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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号：１のアミノ酸配列と比較して位置１７６におけるＧｌｎからＡｌａへの置換
を含む第ＶＩＩ因子ポリペプチドであって、野生型ヒトＦＶＩＩａと比較して該ＦＶＩＩ
ポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対する耐性が増加しているものであ
る第ＶＩＩ因子ポリペプチド。
【請求項２】
　前記第ＶＩＩ因子ポリペプチドがヒトの第ＶＩＩ因子である、請求項１に記載の第ＶＩ
Ｉ因子ポリペプチド。
【請求項３】
　前記第ＶＩＩ因子ポリペプチドがヒトの第ＶＩＩａ因子である、請求項１又は２に記載
の第ＶＩＩ因子ポリペプチド。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれか一に記載の第ＶＩＩ因子ポリペプチドをコードするポリヌク
レオチドコンストラクト。
【請求項５】
　ベクターである、請求項４に記載のポリヌクレオチドコンストラクト。
【請求項６】
　請求項４又は５に記載のポリヌクレオチドコンストラクトを含んでなる宿主細胞。
【請求項７】
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　真核細胞である、請求項６に記載の宿主細胞。
【請求項８】
　哺乳類起源である、請求項７に記載の宿主細胞。
【請求項９】
　細胞がＣＨＯ細胞、ＨＥＫ細胞及びＢＨＫ細胞からなる群から選択される、請求項８に
記載の宿主細胞。
【請求項１０】
　請求項４に記載のポリヌクレオチドコンストラクトを含有し、発現するトランスジェニ
ック非ヒト動物。
【請求項１１】
　請求項４に記載のポリヌクレオチドコンストラクトを含有し、発現するトランスジェニ
ック植物。
【請求項１２】
　ポリヌクレオチドコンストラクトの発現を促す条件下で好適な成長培地中で請求項６か
ら９のいずれか一において定義される細胞を培養し、培養培地から結果として生じたポリ
ペプチドを回収することを含んでなる、請求項１から３のいずれか一において定義される
第ＶＩＩ因子ポリペプチドの生成方法。
【請求項１３】
　請求項１０において定義されるトランスジェニック非ヒト動物によって産生される乳か
ら第ＶＩＩ因子ポリペプチドを回収することを含んでなる、請求項１から３のいずれか一
において定義される第ＶＩＩ因子ポリペプチドの生成方法。
【請求項１４】
　請求項１１において定義されるトランスジェニック植物の細胞を培養し、該植物から第
ＶＩＩ因子ポリペプチドを回収することを含んでなる、請求項１から３のいずれか一にお
いて定義される第ＶＩＩ因子ポリペプチドの生成方法。
【請求項１５】
　配列番号：１のアミノ酸配列と比較して位置１７６におけるＧｌｎからＡｌａへの置換
を含む第ＶＩＩ因子ポリペプチドであって、野生型ヒトＦＶＩＩａと比較して該ＦＶＩＩ
ポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対する耐性が増加しているものであ
る第ＶＩＩ因子ポリペプチド；と、薬学的に受容可能な担体とを含有してなる薬剤的組成
物。
【請求項１６】
　請求項１から３のいずれか一において定義される第ＶＩＩ因子ポリペプチドと、薬学的
に受容可能な担体とを含有してなる薬剤的組成物。
【請求項１７】
　配列番号：１のアミノ酸配列と比較して位置１７６におけるＧｌｎからＡｌａへの置換
を含む第ＶＩＩ因子ポリペプチドであって、野生型ヒトＦＶＩＩａと比較して該ＦＶＩＩ
ポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対する耐性が増加しているものであ
る第ＶＩＩ因子ポリペプチドの、出血性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常の止血
系の促進のための医薬の調製における使用。
【請求項１８】
　請求項１から３のいずれか一において定義される第ＶＩＩ因子ポリペプチドの、出血性
疾患又は出血性症状の治療のため又は通常の止血系の促進のための医薬の調製における使
用。
【請求項１９】
　血友病Ａ又はＢの治療のための、請求項１７又は１８に記載の使用。
【請求項２０】
　医薬としての使用のための請求項１から３のいずれか一において定義される第ＶＩＩ因
子ポリペプチド。
【発明の詳細な説明】
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【発明の開示】
【０００１】
（本発明の分野）
　本発明は、血液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、並びに該ポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドコンストラクト、該ポリヌクレオチドを含み発
現するベクター及び宿主細胞、薬剤的組成物、使用及び治療方法に関する。
【０００２】
（本発明の背景）
　血液凝固は、最終的にフィブリン血餅を生じさせる、様々な血液成分(又は因子)の複合
体形成からなるプロセスである。一般に、凝固「カスケード」 と称されてきたものに関
与するこの血液成分は、酵素学的に不活性なタンパク質(プロ酵素又は酵素前駆体(チモー
ゲン))であり、これらは、アクチベータ(これ自身は活性化された凝固因子である）の作
用によりタンパク質分解酵素へと転換される。この転換を受けた凝固因子は、一般に「活
性因子」と称され、文字「a」を凝固因子の名称に付加することにより表される(たとえば
、第VIIa因子)。
　止血プロセスの開始は、血管壁への傷害の結果として暴露される組織因子と第VIIa因子
との間の複合体の形成により誘導される。次いで、この複合体は、第IX因子及び第X因子
をそれらの活性型へと転換する。第Xa因子は、限られた量のプロトロンビンをトロンビン
へと、組織因子関連細胞(tissue factor-bearing cell)上で転換する。トロンビンは血小
板を活性化し、第V因子及び第VIII因子を第Va因子及び第VIIIa因子へと活性化する。この
両補助因子は、更なるプロセスにおいて完全なトロンビンバースト(thrombin burst)を導
く。このプロセスは第IXa因子(第VIIIa因子との複合体における)による第Xa因子の産生を
含み、活性化された血小板の表面上で生じる。トロンビンは、最終的にフィブリノーゲン
をフィブリンへと転換し、フィブリン血餅を形成する。近年、第VII因子及び組織因子が
、血液凝固の主なイニシエーターであることが見出された。
【０００３】
　第VII因子は、単一鎖の酵素前駆体として血液中を循環する微量な血漿糖タンパク質で
ある。この酵素前駆体は触媒的に不活性である。単一鎖(Single-chain)の第VII因子は、
インビトロで第Xa因子、第XIIa因子、第IXa因子、第VIIa因子又はトロンビンにより２鎖(
two-chain)の第VIIa因子へと転換されうる。第Xa因子は、第VII因子の主要な生理的なア
クチベーターであると思われる。止血に関与する数種類の他の血漿タンパク質と同様に、
第VII因子は、その活性に関してビタミンＫに依存しており、該タンパク質のアミノ末端
に近接してクラスター形成している複数のグルタミン酸残基のγ-カルボキシル化に必要
とされる。これらのγ-カルボキシル化されたグルタミン酸は、第VII因子とリン脂質との
金属イオン誘導による相互作用に必要とされる。酵素前駆体第VII因子の活性化された２
鎖の分子への転換は、内部のＡｒｇ１５２-Ｉｌｅ１５３ペプチド結合の切断により生じ
る。組織因子、リン脂質、及びカルシウムイオンの存在下において、２鎖の第VIIa因子は
、限定的なタンパク質分解により第X因子又は第IX因子を迅速に活性化する。
【０００４】
　血液凝固は、凝固を阻害するヒトの血漿中に見られるいくつかのインヒビターと、血栓
症及びフィブリン溶解反応を脈管損傷の部位に制限する線維素溶解酵素によって制御され
る。これは、全身性の凝固とフィブリン形成を避けるために非常に重要である。ＦVIIa-
ＴＦ複合体及びＦXaは、３つのクーニッツドメインから成るタンパク質である組織因子経
路インヒビター(ＴＦＰＩ)によって阻害されうる。ＴＦＰＩによる阻害によってのみ、組
織因子潜在性経路がトロンビンを生成するが少量であるためにフィブリンを生産すること
ができない。ＴＦＰＩによる阻害は２つの工程で起こる。第一に、ＴＦＰＩは遊離したＦ
Xaと複合体を形成し、次いでＴＦＰＩ-ＦXa複合体はＦVIIa-ＴＦ複合体に結合して四次の
阻害性複合体を形成する。
　また、ＡＴIIIは、ＦXa及びトロンビンであるがＦVIIa-ＴＦ複合体でもある主要な標的
を有するいくつかの凝固因子を阻害することができるという生理学的役割を担う。ＡＴII
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Iは、ヒトの血漿中において２．５μＭの濃度を有する非常に多いインヒビターである。
ＡＴIIIの活性は、血管壁の内側を覆っている硫酸で処理されたグリコアミノグリカンに
よって、大いに亢進される。
【０００５】
　被検体の凝固カスケードを刺激する又は改善することが望ましいことが多い。第VIIa因
子は、凝固因子欠損(例えば、血友病A及びB又は凝固第XI因子ないし第VII因子の欠損)又
は凝固因子インヒビターなどのいくつかの原因を有する出血性疾患(bleeding disorders)
をコントロールするために使用されている。また、第VIIa因子は、正常に機能している血
液凝固カスケードを有する(前記凝固因子のいずれかに対するインヒビター又は凝固因子
欠損がない)被検体の過剰な出血をコントロールするために使用されている。この出血は
、例えば、欠陥のある血小板機能、血小板減少症又はフォンウィルブランド病により生じ
うる。また、出血は、外科及び他の形態の組織損傷に関連する重大な問題である。
　欧州特許第２００４２１号(ZymoGenetics)は、ヒト第VII因子をコードするヌクレオチ
ド配列及び哺乳類細胞における第VII因子の組み換え発現に関する。 
【０００６】
　Dickinson等 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93, 14379-14384)は、セリンプロ
テアーゼ第VIIa因子の触媒機能及び組織因子結合を媒介する表面残基の同定に関する。
　血液凝固活性を有する第VIIa因子の変異体、相対的に低い用量で投与できる高い活性を
有する変異体、内在性インヒビターによる不活性化に対してより耐性を有する変異体、及
び凝固系の全身的な活性化及び出血などの望ましくない副作用を生じない変異体が必要と
されている。
【０００７】
（発明の概要）
　広義の態様では、本発明は、ヒトの野生型第VIIa因子と比較して、インビボ半減期の増
加した機能を表す第VIIa因子ポリペプチドに関する。
　ある広義の態様では、本発明は、内在性インヒビターによる不活性化に対する耐性が増
加している第VIIa因子ポリペプチドに関する。
【０００８】
　第一の態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドに関する。
【０００９】
　第二の態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドコンストラクトに関する
。
【００１０】
　第三の態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
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を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドコンストラクトを含んで
なる宿主細胞に関する。
【００１１】
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドコンストラクトを含み、
発現するトランスジェニック動物に関する。
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドコンストラクトを含み、
発現するトランスジェニック植物に関する。
【００１２】
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドの生成方法であって、ポリヌクレオチドコンストラクト
の発現を促す条件下で好適な成長培地中で請求項６５から６８のいずれか一において定義
される細胞を培養し、培養培地から結果として生じたポリペプチドを回収することを含ん
でなる方法に関する。
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
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置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドの生成方法であって、本発明に係るトランスジェニック
動物によって産生される乳から第VII因子ポリペプチドを回収することを含んでなる方法
に関する。
【００１３】
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドの生成方法であって、本発明に係るトランスジェニック
植物の細胞を培養し、該植物から第VII因子ポリペプチドを回収することを含んでなる方
法に関する。
【００１４】
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチド；と、場合によって薬学的に受容可能な担体とを含有し
てなる薬剤的組成物に関する。
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドの、出血性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常の
止血系の促進のための医薬の調製における使用に関する。
【００１５】
　更なる態様では、本発明は、被検体の出血性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常
の止血系の促進のための方法であって、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して、一又は
複数の置換を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸
位に対応する位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、
１９９、２００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、
２８８、２８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、
３１９、３２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、
３７０、３７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミ
ノ酸による置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加
しているものである第VII因子ポリペプチドの治療的ないしは予防的な有効量を、必要と
する被検体に投与することを含んでなる方法に関する。
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して、一又は複数の置
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換を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応
する位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、
２００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、
２８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、
３２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、
３７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸によ
る置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加している
ものである第VII因子ポリペプチドの医薬としての使用に関する。
【００１６】
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して、一又は複数の置
換を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応
する位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、
２００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、
２８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、
３２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、
３７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸によ
る置換であり、野生型ヒトＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビター
による不活性化に対する耐性が増加しているものである第VII因子ポリペプチドに関する
。
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して、一又は複数の置
換を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応
する位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、
２００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、
２８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、
３２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、
３７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸によ
る置換であり、野生型ヒトＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビター
による不活性化に対する耐性が増加しているものである第VII因子ポリペプチド；と、場
合によって薬学的に受容可能な担体とを含有してなる薬剤的組成物に関する。
【００１７】
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して、一又は複数の置
換を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応
する位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、
２００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、
２８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、
３２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、
３７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸によ
る置換であり、野生型ヒトＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビター
による不活性化に対する耐性が増加しているものである第VII因子ポリペプチドの、出血
性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常の止血系の促進のための医薬の調製における
使用に関する。
　更なる態様では、本発明は、被検体の出血性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常
の止血系の促進のための方法であって、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して、一又は
複数の置換を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸
位に対応する位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、
１９９、２００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、
２８８、２８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、
３１９、３２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、
３７０、３７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミ
ノ酸による置換であり、野生型ヒトＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性イン
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ヒビターによる不活性化に対する耐性が増加しているものである第VII因子ポリペプチド
の治療的ないしは予防的な有効量を、必要とする被検体に投与することを含んでなる方法
に関する。
【００１８】
　一実施態様では、本発明に係る第VII因子ポリペプチドはＱ366Ｅ-ＦVIIでない。
　一実施態様では、本発明に係る第VII因子ポリペプチドはＱ366Ａ-ＦVIIでない。
　一実施態様では、本発明に係る第VII因子ポリペプチドはＱ366Ｇ-ＦVIIでない。
【００１９】
（発明の詳細な説明）
　セリンプロテアーゼ、一般的にはプロテアーゼ特有の特徴はそれらの基質特異性である
。ペプチドのような小さい基質の場合、特異性は、通常、切断される活性部位及び切れや
すい結合を囲んでいるペプチジル配列の相補的な特徴によって決定される。また、タンパ
ク質のセリンプロテアーゼインヒビター(セルピン)ファミリー及びクニッツ型に属するイ
ンヒビターの認識に有効であると思われる特徴は、阻害機能の一部としてその同族プロテ
アーゼにバイトループ(bait loop)を提示することである。それに対して、より大きな基
質のタンパク質分解性プロセシングは、活性部位領域の外、いわゆるエキソサイトでの相
互作用に強く影響されることが多い。例として、組織因子-第VIIa因子複合体による凝固
第X因子のタンパク質分解活性である。二元複合体への高分子基質結合が切れやすい結合
ドッキング(scissile bond docking)に非依存的に生じることが示されている(Shobe等(19
99) J.Biol.Chem., 274, 24171-24175、Baugh等(2000) J.Biol.Chem., 275, 28826-28833
)。
　高分子基質とインヒビター認識の異なる方法により、抗トロンビンIII又は組織因子経
路インヒビター(ＴＦＰＩ)などの内在性インヒビターによる不活性化に対する耐性が増加
している一方で、エキソサイト作動性高分子基質活性化による凝固能を維持した第VIIa因
子活性部位変異体の設定が可能になる。
【００２０】
　ゆえに、本発明は、組み換え野生型第VIIa因子の代わりとしての阻害不活性への感受性
が低減した第VIIa因子ポリペプチドの設定と使用に関する。一実施態様では、これらの新
規のＦVIIポリペプチドは活性が保持されているが、ヒトの血漿中に見られるＡＴIIIなど
の循環性セルピンによる阻害の影響を受けにくい。このような新規のＦVIIポリペプチド
は、血中で延長した機能的半減期を有し得、このことにより重度の出血性疾患患者の長期
治療における天然のｒＦVIIaより優れている。
　本発明の発明者等によって、配列番号：１のアミノ酸位に対応する１７２、１７３、１
７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２０３、２３５、２
３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２８９、２９０、２９１、２
９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３２０、３２１、３２７、３
４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３７３からなる群から選択さ
れる独立した位置のアミノ酸が任意の他のアミノ酸に置換されているヒト凝固第VIIa因子
ポリペプチド変異体が、野生型ヒト凝固第VIIa因子と比較して内在性インヒビターによる
不活性化により耐性を持つことが提唱されている。
【００２１】
　本明細書中に使用される「任意の他のアミノ酸」なる用語は、その位置に天然に存在す
るアミノ酸とは異なる１つのアミノ酸を意味する。これは、あるポリヌクレオチドにより
コードされうるアミノ酸を含むが、それらに限定されない。一実施態様では、異なるアミ
ノ酸は天然のＬ型であり、あるポリヌクレオチドによりコードされうる。具体的な例はＬ
‐システイン(Ｃｙｓ)である。
　本明細書中に使用される「活性」なる用語は、第VII因子ポリペプチドの、その基質で
ある第X因子の活性な第Xa因子への転換能を意味する。第VII因子ポリペプチドの活性は「
インビトロタンパク質アッセイ」により測定されうる(実施例５を参照)。
【００２２】
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　天然のＦVIIaと比較して記述した第VIIa因子ポリペプチド変異体の阻害に対する耐性が
高いために、低用量でも作用部位での機能的に十分な濃度が得られ、ゆえに、出血性症状
を有する被検体又は通常の止血系を促す必要のある被検体への用量及び／又は頻度を少な
くすることが可能であろう。
　本発明の発明者等によって、配列番号：１のアミノ酸位に対応する１７２、１７３、１
７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２０３、２３５、２
３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２８９、２９０、２９１、２
９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３２０、３２１、３２７、３
４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３７３からなる群から選択さ
れる位置の一又は複数のアミノ酸の、任意の他のアミノ酸への置換によって、第VII因子
ポリペプチドが内在性プロテアーゼに対して高い耐性を獲得することが明らかにされた。
このような第VIIa因子ポリペプチド変異体は増加した半減期を表し得、より延長したプロ
凝固活性が求められる状態において治療的に有用であるかもしれない。
【００２３】
　本発明の一実施態様では、第VIIa因子ポリペプチドは、野生型ヒトのＦVIIaと比較して
ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対して耐性の増加を示すもの
であり、このとき第VII因子ポリペプチドの阻害と野生型ＦVIIaの阻害との間の比率がお
よそ１．００未満、例としておよそ０．９未満、例としておよそ０．８未満、例としてお
よそ０．７未満、例としておよそ０．６未満、例としておよそ０．５未満、例としておよ
そ０．４未満である。
【００２４】
　本発明の一実施態様では、第VIIa因子ポリペプチドは、野生型ヒトのＦVIIaと比較して
ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対して耐性の増加を示すもの
であり、このときインヒビターが組織因子経路インヒビター(ＴＦＰＩ)のようなクニッツ
型のものである。
　本発明の一実施態様では、第VIIa因子ポリペプチドは、野生型ヒトのＦVIIaと比較して
ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対して耐性の増加を示すもの
であり、このときインヒビターが抗トロンビンIIIのようなセルピンである。 
　本発明の一実施態様では、第VIIa因子ポリペプチドは、野生型ヒトのＦVIIaと比較して
ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対して耐性の増加を示すもの
であり、このときインヒビターがα-２-マクログロビンである。
　本発明の一実施態様では、第VIIa因子ポリペプチドは、内在性プロテアーゼインヒビタ
ーのようなインヒビターによる不活性化に対する耐性のために半減期の増加を示す。一実
施態様では、この内在性インヒビターは、抗トロンビンIII及び組織因子経路インヒビタ
ー(ＴＦＰＩ)から選択される。
【００２５】
　一実施態様では、アミノ酸の更なる置換により、より活性な分子の高次構造の形成が容
易となり、それによってより高い固有活性を有するＦVIIaポリペプチドが供給される。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドがヒ
トの野生型第VIIa因子と比較して増加した機能的インビボ半減期を有するポリペプチドで
ある。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ１７５が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ１７６が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ１７７が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ１９６が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１９７が任意の他のアミ
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ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｉ１９８が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１９９が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ２３７が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２３８が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
【００２６】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２３９が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ２８６が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２８７が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２８８が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ２８９が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｒ２９０が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ２９１が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２９２が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２９３が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
【００２７】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２９４が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２９５が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２９７が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ２９９が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ３２７が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ３４１が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３６３が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｗ３６４が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ３６５が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ３６６が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。　一実施態様では、本発明に係る第VII因子
ポリペプチドは、Ｑ３６６Ｅ-ＦVII、Ｑ３６６Ａ-ＦVII及びＱ３６６Ｇ-ＦVIIからなる一
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覧から選択される第VII因子ポリペプチドではない。
【００２８】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ１７２が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｎ１７３が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｎ２００が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｎ２０３が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ２３５が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｎ２４０が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ３１９が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３２０が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｐ３２１が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ３６７が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ３７０が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｈ３７３が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
【００２９】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ２３７がＡｌａ、Ｖａｌ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２３８がＡｌａ、Ｇｌｙ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２３９がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ２８６がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３０】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２８７がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２８７がＴｈｒ及びＳｅ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
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　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２８８がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ２８９がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｒ２９０がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３１】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２９２がＧｌｙ、Ｖａｌ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２９３がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２９４がＧｌｙ、Ｖａｌ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２９４がＴｈｒ及びＳｅ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２９５がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３２】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２９７がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ２９９がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ３２７がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。　
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ３４１がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。　
【００３３】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３６３がＧｌｙ、Ａｌａ
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、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。　
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｗ３６４がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ３６５がＡｌａ、Ｖａｌ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ３６６がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３４】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ３６６がＶａｌ、Ｌｅｕ
、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ
、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプ
チドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ３６６がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｇｌｕから選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ１７２がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｎ１７３がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３５】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ１７５がＧｌｙ、Ｌｅｕ
、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ
、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ１７６がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｈｉｓ
、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ１７７がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ
、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ１９６がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ
、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３６】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１９７がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
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、Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｉ１９８がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｌｅｕ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ
、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１９９がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｎ２００がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３７】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｎ２０３がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ２３５がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｎ２４０がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ３１９がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３８】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３２０がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｐ３２１がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他の
アミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ３６７がＡｌａ、Ｖａｌ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ３７０がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｈ３７３がＧｌｙ、Ａｌａ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
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、Ｇｌｎ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
【００３９】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、i) Ｌ２８７がＴｈｒ及びＳ
ｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されている、ii) Ａ２９４がＴｈｒ及びＳ
ｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されている、及びiii) Ｍ２９８がＬｙｓ
に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、i) Ｌ２８７がＴｈｒ及びＳ
ｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されている、ii) Ａ２９４がＴｈｒ及びＳ
ｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されている、iii) Ｍ２９８がＬｙｓに置
換されている、iv) Ｅ２９６がＩｌｅ、Ｌｅｕ、Ｔｈｒ及びＶａｌからなる群から選択さ
れるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、i) Ｌ２８７がＴｈｒ及びＳ
ｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されている、ii) Ａ２９４がＴｈｒ及びＳ
ｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されている、iii) Ｍ２９８がＬｙｓに置
換されている、iv) Ｖ１５８がＡｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸に置
換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、i) Ｌ２８７がＴｈｒ及びＳ
ｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されている、ii) Ａ２９４がＴｈｒ及びＳ
ｅｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換されている、iii) Ｍ２９８がＬｙｓに置
換されている、iv) Ｅ２９６がＩｌｅ、Ｌｅｕ、Ｔｈｒ及びＶａｌからなる群から選択さ
れるアミノ酸に置換されている、v) Ｖ１５８がＡｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択さ
れるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
【００４０】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、V158D/L287T/A294S/E296I/M
298K-FVIIA；V158D/L287T/A294S/E296V/M298K-FVIIA；V158D/L287T/A294S/E296L/M298K-F
VIIA；V158D/L287T/A294S/E296T/M298K-FVIIA；V158D/L287T/A294T/E296I/M298K-FVIIA；
V158D/L287T/A294T/E296V/M298K-FVIIA;V158D/L287T/A294T/E296L/M298K-FVIIA；V158D/L
287T/A294T/E296T/M298K-FVIIA；V158D/L287S/A294S/E296I/M298K-FVIIA；V158D/L287S/A
294S/E296V/M298K-FVIIA;V158D/L287S/A294S/E296L/M298K-FVIIA；V158D/L287S/A294S/E2
96T/M298K-FVIIA；V158D/L287S/A294T/E296I/M298K-FVIIA；V158D/L287S/A294T/E296V/M2
98K-FVIIA；V158D/L287S/A294T/E296L/M298K-FVIIA；V158D/L287S/A294T/E296T/M298K-FV
IIA;V158E/L287T/A294S/E296I/M298K-FVIIA；V158E/L287T/A294S/E296V/M298K-FVIIA；V1
58E/L287T/A294S/E296L/M298K-FVIIA；V158E/L287T/A294S/E296T/M298K-FVIIA；V158E/L2
87T/A294T/E296I/M298K-FVIIA；V158E/L287T/A294T/E296V/M298K-FVIIA;V158E/L287T/A29
4T/E296L/M298K-FVIIA；V158E/L287T/A294T/E296T/M298K-FVIIA；V158E/L287S/A294S/E29
6I/M298K-FVIIA；V158E/L287S/A294S/E296V/M298K-FVIIA；V158E/L287S/A294S/E296L/M29
8K-FVIIA；V158E/L287S/A294S/E296T/M298K-FVIIA;V158E/L287S/A294T/E296I/M298K-FVII
A；V158E/L287S/A294T/E296V/M298K-FVIIA；V158E/L287S/A294T/E296L/M298K-FVIIA；及
びV158E/L287S/A294T/E296T/M298K-FVIIAからなる群から選択されるポリペプチドである
。本発明のある実施態様では、Ｍ２９８がＬｙｓに置換されている第VII因子ポリペプチ
ドは、野生型ヒトのＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる
不活性化に対して耐性が増加していない。本発明のある実施態様では、Ｍ２９８がＬｙｓ
に置換されている第VII因子ポリペプチドは、野生型第VIIa因子と比較して活性が増加し
ている。
【００４１】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメイン中の
残りの位置の少なくとも一つのアミノ酸が任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプ
チドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメイン中の
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残りの位置の最大２０の更なるアミノ酸が任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプ
チドである。
 　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、配列番号：１の１５７－１
７０から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のア
ミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、配列番号：１の２９０－３
０５から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のア
ミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｒ３０４がＴｙｒ、Ｐｈｅ
、Ｌｅｕ及びＭｅｔからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドで
ある。
【００４２】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、配列番号：１の３０６－３
１２から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のア
ミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ３０６がＡｓｐ及びＡｓ
ｎからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ３０９がＳｅｒ及びＴｈ
ｒからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、配列番号：１の３３０－３
３９から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のア
ミノ酸に置換されているポリペプチドである。
【００４３】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２７４が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２７４がＭｅｔ、Ｌｅｕ
、Ｌｙｓ及びＡｒｇからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドで
ある。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１５７がＧｌｙ、Ｖａｌ
、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ３３７がＡｌａ、Ｇｌｙ
、Ｖａｌ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択され
るアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ３３４がＧｌｙ及びＧｌ
ｕからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３３６がＧｌｙ及びＧｌ
ｕからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
【００４４】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ１５８がＳｅｒ、Ｔｈｒ
、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸に置換されてい
るポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ１５８がＡｓｐ及びＧｌ
ｕからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｅ２９６がＡｒｇ、Ｌｙｓ
、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｔｈｒ及びＶａｌからなる群から選択されるアミノ酸に置換されてい
るポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｅ２９６がＴｈｒに置換さ
れているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｅ２９６がＩｌｅ、Ｌｅｕ
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、Ｔｈｒ及びＶａｌからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドで
ある。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ２９８がＬｙｓ、Ａｒｇ
、Ｇｌｎ及びＡｓｎからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドで
ある。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ２９８がＬｙｓに置換さ
れているポリペプチドである。
【００４５】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５がＶａｌ、Ｔｙｒ
及びＩｌｅからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３１４がＧｌｙ、Ｌｙｓ
、Ｇｌｎ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドで
ある。 
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｆ３７４がＰｒｏ及びＴｙ
ｒからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｆ３７４がＴｙｒに置換さ
れているポリペプチドである。
【００４６】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、アミノ酸がポリヌクレオチ
ドコンストラクトによってコードされうる任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプ
チドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドがヒ
トの第VII因子であるポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドがヒ
トの第VIIa因子であるポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドの活
性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率が少なくとも
およそ１．２５であるポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドの活
性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率が少なくとも
およそ２．０、好ましくは少なくともおよそ４．０であるポリペプチドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ１７６Ａ-ＦVII、Ｑ１７
６Ｌ-ＦVII　Ｌ１７７Ｓ-ＦVII、Ｄ１９６Ａ-ＦVII、Ｋ１９７Ａ-ＦVII、Ｋ１９９Ａ-ＦV
II、Ｔ２３８Ａ-ＦVII、Ｔ２３９Ｉ-ＦVII、Ｔ２３９Ｙ-ＦVII、Ｑ２８６Ａ-ＦVII、Ｄ２
８９Ｅ-ＦVII、Ｄ２８９Ｒ-ＦVII、Ｒ２９０Ｑ-ＦVII、Ｍ３２７Ｑ-ＦVII、Ｍ３２７Ｎ-
ＦVII、Ｋ３４１Ａ-ＦVII、Ｋ３４１Ｅ-ＦVII、Ｋ３４１Ｑ-ＦVII、Ｓ３６３Ｍ-ＦVII、
Ｓ３６３Ａ-ＦVII、Ｗ３６４Ｈ-ＦVII、Ｑ３６６Ｅ-ＦVIIから選択される。
【００４７】
　本発明の更なる実施態様では、第VIIa因子ポリペプチドは、Ｎ-末端Ｇｌａドメインに
一又は複数のアミノ酸(配列番号：１の１－３７に対応する位置のアミノ酸)の置換をさら
に含んでおり、それによって第VIIa因子ポリペプチドは組織因子関連細胞又は血小板の膜
リン脂質といった膜リン脂質に実質的に高い親和性を有し、それによってプロ凝固作用が
改善された第VII因子ポリペプチド変異体が生成される。
【００４８】
　ゆえに、前述の第VIIa因子ポリペプチド変異体は、位置１７２、１７３、１７５、１７
６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２０３、２３５、２３７、２３
８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２８９、２９０、２９１、２９２、２９
３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３２０、３２１、３２７、３４１、３６
３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３７３のアミノ酸及び、場合によって活
性を亢進するためのアミノ酸が既に置換されていることに加えて、Ｎ-末端Ｇｌａドメイ
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ンに少なくとも一のアミノ酸の置換も有し、それによって、天然の第VII因子と比較して
膜リン脂質に対して親和性が増加しているだけでなく活性もまた増加しているタンパク質
を得うる。ある実施態様では、第VII因子の４、８、１０、１１、２８、３２、３３、３
４及び３５(配列番号：１を指す)から選択される位置の一又は複数のアミノ酸が異なるア
ミノ酸に置換されている。ある実施態様では、第VII因子の１０及び３２(配列番号：１を
指す)から選択される位置の一又は複数のアミノ酸が異なるアミノ酸に置換されている。
上述の位置への組み込みに好適なアミノ酸の例は以下の通りである。位置１０のアミノ酸
ＰｒｏはＧｌｎ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｇｌｎ、Ａｓｎ又はＬｙｓに置換される；及び／又は
、位置３２のアミノ酸ＬｙｓはＧｌｕ、Ｇｌｎ又はＡｓｎに置換される。
　また、Ｇｌａドメインの他のアミノ酸は、ビタミンＫ依存性血漿タンパク質の配列及び
異なるリン脂質親和性に基づいて、置換のために考慮されうる。
【００４９】
　「Ｎ-末端ＧＬＡ-ドメイン」なる用語は第VII因子のアミノ酸配列１－３７を意味する
。
　３-文字表記「ＧＬＡ」は、４-カルボキシグルタミン酸(γ-カルボキシグルタミン酸塩
)を意味する。
　「プロテアーゼドメイン」なる用語は、第VII因子のアミノ酸配列１５３－４０６(第VI
Ia因子の重鎖)を意味する。
　インビボクリアランスの他にも、機能的インビボ半減期は、化合物が体内で「治療的に
利用可能である」期間に重要である。
　組み換えヒト野生型ＦVIIaの循環半減期はおよそ２．３時間である("Summary Basis fo
r Approval for NovoSevenc"、ＦＤＡ参照番号９６０５９７)。
【００５０】
　「機能的インビボ半減期」なる用語は、その通常の意味で用いられる。すなわち第VII
因子ポリペプチド又はコンジュゲートの生物活性の５０％が体／標的臓器にまだ存在する
時間、又は第VII因子ポリペプチドの活性がその初期値の５０％である時間である。機能
的インビボ半減期を決定することに代わるものとして、「血清半減期」、すなわちポリペ
プチド分子の５０％がクリアランスされる前に血漿又は血流を循環する時間が決定されて
もよい。血清半減期の決定は機能的半減期の決定よりより簡便であることが多く、通常血
清半減期の大きさは機能的インビボ半減期の大きさの良好な指標である。血清半減期に代
わる用語には、血漿半減期、循環半減期、循環の半減期、血清クリアランス、血漿クリア
ランス、及びクリアランス半減期が含まれる。ポリペプチド又はコンジュゲートは、細網
内皮系(ＲＥＳ)、腎臓、脾臓又は肝臓の一又は複数の作用によって、組織因子、ＳＥＣレ
セプター又は他のレセプター媒介性除去によって、又は、特定ないしは非特定のタンパク
質分解によってクリアランスされる。通常、クリアランスは、サイズ(糸球体濾過のカッ
トオフとの相対)、電荷、付着された糖鎖、及びタンパク質の細胞レセプターの存在に依
存する。保持される機能は、通常、プロ凝固、タンパク質分解性、補助因子結合又はレセ
プター結合活性から選択される。機能的インビボ半減期及び血清半減期は、さらに後述す
るように当分野で公知の任意の好適な方法によって決定されうる(第VII因子調製物の機能
的な特性の項目を参照)。
【００５１】
　機能的インビボ半減期又は血漿半減期について用いる「増加した」なる用語は、ポリペ
プチド又はコンジュゲートの関連する半減期が、比較条件下で測定される場合に、野生型
ヒトＦVIIaなどの参照分子の半減期と比較して統計学的に有意に増加していることを示す
ために用いる。例えば、関連する半減期が少なくともおよそ２５％、例えば少なくともお
よそ５０％、例として少なくともおよそ１００％、１５０％、２００％、２５０％又は５
００％増加しうる。
【００５２】
　本明細書中で用いる「第VII因子ポリペプチド」又は「ＦVIIポリペプチド」なる用語は
、野生型ヒト第VIIa因子(すなわち米国特許第４７８４９５０号に開示されるアミノ酸配
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列を有するポリペプチド)のアミノ酸配列１－４０６を含んでなる任意のタンパク質、そ
の変異体、並びに第VII因子関連ポリペプチド、第VII因子誘導体及び第VII因子コンジュ
ゲートを意味する。これには、野生型ヒト第VIIa因子と比較して実質的に同じか改善され
た生物学的活性を示す第VII因子変異体、第VII因子関連ポリペプチド、第VII因子誘導体
及び第VII因子コンジュゲートが含まれる。
　「第VII因子」なる用語は、それらの非切断(チモーゲン)型の第VII因子ポリペプチド、
並びに第VIIa因子と称されうるそれぞれ生物活性型を得るようにタンパク質分解されてプ
ロセシングされている第VII因子ポリペプチドを包含することを意図する。一般的に、第V
II因子は、残基１５２と１５３の間で切断されて第VIIa因子となる。第VII因子のこのよ
うな変異体は、安定性、リン脂質結合、変更された特定の活性などを含め、ヒトの第VII
因子と比べて異なる性質を表してもよい。
【００５３】
　「第VIIa因子」又は「ＦVIIa」なる用語は、活性型からなる生成物(第VIIa因子)を意味
する。上記の定義の範囲内の「第VII因子」又は「第VIIa因子」は、存在し、ある個体か
ら他の個体に生じうる天然の対立遺伝子の変異形も含む。また、グリコシル化又は他の翻
訳後修飾の程度と位置は、選択した宿主細胞及び宿主細胞の環境の性質に従って異なりう
る。
　本明細書中で用いる「野生型ヒト第VIIa因子」は、米国特許第４７８４９５０号に開示
されるアミノ酸配列を有するポリペプチドである。
【００５４】
　本明細書中で用いる「第VII因子関連ポリペプチド」は、第VIIa因子生物学的活性が野
生型第VIIa因子の活性と比較して減少するなどの実質的に修飾されている変異体を含むポ
リペプチドを包含する。これらのポリペプチドには、ポリペプチドの生理活性を修飾する
か又は崩壊するような特定のアミノ酸配列の変更が導入されている第VII因子又は第VIIa
因子が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００５５】
　本明細書中で用いられる「第VII因子誘導体」なる用語は、野生型第VII因子に対して相
対的に同じか又は改善された生物学的活性を実質的に示すＦVIIポリペプチドを表すこと
を意図し、このＦVIIポリペプチドにおいて、親ペプチドの一又は複数のアミノ酸が、例
えばアルキル化、グリコシル化、ＰＥＧ化、アシル化、エステル形成又はアミド形成など
によって遺伝的に及び／又は化学的に及び／又は酵素的に修飾されている。これには、Ｐ
ＥＧ化されたヒト第VIIa因子、システイン-ＰＥＧ化ヒト第VIIa因子及びその変異体を含
むが、これらに限定されるものではない。第VII因子誘導体の非限定的な例には、国際公
開第０３／３１４６４号及び米国公開特許第２００４００４３４４６号、同第２００４０
０６３９１１号、同第２００４０１４２８５６号、同第２００４０１３７５５７号及び同
第２００４０１３２６４０号(Neose Technologies, Inc.)に開示されるグリコＰＥＧ化Ｆ
VII誘導体；国際公開第０１／０４２８７号、米国公開特許第２００３０１６５９９６号
、国際公開第０１／５８９３５号、国際公開第０３／９３４６５号(Maxygen ApS)及び国
際公開第０２／０２７６４号、米国公開特許第２００３０２１１０９４号(University of
 Minnesota)に開示されるＦVIIコンジュゲートが含まれる。
【００５６】
　「改善された生物学的活性」なる用語は、i) 組み換え野生型ヒト第VIIa因子と比較し
て実質的に同じ又は増加したタンパク質分解活性を有するＦVIIポリペプチド、又はii) 
組み換え野生型ヒト第VIIa因子と比較して実質的に同じ又は増加したＴＦ結合活性を有す
るＦVIIポリペプチド、又はiii) 組み換え野生型ヒト第VIIa因子と比較して実質的に同じ
又は増加した血漿中の半減期を有するＦVIIポリペプチドを指す。「ＰＥＧ化されたヒト
第VIIa因子」なる用語は、ヒト第VIIa因子ポリペプチドにコンジュゲートされたＰＥＧ分
子を有するヒト第VIIa因子を意味する。ＰＥＧ分子が第VIIa因子ポリペプチドのいずれか
のアミノ酸残基又は糖鎖を含む第VIIa因子ポリペプチドのいずれかの部分に付着しうるこ
とは理解される。「システイン-ＰＥＧ化ヒト第VIIa因子」なる用語は、ヒト第VIIa因子
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に導入されるシステインのスルフヒドリル基にコンジュゲートされるＰＥＧ分子を有する
第VIIa因子を意味する。
【００５７】
　組み換え野生型ヒト第VIIa因子と比較して実質的に同じ又は増加したタンパク質分解活
性を有する第VII因子ポリペプチドを生じる、第VII因子ポリペプチド更なるアミノ酸置換
の非限定的な例には、Ｓ５２Ａ、Ｓ６０Ａ( Lino等, Arch. Biochem. Biophys. 352: 182
-192, 1998)；米国特許第５５８０５６０号に開示される、増加したタンパク質分解性安
定性を表すＦVIIaポリペプチドを生じる置換；残基２９０と２９１又は残基３１５と３１
６の間でタンパク質分解的に切断されているＦVIIaポリペプチドを生じる置換(Mollerup
等, Biotechnol. Bioeng. 48:501-505, 1995)；第VIIa因子の酸化型(Kornfelt等, Arch. 
Biochem. Biophys. 363:43-54, 1999)；国際公開第０２／０７７２１８号に開示されるＦ
VIIaポリペプチドの置換；及び、国際公開第０２／３８１６２号(Scripps Research Inst
itute)に開示される、増加したタンパク質分解性安定性を表すＦVIIaポリペプチドの置換
；国際公開第９９／２０７６７号、米国特許第６０１７８８２号及び同第６７４７００３
号、米国公開特許第２００３０１００５０６号(University of Minnesota)及び国際公開
第００／６６７５３号、米国公開特許第２００１００１８４１４号、同第２００４２２０
１０６号、及び同第２００１３１００５号、米国特許第６７６２２８６号及び同第６６９
３０７５号(University of Minnesota)に開示される、変性Ｇｌａ-ドメインを有し、亢進
した膜結合を示すポリペプチドを生じる、ＦVIIaポリペプチドの置換；及び、国際公開第
０１／５８９３５号、米国特許第６８０６０６３号、米国公開特許第２００３００９６３
３８号(Maxygen ApS)、国際公開第０３／９３４６５号(Maxygen ApS)、国際公開第０４／
０２９０９１号(Maxygen ApS)、国際公開第０４／０８３３６１号(Maxygen ApS)、及び国
際公開第０４／１１１２４２号(Maxygen ApS)、並びに国際公開第０４／１０８７６３号(
Canadian Blood Services)に開示される、ＦVIIaポリペプチドの置換が含まれる。
【００５８】
　野生型ＦVIIaと比較して増加した生物学的活性を有するＦVIIポリペプチドを生じるＦV
IIaポリペプチドの更なる置換の非限定的な例には、国際公開第０１／８３７２５号、国
際公開第０２／２２７７６号、国際公開第０２／０７７２１８号、国際公開第０３／０２
７１４７号、国際公開第０４／０２９０９０号、国際公開第０３／０２７１４７号；国際
公開第０２／３８１６２号(Scripps Research Institute)に開示される置換；及び、特願
２００１０６１４７９(Chemo-Sero-Therapeutic Res Inst.)に開示される、亢進した活性
を有するＦVIIaポリペプチドが含まれる。 
　本発明のＦVIIaポリペプチドの更なる置換の例には、L305V、L305V/M306D/D309S、L305
I、L305T、F374P、V158T/M298Q、V158D/E296V/M298Q、K337A、M298Q、V158D/M298Q、L305
V/K337A、V158D/E296V/M298Q/L305V、V158D/E296V/M298Q/K337A、V158D/E296V/M298Q/L30
5V/K337A、K157A、E296V、E296V/M298Q、V158D/E296V、V158D/M298K、及びS336G、L305V/
K337A、L305V/V158D、L305V/E296V、L305V/M298Q、L305V/V158T、L305V/K337A/V158T、L3
05V/K337A/M298Q、L305V/K337A/E296V、L305V/K337A/V158D、L305V/V158D/M298Q、L305V/
V158D/E296V、L305V/V158T/M298Q、L305V/V158T/E296V、L305V/E296V/M298Q、L305V/V158
D/E296V/M298Q、L305V/V158T/E296V/M298Q、L305V/V158T/K337A/M298Q、L305V/V158T/E29
6V/K337A、L305V/V158D/K337A/M298Q、L305V/V158D/E296V/K337A、L305V/V158D/E296V/M2
98Q/K337A、L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A、S314E/K316H、S314E/K316Q、S314E/L305V
、S314E/K337A、S314E/V158D、S314E/E296V、S314E/M298Q、S314E/V158T、K316H/L305V、
K316H/K337A、K316H/V158D、K316H/E296V、K316H/M298Q、K316H/V158T、K316Q/L305V、K3
16Q/K337A、K316Q/V158D、K316Q/E296V、K316Q/M298Q、K316Q/V158T、S314E/L305V/K337A
、S314E/L305V/V158D、S314E/L305V/E296V、S314E/L305V/M298Q、S314E/L305V/V158T、S3
14E/L305V/K337A/V158T、S314E/L305V/K337A/M298Q、S314E/L305V/K337A/E296V、S314E/L
305V/K337A/V158D、S314E/L305V/V158D/M298Q、S314E/L305V/V158D/E296V、S314E/L305V/
V158T/M298Q、S314E/L305V/V158T/E296V、S314E/L305V/E296V/M298Q、S314E/L305V/V158D
/E296V/M298Q、S314E/L305V/V158T/E296V/M298Q、S314E/L305V/V158T/K337A/M298Q、S314
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E/L305V/V158T/E296V/K337A、S314E/L305V/V158D/K337A/M298Q、S314E/L305V/V158D/E296
V/K337A、S314E/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A、S314E/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337
A、K316H/L305V/K337A、K316H/L305V/V158D、K316H/L305V/E296V、K316H/L305V/M298Q、K
316H/L305V/V158T、K316H/L305V/K337A/V158T、K316H/L305V/K337A/M298Q、K316H/L305V/
K337A/E296V、K316H/L305V/K337A/V158D、K316H/L305V/V158D/M298Q、K316H/L305V/V158D
/E296V、K316H/L305V/V158T/M298Q、K316H/L305V/V158T/E296V、K316H/L305V/E296V/M298
Q、K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q、K316H/L305V/V158T/E296V/M298Q、K316H/L305V/V15
8T/K337A/M298Q、K316H/L305V/V158T/E296V/K337A、K316H/L305V/V158D/K337A/M298Q、K3
16H/L305V/V158D/E296V/K337A、K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A、K316H/L305V/V1
58T/E296V/M298Q/K337A、K316Q/L305V/K337A、K316Q/L305V/V158D、K316Q/L305V/E296V、
K316Q/L305V/M298Q、K316Q/L305V/V158T、K316Q/L305V/K337A/V158T、K316Q/L305V/K337A
/M298Q、K316Q/L305V/K337A/E296V、K316Q/L305V/K337A/V158D、K316Q/L305V/V158D/M298
Q、K316Q/L305V/V158D/E296V、K316Q/L305V/V158T/M298Q、K316Q/L305V/V158T/E296V、K3
16Q/L305V/E296V/M298Q、K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q、K316Q/L305V/V158T/E296V/M2
98Q、K316Q/L305V/V158T/K337A/M298Q、K316Q/L305V/V158T/E296V/K337A、K316Q/L305V/V
158D/K337A/M298Q、K316Q/L305V/V158D/E296V/K337A、K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q/K
337A、K316Q/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A、F374Y/K337A、F374Y/V158D、F374Y/E296V
、F374Y/M298Q、F374Y/V158T、F374Y/S314E、F374Y/L305V、F374Y/L305V/K337A、F374Y/L
305V/V158D、F374Y/L305V/E296V、F374Y/L305V/M298Q、F374Y/L305V/V158T、F374Y/L305V
/S314E、F374Y/K337A/S314E、F374Y/K337A/V158T、F374Y/K337A/M298Q、F374Y/K337A/E29
6V、F374Y/K337A/V158D、F374Y/V158D/S314E、F374Y/V158D/M298Q、F374Y/V158D/E296V、
F374Y/V158T/S314E、F374Y/V158T/M298Q、F374Y/V158T/E296V、F374Y/E296V/S314E、F374
Y/S314E/M298Q、F374Y/E296V/M298Q、F374Y/L305V/K337A/V158D、F374Y/L305V/K337A/E29
6V、F374Y/L305V/K337A/M298Q、F374Y/L305V/K337A/V158T、F374Y/L305V/K337A/S314E、F
374Y/L305V/V158D/E296V、F374Y/L305V/V158D/M298Q、F374Y/L305V/V158D/S314E、F374Y/
L305V/E296V/M298Q、F374Y/L305V/E296V/V158T、F374Y/L305V/E296V/S314E、F374Y/L305V
/M298Q/V158T、F374Y/L305V/M298Q/S314E、F374Y/L305V/V158T/S314E、F374Y/K337A/S314
E/V158T、F374Y/K337A/S314E/M298Q、F374Y/K337A/S314E/E296V、F374Y/K337A/S314E/V15
8D、F374Y/K337A/V158T/M298Q、F374Y/K337A/V158T/E296V、F374Y/K337A/M298Q/E296V、F
374Y/K337A/M298Q/V158D、F374Y/K337A/E296V/V158D、F374Y/V158D/S314E/M298Q、F374Y/
V158D/S314E/E296V、F374Y/V158D/M298Q/E296V、F374Y/V158T/S314E/E296V、F374Y/V158T
/S314E/M298Q、F374Y/V158T/M298Q/E296V、F374Y/E296V/S314E/M298Q、F374Y/L305V/M298
Q/K337A/S314E、F374Y/L305V/E296V/K337A/S314E、F374Y/E296V/M298Q/K337A/S314E、F37
4Y/L305V/E296V/M298Q/K337A、F374Y/L305V/E296V/M298Q/S314E、F374Y/V158D/E296V/M29
8Q/K337A、F374Y/V158D/E296V/M298Q/S314E、F374Y/L305V/V158D/K337A/S314E、F374Y/V1
58D/M298Q/K337A/S314E、F374Y/V158D/E296V/K337A/S314E、F374Y/L305V/V158D/E296V/M2
98Q、F374Y/L305V/V158D/M298Q/K337A、F374Y/L305V/V158D/E296V/K337A、F374Y/L305V/V
158D/M298Q/S314E、F374Y/L305V/V158D/E296V/S314E、F374Y/V158T/E296V/M298Q/K337A、
F374Y/V158T/E296V/M298Q/S314E、F374Y/L305V/V158T/K337A/S314E、F374Y/V158T/M298Q/
K337A/S314E、F374Y/V158T/E296V/K337A/S314E、F374Y/L305V/V158T/E296V/M298Q、F374Y
/L305V/V158T/M298Q/K337A、F374Y/L305V/V158T/E296V/K337A、F374Y/L305V/V158T/M298Q
/S314E、F374Y/L305V/V158T/E296V/S314E、F374Y/E296V/M298Q/K337A/V158T/S314E、F374
Y/V158D/E296V/M298Q/K337A/S314E、F374Y/L305V/V158D/E296V/M298Q/S314E、F374Y/L305
V/E296V/M298Q/V158T/S314E、F374Y/L305V/E296V/M298Q/K337A/V158T、F374Y/L305V/E296
V/K337A/V158T/S314E、F374Y/L305V/M298Q/K337A/V158T/S314E、F374Y/L305V/V158D/E296
V/M298Q/K337A、F374Y/L305V/V158D/E296V/K337A/S314E、F374Y/L305V/V158D/M298Q/K337
A/S314E、F374Y/L305V/E296V/M298Q/K337A/V158T/S314E、F374Y/L305V/V158D/E296V/M298
Q/K337A/S314E、S52A、S60A；R152E、S344A、T106N、K143N/N145T、V253N、R290N/A292T
、G291N、R315N/V317T、K143N/N145T/R315N/V317T；及び、２３３Ｔｈｒから２４０Ａｓ
ｎまでのアミノ酸配列の置換、付加又は欠失；３０４Ａｒｇから３２９Ｃｙｓまでのアミ
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ノ酸配列の置換、付加又は欠失；及び、１５３Ｉｌｅから２２３Ａｒｇまでのアミノ酸配
列の置換、付加又は欠失が含まれるが、これらに限定されるものではない。
【００５９】
　本明細書中で用いる「変異体」又は「複数の変異体」なる用語は、配列番号１の配列を
有する第VII因子であって、親タンパク質(parent protein)の一又は複数のアミノ酸が別
のアミノ酸によって置換されている、及び／又は親タンパク質の一又は複数のアミノ酸が
欠失している、及び／又は一又は複数のアミノ酸がタンパク質中に挿入されている、及び
／又は一又は複数のアミノ酸が親タンパク質に付加されているものを設定することを意図
する。この付加は、親タンパク質のＮ末端又はＣ末端のいずれかで又は両方で生じてもよ
い。本定義内の「変異体」又は「複数の変異体」は、その活性型においてなおもＦVII活
性を有する。ある実施態様では、変異体は、配列番号：１の配列と７０％同一である。あ
る実施態様では、変異体は、配列番号：１の配列と８０％同一である。他の実施態様では
、変異体は、配列番号：１の配列と９０％同一である。更なる実施態様では、変異体は、
配列番号：１の配列と９５％同一である。
【００６０】
　「コンストラクト」なる用語は、ポリヌクレオチドセグメントを示すことを意図する用
語であり、これは所望のポリペプチドをコードする、完全ないしは部分的に天然に生じる
ヌクレオチド配列に基づいたものであってもよい。場合によって、コンストラクトは他の
ポリヌクレオチドセグメントを含有していてもよい。同様に、「ポリヌクレオチドコンス
トラクトによりコードすることができるアミノ酸」なる用語は、上記で定義したポリヌク
レオチドコンストラクトによりコードされうるアミノ酸、即ち、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ
、Ｉｌｅ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｐｒｏ、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｃｙｓ、Ｔｙｒ
、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ及びＧｌｎなどのアミノ酸を含む。
　本明細書中で用いる「ベクター」なる用語は、宿主細胞において増幅の可能な任意の核
酸の実体(entity)を意味する。したがって、このベクターは自己複製するベクター、即ち
、染色体外の実体として存在し、その複製が染色体複製に依存していないベクター、例え
ばプラスミドである。あるいは、このベクターは、宿主細胞に導入された際に、該宿主細
胞ゲノムに組み込まれ、それが組み込まれた染色体(一又は複数)と共に複製されるベクタ
ーであってもよい。ベクターの選択は、導入される宿主細胞に依存することが多い。ベク
ターは、プラスミドベクター、ファージベクター、ウイルス又はコスミドベクターを含む
が、これらに限定されない。ベクターは、通常、複製開始点及び少なくとも一の選択遺伝
子、即ち、迅速に検出されうる産物又はその存在が細胞の成長に必須である産物をコード
する遺伝子を含む。
【００６１】
　更なる態様では、本発明は、ポリヌクレオチドコンストラクト又はベクターを含む、組
み換え宿主細胞を提供する。ある実施態様では、組み換え宿主細胞は真核細胞である。他
の実施態様では、組み換え宿主細胞は哺乳類起源のものである。更なる実施態様では、組
み換え宿主細胞は、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ細胞及びＢＨＫ細胞からなる群から選択される。
【００６２】
　本明細書中で用いる「宿主細胞」なる用語は、ハイブリッド細胞を含む任意の細胞を表
し、異種性ＤＮＡを発現することができる。典型的な宿主細胞には、昆虫細胞、酵母細胞
、ヒトの細胞を含む哺乳類細胞、例えばＢＨＫ、ＣＨＯ、ＨＥＫ及びＣＯＳ細胞を含むが
、これらに限定されない。本発明の実施において、培養される宿主細胞は、好ましくは哺
乳類細胞、より好ましくは樹立された哺乳類の細胞株であり、ＣＨＯ(例えば、ATCC CCL 
61)、ＣＯＳ-１(例えば、ATCC CRL 1650)、仔ハムスター腎臓(ＢＨＫ)及びＨＥＫ２９３(
例えば、ATCC CRL 1573；Graham等, J. Gen. Virol. 36:59-72, 1977)細胞株を含むが、
これらに限定されない。好適なＢＨＫ細胞株は、ｔｋ-－ｔｓ１３ＢＨＫ細胞株(Waechter
及びBaserga, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 79:1106-1110, 1982)であり、以降ＢＨＫ５７０
細胞と称する。ＢＨＫ５７０細胞株は、アメリカ培養細胞系統保存機関、12301 Parklawn
 Dr.、Rockville、MD 20852からATCC受託番号CRL10314で利用可能である。また、ｔｋ－
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ｔｓ１３ＢＨＫ細胞株も、ATCCから受託番号CRL1632で利用可能である。他の適切な細胞
株には、ラットＨｅｐI(ラット ヘパトーマ；ATCC CRL 1600)、ラットＨｅｐII(ラット 
ヘパトーマ；ATCC CRL 1548)、ＴＣＭＫ(ATCC CCL 139)、ヒト肺(ATCC HB 8065)、ＮＣＴ
Ｃ１４６９(ATCC CCL 9.1)及びＤＵＫＸ細胞(Urlaub及びChasin, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 77:4216-4220, 1980)が含まれるが、これらに限定されない。同様に有用な細胞は
、３Ｔ３細胞、Ｎａｍａｌｗａ細胞、ミエローマ及びミエローマと他の細胞との融合物で
ある。
【００６３】
　更なる態様では、本発明は、ポリヌクレオチドコンストラクトを含み、発現するトラン
スジェニック動物を提供する。
　更なる態様では、本発明は、ポリヌクレオチドコンストラクトを含み、発現するトラン
スジェニック植物を提供する。
　更なる態様では、本発明は、本発明の第VII因子ポリペプチドを生成するための方法で
あって、ポリヌクレオチドコンストラクトの発現を促す条件下で好適な成長培地中でポリ
ヌクレオチドコンストラクトを含む細胞を培養し、培養培地から結果として生じたポリペ
プチドを回収することを含んでなる方法に関する。
【００６４】
　本明細書中で用いる「好適な成長培地」なる用語は、細胞の成長及び本発明の第VII因
子ポリペプチドをコードする核酸配列の発現に必要な、栄養物及び他の成分を含有する培
地を意味する。
　更なる態様では、本発明は、第VII因子ポリペプチドを生成するための方法であって、
トランスジェニック動物によって産生される乳からポリペプチドを回収することを含んで
なる方法に関する。
　更なる態様では、本発明は、第VII因子ポリペプチドを生成するための方法であって、
ポリヌクレオチドコンストラクトを含むトランスジェニック植物の細胞を培養し、結果と
して生じる植物からポリペプチドを回収することを含んでなる方法に関する。
【００６５】
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチド；と、場合によって薬学的に受容可能な担体とを含有し
てなる薬剤的組成物に関する。
　更なる態様では、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換
を含む第VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応す
る位置１７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２
００、２０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２
８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３
２０、３２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３
７３からなる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による
置換であり、ヒト野生型第VIIa因子と比較して機能的なインビボ半減期が増加しているも
のである第VII因子ポリペプチドの、出血性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常の
止血系の促進のための医薬の調製における使用に関する。一実施態様では、前記使用は血
友病Ａ又はＢの治療のためである。
【００６６】
　この文脈において、「治療」なる用語は、出血を阻害するか最小限にすることを目的と
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して、手術などの予想される出血を防止すること、及び外傷などのすでに起こっている出
血を調節することの両者を含むことを意味する。したがって、本発明に係る第VIIa因子ポ
リペプチドの予防的投与は「治療」の用語に含まれる。
　「出血性症状」なる用語は、コントロールできない過剰な出血を含むことを意味する。
出血性症状は、外科及び他の形態の組織損傷に関連した重大な問題である。コントロール
できない過剰な出血は、正常な凝固系を有する被検体及び凝固ないしは出血性疾患を有す
る被検体において発生しうる。本明細書中で用いる「出血性疾患」なる用語は、出血に現
れる、細胞ないしは分子の起源の、先天性、後天性、又は誘導される任意の欠陥を表す。
例として、凝固因子欠損(例えば、血友病Ａ及びＢ又は凝固第XI因子ないしは第VII因子の
欠損)、凝固因子インヒビター、欠陥のある血小板機能、血小板減少症又はフォンウィル
ブランド病がある。
【００６７】
　また、過剰な出血は、正常に機能している血液凝固カスケードを有する(任意の凝固因
子に対するインヒビター又は凝固因子の欠損がない)被検体においても生じ、欠陥のある
血小板機能、血小板減少症又はフォンウィルブランド病により生じうる。このような場合
、血友病においては、止血系の主な出血を引き起こす必須の凝固「化合物」(血小板又は
フォンビルブラント因子タンパク質)が欠損しているか異常であるので、出血は血友病に
より生じる出血にたとえられる。手術又は大きな外傷に関連して、広範な組織損傷を受け
ている被検体では、正常な止血機構では即時性の止血の必要に応答しきれず、正常な止血
機構であるにもかかわらず出血を発生してしまうであろう。また、満足に止血を達成する
ことは、出血が外科的な止血が制限されている臓器、例えば、脳、内耳領域、及び眼にお
いて生じた場合に問題となる。同じ問題は、様々な臓器、肝臓、肺、腫瘍組織、胃腸管か
らの生検を行う過程、並びに腹腔鏡検査手術で生じうる。これら全ての状況において共通
することは、出血がびまん性(出血性胃炎及び大量の子宮出血)である場合の外科的技術(
縫合、クリップなど)によって止血を行うことが困難なことである。急性かつ多量の出血
は、行う治療によって止血の欠陥が誘導される抗凝固療法中の被検体においても生じるで
あろう。このような被検体は、抗凝固作用が急速に中和されるべき場合には、外科的な処
置を必要とするだろう。根治的な恥骨後前立腺摘除術(Radical retropubic prostatectom
y)は、局在型の前立腺癌を有する被検体に対して一般的に実施される処置である。重大で
時に大量の失血を生じることから手術が複雑になることが多い。前立腺切除の間の重大な
失血は、主に、外科的な止血の実施が難しいために広範囲からびまん性の出血が生じうる
、多様な高密度の脈管部位を伴った、複雑な解剖学的な状況に関連する。不満足な止血の
場合に問題となりうる別の状況は、正常な止血機構を有する被検体が血栓塞栓性疾患を予
防するための抗凝固療法を施されている場合である。このような療法には、ヘパリン、他
の形態のプロテオグリカン、ワルファリン又は他の形態のビタミンＫ-アンタゴニスト、
並びにアスピリン及び他の血小板凝集インヒビターが含まれうる。
【００６８】
　本発明のある実施態様では、出血は血友病に関連する。他の実施態様では、出血は獲得
されたインヒビターによる血友病に関連する。他の実施態様では、出血は血小板減少症に
関連する。他の実施態様では、出血はフォンウィルブランド病に関連する。他の実施態様
では、出血は重度の組織損傷に関連する。他の実施態様では、出血は重度の外傷に関連す
る。他の実施態様では、出血は手術に関連する。他の実施態様では、出血は腹腔鏡検査手
術に関連する。他の実施態様では、出血は出血性胃炎に関連する。他の実施態様では、出
血は大量の子宮出血に関連する。他の実施態様では、出血は機械的な止血の制限がある臓
器において生じる。他の実施態様では、出血は脳、内耳領域又は眼において生じる。他の
実施態様では、出血は生検を行う過程に関連する。他の実施態様では、出血は抗凝固療法
に関連する。
【００６９】
　本明細書中で用いる「被検体」なる用語は、任意の動物、特にヒトなどの哺乳類を意味
することを意図し、適切な場合には、「患者」なる用語と交換可能に使用されてもよい。
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　「正常な止血系の亢進」なる用語は、トロンビン生成能の増強を意味する。
【００７０】
　更なる態様では、本発明は、被検体の出血性疾患又は出血性発症の治療のための又は通
常の止血系の亢進のための方法であって、治療的ないしは予防的に有効な量の第VII因子
ポリペプチドを必要とする被検体に投与することを含んでなる方法に関する。
　更なる態様では、本発明は、医薬としての使用のための本発明の第VII因子ポリペプチ
ドに関する。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ１７５が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ１７６が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ１７７が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ１９６が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１９７が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｉ１９８が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１９９が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ２３７が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２３８が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
【００７１】
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２３９が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ２８６が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２８７が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２８８が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ２８９が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｒ２９０が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ２９１が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２９２が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２９３が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
【００７２】
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２９４が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２９５が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ２９７が任意の他のアミノ
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酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ２９９が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ３２７が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ３４１が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３６３が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｗ３６４が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｇ３６５が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ３６６が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
【００７３】
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｔ２３９がＩｌｅ及びＴｙｒ
から選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ２８９がＧｌｕ及びＡｒｇ
から選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ３２７がＧｌｎ及びＡｓｎ
から選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ３４１がＡｌａ、Ｇｌｕ及
びＧｌｎから選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３６３がＭｅｔ及びＡｌａ
から選択される任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメイン内の残
りの位置の少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチ
ドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメインの残り
の位置の最大２０個の更なるアミノ酸が任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチ
ドである。
【００７４】
 　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、配列番号：１の１５７－１７
０から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、配列番号：１の２９０－３０
５から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｒ３０４がＴｙｒ、Ｐｈｅ、
Ｌｅｕ及びＭｅｔからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドであ
る。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、配列番号：１の３０６－３１
２から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ３０６がＡｓｐ及びＡｓｎ
からなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ３０９がＳｅｒ及びＴｈｒ
からなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
【００７５】
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　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、配列番号：１の３３０－３３
９から選択される位置のアミノ酸に対応する少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のアミ
ノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２７４が任意の他のアミノ
酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ａ２７４がＭｅｔ、Ｌｅｕ、
Ｌｙｓ及びＡｒｇからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドであ
る。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ１５７がＧｌｙ、Ｖａｌ、
Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸
に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｋ３３７がＡｌａ、Ｇｌｙ、
Ｖａｌ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択される
アミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｄ３３４がＧｌｙ及びＧｌｕ
からなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３３６がＧｌｙ及びＧｌｕ
からなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
【００７６】
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｖ１５８がＳｅｒ、Ｔｈｒ、
Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸に置換されている
ポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｅ２９６がＡｒｇ、Ｌｙｓ、
Ｉｌｅ、Ｌｅｕ及びＶａｌからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプ
チドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｍ２９８がＬｙｓ、Ａｒｇ、
Ｇｌｎ及びＡｓｎからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドであ
る。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｌ３０５がＶａｌ、Ｔｙｒ及
びＩｌｅからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｓ３１４がＧｌｙ、Ｌｙｓ、
Ｇｌｎ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドであ
る。 
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｆ３７４がＰｒｏ及びＴｙｒ
からなる群から選択されるアミノ酸に置換されているポリペプチドである。 
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｆ３７４がＴｙｒに置換され
ているポリペプチドである。
【００７７】
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、アミノ酸がポリヌクレオチド
コンストラクトによってコードされうる任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチ
ドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドはポリペプチドであり、この第VII
因子ポリペプチドはヒトの第VII因子である。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドはポリペプチドであり、この第VII
ポリペプチドはヒトの第VIIa因子である。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドの活性
と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率が少なくともお
よそ１．２５であるポリペプチドである。
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、前記の比率が少なくともおよ
そ２．０、好ましくは少なくともおよそ４．０であるポリペプチドである。
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【００７８】
　本発明のある実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、Ｑ１７６Ａ-ＦVII、Ｑ１７６
Ｌ-ＦVII　Ｌ１７７Ｓ-ＦVII、Ｄ１９６Ａ-ＦVII、Ｋ１９７Ａ-ＦVII、Ｋ１９９Ａ-ＦVII
、Ｔ２３８Ａ-ＦVII、Ｔ２３９Ｉ-ＦVII、Ｔ２３９Ｙ-ＦVII、Ｑ２８６Ａ-ＦVII、Ｄ２８
９Ｅ-ＦVII、Ｄ２８９Ｒ-ＦVII、Ｒ２９０Ｑ-ＦVII、Ｍ３２７Ｑ-ＦVII、Ｍ３２７Ｎ-ＦV
II、Ｋ３４１Ａ-ＦVII、Ｋ３４１Ｅ-ＦVII、Ｋ３４１Ｑ-ＦVII、Ｓ３６３Ｍ-ＦVII、Ｓ３
６３Ａ-ＦVII、Ｗ３６４Ｈ-ＦVII、Ｑ３６６Ｅ-ＦVIIから選択されるポリペプチドである
。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメインの残
りの位置の少なくとも１つのアミノ酸が任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプチ
ドである。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、プロテアーゼドメインの残
りの位置の最大２０個の更なるアミノ酸が任意の他のアミノ酸に置換されているポリペプ
チドである。
【００７９】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、アミノ酸がポリヌクレオチ
ドコンストラクトによってコードされうる異なるアミノ酸に置換されているポリペプチド
である。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドはポリペプチドであり、この第V
II因子ポリペプチドはヒトの第VII因子である。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドはポリペプチドであり、この第V
IIポリペプチドはヒトの第VIIa因子である。
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドの活
性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率が少なくとも
およそ１．２５であるポリペプチドである。ある実施態様では、第VII因子ポリペプチド
の活性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率は少なく
ともおよそ２．０である。更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドの活性と配列番
号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率は少なくともおよそ４．
０である。
【００８０】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドの活
性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率が、第VIIa因
子活性アッセイにおいて試験した場合に少なくともおよそ１．２５であるポリペプチドで
ある。ある実施態様では、第VII因子ポリペプチドの活性と配列番号：１に示す天然の第V
IIa因子ポリペプチドの活性との間の比率は、第VIIa因子活性アッセイにおいて試験した
場合に少なくともおよそ２．０である。更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドの
活性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率は、第VIIa
因子活性アッセイにおいて試験した場合に少なくともおよそ４．０である。第VIIa因子活
性は実施例４又は５に記載のアッセイによって測定されてもよい。
【００８１】
　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドの活
性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率が、「インビ
トロ加水分解アッセイ」において試験した場合に少なくともおよそ１．２５であるポリペ
プチドである。ある実施態様では、第VII因子ポリペプチドの活性と配列番号：１に示す
天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率は、「インビトロ加水分解アッセイ」
において試験した場合に少なくともおよそ２．０である。更なる実施態様では、第VII因
子ポリペプチドの活性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間
の比率は、「インビトロ加水分解アッセイ」において試験した場合に少なくともおよそ４
．０である。
【００８２】
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　本発明の更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドは、第VII因子ポリペプチドの活
性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率が、「インビ
トロタンパク質分解アッセイ」において試験した場合に少なくともおよそ１．２５である
ポリペプチドである。ある実施態様では、第VII因子ポリペプチドの活性と配列番号：１
に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率は、「インビトロタンパク質分
解アッセイ」において試験した場合に少なくともおよそ２．０である。更なる実施態様で
は、第VII因子ポリペプチドの活性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチド
の活性との間の比率は、「インビトロタンパク質分解アッセイ」において試験した場合に
少なくともおよそ４．０である。更なる実施態様では、第VII因子ポリペプチドの活性と
配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリペプチドの活性との間の比率は、「インビトロ
タンパク質分解アッセイ」において試験した場合に少なくともおよそ８．０である。
【００８３】
　更なる態様では、本発明は、天然のヒト凝固第VIIa因子と比較して、亢進した組織因子
非依存的な活性を有するヒト凝固第VIIa因子ポリペプチドを提供する。他の態様では、亢
進した活性は、基質特異性の変化を伴わない。本発明の他の態様では、組織因子へのポリ
ペプチド変異体の結合は損なわれず、ポリペプチド変異体は組織因子に結合した場合に、
少なくとも野生型の第VIIa因子の活性を有するであろう。
【００８４】
　本明細書中で用いるアミノ酸置換に関する用語は以下のとおりである。１番目の文字は
、配列番号：1の位置に天然に存在するアミノ酸を表す。続く番号は、配列番号：1におけ
る位置を表す。２番目の文字は、天然のアミノ酸に対し置換される、異なるアミノ酸を表
す。例えば、Ｋ１９７Ａ-FVIIでは、配列番号：1の位置１９７のリジンがアラニンに置換
されている。
　本明細書中において、アミノ酸の三文字又は一文字の表記は、表１に示すように、これ
らの従来の意味で使用した。明示されない限り、本明細書において言及されるアミノ酸は
Ｌ-アミノ酸である。更に、特に明記しない限り、ペプチドのアミノ酸配列の左及び右は
、それぞれＮ-末端及びＣ-端である。
【００８５】
表１：アミノ酸の略語：
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【００８６】
　第VII因子ポリペプチド変異体の調製 
　また、本発明は、上記のヒト第VII因子ポリペプチド変異体を調製する方法に関する。
本明細書中に記載される第VII因子ポリペプチド変異体は、組み換え核酸技術の手段で作
出しうる。通常、クローン化した野生型の第VII因子核酸配列は、所望のタンパク質をコ
ードするように修飾される。次いで、この修飾された配列は発現ベクターに挿入され、次
に宿主細胞を形質転換又は宿主細胞に形質移入する。高等な真核生物細胞、特に培養され
た哺乳類細胞は、宿主細胞として好適である。ヒト第VII因子の完全なヌクレオチド及び
アミノ酸配列は公知である(組み換えヒト第VII因子のクローニング及び発現が記載される
米国特許第４７８４９５０を参照のこと)。ウシ第VII因子配列は、文献(Takeya等, J. Bi
ol. Chem. 263:14868-14872 (1988))に記載されている。
【００８７】
　アミノ酸配列変更は、様々な技術により達成しうる。核酸配列の修飾は、部位特異的な
突然変異誘発によるものであってもよい。部位特異的な突然変異誘発に関する技術は当該
技術において周知であり、例えば、Zoller及びSmith (DNA 3:479-488, 1984)又はHorton
等("Splicing by extension overlap", Gene 77, 1989, pp. 61-68)に記載されている。
ゆえに、第VII因子のヌクレオチド及びアミノ酸配列を用いて、選択した変更(一又は複数
)を導入しうる。同様に、特異的なプライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応法を用いた
、ＤＮＡコンストラクトを調製するための手順は、当該技術分野の当業者に周知である(P
CR Protocols, 1990, Academic Press, San Diego, California, USAを参照のこと)。 
【００８８】
　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コンストラクトは、好適なゲ
ノム又はｃＤＮＡ起源のものでよく、例えば、標準的な技術に従って、ゲノムないしはｃ
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ＤＮＡライブラリーを調製し、ポリペプチドの全部又は一部をコードするＤＮＡ配列を、
合成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りスクリーニング
することによって得てもよい(Sambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2
nd. Ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989を参照
のこと)。
　第VII因子ポリペプチド変異体をコードする核酸コンストラクトは、確立された標準的
な方法、例えば、Beaucage及びCaruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859-1869
に記載された亜リン酸アミダイト法、又はMatthes等, EMBO Journal 3 (1984), 801-805
に記載された方法により合成して調製してもよい。亜リン酸アミダイト法に従って、オリ
ゴヌクレオチドは合成され(例えば、自動ＤＮＡ合成機において)、精製され、アニールさ
れ、連結させ、そして適切なベクターにクローニングされる。また、例えば米国特許第４
６８３２０２号、Saiki等, Science 239 (1988), 487-491、又はSambrook等(上記)に記載
のように、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、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り調製してもよい。
【００８９】
　さらに、核酸コンストラクトは、合成、ゲノム、又はｃＤＮＡ起源のフラグメント(必
要に応じて)、全体の核酸コンストラクトの様々な部分に対応するフラグメントを、標準
的な技術に従って連結することにより調製しした、合成とゲノムの混合性のもの、合成と
ｃＤＮＡの混合性のもの又はゲノムとｃＤＮＡ起源の混合性のものである。 
　核酸コンストラクトは、好ましくはＤＮＡコンストラクトである。本発明に係る第VII
因子ポリペプチド変異体の産生に使用するためのＤＮＡ配列は、典型的には、第VII因子
のアミノ末端でプレプロポリペプチドをコードし、適切な翻訳後のプロセッシング(例え
ば、グルタミン酸残基のγ-カルボキシル化)を得て、宿主細胞から分泌される。プレプロ
ポリペプチドは、第VII因子又は別のビタミンK-依存性血漿タンパク質(例えば、第IX因子
、第Ｘ因子、プロトロンビン、プロテインＣ又はプロテインＳ)のプレプロポリペプチド
であってもよい。当業者により理解されるとおり、血液凝固因子としてのタンパク質の能
力を有意に損傷しない更なる修飾を第VII因子ポリペプチド変異体のアミノ酸配列に作出
できる。例えば、第VII因子ポリペプチド変異体は、活性化切断部位において修飾すると
、酵素前駆体第VII因子の活性化された２鎖形態(two-chain form)への転換を阻害するこ
とができる(米国特許第５２８８６２９号に一般的に記載される、これは本明細書中に参
照によって援用される)。
【００９０】
　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、組み換えベクタ
ーに挿入される。このベクターは、組み換えＤＮＡ処置に都合よく供される任意のベクタ
ーでよく、ベクターの選択は、導入される宿主細胞に依存することが多い。したがって、
ベクターは自己複製するベクター、即ち、染色体外の実体として存在し、その複製が染色
体複製に非依存性であるベクターである(例えば、プラスミド)。あるいは、このベクター
は、宿主細胞に導入された際に、該宿主細胞ゲノムに組み込まれ、それが組み込まれた染
色体(一又は複数)と共に複製されるベクターであってもよい。
【００９１】
　好ましくは、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
が該ＤＮＡの転写に必要とされる付加的なセグメントに作用可能に連結されている、発現
ベクターである。通常、発現ベクターは、プラスミド又はウイルスのＤＮＡに由来するも
のであるか、あるいは両方のエレメントを含有していてもよい。「作用可能に連結される
」なる用語は、セグメントが、それらの意図する目的のために協調して機能するように配
置されることを示す。例えば、転写は、プロモーターにおいて開始され、ポリペプチドを
コードするＤＮＡ配列まで進行する。
　第VIIa因子ポリペプチド変異体の発現に使用するための発現ベクターは、クローニング
された遺伝子又はｃＤＮＡの転写を促すことが可能なプロモーターを具備する。プロモー
ターは、選択された宿主細胞において転写活性を呈する、任意のＤＮＡ配列でよく、宿主
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細胞に対して相同なないしは異種性のタンパク質をコードする遺伝子に由来するものであ
ってもよい。
【００９２】
　哺乳類細胞におけるヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡの転写を促
す適切なプロモーターの例は、ＳＶ４０プロモーター(Subramani等, 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(Palmiter等, Scienc
e 222 (1983), 809-814)、ＣＭＶプロモーター(Boshart等,Cell. 41:521-530, 1985)、又
はアデノウイルス２主要後期プロモーター(Kaufman and Sharp, Mol.Cell. Biol, 2:1304
-1319, 1982)である。
　昆虫細胞における使用に関して適切なプロモーターは、ポリヘドリンプロモーター(US 
4,745,051; Vasuvedan等, FEBS Lett. 311, (1992) 7-11)、Ｐ１０プロモーター(J.M. Vl
ak等, J. Gen. Virology 69, 1988, pp. 765-776)、Autographa californica多核体病ウ
イルス塩基性タンパク質プロモーター(欧州特許第３９７４８５号)、バキュロウイルス前
初期遺伝子1プロモーター(米国特許第５１５５０３７号；米国特許第５１６２２２２号)
、又はバキュロウイルス３９Ｋ遅延性-初期遺伝子プロモーター(米国特許第５１５５０３
７号；米国特許第５１６２２２２号)である。
【００９３】
　酵母宿主細胞における使用に関して適切なプロモーターの例には、酵母の解糖遺伝子(H
itzeman等, J. Biol. Chem. 255 (1980), 12073-12080；Alber及びKawasaki, J. Mol. Ap
pl. Gen. 1 (1982), 419-434)又はアルコール脱水素酵素遺伝子(Young等, in Genetic En
gineering of Microorganisms for Chemicals (Hollaender等, 編集), Plenum Press, Ne
w York, 1982)のプロモーター、又はＴＰＩ１(米国特許第４５９９３１１号)又はＡＤＨ
２-４ｃ (Russell等, Nature 304 (1983), 652-654)プロモーターが含まれる。
　糸状菌宿主細胞における使用に関して適切なプロモーターの例は、例えば、ＡＤＨ３プ
ロモーター(McKnight等, The EMBO J. 4 (1985), 2093-2099)又は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、Rhizomucor miehei
アスパラギン酸プロテイナーゼ、A.niger中性α-アミラーゼ、A.niger酸安定性α-アミラ
ーゼ(acid stable α-amylase)、A.niger、又はA.awamoriグルコアミラーゼ(gluA)、Rhiz
omucor mieheiリパーゼ、A.oryzaeアルカリ性プロテアーゼ、A.oryzae三炭糖リン酸塩イ
ソメラーゼ、又は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
。好適なものは、TAKA-アミラーゼ及びgluAプロモーターである。適切なプロモーターは
、例えば、欧州特許第２３８０２３号及び欧州特許第３８３７７９号に記載されている。
【００９４】
　また、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、必要であれば、
適切なターミネーター、例えば、ヒト成長ホルモンターミネーター(Palmiter等, Science
 222, 1983, pp. 809-814)又はＴＰＩ１(Alber and Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1, 1
982, pp. 419-434)又はＡＤＨ３(McKnight等, The EMBO J. 4, 1985, pp. 2093-2099)タ
ーミネーターに作用可能に連結される。また、発現ベクターは、プロモーターの下流で且
つ第VII因子配列自体の挿入部位の上流に位置する一組のＲＮＡスプライス部位を含んで
いてもよい。好適なＲＮＡスプライス部位は、アデノウイルス及び／又は免疫グロブリン
遺伝子から入手しうる。発現ベクターには、挿入部位の下流に位置するポリアデニル化シ
グナルも含まれる。特に好適なポリアデニル化シグナルには、ＳＶ４０の早期あるいは遅
発型のポリアデニル化シグナル(Kaufman and Sharp, ibid.)、アデノウイルス５Ｅｌｂ領
域のポリアデニル化シグナル、ヒト成長ホルモン遺伝子ターミネーター(DeNoto等 Nucl. 
Acids Res. 9:3719-3730, 1981)、又はヒト第VII因子遺伝子あるいはウシ第VII因子遺伝
子のポリアデニル化シグナルが含まれる。また、発現ベクターには、非翻訳のウイルス性
のリーダー配列(例えば、プロモーターとＲＮＡスプライス部位の間に位置するアデノウ
イルス２トリパタイトリーダー；及びＳＶ４０エンハンサーなどのエンハンサー配列が含
まれうる。
【００９５】
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　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へと方向付けるため
に、分泌シグナル配列(リーダー配列、プレプロ配列、又はプレ配列としても知られる)を
組み換えベクターに提供してもよい。分泌シグナル配列は、正しいリーディングフレーム
にヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列と連結される。分泌シグナ
ル配列は、ペプチドをコードするＤＮＡ配列の５'に通常配置される。分泌シグナル配列
は、タンパク質と通常関連するものであってもよく、又は別の分泌タンパク質をコードす
る遺伝子からのものであってもよい。
　酵母細胞からの分泌に関して、分泌シグナル配列は、発現したヒト第VII因子ポリペプ
チドを細胞の分泌経路へ効率的に方向付ける、任意のシグナルペプチドをコードしてもよ
い。シグナルペプチドは、天然に生じるシグナルペプチド、又はその機能的な部分であっ
てもよい、又は合成ペプチドであってもよい。適切なシグナルペプチドは、α-因子シグ
ナルペプチド(米国特許第４８７０００８号を参照)、マウス唾液アミラーゼのシグナルペ
プチド(O. Hagenbuchle等, Nature 289, 1981, pp. 643-646を参照)、修飾したカルボキ
シペプチダーゼシグナルペプチド(L.A. Valls等, Cell 48, 1987, pp. 887-897を参照)、
酵母ＢＡＲ１シグナルペプチド(国際公開第８７／０２６７０号)、又は酵母アスパラギン
酸プロテアーゼ３(ＹＡＰ３)シグナルペプチド(M. Egel-Mitani等, Yeast 6, 1990, pp. 
127-137を参照)であることが見出されている。
【００９６】
　酵母における効率的な分泌に関して、リーダーペプチドをコードする配列が、シグナル
配列の下流でかつ、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
挿入されてもよい。リーダーペプチドの機能は、発現されたポリペプチドを小胞体からゴ
ルジ体へと、更に培養培地への分泌のための分泌小胞へと方向付けることを可能にするこ
とである(すなわち、ヒト第VII因子ポリペプチド変異体の、細胞壁を越える又は少なくと
も細胞膜を介した酵母細胞の細胞膜周辺腔への輸送)。リーダーペプチドは、酵母α-因子
リーダーであってもよい(その使用は、例えば米国特許第４５４６０８２号、米国特許第
４８７０００８号、欧州特許第１６２０１号、欧州特許第１２３２９４号、欧州特許第１
２３５４４号及び欧州特許第１６３５２９号に記載されている)。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もよく、つまり自然界でみつけることができない
リーダーペプチドと言える。合成リーダーペプチドは、例えば国際公開第８９／０２４６
３号又は国際公開第９２／１１３７８号に記載されたように構築されてもよい。
【００９７】
　糸状菌における使用に関して、シグナルペプチドは、コウジカビ属の種(Aspergillus s
p)のアミラーゼ又はグルコアミラーゼをコードする遺伝子である、Rhizomucor mieheiの
リパーゼ又はプロテアーゼ又はHumicola lanuginosaのリパーゼをコードする遺伝子から
由来するものであってもよい。シグナルペプチドは、好ましくはA.oryzae TAKAアミラー
ゼ、A.niger中性α-アミラーゼ、A.niger酸安定性アミラーゼ、又はA.nigerグルコアミラ
ーゼをコードする遺伝子から由来するものである。適切なシグナルペプチドは、例えば、
欧州特許第２３８０２３号及び欧州特許第２１５５９４号に開示されている。
　昆虫細胞における使用に関して、シグナルペプチドは、昆虫遺伝子(国際公開第９０／
０５７８３号を参照)、例えば、lepidopteran Manduca sextaの脂質動員ホルモン前駆物
質シグナルペプチド(米国特許第５０２３３２８号を参照)から由来するものであってもよ
い。
【００９８】
　それぞれ、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
及び場合によってはターミネーター、及び／又は分泌シグナル配列を連結するために及び
それらを適切なベクター(このベクターは複製に必要な情報を含有している)に挿入するた
めに使用される処置は、当業者に周知である(例えば、Sambrook等, Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New York, 1989を参照)。
　哺乳類細胞を形質移入し、この細胞に導入したＤＮＡ配列を発現させる方法は、例えば
、Kaufman及びSharp, J. Mol. Biol. 159 (1982), 601-621；Southern及びBerg, J. Mol.
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 Appl. Genet. 1 (1982), 327-341；Loyter等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982),
 422-426；Wigler等,Cell 14 (1978), 725；Corsaro及びPearson, Somatic Cell Genetic
s 7 (1981), 603、Graham及びvan der Eb, Virology 52 (1973), 456；及びNeumann等, E
MBO J. 1 (1982), 841-845に記載されている 
【００９９】
　クローニングしたＤＮＡ配列は、例えば、リン酸カルシウムに媒介される形質移入(Wig
ler等, Cell 14:725-732, 1978；Corsaro及びPearson, Somatic Cell Genetics 7:603-61
6, 1981；Graham及びVan der Eb, Virology 52d:456-467, 1973)又は電気穿孔法(Neumann
等, EMBO J. 1:841-845, 1982)により、培養した哺乳類細胞に導入される。外来性のＤＮ
Ａを発現する細胞を同定して選択するため、一般的に選択可能な表現型(選択マーカー)が
、所望の遺伝子又はｃＤＮＡと共に導入される。好適な選択マーカーには、薬物、例えば
、ネオマイシン、ハイグロマイシン、及びメトトレキセートに対する耐性を与える遺伝子
が含まれる。選択マーカーは、増幅可能な選択マーカーであってもよい。好適な増幅可能
な選択マーカーは、ジヒドロ葉酸レダクターゼ(ＤＨＦＲ)配列である。選択マーカーはTh
illy(Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, MA、本明細書中
に参照により援用される)により論評されている。当業者は、適切な選択マーカーを容易
に選択することができる。
【０１００】
　選択マーカーは、細胞中に、別々のプラスミド上で、所望の遺伝子と同時に導入し得る
、又はそれらを同じプラスミド上で導入し得る。同じプラスミド上の場合、選択マーカー
と所望の遺伝子が、異なるプロモーター又は同じプロモーターの制御下で存在し得、後者
の配置はジシストロン性メッセージ(dicistronic message)を産生する。このタイプのコ
ンストラクトは既知である(例えば、Levinson及びSimonsen、米国特許第４７１３３３９
号)。「キャリアＤＮＡ」として知られる付加的なＤＮＡを、細胞に導入する混合物に添
加することも有利であろう。
【０１０１】
　細胞はＤＮＡを取り込んだ後、適切な成長培地において成長し(典型的には１～２日)、
所望の遺伝子の発現が開始される。本明細書中で用いる「適切な成長培地」なる用語は、
細胞の成長及び所望のヒト第VII因子ポリペプチドの発現に要求される栄養物及び他の成
分を含有している培地を意味する。培地は、一般に炭素源、窒素源、必須アミノ酸類、必
須な糖類、ビタミン類、塩類、リン脂質類、タンパク質及び成長因子を含む。γ-カルボ
キシル化されたタンパク質の産生に関して、培地はビタミンＫを好ましくは、およそ０．
１μｇ／ｍｌからおよそ５μｇ／ｍｌの濃度で含有する。次に薬物選択は、安定な様式で
選択マーカーを発現している細胞の成長についての選択を行う。増幅可能な選択マーカー
を形質移入された細胞に関して、薬物濃度を増やして、クローニングした配列のコピー数
の増加について選択してもよい、これにより発現レベルを増加させる。次いで、安定的に
形質移入した細胞のクローンは、所望のヒト第VII因子ポリペプチド変異体の発現につい
てスクリーニングする。
【０１０２】
　ヒト第VII因子ポリペプチド変異体をコードするＤＮＡ配列が導入された宿主細胞は、
翻訳後修飾されたヒト第VII因子ポリペプチド変異体を産生する能力を有する任意の細胞
であり得、この宿主細胞には、酵母、菌類、及び高等真核細胞が含まれる。
　本発明における使用に関する哺乳類細胞株の例は、ＣＯＳ-１(ATCC CRL 1650)、仔ハム
スター腎臓(ＢＨＫ)及び２９３(ATCC CRL 1573; Graham等, J. Gen. Virol. 36:59-72, 1
977)細胞株である。好適なＢＨＫ細胞株は、ｔｋ－ ｔｓ１３ ＢＨＫ株化細胞(Waechter
及びBaserga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:1106-1110, 1982、本明細書中に参照によ
り援用される)であり、以下ＢＨＫ５７０細胞と称する。ＢＨＫ５７０細胞株は、アメリ
カ培養細胞系統保存機関(American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Dr., Roc
kville, Md. 20852)にATCC受託番号CRL10314で寄託されている。また、ｔｋ－ ｔｓ１３ 
ＢＨＫ細胞株も、ATCCから受託番号CRL1632で利用可能である。さらに、本発明に使用し
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得る、いくつかの他の細胞株には、ラットＨｅｐ I(ラット ヘパトーマ；ATCC CRL 1600)
、ラットＨｅｐII(ラット ヘパトーマ；ATCC CRL 1548)、ＴＣＭＫ(ATCC CCL 139)、ヒト
肺(ATCC HB 8065)、ＮＣＴＣ１４６９(ATCC CCL 9.1)、ＣＨＯ(ATCC CCL 61)、及びＤＵ
ＫＸ細胞(Urlaub及びChasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, 1980)が含ま
れる。
【０１０３】
　適切な酵母細胞の例には、Saccharomyces spp.又はSchizosaccharomyces spp.の細胞、
特にSaccharomyces cerevisiae又はSaccharomyces kluyveriの株が含まれる。酵母細胞を
異種性のＤＮＡで形質転換し、その異種性のポリペプチドを産生させるための方法は、例
えば、米国特許第４５９９３１１号、米国特許第４９３１３７３号、米国特許第４８７０
００８号、米国特許第５０３７７４３号、及び米国特許第４８４５０７５号に記載され、
これら全ては参照によって援用される。形質転換された細胞は、選択マーカー、一般に薬
剤抵抗性、又は特定の栄養分(例えば、ロイシン)の非存在下で成長する能力により決定さ
れる表現型により選択される。酵母における使用に関して好適なベクターは、米国特許第
４９３１３７３号に開示される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、シグナル配列及び場合によっては上記のようなリーダー
配列により先行されていてもよい。適切な酵母細胞の更なる例は、Kluyveromyces(例えば
、K.lactis)、hansenula(例えば、H.polymorpha、又はPichia(例えば、P.pastoris)の株
である(Gleeson等, J. Gen. Microbiol. 132, 1986, pp. 3459-3465; US 4,882,279を参
照)。
　他の真菌細胞の例は、糸状菌、例えば、コウジカビ属 spp.(Aspergillus spp.)、パン
カビ属 spp.(Neurospora spp.)、フザリウム spp.(Fusarium spp.)、又はトリコデルマ属
 spp.(Trichoderma spp.)の細胞、特にA.oryzae、A.nidulans、又はA.nigerの株である。
コウジカビ属 spp.のタンパク質の発現に関する使用は、例えば、欧州特許第２７２２７
７号、欧州特許第２３８０２３号、欧州特許第１８４４３８号に記載されている。F.oxys
porumの形質転換は、例えば、Malardier等, 1989, Gene 78: 147-156に記載のとおり実施
してもよい。トリコデルマ属 spp.の形質転換は、例えば欧州特許第２４４２３４号に記
載のとおり実施してもよい。
【０１０４】
　糸状菌が宿主細胞として使用される場合、ＤＮＡコンストラクトを宿主染色体に組み込
むことによって本発明のＤＮＡコンストラクトを形質転換し、組み換え宿主細胞得てもよ
い。ＤＮＡ配列が細胞において安定的に維持される可能性が高いので、この組み込みは一
般的に利点である。ＤＮＡコンストラクトの宿主染色体への組み込みは、従来の方法、例
えば、相同組み換え又は異種性の組み換えによって実施してもよい。
　昆虫細胞の形質転換とその中での異種性のポリペプチドの産生は、米国特許第４７４５
０５１号；米国特許第４８７９２３６号；米国特許第５１５５０３７号；米国特許第５１
６２２２２号；欧州特許第３９７４８５号に記載のとおり実施してもよい(これらの文献
の全ては本明細書中に参照によって援用される)。宿主として使用される昆虫細胞株は、
鱗翅目細胞株(例えば、Spodoptera frugiperda細胞又はTrichoplusia ni細胞)であっても
よい(米国特許第５０７７２１４号)。培養条件は、例えば国際公開第８９／０１０２９号
又は国際公開第８９／０１０２８号に、又は上述の文献のいずれかに記載されたとおりで
あってもよい。
【０１０５】
　そして、上記の形質転換された又は形質移入した宿主細胞は、適切な栄養培地中で、ヒ
ト第VII因子ポリペプチド変異体の発現を許容する条件下で培養され、その後、生じたペ
プチドの全部又は一部を培養物から回収する。細胞を培養するために使用される培地は、
宿主細胞を成長させるために適切な任意の従来の培地、例えば、適切なサプリメントを含
有する最小培地の又は複合(complex)培地であってもよい。適切な培地は、商業上の提供
者から購入しても、公開された手順(例えば、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレク
ションのカタログ中の)に従って調製してもよい。次いで、細胞により産生されたヒト第V
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II因子ポリペプチド変異体は、培養培地から従来の処理により回収される。この処理には
遠心分離又は濾過により宿主細胞を培地から分離すること、上清もしくは濾過物のタンパ
ク性成分を塩(例えば、アンモニウム硫酸塩)で沈殿させること、様々なクロマトグラフィ
ー処理(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、アフィ
ニティークロマトグラフィーなど)により精製することなどが含まれ、この処理は対象の
ポリペプチドの種類に依存して行われる。
【０１０６】
　トランスジェニック動物技術を使用して、本発明の第VII因子ポリペプチド変異体を産
生してもよい。タンパク質を宿主の雌哺乳類の乳腺内で産生することが好適である。乳腺
における発現とその後の所望のタンパク質の乳への分泌により、他の供給源からタンパク
質を分離する際に伴う多くの困難が克服される。乳は容易に採集され、大量に利用可能で
あり、また生化学的に十分に特性が調べられている。さらに、主な乳タンパク質は高濃度
(典型的に約１から１５ｇ／ｌ)で乳に存在する。
　商業の観点から、大量の乳収率を有する種を宿主として使用することは明らかに好まし
い。より小さい動物(例えば、マウス及びラット)を使用することができるが(また、基礎
段階の証明に好適である)、家畜哺乳類(ブタ、ヤギ、ヒツジ、及びウシを含むが、これら
に限定されない)を使用することが好適である。遺伝子導入の歴史、乳収率、コスト、及
び羊乳を採集するための装置の利用容易性などの要因があるので、ヒツジが特に好適であ
る(例えば、宿主種の選択に影響する要因の比較に関して、国際公開第８８／００２３９
号を参照されたい)。一般的に、日常的に使用するために繁殖させてきた宿主動物の品種
を選択すること(例えば、イースト・フライズランド・シープ(East Friesland sheep))、
又は搾乳用家畜を後にトランスジェニック系統の繁殖により導入することが望ましい。い
ずれにしても、既知の、良好な健康状態の動物を使用すべきである。
【０１０７】
　乳腺で発現させるため、乳タンパク質遺伝子からの転写プロモーターが使用される。乳
タンパク質遺伝子には、カゼイン(米国特許第５３０４４８９号を参照されたい)、β-ラ
クトグロブリン、a-ラクトアルブミン、及び乳清酸性タンパク質をコードする遺伝子が含
まれる。β-ラクトグロブリン(ＢＬＧ)プロモーターが好適である。ヒツジのβ-ラクトグ
ロブリン遺伝子の場合、この遺伝子の５'隣接配列の少なくとも近位の４０６ｂｐの領域
が一般に使用されが、より大きい部分の５'隣接配列(およそ５ｋｂｐ以下)が好適である(
例えば、β-ラクトグロブリン遺伝子の５'隣接のプロモーター及び非翻訳領域部分を含む
、４．２５ｋｂｐ以下のＤＮＡセグメント)(Whitelaw等, Biochem. J. 286: 31-39 (1992
)を参照されたい)。他の種からのプロモーターＤＮＡの類似するフラグメントも適切であ
る。
【０１０８】
　また、βラクトグロブリン遺伝子の他の領域を、発現される遺伝子のゲノム領域として
コンストラクトに導入してもよい。イントロンを欠損しているコンストラクトが、例えば
、係るＤＮＡ配列を含有するものと比較してあまり発現されないことは、当該技術分野に
おいて一般的に認識されている(Brinster等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 836-840 
(1988)；Palmiter等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 478-482 (1991)；Whitelaw等, T
ransgenic Res. 1: 3-13 (1991)；国際公開第８９／０１３４３号；及び国際公開第９１
／０２３１８号を参照されたい、これらの各々は本明細書中に参照により援用される)。
この点において、できれば、所望のタンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子の天
然のイントロンのすべて又はいくつかを含むゲノム配列を使用することが一般的に好まし
く、ゆえに、例えばβ-ラクトグロブリン遺伝子の少なくともいくつかのイントロンの更
なる包含が好ましい。係る領域の１つは、ヒツジのβ-ラクトグロブリン遺伝子の３'非翻
訳領域からイントロンスプライシング及びＲＮＡポリアデニル化を提供するＤＮＡセグメ
ントである。ある遺伝子の天然の３'非翻訳領域配列を置換する場合、このヒツジのβ-ラ
クトグロブリンセグメントは、所望のタンパク質又はポリペプチドの発現レベルを増強し
かつ安定化することができる。他の態様の範囲内で、変異体第VII因子配列の開始ＡＴＧ
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を囲む領域は、乳特異的なタンパク質遺伝子の対応する配列に置換される。係る置換によ
り、推定上の組織特異的な開始環境が提供されて、発現が増強される。全体の変異体第VI
I因子プレ-プロ配列及び５'非翻訳配列を、例えばＢＬＧ遺伝子のもので置換することは
都合がよいけれども、より小さな領域を置換してもよい。
【０１０９】
　第VII因子ポリペプチド変異体のトランスジェニック動物における発現に関して、変異
体第VII因子をコードするＤＮＡセグメントは、その発現に必要な付加的なＤＮＡセグメ
ントに作用可能に連結されて、発現ユニットを産生する。係る付加的なセグメントには、
前述のプロモーター、並びに転写の終結及びｍＲＮＡのポリアデニル化に必要な配列が含
まれる。さらに、発現ユニットは、修飾された第VII因子をコードするセグメントに作用
可能に連結される分泌シグナル配列をコードするＤＮＡセグメントを含む。分泌シグナル
配列は、天然の第VII因子分泌シグナル配列であってもよいし、別のタンパク質(例えば、
乳タンパク質)のものであってもよい(例えば、von Heijne, Nucl. Acids Res. 14: 4683-
4690 (1986)；及びMeade等、米国特許第４８７３３１６号を参照されたい、これらは本明
細書中に参照により援用される)。
【０１１０】
　トランスジェニック動物における使用に関する発現ユニットの構築は、変異体第VII因
子配列を、付加的なＤＮＡセグメントを含むプラスミド又はファージベクターに挿入する
ことにより都合よく実施されるが、発現ユニットは基本的に連結物(ligations)のいずれ
かの配列により構築されうる。乳タンパク質をコードするＤＮＡセグメントを含むベクタ
ーを提供すること及び乳タンパク質のコード配列を第VII因子変異体の配列で置換するこ
とは、特に都合がよく、これによって乳タンパク質遺伝子の発現制御配列を含む遺伝子融
合体が作出される。いずれにしても、プラスミド又は他のベクターに発現ユニットをクロ
ーニングすることにより、変異体第VII因子配列の増幅が促進される。増幅は細菌性(例え
ば、大腸菌)の宿主細胞において都合よく実施され、それゆえベクターは、細菌性の宿主
細胞において機能的な複製開始点及び選択マーカーを典型的に含むであろう。次いで、発
現ユニットは、選択された宿主種の受精卵(早期段階の胚を含む)へと導入される。異種性
ＤＮＡの導入は、マイクロインジェクション(例えば、米国特許4,873,191号)、レトロウ
イルス感染(Jaenisch, Science 240: 1468-1474 (1988))、又は胚性幹(ＥＳ)細胞を用い
た部位特異的統合(Bradley等, Bio/Technology 10: 534-539 (1992)により概説されてい
る)を含む、いくつかの手段の１つにより達成できる。そして、卵を偽妊娠雌の卵管又は
子宮に移植し、出産間近まで発育させる。生殖系列において導入したＤＮＡを保持してい
る子孫は、そのＤＮＡを彼らの後代(プロジェニー)へと通常のメンデル様式で伝達して、
トランスジェニック群(transgenic herds)の発生を可能にする。トランスジェニック動物
を生産するための一般的な手順は当分野で公知である(例えば、Hogan等, Manipulating t
he Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1986；Simon
s等, Bio/Technology 6: 179-183 (1988)；Wall等, Biol. Reprod. 32: 645-651 (1985)
；Buhler等, Bio/Technology 8: 140-143 (1990)；Ebert等, Bio/Technology 9: 835-838
 (1991)；Krimpenfort等, Bio/Technology 9: 844-847 (1991)；Wall等, J. Cell. Bioch
em. 49: 113-120 (1992)；米国特許第４８７３１９１号；米国特許第４８７３３１６号；
国際公開第８８／００２３９号、国際公開第９０／０５１８８号、国際公開第９２／１１
７５７号；及びＧＢ８７／００４５８を参照のこと)。外来性のＤＮＡ配列を哺乳類及び
彼らの胚細胞に導入するための技術は、マウスにおいて最初に開発された(例えば、 Gord
on等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7380-7384 (1980)；Gordon及びRuddle, Science
 214: 1244-1246 (1981)；Palmiter及びBrinster, Cell 41: 343-345 (1985)；Brinster
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 4438-4442 (1985)；及びHogan等 (ibid.)を参照の
こと)。これらの技術は、その後、大型の動物(家畜種を含む)での使用に応用された(例え
ば、国際公開第８８／００２３９号、国際公開第９０／０５１８８号、及び国際公開第９
２／１１７５７号；及びSimons等, Bio/Technology 6: 179-183 (1988)を参照のこと)。
要約すると、トランスジェニックマウス又は家畜の産生においてこれまで使用された最も
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効率的な手段では、確立された技術に従って所望のＤＮＡの数百の直鎖状分子が受精卵の
前核(pro-nuclei)の１つに注入される。接合体(zygote)の細胞質へのＤＮＡの注入も実施
できる。
【０１１１】
　また、トランスジェニック植物で生産してもよい。発現を、一般化又は特定の器官(例
えば、塊茎)に方向付けてもよい(Hiatt, Nature 344:469-479 (1990)；Edelbaum等, J. I
nterferon Res. 12:449-453 (1992)；Sijmons等, Bio/Technology 8:217-221 (1990)；及
び欧州特許第０２５５３７８号を参照されたい)。
【０１１２】
　本発明の第VII因子ポリペプチド変異体は、細胞培養培地又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、アフィ
ニティー、疎水性、等電点電気泳動、及びサイズ排除)、電気泳動的な処置(例えば、調製
用の等電点電気泳動(IEF))、溶解度の差異(例えば、硫安塩析)、又は抽出を含む、当該技
術分野において知られる種々の手順によって精製してもよいが、これらに限定されない(
例えば、Protein Purification, J.-C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishe
rs, New York, 1989を参照されたい)。好ましくは、アフィニティークロマトグラフィー
を抗第VII因子抗体カラム上で行うことにより精製してもよい。Wakabayashi等, J. Biol.
 Chem. 261:11097-11108, (1986) 及び Thim等, Biochemistry 27: 7785-7793, (1988)に
記載のように、カルシウム依存性モノクローナル抗体の使用は特に好適である。付加的な
精製は、従来の化学的な精製手段(例えば、高速液体クロマトグラフィー)により達成しう
る。バリウムクエン酸塩沈殿を含む他の精製方法は、当該技術分野において知られており
、本明細書中に記載される新規の第VII因子ポリペプチド変異体の精製に応用しうる(例え
ば、Scopes, R., Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y., 1982を参照のこと)。
【０１１３】
　治療上の目的のために、本発明の第VII因子ポリペプチド変異体は実質的に純粋である
。したがって、本発明の好適な実施態様では、本発明の第VII因子ポリペプチド変異体は
、少なくともおよそ９０から９５％均質(homogeneity)、好ましくは少なくともおよそ９
８％均質にまで精製される。純度は、例えば、ゲル電気泳動及びアミノ末端アミノ酸配列
決定法により評価しうる。 
　第VII因子変異体は、その活性化部位で切断され、その２鎖形態へと転換される。活性
化は、当該技術分野において既知の手順、例えば、Osterud,等, Biochemistry 11:2853-2
857 (1972)；Thomas、U.S.Patent No. 4,456,591；Hedner及びKisiel, J. Clin. Invest.
 71:1836-1841 (1983)；又はKisiel及びFujikawa, Behring Inst. Mitt. 73:29-42 (1983
)に記載されたものに従って実施してもよい。あるいは、Bjoern等(Research Disclosure,
 269 September 1986, pp. 564-565)によって記載されているように、第VII因子をMono Q
(登録商標)(Pharmacia fine Chemicals)などのイオン交換クロマトグラフィに通すことに
より、活性化してもよい。次いで、生じる活性化された第VII因子変異体を後述するよう
に製剤化し、投与してもよい。
【０１１４】
　アッセイ法
　また、本発明は、本発明に係る好適な第VIIa因子変異体を選択するための適切なアッセ
イを提供する。これらのアッセイは、単純な予備的インビトロ検査として実施することが
できる。
　したがって、本明細書中の実施例４は、本発明の第VIIa因子変異体の活性に関する単純
な検査(「インビトロ加水分解アッセイ法」と称する)を開示する。それに基づいて、特に
興味深い第VIIa因子変異体は、「インビトロ加水分解アッセイ法」において試験される場
合に、変異体の活性と図１に示す天然の第VII因子の活性との間の比率が、１．０を超え
る、例えば少なくとも約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又は、更により好ましくは少なくとも約４．０である変異体である。
　また、変異体の活性は、第X因子などの生理学的な基質を、適切には１００～１０００
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ｎＭの濃度で使用して測定してもよく(「インビトロタンパク質分解アッセイ法」)(実施
例５を参照)、この場合、生成された第Xa因子は、適切な色素生産性基質(例えば、Ｓ-２
７６５)を添加した後に測定される。さらに、活性アッセイは、生理学的な温度で行って
もよい。
　第VIIa因子変異体のトロンビン生成能は、生理的濃度のすべての関連性のある凝固因子
及びインヒビター(血友病Ａ症状を模倣する場合、第VIII因子を除く)と活性化された血小
板(Monroe等 (1997) Brit. J. Haematol. 99, 542-547のp.543に記載のとおり、これは本
明細書中に参照として援用される)を含むアッセイにおいて測定することができる。
【０１１５】
　投与及び薬学的組成物 
　本発明に係る第VII因子ポリペプチド変異体を用いて、いくつかの原因、例えば、凝固
因子欠損(例えば、血友病Ａ及びＢ又は凝固第XI因子又は第VII因子の欠損)又は凝固因子
インヒビターを有する出血性疾患をコントロールしてもよいし、又は、それらを用いて、
正常に機能している血液凝固カスケードを有する(凝固因子欠損又は任意の凝固因子に対
するインヒビターが存在しない)被検体の過剰な出血の発生をコントロールしてもよい。
出血は、欠陥のある血小板機能、血小板減少症又はフォンウィルブランド病により生じる
可能性がある。また、増加した線維素溶解性活性が、多様な刺激により誘導された被検体
においても認められる。
【０１１６】
　手術又は大きな外傷に関連して、広範な組織損傷を受けている被検体では、正常な止血
機構では即時性の止血の必要に応答しきれず、正常な止血機構であるにもかかわらず出血
を発生してしまうかもしれない。また、満足に止血を達成することは、出血が脳、内耳領
域及び眼などの臓器において生じた場合に問題となり、また、出血源を同定することが困
難であるびまん性の出血(出血性胃炎及び多量の子宮出血)の場合にも問題である。同じ問
題は、様々な臓器(肝臓、肺、腫瘍組織、胃腸管)からの生検を行う過程、並びに腹腔鏡検
査手術で生じうる。これらの状況は、外科的な技術(縫合術、クリップなど)による止血が
困難であることが共通している。急性かつ多量の出血は、行う治療によって止血の欠陥が
誘導される抗凝固療法中の被検体においても生じうる。係る被検体は、抗凝固作用が迅速
に中和されるべき場合には、外科的な処置を必要としうる。不満足な止血の場合に問題と
なりうる別の状況は、正常な止血機構を有する被検体が血栓塞栓性疾患を予防するための
抗凝固療法を施されている場合である。係る療法には、ヘパリン、他の形態のプロテオグ
リカン、ワルファリン又は他の形態のビタミンＫ-アンタゴニスト、並びにアスピリン及
び他の血小板凝集インヒビターが含まれうる。
【０１１７】
　凝固カスケードの全身性の活性化により、播種性血管内血液凝固(ＤＩＣ)が発生しうる
。しかしながら、この種類の局所性の止血プロセスは、第VIIa因子と血管壁損傷の部位で
曝されるＴＦとの間の複合体形成により誘導されるので、このような合併症は高用量の組
み換え第VIIa因子で治療した被検体においては見られない。したがって、本発明に係る第
VII因子ポリペプチド変異体は、正常な止血性機構と関連する過剰な出血をコントロール
するために、それらの活性型で使用されてもよい。
　計画的な(deliberate)処置に関連した治療のためには、本発明の第VII因子ポリペプチ
ド変異体は、典型的には処置を行う前のおよそ２４時間以内に、及びその後７日以上の間
に投与される。凝固剤としての投与は、本明細書に記載されているような種々の手段によ
るものであってもよい。
【０１１８】
　第VII因子ポリペプチド変異体の用量は、被検体の体重及び症状の重篤さに依存して、
負荷投与量及び維持量として、７０ｋｇの被検体について約０．０５ｍｇ～約５００ｍｇ
／日、好ましくは約１ｍｇ～約２００ｍｇ／日、及び、より好ましくは約１０ｍｇ～約１
７５ｍｇ／日の範囲で変動する。
【０１１９】
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　薬学的組成物は、予防的及び／又は治療的な治療のための非経口投与を主に意図してい
る。好ましくは、薬学的組成物は、非経口的、すなわち静脈内、皮下、又は筋肉内投与さ
れる、又は連続的ないしは間欠的(pulsatile)な注入により投与されてもよい。非経口投
与に関する組成物は、本発明の第VII因子変異体と、薬学的に許容される担体(好ましくは
、水溶性担体)との組み合わせ(好ましくは該担体中に溶解される)を含有する。水、緩衝
水、０．４％生理食塩水、０．３％グリシンなどの種々の水溶性担体を使用してもよい。
また、本発明の第VII因子ポリペプチド変異体は、損傷の部位へのデリバリー又は損傷の
部位をターゲティングするために、リポソーム調製物に製剤化することもできる。リポソ
ーム調製物は、例えば米国特許第４８３７０２８号、米国特許第４５０１７２８号、及び
米国特許第４９７５２８２号に一般的に記載されている。組成物は、周知の滅菌技術で殺
菌されうる。生じる水溶液は、使用のためにパッケージされ、又は無菌条件下で濾過して
凍結乾燥されていてもよく、凍結乾燥された調製物は、投与の前に滅菌水溶液と混合され
る。組成物は、例えば、酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウ
ム、塩化カルシウムなどの、ｐＨを調整する及び緩衝化する薬剤、緊張度(tonicity)を調
整する薬剤などの、生理学的条件に近づけるために必要とされるような、薬剤的に許容さ
れる補助物質を含んでいてもよい。
【０１２０】
　これらの製剤中の第VII因子変異体の濃度は、大きく変化していてもよく、すなわち、
約０．５重量％未満、通常少なくとも約１重量％以上から、１５又は２０重量％程度にま
で変更することができ、選択される特定の投与方法に従って、主に液体体積、粘性などに
よって選択される。
　このようにして、静脈内注入のための典型的な薬学的組成物は、２５０ｍｌの無菌のリ
ンゲル液及び１０ｍｇの第VII因子変異体を含むように作出することができる。非経口的
に投与可能な組成物を調製するための実際の方法は、当業者に既知又は明白であり、例え
ば、Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing Company, East
on, PA (1990)に更に詳細に記載されている。
【０１２１】
　本発明の第VII因子ポリペプチド変異体を含有している組成物は、予防的及び／又は治
療的な治療のために投与することができる。治療的な適用において、組成物は、すでに疾
患に罹患している被検体に対して、疾患及びその合併症を治癒する、軽減する、又は部分
的に抑えるために十分な量で、上記の通りに投与される。これを達成するのに十分な量は
、「治療的に有効な量」として定義される。当業者に理解されるであろうとおり、本目的
のための有効な量は、疾患又は損傷の重篤さ、並びに被検体の重量及び全体の状態に依存
する。しかしながら、通常は、有効な量は、約０．０５ｍｇから約５００ｍｇまでの第VI
I因子変異体／日を７０ｋｇの被検体に投与する範囲で変動し、約１．０ｍｇから約２０
０ｍgの第VII因子変異体／日がより一般的に使用される。
【０１２２】
　本発明のＦVIIaポリペプチドは、一般に重篤な疾病又は損傷の状態、すなわち生命に脅
威となる、又は潜在的に生命に脅威となる状況で用いられうる。このような場合、外来物
質を最小限に抑え、ヒトにおけるヒト第VII因子ポリペプチドの免疫原性を全体的に無く
すという観点から、治療する医師によって、これらの変異体第VII因子組成物を実質的に
過剰に投与することが望ましいと感じられるであろう。
　予防的適用において、本発明の第VII因子変異体を含む組成物は、疾病状態又は損傷に
感受性があるか、又はさもなければそのリスクのある被検体に投与されて、被検体自身の
凝固能力を増強する。このような量は、「予防的に有効な量」であると定義される。予防
的な適用において、正確な量は、被検体の健康状態や重量に依存するが、用量は、一般に
７０キログラム被検体に対し約０．０５ｍｇから約５００ｍｇ／日、より一般には７０キ
ログラム被検体に対し約１．０ｍｇから約２００ｍｇ／日の範囲にわたる。
【０１２３】
　組成物の一回又は複数回の投与は、治療する医者により選択される用量レベル及びパタ
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ーンで実施されうる。日常的な維持レベルを必要とする外来患者には、第VII因子ポリペ
プチド変異体は、連続的な注入(例えば、携帯型のポンプシステムを用いたもの)により投
与してもよい。
　本発明の第VII因子変異体の局所的デリバリー、たとえば局所的適用は、たとえば噴霧
、灌流、二重バルーンカテーテル、ステント、血管グラフトないしはステントへの移植、
バルーンカテーテルを被覆するために使用されるヒドロゲル、又はその他の十分に確立さ
れた方法によって行ってもよい。いずれにしても、薬学的組成物は、被検体を有効に治療
するために十分な量の第VII因子変異体を提供するべきである。
【０１２４】
　本発明は、以下の実施例によってさらに説明されるが、これは、保護の範囲を限定する
ものとして解釈されない。これまでの記載並びに以下の実施例において開示された特徴は
、別々でも、いずれかを組み合わせたものであっても、多様な形態の本発明を理解するた
めの材料にすぎない。
【実施例】
【０１２５】
実施例１
部位特異的突然変異：
　以降、ＦVIIa番号とキモトリプシン番号が用いられうる。キモトリプシン番号は、ＦVI
Ia番号の後に括弧を付けて書き、ｃと残基番号を付記する。例えばＡｓｐ２８９(ｃ１４
６)。ＦVIIaの基質特異性に重要な残基を部位特異的突然変異によって同定した。
　製造業者が推奨するようにQuikChange(登録商標) II部位特異的突然変異誘発キット(St
ratagene)を用いてＦVII遺伝子に突然変異を誘導した。簡単に言うと、ＰＣＲ反応物は、
２５ｎｇのプラスミドｐＬＮ１７４、１０ｐｍｏｌの各突然変異誘発オリゴヌクレオチド
プライマー、５μｌの１０×反応バッファ、１μｌのｄＮＴＰ混合液及び１μｌのPfuUlt
ra High-FidelityＤＮＡポリメラーゼ(２．５Ｕ／μｌ)を含む総容量５０μｌとした。Ｐ
ＣＲ条件は、９５℃で３０秒間の加熱の後、９５℃で３０秒、５５℃で１分間のアニーリ
ング工程及び６８℃で７分間の伸長工程を１８サイクル行った。増幅の後、１μｌのＤｐ
ｎI(１０Ｕ／μｌ)を加え、ＰＣＲチューブを３７℃で１時間インキュベートして、突然
変異のしていないスーパーコイルの二本鎖ＤＮＡを消化した。ヒートショック手順によっ
てＤｐｎI処理ＤＮＡ(１μｌ)を５０μｌのＸＬ１-ブルースーパーコンピテント細胞に形
質転換し、次いで１００μｇ／ｍｌのカルベニシリンを含むＬＢアガープレート上に播い
た。すべての変異体プラスミドを配列決定して、突然変異を検査した。
【０１２６】
MWG-Biotech AG (Germany)の突然変異誘発プライマー：
oT239I-f: CGTACGTCCCGGGCACCATCAACCACGACATCGCG
oT239I-r: CGCGATGTCGTGGTTGATGGTGCCCGGGACGTACG
oT239Y-f: CGTACGTCCCGGGCACCTACAACCACGACATCGCG
oT239Y-r: CGCGATGTCGTGGTTGTAGGTGCCCGGGACGTACG
oD289E-f: GCTGGGGCCAGCTGCTGGAACGTGGCGCCACGGCC
oD289E-r: GGCCGTGGCGCCACGTTCCAGCAGCTGGCCCCAGC
oD289R-f: GCTGGGGCCAGCTGCTGAGACGTGGCGCCACGGCC
oD289R-r: GGCCGTGGCGCCACGTCTCAGCAGCTGGCCCCAGC
oK341A-f: GCAGCAAGGACTCCTGCGCAGGGGACAGTGGAGGCCC
oK341A-r: GGGCCTCCACTGTCCCCTGCGCAGGAGTCCTTGCTGC
oK341E-f: GCAGCAAGGACTCCTGCGAAGGGGACAGTGGAGGCCC
oK341E-r: GGGCCTCCACTGTCCCCTTCGCAGGAGTCCTTGCTGC
oK341Q-f: GCAGCAAGGACTCCTGCCAAGGGGACAGTGGAGGCCC
oK341Q-r: GGGCCTCCACTGTCCCCTTGGCAGGAGTCCTTGCTGC
oM327N-f: CCCCAAATATCACGGAGTACAACTTCTGTGCCGGC
oM327N-r: GCCGGCACAGAAGTTGTACTCCGTGATATTTGGGG
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oM327Q-f: CCCCAAATATCACGGAGTACCAGTTCTGTGCCGGC
oM327Q-r: GCCGGCACAGAACTGGTACTCCGTGATATTTGGGG
oS363A-f: CCTGACGGGCATCGTCGCCTGGGGCCAGGGC
oS363A-r: GCCCTGGCCCCAGGCGACGATGCCCGTCAGG
oS363M.f: CCTGACGGGCATCGTCATGTGGGGCCAGGGC
oS363M-r: GCCCTGGCCCCACATGACGATGCCCGTCAGG
oW364H-f: GACGGGCATCGTCAGCCACGGCCAGGGCTGCGC
oW364H-r: GCGCAGCCCTGGCCGTGGCTGACGATGCCCGTC
oQ366E-f: GGCATCGTCAGCTGGGGCGAAGGCTGCGCAACCG
oQ366E-r: CGGTTGCGCAGCCTTCGCCCCAGCTGACGATGCC
【０１２７】
実施例２
ＦVII変異体の哺乳類発現：
　仔ハムスター腎臓細胞(ＢＨＫ)に、１．５μｇの各変異体ＦVII発現プラスミドのＤＮ
Ａを形質移入した。５×１０６個のＢＨＫ-細胞を、Gibcoのglutamax-1(ピルビン酸ナト
リウム及び４５００ｇ／ｌのグルコースを含む)、１０％胎仔ウシ血清(ＦＢＳ)及び１％
ペニシリン及びストレプトマイシンを含む培養培地(ダルベッコ変法イーグル培地(ＤＭＥ
Ｍ))を含むT175 Nunc Easyフラスコに播いた。ＣＯ２インキュベーターにて３日間のイン
キュベーションの後に、細胞をトリプシン化して、T25 Nunc Easyフラスコ当たり０．５
×１０６個の細胞を５ｍｌの培養液に播いた。 
　RocheのFuGeneTM 6形質移入試薬を用いてＦVII変異体を形質移入した。小クリオチュー
ブ中で１５５μｌのＤＭＥＭを３μｌのFuGene6形質移入試薬と混合し、室温で５分間イ
ンキュベートした。１．５μｇの各変異体のＤＮＡを新しいクリオチューブにピペットで
取り、ＤＭＥＭ-FuGene6形質移入混合物をＤＮＡに滴下した。室温で１５分間インキュベ
ートした後、FuGene6／ＤＭＥＭ／ＤＮＡ混合物を、ＢＨＫ細胞を播いたT25 Nuncフラス
コに滴下した。形質移入していない余分なＴ２５フラスコをコントロールとした。
　ＣＯ２インキュベーターにて終夜インキュベートした後、培地を選択培地(ＤＭＥＭ、
１０％ＦＢＳ、１％ペニシリン及びストレプトマイシン及び１μＭ メトトレキセート(Ｍ
ＴＸ))に交換した。ＭＴＸはジヒドロ葉酸還元酵素のインヒビターである。変異体ＦVII
プラスミドは非常に増加したレベルのジヒドロ葉酸還元酵素を発現し、それによってＭＴ
Ｘ-耐性細胞が選別されるので、形質移入した細胞のみがＭＴＸ処理から生き残ることが
予測される。選択培地をおよそ２日ごとに２週間交換した。コンフルエンスのときに、細
胞をトリプシン化して、３０ｍｌの選択培地を含むＴ175フラスコに移した。ＣＯ２イン
キュベーターにて２～３日間インキュベートした後に、細胞をトリプシン化して、１００
ｍｌの培養培地(ＤＭＥＭ、１０％ＦＢＳ、１％ペニシリン及びストレプトマイシン)を含
む１×３レイヤー細胞ファクトリーに移した。コンフルエンスのときに、培地を取り除き
、１００ｍｌの産生培地(５００ｍｌのＤＭＥＭ当たりＤＭＥＭ、２％ＦＢＳ、１％ペニ
シリン及びストレプトマイシン及び２．５μｌのビタミンＫ)を各細胞ファクトリーに加
えた。２日間のインキュベーションの後、上清を回収し、１００ｍｌの新たな産生培地を
各１×３レイヤーフラスコに加えた。回収と新たな産生培地の添加は週に３回(合計５回)
行った。
【０１２８】
実施例３
ＦVII変異体の精製：
　ＦVII変異体を、Amersham BiosciencesのAKTA Explorerを用いた二工程手順によって精
製した：
1．　Ｑ-セファロースFast Flowカラム(陰イオン交換体)～５０ｍｌ(Amersham Bioscienc
es)を用いたイオン交換クロマトグラフィ。
2．　Ｆ１Ａ２セファロース４Ｂ抗ＦVII抗体カラム～１０ｍｌを用いた親和性クロマトグ
ラフィ。 
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　各々の変異体から回収した５つの上清をプールして、ｐＨ８及び１０ｍＭ トリス及び
５ｍＭ ＥＤＴＡの終濃度に調整した。伝導率は、脱イオン水にてλ＝１１．６ｍＳ／ｃ
ｍに調整した。１０ｍＭ トリス、５０ｍＭ ＮａＣｌ ｐＨ８．０にて平衡化したＱ-セフ
ァロースFast Flowカラムに上清をアプライした。ＦVIIは、ＦVIIのＱ-セファロースカラ
ムへの結合を促すようにｐＨ＝８で７の等電点を有する。基準値が低くなるまで平衡化バ
ッファにて洗浄した後、タンパク質を１０ｍＭ トリス、５０ｍＭ ＮａＣｌ、２５ｍＭ 
ＣａＣｌ２ ｐＨ８．０の直線的濃度勾配にて溶出した。一番上の分画をプールして、ｐ
Ｈ７．５に調整し、５０ｍＭ Ｈｅｐｅｓ、１００ｍＭ ＮａＣｌ、１０ｍＭ ＣａＣｌ２ 
ｐＨ７．５にて平衡化した抗体カラムにアプライした。基準値が低くなるまで平衡化バッ
ファにてカラムを洗浄し、高ＮａＣｌバッファ(５０ｍＭ Ｈｅｐｅｓ、２Ｍ ＮａＣｌ、
１０ｍＭ ＣａＣｌ２、ｐＨ７．５)をカラムに流した後に平衡化バッファにて洗浄した。
タンパク質を、５０ｍＭ Ｈｅｐｅｓ、１００ｍＭ ＮａＣｌ、１０ｍＭ ＥＤＴＡ ｐＨ７
．５の直線的濃度勾配にて溶出した。一番上の分画をプールして、１Ｍ ＣａＣｌ２を１
５ｍＭの終濃度になるまで加えた。精製したた変異体を、１５０００Ｄａより小さい成分
を取り除くMilliporeのMillicon15にて１ｍｌ以下の容量にまで濃縮した。ＦVII変異体は
、自己活性化のために室温に２、３日間放置した。ＳＤＳ-ＰＡＧＥにて明らかなように
、自己活性化することができなかった変異体は、Amersham BiosciencesのＣｎＢｒ活性化
セファロースにＦXaをカップリングした固定ＦXaにて活性化された。
【０１２９】
実施例４
ＦVIIa変異体のアミド分解活性：
　色素生産性基質Ｓ-２２８８(Chromogenix)に対する変異体ＦVIIaのアミド分解活性は、
５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４、１００ｍＭ ＮａＣｌ、５ｍＭ ＣａＣｌ２、１ｍｇ
／ｍｌ ＢＳＡを含有するバッファにて０．２～１０ｍＭの範囲の基質濃度でアッセイし
た。１００ｎＭ ｓＴＦの有無の下、１００ｎＭと１０ｎＭそれぞれの終濃度の酵素を加
えて反応を開始した。生成物の形成は、Spectramax 340マイクロプレート分光光度計にて
４０５ｎｍを連続的にモニターした。基質濃度に対して初期速度をプロットし、非線形回
帰分析を用いたミカエリスメンテン方程式にフィットさせて、Ｋｃａｔ値とＫＭ値を求め
た。ＫＭが５ｍＭより大きい場合、低基質濃度のデータの線形的フィットによってｋｃａ

ｔ／ＫＭのみを決定した。０．０６～０．６ｍＭのｐＮＡの濃度により生成された標準曲
線を用いて、吸光度の単位をモル濃度に変換した。
【０１３０】
結果：
「インビトロ加水分解アッセイ」によって測定されるアミド分解活性：
Ｓ-２２８８加水分解：
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【０１３１】
実施例５
「インビトロタンパク質分解アッセイ」によって測定されるＦVIIa変異体のタンパク質分
解活性：
　ＦX活性化の動力学的パラメーターを２工程アッセイを用いて決定した。各々の変異体(
１０ｎＭ)を総容量１００μｌの１００ｎＭ ｓＴＦ及び０．１～６．４μＭ ＦX(Enzyme 
Research Laboratories Ltd)とともに、室温で２０分間インキュベートした。５０μｌの
停止バッファ(５０ｍＭ Ｈｅｐｅｓ　ｐＨ７．４、１００ｍＭ ＮａＣｌ、２０ｍＭ ＥＤ
ＴＡ)を加えて反応を止め、５０μｌの２ｍＭ 色素生産性基質Ｓ-２７６５(Chromogenix)
を加えて生成されるＦXaの量を測定した。Ｓ-２７６５の切断は、Spectramax 340マイク
ロプレート分光光度計を用いて４０５ｎｍでモニターした。生成されたＦXaのモルベース
の量は、０．５～１０ｎＭの終濃度のＦXa(Enzyme Research Laboratories Ltd)を用いた
標準曲線から概算した。ＦXの総量の１０％未満がアッセイの間にＦXaに変換されたので
、擬一次動態が考えられた。ｋｃａｔ／ＫＭ値は、開始速度の線形フィットによって決定
した。
【０１３２】
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結果：
タンパク分解活性：
ＦX活性化：

【０１３３】
実施例６
ＡＴIIIによるＦVIIa-ｓＴＦの阻害：
　ＡＴIII (American Diagnostica Inc.)によるＦVIIa及びＦVIIa変異体の不活性化の速
度は、低分子量(ＬＭＷ)ヘパリン(Calbiochem)及びｓＴＦの存在下での連続的なアッセイ
方法によって擬一次条件下で測定した。すべての試薬は室温で平衡化し、アッセイは５０
ｍＭ Ｈｅｐｅｓ ｐＨ７．４、１００ｍＭ ＮａＣｌ、５ｍＭ ＣａＣｌ２、１ｍｇ／ｍｌ
 ＢＳＡ、０．１％ＰＥＧ８０００を含むバッファ中で行った。反応の間、擬一次条件を
維持するために、プロテアーゼに対して１０倍を超えるモル量のインヒビターを用いた。
アッセイを始める前に、等量のＦVIIa(終濃度４０ｎＭ)とｓＴＦ(終濃度４００ｎＭ)を室
温で３０分予め平衡化して組み合わせた。９６ウェルプレートにて、２０μｌのＬＭＷヘ
パリン(終濃度３μＭ)を濃度の異なる(終濃度５０～７５０ｎＭ)２０μｌのＡＴIIIと混
合して総容量１３０μｌとした。その結果ＦVIIaに対してＡＴIIIは１０～１５０倍とな
った。ＡＴIIIのないブランクを含め、アッセイの全体にわたって線形開始速度を求めた
。各ウェルに５０μｌのVIIa-ｓＴＦ混合物を加えて終濃度５ｎＭ ＦVIIaと５０ｎＭ ｓ
ＴＦにした後、２０μｌのＳ-２２８８(終濃度２００μＭ)を加えて反応を開始した。Spe
ctramax 340マイクロプレート分光光度計を用いて４０５ｎｍで３０分間動態をモニター
し、それぞれのインヒビター濃度での進行曲線を得た。進行曲線はＥｑ１にフィットさせ
て、ｋｏｂｓ値を決定した：
【０１３４】
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　ここで、[Ｐｒ]０及び[Ｐｒ]はそれぞれ時間０及びｔでの生成物の濃度を表す。ＫＤ値
及びｋＬｉｍ値を得るために、Ｅｑ２を概算したインヒビター濃度に対するｋｏｂｓ値の
プロットにフィットさせた。

　ここで、ＫＤは非共有結合性の酵素-インヒビターミカエリス型複合体の解離定数を表
し、ｋＬｉｍは不可逆性のインヒビター-プロテアーゼ複合体の形成に関して観察された
速度定数である。次いで、阻害の見かけの二次速度定数であるｋｉｎｈは以下より得られ
る。

【０１３５】
複合体解離の一次速度定数であるｋｂｒｋｄｎ：
　ＦVIIa(５００ｎＭ)を２０００ｎＭのｓＴＦ、１２５０又は２５００ｎＭのＡＴIII及
びＡＴIIIに対して４倍量のＬＭＷヘパリンとともに反応させた。反応物を、室温で反応
が完全に行われるまで１時間インキュベートした。次いで、各々の反応を、終濃度４ｍＭ
のＳ-２２８８及び１００μｇ／ｍｌのポリブレン(Sigmaのヘパリンキレート剤)を含む９
６ウェルプレート中の２００μｌの反応混合物に、４００、４５０及び５００回希釈した
。４０５ｎｍの吸光度増加を、Spectramax 340マイクロプレート分光光度計を用いて４０
５ｎｍで１２時間測定した。吸光度曲線を時間に対してプロットし、複合体解離の一次速
度定数は、曲線を単一指数関数にフィットさせて測定した。観察された一次速度定数(ｋ)
は、関数ｋ＝Ｉｎ(２)／Ｔ１／２に従って半減期(half lives)(Ｔ１／２)に変換した。
【０１３６】
結果：
ＦVIIa変異体のＡＴIII阻害：
ＡＴIII阻害の速度定数：

【０１３７】
ＡＴIII-ＦVIIa複合体の解離の半減期と一次速度定数：
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　速度定数は、ｓＴＦ及びＬＭＷヘパリンの存在下で測定した。
【０１３８】
実施例７
一過性に発現されるＦVII変異体のスクリーニング
　ＦVIIa変異体のスクリーニングのためのハイスループットシステムを、InvitrogenのFr
eeStyleTM 293-Ｆ一過性発現系に基づいて用いた。アミノ酸１４８-１５１を予め研究所
で準備した４つのＡｓｐ残基に置換することによって、エンテロペプチダーゼ切断部位を
ＦVII発現プラスミドに操作した。エンテロペプチダーゼによって結合されるＡｒｇ２９
０-Ｇｌｙ２９１(ｃ１４７-ｃ１４９)での更なるタンパク質分解を防ぐために、発現プラ
スミドに突然変異Ｄ２８９Ａ(ｃ１４６)も導入した。ＡＴIII-ＦVIIa-ｓＴＦ複合体のモ
デルは、トリプシン-セルピン複合体の結晶構造から生成した。セルピンのＲＣＬの生産
的なループ高次構造をＡＴIIIにモデル化し、最終複合体をトリプシン-セルピン構造に基
づいて生成した。ＡＴIII-ＦVIIa-ｓＴＦ複合体のモデルに基づいて、QuickChange部位特
異的突然変異誘発(表３)によって、ＦVII Ｄ２８９Ａ(ｃ１４６)エンテロペプチダーゼを
バックグラウンドにして合計２６個のＦVII変異体を生成した。
【０１３９】
　ＥＬＩＳＡ測定から推定すると大部分のＦVIIa変異体に関して１リットルの培地当たり
２～３ｍｇのＦVIIの発現レベルが得られるように、ＦVII変異体を無血清発現培地中のヒ
ト胚腎臓細胞で一過性に発現させた。Ｖ１７２Ａ(ｃ３５)、Ｑ１７６Ｌ(ｃ４０)、Ｄ１９
６Ａ(ｃ６０)、Ｔ２９３Ｌ(ｃ１５１)、Ｄ３１９Ａ(ｃ１７０Ｇ)の発現レベルは１リット
ル当たり０．２ｍｇより小さかった。各々のＦVIIa変異体に関して機能的なＦVIIaを表す
活性化分画は、アミド分解活性、タンパク質分解活性及びＡＴIII阻害に関して特徴を示
した(表３)。
　Ｓ-２２８８に対するアミド分解活性をｓＴＦの存在下にて測定した。ＦXの活性化によ
って測定されるタンパク質分解活性は、リン脂質表面を供することによるＦXの自己活性
化を促す培地に存在する微量の細胞構成成分のためにｓＴＦの存在下では測定することが
できなかった。その代わりに、再脂質付加したＴＦ(Innovin)の存在下にてＦX活性化を行
った。低発現変異体(Ｖ１７２Ａ(ｃ３５)、Ｑ１７６Ｌ(ｃ４０)、Ｄ１９６Ａ(ｃ６０)、
Ｔ２９３Ｌ(ｃ１５１)、Ｄ３１９Ａ(ｃ１７０Ｇ))のみがタンパク質分解活性に関して特
徴を示した。Ｖ２３５Ａ(ｃ９５)はＳ-２２８８に対して活性を示さなかった。そのため
、この変異体についてはＦX活性化のみを行った。
【０１４０】
　大部分のＦVIIa変異体は、ＷＴ ＦVIIaと比較して７５％より大きいアミド分解活性と
タンパク質分解活性を有していた。Ｖ２３５Ａ(ｃ９５)、Ｎ２４０Ｄ(ｃ１００)、Ｔ２９
３Ａ(ｃ１５１)、Ｇ３６７Ｅ(ｃ２１９)及びＨ３７３Ｋ(ｃ２２４)のみと低発現変異体(
Ｖ１７２Ａ(ｃ３５)、Ｑ１７６Ｌ(ｃ４０)、Ｄ１９６Ａ(ｃ６０)、Ｔ２９３Ｌ(ｃ１５１)
、Ｄ３１９Ａ(ｃ１７０Ｇ))はＷＴ ＦVIIaと比較して６０％より小さいタンパク質分解活



(48) JP 5690047 B2 2015.3.25

10

性を示した。ｓＴＦ及びＬＭＷヘパリンの存在下のＦVIIaと比較して１０倍過剰量のＡＴ
IIIと３０分間インキュベートした後にアミド分解活性の欠失を測定することによってＡ
ＴIII阻害の速度を決定した。活性の完全な欠失は、Ｈ３７３Ｋ(ｃ２２４)の２％からＰ
３２１Ａ(ｃ１７０Ｉ)の５５％にまで変動した。
【０１４１】
表３　1) １ｍＭのＳ-２２８８の加水分解、2) １５０ｎＭのＦXの活性化、及び3) １０
０ｎＭのＡＴIII-ＬＭＷヘパリンによる阻害に関する、ＷＴ ＦVIIa(Ｄ２８９Ａ(ｃ１４
６)バックグラウンド)と一過性の発現系において発現させた合計２６個のＦVIIa変異体の
動態分析。ＦVIIaと比較して１０倍過剰量のｓＴＦの存在下にてアミド分解アッセイとＡ
ＴIIIアッセイを行った。タンパク質分解アッセイは再脂質付加したＴＦの存在下にて行
った。すべてのアッセイは、５０ｍＭ Ｈｅｐｅｓ、１００ｍＭ ＮａＣｌ、５ｍＭ Ｃａ
Ｃｌ２、１ｍｇ／ｍｌ ＢＳＡ、ｐＨ７．４にて行った。略記号：Ｎ.Ｄ.：発現レベルが
低いために検出されない。
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【０１４２】
　適当な速度でＦXを活性化することができるがＡＴIIIによってあまり阻害されないＦVI
Ia変異体を同定するために、図２に示すように、すべてのＦVIIa変異体に関して(ＷＴ Ｆ
VIIaと比較したときの)ＦX活性化データに対して、(ＷＴ ＦVIIaと比較したときの)ＡＴI
II阻害に対する活性の欠失をプロットした。図２の着色した囲みは、ＷＴ ＦVIIaと比較
して高いタンパク質分解活性とＡＴIIIによる遅い阻害を示すＦVIIa変異体を示す。
【０１４３】
　本発明に係る実施態様：
１．　配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換を含む第VII因子ポリペ
プチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応する位置１７２、１７３、
１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２０３、２３５、
２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２８９、２９０、２９１、
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２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３２０、３２１、３２７、
３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３７３からなる群から選択
される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による置換であり、野生型ヒト
ＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対する耐
性が増加しているものである第VII因子ポリペプチド。
２．　前記第VII因子ポリペプチドがヒトの野生型第VIIa因子と比較して増加した機能的
インビボ半減期を有する、実施態様１に記載の第VII因子ポリペプチド。 
３．　Ａ１７５が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１又は２に記載の第VII因
子ポリペプチド。
４．　Ｑ１７６が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３のいずれか一に記
載の第VII因子ポリペプチド。
５．　Ｌ１７７が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から４のいずれか一に記
載の第VII因子ポリペプチド。
６．　Ｄ１９６が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から５のいずれか一に記
載の第VII因子ポリペプチド。
７．　Ｋ１９７が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から６のいずれか一に記
載の第VII因子ポリペプチド。
８．　Ｉ１９８が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から７のいずれか一に記
載の第VII因子ポリペプチド。
９．　Ｋ１９９が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から６のいずれか一に記
載の第VII因子ポリペプチド。
１０．　Ｇ２３７が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から９のいずれか一に
記載の第VII因子ポリペプチド。
１１．　Ｔ２３８が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１０のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
１２．　Ｔ２３９が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１１のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
１３．　Ｑ２８６が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１２のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
１４．　Ｌ２８７が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１３のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
１５．　Ｌ２８８が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１４のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
１６．　Ｄ２８９が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１５のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
１７．　Ｒ２９０が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１６のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
１８．　Ｇ２９１が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１７のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
１９．　Ａ２９２が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１８のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２０．　Ｔ２９３が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から１９のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２１．　Ａ２９４が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２０のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２２．　Ｌ２９５が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２１のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２３．　Ｌ２９７が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２２のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２４．　Ｖ２９９が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２３のいずれか一
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に記載の第VII因子ポリペプチド。
２５．　Ｍ３２７が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２４のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２６．　Ｋ３４１が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２５のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２７．　Ｓ３６３が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２６のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２８．　Ｗ３６４が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２７のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
２９．　Ｇ３６５が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２８のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３０．　Ｑ３６６が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から２９のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３１．　Ｖ１７２が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３０のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３２．　Ｎ１７３が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３１のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３３．　Ｎ２００が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３２のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３４．　Ｎ２０３が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３３のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３５．　Ｖ２３５が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３４のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３６．　Ｎ２４０が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３５のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３７．　Ｄ３１９が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３６のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３８．　Ｓ３２０が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３７のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
３９．　Ｐ３２１が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３８のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
４０．　Ｇ３６７が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から３９のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
４１．　Ｔ３７０が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から４０のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
４２．　Ｈ３７３が任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１から４１のいずれか一
に記載の第VII因子ポリペプチド。
４３．　Ｔ２３９が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１２に記載の第VII因子ポ
リペプチド。
４４．　Ｄ２８９が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様１６に記載の第VII因子ポ
リペプチド。
４５．　Ｍ３２７が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｔｙ
ｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様２５に記載の第VII因子ポ
リペプチド。
４６．　Ｋ３４１が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
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ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様２６に記載の第VII因子ポ
リペプチド。
４７．　Ｓ３６３が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様２７に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
４８．　Ｖ１７２が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙ
ｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３１に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
４９．　Ｎ１７３が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３２に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
５０．　Ｎ２００が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３３に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
５１．　Ｎ２０３が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３４に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
５２．　Ｖ２３５が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙ
ｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３５に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
５３．　Ｎ２４０が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３６に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
５４．　Ｄ３１９が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３７に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
５５．　Ｓ３２０が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３８に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
５６．　Ｐ３２１が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅ
ｒ、Ｔｈｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様３９に記載の第VI
I因子ポリペプチド。 
５７．　Ｇ３６７が、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｔｙ
ｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様４０に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
５８．　Ｔ３７０が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様４１に記載の第VII因子ポ
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リペプチド。
５９．　Ｈ３７３が、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｒ
ｐ、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒから選択される任意の他のアミノ酸に置換される、実施態様４２に記載の第VII因子ポ
リペプチド。 
６０．　プロテアーゼドメインの残りの位置の少なくとも一つのアミノ酸が任意の他のア
ミノ酸に置換されている、実施態様１から５９のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプ
チド。
６１．　プロテアーゼドメインの残りの位置の多くとも２０の付加的なアミノ酸が任意の
他のアミノ酸に置換されている、実施態様６０に記載の第VII因子ポリペプチド。
６２．　配列番号：１の１５７－１７０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任意の他のアミノ酸に置換されている、実施態様１から６１のいず
れか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
６３．　配列番号：１の２９０－３０５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任意の他のアミノ酸に置換されている、実施態様１から６２のいず
れか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
６４．　Ｒ３０４がＴｙｒ、Ｐｈｅ、Ｌｅｕ及び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ている、実施態様１から６３のいずれか一に記載の第VII因子ポリペ
プチド。
６５．　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任意の他のアミノ酸に置換されている、実施態様１から６４のいず
れか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
６６．　Ｍ３０６がＡｓｐ及びＡｓｎからなる群から選択されるアミノ酸によって置換さ
れている、実施態様１から６４のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
６７．　Ｄ３０９がＳｅｒ及びＴｈｒからなる群から選択されるアミノ酸によって置換さ
れている、実施態様１から６６のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
６８．　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任意の他のアミノ酸に置換されている、実施態様１から６７のいず
れか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
６９．　Ａ２７４が任意の他のアミノ酸に置換されている、実施態様１から６８のいずれ
か一に記載の第VII因子ポリペプチド。
７０．　前記Ａ２７４がＭｅｔ、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ及び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ている、実施態様６９に記載の第VII因子ポリペプチド。
７１．　Ｋ１５７がＧｌｙ、Ｖａｌ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ及びＧｌ
ｕからなる群から選択されるアミノ酸によって置換されている、実施態様１から７０のい
ずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
７２．　Ｋ３３７がＡｌａ、Ｇｌｙ、Ｖａｌ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ
及び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ている、実施態様１から
７１のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
７３．　Ｄ３３４がＧｌｙ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸によって置換さ
れている、実施態様１から７２のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
７４．　Ｓ３３６がＧｌｙ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸によって置換さ
れている、実施態様１から７３のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
７５．　Ｖ１５８がＳｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ及び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ている、実施態様１から７４のいずれか一に記載の
第VII因子ポリペプチド。
７６．　Ｅ２９６がＡｒｇ、Ｌｙｓ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ及び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ている、実施態様１から７５のいずれか一に記載の第VII因
子ポリペプチド。
７７．　Ｍ２９８がＬｙｓ、Ａｒｇ、Ｇｌｎ及びＡｓｎからなる群から選択されるアミノ
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酸によって置換されている、実施態様１から７６のいずれか一に記載の第VII因子ポリペ
プチド。
７８．　Ｌ３０５がＶａｌ、Ｔｙｒ及びＩｌｅからなる群から選択されるアミノ酸によっ
て置換されている、実施態様１から７７のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
７９．　Ｓ３１４がＧｌｙ、Ｌｙｓ、Ｇｌｎ及び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ている、実施態様１から７８のいずれか一に記載の第VII因子ポリペ
プチド。 
８０．　Ｆ３７４がＰｒｏ及びＴｙｒからなる群から選択されるアミノ酸によって置換さ
れている、実施態様１から７９のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。 
８１．　前記Ｆ３７４がＴｙｒによって置換されている、実施態様８０に記載の第VII因
子ポリペプチド。
８２．　アミノ酸がポリヌクレオチドコンストラクトによってコード化されうる任意の他
のアミノ酸に置換されている、実施態様１から８１のいずれか一に記載の第VII因子ポリ
ペプチド。
８３．　前記第VII因子ポリペプチドがヒトの第VII因子である、実施態様１から８２のい
ずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
８４．　前記第VII因子ポリペプチドがヒトの第VIIa因子である、実施態様１から８３の
いずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
８５．　前記第VII因子ポリペプチドの活性と配列番号：１に示す天然の第VIIa因子ポリ
ペプチドの活性との間の比率が少なくともおよそ１．２５である、実施態様１から８４の
いずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
８６．　前記比率が少なくともおよそ２．０、好ましくは少なくともおよそ４．０である
、実施態様８５に記載の第VII因子ポリペプチド。
８７．　Ｑ１７６Ａ-ＦVII、Ｑ１７６Ｌ-ＦVII　Ｌ１７７Ｓ-ＦVII、Ｄ１９６Ａ-ＦVII、
Ｋ１９７Ａ-ＦVII、Ｋ１９９Ａ-ＦVII、Ｔ２３８Ａ-ＦVII、Ｔ２３９Ｉ-ＦVII、Ｔ２３９
Ｙ-ＦVII、Ｑ２８６Ａ-ＦVII、Ｄ２８９Ｅ-ＦVII、Ｄ２８９Ｒ-ＦVII、Ｒ２９０Ｑ-ＦVII
、Ｍ３２７Ｑ-ＦVII、Ｍ３２７Ｎ-ＦVII、Ｋ３４１Ａ-ＦVII、Ｋ３４１Ｅ-ＦVII、Ｋ３４
１Ｑ-ＦVII、Ｓ３６３Ｍ-ＦVII、Ｓ３６３Ａ-ＦVII、Ｗ３６４Ｈ-ＦVII、Ｑ３６６Ｅ-ＦV
IIから選択される、実施態様１に記載の第VII因子ポリペプチド。
８８．　実施態様１から８７のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチドコンストラクト。
８９．　ベクターである、実施態様８８に記載のポリヌクレオチドコンストラクト。
９０．　実施態様８８又は８９に記載のポリヌクレオチドコンストラクトを含んでなる宿
主細胞。 
９１．　真核細胞である、実施態様９０に記載の宿主細胞。
９２．　哺乳類起源である、実施態様９１に記載の宿主細胞。
９３．　細胞がＣＨＯ細胞、ＨＥＫ細胞及びＢＨＫ細胞からなる群から選択される、実施
態様９２に記載の宿主細胞。
９４．　実施態様８８に記載のポリヌクレオチドコンストラクトを含有し、発現するトラ
ンスジェニック動物。
９５．　実施態様８８に記載のポリヌクレオチドコンストラクトを含有し、発現するトラ
ンスジェニック植物。
９６．　ポリヌクレオチドコンストラクトの発現を促す条件下で好適な成長培地中で実施
態様９０から９３のいずれか一において定義される細胞を培養し、培養培地から結果とし
て生じたポリペプチドを回収することを含んでなる、実施態様１から８７のいずれか一に
おいて定義される第VII因子ポリペプチドの生成方法。
９７．　実施態様９４において定義されるトランスジェニック動物によって産生される乳
から第VII因子ポリペプチドを回収することを含んでなる、実施態様１から８７のいずれ
か一において定義される第VII因子ポリペプチドの生成方法。
９８．　実施態様９５において定義されるトランスジェニック植物の細胞を培養し、該植
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物から第VII因子ポリペプチドを回収することを含んでなる、実施態様１から８７のいず
れか一において定義される第VII因子ポリペプチドの生成方法。
９９．　配列番号：１のアミノ酸配列と比較して一又は複数の置換を含む第VII因子ポリ
ペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応する位置１７２、１７３
、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２０３、２３５
、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２８９、２９０、２９１
、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３２０、３２１、３２７
、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３７３からなる群から選
択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による置換であり、野生型ヒ
トＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対する
耐性が増加しているものである第VII因子ポリペプチド；と、場合によって薬学的に受容
可能な担体とを含有してなる薬剤的組成物。
１００．　実施態様１から８７のいずれか一において定義される第VII因子ポリペプチド
と、場合によって薬学的に受容可能な担体とを含有してなる薬剤的組成物。
１０１．　配列番号：１のアミノ酸配列と比較して、一又は複数の置換を含む第VII因子
ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応する位置１７２、１
７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２０３、２
３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２８９、２９０、２
９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３２０、３２１、３
２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３７３からなる群か
ら選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による置換であり、野生
型ヒトＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる不活性化に対
する耐性が増加しているものである第VII因子ポリペプチドの、出血性疾患又は出血性症
状の治療のため又は通常の止血系の促進のための医薬の調製における使用。
１０２．　実施態様１から８７のいずれか一において定義される第VII因子ポリペプチド
の、出血性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常の止血系の促進のための医薬の調製
における使用。
１０３．　血友病Ａ又はＢの治療のための、実施態様１０１又は１０２に記載の使用。
１０４．　被検体の出血性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常の止血系の促進のた
めの方法であって、配列番号：１のアミノ酸配列と比較して、一又は複数の置換を含む第
VII因子ポリペプチドであって、該置換が、配列番号：１のアミノ酸位に対応する位置１
７２、１７３、１７５、１７６、１７７、１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２
０３、２３５、２３７、２３８、２３９、２４０、２８６、２８７、２８８、２８９、２
９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９７、２９９、３１９、３２０、３
２１、３２７、３４１、３６３、３６４、３６５、３６６、３６７、３７０、３７３から
なる群から選択される位置の一又は複数のアミノ酸の任意の他のアミノ酸による置換であ
り、野生型ヒトＦVIIaと比較して該ＦVIIポリペプチドの内在性インヒビターによる不活
性化に対する耐性が増加しているものである第VII因子ポリペプチドの治療的ないしは予
防的な有効量を、必要とする被検体に投与することを含んでなる方法。
１０５．　被検体の出血性疾患又は出血性症状の治療のため又は通常の止血系の促進のた
めの方法であって、実施態様１から８７のいずれか一において定義される第VII因子ポリ
ペプチドの治療的ないしは予防的な有効量を、必要とする被検体に投与することを含んで
なる方法。
１０６．　医薬としての使用のための実施態様１から８７のいずれか一において定義され
る第VII因子ポリペプチド。
１０７．　前記第VII因子ポリペプチドが、Ｑ３６６Ｅ-ＦVII、Ｑ３６６Ａ-ＦVII及びＱ
３６６Ｇ-ＦVIIから選択される第VII因子ポリペプチドではない、実施態様１から１０６
のいずれか一に記載の第VII因子ポリペプチド。
【図面の簡単な説明】
【０１４４】
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【図１ａ】天然の(野生型)ヒト凝固第VII因子の完全なアミノ酸配列を示す(配列番号：1)
。
【図１ｂ】天然の(野生型)ヒト凝固第VII因子の完全なアミノ酸配列を示す(配列番号：1)
。
【図２】実施例７によって生成されたすべてのＦVIIa変異体についてのＦX活性化データ(
ＷＴ ＦVIIaとの相対)に対してプロットしたＡＴIII阻害(ＷＴ ＦVIIaとの相対)に対する
活性化の欠失を示すグラフ。着色した囲みは、高いタンパク質分解活性とＡＴIIIによる
緩徐な阻害を有するＦIIa変異体のプロットの領域を示す。黒丸はＷＴ ＦVIIaを示す。塗
りつぶした灰色／赤の丸は最も興味深い４つのＦVIIa変異体を示す。

【図１ａ】 【図１ｂ】
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【図２】
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