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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｌ３０５Ｖ及びＫ３３７Ａの置換を含む配列番号１のヒト凝固第VIIa因子変異体であっ
て、組織因子の非存在下において、前記変異体の活性と配列番号１で示される天然の第VI
I因子ポリペプチドの活性の比が、インビトロでの加水分解分析で試験したときに、4.0以
上であることを特徴とするヒト凝固第VIIa因子変異体。
【請求項２】
　Ｌ３０５Ｖ及びＫ３３７Ａの置換を含む配列番号１のヒト凝固第VIIa因子変異体であっ
て、組織因子の非存在下において、前記変異体の活性と配列番号１で示される天然の第VI
I因子ポリペプチドの活性の比が、インビトロでのタンパク質分解分析で試験したときに
、4.0以上であることを特徴とするヒト凝固第VIIa因子変異体。
【請求項３】
　さらにＶ１５８Ｄの置換を含む、請求項１～２の何れかに記載のヒト凝固第VIIa因子変
異体。
【請求項４】
　さらにＥ２９６Ｖの置換を含む、請求項１～２の何れかに記載のヒト凝固第VIIa因子変
異体。
【請求項５】
　さらにＭ２９８Ｑの置換を含む、請求項１～３の何れかに記載のヒト凝固第VIIa因子変
異体。
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【請求項６】
　Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３７Ａ－FVIIである、請求項１又は２に記載のヒト凝固第VIIa因子変
異体。
【請求項７】
　Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－FVIIである、請求項
１～５の何れか一項に記載のヒト凝固第VIIa因子変異体。
【請求項８】
　請求項１～７の何れか一項に記載のヒト凝固第VIIa因子をコードする、ポリヌクレオチ
ド構築物。
【請求項９】
　請求項８に記載のポリヌクレオチド構築物を含む宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、凝固活性を有する新規のヒト凝固第VIIａ因子ポリペプチド、該ポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチド構築物、該ポリヌクレオチドを具備し発現するベクター
および宿主細胞、製薬組成物、治療のための使用と方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液凝固は、種々の血液成分（または因子）の複雑な相互作用からなる過程であり、最
終的にフィブリンの凝固を生じる。一般に、凝固「カスケード」と呼ばれているものに関
与する血液成分は、活性化因子（それ自体が活性化された凝血因子である）の作用によっ
てタンパク質分解酵素に転化される、酵素的に不活性なタンパク質（前酵素または酵素前
駆体）である。そのような転化を受けた凝固因子は、一般に、「活性因子」と呼ばれ、そ
の凝固因子の名称に「ａ」の文字を添えることによって示される（例えば、第VIIａ因子
）。
【０００３】
　止血過程の開始は、外傷によって血管壁と接触した組織因子と、第VIIａ因子の間の複
合体の形成によって媒介される。この複合体は、次に、第IX因子および第Ｘ因子を活性形
体に転化させる。第Ｘａ因子は、組織因子を含有する細胞において、有限量のプロトロン
ビンをトロンビンに転化させる。トロンビンは血小板を活性化させ、第Ｖ因子および第VI
II因子を第Ｖａ因子および第VIIIａ因子に活性化させる（両者は、完全なトロンビンバー
ストを導くさらなる過程におけるコファクターである）。この過程は、第IXａ因子（第VI
IIａ因子との複合体において）による第Ｘａ因子の発生を含み、活性化された血小板の表
面で生じる。トロンビンは最終的に、フィブリノゲンをフィブリンに転化させ、結果とし
てフィブリン凝固を形成させる。近年、第VII因子と組織因子が血液凝固の主要な開始剤
であることが発見された。
【０００４】
　第VII因子は、単一鎖の酵素前駆体として血中を循環している微量の血漿糖タンパクで
ある。この酵素前駆体は触媒的に不活性である。単一鎖第VII因子は、インビトロにおい
て第Ｘａ因子、第XIIａ因子、第IXａ因子、第VIIａ因子、またはトロンビンによって、二
本鎖の第VIIａ因子に転化され得る。第Ｘａ因子は、第VII因子の主要な生理学的活性化因
子であると考えられている。止血に関与する他の幾つかの血漿糖タンパクと同様に、第VI
I因子はその活性をビタミンＫに依存しており、これは、タンパク質のアミノ末端に近接
して群集する複数のグルタミン酸残基のガンマ－カルボキシル化のために必要とされる。
これらのガンマ－カルボキシル化されたグルタミン酸は、金属イオンが誘導する、第VII
因子とリン脂質の相互作用のために必要とされる。酵素前駆体第VII因子は、Ａｒｇ152－
ｌｌｅ153内ペプチド結合を切断されることによって活性化された二本鎖分子へ転化する
。組織因子、リン脂質、およびカルシウムイオンの存在下において、二本鎖第VIIａ因子
は、限定的なタンパク質分解によって第Ｘ因子または第IX因子を速やかに活性化する。
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【０００５】
　多くの場合、対象における凝固カスケードを刺激するかまたは改善することが望まれて
いる。第VIIａ因子は、凝固因子欠乏症（例えば血友病ＡおよびＢ、または凝固第XI因子
または第VII因子の欠乏症）または凝固因子阻害物質のような幾つかの原因を有する出血
性疾患を制御するために使用されている。第VIIａ因子はまた、正常に機能する血液凝固
カスケード（何れの凝固因子に対しても、凝固因子欠乏症または阻害物質がない）を有す
る対象において生じる過剰出血を制御するためにも使用されている。そのような出血は、
例えば、血小板機能の欠損、血小板減少症、またはフォンウィルブランド症によって引き
起こされ得る。出血は、手術および他の形の組織損傷と関わる主要な問題でもある。
【０００６】
　欧州特許番号第２００,４２１（ZymoGenetics）は、ヒト第VII因子をコードする核酸配
列および哺乳類細胞における第VII因子の組換え体の発現に関している。
【０００７】
　Dickinson他（Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93, 14379-14384）は、Ｌｅｕ３０
５がＡｌａで置換された第VII因子の変異体（ＦVII（Ａｌａ３０５））を示している。
【０００８】
　Iwanaga他は（Thromb. Haemost. (supplement August 1999), 466, abstract 1474）、
残基３１６－３２０が欠失した第VIIａ因子の変異体、または残基３１１－３２２がトリ
プシンの対応する残基によって置換された第VIIａ因子の変異体を示している。
【０００９】
　凝固活性を有する第VIIａ因子の変異体、比較的少ない投与量で投与できる高活性の変
異体、および、それぞれ従来の治療に付随する、全身の凝固系の活性化や出血のような望
ましくない副作用を生じさせない変異体が必要とされている。
【発明の詳細な説明】
【００１０】
　アミノ酸Ｌｅｕ３０５および、配列番号１のＬｙｓ１５７、Ｌｙｓ３３７、Ａｓｐ３３
４、Ｓｅｒ３３６、Ｖａｌ１５８、Ｇｌｕ２９６、およびＭｅｔ２９８から成る群から独
立に選択された少なくとも一つのアミノ酸が異なるアミノ酸で置換された、ヒト凝固第VI
Iａ因子ポリペプチド変異体が、野生型のヒト凝固第VIIａ因子よりも高い凝固活性を有す
ることが発見された。
【００１１】
　ここで使用される「異なるアミノ酸」という用語は、その位置に本来存在するアミノ酸
と異なる一つのアミノ酸を意味する。これは、ポリヌクレオチドによってコードされ得る
アミノ酸を含むが、これに限定されない。この異なるアミノ酸は天然のＬ型で、ポリヌク
レオチドによってコードされ得ることが好ましい。具体的な実施例ではＬ－システイン（
Ｃｙｓ）である。
【００１２】
　ここで使用される「活性」という用語は、第VII因子ポリペプチドがその基質である第
Ｘ因子を活性第Ｘａ因子に転化させる転化能を意味する。第VII因子ポリペプチドの活性
は、「インビトロにおけるタンパク質分解分析」によって測定できる（実施例６を参照）
。
【００１３】
　「固有活性」という用語は、組織因子の非存在下において、活性化された血小板の表面
上でトロンビンを生成する能力をも含む。
【００１４】
　Ｌｅｕ３０５は、組織因子と複合した形態の第VIIａ因子に見られるα－へリックスの
末端に位置し、これは活性に重要であると考えられている。遊離の第VIIａ因子（組織因
子と結合していない第VIIａ因子）ではヘリックスが歪み、それ故に恐らく不安定である
。本発明のポリペプチド変異体は、通常は組織因子によって誘導される活性コンホメーシ
ョンを達成した。野生型第VIIａ因子より増大したポリペプチド変異体の活性は、α－へ
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リックスの安定化、へリックスの再配向、または他の幾つかのコンホメーション変化のた
めであり得る。Ｌｅｕ３０５の置換は、へリックスの再配向および／または安定化を誘導
する。
【００１５】
　Ｌｙｓ１５７、Ｌｙｓ３３７、Ａｓｐ３３４、Ｓｅｒ３３６、Ｖａｌ１５８、Ｇｌｕ２
９６、およびＭｅｔ２９８を含むアミノ酸は、プロテアーゼドメインのアミノ末端の挿入
に影響し、それ故、ｌｌｅ１５３の末端アミノ基とＡｓｐ３４３の側鎖との間の塩橋に依
存する第VIIａ因子の触媒活性コンホメーションの形成に影響すると考えられている領域
に位置する。
【００１６】
　上述した第VIIａ因子ポリペプチド変異体は天然ＦVIIａよりも高い固有活性を有するた
め、低い投与量でも作用するサイトにおいて機能的に十分な濃度を得るのに十分であり、
従って出血の発症した、または通常の止血系を増強することを必要としている対象に、低
い投与量で投与することができる。
【００１７】
　本発明者らは、アミノ酸Ｌｅｕ３０５を、１５７に位置するＬｙｓ、３３７に位置する
Ｌｙｓ、１５８に位置するＶａｌ、２９６に位置するＧｌｕ、２９８に位置するＭｅｔ、
３３４に位置するＡｓｐ、および３３６に位置するＳｅｒの一以上と組み合わせて置換す
ることによって、第VIIａ因子が、通常は組織因子によって誘導されるさらに活性なコン
ホメーションを自発的に達成することを発見した。そのような第VIIａ因子ポリペプチド
変異体は、プロコアギュラントの活性が組織因子（第Ｘａ因子は血小板の表面で発生する
）とは無関係である状況、例えば高投与量のＮｏｖｏＳｅｖｅｎ（Ｒ）が投与された場合
のような状況において、治療的に有用である固有活性を示す。
【００１８】
　さらなる実施形態において、プロテアーゼドメインにおけるアミノ酸のさらなる置換は
、分子の活性コンホメーションの形成をさらに促進する。しかしながら、最も明白な効果
は、上記の変異がこれら後半の７つのアミノ酸の近く（配列的にまたは三次元的に）にお
いて起こったときに観察されるであろうと考えられる。
【００１９】
　本発明はさらに、膜リン脂質、例えば組織因子含有細胞の膜リン脂質または血小板の膜
リン脂質に対して実質的に高い親和性を有するタンパク質を提供できる、第VIIａ因子の
Ｎ末端Ｇｌａドメイン（配列番号１の１－３７に対応する位置のアミノ酸）における幾つ
かのアミノ酸の置換を含み、それ故、改良されたプロコアギュラント効果を有する第VII
因子ポリペプチド変異体を生成する。
【００２０】
　このように、上述した第VIIａ因子ポリペプチド変異体は、既存のアミノ酸置換３０５
と組み合わされた１５７、１５８、２９６、２９８、３３４、３３６または３３７の位置
における置換およびプロテアーゼドメインの他の位置での任意のアミノ酸の置換に加えて
、Ｎ末端Ｇｌａドメインにおける少なくとも一つの置換されたアミノ酸を有し、これによ
って、天然の第VII因子と比較して、高い活性の他に、高い膜リン脂質親和性を有するタ
ンパク質が得られる。第VII因子の１０および３２の位置（配列番号１参照）が異なるア
ミノ酸で置換されることが好ましい。上述の位置に挿入される好ましいアミノ酸の例は、
１０に位置するアミノ酸ＰｒｏがＧｌｎ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｇｌｎ、Ａｓｎ、またはＬｙ
ｓで置換され、および／または３２に位置するアミノ酸ＬｙｓがＧｌｕ、Ｇｌｎ、または
Ａｓｎで置換される。
【００２１】
　リン脂質親和性およびビタミンＫ依存性血漿タンパク質の配列の相違に基づいて、Ｇｌ
ａドメインにおける他のアミノ酸も置換と見なされる。
【００２２】
　「Ｎ末端ＧＬＡドメイン」という用語は、第VII因子のアミノ酸配列１－３７を示す。



(5) JP 4537059 B2 2010.9.1

10

20

30

40

50

【００２３】
　３文字の表示「ＧＬＡ」は、４－カルボキシグルタミン酸（γ－カルボキシグルタメー
ト）を示す。
【００２４】
　「プロテアーゼドメイン」という用語は、第VII因子のアミノ酸配列１５３－４０６（
第VIIａ因子の重鎖）を示す。
【００２５】
　ここで使用される「第VII因子ポリペプチド」という用語は、天然の第VII因子のアミノ
酸配列１－４０６（配列番号１）またはその変異体を具備する任意のタンパク質を意味す
る。
【００２６】
　ここで用いられる「第VII因子」という用語は、活性化された二重鎖の第VII因子分子（
第VIIａ因子）と同様に、不活性な単一鎖の酵素前駆体第VII因子分子を含むように意図さ
れる。これは、天然のヒト第VII因子または第VIIａ因子のアミノ酸配列１－４０６を有す
るタンパク質を含む。これはまた、例えばＮ末端アミノ酸の欠失または付加を含む改変さ
れたＮ末端のように、それらのタンパク質が実質的に第VIIａ因子の活性を保持する限り
、わずかに改変されたアミノ酸配列を有するタンパク質をも含む。ここで使用される「第
VIIａ因子」または「ＦVIIａ」という用語は、活性化された形体（第VIIａ因子）からな
る生成物を意味する。上記の定義中の、「第VII因子」または「第VIIａ因子」は、存在し
得る天然の対立遺伝子変異体を含み、一方から他方へ個々に生じる。グリコシル化の程度
と位置、または他の位置変換改変も、選択された宿主細胞および宿主細胞環境の性質に依
存して変化し得る。
【００２７】
　ここで使用される「変異体」という用語は、配列番号１の配列を有し、親タンパクの一
以上のアミノ酸が他のアミノ酸によって置換されている、および／または親タンパクの一
以上のアミノ酸が欠失している、および／または一以上のアミノ酸がタンパクに挿入され
ている、および／または一以上のアミノ酸が親タンパクに加えられている、第VII因子を
示すように意図される。そのような付加は、親タンパクのＮ末端またはＣ末端のいずれか
、または両方で起こり得る。この定義中の「変異体」は、その活性形体において、なおＦ
VII活性を有する。一実施形態において、変異体は配列番号１の配列と７０％一致する。
一実施形態において、変異体は配列番号１の配列と８０％一致する。他の実施形態におい
て、変異体は配列番号１の配列と９０％一致する。さらなる実施形態において、変異体は
配列番号１の配列と９５％一致する。
【００２８】
　第一の側面において、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に関して少なくとも二つの
置換を含む第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によ
るＬ３０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３
３４、Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される一以上
のアミノ酸の置換である、第VII因子ポリペプチドに関する。
【００２９】
　第二の側面において、本発明は配列番号１のアミノ酸配列に関して二つの置換を有する
第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３０５
の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、Ｓ３
３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される一つのアミノ酸の
置換である、第VII因子ポリペプチドに関する。
【００３０】
　第三の側面において、本発明は配列番号１のアミノ酸配列に関して三つの置換を有する
第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３０５
の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、Ｓ３
３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される二つのアミノ酸の
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置換である、第VII因子ポリペプチドに関する。
【００３１】
　さらなる側面において、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に関して四つの置換を有
する第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３
０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、
Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される三つのアミノ
酸の置換である、第VII因子ポリペプチドに関する。
【００３２】
　さらなる側面において、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に関して五つの置換を有
する第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３
０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、
Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される四つのアミノ
酸の置換である、第VII因子ポリペプチドに関する。
【００３３】
　さらなる側面において、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に関して六つの置換を有
する第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３
０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、
Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される五つのアミノ
酸の置換である、第VII因子ポリペプチドに関する。
【００３４】
　さらなる側面において、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に関して七つの置換を有
する第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３
０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、
Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される六つのアミノ
酸の置換である、第VII因子ポリペプチドに関する。
【００３５】
　さらなる側面において、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に関して八つの置換を有
する第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３
０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、
Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８のアミノ酸の置換である、第VII因子ポ
リペプチドに関する。
【００３６】
　さらなる側面において、本発明は配列番号１のアミノ酸配列に関して少なくとも二つの
置換を含む第VII因子ポリペプチド構築物をコードするポリヌクレオチドに関し、前記置
換は、（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ
酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２
９８からなる群から選択される一以上のアミノ酸の置換である。
【００３７】
　「構築物」という用語は、所望のポリペプチドをコードする、完全なまたは部分的な自
然発生ヌクレオチド配列に基づいたポリヌクレオチドセグメントを示すように意図される
。この構築物は、任意に、他のポリヌクレオチドセグメントを含んでもよい。同様に、「
ポリヌクレオチド構築物によってコードされ得るアミノ酸」という用語は、上記で定義さ
れたポリヌクレオチド構築物によってコードされ得るアミノ酸、即ち、Ａｌａ，Ｖａｌ，
Ｌｅｕ，ｌｌｅ，Ｍｅｔ，Ｐｈｅ，Ｔｒｐ，Ｐｒｏ，Ｇｌｙ，Ｓｅｒ，Ｔｈｒ，Ｃｙｓ，
Ｔｙｒ，Ａｓｎ，Ｇｌｕ，Ｌｙｓ，Ａｒｇ，Ｈｉｓ，Ａｓｐ，およびＧｌｎのようなアミ
ノ酸を包含する。
【００３８】
　さらなる側面において、本発明は第VII因子ポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド構築物を含む組換えベクターを提供する。
【００３９】
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　ここで使用される「ベクター」という用語は、宿主細胞において増幅能力を有する何れ
の核酸独立体をも意味する。例えば、ベクターは、自己複製ベクター、即ち、染色体外の
独立体として存在し、その複製が染色体の複製とは無関係であるベクター、例えばプラス
ミドであってよい。或いは、ベクターは、宿主細胞に導入されたとき、宿主細胞のゲノム
に組み込まれ、それが組み込まれた染色体と共に複製されるものであってよい。ベクター
の選択は、多くの場合、それが導入される宿主細胞による。ベクターは、プラスミドベク
ター、ファージベクター、ウイルスまたはコスミドベクターを含むが、これに限定されな
い。ベクターは通常、複製開始点と、少なくとも一つの、選択を可能にする遺伝子、即ち
、容易に検出可能な生成物かまたは細胞増殖に必須なものをコードする遺伝子を含む。
【００４０】
　さらなる側面において、本発明は、ポリヌクレオチド構築物またはベクターを具備する
組換え宿主細胞を提供する。一つの実施形態において、組換え宿主細胞は真核細胞である
。他の実施形態において、組換え宿主細胞は哺乳類由来の細胞である。さらなる実施形態
において、組換え宿主細胞はＣＨＯ細胞、ＨＥＫ細胞、およびＢＨＫ細胞からなる群から
選択される細胞である。
【００４１】
　ここで使用される「宿主細胞」という用語は、異種性のＤＮＡが発現され得るハイブリ
ッド細胞を含む何れの細胞をも意味する。典型的な宿主細胞は、昆虫細胞、酵母細胞、ヒ
ト細胞を含む哺乳類細胞、例えばＢＨＫ、ＣＨＯ、ＨＥＫ、およびＣＯＳ細胞を含むが、
これに限定されない。本発明の実行において、培養される宿主細胞は、好ましくは哺乳類
細胞であり、さらに好ましくは、ＣＨＯ（例えば、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　６１）、ＣＯＳ－
１（例えば、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５０）、子ハムスターの腎臓（ＢＨＫ）およびＨＥ
Ｋ２９３（例えば、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１５７３；Graham et al., J.Gen. Virol. 36:59
-72, 1977）細胞株を含むがこれに限定されない確立された哺乳類細胞株である。好まし
いＢＨＫ細胞株は、tk-ts 13ＢＨＫ細胞株（Waechter and Baserga, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 79:1106-1110, 1982）である（以下、ＢＨＫ　５７０細胞と称す）。ＢＨＫ　
５７０細胞株は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションから、１２３０１　Pa
rklawn Dr., Rockville, MD 20852、ＡＴＣＣ受付番号　ＣＲＬ　１０３１４で利用可能
である。tk-ts 13ＢＨＫ細胞株も、ＡＴＣＣから、受付番号　ＣＲＬ　１６３２で利用可
能である。他の適切な細胞株は、Ｒａｔ　Ｈｅｐ　I（ラット肝癌；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　
１６００）、Ｒａｔ　Ｈｅｐ　II（ラット肝癌；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１５４８）、ＴＣＭ
Ｋ（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１３９）、ヒト肺（ＡＴＣＣ　ＨＢ　８０６５）、ＮＣＴＣ　１
４６９（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　９.１）およびＤＵＫＸ細胞（Urlaub and Chasin, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 77 : 4216-4220, 1980）を含むが、これに限定されない。３Ｔ３細
胞、Ｎａｍａｌｗａ細胞、ミエローマおよびミエローマと他の細胞の融合も有用である。
【００４２】
　さらなる側面において、本発明は、ポリヌクレオチド構築物を具備し発現するトランス
ジェニック動物を提供する。
【００４３】
　さらなる側面において、本発明は、ポリヌクレオチド構築物を具備し発現するトランス
ジェニック植物を提供する。
【００４４】
　さらなる側面において、本発明は、本発明の第VII因子ポリペプチドを生成する方法に
関し、該方法は、該ポリヌクレオチド構築物を含む細胞を、適正な増殖培地で、該ポリヌ
クレオチド構築物が発現可能な条件下で培養することと、得られたポリペプチドを該培養
培地から回収する事とを含む。
【００４５】
　ここで使用される「適正な増殖培地」という用語は、栄養、並びに、細胞の増殖と本発
明の第VII因子ポリペプチドをコードする核酸配列を発現させるために必要な他の成分を
含む培地を意味する。
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【００４６】
　さらなる側面において、本発明は、第VII因子ポリペプチドを生成する方法に関し、該
方法は、トランスジェニック動物によって生産された乳から該ポリペプチドを回収するこ
とを含む。
【００４７】
　さらなる側面において、本発明は第VII因子ポリペプチドを生成する方法に関し、該方
法は、ポリヌクレオチド構築物を具備するトランスジェニック植物の細胞を培養すること
と、得られた植物からポリペプチドを回収することを含む。
【００４８】
　さらなる側面において、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に関して少なくとも二つ
の置換を含む第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸に
よるＬ３０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ
３３４、Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される一以
上のアミノ酸の置換である第VII因子ポリペプチドと、製薬的に許容される担体を含む医
薬組成物に関する。
【００４９】
　さらなる側面において、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に関して少なくとも二つ
の置換を含む第VII因子ポリペプチドであって、前記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸に
よるＬ３０５の置換、および（ii）他の任意のアミノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ
３３４、Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ２９８からなる群から選択される一以
上のアミノ酸の置換である第VII因子ポリペプチドの、薬剤の調製のための使用に関する
。一実施形態において、該薬剤は、出血性疾患または出血発症の治療のための、または正
常な止血系を増強するための薬剤である。一実施形態において、該使用は、血友病Ａまた
はＢの治療のための使用である。
【００５０】
　本発明の状況において、「治療」という用語は、出血を抑制または最小限にすることを
目的とした、例えば外科手術などでの予期される出血の予防、および例えば外傷によって
すでに生じている出血の制御の両者を含む。本発明の第VIIａ因子ポリペプチドの予防的
な投与は、従って「治療」という用語に含まれる。
【００５１】
　「出血発症」という用語は、抑制不能な出血、および過剰な出血を含むことを意味する
。出血発症は、外科手術および他の形態の組織傷害の両者に関連する主要な問題である。
制御不能な出血および過剰な出血は、正常な凝固系を有する対象、および凝固障害または
出血性疾患を有する対象において生じ得る。ここで使用される「出血性疾患」という用語
は、出血において明らかになる、先天性、後天性の、または誘発性の細胞または分子系の
何れの欠損をも示す。凝固因子欠損の例（例えば、血友病ＡおよびＢまたは凝固第XI因子
または第VII因子の欠損）は、凝固因子阻害、血小板機能欠陥、血小板減少症、またはフ
ォンウィルブランド病である。
【００５２】
　過剰出血はまた、正常に機能する血液凝固カスケードを有する対象（凝固因子欠損また
は凝固因子の何れかに対する阻害のない）でも生じ、血小板機能欠陥、血小板減少症、ま
たはフォンウィルブランド病によって引き起こされ得る。血友病におけるような止血系は
、欠損があるか、または主要な出血を引き起こす異常な必須凝固「化合物」（例えば、血
小板またはフォンウィルブランド因子タンパク質）を有しているため、そのような場合に
おける出血は、血友病によって引き起こされる出血と類似し得る。外科手術または大きな
外傷に付随する広範な組織傷害を受けた対象において、正常な止血機構は、即時の止血要
求に圧倒され、止血機構が正常であるにもかかわらず出血を生じてしまう。十分な止血を
達成することは、例えば脳、内耳領域、および眼のような外科手術的止血の可能性が限定
される器官で出血が生じた場合にも問題である。同様の問題は、腹腔鏡手術はもちろん、
様々な器官（肝臓、肺、腫瘍組織、消化管）からのバイパスを通す過程においても生じる
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。これら全ての状況に共通することは、外科的技術（縫合、切除、その他）によって止血
を施すことの困難性であり、出血が散在性である場合（出血性胃炎およびおびただしい子
宮内出血）も同様である。急性でおびただしい出血は、与えられた治療によって止血の欠
陥が誘発されている抗凝固治療の対象においても発生し得る。そのような対象は、抗凝固
効果が速やかに相殺されるべき場合に外科的処置を必要とすることがある。局所的な前立
腺癌を有する対象に、根治的な恥骨後の前立腺切除が一般に処置されている。この手術は
しばしば、著しく、また時折は大量の血液損失によって複雑になる。前立腺切除の際のか
なりの血液損失は主に、複雑な解剖学的状況、外科的止血が容易に届かない種々の密集し
た血管新生化サイトに関連し、広い領域から散在性の出血が生じるという結果になり得る
。不十分な止血の場合に問題が起こり得る他の状況は、正常な止血機構を有する対象が、
血栓塞栓性疾患を防ぐための抗凝固治療を受けた場合である。そのような治療は、アスピ
リンおよび他の血小板凝集阻害剤の他に、ヘパリン、他の形態のプロテオグリカン、ワル
ファリン、または他の形態のビタミンＫアンタゴニストを含む。
【００５３】
　本発明の一実施形態において、出血は血友病に付随したものである。他の実施形態にお
いて、出血は、後天性の阻害を有する血友病に付随したものである。他の実施形態におい
て、出血は血小板減少症に付随したものである。他の実施形態において、出血はフォンウ
ィルブランド病に付随したものである。他の実施形態において、出血は深刻な組織損傷に
付随したものである。他の実施形態において、出血は深刻な外傷に付随したものである。
他の実施形態において、出血は外科手術に付随するものである。他の実施形態において、
出血は腹腔鏡手術に付随するものである。他の実施形態において、出血は出血性胃炎に付
随するものである。他の実施形態において、出血はおびただしい子宮内出血である。他の
実施形態において、出血は、機械的な止血の可能性が制限される、器官において生じるも
のである。他の実施形態において、出血は、脳、内耳領域、または眼において生じるもの
である。他の実施形態において、出血は、バイパスを通す過程に付随するものである。他
の実施形態において、出血は、抗凝固治療に付随するものである。
【００５４】
　ここで使用される「対象」という用語は、任意の動物、特にヒトのような哺乳類を意味
するよう意図され、適切には、「患者」という用語が相互転換可能に使用される。
【００５５】
　「正常な止血系の増強」という用語は、トロンビンを産生する能力の増強を意味する。
【００５６】
　さらなる側面において、本発明は、対象における出血性疾患または出血発症を治療する
ための方法、または正常な止血系を増強するための方法に関し、該方法は、配列番号１の
アミノ酸配列に関して少なくとも二つの置換を含む第VII因子ポリペプチドであって、前
記置換が（ｉ）他の任意のアミノ酸によるＬ３０５の置換、および（ii）他の任意のアミ
ノ酸による、Ｋ１５７、Ｋ３３７、Ｄ３３４、Ｓ３３６、Ｖ１５８、Ｅ２９６、およびＭ
２９８からなる群から選択される一以上のアミノ酸の置換である第VII因子ポリペプチド
の治療的または予防的に有効な量を、それらを必要とする対象に投与することを含む。
【００５７】
　さらなる側面から、本発明は、本発明の第VII因子ポリペプチドの薬剤としての使用に
関する。
【００５８】
　本発明の一実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５が他の任意のアミ
ノ酸で置換され、Ｋ１５７が他の任意のアミノ酸で置換されたポリペプチドである。
【００５９】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５が他の任意
のアミノ酸で置換され、Ｋ３３７が他の任意のアミノ酸で置換されたポリペプチドである
。
【００６０】
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　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５が他の任意
のアミノ酸で置換され、Ｄ３３４が他の任意のアミノ酸で置換されたポリペプチドである
。
【００６１】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５が他の任意
のアミノ酸で置換され、Ｓ３３６が他の任意のアミノ酸で置換されたポリペプチドである
。
【００６２】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５が他の任意
のアミノ酸で置換され、Ｖ１５８が他の任意のアミノ酸で置換されたポリペプチドである
。
【００６３】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５が他の任意
のアミノ酸で置換され、Ｅ２９６が他の任意のアミノ酸で置換されたポリペプチドである
。
【００６４】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５が他の任意
のアミノ酸で置換され、Ｍ２９８が他の任意のアミノ酸で置換されたポリペプチドである
。
【００６５】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメイ
ンの残った位置において少なくとも一つのアミノ酸が他の任意のアミノ酸で置換されたポ
リペプチドである。
【００６６】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメイ
ンの残った位置において少なくとも一つのアミノ酸が他の任意のアミノ酸で置換されたポ
リペプチドである。
【００６７】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメイ
ンの残った位置において最大で２０のさらなるアミノ酸が他の任意のアミノ酸で置換され
たポリペプチドである。
【００６８】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、配列番号１の１５９
－１７０から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも一つのアミノ酸が他の任意
のアミノ酸で置換されたポリペプチドである。
【００６９】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、配列番号１の２９０
－３０４から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも一つのアミノ酸が他の任意
のアミノ酸で置換されたポリペプチドである。
【００７０】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｒ３０４が、Ｔｙｒ
、Ｐｈｅ、Ｌｅｕ、およびＭｅｔからなる群から選択されるアミノ酸によって置換された
ポリペプチドである。
【００７１】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、配列番号１の３０６
－３１２から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも一つのアミノ酸が他の任意
のアミノ酸で置換されたポリペプチドである。
【００７２】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ３０６が、Ａｓｐ
およびＡｓｎからなる群から選択されるアミノ酸によって置換されたポリペプチドである
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。
【００７３】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ３０９が、Ｓｅｒ
およびＴｈｒからなる群から選択されるアミノ酸によって置換されたポリペプチドである
。
【００７４】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、配列番号１の３３０
－３３９から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも一つのアミノ酸が他の任意
のアミノ酸で置換されたポリペプチドである。
【００７５】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２７４が他の任意
のアミノ酸で置換されたポリペプチドである。
【００７６】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２７４がＭｅｔ、
Ｌｅｕ、ＬｙｓおよびＡｒｇからなる群から選択されるアミノ酸によって置換されたポリ
ペプチドである。
【００７７】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１５７がＧｌｙ、
Ｖａｌ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ、およびＧｌｕからなる群から選択さ
れるアミノ酸によって置換されたポリペプチドである。
【００７８】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記Ｋ３３７がＡｌ
ａ、Ｇｌｙ、Ｖａｌ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ、およびＧｌｕからなる
群から選択されるアミノ酸によって置換されたポリペプチドである。
【００７９】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記Ｄ３３４がＧｌ
ｙおよびＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸によって置換されたポリペプチドであ
る。
【００８０】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記Ｓ３３６がＧｌ
ｙおよびＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸によって置換されたポリペプチドであ
る。
【００８１】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記Ｖ１５８がＳｅ
ｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ、およびＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸
によって置換されたポリペプチドである。
【００８２】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記Ｅ２９６がＡｒ
ｇ、Ｌｙｓ、およびＶａｌからなる群から選択されるアミノ酸によって置換されたポリペ
プチドである。
【００８３】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記Ｍ２９８がＬｙ
ｓ、Ａｒｇ、Ｇｌｎ、およびＡｓｎからなる群から選択されるアミノ酸によって置換され
たポリペプチドである。
【００８４】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記Ｌ３０５がＶａ
ｌ、Ｔｙｒおよびｌｌｅからなる群から選択されるアミノ酸によって置換されたポリペプ
チドである。
【００８５】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記Ｌ３０５がＶａ
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ｌによって置換されたポリペプチドである。
【００８６】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、アミノ酸が、ポリヌ
クレオチド構築物によってコードされ得る他の任意のアミノ酸によって置換されたポリペ
プチドである。
【００８７】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記第VII因子ポリペ
プチドがヒト第VII因子であるポリペプチドである。
【００８８】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記第VII因子ポリペ
プチドがヒト第VIIａ因子であるポリペプチドである。
【００８９】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記第VII因子ポリペ
プチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性の間の比
が、少なくとも約１.２５であるポリペプチドである。一実施形態において、前記第VII因
子ポリペプチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性
の間の比は、少なくとも約２.０である。一実施形態において、前記第VII因子ポリペプチ
ドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性の間の比は、
少なくとも約４.０である。
【００９０】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記第VII因子ポリペ
プチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性の間の比
が、第VIIａ因子活性分析において試験したときに、少なくとも約１.２５であるポリペプ
チドである。一実施形態において、前記第VII因子ポリペプチドの活性と、配列番号１で
示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性の間の比が、第VIIａ因子活性分析におい
て試験したときに、少なくとも約２.０である。さらなる実施形態において、前記第VII因
子ポリペプチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性
の間の比が、第VIIａ因子活性分析において試験したときに、少なくとも約４.０である。
第VIIａ因子は、実施例５または６に記載された分析によって測定可能である。
【００９１】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記第VII因子ポリペ
プチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性の間の比
が、「インビトロでの加水分解分析」を試験したときに、少なくとも約１.２５であるポ
リペプチドである。一実施形態において、前記第VII因子ポリペプチドの活性と、配列番
号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性の間の比は、「インビトロでの加
水分解分析」を試験したときに、少なくとも約２.０である。さらなる実施形態において
、前記第VII因子ポリペプチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペ
プチドの活性の間の比は、「インビトロでの加水分解分析」を試験したときに、少なくと
も約４.０である。
【００９２】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記第VII因子ポリペ
プチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性の間の比
が、「インビトロでのタンパク質分解分析」を試験したときに、少なくとも約１.２５で
あるポリペプチドである。一実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、前記第VII因
子ポリペプチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプチドの活性
の間の比が、「インビトロでのタンパク質分解分析」を試験したときに、少なくとも約２
.０であるポリペプチドである。さらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、
前記第VII因子ポリペプチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因子ポリペプ
チドの活性の間の比が、「インビトロでのタンパク質分解分析」を試験したときに、少な
くとも約４.０であるポリペプチドである。さらなる実施形態において、第VII因子ポリペ
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プチドは、前記第VII因子ポリペプチドの活性と、配列番号１で示される天然の第VIIａ因
子ポリペプチドの活性の間の比が、「インビトロでのタンパク質分解分析」を試験したと
きに、少なくとも約８.０であるポリペプチドである。
【００９３】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、配列番号１のアミノ
酸配列に関連して少なくとも二つの置換を有するヒトＦVIIであって、前記置換は（ｉ）
Ｌ３０５Ｖ、および（ii）Ｋ１５７Ｘ1、Ｋ３３７Ａ、Ｄ３３４Ｘ2、Ｓ３３６Ｘ3、Ｖ１
５８Ｘ4、Ｅ２９６Ｖ、およびＭ２９８Ｑからなる群から選択される一以上の任意のアミ
ノ酸である。ここで、Ｘ1はＧｌｙ、Ｖａｌ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ
、またはＧｌｕであり、Ｘ2はＧｌｙまたはＧｌｕであり、Ｘ3はＧｌｙまたはＧｌｕであ
り、Ｘ4はＴｈｒまたはＡｓｐである。
【００９４】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３
７Ａ－ＦVIIである。
【００９５】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｄ－ＦVIIである。
【００９６】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｅ２９
６Ｖ－ＦVIIである。
【００９７】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｍ２９
８Ｑ－ＦVIIである。
【００９８】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｔ－ＦVIIである。
【００９９】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３
７Ａ／Ｖ１５８Ｔ－ＦVIIである。
【０１００】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３
７Ａ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIである。
【０１０１】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３
７Ａ／Ｅ２９６Ｖ－ＦVIIである。
【０１０２】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３
７Ａ／Ｖ１５８Ｄ－ＦVIIである。
【０１０３】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｄ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIである。
【０１０４】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ－ＦVIIである。
【０１０５】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｔ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIである。
【０１０６】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｔ／Ｅ２９６Ｖ－ＦVIIである。
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【０１０７】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｅ２９
６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIである。
【０１０８】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIである。
【０１０９】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｔ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIである。
【０１１０】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｔ／Ｋ３３７Ａ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIである。
【０１１１】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｔ／Ｅ２９６Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIである。
【０１１２】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｄ／Ｋ３３７Ａ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIである。
【０１１３】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｅ２９
６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIである。
【０１１４】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIである。
【０１１５】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIである。
【０１１６】
　本発明のさらなる実施形態において、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５
８Ｔ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIである。
【０１１７】
　さらなる側面において、本発明は、天然のヒト凝固第VIIａ因子と比較して、組織因子
非依存性活性が増大した、ヒト凝固第VIIａ因子ポリペプチドを提供する。他の側面にお
いて、活性の増大は、基質特異性の変化を伴わないものである。本発明の他の側面におい
て、ポリペプチド変異体の組織因子への結合は損なわれず、また、ポリペプチド変異体は
、組織因子と結合したとき、少なくとも野生型第VIIａ因子の活性を有する。
【０１１８】
　この記述において使用されるアミノ酸の用語は、次の通りである。最初の文字は、配列
番号１の位置に本来存在するアミノ酸を表す。次の数字は、配列番号１における位置を表
す。二番目の文字は、本来のアミノ酸と置換した異なるアミノ酸を表す。例えば、Ｌ３０
５Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIは、配列番号１の３０５に位置するロイシンがバリンによって
置換され、そして配列番号１の３３７に位置するリシンがアラニンによって置換され、両
方の変異が同一の第VII因子ポリペプチド変異体にある。
【０１１９】
　本発明の状況において、アミノ酸の３文字表示または１文字表示は、表１に示したよう
に、それらの通常の意味において使用される。明示しない限り、ここで言及されるアミノ
酸はＬ－アミノ酸である。さらに、他に特定しない限り、ペプチドのアミノ酸配列の左端
および右端は、それぞれＮ末端およびＣ末端である。
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【表１】

【０１２０】
　＜第VII因子ポリペプチド変異体の調製＞
　本発明はまた、上記のようなヒト第VII因子ポリペプチド変異体を調製する方法に関す
る。ここで記載される第VII因子ポリペプチド変異体は、組換え核酸技術の方法によって
生成され得る。通常、野生型第VII因子核酸配列が所望のタンパク質をコードするために
改変される。次いで、この改変された配列は発現ベクターに挿入され、これは宿主細胞に
形質転換されるか、トランスフェクションされる。高真核細胞、特に培養哺乳類細胞が宿
主細胞として好ましい。ヒト第VII因子のヌクレオチドおよびアミノ酸の完全な配列は既
知である（組換えヒト第VII因子のクローニングと発現が開示されている、Ｕ．Ｓ．４,７
８４,９５０を参照）。ウシの第VII因子配列は、Takeya他（J.Biol.Chem.263:14868-1487
2）に開示されている。
【０１２１】
　アミノ酸配列の変更は、様々な技術によって行うことができる。核酸配列の改変は、サ
イト特異的突然変異誘発によって可能である。サイト特異的突然変異誘発の技術は、当該
分野において周知であり、例えばZollerおよびSmith（ＤＮＡ 3:479-488, 1984）または
「伸長重複によるスプライシング」、Horton et al., Gene 77, 1989, pp.61-68に開示さ
れている。このように、第VII因子のヌクレオチドおよびアミノ酸配列を用いて、所望の
変更を導入することができる。同様に、特異的プライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応
法によるＤＮＡ構築物を調製する方法は、当該分野の技術者に周知である（PCR Protocol
s, 1990, Academic Press, San Diego, California, USAを参照）。
【０１２２】
　本発明の第VII因子ポリペプチド変異体をコードする核酸構築物は、例えば、ゲノムラ
イブラリーまたはｃＤＮＡライブラリーを調製し、標準的な技術によって合成したオリゴ
ヌクレオチドプローブを用いたハイブリダイゼーションによって、ポリペプチドの一部ま
たは全部をコードするＤＮＡ配列をスクリーニングすることによって得られた、ゲノムま
たはｃＤＮＡ由来のものが適している（Sambrook et al., Molecular Cloning:A Laborat
ory Manual, 2nd. Ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York
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, 1989参照）。
【０１２３】
　第VII因子ポリペプチド変異体をコードする核酸構築物は、確立された標準的な方法、
例えば、Beaucage and Caruthers（Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859-1869, or the
 method described by Matthes et al., EMBO Journal 3 (1984), 801-805.）によって開
示されたホスホアミド法によって合成的に調製されることも可能である。ホスホアミド法
に従って、例えば自動ＤＮＡ合成機においてオリゴヌクレオチドが合成され、精製され、
アニールされ、結合され、適切なベクターでクローン化される。ヒト第VII因子ポリペプ
チド変異体をコードするＤＮＡ配列もまた、例えばUS 4,683, 202, Saiki et al., Scien
ce 239 (1988), 487-491,またはSambrook et al., supra.に開示されているような特異的
プライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応法によって調製されることができる。
【０１２４】
　さらにそのうえ、核酸構築物は、合成由来、ゲノム由来、またはｃＤＮＡ由来（適宜）
の断片（該断片は、完全な核酸構築物の種々の部分に対応する）を、標準的な技術に従っ
て結合することによって調製された、合成とゲノムの混合物、合成とｃＤＮＡの混合物、
またはゲノムとｃＤＮＡの混合物であってよい。
【０１２５】
　核酸構築物は、ＤＮＡ構築物であることが好ましい。本発明に従った第VII因子ポリペ
プチド変異体を調製するのに使用されるＤＮＡ配列は、典型的には、適切な翻訳後の処理
を得る（例えば、グルタミン酸残基のガンマカルボキシル化）第VII因子のアミノ末端に
おける前プロポリペプチド（pre-pro polypeptide）をコードし、宿主細胞から分泌され
る。前プロポリペプチドは、第VII因子、または他のビタミンＫ－依存性血漿タンパク、
例えば第IX因子、第Ｘ因子、プロトロンビン、タンパク質Ｃまたはタンパク質Ｓのもので
あってよい。当該分野の技術者に認識されるように、第VII因子ポリペプチド変異体のア
ミノ酸配列中に、改変によってそのタンパクの凝固作用活性を著しく損なわないところに
、追加の改変を行うことができる。例えば、第VII因子ポリペプチド変異体は、ここにお
いて援用されるＵ．Ｓ．５,２８８,６２９に一般に開示されているように、酵素前駆体第
VII因子がその活性化された二重鎖形態に転化するのを阻害するために、活性化切断サイ
トにおいて改変されることもできる。
【０１２６】
　ヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列は、通常、組換えベクター
（何れのベクターでも良い）に挿入され、これは便利に組換えＤＮＡ方法に供される。ベ
クターの選択は多くの場合、それが導入される宿主細胞に依存する。従って、ベクターは
自己複製ベクター、即ち染色体外の存在として存在し、その複製が染色体の複製と無関係
であるベクター、例えばプラスミドであってよい。或いは、ベクターは、宿主細胞に導入
されたとき、宿主細胞のゲノムに組み込まれ、その組み込まれた染色体と共に複製される
ものであってよい。
【０１２７】
　ベクターは、ヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列が、ＤＮＡの
転写に必要なさらなるセグメントに結合可能である発現ベクターであることが好ましい。
一般に、発現ベクターは、プラスミドまたはウイルスＤＮＡに由来する。「結合可能」と
いう用語は、セグメントが、それらに組み込まれた目的、例えばプロモーターにおける転
写開始、およびポリペプチドをコードするＤＮＡ配列を通る進行などを協調して機能でき
るように配列されることを示す。
【０１２８】
　第VIIａ因子ポリペプチド変異体の発現に使用するベクターは、クローン化された遺伝
子またはｃＤＮＡを直接転写する能力があるプロモーターを含む。このプロモーターは任
意のＤＮＡ配列であってよく、これは所望の宿主細胞において転写活性を示し、その宿主
細胞に相同性かまたは非相同性の何れかのタンパク質をコードする遺伝子に由来すること
ができる。
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【０１２９】
　哺乳類細胞において、ヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡの直接転
写に適切なプロモーターの例は、ＳＶ４０プロモーター（Subramani et al., Mol. Cell 
Biol. 1 (1981), 854-864）、ＭＴ－１（メタロチオネイン遺伝子）プロモーター（Palmi
ter et al., Science 222 (1983), 809-814）、ＣＭＶプロモーター（Boshart et al., C
ell 41 : 521-530,1985）、またはアデノウイルス２メジャー・レート・プロモーター（K
aufman and Sharp, Mol. Cell. Biol, 2: 1304-1319, 1982）である。
【０１３０】
　昆虫細胞において使用するのに適したプロモーターの例は、ポリヘドリンプロモーター
（US 4,745, 051; Vasuvedan et al., FEBS Lett. 311, (1992) 7-11）、Ｐ１０プロモー
ター（J. M. Vlak et al., J. Gen. Virology 69, 1988, pp. 765-776）、オートグラフ
・カリフォルニカ・ポリヘドロシス・ウイルス基本タンパクプロモーター（EP 397 485）
、バキュロウイルス即時型初期遺伝子１プロモーター（US 5,155, 037; US 5,162, 222）
、またはバキュロウイルス３９Ｋ遅延型初期遺伝子プロモーター（US 5,155, 037;US 5,1
62, 222）である。
【０１３１】
　酵母宿主細胞において使用するのに適切なプロモーターの例は、酵母解糖遺伝子（Hitz
eman et al., J. Biol. Chem. 255 (1980), 12073-12080; Alber and Kawasaki, J. Mol.
 Appl. Gen. 1 (1982), 419-434）またはアルコールデヒドロゲナーゼ遺伝子（Young et 
al., in Genetic Engineering of Microorganisms for Chemicals (Hollaender et al, e
ds. ), Plenum Press, New York, 1982）、またはＴＰｌ１（US 4, 599, 311）またはＡ
ＤＨ２－４ｃ（Russell et al., Nature 304 (1983), 652-654）プロモーターからのプロ
モーターを含む。
【０１３２】
　糸状菌宿主細胞において使用するのに適切なプロモーターの例は、例えば、ＡＤＨ３プ
ロモーター（McKnight et al., The EMBO J. 4 (1985), 2093-2099）またはｔｐｉＡプロ
モーターである。他の有用なプロモーターの例は、A. oryzae TAKAアミラーゼ、Rhizomuc
or miehei asparticプロテイナーゼ、A. niger neutral ａ－アミラーゼ、A. nigeracid 
stable ａ－アミラーゼ、A. nigerまたはA.アワモリグルコアミラーゼ(gluA)、Rhizomuco
rmieheiリパーゼ、A. oryzae アルカリプロテアーゼ、A. oryzae trioseリン酸イソメラ
ーゼ、または A. nidulans アセトアミダーゼをコードする遺伝子に由来するものである
。ＴＡＫＡ－アミラーゼおよびｇｌｕＡプロモーターが好ましい。適切なプロモーターは
、例えば、ＥＰ　２３８　０２３およびＥＰ　３８３　７７９に言及されている。
【０１３３】
　ヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列はまた、必要であれば、ヒ
ト成長ホルモンターミネーター（Palmiter et al., Science 222,1983, pp. 809-814）ま
たはＴＰｌ１（Alber and Kawasaki, J.Mol. Appl. Gen. 1, 1982, pp. 419-434）または
ＡＤＨ３（McKnight et al., The EMBO J. 4,1985, pp. 2093-2099）ターミネーターのよ
うな、適切なターミネーターに結合可能である。発現ベクターはまた、プロモーターの下
流に位置し、第VII因子配列自体を挿入するサイトの上流に位置するＲＮＡスプライスサ
イトのセットを含んでもよい。ＲＮＡスプライスサイトは、アデノウイルスおよび／また
はイムノグロブリン遺伝子から得ることが好ましい。発現ベクターには、挿入サイトの下
流に位置するポリアデニル化信号も含まれる。特に好ましくは、ポリアデニル化信号は、
ＳＶ４０（Kaufman and Sharp, ibid.）からの初期または後期の信号、アデノウイルス５
Ｅｌｂ領域からのポリアデニル化信号、ヒト成長ホルモン遺伝子ターミネーター（DeNoto
 et al. Nucl. Acids Res. 9: 3719-3730,1981）またはヒト第VII因子遺伝子またはウシ
第VII因子からのポリアデニル化信号を含む。発現ベクターはまた、非翻訳のウイルスリ
ーダー配列、例えばプロモーターとＲＮＡスプライスサイトの間に位置するアデノウイル
ス２トリパルタイト（tripartite）リーダー、および転写促進因子、例えばＳＶ４０転写
促進因子を含んでもよい。
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【０１３４】
　本発明のヒト第VII因子ポリペプチド変異体を宿主細胞の分泌経路に方向付けるために
、組換えベクター中に分泌信号配列（リーダー配列、前プロ配列、または前配列としても
知られる）が提供され得る。分泌信号配列は、訂正リーディングフレーム中の、ヒト第VI
I因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列に連結される。分泌信号配列は、通常
、ペプチドをコードするＤＮＡ配列の５´に位置する。分泌信号配列は、タンパク質に正
常に付随したものであるか、または他の分泌性タンパクをコードする遺伝子からのもので
ある。
【０１３５】
　酵母細胞から分泌させるために、分泌信号配列は任意の信号ペプチドをコードしてよく
、これは、発現されたヒト第VII因子ポリペプチド変異体を細胞の分泌経路へ効率的に方
向付けることを保証する。この信号ペプチドは、自然発生の信号ペプチドか、またはそれ
らの機能的な部分であってよく、または合成ペプチドであってよい。適切な信号ペプチド
は、α－因子信号ペプチド（US 4,870,008参照）、マウスの唾液のアミラーゼの信号ペプ
チド（Ｏ. Hagenbuchle et al., Nature 289,1981, pp. 643-646参照）、改変されたカル
ボキシペプチダーゼ信号ペプチド（L. A. Valls et al., Cell 48, 1987, pp. 887-897参
照）、酵母ＢＡＲ１信号ペプチド（WO 87/02670参照）、または酵母アスパラギン酸プロ
テアーゼ３（YAP3）信号ペプチド（M. Egel-Mitani et al., Yeast 6, 1990, pp. 127-13
7参照）として発見されている。
【０１３６】
　酵母における効率的な分泌のために、信号配列の下流、および、ヒト第VII因子ポリペ
プチド変異体をコードするＤＮＡ配列の上流にリーダーペプチドをコードする配列を挿入
することもできる。リーダーペプチドの機能は、発現されたペプチドが小胞体からゴルジ
体に、さらに培養培地へ分泌するための分泌性小胞に方向付けることを可能にする（即ち
、細胞壁を超えての、または少なくとも細胞膜を酵母細胞の細胞膜周辺腔へ抜けての、ヒ
ト第VII因子ポリペプチド変異体の輸出）。リーダーペプチドは、酵母アルファ－因子リ
ーダー（US 4, 546, 082, US 4,870, 008, EP 16 201, EP 123 294, EP 123 544 およびE
P 163 529２開示された使用）であってよい。あるいは、リーダーペプチドは、合成リー
ダーペプチドであってよく、つまり天然には発見されないリーダーペプチドであってよい
。合成リーダーペプチドは、例えば、ＷＯ　８９/０２４６３またはＷＯ　９２/１１３７
８に開示されている構築物であって良い。
【０１３７】
　糸状菌において使用するための信号ペプチドは、アスペルギウスsp.またはグルコアミ
ラーゼをコードする遺伝子、Rhizomucor mieheiリパーゼまたはプロテアーゼまたはHumic
ola lanuginosaリパーゼをコードする遺伝子に由来することが都合よい。信号ペプチドは
、A. oryzae TAKAアミラーゼ、A. niger neutral a-アミラーゼ、A. niger acid-stable
アミラーゼ、またはA. nigerグルコアミラーゼをコードする遺伝子に由来することが好ま
しい。適切な信号ペプチドは、例えば、ＥＰ　238 023およびＥＰ　215 594に開示されて
いる。
【０１３８】
　昆虫細胞において使用するための信号ペプチドは、昆虫遺伝子（ＷＯ　９０／０５７８
３参照）、例えばlepidopteran Manduca sexta asipokineticホルモン前駆体信号ペプチ
ド（ＵＳ　５,０２３,３２８参照）に由来することが都合よい。
【０１３９】
　ヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列、プロモーターおよび任意
にターミネーター、および／または分泌信号配列のそれぞれの結合に用いられる方法、お
よび、それらの複製に必要な情報を含む適切なベクターに挿入するために用いられる方法
は、当該分野の技術者には周知である（例えば、Sambrook et al., Molecular Cloning :
 A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New York, 1989参照）。
【０１４０】
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　哺乳類細胞のトランスフェクション方法および細胞に導入されたＤＮＡ配列の発現方法
は、例えばKaufman and Sharp, J. Mol. Biol. 159 (1982), 601-621;Southern and Berg
, J. Mol. Appl. Genet. 1 (1982), 327-341; Loyter et al., Proc. Natl. Acad. Sci.U
SA 79 (1982), 422-426; Wigler et al., Cell 14 (1978), 725; Corsaro and Pearson, 
Somatic Cell Genetics 7 (1981), 603, Graham and van der Eb, Virology 52 (1973), 
456; and Neumann et al., EMBO J. 1 (1982), 841-845.に開示されている。
【０１４１】
　クローン化されたＤＮＡ配列は、例えば、カルシウムリン酸媒介トランスフェクション
（Wigler et al., Cell 14: 725-732, 1978;Corsaro and Pearson, Somatic Cell Geneti
cs 7: 603-616,1981 ; Graham and Van der Eb,Virology 52d: 456-467, 1973）、または
電気穿孔法（Neumann et al., EMBO J. 1: 841-845,1982）によって、培養哺乳類細胞に
導入される。外来性ＤＮＡを発現する細胞を同定し、選択するために、一般に、選択可能
な表現型（選択可能なマーカー）を与える遺伝子が、対象の遺伝子またはｃＤＮＡと共に
細胞に導入される。選択可能なマーカーは、ネオマイシン、ハイグロマイシン、およびメ
トトレキセートのような薬剤耐性を与える遺伝子を含むことが好ましい。選択可能なマー
カーは、増幅を可能とする選択マーカーであってよい。好ましい増幅可能なマーカーは、
ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）配列である。選択可能なマーカーは、Thilly（Ma
mmalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, MA, incorporated here
in by reference）によって概説されている。当該分野の技術者は、適切な選択可能マー
カーを容易に選択することができるであろう。
【０１４２】
　選択可能なマーカーは、別個のプラスミドで所望の遺伝子と同時に細胞に導入してもよ
く、または同一のプラスミドで導入してもよい。同一のプラスミドである場合、選択可能
マーカーおよび所望の遺伝子は、異なるプロモーターまたは同一のプロモーターの制御下
にあり、後者の配列はジシストロンのメッセージ（dicistronic message）を生じる。こ
のタイプの構築物は、当該分野で周知である（例えば、Levinson and Simonsen, U.S.4,7
13,339）。細胞に導入される混合物に「担体ＤＮＡ」として知られる追加のＤＮＡを加え
ることもまた、有利なことである。
【０１４３】
　細胞がＤＮＡを取り込んだ後、それらは適切な増殖培地中で、典型的には１～２日間増
殖され、所望の遺伝子の発現を開始する。ここで使用される「適切な増殖培地」という用
語は、栄養と、細胞の増殖および所望のヒト第VII因子ポリペプチド変異体の発現に必要
な他の成分を含む培地を意味する。培地は、通常、炭素源、窒素源、必須アミノ酸、必須
糖、ビタミン、塩、リン脂質、タンパク質および増殖因子を含む。ガンマカルボキシル化
タンパクを生成するために、培地はビタミンＫを、好ましくは約０.１μｇ／ｍｌから約
５μｇ／ｍｌの濃度で含む。薬剤選別は、選択可能マーカーが安定して発現する細胞の増
殖を選択するのに適用される。増幅可能である選択可能マーカーと共にトランスフェクシ
ョンされた細胞のための薬剤濃度は、コピー数が上昇したクローン配列を選択するために
上昇され、これによって、発現レベルが上昇される。次いで、安定したトランスフェクシ
ョン細胞のクローンが、所望のヒト第VII因子ポリペプチド変異体の発現でスクリーニン
グされる。
【０１４４】
　ヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列が導入される宿主細胞は、
翻訳後の改変されたヒト第VII因子ポリペプチド変異体を生成可能であれば何れの細胞で
もよく、酵母、菌類、および高真核細胞を含む。
【０１４５】
　本発明に使用される哺乳類細胞株の例は、ＣＯＳ－１（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５０）
、子ハムスター腎（ＢＨＫ）および２９３（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１５７３；Graham et al
., J.Gen. Virol. 36: 59-72,1977）細胞株である。好ましいＢＨＫ細胞株は、tk-ts13 B
HK細胞株（本明細書において援用される、Waechter and Baserga, Proc. Natl. Acad. Sc
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i. USA 79: 1106-1110,1982）であり、以下ＢＨＫ５７０細胞と称す。ＢＨＫ５７０細胞
株は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションに、12301 Parklawn Dr. , Rockv
ille, 
Md. 20852、ＡＴＣＣ受付番号ＣＲＬ　１０３１４で寄託されている。tk-ts13 BHK細胞株
もまた、ＡＴＣＣ受付番号ＣＲＬ１６３２で利用可能である。さらに、Rat Hep I (Rat 
肝癌;ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６００), Rat Hep II (Rat 肝癌; ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１５４
８), ＴＣＭＫ (ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１３９),Human lung (ＡＴＣＣ　ＨＢ　８０６５), 
ＮＣＴＣ １４６９ (ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　９．１), ＣＨＯ(ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　６１)およ
びＤＵＫＸ細胞(Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216-4220,1980)
を含む多くの他の細胞株を本発明において用いることができる。
【０１４６】
　適切な酵母細胞の例には、Saccharomyces spp.またはSchizosac charomyces spp.、特
にSaccharomyces cerevisiaeまたはSaccharomyces kluyveriの菌株の細胞が含まれる。酵
母細胞に異種性ＤＮＡを形質転換する方法、および異種製のポリペプチドを生成する方法
は、例えばUS 4,599, 311, US 4,931, 373, US 4,870, 008, 5,037, 743,およびUS 4,845
, 075に開示されており、それらは全て本明細書に援用される。形質転換された細胞は、
選択可能マーカー、通常は薬剤耐性または特定の栄養、例えばロイシンの存在下における
増殖能によって決定される表現型によって選択される。酵母中で使用するのに好ましいベ
クターは、ＵＳ4,931, 373に開示されているＰＯＴ１ベクターである。ヒト第VII因子ポ
リペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列は、信号配列および任意に、上記のようなリー
ダー配列に先行される。適切な酵母細胞のさらなる例は、Kluyveromyces、例えばK lacti
s、Hansenula、例えばH. polymorpha、またはPichia、例えばP. pastoris (Gleeson et a
l., J. Gen. Microbiol. 132, 1986, pp. 3459-3465; US 4,882, 279参照)である。
【０１４７】
　他の菌類の細胞の例は、糸状菌、例えばAspergillus spp.、Neurospora spp.、Fusariu
m spp.、またはTrichoderma spp.であり、特に、A. oryzae、A. nidulans、またはA. nig
erの菌株である。タンパク質の発現のためのAspergillus spp.の使用は、例えばEP 272 2
77、EP 238 023、EP 184 438に開示されている。F. oxysporumの形質転換は、例えば、Ma
lardier et al., 1989, Gene 78: 147-156に開示されているように行うことができる。Tr
ichoderma spp.の形質転換は、例えばEP 244 234に開示されているように行うことができ
る。
【０１４８】
　真菌を宿主細胞として使用する場合、真菌は本発明のＤＮＡ構築物を形質転換され、都
合よいことには、ＤＮＡ構築物が宿主染色体に組み込まれることによって、組換え宿主細
胞が得られる。この組み込みは、一般に、ＤＮＡ配列が細胞中で安定に維持される可能性
が高いために有利であると見なされる。宿主染色体へのＤＮＡ構築物の組み込みは、例え
ば相同性組換えまたは非相同性組換えによる従来法に従って行える。
【０１４９】
　昆虫細胞の形質転換およびそこでの相同性ポリペプチドの生成は、US 4,745,051、US 4
,879,236、US 5,155,037、5,162,222、EP 397,485に開示されるように行うことができ、
これらの全ては本明細書中に参照文献として援用される。宿主として使用される昆虫細胞
株は、Lepidoptera細胞株、例えばSpodoptera frugiperda細胞、またはTrichoplusia ni
細胞(US 5,077,214参照)が適切である。培養条件は、例えばＷＯ　８９／０１０２９また
はＷＯ　８９／０１０２８、または上述の参照文献の何れかに開示されているものが適し
ている。
【０１５０】
　上記の形質転換またはトランスフェクトされた宿主細胞は、次いで、後に得られたペプ
チドの全部または一部が培養物から回収可能である、ヒト第VII因子ポリペプチド変異体
を発現させる条件下で、適切な培地中で培養される。細胞の培養に用いられる培地は、宿
主細胞の増殖に適した都合の良い培地であれば何れのものでもよく、例えば最小培地また
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は適切な補充物を含む複合培地であってよい。適切な培地は、商業的な供給業者から入手
可能であり、または公開されている処方（例えば、アメリカン・タイプ・カルチャー・コ
レクションのカタログ）に従って調製できる。細胞によって生成されたヒト第VII因子ポ
リペプチド変異体は、次いで培養培地から、遠心分離または濾過によって宿主細胞を培地
から分離させ、上清または濾液のタンパク水溶性成分を塩、例えば硫酸アンモニウムによ
って沈殿させ、種々のクロマトグラフィー法、例えばイオン交換クロマトグラフィー、ゲ
ル濾過クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー等によって精製することを含む従
来法によって回収される。
【０１５１】
　トランスジェニック動物技術は、本発明の第VII因子ポリペプチド変異体を生成するた
めに使用されることができる。このタンパク質は、宿主雌性哺乳類の乳腺で生成されるこ
とが好ましい。所望のタンパク質の乳腺内での発現とそれに続く乳への分泌は、他の源か
らタンパク質を単離する際に遭遇する多くの困難を克服する。乳は、容易に集められ、大
量に入手可能であり、生化学的によく特徴づけられている。さらにその上、主要な乳タン
パク質は、乳中に高濃度（一般に、約１～１５ｇ/ｌ）で存在する。
【０１５２】
　商業的な観点から、多量の乳を産する種を宿主として用いることが明らかに好ましい。
マウスおよびラットのような小さい動物を用いることができる（好ましくは、原理的な段
階の証明において）が、家畜哺乳類、例えばブタ、ヤギ、ヒツジ、およびウシであるが、
これには限定されない家畜哺乳類を用いることが好ましい。ヒツジは、この種における遺
伝子導入のこれまでの歴史、乳生産量、経費、およびヒツジの乳を集めるための装備が用
意に入手できることなどのような要因のために（例えば、ＷＯ　８８/００２３９　宿主
のための種の選択を含む要因の比較を参照）特に好ましい。イースト・フリースランド・
シープのような乳用に繁殖された宿主動物の品種を選択すること、または、トランスジェ
ニック系を繁殖によって後に乳用の系統に導入することが一般に望ましい。何れの場合で
も、良好な健康状態が知られた動物が用いられるべきである。
【０１５３】
　乳腺における発現を得るために、乳タンパク遺伝子の転写プロモーターを用いる。乳タ
ンパク遺伝子は、カゼイン（U.S. 5,304,489参照）、ベータ-ラクトグロブリン、ａ－ラ
クトアルブミン、および乳清の酸性タンパクをコードする遺伝子を含んでいる。ベータ-
ラクトグロブリン（ＢＬＧ）プロモーターが好ましい。ヒツジのベータ-ラクトグロブリ
ン遺伝子の場合、該遺伝子配列に隣接する５´の少なくとも４０６ｂｐの基部領域が通常
使用されるが、５´に隣接する配列の大部分、約５ｋｂｐまで、例えば５´に隣接するプ
ロモーターおよびベータ-ラクトグロブリン遺伝子の非コード部分を包囲している～４.２
５ｋｂｐのＤＮＡ断片（参照Whitelaw et al., Biochem. J. 286: 31-39 (1992)）が好ま
しい。
【０１５４】
　ベータ-ラクトグロブリン遺伝子が発現するための遺伝子領域を組み入れてもよいのと
同様に、該遺伝子の他の領域を構築物に組み入れてもよい。イントロンを欠いた構築物は
、例えば、そのようなＤＮＡ配列を含むものと比較して発現が不十分であることは、当該
分野では一般に認められている（Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 83
6-840 (1988); Palmiter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 478-482 (1991); Wh
itelaw et al., Transgenic Res. 1: 3-13 (1991); WO 89/01343;およびWO 91/02318を参
照。それぞれ、本明細書中に援用される。）。これに関して、可能であれば、所望のタン
パク質またはポリペプチドをコードする遺伝子の本来のイントロンの全てまたは幾つかを
含むゲノム配列を用いることが通常は好ましく、従って、例えばベータ-ラクトグロブリ
ン遺伝子の少なくとも幾つかのイントロンをさらに包含することが好ましい。そのような
領域の一つは、イントロンのスプライスおよびヒツジのベータ-ラクトグロブリン遺伝子
の３´非コード領域からＲＮＡのポリアデニル化を提供するＤＮＡ断片である。遺伝子の
天然の３´非コード配列が置換されたとき、このヒツジのベータ-ラクトグロブリン断片
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は、所望のタンパク質またはポリペプチドの発現レベルを増強し安定化することができる
。他の実施形態において、変異体第VII因子配列の開始ＡＴＧを囲む領域は、乳特異的タ
ンパク質遺伝子の対応する配列で置換される。そのような置換は、発現を増強するための
推定上の組織特異的開始環境を提供する。変異体第VII因子の前プロおよびそれらの５´
非コード配列、例えばＢＬＧ遺伝子を完全に置換することは都合がよいが、より小さい領
域が置換されてもよい。
【０１５５】
　トランスジェニック動物における第VII因子ポリペプチド変異体の発現のために、変異
体第VII因子をコードするＤＮＡ断片を、発現ユニットを生成するためにその発現が必要
とされるさらなるＤＮＡ断片に結合する操作が可能である。そのようなさらなる断片は、
ｍＲＮＡの転写およびポリアデニル化の終結を与える配列の他に、上記のプロモーターを
含む。この発現ユニットは、さらに、改変された第VII因子をコードする断片に結合され
ることができる、分泌信号配列をコードするＤＮＡ断片を含む。この分泌信号配列は、天
然の第VII因子分泌信号配列または乳タンパクのような他のタンパク質（例えば、von Hei
jne、Nucl. Acids Res. 14: 4683-4690 (1986);およびMeade et al., U. S. 4,873, 316
を参照。これらは本明細書において援用される）のものであってよい。
【０１５６】
　トランスジェニック動物で使用するための発現ユニットは、変異体のＦVII配列をさら
なるＤＮＡ断片を含むプラスミドまたはファージベクター内に挿入することによって都合
よく構成することができるが、発現ユニットは必須である任意の結合（ligations）配列
によって構成されてもよい。これは特に、乳タンパクをコードするＤＮＡ断片を含むベク
ターを提供するのに都合がよく、また、乳タンパクをコードする配列を第VII因子変異体
のもので置換するのに都合がよい。これによって、乳タンパク遺伝子の発現制御配列を含
む遺伝子融合が作成される。何れの場合でも、プラスミドまたは他のベクター中の発現ユ
ニットのクローニングが、その変異体第VII配列の増幅を促進する。増幅は、細菌（例え
ば大腸菌）宿主細胞で実行されるのが都合よく、従ってベクターは、細菌宿主細胞におい
て典型的には複製開始点と選択可能マーカー機能を含む。この発現ユニットは、次いで、
選択された宿主種の受精卵（初期胚を含む）に導入される。非相同性ＤＮＡの導入は、マ
イクロインジェクション（例えば、米国特許番号4,873,191）、レトロウイスル感染（Jae
nisch, Science 240: 1468-1474 (1988)）、または胚幹（ＥＳ）細胞を用いたサイト直接
的な組み込み（Bradley et al., Bio/Technology 10: 534-539 (1992)によって概説され
ている）を含む、幾つかの経路のうちの一つによって達成可能である。次いで卵を、偽妊
娠の雌の卵管または子宮に移植し、期間まで発達させる。導入されたＤＮＡをその生殖系
列に保有する子孫は、通常のメンデルの様式でその子孫に該ＤＮＡを渡すことができ、ト
ランスジェニック家畜を可能にする。トランスジェニック動物を生産する通常の方法は、
当該分野において既知である（例えば、Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo
、A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1986、Simons et al., Bio/T
echnology 6: 179-183 (1988)、Wall et al., Biol. Reprod. 32: 645-651 (1985)、Buhl
er et al., Bio/Technology 8: 140-143 (1990)、Ebert et al., Bio/Technology 9: 835
-838 (1991)、Krimpenfort et al., Bio/Technology 9: 844-847 (1991)、Wall et al., 
J. Cell. Biochem. 49: 113-120 (1992)、U.S. 4,873,191、U.S. 4,873,316、WO 88/0023
9、WO 90/05188、WO 92/11757、およびGB 87/00458を参照）。外来ＤＮＡ配列を哺乳類お
よびそれらの胚細胞に導入する技術は、元来マウスで発展した（例えば、Gordon et al.,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7380-7384 (1980)、Gordon and Ruddle, Science 214
: 1244-1246 (1981)、Palmiter and Brinster, Cell 41: 343-345 (1985)、Brinster et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 4438-4442 (1985)、およびHogan et al.(ibid.)
を参照）。これらの技術は、続いて、家畜種を含むより大型の動物を用いた使用に適用さ
れた（例えば、WO 88/00239、WO 90/05188、およびWO 92/11757、およびSimons et al., 
Bio/Technology 6: 179-183(1988)を参照）。要約を述べると、トランスジェニックマウ
スまたはトランスジェニック家畜を生産する現在まで最も効率の良い経路において、所望
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のＤＮＡの数百の直線分子は、確立された技術に従って受精卵の前核の一つに注入される
。受精卵の細胞質に注入されたＤＮＡもまた、利用され得る。
【０１５７】
　トランスジェニック植物における生成も行うことができる。発現は一般化されるか、ま
たは特定の器官、例えば塊茎に配向される（Hiatt, Nature 344: 469-479 (1990); Edelb
aum et al., J. Interferon Res. 12: 449-453 (1992); Sijmons et al., Bio/Technolog
y 8: 217-221 (1990);およびEP 0 255 378参照。）。
【０１５８】
　本発明の第VII因子ポリペプチド変異体は、細胞培養培地または乳から回収される。本
発明の第VII因子ポリペプチド変異体は、クロマトグラフィー（例えば、イオン交換、親
和性、疎水性、等電点電気泳動、およびサイズ排除）、電気泳動的方法（例えば、等電点
電気泳動（ＩＥＦ）、示差溶解性（例えば、硫酸アンモニウム沈殿）、または抽出（例え
ば、Protein Purification, J. -C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishers,
 New York, 1989参照））を含むがこれに限定されない当該分野において既知の様々な方
法によって精製される。好ましくは、これらは抗第VII因子抗体カラムで親和クロマトグ
ラフィーによって精製される。Wakabayashi et al., J. Biol. Chem.261: 11097-11108, 
(1986)およびThim et al., Biochemistry 27: 7785-7793, (1988)によって開示されたよ
うなカルシウム依存性モノクローナル抗体が特に好ましい。さらなる精製は、従来の化学
的精製手段、例えば高速液体クロマトグラフィーなどによって都合よく達成できる。他の
精製法は、クエン酸バリウム沈殿を含み、当該分野で既知であり、ここで開示されている
新規の第VII因子ポリペプチド変異体の精製に適用することができる（例えば、Scopes, R
. , Protein Purification, Springer-Verlag, N. Y. ,（1982）を参照）。
【０１５９】
　治療目的のために、本発明の第VII因子ポリペプチド変異体は十分に純粋であることが
好ましい。従って、本発明の好ましい実施形態において、本発明の第VII因子ポリペプチ
ド変異体は、少なくとも約９０～９５％均質に、好ましくは少なくとも約９８％均質に精
製される。純度は例えばゲル電気泳動およびアミノ末端アミノ酸配列によって評価するこ
とができる。
【０１６０】
　第VII因子変異体はその活性化サイトで切断されてその二重鎖形態に転化する。活性化
は、当該分野で既知の方法、例えばOsterud, et al., Biochemistry 11: 2853-2857 (197
2); Thomas, U. S. Patent No. 4, 456,591、Hedner and Kisiel, J. Clin. Invest. 71:
 1836-1841 (1983)、またはKisiel and Fujikawa, Behring Inst. Mitt. 73: 29-42 (198
3)に開示されている方法によって行える。あるいは、Bjoern et al.(Research Disclosur
e, 269 September 1986, pp. 564-565)によって開示されているように、第VII因子は、イ
オン交換クロマトグラフィーカラム、例えばＭｏｎｏ　Ｑ（Ｒ）（Pharmacia fine Chemi
cals）などを通して活性化されることもできる。得られた活性化第VII因子変異体は、次
いで、上述したように処方され投与される。
【０１６１】
　＜試験法＞
　本発明はまた、本発明の好ましい第VII因子変異体を選択するための適切な試験法を提
供する。これらの試験法は、インビトロでの簡単な予備試験として行うことができる。
【０１６２】
　本明細書の実施例５は、このような本発明の第VII因子変異体の活性のための簡単な試
験（「インビトロでの加水分解試験」と題されている）を開示している。それに基づいて
、特に望まれる第VIIａ因子変異体は、「インビトロでの加水分解試験」で試験されたと
きに、該変異体の活性と図１の天然の第VII因子の活性との間の比が１.０以上、少なくと
も１.２５、好ましくは少なくとも約２.０、例えば少なくとも約３.０、またはよりいっ
そう好ましくは、少なくとも約４.０であるような変異体である。
【０１６３】
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　変異体の活性は、生理学的な基質、例えば第Ｘ因子（「インビトロでのタンパク分解試
験」）（実施例６参照）を用いて測定されることもでき、適切には濃度が１００～１００
０ｎＭであり、ここで第Ｘａ因子発生は、適切な色素生産性基質（例えばＳ－２７６５）
を添加した後に測定される。さらに、活性試験は、生理学的温度で行われる。
【０１６４】
　第VIIａ因子変異体のトロンビン発生能は、全ての関連のある凝固因子、および生理学
的濃度での阻害剤（擬血友病Ａ状況でのマイナス第VIII因子）および活性化された血小板
（本明細書に援用される、p.543 in Monroe et al. (1997) Brit. J. Haematol. 99,542-
547に開示されているように）を含む試験において測定され得る。
【０１６５】
　＜投与および製薬組成物＞
　本発明の第VII因子ポリペプチド変異体は、凝固因子欠損（例えば、血友病ＡおよびＢ
、または凝固第XI因子または第VII因子の欠損）または凝固因子阻害のような幾つかの原
因を有する出血性疾患を制御するために使用され、または、正常に機能する血液凝固カス
ケードを有する（凝固因子欠損または何れの凝固因子に対する阻害も持たない）対象で発
生した過剰出血を制御するために用いられる。出血は、血小板機能、血小板減少症、また
はフォンウィルブランド病によって引き起こされ得る。それは、その繊維素溶解性活性が
様々な刺激によって上昇した対象においても観察される。
【０１６６】
　外科手術または広い外傷に伴って広範な組織傷害を受けた対象において、止血機構は迅
速な止血要求によって圧倒されており、止血機構が正常であるにもかかわらず出血が生じ
る。十分な止血の達成は、例えば脳、内耳領域、および眼のような器官で出血が起こった
時も問題であり、また、出所の確認が困難なときの散在性の出血（出血性胃炎およびおび
ただしい子宮出血）の場合にも問題である。同様の問題は、腹腔鏡手術と同様に様々な器
官（肝臓、肺、腫瘍組織、消化管）からバイパスを通す処理の際にも生じる。これらの状
況は、外科的技術（縫合、切除等）によって止血を施すことが困難であるという点が共通
している。急性のおびただしい出血は、治療処置によって止血の欠陥が誘発されている抗
凝固治療中の対象にも生じ得る。そのような対象は、抗凝固効果が速やかに相殺されるべ
きである場合に外科的処置を必要とする。止血が不十分な場合に問題を引き起こし得る他
の状況は、正常な止血機構を有する対象が、血栓塞栓性疾患を予防するために抗凝固治療
を施されたときである。そのような治療は、アスピリンおよび他の血小板凝集阻害剤と同
様に、ヘパリン、他の形体のプロテオグリカン、ワルファリン、または他の形体のビタミ
ンＫアンタゴニストを含む。
【０１６７】
　凝固カスケードの全身活性化は、汎発性の血管内凝集（ＤＩＣ）を導き得る。しかしな
がら、そのような合併症は、その種の止血処理の局在化が、第VIIａ因子および血管壁損
傷サイトに曝されたＴＦとの間の複合体形成によって誘導されるために、組換え第VIIａ
因子を高投与量で処置された対象では観察されない。本発明の第VII因子ポリペプチド変
異体は、このように、正常な止血機構に付随する過剰出血等を制御するための活性化形体
でも使用され得る。
【０１６８】
　慎重な介入と関連した処置のために、本発明の第VII因子ポリペプチド変異体は、典型
的に、処置を行う前約２４時間以内に投与され、最大で７日以上後に投与される。凝固剤
としての投与は、本明細書で記載されたように様々な経路で行うことができる。
【０１６９】
　７０ｋｇの対象に添加し維持される投与量のための、第VII因子ポリペプチド変異体の
投与量は、対象の体重および状況の重篤度により、約０.０５ｍｇ～５００ｍｇ／日、好
ましくは約１ｍｇ～２００ｍｇ／日、およびさらに好ましくは約１０ｍｇ～約１７５ｍｇ
／日の範囲である。
【０１７０】
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　製薬組成物は、予防的および／または治療的処置のために、主に非経口投与を意図され
ている。好ましくは、製薬組成物は、非経口的に、即ち、静脈内、皮下、または筋肉内に
投与され、あるいは連続的または脈動的注入によって投与されても良い。非経口投与のた
めの組成物は、本発明の第VII因子変異体と、好ましくはそれが溶解される製薬的に許容
される担体、好ましくは水性担体から成る。種々の水性担体、例えば水、緩衝水、０.４
％生理食塩水、０.３％グリシンなどが使用できる。本発明の第VII因子ポリペプチド変異
体は、輸送するために、または損傷サイトを標的にするために、リポソーム製剤に処方さ
れることもできる。リポソーム製剤は、一般に、例えばU.S. 4,837,028、U.S. 4,501,728
、およびU.S. 4,975,282に開示されている。該組成物は、従来の、周知の滅菌技術によっ
て滅菌される。得られた水性溶液は、使用のために包装されるかまたは無菌条件下で濾過
され、凍結乾燥される。この凍結乾燥された製剤は、投与前に滅菌水性溶液と組み合わさ
れる。この組成物は、おおよその生理学的な条件、例えばｐＨ調整剤および緩衝剤、張度
調整剤等のために必要な、製薬的に許容される補助物質、例えば酢酸ナトリウム、乳酸ナ
トリウム、塩酸ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム等を含む。
【０１７１】
　それらの製剤中の第VII因子変異体の濃度は、広く変動可能であり、即ち、約０.５重量
％以下から、通常少なくとも約１重量％、最大で１５～２０重量％であり、主に液体の体
積、粘度等によって、特に選択された投与様式に従って選択される。
【０１７２】
　このように、静脈内注入のための典型的な製薬組成物は、２５０ｍｌの滅菌リンガー液
および１０ｍｇの第VII因子変異体を含むように作成されてよい。非経口投与組成物を調
製する実際の方法は、当該分野の技術者に既知であるか、明らかであり、例えばRemingto
n's Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing Company, Easton, PA (1990
)により詳細に開示されている。
【０１７３】
　本発明の第VII因子ポリペプチド変異体を含む組成物は、予防のため、および／または
治療処置のために投与されることができる。治療的な適用において、組成物は、病気とそ
の合併症を治癒、緩和、または部分的に停止するのに十分な量で、病気で苦しんでいる対
象に上述したように投与される。これを達成するのに十分な量は、「治療的な有効量」と
して定義される。当該分野の技術者には理解されるように、この目的のために有効な量は
対照の体重と一般的な状態の他に、疾患または損傷の重症度に依存する。しかしながら一
般に、有効量は、７０ｋｇの対象に１日当たり、第VII因子変異体が約０.０５ｍｇから約
５００ｍｇまでの範囲で、第VII因子変異体の１日当たりの投与量が約１.０ｍｇ～約２０
０ｍｇであるのがより一般的である。
【０１７４】
　本発明のＦVIIａポリペプチドは、一般に、重篤な疾患または損傷状態、即ち生命が脅
かされているか、または潜在的に脅かされている状況で使用される。そのような場合、外
来性の物質を最小化し、またヒトにおいてヒト第VII因子ポリペプチド変異体の免疫原性
が普遍的に欠乏している観点から、治療している医師がこれらの変異体第VII因子組成物
をかなり過剰に投与することが望ましいと考えられる。
【０１７５】
　予防的な適用において、本発明の第VII因子変異体を含む組成物は、対象自身の凝固能
を増強させるために、病気または怪我をしやすいかその危険がある対象に投与される。そ
のような量は、「予防的に有効な投与量」として定義される。予防的な適用において、正
確な量は対象の健康状態および体重によるが、投与量は通常、７０ｋｇの対象で、１日当
たり、約０.０５ｍｇ～約５００ｍｇの範囲、より一般には、約１.０ｍｇ～約２００ｍｇ
である。
【０１７６】
　組成物の単一または複数投与は、治療する医師によって選択される投与レベルとパター
ンとで実行され得る。レベルが１日維持されることを必要とする通院の対象のために、第
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VII因子ポリペプチド変異体は例えば移動式ポンプシステムを用いて連続的に注入するこ
とによって投与され得る。
【０１７７】
　本発明の第VII因子変異体の局所的な送達、例えば局所的な適用が行われることができ
、例えば、噴霧、灌流、二重バルーンカテーテル、ステント、人工血管またはステントへ
の組み込み、バルーンカテーテルをコートするのに用いるヒドロゲル、または他のよく確
立された方法等の手段によって行われる。いずれにしても、製薬組成物は対象を治療する
のに有効な第VII因子変異体の量を提供する。
【０１７８】
　本発明は、以下の実施例によってさらに例証されるが、その構築物は保護範囲を限定す
るものではない。続く説明と実施例において開示される特徴は、個々に、およびそれらを
組み合わせて、本発明を多様な形態で実現するために重要である。
【実施例】
【０１７９】
　以下の実施例において用いたアミノ酸置換の用語法は次の通りである。
【０１８０】
最初の文字は、配列番号１の位置に本来存在するアミノ酸を表す。次の数字は、配列番号
１における位置を表す。二番目の文字は、本来のアミノ酸と置換した異なるアミノ酸を表
す。例えば、Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIは、配列番号１の３０５に位置するロイシ
ンがバリンによって置換され、そして配列番号１の３３７に位置するリシンがアラニンに
よって置換され、両方の変異が同一の第VII因子ポリペプチド変異体にある。
【０１８１】
　＜実施例１＞
　ＤＮＡは、Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVII、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／
Ｍ２９８Ｑ－ＦVII、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－
ＦVIIをコードする。
【０１８２】
　Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVII、Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ
－ＦVII、およびＬ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－ＦVII
をコードするＤＮＡ構築物は、所望の挿入断片を有するスーパーコイルの二重鎖ＤＮＡベ
クターと、所望の変異を含む二つの合成プライマーを用いたサイト特異的突然変異誘発に
よって調製された。
【０１８３】
　以下のプライマーを使用した。
【０１８４】
Ｌ３０５Ｖ－ＦVI用
5'-CGT GCC CCG GGT GAT GAC CCA GGA C-3' (配列番号2)
5'-GTC CTG GGT CAT CAC CCG GGG CAC G-3' (配列番号3)
Ｋ３３７Ａ－ＦVII用
5'-CGG ATG GCA GCG CGG ACT CCT GCA AGG G-3' (配列番号4) 
5'-CCC TTG CAG GAG TCC GCG CTG CCA TCC G-3' (配列番号5) 
Ｖ１５８Ｄ－ＦVII用
5'-GTG GGG GGC AAG GAC TGC CCC AAA GGG G-3' (配列番号6) 
5'-CCC CTT TGG GGC AGT CCT TGC CCC CCA C-3' (配列番号7) 
Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVII用
5'-GCC ACG GCC CTG GTG CTC CAG GTC CTC AAC GTG CCC-3' (配列番号8) 
5'-GGG CAC GTT GAG GAC CTG GAG CAC CAG GGC CGT GGC-3' (配列番号9)
【０１８５】
　オリゴヌクレオチドプライマーは、それぞれベクターの対になる鎖に相補的であり、Ｐ
ｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼの方法によって、温度サイクリングの間に伸長された。プライ
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マーを組み込むことで、ねじれのニックを含む変異プラスミドが生成された。続く温度サ
イクルで、生成物は、メチル化およびヘミメチル化されたＤＮＡに特異的であるＤｐｎｌ
によって処理され、親のＤＮＡテンプレートを消化し、変異を含む合成されたＤＮＡを選
択する。
【０１８６】
　特異的なプライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応法によるＤＮＡ構築物の調製方法は
、当該分野の技術者に周知である（PCR Protocols, 1990, Academic Press, San Diego, 
California, USA参照）。
【０１８７】
　＜実施例２＞
　Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIの調製
　基本的に従来開示されているように（Thim et al. (1988) Biochemistry 27,7785-7793
 ; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385,241-243）、ＢＨＫ細胞をトランスフェ
クトし、変異体Ｌ３０５Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIの発現を得た。第VII因子変異体は、次の
ように精製した。　
　条件つきの培地をＱ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗの２５ｍＬカラム（Ph
armacia Biotech）にロードし、５ｍＭのＥＤＴＡ、０.１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
、および１０ｍＭのＴｒｉｓを加えた後、ｐＨ８.０に調整し、水を加えて１０－１１ｍ
Ｓ／ｃｍに伝導率を調整した。
【０１８８】
　１０mMのＴｒｉｓ、５０mMのNaCl、０．１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．０
から、１０ｍＭのＴｒｉｓ、５０ｍＭのＮａＣＩ、２５ｍＭのＣａＣｌ2、０．１％　Ｔ
ｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．０にステッピングしてタンパク質を溶出させた。Ｌ３
０５Ｖ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIを含む画分を貯蔵し、ＣＮＢｒ活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　
４Ｂ（Pharmacia Biotech）と組み合わせたモノクローナル抗体Ｆ１Ａ２（Novo Nordisk,
 Bagsvaerd, Denmark）を含む２５ｍｌカラムにアプライした。
【０１８９】
　そのカラムを、１０ｍＭのＣａＣｌ2、１００ｍＭのＮａＣｌおよび０．０２％　Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む５０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５で平衡化した。平衡化バ
ッファーで洗い流した後、物質と結合した２ＭのＮａＣｌを含む平衡化バッファーを、Ｃ
ａＣｌ2の代わりに１０ｍＭのＥＤＴＡを含む平衡化バッファーで溶出させた。使用また
は貯蔵する前に、ＥＤＴＡを超過するＣａＣｌ2を添加するか、またはＬ３０５Ｖ／Ｋ３
３７Ａ－ＦVIIをＣａ2+含有バッファーに移行させた。各工程の収量は、第VII因子ＥＬＩ
ＳＡ測定により、精製タンパクはＳＤＳ－ＰＡＧＥによって解析された。
【０１９０】
　＜実施例３＞
　Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIの調製
　基本的に従来開示されているように（Thim et al. (1988) Biochemistry 27,7785-7793
 ; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385,241-243）、ＢＨＫ細胞をトランスフェ
クトし、変異体Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIの発現を得た
。第VII因子変異体は、次のように精製した。　
　条件つきの培地をＱ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗの２５ｍＬカラム（Ph
armacia Biotech）にロードし、５ｍＭのＥＤＴＡ、０.１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
、および１０ｍＭのＴｒｉｓを加えた後、ｐＨ８.０に調整し、水を加えて１０－１１ｍ
Ｓ／ｃｍに伝導率を調整した。１０mMのＴｒｉｓ、５０mMのNaCl、０．１％　Ｔｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．０から、１０ｍＭのＴｒｉｓ、５０ｍＭのＮａＣＩ、２５ｍＭ
のＣａＣｌ2、０．１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．０にステッピングしてタ
ンパク質を溶出させた。Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIを含
む画分を貯蔵し、ＣＮＢｒ活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４Ｂ（Pharmacia Biotech）と組
み合わせたモノクローナル抗体Ｆ１Ａ２（Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark）を含む２
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５ｍｌカラムにアプライした。
【０１９１】
　そのカラムを、１０ｍＭのＣａＣｌ2、１００ｍＭのＮａＣｌおよび０．０２％　Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む５０ｍＭのＨｅｐｅｓ，ｐＨ７．５で平衡化した。平衡化バ
ッファーで洗い流した後、物質と結合した２ＭのＮａＣｌを含む平衡化バッファーを、Ｃ
ａＣｌ2の代わりに１０ｍＭのＥＤＴＡを含む平衡化バッファーで溶出させた。使用また
は貯蔵する前に、ＥＤＴＡを超過するＣａＣｌ2を添加するか、またはＬ３０５Ｖ／Ｖ１
５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ－ＦVIIをＣａ2+含有バッファーに移行させた。各工程
の収量は、第VII因子ＥＬＩＳＡ測定により、精製タンパクはＳＤＳ－ＰＡＧＥによって
解析された。
【０１９２】
　＜実施例４＞
　Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIの調製
　基本的に従来開示されているように（Thim et al. (1988) Biochemistry 27,7785-7793
 ; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385,241-243）、ＢＨＫ細胞をトランスフェ
クトし、変異体Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－ＦVII
の発現を得た。第VII因子変異体は、次のように精製した。　
　条件つきの培地をＱ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗの２５ｍＬカラム（Ph
armacia Biotech）にロードし、５ｍＭのＥＤＴＡ、０.１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
、および１０ｍＭのＴｒｉｓを加えた後、ｐＨ８.０に調整し、水を加えて１０－１１ｍ
Ｓ／ｃｍに伝導率を調整した。　１０mMのＴｒｉｓ、５０mMのNaCl、０．１％　Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．０から、１０ｍＭのＴｒｉｓ、５０ｍＭのＮａＣＩ、２５ｍ
ＭのＣａＣｌ2、０．１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．０にステッピングして
タンパク質を溶出させた。Ｌ３０５Ｖ／Ｖ１５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７
Ａ－ＦVIIを含む画分を貯蔵し、ＣＮＢｒ活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４Ｂ（Pharmacia B
iotech）と組み合わせたモノクローナル抗体Ｆ１Ａ２（Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denma
rk）を含む２５ｍｌカラムにアプライした。
【０１９３】
　そのカラムを、１０ｍＭのＣａＣｌ2、１００ｍＭのＮａＣｌおよび０．０２％　Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む５０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５で平衡化した。平衡化バ
ッファーで洗い流した後、物質と結合した２ＭのＮａＣｌを含む平衡化バッファーを、Ｃ
ａＣｌ2の代わりに１０ｍＭのＥＤＴＡを含む平衡化バッファーで溶出させた。使用また
は貯蔵する前に、ＥＤＴＡを超過するＣａＣｌ2を添加するか、またはＬ３０５Ｖ／Ｖ１
５８Ｄ／Ｅ２９６Ｖ／Ｍ２９８Ｑ／Ｋ３３７Ａ－ＦVIIをＣａ2+含有バッファーに移行さ
せた。各工程の収量は、第VII因子ＥＬＩＳＡ測定により、精製タンパクはＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥによって解析された。
【０１９４】
　＜実施例５＞
　インビトロで加水分解試験
　天然（野生型）の第VIIａ因子および第VIIａ因子変異体（以下、両者をあわせて「第VI
Iａ因子」と称す。）を平行して試験し、それらの特異的活性を直接比較する。この試験
は、マイクロリッタープレート（MaxiSorp, Nunc, Denmark）で行われる。色素生産性基
質Ｄ-ｌｌｅ-Ｐｒｏ-Ａｒｇ-ｐ-ニトロアニリド（S-2288, Chromogenix, Sweden）、最終
濃度１ｍＭを、０．１ＭのＮａＣｌ、５ｍＭのＣａＣｌ２および１ｍｇ／ｍｌのウシ血清
アルブミンを含む５０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．４中の第VIIａ因子（最終濃度１００
ｎＭ）に添加する。４０５ｎｍの吸光度を、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘTM３４０プレートリー
ダー（Molecular Devices, USA）で連続的に測定する。２０分のインキュベーションの間
に発生した吸光度を、酵素を含まない空のウェルの吸光度を減算した後、変異体と野生型
の第VIIａ因子の間の活性比を算出するために用いる。　
　比率＝（Ａ405nm第VIIａ因子変異体）／（Ａ405nm第VIIａ野生型）



(29) JP 4537059 B2 2010.9.1

10

20

30

【０１９５】
　＜実施例６＞
　インビトロでのタンパク質分解試験
　天然（野生型）の第VIIａ因子および第VIIａ因子変異体（以下、両者をあわせて「第VI
Iａ因子」と称す。）を平行して試験し、それらの特異的活性を直接比較する。この試験
は、マイクロリッタープレート（MaxiSorp, Nunc, Denmark）で行われる。０．１ＭのＮ
ａＣｌ、５ｍＭのＣａＣｌ２および１ｍｇ／ｍｌのウシ血清アルブミンを含む１００マイ
クロＬの　５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．４中の第VIIａ因子（１０ｎＭ）および第Ｘ
因子（０．８μＭ）を１５分間インキュベートする。次いで、０．１ＭのＮａＣｌ、２０
ｍＭのＥＤＴＡおよび１ｍｇ／ｍｌのウシ血清アルブミンを含む５０μＬの５０　ｍＭ　
Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．４を添加して、第Ｘ因子の切断を停止する。生成した第Ｘａ因子の
量は、色素生産性基質Ｚ－Ｄ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ｐ－ニトロアニリド（S-2765, 
Chromogenix, Sweden）を最終濃度０.５ｍＭで添加して測定する。４０５ｎｍの吸光度を
、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘTM３４０プレートリーダー（Molecular Devices, USA）で連続的
に測定する。
【０１９６】
１０分のインキュベーションの間に発生した吸光度を、ＦVIIを含まない空のウェルの吸
光度を減算した後、変異体と野生型の第VIIａ因子の間のタンパク質分解活性比を算出す
るために用いる。　
　比率＝（Ａ405nm第VIIａ因子変異体）／（Ａ405nm第VIIａ野生型）
【０１９７】
　＜実施例７＞
実施例５および６の試験で測定された、ＦVIIａ変異体の相対活性。
【表２】
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【化１－１】
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【化１－２】
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【化２】

【図面の簡単な説明】
【０１９８】
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【図１－１】天然（野生型）のヒト凝固第VII因子の全アミノ酸配列（配列番号１）。
【図１－２】図１－１の続きである。

【図１－１】 【図１－２】
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