
JP 2011-524343 A 2011.9.1

10

(57)【要約】
本発明は概ね、血液からインター－アルファ－阻害タン
パク質（ＩαＩｐ）を精製する方法及びその組成物を提
供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　方法が、ＩαＩｐタンパク質を約４．０以下のｐＨの条件に曝露する工程を含有してな
る、インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐタンパク質）を精製する方法。
【請求項２】
　ＩαＩｐタンパク質を約３．６以下のｐＨの条件に曝露する工程を含有してなる、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　ＩαＩｐタンパク質を約３．３以下のｐＨの条件に曝露する工程を含有してなる、請求
項２に記載の方法。
【請求項４】
　ＩαＩｐタンパク質をｐＨ約３．３～約２．９の条件に曝露する工程を含有してなる、
請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　クロマトグラフィー工程又は固相抽出工程を含有してなる、請求項１～４の何れか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　クロマトグラフィー工程が、液体クロマトグラフィー、カラムクロマトグラフィー、陰
イオン交換クロマトグラフィー、又はこれらの組み合わせを含有している、請求項１～５
の何れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　クロマトグラフィーが、モノリシック担体又は粒子ベースの担体の使用を含有している
、請求項１～６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　モノリシック担体又は粒子ベースの担体が固定化陰イオン交換リガンドを含有している
、請求項１～７の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　固定化陰イオン交換リガンドが、ジエチルアミノエタン（ＤＥＡＥ）又は４級アミン（
Ｑ）である、請求項１～８の何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を含有してなり、そこで少なくとも１つの緩衝液洗浄
工程の洗浄緩衝液が約４．０以下のｐＨを有している、請求項１～９の何れか一項に記載
の方法。
【請求項１１】
　 少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を含有してなり、そこで少なくとも１つの緩衝液洗
浄工程の洗浄緩衝液が約３．６以下のｐＨを有している、請求項１～１０の何れか一項に
記載の方法。
【請求項１２】
　少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を含有してなり、そこで少なくとも１つの緩衝液洗浄
工程の洗浄緩衝液が約３．３以下のｐＨを有している、請求項１～１１の何れか一項に記
載の方法。
【請求項１３】
　少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を含有してなり、そこで少なくとも１つの緩衝液洗浄
工程の洗浄緩衝液がｐＨ約３．３～約２．９を有している、請求項１～１２の何れか一項
に記載の方法。
【請求項１４】
　少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を含有してなり、そこで少なくとも１つの緩衝液洗浄
工程の洗浄緩衝液が約２５０ｍＭ ＮａＣＬ以上の塩濃度を有している、請求項１～１３
の何れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
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　ＩαＩｐタンパク質が血液から精製される、請求項１～１４の何れか一項に記載の方法
。
【請求項１６】
　ＩαＩｐタンパク質が血漿又は血漿画分から精製される、請求項１～１５の何れか一項
に記載の方法。
【請求項１７】
　血漿が脱クリオ血漿であるか、或いは血漿画分が中間血漿画分である、請求項１～１６
の何れか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　中間血漿画分がＩαＩｐ含有画分である、請求項１～１７の何れか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　血液、血漿画分、又は中間血漿画分が、ヒト、霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヤギ、ネコ
、イヌのもの又はそれらの組み合わせである、請求項１～１８の何れか一項に記載の方法
。
【請求項２０】
　ＩαＩｐタンパク質が約６０～２８０ｋＤａの見掛けの分子量を有している、請求項１
～１９の何れか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　ＩαＩｐが生物活性を有している、請求項１～２０の何れか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　生物活性が、サイトカイン阻害活性、ケモカイン阻害活性、又はセリンプロテアーゼ阻
害活性である、請求項１～２１の何れか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　方法が、約８５％～約１００％のＩαＩｐタンパク質の収率を有している、請求項１～
２２の何れか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　ウィルス不活性化工程又はナノろ過工程を更に含有してなる、請求項１～２３の何れか
一項に記載の方法。
【請求項２５】
　ウィルス不活性化工程又はナノろ過工程が、クロマトグラフィー工程の前に存在する、
請求項１～２４の何れか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　ウィルス不活性化工程又はナノろ過工程が、クロマトグラフィー工程の後に存在する、
請求項１～２５の何れか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　請求項１～２６に記載の方法によって精製されたＩαＩｐタンパク質を含有してなる、
組成物。
【請求項２８】
　請求項１～２６の何れか１項に記載の方法によって精製されたＩαＩｐタンパク質の有
効用量及び薬学的に許容される賦形剤を含有してなる医薬組成物。
【請求項２９】
　それを必要としている対象を処置するための、請求項２８に記載の医薬組成物。
【請求項３０】
　それを必要としている対象が、ヒト、霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヤギ、ネコ、又はイ
ヌである、請求項２９に記載の医薬組成物。
【請求項３１】
　それを必要としている対象が、急性炎症性疾患、敗血症、重度のショック、敗血性ショ
ック、関節リウマチ、癌、癌転移、外傷／損傷、感染性疾患、又は早期陣痛の治療が必要
であると判定されたヒトである、請求項３０に記載の医薬組成物。
【請求項３２】
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　対象に請求項２８に記載の組成物を投与することを含有してなる、対象における疾患又
は疾患の症状を治療又は予防する方法。
【請求項３３】
　対象が、請求項２７に記載の組成物で治療することが必要であると判定されている、請
求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　対象が、、急性炎症性疾患、敗血症、重度のショック、敗血性ショック、関節リウマチ
、癌、癌転移、外傷／損傷、感染性疾患、又は早期陣痛の治療が必要であると判定されて
いる、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　約４．０以下のｐＨを有する少なくとも１つの緩衝溶液及びキットを使用するための説
明書を含有してなる、ＩαＩｐタンパク質を精製するためのキット。
【請求項３６】
　少なくとも１つの緩衝溶液が約４．０以下のｐＨを有する洗浄緩衝液である、請求項３
５に記載のキット。
【請求項３７】
　少なくとも２つの緩衝溶液が約４．０以下のｐＨを有する洗浄緩衝液である、請求項３
５に記載のキット。
【請求項３８】
　第１洗浄緩衝液が約４．０のｐＨを有し、そして第２洗浄緩衝液が約２．９のｐＨを有
している、請求項３７に記載のキット。
【請求項３９】
　２５０ｍＭ Ｎａｃｌ以上の塩濃度を有している、少なくとも１つの緩衝溶液をさらに
含有してなる、請求項３５に記載のキット。
【請求項４０】
　請求項２６に記載の組成物及び治療用途についての使用説明書を含有してなる、キット
。
【請求項４１】
　請求項２６に記載の組成物及び分析用途についての使用説明書を含有してなる、キット
。
【請求項４２】
　方法が：
　　血液、血漿画分、又は中間血漿画分をクロマトグラフィーカラムに付すこと、
　　カラムを約４．０以下のｐＨを有する洗浄緩衝液に曝すこと：
を含有してなる、インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐタンパク質）を精製す
る方法。
【請求項４３】
　インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐタンパク質）がカラムに結合する、請
求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐタンパク質）が単離される、請求項４
２～４３の何れか一項に記載の方法。
【請求項４５】
　請求項１～２６の何れか一項に記載の方法で作られた、精製したインター－アルファ－
阻害タンパク質（ＩαＩｐタンパク質）。
【請求項４６】
　ＩαＩｐタンパク質が、競合的酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）で対照と比較して増大し
た結合を有していると測定される、請求項４２に記載のＩαＩｐタンパク質。
【請求項４７】
　結合が、対照と比較して、１、１．５、２、３、４、５、又は１０倍を越えて増大して
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いる、請求項４６に記載のＩαＩｐタンパク質。
【請求項４８】
　ＩαＩｐタンパク質が約８５％～約１００％純粋な純度範囲を有している、請求項４５
に記載のＩαＩｐタンパク質。
【請求項４９】
　請求項４５～４８の何れか一項に記載のＩαＩｐタンパク質及び分析用途についての使
用説明書を含有してなる、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願への相互参照）
　本出願は、２００８年５月２８日付けで出願された、米国仮特許出願第６１／１３０２
６９号の優先権を主張し、その全ての内容は参照により本明細書に取り込まれている。
【０００２】
（連邦支援研究によってなされた発明に関する権利の陳述）
　本研究は、国立衛生研究所／国立総合医科学研究所（National Institute of Health/N
ational Institute of General Medical Sciences）の助成、認可番号２Ｒ４４ＧＭ６５
６６７－０２及びＩＲ４３ＧＭ０７９０７１－０１Ａ１によって支援されている。政府は
この発明にある程度の権利を有している。
【背景技術】
【０００３】
　敗血症及び全身性炎症反応症候群（ＳＩＲＳ）の両者は、感染性因子（例えば、炭疽菌
のような細菌毒素）への曝露によって、或いは損傷又は外傷に由来する重篤な生化学的な
反応を示す。全身性の反応は敗血性ショックを誘発し、これは血圧の急落、心血管虚脱、
及び／又は多臓器機能不全を特徴としている。５０年以上前に抗生物質が導入されたのに
も関わらず、敗血性ショックであると診断された対象の死亡率は３０～５０％であって、
乳癌、結腸癌、又は前立腺癌のそれより高い。１年当たり米国においておよそ８００，０
００の敗血症の症例があり、１７億ドルの費用が掛かっていて、世界のその他の地域にお
いても同じ数である。敗血症及びＳＩＲＳは、抗生物質耐性及び増大する生物学的脅威に
よって世界中で増大している。世界的な流行病（例えば、鳥インフルエンザ）又はバイオ
テロリズムの潜在的な可能性を考えると、「危険性がある」集団は実質的により多い。バ
イオテロリズムにおいて、又は戦場に曝されると死亡率は更に高くなると思われる。迅速
且つ確実に敗血症、ＳＩＲＳ、及び敗血性ショックを治療することは従来の薬物治療を用
いては困難である。
【０００４】
　インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）ファミリーは、敗血症、感染症、損
傷、及び外傷を伴う重篤な全身性炎症に対する体の応答を調節する血漿に関連したセリン
プロテアーゼ阻害剤の一群である。インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）は
、敗血症に罹っている；炭疽菌、エボラ又はデングウィルスに感染している；又は毒性化
学物質又はイオン化照射に曝露して肺損傷を患っている試験動物の生存及び症状を改善す
るということが示されている。ＩαＩｐは、血液から単離された大きいタンパク質である
。敗血症及びＳＩＲＳの治療において、インター－アルファ－阻害タンパク質の治療有用
性により、ＩαＩｐを精製或いは調製する方法が緊急に必要とされている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　以下に記載するように、本発明は、インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）
を精製する方法及び、敗血症、急性炎症性疾患、重篤なショック、敗血性ショック、関節
リウマチ、癌、癌転移、感染症、及び早期陣痛のような疾患を包含する疾患又はそれらの
症状を治療するため；又は敗血症、急性炎症性疾患、重篤なショック、敗血性ショック、
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関節リウマチ、癌、癌転移、感染症、及び早期陣痛に関わる死亡の危険性を減少するため
の使用に関する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　一態様では、本発明は、インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）を精製する
方法を提供し、その方法は、ＩαＩｐタンパク質を約４．０又はそれ以下のｐＨ（例えば
、３、７、３．５、３．４、３．３、３．１、３．０、２．９、２．０）の条件に曝す工
程を包含している。
【０００７】
　一態様では、本発明は、ＩαＩｐタンパク質を約４．０又はそれ以下のｐＨの条件に曝
す工程を包含している方法に従って精製したＩαＩｐタンパク質を含有してなる、組成物
を提供する。
【０００８】
　別の態様では、本発明は、ＩαＩｐタンパク質を約４．０又はそれ以下のｐＨの条件に
曝す工程を包含している方法に従って精製したＩαＩｐタンパク質の有効量及び薬学的に
許容される賦形剤を含有している、医薬組成物を提供する。
【０００９】
　更に別の態様では、本発明は、ＩαＩｐタンパク質を約４．０又はそれ以下のｐＨの条
件に曝す工程を包含している方法に従って精製したＩαＩｐタンパク質を含有している組
成物を対象に投与することを含有してなる、対象における疾患又は疾患の症状を治療又は
予防する方法を提供する。
【００１０】
　更にまた別の態様では、ｐＨが約４．０又はそれ以下の少なくとも１つの緩衝溶液及び
キットを使用するための使用説明書を有する、ＩαＩｐタンパク質を精製するためのキッ
トを提供する。
　一実施態様では、キットは、ｐＨが約４．０又はそれ以下の洗浄緩衝液である少なくと
も一つの緩衝溶液を有している。
　別の実施態様では、キットは、ｐＨが約４．０又はそれ以下の洗浄緩衝液である少なく
とも二つの緩衝溶液を有しているものである。
　ある特定の実施態様では、第１洗浄緩衝液が約４．０のｐＨを有し、そして第２洗浄緩
衝液が約３．３のｐＨを有している。
　別の特定な実施態様では、第１洗浄緩衝液が約４．０のｐＨを有し、そして第２洗浄緩
衝液が約２．９のｐＨを有している。
【００１１】
　更なる態様では、本発明は、ＩαＩｐタンパク質を約４．０又はそれ以下のｐＨの条件
に曝す工程を包含している方法に従って精製したＩαＩｐタンパク質を含有している組成
物を有している、治療的使用のためのキットを提供する。
【００１２】
　更なる態様では、本発明は、ＩαＩｐタンパク質を約４．０又はそれ以下のｐＨの条件
に曝す工程を包含している方法に従って精製したＩαＩｐタンパク質を含有している組成
物を有している、分析的使用のためのキットを提供する。
【００１３】
　関連している態様では、本発明は、インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐタ
ンパク質）を精製する方法を提供し、その方法は：血液、血液の血漿画分、又は中間血漿
画分をクロマトグラフィーのカラム上に載せること；カラムを約４．０又はそれ以下の洗
浄緩衝液にさらすことを含んでいる。
【００１４】
　更に別の関連している態様では、本発明は、ＩαＩｐタンパク質を約４．０又はそれ以
下のｐＨの条件に曝して、そしてこのＩαＩｐタンパク質が基準品と比較すると競合的酵
素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）で増大した結合を達成する、工程を包含している方法によっ
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て作った、精製したインター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐタンパク質）を提供
する。
　一実施態様では、ＩαＩｐタンパク質の結合は、基準品（例えば、低いｐＨで処理され
ていないＩαＩｐタンパク質）と比較すると、１、１．５、２、３、４、５、又は１０倍
を越えるまでに増大されている。
【００１５】
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、方法は、ＩαＩｐタンパク質を約３．６又はそれ以下のｐＨ条件に曝す工程
を包含している。
　多様な実施態様では、方法は、ＩαＩｐタンパク質を約３．３又はそれ以下のｐＨ条件
に曝す工程を包含している。
　多様な実施態様では、方法は、ＩαＩｐタンパク質を約３．３～約３．１のｐＨ条件に
曝す工程を包含している。
　多様な実施態様では、方法は、ＩαＩｐタンパク質を約３．１～約２．９のｐＨ条件に
曝す工程を包含している。
【００１６】
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、方法は、クロマトグラフィー工程又は固相抽出工程を包含している。
　多様な実施態様では、クロマトグラフィー工程は、液体クロマトグラフィー、カラムク
ロマトグラフィー、陰イオン交換クロマトグラフィー、又はこれらの組み合わせを含んで
いる。
　多様な実施態様では、クロマトグラフィーは、モノリシック担体又は粒子ベース担体の
使用を包含している。
　多様な実施態様では、モノリシック担体又は粒子担体は、固定化陰イオンリガンドを包
含している。
　多様な実施態様では、固定化陰イオンリガンドは、ジエチルアミノエタン（ＤＥＡＥ）
又は４級アミン（Ｑ）である。
【００１７】
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、方法は、少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を包含していて、少なくとも１つ
の緩衝液洗浄工程の洗浄緩衝液は約４．０又はそれ以下のｐＨを有している。
　多様な実施態様では、方法は、少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を包含していて、少な
くとも１つの緩衝液洗浄工程の洗浄緩衝液は約３．６又はそれ以下のｐＨを有している。
　多様な実施態様では、方法は、少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を包含していて、少な
くとも１つの緩衝液洗浄工程の洗浄緩衝液は約３．３又はそれ以下のｐＨを有している。
　多様な実施態様では、方法は、少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を包含していて、少な
くとも１つの緩衝液洗浄工程の洗浄緩衝液は約３．１又はそれ以下のｐＨを有している。
　多様な実施態様では、方法は、少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を包含していて、少な
くとも１つの緩衝液洗浄工程の洗浄緩衝液は約３．１～約２．９のｐＨを有している。
　多様な実施態様では、インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐタンパク質）が
カラムと結合する。
　多様な実施態様では、インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐタンパク質）が
単離される。
【００１８】
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、方法は、ＩαＩｐタンパク質を約２５０ｍＭのＮａＣＬ又はそれ以上（例え
ば、２６０、２７０、２８０、２９０ｍＭのＮａＣｌ）の塩の濃度に曝す工程を包含して
いる。
　本明細書で詳細に記載されている上記の態様の何れかの多様な実施態様では、方法は、
洗浄緩衝液が、約２５０ｍＭのＮａＣＬ又はそれ以上（例えば、２６０、２７０、２８０
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、２９０ｍＭのＮａＣｌ）の塩の濃度を有している、少なくとも１つの緩衝液洗浄工程を
包含している。
【００１９】
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、ＩαＩｐタンパク質は血液から精製される。
　多様な実施態様では、ＩαＩｐタンパク質は血漿又は血漿画分から精製される。
　多様な実施態様では、血漿は脱クリオ血漿（cryo-poor plasma）であるか、又は血漿画
分は中間血漿画分である。
　多様な実施態様では、中間血漿画分はＩαＩｐ含有画分である。
　多様な実施態様では、血液、血漿画分、又は中間血漿画分は、ヒト、霊長類、ウシ、ウ
マ、ブタ、ヒツジ、ネコ、イヌのもの又はそれらの組み合わせのものである。
【００２０】
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、ＩαＩｐタンパク質は約６０～約２８０ｋＤａの見かけ上の分子量を有して
いる。
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、ＩαＩｐタンパク質又は組成物は、約８５％～約１００％純粋な純度範囲を
有している。
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、ＩαＩｐタンパク質又は組成物は、約８５％～約１００％にわたる収率を有
している。
　ある実施態様では、ＩαＩｐタンパク質又は組成物を、分析に使用するために（例えば
、未知ＩαＩｐ濃度の試料中のＩαＩｐを定量するために）用いることができる。
　ある実施態様では、ＩαＩｐタンパク質又は組成物は生物活性を有している。
　多様な実施態様では、生物活性がサイトカイン阻害活性、ケモカイン阻害活性、又はセ
リンプロテアーゼ阻害活性である。
　多様な実施態様では、方法は、クロマトグラフィー工程の前後何れかに、ウィルス不活
性化工程又はナノろ過工程を包含している。
【００２１】
　上記の態様の何れか又は本明細書で詳細に記載されている別の発明の何れかの多様な実
施態様では、組成物又は医薬組成物はそれを必要としている対象の治療に向けられている
。
　多様な実施態様では、対象はこの組成物を用いて治療が必要であると判定される。
　多様な実施態様では、対象は、急性炎症性疾患、敗血症、重篤なショック、敗血性ショ
ック、関節リウマチ、癌、癌転移、損傷／外傷、感染症、又は早期陣痛について治療する
必要があると判定される。
　上記態様の何れかの多様な実施態様では、それを必要としている対象は、ヒト、霊長類
、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ネコ、又はネコである。
【００２２】
　本発明は、血漿からインター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）を調製又は精製
する方法を提供する。本発明のその他の特徴及び長所は、詳細な説明から、そして特許請
求の範囲から明らかになるだろう。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１Ａ】図１Ａ～１Ｂは、単一クロマトグラフィー工程を用いてヒト血漿からＩαＩｐ
を精製するスキームを図示している。図１Ａは、低ｐＨ洗浄工程を用いてヒト血漿からＩ
αＩｐを精製するスキームを図示している。
【図１Ｂ】図１Ｂは、塩緩衝液洗浄工程及び低ｐＨ洗浄工程を用いてヒト血漿からＩαＩ
ｐを精製するスキームを図示している。
【図２】図２Ａ～２Ｃは、低ｐＨ洗浄工程を用いるＤＥＡＥクロマトグラフィーで血漿（
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画分Ｄ及び画分Ｃ）からＩαＩｐタンパク質の精製を示す。　図２Ａは、洗浄緩衝液（２
５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８）による１回の洗浄工程及び溶出緩
衝液（１００ｍＭのトリス、１０００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による溶出でのＤＥ
ＡＥクロマトグラフィー（モノリシック担体、流速：５ｍＬ／分）によって分離した血漿
（２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８に１：１００で希釈したもの、
１ｍＬ）のＵＶトレースを示す。　図２Ｂは、低ｐＨ洗浄緩衝液（１５０ｍＭの酢酸、ｐ
Ｈ４．０）を用いる１回の洗浄工程及び溶出緩衝液（１００ｍＭのトリス、１０００ｍＭ
のＮａＣｌ、ｐＨ７．６）を用いる溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィー（モノリシック
担体、流速：５ｍＬ／分）によって分離した血漿（２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａ
Ｃｌ、ｐＨ７．８に１：１００で希釈したもの、１ｍＬ）のＵＶトレースを示す。　図２
Ｃは、低ｐＨ洗浄緩衝液（１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）を用いる１回の洗浄工程及び
溶出緩衝液（１００ｍＭのトリス、１０００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による溶出で
のＤＥＡＥクロマトグラフィー（モノリシック担体、流速：５ｍＬ／分）によって分離し
た血漿（２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８に１：１００で希釈した
もの、１ｍＬ）のＵＶトレースを示す。
【図３】図３は、２つの低ｐＨ洗浄緩衝液（洗浄緩衝液＃１：１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ４
．０；洗浄緩衝液＃２：２００ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）を用いる２回の洗浄工程及び１
００ｍＭのトリス（＋１００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による溶出でのＤＥＡＥクロ
マトグラフィー（モノリシック担体）によって分離した脱クリオ血漿（２５ｍＭのトリス
、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８に１：１００で希釈したもの、１ｍＬ）のＵＶトレ
ースを示す。
【図４Ａ－Ｂ】図４Ａ～４Ｄは、単回の低ｐＨ（ｐＨ３．３）洗浄工程又は２回の低ｐＨ
（ｐＨ４．０及び３．３）洗浄工程を用いるＤＥＡＥクロマトグラフィーによる、中間血
漿の分画（画分Ｄ及び画分Ｃ）を示す。　図４Ａは、低ｐＨ洗浄緩衝液（洗浄緩衝液＃１
：１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ４．０）を用いる１回の洗浄工程及び溶出緩衝液（１００ｍＭ
のトリス、１０００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による溶出でのＤＥＡＥクロマトグラ
フィー（モノリシック担体、流速：５ｍＬ／分）によって分離した中間血漿（２５ｍＭの
トリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８に１：２００で希釈した画分Ｄ、１ｍＬ）の
ＵＶトレースを示す。　図４Ｂは、低ｐＨ洗浄緩衝液（洗浄緩衝液＃１：１５０ｍＭの酢
酸、ｐＨ４．０）を用いる１回の洗浄工程及び溶出緩衝液（１００ｍＭのトリス、１００
０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィー（モノリシ
ック担体１ｍＬ、流速：５ｍＬ／分）によって分離した中間血漿画分（２５ｍＭのトリス
、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８）に１：２００で希釈した画分Ｃ、１ｍＬ）のＵＶ
トレースを示す。
【図４Ｃ－Ｄ】図４Ｃは、２つの低ｐＨ洗浄緩衝液（洗浄緩衝液＃１：１５０ｍＭの酢酸
、ｐＨ４．０；洗浄緩衝液＃２：２００ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）を用いる２回の洗浄工
程及び溶出緩衝液（１００ｍＭのトリス、１０００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による
溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィー（モノリシック担体１ｍＬ、流速：５ｍＬ／分）に
よって分離した中間血漿（２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８に１：
２００で希釈した画分Ｄ、１ｍＬ）のＵＶトレースを示す。　図４Ｄは、２つの低ｐＨ洗
浄緩衝液（洗浄緩衝液＃１：１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ４．０；洗浄緩衝液＃２：２００ｍ
Ｍの酢酸、ｐＨ３．３）を用いる２回の洗浄工程及び溶出緩衝液（１００ｍＭのトリス、
１０００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィー（モ
ノリシック担体１ｍＬ、流速：５ｍＬ／分）によって分離した中間血漿画分（２５ｍＭの
トリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８に１：２００で希釈した画分Ｃ、１ｍＬ）の
ＵＶトレースを示す。
【図５】図５は、ＤＥＡＥモノリシックカラムクロマトグラフィーによるＩαＩｐタンパ
ク質の精製をウェスタンブロットで分析して示す。中間血漿画分（画分Ｄ及び画分Ｃ）由
来の２つのクロマトグラフ分離物の分析を示している。それぞれのクロマトグラフ分離物
について、出発材料（ＳＭ）、洗浄緩衝液＃１画分（Ｗ＃１）、洗浄緩衝液＃２画分（Ｗ
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＃２）、及び溶出液（Ｅ）のレーン毎に等量を負荷して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（６％、非変
性）で分離した。脱クリオ血漿のクロマトグラフ分離物由来の溶出液（Ｅ）を比較のため
に示している。ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離したタンパク質をニトロセルロース膜へ移して、
１次抗体として抗ヒトＩαＩｐ（ＭＡｂ６９．２６）で精査した。
【図６Ａ－Ｂ】図６Ａ～６Ｆは、２つの低ｐＨ洗浄工程（ｐＨ４．０及び３．３）を用い
るＤＥＡＥクロマトグラフィーによる脱クリオ血漿又は中間血漿（画分Ｄ及び画分Ｃ）か
らＩαＩｐタンパク質の精製が拡張可能であるということを示す。　図６Ａは、２つの低
ｐＨ洗浄緩衝液（洗浄緩衝液＃１：１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ４．０；洗浄緩衝液＃２：２
００ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）を用いる２回の洗浄工程及び溶出緩衝液（１００ｍＭのト
リス、１０００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィ
ー（モノリシック担体８ｍＬ、流速：４０ｍＬ／分）によって分離した脱クリオ血漿（出
発材料：２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．８に１：１０で希釈した画
分Ｃ、２５ｍＬ）のＵＶトレースを示す。　図６Ｂは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（４～２０％の
濃度勾配）で分析したＤＥＡＥモノリシッククロマトグラフィーによる脱クリオ血漿の分
離物由来の画分（出発材料（ＳＭ）、洗浄緩衝液＃１（Ｗ＃１）、洗浄緩衝液＃２（Ｗ＃
２）、及び溶出液（ＥＬ））を示す。
【図６Ｃ－Ｄ】図６Ｃは、２つの低ｐＨ洗浄緩衝液（洗浄緩衝液＃１：１５０ｍＭの酢酸
、ｐＨ４．０；洗浄緩衝液＃２：２００ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）を用いる２回の洗浄工
程及び溶出緩衝液（１００ｍＭのトリス、１０００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による
溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィー（モノリシック担体８ｍＬ、流速：４０ｍＬ／分）
によって分離した中間血漿（出発材料：２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ
７．８に１：１２５で希釈した画分Ｄ、２ｍＬ）のＵＶトレースを示す。　図６Ｄは、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥ（４～２０％の濃度勾配）で分析したＤＥＡＥモノリシッククロマトグラ
フィーによる中間血漿（画分Ｄ）の分離物由来の画分（出発材料（ＳＭ）、洗浄緩衝液＃
１（Ｗ＃１）、洗浄緩衝液＃２（Ｗ＃２）、及び溶出液（ＥＬ））を示す。
【図６Ｅ－Ｆ】図６Ｅは、２つの低ｐＨ洗浄緩衝液（洗浄緩衝液＃１：１５０ｍＭの酢酸
、ｐＨ４．０；洗浄緩衝液＃２：２００ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）を用いる２回の洗浄工
程及び溶出緩衝液（１００ｍＭのトリス、１０００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）による
溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィー（モノリシック担体８ｍＬ、流速：４０ｍＬ／分）
によって分離した中間血漿画分（出発材料：２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、
ｐＨ７．８に１：１２５で希釈した画分Ｃ、２ｍＬ）のＵＶトレースを示す。　図６Ｆは
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（４～２０％の濃度勾配）で分析したＤＥＡＥモノリシッククロマト
グラフィーによる中間血漿（画分Ｃ）の分離物由来の画分（出発材料（ＳＭ）、洗浄緩衝
液＃１（Ｗ＃１）、洗浄緩衝液＃２（Ｗ＃２）、及び溶出液（ＥＬ））を示す。
【図７】図７Ａ及び７Ｂは、塩緩衝液（２５０ｍＭ以上のＮａＣｌ）での洗浄工程及び低
ｐＨ洗浄工程（ｐＨ２．９５）を用いるＤＥＡＥクロマトグラフィーによる脱クリオ血漿
又は中間血漿画分からのＩαＩｐタンパク質の精製を示す。　図７Ａは、塩洗浄緩衝液（
４０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、２９０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６を１０カラム容量）及び
低ｐＨ洗浄緩衝液（２００ｍＭの酢酸－Ｎａ、ｐＨ２．９５を１０カラム容量）を用いる
２回の洗浄工程及び高塩濃度の溶出緩衝液（４０ｍＭのクエン酸－Ｎａ、１０００ｍＭの
ＮａＣｌ，ｐＨ６．５０を５カラム容量）による溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィー（
モノリシック担体）によって分離した脱クリオ血漿（４０ｍＭのトリス、２９０ｍＭのＮ
ａＣｌ、ｐＨ７．６に１：１０で希釈したものを１２．５カラム容量；ろ過処理して０．
２μＭ）のＵＶトレースを示す。　図７Ｂは、塩洗浄緩衝液（４０ｍＭのトリス－ＨＣｌ
、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６を１０カラム容量）及び低ｐＨ洗浄緩衝液（２００
ｍＭの酢酸－Ｎａ、ｐＨ２．９５を１０カラム容量）を用いる２回の洗浄工程及び高塩濃
度の溶出緩衝液（４０ｍＭのクエン酸－Ｎａ、１００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ６．５０を５
カラム容量）による溶出でのＤＥＡＥクロマトグラフィー（モノリシック担体）によって
分離した中間血漿画分（画分Ｄ）（４０ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．
６に１：１０で希釈したものを２．５カラム容量；ろ過処理して０．２μＭ）のＵＶトレ
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ースを示す。　市販のＤＥＡＥモノリシックカラム（DEAE-CIM; BLA Separations）８ｍ
Ｌを１分当たりカラム容量（ＣＶ）の２．５倍の流速で用いて、クロマトグラフィーを実
行した。通過物を採取した。通過物のピークがベースラインに戻るまで、追加の負荷緩衝
液をカラムに流した（例えば、図７Ａにおいて、２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣ
ｌ、ｐＨ７．６を７カラム容量）、洗浄液で溶出した全てのピークを採取した。高塩濃度
の溶出緩衝液で溶出されたピークを採取して、この画分は高純度のＩαＩｐを含有してい
た。
【図８】図８は、塩洗浄工程（２９０ｍＭのＮａＣｌ）及び低ｐＨ洗浄工程（ｐＨ２．９
５）を含むＩαＩｐタンパク質の精製で得られる画分のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を、低ｐＨ
洗浄工程（ｐＨ２．９５）を用いるＩαＩｐタンパク質の精製で得られる画分と比較して
示す。画分はｐＨ２．９５の洗浄緩衝液（ｐＨ洗浄）で溶出され、洗浄緩衝液は２９０ｍ
ＭのＮａＣｌを含有し（塩洗浄）、溶出緩衝液は１０００ｍＭのＮａＣｌを含有して（溶
出）、そしてＳＤＳ－ＰＡＧＥ（４～１２％の濃度勾配、非変性）で分離した。両方のク
ロマトグラフィー工程において、ＩαＩｐタンパク質を中間血漿画分（画分Ｄ）から精製
した。比較のために標準分子量のタンパク質（ＳｔｄＭＷ）を流した。矢印－２５０ｋＤ
ａのインター－アルファ－阻害剤及び１２５ｋＤａのプレ－アルファ－阻害剤。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
定義
　本明細書で用いられる「変化」は、本明細書に記載されているような当該技術分野で公
知の標準的な方法で検出されるような、収率、量、濃度、活性、純度、又はＩαＩｐタン
パク質のレベルが変わること（増大又は減少）を意味している。本明細書で用いられてい
るように、変化は、収率、純度、又は活性の１０％の変化、好ましくは発現レベルにおけ
る、２５％の変化、より好ましくは４０％の変化、そして最も好ましくは５０％又はそれ
以上の変化を包含している。
【００２５】
　「類縁体」とは、参照するポリペプチド又は核酸分子の機能を有している、構造的に関
連しているポリペプチド又は核酸分子を意味している。
【００２６】
　「化合物」とは、小分子の化学物質、抗体、核酸分子、又はポリペプチド、或いはこれ
らの断片の何れもを意味している。
【００２７】
　「減少する」又は「増加する」とは、少なくとも１０％、２５％、５０％、７５％、又
は１００％の、それぞれ負の変化又は正の変化を意味している。
【００２８】
　「対象」とは、これに限定されないが、ヒト又は非－ヒト哺乳類、例えば、霊長類、ウ
シ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ネコ、又はイヌのような哺乳類を意味している。
【００２９】
　本明細書で用いられる用語「治療する」、「治療すること」、「治療」などは、疾患及
び／又はそれに伴う症状を減少又は改善することを示す。当然のことながら、排除はされ
ないが、病気又は疾患の治療は、病気、疾患又はそれに関連する症状を完全に取り除くこ
とを必要としていない。
【００３０】
　本明細書で用いられる用語「予防する」、「予防すること」、「予防」、予防的な治療
」などは、病気又は疾患を有していないが、これを発症する危険性があるか或いはこれに
感受性のある対象において、疾患又は病気の発症する確率を減少することを意味している
。
【００３１】
　「基準」は、標準又は対照の条件を意味している。
【００３２】
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　本願の開示において、「含有する」、「含有してなる」、「含有している」及び「有し
ている」などは、米国特許法において、それらに帰している意味を有することができ、「
包含する」、「包含している」などを意味することができる；「本質的に～から成ってい
る」、「本質的に存在する」は、米国特許法において、それらに帰している意味を有する
ことができ、この用語は制約が無いものであって、先行技術の態様を排除するが、列挙さ
れているもの以上の存在によって列挙されているものの基本的な或いは新規な特性を変更
しない限り、列挙されているもの以上の存在を許容している。
【００３３】
　本発明は概ね、血漿からＩαＩｐを精製する方法及び急性炎症性疾患、敗血症、重篤な
ショック、敗血性ショック、関節リウマチ、癌、癌転移、感染性疾患、及び早期陣痛によ
って特徴付けられる疾患、障害、又は損傷を治療するための治療用組成物を提供する。こ
の方法は、ＩαＩｐをその精製中に低ｐＨに曝すことを含んでいる。
【００３４】
インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）
　本明細書で用いられる「インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）」は、構造
的に関連しているセリンプロテアーゼ阻害剤のファミリー中の大きい、多成分ポリペプチ
ドを示す。「ポリペプチド」とは、長さ又は翻訳後修飾にかかわらず、何れかのアミノ酸
の鎖を意味している。この複合体は、好中球エラスターゼ、プラスミン、トリプシン、キ
モトリプシン、カテプシンＧ、及びトリプシンタイプのプロテアーゼ阻害剤を含むアクロ
シンを包含するプロテアーゼの配列の阻害において重要であるということが示されている
。ヒトの血漿中で、ＩαＩｐは比較的高濃度（４００～８００ｍｇ／Ｌ）で見出されてい
る。その他の阻害分子とは異なり、この阻害剤のファミリーは、コンドロイチン硫酸鎖に
よって固有に共有結合しているポリペプチド鎖（軽鎖及び重鎖）の組み合わせからなって
いる。
【００３５】
　インター－アルファタンパク質の重鎖（Ｈ１，Ｈ２及びＨ３）はヒアルロン酸（ＨＡ）
結合タンパク質とも呼ばれている。ヒトの血漿中で見出される主な形態は、２本の重鎖（
Ｈ１及びＨ２）及び１本の軽鎖（Ｌ）からなっている、インター－アルファ－阻害剤（Ｉ
ａＩ）、及び１本の重鎖（Ｈ３）及び１本の軽鎖（Ｌ）からなっている、プレ－アルファ
－阻害剤（ＰａＩ）である。軽鎖（２つのクニツ（Kunitz）ドメインを有するビクニン（
ビ－クニツ阻害剤）とも呼ばれる）は血漿セリンプロテアーゼを広く阻害することが知ら
れている。血漿画分中に存在するＩαＩ及びＰαＩは、約６０ｋＤａ～約２８０ｋＤａの
見掛け分子量を有している。分子量は、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリアミドゲル電
気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によって測定できる。ＩａＩ及びＰａＩは、ＩαＩｐの別の
重鎖である、Ｈ４と複合することも見出されている。あらゆる特定の科学理論と結び付け
るつもりはないが、ＩαＩｐの重鎖は、複合体から放出された後に、ＨＡ（ヒアルロン酸
）と結合して、ＨＡがその受容体である、ＣＤ４４と結合するのを阻害すると考えられて
いる。ＩαＩｐの重鎖が存在しないと、ＨＡはＣＤ４４と結合して炎症促進因子、例えば
、ＴＮＦ－アルファの分泌を誘発して炎症を引き起こす。一方、ＩαＩｐの軽鎖は、複合
体から放出されると、抗プロテアーゼ活性を示す。
【００３６】
敗血症及び全身性炎症反応症候群（ＳＩＲＳ）
　敗血症、及び全身性炎症反応症候群（ＳＩＲＳ）の両方は、感染性因子（例えば炭疽菌
のような細菌毒素）に曝露されるか、或いは外傷／損傷に続き、重度の生理化学的応答を
示す。敗血症は、通常は原因物質から直接生じない致命的な結果を潜在的に有する物質に
対する個体の過剰反応である。敗血症は、処置しないと、患者を多臓器機能不全、ショッ
ク及び最終的には死へ進展する危険に追い込む生体組織への重度の損傷をもたらす。
【００３７】
　敗血症、ＳＩＲＳ、及び敗血性ショックは、先天性の免疫及び凝固系の活性化と関連し
ている。敗血症及び敗血性ショックは臨床的に、全身性の炎症、凝固障害、低血圧及び多
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臓器機能不全を特徴としている（J.-L. Vincent et al., Annulas of Medicine 34 (2002
) 606-613）。重篤な敗血症の間に、特定のプロテアーゼのネットワークが凝固、繊維素
溶解及び補体因子を活性化する。これらのプロテアーゼは組織及び臓器の損傷も誘発して
、血漿中の凝固及び補体因子の非特異的タンパク質分解を増大させる（J. Wite et al., 
Intensive Care Medicine 8 (1982) 215-222; S.J. Weiss, New England Journal of Med
icine 320 (1989) 365-376）。「敗血症－様」症候群は、主に身体の重篤な全身性応答反
応に起因する暴露群に観察される。過剰反応は通常、サイトカイン（「サイトカインスト
ーム」）及び有毒なプロテアーゼの過剰産生、並びに多臓器機能不全をもたらす代謝、酸
素化、凝固、及び血管の機能の障害を包含する。
【００３８】
　ＩαＩｐは、天然の血中タンパク質で、身体の先天的な免疫系の一部である。ＩαＩｐ
は、敗血症、感染症、外傷及び損傷を伴う重篤な全身性炎症に対する身体の応答を調節す
る。ＩαＩｐは、敗血症及びＳＩＲＳに対する生命の天然の防御であって、それ自身は全
身性炎症の影響への「過剰反応」に対する身体の防御を調節する。ＩαＩｐは、凝固、炎
症及び免疫応答を包含する各種の生理学的過程に関与するタンパク質消化酵素である、セ
リンプロテアーゼの阻害剤である。ＩαＩｐは、免疫応答調節因子（サイトカイン）、損
傷又は炎症の部位へ白血球を引きつけるタンパク質（ケモカイン）、及び罹患患者におけ
る重篤罹患率及び過度の死亡率を引き起こす有害なプロテアーゼのような、分泌された炎
症性物質の血中濃度を調節する広範囲な生体応答修飾因子として働く。ＩαＩｐタンパク
質は、敗血症を引き起こして持続する、血中のサイトカイン、ケモカイン及びプロテアー
ゼに結合する。重篤な炎症過程の間に、ＩαＩｐの体内濃度は急速に激減して、制御され
ない疾患経過をもたらす。敗血症患者においてＩαＩｐの血漿濃度と重症度及び死亡率の
間に極めて有意な、逆相関が存在する（Lim et al., J Infect Dis 2003, 188:919-926）
。
【００３９】
　ＩαＩｐは、敗血症に罹っている実験動物及び炭疽菌に感染している動物、更には有毒
化学物質又は電離放射線に曝露された後の急性肺損傷に罹っている動物の生存率を有意に
改善することが示されている（Yang et al., Crit Care Med 2002, 30(3):617-622; Lim 
et al., J Infect Dis 2003, 188:919-926; Wu et al., Crit care Med 2004, 32(8):174
7-1752; Opal et al., Infect and Immun 2005, 73(8):5101-5105）。
　凝固、代謝、肝臓損傷、炎症性サイトカイン、及び酸化機能に対する治療効果は、刺激
物質及び原因物質とは無関係であった。ＩαＩｐ濃度が大幅に激減する場合の急性炎症の
重篤症例において、制御されない疾患経過の進行を、ＩαＩｐの外因性投与によって部分
的或いは完全に阻止できる（Yang et al., Crit Care Med 2002, 30(3):617-622; Wu et 
al., Crit Care Med 2004, 32(8):1747-1752）。
　血中のサイトカイン、ケモカイン、及びプロテアーゼをＩαＩｐの投与によって除去或
いは不活性化することができ、この除去或いは不活性化は、改善された生存率、減少した
死亡率、及びあらゆる基礎疾患又は感染を治療する時間の増大をもたらす。
　尿から単離されたＩαＩｐのプロテアーゼ断片は敗血症患者の死亡率の減少に有意に効
果があることが明らかにされている（Lin HY. Zhonghua Yi Xue Za Zhi. 2007 Feb 13; 8
7(7):451-7）。
　回復制御により、ＩαＩｐによる補充療法は、生存率を改善し、死亡率を減少し、そし
て基礎疾患又は感染症を治療するための時間を提供する可能性を有している。ＩαＩｐは
通常比較的高濃度で血中に存在しているので、補充療法は高い安全域を有している。
　ＩαＩｐは、血行動態の安定性の保持、臓器損傷の予防、及び敗血症患者並びに「サイ
トカインストーム」に曝露された患者の生存率を改善するための有用で安全な薬剤である
。
【００４０】
治療方法
　急性炎症性疾患、敗血症、重篤なショック、敗血性ショック、関節リウマチ、癌、癌転
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移、感染性疾患、及び早期陣痛を治療するために、対象に精製されたＩαＩｐを投与する
方法が本明細書に開示されている。本発明は、実質的に対象におけるインター－アルファ
－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）の減少に関与する疾患の何れもを治療するために用いるこ
とができる。インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）濃度の減少は、ケモカイ
ン、サイトカイン、又はプロテアーゼの望ましくない減少と関連付けることができる。
　例えば、哺乳動物は、ケモカイン、サイトカイン、又はプロテアーゼの望ましくない減
少をもたらす疾患、障害、又は病気を有しうる。典型的な治療される疾患は、急性炎症性
疾患、敗血症、重篤なショック、敗血性ショック、関節リウマチ、癌、癌転移、外傷／損
傷、感染性疾患、又は早期陣痛を包含する。別の実施態様では、哺乳動物は、本方法によ
って遅延又は予防される疾患、障害、又は病気の発症の増大した危険性を有している。
【００４１】
　本発明の方法は、治療有効用量でのＩαＩｐの投与を包含している。
　多様な実施態様では、方法は、対象におけるＩαＩｐの濃度を、対照と比較して、少な
くとも５％、１０％、２５％、５０％、７５％、１００％、２００％、又は３００％、４
００％、或いは５００％までも増大する。
　別の実施態様では、方法は、対象におけるサイトカイン、ケモカイン、又はプロテアー
ゼの濃度を、対照と比較して、少なくとも５％、１０％、２０％まで、より好ましくは少
なくとも２５％、３０％、３５％、４０％、５０％、６０％まで、又は７０％、８０％、
９０％或いは１００％までも減少する。
　生体化合物の濃度を測定する方法は汎用のものであって、当業者に公知である（例えば
、Guyton et al., Textbook of Medical Physiology, Tenth edition, W.B. Saunders Co
., 2000）。
【００４２】
　特定の理論と結びついてはいないが、本明細書で言及している病状におけるサイトカイ
ン、ケモカイン及びプロテアーゼの上昇した濃度は、結果として組織損傷をもたらす、局
所的及び全身的な応答を引き起こす。組織損傷は臓器不全を誘発する。
　好ましい実施態様では、本方法は、組織又は臓器の生物活性を、対応する自然の組織又
は臓器と比較して、少なくとも５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％
、７０％、８０％、９０％、１００％、１５０％まで、又は２００％、３００％、４００
％、或いは５００％までも増大する。測定に適している組織又は臓器の生物学的機能は、
消化、老廃物の排泄、分泌、電気活性、筋活性、ホルモン産生、或いはその他の代謝活性
を包含している。組織及び臓器の生物学的活性を測定する方法は汎用のものであって、当
業者に公知である（例えば、Guyton et al., Textbook of Medical Physiology, Tenth e
dition, W.B. Saunders Co., 2000）。
【００４３】
　本発明の方法は、患者（例えば、ヒト又は哺乳動物）において、組織又は臓器を侵す疾
患、病気、又は障害を治療又は安定化するために有用である。例えば、治療される組織又
は臓器（例えば、膀胱、骨、脳、胸部、軟骨、食道、卵管、心臓、膵臓、腸、胆嚢、腎臓
、肝臓、肺、神経組織、卵巣、前立腺、骨格筋、皮膚、脊髄、脾臓、胃、睾丸、胸腺、甲
状腺、気管、尿管、尿道、尿生殖路、及び子宮）の生物学的機能を測定して治療効果を随
意に評価する。このような方法は当該技術分野において標準的なものである。例えば、膀
胱機能は、尿の貯留及び排泄を測定して評価する。脳、脊髄又は神経組織の機能は、神経
活性（例えば、電気的活性）を測定して評価する。食道機能は、食物を胃へ運ぶ食道の能
力を測定して評価する。心臓の機能は心電図によって評価する。膵臓機能は、インスリン
産生を測定して評価する。腸の機能は、腸の内容物が腸を通過する能力を測定して評価し
て、そしてバリウム注腸又は胃腸Ｘ線検査を用いて評価することもできる。胆嚢機能は、
胆嚢放射性核種スキャンを用いて評価する。腎臓機能は、クレアチニン濃度、尿クレアチ
ニン濃度を測定して、又はクレアチニンクリアランス、又は血中尿窒素についての臨床試
験によって評価する。肝機能は、肝酵素濃度、ビリルビン濃度、及びアルブミン濃度を測
定する肝機能試験又は肝臓パネルを用いて評価する。肺機能は、肺活量測定、肺容積、及
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び拡散容量試験を用いて評価する。卵巣の機能は、卵巣ホルモン（例えば、卵胞刺激ホル
モン）の濃度を測定して評価する。前立腺異常は、前立腺特異抗原を測定して評価する。
脾臓の機能は、肝臓－脾臓スキャンを用いて評価する。胃の機能は、胃酸試験を用いて、
或いは胃内容排出アッセイによって評価する。睾丸の機能は、精巣ホルモン（例えば、テ
ストステロン）の濃度を測定して評価する。臓器の機能を評価するその他の方法は当業者
に公知であって、例えば、 Textbook of Medical Physiology, Tenth edition（Guyton e
t al., W.B. Saunders Co., 2000）に記載されている。
【００４４】
ＩαＩｐ組成物
　本明細書で用いられている「ＩαＩｐ組成物」は、ＩαＩ及びＰαＩを生理学的比率で
含有している、ＩαＩｐタンパク質の調製物を示す。本明細書で用いられている、生理学
的比率は、感染又は疾患を患っていないヒト又は動物中に見出される比率、及び／又はヒ
ト血漿中に生来見られるＩαＩのＰαＩに対する比を包含するように意図されている。生
理学的比率は通常、約６０％～約８０％のＩαＩ及び約４０％～約２０％のＰαＩである
。生理学的比率は、対象の遺伝子構造の正常な変動によって、これらの範囲から変化して
もよい。
【００４５】
　本明細書で用いられている「ＩαＩｐ複合体」は、欠損、挿入、付加、及び置換を含む
タンパク質を包含している、ＩαＩｐタンパク質の全ての天然の生物活性変異体を包含す
るように意図されている。ＩαＩｐタンパク質の「自然変異体」は、１つ又はそれ以上の
アミノ酸が変化している配列を有している血漿から得られたペプチドと定義されている。
変異は、「同類」変化であってよく、ここでは置換されたアミノ酸は、類似の構造的又は
化学的性質を有している（例えば、ロイシンをイソロイシンと置換）。別の実施態様では
、変異は、「非同類」変化、例えば、グリシンをトリプトファンと置換、を有していても
よい。同様な変異は、アミノ酸欠損又は挿入、或いはその両方を含んでもよい。生物学的
活性又は免疫活性を消失せずにどのアミノ酸残基を及びどれだけのアミノ酸残基を、置換
、挿入又は欠損するかを決定するためのガイダンスは、当該技術分野で周知のコンピュー
タプログラム、例えば、ＤＮＡＳＴＡＲソフトウェアを用いて見出すことができる。本明
細書で用いられる「機能的に均等物」は、本明細書に記載されているＩαＩｐタンパク質
と実質的に類似しているインビボ又はインビトロ活性を表わす、例えば、敗血症に減少を
もたらすことができるあらゆるタンパク質を示す。
【００４６】
　本明細書で用いられている「インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩ）とプレ－
アルファ－タンパク質（ＰαＩ）の混合物」は、ＩαＩ及びＰαＩの両方の複合体を含有
している組成物を示す。混合物は、緩衝液、塩、又はＩαＩｐ複合体を単離するために用
いられるその他の成分を含有していてもよい。ある特定の態様では、ＩαＩとＰαＩが生
理学的比率で混合物中に存在している。
【００４７】
　血漿画分に存在しているＩαＩ及びＰαＩは、約６０～約２８０ｋＤａの見かけの分子
量を有している。分子量は、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動に
よって確認できる。
【００４８】
　本発明のＩαＩｐ組成物は、高いトリプシン阻害特異活性を有しうる。本発明によるＩ
αＩｐの組成物のトリプシン阻害特異活性は、約１００～約２００ＩＵ／ｍｇの範囲でよ
い。好ましくはトリプシン阻害特異活性が１２０ＩＵ／ｍｇ以上であり、更により好まし
くは１５０ＩＵ／ｍｇ以上である。トリプシン阻害特異活性は、例えば、基質としてＬ－
ＢＡＰＡを用いるトリプシン阻害アッセイによって、測定できる。H U Bergmeyer, ed: v
ol. 5, 3rd ed. 119 (1984) Verlag Chemie, Weinheim: Chomogenic substrate for the 
assay of trypsin: R. Geiger, H. Fritz, Methods of Enzymatic Analysis を参照され
たい。
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【００４９】
　ＩαＩｐの組成物は、ＩαＩとＰαＩが当該混合物中に生理学的比率で存在していて、
３本の重鎖Ｈ１、Ｈ２及びＨ３の少なくとも１本と結合しているインター－アルファ－阻
害タンパク質の軽鎖を包含している、インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩ）と
プレ－アルファ－タンパク質（ＰαＩ）の混合物であってよい。本発明による組成物は、
４本の重鎖Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３及びＨ４の少なくとも１本と結合しているインター－アルフ
ァ－阻害タンパク質の軽鎖を有していてもよい。ＩαＩｐ複合体中のそれぞれのタンパク
質の例は以下の通りであって、このそれぞれは参照により本明細書に取り込まれている：
Ｂｉｋｕｎｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ 受入番号：ＡＡＢ８４０３１、Ｐ０２７６０；Ｈ１ Ｇ
ｅｎＢａｎｋ 受入番号：Ｐ１９８２７、ＮＰ－－００２２０６；Ｈ２ ＧｅｎＢａｎｋ 
受入番号：ＮＰ－－００２２０７、Ｐ１９８２３；Ｈ３ ＧｅｎＢａｎｋ 受入番号：ＮＰ

－－００２２０８；Ｈ４ ＧｅｎＢａｎｋ 受入番号：Ｑ１４６２４、ＮＰ－－００２２０
９。
【００５０】
インター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩ）の精製
　ＩαＩｐはクロマトグラフィーで精製できる。本明細書で用いられる「精製すること」
は、不要な或いは夾雑しているタンパク質又は成分をＩαＩｐから除去して精製ＩαＩｐ
を作製する工程又は過程を示す。例えば、生理学的比率でＩαＩとＰαＩを含有している
血漿画分を、少なくとも１つのクロマトグラフィー工程に流してＩαＩｐを精製すること
ができる。本明細書で用いられる「クロマトグラフィー」は、液体クロマトグラフィー又
はカラムクロマトグラフィーを含むことができる。クロマトグラフィーは、互いに矛盾し
ない多くの種類及び／又は分類を有していることは当該技術分野で公知である。例えば、
液体クロマトグラフィーはカラム上で実施できる。カラムクロマトグラフィーは陰イオン
交換クロマトグラフィーを包含することができる。
【００５１】
　一般に、ＩαＩｐの調製は、試料の単離及び目的のタンパク質を含有していることが確
認された画分の収集を含んでる。単離する方法は、例えば、固相抽出、クロマトグラフィ
ー、例えば、陰イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、イオン
交換クロマトグラフィー、ヘパリンクロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフ
ィー、順次抽出、ゲル電気泳動、及び液体クロマトグラフィーを包含する。調製は、精製
工程を含んでいてもよく、これはクロマトグラフィー、例えばイオン交換クロマトグラフ
ィー、ヘパリンクロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、順次抽出、ゲ
ル電気泳動及び液体クロマトグラフィーの工程を含んでもよい。
【００５２】
　「固体担体」は、捕捉試薬と誘導体化できるか、さもなければそれと結合できる固体物
質を示す。典型的な固体担体は、モノリシック担体、粒子ベースの担体、プローブ、及び
マイクロタイタープレートを包含する。本明細書で用いられる「モノリシック担体」は、
ワンピース型の多孔性固体担体を示す。本明細書で用いられる「粒子ベースの」担体は、
クロマトグラフ樹脂を含む、クロマトグラフィーカラムを充填する均質な粒子を示す。
【００５３】
　「分析物」は、検出すべき試料の何れかの成分を示す。この用語は試料中の単一成分及
び複数の成分を示すことができる。
【００５４】
　「吸着」は、分析物の吸着剤又は捕捉剤への検出可能な非共有結合を示す。吸着剤表面
は、吸着剤（「捕捉剤」又は「親和性試薬」とも呼ばれる）が結合される表面を示す。
【００５５】
　クロマトグラフィー吸着剤はクロマトグラフィーで通常用いられる物質を示す。クロマ
トグラフィー吸着剤は、例えば、イオン交換物質、金属キレート（例えば、ニトリロ酢酸
又はイミノ二酢酸）、固定化金属キレート、疎水性相互作用吸着剤、親水性相互作用吸着
剤、染料、単純生体分子（例えば、ヌクレオチド、アミノ酸、単糖及び脂肪酸）及び混合
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形態の吸着剤（例えば、疎水性吸引／静電反発吸着剤）を包含する。
【００５６】
　生体特異性吸着剤は、生体分子、例えば、核酸分子（例えば、アプタマー）、ポリペプ
チド、多糖体、脂肪、ステロイド又はそれらの複合体（例えば、糖タンパク質、リポタン
パク質、糖脂質、核酸（例えば、ＤＮＡ）－タンパク質複合体）を含む吸着剤を示す。あ
る特定の例では、生体特異性吸着剤は多タンパク質複合体、生体膜又はウィルスのような
高分子構造であってもよい。生体特異性吸着剤の例は、抗体、受容体タンパク質及び核酸
である。生体特異性吸着剤は一般に、標的の分析物に対してクロマトグラフィー吸着剤よ
り高い特異性を有している。
【００５７】
　「溶出液」又は「洗浄緩衝液」は、分析物の吸着剤表面への吸着に影響を及ぼすか或い
は修飾し、そして／又は非結合物質を表面から除去するために用いられる試薬で、通常は
溶液である。洗浄緩衝液又は溶出液の溶出特性は、例えば、ｐＨ、イオン強度、疎水性、
カオトロピズム（chaotropism）の程度、洗浄強度及び温度によって決めることができる
。
　本発明のある実施態様では、精製方法は少なくとも１回の緩衝液洗浄工程を包含してい
る。本発明の方法では、緩衝液洗浄工程は、低いｐＨ（例えば、４．０、３．７、３．５
、３．４、３．３、３．１、２．９、２．０）を有する洗浄緩衝液をカラムに適用するこ
とを包含する。一態様では、低ｐＨ洗浄緩衝液は約４．０未満のｐＨを有している。好ま
しい実施態様では、洗浄溶液は約３．６未満のｐＨを有している。更により好ましい実施
態様では、洗浄溶液は約３．３未満のｐＨを有している。最も好ましくは、洗浄溶液は約
３．３～約２．９未満のｐＨを有している。
　別の実施態様では、精製方法は１回より多い緩衝液洗浄工程を包含している。後の緩衝
液洗浄工程が、先の緩衝液洗浄工程より低いｐＨを有していることが好ましい。一実施態
様では、１回目の洗浄緩衝液が約４．０のｐＨを有し、２回目の洗浄緩衝液が約３．６の
ｐＨを有している。別の実施態様では、１回目の洗浄緩衝液が約４．０のｐＨを有し、２
回目の洗浄緩衝液が約３．１のｐＨを有している。別の実施態様では、１回目の洗浄緩衝
液が約４．０のｐＨを有し、２回目の洗浄緩衝液が約２．９のｐＨを有している。
　本発明の実施態様では、洗浄緩衝液は酢酸又は酢酸ナトリウムである。本発明で用いる
のに適している別の洗浄緩衝液は、クエン酸、グリシン又はリン酸緩衝液を包含している
。
　更に別の実施態様では、精製方法は、塩含有緩衝液を用いる洗浄工程を包含している。
塩含有緩衝液の塩濃度が２５０ｍＭのＮａＣｌより高い（例えば、２６０、２７０、２８
０、２９０ｍＭのＮａＣｌ）ことが好ましい。一実施態様では、１回目の洗浄緩衝液が２
９０ｍＭのＮａＣｌ塩濃度を有し、そして２回目の洗浄緩衝液が約２．９のｐＨを有して
いる。
　低ｐＨ工程を含む精製手順への塩洗浄工程の追加が、塩洗浄工程がない場合よりＩαＩ
ｐの収率及び純度を増大することが見出された。本発明の実施態様では、塩含有緩衝液中
の塩は塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）である。本発明で用いるのに適しているその他の塩は
塩化カリウム（ＫＣｌ）である。
【００５８】
　陰イオン交換クロマトグラフィーは、モノリシック担体、例えば、ＤＥＡＥ－ＣＩＭ又
はＱ－ＣＩＭ（BIA Separations）のような、固定化陰イオン交換リガンドを有するＣＩ
Ｍによって行える。陰イオン交換クロマトグラフィーは、粒子ベース担体、例えば、ＤＥ
ＡＥセファロース、ＤＥＡＥセファデックスＡ５０、トヨパールＤＥＡＥ、ＴＭＡＥフラ
クトゲル、ＤＥＡＥフラクトゲル、又はＱ－セファロースによっても行える。セファロー
ス（ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ）は、高分子のゲルろ過によって分離するための高分子物質につ
いてのPhrmacia, Inc. of New Jersey の登録商標である。
　陰イオン交換カラムは２つの成分、マトリックスとリガンドを有している。マトリック
スは、例えば、セルロース、デキストラン、アガロース又はポリスチレンであってよい。
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固定化陰イオン交換リガンドは、ジエチルアミノエタン（ＤＥＡＥ）、ポリエチレンイミ
ン（ＰＥＩ）、又は４級アミン官能基（Ｑ）であってよい。陰イオン交換カラムの強度は
リガンドの電離状態を示す。４級アンモニウムリガンドを有しているもののような、強陰
イオン交換カラムは、広いｐＨ範囲に及ぶ永久正電荷を帯びている。ＤＥＡＥ及びＰＥＩ
のような、弱陰イオン交換カラムでは、正電荷の存在はカラムのｐＨに依存している。Ｑ
セファロースＦＦ、又は金属キレートセファロース（例えば、Ｃｕ２＋キレートセファロ
ース）のような強陰イオン交換カラムが好ましい。陰イオン交換カラムには通常、精製す
るタンパク質のｐＩ以上のｐＨの低塩緩衝液を充填する。緩衝液、緩衝液濃度、塩濃度、
及び溶出液の選択は当該技術分野で公知である（例えば、"Protein Purification: Princ
iples and Practice" Springer; 3rd ed. eddition (November 19, 1993）を参照された
い）。
【００５９】
　本発明の一実施態様では、試料を陰イオン交換クロマトグラフィーで精製できる。陰イ
オン交換クロマトグラフィーは、試料中のタンパク質をその電荷特性に従って粗く精製で
きる。例えば、Ｑ陰イオン交換樹脂（例えば、Ｑ　ＨｙｐｅｒＤ　Ｆ、 Biosepra）を用
いることができて、異なったｐＨを有する溶出液で試料を順に溶出することができる。陰
イオン交換クロマトグラフィーは、別のタイプの生体分子よりもより負に荷電している試
料中の生体分子を分離できる。
　高いｐＨを有する溶出液で溶出されるタンパク質は、弱く負に荷電されやすく、低いｐ
Ｈを有する溶出液で溶出される画分は強く負に荷電されやすい。従って、試料の複雑性を
減少することに加えて、陰イオン交換クロマトグラフィーはタンパク質の結合特性に従っ
てタンパク質を分離する。
【００６０】
　更に別の実施態様では、試料をヘパリンクロマトグラフィーで更に精製することができ
る。ヘパリンクロマトグラフィーは、ヘパリンとの親和性相互作用及び電荷特性にも基づ
いて、試料中のＩαＩｐ複合体を更に精製できる。硫酸化ムコサッカリドである、ヘパリ
ンは、正電荷の部位でＩαＩｐと結合して、異なったｐＨ及び塩濃度を有する溶出液で試
料を連続して溶出できるだろう。低いｐＨを有している溶出液で溶出されるＩαＩｐ複合
体は、より弱く正に荷電されやすい。高いｐＨを有している溶出液で溶出されるＩαＩｐ
複合体は、より強く正に荷電されやすい。従って、ヘパリンクロマトグラフィーも、試料
の複雑性を減少して、それらの結合特性に従ってＩαＩｐ複合体を分離する。
　別の実施態様では、試料をヒドロキシアパタイトクロマトグラフィーによって更に精製
することができる。
 更に別の実施態様では、試料を疎水性相互作用クロマトグラフィーで更に精製すること
ができる。
【００６１】
　ＩαＩｐ複合体を、バイオチップ、マルチウェルマイクロタイタープレート、樹脂、又
はニトロセルロース膜の何れかのような、担体に固定化されている捕捉試薬で捕捉するこ
とができ、これらはその後タンパク質の存在について探索される。特に本発明のＩαＩｐ
複合体は表面増強レーザ脱着／イオン化（ＳＥＤＩ）タンパク質バイオチップ上に捕捉さ
れる。捕捉はクロマトグラフィー表面又は生体特異的表面上で行える。反応性表面を有す
るあらゆるＳＥＬＤＩタンパク質バイオチップを、本発明のＩαＩｐ複合体を捕捉して検
出するために用いることができる。これらのバイオチップをＩαＩｐ複合体を特異的に捕
捉する抗体で誘導体化でき、或いはこれらを、免疫グロブリンを結合するプロテインＡ又
はプロテインＧのような捕捉試薬で誘導体化できる。次いで、特異抗体を用いてＩαＩｐ
複合体を溶液中で捕捉して、捕捉試薬によってチップ上に捕捉されたＩαＩｐ複合体を単
離することができる。
【００６２】
　ＩαＩｐの精製を、容量及び数量に基づいて拡張することができる。ある実施態様では
、ＩαＩｐを精製するために１ｍＬ又は８ｍＬのカラムが用いられる。別の実施態様では
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、８０ｍＬ、８００ｍＬのカラム又は８ＬのカラムがＩαＩｐを精製するために用いられ
る。
【００６３】
　通常は、カラムから溶出した後、精製したＩαＩｐを緩衝液中へ交換して安定性又は活
性を保持する。精製したＩαＩｐを限外ろ過又は透析ろ過(diafiltration)で処理して、
夾雑している低分子量のタンパク質を除去することもできる。
　ある実施態様では、ウィルス不活性化工程が精製に組み込まれる。クロマトグラフィー
分離の前に、血漿の溶媒及び洗浄剤処理をウィルス粒子を不活性化するために用いること
ができる。限外ろ過又は透析ろ過の後に、精製されたＩαＩｐを更にナノろ過で処理でき
る（例えば、ウィルスを不活性化するために）。精製したＩαＩｐを凍結乾燥して長期保
存（貯蔵）のために包装することもできる。
【００６４】
　本発明のＩαＩｐ組成物は、約８５％～約１００％純粋であることが好ましい。本明細
書で用いられる「純粋な」は、その天然の環境から取り出され、単離又は分離されて、そ
れが自然に結合していた他の成分を約８５～１００％、好ましくは９０％、より好ましく
は９５％含まない組成物を示す。好ましい実施態様では、実質的に精製したタンパク質は
、組成物が８５％、８７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９９％或いはそれ以上の
タンパク質からなっている。
【００６５】
　本発明に適用されるような、「均一になるまで精製された」ペプチド、ポリペプチド又
はタンパク質は、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質が他のタンパク質及び生体成分
を実質的に含んでいないレベルの純度を有しているペプチド、ポリペプチド又はタンパク
質を意味する。あらゆる適切な材料及び方法を、精製されたＩαＩｐを得るための血漿の
単離工程を実施するために用いることができる。
【００６６】
　タンパク質、ポリペプチド、又はペプチドの精製の程度を定量する多様な方法は、本開
示を考慮すると、当業者には公知となるであろう。これらは、例えば、画分のタンパク質
の比活性度を測定すること、又はゲル電気泳動で画分内のポリペプチド数を測定すること
を包含している。
　用語「生物活性がある」は、天然のＩαＩｐ複合体の構造的、調整的或いは生物化学的
機能を有していることを示す。
　同様に、「免疫学的な活性がある」は、天然、組換え、或いは合成ＩαＩｐ複合体、又
はそれらの何れかのオリゴペプチドの、適当な動物又は細胞において特異的な免疫応答を
誘発して特異抗体と結合する能力を定義している。
　ＩαＩｐ濃度は、Lim et al, (J. of Infectious Diseases, 2003）に記載されている
ように、Ｍａｂ６９．３１を用いる、競合的酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によって測定
できる。競合的ＥＬＩＳＡでは、ＩαＩｐの軽鎖に結合する抗体、例えば、Ｍａｂ６９．
２６及びＭａｂ６９．３１（Lim et al, J. of Infectious Diseases, 2003）をＩαＩｐ
の活性部位が露呈しているか否かを検出するために用いることができる。競合的ＥＬＩＳ
ＡにおいてＩαＩｐの軽鎖と結合する抗体を用いると、ＩαＩｐの活性部位が露呈してい
ることを、タンパク質濃度が示すことによって予測するよりも、より正確な測定が得られ
る。競合的ＥＬＩＳＡで測定すると、抗ＩαＩｐ抗体の精製したＩαＩｐへの結合が１、
１．５、２、３、４、５、又は１０倍より大きく増大する。タンパク質濃度の測定方法は
当該技術分野で公知であって、市販のタンパク質アッセイ（ビシンコニン酸（ＢＣＡ）タ
ンパク質アッセイ；BioRad protein assay）によっても測定できる。ＩαＩｐの産物構造
及び純度は、例えば、ＨＰＬＣ又は当業者が公知のその他のクロマトグラフィー方法で確
認できる。
　精製されたＩαＩｐの比阻害活性は、発色基質であるＬ－ＢＡＰＡ（Ｎ（α）－ベンゾ
イル－Ｌ－アルギニン－４－ニトロアニリド塩酸（Fluka Chemicals)）を用いるトリプシ
ン阻害アッセイで測定できる。このアッセイは、Ｌ－ＢＡＰＡの加水分解を阻害するＩα
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Ｉｐの能力に基づいている。阻害は、４１０ｎｍでのΔ吸光度／分の比率の減少によって
モニターできる。
【００６７】
　精製されたＩαＩｐは約６０～約２８０ｋＤａの見掛け分子量を有している。分子量は
、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動法によって確認できる。精製
されたＩαＩｐは、本明細書に記載されているか或いは当該技術分野で公知の方法によっ
て確認できる生物活性（例えば、サイトカイン阻害活性、ケモカイン阻害活性、又はセリ
ンプロテアーゼ阻害活性）も有している。精製されたＩαＩｐは、血液、血漿、又は血漿
画分に存在しているＩαＩｐを含む、低ｐＨで処理されていないＩαＩｐ、或いは別の方
法で精製されたＩαＩｐの活性と比較して、少なくとも同程度の生物活性を有している。
【００６８】
　方法は、ＩαＩｐ濃度が未知の試料中のインター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩ
ｐ）の定量にも役立つ。ＩαＩｐ濃度が未知の試料をクロマトグラフィーのカラムに通す
。ある実施態様では、クロマトグラフィーのカラムの容量は１ｍＬ未満である。試料を通
したカラムを低ｐＨ（例えば、４．０未満のｐＨ）の緩衝液で洗浄する。続いて、カラム
を高塩濃度の緩衝液（例えば、＞５００ｍＭ）で溶出する。実質的にＩαＩｐからなる（
例えば、純度＞９０％）、溶出されたタンパク質をタンパク質濃度を確認するために当該
技術分野で公知の方法で測定する。このような方法は、本明細書に記載のような、ＩαＩ
ｐ濃度を確認するための、ＵＶ吸収、タンパク質アッセイ、又は競合的ＥＬＩＳＡを包含
することができる。試料中に存在するＩαＩｐの量は、タンパク質の定量値を１つ又はそ
れ以上の基準と比較して得ることができる。このような基準は、未知ＩαＩｐ濃度の試料
を処理するために用いられた方法で処理されているＩαＩｐの既知定量値を含有している
試料を包含する。
【００６９】
血液、血漿、及び血漿画分
　ＩαＩｐは血液中に豊富に含まれているので、ＩαＩｐは一般に、血液、血漿、又は血
漿から単離される血漿画分から精製される。本明細書で用いられる「単離すること」は、
血漿から、血漿画分を産出することを示し、これはＩαＩとＰαＩを生理学的比率で含有
している。例えば、血漿画分の単離は、本発明に従い、血漿をクロマトグラフ処理するこ
とによって達成される。単離されたとは、その本来の環境（例えば、それが天然に存在す
るものであれば、自然環境）から取り出され、それによって「ヒトの手によって」その自
然状態から変えられた、物質を示す。例えば、単離されたポリペプチド又はタンパク質は
、血漿の一成分であり得るか、又はある細胞内に含まれ得て、血漿或いは特定の細胞がポ
リペプチドの本来の環境ではないかもしれないので、「単離された」と考えられ得る。
【００７０】
　本明細書で用いられる「血漿由来の」は、元々は血漿から単離又は精製されたことを示
す。すなわち、この成分の天然の環境は血漿である。
【００７１】
　本明細書用いられる「血漿画分」は、単離又は精製工程、例えば、クロマトグラフィー
からの画分で、元は血漿由来であったものである。本発明の血漿画分は、例えば、凝固因
子ＩＸの精製で得られる副画分、プロトロンビン複合体濃縮物の精製で得られる副画分、
血漿の寒冷沈降反応による寒冷上清成分（Hoffer et al., Journal of Chromatography B
 669 (1995) 187-196 に記載されている）、又は脱クリオ血漿であってよい。本明細書で
用いられる「脱クリオ血漿」又は「寒冷上清成分」は、血漿の寒冷沈降反応から得られる
上澄液である。脱クリオ血漿は、新鮮凍結血漿を解凍すること（例えば、４℃で、１０ｋ
 ｒｐｍで３０分間遠心分離）によって製造できる。
【００７２】
　血漿の代わりに、ＩαＩｐを含有している血漿画分の何れにもこの精製手段を用いるこ
とができる。ＩαＩｐを含有している血漿画分は、凝固因子及びその他の血漿誘導体の工
業処理中の、或いは凝固因子のようなその他の治療用タンパク質の精製過程中の、副画分
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又は血漿中間体を包含する。本発明の副画分の１例は、凝固因子ＩＸの精製からえられる
ものである。ＩαＩ／ＰαＩの混合物が、因子ＩＸ（ＦＩＸ）の精製中に生じる副画分に
存在していることが示されている。凝固因子ＩＸの精製から得られる副画分を得る方法は
、Hoffer et al., Journal of Chromatography B 669 (1995) 187-196 に記載されていて
、これは参照により、その全てが本明細書に取り込まれている。
　副画分のその他の例は、ＦＩＸ精製からの副画分、又はD. Josic et al., Thrombosis 
Research 100 (200) 433-441（これは参照により、その全てが本明細書に取り込まれてい
る）に記載されているような、プロトロンビン複合体濃縮物の精製からの副画分を包含す
る。副画分のその他の例は、本明細書で画分Ｄ及び画分Ｃと称するＦＩＸ精製からの副画
分を包含する。画分Ｄ及び画分Ｃは、陰イオン交換クロマトグラフィーによる、ＦＩＸ及
びその他の凝固因子などの精製中に得られるＩαＩｐ含有画分を示す。画分Ｄは、高塩濃
度条件下（例えば、＞５００ｍＭ ＮａＣｌ）で陰イオン交換カラムから溶出されたＩα
Ｉｐ含有画分である。画分Ｃは、陰イオン交換カラムから精製され、２５ｍＭのクエン酸
塩、ｐＨ６．０、０．５ＭのＮａＣｌで溶出された血漿画分由来のＩαＩｐ含有画分であ
る。画分Ｃは非結合性画分、すなわち陰イオン交換カラムからの溶出液（２５ｍＭのクエ
ン酸塩、ｐＨ６．０、０．５ＭのＮａＣｌ中）を抗－因子ＩＸ親和性カラムに流入する、
抗－因子ＩＸ親和性精製工程からの流入、である。
【００７３】
　副画分の１例は、血漿の寒冷沈降反応から得られる寒冷上澄液として単離された。例え
ば、適切な寒冷沈降反応の方法は、Hoffer et al., Journal of Chromatography B 669 (
1995) 187-196 に記載されている。
【００７４】
　血液及び血漿は、ヒト、霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ネコ、又はイヌ供給源か
ら得ることができる。血液は、例えば、血液銀行、病院、ホスピス、民間企業、研究財団
、又はその他の何れかの血液供給源から入手及び／又は購入することができる。血漿は、
例えば、血液銀行、病院、ホスピス、民間企業、研究財団、又はその他の何れかの血液供
給源から入手及び／又は購入することができる。或いは、血漿は、血液を得た時点に血液
から単離することもできる。血漿を単離する適切な方法は、重力及び遠心分離を包含する
。本発明による血漿画分は、ヒト、霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ネコ、又はイヌ
供給源由来でよい。
【００７５】
　以前の幾つかの副画分からのＩαＩｐ精製には、因子Ｘ（ＦＸ）による夾雑物が含まれ
ていて、これはウェスタンブロット分析によって８０ｋＤａのバンドとして、或いは凝固
アッセイで検出された。ＦＸは血栓形成性でヒトに投与されると有害であるので、ＦＸの
除去は重要である。本明細書に記載されているＩαＩｐ精製方法は、ＦＸ夾雑物を除去す
る。また、クロマトグラフ分離前の血漿の溶媒及び洗浄剤処理は、血漿又は血漿画分に存
在する何れものウィルスを不活性化するために実施できる。
【００７６】
治療方法
　本発明は、ＩαＩｐ濃度の減少或いはケモカイン、サイトカイン、又はプロテアーゼの
濃度の増大に関連する疾患又は障害の治療を提供する。細胞数の欠乏に関連する多くの疾
患又は病気は、ケモカイン、サイトカイン、又はプロテアーゼの濃度の増大を特徴として
いる。このような疾患又は病態は、これに限定されないが、炎症、外傷／損傷、腫瘍浸潤
、腫瘍転移、敗血症、敗血性ショック、又は感染性疾患を包含する。本発明の方法は、ケ
モカイン、サイトカイン、又はプロテアーゼの濃度又は活性を減少して、このような疾患
、障害又は損傷を改善する。
【００７７】
　本発明は、本明細書記載の精製されたＩαＩｐタンパク質を含有している医薬組成物の
治療有効量を対象（例えば、ヒトのような哺乳動物）へ投与することを含有してなる、疾
患及び／又は障害或いはそれらの症状を治療する方法を提供する。
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　従って、実施態様の１つは、ＩαＩｐの欠乏を特徴とする疾患、障害又はそれらの症状
に罹っているか、或いは罹りやすい対象を治療する方法である。方法は、疾患又は障害或
いはそれらの症状を治療するのに十分な本発明組成物の治療用量を、疾患又は障害を治療
できるような条件下で、哺乳動物に投与する段階を含んでいる。
【００７８】
　多様な実施態様では、本発明の薬剤を、疾患又は損傷の部位への局所注射によって、持
続点滴によって、又は手術条件下での顕微注射（Wolff et al., Science 247:1465, 1990
）によって投与する。
　別の実施態様では、薬剤をＩαＩｐ欠乏がある患者の組織又は臓器に全身投与する。
【００７９】
　本明細書に記載されている方法は、対象（このような治療が必要であると判定された対
象を含んでいる）に、本明細書に記載されている精製されたＩαＩｐタンパク質、又は本
明細書に記載されている組成物の、このような効果を生じる有効量を投与することを含ん
でいる。このような治療の必要がある対象を判定することは、対象又は医療専門家の判断
でよく、そして主観的（例えば、見解）又は客観的（例えば、試験により測定可能な又は
診断の方法）でよい。
【００８０】
　本発明の治療方法（予防的な治療を含む）は一般に、本明細書に記載の式の化合物のよ
うな、本明細書に記載の化合物の治療有効量を、哺乳動物、特にヒトを含んでいる、それ
を必要としている対象（例えば、動物、ヒト）に投与することを含有している。対象は、
霊長動物、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ネコ、又はイヌであってもよい。
　ＩαＩｐで治療するのに適している対象は、炎症、外傷／損傷、腫瘍浸潤、腫瘍転移、
敗血症、敗血性ショック、又は感染性疾患を有していると判定されていてよい。このよう
な治療は、疾患、障害、又はそれらの症状に罹っている、有している、罹りやすい、或い
はその危険性がある対象、特にヒトへ適切に投与されるだろう。「危険性がある」それら
の対象の判定は、診断試験又は対象或いは医療提供者の見解（遺伝子試験、酵素又はタン
パク質マーカー、マーカー（本明細書で定義されているような）、家族歴、など）による
あらゆる客観的及び主観的確認によってなされてよい。対象は、炎症、腫瘍浸潤、腫瘍転
移、敗血症、敗血性ショック、又は感染性疾患を有していると自己判定しても、又は医師
によって診断されていてもよい。対象は霊長動物、ヒト、又はその他の動物であってよい
。本明細書に記載の組成物は、細胞数の欠乏が関わっているかもしれないその他の疾患の
何れかの治療にも用いることができる。
【００８１】
　一実施態様では、本発明は治療の進行をモニターする方法を提供する。この方法は、Ｉ
αＩｐ濃度の欠乏、又はケモカイン、サイトカイン或いはプロテアーゼの濃度の増大に関
連している障害又はそれらの症状に罹っているか、或いは罹りやすい対象において、診断
マーカー（マーカー）（例えば、本明細書に記載されている化合物、タンパク質又はそれ
らの指標、等によって調節される本明細書で説明されているあらゆる標的）の濃度を測定
する、或いは診断測定（例えば、スクリーニング、アッセイ）の工程を包含している。
　対象は、疾患又はそれらの症状を治療するのに十分な本明細書に記載の化合物の治療用
量を投与されていてもよい。本方法で測定されたマーカーの濃度を健常な正常対照又は別
の疾患患者の何れかのマーカーの既知の濃度と比較して、対象の疾病状態を確立すること
ができる。
　好ましい実施態様では、対象における２回目のマーカーの濃度を、１回目の濃度測定よ
りも後の時点で測定し、２つの濃度を比較して疾患の経過又は治療効果をモニターする。
ある特定の好ましい実施態様では、対象におけるマーカーの治療前濃度を、本発明の治療
開始前に測定する；次いで、このマーカーの治療前濃度を治療開始後の対象のマーカーの
濃度と比較して、治療の効果を確認することができる。
【００８２】
医薬組成物
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　本発明は、サイトカイン、ケモカイン、及びプロテアーゼの濃度を減少するか、又はこ
れらを阻害することができる薬剤を含有している医薬製剤を特徴としている。このような
製剤は、治療及び予防の両方の適用を有している。本明細書に記載されている方法で有用
な薬剤は、サイトカイン、ケモカイン、又はプロテアーゼの濃度を減少するものを包含す
る。所望により、本発明の組成物は、対象の体内循環に存在しているサイトカイン、ケモ
カイン、及びプロテアーゼの濃度を減少させる薬剤と共に製剤化される。サイトカイン又
はケモカインの反応を減少する薬剤は、これに限定されないが、抗－ＴＮＦ－アルファ抗
体又はＴＮＦ阻害剤を包含する。
【００８３】
　本発明の化合物を医薬組成物の一部として投与することができる。組成物は、滅菌され
ていて、対象に投与するのに適している単位重量或いは容量で本発明の薬剤の治療有効量
を含有していなければならない。本発明の組成物及び併用剤を、それぞれの化合物が個々
の用量で存在している、医薬パックの一部とすることができる。
【００８４】
　予防的又は治療的投与に用いるための本発明の医薬組成物は滅菌されていなければなら
ない。滅菌は、滅菌ろ過膜（例えば、０．２μｍの膜）を通すろ過によって、ガンマ線照
射によって、又は当業者に公知のその他の適切な方法によって容易に行われる。治療用ポ
リペプチド組成物は通常、滅菌されたアクセスポートを有する容器、例えば、静脈投与溶
液バッグ、又は皮下注射針で突き通せるストッパーを有しているバイアルに入れる。これ
らの組成物は通常、水性溶液又は再構成用凍結乾燥物として、単位用量又は多用量容器、
例えば密封アンプル又はバイアル内で貯蔵されるだろう。
【００８５】
　組成物は、随意に、薬学的に許容される賦形剤と混合できる。本明細書で用いられる「
薬学的に許容される賦形剤」は、ヒトに投与するのに適している、１つ又はそれ以上の混
合可能な固体又は液体の増量剤、希釈剤又は封入剤を意味する。賦形剤が、等張性及び化
学的安定性を増強する物質のような、少量の添加剤を含有していることが好ましい。この
ような物質は用いられる用量及び濃度で受容者に非毒性であって、リン酸塩、クエン酸塩
、コハク酸塩、酢酸塩、乳酸塩、酒石酸塩及びその他の有機酸又はそれらの塩；トリス－
ヒドロキシメチルアミノメタン（ＴＲＩＳ）、重炭酸塩、炭酸塩及びその他の有機塩基及
びそれらの塩のような緩衝液；アスコルビン酸のような、抗酸化剤；低分子量（例えば、
約１０残基未満）ポリペプチド、例えば、ポリアルギニン、ポリリジン、ポリグルタミン
酸塩及びポリアスパラギン酸塩；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリンのよう
な、タンパク質；ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ポリプロピレングリコール（ＰＰＧ
ｓ）、及びポリエチレングリコール（ＰＥＧｓ）のような、親水性ポリマー；グリシン、
グルタミン酸、アスパラギン酸、ヒスチジン、リジン、又はアルギニンのような、アミノ
酸；セルロース又はその誘導体、ブドウ糖、マンノース、蔗糖、デキストリン、デキスト
リン又は硫酸化炭水化物誘導体（例えば、ヘパリン、コンドロイチン硫酸、デキストラン
硫酸のような）を包含する、モノサッカリド、ジサッカリド及びその他の炭水化物；カル
シウムイオン、マグネシウムイオン及びマンガンイオンを包含する２価金属イオンのよう
な、多価金属イオン；エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）のようなキレート剤；マンニ
トール又はソルビトールのような、糖アルコール；ナトリウム又はアンモニウムのような
、イオン対；及び／又はポリソルベート又はポロキサマーのような、非イオン界面活性剤
を包含する。安定化剤、抗菌剤、不活性ガス、体液及び栄養補給剤（すなわち、リンゲル
ブドウ糖液）、電解質補給剤などのようなその他の添加剤も包含でき、これらは通常の量
で存在できる。
【００８６】
　上記のような組成物は、有効量を投与できる。有効量は、投与方法、治療する特定の疾
患及び所望する結果によって決まる。これは疾患の段階、対象の年齢及び体調、もしある
なら、併用治療の特性、及び医師に周知の同様な因子によっても決まる。治療適用に対し
て、それは医学的に望ましい結果を達成するのに十分な量である。
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【００８７】
　ＩαＩｐの減少を特徴とする疾患又は障害を有する対象に関しては、有効量はケモカイ
ン、サイトカイン又はプロテアーゼの濃度又は活性を減少するのに十分であるか、又は病
状に関連する症状を安定化、遅延、又は減少するのに十分な量である。
　本発明の組成物が、急性炎症性疾患、敗血症、重篤なショック、敗血性ショック、関節
リウマチ、癌、癌転移、感染性疾患、又は早期陣痛を治療するために用いられることを直
接確認できる。一般に、本発明の組成物の用量は、１日当たり約０．０１ｍｇ／ｋｇ～１
日当たり１０００ｍｇ／ｋｇである。約５０～約２０００ｍｇ／ｋｇの範囲の用量が適切
であろうと予想される。静脈内投与のような、ある特定の投与形態は低用量をもたらす。
最初の用量を適用した時点で対象における応答が不十分である場合は、より高い用量（又
は異なった、より局所的な送達経路による事実上高い用量）を患者の耐性が許容する範囲
で採用することができる。本発明の組成物の適切な全身濃度をもたらすために、１日当た
り複数回投与が考えられる。
【００８８】
　各種の投与経路を利用できる。一般的に言えば、本発明の方法は、臨床的に受け入れら
れない副作用を引き起こさずに活性化合物の有効濃度を生じる何れかの方法を意味してい
る、医学的に許容される何れかの投与方法を用いて実施される。その他の投与方法は、経
口、直腸内、局所、眼球内、口腔内、膣内、嚢内、脳室内、気管内、経鼻、経皮、移植片
内／移植片上、又は非経口の経路を包含する。「非経口」は、皮下、くも膜下腔内、静脈
内、筋肉内、腹腔内、又は点滴を包含する。患者への利便性更には投薬スケジュールのた
めに、経口投与は予防治療に好ましい。
【００８９】
　本発明の医薬組成物は、所望により１つ又はそれ以上の追加のタンパク質を更に随意に
含有することができる。適切なタンパク質又は生体物質は、当業者に公知で利用可能な精
製方法の何れかによってヒト又は哺乳動物の血漿から；組み換え組織培養、ウィルス、酵
母、細菌、又は標準的な組み換えＤＮＡ技術によって導入されたヒト又は哺乳動物のタン
パク質を発現する遺伝子を含有している同様なものの上澄液、抽出物、又は溶解物から；
又はヒトの体液（血液、乳、リンパ液、尿、等）から；又は標準的な組み換え技術によっ
て導入されたヒトタンパク質を発現する遺伝子を含有している組み換え動物から得ること
ができる。
【００９０】
　本発明の医薬組成物は、約５．０～約８．０の範囲のような、生理学的ｐＨを示す所定
の値に製剤のｐＨを保持するために、１つ又はそれ以上のｐＨ緩衝化合物を含有できる。
水性液体製剤中で用いられるｐＨ緩衝化合物は、アミノ酸又はアミノ酸の混合物、例えば
ヒスチジン又はヒスチジンとグリシンのようなアミノ酸の混合物のようなものでよい。ま
た、ｐＨ緩衝化合物は、製剤のｐＨを、約５．０～約８．０の範囲のような、所定のレベ
ルに保持し、そしてカルシウムイオンとキレートを形成しない物質が好ましい。このよう
なｐＨ緩衝化合物の実例は、これに限定されないが、イミダゾール及び酢酸イオンを包含
する。ｐＨ緩衝化合物は、製剤のｐＨを所定のレベルに保持するのに適している何れかの
量で存在できる。
【００９１】
　本発明の医薬組成物は、１つ又はそれ以上の浸透圧調整剤、すなわち、製剤の浸透圧特
性（例えば、張度、浸透性及び／又は浸透圧）を投与される個体の血流及び血液細胞が受
容可能なレベルに調整する化合物、も含有できる。浸透圧調整剤は、カルシウムイオンと
キレートを形成しない化合物でよい。浸透圧調整剤は、製剤の浸透圧特性を調整する、当
業者に公知或いは利用可能な何れの化合物であってもよい。当業者は、本発明製剤で用い
るための所定の浸透圧調整剤の適合性を経験的に確認することができる。浸透圧調整剤の
適切なタイプの実例は：これに限定されないが、塩化ナトリウム、酢酸ナトリウムのよう
な、塩；蔗糖、ブドウ糖、及びマンニトールのような、糖；グリシンのような、アミノ酸
；及びこれらの物質及び／又は物質のタイプの１つ又はそれ以上の混合物：を包含する。
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浸透圧調整剤（複数も含む）は、製剤の浸透圧特性を調整するのに十分な何れかの濃度で
存在できる。
【００９２】
　本発明の化合物を含有している組成物は、カルシウムイオン、マグネシウムイオン及び
／又はマンガンイオンのような、多価金属イオンを含有することができる。組成物の安定
化に役立ち、そして投与される個体に悪影響を及ぼさない何れの多価金属イオンも使用で
きる。これらの２つの基準に基づいて、当業者は、適切な金属イオンを経験的に決定でき
、そしてそのような金属イオンの適切な供給源は公知であって、無機及び有機の塩を包含
する。
【００９３】
　本発明の医薬組成物は非水性の液体製剤であってもよい。そこに含まれている活性薬剤
（複数も含む）に安定性をもたらす限り、何れの適切な非水性液体も使用できる。好まし
くは、非水性液体は親水性液体である。適切な非水性液体の実例は：グリセロール；ジメ
チルスルホキシド（ＤＭＳＯ）；ポリジメチルシロキサン（ＰＭＳ）；エチレングリコー
ル、ジエチレングリコール、トリエチレングリコール、ポリエチレングリコール（「ＰＥ
Ｇ」）２００、ＰＥＧ３００、及びＰＥＧ４００のようなエチレングリコール；及びジプ
ロピレングリコール、トリプロピレングリコール、ポリプロピレングリコール（「ＰＰＧ
」）４２５、ＰＰＧ７２５、ＰＰＧ１０００、ＰＰＧ２０００、ＰＰＧ３０００及びＰＰ
Ｇ４０００のような、プロピレングリコール：を包含する。
【００９４】
　本発明の医薬組成物は、混合水性／非水性液体製剤であってもよい。混合水性／非水性
液体製剤がそこに含まれている化合物に安定性をもたらす限り、上記のような適切な非水
性液体製剤を、上記のような水性液体製剤に加えて使用することができる。好ましくは、
そのような製剤中の非水性液体は親水性液体である。適切な非水性液体の実例は：グリコ
ール；ＤＭＳＯ；ＰＭＳ；ＰＥＧ２００、ＰＥＧ３００、及びＰＥＧ４００のようなエチ
レングリコール；ＰＰＧ４２５、ＰＰＧ７２５、ＰＰＧ１０００、ＰＰＧ２０００、ＰＰ
Ｇ３０００及びＰＰＧ４０００のような、プロピレングリコール：を包含する。
【００９５】
　適切な安定製剤は、凍結又は非凍結液体状態中で活性薬剤の貯蔵を可能にできる。安定
な液体製剤は、少なくとも－７０℃の温度で貯蔵できるが、組成物の性質次第で、少なく
とも０℃より高い温度で、又は約０．１℃～約４２℃でも貯蔵できる。タンパク質及びポ
リペプチドが、ｐＨ、温度、及び治療効果に影響を及ぼす多様なその他の因子の変化に敏
感であることが当業者に一般に知られている。
【００９６】
　その他の送達システムには、徐放性、遅延放出、持続放出型の送達システムを包含でき
る。このようなシステムは、本発明組成物の反復投与を避けることができ、対象及び医師
の利便性を増大する。放出送達システムの多くのタイプは、入手可能で当業者に公知であ
る。これらは、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号、ヨーロッパ特許第５８
，４８１号）、ポリ（ラクチド－グリコリド）、コポリオキサレート、ポリカプロラクト
ン、ポリエステラミド、ポリオルトエステル、ポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸の
ようなポリヒドロキシ酪酸（ヨーロッパ特許第１３３，９８８号）、Ｌ－グルタミン酸と
ガンマ－エチル－Ｌ－グルタメートのコーポリマー（Sidman, K.R. et al., Biopolymers
 22:547-556）、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）又はエチレンビニル酢酸
（Langer, R. et al., J. Biomed. Mater. Res. 15:267-277; Langer, R. Chem. Tech. 1
2:98-105）、及びポリアンヒドリドのような、ポリマーベースのシステムを包含する。
【００９７】
　持続放出型組成物のその他の例は、成型品の形態にある半透性ポリマーマトリクス、例
えば、フィルム又はマイクロカプセルを包含する。送達システムは非ポリマーシステム、
すなわち：コレステロール、コレステロールエステルのようなステロール、及び脂肪酸又
はモノ－、ジ－及びトリ－グリセリドのような中性脂肪を包含する脂質；生物学的に誘導
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された生体吸収性ヒドロゲル（すなわち、キチンヒドロゲル又はキトサンヒドロゲル）の
ようなヒドロゲル放出システム；シラスティック（ｓｙｌａｓｔｉｃ）システム；ペプチ
ドベースのシステム；ワックスコーティング、従来の結合剤及び賦形剤を用いる圧縮錠剤
；部分融合移植片；等：を包含する。特定の例は、これに限定されないが、（ａ）薬剤が
、米国特許第４，４５２，７７５号、同第４，６６７，０１４号、同第４，７４８，０３
４号及び同第５，２３９、６６０号に記載されているようなマトリックス内の形態に含有
されている浸食システム及び（ｂ）活性成分が、米国特許第３，８３２，２５３号、及び
同第３，８５４，４８０号に記載されているようなポリマーから制御された速度で浸出す
る拡散システムを包含する。
【００９８】
　本発明の方法及び組成物と共に用いることができる送達システムの別のタイプは、コロ
イド分散システムである。コロイド分散システムは、水中油型エマルジョン、ミセル、混
合ミセル、及びリポソームを包む脂質ベースのシステムを包含する。リポソームは、人工
膜のベシクルで、インビトロ又はインビボにおける送達ベクターとして有用である。大き
さが０．２～４．０μｍの範囲である、大単膜ベシクル（ＬＵＶ）を水性内部にある巨大
高分子に封入して、生体活性形態で細胞に送達することができる（Fraley, R., and Papa
hadjopoulos, D., Trends Biochem. Sci. 6:77-80）。
【００９９】
　リポソームを、モノクローナル抗体、糖、糖脂質、又はタンパク質のような特定のリガ
ンドとカップリングさせることによって、リポソームが特定の組織を標的にすることがで
きる。リポソームは、Gibco BRL から、例えば、Ｎ－［１－（２，３－ジオレイルオキシ
）－プロピル］－Ｎ，Ｎ、Ｎ－トリメチルアンモニウムクロライド（ＤＯＴＭＡ）及びジ
メチルジオクタデシルアンモニウムブロミド（ＤＤＡＢ）のような陽イオン性脂質から形
成されている、ＬＩＰＯＦＥＣＴＩＮ（登録商標）及びＬＩＰＯＦＥＣＴＡＣＥ（登録商
標）として、市販されている。リポソームを作成する方法は、当該技術分野で周知であっ
て、多くの刊行物、例えば、ドイツ特許第３，２１８，１２１号；Epstein et al., Proc
. Natl. Acad. Sci. (USA) 82:3688-3692 (1985); Hwang et al.,　Proc. Natl. Acad. S
ci. (USA) 77:4030-4034 (1980); ヨーロッパ特許第５２，３２２号、 ヨーロッパ特許第
３６，６７６号、ヨーロッパ特許第８８，０４６号、ヨーロッパ特許第１４３，９４９号
、ヨーロッパ特許第１４２，６４１号、日本特許出願第８３－１１８００８号、米国特許
第４，４８５，０４５号、同第４，５４４，５４５号；及びヨーロッパ特許第１０２，３
２４号に記載されている。リポソームは、Gregoriadis, G., Trends Biotechnol., 3:235
-241にも概説されている。
【０１００】
　賦形剤のその他のタイプは、生体適合性微小粒子又は受容哺乳動物内に移植するのに適
している移植片である。この方法で有用な生体内分解性移植片の例は、ＰＣＴ国際出願第
ＰＣＴ／ＵＳ／０３３０７号（公開第ＷＯ９５／２４９２９号、発明の名称「Polymeric 
Gene Delivery Sustem」）に記載されている。ＰＣＴ国際出願第ＰＣＴ／ＵＳ／０３０７
号は、適切なプロモーターの制御下で外来遺伝子を含有するための、生体適合性、好まし
くは生体内分解性のポリマーマトリックスを記載している。このポリマーマトリックスは
、対象において、外来遺伝子又は遺伝子産物の持続放出を達成するために用いることがで
きる。
【０１０１】
　ポリマーマトリックスは、微小球体（ここでは、薬剤が固体のポリマーマトリックスに
渡って分散されている）又はマイクロカプセル（ここでは、薬剤がポリマーシェルの核内
に貯蔵されている）のような微小粒子の形態にあることが好ましい。薬剤を含有している
前記のポリマーのマイクロカプセルは、例えば、米国特許第５，０７５，１０９号に記載
されている。薬剤を含有するためのポリマーマトリックスの別の形態は、フィルム、コー
ティング、ゲル、移植片及びステントを包含する。ポリマーマトリックス装置の大きさ及
び組成は、マトリックスが導入される組織において有利な放出動態をもたらすように選択
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される。ポリマーマトリックスの大きさは、使用する送達方法に従っても選択される。好
ましくは、エアロゾル経路が用いられる場合は、ポリマーマトリックス及び組成物は界面
活性賦形剤中に含まれる。ポリマーマトリックス組成物は、有利な分解速度を有するよう
に、及び移動有効性を更に増大するための生体接着性がある材料で形成されるようにも選
択することができる。マトリックス組成物は、分解されずに、むしろ長期に渡る拡散によ
って放出するようにも選択することができる。送達システムは、局所、部位特定送達に適
している生体適合性微小球体であってもよい。このような微小球体は、Chickering, D.E.
, et al., Biotechnol. Bioeng., 52:96-101; Mathiowitz, E., et al., Nature 386:410
-414 に記載されている。
【０１０２】
　非生体分解性及び生体分解性ポリマーマトリックスの両方を本発明の組成物を対象に送
達するために用いることができる。このようなポリマーは天然のポリマーでも合成のポリ
マーでもよい。ポリマーは、放出が望まれる期間、一般に、数時間から１年又はそれより
長いオーダーで、に基づいて選択される。通常、数時間と３～１２ヶ月の間の期間にわた
る放出が最も望ましい。ポリマーは、その重量の最大約９０％が水を占めているヒドロゲ
ルの形態であってよく、更に多価イオン又は別のポリマーと架橋していてもよい。
【０１０３】
　生体分解性送達システムを形成するために用いることができる典型的な合成ポリマーは
：ポリアミド、ポリカーボネート、ポリアルキレン、ポリアルキレングリコール、ポリア
ルキレンオキシド、ポリアルキレンテレフタレート、ポリビニルアルコール、ポリビニル
エーテル、ポリビニルエステル、ポリ－ビニルハライド、ポリビニルピロリドン、ポリグ
リコリド、ポリシロキサン、ポリウレタン及びそれらのコーポリマー、アルキルセルロー
ス、ヒドロキシアルキルセルロース、セルロースエーテル、セルロースエーテル、ニトロ
セルロース、アクリル酸とメタアクリル酸エステルのポリマー、メチルセルロース、エチ
ルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシ－プロピルメチルセルロース
、ヒドロキシブチルメチルセルロース、酢酸セルロース、プロピオン酸セルロース、酢酸
酪酸セルロース、酢酸フタル酸セルロース、カルボキシルエチルセルロース、三酢酸セル
ロース、硫酸セルロースナトリウム塩、ポリ（メチルメタクリレート）、ポリ（エチルメ
タクリレート）、ポリ（ブチルメタクリレート）、ポリ（イソブチルメタクリレート）、
ポリ（ヘキシルメタクリレート）、ポリ（イソデシルメタクリレート）、ポリ（ラウリル
メタクリレート）、ポリ（フェニルメタクリレート）、ポリ（メチルアクリレート）、ポ
リ（イソプロピルアクリレート）、ポリ（イソブチルアクリレート）、ポリ（オクタデシ
ルアクリレート）、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリ（エチレングリコール）、ポリ
（エチレンオキシド）、ポリ（エチレンテレフタレート）、ポリ（ビニルアルコール）、
ポリビニル酢酸、ポリ塩化ビニル、ポリスチレン、ポリビニルピロリドン、乳酸とグリコ
ール酸のポリマー、ポリアンヒドリド、ポリ（オルト）エステル、ポリ（酪酸）、ポリ（
バレリアン酸）、及びポリ（ラクチド－コカプロラクトン）、及びアルギニン酸塩及びデ
キストラン及びセルロースを包含するその他の多糖類、コラーゲン、それらの化学誘導体
（化学基、例えば、アルキル、アルキレンの置換、付加、水酸化、酸化、及び当業者が通
常行うその他の修飾）、アルブミン及びその他の親水性タンパク質、ゼイン及びその他の
プロラミン及び親水性タンパク質、コポリマー及びこれらの混合物を包含する。一般に、
これらの物質は、酵素加水分解又はインビボで水への曝露によって、或いは表面又は体積
浸食によって崩壊する。
【０１０４】
　当業者は、急性炎症性疾患、敗血症、重篤なショック、敗血性ショック、関節リウマチ
、癌、癌転移、感染性疾患、又は早期陣痛を治療するために本発明の化合物を使用する最
善の治療計画が直ちに決定できるということを認識できるだろう。これは、実験の問題で
はなく、むしろ一種の最適化であり、これは医療において日常的に実施されている。ヌー
ドマウスでのインビボ研究は、しばしば、用量及び送達計画を最適化して開始する出発時
点を提供する。注入の頻度は、あるマウス研究でなされているように、最初は週に１回で
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あろう。しかしながら、この頻度を、最初の臨床試験でえられた結果及び特定の患者の必
要性に基づいて、１日～２週間おき～毎月へ最良に調節することができる。
【０１０５】
　ヒトの投与量は最初、動物モデルと比較してヒトへの投与量を修正することが当該技術
分野で通常のことであると当業者が認識しているように、マウスで用いられた化合物の量
から推定して決定することができる。
　ある特定の実施態様では、用量は、化合物約１ｍｇ／体重ｋｇ～化合物約５０００ｍｇ
／体重ｋｇ；又は約５ｍｇ／体重ｋｇ～約４０００ｍｇ／体重ｋｇ；又は約１０ｍｇ／体
重ｋｇ～約３０００ｍｇ／体重ｋｇ；又は約５０ｍｇ／体重ｋｇ～約２０００ｍｇ／体重
ｋｇ；又は約１００ｍｇ／体重ｋｇ～約１０００ｍｇ／体重ｋｇ；又は約１５０ｍｇ／体
重ｋｇ～約５００ｍｇ／体重ｋｇ；まで変動してもよいと推測される。
　別の実施態様では、この用量は約１、５、１０、２５、５０、７５、１００、１５０、
２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、７００、
７５０、８００、８５０、９００、９５０、１０００、１０５０、１１００、１１５０、
１２００、１２５０、１３００、１３５０、１４００、１４５０、１５００、１６００、
１７００、１８００、１９００、２０００、２５００、３０００、３５００、４０００、
４５００、５０００ｍｇ／体重ｋｇであってよい。
　別の実施態様では、より高い用量が用いられると推定され、そのような用量は、化合物
約５ｍｇ／体重ｋｇ～化合物約２０ｍｇ／体重ｋｇの範囲であってよい。
　別の実施態様では、用量は８、１０、１２、１４、１６又は１８ｍｇ／体重ｋｇであっ
てよい。
　もちろん、最初の臨床試験結果及び特定の患者の必要性に基づいて、このような治療プ
ロトコールで通常なされているように、投与量を上方又は下方に調整できる。
【０１０６】
併用療法
　本発明の組成物及び方法を、当該技術分野で公知の標準的な治療法と併用して投与する
ことができる。例えば、追加の治療薬は、抗癌剤、抗炎症剤、抗凝固剤又は免疫調節剤で
よい。例えば、ジデオキシヌクレオシド、例えば、ジドブジン（ＡＺＴ）、２’，３’－
ジデオキシイノシン（ｄｄＩ）及び２’，３’－ジデオキシシチジン（ｄｄＣ）、ラミブ
ジン（３ＴＣ）、スタブジン（ｄ４Ｔ）、及びＴＲＩＺＩＶＩＲ（アバカビル＋ジドブジ
ン＋ラミブジン）；非ヌクレオシド、例えば、エファビレンツ（ＤＭＰ－２６６、DuPont
 Pharmaceuticas/Bristol Myers Squibb）、ネビラピン（Boehringer Ingleheim）、及び
デラビリジン（Pharmacia-Upjohn）；Ｒｏ３－３３３５及びＲｏ２４－７４２９のような
、ＴＡＴ拮抗薬；プロテアーゼ阻害剤、例えば、インディナビール（Merck）、リトナビ
ール（Abbott)、サキナビール（Hoffmann LaRoche）、ネルフィナビール（Agouron Pharm
aceuticals）、１４１Ｗ９４（Glaxo-Wellcome）、アタザナビール（Bristol Myers Squi
bb）、アンプレナビール（GlaxoSmithKline）、フォサムプレナビール（GlaxoSmithKline
）、ティプラナビール（Boehringer Ingleheim）、ＫＡＬＥＴＩＲＡ（ロピナビール＋リ
トナビール、Abbott）；及び９－（２－ヒドロキシエトキシメチル）グアニン（アシクロ
ビル）、インターフェロン（例えば、アルファ－インターフェロン）インターロイキンＩ
Ｉ、及びホスホノホルメート（Foscarnet）のようなその他の薬剤；又は侵入阻害剤、例
えば、Ｔ２０（エンフュービルタイド、Roche/Trimeris）又はＵＫ－４２７，８５７（Pf
izer）；レバミソール（levamisol）又はチモシン（thymosin）、シスプラチン、カルボ
プラチン（carboplatin）、ドセタキセル（docetaxel）、パクリタキセル（paclitaxel）
、フルオロウラシル、カペシタビン（Capecitabine）、ゲムシタビン（gemcitabine)、イ
リノテカン（irinotecan）、トポテカン（topotecan）、エトポシド（etoposide）、マイ
トマイシン、ゲフィチニブ（gefitinib）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ドキソル
ビシン、シクロホスファミド、セレコキシブ（celecoxib）、ロフェコキシブ（rofecoxib
）、バルデコキシブ（valdecoxib）、イブプロフェン、ナプロキセン、ケトプロフェン、
デキサメタゾン、プレドニゾン、プレドニゾロン、ヒドロコルチゾン、アセトアミノフェ
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ン、ミソニダゾール（misonidazole）、アミフォスチン（amifostine）、タムスロシン（
tamsulosin）、フェナゾピリジン（phenazopyridine）、オンダンセトロン（ondansetron
）、グラニセトロン（granisetron)、アロステロン（alosetron）、パロノセトロン（pal
onosetron）、プロメタジン、プロクロルペラジン、トリメトベンザミド、アプレピタン
ト、ジフェノキシレートとアトロピン、及び/又はロペラミド（loperamide）。アンチト
ロンビンＩＩＩのような抗凝固剤、活性化プロテインＣ、及びフーリン阻害剤（furin in
hibitors）のようなプロテアーゼ阻害剤。
【０１０７】
　必要に応じて、組織の修復又は再生を誘発するか或いは細胞死を阻止する薬剤を、Ｉα
Ｉｐタンパク質と共に投与する。このような薬剤は、幹細胞、コラーゲン、フィブロネク
チン、ラミニン、インテグリン、血管新生因子、抗炎症因子、グリコサミノグリカン、ビ
トロジェン（vitrogen）、抗体及びその断片、これらの薬剤の機能的同等物、及びこれら
の組み合わせを包含する。本発明の併用剤を同時に、又は互いに数時間、数日、又は数週
間以内に投与することができる。ある方法では、組織の修復又は再生を誘発するか或いは
細胞死を阻止する薬剤を、本明細書に記載されている従来の治療の投与の前に、それと同
時に、又はその後に投与する。
【０１０８】
キット
　本発明はＩαＩｐタンパク質の精製キットを提供する。一実施態様では、キットはＩα
Ｉｐタンパク質のクロマトグラフィー精製のための試薬を含んでいる。ある実施態様では
、キットは低ｐＨの洗浄緩衝液（例えば、ｐＨ３．１～４．０）を含有している滅菌容器
を含有してなり；このような容器は、アンプル、ボトル、バイアル、チューブ、バッグ、
袋、ブリスターパック、又は当該技術分野で公知のその他の適切な容器形態であってよい
。このような容器はプラスチック、ガラス、又は試薬を保持するのに適切な材料から作ら
れていてよい。
【０１０９】
　必要に応じて、本発明のキットは、精製手順に関する使用説明書と共に、ＩαＩｐタン
パク質を精製するための試薬を提供する。使用説明書は通常、精製手順で用いられる緩衝
液の条件及び容量についての情報を含んでいる。別の実施態様では、使用説明書は、以下
のものの少なくとも１つを含んでいる；試薬又は試薬の組み合わせの説明；注意；警告；
科学的な調査報告；及び/又は参考文献。使用説明書は、別紙、パンフレット、カード又
はホルダーとして、又は容器（存在するならば）若しくはキット中に又はキットと共に供
給される容器に貼付されたラベルの上に直接印刷することができる。
【０１１０】
　本発明は、対象におけるインター－アルファ阻害タンパク質（ＩαＩｐ）の濃度を増大
するか、或いは対象におけるサイトカイン、ケモカイン、又はプロテアーゼの濃度を減少
するためのキットを提供する。本発明は、対象におけるＩαＩｐ濃度の減少、或いは対象
におけるサイトカイン、ケモカイン、又はプロテアーゼの濃度の増大に関連する疾患、障
害、又はそれらに伴う症状を治療又は予防するためのキットも提供する。疾患、障害、又
はそれらに伴う症状は、急性炎症性疾患、敗血症、重篤なショック、敗血性ショック、関
節リウマチ、癌、癌転移、外傷／損傷、感染性疾患、又は早期陣痛を包含できる。
　一実施態様では、キットは精製されたＩαＩｐの有効量を含有している医薬包装を包含
している。組成物が単位剤形で存在していることが好ましい。
　ある実施態様では、キットは治療用又は予防用組成物を含有している滅菌容器を含有し
ていて；このような容器は、箱、アンプル、ボトル、バイアル、チューブ、バッグ、袋、
ブリスターパック、又は当該技術分野で公知のその他の適切な容器形態であってよい。こ
のような容器は、プラスチック、ガラス、ラミネート紙、金属箔、又は医薬品を保持する
のに適しているその他の材料で作られていてよい。
【０１１１】
　必要に応じて、本発明の組成物又はそれらの組合せを、それらを必要としている対象へ
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それらを投与する使用説明書と共に提供する。使用説明書は通常、ＩαＩｐでの治療に適
している疾患又は障害（例えば、急性炎症性疾患、敗血症、重篤なショック、敗血性ショ
ック、関節リウマチ、癌、癌転移、外傷／損傷、感染性疾患、又は早期陣痛）を治療又は
予防するための化合物の使用についての情報を包んでいる。
　別の実施態様では、使用説明書は以下のものの少なくとも１つを含んでいる：化合物又
は化合物の組み合わせの説明；対象におけるＩαＩｐ濃度を増大する、及び/又は対象に
おけるサイトカイン、ケモカイン、又はプロテアーゼの濃度を減少するための投与計画及
び投与；急性炎症性疾患、敗血症、重篤なショック、敗血性ショック、関節リウマチ、癌
、癌転移、外傷／損傷、感染性疾患、又は早期陣痛或いはこれらの症状を治療するための
投与計画及び投与；注意；警告；適応症；禁忌；過剰投与情報；副作用；動物での薬効薬
理；臨床試験；及び/又は参考文献。使用説明書は、容器（存在するならば）上に直接、
又は容器に貼付したラベルとして、又は容器内又は容器と共に提供される別紙、パンフレ
ット、カード又はホルダーとして印刷されていてよい。
【０１１２】
　本発明は、試料中のインター－アルファ－阻害タンパク質（ＩαＩｐ）を分析するため
のキットも提供する。一実施態様では、キットは既知の量の精製ＩαＩｐを含有している
。精製ＩαＩｐの既知量は、ＩαＩｐ濃度が未知の試料中のＩαＩｐを測定するための分
析基準として用いられる。組成物が一定分量で存在していることが好ましい。
　ある実施態様では、キットは一定量の精製ＩαＩｐを含有している減菌容器を含んでい
て；このような容器は、箱、アンプル、ボトル、バイアル、チューブ、バッグ、袋、ブリ
スターパック、又は当該技術分野で公知のその他の適切な容器形態であってよい。このよ
うな容器は、プラスチック、ガラス、ラミネート紙、金属箔、又は化合物又は溶液を保持
するのに適しているその他の材料から作られていてよい。
　別の態実施態様では、使用説明書が以下のものの少なくとも一つを包含している：化合
物又は化合物の組み合わせの説明。使用説明書は容器（存在するならば）上に直接、又は
容器に貼付したラベルとして、又は容器内又は容器と共に提供される別紙、パンフレット
、カード又はホルダーとして印刷されていてよい。
【実施例】
【０１１３】
実施例１．低ｐＨ緩衝液による洗浄を含む単一クロマトグラフィー工程でＩαＩｐを精製
した。
　単一クロマトグラフィー工程を用いるヒト血漿からＩαＩｐの精製についてのスキーム
は、低ｐＨ洗浄を含んでいる（図１Ａ）。低ｐＨ洗浄工程によるＩαＩｐ精製手順を用い
て脱クリオ血漿からＩαＩｐを精製した。脱クリオ血漿（２５ｍＭのトリス＋２００ｍＭ
のＮａＣｌ中１：１０に希釈、ｐＨ７．６、ろ過処理した０．２μＭ）。希釈した血漿（
５０カラム容量）を市販の１ｍＬＤＥＡＥモノリシックカラム（ＤＥＡＥ－ＣＩＭ；BIA 
Separations）に１分当たり５カラム容量（ｃｖ）の流速で流した。カラムの結合能力を
カラム容量１ｍＬ当たり約５０ｍＬ希釈血漿と推測した。通過液を採取した。追加の血漿
希釈緩衝液（２０カラム容量、２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６）
をカラムに流して、出発材料を完全にカラム通過させた。通過ピークがベースラインに戻
った時に、カラムを洗浄緩衝液（１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ４．０、又は２００ｍＭの酢酸
の５カラム容量、ｐＨ７．６）で洗浄して、ピークを採取した。低ｐＨ洗浄の後、溶出に
備え、カラムを更に緩衝液で洗浄してｐＨを低ｐＨ洗浄前のそれにまで高くした。結合し
たタンパク質を高塩溶出緩衝液（１５カラム容量、２５ｍＭのトリス、１０００ｍＭのＮ
ａＣｌ、ｐＨ７．６）で溶出した。ピークを採取した。この画分が高純度のＩαＩｐを含
有していた。緩衝液を交換して低分子量の溶質及び塩を除去するために、３０ｋＤａに切
り取った膜を用いて限外ろ過又は透析ろ過を実施した。精製したＩαＩｐは凍結乾燥もで
きる。
【０１１４】
　３つの異なった洗浄緩衝液を３つの個別分離で用いるＤＥＡＥ モノリシッククロマト
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に対するｐＨを低下させる効果を確認した。
　低ｐＨ洗浄を用いないＤＥＡＥ　モノリシッククロマトグラフィーによる血漿の分画（
ｐＨ７．６）は、１０００ｍＭのＮａＣｌ（ｐＨ７．６）で溶出すると比較的大きいピー
クの溶出をもたらした（図２Ａ）。精製されたＩαＩｐは、純度が約１０～１５％のＩα
Ｉｐを９５％を越える収率で有していた。低ｐＨ洗浄（ｐＨ４．０）を適用すると、１０
００ｍＭのＮａＣｌ（ｐＨ７．６）による溶出前の低ｐＨ洗浄によって、更に夾雑物が分
離されていることを示す大きいピークをもたらした。溶出された画分中に純度４０～４５
％のＩαＩｐが約９５％回収された（図２Ｂ）。洗浄工程のｐＨをｐＨ３．３に低下させ
ると、ｐＨ４．０のものと比較して溶出ピークの大きさの減少がもたらされた（図２Ｃ）
。溶出による収率は、純度８０～９０％で約９０％ＩαＩｐであった（図２Ｃ）。これら
の検討は、洗浄工程においてｐＨを低下させると、収率が僅かに減少するだけでより高い
純度のＩαＩｐがもたらされることを示している。
【０１１５】
　脱クリオ血漿を、２つの低ｐＨ洗浄緩衝液（１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ４．０、及び２０
０ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）を用いるＤＥＡＥモノリシッククロマトグラフィーで分離し
て、タンパク質の分画に対する効果を実験するために用いた（図３）。それぞれの低ｐＨ
洗浄はカラムから多量のタンパク質の除去をもたらした。２つの低ｐＨ洗浄緩衝液の適用
に対応して２つのピークが観察されたことから、この結果は、ｐＨ３．３での２回目の低
ｐＨ洗浄が、ｐＨ４．０での１回目の低ｐＨで除去されなかった夾雑物をさらに除去でき
たことを示唆した。２回目の低ｐＨ洗浄工程で更なるタンパク質が除去されることを示す
同様な結果が、画分Ｄ及び画分Ｃを出発材料として用いたときに観察された（図４Ａ～４
Ｄ）。
【０１１６】
　ＤＥＡＥ　モノリシックカラムクロマトグラフィーによる、出発材料画分ＤからのＩα
Ｉｐタンパク質の精製から得られる画分も、ウェスタンブロットで分析した（図５）。第
１回低ｐＨ洗浄（１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ４．０）で、ＩαＩｐ（２５０ｋＤａ）が検出
できた。第２回低ｐＨ洗浄（２００ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）で、幾らかのＩαＩｐ（２
５０ｋＤａ及び１２５ｋＤａ）もカラムから解離して結合されない状態で溶出した。しか
しながら、精製されたＩαＩｐの過半量は溶出液中に検出された。２つの低ｐＨ洗浄液を
用いるＤＥＡＥ　モノリシックカラムクロマトグラフィーによる、出発材料画分Ｃからの
ＩαＩｐタンパク質の精製について、同様な結果が観察された。
【０１１７】
　２つの低ｐＨ洗浄工程（ｐＨ４．０及びｐＨ３．３）を用いるＤＥＡＥ　モノリシック
カラムクロマトグラフィー（ＤＥＡＥ－ＣＩＭ；BIA Separations）による、出発材料画
分Ｄの分離から得られる画分に対しても、収率及び純度の定量を行った（表１）。
【０１１８】
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【表１】

【０１１９】
　出発材料中の９９％を越えるＩαＩｐが、２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、
ｐＨ７．６のカラムに結合して、総ＩαＩｐの約０．００７％が流出液中に検出された。
１回目の洗浄工程（１５０ｍＭの酢酸、ｐＨ４．０）のカラムへの適用は、幾らかのＩα
Ｉｐの損失（総ＩαＩｐの４．４％）を伴う大量の夾雑物の除去（総タンパク質の～５０
％）をもたらした。２回目の洗浄工程（２００ｍＭの酢酸、ｐＨ３．３）のカラムへの適
用は、容認可能なＩαＩｐの損失（総ＩαＩｐの１５％）を伴う大量の夾雑物のさらなる
除去（総タンパク質の～１９％）をもたらした。残余の結合タンパク質の高塩濃度（２５
ｍＭのトリス＋１０００ｍＭのＮａＣｌ）による溶出は、純度９０％の総ＩαＩｐの７６
％の収率を生じた。画分の分析は同様の画分のウェスタンブロットと相関していた（図５
）。この分析は、低ｐＨ緩衝液を用いる洗浄による単一クロマトグラフィー工程で、Ｉα
Ｉｐが実質的に精製されたことを示している。
【０１２０】
実施例２．低ｐＨ洗浄を用いるＩαＩｐタンパク質のクロマトグラフィー精製はスケール
アップできる。
　低ｐＨ洗浄工程を用いるＩαＩｐ洗浄手順をより大きいカラム容量にスケールアップで
きるか否かを確認するために、脱クリオ血漿及び中間血漿画分（画分Ｄ及び画分Ｃ）のク
ロマトグラフィーを８ｍＬのＤＥＡＥモノリシックカラム上で行った。ＵＶは、１ｍＬの
ＤＥＡＥモノリシックカラムで分離した脱クリオ血漿及び中間血漿画分と同様であった（
図６Ａ、６Ｃ、及び６Ｅ）。それぞれのクロマトグラフィー分離で得られる画分も、非変
性ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析した（図６Ｂ、６Ｄ、及び６Ｆ）。多様な出発材料の精製に関
する溶出画分が、ＩαＩｐタンパク質の分子量に対応する、２５０ｋＤａバンド及び１２
５ｋＤａバンドの存在を示した。従って、ＩαＩｐの精製を８倍大きいカラム容量にスケ
ールアップできた。この結果は、ＩαＩｐタンパク質が、より大きいスケール（例えば、
８００ｍＬカラム及び８Ｌカラム）上で低ｐＨ洗浄方法を用いて精製できることを示唆し
ている。
【０１２１】
実施例３．低ｐＨ洗浄工程で精製されたＩαＩｐタンパク質が、競合的ＥＬＩＳＡアッセ
イにおいて、抗体のヒトＩαＩｐへの増大した結合を示した。
　低ｐＨ洗浄を用いないものと比較した、低ｐＨ洗浄を用いたＤＥＡＥモノリシックカラ
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ムクロマトグラフィーで精製したＩαＩｐの定量と定性を確認するために、両条件下で精
製したＩαＩｐの濃度を、Lim et al. (J. of Infectious Diseases, 2003）に記載のよ
うにして、ＭＡｂ６９．３１を用いる競合的酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によって分析
した。精製された画分も、市販のビシンコニン酸（ＢＣＡ）タンパク質アッセイで定量的
に測定して、総タンパク質濃度を確認した。驚いたことに、ｐＨ３．３の洗浄条件を用い
て精製したＩαＩｐについて、競合的ＥＬＩＳＡによって測定したＩαＩｐ濃度が、ＢＣ
Ａタンパク質アッセイによって測定した総タンパク質濃度と比べてもより高かった。低ｐ
Ｈ洗浄を用いて精製されたＩαＩｐを、競合的ＥＬＩＳＡで観察すると、カラムに付した
出発材料に相当する量又は低ｐＨ洗浄を用いない条件で精製したＩαＩｐに相当する量の
何れかと比較した場合に、予測値より３００％高い濃度を有していた。競合的ＥＬＩＳＡ
において増大した見かけ上のＩαＩｐ濃度は、ｐＨ３．６及び３．３の条件の低ｐＨ洗浄
を用いて精製されたＩαＩｐに対しても観察されたが、ｐＨ４．０の条件の洗浄を用いて
精製されたＩαＩｐに対しては観察されなかった。
【０１２２】
　競合的ＥＬＩＳＡでアッセイされた試料中に総タンパク量が保持されたままであったの
で、この結果は、精製中に幾らかの変化、又は活性化までが引き起こされたかもしれない
ということを示唆した。あらゆる特定の理論と結び付けるものではないが、ＩαＩｐの活
性部位が低ｐＨの条件によって曝露されると考えられる。競合的ＥＬＩＳＡで用いられる
ＭＡｂ６９．３１抗体は、分子の活性部位に位置しているエピトープを認識する。活性部
位が曝露されると、競合的ＥＬＩＳＡから得られる濃度は、測定するタンパク質の量を制
御すると、低ｐＨ条件下で精製されたＩαＩｐについては増大すると考えられるだろう。
従って、低ｐＨ条件がはＩαＩｐの阻害活性を妨害し、それによって活性を増大させるの
だろう。
【０１２３】
　ＩαＩｐの阻害活性が低ｐＨ条件によって変化したか否かを確認するために、発色基質
Ｌ－ＢＡＰＡ（Ｎ（アルファ）－ベンゾイル－Ｌ－アルギニン－４－ニトロアニリド塩酸
、Fluka Chemicals）を用いるトリプシン阻害アッセイで、ＩαＩｐの生物活性を測定し
た。このアッセイは、Ｌ－ＢＡＰＡの加水分解を阻害するＩαＩｐの能力に基づいて、特
異的阻害活性を測定している。４１０ｎｍにおけるΔ吸収／分の比の増加によって、阻害
をモニターできる。低ｐＨ洗浄を用いて精製したＩαＩｐの特異的阻害活性を計算して、
低ｐＨ洗浄を用いずに精製したＩαＩｐのそれと比較した。クロマトグラフィー中の低ｐ
Ｈ条件（即ち、約３．３より高いｐＨ）は、精製したＩαＩｐの生物活性を、低ｐＨを用
いないで精製したＩαＩｐと比較して、不活性化しない或いは低下させなかった。これら
の結果は、低ｐＨ洗浄工程で精製したＩαＩｐは、低ｐＨ条件を用いずに精製したＩαＩ
ｐと少なくとも同程度に生物活性であることを示した。
【０１２４】
実施例４．塩を含有する緩衝液及び低ｐＨの緩衝液での洗浄を含む単一クロマトグラフィ
ー工程でＩαＩｐを精製した。
　塩緩衝液洗浄工程及び低ｐＨ洗浄工程を含む単一クロマトグラフィー工程を用いる、ヒ
ト血漿からのＩαＩｐの精製についてのスキーム（図１Ｂ）。
　塩緩衝液洗浄工程及び低ｐＨ洗浄工程を用いるＩαＩｐ精製手順を、脱クリオ血漿から
ＩαＩｐを精製するために用いた（図７Ａ）。脱クリオ血漿（４０ｍＭのトリス＋２００
ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６に１：１０で希釈したものの１２．５カラム容量；ろ過処理
して０．２μＭ）。希釈した血漿を市販の８ｍＬＤＥＡＥモノリシックカラム（ＤＥＡＥ
－ＣＩＭ；BIA Separations）に、１分当たり２．５カラム容量（ｃｖ）の流速で流した
。通過液を採取した。追加のローディング緩衝液（２５ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａ
Ｃｌ、ｐＨ７．６の７カラム容量）をカラムに流して、出発材料を完全にカラム通過させ
た。通過ピークがベースラインに戻ったら、カラムを塩含有洗浄緩衝液（４０ｍＭのトリ
ス－ＨＣｌ、２９０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６の１０カラム容量）で洗浄して、ピーク
を採取した。塩洗浄の後、低ｐＨ緩衝液（２００ｍＭの酢酸ナトリウム、ｐＨ２．９５の
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１０カラム容量）でカラムを更に洗浄してピークを採取した。第２回目の洗浄に続いて、
結合したタンパク質を高塩溶出緩衝液（４０ｍＭクエン酸ナトリウム、ｐＨ６．５０、１
０００ｍＭのＮａＣｌの５カラム容量）で溶出した。ピークを採取した。この画分は高純
度のＩαＩｐを含有していた。
【０１２５】
　塩緩衝液洗浄工程及び低ｐＨ洗浄工程を用いるＩαＩｐ精製手順を、中間血漿画分（画
分Ｄ）からＩαＩｐを精製するために用いた（図７Ｂ）。中間血漿画分（２．５カラム容
量、４０ｍＭのトリス＋２００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６に１：１０で希釈；ろ過して
０．２μＭ）を市販の８ｍＬＤＥＡＥモノリシックカラム（ＤＥＡＥ－ＣＩＭ；BIA Sepa
rations）に、１分当たり２．５カラム容量（ｃｖ）の流速で流した。通過液を採取した
。ローディング緩衝液をカラムに流して、出発材料を完全にカラム通過させた。通過ピー
クがベースラインに戻ったら、塩含有洗浄緩衝液（４０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、２９０ｍ
ＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．６の１０カラム容量）でカラムを洗浄して、ピークを採取した。
塩洗浄の後、低ｐＨ緩衝液（２００ｍＭの酢酸ナトリウム、ｐＨ２．９５の１０カラム用
量）でカラムを更に洗浄して、ピークを採取した。第２回の洗浄に続いて、結合したタン
パク質を高塩溶出緩衝液（４０ｍＭのクエン酸ナトリウム、ｐＨ６．５０、１０００ｍＭ
のＮａＣｌの５カラム用量）で溶出した。ピークを採取した。この画分は高純度のＩαＩ
ｐを含有していた。
【０１２６】
　塩含有緩衝液（２９０ｍＭのＮａＣｌ）洗浄工程及び低ｐＨ（ｐＨ２．９５）洗浄工程
を用いる、ＤＥＡＥモノリシックカラムクロマトグラフィー（ＤＥＡＥ－ＣＩＭ；BIA Se
parations）によって、出発材料画分Ｄの分離で得られた画分についても、収率及び純度
の定量を行って確認した（表２）。
【０１２７】
【表２】

【０１２８】
　この分析は、低ｐＨ緩衝液洗浄工程を含む精製手順への塩緩衝液洗浄工程の追加が、血
漿画分から精製されたＩαＩｐを８８．２％の収率でもたらすことを示している。表１の
結果と比較して、低ｐＨ緩衝液洗浄工程を含む精製手順への塩緩衝液洗浄工程の追加は、
血漿又は血漿画分から精製されたＩαＩｐの収率を増大する。
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【０１２９】
　更に、２つの方法の画分のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析が、低ｐＨ洗浄工程（ｐＨ２．９５）
を実施した時の溶出画分中には～７５～８０ｋＤａバンドが存在したが、塩洗浄工程（２
９０ｍＭのＮａＣｌ）及び低ｐＨ工程（ｐＨ２．９５）の両方を実施した時には存在しな
かったことを示した（図８）。塩洗浄工程及び低ｐＨ工程によるＩαＩｐ精製手順の溶出
画分は、インター－アルファ阻害剤（２５０ｋＤａ）及びプレ－アルファ阻害剤（１２５
ｋＤａ）に対応する、実質的に２つのタンパク質バンドからなっていた。従って、塩洗浄
工程と低ｐＨ工程を含む精製手順の場合の溶出画分は高純度のＩαＩｐを含有していた。
【０１３０】
その他の実施態様
　上記説明より、本明細書に記載されている発明に各種の用途及び条件を採用するために
改変及び修正を行えることは明らかである。このような実施態様も以下の特許請求の範囲
の範囲内である。
【０１３１】
　本明細書の可変用語の定義の何れかにおける要素の列挙の説明は、単一の要素又は列挙
された要素の組み合わせ（又は準組み合わせ）の何れかとしての可変用語の定義を包含し
ている。本明細書の実施態様の列挙は単一の実施態様又はその他の何れもの実施態様或い
はそれらの一部分との組み合わせとしての実施態様を包含している。
【０１３２】
　本明細書で述べられている全ての特許及び刊行物は、それぞれの独立した特許及び刊行
物が参照により取り込まれることが具体的にかつ個別に示されていたのと同様の範囲を参
照することにより、本明細書に取り込まれている。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図２】 【図３】

【図４Ａ－Ｂ】 【図４Ｃ－Ｄ】
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【図５】 【図６Ａ－Ｂ】

【図６Ｃ－Ｄ】 【図６Ｅ－Ｆ】
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【図７】 【図８】
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【国際調査報告】



(40) JP 2011-524343 A 2011.9.1

10

20

30

40



(41) JP 2011-524343 A 2011.9.1

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    １０１　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  15/06    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ   1/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ０７Ｋ   1/04    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,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,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,SE,SI,S
K,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BH,BR,BW,
BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,K
E,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL
,PT,RO,RS,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  エドワード　エス．　シルヤ
            アメリカ合衆国　ニューヨーク州　１００１６　ニューヨーク　セカンド・アベニュー　７１１　
            アパートメント　２エイ
(72)発明者  ピーター　ブルネ
            スロベニア国　イリルスカ・ビストリツァ　６２５０　ヴルボヴォ　４
Ｆターム(参考) 4C084 AA02  AA03  AA06  BA44  CA17  CA18  CA20  CA21  CA36  MA16 
　　　　 　　        MA66  NA01  NA05  NA06  ZA812 ZA892 ZA962 ZB052 ZB112 ZB152
　　　　 　　        ZB262 ZB352 ZC202
　　　　 　　  4H045 AA20  CA42  DA55  EA20  GA21  GA23 



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2011524343A5 公开(公告)日 2012-07-12

申请号 JP2011511643 申请日 2009-05-28

[标]申请(专利权)人(译) PRO THERA BIOLOGICS

申请(专利权)人(译) 的Procera生物制品有限责任公司

[标]发明人 ヨウピンリム
エドワードエスシルヤ
ピーターブルネ

发明人 ヨウピン リム
エドワード エス. シルヤ
ピーター ブルネ

IPC分类号 C07K14/81 G01N33/53 C07K1/16 C12N9/99 A61K38/00 A61P29/00 A61P31/04 A61P7/00 A61P19/02 
A61P35/00 A61P35/04 A61P17/02 A61P15/06 A61P43/00 C07K1/04

CPC分类号 A61K38/00 C07K14/811 A61K38/57 A61P15/00 A61P15/06 A61P17/02 A61P19/02 A61P29/00 A61P31
/00 A61P31/04 A61P35/00 C07K1/16 C07K1/36 C07K14/81

FI分类号 C07K14/81 G01N33/53.D C07K1/16 C12N9/99 A61K37/02 A61P29/00 A61P31/04 A61P7/00 A61P29
/00.101 A61P19/02 A61P35/00 A61P35/04 A61P17/02 A61P15/06 A61P43/00.111 C07K1/04

F-TERM分类号 4C084/AA02 4C084/AA03 4C084/AA06 4C084/BA44 4C084/CA17 4C084/CA18 4C084/CA20 4C084
/CA21 4C084/CA36 4C084/MA16 4C084/MA66 4C084/NA01 4C084/NA05 4C084/NA06 4C084/ZA812 
4C084/ZA892 4C084/ZA962 4C084/ZB052 4C084/ZB112 4C084/ZB152 4C084/ZB262 4C084/ZB352 
4C084/ZC202 4H045/AA20 4H045/CA42 4H045/DA55 4H045/EA20 4H045/GA21 4H045/GA23

代理人(译) 佐伯 宪生

优先权 61/130269 2008-05-28 US

其他公开文献 JP2011524343A
JP5793076B2

摘要(译)

本发明一般提供从血液中纯化Inter-α抑制剂蛋白（I＆amp; Ip）及其组合
物的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/be43a0dc-9010-4c41-add2-854dc1325b81

