
(57)【要約】

SOST遺伝子は、骨芽前駆細胞にアポトーシスを起こさせ

るスクレロスチンを産生する。本発明により、スクレロ

スチン・タンパク質のアンタゴニストと、スクレロスチ

ンの新しいアンタゴニストを同定する方法が提供される

。本発明により、SOST遺伝子の発現を抑制することので

きる分子、および、そのような分子を同定する方法も提

供される。このような分子およびアンタゴニストは、哺

乳動物において骨の石灰化を増大させるのに役立つ（例

えば骨粗鬆症の治療に役立つ）。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 担 体 と 、 下 記 の 一 般 式 （ I） の 化 合 物 （ R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 は 、 そ れ ぞ れ
独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、
低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る ） と を 含 み 、 哺 乳 動 物 に お け る SOST
の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 医 薬 組 成 物 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ I）
。
【 請 求 項 ２ 】
　 R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 が 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 水 素
、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 R 1 が カ ル ボ ニ ル ま た は ヒ ド ロ キ シ で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 R 8 が 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ま た は ハ ロ で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る た め 、 治 療 に 有 効 な 量 の グ ル コ コ ル チ コ イ ド
を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 グ ル コ コ ル チ コ イ ド が グ ル コ コ ル チ コ イ ド 受 容 体 と 結 合 で き る 、 請 求 項 5に 記 載 の 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 グ ル コ コ ル チ コ イ ド が 、 フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン 、 ま た は デ キ サ
メ タ ゾ ン で あ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 担 体 と 、 下 記 の 一 般 式 （ II） の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン （ R 1 0 と R 1 1 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ
ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ
ル 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ま た は ア リ ー ル オ キ シ で あ る ） と を 含 み 、 哺 乳
動 物 に お け る SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 医 薬 組 成 物 ：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 (II)。
【 請 求 項 ９ 】
　 R 1 と R 4 が 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 水 素 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア
ル キ ル で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン が プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 担 体 と 、 下 記 の 一 般 式 （ III） の 胆 汁 塩 （ R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 、 R 9 は 、 そ
れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ
キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る ） と を 含 み 、 哺 乳 動 物 に お け
る SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 医 薬 組 成 物 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 (III)。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 9 が 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 水 素
、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 上 記 胆 汁 塩 が ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 担 体 と 、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 26
、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 41、 ま た は 配 列 番 号 44を
含 む siRNAと を 含 有 し 、 前 記 siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る
、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 担 体 と 、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 24
、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 39、 ま た は 配 列 番 号 42を
含 む DNAに 由 来 す る RNAに ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る siRNA
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と を 含 有 し 、 前 記 siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 、 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン 、 プ ロ ス タ グ
ラ ン ジ ン E2、 ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て
SOSTの 発 現 を 調 節 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ I） の 化 合 物 （ R

1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素
、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル
キ ル で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 (I)。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ II） の 化 合 物 （
R 1 0 と R 1 1 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ
ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ま た は ア リ ー
ル オ キ シ で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 (II)。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ III）
の 化 合 物 （ R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 、 R 9 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ
、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級
ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ：
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 (III)。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 哺 乳 動 物 に グ ル コ コ ル チ コ イ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を
調 節 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 グ ル コ コ ル チ コ イ ド が コ ル チ ゾ ー ル ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 14、 配 列
番 号 17、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 35、
配 列 番 号 38、 配 列 番 号 41、 ま た は 配 列 番 号 44を 含 む siRNAを 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含
み 、 前 記 siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 12、 配 列
番 号 15、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 33、
配 列 番 号 36、 配 列 番 号 39、 ま た は 配 列 番 号 42を 含 む DNAに 由 来 す る RNAに ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る siRNAを 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を
含 み 、 前 記 siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン 、 プ ロ ス タ グ
ラ ン ジ ン E2、 ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て
骨 密 度 を 増 大 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 密 度 を 増 大 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ I） の 化 合 物 （ R 1
、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、
ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ
ル で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ：
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 (I)。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 密 度 を 増 大 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ II） の 化 合 物 （ R 1
0 と R 1 1 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル
、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ま た は ア リ ー ル
オ キ シ で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 (II)。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 密 度 を 増 大 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ III） の 化 合 物 （ R

1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 、 R 9 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、
水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ
ア ル キ ル で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ：
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 (III)。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 哺 乳 動 物 に グ ル コ コ ル チ コ イ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て 骨 密 度 を 増 大
さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 グ ル コ コ ル チ コ イ ド が SOSTの 発 現 を 調 節 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 グ ル コ コ ル チ コ イ ド が コ ル チ ゾ ー ル ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン で あ る 、 請 求 項 28に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 密 度 を 増 大 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 14、 配 列 番
号 17、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 35、 配
列 番 号 38、 配 列 番 号 41、 ま た は 配 列 番 号 44を 含 む siRNAを 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み
、 前 記 siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 密 度 を 増 大 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 12、 配 列 番
号 15、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 33、 配
列 番 号 36、 配 列 番 号 39、 ま た は 配 列 番 号 42を 含 む DNAに 由 来 す る RNAに ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る siRNAを 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含
み 、 前 記 siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン 、 プ ロ ス タ グ
ラ ン ジ ン E2、 ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て
骨 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 低 減 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ I）
の 化 合 物 （ R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ
ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド
ロ キ シ ア ル キ ル で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 ：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 (I)。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ II）
の 化 合 物 （ R 1 0 と R 1 1 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ
、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ま
た は ア リ ー ル オ キ シ で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ：
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【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 (II)。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 一 般 式 （ III
） の 化 合 物 （ R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 、 R 9 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ
ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低
級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る ） を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 ：
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 (III)。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 哺 乳 動 物 に グ ル コ コ ル チ コ イ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て 骨 細 胞 の ア ポ
ト ー シ ス を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 グ ル コ コ ル チ コ イ ド が SOSTの 発 現 を 調 節 す る 、 前
記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 グ ル コ コ ル チ コ イ ド が コ ル チ ゾ ー ル ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン で あ る 、 請 求 項 36に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 11、 配 列 番
号 14、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 32、 配
列 番 号 35、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 41、 ま た は 配 列 番 号 44を 含 む siRNAを 哺 乳 動 物 に 投 与 す
る こ と を 含 み 、 前 記 siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 骨 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 9、 配 列 番
号 12、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 30、 配
列 番 号 33、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 39、 ま た は 配 列 番 号 42を 含 む DNAに 由 来 す る RNAに ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る siRNAを 哺 乳 動 物 に 投 与
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す る こ と を 含 み 、 前 記 siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る 因 子 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
（ 1） 検 出 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 と 機 能 的 に 連 結 し た 、 配 列 番 号 4を 含 む SOSTプ
ロ モ ー タ が 含 ま れ る 核 酸 構 築 物 を 含 有 す る 細 胞 を 用 意 す る こ と ；
（ 2） 前 記 細 胞 を テ ス ト 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と ；
（ 3） 前 記 テ ス ト 薬 剤 が 、 前 記 テ ス ト 薬 剤 と 接 触 さ せ て い な い 細 胞 を 含 む 対 照 と 比 べ て 前
記 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 発 現 を 低 下 さ せ る か ど う か を 検 出 す る こ と 、
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 細 胞 が 骨 形 成 因 子 に 応 答 応 答 性 で あ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 細 胞 が 、 ATCC受 託 番 号 CRL-1772の 細 胞 株 に 由 来 す る C2C12細 胞 、 あ る い は ATCC受 託 番 号 C
CL-226の 細 胞 株 に 由 来 す る C3H10T1/2細 胞 で あ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 細 胞 が 、 ヒ ト 間 葉 （ hMSC） 細 胞 で あ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 核 酸 構 築 物 が 、 骨 芽 細 胞 特 異 的 ス テ ロ イ ド 応 答 エ レ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 エ レ メ ン ト
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 核 酸 構 築 物 が 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 応 答 エ レ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 エ レ メ ン ト を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る 因 子 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
（ 1） 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 6、 ま た は 配 列 番 号 8を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 を
含 有 す る 細 胞 を 、 テ ス ト 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 、
（ 2） 内 在 性 SOSTの 発 現 が 低 下 す る か ど う か を 検 出 す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 核 酸 が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 5、 ま た は 配 列 番 号 7を 含 む 、 請 求 項 46に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ 1） ス ク レ ロ ス チ ン と テ ス ト 薬 剤 を 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 、
（ 2） 前 記 テ ス ト 薬 剤 が 前 記 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る か ど う か を 検 出 す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン に 結 合 す る 分 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ 1） テ ス ト 薬 剤 を 、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 6、 ま た は 配 列 番 号 8を 含 む ス ク レ ロ ス チ ン ・ ポ
リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 、
（ 2） 前 記 テ ス ト 薬 剤 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る か ど う か を 調 べ る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 6、 ま た は 配 列 番 号 8を 含 む 、 ス ク レ ロ ス チ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド を 含
有 す る 、 骨 芽 細 胞 分 化 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 5、 ま た は 配 列 番 号 7を 含 む 核 酸 を 含 有 す る 、 骨 芽 細 胞
分 化 マ ー カ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 骨 密 度 を 調 節 す る た め の 組 成 物 と 方 法 を 提 供 す る 。 骨 密 度 を 調 節 す る こ と の
で き る 新 規 な 化 合 物 の 同 定 方 法 も 提 示 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 骨 粗 鬆 症 は 骨 量 の 減 少 を 特 徴 と す る 骨 の 疾 患 で あ り 、 ヒ ト の 骨 の 脆 弱 化 と 多 孔 化 に 至 る
。 そ の 結 果 、 骨 粗 鬆 症 を 患 っ て い る 患 者 は 、 骨 折 の リ ス ク が 大 き く な る 。 更 年 期 の 女 性 は
、 エ ス ト ロ ゲ ン の 産 生 レ ベ ル が 低 下 す る た め 、 骨 粗 鬆 症 に な る リ ス ク が 特 に 大 き い 。 エ ス
ト ロ ゲ ン を 低 レ ベ ル で 投 与 す る と 、 骨 の 損 失 に 対 し て 好 ま し い 効 果 が あ る 。 し か し エ ス ト
ロ ゲ ン 置 換 療 法 を 行 な う と 望 ま し く な い 副 作 用 が 発 生 す る 可 能 性 が あ る 。 そ れ ら の 副 作 用
に は 、 血 栓 、 乳 が ん 、 内 膜 増 殖 症 、 内 膜 が ん な ど の リ ス ク が 大 き く な る と い う こ と が 含 ま
れ る 。 こ れ 以 外 で 現 在 も 行 な わ れ て い る 療 法 だ と 、 骨 粗 鬆 症 の 患 者 に 新 た に 骨 を 生 成 さ せ
る こ と は ほ と ん ど で き な い 。 し た が っ て 骨 粗 鬆 症 に 対 す る 別 の 治 療 法 が 必 要 と さ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 硬 化 狭 窄 症 は 遺 伝 子 病 で あ り 、 ヒ ト に お い て 骨 形 成 が 増 大 し て 強 力 な 骨 格 が 発 達 す る 。
硬 化 狭 窄 症 は 、 SOST遺 伝 子 の 機 能 が 失 わ れ る こ と に よ っ て 、 あ る い は SOST遺 伝 子 の ヌ ル 突
然 変 異 に よ っ て 起 こ る （ Beighton他 、 1976年 ； Brunkow他 、 2001年 ； Balesman他 、 2001年
） 。 こ の 疾 患 に か か っ て い る 人 の 大 部 分 は 南 ア フ リ カ の ア フ リ カ 人 集 団 で あ る こ と が 報 告
さ れ て お り 、 創 始 者 効 果 の 結 果 と し て こ の 疾 患 が 高 頻 度 で 発 生 す る 。 ア フ リ カ 系 家 系 の ホ
モ 接 合 性 マ ッ ピ ン グ と 組 み 換 え 型 の 歴 史 を 分 析 す る こ と に よ り 、 硬 化 狭 窄 症 が 染 色 体 17q1
2～ q21上 の D17S1787遺 伝 子 座 と D17S930遺 伝 子 座 に 挟 ま れ た 約 2cMの 区 画 に 位 置 す る こ と が
突 き 止 め ら れ た 。 罹 患 し て い る ア フ リ カ 人 は 、 コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端
近 傍 に ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 を 持 っ て い る の に 対 し 、 セ ネ ガ ル 人 起 源 の 無 関 係 な 罹 患 者 は 、
こ の 遺 伝 子 の 単 一 の イ ン ト ロ ン の 中 に 2つ の ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 を 持 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 SOST遺 伝 子 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 こ の ス ク レ ロ
ス チ ン は 、 シ ス チ ン の 結 び 目 を 含 む 因 子 の 1つ の ク ラ ス （ ダ ン (dan)、 ケ ル ベ ロ ス (cerberu
s)、 グ レ ム リ ン (gremlin)、 prdc、 カ ロ ン ト (caronte)を 含 む ） と 配 列 が 幾 分 か 似 て い る 。
ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 は 、 1種 類 以 上 の 骨 形 成 因 子 （ BMP） と 相 互 作 用 す る
と 考 え ら れ て い る （ Brunkow他 、 2001年 ） 。 骨 形 成 因 子 は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因
子 （ TGF-β ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 細 胞 の 増 殖 と 分 化 や 、 多 く の タ イ プ
の 組 織 （ 骨 も 含 む ） の ア ポ ト ー シ ス に 影 響 を 与 え る こ と が わ か っ て い る 。 骨 形 成 因 子 は 、
軟 骨 や 骨 の 形 成 を de novoに 誘 導 す る こ と が で き 、 哺 乳 動 物 の 胚 発 生 期 間 に お け る 骨 格 の
発 達 に と っ て 本 質 的 な 役 割 を 果 た し て い る よ う に 見 え る （ Wang、 1993年 ） 。 骨 折 治 癒 プ ロ
セ ス の 初 期 段 階 に お い て 、 骨 形 成 因 子 -4（ BMP-4） の 濃 度 が 劇 的 に 上 昇 す る （ Nakase他 、 1
994年 ； Bostrom他 、 1995年 ） 。 in vivoに お け る 実 験 は 、 BMP-4の 転 写 が 上 方 調 節 さ れ る こ
と に よ り 哺 乳 動 物 に お け る 骨 の 治 癒 が 促 進 さ れ る 可 能 性 の あ る こ と を 示 唆 し て い る （ Fang
他 、 1996年 ） 。 骨 形 成 因 子 は 、 間 葉 系 細 胞 の 分 化 を 誘 導 し て 骨 形 成 細 胞 に す る と と も に 、
運 命 づ け ら れ た 細 胞 に お け る 骨 芽 細 胞 表 現 型 マ ー カ ー の 発 現 を 促 進 す る こ と が 報 告 さ れ て
い る （ Gazzero他 、 1998年 ； Nifujiと Noda、 1999年 ） 。 骨 芽 細 胞 に お け る 骨 形 成 因 子 の 活
性 は 、 骨 形 成 因 子 に 結 合 し て 不 活 性 化 す る こ と に よ り 骨 形 成 因 子 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て
機 能 す る ノ ギ ン や グ レ ム リ ン な ど の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ て い る よ う に 見 え る （ Ya
maguchi他 、 2000年 ） 。
　 し か し 骨 の 石 灰 化 に 至 る 事 象 の カ ス ケ ー ド と 、 骨 密 度 を 制 御 す る 因 子 は 、 完 全 に は わ か
っ て い な い 。 骨 芽 細 胞 の 分 化 を 調 節 し 、 骨 の 石 灰 化 を 促 進 し 、 骨 密 度 を 改 善 す る こ と の で
き る 因 子 が 求 め ら れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 SOST遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 は
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骨 形 成 因 子 の 固 有 の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ り 、 骨 マ ト リ ッ ク ス の 形 成 を 調 節 す る 上 で 重 要 な
役 割 を 果 た し て い る 。 SOST遺 伝 子 は 、 運 命 づ け ら れ た 成 熟 骨 芽 細 胞 に お い て 高 レ ベ ル に 発
現 す る が 、 未 成 熟 な 骨 芽 細 胞 や 未 分 化 の 骨 芽 細 胞 で は 、 発 現 が 低 レ ベ ル で あ る か 、 発 現 し
て い な い 。 本 発 明 に よ れ ば さ ら に 、 ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 は 、 骨 芽 前 駆 細 胞 が 分 化
し 、 ミ ネ ラ ル を 堆 積 さ せ 、 完 全 に 成 熟 し た 骨 芽 細 胞 に 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 （ 例 え ば コ ラ ー
ゲ ン 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） を 発 現 さ せ る 能 力 を 阻 害 す る 。 SOSTの 発 現 は 、 ス テ ロ イ
ド に よ っ て 変 化 し 、 骨 形 成 因 子 （ 例 え ば 骨 形 成 因 子 2、 4、 6） に よ っ て 調 節 さ れ る 。 骨 形
成 因 子 は 骨 芽 細 胞 マ ー カ ー （ 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） の 活 性 を 大 き く す る が 、 SO
ST遺 伝 子 の 産 物 （ ス ク レ ロ ス チ ン ） は そ の よ う な 骨 芽 細 胞 マ ー カ ー の 活 性 を 阻 害 す る 。 さ
ら に 、 骨 形 成 因 子 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て 誘 導 さ れ た 骨 芽 細 胞 の 活 性 低 下 を 逆 転 さ せ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 下
記 の 一 般 式 （ I） ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 （ R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ
ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド
ロ キ シ ア ル キ ル で あ る ） が 提 供 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、
R 6 、 R 7 、 R 8 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 水 素 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ
ア ル キ ル で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 R 1 は カ ル ボ ニ ル ま た は ヒ ド ロ キ シ で あ り 、 お よ び ／
ま た は R 8 は 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ハ ロ の い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る た め 、 治 療 に 有 効 な 量 の グ ル コ
コ ル チ コ イ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 グ ル コ コ ル チ コ イ ド と し て は 、 例 え ば フ ル
オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン 、 ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る た め 、 下 記 の 一 般 式 （ II） ：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン （ R 1 0 と R 1 1 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素
、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、
ア リ ー ル 、 ま た は ア リ ー ル オ キ シ で あ る ） を 治 療 に 有 効 な 量 含 む 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る
。 R 1 0 と R 1 1 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 水 素 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ
ル の い ず れ か に す る こ と も で き る 。 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン と し て は 、 例 え ば プ ロ ス タ グ ラ ン
ジ ン E2が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る た め 、 下 記 の 一 般 式 （ III） ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
の 胆 汁 塩 （ R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 、 R 9 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ
、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級
ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る ） を 治 療 に 有 効 な 量 含 む 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 R 1 、 R 2 、 R 3
、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 、 R 9 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 水 素 、 ま た は
低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル と す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 胆 汁 塩 の 一 例 は 、 ウ ル ソ デ オ キ
シ コ ー ル 酸 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る た め 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン （
例 え ば プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2） 、 胆 汁 塩 （ 例 え ば ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ） 、 ま た は グ ル
コ コ ル チ コ イ ド （ 例 え ば フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン
） を 治 療 に 有 効 な 量 含 む 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る た め 、 そ の 哺 乳 類 に 対
し 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン （ 例 え ば プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2） 、 胆 汁 塩 （ 例 え ば ウ ル ソ デ オ キ
シ コ ー ル 酸 ） 、 ま た は グ ル コ コ ル チ コ イ ド （ 例 え ば フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド 、 ト リ ア ム
シ ノ ロ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン ） を 治 療 に 有 効 な 量 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て 骨 密 度 を 増 大 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 ウ ル ソ デ オ キ シ コ
ー ル 酸 、 フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2、 ま た は
デ キ サ メ タ ゾ ン を 、 治 療 に 有 効 な 量 、 そ の 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 も 提 供 さ れ
る 。 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 を ス テ ロ イ ド ・ ホ ル モ ン ま た は グ ル コ コ ル チ コ イ ド ・
ホ ル モ ン を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 グ ル コ コ ル チ コ イ ド ・ ホ ル モ ン の 具 体 例 と し て
は 、 コ ル チ ゾ ー ル 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 な ら び に 構 造 的 に こ れ ら と 関 係 の あ る 化 合 物 が 挙 げ
ら れ る 。 グ ル コ コ ル チ コ イ ド ・ ホ ル モ ン の 治 療 に 有 効 な 量 の 一 例 は 、 血 中 濃 度 が 約 0.01マ
イ ク ロ モ ル ～ 約 1マ イ ク ロ モ ル に な る 量 で あ る 。
　 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る た め 、 配 列 番 号 1、 配
列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 ま た は 配 列 番 号 7と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る ア
ン チ セ ン ス 核 酸 を 治 療 に 有 効 な 量 含 む 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 治 療 に 有 効 な 量 含 む 医 薬 組 成 物 も 提
供 さ れ る 。 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 6、 ま た は 配
列 番 号 8を 有 す る ス ク レ ロ ス チ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と の で き る 抗 体 が 可 能 で あ
る 。 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 別 の 具 体 例 と し て は 、 ス ク レ ロ ス チ ン と 結 合 す る
骨 形 成 因 子 の ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る 因 子 の 同 定 方 法 で あ っ て 、 検 出 可 能 な マ
ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 と 機 能 的 に 連 結 し て い て 配 列 番 号 4を 含 む SOSTプ ロ モ ー タ が 含 ま
れ た 核 酸 構 築 物 を 含 有 す る 細 胞 を 用 意 し ； こ の 細 胞 を 、 1つ の 因 子 を 含 む テ ス ト ・ サ ン プ
ル と 接 触 さ せ ； そ の テ ス ト ・ サ ン プ ル 中 の 因 子 が 、 テ ス ト ・ サ ン プ ル と 接 触 さ せ て い な い
細 胞 を 含 む 対 照 と 比 べ て 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 発 現 を 低 下 さ せ る か ど う か を 検 出 す る 工 程
を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 例 え ば そ の よ う な 細 胞 は 、 骨 形 成 因 子 に 応 答 す る 任 意 の 細 胞 で
あ る 。 そ の よ う な 細 胞 の 別 の 例 は 、 ATCC寄 託 番 号 CRL-1772の C2C12細 胞 系 、 あ る い は ATCC
寄 託 番 号 CCL-226の C3H10T1/2細 胞 系 、 あ る い は ヒ ト 間 葉 （ hMSC） 細 胞 で あ る 。 核 酸 構 築 物
に 存 在 す る こ と の で き る 別 の エ レ メ ン ト は 、 骨 芽 細 胞 特 異 的 ス テ ロ イ ド 応 答 エ レ メ ン ト で
あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る 因 子 の 同 定 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を テ ス ト ・ サ ン
プ ル と 接 触 さ せ 、 そ の テ ス ト ・ サ ン プ ル 中 の 因 子 が 内 在 性 SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る か ど う
か を 検 出 す る 工 程 を 含 む 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 で は 、 SOSTは 、 配 列 番 号 1、 配 列 番
号 2、 配 列 番 号 5、 ま た は 配 列 番 号 7を 含 む 核 酸 か ら 発 現 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 の 別
の 実 施 態 様 で は 、 SOSTは 、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 6、 ま た は 配 列 番 号 8を 含 む タ ン パ ク 質 を
コ ー ド し て い る 核 酸 か ら 発 現 す る こ と が で き る 。
　 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 ス ク
レ ロ ス チ ン と テ ス ト ・ サ ン プ ル の 両 方 を 細 胞 と 接 触 さ せ ； そ の テ ス ト ・ サ ン プ ル が そ の 細
胞 の ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る か ど う か を 検 出 す る 工 程 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 に よ り 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 結 合 す る 分 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 テ ス ト ・ サ ン
プ ル を 、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 6、 ま た は 配 列 番 号 8を 含 む ス ク レ ロ ス チ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド
と 接 触 さ せ ； そ の テ ス ト ・ サ ン プ ル 中 の 分 子 が そ の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る か ど う か を 調
べ る 工 程 を 含 む 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て 骨 密 度 を 調 節 す る 組 成 物 と 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明
に よ り 、 特 に 、 SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る 因 子 と 、 SOST遺 伝 子 の 産 物 で あ る ス ク レ ロ ス チ ン
の ア ン タ ゴ ニ ス ト が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 成 熟 骨 細 胞 に お い
て 、 直 接 的 に も 間 接 的 に も 、 骨 の 石 灰 化 を 減 ら し 、 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 を 少 な く し 、 ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） の 活 性 を 低 下 さ せ る 。 ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 密 度 と 骨 形 成 を 調 節
す る 1つ の 方 法 は 、 骨 形 成 因 子 （ BMP） の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 を 及 ぼ す 方 法 で あ る 。
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ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 密 度 と 骨 形 成 を 調 節 す る 別 の 方 法 は 、 骨 の 石 灰 化 と 骨 形 成 に 関 与 す る
細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 通 じ た 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 骨 形 成 因 子 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 量 を 変 化 ま た は 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 あ る い は ス ク
レ ロ ス チ ン の 作 用 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 骨 芽 前 駆 細 胞 と 前 骨 芽 細 胞 (preosteoblastic c
ell)の 拘 束 と 分 化 に 必 要 と さ れ る 主 要 な 機 能 を 実 行 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ス ク レ ロ
ス チ ン を 媒 介 と し た ア ポ ト ー シ ス の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と に よ り 、 骨 の 石 灰 化 に
関 係 す る 細 胞 の 生 存 率 を 大 き く し 、 寿 命 を 延 ば す こ と が で き る 。 こ の よ う な 組 成 物 と 方 法
に よ り 、 骨 の 石 灰 化 と 形 成 を 大 き く す る た め の 治 療 戦 略 が 提 供 さ れ る 。
　 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 SOSTの 発 現 を 低 下 さ せ る 因 子 お よ び ／ ま た は ス ク レ ロ ス チ ン の 効
果 を 打 ち 消 す ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
骨 細 胞 の 発 生
　 （ 誘 導 可 能 骨 芽 前 駆 細 胞 と 呼 ば れ る ） 多 能 性 間 葉 細 胞 ／ ス ト ロ マ 細 胞 の 小 さ な 集 団 の 分
化 を 誘 導 し て 骨 芽 細 胞 に す る こ と が で き る （ Pittenger, M.F.他 、 1999年 ） 。 誘 導 可 能 骨
芽 前 駆 細 胞 は 、 成 長 し 、 あ る 種 の 表 現 型 マ ー カ ー を 所 定 の 順 番 で 発 現 さ せ る （ Pockwinse
他 、 1992年 ； Lian他 、 1999年 ） 。 骨 芽 前 駆 細 胞 は I型 コ ラ ー ゲ ン を 発 現 す る の に 対 し 、 運
命 づ け ら れ た 前 骨 芽 細 胞 と 骨 芽 細 胞 は 、 一 般 に 骨 芽 細 胞 系 列 の 細 胞 で 同 定 さ れ る 多 数 の 表
現 型 マ ー カ ー を 発 現 す る 。 そ の よ う な マ ー カ ー と し て は 、 I型 コ ラ ー ゲ ン 、 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 （ PTHr） 、 オ ス テ オ ポ ン チ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 骨
芽 細 胞 の 分 化 最 終 段 階 で は 、 骨 細 胞 が ミ ネ ラ ル 堆 積 物 と マ ト リ ッ ク ス ・ タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば CD44や オ ス テ オ カ ル シ ン ） に 取 り 囲 ま れ る 。 し た が っ て 骨 芽 前 躯 体 細 胞 が 発 生 、 増 殖 、
分 化 し て 成 熟 骨 芽 細 胞 に な る に は 、 時 間 に 依 存 し た 所 定 の や り 方 が あ る （ Pockwinse他 、 1
992年 ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 分 化 の さ ま ざ ま な 段 階 に お け る 骨 芽 細 胞 に 特 徴 的 な 表 現 型 マ ー カ ー の 発 現 は 、 骨 形 成 因
子 （ BMP） を 始 め と す る さ ま ざ ま な 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 。 BMP-6は 、 骨 形 成 の 初 期 段 階
に お い て 骨 芽 細 胞 の 分 化 を 開 始 さ せ る こ と が で き る が 、 他 の 骨 形 成 因 子 ま た は 成 長 因 子 は
分 化 プ ロ セ ス を 継 続 す る た め に 必 要 で あ る と 考 え ら れ て い る （ Gitelman他 、 1995年 ； Bode
n他 、 1997年 ） 。 い く つ か の 研 究 か ら 、 骨 芽 前 駆 細 胞 と 前 骨 芽 細 胞 の 拘 束 と 分 化 が 起 こ っ
て 骨 芽 細 胞 に な る に は BMP-2と BMP-4が 必 要 で あ る こ と が わ か っ て い る （ Katagiri他 、 1990
年 ； Oreffo他 、 1999年 ； Suzawa他 、 1999年 ） 。
　 骨 形 成 因 子 の ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば ノ ギ ン 、 グ レ ム リ ン 、 コ ー デ ィ ン 、 Dan/cerberus
フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 ） も 同 定 さ れ て い る 。 し か し 骨 形 成 因 子 の ア ン タ ゴ ニ ス ト が 骨 芽
細 胞 に お い て 骨 形 成 因 子 の 調 節 と 制 御 に 関 し て 果 た し て い る 役 割 は よ く わ か っ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
SOSTと ス ク レ ロ ス チ ン
　 ヒ ト SOST遺 伝 子 配 列 は 約 22kbで あ り 、 NCBIヌ ク レ オ チ ド ・ デ ー タ ベ ー ス に Genbank登 録
番 号 AF326736と し て 登 録 さ れ て い る （ 配 列 番 号 1） 。 ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankO
verviewと い う ウ ェ ブ サ イ ト を 参 照 の こ と 。 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 所 有 さ れ て い る ア メ リ カ
合 衆 国 特 許 第 6,395,511号 と 第 6,489,445号 に は 、 追 加 の 配 列 情 報 と 、 SOST遺 伝 子 お よ び そ
の 遺 伝 子 産 物 （ こ れ ら の 文 献 の 中 で は beerと 呼 ば れ て い る ） の 性 質 に 関 す る 追 加 の 記 述 が
あ る 。 な お こ れ ら 特 許 文 献 の 内 容 は 、 引 用 に よ り こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ヒ ト SOSTの cDNAは 、 Genbank登 録 番 号 NM025237で あ る 。 便 宜 の た め 、 そ の 配 列 を 以 下 に
示 す （ 配 列 番 号 2） 。
   1 AGAGCCTGTG CTACTGGAAG GTGGCGTGCC CTCCTCTGGC 
  41 TGGTACCATG CAGCTCCCAC TGGCCCTGTG TCTCGTCTGC
  81 CTGCTGGTAC ACACAGCCTT CCGTGTAGTG GAGGGCCAGG
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 121 GGTGGCAGGC GTTCAAGAAT GATGCCACGG AAATCATCCC
 161 CGAGCTCGGA GAGTACCCCG AGCCTCCACC GGAGCTGGAG 
 201 AACAACAAGA CCATGAACCG GGCGGAGAAC GGAGGGCGGC
 241 CTCCCCACCA CCCCTTTGAG ACCAAAGACG TGTCCGAGTA
 281 CAGCTGCCGC GAGCTGCACT TCACCCGCTA CGTGACCGAT
 321 GGGCCGTGCC GCAGCGCCAA GCCGGTCACC GAGCTGGTGT
 361 GCTCCGGCCA GTGCGGCCCG GCGCGCCTGC TGCCCAACGC
 401 CATCGGCCGC GGCAAGTGGT GGCGACCTAG TGGGCCCGAC
 441 TTCCGCTGCA TCCCCGACCG CTACCGCGCG CAGCGCGTGC
 481 AGCTGCTGTG TCCCGGTGGT GAGGCGCCGC GCGCGCGCAA
 521 GGTGCGCCTG GTGGCCTCGT GCAAGTGCAA GCGCCTCACC 
 561 CGCTTCCACA ACCAGTCGGA GCTCAAGGAC TTCGGGACCG
 601 AGGCCGCTCG GCCGCAGAAG GGCCGGAAGC CGCGGCCCCG 
 641 CGCCCGGAGC GCCAAAGCCA ACCAGGCCGA GCTGGAGAAC 
 681 GCCTACTAGA GCCCGCCCGC GCCCCTCCCC ACCGGCGGGC
 721 GCCCCGGCCC TGAACCCGCG CCCCACATTT CTGTCCTCTG 
 761 CGCGTGGTTT GATTGTTTAT ATTTCATTGT AAATGCCTGC 
 801 AACCCAGGGC AGGGGGCTGA GACCTTCCAG GCCCTGAGGA
 841 ATCCCGGGCG CCGGCAAGGC CCCCCTCAGC CCGCCAGCTG 
 881 AGGGGTCCCA CGGGGCAGGG GAGGGAATTG AGAGTCACAG 
 921 ACACTGAGCC ACGCAGCCCC GCCTCTGGGG CCGCCTACCT
 961 TTGCTGGTCC CACTTCAGAG GAGGCAGAAA TGGAAGCATT 
1001 TTCACCGCCC TGGGGTTTTA AGGGAGCGGT GTGGGAGTGG 
1041 GAAAGTCCAG GGACTGGTTA AGAAAGTTGG ATAAGATTCC
1081 CCCTTGCACC TCGCTGCCCA TCAGAAAGCC TGAGGCGTGC 
1121 CCAGAGCACA AGACTGGGGG CAACTGTAGA TGTGGTTTCT 
1161 AGTCCTGGCT CTGCCACTAA CTTGCTGTGT AACCTTGAAC
1201 TACACAATTC TCCTTCGGGA CCTCAATTTC CACTTTGTAA 
1241 AATGAGGGTG GAGGTGGGAA TAGGATCTCG AGGAGACTAT 
1281 TGGCATATGA TTCCAAGGAC TCCAGTGCCT TTTGAATGGG 
1321 CAGAGGTGAG AGAGAGAGAG AGAAAGAGAG AGAATGAATG
1361 CAGTTGCATT GATTCAGTGC CAAGGTCACT TCCAGAATTC 
1401 AGAGTTGTGA TGCTCTCTTC TGACAGCCAA AGATGAAAAA
1441 CAAACAGAAA AAAAAAAGTA AAGAGTCTAT TTATGGCTGA 
1481 CATATTTACG GCTGACAAAC TCCTGGAAGA AGCTATGCTG 
1521 CTTCCCAGCC TGGCTTCCCC GGATGTTTGG CTACCTCCAC
1561 CCCTCCATCT CAAAGAAATA ACATCATCCA TTGGGGTAGA 
1601 AAAGGAGAGG GTCCGAGGGT GGTGGGAGGG ATAGAAATCA 
1641 CATCCGCCCC AACTTCCCAA AGAGCAGCAT CCCTCCCCCG
1681 ACCCATAGCC ATGTTTTAAA GTCACCTTCC GAAGAGAAGT
1721 GAAAGGTTCA AGGACACTGG CCTTGCAGGC CCGAGGGAGC 
1761 AGCCATCACA AACTCACAGA CCAGCACATC CCTTTTGAGA
1801 CACCGCCTTC TGCCCACCAC TCACGGACAC ATTTCTGCCT
1841 AGAAAACAGC TTCTTACTGC TCTTACATGT GATGGCATAT 
1881 CTTACACTAA AAGAATATTA TTGGGGGAAA AACTACAAGT
1921 GCTGTACATA TGCTGAGAAA CTGCAGAGCA TAATAGCTGC
1961 CACCCAAAAA TCTTTTTGAA AATCATTTCC AGACAACCTC 
2001 TTACTTTCTG TGTAGTTTTT AATTGTTAAA AAAAAAAAGT 
2041 TTTAAACAGA AGCACATGAC ATATGAAAGC CTGCAGGACT 
2081 GGTCGTTTTT TTGGCAATTC TTCCACGTGG GACTTGTCCA
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2121 CAAGAATGAA AGTAGTGGTT TTTAAAGAGT TAAGTTACAT 
2161 ATTTATTTTC TCACTTAAGT TATTTATGCA AAAGTTTTTC
2201 TTGTAGAGAA TGACAATGTT AATATTGCTT TATGAATTAA
2241 CAGTCTGTTC TTCCAGAGTC CAGAGACATT GTTAATAAAG 
2281 ACAATGAATC ATGACCGAAA GAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 
2321 AAA
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 SOST遺 伝 子 は ス ク レ ロ ス チ ン と い う タ ン パ ク 質 を 作 る 。 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン は 、 Genb
ank登 録 番 号 NP079513で あ る 。 便 宜 の た め 、 そ の 配 列 を 以 下 に 示 す （ 配 列 番 号 3） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
  1 MQLPLALCLV CLLVHTAFRV VEGQGWQAFK NDATEIIPEL
 41 GEYPEPPPEL ENNKTMNRAE NGGRPPHHPF ETKDVSEYSC
 81 RELHFTRYVT DGPCRSAKPV TELVCSGQCG PARLLPNAIG 
121 RGKWWRPSGP DFRCIPDRYR AQRVQLLCPG GEAPRARKVR
161 LVASCKCKRL TRFHNQSELK DFGTEAARPQ KGRKPRPRAR 
201 SAKANQAELE NAY
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ヒ ト SOST遺 伝 子 の た め の プ ロ モ ー タ は 、 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 7960～ 11960に 見 ら れ
る 。 こ の プ ロ モ ー タ 配 列 は 以 下 の 通 り で あ る （ 配 列 番 号 4） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
 7960 T 
 7961 GAATGCCACA GCTTGTCAGC AGCCAGCAGA AGGCAGGTAA 
 8001 AAGGCCTTCC TCACTGTCCT CGAAGGAACC AACTCTGCCA
 8041 ATGTCTTGAA CTTGCACTCC TAACCTCCAG CTCTGTGAGA 
 8081 CGACTTCTGT TGTTTATGCC ACCCAATTTG TGGTACTTAG 
 8121 TTACGGCAGC CTCATCAAAG TACCACCTAT GGGAGCCTCT
 8161 ATTTTGCAGG TGAGGGCGGG GACTGGGCTG AGTTTTCTGG 
 8201 AAAACAGCCC TGCAATACCC TCATCAGACC ACCAAACTCT 
 8241 TCACACTCCC TCAGACACAG CATTCACTTC CAGAAATAAC
 8281 TCTAAAGTTT TGTTTTGTTT TTTTAAACTT TGTGGAATAC 
 8321 TACTCAGCCA AAAAAAAAAA AAAAGAAAAG AAAAAGGAAC 
 8361 ATGTTACTGA TATGTACAAC TTGGATAATG GAAATAATGC
 8401 TGAGTGAAAA AAAAATCCCC AAAGGCTACA TACTAATTGA 
 8441 TTCCATTTAT ATAACCTTTT TTTTTTTTTT TTGAGACAGT 
 8481 CTCACTCTGT CACCCAGGCT GGAGCACAGT GGCGCGATCT
 8521 CAGCTCACTG CAACTTCCGC CTCCTGAGTT CAAGCGATTC 
 8561 TCTTGCCTTA GCTTCCCAAG TAGCTGGGAT TACAGGTGCG 
 8601 TGCCACCATG CCCAGCTAAT TTTTGTATTT TTAGTAGAGA
 8641 CAGGGTTTCG CCATGTTGGC CAGGCTGGTC TCGAACTCCT 
 8681 GACCTCAAGT GATCTGCCTG CCTTGGCTTC CCAAAGTGCT 
 8721 GGGATTACAT GAGTGAGCCA CCGCACCTGG TCGCATTTAT
 8761 GTAACAATTT TGAAGTGAAA AAAAAAATGA CAGAAATGGA 
 8801 GATTAGATGA GTAGTTGCCA GGGGTTAGTT GTGGGAGGGA 
 8841 GGGAAAAGGA GGGAAGGAGG TGGGCAACAG GAGAAAGACT
 8881 TGTGGTCACA GAGCTGTGCT TTATCTTGAC TGTGGTGGAT 
 8921 CCCCAAATTT ACCCGTGACA AGATTGCATA GAACTAAGTA 
 8961 TACACACACG TGAATGCGTG TGCACGCACA CAGTAGAGGT
 9001 TAAGCCACGG GAGATGTGGG TAAGATTGGT AAATTGTGTC 
 9041 AATATCAATA TCCTAGTTGT GATATTGTCC TATAGTTTCG 
 9081 CAAGGTGTTA TTGTTGTGGG AAACTGGATA AAGGATACAC
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 9121 GGAGTCTGCA TTTTCTTTTT TTTATTTTTA TTTTTTGAGA 
 9161 CGGGGTCTCA CTCTGTCAAC CAGGCTGGAG TGCAGTGGCC 
 9201 CAAGTATGGC TCACTGCAGC CTCGACCTCA ACCTCAAGTG
 9241 AACCTCCCAC CTCAGCCTCC CAAGTAGCTA AGACCACAGG 
 9281 CGTGCGACCC CATGCCCAGC TAATTTTTAA ATTTTTTGTA 
 9321 GAGACTAGGC CTCACCATGT TGCCCAGGCT TTTATTTCTT
 9361 ATAAGTATAT TTAAATTTAT AATTATATCC ACATTTTAAA 
 9401 ATTTTAATTT AAAAAATTAC TCTGAGGCCG GGCATTGTGG 
 9441 CTCATGCCTC TAATCCCCAG CACCTTGGGA GGCCGAGTTG
 9481 GGCAGATCAC CCGAGGTCAG AAGTTCGAGA CCAGCCTGAG 
 9521 TAACATGGAG AAACCCCCGT CTCTACTAAA AATACAAAAT 
 9561 TGGCCGGGCG TGGTGGTGCA TTCCTGTAAT CCCAGCTACT
 9601 CGGGAGGCTG AGGCAGGAGA ATTGCTTGAA CCCAGGAGGT 
 9641 GGAGGTTGCA GTGAGCCAAG ATTGTGCCAC TGCACTGCAG 
 9681 CCTGGGCCAC AGAGAGAATC TGCCAAAAAA AGAAAAAAAA
 9721 AAAAATTTCA GCCGTACAAG GATGTTCATA GCAACCCTGC 
 9761 TGGAAATAGG AAAAAAAATT GGAAATAACC TAAACTACTC 
 9801 ACAATAGGAA TCAGCTAAAA CCCTGGGGGT TTAATTCCAG
 9841 GGAATACTGT GAACAATGAC AAGTTTGTGG ACTGAGTAAA 
 9881 AATAAACAGC TGTCAATGAC TTAACATTAA ATGAAACAGC 
 9921 AGAAGATGTC ACAGCAGGTT CTCGCTGAGC CATTCAGAGG
 9961 GGTGTGGATC ATTTAGAGGT TCAAGTCCAC TGGATTCTTC 
10001 TTTTTCCTTT TAATATTACT TCACTTCCAA ATAAGGAAAG 
10041 GAAAGGAAAG GAAATCACGT CCAGTCCTGA GACTTGCCAT
10081 CCTGCAGTCA CCCCTCCTTT TGTCTCCAGC AGGTGGCAGA 
10121 CGCGTTCCAG GGATGAATCC CACTGCCTCT GTTTAATGCA 
10161 GACGGTCCAG CCGCTCCCAA CAGCAGGTGG GGCTATAAGC
10201 ATCCATCCTA CCTGCTCAAG GAACCCAGGC ATCAGAACTG 
10241 CTCTCTCCCA AGTCCATTGC AAGAAGGCAG TCGTCTGGTC 
10281 ATGAGAGGGT TAACAGTCCA CATTCCAGAG CAAGGGAAAA
10321 GGAGGCTGGA GGGTCATAGA CAAGGGGAGG TGGTGCGGAG 
10361 GGCCAGCTTC TCACAACACT ACCGGCTCTG CTGGGAGAGA 
10401 TAGATCACCC CCAACAATGG CCACAGCTGT TTTCATCTGC
10441 CCTGAAGGAA ACTGACTTAG GAAGCAGGTA TCAGAGAGGG 
10481 CCCTTCCTGA GGGGGCTTCT GTCTGGCTTG TAAAACTGTC 
10521 AGAGCAGCTG CATTCATGTG TCGGATGATG GATGATGGAA
10561 AGGACAGTCG GCTGCAGATG GACACAGCGA CTTGCAAGTT 
10601 GAGGCAGGTG GCAAAGGACT TGCAGAGGCT CTGCAGGTGG 
10641 GGCATGCTGA TTCATTGCCC AGTTAAAATA CCAGAGGATC
10681 TGGGCAGCCT CTTCACAGGA GCTGCTTGTC CTCAAACAAT 
10721 CTGTCTTCAA TGAAAGATTC CTCTGGCCTT CCTTTCTCTT 
10761 CTTGCACCTC AGGTGTGAAT CCTTCTCCCC CACGCCTCTA
10801 CCTGCGCCCC CGCCCCCCGC CCCGGCCCTG TGTGGCTCAT 
10841 TATATGCAGG GCCAAGGCAG CATTTTCTCT TAGCTTCTTT 
10881 GTGACCAGTT GGTCCTGGGA TGGCTTCATG GAACACATCC
10921 TGTGGTGTGC ACCAATGAAG CTTTCCATAC AGGACTCAAA 
10961 ACTGTTTTTG AAAAATGTAA CCAGCTGGAA GACAAGAAAA 
11001 TAAAATGTCA GCACTAAAAA CGCTGGCTGT GGCTTTTGCT
11041 AAGGAAAGGA ATTTGGTGTT GTCTTCTCAC ACACACAGAC 
11081 TGGTTGGGGA AATGACTGTC TTCAGCACAT CACCCTGCGA 
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11121 GCCACAGTGA GTGCCCTGGC TCAGAAGTGC CTGTCACAGT
11161 GCACAGGATC CCTGAGGAGC ATGAGCTGGG ATTTCCTCTG 
11201 TGCTGTCCAT CACAGGAGCC TGAGTGACCA GCGCATCCTC 
11241 GATTTGTAAC CAGAATCCTG CCCTCTCTCC CAAGCGGGCA
11281 CCCTTGCTCT GACCCTCTAG TTCTCTCTCT TGCCTTCCAG 
11321 AGAATACCAA GAGAGGCTTT CTTGGTTAGG ACAATGAATG 
11361 CTGAGACTTG TGGAGTTGGG ACCAATGGGA TTTCTTTAAA
11401 AGCATCTTTT TGCCTCTGGC TGGGTCTATG GGGGTCAAAC
11441 AGAAACACCT TGGGCCATTT GTTGGTGGGG TGACAAATGA 
11481 ACTTGGCCTG AGAAATGGAA TAGGCCGGGC TCAGCCCCGC
11521 GAAGCACTCA GAACTGCACA TTTTCTTTGT TGAGCGGGTC 
11561 CACAGTTTGT TTTGAGAATG CCCGAGGGCC CAGGGAGACA 
11601 GACAATTAAA AGCCGGAGCT CATTTTGATA TCTGAAAACC
11641 ACAGCCGCCA GCACGTGGGA GGTGCCGGAG AGCAGGCTTG 
11681 GGCCTTGCCT CACACGCCCC CTCTCTCTGG GTCACCTGGG 
11721 AGTGCCAGCA GCAATTTGGA AGTTTGCTGA GCTAGAGGAG
11761 AAGTCTTTGG GGAGGGTTTG CTCTGAGCAC ACCCCTTTCC 
11801 CTCCCTCCGG GGCTGAGGGA AACATGGGAC CAGCCCTGCC 
11841 CCAGCCTGTC CTCATTGGCT GGCATGAAGC AGAGAGGGGC
11881 TTTAAAAAGG CGACCGTGTC TCGGCTGGAG ACCAGAGCCT 
11921 GTGCTACTGG AAGGTGGCGT GCCCTCCTCT GGCTGGTACC 
11960 ATGCAGCTCC CACTGGCCCT GTGTCTCGTC TGCCTGCTG
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 SOST遺 伝 子 の 変 異 体 や 、 ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 を 用 い て 実 施
す る こ と も で き る 。 本 発 明 は 、 例 え ば マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の SOST遺 伝 子 、 あ る い は マ ウ ス
ま た は ラ ッ ト の ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 マ ウ ス の SO
STの cDNAは 、 Genbank登 録 番 号 NM024449で あ る 。 便 宜 の た め 、 そ の 配 列 を 以 下 に 示 す （ 配
列 番 号 5） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
   1 ATGCAGCCCT CACTAGCCCC GTGCCTCATC TGCCTACTTG 
  41 TGCACGCTGC CTTCTGTGCT GTGGAGGGCC AGGGGTGGCA 
  81 AGCCTTCAGG AATGATGCCA CAGAGGTCAT CCCAGGGCTT
 121 GGAGAGTACC CCGAGCCTCC TCCTGAGAAC AACCAGACCA 
 161 TGAACCGGGC GGAGAATGGA GGCAGACCTC CCCACCATCC 
 201 CTATGACGCC AAAGATGTGT CCGAGTACAG CTGCCGCGAG
 241 CTGCACTACA CCCGCTTCCT GACAGACGGC CCATGCCGCA
 281 GCGCCAAGCC GGTCACCGAG TTGGTGTGCT CCGGCCAGTG
 321 CGGCCCCGCG CGGCTGCTGC CCAACGCCAT CGGGCGCGTG
 361 AAGTGGTGGC GCCCGAACGG ACCGGATTTC CGCTGCATCC
 401 CGGATCGCTA CCGCGCGCAG CGGGTGCAGC TGCTGTGCCC 
 441 CGGGGGCGCG GCGCCGCGCT CGCGCAAGGT GCGTCTGGTG
 481 GCCTCGTGCA AGTGCAAGCG CCTCACCCGC TTCCACAACC
 521 AGTCGGAGCT CAAGGACTTC GGGCCGGAGA CCGCGCGGCC 
 561 GCAGAAGGGT CGCAAGCCGC GGCCCGGCGC CCGGGGAGCC
 601 AAAGCCAACC AGGCGGAGCT GGAGAACGCC TACTAG 
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 マ ウ ス の ス ク レ ロ ス チ ン は 、 Genbank登 録 番 号 NP077769で あ る 。 便 宜 の た め 、 そ の 配 列
を 以 下 に 示 す （ 配 列 番 号 6） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
  1 MQPSLAPCLI CLLVHAAFCA VEGQGWQAFR NDATEVIPGL 
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 41 GEYPEPPPEN NQTMNRAENG GRPPHHPYDA KDVSEYSCRE 
 81 LHYTRFLTDG PCRSAKPVTE LVCSGQCGPA RLLPNAIGRV 
121 KWWRPNGPDF RCIPDRYRAQ RVQLLCPGGA APRSRKVRLV 
161 ASCKCKRLTR FHNQSELKDF GPETARPQKG RKPRPGARGA 
201 KANQAELENA Y
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ラ ッ ト の SOSTの cDNAは 、 Genbank登 録 番 号 NM030584で あ る 。 便 宜 の た め 、 そ の 配 列 を 以
下 に 示 す （ 配 列 番 号 7） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
  1 GAGGACCGAG TGCCCTTCCT CCTTCTGGCA CCATGCAGCT 
 41 CTCACTAGCC CCTTGCCTTG CCTGCCTGCT TGTACATGCA 
 81 GCCTTCGTTG CTGTGGAGAG CCAGGGGTGG CAAGCCTTCA
121 AGAATGATGC CACAGAAATC ATCCCGGGAC TCAGAGAGTA
161 CCCAGAGCCT CCTCAGGAAC TAGAGAACAA CCAGACCATG 
201 AACCGGGCCG AGAACGGAGG CAGACCCCCC CACCATCCTT
241 ATGACACCAA AGACGTGTCC GAGTACAGCT GCCGCGAGCT
281 GCACTACACC CGCTTCGTGA CCGACGGCCC GTGCCGCAGT
321 GCCAAGCCGG TCACCGAGTT GGTGTGCTCG GGCCAGTGCG
361 GCCCCGCGCG GCTGCTGCCC AACGCCATCG GGCGCGTGAA
401 GTGGTGGCGC CCGAACGGAC CCGACTTCCG CTGCATCCCG 
441 GATCGCTACC GCGCGCAGCG GGTGCAGCTG CTGTGCCCCG
481 GCGGCGCGGC GCCGCGCTCG CGCAAGGTGC GTCTGGTGGC 
521 CTCGTGCAAG TGCAAGCGCC TCACCCGCTT CCACAACCAG 
561 TCGGAGCTCA AGGACTTCGG ACCTGAGACC GCGCGGCCGC
601 AGAAGGGTCG CAAGCCGCGG CCCCGCGCCC GGGGAGCCAA
641 AGCCAACCAG GCGGAGCTGG AGAACGCCTA CTAG
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ラ ッ ト の ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 は 、 Genbank登 録 番 号 NP085073で あ る 。 便 宜 の た
め 、 そ の 配 列 を 以 下 に 示 す （ 配 列 番 号 8） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
   1 MQLSLAPCLA CLLVHAAFVA VESQGWQAFK NDATEIIPGL 
  41 REYPEPPQEL ENNQTMNRAE NGGRPPHHPY DTKDVSEYSC 
  81 RELHYTRFVT DGPCRSAKPV TELVCSGQCG PARLLPNAIG
 121 RVKWWRPNGP DFRCIPDRYR AQRVQLLCPG GAAPRSRKVR 
 161 LVASCKCKRL TRFHNQSELK DFGPETARPQ KGRKPRPRAR 
 201 GAKANQAELE NAY
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 他 の SOST核 酸 と ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 を 用 い て 本 発 明 を 実 施 す る こ と が で き る 。
例 え ば ベ ル ベ ッ ト モ ン キ ー の SOSTの cDNA（ 登 録 番 号 AF326742） と ウ シ の SOSTの cDNA（ 登 録
番 号 AF326738） が 使 用 で き る 。
　 本 発 明 に よ れ ば 、 SOST遺 伝 子 の 発 現 は 、 骨 芽 細 胞 の 成 熟 と 分 化 、 な ら び に 石 灰 化 の 開 始
と と も に 増 大 す る 。 し た が っ て SOSTの 発 現 を 骨 芽 細 胞 分 化 の マ ー カ ー と し て 利 用 す る こ と
が で き る 。
　 し か し SOSTの 発 現 を 増 大 さ せ る 因 子 は 骨 の 石 灰 化 を 減 ら す 。 と い う の も 、 SOST遺 伝 子 の
産 物 で あ る ス ク レ ロ ス チ ン は 骨 形 成 因 子 の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る た め 、 骨 芽 細 胞 の ア ポ ト
ー シ ス を 引 き 起 こ す か ら で あ る 。 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 分 化 し て い る hMSC細 胞 の 培 養 物 と 骨
芽 細 胞 の 初 代 培 養 物 に 添 加 し た と き 、 前 骨 芽 細 胞 ／ 骨 芽 細 胞 に 関 す る 多 数 の 表 現 型 マ ー カ
ー （ ALP、 I型 コ ラ ー ゲ ン 、 PTHr） の 発 現 を 減 ら し た 。 さ ら に 、 ス ク レ ロ ス チ ン は BMP-6と
相 互 作 用 し て BMP-6の 活 性 を 阻 害 し 、 そ の こ と に よ っ て 骨 芽 細 胞 の 分 化 を 抑 制 し た 。
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 骨 マ ト リ ッ ク ス の 形 成 と 骨 の 石 灰 化 の 調 節 に お い
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て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 い く つ か の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ノ ギ ン (noggin)、 グ レ ム リ
ン (gremlin)） が 骨 形 成 因 子 の 作 用 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る と 考 え ら れ て
い る が 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 機 能 が 失 わ れ る と 、 そ の 機 能 は 、 ノ ギ ン に よ っ て 置 き 換 え る こ
と や 、 DANフ ァ ミ リ ー の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の ど の メ ン バ ー で 置 き 換 え る こ と も で き な い
よ う に 見 え る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 細 胞 の 生 物 学 に ど の よ う に 影 響 す る か の 概 略 図 を 図 26に 示 し て あ る
。 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 前 骨 芽 細 胞 、 骨 芽 前 駆 細 胞 、 成 熟 骨 芽 細 胞 に 効 果 を 及 ぼ す 。 前 骨 芽
細 胞 と 骨 芽 前 駆 細 胞 に 対 し て 骨 形 成 因 子 な ど の 因 子 を 枯 渇 さ せ る こ と に よ り 、 こ れ ら の 細
胞 が 分 化 し て 成 熟 骨 芽 細 胞 に な る こ と が 阻 止 さ れ る 。 し た が っ て 、 石 灰 化 に 利 用 で き る 骨
芽 細 胞 が 少 な く な る 。 さ ら に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る 重 要 な 役 割
を 担 っ て い る が 、 そ の 役 割 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン へ の 曝 露 が 増 え る こ と に よ っ て 潜 在 的 な 影
響 を 受 け る 。 そ の 結 果 、 前 骨 芽 細 胞 と 骨 芽 前 駆 細 胞 に お い て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活
性 が 低 下 し 、 I型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 が 減 少 す る 一 方 で 、 ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 し た 成 熟 骨
芽 細 胞 に お け る 石 灰 化 が 影 響 を 受 け る 。 SOSTの 発 現 が 低 下 す る 、 す な わ ち 骨 芽 細 胞 の 増 殖
に 利 用 で き る ス ク レ ロ ス チ ン の 量 が 減 る と 、 よ り 多 く の 細 胞 が 、 分 化 を 通 じ 、 よ り 多 く の
成 熟 骨 芽 細 胞 を 生 み 出 し 、 I型 コ ラ ー ゲ ン を よ り 多 く 合 成 し 、 骨 に ミ ネ ラ ル を よ り 多 く 堆
積 さ せ る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 い く つ か の 因 子 が SOSTの 発 現 を 促 進 す る 。 そ の よ う な 因 子 と し て は 、 イ ン ス リ ン 様 成 長
因 子 -1や 骨 形 成 因 子 （ 例 え ば BMP-2、 BMP-4、 BMP-6） な ど が 挙 げ ら れ る 。 骨 形 成 因 子 が 存
在 し て い る 場 合 に は 、 レ チ ノ イ ン 酸 と ビ タ ミ ン Dも SOSTの 発 現 レ ベ ル を 増 大 さ せ た 。 し た
が っ て こ れ ら の 因 子 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 合 成 増 大 を 通 じ 、 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 を 減 ら し 、
骨 の 内 部 に お け る 石 灰 化 を 少 な く す る こ と が で き る 。
　 逆 に 、 SOSTの 発 現 レ ベ ル は 、 デ キ サ メ タ ゾ ン が BMP-4ま た は BMP-6と 同 時 に 存 在 し て い る
と き に 低 下 す る 。 し た が っ て デ キ サ メ タ ゾ ン は 、 BMP-4と BMP-6に よ る SOSTの 発 現 促 進 効 果
を 失 わ せ る 傾 向 が あ る 。 他 の 化 学 物 質 （ 例 え ば グ ル コ コ ル チ コ イ ド 類 似 体 、 胆 汁 塩 、 プ ロ
ス タ グ ラ ン ジ ン ） も 、 骨 形 成 因 子 が SOSTの 発 現 に 及 ぼ す 効 果 を 変 化 さ せ る 。 こ れ に つ い て
は 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
SOST／ ス ク レ ロ ス チ ン の 調 節
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ス ク レ ロ ス チ ン が 持 つ 骨 芽 細 胞 の 活 性 低 下 能 力 を 調 節 す る 任 意 の 薬 剤
が 、 骨 形 成 を 増 大 さ せ 、 骨 吸 収 を 変 化 さ せ 、 骨 の 石 灰 化 を 増 大 さ せ る の に 役 立 つ 。 こ の よ
う な 薬 剤 は 、 直 接 ま た は 間 接 に SOSTま た は ス ク レ ロ ス チ ン に 作 用 を 及 ぼ す こ と が で き る 。
こ の よ う な 薬 剤 は 、 転 写 レ ベ ル 、 翻 訳 レ ベ ル 、 ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 作 用 し て 、 ス ク
レ ロ ス チ ン が 持 つ 骨 芽 細 胞 の 活 性 低 下 能 力 を 調 節 す る こ と が で き る 。
　 “ 調 節 す る ” ま た は “ 調 節 ” と い う 用 語 は 、 変 わ る こ と 、 す な わ ち 増 加 ま た は 減 少 す る
こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 SOSTの 発 現 ま た は ス ク レ ロ ス チ ン の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と
の で き る 薬 剤 が 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法 で し ば し ば 使 用 さ れ る と は い え 、 SOSTの 発 現 ま た は
ス ク レ ロ ス チ ン の 活 性 を 増 大 さ せ る 薬 剤 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
　 SOSTの 発 現 と ス ク レ ロ ス チ ン の 活 性 を 調 節 す る の に 役 立 つ 薬 剤 と し て は 、 ス テ ロ イ ド 、
ア ル カ ロ イ ド 、 テ ル ペ ノ イ ド 、 ペ プ ト イ ド 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 合 成 化
合 物 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ る わ け で は な い 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、
SOSTの ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト が グ ル コ コ ル チ コ イ ド 受 容 体 と 結 合 で き る 。 例 え
ば デ キ サ メ タ ゾ ン は 、 BMP-4と BMP-6に よ る SOSTの 発 現 促 進 効 果 を 失 わ せ る 傾 向 が あ る 。 他
の 化 学 物 質 （ 例 え ば グ ル コ コ ル チ コ イ ド 類 似 体 、 胆 汁 塩 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン ） も 、 骨 形
成 因 子 が SOSTの 発 現 に 及 ぼ す 効 果 を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 下 記 の 一 般 式 （ I） ：
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
の ス テ ロ イ ド （ R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ
、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級
ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る ） を 用 い て ス ク レ ロ ス チ ン の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 。 R 1
、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 は 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 水 素 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル
の い ず れ か で あ る こ と が 好 ま し い 。 R 1 は カ ル ボ ニ ル ま た は ヒ ド ロ キ シ で あ る こ と が 好 ま し
く 、 R 2 は 低 級 ア ル キ ル で あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た R 8 は 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ハ ロ の い ず れ か
で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 特 に 断 わ ら な い 限 り 、 以 下 の 一 般 的 な 定 義 を 用 い る 。 ハ ロ は 、 フ ル オ ロ 、 ク ロ ロ 、 ブ ロ
モ 、 ヨ ー ド の い ず れ か で あ る 。 ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル な ど は 、
直 鎖 型 の 基 と 分 岐 型 の 基 の 両 方 を 表 わ す が 、 個 々 の 基 、 例 え ば “ プ ロ ピ ル ” に は 直 鎖 型 の
基 だ け が 含 ま れ 、 “ イ ソ プ ロ ピ ル ” な ど の 分 岐 型 の 異 性 体 は 別 に 言 及 す る 。 ア リ ー ル は 、
フ ェ ニ ル 基 、 ま た は 環 に 約 9～ 10個 の 原 子 が 含 ま れ て い て 、 少 な く と も 1つ の 環 が 芳 香 環 で
あ る オ ル ト 縮 合 二 環 式 炭 素 環 基 を 表 わ す 。 ア ル コ キ シ は 、 ア リ ー ル -O-を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 具 体 的 に 述 べ る と 、 低 級 ア ル キ ル は 、 (C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル を 意 味 す る 。 そ の よ う な
(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル と し て は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ブ チ ル 、 イ ソ -
ブ チ ル 、 s-ブ チ ル 、 ペ ン チ ル 、 3-ペ ン チ ル 、 ヘ キ シ ル が 可 能 で あ る 。 低 級 ア ル コ キ シ は 、
一 般 に (C 1 ～ C 6 )ア ル コ キ シ を 意 味 す る 。 そ の よ う な (C 1 ～ C 6 )ア ル コ キ シ と し て は 、 例 え ば
メ ト キ シ 、 エ ト キ シ 、 プ ロ ポ キ シ 、 イ ソ プ ロ ポ キ シ 、 ブ ト キ シ 、 イ ソ -ブ ト キ シ 、 s-ブ ト
キ シ 、 ペ ン ト キ シ 、 3-ペ ン ト キ シ 、 ヘ キ シ ル オ キ シ が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 低 級 ア ル キ ル
基 は (C 1 ～ C 3 )ア ル キ ル で あ り 、 そ の 中 に は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル な
ど が 含 ま れ る 。 よ り 好 ま し い 低 級 ア ル キ ル 基 は メ チ ル で あ る 。 低 級 ア シ ル と は 、 低 級 ア ル
キ ル 基 に 付 着 し た カ ル ボ ニ ル 基 （ 例 え ば -CO-CH 3 ） を 意 味 す る 。 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル
は 、 低 級 ア ル キ ル 基 ま た は 低 級 ア ル キ レ ン 基 に 付 着 し た ヒ ド ロ キ シ 基 （ 例 え ば -CH 2 -CH 2 -O
H） を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 SOST／ ス ク レ ロ ス チ ン の 効 果 的 な ア ン タ ゴ ニ ス ト の 一 例 は デ キ サ メ タ ゾ ン で あ る 。 デ キ
サ メ タ ゾ ン は 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド ・ ホ ル モ ン で あ る コ ル チ ゾ ー ル を 合 成 し て 作 っ た も の
で あ り 、 抗 炎 症 薬 と し て 使 用 さ れ て き た 。 デ キ サ メ タ ゾ ン の 構 造 は 以 下 の 通 り で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 コ ル チ ゾ ー ル と そ れ 以 外 の グ ル コ コ ル チ コ イ ド や 、 デ キ サ メ タ ゾ ン と 似 た 構 造 の 分 子 も
、 本 発 明 で は ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト と 考 え る こ と が で き る 。 ア ン ド ロ ゲ ン と エ
ス ト ロ ゲ ン も 、 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト と 考 え ら れ る 。 他 の 化 学 物 質 （ 例 え ば グ
ル コ コ ル チ コ イ ド 類 似 体 、 胆 汁 塩 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン ） も 、 骨 形 成 因 子 が SOSTの 発 現 に
及 ぼ す 効 果 を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
代 表 的 な 胆 汁 塩 は 、 以 下 の 構 造 ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 持 つ こ と が で き る 。 た だ し 、 R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 、 R 7 、 R 8 は 、 上 記 の も の と 同 じ で
あ り 、 R 9 は 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ
シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る 。 R 9 は 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低
級 ア シ ル 、 低 級 ア ル キ ル 、 ま た は 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る こ と が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
代 表 的 な プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン ま た は エ イ コ サ ノ イ ド は 、 構 造 ：
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 持 つ こ と が で き る 。 た だ し 、 R 1 0 と R 1 1 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 カ ル ボ ニ ル 、 ハ ロ 、 フ ッ 素
、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 低 級 ア シ ル 、 低 級 ア ル コ キ シ 、 低 級 ア ル キ ル 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル
キ ル 、 ア リ ー ル 、 ま た は ア リ ー ル オ キ シ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 SOST転 写 物 ま た は ス ク レ ロ ス チ ン の 分 解 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は 分 子 も 、 ス ク レ ロ ス チ
ン の レ ベ ル を 低 下 さ せ て 骨 の 石 灰 化 を 促 進 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ り 、 SOSTの 発 現 、 お よ び ／ ま た は ス ク レ ロ ス チ ン の 翻 訳
、 お よ び ／ ま た は SOST転 写 物 の 分 解 を 調 節 す る ア ン チ セ ン ス RNAま た は ア ン チ セ ン ス DNAが
提 供 さ れ る 。 例 え ば 配 列 番 号 1、 2、 4、 5、 ま た は 7を 有 す る 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と の で き る ア ン チ セ ン ス RNAま た は ア ン チ セ ン ス DNAを 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 発 現 を 低 下 さ せ
る ア ン チ セ ン ス RNAま た は ア ン チ セ ン ス DNAと し て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 SOSTの mRNAの 分 解 を 増 大 さ せ る に は 、 RNA干 渉 （ siRNAま た は RNAi） 技 術 （ Scherr, M.他
、 2003年 ； Martinez, L.A.他 、 2002年 ） を 利 用 し て 合 成 二 本 鎖 RNAの 小 さ な 二 本 鎖 に 曝 露
し て も よ い 。 し た が っ て 、 細 胞 内 に あ る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
こ の 方 法 は 、 一 部 ま た は 全 部 が 二 本 鎖 に な っ た RNAを 細 胞 ま た は 細 胞 外 環 境 に 導 入 す る 工
程 を 含 ん で い る 。 抑 制 は 、 SOSTの RNAに 対 し て 特 異 的 に 起 こ る 。 と い う の も 、 SOST遺 伝 子
の 一 部 に 由 来 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 選 択 し て 抑 制 性 RNAを 産 生 さ せ る か ら で あ る 。 こ の
方 法 は 、 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る の に 有 効 で あ る 。
　 siRNAは 、 ア ン ビ オ ン 社 （ オ ー ス チ ン 、 テ キ サ ス 州 ） か ら 提 供 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン を 利
用 し て 設 計 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 AAジ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 標 的 配 列 を 探 す た め に SOST
の cDNA配 列 を 走 査 し た 。 G/C含 有 量 が 35～ 55％ の そ の 標 的 （ AA＋ 3'に 隣 接 す る 19個 の ヌ ク
レ オ チ ド ） に 対 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製
し た 。 次 に 、 こ れ ら の 配 列 を ヒ ト ゲ ノ ム ・ デ ー タ ベ ー ス の 他 の 配 列 と 比 較 し 、 他 の 既 知 の
コ ー ド 配 列 と の ホ モ ロ ジ ー を 最 少 に し た （ ブ ラ ス ト 探 索 ） 。
　 設 計 し た 標 的 配 列 と siRNA配 列 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
標 的 配 列 1： AAGAATGATGCCACGGAAATC（ 配 列 番 号 9）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 140
GC含 有 量 ： 42.9％
セ ン ス 鎖 siRNA： GAAUGAUGCCACGGAAAUCtt（ 配 列 番 号 10）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： GAUUUCCGUGGCAUCAUUCtt（ 配 列 番 号 11）
【 ０ ０ ４ ８ 】
標 的 配 列 3： AATGATGCCACGGAAATCATC（ 配 列 番 号 12）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 143
GC含 有 量 ： 42.9％
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セ ン ス 鎖 siRNA： UGAUGCCACGGAAAUCAUCtt（ 配 列 番 号 13）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： GAUGAUUUCCGUGGCAUCAtt（ 配 列 番 号 14）
【 ０ ０ ４ ９ 】
標 的 配 列 5： AACAACAAGACCATGAACCGG（ 配 列 番 号 15）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 209
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： CAACAAGACCAUGAACCGGtt（ 配 列 番 号 16）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CCGGUUCAUGGUCUUGUUGtt（ 配 列 番 号 17）
【 ０ ０ ５ ０ 】
標 的 配 列 27： AATTGAGAGTCACAGACACTG（ 配 列 番 号 18）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 950
GC含 有 量 ： 42.9％
セ ン ス 鎖 siRNA： UUGAGAGUCACAGACACUGtt（ 配 列 番 号 19）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CAGUGUCUGUGACUCUCAAtt（ 配 列 番 号 20）
【 ０ ０ ５ １ 】
標 的 配 列 28： AAATGGAAGCATTTTCACCGC（ 配 列 番 号 21）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1035
GC含 有 量 ： 42.9％
セ ン ス 鎖 siRNA： AUGGAAGCAUUUUCACCGCtt（ 配 列 番 号 22）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： GCGGUGAAAAUGCUUCCAUtt（ 配 列 番 号 23）
【 ０ ０ ５ ２ 】
標 的 配 列 30： AAAGTCCAGGGACTGGTTAAG（ 配 列 番 号 24）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1093
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： AGUCCAGGGACUGGUUAAGtt（ 配 列 番 号 25）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CUUAACCAGUCCCUGGACUtt（ 配 列 番 号 26）
【 ０ ０ ５ ３ 】
標 的 配 列 31： AAGAAAGTTGGATAAGATTCC（ 配 列 番 号 27）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1111
GC含 有 量 ： 33.3％
セ ン ス 鎖 siRNA： GAAAGUUGGAUAAGAUUCCtt（ 配 列 番 号 28）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： GGAAUCUUAUCCAACUUUCtt（ 配 列 番 号 29）
【 ０ ０ ５ ４ 】
標 的 配 列 36： AACTGTAGATGTGGTTTCTAG（ 配 列 番 号 30）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1201
GC含 有 量 ： 38.1％
セ ン ス 鎖 siRNA： CUGUAGAUGUGGUUUCUAGtt（ 配 列 番 号 31）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CUAGAAACCACAUCUACAGtt（ 配 列 番 号 32）
【 ０ ０ ５ ５ 】
標 的 配 列 40： AATTCTCCTTCGGGACCTCAA（ 配 列 番 号 33）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1269
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： UUCUCCUUCGGGACCUCAAtt（ 配 列 番 号 34）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： UUGAGGUCCCGAAGGAGAAtt（ 配 列 番 号 35）
【 ０ ０ ５ ６ 】
標 的 配 列 47： AAAGAGAGAGAATGAATGCAG（ 配 列 番 号 36）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1414
GC含 有 量 ： 38.1％
セ ン ス 鎖 siRNA： AGAGAGAGAAUGAAUGCAGtt（ 配 列 番 号 37）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CUGCAUUCAUUCUCUCUCUtt（ 配 列 番 号 38）
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【 ０ ０ ５ ７ 】
標 的 配 列 63： AAGAAGCTATGCTGCTTCCCA（ 配 列 番 号 39）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1590
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： GAAGCUAUGCUGCUUCCCAtt（ 配 列 番 号 40）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： UGGGAAGCAGCAUAGCUU（ 配 列 番 号 41）
【 ０ ０ ５ ８ 】
標 的 配 列 70： AAATCACATCCGCCCCAACTT（ 配 列 番 号 42）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1726
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： AUCACAUCCGCCCCAACUUtt（ 配 列 番 号 43）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： AAGUUGGGGCGGAUGUGAUtt（ 配 列 番 号 44）
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 に よ り 、 担 体 と 、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号
20、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 38、 配 列
番 号 41、 ま た は 配 列 番 号 44を 含 む siRNAと を 含 有 し 、 そ の siRNAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ
と が で き る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に よ り 、 担 体 と 、 配 列 番 号
9、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 27、 配 列
番 号 30、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 39、 ま た は 配 列 番 号 42を 含 む DNAに 由 来 す る R
NAに ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る siRNAと を 含 有 し 、 そ の siR
NAが SOSTの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の よ う な siRNA分 子 の 混 合 物 お よ び 組 み 合 わ せ も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ れ ら 組 成 物 は
、 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 例 え ば 骨 関 連 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に 対 処 す る た め 、 あ る い は ア
ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る た め に 、 あ る い は 骨 密 度 の 損 失 に 対 処 す る た め 、 あ る い は ア ポ ト ー
シ ス を 阻 止 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 組 成 物 は 、 SOSTの 発 現 を 調 節 す る （
例 え ば 低 下 さ せ る ） の に も 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の 明 細 書 に 記 載 し た siRNAは 、 in vivoで 、 あ る い は in vitroで 、 RNAに 選 択 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 核 酸 配 列 が 、 生 理 的 条 件 下 で 、 あ る い は ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー が 中 程 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と 洗 浄 条 件 の 下 で 、 参 照 核 酸 配 列 に “ 選 択 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ” と 考 え ら れ る の は 、 こ れ ら 2つ の 配 列 が 、 生 理 的 条 件
下 で 、 あ る い は ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー が 中 程 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と 洗 浄 条 件 の
下 で 互 い に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と き で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 siRNAは
生 理 的 条 件 下 で RNA（ 例 え ば SOSTの RNA） に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 生
理 的 条 件 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 RNAの 機 能 と の 干 渉 を 観 察 す る こ と に よ り 、 実
際 に 測 定 す る こ と が で き る 。 別 の 方 法 と し て 、 生 理 的 条 件 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は
、 温 度 （ 37℃ ） と 塩 に 関 す る 条 件 を 生 体 内 と 同 じ に し て siRNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 調 べ る こ と に よ り 、 in vitroで 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 、 初 期 的 事 項 と し て 、 siRNAの 相 互 作 用 の 特 徴 を 明 ら か に す る た め に 、 別 の in vi
troハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 利 用 す る こ と が で き る 。 in vitro条 件 の 具 体 例 と し て
は 、 バ イ オ ラ ド ・ ラ ブ ズ 社 の ゼ ー タ プ ロ ー ブ ・ マ ニ ュ ア ル （ バ イ オ ラ ド ・ ラ ブ ズ 社 、 ハ ー
キ ュ リ ー ズ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 実 行 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ； Sambrook他 、 『 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 』 、 第 2版 、 コ ー ル ド ・ ス
プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ プ レ ス 社 、 1989年 、 ま た は Sambrook他 、 『 分 子 ク ロ
ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 』 、 第 3版 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ
ー ・ プ レ ス 社 、 2001年 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら 文 献 の 内 容 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 明
示 的 に 取 り 込 ま れ て い る も の と す る 。 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 1mMの EDTA、 0.25M
の Na 2 HPO 4 、 7％ SDSの 中 で 42℃ に て 実 行 し た 後 、 42℃ に て 、 1mMの EDTA、 40mMの NaPO 4 、 5％
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SDSの 中 と 、 1mMの EDTA、 40mMの NaPO 4 、 1％ SDSの 中 で 洗 浄 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 1mMの EDTA、 0.25Mの Na 2 HPO 4 、 7％ SDSの 中 で 60℃ に て 実 行 し た 後 、 1mMの EDTA、 40mMの Na
PO 4 、 5％ SDSの 中 と 、 1mMの EDTA、 40mMの NaPO 4 、 1％ SDSの 中 で 洗 浄 す る こ と も で き る 。 洗
浄 は 、 別 の 温 度 で 実 施 す る こ と も で き る 。 例 え ば 37℃ ～ 65℃ 、 42℃ ～ 65℃ 、 37℃ ～ 60℃ 、
50℃ ～ 65℃ 、 37℃ ～ 55℃ の 温 度 範 囲 、 あ る い は 他 の 同 様 の 温 度 範 囲 で 実 施 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法 で 使 用 す る siRNAは 、 in vivoま た は in vitroで 合 成 す る こ と が で
き る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 当 業 者 が 利 用 で き る 方 法 、 試 薬 、 合 成 装 置 を 用 い て siRN
A分 子 は in vitroで 合 成 さ れ る 。 細 胞 内 に 存 在 す る 内 在 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ が 生 体 内 に お け
る 転 写 を 実 現 す る 。 あ る い は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て in invoま た は
in vitroで 転 写 を 行 な わ せ る こ と が で き る 。 in vivoで 導 入 遺 伝 子 ま た は 発 現 構 築 物 か ら
転 写 さ せ る た め に は 、 調 節 領 域 を 利 用 し て siRNA鎖 の 転 写 を 行 な う こ と が で き る 。
　 使 用 す る 個 々 の 配 列 が 何 で あ る か 、 お よ び 、 供 給 す る 二 本 鎖 siRNA材 料 の 量 が ど れ だ け
で あ る か に 応 じ 、 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法 に よ り 、 標 的 遺 伝 子 （ SOST） の 機 能 を 部 分 的 に 失
わ せ る か 完 全 に 失 わ せ る か を 決 め る こ と が で き る 。 少 な く と も 99％ の 標 的 細 胞 に お い て 遺
伝 子 の 発 現 が 低 下 ま た は 消 失 す る こ と が 、 他 の 遺 伝 子 で 示 さ れ て い る 。 例 え ば ア メ リ カ 合
衆 国 特 許 第 6,506,559号 を 参 照 の こ と 。 注 入 す る 材 料 を よ り 少 な く し 、 選 択 し た siRNAを 投
与 し て か ら の 時 間 を よ り 長 く す る と 、 抑 制 さ れ る 細 胞 の 割 合 を よ り 少 な く す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 siRNAは 、 重 合 し た リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 1本 以 上 含 ん で い て よ く 、 リ ン 酸 -糖 骨 格 ま た
は ヌ ク レ オ シ ド に 対 す る 修 飾 を 含 ん で い て も よ い 。 二 本 鎖 siRNA構 造 は 、 単 一 の 自 己 相 補
的 RNA鎖 か ら 、 あ る い は 相 補 的 な 2本 の RNA鎖 か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 二 本 鎖 siRNAの 形
成 は 、 細 胞 の 中 ま た は 外 で 開 始 さ せ る こ と が で き る 。 siRNAは 、 細 胞 1個 に つ き 少 な く と も
1つ の コ ピ ー が 供 給 さ れ る よ う な 量 を 導 入 す る と よ い 。 二 本 鎖 材 料 を 多 く 投 与 す る ほ ど 、
抑 制 効 果 を 大 き く す る こ と が で き る 。
　 RNAの 二 本 鎖 領 域 に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 遺 伝 子 抑 制 の 標 的 と な る と い う 意 味 で
、 抑 制 は 配 列 特 異 的 で あ る 。 抑 制 に は 、 標 的 遺 伝 子 の 一 部 と 一 致 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む siRNAが 好 ま し い 。 し か し 標 的 配 列 に 挿 入 、 欠 失 、 点 突 然 変 異 が あ る siRNA配 列 も 、 抑
制 効 果 を 持 つ こ と が わ か っ て い る 。 例 え ば 配 列 の 一 致 は 、 従 来 技 術 で 公 知 の ア ラ イ ン メ ン
ト ・ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 違 い の 割 合 を 計 算 す る こ と に よ っ て 最 適
化 で き る 。 別 の 方 法 と し て 、 RNAの 二 本 鎖 領 域 を 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 物 の 一 部 と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て 機 能 的 に 定 義 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 siRNAは 、 細 胞 の 中 （ す な わ ち 細 胞 内 ） に 直 接 導 入 す る こ と 、 生 物 の 細 胞 外 の 腔 、 間 隙
、 循 環 系 に 導 入 す る こ と 、 経 口 的 に 導 入 す る こ と 、 siRNAを 含 む 溶 液 の 中 に 生 物 を 浸 す こ
と に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る 。 経 口 的 な 導 入 方 法 と し て は 、 siRNAを そ の 生 物 に と っ
て の 食 物 と 直 接 混 合 す る 方 法 や 、 食 物 と し て 利 用 さ れ る 種 に 遺 伝 子 操 作 で siRNAを 発 現 さ
せ た 後 、 効 果 を 与 え よ う と す る 生 物 に そ の 食 物 を 食 べ さ せ る と い う 方 法 が あ る 。 核 酸 を 導
入 す る 物 理 的 方 法 と し て は 、 細 胞 内 に 直 接 注 入 す る 方 法 や 、 siRNA溶 液 を 生 物 の 細 胞 外 に
注 入 す る 方 法 が あ る 。
　 siRNAは 、 従 来 技 術 で 利 用 可 能 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 （ 例 え ば リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン
） ま た は ウ イ ル ス 供 給 ベ ク タ ー （ 例 え ば レ ン チ ウ イ ル ス か ら の も の ） を 用 い て in vitroで
培 養 細 胞 に デ リ バ リ ー す る こ と が で き る 。 こ の よ う な in vitroデ リ バ リ ー 、 テ ス ト ま た は
治 療 を 目 的 と し て 行 な う こ と が で き る 。 例 え ば 患 者 か ら の 細 胞 を in vitroで 処 理 し た 後 、
そ の 細 胞 を 患 者 に 再 び 投 与 す る こ と が で き る 。
　 siRNAを 用 い る こ と の 利 点 と し て は 、 二 本 鎖 siRNAを 細 胞 に 容 易 に 導 入 で き る こ と 、 使 用
で き る siRNAの 濃 度 が 低 い こ と 、 二 本 鎖 siRNAが 安 定 で あ る こ と 、 抑 制 が 効 果 的 で あ る こ と
な ど が 挙 げ ら れ る 。 低 濃 度 の 天 然 核 酸 を 使 用 で き る と 、 ア ン チ セ ン ス 干 渉 の い く つ か の 欠
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点 が 避 け ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト も 、 ス ク レ ロ ス チ ン と 相 互 作 用 し て
ス ク レ ロ ス チ ン の 活 性 を 調 節 す る 共 因 子 （ 例 え ば タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 脂 質
、 小 分 子 量 の 分 子 ） に な る こ と が で き る 。 ス ク レ ロ ス チ ン を 調 節 す る た め の 薬 剤 と し て 考
え ら れ る 他 の 分 子 と し て は 、 ス ク レ ロ ス チ ン を 標 的 と す る 抗 体 や 、 構 造 が 骨 形 成 因 子 に 似
て い る た め に 骨 形 成 因 子 に 結 合 し て ス ク レ ロ ス チ ン と 不 活 性 な 複 合 体 を 形 成 す る 化 合 物 ま
た は ペ プ チ ド な ど が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 潜 在 的 な ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 ス ク
レ ロ ス チ ン と 反 応 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 骨 の 石 灰 化 に 関 わ る 中 心 的 な 細 胞 型
で あ る 成 熟 骨 芽 細 胞 の 形 成 調 節 に 関 与 す る 。 骨 の 石 灰 化 の 速 度 が 低 下 す る と 、 骨 減 少 症 と
総 称 さ れ る さ ま ざ ま な 骨 疾 患 （ 例 え ば 骨 粗 鬆 症 、 骨 髄 炎 、 高 カ ル シ ウ ム 血 症 、 手 術 ま た は
ス テ ロ イ ド 投 与 に よ っ て 起 こ る 骨 減 少 症 、 パ ジ ェ ッ ト 病 、 骨 壊 死 、 関 節 リ ウ マ チ に よ る 骨
の 損 失 ） に な っ た り ； 歯 周 の 骨 損 失 、 固 定 化 、 プ ロ テ ー ゼ の 緩 み 、 骨 溶 解 性 転 移 が 起 こ っ
た り す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 機 能 を 調 節 す る 薬 剤 、 ま た は SOSTの 発 現 を 調 節 す る
薬 剤 を 用 い て こ れ ら の 疾 患 す べ て を 治 療 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 SOST／ ス ク レ ロ
ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 す な わ ち SOSTま た は ス ク レ ロ ス チ ン の 機 能 を 低 下 さ せ る 薬 剤 を
用 い 、 骨 粗 鬆 症 、 脆 弱 な 骨 の 問 題 、 な ら び に 骨 密 度 が 不 十 分 で あ る こ と に よ る 関 連 疾 患 が
治 療 さ れ る 。
　 逆 に 、 骨 の 石 灰 化 が 増 大 す る と 、 骨 密 度 が 過 剰 で あ る こ と を 特 徴 と す る 大 理 石 骨 病 に な
る 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ス ク レ ロ ス チ ン を 用 い て 骨 密 度 が 過 剰 で あ る こ と を 特
徴 と す る 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 最 も 一 般 的 な 疾 患 は 、 遺 伝 子 の 欠 陥
に よ っ て 骨 の 重 量 が 増 大 し 、 通 常 は 数 年 の う ち に 生 命 が 脅 か さ れ る 大 理 石 骨 病 で あ る 。 好
ま し く は 、 大 理 石 骨 病 は ス ク レ ロ ス チ ン の 投 与 に よ っ て 治 療 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 骨 の 石 灰 化 の 速 度 が 不 十 分 で あ る な ど の 骨 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 に は 、 そ の 骨
疾 患 を 患 っ て い る 哺 乳 動 物 に SOSTを 調 節 す る こ と の で き る 薬 剤 （ 例 え ば SOSTの ア ン タ ゴ ニ
ス ト ） を 投 与 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 任 意 の 薬 剤 ま た は ア ン タ ゴ ニ ス
ト 、 あ る い は こ の 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ る 任 意 の 薬 剤 ま た は ア ン タ ゴ ニ
ス ト を 投 与 す る こ と が で き る 。 石 灰 化 が 減 少 す る こ と を 含 む あ ら ゆ る 骨 疾 患 は 、 こ れ ら の
方 法 を 利 用 し て 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。
　 過 剰 な 骨 密 度 な ど の 骨 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 に は 、 そ の 骨 疾 患 を 患 っ て い る 哺
乳 動 物 に 対 し 、 治 療 に 有 効 な 量 の ス ク レ ロ ス チ ン を 投 与 す る こ と が 含 ま れ る 。 哺 乳 動 物 の
ス ク レ ロ ス チ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば こ の 明 細 書 に 記 載 し た も の ） の う ち で 利 用 可 能 な
任 意 の も の を 投 与 し て 過 剰 な 骨 密 度 を 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
SOST／ ス ク レ ロ ス チ ン を 調 節 す る こ と の で き る 薬 剤 の 単 離 方 法
　 本 発 明 に よ り 、 骨 疾 患 を 治 療 す る た め の 治 療 薬 を 製 造 ま た は 同 定 す る の に 役 立 つ ス ク リ
ー ニ ン グ 法 が 提 供 さ れ る 。 特 に 、 こ の 明 細 書 で 同 定 さ れ た SOST核 酸 と ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ
ン パ ク 質 を 、 SOSTお よ び ／ ま た は ス ク レ ロ ス チ ン を 検 出 す る た め の さ ま ざ ま な ア ッ セ イ や
、 SOST核 酸 ま た は ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 因 子 を 同 定 す る た め の さ ま
ざ ま な ア ッ セ イ で 使 用 す る こ と が で き る 。
　 一 般 に 、 ス ク レ ロ ス チ ン を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ に は 、 ス ク レ ロ ス チ ン が レ ポ ー タ 分
子 に 結 合 で き る 条 件 下 で テ ス ト ・ サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 結 合 の 程 度 を 測 定 す
る 工 程 が 含 ま れ る 。 レ ポ ー タ 分 子 と し て は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 安 定 に 結 合 し 、 し か も 検 出
が 可 能 な 任 意 の 分 子 が 可 能 で あ る 。 レ ポ ー タ 分 子 と し て は 、 例 え ば 放 射 性 同 位 元 素 （ 1 2 5 I
、 3 2 P、 3 5 S、 3 H） で 標 識 し た 抗 ス ク レ ロ ス チ ン 抗 体 、 蛍 光 染 料 （ フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ
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ミ ン ） 、 酵 素 な ど が 可 能 で あ る 。 レ ポ ー タ 分 子 は 、 使 用 す る 検 出 シ ス テ ム に 合 わ せ て 選 択
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 精 製 し て も よ い し 、 混 合 物 （ 例 え ば 培 養 し た 細 胞 、 組 織 サ ン プ ル 、
体 液 、 培 地 ） の 中 に 存 在 し て い て も よ い 。 定 性 ア ッ セ イ ま た は 定 量 ア ッ セ イ を 開 発 す る こ
と が で き る 。 後 者 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 対 す る レ ポ ー タ 分 子 の 結 合 パ ラ メ ー タ （ 親 和 定 数
や キ ネ テ ィ ク ス ） を 測 定 し た り 、 混 合 物 中 の ス ク レ ロ ス チ ン の レ ベ ル を 定 量 し た り す る の
に 役 立 つ 。 ア ッ セ イ を 利 用 し て ス ク レ ロ ス チ ン の 断 片 、 類 似 体 、 誘 導 体 を 検 出 し た り 、 新
し い ス ク レ ロ ス チ ン ・ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 同 定 し た り す る こ と も で き る 。
　 結 合 ア ッ セ イ は い く つ か の 形 式 で 実 行 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 を ベ ー ス と し た
結 合 ア ッ セ イ 、 溶 液 相 ア ッ セ イ 、 イ ム ノ ア ッ セ イ な ど が あ る 。 一 般 に 、 テ ス ト す る サ ン プ
ル ま た は 化 合 物 を ス ク レ ロ ス チ ン ・ テ ス ト ・ サ ン プ ル と と も に 所 定 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 後 、 顕 微 鏡 、 蛍 光 測 定 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン ・ カ ウ ン タ 、 あ る い は 利 用 可 能 な 任 意
の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て レ ポ ー タ 分 子 を 測 定 す る 。 結 合 は 、 競 合 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
に お い て ス ク レ ロ ス チ ン を 標 識 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と も で き る 。 別 の 方 法 と し て
、 ス ク レ ロ ス チ ン を 標 識 し て い な い エ ピ ト ー プ ・ タ グ （ 例 え ば ビ オ チ ン 、 ペ プ チ ド 、 His 6
、 フ ラ グ 、 mycな ど ） で 修 飾 し 、 上 記 の よ う な 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン 、 抗 ペ プ チ ド 、 抗 タ ン パ ク 質 抗 体 な ど の タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 エ ピ ト
ー プ ・ タ グ を 含 む ス ク レ ロ ス チ ン の 別 の 形 態 を 溶 液 や イ ム ノ ア ッ セ イ で 利 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン と 相 互 作 用 す る 化 合 物 ま た は 分 子 の 同 定 方 法 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 一 般
に 、 ス ク レ ロ ス チ ン と 相 互 作 用 す る 化 合 物 ま た は 分 子 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 そ の
化 合 物 ま た は 分 子 が ス ク レ ロ ス チ ン と 結 合 で き る 条 件 下 で 、 ス ク レ ロ ス チ ン を 、 そ の 化 合
物 ま た は 分 子 を 含 ん で い る 可 能 性 の あ る テ ス ト ・ サ ン プ ル と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
、 結 合 が 起 こ っ た か ど う か を 検 出 す る 工 程 を 含 ん で い る 。 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 精 製 し て も
よ い し 、 混 合 物 （ 例 え ば 培 養 し た 細 胞 、 組 織 サ ン プ ル 、 体 液 、 培 地 ） の 中 に 存 在 し て い て
も よ い 。 定 性 ア ッ セ イ ま た は 定 量 ア ッ セ イ を 開 発 す る こ と が で き る 。 定 量 ア ッ セ イ は 、 ス
ク レ ロ ス チ ン に 対 す る レ ポ ー タ 分 子 の 結 合 パ ラ メ ー タ （ 親 和 定 数 や キ ネ テ ィ ク ス ） を 測 定
し た り 、 混 合 物 中 の 生 物 学 的 に 活 性 な 化 合 物 や 分 子 の レ ベ ル を 定 量 し た り す る の に 役 立 つ
。 ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 断 片 、 類 似 体 、 誘 導 体 に 対 す る 化 合 物 ま た は 分
子 の 結 合 を 評 価 し た り 、 新 し い ス ク レ ロ ス チ ン ・ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 同 定 し た り す る
こ と も で き る 。
　 テ ス ト ・ サ ン プ ル 中 の 化 合 物 ま た は 分 子 は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ て い て も よ い し 、 粗 混 合
物 中 に 存 在 し て い て も よ い 。 結 合 す る 化 合 物 ま た は 分 子 と し て は 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ペ
プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 小 分 子 量 の 有 機 化 合 物 な ど が 可 能 で あ る 。 化 合 物 ま た は 分 子 に
つ い て は さ ら に 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る か ど う か を 明 ら か に す
る た め 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 活 性 を 増 大 ま た は 低 下 さ せ る 能 力 を 調 べ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 関 係 し た ア ポ ト ー シ ス 活 性 を 調 節 す る こ と
の で き る 薬 剤 の 同 定 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 に ス ク レ ロ ス チ ン と テ ス ト 薬 剤 の 両
方 を 接 触 さ せ 、 テ ス ト 薬 剤 が 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る か ど う か を 調 べ る こ と を 含 ん
で い る 。 ス ク レ ロ ス チ ン と テ ス ト 薬 剤 の 両 方 で 処 理 し た 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 量 を
、 ス ク レ ロ ス チ ン だ け で 処 理 し た 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 量 と 比 較 す る こ と が で き る
。 ア ポ ト ー シ ス の レ ベ ル を 測 定 す る た め 、 細 胞 生 存 ア ッ セ イ と ア ポ ト ー シ ス ・ ア ッ セ イ を
行 な う こ と が で き る 。 当 業 者 に は 多 数 の 細 胞 生 存 ア ッ セ イ が 知 ら れ て お り 、 そ の う ち の 任
意 の も の を 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば プ ロ メ ガ 社 の CellTiterGloル ミ ネ セ ン ス 生 存 ア
ッ セ イ を 利 用 し て 細 胞 の 生 存 率 を 調 べ る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 利 用 可 能 な 多 数
の ア ポ ト ー シ ス ・ ア ッ セ イ の う ち の 任 意 の も の を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 均
質 カ ス パ ー ゼ ELISA（ ロ ッ シ ュ 社 ） ま た は 細 胞 死 ア ッ セ イ （ ヒ ス ト ン 関 連 DNAの 断 片 化 、 ロ
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ッ シ ュ 社 ） を 利 用 す る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 ロ ッ シ ュ 社 の イ ン サ イ チ ュ 細 胞 死
検 出 キ ッ ト を 用 い た TUNEL染 色 に よ っ て 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 SOST核 酸 は 、 SOSTプ ロ モ ー タ と 相 互 作 用 し て SOSTの 発 現 を 調 節 す る 因 子 を 同 定 す る の に
も 役 立 つ 。 そ の よ う な 因 子 と し て は 、 細 胞 内 タ ン パ ク 質 が あ り 得 る 。 具 体 的 に は 、 SOSTの
転 写 を 制 御 す る 調 節 配 列 （ 例 え ば SOSTプ ロ モ ー タ ） と 相 互 作 用 す る DNA結 合 タ ン パ ク 質 が
挙 げ ら れ る 。 一 例 と し て 、 マ ー カ ー ・ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 と 、 SOSTプ ロ モ ー
タ を コ ー ド し て い る 核 酸 が 融 合 し た も の を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 構 築 物 を 用 い る こ と が で き る
。 SOSTプ ロ モ ー タ は 、 配 列 番 号 1に 見 る こ と が で き る 。 使 用 す る プ ロ モ ー タ は 、 例 え ば 配
列 番 号 4の 配 列 を 有 す る こ と が で き る 。
　 マ ー カ ー ・ タ ン パ ク 質 と し て は 、 当 業 者 が 入 手 で き る 任 意 の マ ー カ ー ・ タ ン パ ク 質 が 可
能 で あ る 。 マ ー カ ー ・ タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 （
GFP） 、 CATに す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の よ う な 構 築 物 は SOSTの 発 現 を 調 節 す る 因 子 を 同 定 す る た め に in vitro転 写 ア ッ セ イ
ま た は in vivo転 写 ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る 。 SOSTの 発 現 を 抑 制 ま た は 低 下 さ せ る 因 子 が 特
に 役 に 立 つ 。 発 現 ま た は 転 写 の レ ベ ル は 、 RNAの レ ベ ル を 測 定 す る た め に 当 業 者 が 利 用 で
き る 任 意 の 方 法 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。 RNAの レ ベ ル は 、 例 え ば ノ ー ザ ン 分 析 法
、 逆 転 写 酵 素 分 析 法 、 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） 分 析 法 、 あ る い は こ れ ら 以
外 の 方 法 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ を こ の よ う な 方 法 を 利 用 し て
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 SOSTの 転 写 を 阻 止 す る 小 分 子 化 合 物 を 見 い だ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 骨 の 石 灰 化 に 関 わ る 中 心 的 な 細 胞 で あ る 成 熟 骨 芽 細 胞 の 形 成 調 節 に
関 与 す る 。 ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る 石 灰 化 の 低 下 を 妨 げ る 因 子 は 、 ス ク レ ロ ス
チ ン に 曝 露 し た 骨 芽 細 胞 培 養 物 の 中 で 、 テ ス ト 薬 剤 が 石 灰 化 を 増 大 さ せ る か ど う か を 観 察
す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て ア ッ セ イ は 、 骨 芽 細 胞 に ス ク レ ロ ス
チ ン と テ ス ト 薬 剤 の 両 方 を 接 触 さ せ 、 ス ク レ ロ ス チ ン だ け と 接 触 さ せ た 同 様 の 細 胞 と 比 較
し て 細 胞 の 石 灰 化 が 増 大 す る か ど う か を 観 察 す る こ と を 含 ん で い る 。
　 当 業 者 に と っ て 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 に 対 す る 多 く の 変 形 例 と 変 更 例 が 存 在 す る
こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 そ の よ う な 変 形 例 と 変 更 例 は す べ て 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
抗 体
　 本 発 明 に よ り 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 対 す る 抗 体 調 製 物 、 例 え ば 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 6、 ま
た は 配 列 番 号 8の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る こ と の で き る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
　 す べ て の 抗 体 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 呼 ば れ る 血 漿 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る
。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 基 本 的 構 成 ブ ロ ッ ク （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 折 り 畳 み 構 造 ま た は ド メ イ ン
） は 、 免 疫 系 や 他 の 生 物 学 的 認 識 系 の 多 く の 分 子 に お い て さ ま ざ ま な 形 態 で 使 用 さ れ る 。
典 型 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン は ４ 本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 有 し 、 可 変 領 域 と し て 知 ら れ る 抗 原 結
合 領 域 と 、 定 常 領 域 と し て 知 ら れ る 非 可 変 領 域 と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 天 然 の 抗 体 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 通 常 は 、 2本 の 同 一 の 軽 鎖 （ L鎖 ） と 2本 の 同 一 の 重 鎖
（ H鎖 ） で 構 成 さ れ た 約 150,000ド ル ト ン の ヘ テ ロ 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ れ ぞ れ の
軽 鎖 は 、 1つ の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 重 鎖 に 結 合 し て い る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の
数 は 、 ど の ア イ ソ タ イ プ に 属 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 で あ る か に よ っ て 異 な る 。 そ れ ぞ
れ の 重 鎖 と 軽 鎖 は 、 鎖 内 に 規 則 的 に 配 置 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 も 備 え て い る 。 そ れ ぞ れ
の 重 鎖 は 一 端 に 可 変 領 域 （ V H ） を 備 え て お り 、 い く つ か の 定 常 領 域 が そ の 後 に 続 く 。 そ れ
ぞ れ の 軽 鎖 は 一 端 に 可 変 領 域 （ V L ） を 備 え て お り 、 他 端 に 定 常 領 域 を 1つ 有 す る 。 軽 鎖 の
定 常 領 域 は 、 重 鎖 の 第 1の 定 常 領 域 と 揃 っ た 位 置 に あ り 、 軽 鎖 可 変 領 域 は 、 重 鎖 可 変 領 域
と 揃 っ た 位 置 に あ る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 軽 鎖 可 変 領 域 と 重 鎖 可 変 領 域 の イ ン タ ー フ ェ
イ ス を 形 成 す る と 考 え ら れ て い る （ Clothia他 、 J. Mol. Biol.、 第 186巻 、 651～ 666ペ ー
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ジ 、 1985年 ； Novotnyと Haber、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 82巻 、 4592～ 4596ペ ー ジ
、 1985年 ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 重 鎖 の 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 応 じ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 異 な る ク ラ ス に 分 類 す る こ
と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン に は 少 な く と も 5つ の 主 要 な ク ラ ス が あ り （ IgA、 IgD、 IgE、
IgG、 IgM） 、 そ の う ち の い く つ か は さ ら に サ ブ ク ラ ス （ ア イ ソ タ イ プ ） に 分 け る こ と が で
き る （ 例 え ば IgG-1、 IgG-2、 IgG-3、 IgG-4； IgA-1、 IgA-2） 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 異 な る ク
ラ ス に 対 応 す る 重 鎖 の 定 常 領 域 は 、 そ れ ぞ れ 、 ア ル フ ァ （ α ） 、 デ ル タ （ δ ） 、 イ プ シ ロ
ン （ ε ） 、 ガ ン マ （ γ ） 、 ミ ュ ー （ μ ） と 呼 ば れ る 。 抗 体 の 軽 鎖 は 、 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸
配 列 に 基 づ き 、 は っ き り と 分 か れ る 2つ の タ イ プ （ カ ッ パ （ κ ） 、 ラ ム ダ （ λ ） と 呼 ば れ
る ） の 一 つ に 分 類 す る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 異 な る ク ラ ス の サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造
な ら び に 三 次 元 構 造 は 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 抗 体 の 可 変 領 域 と い う 文 脈 に お け る “ 可 変 ” と い う 用 語 は 、 可 変 領 域 の 所 定 の 部 分 が 抗
体 の 配 列 同 士 で 非 常 に 異 な っ て い る こ と を 意 味 す る 。 可 変 領 域 は 抗 原 と の 結 合 の た め に 存
在 し て お り 、 特 定 の 抗 原 に 対 す る 個 々 の 抗 体 の 特 異 性 を 決 定 し て い る 。 し か し 可 変 性 は 、
抗 体 の 可 変 領 域 全 体 を 通 じ て 均 一 に 分 布 し て い る わ け で は な く 、 軽 鎖 と 重 鎖 両 方 の 可 変 領
域 に あ る 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） と 呼 ば れ る 3つ の 区 域 に 集 中 し て い る 。 な お 相 補 性 決 定 領
域 は 、 超 可 変 領 域 と し て も 知 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 可 変 領 域 で 非 常 に よ く 保 存 さ れ て い る 部 分 は 、 フ レ ー ム ワ ー ク （ FR） と 呼 ば れ る 。 天 然
の 重 鎖 可 変 領 域 と 軽 鎖 可 変 領 域 の そ れ ぞ れ は 4つ の FR（ た い て い は β シ ー ト 構 造 を と る ）
を 含 ん で お り 、 こ れ ら FRが 3つ の CDRで 接 続 さ れ て い る 。 そ の と き CDRは β シ ー ト 構 造 を 互
い に 接 続 し て ル ー プ を 形 成 す る が 、 場 合 に よ っ て は そ の ル ー プ が β シ ー ト 構 造 の 一 部 を 形
成 す る 。 そ れ ぞ れ の 鎖 の CDRは 、 FRに よ っ て 互 い に 近 接 し た 状 態 に 保 持 さ れ 、 他 の 鎖 か ら
の CDRと で 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に 寄 与 す る 。 定 常 領 域 は 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 に
直 接 は 関 与 し な い が 、 さ ま ざ ま な エ フ ェ ク タ ー 機 能 （ 例 え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 へ の 抗 体
の 関 与 ） を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 し た が っ て 本 発 明 で 使 用 す る 抗 体 は ど の よ う な 形 態 で も よ く 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
全 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば Fv、 Fab） 、 同 様 の フ ラ グ メ ン ト 、 可 変 領 域 の 相 補 性 決
定 領 域 （ CDR） を 含 む 単 鎖 の 抗 体 、 同 様 の 形 態 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら は す べ て 、 本 明
細 書 で は 広 い 意 味 の “ 抗 体 ” に 含 ま れ る 。 本 発 明 で は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ れ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ れ 、 抗 体 の あ ら ゆ る 特 異 性 を 利 用 す る こ と を 考 え る 。 し た が っ て 本 発 明
は 、 特 定 の 抗 原 を 認 識 し て 免 疫 反 応 を す る 抗 体 に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 好 ま し い 実 施 態
様 で は 、 以 下 に 説 明 す る 治 療 法 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 両 方 の 文 脈 に お い て 、 本 発 明 の
抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 対 し て 免 疫 特 異 的 な 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 用 い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 “ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ” と い う 用 語 は 、 完 全 長 抗 体 の 一 部 を 意 味 し 、 一 般 に は 抗 原 結 合 領
域 ま た は 可 変 領 域 を 意 味 す る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 具 体 例 と し て は 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 F
ab'フ ラ グ メ ン ト 、 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 Fvフ ラ グ メ ン ト な ど が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 を パ パ
イ ン で 消 化 す る と 、 抗 原 結 合 部 位 を 1つ 持 つ Fabフ ラ グ メ ン ト と 呼 ば れ る 2つ の 同 一 の 抗 原
結 合 フ ラ グ メ ン ト と 、 残 り の “ Fc” フ ラ グ メ ン ト が 生 成 す る 。 な お Fcフ ラ グ メ ン ト は 、 容
易 に 結 晶 化 す る た め そ の よ う に 呼 ば れ る 。 ペ プ シ ン で 処 理 す る と 、 抗 原 と 架 橋 で き る 抗 原
結 合 フ ラ グ メ ン ト を 2つ 持 つ F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト と 、 （ pFc'と 呼 ば れ る ） 残 っ た も う 一 方
の フ ラ グ メ ン ト が 生 成 す る 。 さ ら に 別 の フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 直 線 状
抗 体 、 単 鎖 抗 体 分 子 の ほ か 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト か ら 形 成 さ れ た 多 重 特 異 性 抗 体 が 挙 げ ら れ
る 。 本 明 細 書 で は 、 抗 体 に 関 す る “ 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト ” と は 、 Fvフ ラ グ メ ン ト 、 Fabフ
ラ グ メ ン ト 、 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 し た が っ て 本 発 明 で 考 慮 さ れ る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 完 全 長 の 抗 体 で は な い が 、 抗 ス ク
レ ロ ス チ ン 抗 体 と 比 べ て 免 疫 特 性 が 似 て い る 、 あ る い は 改 善 さ れ て い る 。 こ の よ う な 抗 体
フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 ア ミ ノ 酸 が 約 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 9個 、 約 12個 、 約 15個 、 約 17
個 、 約 18個 、 約 20個 、 約 25個 、 約 30個 、 あ る い は そ れ 以 上 と い う 小 さ な も の が 可 能 で あ る
。 一 般 に 、 本 発 明 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 特 異 的 に 結 合 す る の で あ れ ば
サ イ ズ の 上 限 は 任 意 で あ り 、 具 体 例 と し て 、 配 列 番 号 3、 6、 ま た は 8の 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 対 応 す る 抗 原 ま た は 受 容 体 と 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 を 幾 分 か 保 持 し
て い る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の い く つ か の 型 は 、 以 下 の よ う に 定 義 さ れ る 。
　 （ 1） Fabは 、 抗 体 分 子 の 1価 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含 む フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 Fabフ
ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 全 体 を パ パ イ ン 酵 素 で 消 化 さ せ 、 イ ン タ ク ト な 軽 鎖 と 重 鎖 の 一 部 を 生
じ さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。
　 （ 2） Fab'は 、 抗 体 全 体 を ペ プ シ ン で 処 理 し た 後 、 還 元 し て イ ン タ ク ト な 軽 鎖 と 重 鎖 の
一 部 を 生 じ さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 抗 体 分 子 の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 抗 体 分 子 1つ に
つ き Fab'フ ラ グ メ ン ト が 2つ 得 ら れ る 。 Fab'フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の ヒ ン ジ 部 か ら の 1個 以
上 の シ ス テ イ ン を 含 む 重 鎖 CH1ド メ イ ン の い く つ か の 残 基 が カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 付 加 さ れ
て い る 点 で Fabフ ラ グ メ ン ト と 異 な る 。
　 （ 3） F(ab) 2 は 、 抗 体 全 体 を ペ プ シ ン 酵 素 で 処 理 し た 後 、 還 元 を 行 な わ ず に 得 ら れ る 抗
体 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 F(ab') 2 は 、 2つ の Fab'フ ラ グ メ ン ト が 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に
よ っ て 結 合 し た 二 量 体 で あ る 。
　 （ 4） Fvは 、 完 全 な 抗 原 認 識 部 位 お よ び 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 最 小 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で
あ る 。 こ の 領 域 は 、 1つ の 重 鎖 可 変 領 域 と 1つ の 軽 鎖 可 変 領 域 が 堅 固 な 非 共 有 結 合 で 結 合 し
た 二 量 体 で あ る （ V H -V L 二 量 体 ） 。 各 可 変 領 域 の 3つ の CDRが 相 互 作 用 し て V H -V L 二 量 体 の 表
面 に 抗 原 結 合 部 位 を 規 定 す る の は 、 こ の 配 置 に な っ た と き で あ る 。 6つ の CDRが 一 緒 に な っ
て 、 抗 体 に 対 す る 抗 原 結 合 特 異 性 を 生 じ さ せ る 。 し か し 可 変 領 域 が 1つ だ け （ す な わ ち 1つ
の Fvの 半 分 で 、 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 3つ の CDRだ け を 含 む 場 合 ） で も 、 抗 原 を 認 識 し て 抗
原 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 。 も っ と も 、 親 和 性 は 結 合 部 位 全 体 の と き よ り 小 さ く な る 。
　 （ 5） 単 鎖 抗 体 （ “ SCA” ） は 、 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 融 合 し た 単 鎖 分 子 で あ り 、 適 切 な ポ
リ ペ プ チ ド ・ リ ン カ ー に よ っ て 結 合 し た 軽 鎖 可 変 領 域 と 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 遺 伝 子 工 学
に よ る 分 子 と し て 定 義 さ れ る 。 こ の よ う な 単 鎖 抗 体 は 、 “ 単 鎖 Fv” 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ま た
は “ sFv” 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と も 呼 ば れ る 。 一 般 に 、 Fvポ リ ペ プ チ ド は 、 V H ド メ イ ン と V L
ド メ イ ン の 間 に 、 抗 原 が 結 合 す る 上 で 望 ま し い 構 造 を sFvが 形 成 す る た め の ポ リ ペ プ チ ド
・ リ ン カ ー を さ ら に 備 え て い る 。 sFvの 概 説 に 関 し て は 、 『 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 薬 理 学
』 、 第 113巻 、 Rosenburgと Moore編 、 シ ュ プ リ ン ガ ー -フ ェ ア ラ ー ク 社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 19
94年 の 中 の Pluckthunに よ る 269～ 315ペ ー ジ を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 “ 二 重 特 異 性 抗 体 ” と い う 用 語 は 、 抗 原 結 合 部 位 を 2つ 有 す る 小 さ な 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
を 意 味 す る 。 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 、 軽 鎖 可 変 領 域 （ V L ） に 結 合
し た 重 鎖 可 変 領 域 （ V H ） を 含 ん で い る （ V H -V L ） 。 同 じ 鎖 上 の こ れ ら 2つ の ド メ イ ン が 対 合
す る に は 短 か す ぎ る リ ン カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 こ れ ら ド メ イ ン を 別 の 鎖 の 相 補 的 ド メ
イ ン と 強 制 的 に 対 合 さ せ 、 2つ の 抗 原 結 合 部 位 を 作 り 出 す 。 二 重 特 異 性 抗 体 に つ い て は 、
例 え ば ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 404,097号 ； WO 93/11161； Hollinger他 、 Proc. Natl. Acad. Sci
. USA、 第 90巻 、 6444～ 6448ペ ー ジ 、 1993年 に さ ら に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 『 免 疫 化 学 の プ ロ ト コ ル 』
（ Manson編 ） の Green他 、 「 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の 産 生 」 、 1～ 5ペ ー ジ （ ヒ ュ ー マ ナ ・
プ レ ス 社 ） ； 『 免 疫 学 の 最 新 プ ロ ト コ ル 』 （ 1992年 ） の セ ク シ ョ ン 2.4.1、 Coligan他 、 「
ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー に お け る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の 産 生 」 を 参 照 の こ
と 。 な お こ れ ら の 文 献 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
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　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 法 も 、 同 様 に 従 来 か ら 知 ら れ て い る 。 例 え ば Kohlerと Milste
in、 Nature、 第 256巻 、 495ペ ー ジ 、 1975年 ； Coligan他 、 上 記 文 献 、 セ ク シ ョ ン 2.5.1～ 2.
6.7； 『 抗 体 ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 』 （ コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ パ ブ リ ケ ー シ ョ
ン 、 1988年 ） の Harlow他 に よ る 726ペ ー ジ を 参 照 の こ と 。 な お こ れ ら の 文 献 は 、 参 考 と し
て こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 確 立 さ れ た さ ま ざ
ま な 方 法 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 物 か ら 単 離 し て 精 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な
単 離 技 術 と し て は 、 プ ロ テ イ ン A・ セ フ ァ ロ ー ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ な ど が 挙 げ ら れ る 。 例 え
ば Coligan他 、 上 記 文 献 、 セ ク シ ョ ン 2.7.1～ 2.7.12と セ ク シ ョ ン 2.9.1～ 2.9.3； 『 分 子 生
物 学 に お け る 方 法 』 、 第 10巻 の Barnes他 、 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ IgG） 」 、 79～ 104ペ ー ジ
、 （ ヒ ュ ー マ ナ ・ プ レ ス 社 、 1992年 ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を in vitroお よ び in vivoで 操 作 す る 方 法 も 当 業 者 に は 公 知 で あ る
。 例 え ば 本 発 明 で 使 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerと Milstein、 Nature、 第 256巻
、 495ペ ー ジ 、 1975年 に 最 初 に 報 告 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で 作 る こ と 、 あ る い は 例 え ば
ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,816,567号 に 記 載 さ れ て い る 組 み 換 え 法 で 作 る こ と が で き る 。 本
発 明 で 使 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Clackson他 、 Nature、 第 352巻 、 624～ 628ペ ー ジ
、 1991年 と Marks他 、 J. Mol. Biol.、 第 222巻 、 581～ 597ペ ー ジ 、 1991年 に 記 載 さ れ て い
る 方 法 を 利 用 し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 す る こ と も で き る 。 別 の 方 法 は 、 組 み 換 え 手 段
を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ヒ ト 化 し 、 認 識 可 能 な ヒ ト 特 異 的 配 列 を 含 む 抗 体 を 生 成 さ
せ る こ と を 含 ん で い る 。 概 説 と し て は 、 Holmes他 、 J. Immunol.、 第 158巻 、 2192～ 2201ペ
ー ジ 、 1997年 ； Vaswani他 、 Annals Allergy, Asthma & Immunol.、 第 81巻 、 105～ 115ペ ー
ジ 、 1998年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 明 細 書 で は 、 “ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ” と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら
得 ら れ る 抗 体 を 意 味 す る 。 す な わ ち こ の 集 団 に 含 ま れ る 個 々 の 抗 体 は 、 自 然 に 発 生 し て わ
ず か な 量 が 存 在 し て い る 可 能 性 の あ る 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 非 常 に 特 異 的 で あ り 、 単 一 の 抗 原 部 位 に 向 か う 。 さ ら に 、 そ れ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 さ ま ざ ま な 決 定 基 （ エ ピ ト ー プ ） に 向 か う さ ま ざ ま な 抗 体 を 一 般 に 含 ん で い る 従 来
の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 と は 異 な り 、 抗 原 上 の 単 一 の 決 定 基 に 向 か う 。 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 そ の 特 異 性 以 外 に も 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ っ て 合 成 で き 、 他 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン で 汚 染 さ れ て い な い と い う 利 点 を 有 す る 。 “ モ ノ ク ロ ー ナ ル ” と い う 修 飾 語 は 、 抗 体
が 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら 得 ら れ る こ と を 意 味 し て お り 、 抗 体 を 何 ら か の 特 定 の 方
法 で 調 製 す る 必 要 が あ る と 解 釈 し て は な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 特 に “ キ メ ラ ” 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ）
と 、 所 望 の 生 物 活 性 を 示 す 限 り そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 な お キ メ ラ 抗 体 と は 、
そ の 抗 体 の 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 の 一 部 が 、 特 定 の 種 、 あ る い は 特 定 の ク ラ ス ま た は サ
ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 に 由 来 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 じ で あ る か 似 て お り 、 そ の 鎖 の
残 り の 部 分 が 、 別 の 種 、 あ る い は 別 の ク ラ ス ま た は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 に 由 来 す る 抗
体 の 対 応 す る 配 列 と 同 じ で あ る か 似 て い る も の で あ る （ （ ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,816,56
7号 ） ； Morrison他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 81巻 、 6851～ 6855ペ ー ジ 、 1984年
） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 る 方 法 も 従 来 技 術 に お い て 公 知 で あ る （ 例 え ば 『 抗 体 ： 実 験 室 マ
ニ ュ ア ル 』 （ コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー 、 1988年 ） の Harlowと Lane
に よ る 項 を 参 照 の こ と 。 こ の 文 献 は 本 明 細 書 に 引 用 に よ り 組 み 込 ま れ て い る も の と す る ）
。 本 発 明 に よ る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の タ ン パ ク 質 を 加 水 分 解 す る こ と に よ っ て 、 あ
る い は 大 腸 菌 の 中 で そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド し て い る DNAを 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、
調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の 全 体 を ペ プ シ ン ま た は パ パ イ ン
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で 消 化 さ せ る と い う 従 来 法 で 得 る こ と も で き る 。 例 え ば 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 を ペ プ
シ ン と い う 酵 素 で 開 裂 さ せ 、 F(ab') 2 と 表 記 さ れ る 5Sフ ラ グ メ ン ト を 生 成 さ せ る こ と に よ
っ て 得 ら れ る 。 チ オ ー ル 還 元 剤 を 用 い 、 そ れ に 加 え 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 開 裂 す る こ と に
よ っ て 生 じ る ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 対 す る ブ ロ ッ ク 基 を 必 要 に 応 じ て 用 い て こ の フ ラ グ メ ン
ト を さ ら に 開 裂 さ せ 、 1価 の 3.5S Fab'フ ラ グ メ ン ト を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 別 の 方 法
と し て 、 ペ プ シ ン と い う 酵 素 を 用 い て 開 裂 さ せ る と 、 1価 の Fab'フ ラ グ メ ン ト が 2個 と Fcフ
ラ グ メ ン ト が 1個 、 直 接 に 得 ら れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,036
,945号 、 第 4,331,647号 と 、 こ れ ら 特 許 文 献 に 含 ま れ る 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ
ら 特 許 文 献 は 、 そ の 全 体 が こ の 明 細 書 に 引 用 に よ り 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 イ ン タ ク ト な 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 に フ ラ グ メ ン ト が 結 合 す る 限 り 、 抗 体 を 開 裂
さ せ る 別 の 方 法 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 重 鎖 を 分 離 し て 1価 の 軽 鎖 -重 鎖 フ ラ グ メ
ン ト を 形 成 す る 方 法 、 フ ラ グ メ ン ト を さ ら に 開 裂 さ せ る 方 法 、 他 の 酵 素 法 、 化 学 法 、 遺 伝
子 技 術 な ど が あ る 。 例 え ば Fvフ ラ グ メ ン ト は 、 互 い に 結 合 し た V H 鎖 と V L 鎖 を 含 ん で い る 。
こ の 結 合 は 非 共 有 結 合 で も よ く 、 可 変 鎖 は 、 分 子 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 結 合 さ せ
た り 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど の 化 学 物 質 で 架 橋 さ せ た り す る こ と が で き る 。 Fvフ ラ グ メ
ン ト は 、 ペ プ チ ド ・ リ ン カ ー で 互 い に 結 合 し た V H 鎖 と V L 鎖 を 含 ん で い る こ と が 好 ま し い 。
こ の よ う な 単 鎖 の 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 （ sFv） は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 互 い に 接 続 さ れ
た V H ド メ イ ン と V L ド メ イ ン を コ ー ド し て い る DNA配 列 を 含 む 構 造 遺 伝 子 を 構 成 す る こ と に
よ っ て 調 製 す る 。 こ の 構 造 遺 伝 子 を 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し た 後 、 そ の 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主
細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） に 導 入 す る 。 組 み 換 え 宿 主 細 胞 は 、 ペ プ チ ド ・ リ ン カ ー が 2つ の Vド
メ イ ン を 架 橋 し て い る 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 合 成 す る 。 sFvsの 製 造 方 法 は 、 例 え ば 『 方
法 ： 酵 素 学 に お け る 方 法 の 手 引 き 』 、 第 2巻 、 1991年 の Whitlow他 に よ る 97ペ ー ジ ； Bird他
、 Science、 第 242巻 、 423～ 426ペ ー ジ 、 1988年 ； Ladner他 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,946,
778号 ； Pack他 、 Bio/Technology、 第 11巻 、 1271～ 1277ペ ー ジ 、 1993年 に 記 載 さ れ て い る
。
　 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 別 の 形 態 は 、 単 一 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） を コ ー ド し て い る ペ プ
チ ド で あ る 。 CDRペ プ チ ド （ “ 最 小 認 識 単 位 ” ） は 、 興 味 の 対 象 で あ る 抗 体 の CDRを コ ー ド
す る 遺 伝 子 を 構 成 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 は 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 を 利 用 し て 抗 体 産 生 細 胞 の RNAか ら 可 変 領 域 を 合 成 す る こ と に よ っ て 調 製 す る 。
例 え ば 『 方 法 ： 酵 素 学 に お け る 方 法 の 手 引 き 』 、 第 2巻 、 1991年 の Larrick他 に よ る 106ペ
ー ジ を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 で は さ ら に 、 ヒ ト 抗 体 と 、 非 ヒ ト 抗 体 （ 例 え ば 囓 歯 類 の 抗 体 ） を ヒ ト 化 し た 抗 体
を 考 え る 。 そ の よ う な ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含 む キ
メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 、 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト （ Fv、 Fab、 Fab'、 F
(ab') 2 、 あ る い は 抗 体 に お け る こ れ ら 以 外 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 ） で あ る 。 通 常 、 ヒ ト 化 抗
体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ レ シ ピ エ ン ト の 抗 体 ） で あ っ て 、 そ の レ シ ピ エ ン ト の 相 補 性
決 定 領 域 （ CDR） の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ な ど の 非 ヒ ト 種 （ ド ナ ー の 抗 体 ） の C
DRの う ち で 望 む 特 異 性 、 親 和 性 、 能 力 を 有 す る も の の 残 基 で 置 換 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fvフ レ ー ム ワ ー ク の 残 基 が 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基
で 置 換 さ れ る 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 抗 体 に も 見 ら れ ず 、 導 入 さ れ た CD
R配 列 ま た は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も 見 ら れ な い 残 基 を 含 ん で い て も よ い 。 こ の よ う な 修
飾 は 、 抗 体 の 性 能 を さ ら に 洗 練 さ せ 、 最 適 化 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は
、 可 変 領 域 中 の す べ て の CDR部 ま た は 実 質 的 に す べ て の CDR部 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の CD
R部 に 対 応 し て お り 、 す べ て の Fv部 ま た は 実 質 的 に す べ て の Fv部 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
コ ン セ ン サ ス 配 列 に な っ て い る 、 少 な く と も 1つ の （ 一 般 に は 2つ の ） 可 変 領 域 の 実 質 的 に
全 体 を 含 む こ と が で き る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 一 般 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
） の 定 常 領 域 （ Fc） の 少 な く と も 一 部 も 含 ん で い る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 詳 し い こ と に
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つ い て は 、 Jones他 、 Nature、 第 321巻 、 522～ 525ペ ー ジ 、 1986年 ； Reichmann他 、 Nature
、 第 332巻 、 323～ 329ペ ー ジ 、 1988年 ； Presta、 Curr. Op. Struct. Biol.、 第 2巻 、 593～
596ペ ー ジ 、 1992年 ； Holmes他 、 J. Immunol.、 第 158巻 、 2192～ 2201ペ ー ジ ； Vaswani他 、
Annals Allergy, Asthma & Immunol.、 第 81巻 、 105～ 115ペ ー ジ 、 1998年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 抗 体 を 突 然 変 異 さ せ 、 親 和 性 、 選 択 性 、 結 合 強 度 の ほ か 、 他 の 望 ま し い
特 性 を 最 適 化 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 変 異 抗 体 と は 、 あ る 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 意
味 す る 。 一 般 に 、 変 異 抗 体 で は 、 参 照 抗 体 に 存 在 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 と 1個 以 上 の ア ミ
ノ 酸 残 基 が 異 な っ て い る 。 こ の よ う な 変 異 抗 体 で は 、 参 照 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 一 致 ま た は 類
似 性 が 必 然 的 に 100％ 未 満 に な る 。 一 般 に 、 変 異 抗 体 で は 、 参 照 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 ま た
は 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 一 致 ま た は 類 似 性 は 少 な く と も 75％ で あ る 。 変 異 抗 体
で は 、 参 照 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 一 致 ま た は 類 似 性
は 少 な く と も 80％ で あ る こ と が 好 ま し く 、 少 な く と も 85％ で あ る こ と が さ ら に 好 ま し く 、
少 な く と も 90％ で あ る こ と が よ り 一 層 好 ま し く 、 少 な く と も 95％ で あ る こ と が 最 も 好 ま し
い 。 抗 体 を 突 然 変 異 さ せ る 1つ の 方 法 は 、 フ ァ ー ジ の 提 示 を 利 用 し た 親 和 性 成 熟 で あ る 。
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 抗 体 お よ び ／ ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ま
た は 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 す る 方 法 に 関 す る 。 望 ま し い 性 質 と し て は 、 本 発 明 の エ ピ ト
ー プ に 対 す る 結 合 親 和 性 ま た は 選 択 性 が 増 大 し て い る こ と が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 単 離 さ れ た 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ
る 。 単 離 さ れ た 抗 体 と は 、 抗 体 を 作 り 出 し た 環 境 の 一 成 分 か ら 同 定 、 お よ び ／ ま た は 分 離
、 お よ び ／ ま た は 回 収 さ れ た 抗 体 で あ る 。 こ の 生 成 環 境 の 汚 染 成 分 は 、 診 断 ま た は 治 療 に
お い て 抗 体 と し て の 利 用 を 邪 魔 す る 物 質 で あ り 、 そ の 具 体 例 と し て 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 あ
る い は そ れ 以 外 の タ ン パ ク 質 性 溶 質 ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 溶 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。 “ 単 離
さ れ た 抗 体 ” と い う 用 語 に は 、 組 み 換 え 細 胞 内 の 抗 体 も 含 ま れ る 。 と い う の は 、 抗 体 の 天
然 環 境 の 少 な く と も 1つ の 成 分 は 決 し て 存 在 し な い か ら で あ る 。 し か し 通 常 は 、 単 離 さ れ
た 抗 体 は 少 な く と も 1つ の 精 製 ス テ ッ プ に よ っ て 調 製 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 所 望 で あ れ ば 、 利 用 可 能 な 任 意 の 方 法 で 本 発 明 の 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば
抗 体 は 、 抗 体 生 成 に 使 用 す る 抗 原 が 結 合 す る 固 体 支 持 体 に 抗 体 調 製 物 を 結 合 さ せ る と い う
親 和 性 精 製 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。 汚 染 物 質 を 洗 い 流 し た 後 、 抗 体 を 公 知 の 方
法 で 溶 離 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 精 製 お よ び ／ ま た は 濃 縮 に 関 し 、 免 疫 学 に お い て 一 般 的 な さ ま ざ ま な 方 法 を 知 っ て い る
で あ ろ う （ 例 え ば Coligan他 、 ユ ニ ッ ト 9、 『 免 疫 学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ル 』 、 ワ イ リ ー
・ イ ン タ ー サ イ エ ン ス 、 1991引 用 に よ り こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 抗 体 は 、 少 な く と も 3つ の 異 な っ た 方 法 に よ っ て 精 製 度 が 測 定
で き 、 以 下 の 程 度 ま で 精 製 さ れ る 。 す な わ ち 、 1） ロ ー リ ー 法 に よ っ て 95質 量 ％ を 超 え る
程 度 ま で 、 も っ と も 好 ま し く は 99％ を 越 え る 程 度 ま で ； あ る い は 2） ス ピ ン ニ ン グ ・ カ ッ
プ ・ シ ー ク エ ン テ イ タ を 用 い 、 N末 端 ま た は 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 15残 基 が 得 ら
れ る 程 度 ま で ； あ る い は 3） 還 元 条 件 下 ま た は 非 還 元 条 件 下 で ク ー マ シ ー ・ ブ ル ー ま た は
銀 染 色 、 好 ま し く は 銀 染 色 を 利 用 し 、 SDS-PAGEで 均 一 に な る ま で 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
組 成 物
　 本 発 明 に よ る ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト と そ れ 以 外 の 薬 剤 （ 例 え ば ス ク レ ロ ス チ
ン ・ タ ン パ ク 質 や SOST核 酸 ） を 投 与 し 、 骨 の 異 常 、 徴 候 、 疾 患 に 付 随 す る 少 な く と も 1つ
の 症 状 を 軽 減 す る 。 な お ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト と そ れ 以 外 の 薬 剤 に は 、 そ の 塩
も 含 ま れ る 。
　 望 む 効 果 を 得 る た め に 、 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト と そ れ 以 外 の 薬 剤 を 、 単 一 用
量 で 、 あ る い は 分 割 し た 用 量 で 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 体 重 1kgに つ き 、 少 な く と
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も 約 0.01mgか ら 約 500～ 750mg、 少 な く と も 約 0.01mgか ら 約 300～ 500mg、 少 な く と も 約 0.1m
gか ら 約 100～ 300mg、 少 な く と も 約 1mgか ら 約 50～ 100mgを 投 与 す る 。 し か し 他 の 投 与 量 で
も 有 効 な 結 果 が 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。 投 与 量 は 、 選 択 し た ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ
ス ト ま た は そ れ 以 外 の 薬 剤 が 何 で あ る か ； 哺 乳 動 物 の 疾 患 、 体 重 、 身 体 の 状 態 、 健 康 状 態
、 年 齢 ； 行 な う の が 予 防 な の か 治 療 な の か ； ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト と そ れ 以 外
の 薬 剤 が 修 飾 さ れ て い る か ど う か な ど （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 さ ま ざ ま な 因 子 に 応 じ
て 変 動 す る で あ ろ う 。 こ の よ う な 因 子 は 、 医 師 が 、 モ デ ル 動 物 ま た は 従 来 技 術 に お い て 公
知 の 他 の テ ス ト ・ シ ス テ ム を 利 用 し て 容 易 に 明 ら か に す る こ と が で き よ う 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 例 え ば 患 者 の 生 理 的 状 態 、 投 与 の 目 的 が 治 療 で あ る の か 予 防 で あ る
の か 、 当 業 者 に 公 知 の 他 の 因 子 等 に 応 じ 、 1回 で 投 与 す る こ と 、 多 数 回 に 分 け て 投 与 す る
こ と 、 連 続 的 ま た は 間 欠 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る 治 療 薬 の 投 与 は 、 あ ら
か じ め 決 め た 期 間 に わ た っ て 基 本 的 に 連 続 的 に 行 な う こ と 、 あ る い は 間 隔 を 空 け て 一 連 の
投 与 を 行 な う こ と が で き る 。 局 所 投 与 と 全 身 投 与 の 両 方 が 考 え ら れ る 。
　 本 組 成 物 を 調 製 す る に は 、 治 療 薬 を 合 成 し 、 あ る い は 他 の 方 法 で 入 手 し 、 必 要 に 応 じ て
精 製 し た 後 、 凍 結 乾 燥 さ せ て 安 定 化 さ せ る 。 次 に こ の 治 療 薬 を 適 切 な 濃 度 に 調 節 し 、 必 要
に 応 じ て 他 の 薬 剤 と 組 み 合 わ せ る 。 単 位 投 与 量 に 含 ま れ る 所 定 の 治 療 薬 の 絶 対 重 量 は さ ま
ざ ま な 値 が 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ る 少 な く と も 1つ の 治 療 薬 、 あ る い は 複 数 の 治 療 薬 を
、 例 え ば 約 0.01～ 約 2g、 あ る い は 約 0.1～ 約 500mg投 与 す る こ と が で き る 。 あ る い は 単 位 投
与 量 は 、 約 0.01g～ 約 50g、 約 0.01g～ 約 35g、 約 0.1g～ 約 25g、 約 0.5g～ 約 12g、 約 0.5g～ 約
8g、 約 0.5g～ 約 4g、 約 0.5g～ 約 2gの 範 囲 に す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 に よ る 治 療 薬 の 1日 の 投 与 量 も 同 様 に さ ま ざ ま な 値 が 可 能 で あ る 。 1日 の 投 与 量 は
、 例 え ば 、 約 0.1g～ 約 50g、 約 0.1g～ 約 25g、 約 0.1g～ 約 12g、 約 0.5g～ 約 8g、 約 0.5g～ 約 4
g、 約 0.5g～ 約 2gの 範 囲 に す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 治 療 薬 を 含 む 1つ 以 上 の 適 切 な 単 位 投 与 量 の 形 態 は 、 さ ま ざ ま な 投 与 経 路 を 通
じ て 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 経 路 と し て は 、 経 口 、 非 経 口 （ 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、
腹 腔 内 な ど ） 、 直 腸 、 皮 膚 、 経 皮 、 胸 腔 内 、 肺 内 、 鼻 腔 内 （ 呼 吸 経 路 ） な ど が あ る 。 こ の
治 療 薬 は 、 持 続 放 出 用 製 剤 に す る こ と も で き る （ 例 え ば マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 す る 。 WO 94/
07529と ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,962,091号 を 参 照 の こ と ） 。 製 剤 は 、 独 立 し た 単 位 投 与 量
の 形 態 に す る と 便 利 で あ る 。 製 剤 は 、 薬 理 学 に お い て よ く 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 で 調 製
す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 治 療 薬 を 液 体 担 体 、 固 体 マ ト リ ッ ク ス 、 半 固 体
担 体 、 細 か く 分 割 し た 固 体 担 体 、 あ る い は こ れ ら の 組 み 合 わ せ と 混 合 し た 後 、 必 要 に 応 じ
て そ の で き 上 が っ た 製 品 を 望 む デ リ バ リ ー ・ シ ス テ ム に 導 入 す る 、 あ る い は 望 む デ リ バ リ
ー ・ シ ス テ ム 用 に 成 形 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 を 経 口 投 与 の 形 態 に す る 場 合 に は 、 一 般 に 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 希
釈 剤 、 添 加 剤 と 組 み 合 わ せ 、 医 薬 製 剤 ま た は 単 位 投 与 量 の 形 態 に す る 。 経 口 投 与 す る に は
、 治 療 薬 を 、 粉 末 、 粒 状 製 剤 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン の ほ か 、 活 性 成 分 が チ ュ ー イ
ン ガ ム か ら 摂 取 さ れ る よ う に す る た め の 天 然 ま た は 合 成 の ポ リ マ ー ま た は 樹 脂 の 形 態 に す
る こ と が で き る 。 治 療 薬 は 、 ボ ー ラ ス 、 舐 剤 、 ペ ー ス ト の 形 態 に す る こ と も で き る 。 経 口
投 与 さ れ る 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 持 続 放 出 用 製 剤 に す る こ と も で き る （ 例 え ば 治 療 薬 を コ ー
テ ィ ン グ す る 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 す る 、 持 続 デ リ バ リ ー 装 置 内 に 配 置 す る ） 。 こ の よ う
な 製 剤 の 内 部 に は 、 活 性 成 分 が 合 計 で 製 剤 の 0.1～ 99.9質 量 ％ 含 ま れ て い る 。
　 “ 製 薬 的 に 許 容 可 能 な ” と は 、 製 剤 の 他 の 成 分 と 共 存 可 能 で あ り 、 こ の 製 剤 を 摂 取 す る
患 者 に と っ て 害 が な い 担 体 、 希 釈 剤 、 添 加 剤 お よ び ／ ま た は 塩 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 を 含 む 医 薬 製 剤 は 、 従 来 技 術 に お い て よ く 知 ら れ て い る 手 続 き と 容 易 に
入 手 で き る 成 分 と を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 治 療 薬 は 、 一 般 的 な 添 加 剤 、 希
釈 剤 、 担 体 を 用 い て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 溶 液 、 懸 濁 液
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、 粉 末 、 エ ー ロ ゾ ル な ど に す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 製 剤 に 適 し た 添 加 剤 、 希 釈 剤 、
担 体 は 、 例 え ば 緩 衝 溶 液 、 充 填 剤 、 増 量 剤 で あ り 、 具 体 例 と し て 、 デ ン プ ン 、 セ ル ロ ー ス
、 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ケ イ 酸 誘 導 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。 結 合 剤 も 含 め る こ と が で き る 。 結
合 剤 と し て は 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド
ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 他 の セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ア ル ギ ン 酸 塩 、 ゼ ラ チ ン 、 ポ
リ ビ ニ ル -ピ ロ リ ド ン が あ る 。 湿 潤 剤 も 含 め る こ と が で き る 。 湿 潤 剤 と し て は 、 例 え ば グ
リ コ ー ル 、 分 解 剤 （ 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム な ど ） が あ る 。 パ ラ フ ィ ン な ど
の 溶 解 遅 延 剤 も 含 め る こ と が で き る 。 第 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 化 合 物 な ど の 再 吸 収 促 進 剤 も 含
め る こ と が で き る 。 セ チ ル ア ル コ ー ル や モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル コ ー ル な ど の 界 面 活 性 剤 も
含 め る こ と が で き る 。 カ オ リ ン や ベ ン ト ナ イ ト な ど の 吸 着 担 体 も 添 加 す る こ と が で き る 。
潤 滑 剤 も 含 め る こ と が で き る 。 潤 滑 剤 と し て は 、 例 え ば 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 ポ リ エ チ ル グ リ コ ー ル が あ る 。 保 存 剤 も 添 加 し て よ い
。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 セ ル ロ ー ス お よ び ／ ま た は セ ル ロ ー ス 誘 導 体 な ど の 増 粘 剤 も 含 む こ
と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ゴ ム （ キ サ ン タ ン ゴ ム 、 グ ア ル ゴ ム 、 カ ル ボ ゴ ム 、 ア ラ
ビ ア ゴ ム な ど ） 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ベ ン ト ン 、 モ ン モ リ ロ ナ イ ト な ど も 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 例 え ば 本 発 明 の 治 療 薬 を 含 む 錠 剤 ま た は カ プ レ ッ ト は 、 緩 衝 剤 と し て 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム
、 酸 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど を 含 む こ と が で き る 。 錠 剤 と カ プ レ ッ ト は 、
不 活 性 成 分 と し て 、 セ ル ロ ー ス 、 あ ら か じ め ゼ ラ チ ン 化 さ せ た デ ン プ ン 、 二 酸 化 ケ イ 素 、
ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、
デ ン プ ン 、 タ ル ク 、 二 酸 化 チ タ ン 、 安 息 香 酸 、 ク エ ン 酸 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 鉱 物 油 、 ポ リ
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 亜 鉛 な ど も 含 む こ と が で き る 。
本 発 明 に よ る 少 な く と も 1種 類 の 治 療 薬 を 含 む 硬 い ゼ ラ チ ン ま た は 柔 ら か い ゼ ラ チ ン か ら
な る カ プ セ ル は 、 不 活 性 成 分 と し て 、 ゼ ラ チ ン 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 デ ン プ ン 、 タ ル ク 、 二 酸 化 チ タ ン な ど と 、 液 体 ビ ヒ ク ル と し て 例 え ば ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル （ PEG） 、 植 物 油 を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ る 1種 類 以 上 の 治 療
薬 を 含 む 腸 溶 コ ー テ ィ ン グ さ れ た カ プ レ ッ ト ま た は 錠 剤 は 、 胃 で の 分 解 に 抵 抗 し 、 十 二 指
腸 に お け る よ り 中 性 か ら ア ル カ リ 性 の 環 境 で 溶 け る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 経 口 投 与 に 適 す る よ う に エ リ キ シ ル ま た は 溶 液 に す る こ と 、 あ る い
は 非 経 口 投 与 （ 例 え ば 筋 肉 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 腹 腔 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 ） に 適 し た 溶 液 に
す る こ と も で き る 。 本 発 明 に よ る 治 療 薬 を 含 む 医 薬 製 剤 は 、 水 溶 液 、 無 水 溶 液 、 分 散 水 溶
液 、 無 水 分 散 液 の 形 態 に す る こ と や 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 懸 濁 液 、 軟 膏 の 形 態 に す る こ と も で
き る 。
　 し た が っ て 治 療 薬 は 、 非 経 口 投 与 用 （ 例 え ば 注 入 に よ る 投 与 用 。 具 体 的 に は 、 ボ ー ラ ス
注 射 用 ま た は 連 続 輸 液 用 ） に 製 剤 化 し 、 ア ン プ ル 、 あ ら か じ め 充 填 し た 注 射 器 、 少 量 の 輸
液 容 器 、 多 数 回 投 与 用 の 容 器 に 入 れ た 単 位 投 与 量 の 形 態 に す る こ と が で き る 。 す で に 指 摘
し た よ う に 、 保 存 剤 を 添 加 し て 投 与 形 態 の 有 効 期 間 を 維 持 す る こ と が で き る 。 治 療 薬 と 他
の 成 分 は 、 油 性 ま た は 水 性 の ビ ヒ ク ル 中 の 懸 濁 液 、 溶 液 、 エ マ ル ジ ョ ン の 形 態 に す る こ と
と 、 懸 濁 剤 、 安 定 化 剤 、 分 散 剤 な ど の 製 剤 化 剤 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 治 療 薬 と 他
の 成 分 は 、 滅 菌 固 体 の 無 菌 分 離 に よ っ て 、 あ る い は 溶 液 か ら の 凍 結 乾 燥 に よ っ て 得 ら れ る
粉 末 の 形 態 に し 、 使 用 前 に 適 切 な ビ ヒ ク ル （ 例 え ば 滅 菌 し た 発 熱 物 質 を 含 ま な い 水 ） と 混
合 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ れ ら の 製 剤 は 、 従 来 技 術 に お い て よ く 知 ら れ た 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 ビ ヒ ク ル 、
ア ジ ュ バ ン ト を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 生 理 学 的 観 点 か ら し て 許 容 可 能 な 1つ 以 上 の 有
機 溶 媒 を 用 い て 溶 液 を 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 有 機 溶 媒 の 選 択 は 、 水 の ほ か 、 ア
セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 グ リ コ ー ル エ ー テ ル （ “ ダ ワ ノ ー ル (Dow
anol)” と い う 名 称 で 販 売 さ れ て い る 製 品 ） 、 ポ リ グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
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、 短 鎖 の 酸 の C 1 ～ C 4 ア ル キ ル エ ス テ ル 、 乳 酸 エ チ ル ま た は 乳 酸 プ ロ ピ ル 、 脂 肪 酸 ト リ グ リ
セ リ ド （ “ ミ グ リ オ ー ル (Miglyol)” と い う 名 称 で 販 売 さ れ て い る 製 品 ） 、 ミ リ ス チ ン 酸
イ ソ プ ロ ピ ル 、 動 物 油 、 鉱 物 油 、 植 物 油 、 ポ リ シ ロ キ サ ン の 中 か ら な さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 必 要 な 場 合 に は 、 酸 化 防 止 剤 、 界 面 活 性 剤 、 他 の 保 存 剤 、 フ ィ ル ム 形 成 剤 、 角 質 溶 解 剤
、 コ メ ド 溶 解 剤 、 香 料 、 フ レ イ バ ー 、 着 色 剤 を 添 加 す る こ と が で き る 。 酸 化 防 止 剤 と し て
、 t-ブ チ ル ヒ ド ロ キ ノ ン 、 ブ チ ル 化 し た ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ ー ル 、 ブ チ ル 化 し た ヒ ド ロ キ シ
ト ル エ ン 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル と そ の 誘 導 体 を 添 加 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に よ る 1種 類 以 上 の 治 療 薬 と 、 1種 類 以 上 の 他 の 成 分 を 含 む 組 み 合 わ せ 製 品 も 考 え
ら れ る 。 こ の 組 成 物 は 、 例 え ば ビ タ ミ ン 、 ミ ネ ラ ル （ 例 え ば カ ル シ ウ ム ） 、 抗 炎 症 薬 な ど
を 含 む こ と が で き る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 持 続 放 出 投 与 形 態 な ど に 製 剤 化 す る の に 非 常 に 適 し て い る
。 こ の よ う に 製 剤 化 す る と 、 治 療 薬 が 、 お そ ら く あ る 期 間 に わ た っ て 例 え ば 腸 ま た は 気 道
の 特 定 の 部 分 に 放 出 さ れ る 。 例 え ば ポ リ マ ー 材 料 （ ポ リ ラ ク チ ド -グ リ コ レ ー ト な ど ） 、
リ ポ ソ ー ム 、 マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 微 粒 子 、 ナ ノ 粒 子 、 ろ う を 利 用 し 、 コ ー テ ィ ン グ 、
エ ン ベ ロ ー プ 、 保 護 マ ト リ ッ ク ス を 施 す こ と が で き る 。 こ の よ う な コ ー テ ィ ン グ 、 エ ン ベ
ロ ー プ 、 保 護 マ ト リ ッ ク ス は 、 留 置 装 置 （ 例 え ば 組 織 リ モ デ リ ン グ 装 置 、 ピ ン 、 副 子 、 関
節 代 替 装 置 な ど ） を 被 覆 す る の に 役 立 つ 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 局 所 投 与 に 関 し て は 、 標 的 領 域 に 直 接 塗 布 す る た め 、 治 療 薬 を 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る
よ う に し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 局 所 投 与 用 の 主 な 形 態 は 、 例 え ば ク リ ー ム 、 ミ ル ク
、 ゲ ル 、 分 散 液 、 マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 粘 性 を あ る 程 度 与 え た ロ ー シ ョ ン 、 浸 漬 さ せ た
パ ッ ド 、 軟 膏 ま た は ス テ ィ ッ ク 、 エ ー ロ ゾ ル 製 剤 （ 例 え ば ス プ レ ー ま た は 泡 ） 、 石 鹸 、 洗
浄 剤 、 石 鹸 ロ ー シ ョ ン 、 ケ ー ク 状 石 鹸 で あ る 。 こ の 目 的 で の 他 の 一 般 的 な 形 態 と し て は 、
傷 口 手 当 て 用 品 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た 包 帯 あ る い は そ れ 以 外 の ポ リ マ ー ・ カ バ ー 、 軟 膏 、
ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 ペ ー ス ト 、 ゼ リ ー 、 ス プ レ ー 、 エ ー ロ ゾ ル な ど が 挙 げ ら れ る 。 し
た が っ て 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 皮 膚 投 与 用 の パ ッ チ ま た は 包 帯 を 通 じ て 供 給 す る こ と が で き
る 。 別 の 方 法 と し て 、 治 療 薬 は 、 接 着 性 ポ リ マ ー （ ポ リ ア ク リ レ ー ト 、 ア ク リ レ ー ト ／ 酢
酸 ビ ニ ル ・ コ ポ リ マ ー な ど ） の 一 部 と な る よ う に 製 剤 化 す る こ と も で き る 。 長 期 に わ た る
塗 布 の た め に は 、 微 小 孔 性 お よ び ／ ま た は 通 気 性 の 補 強 用 ラ ミ ネ ー ト を 使 用 す る こ と が 望
ま し か ろ う 。 す る と 皮 膚 の 水 化 ま た は 軟 化 を 最 少 に す る こ と が で き る 。 補 強 層 は 、 所 望 の
保 護 機 能 お よ び 支 持 機 能 を 得 る の に 適 し た 任 意 の 厚 さ に す る こ と が で き る 。 適 切 な 厚 さ は
、 一 般 に 約 10～ 約 200ミ ク ロ ン で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 軟 膏 お よ び ク リ ー ム は 、 例 え ば 、 適 切 な 増 粘 剤 お よ び ／ ま た は ゲ ル 化 剤 を 添 加 し た 水 性
ベ ー ス ま た は 油 性 ベ ー ス と と も に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 ロ ー シ ョ ン は 、 水 性 ベ ー ス ま
た は 油 性 ベ ー ス と と も に 製 剤 化 す る こ と が で き 、 一 般 に 、 1種 類 以 上 の 乳 化 剤 、 安 定 剤 、
分 散 剤 、 懸 濁 剤 、 増 粘 剤 、 着 色 剤 も 含 ん で い る 。 治 療 薬 は 、 イ オ ン 注 入 法 に よ っ て 供 給 す
る こ と も で き る 。 こ れ に つ い て は 、 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,140,122号 、 第 4,383,5
29号 、 第 4,051,842号 に 記 載 さ れ て い る 。 局 所 製 剤 中 に 存 在 す る 本 発 明 の 治 療 薬 の 質 量 ％
は さ ま ざ ま な 因 子 に よ っ て 変 化 す る が 、 一 般 に 、 製 剤 の 全 重 量 に 対 し て 0.01％ ～ 95％ で あ
り 、 典 型 的 に は 0.1～ 85質 量 ％ で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 滴 薬 （ 点 眼 薬 ま た は 点 鼻 薬 ） は 、 1種 類 以 上 の 治 療 薬 が 含 ま れ る 水 性 ま た は 非 水 性 の ベ
ー ス を 用 い て 製 剤 に す る こ と が で き る 。 こ の ベ ー ス に は 、 1種 類 以 上 の 分 散 剤 、 可 溶 化 剤
、 懸 濁 剤 も 含 ま れ て い る 。 液 体 ス プ レ ー は 、 一 般 に 加 圧 容 器 か ら 供 給 さ れ る 。 滴 薬 は 、 単
純 な キ ャ ッ プ 式 目 薬 容 器 か ら 、 あ る い は 液 体 を 特 殊 な 形 状 の 出 口 を 通 じ て 一 滴 ず つ 供 給 す
る の に 適 し た プ ラ ス チ ッ ク 容 器 か ら 供 給 す る こ と が で き る 。
　 治 療 薬 は 、 口 ま た は 喉 へ の 局 所 投 与 用 製 剤 に す る こ と も で き る 。 活 性 成 分 は 、 例 え ば 、
風 味 を 付 け た ベ ー ス （ 通 常 は ス ク ロ ー ス と 、 ア ラ ビ ア ゴ ム ま た は ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム ） を 含
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む ロ ゼ ン ジ の 形 態 ； 不 活 性 な ベ ー ス （ ゼ ラ チ ン と グ リ セ リ ン 、 あ る い は ス ク ロ ー ス と ア ラ
ビ ア ゴ ム な ど ） に 本 発 明 の 組 成 物 が 含 ま れ た ト ロ ー チ の 形 態 ； 適 切 な 液 体 担 体 に 本 発 明 の
組 成 物 が 含 ま れ た う が い 液 の 形 態 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 医 薬 製 剤 は 、 オ プ シ ョ ン の 成 分 と し て 、 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 希 釈 剤 、 可
溶 化 剤 、 乳 化 剤 や 、 従 来 か ら 入 手 可 能 な タ イ プ の 塩 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 物 質
の 具 体 例 と し て 、 通 常 の 生 理 食 塩 水 （ 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） や 水 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 医 薬
製 剤 に お い て 役 に 立 つ 担 体 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 の 具 体 例 と し て は 、 水 や 、 緩 衝 生 理 食 塩
水 （ pHが 7.0～ 8.0の リ ン 酸 緩 衝 溶 液 な ど ） が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ る わ け で は
な い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 気 道 を 通 じ て 投 与 す る こ と も で き る 。 し た が っ て 本 発 明 に よ り 、 エ
ー ロ ゾ ル 医 薬 製 剤 と 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 投 与 形 態 も 提 供 さ れ る 。 一 般 に 、 そ の よ
う な 投 与 形 態 は 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も 1つ の 薬 剤 を 、 特 定 の 感 染 、 徴 候 、 疾 患 に 関 す
る 臨 床 症 状 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 有 効 な 量 含 ん で い る 。 本 発 明 の 方 法 で 治 療 を 行 な っ
た 結 果 と し て 感 染 、 徴 候 、 疾 患 に 関 す る 1つ 以 上 の 臨 床 症 状 が 統 計 的 に 有 意 な 何 ら か の 改
善 を 示 し た 場 合 は 、 本 発 明 の 範 囲 に お け る そ の よ う な 感 染 、 徴 候 、 疾 患 の 治 療 で あ る と 考
え ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 あ る い は 、 吸 入 ま た は 散 布 に よ る 投 与 を 行 な う た め に は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 乾 燥 粉 末 の
形 態 （ 例 え ば 治 療 薬 と 適 切 な 粉 末 ベ ー ス （ ラ ク ト ー ス ま た は デ ン プ ン ） を 混 合 し た 粉 末 ）
に す る こ と が で き る 。 こ の 粉 末 組 成 物 は 、 例 え ば カ プ セ ル ま た は カ ー ト リ ッ ジ に 入 れ た 単
位 投 与 量 形 態 に す る こ と 、 あ る い は ゼ ラ チ ン 包 装 ま た は ブ リ ス タ ー 包 装 に し て 粉 末 を 吸 入
器 、 散 布 器 、 定 量 吸 入 器 を 用 い て 投 与 す る 形 態 に す る こ と が で き る （ 例 え ば 『 エ ー ロ ゾ ル
と 肺 』 、 Clarke, S.W.と Davia, D.編 、 バ タ ー ワ ー ス ス 社 、 ロ ン ド ン 、 1984年 の 197～ 224
ペ ー ジ に Newinan, S.P.に よ っ て 記 載 さ れ て い る 加 圧 式 定 量 吸 入 器 （ MDI） と 乾 燥 粉 末 吸 入
器 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 エ ー ロ ゾ ル ま た は 吸 入 形 態 と し て 投 与 す る 場 合 に は 、 水 溶 液 と し て
投 与 す る こ と も で き る 。 他 の エ ー ロ ゾ ル 医 薬 製 剤 は 、 例 え ば 治 療 す る 症 状 ま た は 疾 患 に 対
し て 有 効 な 本 発 明 に よ る 治 療 薬 の 1種 類 以 上 を 約 0.1mg/ml～ 約 100mg/ml含 有 す る 生 理 学 的
に 許 容 可 能 な 緩 衝 生 理 食 塩 水 を 含 む こ と が で き る 。 固 体 状 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 を 微
細 化 し た 乾 燥 エ ー ロ ゾ ル 、 あ る い は 液 体 に 溶 け た り 分 散 し た り し な い 細 か く 粉 砕 し た 粒 子
の 形 態 に な っ た 乾 燥 エ ー ロ ゾ ル も 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 役 に 立 つ 。 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 細
か い 粉 末 製 剤 に す る こ と が で き 、 平 均 粒 子 サ イ ズ が 約 1～ 5μ m、 あ る い は 2～ 3μ mの 微 細 化
し た 粒 子 を 含 ん で い る 。 微 細 化 し た 粒 子 は 、 従 来 技 術 に お い て 周 知 の 粉 末 化 法 お よ び ス ク
リ ー ン 濾 過 法 を 利 用 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 微 細 化 し た こ の 粒 子 は 、 粉 末 の 形 態 に す
る こ と が 可 能 で あ り 、 所 定 量 の 粉 末 を 吸 入 す る と い う 投 与 法 が 可 能 で あ る 。 そ れ ぞ れ の 投
与 形 態 に つ い て 1回 ご と の エ ー ロ ゾ ル 投 与 量 に 含 ま れ る 活 性 成 分 の 単 位 量 は 、 そ れ だ け で
特 定 の 感 染 、 徴 候 、 疾 患 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 に な っ て い る 必 要 は な い こ と に 注 意 さ れ
た い 。 と い う の も 、 有 効 な 必 要 量 は 、 複 数 の 単 位 投 与 量 を 投 与 す る こ と に よ っ て 実 現 で き
る か ら で あ る 。 さ ら に 、 有 効 量 は 、 投 与 形 態 に 含 ま れ る 投 与 量 よ り も 少 な い 量 を 個 別 に 投
与 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 何 回 も 投 与 す る こ と に よ っ て 実 現 で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 吸 入 に よ っ て 気 道 の 上 部 （ 鼻 ） ま た は 下 部 に 投 与 す る た め に は 、 本 発 明 の 治 療 薬 を 、 噴
霧 器 、 加 圧 容 器 、 あ る い は エ ー ロ ゾ ル ・ ス プ レ ー を 供 給 す る た め の 適 切 な 他 の 手 段 か ら 適
切 に 供 給 す る 。 加 圧 容 器 は 、 適 切 な 推 進 剤 と し て 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ
ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 、 あ る い は 他 の 適 切 な ガ
ス な ど を 含 む こ と が で き る 。 加 圧 エ ー ロ ゾ ル の 場 合 に は 、 単 位 投 与 量 は 、 所 定 量 を 供 給 す
る バ ル ブ を 設 け る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 噴 霧 器 と し て は 、 ア メ リ カ 合 衆 国
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特 許 第 4,624,251号 、 第 3,703,173号 、 第 3,561,444号 、 第 4,635,627号 に 記 載 さ れ て い る も
の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ る わ け で は な い 。 本 明 細 書 に 記 載 し た タ イ プ の エ ー
ロ ゾ ル 供 給 シ ス テ ム は 、 多 数 の 企 業 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 フ ィ ゾ ン ズ 社 （
ベ ッ ド フ ォ ー ド 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） 、 シ ェ リ ン グ 社 （ ケ ニ ル ワ ー ス 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ
ー 州 ） 、 ア メ リ カ ン ・ フ ァ ー モ シ ー ル 社 （ バ レ ン シ ア 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） な ど が 挙 げ ら
れ る 。 鼻 孔 内 投 与 に 関 し て は 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の ボ ト ル 式 噴 霧 器 ま た は 定 量 吸 入 器 を 通 じ
、 治 療 薬 を 点 鼻 薬 や 液 体 ス プ レ ー と し て 投 与 す る こ と も で き る 。 代 表 的 な 噴 霧 器 は 、 ミ ス
ト メ ー タ ー （ ウ ィ ン ト ロ ッ プ 社 ） と メ デ ィ ハ ラ ー （ ラ イ カ ー 社 ） で あ る 。
　 さ ら に 、 活 性 成 分 は 、 上 記 の 疾 患 に 対 し て で あ れ 、 そ れ 以 外 の 何 ら か の 疾 患 に 対 し て で
あ れ 、 他 の 治 療 薬 （ 例 え ば 痛 み 緩 和 剤 、 抗 炎 症 薬 、 ビ タ ミ ン 、 ミ ネ ラ ル な ど ） と 組 み 合 わ
せ て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 骨 の 疾 患 を 制 御 す る た め の 包 装 さ れ た 医 薬 組 成 物 （ 例 え ば キ ッ ト や そ れ 以 外
の 容 器 に 入 っ た 医 薬 組 成 物 ） に も 関 す る 。 キ ッ ト ま た は 容 器 に は 、 骨 の 疾 患 を 制 御 す る た
め の 医 薬 組 成 物 を 治 療 に 有 効 な 量 と 、 骨 の 疾 患 を 制 御 す る た め の こ の 医 薬 組 成 物 の 使 用 法
が 収 容 さ れ て い る 。 こ の 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も 1種 類 の 治 療 薬 を 、 骨 疾
患 を 制 御 す る の に 有 効 な 量 だ け 含 ん で い る 。
　 本 明 細 書 で 引 用 し た す べ て の 参 考 文 献 は 、 引 用 に よ り そ の 全 体 が こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま
れ て い る も の と す る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の い く つ か の 特 徴 を 例 示 す る も の で あ り 、
本 発 明 の 範 囲 が こ れ ら 実 施 例 に 限 定 さ れ る と 考 え て は な ら な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 実 施 例 で は 以 下 の 材 料 を 使 用 し た 。
　 初 代 ヒ ト 間 葉 細 胞 、 初 代 ヒ ト 骨 芽 細 胞 、 な ら び に 対 応 す る 培 地 を バ イ オ ホ イ ッ タ ッ カ ー
社 （ ウ ォ ー カ ー ズ ヴ ィ ル 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） か ら 購 入 し た 。 マ ウ ス の 間 葉 C3H10T1/2細 胞
を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (ATCC)（ マ ナ サ ス 、 ヴ ァ ー ジ ニ ア 州 ）
（ ATCC寄 託 番 号 CCL-226） か ら 入 手 し た 。 腹 部 の 脂 肪 細 胞 か ら 調 製 し た 全 RNAは 、 バ イ オ チ
ェ ー ン ・ イ ン ス テ ィ チ ュ ー ト 社 （ ヘ イ ウ ォ ー ド 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） か ら 入 手 し た 。 一 般
的 な 組 織 培 養 試 薬 、 cDNA第 １ 鎖 合 成 キ ッ ト 、 白 金 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 イ ン ヴ ィ ト ロ
ジ ェ ン 社 （ ロ ッ ク ヴ ィ ル 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） か ら 購 入 し た 。 ノ ギ ン 、 グ レ ム リ ン 、 コ ー デ
ィ ン 、 twisted gastrulation (Tsg)、 骨 形 成 因 子 2、 4、 6は 、 R&Dシ ス テ ム ズ 社 （ ミ ネ ア ポ
リ ス 、 ミ ネ ソ タ 州 ） か ら 購 入 し た 。 ス ト ラ タ プ レ ッ プ 全 RNAミ ニ プ レ ッ プ ・ キ ッ ト は 、 ス
ト ラ タ ジ ー ン 社 （ サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） か ら 購 入 し た 。 セ フ ァ デ ッ ク ス G-25
包 装 済 み NAP-5カ ラ ム は 、 ア マ ー シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ 社 （ ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ニ
ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） か ら 購 入 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） の 活 性 を 測 定 す る た
め の 試 薬 は 、 ピ ア ス -エ ン ド ジ ェ ン 社 （ ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 イ リ ノ イ 州 ） か ら 入 手 し た 。 プ
ロ ラ ー ゲ ン C ELISAキ ッ ト は 、 キ デ ル 社 （ マ ウ ン テ ン ヴ ュ ー 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） か ら 購
入 し た 。 CellTiterGlo生 存 キ ッ ト は 、 プ ロ メ ガ 社 （ マ デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 ） か ら
入 手 し た 。 均 質 カ ス パ ー ゼ ELISAキ ッ ト 、 細 胞 死 ア ッ セ イ ・ キ ッ ト （ ヒ ス ト ン 関 連 DNAの 断
片 化 ） 、 イ ン サ イ チ ュ 細 胞 死 検 出 キ ッ ト は 、 ロ ッ シ ュ ・ デ ィ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 （ イ ン
デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 イ ン デ ィ ア ナ 州 ） か ら 購 入 し た 。 カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 （ カ ス パ ー ゼ -1、 阻
害 剤 VIと カ ス パ ー ゼ -3、 阻 害 剤 I） は 、 カ ル バ イ オ ケ ム 社 （ サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ
ア 州 ） か ら 入 手 し た 。 他 の す べ て の 試 薬 と 化 学 薬 品 は 、 シ グ マ 社 （ セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー
リ 州 ） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
実 施 例 １ ： SOSTの 発 現 は 、 前 躯 体 細 胞 が 運 命 づ け ら れ て 分 化 す る こ と に よ り 骨 形 成 系 列 に
な る こ と と 関 係 し て い る
　 こ の 実 施 例 で は 、 SOSTの 発 現 が 細 胞 分 化 と 関 連 づ け ら れ 、 前 躯 体 細 胞 が 成 長 し て 骨 芽 細
胞 に な る と き に SOSTの 発 現 が 増 大 す る こ と が 見 い だ さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】

10

20

30

40

50

(39) JP 2005-532998 A 2005.11.4

実 施 例



SOST発 現 ア ッ セ イ
　 ヒ ト 間 葉 （ hMSC） 細 胞 を 標 準 的 な 増 殖 培 地 （ バ イ オ ホ イ ッ タ ッ カ ー 社 の MSCGM） ま た は
骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 （ バ イ オ ホ イ ッ タ ッ カ ー 社 の MSCGM培 地 に 100nMの デ キ サ メ タ ゾ ン 、 50μ
g/mlの ア ス コ ル ビ ン 酸 、 10mMの β -グ リ セ ロ リ ン 酸 を 補 足 し た も の ） の 中 で 培 養 し た 。 培
地 を 1週 間 に 2回 交 換 し た 。 増 殖 開 始 後 、 培 養 物 を 1日 目 、 7日 目 、 21日 目 に 回 収 し て RNAを
単 離 し 、 SOSTを RT-PCRで 分 析 し た 。 SOSTの 発 現 は 、 対 応 す る 培 地 （ Pittenger他 ） の 中 で 2
1日 ～ 28日 間 培 養 し た 間 葉 細 胞 か ら 生 成 さ れ た 脂 肪 細 胞 と 軟 骨 細 胞 で も 測 定 し た 。 ヒ ト 骨
芽 細 胞 の 初 代 培 養 物 も 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 21日 間 に わ た っ て 増 殖 さ せ た 後 に 、 RNAを
単 離 し て RT-PCRを 行 な っ た 。 SOSTの 発 現 は 、 腹 部 の 脂 肪 組 織 と 長 骨 の 軟 骨 端 か ら 単 離 し た
全 RNA調 製 物 に お い て も 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
結 果
　 ヒ ト 由 来 の 間 葉 （ hMSC） 細 胞 が 分 化 し て 骨 芽 細 胞 様 細 胞 に な る の に 必 要 な 細 胞 培 養 条 件
を 開 発 し た 。 間 葉 細 胞 は 骨 髄 に 由 来 す る 多 能 細 胞 の 集 団 で あ り 、 多 数 の 異 な る タ イ プ の 組
織 （ 例 え ば 骨 、 軟 骨 、 脂 肪 、 平 滑 筋 、 腱 、 骨 髄 支 質 、 ニ ュ ー ロ ン ） に 分 化 す る こ と が で き
る （ Owen、 1998年 ） 。
　 図 1Aは 、 一 次 ヒ ト 骨 芽 細 胞 、 未 分 化 hMSC細 胞 、 分 化 し て 骨 芽 細 胞 に な る hMSC細 胞 、 軟 骨
細 胞 、 脂 肪 細 胞 か ら 調 製 し た RNAを RT-PCRで 分 析 し た 結 果 で あ る 。 こ れ ら の 種 類 の 細 胞 に
お け る 特 徴 的 な 表 現 型 マ ー カ ー （ 例 え ば 脂 肪 細 胞 で の PPARγ 2） の 発 現 レ ベ ル を 、 SOSTの
発 現 レ ベ ル と 比 較 し た 。 こ の 図 1Aか ら わ か る よ う に 、 未 分 化 hMSC細 胞 と 脂 肪 細 胞 で は SOST
の 発 現 レ ベ ル は 無 視 で き る ほ ど 低 か っ た 。 他 方 、 石 灰 化 を 起 こ す こ と の で き る タ イ プ の 細
胞 の う ち で 骨 芽 細 胞 の 表 現 型 に 関 係 す る マ ー カ ー （ 例 え ば I型 コ ラ ー ゲ ン 、 X型 コ ラ ー ゲ ン
、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 （ PTHr） ） を 発 現 す る 細 胞 は 、 SOSTを 発 現 し た 。 そ の よ う な 細
胞 と し て は 、 初 代 ヒ ト 骨 芽 細 胞 、 分 化 し て 骨 芽 細 胞 に な る hMSC細 胞 、 肥 大 性 軟 骨 細 胞 の 培
養 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 骨 芽 細 胞 様 細 胞 に 分 化 し た hMSC細 胞 に お け る SOSTの 発 現 を 、 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 21
日 間 に わ た っ て 増 殖 さ せ た hMSC細 胞 を 観 察 す る こ と に よ り 、 骨 芽 細 胞 の 分 化 段 階 と 関 連 づ
け た 。 hMSC細 胞 は 骨 芽 細 胞 に 分 化 し た 。 そ の こ と は 、 ALPと コ ラ ー ゲ ン の 組 織 化 学 的 染 色
が 増 大 し た こ と （ 図 1B、 そ れ ぞ れ 右 側 に あ る 、 染 色 が 濃 く な っ た 21日 目 の 写 真 ） と ミ ネ ラ
ル の 堆 積 （ 7日 目 に は 無 視 で き る 程 度 で あ っ た の に 対 し 、 28日 目 に は 、 タ ン パ ク 質 1mgに つ
き カ ル シ ウ ム が 437± 60μ gに な っ た ） に よ っ て わ か る 。 未 分 化 の hMSC細 胞 は 、 SOSTの mRNA
を 無 視 で き る 程 度 に し か 発 現 せ ず 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） の 活 性 、 コ ラ ー ゲ ン
、 ミ ネ ラ ル の 堆 積 と 相 関 す る mRNAの レ ベ ル も 無 視 で き る ほ ど 低 か っ た （ 図 1B、 左 側 の 2つ
の 図 ） 。 他 方 、 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た 細 胞 で は 、 ALP、 コ ラ ー ゲ ン 、 SOSTの
発 現 が 時 間 経 過 と と も に 増 大 し た 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 が 運 命 づ け ら れ て い る 細 胞 で SOSTの 発 現 が 増 大 す る
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
実 施 例 ２ ： ヒ ト の 骨 細 胞 に お け る 成 長 因 子 と ホ ル モ ン に よ る SOSTの 発 現 調 節
　 こ の 実 施 例 で は 、 hMSC細 胞 ま た は 初 代 ヒ ト 骨 芽 細 胞 に お い て 成 長 因 子 と ホ ル モ ン が SOST
の 発 現 に 及 ぼ す 効 果 を RT-PCRを 利 用 し て 観 察 し た 。 SOSTの 発 現 を 測 定 す る 前 に 、 こ れ ら の
細 胞 を 72時 間 に わ た っ て BMP-2、 BMP-4、 BMP-6、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 -1（ IGF-1） 、 副 甲
状 腺 ホ ル モ ン （ PTH） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 -β （ TGF-β ） 、 デ キ サ メ タ ゾ ン （
DEX） 、 レ チ ノ イ ン 酸 （ RA） 、 1,25-ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D 3 （ vit D） で 処 理 し た 。 未 熟
な 骨 芽 細 胞 は 、 分 化 し て 石 灰 化 が 可 能 に な る に つ れ 、 骨 芽 細 胞 の 表 現 型 に 関 係 す る マ ー カ
ー （ I型 コ ラ ー ゲ ン 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 （ PTHr） ） を 発 現 す る 。 成 長 因 子 と ホ ル モ
ン の 影 響 を 分 化 段 階 な ら び に SOSTの 発 現 レ ベ ル と 関 係 づ け ら れ る よ う に す る た め 、 分 化 が
起 こ っ た か ど う か を 確 認 す る た め に こ れ ら の マ ー カ ー を 用 い た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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方 法
　 2％ FCSを 含 む 標 準 的 な 増 殖 培 地 の 中 に 、 ヒ ト 間 葉 細 胞 と 初 代 ヒ ト 骨 芽 細 胞 を 10,000細 胞
/cm 2 の 密 度 に な る よ う に 入 れ た 。 翌 日 、 テ ス ト 試 薬 （ 10 - 7 Mの デ キ サ メ タ ゾ ン 、 10 - 6 Mの レ
チ ノ イ ン 酸 、 10ng/mlの TGF-β 1、 PTH（ 10 - 8 M） 、 10ま た は 50ng/mlの IGF-1、 10 - 7 Mの 1,25-
ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D 3 、 50～ 300ng/mlの 骨 形 成 因 子 2、 4、 6） を 単 独 で 、 あ る い は 組 み
合 わ せ と し て 添 加 し た 。 培 養 を 24～ 120時 間 継 続 し た 後 、 細 胞 を 回 収 し て RNAを 単 離 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
結 果
　 図 2～ 図 6に こ れ ら の 実 験 結 果 が 示 し て あ る 。 図 2か ら わ か る よ う に 、 未 処 理 hMSC細 胞 （
“ ビ ヒ ク ル ” ） は I型 コ ラ ー ゲ ン を 強 く 発 現 し た の に 対 し 、 PTHrと SOST（ ビ ヒ ク ル と 対 照
、 21日 目 ） の レ ベ ル は 無 視 で き る 程 度 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 未 処 理 hMSC細 胞 は 骨 芽
細 胞 系 に な る 初 期 段 階 に あ る が 、 骨 芽 細 胞 の 形 成 が 運 命 づ け ら れ て い る こ と を 示 し て い る
。 こ れ ら 細 胞 を デ キ サ メ タ ゾ ン 、 骨 形 成 因 子 、 IGF-1（ 50ng/mlの 濃 度 ） 、 骨 芽 細 胞 誘 導 培
地 で の 長 期 培 養 物 （ 21日 間 誘 導 ） の い ず れ か で 処 理 す る と 、 分 化 の 段 階 が 進 み 、 PTHrの 発
現 が 誘 導 さ れ た 。
　 BMP-4、 BMP-6、 IGF-1を 含 む い く つ か の 因 子 も SOSTの 発 現 を 増 大 さ せ た 。 興 味 深 い こ と
に 、 ビ タ ミ ン D、 PTH、 TGF-β 、 デ キ サ メ タ ゾ ン と い っ た 因 子 は そ れ 自 体 で は SOSTの 発 現 に
影 響 を 与 え な か っ た 。 骨 形 成 因 子 は 、 分 化 し て い る hMSC細 胞 と ヒ ト 骨 芽 細 胞 の 初 代 培 養 物
に お い て SOSTの 発 現 を 増 大 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 図 3に は 、 hMSC細 胞 と 初 代 ヒ ト 骨 芽 細 胞 に お い て BMPに よ っ て 誘 導 さ れ た SOST発 現 の 時 間
変 化 が 示 し て あ る 。 こ の 図 か ら わ か る よ う に 、 SOSTの 最 大 発 現 レ ベ ル は 、 処 理 開 始 か ら 72
～ 120時 間 の と き に 達 成 さ れ た （ 図 3） 。
　 タ ン パ ク 質 、 ノ ギ ン と グ レ ム リ ン は 、 骨 形 成 因 子 と 結 合 し て 骨 形 成 因 子 を 不 活 化 す る こ
と に よ り 、 BMPの ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る と 考 え ら れ て い る （ Yamaguchi他 、 2000年
） 。 骨 形 成 因 子 は 、 培 養 物 中 の 骨 芽 細 胞 の 中 に あ る ノ ギ ン と グ レ ム リ ン の 発 現 を 調 節 す る
と も 考 え ら れ て い る 。 Gazzero他 、 1998年 ； Pereira他 、 2000年 ； Nifujiと Noda、 1999年 を
参 照 の こ と 。 骨 形 成 因 子 が SOSTの 発 現 に 及 ぼ す 効 果 を 、 骨 形 成 因 子 が ノ ギ ン と グ レ ム リ ン
の 発 現 に 及 ぼ す 効 果 と 比 較 し た 。
　 図 4は 、 未 分 化 の hMSC細 胞 で は SOSTと ノ ギ ン の 基 底 レ ベ ル は 無 視 で き る 程 度 で あ っ た が
、 BMP-2、 4、 6に よ っ て SOSTと ノ ギ ン の 発 現 が 上 方 調 節 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 他 方 、
グ レ ム リ ン は 未 分 化 の hMSC細 胞 で 構 成 的 に 発 現 し 、 そ の 発 現 は 、 骨 形 成 因 子 に よ っ て ほ ん
の わ ず か し か 増 大 し な か っ た 。
　 レ チ ノ イ ド な ど の ス テ ロ イ ド は 、 間 葉 細 胞 と 骨 芽 細 胞 の 分 化 を 調 節 す る こ と が わ か っ て
い る （ Gazit他 、 1999年 ； Weston他 、 2000年 ） 。 ス テ ロ イ ド に 対 す る 細 胞 応 答 は 、 ス テ ロ
イ ド ・ ホ ル モ ン と TGF-β シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 相 互 作 用 を 通 じ て 変 化 す る （ Yanagi他 、 1999
年 ） 。
　 ス テ ロ イ ド お よ び ／ ま た は TGF-β シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が BMPを 媒 介 と し た SOSTの 発 現 調 節
に 影 響 を 与 え て い る か ど う か を 調 べ る た め 、 hMSC細 胞 と 骨 芽 細 胞 を 、 ビ タ ミ ン D、 レ チ ノ
イ ン 酸 、 ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン だ け と と も に 、 あ る い は そ れ に BMP-4を 組 み 合 わ せ て 72時
間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 SOSTの 発 現 を RT-PCRで 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 図 5に 示 し た よ う に 、 ス テ ロ イ ド （ ビ タ ミ ン D、 レ チ ノ イ ン 酸 、 お よ び デ キ サ メ タ ゾ ン ）
だ け だ と 、 hMSC細 胞 に お け る SOSTの 基 底 発 現 に 影 響 を 与 え る こ と は な か っ た 。 し か し BMP-
4は 、 SOSTの 発 現 を 増 大 さ せ た （ 図 5） 。 興 味 深 い こ と に 、 レ チ ノ イ ン 酸 と ビ タ ミ ン Dは 、 B
MP-4と 組 み 合 わ せ て 添 加 し た と き に SOSTの レ ベ ル を 増 大 さ せ 、 し か も 検 出 さ れ た レ ベ ル は
、 単 独 の BMP-4で 処 理 し た 細 胞 に お け る レ ベ ル よ り も 高 く な っ た 。
　 こ れ と は 対 照 的 に 、 デ キ サ メ タ ゾ ン を BMP-4と と も に 添 加 し た と き に は 、 SOSTの 発 現 レ
ベ ル が 低 下 し た 。 し た が っ て デ キ サ メ タ ゾ ン は 、 BMPが SOSTの 発 現 に 及 ぼ す 増 大 効 果 を 明
ら か に 阻 害 し た （ 図 5） 。
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　 BMP-4は 、 グ レ ム リ ン と ノ ギ ン の 発 現 も 増 大 さ せ た （ 図 6） 。 し か し ス テ ロ イ ド は 、 BMP-
4に よ っ て 誘 導 さ れ た SOSTの 発 現 と は わ ず か に 異 な っ た 形 で 、 BMP-4に よ っ て 誘 導 さ れ た グ
レ ム リ ン と ノ ギ ン の 発 現 に 影 響 を 与 え た （ 図 6） 。 SOSTと 同 様 、 グ レ ム リ ン の 発 現 は 、 レ
チ ノ イ ン 酸 ま た は ビ タ ミ ン Dだ け で 処 理 し た 細 胞 に お い て は 変 化 し な か っ た 。 SOSTと は 異
な り 、 細 胞 を デ キ サ メ タ ゾ ン だ け で 処 理 し た 場 合 に は グ レ ム リ ン の 基 底 レ ベ ル が 低 下 し た
。 し か し レ チ ノ イ ン 酸 と デ キ サ メ タ ゾ ン を BMP-4と と も に 添 加 し た と き に は 、 BMP-4が グ レ
ム リ ン の 発 現 に 及 ぼ す 増 大 効 果 が 低 下 し た 。 ビ タ ミ ン Dは 、 BMP-4が グ レ ム リ ン の 発 現 に 及
ぼ す 効 果 を 変 化 さ せ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ れ と は 対 照 的 に 、 BMP-4、 レ チ ノ イ ン 酸 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ビ タ ミ ン Dは す べ て 、 hMSC
細 胞 に お け る ノ ギ ン の レ ベ ル を 増 大 さ せ る よ う に 見 え た 。 BMP-4が 最 も 大 き な 効 果 を 示 し
た 。 BMP-4が ノ ギ ン に 及 ぼ す 増 大 効 果 が ス テ ロ イ ド に よ っ て 大 き く 変 化 す る こ と は な か っ
た 。
　 し た が っ て ス テ ロ イ ド と BMP-4が グ レ ム リ ン と ノ ギ ン に 及 ぼ す 効 果 は 、 SOSTに 対 す る 効
果 と は 顕 著 に 異 な る （ 図 6） 。 BMP-4は 、 SOSTの 発 現 レ ベ ル を 顕 著 に 増 大 さ せ た 。 こ の 効 果
は 、 ビ タ ミ ン Dま た は レ チ ノ イ ン 酸 の 存 在 に よ っ て 大 き く な っ た が 、 デ キ サ メ タ ゾ ン の 存
在 に よ っ て は 大 き く な ら な か っ た 。 実 際 、 デ キ サ メ タ ゾ ン は SOSTの 発 現 を 顕 著 に 抑 制 し た
。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 ３ ： SOSTの 発 現 に 影 響 を 与 え る 化 合 物
　 前 の 実 施 例 は 、 SOSTの 発 現 が 骨 形 成 因 子 に よ っ て 増 大 し 、 デ キ サ メ タ ゾ ン な ど の ス テ ロ
イ ド に よ っ て 変 化 し た こ と を 示 し て い る 。 こ れ か ら 示 す 実 施 例 で は 、 ヒ ト MSC細 胞 を さ ま
ざ ま な テ ス ト 薬 剤 の 存 在 下 で 骨 形 成 因 子 と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 他 の ス テ ロ イ ド
や 化 合 物 が 、 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ る SOSTに 影 響 を 与 え る こ と が で き る か ど う か を 調 べ た
。 SOSTの 発 現 は 、 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） で 調 べ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
材 料 と 方 法
　 ヒ ト 間 葉 細 胞 （ hMSC） を 、 2％ FCSを 含 む 標 準 的 な 増 殖 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 BMP-6の み
を 用 い て 、 あ る い は BMP-6と テ ス ト 化 合 物 の 組 み 合 わ せ を 用 い て 処 理 し た 。 細 胞 を 72時 間
後 に 回 収 し 、 RNAを 調 製 し て SOSTの 発 現 を RT-PCRで 分 析 し た 。

結 果
　 テ ス ト し た 化 合 物 お よ び そ の 化 合 物 で 得 ら れ た 結 果 を 表 1に ま と め て あ る 。
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【 ０ １ ３ ０ 】
　 　 表 １
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
　 図 7と 図 8は 、 hMSC細 胞 に お い て BMP-6を 媒 介 と し た SOSTの 発 現 誘 導 を 阻 止 し た い く つ か
の 化 合 物 に 関 し て 得 ら れ た 結 果 を 示 し て い る 。 デ キ サ メ タ ゾ ン と 似 た グ ル コ コ ル チ コ イ ド
類 似 体 で あ る ト リ ア ム シ ノ ロ ン （ Triam） は 、 BMP-6が SOSTに 及 ぼ す 増 大 効 果 を 阻 止 し た （
図 7） 。 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 の 治 療 に 用 い ら れ る 胆 汁 酸 で あ る ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ U
rso） も 、 BMP-6に よ る SOSTの 誘 導 を 投 与 量 に 依 存 し た 形 で 阻 止 し た （ 図 7） 。 特 に 3× 10 - 6

Mの 濃 度 の ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ Urso-2） は 、 BMP-6に よ る SOST発 現 の 誘 導 を 完 全 に 阻
止 し た （ 図 7） 。
　 図 8は 、 フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド （ Fluo） と プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2（ PGE2） を 用 い て h
MSC細 胞 を 処 理 し た 結 果 を 示 し て い る 。 ど ち ら の 化 合 物 も BMP-6に よ る SOSTの 誘 導 を 効 果 的
に 阻 止 し た が 、 他 の 化 合 物 （ タ ウ ロ ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 ICI 182,780、 エ ス ト ロ ゲ
ン 、 ロ バ ス タ チ ン ） は 最 小 限 の 効 果 し か も た ら さ な か っ た 。
　 BMP-6に よ る SOSTの 誘 導 を 効 果 的 に 阻 止 し た 5つ の 化 合 物 の 構 造 を 図 9に 示 し て あ る 。
　 こ の 結 果 は 、 異 な っ た 3つ の タ イ プ の グ ル コ コ ル チ コ イ ド 類 似 体 が BMPに よ る SOST発 現 の
誘 導 を 阻 止 で き る こ と を 示 し て い る 。 SOSTの 発 現 を 阻 止 し た 他 の 化 合 物 と し て は 、 胆 汁 塩
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（ 例 え ば ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ） と プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン が あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 ４ ： 外 部 か ら 添 加 し た ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 芽 細 胞 の 機 能 の 発 現 を 調 節 す る
　 SOSTに ヘ テ ロ 接 合 突 然 変 異 ま た は ホ モ 接 合 突 然 変 異 を 持 つ 人 は 、 骨 が よ り 密 で よ り 重 い
こ と を 特 徴 と す る 骨 格 表 現 型 を 有 す る （ Beighton他 、 1976年 ） 。 こ の 実 施 例 で は 、 ス ク レ
ロ ス チ ン の 遺 伝 子 産 物 を in vtroで 骨 芽 細 胞 培 養 物 に 添 加 し た 。 骨 芽 細 胞 の 表 現 型 マ ー カ
ー を 用 い 、 ど の 分 化 段 階 で ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 芽 細 胞 の 機 能 に 影 響 を 与 え る か を 調 べ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 が ヒ ト 間 葉 細 胞 に 及 ぼ す 効 果 の 測 定
　 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 を 含 む 96ウ エ ル の 培 養 皿 に hMSC細 胞 を 10,000細 胞 /cm 2 の 密 度 と な る よ
う に 入 れ た 。 NAP-5カ ラ ム を 用 い 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 発 現 さ せ た ス ク レ ロ ス チ ン の 部 分
精 製 調 製 物 を 減 菌 PBSの 中 で 調 製 し た 後 、 使 用 し た 。 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン （ 0～ 30μ g/ml
） ま た は 同 じ 量 の Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 （ 対 照 ） を 増 殖 開 始 後 の さ ま ざ ま な 時 期 （ 1日
目 、 8日 目 、 15日 目 、 21日 目 ） に hMSC細 胞 培 養 物 に 添 加 し た 。 ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 芽 細 胞
の 分 化 に 及 ぼ す 効 果 を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 （ ALP、 0.5％ の NP-40と 10mMの p-
ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 塩 を 含 む DEAA緩 衝 液 （ ピ ア ス 社 ） を 用 い て 細 胞 層 で 測 定 ） 、 I型 コ
ラ ー ゲ ン の 合 成 （ プ ロ ラ ー ゲ ン C ELISA） 、 石 灰 化 に よ る カ ル シ ウ ム の 堆 積 （ 細 胞 層 の 酸
ラ イ セ ー ト に 関 す る 比 色 ア ッ セ イ 、 シ グ マ 社 ） を 測 定 す る こ と に よ っ て 調 べ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 が マ ウ ス 間 葉 C3H10Y1/2細 胞 に 及 ぼ す 効 果 の 測 定
　 C3H10T1/2細 胞 （ ATCC寄 託 番 号 CCL-226） を ウ エ ル 1つ に つ き 細 胞 が 25,000個 に な る 密 度
に し て 96ウ エ ル の 培 養 皿 に 入 れ 、 完 全 増 殖 培 地 （ 10％ FCS、 1％ ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ
イ シ ン 、 0.1mMの 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 0.1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 55μ Mの β -メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル 、 20mMの HEPES、 pH7.3を 補 足 し た 高 フ ル コ ー ス 、 高 グ ル タ ミ ン の DMEM） の 中 で
増 殖 さ せ た 。 C3H10T1/2細 胞 を 短 時 間 （ 72時 間 ） の ア ッ セ イ で 使 用 し 、 BMPに よ っ て 誘 導 さ
れ た ALPの 活 性 に ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 が 及 ぼ す 効 果 を 調 べ た 。 NAP-5カ ラ ム
を 用 い 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 発 現 さ せ た ス ク レ ロ ス チ ン の 部 分 精 製 調 製 物 を 減 菌 PBSの 中
で 調 製 し た 後 、 使 用 し た 。 ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 （ 0～ 50μ g/ml） ま た は 同 じ 量 の S
f9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 （ 対 照 ） を 500ng/mlの BMP-6と と も に 1時 間 に わ た っ て 予 備 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 細 胞 に 添 加 し た 。 比 較 の た め 、 抗 BMP-6抗 体 と ノ ギ ン を 用 い て 同 様
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 な っ た 。 細 胞 を 72時 間 後 に 回 収 し 、 ALPの 活 性 を 測 定 し た 。
　 ス ク レ ロ ス チ ン が も た ら す 効 果 の 特 異 性 を 調 べ る た め 、 FLAGタ グ 付 き で 合 成 し た ヒ ト の
ス ク レ ロ ス チ ン を 、 ア ガ ロ ー ス ・ ビ ー ズ に 結 合 さ せ た 抗 FLAG抗 体 と と も に 4℃ に て 2時 間 に
わ た っ て 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 に こ の 混 合 物 を 4℃ に て 10,000xgで 15分 間 に わ
た っ て 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 上 記 ア ッ セ イ に お け る “ ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 ” と し て
扱 っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
結 果
　 図 10は 、 分 化 し て い る hMSC細 胞 に お い て ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン と マ ウ ス の ノ ギ ン が ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） の 活 性 に 及 ぼ す 効 果 を 比 較 し た 図 で あ る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ の 活 性 は 、 骨 芽 細 胞 の 表 現 型 マ ー カ ー の 1つ で あ る 。 処 理 を 開 始 し て か ら 7日 後 、 1
μ g/mlの ノ ギ ン は ALPの 活 性 に 影 響 を 与 え な か っ た の に 対 し 、 5μ g/mlの ノ ギ ン は ALPの 活
性 を 顕 著 に 増 大 さ せ た （ ビ ヒ ク ル で 処 理 し た 細 胞 と の 比 較 、 p<0.001） 。
　 こ れ と は 対 照 的 に 、 同 じ 条 件 下 に お い て 、 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 は
、 1μ g/mlと 5μ g/mlの ど ち ら を 投 与 し た 場 合 で も ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 確 実 に
低 下 さ せ た （ 図 10） 。
　 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 ヒ ト 骨 芽 細 胞 の 初 代 培 養 物 に お け る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性
も 低 下 さ せ た （ 図 11） 。 標 準 的 な 増 殖 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た 骨 芽 細 胞 は 、 ALPの 基 底 発 現
レ ベ ル が 低 か っ た （ 図 11、 右 端 ） 。 こ の レ ベ ル は 、 細 胞 を 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た と き
に 顕 著 に 増 大 し た （ 中 央 部 の 写 真 、 濃 い 染 色 ） 。 同 様 の 細 胞 を ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン で 処

10

20

30

40

50

(44) JP 2005-532998 A 2005.11.4



理 す る と 、 発 現 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 量 が 顕 著 に 減 少 し た 。 そ の こ と は 、 染 色 が
薄 く な っ た こ と か ら わ か る （ 図 11、 ス ク レ ロ ス チ ン ＋ 誘 導 培 地 ） 。
　 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 hMSC細 胞 に お い て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 と 石 灰 化 を 投 与 量
に 依 存 し た 形 で 低 下 さ せ た （ 図 12） 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 と （ カ ル シ ウ ム ・ ア
ッ セ イ で 測 定 さ れ る ） ミ ネ ラ ル の 堆 積 は 、 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 の 濃
度 を 大 き く し な が ら 処 理 し た 細 胞 で 顕 著 に 低 下 し た が 、 対 照 （ Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地
か ら 調 製 し た タ ン パ ク 質 ） で は そ う な ら な か っ た （ 図 12） 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活
性 と ミ ネ ラ ル の 堆 積 は 、 約 10～ 15μ g/mlの ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 し た 細 胞 に お い て 約 50％
低 下 し た （ 対 照 と の 比 較 、 p<0.0001） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 し た 細 胞 で は 、 I型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 も 投 与 量 に 依 存 し た 形 で 低
下 し た 。 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 は 、 濃 度 10μ g/mlの も の を 用 い て 処 理
し た 細 胞 に お い て I型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 を 約 50％ 低 下 さ せ た （ 対 照 と の 比 較 、 p<0.0001、
図 13） 。
　 分 化 し て い る hMSC細 胞 培 養 物 の 中 で ス ク レ ロ ス チ ン ・ タ ン パ ク 質 が 骨 芽 細 胞 マ ー カ ー の
発 現 に 及 ぼ す 効 果 を 明 ら か に す る た め 、 処 理 を 開 始 し て か ら 40時 間 後 に RNAを 単 離 し 、 RT-
PCRで 分 析 し た （ 図 14） 。 図 14か ら わ か る よ う に 、 脂 肪 細 胞 に 関 す る RNAレ ベ ル の マ ー カ ー
（ PPARγ 2） ま た は 未 分 化 の 間 葉 細 胞 に 関 す る RNAレ ベ ル の マ ー カ ー （ エ ン ド グ リ ン ） は 、
部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 で 処 理 し た こ と の 影 響 を 受 け な か っ た 。 他 方 、
骨 芽 細 胞 表 現 型 マ ー カ ー （ 例 え ば PTHr、 I型 コ ラ ー ゲ ン 、 BMP-2、 BMP-6） の RNAレ ベ ル は 、
部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 で 処 理 し た 細 胞 に お い て 、 Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン
ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 （ 対 照 ） で 処 理 し た 細 胞 と 比 較 し て 顕 著 に 低 下 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 BMPは 、 骨 芽 細 胞 の 活 性 を 調 節 す る 。 骨 芽 前 躯 体 細 胞 ま た は 前 骨 芽 細 胞 を BMPで 処 理 す る
と 、 ALPな ど の マ ー カ ー の 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が で き る （ Gazzero他 、 1998年 ； Nifujiと
Noda、 1999年 ） 。 hMSC細 胞 培 養 物 に お い て 、 BMP-6は ALPの 活 性 を 約 2倍 に 増 大 さ せ た （ 図 1
5） 。 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ た こ の ALPの 活 性 を 投 与 量 に 依 存 し た 形 で
低 下 さ せ た （ ANOVA、 p<0.0001） 。 BMP-6＋ 30μ g/mlの ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 し た 細 胞 に お
け る ALPの レ ベ ル は 、 BMP-6で 処 理 し た 細 胞 ま た は ビ ヒ ク ル で 処 理 し た 細 胞 に お け る ALPの
レ ベ ル よ り も 顕 著 に 低 か っ た （ p<0.0001） 。 実 際 、 ス ク レ ロ ス チ ン は ALPの 基 底 レ ベ ル も
投 与 量 に 依 存 し た 形 で 顕 著 に 低 下 さ せ た （ ANOVA、 p<0.0001） 。
　 図 16に は 、 hMSC細 胞 培 養 物 に お い て BMP-6の 濃 度 を 大 き く し て い っ た と き 、 ス ク レ ロ ス
チ ン が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 に 及 ぼ す 抑 制 効 果 を 部 分 的 に 逆 転 さ せ た こ と が 示 し
て あ る 。
　 こ れ ら の 知 見 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン が BMPと 相 互 作 用 し て 骨 芽 細 胞 の 機 能 を 調 節 し て い る
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 マ ウ ス の 間 葉 C3H10Y1/2細 胞 で は 、 ALPの 活 性 が BMP-6に よ っ て 投 与 量 に 依 存 し た 形 で 増
大 し た （ 図 17） 。 こ の 細 胞 の 中 で BMP-6が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 に 及 ぼ す 増 大 効
果 は 、 マ ウ ス の ノ ギ ン 、 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 、 お よ び BMP-6に 対 す
る 中 和 抗 体 に よ っ て 抑 制 さ れ た 。 図 17に は 、 BMP-6に よ っ て 誘 導 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ の 活 性 を マ ウ ス の ノ ギ ン が 低 下 さ せ た こ と 、 お よ び IC50が 0.3μ g/mlで あ っ た こ と
が 示 し て あ る 。 こ れ は ア ベ ら （ 2000年 ） の 発 見 と 矛 盾 す る 。 抗 BMP-6抗 体 は 、 BMP-6に よ っ
て 誘 導 さ れ る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 50％ 低 下 さ せ 、 IC50は 0.49μ g/mlで あ っ た
。 さ ら に 、 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 は 、 BMP-6に よ っ て 誘 導 さ れ る ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 投 与 量 に 依 存 し た 形 で 効 果 的 に 低 下 さ せ 、 IC50は 10μ g/mlで
あ っ た （ 図 17） 。
　 ス ク レ ロ ス チ ン の 応 答 の 特 異 性 を 確 認 す る た め 、 FLAGタ グ が ス ク レ ロ ス チ ン の コ ー ド 領
域 に 融 合 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 し た 。 マ ウ ス の 間 葉 C3H10Y1/2
細 胞 に 添 加 す る 前 に 、 抗 FLAG M2抗 体 ／ ア ガ ロ ー ス 複 合 体 を 用 い て ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン -
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フ ラ グ 調 製 物 の 免 疫 を 欠 損 さ せ た 。 図 17か ら わ か る よ う に 、 ス ク レ ロ ス チ ン -FLAG調 製 物
を 抗 FLAG抗 体 ／ ア ガ ロ ー ス ・ ビ ー ズ 複 合 体 と と も に 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る と 、 C3H1
0T1/2細 胞 に お け る BMP-6の 拮 抗 作 用 が 完 全 に 消 失 し た 。 こ れ ら の デ ー タ か ら わ か る の は 、
BMP-6に よ っ て 誘 導 さ れ る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 が 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン
を 添 加 し た と き に 低 下 す る こ と が 観 察 さ れ た の は 、 ス ク レ ロ ス チ ン の た め に 特 異 的 に 起 こ
っ た の で あ り 、 同 時 精 製 さ れ た 同 定 さ れ て い な い 何 ら か の 物 質 に よ る の で は な い と い う こ
と で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 ５ ： ス ク レ ロ ス チ ン が ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 カ ス パ ー ゼ と し て 知 ら れ る 一 連 の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ が 活 性 化
す る こ と に よ っ て 起 こ る （ Thornberryと Lazebnik、 1998年 ） 。 カ ス パ ー ゼ は 、 ア ポ ト ー シ
ス を 促 進 す る Baxな ど の タ ン パ ク 質 と 、 保 護 特 性 を 示 す タ ン パ ク 質 （ 例 え ば I-TRAFや サ ー
ビ ビ ン ） を 活 性 化 す る 。 ア ポ ト ー シ ス ・ カ ス ケ ー ド の 開 始 は 、 細 胞 表 面 死 受 容 体 （ 例 え ば
FAS） の リ ク ル ー ト 、 細 胞 表 面 死 受 容 体 へ の リ ガ ン ド の 結 合 を 含 む 多 数 の 異 な る メ カ ニ ズ
ム に よ っ て 起 こ り 得 る （ Vaughan他 、 2002年 ； Budd、 2002年 ） 。 こ の 実 施 例 で は 、 hMSC細
胞 を ス ク レ ロ ス チ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 カ ス パ ー ゼ と そ れ 以 外 の ア ポ ト ー シ
ス 促 進 因 子 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 、 ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 芽 細 胞 の 生 存 に お い て 果
た す 役 割 を 調 べ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
細 胞 生 存 ア ッ セ イ 及 び ア ポ ト ー シ ス ・ ア ッ セ イ
　 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 （ バ イ オ ホ イ ッ タ ッ カ ー 社 の MSCGM培 地 に 100nMの デ キ サ メ タ ゾ ン 、 50
μ g/mlの ア ス コ ル ビ ン 酸 、 10mMの β -グ リ セ ロ リ ン 酸 を 補 足 し た も の ） を 含 む 96ウ エ ル の
皿 に ヒ ト の 間 葉 （ hMSC） 細 胞 を 10,000細 胞 /cm 2 の 密 度 と な る よ う に 入 れ た 。
　 細 胞 生 存 ア ッ セ イ を 行 な う た め 、 細 胞 を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 発 現 さ せ て 部 分 精 製 し た ヒ
ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 （ 0～ 20μ g/ml） ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た
同 じ 量 の タ ン パ ク 質 調 製 物 （ 対 照 ） で 1週 間 に わ た っ て 処 理 し た 。 そ れ ぞ れ の 培 地 を 交 換
す る こ と に よ っ て ス ク レ ロ ス チ ン と 対 照 を 新 鮮 な 状 態 に し た 。 次 に 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 プ ロ
メ ガ 社 の CellTiterGloル ミ ネ セ ン ス 生 存 ア ッ セ イ を 利 用 し て 処 理 し た 。
　 ア ポ ト ー シ ス ・ ア ッ セ イ を 行 な う た め 、 細 胞 を ス ク レ ロ ス チ ン 、 ま た は 市 販 さ れ て い る
BMPの ア ン タ ゴ ニ ス ト 調 製 物 （ ノ ギ ン 、 コ ー デ ィ ン 、 グ レ ム リ ン 、 twisted gastrulation
（ Tsg） ） で 24時 間 に わ た っ て 処 理 し た 後 、 カ ス パ ー ゼ の 活 性 を 調 べ た 。 い く つ か の 実 験
で は 、 細 胞 を 、 カ ル バ イ オ ケ ム 社 の カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で 、 バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス で 発 現 さ せ て 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 （ 0～ 30μ g/ml） ま た は S
f9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た 同 じ 量 の タ ン パ ク 質 調 製 物 （ 対 照 ） で 複 数 回 処 理 し
た 。 細 胞 を 回 収 し 、 処 理 し 、 均 質 カ ス パ ー ゼ ELISA（ ロ ッ シ ュ 社 ） ま た は 細 胞 死 ア ッ セ イ
（ ヒ ス ト ン 関 連 DNAの 断 片 化 、 ロ ッ シ ュ 社 ） を 利 用 し て ア ポ ト ー シ ス ・ ア ッ セ イ を 行 な っ
た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 TUNEL染 色 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 測 定 す る た め 、 細 胞 を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 発 現 さ せ
て 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 （ 20μ g/ml） ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培
地 か ら 精 製 し た 同 じ 量 の タ ン パ ク 質 調 製 物 （ 対 照 ） で 24時 間 に わ た っ て 処 理 し た 。 細 胞 を
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 ロ ッ シ ュ 社 の in situ細 胞 死 検 出 キ ッ ト を 用 い て 処 理 し
た 。
　 別 の 研 究 で は 、 hMSC細 胞 を ビ ヒ ク ル ま た は ス ク レ ロ ス チ ン で 6時 間 ま た は 48時 間 に わ た
っ て 処 理 し た 。 細 胞 を 回 収 し 、 RNAを 調 製 し 、 市 販 さ れ て い る ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 ア レ イ
（ ス ー パ ー ア レ イ 社 、 ベ セ ス ダ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） の 分 析 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
結 果
　 図 20は 、 hMSC細 胞 を 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 で 7日 間 処 理 し た 効 果 を
示 し て い る 。 細 胞 を 溶 解 し 、 プ ロ メ ガ 社 の CellTiterGlo生 存 ア ッ セ イ を 利 用 し て 処 理 し た
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。 こ の 時 点 で こ の 細 胞 は 、 骨 芽 細 胞 前 躯 体 ／ 前 骨 芽 細 胞 と な る こ と が 運 命 づ け ら れ て い る
。 こ の 細 胞 は 、 I型 コ ラ ー ゲ ン を 高 レ ベ ル で 発 現 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 低 レ ベ ル
で 発 現 す る 。 処 理 す る ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン の 濃 度 を 大 き く し て い く と 、 培 養 物 の 中 に 残
っ て い る hMSC細 胞 の 数 が 、 対 照 （ Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 ） で
処 理 し た 細 胞 と 比 べ て 顕 著 に 減 少 し た 。
　 ス ク レ ロ ス チ ン で hMSC細 胞 を 処 理 す る と 、 カ ス パ ー ゼ の 活 性 が 顕 著 に 増 大 し た （ 図 21）
。 ス ク レ ロ ス チ ン の 不 活 化 調 製 物 （ 他 の 生 物 学 的 ア ッ セ イ や 生 化 学 的 ア ッ セ イ に お い て 効
果 が な い こ と か ら わ か る ） は 、 カ ス パ ー ゼ の 活 性 に 顕 著 な 効 果 を 与 え る こ と は な か っ た 。
市 販 さ れ て い る BMPの ア ン タ ゴ ニ ス ト （ ノ ギ ン 、 コ ー デ ィ ン 、 グ レ ム リ ン 、 Tsg） を 同 じ 条
件 下 で hMSC細 胞 に 添 加 し た と こ ろ 、 カ ス パ ー ゼ の 活 性 増 加 は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の
知 見 は 、 ス ク レ ロ ス チ ン が ヒ ト 骨 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 選 択 的 に 増 大 さ せ る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 図 22は 、 部 分 精 製 し た ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 の 濃 度 を 大 き く し て い く と 、 カ ス パ
ー ゼ の 活 性 と ヒ ス ト ン 関 連 DNAの 断 片 の 量 が 顕 著 に 増 大 し た こ と を 示 し て い る 。 DNAの 断 片
化 は 、 市 販 さ れ て い る 試 薬 を 用 い て TUNEL染 色 に よ っ て 検 出 す る こ と も で き る 。 ス ク レ ロ
ス チ ン で 処 理 し た 細 胞 で は 、 対 照 （ Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 ）
で 処 理 し た 細 胞 と 比 べ 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す 核 で 染 色 が 濃 く な っ て い る 様 子 が 図 23に 見
ら れ る （ 矢 印 を 参 照 の こ と ） 。 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 骨 芽 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る こ
と に よ り 、 骨 芽 細 胞 の 生 存 率 を 低 下 さ せ る 。
　 hMSC細 胞 を ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 す る と カ ス パ ー ゼ の 活 性 が 72時 間 後 ま で 増 大 し て い た
（ 図 24A） 。 ラ ッ ト の ス ク レ ロ ス チ ン も hMSC細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 増 大 さ せ た が 、 ヒ ト の
ス ク レ ロ ス チ ン ほ ど で は な か っ た （ 図 24B） 。
　 hMSC細 胞 に お い て ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る カ ス パ ー ゼ の 活 性 は 、 市 販 さ れ て
い る カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 を 用 い て 効 果 的 に 低 下 さ せ る こ と が で き た （ 図 25） 。 カ ス パ ー ゼ -1
阻 害 剤 と カ ス パ ー ゼ 3阻 害 剤 は 、 ヒ ト ・ ス ク レ ロ ス チ ン に よ る カ ス パ ー ゼ 活 性 の 誘 導 を 効
果 的 に 抑 制 し た 。 こ れ ら 2つ の 阻 害 剤 を 組 み 合 わ せ る と 、 い ず れ か 一 方 の 場 合 よ り も 強 力
で あ っ た 。
　 ス ク レ ロ ス チ ン が hMSCの ア ポ ト ー シ ス に 及 ぼ す 効 果 を さ ら に 調 べ る た め 、 ス ク レ ロ ス チ
ン で 処 理 し た 細 胞 と ビ ヒ ク ル か ら RNAを 回 収 し 、 そ の RNAを 用 い て 、 ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 を
含 む cDNA発 現 ア レ イ を プ ロ ー ビ ン グ し た 。 ビ ヒ ク ル ・ サ ン プ ル と ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 し
た サ ン プ ル で の 結 果 を 比 較 し 、 （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 補 正 を し た ） デ ー タ を ビ ヒ ク ル に 対
す る ス ク レ ロ ス チ ン の 比 と し て 表 わ し た 。 そ の デ ー タ を 以 下 の 表 に ま と め て あ る 。
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【 ０ １ ４ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ス ク レ ロ ス チ ン で 6時 間 に わ た っ て 処 理 し た hMSCで は 、 ア ポ ト ー シ ス 関 連 遺 伝 子 （ 例 え
ば カ ス パ ー ゼ 3、 カ ス パ ー ゼ 4、 カ ス パ ー ゼ 7、 Bcl-2フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー （ 例 え ば Bax、 H
rk） お よ び 細 胞 の 生 存 に 関 わ る 遺 伝 子 （ カ ス パ ー ゼ 3、 7、 9を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て
い る XIAP、 サ ー ビ ビ ン 、 ブ ル ー ス ） の 発 現 が 2～ 4倍 へ と 顕 著 に 増 大 し た 。 48時 間 後 ま で に
は 、 Bcl-2フ ァ ミ リ ー の ア ポ ト ー シ ス 促 進 メ ン バ ー と ア ポ ト ー シ ス 抑 制 遺 伝 子 （ カ ス パ ー
、 I-TRAF） の 発 現 が 増 大 し た 。 し た が っ て hMSCを ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 す る と 、 ア ポ ト ー
シ ス 促 進 遺 伝 子 お よ び ア ポ ト ー シ ス 抑 制 遺 伝 子 の 誘 導 が 始 ま る 。
　 図 25で は 、 市 販 さ れ て い る 2つ の カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 （ カ ル バ イ オ ケ ム 社 の 、 カ ス パ ー ゼ 1
と 4を 抑 制 す る カ ス パ ー ゼ -1、 阻 害 剤 VIと 、 カ ス パ ー ゼ 3、 6、 7、 8、 10を 抑 制 す る カ ス パ
ー ゼ -3、 阻 害 剤 I） が 、 hMSC培 養 物 に お い て ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る カ ス パ ー
ゼ の 活 性 を 抑 制 し た 。 こ の 知 見 は 、 ア ポ ト ー シ ス ・ ア レ イ か ら の 知 見 と 合 わ せ て 考 え る と
、 ス ク レ ロ ス チ ン が FASを 媒 介 と し た 経 路 を 通 じ て 骨 芽 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る こ
と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
ま と め
　 こ れ ら の 実 施 例 で 示 し た デ ー タ か ら 、 ス ク レ ロ ス チ ン が BMPと 相 互 作 用 し て 骨 芽 細 胞 の
活 性 を 調 節 し て い る こ と が わ か る 。 重 要 な 成 長 因 子 と 相 互 作 用 す る と い う ス ク レ ロ ス チ ン
の こ の 能 力 は 、 骨 芽 細 胞 の 生 存 を 調 節 す る 基 礎 に も な っ て い る よ う で あ る 。 細 胞 が 機 能 す
る と き に 成 長 因 子 を 利 用 で き な く す る こ と に よ り 、 ス ク レ ロ ス チ ン は 骨 細 胞 の ア ポ ト ー シ
ス を 増 や す こ と が で き る 。 し た が っ て 細 胞 の 生 存 と 骨 芽 細 胞 の 活 性 を 低 下 さ せ る ス ク レ ロ
ス チ ン の 能 力 を 阻 害 す る 薬 剤 は 、 失 わ れ た 骨 を 回 復 す る の に 役 立 つ 薬 剤 と な る 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
実 施 例 ６ ： SOSTの 発 現 を 阻 止 す る 短 い 阻 害 RNA（ siRNA）
　 ア ン ビ オ ン 社 （ オ ー ス チ ン 、 テ キ サ ス 州 ） か ら 提 供 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て siRNA
を 設 計 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 AAジ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 標 的 配 列 を 探 す た め に SOSTの cD
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NA配 列 を 走 査 し た 。 G/C含 有 量 が 35～ 55％ の そ の 標 的 （ AA＋ 3'に 隣 接 す る 19こ の ヌ ク レ オ
チ ド ） に 対 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 し た
。 次 に 、 こ れ ら の 配 列 を ヒ ト ゲ ノ ム ・ デ ー タ ベ ー ス の 他 の 配 列 と 比 較 し 、 他 の 既 知 の コ ー
ド 配 列 と の ホ モ ロ ジ ー を 最 少 に し た （ Blast探 索 ） 。
　 設 計 し た 標 的 配 列 と siRNA配 列 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
標 的 配 列 1： AAGAATGATGCCACGGAAATC（ 配 列 番 号 9）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 140
GC含 有 量 ： 42.9％
セ ン ス 鎖 siRNA： GAAUGAUGCCACGGAAAUCtt（ 配 列 番 号 10）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： GAUUUCCGUGGCAUCAUUCtt（ 配 列 番 号 11）
【 ０ １ ４ ９ 】
標 的 配 列 3： AATGATGCCACGGAAATCATC（ 配 列 番 号 12）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 143
GC含 有 量 ： 42.9％
セ ン ス 鎖 siRNA： UGAUGCCACGGAAAUCAUCtt（ 配 列 番 号 13）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： GAUGAUUUCCGUGGCAUCAtt（ 配 列 番 号 14）
【 ０ １ ５ ０ 】
標 的 配 列 5： AACAACAAGACCATGAACCGG（ 配 列 番 号 15）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 209
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： CAACAAGACCAUGAACCGGtt（ 配 列 番 号 16）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CCGGUUCAUGGUCUUGUUGtt（ 配 列 番 号 17）
【 ０ １ ５ １ 】
標 的 配 列 27： AATTGAGAGTCACAGACACTG（ 配 列 番 号 18）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 950
GC含 有 量 ： 42.9％
セ ン ス 鎖 siRNA： UUGAGAGUCACAGACACUGtt（ 配 列 番 号 19）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CAGUGUCUGUGACUCUCAAtt（ 配 列 番 号 20）
【 ０ １ ５ ２ 】
標 的 配 列 28： AAATGGAAGCATTTTCACCGC（ 配 列 番 号 21）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1035
GC含 有 量 ： 42.9％
セ ン ス 鎖 siRNA： AUGGAAGCAUUUUCACCGCtt（ 配 列 番 号 22）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： GCGGUGAAAAUGCUUCCAUtt（ 配 列 番 号 23）
【 ０ １ ５ ３ 】
標 的 配 列 30： AAAGTCCAGGGACTGGTTAAG（ 配 列 番 号 24）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1093
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： AGUCCAGGGACUGGUUAAGtt（ 配 列 番 号 25）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CUUAACCAGUCCCUGGACUtt（ 配 列 番 号 26）
【 ０ １ ５ ４ 】
標 的 配 列 31： AAGAAAGTTGGATAAGATTCC（ 配 列 番 号 27）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1111
GC含 有 量 ： 33.3％
セ ン ス 鎖 siRNA： GAAAGUUGGAUAAGAUUCCtt（ 配 列 番 号 28）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： GGAAUCUUAUCCAACUUUCtt（ 配 列 番 号 29）
【 ０ １ ５ ５ 】
標 的 配 列 36： AACTGTAGATGTGGTTTCTAG（ 配 列 番 号 30）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1201
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GC含 有 量 ： 38.1％
セ ン ス 鎖 siRNA： CUGUAGAUGUGGUUUCUAGtt（ 配 列 番 号 31）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CUAGAAACCACAUCUACAGtt（ 配 列 番 号 32）
【 ０ １ ５ ６ 】
標 的 配 列 40： AATTCTCCTTCGGGACCTCAA（ 配 列 番 号 33）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1269
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： UUCUCCUUCGGGACCUCAAtt（ 配 列 番 号 34）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： UUGAGGUCCCGAAGGAGAAtt（ 配 列 番 号 35）
【 ０ １ ５ ７ 】
標 的 配 列 47： AAAGAGAGAGAATGAATGCAG（ 配 列 番 号 36）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1414
GC含 有 量 ： 38.1％
セ ン ス 鎖 siRNA： AGAGAGAGAAUGAAUGCAGtt（ 配 列 番 号 37）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： CUGCAUUCAUUCUCUCUCUtt（ 配 列 番 号 38）
【 ０ １ ５ ８ 】
標 的 配 列 63： AAGAAGCTATGCTGCTTCCCA（ 配 列 番 号 39）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1590
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： GAAGCUAUGCUGCUUCCCAtt（ 配 列 番 号 40）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： UGGGAAGCAGCAUAGCUU（ 配 列 番 号 41）
【 ０ １ ５ ９ 】
標 的 配 列 70： AAATCACATCCGCCCCAACTT（ 配 列 番 号 42）
遺 伝 子 配 列 に お け る 位 置 ： 1726
GC含 有 量 ： 47.6％
セ ン ス 鎖 siRNA： AUCACAUCCGCCCCAACUUtt（ 配 列 番 号 43）
ア ン チ セ ン ス 鎖 siRNA： AAGUUGGGGCGGAUGUGAUtt（ 配 列 番 号 44）
【 ０ １ ６ ０ 】
　 こ れ ら の siRNAが SOSTの RNAレ ベ ル を い か に う ま く 調 節 す る か を 調 べ る た め 、 in vitroと
in vivoで テ ス ト を 行 な う 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 出 願 の 27枚 の 図 面 は 、 SOSTと そ の 遺 伝 子 産 物 で あ る ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 の ホ メ オ ス タ
シ ス の 調 節 に お い て 重 要 で あ る こ と を 明 ら か に す る 実 験 結 果 を 示 し て い る 。 図 面 全 体 を 簡
単 に 説 明 す る と 、 図 1～ 図 9は 、 成 熟 骨 芽 細 胞 が SOSTを 発 現 し て お り 、 そ の 発 現 が 、 重 要 な
骨 成 長 因 子 と ス テ ロ イ ド に よ っ て 調 節 さ れ て い る こ と を 示 し て い る 。 図 10～ 図 19は 、 ス ク
レ ロ ス チ ン が 骨 芽 細 胞 マ ー カ ー の 活 性 に 及 ぼ す 抑 制 効 果 を 示 し て い る 。 最 後 に 、 図 20～ 図
27は 、 ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 芽 細 胞 の 生 存 に 影 響 を 与 え る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
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　 こ の 明 細 書 で 引 用 し た す べ て の 特 許 お よ び 参 考 文 献 は 、 参 考 の た め そ の 全 体 が こ の 明 細
書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ３ 】
【 図 １ Ａ 】 SOSTの 発 現 に 関 す る 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） 分 析 の 結 果 を 他 の
因 子 の 発 現 と 比 較 し て 示 し た 図 で あ る 。 RT-PCRの 鋳 型 と し て 使 用 す る RNAは 、 初 代 ヒ ト 骨
芽 細 胞 、 未 分 化 hMSC細 胞 、 分 化 し て 骨 芽 細 胞 に な る hMSC細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 脂 肪 細 胞 か ら 調
製 し た 。 RT-PCR増 幅 に よ る 産 物 は 、 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で 分 離 し て 視 覚 化 し た 。 RNAの 鋳
型 を 得 る 元 に な っ た 細 胞 の 種 類 を 図 1Aに 示 し た ゲ ル の 下 部 に 表 示 し て あ る 。 別 個 の RT-PCR
反 応 に お い て 何 組 か の プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 さ ま ざ ま な 種 類 の 細 胞 に お け る SOSTの 発 現 レ
ベ ル を 、 さ ま ざ ま な 種 類 の 細 胞 に 特 徴 的 な 表 現 型 マ ー カ ー （ 例 え ば 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容
体 （ PTHr） 、 コ ラ ー ゲ ン （ I型 、 X型 、 IX型 ） 、 PPARγ 2（ 脂 肪 細 胞 の 特 徴 的 な 表 現 型 マ ー
カ ー ） 、 死 防 御 遺 伝 子 （ DAD、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 1つ ） ） の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し た
。 こ の 図 1Aか ら わ か る よ う に 、 未 分 化 hMSC細 胞 と 脂 肪 細 胞 で は SOSTの 発 現 レ ベ ル は 無 視 で
き る ほ ど 低 か っ た 。 他 方 、 石 灰 化 を 起 こ す こ と の で き る タ イ プ の 細 胞 の う ち で 骨 芽 細 胞 と
肥 大 性 軟 骨 細 胞 の 表 現 型 に 関 係 す る マ ー カ ー （ 例 え ば I型 コ ラ ー ゲ ン 、 X型 コ ラ ー ゲ ン が そ
れ ぞ れ 該 当 す る ） を 発 現 す る 細 胞 は 、 SOSTを 発 現 し た 。
【 図 １ Ｂ 】 成 熟 骨 芽 細 胞 に お い て SOSTの 発 現 レ ベ ル が 高 い こ と を 示 し て い る 。 ヒ ト MSC細
胞 を 標 準 的 な 増 殖 培 地 （ 未 分 化 ） ま た は 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 （ 分 化 ） で 21日 間 に わ た っ て 増
殖 さ せ た 。 組 み 合 わ せ 培 養 を 7日 目 ま た は 21日 目 に 停 止 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP
） ま た は コ ラ ー ゲ ン （ マ ッ ソ ン 三 色 染 色 ） に つ い て 組 織 化 学 的 に 染 色 し た 。 別 の 培 養 物 を
処 理 し 、 SOSTの 発 現 に 関 す る RT-PCR分 析 を 行 な っ た 。 骨 芽 細 胞 に 分 化 し て い た hMSC細 胞 は
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、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） と コ ラ ー ゲ ン の 組 織 化 学 的 染 色 が 増 大 し た こ と （ 図 1B
、 右 側 に 示 し た 分 化 し た 細 胞 の 21日 目 の 状 態 を 示 す 元 の 写 真 で は 、 そ れ ぞ れ 紫 色 と 青 色 に
染 色 さ れ て い る ） と 、 ミ ネ ラ ル の 堆 積 が 増 大 し た こ と （ 7日 目 に は 無 視 で き る 程 度 で あ っ
た の に 対 し 、 28日 目 に は 、 タ ン パ ク 質 1mgに つ き カ ル シ ウ ム が 437± 60μ gに な っ た ） に よ
っ て 同 定 さ れ た 。 未 分 化 の hMSC細 胞 は 、 SOSTの mRNAを 無 視 で き る 程 度 に し か 発 現 せ ず 、 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 と コ ラ ー ゲ ン の レ ベ ル も 無 視 で き る ほ ど 低 く 、 ミ ネ ラ ル の 堆
積 も 少 な か っ た （ 図 1B、 左 側 の 2つ の 図 ） 。 他 方 、 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た 細
胞 で は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 コ ラ ー ゲ ン 、 SOSTの 発 現 が 時 間 経 過 と と も に 増 大 し た
。
【 図 ２ 】 SOSTの 発 現 が 骨 形 成 因 子 （ BMP） に よ っ て 上 方 調 節 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 SOS
Tの 発 現 に 関 す る RT-PCR分 析 を 行 な う た め 、 さ ま ざ ま な 因 子 （ 例 え ば イ ン ス リ ン 様 成 長 因
子 -1（ IGF-1、 10ま た は 50ng/ml） 、 1,25-ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D 3 （ vit D、 10

- 7 M） 、 デ
キ サ メ タ ゾ ン （ DEX、 10 - 7 M） 、 BMP-6（ 300ng/ml） 、 BMP-4（ 50ま た は 300ng/ml） ） で 72時
間 に わ た っ て 処 理 し た hMSC細 胞 か ら RNAを 単 離 し た 。 SOSTの 発 現 に 関 す る RT-PCR分 析 を 行
な う た め 、 標 準 的 な 増 殖 培 地 （ 対 照 ） ま た は 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 （ 誘 導 ） で 7日 間 ま た は 21
日 間 増 殖 さ せ た 細 胞 か ら も RNAを 単 離 し た 。 図 か ら わ か る よ う に 、 未 処 理 の hMSC細 胞 （ “
ビ ヒ ク ル ” ） は 、 I型 コ ラ ー ゲ ン を 強 く 発 現 し た の に 対 し 、 PTHrと SOST（ ビ ヒ ク ル と 対 照
、 21日 間 ） の レ ベ ル は 無 視 で き る 程 度 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 未 処 理 の hMSC細 胞 が 、
骨 芽 細 胞 系 列 に な る 初 期 段 階 に あ る と は い え 、 骨 芽 細 胞 に な る こ と が 運 命 づ け ら れ て い る
こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 細 胞 を DEX、 BMP、 IGF-1（ 50ng/mlの IGF-1） で 処 理 す る と 、 あ
る い は 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 （ 誘 導 、 21日 間 ） で 長 期 に わ た っ て 培 養 す る と 、 分 化 段 階 が 進 行
し 、 PTHrの 発 現 が 誘 導 さ れ た 。 い く つ か の 因 子 （ BMP-4、 BMP-6、 IGF-1（ 50ng/ml） ） が 、
SOSTの 発 現 を 増 大 さ せ た 。
【 図 ３ 】 SOSTの 発 現 が 骨 形 成 因 子 に よ っ て 上 方 調 節 さ れ る こ と と 、 hMSC細 胞 と 一 次 ヒ ト 骨
芽 細 胞 に お い て BMPに よ っ て こ の よ う に 誘 導 さ れ た SOSTの 発 現 の 時 間 変 化 が 示 し て あ る 。
細 胞 を BMP-2（ 100ng/ml） ま た は BMP-4（ 50ng/ml） で 24～ 120時 間 に わ た っ て 処 理 し た 後 、
RNAを 回 収 し 、 RT-PCRで 分 析 し た 。 こ の 図 か ら わ か る よ う に 、 SOSTの 最 大 発 現 レ ベ ル は 、
処 理 開 始 か ら 72～ 120時 間 の と き に 実 現 し た 。
【 図 ４ 】 hMSC細 胞 に お い て 、 骨 形 成 因 子 2、 4お よ び 6が 、 BMPの ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る グ レ
ム リ ン 、 ノ ギ ン 、 SOSTの 発 現 に 及 ぼ す 効 果 を 示 し て い る 。 hMSC細 胞 を BMP-2、 4、 6（ 100ng
/ml） で 72時 間 に わ た っ て 処 理 し た 後 、 RNAを 回 収 し 、 RT-PCRで 分 析 し た 。 ノ ギ ン を 分 析 す
る 際 に 、 対 照 と な る 2つ の cDNAも 分 析 し た 。 未 分 化 の hMSC細 胞 で は SOSTと ノ ギ ン の 基 本 レ
ベ ル は 無 視 で き る 程 度 で あ っ た が 、 BMP-2、 4お よ び 6に よ っ て SOSTと ノ ギ ン の 発 現 は 上 方
調 節 さ れ た 。 他 方 、 グ レ ム リ ン は 未 分 化 の hMSC細 胞 で 構 成 的 に 発 現 し 、 そ の 発 現 は 、 骨 形
成 因 子 に よ っ て ほ ん の わ ず か し か 増 大 し な か っ た 。
【 図 ５ 】 ス テ ロ イ ド が 、 SOSTの 発 現 に 対 す る 骨 形 成 因 子 -4の 効 果 を 変 化 さ せ う る こ と を 示
し て い る 。 1,25-ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D 3 （ vit D、 10

- 7 M） 、 レ チ ノ イ ン 酸 （ RA、 10 - 6 M）
、 BMP-4（ 250ng/ml） 、 ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン （ DEX、 10 - 7 M） を 用 い て 、 あ る い は こ れ ら
の ス テ ロ イ ド と BMP-4の 組 み 合 わ せ を 用 い て 72時 間 に わ た っ て 処 理 し た hMSC細 胞 か ら RNAを
単 離 し た 。 次 に 、 単 離 し た RNAを SOSTに 関 し て RT-PCRで 分 析 し た 。 単 独 の BMP-4は 、 SOSTの
発 現 を 増 大 さ せ た 。 レ チ ノ イ ン 酸 と ビ タ ミ ン Dは 、 BMP-4と 組 み 合 わ せ て 添 加 し た と き に SO
STの レ ベ ル を 増 大 さ せ た 。 SOSTの レ ベ ル は 、 レ チ ノ イ ン 酸 ま た は ビ タ ミ ン Dが BMP-4と と も
に 存 在 し て い る と き の ほ う が 、 BMP-4だ け で 処 理 し た 細 胞 に お け る よ り も 高 か っ た 。 デ キ
サ メ タ ゾ ン は 、 SOSTの 発 現 に 対 す る BMP-4の 促 進 効 果 を 失 わ せ た 。
【 図 ６ 】 hMSC細 胞 に お い て 、 ス テ ロ イ ド が 、 グ レ ム リ ン 、 ノ ギ ン 、 SOSTの 発 現 に 及 ぼ す 効
果 を 比 較 し た 図 で あ る 。 hMSC細 胞 を BMP-4（ 100ng/ml） 、 レ チ ノ イ ン 酸 （ RA、 10 - 6 M） 、 デ
キ サ メ タ ゾ ン （ DEX、 10 - 7 M） 、 お よ び 、 1,25-ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D 3 （ vit D、 10

- 7 M）
を 用 い て 、 あ る い は BMP-4と レ チ ノ イ ン 酸 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ビ タ ミ ン Dの い ず れ か の 組 み
合 わ せ を 用 い て 72時 間 に わ た っ て 処 理 し た 。 次 に RNAを 細 胞 か ら 回 収 し 、 RT-PCR分 析 を 行
な っ た 。 BMP-4は 、 グ レ ム リ ン と ノ ギ ン の 発 現 を 増 大 さ せ た 。 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ る ノ ギ

10

20

30

40

50

(52) JP 2005-532998 A 2005.11.4



ン と グ レ ム リ ン の 発 現 に ス テ ロ イ ド が 及 ぼ す 効 果 は 小 さ か っ た 。 こ の 図 か ら わ か る よ う に
、 BMP-4も SOSTの 発 現 レ ベ ル を 顕 著 に 増 大 さ せ た 。 SOSTの 発 現 に 対 す る こ の 効 果 は 、 ビ タ
ミ ン Dま た は レ チ ノ イ ン 酸 の 存 在 に よ っ て 増 大 し た が 、 デ キ サ メ タ ゾ ン の 存 在 に よ っ て 抑
制 さ れ た 。
【 図 ７ 】 hMSC細 胞 に お い て 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 類 似 体 と 胆 汁 塩 が SOSTの 発 現 に 及 ぼ す 効
果 を 示 し た ゲ ル の 写 真 で あ る 。 デ キ サ メ タ ゾ ン （ DEX、 10 - 7 M） 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン （ Tria
m、 10 - 7 M） 、 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ 1x10 - 6 Mの Urso-1ま た は 3x10 - 6 Mの Urso-2） の 不 在
下 ま た は 存 在 下 で 、 BMP-6（ 250ng/ml） を 用 い て hMSC細 胞 を 72時 間 に わ た っ て 処 理 し た 。 R
NAを 単 離 し 、 RT-PCRで SOSTを 分 析 し た 。 DNAロ ー デ ィ ン グ に は DAD遺 伝 子 を 対 照 と し て 用 い
た 。 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ト リ ア ム シ ノ ロ ン 、 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 が 、 BMP-6に よ る SOST
の 誘 導 を 阻 止 し た 。
【 図 ８ 】 hMSC細 胞 に お い て 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 類 似 体 と プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン が SOSTの 発
現 に 及 ぼ す 効 果 を 示 し た ゲ ル の 写 真 で あ る 。 デ キ サ メ タ ゾ ン （ DEX、 10 - 7 M） 、 タ ウ ロ ウ ル
ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ Tauro、 2x10 - 6 M） 、 フ ル オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド （ Fluo、 10 - 7 M） 、
ロ バ ス タ チ ン （ Lova、 10 - 7 M） 、 ICI 182,780（ ICI、 10 - 6 M） 、 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル （
エ ス ト ロ ゲ ン 、 10 - 6 M） 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2（ PGE2、 10 - 6 M） の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で
、 BMP-6（ 250ng/ml） を 用 い て hMSC細 胞 を 72時 間 に わ た っ て 処 理 し た 。 RNAを 単 離 し 、 RT-P
CRで SOSTを 分 析 し た 。 DNAロ ー デ ィ ン グ に は DAD遺 伝 子 を 対 照 と し て 用 い た 。 DEX、 Fluo、
お よ び PGE2が 、 BMP-6に よ る SOSTの 誘 導 を 阻 止 し た 。
【 図 ９ Ａ 】 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ る SOSTの 発 現 を 阻 止 す る グ ル コ コ ル チ コ イ ド で あ る デ キ
サ メ タ ゾ ン の 化 学 構 造 で あ る 。
【 図 ９ Ｂ 】 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ る SOSTの 発 現 を 阻 止 す る グ ル コ コ ル チ コ イ ド で あ る ト リ
ア ム シ ノ ロ ン の 化 学 構 造 で あ る 。
【 図 ９ Ｃ 】 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ る SOSTの 発 現 を 阻 止 す る グ ル コ コ ル チ コ イ ド で あ る フ ル
オ シ ノ ロ ン ア セ ト ニ ド の 化 学 構 造 で あ る 。
【 図 ９ Ｄ 】 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ る SOSTの 発 現 を 阻 止 す る 胆 汁 塩 で あ る ウ ル ソ デ オ キ シ コ
ー ル 酸 の 化 学 構 造 で あ る 。
【 図 ９ Ｅ 】 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ る SOSTの 発 現 を 阻 止 す る エ イ コ サ ノ イ ド で あ る プ ロ ス タ
グ ラ ン ジ ン E2の 化 学 構 造 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 分 化 し て い る ヒ ト MSC細 胞 に お い て ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン と マ ウ ス の ノ ギ ン が
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） に 及 ぼ す 効 果 を 比 較 し た 図 で あ る 。 ALPの 活 性 は 、 骨 芽 細
胞 の 分 化 に 関 す る 表 現 型 マ ー カ ー で あ る 。 ヒ ト MSC細 胞 を ノ ギ ン （ 1ま た は 5μ g/ml） ま た
は 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン （ 1ま た は 5μ g/ml） を 含 む 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 7日 間
に わ た っ て 培 養 し た 。 次 に 細 胞 を 回 収 し 、 RT-PCRで ALPの 活 性 を 分 析 し た 。 処 理 開 始 か ら 7
日 後 、 1μ g/mlの マ ウ ス の ノ ギ ン は ALPの 活 性 に 影 響 を 与 え な か っ た の に 対 し 、 5μ g/mlの
マ ウ ス の ノ ギ ン は ALPの 活 性 を 顕 著 に 増 大 さ せ た （ ビ ヒ ク ル で 処 理 し た 細 胞 と の 比 較 、 p<0
.001） 。 同 じ 条 件 下 に お い て 、 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 は 、 1μ g/mlと 5μ g/ml
の ど ち ら を 投 与 し た 場 合 で も ALPの 活 性 を 確 実 に 低 下 さ せ た 。
【 図 １ １ 】 ヒ ト 骨 芽 細 胞 の 初 代 培 養 物 に お い て も ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 初 代 ヒ ト 骨 芽 細 胞 を 、 標 準 的 な 増 殖 培 地
、 あ る い は （ 分 化 を 促 進 す る た め の ） 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 次 い で ス ク レ ロ ス チ ン （
20μ g/ml） ま た は 対 照 （ Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 ） で 7日 間 に わ
た っ て 処 理 し た 後 、 組 織 学 的 染 色 に よ り ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 調 べ た 。 標 準 的
な 増 殖 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た 骨 芽 細 胞 は 、 ALPの 基 底 発 現 レ ベ ル が 低 か っ た （ 右 端 の “ 処
理 せ ず ” ） 。 こ の レ ベ ル は 、 細 胞 を 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た と き に 顕 著 に 増 大 し た （ 左
か ら 4番 目 の 写 真 、 紫 色 の 染 色 ） 。 同 様 の 細 胞 を ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 す る と 、 発 現 す る A
LPの 量 が 顕 著 に 減 少 し た 。 そ の こ と は 、 紫 色 の 染 色 が 薄 く な っ た こ と か ら わ か る （ 左 か ら
3番 目 の 写 真 、 “ ス ク レ ロ ス チ ン ＋ 誘 導 培 地 ” ） 。
【 図 １ ２ Ａ 】 hMSC細 胞 に お い て 、 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性
を 投 与 量 に 依 存 し た 形 で 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中

10

20

30

40

50

(53) JP 2005-532998 A 2005.11.4



で 増 殖 さ せ た 。 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し
た タ ン パ ク 質 （ 対 照 ） を 翌 日 に 添 加 し た 。 培 養 物 を 7日 間 維 持 し た 後 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ の 活 性 を 分 析 し た 。 こ の 図 か ら わ か る よ う に 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 濃 度 を 大 き く す る
と ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 レ ベ ル が 低 下 す る 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 hMSC細 胞 に お い て 、 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が 石 灰 化 （ カ ル シ ウ ム の 堆 積 ） を
投 与 量 に 依 存 し た 形 で 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で
増 殖 さ せ た 。 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た
タ ン パ ク 質 （ 対 照 ） を 翌 日 に 添 加 し た 。 培 養 物 を 8日 間 維 持 し た 後 、 ス ク レ ロ ス チ ン ま た
は 対 照 タ ン パ ク 質 で 処 理 し 、 さ ら に 13日 間 維 持 し た 後 、 石 灰 化 を 調 べ た 。 こ の 図 か ら わ か
る よ う に 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 濃 度 を 大 き く す る と 石 灰 化 が 減 少 し た 。
【 図 １ ３ 】 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン の 部 分 精 製 調 製 物 が 、 10μ g/mlの ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理
し た 細 胞 に お い て I型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 を 約 50％ 減 少 さ せ る こ と を 示 し て い る （ 対 照 と の
比 較 、 p<0.001） 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ
ス チ ン ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 （ 対 照 ） で 21日 間 に わ た
っ て 処 理 し た 。 培 養 開 始 か ら 8日 後 、 図 に 示 し た 濃 度 の ス ク レ ロ ス チ ン ま た は 対 照 を 添 加
し た 。
【 図 １ ４ 】 分 化 し て い る hMSC細 胞 の 培 養 物 に お い て 、 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が 骨 芽 細 胞 マ
ー カ ー の 発 現 を 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ
せ た 。 3日 後 、 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン （ 10μ g/ml） ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地
か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 （ 対 照 ） を 添 加 し た 。 40時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し て RNAを 調 製 し 、 R
T-PCRに よ り 骨 芽 細 胞 マ ー カ ー を 分 析 し た 。 こ の 図 か ら わ か る よ う に 、 脂 肪 細 胞 に 対 す る
マ ー カ ー （ PPARγ 2） ま た は 未 分 化 の 間 葉 細 胞 に 対 す る マ ー カ ー （ エ ン ド グ リ ン ） の RNAレ
ベ ル は 、 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 で 処 理 し た こ と の 影 響 を 受 け な か っ た 。 他 方
、 PTHr、 I型 コ ラ ー ゲ ン 、 BMP-2お よ び BMP-6の よ う な 骨 芽 細 胞 表 現 型 マ ー カ ー の RNAの レ ベ
ル は 、 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 で 処 理 し た 細 胞 に お い て 、 対 照 で 処 理 し た 細 胞
と 比 較 し て 顕 著 に 低 下 し た 。
【 図 １ ５ 】 hMSC細 胞 に お い て 、 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が 、 BMP-6で 刺 激 さ れ た ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 と ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 基 本 活 性 を 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。
ヒ ト MSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 ビ ヒ ク ル ま た は BMP-6（ 500ng/ml） と 、
い ろ い ろ な 濃 度 の ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン -フ ラ グ ・ タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 。 BMP-6は 、 ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 増 大 さ せ た 。 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 BMPで 誘 導 さ れ た ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 と 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 基 本 活 性 を 、 投 与 量 に 依 存 し た 形 で
低 下 さ せ た （ p<0.001） 。
【 図 １ ６ 】 hMSC培 養 物 に お い て 、 ス ク レ ロ ス チ ン が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 及 ぼ す 抑 制
効 果 を BMP-6が 逆 転 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 hMSCを 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、
ス ク レ ロ ス チ ン （ 10μ g/ml） 、 お よ び 、 い ろ い ろ な 濃 度 の BMP-6で 処 理 し た 。 ス ク レ ロ ス
チ ン が ALPの 基 本 レ ベ ル を 低 下 さ せ た の に 対 し 、 BMP-6は こ の 効 果 を 投 与 量 に 依 存 し た 形 で
逆 転 さ せ た （ p<0.001） 。
【 図 １ ７ Ａ 】 マ ウ ス の 間 葉 細 胞 に お い て ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 マ ウ ス の 間 葉 細 胞 C3H10T1/2（ ATCC寄 託 番 号 CCL-2
26） を 標 準 的 な 増 殖 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た 。 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 、 抗 FLAG M2抗 体 を 用
い て 免 疫 を 欠 損 さ せ た ス ク レ ロ ス チ ン 、 マ ウ ス の ノ ギ ン を 500ng/mlの BMP-6と と も に 1時 間
に わ た っ て 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 細 胞 に 添 加 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 BMP-6、 ス
ク レ ロ ス チ ン 、 免 疫 欠 損 ス ク レ ロ ス チ ン 、 ノ ギ ン の い ず れ か と と も に 72時 間 に わ た っ て イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 調 べ た 。 C3H10T1/2細 胞 に お
け る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 に 対 す る BMP-6の 増 大 効 果 （ 図 17A） は 、 ノ ギ ン に よ っ
て 抑 制 さ れ （ 図 17B） 、 ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て も 抑 制 さ れ た 。 ス ク レ ロ ス チ ン の 応 答 の
特 異 性 を 確 認 す る た め （ 図 17C） 、 FLAG-タ グ を 用 い て 合 成 し た ス ク レ ロ ス チ ン を 抗 FLAG M
2抗 体 ／ ア ガ ロ ー ス 複 合 体 で 予 備 処 理 す る こ と に よ っ て 免 疫 枯 渇 さ せ た 後 、 細 胞 に 添 加 し
た 。 図 17Dか ら わ か る よ う に 、 ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 を 抗 FLAG抗 体 で 予 備 処 理 す る と 、 C3H
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10T1/2細 胞 に お け る BMP-6の 拮 抗 作 用 が 完 全 に 消 失 し た 。 こ れ は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 特 異
的 な 応 答 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 マ ウ ス の 間 葉 細 胞 に お い て ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 マ ウ ス の 間 葉 細 胞 C3H10T1/2（ ATCC寄 託 番 号 CCL-2
26） を 標 準 的 な 増 殖 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た 。 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 、 抗 FLAG M2抗 体 を 用
い て 免 疫 を 欠 損 さ せ た ス ク レ ロ ス チ ン 、 マ ウ ス の ノ ギ ン を 500ng/mlの BMP-6と と も に 1時 間
に わ た っ て 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 細 胞 に 添 加 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 BMP-6、 ス
ク レ ロ ス チ ン 、 免 疫 欠 損 ス ク レ ロ ス チ ン 、 ノ ギ ン の い ず れ か と と も に 72時 間 に わ た っ て イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 調 べ た 。 C3H10T1/2細 胞 に お
け る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 に 対 す る BMP-6の 増 大 効 果 （ 図 17A） は 、 ノ ギ ン に よ っ
て 抑 制 さ れ （ 図 17B） 、 ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て も 抑 制 さ れ た 。 ス ク レ ロ ス チ ン の 応 答 の
特 異 性 を 確 認 す る た め （ 図 17C） 、 FLAG-タ グ を 用 い て 合 成 し た ス ク レ ロ ス チ ン を 抗 FLAG M
2抗 体 ／ ア ガ ロ ー ス 複 合 体 で 予 備 処 理 す る こ と に よ っ て 免 疫 枯 渇 さ せ た 後 、 細 胞 に 添 加 し
た 。 図 17Dか ら わ か る よ う に 、 ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 を 抗 FLAG抗 体 で 予 備 処 理 す る と 、 C3H
10T1/2細 胞 に お け る BMP-6の 拮 抗 作 用 が 完 全 に 消 失 し た 。 こ れ は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 特 異
的 な 応 答 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 １ ７ Ｃ 】 マ ウ ス の 間 葉 細 胞 に お い て ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 マ ウ ス の 間 葉 細 胞 C3H10T1/2（ ATCC寄 託 番 号 CCL-2
26） を 標 準 的 な 増 殖 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た 。 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 、 抗 FLAG M2抗 体 を 用
い て 免 疫 を 欠 損 さ せ た ス ク レ ロ ス チ ン 、 マ ウ ス の ノ ギ ン を 500ng/mlの BMP-6と と も に 1時 間
に わ た っ て 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 細 胞 に 添 加 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 BMP-6、 ス
ク レ ロ ス チ ン 、 免 疫 欠 損 ス ク レ ロ ス チ ン 、 ノ ギ ン の い ず れ か と と も に 72時 間 に わ た っ て イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 調 べ た 。 C3H10T1/2細 胞 に お
け る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 に 対 す る BMP-6の 増 大 効 果 （ 図 17A） は 、 ノ ギ ン に よ っ
て 抑 制 さ れ （ 図 17B） 、 ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て も 抑 制 さ れ た 。 ス ク レ ロ ス チ ン の 応 答 の
特 異 性 を 確 認 す る た め （ 図 17C） 、 FLAG-タ グ を 用 い て 合 成 し た ス ク レ ロ ス チ ン を 抗 FLAG M
2抗 体 ／ ア ガ ロ ー ス 複 合 体 で 予 備 処 理 す る こ と に よ っ て 免 疫 枯 渇 さ せ た 後 、 細 胞 に 添 加 し
た 。 図 17Dか ら わ か る よ う に 、 ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 を 抗 FLAG抗 体 で 予 備 処 理 す る と 、 C3H
10T1/2細 胞 に お け る BMP-6の 拮 抗 作 用 が 完 全 に 消 失 し た 。 こ れ は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 特 異
的 な 応 答 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 １ ７ Ｄ 】 マ ウ ス の 間 葉 細 胞 に お い て ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 マ ウ ス の 間 葉 細 胞 C3H10T1/2（ ATCC寄 託 番 号 CCL-2
26） を 標 準 的 な 増 殖 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ た 。 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン 、 抗 FLAG M2抗 体 を 用
い て 免 疫 を 欠 損 さ せ た ス ク レ ロ ス チ ン 、 マ ウ ス の ノ ギ ン を 500ng/mlの BMP-6と と も に 1時 間
に わ た っ て 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 細 胞 に 添 加 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 BMP-6、 ス
ク レ ロ ス チ ン 、 免 疫 欠 損 ス ク レ ロ ス チ ン 、 ノ ギ ン の い ず れ か と と も に 72時 間 に わ た っ て イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 調 べ た 。 C3H10T1/2細 胞 に お
け る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 に 対 す る BMP-6の 増 大 効 果 （ 図 17A） は 、 ノ ギ ン に よ っ
て 抑 制 さ れ （ 図 17B） 、 ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て も 抑 制 さ れ た 。 ス ク レ ロ ス チ ン の 応 答 の
特 異 性 を 確 認 す る た め （ 図 17C） 、 FLAG-タ グ を 用 い て 合 成 し た ス ク レ ロ ス チ ン を 抗 FLAG M
2抗 体 ／ ア ガ ロ ー ス 複 合 体 で 予 備 処 理 す る こ と に よ っ て 免 疫 枯 渇 さ せ た 後 、 細 胞 に 添 加 し
た 。 図 17Dか ら わ か る よ う に 、 ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 を 抗 FLAG抗 体 で 予 備 処 理 す る と 、 C3H
10T1/2細 胞 に お け る BMP-6の 拮 抗 作 用 が 完 全 に 消 失 し た 。 こ れ は 、 ス ク レ ロ ス チ ン に 特 異
的 な 応 答 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は ス ク レ ロ ス チ ン 活 性 に 関 す る モ デ ル を 提 供 す る 。 骨 形 成 因 子 は 、 骨 芽
細 胞 マ ー カ ー （ ALP、 コ ラ ー ゲ ン ） の 発 現 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 、 骨 芽 前 駆 細 胞 に お け
る 骨 芽 細 胞 の 表 現 型 を 増 大 さ せ る 。 骨 形 成 因 子 は 、 SOSTの レ ベ ル も 増 大 さ せ る 。 し か し SO
STは フ ィ ー ド バ ッ ク に よ り 骨 形 成 因 子 の レ ベ ル を 低 下 さ せ る た め 、 骨 芽 細 胞 マ ー カ ー の 発
現 が 低 下 す る 。 デ キ サ メ タ ゾ ン （ と 、 お そ ら く は エ ス ト ロ ゲ ン ま た は ア ン ド ロ ゲ ン ） な ど
の ス テ ロ イ ド は 、 核 内 受 容 体 （ HR） と 結 合 し 、 転 写 機 構 と 相 互 作 用 し て 、 SOSTの 発 現 を 低
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下 さ せ 、 し た が っ て ス ク レ ロ ス チ ン の 活 性 を 低 下 さ せ る 。
【 図 １ ９ 】 SOSTの 発 現 を 下 方 調 節 す る 可 能 性 の あ る 因 子 を 同 定 す る た め の 本 発 明 に よ る ス
ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ の 図 で あ る 。 両 方 の ア ッ セ イ に お い て 、 化 合 物 が グ ル コ コ ル チ コ
イ ド 受 容 体 （ GR） と 結 合 し 、 BMP機 構 と 相 互 作 用 し て SOSTプ ロ モ ー タ の 活 性 を 下 方 調 節 す
る こ と で 、 よ り 少 な い SOSTが 転 写 さ れ る こ と が 想 定 さ れ る 。 対 照 化 合 物 の 一 例 は 、 デ キ サ
メ タ ゾ ン （ DEX） で あ る 。 シ ナ リ オ Aで は 、 骨 形 成 因 子 と グ ル コ コ ル チ コ イ ド に 応 答 す る 骨
細 胞 を 用 い て 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 BMPに よ っ て 誘 導 さ れ る SOSTの 発 現
（ SOSTの 発 現 を 調 べ る RT-PCRア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る ） が 増 大 す る の を 阻 止 す る 可 能
性 の あ る 化 合 物 を 探 す こ と が で き る 。 注 目 に 値 す る と し て 選 択 さ れ た 化 合 物 は 、 SOSTの 発
現 を 低 下 さ せ る 化 合 物 で あ ろ う 。 シ ナ リ オ Bで は 、 DNA構 築 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 培
養 細 胞 を 用 い て 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の DNA構 築 物 は
、 例 え ば 、 SOSTプ ロ モ ー タ 配 列 と 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 応 答 エ レ メ ン ト （ GRE） と 、 検 出
可 能 な マ ー カ ー （ 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ ） か ら な り 、 以 下 の 構 造 を 持 つ こ と に な ろ う 。 　
　 GRE - SOSTプ ロ モ ー タ  - ル シ フ ェ ラ ー ゼ 　 注 目 に 値 す る と し て 選 択 さ れ る 化 合 物 は 、
こ の DNA構 築 物 の 発 現 を 低 下 さ せ る 化 合 物 で あ ろ う 。 こ れ ら ス ク リ ー ニ ン グ を く ぐ り 抜 け
た 候 補 は 、 間 葉 細 胞 ま た は 骨 芽 細 胞 の 中 で テ ス ト し 、 処 理 し た 細 胞 中 で 内 在 性 ス ク レ ロ ス
チ ン の 発 現 阻 止 お よ び ／ ま た は 骨 芽 細 胞 の 活 性 増 大 が 可 能 で あ る か ど う か を 調 べ る 。
【 図 ２ ０ 】 曝 露 す る ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン の 量 を 増 や し て い く と き 、 hMSC細 胞 の 生 存 率 が
低 下 す る こ と を 示 す グ ラ フ で あ る 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス で 発 現 さ せ て 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド
培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 （ 対 照 ） で 1週 間 に わ た っ て 処 理 し た 。 培 地 交 換 ご と に 、 ス
ク レ ロ ス チ ン と 対 照 を 新 鮮 な 状 態 に し た 。 1週 間 後 、 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 プ ロ メ ガ 社 の CellT
iterGlo生 存 ア ッ セ イ を 利 用 し て 処 理 し 、 ど れ だ け の 割 合 の 細 胞 が 生 き て い る か を 検 出 し
た 。 対 照 の 生 存 率 と ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 し た 細 胞 の 生 存 率 を 、 ビ ヒ ク ル で 処 理 し た 細 胞
か ら の シ グ ナ ル に 対 す る 割 合 と し て y軸 に プ ロ ッ ト す る 。
【 図 ２ １ 】 ス ク レ ロ ス チ ン は hMSC細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 増 加 さ せ る が 、 他 の BMPア ン タ ゴ
ニ ス ト は hMSC細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 増 加 さ せ な い こ と を 示 し て い る 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞
誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 20μ g/mlの ス ク レ ロ ス チ ン 、 不 活 化 し た ス ク レ ロ ス チ ン 、 BMP
の 1つ の ア ン タ ゴ ニ ス ト （ ノ ギ ン 、 コ ー デ ィ ン 、 グ レ ム リ ン 、 twisted gastrulation（ Tsg
） ） の い ず れ か で 処 理 し た 。 カ ス パ ー ゼ の 活 性 を ア ポ ト ー シ ス の 指 標 と し た 。 ス ク レ ロ ス
チ ン は カ ス パ ー ゼ の 活 性 を 増 大 さ せ た が 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 不 活 化 調 製 物 ま た は BMPの ア
ン タ ゴ ニ ス ト は 、 カ ス パ ー ゼ の 活 性 に 対 し て 顕 著 な 効 果 を 及 ぼ す こ と が な か っ た 。
【 図 ２ ２ Ａ 】 曝 露 す る ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン の 量 を 増 や し て い く と き 、 hMSC細 胞 の ア ポ ト
ー シ ス が 投 与 量 に 依 存 し た 形 で 増 加 す る こ と を 示 す グ ラ フ で あ る 。 カ ス パ ー ゼ の 活 性 の 大
き さ を ア ポ ト ー シ ス の 指 標 と し た 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 部 分 精
製 し た ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 （
対 照 ） を 指 定 さ れ た 量 用 い て 24時 間 に わ た っ て 処 理 し た 。 こ の 図 か ら 、 ス ク レ ロ ス チ ン の
量 が 増 え る と カ ス パ ー ゼ の 活 性 が 増 大 す る こ と が わ か る 。
【 図 ２ ２ Ｂ 】 増 大 す る 量 の ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン に 曝 露 し た と き 、 hMSC細 胞 の ア ポ ト ー シ
ス が 投 与 量 に 依 存 し た 形 で 増 加 す る こ と を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ELISA（ ロ ッ シ ュ 社 ） に よ
っ て 測 定 し た ヒ ス ト ン -DNAフ ラ グ メ ン ト の 量 を ア ポ ト ー シ ス の 指 標 と し た 。 hMSC細 胞 を 骨
芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 部 分 精 製 し た ス ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 ま た は Sf9コ ン デ ィ
シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 （ 対 照 ） を 指 定 さ れ た 量 用 い て 24時 間 に わ た っ て 処
理 し た 。 こ の 図 か ら 、 ス ク レ ロ ス チ ン の 量 が 増 え る と ヒ ス ト ン -DNAフ ラ グ メ ン ト の 量 が 増
え る こ と が わ か る 。
【 図 ２ ３ 】 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン に 曝 露 し た hMSC細 胞 が ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す こ と を 示 し
て い る 。 そ れ は 、 ア ポ ト ー シ ス し た 核 を TUNEL染 色 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 他 方 、
ビ ヒ ク ル ま た は コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 に 曝 露 し た hMSC細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た 形
跡 が ほ と ん ど 見 ら れ な い 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 部 分 精 製 し た ス
ク レ ロ ス チ ン 調 製 物 （ 20μ g/ml） 、 Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 （
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対 照 ） 、 ま た は デ キ サ メ タ ゾ ン （ DEX、 1μ M、 正 の 対 照 ） で 24時 間 に わ た っ て 処 理 し た 。
ア ポ ト ー シ ス し た 核 の TUNEL染 色 （ 矢 印 は 、 ポ ジ テ ィ ブ 染 色 さ れ た 核 を 示 し て い る ） は 、
ロ ッ シ ュ 社 の イ ン サ イ チ ュ 細 胞 死 検 出 キ ッ ト を 用 い て 行 な っ た 。 倍 率 、 明 視 野 、 100倍 。
【 図 ２ ４ Ａ 】 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン が hMSC細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に 及 ぼ す 効 果 の 時 間 変 化 を
示 し て い る 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 し た 。
細 胞 を 回 収 し 、 指 定 さ れ た 複 数 の 時 刻 に カ ス パ ー ゼ の 活 性 を 調 べ た 。 カ ス パ ー ゼ の 活 性 は
、 hMSC細 胞 を ス ク レ ロ ス チ ン で 処 理 し た 72時 間 後 も 大 き な 値 の ま ま で あ っ た 。
【 図 ２ ４ Ｂ 】 ラ ッ ト の ス ク レ ロ ス チ ン も hMSC細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と を 示 し て
い る 。 ヒ ト MSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 ヒ ト ま た は ラ ッ ト の ス ク レ ロ ス
チ ン で 24時 間 に わ た っ て 処 理 し た 後 、 カ ス パ ー ゼ の 活 性 を 調 べ た （ ロ ッ シ ュ 社 ） 。
【 図 ２ ５ 】 商 業 的 に 入 手 可 能 な カ ス パ ー ゼ の 活 性 阻 害 剤 が 、 ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て 誘 導
さ れ る hMSC細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 で き る こ と を 示 し て い る 。 hMSC細 胞 を 骨 芽 細 胞 誘 導
培 地 の 中 で 増 殖 さ せ 、 カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 、 ヒ ト の ス ク レ ロ ス チ ン
ま た は Sf9コ ン デ ィ シ ョ ン ド 培 地 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 （ 対 照 ） で 24時 間 に わ た っ て 処
理 し た 。 カ ス パ ー ゼ の 活 性 は 、 ロ ッ シ ュ 社 の ELISAで 測 定 し た 。 単 一 の カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤
（ CAS-1、 CAS-3、 カ ル バ イ オ ケ ム 社 ） ま た は 複 数 組 み 合 わ せ た カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 は 、 ス ク
レ ロ ス チ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る カ ス パ ー ゼ の 活 性 増 大 を 効 果 的 に 阻 止 し た 。 カ ス パ ー ゼ 阻
害 剤 は 、 こ の 細 胞 に お い て ラ ッ ト の ス ク レ ロ ス チ ン に よ っ て 誘 導 さ れ た カ ス パ ー ゼ の 活 性
も 阻 止 し た 。
【 図 ２ ６ 】 成 熟 骨 芽 細 胞 に お い て ス ク レ ロ ス チ ン が い か に し て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 で き る
か を 示 す ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。 間 葉 細 胞 は 、 誘 導 可 能 骨 芽 前 駆 細 胞 か ら 成 熟 骨 芽 細 胞 に 至
る 決 ま っ た 時 間 経 路 に 沿 っ て 成 長 し 、 最 終 的 に 管 壁 細 胞 ま た は 骨 細 胞 に な る 。 こ れ ら の 細
胞 は 、 成 長 す る に つ れ 、 分 化 の 各 段 階 に 特 徴 的 な 表 現 型 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 前 骨 芽 細 胞 で
は I型 コ ラ ー ゲ ン 、 成 熟 骨 芽 細 胞 で は 石 灰 化 ） を 発 現 す る 。 成 熟 し つ つ あ る 骨 芽 細 胞 は ス
ク レ ロ ス チ ン を 強 く 発 現 す る 。 ス ク レ ロ ス チ ン は 石 灰 化 を 調 節 し 、 し た が っ て 負 の フ ィ ー
ド バ ッ ク ・ メ カ ニ ズ ム に よ っ て 骨 形 成 を 調 節 す る 。 ス ク レ ロ ス チ ン は 、 骨 芽 細 胞 分 化 の 初
期 段 階 に お い て 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 増 大 さ せ る こ と に よ り 、 骨 芽 細 胞 の 形 成 を 減 ら す 。
骨 細 胞 ／ 管 壁 細 胞 か ら の シ グ ナ ル は 、 こ の プ ロ セ ス 全 体 を 調 節 す る 。 ス ク レ ロ ス チ ン は 、
骨 細 胞 に よ る 骨 の リ モ デ リ ン グ の 調 節 と 密 接 に 結 び 付 い て い る 可 能 性 が あ る 。
【 図 ２ ７ 】 ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 し て 可 能 な 1つ の ア ッ セ イ を 示 し て い る
。 こ の ア ッ セ イ で は 、 さ ま ざ ま な 細 胞 を 別 々 に テ ス ト す る こ と が で き る 。 1つ の ア ッ セ イ
で は 、 不 死 化 さ せ た 骨 細 胞 ま た は 形 質 転 換 さ せ た 骨 細 胞 を 、 ス ク レ ロ ス チ ン と テ ス ト 化 合
物 （ す な わ ち テ ス ト ・ サ ン プ ル ） の 存 在 下 で 培 養 す る こ と が で き る 。 別 の ア ッ セ イ で は 、
分 化 を 誘 導 す る こ と の で き る 初 代 骨 芽 細 胞 ま た は 間 葉 細 胞 を テ ス ト 化 合 物 （ す な わ ち テ ス
ト ・ サ ン プ ル ） に 曝 露 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 が 終 了 し た 後 、 ア ポ ト ー シ ス を 測 定
す る 。 ア ポ ト ー シ ス を 低 減 す る 因 子 が ス ク レ ロ ス チ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 で あ り 、 本 明
細 書 に 示 し た よ う な 多 数 の 方 法 で さ ら に 特 徴 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ Ａ 】
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【 図 ９ Ｄ 】 【 図 ９ Ｅ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

(61) JP 2005-532998 A 2005.11.4
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 ２ ２ Ａ 】 【 図 ２ ２ Ｂ 】
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【 図 ２ ４ Ｂ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

(66) JP 2005-532998 A 2005.11.4



【 配 列 表 】

(67) JP 2005-532998 A 2005.11.4

2005532998000001.app



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ  19/10                         Ａ６１Ｐ  19/10    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/04                         Ｃ１２Ｑ   1/04    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15                         Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50                         Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
// Ｃ１２Ｎ  15/09                         Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,
GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,
EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,M
X,MZ,NO,NZ,OM,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100114007
            弁理士　平山　孝二
(72)発明者  カン　サザーサンド　メイ　エス
            アメリカ合衆国　ワシントン州　９８０２１－８１００　ボーゼル　トゥーハンドレッドアンドサ
            ーティーンス　ストリート　サウスウェスト　６１４
(72)発明者  ジョヘガン　ジェイムス　シー
            アメリカ合衆国　ワシントン州　９８１０２　シアトル　サーティーンス　アベニュー　イースト
            　５０２　アパートメント　４１８　ミスター　ジェイムス　シー　ジョヘガン気付
(72)発明者  ユ　チャンプー
            アメリカ合衆国　ワシントン州　９８０１２　ミル　クリーク　サーティース　アベニュー　サウ
            スイースト　１５５２０
(72)発明者  レイサム　ジョン
            アメリカ合衆国　ワシントン州　９８１１９　シアトル　テンス　アベニュー　ウェスト　２４０
            ９
Ｆターム(参考) 2G045 AA29  AA35  BB20  CB01  FB03 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  CA01  CA04  CA11  DA02  EA04  GA11  GA18  HA11 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA20  QQ08  QQ13  QR60  QR66  QR69  QR77  QR80  QS24 
　　　　 　　        QS36  QX01 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  DA03  DA08  DA11  EA16  MA04  MA17  MA35  MA52 
　　　　 　　        MA55  MA66  NA14  ZA97  ZC78 

(68) JP 2005-532998 A 2005.11.4


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

