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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　エストロゲン受容体陰性乳癌を有するヒト患者の生存を増大するための組成物であって
、有効量のＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質を含み、該ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タ
ンパク質は、以下：
ａ）配列番号７の残基１１６～３４４に融合された、配列番号３のアミノ酸配列と少なく
とも９５％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド；
ｂ）配列番号７の残基１１６～３４４に融合された、配列番号２のアミノ酸配列と少なく
とも９５％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド；
ｃ）配列番号７のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含むポリペ
プチド；および
ｄ）配列番号１２のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含むポリ
ペプチド；
からなる群から選択され、かつ該ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質は、アクチビンお
よび／またはＧＤＦ１１に結合する、組成物。
【請求項２】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７の残基１１６～３４４に融合
された、配列番号３のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む、
請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
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　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７の残基１１６～３４４に融合
された配列番号３のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７の残基１１６～３４４に融合
された、配列番号２のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む、
請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７の残基１１６～３４４に融合
された配列番号２のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７のアミノ酸配列と少なくとも
９５％同一であるアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が配列番号７のアミノ酸配列を含む、請求項
１に記載の組成物。
【請求項８】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号１２のアミノ酸配列と少なくと
も９５％同一であるアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が配列番号１２のアミノ酸配列を含む、請求
項１に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７の残基１１６～３４４に融合
された、配列番号３のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を各々が
含む２個のポリペプチドで形成される二量体であり、該ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパ
ク質が３個以上のシアル酸部分を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７の残基１１６～３４４に融合
された配列番号３のアミノ酸配列を含む、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７の残基１１６～３４４に融合
された、配列番号２のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む、
請求項１０に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７の残基１１６～３４４に融合
された配列番号２のアミノ酸配列を含む、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７のアミノ酸配列と少なくとも
９５％同一であるアミノ酸配列を含む、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が配列番号７のアミノ酸配列を含む、請求項
１０に記載の組成物。
【請求項１６】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が３～５個のシアル酸部分を含む、請求項１
０に記載の組成物。
【請求項１７】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、正常で健常なヒト中で１５～４０日の血
清半減期を有する、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１８】
　前記組成物が、１週間当たり１回を超えない頻度での前記患者への投与のためのもので
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あることを特徴とする、請求項１０から１７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１９】
　前記組成物が、１カ月当たり１回を超えない頻度での前記患者への投与のためのもので
あることを特徴とする、請求項１０から１７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２０】
　前記組成物が、３カ月当たり１回を超えない頻度での前記患者への投与のためのもので
あることを特徴とする、請求項１０から１７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２１】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、以下の特性：
　ｉ．少なくとも１０－７ＭのＫＤでアクチビンと結合すること、および
　ｉｉ．細胞中のアクチビンシグナル伝達を阻害すること
　の１つまたは複数を有する、請求項１から２０のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２２】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、グリコシル化アミノ酸、ＰＥＧ化アミノ
酸、ファルネシル化アミノ酸、アセチル化アミノ酸、ビオチン化アミノ酸、および脂質部
分と結合したアミノ酸から選択される１つまたは複数の修飾アミノ酸残基を含む、請求項
１から２１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２３】
　前記患者が、骨吸収阻害療法（ｂｏｎｅ　ａｎｔｉ-ｒｅｓｏｒｐｔｉｖｅ　ｔｈｅｒ
ａｐｙ）を受けているか、またはＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質の投与前１年以内
にそれを受けたことを特徴とする、請求項１から２２のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２４】
　再吸収阻害薬が、ビスホスホネート薬、ＲＡＮＫリガンドアンタゴニストおよびオステ
オプロテグリンアンタゴニストから選択される、請求項２３に記載の組成物。
【請求項２５】
　放射線療法、内分泌療法、または細胞毒性薬とともに投与されるためのものであること
をさらに特徴とする、請求項１から２４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２６】
　前記ヒト患者が乳癌について１つまたは複数の危険因子を有する女性である、請求項１
から２５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２７】
　前記組成物が乳癌の発症の遅延を引き起こすか、乳癌の進行を阻害するか、または腫瘍
の大きさを低下させる、請求項１から２６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２８】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質がアクチビンに結合する、請求項１から２７
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２９】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質がアクチビンＡに結合する、請求項２８に記
載の組成物。
【請求項３０】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質がアクチビンＢに結合する、請求項２８に記
載の組成物。
【請求項３１】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質がＧＤＦ１１に結合する、請求項１から３０
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３２】
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、アクチビンＡ、アクチビンＢおよびＧＤ
Ｆ１１に結合する、請求項１から２７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３３】
　エストロゲン受容体陰性乳癌を有するヒト患者の生存を増大するための組成物であって



(4) JP 6243133 B2 2017.12.6

10

20

30

40

50

、有効量のＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質を含み、該ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タ
ンパク質は、配列番号７のアミノ酸配列を含むポリペプチドを含む、組成物。
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願へ相互参照
　この出願は、２００７年２月１日に出願された米国仮出願第６０／８９９，０７０号お
よび２００７年１０月２５日に出願された米国仮出願第６１／０００，５４０号の利益を
主張する。上に言及された全ての教示は、参考として本明細書に援用される。
【背景技術】
【０００２】
　乳癌は西欧諸国において女性の間で最も一般的な型の癌であり、毎年米国では１８０，
０００人を超える女性に影響を及ぼしている。この疾患は、分岐管系で構成される乳腺に
おいて生じる。それぞれの乳腺、または乳房は葉と呼ばれる１５～２０の部分を含み、か
つそれぞれの葉は乳頭に至る一連の分岐管を含む。それぞれの管の内側を覆う上皮細胞は
乳汁産生を担う。侵襲性乳癌は、一連の次第に異常な増殖性病変を介して末端管／小葉単
位の正常上皮から生じると考えられる。腫瘍は転移する能力を獲得した後、乳癌細胞は他
の器官に広がり、治療は次第に困難となる。乳癌転移の最も一般的な部位は肺、肝臓、お
よび骨である。骨への転移は重度の痛み、骨量減少、および骨折の高い危険性と一般に関
係がある。乳癌の治療において使用される多くの抗エストロゲン療法も、加速する骨量減
少と関係がある。
【０００３】
　乳癌と診断された患者は、原発性腫瘍を治療するための外科手術および／または放射線
療法、次に遠隔部位に広がった可能性がある任意の癌細胞を治療するためのアジュバント
療法を典型的には受ける。アジュバント療法は細胞毒性化学療法および／または内分泌療
法からなる。化学療法は様々な型の悪性腫瘍を治療する際に有効となっているが、多くの
抗腫瘍化合物は望ましくない副作用を誘導する。さらに、多くの腫瘍は化学療法および内
分泌療法に応答しないか、またはそれらに耐性がある状態になるかのいずれかである。ア
ジュバント療法は乳癌患者間の死亡率を改善しているが、最も一般的な組織病理学的型の
侵襲性乳癌を有する患者に関する１０年生存率は、依然としてわずか３５～５０％である
（非特許文献１）。さらに、予後判断基準が乏しいために、局所治療のみによって治療さ
れ得る多くの女性が、不必要にアジュバント療法を受けている。
【０００４】
　結果として、乳癌に対するより効率が良く有効な分子標的が必要とされる。化学療法お
よび内分泌療法より毒性が低いおよび／またはより有効である代替療法は、治療レジメン
を改善し生存を高める可能性がある。さらに、侵襲性または転移性乳癌を発症する危険の
可能性がある患者用の予防治療剤として使用することができる作用物質は、臨床において
有用である可能性がある。したがって、本開示の目的は、乳癌を治療するため、または患
者における乳癌の進行を阻害もしくは予防するための、代替的組成物および方法を提供す
ることである。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｗｅｉｇｅｌｔら、Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｃａｎｃｅｒ（２００５）５：５
９１～６０２頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
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　一部分において、本開示は、乳癌または乳癌関連骨量減少を治療または予防するための
、アクチビンアンタゴニスト、およびＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストの使用に関する。特
に本開示は、アクチビンの阻害剤として作用する可溶形のＡｃｔＲＩＩａを使用する、乳
癌を治療または予防するための方法を提供する。可溶性ＡｃｔＲＩＩａはアクチビンアン
タゴニズム以外の機構によって癌細胞の増殖または生存に影響を与えることができるが、
それにもかかわらず望ましい治療剤は、アクチビンアンタゴニズムまたはＡｃｔＲＩＩａ
アンタゴニズムまたは両方に基づいて選択することができる。このような作用物質は、ま
とめてアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストと呼ばれる。したがって、特定の実施
形態において、本開示は、例えばアクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、抗アクチ
ビン抗体、抗ＡｃｔＲＩＩａ抗体、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａ標的化小分子および
アプタマー、およびアクチビンおよびＡｃｔＲＩＩａの発現を低下させる核酸を含めた、
アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを使用して、その必要がある患者において乳
癌を治療または予防するための方法を提供する。本明細書に参照によって組み込む米国特
許出願第１１／６０３，４８５号中に記載されたように、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａア
ンタゴニストを使用して、骨の成長を促進し骨密度を増大させることが可能である。本明
細書に記載するように、このようなアンタゴニストを使用して、乳癌、骨への乳癌転移お
よび乳癌関連骨量減少を治療または予防することもできる。
【０００７】
　特定の態様において本開示は、アクチビンと結合する可溶性、アクチビン結合ＡｃｔＲ
ＩＩａポリペプチドを含むポリペプチドを使用して、乳癌を治療または予防するための方
法を提供する。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドおよび薬剤として許容される担体を含む医薬製剤として配合することができる。アク
チビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、１マイクロモル未満または１００、１０また
は１ナノモル未満のＫＤでアクチビンと結合することができる。場合によっては、アクチ
ビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、アクチビン対ＧＤＦ１１および／またはＧＤＦ
８と、場合によってはＧＤＦ１１および／またはＧＤＦ８に対してよりアクチビンに対し
て１０分の１、２０分の１または５０分の１以下のＫＤで選択的に結合する。特定の作用
機構に拘泥するものではないが、ＧＤＦ１１／ＧＤＦ８阻害に優るアクチビン阻害に対す
るこの選択度が、筋肉に対する絶えず測定可能な影響なしで、骨または腫瘍の生存もしく
は増殖に対する影響の原因であることが予想される。多くの実施形態において、癌細胞に
対する望ましい効果を得る用量で１５％未満、１０％未満または５％未満の筋肉の増大を
引き起こすＡｃｔＲＩＩａポリペプチドが選択される。サイズ排除クロマトグラフィーに
より評価して、組成物は他のポリペプチド部分に対して少なくとも９５％純粋であってよ
く、場合によっては、組成物は少なくとも９８％純粋である。このような製剤中に使用す
るためのアクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、配列番号２、３、７または１２
から選択されるアミノ酸配列を有する、または配列番号２、３、７、１２または１３から
選択されるアミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９７％または９
９％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドなどの、本明細書で開示するポリペプ
チドのいずれかであってよい。アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、配列番号
１～３から選択される配列、またはＣ末端の１０～１５個のアミノ酸（「尾部」）を欠く
配列番号２の配列の少なくとも１０、２０、３０、５０または９０個以上のアミノ酸を含
む断片などの、天然ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能的断片を含むことができる。
【０００８】
　可溶性、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、天然に存在するＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドと比較して、アミノ酸配列中（例えば、リガンド結合ドメイン中）に１つ
または複数の改変を含む可能性がある。改変型ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの例は、本明
細書に参照によって組み込むＷＯ２００６／０１２６２７、５９～６０頁中に提供される
。アミノ酸配列の改変は、例えば哺乳動物、昆虫または他の真核細胞中で生成されるとき
ポリペプチドのグリコシル化を改変する、または天然に存在するＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドと比較してポリペプチドのタンパク質分解切断を改変する可能性がある。
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【０００９】
　アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、１ドメインとしてＡｃｔＲＩＩａポリ
ペプチド（例えば、ＡｃｔＲＩＩａのリガンド結合部分）、および例えば改善された薬物
動態、より容易な精製、特定組織に対するより高い標的化などの望ましい特性を与える１
つまたは複数の追加的なドメインを有する融合タンパク質であってよい。例えば、融合タ
ンパク質のドメインは、ｉｎ　ｖｉｖｏ安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏ半減期、摂取／投与、組
織局在または分布、タンパク質複合体の形成、融合タンパク質のマルチマー化、および／
または精製の１つまたは複数を高めることができる。アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａ融合
タンパク質は、改善された薬物動態、改善された可溶性または改善された安定性などの望
ましい特性を与える、免疫グロブリンＦｃドメイン（野生型または突然変異体）または血
清アルブミンまたは他のポリペプチド部分を含むことができる。好ましい実施形態では、
ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合体は、Ｆｃドメインと細胞外ＡｃｔＲＩＩａドメインの間に位
置する比較的構造化されていないリンカーを含む。この非構造化リンカーは、ＡｃｔＲＩ
Ｉａの細胞外ドメインのＣ末端（「尾部」）における約１５アミノ酸の非構造化領域に相
当する可能性があり、あるいはそれは１、２、３、４または５個のアミノ酸の人工配列、
二次構造が比較的自由である５～１５、２０、３０、５０個以上のアミノ酸の長さの配列
、または両方の混合物であってよい。リンカーはグリシンおよびプロリン残基が豊富であ
る可能性があり、例えばスレオニン／セリンおよびグリシンの単一配列またはスレオニン
／セリンおよびグリシンの反復配列（例えば、ＴＧ４またはＳＧ４一重項または反復）を
含む可能性がある。融合タンパク質は、エピトープタグ、ＦＬＡＧタグ、ポリヒスチジン
配列、およびＧＳＴ融合体などの精製部分配列を含むことができる。場合によっては、可
溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、グリコシル化アミノ酸、ＰＥＧ化アミノ酸、ファル
ネシル化アミノ酸、アセチル化アミノ酸、ビオチン化アミノ酸、脂質部分と結合したアミ
ノ酸、および有機誘導体化剤と結合したアミノ酸から選択される１つまたは複数の修飾ア
ミノ酸残基を含む。医薬製剤は、骨障害を治療するために使用される化合物などの、１つ
または複数の追加的化合物を含むこともできる。医薬製剤は、実質的に発熱物質を含まな
いことが好ましい。一般に、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質が、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質の
本来のグリコシル化を適切に媒介する哺乳動物細胞系で発現されて、その結果患者中の好
ましくない免疫応答の可能性が低下することが好ましい。ヒトおよびＣＨＯ細胞系の使用
に成功しており、他の一般的な哺乳動物発現系が有用であり得ることが予想される。さら
に、酵母菌および他の細胞系が、グリコシル化を触媒する哺乳動物酵素を発現させるため
に遺伝的に改変されており、したがってこれらの非哺乳動物細胞中で発現されるタンパク
質における厳重に制御された哺乳動物様グリコシル化の発生が可能である。これらの組換
え細胞系を使用して、本明細書に記載するタンパク質を発現させることも可能である。
【００１０】
　本明細書に記載するように、ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ（ＡｃｔＲＩＩａ部分とＦｃ部分の
間に最小リンカーを有する形）で表すＡｃｔＲＩＩａタンパク質は、アクチビン対ＧＤＦ
８および／またはＧＤＦ１１との選択的結合、高親和性リガンド結合、および動物モデル
における２週間を超える血清半減期を含めた望ましい特性を有する。特定の実施形態にお
いて本発明は、ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃポリペプチドおよびこのようなポリペプチドおよび
薬剤として許容される賦形剤を含む医薬製剤を使用して、乳癌を治療または予防するため
の方法を提供する。
【００１１】
　特定の態様において、本開示は、可溶性アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを
コードする核酸を使用して、乳癌を治療または予防するための方法を提供する。単離ポリ
ヌクレオチドは、前に記載したような、可溶性、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドのコード配列を含むことができる。例えば、単離核酸は、ＡｃｔＲＩＩａの細胞外ド
メイン（例えば、リガンド結合ドメイン）をコードする配列、および膜貫通ドメインまた
は細胞質ドメイン内に位置する、または細胞外ドメインと膜貫通ドメインまたは細胞質ド
メインの間に位置する停止コドンではなく、ＡｃｔＲＩＩａの膜貫通ドメインおよび／ま
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たは細胞質ドメインの一部分または全部をコードし得る配列を含むことができる。例えば
、単離ポリヌクレオチドは、配列番号４または５などの完全長ＡｃｔＲＩＩａポリヌクレ
オチド配列、または部分的に切断された型を含むことができ、前記単離ポリヌクレオチド
は、３’末端から少なくとも６００ヌクレオチド前に、または他の場合はポリヌクレオチ
ドの翻訳によって完全長ＡｃｔＲＩＩａの切断部分と場合によっては融合した細胞外ドメ
インが生じるように位置する転写停止コドンをさらに含む。好ましい核酸配列は配列番号
１４である。本明細書に記載する方法による有用な核酸は発現用のプロモーターと作動可
能に連結することができ、本開示は、このような組換えポリヌクレオチドで形質転換した
細胞を提供する。細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞などの哺乳動物細
胞であることが好ましい。
【００１２】
　本開示は、乳癌の治療または予防に使用することができる、可溶性、アクチビン結合Ａ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドを作製するための方法も提供する。このような方法は、ＣＨＯ
細胞などの適切な細胞中で、本明細書で開示する核酸（例えば、配列番号４、５または１
４）のいずれかを発現させることを含むことができる。このような方法は、ａ）可溶性Ａ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドの発現に適した条件下で細胞を培養することであって、前記細
胞を可溶性ＡｃｔＲＩＩａ発現構築体で形質転換すること、およびｂ）そのように発現し
た可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを回収することを含むことができる。可溶性Ａｃｔ
ＲＩＩａポリペプチドは、粗製、部分的に精製されたまたは高度に精製された分画として
回収することができる。精製は、例えば任意の順序でプロテインＡクロマトグラフィー、
アニオン交換クロマトグラフィー（例えば、Ｑセファロース）、疎水性相互作用クロマト
グラフィー（例えば、フェニルセファロース）、サイズ排除クロマトグラフィー、および
カチオン交換クロマトグラフィーの１個、２個または３個以上を含む一連の精製ステップ
によって実施することができる。
【００１３】
　特定の態様では、可溶性、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドなどの、本明細
書で開示するアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、例えば乳癌の発症の遅延を
引き起こす、乳癌の進行を阻害する、腫瘍の大きさを低下させる、腫瘍の増殖を妨げる、
骨への転移を含めた転移の発症を遅延させるかまたは転移を妨げるための方法を含めた、
対象における乳癌を治療、予防または抑制するための方法中で使用することができる。特
定の実施形態において、本開示は、その必要がある患者における乳癌細胞の増殖または生
存を低下させるまたは阻害するための方法を提供する。方法は、その必要がある対象に有
効量のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを投与することを含むことができる。
特定の態様において本開示は、本明細書に記載する乳癌の治療または予防用の医薬品を製
造するための、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストの使用を提供する。本開示は
、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストと放射線療法、化学療法（例えば、細胞毒
性薬）、および／または内分泌療法を含む併用療法にも関する。アンタゴニストはＡｃｔ
ＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質であってよく、この場合ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパ
ク質は、配列番号３のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む。
【００１４】
　さらなる実施形態では、本発明は、乳癌について１つまたは複数の危険因子を有する患
者における、乳癌の発症を予防または遅延する方法に関する。幾つかの実施形態では、本
発明は、原発性乳房腫瘍または乳房の増殖性病変を有すると既に診断された患者における
、転移性疾患の発症を予防または遅延する方法に関する。ヒト患者における乳癌の発症を
予防または遅延する方法は、ａ）配列番号２と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
を含むポリペプチド、ｂ）配列番号３と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む
ポリペプチド、およびｃ）配列番号２から選択される少なくとも５０個の連続したアミノ
酸を含むポリペプチドからなる群から選択される有効量のポリペプチドを、その必要があ
るヒト患者に投与することを含むことができる。
【００１５】
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　本発明の他の実施形態は、乳癌を有するヒト患者におけるアクチビン媒介シグナル伝達
を阻害する方法に関する。特定の実施形態において、この方法は、有効量のアクチビン－
ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストをヒト患者に投与することを含む。さらなる実施形態では
、アンタゴニストは、ａ）配列番号２と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む
ポリペプチド、ｂ）配列番号３と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペ
プチド、およびｃ）配列番号２から選択される少なくとも５０個の連続したアミノ酸を含
むポリペプチドからなる群から選択されるポリペプチドである。
【００１６】
　特定の態様において本開示は、癌細胞（例えば、乳癌細胞）の増殖または生存を阻害す
る作用物質を同定するための方法を提供する。この方法は、ａ）アクチビンまたはＡｃｔ
ＲＩＩａポリペプチドのリガンド結合ドメインと結合する試験作用物質を同定すること、
およびｂ）癌細胞の増殖、生存、またはアポトーシスに対する作用物質の効果を評価する
ことを含む。
　したがって、本発明は以下の項目を提供する：
（項目１）
　ヒト患者における乳癌または乳癌関連骨量減少を治療または予防するための方法であっ
て、有効量のＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質を該患者に投与することを含む、方法
。
（項目２）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、
　ａ．配列番号２と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　ｂ．配列番号３と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、およ
び
　ｃ．配列番号２の少なくとも５０個の連続したアミノ酸を含むポリペプチド
　からなる群から選択される、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、以下の特性：
　ｉ．少なくとも１０－７ＭのＫＤでＡｃｔＲＩＩａリガンドと結合すること、および
　ｉｉ．細胞中のＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達を阻害すること
　の１つまたは複数を有する、項目２に記載の方法。
（項目４）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、グリコシル化アミノ酸、ＰＥＧ化アミノ
酸、ファルネシル化アミノ酸、アセチル化アミノ酸、ビオチン化アミノ酸、脂質部分と結
合したアミノ酸、および有機誘導体化剤と結合したアミノ酸から選択される１つまたは複
数の修飾アミノ酸残基を含む、項目３に記載の方法。
（項目５）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号３のアミノ酸配列と少なくとも
９０％同一であるアミノ酸配列を含む、項目２に記載の方法。
（項目６）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号３のアミノ酸配列と少なくとも
９５％同一であるアミノ酸配列を含む、項目２に記載の方法。
（項目７）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が配列番号３のアミノ酸配列を含む、項目２
に記載の方法。
（項目８）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が配列番号２のアミノ酸配列を含む、項目２
に記載の方法。
（項目９）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号２のアミノ酸配列と少なくとも
９０％同一であるアミノ酸配列を各々が含む２個のポリペプチドで形成される二量体であ
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り、該ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が３個以上のシアル酸部分を含む、項目１に
記載の方法。
（項目１０）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が配列番号２のアミノ酸配列を含む、項目９
に記載の方法。
（項目１１）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が３～５個のシアル酸部分を含む、項目１０
に記載の方法。
（項目１２）
　前記患者の骨格筋量の１０％未満の増大を引き起こす、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
　前記患者中で少なくとも０．２ｍｇ／ｋｇの血清濃度に到達するように前記ＡｃｔＲＩ
Ｉａ－Ｆｃ融合タンパク質を投与する、項目１１に記載の方法。
（項目１４）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が配列番号７のアミノ酸配列を有する、項目
１１に記載の方法。
（項目１５）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、正常で健常なヒト中で１５～４０日の血
清半減期を有する、項目１１に記載の方法。
（項目１６）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質を、１週間当たり１回を超えない頻度で前記
患者に投与する、項目１１に記載の方法。
（項目１７）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質を、１カ月当たり１回を超えない頻度で前記
患者に投与する、項目１１に記載の方法。
（項目１８）
　前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質を、３カ月当たり１回を超えない頻度で前記
患者に投与する、項目１１に記載の方法。
（項目１９）
　前記患者が、前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質の投与前１年以内に、骨吸収阻
害療法（ｂｏｎｅ　ａｎｔｉ-ｒｅｓｏｒｐｔｉｖｅ　ｔｈｅｒａｐｙ）を受けているか
、または受けた、項目１から１８のいずれかに記載の方法。
（項目２０）
　再吸収阻害薬が、ビスホスホネート薬、ＲＡＮＫリガンドアンタゴニストおよびオステ
オプロテグリンアンタゴニストからなる群から選択される、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
　放射線療法、内分泌療法または細胞毒性薬を前記ヒト患者に施すことをさらに含む、項
目１から１８のいずれかに記載の方法。
（項目２２）
　前記ヒト患者が乳癌について１つまたは複数の危険因子を有する女性である、項目１か
ら１８のいずれかに記載の方法。
（項目２３）
　乳癌または乳癌関連骨量減少を治療または予防する方法であって、有効量のアクチビン
－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストをその必要がある対象に投与することを含む方法。
（項目２４）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストがアクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａア
ンタゴニストポリペプチドである、項目２３に記載の方法。
（項目２５）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストが、
　ａ．抗アクチビン抗体、および
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　ｂ．抗ＡｃｔＲＩＩａ抗体
　からなる群から選択される抗体である、項目２４に記載の方法。
（項目２６）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストの投与が乳癌の発症の遅延を引き起こ
すか、乳癌の進行を阻害するか、転移の発症を遅延させるか、または腫瘍の大きさを低下
させる、項目２５に記載の方法。
（項目２７）
　前記対象がヒトである、項目２３に記載の方法。
（項目２８）
　前記ヒトが乳癌について１つまたは複数の危険因子を有する女性である、項目２７に記
載の方法。
（項目２９）
　放射線療法、内分泌療法または細胞毒性薬を前記対象に施すことをさらに含む、項目２
３に記載の方法。
（項目３０）
　乳癌を治療または予防するのに有用である作用物質を同定する方法であって、
　ａ．ＡｃｔＲＩＩａリガンドと競合的にＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのリガンド結合ド
メインと結合する試験作用物質を同定することと、
　ｂ．乳癌細胞の増殖または生存に対する該作用物質の効果を評価することと
を含む方法。
（項目３１）
　乳癌を有するヒト患者におけるアクチビン媒介シグナル伝達を阻害する方法であって、
有効量のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを該ヒト患者に投与することを含む
、方法。
（項目３２）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストがアクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａア
ンタゴニストポリペプチドである、項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストがアクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａア
ンタゴニストポリペプチドである、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストが、
　ａ．抗アクチビン抗体、および
　ｂ．抗ＡｃｔＲＩＩａ抗体
　からなる群から選択される抗体である、項目３１に記載の方法。
（項目３５）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチドが、
　ａ．配列番号２と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　ｂ．配列番号３と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、およ
び
　ｃ．配列番号２から選択される少なくとも５０個の連続したアミノ酸を含むポリペプチ
ド
　からなる群から選択される、項目３１に記載の方法。
（項目３６）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチドが、以下の特性：
　ｉ．少なくとも１０－７ＭのＫＤでＡｃｔＲＩＩａリガンドと結合すること、および
　ｉｉ．細胞中のＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達を阻害すること
　の１つまたは複数を有する、項目３１に記載の方法。
（項目３７）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチドが、ＡｃｔＲＩＩａポリ
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ペプチドドメインに加えて、ｉｎ　ｖｉｖｏ安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏ半減期、摂取／投与
、組織局在または分布、タンパク質複合体の形成、および／または精製の１つまたは複数
を高める１つまたは複数のポリペプチド部分を含む融合タンパク質である、項目３５に記
載の方法。
（項目３８）
　前記融合タンパク質が、免疫グロブリンＦｃドメインおよび血清アルブミンからなる群
から選択されるポリペプチド部分を含む、項目３７に記載の方法。
（項目３９）
　前記アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチドが、グリコシル化アミノ
酸、ＰＥＧ化アミノ酸、ファルネシル化アミノ酸、アセチル化アミノ酸、ビオチン化アミ
ノ酸、脂質部分と結合したアミノ酸、および有機誘導体化剤と結合したアミノ酸から選択
される１つまたは複数の修飾アミノ酸残基を含む、項目３７に記載の方法。
（項目４０）
　ヒト患者における乳癌または乳癌関連骨量減少の治療または予防用の医薬品を製造する
ためのＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質の使用。
（項目４１）
　ヒト患者における乳癌または乳癌関連骨量減少の治療または予防において使用するため
のＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質。
（項目４２）
　対象における乳癌または乳癌関連骨量減少の治療または予防用の医薬品を製造するため
のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストの使用。
（項目４３）
　対象における乳癌または乳癌関連骨量減少の治療または予防において使用するためのア
クチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト。
（項目４４）
　乳癌を有するヒト患者におけるアクチビン媒介シグナル伝達を阻害するための医薬品を
製造するためのアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストの使用。
（項目４５）
　乳癌を有するヒト患者におけるアクチビン媒介シグナル伝達を阻害する際に使用するた
めのアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】ＣＨＯ細胞中で発現されたＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃの精製を示す図である。サイ
ジングカラム（左図）およびクーマシー染色したＳＤＳ－ＰＡＧＥ（右図）（左レーン：
分子量標準；右レーン：ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃ）により目に見える状態にして、単一の
明確なピークとしてタンパク質を精製した。
【図２】ＢｉａＣｏｒｅ（商標）アッセイによって測定した、アクチビンおよびＧＤＦ－
１１とのＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃの結合を示す図である。
【図３】ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療が、転移性乳癌のマウスモデル中の転移性病変の形
成を大幅に減らすことを示す図である。ルシフェラーゼ発現ＭＤＡ－ＭＢ－２３１乳癌細
胞の心腔内注射後５週間で、マウスを非侵襲的に（麻酔、蛍光イメージング）目に見える
状態にした。１４匹中１２匹の媒体治療マウスは目に見える転移性病変を示し、一方１２
匹中４匹のみのＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療マウスが目に見える病変を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　１．概要
　形質転換増殖因子－β（ＴＧＦ－β）スーパーファミリーは、共通の配列エレメントお
よび構造モチーフを共有する様々な増殖因子を含む。これらのタンパク質は、脊椎動物と
無脊椎動物の両方における多数の様々な細胞型に対して、生物学的効果を発揮することが
知られている。このスーパーファミリーの幾つかのメンバーは、胚発生中のパターン形成
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および組織特異化において重要な機能を果たし、脂質生成、筋生成、軟骨生成、心臓生成
、造血、ニューロン生成、および上皮細胞分化を含めた様々な分化過程に影響を与えるこ
とができる。このファミリーは、２つの一般的分科：ＢＭＰ／ＧＤＦとＴＧＦ－β／アク
チビン分科に分けられ、そのメンバーは多様で、しばしば相補的な効果を有する。ＴＧＦ
－βファミリーのメンバーの活性を操作することによって、生物中で有意な生理的変化を
引き起こすことがしばしば可能である。例えば、ＰｉｅｄｍｏｎｔｅｓｅおよびＢｅｌｇ
ｉａｎ　Ｂｌｕｅウシ品種は、筋肉量の顕著な増大を引き起こすＧＤＦ８（ミオスタチン
とも呼ばれる）遺伝子において機能喪失型突然変異を有する。Ｇｒｏｂｅｔら、Ｎａｔ　
Ｇｅｎｅｔ．１９９７年、１７（１）：７１～４頁。さらに、ヒト中では、ＧＤＦ８の不
活性対立遺伝子は筋肉量の増大、および報告によれば、桁外れの強さと関係がある。Ｓｃ
ｈｕｅｌｋｅら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ２００４年、３５０：２６８２～８頁。
【００１９】
　アクチビンは、ＴＧＦ－βスーパーファミリーに属する二量体ポリペプチド増殖因子で
ある。２つの密接に関連したβサブユニットのホモ／ヘテロ二量体である（それぞれβＡ

βＡ、βＢβＢ、およびβＡβＢ）、３つの主なアクチビンの形（Ａ、Ｂ、およびＡＢ）
が存在する。ヒトゲノムはアクチビンＣおよびアクチビンＥもコードしており、これらは
肝臓中で主に発現され、βＣまたはβＥを含むヘテロ二量体形も知られている。ＴＧＦ－
βスーパーファミリー中では、アクチビンは、卵巣および胎盤細胞中のホルモン生成を刺
激し、神経細胞の生存を支援し、細胞型に応じて細胞周期の進行に正または負の影響を与
える、かつ少なくとも両生類胚において中胚葉分化を誘導することができる、特有かつ多
機能の因子である（ＤｅＰａｏｌｏら、１９９１年、Ｐｒｏｃ　Ｓｏｃ　Ｅｐ　Ｂｉｏｌ
　Ｍｅｄ．１９８：５００～５１２頁；Ｄｙｓｏｎら、１９９７年、Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ
．７：８１～８４頁；Ｗｏｏｄｒｕｆｆ、１９９８年、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｏｌ．５５：９５３～９６３頁）。さらに、アクチビンＢはマウス中の乳房上皮細胞分化
の制御に関与することが示されている（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｈｅｎｎｉｇｈａｕ
ｓｅｎ、１９９７年Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ１２４：２７０１～２７０８頁）。幾つかの
組織中では、アクチビンシグナル伝達は、その関連ヘテロ二量体、インヒビンによってア
ンタゴナイズされる。例えば、下垂体からの卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の放出中に、ア
クチビンはＦＳＨの分泌および合成を促進し、一方インヒビンはＦＳＨの分泌および合成
を妨げる。アクチビン生物活性を制御することができるおよび／またはアクチビンと結合
することができる他のタンパク質には、フォリスタチン（ＦＳ）、フォリスタチン関連タ
ンパク質（ＦＳＲＰ）およびα２－マクログロブリンがある。
【００２０】
　ＴＧＦ－βシグナルは、リガンド刺激によって下流Ｓｍａｄタンパク質をリン酸化およ
び活性化する、Ｉ型およびＩＩ型セリン／スレオニンキナーゼ受容体の異種複合体によっ
て媒介される（Ｍａｓｓａｇｕｅ、２０００年、Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂ
ｉｏｌ．１：１６９～１７８頁）。これらのＩ型およびＩＩ型受容体は、システイン多量
領域を有するリガンド結合細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、および予想されるセリン／
スレオニン特異性を有する細胞質ドメインで構成される膜貫通タンパク質である。Ｉ型受
容体はシグナル伝達に必要不可欠であり、かつＩＩ型受容体はリガンド結合およびＩ型受
容体の発現に必要とされる。Ｉ型およびＩＩ型アクチビン受容体はリガンド結合後に安定
した複合体を形成し、ＩＩ型受容体によるＩ型受容体のリン酸化をもたらす。
【００２１】
　２つの関連ＩＩ型受容体、ＡｃｔＲＩＩａおよびＡｃｔＲＩＩｂは、アクチビンに対す
るＩＩ型受容体として同定されている（Ｍａｔｈｅｗｓ　ａｎｄ　Ｖａｌｅ、１９９１年
、Ｃｅｌｌ６５：９７３～９８２頁；Ａｔｔｉｓａｎｏら、１９９２年、Ｃｅｌｌ６８：
９７～１０８頁）。アクチビン以外に、ＡｃｔＲＩＩａおよびＡｃｔＲＩＩｂは、ＢＭＰ
７、Ｎｏｄａｌ、ＧＤＦ８、およびＧＤＦ１１を含めた幾つかの他のＴＧＦ－βファミリ
ータンパク質と生化学的に相互作用することができる（Ｙａｍａｓｈｉｔａら、１９９５
年、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１３０：２１７～２２６頁；Ｌｅｅ　ａｎｄ　ＭｃＰｈｅ
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ｒｒｏｎ、２００１年、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９８：９３０６～９３
１１頁；Ｙｅｏ　ａｎｄ　Ｗｈｉｔｍａｎ、２００１年、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ７：９４９～
９５７頁；Ｏｈら、２００２年、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１６：２７４９～５４頁）。ＡＬ
Ｋ４はアクチビンに対する、特にアクチビンＡに対する主なＩ型受容体であり、かつＡＬ
Ｋ－７もアクチビンに対する、特にアクチビンＢに対する受容体として働くことができる
。
【００２２】
　本明細書に記載するように、ＧＤＦ８またはＧＤＦ１１などの他のＴＧＦ－βファミリ
ーのメンバーとは反対に、アクチビンＡとの結合において実質的な優先を示す可溶性Ａｃ
ｔＲＩＩａポリペプチド（ｓＡｃｔＲＩＩａ）を使用して、癌、特に乳癌を治療または予
防することができる。任意の特定の機構に拘泥するものではないが、これらの試験中で使
用した特定のｓＡｃｔＲＩＩａ構築体によって示される非常に強いアクチビン結合（ピコ
モルの解離定数）を考慮すると、ｓＡｃｔＲＩＩａの効果はアクチビンアンタゴニストの
効果によって主に引き起こされることが予想される。アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタ
ゴニストは、例えばアクチビン結合可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、アクチビン（特
にアクチビンＡまたはＢサブユニット、βＡまたはβＢとも呼ばれる）と結合しＡｃｔＲ
ＩＩａ結合を妨害する抗体、ＡｃｔＲＩＩａと結合しアクチビン結合を妨害する抗体、ア
クチビンまたはＡｃｔＲＩＩａ結合に関して選択される非抗体タンパク質（例えばこれら
の設計および選択に関するそのようなタンパク質および方法の、ＷＯ／２００２／０８８
１７１、ＷＯ／２００６／０５５６８９、およびＷＯ／２００２／０３２９２５を例えば
参照されたい）、Ｆｃドメインに固定されることが多いアクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａ
結合に関して選択されるランダムペプチドを含む。アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａ結合
活性を有する２つの異なるタンパク質（または他の部分）、特にそれぞれＩ型（例えば、
可溶性Ｉ型アクチビン受容体）およびＩＩ型（例えば、可溶性ＩＩ型アクチビン受容体）
結合部位を遮断するアクチビン結合物質を一緒に連結させて、二官能性結合分子を作製す
ることが可能である。アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達軸を阻害する核酸アプタ
マー、小分子および他の作用物質も使用することができる。様々なタンパク質がアクチビ
ン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト活性を有し、これらのタンパク質には、全ての組織中
でアクチビンを例外なくアンタゴナイズするわけではないがインヒビン（すなわち、イン
ヒビンαサブユニット）、フォリスタチン（例えば、フォリスタチン－２８８およびフォ
リスタチン－３１５）、ＦＳＲＰ、アクチビンＣ、α（２）－マクログロブリン、および
Ｍ１０８Ａ（位置１０８におけるメチオニンからアラニンへの変化）突然変異アクチビン
Ａが挙げられる。一般に、代替形のアクチビン、特にＩ型受容体結合ドメインにおける改
変を有するアクチビンはＩＩ型受容体と結合することができ、活性のある三元複合体を形
成することができず、したがってアンタゴニストとして作用する。追加的に、アクチビン
Ａ、Ｂ、ＣまたはＥ、または特にＡｃｔＲＩＩａの発現を阻害するアンチセンス分子、ｓ
ｉＲＮＡｓまたはリボザイムなどの核酸を、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト
として使用することができる。使用するアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、
アクチビン媒介シグナル伝達対ＴＧＦ－βファミリーの他のメンバーの阻害に対する、特
にＧＤＦ８およびＧＤＦ１１に関する選択性を示す可能性がある。可溶性ＡｃｔＲＩＩｂ
タンパク質はアクチビンと結合するが、しかしながら、野生型タンパク質はアクチビン対
ＧＤＦ８／１１との結合において有意な選択性を示さない。それにもかかわらず、異なる
結合特性を有する、このようなＡｃｔＲＩＩｂポリペプチド、および改変型のＡｃｔＲＩ
Ｉｂ（例えば、本明細書に参照によって組み込む、ＷＯ２００６／０１２６２７、５５～
５９頁を参照されたい）は、癌細胞に対する所望の効果を得ることができる。天然または
改変型のＡｃｔＲＩＩｂに、第２のアクチビン選択的結合物質とのカップリングによって
、アクチビンに対する追加的特異性を与えることができる。
【００２３】
　本明細書中で使用する用語は一般に、本発明の文脈内で、かつ各々の用語を使用する具
体的な文脈中で、当技術分野におけるそれらの通常の意味を有する。本発明の組成物およ
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び方法ならびにそれらの作製法および使用法を記載する際に、実践者に追加的ガイダンス
を提供するために、本明細書中の以下または他の場所で特定の用語を論じる。用語の任意
の使用の範囲または意味は、その用語を使用する具体的文脈から明らかとなる。
【００２４】
　「約」および「およそ」は、測定の性質または精度を考慮して、測定した量に関する許
容可能な誤差度を一般的に意味するものとする。典型的には、代表的な誤差度は、所与の
値または値の範囲の２０パーセント（％）以内、好ましくは１０％以内、およびより好ま
しくは５％以内である。
【００２５】
　あるいは、特に生物系では、用語「約」および「およそ」は、所与の値の一桁以内、好
ましくは５倍以内およびより好ましくは２倍以内の値を意味することができる。本明細書
で与える数量は他に言及しない限り近似値であり、明確に言及しないときは、用語「約」
または「およそ」は推測することができることを意味する。
【００２６】
　本発明の方法は、野生型配列と１つまたは複数の突然変異体（配列変異体）の比較を含
めて、配列を互いに比較するステップを含むことができる。このような比較は、例えば当
技術分野でよく知られている配列アラインメントプログラムおよび／またはアルゴリズム
（例えば、数例挙げると、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡおよびＭＥＧＡＬＩＧＮ）を使用する
、ポリマー配列のアラインメントを典型的に含む。当業者は、このようなアラインメント
では、突然変異が残基の挿入または欠失を含む場合、配列アラインメントは、挿入または
欠失残基を含まないポリマー配列中に、「ギャップ」（典型的にはダッシュ記号、または
「Ａ」によって表される）を導入し得ることは容易に理解することができる。
【００２７】
　「相同的」は、全てのその文法形およびスペル変形において、同種の生物におけるスー
パーファミリー由来のタンパク質、および異種の生物由来の相同的タンパク質を含めた、
「共通の進化起源」を有する２タンパク質間の関係を指す。このようなタンパク質（およ
びそれらのコード核酸）は、パーセント同一性の観点であれ、または特定の残基もしくは
モチーフおよび保存位置の存在によるものであれ、それらの配列類似性によって反映され
る配列相同性を有する。
【００２８】
　用語「配列類似性」は、全てのその文法形において、共通の進化起源を共有する可能性
があるかまたは無い核酸またはアミノ酸配列間の、同一性または対応の程度を指す。
【００２９】
　しかしながら、一般的な使用および本出願において、用語「相同的」は、「非常に」な
どの副詞で修飾するとき、配列類似性を指すことができ、共通の進化起源と関係がある可
能性があるかまたは無い。
【００３０】
　用語「乳癌」は、例えば良性病変、前癌病変および悪性病変、固形腫瘍、および転移性
疾患（局所に転移、例えばステージＩＩＩ、およびより広く転移、例えばステージＩＶの
両方）を含めた、乳房の任意の増殖性病変または増殖異常を指す。乳癌には、腺癌、小葉
（小細胞）癌、乳管内癌、髄乳癌、粘液乳癌、管状乳癌、乳頭乳癌、ページェット病、お
よび炎症性乳癌があるが、これらだけには限られない。乳癌は、乳房中の転移性病変由来
の、肺、肝臓、および骨などの他の器官における疾患も指す。乳癌は、ホルモン応答性の
癌とホルモン非依存性の癌の両方も包含する。一般に、ホルモン非依存性の乳癌はエスト
ロゲンおよび／またはプロゲステロン受容体の不在または低レベルによって特徴付けられ
、かつこれらの癌は典型的には、抗ホルモン（特に抗エストロゲン）療法による治療に対
して抵抗性である。乳癌はＨｅｒ２発現に基づいてさらに分類され、Ｈｅｒ２＋腫瘍はＨ
ｅｒ２－腫瘍より悪い予後を有する。
【００３１】
　２．ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
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　特定の態様において本発明は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを使用して乳癌を治療また
は予防するための方法に関する。本明細書で使用する用語「ＡｃｔＲＩＩａ」は、任意の
種由来のアクチビン受容体ＩＩａ型（ＡｃｔＲＩＩａ）タンパク質、および突然変異誘発
または他の修飾によってこのようなＡｃｔＲＩＩａタンパク質から誘導される変異体のフ
ァミリーを指す。本明細書におけるＡｃｔＲＩＩａに対する言及は、現在同定されている
形のいずれか１つに対する言及であると理解されたい。ＡｃｔＲＩＩａファミリーのメン
バーは一般に、システイン多量領域を有するリガンド結合細胞外ドメイン、膜貫通ドメイ
ン、および予想されるセリン／スレオニンキナーゼ活性を有する細胞質ドメインで構成さ
れる膜貫通タンパク質である。
【００３２】
　用語「ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド」は、有用な活性を保持する、ＡｃｔＲＩＩａファ
ミリーのメンバーの任意の天然に存在するポリペプチドを含むポリペプチド、およびそれ
らの任意の変異体（突然変異体、断片、融合体、およびペプチド模倣形を含む）を含む。
例えば、ＷＯ／２００６／０１２６２７を参照されたい。例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチドは、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの配列と少なくとも約８０％同一であり、場合に
よっては少なくとも８５％、９０％、９５％、９７％、９９％以上同一である配列を有す
る、任意の知られているＡｃｔＲＩＩａの配列由来のポリペプチドを含む。例えば、本発
明のＡｃｔＲＩＩａ＿ポリペプチドは、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質および／またはアクチ
ビンと結合し、その機能を阻害することができる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、ｉｎ
　ｖｉｖｏでの癌細胞の増殖または生存を阻害する際の活性に関して選択することができ
る。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの例には、ヒトＡｃｔＲＩＩａ前駆体ポリペプチド（配
列番号１）および可溶性ヒトＡｃｔＲＩＩａポリペプチド（例えば、配列番号２、３、７
および１２）がある。
【００３３】
　ヒトＡｃｔＲＩＩａ前駆体タンパク質の配列は以下の通りである：
【００３４】
【化１】

　シグナルペプチドには１本の下線が引かれており、細胞外ドメインは太字であり、考え
られるＮ結合グリコシル化部位には２本の下線が引かれている。
【００３５】
　ヒトＡｃｔＲＩＩａ可溶性（細胞外）、プロセシングポリペプチドの配列は以下の通り
である：
【００３６】

【化２】

　「ＩＬＧ．．．」で始まるＮ末端配列は実験によって決定したものであり、かつ文献中
に一般的に示される「ＡＩＬ．．．」のＮ末端配列とは異なることは留意すべきである。
細胞外ドメインのＣ末端「尾部」には下線が引かれている。欠失した「尾部」を有する配
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【００３７】
【化３】

　ヒトＡｃｔＲＩＩａ前駆体タンパク質をコードする核酸配列は以下の通りである（Ｇｅ
ｎｂａｎｋ　ｅｎｔｒｙ　ＮＭ＿００１６１６のヌクレオチド１６４～１７０５）：
【００３８】
【化４】

　ヒトＡｃｔＲＩＩａ可溶性（細胞外）ポリペプチドをコードする核酸配列は以下の通り
である：
【００３９】
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【化５】

　具体的な実施形態では、本発明は、可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを使用して乳癌
を治療または予防するための方法に関する。本明細書に記載する用語「可溶性ＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチド」は、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質の細胞外ドメインを含むポリペプチド
を一般に指す。本明細書で使用する用語「可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド」は、Ａｃ
ｔＲＩＩａタンパク質およびそれらの任意の変異体（突然変異体、断片およびペプチド模
倣形を含む）の任意の天然に存在する細胞外ドメインを含む。アクチビン結合ＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドは、例えばアクチビンＡＡ、ＡＢ、ＢＢ、またはＣまたはＥサブユニッ
トを含む形を含めた、アクチビンと結合する能力を保持しているポリペプチドである。場
合によっては、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、１ｎＭ以下の解離定数で
アクチビンＡＡと結合し得る。ＡｃｔＲＩＩａタンパク質の細胞外ドメインはアクチビン
と結合し、かつ一般に可溶性であり、したがって可溶性、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａ
ポリペプチドと名付けることができる。可溶性、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドの例には、配列番号２、３、７、１２および１３で例示する可溶性ポリペプチドがあ
る。配列番号７はＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃと呼ばれ、かつ実施例中にさらに記載する。可
溶性、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの他の例は、ＡｃｔＲＩＩａタンパク
質の細胞外ドメイン以外に、シグナル配列、例えばミツバチメリチンリーダー配列（配列
番号８）、組織プラスミノゲンアクチベータ（ＴＰＡ）リーダー（配列番号９）または天
然ＡｃｔＲＩＩａリーダー（配列番号１０）を含む。配列番号１３で例示するＡｃｔＲＩ
Ｉａ－ｈＦｃポリペプチドは、ｔＰＡリーダーを使用する。
【００４０】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能活性断片は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコード
する核酸の対応する断片から組換えにより生じたポリペプチドを、スクリーニングするこ
とによって得ることができる。さらに、従来のＭｅｒｒｉｆｉｅｌｄ固相ｆ－Ｍｏｃまた
はｔ－Ｂｏｃ化学合成などの当技術分野で知られている技法を使用して、断片を化学的に
合成することができる。断片は（組換えによりまたは化学合成によって）生成することが
でき、これらを試験して、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質またはアクチビンによって媒介され
るシグナル伝達のアンタゴニスト（阻害剤）として機能することができるペプチジル断片
を同定することができる。
【００４１】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能活性変異体は、対応するＡｃｔＲＩＩａポリペプチ
ドをコードする突然変異誘発核酸から組換えにより生じた修飾ポリペプチドのライブラリ
ーを、スクリーニングすることによって得ることができる。変異体を生成させ、これらを
試験して、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質またはアクチビンによって媒介されるシグナル伝達
のアンタゴニスト（阻害剤）として機能することができる変異体を同定することができる
。特定の実施形態では、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能変異体は、配列番号２または
３から選択されるアミノ酸配列と少なくとも７５％同一であるアミノ酸配列を含む。特定
の場合では、機能変異体は、配列番号２または３から選択されるアミノ酸配列と少なくと
も８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％または１００％同一である
アミノ酸配列を有する。
【００４２】
　治療有効性、または安定性（例えば、ｅｘ　ｖｉｖｏでの貯蔵寿命およびｉｎ　ｖｉｖ
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ｏでのタンパク質分解に対する耐性）の向上などの目的でＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの
構造を修飾することによって、機能変異体を生成することができる。このような修飾Ａｃ
ｔＲＩＩａポリペプチドは、アクチビン結合を保持するために選択するとき、天然に存在
するＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能相当物であると考えられる。修飾ＡｃｔＲＩＩａ
ポリペプチドは、例えば、アミノ酸の置換、欠失、または付加によって生成することも可
能である。例えば、ロイシンとイソロイシンまたはバリン、アスパラギン酸とグルタミン
酸、スレオニンとセリンの単離置換、または１つのアミノ酸と構造上関連があるアミノ酸
の同様の置換（例えば、保存的突然変異）は、得られる分子の生物活性に対して重大な影
響を有さないはずであると、予想することは妥当である。保存的置換は、その側鎖に関連
があるアミノ酸のファミリー内で起こる置換である。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのアミ
ノ酸配列の変化が機能相同体をもたらすかどうかは、野生型ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
と同様に細胞中において応答を生み出す、変異体ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの能力を評
価することによって容易に決定することができる。
【００４３】
　特定の実施形態において本発明は、ポリペプチドのグリコシル化を改変する特異的突然
変異を有するＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを使用して、乳癌を治療または予防するための
方法を企図する。このような突然変異を選択して、Ｏ結合型またはＮ結合型グリコシル化
部位などの、１つまたは複数のグリコシル化部位を導入または排除することができる。ア
スパラギン結合型グリコシル化認識部位は、適切な細胞グリコシル化酵素によって特異的
に認識される、トリペプチド配列、アスパラギン－Ｘ－スレオニンまたはアスパラギン－
Ｘ－セリン（この場合「Ｘ」は任意のアミノ酸である）を一般に含む。（Ｏ結合型グリコ
シル化部位に関しては）野生型ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの配列への１つまたは複数の
セリンまたはスレオニン残基の付加、またはそれらによる置換によって改変を行うことも
できる。グリコシル化認識部位の第１または第３アミノ酸位置の一方または両方における
様々なアミノ酸置換または欠失（および／または第２位置におけるアミノ酸欠失）は、修
飾型トリペプチド配列において非グリコシル化をもたらす。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
における炭水化物部分の数を増大させる他の手段は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとグリ
コシドの化学または酵素カップリングである。使用するカップリング形式に応じて、糖（
複数可）を（ａ）アルギニンおよびヒスチジン、（ｂ）遊離カルボキシル基、（ｃ）シス
テイン基などの遊離スルフヒドリル基、（ｄ）セリン、スレオニン、またはヒドロキシプ
ロリン基などの遊離ヒドロキシル基、（ｅ）フェニルアラニン、チロシン、またはトリプ
トファンの残基などの芳香族残基、または（ｆ）グルタミンのアミド基と結合させること
が可能である。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに存在する１つまたは複数の炭水化物部分の
除去は、化学的および／または酵素によって実施することができる。化学的脱グリコシル
化は、例えば、化合物トリフルオロメタンスルホン酸、または同等化合物へのＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドの露出を含み得る。この処理は、アミノ酸配列を完全な状態に保ちなが
ら、連結糖（Ｎ－アセチルグルコサミンまたはＮ－アセチルガラクトサミン）以外の大部
分または全ての糖の切断をもたらす。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドにおける炭水化物部分
の酵素切断は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａら、（１９８７年）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１３
８：３５０によって記載されたのと同様の様々なエンドおよびエキソグリコシダーゼの使
用によって実施することができる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの配列は、必要に応じて
、使用する発現系の型に応じて調節することができる、何故なら哺乳動物、酵母菌、昆虫
および植物細胞はいずれも、ペプチドのアミノ酸配列によって影響を受ける可能性がある
、異なるグリコシル化パターンを導入することができるからである。一般に、ヒトにおい
て使用するためのＡｃｔＲＩＩａタンパク質は、ＨＥＫ２９３またはＣＨＯ細胞系などの
、適切なグリコシル化をもたらす哺乳動物細胞系中で発現させることが可能であるが、他
の哺乳動物発現細胞系も有用であると予想される。
【００４４】
　本開示は、突然変異体、特にＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのコンビナトリアル突然変異
体のセット、および切断型突然変異体を作製する方法をさらに企図し、コンビナトリアル
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突然変異体のプールは機能変異体配列を同定するのに特に有用である。このようなコンビ
ナトリアルライブラリーをスクリーニングする目的は、例えばアクチビンまたは他のリガ
ンドと結合するＡｃｔＲＩＩａポリペプチド変異体を生成することであってよい。様々な
スクリーニングアッセイを以下に与え、かつこのようなアッセイを使用して変異体を評価
することができる。例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド変異体を、ＡｃｔＲＩＩａリガ
ンドと結合する能力に関してスクリーニングして、ＡｃｔＲＩＩａリガンドとＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドの結合を妨げる、またはＡｃｔＲＩＩａリガンドによって引き起こされ
るシグナル伝達に干渉することができる。
【００４５】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドまたはその変異体の活性は、細胞ベースまたはｉｎ　ｖｉ
ｖｏアッセイにおいて試験することもできる。例えば、癌細胞の増殖または生存に対する
ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド変異体の効果を評価することができる。癌細胞は、固形腫瘍
を構成する生体中の細胞、または腫瘍に由来し生体内の他の部位に広がっている細胞（す
なわち、転移性細胞）を指すことができる。追加的に、癌細胞は、腫瘍または癌増殖から
入手または誘導しｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養した細胞を指すことができる。癌細胞は、例え
ばｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養することができ、または動物異種移植試験中で使用することが
できる細胞系も包含する。癌細胞は、転移後の細胞分裂によって転移性細胞に由来する細
胞も指す。細胞はホルモン応答性（例えば、エストロゲン受容体陽性）またはホルモン非
依存性（例えば、エストロゲン受容体陰性）であってよい。癌細胞の増殖または生存は、
１つまたは複数の組換えＡｃｔＲＩＩａリガンドタンパク質（例えば、アクチビン）の存
在下で評価することができ、かつ細胞をトランスフェクトして、ＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドおよび／またはその変異体、および場合によっては、ＡｃｔＲＩＩａリガンドを生成
することができる。同様に、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドはマウスまたは他の動物に投与
することができ、対照と比較した腫瘍の大きさ、または細胞増殖率もしくはアポトーシス
率などの１つまたは複数の測定値を評価することができる。
【００４６】
　天然に存在するＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと比較して選択的または一般に高い効力を
有する、コンビナトリアル由来の変異体を生成することができる。同様に、突然変異誘発
によって、対応する野生型ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとは劇的に異なる細胞内半減期を
有する変異体を生成することができる。例えば、改変型タンパク質は、タンパク質分解、
または天然ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの破壊、もしくは他の場合は不活性化をもたらす
他の細胞過程に対してより安定な状態、または安定性のより低い状態にすることができる
。このような変異体、およびそれらをコードする遺伝子を使用して、ＡｃｔＲＩＩａポリ
ペプチドの半減期を調節することによりＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのレベルを改変する
ことができる。例えば、短い半減期はより一時的な生物学的効果をもたらす可能性があり
、かつ誘導的発現系の一部分であるとき、細胞内の組換えＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの
レベルの厳格な制御を可能にすることができる。Ｆｃ融合タンパク質において、突然変異
をリンカー（存在する場合）および／またはＦｃ部分に施して、タンパク質の半減期を改
変することができる。
【００４７】
　考えられるＡｃｔＲＩＩａポリペプチド配列の少なくとも一部分をそれぞれが含む複数
のポリペプチドのライブラリーをコードする遺伝子の縮重ライブラリーによって、コンビ
ナトリアルライブラリーを作製することができる。例えば、合成オリゴヌクレオチドの混
合物は、縮重セットの考えられるＡｃｔＲＩＩａポリペプチドヌクレオチド配列が個別の
ポリペプチドとして、または代替的に（例えば、ファージディスプレイ用の）１セットの
大きな融合タンパク質として発現可能であるように、遺伝子配列に酵素によって連結させ
ることが可能である。
【００４８】
　それによって考えられる相同体のライブラリーを縮重オリゴヌクレオチド配列から作製
することができる、多くの方法が存在する。縮重遺伝子配列の化学合成は自動ＤＮＡ合成
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装置において実施することができ、次いで合成遺伝子を発現に適したベクターに連結させ
ることが可能である。縮重オリゴヌクレオチドの合成は当技術分野でよく知られている（
例えば、Ｎａｒａｎｇ，　ＳＡ（１９８３年）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ３９：３；Ｉｔａ
ｋｕｒａら、（１９８１年）Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ、Ｐｒｏｃ．３ｒｄ　Ｃｌ
ｅｖｅｌａｎｄ　Ｓｙｍｐｏｓ．Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、ｅｄ．ＡＧ　Ｗａｌｔ
ｏｎ、Ａｍｓｔｅｒｄａｍ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ２７３～２８９頁；Ｉｔａｋｕｒａら、（
１９８４年）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａら、（
１９８４年）Ｓｃｉｅｎｃｅ１９８：１０５６；Ｉｋｅら、（１９８３年）Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１１：４７７を参照されたい）。このような技法は他のタンパク
質の定方向進化において使用されている（例えば、Ｓｃｏｔｔら、（１９９０年）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ２４９：３８６～３９０頁；Ｒｏｂｅｒｔｓら、（１９９２年）ＰＮＡＳ　ＵＳ
Ａ８９：２４２９～２４３３頁；Ｄｅｖｌｉｎら、（１９９０年）Ｓｃｉｅｎｃｅ２４９
：４０４～４０６頁；Ｃｗｉｒｌａら、（１９９０年）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ８７：６３７８
～６３８２頁；および米国特許第５，２２３，４０９号、同第５，１９８，３４６号、お
よび同第５，０９６，８１５号を参照されたい）。
【００４９】
　あるいは、他の型の突然変異誘発を使用して、コンビナトリアルライブラリーを作製す
ることができる。例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド変異体を作製し、例えばアラニン
スキャニング突然変異誘発などを使用するスクリーニングによって（Ｒｕｆら、（１９９
４年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ３３：１５６５～１５７２頁；Ｗａｎｇら、（１９９４
年）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：３０９５～３０９９頁；Ｂａｌｉｎｔら、（１９
９３年）Ｇｅｎｅ１３７：１０９～１１８頁；Ｇｒｏｄｂｅｒｇら、（１９９３年）Ｅｕ
ｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２１８：５９７～６０１頁；Ｎａｇａｓｈｉｍａら、（１９９
３年）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：２８８８～２８９２頁；Ｌｏｗｍａｎら、（１
９９１年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ３０：１０８３２～１０８３８頁；およびＣｕｎｎ
ｉｎｇｈａｍら、（１９８９年）Ｓｃｉｅｎｃｅ２４４：１０８１～１０８５頁）、リン
カースキャニング突然変異誘発によって（Ｇｕｓｔｉｎら、（１９９３年）Ｖｉｒｏｌｏ
ｇｙ１９３：６５３～６６０頁；Ｂｒｏｗｎら、（１９９２年）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉ
ｏｌ．１２：２６４４～２６５２；ＭｃＫｎｉｇｈｔら、（１９８２年）Ｓｃｉｅｎｃｅ
２３２：３１６）、飽和突然変異誘発によって（Ｍｅｙｅｒｓら、（１９８６年）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ２３２：６１３）、ＰＣＲ突然変異誘発によって（Ｌｅｕｎｇら、（１９８９年
）Ｍｅｔｈｏｄ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ１：１１～１９頁）、または化学的突然変
異誘発などを含めたランダム突然変異誘発によって（Ｍｉｌｌｅｒら、（１９９２年）Ａ
　Ｓｈｏｒｔ　Ｃｏｕｒｓｅ　ｉｎ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、ＣＳＨＬ
　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ；およびＧｒｅｅｎｅｒら
、（１９９４年）Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ７：３２～３４頁）、
ライブラリーから単離することができる。リンカースキャニング突然変異誘発は、特にコ
ンビナトリアル設定では、切断（生物活性）型のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを同定する
のに魅力的な方法である。
【００５０】
　点突然変異および切断によって作製したコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産物を
スクリーニングするため、かつさらに言えば、ｃＤＮＡライブラリーを特定の特性を有す
る遺伝子産物に関してスクリーニングするための、広範囲の技法が当技術分野で知られて
いる。このような技法は一般に、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのコンビナトリアル突然変
異誘発によって作製した遺伝子ライブラリーの迅速なスクリーニングに適用することがで
きるはずである。大きな遺伝子ライブラリーをスクリーニングするために最も広く使用さ
れている技法は、遺伝子ライブラリーを複製可能な発現ベクターにクローニングすること
、得られたベクターのライブラリーで適切な細胞を形質転換すること、および所望の活性
の検出がその産物を検出した遺伝子をコードするベクターの比較的容易な単離を助長する
条件下で、コンビナトリアル遺伝子を発現させることを典型的に含む。好ましいアッセイ
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には、アクチビン結合アッセイおよびアクチビン媒介細胞シグナル伝達アッセイがある。
【００５１】
　特定の実施形態では、本明細書に記載する方法による有用なＡｃｔＲＩＩａポリペプチ
ドは、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに本来存在する任意の修飾に加えて、翻訳後修飾をさ
らに含むことができる。このような修飾には、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル
化、リン酸化、脂質化、およびアシル化があるが、これらだけには限られない。結果とし
て、修飾ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、ポリエチレングリコール、脂質、多糖または単
糖、およびリン酸などの非アミノ酸エレメントを含み得る。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
の機能に対するこのような非アミノ酸エレメントの影響は、他のＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チド変異体に関して本明細書で記載するように試験することができる。新生型のＡｃｔＲ
ＩＩａポリペプチドの切断によって細胞中でＡｃｔＲＩＩａポリペプチドが生成されると
き、翻訳後プロセシングは、タンパク質の正確なフォールディングおよび／または機能に
も重要である可能性がある。異なる細胞（ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、ＷＩ３８、ＮＩ
Ｈ－３Ｔ３またはＨＥＫ２９３など）は、このような翻訳後活性に関して特異的な細胞機
構および特徴的な機構を有し、これらを選択してＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの正確な修
飾およびプロセシングを確実にすることができる。
【００５２】
　特定の態様では、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能変異体または修飾型は、ＡｃｔＲ
ＩＩａポリペプチド配列の少なくとも一部分および１つまたは複数の融合ドメインを有す
る融合タンパク質を含む。このような融合ドメインのよく知られている例には、ポリヒス
チジン、Ｇｌｕ－Ｇｌｕ、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、チオレドキシ
ン、プロテインＡ、プロテインＧ、免疫グロブリン重鎖定常領域（Ｆｃ）、マルトース結
合タンパク質（ＭＢＰ）、またはヒト血清アルブミンがあるが、これらだけには限られな
い。融合ドメインは所望の特性を与えるように選択することができる。例えば、幾つかの
融合ドメインは、親和性クロマトグラフィーにより融合タンパク質を単離するのに特に有
用である。親和性による精製の目的で、グルタチオン－、アミラーゼ－、およびニッケル
－またはコバルト－結合樹脂などの、親和性クロマトグラフィーの関連マトリクスを使用
する。多くのこのようなマトリクスは、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＧＳＴ精製系および（ＨＩ
Ｓ６）融合パートナーと共に有用なＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓ（商標）系（Ｑｉａｇｅｎ）な
どの、「キット」の形で入手可能である。他の例として、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの
検出を容易にするために、融合ドメインを選択することができる。このような検出ドメイ
ンの例には、通常はそれに対する特異的抗体が利用可能な短いペプチド配列である、様々
な蛍光タンパク質（例えばＧＦＰ）および「エピトープタグ」がある。それに対する特異
的モノクローナル抗体が容易に利用可能である、よく知られているエピトープタグには、
ＦＬＡＧ、インフルエンザウイルスヘマグルチニン（ＨＡ）、およびｃ－ｍｙｃタグがあ
る。幾つかの場合、融合ドメインは因子Ｘａまたはトロンビンなどのプロテアーゼ切断部
位を有し、これは関連プロテアーゼが融合タンパク質を部分的に消化し、それによってそ
こからの組換えタンパク質の遊離を可能にする。次いで遊離したタンパク質を、後のクロ
マトグラフィー分離によって融合ドメインから単離することができる。特定の好ましい実
施形態では、ｉｎ　ｖｉｖｏでＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを安定化させるドメイン（「
安定剤」ドメイン）と、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを融合させる。「安定化」によって
、これが低下した破壊、低下した腎クリアランス、または他の薬物動態作用によるもので
あるかどうかとは無関係に、血中半減期を増大させる任意の事象を意味する。免疫グロブ
リンのＦｃ部分との融合は、広範囲のタンパク質において望ましい薬物動態特性を与える
ことが知られている。同様に、ヒト血清アルブミンとの融合は望ましい特性を与える可能
性がある。選択することができる他の型の融合ドメインには、多量体化（例えば、２量体
化、４量体化）ドメインおよび（追加的生物機能を与える）機能的ドメインがある。
【００５３】
　具体的例として、本発明は、Ｆｃドメイン（例えば、配列番号６）と融合したＡｃｔＲ
ＩＩａの可溶性細胞外ドメインを含む融合タンパク質を使用して、乳癌を治療または予防
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するための方法を提供する。
【００５４】
【化６】

　場合によっては、Ｆｃドメインは、Ａｓｐ－２６５、リシン３２２、およびＡｓｎ－４
３４などの残基において１つまたは複数の突然変異を有する。特定の場合では、１つまた
は複数のこれらの突然変異（例えば、Ａｓｐ－２６５突然変異）を有する突然変異型Ｆｃ
ドメインは、野生型Ｆｃドメインと比較してＦｃγ受容体と結合する低い能力を有する。
他の例では、１つまたは複数のこれらの突然変異（例えば、Ａｓｎ－４３４突然変異）を
有する突然変異型Ｆｃドメインは、野生型Ｆｃドメインと比較してＭＨＣクラスＩ関連Ｆ
ｃ受容体（ＦｃＲＮ）と結合する高い能力を有する。得られる「Ｆｃドメイン」がジスル
フィド結合を介して共有結合により二量体化する能力を保持し、比較的安定した、可溶性
タンパク質を形成するという条件で、Ｆｃドメインは免疫グロブリンの定常領域の小部分
または大部分を含むことができることは、一般に理解されている。
【００５５】
　融合タンパク質の異なるエレメントは、所望の機能と一致する任意の形式で配置するこ
とができることは理解されている。例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは非相同ドメイ
ンに対するＣ末端に置くことができ、または代替的に、非相同ドメインをＡｃｔＲＩＩａ
ポリペプチドに対するＣ末端に置くことができる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドドメイン
と非相同ドメインは融合タンパク質中で隣接している必要はなく、かつ追加的ドメインま
たはアミノ酸配列が、いずれかのドメインに対するＣ末端もしくはＮ末端またはドメイン
間に含まれる可能性がある。
【００５６】
　特定の実施形態では、本明細書に記載する方法による有用なＡｃｔＲＩＩａポリペプチ
ドは、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを安定化することができる１つまたは複数の修飾を含
むことができる。例えば、このような修飾はＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ半減期を増大させ、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの循環半減期を増大させ、またはＡ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドのタンパク質分解を低下させる。このような安定化修飾には、
融合タンパク質（例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドおよび安定剤ドメインを含む融合
タンパク質を含む）、グリコシル化部位の修飾（例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドへ
のグリコシル化部位の付加を含む）、および炭水化物部分の修飾（例えば、ＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドからの炭水化物部分の除去を含む）があるが、これらだけには限られない
。本明細書で使用する用語「安定剤ドメイン」は、融合タンパク質の場合のように融合ド
メイン（例えば、Ｆｃ）を指すだけでなく、炭水化物部分などの非タンパク質修飾、また
はポリエチレングリコールなどの非タンパク質部分も含む。
【００５７】
　特定の実施形態では、本明細書に記載する方法は、他のタンパク質から単離した、また
は他の場合は他のタンパク質を実質的に含まない、単離および／または精製型のＡｃｔＲ
ＩＩａポリペプチドを使用する。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは一般に、組換え核酸から
の発現によって生成し得る。
【００５８】
　３．ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードする核酸
　本明細書で提供するのは、本明細書で開示する断片、機能変異体および融合タンパク質
を含めた、任意のＡｃｔＲＩＩａポリペプチド（例えば、可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チド）をコードする単離および／または組換え核酸である。例えば、配列番号４は天然に
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存在するヒトＡｃｔＲＩＩａ前駆体ポリペプチドをコードし、一方配列番号５はＡｃｔＲ
ＩＩａのプロセシング細胞外ドメインをコードする。対象の核酸は一本鎖または二本鎖で
あってよい。このような核酸はＤＮＡまたはＲＮＡ分子であってよい。これらの核酸は、
例えばＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを作製するための方法中で、または（例えば、遺伝子
療法手法中で）直接的治療剤として使用することができる。
【００５９】
　特定の態様では、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードする対象の核酸は、配列番号４
または５の変異体である核酸を含むとさらに理解される。対立遺伝子変異体などの変異体
ヌクレオチド配列は、１つまたは複数のヌクレオチド置換、付加または欠失によって異な
る配列を含む。
【００６０】
　特定の実施形態では、本発明は、配列番号４または５と少なくとも８０％、８５％、９
０％、９５％、９７％、９８％、９９％または１００％同一である単離または組換え核酸
配列を使用して、乳癌を治療または予防するための方法を提供する。配列番号４または５
と相補的な核酸配列、および配列番号４または５の変異体も、本発明の範囲内にあること
を、当業者は理解するはずである。さらなる実施形態では、本明細書に記載する核酸配列
は単離する、組換える、かつ／または異種ヌクレオチド配列と、もしくはＤＮＡライブラ
リー中で融合させることが可能である。
【００６１】
　他の実施形態では、本明細書に記載する方法による有用な核酸は、配列番号４または５
で表すヌクレオチド配列、配列番号４または５の相補配列、またはそれらの断片と高スト
リンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列も含む。ＤＮＡハイブリダイ
ゼーションを促進する適切なストリンジェンシー条件は変更することができることを、当
業者は容易に理解するはずである。例えば、約４５℃での６．０×塩化ナトリウム／クエ
ン酸ナトリウム（ＳＳＣ）、次に５０℃での２．０×ＳＳＣの洗浄で、ハイブリダイゼー
ションを実施することが可能である。例えば、洗浄ステップ中の塩濃度は、５０℃での約
２．０×ＳＳＣの低ストリンジェンシーから５０℃での約０．２×ＳＳＣの高ストリンジ
ェンシーまで選択することができる。さらに、洗浄ステップ中の温度は、室温での低スト
リンジェンシー条件、約２２℃から、約６５℃での高ストリンジェンシー条件に上昇させ
ることが可能である。温度と塩の両方を変更することができ、または温度もしくは塩濃度
は、他方の変数を変えながら一定に保つことができる。一実施形態では、本明細書に記載
する方法は、室温における６×ＳＳＣ、次に室温における２×ＳＳＣでの洗浄の低ストリ
ンジェンシー条件下でハイブリダイズする核酸を使用する。
【００６２】
　遺伝コードの縮重により配列番号４または５で述べる核酸と異なる単離核酸も、本明細
書に記載する方法による使用に企図される。例えば、幾つかのアミノ酸は２つ以上のトリ
プレットによって表される。同じアミノ酸を指定するコドン、またはシノニム（例えば、
ＣＡＵとＣＡＣはヒスチジンのシノニムである）は、タンパク質のアミノ酸配列に影響を
与えない「サイレント」突然変異をもたらす可能性がある。しかしながら、対象のタンパ
ク質のアミノ酸配列の変化をもたらすＤＮＡ配列多型が、哺乳動物細胞間に存在するであ
ろうことは予想される。個々のタンパク質をコードする核酸の１つまたは複数のヌクレオ
チド（ヌクレオチドの約３～５％まで）のこれらの変異は、本来の対立遺伝子の変異によ
り所与の種の個体間に存在し得ることを、当業者は理解するはずである。任意および全て
のこのようなヌクレオチド変異、および得られるアミノ酸の多型は、本発明の範囲内にあ
る。
【００６３】
　特定の実施形態では、本明細書に記載する組換え核酸を、発現構築体中の１つまたは複
数の制御ヌクレオチド配列と作動可能に連結させることが可能である。制御ヌクレオチド
配列は一般に、発現に使用する宿主細胞に適しているはずである。多数の型の適切な発現
ベクターおよび適切な制御配列が、様々な宿主細胞に関して当技術分野で知られている。
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典型的には、前記１つまたは複数の制御ヌクレオチド配列は、プロモーター配列、リーダ
ーまたはシグナル配列、リボソーム結合部位、転写開始および停止配列、翻訳開始および
停止配列、およびエンハンサーまたはアクチベーター配列だけには限られないが、これら
を含むことができる。当技術分野で知られている構成性または誘導性プロモーターが本発
明によって企図される。プロモーターは天然に存在するプロモーター、または２つ以上の
プロモーターのエレメントを組み合わせたハイブリッドプロモーターのいずれかであって
よい。発現構築体は細胞中、プラスミドなどのエピソーム上に存在することができ、また
は発現構築体は染色体中に挿入することができる。好ましい実施形態では、発現ベクター
は、形質転換宿主細胞の選択を可能にするための、選択可能なマーカー遺伝子を含む。選
択可能なマーカー遺伝子は当技術分野でよく知られており、使用する宿主細胞と共に変わ
るはずである。
【００６４】
　特定の態様において、本明細書に記載する方法は、少なくとも１つの制御配列と作動可
能に連結したＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む発現ベク
ターを使用する。制御配列は当技術分野で認められており、これらを選択してＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドの発現を誘導する。したがって、用語制御配列はプロモーター、エンハ
ンサー、および他の発現調節エレメントを含む。代表的な制御配列はＧｏｅｄｄｅｌ；Ｇ
ｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎ
ｚｙｍｏｌｏｇｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ（１９９
０年）中に記載されている。例えば、それと作動可能に連結したときにＤＮＡ配列の発現
を調節する、任意の広く様々な発現調節配列をこれらのベクター中で使用して、ＡｃｔＲ
ＩＩａポリペプチドをコードするＤＮＡ配列を発現させることが可能である。このような
有用な発現調節配列には、例えば、ＳＶ４０の初期および後期プロモーター、ｔｅｔプロ
モーター、アデノウイルスまたはサイトメガロウイルス即時型初期プロモーター、ＲＳＶ
プロモーター、ｌａｃ系、ｔｒｐ系、ＴＡＣまたはＴＲＣ系、その発現がＴ７ＲＮＡポリ
メラーゼによって誘導されるＴ７プロモーター、ファージラムダの主要オペレーターおよ
びプロモーター領域、ｆｄコートタンパク質に関する調節領域、３－ホスホグリセレート
キナーゼまたは他の糖分解酵素に関するプロモーター、酸ホスファターゼのプロモーター
、例えばＰｈｏ５、酵母菌α－接合因子のプロモーター、バキュロウイルス系および原核
または真核細胞またはそれらのウイルスの遺伝子の発現を調節することが知られている他
の配列のポリヘドロンプロモーター、およびそれらの様々な組合せがある。発現ベクター
の設計は、形質転換する宿主細胞の選択および／または発現させることを望むタンパク質
の型などの要因に依存し得ることは理解されるはずである。さらに、ベクターのコピー数
、そのコピー数および抗生物質マーカーなどのベクターによってコードされる任意の他の
タンパク質の発現を調節する能力も考慮すべきである。
【００６５】
　本明細書に記載する組換え核酸は、クローニング遺伝子、またはその一部分を、原核細
胞、真核細胞（酵母菌、鳥類、昆虫または哺乳動物）のいずれか、または両方における発
現に適したベクターに連結させることによって生成することができる。組換えＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドを生成するための発現媒体には、プラスミドおよび他のベクターがある
。例えば、適切なベクターには、Ｅ．ｃｏｌｉなどの原核細胞における発現用の、幾つか
の型のプラスミド：ｐＢＲ３２２由来プラスミド、ｐＥＭＢＬ由来プラスミド、ｐＥＸ由
来プラスミド、ｐＢＴａｃ由来プラスミドおよびｐＵＣ由来プラスミドがある。
【００６６】
　幾つかの哺乳動物発現ベクターは、細菌中でのベクターの伝播を容易にするための原核
生物配列と、真核細胞中で発現される１つまたは複数の真核生物転写単位の両方を含む。
ｐｃＤＮＡＩ／ａｍｐ、ｐｃＤＮＡＩ／ｎｅｏ、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＳＶ２ｇｐｔ、ｐＳ
Ｖ２ｎｅｏ、ｐＳＶ２－ｄｈｆｒ、ｐＴｋ２、ｐＲＳＶｎｅｏ、ｐＭＳＧ、ｐＳＶＴ７、
ｐｋｏ－ｎｅｏおよびｐＨｙｇ由来ベクターは、真核細胞のトランスフェクションに適し
た哺乳動物発現ベクターの例である。これらのベクターの幾つかを、ｐＢＲ３２２などの
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細菌プラスミド由来の配列で修飾して、原核細胞と真核細胞の両方における複製および薬
剤耐性選択を容易にする。あるいは、ウシパピローマウイルス（ＢＰＶ－１）、またはエ
プスタインバーウイルス（ｐＨＥＢｏ、ｐＲＥＰ由来およびｐ２０５）などのウイルスの
誘導体を、真核細胞中でのタンパク質の一時的発現に使用することができる。（レトロウ
イルスを含めた）他のウイルス発現系の例は、遺伝子療法送達系の記載中において以下で
見ることができる。プラスミドの調製および宿主生物の形質転換において利用する様々な
方法は、当技術分野でよく知られている。原核細胞と真核細胞の両方に適した他の発現系
、および一般的な組換え手順に関しては、Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｆｒｉｔｓｃｈ　ａｎｄ　
ＭａｎｉａｔｉｓによるＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、２００１年）を参照されたい。幾つかの場合、バキュロウイルス発現
系の使用によって、組換えポリペプチドを発現させることが望ましい可能性がある。この
ようなバキュロウイルス発現系の例には、ｐＶＬ由来ベクター（ｐＶＬ１３９２、ｐＶＬ
１３９３およびｐＶＬ９４１など）、ｐＡｃＵＷ由来ベクター（ｐＡｃＵＷ１など）、お
よびｐＢｌｕｅＢａｃ由来ベクター（β－ｇａｌ含有ｐＢｌｕｅＢａｃＩＩＩなど）があ
る。
【００６７】
　好ましい実施形態では、ＣＨＯ細胞中で対象のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを生成する
ために、Ｐｃｍｖ－Ｓｃｒｉｐｔベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、
Ｃａｌｉｆ．）、ｐｃＤＮＡ４ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃ
ａｌｉｆ）およびｐＣＩ－ｎｅｏベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗｉｓｃ
．）などのベクターが設計され得る。明らかとなるように、対象の遺伝子構築体を使用し
て、培養中に増殖した細胞における対象のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの発現を引き起こ
す、例えば精製用の融合タンパク質または変異体タンパク質を含めたタンパク質を生成す
ることができる。
【００６８】
　本開示はさらに、１つまたは複数の対象のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに関するコード
配列（例えば、配列番号４または５）を含む組換え遺伝子でトランスフェクトした宿主細
胞に関する。宿主細胞は任意の原核または真核細胞であってよい。例えば、本明細書に記
載するＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、Ｅ．ｃｏｌｉなどの細菌細胞、昆虫細胞（例えば
、バキュロウイルス発現系を使用して）、酵母菌、または哺乳動物細胞中で発現させるこ
とが可能である。他の適切な宿主細胞は当業者に知られている。
【００６９】
　対象のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを生成する方法も、本明細書において提供する。例
えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードする発現ベクターでトランスフェクトした宿
主細胞は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの発現を引き起こすのに適した条件下で培養する
ことができる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを分泌させ、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを
含む細胞と培地の混合物から単離することが可能である。あるいは、ＡｃｔＲＩＩａポリ
ペプチドは細胞質または膜分画中に保持することができ、細胞を採取、溶解し、かつタン
パク質を単離することができる。細胞培養物は宿主細胞、培地および他の副産物を含む。
細胞培養に適した培地は当技術分野でよく知られている。対象のＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドは、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、限外濾過、電気
泳動、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの個々のエピトープに特異的な抗体を用いた免疫親和
性による精製、およびＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと融合したドメインと結合する作用物
質を用いた親和性による精製（例えば、プロテインＡカラムを使用してＡｃｔＲＩＩａ－
Ｆｃ融合体を精製することができる）を含めた、タンパク質を精製するための当技術分野
で知られている技法を使用して、細胞培養培地、宿主細胞、または両方から単離すること
ができる。好ましい実施形態では、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、その精製を容易にす
るドメインを含む融合タンパク質である。好ましい実施形態では、精製は、例えば任意の
順序で以下の：プロテインＡクロマトグラフィー、Ｑセファロースクロマトグラフィー、
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フェニルセファロースクロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、およびカチ
オン交換クロマトグラフィーの３個以上を含む一連のカラムクロマトグラフィーステップ
によって実施する。精製はウイルス濾過およびバッファー交換を伴うことが可能である。
本明細書で実証するように、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃタンパク質は、サイズ排除クロマト
グラフィーにより決定して９８％を超える純度、およびＳＤＳＰＡＧＥにより決定して９
５％を超える純度に精製した。このレベルの純度は、マウス、ラットおよび非ヒト霊長類
において望ましい結果を得るのに十分であった。
【００７０】
　他の実施形態では、組換えＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの所望部分のＮ末端におけるポ
リ－（Ｈｉｓ）／エンテロキナーゼ切断部位配列などの精製リーダー配列をコードする融
合遺伝子は、Ｎｉ２＋金属樹脂を使用する親和性クロマトグラフィーによる発現された融
合タンパク質の精製を可能にすることができる。したがって精製リーダー配列を、エンテ
ロキナーゼを用いた処理により後に除去して、精製ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを与える
ことができる（例えば、Ｈｏｃｈｕｌｉら、（１９８７年）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ
ｐｈｙ４１１：１７７；およびＪａｎｋｎｅｃｈｔら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ８８：８９７２
を参照）。
【００７１】
　融合遺伝子を作製するための技法はよく知られている。本質的に、異なるポリペプチド
配列をコードする様々なＤＮＡ断片の接合は、連結用の平滑末端または交互末端を使用す
る従来の技法、適切な末端、必要に応じて付着末端の充填をもたらすための制限酵素によ
る消化、望ましくない接合を回避するためのアルカリホスファターゼ処理、および酵素に
よる連結に従い実施する。他の実施形態では、自動ＤＮＡ合成装置を含めた従来の技法に
よって、融合遺伝子を合成することができる。あるいは、遺伝子断片のＰＣＲ増幅は、後
にアニーリングしてキメラ遺伝子配列を生成し得る２つの連続遺伝子断片間に相補的突出
部分を生成するアンカープライマーを使用して実施することができる（例えば、Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ａｕｓｕｂ
ｅｌら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ：１９９２年を参照されたい）。
【００７２】
　４．代替アクチビンおよびＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト
　本開示は、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達のアンタゴニストを使用して、乳
癌を治療または予防するための方法に関する。可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、およ
び特にＡｃｔｒＩＩａ－Ｆｃは好ましいアンタゴニストであり、かつこのようなアンタゴ
ニストは、アクチビンアンタゴニズム以外の機構によって乳癌細胞の増殖または生存に影
響を与える可能性があるが（例えば、アクチビン阻害は、おそらくＴＧＦ－βスーパーフ
ァミリーの他のメンバーを含めた一定範囲の分子の活性を、作用物質が阻害する傾向の指
標である可能性があり、かつこのような全体的阻害は、乳癌細胞の増殖または生存に対す
る所望の効果をもたらす可能性がある）、抗アクチビン（例えば、アクチビンβＡ、βＢ

、βＣおよびβＥ）抗体、抗ＡｃｔＲＩＩａ抗体、ＡｃｔＲＩＩａの生成を阻害するアン
チセンス、ＲＮＡｉまたはリボザイム核酸、およびアクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａの他
の阻害剤、特にアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａ結合を妨害する阻害剤を含めた、他の型のア
クチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストが有用であると予想される。特定の実施形態で
は、アクチビンＢに特異的なアンタゴニスト（例えば、抗アクチビンＢ抗体）が、本発明
の方法中で有用である。
【００７３】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド（例えば、可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）と特異的
に反応し、かつＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと競合的にリガンドと結合する、または他の
場合ＡｃｔＲＩＩａ媒介シグナル伝達を阻害する抗体を、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド活
性のアンタゴニストとして使用することができる。同様に、アクチビンβＡ、βＢ、βＣ

またはβＥポリペプチド、またはそれらの任意のヘテロ二量体と特異的に反応し、かつＡ
ｃｔＲＩＩａ結合を妨害する抗体を、アンタゴニストとして使用することができる。
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【００７４】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドまたはアクチビンポリペプチド由来の免疫原を使用するこ
とによって、抗タンパク質／抗ペプチド抗血清またはモノクローナル抗体を、標準的なプ
ロトコルによって作製することができる（例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ編（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ：１９８８年）を参照されたい）。マウス、ハムスター
またはウサギなどの哺乳動物を、免疫原型のＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、および抗体応
答を誘導することができる抗原断片、または融合タンパク質で免疫処置することができる
。タンパク質またはペプチドに免疫原性を与えるための技法には、担体との結合、または
当技術分野でよく知られている他の技法がある。ＡｃｔＲＩＩａまたはアクチビンポリペ
プチドの免疫原部分は、アジュバントの存在下で投与することができる。免疫処置の進行
は、血漿または血清中の抗体力価の検出によってモニタリングすることができる。標準的
なＥＬＩＳＡまたは他のイムノアッセイを抗原としての免疫原と共に使用して、抗体のレ
ベルを評価することができる。
【００７５】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの抗原製剤を用いた動物の免疫処置後に、抗血清を得るこ
とができ、かつ望むならば、ポリクローナル抗体を血清から単離することができる。モノ
クローナル抗体を産生するために、抗体産生細胞（リンパ球）を免疫処置した動物から採
取し、標準的な体細胞融合手順によりミエローマ細胞などの不死化細胞と融合させて、ハ
イブリドーマ細胞を生成することができる。このような技法は当技術分野でよく知られて
おり、かつ例えば、ハイブリドーマ技法（Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ、（
１９７５年）Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５～４９７頁によって本来開発された）、ヒト
Ｂ細胞ハイブリドーマ技法（Ｋｏｚｂａｒら、（１９８３年）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔ
ｏｄａｙ、４：７２）、およびヒトモノクローナル抗体を産生するためのＥＢＶ－ハイブ
リドーマ技法（Ｃｏｌｅら、（１９８５年）Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ、Ｉｎｃ．７７～
９６頁）を含む。ハイブリドーマ細胞は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと特異的に反応す
る抗体の産生に関して免疫化学的にスクリーニングすることができ、かつモノクローナル
抗体はこのようなハイブリドーマ細胞を含む培養物から単離することができる。抗体可変
ドメインまたはＦａｂ断片のライブラリー（例えば、ファージディスプレイライブラリー
）をスクリーニングして、選択した抗原（例えば、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａ）と
結合する結合物質を同定することによって、抗体を作製することもできる。このｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ手法は、哺乳動物、特にマウスおよびヒトの間で高度に保存されたタンパク質に
関して有用であることが多い。
【００７６】
　本明細書で使用する用語「抗体」は、例えば任意のアイソタイプ（ＩｇＧ、ＩｇＡ、Ｉ
ｇＭ、ＩｇＥなど）の完全抗体を含むものとし、かつ選択した抗原と反応性がある免疫グ
ロブリンの断片またはドメインを含む。抗体は従来の技法を使用して断片化することがで
き、かつ断片は有用性および／または対象の特異的エピトープとの相互作用に関してスク
リーニングすることができる。したがって、この用語は、特定のタンパク質と選択的に反
応することができる、タンパク質分解により切断した部分または組換えにより調製した部
分の抗体分子のセグメントを含む。このようなタンパク質分解および／または組換え断片
の非制限的な例には、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆｖ、およびペプチドリンカ
ーによって接合したＶ［Ｌ］および／またはＶ［Ｈ］ドメインを含む単鎖抗体（ｓｃＦｖ
）がある。ｓｃＦｖは共有または非共有結合して、２つ以上の結合部位を有する抗体を形
成することができる。用語抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、または他の抗体の
精製製剤および組換え抗体も含む。用語「組換え抗体」は、分子生物学の技法を使用して
構築された核酸から発現された抗体、または免疫グロブリンの抗原結合ドメイン、単鎖抗
体から開発されたヒト化抗体または完全ヒト抗体などを意味する。シングルドメインおよ
び単鎖抗体も用語「組換え抗体」内に含まれる。
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【００７７】
　特定の実施形態では、本明細書に記載する方法は、例えばモノクローナル抗体などの抗
体を使用することができる。新規な抗体を作製するための方法も提供する。例えば、Ａｃ
ｔＲＩＩａポリペプチドまたはアクチビンポリペプチドと特異的に結合するモノクローナ
ル抗体を作製するための方法は、検出可能な免疫応答を刺激するのに有効な量の抗原ポリ
ペプチドを含む免疫原性組成物をマウスに投与すること、マウスから抗体産生細胞（例え
ば、脾臓由来の細胞）を得ること、および抗体産生細胞とミエローマ細胞を融合させて抗
体産生ハイブリドーマを得ること、および抗体産生ハイブリドーマを試験して抗原と特異
的に結合するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを同定することを含むことが
できる。ハイブリドーマを得た後、それは細胞培養において、場合によってはハイブリド
ーマ由来の細胞が抗原と特異的に結合するモノクローナル抗体を産生する培養条件で、増
殖させることが可能である。モノクローナル抗体は細胞培養物から精製することができる
。
【００７８】
　抗体に関して使用する形容詞「と特異的に反応する」は、当技術分野で一般的に理解さ
れているように、対象の抗原（例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）と対象ではない他
の抗原の間で抗体が十分選択的であること、個々の型の生物サンプル中で対象の抗原の存
在を検出するのに抗体が少なくとも有用であることを意味するものとする。治療用途など
で抗体を利用する特定の方法では、結合におけるさらに高度の特異性が望ましい可能性が
ある。モノクローナル抗体は一般に、（ポリクローナル抗体と比較して）望ましい抗原と
交差反応ポリペプチドを有効に区別しやすい傾向がある。抗体：抗原の相互作用の特異性
に影響を与える１つの特徴は、抗原に対する抗体の親和性である。所望の特異性は異なる
親和性の範囲に達する可能性があるが、一般に好ましい抗体は約１０－６、１０－７、１
０－８、１０－９Ｍ以下の親和性（解離定数）を有するはずである。
【００７９】
　さらに、抗体をスクリーニングして望ましい抗体を同定するために使用する技法は、得
られる抗体の特性に影響を与える可能性がある。例えば、抗体を溶液中での抗原との結合
に使用する場合、溶液結合性を試験することが望ましい可能性がある。様々な異なる技法
が、抗体と抗原の間の相互作用を試験して特に望ましい抗体を同定するのに利用可能であ
る。このような技法にはＥＬＩＳＡ、表面プラズモン共鳴結合アッセイ（例えば、Ｂｉａ
ｃｏｒｅ（商標）結合アッセイ、Ｂｉａｃｏｒｅ　ＡＢ、Ｕｐｐｓａｌａ、スウェーデン
）、サンドウィッチアッセイ（例えば、ＩＧＥＮ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｉｎｃ
．、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、Ｍａｒｙｌａｎｄの常磁性ビーズシステム）、ウエスタ
ンブロット、免疫沈降アッセイ、および免疫組織化学法がある。
【００８０】
　アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストである核酸化合物のカテゴリーの例に
は、アンチセンス核酸、ＲＮＡｉ構築体および触媒核酸構築体がある。核酸化合物は一本
鎖または二本鎖であってよい。二本鎖化合物は突出部分領域または非相補性領域も含むこ
とができ、この場合鎖の一方またはもう一方は一本鎖である。一本鎖化合物は自己相補性
領域を含むことができ、この化合物は、二重らせん構造の領域を有する、いわゆる「ヘア
ピン」または「ステム－ループ」構造を形成することを意味する。核酸化合物は、完全長
ＡｃｔＲＩＩａの核酸配列またはアクチビンβＡ、βＢ、βＣもしくはβＥの核酸配列の
１０００を超えない、５００を超えない、２５０を超えない、１００を超えない、または
５０、３５、２５、２２、２０、１８または１５を超えないヌクレオチドからなる領域と
相補的であるヌクレオチド配列を含むことができる。相補性領域は、少なくとも８ヌクレ
オチド、および場合によっては約１８～３５ヌクレオチドであることが好ましいはずであ
る。相補性領域は、イントロン、標的転写産物のコード配列または非コード配列、コード
配列部分などの範囲内にある可能性がある。一般に核酸化合物は、約８～約５００ヌクレ
オチドまたは塩基対長の長さを有するはずであり、場合によっては、長さは約１４～約５
０ヌクレオチドであるはずである。核酸は（特にアンチセンスとして使用するための）Ｄ
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ＮＡ、ＲＮＡまたはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドであってよい。任意の１本の鎖が、ＤＮ
ＡとＲＮＡの混合物、およびＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかとして容易に分類することが
できない修飾型を含むことができる。同様に、二本鎖化合物はＤＮＡ：ＤＮＡ、ＤＮＡ：
ＲＮＡまたはＲＮＡ：ＲＮＡであってよく、かつ任意の１本の鎖は、ＤＮＡとＲＮＡの混
合物、およびＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかとして容易に分類することができない修飾型
も含むことができる。核酸化合物は、骨格（ヌクレオチド間結合を含めた天然核酸中の糖
－リン酸部分）または塩基部分（天然核酸のプリンまたはピリミジン部分）に対する１つ
または複数の修飾を含めた、任意の様々な修飾を含むことができる。アンチセンス核酸化
合物は約１５～約３０ヌクレオチドの長さを有することが好ましいはずであり、かつ血清
中、細胞中、または化合物が送達される可能性がある場所、例えば経口送達化合物の場合
は胃、および吸入化合物に関しては肺などにおける安定性などの特徴を改善するための、
１つまたは複数の修飾を含むことが多いはずである。ＲＮＡｉ構築体の場合、標的転写産
物と相補的な鎖は一般にＲＮＡまたはその修飾型であるはずである。もう一方の鎖はＲＮ
Ａ、ＤＮＡまたは任意の他の変形である可能性がある。二本鎖または一本鎖「ヘアピン」
ＲＮＡｉ構築体の二重鎖部分は、それがダイサー基質として働く限り、１８～４０ヌクレ
オチド長の長さ、および場合によっては約２１～２３ヌクレオチド長の長さを一般に有す
るはずである。触媒または酵素核酸はリボザイムまたはＤＮＡ酵素であってよく、修飾型
も含むことができる。核酸化合物は、ナンセンスまたはセンス対照がほとんどまたは全く
影響を有していない生理的条件下および濃度で細胞と接触したとき、約５０％、７５％、
９０％以上標的の発現を阻害することができる。核酸化合物の効果を試験するのに好まし
い濃度は１、５および１０マイクロモルである。例えば乳癌細胞または乳房腫瘍の増殖ま
たは生存に対する影響に関して、核酸化合物を試験することもできる。
【００８１】
　５．スクリーニングアッセイ
　特定の態様において本発明は、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達経路のアゴニ
ストまたはアンタゴニストである化合物（作用物質）を同定するための、ＡｃｔＲＩＩａ
ポリペプチド（例えば、可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）およびアクチビンポリペプ
チドの使用に関する。このスクリーニングによって同定した化合物を試験して、ｉｎ　ｖ
ｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏで癌細胞、特に乳癌細胞の増殖または生存を調節するそれ
らの能力を評価することができる。これらの化合物は、例えばマウス異種移植モデルなど
の動物モデルにおいて試験することができる。１つの有用な動物モデルはネズミＭＤＡ－
ＭＢ２３１乳癌モデルであり、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞はホルモン非依存性であり、かつ
骨に転移する傾向がある。Ｄｒｅｂｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ、８３：９１２９～９１３３頁（１９８６年）によって記載されたのとほぼ同様に、例
えばラット神経芽腫細胞（そこからｎｅｕオンコジーンを最初に単離した）、またはｎｅ
ｕ形質転換ＮＩＨ－３Ｔ３細胞をヌードマウスに移植することによって、乳癌の他の動物
モデルを作製することができる。
【００８２】
　アクチビンおよびＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達を標的化することによって、乳癌を治療
または予防するための治療剤をスクリーニングするための、多数の手法が存在する。特定
の実施形態では、化合物の高スループットスクリーニングを実施して、選択した細胞系に
対するアクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａ媒介の影響を乱す作用物質を同定することができ
る。特定の実施形態では、アッセイを実施して、アクチビンとＡｃｔＲＩＩａポリペプチ
ドの結合を特異的に阻害するかまたは低下させる化合物をスクリーニングおよび同定する
。あるいは、アッセイを使用して、アクチビンとＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの結合を高
める化合物を同定することができる。さらなる実施形態では、アクチビンとＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドと相互作用するそれらの能力によって、化合物を同定することができる。
【００８３】
　様々なアッセイ形式が事足りるはずであり、かつ本開示に照らして、本明細書に明確に
記載しないアッセイ形式が、それにもかかわらず当業者によって理解されるはずである。
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本明細書に記載するように、試験化合物（作用物質）は任意のコンビナトリアル化学法に
よって生成することができる。あるいは、対象の化合物はｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏで合成された天然に存在する生物分子であってよい。組織増殖のモジュレーター
として作用するそれらの能力に関して試験する化合物（作用物質）は、例えば細菌、酵母
菌、植物または他の生物によって生成される可能性があり（例えば、天然産物）、化学的
に生成することができ（例えば、ペプチド模倣体を含めた小分子）、または組換えによっ
て生成することができる。本明細書で企図する試験化合物には、非ペプチジル有機分子、
ペプチド、ポリペプチド、ペプチド模倣体、糖、ホルモン、および核酸分子がある。特定
の実施形態では、試験作用物質は、約２，０００ダルトン未満の分子量を有する小さな有
機分子である。
【００８４】
　試験化合物は単一の、別個の実体として提供することができ、またはコンビナトリアル
化学法によって作製したライブラリーなどの、複雑性の高いライブラリーに提供すること
ができる。これらのライブラリーは、例えばアルコール、ハロゲン化アルキル、アミン、
アミド、エステル、アルデヒド、エーテルおよび他のクラスの有機化合物を含むことがで
きる。試験系に対する試験化合物の提示は、特に最初のスクリーニングステップにおいて
、単離形、または化合物の混合物としてのいずれかであってよい。場合によっては、化合
物は他の化合物で場合によっては誘導体化することができ、化合物の単離を容易にする誘
導体化基を有する。誘導体化基の非制限的な例には、ビオチン、フルオレセイン、ジゴキ
シゲニン、緑色蛍光タンパク質、アイソトープ、ポリヒスチジン、磁気ビーズ、グルタチ
オンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、光活性化架橋剤またはこれらの任意の組合せがあ
る。
【００８５】
　化合物および天然抽出物のライブラリーを試験する多くの薬剤スクリーニングプログラ
ムでは、所与の時間期間中に調べる化合物の数を最大にするために、高スループットアッ
セイが望ましい。精製または半精製タンパク質を誘導することができるような、無細胞系
で実施されるアッセイは、それらを作製して迅速な開発および試験化合物によって媒介さ
れる分子標的の変化の比較的容易な検出を可能にすることができる点で、「一次」スクリ
ーニングとして好ましいことが多い。さらに、試験化合物の細胞毒性または生物学的利用
能の効果は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ系では一般に無視される可能性があり、このアッセイは代
わりに、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとアクチビンの間の結合親和性の変化において示さ
れ得る分子標的に対する薬剤の影響に主に焦点を当てている。
【００８６】
　単なる例示のために、代表的なスクリーニングアッセイでは、対象の化合物を、通常ア
クチビンと結合することができる単離および精製ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと接触させ
る。次いで化合物とＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの混合物に、ＡｃｔＲＩＩａリガンドを
含む組成物を加える。ＡｃｔＲＩＩａ／アクチビン複合体の検出および定量化は、Ａｃｔ
ＲＩＩａポリペプチドとアクチビンの間の複合体形成の阻害（または促進）における、化
合物の有効性を決定するための手段を提供する。化合物の有効性は、様々な濃度の試験化
合物を使用して得たデータから、用量応答曲線を作製することによって評価することがで
きる。さらに、対照アッセイを実施して比較のベースラインを与えることもできる。例え
ば、対照アッセイでは、単離および精製アクチビンをＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを含む
組成物に加え、ＡｃｔＲＩＩａ／アクチビン複合体の形成を試験化合物の不在下で定量化
する。一般に、反応物を混合することができる順序は変わる可能性があり、かつ同時に混
合することができることは理解されよう。さらに、精製タンパク質の代わりに、細胞抽出
物および溶解物を使用して適切な無細胞アッセイ系にすることができる。
【００８７】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとアクチビンの間の複合体形成は、様々な技法によって検
出することができる。例えば、複合体の形成の調節は、例えば放射標識（例えば、３２Ｐ
、３５Ｓ、１４Ｃまたは３Ｈ）、蛍光標識（例えば、ＦＩＴＣ）、または酵素標識したＡ
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ｃｔＲＩＩａポリペプチドまたはアクチビンなどの検出可能に標識したタンパク質を使用
して、イムノアッセイによって、またはクロマトグラフィー検出によって定量化すること
ができる。
【００８８】
　特定の実施形態では、蛍光偏光アッセイおよび蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）ア
ッセイを、直接的または間接的のいずれかで、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとその結合タ
ンパク質の間の相互作用の程度を測定するために使用することができる。他の適切な検出
形態には、例えば、光導波路（ＰＣＴ公開ＷＯ９６／２６４３２および米国特許第５，６
７７，１９６号）、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、表面電荷センサー、および表面力セ
ンサーに基づく検出形態がある。
【００８９】
　「ツーハイブリッドアッセイ」としても知られる相互作用捕捉アッセイを、ＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドとその結合タンパク質の間の相互作用を妨害または促進する作用物質を
同定するために使用することもできる。例えば、米国特許第５，２８３，３１７号、Ｚｅ
ｒｖｏｓら、（１９９３年）Ｃｅｌｌ７２：２２３～２３２頁、Ｍａｄｕｒａら、（１９
９３年）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ２６８：１２０４６～１２０５４頁、Ｂａｒｔｅｌら、
（１９９３年）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ１４：９２０～９２４頁およびＩｗａｂｕｃ
ｈｉら、（１９９３年）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ８：１６９３～１６９６頁）を参照されたい。
特定の実施形態では、リバースツーハイブリッド系を使用して、ＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドとその結合タンパク質の間の相互作用を絶つ化合物（例えば、小分子またはペプチド
）を同定することができる。例えば、Ｖｉｄａｌ　ａｎｄ　Ｌｅｇｒａｉｎ、（１９９９
年）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ２７：９１９～２９頁、Ｖｉｄａｌ　ａｎｄ　
Ｌｅｇｒａｉｎ、（１９９９年）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ１７：３７４～８
１頁、および米国特許第５，５２５，４９０号、同第５，９５５，２８０号、および同第
５，９６５，３６８号を参照されたい。
【００９０】
　特定の実施形態では、本明細書に記載するＡｃｔＲＩＩａまたはアクチビンポリペプチ
ドと相互作用するそれらの能力によって化合物を同定する。化合物とＡｃｔＲＩＩａまた
はアクチビンポリペプチドの間の相互作用は、共有結合または非共有結合であってよい。
例えば、光架橋、放射標識リガンド結合、および親和性クロマトグラフィー（Ｊａｋｏｂ
ｙ　ＷＢら、１９７４年、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ４６：１）を含
めたｉｎ　ｖｉｔｒｏでの生化学的方法を使用して、このような相互作用をタンパク質レ
ベルで同定することができる。特定の場合では、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチドと結合する化合物を検出するためのアッセイなどの機構に基づくアッセイにおいて
、化合物をスクリーニングすることができる。これは固相または液相結合事象を含む可能
性がある。あるいは、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードする遺伝子
を、レポーター系（例えば、β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、または緑色蛍光タ
ンパク質）を用いて細胞にトランスフェクトすることができ、場合によっては高スループ
ットスクリーニングによりライブラリーに対して、またはライブラリーの個々のメンバー
でスクリーニングすることができる。他の機構に基づく結合アッセイ、例えば自由エネル
ギーの変化を検出する結合アッセイを使用することができる。結合アッセイは、ウエル、
ビーズもしくはチップに固定された、または固定化抗体によって捕捉された、またはキャ
ピラリー電気泳動によって分離した標的で実施することができる。結合した化合物は、比
色分析または蛍光または表面プラズモン共鳴を使用して通常検出することができる。
【００９１】
　６．代表的な治療的使用
　特定の実施形態では、本発明は、治療有効量のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニ
スト、例えばＡｃｔＲＩＩａポリペプチドなどを個体に投与することによって、その必要
がある個体における乳癌を治療または予防する方法を提供する。これらの方法は、乳癌を
発症する高い危険性を有するヒト、特に女性の療法的および予防的治療に使用することが
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できる。全ての女性は乳癌を発症する危険性があるので、乳癌を発症する高い危険性を有
する女性は、特定の年齢群内の一般集団または女性集団と比較して、その危険因子がこの
疾患を発症する高い確率をもたらす女性である。代表的な危険因子には、年齢、家族歴ま
たは遺伝子構造、運動および食事などの生活習慣、放射線または他の発癌性物質への曝露
、第一子が生まれたときの年齢、遺伝的変化、および閉経後の体重増加がある。
【００９２】
　本明細書で使用するように、障害または状態を「予防する」治療剤は、統計サンプルに
おいて、未治療対照サンプルと比較して治療サンプル中の障害または状態の発生を低下さ
せる、または未治療対照サンプルと比較して障害または状態の１つまたは複数の症状また
は特徴の発症を遅延させる化合物を指す。例えば、乳癌の予防は、治療後の新たな病変の
不在、または転移性疾患の不在もしくは遅延を指すことができる。
【００９３】
　用語「乳癌の治療」は、未治療対照と比較した、または治療前の疾患の重度と比較した
、疾患の１つまたは複数の症状または特徴の改善を指す。この用語は、治療を受けている
患者が治癒されること、または患者から疾患を完全に根絶することを必ずしも必要としな
い。乳癌を治療する作用物質は、疾患の１つまたは複数の症状または特徴の重度を低下さ
せる作用物質であってよい。腫瘍の増殖および進行は、細胞周期進行および細胞分裂のメ
ディエーター、および細胞死、またはアポトーシスのレギュレーターを含めた様々な要因
によって影響を受けることに留意しなければならない。したがって、乳癌の治療は、癌細
胞増殖の低下または細胞分裂速度の低下を含むことができる。代替的または追加的に、乳
癌の治療は、癌細胞生存の低下、アポトーシスの増大、または転移性乳癌、特に骨転移の
乳癌の発生または重度の低下を含むことができる。したがって、特定の実施形態では、乳
癌の治療は、細胞分裂の低下と細胞死の増大の両方を含むことができる。機構とは無関係
に、乳癌を治療する際の作用物質の有効性は、（低下した増殖、増大したアポトーシスの
いずれか、またが両方による）対照と比較して少数の癌細胞、または対照と比較した腫瘍
の大きさの低下などの観察可能な指標によって決定することができる。したがって、乳癌
の治療または腫瘍もしくは癌細胞増殖の阻害は、このような変化が生じる機構に関して中
立であると考えられる。予防と治療の両方が、医師または他のヘルスケア提供者によって
与えられる診断、および治療剤の投与の目的とする結果の分析において識別することがで
きる。
【００９４】
　ヒトにおける乳癌進行に対する対象のアンタゴニストの効果を観察するとき、効果は測
定可能な疾患の減少または消失、および／または新たな病変の不在または転移の予防によ
って評価することができる。例えば、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、非
侵襲性乳癌と侵襲性乳癌の両方を有する患者における、乳癌進行を有意に低下または遅延
させることが可能である。さらに、これらのアンタゴニストは、乳癌に関する危険因子を
有する健常な女性においてこの疾患を発症する危険性を予防する、または低下させること
が可能である。これらのアンタゴニストは、乳癌の病歴を有する患者におけるこの疾患の
再発の危険性を低下させることも可能である。
【００９５】
　したがって、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを使用して、疾患を発症する
危険性があると考えられる個体における乳癌の発症を予防または遅延することができ、こ
のようなアンタゴニストは、選択した患者集団において使用することができる。適切な患
者集団の例は、乳癌および卵巣癌の家族歴を有する患者、母親または姉妹がこの疾患を有
すると診断された女性患者などを含む。ＢＲＣＡ１／２遺伝子または女性が乳癌および卵
巣癌になりやすい素因であることが示されている他の遺伝子の突然変異を有する患者も含
まれる。一実施形態では、乳癌を発症する危険性が高いと考えられるが、この疾患である
と診断されていない患者を、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストで治療する。患
者が３０、３５、または４０歳に達したとき、または女性患者が妊娠しようとしていない
（すなわち、患者が幼児を育てる予定がない）とき、または閉経に達したとき、このよう
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な治療を始めることができる。特に、本明細書に示すデータは、アクチビン－ＡｃｔＲＩ
Ｉａアンタゴニストは、全身循環に導入される乳癌細胞系の転移拡散を阻害することを実
証し、このようなアンタゴニストは乳房腫瘍の転移を予防する際に有用であり得ることを
実証する。乳癌と診断されたかまたは乳癌を有する疑いがある任意の患者を治療する際に
、このような化合物は有用であり得る。さらに、乳房腫瘍を発症する危険性が高いために
、予防的、または選択的、乳腺切除を有すると考えられる患者は、アクチビン－ＡｃｔＲ
ＩＩａアンタゴニストを代わりに選択して、またはアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴ
ニストを追加的に摂取して、未検出腫瘍の転移拡散の危険性を減らすことができる。
【００９６】
　本明細書で開示するアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト、および特にＡｃｔＲ
ＩＩａ－Ｆｃタンパク質を使用して、固形腫瘍を有する患者および転移性癌を有する患者
を含めた、患者において乳癌を治療または予防することができる。アクチビン－ＡｃｔＲ
ＩＩａアンタゴニストは、乳房の前癌または良性病変を有する、または典型的過形成、異
型過形成、および非侵襲性またはｉｎ　ｓｉｔｕ癌腫を含めた任意の異常な増殖性病変を
有する、ヒト対象に投与することもできる。本開示のアンタゴニストは、ホルモン依存性
またはホルモン応答性の癌（例えば、エストロゲン受容体陽性の癌）とホルモン非依存性
の癌（例えば、エストロゲン受容体陰性またはエストロゲン受容体突然変異癌）の両方の
治療または予防においても有用である。アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、
増殖因子またはオンコジーンが活性化される癌（例えば、（ＨＥＲ－２／Ｎｅｕとしても
知られる）ｃ－ｅｒｂＢ－２チロシンキナーゼが発現される乳癌）用の治療剤としても有
用である。アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、（正常乳房組織由来の組織に
対して）高レベルのアクチビン（例えば、Ａ、ＡＢまたはＢ）または高レベルのＡｃｔＲ
ＩＩａまたはＡｃｔＲＩＩｂを発現する腫瘍において特に有用であることが判明する可能
性がある。
【００９７】
　本発明は、従来の癌療法（例えば、化学療法、放射線療法、光療法、免疫療法、および
外科手術）の有効性は、対象のアンタゴニストの使用によって高めることができることを
認める。したがって、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、乳癌を治療、予防
、または管理するための併用療法中で使用することができる。放射線および／または外科
手術治療ならびに細胞毒性化学療法および／または内分泌療法と組み合わせて、アンタゴ
ニストを患者に投与することができる。このような併用治療は相乗的に働くことができ、
かつそれぞれ個別の治療の用量を減らすことができ、それによってさらに高用量でそれぞ
れの治療によって与えられる有害な副作用を減らすことができる。他の場合、治療に対し
て抵抗性のある悪性腫瘍が、２つ以上の異なる治療の併用療法に応答する可能性がある。
したがって本開示は、抗腫瘍薬の治療効果を高めるためまたはこのような抗腫瘍薬に対す
る細胞耐性を克服するための、同時または連続のいずれかで他の従来の抗腫瘍薬と組み合
わせた、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストの投与に関する。
【００９８】
　併用抗腫瘍療法に使用することができる医薬化合物には、単に例示すると、アミノグル
テチミド、アムサクリン、アナストロゾール、アスパラギナーゼ、ｂｃｇ、ビカルタミド
、ベロマイシン、ブスルファン、ブサルファン、カンプトテシン、カペシタビン、カルボ
プラチン、カルムスチン、クロラムブシル、シスプラチン、クラドリビン、クロドロネー
ト、コルチシン、シクロホスファミド、シプロテロン、シタラビン、ダカルバジン、ダク
チノマイシン、ダウノルビシン、ジエンストロール、ジエチルスチルベストロール、ドセ
タキセル、ドキソルビシン、エピルビシン、エストラジオール、エストラムスチン、エト
ポシド、エクセメスタン、フィルグラスチム、フルダラビン、フルドロコルチゾン、フル
オロウラシル、フルオキシメステロン、フルタミド、ゲムシタビン、ゲニステイン、ゴセ
レリン、ヒドロキシウレア、イダルビシン、イフォスファミド、イマチニブ、インターフ
ェロン、イリノテカン、イロノテカン、レトロゾール、ロイコボリン、リュープロリド、
レバミゾール、ロムスチン、メクロレタミン、メドロキシプロゲステロン、メゲステロー
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ル、メルファラン、メルカプトプリン、メスナ、メトトレキセート、マイトマイシン、ミ
トタン、ミトキサントロン、ニルタミド、ノコダゾール、オクトレオチド、オキサリプラ
チン、パクリタキセル、パミドロネート、ペントスタチン、プリカマイシン、ポルフィマ
ー、プロカルバジン、ラルチトレキセド、リツキシマブ、ストレプトゾシン、スラミン、
タモキシフェン、テモゾロミド、テニポシド、テストステロン、チオグアニン、チオテパ
、二塩化チタノセン、トポテカン、トラスツズマブ、トレチノイン、ビンブラスチン、ビ
ンクリスチン、ビンデシン、およびビノレルビンが挙げられる。
【００９９】
　これらの化学療法用抗腫瘍化合物は、それらの作用機構によって、例えば以下の群：代
謝拮抗剤／抗癌剤、ピリミジン類似体（５－フルオロウラシル、フロキシウリジン、カペ
シタビン、ゲムシタビンおよびシタラビン）およびプリン類似体、葉酸アンタゴニストお
よび関連阻害剤（メルカプトプリン、チオグアニン、ペントスタチンおよび２－クロロデ
オキシアデノシン（クラドリビン））など；抗増殖剤／抗有糸分裂剤、ビンカアルカロイ
ド（ビンブラスチン、ビンクリスチン、およびビンオレルビン）などの天然産物、タキサ
ン（パクリタキセル、ドセタキセル）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ノコダゾール
、エポチロンおよびナベルビン、エピジポドフィルロトキシン（エトポシド、テニポシド
）などの微小管阻害剤、ＤＮＡ損傷剤（アクチノマイシン、アムサクリン、アントラサイ
クリン、ベロマイシン、ブサルファン、カンプトテシン、カルボプラチン、クロラムブシ
ル、シスプラチン、シクロホスファミド、シトキサン、ダクチノマイシン、ダウノルビシ
ン、ドキソルビシン、エピルビシン、ヘキサメチルメラミンオキサリプラチン、イプホス
ファミド、メルファラン、メルクロレタミン、マイトマイシン、ミトキサントロン、ニト
ロソウレア、プリカマイシン、プロカルバジン、タクソール、タキソテール、テニポシド
、トリエチレンチオホスホラミドおよびエトポシド（ＶＰ１６））を含む；ダクチノマイ
シン（アクチノマイシンＤ）、ダウノルビシン、ドキソルビシン（アドリアマイシン）、
イダルビシン、アントラサイクリン、ミトキサントロン、ベロマイシン、プリカマイシン
（ミトラマイシン）およびマイトマイシンなどの抗生物質；酵素（Ｌ－アスパラギンを全
体で代謝しかつそれら独自のアスパラギンを合成する能力を有していない細胞を剥奪する
Ｌ－アスパラギナーゼ）；抗血小板薬；ナイトロジェンマスタード（メクロレタミン、シ
クロホスファミドおよび類似体、メルファラン、クロラムブシル）、エチレンイミンおよ
びメチルメラミン（ヘキサメチルメラミンおよびチオテパ）、アルキルスルホネート－ブ
サルファン、ニトロソウレア（カルムスチン（ＢＣＮＵ）および類似体、ストレプトゾシ
ン）、トラゼン－ダカルバジニン（ＤＴＩＣ）などの抗増殖剤／抗有糸分裂アルキル化剤
；葉酸類似体（メトトレキセート）などの抗増殖剤／抗有糸分裂代謝拮抗剤；プラチナ配
位錯体（シスプラチン、カルボプラチン）、プロカルバジン、ヒドロキシウレア、ミトタ
ン、アミノグルテチミド；ホルモン、ホルモン類似体（エストロゲン、タモキシフェン、
ゴセレリン、ビカルタミド、ニルタミド）およびアロマターゼ阻害剤（レトロゾール、ア
ナストロゾール）；抗凝血剤（ヘパリン、合成ヘパリン塩および他のトロンビン阻害剤）
；線維素溶解薬（組織プラスミノゲンアクチベータ、ストレプトキナーゼおよびウロキナ
ーゼなど）、アスピリン、ジピリダモール、チクロピジン、クロピドグレル、アブシキシ
マブ；移動阻害剤；分泌抑制剤（ブレベルジン）；免疫抑制剤（シクロスポリン、タクロ
リムス（ＦＫ－５０６）、シロリムス（ラパマイシン）、アザチオプリン、ミコフェノー
ル酸モフェチル）；抗血管新生化合物（ＴＮＰ－４７０、ゲニステイン）および増殖因子
阻害剤（血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）阻害剤、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）阻害
剤）；アンギオテンシン受容体遮断薬；酸化窒素ドナー；アンチセンスオリゴヌクレオチ
ド；抗体（トラスツズマブ）；細胞周期阻害剤および分化誘導剤（トレチノイン）；ｍＴ
ＯＲ阻害剤、トポイソメラーゼ阻害剤（ドキソルビシン（アドリアマイシン）、アムサク
リン、カンプトテシン、ダウノルビシン、ダクチノマイシン、エニポシド、エピルビシン
、エトポシド、イダルビシンおよびミトキサントロン、トポテカン、イリノテカン）、コ
ルチコステロイド（コルチゾン、デキサメタゾン、ヒドロコルチゾン、メチルペドニソロ
ン、プレドニゾン、およびプレニソロン）；増殖因子シグナル伝達系キナーゼ阻害剤；ミ
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トコンドリア機能不全誘導剤およびカスパーゼ活性化剤；およびクロマチン阻害剤に分類
することができる。
【０１００】
　特定の実施形態では、併用療法に使用することができる医薬化合物には、（１）ｂＦＧ
Ｆ（塩基性線維芽細胞増殖因子）などの「血管新生分子」の放出の阻害剤、（２）抗βｂ
ＦＧＦ抗体などの血管新生分子の中和剤、および（３）コラゲナーゼ阻害剤、基底膜代謝
回転阻害剤、血管新生抑制ステロイド、真菌由来血管新生阻害剤、血小板因子４、トロン
ボスポンジン、Ｄ－ペニシラミンおよび金チオマレートなどの関節炎薬、ビタミンＤ３類
似体、α－インターフェロンなどを含めた、血管新生刺激に対する内皮細胞応答の阻害剤
などの抗血管新生剤がある。追加的な示されている血管新生の阻害剤に関しては、Ｂｌｏ
ｏｄら、Ｂｉｏｃｈ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ．、１０３２：８９～１１８頁（１９９
０年）、Ｍｏｓｅｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４８：１４０８～１４１０頁（１９９０年）
、Ｉｎｇｂｅｒら、Ｌａｂ．Ｉｎｖｅｓｔ．、５９：４４～５１頁（１９８８年）、およ
び米国特許第５，０９２，８８５号、同第５，１１２，９４６号、同第５，１９２，７４
４号、同第５，２０２，３５２号、および同第６５７３２５６号を参照されたい。さらに
、血管新生を阻害するために使用することができる広く様々な化合物、例えばＶＥＧＦ媒
介血管新生経路を遮断するペプチドまたは作用物質、エンドスタチンタンパク質または誘
導体、アンギオスタチンのリシン結合断片、メラニンまたはメラニン促進化合物、プラス
ミノゲン断片（例えば、プラスミノゲンのクリングル１～３）、トロポインサブユニット
、ビトロネクチンαｖβ３のアンタゴニスト、サポシンＢ由来のペプチド、抗生物質また
は類似体（例えば、テトラサイクリン、またはネオマイシン）、ジエノゲスト含有組成物
、ペプチドと結合したＭｅｔＡＰ－２阻害コアを含む化合物、化合物ＥＭ－１３８、カル
コンおよびその類似体、およびナアラダーゼ阻害剤が存在する。例えば、米国特許第６，
３９５，７１８号、同第６，４６２，０７５号、同第６，４６５，４３１号、同第６，４
７５，７８４号、同第６，４８２，８０２号、同第６，４８２，８１０号、同第６，５０
０，４３１号、同第６，５００，９２４号、同第６，５１８，２９８号、同第６，５２１
，４３９号、同第６，５２５，０１９号、同第６，５３８，１０３号、同第６，５４４，
７５８号、同第６，５４４，９４７号、同第６，５４８，４７７号、同第６，５５９，１
２６号、および同第６，５６９，８４５号を参照されたい。
【０１０１】
　併用療法の性質に応じて、本発明の治療用アンタゴニストの投与を、他の療法を施して
いる最中および／またはその後に続けることができる。本明細書に記載するアンタゴニス
トの投与は単回投与、または複数回投与で行うことができる。幾つかの場合、アンタゴニ
ストの投与は従来の療法の少なくとも数日前に開始し、一方他の場合、投与は従来の療法
を施す直前または施す時のいずれかで始める。
【０１０２】
　７．医薬組成物
　特定の実施形態では、本明細書に記載するアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト
は、薬剤として許容される担体と共に配合する。例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは
単独で、または医薬品配合物（治療用組成物）の構成要素として投与することができる。
ヒトまたは獣医学において使用するための任意の好都合な方法での投与用に、対象のアン
タゴニストを配合することができる。
【０１０３】
　特定の実施形態では、本明細書に記載する乳癌を治療または予防するための方法は、イ
ンプラントまたはデバイスとして、全身、または局所に組成物を投与することを含む。投
与時に、本発明中で使用するための治療用組成物は、当然ながら発熱物質を含まない、生
理的に許容される形である。前に記載した組成物中に場合によっては含めることも可能で
ある、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト以外の治療上有用な作用物質を、本発
明の方法中で対象のアンタゴニストと同時または連続的に投与することができる。
【０１０４】



(36) JP 6243133 B2 2017.12.6

10

20

30

40

50

　典型的には、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは非経口的に投与されるはず
である。非経口投与に適した医薬組成物は、１つまたは複数の薬剤として許容される無菌
等張水溶液または非水溶液、分散液、懸濁液または乳濁液、または使用直前に、抗酸化剤
、バッファー、静菌薬、配合物を目的のレシピエントの血液と等張にする溶質、または懸
濁剤もしくは増粘剤を含み得る、無菌注射溶液または分散液中に戻すことができる無菌粉
末と組み合わせて、１つまたは複数のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを含むことができる。
本発明の医薬組成物中に利用することができる適切な水性および非水性担体の例には、水
、エタノール、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレン
グリコールなど）、およびこれらの適切な混合物、オリーブ油などの植物油、およびオレ
イン酸エチルなどの注射可能な有機エステルがある。例えばレシチンなどのコーティング
物質の使用によって、分散液の場合は必要とされる粒径の維持によって、および界面活性
剤の使用によって、適切な流動性を維持することができる。
【０１０５】
　さらに、組成物は、標的組織部位（例えば、乳腺上皮）に送達するための形で封入また
は注射することができる。特定の実施形態では、本明細書に記載する組成物は、１つまた
は複数の治療用化合物（例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）を標的組織部位（例えば
、乳腺上皮）に送達することができるマトリクスを含むことができ、発生中の組織に構造
を与え、および最適には身体に再吸収することができる。例えばマトリクスは、ＡｃｔＲ
ＩＩａポリペプチドの徐放をもたらすことができる。このようなマトリクスは、他の植え
込まれる医療適用例に現在使用されている材料で形成され得る。
【０１０６】
　マトリクス材料の選択は、生体適合性、生分解性、機械的特性、美容外観および界面特
性に基づく。対象の組成物の個々の用途が、適切な配合を定義するはずである。組成物に
関して考えられるマトリクスは生分解性、かつ化学的に定義された硫酸カルシウム、リン
酸三カルシウム、ヒドロキシアパタイト、ポリ乳酸およびポリ無水物であってよい。他の
考えられる材料は生分解性、かつ生物学的に十分定義された材料、例えば骨または皮膚コ
ラーゲンなどである。さらなるマトリクスは、純粋なタンパク質または細胞外マトリクス
構成要素からなる。他の考えられるマトリクスは、非生分解性、かつ化学的に定義された
マトリクス、例えば焼結ヒドロキシアパタイト、バイオガラス、アルミン酸塩、または他
のセラミクスなどである。マトリクスは、前に言及した型の材料のいずれかの組合せ、例
えばポリ乳酸とヒドロキシアパタイトまたはコラーゲンとリン酸三カルシウムなどからな
っていてよい。バイオセラミクスはカルシウム－アルミン酸塩－リン酸などの組成を変え
ることができ、かつ処理して孔径、粒径、粒子形状、および生分解性を変えることができ
る。
【０１０７】
　特定の実施形態では、本明細書に記載するアンタゴニストは、例えば、それぞれが活性
成分として所定量の作用物質を含む、カプセル、カシェ剤、ピル、錠剤、トローチ剤（香
味基剤、通常スクロースおよびアカシアまたはトラガカントを使用する）、粉末、顆粒の
形で、または水性または非水性液体中の溶液もしくは懸濁液として、または水中油型また
は油中水型液体エマルジョンとして、またはエリキシル剤もしくはシロップとして、また
はトローチ（ゼラチンおよびグリセリン、またはスクロースおよびアカシアなどの不活性
基剤を使用する）として、および／またはうがい薬などとして経口投与することができる
。アンタゴニストは、ボーラス、舐剤またはペーストとして投与することもできる。
【０１０８】
　経口投与用の固体剤形（カプセル、錠剤、ピル、糖衣錠、粉末、顆粒など）において、
１つまたは複数の治療用アンタゴニストを、１つまたは複数の薬剤として許容される担体
、例えば、クエン酸ナトリウムまたは第二リン酸カルシウム、および／または以下の：（
１）デンプン、ラクトース、スクロース、グルコース、マンニトール、および／またはケ
イ酸などの充填剤または増量剤、（２）例えばカルボキシメチルセルロース、アルギン酸
塩、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、スクロース、および／またはアカシアなどの結合
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剤、（３）グリセロールなどの保湿剤、（４）寒天、炭酸カルシウム、ジャガイモまたは
タピオカデンプン、アルギン酸、特定のケイ酸塩、および炭酸ナトリウムなどの崩壊剤、
（５）パラフィンなどの溶液緩染剤、（６）第４級アンモニウム化合物などの吸収促進剤
、（７）例えばセチルアルコールおよびグリセロールモノステアレートなどの湿潤剤、（
８）カオリンおよびベントナイトクレイなどの吸収剤、（９）タルク、ステアリン酸カル
シウム、ステアリン酸マグネシウム、固体状ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナト
リウム、およびこれらの混合物などの潤滑剤、および（１０）着色剤のいずれかと混合す
ることができる。カプセル、錠剤およびピルの場合、医薬組成物は緩衝剤も含むことがで
きる。同様の型の固体組成物も、例えばラクトースまたは乳糖、および高分子量ポリエチ
レングリコールなどの賦形剤を使用して、軟質および硬質充填ゼラチンカプセルにおける
充填剤として利用することができる。
【０１０９】
　経口投与用の液体剤形には、薬剤として許容されるエマルジョン、マイクロエマルジョ
ン、溶液、懸濁液、シロップ、およびエリキシル剤がある。活性成分に加えて、液体剤形
は、水または他の溶媒、可溶化剤および乳化剤、例えばエチルアルコール、イソプロピル
アルコール、炭酸エチル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピ
レングリコール、１，３－ブチレングリコール、油（特に、綿実、ピーナッツ、コーン、
小麦胚種、オリーブ、ヒマシ、およびゴマ油）、グリセロール、テトラヒドロフリルアル
コール、ポリエチレングリコールおよびソルビタン脂肪酸エステル、およびこれらの混合
物などの、当技術分野で一般的に使用される不活性希釈剤を含むことができる。不活性希
釈剤以外に、経口組成物は、湿潤剤、乳化剤および懸濁剤、甘味剤、香味剤、着色剤、香
料、および防腐剤などのアジュバントも含むことができる。
【０１１０】
　懸濁液は、活性化合物に加えて、エトキシル化イソステアリルアルコール、ポリオキシ
エチレンソルビトール、およびソルビタンエステル、微結晶性セルロース、アルミニウム
メタヒドロキシド、ベントナイト、寒天およびトラガカント、およびこれらの混合物など
の懸濁剤を含むことができる。
【０１１１】
　本明細書に記載する方法に従って有用である組成物は、防腐剤、湿潤剤、乳化剤および
分散剤などのアジュバントも含むことができる。微生物の作用の予防は、様々な抗菌剤お
よび抗真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸などを含める
ことによって確実にすることができる。例えば糖類、塩化ナトリウムなどの等張剤を、組
成物に含めることも望ましい可能性がある。さらに、注射可能な医薬品形態の長期の吸収
は、アルミニウムモノステアレートおよびゼラチンなどの、吸収を遅延させる作用物質を
含めることによってもたらすことができる。
【０１１２】
　乳癌を治療または予防するのに適した投与レジメンは、本発明の対象の化合物（例えば
、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）の作用を変える様々な要因を考慮して、担当医によって
決定されるはずであることは理解されよう。様々な要因には、患者の年齢、性別、および
食生活、疾患の重度、投与の時間、および他の臨床学的要因があるが、これらだけには限
られない。最終組成物への他の知られている増殖因子の添加も、投与に影響を与える可能
性がある。腫瘍の大きさ、ステージ、または組織学的グレード、エストロゲンまたはプロ
ゲステロン受容体の状態、血管侵入、および局所リンパ節転移だけには限られないが、こ
れらを含めた様々な要因の定期評価によって、進行をモニタリングすることができる。臨
床医は、タンパク質ｕＰＡ／ＰＡＩ１のレベル－高レベルのｕＰＡおよびＰＡＩ１は転移
の高い危険性と関係がある－およびやはり転移と関係があるＨｅｒ－２遺伝子の増幅およ
び／またはタンパク質の発現（Ｗｅｉｇｅｌｔら、２００５年Ｎａｔ．　Ｒｅｖ．　Ｃａ
ｎｃｅｒ５：５９１～６０２頁）などのマーカーもモニタリングすることができる。遺伝
子発現プロファイリングも、疾患の進行をモニタリングする際に有用であることが判明す
る可能性がある（ｖａｎ　｀ｔ　Ｖｅｅｒら、２００２年Ｎａｔｕｒｅ４１５：５３０～
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５３６頁およびｖａｎ　ｄｅ　Ｖｉｊｖｅｒら、２００２年Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．
３４７：１９９９～２００９年）。
【０１１３】
　特定の実施形態では、本発明は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをｉｎ　ｖｉｖｏ生成す
るための遺伝子療法を含む、乳癌を治療または予防するための方法も提供する。このよう
な療法は、ＡｃｔＲＩＩａポリヌクレオチド配列を乳癌と関係がある細胞または組織、例
えば乳腺上皮細胞などに導入することによって、その治療効果を得るはずである。Ａｃｔ
ＲＩＩａポリヌクレオチド配列の送達は、キメラウイルスなどの組換え発現ベクターまた
はコロイド分散系を使用して実施することができる。ＡｃｔＲＩＩａポリヌクレオチド配
列の療法送達に好ましいのは、標的リポソームの使用である。
【０１１４】
　本明細書で教示する遺伝子療法に使用することができる様々なウイルスベクターには、
アデノウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニア、またはレトロウイルスなどのＲＮＡウ
イルスがある。レトロウイルスベクターは、ネズミまたは鳥類レトロウイルスの誘導体で
あってよい。単一の外来遺伝子を挿入することができるレトロウイルスベクターの例には
、モロニーネズミ白血病ウイルス（ＭｏＭｕＬＶ）、ハーベイネズミ肉腫ウイルス（Ｈａ
ＭｕＳＶ）、マウス乳癌ウイルス（ＭｕＭＴＶ）、およびラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）
があるが、これらだけには限られない。幾つかの他のレトロウイルスベクターは、多数の
遺伝子を取り込むことができる。全てのこれらのベクターは、形質導入細胞を同定し生成
することができるように、選択可能なマーカーの遺伝子を運ぶまたは取り込むことができ
る。レトロウイルスベクターは、例えば糖、糖脂質、またはタンパク質と結合させること
によって標的特異的にすることができる。抗体を使用することによって、好ましい標的化
を実施することができる。当業者は、特異的ポリヌクレオチド配列をレトロウイルスゲノ
ムに挿入して、またはウイルスエンベロープに結合させて、ＡｃｔＲＩＩａポリヌクレオ
チドを含むレトロウイルスベクターの標的特異的送達を可能にすることができることを理
解しているはずである。
【０１１５】
　あるいは、従来のリン酸カルシウムトランスフェクションによって、レトロウイルス構
造遺伝子ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖをコードするプラスミドで、組織培養細胞を直接ト
ランスフェクトすることができる。次いでこれらの細胞を、対象の遺伝子を含むベクター
プラスミドでトランスフェクトする。生成した細胞は、レトロウイルスベクターを培養培
地に放出する。
【０１１６】
　ＡｃｔＲＩＩａポリヌクレオチドに関する他の標的送達系は、コロイド分散系である。
コロイド分散系は、マクロ分子複合体、ナノカプセル、ミクロスフェア、ビーズ、および
水中油型エマルジョンを含めた脂質ベース系、ミセル、混合ミセル、およびリポソームを
含む。本発明の好ましいコロイド系はリポソームである。リポソームは、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏで送達媒体として有用な人工膜小胞である。ＲＮＡ、ＤＮＡおよ
び完全ビリオンは水溶性内面中に封入することができ、かつ生物活性形で細胞に送達する
ことができる（例えば、Ｆｒａｌｅｙら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｃｉ．、６
：７７、１９８１年を参照されたい）。リポソーム媒体を使用する有効な遺伝子導入のた
めの方法は当技術分野で知られており、例えば、Ｍａｎｎｉｎｏら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅｓ、６：６８２、１９８８年を参照されたい。リポソームの組成物は通常、ステロ
イド、特にコレステロールと通常組み合わせた、リン脂質の組合せである。他のリン脂質
または他の脂質も使用することができる。リポソームの物理的特徴はｐＨ、イオン強度、
および二価カチオンの存在に依存する。
【０１１７】
　リポソーム生成において有用な脂質の例には、ホスファチジルグリセロール、ホスファ
チジルコリン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルエタノールアミン、スフィンゴリ
ピド、セレブロシド、およびガングリオシドなどのホスファチジル化合物がある。例示的
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よびジステアロイルホスファチジルコリンがある。例えば器官特異性、細胞特異性、およ
びオルガネラ特異性に基づくリポソームの標的化も可能であり、当技術分野では知られて
いる。
【実施例】
【０１１８】
　本発明はここでは一般的に記載しており、以下の実施例を参照することによってさらに
容易に理解されるはずであり、これらの実施例は本発明の特定の態様および実施形態の単
なる例示の目的で含め、本発明を制限することを意図するものではない。
【０１１９】
　（実施例１）
　ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質
　本出願人は、間に最小リンカーがあるヒトまたはマウスＦｃドメインと融合したヒトＡ
ｃｔＲＩＩａの細胞外ドメインを有する、可溶性ＡｃｔＲＩＩａ融合タンパク質を構築し
た。これらの構築体は、それぞれＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ
と呼ぶ。
【０１２０】
　ＣＨＯ細胞系から精製したＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃを以下に示す（配列番号７）：
【０１２１】
【化７】

　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃタンパク質がＣＨＯ細胞系中で
発現された。３つの異なるリーダー配列を考えた：
　（ｉ）ミツバチメリチン（ＨＢＭＬ）：ＭＫＦＬＶＮＶＡＬＶＦＭＶＶＹＩＳＹＩＹＡ
（配列番号８）、
　（ｉｉ）組織プラスミノゲンアクチベータ（ＴＰＡ）：ＭＤＡＭＫＲＧＬＣＣＶＬＬＬ
ＣＧＡＶＦＶＳＰ（配列番号９）、および
　（ｉｉｉ）天然：ＭＧＡＡＡＫＬＡＦＡＶＦＬＩＳＣＳＳＧＡ（配列番号１０）。
【０１２２】
　選択した形はＴＰＡリーダーを利用し、かつ以下の非プロセシングアミノ酸配列を有す
る：
【０１２３】



(40) JP 6243133 B2 2017.12.6

10

20

30

40

50

【化８】

　このポリペプチドは以下の核酸配列によってコードされる：
【０１２４】
【化９】

【０１２５】
【化１０】

　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃとＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの両方が、組換え発現の影響を特に
受けやすかった。図１中に示すように、タンパク質の単一の明確なピークとしてタンパク
質を精製した。Ｎ末端の配列決定によって、－ＩＬＧＲＳＥＴＱＥ（配列番号１１）とい
う単一の配列が明らかになった。精製は、例えば任意の順序で以下の：プロテインＡクロ
マトグラフィー、Ｑセファロースクロマトグラフィー、フェニルセファロースクロマトグ
ラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、およびカチオン交換クロマトグラフィーの３
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個以上を含む一連のカラムクロマトグラフィーステップによって実施することができた。
精製はウイルス濾過およびバッファー交換を用いて完了することができた。ＡｃｔＲＩＩ
ａ－ｈＦｃタンパク質は、サイズ排除クロマトグラフィーにより決定して９８％を超える
純度、およびＳＤＳＰＡＧＥにより決定して９５％を超える純度に精製した。
【０１２６】
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃは、リガンド、特にアクチビン
Ａに対して高い親和性を示した。ＧＤＦ－１１またはアクチビンＡ（「ＡｃｔＡ」）を、
標準的なアミンカップリング手順を使用してＢｉａｃｏｒｅＣＭ５チップに固定化した。
ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃタンパク質を系に充填し、結合を
測定した。ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは５×１０－１２の解離定数（ＫＤ）でアクチビンと
結合し、かつタンパク質は９．９６×１０－９のＫＤでＧＤＦ１１と結合した。図２を参
照されたい。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃは同様に挙動した。
【０１２７】
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは薬物動態試験において非常に安定していた。ラットには１ｍ
ｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇまたは１０ｍｇ／ｋｇのＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃタンパク質を投
与し、かつタンパク質の血漿中レベルを２４、４８、７２、１４４および１６８時間で測
定した。別の試験では、ラットに１ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇを
投与した。ラット中では、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは１１～１４日の血清半減期を有して
おり、かつ薬剤の循環レベルは２週間後非常に高かった（それぞれ１ｍｇ／ｋｇ、１０ｍ
ｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇの初回投与に関して１１μｇ／ｍｌ、１１０μｇ／ｍｌま
たは３０４μｇ／ｍｌ）。カニクイザルでは、血漿中半減期は１４日より有意に長く、か
つ薬剤の循環レベルは、それぞれ１ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇの
初回投与に関して２５μｇ／ｍｌ、３０４μｇ／ｍｌまたは１４４０μｇ／ｍｌであった
。
【０１２８】
　（実施例２）
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃタンパク質の特徴付け
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃ融合タンパク質を、配列番号９の組織プラスミノゲンリーダー
配列を使用して、ｐＡＩＤ４ベクター（ＳＶ４０ｏｒｉ／エンハンサー、ＣＭＶプロモー
ター）から安定的にトランスフェクトしたＣＨＯ－ＤＵＫＸＢ１１細胞中で発現させた。
実施例１で前に記載したように精製したタンパク質は、配列番号７の配列を有していた。
配列番号７中に示すように、Ｆｃ部分はヒトＩｇＧ１Ｆｃ配列である。シアル酸分析は、
タンパク質は平均して、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃ融合タンパク質の１分子当たり約１．５
～２．５モルのシアル酸を含んでいたことを示した。
【０１２９】
　この精製タンパク質は、ヒト患者中の２５～３２日の半減期を含めて、試験した全ての
動物中で著しく長い血清半減期を示した（以下の実施例３を参照されたい）。ＣＨＯ細胞
が発現する物質は、ヒト２９３細胞中で発現されるＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃ融合タンパク
質に関して報告された親和性より、アクチビンＢリガンドに対して高い親和性を有する（
ｄｅｌ　Ｒｅら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２００４年１２月１７日；２７９（５１）：
５３１２６～３５頁）。さらに、ｔＰａリーダー配列の使用は他のリーダー配列より高い
生成をもたらし、かつ天然リーダーで発現したＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃと異なり、高純度の
Ｎ末端配列をもたらした。天然リーダー配列の使用は、それぞれが異なるＮ末端配列を有
する２種の主なＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃをもたらした。
【０１３０】
　（実施例３）
　ヒト臨床試験
　健常な、閉経後の女性におけるタンパク質の安全性を主に評価するために実施した、無
作為、二重盲検、プラセボ対照試験において、実施例２に記載したタンパク質をヒト患者
に投与した。４８人の対象を６人のコホートに無作為に分けて、１回用量のＡｃｔＲＩＩ
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ａ－ｈＦｃまたはプラセボのいずれかを与えた（５アクティブ：１プラセボ）。用量レベ
ルは静脈内（ＩＶ）で０．０１～３．０ｍｇ／ｋｇ、および皮下（ＳＣ）で０．０３～０
．１ｍｇ／ｋｇの範囲であった。全ての対象は１２０日間追跡した。試験開始の６カ月以
内に骨代謝に影響を与える薬を対象が服用した場合、対象は関係試験参加から除外した。
安全性評価をそれぞれのコホートに従い実施して、用量漸増を決定した。薬物動態（ＰＫ
）分析に加えて、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃの生物活性も、骨形成および再吸収の生化学的
マーカー、ならびにＦＳＨレベルの測定によって評価した。
【０１３１】
　本試験において重度の有害事象は報告されなかった。有害事象（ＡＥ）は一般に軽度で
一時的であった。ＡＥの予備的分析は、頭痛、高い臨床検査値、風邪症状、嘔吐または吐
き気、静脈内浸潤、および注射部位における血腫を含んでいた。
【０１３２】
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃのＰＫ分析は、用量に関する直線的プロファイル、および約２
５～３２日の平均半減期を示した。ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃに関する曲線下面積（ＡＵＣ
）は用量、およびＳＣ投与がほぼ終了した後の吸収と直線的関係があった。これらのデー
タは、ＳＣは投与のための望ましい手法であることを示す、何故ならそれは、ＩＶ投与の
最初の数日間と関係がある薬剤の血清中濃度の急増を避けながら、薬剤に関する均等な生
物学的利用能および血清半減期を与えるからである。ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは、同化作
用による骨成長のマーカーである骨特異的アルカリホスファターゼ（ＢＡＰ）の、血清中
レベルの迅速な、持続的用量依存性の増大、および骨再吸収のマーカーであるＣ末端１型
コラーゲンテロペプチドおよび酒石酸耐性酸ホスファターゼ５ｂレベルの、用量依存的低
下を引き起こした。Ｐ１ＮＰなどの他のマーカーは、要領を得ない結果を示した。ＢＡＰ
レベルは最高用量の薬剤でほぼ飽和状態の効果を示し、この同化作用の骨バイオマーカー
に対する半最大効果は０．３ｍｇ／ｋｇの用量で得ることができ、３ｍｇ／ｋｇまでの範
囲で増大することが示された。薬剤のＡＵＣに対する薬力学的効果の関係として計算して
、ＥＣ５０は５１，４６５（日＊ｎｇ／ｍｌ）である。これらの骨バイオマーカーの変化
は、試験した最高用量レベルで約１２０日間持続した。アクチビンの阻害と一致する血清
中ＦＳＨレベルの用量依存的低下もあった。
【０１３３】
　健常な閉経後の女性に与えた１回用量のＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは、試験した用量レベ
ルの範囲で安全かつ十分許容された。長期のＰＫおよび薬力学的効果は、間欠投与はさら
なる試験に適している可能性があることを示唆する。例えば、血清半減期に基づく投与は
、月１回ベースで、あるいは２、３、４、５または６週間毎に１度の程度で、実施するこ
とが可能であった。さらに、薬力学的効果は薬剤の血清中滞在よりはるかに長く続くので
、投与は薬力学的効果に基づいて実施することができ、３カ月毎または２、３、４、５、
６またはさらに１２カ月毎の投与は、患者において所望の効果を生み出すのに有効である
可能性があることを意味した。この臨床試験は、ヒト中ではＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは、
骨形成の増大と骨再吸収の低下の両方の生物学的証拠によって、骨同化剤であることを実
証する。
【０１３４】
　（実施例４）
　ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃは、乳癌転移によって引き起こされる骨量減少を改善または予防
する
　６５～７５パーセントの乳癌が骨に転移し、骨構造に対して相当な損傷を引き起こし、
骨折の危険性が増大し、かつ痛みまたは他の副作用を引き起こすと推測される。本発明者
らは、骨に転移した乳癌のマウスモデルにおいてＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃの影響を試験した
。
【０１３５】
　ヒト乳癌細胞系ＭＤＡ－ＭＢ－２３１（クローン２２８７、Ｋａｎｇら、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｃｅｌｌ２００３年、第３巻：５３７～５４９頁）の亜系をｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養し
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、５×１０６細胞／ｍｌの密度で細胞を採取した。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１は、骨に播種し
骨転移によって引き起こされる損傷と同等の骨の損傷を引き起こすのに非常に適した細胞
系である。１０μｌの細胞を、試験第０日に６週齢のメス無胸腺ヌードマウスの脛骨に注
射した。試験第１０日に、マウスにＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（１０ｍｇ／ｋｇ／１週間に
２回／皮下）（ｎ＝８）またはＰＢＳ賦形剤（ｎ＝７）を与えた。１週間間隔で二重エネ
ルギーｘ線吸収測定法（ＰＩＸＩＭｕｓ）を使用して骨ミネラル濃度の変化によって、疾
患の進行を評価した。マウスはＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃで４週間治療し、次いで屠殺し、
脛骨（注射腫瘍と非腫瘍の両方）をそれぞれの動物から回収した。次いで脛骨を処理し、
マイクロコンピュータ断層撮影法（マイクロＣＴ）および組織学的分析用に調製した。
 
 
【０１３６】
　無胸腺ヌードマウスへのＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞の脛骨内注射は、反対側の脚と比較
して注射した脛骨において、溶骨性骨病変の発症を促進した。近位脛骨のマイクロＣＴ分
析は、ＰＢＳ媒体治療マウス中の非腫瘍脛骨と比較して、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１を有する
脛骨における網状骨体積の６２％の減少を実証した。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療は、媒
体と比較してそれぞれ非投薬または腫瘍含有脛骨において７０％または１４７％の増大を
もたらした（両方に関してＰ＜０．０１）。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療マウスの腫瘍含
有脛骨は、ＶＥＨ治療マウスの非投薬脛骨と同等の網状骨密度を有していた（ｐ＝０．３
９）。
【０１３７】
　したがってＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃは、骨中の乳房腫瘍細胞の存在と関係がある骨の損
傷を除去することができる。
【０１３８】
　（実施例５）
　ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃは乳癌転移を減らし、かつ生存を促進する
　転移性疾患のモデルとして、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を心臓内注射によってマウスに
導入することができる。左心室に注射した細胞は血流を通って移動し、遠位部位で転移性
病変を形成するはずである。誘導細胞系ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｌｕｃ－Ｄ３Ｈ２ＬＮ（
Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）は、バイオフォトニックイメージング技
術（Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用した転移性腫瘍の形成の非侵
襲的モニタリングを可能にする、ルシフェラーゼ発現細胞系である。このモデルを使用し
て、転移性乳癌病変の形成を低下させるＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの能力を評価した。
【０１３９】
　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｌｕｃ－Ｄ３Ｈ２ＬＮ細胞を、心臓内注射によって２６匹の無
胸腺ヌードマウスに導入した。１４匹のマウスは媒体（リン酸緩衝生理食塩水－ＰＢＳ）
で治療し、１２匹はＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（１０ｍｇ／ｋｇ、１週間に２回、皮下注射
）で治療し、これは腫瘍投与の２週間前に開始し試験の行程中続けた。追加的な９匹のマ
ウスに細胞を擬似注射し、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃで治療した。マウスには定期的に麻酔
をかけ、生物発光用に目に見える状態にして転移進行の形成を検出した。
【０１４０】
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療群は、転移性病変の実質的に低下した発症を示した。第５
週までに、１４匹の媒体治療マウスのうち１２匹が、転移拡散を示す多重の強い蛍光シグ
ナルを示し、一方１２匹のＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療マウスのうちわずか４匹が、同様
の病変を示した（図３）。蛍光強度の定量化は、治療マウスにおける蛍光シグナルの約１
０倍の低下を示した。
【０１４１】
　さらに、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療はマウスの生存を著しく増大させた。試験第４０
日までに、全て（１４／１４）の媒体治療マウスが死に至り、または（実験動物の人道的
処理に関する標準的な手順に従い）安楽死させ、一方わずか２匹（２／１２）のＡｃｔＲ
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ＩＩａ－ｍＦｃ治療マウスが死に至った、または安楽死させた。第４５日までに、３／１
２のＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療マウスが死に至り、または安楽死させ、かつ擬似注射し
たマウスは１匹も死ななかった。
【０１４２】
　したがって、転移性乳癌のこのモデルにおいて、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ治療は転移性
病変の形成の実質的低下を引き起こし、かつ生存を促進した。これらのデータは、Ａｃｔ
ＲＩＩａ－Ｆｃは、特に原発性腫瘍を標的化する外科手術、ホルモン療法または従来の化
学療法などの療法と併用して使用して、ヒト患者における乳癌を治療することができるこ
とを示す。
【０１４３】
　（実施例６）
　代替のＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃタンパク質
　本明細書に記載する方法に従って使用することができる様々なＡｃｔＲＩＩａ変異体は
、参照によってその全体を本明細書に組み込む、ＷＯ２００６／０１２６２７として公開
された国際特許出願中に記載されている（例えば、５５～６０頁を参照されたい）。代替
の構築体には、Ｃ末端尾部（ＡｃｔＲＩＩａの細胞外ドメインの最後の１５個のアミノ酸
）の欠失がある可能性がある。このような構築体の配列は以下に表す（Ｆｃ部分に下線が
引かれている）（配列番号１２）：
【０１４４】
【化１１】

　参照による組み込み
　本明細書で言及する全ての刊行物および特許は、それぞれ個々の刊行物または特許が参
照によって組み込まれることが具体的および個別に示されるが如く、参照によってそれら
の全体が本明細書に組み込まれる。係争が生じた場合、本明細書のいずれの定義をも含め
て本出願を調整する。
【０１４５】
　本主題の具体的な実施形態を論じてきたが、前述の明細書は例示的であり制限的ではな
い。本明細書および以下の特許請求の範囲を概観することによって、多くの変形が当業者
に明らかとなるであろう。本発明の全範囲は、特許請求の範囲、およびその均等物の全範
囲、および本明細書、およびこのような変形を参照することによって決定されるはずであ
る。
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