化 学 的 に 修 飾 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ
ン を 投 与 さ れ た マ ウ ス の 成 績 を 、 対 照 マ ウ ス が 経 験 し た 神 経 欠 陥 に 対 す る パ ー セ ン ト と し
て プ ロ ッ ト す る 。 図 １ ４ は 、 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が 水 中 毒 に よ っ て 誘 導 さ れ る 神 経 の 外
傷 か ら マ ウ ス を 保 護 す る こ と を 示 す 。 同 様 の 結 果 は 同 様 の 化 学 的 修 飾 を 有 す る 組 換 え 型 組
織 保 護 サ イ ト カ イ ン か ら 期 待 さ れ る で あ ろ う 。 統 計 的 有 意 性 も ま た 決 定 さ れ た 。 対 照 と 比
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6.6.　 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン は 神 経 保 護 作 用 を 有 す る



較 し て p< 0.05の 有 意 差 を 伴 う 投 与 計 画 は *で 示 さ れ る が 、 よ り 高 い p< 0.01の 有 意 差 を 伴
う も の は **に よ っ て 示 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】

　 体 重 300～ 330gの オ ス Wistarラ ッ ト は 、 Delcayreら 、 1992, Amer. J. Physiol. 263:H15
37-45の 方 法 に 従 っ て 行 っ た ex vivo研 究 の た め に 、 心 臓 を 摘 出 す る 24時 間 前 に 、 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン （ 5000 U/kg体 重 ） ま た は ビ ヒ ク ル を 投 与 し た 。 動 物 を ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル （ 0.3
mL） で 屠 殺 し 、 静 脈 内 に ヘ パ リ ン （ 0.2mL） を 投 与 し た 。 心 臓 を 最 初 に 15分 間 平 衡 化 さ せ
る 。 そ の 後 、 左 心 室 バ ル ー ン を 8 mm Hgの 拡 張 末 期 圧 を 与 え る 体 積 に 膨 ら ま せ る 。 左 心 室
圧 力 体 積 曲 線 は 0.02 mlず つ バ ル ー ン 体 積 を 漸 次 膨 張 さ せ る こ と に よ っ て 作 成 す る 。 ゼ ロ
体 積 は 、 左 心 室 拡 張 末 期 圧 が ゼ ロ の 点 と し て 定 義 さ れ る 。 圧 力 体 積 曲 線 が 完 成 し た ら 、 左
心 室 バ ル ー ン を 収 縮 さ せ て 8 mm Hgの 拡 張 末 期 圧 に 戻 し 、 冠 状 血 流 の 確 認 後 、 15分 間 の コ
ン ト ロ ー ル 期 間 を も う け る 。 そ の 後 、 心 臓 を 50 mL Celsior液 +分 子 で 停 止 さ せ 、 4℃ で 60c
m H 2 Oの 圧 力 下 で 静 置 し た 。 そ の 後 、 心 臓 を 摘 出 し 、 同 溶 液 を 満 た し 周 囲 を 砕 氷 で 囲 ん だ
プ ラ ス チ ッ ク 容 器 内 に 4℃ で 5時 間 保 存 し た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 保 存 終 了 後 、 心 臓 を ラ ン ゲ ン ド ル フ 装 置 に 移 す 。 バ ル ー ン カ テ ー テ ル を 左 心 室 に 再 挿 入
し 、 虚 血 前 の 期 間 と 同 様 の 体 積 に 再 膨 張 さ せ る 。 心 臓 を 少 な く と も 2時 間 37℃ で 再 灌 流 す
る 。 再 灌 流 圧 を 、 再 潅 流 の 15分 間 は 50 cm H 2 Oに 設 定 し 、 そ の 後 、 次 の 2時 間 は 100 cm H 2 O
に 戻 す 。 ペ ー シ ン グ （ 毎 分 320拍 ） を 再 開 す る 。 収 縮 指 数 お よ び 拡 張 期 圧 の 定 積 測 定 は 、
再 灌 流 の 25、 45、 60、 お よ び 120分 に 3回 反 復 で 行 っ た 。 こ の 時 点 で 、 圧 力 体 積 曲 線 を 作 成
し 、 再 灌 流 45分 間 の 冠 状 動 脈 流 出 液 を ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 漏 出 を 測 定 す る た め に 回 収 す る
。 2つ の 処 理 群 を 対 応 な し の t検 定 に よ り 比 較 し 、 拡 張 末 期 圧 デ ー タ を 用 い た 線 形 回 帰 は コ
ン プ ラ イ ア ン ス 曲 線 を 作 図 す る た め に 使 用 さ れ る 。 図 １ ５ に 示 す よ う に 、 発 達 し た 左 心 室
圧 の 有 意 な 改 善 が エ リ ス ロ ポ エ チ ン で の 処 理 後 に 起 こ り 、 同 様 に 、 圧 力 体 積 曲 線 の 改 善 、
左 心 室 拡 張 期 圧 の 減 少 、 お よ び ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 漏 出 の 減 少 が 起 こ る 。 同 様 の 結 果 が 本
発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 処 理 か ら も 期 待 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】

　 24時 間 前 に 組 換 え ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 5000 U/kg体 重 ） を 投 与 さ れ た 成 体 オ ス の
ラ ッ ト を 麻 酔 し 、 冠 状 動 脈 閉 塞 の た め に 用 意 し た 。 更 な る 用 量 の エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 処 置
の 初 め に 投 与 し 、 左 冠 状 大 動 脈 を 30分 間 閉 塞 さ せ 、 そ の 後 解 放 し た 。 同 量 の エ リ ス ロ ポ エ
チ ン を 処 置 後 1週 間 毎 日 投 与 し た 。 そ の 後 、 動 物 の 心 機 能 に つ い て 研 究 し た 。 図 １ ６ に 示
す よ う に 、 偽 注 射 （ 生 理 食 塩 水 ） を 受 け た 動 物 は 、 左 心 室 拡 張 末 期 圧 の 大 幅 な 上 昇 、 心 筋
梗 塞 に よ る 二 次 的 な 心 臓 肥 大 、 硬 化 の 特 徴 を 示 し た 。 対 照 的 に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 注 射
さ れ た 動 物 は 、 偽 処 置 さ れ た 対 照 と 比 較 し て 心 機 能 の 低 下 を 受 け な か っ た （ p < 0.01の レ
ベ ル で 有 意 差 を 示 し た ） 。 同 様 の 結 果 が 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 処
理 か ら も 期 待 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】

　 網 膜 細 胞 は 虚 血 に 対 し て 非 常 に 感 受 性 が 高 く 、 多 く は 虚 血 ス ト レ ス の 30分 後 に は 死 滅 す
る 。 更 に 、 亜 急 性 ま た は 慢 性 虚 血 は 、 多 数 の 一 般 的 な ヒ ト の 疾 患 、 例 え ば 、 糖 尿 病 、 緑 内
障 、 黄 斑 変 性 に 合 併 し て 起 こ る 視 力 低 下 の 基 礎 と な る 。 現 在 の と こ ろ 、 虚 血 か ら 細 胞 を 保
護 す る 効 果 的 な 治 療 法 は な い 。 密 着 し た 内 皮 関 門 が 血 液 と 網 膜 の 間 に 存 在 し 、 そ れ は ほ と
ん ど の 大 分 子 を 排 除 す る 。 末 梢 投 与 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン が 虚 血 感 受 性 細 胞 を 保 護 す る か
ど う か を 調 べ る た め に 、 Rosenbaumら （ 1997; Vis. Res. 37:3443-51） に 記 載 さ れ た よ う
に 、 急 性 可 逆 的 緑 内 障 ラ ッ ト モ デ ル を 使 用 し た 。 具 体 的 に は 、 生 理 食 塩 水 を 成 体 オ ス の ラ
ッ ト の 前 眼 房 に 注 入 し 、 全 身 動 脈 圧 を 越 え る 圧 力 に し て 、 60分 間 維 持 し た 。 動 物 に 生 理 食
塩 水 ま た は 5000 Uエ リ ス ロ ポ エ チ ン /kg体 重 を 虚 血 誘 導 の 24時 間 前 に 腹 腔 内 に 投 与 し 、 更
に 3日 間 毎 日 投 与 を 継 続 し た 。 処 理 の 1週 間 後 、 暗 順 応 さ せ た ラ ッ ト で 網 膜 電 図 検 査 を 行 っ
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6.7.　 実 施 例 7:　 移 植 の た め に 用 意 し た 心 臓 の 機 能 維 持

6.8.　 実 施 例 8:　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン は 虚 血 性 障 害 か ら 心 筋 を 保 護 す る

6.9.　 実 施 例 9:　 末 梢 投 与 し た エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 網 膜 虚 血 か ら の 保 護



た 。 図 １ ７ お よ び １ ８ は 、 機 能 が ほ と ん ど 残 存 し て い な い 生 理 食 塩 水 の み で 処 理 し た 動 物
（ 図 １ ７ 、 パ ネ ル C） と 対 比 し て 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 投 与 が 網 膜 電 図 （ ERG） （ 図 １ ７ 、
パ ネ ル D） の 良 好 な 保 存 と 関 連 し て い る こ と を 示 し て い る 。 図 １ ８ は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン
処 理 群 お よ び 生 理 食 塩 水 処 理 群 に つ い て 虚 血 60分 後 の 網 膜 電 図 の a-お よ び b-波 の 振 幅 を 比
較 し 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ っ て 生 じ る 顕 著 な 保 護 を 示 し て い る 。 同 様 の 結 果 が 本 発 明 の
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 処 理 か ら も 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】

　 脳 に 損 傷 を 受 け た 後 の マ ウ ス で 低 下 し た 認 知 機 能 を 回 復 さ せ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 能 力
を 実 証 す る た め の 研 究 に お い て は 、 Brinesら 、 PNAS 2000, 97; 10295-10672に 記 載 さ れ る
よ う に 、 メ ス の Balb/cマ ウ ス に 脳 の 鈍 的 外 傷 を 与 え 、 5日 後 に 毎 日 5000 U /kg体 重 の エ リ
ス ロ ポ エ チ ン の 腹 腔 内 投 与 を 開 始 し た 。 損 傷 の 12日 後 に 、 動 物 を 1日 4回 、 モ リ ス 水 迷 路 試
験 で 認 知 機 能 に つ い て 検 査 し た 。 処 理 動 物 お よ び 未 処 理 動 物 の 両 方 は そ の 試 験 に お い て う
ま く 遂 行 し な か っ た が （ 遊 泳 時 間 は 可 能 な 90秒 の う ち 約 80秒 で あ っ た ） 、 図 １ ９ は 、 脳 の
鈍 的 外 傷 後 、 損 傷 の ５ 日 後 に 開 始 し た EPO投 与 に よ る 各 群 n=16の マ ウ ス で の モ リ ス 水 迷 路
試 験 の 結 果 を 示 す 。 最 初 の 試 験 は EPO投 与 開 始 の 1週 間 後 （ 損 傷 の 12日 後 ） に 開 始 し た 。 両
群 の 動 物 と も 、 可 能 な 90秒 の う ち 約 80秒 の 遊 泳 時 間 で あ っ て 、 乏 し い 結 果 で あ っ た 。 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 処 理 動 物 は よ り う ま く 行 っ た （ こ の 表 示 で は 、 負 の 値 が よ り 良 い ） 。 1日 あ
た り 4回 の 試 行 の 平 均 を 用 い た 。 図 １ ９ は そ れ を 示 す 。 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 処 理 の 開 始 を 損
傷 の 30日 後 ま で 遅 ら せ て も （ 図 ２ ０ ） 、 認 知 機 能 の 回 復 が 見 ら れ た 。 図 ２ ０ で は 、 各 群 n=
7の マ ウ ス を 、 損 傷 の 1ヶ 月 後 に 週 末 を 除 き 毎 日 5000 U/kgの EPOで 処 理 し た 。 試 行 の 平 均 値
は ま た 1日 4回 の 試 行 で あ っ た 。 同 様 の 結 果 は 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ
る 処 理 か ら も 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】

　 カ イ ニ ン 酸 神 経 毒 モ デ ル で は 、 Brinesら Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 2000, 97; 102
95-10672の 方 法 に 従 っ て 、 ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン を 5000 U/kg体 重 の 用 量 で 、 25 mg/k
gカ イ ニ ン 酸 の 投 与 の 24時 間 前 に 腹 腔 内 投 与 し た が 、 死 亡 ま で の 期 間 で 示 さ れ る よ う に 、
ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン は エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 同 様 に 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ る （ 図
２ １ ） 。 同 様 の 結 果 は 本 発 明 の 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 処 理 か ら も 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】

　 こ の 研 究 で は 体 重 180～ 300gの Wistarラ ッ ト （ メ ス ） を 用 い た 。 動 物 を 手 術 前 に 12時 間
絶 食 さ せ 、 優 し く 押 さ え つ け て 、 チ オ ペ ン タ ー ル ナ ト リ ウ ム （ 40 mg/kg体 重 ） の 腹 腔 内 注
射 に よ っ て 麻 酔 し た 。 皮 膚 浸 透 （ ブ ピ バ カ イ ン 0.25％ ） 後 、 完 全 単 一 レ ベ ル （ T-3） の 椎
弓 切 除 術 を 解 剖 顕 微 鏡 下 で 2cmの 切 開 に よ っ て 行 っ た 。 0.6ニ ュ ー ト ン （ 65グ ラ ム ） の 圧 締
力 を 発 揮 す る 動 脈 瘤 ク リ ッ プ を 一 時 的 に 1分 間 脊 髄 上 で 硬 膜 外 に 適 用 す る こ と に よ っ て 外
傷 性 脊 髄 損 傷 を 引 き 起 こ し た 。 ク リ ッ プ を 除 去 し た 後 、 皮 膚 切 開 を 閉 じ 、 動 物 を 完 全 に 麻
酔 か ら 覚 醒 さ せ 、 各 々 の ケ ー ジ に 戻 し た 。 自 然 な 排 尿 が 再 開 さ れ る ま で 少 な く と も 1日 2回
膀 胱 触 診 し て 、 ラ ッ ト を 継 続 的 に 観 察 し た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 40匹 の 動 物 を 無 作 為 に 5群 に 分 割 し た 。 対 照 群 （ I） （ n= 8） の 動 物 に は 、 切 開 を 閉 じ た
直 後 （ 静 脈 注 射 に よ っ て ） 生 理 食 塩 水 を 投 与 し た 。 群 （ II; n= 8） に は rhEPOを 16μ g/kg
体 重 で 静 脈 内 投 与 し 、 群 （ III） に は 本 発 明 の ア シ ア ロ 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ ア シ ア ロ
エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） を 16μ g/kg体 重 で 静 脈 内 投 与 し 、 群 （ IV） に は ア シ ア ロ 組 織 保 護 サ イ
ト カ イ ン を 30μ g/kg体 重 で 静 脈 内 投 与 し 、 群 （ V） に は 本 発 明 の ア シ ア ロ 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン （ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） を 30μ g/kg体 重 で 投 与 し 、 す べ て 動 脈 瘤 ク リ ッ プ の
除 去 直 後 に 単 回 ボ ー ラ ス 静 脈 注 射 と し て 投 与 し た 。
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6.10.　 実 施 例 10:　 脳 の 損 傷 に 起 因 す る 認 知 機 能 低 下 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 回 復 効
果

6.11.　 実 施 例 11:　 カ イ ニ ン 酸 モ デ ル

6.12.　 実 施 例 12:　 脊 髄 損 傷 モ デ ル
6.12.1.　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 検 査 す る ラ ッ ト 脊 髄 圧 迫



【 ０ ３ ３ ５ 】
　 ラ ッ ト の 運 動 神 経 機 能 は Bassoら の 運 動 評 価 尺 度 の 使 用 に よ っ て 評 価 し た 。 こ の 尺 度 で
は 、 動 物 に 0（ 後 肢 の 運 動 が 観 察 さ れ な い ） か ら 21（ 正 常 歩 行 ） ま で の 範 囲 の ス コ ア を 割
り 当 て る 。 ラ ッ ト の 、 損 傷 後 1、 12、 24、 48、 お よ び 72時 間 、 な ら び に そ の 後 1週 間 の 機 能
的 欠 損 に つ い て 、 各 動 物 が 受 け た 処 理 を 知 ら な い 同 一 の 検 査 員 が 検 査 し た 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 図 ２ ２ は 、 30日 間 に 渡 っ て 脊 髄 の 損 傷 か ら 回 復 し つ つ あ る ラ ッ ト の 運 動 評 価 を 示 し た グ
ラ フ で あ る 。 グ ラ フ か ら 見 て と れ る よ う に 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ 群 II） ま た は 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン （ 群 III～ V） を 与 え た ラ ッ ト は 損 傷 か ら よ り 速 や か に 回 復 し 、 対 照 ラ ッ ト よ り
良 好 な 損 傷 か ら の 総 合 的 な 回 復 を 示 し た 。 同 様 の 結 果 は 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト
カ イ ン に よ る 処 理 に つ い て も 期 待 で き る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 第 二 の 関 連 研 究 に お い て 、 動 物 は 前 記 と 同 様 の 方 法 で 損 傷 さ せ た 。 40匹 の 動 物 を 無 作 為
に 3群 に 分 割 し た 。 対 照 群 （ n= 8） の 動 物 に は 、 切 開 を 閉 じ た 直 後 （ 静 脈 注 射 に よ っ て ）
生 理 食 塩 水 を 投 与 し た 。 第 二 群 （ n= 8） に は 、 一 般 的 な 脊 髄 損 傷 の 治 療 で あ る 、 メ チ ル プ
レ ド ニ ゾ ロ ン を 1日 あ た り 30 mg/kgで 3回 、 そ の 後 週 2回 投 与 し 、 第 三 群 に は 本 発 明 の 組 換
え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン 、 S100Eを 損 傷 後 直 ち に 10μ g/kgの 用 量 で 投 与 し 、 す べ て 動 脈
瘤 ク リ ッ プ の 除 去 直 後 に 単 回 ボ ー ラ ス 静 脈 注 射 と し て 投 与 し た 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 ラ ッ ト の 運 動 神 経 機 能 は Bassoら の 運 動 評 価 尺 度 の 使 用 に よ っ て 評 価 し た 。 こ の 尺 度 で
は 、 動 物 に 0（ 後 肢 の 運 動 が 観 察 さ れ な い ） か ら 21（ 正 常 歩 行 ） ま で の 範 囲 の ス コ ア を 割
り 当 て る 。 ラ ッ ト の 、 損 傷 後 1、 12、 24、 48、 お よ び 72時 間 、 な ら び に そ の 後 1週 間 の 機 能
的 欠 損 に つ い て 、 各 動 物 が 受 け た 処 理 を 知 ら な い 同 一 の 検 査 員 が 検 査 し た 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 図 ３ ７ は 、 42日 間 に わ た っ て 脊 髄 の 損 傷 か ら 回 復 し つ つ あ る ラ ッ ト の 運 動 評 価 を 示 し た
グ ラ フ で あ る 。 グ ラ フ か ら 見 て と れ る よ う に 、 S100Eを 与 え た ラ ッ ト は 損 傷 か ら よ り 速 や
か に 回 復 し 、 対 照 ラ ッ ト お よ び メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン を 投 与 し た ラ ッ ト よ り 良 好 な 損 傷 か
ら の 総 合 的 な 回 復 を 示 し た 。
【 ０ ３ ４ ０ 】

　 こ の 研 究 で は 、 体 重 1.5～ 2.5 kgの 36匹 の New Zealand Whiteウ サ ギ （ 8～ 12月 齢 、 オ ス
） を 使 用 し た 。 動 物 を 12時 間 絶 食 さ せ 、 優 し く 押 さ え つ け た 。 麻 酔 導 入 は 100％ 酸 素 中 3％
ハ ロ セ ン に よ っ て 行 い 、 50％ 酸 素 お よ び 50％ 空 気 の 混 合 物 中 0.5～ 1.5％ ハ ロ セ ン で 維 持 し
た 。 静 脈 カ テ ー テ ル （ 22ゲ ー ジ ） を 左 耳 静 脈 に 留 置 し た 。 乳 酸 リ ン ゲ ル 液 を 外 科 的 処 置 の
間 1時 間 あ た り 4 ml/kg体 重 （ bw） の 速 度 で 注 入 し た 。 手 術 前 に 、 感 染 症 の 予 防 の た め に セ
フ ァ ゾ リ ン 10 mg/kg-bwを 静 脈 内 投 与 し た 。 動 物 を 右 側 臥 位 に 静 置 し 、 皮 膚 を ポ ビ ド ン ヨ
ー ド で 前 処 理 し 、 ブ ピ バ カ イ ン （ 0.25％ ） を 浸 透 さ せ 、 第 12肋 骨 で 脊 椎 に 平 行 し て 隣 接 し
た 皮 膚 を 切 開 し た 。 皮 膚 お よ び 皮 下 胸 腰 筋 膜 の 切 開 後 、 腰 最 長 筋 お よ び 腰 腸 肋 筋 を 開 創 し
た 。 腹 大 動 脈 を 左 後 腹 膜 か ら の ア プ ロ ー チ に よ っ て 露 出 さ せ 、 左 腎 動 脈 の す ぐ 下 方 に 移 動
さ せ た 。 1本 の PE-60チ ュ ー ブ を 左 腎 動 脈 よ り す ぐ 末 梢 側 に お い て そ の 大 動 脈 の 周 囲 で 輪 に
し て 、 両 端 を よ り 太 い ゴ ム チ ュ ー ブ に 挿 入 し た 。 PEチ ュ ー ブ を 引 く こ と に よ っ て 、 そ の 大
動 脈 を 非 外 傷 的 に 20分 間 閉 塞 さ せ た 。 ヘ パ リ ン （ 400 IU） を 静 脈 内 ボ ー ラ ス と し て 大 動 脈
閉 塞 の 前 に 投 与 し た 。 20分 間 の 閉 塞 後 、 チ ュ ー ブ お よ び カ テ ー テ ル を 除 去 し 、 切 開 を 閉 じ
、 動 物 を 完 全 回 復 ま で 観 察 し 、 そ の 後 神 経 機 能 に つ い て 段 階 的 に 評 価 し た 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 36匹 の 動 物 を 無 作 為 に 6群 に 分 割 し た 。 対 照 群 （ I） に お い て 、 動 物 （ n= 6） に は 大 動 脈
閉 塞 か ら の 解 放 直 後 に 生 理 食 塩 水 の 静 脈 内 投 与 を 行 っ た 。 群 （ II） に は rhEPOを 6.5μ g/kg
-bwで 投 与 し 、 群 （ III） に は 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） を
6.5μ g/kg-bwで 投 与 し 、 群 （ IV） に は 別 の 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ
チ ン ） を 6.5μ g/kg-bwで 投 与 し 、 群 （ V） に は 群 （ IV） と 同 一 の 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （
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6.12.2.　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 検 査 す る ウ サ ギ 脊 髄 の 虚 血



ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） を 20μ g/kg-bwで 投 与 し 、 群 （ VI） に は 更 に 別 の 組 織 保 護 サ
イ ト カ イ ン （ ア シ ア ロ カ ル バ ミ ル 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ） を 20μ g/kg-bwで 投 与 し 、 す べ て
再 灌 流 直 後 に 静 脈 内 に 投 与 し た （ 各 群 に つ い て n = 6） 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 運 動 機 能 は Drummondお よ び Mooreの 基 準 に 従 っ て 、 再 灌 流 の 1、 24、 お よ び 48時 間 後 、 処
理 を 知 ら な い 検 査 員 が 評 価 し た 。 0か ら 4の ス コ ア を 次 の よ う に 割 り 当 て た 。 す な わ ち 、 0 
= 明 白 な 下 肢 運 動 機 能 を 持 た な い 下 半 身 不 随 、 1 = 貧 弱 な 下 肢 運 動 機 能 、 弱 い 抗 重 力 運 動
の み 、 2 = 良 好 な 抗 重 力 強 度 を 有 す る 中 程 度 の 下 肢 運 動 機 能 で あ る が 、 体 の 下 に 脚 を 引 き
つ け る こ と が で き な い 、 3 = 体 の 下 に 脚 を 引 き つ け 跳 躍 す る こ と が で き る 優 れ た 運 動 機 能
で あ る が 、 正 常 で は な い 、 4 = 正 常 な 運 動 機 能 で あ る 。 下 半 身 不 随 の 動 物 に お い て は 、 1
日 2回 膀 胱 か ら 手 動 で 排 尿 さ せ た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 図 ２ ３ は 回 復 し つ つ あ る ウ サ ギ の 運 動 機 能 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 グ ラ フ は 、 わ ず か 2
日 間 だ け で も エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び 本 発 明 の 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン が ウ サ ギ の 脊 髄 損 傷
か ら の よ り 完 全 な 回 復 を 可 能 に す る こ と を 実 証 し た 。 同 様 の 結 果 は 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織
保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 治 療 上 の 処 置 に つ い て も 期 待 で き る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】

　 体 重 250～ 280 gの オ ス Crl:CD(SD)BRラ ッ ト を Charles River, Calco, Italyか ら 入 手 し
た 。 こ れ ら の ラ ッ ト に 対 し て 、 Brines, M.L., Ghezzi, P., Keenan, S., Agnello, D., d
e Lanerolle, N.C., Cerami, C., Itri, L.M.お よ び Cerami, A. 2000 Erythropoietin cr
osses the blood-brain barrier to protect against experimental brain injury, Proc
 Natl Acad Sci USA 97:10526-10531の 教 示 に 従 っ て 外 科 手 術 を 行 っ た 。 簡 潔 に は 、 ラ ッ
ト を 抱 水 ク ロ ラ ー ル （ 400 mg/kg-bw, i.p.） で 麻 酔 し 、 頚 動 脈 を 見 え る よ う に し て 、 右 頚
動 脈 を 2針 の 縫 合 お よ び 切 断 に よ っ て 閉 塞 さ せ た 。 右 眼 窩 に 隣 接 し た 吻 側 の 穿 孔 は MCAの 可
視 化 を 可 能 に し 、 そ れ を 鼻 動 脈 の 末 梢 側 で 焼 灼 し た 。 こ の 固 定 さ れ た MCA損 傷 の 周 縁 部 （
境 界 域 ） を 作 る た め に 、 対 側 の 頚 動 脈 を 精 密 鉗 子 に よ る け ん 引 に よ っ て 1時 間 閉 塞 さ せ 、
そ の 後 再 開 さ せ る 。 PBSま た は rhEPO（ 5,000 U/kg体 重 、 腹 腔 内 ; 以 前 に こ の モ デ ル に お い
て 保 護 す る こ と を 示 し た （ 1） ） を MCAOの 直 後 に 投 与 し た 。 記 述 が あ る 場 合 に は 、 大 脳 皮
質 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に お い て TNFお よ び IL-6を 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に （ 8） 定 量 し た 。 MCP-
1は 、 市 販 の ELISAキ ッ ト （ biosource, Camarillo, CA） を 用 い て そ の ホ モ ジ ェ ネ ー ト で 測
定 さ れ た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 MCAOの 24時 間 後 、 ラ ッ ト を 上 述 の よ う に 麻 酔 し 、 100 ml生 理 食 塩 水 で 心 臓 か ら 灌 流 し 、
続 い て 250 mlリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 化 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 で 灌 流 し た 。 脳 を 速
や か に 摘 出 し 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 化 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 で 2時 間 固 定 し 、 PB
S中 20％ の シ ョ 糖 溶 液 に 移 し 一 晩 置 き 、 そ の 後 30％ シ ョ 糖 溶 液 に 沈 む ま で 浸 し 、 そ の 後 2-
メ チ ル ブ タ ン 中 -45℃ で 冷 凍 し た 。 切 片 （ 30μ m） を cryostat （ HM 500 OM, Microm） に よ
っ て -20℃ で 脳 の 横 断 面 に 切 り 、 異 な る 抗 原 に 対 す る 組 織 化 学 ま た は ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ
オ シ ン 染 色 の た め に 5切 片 毎 に 選 択 し た 。 浮 遊 切 片 を 、 抗 グ リ ア 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 （ G
FAP） マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1:250, Boehringher Mannheim, Monza, Italy） お よ び
抗 cd11b（ MRC OX-42） マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1:50, Serotec, UK） の 両 方 に よ る 免
疫 反 応 に つ い て 、 そ れ ぞ れ Houserら に よ っ て 記 載 さ れ た 方 法 お よ び 製 造 メ ー カ ー の 方 法 に
従 っ て 処 理 し た 。 す べ て の 切 片 を 、 光 学 顕 微 鏡 検 査 の た め に 、 コ ー ト し た ス ラ イ ド 上 の 生
理 食 塩 水 に マ ウ ン ト し 、 等 級 化 ア ル コ ー ル に よ っ て 脱 水 し 、 キ シ レ ン で 固 定 し 、 DPX moun
tant（ BDH, Poole, UK） を 用 い て  カ バ ー ス リ ッ プ で 覆 っ た 。 隣 接 し た 切 片 を 、 （ 10） に
記 載 し た よ う に ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ シ ン で 染 色 し た 。
【 ０ ３ ４ ６ 】

10

20

30

40

50

(81) JP 2006-507228 A 2006.3.2

6.13.　 実 施 例 13:　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 抗 炎 症 作 用
in vivoで の 研 究
ラ ッ ト で の MCAO



　 図 ２ ４ は 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 し た 大 脳 皮 質 の 冠 状 断 面 を 示 す 。 対 照
ラ ッ ト は （ A） で あ り 、 PBSで 処 理 し た 虚 血 ラ ッ ト は （ B） で あ り 、 rhEPO（ 5,000 U/kg-bw,
 i.p. MCAOの 直 後 ） で 処 理 し た 虚 血 ラ ッ ト は （ C） で あ る 。 対 照 （ A） と 比 較 す る と 、 切 片
Bは 炎 症 と 一 致 し た 組 織 染 色 の 著 し い 減 少 を 示 し 、 神 経 成 分 の 喪 失 を 伴 っ た 。 rhEPOの 全 身
投 与 は 虚 血 性 障 害 を 大 き く 減 少 さ せ 、 細 胞 死 ま た は 損 傷 を 限 ら れ た 領 域 に 局 在 さ せ た （ C
） （ 倍 率 2.5x。 サ イ ズ バ ー = 800μ m） 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 図 ２ ５ は 、 GFAP抗 体 で 染 色 し た 梗 塞 領 域 に 隣 接 し た 前 頭 皮 質 の 冠 状 断 面 を 示 す 。 対 照 ラ
ッ ト は （ A） で あ り 、 PBSで 処 理 し た 虚 血 ラ ッ ト は （ B） で あ り 、 rhEPOで 処 理 し た 虚 血 ラ ッ
ト は （ C） で あ る 。 活 性 化 さ れ た 星 状 細 胞 は 、 そ れ ら の GFAP陽 性 処 理 に よ っ て 可 視 化 さ れ
る （ パ ネ ル B） 。 典 型 的 な rhEPO処 理 動 物 に お け る 数 な ら び に 染 色 強 度 の 著 し い 減 少 は 特 筆
に 値 す る （ パ ネ ル C） （ 倍 率 10x。 サ イ ズ バ ー = 200μ m） 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 図 ２ ６ は 、 OX-42抗 体 で 染 色 し た 大 脳 皮 質 の 冠 状 断 面 を 示 す 。 PBSで 処 理 し た 虚 血 ラ ッ ト
は （ A） で あ り 、 rhEPOで 処 理 し た 虚 血 ラ ッ ト は （ B） で あ る 。 虚 血 大 脳 半 球 に お い て 、 細
胞 染 色 は 両 処 理 群 の 梗 塞 組 織 の 周 囲 で 特 に 顕 著 で あ る が 、 そ れ は 生 理 食 塩 水 処 理 群 で よ り
一 層 濃 く 、 よ り 一 層 拡 大 し て い る （ 倍 率 20x。 サ イ ズ バ ー = 100μ m） 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 図 ２ ７ は 、 OX-42抗 体 で 染 色 し た 梗 塞 領 域 に 隣 接 し た 大 脳 皮 質 の 冠 状 断 面 を 示 す 。 rhEPO
で 処 理 し た 虚 血 ラ ッ ト （ B） と 比 較 し て 、 PBSで 処 理 し た 虚 血 ラ ッ ト 由 来 の 組 織 （ A） に お
い て 、 非 常 に 高 密 度 の 単 核 炎 症 細 胞 が 観 察 さ れ た 。 典 型 的 な 円 形 の 浸 潤 性 白 血 球 は 、 潜 在
的 に 梗 塞 の 体 積 を 拡 大 さ せ る （ 倍 率 10x。 サ イ ズ バ ー = 200μ m） 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 同 様 の 結 果 は 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 治 療 上 の 処 置 に つ い て も 期
待 で き る 。
【 ０ ３ ５ １ 】

　 メ ス Lewisラ ッ ト 、 6～ 8週 齢 を Charles River（ Calco, Italy） か ら 購 入 し た 。 7 mg/ml
の 加 熱 殺 菌 M. tuberculosis H37Ra（ Difco, Detroit, MI） を 添 加 し た 等 量 の 完 全 フ ロ イ
ン ト ア ジ ュ バ ン ト (CFA、 Sigma)で 乳 化 し た 水 中 の 50μ gの モ ル モ ッ ト MBP（ Sigma, St. Lou
is, MO） を 、 100μ lの 最 終 容 量 で 軽 い エ ー テ ル 麻 酔 下 で 両 方 の 後 足 蹠 に 注 射 す る こ と に よ
っ て 、 ラ ッ ト に EAEを 誘 発 さ せ た 。 ラ ッ ト を 盲 式 方 法 で EAEの 徴 候 に つ い て 検 査 し 、 以 下 の
よ う に ス コ ア を 付 け た 。 す な わ ち 、 0、 疾 患 な し ; 1、 弛 緩 し た 尾 ; 2、 運 動 失 調 ; 3、 尿 失
禁 を 伴 う 完 全 な 後 肢 麻 痺 。 免 疫 の 3日 後 か ら 、 ラ ッ ト に 1日 1回 表 示 さ れ た 用 量 で PBS中 の r-
Hu-EPO（ EPOetin alfa, Procrit, Ortho Biotech, Raritan, NJ） を 腹 腔 内 に （ i.p.） 投
与 し た 。 臨 床 グ レ ー ド の EPOは ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む た め 、 対 照 動 物 に は 常 に 同 一 量
の ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む PBSを 投 与 し た 。 日 量 5,000 U/kg-bw EPOの 投 与 は 、 30％ ほ ど
ヘ マ ト ク リ ッ ト を 上 昇 さ せ た 。 記 述 が あ る 場 合 に は 、 ラ ッ ト に s.c.で 3日 目 か ら 18日 目 ま
で 1日 1回 、 1 mg/kg-bwの DEXに 相 当 す る PBSに 溶 解 し た 1.3 mg/kg-bwデ キ サ メ タ ゾ ン （ DEX
） リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム 塩 （ Sigma） を 注 射 し た 。 記 述 が あ る 場 合 に は 、 脳 お よ び 脊 髄 ホ モ
ジ ェ ネ ー ト に お い て TNFお よ び IL-6を 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 定 量 し た [Agnello, 2000 #1
0]。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 図 ２ ８ は 、 MBPに よ る 免 疫 後 3日 目 か ら 18日 目 ま で 投 与 し た 異 な る 用 量 の EPOの 、 EAEの 臨
床 的 徴 候 に 対 す る 保 護 効 果 を 示 す 。 EPOは 、 表 １ に 要 約 さ れ る よ う に 、 用 量 依 存 的 に 疾 患
の 発 症 を 遅 延 さ せ 、 疾 患 の 重 症 度 を 減 少 さ せ た が 、 最 も 重 症 に な る ま で の 時 間 は 遅 延 さ せ
な か っ た 。 こ の 表 に 示 さ れ る よ う に 、 2,500お よ び 5,000 U/kg-bwの 用 量 で EPOは 有 意 に 平
均 累 積 ス コ ア を 減 少 さ せ た 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 疾 患 が 緩 解 し た 後 EPO処 理 を 中 断 し 、 ラ ッ ト を 2ヶ 月 ま で 観 察 し た 実 験 で は 、 投 与 を 中 止
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し た 後 に 疾 患 の 悪 化 を 引 き 起 こ す DEXと は 対 照 的 に 、 再 発 は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ２ ９ ）
。 同 様 の 結 果 は 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 治 療 上 の 処 置 に つ い て も 期
待 で き る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】

　 1～ 2日 齢 の 新 生 Sprague-Dawleyラ ッ ト か ら 初 代 培 養 グ リ ア 細 胞 を 調 製 し た 。 大 脳 半 球 を
髄 膜 か ら 解 放 し 、 機 械 的 に 破 砕 し た 。 細 胞 を ト リ プ シ ン 2.5％ お よ び DNase 1％ の 溶 液 で 分
散 さ せ 、 100μ mナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で ろ 過 し 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 、 0.6％ グ ル コ ー ス 、 ス ト
レ プ ト マ イ シ ン （ 0.1 mg/ml） お よ び ペ ニ シ リ ン （ 100 Ul/ml） を 添 加 し た イ ー グ ル 最 小 必
須 培 地 に 播 種 し た （ 35 mmデ ィ ッ シ ュ 当 た り 140,000 細 胞 ） 。 グ リ ア 培 養 物 は 週 2回 栄 養 補
給 し 、 5％ CO 2 の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ 中 37℃ で 培 養 し た 。 す べ て の 実 験 は 、 GFAPお よ び Grif
fonia simplicifoliaイ ソ レ ク チ ン 4Bの 免 疫 化 学 に よ っ て 評 価 し た よ う に 、 97％ 星 状 細 胞
お よ び 3％ マ イ ク ロ グ リ ア を 含 む 2～ 3週 目 の グ リ ア 細 胞 培 養 物 で 行 っ た 。 18日 ラ ッ ト 胎 仔
の 海 馬 か ら 神 経 細 胞 培 養 物 を 樹 立 し た 。 脳 を 摘 出 し 、 髄 膜 か ら 解 放 し て 、 海 馬 を 分 離 し た
。 細 胞 を 2.5％ ト リ プ シ ン 溶 液 中 37℃ で 15～ 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 分 散
さ せ 、 続 い て タ イ ト レ ー ト し た 。 細 胞 懸 濁 液 を グ リ ア 細 胞 の た め に 使 用 し た 培 地 で 希 釈 し
、 ポ リ オ ル ニ チ ン コ ー ト し た カ バ ー ス リ ッ プ 上 に 、 カ バ ー ス リ ッ プ 当 た り 160,000細 胞 の
密 度 で 播 種 し た 。 播 種 の 翌 日 、 カ バ ー ス リ ッ プ を 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド 5μ Mを 添 加 し た
神 経 細 胞 維 持 培 地 （ 5μ g/mlイ ン ス リ ン 、 100μ g/mlト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 100μ g/mlプ ト レ
シ ン 、 30 nM亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 20 nMプ ロ ゲ ス テ ロ ン と ペ ニ シ リ ン  100 U/mlを 添 加
し た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 お よ び Ham's nutrient mix F12） 中 の グ リ ア 単 層 を 含 む
デ ィ ッ シ ュ に 移 し た 。 カ バ ー ス リ ッ プ は 、 海 馬 神 経 細 胞 が グ リ ア 単 層 に 面 す る よ う に 反 転
さ せ た 。 カ バ ー ス リ ッ プ に 付 着 し た パ ラ フ ィ ン の 点 は グ リ ア 上 で そ れ ら を 支 持 し 、 2種 類
の 細 胞 が 互 い に 接 触 す る こ と を 妨 げ た が 可 溶 性 物 質 の 拡 散 を 可 能 に す る 狭 い 隙 間 を 作 っ た
。 こ れ ら の 培 養 条 件 は 、 微 小 管 結 合 タ ン パ ク 質 2お よ び GFAP の 免 疫 化 学 で 評 価 し た よ う に
、 98%以 上 の 均 一 性 を 有 す る 分 化 し た 神 経 細 胞 培 養 物 の 成 長 を 可 能 に し た 。 細 胞 を そ の 後
、 rhEPO（ 10 U/ml） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お い て 1μ Mト リ メ チ ル ス ズ （ TMT） で 24時
間 処 理 し 、 上 清 を TNFア ッ セ イ の た め に 使 用 し 、 細 胞 の 生 存 能 を 下 記 の よ う に 評 価 し た 。
記 述 が あ る 場 合 は 、 グ リ ア 細 胞 を LPS存 在 下 で 24時 間 、 rhEPOと と も に ま た は rhEPOな し で
培 養 し 、 培 養 上 清 で TNFを 測 定 し た 。 細 胞 の 生 存 能 は 3-(4,5-ジ メ チ ル -チ ア ゾ ー ル -2-イ ル
)-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (MTT)ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 し た （ Denizot, 
F.,お よ び Lang, R. 1986. Rapid colorimetric assay for cell growth and survival. M
odifications to the tetrazolium dye procedure giving improved sensitivity and re
liability. J Immunol Methods 89:271-277） 。 簡 潔 に は 、 MTTテ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 を 無 血 清
培 地 に 最 終 濃 度 0.75 mg/mlで 溶 解 し 、 処 理 の 最 後 に 37℃ で 3時 間 、 細 胞 に 添 加 し た 。 そ の
後 、 培 地 を 除 去 し 、 ホ ル マ ザ ン を 1N HCl:イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （ 1:24） で 抽 出 し た 。 560 nm
で の 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 図 ３ ０ は 、 rhEPOが 神 経 細 胞 -グ リ ア 混 合 培 養 物 に お い て 神 経 細 胞 死 誘 導 性 の TNF産 生 を
抑 制 す る こ と を 示 す 。 パ ネ ル Aは rhEPO（ 10 U/ml） に よ る 処 理 無 し 、 ま た は 有 り で の 、 TMT
 1μ Mに よ っ て 誘 導 さ れ る 神 経 細 胞 死 の 割 合 を 表 す 。 パ ネ ル Bは 神 経 細 胞 の 存 在 下 （ 斜 線 の
棒 グ ラ フ ） ま た は 非 存 在 下 （ 黒 塗 り の 棒 グ ラ フ ） に お け る 、 rhEPO（ 10 U/ml） の 有 無 で の
、 TMT 1μ Mに 曝 露 さ れ た グ リ ア 細 胞 か ら の TNF-α の 放 出 を 表 す 。 同 様 の 結 果 は 本 発 明 の 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 治 療 上 の 処 置 に つ い て も 期 待 で き る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】

　 興 奮 毒 性 は N-メ チ ル -D-ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ NMDA） 受 容 体 の よ う な グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の
過 剰 な 活 性 化 と し て 定 義 で き る 。 NMDA受 容 体 は 、 虚 血 お よ び 他 の 外 傷 に 応 答 し て 活 性 の 増
加 を 示 す （ Fauciら 、 1998, Harrison's Principles of Internal Medicine） 、 （ Nishiza
wa, 2001, Life Sci. 69, 369-381） 、 （ Whiteら 、 2000, J. Neurol. Sci. 179, 1-33）
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6.14.　 実 施 例 14:　 NMDA誘 導 性 細 胞 死 ア ッ セ イ



。 従 っ て 、 こ の ア ッ セ イ は 細 胞 傷 害 お よ び 細 胞 死 に 対 す る 化 合 物 の 効 果 を 評 価 す る た め の
モ デ ル と し て 役 に 立 つ 。
【 ０ ３ ５ ７ 】

　 初 代 培 養 海 馬 神 経 細 胞 は 、 基 本 的 に 以 前 Krohnら （ 1998） に よ っ て 記 載 さ れ た 方 法 で 、
（ 24時 間 未 満 の ） 新 生 マ ウ ス か ら 調 製 さ れ た 。 簡 潔 に は 、 海 馬 を 0.02％ BSAを 含 む DMEM中
で 細 切 し た 。 組 織 を 0.1％ パ パ イ ン を 含 む DMEMに 移 し 、 20分 間 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 パ パ イ ン を 含 む 培 地 の 吸 引 お よ び MEMIIの 添 加 に よ っ て 消 化 を 止 め 、 1000μ lピ ペ ッ ト チ
ッ プ を 用 い た 上 下 操 作 に よ っ て 海 馬 細 胞 を 解 離 さ せ た 。 組 織 片 を 沈 殿 さ せ 、 単 細 胞 を 含 む
上 清 を 1％ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー （ type II-O） お よ び 1％ BSAを 含 む MEMIIに 移 し た 。 解
離 段 階 を ３ 回 く り 返 し た 後 、 単 細 胞 を 600U/分 で 10分 間 遠 心 分 離 し 、 生 育 培 地 （ MEMII、 20
mM D-グ ル コ ー ス 、 100U/mlペ ニ シ リ ン 、 100μ gス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 2mM L-グ ル タ ミ ン 、
10％ Nu-serum（ ウ シ ） 、 2％ B27サ プ リ メ ン ト 、 26.2mM NaHCO 3 ） に 再 懸 濁 し た 。 10個 の 海
馬 か ら の 細 胞 を 用 い て 、 1枚 の 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 。 播 種 1日 後 に 、 細 胞 を シ ト シ
ン ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ド （ 1μ M） で 処 置 し た 。 2日 目 に 、 培 地 を 交 換 し 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ
フ ラ ノ シ ド （ 1μ M） を 添 加 し た 。
【 ０ ３ ５ ８ 】

　 12日 目 の 培 養 物 を 5 nMの テ ス ト 化 合 物 （ ビ ヒ ク ル 、 R103E、 R150E、 ま た は EPO） で 24時
間 前 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 13日 目 に 、 培 地 を 細 胞 か ら 除 去 し て 保 存 し た 一 方 、 培 養 物 を 5
分 間 室 温 で 300μ M NMDAに 曝 露 し た 。 興 奮 毒 性 損 傷 の 後 、 前 馴 化 培 地 を 培 養 物 に 戻 し 、 更
に 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 に よ っ て 損 傷 を 定 量 し た 。 少 な く と も
4つ の 別 々 の ウ ェ ル で 条 件 あ た り 約 300個 の 神 経 細 胞 を 数 え 、 実 験 は 少 な く と も 2回 く り 返
し た （ Krohn, A.J., Preis, E. お よ び Prehn, J.H.M. (1998) J. Neurosci. 18(20):8186
-8197） 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 図 ３ １ は 、 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン な ら び に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン R130Eお よ
び R150Eが 、 NMDA処 理 に 先 立 っ て 初 代 培 養 海 馬 神 経 細 胞 に 添 加 さ れ た 場 合 、 NMDAに よ っ て
誘 導 さ れ る 細 胞 死 を 効 果 的 に 減 少 さ せ た こ と を 示 す 。 R103E（ 5 nM） で 処 置 し た 細 胞 は 、
ビ ヒ ク ル 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 有 意 に 少 な い 細 胞 死 を 示 し た （ p=0.01） 。 R103E（ 5 nM）
で 処 置 し た 細 胞 は 、 ビ ヒ ク ル 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 有 意 に 少 な い 細 胞 死 を 示 し た （ p=0.01
） 。 R150E（ 5 nM） で 処 置 し た 細 胞 は 、 溶 媒 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 約 20%の 細 胞 死 の 減 少 を
示 し た （ p=0.001） 。 統 計 に は 、 分 散 分 析 に 加 え て Tukeyの ポ ス ト ホ ッ ク テ ス ト を 用 い た 。
【 ０ ３ ６ ０ 】

　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 神 経 保 護 効 果 を 調 べ る た め に 、 P19細 胞 培 養
か ら の 血 清 の 除 去 を モ デ ル と し て 用 い た 。 ク ロ ー ン P19S1801A1は 、 W.H. Fischer博 士 の 好
意 に よ り 提 供 さ れ た 。 細 胞 は 、 2 mM Lグ ル タ ミ ン 、 100 U/mlペ ニ シ リ ン G、 100μ g/ml硫 酸
ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ FCS; す べ て Gibco, Paisley, Scotland, U
Kか ら ） を 添 加 し 、 1.2 g/l NaHCO 3 、 10 mM Hepesバ ッ フ ァ ー （ Carlo Erba, Milano, Ital
y） を 含 む 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM） （ 以 降 、 完 全 培 地 と 呼 ぶ ） 中 で 、 空 気
中 7％ CO 2 の 雰 囲 気 下 に お い て 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ 中 で 維 持 し た 。 無 血 清 培 地 （ N2） は 、 上
記 と 同 一 の 成 分 で 、 血 清 の 欠 如 お よ び 以 下 の 添 加 、 す な わ ち 、 5μ g/mlイ ン ス リ ン 、 100μ
g/mlト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 20 nMプ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 100μ Mプ ト レ シ ン お よ び 30 nM Na 2 SeO 3 （
す べ て Sigmaか ら ） を 含 む 。 細 胞 死 実 験 の た め に 、 細 胞 を 10％ パ ン ク レ ア チ ン （ Gibco） で
解 離 さ せ 、 完 全 培 地 で 1回 、 N2培 地 で 2回 洗 浄 し 、 他 に 指 示 が な い 限 り 25 cm 2 組 織 培 養 フ ラ
ス コ （ Falcon Becton Dickinson, Lincoln Park, New Jersey） の 5 mlの 無 血 清 培 地 に 10 4

 細 胞 /cm 2 の 最 終 密 度 で 播 種 し た 。 Lア セ チ ル カ ル ニ チ ン （ 100μ M） は 陽 性 対 照 と し て 採 用
さ れ 、 そ れ は 保 護 を も た ら し 、 血 清 除 去 の 24時 間 後 の ア ポ ト ー シ ス 核 の 割 合 を 50％ ま で 減
少 さ せ る 。 血 清 除 去 の 24時 間 後 、 細 胞 を 、 フ ラ ス コ を た た い て （ ト リ プ シ ン な し で ） 剥 離
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6.15.　 実 施 例 15:　 P19細 胞 に お け る 血 清 除 去 か ら の 神 経 保 護



さ せ 、 cytospin centrifugation（ Shandon Southern, USA） に よ っ て 600 rpm、 10分 間 で
顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に 播 種 し 、 Carnoy液 （ メ タ ノ ー ル :酢 酸 、 3:1） で 10分 間 固 定 し 、 Hoechs
t 33258 （ 0.1μ g/ml PBS） に よ っ て 1時 間 37℃ で 染 色 し 、 水 道 水 で 15分 間 洗 浄 し 、 風 乾 し
て 標 本 と し た 。 ス ラ イ ド は 蛍 光 顕 微 鏡 （ Zeiss, Germany） に よ っ て 365 nmの 励 起 波 長 で 観
察 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 核 の 割 合 は 、 盲 検 で 少 な く と も 5回 の 測 定 で 合 計 100個 の 細 胞 を 数 え
る こ と に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 P19細 胞 を 3 nMの Epoま た は 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン S100Eと と も に 24時 間 前 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 処 理 は 、 血 清 除 去 に よ っ て 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス か ら の 有 意 な （
p < 0.001） 保 護 を も た ら し た 。 デ ー タ は 1つ の 実 験 に お け る 3回 反 復 の 測 定 か ら の 平 均 値
で あ る 。 実 験 は 2回 実 施 し 、 同 様 の 結 果 を 得 た 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 図 ３ ２ は 、 P19細 胞 に お け る 血 清 除 去 か ら の 神 経 細 胞 保 護 を 示 す 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の
割 合 は 、 Epo、 EpoWT、 お よ び 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン S100Eで 前 処 理 し た 細 胞 で 減
少 し た 。 Epoで 処 理 し た 細 胞 は 、 未 処 理 の 対 照 細 胞 と 比 較 し て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 に つ い
て 約 20％ の 減 少 を 示 し た 。 EpoWTお よ び S100Eで 処 理 し た 細 胞 は と も に 、 未 処 理 の 対 照 細 胞
と 比 較 し て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の 約 10％ 減 少 を 示 し た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】

　 本 発 明 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 神 経 保 護 効 果 を 調 べ る た め に 、 分 化 さ せ た PC
12細 胞 に お け る NGFの 除 去 を モ デ ル と し て 用 い た 。 こ の ア ッ セ イ は 十 分 に 確 立 さ れ た ア ポ
ト ー シ ス の モ デ ル で あ る 。 こ の ラ ッ ト PC12細 胞 株 は 副 腎 髄 質 の 褐 色 細 胞 腫 に 由 来 し 、 NGF
の 存 在 下 で 神 経 様 細 胞 に 分 化 さ せ ら れ る （ Masudaら 、 1993, J Biol Chem 268, 11208-112
16） 。 PC12細 胞 株 は 、 NGF存 在 下 で 神 経 様 の 表 現 型 を 発 現 す る よ う に 分 化 さ せ ら れ る 、 神
経 内 分 泌 細 胞 株 で あ る （ Vaudryら 、 2002, Science 296, 1648-1649） 。 一 度 そ の 細 胞 を 完
全 に 分 化 さ せ る と 、 そ れ ら は NGF依 存 的 に な り 、 NGFの 除 去 は ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 PC12細 胞 は 、 10％ 加 熱 不 活 性 化 ウ マ 血 清 、 5％ 加 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 、 1％ ピ ル ビ ン
酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 1％ ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ P/S） （ Invitrogen, Carlsbad,
 USA） を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM） で 維 持 し た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 実 験 の た め に 、 細 胞 を 、 7日 間 コ ラ ー ゲ ン Gコ ー ト 48ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 24,000細 胞
/ウ ェ ル の 密 度 で 、 1％ 加 熱 不 活 性 化 ウ マ 血 清 、 1％ ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 1％ P/Sお よ び 1
00ng/ml NGF（ マ ウ ス 顎 下 腺 の 7S神 経 成 長 因 子 、 Calbiochemよ り 購 入 、 Cat. No.480354）
を 添 加 し た DMEM中 で 、 2～ 3日 毎 に 培 地 交 換 し て 分 化 さ せ た 。 6日 目 に 、 ア ミ ノ 酸 100で の Ep
o突 然 変 異 体 （ =S100E） を 表 示 し た 濃 度 で 細 胞 に 添 加 し 24時 間 培 養 し た 後 、 培 地 を RPMI164
0、 1％ P/Sに 置 き 換 え て す べ て の 細 胞 か ら NGFを 除 去 し た 。 陽 性 対 照 と し て S100Eを 再 添 加
し 、 同 様 に NGF（ 100 ng/ml） を 再 添 加 （ +NGF） し た 。 24時 間 後 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ MTT）
還 元 ア ッ セ イ に よ っ て 生 存 能 を 測 定 し た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 図 ３ ３ Aお よ び ３ ３ Bは 、 2つ の 独 立 し た 実 験 に お け る 、 NGF除 去 を 受 け た 分 化 PC12細 胞 で
の S100Eに よ る プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 効 果 を 示 す 。 分 化 さ せ た PC12細 胞 を 24時 間 表 示
し た 濃 度 の S100Eで 前 処 理 し た ： 図 ３ ３ A（ 3 pM） 、 図 ３ ３ B（ 0.00003 pM～ 3 pM） 。 生 存
能 を MTTア ッ セ イ で 測 定 し た 。 NGF（ 100 ng/ml） を 陽 性 対 照 と し て 用 い 、 NGFを 含 ま な い 培
地 （ -NGF） を 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。 図 ３ ３ に 提 示 し た デ ー タ は 、 陽 性 対 照 （ +NGF） の 生
存 能 に 対 す る ％ と し て 示 さ れ る （ 両 実 験 に お い て n = 8） 。 一 元 配 置 分 散 分 析 お よ び Bonfe
rroniポ ス ト ホ ッ ク テ ス ト に よ り 陰 性 対 照 細 胞 （ -NGF） と 比 較 し て 、 S100E処 理 細 胞 の 生 存
率 に は 統 計 的 に 有 意 な 増 加 が あ る （ ***p < 0.001, *p < 0.05） 。 S100Eで 観 察 さ れ る 効 果
は 、 こ の 検 定 系 に お け る 効 力 お よ び 有 効 性 に つ い て Epoの そ れ と 類 似 し て い た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
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6.16.　 実 施 例 16:　 分 化 さ せ た PC12細 胞 に お け る NGF除 去



　 図 ３ ４ は 、 NGF除 去 を 受 け た 分 化 PC12細 胞 で の Epoに よ る プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 効 果
を 示 す 。 分 化 さ せ た PC12細 胞 を Epo、 S100E、 ま た は カ ル バ ミ ル 化 Epo（ 30 pM～ 30 nM） で 2
4時 間 前 処 理 し た 。 化 学 的 に 修 飾 し た Epo分 子 で あ る AA24496は 、 UT-7細 胞 ア ッ セ イ に お い
て EPOよ り 10000倍 低 い 活 性 を 有 す る 。 生 存 能 は MTTア ッ セ イ で 測 定 し た 。 NGF（ 100 ng/ml
） を 陽 性 対 照 と し て 用 い 、 NGFを 含 ま な い 培 地 （ -NGF） を 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ ３ ６ ８ 】

　 UT-7は 、 K45Dな ど の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 赤 血 球 効 果 の 測 定 の た め に 使 用 さ
れ る 白 血 病 Epo依 存 性 細 胞 株 で あ る 。 UT-7細 胞 （ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
 und Zellkulturen (DSMZ), Cat. No. ACC 363） は 10％ FBSお よ び 5 ng/ml Epoの 存 在 下 で
正 常 に 増 殖 さ せ た 。 Epoに 曝 露 さ れ た 細 胞 の 増 殖 /生 存 能 （ =生 存 能 増 加 ） 応 答 は 、 古 典 的
な 末 梢 型 Epo受 容 体 に よ っ て 仲 介 さ れ る 。 増 殖 応 答 は 、 古 典 的 な Epo受 容 体 を 刺 激 す る Epo
変 異 型 の 能 力 の 定 量 的 尺 度 で あ り 、 こ れ と 相 関 す る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】

　 ヒ ト 白 血 病 細 胞 株 UT7は Epo依 存 性 で あ り 、 添 加 さ れ た Epo/組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ
ン に 対 す る 増 殖 応 答 は 、 そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 の 測 定 に 使 用 さ れ た 。 ア ッ セ イ 1日 目 に 、
細 胞 を 、 Epo（ 5 ng/ml） （ 5 ng/ml rhuEPOを 添 加 し た 10％ ド ナ ー 仔 ウ シ 血 清 、 4mM L-グ ル
タ ミ ン ） を 含 ん で い る 10％ 血 清 を 含 む 新 し い 完 全 RPMI 1640培 地 に 移 し た 。 細 胞 を 、 75cm 2

フ ラ ス コ で 20ml培 養 物 /フ ラ ス コ で 増 殖 さ せ た 。 ア ッ セ イ 2日 目 に 、 細 胞 を フ ラ ス コ か ら 50
 m1の コ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 し 、 1,000 rpmで 5分 間 室 温 で 遠 心 分 離 し た 。 古 い 培 地 を 廃 棄
し 、 細 胞 を 10mlの 飢 餓 培 地 （ 3％ ド ナ ー 仔 ウ シ 血 清 、 4 mM L-グ ル タ ミ ン ） で ２ 回 洗 浄 し た
。 細 胞 を ピ ペ ッ ト の 上 下 操 作 に よ っ て 飢 餓 培 地 に 再 懸 濁 し 、 単 細 胞 懸 濁 液 を 得 た 。 細 胞 密
度 を 決 定 す る た め に 、 再 懸 濁 し た 細 胞 を 飢 餓 培 地 に 希 釈 し 10 mlの 全 培 養 量 に 4 x 10 5 細 胞
/mlの 密 度 に し て 、 25cm 2 フ ラ ス コ に 播 種 し た 。 混 合 物 を 5％ CO 2 、 37℃ の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー
タ で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト の 最 後 の 1時 間 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 調
製 し た 。 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト の 終 わ り に 、 細 胞 培 養 物 を イ ン キ ュ ベ ー タ か ら 取 り 出 し
、 細 胞 を フ ラ ス コ か ら 50 mlの コ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 し た 。 細 胞 の 懸 濁 を 維 持 す る た め に
、 内 容 物 を 手 動 で 混 合 し た 。 50 m1の 飢 餓 培 地 を 、 細 胞 を 含 ま な い ブ ラ ン ク 培 地 と し て 添
加 し た 。 5ウ ェ ル は 試 薬 を 含 ま な い 対 照 細 胞 と し た 。 次 の 隣 接 し た 列 の ウ ェ ル は 最 も 低 い
濃 度 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 ん だ 。 そ の 後 に 隣 接 す る 各 列 の ウ ェ ル は 、 順 次
、 よ り 高 い 濃 度 で 充 填 さ れ た 。 3％ 血 清 を 含 み Epoを 含 ま な い 培 地 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細
胞 培 養 物 を 200.000細 胞 /mlで 96ウ ェ ル プ レ ー ト に ウ ェ ル 当 た り 100μ lで 播 種 し た 。 内 容 物
を 、 攪 拌 プ レ ー ト 上 に 設 置 し た 環 状 振 動 台 を 用 い て 、 短 時 間 慎 重 に 混 合 し た 。 プ レ ー ト を
異 な る 濃 度 の Epo変 異 型 （ 0.2 pM～ 20 nM） と と も に 、 3％ 血 清 を 含 む RPMI 1640培 地 で 5％ C
O 2 、 37℃ の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ に お い て 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ッ セ イ 4日 目 に 、 9
6ウ ェ ル プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー タ か ら 取 り 出 し 、 室 温 で 層 流 フ ー ド 内 に 静 置 し た 。 直 ち
に 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 色 素 WST1の 細 胞 代 謝 の 際 に 形 成 さ れ る ホ
ル マ ザ ン 生 成 物 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 生 物 活 性 を 定 量 し た （ 620nmの バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド 吸 光 度 を 差 し 引 い た 、 450nmの 分 光 学 的 吸 光 度 ） 。 該 活 性 は 細 胞 の 生 存 能 /細 胞 数 と 相 関
す る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】

　 UT7細 胞 は 、 Epoを 含 む 培 地 に お い て 3ヶ 月 間 安 定 し た 信 頼 で き る 増 殖 を 示 し た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 K45Dは 、 EC 5 0  294.0で 用 量 依 存 的 に Epo依 存 性 UT-7細 胞 の 生 存 能 増 加 を 誘 導 し た 。 比 較
し て 、 EC 5 0 は Epoに 対 し て 58.13（ 図 ３ ５ ） で あ り 、 ヒ ス チ ジ ン で タ グ 付 け さ れ た Epo（ Epo
WT） に 対 し て 608で あ っ た 。 S100Eは 、 < 50 nM（ す な わ ち 測 定 可 能 な 範 囲 ） の 濃 度 で 、 Epo
依 存 性 UT-7細 胞 の 生 存 能 を （ 50％ 以 上 ） 増 加 さ せ な か っ た 。 従 っ て 、 K45Dは Epoと 同 じ 桁
で の 効 力 を 示 し 、 一 方 、 S100Eは Epoと 比 較 し て 少 な く と も 1000倍 低 い 効 力 を 示 し た 。
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6.17.　 実 施 例 17:　 UT-7細 胞 増 殖 の EPOバ イ オ ア ッ セ イ

UT-7細 胞 生 存 能 ア ッ セ イ の 方 法

結 果



【 ０ ３ ７ ２ 】
　 R103Eは 、 20 nMま で の 濃 度 で Epo依 存 性 UT-7細 胞 の 生 存 を 増 加 さ せ ず 、 す な わ ち 、 Epoと
比 較 し た そ の 効 力 は 少 な く と も 4桁 低 か っ た 。 R150Eは 、 EC 5 0  20 nMで 用 量 依 存 的 に Epo依
存 性 UT-7細 胞 の 生 存 を 誘 導 し た 。 こ れ と 比 較 し て 、 EC 5 0 は Epo（ Epo#4） に つ い て は 66.5で
あ っ た （ 図 ３ ６ ） 。 従 っ て 、 R150Eは Epoと 比 較 し て 3桁 低 い 効 力 を 示 し た 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 図 ３ ５ は 、 UT-7細 胞 に お け る Epo、 K45Dお よ び S100Eの 濃 度 反 応 曲 線 を 示 す 。 異 な る 濃 度
の Epo、 EpoWT、 K45Dお よ び S100Eを UT-7細 胞 に 添 加 し た 。 生 存 能 は WST-1ア ッ セ イ を 用 い て
48時 間 後 に 測 定 し た 。 デ ー タ は 、 各 々 2回 反 復 で 行 っ た 3つ の 異 な る 実 験 の 平 均 値 ± SDで あ
る 。 曲 線 は 非 線 形 回 帰 曲 線 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 図 ３ ６ は 、 UT-7細 胞 に お け る Epo、 R103Eお よ び R150Eの 用 量 応 答 曲 線 を 示 す 。 異 な る 濃
度 の Epo、 EpoWT、 R103Eお よ び R150Eを UT-7細 胞 に 添 加 し た 。 生 存 能 は WST-1ア ッ セ イ を 用
い て 48時 間 後 に 測 定 し た 。 デ ー タ は 、 各 々 2回 反 復 で 行 っ た 3つ の 異 な る 実 験 の 平 均 値 ± SD
で あ る 。 曲 線 は 非 線 形 回 帰 曲 線 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】

　 6.9項 に 記 載 し た よ う に 、 網 膜 細 胞 は 多 く が 虚 血 ス ト レ ス の 30分 後 に は 死 滅 す る よ う に
、 虚 血 に 対 し て 非 常 に 感 受 性 が 高 い 。 こ の 実 験 で は 、 Rosenbaumら （ 1997; Vis. Res. 37:
3443-51） に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 ラ ッ ト の 可 逆 性 緑 内 障 モ デ ル を 再 度 利 用 し た 。 組
換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 虚 血 ス ト レ ス に 対 す る 効 果 を 調 べ た 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 各 ラ ッ ト の 片 眼 を 、 6.9項 に 示 し た 実 施 例 に お い て 成 体 オ ス ラ ッ ト の 前 眼 房 へ の 生 理 食
塩 水 の 注 入 の た め に 概 説 し た 方 法 に 従 っ て 損 傷 さ せ た 。 再 灌 流 時 、 す な わ ち 前 眼 房 の 圧 力
が 解 放 さ れ る 際 に 、 ラ ッ ト に 10μ g/kg EPO、 4種 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン R103E、
R150E、 S100Eお よ び S100E/K45Dの う ち の 1つ 、 ま た は 生 理 食 塩 水 を 静 脈 内 投 与 し た 。 損 傷
後 1、 3、 5お よ び 6日 目 に 、 各 ラ ッ ト の 損 傷 し た 眼 と 正 常 な 眼 の 両 方 で 網 膜 電 図 検 査 を 行 っ
た 。 各 ラ ッ ト の 損 傷 し た 眼 に お け る 潜 時 を 、 同 一 ラ ッ ト の 正 常 な 眼 で の 潜 時 と 比 較 し た 。
デ ー タ は 、 損 傷 し た 眼 の 潜 時 と 正 常 な 眼 の 潜 時 の 比 と し て 記 録 さ れ 、 損 傷 し た 眼 が 正 常 な
機 能 を 有 す る 場 合 、 結 果 と し て 比 は 1と な る 。 損 傷 の 結 果 に は 2つ の 構 成 要 素 が あ る 。 す な
わ ち 、 振 幅 （ 「 b」 で 表 示 さ れ た 図 １ ７ 、 パ ネ ル Aに 示 す よ う な ピ ー ク か ら 谷 の 差 異 ） お よ
び 潜 時 、 つ ま り 刺 激 に 応 答 し て ピ ー ク に 達 す る の に 掛 か る 時 間 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 図 ３ ８ は 、 様 々 な 治 療 計 画 に つ い て 損 傷 し た 眼 の 潜 時 と 正 常 な 眼 の 潜 時 の 比 を 示 す 。 EP
Oで 処 置 さ れ た ラ ッ ト は 1.2の 潜 時 を 示 し 、 生 理 食 塩 水 で 処 置 さ れ た ラ ッ ト よ り 良 好 で あ っ
た 。 4種 の 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 各 々 は 、 EPOと 同 等 ま た は よ り 良 好 な 潜 時 結 果
と な り 、 R103E、 R150Eお よ び S100Eは 生 理 食 塩 水 に 比 し て 統 計 上 の 改 善 を 示 し た 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 個 々 の 態 様 の 単 一 の 説 明 を 意 図 し て 記 載 さ れ た 、 特 定 の 実 施 形 態 に
よ っ て 範 囲 を 限 定 さ れ ず 、 機 能 的 に 同 等 な 方 法 お よ び 成 分 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 実 際
、 本 明 細 書 に お い て 示 さ れ 記 載 さ れ た も の に 加 え て 様 々 な 本 発 明 の 改 変 が 、 前 記 の 説 明 お
よ び 添 付 図 面 か ら 当 業 者 に と っ て 明 か に な る で あ ろ う 。 こ の よ う な 改 変 は 添 付 の 特 許 請 求
の 範 囲 内 に あ る も の と す る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る す べ て の 参 照 文 献 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に そ れ ら 全 体 を あ ら ゆ
る 目 的 の た め に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ８ ０ 】
【 図 １ 】 抗 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 、 正 常 ヒ ト 脳 の 薄 い 切 片 に お け る エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 分 布 を 示 す 。
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6.18.　 実 施 例 18:　 末 梢 投 与 さ れ た 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン に よ る 網 膜 虚 血 の 保 護



【 図 ２ 】 図 １ の 画 像 を よ り 高 い 倍 率 で 観 察 し た も の で あ る 。
【 図 ３ 】 金 で 標 識 し た 第 二 抗 体 を 用 い た 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 超 ミ ク ロ の 分 布 を 示
す 。
【 図 ４ 】 図 ３ と 同 様 に 調 製 し た 、 ヒ ト 脳 毛 細 管 の 管 腔 お よ び 抗 管 腔 表 面 に あ る 高 密 度 の エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 を 示 す 。
【 図 ５ 】 非 経 口 投 与 さ れ た エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 脳 脊 髄 液 中 へ の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を 示
す 。
【 図 ６ Ａ 】 エ リ ス ロ ポ エ チ ン な ら び に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン （ K45Dお よ び S100E
組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン を 含 む ） に つ い て の SK-N-SH神 経 芽 腫 細 胞 神 経 保 護 ア ッ セ
イ （ ロ テ ノ ン に 対 す る ） の 結 果 を 示 す 。 グ ラ フ の ｙ 軸 は 吸 光 度 値 を 示 し 、 デ ー タ は 2回 反
復 測 定 の 平 均 ± 範 囲 で あ る 。 図 6Aの グ ラ フ は 、 K45Dお よ び S100Eサ ン プ ル 内 の 細 胞 の 生 存
能 が 維 持 さ れ た こ と を 明 確 に 示 し て お り 、 そ れ ら の 細 胞 保 護 作 用 を 実 証 し て い る 。
【 図 ６ Ｂ 】 hEPO-6xHisTag-PCiNeoの プ ラ ス ミ ド 地 図 を 示 す 。
【 図 ７ 】 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 脳 に 及 ぼ す エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の in vitro効 力 を 比 較 し た 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 能 に 及 ぼ す エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の in vitro効 力 を 比 較 す る 別 の 実 験 を 示 す 。
【 図 ９ 】 ラ ッ ト 限 局 性 大 脳 虚 血 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ
ポ エ チ ン の 保 護 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 虚 血 発 作 モ デ ル に お け る 、 中 大 脳 動 脈 閉 塞 に お け る ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン お
よ び ヒ ト ・ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力 を 比 較 す る 用 量 応 答 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 P19ア ッ セ イ に お け る ヨ ウ 素 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 P19ア ッ セ イ に お け る ビ オ チ ン 化 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ
エ チ ン の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 血 清 欠 乏 P19細 胞 の 生 存 能 に 及 ぼ す エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び フ ェ ニ ル グ リ オ キ
サ ー ル 改 変 エ リ ス ロ ポ エ チ ン の in vitro効 力 を 比 較 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 水 中 毒 ア ッ セ イ に お け る 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 移 植 用 に 調 製 さ れ た 心 臓 の 機 能 維 持 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 一 時 的 な 血 管 閉 塞 の 後 の 虚 血 損 傷 か ら の エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 心 筋 層 の 保 護
を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 A、 B、 Cお よ び Dは 、 ラ ッ ト 緑 内 障 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 治 療 の 効 力
を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 ラ ッ ト 緑 内 障 モ デ ル に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン に よ る 網 膜 機 能 の 保 存 の 程 度 を
示 す 。
【 図 １ ９ 】 悩 外 傷 を 負 っ た 5日 後 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン 投 与 を 開 始 す る こ と に よ る 、 脳 外 傷
後 の 認 知 機 能 の 回 復 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 悩 外 傷 を 負 っ た 30日 後 に エ リ ス ロ ポ エ チ ン 投 与 を 開 始 す る こ と に よ る 、 脳 外 傷
後 の 認 知 機 能 の 回 復 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 大 脳 毒 性 の カ イ ニ ン 酸 モ デ ル に お け る ヒ ト ・ ア シ ア ロ エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力
を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 ラ ッ ト 脊 髄 損 傷 モ デ ル に お け る 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 効 力 を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 ウ サ ギ 脊 髄 損 傷 モ デ ル に お け る 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン の 効 力 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 A、 Bお よ び Cは 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 し た 悩 皮 質 層 の 冠 状 切
断 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 A、 Bお よ び Cは 、 GFAP抗 体 で 染 色 し た 、 梗 塞 領 域 に 隣 接 す る 前 頭 皮 質 の 冠 状 切
断 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 Aお よ び Bは 、 OX-42抗 体 で 染 色 し た 悩 皮 質 層 の 冠 状 切 断 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 Aお よ び Bは 、 OX-42抗 体 で 染 色 し た 、 梗 塞 領 域 に 隣 接 す る 悩 皮 質 層 の 冠 状 切 断
を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 EAEモ デ ル に お け る 炎 症 に 対 す る エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 効 力 を 示 す 。
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【 図 ２ ９ 】 EAEモ デ ル に お け る 炎 症 に 対 す る デ キ サ メ タ ゾ ン お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 影
響 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 Aお よ び Bは 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン が ニ ュ ー ロ ン 死 と 関 連 し た 炎 症 を 抑 制 す る こ と
を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 ヒ ト ・ エ リ ス ロ ポ エ チ ン な ら び に 組 換 え 型 組 織 保 護 サ イ ト カ イ ン R130Eお よ び R
150Eが 、 NMDA処 理 前 に 初 代 海 馬 神 経 細 胞 培 養 物 に 添 加 し た と き 、 NMDAに よ り 誘 導 さ れ た 細
胞 死 を 効 果 的 に 減 ず る こ と を 示 す 。
【 図 ３ ２ 】 P19細 胞 に お け る 血 清 除 去 か ら の 神 経 細 胞 保 護 を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 Aお よ び Bは 、 2つ の 独 立 し た 実 験 に お い て NGF除 去 を 受 け た 分 化 PC12細 胞 に お け
る S100Eと の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ ４ 】 A、 Bお よ び Cは 、 NGF除 去 を 受 け た 分 化 PC12細 胞 に お け る Epoと の プ レ イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ ５ 】 UT-7細 胞 に お け る Epo、 K45Dお よ び S100Eの 濃 度 -反 応 曲 線 を 示 す 。
【 図 ３ ６ 】 UT-7細 胞 に お け る Epo、 R103Eお よ び R150Eの 用 量 応 答 曲 線 を 示 す 。
【 図 ３ ７ 】 42日 間 に わ た る 、 脊 髄 外 傷 か ら 回 復 す る ラ ッ ト の 歩 行 運 動 評 価 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ３ ８ 】 種 々 の 治 療 計 画 に つ い て の 正 常 な 眼 の 潜 時 に 対 す る 傷 を 負 っ た 眼 の 潜 時 の 比 を
示 す 。
【 配 列 表 】

10

(89) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(90) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(91) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(92) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(93) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(94) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(95) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(96) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(97) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(98) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(99) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(100) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(101) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(102) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(103) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(104) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(105) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(106) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(107) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(108) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(109) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(110) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(111) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(112) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(113) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(114) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(115) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(116) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(117) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(118) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(119) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(120) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(121) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(122) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(123) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(124) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(125) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(126) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(127) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(128) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(129) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(130) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(131) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(132) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(133) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(134) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(135) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(136) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(137) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(138) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(139) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(140) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(141) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(142) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(143) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(144) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(145) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(146) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(147) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(148) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(149) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(150) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(151) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(152) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(153) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(154) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(155) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(156) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(157) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(158) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(159) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(160) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(161) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(162) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(163) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(164) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(165) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(166) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(167) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(168) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(169) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(170) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(171) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(172) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(173) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(174) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(175) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(176) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(177) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(178) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(179) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(180) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(181) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(182) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(183) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(184) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(185) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(186) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(187) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(188) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(189) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(190) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(191) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(192) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(193) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(194) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(195) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(196) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(197) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(198) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(199) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(200) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(201) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(202) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(203) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(204) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(205) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(206) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(207) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(208) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(209) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(210) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(211) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(212) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(213) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(214) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(215) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(216) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(217) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(218) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(219) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(220) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(221) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(222) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(223) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(224) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(225) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(226) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(227) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(228) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(229) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(230) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(231) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(232) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(233) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(234) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(235) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(236) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(237) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

(238) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

(239) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

(240) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

(241) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

(242) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

(243) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ 】

(244) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 図 ３ ４ 】 【 図 ３ ５ 】

【 図 ３ ６ 】

【 図 ３ ７ 】

【 図 ３ ８ 】

(245) JP 2006-507228 A 2006.3.2



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(246) JP 2006-507228 A 2006.3.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(247) JP 2006-507228 A 2006.3.2



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   7/00     (2006.01)   7/00     (2006.01)   7/00     (2006.01)   7/00     (2006.01)   7/00     (2006.01)   7/00     (2006.01)   7/00     (2006.01)   7/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   9/02     (2006.01)   9/02     (2006.01)   9/02     (2006.01)   9/02     (2006.01)   9/02     (2006.01)   9/02     (2006.01)   9/02     (2006.01)   9/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   9/04     (2006.01)   9/04     (2006.01)   9/04     (2006.01)   9/04     (2006.01)   9/04     (2006.01)   9/04     (2006.01)   9/04     (2006.01)   9/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/10    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/00    １０１　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/16    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/28    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  27/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  39/02    　　　　          　　　　　
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/52    ＺＮＡ　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/15    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｅ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,
GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,M
W,MX,MZ,NO,NZ,OM,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100118773
            弁理士　藤田　節
(72)発明者  ニールセン，ヤコブ
            デンマーク国　デーカー－１６６０　コペンハーゲン，１．テーハー．，ダンネブログスガーデ　
            １７
(72)発明者  ペダーセン，ヤン，トーライフ
            デンマーク国　デーカー－２７００　ブロンシェ，１，ホルクス　プラヅ　１４
(72)発明者  ガーヴィン，イェンス
            デンマーク国　デーカー－２１００　コペンハーゲン，１．テーフェー，イーイアラルヅガーデ　
            ５２
(72)発明者  バイ，カトリン
            デンマーク国　デーカー－２１００　コペンハーゲン，２．テーハー，アラースガーデ　１
(72)発明者  ペダーセン，ラース，オスターガールド
            デンマーク国　デーカー－２４００　コペンハーゲン，フェド　フィヘン　１４
(72)発明者  ライスト，マルセル
            デンマーク国　デーカー－２５００　ファルビー，１，クロエファーブラヅガーデ　１４
(72)発明者  ガイスト，マリー，アーファン
            デンマーク国　デーカー－２５００　ファルビー，サクストルフスフェーグ　４４
(72)発明者  カルンキ，ペッカ
            デンマーク国　デーカー－２１００　コペンハーゲン，３．テーハー，クラッセンガーデ　１７
(72)発明者  クリステンセン，ソレン

(248) JP 2006-507228 A 2006.3.2



            デンマーク国　デーカー－４０４０　イリンヘ，リストバーデフェイ　３２
(72)発明者  サガー，トーマス
            デンマーク国　デーカー－２４６５　スモルム，ストルモセフェイ　３５
(72)発明者  ブラインズ，マイケル
            アメリカ合衆国　０６５２５　コネティカット州，ウッドブリッジ，ウェパウォーグ　ロード　１
(72)発明者  セラミ，アンソニー
            アメリカ合衆国　１０５２０　ニューヨーク州，クロトン－オン－ハドソン，ブランブルブッシュ
            　ドライブ　４９
(72)発明者  セラミ，カーラ
            アメリカ合衆国　１０５９１　ニューヨーク州，スリーピー　ホーロー，ファーリントン　アベニ
            ュー　１２１
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  BA21  CA01  GA11  HA01 
　　　　 　　  4B065 AA90X AB01  AC14  BA02  CA24  CA44 
　　　　 　　  4C084 AA01  AA02  AA13  AA17  BA02  BA08  BA35  DC10  NA14  ZA531
　　　　 　　        ZA541
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA16  NA14  ZA02  ZA16  ZA33  ZA36  ZA39  ZA40 
　　　　 　　        ZA43  ZA53  ZA54  ZB08  ZB26  ZB35  ZC35 
　　　　 　　  4H045 AA10  BA10  BA53  CA40  DA13  EA20  FA74 

(249) JP 2006-507228 A 2006.3.2



专利名称(译) 重组组织保护性细胞因子和编码其的核酸用于保护，恢复和增强响应细胞，组织和器官

公开(公告)号 JP2006507228A 公开(公告)日 2006-03-02

申请号 JP2004518233 申请日 2003-07-01

[标]申请(专利权)人(译) 朗德贝克公司

申请(专利权)人(译) 肯尼斯ES沃伦研究所有限公司
哈.Lundbeck公司AH / ES

[标]发明人 ニールセンヤコブ
ペダーセンヤントーライフ
ガーヴィンイェンス
バイカトリン
ペダーセンラースオスターガールド
ライストマルセル
ガイストマリーアーファン
カルンキペッカ
クリステンセンソレン
サガートーマス
ブラインズマイケル
セラミアンソニー
セラミカーラ

发明人 ニールセン,ヤコブ
ペダーセン,ヤン,トーライフ
ガーヴィン,イェンス
バイ,カトリン
ペダーセン,ラース,オスターガールド
ライスト,マルセル
ガイスト,マリー,アーファン
カルンキ,ペッカ
クリステンセン,ソレン
サガー,トーマス
ブラインズ,マイケル
セラミ,アンソニー
セラミ,カーラ

IPC分类号 A61K38/00 A61K31/7088 A61K45/00 A61K48/00 A61P3/10 A61P7/00 A61P9/02 A61P9/04 A61P9/10 
A61P25/00 A61P25/16 A61P25/28 A61P27/06 A61P31/04 A61P35/00 A61P37/06 A61P39/02 C07K14
/52 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/06 C12N15/09 C12N5/10 C07K14/505 C12N5/00 C12N15
/00 C12N15/87 G01N33/53

CPC分类号 A61K38/00 A61P25/00 A61P25/16 A61P25/28 A61P27/06 C07K14/505 C07K2319/00 C12N15/87

FI分类号 A61K37/02 A61K31/7088 A61K45/00 A61K48/00 A61P3/10 A61P7/00 A61P9/02 A61P9/04 A61P9/10 
A61P25/00.101 A61P25/16 A61P25/28 A61P27/06 A61P31/04 A61P35/00 A61P37/06 A61P39/02 
C07K14/52.ZNA C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.E C12N15/00.A C12N5/00.A

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/BA21 4B024/CA01 4B024/GA11 4B024/HA01 4B065/AA90X 4B065/AB01 4B065
/AC14 4B065/BA02 4B065/CA24 4B065/CA44 4C084/AA01 4C084/AA02 4C084/AA13 4C084/AA17 
4C084/BA02 4C084/BA08 4C084/BA35 4C084/DC10 4C084/NA14 4C084/ZA531 4C084/ZA541 4C086
/AA01 4C086/AA02 4C086/EA16 4C086/NA14 4C086/ZA02 4C086/ZA16 4C086/ZA33 4C086/ZA36 

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/f61859d1-16a0-497a-8c4e-0dd4fd0410d2


4C086/ZA39 4C086/ZA40 4C086/ZA43 4C086/ZA53 4C086/ZA54 4C086/ZB08 4C086/ZB26 4C086
/ZB35 4C086/ZC35 4H045/AA10 4H045/BA10 4H045/BA53 4H045/CA40 4H045/DA13 4H045/EA20 
4H045/FA74

优先权 60/392455 2002-07-01 US
60/393423 2002-07-03 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供了通过全身或局部施用促红细胞生成素受体活性调节剂（例
如）来保护或增强包括人在内的哺乳动物体内，原位或离体的反应性细
胞，组织，器官或身体部分功能或生存力的方法和组合物。 作为重组组
织保护性细胞因子。

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/030003253/publication/JP2006507228A?q=JP2006507228A

