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(57)【要約】
　修飾されているブタのソマトトロピンポリペプチドおよびそれの使用が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項２】
　１つ以上の翻訳後修飾を含んでいる、請求項１に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３】
　リンカー、重合体または生物学的に活性な分子と連結されている、請求項１に記載のｐ
ＳＴポリペプチド。
【請求項４】
　水溶性重合体と連結されている、請求項３に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項５】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、二機能性の重合体、二機能性のリンカ
ーまたは少なくとも１つのさらなるｐＳＴポリペプチドと連結されている、ｐＳＴポリペ
プチド。
【請求項６】
　上記二機能性のリンカーまたは二機能性の重合体は第２のポリペプチドと連結されてい
る、請求項５に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項７】
　上記第２のポリペプチドはｐＳＴポリペプチドである、請求項６に記載のｐＳＴポリペ
プチド。
【請求項８】
　上記水溶性重合体はポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる、請求項４に記載の
ｐＳＴポリペプチド。
【請求項９】
　上記水溶性重合体は、上記ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドに存在している天然にコードされ
ていないアミノ酸と連結されている、請求項４に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項１０】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３
位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、
１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、
２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、
３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、
４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、
５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、
６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、
７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、
８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、
９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位
、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位
、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位
、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位
、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位
、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位
、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位
、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位
、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位
、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位（すなわち
タンパク質のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配
列番号２における対応するアミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換
されている、請求項１に記載のｐＳＴポリペプチド。
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【請求項１１】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、１１位、３３位、４３位、５
８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１２４位、１２５位、１３
３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１６９位、１７０位、１７
３位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応するア
ミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換されている、請求項１０に記
載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項１２】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、３３位、４３位、５８位、６
２位、６７位、６９位、９９位、１２３位、１２４位、１３３位、１３４位、１４１位、
１６６位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応す
るアミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換されている、請求項１０
に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項１３】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、６２位、１３３位、１６６位
、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応するアミノ
酸）の残基からなる群から選択される位置に置換されている、請求項１０に記載のｐＳＴ
ポリペプチド。
【請求項１４】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、６２位（配列番号１、または配列番号２に
おける対応するアミノ酸）において置換されている、請求項１０に記載のｐＳＴポリペプ
チド。
【請求項１５】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、１３３位（配列番号１、または配列番号２
における対応するアミノ酸）において置換されている、請求項１０に記載のｐＳＴポリペ
プチド。
【請求項１６】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３
位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、
１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、
２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、
３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、
４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、
５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、
６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、
７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、
８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、
９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位
、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位
、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位
、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位
、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位
、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位
、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位
、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位
、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位
、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位（すなわち
タンパク質のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配
列番号２における対応するアミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換
されている、請求項４に記載のｐＳＴポリペプチド。
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【請求項１７】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、１１位、３３位、４３位、５
８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１２４位、１２５位、１３
３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１６９位、１７０位、１７
３位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応するア
ミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換されている、請求項１６に記
載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項１８】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、３３位、４３位、５８位、６
２位、６７位、６９位、９９位、１２３位、１２４位、１３３位、１３４位、１４１位、
１６６位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応す
るアミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換されている、請求項１６
に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項１９】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、６２位、１３３位、１６６位
、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応するアミノ
酸）の残基からなる群から選択される位置に置換されている、請求項１６に記載のｐＳＴ
ポリペプチド。
【請求項２０】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、６２位（配列番号１、または配列番号２に
おける対応するアミノ酸）において置換されている、請求項１６に記載のｐＳＴポリペプ
チド。
【請求項２１】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、１３３位（配列番号１、または配列番号２
における対応するアミノ酸）において置換されている、請求項４に記載のｐＳＴポリペプ
チド。
【請求項２２】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、ｐＳＴ受容体に対する当該ｐＳＴポリ
ペプチドの親和性を調節する１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失
を含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項２３】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、当該ｐＳＴポリペプチドの安定性また
は可溶性を増大させる１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失を含ん
でいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項２４】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、当該ｐＳＴポリペプチドの組換え宿主
細胞における発現またはインビトロにおける合成を向上させる１つ以上のアミノ酸置換、
アミノ酸付加またはアミノ酸欠失を含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項２５】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、当該ｐＳＴポリペプチドのプロテアー
ゼ耐性を向上させる１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失を含んで
いる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項２６】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、天然にコードされていない上記アミノ
酸は、リンカー、重合体または生物学的に活性な分子に対して反応性であり、当該リンカ
ー、重合体または生物学的に活性な分子は、当該ポリペプチドにおける通常の２０のアミ
ノ酸のうちのいずれかに対して非反応性である、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項２７】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、カルボニル基、アミノオキシ基、ヒドラジ
ン基、ヒドラジド基、セミカルバジド基、アジド基またはアルキン基を含んでいる、請求
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項１に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項２８】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はカルボニル基を含んでいる、請求項２７に記
載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項２９】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、以下の構造：
【化１】

（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換されているアルキル
または置換されているアリールであり；Ｒ２は、Ｈ、アルキル、アリール、置換されてい
るアルキルまたは置換されているアリールであり；Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド
またはアミノ末端修飾基であり；Ｒ４は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボキシ
末端修飾基である）
を有している、請求項２８に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３０】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はアミノオキシ基を含んでいる、請求項２７に
記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３１】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はヒドラジド基を含んでいる、請求項２７に記
載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３２】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はヒドラジン基を含んでいる、請求項２７に記
載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３３】
　天然にコードされていない上記アミノ酸残基はセミカルバジド基を含んでいる、請求項
２７に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３４】
　天然にコードされていない上記アミノ酸残基はアジド基を含んでいる、請求項２７に記
載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３５】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、以下の構造：
【化２】

（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換されているアルキル
もしくは置換されているアリールであるか、または存在しておらず；Ｘは、Ｏ、Ｎもしく
はＳであるか、または存在しておらず；ｍは０～１０であり；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポ
リペプチドまたはアミノ末端修飾基であり；Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたは
カルボキシ末端修飾基である）
を有している、請求項３４に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３６】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はアルキン基である、請求項２７に記載のｐＳ
Ｔポリペプチド。
【請求項３７】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、以下の構造：
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【化３】

（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換されているアルキル
または置換されているアリールであり；Ｘは、Ｏ、ＮもしくはＳであるか、または存在し
ておらず；ｍは０～１０であり；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはアミノ末端
修飾基であり；Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボキシ末端修飾基である
）
を有している、請求項３６に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３８】
　上記水溶性重合体は約０．１ｋＤａから約１００ｋＤａの分子量を有している、請求項
４に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項３９】
　上記水溶性重合体は約０．１ｋＤａから約５０ｋＤａの分子量を有している、請求項３
８に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項４０】
　カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドを、アミノオキシ基、ヒドラ
ジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基を含んでいる水溶性重合体と反応させるこ
とによって作製されている、請求項４に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項４１】
　上記アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基は、アミド
結合を介して上記水溶性重合体と連結されている、請求項４０に記載のｐＳＴポリペプチ
ド。
【請求項４２】
　カルボニル基を含んでいる水溶性重合体を、アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジ
ド基またはセミカルバジド基を含んでいる天然にコードされていないアミノ酸を含んでい
るポリペプチドと反応させることによって作製されている、請求項４に記載のｐＳＴポリ
ペプチド。
【請求項４３】
　アルキン含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドを、アジド部分を含んでいる水
溶性重合体と反応させることによって作製されている、請求項４に記載のｐＳＴポリペプ
チド。
【請求項４４】
　アジド含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドを、アルキン部分を含んでいる水
溶性重合体と反応させることによって作製されている、請求項４に記載のｐＳＴポリペプ
チド。
【請求項４５】
　上記アジド基またはアルキン基はアミド結合を介して水溶性重合体と連結されている、
請求項２７に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項４６】
　上記水溶性重合体は分枝鎖状またはマルチアームの重合体である、請求項４に記載のｐ
ＳＴポリペプチド。
【請求項４７】
　上記水溶性重合体の分枝鎖のそれぞれは約１ｋＤａから約１００ｋＤａの分子量を有し
ている、請求項４６に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項４８】
　ｐＳＴアンタゴニストである、請求項１に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項４９】
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　１つ以上の翻訳後修飾、リンカー、重合体または生物学的に活性な分子を含んでいる、
請求項４８に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項５０】
　上記重合体は水溶性重合体およびポリ（エチレングリコール）からなる群から選択され
る部分を含んでいる、請求項４９に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項５１】
　ｐＳＴ受容体の活性化を阻止する、請求項４８に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項５２】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は糖部分を含んでいる、請求項１に記載のｐＳ
Ｔポリペプチド。
【請求項５３】
　請求項３に記載のｐＳＴポリペプチドであって、上記リンカー、重合体または生物学的
に活性な分子は糖部分を介して当該ｐＳＴポリペプチドと連結されている、ｐＳＴポリペ
プチド。
【請求項５４】
　配列番号１または２をコードしているポリヌクレオチド配列とストリンジェントな条件
のもとにハイブリダイズするポリヌクレオチドを含んでいる単離されている核酸であって
、当該ポリヌクレオチドは少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる、単離されて
いる核酸。
【請求項５５】
　上記セレクターコドンは、アンバーコドン、オーカーコドン、オパールコドン、ユニー
クコドン、レアコドンおよび４塩基コドンからなる群から選択される、請求項５４に記載
の単離されている核酸。
【請求項５６】
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる単離されているｐＳＴポリペプチドを
、天然にコードされていない当該アミノ酸と反応する部分を含んでいるリンカー、重合体
または生物学的に活性な分子と接触させることを包含している、請求項３に記載のｐＳＴ
ポリペプチドを作製する、方法。
【請求項５７】
　上記重合体は、水溶性重合体およびポリ（エチレングリコール）からなる群から選択さ
れる部分を含んでいる、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、カルボニル基、アミノオキシ基、ヒドラジ
ド基、ヒドラジン基、セミカルバジド基、アジド基またはアルキン基を含んでいる、請求
項５６に記載の方法。
【請求項５９】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はカルボニル部分を含んでおり、上記リンカー
、重合体または生物学的に活性な分子は、アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基
またはセミカルバジド基を含んでいる、請求項５６に記載の方法。
【請求項６０】
　上記アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基は、アミド
結合を介して上記リンカー、重合体または生物学的に活性な分子と連結されている、請求
項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はアルキン部分を含んでおり、上記リンカー、
重合体または生物学的に活性な分子はアジド部分を含んでいる、請求項５６に記載の方法
。
【請求項６２】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はアジド部分を含んでおり、上記リンカー、重
合体または生物学的に活性な分子はアルキン部分を含んでいる、請求項５６に記載の方法
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。
【請求項６３】
　上記アジド部分またはアルキン部分は、アミド結合を介してリンカー、重合体または生
物学的に活性な分子と連結されている、請求項５８に記載の方法。
【請求項６４】
　上記ポリ（エチレングリコール）部分は約０．１ｋＤａから約１００ｋＤａの平均分子
量を有している、請求項５７に記載の方法。
【請求項６５】
　上記ポリ（エチレングリコール）部分は分枝鎖状またはマルチアームの重合体である、
請求項５７に記載の方法。
【請求項６６】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体を含んでいる、組
成物。
【請求項６７】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は水溶性重合体と連結されている、請求項６６
に記載の組成物。
【請求項６８】
　ｐＳＴによって調節される疾患を有している動物を処置する方法であって、請求項６６
に記載の組成物の治療有効量を当該動物に投与することを包含している、方法。
【請求項６９】
　請求項５４に記載の核酸を含んでいる、細胞。
【請求項７０】
　直交性のｔＲＮＡ合成酵素または直交性のｔＲＮＡを含んでいる、請求項６９に記載の
細胞。
【請求項７１】
　ｐＳＴポリペプチドをコードしておりかつセレクターコドンを含んでいる１つ以上のポ
リヌクレオチド、直交性のＲＮＡ合成酵素および直交性のｔＲＮＡを含んでいる細胞を、
天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる当該ｐＳＴポリペプチドの発現を可能に
する条件において培養すること；ならびにｐＳＴポリペプチドを精製することを包含して
いる、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドを製造する、
方法。
【請求項７２】
　ｐＳＴポリペプチドの血中半減期または循環時間を調節する方法であって、当該ｐＳＴ
ポリペプチドにおける天然に存在するアミノ酸の１つ以上を天然にコードされていないア
ミノ酸の１つ以上と置換することを包含している、方法。
【請求項７３】
　配列番号１または２として示されているポリペプチドをコードしている配列を有してい
るポリヌクレオチドによってコードされているｐＳＴポリペプチドであって、当該ポリヌ
クレオチドはセレクターコドンを含んでおり、天然にコードされていないアミノ酸を少な
くとも１つ含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項７４】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、リンカー、重合体、水溶性重合体または生
物学的に活性な分子と連結されている、請求項７３に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項７５】
　上記水溶性重合体はポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる、請求項７４に記載
のｐＳＴポリペプチド。
【請求項７６】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３
位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、
１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、
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２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、
３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、
４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、
５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、
６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、
７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、
８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、
９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位
、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位
、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位
、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位
、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位
、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位
、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位
、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位
、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位
、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位（すなわち
タンパク質のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配
列番号２における対応するアミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換
されている、請求項７３に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項７７】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、１１位、３３位、４３位、５
８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１２４位、１２５位、１３
３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１６９位、１７０位、１７
３位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応するア
ミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換されている、請求項７６に記
載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項７８】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、３３位、４３位、５８位、６
２位、６７位、６９位、９９位、１２３位、１２４位、１３３位、１３４位、１４１位、
１６６位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応す
るアミノ酸）の残基からなる群から選択される位置において置換されている、請求項７６
に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項７９】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、３位、７位、６２位、１３３位、１６６位
、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、または配列番号２における対応するアミノ
酸）の残基からなる群から選択される位置において置換されている、請求項７６に記載の
ｐＳＴポリペプチド。
【請求項８０】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、６２位（配列番号１、または配列番号２に
おける対応するアミノ酸）において置換されている、請求項７６に記載のｐＳＴポリペプ
チド。
【請求項８１】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、１１３位（配列番号１、または配列番号２
における対応するアミノ酸）において置換されている、請求項７３に記載のｐＳＴポリペ
プチド。
【請求項８２】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、カルボニル基、アミノオキシ基、ヒドラジ
ド基、ヒドラジン基、セミカルバジド基、アジド基またはアルキン基を含んでいる、請求
項７３に記載のｐＳＴポリペプチド。
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【請求項８３】
　上記ポリ（エチレングリコール）部分は約０．１ｋＤａから約１００ｋＤａの分子量を
有している、請求項７５に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項８４】
　上記ポリ（エチレングリコール）部分は分枝鎖状またはマルチアームの重合体である、
請求項７５に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項８５】
　上記ポリ（エチレングリコール）部分は約１ｋＤａから約１００ｋＤａの分子量を有し
ている、請求項８４に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項８６】
　請求項７３に記載のｐＳＴポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体を含んでいる、
組成物。
【請求項８７】
　ｐＳＴポリペプチドであって、組換え宿主細胞における当該ｐＳＴポリペプチドの発現
を向上させる１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失を含んでいる、
ｐＳＴポリペプチド。
【請求項８８】
　ｐＳＴポリペプチドであって、単一のアミノ酸において当該ｐＳＴポリペプチドと共有
結合によって連結されている水溶性重合体を含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項８９】
　上記水溶性重合体はポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる、請求項８８に記載
のｐＳＴポリペプチド。
【請求項９０】
　上記水溶性重合体と共有結合的に連結されている上記アミノ酸は天然にコードされてい
ないアミノ酸である、請求項８８に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項９１】
　天然にコードされていない上記アミノ酸はポリ（エチレングリコール）分子と連結され
ている、請求項１０に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項９２】
　少なくとも１つのリンカー、重合体または生物学的に活性な分子を含んでいるｐＳＴポ
リペプチドであって、当該リンカー、重合体または生物学的に活性な分子は、当該ポリペ
プチドにリボソームによって組み込まれている天然にコードされていないアミノ酸の官能
基を介して当該ポリペプチドと結合されている、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項９３】
　１つのＰＥＧが付加されている、請求項９２に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項９４】
　天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上と結合されているリンカー、重合体また
は生物学的に活性な分子を含んでいるｐＳＴポリペプチドであって、天然にコードされて
いない当該アミノ酸はあらかじめ選択されている部位において当該ポリペプチドにリボソ
ームによって組み込まれている、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項９５】
　１つのリンカー、重合体または生物学的に活性な分子を含んでいる、請求項９４に記載
のｐＳＴポリペプチド。
【請求項９６】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、当該ポリペプチドの投与後に動物にお
ける血液形成を調節する１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失を含
んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項９７】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、当該ｐＳＴポリペプチドの血中半減期
または循環時間を向上させる１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失
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を含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項９８】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、当該ポリペプチドの投与後に動物にお
ける好中球の増殖を調節する１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失
を含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項９９】
　天然にコードされているアミノ酸の置換を含んでいる、請求項１に記載のｐＳＴポリペ
プチド。
【請求項１００】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、当該ポリペプチドの投与後に動物にお
ける好中球の成熟を調節する１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失
を含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項１０１】
　請求項１に記載のｐＳＴポリペプチドであって、当該ポリペプチドの投与後に動物にお
ける好中球の機能を調節する１つ以上のアミノ酸置換、アミノ酸付加またはアミノ酸欠失
を含んでいる、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項１０２】
　ｐＳＴによって調節される感染症を有している動物を処置する方法であって、請求項６
６に記載の組成物の治療有効量を当該動物に投与することを包含している、方法。
【請求項１０３】
　請求項４に記載のｐＳＴポリペプチドであって、上記水溶性重合体はオキシム結合によ
って当該ポリペプチドと連結されている、ｐＳＴポリペプチド。
【請求項１０４】
　動物における感染症を予防する方法であって、請求項６６に記載の組成物の治療有効量
を当該動物に投与することを包含している、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、天然にコードされていないアミノ酸の少なくとも１つを用いて必要に応じて
修飾されている、ブタのソマトトロピン（ｐＳＴ）ポリペプチドに関する。
【背景技術】
【０００２】
　生物学的に活性な（生理活性のある）いくつかのポリペプチドの長期に及ぶ活性は、非
常にわずかな用量のみを非経口的に投与することによって実現され得る一方で、他の点に
ついて、十分な血中濃度が必要であるか、および／または大きな用量が長期間（例えば一
週間以上）にわたる所望の生物学的な作用をもたらすために投与される必要があるような
血清における非常に短い半減期を有している。ソマトトロピン（成長ホルモン）はそのよ
うなポリペプチドの一例である。
【０００３】
　動物の血流への所望されない急速な放出を防ぐために、特定のポリペプチドは、水和抑
制剤（抗水和剤）を必要に応じて含有し得るか、または体液におけるそれらの可溶性をさ
らに低下させる金属もしくは金属化合物と会合している液体ビヒクルにおいて非経口的に
投与され得る。許容不可能な大量のそのようなビヒクルの必要性を回避するために、かつ
他の理由（優れた長期の放出特性が挙げられる）のために、例えば、James C. Mitchell
に対する米国特許第５，７３９，１０８号、Eli Lillyに譲渡されている米国特許第４，
９７７，１４０号、Lucky, Ltd.に譲渡されている米国特許第５，５２０，９２７号、お
よびLG Chemicals Ltd.に譲渡されている米国特許第５，７４４，１６３号に示されてい
るように、ビヒクルにおける上記ポリペプチドの高い濃度を採用することは有利である。
しかし、そのようなポリペプチドが生物学的に活性な形態において動物の血流に放出され
る効率（“生体利用効率”）、および／またはいくつかの効用において、動物における所
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望の生理学的な応答をもたらす効力（“有効性”）を向上させる必要がある。これらの要
因のそれぞれは、所望の生物学的な作用を実現するために投与すべきポリペプチドの量、
および必然的に各投与の費用に実質的に影響し得る。ポリペプチド（例えばソマトトロピ
ン）は、組換えＤＮＡを用いて形質転換されている原核生物において製造され得るが、改
良されたソマトトロピンポリペプチド（より長い血中半減期が挙げられる）をもたらすタ
ンパク質の調合が必要であり続けている。生理活性組成物を投与する種々の方法および手
段はこれまでに存在しており、これらの例示的な公開物としては、Christensen et al.の
国際公開第９７／０３６９２号が挙げられ、当該公開物は、亜鉛イオン、および必要に応
じてリジンもしくはカルシウム成長ホルモンの調合を開示している。そのようにして調合
された成長ホルモンは、脱アミド化に対する耐性を示した。
【０００４】
　Dong et al.の国際公開第００／１３６７４号は、薬物の時限放出のための手段を開示
している。上記手段は、薬物製剤、ピストンおよび浸透圧性の組成物を含んでいるカプセ
ルを格納する半透性の壁つきの容器を含んでいる。投与手段は、２４時間を超えずに制御
された速度において、通路を介して薬物製剤を放出する。Ekwuribeの米国特許第５，３５
９，０３０号、米国特許第５，４３８，０４０号、および米国特許第５，６８１，８１１
号は、抱合によって重合体と結合されているペプチドを含んでいる、安定化されている抱
合されたペプチド複合体を開示している。当該重合体は、非経口投与および経口投与の両
方において安定な脂肪親和性部分および疎水性部分を含んでいる。Ferguson et al.の米
国特許第４，９７７，１４０号は、担体においてブタのソマトトロピンを含んでいる徐放
性製剤を開示している。当該担体は蜜蝋（約１～２０重量％）およびオイル（約８０～９
９重量％）を含んでいる。乳牛への注入によって、上記製剤は、２８日にわたって乳の生
成量の多大な向上をもたらす。Hamilton et al.の米国特許第４，８１６，５６８号は、
動物の成長ホルモンおよび安定化剤の組成物を開示している。教示されている上記安定化
剤は、水性溶液に可溶性であり、一般的に大きな極性を示す。教示されている上記安定化
剤は、ポリオール、アミノ酸、生理学的なｐＨにおいて荷電する側鎖基を有しているアミ
ノ酸重合体、およびクロリン誘導体を含んでいる。上記組成物の水性製剤は、（ｉ）水性
溶液に上記安定化剤を分散させること、および（ｉｉ）続く成長ホルモンの添加によって
形成され得る。固体製剤は、（ｉ）上記安定化剤および成長ホルモンを混合させること、
（ｉｉ）必要に応じて補助剤、結合剤などを上記組成物に加えること、ならびに（ｉｉｉ
）上記組成物を圧縮して、錠剤または丸薬を形成することによって形成され得る。
【０００５】
　Kim et alの米国特許第５，５２０，９２７号は、ソマトトロピン、少なくとも１つの
トコフェノール化合物、および放出遅延剤を含んでいる、経口的に投与される生理活性の
ある徐放性の薬学的組成物を開示している。Kim et alの米国特許第５，７４４，１６３
号は、動物の成長ホルモンを徐放させる製剤を開示している。上記製剤は、生分解可能な
重合体およびポリオキサマーのフィルムを有しているソマトトロピン被覆を含んでいる丸
薬を含んでいる。Magruder et al.の米国特許第５，０３４，２２９号は、動物に対して
有益な作用物質（例えば成長ホルモン）を送達する方策を開示している。また、上記方策
は、粘度調節手段としてのポリオールを送達し得る。MartinのＥＰ　０　２１６　４８５
は、遷移金属を有している成長ホルモン複合体を調製する方法を開示している。また、遷
移金属と複合化されている成長ホルモンを有しているそれらを処理することによって動物
における成長を促進する方法が開示されている。Mitchellの米国特許第５，７３９，１０
８号は、生体適合性のオイルに約１０重量％～約５０重量％が分散されているポリペプチ
ドを含んでいる生理活性のあるポリペプチドを長期にわたって放出する製剤を開示してい
る。上記ポリペプチドは無毒の金属または金属塩と会合され得る。また、上記製剤は抗水
和剤（例えばモノステアリン酸ナトリウム）を含み得る。Pikal, et al.の米国特許第５
，６１２，３１５号は、ヒトの成長ホルモン、グリシンおよびマンニトールを含んでいる
、ヒトの成長ホルモンの非経口投与用の製剤を開示している。開示されている製剤は、タ
ンパク質の凝集に対する安定化をもたらすと説明されている。Raman et al.の米国特許第
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５，３５６，６３５号は、生物学的に活性な作用物質（例えばソマトトロピン）；例えば
ソマトトロピンが全体に分散されている、生分解可能な非晶質なガラス質の炭水化物の基
材；および疎水性の物質を含んでいる徐放性の組成物を開示している。非晶質なガラス質
の炭水化物の上記基材は、非晶質な炭水化物および結晶化抑制剤を含んでおり、上記組成
物の約６０重量％～約９０重量％を構成している。上記組成物は少なくとも約１８℃まで
下がると固体である。
【０００６】
　Raman et al.の国際公開第９３／１３７９２号は、遷移金属の可溶化物質と組み合わせ
た遷移金属－ソマトトロピンの複合体を含んでいる埋め込み可能な手段を開示している。
上記遷移金属は、亜鉛、マンガンまたは銅であり得る。金属の可溶化物質はアミノ酸であ
り得る。スクロースはソマトトロピンを安定化させるために使用され得る。上記手段はシ
リコンの管材料または蜜蝋を含み得る。Seely et al.の国際公開第９３／１９７７３号は
、（ｉ）ソマトトロピンおよびアルギニンＨＣｌを含んでいる凍結乾燥された組成物、な
らびに（ｉｉ）ＥＤＴＡ、非イオン性の界面活性剤および必要に応じて緩衝液もしくは非
緩衝作用の物質（例えば、スクロースまたはトレハロース）を含んでいる水性溶液を開示
している。Sivaramakrishnan et al.の米国特許第５，２１９，５７２号は、巨大分子（
例えばソマトトロピン）を制御放出する手段を開示している。上記手段は、不均質なビー
ドレッツ（beadlets）を含んでいる内部区画を完全に囲んでいる水溶性の外覆を含んでい
る。ビードレッツは、コアのマトリクスを囲んでいる蜜蝋の殻を含んでいる。コアのマト
リクスは、例えばソマトトロピン、および必要に応じて賦形剤、安定化剤および結合剤な
ど（例えば、ステアリン酸マグネシウムまたはスクロース）を含んでいる。動物内の液性
環境における上記外覆の溶解によって、ビードレッツは、液性環境にばくろされ、ばくろ
後の種々の時点に破れる。S.O slashed.rensen et al.の国際公開第９３／１２８１２号
は、成長ホルモンがヒスチジンまたはヒスチジン誘導体の存在下において安定化され得る
ことを教示している。また、成長ホルモンが凍結乾燥される場合、組成物は、充填剤（す
なわち、糖アルコール、二糖およびこれらの混合物）を含み得る。S.O slashed.rensen e
t al.の米国特許第５，８４９，７０４号は、成長ホルモン、ならびに脱アミド化、酸化
、もしくは成長ホルモンにおけるペプチド結合の切断に対する安定性をもたらすために加
えられている添加剤または緩衝作用物質としてのヒスチジンもしくはヒスチジンの誘導体
を含んでいる薬学的製剤を開示している。また、開示されているのは、ヒスチジンまたは
それらの誘導体の存在下における成長ホルモンの結晶化が、公知の方法より高い純度を有
している結晶のより高い収率をもたらすことである。
【０００７】
　Steber et al.の欧州特許出願公開第０　５２３　３３０号は、部分的に被覆されてい
る埋め込み可能な、凹凸のある小型の組成物を開示している。当該組成物は、生物学的に
活性なポリペプチド（例えばソマトトロピン）；脂肪、蜜蝋またはこれらの混合物；なら
びに糖（例えば、単糖、二糖または三糖）を含んでいる。Storrs, et al.の米国特許第５
，９８６，０７３号は、生物学的に活性なソマトトロピンの単量体を精製し、回収する方
法を開示している。この業績は、重複する等電点を有しているソマトトロピンの単量体お
よび低重合体が、非常に狭いｐＨ範囲における選択的な沈殿によって分離され得るという
発見に基づいている。所望されない不純物はこの過程によって除去され、回収されかつ精
製されたソマトトロピンは、さらなる精製なしに標的の動物に対する非経口投与にとって
好適である。Tyleの米国特許第４，８５７，５０６号は、成長ホルモンを徐放させる複合
的な水中油中水型（water-in-oil-in-water）のエマルションを開示している。成長ホル
モンは内部の水相に分散されており；当該内部の水相は水と混和しない液相または油相に
分散されており；水と混和しない相は外部の水相に分散されている。内部の水相は、４０
重量％までのポリオール、グリコールまたは糖を含んでいる。Viswanathan et al.の米国
特許第４，９１７，６８５号は、安定化された動物の成長ホルモンにとっての送達手段を
開示している。上記手段は、リザーバを囲んでおり、規定する壁を含んでいる。上記壁の
少なくとも一部は、多孔質であり、成長ホルモンおよび安定化剤の通過を可能にしている
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。成長ホルモンおよび安定化剤の製剤は、上述のHamilton et al.において実質的に開示
されている。
【０００８】
　以上において要約した公開物に説明されている試みにもかかわらず、技術上の多大な改
良の余地がある。本発明は、改良されたブタのソマトトロピン（ｐＳＴ）ポリペプチドを
提供することによってこの必要性を充足させる。本発明は、とりわけｐＳＴポリペプチド
の活性および生成に関連する問題を解決し、向上した生物学的もしくは薬理的な特性およ
び／または向上した治療半減期を有しているｐＳＴポリペプチドの生成に関する。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプ
チドを提供する。
【００１０】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは１つ以上の翻訳後修飾を含んでい
る。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、リンカー、重合体または生物
学的に活性な分子と連結されている。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチド
は、二機能性のリンカー、二機能性の重合体または少なくとも１つのさらなるｐＳＴポリ
ペプチドと連結されている。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸は、水溶性重合
体と連結されている。いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体はポリ（エチレン
グリコール）部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていな
い上記アミノ酸は、リンカーを用いて上記水溶性重合体と連結されているか、または上記
水溶性重合体と結合されている。いくつかの実施形態において、上記ポリ（エチレングリ
コール）分子は二機能性の重合体である。いくつかの実施形態において、上記二機能性の
重合体は第２のポリペプチドと連結されている。いくつかの実施形態において、上記第２
のポリペプチドはｐＳＴポリペプチドである。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、ポリ（エチレングリコール）部
分を含んでいる水溶性重合体と連結されている少なくとも２つのアミノ酸を含んでいる。
いくつかの実施形態において、１つ以上のアミノ酸は天然にコードされていないアミノ酸
である。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔにおける以下の位置：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位
、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７
位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８
位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８
位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８
位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８
位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８
位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８
位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８
位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８
位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位
、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位
、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位
、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位
、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位
、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位
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、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位
、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位
、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位
、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８位
、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６位
、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわちタンパク質
のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１）の１つ以上に組み込
まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以
上は、ｐＳＴにおける以下の位置：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、
５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１
６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２
７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３
７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４
７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５
７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６
７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７
７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８
７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９
７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位
、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位
、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位
、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位
、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位
、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位
、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位
、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位
、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位
、１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位
、１７８位、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位
、１８６位、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわち
タンパク質のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号２）の１つ以
上に組み込まれている。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔにおける以下の位置：２９位、３０位、３３位、３４位、３５位、３７位、３９位、４
０位、４９位、５７位、５９位、６６位、６９位、７０位、７１位、７４位、８８位、９
１位、９２位、９４位、９５位、９８位、９９位、１０１位、１０３位、１０７位、１０
８位、１１１位、１２２位、１２６位、１２９位、１３０位、１３１位、１３３位、１３
４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４
３位、１４５位、１４７位、１５４位、１５５位、１５６位、１５９位、１８３位、１８
６位、および１８７位（配列番号１）の１つ以上において置換されている。いくつかの実
施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴにおける以下
の位置：２９位、３０位、３３位、３４位、３５位、３７位、３９位、４０位、４９位、
５７位、５９位、６６位、６９位、７０位、７１位、７４位、８８位、９１位、９２位、
９４位、９５位、９８位、９９位、１０１位、１０３位、１０７位、１０８位、１１１位
、１２２位、１２６位、１２９位、１３０位、１３１位、１３３位、１３４位、１３５位
、１３６位、１３７位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４５位
、１４７位、１５４位、１５５位、１５６位、１５９位、１８３位、１８６位、および１
８７位（配列番号２）の１つ以上において置換されている。いくつかの実施形態において
、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、以下の位置：ブタの成長ホルモンタ
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ンパク質の２９位、３０位、３３位、３４位、３５位、３７位、３９位、４０位、４９位
、５７位、５９位、６６位、６９位、７０位、７１位、７４位、８８位、９１位、９２位
、９４位、９５位、９８位、９９位、１０１位、１０３位、１０７位、１０８位、１１１
位、１２２位、１２６位、１２９位、１３０位、１３１位、１３３位、１３４位、１３５
位、１３６位、１３７位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４５
位、１４７位、１５４位、１５５位、１５６位、１５９位、１８３位、１８６位、および
１８７位の１つ以上において置換されている。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、以下
の位置：２９位、３３位、３５位、３７位、３９位、４９位、５７位、６９位、７０位、
７１位、７４位、８８位、９１位、９２位、９４位、９５位、９８位、９９位、１０１位
、１０３位、１０７位、１０８位、１１１位、１２９位、１３０位、１３１位、１３３位
、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位
、１４３位、１４５位、１４７位、１５４位、１５５位、１５６位、１８６位、および１
８７位（配列番号１）の１つ以上において置換されている。いくつかの実施形態において
、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、以下の位置：２９位、３３位、３５
位、３７位、３９位、４９位、５７位、６９位、７０位、７１位、７４位、８８位、９１
位、９２位、９４位、９５位、９８位、９９位、１０１位、１０３位、１０７位、１０８
位、１１１位、１２９位、１３０位、１３１位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６
位、１３７位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４５位、１４７
位、１５４位、１５５位、１５６位、１８６位、および１８７位（配列番号２）の１つ以
上において置換されている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないア
ミノ酸の１つ以上は、以下の位置：ブタの成長ホルモンタンパク質の２９位、３３位、３
５位、３７位、３９位、４９位、５７位、６９位、７０位、７１位、７４位、８８位、９
１位、９２位、９４位、９５位、９８位、９９位、１０１位、１０３位、１０７位、１０
８位、１１１位、１２９位、１３０位、１３１位、１３３位、１３４位、１３５位、１３
６位、１３７位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４５位、１４
７位、１５４位、１５５位、１５６位、１８６位、および１８７位の１つ以上において置
換されている。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、以下
の位置：３５位、８８位、９１位、９２位、９４位、９５位、９９位、１０１位、１０３
位、１１１位、１３１位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３９位、１４０
位、１４３位、１４５位、および１５５位（配列番号１）の１つ以上において置換されて
いる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、
以下の位置：３５位、８８位、９１位、９２位、９４位、９５位、９９位、１０１位、１
０３位、１１１位、１３１位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３９位、１
４０位、１４３位、１４５位、および１５５位（配列番号２）の１つ以上において置換さ
れている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上
は、以下の位置：ブタの成長ホルモンタンパク質の３５位、８８位、９１位、９２位、９
４位、９５位、９９位、１０１位、１０３位、１１１位、１３１位、１３３位、１３４位
、１３５位、１３６位、１３９位、１４０位、１４３位、１４５位、および１５５位の１
つ以上において置換されている。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、以下
の位置：３０位、７４位、１０３位（配列番号１）の１つ以上において置換されている。
いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、以下の
位置：３５位、９２位、１４３位、１４５位（配列番号１）の１つ以上において置換され
ている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は
、以下の位置：３０位、７４位、１０３位（配列番号２）の１つ以上において置換されて
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いる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、
以下の位置：３５位、９２位、１４３位、１４５位（配列番号２）の１つ以上において置
換されている。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、対応するｐＳＴ（例えば、置換
、付加または欠失のないｐＳＴ）の親和性と比べたときに、ｐＳＴ受容体（例えばｐｇｈ
ポリペプチド受容体）に対する当該ｐＳＴポリペプチドの親和性を調節する置換、付加ま
たは欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴ（例えばｐＳＴポリペプチ
ド）は、置換、付加または欠失のない対応するｐＳＴの安定性と比べたときに、当該ｐＳ
Ｔポリペプチドの安定性を向上させる置換、付加または欠失を含んでいる。いくつかの実
施形態において、ｐＳＴは、置換、付加または欠失のない対応するｐＳＴの免疫原性と比
べたときに、当該ｐＳＴポリペプチドの免疫原性を調節する置換、付加または欠失を含ん
でいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴは、置換、付加または欠失のない対応する
ｐＳＴの血中半減期または循環時間と比べたときに、当該ｐＳＴポリペプチドの血中半減
期または循環時間を調節する置換、付加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態に
おいて、本発明は、置換、付加または欠失のない対応するｐｇｈの親和性と比べたときに
、ｐｇｈポリペプチド受容体に対する当該ｐｇｈポリペプチドの親和性を調節する置換、
付加または欠失を含んでいるｐｇｈポリペプチドを、包含している。いくつかの実施形態
において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失のない対応するｐｇｈの安定性
と比べたときに、当該ｐｇｈポリペプチドの安定性を向上させる置換、付加または欠失を
含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠
失のない対応するｐｇｈの免疫原性と比べたときに、当該ｐｇｈポリペプチドの免疫原性
を調節する置換、付加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポ
リペプチドは、置換、付加または欠失のない対応するｐｇｈの血中半減期または循環時間
と比べたときに、当該ｐｇｈポリペプチドの血中半減期または循環時間を調節する置換、
付加または欠失を含んでいる。
【００１９】
　親水性重合体のポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧと省略される）の共有結合は、多
くの生物学的に活性な分子（タンパク質、ペプチドおよび特定の疎水性分子が挙げられる
）の水溶性を向上させるか、生体利用効率を向上させるか、血中半減期を上昇させるか、
治療半減期を上昇させるか、免疫原性を調節するか、生物学的な活性を調節するか、また
は循環時間を延長させる方法である。ＰＥＧは、生体適合性であることが重要である場合
、無毒性であることが重要である場合、および免疫原性のないことが重要である場合に、
医薬品、人工移植片および他の用途において広く使用されている。ＰＥＧの所望の特性を
最大化させるために、ＰＥＧ重合体または生物学的に活性な分子に結合されている重合体
の総分子量および水素化状態は、ＰＥＧ重合体結合と一般的に関連している有利な性質（
例えば、高い水溶性および長い循環半減期）を、親分子の生理活性に悪影響を与えること
なく付与するために、十分に高い必要がある。
【００２０】
　ＰＥＧ誘導体は、反応性の化学官能基（例えば、リジン残基、システイン残基、ヒスチ
ジン残基、Ｎ末端部分および糖部分）を介して、生物学的に活性な分子としばしば連結さ
れる。多くの場合、タンパク質および他の分子は、重合体結合のために利用可能な反応性
部位をわずかな数だけ有している。多くの場合、重合体結合を介した修飾に最も好適な部
位は、受容体結合において重要な役割を果たしており、分子の生物学的な活性の維持に必
須である。結果として多くの場合、生物学的に活性な分子上にあるそのような反応性部位
に対する重合体鎖のランダムな結合は、重合体によって修飾された分子の生物学的な活性
の有意な低下または完全な消失さえもたらす（R. Clark et al., (1996), J. Biol. Chem
., 271:21969-21977.）。所望の利点を標的分子に付与するために十分な重合体の分子量
を有している抱合体を形成するために、従来技術の手法は、多くの重合体の腕の、分子に
対するランダムな結合に典型的に関しており、これによって親分子の生理活性の低下また
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は完全な喪失のリスクを増大させる。
【００２１】
　タンパク質に対するＰＥＧ誘導体の結合のための位置を形成する反応性部位は、タンパ
ク質の構造によって決定される。タンパク質（酵素が挙げられる）は、Ｈ２Ｎ－ＣＨＲ－
ＣＯＯＨの一般式を有しているα－アミノ酸の種々の配列物によって構成されている。１
つのアミノ酸のαアミノ部分（Ｈ２Ｎ－）は、隣接するアミノ酸のカルボキシ部分（－Ｃ
ＯＯＨ）と繋がって、－（ＮＨ－ＣＨＲ－ＣＯ）ｎ－と表され得るアミド結合を形成する
（ここで、下付き文字“ｎ”は数百または数千に相当し得る）。Ｒによって表されるフラ
グメントは、タンパク質の生物学的な活性およびＰＥＧ誘導体の結合のための、反応性部
位を含み得る。
【００２２】
　例えば、アミノ酸リジンの場合、ε位およびα位に－ＮＨ２部分が存在している。ε位
の－ＮＨ２は、塩基性ｐＨの条件における反応に使用可能である。ＰＥＧを用いたタンパ
ク質の誘導体化の分野における技術の多くは、タンパク質に存在しているリジン残基のε
位の－ＮＨ２部分に対する結合のためのＰＥＧ誘導体の開発に向けられている（“Polyet
hylene Glycol and Derivatives for Advanced PEGylation”, Nektar Molecular Engine
ering Catalog, 2003, pp. 1-17）。しかし、これらのＰＥＧ誘導体のすべては、タンパ
ク質の表面上に存在している多くのリジン残基のなかから選択的にそれらが導入され得な
いという共通の制限を有している。これは、リジン残基がタンパク質の活性にとって重要
である（例えば、酵素活性部位に存在している）場合、またはリジン残基が他の生物学的
な分子とのタンパク質の相互作用を媒介する役割を果たしている場合に、重大な制限であ
り得る。
【００２３】
　タンパク質のＰＥＧ付加にとってのこれまでの方法に対する等しく重要な第２の制限要
因は、ＰＥＧ誘導体が、所望の部位以外の残基との所望されない副反応を受け得ることで
ある。ヒスチジンは、－Ｎ（Ｈ）－と構造的に表される反応性のイミノ部分を含んでおり
、ε位の－ＮＨ２と反応する化学的に反応性の多くの種はまた、－Ｎ（Ｈ）－と反応し得
る。同様に、アミノ酸システインの側鎖は、－ＳＨと構造的に表される自由なジスルフィ
ド基を有している。いくつかの場合に、リジンのε位の－ＮＨ２基に向けられているＰＥ
Ｇ誘導体はまた、システイン、ヒスチジンまたは他の残基と反応する。これは、ＰＥＧに
よって誘導体化された生理活性分子の不均質かつ複合的な混合物を生成し得、標的化され
ている生理活性分子の活性の破壊のリスクをもたらし得る。タンパク質の単一部位に化学
官能基を導入させ、それからタンパク質表面上の予想可能かつ明確な特定の部位における
理活性分子に対する１つ以上のＰＥＧ重合体の選択的な結合を可能にするＰＥＧ誘導体の
開発が、所望されている。
【００２４】
　リジン残基に加えて、当該技術における多くの試みは、他のアミノ酸残基（システイン
、ヒスチジンおよびＮ末端が挙げられる）を標的にする活性化されているＰＥＧ試薬の開
発に向けられている（例えば、参照によってその全体が本明細書に援用される米国特許第
６，６１０，２８１号、および“Polyethylene Glycol and Derivatives for Advanced P
EGylation”, Nektar Molecular Engineering Catalog, 2003, pp. 1-17を参照すればよ
い）。システイン残基は、部位特異的な変異生成および当該技術に公知の他の手法を用い
て、タンパク質の構造に部位特異的に導入され得、生じた使用可能なスルフィドリル部分
は、チオール反応性の官能基を有しているＰＥＧ誘導体と反応させられ得る。しかし、こ
の手法は、使用可能なジスルフィド基の導入が、生じたタンパク質の発現、フォールディ
ングおよび安定性を悪化させ得る点において困難である。したがって、本発明は、タンパ
ク質に対する１つ以上のＰＥＧ重合体の選択的な連結を可能にする化学官能基をｐＳＴお
よびｐｇｈに導入する好ましい手段を提供する。当該化学官能基は、同時に、タンパク質
において典型的に見られるスルフィド基および他の化学官能基と、両立する（すなわち当
該化学官能基と所望されない副反応を起こさない）。
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【００２５】
　当該技術の抽出から理解され得るように、タンパク質の側鎖（特に、リジンアミノ酸の
側鎖上における－ＮＨ２部分およびシステイン側鎖上における－ＳＨ部分）に対する結合
のために開発されているこれらの誘導体の多くは、それらの合成および使用において問題
のあることが証明されている。これらのいくつかは、加水分解を受ける（したがって変質
、分解する）か、または水性環境（例えば血流）において不安定な、タンパク質との不安
定な結合を形成する。それらのいくつかは、安定な結合を形成するが、当該結合が形成さ
れる前に加水分解を受け、ＰＥＧ誘導体上における反応性基がタンパク質と結合し得る前
に不活性化され得ることを意味する。いくつかは、いくらかの毒性を示し、したがってイ
ンビボにおける用途にとっての好適さに劣っている。いくつかは、実用的に有用であるに
は反応が緩やか過ぎる。いくつかは、タンパク質の活性を担っている部位に対する結合に
よってタンパク質の活性の消失を生じる。いくつかは、それらが結合する部位に特異的で
はなく、所望の活性の消失および結果の再現性の不足を生じ得る。ポリ（エチレングリコ
ール）部分を用いたタンパク質の修飾に関連する課題を克服するために、より好適なＰＥ
Ｇ誘導体（例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，６０２，４９８号
）とか、または分子および表面上にあるチオール部分と選択的に反応するＰＥＧ誘導体（
例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，６１０，２８１号）が、開発
されている。選択的に反応して好適な化学結合を形成することを所望されるまで、生理学
的環境において化学的に不活性なＰＥＧ誘導体に対する当該技術における明らかな必要性
が存在している。
【００２６】
　ポリペプチドと共有結合的に連結される、ヒドロキシアルカリルスターチの抱合の使用
および特にヒドロキシエチルスターチ（ＨＥＳ）の使用は、ポリペプチドの免疫原性およ
び／またはアレルゲン性を大きく変更するために開示されている。ＨＥＳ付加は、Fresen
ius Kabi ABに譲渡されている一連の特許出願（参照によって本明細書に援用される、米
国特許出願公開第２００５００６３９４３号、米国特許出願公開第２００６０１２１０７
３号、米国特許出願公開第２００１０１００１６３号、米国特許出願公開第２００５０２
３４２３０号、米国特許出願公開第２００５０２３８７２３号、米国特許出願公開第２０
０６００１９８７７号、米国特許出願公開第２００７０１３４１９７号、米国特許出願公
開第２００７００８７９６１号、および米国特許第７，２８５，６６１号が挙げられる）
に開示されている代替的な技術である。ＨＥＳは、血漿量の上昇剤として臨床的に使用さ
れている修飾されている天然の重合体であり、ＨＥＳ付加は、薬剤の性質（例えば、薬物
動態または水溶性）を変更するために製剤原料をＨＥＳ誘導体と結合する技術を代表して
いる。また、これは、分子の向上した安定性および低下した腎クリアランスを介したタン
パク質の血漿循環の延長を包含しており、向上した生物学的活性を生じる。さらに、免疫
原性またはアレルゲン性は低減され得る。異なるパラメータ（例えばＨＥＳの分子量）を
変更することによって、種々のＨＥＳ抱合体は特別に製造され得る。それにもかかわらず
、ヒドロキシエチルスターチは、現在、利用可能な他の重合体のすべてと共通の不利益（
多分散性）を共有している。重合体の抱合物は、平均値を中心にして分散している分子量
を有している分子の混合物である。この均質性の不足は、低いレベルの化学的性質および
生物学的性質を生じ、薬学的に活性な成分がその作用部位（受容体、酵素など）に到達す
ることを妨げる。これらの場合、活性であるべき薬剤は、抱合されていない本来の形態に
おける送達を必要としており、したがって代謝反応による重合体の切断は、薬学的有効性
に必要とされている。
【００２７】
　本発明のタンパク質技術は、タンパク質の他の部位特異的な修飾と関連する多くの制限
を克服する。特に、新たな構成要素が、原核生物（E. coli）（例えば、L. Wang, et al.
, (2001), Science 292:498-500）および真核生物のSaccharomyces cerevisiae（S. cere
visiae）（例えば、J. Chin et al., Science 301:964-7 (2003)）のタンパク質の生合成
機構に加えられている。当該生合成機構は、遺伝的にコードされていないアミノ酸の、タ
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ンパク質に対するインビボにおける組込みを可能にしている。新規な化学的、物理的また
は生物学的な特性を有している新たなアミノ酸は、この方法論を用いて、E. coliおよび
酵母におけるタンパク質に対して高い忠実さを有して効率的に組み込まれている（例えば
、参照によってその全体が本明細書に援用される、J. W. Chin et al., (2002), Journal
 of the American Chemical Society 124:9026-9027；J. W. Chin, & P. G. Schultz, (2
002), ChemBioChem 3(11):1135-1137；J. W. Chin, et al., (2002), PNAS United State
s of America 99:11020-11024；およびL. Wang, & P. G. Schultz, (2002), Chem. Comm.
, 1:1-11を参照すればよい）。当該アミノ酸としては、光親和性標識の光異性化可能なア
ミノ酸、光架橋するアミノ酸（例えば、Chin, J. W., et al. (2002) Proc. Natl. Acad.
 Sci. U. S. A. 99:11020-11024；およびChin, J. W., et al., (2002) J. Am. Chem. So
c. 124:9026-9027参照すればよい）、ケトアミノ酸、重原子を含有しているアミノ酸、お
よび糖修飾されているアミノ酸が挙げられる。これらの研究は、タンパク質に見られない
化学官能基（例えば、ケトン基、アルキン基およびアジド部分）を選択的かつ型通りに導
入することが可能であることを証明している。当該化学官能基は、遺伝的にコードされて
いる通常の２０のアミノ酸に見られるすべての官能基に対して不活性であり、選択的かつ
効率的に反応して、安定な共有結合を形成させるために使用され得る。
【００２８】
　遺伝的にコードされていないアミノ酸をタンパク質に組み込む能力は、天然に存在する
官能基（例えば、リジンのε位の－ＮＨ２、システインのスルフィドリル－ＳＨ、および
ヒスチジンのイミノ基など）に対する有用な代替物をもたらし得る化学官能基の導入を可
能にする。一部の化学官能基は、遺伝的にコードされている通常の２０のアミノ酸に見ら
れる官能基に対して不活性であるが、効率的かつ正確に反応して安定な結合を形成すると
知られている。例えば、アジド基およびアセチレン基は、触媒量の銅の存在下における水
性条件においてヒュイゲン［３＋２］環付加反応を受けると、当該技術において知られて
いる（例えば、Tornoe, et al., (2002) J. Org. Chem. 67:3057-3064；およびRostovtse
v, et al., (2002) Angew. Chem. Int. Ed. 41:2596-2599を参照すればよい）。例えば、
タンパク質の構造にアジド部分を導入することによって、タンパク質に見られるアミン基
、スルフィドリル基、カルボキシル基、水酸基に対して化学的に不活性であるが、効率的
かつ速やかにアセチレン部分と反応して環付加生成物を形成する化学官能基を組み込むこ
とが可能である。重要なことに、アセチレン部分の非存在下において、アジドは、他のタ
ンパク質の側鎖の存在下および生理学的条件において化学的に不活性かつ非反応性であり
続ける。
【００２９】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔの以下の位置：３位、７位、１１位、３３位、４３位、５８位、６２位、６７位、６９
位、９８位、９９位、１２３位、１２４位、１２５位、１３３位、１３４位、１３６位、
１４１位、１５９位、１６６位、１６９位、１７０位、１７３位、およびこれらの任意の
組合せ（配列番号１）の１つ以上に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天
然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの以下の位置：３位、７位、１１
位、３３位、４３位、５８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１
２４位、１２５位、１３３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１
６９位、１７０位、１７３位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号２）の１つ以上に
組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の
１つ以上は、ｐｇｈの以下の位置：３位、７位、１１位、３３位、４３位、５８位、６２
位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１２４位、１２５位、１３３位、１３
４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１６９位、１７０位、１７３位、およ
びこれらの任意の組合せの１つ以上に組み込まれている。いくつかの実施形態において、
天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの以下の位置：３位、７位、３
３位、４３位、５８位、６２位、６７位、６９位、９９位、１２３位、１２４位、１３３
位、１３４位、１４１位、１６６位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１）の１つ
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以上に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミ
ノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの以下の位置：３位、７位、３３位、４３位、５８位、６２位
、６７位、６９位、９９位、１２３位、１２４位、１３３位、１３４位、１４１位、１６
６位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号２）の１つ以上に組み込まれている。いく
つかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの以
下の位置：３位、７位、３３位、４３位、５８位、６２位、６７位、６９位、９９位、１
２３位、１２４位、１３３位、１３４位、１４１位、１６６位、およびこれらの任意の組
合せの１つ以上に組み込まれている。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔの以下の位置：３位、７位、６２位、１３３位、１６６位、およびこれらの任意の組合
せ（配列番号１）の１つ以上に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然に
コードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの以下の位置：３位、７位、６２位、
１３３位、１６６位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号２）の１つ以上に組み込ま
れている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上
は、ｐｇｈの以下の位置：３位、７位、６２位、１３３位、１６６位、およびこれらの任
意の組合せの１つ以上に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコード
されていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの６２位（配列番号１）に組み込まれている
。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔの６２位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコ
ードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの６２位に組み込まれている。いくつか
の実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１３３
位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされ
ていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１３３位（配列番号２）に組み込まれている。
いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈ
の１３３位に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていな
いアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの９２位（配列番号１）に組み込まれている。
いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴ
の９２位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコー
ドされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの９２位に組み込まれている。いくつかの
実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの３５位（
配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされてい
ないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの３５位（配列番号２）に組み込まれている。いくつ
かの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの３５
位に組み込まれている。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔの４０位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコ
ードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの４０位（配列番号２）に組み込まれて
いる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、
ｐｇｈの４０位に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされて
いないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの９５位（配列番号１）に組み込まれている。いく
つかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの９
５位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードさ
れていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの９５位に組み込まれている。いくつかの実施
形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの９６位（配列
番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない
アミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの９６位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの
実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの９６位に
組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の
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１つ以上は、ｐＳＴの９８位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態に
おいて、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの９８位（配列番号２
）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ
酸の１つ以上は、ｐｇｈの９８位に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天
然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの９９位（配列番号１）に組み込
まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以
上は、ｐＳＴの９９位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの実施形態において
、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの９９位に組み込まれている
。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔの１０３位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然に
コードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１０３位（配列番号２）に組み込ま
れている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上
は、ｐｇｈの１０３位に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコード
されていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１０５位（配列番号１）に組み込まれてい
る。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐ
ＳＴの１０５位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然
にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの１０５位に組み込まれている。い
くつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの
１３７位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコー
ドされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１３７位（配列番号２）に組み込まれて
いる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、
ｐｇｈの１３７位に組み込まれている。
【００３２】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔの以下の位置：３５位、９１位、９２位、９４位、９５位、９９位、１０１位、１３３
位、１３４位、１３８位、１３９位、１４０位、１４２位、１４４位、１４９位、１５０
位、１５４位、またはこれらの任意の組合せ（配列番号１）の１つ以上に組み込まれてい
る。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐ
ＳＴの以下の位置：３５位、９１位、９２位、９４位、９５位、９９位、１０１位、１３
３位、１３４位、１３８位、１３９位、１４０位、１４２位、１４４位、１４９位、１５
０位、１５４位、またはこれらの任意の組合せ（配列番号２）の１つ以上に組み込まれて
いる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、
ｐｇｈの以下の位置：Ｔｙｒ３５、Ｇｌｎ９１、Ｐｈｅ９２、Ｓｅｒ９４、Ａｒｇ９５、
Ａｓｎ９９、Ｌｅｕ１０１、Ａｒｇ１３３、Ａｌａ１３４、Ｌｅｕ１３８、Ｌｙｓ１３９
、Ｇｌｎ１４０、Ｔｙｒ１４２、Ｌｙｓ１４４、Ｌｅｕ１４９、Ａｒｇ１５０、Ａｌａ１
５４、およびこれらの任意の組合せの１つ以上に組み込まれている。いくつかの実施形態
において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１３８位（配列番
号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないア
ミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１３８位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの
実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの１３８位
に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸
の１つ以上は、ｐＳＴの１４２位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形
態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１４２位（配列
番号２）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない
アミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１４２位に組み込まれている。いくつかの実施形態にお
いて、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの１４３位（配列番号１
）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ
酸の１つ以上は、ｐＳＴの１４３位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの実施
形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの１４３位に組
み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１
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つ以上は、ｐＳＴの１４４位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態に
おいて、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１４４位（配列番号
２）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミ
ノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの１４４位に組み込まれている。いくつかの実施形態において
、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１４６位（配列番号１）に
組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の
１つ以上は、ｐＳＴの１４６位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの実施形態
において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの１４６位に組み込
まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以
上は、ｐＳＴの１４８位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態におい
て、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１４８位（配列番号２）
に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸
の１つ以上は、ｐｇｈの１４８位に組み込まれている。
【００３３】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔの１５３位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然に
コードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１５３位（配列番号２）に組み込ま
れている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上
は、ｐｇｈの１５３位に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコード
されていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１５４位（配列番号１）に組み込まれてい
る。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐ
ＳＴの１５４位（配列番号２）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然
にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐｇｈの１５４位に組み込まれている。い
くつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの
１５８位（配列番号１）に組み込まれている。いくつかの実施形態において、天然にコー
ドされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴの１５８位（配列番号２）に組み込まれて
いる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、
ｐＳＴの１５８位に組み込まれている。いくつかの実施形態において、本発明のポリペプ
チドは、天然アミノ酸の置換、付加または欠失を１つ以上含んでいる。いくつかの実施形
態において、非天然アミノ酸は、配列番号１または他のｐＳＴ配列もしくはｐｇｈ配列に
対するＮ末端またはＣ末端にあるリーダー配列またはシグナル配列に組み込まれている。
【００３４】
　いくつかの実施形態において、これらの位置（１位より前（すなわちＮ末端）、１位、
３位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位
、１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位
、２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位
、３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位
、４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位
、５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位
、６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位
、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位
、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位
、９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４
位、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２
位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０
位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８
位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６
位、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４
位、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２
位、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０
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位、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８
位、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６
位、１７７位、１７８位、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４
位、１８５位、１８６位、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２
位（すなわちタンパク質のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号
１）が挙げられるが、これらに限定されない）の１つ以上における天然に存在しないアミ
ノ酸は、水溶性重合体と連結されている。いくつかの実施形態において、これらの位置（
１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１
０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、２
０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３
１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４
１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５
１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６
１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７
１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８
１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９
１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、
１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、
１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、
１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、
１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、
１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、
１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、
１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、
１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、
１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位、
１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８位、１７９位、１８０位、
１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６位、１８７位、１８８位、
１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわちタンパク質のカルボキシル末端）、
およびこれらの任意の組合せ（配列番号２）が挙げられるが、これらに限定されない）の
１つ以上における天然に存在しないアミノ酸は、水溶性重合体と連結されている。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、これらの位置（３５位、９１位、９２位、９４位、９５
位、９９位、１０１位、１３３位、１３４位、１３８位、１３９位、１４０位、１４２位
、１４４位、１４９位、１５０位、１５４位、またはこれらの任意の組合せ（配列番号１
）が挙げられるが、これらに限定されない）の１つ以上における天然に存在しないアミノ
酸は、水溶性重合体と連結されている。いくつかの実施形態において、これらの位置（３
５位、９１位、９２位、９４位、９５位、９９位、１０１位、１３３位、１３４位、１３
８位、１３９位、１４０位、１４２位、１４４位、１４９位、１５０位、１５４位、また
はこれらの任意の組合せ（配列番号２）が挙げられるが、これらに限定されない）の１つ
以上における天然に存在しないアミノ酸は、水溶性重合体と連結されている。いくつかの
実施形態において、これらの位置（Ｔｙｒ３５、Ｇｌｎ９１、Ｐｈｅ９２、Ｓｅｒ９４、
Ａｒｇ９５、Ａｓｎ９９、Ｌｅｕ１０１、Ａｒｇ１３３、Ａｌａ１３４、Ｌｅｕ１３８、
Ｌｙｓ１３９、Ｇｌｎ１４０、Ｔｙｒ１４２、Ｌｙｓ１４４、Ｌｅｕ１４９、Ａｒｇ１５
０、Ａｌａ１５４、またはこれらの任意の組合せのｐｇｈの位置が挙げられるが、これら
に限定されない）の１つ以上における天然に存在しないアミノ酸は、水溶性重合体と連結
されている。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、これらの位置（３位、７位、１１位、３３位、４３位、
５８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１２４位、１２５位、１
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３３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１６９位、１７０位、１
７３位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１）が挙げられるが、これらに限定され
ない）の１つ以上における天然に存在しないアミノ酸は、水溶性重合体と連結されている
。いくつかの実施形態において、これらの位置（３位、７位、１１位、３３位、４３位、
５８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１２４位、１２５位、１
３３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１６９位、１７０位、１
７３位、およびこれらの任意の組合せ（配列番号２）が挙げられるが、これらに限定され
ない）の１つ以上における天然に存在しないアミノ酸は、水溶性重合体と連結されている
。いくつかの実施形態において、これらの位置（３位、７位、１１位、３３位、４３位、
５８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１２４位、１２５位、１
３３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１６９位、１７０位、１
７３位、およびこれらの任意の組合せのｐｇｈの位置が挙げられるが、これらに限定され
ない）の１つ以上における天然に存在しないアミノ酸は、水溶性重合体と連結されている
。いくつかの実施形態において、天然に存在しないアミノ酸は、ｐｇｈ、配列番号または
他のｐＳＴ配列に対するＮ末端またはＣ末端のリーダー配列またはシグナル配列にあり、
水溶性重合体と連結されている。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、受容体または結合パートナー（
タンパク質、ポリペプチド、小分子または核酸が挙げられるが、これらに限定されない）
に対する当該ｐＳＴポリペプチドの親和性を調節する置換、付加または欠失を含んでいる
。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対
応するｐＳＴの安定性と比べて、当該ｐＳＴポリペプチドの安定性を向上させる置換、付
加または欠失を含んでいる。安定性および／または可溶性は、当業者にとって公知の異な
る多くのアッセイを用いて測定され得る。そのようなアッセイとしては、ＳＥ－ＨＰＬＣ
およびＲＰ－ＨＰＬＣが挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態にお
いて、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対応するｐＳＴの免疫原性と
比べて、当該ｐＳＴポリペプチドの免疫原性を調節する置換、付加または欠失を含んでい
る。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの
対応するｐＳＴの血中半減期または循環時間と比べて、当該ｐＳＴポリペプチドの血中半
減期または循環時間を調節する置換、付加または欠失を含んでいる。
【００３８】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対
応するｐＳＴの水溶性と比べて、当該ｐＳＴポリペプチドの水溶性を向上させる置換、付
加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換
、付加または欠失なしの対応するｐＳＴの可溶性と比べて、宿主細胞において生成される
当該ｐＳＴポリペプチドの可溶性を向上させる置換、付加または欠失を含んでいる。いく
つかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対応する
ｐＳＴの発現または合成と比べて、当該ｐＳＴポリペプチドの、宿主細胞における発現ま
たはインビボにおける合成を向上させる置換、付加または欠失を含んでいる。この置換を
含んでいるｐＳＴポリペプチドは、アゴニスト活性を維持しているか、または宿主細胞に
おける発現レベルを維持しているか、もしくは向上させている。いくつかの実施形態にお
いて、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対応するｐＳＴのプロテアー
ゼ耐性と比べて、当該ｐＳＴポリペプチドのプロテアーゼ耐性を向上させる置換、付加ま
たは欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付
加または欠失なしの対応するｐＳＴとの相互作用による受容体の活性と比べて、受容体の
シグナル伝達活性を調節する置換、付加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態に
おいて、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対応するｐＳＴの結合と比
べて、他の分子に対する当該ｐＳＴポリペプチドの結合を調節する置換、付加または欠失
を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または
欠失なしの対応するｐＳＴの血液形成と比べて、血液形成を調節する置換、付加または欠
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失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加また
は欠失なしの対応するｐＳＴの好中球の増殖と比べて、好中球の増殖を調節する置換、付
加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換
、付加または欠失なしの対応するｐＳＴの好中球の成熟と比べて、好中球の成熟を調節す
る置換、付加または欠失を含んでいる。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対
応するｐＳＴの適合性と比べて、薬学的な保存剤（例えば、ｍ－クレゾール、フェノール
、ベンジルアルコール）との当該ｐＳＴポリペプチドの適合性を向上させる置換、付加ま
たは欠失を含んでいる。向上したこの適合性は、タンパク質の物理化学的特性および生物
学的活性を保存期間中に維持する保存用の薬学的製剤の調製を可能にする。
【００４０】
　いくつかの実施形態において、操作されている結合の１つ以上は、１つ以上の非天然ア
ミノ酸を用いて生成される。分子内結合は、多くの方法（好適な条件に基づくタンパク質
における２つのアミノ酸の間における反応（１つまたは両方のアミノ酸は非天然アミノ酸
であり得る）；リンカー、重合体または他の分子を用いた、好適な条件に基づく２つのア
ミノ酸（いずれもが天然にコードされ得るか、または天然にコードされ得ない）を用いた
反応などが挙げられるが、これらに限定されない）において生成され得る。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、受容体または結合パートナー（
タンパク質、ポリペプチド、小分子または核酸が挙げられるが、これらに限定されない）
に対する当該ｐｇｈポリペプチドの親和性を調節する置換、付加または欠失を含んでいる
。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対
応するｐｇｈの安定性と比べて、当該ｐｇｈポリペプチドの安定性を向上させる置換、付
加または欠失を含んでいる。安定性および／または可溶性は、当業者にとって公知の異な
る多くのアッセイを用いて測定され得る。そのようなアッセイとしては、ＳＥ－ＨＰＬＣ
およびＲＰ－ＨＰＬＣが挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態にお
いて、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対応するｐｇｈの免疫原性と
比べて、当該ｐｇｈポリペプチドの免疫原性を調節する置換、付加または欠失を含んでい
る。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの
対応するｐｇｈの血中半減期または循環時間と比べて、当該ｐｇｈポリペプチドの血中半
減期または循環時間を調節する置換、付加または欠失を含んでいる。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対
応するｐｇｈの水溶性と比べて、当該ｐｇｈポリペプチドの水溶性を向上させる置換、付
加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換
、付加または欠失なしの対応するｐｇｈの可溶性と比べて、宿主細胞において生成される
当該ｐｇｈポリペプチドの可溶性を向上させる置換、付加または欠失を含んでいる。いく
つかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対応する
ｐｇｈの発現または合成と比べて、当該ｐｇｈポリペプチドの、宿主細胞における発現ま
たはインビボにおける合成を向上させる置換、付加または欠失を含んでいる。この置換を
含んでいるｐｇｈポリペプチドは、アゴニスト活性を維持しているか、または宿主細胞に
おける発現レベルを維持しているか、もしくは向上させている。いくつかの実施形態にお
いて、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対応するｐｇｈのプロテアー
ゼ耐性と比べて、当該ｐｇｈポリペプチドのプロテアーゼ耐性を向上させる置換、付加ま
たは欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付
加または欠失なしの対応するｐｇｈとの相互作用による受容体の活性と比べて、受容体の
シグナル伝達活性を調節する置換、付加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態に
おいて、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対応するｐｇｈの結合と比
べて、他の分子に対する当該ｐｇｈポリペプチドの結合を調節する置換、付加または欠失
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を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または
欠失なしの対応するｐｇｈの血液形成と比べて、血液形成を調節する置換、付加または欠
失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加また
は欠失なしの対応するｐｇｈの好中球の増殖と比べて、好中球の増殖を調節する置換、付
加または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換
、付加または欠失なしの対応するｐｇｈの好中球の成熟と比べて、好中球の成熟を調節す
る置換、付加または欠失を含んでいる。
【００４３】
　いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドは、置換、付加または欠失なしの対
応するｐｇｈの適合性と比べて、薬学的な保存剤（例えば、ｍ－クレゾール、フェノール
、ベンジルアルコール）との当該ｐｇｈポリペプチドの適合性を向上させる置換、付加ま
たは欠失を含んでいる。向上したこの適合性は、タンパク質の物理化学的特性および生物
学的活性を保存期間中に維持する保存用の薬学的製剤の調製を可能にする。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドにおける１つ以上のアミノ酸置換は
、天然に存在するアミノ酸または天然に存在しないアミノ酸を用い得る。いくつかの実施
形態において、少なくとも１つの置換が天然にコードされていないアミノ酸を用いている
場合、ｐＳＴポリペプチドにおける上記アミノ酸置換は、天然に存在するアミノ酸または
天然に存在しないアミノ酸を用い得る。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチ
ドにおける１つ以上のアミノ酸置換は、天然に存在するアミノ酸の１つ以上を用い得、さ
らに少なくとも１つの置換は天然にコードされていないアミノ酸を用いている。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドにおける１つ以上のアミノ酸置換は
、天然に存在するアミノ酸または天然に存在しないアミノ酸を用い得る。いくつかの実施
形態において、少なくとも１つの置換が天然にコードされていないアミノ酸を用いている
場合、ｐｇｈポリペプチドにおける上記アミノ酸置換は、天然に存在するアミノ酸または
天然に存在しないアミノ酸を用い得る。いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチ
ドにおける１つ以上のアミノ酸置換は、天然に存在するアミノ酸の１つ以上を用い得、さ
らに少なくとも１つの置換は天然にコードされていないアミノ酸を用いている。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸は、カルボニル
基、アセチル基、アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基、セミカルバジド基、ア
ジド基またはアルキン基を含んでいる。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸はカルボニル基
を含んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上述アミノ酸は
、以下の構造：
【００４８】
【化１】

【００４９】
（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換されているアルキル
または置換されているアリールであり；Ｒ２は、Ｈ、アルキル、アリール、置換されてい
るアルキルまたは置換されているアリールであり；Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド
またはアミノ末端修飾基であり；Ｒ４は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボキシ
末端修飾基である）
を有している。
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【００５０】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸はアミノオキシ
基を含んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸
はヒドラジド基を含んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない
上記アミノ酸はヒドラジン基を含んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコード
されていない上記アミノ酸残基はセミカルバジド基を含んでいる。
【００５１】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸はアジド基を含
んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸は、以
下の構造：
【００５２】
【化２】

【００５３】
（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換されているアルキル
もしくは置換されているアリールであるか、または存在しておらず；Ｘは、Ｏ、Ｎもしく
はＳであるか、または存在しておらず；ｍは０～１０であり；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポ
リペプチドまたはアミノ末端修飾基であり；Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたは
カルボキシ末端修飾基である）
を有している。
【００５４】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸はアルキン基を
含んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸は、
以下の構造：
【００５５】

【化３】

【００５６】
（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換されているアルキル
または置換されているアリールであり；Ｘは、Ｏ、ＮもしくはＳであるか、または存在し
ておらず；ｍは０～１０であり；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはアミノ末端
修飾基であり；Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボキシ末端修飾基である
）
を有している。
【００５７】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、ｐＳＴポリペプチドのアゴニス
ト、部分アゴニスト、アンタゴニスト、部分アンタゴニスト、または逆アゴニストである
。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドのアゴニスト、部分アゴニスト、ア
ンタゴニスト、部分アンタゴニスト、または逆アゴニストは、水溶性重合体と連結されて
いる天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる。いくつかの実施形態において、上
記水溶性重合体はポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる。いくつかの実施形態に
おいて、アゴニスト、部分アゴニスト、アンタゴニスト、部分アンタゴニスト、または逆
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アゴニストは、天然にコードされていないアミノ酸、および１つ以上の翻訳後修飾、リン
カー、重合体もしくは生物学的に活性な分子を含んでいる。
【００５８】
　また、本発明は、配列番号１のポリペプチドをコードしている核酸と、ストリンジェン
トな条件のもとにハイブリダイズするポリヌクレオチドを含んでいる単離されている核酸
を提供する。また、本発明は、配列番号１として示されているポリペプチドをコードして
いるポリヌクレオチドと、ストリンジェントな条件のもとにハイブリダイズし、少なくと
も１つのセレクターコドンを含んでいるポリヌクレオチドを含んでいる単離されている核
酸を提供する。また、本発明は、配列番号１として示されているポリペプチドをコードし
ているポリヌクレオチドを含んでいる単離されている核酸を提供する。また、本発明は、
配列番号１として示されており、天然にコードされていないアミノ酸を１つ以上有してい
るポリペプチドをコードしているポリヌクレオチドを含んでいる単離されている核酸を提
供する。多くの異なるポリヌクレオチドが本発明の任意のポリペプチドをコードし得るこ
とは、当業者にとって容易に理解できる。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、上記セレクターコドンは、アンバーコドン、オーカーコ
ドン、オパールコドン、ユニークコドン、レアコドン、５塩基コドン、および４塩基コド
ンからなる群から選択される。
【００６０】
　また、本発明は、水溶性重合体と連結されているｐＳＴポリペプチドを作製する方法を
提供する。いくつかの実施形態において、上記方法は、天然にコードされていないアミノ
酸を含んでいる単離されているｐＳＴポリペプチドを、天然にコードされていない当該ア
ミノ酸と反応する部分を含んでいる水溶性重合体と接触させることを包含している。いく
つかの実施形態において、上記ｐＳＴポリペプチドに組み込まれている天然にコードされ
ていない上記アミノ酸は、水溶性重合体に対して反応性であり、通常の２０アミノ酸のう
ちのいずれかに対して非反応性である。いくつかの実施形態において、上記ｐＳＴポリペ
プチドに組み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸は、リンカー、重合体
または生物学的に活性な分子に対して反応性であり、通常の２０アミノ酸のうちのいずれ
かに対して非反応性である。
【００６１】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されている上記ｐＳＴポリペプ
チドは、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドを、アミノオキシ基、
ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基を含んでいるポリ（エチレングリコ
ール）分子と反応させることによって作製されている。いくつかの実施形態において、上
記アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基は、アミド結合
を介して上記ポリ（エチレングリコール）分子と連結されている。いくつかの実施形態に
おいて、上記アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基は、
カルバメート結合を介して上記ポリ（エチレングリコール）分子と連結されている。
【００６２】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されているｐＳＴポリペプチド
は、カルボニル基を含んでいるポリ（エチレングリコール）分子を、天然にコードされて
いないアミノ酸を含んでいるポリペプチドと反応させることによって作製されている。天
然にコードされていない当該アミノ酸は、アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基
またはセミカルバジド基を含んでいる。
【００６３】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されているｐＳＴポリペプチド
は、アルキン含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドを、アジド部分を含んでいる
ポリ（エチレングリコール）分子と反応させることによって作製されている。いくつかの
実施形態において、上記アジドまたはアルキン基は、アミド結合を介して上記ポリ（エチ
レングリコール）分子と連結されている。
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【００６４】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されているｐＳＴポリペプチド
は、アジド含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドを、アルキン部分を含んでいる
ポリ（エチレングリコール）分子と反応させることによって作製されている。いくつかの
実施形態において、上記アジドまたはアルキン基は、アミド結合を介して上記ポリ（エチ
レングリコール）分子と連結されている。
【００６５】
　また、本発明は、水溶性重合体と連結されているｐｇｈポリペプチドを作製する方法を
提供する。いくつかの実施形態において、上記方法は、天然にコードされていないアミノ
酸を含んでいる単離されているｐｇｈポリペプチドを、天然にコードされていない当該ア
ミノ酸と反応する部分を含んでいる水溶性重合体と接触させることを包含している。いく
つかの実施形態において、上記ｐｇｈポリペプチドに組み込まれている天然にコードされ
ていない上記アミノ酸は、水溶性重合体に対して反応性であり、通常の２０アミノ酸のう
ちのいずれかに対して非反応性である。いくつかの実施形態において、上記ｐｇｈポリペ
プチドに組み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸は、リンカー、重合体
または生物学的に活性な分子に対して反応性であり、通常の２０アミノ酸のうちのいずれ
かに対して非反応性である。
【００６６】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されている上記ｐｇｈポリペプ
チドは、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｐｇｈポリペプチドを、アミノオキシ基、
ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基を含んでいるポリ（エチレングリコ
ール）分子と反応させることによって作製されている。いくつかの実施形態において、上
記アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基は、アミド結合
を介して上記ポリ（エチレングリコール）分子と連結されている。いくつかの実施形態に
おいて、上記アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基またはセミカルバジド基は、
カルバメート結合を介して上記ポリ（エチレングリコール）分子と連結されている。
【００６７】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されているｐｇｈポリペプチド
は、カルボニル基を含んでいるポリ（エチレングリコール）分子を、天然にコードされて
いないアミノ酸を含んでいるポリペプチドと反応させることによって作製されている。天
然にコードされていない当該アミノ酸は、アミノオキシ基、ヒドラジン基、ヒドラジド基
またはセミカルバジド基を含んでいる。
【００６８】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されているｐｇｈポリペプチド
は、アルキン含有アミノ酸を含んでいるｐｇｈポリペプチドを、アジド部分を含んでいる
ポリ（エチレングリコール）分子と反応させることによって作製されている。いくつかの
実施形態において、上記アジドまたはアルキン基は、アミド結合を介して上記ポリ（エチ
レングリコール）分子と連結されている。
【００６９】
　いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と連結されているｐｇｈポリペプチド
は、アジド含有アミノ酸を含んでいるｐｇｈポリペプチドを、アルキン部分を含んでいる
ポリ（エチレングリコール）分子と反応させることによって作製されている。いくつかの
実施形態において、上記アジドまたはアルキン基は、アミド結合を介して上記ポリ（エチ
レングリコール）分子と連結されている。
【００７０】
　いくつかの実施形態において、上記ポリ（エチレングリコール）分子は、約０．１ｋＤ
ａから約１００ｋＤａの分子量を有している。いくつかの実施形態において、上記ポリ（
エチレングリコール）分子は、約０．１ｋＤａから約５０ｋＤａの分子量を有している。
【００７１】
　いくつかの実施形態において、上記ポリ（エチレングリコール）分子は分枝鎖状の重合
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体である。いくつかの実施形態において、上記ポリ（エチレングリコール）の枝分かれし
ている重合体の各分枝鎖は、１ｋＤａから１００ｋＤａまたは１ｋＤａから５０ｋＤａの
分子量を有している。
【００７２】
　いくつかの実施形態において、上記ｐＳＴポリペプチドと連結されている上記水溶性重
合体は、ポリアルキレン部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｐＳＴポ
リペプチドに組み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸残基は、カルボニ
ル基、アミノオキシ基、ヒドラジド基、ヒドラジン基、セミカルバジド基、アジド基また
はアルキン基を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｐＳＴポリペプチドに組
み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸残基は、カルボニル部分を含んで
おり、上記水溶性重合体は、アミノオキシ基ヒドラジド基、ヒドラジン基またはセミカル
バジド基を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｐＳＴポリペプチドに組み込
まれている天然にコードされていない上記アミノ酸残基は、アルキン部分を含んでおり、
上記水溶性重合体はアジド部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｐＳＴ
ポリペプチドに組み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸残基は、アジド
部分を含んでおり、上記水溶性重合体はアルキン部分を含んでいる。
【００７３】
　また、本発明は、ｐＳＴポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体を含んでいる組成
物を提供する。ここで、当該ｐＳＴポリペプチドは天然にコードされていないアミノ酸を
含んでいる。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸は水
溶性重合体と連結されている。
【００７４】
　また、本発明は、ｐＳＴポリペプチドをコードしており、セレクターコドンを含んでい
るポリヌクレオチドを含んでいる細胞を提供する。いくつかの実施形態において、上記細
胞は、上記ｐＳＴポリペプチドに天然にコードされていないアミノ酸を置換するための直
交性の（orthogonal）ＲＮＡ合成酵素および／または直交性のｔＲＮＡを含んでいる。
【００７５】
　また、本発明は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチド
を作製する方法を提供する。いくつかの実施形態において、上記方法は、ｐＳＴポリペプ
チドをコードしておりかつセレクターコドンを含んでいる１つ以上のポリヌクレオチド、
直交性のＲＮＡ合成酵素および直交性のｔＲＮＡを含んでいる細胞を、天然にコードされ
ていないアミノ酸を含んでいる当該ｐＳＴポリペプチドの発現を可能にする条件において
培養すること；ならびに上記細胞および／または培養培地からｐＳＴポリペプチドを精製
することを包含している。
【００７６】
　また、本発明は、ｐＳＴポリペプチドの治療半減期、血中半減期または循環時間を向上
させる方法を提供する。また、本発明は、ｐＳＴポリペプチドの免疫原性を調節する方法
を提供する。いくつかの実施形態において、上記方法は、天然に存在するｐＳＴポリペプ
チドにおける１つ以上のアミノ酸を、天然にコードされていないアミノ酸に置換すること
、および／またはｐＳＴポリペプチドを、リンカー、重合体、水溶性重合体または生物学
的に活性な分子と連結させることを包含している。
【００７７】
　また、本発明は患者を処置する方法を提供する。当該患者は、本発明のｐＳＴポリペプ
チドの治療有効量を用いたそのような処置を必要としている。いくつかの実施形態におい
て、上記方法は、ｐＳＴポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体を含んでいる薬学的
組成物の治療有効量を上記患者に投与することを包含している。当該ｐＳＴポリペプチド
は天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる。いくつかの実施形態において、天然
にコードされていない上記アミノ酸は水溶性重合体と連結されている。いくつかの実施形
態において、上記ｐＳＴポリペプチドは糖鎖付加されている。いくつかの実施形態におい
て、上記ｐＳＴポリペプチドは糖鎖付加されていない。
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【００７８】
　いくつかの実施形態において、ｐｇｈポリペプチドと連結されている上記水溶性重合体
は、ポリアルキレングリコール部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｐ
ｇｈポリペプチドに組み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸残基は、カ
ルボニル基、アミノオキシ基、ヒドラジド基、ヒドラジン基、セミカルバジド基、アジド
基またはアルキン基を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｐｇｈポリペプチ
ドに組み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸残基は、カルボニル部分を
含んでおり、上記水溶性重合体は、アミノオキシ基、ヒドラジド基、ヒドラジン基、また
はセミカルバジド基を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記ｐｇｈポリペプチ
ドに組み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸残基は、アルキン部分を含
んでおり、上記水溶性重合体はアジド部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、
上記ｐｇｈポリペプチドに組み込まれている天然にコードされていない上記アミノ酸残基
は、アジド部分を含んでおり、上記水溶性重合体はアルキン部分を含んでいる。
【００７９】
　また、本発明は、ｐｇｈポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体を含んでいる組成
物を提供する。当該ｐｇｈポリペプチドは天然にコードされていないアミノ酸を含んでい
る、いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸は水溶性重合
体と連結されている。
【００８０】
　また、本発明は、ｐｇｈポリペプチドをコードしており、セレクターコドンを含んでい
るポリヌクレオチドを含んでいる細胞を提供する。いくつかの実施形態において、上記細
胞は、上記ｐｇｈポリペプチドに天然にコードされていないアミノ酸を置換するために、
直交性のＲＮＡ合成酵素および／または直交性のｔＲＮＡを含んでいる。
【００８１】
　また、本発明は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐｇｈポリペプチド
を作製する方法を提供する。いくつかの実施形態において、上記方法は、ｐｇｈポリペプ
チドをコードしておりかつセレクターコドンを含んでいる１つ以上のポリヌクレオチド、
直交性のＲＮＡ合成酵素および直交性のｔＲＮＡを含んでいる細胞を、天然にコードされ
ていないアミノ酸を含んでいる当該ｐｇｈポリペプチドの発現を可能にする条件において
培養すること；ならびに上記細胞および／または培養培地からｐｇｈポリペプチドを精製
することを包含している。
【００８２】
　また、本発明は、ｐｇｈポリペプチドの治療半減期、血中半減期または循環時間を向上
させる方法を提供する。また、本発明は、ｐｇｈポリペプチドの免疫原性を調節する方法
を提供する。いくつかの実施形態において、上記方法は、天然に存在するｐｇｈポリペプ
チドにおける１つ以上のアミノ酸を天然にコードされていないアミノ酸に置換すること、
および／またはｐｇｈポリペプチドを、リンカー、重合体、水溶性重合体または生物学的
に活性な分子と連結させることを包含している。
【００８３】
　また、本発明は患者を処置する方法を提供する。当該患者は、本発明のｐｇｈポリペプ
チドの治療有効量を用いたそのような処置を必要としている。いくつかの実施形態におい
て、上記方法は、ｐｇｈポリペプチドおよび薬学的に受容可能な担体を含んでいる薬学的
組成物の治療有効量を上記患者に投与することを包含している。当該ｐｇｈポリペプチド
は天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる。いくつかの実施形態において、天然
にコードされていない上記アミノ酸は水溶性重合体と連結されている。いくつかの実施形
態において、上記ｐｇｈポリペプチドは糖鎖付加されている。いくつかの実施形態におい
て、上記ｐｇｈポリペプチドは糖鎖付加されていない。
【００８４】
　また、本発明は、少なくとも１つのアミノ酸が天然にコードされていないアミノ酸によ
って置換されている点を除いて、配列番号１に示されている配列または任意の他のｐＳＴ
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ポリペプチド配列を含んでいるｐＳＴポリペプチドを提供する。いくつかの実施形態にお
いて、天然にコードされていない上記アミノ酸は水溶性重合体と連結されている。いくつ
かの実施形態において、上記水溶性重合体はポリ（エチレングリコール）部分を含んでい
る。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない上記アミノ酸は、カルボニ
ル基、アミノオキシ基、ヒドラジド基、ヒドラジン基、セミカルバジド基、アジド基また
はアルキン基を含んでいる。
【００８５】
　また、本発明は、薬学的に受容可能な担体およびｐＳＴポリペプチドを含んでいる薬学
的組成物を提供し、当該ｐＳＴポリペプチドは、配列番号１に示されている配列または任
意の他のｐＳＴポリペプチド配列を含んでいる。ここで、少なくとも１つのアミノ酸は天
然にコードされていないアミノ酸によって置換されている。また、本発明は、薬学的に受
容可能な担体およびｐＳＴポリペプチドを含んでいる薬学的組成物を提供する。当該ｐＳ
Ｔポリペプチドは、配列番号１に示されている配列を含んでいる。いくつかの実施形態に
おいて、天然にコードされていない上記アミノ酸は糖部分を含んでいる。いくつかの実施
形態において、水溶性重合体は糖部分を介して上記ポリペプチドと連結されている。いく
つかの実施形態において、リンカー、重合体または生物学的に活性な分子は、糖部分を介
して上記ｐＳＴポリペプチドと連結されている。
【００８６】
　また、本発明は、水溶性重合体を含んでいるｐＳＴポリペプチドを提供する。当該水溶
性重合体は、単一のアミノ酸におけるｐＳＴポリペプチドとの共有結合によって連結され
ている。いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体はポリ（エチレングリコール）
部分を含んでいる。いくつかの実施形態において、上記水溶性重合体と共有結合的に連結
されている上記アミノ酸は、上記ポリペプチドに存在している天然にコードされていない
アミノ酸である。
【００８７】
　本発明のいくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、ｐＳＴポリペプチドと
の共有結合によって連結されているＨＥＳを含んでおり、単一のアミノ酸において連結さ
れている。いくつかの実施形態において、ＨＥＳと共有結合的に連結されている上記単一
のアミノ酸は、上記ｐＳＴポリペプチドに存在している天然にコードされていないアミノ
酸である。本発明のいくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、複数のＨＥＳ
分子および／またはＰＥＧ分子と連結され得る天然にコードされていない複数のアミノ酸
を含んでいる。
【００８８】
　本発明は、少なくとも１つのリンカー、重合体または生物学的に活性な分子を含んでい
るｐＳＴポリペプチドを提供する。ここで、上記リンカー、重合体または生物学的に活性
な分子は、リボソームによって上記ポリペプチドに組み込まれている天然にコードされて
いないアミノ酸の官能基を介して、上記ポリペプチドと結合されている。いくつかの実施
形態において、上記ポリペプチドには１つのＰＥＧが付加されている。また、本発明は、
天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸と結合されているリンカー、重合体または
生物学的に活性な分子を含んでいるｐＳＴポリペプチドを提供する。ここで、天然にコー
ドされていない当該アミノ酸は、あらかじめ選択された部位において上記ポリペプチドに
リボソームによって組み込まれている。
【００８９】
　本発明の範囲に包含されるのは、ｐＳＴのコード領域とつながれているｐＳＴのリーダ
ー配列またはシグナル配列、ならびにｐＳＴのコード領域とつながれている異種のシグナ
ル配列である。選択される異種のリーダー配列またはシグナル配列は、例えば分泌するた
めの宿主細胞の分泌系によって、認識されかつ処理され、おそらくシグナルペプチダーゼ
によって切断される配列である。本発明のｐＳＴを用いて疾患または障害を処置する方法
は、シグナル配列またはリーダー配列のあり、またはなしのｐＳＴを用いて処置を実施す
ることを意図されている。
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【００９０】
　本発明は、動物における感染症を処置する方法を提供する。また、本発明は、ウシ科の
動物における乳腺炎および輸送熱を処置するか、または予防する方法を提供する。また、
本発明は、細菌の耐性株を形成することなく動物における感染症を処置する方法を提供す
る。また、本発明は、天然に存在するｐＳＴまたはｐｇｈの、一次構造配列の一部もしく
はすべておよび１つ以上の生物学的な特性を有している、精製されかつ単離されているポ
リペプチド、ならびにそのようなｐＳＴまたはｐｇｈをコードしているＤＮＡ配列を提供
する。
【００９１】
　本発明の他の実施形態において、１つ以上のさらなるコロニー刺激因子は、ソマトトロ
ピンおよび／または成長ホルモン（Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ、およびマル
チＣＳＦ（ＩＬ－３）が挙げられるが、これらに限定されない）とともに、感染動物に対
して投与される。これらは同時または別々に投与され得る。他の実施形態において、ｐＳ
Ｔ処理は予防的な様式において使用される。ｐＳＴは、ソマトトロピンの上昇した血中濃
度によって生じる促進された体重増加、向上した乳の生産、または生理学的な任意の所望
の応答をもたらすために使用され得る。
【００９２】
　他の実施形態において、天然に存在しない１つ以上のアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリ
ペプチドの、他の分子（ＰＥＧが挙げられるが、これに限定されない）に対する抱合は、
非天然アミノ酸に対する抱合のために利用される特異な化学反応のために、実質的に精製
されているｐＳＴをもたらす。天然に存在しない１つ以上のアミノ酸を含んでいるｐＳＴ
ポリペプチドの、他の分子（例えばＰＥＧ）に対する抱合は、実質的に同質のｐＳＴをも
たらすための抱合段階の前または後に実施される他の精製技術を用いて実施され得る。
【００９３】
　他の実施形態において、天然に存在しない１つ以上のアミノ酸を含んでいるｐｇｈポリ
ペプチドの、他の分子（ＰＥＧが挙げられるが、これに限定されない）に対する抱合は、
非天然アミノ酸に対する抱合のために利用される特異な化学反応のために、実質的に精製
されているｐｇｈをもたらす。天然に存在しない１つ以上のアミノ酸を含んでいるｐｇｈ
ポリペプチドの、他の分子（例えばＰＥＧ）に対する抱合は、実質的に同質のｐＳＴをも
たらすための抱合段階の前または後に実施される他の精製技術を用いて実施され得る。
【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１】以下の位置：Ｙ３５、Ｆ９２、Ｙ１１１、Ｇ１３１、Ｒ１３４、Ｋ１４０、Ｙ１
４３またはＫ１４５のそれぞれにおいて、天然にコードされていないアミノ酸ｐ－アセチ
ルフェニルアラニンを含んでいるｈＧＨの発現を証明している、クーマシーブルー染色し
たＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す図である。
【図２】パネルＡおよびＢは、天然にコードされていないアミノ酸（パネルＢ）および野
生型のｈＧＨ（パネルＡ）を含んでいるｈＧＨの、ＩＭ９細胞における生物活性を示す図
である。
【図３】天然にコードされていないアミノ酸に対するＰＥＧ（５、２０および３０ｋＤａ
）の共有結合によってＰＥＧ付加されている天然にコードされていないアミノ酸を含んで
いるｈＧＨの生成を証明している、クーマシーブルー染色したＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す図
である。
【図４】天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｈＧＨの種々のＰＥＧ付加され
ている形態の、ＩＭ９細胞における生物活性を証明している図である。
【図５】パネルＡは、示されているトリプシン切断部位、および矢印を用いて特定されて
いる非天然アミノ酸置換Ｆ９２ｐＡＦを有しているｈＧＨの一次構造を示す図である（Be
cker et al. Biotechnol Appl Biochem. (1988) 10(4):326-337から修正した図）。パネ
ルＢは、ＰＥＧ付加されている天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｈＧＨポ
リペプチドから生成されたペプチド（表示Ａ）、天然にコードされていないアミノ酸を含
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んでいるｈＧＨポリペプチドから生成されたペプチド（表示Ｂ）、およびＷＨＯのｒｈＧ
Ｈから生成されたペプチド（表示Ｃ）の重ね合わせたトリプシンマップを示す図である。
【図６】パネルＡおよびＢは、精製されたＰＥＧ－ｈＧＨポリペプチドの、クーマシーブ
ルー染色したＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す図である。
【図７】ＩＭ９細胞におけるｈＧＨの２量体分子の生物活性を示す図である。
【図８】パネルＡは、Ｇ１２０Ｒ置換を有しているｈＧＨアンタゴニストによるｐＳＴＡ
Ｔのリン酸化を測定するＩＭ９アッセイのデータを示す図である。パネルＢは、同じ位置
（Ｇ１２０）に組み込まれている非天然アミノ酸を有しているｈＧＨポリペプチドによる
ｐＳＴＡＴのリン酸化を測定するＩＭ９アッセイのデータを示す図である。
【図９】図８のパネルＢに示されているｈＧＨアンタゴニストの二量体がＩＭ９アッセイ
における生物活性を欠いていることを示す図である。
【図１０】ＰＥＧ付加されている天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる、ｈＧ
Ｈポリペプチドのラットにおける血中半減期を、ＰＥＧ付加されていないｈＧＨポリペプ
チドのラットにおける血中半減期と比較する図である。
【図１１】ＰＥＧ付加されている天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる、ｈＧ
Ｈポリペプチドのラットにおける血中半減期を比較する図である。
【図１２】ＰＥＧ付加されている天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる、ｈＧ
Ｈポリペプチドのラットにおける血中半減期を比較する図である。ラットは１回に２．１
ｍｇ／ｋｇを用いて投与された。
【図１３】パネルはＡ、ＰＥＧ付加されている天然にコードされていないアミノ酸（３５
位、９２位）を含んでいる、ｈＧＨポリペプチドの単回投与量の投与後におけるラットの
体重増加に対する影響を示す図である。パネルＢは、ＰＥＧ付加されている天然にコード
されていないアミノ酸（３５位、９２位）を含んでいる、ｈＧＨポリペプチドの単回投与
量の投与後における循環している血漿のＩＧＦ－１レベルに対する影響を示す図である。
パネルＣは、ＰＥＧ付加されている天然にコードされていないアミノ酸（９２位、１３４
位、１４５位、１３１位、１４３位）を含んでいる、ｈＧＨポリペプチドの単回投与量の
投与後におけるラットの体重増加に対する影響を示す図である。パネルＤは、ＰＥＧ付加
されている天然にコードされていないアミノ酸（９２位、１３４位、１４５位、１３１位
、１４３位）を含んでいる、ｈＧＨポリペプチドの単回投与量の投与後における循環して
いる血漿のＩＧＦ－１レベルに対する影響を示す図である。パネルＥは、ＰＥＧ付加され
ている天然にコードされていないアミノ酸（９２位、１３４位、１４５位、１３１位、１
４３位）を含んでいる、ｈＧＨポリペプチドの、ラットにおける血中半減期に対する影響
を示す図である。
【図１４】３０ｋＤａの直鎖状のモノメトキシ－ポリ（エチレングリコール）－２－アミ
ノオキシエチルアミンカルバメートの塩酸塩の構造を示す図である。
【図１５】カルバメートが連結されている、オキシアミノ誘導体化ＰＥＧの合成を例証し
ている図である。
【図１６】非天然アミノ酸ポリペプチドを修飾して、ＰＥＧを含有している、オキシム連
結された非天然アミノ酸ポリペプチドを形成するために使用され得る、ＰＥＧを含有して
いる試薬の非限定的かつ例証的な例を示す図である。
【図１７】非天然アミノ酸ポリペプチドを修飾して、ＰＥＧを含有している、オキシム連
結された非天然アミノ酸ポリペプチドを形成するために使用され得る、ＰＥＧを含有して
いる試薬の合成の非限定的かつ例証的な例を示す図である。
【図１８】非天然アミノ酸ポリペプチドを修飾して、ＰＥＧを含有している、オキシム連
結された非天然アミノ酸ポリペプチドを形成するために使用され得る、アミドに基づくヒ
ドロキシアミンＰＥＧを含有している試薬の合成の非限定的かつ例証的な例を示す図であ
る。
【図１９】非天然アミノ酸ポリペプチドを修飾して、ＰＥＧを含有している、オキシム連
結された非天然アミノ酸ポリペプチドを形成するために使用され得る、カルバメートに基
づくＰＥＧを含有している試薬の合成の非限定的かつ例証的な例を示す図である。
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【図２０】非天然アミノ酸ポリペプチドを修飾して、ＰＥＧを含有している、オキシム連
結された非天然アミノ酸ポリペプチドを形成するために使用され得る、カルバメートに基
づくＰＥＧを含有している試薬の合成の非限定的かつ例証的な例を示す図である。
【図２１】非天然アミノ酸ポリペプチドを修飾して、ＰＥＧを含有している、オキシム連
結された非天然アミノ酸ポリペプチドを形成するために使用され得る、単純なＰＥＧを含
有している試薬の合成の非限定的かつ例証的な例を示す図である。
【図２２】非天然アミノ酸ポリペプチドを修飾して、ＰＥＧを含有している、オキシム連
結された非天然アミノ酸ポリペプチドを形成するために使用され得る、分枝鎖状のＰＥＧ
を含有している試薬の合成、およびカルボニルに基づく非天然アミノ酸ポリペプチドを修
飾するためのそのような試薬の１つの使用の非限定的かつ例証的な例を示す図である。
【図２３】ヒト成長ホルモンおよびｐＳＴの配列の整列化を示す図である。
【図２４】例えば１つ以上の位置がｐＡＦを用いて置換されている一実施形態において、
置換され得るｐＳＴにおける位置の構造を示す図である。
【図２５】ヒト成長因子受容体を用いてモデル化されているブタのソマトトロピンの構造
を示す図である。
【図２６】ヒト成長因子受容体を用いてモデル化されているブタのソマトトロピンの代替
的な構造を示す図である。
【図２７】ｐＳＴ発現のために使用されたＥ９　ＲＳを有しているｐＶＫ１０－ｐＳＴを
示す図である。
【図２８】天然にコードされていない関連するアミノ酸（パラ－アセチルＰｈｅ（すなわ
ち、パラ－アセチルフェニルアラニン、ｐＡＦまたはｐＡｃＦ）；パラ－アミノＰｈｅ（
すなわち、パラ－アミノフェニルアラニン、ｐＡＦ２またはｐＡｎＦ）；パラ－アジドＰ
ｈｅ（すなわち、パラ－アジドフェニルアラニン、ｐＡＦ３またはｐＡｚＦ）が挙げられ
るが、これらに限定されない）を用いた化学反応を示す図である。
【図２９】標準的な処理条件のもとに（パネルＡ）か、および処理内に可溶化還元の段階
を有している（パネルＢ）、ｐＳＴ－Ｆ９２材料の実施例３から得られたＲＰ－ＨＰＬＣ
分析を示す図である。
【図３０】各ゲルの最も左にあるコントロールおよび標識されている列１～４を有してい
る、実施例３から得られたＰＥＧ反応のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す図である。列１～４
は、（１）あらかじめＰＥＧ付加した材料；（２）０．９：１のＰＥＧ：タンパク質の比
を有しているＰＥＧ反応；（３）１：１のＰＥＧ：タンパク質の比を有しているＰＥＧ反
応；（４）１．５：１のＰＥＧ：タンパク質の比を有しているＰＥＧ反応である。
【発明を実施するための形態】
【００９５】
　〔定義〕
　本発明は、本明細書に記載の特定の方法論、手順、細胞株、コンストラクトおよび試薬
に制限されず、よって変更可能であることが理解されるべきである。また、本明細書に使
用されている専門用語は、特定の実施形態のみを説明することを目的としており、添付の
特許請求の範囲によってのみ制限される本発明の範囲を制限することを意図されていない
ことが理解される。
【００９６】
　本明細書および添付の特許請求の範囲に使用されるとき、単数形“ａ”、“ａｎ”、お
よび“ｔｈｅ”は、前後関係から１つのものを明確に示している場合を除いて、複数を指
すことを包含している。したがって例えば、“ｐＳＴ”、“ウシＳＴ”、“ブタのソマト
トロピン”、“ｂ．ソマトトロピンポリペプチド”または“ＳＴポリペプチド”ならびに
種々のハイフンありの形式およびハイフンなしの形式に対する言及は、１つ以上のそのよ
うなタンパク質を指し、当業者にとって公知のこれらの等価物などを包含している。
【００９７】
　特に規定のない限り、本明細書に使用されている技術用語および科学用語は、本発明が
属する技術分野の当業者によって通常に理解されるような、同じ意味を有している。任意
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の方法、装置および物質、本明細書に記載のそれらの類似物または等価物が、本発明の実
施または試験に使用され得るが、好ましい方法、装置および材料が、これから説明される
。
【００９８】
　本明細書に述べられている公報および特許は、例えば、現在、説明されている本発明と
関連して使用され得る公報に説明されているコンストラクトおよび方法論を説明し、開示
することを目的として、参照によって本明細書に援用される。本明細書に述べられている
公報において、本願の出願日の前における開示内容が単に規定される。本明細書において
、先の発明によって当該開示に先立つためにか、または任意の他の理由によって、発明者
に権利が与えられないことの承認として解釈されるべきではない。
【００９９】
　“実質的に精製された”という用語は、天然に存在する環境（すなわち、天然の細胞ま
たはｐＳＴポリペプチドが組換え的に生成される場合における宿主細胞）に見られるとき
に、ｐＳＴタンパク質と付随するか、または相互作用する化合物を、実質的にか、または
ほとんど含み得ないｐＳＴポリペプチドを指す。細胞性物質を実質的に含み得ないｐＳＴ
ポリペプチドとしては、混入しているタンパク質が、（乾燥重量として）約３０％未満、
約２５％未満、約２０％未満、約１５％未満、約１０％未満、約５％未満、約４％未満、
約３％未満、約２％未満、または約１％未満である、タンパク質の調製物が挙げられる。
ｐＳＴポリペプチドまたはこれらのバリアントが、宿主細胞において組換え的に生成され
る場合に、タンパク質は、細胞の乾燥重量の約３０％、約２５％、約２０％、約１５％、
約１０％、約５％、約４％、約３％、約２％、または約１％もしくはそれ未満において存
在し得る。ｐＳＴポリペプチドまたはこれらのバリアントが、宿主細胞において組換え的
に生成される場合に、タンパク質は、細胞の乾燥重量の約５ｇ／ｌ、約４ｇ／ｌ、約３ｇ
／ｌ、約２ｇ／ｌ、約１ｇ／ｌ、約７５０ｍｇ／ｌ、約５００ｍｇ／ｌ、約２５０ｍｇ／
ｌ、約１００ｍｇ／ｌ、約５０ｍｇ／ｌ、約１０ｍｇ／ｌ、または約１ｍｇ／ｌもしくは
それ未満において培養培地に存在し得る。したがって、本発明の方法によって生成される
“実質的に精製された”ｐＳＴポリペプチドは、適切な方法（例えば、ＳＤＳ／ＰＡＧＥ
分析、ＲＰ－ＨＰＬＣ、ＳＥＣおよびキャピラリー電気泳動）によって決定されるときに
、少なくとも約３０％、少なくとも３５約％、少なくとも約４０％、少なくとも約４５％
、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６０％、少なくとも約６５％
、少なくとも約７０％の純度、詳細には少なくとも約７５％、８０％、８５％の純度、そ
してより詳細には少なくとも約９０％の純度、少なくとも約９５％の純度、少なくとも約
９９％またはそれ以上の純度を有している。
【０１００】
　“組換え宿主細胞”または“宿主細胞”は、挿入に使用される方法（例えば、直接的な
取り込み、形質導入、ｆ－交配（f-mating）、または組換え宿主細胞を作り出すために使
用される他の公知の方法）にかかわらず、外来性のポリヌクレオチドを含んでいる細胞を
指す。外来性のポリヌクレオチドは、宿主のゲノムに組み込まれないベクター（例えばプ
ラスミド）として維持され得るか、または宿主のゲノムに組み込まれ得る。
【０１０１】
　本明細書に使用されるとき、“培地”または“培養液”という用語は、任意の宿主細胞
（細菌宿主細胞、酵母宿主細胞、昆虫宿主細胞、植物宿主細胞、真核生物宿主細胞、哺乳
類宿主細胞、ＣＨＯ細胞、原核生物宿主細胞、E. coli宿主細胞、またはPseudomonas宿主
細胞が挙げられる）、および細胞内容物を保持し得るか、または含有し得る任意の培養培
地、溶液、固体、半固体、または固定担体を包含している。したがって、当該用語は、宿
主細胞が培養されている培地（例えば、ｐＳＴポリペプチドが分泌されている培地（増殖
段階の前または後のいずれかにおける培地））を包含し得る。また、当該用語は、ｐＳＴ
ポリペプチドが細胞内において生成され、宿主細胞が溶解されるか、または崩壊させられ
てｐＳＴポリペプチドを放出する場合に、宿主細胞溶解液を含有している緩衝液または試
薬を包含し得る。
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【０１０２】
　タンパク質のフォールディングに関して本明細書に使用されるとき、“還元剤”は、還
元状態においてスルフィドリル基を維持し、分子内または分子間のジスルフィド結合を還
元する、任意の化合物または物質と定義づけられる。好適な還元剤としては、ジチオスレ
イトール（ＤＴＴ）、２－メルカプトエタノール、ジチオエリスリトール、システイン、
システアミン（２－アミノエタンチオール）および還元グルタチオンが挙げられるが、こ
れらに限定されない。広範な還元剤が本発明の方法および組成物における使用に好適であ
ることは、当業者にとって容易に理解される。
【０１０３】
　タンパク質のフォールディングに関して本明細書に使用されるとき、“酸化剤”は、酸
化される化合物から電子を除去できる任意の化合物または物質と定義づけられる。好適な
酸化剤としては、酸化グルタチオン、シスチン、シスタミン、酸化ジチオスレイトール、
酸化エリスレイトールおよび酸素が挙げられるが、これらに限定されない。広範な酸化剤
が本発明の方法における使用に好適であることは、当業者にとって容易に理解される。
【０１０４】
　本明細書に使用されるとき、“変性剤（denaturing agent）”“変性剤（denaturant）
”は、タンパク質の可逆的な変性を引き起こす任意の化合物または物質と定義づけられる
。変性剤または変性剤の強さは、特定の変性剤または変性剤の性質および濃度の両方によ
って決定される。好適な変性剤または変性剤は、カオトロープ、界面活性剤、有機溶媒、
水混和性溶媒、リン脂質または当該試薬の２つ以上の組合せであり得る。好適なカオトロ
ープとしては、尿素、グアジニンおよびチオシアン酸ナトリウムが挙げられるが、これら
に限定されない。有用な界面活性剤としては、ドデシル硫酸ナトリウム、またはポリオキ
シエチレンエーテル（例えば、TweenまたはTriton界面活性剤）といった強力な界面活性
剤、サルコシル（Sarkosyl）、穏やかな非イオン性の界面活性剤（例えば、ジギトニン）
、Ｎ－＞２，３－（ジオレイオキシ）－プロピル－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウム
といった穏やかなカチオン性の界面活性剤、穏やかなイオン性の界面活性剤（例えば、コ
ール酸ナトリウムまたはデオキシコール酸ナトリウム）または両性イオン性の界面活性（
スルホベタイン（ツヴァイッタージェント）、３－（３－クロルアミドプロピル）ジメチ
ルアンモニオ－１－プロパン硫酸塩（ＣＨＡＰＳ）、３－（３－クロルアミドプロピル）
ジメチルアンモニオ－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホン酸塩（ＣＨＡＰＳＯ）が挙
げられるが、これらに限定されない）が挙げられ得るが、これらに限定されない。アセト
ニトリル、低級アルカノール（特にエタノールまたはイソプロパノールといったＣ２～Ｃ

４アルカノール）、または低級アルカンジオール（特にエチレングリコールといったＣ２

～Ｃ４アルカンジオール）といった水混和性の有機溶媒が、変性剤として使用され得る。
本発明において有用なリン脂質は、天然に存在するリン脂質（例えばホスファチジルエタ
ノールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリンおよびホスファチジルイノ
シトール）であり得るか、または合成リン脂質の誘導体（例えばジヘキサノイルホスファ
チジルコリンまたはジヘプタノイルホスファチジルコリン）もしくはバリアントであり得
る。
【０１０５】
　本明細書に使用されるとき、“リフォールディング”は、ジスルフィド結合を含んでい
るポリペプチドを、不適切に折りたたまれた状態または変性された状態から、ジスルフィ
ド結合に関して本来の立体構造または適切に折りたたまれた立体構造に変形させる任意の
過程、反応または方法を説明する。
【０１０６】
　本明細書に使用されるとき、“コフォールディング（cofolding）”は、互いに相互作
用する少なくとも２つのポリペプチドをともに、変性されたポリペプチドまたは不適切に
折りたたまれたポリペプチドを、本来の適切に折りたたまれたポリペプチドに変形させる
リフォールディングの過程、反応または方法を特に指す。
【０１０７】
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　本明細書に使用されるとき、“ブタのソマトトロピン”、“ウシＳＴ”または“ｐＳＴ
”は、ｐＳＴの少なくとも１つの生物学的な活性を有しているそれらのポリペプチドおよ
びタンパク質、ならびにその生物学的な活性、およびさらにそれらの合成方法もしくは作
製方法（組換え法（ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、合成ＤＮＡまたは核酸の他の形態のいずれ
かから生成される）、合成法、遺伝子導入法および遺伝子活性化法が挙げられるが、これ
らに限定されない）にかかわらず、ｐｇｈ、ｐｇｈ類似物、ｐＳＴのアイソフォーム、ｐ
ｇｈのアイソフォーム、ｐＳＴの模倣物、ｐｇｈの模倣物、ｐＳＴの断片、ｐｇｈの断片
、ハイブリッドｐＳＴタンパク質、ハイブリッドｐｇｈタンパク質、融合タンパク質のオ
リゴマー、融合タンパク質の多量体、相同物、糖鎖付加型のバリアント、および突然変異
タンパク質を包含する。ｐＳＴの特定の例としては、ｐＳＴ変異体、改変されている糖鎖
付加されたｐＳＴ、およびＰＥＧ付加されているｐＳＴ類似物が挙げられるが、これらに
限定されない。
【０１０８】
　“ブタのソマトトロピン”または“ｐＳＴ”は、本願を通して説明されている上述のよ
うなウシｐＳＴまたはブタのソマトトロピン、ならびに天然に存在するｐＳＴの少なくと
も１つの生物学的活性を維持しているポリペプチドを指す。ｐＳＴポリペプチドは、天然
に存在するブタのソマトトロピンの薬学的に受容可能な塩およびプロドラッグ、および当
該塩のプロドラッグ、多形体、水和物、溶媒和物、生物学的に活性な断片、生物学的に活
性なバリアントおよび立体異性体、このほかに天然に存在するブタのソマトトロピンのア
ゴニスト、模倣物およびアンタゴニストならびにこれらのポリペプチド融合物を包含して
いる。アミノ末端、カルボキシ末端、またはその両方にさらなるアミノ酸を含んでいる融
合物が“ｐＳＴポリペプチド”という用語によって包含される。例示的な融合物としては
、例えば、ｐＳＴの成熟形態の組換え発現から生じるｐＳＴ（例えば、配列番号１または
２におけるポリペプチド）のＮ末端にメチオニンが連結されているメチオニルｐＳＴ、精
製のための融合物（ポリヒスチジンまたは親和性エピトープとの融合物が挙げられるが、
これらに限定されない）、血清アルブミン結合ペプチドとの融合物、および血清タンパク
質（例えば血清アルブミン）との融合物が挙げられるが、これらに限定されない。全長お
よび成熟形態にとっての天然に存在するｐＳＴの核酸配列およびアミノ酸配列は、バリア
ント（例えば、単一アミノ酸のバリアントおよびスプライスバリアント）として公知であ
る。例えば、成熟ｐＳＴのアミノ酸配列およびメチオニルｐＳＴのアミノ酸配列について
は、本明細書の配列番号１を参照すればよい。
【０１０９】
　ｐＳＴにおける種々のアミノ酸位置における置換が説明されている。置換（薬学的な安
定性を調節する置換、アゴニスト活性を増大させる置換、プロテアーゼ耐性を増大させる
置換、ポリペプチドをアンタゴニストに変換する置換などが挙げられるが、これらに限定
されない）は、“ｐＳＴポリペプチド”、“ブタのソマトトロピンポリペプチド”、“ウ
シのＳＴ”または“ｐＳＴ”という用語によって包含されている。
【０１１０】
　さらなる局面において、本発明は、バリアントタンパク質をコードしている組換え核酸
、バリアント核酸を含んでいる発現ベクター、バリアント核酸および／または発現ベクタ
ーを含んでいる宿主細胞、ならびにバリアントタンパク質を生成する方法を提供する。さ
らなる局面において、本発明は、治療有効量のバリアントタンパク質を、通常は薬学的な
担体とともに動物に対して投与することによって、感染症を処置することを提供する。
【０１１１】
　いくつかの実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは、配列番号１またはｐＳ
Ｔポリペプチドの任意の他の配列と実質的に同一である。変異体を含めたｐＳＴポリペプ
チドをコードしている核酸分子、およびｐＳＴポリペプチドを発現させ、精製する方法は
公知である。
【０１１２】
　また、“ｐＳＴポリペプチド”という用語は、薬学的に受容可能な塩およびプロドラッ
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グ、ならびに塩のプロドラッグ、天然に存在するｐＳＴの多形体、水和物、溶媒和物、生
物学的に活性な断片、生物学的に活性なバリアントおよび立体異性体、この他に天然に存
在するｐＳＴのアゴニスト、模倣物およびアンタゴニストバリアントおよびこれらの融合
ポリペプチドを包含している。アミノ末端、カルボキシル末端または両方に付加的なアミ
ノ酸を含んでいる融合物は、“ｐＳＴポリペプチド”という用語によって包含されている
。例示的な融合物としては、例えば、リーダー配列もしくはシグナル配列またはこれらの
一部を欠いている成熟形態のｐＳＴの組換え体発現を生じるｐＳＴのＮ末端にメチオニン
が結合しているメチオニルｐＳＴ（メチオニンがｐＳＴのＮ末端に結合しており、組換え
体発現によって生じる）、精製を目的とする融合物（ポリヒスチジンまたは親和性エピト
ープが挙げられるが、これらに限定されない）、血清アルブミン結合ペプチドとの融合物
および血清タンパク質（例えば、血清アルブミン）との融合物が挙げられるが、これらに
限定されない。参照によって本明細書に援用される米国特許第５，７５０，３７３号には
、それぞれの受容体分子に対する変更されている結合特性を有している新規なタンパク質
（例えば成長ホルモン）および抗体断片のバリアントを選択する方法について記載されて
いる。当該方法は、所望のタンパク質をコードしている遺伝子を、糸状ファージＭ１３の
遺伝子ＩＩＩコートタンパク質のカルボキシ末端ドメインと融合させることを包含してい
る。キメラ分子はｐＳＴおよび１つ以上の他の分子を含んでいる。キメラ分子は、ｐＳＴ
ならびに（複数の）他の分子の一方または両方の特定の領域または断片を含んでいる。そ
のような任意の断片は、標準的な生化学的な方法、または断片をコードしているポリヌク
レオチドを発現させることによって、タンパク質から調製され得る。ｐＳＴまたはこれら
の断片は、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）、Ｆｃまたはこれらの一部を含んでいる融合タ
ンパク質として生成され得る。そのような融合構築物は、真核宿主細胞におけるｐＳＴま
たはこれらの断片の発現を増強するために好適である。例示的なＨＳＡタンパク質として
は、参照によって本明細書に援用される米国特許第５，７６６，８８３号および国際公開
第９７／２４４４５号に開示されているようなＮ末端のポリペプチド（１～３６９位のア
ミノ酸、１～４１９位のアミノ酸、および１位のアミノ酸から始まる中間の長さのアミノ
酸）が挙げられる。他のキメラタンパク質は、ＨＳＡのＣ末端およびＮ末端のそれぞれに
結合されているｐＳＴをともなったＨＳＡタンパク質、またはこれらの断片を含み得る。
他の融合物は、ｐＳＴの、（ａ）免疫グロブリンのＦｃ部分、（ｂ）免疫グロブリンのＦ
ｃ部分の類似物および（ｃ）免疫グロブリンのＦｃ部分の断片との融合によって作製され
得る。
【０１１３】
　種々の参考文献には、重合体の抱合または糖鎖付加によるポリペプチド修飾が開示され
ている。“ｐＳＴポリペプチド”という用語は、重合体（例えばＰＥＧ）と抱合されてい
るポリペプチドを包含しており、システイン、リジンまたは他の残基の付加的な１つ以上
の誘導体化によって構成され得る。さらに、ｐＳＴポリペプチドは、リンカーまたは重合
体を含み得、リンカーまたは重合体が抱合されているアミノ酸は、本発明に係る非天然ア
ミノ酸であり得るか、または当該ｐＳＴポリペプチドは、当該分野に公知の技術（例えば
、リジンまたはシステインに対する結合）を用いて天然にコードされているアミノ酸と抱
合されている。
【０１１４】
　ポリペプチドの重合体修飾について報告がなされている。ＩＦＮβは、成長ホルモンス
ーパーファミリーに属するポリペプチドの一例として述べられている。国際公開第００／
２３１１４号には、糖鎖付加またはＰＥＧ付加されているＩＦＮβが開示されている。国
際公開第００／２３４７２号にはＩＦＮβの融合タンパク質が開示されている。米国特許
第４，９０４，５８４号には、ＰＥＧ付加されているリジン減少ポリペプチドが開示され
ており、少なくとも１つのリジンが、欠失されているか、または任意の他のアミノ酸残基
を用いて置換されている。国際公開第９９／６７２９１号には、タンパク質をＰＥＧと抱
合する手法が開示されており、ここで、タンパク質における少なくとも１つアミノ酸残基
が欠失されており、タンパク質は、タンパク質に対する抱合を実現する十分な条件におい
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てＰＥＧと抱合されている。国際公開第９９／０３８８７号には、成長ホルモンスーパー
ファミリーに属すポリペプチドのＰＥＧ付加バリアントが開示されており、ここで、シス
テイン残基は、ポリペプチドの特定の領域に位置している非必須のアミノ酸残基を用いて
置換されている。国際公開第００／２６５３４号には、少なくとも１つの付加的な糖鎖付
加部位を含んでいる対応する親ポリペプチドと比べて、低いアレルゲン性を有している糖
鎖付加されているポリペプチドを生成する方法が開示されている。
【０１１５】
　また、“ｐＳＴポリペプチド”という用語は、糖鎖付加されているｐＳＴ（任意のアミ
ノ酸位置に糖鎖付加されているポリペプチド、Ｎ結合型またはＯ結合型のポリペプチドの
糖鎖付加形態が挙げられるが、これらに限定されない）を包含している。また、単一のヌ
クレオチドの変更を含んでいるバリアントは、ｐＳＴポリペプチドの生物学的に活性なバ
リアントと見なされる。さらに、スプライスバリアントもまた包含されている。また、“
ｐＳＴポリペプチド”という用語は、化学的な手法によって結合されているか、または融
合タンパク質として発現されている、任意の１つ以上のｐＳＴもしくは他のポリペプチド
、タンパク質、炭化水素、重合体、小分子、リンカー、リガンド、または任意の種類の他
の活性な分子の、ｐＳＴのヘテロ二量体、ホモ二量体、ヘテロ多量体またはホモ多量体（
参照によって本明細書に援用される、米国特許第６，２６１，５５０号；米国特許第６，
１６６，１８３号；米国特許第６，２０４，２４７号；米国特許第６，２６１，５５０号
；米国特許第６，０１７，８７６号を参照すればよい）、この他に、例えば特定の欠失ま
たは他の修飾を含んでいる、生物学的な活性を維持しているポリペプチド類似物（参照に
よって本明細書に援用される、米国特許第６，２６１，５５０号；米国特許第６，００４
，５４８号；米国特許第６，６３２，４２６号）を包含している。
【０１１６】
　本明細書に記載のｐＳＴにおけるアミノ酸位置に対するすべての言及は、特に指定（す
なわち対照が配列番号２または他のｐＳＴ配列に基づくとの記載）がない限り、配列番号
１における位置に基づいている。例えば、配列番号１の１位におけるアミノ酸はスレオニ
ンであり、対応するスレオニンは配列番号２の２位に位置している。当業者は、配列番号
１における位置に対応するアミノ酸位置が、任意の他のｐＳＴ分子（例えば配列番号２）
において容易に同定され得ることを理解する。当業者は、配列番号１または任意の他のｐ
ＳＴ配列の位置に対応するアミノ酸位置が、任意の他のｐＳＴ分子（例えば、ｐＳＴの融
合物、バリアント、断片など）において容易に同定され得ることを理解する。例えば、配
列整列化プログラム（例えばＢＬＡＳＴ）を利用して、整列化し、配列番号１または他の
ｐＳＴ配列における位置と対応するタンパク質における特定の位置を同定し得る。また、
配列番号１または他のｐＳＴ配列における、本明細書に記載のアミノ酸の置換、欠失また
は付加は、本明細書に記載されているか、または当該分野に公知であるｐＳＴの融合物、
バリアント、断片などの対応する位置における置換、欠失または付加を指すことを意図さ
れており、本発明によって明らかに包含されている。
【０１１７】
　“ｐＳＴポリペプチド”または“ｐＳＴ”という用語は、１つ以上のアミノ酸の置換、
付加または欠失を含んでいるｐＳＴポリペプチドを包含している。本発明のｐＳＴポリペ
プチドは、１つ以上の非天然アミノ酸修飾と関連している、天然アミノ酸の１つ以上の修
飾から構成され得る。天然に存在するｐＳＴポリペプチドにおける広範な位置にある例示
的な置換が説明されており、当該置換としては、ｐＳＴポリペプチドの薬学的な安定性を
調節する置換、生物学的な活性の１つ以上を調節する（例えば、アゴニスト活性を向上さ
せる、ポリペプチドの可溶性を向上させる、プロテアーゼ感受性を低下させる、ポリペプ
チドをアンタゴニストに変換するなどが挙げられるが、これらに限定されない）置換が挙
げられるが、これらに限定されない。当該置換は“ｐＳＴポリペプチド”という用語によ
って包含されている。いくつかの実施形態において、ｐＳＴアンタゴニストは、ｐＳＴ分
子の受容体結合領域に存在しており、水溶性重合体と連結されている天然にコードされて
いないアミノ酸を含んでいる。
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【０１１８】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、ｐＳＴポリペプチドの生物学的
な活性を調節する付加、置換または欠失をさらに含んでいる。いくつかの実施形態におい
て、ｐＳＴポリペプチドは、ｐＳＴポリペプチドによる好中球の増殖、機能および／また
は分化を調節する付加、置換または欠失をさらに含んでいる。例えば、当該付加、置換ま
たは欠失はｐＳＴの１つ以上の性質または活性を調節し得る。例えば、当該付加、置換ま
たは欠失は、ポリペプチドの受容体に対する親和性を調節し得るか、循環半減期を調節し
得るか、治療半減期を調節し得るか、安定性を調節し得るか、プロテアーゼによる分解を
調節し得るか、用量を調節し得るか、放出もしくは生体利用効率を調節し得るか、精製を
容易にし得るか、または特定の投与経路を改善し得るか、もしくは変更し得る。同様に、
ｐＳＴポリペプチドは、プロテアーゼ切断配列、反応性基、抗体結合領域（ＦＬＡＧまた
はポリＨｉｓが挙げられるが、これらに限定されない）、または他の親和性に基づく配列
（ＦＬＡＧ、ポリＨｉｓ、ＧＳＴなどが挙げられるが、これらに限定されない）、もしく
はポリペプチドの検出（ＧＦＰが挙げられるが、これに限定されない）、精製もしくは他
の特質を向上させる連結分子（ビオチンが挙げられるが、これに限定されない）を含み得
る。
【０１１９】
　また、“ｐＳＴポリペプチド”という用語は、同じかもしくは異なる天然にコードされ
ていないアミノ酸側鎖のいずれかに対して、天然にコードされていないアミノ酸を介して
直接的にか、またはリンカーを介して間接的に連結されているｐＳＴのホモ二量体、ヘテ
ロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ多量体を包含している。例示的なリンカーとしては、
水溶性重合体（例えば、ポリ（エチレングリコール）、ポリデキストランまたはポリペプ
チド）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２０】
　“天然にコードされていないアミノ酸”は、通常の２０のアミノ酸のうちの１つ、ピロ
ールリジンまたはセレノシステインではないアミノ酸を指す。“天然にコードされていな
いアミノ酸”という用語は、“天然にコードされるアミノ酸（通常の２０のアミノ酸、ピ
ロールリジンまたはセレノシステインが挙げられるが、これらに限定されない）の修飾（
例えば翻訳後修飾）によって天然に生じるが、翻訳複合体によって伸張されるポリペプチ
ド鎖に対して天然には組み込まれないアミノ酸を包含しているが、これらに限定されない
。天然に存在しないアミノ酸の例としては、Ｎ－アセチルグルコサミニル－Ｌ－セリン、
Ｎ－アセチルグルコサミニル－Ｌ－スレオニンおよびＯ－ホスホチロシンが挙げられるが
、これらに限定されない。
【０１２１】
　“アミノ末端修飾基”は、ポリペプチドのアミノ末端に結合され得る任意の分子を指す
。同様に、“カルボキシル末端修飾基”は、ポリペプチドのカルボキシル末端に結合され
得る任意の分子を指す。末端修飾基としては、種々の水溶性重合体、ペプチドまたはタン
パク質（例えば、血清アルブミン、またはペプチドの血中半減期を増加させる他の分子）
が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２２】
　“官能基”、“活性部分”、“活性化基”、“切断基”、“反応性部分”、“化学反応
性基”および“化学反応性部分”という用語は、当該技術において用いられており、ある
分子における明確に識別可能な部分または単位を、本明細書において指す。当該用語は、
化学の分野においていくらか同義であり、いくつかの機能もしくは活性を担い、他の分子
と反応性を示す分子の部分を指すために本明細書に用いられる。
【０１２３】
　本明細書に使用されるとき、“連結”または“リンカー”という用語は、通常、化学反
応の結果として形成される原子団または結合を指し、共有結合を一般的に指す。加水分解
に安定な結合とは、長期にわたって（おそらく永久にでさえ）、生理学的環境において当
該結合が水において実質的に安定であり、有用なｐＨ値において水と反応しないことを意
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味する。加水分解に不安定な結合または分解可能な結合は、当該結合が水または水性溶液
（例えば血液が挙げられる）において分解可能であることを意味する。酵素的に不安定な
結合または分解可能な結合は、当該結合が１つ以上の酵素によって分解され得る結合であ
ることを意味する。ＰＥＧおよび関連する重合体が、重合体骨格、または重合体骨格と重
合体分子の１つ以上の末端官能基との間のリンカー基における分解可能な結合を含み得る
ことは、当該技術分野において理解されている。例えば、ＰＥＧカルボキシル酸または活
性化されたＰＥＧカルボキシル酸と、生物学的に活性な作用物におけるアルコール基との
反応によって形成されるエステル結合は、一般に、当該作用物を放出するための生物学的
環境において加水分解する。加水分解可能な他の結合としては、炭酸結合；アミンとアル
デヒドとの反応から生じるイミン結合；アルコールとリン酸基との反応によって形成され
るリン酸エステル結合；ヒドラジドおよびアルデヒドの反応生成物であるヒドラゾン結合
；アルデヒドとアルコールとの反応生成物であるアセタール結合；ギ酸とアルコールとの
反応生成物であるオルトエステル結合；アミン基によって形成されるペプチド結合（ＰＥ
Ｇといった重合体の末端における結合が挙げられるが、これらに限定されない）；および
ホスホラミダイト基におって形成されるオリゴヌクレオチド結合（オリゴヌクレオチドの
５’ヒドロキシル基が挙げられるが、これに限定されない）が挙げられるが、これらに限
定されない。
【０１２４】
　本明細書に使用されるとき、“生物学的に活性な分子”、“生物学的に活性な部分”ま
たは“生物学的に活性な作用物”という用語は、生物学的な生物（ウイルス、細菌、菌類
、植物、動物およびヒトが挙げられるが、これらに限定されない）の物理的または生化学
的な任意の特性に影響を及ぼし得る任意の物質を意味する。特に、本明細書に使用される
ときの生物学的に活性な分子としては、ヒトもしくは他の動物における疾患の診断、治療
、鎮静、処置もしくは予防、またはそうでなければヒトまたは他の動物の肉体的もしくは
精神的な健康の増進を対象にした任意の物質が挙げられるが、これらに限定されない。生
物学的に活性な分子の例としては、ペプチド、タンパク質、酵素、小分子薬、色素、脂質
、ヌクレオシド、オリゴヌクレオチド、細胞、ウイルス、リポソーム、微小粒子およびミ
セル体が挙げられるが、これらに限定されない。本発明をともなった使用に好適な生物学
的に活性な作用物の分類としては、抗生物質、殺真菌剤、抗ウイルス薬、抗炎症誘発因子
、抗腫瘍薬、心血管作動薬、抗不安薬、ホルモン、成長因子およびステロイド剤などが挙
げられるが、これらに限定されない。
【０１２５】
　“二機能性重合体”は、他の部分と特異的に反応して、共有的または非共有的な結合を
形成可能な２つの別個の官能基を含んでいる重合体を指す。当該部分としては、アミノ酸
側鎖基が挙げられるが、これに限定されない。二機能性リンカーは、生物学的に活性な特
定の成分における官能基との反応性を示す１つの官能基、および第２の生物学的な成分に
おける官能基と反応性を示す他の官能基を有している。よって、当該二機能性リンカーは
、第１の生物活性成分、二機能性リンカーおよび第２の生物活性成分を含んでいる抱合物
の形成に使用され得る。種々の化合物をペプチドに結合させる多くの手法およびリンカー
分子が知られている。例えば、参照によって本明細書に援用される、欧州特許出願公開第
１８８，２５６号；米国特許第４，６７１，９５８号、米国特許第４，６５９，８３９号
、米国特許第４，４１４，１４８号、米国特許第４，６９９，７８４号；米国特許第４，
６８０，３３８号；米国特許第４，５６９，７８９号；および米国特許第４，５８９，０
７１号を参照すればよい。“多機能性重合体”は、他の部分と特異的に反応して、共有的
または非共有的な結合を形成可能な２つ以上の別個の官能基を含んでいる重合体を指す。
当該部分としては、アミノ酸側鎖基が挙げられるが、これに限定されない。
【０１２６】
　左から右に書かれる従来の化学式によって、置換基が特定される場合に、それらは、右
から左に構造を記載することによって生じる化学的に同一な置換基を等しく包含している
（例えば、－ＣＨ２Ｏ－は－ＯＣＨ２－と等価である）。
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【０１２７】
　“置換基”という用語は、“非干渉性の置換基”を包含するが、これに限定されない。
“非干渉性の置換基”は安定な化合物を生じるこれらの基である。安定な非干渉性の置換
基またはラジカルとしては、ハロ、Ｃ１～Ｃ１０アルキル、Ｃ２～Ｃ１０アルケニル、Ｃ

２－１０アルキニル、Ｃ１～Ｃ１０アルコキシ、Ｃ１～Ｃ１２アラルキル、Ｃ１～Ｃ１２

アルカリル、Ｃ３～Ｃ１２シクロアルキル、Ｃ３～Ｃ１２シクロアルケニル、フェニル、
置換フェニル、トルオイル、キシレニル、ビフェニル、Ｃ２～Ｃ１２アルコキシアルキル
、Ｃ２～Ｃ１２アルコキシアリール、Ｃ７～Ｃ１２アリールオキシアルキル、Ｃ７～Ｃ１

２オキシアリール、Ｃ１～Ｃ６アルキルスルフィニル、Ｃ１～Ｃ１０アルキルスルフォニ
ル、－（ＣＨ２）ｍ－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ１０アルキル）（ここで、ｍは１から８である）、
アリール、置換アリール、置換アルコキシ、フルオロアルキル、ヘテロ環ラジカル、置換
ヘテロ環ラジカル、ニトロアルキル、－ＮＯ２、－ＣＮ、－ＮＲＣ（Ｏ）－（Ｃ１～Ｃ１

０アルキル）、－Ｃ（Ｏ）－（Ｃ１～Ｃ１０アルキル）、Ｃ２～Ｃ１０アルキルチオアル
キル、－Ｃ（Ｏ）Ｏ－（Ｃ１～Ｃ１０アルキル）、－ＯＨ、－ＳＯ２、＝Ｓ、－ＣＯＯＨ
、－ＮＲ２、カルボニル、－Ｃ（Ｏ）－（Ｃ１～Ｃ１０アルキル）－ＣＦ３、－Ｃ（Ｏ）
－ＣＦ３、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ２、－（Ｃ１～Ｃ１０アリール）－Ｓ－（Ｃ６～Ｃ１０アリー
ル）、－Ｃ（Ｏ）－（Ｃ１～Ｃ１０アリール）、－（ＣＨ２）ｍ－Ｏ－（－（ＣＨ２）ｍ

－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ１０アルキル）（ここで、ｍのそれぞれは１から８である）、－Ｃ（Ｏ
）ＮＲ２、－Ｃ（Ｓ）ＮＲ２、－ＳＯ２ＮＲ２、－ＮＲＣ（Ｏ）ＮＲ２、－ＮＲＣ（Ｓ）
ＮＲ２、これらの塩などが挙げられるが、これらに限定されない。本明細書に使用される
とき、Ｒのそれぞれは、Ｈ、アルキルもしくは置換アルキル、アリールもしくは置換アリ
ール、アラルキル、またはアルカリルである。
【０１２８】
　“ハロゲン”という用語は、フッ素、塩素、ヨウ素、および臭素を包含している。
【０１２９】
　それ自身によってか、または他の置換基の一部として、“アルキル”という用語は、特
に断りがない限り、完全に飽和され得るか、一価不飽和され得るか、または多価不飽和さ
れ得る、直鎖状もしくは分枝鎖状の鎖、または環状炭化水素ラジカル、またはこれらの組
合せを意味しており、所望の炭素原子数（すなわち、Ｃ１～Ｃ１０は１から１０の炭素を
意味する）を有している二価または多価のラジカルを含み得る。飽和炭化水素ラジカルの
例としては、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、ｔ－ブチル、
イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、シクロヘキシル、（シクロヘキシル）メチル、シクロプロ
ピルメチル、類似物および異性体（例えばｎ－ペンチル、ｎ－ヘキシル、ｎ－ヘプチルお
よびｎ－オクチルなどの類似物および異性体）といった基が挙げられるが、これらに限定
されない。不飽和アルキル基は１つ以上の２重結合または３重結合を有しているアルキル
基である。不飽和アルキル基の例としては、ビニル、２－プロペニル、クロチル、２－イ
ソペンテニル、２－（ブタジエニル）、２，４－ペンタジエニル、３－（１，４－ペンタ
ジエニル）、エチニル、１－および３－プロピニル、３－ブチニルならびにより高級な類
似物および異性体が挙げられるが、これらに限定されない。また、“アルキル”という用
語は、特に断りがない限り、“ヘテロアルキル”といった以下においてより詳細に定義づ
けされるアルキルの誘導体を含んでいると意図されている。炭化水素基に限定されるアル
キル基は“ホモアルキル”と称される。
【０１３０】
　それ自身によってか、または他の置換基の一部として“アルキレン”という用語は、構
造－ＣＨ２ＣＨ２－および－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２－によって例示されるような、ア
ルカンから得られる二価のラジカルを意味し、“ヘテロアルキレン”として以下に記載さ
れているこれらの基をさらに包含しているが、これらに限定されない。典型的に、アルキ
ル（またはアルキレン）基は１から２４の炭素原子を有しており、これらの基は本発明に
おいて好ましい１０以下の炭素原子を有する基である。“低級アルキル”または“低級ア
ルキレン”は、８以下の炭素原子を一般的に有している、より短い鎖状のアルキル基また
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はアルキレン基である。
【０１３１】
　“アルコキシ”、“アルキルアミノ”および“アルキルチオ”（またはチオアルコキシ
）という用語は、それらの従来の意味において使用され、酸素原子、アミノ基、または硫
黄原子をそれぞれ介して分子の残余部分と連結されているこれらのアルキル基を指す。
【０１３２】
　それ自身によってか、または他の用語との組合せにおいて、“ヘテロアルキル”という
用語は、特に断りがない限り、一定の数の炭素原子、ならびにＯ、Ｎ、ＳｉおよびＳから
なる群から選択される少なくとも１つの異種原子（ここで、窒素原子および硫黄原子は任
意に酸化され、窒素異種原子は任意に四級化される）から構成される安定な直鎖状、分枝
鎖状、または環状の炭化水素ラジカルを意味する。（複数の）異種原子であるＯ、Ｎおよ
びＳおよびＳｉは、ヘテロアルキル基の任意の内部位置、またはアルキル基が分子の残余
部と連結される位置に配置され得る。例としては、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－ＣＨ３、－Ｃ
Ｈ２－ＣＨ２－ＮＨ－ＣＨ３、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３－）ＣＨ３、－ＣＨ２－Ｓ
－ＣＨ２－ＣＨ３、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｓ（Ｏ）－ＣＨ３、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｓ（Ｏ）

２－ＣＨ３、－ＣＨ＝ＣＨ－Ｏ－ＣＨ３、－Ｓｉ（ＣＨ３）３、－ＣＨ２－ＣＨ＝Ｎ－Ｏ
ＣＨ３および－ＣＨ＝ＣＨ－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ３が挙げられるが、これらに限定されな
い。最大で２つの異種原子が、例えば－ＣＨ２－ＮＨ－ＯＣＨ３および－ＣＨ２－Ｏ－Ｓ
ｉ（ＣＨ３）３のように連続し得る。同様に、それ自身によってか、または他の置換基の
一部として、“ヘテロアルキレン”という用語は、ヘテロアルキルから得られる二価のラ
ジカル（－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｓ－ＣＨ２－ＣＨ２－および－ＣＨ２－Ｓ－ＣＨ２－ＣＨ２

－ＮＨ－ＣＨ２－に例示されるが、これらに限定されない）を意味する。また、ヘテロア
ルキレン基に関して、同じかまたは異なる異種原子は、鎖の末端のいずれかまたは両方を
占有し得る（アルキレンオキシ、アルキレンジオキシ、アルキレンアミノ、アルキレンジ
アミノおよびアミノオキシアルキレンなどが挙げられるが、これらに限定されない）。ま
た、アルキレン連結基およびヘテロアルキレン連結基に関して、連結基の方向は連結基の
式が書かれている方向によって意味されない。例えば、式－Ｃ（Ｏ）２Ｒ’は、－Ｃ（Ｏ
）２Ｒ’およびＲ’Ｃ（Ｏ）２－の両方を意味する。
【０１３３】
　それら自身によってか、または他の用語との組合せにおいて、“シクロアルキル”およ
び“ヘテロシクロアルキル”という用語は、特に断りがない限り、“アルキル”および“
ヘテロアルキル”のぞれぞれの環状の型を表す。したがって、シクロアルキルまたはヘテ
ロシクロアルキルは、飽和環結合および不飽和の環結合を含んでいる。さらに、ヘテロシ
クロアルキルに関して、異種原子は、複素環が分子の残余部と連結されている位置を占有
し得る。シクロアルキルの例としては、シクロペンチル、シクロヘキシル、１－シクロヘ
キセニル、３－シクロヘキセニル、およびシクロヘプチルなどが挙げられるが、これらに
限定されない。ヘテロシクロアルキルの例としては、１－（１，２，５，６－テトラヒド
ロピリジル）、１－ピペリジニル、２－ピペリジニル、３－ピペリジニル、４－モルホリ
ニル、３－モルホリニル、テトラヒドロフラン－２－イル、テトラヒドロフラン－３－イ
ル、テトラヒドロチエン－２－イル、テトラヒドロチエン－３－イル、１－ピペラジニル
および２－ピペラジニルなどが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３４】
　本明細書に使用されるとき、“水溶性重合体”という用語は水性溶媒に可溶性を示す任
意の重合体を指す。ｐＳＴポリペプチドに対する水溶性重合体の連結は、変化（非修飾形
態と比べて増強されたかもしくは調節された血中半減期または増強されたかもしくは調節
された治療半減期、調節された免疫原性、調節された物理的な会合特性（例えば、凝集お
よび多量体形成）、変更された受容体結合、ならびに変更された二量体化もしくは多量体
化が挙げられるが、これらに限定されない）をもたらし得る。水溶性重合体は、特有の生
物活性を有し得るか、または有し得ない。好適な重合体としては、ポリエチレングリコー
ル、ポリエチレングリコールプロピオンアルデヒド、モノＣ１～Ｃ１０アルコキシ誘導体
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もしくはモノＣ１～Ｃ１０アリールオキシ誘導体（参照によって本明細書に援用される米
国特許第５，２５２，７１４号に記載されている）、モノメトキシポリエチレングリコー
ル、ポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、ポリアミノ酸、ジビニルエーテルマ
レイン酸無水物、Ｎ－（２－ヒドロキシプロピル）－メタクリルアミド、デキストラン、
デキストラン誘導体（硫化デキストランが挙げられる）、ポリプロピレングリコール、ポ
リプロピレンオキシド／エチレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール、ヘ
パリン、ヘパリン断片、多糖、オリゴ糖、グリカン、セルロースおよびセルロース誘導体
（メチルセルロースおよびカルボキシメチルセルロースが挙げられるが、これらに限定さ
れない）、スターチおよびスターチ誘導体、ポリペプチド、ポリアルキレングリコールお
よびこれらの誘導体、ポリアルキレングリコールおよびこれらの誘導体、ポリビニルエチ
ルエーテル、ならびにアルファ－ベータ－ポリ［（２－ヒドロキシエチル）－ＤＬ－アス
パルトアミドなどの共重合体、またはこれらの混合物が挙げられるが、これらに限定され
ない。当該水溶性重合体の例としては、ポリエチレングリコールおよび血清アルブミンが
挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３５】
　本明細書に使用されるとき、“ポリアルキレングリコール”という用語は、ポリエチレ
ングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリブチレングリコールおよびこれらの誘導
体を指す。“ポリアルキレングリコール”という用語は、０．１ｋＤａから１００ｋＤａ
の間の平均分子量を有している、直鎖状および分枝鎖状の重合体の両方を包含する。他の
例示的な実施形態は、例えば、株式会社Shearwaterのカタログ“Polyethylene Glycol an
d Derivatives for Biomedical Applications”（２００１）といった商業的な供給業者
のカタログに挙げられている。
【０１３６】
　“アリール”という用語は、特に断りがない限り、ともに融合されるか、または共有的
に結合される単環または多環（好ましくは、１から３つの環）であり得る、多価不飽和の
芳香族炭化水素の置換基を意味する。“ヘテロアリール”という用語は、Ｎ、ＯおよびＳ
から選択される１から４つの異種原子を含んでいるアリール基（または環）を指す。ここ
で、窒素原子および硫黄原子は任意に酸化され、（複数の）窒素原子は任意に四級化され
ている。ヘテロアリール基は、異種原子を介して分子の残余部と連結され得る。アリール
基またはヘテロアリール基の非限定的な例としては、フェニル、１－ナフチル、２－ナフ
チル、４－ビフェニル、１－ピロリル、２－ピロリル、３－ピロリル、３－ピラゾリル、
２－イミダゾリル、４－イミダゾリル、ピラジニル、２－オキサゾリル、４－オキサゾリ
ル、２－フェニル－４－オキサゾリル、５－オキサゾリル、３－イソキサゾリル、４－イ
ソキサゾリル、５－イソキサゾリル、２－チアゾリル、４－チアゾリル、５－チアゾリル
、２－フリル、３－フリル、２－チエニル、３－チエニル、２－ピリジル、３－ピリジル
、４－ピリジル、２－ピリミジル、４－ピリミジル、５－ベンゾチアゾリル、プリニル、
２－ベンズイミダゾリル、５－インドリル、１－イソキノリル、５－イソキノリル、２－
キノキサリニル、５－キノキサリニル、３－キノリルおよび６－キノリルが挙げられる。
上述のアリール環系およびヘテロアリール環系のそれぞれに関する置換基は、以下に記載
される受容可能な置換基の群から選択される。
【０１３７】
　簡単に説明すると、他の用語との組合せにおいて使用される場合の“アリール”という
用語（アリールオキシ、アリールチオキシ、アリールアルキルが挙げられるが、これらに
限定されない）は、上記定義づけの通りのアリール環およびヘテロアリール環の両方を包
含している。したがって、“アリールアルキル”という用語は、アリール基がアルキル基
と連結されているこれらのラジカル（ベンジル、フェネチルおよびピリジルメチルなどが
挙げられるが、これらに限定されない）であって、当該アルキル基が、炭素原子が例えば
酸素原子によって置換されているこれらのアルキル基（メチレン基が挙げられるが、これ
に限定されない）を包含しているこれらのラジカル（フェノキシメチル、２－ピリジルオ
キシメチルおよび３－（１－ナフチルオキシ）プロピルなどが挙げられるが、これらに限
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定されない）を包含することが意図されている。
【０１３８】
　上述の用語のそれぞれ（“アルキル”、“ヘテロアルキル”、“アリール”および“ヘ
テロアリール”が挙げられるが、これらに限定されない）は、示されているラジカルの置
換形態および非置換形態の両方を包含することを意図されている。それぞれの種類のラジ
カルにとっての例示的な置換基が以下に規定されている。
【０１３９】
　アルキルラジカルおよびヘテロアルキルラジカル（アルキレン、アルケニル、ヘテロア
ルキレン、ヘテロアルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シ
クロアルケニルおよびヘテロシクロアルケニルとしばしば呼ばれるこれらの基が挙げられ
る）にとっての置換基は、０から（２ｍ’＋１）の範囲の数における（ここで、ｍ’は当
該ラジカルにおける炭素原子の総数である）、－ＯＲ’、＝Ｏ、＝ＮＲ’、＝Ｎ－ＯＲ’
、－ＮＲ’Ｒ’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－ＳｉＲ’Ｒ’’Ｒ’’’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ
’、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＣＯ２Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ’’、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ’’、
－ＮＲ’’Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＮＲ’－Ｃ（Ｏ）ＮＲ’’Ｒ’’’、－ＮＲ’’Ｃ（Ｏ）２

Ｒ’、－ＮＲ－Ｃ（ＮＲ’Ｒ’’Ｒ’’’）＝ＮＲ’’’’、－ＮＲ－Ｃ（ＮＲ’Ｒ’’
）＝ＮＲ’’’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－Ｎ
ＲＳＯ２Ｒ’、－ＣＮおよび－ＮＯ２から選択される種々の群の１つ以上であり得るが、
これらに限定されない。Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’はそれぞれ独立して、
水素、置換もしくは非置換のヘテロアルキル、置換もしくは非置換のアリール（１－３の
ハロゲンに置換されたアリールが挙げられるが、これに限定されない）、置換もしくは非
置換のアルキル、アルコキシもしくはチオアルコキシ基、またはアリールアルキル基を指
す。本発明の化合物が１つ以上のＲ基を含んでいる場合に、例えばＲ基はそれぞれ独立し
て、１つ以上のこれらの基が存在する場合にＲ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’基
のそれぞれであるように選択される。Ｒ’およびＲ’’が、同じ窒素原子に連結される場
合に、それらは、５－、６－、７－員環を形成するために窒素原子と組み合せられ得る。
例えば、－ＮＲ’Ｒ’’は、１－ピロリジニルおよび４－モルホリニルを包含しているこ
とを意図されているが、これらに限定されない。置換基の上述の議論から、当業者は、“
アルキル”という用語が、水素基以外の基（例えば、ハロアルキル基（－ＣＦ３および－
ＣＨ２ＣＦ３が挙げられるが、これらに限定されない）およびアシル（－Ｃ（Ｏ）ＣＨ３

、－Ｃ（Ｏ）ＣＦ３、および－Ｃ（Ｏ）ＣＨ２ＯＣＨ３などが挙げられるが、これらに限
定されない））に対して結合される炭素原子を含むことを意図されていることを理解する
。
【０１４０】
　アルキルラジカルに関して記載される置換基と同様に、アリール基およびヘテロアリー
ル基にとっての置換基は、変更され、０から芳香族環系における空いている原子価の総数
の範囲の数において、ハロゲン、－ＯＲ’、＝Ｏ、＝ＮＲ’、＝Ｎ－ＯＲ’、－ＮＲ’Ｒ
’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－ＳｉＲ’Ｒ’’Ｒ’’’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（Ｏ
）Ｒ’、－ＣＯ２Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ’’、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ’’、－ＮＲ’’Ｃ
（Ｏ）Ｒ’、－ＮＲ’－Ｃ（Ｏ）ＮＲ’’Ｒ’’’、－ＮＲ’’Ｃ（Ｏ）２Ｒ’、－ＮＲ
－Ｃ（ＮＲ’Ｒ’’Ｒ’’’）＝ＮＲ’’’’、－ＮＲ－Ｃ（ＮＲ’Ｒ’’）＝ＮＲ’’
’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－ＮＲＳＯ２Ｒ’
、－ＣＮおよび－ＮＯ２、－Ｒ’、－Ｎ３、－ＣＨ（Ｐｈ）２、フルオロ（Ｃ１～Ｃ４）
アルコキシ、ならびにフルオロ（Ｃ１～Ｃ４）アルキルから選択されるが、これらに限定
されない。ここで、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’は独立して、水素、アルキ
ル、ヘテロアルキル、アリールおよびヘテロアリールから選択される。本発明の化合物が
１つ以上のＲ基を含む場合に、例えば、Ｒ基のそれぞれは独立して、１つ以上のこれらの
基が存在する場合に、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’のそれぞれであるように
、選択される。
【０１４１】
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　本明細書に使用されるとき、“調節された血中半減期”という用語は、その非修飾形態
に比べて、修飾された生物学的に活性な分子の循環半減期における正または負の変化を意
味する。血中半減期は、生物学的に活性な分子の投与後における種々の時点において血液
試料を採取すること、および試料のそれぞれにおける分子の濃度を決定することによって
測定される。時間と血清濃度との相関関係によって、血中半減期の算出が可能である。増
強された血中半減期は、少なくとも約２倍を好ましく有しているが、例えば、十分な投与
計画を可能にするか、または毒作用を避ける場合には、より小さな増強が有用であり得る
。いくつかの実施形態において、増強は少なくとも約３倍、少なくとも約５倍または少な
くとも約１０倍である。
【０１４２】
　本明細書に使用されるとき、“調節された治療半減期”という用語は、その非修飾形態
に比べて、治療有効量の修飾された生物学的に活性な分子の半減期における正または負の
変化を意味する。治療半減期は、投与後における種々の時点において分子の薬物動態特性
および／または薬理学的特性を測定することによって測定される。増強された治療半減期
は、特に利益をもたらす投与計画または特に利益をもたらす総投与量を好ましく可能にす
るか、または好ましくない影響を好ましく回避する。いくつかの実施形態において、増強
された治療半減期は、増強された有効性、修飾された分子のその標的に対する増強された
かもしくは低減された結合、または非修飾分子の作用の他の要素もしくは機序の増強もし
くは減弱を生じる。
【０１４３】
　核酸またはタンパク質に適用されるとき“単離された”という用語は、核酸またはタン
パク質が、天然の状態において会合される他の細胞性構成要素から十分に遊離しているこ
とを表す。それは均質な状態にあり得る。単離された物質は、乾燥状態もしくは半乾燥状
態、または溶液（水性溶液が挙げられるが、これに限定されない）内のいずれかにあり得
る。純度および均質性は、分析化学的技術（例えば、ポリアクリルアミドゲル電気泳動ま
たは高速液体クロマトグラフィー）を用いて典型的に決定される。調製物に存在する優勢
種であるタンパク質は、実質的に精製されている。特に、単離された遺伝子は、遺伝子に
隣接し、所定の遺伝子以外のタンパク質をコードするオープンリーディングフレームから
分離されている。“精製されている”という用語は、核酸またはタンパク質が電気泳動ゲ
ルにおいて実質的に１つのバンドを生じることを表す。特に、それは、核酸またはタンパ
ク質が少なくとも８５％の純度、少なくとも９０％の純度、少なくとも９５％の純度、少
なくとも９９％かそれ以上の純度であることを意味し得る。
【０１４４】
　“核酸”という用語は、一本鎖の形態または二本鎖の形態のいずれかとしての、デオキ
シリボヌクレオチド、またはリボヌクレオチド、ならびにこれらの重合体を指す。特に断
りがない限り、当該用語は、基準の核酸と同様の結合特性を有しており、天然に存在する
ヌクレオチドと同様の様式において代謝される天然ヌクレオチドの公知の類似物を含んで
いる核酸を包含している。また、特に断りがない限り、特定の核酸配列は、これらの保存
的に修飾されたバリアント（変性コドン置換が挙げられるが、これに限定されない）およ
び相補的な配列、これらと同様に明確に示されている配列を暗に包含している。特に、変
性コドン置換は、１つ以上の選択された（またはすべての）コドンの３番目の位置が混合
塩基および／またはデオキシイノシン残基に置換される配列を生成することによって達成
され得る（Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Bi
ol. Chem. 260:2605-2608 (1985) ;Cassol et al. (1992) ；Rossolini et al., Mol. Ce
ll. Probes 8:91-98 (1994)）。
【０１４５】
　“ポリペプチド”、“ペプチド”および“タンパク質”という用語は、本明細書におい
て交換可能に使用されて、アミノ酸残基の重合体を指す。すなわち、ポリペプチドを対象
とする記載は、ペプチドおよびタンパク質の記載に等しく適用され、逆の場合も同様であ
る。当該用語は、天然に存在するアミノ酸重合体および１つ以上の残基が天然にコードさ
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れていないアミノ酸であるアミノ酸重合体に適用される。本明細書に使用されるとき、当
該用語は、任意の長さ（全長のタンパク質（例えば抗原）が挙げられる）のアミノ酸鎖を
包含しており、ここでアミノ酸残基は共有的なペプチド結合によって連結されている。
【０１４６】
　“アミノ酸”という用語は、天然に存在するアミノ酸および天然に存在しないアミノ酸
、ならびに天然に存在するアミノ酸と類似の様式において機能するアミノ酸類似物および
アミノ酸模倣物を指す。天然にコードされるアミノ酸は、通常の２０のアミノ酸（アラニ
ン、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン、グルタミン
酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルア
ラニン、プロリン、セリン、スレオニン、トリプトファン、チロシン、およびバリン）、
ピロールリジンおよびセレノシステインである。アミノ酸類似物は、天然に存在するアミ
ノ酸と同じ基本の化学構造を有する化合物（すなわち、水素、カルボキシル基、アミノ基
、およびＲ基（例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メチオニンスルフォキシド、メチオ
ニンメチルスルフォニウム）に対して結合されているα炭素）を指す。当該類似物は、修
飾されたＲ基（例えば、ノルロイシン）または修飾されたペプチド骨格を有しているが、
天然に存在するアミノ酸と同じ基本の化学構造を維持している。
【０１４７】
　アミノ酸は、本明細書において、国際純正および応用化学連合－国際生化学連合生化学
命名委員会によって推奨されている、一般的に知られる３文字表記、または１文字表記の
いずれかによって示される。同様に、ヌクレオチドは一般的に受け容れられているそれら
の１文字符号によって示される。
【０１４８】
　“保存的に修飾されたバリアント”は、アミノ酸配列および核酸配列の両方に適用され
る。特定の核酸配列に関して、“保存的に修飾されたバリアント”は、同一もしくは本質
的に同一なアミノ酸配列をコードしているか、または核酸がアミノ酸配列をコードしてい
ない場合に実質的に同一な、それらの核酸を指す。遺伝暗号の縮重のために、非常に多数
の機能的に同一な核酸が所定のタンパク質のいずれかをコードしている。実際に、コドン
ＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧおよびＧＣＵのすべては、アミノ酸のアラニンをコードする。し
たがって、アラニンがコドンによって特定されるすべての位置において、コドンは、コー
ドされるポリペプチドを変更せずに、記載されている対応するコドンのうちいずれかのコ
ドンに変更され得る。このような核酸の変異は、保存的に修飾される変異の１種である“
サイレント変異である”。また、ポリペプチドをコードする本明細書における核酸配列の
すべては、核酸の見込みのあるサイレント変異のすべてについて説明している。当業者は
、核酸におけるコドンのそれぞれ（通常、メチオニンに対する唯一のコドンであるＡＵＧ
、および通常、トリプトファンに対する唯一のコドンであるＴＧＧを除いて）が変更され
て、機能的に同一な分子を生成し得ることを認識している。したがって、ポリペプチドを
コードする核酸のサイレント変異のそれぞれは、記載されている配列のそれぞれにおいて
暗に示されている。
【０１４９】
　アミノ酸配列については、当業者は、コードされるアミノ酸における単一のアミノ酸ま
たは低い割合のアミノ酸を変更するか、付加するかもしくは欠失する核酸配列、ペプチド
配列、ポリペプチド配列またはタンパク質配列に対する個々の置換、欠失または付加が、
変更が化学的に類似のアミノ酸とのアミノ酸の置換を結果として生じる場合に、“保存的
に修飾されているバリアント”であることを認識する。機能的に類似のアミノ酸を規定す
る保存的な置換の表は、当業者に公知である。当該保存的に修飾されたバリアントは、加
えて、本発明の多形バリアント、種間相同物および対立因子を除外しない。
【０１５０】
　以下の８つの群のそれぞれ：
（１）アラニン（Ａ）、グリシン（Ｇ）；
（２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
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（３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
（４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
（５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；
（６）フェニルアラニン（Ｐ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；
（７）セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；および
（８）システイン（Ｃ）、メチオニン（Ｍ）
は、他の１つのアミノ酸に対して保存的な置換であるアミノ酸を含んでいる（例えば、Cr
eighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W H Freeman & Co.; 2nd e
dition (December 1993)を参照すればよい）。
【０１５１】
　２つ以上の核酸配列またはポリペプチド配列において、“同一の”または“同一性の”
割合は、同じである２つ以上の配列または部分配列を指す。以下の配列比較アルゴリズム
の１つを用いてか、もしくは手動の整列化および目視検査によって測定されるような比較
領域または所望の領域の全体にわたって最大の一致に関して比較されときに、複数の配列
がアミノ酸配列またはヌクレオチドの同じである百分率（すなわち、特定の領域の全体に
わたって約６０％、約６５％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約
９５の同一性）を有している場合に、当該複数の配列は“実質的に同一”である。また、
この定義づけは試験配列の相補性を指す。同一性は、少なくとも約５０のアミノ酸もしく
はヌクレオチドの長さである領域の全体にわたってか、または７５～１００のアミノ酸も
しくはヌクレオチドの長さである領域の全体にわたってか、または特に特定されないが、
ポリヌクレオチドもしくはポリペプチドの全体の配列にわたって存在し得る。
【０１５２】
　配列比較に関して、１つの配列は、比較される試験配列に対する基準配列としての役目
を一般的に果たす。配列比較アルゴリズムを用いる場合に、試験配列および基準配列がコ
ンピュータに入力され、配列座標が指定され、必要に応じて配列アルゴリズムのプログラ
ム変数が指定される。初期設定のプログラム変数が使用され得るか、または代替の変数が
指示され得る。それから、配列比較アルゴリズムは、プログラム変数に基づいて基準配列
と比較した、試験配列に関する配列同一性の割合を算出する。
【０１５３】
　本明細書に使用されるとき、“比較領域”は、２つの配列が最適に整列化された後に、
配列が連続する位置の同じ数の基準領域に対して比較され得る２０から６００、一般的に
約５０から約２００、より一般的に約１００から約１５０からなる群から選択される多く
の連続する位置のいずれか１つの区分に対する参照を包含している。比較に関する配列整
列化の方法は当業者にとって公知である。比較に関する最適な配列整列化は、Smith and 
Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2:482cの局部的な相同性アルゴリズム、Needleman a
nd Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443の相同性整列化アルゴリズム、Pearson and Lip
man (1988) Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 85:2444の類似性に関する検索方法、これら
のアルゴリズムのコンピュータ化された実施（the Wisconsin Genetics Software Packag
e, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WIにおけるＧＡＰ、ＢＥＳＴ
ＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）、または手動の整列化および目視検査（例え
ば、Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995 supplement)を参
照すればよい）（これらが挙げられるが、限定されない）によって、実施され得る。
【０１５４】
　配列同一性および配列類似性の割合の決定に好適なアルゴリズムの一例は、ＢＬＡＳＴ
およびＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムである（それぞれ、Altschul et al. (1977) Nuc. 
Acids Res. 25:3389-3402、およびAltschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410
に記載されている）。ＢＬＡＳＴ分析を実施するソフトウェアは、全米バイオテクノロジ
ー情報センターを通して一般に利用可能である。ＢＬＡＳＴアルゴリズムの変数Ｗ、Ｔお
よびＸは整列化の感度および速度を決定する。ＢＬＡＳＴＮプログラム（ヌクレオチド用
）は、１１のワード長（Ｗ）、１０の期待値（Ｅ）、Ｍ＝５、Ｎ＝－４を初期設定として
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使用し、両方の鎖を比較する。アミノ酸配列に関して、ＢＬＡＳＴＰプログラムは、３の
ワード長、および１０の期待値（Ｅ）、ＢＬＯＳＵＭ６２　採点マトリクス（Henikoff a
nd Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915を参照すればよい）、５０の
整列化（Ｂ）、１０の期待値（Ｅ）、Ｍ＝５、Ｎ＝－４を初期設定として使用し、両方の
鎖を比較する。ＢＬＡＳＴアルゴリズムは、無効にされる“低い複雑性”のフィルタを用
いて典型的に実施される。
【０１５５】
　また、ＢＬＡＳＴアルゴリズムは、２つの配列間の類似性の統計的な分析を実施する（
例えば、Karlin and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA　90:5873-5787を参
照すればよい）。ＢＬＡＳＴアルゴリズムによって与えられる類似性の指標の１つは、２
つのヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の間の適合が偶然に生じる確率の指標を提供す
る、最小の総和確率（Ｐ（Ｎ））である。例えば、核酸は、基準核酸に対する試験核酸の
比較において最小の総和確率が約０．２未満、より好ましくは約０．０１未満、および最
も好ましくは約０．００１未満である場合に、基準配列に対して類似であるとみなされる
。
【０１５６】
　“～に対して選択的に（または特異的に）ハイブリダイズする”という表現は、配列が
複合混合物（全体の細胞またはライブラリのＤＮＡまたはＲＮＡが挙げられるが、これら
に限定されない）に存在している場合に、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条
件における特定のヌクレオチド配列のみとの、分子の結合、分子の２重鎖化、または分子
のハイブリダイズを指す。
【０１５７】
　“ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件”という表現は、当該技術において
知られるように、低いイオン強度および高い温度の条件を指す。典型的に、ストリンジェ
ントな条件において、プローブは、核酸の複合混合物（全体の細胞またはライブラリのＤ
ＮＡまたはＲＮＡが挙げられるが、これらに限定されない）においてその標的配列とハイ
ブリダイズするが、複合混合物における他の配列とはハイブリダイズしない。ストリンジ
ェントな条件は、配列依存的であり、異なる環境において異なる。より長い配列は、より
高い温度において特異的にハイブリダイズする。核酸のハイブリダイゼーションに対する
広範にわたる指針は、Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology－H
ybridization with Nucleic Probes, “Overview of principles of hybridization and 
the strategy of nucleic acid assays” (1993)に見られる。一般的に、ストリンジェン
トな条件は、規定のイオン強度ｐＨにおける、特定の配列に関する熱溶融点（Ｔｍ）より
も約５－１０℃低く選択される。Ｔｍは、標的に対して相補的なプローブの５０％が平衡
状態において標的配列とハイブリダイズする（標的配列がＴｍにおいて過剰に存在し、プ
ローブの５０％が平衡状態にあるような）、温度である（規定のイオン強度、ｐＨ、およ
び核酸の濃度の条件下）。ストリンジェントな条件は、塩濃度がｐＨ７．０から８．３に
おいて約１．０Ｍ未満のナトリウムイオン濃度、典型的に約０．０１から１．０Ｍのナト
リウムイオン濃度（または他の塩）であり、短いプローブ（１０から５０のヌクレオチド
が挙げられるが、これらに限定されない）に関して温度が少なくとも約３０℃び条件、お
よび長いプローブ（５０を超えるヌクレオチドが挙げられるが、これらに限定されない）
に関して少なくとも約６０℃の条件であり得る。また、ストリンジェントな条件はホルム
アミドといった不安定化剤の添加を伴って実現され得る。選択的または特異的なハイブリ
ダイゼーションに関して、正のシグナルは、バックグラウンドの少なくとも２倍の、状況
に応じてバックグラウンドの１０倍のハイブリダイゼーションであり得る。例示的なスト
リンジェントなハイブリダイゼーション条件は、以下の通り：６５℃において０．２×Ｓ
ＳＣ、および０．１％のＳＤＳにおける洗浄を伴う、４２℃においてインキュベートする
５０％のホルムアミド、５×ＳＳＣ、および１％のＳＤＳか、または６５℃においてイン
キュベートする５×ＳＳＣ、１％ＳＤＳであり得る。当該洗浄は、５、１５、３０、６０
、１２０分、またはそれ以上にわたって実施され得る。
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【０１５８】
　本明細書に使用されるとき、“真核生物”という用語は、動物（哺乳類、昆虫、爬虫類
、鳥類などが挙げられるが、これらに限定されない）、繊毛虫類、植物（単子葉植物、双
子葉植物、藻類などが挙げられるが、これらに限定されない）、菌類、酵母、鞭毛虫、微
胞子虫、原生生物といった、真核生物界の系統学的な領域に属する生体を指す。
【０１５９】
　本明細書に使用されるとき、“非真核生物”という用語は、非真核生物の生体を指す。
例えば、非真核生物の生体は、系統学的な領域の真正細菌（Escherichia coli、Thermus 
thermophilus、Bacillus stearothermophilus、Pseudomonas fluorescens、Pseudomonas 
aeruginosa、Pseudomonas putidaなどが挙げられるが、これらに限定されない）、または
系統学的な領域の古細菌（Methanococcus jannaschii、Methanobacterium thermoautotro
phicum、Halobacterium（例えば、Haloferax volcaniiおよびHalobacterium種のＮＲＣ－
１）、Archaeoglobus fulgidus、Pyrococcus furiosus、Pyrococcus horikoshii、Aeurop
yrum pernixなどが挙げられるが、これらに限定されない）に属し得る。
【０１６０】
　本明細書に使用されるとき、“対象”という用語は、処置、観察または実験の対象であ
る動物、いくつかの実施形態では哺乳類、別の実施形態ではヒトを指す。動物は、ペット
（例えば、イヌ、ネコなど）、家畜（例えば、ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマなど）、または
実験動物（例えば、ラット、マウス、モルモットなど）であり得る。
【０１６１】
　本明細書に使用されるとき、“有効量”という用語は、処置されるべき疾患、健康状態
または不調の症状の１つ以上をいくらか軽減する、投与されるべき修飾されている非天然
アミノ酸ポリペプチドの量を指す。本明細書に記載の修飾されている非天然アミノ酸ポリ
ペプチドを含有している組成物は、予防処置、処置の促進および／または治療処置を目的
として投与され得る。
【０１６２】
　“増強”または“増強すること”は、所望の効果を、有効性または持続期間に関して向
上するか、または延ばすことを意味する。したがって、治療薬の効果を増強することに関
して、“増強すること”という用語は、系における他の治療薬の効果を、有効性または持
続期間に関して向上させるか、または延ばすことを指す。本明細書に使用されるとき、“
増強有効量”は、所望の系におけるもう１つの治療薬の効果を十分に増強する量を指す。
動物に使用される場合に、この使用に有効な量は、疾患、不調もしくは健康状態の重篤度
および経過、以前の治療、動物の健康状態および薬物に対する応答、ならびに処置する獣
医の判断に依存する。
【０１６３】
　本明細書に使用されるとき、“修飾”という用語は、所定のポリペプチドに対してなさ
れる任意の変更（例えば、ポリペプチドの長さ、アミノ酸配列、化学構造、翻訳同時修飾
、またはポリペプチドの翻訳後修飾に対する変更）を指す。ポリペプチドについて述べら
れている“（修飾）”形態という用語は、任意に修飾されており、すなわち、述べられて
いる項目におけるポリペプチドが修飾され得るか、または修飾され得ないことを意味する
。
【０１６４】
　“翻訳後修飾”という用語は、ポリペプチド鎖に組み込まれた後に当該アミノ酸に生じ
る、天然または非天然のアミノ酸の任意の修飾を指す。当該用語は、一例として、インビ
ボにおける翻訳後修飾、インビトロにおける翻訳所修飾（例えば、無細胞翻訳系）、イン
ビボにおける翻訳同時修飾、インビボにおける翻訳後修飾、およびインビトロにおける翻
訳後修飾を包含している。
【０１６５】
　予防的な用途において、ｐＳＴポリペプチドを含有する組成物は、特定の疾患、不調ま
たは健康状態に影響を受けやすいか、またはさもなければそのリスクの高い動物に対して



(53) JP 2013-515081 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

投与される。そのような量は“予防有効量”と定義づけされる。また、この利用において
、正確な量は動物の健康状態および体重などに依存する。日常的な実験による当該予防有
効量（例えば、用量の段階的増大の臨床試験）の決定は、当業者の範囲内にあると十分に
みなされる。
【０１６６】
　“保護”という用語は、ある反応条件における化学的に反応性の官能基の反応を防止す
る“保護基”または保護部分の存在を指す。保護基は、保護される化学的に反応性の基の
種類に依存して変わる。例えば、化学的に反応性を示す基がアミンまたはヒドラジドであ
る場合に、保護基は、ｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボニル（ｔ－Ｂｏｃ）および９－フル
オレニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）からなる群から選択され得る。化学的に反応性
を示す基がチオールである場合に、保護基はオルトピリジルジスルフィドであり得る。化
学的に反応性を示す基がブタン酸もしくはプロピオン酸といったカルボキシル酸、または
ヒドロキシル基である場合に、保護基は、ベンジル基またはメチル、エチルもしくはｔｅ
ｒｔ－ブチルといったアルキル基であり得る。また、当該分野に公知の他の保護基は、本
明細書に記載の方法および組成物においてか、またはともに使用され得る。当該保護基と
しては、ＮｖｏｃおよびＭｅＶｏｃといった感光性基が挙げられる。また、当該分野に公
知の他の保護基は、本明細書に記載の方法および組成物においてか、またはこれらととも
に使用され得る。
【０１６７】
　一例として、封鎖基／保護基は、
【０１６８】

【化４】

【０１６９】
から選択され得る。
【０１７０】
　他の保護基は、参照によってその全体が本明細書に援用されるGreene and Wuts, Prote
ctive Groups in Organic Synthesis, 3rd Ed., John Wiley & Sons, New York, NY, 199
9に記載されている。
【０１７１】
　治療適用において、修飾されている非天然アミノ酸ポリペプチドを含有している組成物



(54) JP 2013-515081 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

は、すでに疾患、健康状態または不調になっている動物に対して、疾患、不調または障害
の症状を治療するか、または少なくとも部分的に進行を押さえるために十分な量が、患者
に投与される。当該量は、“治療有効量”と定義され、疾患、不調もしくは障害の重篤度
および経過、以前の治療、動物の健康状態および薬物に対する応答、ならびに処置する獣
医の判断に依存する。日常的な実験によって当該治療有効量を（例えば、用量の段階的増
大の臨床試験）を決定することは、当業者の範囲内にあると十分にみなされる。
【０１７２】
　“処置”という用語は、予防的処置および／または治療的処置のいずれかを指して使用
される。
【０１７３】
　本明細書に示されている天然にコードされていないアミノ酸は、通常、天然に見られる
原子量または質量とは異なる原子量または質量を有している原子と置き換えられる１つ以
上の原子を含有する、同位体標識された化合物を含み得る。本発明の化合物に組み込まれ
得る同位体の例としては、水素、炭素、窒素、酸素、フッ素および塩素の同位体（例えば
、それぞれ、２Ｈ、３Ｈ、１３Ｃ、１４Ｃ、１５Ｎ、１８Ｏ、１７Ｏ、３５Ｓ、１８Ｆ、
３６Ｃｌ）が挙げられる。本明細書に記載のいくつかの同位体標識された化合物は、薬お
よび／または基質組織分布アッセイにおいて有用であり得る。当該化合物は、例えば放射
性同位体（例えば、３Ｈおよび１４Ｃ）に組み込まれる。さらに、重水素（すなわち、２

Ｈ）などの同位体との置換は、より高い代謝安定性（例えば、増強されたインビボにおけ
る半減期または低減された投与必要量）によってもたらされる所定の薬学的な利点を提供
し得る。
【０１７４】
　すべての異性体（ジアステレオマー、エナンチオマー、およびそれらの組合せが挙げら
れるが、これらに限定されない）が、本明細書に記載の組成物の一部とみなされる。付加
的な実施形態またはさらなる実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸ポリ
ペプチドは、代謝産物を生成する必要がある生物に投与されると代謝され、その後、生成
された代謝産物が利用されて、所望の効果（所望の薬学的な効果が挙げられる）がもたら
される。さらなる実施形態または付加的な実施形態において、天然にコードされていない
アミノ酸ポリペプチドの活性な代謝産物である。
【０１７５】
　ある場合に、天然にコードされていないアミノ酸ポリペプチドは、互変異性体として存
在している。また、本明細書に記載の天然にコードされていないアミノ酸ポリペプチドは
、薬学的に受容可能な溶媒（例えば、水およびエタノールなど）と、溶媒和されていない
形態および溶媒和されている形態において存在し得る。また、溶媒和されている形態は本
明細書に記載されているとみなされる。当業者は、本明細書における化合物がいくつかの
互変異性体の形態において存在し得ることを理解する。上記互変異性体のすべての形態は
本明細書に記載び組成物の一部とみなされる。
【０１７６】
　指定がない限り、当該技術の範囲内の質量分析、ＨＰＬＣ、タンパク質化学、生化学、
組換えＤＮＡ技術、薬理学といった従来の方法が用いられる。
【０１７７】
　〔詳細な説明〕
　Ｉ．導入
　非天然アミノ酸を少なくとも１つ含んでいるｂ－ＧＣＳＦ分子が、本発明において提供
される。本発明のある実施形態において、非天然アミノ酸を少なくとも１つ有しているｂ
－ＧＣＳＦポリペプチドは、少なくとも１つの翻訳後修飾を含んでいる。１つの実施形態
において、少なくとも１つの翻訳後修飾は、分子（ヒドロキシアルキルスターチ（ＨＡＳ
）、ヒドロキシエチルスターチ（ＨＥＳ）、標識、色素、重合体、水溶性重合体、ポリエ
チレングリコールの誘導体、光架橋剤、放射線核種、細胞毒性化合物、薬物、親和性標識
、光親和性標識、反応性化合物、樹脂、第２のタンパク質もしくはポリペプチドもしくは
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ポリペプチド類似物、抗体もしくは抗体断片、金属キレート剤、補助因子、脂肪酸、含水
炭素、ポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、アンチセンスポリヌクレオチド、多糖類、水
溶性デンドリマー、シクロデキストリン、抑制性リボ核酸、生体適合物質、ナノ粒子、ス
ピン標識、蛍光団、金属を含有する部分、放射性部分、新規な官能基、他の分子と共有的
もしくは非共有的に相互作用する基、光ケージド部分、化学線励起部分、光異性体化可能
な部分、ビオチン、ビオチンの誘導体、ビオチン類似物、重元素を組み込んでいる部分、
化学的に切断可能な基、光切断可能な基、延長された側鎖、炭素結合型の糖、酸化還元活
性のある物質、アミノチオ酸、毒性部分、同位体によって標識された部分、生物物理学的
なプローブ、燐光性の基、化学発光性の基、電子密度の高い基、磁性基、インターカレー
トする基、発色団、エネルギー転移物質、生物学的に活性な物質、検出可能な標識、小分
子、量子ドット、ナノ伝達物質、放射性ヌクレオチド、放射性伝達物質、中性子捕獲物質
、または上述のものの任意の組合せもしくは特定の反応性にとって好適であることが当業
者に知られている化学方法論に利用される第１の反応性基を備える少なくとも１つの非天
然アミノ酸に対して反応性の第２の基を含んでいる、他に所望する任意の化合物もしくは
物質が挙げられるが、これらに限定されない）の連結を含んでいる。例えば、第１の反応
性基が、アルキニル部分（非天然アミノ酸ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニン（プ
ロパルギル基はアセチレン部分とも呼ばれる）におけるアルキニル部分が挙げられるが、
これに限定されない）であり、第２の反応性基がアジド部分であり、［３＋２］付加環化
化学方法論が利用される。他の例において、第１の反応性基が、アジド部分（非天然アミ
ノ酸ｐ－アジド－Ｌ－フェニルアラニンが挙げられるが、これに限定されない）であり、
第２の反応性基がアルキニル部分である。本発明の修飾されたｂ－ＧＣＳＦポリペプチド
のある実施形態において、少なくとも１つの翻訳後修飾を含んでいる、少なくとも１つの
非天然アミノ酸（ケト官能基を含有する非天然アミノ酸が挙げられるが、これに限定され
ない）が、使用される（ここで、少なくとも１つの翻訳語後修飾が、糖鎖部分を含んでい
る）。ある実施形態において、翻訳後修飾は真核細胞または非真核細胞のインビボにおい
てなされる。リンカー、重合体、水溶性重合体または他の分子は、当該ポリペプチドに対
してその分子を結合し得る。当該分子はポリペプチドに直接結合され得る。
【０１７８】
　ある実施形態において、タンパク質は、１つの宿主細胞によってインビボにおいてなさ
れる少なくとも１つの翻訳後修飾を含んでおり、ここで、当該翻訳後修飾は他の宿主によ
って通常なされない。ある実施形態において、タンパク質は、真核細胞によってインビボ
においてなされる少なくとも１つの翻訳修飾を含んでおり、ここで、当該翻訳後修飾は非
真核細胞によって通常なされない。翻訳後修飾の例としては、糖鎖付加、アセチル化、ア
シル化、脂質修飾、パルミトイル化、パルミチン酸付加、リン酸化、および糖脂質結合修
飾などが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１７９】
　いくつかの実施形態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドの糖鎖付加
、アセチル化、アシル化、脂質修飾、パルミトイル化、パルミチン酸付加、リン酸化、ま
たは糖脂質結合修飾に関する天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を含んでいる
。いくつかの実施形態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドの糖鎖付加
に関する天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を含んでいる。いくつかの実施形
態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドの糖鎖付加、アセチル化、アシ
ル化、脂質修飾、パルミトイル化、パルミチン酸付加、リン酸化または糖脂質結合修飾の
ための天然にコードされる１つ以上のアミノ酸を含んでいる。いくつかの実施形態におい
て、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドの糖鎖付加のための天然にコードされる
１つ以上のアミノ酸を含んでいる。
【０１８０】
　いくつかの実施形態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドの糖鎖付加
を促進させる天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上の付加および／または置換を
含んでいる。いくつかの実施形態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチド
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の糖鎖付加を促進させる１つ以上の欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｂ
－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドにおける種々のアミノ酸における糖鎖付加を促
進させる天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上の付加および／または置換を含ん
でいる。いくつかの実施形態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドにお
ける種々のアミノ酸における糖鎖付加を促進させる１つ以上の欠失を含んでいる。いくつ
かの実施形態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドにおける天然にコー
ドされていないアミノ酸における糖鎖付加を促進させる天然にコードされていないアミノ
酸の１つ以上の付加および／または置換を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｂ
－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドにおける天然にコードされるアミノ酸における
糖鎖付加を促進させる天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上の付加および／また
は置換を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリ
ペプチドにおける異なるアミノ酸における糖鎖付加を促進させる１つ以上の天然にコード
されるアミノ酸の付加および／または置換を含んでいる。いくつかの実施形態において、
ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポリペプチドにおける天然にコードされるアミノ酸におけ
る糖鎖付加を促進させる天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上の付加および／ま
たは置換を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｂ－ＧＣＳＦポリペプチドは、ポ
リペプチドにおける天然にコードされていないアミノ酸における糖鎖付加を促進させる天
然にコードされていないアミノ酸の１つ以上の付加および／または置換を含んでいる。
【０１８１】
　一実施形態において、翻訳後修飾は、ＧｌｃＮＡｃ－アスパラギン酸結合によるアスパ
ラギン酸に対するオリゴ糖（オリゴ糖が（ＧｌｃＮＡｃ－Ｍａｎ）２－Ｍａｎ－ＧｌｃＮ
Ａｃ－ＧｌｃＮＡｃなどを包含する場合が挙げられるが、これに限定されない）の連結を
含んでいる。他の実施形態において、翻訳後修飾は、ＧａｌＮＡｃ－セリン、ＧａｌＮＡ
ｃ－スレオニン、ＧｌｃＮＡｃ－セリン、またはＧｌｃＮＡｃ－スレオニン結合による、
セリンまたはスレオニンに対するオリゴ糖（Ｇａｌ－ＧａｌＮＡｃ、Ｇａｌ－ＧｌｃＮＡ
ｃなどが挙げられるが、これらに限定されない）の連結を含んでいる。ある実施形態にお
いて、本発明のタンパク質またはポリペプチドは、分泌シグナル配列もしくは局在配列、
エピトープタグ、ＦＬＡＧタグ、ポリヒスチジンタグおよび／またはＧＳＴ融合などを含
み得る。分泌シグナル配列の例としては、原核生物の分泌シグナル配列、真核生物の分泌
シグナル配列、細菌発現のために５’－最適化された真核生物の分泌シグナル配列、新規
の分泌シグナル配列、ペクチン酸リアーゼ分泌シグナル配列、Ｏｍｐ　Ａ分泌シグナル配
列、およびファージ分泌シグナル配列が挙げられるが、これらに限定されない。分泌シグ
ナル配列の例としては、ＳＴＩＩ（原核生物）、Ｆｄ　ＧＩＩＩおよびＭ１３（ファージ
）、Ｂｇ１２（酵母）、およびトランスポゾン由来のシグナル配列ｂｌａが挙げられるが
、これらに限定されない。そのような任意の配列が、所望の結果をポリペプチドによって
もたらすために修飾され得る。当該修飾としては、種々のシグナル配列を含んでいるある
シグナル配列の置換、種々のリーダー配列を含んでいるリーダー配列の置換などが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【０１８２】
　所定のタンパク質またはポリペプチドは、少なくとも１つ、少なくとも２つ、少なくと
も３つ、少なくとも４つ、少なくとも５つ、少なくとも６つ、少なくとも７つ、少なくと
も８つ、少なくとも９つ、または１０以上の非天然アミノ酸を含有し得る。非天然アミノ
酸は、同じであり得るか、または異なり得る（例えば、１、３、４、５、６、７、８、９
、１０またはそれ以上の異なる非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質における１、３、
４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の異なる部位にあり得る）。ある実施形態
において、タンパク質の天然に存在する型に存在している特定のアミノ酸のすべてではな
いが、少なくとも１つは非天然アミノ酸に置換されている。
【０１８３】
　本発明は、天然にコードされていないアミノ酸を少なくとも１つ含んでいるｂ－ＧＣＳ
Ｆを用いた方法および組成物を提供する。ｂ－ＧＣＳＦに対する天然にコードされていな
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いアミノ酸の少なくとも１つの導入は、通常に存在する２０のアミノ酸と反応しないが、
天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸と反応する（これが挙げられるが、限定さ
れない）、特定の化学反応に関する抱合化学反応の適用を可能にする。いくつかの実施形
態において、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｂ－ＧＣＳＦは、水溶性重
合体（例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ））と、天然にコードされていないアミノ
酸の側鎖を介して連結される。本発明は、ＰＥＧ誘導体を用いてタンパク質を選択的に修
飾する高効率な方法を提供する。当該方法は、遺伝的にコードされないアミノ酸のセレク
ターコドンに応じたタンパク質への効率的な組込み、および好適な反応性のＰＥＧ誘導体
を用いたこれらのアミノ酸の一連の修飾に関する。ここで、遺伝的にコードされないアミ
ノ酸としては、天然に組み込まれる２０のアミノ酸に見られない官能基または置換基（ケ
トン部分、アジド部分またはアセチレン部分が挙げられるが、これらに限定されない）が
挙げられるが、これらに限定されない。組み込まれると、それから、アミノ酸側鎖は、天
然にコードされたアミノ酸に存在する特定の官能基または置換基にとって好適であると当
業者に知られる、化学方法論を利用することによって修飾され得る。種々の公知の化学方
法論が、水溶性重合体をタンパク質に組み込むために、本発明における使用にとって好適
である。当該方法論としては、ヒュイゲン［３＋２］付加環化反応（アセチレン誘導体ま
たはアジド誘導体のそれぞれとのヒュイゲン［３＋２］付加環化反応が挙げられるが、こ
れらに限定されない）が挙げられるが、これらに限定されない（例えば、Padwa, A. in C
omprehensive Organic Synthesis, Vol. 4, (1991) Ed. Trost, B. M., Pergamon, Oxfor
d, p. 1069-1109；およびHuisgen, R. in 1,3-Dipolar Cycloaddition Chemistry, (1984
) Ed. Padwa, A., Wiley, New York, p. 1-176を参照すればよい）。
【０１８４】
　ヒュイゲン［３＋２］付加環化法は求核置換反応よりむしろ付加環化に関するので、タ
ンパク質は非常に高い選択性をともなって修飾され得る。反応は、室温および水性の条件
において、非常に良好な位置選択性（１，４＞１，５）をともなって、反応混合物に触媒
量のＣｕ（Ｉ）塩を添加することによって実施され得る。例えば、Tornoe, et al., (200
2) Org. Chem. 67:3057-3064; and, Rostovtsev, et al., (2002) Angew. Chem. Int. Ed
. 41:2596-2599および国際公開第０３／１０１９７２号を参照すればよい。［３＋２］付
加環化を介して本発明のタンパク質に加えられ得る分子としては、好適な官能基または置
換基（アジド誘導体またはアセチレン誘導体が挙げられる）を有している実質的に任意の
分子が挙げられるが、これらに限定されない。これらの分子は、アセチレン基またはアジ
ド基を有している非天然アミノ酸のそれぞれに対して付加され得る。アセチレン基を有し
ている非天然アミノ酸としては、ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニンが挙げられる
が、これに限定されない。アジド基を有する非天然アミノ酸としては、ｐ－アジド－フェ
ニルアラニンが挙げられるが、これに限定されない。
【０１８５】
　ヒュイゲン［３＋２］付加環化から生じる５員環は、還元性環境において一般的に不可
逆的であり、水性環境において長期にわたって加水分解に対して安定である。結果として
、種々の物質の物理的および化学的な特性は、厳しい水性条件において、本発明の活性Ｐ
ＥＧ誘導体を変更され得る。さらに重要なことに、アジド部分およびアセチレン部分が互
いに特異的である（そして、例えば遺伝的にコードされる通常の２０のアミノ酸のいずれ
とも反応しない）ので、タンパク質は非常に高い選択性をともなって１つ以上の特定の部
位において修飾され得る。
【０１８６】
　また、本発明は、ＰＥＧ誘導体の加水分解に対して安定な水溶性の誘導体を提供し、１
つ以上のアセチレン部分またはアジド部分を有している親水性重合体に関する。アセチレ
ン部分を含有しているＰＥＧ重合体の誘導体は、セレクターコドンに応じてタンパク質に
選択的に導入されているアジド部分と結合する高い選択性を有している。同様に、アジド
部分を含有しているＰＥＧ重合体の誘導体は、セレクターコドンに応じてタンパク質に選
択的に導入されているアセチレン部分と結合する高い選択性を有している。
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【０１８７】
　より詳細には、アジド部分は、アルキルアジド、アリールアジドおよびこれらのアジド
の誘導体を包含しているが、これらに限定されない。アルキルアジドおよびアリールアジ
ドの誘導体は、アセチレン特異的な反応性が維持される限り、他の置換基を含み得る。ア
セチレン部分は、アルキルアセチレン、アリールアセチレンおよびそれぞれの誘導体を包
含しているが、これらに限定されない。アルキルアセチレンおよびアリールアセチレンの
誘導体は、アジド特異的な反応性が維持される限り、他の置換基を含み得る。
【０１８８】
　本発明は、他の物質（ヒドロキシアルキルスターチ（ＨＡＳ）；ヒドロキシエチルスタ
ーチ（ＨＥＳ）；標識；色素；重合体；水溶性重合体；ポリエチレングリコールの誘導体
；光架橋剤；放射線核種；細胞毒性化合物；薬物；親和性標識；光親和性標識；反応性化
合物；樹脂；第２のタンパク質もしくはポリペプチドもしくはポリペプチド類似物；抗体
もしくは抗体断片；金属キレート剤；補助因子；脂肪酸；含水炭素；ポリヌクレオチド；
ＤＮＡ；ＲＮＡ；アンチセンスポリヌクレオチド；多糖類；水溶性デンドリマー；シクロ
デキストリン；抑制性リボ核酸；生体適合物質；ナノ粒子；スピン標識；蛍光団；金属を
含有する部分；放射性部分；新規な官能基；他の分子と共有的もしくは非共有的に相互作
用する基；光ケージド部分；化学線励起部分；光異性体化可能な部分；ビオチン；ビオチ
ン類似物；ビオチン類似物；重元素を組み込んでいる部分；化学的に切断可能な基；光切
断可能な基；延長された側鎖；炭素結合型の糖；酸化還元活性のある物質；アミノチオ酸
；毒性部分；同位体によって標識された部分；生物物理学的なプローブ；燐光性の基；化
学発光性の基；電子密度の高い基；磁性基；インターカレートする基；発色団；エネルギ
ー転移物質；生物学的に活性な物質；検出可能な標識；小分子；量子ドット；ナノ伝達物
質；放射性ヌクレオチド；放射性伝達物質；中性子捕獲物質；または上述のものの任意の
組合せ、もしくは他に所望される任意の化合物もしくは物質が挙げられるが、これらに限
定されない）との、種々の官能基、置換基または部分を有する物質の抱合物を提供する。
また、本発明は、対応するアセチレンまたはアジド部分を有しているＰＥＧ重合体誘導体
との、アジドまたはアセチレン部分を有している物質の抱合物を包含している。例えば、
アジド部分を含んでいるＰＥＧ重合体は、アセチレン機能性基を有している遺伝的にコー
ドされないアミノ酸を含んでいるタンパク質における位置において、生物学的に活性な分
子に連結され得る。ＰＥＧおよび生物学的に活性な分子が連結される結合としては、ヒュ
イゲン［３＋２］付加環化生成物が挙げられるが、これに限定されない。
【０１８９】
　ＰＥＧを用いて生体材料の表面を修飾し得ることは、当該技術において十分に確立され
ている。例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，６１０，２８１号；
Mehvar, R., J. Pharmaceut. ScL, 3(1):125-136 (2000)を参照すればよい。また、本発
明は、１つ以上のアジド反応性部位もしくはアセチレン反応性部位を有している表面、お
よびヒュイゲン［３＋２］付加環化結合を介して当該表面に結合されている本発明のアジ
ド含有重合体もしくはアセチレン含有重合体を含んでいる生体材料を包含している。また
、生体材料および他の物質は、アジド結合またはアセチレン結合以外の結合を介してアジ
ドまたはアセチレン活性化重合体に対して結合され得る。当該結合は、例えば、後の反応
に利用可能なアジド部分またはアセチレン部分を残しておくための、カルボン酸、アミン
、アルコールまたはチオール部分を含んでいる結合である。
【０１９０】
　本発明は、本発明のアジド含有重合体およびアセチレン含有重合体を合成する方法を包
含している。アジド含有のＰＥＧ誘導体の場合には、アジドは、重合体の炭素原子に対し
て直接的に結合され得る。他の方法として、アジド含有のＰＥＧ誘導体は、生成される重
合体がその末端にアジド部分を有するように、１つの末端にアジド部分を有している連結
剤を従来の活性化重合体と連結させることによって調製され得る。アセチレン含有のＰＥ
Ｇ誘導体の場合には、アセチレンは重合体の炭素原子に対して直接的に結合され得る。他
の方法として、アセチレン含有のＰＥＧ誘導体は、生成される重合体がその末端にアセチ
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レン部分を有するように、１つの末端にアセチレン部分を有している連結剤を従来の活性
化重合体と連結させることによって調製され得る。
【０１９１】
　より詳細には、アジド含有のＰＥＧ誘導体の場合には、少なくとも１つの活性ヒドロキ
シ部分を有する水溶性重合体は、より反応性の高い部分を有している置換重合体を生成す
るための反応を受ける。より反応性の高い部分は、例えば、水溶性重合体上にあるメシレ
ート基、トレシレート基、トシレート基またはハロゲン離脱基である。ハロゲン化スルフ
ォニル酸、ハロゲンおよび他の離脱基を含んでいるＰＥＧ誘導体の調製および使用は、当
業者にとって公知である。それから、生成される置換重合体は、重合体の末端におけるア
ジド部分をより反応性の高い部分に置換するための反応を受ける。他の方法としては、少
なくとも１つの活性な求核部分または求電子部分を有している水溶性重合体は、１つの末
端にアジド部分を有している連結剤との反応を受ける。当該連結剤は、１つの末端にアジ
ド部分を有しているので、ＰＥＧ重合体と連結剤との間に共有結合が形成され、アジド部
分が重合体の末端に配置される。求核部分および求電子部分は当業者に公知であり、求核
部分および求電子部分としては、アミン、チオール、ヒドラジド、ヒドラジン、アルコー
ル、カルボン酸塩、アルデヒド、ケトンおよびチオエステルなどが挙げられる。
【０１９２】
　より詳細には、アセチレン含有のＰＥＧ誘導体の場合には、少なくとも１つの活性なヒ
ドロキシ部分を有している水溶性重合体は、アセチレン部分を含んでいる前駆体からハロ
ゲンまたは活性な離脱基を置換するための反応を受ける。代替的に、少なくとも１つの活
性な求核部分または求電子部分を有している水溶性重合体は、１つの末端にアセチレン部
分を有している連結剤との反応を受ける。当該連結剤は、１つの末端にアセチレン部分を
有しているので、ＰＥＧ重合体と連結剤との間に共有結合が形成され、アセチレン部分が
重合体の末端に配置されることを可能にする。ＰＥＧ誘導体の有機合成、調製および使用
に関する、ハロゲン部分、活性化脱離基、求核部分および求電子部分の使用は、当該分野
において十分に確立されている。
【０１９３】
　また、本発明は、修飾されているタンパク質に他の物質を加えるために、タンパク質を
選択的に修飾する方法を提供する。他の物質としては、水溶性重合体（例えば、アジド部
分もしくはアセチレン部分を含有するＰＥＧおよびＰＥＧ誘導体）が挙げられるが、これ
らに限定されない。アジド含有のＰＥＧ誘導体およびアセチレン含有のＰＥＧ誘導体を使
用して、表面を修飾し得、分子の特性を調節し得る。ここで、当該特性としては、生体利
用効率、安定性、溶解性および欠失した免疫原性が重要である。同時に、タンパク質に対
してＰＥＧ誘導体をより選択的に連結させる手段は、当該技術において以前から公知であ
った。
【０１９４】
　ＩＩ．ブタのソマトトロピン
　本発明のｐＳＴポリペプチドは、ブタにおける成長を調節するために使用され得る。ｐ
ＳＴの生物学的な活性およびｐＳＴの生物学的な活性を性質決定するためのアッセイは、
当業者にとって公知である。
【０１９５】
　ＩＩＩ．本発明とともに使用するための一般的な組換え核酸法
　本発明の多くの実施形態において、所定のｐＳＴポリペプチドをコードする核酸は、単
離され、クローン化され、しばしば組換え法を用いて変更される。当該実施形態は、これ
らに限定されないが、ｐＳＴポリペプチドから得られるバリアント、誘導体、発現カセッ
トまたは他の配列の、タンパク質発現または生成の間を含めて使用される。いくつかの実
施形態において、本発明のポリペプチドをコードする配列は、異種のプロモータと作動可
能に連結されている。
【０１９６】
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドをコードするヌク
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レオチド配列は、親ポリペプチドのアミノ酸配列に基づいて合成され得る（配列番号１に
示されるアミノ酸配列を有し、それから関連する（複数の）アミノ酸残基の導入（すなわ
ち組み込みまたは置換）または除去（すなわち欠失または置換）をもたらすようにヌクレ
オチド配列を変えている、が挙げられるが、これらに限定されない）。ヌクレオチド配列
は、従来の方法にしたがった部位特異的な変異生成によって簡便に修飾され得る。代替的
に、ヌクレオチド配列は、化学合成（オリゴヌクレオチド合成機を用いること、および好
ましくは組換えポリペプチドが生成される宿主細胞に好まれるこれらのコドンを選択する
ことが挙げられるが、これらに限定されない）によって調製され得る（ここで、オリゴヌ
クレオチドは、所望のポリペプチドのアミノ酸配列に基づいて設計される）。例えば、所
望のポリペプチドの部分をコードする種々の小さなオリゴヌクレオチドが合成され、ＰＣ
Ｒ、ライゲーションまたはライゲーション連鎖反応によって組み立てられ得る。例えば、
参照によって本明細書に援用されるBarany, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 189-1
93 (1991)；米国特許第６，５２１，４２７号を参照すればよい。
【０１９７】
　本発明は、組換え遺伝学の分野における通常の技術を利用している。本発明に使用する
一般的な方法を開示する基本的な教科書としては、Sambrook et al., Molecular Cloning
, A Laboratory Manual (3rd ed. 2001)；Kriegler, Gene Transfer and Expression: A 
Laboratory Manual (1990)；およびCurrent Protocols in Molecular Biology (Ausubel 
et al., eds., 1994)が挙げられる。
【０１９８】
　分子生物学的な技術について記載している一般的な教科書としては、Berger and Kimme
l, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology volume 152 Acade
mic Press, Inc., San Diego, CA （Berger）；Sambrook et al., Molecular Cloning - 
A Laboratory Manual (2nd Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spr
ing Harbor, New York, 1989 （“Sambrook”）およびCurrent Protocols in Molecular 
Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture beＴｗｅ
ｅｎ Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (supplement
ed through 1999) （“Ausubel”））が挙げられる。これらの教科書には、変異生成、ベ
クター、プロモータおよび他の関連性のある多くの原理（非天然アミノ酸、直交性のｔＲ
ＮＡ、直交性の合成酵素、およびこれらの対を含んでいるタンパク質生成用のセレクター
コドンを含んでいる、遺伝子の生成と関連性のあるものが挙げられるが、これらに限定さ
れない）の利用について記載されている。
【０１９９】
　多くの種類の変異生成が本発明において種々の目的に使用される。当該目的としては、
新規の合成酵素またはｔＲＮＡを生成すること、ｔＲＮＡ分子を変異させること、合成酵
素をコードしているポリヌクレオチドを変異させること、ｔＲＮＡのライブラリを生成す
ること、合成酵素のライブラリを生成すること、セレクターコドンを生成すること、所定
のタンパク質またはポリペプチドにおける非天然アミノ酸をコードするセレクターコドン
を挿入することが挙げられるが、これらに限定されない。変異生成としては、部位特異的
な変異生成、ランダムな点変異生成、相同性組換え、ＤＮＡシャッフリングもしくは他の
反復的な変異生成、キメラ構築、鋳型を含有するウラシルを用いた変異生成、オリゴヌク
レオチド特異的変異生成、ホスホロチオネート修飾ＤＮＡ変異生成、もしくはギャップ２
本鎖ＤＮＡを用いた変異生成、ＰＣＴを介した変異生成など、またはこれらの任意の組合
わせが挙げられるが、これらに限定されない。付加的な好適な方法としては、点不一致対
、修復欠失宿主株を用いた変異生成、制限選択および制限精製、欠失変異生成、全体の遺
伝子合成による変異生成、ならびに２本鎖切断修復などが挙げられるが、これらに限定さ
れない。また、キメラ構築に関する変異生成が本発明に包含されるが、これに限定されな
い。一実施形態において、変異生成は、天然に存在する分子、または変更されるかもしく
は変異された天然に存在する分子の公知の情報（配列、配列比較、物理的性質、２次構造
、３次構造、４次構造または結晶構造などが挙げられるが、これらに限定されない）によ
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って導かれ得る。
【０２００】
　本明細書に見られる教科書および例は、これらの手法について記載している。付加的な
情報は、以下の公刊物および引用文献：Ling et al., Approaches to DNA mutagenesis: 
an overview, Anal Biochem. 254(2): 157-178 (1997); Dale et al., Oligonucleotide-
directed random mutagenesis using the phosphorothioate method, Methods Mol. Biol
. 57:369-374 (1996); Smith, In vitro mutagenesis, Ann. Rev. Genet. 19:423-462 (1
985); Botstein & Shortle, Strategies and applications of in vitro mutagenesis, S
cience 229:1193-1201 (1985); Carter, Site-directed mutagenesis, Biochem. J. 237:
1-7 (1986); Kunkel, The efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis, in N
ucleic Acids & Molecular Biology (Eckstein, F. and Lilley, D.M.J. eds., Springer
 Verlag, Berlin) (1987); Kunkel, Rapid and efficient site-specific mutagenesis w
ithout phenotypic selection, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985); Kunke
l et al., Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selec
tion, Methods in Enzymol. 154, 367-382 (1987); Bass et al., Mutant Trp repressor
s with new DNA-binding specificities, Science 242:240-245 (1988); Zoller & Smith
, Oligonucleotide-directed mutagenesis using M13-derived vectors: an efficient a
nd general procedure for the production of point mutations in any DNA fragment, 
Nucleic Acids Res. 10:6487-6500 (1982); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed
 mutagenesis of DNA fragments cloned into M13 vectors, Methods in Enzymol. 100:4
68-500 (1983); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis: a simple me
thod using two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template, Metho
ds in Enzymol. 154:329-350 (1987); Taylor et al., The use of phosphorothioate-mo
dified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA, Nucl. Acids Re
s. 13: 8749-8764 (1985); Taylor et al., The rapid generation of oligonucleotide-
directed mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA, Nucl. 
Acids Res. 13: 8765-8785 (1985); Nakamaye & Eckstein, Inhibition of restriction 
endonuclease Nci I cleavage by phosphorothioate groups and its application to ol
igonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 14: 9679-9698 (1986); Sayer
s et al., 5’-3’ Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directe
d mutagenesis, Nucl. Acids Res. 16:791-802 (1988); Sayers et al., Strand specifi
c cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction with restriction endon
ucleases in the presence of ethidium bromide, (1988) Nucl. Acids Res. 16: 803-81
4; Kramer et al., The gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mut
ation construction, Nucl. Acids Res. 12: 9441-9456 (1984); Kramer & Fritz Oligon
ucleotide-directed construction of mutations via gapped duplex DNA, Methods in E
nzymol. 154:350-367 (1987); Kramer et al., Improved enzymatic in vitro reactions
 in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed construction of m
utations, Nucl. Acids Res. 16: 7207 (1988); Fritz et al., Oligonucleotide-direct
ed construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic re
actions in vitro, Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999 (1988); Kramer et al., Differen
t base/base mismatches are corrected with different efficiencies by the methyl-d
irected DNA mismatch-repair system of E. coli, Cell 38:879-887 (1984); Carter et
 al., Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13 vectors, Nucl
. Acids Res. 13: 4431-4443 (1985); Carter, Improved oligonucleotide-directed mut
agenesis using M13 vectors, Methods in Enzymol. 154: 382-403 (1987); Eghtedarzad
eh & Henikoff, Use of oligonucleotides to generate large deletions, Nucl. Acids 
Res. 14: 5115 (1986); Wells et al., Importance of hydrogen-bond formation in sta
bilizing the transition state of subtilisin, Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 4
15-423 (1986); Nambiar et al., Total synthesis and cloning of a gene coding for 
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the ribonuclease S protein, Science 223: 1299-1301 (1984); Sakmar and Khorana, T
otal synthesis and expression of a gene for the alpha-subunit of bovine rod oute
r segment guanine nucleotide-binding protein (transducin), Nucl. Acids Res. 14: 
6361-6372 (1988); Wells et al., Cassette mutagenesis: an efficient method for ge
neration of multiple mutations at defined sites, Gene 34:315-323 (1985); Grundst
roem et al., Oligonucleotide-directed mutagenesis by microscale 'shot-gun' gene 
synthesis, Nucl. Acids Res. 13: 3305-3316 (1985); Mandecki, Oligonucleotide-dire
cted double-strand break repair in plasmids of Escherichia coli: a method for si
te-specific mutagenesis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:7177-7181 (1986); Arnold
, Protein engineering for unusual environments, Current Opinion in Biotechnology
 4:450-455 (1993); Sieber, et al., Nature Biotechnology, 19:456-460 (2001); W. P
. C. Stemmer, Nature 370, 389-91 (1994); および I. A. Lorimer, I. Pastan, Nuclei
c Acids Res. 23, 3067-8 (1995)に見出される。上述の方法に関する付加的な詳細は、種
々の変異生成方法に伴う問題を解決する有用な管理についても記載しているMethods in E
nzymology Volume 154に見出され得る。
【０２０１】
　例えば、本発明の変異生成（例えば、合成酵素のライブラリを変異させること、または
ｔＲＮＡを改変すること）に用いるオリゴヌクレオチドは、Beaucage and Caruthers, Te
trahedron Letts. 22(20):1859-1862, (1981) e.g., using an automated synthesizer, 
as described in Needham-VanDevanter et al., Nucleic Acids Res., 12:6159-6168 (19
84)に記載される固相ホスホラミダイトトリエステル法にしたがって、典型的に化学合成
される。
【０２０２】
　また、本発明は、直交性のｔＲＮＡ／ＲＳ対を介した非天然アミノ酸のインビボにおけ
る組込み用の、真核生物宿主細胞、非真核生物宿主細胞および生体に関する。宿主細胞は
、本発明のポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチドを含んでいる構築物（クローニング
ベクターまたは発現ベクターであり得る本発明のベクターが挙げられるが、これらに限定
されない）を用いて、遺伝的に改変される（形質転換されるか、形質導入されるか、また
はトランスフェクトされる、が挙げられるが、これらに限定されない）。例えば、直交性
のｔＲＮＡ、直交性のｔＲＮＡ合成酵素、および誘導体化されたタンパク質に関するコー
ド領域は、遺伝子発現制御エレメントに対して作動可能に連結される。ここで、遺伝子発
現制御エレメントは、所望の宿主細胞において機能する。ベクターは、例えば、プラスミ
ド、コスミド、ファージ、細菌、ウイルス、裸のポリヌクレオチド、または抱合されたポ
リヌクレオチドの形態であり得る。ベクターは、標準的な方法（エレクトロポレーション
（From et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 5824 (1985)）、ウイルスベクターに
よる感染、小さなビーズもしくは粒子のマトリクスの内部、または表面のいずれかに核酸
を有している小粒子による高速弾丸侵入（high velocity ballistic penetration）（Kle
in et al., Nature 327, 70-73 (1987)）などが挙げられる）によって細胞および／また
は微生物に導入される。インビトロにおける細胞内への核酸の転移にとって好適な技術と
しては、リポソーム、マイクロインジェクション、細胞融合、ＤＥＡＥ－デキストラン、
リン酸カルシウム沈降法などの使用が挙げられる。インビボにおける遺伝子転移技術とし
ては、ウイルス（典型的にレトロウイルス）ベクターによるトランスフェクション、およ
びウイルスのエンベロープタンパク質－リポソームを用いたトランスフェクション（Dzau
 et al., Trends in Biotechnology 11:205-210 (1993)）が挙げられるが、これらに限定
されない。いくつかの場合、標的細胞を対象にする作用物質（例えば、細胞表面の膜タン
パク質または当該標的細胞に特異的な抗体、標的細胞上の受容体に対するリガンドなど）
を核酸入手源に付与することが好ましい。リポソームが用いられる場合、エンドサイトー
シスに関連のある細胞表面の膜タンパク質と結合するタンパク質が、標的化および／また
は容易な取込みのために用いられ得る。そのようなタンパク質としては、例えば、特定の
細胞種に向性を示すカプシドタンパク質もしくはその断片、循環において内部移行するタ
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ンパク質に対する抗体、細胞内において局在化させ、細胞内半減期を増強させるタンパク
質が挙げられる。
【０２０３】
　改変された宿主細胞は、例えば、スクリーニング段階、プロモータの活性化または形質
転換体の選択といった活性に適するように改変された、従来の培養液において培養され得
る。これらの細胞は遺伝子導入された生体において任意に培養され得る。他の有用な参考
文献（細胞の単離および培養にとって（例えば、続く核酸の単離にとって）の、が挙げら
れるが、これらに限定されない）としては、Freshney (1994) Culture of Animal Cells,
 a Manual of Basic Technique, third edition, Wiley- Liss, New York およびこれに
引用されている参考文献；Payne et al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liq
uid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY；Gamborg and Phillips (eds.) (1
995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture；Fundamental Methods Springer Lab Manu
al, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New York)、ならびにAtlas and Parks (eds.)
 The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton, FLが挙げら
れる。
【０２０４】
　標的の核酸を細胞に導入する種々の周知の方法は、本発明に使用される任意の方法に利
用可能である。当該方法としては、ＤＮＡを含有する細菌の原形質体との受容細胞の融合
、エレクトロポレーション、粒子衝撃法（projectile bombardment）、およびウイルスベ
クターを用いた感染（以下にさらに論じられている）などが挙げられる。細菌細胞は、本
発明のＤＮＡコンストラクトを含有するプラスミドの数を増幅するために使用され得る。
細菌は、対数期まで増殖され、細菌内におけるプラスミドは、当該技術において公知の種
々の方法（例えばSambrookを参照すればよい）によって単離され得る。さらに、細菌から
のプラスミドの精製にとってのキットは市販されている（例えば、いずれもPharmacia Bi
otechから得られるEasyPrep（商標）、FlexiPrep（商標）；Stratageneから得られるStra
taClean（商標）；およびQiagenから得られるQIAprep（商標））。それから、単離され、
精製されたプラスミドは、さらに操作されて他のプラスミドを生成するか、細胞のトラン
スフェクションに使用されるか、または関連するベクターに組み込まれて生体に感染させ
る。典型的なベクターは、特定の標的核酸の発現の制御に有用な、転写ターミネータおよ
び翻訳ターミネータ、転写開始配列および翻訳開始配列、ならびにプロモータを含んでい
る。ベクターは、少なくとも１つの独立したターミネータ配列を含んでいる遺伝的な発現
カセット、真核生物もしくは原核生物もしくはこの両方におけるカセットの複製を可能に
する配列（シャトルベクターが挙げられるが、これに限定されない）、および原核生物系
もしくは真核生物系の両方にとっての選択マーカーを任意に含んでいる。ベクターは、原
核生物、真核生物または好ましくは両方における複製および組み込みに好適である。例え
ば、Giliman & Smith, Gene 8:81 (1979)；Roberts, et al., Nature, 328:731 (1987)；
 Schneider, B., et al., Protein Expr. Purif. 6435:10 (1995)；Ausubel, Sambrook, 
Berger （すべて上述されている）を参照すればよい。クローニングに有用な細菌および
バクテリオファージのカタログは、例えば、ＡＴＣＣによって提供される（例えば、ＡＴ
ＣＣによって公開されるThe ATCC Catalogue of Bacteria and Bacteriophage (1992) Gh
erna et al. (eds)）。また、配列決定、クローニング、および分子生物の他の局面に関
する付加的な基本的な手法ならびに基礎になる論理的な考察は、Watson et al. (1992) R
ecombinant DNA Second Edition Scientific American Books, NYに見られる。さらに、
実質的に任意の核酸（および、らせん構造であるか否かにかかわらず、実質的に任意の標
識核酸）は、任意の種々の販売元（例えば、the Midland Certified Reagent Company（M
idland、TX、ワールドワイドウェブのmcrc.comにおいて利用可能である）、The Great Am
erican Gene Company（Ramona）、CA、ワールドワイドウェブのgenco.comにおいて利用可
能である）、ExpressGen Inc．（Chicago、IL）、ワールドワイドウェブのexpressgen.co
mにおいて利用可能である）、Operon Technologies Inc.（Alameda）、CA）および多くの
他社）から、特別または通常に注文して提供され得る。
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【０２０５】
　（セレクターコドン）
　本発明のセレクターコドンは、タンパク質の生合成機構の遺伝学的なコドンの枠組みを
拡張する。例えば、セレクターコドンとしては、固有の３塩基コドン、ナンセンスコドン
（例えば、ストップコドン（アンバーコドン（ＵＡＧ）、オーカーコドン、またはオパー
ルコドン（ＵＧＡ）が挙げられるが、これらに限定されない））、非天然コドン、４塩基
以上のコドン、またはレアコドン（rare codon）などが挙げられるが、これらに限定され
ない。所望の遺伝子またはポリヌクレオチドに導入され得るセレクターコドンの数が、広
範囲に及ぶ（少なくともｐＳＴの一部を少なくともコードする単一のポリヌクレオチドに
おける１以上、２以上、３以上、４、５、６、７、８、９、１０以上が挙げられるが、こ
れらに限定されない）ことは、当業者にとって容易に理解される。
【０２０６】
　一実施形態において、方法は、真核細胞のインビボにおける１つ以上の非天然アミノ酸
の組込み用のストップコドンである、セレクターコドンの使用に関する。例えば、ストッ
プコドン（ＵＡＧが挙げられるが、これに限定されない）を認識するＯ－ｔＲＮＡが生成
され、Ｏ－ＲＳによって所望の非天然アミノ酸とともにアミノアシル化される。このＯ－
ｔＲＮＡは、天然に存在する宿主のアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素によって認識されない
。従来の部位特異的な突然変異生成は、所定のポリペプチドにおける所定の部位に対する
ストップコドン（ＴＡＧが挙げられるが、これに限定されない）の導入に使用され得る。
例えば、Sayers, J.R.,ら (1988), 5'-3' Exonuclease in phosphorothioate-based olig
onucleotide-directed mutagenesis. Nucleic Acids Res. 791-802を参照すればよい。Ｏ
－ＲＳ、Ｏ－ｔＲＮＡおよび所定のポリペプチドをコードする核酸がインビボにおいて組
み合せられると、非天然アミノ酸は、ＵＡＧコドンに応じて組み込まれて、特定の位置に
非天然アミノ酸を含んでいるポリペプチドを生じさせる。
【０２０７】
　非天然アミノ酸のインビボにおける組込みは、宿主細胞を大きく乱すことなくなされ得
る。例えば、ＵＡＧコドンの抑制効率は、Ｏ－ｔＲＮＡ（アンバーサプレッサｔＲＮＡが
挙げられるが、これらに限定されない）と、（ストップコドンに対して結合し、リボソー
ムからの成長しつつあるペプチドの放出を開始する）真核細胞放出因子（ｅＲＦが挙げら
れるが、これに限定されない）との間の競合に依存するので、抑制効率は、Ｏ－ｔＲＮＡ
および／またはサプレッサｔＲＮＡの発現レベルを増強することによって調節され得るが
、これらに限定されない。
【０２０８】
　また、非天然アミノ酸は、レアコドンによってコードされ得る。例えば、インビトロに
おけるタンパク質合成反応においてアルギニン濃度が減少した場合、レアアルギニンコド
ン（ＡＧＧ）は、アラニンによってアシル化された合成ＲＮＡによるアラニンの挿入に有
効であることが証明されている。例えば、Ma et al., Biochemistry, 32:7939 (1993)を
参照すればよい。この場合、合成ｔＲＮＡは、天然に存在するｔＲＮＡアルギニン（大腸
菌において少数の種として存在する）と競合する。いくつかの生物は、すべての三塩基コ
ドンを使用しない。Micrococcus luteusにおいて割り当てられていないコドンＡＧＡは、
インビトロの転写／翻訳の抽出物における、アミノ酸の挿入に利用されている。例えば、
Kowal and Oliver, Nucl. Acid. Res., 25:4685 (1997)を参照すればよい。本発明の構成
要素は、インビトロにおいてこれらレアコドンを使用するために生成され得る。
【０２０９】
　また、セレクターコドンは、拡張されたコドン（４以上の塩基コドン（例えば、４、５
、６以上の塩基コドン）が挙げられるが、これらに限定されない）を包含している。４塩
基コドンの例としては、ＡＧＧＡ、ＣＵＡＧ、ＵＡＧＡ、およびＣＣＣＵなどが挙げられ
るが、これらに限定されない。５塩基コドンの例としては、ＡＧＧＡＣ、ＣＣＣＣＵ、Ｃ
ＣＣＵＣ、ＣＵＡＧＡ、ＣＵＡＣＵ、およびＵＡＧＧＣなどが挙げられるが、これらに限
定されない。本発明の特徴は、フレームシフト抑圧に基づいて延長されたコドンの使用を
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包含する。４以上の塩基コドンは、同じタンパク質に１つまたは複数の非天然アミノ酸（
例として挙げられるが、これらに限定されない）を挿入可能である。例えば、突然変異し
たＯ－ｔＲＮＡ（特別なフレームシフトサプレッサｔＲＮＡが挙げられるが、これに限定
されない）の存在下において、アンチコドンループ（少なくとも８～１０ｎｔのアンチコ
ドンループが挙げられるが、これらに限定されない）を用いて、４以上の塩基コドンが単
一のアミノ酸として解読される。他の実施形態において、アンチコドンループは、少なく
とも４塩基コドン、少なくとも５塩基コドン、または少なくとも６塩基コドン（例として
挙げられるが、これらに限定されない）を翻訳可能である。見込みのある４塩基コドンが
２５６あるので、複数の非天然アミノ酸は、４以上の塩基コドンを用いて同じ細胞におい
てコードされ得る。Anderson et al, (2002) Exploring the Limits of Codon and Antic
odon Size, Chemistry and Biology. 9:237-244；Magliery, (2001) Expanding the Gene
tic Code: Selection of Efficient Suppressors of Four-base Codons and Identificat
ion of "Shifty" Four-base Codons with a Library Approach in Escherichia coli, J.
 MoI. Biol. 307: 755-769を参照すればよい。
【０２１０】
　例えば、４塩基コドンは、インビトロ生合成方法を用いたタンパク質への非天然アミノ
酸の組込みに使用されている。例えば、Ma et al, (1993) Biochemistry. 32:7939、およ
びHohsaka et al, (1999) L Am. Chem. Soc. 121: 34を参照すればよい。ＣＧＧＧおよび
ＡＧＧＵは、化学的にアシル化された２つのフレームシフトサプレッサｔＲＮＡを用いて
、２－ナフチルアラニンおよびリジンＮＢＤ誘導体をストレプトアビジンに対して、イン
ビトロにおいて同時に組み込むために使用された。例えば、Hohsaka et al, (1999) J. A
m. Chem. Soc. 121: 12194を参照すればよい。インビボにおける研究において、Moore et
 alは、ＮＣＵＡアンチコドンを有しているｔＲＮＡＬｅｕ誘導体のＵＡＧＮコドン（Ｎ
は、Ｕ、Ａ、ＧまたはＣであり得る）を抑圧する能力を試験し、クワドラプレットＵＡＧ
Ａが、０または－１フレームの状態に少なく翻訳して、１３から２６％の効率において、
ＵＣＵＡアンチコドンを有するｔＲＮＡＬｅｕによって翻訳され得ることを見出した。例
えば、Moore et al, (2000) J. MoI. Biol., 298:195を参照すればよい。一実施形態にお
いて、レアコドンまたはナンセンスコドンに基づいて延長されたコドンは、読み過ごしの
ミスセンス、および他の不要な部位におけるフレームシフト抑圧を低減し得る本発明に使
用され得る。
【０２１１】
　また、所定の系に関して、内因性の系が天然の塩基コドンを使用しない（またはまれに
しか使用しない）場合に、セレクターコドンは天然の３塩基コドンの１つを包含し得る。
この例としては、天然の３塩基コドンを認識するｔＲＮＡを欠損している系、および／ま
たは３塩基コドンがレアコドンである系が挙げられる。
【０２１２】
　セレクターコドンは非天然の塩基対を任意に包含する。これらの非天然の塩基対は存在
する遺伝子アルファベットをさらに拡張する。１つの追加塩基対は、６４から１２５まで
トリプレットの数を増加させる。第３の塩基対の性質としては、安定かつ選択的な塩基対
形成、ポリメラーゼによる高い正確さにおけるＤＮＡへの効率的な酵素的組み込み、およ
び新生の非天然塩基対の合成後における効率的な連続するプライマー伸張が挙げられる。
方法および組成物に適合し得る非天然の塩基対の記述の例としては、例えばHirao et al,
 (2002) An unnatural base pair for incorporating amino acid analogues into prote
in, Nature Biotechnology, 20:177-182が挙げられる。また、Wu, Y., et al., (2002) J
. Am. Chem. Soc. 124:14626-14630を参照すればよい。他の関連する刊行物は以下に挙げ
られている。
【０２１３】
　インビボにおける使用法に関して、非天然ヌクレオシドは、膜透過性であり、リン酸化
されて対応する３リン酸塩を形成する。その上に、増加した遺伝情報は、安定であり、細
胞性の酵素によって破壊されない。Bennerおよびその他によるこれまでの試みは、もっと
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も注目すべき例であるイソ－Ｃ：イソ－Ｇ対という、基準のWatson-Crick対における水素
結合様式とは異なる水素結合様式を巧く活用した。例えば、Switzer et al, (1989) J. A
m. Chem. Soc, 111 :8322；およびPiccirilli et al, (1990) Nature, 343:33；Kool, (2
000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602を参照すればよい。これらの塩基は、通常、ある
程度まで天然塩基と誤対合し、酵素的に修復され得ない。Koolおよび共同研究者らは、塩
基間の疎水性パッキング相互作用（hydrophobic packing interactions）が水素結合と入
れ替わって、塩基対の形成を生じ得ることを証明した。例えば、Kool, (2000) Curr. Opi
n. Chem. Biol., 4:602、およびGuckian and Kool, (1998) Angew. Chem. Int. Ed. Engl
., 36, 2825を参照すればよい。上述した条件のすべてを満たす非天然の塩基対を開発す
る試みにおいて、Schultz、Romesbergおよび共同研究者らは、一連の非天然の疎水性塩基
を体系的に合成し、研究している。ＰＩＣＳ：ＰＩＣＳ自己対は、天然塩基対より安定で
あることが見出されており、Escherichia coliのＤＮＡポリメラーゼ　Ｉのクレノー断片
（ＫＦ）によって、ＤＮＡに効率的に組み込まれ得る。例えば、McMinn et al, (1999) J
. Am. Chem. Soc. 121: 11586；およびOgawa et al, (2000) J. Am. Chem. Soc. 122:327
4；を参照すればよい。３ＭＮ：３ＭＮ自己対は、生物学的機能に対して十分な効率性お
よび選択性を有して、ＫＦによって合成され得る。例えば、Ogawa et al, (2000) J. Am.
 Chem. Soc, 122:8803を参照すればよい。しかし、両方の塩基は、さらなる複製に対して
連鎖ターミネータとして作用する。近年、突然変異体のＤＮＡポリメラーゼは、ＰＩＣＳ
自己対の複製に使用され得るように、開発されている。さらに、７ＡＩ自己対は複製され
得る。例えば、Tae et al, (2001) J. Am. Chem. Soc. 123:7439を参照すればよい。また
、Ｃｕ（ＩＩ）との結合によって安定な対を形成する新規な金属塩基対であるＤｉｐｉｃ
：Ｐｙが開発されている。例えば、Meggers et al, (2000) J. Am. Chem. Soc 122:10714
を参照すればよい。拡張されたコドンおよび非天然コドンが、天然コドンに対して本来的
に直交性であるので、本発明の方法は、この性質を活かして非天然アミノ酸用の直交性の
ｔＲＮＡを生成し得る。
【０２１４】
　また、翻訳回避系（translational bypassing system）が、所望のポリペプチドにおけ
る非天然アミノ酸の組込みに使用され得る。翻訳回避系において、大きな配列が遺伝子に
組み込まれるが、タンパク質に翻訳されない。当該配列は、リボソームに当該配列を跳び
越えさせ、挿入の下流にある翻訳を再開させる合図としての機能を果たす構造を含んでい
る。
【０２１５】
　ある実施形態において、本発明の方法および／または組成物における所定のタンパク質
またはポリペプチド（またはこれらの一部）は、核酸によってコードされている。典型的
に、核酸は、少なくとも１つのセレクターコドン、少なくとも２つのセレクターコドン、
少なくとも３つのセレクターコドン、少なくとも４つのセレクターコドン、少なくとも５
つのセレクターコドン、少なくとも６つのセレクターコドン、少なくとも７つのセレクタ
ーコドン、少なくとも８つのセレクターコドン、少なくとも９つのセレクターコドン、少
なくとも１０またはそれ以上のセレクターコドンを含んでいる。
【０２１６】
　所定のタンパク質またはポリペプチドをコードする遺伝子は、例えば、非天然アミノ酸
を組み込むための１つ以上のセレクターコドンを含めるために、当業者に公知の方法、な
らびに変異生成および分子生物学技術に基づいて本明細書に記載の方法を用いて、突然変
異生成され得る。例えば、所定のあるタンパク質に関する核酸は、１つ以上の非天然アミ
ノ酸の組込みをもたらす１つ以上のセレクターコドンを含めるために、突然変異される。
本発明は、そのようなバリアント（例えば非天然アミノ酸を少なくとも１つ含んでいる突
然変異体、任意のタンパク質の型が挙げられるが、これらに限定されない）のいずれかを
包含している。また同様に、本発明は、対応する核酸（すなわち、１つ以上の非天然アミ
ノ酸をコードする１つ以上のセレクターコドンを有する任意の核酸）を包含している。
【０２１７】
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　所定のタンパク質（例えばｐＳＴポリペプチド）をコードする核酸分子によって、ポリ
ペプチドの所望される任意の位置にシステインを導入する突然変異が容易になされ得る。
システインは、反応性分子、水溶性重合体、タンパク質、または種々の他の分子を所定の
タンパク質に導入するために広く使用されている。ポリペプチドの所望の位置へのシステ
インの組込みに好適な方法は、当業者に公知であり（例えば、引用によって本明細書に援
用される米国特許第６，６０８，１８３号に記載の方法）、標準的な技術である。
【０２１８】
　ＩＶ．天然にコードされていないアミノ酸
　非常に広範囲に及ぶ天然にコードされていないアミノ酸が本発明における使用に好適で
ある。天然にコードされていない種々の任意のアミノ酸は、ｐＳＴポリペプチドに導入さ
れ得る。一般的に、導入された天然にコードされていないアミノ酸は、遺伝的にコードさ
れる通常の２０のアミノ酸（すなわち、アラニン、アルギニン、アスパラギン、アスパラ
ギン酸、システイン、グルタミン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン
、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、スレオニン、
トリプトファン、チロシン、およびバリン）に対して化学的に、実質的に不活性である。
いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸は、通常の２０のアミ
ノ酸に見られない官能基と効率的かつ選択的に反応して安定な抱合物を形成する側鎖官能
基（アジド、ケトン、アルデヒドおよびアミノオキシ基が挙げられるが、これらに限定さ
れない）を含んでいる。例えば、アジド官能基を含んでいる天然にコードされていないア
ミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドは、重合体（ポリ（エチレングリコール）が挙げ
られるが、これに限定されない）と反応してか、または代替可能にアルキン部分を含有す
る第２のポリペプチドと反応して、ヒュイゲン［３＋２］付加環化生成物を形成するため
のアジドおよびアルキン官能基の選択的な反応によって生じる安定な抱合物を形成し得る
。
【０２１９】
　α－アミノ酸の一般的な構造は、以下の（式Ｉ）：
【０２２０】
【化５】

【０２２１】
のように示される。
【０２２２】
　天然にコードされていないアミノ酸は、典型的に、上述の式を有する構造のいずれかで
あり（ここで、Ｒ基は２０の天然アミノ酸に用いられている官能基以外の任意の置換基で
ある）、本発明における利用に好適であり得る。本発明の天然にコードされていないアミ
ノ酸が、側鎖の構造のみにおいて天然アミノ酸と典型的に異なるので、天然にコードされ
ていないアミノ酸は、それらが天然に存在するポリペプチドにおいて形成される同じ様式
において、他のアミノ酸（天然または天然にコードされていないアミノ酸が挙げられるが
、これらに限定されない）とアミド結合を形成する。しかし、天然にコードされていない
アミノ酸はこれらを天然のアミノ酸と区別する側鎖基を有している。例えば、Ｒは、アル
キル－、アリール－、アシル－、ケト－、アジド－、ヒドロキシル－、ヒドラジン、シア
ノ－、ハロ－、ヒドラジド、アルケニル、アルキル、エーテル、チオール、セレノ－、ス
ルフォニル－、ボレート、ボロネート、ホスホ、ホスホノ、ホスフィン、ヘテロ環、エノ
ン、イミン、アルデヒド、エステル、チオ酸、ヒドロキシルアミン、もしくはアミノ基、
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の所定の天然に存在しないアミノ酸としては、光活性化架橋を含んでいるアミノ酸、スピ
ン標識されたアミノ酸、蛍光性のアミノ酸、金属が結合しているアミノ酸、金属を含有し
ているアミノ酸、放射性のアミノ酸、新規な官能基を有するアミノ酸、他の分子と共有的
または非共有的に相互作用するアミノ酸、光ケージドおよび／または光異性体化アミノ酸
、ビオチンまたはビオチン類似体を含んでいるアミノ酸、糖鎖付加されたアミノ酸（例え
ば糖置換化セリン）、他の炭水化物によって修飾されたアミノ酸、ケト含有アミノ酸、ポ
リエチレングリコールまたはポリエーテルを含んでいるアミノ酸、重元素によって置換さ
れたアミノ酸、化学的に切断可能および／または光によって切断可能なアミノ酸、天然ア
ミノ酸と比べて延長された側鎖（ポリエーテルまたは長鎖炭化水素（約５または約１０を
超える炭素が挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられるが、これらに限定され
ない）を有しているアミノ酸、炭素結合型の糖を含有しているアミノ酸、酸化還元活性の
アミノ酸、アミノチオ酸含有アミノ酸、ならびに１つ以上の毒性部分を含んでいるアミノ
酸が挙げられる。
【０２２３】
　本発明における使用に好適であり得、水溶性重合体との反応に有用である例示的な天然
にコードされていないアミノ酸としては、カルボニル反応性基、アミノオキシ反応性基、
ヒドロキシルアミン反応性基、ヒドラジド反応性基、セミカルバジド反応性基、アジド反
応性基およびアルキン反応性基を有するアミノ酸が挙げられるが、これらに限定されない
。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸は、糖鎖部分を含ん
でいる。そのようなアミノ酸の例としては、Ｎ－アセチル－Ｌ－グルコサミニル－Ｌ－セ
リン、Ｎ－アセチル－Ｌ－ガラクトサミニル－Ｌ－セリン、Ｎ－アセチル－Ｌ－グルコサ
ミニル－Ｌ－スレオニン、Ｎ－アセチル－Ｌ－グルコサミニル－Ｌ－アスパラギンおよび
Ｏ－マンノサミニル－Ｌ－セリンが挙げられるが、これらに限定されない。また、そのよ
うなアミノ酸の例としては、アミノ酸と糖鎖との間に天然に存在するＮ型またはＯ型の結
合が、天然には通常に見られない共有結合（アルケン、オキシム、チオエーテルおよびア
ミドなどが挙げられるが、これらに限定されない）によって置換されている場合の例が挙
げられる。また、そのようなアミノ酸の例は、天然に存在するタンパク質に通常は見られ
ない糖鎖（例えば、２－デオキシ－グルコース、および２－デオキシガラクトース）を含
んでいる。
【０２２４】
　本明細書に規定される天然にコードされていないアミノ酸の多くは、市販されている（
例えば、Sigma-Aldrich（St.Louis、MO、USA）、Novabiochem（EMD Biosciences部門、Da
rmstadt、ドイツ）、またはPeptech（Burlington、MA、USA）から得られる）。市販され
ていない天然にコードされていないアミノ酸は、本明細書に規定されているようにか、ま
たは当業者にとって公知の標準的な方法を用いて任意に合成される。有機合成技術に関し
ては、例えば、Organic Chemistry by Fessendon and Fessendon, (1982, Second Editio
n, Willard Grant Press, Boston Mass.)；Advanced Organic Chemistry by March (Thir
d Edition, 1985, Wiley and Sons, New York)；およびAdvanced Organic Chemistry by 
Carey and Sundberg (Third Edition, Parts A and B, 1990, Plenum Press, New York)
を参照すればよい。また、参照によって本明細書に援用される、米国特許第７，０４５，
３３７号および米国特許第７，０８３，９７０号を参照すればよい。また、新規な側鎖を
含有する非天然アミノ酸に加えて、本発明における使用に好適であり得る非天然アミノ酸
は、これらに限定されないが、式ＩＩおよびＩＩＩ：
【０２２５】
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【化６】

【０２２６】
（ここで、Ｚは、ＯＨ、ＮＨ２、ＳＨ、ＮＨ－Ｒ’、またはＳ－Ｒ’を典型的に含んでお
り；同じかまたは異なり得るＸおよびＹは、ＳまたはＯを典型的に含んでおり、任意に同
じであるか、または異なるＲおよびＲ’は、水素だけでなく式Ｉを有する非天然アミノ酸
に関して上述したＲ基にとっての置換基の同じ一覧から任意に選択される）の構造が挙げ
られる修飾された骨格構造を任意に含んでいる。例えば、本発明の非天然アミノ酸は、式
ＩＩおよびＩＩＩによって示されるようなアミノ基またはカルボキシル基において置換基
を任意に含んでいる。この種の非天然アミノ酸としては、通常の２０の天然アミノ酸また
は非天然アミノ酸に対応する側鎖を有している（限定されないが、これらが挙げられる）
、α－ヒドロキシ酸、α－チオ酸、α－アミノチオカルボキシレートが挙げられるが、こ
れらに限定されない。さらに、α－炭素における置換基としては、Ｌ、Ｄ、またはα－α
－２置換アミノ酸（例えば、Ｄ－グルタメート、Ｄ－アラニン、Ｄ－メチル－Ｏ－チロシ
ン、およびアミノブチル酸など）が任意に挙げられるが、これらに限定されない。他の構
造的な代替物としては、環状アミノ酸（例えば、プロリン類似物ならびに３、４、５、６
、７、８および９員環のプロリン類似物など）、ならびにβおよびγアミノ酸（例えば、
置換β－アラニンおよびγ－アミノブチル酸など）が挙げられる。
【０２２７】
　多くの非天然アミノ酸は、天然アミノ酸（例えば、チロシン、グルタミンおよびフェニ
ルアラニン）に基づいており、本発明における使用に好適である。チロシン類似物として
は、置換チロシンが、ケト基（アセチル基が挙げられるが、これに限定されない）、ベン
ゾイル基、アミノ基、ヒドラジン基、ヒドロキシアミン基、チオール基、カルボキシ基、
イソプロピル基、メチル基、Ｃ６～Ｃ２０の直鎖状または分枝鎖状の炭化水素、飽和もし
くは不飽和の炭化水素、Ｏ－メチル基、ポリエーテル基、ニトロ基、またはアルキニル基
など（限定されないが、これらが挙げられる）を含んでいる場合の、パラ位置換チロシン
、オルト位置換チロシン、およびメタ位置換チロシンが挙げられるが、これらに限定され
ない。さらにまた、多置換アリール環が意図される。本発明における利用に好適なグルタ
ミン類似物としては、α－ヒドロキシ誘導体、γ－置換誘導体、環状誘導体、およびアミ
ド置換グルタミン誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。本発明における利用に
好適なフェニルアラニン類似物の例としては、置換基が、ヒドロキシ基、メトキシ基、メ
チル基、アリル基、アルデヒド、アジド、ヨード、ブロモ、ケト基（アセチル基が挙げら
れるが、これに限定されない）、ベンゾイル、またはアルキニル基など（限定されないが
、これらが挙げられる）を含んでいる場合の、パラ位置換フェニルアラニン、オルト位置
換フェニルアラニン、およびメタ位置換フェニルアラニンが挙げられるが、これらに限定
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されない。本発明における利用に好適な非天然アミノ酸の特定の例としては、ｐ－アセチ
ル－Ｌ－フェニルアラニン、Ｏ－メチル－Ｌ－チロシン、Ｌ－３－（２－ナフチル）アラ
ニン、３－メチル－フェニルアラニン、Ｏ－４－アリル－Ｌ－チロシン、４－プロピル－
Ｌ－チロシン、トリ－Ｏ－アセチル－ＧｌｃＮＡｃβ－セリン、Ｌ－ドーパ、フッ化フェ
ニルアラニン、イソプロピル－Ｌ－フェニルアラニン、ｐ－アジド－Ｌ－フェニルアラニ
ン、ｐ－アシル－Ｌ－フェニルアラニン、ｐ－ベンゾイル－Ｌ－フェニルアラニン、Ｌ－
ホスホセリン、ホスホノセリン、ホスホノチロシン、ｐ－ヨード－フェニルアラニン、ｐ
－ブロモフェニルアラニン、ｐ－アミノ－Ｌ－フェニルアラニン、およびイソプロピル－
Ｌ－フェニルアラニン、およびｐ－プロパルギルオキシ－フェニルアラニンなどが挙げら
れるが、これらに限定されない。本発明における使用に好適な非天然アミノ酸の変形の構
造の例は、例えば、国際公開第２００２／０８５９２３号（名称：“In vivo incorporat
ion of unnatural amino acids”）に規定されている。また、さらなるメチオニン類似物
に関しては、参照によって本明細書に援用されるKiick et al., (2002) Incorporation o
f azides into recombinant proteins for chemoselective modification by the Staudi
nger ligation, PNAS 99:19-24を参照すればよい。参照によって本明細書に援用される国
際出願第ＰＣＴ／ＵＳ０６／４７８２２（名称“Compositions Containing, Methods Inv
olving, and Uses of Non-natural Amino Acids and Polypeptides”）には、芳香族アミ
ン部分（ｐ－アミノ－フェニルアラニンが挙げられるが、これに限定されない）の還元的
なアルキル化、および還元的なアミン化について記載されている。
【０２２８】
　一実施形態において、非天然アミノ酸（例えばｐ－（プロパルギルオキシ）－フェニル
アラニン）を含んでいるｐＳＴポリペプチドの組成物が、提供される。また、ｐ－（プロ
パルギルオキシ）－フェニルアラニンを含んでいる種々の組成物（タンパク質および／ま
たは細胞が挙げられるが、これらに限定されない）が、提供される。１つの局面において
、ｐ－（プロパルギルオキシ）－フェニルアラニン非天然アミノ酸を含んでいる組成物は
、直交性のｔＲＮＡをさらに含んでいる。非天然アミノ酸は、直交性のｔＲＮＡに対して
共有結合的に（限定されないが、これが挙げられる）結合され得る（アミノアシル結合を
介して直交性のｔＲＮＡに対して共有結合的に結合される、直交性のｔＲＮＡの末端リボ
ース糖の３’ＯＨまたは２’ＯＨに対して共有結合的に結合されるなど、が挙げられるが
、これらに限定されない）。
【０２２９】
　タンパク質に組み込まれ得る非天然アミノ酸を介する化学部分は、タンパク質の種々の
利点および操作をもたらす。例えば、ケト官能基の固有の反応性は、多くのヒドラジン含
有試薬またはヒドロキシアミン含有試薬のいずれかを用いた、インビボおよびインビトロ
におけるタンパク質の選択的な修飾を可能にする。重原子非天然アミノ酸は、例えば、Ｘ
線構造データの位相合わせに有用であり得る。また、非天然アミノ酸を用いた重原子の部
位特異的な導入は、重原子にとっての位置の選択に選択性および自由度をもたらす。光反
応性非天然アミノ酸（ベンゾフェノンおよびアリールアジド（フェニルアジドが挙げられ
るが、これらに限定されない）側鎖を有するアミノ酸が挙げられるが、これらに限定され
ない）は、例えば、タンパク質のインビボおよびインビトロにおける効率的な光架橋を可
能にする。光反応性アミノ酸の例としては、ｐ－アジド－フェニルアラニンおよびｐ－ベ
ンゾイル－フェニルアラニンが挙げられるが、これらに限定されない。光反応性アミノ酸
を有するタンパク質は、その結果として、光反応性基を供給する一時的な制御の励起によ
って自在に光架橋され得る。１つの例において、非天然アミノ酸のメチル基は、核磁気共
鳴および振動顕微鏡の利用を伴う（限定されないが、これらが挙げられる）、局所的な構
造および動態のプローブとして、放射線標識されたメチル基（限定されないが、これが挙
げられる）に置換され得る。アルキニル官能基またはアジド官能基は、例えば、［３＋２
］付加環化反応を介したタンパク質の選択的な修飾を可能にする。
【０２３０】
　アミノ末端においてポリペプチドに組み込まれる非天然アミノ酸は、２０の天然のアミ
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ノ酸に用いられる官能基以外の任意の置換基であるＲ基、およびα－アミノ酸において通
常に存在するＮＨ２基とは異なる第２の反応性基から構成され得る（式Ｉを参照すればよ
い）。類似の非天然アミノ酸が、カルボキシル末端において、α－アミノ酸に通常に存在
するＣＯＯＨ基と異なる第２の反応性基を用いて、組み込まれ得る（式１を参照すればよ
い）。
【０２３１】
　本発明の非天然アミノ酸は、２０の天然アミノ酸において得られない付加的な特性を提
供するために選択されるか、または設計され得る。例えば、非天然アミノ酸は、タンパク
質（例えば、非天然アミノ酸が組み込まれているタンパク質）の生物学的な特性を修飾す
るために、必要に応じて設計され得るか、または選択され得る。例えば、タンパク質への
アミノ酸の挿入によって、以下の特性が任意に調節され得る。当該特性としては：毒性、
体内分布、可溶性、安定性（例えば、熱的な安定性、加水分解に対する安定性、酸化的な
安定性および酵素分解に対する耐性など）、精製および処理の容易さ、構造的特性、分光
学的特性、化学的および／または光化学的な特性、触媒活性、酸化還元電位、半減期、な
らびに他の分子と反応するための能力（例えば、共有結合的か、または非共有結合的）な
どが挙げられる。
【０２３２】
　（非天然アミノ酸の構造および合成：カルボニル基、カルボニル様基、マスクされてい
るカルボニル基、保護されているカルボニル基およびヒドロキシアミン基）
　いくつかの実施形態において、本発明は、オキシム結合によって水溶性重合体（例えば
、ＰＥＧ）と結合されているｐＳＴを提供する。
【０２３３】
　多くの種類の天然にコードされていないアミノ酸は、オキシム結合の形成にとって好ま
しい。当該アミノ酸としては、カルボニル基、ジカルボニル基またはヒドロキシルアミン
基を含有する天然にコードされていないアミノ酸が挙げられるが、これらに限定されない
。また、当該アミノ酸は、参照によって本明細書に援用される、米国特許出願公開第２０
０６／０１９４２５６号、米国特許出願公開第２００６／０２１７５３２号、および米国
特許出願公開第２００６／０２１７２８９号、ならびに国際公開第２００６／０６９２４
６号（名称：“天然アミノ酸およびポリペプチドを含有する組成物、非天然アミノ酸およ
びポリペプチドに関する方法、ならびに非天然アミノ酸およびポリペプチドの使用”）に
記載されている。
【０２３４】
　本発明のいくつかの実施形態は、１つ以上の位置においてパラ－アセチルフェニルアラ
ニンアミノ酸を用いて置換されているｐＳＴポリペプチドを使用する。ｐ－アセチル－（
＋／－）－フェニルアラニンおよびｍ－アセチル－（＋／－）－フェニルアラニンの合成
については、参照によって援用されるZhang, Z., et al., Biochemistry 42: 6735-6746 
(2003)に記載されている。カルボニルまたはジカルボニルを含有する他のアミノ酸が、当
業者によって同様に調製され得る。さらに、本明細書に含まれる非天然アミノ酸の非限定
的な例としては、参照によって本明細書に援用される米国特許第７，０８３，９７０号の
図４、２４～３４および３６～３９に示されている。
【０２３５】
　求電子反応性基を有するアミノ酸は、種々の反応が可能であり、他の分子との間の求核
付加反応を介して分子を連結し得る。当該求電子反応性基としては、カルボニル基（ケト
基およびジカルボニル基が挙げられる）、カルボニル様基（カルボニル基（ケト基および
ジカルボニル基が挙げられる）と同様の反応性を有しており、カルボニル基と構造的に類
似している）、マスクされたカルボニル基（カルボニル基（ケト基およびジカルボニル基
が挙げられる）に直ちに変換され得る）、または保護されたカルボニル基（脱保護される
と、カルボニル基（ケト基およびジカルボニル基が挙げられる）と同様の反応性を有する
）が挙げられる。そのようなアミノ酸としては、化学式（ＩＶ）の構造を有するアミノ酸
が挙げられる：
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【０２３６】
【化７】

【０２３７】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｂは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケ
ニレン、置換低級アルケニレン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－
Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンまたは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（ア
ルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置
換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－
、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（
Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’
）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－
（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（
Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－
Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（
Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、およ
び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、ア
ルキル、または置換アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｊは、
【０２３８】

【化８】

【０２３９】
であり；
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　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ’’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、置換アルキル、もしくは保護基、または１つ
以上のＲ’’基が存在している場合、２つのＲ’’がヘテロシクロアルキルを形成しても
よい；
　Ｒ１は任意であり、存在している場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在している場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポ
リペプチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｒ３およびＲ４は、それぞれ独立してＨ、ハロゲン、低級アルキル、もしくは置換低級
アルキルであるか、またはＲ３およびＲ４か、もしくは２つのＲ３基がシクロアルキルま
たはヘテロシクロアルキルを形成してもよい；または、
　Ａ－Ｂ－Ｊ－Ｒ基がともに、少なくとも１つのカルボニル基（ジカルボニル基、保護さ
れたカルボニル基（保護されたジカルボニル基を含む）、またはマスクされたカルボニル
基（マスクしたジカルボニル基を含む）が挙げられる）を含有する二環性もしくは三環性
シクロアルキルか、またはヘテロシクロアルキルを形成し；または、
　Ｊ－Ｒ基がともに、少なくとも１つのカルボニル基（ジカルボニル基、保護されたカル
ボニル基（保護されたジカルボニル基を含む）、またはマスクされたカルボニル基（マス
クされたジカルボニル基を含む）が挙げられる）を含有する二環性もしくは三環性シクロ
アルキルか、またはヘテロシクロアルキルを形成する；
　ただし、Ａがフェニレンであり、Ｒ３がそれぞれＨであるとき、Ｂは存在し；Ａが－（
ＣＨ２）４－であり、Ｒ３がそれぞれＨであるとき、Ｂは－ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２ＣＨ２

）－ではなく；また、ＡおよびＢが存在せず、Ｒ３がそれぞれＨであるとき、Ｒはメチル
ではない。
【０２４０】
　また、化学式（Ｖ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２４１】
【化９】

【０２４２】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｂは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケ
ニレン、置換低級アルケニレン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－
Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンまたは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（ア
ルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置
換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－
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、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（
Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’
）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－
（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（
Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－
Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（
Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、およ
び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、ア
ルキル、または置換アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在している場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在している場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポ
リペプチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｒａのそれぞれは独立して、Ｈ、ハロゲン、アルキル、置換アルキル、－Ｎ（Ｒ’）２

、－Ｃ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、ｋは１または３である）、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、およ
び－Ｓ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、Ｒ’のそれぞれは独立して、Ｈ、アルキルまたは置換アル
キルである）からなる群から選択される）。
【０２４３】
　また、化学式（ＶＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２４４】
【化１０】

【０２４５】
（ここで、
　Ｂは、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレ
ン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンま
たは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）

ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（アルキレンまたは置換アルキレ
ン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ
）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’
－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）
－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－（
アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－（アルキレンまたは置換アル
キレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（
Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ
’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、
－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、および－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’
）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、または置換アルキル
である）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
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り；
　Ｒ１は任意であり、存在している場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在している場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポ
リペプチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｒａは、それぞれ独立してＨ、ハロゲン、アルキル、置換アルキル、－Ｎ（Ｒ’）２、
－Ｃ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、ｋは１または３である）、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＯＲ
’、および－Ｓ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、置換アル
キル）からなる群から選択される）。
【０２４６】
　また、下記のアミノ酸が含まれる：
【０２４７】
【化１１】

【０２４８】
（ここで、上記化合物は必要に応じて、アミノ保護基、カルボキシル保護基、またはそれ
らの塩である）。また、下記の任意の非天然アミノ酸が、非天然アミノ酸ポリペプチドに
組み込まれ得る。
【０２４９】
　また、化学式（ＶＩＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２５０】
【化１２】

【０２５１】
（ここで、
　Ｂは、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレ
ン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンま
たは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）

ｋ－（ここで、ｋは１、２、もしくは３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（アルキレンまたは置換
アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、
－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）－、
－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－ＣＯＮ
（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－、－ＣＳＮ（Ｒ
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’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ
’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）

ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ
’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、および－Ｃ（Ｒ’）２－
Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、または置換
アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　ＲはＨ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキルまたは置換シクロアルキルであり；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｒａは、それぞれ独立してＨ、ハロゲン、アルキル、置換アルキル、－Ｎ（Ｒ’）２、
－Ｃ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、ｋは１、２、もしくは３である）、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２

、－ＯＲ’、および－Ｓ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、
置換アルキル）からなる群から選択され；ｎは０～８である；
　ただし、Ａが－（ＣＨ２）４－であるとき、Ｂは－ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２ＣＨ２）－で
はない）。
【０２５２】
　また、下記のアミノ酸が含まれる：
【０２５３】

【化１３】

【０２５４】
（ここで、
　上記化合物は、アミノ保護基であり得、カルボキシル保護基であり得、アミノ保護基と
カルボキシル保護基とであり得、またはそれらの塩である）。さらに、これらの非天然ア
ミノ酸および下記の任意の非天然アミノ酸が非天然アミノ酸ポリペプチドに組み込まれ得
る。
【０２５５】
　また、化学式（ＶＩＩＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
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【化１４】

【０２５７】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｂは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケ
ニレン、置換低級アルケニレン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－
Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンまたは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（ア
ルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置
換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－
、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（
Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’
）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－
（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（
Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－
Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（
Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、およ
び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、ア
ルキル、または置換アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｒ１は任意であり、存在している場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在している場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポ
リペプチド、またはポリヌクレオチドである）。
【０２５８】
　また、化学式（ＩＸ）の構造を有する下記のアミノ酸が含まれる：
【０２５９】
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【化１５】

【０２６０】
（ここで、
　Ｂは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケ
ニレン、置換低級アルケニレン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－
Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンまたは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（ア
ルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置
換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－
、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（
Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’
）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－
（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（
Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－
Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（
Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、およ
び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、ア
ルキル、または置換アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキルまたは置換シクロアルキルであり
；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　ここで、Ｒａは、それぞれ独立してＨ、ハロゲン、アルキル、置換アルキル、－Ｎ（Ｒ
’）２、－Ｃ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、ｋは１または３である）、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２

、－ＯＲ’、および－Ｓ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、
置換アルキル）からなる群から選択される）。
【０２６１】
　また、下記のアミノ酸が含まれる：
【０２６２】
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【化１６】

【０２６３】
（ここで、上記化合物は、アミノ保護基であり得、カルボキシル保護基であり得、アミノ
保護基とカルボキシル保護基とであり得、またはそれらの塩である）。さらに、これらの
非天然アミノ酸および下記の任意の非天然アミノ酸が非天然アミノ酸ポリペプチドに組み
込まれ得る。
【０２６４】
　また、化学式（Ｘ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２６５】
【化１７】

【０２６６】
（ここで、
　Ｂは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケ
ニレン、置換低級アルケニレン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－
Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンまたは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（ア
ルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置
換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－
、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（
Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’
）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－
（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（
Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－
Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（
Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、およ
び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、ア
ルキル、または置換アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキルまたは置換シクロアルキルであり
；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
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　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｒａはそれぞれ独立して、Ｈ、ハロゲン、アルキル、置換アルキル、－Ｎ（Ｒ’）２、
－Ｃ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、ｋは１または３である）、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＯＲ
’、および－Ｓ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、置換アル
キル）からなる群から選択され；ｎは０から８である）。
【０２６７】
　また、下記のアミノ酸が含まれる：
【０２６８】
【化１８】

【０２６９】
（ここで、上記化合物は、アミノ保護基であり得、カルボキシル保護基であり得、アミノ
保護基とカルボキシル保護基とであり得、またはそれらの塩である）。さらに、これらの
非天然アミノ酸および下記の任意の非天然アミノ酸が非天然アミノ酸ポリペプチドに組み
込まれ得る。
【０２７０】
　本明細書に記載されている非天然アミノ酸は、モノカルボニル構造に加えて、ジカルボ
ニル基、ジカルボニル様基、マスクされたジカルボニル基および保護されたジカルボニル
基などの基を含み得る。
【０２７１】
　また、化学式（ＸＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２７２】
【化１９】

【０２７３】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
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アラルキレンであり；
　Ｂは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケ
ニレン、置換低級アルケニレン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－
Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンまたは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（ア
ルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置
換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－
、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（
Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’
）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－
（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（
Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－
Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（
Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、およ
び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、ア
ルキル、または置換アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドである）。
【０２７４】
　また、化学式（ＸＩＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２７５】
【化２０】

【０２７６】
（ここで、
　Ｂは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケ
ニレン、置換低級アルケニレン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－
Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンまたは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（ア
ルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置
換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－
、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（
Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’
）－、－ＣＳＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）ＣＯ－
（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（
Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－
Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（
Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、およ
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び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、ア
ルキル、または置換アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　ここで、Ｒａはそれぞれ独立して、Ｈ、ハロゲン、アルキル、置換アルキル、－Ｎ（Ｒ
’）２、－Ｃ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、ｋは１または３である）、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２

、－ＯＲ’、および－Ｓ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、
置換アルキル）からなる群から選択される）。
【０２７７】
　また、下記のアミノ酸が含まれる：
【０２７８】
【化２１】

【０２７９】
（ここで、上記化合物は、アミノ保護基であり得、カルボキシル保護基であり得、アミノ
保護基とカルボキシル保護基とであり得、またはそれらの塩である）。さらに、これらの
非天然アミノ酸および下記の任意の非天然アミノ酸が非天然アミノ酸ポリペプチドに組み
込まれ得る。
【０２８０】
　また、化学式（ＸＩＩＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２８１】
【化２２】

【０２８２】
（ここで、
　Ｂは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級アルケ
ニレン、置換低級アルケニレン、低級ヘテロアルキレン、置換低級ヘテロアルキレン、－
Ｏ－、－Ｏ－（アルキレンまたは置換アルキレン）、－Ｓ－、－Ｓ－（アルキレンまたは
置換アルキレン）－Ｓ（Ｏ）ｋ－（ここで、ｋは１または３である）、－Ｓ（Ｏ）ｋ（ア
ルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）－、－Ｃ（Ｏ）－（アルキレンまたは置
換アルキレン）－、－Ｃ（Ｓ）－、－Ｃ（Ｓ）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－
、－Ｎ（Ｒ’）－、－ＮＲ’－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（
Ｒ’）－、－ＣＯＮ（Ｒ’）－（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－ＣＳＮ（Ｒ’
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（アルキレンまたは置換アルキレン）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｋＮ（
Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）Ｃ（Ｓ）Ｎ（Ｒ’）－、－
Ｎ（Ｒ’）Ｓ（Ｏ）ｋＮ（Ｒ’）－、－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－、－Ｃ（
Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ（Ｒ’）－、－Ｃ（Ｒ’）＝Ｎ－Ｎ＝、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ＝Ｎ－、およ
び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’）－Ｎ（Ｒ’）－（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、ア
ルキル、または置換アルキルである）からなる群から選択されるリンカーであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｒａはそれぞれ独立して、Ｈ、ハロゲン、アルキル、置換アルキル、－Ｎ（Ｒ’）２、
－Ｃ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、ｋは１または３である）、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＯＲ
’、および－Ｓ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、置換アル
キル）からなる群から選択され；およびｎは０から８である）。
【０２８３】
　また、下記のアミノ酸が含まれる：
【０２８４】
【化２３】

【０２８５】
（ここで、上記化合物は、アミノ保護基であり得、カルボキシル保護基であり得、アミノ
保護基とカルボキシル保護基とであり得、またはそれらの塩である）。さらに、これらの
非天然アミノ酸および下記の任意の非天然アミノ酸が非天然アミノ酸ポリペプチドに組み
込まれ得る。
【０２８６】
　また、化学式（ＸＩＶ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２８７】
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【化２４】

【０２８８】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｘ１はＣ、Ｓ、またはＳ（Ｏ）であり；およびＬは、アルキレン、置換アルキレン、Ｎ
（Ｒ’）（アルキレン）、またはＮ（Ｒ’）（置換アルキレン）（ここで、Ｒ’は、Ｈ、
アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルである）である）
。
【０２８９】
　また、化学式（ＸＩＶ－Ａ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２９０】

【化２５】

【０２９１】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
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　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｌは、アルキレン、置換アルキレン、Ｎ（Ｒ’）（アルキレン）、またはＮ（Ｒ’）（
置換アルキレン）（ここで、Ｒ’は、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、ま
たは置換シクロアルキルである）である）。
【０２９２】
　また、化学式（ＸＩＶ－Ｂ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２９３】
【化２６】

【０２９４】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｌは、アルキレン、置換アルキレン、Ｎ（Ｒ’）（アルキレン）、またはＮ（Ｒ’）（
置換アルキレン）（ここで、Ｒ’は、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、ま
たは置換シクロアルキルである）である）。
【０２９５】
　また、化学式（ＸＶ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２９６】

【化２７】

【０２９７】
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（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｘ１はＣ、Ｓ、またはＳ（Ｏ）であり；ｎは、０、１、３、４、または５であり；およ
び各ＣＲ８Ｒ９基におけるＲ８およびＲ９は、それぞれ独立して、Ｈ、アルコキシ、アル
キルアミン、ハロゲン、アルキル、アリールからなる群から選択されるか、任意のＲ８お
よびＲ９がともに＝Ｏもしくはシクロアルキルを形成し得るか、またはＲ８に隣接する任
意の基がともにシクロアルキルを形成し得る）。
【０２９８】
　また、化学式（ＸＶ－Ａ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０２９９】

【化２８】

【０３００】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　ｎは、０、１、３、４、または５であり；および各ＣＲ８Ｒ９基におけるＲ８およびＲ
９は、それぞれ独立して、Ｈ、アルコキシ、アルキルアミン、ハロゲン、アルキル、アリ
ールからなる群から選択されるか、任意のＲ８およびＲ９がともに＝Ｏもしくはシクロア
ルキルを形成し得るか、またはＲ８に隣接する任意の基がともにシクロアルキルを形成し
得る）。
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【０３０１】
　また、化学式（ＸＶ－Ｂ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０３０２】
【化２９】

【０３０３】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　ｎは、０、１、３、４、または５であり；および各ＣＲ８Ｒ９基におけるＲ８およびＲ
９は、それぞれ独立して、Ｈ、アルコキシ、アルキルアミン、ハロゲン、アルキル、アリ
ールからなる群から選択されるか、任意のＲ８およびＲ９がともに＝Ｏもしくはシクロア
ルキルを形成し得るか、またはＲ８に隣接する任意の基がともにシクロアルキルを形成し
得る）。
【０３０４】
　また、化学式（ＸＶＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０３０５】
【化３０】

【０３０６】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ



(88) JP 2013-515081 A 2013.5.2

10

20

30

40

ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｘ１はＣ、Ｓ、またはＳ（Ｏ）であり；およびＬは、アルキレン、置換アルキレン、Ｎ
（Ｒ’）（アルキレン）、またはＮ（Ｒ’）（置換アルキレン）（ここで、Ｒ’は、Ｈ、
アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルである）である）
。
【０３０７】
　また、化学式（ＸＶＩ－Ａ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０３０８】
【化３１】

【０３０９】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｌは、アルキレン、置換アルキレン、Ｎ（Ｒ’）（アルキレン）、またはＮ（Ｒ’）（
置換アルキレン）（ここで、Ｒ’は、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、ま
たは置換シクロアルキルである）である）。
【０３１０】
　また、化学式（ＸＶＩ－Ｂ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０３１１】
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【化３２】

【０３１２】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｌは、アルキレン、置換アルキレン、Ｎ（Ｒ’）（アルキレン）、またはＮ（Ｒ’）（
置換アルキレン）（ここで、Ｒ’は、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、ま
たは置換シクロアルキルである）である）。
【０３１３】
　また、化学式（ＸＶＩＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０３１４】

【化３３】

【０３１５】
（ここで、
　Ａは任意であり、存在する場合は、低級アルキレン、置換低級アルキレン、低級シクロ
アルキレン、置換低級シクロアルキレン、低級アルケニレン、置換低級アルケニレン、ア
ルキニレン、低級ヘテロアルキレン、置換ヘテロアルキレン、低級ヘテロシクロアルキレ
ン、置換低級ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、置換アリーレン、ヘテロアリーレン
、置換ヘテロアリーレン、アルカリレン、置換アルカリレン、アラルキレン、または置換
アラルキレンであり；
　Ｍは、－Ｃ（Ｒ３）－、
【０３１６】
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【０３１７】
（ここで、（ａ）はＡ基と結合することを示し、また、（ｂ）はそれぞれカルボニル基と
結合することを示しており、Ｒ３およびＲ４は独立して、Ｈ、ハロゲン、アルキル、置換
アルキル、シクロアルキル、もしくは置換シクロアルキルであるか、または、Ｒ３および
Ｒ４か、または２つのＲ３基もしくはＲ４基がシクロアルキルまたはヘテロシクロアルキ
ルを形成してもよい）であり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｔ３は、結合、Ｃ（Ｒ）（Ｒ）、Ｏ、またはＳであり、また、ＲはＨ、アルキル、置換
アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであり；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドである）。
【０３１８】
　また、化学式（ＸＶＩＩＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０３１９】

【化３５】

【０３２０】
（ここで、
　Ｍは、－Ｃ（Ｒ３）－、
【０３２１】
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【化３６】

【０３２２】
（ここで、（ａ）はＡ基と結合することを示し、また、（ｂ）はそれぞれカルボニル基と
結合することを示しており、Ｒ３およびＲ４は独立して、Ｈ、ハロゲン、アルキル、置換
アルキル、シクロアルキル、もしくは置換シクロアルキルであるか、または、Ｒ３および
Ｒ４か、または２つのＲ３基もしくはＲ４基がシクロアルキルまたはヘテロシクロアルキ
ルを形成してもよい）であり；
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｔ３は、結合、Ｃ（Ｒ）（Ｒ）、Ｏ、またはＳであり、また、ＲはＨ、アルキル、置換
アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであり；
　Ｒ１は任意であり、存在する場合は、Ｈ、アミノ保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペプチ
ド、またはポリヌクレオチドであり；および、
　Ｒ２は任意であり、存在する場合は、ＯＨ、エステル保護基、樹脂、アミノ酸、ポリペ
プチド、またはポリヌクレオチドであり；
　Ｒａはそれぞれ独立して、Ｈ、ハロゲン、アルキル、置換アルキル、－Ｎ（Ｒ’）２、
－Ｃ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、ｋは１または３である）、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＯＲ
’、および－Ｓ（Ｏ）ｋＲ’（ここで、Ｒ’はそれぞれ独立してＨ、アルキル、または置
換アルキル）からなる群から選択される）。
【０３２３】
　また、化学式（ＸＩＸ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０３２４】

【化３７】

【０３２５】
（ここで、
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
り；
　Ｔ３は、ＯまたはＳである）。
【０３２６】
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　また、化学式（ＸＸ）の構造を有するアミノ酸が含まれる：
【０３２７】
【化３８】

【０３２８】
（ここで、
　Ｒは、Ｈ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、または置換シクロアルキルであ
る）。
【０３２９】
　また、化学式（ＸＸＩ）の構造を有するアミノ酸が含まれる。
【０３３０】
【化３９】

【０３３１】
　いくつかの実施形態において、非天然アミノ酸を含有するポリペプチドは、化学的に修
飾されて、反応性カルボニル官能基または反応性ジカルボニル官能基を生成する。例えば
、抱合反応に有用なアルデヒド官能基は、隣接するアミノ基およびヒドロキシル基を有し
ている官能基から生成され得る。生物学的に活性な分子がポリペプチドである場合、例え
ばＮ－末端のセリンまたはスレオニンが使用されて、過ヨウ素酸を用いた穏やかな酸化切
断条件の下に、アルデヒド官能基を生成し得る。なお、Ｎ－末端のセリンまたはスレオニ
ンは、通常に存在し得るか、または化学的もしくは酵素的な分解によって露出され得る。
例えば、Gaertner, et. al., Bioconjug. Chem. 3: 262-268 (1992); Geoghegan, K. & S
troh, J., Bioconjug. Chem. 3:138-146 (1992); Gaertner et al., J. Biol. Chem. 269
:7224-7230 (1994)を参照すればよい。しかし、当該分野に公知の方法は、ペプチドまた
はタンパク質のＮ－末端におけるアミノ酸に限定されている。
【０３３２】
　本発明において、隣接するヒドロキシル基およびアミノ基を有している非天然アミノ酸
は、“マスクされている”アルデヒド官能基としてポリペプチドに組み込まれ得る。例え
ば、５－ヒドロキシリジンはε位のアミンと結合するヒドロキシル基を有している。アル
デヒドを生成する反応条件は、ポリペプチドにおける他の部位における酸化を回避するた
めに、穏やかな環境下における過剰なモル濃度のナトリウムメタ過ヨウ素酸の添加を包含
している。酸化反応のｐＨは典型的に約７．０である。通常の反応は、ポリペプチドの緩
衝溶液に約１．５モル濃度の過剰なナトリウムメタ過ヨウ素酸を添加すること、次いで暗
所において約１０分間インキュベートすることを包含している。例えば、米国特許第６，
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４２３，６８５号を参照すればよい。
【０３３３】
　カルボニル官能基またはジカルボニル官能基は、穏やかな環境下の水性溶液においてヒ
ドロキシルアミン含有試薬と選択的に反応され得、それにより対応するオキシム結合を形
成する。このオキシム結合は生理学的な環境下において安定である。例えば、Jencks, W.
 P., J. Am. Chem. Soc. 81, 475-481 (1959); Shao, J. and Tam, J. P., J. Am. Chem.
 Soc. 117:3893-3899 (1995)を参照すればよい。さらに、カルボニル基またはジカルボニ
ル基の特有の反応性は、別のアミノ酸側鎖の存在下における選択的な修飾を可能にする。
例えば、Cornish, V. W., et al., J. Am. Chem. Soc. 118:8150-8151 (1996); Geoghega
n, K. F. & Stroh, J. G., Bioconjug. Chem. 3:138-146 (1992); Mahal, L. K., et al.
, Science 276:1125-1128 (1997)を参照すればよい。
【０３３４】
　（非天然アミノ酸：ヒドロキシアミン含有アミノ酸の構造および合成）
　米国仮特許第６０／６３８，４１８号は参照によって本明細書に援用される。したがっ
て、米国仮特許第６０／６３８，４１８号のセクションＶ（“Non-natural Amino Acids
”と題された）のパートＢ（“Structure and Synthesis of Non-Natural Amino Acids: 
Hydroxylamine-Containing Amino Acids”と題された）に示されている開示事項は、当該
開示事項があたかも本明細書に全て示されていると同程度に、本明細書に記載されている
非天然アミノ酸、非天然アミノ酸ポリペプチド、および修飾されている非天然アミノ酸ポ
リペプチドの生成、精製、性質決定および使用のための方法、組成物（化学式Ｉ－ＸＸＸ
Ｖが挙げられる）、技術および方策に対して全体的に適用される。また、米国特許出願公
開第２００６／０１９４２５６号、米国特許出願公開第２００６／０２１７５３２号、お
よび米国特許出願公開第２００６／０２１７２８９号、ならびに国際公開第２００６／０
６９２４６号（名称：“Compositions containing, methods involving, and uses of no
n-natural amino acids and polypeptides”）は、参照によって本明細書に援用される。
【０３３５】
　本発明における使用に好適な非天然アミノ酸の多くは、例えば、Sigma（USA）またはAl
drich（Milwaukee、WI、USA）から市販されている。市販されていない非天然アミノ酸は
、本明細書に規定されているように、または各種の刊行物に規定されているように、また
は当業者に公知の標準的な方法を用いて、任意に合成される。有機合成技術について、例
えば、Organic Chemistry by Fessendon and Fessendon, (1982, Second Edition, Willa
rd Grant Press, Boston Mass.); Advanced Organic Chemistry by March (Third Editio
n, 1985, Wiley and Sons, New York); and Advanced Organic Chemistry by Carey and 
Sundberg (Third Edition, Parts A and B, 1990, Plenum Press, New York)を参照すれ
ばよい。非天然アミノ酸の合成について記載しているさらなる刊行物としては、例えば、
国際公開第２００２／０８５９２３号（名称：“In vivo incorporation of Unnatural A
mino Acids”）； Matsoukas et al., (1995) J. Med. Chem., 38, 4660-4669; King, F.
E. & Kidd, D.A.A. (1949) A New Synthesis of Glutamine and of γ-Dipeptides of Gl
utamic Acid from Phthylated Intermediates. J. Chem. Soc., 3315-3319; Friedman, O
.M. & Chatterrji, R. (1959) Synthesis of Derivatives of Glutamine as Model Subst
rates for Anti-Tumor Agents. J. Am. Chem. Soc. 81, 3750-3752; Craig, J.C. et al.
 (1988) Absolute Configuration of the Enantiomers of 7-Chloro-4 [[4-(diethylamin
o)-1-methylbutyl]amino]quinoline (Chloroquine). J. Org. Chem. 53, 1167-1170; Azo
ulay, M., Vilmont, M. & Frappier, F. (1991) Glutamine analogues as Potential Ant
imalarials, Eur. J. Med. Chem. 26, 201-5; Koskinen, A.M.P. & Rapoport, H. (1989)
 Synthesis of 4-Substituted Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid 
Analogues. J. Org. Chem. 54, 1859-1866; Christie, B.D. & Rapoport, H. (1985) Syn
thesis of Optically Pure Pipecolates from L-Asparagine.　Application to the Tota
l Synthesis of (+)-Apovincamine through Amino Acid Decarbonylation and Iminium I
on Cyclization. J. Org. Chem. 50:1239-1246; Barton et al., (1987) Synthesis of N
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ovel alpha-Amino-Acids and Derivatives Using Radical Chemistry: Synthesis of L- 
and D-alpha-Amino-Adipic Acids, L-alpha-aminopimelic Acid and Appropriate Unsatu
rated Derivatives. Tetrahedron 43:4297-4308; and, Subasinghe et al., (1992) Quis
qualic acid analogues: synthesis of beta-heterocyclic 2-aminopropanoic acid deri
vatives and their activity at a novel quisqualate-sensitized site. J. Med. Chem.
 35:4602-7が挙げられる。米国特許出願公開第２００４／０１９８６３７号（名称“Prot
ein Arrays”）を参照すればよい。
【０３３６】
　Ａ.カルボニル反応性基
　カルボニル反応性基を有しているアミノ酸は、求核性の付加を介して分子（ＰＥＧまた
は他の水溶性分子が挙げられるが、これらに限定されない）を連結するための種々の反応
、または特にアルドール縮合反応を可能にする。
【０３３７】
　例示的なカルボニル含有アミノ酸は、以下のように表され得る：
【０３３８】
【化４０】

【０３３９】
（ここで、ｎは０－１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキル、または置
換アリールであり；Ｒ２は、Ｈ、アルキル、アリール、置換アルキル、および置換アリー
ルであり；Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド、またはアミノ末端修飾基であり、Ｒ４

は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド、またはカルボキシ末端修飾基である）。いくつかの実
施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、Ｒ２は単純アルキル（すなわち
、メチル、エチルまたはプロピル）であり、ケトン部分はアルキル側鎖に対してパラ位に
位置している。いくつかの実施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、Ｒ

２は単純アルキル（すなわち、メチル、エチルまたはプロピル）であり、ケトン部分はア
ルキル側鎖に対してメタ位に位置している。
【０３４０】
　ｐ－アセチル－（＋／－）－フェニルアラニンおよびｍ－アセチル－（＋／－）－フェ
ニルアラニンの合成は、参照によって本明細書に援用されるZhang, Z.et al, Biochemist
ry 42: 6735-6746 (2003)に記載されている。他のカルボニル含有アミノ酸は当業者によ
って同様に調製され得る。
【０３４１】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるポリペ
プチドは、化学的に修飾されて反応性のカルボニル官能基を生成する。例えば、抱合反応
に有用なアルデヒド官能基は、隣接しているアミノ基およびヒドロキシル基を有している
官能基から生成され得る。生物学的に活性な分子がポリペプチドである場合、例えば、Ｎ
末端のセリンまたはスレオニン（通常に存在し得るか、または化学的もしくは酵素的な消
化を介して露出され得る）は、過ヨウ素酸塩を用いた穏やかな酸化切断条件においてアル
デヒド官能基を生成するために使用され得る。例えば、Gaertner, et ah, Bioconjug. Ch
em. 3: 262-268 (1992) ;Geoghegan, K. & Stroh, J., Bioconjug. Chem. 3:138-146 (19
92) ;Gaertner et al, J. Biol. Chem. 269:7224-7230 (1994)を参照すればよい。しかし
、当該技術において公知の方法は、ペプチドまたはタンパク質のＮ末端におけるアミノ酸
に制限される。
【０３４２】
　本発明において、隣接しているヒドロキシル基およびアミノ基を有している、天然にコ
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ードされていないアミノ酸アミノ酸は、“マスクされた”アルデヒド官能基としてポリペ
プチドに組み込まれ得る。例えば、５－ヒドロキシリジンはイプシロンアミンと隣接する
ヒドロキシル基を有している。アルデヒドを生成する反応条件は、典型的に、ポリペプチ
ド内の他の部位における酸化を回避するための穏やかな反応条件における、過剰なモル濃
度のメタ過ヨウ素酸ナトリウムの添加に関する。酸化反応のｐＨは、典型的に約７．０で
ある。典型的な反応は、ポリペプチド緩衝化溶液に対する、１．５モル濃度を超えるメタ
過ヨウ素酸ナトリウムの添加に続いて、暗所における約１０分間のインキュベーションを
含んでいる。例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，４２３，６８５
号を参照すればよい。
【０３４３】
　カルボニル官能基は、水性溶液における穏やかな条件の下に、ヒドラジン含有試薬、ヒ
ドラジド含有試薬、ヒドロキシルアミン含有試薬、またはセミカルバジド含有試薬と選択
的に反応して、生理学的条件においてそれぞれに対して安定な対応するヒドラゾン、オキ
シム、またはセミカルバゾン連結を形成し得る。例えば、Jencks, W. P., J. Am. Chem. 
Soc. 81, 475-481 (1959) ;Shao, J. and Tam, J. P., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-389
9 (1995)を参照すればよい。さらに、カルボニル基に固有の反応性は、他のアミノ酸側鎖
の存在下において選択的な修飾を可能にする。例えば、Cornish, V. W., et al, J. Am. 
Chem. Soc. 118:8150-8151 (1996) ;Geoghegan, K. F. & Stroh, J. G., Bioconjug. Che
m. 3:138-146 (1992) ;Mahal, L. K., et al, Science 276:1125-1128 (1997)を参照すれ
ばよい。
【０３４４】
　Ｂ．ヒドラジン反応性基、ヒドラジド反応性基またはセミカルバジド反応性基
　求核性基（例えば、ヒドラジン、ヒドラジドまたはセミカルバジド）を含んでいる天然
にコードされていないアミノ酸は、ＰＥＧまたは他の水溶性重合体（限定されないが、こ
れらが挙げられる）との抱合物を形成するための種々の求電子基との反応を可能にする。
【０３４５】
　例示的なヒドラジン含有アミノ酸、ヒドラジド含有アミノ酸、またはセミカルバジド含
有アミノ酸は、以下のように表され得る：
【０３４６】
【化４１】

【０３４７】
（ここで、ｎは０－１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキル、または置
換アリールであるか、または存在しないかであり；Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、また
は存在しないかであり；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド、またはアミノ末端修飾基
であり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチド、またはカルボキシ末端修飾基である）。
【０３４８】
　いくつかの実施形態において、ｎは４であり、Ｒ１は存在せず、ＸはＮである。いくつ
かの実施形態において、ｎは２であり、Ｒ１は存在せず、Ｘは存在しない。いくつかの実
施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、ＸはＯであり、酸素原子は、ア
リール環上における脂肪族基に対してパラ位に位置している。
【０３４９】
　ヒドラジド含有アミノ酸、ヒドラジン含有アミノ酸、またはセミカルバジド含有アミノ
酸は、市販の供給元から入手可能である。例えば、Ｌ－グルタミン酸－γ－ヒドラジドは
、Sigma Chemical（St. Louis、MO）から入手可能である。市販されていない他のアミノ



(96) JP 2013-515081 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

酸は当業者によって調製され得る。例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許
第６，２８１，２１１号を参照すればよい。
【０３５０】
　ヒドラジド反応性基、ヒドラジン反応性基またはセミカルバジド反応性基を有している
天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるポリペプチドは、アルデヒドまたは類似
の化学反応性を有する他の官能基を含んでいる種々の分子と効率的かつ選択的に反応し得
る。例えばShao, J. and Tam, J., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3899 (1995)を参照すれ
ばよい。ヒドラジド官能基、ヒドラジン官能基およびセミカルバジド官能基に固有の反応
性は、通常の２０のアミノ酸に存在する求核性基（セリンもしくはスレオニンのヒドロキ
シ基、またはリジンおよびＮ末端のアミノ基が挙げられるが、これらに限定されない）と
比較して、アルデヒド、ケトンおよび他の求電子性基に対してより著しい反応を起こさせ
る。
【０３５１】
　Ｃ．アミノオキシ含有アミノ酸
　アミノオキシ（ヒドロキシアミンとも呼ばれる）基を含んでいる天然にコードされてい
ないアミノ酸は、ＰＥＧまたは他の水溶性重合体（限定されないが、これらが挙げられる
）との抱合物を形成するための求電子性基との反応を可能にする。ヒドラジン、ヒドラジ
ドおよびセミカルバジドと同様に、アミノオキシ基の増強された求核性は、アミノオキシ
基がアルデヒドまたは類似の化学反応性を有している他の官能基と効率的かつ選択的に反
応することを可能にする。例えば、Shao, J. and Tam, J., J. Am. Chem. Soc. 117:3893
-3899 (1995);H. Hang and C. Bertozzi, Acc. Chem. Res. 34: 727-736 (2001)を参照す
ればよい。ヒドラジン基との反応の結果として生じるのは、対応するヒドラゾンであるが
、これに対してオキシムは一般的にカルボニル含有基（例えばケトン）とアミノオキシ基
の反応から生じる。
【０３５２】
　例示的なアミノオキシ基を含むアミノ酸は以下のように表され得る：
【０３５３】
【化４２】

【０３５４】
（ここで、ｎは０～１０であり、Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキルまたは置換
アリールであるか、または存在せず；Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、または存在せず；
ｍは０～１０であり；ＹはＣ（Ｏ）であるか、または存在せず；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、
ポリペプチドまたはアミノ末端修飾基であり、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまた
はカルボキシ末端修飾基である）。いくつかの実施形態において、ｎは１であり、Ｒ１は
フェニルであり、ＸはＯであり、ｍは１であり、Ｙは存在する。いくつかの実施形態にお
いて、ｎは２であり、Ｒ１およびＸは存在せず、ｍは０であり、Ｙは存在しない）。
【０３５５】
　アミノオキシ含有アミノ酸は、容易に入手可能なアミノ酸前駆体（ホモセリン、セリン
およびスレオニン）から調製され得る。例えば、M. Carrasco and R. Brown, J. Org. Ch
em. 68: 8853-8858 (2003)を参照すればよい。ある種のアミノオキシ含有アミノ酸（例え
ば、Ｌ－２－アミノ－４－（アミノオキシ）ブチル酸）は、天然源から単離されている（
Rosenthal, G, et al., Life Sci. 60: 1635-1641 (1997)）。他のアミノオキシ含有アミ
ノ酸は当業者によって調製され得る。
【０３５６】
　Ｄ．アジド反応性基およびアルキン反応性基
　アジド官能基およびアルキン官能基の固有な反応性は、ポリペプチドおよび他の生体分
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子の選択的な修飾にとって、それらを極めて有効にさせる。有機アジド、特に脂肪族のア
ジド、およびアルキンは、通常の反応性の化学的条件に対して一般的に安定である。特に
、アジド官能基およびアルキン官能基の両方は、天然に存在するポリペプチドに見られる
通常の２０のアミノ酸の側鎖（すなわちＲ基）に対して不活性である。しかし、非常に近
づくと、アジド基およびアルキン基の“ばね荷重”性質が現れ、それらは、ヒュイゲン［
３＋２］付加環化反応を介して選択的かつ効率的に反応して対応するトリアゾールを生成
する。例えば、Chin J., et al, Science 301 :964-7 (2003);Wang, Q,, et al, J. Am. 
Chem. Soc. 125, 3192-3193 (2003) ;Chin, J. W., et al, J. Am. Chem. Soc. 124:9026
-9027 (2002)を参照すればよい。
【０３５７】
　ヒュイゲン付加環化反応が、求核置換よりむしろ選択的な付加環化反応に関与するので
（例えば、Padwa, A., in COMPREHENSIVE ORGANIC SYNTHESIS, Vol. 4, (ed. Trost, B. 
M., 1991), p. 1069-1109;Huisgen, R. in 1,3-DIPOLAR CYCLOADDITION CHEMISTRY, (ed.
 Padwa, A., 1984), p. 1-176を参照すればよい）、アジド含有側鎖およびアルキン含有
側鎖を有している天然にコードされていないアミノ酸の組込みによって、生じるポリペプ
チドが、天然にコードされていないアミノ酸の位置において選択的に修飾されることが可
能になる。アジド含有ｐＳＴポリペプチドまたはアルキン含有ｐＳＴポリペプチドに関す
る付加環化反応は、室温における水性条件の下に、Ｃｕ（ＩＩ）（触媒量のＣｕＳＯ４の
形態が挙げられるが、これに限定されない）の付加によって、インシチュ（in situ）に
おいてＣｕ（ＩＩ）をＣｕ（Ｉ）に還元する触媒量の還元物質の存在下において、達成さ
れ得る。例えば、Wang, Q., et al, J. Am. Chem. Soc. 125, 3192-3193 (2003) ;Tornoe
, C. W., et al, J. Org. Chem. 67:3057-3064 (2002) ;Rostovtsev, et al, Angew. Che
m. Int. Ed. 41:2596-2599 (2002)を参照すればよい。例示的な還元物質としては、アス
コルビン酸塩、金属銅、キニーネ、ヒドロキノン、ビタミンＫ、グルタチオン、システイ
ン、Ｆｅ２＋、Ｃｏ２＋および印加された電位が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３５８】
　いくつかの場合に、アジドとアルキンとの間におけるヒュイゲン［３＋２］付加環化反
応が所望される場合に、ｐＳＴポリペプチドは、アルキン部分を含んでいる天然にコード
されていないアミノ酸を含んでおり、当該アミノ酸に連結されるべき水溶性重合体はアジ
ド部分を含んでいる。また代替的に、逆反応（すなわち、アミノ酸上におけるアジド部分
および水溶性重合体上に存在するアルキン部分を用いる）が実現され得る。
【０３５９】
　また、アジド官能基は、アリールエステルを含んでいる水溶性重合体と選択的に反応し
、アリールホスフィン部分を用いて適切に機能付与されて、アミド結合を生成する。アリ
ールホスフィン基は、インシチュにおいてアジドを還元し、それから生じたアミンは、近
接するエステル結合と効率的に反応して対応するアミドを生成する。例えばE. Saxon and
 C. Bertozzi, Science 287, 2007-2010 (2000)を参照すればよい。アジド含有アミノ酸
は、アルキルアジド（２－アミノ－６－アジド－１－ヘキサン酸が挙げられるが、これに
限定されない）またはアリールアジド（ｐ－アジド－フェニルアラニン）のいずれかであ
り得る。
【０３６０】
　アリールエステルおよびホスフィン部分を含んでいる例示的な水溶性重合体は、以下の
ように表され得る：
【０３６１】
【化４３】
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【０３６２】
（ここで、Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであり得るか、または存在しない場合があり得、Ｐｈは
フェニルであり、Ｗは水溶性重合体であり、Ｒは、Ｈ、アルキル基、アリール基、置換ア
ルキル基および置換アリール基であり得る）。例示的なＲ基としては、－ＣＨ２、－Ｃ（
ＣＨ３）３、－ＯＲ’、－ＮＲ’Ｒ’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ
ＯＮＲ’Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－ＣＮおよび－ＮＯ２

が挙げられるが、これらに限定されない。Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’のそ
れぞれは独立して、水素基、置換もしくは非置換のヘテロアルキル基、置換もしくは非置
換のアリール基（１－３のハロゲンと置換されたアリールが挙げられるが、これに限定さ
れない）、置換もしくは非置換のアルキル基、アルコキシ基もしくはチオアルコキシ基、
またはアリールアルキル基を指す。本発明の化合物が２つ以上のＲ基を含む場合に、例え
ば２つ以上のこれらの基が存在する場合に、Ｒ基のそれぞれは、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’
およびＲ’’’’のそれぞれであるように、独立して選択される。Ｒ’およびＲ’’が同
じ窒素原子に結び付けられている場合に、それらは窒素原子と組み合わさって、５員環、
６員環または７員環を形成し得る。例えば、－ＮＲ’Ｒ’’は、１－ピロリジニルおよび
４－モルホリニルを包含している（これらに限定されない９と意図されている。置換体の
上述の議論から、当業者は、“アルキル”という用語が、水素基以外の基（例えば、ハロ
アルキル（－ＣＦ３および－ＣＨ２ＯＣＨ３が挙げられるが、これらに限定されない）お
よびアシル（－Ｃ（Ｏ）ＣＨ３、－Ｃ（Ｏ）ＣＦ３、および－Ｃ（Ｏ）ＣＨ２ＯＣＨ３な
どが挙げられるが、これらに限定されない））と結合された炭素原子を包含していると意
図されていることを理解する。
【０３６３】
　また、アジド官能基は、チオエステルを含んでいる水溶性重合体と選択的に反応し、ア
リールホスフィン部分を用いて適切に機能付与されてアミド結合を生成し得る。アリール
ホスフィン基は、インシチュにおいてアジドを還元し、それから生じるアミンは、チオエ
ステル結合と効率的に反応して対応するアミドを生成する。チオエステル部分およびホス
フィン部分を含んでいる例示的な水溶性重合体は、以下のように表され得る：
【０３６４】

【化４４】

【０３６５】
（ここで、ｎは１～１０であり、ＸはＯ、ＮまたはＳであり得るか、または存在しない場
合があり得、Ｐｈはフェニルであり、Ｗは水溶性重合体である）。
【０３６６】
　例示的なアルキン含有アミノ酸は、以下のように表され得る：
【０３６７】

【化４５】

【０３６８】
（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキルまたは置換
アリールであるか、または存在せず；Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、存在せず；ｍは０
～１０であり、Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはアミノ末端修飾基であり、Ｒ

３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボキシ末端修飾基である）。いくつかの実
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施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、Ｘは存在せず、ｍは０であり、
アセチレン部分はアルキル側鎖に対してパラ位に位置している。いくつかの実施形態にお
いて、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、ＸはＯであり、ｍは１であり、プロパルギ
ルオキシ基はアルキル側鎖に対してパラ位に位置している（すなわちＯ－プロパルギル－
チロシン）。いくつかの実施形態において、ｎは１であり、Ｒ１およびＸは存在せず、ｍ
は０である（すなわちプロパリルグリシン）。
【０３６９】
　アルキン含有アミノ酸は市販されている。例えばプロパルギルグリシンはPeptech（Bur
lington、ＭＡ）から市販されている。代替的に、アルキン含有アミノ酸は標準的な方法
にしたがって調製され得る。例えば、ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニンは、例え
ば、Deiters, A.et al, J. Am. Chem. Soc. 125: 11782-11783 (2003)に記載されている
ように合成され得、４－アルキニル－Ｌ－フェニルアラニンは、Kayser, B., et al, Tet
rahedron 53(7): 2475-2484 (1997)に記載されているように、合成され得る。他のアルキ
ン含有アミノ酸は当業者によって調製され得る。
【０３７０】
　例示的なアジド含有アミノ酸は以下のように表され得る：
【０３７１】
【化４６】

【０３７２】
（ここで、ｎは０～１０であり；Ｒ１は、アルキル、アリール、置換アルキルまたは置換
アリールであるか、または存在せず；Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、または存在せず；
ｍは０～１０であり；Ｒ２は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはアミノ末端修飾基であ
り、Ｒ３は、Ｈ、アミノ酸、ポリペプチドまたはカルボキシ末端修飾基である）。いくつ
かの実施形態において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、Ｘは存在せず、ｍは０で
あり、アジド部分はアルキル側鎖に対してパラに位置している。いくつかの実施形態にお
いて、ｎは０－４であり、Ｒ１およびＸは存在せず、ｍ＝０である。いくつかの実施形態
において、ｎは１であり、Ｒ１はフェニルであり、ＸはＯであり、ｍは２であり、β－ア
ジドエトキシ部分はアルキル側鎖に対してパラ位に位置している。
【０３７３】
　アジド含有アミノ酸は商業的な供給元から入手可能である。例えば、４－アジドフェニ
ルアラニンは、Chem-Impex International（Wood Dale、IL）から入手され得る。市販さ
れていないこれらのアジド含有アミノ酸に関して、アジド基は、適切な脱離基（ハロゲン
化物、メシラート、トシレートが挙げられるが、これらに限定されない）の排除を介した
、または適切に保護されたラクトンの開環を介した（限定されないが、これらが挙げられ
る）、当業者に公知の標準的な方法を用いて、比較的容易に調製され得る。例えば、Adva
nced Organic Chemistry by March (Third Edition, 1985, Wiley and Sons, New York)
を参照すればよい。
【０３７４】
　Ｅ．アミノチオール反応性基
　ベータ置換アミノチオール官能基に固有の反応性は、チアゾリジンの形成を介した、ア
ルデヒド基を含んでいるポリペプチドおよび他の生体分子の選択的な修飾にとって、それ
らを極めて有効にする。例えばJ.Shao and J. Tam, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117 (14) 
3893-3899を参照すればよい。いくつかの実施形態において、ベータ置換アミノチオール
アミノ酸は、ｐＳＴポリペプチドに組み込まれ得、それからアルデヒド官能基を含んでい
る水溶性重合体と反応し得る。いくつかの実施形態において、水溶性重合体、薬剤抱合物
または他のペイロード（payload）は、チアゾリジンの形成を介したベータ置換アミノチ
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オールアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドと連結され得る。
【０３７５】
　Ｆ．さらなる反応性基
　本発明のｐＳＴポリペプチドに組み込まれ得る、付加的な反応性基および天然にコード
されていないアミノ酸（パラ－アミノ－フェニルアラニンが挙げられるが、これに限定さ
れない）は、以下の特許文献に記載されており、それらは参照によって本明細書に援用さ
れる。当該特許文献は、米国特許出願公開第２００６／０１９４２５６号、米国特許出願
公開第２００６／０２１７５３２号、米国特許出願公開第２００６／０２１７２８９号、
米国仮特許第６０／７５５，３３８号、米国仮特許第６０／７５５，７１１号、米国仮特
許第６０／７５５，０１８号、国際公開第０６／４９３９７号、国際公開第２００６／０
６９２４６号、米国仮特許第６０／７４３，０４１号、米国仮特許第６０／７４３，０４
０号、国際公開第０６／４７８２２号、米国仮特許第６０／８８２，８１９号、米国仮特
許第６０／８８２，５００号、および米国仮特許第６０／８７０，５９４号である。また
、これらの文献では、ＰＥＧまたは他の重合体（結合のためのヒドロキシルアミン（アミ
ノオキシ）基が挙げられるが、これに限定されない）に存在し得る反応性基について述べ
られている。
【０３７６】
　（非天然アミノ酸の細胞の取込み）
　真核細胞による非天然アミノ酸の取込みは、タンパク質への組込みを目的として（限定
されないが、これが挙げられる）、非天然アミノ酸を設計および選択するときに典型的に
考慮される１つの課題である。例えば、α－アミノ酸の高い電荷密度は、これらの化合物
が細胞透過性ではあり得ないことを意味する。天然アミノ酸はタンパク質に基づく輸送系
の収集を介して真核細胞に取り込まれる。非天然アミノ酸が少しでも細胞によって取り込
まれるならば、これを評価する急速なふるいが行われ得る。例えば、特許文献（代理人整
理番号：Ｐ１００１ＵＳ００、名称：“Protein Arrays”、出願日：２００２年１２月２
２日）；ならびにLiu, D.R. & Schultz, P.G. (1999) Progress toward the evolution o
f an organism with an expanded genetic code. PNAS United States 96:4780-4785にお
ける、例えば、毒性アッセイを参照すればよい。取込みは、種々のアッセイを用いて容易
に分析されるが、細胞性の取込み経路に受け容れられる非天然アミノ酸の設計ための代替
案は、インビボにおいてアミノ酸を作り出す生合成経路をもたらすことである。
【０３７７】
　（非天然アミノ酸の生合成）
　多くの生合成経路が、アミノ酸および他の化合物を生成するために細胞にすでに存在し
ている。特定の非天然アミノ酸のための生合成方法は、天然（真核細胞内が挙げられるが
、これに限定されない）に存在し得ない一方で、本発明はそのような方法を提供する。例
えば、非天然アミノ酸のための生合成経路は、新しい酵素の添加、または存在する宿主細
胞経路の改変によって宿主細胞において生成され得る。追加の新しい酵素は、必要に応じ
て、天然に存在する酵素または人工的に開発された酵素である。例えば、ｐ－アミノフェ
ニルアラニンの生合成（国際公開第２００２／０８５９２３号（名称：“In vivo incorp
oration of unnatural amino acids”）における一例に示されるように）は、他の生物に
由来する公知の酵素の組合わせの追加を基にしている。これらの酵素に関する遺伝子は、
当該遺伝子を含んでいるプラスミドを用いた真核細胞の形質転換によって、当該細胞に導
入され得る。細胞において発現される場合に、当該遺伝子は所望の化合物を合成する酵素
経路をもたらす。必要に応じて添加されるこの種の酵素の例は、以下の実施例に示されて
いる。追加の酵素の配列は例えばジーンバンクに見出される。また、人工的に開発した酵
素は同様の方法において細胞の中に加えられ得る。この方法において、細胞性機構および
細胞資源は非天然アミノ酸を生成するために操作される。
【０３７８】
　種々の方法が、生合成経路に使用するための新規な酵素の生成、または存在する経路の
発展に利用可能である。例えばMaxygen（maxigen.comのワールドワイドウェブ上において
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利用可能である）によって開発されたような（限定されないが、これが挙げられる）、反
復的な組換えは、新規の酵素および経路の開発に使用され得る。例えば、Stemmer (1994)
, Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling, Nature 370(4):389- 391
、およびStemmer, (1994), DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: I
n vitro recombination for molecular evolution, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 91:1
0747-10751を参照すればよい。同様に、Genencor（genencor.comのワールドワイドウェブ
上において利用可能である）によって開発されたDesignPath（商標）は、代謝経路操作（
細胞においてＯ－メチリル－Ｌ－チロシンを作り出す経路の操作が挙げられるが、これに
限定されない）に任意に使用される。この技術は、新しい遺伝子（機能的なゲノミクスを
介して同定された遺伝子が挙げられるが、これに限定されない）、ならびに分子進化およ
び設計の組合わせを用いて、宿主生物に存在する経路を再構築する。また、Diversa Corp
oration（diversa.comのワールドワイドウェブ上において利用可能である）は、新しい経
路を作り出すための（限定されないが、これが挙げられる）、遺伝子および遺伝子経路の
ライブラリを迅速にスクリーニングする技術を提供している。
【０３７９】
　典型的に、本発明の設計された生合成経路を用いて生成された非天然アミノ酸は、タン
パク質の効率的な生合成に十分な濃度（天然の細胞における量が挙げられるが、これに限
定されない）において生成されるが、他のアミノ酸の濃度に影響するか、または細胞性の
資源を枯渇させない。この方法においてインビボにおいて生成される典型的な濃度は、約
１０ｍＭから０．０５ｍＭである。ひとたび、特定の経路に関して所望される酵素の生成
に使用される遺伝子を含んでいるプラスミドを用いて、細胞が形質転換され、非天然アミ
ノ酸が生成されると、リボソームタンパク質の合成および細胞増殖の両方に対して、非天
然アミノ酸の生成をさらに最適化するために、必要に応じてインビボセレクションが使用
される。
【０３８０】
　（非天然アミノ酸を有しているポリペプチド）
　非天然アミノ酸の組込みは、種々の目的（タンパク質構造および／または機能の変化の
修正、大きさの変更、酸性度の変更、求核性の変更、水素結合の変更、疎水性の変更、プ
ロテアーゼ標的部位の接触性の変更、部分に対する標的化（タンパク質アレイ用が挙げら
れるが、これらに限定されない）、生物学的に活性な分子の付加、重合体の結合、放射線
核種の結合、血清半減期の調節、組織浸透の調節（例えば、腫瘍）、活性な輸送の調節、
組織、細胞もしくは器官の特異性または分布の調節、免疫原性の調節、プロテアーゼ耐性
の調節などが挙げられるが、これらに限定されない）のためになされ得る。非天然アミノ
酸を含んでいるタンパク質は、増強されたかもしくは完全に新しい触媒的、または生物学
的な性質を有し得る。例えば、以下の性質：毒性、体内分布、構造的性質、分光性質、化
学的および／または光化学的な性質、触媒能、半減期（血中半減期が挙げられるが、これ
に限定されない）、ならびに他の分子との共有結合的または非共有結合的な（限定されな
いが、これらが挙げられる）反応能などは、タンパク質への非天然アミノ酸の含有によっ
て任意に調節される。少なくとも１つの非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質を含有し
ている組成物は、新規の治療、診断、触媒酵素、工業的な酵素、結合タンパク質（抗体が
挙げられるが、これに限定されない）、ならびにタンパク質の構造および機能に関する研
究（限定されないが、これらが挙げられる）に有用である。例えば、Dougherty, (2000) 
Unnatural Amino Acids as Probes of Protein Structure and Function, Current Opini
on in Chemical Biology, 4:645-652を参照すればよい。
【０３８１】
　本発明の１つの局面において、組成物は、少なくとも１（少なくとも２、少なくとも３
、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくと
も９、または少なくとも１０以上が挙げられるが、これらに限定されない）の非天然アミ
ノ酸を有している少なくとも１つのタンパク質を含んでいる。非天然アミノ酸は、同じで
あり得るか、または異なり得る（１、３、４、５、６、７、８、９、１０もしくはそれ以
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、５、６、７、８、９、１０もしくはそれ以上の異なる部位があり得ることが挙げられる
が、これらに限定されない）。他の局面において、タンパク質に存在する特定のアミノ酸
のすべてではないが、少なくとも１つが非天然アミノ酸と置換されているタンパク質を含
んでいる。２つ以上の非天然アミノ酸を有している所定のタンパク質に関して、当該非天
然アミノ酸は、同一であり得るか、または異なり得る（タンパク質が２つ以上の異なる種
類の非天然アミノ酸を含み得るか、または２つの同じ非天然アミノ酸を含み得ることが挙
げられるが、これらに限定されない）。３つ以上の非天然アミノ酸を有している所定のタ
ンパク質に関して、当該非天然アミノ酸は、同じであり得るか、異なり得るか、または少
なくとも１つの非天然アミノ酸と複数の同種の非天然アミノ酸との組合せであり得る。
【０３８２】
　少なくとも１つの非天然アミノ酸を有している所定のタンパク質またはポリペプチドは
本発明の特徴である。また、本発明は、本発明の組成物および方法を用いて生成された少
なくとも１つの非天然アミノ酸を有しているポリペプチドまたはタンパク質を包含してい
る。また、賦形剤（薬学的に受容可能な賦形剤が挙げられるが、これに限定されない）は
タンパク質と共に存在し得る。
【０３８３】
　少なくとも１つの非天然アミノ酸を有している所定のタンパク質またはポリペプチドを
真核細胞において生成することによって、タンパク質またはポリペプチドは、真核細胞の
翻訳後修飾を一般的に含んでいる。ある実施形態において、タンパク質は、少なくとも１
つの非天然アミノ酸、および真核細胞によってインビボにおいてなされた少なくとも１つ
の翻訳後修飾を含んでおり、ここで、当該翻訳後修飾は原核細胞によってなされない。例
えば、翻訳後修飾としては、アセチル化、アシル化、脂質修飾、パルミトイル化、パルミ
チン酸付加、リン酸化、糖脂質結合修飾、および糖鎖形成などが挙げられるが、これらに
限定されない。１つの局面において、翻訳後修飾としては、ＧｌｃＮＡｃ－アスパラギン
連結による、アスパラギンに対するオリゴ糖（（ＧｌｃＮＡｃ－Ｍａｎ）２－Ｍａｎ－Ｇ
ｌｃＮＡｃ－ＧｌｃＮＡｃが挙げられるが、これに限定されない）の付加が挙げられる。
また、真核細胞タンパク質のＮ結合型オリゴ糖のいくつかの例を挙げている表１を参照す
ればよい（付加的な残基が存在し得るが、示されていない）。他の局面において、翻訳後
修飾としては、ＧａｌＮＡｃ－セリン連結もしくはＧａｌＮＡｃ－スレオニン連結、また
はＧｌｃＮＡｃ－セリン連結もしくはＧｌｃＮＡｃスレオニン連結による、セリンまたは
スレオニンに対するオリゴ糖（Ｇａｌ－ＧａｌＮＡｃ、Ｇａｌ－ＧｌｃＮＡｃなどが挙げ
られるが、これらに限定されない）の付加が挙げられる。
【０３８４】
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【表１】

【０３８５】
　さらなるもう１つの局面において、翻訳後修飾としては、前駆体（カルシトニン前駆体
、カルシトニン遺伝子関連ペプチド前駆体、プレプロ副甲状腺ホルモン、プレプロインシ
ュリン、プロインシュリン、プレプロオピオメラノコルチン、およびプロオピオメラノコ
ルチンなどが挙げられるが、これらに限定されない）のタンパク質分解性のプロセシング
、多サブユニットタンパク質への集合もしくは巨大分子への集合、細胞における他の部位
への移動（細胞小器官（例えば、小胞体、ゴルジ装置、核、リソソーム、ペルオキシソー
ム、ミトコンドリア、葉緑体、液胞など）または分泌経路の通過が挙げられるが、これら
に限定されない）が挙げられる。ある実施形態において、ポリペプチドは、分泌配列また
は局在化配列であるエピトープタグ、ＦＬＡＧタグ、ポリヒスチジンタグ、またはＧＳＴ
融合などを含んでいる。
【０３８６】
　非天然アミノ酸の利点の１つは、非天然アミノ酸が付加的な分子の付加に使用され得る
付加的な化学部分を与えることである。これらの修飾は、真核細胞もしくは原核細胞のイ
ンビボまたはインビトロにおいてなされ得る。したがって、ある実施形態において、翻訳
後修飾は非天然アミノ酸を介する。例えば、翻訳後修飾は求核－求電子反応を介し得る。
タンパク質の選択的な修飾に現在、使用されるほとんどの反応は、求核反応パートナーと
求電子反応パートナーとの間における共有結合（α－ハロケトンのヒスチジン側鎖または
システイン側鎖との反応が挙げられるが、これらに限定されない）の形成に関する。これ
らの場合における選択性はタンパク質における求核性残基の数および接触性によって決定
される。本発明のポリペプチドにおいて、より選択的な他の反応は、例えば、インビボお
よびインビトロにおける、ヒドラジド化合物またはアミノオキシ化合物との非天然ケトア
ミノ酸の反応に使用され得る。例えば、すべてが参照によって本明細書に援用される、Co
rnish, et al.,　(1996) J. Am. Chem. Soc., 118:8150-8151; Mahal, et al., (1997) S
cience, 276:1125-1128; Wang, et al., (2001) Science 292:498-500; Chin, et al., (
2002) J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027; Chin, et al., (2002) Proc. Natl. Acad. Sc
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i., 99:11020-11024; Wang, et al., (2003) Proc. Natl. Acad. Sci., 100:56-61; Zhan
g, et al., (2003) Biochemistry, 42:6735-6746; and, Chin, et al., (2003) Science,
 301:964-7を参照すればよい。これは、多くの試薬（蛍光団、架橋剤、糖誘導体および細
胞毒性分子が挙げられるが、これらに限定されない）を用いた実質的に任意のタンパク質
の選択的な標識を可能にする。また、参照によって本明細書に援用される米国特許第６，
９２７，０４２号（名称：“Glycoprotein synthesis”、出願日：２００３年１月１６日
）を参照すればよい。また、アジドアミノ酸を介した（限定されないが、これが挙げられ
る）翻訳後修飾は、トリアリールホスフィン試薬を用いた（限定されないが、これが挙げ
られる）シュタウディンガー連結を介してなされ得る。例えば、Kiick et al, (2002) In
corporation of azides into recombinant proteins for chemoselective modification 
by the Staudinger ligation, PNAS 99: 19-24を参照すればよい。
【０３８７】
　本発明は、タンパク質にアジド部分またはアルキニル部分（限定されないが、これらが
挙げられる）を含んでいる非天然アミノ酸の、セレクターコドンに応じた遺伝的組込みに
関する、タンパク質の選択的な修飾のための他の高効率な方法を提供する。それから、こ
れらのアミノ酸側鎖は、アジド誘導体またはアルキニル誘導体（限定されないが、これら
が挙げられる）を別々に用いて、ヒュイゲン［３＋２］付加環化反応（限定されないが、
これが挙げられる）（例えば、Padwa, A. in Comprehensive Organic Synthesis. Vol. 4
. (1991) Ed. Trost, B. M., Pergamon, Oxford, p. 1069-1109；およびHuisgen, R. in 
1 ,3-Dipolar Cycloaddition Chemistry. (1984) Ed. Padwa, A., Wiley, New York, p. 
1-176を参照すればよい）によって修飾され得る。この方法は、求核性置換よりむしろ付
加環化に関するので、タンパク質は極めて高い選択性を有して修飾され得る。この反応は
、反応混合物に対する触媒量のＣｕ（Ｉ）塩の添加によって、室温の水性条件下において
、優れた位置選択性（１，４＞１，５）を有して達成され得る。例えば、Tornoe et al, 
(2002) Org. Chem. 67:3057-3064およびRostovtsev et al, (2002) Angew. Chem. Int. E
d. 41: 2596-2599を参照すればよい。使用され得る他の方法は、テトラシステインモチー
フを有しているビス砒素化合物におけるリガンド交換である（例えば、Griffin et al, (
1998) Science 281 :269-272を参照すればよい）。
【０３８８】
　［３＋２］付加環化を介して本発明のポリペプチドに加えられ得る分子としては、アジ
ド誘導体またはアルキニル誘導体を有している実質的に任意の分子が挙げられる。当該分
子としては、色素、蛍光団、架橋剤、糖誘導体、重合体（ポリエチレングリコールの誘導
体が挙げられるが、これに限定されない）、光架橋剤、細胞毒性化合物、親和性標識、ビ
オチンの誘導体、樹脂、ビーズ、第２のタンパク質もしくはポリペプチド（もしくはそれ
以上）、ポリヌクレオチド（ＤＮＡ、ＲＮＡなどが挙げられるが、これらに限定されない
）、金属キレート剤、補助因子、脂肪酸、および炭水化物などが挙げられるが、これらに
限定されない。これらの分子は、アルキニル基（ｐ－プロパルギルオキシフェニルアラニ
ンが挙げられるが、これに限定されない）またはアジド基（ｐ－アジド－フェニルアラニ
ンが挙げられるが、これに限定されない）を別々に有している非天然アミノ酸に加えられ
得る。
【０３８９】
　Ｖ．遺伝的にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドのインビボ
生成
　本発明のｐＳＴポリペプチドは、天然に存在する系にコードされていないアミノ酸を加
えるか、または置換するために、修飾されたｔＲＮＡおよびｔＲＮＡ合成酵素を用いてイ
ンビボにおいて生成され得る。
【０３９０】
　天然に存在する系にコードされていないアミノ酸を使用するｔＲＮＡおよびｔＲＮＡ合
成酵素を生成する方法は、参照によって本明細書に援用される、米国特許第７，０４５，
３３７号および米国特許第７，０８３，９７０号に記載されている。これらの方法は、翻
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訳系に対して内因性の合成酵素およびｔＲＮＡと独立して機能する（そして、このために
ときに“直交性の”と呼ばれる）、翻訳機構の生成に関与する。典型的に、当該翻訳系は
、直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）および直交性のアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（Ｏ
－ＲＳ）を含んでいる。典型的に、Ｏ－ＲＳは、翻訳系における少なくとも１つの天然に
存在しないアミノ酸を用いてＯ－ｔＲＮＡを好ましくアミノアシル化し、Ｏ－ｔＲＮＡは
、当該系における他のｔＲＮＡによって認識されない少なくとも１つのセレクターコドン
を認識する。したがって、当該翻訳系は、コードされたセレクターコドンに応じて、当該
系において生成されるタンパク質に天然にコードされていないアミノ酸を挿入して、これ
によってコードされたポリペプチドにおける所定の位置にアミノ酸を“置換する”。
【０３９１】
　広範な直交性のｔＲＮＡおよびアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素は、ポリペプチドに特定
の合成アミノ酸を挿入する当該技術において説明されており、本発明における使用にとっ
て一般的に好適である。例えば、ケト特異的Ｏ－ｔＲＮＡ／アミノアシルｔＲＮＡ合成酵
素は、Wang, L.et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:56-61 (2003)、およびZhang, Z
.et al, Biochem. 42(22):6735-6746 (2003)に記載されている。例示的なＯ－ＲＳまたは
これらの一部は、それぞれ、参照によって本明細書に援用される米国特許第７，０４５，
３３７号および米国特許第７，０８３，９７０号に開示されている、ポリヌクレオチド配
列にコードされており、アミノ酸配列を含んでいる。また、Ｏ－ＲＳと共に使用するため
の対応するＯ－ｔＲＮＡ分子は、参照によって本明細書に援用される米国特許第７，０４
５，３３７号および米国特許第７，０８３，９７０号に記載されている。Ｏ－ｔＲＮＡ／
アミノアシル－ｔＲＮＡ合成酵素対のさらなる例は、国際公開第２００５／００７８７０
号、国際公開第２００５／００７６２４号、および国際公開第２００５／０１９４１５号
に記載されている。
【０３９２】
　アジド特異的なＯ－ｔＲＮＡ／アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素の系の例は、Chin, J. W
., et al, J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027 (2002)に記載されている。ｐ－アジド－Ｌ
－Ｐｈｅ用の例示的なＯ－ＲＳ配列としては、参照によって本明細書に援用される米国特
許第７，０８３，９７０号に記載されているように、配列番号１４～１６および２９－３
２のヌクレオチド配列、ならびに配列番号４６～４８および６１～６４のアミノ酸配列が
挙げられるが、これらに限定されない。本発明の使用に好適な例示的なＯ－ｔＲＮＡ配列
としては、参照によって本明細書に援用される米国特許第７，０８３，９７０号に開示さ
れているように、配列番号１～３のヌクレオチド配列が挙げられるが、これらに限定され
ない。天然にコードされていない特定のアミノ酸に特異的なＯ－ｔＲＮＡ／アミノアシル
ｔＲＮＡ合成酵素の他の例が、参照によって本明細書に援用される米国特許第７，０８３
，９７０号に記載されている。S. cerevisiaeにおいてケト含有アミノ酸およびアジド含
有アミノ酸の両方を組み込む、Ｏ－ＲＳおよびＯ－ｔＲＮＡについて、Chin, J. W.et al
, Science 301 :964-967 (2003)に記載されている。
【０３９３】
　他の直交性対がいくつか報告されている。S. cerevisiaeのｔＲＮＡ由来のグルタミニ
ル系（例えば、Liu, D. R., and Schultz, P. G. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
 A. 96:4780-4785を参照すればよい）、アスパルチル系（例えば、Pastrnak, M., et al.
, (2000) Helv. Chim. Acta 83:2277-2286を参照すればよい）、およびチロシル系（例え
ば、Ohno, S., et al., (1998) J. Biochem. (Tokyo, Jpn.) 124:1065-1068; および Kow
al, A. K., et al., (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98:2268-2273を参照すれ
ばよい）、ならびに合成酵素は、E. coliにおける非天然アミノ酸の考えられる取込みに
関して記載されている。E. coliのグルタミニル（例えば、 Kowal, A. K., et al., (200
1) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98:2268-2273を参照すればよい）およびE. coliの
チロシル（例えば、Edwards, H., and Schimmel, P. (1990) Mol. Cell. Biol. 10:1633-
1641を参照すればよい）由来の系の合成酵素が、S. cerevisiaeにおいて用いるために記
載されている。E. coliのチロシル系は、哺乳細胞のインビボにおける３－ヨード－Ｌ－
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チロシンの取込みのために用いられている。Sakamoto, K., et al., (2002) Nucleic Aci
ds Res. 30:4692-4699を参照すればよい。
【０３９４】
　Ｏ－ｔＲＮＡ／アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素の使用は、天然にコードされていないア
ミノ酸をコードする特異的なコドンの選択に関与する。任意のコドンが使用され得るが、
一般的にＯ－ｔＲＮＡ／アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素が発現されている細胞において、
まれにしか使用されないか、または決して使用されないコドンを選択することが好ましい
。例えば、例示的なコドンとしては、ナンセンスコドン（例えば、ストップコドン（アン
バー、オーカー、およびオパール））、４以上の塩基コドン、ならびにまれにしか使用さ
れない、または使用されない他の天然の３塩基コドンが挙げられる。
【０３９５】
　特異的なセレクターコドンは、当該技術において公知の突然変異生成方法（部位特異的
突然変異生成、カセット突然変異生成、制限選択突然変異生成などが挙げられるが、これ
らに限定されない）を用いて、ｐＳＴポリヌクレオチドのコード配列における適切な位置
に導入され得る。
【０３９６】
　タンパク質の生合成機構の構成要素（例えば、非天然アミノ酸を組み込むために使用さ
れ得るＯ－ＲＳ、Ｏ－ｔＲＮＡおよび直交性のＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対）を生成する方
法は、Wang, L., et al Science 292: 498-500 (2001);Chin, J. W.et al, J. Am. Chem.
 Soc. 124:9026-9027 (2002) ;Zhang, Z.et al, Biochemistry 42: 6735-6746 (2003)に
記載されている。天然にコードされていないアミノ酸のインビボにおける組み込みのため
の方法および組成物は、参照によって本明細書に援用される米国特許第７，０４５，３３
７号に記載されている。また、生体のインビボにおける翻訳系に使用する、直交性のｔＲ
ＮＡ－ｔＲＮＡ合成酵素対を選択する方法は、参照によって本明細書に援用される米国特
許第７，０４５，３３７号および米国特許第７，０８３，９７０号に記載されている。参
照によって本明細書に援用される国際公開第０４／０３５７４３号（名称：“Site Speci
fic Incorporation of Keto Amino Acids into Proteins”）には、ケトアミノ酸の取込
みのための直交性のＲＳおよびｔＲＮＡの対が記載されている。参照によって本明細書に
援用される国際公開第０４／０９４５９３号（名称“Expanding the Eukaryotic Genetic
 Code”）には、真核生物の宿主細胞における天然にコードされていないアミノ酸の取り
込みのための直交性ＲＳおよびｔＲＮＡの対が記載されている。
【０３９７】
　少なくとも１つの直交性の組換えアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（Ｏ－ＲＳ）を生成す
る方法は：（ａ）第１の生物（原核生物（例えば、Methanococcus jannaschii, Methanob
acterium thermoautotrophicum, Halobacterium, Escherichia coli, A. fulgidus, P. f
uriosus, P. horikoshii, A. pernixまたはT. thermophilusなど）または真核生物が挙げ
られるが、これらに限定されない）から、少なくとも１つのアミノアシルｔＲＮＡ合成酵
素から誘導体化されたＲＳ（必要に応じて変異体）のライブラリを生成すること；（ｂ）
非天然アミノ酸および天然アミノ酸の存在下において直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）
をアミノアシル化する構成要素のためのＲＳ（任意に突然変異したＲＳ）のライブラリを
選択（および／またはスクリーニング）し、これによって活性なＲＳ（必要に応じて変異
体）のプールをもたらすこと；および／または（ｃ）非天然アミノ酸の非存在下において
Ｏ－ｔＲＮＡを好ましくアミノアシル化する活性なＲＳ（突然変異体ＲＳが挙げられるが
、これに限定されない）のプールを、（任意にネガティブ選択を介して）選択し、これに
よって少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳをもたらすことを包含しており；ここで、少なく
とも１つの当該組換えＯ－ＲＳは、非天然アミノ酸を用いて当該Ｏ－ｔＲＮＡを好ましく
アミノアシル化する。
【０３９８】
　一実施形態において、ＲＳは不活性ＲＳである。不活性ＲＳは活性なＲＳを突然変異さ
せることによって生成され得る。例えば、不活性ＲＳは、異なるアミノ酸（アラニンが挙
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げられるが、これに限定されない）に対して、少なくとも約１つ、少なくとも約２つ、少
なくとも約３つ、少なくとも約４つ、少なくとも約５つ、少なくとも約６つ、または少な
くとも約１０以上のアミノ酸を突然変異させることによって生成され得る。
【０３９９】
　突然変異体ＲＳのライブラリは、当該分野に公知の種々の技術（三次元のＲＳ構造に基
づいた合理的な設計、またはランダムもしくは合理的な技術におけるＲＳヌクレオチドの
突然変異生成が挙げられるが、これらに限定されない）を用いて生成され得る。例えば、
突然変異体ＲＳは、部位特異的な突然変異生成、ランダムな突然変異生成、多様性生成組
換え突然変異、キメラ構築、合理的な設計、ならびに本明細書に記載されているか、もし
くは当該技術において公知の他の方法によって、生成され得る。
【０４００】
　一実施形態において、活性な構成要素（非天然アミノ酸および天然アミノ酸の存在下に
おいて直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）をアミノアシル化する構成要素が挙げられるが
、これに限定されない）のためのＲＳ（任意に突然変異したＲＳ）のライブラリを選択（
および／またはスクリーニング）することは、ポジティブ選択またはスクリーニングマー
カー（抗生物質耐性遺伝子などが挙げられるが、これに限定されない）、およびＲＳ（必
要に応じて変異体）のライブラリを、複数の細胞に導入すること（ここで、ポジティブ選
択マーカーおよび／またはスクリーニングマーカーは、少なくとも１つのセレクターコド
ン（アンバーコドン、オーカーコドン、オパールコドンが挙げられるが、これらに限定さ
れない）を含んでいる）；選択薬剤の存在下において複数の細胞を成長させること；ポジ
ティブ選択マーカーまたはスクリーニングマーカーにおける少なくとも１つのセレクター
コドンを抑圧することによって、選択薬剤および／またはスクリーニング薬剤の存在下に
おいて、生存する（または特異的な反応を示す）細胞を同定し、これによって活性なＲＳ
（必要に応じて変異体）のプールを含んでいるポジティブに選択された細胞の一部をもた
らすことを包含している。選択薬剤および／またはスクリーニング薬剤の濃度は任意に変
更され得る。
【０４０１】
　１つの局面において、ポジティブな選択マーカーは、クロラムフェニコールアセチルト
ランスフェラーゼ（ＣＡＴ）遺伝子であり、セレクターコドンは、ＣＡＴ遺伝子における
アンバーストップコドンである。必要に応じて、ポジティブ選択マーカーはβ－ラクタマ
ーゼ遺伝子であり、セレクターコドンはβ－ラクタマーゼ遺伝子におけるアンバーストッ
プコドンである。他の局面において、ポジティブな選択マーカーは、蛍光もしくは発光の
スクリーニングマーカー、または親和性に基づくスクリーニングマーカー（細胞表面マー
カーが挙げられるが、これに限定されない）を含んでいる。
【０４０２】
　一実施形態において、非天然アミノ酸の非存在下においてＯ－ｔＲＮＡを好ましくアミ
ノアシル化する活性なＲＳ（必要に応じて変異体）に関するプールの、ネガティブ選択ま
たはネガティブスクリーニングは：ポジティブ選択またはスクリーニングマーカーからの
活性なＲＳ（必要に応じて変異体）のプールと共に、ネガティブ選択マーカー、またはネ
ガティブスクリーニングマーカーを、第２の生物の複数の細胞に導入すること（ここで、
ネガティブ選択マーカー、またはネガティブスクリーニングマーカーは、少なくとも１つ
のセレクターコドン（抗生物質耐性遺伝子（クロラムフェニコールアセチルトランスフェ
ラーゼ（ＣＡＴ）遺伝子が挙げられるが、これに限定されない）が挙げられるが、これに
限定されない）を含んでいる）；ならびに非天然アミノ酸、およびスクリーニング薬剤も
しくは選択薬剤を補った第１の培地において生存するか、または特異的なスクリーニング
反応を示すが、非天然アミノ酸およびスクリーニング薬剤もしくは選択薬剤を補っていな
い第２の培地において生存できないか、または特異的なスクリーニング反応を示さない細
胞を同定し、これによって少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを有する生存細胞または選別
された細胞をもたらすことを包含している。例えば、ＣＡＴ同定手順は、適切なＯ－ＲＳ
組換え体の決定において、ポジティブおよび／またはネガティブな選択として必要に応じ
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て役割を果たす。例えば、クローンのプールは、１つ以上の非天然アミノ酸を有している
か、または有していないＣＡＴ（少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる）を含
んでいる成長プレート上において、必要に応じて複製される。したがって、非天然アミノ
酸を含んでいるプレート上において排他的に成長するコロニーは、組換えＯ－ＲＳを含ん
でいるとみなされる。１つの局面において、選択（および／またはスクリーニング）薬剤
の濃度は変更される。いくつかの実施形態において第１および第２の生物は異なる。した
がって、第１および／または第２の生物は、原核生物、真核生物、哺乳類、Escherichia 
coli、菌類、酵母、古細菌、真正細菌、植物、昆虫、原生生物などを任意に包含する。他
の実施形態において、スクリーニングマーカーは、蛍光もしくは発光のスクリーニングマ
ーカー、または親和性に基づくスクリーニングマーカーを含んでいる。
【０４０３】
　他の実施形態において、活性なＲＳ（必要に応じて変異体）に関するプールのスクリー
ニングまたは選択（ネガティブ選択が挙げられるが、これに限定されない）は：ポジティ
ブ選択の段階（ｂ）から活性な突然変異体ＲＳのプールを単離することと；ネガティブ選
択マーカー、またはネガティブスクリーニングマーカー（ここで、ネガティブ選択マーカ
ー、またはネガティブスクリーニングマーカーは、少なくとも１つのセレクターコドン（
少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる毒性マーカー遺伝子（リボヌクレアーゼ
バルナーゼ遺伝子が挙げられるが、これに限定されない）が挙げられるが、これに限定さ
れない）を含んでいる）、ならびに活性なＲＳ（必要に応じて変異体）のプールを、第２
の生物の複数の細胞に導入することと；非天然アミノ酸を補っていない第１の培地におい
て生存するか、または特異的なスクリーニング反応を示すが、非天然アミノ酸を補った第
２の培地において生存できないか、または特異的なスクリーニング反応を示さない細胞を
同定し、これによって少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを有する生存細胞、または選別細
胞をもたらすこととを包含しており、ここで、少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳは天然に
コードされていないアミノ酸に特異的である。１つの局面において、少なくとも１つのセ
レクターコドンは約２つ以上のセレクターコドンを含んでいる。そのような実施形態は、
少なくとも１つのセレクターコドンが２つ以上のセレクターコドンを含んでいる場合、な
らびに第１および第２の生物が異なる場合（それぞれの生物が、任意に原核生物、真核生
物、哺乳類、Escherichia coli、菌類、酵母、古細菌、真正細菌、植物、昆虫、原生生物
など（限定されないが、これらが挙げられる）である場合が挙げられるが、これらに限定
されない）を任意に含み得る。また、いくつかの局面は、ネガティブな選択マーカーが、
リボヌクレアーゼバルナーゼ遺伝子（少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる）
を含んでいる場合を包含している。他の局面は、スクリーニングマーカーが蛍光もしくは
発光のスクリーニングマーカー、または親和性に基づくスクリーニングマーカーを任意に
含んでいる場合を包含している。本明細書における実施形態において、スクリーニングお
よび／または選択は、スクリーニングおよび／または選択のストリンジェンシーの変更を
任意に包含している。
【０４０４】
　一実施形態において、直交性の組換えアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（Ｏ－ＲＳ）を少
なくとも１つを生成する方法は：（ｄ）少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを単離すること
；（ｅ）少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳから誘導体化されたＯ－ＲＳ（必要に応じて変
異体）の第２のセットを生成すること；ならびに（ｆ）Ｏ－ｔＲＮＡを好ましくアミノア
シル化する能力を備える突然変異したＯ－ＲＳが得られるまで、段階（ｂ）および（ｃ）
を繰り返すことをさらに包含している。段階（ｄ）～（ｆ）は、必要に応じて繰り返され
る（少なくとも２回が挙げられるが、これに限定されない）。１つの局面において、少な
くとも１つの組換えＯ－ＲＳから誘導体化された突然変異したＯ－ＲＳの第２のセットは
、突然変異生成（ランダムな突然変異生成、部位特異的な突然変異生成、組換え、または
これらの組合せが挙げられるが、これらに限定されない）によって生成され得る。
【０４０５】
　選択／スクリーニングの段階（上述した方法における、ポジティブな選択／スクリーニ
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ングの段階（ｂ）か、ネガティブな選択／スクリーニングの段階（ｃ）か、ポジティブお
よびネガティブな選択／スクリーニングの段階（ｂ）および（ｃ）の両方かのいずれかが
挙げられるが、これらに限定されない）のストリンジェンシーは、選択／スクリーニング
のストリンジェンシーの変更を必要に応じて包含している。他の実施形態において、ポジ
ティブな選択／スクリーニングの段階（ｂ）か、ネガティブな選択／スクリーニングの段
階（ｃ）か、ポジティブおよびネガティブな選択／スクリーニングの段階（ｂ）および（
ｃ）の両方かのいずれかは、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）によって検出されるか、
または発光によって検出されるレポーターを使用することを包含している。レポーターは
、細胞表面、またはファージディスプレイなどに並び、非天然アミノ酸または類似体に関
する親和性、または触媒活性に基づいて選択される。一実施形態において、突然変異した
合成酵素は、細胞表面またはファージディスプレイなどに提示される。
【０４０６】
　組換え直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）を生成する方法は：（ａ）第１の生物に由来
する少なくとも１つのｔＲＮＡ（サプレッサｔＲＮＡが挙げられるが、これに限定されな
い）から誘導体化された突然変異体ｔＲＮＡのライブラリを生成すること；（ｂ）第１の
生物に由来するＲＳの非存在下において、第２の生物に由来するアミノアシルｔＲＮＡ合
成酵素（ＲＳ）によってアミノアシル化されるｔＲＮＡ（必要に応じて変異体）に関する
ライブラリを選択（ネガティブ選択が挙げられるが、これに限定されない）、またはスク
リーニングし、これによってｔＲＮＡ（必要に応じて変異体）のプールをもたらすこと；
ならびに（ｃ）導入された直交性のＲＳ（Ｏ－ＲＳ）によってアミノアシル化される構成
要素に関するｔＲＮＡ（必要に応じて変異体）のプールを選択またはスクリーニングし、
これによって少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡをもたらすことを包含しており；ここ
で、少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡは、セレクターコドンを認識し、第２の生物に
由来するＲＳによって効率的に認識されず、Ｏ－ＲＳによって好ましくアミノアシル化さ
れる。いくつかの実施形態において、少なくとも１つのｔＲＮＡは、サプレッサｔＲＮＡ
であり、および／または、天然および／または非天然の塩基の固有な３塩基コドンを含ん
でいるか、ナンセンスコドン、レアコドン、非天然コドン、少なくとも４塩基を含んでい
るコドン、アンバーコドン、オーカーコドン、もしくはオパールストップコドンである。
一実施形態において、組換えＯ－ｔＲＮＡは向上した直交性を有している。いくつかの実
施形態において、Ｏ－ｔＲＮＡが修飾を必要とせずに、第２の生物から第１の生物に任意
に取り込まれることが理解される。種々の実施形態において、第１および第２の生物は、
同じであるか、または異なり、原核生物（Methanococcus jannaschii、Methanobacterium
 thermoautotrophicum、Escherichia coli、Halobacteriumなどが挙げられるが、これら
に限定されない）、真核生物、哺乳類、菌類、酵母、古細菌、真正細菌、植物、昆虫、原
生生物など（限定されないが、これらが挙げられる）から任意に選択される。付加的に、
組換えｔＲＮＡは、遺伝子操作を介してインビボにおいてか、または天然に生合成される
非天然アミノ酸によって、任意にアミノアシル化される。非天然アミノ酸は少なくとも第
１または第２の生物に使われる成長培地に任意に加えられる。
【０４０７】
　１つの局面において、アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素によってアミノアシル化される（
突然変異されている場合がある）ｔＲＮＡに関するライブラリの選択（ネガティブ選択が
挙げられるが、これに限定されない）またはスクリーニング（段階（ｂ））は、毒性マー
カー遺伝子（ここで、毒性マーカー遺伝子が、少なくとも１つのセレクターコドンを含ん
でいる（または少なくとも１つのセレクターコドンを含んでいる毒性マーカー遺伝子が、
毒性薬剤もしくは静止薬剤の生成を導く遺伝子か、生物に必須の遺伝子を含んでいる））
、およびｔＲＮＡのライブラリ（必要に応じて変異体）を、第２の生物に由来する複数の
細胞に導入すること；ならびに生存細胞を選択すること（ここで、生存細胞は、少なくと
も１つの直交性のｔＲＮＡまたは非機能的ｔＲＮＡを有しているｔＲＮＡ（必要に応じて
変異体）のプールを含んでいる）を包含している。例えば、生存細胞は比較比率細胞密度
アッセイ（comparison ratio cell density assay）を用いることによって選択され得る
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。
【０４０８】
　他の局面において、毒性マーカー遺伝子は、２つ以上のセレクターコドンを含み得る。
上記方法の他の実施形態において、毒性マーカー遺伝子は、少なくとも１つのアンバーコ
ドンを含んでいるリボヌクレアーゼバルナーゼ遺伝子である。リボヌクレアーゼバルナー
ゼ遺伝子は２つ以上のアンバーコドンを任意に含み得る。
【０４０９】
　一実施形態において、導入された直交性のＲＳ（Ｏ－ＲＳ）によってアミノアシル化さ
れる構成要素に関するｔＲＮＡ（必要に応じて変異体）のプールの選択またはスクリーニ
ングは、ポジティブ選択マーカー遺伝子またはポジティブスクリーニングマーカー遺伝子
（ここで、ポジティブマーカー遺伝子は、薬剤耐性遺伝子（少なくとも１つのセレクター
コドン（例えば、少なくとも１つのアンバーストップコドン）を含んでいるβ－ラクタマ
ーゼ遺伝子が挙げられるが、これに限定されない）、または生物に必須の遺伝子、または
Ｏ－ＲＳと共に毒性薬剤の無毒化を導く遺伝子を含んでいる）、およびｔＲＮＡ（必要に
応じて変異体）のプールを、第２の生物に由来する複数の細胞に導入すること；ならびに
選択薬剤またはスクリーニング薬剤（抗生物質が挙げられるが、これに限定されない）の
存在下において成長された、生存細胞または選択細胞を同定し、これによって少なくとも
１つの組換えｔＲＮＡを含んでいる細胞のプールをもたらすこと（ここで、少なくとも組
換えｔＲＮＡは、Ｏ－ＲＳによってアミノアシル化され、少なくともセレクターコドンに
応じて、ポジティブマーカー遺伝子によってコードされる転写産物にアミノ酸を挿入する
）を包含し得る。他の実施形態において、選択薬剤および／またはスクリーニング薬剤の
濃度は変更される。
【０４１０】
　特定のＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対を生成する方法が提供される。当該方法は：（ａ）第
１の生物に由来する少なくとも１つのｔＲＮＡから得られた突然変異体ｔＲＮＡのライブ
ラリを生成すること；（ｂ）第２の生物に由来するアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（ＲＳ
）によってアミノアシル化されるｔＲＮＡ（必要に応じて変異体）に関するライブラリを
、第１の生物に由来するＲＳの非存在下において、ネガティブ選択またはネガティブスク
リーニングし、これによってｔＲＮＡ（必要に応じて変異体）のプールをもたらすこと；
（ｃ）導入された直交性のＲＳ（Ｏ－ＲＳ）によってアミノアシル化される構成要素に関
するｔＲＮＡ（必要に応じて変異体）のプールを選択またはスクリーニングし、これによ
って少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡをもたらすことを包含している。少なくとも１
つの組換えＯ－ｔＲＮＡは、セレクターコドンを認識し、第２の生物に由来するＲＳによ
って効率的に認識されず、Ｏ－ＲＳによって好ましくアミノアシル化される。また、当該
方法は、（ｄ）第３の生物に由来する少なくとも１つのアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（
ＲＳ）から誘導体化されたＲＳ（必要に応じて変異体）のライブラリを生成すること；（
ｅ）少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡを好ましくアミノアシル化する構成要素に関す
る突然変異体ＲＳのライブラリを、天然にコードされていないアミノ酸および天然アミノ
酸の存在下において選択またはスクリーニングし、これによって活性なＲＳ（必要に応じ
て変異体）のプールをもたらすこと；ならびに（ｆ）少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮ
Ａを好ましくアミノアシル化する活性なＲＳ（必要に応じて変異体）に関するプールを、
天然にコードされていないアミノ酸の非存在下において、ネガティブ選択またはネガティ
ブスクリーニングし、これによって少なくとも１つの特異的なＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対
をもたらすこと（ここで、少なくとも１つの特異的なＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対は、天然
にコードされていないアミノ酸および少なくとも１つの組換えＯ－ｔＲＮＡに対して特異
的な、少なくとも１つの組換えＯ－ＲＳを含んでいる）を包含している。当該方法によっ
て生成される特異的なＯ－ｔＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対が包含される。例えば、特異的なＯ－ｔ
ＲＮＡ／Ｏ－ＲＳ対としては、ｍｕｔＲＮＡＴｙｒ－ｍｕｔＴｙｒＲＳ対（例えば、ｍｕ
ｔＲＮＡＴｙｒ－ＳＳ１２ＴｙｒＲＳ対）、ｍｕｔＲＮＡＬｅｕ－ｍｕｔＬｅｕＲＳ対、
ｍｕｔＲＮＡＴｈｒ－ｍｕｔＴｈｒＲＳ対、またはｍｕｔＲＮＡＧｌｕ－ｍｕｔＧｌｕＲ
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Ｓ対などが挙げることができるが、これらに限定されない。付加的に、そのような方法は
、第１および第３の生物が同じ生物（Methanococcus jannaschiiが挙げられるが、これに
限定されない）である場合を包含している。
【０４１１】
　また、第２の生物のインビボにおける翻訳系に使用するための直交性のｔＲＮＡ－ｔＲ
ＮＡ合成酵素対を選択する方法が、本発明に包含される。当該方法は、マーカー遺伝子、
第１の生物から単離されたか、得られたｔＲＮＡおよびアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素（
ＲＳ）を、第２の生物に由来する第１の細胞のセットに導入すること；第２の生物に由来
する対をなす細胞のセットにマーカー遺伝子およびｔＲＮＡを導入すること；ならびに対
をなす細胞のセットにおいて生存することができない第１のセットにおける生存細胞を選
択すること、または対をなす細胞のセットにおいて特異的なスクリーニング反応を示すこ
とができないそのような反応を示す細胞を選択すること（ここで、第１のセットおよび対
をなす細胞のセットは、選択薬剤またはスクリーニング薬剤の存在下において成長され、
ここで、生存細胞または選択細胞は、第２の生物のインビボにおける翻訳系に使用するた
めの直交性のｔＲＮＡ－ｔＲＮＡ合成酵素対を含んでいる）を包含している。一実施形態
において、比較、および選択もしくはスクリーニングは、インビボ相補的アッセイを包含
している。選択薬剤またはスクリーニング薬剤の濃度は変更され得る。
【０４１２】
　本発明の生物は、種々の生物および種々の組合せを包含している。例えば、本発明の方
法の第１および第２の生物は、同じであり得るか、または異なり得る。一実施形態におい
て、生物は、必要に応じて原核生物（Methanococcus jannaschii、Methanobacterium the
rmoautotrophicum、Halobacterium、Escherichia coli、A. fulgidus、P. furiosus、P. 
horikoshii、A. pernix、T. thermophilusなどが挙げられるが、これらに限定されない）
である。代替的に、生物は、任意に真核生物（植物（複合体植物（例えば、単子葉植物ま
たは双子葉植物）が挙げられるが、これらに限定されない）、藻類、原生生物、菌類（酵
母が挙げられるが、これに限定されない）、または動物（哺乳類、昆虫、節足動物などが
挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられるが、これらに限定されない）などで
ある。他の実施形態において、第２の生物は、原核生物（Methanococcus jannaschii、Me
thanobacterium thermoautotrophicum、Halobacterium、Escherichia coli、A. fulgidus
、Halobacterium、P. furiosus、P. horikoshii、A. pernix、T. thermophilusなどが挙
げられるが、これらに限定されない）である。代替的に、第２の生物は、真核生物（酵母
、動物細胞、植物細胞、菌類、または哺乳類細胞などが挙げられるが、これらに限定され
ない）であり得る。種々の実施形態において、第１および第２の生物は異なる。
【０４１３】
　本発明は、天然に存在しない１つ以上のアミノ酸のｐＳＴポリペプチドに対する組込み
を意図している。天然に存在しない１つ以上のアミノ酸はｐＳＴポリペプチドの活性を破
壊しない特定の位置に組み込まれ得る。これは、“保存的な”置換（疎水性アミノ酸を用
いた疎水性アミノ酸の置換、かさ高いアミノ酸のかさ高いアミノ酸への置換、親水性アミ
ノ酸の親水性アミノ酸への置換が挙げられるが、これらに限定されない）、および／また
は活性に必要のない位置における天然に存在しないアミノ酸の挿入の生成によって実現さ
れ得る。
【０４１４】
　種々の生化学的手法および構造的手法は、ｐＳＴポリペプチド内における天然に存在し
ないアミノ酸を用いた置換に所望される部位を選択するために使用され得る。ポリペプチ
ド鎖の任意の位置が天然に存在しないアミノ酸を組み込むための選択に好適であり、選択
が合理的な設計、または任意の目的もしくは特に所望されていない目的のための任意の選
択に基づき得ることは、当業者にとって容易に理解される。所望の部位の選択は、所望さ
れる任意の特性もしくは活性を有しているｐＳＴポリペプチド分子（アゴニスト、スーパ
ーアンタゴニスト、逆アゴニスト、アンタゴニスト、受容体結合分子、受容体活性調節物
質が挙げられるが、これらに限定されない）の生成、未処理の分子と比べて変化のない活
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性もしくは特性を有している、二量体または多量体の生成、またはポリペプチドの物理的
な任意の特性もしくは化学的な任意の特性（例えば可溶性、凝集または安定性）の操作の
ためであり得る。例えば、ｐＳＴポリペプチドの生物学的な活性に必要な、ポリペプチド
における位置は、当該分野に公知の点変異分析、アラニンスキャニング、飽和変異生成、
および当該分野に公知の生物学的活性に関するスクリーニングもしくは相同性スキャニン
グ法を用いて同定され得る。他の方法が使用されて、ｐＳＴポリペプチドの修飾のための
残基を同定し得る。当該方法としては、配列のプロファイリング、回転異性体ライブラリ
の選択、残基の対電位、およびProtein Design Automation（登録商標）技術を用いた合
理的な設計が挙げられるが、これらに限定されない（参照によって本明細書に援用される
米国特許第６，１８８，９６５号、米国特許第６，２６９，３１２号、米国特許第６，４
０３，３１２号および国際公開第９８／４７０８９号を参照すればよい）。ｐＳＴポリペ
プチドの生物活性にとって重要な残基、薬学的な安定性に関与している残基、抗体エピト
ープ、または受容体結合残基が変異され得る。参照によって本明細書に援用される、米国
特許第５，５８０，７２３号、米国特許第５，８３４，２５０号、米国特許第６，０１３
，４７８号、米国特許第６，４２８，９５４号および米国特許第６，４５１，５６１号に
は、標的物質を用いてポリペプチドの活性に影響する活性ドメインを同定することによっ
て、ポリペプチド（例えばｐＳＴ）の構造および機能の組織的な分析の方法について記載
されている。代替的に、生物学的な活性にとって重要であると同定された残基以外の残基
は、ポリペプチドに求められている所望の活性に応じた、天然にコードされていないアミ
ノ酸を用いた置換にとって良好な候補であり得る。また代替的に、生物学的な活性にとっ
て重要であると同定された部位は、ポリペプチドに求められている所望の活性に応じた、
天然にコードされていないアミノ酸を用いた置換にとって良好な候補であり得る。他の代
替法は、天然にコードされていないアミノ酸を用いたポリペプチド上の各位置における一
連の置換を単に生成すること、およびポリペプチドの活性に対する影響を観察することで
ある。任意のポリペプチドに対する非天然アミノ酸を用いた置換のための部位を選択する
任意の手法、技術または方法が本発明における使用にとって好適であることは、当業者に
とって容易に理解される。
【０４１５】
　また、欠失を含んでいるｐＳＴポリペプチドの変異体の構造および活性が試験されて、
天然にコードされていないアミノ酸を用いた置換を許容し得るタンパク質の領域を決定し
得る。類似の手法において、プロテアーゼ消化およびモノクローナル抗体が使用されて、
受容体との結合を担うｐＳＴの領域を同定し得る。天然にコードされていないアミノ酸を
用いた置換を許容し得る残基が排除されると、残り部分のそれぞれにおいて提案されてい
る置換の影響が試験され得る。モデルは、他のＣＳＦファミリーのメンバーおよびＣＳＦ
受容体の三次元の結晶構造から生成され得る。Protein Data Bank（ＰＤＢ、ワールドワ
イドウェブrcsb.orgにおいて利用可能である）は、タンパク質および核酸の多数の分子の
三次元構造を含んでいる集中化されているデータベースである。三次元構造のデータが利
用可能ではない場合、ポリペプチドの二次元構造および三次元構造を調査するモデルが作
成される。ｐＳＴ／ｐＧＨのＸ線結晶構造およびＮＭＲ構造は、Protein Data Bankにお
いて利用可能であり、参照によって本明細書に援用される。したがって当業者は、天然に
コードされていないアミノ酸を用いて置換され得るアミノ酸位置を容易に同定し得る。
【０４１６】
　いくつかの実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは、当該ポリペプチドの構
造を破壊しないタンパク質の領域に配置されている天然に存在しない１つ以上のアミノ酸
を含んでいる。
【０４１７】
　天然にコードされていないアミノ酸の組込みの例示的な残基は、受容体結合領域として
見込みのある領域から除外される残基、完全または部分的に溶媒に露出され得る残基、近
傍の残基との水素結合相互作用を最小に有しているか、もしくは有していない残基、近傍
の反応性残基に対して最小に露出され得る残基、１つ以上の露出表面にあり得る残基、第



(113) JP 2013-515081 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

２のｐＳＴまたは他の分子もしくはこれらの断片に対して並列されている（複数の）部位
であり得る残基、受容体と結合するか、もしくは結合しないか、または他の生物学的に活
性な分子と結合するか、もしくはｐＳＴの三次元構造、二次構造、三次構造もしくは四次
構造によって当該分子と結合しないと予測されるような、柔軟性の高い領域もしくは構造
的に堅固な領域にあり得る残基、または所望される完全な構造の柔軟性もしくは剛性を変
化させることによって、ｐＳＴ自身または１つ以上のｐＳＴを含んでいる二量体もしくは
多量体の立体構造を調節し得る残基である。
【０４１８】
　当業者は、そのようなｐＳＴの分析が、タンパク質の三次構造内に埋もれているアミノ
酸残基と比べて表面に露出しているアミノ酸残基の決定を可能にすることを認識する。し
たがって、表面に露出している残基であるアミノ酸を天然にコードされていないアミノ酸
に置換することは、本発明の一実施形態である。
【０４１９】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔの以下の位置：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位、７位
、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１
８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２
９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３
９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４
９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５
９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６
９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７
９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８
９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９
９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０
７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１
５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２
３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３
１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３
９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４
７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５
５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６
３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位、１７
１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８位、１７
９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６位、１８
７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわちタンパク質のカル
ボキシル末端）、およびそれらの任意の組合せ（配列番号１）の１つ以上に組み込まれて
いる。いくつかの実施形態において、１つ以上の非天然にコードしているアミノ酸は、Ｓ
Ｔにおける以下の位置：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位
、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７
位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８
位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８
位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８
位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８
位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８
位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８
位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８
位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８
位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位
、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位
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、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位
、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位
、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位
、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位
、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位
、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位
、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位
、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８位
、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６位
、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２（すなわちタンパク質の
カルボキシル末端）、およびそれらの組合せ（配列番号２）の１つ以上に組み込まれてい
る。
【０４２０】
　いくつかの実施形態において、これらの位置の天然にコードされていない１つ以上のア
ミノ酸は、ヒスチジン、アルギニン、リジン、イソロイシン、フェニルアラニン、ロイシ
ン、トリプトファン、アラニン、システイン、アスパラギン、バリン、グリシン、セリン
、グルタミン、チロシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、スレオニン、または天然に存
在する非タンパク質新生性のアミノ酸（β―アラニン、オルニチンなどが挙げられる）以
外のアミノ酸であり、１つ以上の以下の位置：３５位、９１位、９２位、９４位、９５位
、９９位、１０１位、１３３位、１３４位、１３８位、１３９位、１４０位、１４２位、
１４４位、１４９位、１５０位、１５４位、または任意のこれらの組合せ（配列番号１）
に存在している。いくつかの実施形態において、１つ以上のこれらの位置の天然にコード
されていないアミノ酸の１つ以上は、ヒスチジン、アルギニン、リジン、イソロイシン、
フェニルアラニン、ロイシン、トリプトファン、アラニン、システイン、アスパラギン、
バリン、グリシン、セリン、グルタミン、チロシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ス
レオニン、または天然に存在する非タンパク質新生性のアミノ酸（β―アラニン、オルニ
チンなどが挙げられる）以外のアミノ酸であり、以下の位置の：３位、７位、１１位、３
３位、４３位、５８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９９位、１２３位、１２４位
、１２５位、１３３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５９位、１６６位、１６９位
、１７０位、１７３位、およびこれらの１つ以上の任意の組合せ（配列番号１）の１つ以
上に存在している。いくつかの実施形態において、１つ以上のこれらの位置の天然にコー
ドされていないアミノ酸の１つ以上は、ヒスチジン、アルギニン、リジン、イソロイシン
、フェニルアラニン、ロイシン、トリプトファン、アラニン、システイン、アスパラギン
、バリン、グリシン、セリン、グルタミン、チロシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、
スレオニン、または天然に存在する非タンパク質新生性のアミノ酸（β―アラニン、オル
ニチンなどが挙げられる）以外のアミノ酸であり、以下の位置：３５位、９１位、９２位
、９４位、９５位、９９位、１０１位、１３３位、１３４位、１３８位、１３９位、１４
０位、１４２位、１４４位、１４９位、１５０位、１５４位、またはこれらの任意の組合
せ（配列番号２）の１つ以上に存在している。いくつかの実施形態において、１つ以上の
これらの位置の天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ヒスチジン、アルギニ
ン、リジン、イソロイシン、フェニルアラニン、ロイシン、トリプトファン、アラニン、
システイン、アスパラギン、バリン、グリシン、セリン、グルタミン、チロシン、アスパ
ラギン酸、グルタミン酸、スレオニン、または天然に存在する非タンパク質新生性のアミ
ノ酸（β―アラニン、オルニチンなどが挙げられる）以外のアミノ酸であり、以下の位置
：３位、７位、１１位、３３位、４３位、５８位、６２位、６７位、６９位、９８位、９
９位、１２３位、１２４位、１２５位、１３３位、１３４位、１３６位、１４１位、１５
９位、１６６位、１６９位、１７０位、１７３位、およびこれらの任意の組合せ（配列番
号２）の１つ以上に存在している。いくつかの実施形態において、ｐｇｈリペプチドにお
ける１つ以上のこれらの位置における、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は
、ヒスチジン、アルギニン、リジン、イソロイシン、フェニルアラニン、ロイシン、トリ
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プトファン、アラニン、システイン、アスパラギン、バリン、グリシン、セリン、グルタ
ミン、チロシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、スレオニン、または天然に存在する非
タンパク質新生性のアミノ酸（β―アラニン、オルニチンなどが挙げられる）以外のアミ
ノ酸であり、以下の位置：Ｔｙｒ３５、Ｇｌｎ９１、Ｐｈｅ９２、Ｓｅｒ９４、Ａｒｇ９
５、Ａｓｎ９９、Ｌｅｕ１０１、Ａｒｇ１３３、Ａｌａ１３４、Ｌｅｕ１３８、Ｌｙｓ１
３９、Ｇｌｎ１４０、Ｔｙｒ１４２、Ｌｙｓ１４４、Ｌｅｕ１４９、Ａｒｇ１５０、Ａｌ
ａ１５４、またはこれらの任意の組合せの１つ以上に存在している。
【０４２１】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔ（配列番号１）の１つ以上の位置にリボソームによって組み込まれており、天然にコー
ドされていないアミノ酸の１つ以上は、ヒスチジン、アルギニン、リジン、イソロイシン
、フェニルアラニン、ロイシン、トリプトファン、アラニン、システイン、アスパラギン
、バリン、グリシン、セリン、グルタミン、チロシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、
スレオニン、または天然に存在する非タンパク質新生性のアミノ酸（β―アラニン、オル
ニチンなどが挙げられる）を包含していない。いくつかの実施形態において、天然にコー
ドされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴ（配列番号２）の１つ以上の位置にリボソ
ームによって組み込まれており、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ヒス
チジン、アルギニン、リジン、イソロイシン、フェニルアラニン、ロイシン、トリプトフ
ァン、アラニン、システイン、アスパラギン、バリン、グリシン、セリン、グルタミン、
チロシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、スレオニン、または天然に存在する非タンパ
ク質新生性のアミノ酸（β―アラニン、オルニチンなどが挙げられる）を包含していない
。いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳ
Ｔ（配列番号１）の１つ以上の位置に組み込まれ、天然にコードされていないアミノ酸の
１つ以上は、内因性のＲＳによって認識されない（複数の）官能基を有している。いくつ
かの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上は、ｐＳＴ（配列
番号２）の１つ以上の位置に組み込まれ、内因性のＲＳによって認識されない（複数の）
官能基を有している。
【０４２２】
　ｐＳＴまたはｐＳＴファミリーの（複数の）メンバーの結晶構造の試験、およびｐＳＴ
および／またはｐｇｈ受容体との相互作用の試験によって、完全または部分的に溶媒と接
触可能な側鎖を有しているアミノ酸残基を含んでいることが示され得る。これらの位置に
おける天然にコードされていないアミノ酸の側鎖は、タンパク質の表面の外側および溶媒
内に向かい得る。
【０４２３】
　天然にコードされていない種々のアミノ酸は、ｐＳＴポリペプチドにおける所定の位置
のアミノ酸と置換され得るか、この所定の位置に組み込まれ得る。一般に、特定の天然に
コードされていないアミノ酸は、（ｉ）ｐＳＴ受容体をともなうｐＳＴポリペプチドおよ
び他の成長ホルモンファミリーのメンバーの三次元結晶構造の調査、（ｉｉ）保存的置換
（すなわち、アリールに基づく天然にコードされていないアミノ酸（ｐ－アセチルフェニ
ルアラニンまたはＯ－プロパルギルチロシンなど）をＰｈｅ、Ｔｙｒ、またはＴｒｐと置
換すること）を優先させること、ならびに（ｉｉｉ）ｐＳＴポリペプチドに導入すること
が望まれる特異的な共役の化学的性質に基づいて組み込むために選択される（例えば、ア
ルキン部分を有する水溶性重合体とのヒュイゲン［３＋２］付加環化を引き起こしたい場
合、４－アジドフェニルアラニンを導入する。また、アリールエステルを有しており、次
いでホスフィン部分を組み込む水溶性重合体とアミド結合を形成したい場合、４－アジド
フェニルアラニンを導入する）。
【０４２４】
　一実施形態において、上記方法は、第１の反応性基を含んでいる非天然アミノ酸をタン
パク質に組み込むこと；およびタンパク質を第２の反応性基を含んでいる分子と接触させ
ることを包含している。当該分子としては、ヒドロキシアルキルスターチ（ＨＡＳ）、ヒ
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ドロキシエチルスターチ（ＨＥＳ）、標識、色素、重合体、水溶性重合体、ポリエチレン
グリコールの誘導体、光架橋リンカー、放射性核種、細胞毒性化合物、薬物、親和性標識
、光親和性標識、反応性化合物、樹脂、もう１つのタンパク質もしくはポリペプチドもし
くはポリペプチド類似物、抗体もしくは抗体断片、金属のキレート剤、補足因子、脂肪酸
、含水炭素、ポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、アンチセンスポリヌクレオチド、糖、
水溶性のデンドリマー、シクロデキストリン、阻害性のリボヌクレオチド、生体材料、ナ
ノ粒子、スピン標識、蛍光団、金属を含有する部分、放射性部分、新規の官能基、ほかの
分子に、共有結合的に、または非共有結合的に相互作用する基、光ケージド（photocaged
）部分、光線性放射反応性の部分、光異性化可能な部分、ビオチン、ビオチンの誘導体、
ビオチンの類似物、重原子を組み込みこんでいる部分、化学切断可能な基、光切断可能な
基、延長された側鎖、炭素結合型の糖、酸化還元活性の剤、アミノチオ酸、毒性部分、同
位体によって標識された部分、生物物理学的なプローブ、燐光性の基、化学発光性の基、
電子密度の高い基、磁性基、インターカレートする基、発色団、エネルギー転移剤、生物
学的に活性な薬剤、検出可能な標識、小分子、量子ドット、放射性ヌクレオチド、放射性
伝達物質、中性子補足剤、または上記の組合せ、または任意の他の所望の化合物もしくは
物質）などが挙げられるが、これらに限定されない。上記第１の反応性基は、上記第２の
反応性基と反応して、［３＋２］環付加を介して非天然アミノ酸に上記分子を結合させる
。一実施形態において、上記第１の反応性基はアルキン部分またはアジド部分であり、上
記第２の反応性基はアジド部分またはアルキン部分である。例えば、上記第１の反応性基
は、アルキン部分（非天然アミノ酸ｐ－プロパルギルフェニルアラニンにおけるアルキン
部分が挙げられるが、これに限定されない）であり、上記第２の反応性基はアジド部分で
ある。他の例において、上記第１の反応性基は、アジド部分（非天然アミノ酸ｐ－アジド
－Ｌ－フェニルアラニンにおけるアジド部分が挙げられるが、これに限定されない）であ
り、上記第２の反応性基はアルキン部分である。
【０４２５】
　いくつかの場合に、天然にコードされていないアミノ酸の（複数の）置換または（複数
の）組込みは、ｐＳＴポリペプチドの生物学的な他の性質にｐＳＴポリペプチド内の他の
付加、置換または欠失と組み合わせられる。いくつかの場合に、上記他の付加、置換また
は欠失はｐＳＴポリペプチドの安定性（タンパク質分解性の分解に対する耐性が挙げられ
るが、これに限定されない）を増大させ得るか、またはｐＳＴポリペプチドの受容体に対
するｐＳＴポリペプチドの親和性を増大させ得る。いくつかの場合に、他の付加、置換ま
たは欠失は、ｐＳＴポリペプチドの薬学的な安定性を増強し得る。いくつかの場合に、他
の付加、置換または欠失は、ｐＳＴポリペプチドの生物学的な活性を増強し得る。いくつ
かの場合に、他の付加、置換または欠失は、ｐＳＴポリペプチドの可溶性（E. coliまた
は他の宿主細胞において発現される場合が挙げられるが、これらに限定されない）を増強
し得る。いくつかの実施形態において、付加、置換または欠失は、E. coliまたは他の宿
主細胞における発現の後におけるｐＳＴポリペプチドの可溶性を増強し得る。いくつかの
実施形態において、E. coliまたは他の宿主細胞における発現の後におけるｐＳＴポリペ
プチドの可溶性を生じる非天然アミノ酸の組込みのための他の部位に加えて、天然にコー
ドされていないアミノ酸を用いた置換のための部位が選択される。いくつかの実施形態に
おいて、ｐＳＴポリペプチドは、受容体、結合タンパク質もしくは会合するリガンドに対
する親和性を調節するか、受容体との結合後におけるシグナル伝達を調節するか、循環半
減期を調節するか、精製を容易にするか、特定の投与経路を改善するか、または変更する
他の付加、置換または欠失を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプ
チドは、その受容体に対するｐＳＴバリアントの親和性を増強する付加、置換または欠失
を含んでいる。同様に、ｐＳＴポリペプチドは、化学的または酵素的な切断配列、プロテ
アーゼ切断配列、反応性基、抗体結合ドメイン（ＦＬＡＧまたはポリ－Ｈｉｓが挙げられ
るが、これらに限定されない）もしくは他の親和性に基づく配列（ＦＬＡＧ、ポリ－Ｈｉ
ｓ、ＧＳＴなど挙げられるが、これらに限定されない）、または連結分子（ビオチンが挙
げられるが、これに限定されない）を含み得る。当該連結分子は、検出を向上させる分子
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（ＧＦＰが挙げられるが、これに限定されない）、精製、組織もしくは細胞膜を介した輸
送、プロドラッグの放出もしくは活性化、ｐＳＴのサイズの低下またはポリペプチドの他
の特色を向上させる分子である。
【０４２６】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の置換によってｐＳ
Ｔアンタゴニストが生成される。いくつかの実施形態において、天然にコードされていな
いアミノ酸は、受容体結合に関与する領域に置換されているか、または付加されている。
いくつかの実施形態において、ｐＳＴアンタゴニストは、ｐＳＴをアンタゴニストとして
作用させる少なくとも１つの置換を含んでいる。いくつかの実施形態において、ｐＳＴア
ンタゴニストは、水溶性重合体と連結されている天然にコードされていないアミノ酸を含
んでおり、当該アミノ酸がｐＳＴ分子の受容体結合領域に存在している。
【０４２７】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の置換によってｐＳ
Ｔアンタゴニストが生成される。いくつかの実施形態において、ｐＳＴアンタゴニストは
、水溶性重合体と連結されている天然にコードされていないアミノ酸を含んでおり、当該
アミノ酸がｐＳＴ分子の受容体結合領域に存在している。
【０４２８】
　いくつかの場合に、１、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上のアミノ酸
は、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を用いて置換される。いくつかの場合
に、ｐＳＴポリペプチドは、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸による天然に
存在するアミノ酸の、１、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の置換をさ
らに含んでいる。例えば、いくつかの実施形態において、ｐＳＴにおける１つ以上の残基
が、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上を用いて置換されている。いくつかの
実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸の１つ以上が、直鎖状または分枝
鎖状のより低分子量の複数のＰＥＧと連結されており、これによって単一のより高分子量
のＰＥＧと結合されている種と比べて、結合親和性を増強し、匹敵する血中半減期を実現
する。
【０４２９】
　いくつかの実施形態において、２つ以上の下記のｐＳＴは天然にコードされていない１
つ以上のアミノ酸を用いて置換される。
【０４３０】
　ＶＩＩ．非真核生物および真核生物における発現
　クローン化されたｐＳＴポリヌクレオチドを高レベルに発現させるために、直接転写に
とって強力なプロモータ、転写／翻訳ターミネータ、および（タンパク質をコードする核
酸用の場合に）翻訳開始用のリボソーム結合部位を含んでいる発現ベクターに対して、本
発明のｐＳＴポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを一般的にサブクローニングす
る。適切な細菌プロモータは、当業者に周知であり、Sambrook et alおよびAusubel et a
lに説明されている。
【０４３１】
　本発明のｐＳＴポリペプチドの発現を目的とした細菌発現系は、例えばE. coli、Bacil
lus sp、Pseudomonas fluorescens、Pseudomonas aeruginosa、Pseudomonas putida、お
よびSalmonellaにおいて利用可能であるが、これらに限定されない（Palva et al., Gene
 22:229-235 (1983); Mosbach et al., Nature 302:543-545 (1983)）。そのような発現
系用のキットは市販されている。また、哺乳動物細胞、酵母および昆虫細胞にとっての真
核発現系は、当業者に周知であり、市販もされている。直交性のｔＲＮＡおよびアミノア
シル化ｔＲＮＡ合成酵素（上述されている）を使用して、本発明のｐＳＴポリペプチドを
発現する場合、発現用の宿主細胞は、直交性の構成要素を使用する当該宿主細胞の能力に
基づいて選択される。例示的な宿主細胞としては、グラム陽性細菌（B. brevisまたはB. 
subtilis、PseudomonasまたはStreptomycesが挙げられるが、これらに限定されない）、
およびグラム陰性細菌（E. coli、Pseudomonas fluorescens、Pseudomonas aeruginosa、
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Pseudomonas putida）だけでなく、酵母および他の真核細胞が挙げられる。Ｏ－ｔＲＮＡ
／Ｏ－ＲＳ対を含んでいる細胞は、本明細書に記載のように使用され得る。
【０４３２】
　本発明の真核生物の宿主細胞または非真核生物の宿主細胞は、非常に有効な量の非天然
アミノ酸を含んでいるタンパク質の合成能を有している。１つの局面において、組成物は
、必要に応じて、少なくとも１０マイクログラム、少なくとも５０マイクログラム、少な
くとも７５マイクログラム、少なくとも１００マイクログラム、少なくとも２００マイク
ログラム、少なくとも２５０マイクログラム、少なくとも５００マイクログラム、少なく
とも１ミリグラム、少なくとも１０ミリグラム、少なくとも１００ミリグラム、少なくと
も１グラム、もしくはそれ以上（これらに限定されない）の、非天然アミノ酸を含んでい
るタンパク質を含んでいるか、またはインビボにおけるタンパク質の製造方法（組換えタ
ンパク質の製造および精製についての詳細が本明細書に与えられている）を用いて達成さ
れ得る量のタンパク質を含んでいる。他の局面において、タンパク質は、（これに限定さ
れないが、１ｎＬ～１００Ｌなどの任意の量の）細胞溶解液、緩衝液、薬学的緩衝液また
は他の液体懸濁液に、１リットルごとに少なくとも１０マイクログラムのタンパク質、１
リットルごとに少なくとも５０マイクログラムのタンパク質、１リットルごとに少なくと
も７５マイクログラムのタンパク質、１リットルごとに少なくとも１００マイクログラム
のタンパク質、１リットルごとに少なくとも２００マイクログラムのタンパク質、１リッ
トルごとに少なくとも２５０マイクログラムのタンパク質、１リットルごとに少なくとも
５００マイクログラムのタンパク質、１リットルごとに少なくとも１ミリグラムのタンパ
ク質、１リットルごとに少なくとも１０ミリグラムのタンパク質、またはそれ以上の濃度
（これらに限定されない）において、組成物に必要に応じて存在する。少なくとも１つの
非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質の真核細胞における大量生産（典型的に限定され
ないが、インビボにおける翻訳を含む他の方法を用いて可能な量よりも多い量が挙げられ
るが、これに限定されない）は、本発明の１つの特徴である。
【０４３３】
　本発明の真核生物の宿主細胞または非真核生物の宿主細胞は、非天然アミノ酸を含んで
いるタンパク質を非常に有効な量において生合成する能力を備えている。例えば、非天然
アミノ酸を含んでいるタンパク質は、細胞抽出物、細胞溶解液、培地、および／または緩
衝液などに、例えば、少なくとも１０μｇ／リットル、少なくとも５０μｇ／リットル、
少なくとも７５μｇ／リットル、少なくとも１００μｇ／リットル、少なくとも２００μ
ｇ／リットル、少なくとも２５０μｇ／リットル、少なくとも５００μｇ／リットル、少
なくとも１ｍｇ／リットル、少なくとも２ｍｇ／リットル、少なくとも３ｍｇ／リットル
、少なくとも４ｍｇ／リットル、少なくとも５ｍｇ／リットル、少なくとも６ｍｇ／リッ
トル、少なくとも７ｍｇ／リットル、少なくとも８ｍｇ／リットル、少なくとも９ｍｇ／
リットル、少なくとも１０ｍｇ／リットル、少なくとも２０、３０、４０、５０、６０、
７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００
、９００ｍｇ／リットル、１ｇ／リットル、５ｇ／リットル、１０ｇ／リットル、または
それ以上の濃度において、製造され得る。
【０４３４】
　ｐＳＴの発現に好適な多数のベクターは商業的に入手可能である。真核生物の宿主細胞
に対して有効な発現ベクターは、ＳＶ４０、ウシ乳頭種ウイルス、アデノウイルスおよび
巨細胞ウイルス由来の発現調節配列を含むベクターが挙げられるが、これに限定されない
。そのようなベクターとしては、ｐＣＤＮＡ３．１（＋）／Ｈｙｇ（Invitrogen, Carlsb
ad, Calif., USA）およびｐＣＩ－ｎｅｏ（Stratagene, La Jolla, Calif., USA）が挙げ
られる。細菌のプラスミド（例えばＥ．ｃｏｌｉ由来のプラスミド（ｐＢＲ３２２、ｐＥ
Ｔ３ａおよびｐＥＴ１２ａが挙げられる）、より幅広い宿主の範囲のプラスミド（例えば
ＲＰ４、ファージＤＮＡ（例えばファージラムダの多数の誘導体（例えばＮＭ９８８およ
び他のＤＮＡファージ（例えばＭ１３および線状１本鎖ＤＮＡファージ）が使用され得る
。２μプラスミドおよびその誘導体、ＰＯＴ１ベクター（参照に援用されるU.S. Pat. No
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. 4,931）、（Okkels, Ann. New York Aced. Sci. 782, 202 207, 1996）に記載されてい
るｐＪＳＯ３７ベクター、およびｐＰＩＣＺ　Ａ、ｐＰＩＣＺ　ＢまたはｐＰＩＣＺ　Ｃ
（Invitrogen）は、酵母の宿主細胞に用いられ得る。昆虫細胞用のベクターとしては、ｐ
ＶＬ９４１、ｐＢＧ３１１（Cate et al., "Isolation of the Bovine and Human Genes 
for Mullerian Inhibiting Substance And Expression of the Human Gene In Animal Ce
lls", Cell, 45, pp. 685 98 (1986)、ｐＢｌｕｅｂａｃ４．５およびｐＭｅｌｂａｃ（I
nvitrogen, Carlsbad, CA)）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０４３５】
　また、ｐＳＴポリペプチドは、シグナルペプチドをコードしている配列を含み得るか、
または含み得ない。シグナルペプチドは、上記ポリペプチドが発現される細胞から分泌さ
れるときに存在している。シグナルペプチドは原核性または真核性であり得る。Coloma, 
M (1992) J. Imm. Methods 152:89 104)には、哺乳動物の細胞における使用のためのシグ
ナルペプチド（マウスのＩｇカッパ軽鎖のシグナルペプチド）について記載されている。
他のシグナルペプチドとしては、S. cerevisiae由来のａ－因子シグナルペプチド（参照
によって本明細書に援用される米国特許第４，８７０，００８号）、マウスの唾液アミラ
ーゼのシグナルペプチド（O. Hagenbuchle et al., Nature 289, 1981, pp. 643-646）、
修飾されたカルボキシペプチダーゼ（L. A. Valls et al., Cell 48, 1987, pp. 887-897
）、酵母ＢＡＲ１シグナルペプチド（参照によって本明細書に援用される国際公開第８７
／０２６７０号）、および酵母のアスパラギン酸プロテアーゼ３（ＹＡＰ３）シグナルペ
プチド（M. Egel-Mitani et al., Yeast 6, 1990, pp. 127-137を参照）が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０４３６】
　好適な哺乳動物の宿主細胞の例は当業者に知られている。そのような宿主細胞は、チャ
イニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）細胞（例えばＣＨＯ－Ｋ1；ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－
６１）、ミドリザルの細胞（ＣＯＳ）（例えばＣＯＳ１（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５０）
、ＣＯＳ７（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５１））；マウスの細胞（例えばＮＳ／Ｏ）、仔ハ
ムスター腎（ＢＨＫ）細胞株（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６３２またはＡＴＣＣ　ＣＣ
Ｌ－１０）、およびヒトの細胞（例えばＨＥＫ　２９３（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５７３）
）、ならびに組織培養における植物細胞であり得る。これらの細胞株および他のものは、
公的な保管所（例えばAmerican Type Culture Collection, Rockville, Mdが挙げられる
）から入手可能である。ｐＳＴポリペプチドの改良されたグリコシル化を与えるために、
シアル酸転移酵素（例えば、参照によって本明細書に援用される米国特許第５，０４７，
３３５号に記載されている、例えば、１，６－シアル酸転移酵素）を発現するために修飾
され得る。
【０４３７】
　哺乳動物の宿主細胞への外来性ＤＮＡの導入のための方法（リン酸カルシウム仲介性の
形質移入、エレクトロポレーション、ＤＥＡＥ－デキストラン仲介性の形質移入、リポソ
ーム仲介性の形質移入が挙げられるが、これに限定されない）、Lipofectamin 2000を用
いたLife Technologies Ltd, Paisley, UK、およびFuGENE 6を用いたRoche Diagnostics 
Corporation, Indianapolis, USAによって説明されているウイルスのベクターおよびおよ
び形質移入の方法が挙げられるが、これらに限定されない。これらの方法は、当業者によ
く知られており、Ausbel et al. (eds.), 1996, Current Protocols in Molecular Biolo
gy, John Wiley & Sons, New York, USAによって説明されている。哺乳動物の細胞の培養
は、確立されている方法（例えば、Animal Cell Biotechnology, Methods and Protocols
, Edited by Nigel Jenkins, 1999, Human Press Inc. Totowa, N.J., USA and Harrison
 Mass. and Rae IF, General Techniques of Cell Culture, Cambridge University Pres
s 1997に開示されている方法）によって行われ得る。
【０４３８】
　Ｉ．発現系、培養および単離
　任意の数の適切な発現系において、ｐＳＴポリペプチドを発現させ得る。当該発現系と
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しては、例えば、酵母、昆虫細胞、哺乳動物細胞および細菌が挙げられる。典型的な発現
系の例を以下に示す。
【０４３９】
　（酵母）
　本明細書に使用されるとき、“酵母”という用語は、ｐＳＴポリペプチドをコードする
遺伝子を発現可能な種々の酵母のいずれかを包含している。そのような酵母としては、子
嚢胞子を生じる（ascosporogenous）酵母（Endomycetales）、担子胞子を生じる（basidi
osporogenous）酵母、および不完全真菌（Blastomycetes）の群に属する酵母などが挙げ
られるが、これらに限定されない。子嚢胞子を生じる酵母は、２のファミリー（Spermoph
thoraceaeおよびSaccharomycetaceae）に分けられる。後者は、４のサブファミリー（Sch
izosaccharomycoideae（Schizosaccharomyces属など）、Nadsonioideae、Lipomycoideae
、およびSaccharomycoideae（Pichia属、Kluyveromyces属およびSaccharomyces属など）
）から構成されている。担子胞子を生じる酵母としては、Leucosporidium属、Rhodospori
dium属、Sporidiobolus属、Filobasidium属およびgenus Filobasidiella属が挙げられる
。不完全真菌（Blastomycetes）の群に属する酵母は、２のファミリー（Sporobolomyceta
ceae（Sporobolomyces属およびBullera属など）およびCryptococcaceae（Candida属など
））に分けられる。
【０４４０】
　本発明と一緒に使用するために、特に興味深い酵母は、Pichia属、Kluyveromyces属、S
accharomyces属、Schizosaccharomyces属、Hansenula属、Torulopsis属およびCandida属
に含まれる種であり、当該酵母としては、P. pastoris、P. guillerimondii、S. cerevis
iae、S. carlsbergensis、S. diastaticus、S. douglasii、S. kluyveri、S. norbensis
、S. oviformis、K. lactis、K. fragilis、C. albicans、C. maltosa、およびH. polymo
rphaが挙げられるが、これらに限定されない。
【０４４１】
　ｐＳＴポリペプチドの発現に好適な酵母の選択は当業者の技術範囲にある。発現用の酵
母宿主の選択において、好適な宿主としては、例えば良好な分泌能、低いタンパク質分解
活性、および総合的な強健さを有していることが示されている酵母が挙げられ得る。酵母
は、一般的に種々の供給源から入手でき、カリフォルニア大学生物物理学および医学物理
学分野（Department of Biophysics and Medical Physics, University of California）
のYeast Genetic Stock Center (Berkeley、CA）、およびthe American Type Culture Co
llection(“ATCC”)(Manassas、VA)などから入手できるが、これらに限定されない。
【０４４２】
　“酵母宿主”または“酵母宿主細胞”という用語は、組換えベクターまたは他のトラン
スファーＤＮＡの受容物として使用し得るか、または使用されている酵母を包含している
。この用語は、組換えベクターまたは他のトランスファーＤＮＡを受け容れている元の酵
母宿主細胞の子孫を包含している。１つの親細胞の子孫は、形態において、またはゲノム
ＤＮＡもしくは全ＤＮＡの補体（complement）において、偶発的な突然変異、もしくは計
画的な突然変異に起因して、元の親細胞と必ずしも完全に一致しなくてもよいことが理解
される。関連する性質（例えば、ｐＳＴポリペプチドをコードするヌクレオチド配列の存
在）によって特徴付けられる親細胞と十分に類似する親細胞の子孫は、この定義によって
意図される子孫に包含される。
【０４４３】
　発現ベクターおよび形質転換ベクター（染色体外レプリコンまたは組込みベクターが挙
げられる）は、多くの酵母宿主を形質転換するために開発されている。例えば、参照によ
って本明細書に援用されるS. cerevisiae（Sikorski et al, GENETICS (1998) 112:19、I
to et al, J. BACTERIOL. (1983) 153:163、Hinnen et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. USA
 (1978) 75:1929）、C. albicans（Kurtz et al, MOL. CELL. BIOL. (1986) 6:142）、C.
 albicans（Kunze et al, J. BASIC MICROBIOL. (1985) 25:141）、H. polymorpha（Glee
son et al, J. GEN. MICROBIOL. (1986) 132:3459、Roggenkamp et al., MOL. GENETICS 
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AND GENOMICS (1986) 202:302）、K. fragilis(Das et al, J. BACTERIOL. (1984) 158:1
165）、K. lactis(De Louvencourt et al, J. BACTERIOL. (1983) 154:737、Van den Ber
g et al, BIO/TECHNOLOGY (1990) 8:135）、P. guillerimondii(Kunze et al, J. BASIC 
MICROBIOL. (1985) 25:141）、P. pastoris（米国特許第５，３２４，６３９号、米国特
許第４，９２９，５５５号、および米国特許第４，８３７，１４８号、Cregg et al, MOL
. CELL. BIOL. (1985) 5:3376、Schizosaccharomyces pombe（Beach and Nurse, NATURE 
(1981) 300:706）、およびY. lipolytica（Davidow et al., Curr. Genet. (1985) 10:38
0 (1985); Gaillardin et al., Curr. Genet. (1985) 10:49）、A. nidulans(Balance et
 al, BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1983) 112:284-89、Tilburn et al, GENE (1983
) 26:205-221、およびYelton et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1984) 81:1470-74）
、A. niger（Kelly and Hynes, EMBO J. (1985) 4:475479）、T. reesia（欧州特許出願
公開第０２４４２３４号）、および糸状菌（例えば、Neurospora、Penicillium、Tolypoc
ladium（国際公開第９１／００３５７号）などのための発現ベクターが開発されている。
【０４４４】
　酵母ベクター用の制御配列は当業者に周知であり、当該制御配列としては、アルコール
デヒドロゲナーゼ（ＡＤＨ）（欧州特許出願公開第０２８４０４４号）、エノラーゼ、グ
ルコキナーゼ、グルコース－６リン酸イソメラーゼ、グリセルアルデヒド－３－リン酸－
デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰまたはＧＡＰＤＨ）、ヘキソキナーゼ、ホスホフルクトキナー
ゼ、３－ホスホグリセリン酸ムターゼ、およびピルビン酸キナーゼ（ＰｙＫ）（欧州特許
出願公開第０３２９２０３号）といった遺伝子に由来するプロモータ領域などが挙げられ
るが、これらに限定されない。また、酸性ホスファターゼをコードしている酵母のＰＨＯ
５遺伝子は、有用なプロモータ配列を提供し得る（Myanohara et al, PROC. NATL. ACAD.
 SCI. USA (1983) 80:1）。酵母宿主との使用に適切な他のプロモータ配列としては、３
－ホスホグリセリン酸キナーゼ（Hitzeman et al, J. BIOL. CHEM. (1980) 255:2073）、
および他の解糖系の酵素（例えば、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、トリオースリン酸イ
ソメラーゼ、およびホスホグルコースイソメラーゼ（例えば、Holland et al, BIOCHEMIS
TRY (1978) 17:4900、Hess et al, J. ADV. ENZYME REG. (1968) 7:149）が挙げられ得る
。増殖条件によって制御される転写のさらなる利点を有している、酵母の誘導性プロモー
タとしては、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロームＣ、酸性ホスファターゼ
、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ、窒素代謝に関
連する分解酵素、ならびにマルトースおよびガラクトースの利用を担っている酵素にとっ
てのプロモータ領域が挙げられ得る。酵母発現における使用に適切なベクターおよびプロ
モータは、欧州特許出願公開第００７３６５７号に、さらに記載されている。
【０４４５】
　また、酵母エンハンサーを、酵母プロモータと共に用い得る。さらに、合成プロモータ
は酵母プロモータとして機能し得る。例えば、酵母プロモータの上流活性化配列（ＵＡＳ
）を別の酵母プロモータの転写活性化領域につないで、合成混成プロモータを作製し得る
。混成プロモータとしては、例えばＧＡＰの転写活性化領域に連結されたＡＤＨ調節配列
が挙げられる。米国特許第４，８８０，７３４号および米国特許第４，８７６，１９７号
を参照すればよい。混成プロモータの他の例としては、解糖系酵素の遺伝子（例えば、Ｇ
ＡＰまたはＰｙＫ）の転写活性化領域と組み合せたＡＤＨ２、ＧＡＬ４、ＧＡＬ１０、ま
たはＰＨＯ５の遺伝子の調節配列からなるプロモータが挙げられる。欧州特許出願公開０
１６４５５６号を参照すればよい。さらに、酵母プロモータとしては、酵母のＲＮＡポリ
メラーゼとの結合能および転写開始能を有している、非酵母由来の天然に存在するプロモ
ータが挙げられ得る。
【０４４６】
　酵母発現ベクターの一部を構成し得る他の制御要素としては、例えば、ＧＡＰＤＨまた
はエノラーゼ遺伝子に由来するターミネータ（Holland et al, J. BlOL. CHEM. (1981) 2
56:1385）が挙げられる。さらに、２μプラスミドの起点に由来する複製開始点は、酵母
にとって適切である。酵母に使用するための適切な選択遺伝子は、酵母プラスミドに存在
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するｔｒｐ１遺伝子である。Tschemper et al, GENE (1980) 10:157、Kingsman et al, G
ENE (1979) 7:141を参照すればよい。ｔｒｐ１遺伝子は、トリプトファン存在下において
増殖能を欠如している酵母の突然変異株に対する選択マーカーを提供する。同様にＬｅｕ
２欠損酵母株（ＡＴＣＣ　２０，６２２または３８，６２６）は、Ｌｅｕ２遺伝子を有す
る公知のプラスミドによって補完される。
【０４４７】
　外来性ＤＮＡを酵母宿主に導入する方法は、当業者に周知の技術であり、当該方法とし
ては、アルカリ性陽イオンを用いて処理された天然の酵母宿主細胞またはスフェロプラス
トのいずれかの形質転換が一般的に挙げられるが、これらに限定されない。例えば、酵母
の形質転換は、Hsiao et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1979) 76:3829およびVan So
lingen et al, J. BACT. (1977) 130:946に記載の方法にしたがって、実施され得る。し
かし、例えば、核注入、エレクトロポレーションまたは原形質融合によってＤＮＡを細胞
に導入する他の方法も、SAMBROOK et al, MOLECULAR CLONING: A LAB. MANUAL (2001)に
記載の通りに使用され得る。それから、酵母宿主細胞を当業者に公知の標準技術を用いて
培養してもよい。
【０４４８】
　酵母宿主細胞において異種タンパク質を発現させる他の方法は、当業者に公知の技術で
ある。一般的に、米国特許出願公開第２００２／００５５１６９号、米国特許第６，３６
１，９６９号、米国特許第６，３１２，９２３号、米国特許第６，１８３，９８５号、米
国特許第６，０８３，７２３号、米国特許第６，０１７，７３１号、米国特許第５，６７
４，７０６号、米国特許第５，６２９，２０３号、米国特許第５，６０２，０３４号、お
よび米国特許第５，０８９，３９８号、米国再発行特許発明第ＲＥ３７，３４３号、およ
び米国再発行特許発明第ＲＥ３５，７４９号、国際公開第９９／０７８６２号、国際公開
第９８／３７２０８号、および国際公開第９８／２６０８０号、欧州特許出願公開第０９
４６７３６号、欧州特許出願公開第０７３２４０３号、欧州特許出願公開第０４８０４８
０号、国際公開第９０／１０２７７号、欧州特許出願公開第０３４０９８６号、欧州特許
出願公開第０３２９２０３号、欧州特許出願公開第０３２４２７４号、および欧州特許出
願公開第０１６４５５６明細書を参照すればよい。また、参照によって本明細書に援用さ
れる、Gellissen et al, ANTONIE VAN LEEUWENHOEK (1992) 62(1-2):79-93、Romanos et 
al, YEAST (1992) 8(6):423-488、Goeddel, METHODS IN ENZYMOLOGY (1990) 185:3-7を参
照すればよい。
【０４４９】
　酵母宿主株は、当業者に周知である標準の給飼バッチ発酵方法（feed batch fermentat
ion method）を用いて、増幅段階の間に発酵槽において増殖され得る。上記発酵方法は、
特定の酵母宿主の炭素利用経路、または発現制御の様式の差異に起因して適合され得る。
例えば、サッカロミセス酵母宿主の発酵は、１つのグルコース飼料、複合的な窒素源（カ
ゼイン加水分解物など）、および複数のビタミン補助物を必要とし得る。これに対して、
メチロトローフ酵母であるP. pastorisは、グリセロール、メタノール、および微量の無
機化合物飼料を必要とし得、最適な増殖および発現については単純なアンモニウム（窒素
）塩だけを必要とする。例えば、参照によって本明細書に援用される、米国特許第５，３
２４，６３９号、Elliott et al, J. PROTEIN CHEM. (1990) 9:95、およびFieschko et a
l, BIOTECH. BIOENG. (1987) 29:1113を参照すればよい。
【０４５０】
　しかし、上記発酵方法は、用いられる酵母宿主株とは無関係な特定の共通の特徴を有し
得る。例えば、成長限界栄養素（通常は炭素）を発酵槽に増幅段階の間に添加して、最大
限の成長を可能にし得る。さらに、発酵方法は、十分な量の炭素、窒素、基本塩、リンお
よび他の微量栄養素（ビタミン、微量無機物、および塩など）を含むように調製された発
酵培地を一般的に用い得る。Pichiaを用いた使用に適切な発酵培地の例が、参照によって
本明細書に援用される、米国特許第５，３２４，６３９号および米国特許第５，２３１，
１７８号に記載されている。
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【０４５１】
　（バキュロウイルス感染昆虫細胞）
　“昆虫宿主”または“昆虫宿主細胞”という用語は、組換えベクターまたは他のトラン
スファーＤＮＡの受容物として使用し得るか、または使用されている昆虫を指す。この用
語は、トランスフェクトされた元の昆虫宿主細胞の子孫を包含している。１つの親細胞の
子孫が、形態において、またはゲノムＤＮＡもしくは全ＤＮＡの補体において、偶発的な
突然変異、もしくは計画的な突然変異に起因して、元の親細胞と必ずしも完全に一致して
いなくてもよいことは理解される。関連する性質により特徴付けられる親細胞と十分に類
似する親細胞の子孫は、この定義によって意図される子孫に含まれる。ここで、関連する
性質は、例えば、ｐＳＴポリペプチドをコードしているヌクレオチド配列の存在である。
【０４５２】
　ｐＳＴポリペプチドの発現に好適な昆虫細胞の選択は当業者に周知である。いくつかの
昆虫種は、当該分野において十分に説明されており、例えば、市販されているAedes aegy
pti、Bombyx mori、Drosophila melanogaster、Spodoptera frugiperda、およびTrichopl
usia niが挙げられる。発現用の昆虫宿主の選択において、適切な宿主としては、特に、
良好な分泌能、低いタンパク質分解活性、および総合的な強健さを有していることが示さ
れている宿主が挙げられ得る。昆虫は、Insect Genetic Stock Center, Department of B
iophysics and Medical Physics, University of California (Berkeley、CA)、およびth
e American Type Culture Collection (“ATCC”) (Manassas、VA)を含む、種々の供給源
から通常に入手することができるが、これらに限定されない。
【０４５３】
　一般的に、バキュロウイルス－感染昆虫の発現系の構成要素は、バキュロウイルスのゲ
ノム断片、および発現される異種遺伝子の挿入に便利な制限酵素認識部位の両方を含んで
いるトランスファーベクター（普通は細菌のプラスミド）；当該トランスファーベクター
におけるバキュロウイルスに特異的な断片に対して、相同な配列を有している（これによ
って、バキュロウイルスゲノムに対する異種遺伝子の相同組換えが可能になる）野生型バ
キュロウイルス；ならびに適切な昆虫宿主細胞および増殖培地を含んでいる。ベクターの
構築、細胞のトランスフェクション、プラークの選択、または培養における細胞の増殖な
どに用いられる材料、方法および技術は公知であり、これらの技術が記載されている手引
書が利用可能である。
【０４５４】
　異種遺伝子をトランスファーベクターに挿入した後に、このベクターおよび野生型ウイ
ルスゲノムを、ベクターとウイルスゲノムとが組換えを起こす昆虫宿主細胞にトランスフ
ェクションする。パッケージングされた組換えウイルスが発現され、組換え体のプラーク
が同定および精製される。バキュロウイルス／昆虫細胞発現系にとっての材料および方法
は、例えば、Invitrogen Corp（Carlsbad、CA）が提供している、キットの様式において
市販されている。これらの技術は、一般的に当業者に公知であり、SUMMERS AND SMITH, T
EXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION BULLETIN NO. 1555 (1987)に十分に記載されて
いる。なお、この文献は参照によって本明細書に援用される。また、RICHARDSON, 39 MET
HODS IN MOLECULAR BIOLOGY: BACULOVIRUS EXPRESSION PROTOCOLS (1995); AUSUBEL ET A
L., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY 16.9-16.11 (1994); KING AND POSSEE, T
HE BACULOVIRUS SYSTEM: A LABORATORY GUIDE (1992); および O’REILLY ET AL., BACUL
OVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL (1992)を参照すればよい。
【０４５５】
　バキュロウイルス／昆虫細胞発現系を用いた、種々の異種タンパク質の製造は、当業者
にとって周知である。例えば、参照によって本明細書に援用される、米国特許出願第６，
３６８，８２５号、米国特許出願第６，３４２，２１６号、米国特許出願第６，３３８，
８４６号、米国特許出願第６，２６１，８０５号、米国特許出願第６，２４５，５２８号
、米国特許出願第６，２２５，０６０号、米国特許出願第６，１８３，９８７号、米国特
許出願第６，１６８，９３２号、米国特許出願第６，１２６，９４４号、米国特許出願第
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６，０９６，３０４号、米国特許出願第６，０１３，４３３号、米国特許出願第５，９６
５，３９３号、米国特許出願第５，９３９，２８５号、米国特許出願第５，８９１，６７
６号、米国特許出願第５，８７１，９８６号、米国特許出願第５，８６１，２７９号、米
国特許出願第５，８５８，３６８号、米国特許出願第５，８４３，７３３号、米国特許出
願第５，７６２，９３９号、米国特許出願第５，７５３，２２０号、米国特許出願第５，
６０５，８２７号、米国特許出願第５，５８３，０２３号、米国特許出願第５，５７１，
７０９号、米国特許出願第５，５１６，６５７号、米国特許出願第５，２９０，６８６号
、国際公開第０２／０６３０５号、国際公開第０１／９０３９０号、国際公開第０１／２
７３０１号、国際公開第０１／０５９５６号、国際公開第００／５５３４５号、国際公開
第００／２００３２号、国際公開第９９／５１７２１号、国際公開第９９／４５１３０号
、国際公開第９９／３１２５７号、国際公開第９９／１０５１５号、国際公開第９９／０
９１９３号、国際公開第９７／２６３３２号、国際公開第９６／２９４００号、国際公開
第９６／２５４９６号、国際公開第９６／０６１６１号、国際公開第９５／２０６７２号
、国際公開第９３／０３１７３号、国際公開第９２／１６６１９号、国際公開第９２／０
３６２８号、国際公開第９２／０１８０１号、国際公開第９０／１４４２８号、国際公開
第９０／１００７８号、国際公開第９０／０２５６６号、国際公開第９０／０２１８６号
、国際公開第９０／０１５５６号、国際公開第８９／０１０３８号、国際公開第８９／０
１０３７号、国際公開第８８／０７０８２号を参照すればよい。
【０４５６】
　バキュロウイルス／昆虫細胞の発現系に有用なベクターは、公知であり、例えば、バキ
ュロウイルスのAutographacalifornica核多角体ウイルス（ＡｃＮＰＶ）に由来する、ヘ
ルパー非依存性のウイルス発現ベクターである昆虫の発現およびトランスファーベクター
を包含している。この系に由来するウイルス発現ベクターは、一般的に、異種遺伝子の発
現を誘導するために、ウイルスの強力なポリヘドリン遺伝子プロモータを使用する。一般
的には、O'Reilly ET AL., BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS:A LABORATORY MANUAL(1992
)を参照すればよい。
【０４５７】
　外来の遺伝子をバキュロウイルスのゲノムに挿入する前に、上記構成要素（プロモータ
、リーダー（必要に応じて）、目的のコード配列、および転写終結配列を含んでいる）は
、集合して中間のトランス配置コンストラクト（intermediate transplacement construc
t）（トランスファーベクター）を構築する。中間トランス配列コンストラクトはレプリ
コンにしばしば維持される。このレプリコンは、例えば、細菌などの宿主において安定な
維持が可能な染色体外エレメント（例えば、プラスミド）などである。レプリコンは複製
系を有しており、このため、クローニングおよび増幅に適切な宿主における当該レプリコ
ンの維持を可能にする。より詳細には、プラスミドは、ポリヘドリンポリアデニル化シグ
ナル（Miller et al., ANN. REV. MICROBIOL. (1988) 42:177）およびE. coliにおける選
択および増殖に関する、原核生物のアンピシリン耐性（ａｍｐ）遺伝子と複製開始点とを
含み得る。
【０４５８】
　ＡｃＮＰＶへ外来遺伝子を導入するために一般的に使用されるトランスファーベクター
の１つは、ｐＡｃ３７３である。また、当業者に公知である他の多くのベクターが設計さ
れており、例えば当該ベクターとしてはｐＶＬ９８５が挙げられる。このベクターにおい
て、ポリヘドリン開始コドンがＡＴＧからＡＴＴに変えられ、ＡＴＴの下流の３２塩基対
にＢａｍＨＩクローニング部位が導入されている（Luckow and Summers, 17 VIROLOGY 31
 (1989)を参照すればよい）。市販されている他のベクターとしては、例えば、ＰＢｌｕ
ｅＢａｃ４．５／Ｖ５－Ｈｉｓ、ｐＢｌｕｅＢａｃＨｉｓ２、ｐＭｅｌＢａｃ、ｐＢｌｕ
ｅＢａｃ４．５（Invitrogen Corp、Carlsbad、CA）が挙げられる。
【０４５９】
　異種遺伝子を挿入した後に、トランスファーベクターおよび野生型バキュロウイルスの
ゲノムを、昆虫細胞宿主に同時トランスフェクションする。異種ＤＮＡをバキュロウイル



(125) JP 2013-515081 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

スの所望の部位に導入するための方法は公知である。SUMMERS AND SMITH, TEXAS AGRICUL
TURAL EXPERIMENT STATION BULLETIN NO. 1555 (1987); Smith et al., MOL. CELL. BIOL
. (1983) 3:2156; Luckow and Summers, VIROLOGY (1989) 17:31を参照すればよい。例え
ば、二重交差型相同組換えによって、ポリへドリン遺伝子などの遺伝子に挿入し得る。ま
た、所望のバキュロウイルス遺伝子に設けられた、制限酵素認識部位に挿入してもよい。
Miller et al., BIOESSAYS (1989) 4:91を参照すればよい。
【０４６０】
　トランスフェクションを、エレクトロポレーションによって実現し得る。TROTTER AND 
WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995)、Mann and King, J. GEN. VIROL. (198
9) 70:3501を参照すればよい。代替的に、リポソームを使用して、組換え発現ベクターと
バキュロウイルスとを用いて昆虫細胞をトランスフェクションし得る。例えば、Liebman 
et al., BIOTECHNIQUES (1999) 26(1):36、Graves et al, BIOCHEMISTRY (1998) 37:6050
、Nomura et al, J. BIOL. CHEM. (1998) 273(22): 13570、Schmidt et al, PROTEIN EXP
RESSION AND PURIFICATION (1998) 12:323、Siffert et al, NATURE GENETICS (1998) 18
:45、TILKINS et al, CELL BIOLOGY: A LABORATORY HANDBOOK 145-154 (1998) 、Cai et 
al, PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION (1997) 10:263、Dolphin et al, NATURE GEN
ETICS (1997) 17:491、Kost et al, GENE (1997) 190:139、Jakobsson et al, J. BlOL. 
CHEM. (1996) 271:22203、Rowles et al, J. BIOL. CHEM. (1996) 271(37): 22376、Reve
rsey et al, J. BIOL. CHEM. (1996) 271(39) :23607- 10、Stanley et al, J. BlOL. CH
EM. (1995) 270:4121、Sisk et al, J. VlROL. (1994) 68(2):766、およびPeng et al, B
IOTECHNIQUES (1993) 14.2:274を参照すればよい。市販されているリポソームとしては、
例えば、Cellfectin（登録商標）、およびLipofectin（登録商標）（Invitrogen Corp、C
arlsbad、CA）が挙げられる。また、リン酸カルシウムトランスフェクションを用いても
よい。TROTTER AND WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995)、Kitts, NAR (1990
) 18(19):5667、およびMann and King, J. GEN. VIROL. (1989) 70:3501を参照すればよ
い。
【０４６１】
　バキュロウイルス発現ベクターは、バキュロウイルスプロモータを一般的に含んでいる
。バキュロウイルスプロモータは、バキュロウイルスのＲＮＡポリメラーゼが結合可能で
あり、ｍＲＮＡにおけるコード配列（例えば、構造遺伝子）の下流（３’）への転写開始
する任意のＤＮＡ配列である。プロモータは、コード配列の５’末端近傍に配置される転
写開始領域を一般的に有している。この転写開始領域は、ＲＮＡポリメラーゼ結合部位お
よび転写開始部位を一般的に含んでいる。また、バキュロウイルスのプロモータは、エン
ハンサーと呼ばれる２次ドメインを有し得る。この２次ドメインは、存在する場合、構造
遺伝子から遠位に存在し得る。また、発現は、調節され得るか、または恒常的であり得る
。
【０４６２】
　感染サイクルの後期に多量に転写される構造遺伝子は、特に有用なプロモータ配列を提
供する。有用なプロモータ配列の例としては、ウイルスポリヘドリンタンパク質をコード
する遺伝子由来の配列（FRIESEN ET AL., The Regulation of Baculovirus Gene Express
ion in THE MOLECULAR BIOLOGY OF BACULOVIRUSES (1986)、欧州特許出願公開第０１２７
８３９号、および欧州特許出願公開第０１５５４７６号）、およびｐ１０タンパク質をコ
ードする遺伝子由来の配列（Vlak et al., J. GEN. VIROL. (1988) 69:765）が挙げられ
る。
【０４６３】
　新しく形成されたバキュロウイルス発現ベクターは、感染性の組換えバキュロウイルス
にパッケージングされる。その後、成長したプラークは当業者に公知の方法によって精製
され得る。Miller et al, BIOESSAYS (1989) 4:91、SUMMERS AND SMITH, TEXAS AGRICULT
URAL EXPERIMENT STATION BULLETIN NO. 1555 (1987)を参照すればよい。
【０４６４】
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　組換えバキュロウイルス発現ベクターは、いくつかの昆虫細胞に感染させるために開発
されている。例えば、とりわけAedea aegypti（ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ－１２５）、Bombyx 
mori（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－８９１０）、Drosophila melanogaster（ＡＴＣＣ番号１９
６３）、Spodoptera frugiperdaおよびTrichoplusia niのための組換えバキュロウイルス
が開発されている。Wright, NATURE (1986) 321:718、Carbonell et al, J. VlROL. (198
5) 56:153、Smith et al, MOL. CELL. BIOL. (1983) 3:2156を参照すればよい。Fraser e
t al, IN VITRO CELL. DEV. BIOL (1989) 25:225を一般的に参照すればよい。より詳細に
は、バキュロウイルス発現ベクターの系に用いられる細胞株としては、通常、Ｓｆ９（Sp
odoptera frugiperda（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１７１１）、Ｓｆ２１（Spodoptera frugip
erda）（Invitrogen Corp、カタログ番号１１４９７－０１３（Carlsbad、CA））、Ｔｒ
ｉ－３６８（Trichoplusia ni）、およびHigh-Five（登録商標）、ＢＴＩ－ＴＮ－５Ｂ１
－４（Trichoplusia ni）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０４６５】
　バキュロウイルス／発現における異種ポリペプチドの直接発現および融合発現の両方に
とっての細胞および培地は、市販されている。また、細胞培養技術は当業者に公知である
。
【０４６６】
　（E. Coli、Pseudomonas種および他の原核生物）
　細菌における発現技術は当業者に周知である。種々のベクターが細菌宿主における使用
に利用可能である。これらのベクターは、１コピーベクター、またはコピー数が少ない多
コピー型ベクター（low multicopy vectors）もしくはコピー数が多い多コピー型ベクタ
ー（high multicopy vectors）であり得る。ベクターはクローニングおよび／または発現
に役立ち得る。ベクターに関する豊富な文献、多くの市販のベクター、ならびにベクター
、その制限酵素地図およびその特徴について記載している手引書を考慮すれば、本明細書
ではこれ以上論じる必要がない。よく知られているように、ベクターは、通常は選択を可
能にするマーカーを含んでいる。このマーカーは、細胞毒性剤への耐性、原栄養性、また
は免疫を提供し得るものである。しばしば、異なる特徴を提供する複数のマーカーが存在
する。
【０４６７】
　細菌プロモータは、細菌のＲＮＡポリメラーゼと結合可能であり、ｍＲＮＡのコード配
列（例えば、構造遺伝子）を下流（３”）に向かって転写開始できる任意のＤＮＡ配列で
ある。プロモータは、コード配列の５’末端近傍に通常、配置される転写開始領域を有し
ている。この転写開始領域は、ＲＮＡポリメラーゼ結合部位および転写開始部位を典型的
に含んでいる。また、細菌プロモータは、オペレータと呼ばれる２次ドメインを有し得る
。この２次ドメインは、ＲＮＡ合成が始まる隣接したＲＮＡポリメラーゼ結合部位と重複
し得る。遺伝子リプレッサタンパク質がオペレータに結合することによって、特定の遺伝
子の転写を阻害し得るように、オペレータは負に調節される（誘導性の）転写を可能にす
る。恒常性発現は、負の調節エレメント（オペレータなど）がないときに起こり得る。正
の調節が、遺伝子アクチベータタンパク質の結合配列によってさらにもたらされ得る。当
該結合配列は、存在する場合、通常、ＲＮＡポリメラーゼ結合配列よりも遠位（５’）に
存在する。遺伝子アクチベータタンパク質としては、例えば、カタボライト活性化タンパ
ク質（ＣＡＰ）が挙げられる。このＣＡＰは、Escherichia coli（E. coli）のｌａｃオ
ペロンの転写開始を助ける（Raibaud et al, ANNU. REV. GENET. (1984) 18:173）。した
がって、調節された発現は、正または負のいずれかであり得、これによって転写を増強ま
たは抑制させ得る。
【０４６８】
　代謝経路の酵素をコードしている配列は、特に有用なプロモータ配列を提供する。この
プロモータ配列としては、例えば、ガラクトース、ラクトース（ｌａｃ）（Chang et al,
 NATURE (1977) 198:1056）、およびマルトースなどの糖代謝酵素に由来するプロモータ
配列が挙げられる。さらなる例としては、トリプトファン（ｔｒｐ）などの生合成酵素に
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由来するプロモータ配列が挙げられる（参照によって本明細書に援用される、Goeddel et
 al, Nuc. ACIDS RES. (1980) 8:4057、Yelverton et al, NUCL. ACIDS RES. (1981) 9:7
31、米国特許第４，７３８，９２１号、欧州公開第０３６７７６号、欧州公開第１２１７
７５号）。また、β－ガラクトシダーゼ（ｂｌａ）のプロモータ系（Weissmann (1981) 
“The cloning of interferon and other mistakes.” In Interferon 3 (Ed. I. Gresse
r)）、バクテリオファージ　ラムダのＰＬ（Shimatake et al, NATURE (1981) 292:128）
、およびＴ５（米国特許第４，６８９，４０６号）のプロモータ系は、有用なプロモータ
配列をもたらす。本発明の好ましい方法は、ｐＳＴポリペプチドを高レベルに誘導するた
めのＴ７プロモータなどの強力なプロモータを利用する。そのようなベクターの例は、当
業者に周知であり、ｐＥＴ２９のシリーズ（Novagen）、および参照によって本明細書に
援用される国際公開第９９／０５２９７号に記載のｐＰＯＰベクターなどが挙げられる。
そのような発現系は、宿主細胞の生存能力または増殖パラメータに支障をきたすことなく
、宿主においてｐＳＴポリペプチドを高レベルに産生する。ｐＥＴ１９（Novagen）は他
の当業者に知られているベクターである。
【０４６９】
　また、天然に存在しない合成プロモータは、細菌プロモータとして機能する。例えば、
ある細菌またはバクテリオファージのプロモータの転写活性化配列を、別の細菌またはバ
クテリオファージのプロモータのオペロン配列に結合して、合成混成プロモータを作製し
得る（参照によって本明細書に援用される米国特許第４，５５１，４３３号）。例えば、
ｔａｃプロモータは、ｔｒｐプロモータ配列、およびｌａｃリプレッサによって調節され
るｌａｃオペロン配列を含んでいる混成のｔｒｐ－ｌａｃプロモータである（Amann et a
l, GENE (1983) 25:167、de Boer et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. (1983) 80:21）。さ
らに、細菌プロモータは、細菌のＲＮＡポリメラーゼとの結合能、および転写開始能を有
している非細菌起源の天然に存在するプロモータを含み得る。また、非細菌起源の天然に
存在するプロモータを、適合するＲＮＡポリメラーゼに結合させることによって、原核生
物においていくつかの遺伝子を高レベルに発現させ得る。バクテリオファージのＴ７ＲＮ
Ａポリメラーゼ／プロモータ系は、共役型プロモータ系の例である（Studier et al, J. 
MOL. BIOL. (1986) 189:113、Tabor et al, Proc Natl. Acad. Sci. (1985) 82:1074）。
さらに、混成プロモータは、バクテリオファージプロモータ、およびE. coliのオペレー
タ領域を含み得る（ＥＰ２６７８５１）。
【０４７０】
　また、機能するプロモータ配列に加えて、効率的なリボソーム結合部位は、外来遺伝子
を原核細胞において発現させるために有効である。E. coliにおいて、リボソーム結合部
位は、シャイン－ダルガルノ（ＳＤ）配列と呼ばれ、開始コドン（ＡＴＧ）、および当該
開始コドンから３～１１ヌクレオチド上流に位置している３～９の長さのヌクレオチドの
配列を含んでいる（Shine et al, NATURE (1975) 254:34）。ＳＤ配列は、ＳＤ配列とE. 
coliの１６Ｓ　ｒＲＮＡの３’との間において塩基対を形成することによって、ｍＲＮＡ
とリボソームとの結合を促進すると考えられている（Steitz et al “Genetic signals a
nd nucleotide sequences in messenger RNA”, In Biological Regulation and Develop
ment: Gene Expression (Ed. R. F. Goldberger, 1979)）。真核生物の遺伝子および原核
生物の遺伝子を、弱いリボソーム結合部位によって発現すること（Sambrook et al Expre
ssion of cloned genes in Escherichia coli, Molecular Cloning: A Laboratory Manua
l, 1989）。
【０４７１】
　“細菌宿主”または“細菌宿主細胞”という用語は、組換えベクターまたは他のトラン
スファーＤＮＡにとっての受容物として使用され得るか、または使用されている細菌のこ
とを指す。この用語は、トランスフェクションされている元の細菌宿主細胞の子孫を包含
している。１つの親細胞の子孫が、形態、ゲノムＤＮＡまたは全ＤＮＡの補体において、
偶発的な突然変異、または計画的な突然変異に起因して、元の親細胞と必ずしも完全に一
致していなくてもよいことは理解される。関連する性質（例えば、ｐＳＴポリペプチドを
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コードするヌクレオチド配列の存在）により特徴付けられる親細胞と十分に類似する親細
胞の子孫は、この定義によって意図される子孫に含まれる。
【０４７２】
　ｐＳＴポリペプチドの発現にとって適切な細菌宿主の選択は当業者に周知である。発現
のための細菌宿主の選択において、適切な宿主としては、とりわけ良好な封入体形成能、
低いタンパク質分解活性、および全体的に強健さを有していることが示されている宿主が
挙げられ得る。細菌宿主は、一般的に種々の供給源から入手することができ、例えば、Ba
cterial Genetic Stock Center, Department of Biophysics and Medical Physics, Univ
ersity of California (Berkeley、CA)、およびthe American Type Culture Collection 
(“ATCC”) (Manassas、VA）から入手することができるが、これらに限定されない。Ｋ株
に由来する細菌（Ｗ３１１０など）、またはＢ株に由来する細菌（ＢＬ２１など）は、一
般的に工業的／製薬的な発酵に用いられる。これらの株は、増殖パラメータが極めてよく
知られており、強健であるから特に有用である。さらに、これらの株は非病原性であり、
このことは安全性および環境的理由にとって工業的に重要である。本発明の方法の一実施
形態において、E. coli宿主は、ＢＬ２１株、ＤＨ１０Ｂ、またはそれらの派生物である
。本発明の方法の他の一実施形態において、E. coli宿主は、プロテアーゼが欠失した株
（ＯＭＰ－、およびＬＯＮ－が挙げられるが、これらに限定されない）である。宿主細胞
株はPseudomonas種（Pseudomonas fluorescens、Pseudomonas aeruginosaおよびPseudomo
nas putidaが挙げられるが、これらに限定されない）であり得る。ＭＢ１０１を改変した
Pseudomonas fluorescens biovar 1は組換えに有効であることが知られており、治療学的
なタンパク質の生成過程に利用可能である。Pseudomonasの発現系の例としては宿主株と
して、The Dow Chemical Companyから入手可能な系が挙げられる（ワールドワイドウェブ
のdow.comにおいて利用可能なMidland, MI）。
【０４７３】
　組換え宿主細胞株が、確立される（すなわち、発現コンストラクトが、宿主細胞に導入
され、適切な発現コンストラクトを有する宿主細胞が単離される）と、当該組換え宿主細
胞株は、ｐＳＴポリペプチドの生成に適切な条件下において培養される。当業者にとって
明らかなように、組換え宿主細胞株の培養方法は、利用される発現コンストラクトの性質
、および宿主細胞の個性に依存する。組換え宿主株は、当業者に周知の方法を用いて一般
的に培養される。組換え宿主細胞は、通常、炭素、窒素および無機塩の吸収可能な源を含
んでおり、任意にビタミン、アミノ酸、増殖因子、および当業者にとって周知のタンパク
質性の他の培養補助物を含んでいる液体培養基において一般的に培養される。また、宿主
細胞を培養するための液体培養基は、所望されない微生物および／または化合物の増殖を
阻害するための抗生物質、または抗真菌剤（発現ベクターを含んでいる宿主細胞を選択す
るための抗生物質が挙げられるが、これに限定されない）を必要に応じて含み得る。
【０４７４】
　組換え宿主細胞は、バッチ式もしくは連続式のいずれかにおいて、細胞の回収（ｐＳＴ
ポリペプチドが細胞内に蓄積する場合に）、または培養上清の回収のいずれかを伴う、バ
ッチ式または連続式において培養され得る。原核生物の宿主細胞における生成にとって、
バッチ式培養および細胞収集が好ましい。
【０４７５】
　本発明のｐＳＴポリペプチドは、組換え系における発現の後に、一般的に精製される。
ｐＳＴポリペプチドは、当該技術分野に公知の種々の方法によって宿主細胞から精製され
得る。参照によってそれらの全体が本明細書に援用される米国特許第５，８４９，８８３
号および国際公開第８９/１０９３２は、ｂ－ＧＣＳＦおよびそのアナログの宿主細胞へ
のクローニングならびに単離および精製のための方法を説明している。細菌宿主細胞にお
いて生成されたｐＳＴポリペプチドは、（封入体の形態において）溶解性に乏しいか、ま
たは不溶性であり得る。本発明の一実施形態において、当該技術において公知の方法だけ
でなく、本明細書に記載の方法を利用して、組換えによって生成されるタンパク質の溶解
性の向上を目的として選択されたアミノ酸の置換は、ｐＳＴポリペプチドにおいて容易に



(129) JP 2013-515081 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

行われ得る。不溶性のタンパク質の場合、このタンパク質は、宿主細胞溶解液から遠心分
離によって回収され得、それから細胞のホモジナイゼーションがさらに行われ得る。溶解
性に乏しいタンパク質の場合、化合物（ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）が挙げられるが、
これに限定されない）が、部分的に可溶性のタンパク質の沈殿を引き起こすために加えら
れ得る。その後、沈殿したタンパク質は、遠心分離によって首尾よく回収され得る。当業
者にとって周知の種々の方法により、組換え宿主細胞が破壊またはホモジナイズされて、
当該細胞内から封入体が放出され得る。宿主細胞の破壊またはホモジナイゼーションは、
周知の技術（酵素的な細胞の破壊、超音波処理、ダウンス型ホモジナイゼーション（doun
ce homogenization）、または高圧放出破壊が挙げられるが、これらに限定されない）を
用いて実施され得る。本発明の方法の一実施形態では、高圧放出技術をE. coli宿主細胞
の破壊に使用することによって、ｐＳＴポリペプチドの封入体を放出させる。ｐＳＴポリ
ペプチドの封入体を取り扱うときに、繰返しのホモジナイゼーション時間を最小化するこ
とが好都合であり得る。これによって、可溶化、器械的なせん断またはタンパク質分解な
どの要因による損失を無くし、封入体の収量が最大になる。
【０４７６】
　それから、不溶性のｐＳＴポリペプチドまたは沈殿したｐＳＴポリペプチドは、当該技
術にとって公知の適切な多くの可溶化試薬のいずれかを用いて可溶化され得る。ｐＳＴポ
リペプチドは尿素またはグアジニン塩酸塩を用いて好ましく可溶化され得る。バッチの大
きさが都合よく扱いやすいものを用いて、大規模なバッチが生成され得るように、可溶化
されたｐＳＴポリペプチドの容積は最小化されるべきである。組換え宿主細胞が数千リッ
トルの容積であるバッチにおいて増殖され得るとき、この要因は大規模な工業的設定にお
いて重要であり得る。また、特にヒトへの薬学的な使用のために大規模な工業的設定にお
いてｐＳＴポリペプチドを製造するとき、機械および容器、またはタンパク質産物自体の
いずれかを損うおそれのある過酷な化学物質の回避は、可能であれば、避けられるべきで
ある。過酷な変性試薬であるグアニジン塩酸塩の代わりに、穏やかな変性試薬である尿素
をｐＳＴポリペプチドの封入体の可溶化に使用し得ることが、本発明の方法に示されてい
る。尿素の使用は、ｐＳＴポリペプチドの製造過程および精製過程に利用されるステンレ
ス鋼の設備に対する損傷の危険度を顕著に低減すると同時に、ｐＳＴポリペプチドの封入
体を効率的に可溶化する。
【０４７７】
　可溶性のｐＳＴタンパク質の場合、ｐＳＴは、細胞周辺腔または培養培地に分泌され得
る。さらに、可溶性のｐＳＴは宿主細胞の細胞質に存在し得る。精製段階を行う前に、可
溶性のｐＳＴタンパク質を濃縮することが所望され得る。当業者に知られている標準的な
技術が、例えば、細胞溶解物または培養培地から可溶性のｐＳＴタンパク質を濃縮するた
めに用いられ得る。さらに、宿主細胞を破砕し、宿主細胞の細胞質または細胞周辺腔から
可溶性のｐＳＴを遊離させるために、当業者に知られている標準的な技術が用いられ得る
。
【０４７８】
　ｐＳＴポリペプチドが融合タンパク質として生成されるとき、融合配列は除去されるこ
とが好ましい。融合配列の除去は、酵素的切断または化学的切断によって、好ましくは酵
素的切断によって実現され得る。融合配列の酵素的除去は当業者に周知の方法を用いて実
現され得る。当業者にとって明らかなように、融合配列を除去するための酵素の選択は融
合の個性によって決定され、反応条件は酵素の選択によって特定される。化学的切断は、
当業者に公知の試薬（臭化シアン、ＴＥＶプロテアーゼ、および他の試薬が挙げられるが
、これらに限定されない）によって実現され得る。切断されたｐＳＴポリペプチドは、当
業者に周知の方法によって、切断された融合配列から精製されることが好ましい。そのよ
うな方法は、当業者にとって明らかなように、融合配列およびｐＳＴポリペプチドの個性
および性質によって決定される。精製方法としては、サイズ排除クロマトグラフィー、疎
水性相互作用クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、もしくは透析、また
はこれらの任意の組合せが挙げられ得るが、これらに限定されない。
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【０４７９】
　また、ｐＳＴポリペプチドは、タンパク質の溶液からＤＮＡを除去するために、精製さ
れることが好ましい。ＤＮＡは、当業者に公知の任意の適切な方法（例えば、沈殿または
イオン交換クロマトグラフィー）によって除去され得るが、核酸沈殿試薬（例えば硫酸プ
ロタミンが挙げられるが、これに限定されない）を用いた沈殿によって除去することが好
ましい。ｐＳＴポリペプチドは、標準的な周知の方法（遠心分離またはろ過が挙げられる
が、これらに限定されない）を用いて、沈殿されたＤＮＡから分離され得る。ｐＳＴポリ
ペプチドが動物またはヒトの治療に用いられる設定、および本発明の方法が薬学的に許容
可能なレベルまで宿主細胞のＤＮＡを低下させる設定において、宿主核酸分子の除去は重
要な要因である。
【０４８０】
　また、小規模または大規模な発酵方法は、タンパク質の発現（発酵槽、振とうフラスコ
、流動床バイオリアクター、中空糸バイオリアクター、ローラーボトル培養系、および攪
拌タンクバイオリアクター系が挙げられるが、これらに限定されない）に使用され得る。
これらの方法のそれぞれは、バッチ処理、給飼バッチ処理、連続様式処理において実施さ
れ得る。
【０４８１】
　本発明のｐＳＴポリペプチドは、当該分野における標準的な方法を用いて一般的に回収
され得る。例えば、培地または細胞溶解液は、細胞破片を除去するために遠心分離または
ろ過され得る。上清は、濃縮され得るか、所望の容積に希釈され得るか、またはさらなる
精製のために調製物の状態を整える適切な緩衝液へ透析され得る。本発明のｐＳＴポリペ
プチドのさらなる精製としては、脱アミド化され、短縮された形態のｐＳＴポリペプチド
バリアントを、損なわれていない形態（intact form）のｐＳＴポリペプチドから分離す
ることが挙げられる。
【０４８２】
　以下の例示的な手法のいずれかが、本発明のｐＳＴポリペプチドの精製に採用され得る
。当該手法は、アフィニティークロマトグラフィー；陰イオン交換クロマトグラフィーも
しくは陽イオン交換クロマトグラフィー（DEAE SEPHAROSEを用いたものが挙げられるが、
これに限定されない）；シリカ上におけるクロマトグラフィー；逆相ＨＰＬＣ；ゲルろ過
（SEPHADEX G-75を用いたものが挙げられるが、これに限定されない）；疎水性相互作用
クロマトグラフィー；サイズ排除クロマトグラフィー；金属キレートクロマトグラフィー
；限外ろ過／ダイアフィルトレーション；エタノール沈殿；硫酸アンモニウム沈殿；等電
点電気泳動（chromatofocusing）；置換クロマトグラフィー；電気泳動的手法（分離用の
等電点電気泳動（preparative isoelectric focusing）が挙げられるが、これに限定され
ない）、差別的溶解性（differential solubility）（硫酸アンモニウム沈殿が挙げられ
るが、これに限定されない）、ＳＤＳ－ＰＡＧＥまたは抽出である。
【０４８３】
　本発明のタンパク質（非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質、非天然アミノ酸を含ん
でいるタンパク質に対する抗体、非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質に対する結合パ
ートナーなどが挙げられるが、これらに限定されない）は、使用する標準的な、当業者に
とって公知の手法にしたがって、部分的または実質的に均質に精製される。したがって、
本発明のポリペプチドは、当業者に周知の任意の方法の多く（硫酸アンモニウム沈殿もし
くはエタノール沈殿、酸抽出もしくは塩基抽出、カラムクロマトグラフィー、アフィニテ
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もしくは陽イオン交換
クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグ
ラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、レクチンクロマトグラフィー、
およびゲル電気泳動などが挙げられるが、これらに限定されない）によって、回収および
精製され得る。タンパク質をリフォールディングする工程は、正確に折りたたまれた成熟
タンパク質を作製するときに、必要に応じて使用され得る。高速液体クロマトグラフィー
（ＨＰＬＣ）、アフィニティークロマトグラフィー、または他の適切な方法は、高い純度
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が所望される場合に、最終的な精製工程において採用され得る。一実施形態において、非
天然アミノ酸（または非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質）に対して作製された抗体
は、１つ以上の非天然アミノ酸を含んでいるタンパク質の親和性に基づく精製などのため
の精製試薬として使用され得るが、これに限定されない。必要に応じて、部分的にまたは
均質にまで精製されると、ポリペプチドは、種々の有用物（例えば、アッセイの構成要素
、治療学、予防法、診断学、研究試薬として、および／または抗体生成用の抗原としてで
あるが、これらに限定されない）に関して、任意に使用される。
【０４８４】
　また、本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、ワクチンとして用いられ得る
。したがって、さらなる態様において、本発明は、哺乳類における免疫学的な応答を誘発
する方法に関する。当該方法は、本発明のポリペプチドによって哺乳類をワクチン接種し
て、適度の抗体免疫応答および／またはＴ細胞免疫応答（例えば、サイトカイン産生Ｔ細
胞または細胞毒性Ｔ細胞が挙げられる）を引き起こすことを包含しており、それによって
、個体内に疾患がすでに生じているか、生じていない当該動物を疾患から保護する。また
、哺乳類における免疫学的な応答は、インビボにおけるポリヌクレオチドの発現を目的と
している、ポリペプチドをコードするベクターによって、本発明のポリペプチドを送達す
ることを包含する方法によって誘導され得る。本発明のポリペプチドの送達によって、当
該免疫学的な応答を誘導して抗体を産生させ、本発明の疾患から当該動物を保護する。ベ
クターの投与方法の１つは、ベクターを活発化させて、粒子上の被覆物または他の形態と
して所望の細胞内への当該ベクターの移動を促進させることである。そのような核酸ベク
ターは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾された核酸、またはＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドを含み得
る。ワクチンとして利用するために、ポリペプチドまたは核酸ベクターは、ワクチン製剤
（組成物）として一般的に提供される。当該製剤は適切な担体をさらに含み得る。ポリペ
プチドは、胃において分解され得るので、非経口的に投与（例えば、皮下注入、筋肉内注
入、静脈内注入、または皮内注入）され得る。非経口的な投与にとって好適な製剤は、酸
化防止剤、緩衝剤、静菌剤、および受容物である血液と等張な製剤にする溶質を含み得る
水性または非水性の滅菌注入液、ならびに懸濁化剤または増粘剤を含み得る水性または非
水性の滅菌懸濁液を含んでいる。また、ワクチン製剤は、製剤の免疫原性を増強するため
の、当業者に公知のアジュバント系を含み得る。投与量は、ワクチンの特定の活性に依存
し、日常的な試験によって容易に決定され得る。
【０４８５】
　本明細書に言及されている他の参考文献に加えて、種々の精製／タンパク質フォールデ
ィング方法が、当業者に周知である（R. Scopes, Protein Purification, Springer-Verl
ag, N.Y. (1982); Deutscher, Methods in Enzymology Vol. 182: Guide to Protein Pur
ification, Academic Press, Inc. N.Y. (1990); Sandana, (1997) Bioseparation of Pr
oteins, Academic Press, Inc.; Bollag et al. (1996) Protein Methods, 2nd Edition 
Wiley-Liss, NY; Walker, (1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ, 
Harris and Angal, (1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach
 IRL Press at Oxford, Oxford, England; Harris and Angal, Protein Purification Me
thods: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, England; Scopes, (1993)
 Protein Purification: Principles and Practice 3rd Edition Springer Verlag, NY; 
Janson and Ryden, (1998) Protein Purification: Principles, High Resolution Metho
ds and Applications, Second Edition Wiley-VCH, NY; and Walker (1998), Protein Pr
otocols on CD-ROM Humana Press, NJならびにこれらに引用されている参考文献に記載さ
れている方法が挙げられるが、これらに限定されない）。
【０４８６】
　真核生物の宿主細胞または非真核生物の宿主細胞において、非天然アミノ酸を用いて目
的のタンパク質またはポリペプチドを生成することの１つの利点は、通常、当該タンパク
質またはポリペプチドが、それらの本来の立体構造に折りたたまれることである。しかし
、本発明のある実施形態において、当業者は、合成、発現および／または精製の後に、タ
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ンパク質が、関連するポリペプチドの所望の立体構造とは異なる立体構造を有し得ること
を認識している。本発明の１つの局面において、発現されたタンパク質は、任意に変性さ
れ、それから復元される。これは、当該分野に公知の方法を利用して（目的のタンパク質
またはポリペプチドに対するシャペロニンの添加によってか、カオトロピック剤（例えば
、グアニジンＨＣｌ）にタンパク質を可溶化することによってか、またはプロテインジス
ルフィドイソメラーゼを用いてなどが挙げられるが、これらに限定されない）なされ得る
。
【０４８７】
　一般的に、発現したポリペプチドを変性または還元して、その後に当該ポリペプチドを
好ましい立体構造へとリフォールディングさせることが望ましいことがある。例えば、グ
アニジン、尿素、ＤＴＴ、ＤＴＥおよび／またはシャペロニンは、目的の翻訳産物に加え
られ得る。タンパク質の還元、変性および復元の方法は、当業者に周知である（上記参考
文献、Debinski,et al, (1993) J. Biol. Chem., 268: 14065- 14070)、Kreitman and Pa
stan (1993) Bioconiug. Chem.. 4: 581-585、およびBuchner,et al, (1992) Anal. Bioc
hem., 205: 263-270を参照すればよい）。Debinski, et alには、例えばグアニジン－Ｄ
ＴＥにおける封入体タンパク質の変性および還元が記載されている。タンパク質は、レド
ックス緩衝剤（これらに限定されないが、酸化型グルタチオンおよびＬ－アルギニンなど
を含有している）においてリフォールディングされ得る。リフォールディング剤は、流さ
れるか、またはそうでなければ、移動されて、１つ以上のポリペプチドもしくは他の発現
産物と接触させられ得る。また、その逆もあり得る。
【０４８８】
　ｐＳＴポリペプチドを原核生物において生成させる場合、そのように生成されるｐＳＴ
ポリペプチドは、誤って折りたたまれることがある。このため、ポリペプチドの生物活性
が欠失または低下していることがあり得る。タンパク質の生物活性は“リフォールディン
グ”によって回復され得る。一般に、誤って折りたたまれたｐＳＴポリペプチドは、例え
ば、１つ以上のカオトロピック剤（例えば、尿素および／またはグアニジン）およびジス
ルフィド結合を還元可能な還元剤（例えば、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、または２メ
ルカプトエタノール（２－ＭＥ））を用いて、（ｐＳＴポリペプチドも不溶性である場合
に）ポリペプチド鎖を可溶化し、アンフォールディングし、そして還元することによって
リフォールディングされ得る。それから、穏やかな濃度のカオトロープにおいて、ジスル
フィド結合の再形成を可能にする酸化剤（例えば、酸素、シスチンまたはシスタミン）が
添加される。ｐＳＴポリペプチドは、当該分野に公知の標準的な方法（例えば、米国特許
第４，５１１，５０２号、米国特許第４，５１１，５０３号、および米国特許第４，５１
２，９２２号に記載の方法）を用いてリフォールディングされ得る。また、ｐＳＴポリペ
プチドは、他のタンパク質とコフォールディングされて、ヘテロ二量体またはヘテロ多量
体を形成し得る。
【０４８９】
　リフォールディングの後にｐＳＴはさらに精製され得る。ｐＳＴの精製は、当業者に知
られている種々の技術（疎水性相互作用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、逆相高速液体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、およびそれらの組合せが挙げられる）を用いて実現され得る。ま
た、さらなる精製は、精製されたタンパク質の乾燥工程または沈降工程を含み得る。
【０４９０】
　精製後、ｐＳＴは、当該技術分野に公知の種々の方法（ダイアフィルトレーションおよ
び透析が挙げられるが、これらに限定されない）のいずれかによって、種々の緩衝液に交
換され得るか、および／また濃縮され得る。単一の精製タンパク質として提供されるｐＳ
Ｔは、凝集および沈降され得る。
【０４９１】
　精製されたｐＳＴは、少なくとも９０％の純度（逆相高速液体クロマトグラフィー、Ｒ
Ｐ－ＨＰＬＣ、また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、ＳＤＳ
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－ＰＡＧＥによって測定される場合）、少なくとも９５％の純度、少なくとも９８％の純
度、少なくとも９９％の純度、またはそれ以上の純度であり得る。ｐＳＴの純度の正確な
数値に関わらず、ｐＳＴは、医薬品としての用途またはさらなる処理（水溶性重合体（Ｐ
ＥＧなど）との結合など）にとって十分に純粋である。
【０４９２】
　あるｐＳＴ分子は、他の活性な成分またはタンパク質（賦形剤、担体および安定剤以外
のもの、血清アルブミンなど）の非存在下において、治療剤として使用され得るか、また
は他のタンパク質もしくは重合体と複合化され得る。
【０４９３】
　（一般的な精製方法）
　種々の単離工程のいずれか１つが、ｐＳＴポリペプチドを含んでいる細胞溶解物、また
は任意の単離工程から生じた任意のｐＳＴポリペプチドの混合物に対して実施され得る。
このような単離工程としては、アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマト
グラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィー、高速液
体クロマトグラフィー（“ＨＰＬＣ”）、逆相ＨＰＬＣ（“ＰＲ－ＨＰＬＣ”）、発泡床
吸着（expanded bed adsorption）、あるいはそれらの任意の組合せおよび／または繰り
返し、ならびに任意の適切な順序でのそれらの任意の組合せおよび／または繰り返しが挙
げられるが、これらに限定されない。
【０４９４】
　本明細書に記載の技術の実施に使用される設備、および他の必要な材料は、市販されて
いる。ポンプ、フラクションコレクター、モニター、記録器、および全体のシステムは、
例えば、Applied Biosystems（Foster City、CA）、BioRad Laboratories, Inc.（Hercul
es、CA）、およびAmersham Biosciences Inc.（Piscataway、NJ）から入手し得る。また
、クロマトグラフィーの材料（交換基質材料、溶剤および緩衝液が挙げられるが、これら
に限定されない）は、そのような企業から入手可能である。
【０４９５】
　本明細書に記載のカラムクロマトグラフィー手法における平衡および他の工程（例えば
洗浄および溶出）は、特殊な設備（例えばポンプ）を用いてより迅速に実施され得る。市
販のポンプとしては、HILOAD（登録商標） Pump P-50、Peristaltic Pump、ポンプＰ－９
０１、およびポンプＰ－９０３（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway、NJ）が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【０４９６】
　フラクションコレクターの例としては、REDIFRACフラクションコレクター、ＦＲＡＣ－
１００およびＦＲＡＣ－２００フラクションコレクター、ならびにSUPERFRAC（登録商標
）フラクションコレクター（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway、NJ）が挙げられ
るが、これらに限定されない。また、混合器は、ｐＨ勾配および直線的な濃度勾配の形成
に利用可能である。市販の混合器としては、グラジエントミキサー（Gradient Mixer）Ｇ
Ｍ－１およびイン－ラインミキサーズ（In-Line Mixers）（Amersham Biosciences Inc.
、Piscataway、NJ）が挙げられる。
【０４９７】
　クロマトグラフィー過程は、任意の市販のモニターを用いて観察され得る。そのような
モニターは、ＵＶ、ｐＨおよび導電率のような情報の収集に使用され得る。検出器の例と
しては、Monitor UV-1、UVICORD（登録商標）ＳＩＩ、Monitor UV-II、Monitor UV-900、
Monitor UPC-900、Monitor pH/C-900、およびコンダクティヴィティーモニター（Conduct
ivity Monitor）（Amersham Biosciences、Piscataway、NJ）が挙げられる。実際に、全
体のシステムは、市販されている（例えば、Amersham Biosciences Inc.（Piscataway、N
J））から提供されているAKTA（登録商標）システムズが挙げられる）。
【０４９８】
　本発明の一実施形態において、例えば、ｐＳＴポリペプチドは、得られた精製されたｐ
ＳＴポリペプチドを、尿素を用いてまず変性によって還元し、変性して、続いて適切なｐ
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Ｈにおいて還元剤（例えばＤＴＴ）を含んでいる緩衝液に希釈され得る。他の実施形態に
おいて、ｐＳＴポリペプチドは、約２Ｍ～約９Ｍの濃度の尿素によって変性され、続いて
約５．０～約８．０のｐＨのＴＲＩＳ緩衝液に希釈される。それから、この実施形態のリ
フォールディング混合物はインキュベートされ得る。一実施形態において、リフォールデ
ィング混合物は、室温において４～２４時間にわたってインキュベートされる。還元され
かつ変性されたｐＳＴポリペプチド混合物は、それからさらに単離され得るか、または精
製され得る。
【０４９９】
　本明細書に述べられているように、第１のｐＳＴポリペプチド混合物のｐＨは、その後
の任意の単離工程を実施する前に調整され得る。また、第１のｐＳＴポリペプチド混合物
、またはその後に生じた任意の混合物は、当該分野に公知の技術を用いて濃縮され得る。
さらに、第１のｐＳＴポリペプチド混合物、またはその後に生じた任意の混合物のいずれ
かを含む溶出緩衝液は、当業者に周知の技術を用いて、次の単離工程に好適な緩衝液に交
換され得る。
【０５００】
　（イオン交換クロマトグラフィー）
　一実施形態において、イオン交換クロマトグラフィーは、さらなる工程として必要に応
じて、第１のｐＳＴポリペプチド混合物に対して実施され得る。一般的に、ION EXCHANGE
 CHROMATOGRAPHY: PRINCIPLES AND METHODS（カタログ番号１８－１１１４－２１、Amers
ham Biosciences Inc.（Piscataway、NJ））を参照すればよい。市販のイオン交換カラム
としては、HITRAP（登録商標）カラム、HIPREP（登録商標）カラム、およびHILOAD（登録
商標）カラム（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway、NJ）が挙げられる。そのよう
なカラムは、強い陰イオン交換体（例えば、Q SEPHAROSE（登録商標） Fast Flow）、Q S
EPHAROSE（登録商標） High Performance、およびQ SEPHAROSE（登録商標）XL）；強い陽
イオン交換体（例えば、SP SEPHAROSE（登録商標） High Performance、SP SEPHAROSE（
登録商標） Fast Flow、およびSP SEPHAROSE（登録商標）XL）；弱い陰イオン交換体（例
えば、DEAE SEPHAROSE（登録商標） Fast Flow）；および弱い陽イオン交換体（例えば、
CM SEPHAROSE（登録商標） Fast Flow）（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway、NJ
）を利用している。陰イオンまたは陽イオン交換カラムクロマトグラフィーは、実質的に
精製されたｐＳＴポリペプチドを単離するために、精製過程の任意の工程において、ｐＳ
Ｔポリペプチドに対して実施され得る。陽イオン交換クロマトグラフィー工程は、任意の
適切な陽イオン交換基質を用いて実施され得る。有用な陽イオン交換基質としては、繊維
状の陽イオン交換基質材料、多孔質の陽イオン交換基質材料、非多孔質の陽イオン交換基
質材料、微粒子状の陽イオン交換基質材料、ビーズ状の陽イオン交換基質材料、または架
橋された陽イオン交換基質材料が挙げられるが、これらに限定されない。このような陽イ
オン交換基質材料としては、セルロース、アガロース、デキストラン、ポリアクリレート
、ポリビニル、ポリスチレン、シリカ、ポリエーテル、または上述のものの何れかの混合
材料が挙げられるが、これらに限定されない。
【０５０１】
　陽イオン交換基質は、適切な任意の陽イオン交換体（強い陽イオン交換体および弱い陽
イオン交換体が挙げられる）であり得る。強い陽イオン交換体は、広範囲のｐＨにわたっ
てイオン化状態を維持し得、したがって、広範囲のｐＨにわたってｐＳＴと結合し得る。
しかし、弱い陽イオン交換体はｐＨに応じてイオン化状態を消失し得る。例えば、弱い陽
イオン交換体は、ｐＨは約４または５をしたまわって低下すると、電荷を消失し得る。好
適な強い陽イオン交換体としては、荷電した官能基（スルホニル（ＳＰ）、メチルスルホ
ン酸（Ｓ）、またはスルホエチル（ＳＥ）など）が挙げられるが、これらに限定されない
。陽イオン交換基質は、強い陽イオン交換体（好ましくは、約２．５から約６．０ｐＨ範
囲におけるｐＳＴ結合を示す）であり得る。代替的に、強い陽イオン交換体は、約２．５
から約５．５のｐＨ範囲においてｐＳＴ結合を示し得る。陽イオン交換基質は、約３．０
のｐＨにおいてｐＳＴ結合を示す強い陽イオン交換体であり得る。代替的に、陽イオン交
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換基質は、強い陽イオン交換体（好ましくは、約６．０から約８．０のｐＨ範囲において
ｐＳＴ結合を示す）であり得る。陽イオン交換基質は、好ましくは、約８．０から約１２
．５のｐＨ範囲においてｐＳＴ結合を示す強い陽イオン交換体であり得る。代替的に、強
い陽イオン交換体は、約８．０から約１２．０のｐＨ範囲においてｐＳＴ結合を示し得る
。
【０５０２】
　ｐＳＴを充填する前に、例えばカラム容積の数倍量の希弱酸（例えば、カラム体積の４
倍量の２０ｍＭの酢酸（ｐＨ３））を用いて、陽イオン交換基質が平衡化され得る。平衡
化に続いてｐＳＴは、加えられ得、十分に精製されたｐＳＴの溶出前に、同様に弱酸溶液
（弱酢酸または弱リン酸の溶液など）を用いてカラムが１回から数回にわたって洗浄され
得る。例えば、カラム容積の約２～４倍量の２０ｍＭの酢酸（ｐＨ３）を用いてカラムが
洗浄され得る。また、例えば、カラム容積の約２～４倍量の０．０５Ｍの酢酸ナトリウム
（ｐＨ５．５）、または０．１Ｍの塩化ナトリウムと混合した０．０５Ｍ（ｐＨ５．５）
を用いて、さらに洗浄し得る。代替的に、当該分野に公知の方法を用いて、陽イオン交換
基質がカラム体積の数倍量の希弱塩基によって平衡化され得る。
【０５０３】
　代替的に、十分に精製したｐＳＴは、十分に低いｐＨまたはイオン強度を有する緩衝液
と陽イオン交換基質を接触させることによって溶出されて、当該基質からｐＳＴを除去し
得る。溶出緩衝液のｐＨは約２．５から約６．０の範囲であり得る。より詳細には、溶出
緩衝液のｐＨは、約２．５から約５．５のｐＨ、約２．５から約５．０のｐＨの範囲であ
り得る。溶出緩衝液は約３．０のｐＨであり得る。さらに、溶出緩衝液の量は、広範に変
更され得、通常、カラム体積の約２～約１０倍量の範囲である。
【０５０４】
　陽イオン交換基質へのｐＳＴポリペプチドの吸着に続いて、十分に精製したｐＳＴポリ
ペプチドは、十分に低いｐＨまたはイオン強度を有する緩衝液と当該基質を接触させるこ
とによって溶出されて、基質からｐＳＴポリペプチドを除去し得る。十分に精製されたｐ
ＳＴポリペプチドの高ｐＨの溶出に使用するために好適な緩衝液としては、少なくとも約
５ｍＭから少なくとも約１００ｍＭの濃度範囲にあるクエン酸塩、リン酸塩、蟻酸塩、酢
酸塩、ＨＥＰＥＳ、およびＭＥＳ緩衝液が挙げられるが、これらに限定されない。
【０５０５】
　（逆相クロマトグラフィー）
　ＲＰ－ＨＰＬＣは、当業者に公知の適切なプロトコールにしたがって、タンパク質を精
製するために実施され得る。例えば、Pearson et al, ANAL BIOCHEM. (1982) 124:217-23
0 (1982)、Rivier et al, J. CHROM. (1983) 268:112-119、Kunitani et al, J. CHROM. 
(1986) 359:391-402を参照すればよい。ＲＰ－ＨＰＬＣをｐＳＴポリペプチドに対して実
施して、実質的に精製されたｐＳＴポリペプチドを単離し得る。この点に関して、種々の
長さ（少なくともＣ３～少なくともＣ３０、少なくともＣ３～少なくともＣ２０、または
少なくともＣ３～少なくともＣ１８の長さが挙げられるが、これらに限定されない）を有
しているアルキル官能基を用いた、シリカ誘導体化樹脂が使用され得る。代替的に、重合
体化樹脂が使用され得る。例えば、スチレン重合体樹脂であるTosoHaas Amberchrome Ｃ
Ｇ１０００ｓｄ樹脂が使用され得る。また、種々の長さのアルキル鎖を有するシアノ樹脂
または重合体樹脂が使用され得る。さらに、ＲＰ－ＨＰＬＣカラムは、溶媒（例えばエタ
ノール）を用いて洗浄され得る。Source　ＲＰカラムは、ＲＰ－ＨＰＬＣカラムの他の例
である。
【０５０６】
　イオン対を形成する剤および有機修飾物質（例えば、メタノール、イソプロパノール、
テトラヒドロフラン、アセトニトリル、またはエタノール）を含んでいる適切な溶出緩衝
液が、ｐＳＴポリペプチドをＰＲ－ＨＰＬＣカラムから溶出するために使用され得る。最
も一般的に使用されるイオン対を形成する剤としては、酢酸、蟻酸、過塩素酸、リン酸、
トリフルオロ酢酸、ヘプタフルオロブチル酸、トリエチルアミン、テトラメチルアンモニ
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ウム、テトラブチルアンモニウム、酢酸トリエチルアンモニウムが挙げられるが、これら
に限定されない。溶出は、分離時間の短縮、およびピーク幅の縮小に好ましい勾配条件を
有している、１つ以上の勾配条件または定組成条件（isocratic condition）を用いて実
施され得る。他の方法は、異なる溶媒濃度範囲を有する２つの勾配を使用することを包含
している。本明細書における使用に適した溶出緩衝液の例としては、酢酸アンモニウム溶
液およびアセトニトリル溶液が挙げられるが、これらに限定されない。
【０５０７】
　（疎水性相互作用クロマトグラフィー精製技術）
　疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）が、ｐＳＴポリペプチドに対して実施さ
れ得る。参照によって本明細書に援用されるHYDROPHOBIC INTERACTION CHROMATOGRAPHY H
ANDBOOK: PRINCIPLES AND METHODS（カタログ番号１８－１０２０－９０、Amersham Bios
ciences Inc.（Piscataway、NJ））を、一般的に参照すればよい。適切なＨＩＣ基質とし
ては、アルキルによって置換された基質もしくはアリールによって置換された基質（例え
ば、ブチルによって置換された基質、ヘキシルによって置換された基質、オクチルによっ
て置換された基質、またはフェニルによって置換された基質（アガロース基質、架橋され
たアガロース基質、セファロース基質、セルロース基質、シリカ基質、デキストラン基質
、ポリスチレン基質、ポリ（メタクリレート）基質が挙げられる））、および混合された
形式の基質（ポリエチレンアミン樹脂基質、またはブチルもしくはフェニルで置換された
ポリ（メタクリレート）基質が挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられるが、
これらに限定されない。疎水性相互作用クロマトグラフィーに関する市販の原料としては
、HITRAP（登録商標）カラム、HIPREP（登録商標）カラム、およびHILOAD（登録商標）カ
ラム（Amersham Biosciences Inc.、Piscataway、NJ）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【０５０８】
　簡単に説明すると、装填の前に、ＨＩＣカラムは、当業者に公知の標準的な緩衝液（例
えば、酢酸溶液／塩化ナトリウム溶液、または硫酸アンモニウムを含んでいるＨＥＰＥＳ
）を用いて、平衡化され得る。それから、ｐＳＴポリペプチドを装填した後に、カラムは
、不要な物質を取り除くための標準的な緩衝液と条件とを用いて洗浄され得るが、ｐＳＴ
ポリペプチドはＨＩＣカラムに保持されている。ｐＳＴポリペプチドは、カラム容積の約
３倍～約１０倍の標準的な緩衝液（例えば、とりわけ、ＥＤＴＡと平衡化緩衝液よりも低
濃度の硫酸アンモニウムとを含んでいるＨＥＰＥＳ緩衝液、または酢酸／塩化ナトリウム
緩衝液）を用いて溶出され得る。また、例えば、リン酸カルシウムの勾配を有している塩
が減少する直線勾配を用いて、ｐＳＴ分子を溶出し得る。それから、この溶出物は、例え
ば、ダイアフィルトレーション、または限外ろ過といったろ過によって濃縮され得る。ダ
イアフィルトレーションは、ｐＳＴポリペプチドの溶出に使用される塩を除くために利用
され得る。
【０５０９】
　（他の精製技術）
　例えば、ゲルろ過（参照によって本明細書に援用されるGEL FILTRATION: PRINCIPLES A
ND METHODS（カタログ番号１８－１０２２－１８、アマシャムバイオサイエンス（ピスカ
タウェイ、ＮＪ））、ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィー（好適な基質としての
、ＨＡ－ウルトロゲル、高解像度（カルバイオケム）、ＣＨＴセラミックハイドロキシア
パタイト（バイオレッド）、バイオ－ゲルＨＴＰハイドロキシアパタイト（バイオレッド
））、ＨＰＬＣ、発泡床吸着、限外ろ過、ダイアフィルトレーション、および凍結乾燥な
どを用いたさらなる他の単離工程を、第１のｐＳＴポリペプチド混合物または当該ポリペ
プチド混合物の後に生じた任意の混合物に対して行い、任意の過剰な塩を除去したり、緩
衝液を、次の単離工程または最終的な製剤の処方にさえも好適な緩衝液と交換したりし得
る。
【０５１０】
　ｐＳＴポリペプチド（実質的に精製されたｐＳＴポリペプチドを含んでいる）の収率は
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、本明細書に記載の各工程において、当業者に公知の技術を用いてモニターされ得る。ま
た、そのような技術は、最後の単離工程の後に、実質的に精製されたｐＳＴポリペプチド
の収率を評価するために使用され得る。例えば、ｐＳＴポリペプチドの収率は、陽イオン
交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過だけでなく、種々のアルキル鎖長を有するいくつ
かの逆相高圧液体クロマトグラフィーのいずれか（例えば、シアノＰＲ－ＨＰＬＣ、Ｃ１

８ＲＰ－ＨＰＬＣ；同様に、陽イオン交換ＨＰＬＣおよびゲルろ過ＨＰＬＣ）を用いて、
モニターされ得る。
【０５１１】
　本発明の特定の実施形態において、各精製工程後のｐＳＴの収率は、各精製工程のため
の出発材料に含まれるｐＳＴの少なくとも約３０％、少なくとも約３５％、少なくとも４
０％、少なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６
０％、少なくとも約６５％、少なくとも約７０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８
０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９１％、少なくとも約９
２％、少なくとも約９３％、少なくとも約９４％、少なくとも約９５％、少なくとも約９
６％、少なくとも約９７％、少なくとも約９８％、少なくとも約９９％、少なくとも約９
９．９％、または少なくとも約９９．９９％であり得る。
【０５１２】
　精製は、標準的な技術（例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を用いることによってか、または
ウエスタンブロットおよびＥＬＩＳＡアッセイを用いてｐＳＴポリペプチドを測定するこ
とによって、決定され得る。例えば、ポリクローナル抗体は、ネガティブコントロールの
酵母を発酵させ、陽イオン交換による回収によって単離されたタンパク質に対して生成さ
れ得る。また、抗体は宿主細胞のタンパク質の夾雑物の存在を探索するために使用され得
る。
【０５１３】
　ＰＲ－ＨＰＬＣ材料であるVydac C4（Vydac）は、シリカゲル粒子からなり、シリカゲ
ル粒子の表面にＣ４－アルキル鎖が保持されている。タンパク質性の不純物からのｐＳＴ
ポリペプチドの分離は、疎水性相互作用の強度の差に基づく。アセトニトリル勾配の希釈
されたトリフルオロ酢酸を用いて、溶出を行う。ステンレス鋼カラム（２．８～３．２リ
ットルのVydac C4シリカゲルが充填されている）を用いて、調製用ＨＰＬＣを行う。ヒド
ロキシアパタイトウルトロゲルの溶出物を、トリフルオロ酢酸を加えることによって酸性
化し、そして、Vydac C4カラム上に添加する。洗浄および溶出のために、アセトニトリル
勾配の希釈されたトリフルオロ酢酸を使用する。画分を収集し、ただちにリン酸緩衝液を
用いて中性化する。ＩＰＣ限界内にあるｐＳＴポリペプチドの画分をプールする。
【０５１４】
　DEAE Sepharose（Pharmacia）材料は、セファロースビーズの表面と共有結合されるジ
エチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）基からなる。ＤＥＡＥ基に対するｐＳＴポリペプチドの
結合はイオン性相互作用によって媒介される。アセトニトリルおよびトリフルオロ酢酸は
、保持されることなくカラムを通過する。これらの物質が洗い流された後に、低ｐＨの酢
酸緩衝液を用いてカラムを洗浄することによって微量の不純物を除去する。それから、カ
ラムを中性のリン酸緩衝液を用いて洗浄する。そして、イオン強度が増加した緩衝液を用
いてｐＳＴポリペプチドを溶出する。カラムに、デアエセファロースファストフロウを充
填する。３～１０ｍｇのｐＳＴポリペプチド／１ｍｌのゲルの範囲において、ｐＳＴポリ
ペプチドを添加することを保障するように、カラム容積を調整する。水および平衡化緩衝
液（リン酸ナトリウム／カリウム）を用いてカラムを洗浄する。ＨＰＬＣ溶出物のプール
された画分を添加し、平衡化緩衝液を用いてカラムを洗浄する。それから、洗浄緩衝液（
酢酸ナトリウム緩衝液）を用いてカラムを洗浄し、その後、平衡化緩衝液を用いてカラム
を洗浄する。続いて、溶出緩衝液（塩化ナトリウム、リン酸ナトリウム／カリウム）を用
いてｐＳＴポリペプチドを、カラムから溶出し、基本の溶出プロファイルにしたがって、
単一の画分に収集する。デアエセファロースカラムの溶出物を、特定の伝導性に調整する
。結果として生じる製剤原料を、Teflon（登録商標）ボトルの中に無ろ過し、－７０℃に
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おいて保存する。
【０５１５】
　使用され得るさらなる方法としては、エンドトキシンを除去する工程が挙げられるが、
これに限定されない。エンドトキシンは、グラム陰性の宿主細胞（例えば、大腸菌など）
の外膜に位置しているリポ多糖（ＬＰＳ）である。エンドトキシンの値を低下させる方法
は当業者に公知であり、シリカ担体、ガラス粉末またはハイドロキシアパタイトを用いた
精製技術、逆相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、サイズ排除ク
ロマトグラフィー、陰イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィ
ー、およびこれらの方法の組合せが挙げられるが、これらに限定されない。改良された方
法または追加の方法が、関連のあるポリペプチドからの共遊走性タンパク質などの混入物
を除去するために必要とされ得る。エンドトキシンの値を測定する方法は当業者に公知で
あり、当該方法としてはカブトガニアメーバ様細胞溶解液（ＬＡＬ）アッセイが挙げられ
るが、これに限定されない。Endosafe（登録商標）－ＰＴＳアッセイは、比色分析すなわ
ち、携帯用分光光度計と共に、ＬＡＬ試薬、発色基質、および標準物質であるエンドトキ
シンのコントロールがあらかじめ充填されたカートリッジを利用する単一のチューブシス
テムである。代替的な方法は比濁法であり、当該方法としては９６ウェルの形式を用いる
動態ＬＡＬ法が挙げられるが、これに限定されない。
【０５１６】
　種々の方法および手法が、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を含んでいる
ｐＳＴタンパク質の収率および純度を評価するために使用され得る。このような方法およ
び手法としては、ブラッドフォードアッセイ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、銀染色したＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ、クーマシーブルー染色したＳＤＳ－ＰＡＧＥ、質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦが
挙げられるが、これらに限定されない）、および当業者に公知のタンパク質の性質を決定
するための他の方法が挙げられるが、これらに限定されない。
【０５１７】
　さらなる方法としては、タンパク質染色法と組み合わせたＳＤＳ－ＰＡＧＥ、免疫ブロ
ッティング、マトリックス支援レーザー脱離／イオン化質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）、
液体クロマトグラフィー／質量分析、等電点電気泳動、分析的イオン交換、等電点電気泳
動、および円偏光二色性が挙げられるが、これらに限定されない。
【０５１８】
　ＶＩＩＩ．代替系における発現
　種々の方策が、非組換え宿主細胞、変異された宿主細胞または無細胞の系においてタン
パク質に非天然アミノ酸を導入するために使用されている。また、これらの系は本発明の
ｐＳＴポリペプチドの作製における使用に好適である。反応性の側鎖（例えば、Ｌｙｓ、
ＣｙｓおよびＴｙｒ）を有するアミノ酸を誘導体化することによって、リジンをＮ２－ア
セチル－リジンに転換させる。また、化学合成は非天然アミノ酸を組み込むための簡便な
方法を提供する。ペプチドの断片の酵素的ライゲーションおよびネイティブな化学的ライ
ゲーションの近年の発展に伴って、巨大タンパク質の作製が可能である。例えば、P. E. 
Dawson and S. B. H. Kent, Annu. Rev. Biochem, 69:923 (2000)を参照すればよい。酵
素的ライゲーションおよびネイティブな化学的ライゲーションは、参照によって本明細書
に援用される、米国特許第６，１８４，３４４号、米国特許出願公開第２００４／０１３
８４１２号、米国特許出願公開２００３／０２０８０４６号、国際公開第０２／０９８９
０２号、国際公開第０３／０４２２３５号に説明されている。所望の非天然アミノ酸によ
って化学的にアシル化されたサプレッサｔＲＮＡが、タンパク質生合成を支持し得るイン
ビトロ抽出物に添加される、通常のインビトロ生合成方法は、実質的に任意の大きさを有
する種々のタンパク質に１００を超える非天然アミノ酸を部位特異的に組み込むために、
使用されている。例えば、V. W. Cornish, D. Mendel and P. G. Schultz, Angew. Chem.
 Int. Ed. Engl., 1995, 34:621 (1995); C.J. Noren, S.J. Anthony-Cahill, M.C. Grif
fith, P.G. Schultz, A general method for site-specific incorporation of unnatura
l amino acids into proteins, Science 244:182-188 (1989);およびJ.D. Bain, C.G. Gl
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abe, T.A. Dix, A.R. Chamberlin, E.S. Diala, Biosynthetic site-specific incorpora
tion of a non-natural amino acid into a polypeptide, J. Am. Chem. Soc. 111:8013-
8014 (1989)を参照すればよい。広範な官能基が、タンパク質の安定性、タンパク質のフ
ォールディング、酵素機序およびシグナル伝達を研究するために、タンパク質に組み込ま
れている。
【０５１９】
　選択圧（selective pressure）組込みと呼ばれるインビボの方法が、野生型合成酵素の
ランダムさを活用するために開発された。例えば、N. Budisa, C. Minks, S. Alefelder,
 W. Wenger, F. M. Dong, L. Moroder and R. Huber, FASEB J., 13:41 (1999)を参照す
ればよい。特定の天然アミノ酸を細胞に供給する関連代謝経路が断たれている栄養要求株
は、制限された濃度の天然アミノ酸を含有している最小培地において増殖する一方で、標
的遺伝子の転写が抑制されている。増殖の定常期に入ると、天然アミノ酸が枯渇して、非
天然アミノ酸類似物と置き換えられる。組換えタンパク質の発現の誘導は、非天然の類似
物を含んでいるタンパク質の蓄積を生じる。例えば、この方策を用いて、ｏ、ｍおよびｐ
－フルオロフェニルアラニンは、タンパク質に組み込まれ、容易に同定され得るＵＶスペ
クトルにおける２つの特徴的な肩を示し（例えば、C. Minks, R. Huber, L. Moroder and
 N. Budisa, Anal. Biochem., 284:29 (2000)を参照すればよい）；トリフルオロメチオ
ニンが、１９Ｆ　ＮＭＲによってチトオリゴ糖のリガンドとの相互作用を研究するために
、バクテリオファージのＴ４ライソザイム内のメチオニンを置換するために使用されてお
り（例えば、H. Duewel, E. Daub, V. Robinson and J. F. Honek, Biochemistry, 36:34
04 (1997)を参照すればよい）；トリフルオロロイシンがロイシンの代わりに組み込まれ
て、ロイシンジッパータンパク質の増強された熱的および化学的な安定性をもたらしてい
る。例えば、Y. Tang, G. Ghirlanda, W. A. Petka, T. Nakajima, W. F. DeGrado and D
. A. Tirrell, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 40:1494 (2001)を参照すればよい。さら
に、セレノメチオニンおよびテルルメチオニンが、種々の組換えタンパク質に組み込まれ
て、Ｘ線結晶解析における位相の解像を容易にしている。例えば、W. A. Hendrickson, J
. R. Horton and D. M. Lemaster, EMBO J., 9:1665 (1990)；J. O. Boles, K. Lewinski
, M. Kunkle, J. D. Odom, B. Dunlap, L. Lebioda and M. Hatada, Nat. Struct. Biol.
, 1:283 (1994)；N. Budisa, B. Steipe, P. Demange, C. Eckerskorn, J. Kellermann a
nd R. Huber, Eur. J. Biochem., 230:788 (1995)；およびN. Budisa, W. Karnbrock, S.
 Steinbacher, A. Humm, L. Prade, T. Neuefeind, L. Moroder and R. Huber, J. Mol. 
Biol., 270:616 (1997)を参照すればよい。また、アルケンまたはアルキンの官能基を有
しているメチオニン類似物が効率的に組み込まれて、化学的手段によるタンパク質のさら
なる修飾を可能にしている。例えば、参照によって本明細書に援用される、J. C. M. van
 Hest and D. A. Tirrell, FEBS Lett., 428:68 (1998)；J. C. M. van Hest, K. L. Kii
ck and D. A. Tirrell, J. Am. Chem. Soc., 122:1282 (2000)；およびK. L. Kiick and 
D. A. Tirrell, Tetrahedron, 56:9487 (2000)；米国特許第６，５８６，２０７号；米国
特許出願公開第２００２／００４２０９７号を参照すればよい。
【０５２０】
　この方法の成功は、タンパク質翻訳の忠実度を保証するために高い選択性を一般的に必
要とする、アミノアシルｔＲＮＡによる非天然アミノ酸類似物の認識に依存する。この方
法の有効範囲を拡張するための１つの方法は、アミノアシルｔＲＮＡの基質特異性を緩和
することであるが、この緩和は限られた事例にしか実現されていない。例えば、Escheric
hia coliのフェニルアラニル合成酵素（ＰｈｅＲＳ）内のＡｌａ２９４のＧｌｙによる置
換は、基質結合ポケットの大きさを増加させ、ｐ－Ｃｌ－フェニルアラニン（ｐ－Ｃｌ－
Ｐｈｅ）によってｔＲＮＡＰｈｅがアシル化されることをもたらす。M. Ibba, P. Kast a
nd H. Hennecke, Biochemistry, 33:7107 (1994)を参照すればよい。この変異ＰｈｅＲＳ
を内部に有しているEscherichia coli株は、フェニルアラニンの代わりに、ｐ－Ｃｌ－フ
ェニルアラニンまたはｐ－Ｂｒ－フェニルアラニンの組込みを可能にする。例えば、M. I
bba and H. Hennecke, FEBS Lett., 364:272 (1995)；およびN. Sharma, R. Furter, P. 
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Kast and D. A. Tirrell, FEBS Lett., 467:37 (2000)を参照すればよい。同様に、Esche
richia coliのチロシル－ｔＲＮＡ合成酵素のアミノ酸結合部位の近傍の点変異Ｐｈｅ１
３０Ｓｅｒによって、アザチロシンがチロシンよりも効率的に組み込まれることが可能に
なることが、示されている。F. Hamano-Takaku, T. Iwama, S. Saito-Yano, K. Takaku, 
Y. Monden, M. Kitabatake, D. Soll and S. Nishimura, J. Biol. Chem., 275:40324 (2
000)を参照すればよい。
【０５２１】
　インビボにおいて非天然アミノ酸をタンパク質に組み込む他の方策は、校正機序を有し
ている合成酵素を修飾することである。これらの合成酵素は、同種の天然アミノ酸と構造
的に類似するアミノ酸を区別できず、それゆえ当該類似するアミノ酸を活性化する。この
誤りは別の部位において訂正されて、誤ってチャージしたアミノ酸をｔＲＮＡから脱アシ
ル化し、タンパク質翻訳の正確さを維持する。合成酵素の校正活性が無効にされると、誤
って活性化される構造的類似物が、編集機能を免れて組み込まれることがある。この方法
は、近年、バリル－ｔＲＮＡ合成酵素（ＶａｌＲＳ）を用いて証明されている。V. Dorin
g, H. D. Mootz, L. A. Nangle, T. L. Hendrickson, V. de Crecy-Lagard, P. Schimmel
 and P. Marliere, Science, 292:501 (2001)を参照すればよい。ＶａｌＲＳは、Ｃｙｓ
、Ｔｈｒ、アミノブチレート（Ａｂｕ）によってｔＲＮＡＶａｌを誤ってアシル化でき；
その後にこれらの非同種のアミノ酸が編集ドメインによって加水分解される。Escherichi
a coliの染色体のランダム変異生成の後に、ＶａｌＲＳの編集部位に変異を有している変
異体Escherichia coli株が選択された。この編集を欠損したＶａｌＲＳは、Ｃｙｓを用い
てｔＲＮＡＶａｌを不正確にチャージする。また、ＡｂｕがＣｙｓと立体的に類似してい
る（Ｃｙｓの－ＳＨ基がＡｂｕにおいて－ＣＨ３に置換されている）ので、変異体Ｖａｌ
ＲＳは、この変異体Escherichia coli株がＡｂｕの存在下において増殖されると、タンパ
ク質にＡｂｕを組み込む。質量分析に基づく解析は、本来のタンパク質におけるバリンの
位置のそれぞれにおいて、バリンの約２４％がＡｂｕに置換されることを示している。
【０５２２】
　また、固相合成法および固相半合成法は、新規のアミノ酸を含んでいる多くのタンパク
質の合成を可能にしている。例えば、以下の刊行物および引用される参考文献を参照すれ
ばよい：Crick, F.J.C., Barrett, L. Brenner, S. Watts-Tobin, R. General nature of
 the genetic code for proteins. Nature, 1227-1232 (1961); Hofmann, K., Bohn, H. 
Studies on polypeptides. XXXVI. The effect of pyrazole-imidazole replacements on
 the S-protein activating potency of an S-peptide fragment, J. Am Chem, 5914-591
9 (1966); Kaiser, E.T. Synthetic approaches to biologically active peptides and 
proteins including enyzmes, Acc Chem Res, 47-54 (1989); Nakatsuka, T., Sasaki, T
., Kaiser, E.T. Peptide segment coupling catalyzed by the semisynthetic enzyme t
hiosubtilisin, J Am Chem Soc, 3808-3810 (1987); Schnolzer, M., Kent, S B H. Cons
tructing proteins by dovetailing unprotected synthetic peptides: backbone-engine
ered HIV protease, Science, 221-225 (1992); Chaiken, I.M. Semisynthetic peptides
 and proteins, CRC Crit Rev Biochem, 255-301 (1981); Offord, R.E. Protein engine
ering by chemical means? Protein Eng., 151-157 (1987); and, Jackson, D.Y., Burni
er, J., Quan, C., Stanley, M., Tom, J., Wells, J.A. A Designed Peptide Ligase fo
r Total Synthesis of Ribonuclease A with Unnatural Catalytic Residues, Science, 
243 (1994)。
【０５２３】
　化学的修飾は、インビトロにおいてタンパク質に種々の非天然な側鎖（補助因子、スピ
ン標識およびオリゴヌクレオチドが挙げられる）を導入するために、使用されている。例
えば、Corey, D.R., Schultz, P.G. Generation of a hybrid sequence-specific single
-stranded deoxyribonuclease, Science, 1401-1403 (1987); Kaiser, E.T., Lawrence D
.S., Rokita, S.E. The chemical modification of enzymatic specificity, Rev Bioche
m, 565-595 (1985); Kaiser, E.T., Lawrence, D.S. Chemical mutation of enyzme acti
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ve sites, Science, 505-511 (1984); Neet, K.E., Nanci A, Koshland, D.E. Propertie
s of thiol-subtilisin, J Biol. Chem, 6392-6401 (1968); Polgar, L.B., M.L. A new 
enzyme containing a synthetically formed active site. Thiol-subtilisin. J. Am Ch
em Soc, 3153-3154 (1966); and, Pollack, S.J., Nakayama, G. Schultz, P.G. Introdu
ction of nucleophiles and spectroscopic probes into antibody combining sites, Sc
ience, 1038-1040 (1988)を参照すればよい。
【０５２４】
　代替的に、化学的に修飾されたアミノアシル－ｔＲＮＡを採用する生合成方法は、イン
ビトロにおいて合成されるタンパク質に種々の生物物理的なプローブを組み込むために使
用されている。以下の刊行物および引用される参考文献：Brunner, J. New Photolabelin
g and crosslinking methods, Annu. Rev Biochem, 483-514 (1993); and, Krieg, U.C.,
 Walter, P., Hohnson, A.E. Photocrosslinking of the signal sequence of nascent p
reprolactin of the 54-kilodalton polypeptide of the signal recognition particle,
 Proc. Natl. Acad. Sci, 8604-8608 (1986)を参照すればよい。
【０５２５】
　これまでに、所望のアンバーナンセンス変異を含んでいる遺伝子を用いて計画されたタ
ンパク質合成反応に対して、化学的にアミノアシル化されたサプレッサｔＲＮＡを加える
ことによって、非天然アミノ酸がインビトロにおいて部位特異的に組み込まれ得ることが
示されている。これらの方法を用いて、特定のアミノ酸に対して栄養要求性の株を用いて
通常の２０のアミノ酸の多くを構造的に近い相同物（例えば、フェニルアラニンに対する
フルオロフェニルアラニン）に置換し得る。例えば、Noren, C.J., Anthony-Cahill, Gri
ffith, M.C., Schultz, P.G. A general method for site-specific incorporation of u
nnatural amino acids into proteins, Science, 244: 182-188 (1989); M.W. Nowak, et
 al., Science 268:439-42 (1995); Bain, J.D., Glabe, C.G., Dix, T.A., Chamberlin,
 A.R., Diala, E.S. Biosynthetic site-specific Incorporation of a non-natural ami
no acid into a polypeptide, J. Am Chem Soc, 111:8013-8014 (1989); N. Budisa et a
l., FASEB J. 13:41-51 (1999); Ellman, J.A., Mendel, D., Anthony-Cahill, S., Nore
n, C.J., Schultz, P.G. Biosynthetic method for introducing unnatural amino acids
 site-specifically into proteins, Methods in Enz., 301-336 (1992); and, Mendel, 
D., Cornish, V.W. & Schultz, P.G. Site-Directed Mutagenesis with an Expanded Gen
etic Code, Annu Rev Biophys. Biomol Struct. 24, 435-62 (1995)を参照すればよい。
【０５２６】
　例えば、ＵＡＧストップコドンを認識するサプレッサｔＲＮＡが調製され、非天然アミ
ノ酸によって化学的にアミノアシル化された。従来の部位特異的な変異生成が、タンパク
質遺伝子における目的の部位に、ストップコドンＴＡＧを導入するために使用された。例
えば、Sayers, J.R., Schmidt, W. Eckstein, F. 5’, 3’ Exonucleases in phosphorot
hioate-based olignoucleotide-directed mutagensis, Nucleic Acids Res, 791-802 (19
88)を参照すればよい。アミノアシル化サプレッサｔＲＮＡおよび変異体遺伝子が、イン
ビトロの転写／翻訳系において組み合せられる場合、非天然アミノ酸は、ＵＡＧコドンに
応じて組み込まれ、特定の位置においてアミノ酸を含んでいるタンパク質が生じる。［３

Ｈ］－Ｐｈｅを用いた実験およびα－ヒドロキシ酸を用いた実験によって、所望のアミノ
酸のみがＵＡＧコドンによって特定される位置に組み込まれ、このアミノ酸は、タンパク
質における任意の他の部位に組み込まれないことが証明された。例えば、Noren, et al, 
supra; Kobayashi et al., (2003) Nature Structural Biology 10(6):425-432;およびEl
lman, J.A., Mendel, D., Schultz, P.G. Site-specific incorporation of novel backb
one structures into proteins, Science, 197-200 (1992)を参照すればよい。
【０５２７】
　ｔＲＮＡは、任意の方法または技術（化学的または酵素的アミノアシル化が挙げられる
が、これらに限定されない）によって所望のアミノ酸とともにアミノアシル化され得る。
【０５２８】
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　アミノアシル化は、アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素または他の酵素性の分子（リボザイ
ムが挙げられるが、これに限定されない）によってなされ得る。“リボザイム”という用
語は“触媒性のＲＮＡ”と交換可能である。Cechおよび共同研究者らは、触媒（リボザイ
ム）として機能し得る天然に存在するＲＮＡの存在を証明した（Cech, 1987, Science, 2
36:1532-1539; McCorkle et al., 1987, Concepts Biochem. 64:221-226）。しかし、こ
れら天然のＲＮＡ触媒が開裂および切断に関するリボ核酸基質において作用することを示
されているにすぎないが、近年における人工的なリボザイムの進化によって、触媒の種類
は種々の化学反応にまで及んでいる。研究によって、自身の（２’）３’－末端に対する
アミノアシル－ＲＮＡ結合を触媒し得るＲＮＡ分子（Illangakekare et al., 1995 Scien
ce 267:643-647）、およびあるＲＮＡ分子から別のＲＮＡ分子にアミノ酸を転移させ得る
ＲＮＡ分子（Lohse et al., 1996, Nature 381:442-444）が同定されている。
【０５２９】
　米国特許出願公開第２００３／０２２８５９３号（参照によって本明細書に援用される
）には、リボザイムの構築方法、ならびに天然にコードされているアミノ酸および天然に
コードされていないアミノ酸をともなったｔＲＮＡのアミノアシル化におけるそれらの使
用について記載されている。ｔＲＮＡをアミノアシル化し得る酵素性の分子（リボザイム
が挙げられるが、これに限定されない）の担体に不動化されている形態は、アミノアシル
化された生成物の効率的な親和性精製を可能にする。好適な担体の例としては、アガロー
ス、セファロースおよび磁性ビーズが挙げられる。アミノアシル化のためのリボザイムの
担体に不動化されている形態の生成および使用について、Chemistry and Biology 2003, 
10:1077-1084、および米国特許出願公開第２００３／０２２８５９３号（参照によって本
明細書に援用される）に記載されている。
【０５３０】
　化学的なアミノアシル化の方法としては、アミノアシル化における合成酵素の使用を避
けるための、Hechtおよび共同研究者ら（Hecht, S. M. Acc. Chem. Res. 1992, 25, 545;
 Heckler, T. G.; Roesser, J. R.; Xu, C.; Chang, P.; Hecht, S. M. Biochemistry 19
88, 27, 7254; Hecht, S. M.; Alford, B. L.; Kuroda, Y.; Kitano, S. J. Biol. Chem.
 1978, 253, 4517）、ならびにSchultz、ChamberlinおよびDoughertyら（Cornish, V. W.
; Mendel, D.; Schultz, P. G. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 621; Robertso
n, S. A.; Ellman, J. A.; Schultz, P. G. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 2722; Noren
, C. J.; Anthony-Cahill, S. J.; Griffith, M. C.; Schultz, P. G. Science 1989, 24
4, 182; Bain, J. D.; Glabe, C. G.; Dix, T. A.; Chamberlin, A. R. J. Am. Chem. So
c. 1989, 111, 8013; Bain, J. D. et al. Nature 1992, 356, 537; Gallivan, J. P.; L
ester, H. A.; Dougherty, D. A. Chem. Biol. 1997, 4, 740; Turcatti, et al. J. Bio
l. Chem. 1996, 271, 19991; Nowak, M. W. et al. Science, 1995, 268, 439; Saks, M.
 E. et al. J. Biol. Chem. 1996, 271, 23169; Hohsaka, T. et al. J. Am. Chem. Soc.
 1999, 121, 34）（これらは参照によって本明細書に援用される）によって紹介されてい
る方法が挙げられるが、これらに限定されない。このような方法または他の化学的なアミ
ノアシル化の方法が、ｔＲＮＡ分子をアミノアシル化するために使用され得る。
【０５３１】
　触媒性のＲＮＡを生成する方法は、ランダム化されたリボザイム配列の分離プールを生
成すること、当該プールにおいて定方向の進化を実施すること、所望のアミノアシル化活
性について当該プールをスクリーニングすること、および所望のアミノアシル化活性を示
すリボザイム配列を選択することを包含し得る。
【０５３２】
　リボザイムは、アシル化活性を促進するモチーフおよび／または領域（ＧＧＵモチーフ
およびＵに富んだ領域など）を含み得る。例えば、Ｕに富んだ領域はアミノ酸基質の認識
を容易にし得ること、およびＧＧＵモチーフはｔＲＮＡの３’末端とともに塩基対を形成
し得ることが報告されている。ＧＧＵモチーフおよびＵに富んだ領域は共同して同時に、
アミノ酸およびｔＲＮＡの両方の同時認識を容易にし、それによってｔＲＮＡの３’末端
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のアミノアシル化を促進する。
【０５３３】
　リボザイムは、ｔＲＮＡＡｓｎ

ＣＣＣＧと抱合されており、部分的にランダム化されて
いるｒ２４ｍｉｎｉを用いたインビトロ選択、続く活性なクローンに見られる共通配列の
組織的な改変によって、生成され得る。この方法によって得られる例示的なリボザイムは
、“Ｆｘ３リボザイム”と呼ばれ、米国特許出願公開第２００３／０２２８５９３号（そ
の内容は参照によって本明細書に援用される）に記載されており、同種の非天然アミノ酸
とともに荷電している種々のアミノアシル－ｔＲＮＡの合成にとっての多目的な触媒とし
ての役割を果たす。
【０５３４】
　基材に対する不動化が利用されて、アミノアシル化されているｔＲＮＡの効率的な親和
性精製を可能にする。適切な担体の例としては、アガロース、セファロース、および磁性
ビーズが挙げられるが、これらに限定されない。リボザイムはＲＮＡの化学構造を利用し
て樹脂に不動化され得る。例えば、ＲＮＡのリボースにおける３’－シス－ジオールは、
過ヨウ素酸を用いて酸化されて、樹脂に対するＲＮＡの不動化を容易にするための対応す
るジアルデヒドを生じ得る。種々の種類の樹脂（安価なヒドラジド樹脂が挙げられる）が
用いられ得る。なお、還元性のアミノ化は、樹脂とリボザイムとの相互作用を不可逆結合
にする。アミノアシル－ｔＲＮＡの合成は、このカラムアミノアシル化技術によって非常
に容易にされ得る。Kourouklis et al. Methods 2005; 36:239-4には、カラムに基づくア
ミノアシル化系が記載されている。
【０５３５】
　アミノアシル化されているｔＲＮＡの単離は、種々の方法においてなされ得る。１つの
好適な方法としては、緩衝液（例えば、１０ｍＭのＥＤＴＡを有している酢酸ナトリウム
溶液、５０ｍＭのＮ－（２－ヒドロキシエチル）ピペラジン－Ｎ’－（３－プロパンスル
ホン酸）、１２．５ｍＭのＫＣｌ（ｐＨ７．０）、１０ｍＭのＥＤＴＡを含んでいる緩衝
液、または単純なＥＤＴＡ緩衝化水（ｐＨ７．０））を用いてカラムからアミノアシル化
されているｔＲＮＡを溶出することである。
【０５３６】
　アミノアシル化されているｔＲＮＡが翻訳反応に加えられて、翻訳反応によって生成さ
れているポリペプチドにおける選択部位に、ともにアミノアシル化されたアミノ酸を組み
込み得る。本発明のアミノアシル化されているｔＲＮＡが使用され得る翻訳系の例として
は、細胞溶解物が挙げられるが、これに限定されない。細胞溶解物は、投入したｍＲＮＡ
に由来するポリペプチドのインビトロ翻訳に必須の反応成分を供給する。そのような反応
成分の例としては、リボソームタンパク質、ｒＲＮＡ、アミノ酸、ｔＲＮＡ、ＧＴＰ、Ａ
ＴＰ、翻訳開始因子、伸張因子および翻訳と関連する付加的な因子が挙げられるが、これ
らに限定されない。さらに、バッチ（batch）翻訳または区画化（compartmentalized）翻
訳であり得る。バッチ式翻訳の系は、単一の区画において反応成分を組み合せる一方にお
いて、区画化翻訳の系は、翻訳効率を抑制し得る反応生成物から翻訳反応成分を分ける。
当該翻訳系は市販されている。
【０５３７】
　さらに、複合化された転写／翻訳系が使用され得る。複合された転写／翻訳系は、反応
成分によって次々に翻訳される対応するｍＲＮＡへの、投入するＤＮＡの転写の両方を可
能にする。市販の複合化された転写／翻訳の例は、ラピッドトランスレーションシステム
（Rapid Translation System）（ＲＴＳ、Roche Inc.）である。系としては、リボソーム
および翻訳因子といった翻訳の成分を供給するE. coliの溶菌液を含有する混合物が挙げ
られる。付加的に、ＲＮＡポリメラーゼは、翻訳において使用するｍＲＮＡ鋳型への、挿
入するＤＮＡの転写に含められる。ＲＴＳは、反応区画（供給／廃棄区画および転写／翻
訳区画が挙げられる）の間に挿入される膜を用いて反応成分の区画化を使用し得る。
【０５３８】
　ｔＲＮＡのアミノアシル化は、他の物質（トランスフェラーゼ、ポリメラーゼ、触媒抗
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体および多機能タンパク質などが挙げられるが、これらに限定されない）によって実施さ
れ得る。
【０５３９】
　Stephan in Scientist 2005 Oct 10; pages 30-33 には、天然にコードされていないア
ミノ酸をタンパク質に組み込むさらなる方法について記載されている。Lu et al. in Mol
 Cell. 2001 Oct;8(4):759-69には、タンパク質が、非天然アミノ酸を含んでいる合成ペ
プチドと化学的に連結される方法（タンパク質連結と言われる）について記載されている
。
【０５４０】
　また、微量注入技術はタンパク質への非天然アミノ酸の組込みに使用されている。例え
ば、M. W. Nowak, P. C. Kearney, J. R. Sampson, M. E. Saks, C. G. Labarca, S. K. 
Silverman, W. G. Zhong, J. Thorson, J. N. Abelson, N. Davidson, P. G. Schultz, D
. A. Dougherty and H. A. Lester, Science, 268:439 (1995) ；およびD. A. Dougherty
, Curr. Opin. Chem. Biol., 4:645 (2000)を参照すればよい。アフリカツメガエルの卵
母細胞は、インビトロにおいて作製された２つのＲＮＡ種：所定のアミノ酸位置にＵＡＧ
ストップコドンを有している標的タンパク質をコードするｍＲＮＡ、および所望の非天然
アミノ酸と共にアミノアシル化されたアンバーサプレッサｔＲＮＡを用いて同時注入され
た。それから、卵母細胞の翻訳機構は、ＵＡＧによって特定される位置に非天然アミノ酸
を挿入する。この方法は、一般的にインビトロの系に受け容れられない膜内在性膜タンパ
ク質の構造－機能研究を可能にしている。例としては、蛍光共鳴エネルギー転移によって
距離を測定するための、タキキニン　ニューロキニン－２受容体への蛍光アミノ酸の組込
み（例えば、G. Turcatti, K. Nemeth, M. D. Edgerton, U. Meseth, F. Talabot, M. Pe
itsch, J. Knowles, H. Vogel and A. Chollet, J. Biol. Chem., 271:19991 (1996)を参
照すればよい）；イオンチャネルにおける表面露出残基を同定するための、ビオチン化ア
ミノ酸の組込み（例えば、J. P. Gallivan, H. A. Lester and D. A. Dougherty, Chem. 
Biol., 4:739 (1997)を参照すればよい）；実時間におけるイオンチャネルの立体配置の
変化を観察するための、ケージ化チロシン類似物の使用（例えば、J. C. Miller, S. K. 
Silverman, P. M. England, D. A. Dougherty and H. A. Lester, Neuron, 20:619 (1998
)を参照すればよい）；およびそれらのゲート機構を調べるためにイオンチャネル骨格を
変更するための、αヒドロキシアミノ酸の使用が挙げられる。例えば、P. M. England, Y
. Zhang, D. A. Dougherty and H. A. Lester, Cell, 96:89 (1999)；およびT. Lu, A. Y
. Ting, J. Mainland, L. Y. Jan, P. G. Schultz and J. Yang, Nat. Neurosci., 4:239
 (2001)を参照すればよい。
【０５４１】
　インビボにおいてタンパク質に非天然アミノ酸を組み込む能力は、利点（変異タンパク
質の高い収率、技術的な容易さ、細胞もしくはおそらく生体における変異タンパク質を研
究する見込み、および治療的な処置におけるこれらのタンパク質の利用が挙げられる）を
もたらす。種々の大きさ、酸性度、求核性、疎水性および他の特性を有している非天然ア
ミノ酸をタンパク質に含める能力は、タンパク質の機能を調べること、および新規の性質
を有している新たなタンパク質もしくは生体を作り出すことの両方を目的として、タンパ
ク質の構造を合理的かつ体系的に操作するわれわれの能力を大きく拡張し得る。
【０５４２】
　パラ－Ｆ－Ｐｈｅを部位特異的に組み込むための１つの試みにおいて、酵母アンバーサ
プレッサｔＲＮＡＰｈｅＣＵＡ／フェニルアラニル－ｔＲＮＡ対が、ｐ－Ｆ－Ｐｈｅ耐性
の、Ｐｈｅ要求性のEscherichia coli株に使用された。例えば、R. Furter, Protein Sci
., 7:419 (1998)を参照すればよい。
【０５４３】
　また、無細胞（インビトロ）翻訳系を用いて、本発明のｐＳＴポリペプチドを発現させ
得る。翻訳系は、細胞性および無細胞であり得、かつ原核生物および真核生物であり得る
。細胞性翻訳系としては、全細胞調製物（例えば、所望の核酸配列がｍＲＮＡに転写され
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得、ｍＲＮＡが翻訳され得る透過処理の施された細胞および培養細胞）が挙げられるが、
これらに限定されない。無細胞翻訳系は、市販されており、多くの異なる種類および系が
よく知られている。無細胞翻訳系の例としては、原核生物溶菌液（例えばEscherichia co
liの溶菌液）、および真核生物溶解液（例えば、大麦抽出物、昆虫細胞溶解液、ウサギの
網赤血球溶解液、ウサギの卵母細胞溶解液およびヒト細胞溶解液）が挙げられるが、これ
らに限定されない。真核細胞の抽出物または溶解液は、生じたタンパク質が糖鎖付加され
るか、リン酸化されるか、またはそれとは別に修飾される場合に、当該修飾は、真核生物
の系においてのみ可能であるため、好ましくあり得る。これらの抽出物および溶解液のい
くつかは、市販されている（Promega、Madison、Wis．；Stratagene、La Jolla、Calif．
；Amersham、Arlington Heights、Ill．；GIBCO/BRL、Grand Island、N.Y）。また、膜性
抽出物（例えば、ミクロソーム膜を含んでいるイヌの膵臓抽出物）は、分泌タンパク質の
翻訳にとって有用に利用可能である。ｍＲＮＡ（インビトロ翻訳）またはＤＮＡ（インビ
トロ転写および翻訳の組合せ）のいずれかを、鋳型として含み得るこれらの系において、
インビトロ合成はリボソームによって導かれる。無細胞タンパク質発現系の開発に、多大
な努力がなされている。例えば、参照によって本明細書に援用される、Kim, D.M. and J.
R. Swartz, Biotechnology and Bioengineering, 74 :309-316 (2001)；Kim, D.M. and J
.R. Swartz, Biotechnology Letters, 22, 1537-1542, (2000)；Kim, D.M., and J.R. Sw
artz, Biotechnology Progress, 16, 385-390, (2000)；Kim, D.M., and J.R. Swartz, B
iotechnology and Bioengineering, 66, 180-188, (1999)；およびPatnaik, R. and J.R.
 Swartz, Biotechniques 24, 862-868, (1998)；米国特許第６，３３７，１９１号；米国
特許出願公開第２００２／００８１６６０号；国際公開第００／５５３５３号国際公開第
９０／０５７８５号を参照すればよい。天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる
ｐＳＴポリペプチドの発現に適用され得る他の方法としては、ｍＲＮＡ－ペプチド融合技
術が挙げられる。例えば、R. Roberts and J. Szostak, Proc. Natl Acad. Sci. (USA) 9
4:12297-12302 (1997)；A. Frankel, et al., Chemistry & Biology 10:1043-1050 (2003
)を参照すればよい。この方法において、ピューロマイシンと連結されたｍＲＮＡの鋳型
はリボソーム上において翻訳される。１つ以上のｔＲＮＡ分子が修飾されると、非天然ア
ミノ酸は同様にペプチドに組み込まれ得る。最後のｍＲＮＡコドンが読まれた後に、ピュ
ーロマイシンはペプチドのＣ末端を捕捉する。生じたｍＲＮＡ－ペプチド抱合物は、イン
ビトロアッセイにおいて所定の性質を有することを見出されている場合に、その同一性は
、ｍＲＮＡ配列から容易に明らかになり得る。この方法において、所望の性質を有してい
るポリペプチドを同定するために、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を含ん
でいるｐＳＴポリペプチドのライブラリをスクリーニングし得る。より最近に、精製成分
を用いたインビトロのリボソーム翻訳は、天然にコードされていないアミノ酸に置換され
たペプチドの合成を可能にすることが、報告されている。例えば、A. Forster et al., P
roc. Natl Acad. Sci. (USA) 100:6353 (2003)を参照すればよい。
【０５４４】
　また、再生翻訳系が使用され得る。また、精製された翻訳因子の混合物だけでなく、溶
解液の組合せ、または精製された翻訳因子（例えば、開始因子１（ＩＦ－１）、ＩＦ－２
、ＩＦ－３（αまたはβ）、伸張因子　Ｔ（ＥＦ－Ｔｕ）または終結因子）を補った溶解
液が、ｍＲＮＡをタンパク質に翻訳するために首尾よく使用されている。また、無細胞系
は転写／翻訳系と組合せられ得る。ここで、参照によって本明細書に特に援用される、Cu
rrent Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel et al. editors, Wiley Inters
cience, 1993)に記載されているように、ＤＮＡは、系に導入され、ｍＲＮＡに転写され
、ｍＲＮＡは翻訳される。真核生物転写系において転写されるＲＮＡは、ある翻訳系にお
いて有利であり得る、異核ＲＮＡ（ｈｎＲＮＡ）の形態であり得るか、または５’末端キ
ャップ（７－メチルグアノシン）および３’末端ポリＡを尾部につないだＲＮＡの形態で
あり得る。例えば、キャップつきのｍＲＮＡは、網赤血球溶解液の系において高い効率を
有して翻訳される。
【０５４５】
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　ＩＸ．ｐＳＴポリペプチドと結合されている巨大分子重合体
　本明細書に記載されている非天然アミノ酸のポリペプチドに対する種々の修飾は、本明
細書に記載されている組成物、方法、技術および方策を用いてもたらされ得る。これらの
修飾としては、ポリペプチドの非天然のアミノ酸成分上にさらなる機能性の抱合物が挙げ
られ、当該分子としては、ヒドロキシアルキルスターチ（ＨＡＳ）；ヒドロキシエチルス
ターチ（ＨＥＳ）；標識；色素；重合体；水溶性重合体；ポリエチレングリコールの誘導
体；光架橋リンカー；放射性核種；細胞毒性化合物；薬物；親和性標識；光親和性標識；
反応性化合物；樹脂；もう１つのタンパク質もしくはポリペプチドもしくはポリペプチド
類似物；抗体もしくは抗体断片；金属のキレート剤；補足因子；脂肪酸；含水炭素；ポリ
ヌクレオチド；ＤＮＡ；ＲＮＡ；アンチセンスポリヌクレオチド；糖；水溶性のデンドリ
マー；シクロデキストリン；阻害性のリボヌクレオチド；生体材料；ナノ粒子；スピン標
識；蛍光団；金属を含有する部分；放射性部分；新規の官能基；ほかの分子に、共有結合
的に、または非共有結合的に相互作用する基、光ケージド（photocaged）部分；光線性放
射反応性の部分；光異性化可能な部分；ビオチン；ビオチンの誘導体；ビオチンの類似物
；重原子を組み込みこんでいる部分；化学切断可能な基；光切断可能な基；延長された側
鎖；炭素結合型の糖；酸化還元活性の剤；アミノチオ酸；毒性部分；同位体によって標識
された部分；生物物理学的なプローブ；燐光性の基；化学発光性の基；電子密度の高い基
；磁性基；インターカレートする基；発色団；エネルギー転移剤；生物学的に活性な薬剤
；検出可能な標識；小分子；量子ドット；放射性ヌクレオチド；放射性伝達物質；中性子
補足剤；または上記の組合せ、または任意の他の所望の化合物もしくは物質）などが挙げ
られるが、これらに限定されない。本明細書に記載されている組成物、方法、技術および
方策の、例証である非限定的な例として、以下の記載は、非天然アミノ酸ポリペプチドに
対する巨大分子重合体の付与に主眼をおいている。当該付与は、それらに対して記載され
ている組成物、方法、技術および方策は、他の機能性（以上に列挙されている機能性が挙
げられるが、これらに限定されない）の付与に（必要な場合に、当業者が本明細書の開示
を用いてなし得る適切な変更とともに）適用可能であるとの理解をともなっている。
【０５４６】
　種々の巨大分子重合体および他の分子は、ｐＳＴポリペプチドの生物学的な機能を調節
するためか、および／またはｐＳＴ分子に新たな生物学的な性質を付与するために、本発
明のｐＳＴポリペプチドと結合され得る。これらの巨大分子重合体は、天然にコードされ
ているアミノ酸を介してか、天然にコードされていないアミノ酸、または天然のもしくは
非天然のアミノ酸の任意の置換基、または天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸に対して
加えられる任意の官能基を介して、ｐＳＴポリペプチドと連結され得る。当該重合体の分
子量は、広範であり得、約１００Ｄａおよび約１０００００Ｄａまたはそれ以上の間が挙
げられるが、これに限定されない。当該重合体の分子量は、約１００Ｄａおよび約１００
０００Ｄａの間（１０００００Ｄａ、９５０００Ｄａ、９００００Ｄａ、８５０００Ｄａ
、８００００Ｄａ、７５０００Ｄａ、７００００Ｄａ、６５０００Ｄａ、６００００Ｄａ
、５５０００Ｄａ、５００００Ｄａ、４５０００Ｄａ、４００００Ｄａ、３５０００Ｄａ
、３００００Ｄａ、２５０００Ｄａ、２００００Ｄａ、１５０００Ｄａ、１００００Ｄａ
、９０００Ｄａ、８０００Ｄａ、７０００Ｄａ、６０００Ｄａ、５０００Ｄａ、４０００
Ｄａ、３０００Ｄａ、２０００Ｄａ、１０００Ｄａ、９００Ｄａ、８００Ｄａ、７００Ｄ
ａ、６００Ｄａ、５００Ｄａ、４００Ｄａ、３００Ｄａ、２００Ｄａ、および１００Ｄａ
が挙げられるが、これらに限定されない）であり得る。いくつかの実施形態において、当
該重合体の分子量は約１００Ｄａおよび約５００００Ｄａの間である。いくつかの実施形
態において、当該重合体の分子量は約１００Ｄａおよび約４００００Ｄａの間である。い
くつかの実施形態において、当該重合体の分子量は約５０００Ｄａおよび約４００００Ｄ
ａの間である。いくつかの実施形態において、当該重合体の分子量は約１００００Ｄａお
よび約４００００Ｄａの間である。
【０５４７】
　本発明は、重合体：タンパク質の抱合物の実質的に均質な調製物を提供する。本明細書
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に使用されるとき、“実質的に均質な”は、重合体：ポリペプチドの抱合物がタンパク質
の総量の半分より多く認められることを意味する。重合体：タンパク質の抱合物は、生物
活性を有しており、本明細書に規定される“実質的に同質な”ＰＥＧ付加ｐＳＴ調製物は
、均質な調製物の利点（例えば、１組の薬物動態に対する１組の予想における臨床的な適
用における容易さ）を示すために十分に均質である抱合物である。
【０５４８】
　また、重合体：タンパク質の抱合物分子の混合物を調製するために選択し得、本明細書
に規定されている利点は、混合物に含まれているモノ－重合体：タンパク質の抱合物の比
率を選択し得ることである。したがって、必要に応じて、種々の数（すなわち、ジ－、ト
リ－、テトラ－など）の重合体部分と連結した状態の種々のタンパク質の混合物を調製し
得、本発明の方法を用いて調製されたモノ－重合体：タンパク質の抱合物と上記抱合物を
組み合せ得、かつ所定の割合のモノ－重合体：タンパク質の抱合物を有している混合物を
有し得る。
【０５４９】
　選択される重合体は、重合体の連結されるタンパク質が水性環境（例えば、生理学的環
境）において沈殿しないように、水溶性重合体であり得る。重合体は、分枝鎖状であり得
るか、または非分枝鎖状であり得る。最終的に生成される調製物の治療的利用に関して、
重合体は薬学的に受容可能であることが好ましい。
【０５５０】
　重合体の例としては、ポリアルキルエーテルおよびアルコキシキャップされているそれ
ら類似物（例えば、ポリオキシエチレングリコール、ポリオキシエチレン／プロピレング
リコール、およびメトキシまたはエトキシキャップされているそれらの類似物、特にポリ
オキシエチレングリコール（ポリエチレングリコールまたはＰＥＧとして知られている）
；ポリビニルピロリドン；ポリビニルアルキルエーテル；ポリオキサゾリン、ポリアルキ
ルオキサゾリンおよびポリヒドロキシアルキルオキサゾリン；ポリアクリルアミド、ポリ
アルキルアクリルアミド、およびポリヒドロキシアルキルアクリルアミド（例えば、ポリ
ヒドロキシプロピルメタクリルアミドおよびこれらの誘導体）；ポリヒドロキシアルキル
アクリレート；ポリシアル酸およびこれらの類似物；親水性ペプチド配列；多糖およびそ
れらの誘導体（デキストランおよびデキストランの誘導体（例えば、カルボキシメチルデ
キストラン、硫酸デキストラン、アミノデキストラン）が挙げられる）；セルロースおよ
びその誘導体（例えば、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシアルキルセルロース）
；キチンおよびその誘導体（例えば、キトサン、スクシニルキトサン、カルボキシメチル
キチン、カルボキシメチルキトサン）；ヒアルロン酸およびその誘導体；スターチ；アル
ギン酸塩；硫酸コンドロイチン；アルブミン；プルランおよびカルボキシメチルプルラン
；ポリアミノ酸およびそれらのそれらの誘導体（例えば、ポリグルタミン酸、ポリリジン
、ポリアスパラギン）；無水マレイン酸の共重合体（例えば、スチレン無水マレイン酸の
共重合体、ジビニルエーテル無水マレイン酸の共重合体）；ポリビニルアルコール；これ
らの共重合体；これらの三元重合体；ヒドロキシアルキルスターチ（ＨＡＳ）（ヒドロキ
シエチルスターチ（ＨＥＳ）が挙げられるが、これに限定されない）；または上述のもの
の誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。
【０５５１】
　タンパク質分子に対するポリエチレングリコールの比率は、反応混合物におけるそれら
の濃度にしたがって変化する。最適な比率（余剰の未反応のタンパク質または重合体が最
小である反応の効率に関する）は、選択されるポリエチレングリコールの分子量によって
、かつ有用な反応性基の利用可能な数に基づいて一般的に決定され得る。分子量に関連す
るときに、タンパク質と連結されるのは、典型的に、より分子量の高い重合体分子、より
少ない数の重合体分子である。同様に、重合体の分枝鎖は、これらの要因を最適化する場
合に計算に入れられるべきである。一般的に、分子量が高いほど（分枝鎖が多いほど）、
重合体：タンパク質の割合が高くなる。
【０５５２】
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　本明細書に使用されるとき、およびＰＥＧ：ｐＳＴの抱合物について検討される場合に
、“治療有効量”は患者に利益を与える量を指す。当該量は、個体間において変わり、か
つ要因（患者の全体的な体調および処置される症状の原因が挙げられる）の数に依存する
。治療のために使用されるｐＳＴポリペプチドの量は、変化に関して受容可能な変化率を
生じ、所望の反応を有益なレベルに維持する。本発明の組成物の治療有効量は、一般的に
利用可能な材料および手法を用いて当業者によって容易に確認され得る。
【０５５３】
　水溶性重合体は、任意の構造的な形態（直鎖、分岐鎖または分枝鎖が挙げられるが、こ
れらに限定されない）であり得る。水溶性重合体は、典型的にポリ（エチレングリコール
）（ＰＥＧ）といったポリ（アルキレングリコール）であるが、他の水溶性重合体も採用
され得る。一例として、ＰＥＧは本発明のある実施形態を説明するために使用される。
【０５５４】
　ＰＥＧは、市販されているか、または当業者に公知の方法（Sandler and Karo, Polyme
r Synthesis, Academic Press, New York, Vol. 3, pages 138-161）にしたがってエチレ
ングリコールの開環重合によって調製され得る、周知の水溶性重合体である。“ＰＥＧ”
という用語は、ＰＥＧの大きさまたは末端における修飾に関係なく、任意のポリエチレン
グリコール分子を包含するために広く使用され、かつｐＳＴポリペプチドと連結されると
きに、式：
XO-(CH2CH2O)n-CH2CH2-Y
（ここで、ｎは２から１００００であり、Ｘは、Ｈまたは末端修飾（Ｃ１－４アルキルが
挙げられるが、これらに限定されない）、保護基および末端官能基である）
によって表され得る。
【０５５５】
　いくつかの場合に、本発明に使用されるＰＥＧは、ヒドロキシまたはメトキシを有して
いる末端が終端になる（すなわち、ＸはＨまたはＣＨ３（“メトキシＰＥＧ”）である）
。代替的に、ＰＥＧは、これによって二機能性重合体を形成する反応性基が終端になる。
典型的な反応性基としては、通常に見られる２０のアミノ酸における官能基と反応させる
ために通常に使用されるこれらの反応性基（マレイミド基、活性化カルボン酸塩（ｐ－ニ
トロフェニルエステルが挙げられるが、これに限定されない）、活性化エステル（Ｎ－ヒ
ドロキシスクシニミド、ｐ－ニトロフェニルエステルが挙げられるが、これらに限定され
ない）、およびアルデヒドが挙げられるが、これらに限定されない）だけでなく、通常の
２０のアミノ酸に対して不活性であるが、天然にコードされていないアミノ酸に存在する
補完的な官能基と特に反応する官能基（アジド基、アルキン基が挙げられるが、これらに
限定されない）が挙げられ得る。なお、上記式においてＹによって示されているＰＥＧの
他の末端は、天然に存在するアミノ酸または天然にコードされていないアミノ酸を介して
ｐＳＴポリペプチドに対して直接的または間接的に連結している。実際に、Ｙは、ポリペ
プチドのアミン基（リジンまたはＮ末端のイプシロンアミンが挙げられるが、これらに限
定されない）との、アミド結合、カルバメート結合または尿素結合であり得る。代替的に
、Ｙは、チオール基（システインのチオール基が挙げられるが、これに限定されない）と
のマレイミド結合であり得る。代替的に、Ｙは、通常の２０のアミノ酸を介して通常には
接近できない残基との結合であり得る。例えば、ＰＥＧにおけるアジド基は、ｐＳＴポリ
ペプチドにおけるアルキン基と反応して、ヒュイゲン［３＋２］環付加生成物を形成し得
る。代替的に、ＰＥＧにおけるアルキン基は、天然にコードされていないアミノ酸に存在
するアジド基と反応して、同様の生成物を形成し得る。いくつかの実施形態において、強
い求核基（ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドロキシアミン、セミカルバジドが挙げられるが
、これらに限定されない）は、天然にコードされていないアミノ酸に存在するアルデヒド
基またはケトン基と反応して、必要に応じていくつかの場合に適切な還元剤を用いた処理
によってさらに還元されるヒドラゾン、オキシムまたはセミカルバゾンを形成し得る。代
替的に、強い求核基は、天然にコードされていないアミノ酸を介してｐＳＴポリペプチド
に組み込まれ得、水溶性重合体に存在するケトン基またはアルデヒド基と好適に反応する
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ために使用され得る。
【０５５６】
　ＰＥＧに関する任意の分子量が、実際に所望されるように、約１００ダルトン（Ｄａ）
から１０００００Ｄａまたは必要に応じてそれ以上（０．１～５０ｋＤａまたは１０～４
０ｋＤａが挙げられるが、これらに限定されない）まで（これらが挙げられるが、限定さ
れない）使用され得る。ＰＥＧの分子量は広範（約１００Ｄａおよび約１０００００Ｄａ
またはそれ以上の間が挙げられるが、これらに限定されない）であり得る。ＰＥＧは約１
００Ｄａおよび約１０００００Ｄａの間（１０００００Ｄａ、９５０００Ｄａ、９０００
０Ｄａ、８５０００Ｄａ、８００００Ｄａ、７５０００Ｄａ、７００００Ｄａ、６５００
０Ｄａ、６００００Ｄａ、５５０００Ｄａ、５００００Ｄａ、４５０００Ｄａ、４０００
０Ｄａ、３５０００Ｄａ、３００００Ｄａ、２５０００Ｄａ、２００００Ｄａ、１５００
０Ｄａ、１００００Ｄａ、９０００Ｄａ、８０００Ｄａ、７０００Ｄａ、６０００Ｄａ、
５０００Ｄａ、４０００Ｄａ、３０００Ｄａ、２０００Ｄａ、１０００Ｄａ、９００Ｄａ
、８００Ｄａ、７００Ｄａ、６００Ｄａ、５００Ｄａ、４００Ｄａ、３００Ｄａ、２００
Ｄａ、および１００Ｄａが挙げられるが、これらに限定されない）であり得る。いくつか
の実施形態において、ＰＥＧは約１００Ｄａおよび約５００００Ｄａの間である。いくつ
かの実施形態において、ＰＥＧは約１００Ｄａおよび約４００００Ｄａの間である。いく
つかの実施形態において、ＰＥＧは約１０００Ｄａおよび約４００００Ｄａの間である。
いくつかの実施形態において、ＰＥＧは約５０００Ｄａおよび約４００００Ｄａの間であ
る。いくつかの実施形態において、ＰＥＧは約１００００Ｄａおよび約４００００Ｄａの
間である。また、分枝鎖状のＰＥＧ（１０～１００ｋＤａ（１～５０ｋＤａまたは５～２
０ｋＤａが挙げられるが、これらに限定されない）の範囲にあるＭＷを有しているそれぞ
れの鎖を含んでいるＰＥＧ分子が挙げられるが、これらに限定されない）が使用され得る
。分枝鎖状のＰＥＧのそれぞれの鎖の分子量は約１００Ｄａおよび約１０００００Ｄａの
間またはそれ以上の間が挙げられ得るがこれらに限定されない。ＰＥＧは約１００Ｄａお
よび約１０００００Ｄａの間（１０００００Ｄａ、９５０００Ｄａ、９００００Ｄａ、８
５０００Ｄａ、８００００Ｄａ、７５０００Ｄａ、７００００Ｄａ、６５０００Ｄａ、６
００００Ｄａ、５５０００Ｄａ、５００００Ｄａ、４５０００Ｄａ、４００００Ｄａ、３
５０００Ｄａ、３００００Ｄａ、２５０００Ｄａ、２００００Ｄａ、１５０００Ｄａ、１
００００Ｄａ、９０００Ｄａ、８０００Ｄａ、７０００Ｄａ、６０００Ｄａ、５０００Ｄ
ａ、４０００Ｄａ、３０００Ｄａ、２０００Ｄａ、および１０００Ｄａが挙げられるが、
これらに限定されない）であり得る。いくつかの実施形態において、分枝鎖状のＰＥＧの
それぞれの鎖の分子量は約１０００Ｄａおよび約５００００Ｄａの間である。いくつかの
実施形態において、分枝鎖状のＰＥＧのそれぞれの鎖の分子量は約１０００Ｄａおよび約
４００００Ｄａの間である。いくつかの実施形態において、分枝鎖状のＰＥＧのそれぞれ
の鎖の分子量は約５０００Ｄａおよび約４００００Ｄａの間である。いくつかの実施形態
において、分枝鎖状のＰＥＧのそれぞれの鎖の分子量は約５０００Ｄａおよび約２０００
０Ｄａの間である。種々のＰＥＧ分子は、参照によって本明細書に援用されるShearwater
 Polymers, Inc. catalog, Nektar Therapeutics catalog（これが挙げられるが、限定さ
れない）に記載されている。
【０５５７】
　一般的に、ＰＥＧの少なくとも１つの末端は、天然にコードされていないアミノ酸との
反応に利用可能である。例えば、アミノ酸側鎖との反応のためのアルキン部分およびアジ
ド部分は、本明細書に記載のような天然にコードされていないアミノ酸とＰＥＧを連結さ
せるために使用され得る。天然にコードされていないアミノ酸がアジドを含んでいる場合
に、そのときのＰＥＧは、ヒュイゲン［３＋２］環付加生成物の形成をもたらすためのア
ルキン部分、またはアミド結合の形成をもたらすための活性化ＰＥＧ種（すなわち、エス
テル、カルボン酸塩）のいずれかを典型的に含んでいる。代替的に、天然にコードされて
いないアミノ酸がアルキンを含んでいる場合に、そのときのＰＥＧは、［３＋２］ヒュイ
ゲン環付加生成物の形成をもたらすためのアジド部分を典型的に含んでいる。天然にコー
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ドされていないアミノ酸がカルボニル基を含んでいる場合に、ＰＥＧは、対応するヒドラ
ゾン、ヒドロキシアミン、またはセミカルバゾン結合のそれぞれをもたらすために、強力
な求核基（ヒドラジド、ヒドラジン、ヒドロキシアミンまたはセミカルバジド基能性基が
挙げられるが、これらに限定されない）を典型的に含んでいる。他の代替物において、上
述される反応性基の逆の方向性が使用され得る（すなわち、天然にコードされていないア
ミノ酸におけるアジド基がアルキンを含有するＰＥＧ誘導体と反応され得る）。
【０５５８】
　いくつかの実施形態において、ＰＥＧ誘導体を有しているｐＳＴポリペプチドのバリア
ントは、天然にコードされていないアミノ酸の側鎖に存在する化学的な官能基と反応性で
ある化学的な官能基を含んでいる。
【０５５９】
　本発明は、いくつかの実施形態において、約８００Ｄａから約１０００００Ｄａまでの
平均分子量を有している水溶性重合体骨格を含んでいるアジド含有重合体およびアセチレ
ン含有重合体を提供する。水溶性重合体の重合体骨格はポリ（エチレングリコール）であ
り得る。しかし、広範な水溶性重合体（ポリ（エチレン）グリコールおよび他の関連する
重合体（ポリ（デキストラン）およびポリ（プロピレングリコール））が挙げられるが、
これらに限定されない）はまた、本発明の実践における使用に好適であること、ＰＥＧま
たはポリ（エチレングリコール）という用語は、そのような分子のすべてを包含しており
、含んでいるとを意図されていることが理解される。ＰＥＧという用語としては、その形
態のいずれか（二機能性のＰＥＧ、マルチアームのＰＥＧ、誘導体化ＰＥＧ、分岐状のＰ
ＥＧ、分枝鎖状のＰＥＧ、ぶら下がりのＰＥＧ（すなわち、重合体骨格に対してぶら下が
っている１つ以上の官能基を有しているＰＥＧまたは関連重合体）、またはこれらに分解
可能な結合を有しているＰＥＧが挙げられるが、これらに限定されない）であるポリ（エ
チレングリコール）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０５６０】
　ＰＥＧは、典型的に透明であり、無色であり、無臭であり、水溶性であり、熱に安定で
あり、多くの化学物質に対して不活性であり、加水分解されないか、または劣化されず、
一般的に無毒である。ポリ（エチレングリコール）は、生体適合性である（ＰＥＧが、損
傷の原因になることなく、生きている組織または生体と共存可能であることを意味する）
とみなされる。より詳細には、ＰＥＧは実質的に非免疫原性である（ＰＥＧが身体に免疫
応答を生じさせる傾向を示さないことを意味する）。身体においていくつかの所望の機能
を有している分子（例えば生物学的に活性な分子）と連結される場合に、ＰＥＧは、物質
をマスクする傾向にあり、生体が物質の存在を許容し得るように任意の免疫応答を低減可
能か、または排除できる。ＰＥＧ抱合物は、実質的な免疫応答を生じないか、または凝固
もしくは他の好ましくない影響を引き起こさない傾向を示す。式－ＣＨ２ＣＨ２Ｏ－（Ｃ
Ｈ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－ＣＨ２ＣＨ２－（ここで、ｎは約３から４０００、典型的に約２０か
ら約２０００である）を有しているＰＥＧは、本発明における使用に好適である。約８０
０Ｄａから約１０００００Ｄａまでの分子量を有しているＰＥＧは、本発明のいくつかの
実施形態において重合体骨格として特に有用である。ＰＥＧの分子量は、広範（約１００
Ｄａおよび約１０００００Ｄａまたはそれ以上の間が挙げられるが、これらに限定されな
い）であり得る。ＰＥＧは約１００Ｄａおよび約１０００００Ｄａの間（１０００００Ｄ
ａ、９５０００Ｄａ、９００００Ｄａ、８５０００Ｄａ、８００００Ｄａ、７５０００Ｄ
ａ、７００００Ｄａ、６５０００Ｄａ、６００００Ｄａ、５５０００Ｄａ、５００００Ｄ
ａ、４５０００Ｄａ、４００００Ｄａ、３５０００Ｄａ、３００００Ｄａ、２５０００Ｄ
ａ、２００００Ｄａ、１５０００Ｄａ、１００００Ｄａ、９０００Ｄａ、８０００Ｄａ、
７０００Ｄａ、６０００Ｄａ、５０００Ｄａ、４０００Ｄａ、３０００Ｄａ、２０００Ｄ
ａ、１０００Ｄａ、９００Ｄａ、８００Ｄａ、７００Ｄａ、６００Ｄａ、５００Ｄａ、４
００Ｄａ、３００Ｄａ、２００Ｄａ、および１００Ｄａが挙げられるが、これらに限定さ
れない）であり得る。いくつかの実施形態において、ＰＥＧは約１００Ｄａおよび約５０
０００Ｄａの間である。いくつかの実施形態において、ＰＥＧは約１００Ｄａおよび約４
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００００Ｄａの間である。いくつかの実施形態において、ＰＥＧは約１０００Ｄａおよび
約４００００Ｄａの間である。いくつかの実施形態において、ＰＥＧは約５０００Ｄａお
よび約４００００Ｄａの間である。いくつかの実施形態において、ＰＥＧは約１００００
Ｄａおよび約４００００Ｄａの間である。
【０５６１】
　重合体骨格は直鎖状または分枝鎖状であり得る。分枝鎖状の重合体骨格は一般的に当該
技術において公知である。典型的に、分枝鎖状の重合体は、中心の分枝核部分および中心
の分枝核と連結された複数の直鎖状の重合体鎖を有している。ＰＥＧは、種々のポリオー
ル（例えば、グリセロール、グリセロールオリゴマー、ペンタエリスリトールおよびソル
ビトール）に対するエチレンオキシドの付加によって調製され得る、分枝鎖状の形態にお
いて通常に使用される。また、中心の分枝核部分は種々のアミノ酸（例えばリジン）から
誘導体化され得る。分枝鎖状のポリ（エチレングリコール）は、Ｒ（－ＰＥＧ－ＯＨ）ｍ

（Ｒは、グリセロール、グリセロールオリゴマー、またはペンタエリスリトールといった
核部分から誘導体化され、ｍは腕の数を表す）として通常の形態において表され得る。ま
た、マルチアームのＰＥＧ分子（例えば、参照によってその全体が本明細書に援用される
、米国特許第５，９３２，４６２号；米国特許第５，６４３，５７５号；米国特許第５，
２２９，４９０号；米国特許第４，２８９，８７２号；米国特許出願公開第２００３／０
１４３５９６号；国際公開第９６／２１４６９号；および国際公開第９３／２１２５９号
に記載のそれら）は、重合体骨格として使用され得る。
【０５６２】
　また、分枝鎖状のＰＥＧは、ＰＥＧ（－ＹＣＨＺ２）ｎ（ここで、Ｙは結合基であり、
Ｚは所定の長さの原子の鎖によってＣＨと連結される活性化末端基である）によって表さ
れる分岐状のＰＥＧの形態であり得る。
【０５６３】
　さらなる分枝鎖状の形態、ぶら下がりのＰＥＧは、ＰＥＧ鎖の末端ではなくＰＥＧ骨格
に沿って存在する反応性基（例えばカルボキシル）を有している。
【０５６４】
　またＰＥＧのこれらの形態に加えて、重合体は、骨格において弱い結合または分解可能
な結合を有して調製され得る。例えば、ＰＥＧは、重合体骨格に加水分解を受けやすいエ
ステル結合を有して調製され得る。以下に示すように：
-PEG-CO2-PEG-+H2O → PEG-CO2H+HO-PEG-
この加水分解は、重合体のより低い分子量の断片への切断を結果として生じる。ポリ（エ
チレングリコール）またはＰＥＧという用語は、当該技術において公知の形態のすべて（
本明細書に開示されるそれらが挙げられるが、これらに限定されない）を表すか、または
含むことは、当業者によって理解される。
【０５６５】
　また、他の重合体は本発明における使用にとって好適である。いくつかの実施形態にお
いて、２から約３００の末端を有しており、水溶性重合体である重合体骨格は、本発明に
おいて特に有用である。好適な重合体の例としては、ポリ（プロピレングリコール）（“
ＰＰＧ”）、これらの共重合体（エチレングリコールおよびプロピレングリコールの共重
合体が挙げられるが、これに限定されない）、これらの三元重合体、およびこれらの混合
物などといった、他のポリ（アルキレングリコール）が挙げられるが、これらに限定され
ない。重合体骨格のそれぞれの鎖の分子量は、変更可能であるが、典型的に約８００Ｄａ
から約１０００００Ｄａまで、しばしば約６０００Ｄａから約８００００Ｄａまでの範囲
である。当該重合体骨格のそれぞれの鎖の分子量は、約１００Ｄａおよび約１０００００
Ｄａの間（１０００００Ｄａ、９５０００Ｄａ、９００００Ｄａ、８５０００Ｄａ、８０
０００Ｄａ、７５０００Ｄａ、７００００Ｄａ、６５０００Ｄａ、６００００Ｄａ、５５
０００Ｄａ、５００００Ｄａ、４５０００Ｄａ、４００００Ｄａ、３５０００Ｄａ、３０
０００Ｄａ、２５０００Ｄａ、２００００Ｄａ、１５０００Ｄａ、１００００Ｄａ、９０
００Ｄａ、８０００Ｄａ、７０００Ｄａ、６０００Ｄａ、５０００Ｄａ、４０００Ｄａ、
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３０００Ｄａ、２０００Ｄａ、１０００Ｄａ、９００Ｄａ、８００Ｄａ、７００Ｄａ、６
００Ｄａ、５００Ｄａ、４００Ｄａ、３００Ｄａ、２００Ｄａ、および１００Ｄａが挙げ
られるが、これらに限定されない）であり得る。いくつかの実施形態において、当該重合
体の分子量は約１００Ｄａおよび約５００００Ｄａの間である。いくつかの実施形態にお
いて、当該重合体の分子量は約１００Ｄａおよび約４００００Ｄａの間である。いくつか
の実施形態において、当該重合体の分子量は約５０００Ｄａおよび約４００００Ｄａの間
である。いくつかの実施形態において、当該重合体の分子量は約１００００Ｄａおよび約
４００００Ｄａの間である。
【０５６６】
　当業者は、水溶性重合体に関して以上に挙げたものは、決して網羅的なものではなく、
単に例示であること、および上述のような品質を有している重合体材料のすべてが、本発
明における使用に好適であると考えられ得ることを認識する。
【０５６７】
　本発明のいくつかの実施形態において、重合体誘導体は、重合体骨格が官能基を用いて
官能性化されたか、または活性化された少なくとも２つの末端、おそらく約３００もの末
端を有することを意味する、“多機能性”である。多機能性重合体の誘導体としては、２
つの末端（末端のそれぞれが、同じであり得るか、または異なり得る官能基に対して結合
されている）を有している直鎖状の重合体が挙げられるが、これに限定されない。
【０５６８】
　一実施形態において、重合体誘導体は、構造：
X-A-POLY-B-N=N=N
（ここで、
Ｎ＝Ｎ＝Ｎはアジド部分であり；
Ｂは、存在し得るか、または存在しない場合があり得る連結部分であり；
ＰＯＬＹは、水溶性の非抗原性の重合体であり；
Ａは、存在し得るか、または存在し得ず、Ｂと同じであり得るか、または異なり得る連結
部分であり；
Ｘは第２の官能基である）を有している。
ＡおよびＢに関する連結部分の例は、１８まで含有している多重官能性化アルキル基を含
んでおり、より好ましくは１～１０の炭素原子を含有しているが、これらに限定されない
。異種原子（例えば、窒素、酸素または硫黄）は、アルキル鎖に含まれ得る。また、アル
キル鎖は異種原子において枝分かれし得る。ＡおよびＢに関する結合部分の他の例は、１
０まで含有している多重官能性化アリール基を含んでおり、より好ましくは５～６の炭素
原子を含有しているが、これに限定されない。アリール基は、１つ以上の炭素原子、窒素
原子、酸素原子または硫黄原子を用いて置換され得る。好適な連結基の他の例としては、
参照によって本明細書にその全体が援用される、米国特許第５，９３２，４６２号；米国
特許第５，６４３，５７５号；および米国特許出願公開第２００３／０１４３５９６号に
記載されているこれらの連結基が挙げられるが、これらに限定されない。当業者は、連結
部分に関して以上に挙げたものが、決して網羅的ではなく、かつ単に例示であること、お
よび上述の品質を有する結合部分のすべてが、本発明における使用に好適であると考えら
えることを認識する。
【０５６９】
　Ｘとしての使用に好適な官能基の例としては、ヒドロキシル、保護されたヒドロキシル
、アルコキシル、活性化エステル（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシニミジルエステルおよ
び１－ベンゾトリアゾリルエステル）、活性化カルボネート（例えば、Ｎ－ヒドロキシス
クシニミジルカルボネートおよび１－ベンゾトリアゾリルカルボネート）、アセタール、
アルデヒド、アルデヒド水和物、アルケニル、アクリレート、メタクリレート、アクリル
アミド、活性化スルホン、アミン、アミノオキシ、保護されたアミン、ヒドラジド、保護
されたヒドラジド、保護されたチオール、カルボキシル酸、保護されたカルボキシル酸、
イソシアネート、イソチオシアネート、マレイミド、ビニルスルホン、ジチオピリジン、
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ビニルピリジン、ヨードアセトアミド、エポキシド、グリオキサール、ジオン、メシレー
ト、トシレート、トレシレート、アルケン、ケトンおよびアジドなどが挙げられるが、こ
れらに限定されない。当業者によって理解されるように、選択されるＸ部分は、アジド基
との反応が生じないように、アジド基と適合性であるべきである。アジド含有重合体誘導
体は、第２の官能基（すなわち、Ｘ）がまたアジド部分であることを意味する同種の二機
能性であり得るか、または第２の官能基が異なる官能基であることを意味する異種二機能
性であり得る。
【０５７０】
　“保護された”という用語は、特定の反応条件下における化学的に反応性の官能基の反
応を妨げる保護基または保護部分の存在を指す。保護基は、保護される化学的に反応性の
基の種類に依存して変わる。例えば、化学的に反応性の基がアミンまたはヒドラジドであ
る場合に、保護基は、ｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボニル（ｔ－Ｂｏｃ）および９－フル
オレニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）の群から選択され得る。化学的に反応性の基が
チオールである場合に、保護基は、オルトピリジルジスルフィドであり得る。化学的に反
応性の基がカルボキシル酸（例えば、ブタン酸またはプロピオン酸）またはヒドロキシル
基である場合に、保護基は、ベンジル基またはメチル、エチルもしくはｔｅｒｔ－ブチル
といったアルキル基であり得る。また、当該技術において公知の他の保護基は、本発明に
使用され得る。
【０５７１】
　文献における特定の末端官能基の例としては、Ｎ－スクシニミジルカルボネート（例え
ば、米国特許第５，２８１，６９８号、米国特許第５，４６８，４７８号を参照すればよ
い）、アミン（例えば、Buckmann et al. Makromol. Chem. 182:1379 (1981), Zaplipsky
 et al. Eur. Polym. J. 19:1177 (1983)を参照すればよい）、ヒドラジド（例えば、And
resz et al. Makromol. Chem. 179:301 (1978)を参照すればよい）、スクシニミジルプロ
ピオネートおよびスクシニミジルブタノエート（例えば、Olson et al. in Poly(ethylen
e glycol) Chemistry & Biological Applications, pp 170-181, Harris & Zaplipsky Ed
s., ACS, Washington, D.C., 1997を参照すればよく；また、米国特許第５，６７２，６
６２号を参照すればよい）、スクシニミジルスクシネート（例えば、Abuchowski et al. 
Cancer Biochem. Biophys. 7:175 (1984)およびJoppich et al. Macrolol. Chem. 180:13
81 (1979)を参照すればよい）、スクシニミジルエステル（例えば、米国特許第４，６７
０，４１７号を参照すればよい）、ベンゾトリアゾールカルボネート（例えば、米国特許
第５，６５０，２３４号を参照すればよい）、グリシジルエステル（例えば、Pitha et a
l. Eur. J Biochem. 94:11 (1979)、Elling et al., Biotech. Appl. Biochem. 13:354 (
1991)を参照すればよい）、オキシカルボニルイミダゾール（例えば、Beauchamp, et al.
, Anal. Biochem. 131:25 (1983), Tondelli et al. J. Controlled Release 1:251 (198
5)を参照すればよい）、ｐ－ニトロフェニルカルボネート（例えば、Veronese, et al., 
Appl. Biochem. Biotech., 11: 141 (1985)；およびSartore et al., Appl. Biochem. Bi
otech., 27:45 (1991)を参照すればよい）、アルデヒド（例えば、Harris et al. J. Pol
ym. Sci. Chem. Ed. 22:341 (1984)、米国特許第５，８２４，７８４号、米国特許第５，
２５２，７１４号を参照すればよい）、マレイミド（例えば、Goodson et al. Bio/Techn
ology 8:343 (1990)、Romani et al. in Chemistry of Peptides and Proteins 2:29 (19
84)を参照すればよい）、オルトピリジル－ジスルフィド（例えば、Woghiren, et al. Bi
oconj. Chem. 4:314(1993)を参照すればよい）、アクリロール（例えば、Sawhney et al.
, Macromolecules, 26:581 (1993)を参照すればよい）、ビニルスルホン（例えば、米国
特許第５，９００，４６１号を参照すればよい）が挙げられるが、これらに限定されない
。上述の参考文献および特許文献のすべては、参照によって本明細書に援用される。
【０５７２】
　本発明のある実施形態において、本発明の重合体誘導体は、構造：
X-CH2CH2O-(CH2CH2O)n-CH2CH2-N=N=N
（ここで、
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Ｘは、上述のような官能基であり；
ｎは、約２０から約４０００までである）
を有している重合体骨格を含んでいる。
他の実施形態において、本発明の重合体誘導体は、構造：
X-CH2CH2O-(CH2CH2O)n-CH2CH2-O-(CH2)m-W-N=N=N
（ここで、
Ｗは、１－１０の炭素原子を備える脂肪族または芳香族の連結部分であり；
ｎは、約２０から約４０００までであり；
Ｘは、上述のような官能基である）
を有している重合体骨格を含んでいる。ｍは１および１０の間である。
【０５７３】
　本発明のアジド含有のＰＥＧ誘導体は、当該技術において公知の種々の方法および／ま
たは本明細書に開示されている種々の方法によって調製され得る。以下に示されている１
つの方法において、約８００Ｄａから約１０００００Ｄａまでの平均分子量を有している
水溶性重合体骨格であり、第１の官能基に対して結合される第１の末端および好適な脱離
基に対して結合される第２の末端を有する重合体骨格は、アジドアニオン（好適な対イオ
ン（ナトリウム、カリウム、およびｔｅｒｔブチルアンモニウムなどが挙げられる）と対
にされ得る）と反応させられる。脱離基は、求核置換を受け、アジド部分によって置換さ
れ、所望のアジド含有ＰＥＧ重合体を生じる。
【０５７４】
　X-PEG-L+N3

- → X-PEG-N3
に示されているように、本発明における使用に好適な重合体骨格は、式Ｘ－ＰＥＧ－Ｌ（
ここで、ＰＥＧはポリ（エチレングリコール）であり、Ｘはアジド基と反応しない官能基
であり、Ｌは好適な脱離基である）を有している。好適な官能基の例としては、ヒドロキ
シル、保護されたヒドロキシル、アセタール、アルケニル、アミン、アミノオキシ、保護
されたアミン、保護されたヒドラジド、保護されたチオール、カルボキシル酸、保護され
たカルボキシル酸、マレイミド、ジチオピリジン、ビニルピリジン、およびケトンが挙げ
られるが、これらに限定されない。好適な脱離基の例としては、塩化物、臭化物、ヨウ化
物、メシレート、トレシレート、およびトシレートが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【０５７５】
　本発明のアジド含有重合体の誘導体を調製する他の方法において、アジド官能基を有し
ている結合剤は、約８００Ｄａから約１０００００Ｄａまでの平均分子量を有している水
溶性の重合体骨格と接触させられ、ここで、上記結合剤は、ＰＥＧ重合体における化学的
な官能基と選択的に反応してアジド含有重合体の誘導体生成物を形成する化学的な官能基
を有しており、ここで、アジドは、結合剤よって重合体骨格から離されている。
【０５７６】
　例示的な反応手順が、以下に示される：
X-PEG-M+N-リンカー-N=N=N → PG-X-PEG-リンカー-N=N=N
（ここで、
ＰＥＧは、ポリ（エチレングリコール）であり、Ｘは、アルコキシまたは上述のような官
能基といったキャップ形成基であり；
Ｍは、アジド官能基と反応しないが、Ｎの官能基と効率的かつ選択的に反応する官能基で
ある）。
【０５７７】
　好適な官能基の例としては、Ｎがアミンである場合にカルボキシル酸、カルボネートま
たは活性エステルであるＭ；Ｎがヒドラジドまたはアミノオキシ部分である場合にケトン
であるＭ；Ｎが求核基である場合に脱離基であるＭが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【０５７８】
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　粗製生成物の精製は、公知の方法（必要に応じてクロマトグラフィーに続く生成物の沈
殿が挙げられるが、これに限定されない）によって実現され得る。
【０５７９】
　より詳細な例は、アミンの１つがｔｅｒｔ－ブチル－Ｂｏｃといった保護基部分によっ
て保護され、結果として生じるモノ保護されたＰＥＧジアミンが、アジド官能基を有して
いる連結部分と反応させられるＰＥＧジアミンの場合に関して、以下に示される：
BocHN-PEG-NH2+HO2C-(CH2)3-N=N=N。
【０５８０】
　この場合に、アミン基は、種々の活性剤（例えば、チオニル塩化物もしくはカルボジイ
ミド試薬、およびＮ－ヒドロキシスクシニミドもしくはＮ－ヒドロキシベンゾトリアゾー
ル）を用いて、カルボキシル酸基と結合されて、モノアミンＰＥＧ誘導体とアジドを担持
する連結部分との間にアミド結合を形成し得る。アミド結合の形成が成功した後に生じる
、Ｎ－ｔｅｒｔ－ブチル－Ｂｏｃ－保護されたアジドを含んでいる誘導体は、生体活性分
子を修飾するために直接的に使用され得るか、または他の有用な官能基を組み込むために
、さらに合成され得る。例えば、Ｎ－ｔ－Ｂｏｃ基は、強酸を用いた処理によって加水分
解されて、ω－アミノ－ＰＥＧ－アジドを生成する。生じるアミンは、合成の手がかりと
して使用されて、有用な異種の二機能性試薬にとっての、マレイミド基、活性化ジスルフ
ィド、および活性化エステルなどといった他の有用な官能基を組み込み得る。
【０５８１】
　異種の二機能性誘導体は、重合体の末端のそれぞれと異なる分子を連結させることが所
望される場合に特に有用である。例えば、ω－Ｎ－アミノ－Ｎ－アジドＰＥＧは、活性化
された求核基（例えば、アルデヒド、ケトンおよび活性化カルボネートなど）を有してい
る分子の、ＰＥＧの１つの末端との連結、およびアセチレン基を有している分子の、ＰＥ
Ｇの他の末端との連結を可能にする。
【０５８２】
　本発明の他の実施形態において、重合体誘導体は、構造：
X-A-POLY-B-C≡C-R
（ここで、
Ｒは、Ｈもしくはアルキル、アルキレン、アルコキシ、またはアリールもしくは置換アリ
ールであり得；
Ｂは、存在し得るか、または存在しない場合があり得る連結部分であり；
ＰＯＬＹは、水溶性の非抗原性重合体であり；
Ａは、存在し得るか、または存在しない場合があり得、かつＢと同じであり得るか、また
は異なり得る連結部分であり；
Ｘは、第２の官能基である）
を有している。
【０５８３】
　ＡおよびＢに関する連結部分の例は、１８まで含有している多機能化アルキル基を含ん
でおり、より好ましくは１～１０の炭素原子を含有しているが、これらに限定されない。
異種原子（例えば、窒素、酸素または硫黄）は、アルキル鎖と共に含まれ得る。また、ア
ルキル鎖は異種原子において分岐され得る。ＡおよびＢに関する連結部分の例は、１０ま
で含有している多機能化アルキル基を含んでおり、より好ましくは５～６の炭素原子を含
有しているが、これらに限定されない。アリール基は、１つ以上の炭素原子、窒素原子、
酸素原子または硫黄原子を用いて置換され得る。好適な連結基の他の例としては、参照に
よって本明細書にその全体が援用される、米国特許第５，９３２，４６２号、米国特許第
５，６４３，５７５号および米国特許出願公開第２００３／０１４３５９６号に記載され
ている連結基が挙げられる。当業者は、連結部分に関して以上に挙げたものが、決して網
羅的なものではなく、かつ単に例示であること、および上述のような品質を有する連結部
材料のすべてが、本発明における使用に好適であると考えられ得ることを認識する。
【０５８４】
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　Ｘとしての利用に好適な官能基の例としては、ヒドロキシル、保護されたヒドロキシル
、アルコキシル、活性化エステル（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシニミジルエステルおよ
び１－ベンゾトリアゾリルエステル）、活性なカルボネート（例えば、Ｎ－ヒドロキシス
クシニミジルカルボネートおよび１－ベンゾトリアゾリルカルボネート）、アセタール、
アルデヒド、アルデヒド水和物、アルケニル、アクリレート、メタクリレート、アクリル
アミド、活性化スルホン、アミン、アミノオキシ、保護されたアミン、ヒドラジド、保護
されたヒドラジド、保護されたチオール、カルボキシル酸、保護されたカルボキシル酸、
イソシアネート、イソチオシアネート、マレイミド、ビニルスルホン、ジチオピリジン、
ビニルピリジン、ヨードアセトアミド、エポキシド、グリオキサール、ジオン、メシレー
ト、トシレート、およびトレシレート、アルケン、ケトン、およびアセチレンが挙げられ
る。理解されるように、選択されるＸ部分は、アセチレン基との反応が生じないように、
アセチレン基と適合性であるべきである。また、アセチレン含有重合体の誘導体は、第２
の官能基（すなわちＸ）は、アセチレン部分であることを意味する同種の二機能性であり
得るか、または第２の官能基が異なる官能基であることを意味する異種の二機能性であり
得る。
【０５８５】
　本発明の他の実施形態において、重合体誘導体は、構造：
X-CH2CH2O-(CH2CH2O)n-CH2CH2-O-(CH2)m-C≡CH
（ここで、
Ｘは、上述のような官能基であり；
ｎは、約２０から約４０００であり；
ｍは、１から１０の間である）
を有している重合体骨格を含んでいる。異種の二機能性ＰＥＧ重合体の詳細な例のそれぞ
れが以下に示される。
【０５８６】
　本発明のアセチレン含有ＰＥＧの誘導体は、当業者に公知の方法および／または本明細
書に開示されている方法を用いて調製され得る。１つの方法において、約８００Ｄａから
約１０００００Ｄａの平均分子量を有している水溶性重合体骨格であり、第１の官能基と
結合される第１の末端、および好適な求核基と結合される第２の末端を有しているする当
該重合体骨格は、ＰＥＧにおける求核基との反応に好適であるアセチレン基および脱離基
の両方を有している化合物と反応させられる。求核部分を有しているＰＥＧ重合体および
脱離基を有している分子が組み合せられると、脱離基は、求核置換を受け、求核部分によ
って置換され、所望のアセチレン含有重合体を生じる。
【０５８７】
　X-PEG-Nu+L-A-C → X-PEG-Nu-A-C≡CR’
に示されるように、反応における使用に好ましい重合体骨格は、式Ｘ－ＰＥＧ－Ｎｕ（こ
こで、ＰＥＧはポリ（エチレングリコール）であり、Ｎｕは求核部分であり、かつＸはＮ
ｕ、Ｌまたはアセチレン官能基と反応しない官能基である）を有している。
【０５８８】
　Ｎｕの例としては、ＳＮ２－型の機序を介して主に反応するアミン、アルコキシ、アリ
ールオキシ、スルフィドリル、イミノ、カルボキシレート、ヒドラジド、アミノオキシ基
が挙げられるが、これらに限定されない。Ｎｕの付加的な例としては、求核付加反応を介
して主に反応するこれらの官能基が挙げられる。Ｌ基の例としては、塩化物、臭化物、ヨ
ウ化物、メシレート、トレシレート、トシレートおよび求核置換を受けると予想される他
の基、ならびにケトン、アルデヒド、チオエステル、オレフィン、α－β不飽和カルボニ
ル基、カルボネートおよび求核基によって付加を受けると予想される他の求核性基が挙げ
られる。
【０５８９】
　本発明の他の実施形態において、Ａは、１～１０の炭素原子の脂肪酸リンカー、または
６～１４の炭素原子の置換アリール環である。Ｘはアジド基と反応しない官能基であり、
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Ｌは好適な脱離基である。
【０５９０】
　本発明のアセチレン含有重合体の誘導体を調製する他の方法において、約８００Ｄａか
ら約１０００００Ｄａの平均分子量を有しており、保護された官能基もしくはキャップ形
成剤のいずれかを１つの末端に有しており、好適な脱離基を他方の末端に有しているＰＥ
Ｇ重合体は、アセチレンアニオンによって接触させられる。
【０５９１】
　例示的な反応手順は、以下に示される：
X-PEG-L+-C≡CR’ → X-PEG-C≡CR’
（ここで、
ＰＥＧはポリ（エチレングリコール）であり、Ｘはキャップ形成基（例えば、アルコキシ
または上述のような官能基）であり；
Ｒ’は、Ｈ、アルキル、アルコキシ、アリールもしくはアリールオキシ基、または置換ア
ルキル、置換アルコキシル、置換アリールもしくは置換アリールオキシ基のいずれかであ
る）。
【０５９２】
　上述の例において、脱離基Ｌは、十分な濃度のアセチレンアニオンと接触させられる場
合に、ＳＮ２－型の置換を受けるために十分に反応性でなければならない。アセチレンア
ニオンによる脱離基のＳＮ２置換の実現に求められる反応条件は、当業者に公知である。
【０５９３】
　粗製生成物の精製は、当該分野に公知の方法（必要に応じて、クロマトグラフィーに続
く沈殿が挙げられる）によって通常に実現され得るが、これに限定されない。
【０５９４】
　水溶性重合体は本発明のｐＳＴポリペプチドと連結され得る。水溶性重合体は、（１）
天然にコードされていないアミノ酸もしくは天然にコードされるアミノ酸の任意の官能基
もしくは置換基、またはｐＳＴポリペプチドに組み込まれている天然にコードされていな
いアミノ酸、または（２）天然にコードされるアミノ酸に付加された任意の官能基もしく
は置換基を介して連結され得る。代替的に、水溶性重合体は、天然に存在するアミノ酸（
システイン、リジンまたはＮ末端残基のアミノ酸が挙げられるが、これらに限定されない
）を介して、天然にコードされていないアミノ酸を組み込んでいるｐＳＴポリペプチドと
連結され得る。いくつかの場合に、本発明のｐＳＴポリペプチドは、１、３、４、５、６
、７、８、９、１０の非天然アミノ酸を含んでおり、ここで、天然にコードされていない
アミノ酸の１つ以上は、（複数の）水溶性重合体（ＰＥＧおよび／またはオリゴ糖が挙げ
られるが、これらに限定されない）と連結される。いくつかの場合に、本発明のｐＳＴポ
リペプチドは、水溶性重合体と連結された１、３、４、５、６、７、８、９、１０または
それ以上の天然にコードされていないアミノ酸をさらに含んでいる。いくつかの場合に、
本発明のｐＳＴポリペプチドは、水溶性重合体と連結された天然にコードされていないア
ミノ酸の１つ以上、および水溶性重合体と連結された天然に存在するアミノ酸の１つ以上
を含んでいる。いくつかの場合に、本発明に使用される水溶性重合体は、その非抱合形態
と比べて、ｐＳＴポリペプチドの半減期を延長させる。
【０５９５】
　本発明のｐＳＴポリペプチドと連結される水溶性重合体の数（すなわちＰＥＧ付加また
は糖鎖付加の程度）は、変更された（増強されたか、または低減されたが挙げられるが、
これらに限定されない）薬理的特性、薬物動態的特性、または薬力学特性（例えばインビ
ボにおける半減期）を与えるために調節され得る。いくつかの実施形態において、ｐＳＴ
の半減期は、少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０パー
セント、２倍、５倍、１０倍、５０倍、または少なくとも約１００倍に、非修飾のポリペ
プチドを超えて延長される。
【０５９６】
　（強い求核性基（すなわちヒドラジド、ヒドラジン、ヒドロキシアミンまたはセミカル
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バジド）を含んでいるＰＥＧ誘導体）
　本発明の一実施形態において、カルボニルを含有している天然にコードされていないア
ミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドは、ＰＥＧ骨格と直接的に連結されている末端の
ヒドラジン、ヒドロキシアミン、ヒドラジドまたはセミカルバジド部分を含んでいるＰＥ
Ｇ誘導体を用いて修飾されている。
【０５９７】
　いくつかの実施形態において、ヒドロキシルアミン末端ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-O-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは、１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５～４０ｋＤａの間で
ある））
を有している。
【０５９８】
　いくつかの実施形態において、ヒドラジン含有のＰＥＧ誘導体またはヒドラジド含有の
ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-X-NH-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００であり、Ｘは任意に、存在し得るか、または存在しない場
合があり得るカルボニル基（Ｃ＝Ｏ）である）
を有している。
【０５９９】
　いくつかの実施形態において、セミカルバジド含有のＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-NH-C(O)-NH-NH2
（ここで、Ｒは、単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１
０であり、ｎは１００～１０００である）
を有している。
【０６００】
　本発明の他の実施形態において、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプ
チドは、アミド結合を用いてＰＥＧ骨格と連結されている末端のヒドロキシアミン、ヒド
ラジド、ヒドラジン、またはセミカルバジド部分を含んでいるＰＥＧ誘導体を用いて修飾
されている。
【０６０１】
　いくつかの実施形態において、ヒドロキシアミン末端ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)m-O-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５～４０ｋＤａである）
）
を有している。
【０６０２】
　いくつかの実施形態において、ヒドラジン含有のＰＥＧ誘導体またはヒドラジド含有の
ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)m-X-NH-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００であり、Ｘは、必要に応じて存在するか、または存在しな
い場合があり得るカルボニル基（Ｃ＝Ｏ）である）
を有している。
【０６０３】
　いくつかの実施形態において、セミカルバジド含有のＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)m-NH-C(O)-NH-NH２
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
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であり、ｎは１００～１０００である）
を有している。
【０６０４】
　本発明の他の実施形態において、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプ
チドは、末端のヒドラジン、ヒドロキシアミン、ヒドラジドまたはセミカルバジド部分を
含んでいる分枝鎖状のＰＥＧ（１０～４０ｋＤａ（より好ましくは、５～２０ｋＤａであ
る）の範囲にある分子量を有している分枝鎖状のＰＥＧのそれぞれの鎖を伴う）を用いて
修飾されている。
【０６０５】
　本発明の他の実施形態において、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳ
Ｔポリペプチドは、分枝鎖状の構造を有しているＰＥＧ誘導体を用いて修飾されている。
例えば、いくつかの実施形態において、ヒドラジン末端ＰＥＧ誘導体またはヒドラジド末
端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)]2CH(CH2)m-X-NH-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００であり、Ｘは任意に、存在し得るか、または存在しない場
合があり得るカルボニル基（Ｃ＝Ｏ）である）
を有している。
【０６０６】
　いくつかの実施形態において、セミカルバジド基を含有するＰＥＧ誘導体は、構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-C(O)-NH-CH2-CH2]2CH-X-(CH2)m-NH-C(O)-NH-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、Ｘは任意にＮ
Ｈ、Ｏ、Ｓ、Ｃ（Ｏ）であるか、または存在せず、ｍは２～１０であり、ｎは１００～１
０００である）
を有している。
【０６０７】
　いくつかの実施形態において、ヒドロキシアミン基を含有しているＰＥＧ誘導体は、構
造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-C(O)-NH-CH2-CH2]2CH-X-(CH2)m-O-NH2
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、Ｘは任意にＮ
Ｈ、Ｏ、Ｓ、Ｃ（Ｏ）であるか、または存在せず、ｍは２～１０であり、ｎは１００～１
０００である）
を有している。
【０６０８】
　水溶性重合体がｐＳＴポリペプチドと連結される程度および部位は、ｐＳＴポリペプチ
ド受容体のＳｉｔｅ１とのｐＳＴポリペプチドの結合を調節し得る。いくつかの実施形態
において、連結は、平衡化結合アッセイ（例えば、ｈＧＨについてSpencer et al., J. B
iol. Chem., 263:7862-7867 (1988)に記載の通りである）によって測定されるときに約４
００ｎＭ以下のＫｄ、１５０ｎＭ以下のＫｄ、いくつかの場合に１００ｎＭ以下のＫｄを
有して、ｐＳＴポリペプチドがｐＳＴポリペプチド受容体に結合するように配置される。
【０６０９】
　重合体の活性化およびペプチドの抱合に関する方法および化学反応は、文献に記載され
ており、当該技術において公知である。重合体の活性化のために通常に使用される方法と
しては、シアン、臭化物、過ヨウ素酸塩、グルタルアルデヒド、ビエポキシド、エピクロ
ロヒドリン、ジビニルスルホン、カルボジイミド、ハロゲン化スルホニル、トリクロロト
リアジンなどを有している官能基の活性化が挙げられるが、これらに限定されない（R. F
. Taylor, (1991), PROTEIN IMMOBILISATION. FUNDAMENTAL AND APPLICATIONS, Marcel D
ekker, N.Y.; S. S. Wong, (1992), CHEMISTRY OF PROTEIN CONJUGATION AND CROSSLINKI
NG, CRC Press, Boca Raton; G. T. Hermanson et al., (1993), IMMOBILIZED AFFINITY 
LIGAND TECHNIQUES, Academic Press, N.Y.; Dunn, R.L., et al., Eds. POLYMERIC DRUG
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S AND DRUG DELIVERY SYSTEMS, ACS Symposium Series Vol. 469, American Chemical So
ciety, Washington, D.C. 1991を参照すればよい）。
【０６１０】
　ＰＥＧの官能性化および抱合に関する種々の総説および研究論文が利用可能である。例
えば、Harris, Macronol. Chem. Phys. C25: 325-373 (1985); Scouten, Methods in Enz
ymology 135: 30-65 (1987); Wong et al., Enzyme Microb. Technol. 14: 866-874 (199
2); Delgado et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 9: 249-
304 (1992); Zalipsky, Bioconjugate Chem. 6: 150-165 (1995)を参照すればよい。
【０６１１】
　また、重合体を活性化する方法は、国際公開第９４／１７０３９号、米国特許第５，３
２４，８４４号、国際公開第９４／１８２４７号、国際公開第９４／０４１９３号、米国
特許第５，２１９，５６４号、米国特許第５，１２２，６１４号、国際公開第９０／１３
５４０号、米国特許第５，２８１，６９８号、およびさらに国際公開第９３／１５１８９
号に見出され得、かつ活性化重合体と酵素（凝結因子ＶＩＩＩ（国際公開第９４／１５６
２５号）、ヘモグロビン（国際公開第９４／０９０２７号）、酸素運搬タンパク質（米国
特許第４，４１２，９８９号）、リボヌクレアーゼおよび超酸化物不均化酵素（Veronese
 at al., App. Biochem. Biotech. 11: 141-45 (1985)）が挙げられるが、これらに限定
されない）との間における抱合に関して見出され得る。
【０６１２】
　天然にコードされていないアミノ酸（例えば、ｐ－アジド－Ｌ－フェニルアラニン）を
含んでいるｐＳＴポリペプチドのＰＥＧ付加（すなわち任意の水溶性重合体の付加）は、
任意の従来の方法によって実施される。例えば、ｐＳＴポリペプチドはアルキン末端化ｍ
ＰＥＧ誘導体を用いて修飾される。簡単に言うと、過剰のｍＰＥＧ（５０００）－Ｏ－Ｃ
Ｈ２－Ｃ≡ＣＨが、室温において攪拌しながらｐ－アジド－Ｌ－Ｐｈｅ含有ｐＳＴの水性
溶液に加えられる。典型的に、水性溶液は、反応が実施されるべきｐＨ（一般的に約ｐＨ
４～１０）に近いｐＫａを有する緩衝液を用いて緩衝化される。ｐＨ７．５におけるＰＥ
Ｇ付加に好適な緩衝液の例としては、例えば、ＨＥＰＥＳ、リン酸塩、ホウ酸塩、ＴＲＩ
Ｓ－ＨＣｌ、ＥＰＰＳおよびＴＥＳが挙げられるが、これらに限定されない。ｐＨは、継
続的に観察され、必要に応じて調節される。反応は放置されて、典型的に１～４８時間に
わたって継続される。
【０６１３】
　反応生成物は、続いて疎水性相互作用クロマトグラフィーにかけられて、遊離ｍＰＥＧ
（５０００）－Ｏ－ＣＨ２－Ｃ≡ＣＨ、およびにブロックされていないＰＥＧが分子の両
方の末端において活性化される場合に形成し、これによってｐＳＴポリペプチドバリアン
ト分子を架橋し得るＰＥＧ化ｐＳＴポリペプチドの任意の高分子量複合体から、ＰＥＧ付
加ｐＳＴポリペプチドバリアントを分離する。疎水性相互作用クロマトグラフィーの条件
は、遊離ｍＰＥＧ（５０００）－Ｏ－ＣＨ２－Ｃ≡ＣＨがカラムを通過する一方で、ＰＥ
Ｇ付加ｐＳＴポリペプチドバリアント複合体が、１つ以上のＰＥＧ基に抱合された１つの
ｐＳＴポリペプチドバリアント分子を含んでいる所望の形態の後に溶出するような条件で
ある。好適な条件は、所望の抱合物に対する架橋化複合体の相対的な大きさに依存して変
わり、当業者によって容易に決定される。所望の抱合物を含んでいる溶出物は、限外ろ過
によって濃縮され、ダイアフィルトレーションによって脱塩化される。
【０６１４】
　必要に応じて、疎水性相互作用クロマトグラフィーから得られたＰＥＧ付加ｐＳＴポリ
ペプチドは、当業者に公知の１つ以上の手法（アフィニティークロマトグラフィー；アニ
オンまたはカチオン交換クロマトグラフィー（DEAE SEPHAROSEを用いる、が挙げられるが
、これに限定されない）；シリカ上におけるクロマトグラフィー；逆相ＨＰＬＣ；ゲルろ
過（SEPHADEX G-75を用いる、が挙げられるが、これらに限定されない）；疎水性相互作
用クロマトグラフィー；サイズ排除クロマトグラフィー、金属キレートクロマトグラフィ
ー；限外ろ過／ダイアフィルトレーション；エタノール沈殿；硫酸アンモニウム沈殿；等
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電点電気泳動；置換クロマトグラフィー；電気泳動手法（分離用の等電点電気泳動が挙げ
られるが、これに限定されない）、差異的可溶性（硫酸アンモニウム沈殿が挙げられるが
、これに限定されない）、または抽出が挙げられるが、これらに限定されない）によって
さらに精製され得る。見かけの分子量は、球状タンパク質標準との比較によるＧＰＣによ
って、見積もられ得る（Preneta, AZ in PROTEIN PURIFICATION METHODS, A PRACTICAL A
PPROACH (Harris & Angal, Eds.) IRL Press 1989, 293-306）。ｐＳＴ－ＰＥＧ抱合物は
、タンパク質分解（トリプシン切断が挙げられるが、これに限定されない）に続く質量分
析によって評価され得る。Pepinsky B., et al., J. Pharmcol. & Exp. Ther. 297(3):10
59-66 (2001)。
【０６１５】
　本発明のｐＳＴポリペプチドのアミノ酸に連結された水溶性重合体は、制限されること
なく、さらに誘導体化され得るか、または置換され得る。
【０６１６】
　（アジド含有のＰＥＧ誘導体）
　本発明の他の実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、天然にコードされていないア
ミノ酸の側鎖に存在するアルキン部分と反応するアジド部分を含んでいるＰＥＧ誘導体を
用いて、修飾されている。一般的に、ＰＥＧ誘導体は、１～１００ｋＤａを有しており、
いくつかの実施形態において１０～４０ｋＤａの範囲にある平均分子量を有している。
【０６１７】
　いくつかの実施形態において、アジド末端ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-N3
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５～４０ｋＤａの間であ
る））
を有している。
【０６１８】
　他の実施形態において、アジド末端ＰＥＧ誘導体は、構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-NH-C(O)-(CH2)p-N3
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｐは２～１０であり、ｎは１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５
～４０ｋＤａの間である））
を有している。
【０６１９】
　本発明の他の実施形態において、アルキン含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチ
ドは、末端アジド部分を含んでいる分枝鎖状のＰＥＧ誘導体（１０～４０ｋＤａ、および
より好ましくは５～２０ｋＤａの範囲にある分子量を有する分枝鎖状のＰＥＧのそれぞれ
の鎖を伴う）を用いて修飾されている。例えば、いくつかの実施形態において、アジド末
端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)]2CH(CH2)m-X-(CH2)pN3
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｐは２～１０であり、ｎは１００～１０００であり、かつＸは任意に、いずれの
場合においても存在し得るか、または存在し得ない、Ｏ、Ｎ、Ｓまたはカルボニル基（Ｃ
＝Ｏ）である）
を有している。
【０６２０】
　（アルキン含有のＰＥＧ誘導体）
　本発明の他の実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、天然にコードされていないア
ミノ酸の側鎖に存在するアジド部分と反応するアルキン部分を含んでいるＰＥＧ誘導体を
用いて、修飾されている。
【０６２１】



(162) JP 2013-515081 A 2013.5.2

10

20

30

40

50

　いくつかの実施形態において、アルキン末端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-C≡CH
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｎは１００～１０００である（すなわち、平均分子量は５～４０ｋＤａの間であ
る））
を有している。
【０６２２】
　本発明の他の実施形態において、アルキンを含んでいる天然にコードされていないアミ
ノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドは、アミド結合を用いてＰＥＧと連結される末端の
アジドまたは末端のアルキン部分を含んでいるＰＥＧ誘導体を用いて、修飾されている。
【０６２３】
　いくつかの実施形態において、アルキン末端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-NH-C(O)-(CH2)p-C≡CH
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｐは２～１０であり、ｎは１００～１０００である）
を有している。
【０６２４】
　本発明の他の実施形態において、アジド含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチド
は、末端のアルキン部分を含んでいる分枝鎖状のＰＥＧ誘導体（１０～４０ｋＤａ、およ
びより好ましくは５～２０ｋＤａの範囲にある分子量を有している分枝鎖状のＰＥＧのそ
れぞれの鎖を伴う）を用いて修飾されている。例えば、いくつかの実施形態において、ア
ルキン末端ＰＥＧ誘導体は、以下の構造：
[RO-(CH2CH2O)n-O-(CH2)2-NH-C(O)]2CH(CH2)m-X-(CH2)pC≡CH
（ここで、Ｒは単純なアルキル（メチル、エチル、プロピルなど）であり、ｍは２～１０
であり、ｐは２～１０であり、ｎは１００～１０００であり、かつＸはＯ、Ｎ、Ｓまたは
カルボニル基（Ｃ＝Ｏ）であるか、または存在しない）
を有している。
【０６２５】
　（ホスフィン含有のＰＥＧ誘導体）
　本発明の他の実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、活性化官能基（エステル、カ
ルボネートが挙げられるが、これらに限定されない）を含有しており、天然にコードされ
ていないアミノ酸の側鎖に存在するアジド部分と反応するアリールホスフィン基をさらに
含んでいるＰＥＧ誘導体を用いて、修飾されている。一般的に、ＰＥＧ誘導体は、１～１
００ｋＤａ、いくつかの実施形態において１０～４０ｋＤａの範囲の平均分子量を有して
いる。
【０６２６】
　いくつかの実施形態において、ＰＥＧ誘導体は、構造：
【０６２７】
【化４７】

【０６２８】
（ここで、ｎは１～１０であり、ＸはＯ、ＮまたはＳであり得るか、または存在しない場
合があり得、Ｐｈはフェニルであり、かつＷは水溶性重合体である）
を有している。
【０６２９】
　いくつかの実施形態において、ＰＥＧ誘導体は、構造：
【０６３０】
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【化４８】

【０６３１】
（ここで、Ｘは、Ｏ、ＮまたはＳであるか、または存在せず、Ｐｈはフェニルであり、Ｗ
は水溶性重合体であり、ＲはＨ、アルキル、アリール、置換アルキルおよび置換アリール
基であり得る）を有している。例示的なＲ基としては、－ＣＨ２、－Ｃ（ＣＨ３）３、－
ＯＲ’，－ＮＲ’Ｒ’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ’’
、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－ＣＮおよび－ＮＯ２が挙げられるが
、これらに限定されない。Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’は互いに独立して、
水素、置換もしくは非置換のヘテロアルキル、置換もしくは非置換のアリール（１－３の
ハロゲンを用いて置換されているアリールが挙げられるが、これらに限定されない）、置
換もしくは非置換のアルキル、アルコキシもしくはチオアルコキシ、またはアルキルアリ
ール基を指す。本発明の化合物が１つ以上のＲ基を含んでいる場合に、例えば、Ｒ基のそ
れぞれは独立して、２つ以上のこれらの基が存在する場合に、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’お
よびＲ’’’’のそれぞれであるように選択される。Ｒ’およびＲ’’が同じ窒素原子に
連結される場合に、それらは、窒素原子と組み合わさって、５－、６－または７－員環を
形成し得る。例えば、－ＮＲ’Ｒ’’は、１－ピロリジニルおよび４－モルホリニルを包
含することを意図されているが、これらに限定されない。置換基の上述の議論から、当業
者は、“アルキル”という用語が、水素基以外の基（例えば、ハロアルキル（－ＣＦ３お
よび－ＣＨ２ＣＦ３が挙げられるが、これらに限定されない）およびアシル（－Ｃ（Ｏ）
ＣＨ３、－Ｃ（Ｏ）ＣＦ３、および－Ｃ（Ｏ）ＣＨ２ＯＣＨ３などが挙げられるが、これ
らに限定されない））と結合される炭素原子を含めた基を包含していると意図されている
ことを理解する。
【０６３２】
　（他のＰＥＧ誘導体および一般的なＰＥＧ付加技術）
　ｐＳＴポリペプチドと連結され得る他の例示的なＰＥＧ分子だけでなく、ＰＥＧ付加方
法としては、例えば、参照によって本明細書に援用される、米国特許出願公開第２００４
／０００１８３８号；米国特許出願公開第２００２／００５２００９号；米国特許出願公
開第２００３／０１６２９４９号；米国特許出願公開第２００４／００１３６３７号；米
国特許出願公開第２００３／０２２８２７４号；米国特許出願公開第２００３／０２２０
４４７号；米国特許出願公開第２００３／０１５８３３３号；米国特許出願公開第２００
３／０１４３５９６号；米国特許出願公開第２００３／０１１４６４７号；米国特許出願
公開第２００３／０１０５２７５号；米国特許出願公開第２００３／０１０５２２４号；
米国特許出願公開第２００３／００２３０２３号；米国特許出願公開第２００２／０１５
６０４７号；米国特許出願公開第２００２／００９９１３３号；米国特許出願公開第２０
０２／００８６９３９号；米国特許出願公開第２００２／００８２３４５号；米国特許出
願公開第２００２／００７２５７３号；米国特許出願公開第２００２／００５２４３０号
；米国特許出願公開第２００２／００４００７６号；米国特許出願公開第２００２／００
３７９４９号；米国特許出願公開第２００２／０００２２５０号；米国特許出願公開第２
００１／００５６１７１号；米国特許出願公開第２００１／００４４５２６号；米国特許
出願公開第２００１／００２７２１７；米国特許出願公開第２００１／００２１７６３号
；米国特許第６，６４６，１１０号；米国特許第５，８２４，７７８号；米国特許第５，
４７６，６５３号；米国特許第５，２１９，５６４号；米国特許第５，６２９，３８４号
；米国特許第５，７３６，６２５号；米国特許第４，９０２，５０２号；米国特許第５，
２８１，６９８号；米国特許第５，１２２，６１４号；米国特許第５，４７３，０３４号
；米国特許第５，５１６，６７３号；米国特許第５，３８２，６５７号；米国特許第６，
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５５２，１６７号；米国特許第６，６１０，２８１号；米国特許第６，５１５，１００号
；米国特許第６，４６１，６０３号；米国特許第６，４３６，３８６号；米国特許第６，
２１４，９６６号；米国特許第５，９９０，２３７号；米国特許第５，９００，４６１号
；米国特許第５，７３９，２０８号；米国特許第５，６７２，６６２号；米国特許第５，
４４６，０９０号；米国特許第５，８０８，０９６号；米国特許第５，６１２，４６０号
；米国特許第５，３２４，８４４号；米国特許第５，２５２，７１４号；米国特許第６，
４２０，３３９号；米国特許第６，２０１，０７２号；米国特許第６，４５１，３４６号
；米国特許第６，３０６，８２１号；米国特許第５，５５９，２１３号；米国特許第５，
６１２，４６０号；米国特許第５，７４７，６４６号；米国特許第５，８３４，５９４号
；米国特許第５，８４９，８６０号；米国特許第５，９８０，９４８号；米国特許第６，
００４，５７３号；米国特許第６，１２９，９１２号；国際公開第９７／３２６０７号、
欧州特許出願公開第２２９，１０８号、欧州特許出願公開第４０２，３７８号、国際公開
第９２／１６５５５号、国際公開第９４／０４１９３号、国際公開第９４／１４７５８号
、国際公開第９４／１７０３９号、国際公開第９４／１８２４７号、国際公開第９４／２
８０２４号、国際公開第９５／００１６２号、国際公開第９５／１１９２４， ＷＯ９５
／１３０９０号、国際公開第９５／３３４９０号、国際公開第９６／０００８０号、国際
公開第９７／１８８３２号、国際公開第９８／４１５６２号、国際公開第９８／４８８３
７号、国際公開第９９／３２１３４号、国際公開第９９／３２１３９号、国際公開第９９
／３２１４０号、国際公開第９６／４０７９１号、国際公開第９８／３２４６６号、国際
公開第９５／０６０５８号、欧州特許出願公開第４３９　５０８号、国際公開第９７／０
３１０６号、国際公開第９６／２１４６９号、国際公開第９５／１３３１２号、欧州特許
出願公開第９２１　１３１号、国際公開第９８／０５３６３号、欧州特許出願公開第８０
９　９９６号、国際公開第９６／４１８１３号、国際公開第９６／０７６７０号、欧州特
許出願公開第６０５　９６３号、欧州特許出願公開第５１０　３５６号、欧州特許出願公
開第４００　４７２号、欧州特許出願公開第１８３　５０３号および欧州特許出願公開第
１５４　３１６号に記載されているそれらが挙げられる。本明細書に記載のＰＥＧ分子の
いずれもが、任意の形態（単鎖、分枝状鎖、マルチアーム鎖、単官能性、二機能性、多機
能性、またはこれらの組合せが挙げられるが、これらに限定されない）において使用され
得る。
【０６３３】
　付加的な重合体およびＰＥＧ誘導体（ヒドロキシアミン（アミノオキシ）ＰＥＧ誘導体
が挙げられるが、これらに限定されない）について、参照によってその全体が本明細書に
援用される以下の特許文献：米国特許出願公開第２００６／０１９４２５６号；米国特許
出願公開第２００６／０２１７５３２号；米国特許出願公開第２００６／０２１７２８９
号；米国仮特許出願第６０／７５５，３３８号；米国仮特許出願第６０／７５５，７１１
号；米国仮特許出願第６０／７５５，０１８号；国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ０６／４９
３９７号；国際公開第２００６／０６９２４６号；米国仮特許出願第６０／７４３，０４
１号；米国仮特許出願第６０／７４３，０４０号；国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ０６／４
７８２２号；米国仮特許出願第６０／８８２，８１９号；米国仮特許出願第６０／８８２
，５００；および米国仮特許出願第６０／８７０，５９４号に記載されている。
【０６３４】
　異種のＦｃ融合タンパク質
　上述のｐＳＴ化合物は、免疫グロブリンのＦｃ部分と、直接的にか、またはペプチドリ
ンカーを介して融合され得る。免疫グロブリンは、ジスルフィド結合によって互いに保持
されるポリペプチド鎖を含んでいる、一般に２つの軽鎖および２つの重鎖を有している分
子である。鎖のそれぞれにおいて、１つのドメイン（Ｖ）は、分子の抗体特異性に依存す
る可変性のアミノ酸配列を有している。他のドメイン（Ｃ）は、同じ分類の分子に共通す
るかなり定常性のアミノ酸配列を有している。
【０６３５】
　本明細書に使用されるとき、免疫グロブリンのＦｃ部分は、免疫学の分野における用語
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に共通して与えられている意味を有する。特にこの用語は、抗体から２つの抗原結合領域
（Ｆａｂ断片）を除去することによって得られる抗体断片を指す。Ｆａｂ断片を除去する
１つの方法は、パパインプロテアーゼを用いて免疫グロブリンを消化することである。し
たがって、Ｆｃ部分は、両方の重鎖に由来する定常領域のおよそ等しい大きさの断片から
形成される。ここで、両方の重鎖は、非共有結合的な相互作用およびジスルフィド結合を
介して会合している。Ｆｃ部分は、ヒンジ領域、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメインを
介した抗体に対する伸張を有している。ヒトおよびマウスにおける代表的なヒンジ領域は
、その教示内容が参照によって本明細書に組み込まれる、Antibody Engineering, A Prac
tical Guide, Borrebaeck, C. A. K., ed., W. H. Freeman and Co., 1992に見出され得
る。Ｆｃ部分は１つ以上の糖鎖付加部位をさらに含んでいる。ヒンジ領域、ＣＨ２ドメイ
ンおよびＣＨ３ドメインを含んでいる多くの代表的なＦｃ部分のアミノ酸配列は、当該分
野に公知である。
【０６３６】
　異なるエフェクター機能および薬物動態を有しているヒト免疫グロブリンのＦｃ部分に
は５種類：ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＤおよびＩｇＥが存在する。ＩｇＧは血清中に
豊富な免疫グロブリンである。また、ＩｇＧは免疫グロブリンのいずれよりも血清中にお
いて最も長い半減期（２３日）を有する。他の免疫グロブリンとは異なり、ＩｇＧは、Ｆ
ｃ受容体との結合後に効率的に再循環される。４つのＩｇＧサブクラス：Ｇ１、Ｇ２、Ｇ
３およびＧ４があり、それぞれが異なるエフェクター機能を有している。Ｇ１、Ｇ２およ
びＧ３はＣ１ｑおよび結合補体と結合するが、Ｇ４は結合できない。Ｇ３はＧ１よりもＣ
１ｑと効率的に結合できるが、Ｇ１は補体指向性の細胞溶解の媒介により有能である。Ｇ
２は補体との結合効率が非常に悪い。ＩｇＧにおける結合部位はＣＨ２ドメインのカルボ
キシル末端に位置している。
【０６３７】
　ＩｇＧサブクラスのすべては、Ｆｃ受容体（ＣＤ１６、ＣＤ３２、ＣＤ６４）と結合可
能であり、Ｇ１およびＧ３がＧ２およびＧ４よりも効率的である。ＩｇＧのＦｃ受容体結
合領域は、ＣＨ２ドメインのヒンジ領域およびカルボキシル末端領域の両方に位置する残
基によって形成されている。
【０６３８】
　ＩｇＡは、Ｊ鎖によってともに保持されているモノマーおよびダイマーの形態の両方に
おいて存在する。ＩｇＡは血清中に最も豊富に存在するが、その半減期はわずか６日間で
ある。ＩｇＡは３つエフェクター機能を有している。ＩｇＡは、食作用および脱顆粒のそ
れぞれを促進する、マクロファージおよび好酸球上のＩｇＡ特異的受容体と結合する。ま
た、ＩｇＡは未知の代替経路を介して補体と結合する。
【０６３９】
　ＩｇＭは、ペンタマーまたはヘキサマーのいずれか（いずれもＪ鎖によって保持されて
いる）として発現される。ＩｇＭの半減期は５日間である。ＩｇＭはＣＨ３ドメインに位
置する結合部位を介してＣ１ｑと弱く結合する。ＩｇＤは血清中における半減期が３日間
である。ＩｇＤは、このＩｇが担っているエフェクター機能が何であるか明確になってい
ない。ＩｇＥは２．５日間の半減期を有するモノマーＩｇである。ＩｇＥは脱顆粒を促進
し、炎症誘発性物質の放出を生じる２つのＦｃ受容体と結合する。
【０６４０】
　所望のインビボにおける効果に依存して、本発明の異種融合タンパク質は、上述のアイ
ソタイプのいずれかを含み得るか、または変異Ｆｃ領域を含み得る。ここで、補体および
／またはＦｃ受容体との結合機能が改変されている。したがって、本発明の異種融合タン
パク質は、ｐＳＴ化合物と融合された、免疫グロブリンのＦｃ部分全体、免疫グロブリン
のＦｃ部分の断片、またはこれらの類似物を含み得る。
【０６４１】
　本発明の融合タンパク質は、短鎖タンパク質または重鎖ポリペプチドからなり得る。２
つ以上のＦｃ融合タンパク質は、それらがＦｃ領域の間に天然に形成されるジスルフィド
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結合を介して相互作用するように、作製され得る。これらのマルチマーは、ｐＳＴ化合物
に対して異種であり得るか、またはそれらが融合タンパク質のＦｃ部分のＮ末端と融合さ
れる異なるｐＳＴ化合物を含み得る。
【０６４２】
　融合タンパク質の最終的な構造と関係なく、Ｆｃ領域またはＦｃ様領域はＮ末端におい
て融合されたｐＳＴ化合物のインビボ血漿半減期を延長するために機能する。また、本発
明のｐＳＴ化合物は、ｐＳＴの生物学的活性を少なくとも１つ維持しているべきである。
治療半減期または循環半減期の向上は、本明細書に記載の方法または当該分野に公知の方
法を用いて証明され得る。ここで、融合タンパク質の半減期は、ｐＳＴ化合物単独の半減
期と比較されている。生物学的活性は、当該分野に公知のインビトロ法およびインビボ法
によって決定される。
【０６４３】
　タンパク質分解によって生成されるＩｇＧのＦｃ領域は、ＩｇＧ分子およびＦａｂ断片
が急速に分解されるのと同様のインビボ半減期を有しているので、延長した半減期と関連
する配列がＣＨ２ドメインおよび／またはＣＨ３ドメインに存在すると考えられる。さら
に、親和性の高いＦｃ受容体またはＣ１ｑと結合しないＩｇＧバリアントの分解速度は、
親の野生型抗体の排除速度と識別できないことが、文献に示されている。これは、分解部
位がＦｃ受容体またはＣ１ｑ結合と関連する部位とは異なることを示している（Wawrzync
zak et al., (1992) Molecular Immunology 29:221）。マウスＩｇＧ領域を用いた部位特
異的な変異生成の研究によって、分解速度を制御するＩｇＧ１のＦｃ領域の部位は、ＣＨ
２－ＣＨ３ドメインの接合域に位置していることが示唆された。Ｆｃ領域は、癒合タンパ
ク質の半減期を最適化するために分解部位において修飾され得る。本発明の融合タンパク
質に使用されるＦｃ領域は、ＩｇＧ１またはＩｇＧ４のＦｃ領域に由来し得、ヒンジ領域
を含んでいるＣＨ２ドメインＣＨ３ドメインの両方を含み得る。
【０６４４】
　異種のアルブミン融合タンパク質
　本明細書に記載のｐＳＴは、アルブミンまたはこれらの類似物、断片、もしくは誘導体
と、直接的に融合され得るか、またはペプチドリンカー、水溶性リンカー、もしくはプロ
ドラッグリンカーを介して融合され得る。一般的に、本発明の融合タンパク質の一部であ
るアルブミンタンパク質は、任意の種（ヒトが挙げられる）からクローン化されたアルブ
ミンに由来し得る。ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）は、６６５００の分子量を有している
、５８５アミノ酸の短鎖の非糖鎖付加ポリペプチド鎖からなる。ヒトＨＳＡのアミノ酸配
列は公知である（参照によって本明細書に組み込まれる、See Meloun, et al. (1975) FE
BS Letters 58:136; Behrens, et al. (1975) Fed. Proc. 34:591; Lawn, et al. (1981)
 Nucleic Acids Research 9:6102-6114; Minghetti, et al. (1986) J. Biol. Chem. 261
 :6747を参照すればよい）。アルブミンの種々の多形バリアントならびに類似物および断
片について、Weitkamp, et al., (1973) Ann. Hum. Genet. 37:219に記載されている。例
えば、欧州特許第３２２，０９４号におけるＨＳＡの短鎖形態。ＨＳＡのこれらの断片の
いくつか（ＨＳＡ（１－３３８）、ＨＳＡ（１－３８９）、ならびにＨＳＡ（１－４１９
）および１－３６９と１－４１９との間の断片が挙げられる）が開示されている。欧州特
許第３９９，６６６号には、ＨＳＡ（１－１７７）、ならびにＨＳＡ（１－２００）およ
び１－１７７と１－２００との間の断片を含むアルブミン断片が開示されている。
【０６４５】
　本発明の異種融合タンパク質が、任意のアルブミンタンパク質（断片、類似物および誘
導体が挙げられる）と結合されているｐＳＴ化合物を含んでいることについて理解される
。ここで、当該融合タンパク質が生物学的に活性であり、ｐＳＴ化合物単独より長い血漿
半減期を有している。したがって、融合タンパク質のアルブミン部分は、未処理のヒトア
ルブミンの半減期と等しい半減期を有している必要はない。所定の未処理のヒトアルブミ
ンおよびｐＳＴ化合物の半減期に対して、より長い半減期または中間の半減期を有してい
る断片、類似物および誘導体は、公知であるか、または生成され得る。
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【０６４６】
　本発明の異種融合タンパク質は、融合タンパク質のｐＳＴ化合物および／またはＦｃ部
分もしくはアルブミン部分に保存的なアミノ酸置換を有している、タンパク質を包含して
いる。“保存的な置換”は、同じ正味の電荷ならびにおよそ同じ大きさおよび形状を有し
ている、他のアミノ酸を用いたアミノ酸の置換である。脂肪族または置換脂肪族のアミノ
酸側鎖を有しているアミノ酸は、炭素原子および異種原子の総数が約４以下だけ異なる場
合に、およそ同じ大きさを有する。それらは、それらの側鎖における分枝の数が１以下だ
け異なる場合に、およそ同じ形状を有する。それらの側鎖にフェニル基または置換フェニ
ル基を有するアミノ酸は、およそ同じ大きさおよび形状を有していると考えられる。本明
細書において特に断りがなければ、保存的な置換は天然アミノ酸に対して好ましくなされ
る。
【０６４７】
　野生型のアルブミンタンパク質および免疫グロブリンタンパク質は、種々の源から入手
され得る。例えば、これらのタンパク質は、検出可能なレベルにおいて所定のｍＲＮＡを
発現する組織または細胞から調製されたｃＤＮＡライブラリから入手され得る。ライブラ
リは、特に所望のタンパク質の公開されたＤＮＡ配列またはタンパク質を用いて設計され
たプローブを用いてスクリーニングされ得る。例えば、免疫グロブリンの軽鎖または重鎖
の定常領域について、Adams, et al. (1980) Biochemistry 19:2711-2719; Goughet, et 
al. (1980) Biochemistry 19:2702-2710; Dolby, et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 77:6027-6031 ; Rice et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7862-7862;
 Falkner, et al. (1982) Nature 298:286-288; and Morrison, et al. (1984) Ann. Rev
. Immunol. 2:239-256に記載されている。アルブミンのタンパク質配列およびＤＮＡ配列
を開示しているいくつかの文献としては、Meloun, et al. (1975) FEBS Letters 58: 136
; Behrens, et al. (1975) Fed. Proc. 34:591 ; Lawn, et al. (1981) Nucleic Acids R
esearch 9:6102-6114; and Minghetti, et al. (1986) J. Biol. Chem. 261 :6747が挙げ
られる。
【０６４８】
　本発明の異種融合タンパク質の性質決定
　本発明の融合タンパク質を性質決定するための多くの方法が存在する。これらの方法の
いくつかとしては、タンパク質染色法と組み合わせたＳＤＳ－ＰＡＧＥまたは抗ＩｇＧ抗
体もしくは抗ＨＳＡ抗体を用いた免疫ブロットが挙げられるが、これらに限定されない。
他の方法としては、例えば、マトリックス支援レーザイオン化質量分析（ＭＡＬＤＩ－Ｍ
Ｓ）、液体クロマトグラフィー／質量分析、等電点電気泳動、分析陰イオン交換クロマト
グラフィー、円偏向二色性が挙げられる。
【０６４９】
　血清アルブミンに対する親和性の増強
　また、種々の生物学的に活性な分子は、本発明のｐＳＴポリペプチドと融合されて、生
物学的に活性な分子の半減期を調節し得る。いくつかの実施形態において、分子が本発明
のｐＳＴポリペプチドと連結されるか、または融合されて、動物における内因性の血清ア
ルブミンに対する親和性を増強し得る。
【０６５０】
　例えば、いくつかの場合に、ｐＳＴポリペプチドおよびアルブミン結合配列の組換え融
合物が作製される。例示的なアルブミン結合配列としては、ストレプトコッカスのタンパ
ク質Ｇから得られるアルブミン結合ドメイン（例えば、Makrides et al., J. Pharmacol.
 Exp. Ther. 277:534-542 (1996)およびSjolander et al., J, Immunol. Methods 201:11
5-123 (1997)を参照すればよい）、またはアルブミン結合ペプチド（例えば、Dennis, et
 al., J. Biol. Chem. 277:35035-35043 (2002)に記載のペプチドなど）が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０６５１】
　他の実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは脂肪酸を用いてアシル化される
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。いくつかの場合に、脂肪酸は血清アルブミンに対する結合を促進する。例えば、Kurtzh
als, et al., Biochem. J. 312:725-731 (1995)を参照すればよい。
【０６５２】
　他の実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは、血清アルブミン（ヒト血清ア
ルブミンが挙げられるが、これに限定されない）と直接的に融合される。また、当業者で
あれば、広範な生物学的に活性な分子は、本発明におけるｐＳＴと連結されて、血清アル
ブミンまたは他の血清成分との結合を調節し得ることを認識する。
【０６５３】
　Ｘ．ｐＳＴポリペプチドのグリコシル化
　本発明は、糖付加残基を有している天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を組
み込んでいる、ｐＳＴポリペプチドを包含している。糖付加残基は、天然（Ｎ－アセチル
グルコサミンが挙げられるが、これに限定されない）、または非天然（３－フルオロガラ
クトースが挙げられるが、これに限定されない）であり得る。糖は、Ｎ型もしくはＯ型の
糖鎖結合（Ｎ－アセチルガラクトース－Ｌ－セリンが挙げられるが、これに限定されない
）、または非天然の結合（オキシムまたは対応するＣ型またはＳ型のグリコシドが挙げら
れるが、これらに限定されない）のいずれかによって、天然にコードされていないアミノ
酸に連結され得る。
【０６５４】
　糖（グリコシルが挙げられるが、これに限定されない）部分は、インビボまたはインビ
トロにおいてｐＳＴポリペプチドに付加され得る。本発明のいくつかの実施形態において
、カルボニルを含んでいる天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペ
プチドは、オキシム結合を介して対応する糖鎖付加ポリペプチドを生成するためのアミノ
オキシ基を有している糖誘導体を用いて修飾される。天然にコードされていないアミノ酸
に連結されると、糖は、ｐＳＴポリペプチドに結合されるオリゴ糖を生成するための糖転
移酵素および他の酵素を用いた処理によって、さらに合成され得る。例えば、H. Liu, et
 al. J. Am. Chem. Soc. 125: 1702-1703 (2003)を参照すればよい。
【０６５５】
　本発明のいくつかの実施形態において、カルボニルを含んでいる天然にコードされてい
ないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドは、アミノオキシ誘導体として調製される
所定の構造を有しているグリカンを用いて、直接的に修飾される。当業者は、他の官能基
（アジド、ヒドラジド、ヒドラジン、およびセミカルバジドが挙げられるが、これらに限
定されない）が、天然にコードされていないアミノ酸との糖の連結に使用され得ることを
認識する。
【０６５６】
　本発明のいくつかの実施形態において、アジドまたはアルキニルを含んでいる天然にコ
ードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドは、それから、アルキニルま
たはアジド誘導体のそれぞれ（限定されないが、これら挙げられる）を用いた、ヒュイゲ
ン［３＋２］環付加反応によって（限定されないが、これが挙げられる）、修飾される。
この方法は、タンパク質が非常に高い選択性を有して修飾されることを可能にする。
【０６５７】
　ＸＩ．ｐＳＴポリペプチドの二量体および多量体
　また、本発明は、ｐＳＴポリペプチドおよびｐＳＴ類似物の組合せ（ホモ二量体、ヘテ
ロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ多量体（すなわち三量体、四量体など））を提供する
。ここで、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸を含んでいるｐＳＴは、ｐＳＴ
もしくはｐＳＴのバリアント、またはｐＳＴもしくはｐＳＴのバリアントではない任意の
他のポリペプチドと、ポリペプチド骨格に対して直接的にか、またはリンカーを介して結
合されている。単量体と比べて増加しているその分子量に起因して、ｐＳＴの二量体また
は多量体の抱合物は、単量体のｐＳＴに対して、新たな特性または所望の特性（異なる薬
理作用、異なる薬物動態、異なる薬力学、調節されている治療半減期、または修飾されて
いる血漿半減期が挙げられるが、これらに限定されない）を示し得る。いくつかの実施形
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態において、本発明のｐＳＴの二量体は、ＧＨ受容体の二量体化を調節する。他の実施形
態において、本発明のｐＳＴの二量体または多量体は、受容体のアンタゴニスト、アゴニ
ストまたは調節因子として作用する。
【０６５８】
　いくつかの実施形態において、二量体または多量体を含んでいるｐＳＴ分子に存在する
１つ以上のｐＳＴ分子は、水溶性重合体と連結されている天然にコードされていないアミ
ノ酸を含んでいる。
【０６５９】
　いくつかの実施形態において、ｐＳＴポリペプチドは、直接的に（Ａｓｎ－Ｌｙｓのア
ミド結合またはＣｙｓ－Ｃｙｓのジスルフィド結合を介してが挙げられるが、これらに限
定されない）連結されている。いくつかの実施形態において、連結されているｐＳＴポリ
ペプチドおよび／または連結されているｐＳＴではない分子は、二量体化を容易にする天
然にコードされていない異なるアミノ酸を含んでいる。この例としては、第１のｐＳＴポ
リペプチドの天然にコードされていない１つのアミノ酸におけるアルキンおよび第２のｐ
ＳＴ分子の天然にコードされていない１つのアミノ酸におけるアジドがヒュイゲン［３＋
２］環付加を介して抱合されていることが挙げられるが、これらに限定されない。代替的
に、ケトンを含有している天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる第１の、ｐＳ
Ｔ分子および／または連結されているｐＳＴではない分子は、ヒドロキシアミンを含有し
ている天然にコードされていないアミノ酸を含んでいる第２のポリペプチドと抱合され得
、これらのポリペプチドは対応するオキシムの形成を介して反応する。
【０６６０】
　代替的に、２つのｐＳＴポリペプチド、および／または連結されているｐＳＴではない
分子は、リンカーを介して連結されている。任意のヘテロ－またはホモ－二機能性リンカ
ーを使用して、同じか、または異なる一次配列を有している、２つのｐＳＴポリペプチド
および／または連結されているｐＳＴではない分子を連結し得る。いくつかの実施形態に
おいて、ｐＳＴポリペプチドおよび／または連結されているｐＳＴではない分子とともに
使用されるリンカーは、二機能性のＰＥＧ試薬であり得る。リンカーは広範な分子量また
は分子長を有し得る。より大きいまたはより小さい分子量のリンカーが使用されて、ｐＳ
Ｔおよび連結されている全体、ｐＳＴおよびその受容体、またはもしあれば連結されてい
る全体およびその結合パートナーの間における所望の空間関係または立体配置をもたらし
得る。また、より長いまたはより短い分子長を有しているリンカーが使用されて、ｐＳＴ
および連結されている全体、またはもしあれば連結されている全体および結合パートナー
の間における所望の空間または柔軟性をもたらし得る。
【０６６１】
　いくつかの実施形態において、本発明は、ダンベル構造を有している二機能性の水溶性
リンカーを提供する。当該ダンベル構造は、（ａ）重合体骨格の少なくとも第１の末端に
おけるアジド含有部分、アルキン含有部分、ヒドラジン含有部分、ヒドラジド含有部分、
ヒドロキシアミン含有部分、またはカルボニル含有部分、ならびに（ｂ）重合体骨格の第
２の末端における少なくとも第２の官能基を含んでいる。第２の官能基は、第１の官能基
と同じであり得るか、または異なり得る。いくつかの実施形態において、第２の官能基は
第１の官能基と反応性ではない。本発明は、いくつかの実施形態において、分枝鎖状の分
子構造の少なくとも１つのアームを含んでいる水溶性化合物を提供する。例えば、分枝鎖
状の分子構造は樹状であり得る。
【０６６２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、以下の構造：
R-(CH2CH2O)n-O-(CH2)m-X
（ここで、ｎは５～３０００であり、ｍは２～１０であり、Ｘは、アジド含有部分、アル
キン含有部分、ヒドラジン含有部分、ヒドラジド含有部分、アミノオキシ含有部分、ヒド
ロキシアミン含有部分、アセチル含有部分、またはカルボニル含有部分であり得、Ｒは、
Ｘと同じであり得るか、または異なり得るキャップ基、官能基または脱離基である）を有
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している活性化されている水溶性重合体との反応によって形成されている、１つ以上のｐ
ＳＴポリペプチドを含んでいる多量体を提供する。Ｒは、例えばヒドロキシル、保護され
ているヒドロキシル、アルコキシル、Ｎ－ヒドロキシスクシニミジルエステル、１－ベン
ゾトリアゾールエステル、Ｎ－ヒドロキシスクシニミジルカルボネート、１－ベンゾトリ
アゾイルカルボネート、アセタール、アルデヒド、アルデヒドハイドレート、アルケニル
、アクリレート、メタクリレート、アクリルアミド、活性なスルホン、アミン、アミノオ
キシ、保護されているアミン、ヒドラジド、保護されているヒドラジド、保護されている
チオール、カルボン酸、保護されているカルボン酸、イソシアネート、マレイミド、ビニ
ルスルホン、ジチオピリジン、ビニルピリジン、ヨードアセトアミド、グリオキサール、
ジオン、メシレート、トシレートおよびトレシレート、アルケン、およびケトンからなる
群から選択される官能基であり得る。
【０６６３】
　ＸＩＩ．ｐＳＴポリペプチドの活性およびｐＳＴ受容体に対するｐＳＴの親和性の測定
　ｐＳＴポリペプチドの活性は、標準的な、または公知のインビトロまたはインビボのア
ッセイを用いて決定され得る。
【０６６４】
　ｐＳＴポリペプチドは、好中球におけるＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃおよび／
またはＣＤ１８を上方制御するそれらの能力について分析され得る。この活性は、Hedari
 et al（上述されている）によって説明されているようなＦＡＣＳによって測定され得る
。当業者にとって公知の好中球の活性を測定する付加的なアッセイとしては、Ｌ－セレク
チンを測定するアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。他のアッセイが実施さ
れて、本発明のｐＳＴポリペプチドによる細胞の増殖および／または分化を評価し得る。
【０６６５】
　ｐＳＴポリペプチドは受容体に対する結合能について分析され得る。例えば、成長ホル
モンに応じて作動するか、またはｐＳＴと結合する細胞または細胞株（活性なＧＨ受容体
を含んでいる細胞（例えば組換えＧＨ受容体産生細胞）が挙げられるが、これらに限定さ
れない）が使用されて、ｐＳＴ受容体結合を監視し得る。天然にコードされていないアミ
ノ酸を含んでいる非ＰＥＧ付加またはＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドについて、その受
容体または他のｐＳＴ受容体に対するｐＳＴの親和性が、BIAcore biosensor（登録商標
）（Pharmacia）を用いて測定され得る。好適な結合アッセイとしては、BIAcore biosens
or（Pearce et al., Biochemistry 38:81-89 (1999)）およびAlphaScreen（登録商標）ア
ッセイPerkinElmer）が挙げられるが、これらに限定されない。AlphaScreen（登録商標）
は、ビーズを用いた非放射線の発光近接アッセイであり、ドナーのビーズが６８０ｎｍの
レーザによって励起されて、一重項酸素を放出する。一重項酸素が拡散し、アクセプタの
ビーズ表面にあるチオキセン誘導体と反応して、～６００ｎｍの蛍光放射を生じる。蛍光
の放射は、ドナーおよびアクセプタのビーズが、互いがリガンドおよび受容体と結合され
る分子の相互作用によって非常に近接する場合にのみ生じる。このリガンド－受容体の相
互作用は受容体結合バリアントを用いて競合され得、非結合バリアントは競合しない。
【０６６６】
　ｐＳＴポリペプチドの活性は、標準的な、または公知のインビトロまたはインビボのア
ッセイを用いて決定され得る。
【０６６７】
　本発明のｐＳＴ類似物を生成するために使用される方法に関わらず、類似物は生物学的
な活性についてのアッセイに供される。しかし、他の生物学的なアッセイが使用されて、
所望の活性を確認し得る。Nicola, Ann.Rev. Biochem. 58: 45-77 (1989)を参照すればよ
い。生物学的活性に関する試験は、所望の結果に関する分析（例えば、生物学的な活性の
上昇または低下（改変されていないｐＳＴと比べて）、異なる生物学的活性（改変されて
いないｐＳＴと比べて）、受容体もしくは結合パートナーとの親和性分析、ｐＳＴ自身も
しくはその受容体の立体配置もしくは構造の変化（改変されていないｐＳＴと比べて）、
または血清半減期の分析）を準備すべきである。
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【０６６８】
　アッセイの方法論に関する参考文献の以上の記載は網羅的ではなく、当業者は所望の目
的の結果を試験するために有用な他のアッセイを認識している。そのようなアッセイに対
する変更は当業者にとって公知である。
【０６６９】
　ＸＩＩＩ．有効性、機能的なインビボ半減期および薬物動態パラメータの測定
　本発明の重要な局面は、水溶性重合体部分に対するポリペプチドの抱合を有しているか
、または有していないｂ-ＧＣＳＦポリペプチドの構築によって得られる、延長された生
物学的半減期である。ｐＳＴポリペプチドの血中濃度の、投与後における急速な低下に起
因して、抱合および非抱合のｐＳＴポリペプチドおよびこれらのバリアントを用いた処置
に対する生物学的応答を評価することが重要である。本発明の抱合および非抱合のｐＳＴ
ポリペプチドおよびこれらのバリアントは、投与の後においても血中半減期を延長し得て
おり、例えば、ＥＬＩＳＡ法および一次スクリーニングアッセイによる測定を可能にして
いる。市販のＥＬＩＳＡキットまたはＲＩＡキットを使用することが可能である。インビ
ボにおける生物学的半減期の測定は、本明細書に記載の通りに実施される。
【０６７０】
　天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドに関する薬物動態
パラメータは、通常のオスのSprague Dawleyマウス（処理群ごとにＮ＝５の動物）におい
て評価され得る。動物は、静脈内に２５ｕｇ／ラットまたは皮下に５０μｇ／ラットの単
回用量のいずれかを受け、およそ５～７の血液試料が、予め決められた時間経過にしたが
って（水溶性重合体と抱合されていない、天然にコードされていないアミノ酸を含んでい
るｐＳＴポリペプチドに関して約６時間、および天然にコードされていないアミノ酸を含
んでおり、水溶性重合体に抱合されているｐＳＴポリペプチドに関して約４日の範囲に一
般的に及ぶ）採取される。天然にコードされていないアミノ酸なしのｐＳＴに関する薬物
動態のデータは、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドに
ついて得られたデータと直接的に比較され得る。
【０６７１】
　ｐＳＴポリペプチドの薬物動態の試験は、マウス、ラットまたは霊長類（例えばカニク
イザル）において実施され得る。典型的に皮下または血管内に単回注入され、血清中のｐ
ＳＴレベルが長期にわたって監視される。
【０６７２】
　動物の健康、乳の生成、成長および他のパラメータを評価する方法は、当業者にとって
公知である。本発明のｐＳＴポリペプチドを評価するために使用され得る他のモデルは、
当業者にとって公知である。
【０６７３】
　ＸＩＶ．投与および薬学的組成物
　本発明のポリペプチドまたはタンパク質（ｐＳＴ、合成酵素、１つ以上の非天然アミノ
酸を含んでいるタンパク質などが挙げられるが、これらに限定されない）は、好適な薬学
的担体と組み合せて（限定されないが、これが挙げられる）、治療用途に任意に採用され
る。当該組成物は、例えば、治療有効量の化合物、および薬学的に受容可能な担体もしく
は賦形剤を含んでいる。当該担体または賦形剤としては、生理食塩水、緩衝化生理食塩水
、デキストロース、水、グリセロール、エタノール、および／またはこれらの組合せが挙
げられるが、これらに限定されない。製剤は投与形態に合わせて作製される。一般的に、
タンパク質を投与する方法は、当業者に公知であり、本発明のポリペプチドの投与に適用
され得る。組成物は水溶性の形態（例えば薬学的に受容可能な塩（酸付加した塩および塩
基付加した塩の両方が挙げられることを意味する）として存在している）であり得る。ｐ
ＳＴの調合および投与は当業者に知られている方法によって行われる。硫酸イオン（例え
ば硫酸アンモニウム、硫酸ナトリウム、硫酸マグネシウムおよびそれらの組合せ）、およ
び緩衝薬（例えば酢酸塩、クエン酸塩、リン酸塩、ＨＥＰＥＳ、ＢＥＳ、ＴＡＰＳ、ＥＰ
ＰＳ、ＴＥＳおよびそれらの混合物）を含んでいる塩が述べられている。
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【０６７４】
　本発明の１つ以上のポリペプチドを含んでいる治療組成物は、当業者に公知の方法にし
たがって、有効性を確認し、用量を評価するために、疾患の１つ以上のインビトロおよび
／またはインビボにおける動物モデルにおいて、任意に試験され得る。特に、用量は、天
然アミノ酸の相同物に対する本明細書における非天然アミノ酸の活性、安定性または他の
好適な測定（１つ以上の非天然アミノ酸を含めるために修飾されたｐＳＴポリペプチドの
、天然アミノ酸のｐＳＴポリペプチドに対する比較、および修飾されて１つ以上の非天然
アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドの、現在、利用可能なｐＳＴ処理との比較が挙
げられるが、これらに限定されない）（すなわち比較アッセイ）によって最初に決定され
得る。
【０６７５】
　投与は、血液または組織細胞と最終的に接触する分子の導入において通常に使用される
任意の経路による。本発明の非天然アミノ酸ポリペプチドは、１つ以上の薬学的に受容可
能な担体を必要に応じてともなって、任意の好適な様式において投与される。本発明に関
する当該ポリペプチドの患者に対する投与の好適な方法が利用可能であり、そして、２つ
以上の経路が特定の組成物を投与するために使用されるが、特定の経路は、他の経路より
も即時のかつ効果的な作用または反応をしばしばもたらし得る。
【０６７６】
　薬学的に受容可能な担体は、投与される特定の組成物よって、これと同様に組成物を投
与するために使用される方法によって、部分的に決定される。したがって、本発明の薬学
的組成物の広範な好適な製剤がある。
【０６７７】
　本発明のｐＳＴポリペプチドは、タンパク質またはペプチドにとって好適な任意の従来
の経路（皮下もしくは静脈内、または注射もしくは注入の任意の他の形態が挙げられるが
、これらに限定されない）によって投与され得る。ポリペプチド組成物は、多くの経路（
経口、静脈内、腹腔内、筋肉内、経皮、皮下、局所、舌下、血管内、乳房内または直腸の
手段が挙げられるが、これらに限定されない）によって投与され得る。また、修飾されて
いるか、または非修飾の非天然アミノ酸ポリペプチドの組成物は、リポソームを介して投
与され得る。当該投与経路および製剤は、当業者にとって公知である。ｐＳＴポリペプチ
ドは、単独にか、または他の好適な成分（例えば薬学的担体）と組み合わせて使用され得
る。ｐＳＴポリペプチドは他の薬剤または治療薬と組合わせて使用され得る。
【０６７８】
　また、単独の、または他の好適な組成物との組合せの、非天然アミノ酸を含んでいるｐ
ＳＴポリペプチドは、吸入を介して投与されるためのエアロゾル製剤（すなわち、それら
は“霧状化”され得る）に作製され得る。エアロゾル製剤は、圧縮可能な噴霧剤（例えば
、ジクロロジフルオロメタン、プロパンおよび窒素など）に配合され得る。
【０６７９】
　非経口投与（例えば、関節内（関節における）、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内、およ
び皮下の経路など）に好適な製剤としては、抗酸化剤、緩衝液、静菌剤および意図される
受容物の血液と等張な製剤にさせる溶液を含有できる水性および非水性の等張無菌注入溶
液、ならびに懸濁剤、可溶化剤、増粘剤、安定化剤、および防腐剤を含むことができる水
性および非水性の無菌懸濁液が挙げられる。ｐＳＴの製剤は、容器（例えば、アンプルお
よびバイアル）に密封された単回用量または多回用量において提供され得る。
【０６８０】
　非経口投与および静脈内投与は好ましい投与方法である。特に、天然アミノ酸相同物治
療に関してすでに使用中の投与の経路（ＥＰＯ、ＧＨ、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＦＳ、ＩＦ
Ｎ、インターロイキン、抗体、ＦＧＦおよび／または任意の他の薬学的送達タンパク質に
とって使用される経路が挙げられるが、これらに限定されない）は、現在使用中の製剤と
共に、本発明のポリペプチドにとっての投与および製剤の好適な経路をもたらす。
【０６８１】
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　本発明に照らして、動物に投与される用量は、長期間にわたる動物に有益な治療応答、
または他の好適な活性を示すために十分な用途に依存する量である。用量は、特定のベク
ターもしくは製剤の有効性、および採用される非天然アミノ酸ポリペプチドの安定性もし
くは血中半減期、および患者の状態、これらと同様に処置される動物の体重または体表面
積によって決定される。また、用量の大きさは、特定の動物における特定のベクターまた
は製剤などの投与に付随する任意の副作用の存在、性質および程度によって決定される。
【０６８２】
　疾患の処置または予防において投与されるベクターまたは製剤の有効量の決定において
、獣医は、循環血漿濃度、製剤の毒性、疾患の進行、および／または（当該当する場合に
）抗非天然アミノ酸ポリペプチド抗体の産生を評価する。
【０６８３】
　投与される用量は、典型的に、関連する組成物の変化されている活性または血中半減期
に関して調節される、現在使用されている治療タンパク質の用量と等しい範囲にある。本
発明のベクターまたは薬学的製剤は、任意の従来公知の療法（抗体投与、ワクチン投与、
細胞毒性剤の投与、天然アミノ酸ポリペプチドの投与、核酸の投与、ヌクレオチド類似物
の投与、および生体応答の調節剤の投与などが挙げられる）による障害の処置を補い得る
。
【０６８４】
　投与に関して、本発明の製剤は、関連製剤のＬＤ－５０もしくはＥＤ－５０よって、お
よび／または動物の集団および全体的な健康状態に対して適用されるような（これが挙げ
られるが、限定されない）、種々の条件における非天然アミノ酸ポリペプチドの任意の副
作用の観察によって、決定される割合において投与される。投与は、単回用量または分け
られた用量を介して達成され得る。
【０６８５】
　製剤の注入を受ける動物が熱を出すか、寒気を覚えるか、または筋肉痛を覚える場合、
動物は、適量のアスピリン、イブプロフェン、アセトアミノフェン、または他の痛覚／熱
制御薬を受ける。注入に対する反作用（例えば、熱、筋肉痛、および悪寒）を経験する動
物は、さらなる注入の３０分前に、アスピリン、アセトアミノフェンまたは（これが挙げ
られるが、限定されない）ジフェンヒドラミン、または動物にとって適切な他の薬剤のい
ずれかを用いて前投与される。メペリジンは、解熱剤および抗ヒスタミン剤にすぐに反応
しないひどい悪寒および筋肉痛に対して使用される。細胞注入は、反作用の重篤度に依存
して速度を落とされるか、または中断される。
【０６８６】
　本発明のｐＳＴポリペプチドは、動物の対象に対して直接的に投与され得る。投与は、
対象に対するｐＳＴポリペプチドの導入において通常に使用される経路のうちのいずれか
による。本発明の実施形態に係るｐＳＴポリペプチド組成物としては、経口、直腸、局所
、吸入（エアロゾルを介した吸入が挙げられるが、これに限定されない）、頬側（舌下が
挙げられるが、これに限定されない）、膣、非経口（皮下、筋肉内、皮内、関節内、胸膜
内、腹腔内、大脳内、動脈内、胸膜内、または静脈内が挙げられるが、これに限定されな
い）、局所（すなわち、皮膚および気道の表面を含む粘膜の表面の両方）、肺、眼内、鼻
内および経皮の投与に好適なそれらが挙げられるが、所定の場合のいずれかにおける最も
好適な経路は、処置される性質および重篤度に依存する。投与は、局所的であるか、また
は全身性であるかのいずれかであり得る。化合物の製剤は、容器（例えば、アンプルおよ
びバイアル）に密閉された単回用量または多回用量に存在し得る。本発明のｐＳＴポリペ
プチドは、薬学的に受容可能な担体を伴った、単回用量の形態（溶液、懸濁液、または乳
液が挙げられるが、これらに限定されない）における混合物に調製され得る。また、本発
明のｐＳＴポリペプチドは、連続的な注入（ミニポンプ（例えば浸透圧ポンプ）を用いた
注入が挙げられるが、これに限定されない）、単回の大量瞬時投与、または緩徐に放出す
る徐放性製剤製剤によって投与され得る。
【０６８７】
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　投与に好適な製剤としては、抗酸化剤、緩衝液、静菌剤、および製剤に等張性を与える
溶液を含有できる水性および非水性の溶液、等張無菌溶液、ならびに懸濁剤、可溶化剤、
増粘剤、安定化剤および防腐剤を含むことができる水性および非水性の無菌懸濁液が挙げ
られる。溶液および懸濁液は、これまでに記載したような、無菌の粉末、顆粒、および錠
剤から調製され得る。
【０６８８】
　凍結乾燥は、所定のタンパク質調製物から水を除去する役割を果たす、タンパク質をも
たらす技術において通常に採用される。凍結乾燥（freeze-drying）、または凍結乾燥（l
yophilization）は、乾燥される物質がまず凍結され、それから氷または凍結した溶媒が
真空条件における昇華によって除去される過程である。賦形剤は、凍結乾燥過程における
安定性の上昇および／または保存状態における凍結乾燥生成物の安定性の向上を目的とし
て、凍結乾燥前の製剤に含められ得る。Pikal, M. Biopharm. 3(9)26-30 (1990)およびAr
akawa et al. Pharm. Res. 8(3):285-291 (1991)。
【０６８９】
　また、製薬の噴霧乾燥は、当業者に公知である。例えば、Broadhead, J. et al., "The
 Spray Drying of Pharmaceuticals," in Drug Dev. Ind. Pharm, 18 (11 & 12), 1169-1
206 (1992)を参照すればよい。小分子製薬に加えて、種々の生体物質は、噴霧乾燥されて
おり、これらとしては、酵素、血清、血漿、微生物および酵母が挙げられる。噴霧乾燥は
、１段階の過程において液体の製薬調製物を高純度の粉末、ほこりのない粉末、または凝
集粉に転換できるので、有用な技術である。基本的な技術は、以下の４つの段階：（ａ）
供給溶液の水煙への霧状化；（ｂ）水煙－空気接触；（ｃ）水煙の乾燥；および（ｄ）乾
燥空気からの乾燥生成物の分離を包含する。参照によって本明細書に援用される、米国特
許第６，２３５，７１０号および米国特許第６，００１，８００号には、噴霧乾燥による
組換えエリスロポエチンの調製物に関して記載されている。
【０６９０】
　本発明の薬学的組成物および製剤は、薬学的に受容可能な担体を含み得る。薬学的に受
容可能な担体は、投与される特定の組成物によって、これと同様に、組成物の投与に使用
される特定の方法によって、部分的に決定される。したがって、本発明の薬学的組成物の
広範な好適な製剤（薬学的に受容可能な担体、賦形剤、または安定化剤を任意に含む）が
ある（例えば、Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17th ed. 1985）を参照すれば
よい）。
【０６９１】
　好適な担体としては、コハク酸塩、リン酸塩、ホウ酸塩、ＨＥＰＥＳ、クエン酸塩、ヒ
スチジン、イミダゾール、酢酸塩、重炭酸塩および他の有機酸を含有する緩衝液；抗酸化
剤（アスコルビン酸が挙げられるが、これに限定されない）；低分子量ポリペプチド（１
０残基未満のそれらが挙げられるが、これらに限定されない）；タンパク質（血清アルブ
ミン、ゼラチン、または免疫グロブリンが挙げられるが、これらに限定されない）；親水
性ポリマー（ポリビニルピロリドンが挙げられるが、これに限定されない）；アミノ酸（
グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン、ヒスチジンもしくはヒスチジン誘導
体、メチオニン、グルタミン酸塩、またはリジンが挙げられるが、これらに限定されない
）；単糖類、２糖類、他の糖（トレハロース、スクロース、グルコース、マンノース、ま
たはデキストリンが挙げられるが、これらに限定されない）；キレート剤（ＥＤＴＡおよ
びエデンテート（edentate）２ナトリウムが挙げられるが、これらに限定されない）；２
価の金属イオン（亜鉛、コバルト、または銅が挙げられるが、これらに限定されない）；
糖アルコール（マンニトールまたはソルビトールが挙げられるが、これらに限定されない
）；塩形成対イオン（ナトリウムおよび塩化ナトリウムが挙げられるが、これらに限定さ
れない）；微結晶性セルロース、ラクトース、コーンスターチおよび他のスターチといっ
た充填剤；甘味剤および香料添加剤；着色剤；および／または非イオン性界面活性剤（Tw
een（商標）（Tween 80（ポリソルベート　８０）およびTween 20（ポリソルベート　２
０）が挙げられるが、これらに限定されない）、Pluronics（商標）ならびに他のプルロ
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ン酸（プルロン酸　Ｆ８６（ポロオキサマー（poloxamer）１８８）が挙げられるが、こ
れに限定されない）またはＰＥＧが挙げられるが、これらに限定されない）が挙げられる
が、これらに限定されない。好適な界面活性剤としては、例えば、ポリ（エチレンオキシ
ド）－ポリ（プロピレンオキシド）－ポリ（エチレンオキシド）（すなわち、（ＰＥＯ－
ＰＰＯ－ＰＥＯ））、またはポリ（プロピレンオキシド）－ポリ（エチレンオキシド）－
ポリ（プロピレンオキシド）（すなわち、（ＰＰＯ－ＰＥＯ－ＰＰＯ））、またはこれら
の組合せに基づいたポリエーテルが挙げられるが、これらに限定されない。ＰＥＯ－ＰＰ
Ｏ－ＰＥＯおよびＰＰＯ－ＰＥＯ－ＰＰＯは、Pluronics（商標）、R-Pluronics（商標）
、Tetronics（商標）およびR-Tetronics（商標）（ＢＡＳＦ　Wyandotte Corp.、Wyandot
te、Mich.）という商品名において市販されており、言及によってその全体が本明細書に
組み込まれる、米国特許第４，８２０，３５２号にさらに記載されている。他のエチレン
／プロピレンブロックポリマーは、好適な界面活性剤であり得る。界面活性剤または界面
活性剤の組合せは、１つ以上の負荷（攪拌から生じる負荷が挙げられるが、これに限定さ
れない）に対してＰＥＧ付加ｐＳＴを安定化させるために、使用され得る。上述のうちの
いくつかは“充填剤”と呼ばれ得る。また、いくつかは“強直性変更剤（tonicity modif
ier）”と呼ばれ得る。また、抗菌性防腐剤が、生成物の安定性および抗菌有効性を目的
として適用され得；防腐剤としては、ベンジルアルコール、塩化ベンザルコニウム、メタ
クレゾール、メチル／プロピル　パラベン、クレゾール、およびフェノール、またはこれ
らの組合せが挙げられるが、これらに限定されない。参照によって本明細書に援用される
米国特許第７，１４４，５７４号には、本発明の薬学的組成物および製剤ならびに他の送
達調製物において好適であり得る付加的な材料について記載されている。
【０６９２】
　また、本発明のｐＳＴポリペプチド（ＰＥＧといった水溶性ポリマーと連結されるｐＳ
Ｔポリペプチドが挙げられるが、これらに限定されない）は、徐放性の系の一部によって
か、または一部として投与され得る。徐放性組成物としては、成形された品の形態（フィ
ルム、またはマイクロカプセルが挙げられるが、これらに限定されない）における半透過
性のポリマーマトリクスが挙げられるが、これに限定されない。徐放性のマトリクスとし
ては、生体適合性材料から得られるもの（例えば、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリ
レート）（Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15: 267-277 (1981); Langer, Che
m. Tech., 12: 98-105 (1982)）、エチレンビニルアセテート（上述のLanger et al）ま
たはポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシブチル酸（欧州特許出願公開第１３３，９８８号
）、ポリラクチド（ポリ酪酸）（米国特許第３，７７３，９１９号；欧州特許出願公開第
５８，４８１号）、ポリグリコリド（グリコール酸のポリマー）、ポリラクチド－コ－グ
リコリド（酪酸およびグリコリドのコポリマー）のポリ無水物、Ｌ－グルタミン酸および
ガンマ－エチル－Ｌ－グルタミン酸塩のコポリマー（Sidman et al., Biopolymers, 22, 
547-556 (1983)）、ポリ（オルト）エステル、ポリペプチド、ヒアルロン酸、コラーゲン
、硫酸コンドロイチン、カルボキシル酸、脂肪酸、リン脂質、多糖、核酸、ポリアミノ酸
、アミノ酸（例えば、フェニルアラニン、チロシン、イソロイシン）、ポリヌクレオチド
、ポリビニルプロピレン、ポリビニルピロリドンならびにシリコン）が挙げられる。また
、徐放性組成物としてはリポソームに取り込まれる化合物が挙げられる。化合物を含有し
ているリポソームは、それ自体が公知の方法によって調製される（独国特許出願公開第３
，２１８，１２１号；Eppstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82: 3688-369
2 (1985)；Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 77: 4030-4034 (1980)；欧
州特許出願公開第５２，３２２号；欧州特許出願公開第３６，６７６号；米国特許第４，
６１９，７９４号；欧州特許出願公開第１４３，９４９号；米国特許第５，０２１，２３
４号；日本国出願公開第８３－１１８００８号；米国特許第４，４８５，０４５号および
米国特許第４，５４４，５４５号；および欧州特許出願公開第１０２，３２４号）。引用
された参考文献および特許文献のすべては、参照によって本明細書に援用される。
【０６９３】
　リポソームに取り込まれたｐＳＴポリペプチドは、例えば、独国特許出願公開第３，２
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１８，１２１号；Eppstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82: 3688-3692 (1
985)；Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 77: 4030-4034 (1980)；欧州特
許出願公開第５２，３２２号；欧州特許出願公開第３６，６７６号；米国特許第４，６１
９，７９４号；欧州特許出願公開第１４３，９４９号；米国特許第５，０２１，２３４号
；日本国出願第８３－１１８００８号；米国特許第４，４８５，０４５号および米国特許
第４，５４４，５４５号；および欧州特許出願公開第１０２，３２４号に記載されている
方法によって調製され得る。組成物およびリポソームの大きさは、公知であるか、または
経験的に当業者によって容易に決定され得る。リポソームのいくつかの例が、例えば、Pa
rk JW, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1327-1331 (1995) ；Lasic D and Papa
hadjopoulos D (eds): MEDICAL APPLICATIONS OF LIPOSOMES (1998)；Drummond DC, et a
l., Liposomal drug delivery systems for cancer therapy, in Teicher B (ed): CANCE
R DRUG DISCOVERY AND DEVELOPMENT (2002)；Park JW, et al., Clin. Cancer Res. 8:11
72-1181 (2002); Nielsen UB, et al., Biochim. Biophys. Acta 1591(1-3):109-118 (20
02)；Mamot C, et al., Cancer Res. 63: 3154-3161 (2003)に記載されている。引用され
た参考文献および特許文献のすべてが、参照によって本明細書に組み込まれる。
【０６９４】
　参照によって本明細書に援用される、米国特許第５，１３４，１２０号（“１２０特許
”）および米国特許第５，２９２，７２１号（“７２１特許”）には、ブタにおいて、妊
娠期の最後の２週から授乳期の３週の間における成長ホルモンの緩やかな増加によって、
出生後の絶食時に、グルコースおよび遊離脂肪酸の血漿濃度を維持する能力の著しい増強
を有している新生児の子ブタを生じることが教示されている。さらに、１２０特許および
７２１特許は、授乳期におけるメスのブタの処理によって初乳における乳脂肪の増加、お
よび乳の収量の増加を生じることを教示している。これらの作用は、新生児のブタの離乳
前における生存可能性および体重増加の上昇のために重要である。本発明のある実施形態
において、ｐＳＴ類似物の初回の用量は、当該動物の出産予定日の２週前に与えられる。
本発明の実施形態において、さらなる用量は週ごとに与えられる。本発明の他の実施形態
において、ｐＳＴ類似物の用量は２週間ごとに与えられる。本発明の他の実施形態におい
て、単回用量のみが投与される。本発明の他の実施形態において、ｐＳＴは、輸送前に初
回の用量に対するばくろ後において、誕生後の子ブタに投与される。本発明の他の実施形
態において、ｐＳＴは２回にわたって投与される。本発明の他の実施形態において、ｐＳ
Ｔ類似物の用量は３週間ごとに与えられる。本発明の他の実施形態において、ｐＳＴ類似
物の用量は１か月ごとに与えられる。
【０６９５】
　本発明に照らして、動物に対して投与される用量は、長期にわたって対象に有益な応答
を引き起こすために十分な量であるべきである。一般的に、投与ごとに非経口的に投与さ
れる、本発明のｐＳＴポリペプチドの治療有効量の総計は、動物の体重の約０．０１ｕｇ
／ｋｇ／日から約１００ｕｇ／ｋｇ／日、または約０．０５ｍｇ／ｋｇ／日から約１ｍｇ
／ｋｇ／日の範囲であるが、これは治療の自由裁量に従う。また、投与の頻度は、治療の
自由裁量に従い、動物における利用について承認されている、市販のｐＳＴポリペプチド
製品より、高い頻度であり得るか、または低い頻度であり得る。一般的に、本発明のＰＥ
Ｇ付加ｐＳＴポリペプチドは、上述の投与経路のうちのいずれかによって投与され得る。
【０６９６】
　ＸＶ．本発明のｐＳＴポリペプチドの治療的な使用
　本発明のｐＳＴポリペプチドは広範な疾患の処置に有効である。ｐＳＴ製品の投与は、
特に、乳生成の増加、体重増加の上昇を生じさせる。したがって、本発明のｐＳＴポリペ
プチドの投与は感染のおそれがある動物における感染の予防に有用であり得る。本発明の
ｐＳＴポリペプチドは感染症にかかっている動物に投与され得る。本発明の一実施形態に
おいて、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは出産の２週間前～１日前に動物に対
して投与される。本発明の一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチ
ドは、出産の２週間前～１日前に動物に対して投与され、出産日にか、または出産から１
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週間後までにさらに投与される。本発明の一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプ
チドは出産の２週間前～１日前に動物に対して投与される。本発明の一実施形態において
、本発明のｐＳＴポリペプチドは、出産の２週間前～１日前に動物に対して投与され、出
産日にか、または出産から１週間後までにさらに投与される。本発明の一実施形態におい
て、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは出産の１週間前～１日前に動物に対して
投与される。本発明の一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは
、出産の１週間前～１日前に動物に対して投与され、出産日にか、または出産から１週間
後までにさらに投与される。本発明の一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチド
は出産の１週間前～１日前に動物に対して投与される。本発明の一実施形態において、本
発明のｐＳＴポリペプチドは、出産の１週間前～１日前に動物に対して投与され、出産日
にか、または出産から１週間後までにさらに投与される。
【０６９７】
　本発明の一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは輸送の２週間前～輸送日
に動物に対して投与される。本発明の一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチド
は輸送の１週間前～輸送日に動物に対して投与される。本発明の一実施形態において、本
発明のｐＳＴポリペプチドは、輸送の１週間前～輸送日に動物に対して投与され、輸送日
にか、または輸送から１週間後までにさらに投与される。
【０６９８】
　本発明の一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは出産の７日
前に動物に対して投与される。本発明の一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳ
Ｔポリペプチドは、出産の７日前に動物に対して投与され、出産日にか、または出産から
１週間後までにさらに投与される。本発明の一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加の
ｐＳＴポリペプチドは、出産の７日前に動物に対して投与され、出産日にさらに投与され
る。本発明の一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは、出産の１週間前に動
物に対して投与され、出産日にか、または出産から１週間後までにさらに投与される。本
発明の一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは、出産の１週間前に投与され
、出産日にさらに投与される。本発明の一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチ
ドは子牛の疾患を予防するために出産の日またはその前に乳牛に投与される。本発明の一
実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは、子牛の疾患を予防する
ために出産の日またはその前に乳牛に投与される。本発明の一実施形態において、本発明
のｐＳＴポリペプチド子牛の疾患を予防するために出産の日の前に乳牛に投与される。本
発明の一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチド子牛の疾患を予防
するために出産の日の前に乳牛に投与される。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリ
ペプチドは、０．０１；０．０２；０．０３；０．０４；０．０５；０．０６；０．０７
；０．０８；０．０９；０．１０；０．１１；０．１２；０．１３；０．１４；０．１５
；０．１６；０．１７；０．１８；０．１９；０．２０；０．２１；０．２２；０．２３
；０．２４；０．２５；０．２６；０．２７；０．２８；０．２９；０．３０；０．３１
；０．３２；０．３３；０．３４；０．３５；０．３６；０．３７；０．３８；０．３９
；０．４０；０．４１；０．４２；０．４３；０．４４；０．４５；０．４６；０．４７
；０．４８；０．４９；または０.５０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形
態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは、０．０１；０．０２；０．０
３；０．０４；０．０５；０．０６；０．０７；０．０８；０．０９；０．１０；０．１
１；０．１２；０．１３；０．１４；０．１５；０．１６；０．１７；０．１８；０．１
９；０．２００．２１；０．２２；０．２３；０．２４；０．２５；０．２６；０．２７
；０．２８；０．２９；０．３０；０．３１；０．３２；０．３３；０．３４；０．３５
；０．３６；０．３７；０．３８；０．３９；０．４０；０．４１；０．４２；０．４３
；０．４４；０．４５；０．４６；０．４７；０．４８；０．４９；または０．５０μｇ
／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは
、ＰＥＧ付加され、０．０１；０．０２；０．０３；０．０４；０．０５；０．０６；０
．０７；０．０８；０．０９；０．１０；０．１１；０．１２；０．１３；０．１４；０
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．１５；０．１６；０．１７；０．１８；０．１９；０．２００．２１；０．２２；０．
２３；０．２４；０．２５；０．２６；０．２７；０．２８；０．２９；０．３０；０．
３１；０．３２；０．３３；０．３４；０．３５；０．３６；０．３７；０．３８；０．
３９；０．４０；０．４１；０．４２；０．４３；０．４４；０．４５；０．４６；０．
４７；０．４８；０．４９；または０.５０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実
施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは、ＰＥＧ付加され、０．０
１；０．０２；０．０３；０．０４；０．０５；０．０６；０．０７；０．０８；０．０
９；０．１０；０．１１；０．１２；０．１３；０．１４；０．１５；０．１６；０．１
７；０．１８；０．１９；０．２００．２１；０．２２；０．２３；０．２４；０．２５
；０．２６；０．２７；０．２８；０．２９；０．３０；０．３１；０．３２；０．３３
；０．３４；０．３５；０．３６；０．３７；０．３８；０．３９；０．４０；０．４１
；０．４２；０．４３；０．４４；０．４５；０．４６；０．４７；０．４８；０．４９
；または０.５０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明の
ＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは０．０１μｇ／ｋｇの用量において投与される。
【０６９９】
　一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは、０．１；０．２；０．３；０．
４；０．５；０．６；０．７；０．８；または１．０μｇ／ｋｇの用量において投与され
る。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは、０．１；０．２
；０．３；０．４；０．５；０．６；０．７；０．８；または１．０μｇ／ｋｇの用量に
おいて投与される。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは、ＰＥＧ付加さ
れ、０．１；０．２；０．３；０．４；０．５；０．６；０．７；０．８；または１．０
μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳ
Ｔポリペプチドは、ＰＥＧ付加され、０．１；０．２；０．３；０．４；０．５；０．６
；０．７；０．８；または１．０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態にお
いて、本発明のｐＳＴポリペプチドは０．１μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実
施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは０．１μｇ／ｋｇの用量に
おいて投与される。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは０．２μｇ／ｋ
ｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペ
プチドは０．２μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のｐ
ＳＴポリペプチドは０．３μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、
本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは０．３μｇ／ｋｇの用量において投与される
。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは０．４μｇ／ｋｇの用量において
投与される。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは０．４μ
ｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチド
は０．５μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付
加のｐＳＴポリペプチドは０．５μｇ／ｋｇの用量において投与される。
【０７００】
　一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは、１、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３
、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、
３７、３８、３９、４０、１、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、
１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２５、２６、２７、２
８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１
、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、
５５、５６、５７、５８、５９、６０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態
において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは、１、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３
、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、
３７、３８、３９、４０、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１
３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６
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、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、
４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５
３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０μｇ／ｋｇの用量において投与される。
一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは１０μｇ／ｋｇの用量において投与
される。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは１０μｇ／ｋ
ｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは２０
μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳ
Ｔポリペプチドは２０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発
明のｐＳＴポリペプチドは３０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態におい
て、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは３０μｇ／ｋｇの用量において投与され
る。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは４０μｇ／ｋｇの用量において
投与される。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは４０μｇ
／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のｐＳＴポリペプチドは
５０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、本発明のＰＥＧ付加の
ｐＳＴポリペプチドは５０μｇ／ｋｇの用量において投与される。一実施形態において、
本発明のｐＳＴポリペプチドは０．５μｇ／ｋｇを超える用量において投与される。一実
施形態において、本発明のＰＥＧ付加のｐＳＴポリペプチドは０．５μｇ／ｋｇを超える
用量において投与される。
【０７０１】
　ｐＳＴを含んでいる薬学的組成物は、単独にか、または障害または疾患の一部として低
いか、または不完全な白血球生成によって特徴付けられている疾患にかかっている動物に
対する種々の方法による投与にとって有効な力価に調合され得る。ｐＳＴの量の平均は、
変化し得、特に熟練の獣医による推奨および処方に基づくべきである。ｐＳＴの正確な量
は、処置される障害の正確な種類、処置される動物の状態、および組成物における他の成
分といった要因に依存する優先度の問題である。また、本発明は、他の活性薬剤の治療有
効量の投与を提供する。与えられる量はｐＳＴを用いた療法に基づいて当業者によって容
易に決定され得る。したがって本発明のｐＳＴは、特に、乳の生成および成長を促進し得
る。
【０７０２】
　本発明の薬学的組成物は従来の手法において製造され得る。
【実施例】
【０７０３】
　以下の実施例は、例証のために提示されており、請求されている発明を限定しない。
【０７０４】
　〔実施例１〕
　（天然にコードされていないアミノ酸の、ｐＳＴへの組込みにとっての部位の選択）
　この実施例は、天然にコードされていないアミノ酸の、ｐＳＴへの組込みの部位の選択
にとっての基準の、見込みのある多くの組のいくつかについて説明している。
【０７０５】
　ブタのソマトトロピンの結晶構造は公知であり、置換のために選択される見込みのある
残基としては、Ｃｘプログラムを用いた（Pintar et al. (2002) Bioinformatics, 18(7)
:980-4）、保存的な置換部位および溶媒との最も高い接触性を有している残基が挙げられ
るが、これらに限定されない。パラ－アセチルフェニルアラニンを用いた置換のために同
定された保存的な置換部位としては、電荷ありまたはなしの疎水性の核を含んでいるチロ
シン残基、フェニルアラニン残基およびアルギニン残基が挙げられるが、これらに限定さ
れない。構造的に関連し得る残基（グリシン、プロリンおよびヘリックス末端のキャッピ
ングに関与する残基が挙げられるが、これらに限定されない）は、置換のために選択され
なかった。また、公知の受容体結合領域における残基は置換のために選択されない。
【０７０６】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸は、ｐＳ
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Ｔにおける以下の位置：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位
、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７
位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８
位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８
位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８
位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８
位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８
位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８
位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８
位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８
位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位
、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位
、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位
、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位
、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位
、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位
、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位
、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位
、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位
、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８位
、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６位
、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわちタンパク質
カルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１）の１つ以上に組み込ま
れている。いくつかの実施形態において、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸
は、ｐＳＴにおける以下の位置：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５
位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６
位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７
位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７
位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７
位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７
位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７
位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７
位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７
位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７
位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、
１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、
１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、
１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、
１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、
１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、
１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、
１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、
１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、
１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、
１７８位、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、
１８６位、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわちタ
ンパク質カルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号２）の１つ以上に
組み込まれている。
【０７０７】
　いくつかの実施形態において、天然にコードされていない１つ以上のアミノ酸は、ｐＳ
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Ｔにおける以下の位置：１位より前（すなわちＮ末端）、３５位、９１位、９２位、９４
位、９５位、９９位、１０１位、１３３位、１３４位、１３８位、１３９位、１４０位、
１４２位、１４４位、１４９位、１５０位、１５４位、（すなわちタンパク質カルボキシ
ル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１または２）の１つ以上に組み込まれ
ている。
【０７０８】
　いくつかの実施形態において、これらの位置（１位より前（すなわちＮ末端）、１位、
３位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位
、１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位
、２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位
、３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位
、４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位
、５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位
、６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位
、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位
、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位
、９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４
位、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２
位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０
位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８
位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６
位、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４
位、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２
位、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０
位、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８
位、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７６位、１７７
位、１７８位、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５
位、１８６位、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわ
ちタンパク質のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１）が挙げ
られるが、これらに限定されない）の１つ以上における天然に存在しないアミノ酸は、水
溶性重合体と連結されている。いくつかの実施形態において、これらの位置（１位より前
（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１
位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１
位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２
位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２
位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２
位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２
位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２
位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２
位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２
位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、
１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、
１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、
１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、
１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、
１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、
１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、
１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、
１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、
１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、
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１７４位、１７６位、１７７位、１７８位、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、
１８３位、１８４位、１８５位、１８６位、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、
１９１位、１９２位（すなわちタンパク質のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の
組合せ（配列番号２）が挙げられるが、これらに限定されない）の１つ以上における天然
に存在しないアミノ酸は、水溶性重合体と連結されている。
【０７０９】
　また、図２４に示されているように、ｐＳＴにおける選択される位置は以下の表に示さ
れている。
【０７１０】
【表２】

【０７１１】
　〔実施例２：天然にコードされていないアミノ酸を含んでおり、E. coliにおいて生成
されるｐＳＴポリペプチドのクローニングおよび発現〕
　この実施例は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドの
、E. coliにおけるクローニングおよび発現、ならびに修飾されているｐＳＴポリペプチ
ドの生物活性を評価する方法について詳述する。
【０７１２】
　ｐＳＴをクローニングする方法は当業者にとって公知である。ｐＳＴについてのポリペ
プチド配列、ポリヌクレオチド配列、宿主細胞へのクローニング、および精製は、参照に
よってその全体が本明細書に援用される米国特許第５，８４９，８８３号、およびHeidar
i et al. Veterinary Immunology and Immunopathology (2001) 81:45-57において詳細に
説明されている。
【０７１３】
　直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）および直交性のアミノアシルｔＲＮＡ（Ｏ－ＲＳ）
を含んでいる、導入された翻訳系は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｐ
ＳＴを発現させるために使用される。Ｏ－ＲＳは、天然にコードされていないアミノ酸と
ともに、Ｏ－ｔＲＮＡを優先的にアミノアシル化する。上記翻訳系は、コードされている
セレクターコドンに応じて天然にコードされていないアミノ酸をｐＳＴへと次々に挿入す
る。好適なＯ－ＲＳおよびＯ－ｔＲＮＡの配列は、参照によって本明細書に援用される国
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際公開第２００６／０６８８０２号（名称：“Compositions of Aminoacyl-tRNA Synthet
ase and Uses Thereof”）（例えば、これに限定されないが、Ｅ９＆Ｅ９のＤ２８６Ｒ変
異体）、および国際公開第２００７／０２１２９７号（名称：“Compositions of tRNA a
nd Uses Thereof”）（Ｆ１３）に記載されている。
【０７１４】
【表３】

【０７１５】
　修飾されているｐＳＴポリヌクレオチド配列および直交性のアミノアシルｔＲＮＡ／ｔ
ＲＮＡ対（天然にコードされていない所望のアミノ酸に特異的な）をプラスミドを用いた
E. coliの形質転換は、天然にコードされていないアミノ酸の、ｐＳＴへの部位特異的な
組込みを可能にする。例として示されている所定の遺伝子は、配列番号１または２におけ
るコドンの１つ以上を置換しているセレクターコドン（アンバー）を有しているｐＳＴで
ある。生じたｐＳＴポリペプチドは、以下の位置：１位、３位、４位、５位、６位、７位
、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１
８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２
９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３
９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４
９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５
９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６
９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７
９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８
９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９
９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０
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７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１
５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２
３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３
１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３
９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４
７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５
５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６
３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位、１７
１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８位、１７
９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６位、１８
７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位（配列番号１または２）のうちの１つに
おける天然にコードされているアミノ酸を置換している、天然にコードされていないアミ
ノ酸パラ－アセチルフェニルアラニン（ｐＡＦ、ＰＡｃＦ）を有していた。
【０７１６】
　位置が選択され、変異体ｐＳＴポリペプチドが生成され、配列が確認され、プラスミド
がＷ３１１０　Ｂ２細胞に導入され、コロニーがアンピシリンプレートにおいて成長させ
られた。これらのコロニーは、１：１０００希釈のアンピシリン培養物を用いてる５ｍＬ
のＬＢに播種するために使用され、当該アンピシリン培養物をＯ．Ｄ．６００＝０．８ま
で増殖させた。それから、ｐＡＦ（パラ－アセチルフェニルアラニン）を、１５の異なる
培養物に対して４ｍＭの最終濃度まで加えた。約３０分後に、０．２％の最終濃度のＬ－
アラビノースを用いて培養物を誘導し、培養物をさらなる５時間にわたって３７℃におい
てインキュベートした。このときに、各培養物の５００μＬのサンプルを取り、１３００
０ｒｐｍにおいて４分にわたって遠心沈殿させた。上清を捨て、ペレットを、１μＬのＤ
ＮＡｓｅを有しているｐ１５０μＬのＢ－ＰＥＲに再懸濁し、室温において一晩にわたっ
てインキュベートした。翌朝に、4X LDS Sample Buffer（Invitrogen, Carlsbad, CA）を
加え、サンプルを９５℃まで５分にわたって加熱し、10X Sample Reducing Agent（Invit
rogen, Carlsbad, CA）を加えた。それから、サンプルを、４～１２％の勾配ゲル（Invit
rogen, Carlsbad, CA）に基づく、ＭＥＳ緩衝液におけるＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離
し、Simply Blue SafeStain（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて可視化した。図１は
、４～１２％の勾配ゲルおよびクーマシー染色による分析の後に、ｈＧＨ培養物から生成
されたサンプルの例を示している。
【０７１７】
　（封入体調製物の可溶化）
　４℃の封入体（ＩＢ）緩衝液Ｉ（５０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ８．０；１００ｍＭのＮａ
Ｃｌ；１ｍＭのＥＤＴＡ；１％のＴｒｉｔｏｎＸ－１００；４℃）において、最終の固形
分が１０％になるまで混合することによって、細胞のペーストを再懸濁させた。合計して
２回にわたって再懸濁させた材料をマイクロフリューダイザに通すことによって、細胞を
溶解させた。１００００ｇ、４℃において１５分にわたってサンプルを遠心分離し、上清
をデカントした。余分な量のＩＢ緩衝液Ｉ（５０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ８．０；１００ｍ
ＭのＮａＣｌ；１ｍＭのＥＤＴＡ；１％のＴｒｉｔｏｎ－Ｘ１００；４℃）において再懸
濁させることによって、封入体（ＩＢ）ペレットを洗浄し、再懸濁させた材料を、合計し
て２回にわたってマイクロフリューダイザに通した。それから、１００００ｇ、４℃にお
いて１５分にわたってサンプルを遠心分離し、上清をデカントした。ＩＢペレットを１倍
量の緩衝液ＩＩ（５０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ８．０；１００ｍＭのＮａＣｌ；１ｍＭのＥ
ＤＴＡ；４℃）において再懸濁させた。再懸濁の後に、１００００ｇ、４℃において１５
分にわたってサンプルを遠心分離し、上清をデカントした。それから、サンプルを、１／
２倍量の緩衝液ＩＩ（５０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ８．０；１００ｍＭのＮａＣｌ；１ｍＭ
のＥＤＴＡ；４℃）において再懸濁させた。それから、ＩＢを適切な容器に分取した。１
００００ｇ、４℃において１５分にわたってサンプルを遠心分離し、上清をデカントした
。それから、封入体を、可溶化させるか、またはさらなる使用まで－８０℃に保存した。
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【０７１８】
　（封入体の可溶化）
　封入体を、可溶化緩衝液（２０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ８．０；８Ｍのグアニジン；１０
ｍＭのβ－ＭＥ）において１０～１５ｍｇ／ｍＬの最終濃度まで溶解させた。溶解させた
ＩＢを、１時間にわたってか、それらが完全に溶解されるまで、等速において混合しなが
ら室温においてインキュベートした。タンパク質濃度が高い場合に、タンパク質濃度を、
さらなる可溶化緩衝液を用いた希釈によって調整した。
【０７１９】
　０．５ｍｇ／ｍＬのタンパク質の最終濃度まで０．５Ｍのアルギニン（ｐＨ８．０；４
℃）において、サンプルを希釈することによって、リフォールディングを行った。サンプ
ルを、４８～７２時間にわたって４℃においてリフォールディングさせた。
【０７２０】
　固体の（ＮＨ４）２ＳＯ４を、穏やかに混合しながら２０％の最終濃度までサンプルに
加えた。サンプルを、３０分にわたって４℃において穏やかに混合した。沈殿したタンパ
ク質（ｐＳＴを含んでいる）を、１５分にわたる１２０００ｇにおける遠心分離によって
ペレットにした。上清を除去し、ペレットを、１／２倍量の２０ｍＭのＮａＡｃ、ｐＨ４
．５に再懸濁させた。ペレットのすべてが溶液に戻るわけではなかった。ｐＳＴのみが溶
液に戻った。溶解しなかった材料を、１５分にわたる１２０００ｇにおける遠心分離によ
ってペレットにし、上清を残しておいた。ｐＳＴ材料を０．４５μｍのフィルタに通して
ろ過した。それから、材料を、緩衝液Ａ（２０ｍＭのＮａＡｃ、ｐＨ４．５）において平
衡化されているCM FFカラム（GE Healthcare）に載せた。材料はカラムにロードする前に
１０ｍ／Ｓである。カラムの１０倍量の全体にわたる１００％の緩衝液Ｂ（２０ｍＭのＮ
ａＡｃ、ｐＨ４．５；５００ｍＭのＮａＣｌ）までの直線勾配を用いて、ｐＳＴをカラム
から溶出させた。
【０７２１】
　（ＰＥＧ付加および精製）
　５０％の氷酢酸を用いてＣＭプールのｐＨを４．０に調整した。それから、プールを約
４．０ｍｇ／ｍＬのタンパク質まで濃縮した。１２：１～８：１Ｍの過剰のヒドロキシル
アミンＰＥＧ：ｐＳＴをプールに加えた。混合物を４８～７２時間にわたって２８℃にお
いてインキュベートした。それから、水（８ｍ／Ｓ未満）を用いて８～１０倍に希釈し、
それから緩衝液Ａ（２０ｍＭのＮａＡｃ、ｐＨ４．５）において平衡化されたSP HPカラ
ム（GE Healthcareカラム）に載せた。１００％の緩衝液Ｂ（２０ｍＭのＮａＡｃ、ｐＨ
４．５；５００ｍＭのＮａＣｌ）までの４０倍容積にわたる直線勾配を用いて、ＰＥＧ付
加されたｐＳＴを溶出させた。
【０７２２】
　ＰＥＧ付加されたｐＳＴ画分をプールし、ｐＳＴ生成緩衝液（４．２６ｍＭのＮａＡｃ
、ｐＨ４．０；０．５６５ｍＭのＮａＣｌ；０．００３３％のＴｗｅｅｎ２０；５％のソ
ルビトール）に対して透析した。ＰＥＧ材料を６～８ｍｇ／ｍＬのタンパク質まで濃縮し
、０．２２μＭのPESフィルタを用いてろ過滅菌された。タンパク質を、４℃に保存する
か、長期保存のために瞬間冷凍し、－８０℃に保存する。図６は、ＰＥＧ付加の前後にお
けるｂ－ＧＣＳＦのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示している。
【０７２３】
　（ｐＳＴのペプチドマッピング（トリプシン／エンドプロテイナーゼＧｌｕ－Ｃ））
　ｐＳＴポリペプチドへのパラ－アセチルフェニルアラニン（ｐＡＦ）の組込みを確認す
るために、ペプチドマッピングを実施した。ＰＥＧ付加前の精製したｐＳＴおよび野生型
のｐＳＴを、６Ｍのグアニジン－ＨＣｌ、５０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ８．０の最終濃度ま
で希釈し、１０ｍＭのＤＴＴを用いて１時間にわたって３７℃において還元させた。２０
ｍＭのＩＡＡを用いて４０分にわたって室温の暗所において、サンプルをアルキル化し、
２０ｍＭの最終濃度のＤＴＴの添加によって反応を停止させた。材料を、１００ｍＭの重
炭酸アンモニウム、ｐＨ７．７に透析し、４時間にわたって３７℃において１：５０（タ
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ンパク質：酵素）のトリプシンを用いて処理した。この反応を、１：２０のＧｌｕ－Ｃの
添加の後に、一晩にわたって２５℃において続けた。０．１％の最終濃度のＴＦＡの添加
によって消化を停止させた。サンプルを、ThermoFinnigan LCQ Decaイオントラップ質量
分析器を有しているタンデムのGrace Vydac C8逆相カラムにかけた。勾配は、定組成にお
いて８分にわたる９８％の移動相Ａ（０．０５％のＴＦＡの水溶液）から開始し、それか
ら、２１４ｎｍおよび２５０ｎｍにおける検出をともなって、９０分にわたって６０％の
移動相Ｂ（０．０５％のＴＦＡのアセトニトリル溶液）まで低下させた。０．２ｍＬ／分
の流速および４０℃のカラム温度を使用した。キャピラリーの電圧を、１００～２０００
ｍ／ｚのフルスキャン範囲を用いて１５Ｖに設定した。ＭＳ／ＭＳのための衝突電圧は規
格化されている４２％であった。
【０７２４】
　（ｐＳＴのペプチドマッピング（トリプシン／エンドプロテイナーゼＧｌｕ－Ｃ））
　ＰＥＧ付加の前における精製したｐＳＴを、６Ｍの最終濃度のグアニジン－ＨＣｌ、５
０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ７．８まで希釈され、１０ｍＭのＤＴＴを用いて１時間にわたっ
て３７℃において還元された。２０ｍＭのＩＡＡを用いて４０分にわたって室温の暗所に
おいて、サンプルをアルキル化し、２０ｍＭの最終濃度のＤＴＴの添加によって反応を停
止させた。材料を１００ｍＭの重炭酸アンモニウム　ｐＨ７．７に透析し、１：２０（タ
ンパク質：酵素）のＧｌｕ－Ｃを用いて２５℃において一晩にわたって処理した。０．１
％の最終濃度のＴＦＡの添加によって消化を停止させた。サンプルを、ThermoFinnigan L
CQ Decaイオントラップ質量分析器を有しているタンデムのGrace Vydac C8逆相カラムに
かけた。勾配は、定組成において８分にわたる９８％の移動相Ａ（０．０５％のＴＦＡの
水溶液）から開始し、それから、２１４ｎｍおよび２５０ｎｍにおける検出をともなって
、９０分にわたって６０％の移動相Ｂ（０．０５％のＴＦＡのアセトニトリル溶液）まで
低下させた。０．２ｍＬ／分の流速および４０℃のカラム温度を使用した。キャピラリー
の電圧を、１００～２０００ｍ／ｚのフルスキャン範囲を用いて１５Ｖに設定した。ＭＳ
／ＭＳのための衝突電圧は規格化されている４２％であった。
【０７２５】
　（ｐＳＴポリペプチドのＲＰ－ＨＰＬＣおよびＳＥＣ－ＨＰＬＣ分析）
　精製後におけるサンプルの純度を分析し、同一性を決定するために、ＲＰ－ＨＰＬＣお
よびＳＥＣ－ＨＰＬＣを使用する。生成緩衝液（４．２６ｍＭの酢酸ナトリウム　ｐＨ４
．０、０．５６５ｍＭの塩化ナトリウム、０．００３３％のＴｗｅｅｎ－２０および５％
のソルビトール）を用いて１ｍｇ／ｍＬまで、ＰＥＧ付加され、精製されたｐＳＴを希釈
し、１０μＬを、J.T. Baker wide pore Octyl (C8)逆相カラム（４．６×１００ｍｍ、
５μｍ）に注入する。勾配は、５０％の移動相Ａ（０．１％のＴＦＡの水溶液）を用いて
開始し、２６分にわたる７０％の移動相Ｂ（０．１、％のＴＦＡのアセトニトリル溶液）
まで低下させた。カラムを再生し、流速を測定し、２１４ｎｍにおける検出をともなって
６０℃のカラム温度を使用する。Agilent Chemstationソフトウェアを用いて分析を実施
し得る。
【０７２６】
　（Ｍ－ＮＦＳ６０増殖アッセイ）
　ｐＳＴ分子の有効性を評価するために、増殖アッセイを実施し得る。細胞を２日ごとに
分け、０．０２×１０６細胞／ｍＬに播く。
【０７２７】
　アッセイの前日に、細胞を０．１×１０６細胞／ｍＬに分けた。１６～２４時間後に、
１００００細胞／ウェルの細胞をアッセイ培地に入れて、黒い平底の９６ウェルプレート
に播き、ｐＳＴ化合物の段階希釈物を２つ１組にして加えた。ウェルごとの総量は１００
μＬであり、アッセイ培地は１０％ＦＢＳおよびＰ／Ｓを加えたRPMI 1640であった。標
準物（例えば、Neupogen（登録商標）および野生型のｐＳＴ）を、同じようにプレートご
とに２つ１組にして加える。それから、プレートを、５％ＣＯ２の３７℃において４２時
間にわたってインキュベートする。４２時間のインキュベート後に、１０μＬのAlamar B
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lue（Biosource cat #: DAL1100）を加え、プレートを、５％ＣＯ２の３７℃においてさ
らなる６時間にわたってインキュベートする。それから、プレートを４０００ｒｐｍ、室
温において２分にわたって遠心沈殿して、あらゆる気泡を取り除く。５３５ｎｍにおける
励起および５９０ｎｍにおける発光の設定を用いて、Tecanの蛍光光度計によって、プレ
ートを読みこむ。プレートをホイルに包んで、光感受性のAlamar Blue色素に対する露光
を回避する。
【０７２８】
　データ分析のために、各化合物についての２つ１組の段階希釈物の平均を取り、ＥＣ５
０値をSigmaPlotにおいて算出する。未加工のＥＣ５０値をすべての化合物について列挙
し、倍数の差異を算出する（ＰＥＧ付加したウシのＧＣＳＦ化合物を野生型のｐＳＴと比
較した）。実験を複数回にわたって実施し、２０％未満の内部アッセイＣＶおよび３０％
未満の内部アッセイＣＶを決める。
【０７２９】
　〔実施例３〕
　Ｅ９　ＲＳは、アンバーコドンにおけるｐＡＦをｐＳＴのｔＲＮＡに担わせるために使
用され得、Ｅ９　ＲＳは、アンバーコドンにおけるｐＡＦ３をｐＳＴのｔＲＮＡに担わせ
るために使用され得る（ｐＡＦ３について例えば図面を参照すればよい）。ｐＡＦ３は、
リフォールディングの前に本実施例においてｐＡＦ２に変換され、変換はアルキル化に基
づくＰＥＧ付加を可能にする。これはｐＳＴを用いて実施され、ｐＡＦ２へのｐＡＦ３の
還元は３段階（封入体の洗浄、前のＰＥＧ付加および可溶化が挙げられる）において評価
された。封入体の洗浄段階において、種々の濃度のＤＴＴをＩＢ洗浄緩衝液に加えた。２
０ｍＭまでの種々のＤＴＴを最終の洗浄緩衝液において使用した。還元レベルは約９０％
であった。前のＰＥＧ付加段階において、４℃においてインキュベーションされ、０．１
ｍＭ～０．５ｍＭのＤＴＴ濃度を使用した。高レベルの還元は、０．２ｍＭのＤＴＴをと
もなった一晩にわたるインキュベーションの後に認められ、９５％以上であった。可溶化
段階において、ＤＴＴ濃度を１０ｍＭまで上昇させ、さらなる２時間にわたってインキュ
ベーションし（合計して３時間のインキュベーション）、高い収量をともなって、高レベ
ルの還元は９５％以上であった。これから得られた結果は図２９に見られ得る。ｐＡＦへ
のｐＡＦ３の還元に続いて、ＰＥＧ付加された。１０％のＨＯＡｃを用いてタンパク質の
ｐＨを４．０まで下げ、緩衝液をＮａＯＡｃに交換し、３．０ｍｇ／ｍＬ以下に濃縮した
。ＮａＣＮＢＨ３を５ｍＭの最終濃度まで加え、ＰＥＧ－アルデヒドを以下の割合（ＰＥ
Ｇ：タンパク質）＝０．９：１、１：１、１．５：１において加えた。材料を、室温にお
いて混合／インキュベートし、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって１時間、２時間、３時間、４時
間および２４時間において分析し、これから得られた結果は図３０に見られ得る。
【０７３０】
　〔実施例４〕
　本実施例において、３群のブタを、Ｆ９２ｐＡＦ－３０ＫのＰＥＧを付加したｐＳＴを
用いて処理した。処理されたブタは出生時体重の低い子豚である。群１は０ｍｇ／ｋｇを
受け、群２は１ｍｇ／ｋｇを受け、群３は５ｍｇ／ｋｇを受け、ブタは出生日に１回の投
与を受け、２１日を通じて追跡され（離乳）、処理された群は、ネガティブコントロール
群より良好な生存、ならびにより“正常”または“平均”の大きさの同腹子に対して処理
されたブタにおいて良好な離乳体重を有していると予想される。
【０７３１】
　〔実施例５〕
　本実施例は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるヒト成長ホルモン（ｈＧ
Ｈ）ポリペプチドの、E. coliにおけるクローニングおよび発現について詳述している。
また、本実施例は、修飾されているｈＧＨポリペプチドの生物活性を評価する１つの方法
について説明する。
【０７３２】
　ｈＧＨおよびそれらの断片をクローニングする方法は、参照によって本明細書に援用さ
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れる米国特許第４，６０１，９８０号；米国特許第４，６０４，３５９号；米国特許第４
，６３４，６７７号；米国特許第４，６５８，０２１号；米国特許第４，８９８，８３０
号；米国特許第５，４２４，１９９号；および米国特許第５，７９５，７４５号に詳述さ
れている。全長のｈＧＨまたはＮ末端のシグナル配列を欠いているｈＧＨの成熟形態をコ
ードしているｃＤＮＡは、配列番号２１および配列番号２２のそれぞれに示されている。
【０７３３】
　直交性のｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）および直交性のアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素を含
んでいる導入される翻訳系は、天然にコードされていないアミノ酸を含んでいるｈＧＨを
発現させるために使用される。Ｏ－ＲＳは、天然にコードされていないアミノ酸とともに
Ｏ－ｔＲＮＡを優先的にアミノアシル化する。翻訳系は、コードされているセレクターコ
ドンに応じて、天然にコードされていないアミノ酸をｈＧＨに次々と挿入する。
【０７３４】
　修飾されているｈＧＨ遺伝子および直交性のアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素／ｔＲＮＡ
対（天然にコードされていない所望のアミノ酸に特異的）を含んでいるプラスミドを用い
たE. coliの形質転換は、天然にコードされていないアミノ酸の、ｈＧＨポリペプチドへ
の部位特異的な組込みを可能にする。０．０１～１００ｍＭの天然にコードされていない
特定のアミノ酸を含んでいる培地において３７℃において成長させた、形質転換されたE.
 coliは、高い中実度および効率を有して修飾されたｈＧＨを発現する。天然にコードさ
れていないアミノ酸を含んでいる、ＨｉｓタグつきのｈＧＨは、封入体または凝集物とし
てE. coliの宿主細胞によって生成される。凝集物は、６Ｍのグアニジン　ＨＣｌの変性
条件のもとに可溶化され、親和性精製される。リフォールディングは、５０ｍＭのＴＲＩ
Ｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．０、０．４０μＭのＣｕＳＯ２および２％（ｗ／ｖ）のSarkosylに
おける、一晩にわたる４℃における透析によって実施される。それから、材料は２０ｍＭ
のＴＲＩＳ－ＨＣｌ　ｐＨ８．０、１００ｍＭのＮａＣｌ、２ｍＭのＣａＣｌ２に対して
透析され、続いてＨｉｓタグが除去される（Boissel et al., (1993) J. Bio. Chem. 268
:15983-93を参照すればよい）。ｈＧＨの精製のための方法は、当業者にとって公知であ
り、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウェスタンブロット分析、およびエレクトロスプレーイオン化イ
オンとラップ質量分析などによって確認される。
【０７３５】
　図１は精製したｈＧＨポリペプチドのＳＤＳ－ＰＡＧＥである。Ｈｉｓタグつきの変異
体ｈＧＨタンパク質は、標準的なＨｉｓタグつきのタンパク質精製手法を介したProBond 
Nickel-Chelating Resin（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて精製され、続いて、ゲル
にロードされる前にアニオン交換カラムにかけられる。列１は分子量マーカーを示してお
り、列２は非天然アミノ酸なしのＮ－ＨｉｓのｈＧＨを表している。列３～１０のそれぞ
れは、Ｙ３５、Ｆ９２、Ｙ１１１、Ｇ１３１、Ｒ１３４、Ｋ１４０、Ｙ１４３およびＫ１
４５のそれぞれに非天然アミノ酸ｐ－アセチル－フェニルアラニンを含んでいるＮ－Ｈｉ
ｓのｈＧＨ変異体を含んでいる。
【０７３６】
　修飾されているｈＧＨポリペプチドの生物活性をさらに評価するために、受容体とのｈ
ＧＨの相互作用の下流マーカーを測定するアッセイを使用した。内因的に生成される受容
体とのｈＧＨの相互作用は、ヒトのＩＭ－９リンパ球細胞株における転写ファミリーのメ
ンバーであるＳＴＡＴ５のシグナル伝達物質および活性化因子のチロシンリン酸化を導く
。ＳＴＡＴ５の２つの形態（ＳＴＡＴ５ＡおよびＳＴＡＴ５Ｂ）は、ＩＭ－９のｃＤＮＡ
ライブラリから同定された（例えば、Silva et al., Mol. Endocrinol. (1996) 10(5):50
8-518を参照すればよい）。ＩＭ－９細胞上におけるヒト成長ホルモンの受容体は、ラッ
ト成長ホルモンまたはヒトプロラクチンがＳＴＡＴ５の検出可能なリン酸化を生じないよ
うに、ヒト成長ホルモンに対して選択的である。重要なことにラットＧＨＲ（Ｌ４３Ｒ）
の細胞外ドメインおよびＧ１２０Ｒを有しているｈＧＨｐは、ｈＧＨに刺激されたｐＳＴ
ＡＴ５のリン酸化に対して効率的に競合する。
【０７３７】
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　本発明のｈＧＨポリペプチドを用いてＩＭ－９細胞を刺激した。ヒトのＩＭ－９リンパ
球を、ATCC（Manassas, VA）から購入し、ピルビン酸ナトリウム、ペニシリン、ストレプ
トマイシン（Invitrogen, Carlsbad, San Diego）、および熱非働化の１０％にのウシ胎
児血清（Hyclone, Logan, UT）を補ったRPMI 1640において成長させた。ＩＭ－９細胞を
、１２点の用量範囲のｈＧＨポリペプチドを用いた１０分にわたる３７℃における刺激の
前に、アッセイ培地（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、チャコール／デキストラン処理した熱非働
化のＦＢＳ、ピルビン酸ナトリウム、ペニシリンおよびストレプトマイシンを補った、フ
ェノールレッドなしのRPMI）においてスターブさせた。氷冷した９０％のメタノールを用
いた１時間にわたる氷上における透過化処理の前に、１％のホルムアルデヒドを用いて刺
激した細胞を固定した。３０分にわたる室温におけるリン酸化ＳＴＡＴ５の一次抗体（Ce
ll Signaling Technology, Beverly, MA）、および続くＰＥを抱合させた２次抗体を用い
た細胞内染色によって、ＳＴＡＴ５のリン酸化のレベルを検出した。サンプルの捕捉を、
取得したデータのFlowjoソフトウェア（Tree Star Inc., Ashland, OR）による解析とと
もに、FACS Arrayによって実施した。ＥＣ５０値は、タンパク質濃度に対する平均の蛍光
強度（ＭＦＩ）を用いてSigmaPlotを利用してプロットされた用量反応曲線から得られた
。
【０７３８】
　以下の表３は、変異体ｈＧＨポリペプチドを用いて生成されたＩＭ－９データを要約し
ている。非天然アミノ酸の置換を異なる位置に有している種々のｈＧＨポリペプチドは、
記載されている通りにヒトのＩＭ－９細胞を用いて試験された。特に、図７のパネルＡは
、ＨｉｓタグつきのｈＧＨポリペプチドについてのＩＭ－９データを示しており、図７の
パネルＢは、非天然アミノ酸ｐ－アセチル－フェニルアラニンをＹ１４３に含んでいるＨ
ｉｓタグつきのｈＧＨについてＩＭ－９データを示している。ＰＥＧ付加されている非天
然アミノ酸を含んでいるｈＧＨポリペプチドの生物活性を評価するために、同じアッセイ
を使用した。
【０７３９】
【表３】

【０７４０】
　〔実施例６：カルボニル含有アミノ酸の導入およびアミノオキシ含有ＰＥＧとの続く反
応〕
　本実施例は、天然にコードされていないケトン含有アミノ酸を組み込んでいるｐＳＴポ
リペプチドを生成する方法を証明する。当該ケトン含有アミノ酸は、約５０００ＭＷのア
ミノオキシ含有ＰＥＧと続いて反応させられる。１位より前（すなわちＮ末端）、１位、
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３位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位
、１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位
、２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位
、３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位
、４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位
、５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位
、６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位
、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位
、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位
、９６位、９７位、９８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４
位、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２
位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０
位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８
位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６
位、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４
位、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２
位、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０
位、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８
位、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６
位、１７７位、１７８位、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４
位、１８５位、１８６位、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２
位（すなわちタンパク質のカルボキシル末端）、およびそれらの任意の組合せ（配列番号
１または２）の残基のそれぞれは、以下の構造：
【０７４１】
【化４９】

【０７４２】
を有している天然にコードされていないアミノ酸を用いて別々に置換される。
【０７４３】
　いったん修飾されると、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドのバ
リアントは、以下の形態：
R-PEG(N)-O-(CH2)n-O-NH2
（ここで、Ｒはメチルであり、ｎは３であり、Ｎは約５０００ＭＷである）
のアミノオキシ含有のＰＥＧ誘導体と反応させられる。２５ｍＭのＭＥＳ（Sigma Chemic
al, St. Louis, MO）　ｐＨ６．０、２５ｍＭのＨｅｐｅｓ（Sigma Chemical, St. Louis
, MO）　ｐＨ７．０、または１０ｍＭの酢酸ナトリウム（Sigma Chemical, St. Louis, M
O）　ｐＨ４．５に、１０ｍｇ／ｍＬにおいて溶解されている、ｐ－アセチルフェニルア
ラニンを含んでいる精製したｐＳＴは、１０～１００倍過剰量のアミノオキシ含有ＰＥＧ
と反応させられ、それから、１０～１６時間にわたって室温において各がんされる（Jenc
ks, W. J. Am. Chem. Soc. 1959, 81, pp 475）。ＰＥＧ－ｐＳＴは、それから直後の精
製および分析のための適切な緩衝液に希釈される。
【０７４４】
　〔実施例７：アミド結合を介してＰＥＧと連結されているヒドロキシアミン基からなる
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ＰＥＧを用いた抱合〕
　以下の構造：
R-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)n-O-NH4
（ここで、Ｒはメチルであり、ｎは４であり、Ｎは約２００００ＭＷである）
を有しているＰＥＧ試薬は、実施例３に記載の手法を用いて、天然にコードされていない
ケトン含有アミノ酸と連結される。反応、精製および分析の条件は実施例３に記載の通り
である。
【０７４５】
　〔実施例８：天然にコードされていない２つの異なるアミノ酸の、ｐＳＴポリペプチド
への組込み〕
　本実施例は、ケトン官能基を含んでいる天然にコードされていないアミノ酸を組み込ん
でいるｐＳＴポリペプチドを生成する方法を証明している。当該アミノ酸は、以下の残基
：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位、７位、８位、９位、
１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、
２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２９位、３０位、
３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９位、４０位、
４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４９位、５０位、
５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５９位、６０位、
６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６９位、７０位、
７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７９位、８０位、
８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９位、９０位、
９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９９位、１００位
、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０７位、１０８位
、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位
、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３位、１２４位
、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１位、１３２位
、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３９位、１４０位
、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４７位、１４８位
、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５５位、１５６位
、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６３位、１６４位
、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位、１７１位、１７２位
、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８位、１７９位、１８０位
、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６位、１８７位、１８８位
、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわちタンパク質のカルボキシル末端）
、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１または２）のうちの２つの位置において、上
記ｐＳＴポリペプチドに組み込まれている。ｂＳＴポリペプチドは、セレクターコドンが
核酸内の異なる２つの部位に導入されている点を除いて、実施例１に記載の通りに調製さ
れる。
【０７４６】
　〔実施例９：ヒドラジド含有ＰＥＧに対するｐＳＴポリペプチドの抱合および続くイン
シチュ還元〕
　カルボニル含有アミノ酸を組み込んでいるｐＳＴポリペプチドは、実施例２および３に
記載の手法にしたがって調製される。いったん修飾されると、以下の構造：
R-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)n-X-NH-NH2
（ここで、Ｒはメチルであり、ｎは２であり、Ｎは１００００ＭＷであり、Ｘはカルボニ
ル（Ｃ＝Ｏ）基である）
を有しているヒドラジド含有ＰＥＧは上記ｐＳＴポリペプチドと抱合される。２５ｍＭの
ＭＥＳ（Sigma Chemical, St. Louis, MO）　ｐＨ６．０、２５ｍＭのＨｅｐｅｓ（Sigma
 Chemical, St. Louis, MO）　ｐＨ７．０、または１０ｍＭの酢酸ナトリウム（Sigma Ch
emical, St. Louis, MO）　ｐＨ４．５に、１０ｍｇ／ｍＬにおいて溶解されている、ｐ
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－アセチルフェニルアラニンを含んでいる精製したｐＳＴは、１～１００倍過剰量のヒド
ラジン含有ＰＥＧと反応させられ、対応するヒドラゾンは、１０～５０ｍＭの最終濃度ま
でＨ２Ｏに溶解されている１ＭのＮａＣＮＢＨ３ストック（Sigma Chemical, St. Louis,
 MO）の添加によってインシチュにおいて還元される。反応は、１８～２４時間にわたっ
て４℃～室温の暗所において実施される。反応は、１ＭのＴｒｉｓ（Sigma Chemical, St
. Louis, MO）　ｐＨ７．６の５０ｍＭの最終濃度までの添加によって停止されるか、ま
たは直後の精製にとって適切な緩衝液に希釈される。
【０７４７】
　〔実施例１０：アルキン含有アミノ酸の、ｐＳＴポリペプチドへの導入およびｍＰＥＧ
アジドを用いた誘導体化〕
　以下の残基：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位、７位、
８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１８
位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２９
位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９
位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４９
位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５９
位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６９
位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７９
位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９
位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９９
位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０７
位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１５
位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３
位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１
位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３９
位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４７
位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５５
位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６３
位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位、１７１
位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８位、１７９
位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６位、１８７
位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわちタンパク質のカルボ
キシル末端）、およびそれらの任意の組合せ（配列番号１、配列番号２）は、天然にコー
ドされていない以下のアミノ酸：
【０７４８】
【化５０】

【０７４９】
を用いてそれぞれ置換される。
【０７５０】
　ｐ－プロパルギル－チロシンの、ｐＳＴへの部位特異的な組込みに利用される配列は、
配列番号１もしくは２、配列番号３（muttRNA, M. jannaschii mtRNATyrCUA）および実施
例２に記載の配列番号１０、１１、１２であり得る。プロパルギルチロシンを含んでいる
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製される。
【０７５１】
　プロパルギル－チロシンを含んでいる精製されたＰＥＧは、ＰＢ緩衝液（１００ｍＭの
リン酸ナトリウム、０．１５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ＝８）において０．１～１０ｍＬに溶解
され、１０～１００倍過剰量のアジド含有ＰＥＧが反応混合物に加えられる。それから、
触媒量のＣｕＳＯ４およびＣｕワイヤが反応混合物に加えられる。混合物がインキュベー
ト（約４時間にわたる室温もしくは３７℃、または一晩にわたる４℃が挙げられるが、こ
れらに限定されない）された後に、Ｈ２Ｏが加えられ、混合物は透析膜に通してろ過され
る。サンプルを、実施例３に記載の類似の手法によって（が挙げられるが、これに限定さ
れない）、付加について分析し得る。
【０７５２】
　本実施例において、ＰＥＧは、以下の構造：
R-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)n-N3
（ここで、Ｒはメチルであり、ｎは４であり、Ｎは１００００ＭＷである）
を有している。
【０７５３】
　〔実施例１１：ｐＳＴポリペプチドにおける巨大な疎水性アミノ酸の、プロパルギルチ
ロシンを用いた置換〕
　ｐＳＴの以下の領域内：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６
位、７位、８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１
７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２
８位、２９位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３
８位、３９位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４
８位、４９位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５
８位、５９位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６
８位、６９位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７
８位、７９位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８
８位、８９位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９
８位、９９位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６
位、１０７位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４
位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２
位、１２３位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０
位、１３１位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８
位、１３９位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６
位、１４７位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４
位、１５５位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２
位、１６３位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０
位、１７１位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位、１７６位、１７７位、１７８
位、１７９位、１８０位、１８１位、１８２位、１８３位、１８４位、１８５位、１８６
位、１８７位、１８８位、１８９位、１９０位、１９１位、１９２位（すなわちタンパク
質のカルボキシル末端）、およびこれらの任意の組合せ（配列番号１、配列番号２におけ
る対応するアミノ酸、または他のｐＳＴポリペプチドにおける対応するアミノ酸）に存在
するＰｈｅ残基、Ｔｒｐ残基またはＴｙｒ残基の１つは、天然にコードされていない以下
のアミノ酸：
【０７５４】
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【化５１】

【０７５５】
を用いて、実施例７に記載の通りに置換される。
【０７５６】
　いったん修飾されると、ＰＥＧは、アルキン含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプ
チドのバリアントに対して結合される。ＰＥＧは、以下の構造：
Me-PEG(N)-O-(CH2)2-N3
を有しており、結合させる手法は実施例７における手法にしたがう。これは、天然にコー
ドされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドのバリアントを生成する。当該
アミノ酸は、天然に存在する巨大な疎水性アミノ酸の１つと等配電子性であり、上記ポリ
ペプチドないの異なる部位においてＰＥＧ誘導体を用いて修飾されている。
【０７５７】
　〔実施例１２：１つ以上のＰＥＧリンカーによって隔てられている、ｐＳＴポリペプチ
ドのホモ二量体、ヘテロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ多量体の生成〕
　実施例７において生成されたアルキン含有ｐＳＴポリペプチドは、以下の形態：
N3-(CH2)n-C(O)-NH-(CH2)2-O-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)-(CH2)n-N3
（ここで、ｎは４であり、ＰＥＧは約５０００の平均分子量を有している）
の二機能性のＰＥＧ誘導体と反応させられて、対応するｐＳＴポリペプチドのホモ二量体
を生成する。２つのｐＳＴ分子はＰＥＧによって物理的に隔てられている。類似の様式に
おいて、ｐＳＴポリペプチドは、１つ以上の他のポリペプチドと結合されて、ヘテロ二量
体、ホモ多量体またはヘテロ多量体を形成し得る。結合、精製および分析は、実施例３お
よび７の通りに実施される。
【０７５８】
　〔実施例１３：ｐＳＴポリペプチドに対する糖部分の結合〕
　以下の残基：１位より前（すなわちＮ末端）、１位、３位、４位、５位、６位、７位、
８位、９位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１５位、１６位、１７位、１８
位、１９位、２０位、２１位、２３位、２４位、２５位、２６位、２７位、２８位、２９
位、３０位、３１位、３２位、３３位、３４位、３５位、３６位、３７位、３８位、３９
位、４０位、４１位、４２位、４３位、４４位、４５位、４６位、４７位、４８位、４９
位、５０位、５１位、５２位、５３位、５４位、５５位、５６位、５７位、５８位、５９
位、６０位、６１位、６２位、６３位、６４位、６５位、６６位、６７位、６８位、６９
位、７０位、７１位、７２位、７３位、７４位、７５位、７６位、７７位、７８位、７９
位、８０位、８１位、８２位、８３位、８４位、８５位、８６位、８７位、８８位、８９
位、９０位、９１位、９２位、９３位、９４位、９５位、９６位、９７位、９８位、９９
位、１００位、１０１位、１０２位、１０３位、１０４位、１０５位、１０６位、１０７
位、１０８位、１０９位、１１０位、１１１位、１１２位、１１３位、１１４位、１１５
位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２０位、１２１位、１２２位、１２３
位、１２４位、１２５位、１２６位、１２７位、１２８位、１２９位、１３０位、１３１
位、１３２位、１３３位、１３４位、１３５位、１３６位、１３７位、１３８位、１３９
位、１４０位、１４１位、１４２位、１４３位、１４４位、１４５位、１４６位、１４７
位、１４８位、１４９位、１５０位、１５１位、１５２位、１５３位、１５４位、１５５
位、１５６位、１５７位、１５８位、１５９位、１６０位、１６１位、１６２位、１６３
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位、１６４位、１６５位、１６６位、１６７位、１６８位、１６９位、１７０位、１７１
位、１７２位、１７３位、１７４位、１７５位（すなわちタンパク質のカルボキシル末端
）、およびそれらの任意の組合せ（配列番号１、配列番号２における対応するアミノ酸、
または他のｐＳＴポリペプチドにおける対応するアミノ酸）のうちの１つは、天然にコー
ドされていない以下のアミノ酸：
【０７５９】
【化５２】

【０７６０】
を用いて置換される。
【０７６１】
　いったん修飾されると、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドのバ
リアントは、Ｎ－アセチルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）のβ結合されているアミノオキ
シ類似物と反応させられる。ｐＳＴポリペプチドのバリアント（１０ｍｇ／ｍＬ）および
アミノオキシ糖（２１ｍＭ）を、１００ｍＭの水性の酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５．５
）において混合し、７～２６時間にわたって３７℃においてインキュベートする。糖を抱
合させたｐＳＴポリペプチド（５ｍｇ／ｍＬ）を、ＵＤＰ－ガラクトース（１６ｍＭ）お
よびβ－１，４－ガラクトシルトランスフェラーゼ（０．４ユニット／ｍＬ）と、４８時
間にわたって周囲温度において、ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．４）においてインキュベー
トすることによって、第２の糖を、第１の糖と酵素的に結合させる（Schanbacher et al.
 J. Biol. Chem. 1970, 245, 5057-5061）。
【０７６２】
　〔実施例１４：ＰＥＧ付加されたｐＳＴポリペプチドアンタゴニスト〕
　残基（ｐＳＴ受容体結合に関与する残基が挙げられるが、これらに限定されない）を、
天然にコードされていない以下のアミノ酸：
【０７６３】
【化５３】

【０７６４】
を用いて、実施例３に記載の通りに置換する。
【０７６５】
　いったん修飾されると、カルボニル含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドのバ
リアントは、以下の形態：
R-PEG(N)-O-(CH2)n-O-NH2
（ここで、Ｒはメチルであり、Ｎは２００００ＭＷである）
のアミノオキシ含有のＰＥＧ誘導体と反応させられて、天然にコードされていないアミノ
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酸を含んでいるｂ－ＧＣＳＦポリペプチドを生成する。当該アミノ酸は、上記ポリペプチ
ドないの単一の部位においてＰＥＧ誘導体を用いて修飾されている。結合、精製および分
析は実施例３のように実施される。
【０７６６】
　〔実施例１５：ｐＳＴ分子が直接的に連結されている、ｐＳＴポリペプチドのホモ二量
体、ヘテロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ多量体の生成〕
　アルキン含有アミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドのバリアントは、アジド含有ア
ミノ酸を含んでいる他のｐＳＴポリペプチドのバリアントと直接的に結合され得る。類似
の様式において、ｐＳＴポリペプチドは、１つ以上の他のポリペプチドと結合されて、ヘ
テロ二量体、ホモ多量体またはヘテロ多量体を形成し得る。結合、精製および分析は実施
例３、６および７のように実施される。
【０７６７】
　〔実施例１６〕
PEG-OH + Br-(CH2)n-C≡CR’ → PEG-O-(CH2)n-C≡CR’
　　　　　　　Ａ　　　　　　　　　　Ｂ
　ポリアルキレングリコール（Ｐ－ＯＨ）は、ハロゲン化アルキル（Ａ）と反応させられ
て、エーテルを形成する。これらの化合物において、ｎは１～９までの整数であり、Ｒ’
は、直鎖状または分枝鎖状の、飽和または不飽和のＣ１～Ｃ２０アルキル基またはＣ１～
Ｃ２０ヘテロアルキル基であり得る。また、Ｒ’は、飽和もしくは不飽和のＣ３～Ｃ７シ
クロアルキル基もしくはＣ３～Ｃ７ヘテロシクロアルキル基、置換されているか、もしく
は非置換のアリール基もしくはヘテロアリール基、または置換されているか、もしくは非
置換のアルカリル基（アルキルは飽和または不飽和のＣ１～Ｃ２０アルキルである）もし
くはヘテロアルカリル基であり得る。典型的に、ＰＥＧ－ＯＨは、８００～４００００ダ
ルトン（Ｄａ）の分子量を有しているポリエチレングリコール（ＰＥＧ）またはモノエト
キシポリエチレングリコール（ｍＰＥＧ）である。
【０７６８】
　〔実施例１７〕
mPEG-OH + Br-CH2 -C≡CH → mPEG-O-CH2-C≡CH
　ＴＨＦ（３５ｍＬ）におけるＮａＨ（１２ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）を用いて、２０００
０Ｄａの分子量を有しているｍＰＥＧ－ＯＨ（ｍＰＥＧ－ＯＨ　２０ｋＤａ；２．０ｇ、
０．１ｍｍｏｌ、Sunbio）を処理した。それから、キシレンに８０重量％の溶液として溶
解されているプロパルギルブロミド（０．５６ｍＬ、５ｍｍｏｌ、５０等量、Aldrich）
、および触媒量のＫＩを溶液に加え、生じた混合物を２時間にわたって加熱して、還流さ
せた。それから、水（１ｍＬ）を加え、溶媒を真空下において除去した。残余物に対して
ＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ）を加え、有機相を分離し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ
、容積を約２ｍＬまで減少させた。このＣＨ２Ｃｌ２溶液をジエチルエーテル（１５０ｍ
Ｌ）に滴下して加えた。生じた沈殿物を、回収し、冷却したジエチルエーテルを用いて数
回にわたって洗浄し、乾燥させてプロパルギル－Ｏ－ＰＥＧを生じさせた。
【０７６９】
　〔実施例１８：mPEG-OH + Br-(CH2)3-C≡CH → mPEG-O-(CH2)3-C≡CH〕
　ＴＨＦ（３５ｍＬ）におけるＮａＨ（１２ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）を用いて、２０００
０Ｄａの分子量を有しているｍＰＥＧ－ＯＨ（ｍＰＥＧ－ＯＨ　２０ｋＤａ；２．０ｇ、
０．１ｍｍｏｌ、Sunbio）を処理した。それから、５０等量の５－ブロモ－１－ペンチン
（０．５３ｍＬ、５ｍｍｏｌ、Aldrich）、および触媒量のＫＩを混合物に加えた。生じ
た混合物を１６時間にわたって加熱して、還流させた。それから、水（１ｍＬ）を加え、
溶媒を真空下において除去した。残余物に対してＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ）を加え、有機
相を分離し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、容積を約２ｍＬまで減少させた。この
ＣＨ２Ｃｌ２溶液をジエチルエーテル（１５０ｍＬ）に滴下して加えた。生じた沈殿物を
、回収し、冷却したジエチルエーテルを用いて数回にわたって洗浄し、乾燥させて対応す
るアルキンを生じさせた。５－クロロ－１－ペンチンは類似の反応に使用される。
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【０７７０】
　〔実施例１９：mPEG-O-CH2-C6H4O-CH2-C≡CHの生成〕
（１）m-HOCH2C6H4OH + NaOH + Br- CH2-C≡CH → m-HOCH2C6H4O-CH2-C≡CH
（２）m-HOCH2C6H4O-CH2-C≡CH + MsCl + N(Et)3 → m-MsOCH2C6H4O-CH2-C≡CH
（３）m-MsOCH2C6H4O-CH2-C≡CH + LiBr → m-Br-CH2C6H4O-CH2-C≡CH
（４）mPEG-OH + m-Br-CH2C6H4O-CH2-C≡CH → mPEG-O-CH2-C6H4O-CH2-C≡CH
　ＴＨＦ（５０ｍＬ）および水（２．５ｍＬ）における３－ヒドロキシベンジルアルコー
ル（２．４ｇ、２０ｍｍｏｌ）の溶液に対して、粉末状の水酸化ナトリウム（１．５ｇ、
３７．５ｍｍｏｌ）をまず加え、それからキシレン（３．３６ｍＬ、３０ｍｍｏｌ）にお
ける８０重量％の溶液として溶解させたプロパルギルブロミドの溶液を加えた。反応混合
物を６時間にわたって還流しながら加熱した。混合物に対して１０％のクエン酸（２．５
ｍＬ）を加え、溶媒を真空下において除去した。酢酸エチル（３×１５ｍＬ）を用いて残
余物を抽出し、混合性の有機層を、ＮａＣｌの飽和溶液（１０ｍＬ）を用いて洗浄し、Ｍ
ｇＳＯ４に通して乾燥させ、濃縮して３－プロパルギロキシベンジルアルコールを生じさ
せた。
【０７７１】
　塩化メタンスルホニル（２．５ｇ、１５．７ｍｍｏｌ）およびトリエチルアミン（２．
８ｍＬ、２０ｍｍｏｌ）を、ＣＨ２Ｃｌ２における化合物３（２．０ｇ、１１．０ｍｍｏ
ｌ）の溶液に対して０℃において加え、反応物を１６時間にわたって冷却装置に入れてお
いた。通常の操作によって淡黄色の油状物としてメシレートが生じた。この油状物（２．
４ｇ、９．２ｍｍｏｌ）をＴＨＦ（２０ｍＬ）に溶解させ、ＬｉＢｒ（２．０ｇ、２３．
０ｍｍｏｌ）を加えた。反応混合物を１時間にわたって加熱して還流し、それから室温ま
で冷却させた。混合物に水（２．５ｍＬ）を加え、真空下において溶媒を除去した。酢酸
エチル（３×１５ｍＬ）を用いて残余物を抽出し、混合性の有機層を、飽和ＮａＣｌ溶液
（１０ｍＬ）を用いて洗浄し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、濃縮して所望の臭化
物を生じさせた。
【０７７２】
　ｍＰＥＧ－ＯＨ　２０ｋＤａ（１．０ｇ、０．０５ｍｍｏｌ、Sunbio）をＴＨＦ（２０
ｍＬ）に溶解させ、溶液を冷却槽において冷却した。数分間にわたって激しく攪拌しなが
らＮａＨ（６ｍｇ、０．２５ｍｍｏｌ）を加え、それから上述のように得られた臭化物（
２．５５ｇ、１１．４ｍｍｏｌ）および触媒量のＫＩを加えた。冷却槽を外し、生じた混
合物を１２時間にわたって加熱して還流した。混合物に水（１．０）を加え、真空下にお
いて溶媒を除去した。残余物にＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ）を加え、有機層を分離し、無水
Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、容積を約２ｍＬまで減少させた。エーテル溶液（１５０
ｍＬ）に滴下して加えて、白色の沈殿物を生じさせた。当該沈殿物を回収してＰＥＧ誘導
体を得た。
【０７７３】
　〔実施例２０〕
mPEG-NH2+ X-C(O)-(CH2) n-C≡CR’ → mPEG-NH-C(O)-(CH2)n-C≡CR’
　また、末端アルキン含有ポリ（エチレングリコール）重合体は、末端官能基を含んでい
るポリ（エチレングリコール）を、上述のアルキン官能基を含んでいる反応性の分子と結
合させることによって取得され得る。
【０７７４】
　〔実施例２１：mPEG-NH-C(O)-(CH2)2-C≡CHの生成〕
（１）HO2C-(CH2)2-C≡CH + NHS +DCC → NHSO-C(O)-(CH2)2-C≡CH
（２）mPEG-NH2 + NHSO-C(O)-(CH2)2-C≡CH → mPEG-NH-C(O)-(CH2)2-C≡CH
　４－ペンチン酸（２．９４３ｇ、３．０ｍｍｏｌ）をＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ）に溶解
させた。Ｎ－ヒドロキシコハク酸塩（３．８０ｇ、３．３ｍｍｏｌ）およびＤＣＣ（４．
６６ｇ、３．０ｍｍｏｌ）を加え、溶液を室温において一晩にわたって攪拌した。生じた
粗製のＮＨＳエステル　７をさらに精製することなく以下の反応に使用した。
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【０７７５】
　５０００Ｄａの分子量を有しているｍＰＥＧ－ＮＨ２（ｍＰＥＧ－ＮＨ２、Sunbio）を
ＴＨＦ（５０ｍＬ）に溶解させ、混合物を４℃まで冷却した。激しく攪拌しながらＮＨＳ
エステル　７（４００ｍｇ、０．４ｍｍｏｌ）を数回に分けて加えた。混合物を室温まで
温めながら３時間にわたって攪拌して放置した。それから、水（２ｍＬ）を加え、真空下
において溶媒を除去した。残余物にＣＨ２Ｃｌ２（５０ｍＬ）を加え、有機層を分離し、
無水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、容積を約２ｍＬまで減少させた。このＣＨ２Ｃｌ２

溶液をエーテル（１５０ｍＬ）に滴下して加えた。生じた沈殿物を回収し、真空下におい
て乾燥させた。
【０７７６】
　〔実施例２２：ポリ（エチレングリコール）のメタンスルホネートまたはメシレートの
調製〕
　本実施例において、ポリ（エチレングリコール）のメタンスルホニルエステル（ポリ（
エチレングリコール）のメタンスルホネートまたはメシレートとも呼ばれる）の調製につ
いて説明する。対応するトシレートおよびハロゲン化物は、類似の手法によって調製され
得る。
【０７７７】
　mPEG-OH + CH3SO2Cl + N(Et)3 → mPEG-O-SO2CH3→ mPEG-N3
　１５０ｍＬのトルエンにおけるｍＰＥＧ－ＯＨ（ＭＷ＝３４００、２５ｇ、１０ｍｍｏ
ｌ）を窒素存在下において２時間にわたって共沸蒸留し、溶液を室温まで冷却した。４０
ｍＬの無水ＣＨ２Ｃｌ２および２．１ｍＬの無水トリエチルアミン（１５ｍｍｏｌ）を、
溶液に加えた。溶液を冷却槽において冷却し、１．２ｍＬの蒸留した塩化メタンスルホン
酸（１５ｍｍｏｌ）を滴下して加えた。窒素存在下の室温において一晩にわたって溶液を
攪拌し、２ｍＬの無水エタノールを加えることによって反応を停止させた。真空下におい
て混合物を、蒸発させて主にトルエン以外の溶媒を除去し、ろ過し、真空下においてふた
たび濃縮し、それから１００ｍＬのジエチルエーテルにおいて沈殿させた。ろ過物を、冷
却したエーテルを用いて数回にわたって洗浄し、真空下において乾燥させてメシレートを
得た。
【０７７８】
　メシレート（２０ｇ、８ｍｍｏｌ）を７５ｍＬのＴＨＦに溶解させ、溶液を４℃まで冷
却した。冷却した溶液にアジ化ナトリウム（１．５６ｇ、２４ｍｍｏｌ）を加えた。反応
物を加熱して２時間にわたって窒素存在下において還流した。それから、溶媒を蒸発させ
、ＣＨ２Ｃｌ２を用いて残余物を希釈した。有機画分を、ＮａＣｌを用いて洗浄し、無水
ＭｇＳＯ４に通して乾燥させた。容積を２０ｍｌまで減少させ、１５０ｍＬの冷却した無
水エーテルを加えることによって生成物を沈殿させた。
【０７７９】
　〔実施例２３：mPEG-O-CH2-C6H4-N3の生成〕
（１）N3-C6H4-CO2H → N3-C6H4CH2OH
（２）N3-C6H4CH2OH → Br-CH2-C6H4-N3
（３）mPEG-OH + Br-CH2-C6H4-N3→ mPEG-O-CH2-C6H4-N3
　４－アジドベンジルアルコールは、参照によって本明細書に援用される米国特許第５，
９９８，５９５号に記載の方法を用いて生成され得る。塩化メタンスルホン酸（２．５ｇ
、１５．７ｍｍｏｌ）およびトリエチルアミン（２．８ｍＬ、２０ｍｍｏｌ）を、ＣＨ２

Ｃｌ２における４－アジドベンジルアルコール（１．７５ｇ、１１．０ｍｍｏｌ）の溶液
に対して０℃において加え、１６時間にわたって冷却装置に入れておいた。通常の操作に
よって淡黄色の油状物としてメシレートを得た。この油状物（９．２ｍｍｏｌ）をＴＨＦ
（２０ｍＬ）に溶解させ、ＬｉＢｒ（２．０ｇ、２３．０ｍｍｏｌ）を加えた。反応混合
物を加熱して１時間にわたって還流し、それから、室温まで冷却した。混合物に水（２．
５ｍＬ）を加え、真空下において溶媒を除去した。酢酸エチル（３×１５ｍＬ）を用いて
残余物を抽出し、混合性の有機層を、飽和ＮａＣｌ溶液（１０ｍＬ）を用いて洗浄し、無
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水Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、濃縮して所望の臭化物を得た。
【０７８０】
　ｍＰＥＧ－ＯＨ　２０ｋＤａ（２．０ｇ、０．１ｍｍｏｌ、Sunbio）を、ＴＨＦ（３５
ｍＬ）におけるＮａＨ（１２ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）を用いて処理し、触媒量のＫＩとと
もに上記臭化物（３．３２ｇ、１５ｍｍｏｌ）を混合物に加えた。生じた混合物を加熱し
て１２時間にわたって還流した。水（１．０ｍＬ）を混合物に加え、真空下において溶媒
を除去した。残余物にＣＨ２Ｃｌ２を加え、有機層を、分離し、無水Ｎａ２ＳＯ４に通し
て乾燥させ、容積を約２ｍＬまで減少させた。エーテル溶液（１５０ｍＬ）に滴下して加
えて沈殿物を生じさせ、沈殿物を回収してｍＰＥＧ－Ｏ－ＣＨ２－Ｃ６Ｈ４－Ｎ３を得た
。
【０７８１】
　〔実施例２４〕
NH2-PEG-O-CH2CH2CO2H + N3-CH2CH2CO2-NHS → N3-CH2CH2-C(O)NH-PEG-O-CH2CH2CO2H
　ＮＨ２－ＰＥＧ－Ｏ－ＣＨ２ＣＨ２ＣＯ２Ｈ（ＭＷ３４００Ｄａ、２．０ｇ）をＮａＨ
ＣＯ３の飽和水溶液（１０ｍＬ）に溶解させ、溶液を０℃まで冷却した。激しく攪拌しな
がら３－アジド－１－Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミドプロピオネート（５等量）を加えた
。３時間後に、２０ｍＬのＨ２Ｏを加え、室温においてさらなる４５分間にわたって混合
物を攪拌した。０．５規定のＨ２ＳＯ４を用いてｐＨを３に調整し、ＮａＣｌを約１５重
量％の濃度まで加えた。反応混合物を、ＣＨ２Ｃｌ２（１００ｍＬ×３）を用いて抽出し
、Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、濃縮した。冷却したエーテルを用いた沈殿の後に、生
成物をろ過によって回収し、真空下において乾燥させてω－カルボキシ－アジドＰＥＧ誘
導体を得た。
【０７８２】
　〔実施例２５〕
mPEG-OMs + HC≡CLi → mPEG-O-CH2-CH2-C≡C-H
　当該分野に公知のように調製され、ＴＨＦにおいて－７８℃まで冷却されたリチウムア
セチリド（４等量）の溶液に、ＴＨＦに溶解させたｍＰＥＧ－ＭＯの溶液を、激しく攪拌
しながら滴下して加えた。３時間後に、反応物を室温まで温め、１ｍＬのブタノールの添
加によって反応を停止させた。それから、２０ｍＬのＨ２Ｏを加え、混合物を室温におい
てさらなる４５分間にわたって攪拌した。０．５規定のＨ２ＳＯ４を用いてｐＨを３に調
整し、ＮａＣｌを約１５重量％の濃度まで加えた。反応混合物を、ＣＨ２Ｃｌ２（１００
ｍＬ×３）を用いて抽出し、Ｎａ２ＳＯ４に通して乾燥させ、濃縮した。冷却したジエチ
ルエーテルを用いた沈殿の後に、生成物をろ過によって回収し、真空下において乾燥させ
て１－（ブト－３－イニロキシ）－メトキシポリエチレングリコール（ｍＰＥＧ）を得た
。
【０７８３】
　〔実施例２６：アジド含有アミノ酸およびアセチレン含有アミノ酸の組込み〕
　アジド含有アミノ酸およびアセチレン含有アミノ酸は、L. Wang, et al., (2001), Sci
ence 292:498-500；J.W. Chin et al., Science 301:964-7 (2003))；J. W. Chin et al.
, (2002), Journal of the American Chemical Society 124:9026-9027；J. W. Chin, & 
P. G. Schultz, (2002), Chem Bio Chem 3(11):1135-1137；J. W. Chin, et al., (2002)
, PNAS United States of America 99:11020-11024；およびL. Wang, & P. G. Schultz, 
(2002), Chem. Comm., 1:1-11に記載の方法を用いて、タンパク質へ部位特異的に組み込
まれ得る。アミノ酸がいったん組み込まれると、２ｍＭのＰＥＧ誘導体、１ｍＭのＣｕＳ
Ｏ４および～１ｍｇのＣｕワイヤの存在下において、リン酸緩衝液（ＰＢ）（ｐＨ８）に
おける０．０１ｍＭのタンパク質を用いて、４時間にわたって３７℃において環付加反応
を実施した。
【０７８４】
　〔実施例２７：ｐ－アセチル－Ｄ，Ｌ－フェニルアラニン（ｐＡＦ）およびｍ－ＰＥＧ
－ヒドロキシアミン誘導体の合成〕
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　ラセミ体のｐＳＴは、Zhang, Z., Smith, B. A. C., Wang, L., Brock, A., Cho, C. &
 Schultz, P. G., Biochemistry, (2003) 42, 6735-6746においてこれまでに説明されて
いる手法を用いて合成される。
【０７８５】
　ｍ－ＰＥＧ－ヒドロキシアミン誘導体を合成するために、以下の手法が実施される。ジ
クロロメタン（ＤＣＭ、７０ｍＬ）における（Ｎ－ｔ－Ｂｏｃ－アミノオキシ）酢酸（０
．３８２ｇ、２．０ｍｍｏｌ）および１，３－ジイソプロピルカルボジイミド（０．１６
ｍＬ、１．０ｍｍｏｌ）の溶液（１時間にわたって室温（ＲＴ）において攪拌される）に
対して、メトキシ－ポリエチレングリコールアミン（ｍ－ＰＥＧ－ＮＨ２、７．５ｇ、０
．２５ｍｍｏｌ、Ｍｔ．　３０Ｋ、BioVectra）を加えた。反応物を、４８時間にわたっ
てＲＴにおいて攪拌し、それから約１００ｍＬまで濃縮した。混合物を、冷却したエーテ
ル（８００ｍＬ）に滴下して加えた。ｔ－Ｂｏｃ保護した生成物を、沈殿させ、ろ過によ
って回収し、３×１０ｍＬのエーテルによって洗浄した。それを、ＤＣＭ（１００ｍＬ）
に再溶解させ、エーテル（１００ｍＬ）において２回にわたって沈殿させることによって
精製した。生成物を、真空下において乾燥させて、７．２ｇを生じ、ＮＭＲおよびニンヒ
ドリン試験によって確認した。
【０７８６】
　以上において得られた保護された生成物（７．０ｇ）の脱Ｂｏｃを、１時間にわたって
０℃の５０％において、それから１．５時間にわたってＲＴにおいてＴＦＡ／ＤＣＭにお
いて実施する。真空下においてＴＦＡのほとんどを除去した後に、ヒドロキシルアミン誘
導体のＴＦＡ塩を、ジオキサン（１ｍＬ）における４規定のＨＣｌを残余物に加えること
によってＨＣｌ塩に変換させる。沈殿物を、ＤＣＭ（５０ｍＬ）に再溶解させ、エーテル
（８００ｍＬ）において再沈殿させる。最終生成物（６．８ｇ、９７％）を、ろ過によっ
て回収し、３×１００ｍＬのエーテルを用いて洗浄し、真空下において乾燥させ、窒素存
在下において保存した。他のＰＥＧ（５Ｋ、２０Ｋ）のヒドロキシルアミン誘導体を、同
じ手法を用いて合成する。
【０７８７】
　〔実施例２８：ＰＥＧ付加されたｐＳＴのインビトロ活性およびインビボ活性〕
　ＰＥＧ－ｐＳＴ、未修飾のＰＥＧおよび緩衝溶液を、マウスまたはラットに投与する。
結果は、未修飾のｐＳＴと比べて、本発明のＰＥＧ付加されたｐＳＴの優れた活性および
延長された半減期を示し、マウスごとに同じ用量を用いて有意に多い量の好中球および白
血球数の最大値のシフトによって示唆されている。
【０７８８】
　本発明のｐＳＴポリペプチドは、静脈内または皮下の経路によってマウスに投与される
。動物は、投与前および投与後の複数の時点において採血される。血漿は、各サンプルか
ら回収され、放射線免疫アッセイによって分析される。排泄半減期は、算出され、天然に
コードされていないアミノ酸を含んでいるｐＳＴポリペプチドと、野生型のｐＳＴまたは
本発明のｐＳＴポリペプチドの種々の形態と比較される。同様に、本発明のｐＳＴポリペ
プチドはカニクイザルに投与され得る。動物は、投与前および投与後の複数の時点におい
て採血される。血漿は、各サンプルから回収され、放射線免疫アッセイによって分析され
る。
【０７８９】
　本発明のポリペプチドは、疾患モデルの動物に投与され得る。実施され得る動物実験は
、パスツレラヘモリチカを用いて攻撃した畜牛、乳腺の細菌攻撃／乳腺炎誘発（Klebsiel
la pneumonia）を受けた畜牛をともなう。実施され得る他の実験は、ウシの呼吸器疾患の
制御、発生率および持続期間、または大腸菌による乳腺炎の予防を評価する。動物の健康
状態、乳の生成量、好中球数および他のパラメータを評価する方法は、当業者にとって公
知である。本発明のｐＳＴポリペプチドを評価するために使用され得る他のモデルとして
は、感染症または感染ばくろの動物モデル（例えば、Pseudomonas aeruginosaによる肺炎
のハムスターモデル、Candida albicansによる腎盂腎炎のラットモデル、新生児の子馬に
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関するモデル、および成長期のブタに関するモデル）が挙げられるが、これらに限定され
ない。これらのモデルのいくつかは、米国特許第５，８４９，８８３号および国際公開第
８９／１０９３２号に記載されている。これらのモデルは当業者にとって公知である。
【０７９０】
　（３Ｈ－チミジンアッセイ）
　３Ｈ－チミジンアッセイを標準的な方法を用いて実施する。骨髄を、屠殺したメスのＢ
ａｌｂ　Ｃマウスまたは他の動物から得る。骨髄細胞を、簡単に懸濁させ、遠心分離し、
成長培地に再懸濁させる。約１００００細胞を含んでいる１６０μｌの分取物を、９６ウ
ェルのマイクロタイタープレートの各ウェルに入れる。精製したｐＳＴ類似物のサンプル
（上述のように調製した）を各ウェルに加え、６８時間にわたってインキュベートする。
トリチウム化したチミジンウェルに加え、さらなる５時間にわたってインキュベートする
。５時間のインキュベート後に、細胞を、回収し、ろ過し、十分にリンスした。ろ過物を
、シンチレーション液の入っているバイアルに加える。β放射をカウントする（LKB Beta
plateシンチレーションカウンター）。標準物および類似物を３つ１組にして分析し、標
準曲線を大きく上回っているか、または大きく下回っているサンプルを、適切な希釈をと
もなって再アッセイする。結果を、未改変のｐＳＴ標準物の結果に対する３つ１組の類似
物の平均を取ったデータとして記録する。
【０７９１】
　ヒトの骨髄細胞の増殖誘導を、３Ｈ－チミジンの増加した取り込みに基づいて評価する
。健常な提供者から得られたヒトの骨髄細胞を、Ficoll-Hypaque（１．０７７ｇ／ｍｌ、
Pharmacia）を用いて密度カット（density cut）に供し、低密度の細胞を、１０％のウシ
胎児血清およびglutamine pen-strepを含んでいるIscove's培地（GIBCO）に懸濁させる。
続いて、２×１０４のヒトの骨髄細胞を、９６の平底ウェルプレートにおけるコントロー
ル培地または組換えE. coli由来のｐＳＴ材料とともに、５％ＣＯ２の３７℃において２
日にわたってインキュベートする。サンプルを、２つ１組みにして、１００００倍の範囲
にわたって変化する濃度においてアッセイする。それから、培養物０．５μＣｉ／ウェル
の３Ｈ－チミジン（New England Nuclear, Boston, Mass）を用いて４時間にわたってパ
ルスする。３Ｈ－チミジンの取り込みを、Venuta, et al., Blood, 61, 781 (1983)に記
載の通りに測定する。
【０７９２】
　（ＷＥＨＩ－３Ｂ　Ｄ＋分化誘導）
　マウスの骨髄端急性白血病脂肪株ＷＥＨＩ－３Ｂ　Ｄ＋の分化を誘導する、本発明のｐ
ＳＴポリペプチドの能力を、Metcalf, Int. J. Cancer, 25, 225 (1980)に記載されてい
るように、半固体の寒天培地において評価する。組換えｐＳＴ生成物および培地コントロ
ールを、５％ＣＯ２の３７℃において７日にわたって、約６０ＷＥＨＩ－３Ｂ　Ｄ＋細胞
／ウェルとともにインキュベートする。サンプルを、２４ウェルの平底プレートにおいて
インキュベートし、濃度を２０００倍の範囲にわたって変更する。コロニーを。未分化、
部分的に分化または完全に分化と分類し、コロニー細胞数を顕微鏡的にカウントする。
【０７９３】
　（ＣＦＵ－ＧＭアッセイ、ＢＦＵ－ＥアッセイおよびＣＦＵ－ＧＥＭＭアッセイ）
　ヒトのＧ－ＣＳＦおよびｈＧ－ＣＳＦの天然の単離物は、ヒトの骨髄細胞を増殖させ、
分化させると考えられる。これらの活性を、健常なヒトの提供者から得られた非接着性の
低密度の骨髄細胞を用いた、ＣＦＵ－ＧＭアッセイ（Broxmeyer, et al., Exp. Hematol.
, 5, 87, (1971)）、ＢＦＵ－ＥアッセイおよびＣＦＵ－ＧＥＭＭ（Lu, et al., Blood, 
6150 (1983)）アッセイにおいて測定する。他の源から得られた細胞を使用し得る。５０
ユニットのＧ－ＣＳＦまたは本発明のｐＳＴのいずれかを用いたＣＦＵ－ＧＭ、ＢＦＵ－
ＥおよびＣＦＵ－ＧＥＭＭの生物活性の比較を実施する。
【０７９４】
　コロニーアッセイを、非接着性の低密度の骨髄細胞を用いて実施する。ヒトの骨髄細胞
を、Ficoll-Hypaque（１．０７７ｇ／ｃｍ３の密度、Pharmacia）を用いた密度カットに
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供する。それから、低密度の細胞を、ウシ胎児血清を含んでいるIscove's改変Dulbecco's
培地に再懸濁させ、Falcon組織培養ディッシュ（No. 3003, Becton Dickinson, Cockeysv
ille, Md.）に接着させるために、１．５時間にわたって３７℃においておく。
【０７９５】
　培地コントロールは、１０％のＦＣＳ、０．２ｍＭのヘミンおよび組換えエリスロポエ
チンを含んでいるIscove's改変Dulbecco's培地からなる。ＣＦＵ－ＧＭアッセイのために
、１×１０５の標的の細胞を、補完したMcCoy's 5A培地および１０の非働化したウシ胎児
血清を含んでいる０．３％の寒天培養培地の１ｍＬにおいて培養する。培養物をコロニー
（凝集物につき４０を超える細胞）について評価し、形態を培養の７日目に判断する。コ
ロニー数は、４つ１組のプレートから決定された平均値±標準誤差として示されている。
【０７９６】
　ＢＦＵ－ＥアッセイおよびＣＦＵ－ＧＥＭＭアッセイのために、細胞（１×１０５）を
、Iscove's改変Dulbecco培地（Gibco）、０．８％のメチルセルロース、３０％のウシ胎
児血清、０．０５ｎＭの２－メルカプトエタノール、０．２ｍＭのヘミンおよび１ユニッ
トの組換えエリスロポエチンの混合物の１ｍＬに加える。ディッシュを、５％ＣＯ２およ
び５％Ｏ２の加湿した雰囲気においてインキュベートする。低い酸素圧は、Reming Bioin
struments（Syracuse, N.Y.）から提供されているoxyreducerを用いて得られる。コロニ
ーをインキュベーションの１４日後に評価する。コロニーの数は、２つ１組のプレートか
ら決定されるような平均値±標準誤差として決定される。
【０７９７】
　（抱合したｐＳＴおよび非抱合のｐＳＴならびにそれらのバリアントのインビボ半減期
の測定）
　オスのSprague Dawleyラット（約７週齢）を使用する。投与日に各動物の体重を測定す
る。用量は当業者にとって公知の方法を用いて決定され得、例えば非抱合のｐＳＴサンプ
ルおよび抱合したｐＳＴサンプルの、体重１ｋｇにつき１００μｇを、３匹のラットの尾
静脈の血管内に注入する。注入後の１分、３０分、１時間、４時間、６時間および２４時
間に、５００μｌの血液をＣＯ２麻酔のもとに各ラットから回収する。血液サンプルを１
．５時間にわたって室温において保存し、それから、遠心分離（４℃、１８０００×ｇ、
５分間）によって血清を単離する。血清サンプルを分析の日まで－８０℃に保存する。血
清サンプルにおける活性なｐＳＴの量を、氷上においてサンプルを融解させた後における
ｐＳＴのインビトロ活性アッセイによって定量化する。
【０７９８】
　（抱合したｐＳＴおよび非抱合のｐＳＴならびにそれらのバリアントの、健常ラットに
おけるインビボ生物活性の測定）
　SPF Sprague DawleyラットにおけるｐＳＴのインビボにおける生物学的な作用の測定を
、抱合したｐＳＴおよび非抱合のｐＳＴならびにこれらのバリアントの有効性を評価する
ために使用する。到着日にラットを６つの群にランダムに割り当てる。動物を７日にわた
って休息させ、不良な健康状態または極端な体重の個体を不採用にする。休息期間の開示
におけるラットの体重の範囲は２５０～２７０ｇである。
【０７９９】
　投与日にラットを６時間にわたって絶食させ、それからｐＳＴまたはこれらのバリアン
トの体重１ｋｇにつき１００μｇを皮下に注入する。各ｐＳＴサンプルは、ランダム化し
た６匹の群に注入する。ＥＤＴＡによって安定化されたの３００μｇの血液のサンプルを
、投与前ならびに投与後の６時間、１２時間、２４時間、３６時間、４８時間、７２時間
、９６時間、１２０時間および１４４時間にラットの尾静脈から回収する。血液サンプル
を、以下の血液学的要因：ヘモグロビン、赤血球カウント、ヘマトクリット、細胞容積の
平均、細胞のヘモグロビン濃度の平均、白血球カウント、白血球百分率（好中球、リンパ
球、好酸球、好塩基球、単球）について分析する。これらの測定に基づいて、抱合したｐ
ＳＴおよび非抱合のｐＳＴならびにこれらのバリアントの有効性を評価する。
【０８００】
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　（化学療法的に誘導された好中球減少症にかかっているラットにおける、抱合したｐＳ
Ｔおよび非抱合のｐＳＴならびにそれらのバリアントのインビボ生物活性の測定）
　SPF Sprague Dawleyラットをこの分析に利用する。到着日に到着日にラットを６つの群
にランダムに割り当てる。動物を７日にわたって休息させ、不良な健康状態または極端な
体重の個体を不採用にする。休息期間の開示におけるラットの体重の範囲は２５０～２７
０ｇである。
【０８０１】
　ｐＳＴサンプルの投与の２４時間前に、化学療法の抗がん剤によって生じる好中球減少
症と類似する好中球減少症を誘導するシクロホスホアミド（ＣＰＡ）の、体重１ｋｇにつ
き５０ｍｇを、ラットの腹腔内に注入した。０日に、ｐＳＴおよびこれらのバリアントの
体重１ｋｇにつき１００μｇを皮下に注入した。各ｐＳＴサンプルを、６匹のランダム化
した群に注入する。ＥＤＴＡによって安定化されたの３００μｌの血液のサンプルを、投
与前ならびに投与後の６時間、１２時間、２４時間、３６時間、４８時間、７２時間、９
６時間、１２０時間および１４４時間にラットの尾静脈から回収する。血液サンプルを、
以下の血液学的要因：ヘモグロビン、赤血球カウント、ヘマトクリット、細胞容積の平均
、細胞のヘモグロビン濃度の平均、白血球カウント、白血球百分率（好中球、リンパ球、
好酸球、好塩基球、単球）について分析する。これらの測定に基づいて、抱合したｐＳＴ
および非抱合のｐＳＴならびにこれらのバリアントの有効性を評価する。
【０８０２】
　本明細書に記載の実施例および実施形態は単に例証を目的としていること、ならびにこ
れらに鑑みた種々の変形もしくは変更は当業者に示唆されており、かつ本願および添付の
特許請求の範囲の精神および範囲に包含されることが、理解される。本明細書に引用され
ているすべての公開、特許、特許出願および／または他の文献は、個々の公開、特許、特
許出願および／または他の文献がすべての目的のために参照によって本明細書に援用され
ると個々に示されていたと同じ程度に、すべての目的のために参照によってその全体が本
明細書に援用される。
【０８０３】
【表５】
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【図２６】
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【配列表】
2013515081000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成24年8月21日(2012.8.21)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１の３５位、９１位、９２位、９４位、９５位、９９位、１０１位、１３３位
、１３４位、１３８位、１３９位、１４０位、１４２位、１４４位、１４９位、１５０位
、１５４位、およびこれらの任意の組合せの位置からなる群から選択される配列番号１の
位置において置換されている、天然にコードされていないアミノ酸を含んでおり、
　配列番号１のＮ末端に連結されているメチオニンを必要に応じて含んでいる、ブタのソ
マトトロピン（ｐＳＴ）ポリペプチド。
【請求項２】
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、パラ－アセチルフェニルアラニン（ｐＡＦ
）、パラ－アミノフェニルアラニン（ｐＡｎＦ）、パラ－アジドフェニルアラニン（ｐＡ
ｚＦ）、Ｎ－アセチルグルコサミニル－Ｌ－セリン、Ｎ－アセチルグルコサミニル－Ｌ－
スレオニンおよびＯ－ホスホチロシンからなる群から選択される、請求項１に記載のｐＳ
Ｔポリペプチド。
【請求項３】
　リンカー、重合体または生物学的に活性な分子と連結されている、請求項１または２に
記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項４】
　天然にコードされていない上記アミノ酸において連結されている、請求項３に記載のｐ
ＳＴポリペプチド。
【請求項５】
　水溶性重合体と連結されている、請求項１～４のいずれか１項に記載のｐＳＴポリペプ
チド。
【請求項６】
　上記水溶性重合体はポリ（エチレングリコール）部分を含んでいる、請求項５に記載の
ｐＳＴポリペプチド。
【請求項７】
　上記水溶性重合体は約０．１ｋＤａから約１００ｋＤａの分子量を有している、請求項
６に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項８】
　上記水溶性重合体は約３０ｋＤａの分子量を有している、請求項６または７に記載のｐ
ＳＴポリペプチド。
【請求項９】
　配列番号１の３５位において置換されている、天然にコードされていないアミノ酸を含
んでおり、配列番号１のＮ末端に連結されているメチオニンを必要に応じて含んでおり、
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、パラ－アセチルフェニルアラニンであり、
ポリ（エチレン）グリコール部分を含んでいる水溶性重合体と結合されている、ｐＳＴポ
リペプチド。
【請求項１０】
　上記水溶性重合体は約０．１ｋＤａから約５０ｋＤａの分子量を有している、請求項９
に記載のｐＳＴポリペプチド。
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【請求項１１】
　上記水溶性重合体は約３０ｋＤａの分子量を有している、請求項９または１０に記載の
ｐＳＴポリペプチド。
【請求項１２】
　配列番号１の９２位において置換されている、天然にコードされていないアミノ酸を含
んでおり、
　配列番号１のＮ末端に連結されているメチオニンを必要に応じて含んでおり、
　天然にコードされていない上記アミノ酸は、パラ－アセチルフェニルアラニンであり、
ポリ（エチレン）グリコール部分を含んでいる水溶性重合体と結合されている、ｐＳＴポ
リペプチド。
【請求項１３】
　上記水溶性重合体は約０．１ｋＤａから約５０ｋＤａの分子量を有している、請求項１
２に記載のｐＳＴポリペプチド。
【請求項１４】
　上記水溶性重合体は約３０ｋＤａの分子量を有している、請求項１２または１３に記載
のｐＳＴポリペプチド。
【請求項１５】
　請求項１～１４のいずれか１項に記載のｐＳＴポリペプチド、薬学的に受容可能な担体
、および必要に応じて１つ以上の他の薬剤もしくは治療薬を含んでいる、薬学的製剤。
【請求項１６】
　ｐＳＴによって調節される疾患を有している動物の処置に使用する、請求項１～１４の
いずれか１項に記載のｐＳＴポリペプチドおよび必要に応じて１つ以上の他の薬剤もしく
は治療薬。
【請求項１７】
　ｐＳＴによって調節される感染症を有している動物の処置に使用する、請求項１～１４
のいずれか１項に記載のｐＳＴポリペプチドおよび必要に応じて１つ以上の他の薬剤もし
くは治療薬。
【請求項１８】
　動物における感染症の予防に使用する、請求項１～１４のいずれか１項に記載のｐＳＴ
ポリペプチドおよび必要に応じて１つ以上の他の薬剤もしくは治療薬。
【請求項１９】
　請求項１～１４のいずれか１項に記載のｐＳＴポリペプチドおよび必要に応じて１つ以
上の他の薬剤もしくは治療薬の、治療用途のための、使用。
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