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(57)【要約】
【課題】骨成長および石灰化を促進する組成物および方
法を提供すること。
【解決手段】一定の態様において、本発明は、骨成長を
促進し、骨密度を高める組成物および方法を提供する。
本開示は一部においては、アクチビンアンタゴニスト活
性またはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト活性を有する分
子（「アクチビンアンタゴニスト」および「ＡｃｔＲＩ
Ｉａアンタゴニスト」）を用いて、骨密度を高め、骨成
長を促進し、および／または骨強度を高めることができ
ることを示す。特に本開示は、可溶形態のＡｃｔＲＩＩ
ａが、インビボにおいてアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシ
グナル伝達の阻害物質としての役割を果たし、骨密度、
骨成長および骨強度の増加を促進することを示す。
【選択図】図６
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願）
　本願は、２００５年１１月２３日に出願された米国仮特許出願第６０／７３９，４６２
号、２００６年３月１７日に出願された米国仮特許出願第６０／７８３，３２２号、およ
び２００６年９月１５日に出願された米国仮特許出願第６０／８４４，８５５号の利益を
主張し、これらの出願は、本明細書の全体にわたって参考として援用される。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　骨粗鬆症から骨折までの様々な骨疾患は、有効な医薬品がほとんどない一連の病的状態
である。かわりに処置では、固定、運動、および食生活の改善を含めた、物理療法および
行動療法に重点がおかれる。様々な骨疾患を処置する目的において骨成長を促進し、骨密
度を高める治療薬があれば有益である。
【０００３】
　骨成長および石灰化は、破骨細胞と造骨細胞という二つの細胞型の活動に依存するが、
軟骨細胞および血管の細胞も、これらのプロセスの重要な側面に関わる。発生的には、骨
形成は、軟骨内骨化と膜内骨化という二つのメカニズムにより生じ、前者は長径方向の骨
形成を担い、後者は、頭蓋の骨など、位相的に扁平な骨の形成を担う。軟骨内骨化は、造
骨細胞、破骨細胞の形成、血管系、および後の石灰化の鋳型の役割をする成長板の軟骨構
造の、順次的な形成および分解を要する。膜内骨化の間には、結合組織内に骨が直接形成
される。いずれのプロセスも、造骨細胞の浸入およびその後のマトリクス堆積を要する。
【０００４】
　骨折や他の構造的な骨破壊は、軟骨組織の形成およびその後の石灰化を含む、一連の骨
形成の発生事象に少なくとも表面的に類似するプロセスにより、治癒される。骨折治癒の
プロセスは、二つの態様で生じうる。直接的または一次的な骨治癒は、仮骨形成を伴わず
に生じる。間接的または二次的な骨治癒は、仮骨前駆段階を伴って生じる。骨折の一次的
治癒は、密着された破壊部全体の、物理的連続性の再形成を伴う。適切な条件下で、破壊
部を囲む骨吸収細胞が、トンネル吸収反応を示し、血管の浸透およびその後の治癒の経路
を確立する。骨の二次的治癒は、炎症、軟らかい仮骨形成、仮骨石灰化、および仮骨再形
成のプロセスを経る。炎症段階では、損傷部位の骨膜および骨内膜の血管の破壊により、
血腫および出血の形成が生じる。炎症細胞が領域に侵入する。軟らかいカルス形成の段階
では、細胞が新しい血管、繊維芽細胞、細胞内物質、および支持細胞を生み出し、骨折破
片の間のスペースに肉芽組織が形成される。繊維または軟骨組織（軟らかい仮骨）により
、破壊部全体の臨床的癒着が確立される。造骨細胞が形成され、軟らかい仮骨の石灰化を
媒介し、その後これが層板骨に置き換えられ、正常な再形成プロセスにしたがう。
【０００５】
　骨構造の骨折をはじめとする物理的破壊に加えて、骨塩量および骨量の減少が、様々な
状態により生じ、重大な医学的問題をもたらしうる。骨量の変化は、個体の一生にわたり
、比較的予測可能な態様で生じる。３０歳頃までは、男性も女性も、軟骨成長板の縦の成
長、および半径方向の成長により、骨が最大質量まで成長する。（骨梁、例えば椎骨およ
び骨盤等の扁平骨では）３０歳頃および（皮質骨、例えば四肢に見られる長骨では）４０
歳頃を過ぎると、男性も女性もゆっくりと骨量減少が生じる。女性の場合は、おそらくは
閉経期後のエストロゲン欠乏を原因とする、最終段階の実質的骨量減少も生じる。この段
階において女性の骨量は、皮質骨からさらに１０％、骨梁のコンパートメントから２５％
失われうる。進行する骨量減少により、骨粗鬆症などの病的状態が生じるかは、個体の最
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初の骨量と、増悪条件の有無によるところが大きい。
【０００６】
　骨量減少は、正常な骨再形成プロセスの不均衡として特徴づけられる場合がある。健康
な骨は、常に再形成が行われている。再形成は、破骨細胞による骨吸収により開始する。
吸収された骨は、造骨細胞によるコラーゲン形成、およびその後の石灰化を特徴とする、
新しい骨組織に置き換えられる。健康な個体においては、吸収と形成の割合のバランスが
保たれている。骨粗鬆症は、吸収への偏りを特徴とし、骨量および骨石灰化の全体的減少
をもたらす、慢性的な進行性の状態である。ヒトの骨粗鬆症は、臨床的オステオペニア（
若年成人の平均値を１標準偏差以上２．５標準偏差未満下回る骨塩密度）に続いておこる
。世界中で、約７５００万人が骨粗鬆症のリスクを抱えている。
【０００７】
　したがって、破骨細胞と造骨細胞の間の活動のバランスを制御するための方法は、骨折
やその他の骨損傷の治癒を促進するためだけではなく、骨量および骨石灰化の減少を伴う
骨粗鬆症などの病気の処置に有用となりうる。
【０００８】
　骨粗鬆症に関しては、エストロゲン、カルシトニン、ビタミンＫとオステオカルシン、
または高用量の食事性カルシウムが、いずれも治療的介入として用いられる。骨粗鬆症に
対する他の治療的アプローチには、ビスホスホネート、副甲状腺ホルモン、カルシミメテ
ィクス、スタチン、アナボリックステロイド、ランタンおよびストロンチウム塩およびフ
ッ化ナトリウムが含まれる。しかし、このような治療法は、有害な副作用を伴うことが多
い。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、骨成長および石灰化を促進する組成物および方法を提供することが、本開
示の目的である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の要旨）
　本開示は一部においては、アクチビンアンタゴニスト活性またはＡｃｔＲＩＩａアンタ
ゴニスト活性を有する分子（「アクチビンアンタゴニスト」および「ＡｃｔＲＩＩａアン
タゴニスト」）を用いて、骨密度を高め、骨成長を促進し、および／または骨強度を高め
ることができることを示す。特に本開示は、可溶形態のＡｃｔＲＩＩａが、インビボにお
いてアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達の阻害物質としての役割を果たし、骨密度
、骨成長および骨強度の増加を促進することを示す。骨成長を促進し、または骨量減少を
阻害するほとんどの医薬品は、抗異化剤（一般に「異化剤」とも呼ばれる）（例えばビス
ホスホネート）または同化剤（例えば、適切に投与される副甲状腺ホルモン、ＰＴＨ）と
して作用するが、可溶性ＡｃｔＲＩＩａタンパク質は異化作用および同化作用の両方を有
し、二重の活性をもつ。したがって、本開示は、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシグナル伝
達経路のアンタゴニストを用いて、骨密度を高め、骨成長を促進できることを証明する。
可溶性ＡｃｔＲＩＩａは、アクチビン拮抗作用以外の機序により骨に作用しうるが、本開
示はなお、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト活性にもとづき望ましい治療薬を
選択できることを示す。したがって、一定の実施形態においては、本開示は、骨粗鬆症等
の低骨密度または低骨強度を伴う病気を処置するため、または骨折した患者など、骨成長
が必要な患者の骨成長を促進するために、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、
抗アクチビン抗体、抗ＡｃｔＲＩＩａ抗体、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａを標的とす
る小分子およびアプタマー、および、アクチビンおよびＡｃｔＲＩＩａの発現を抑える核
酸などを含む、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを使用する方法を提供する。
さらに、可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、筋肉量の一貫して測定可能な増加を生じ
させることなく、骨成長を促進する。
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　一定の態様においては、本開示は、アクチビンと結合する可溶性のアクチビン結合Ａｃ
ｔＲＩＩａポリペプチドを含むポリペプチドを提供する。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは
、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと薬学的に受容可能な担体とを含む薬学的
調製物として調製されうる。アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、１ミクロモ
ル未満または１００、１０または１ナノモル未満のＫＤで、アクチビンと結合するのが好
ましい。あるいは、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、ＧＤＦ１１および／
またはＧＤＦ８よりアクチビンに選択的に結合し、好ましくは、ＧＤＦ１１および／また
はＧＤＦ８に対する場合よりもアクチビンに対して少なくとも１０倍、２０倍、または５
０倍低いＫＤで結合する。特定の作用機序に拘束されるものではないが、ＧＤＦ１１／Ｇ
ＤＦ８阻害を上回るアクチビン阻害のこのような選択性の程度により、筋肉に対する一貫
した測定可能な効果を伴わない、骨に対する選択的効果が説明されることが予想される。
多くの実施形態において、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、骨に対する望ましい効果を達
成する用量において、１５％未満、１０％未満、または５％未満の筋肉増加を生させるこ
とから選択される。組成物は、サイズ排除クロマトグラフィでの評価により、他のポリペ
プチド成分に関して少なくとも９５％純粋であるのが好ましく、組成物が、少なくとも９
８％純粋であるのがさらに好ましい。そのような調合に使用されるアクチビン結合Ａｃｔ
ＲＩＩａポリペプチドは、本明細書に開示される任意のものでよく、たとえば、配列番号
２、３、７または１２より選択されるアミノ酸配列、または、配列番号２、３、７、１２
または１３より選択されるアミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、
９７％または９９％同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドでよい。アクチビン結合Ａ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドには、Ｃ末端の１０～１５アミノ酸（「テール」）が欠けた、
配列番号１～３より選択される配列または配列番号２の配列の少なくとも１０、２０、ま
たは３０アミノ酸を含むものなど、天然のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能的断片が含
まれうる。
【００１１】
　可溶性アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドには、天然のＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチドに対する、アミノ酸配列における一つ以上の改変（例えば、リガンド結合ドメイン
における）が含まれうる。改変されたＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの例は、参照により本
明細書に組み込まれる、国際公開第２００６／０１２６２７号，ｐｐ．５９－６０に提供
される。アミノ酸配列の改変により、天然のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと比較して、例
えば、哺乳類、昆虫または他の真核細胞において産出されるポリペプチドのグリコシル化
が変更され、または、ポリペプチドのタンパク質分解的切断が変更される。
【００１２】
　アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、一つのドメインとしてのＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチド（例えばＡｃｔＲＩＩａのリガンド結合部分）と、薬物動態の改善、精製
し易い、特定の組織を標的とする、などの望ましい性質を提供する一つ以上の他のドメイ
ンとを有する融合タンパク質でありうる。例えば、融合タンパク質のドメインは、インビ
ボ安定性、インビボ半減期、取込み／投与、組織局在化または分布、タンパク質複合体の
形成、融合タンパク質の多量体化、および／または精製の一つ以上を改善しうる。アクチ
ビン結合ＡｃｔＲＩＩａ融合タンパク質には、免疫グロブリンＦｃドメイン（野生型また
は突然変異型）または血清アルブミン、または、薬物動態の改善、溶解性の改善、または
安定性の改善などの望ましい特性を提供する他のポリペプチド部分が含まれうる。好まし
い実施形態では、ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合には、ＦｃドメインとＡｃｔＲＩＩａの細胞
外ドメインとの間にある、比較的不定形なリンカーが含まれる。この不定形なリンカーは
、ＡｃｔＲＩＩａの細胞外ドメインのＣ末端にある、ほぼ１５アミノ酸の不定形領域（「
テール」）に相当し、または二次構造を比較的含まない１、２、３、４または５アミノ酸
からなる、または５から１５、２０、３０、５０またはそれ以上のアミノ酸からなる人工
的な配列であり得、または、両者の混合であり得る。リンカーは、グリシンおよびプロリ
ン残基を多く含み、たとえば、トレオニン／セリンおよびグリシンの単一配列、または、
トレオニン／セリンおよびグリシンの繰り返し配列を含みうる（例えばＴＧ４またはＳＧ
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４の単一配列または繰り返し配列）。融合タンパク質には、エピトープタグ、ＦＬＡＧタ
グ、ポリヒスチジン配列、およびＧＳＴ融合などの精製用のサブ配列が含まれうる。選択
的に、可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドには、グリコシル化アミノ酸、ＰＥＧ化アミノ
酸、ファルネシル化アミノ酸、アセチル化アミノ酸、ビオチン化アミノ酸、脂質部分に結
合体化されたアミノ酸、および有機誘導体化剤に結合体化されたアミノ酸より選択される
、一つ以上の修飾アミノ酸残基が含まれる。薬学的調製物には、骨の病気を処置するため
に使用される化合物など、一つ以上の追加的な化合物も含まれうる。薬学的調製物は、実
質的に発熱性物質を含まないのが好ましい。一般的には、患者に不適切な免疫応答が生じ
る可能性を減ずるように、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質が、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質の自
然のグリコシル化を適切に媒介する哺乳動物細胞株に発現されるのが好ましい。ヒトおよ
びＣＨＯ細胞株が良好に使用されており、他の一般的な哺乳類の発現システムも有用であ
ることが予想される。
【００１３】
　本明細書に記載されるとおり、ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃで表わされるＡｃｔＲＩＩａタン
パク質（ＡｃｔＲＩＩａ部分とＦｃ部分の間に必要最低限のリンカーを有する形態）は、
動物モデルにおける、ＧＤＦ８および／またはＧＤＦ１１と比べたアクチビンへの選択的
結合、高親和性リガンド結合、および二週間より長い血中半減期などを含む望ましい特性
を有する。一定の実施形態では、本発明は、ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃポリペプチド、および
、このようなポリペプチドと薬学的に受容可能な賦形剤とを含む薬学的調製物を提供する
。
【００１４】
　一定の態様においては、本開示は、可溶性アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
をコードする核酸を提供する。単離されたポリヌクレオチドには、上述のような、可溶性
アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのコード配列が含まれうる。例えば、単離さ
れた核酸には、ＡｃｔＲＩＩａの細胞外ドメイン（例えばリガンド結合ドメイン）をコー
ドする配列、ならびに、膜貫通ドメインまたは細胞質ドメイン内、または細胞外ドメイン
と膜貫通ドメインまたは細胞質ドメインの間にある停止コドンを除く、ＡｃｔＲＩＩａの
膜貫通ドメインおよび／または細胞質ドメインの一部または全体をコードする配列が含ま
れうる。例えば、単離されたポリヌクレオチドには、配列番号４または５のような全長Ａ
ｃｔＲＩＩａポリヌクレオチド配列、または一部切断された形が含まれ、当該単離された
ポリヌクレオチドには、３´末端の少なくとも６００ヌクレオチド手前に、あるいはポリ
ヌクレオチドの翻訳により、全長ＡｃｔＲＩＩａから一部切断された部分に選択的に融合
した細胞外ドメインが生じるように配置された転写終結コドンがさらに含まれる。好まし
い核酸配列は、配列番号１４である。本明細書に開示される核酸は、発現のためにプロモ
ータに作動可能に結合でき、本開示は、そのような組換えポリヌクレオチドにより形質転
換される細胞を提供する。細胞は、ＣＨＯ細胞等の哺乳動物細胞であるのが好ましい。
【００１５】
　一定の態様においては、本開示は、可溶性アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
を作製するための方法を提供する。このような方法には、本明細書に開示される任意の核
酸（例えば配列番号４、５または１４）を、Ｃｈｉｎｅｓｅハムスター卵巣（ＣＨＯ）細
胞などの適切な細胞に発現させる工程が含まれうる。このような方法には、ａ）可溶性Ａ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドの発現に適切な条件下で細胞を培養する工程であり、当該細胞
が、可溶性ＡｃｔＲＩＩａコンストラクトにより形質転換される工程と、ｂ）こうして発
現された可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを回収する工程が含まれうる。可溶性Ａｃｔ
ＲＩＩａポリペプチドは、粗製、一部精製、または高度に精製されたフラクションとして
回収されうる。精製は一連の精製工程により達成でき、これには例えば、以下のうちの一
つ、二つ、または三つまたはそれ以上が、任意の順序で含まれる：プロテインＡクロマト
グラフィ、陰イオン交換クロマトグラフィ（例えばＱセファロース）、疎水性相互作用ク
ロマトグラフィ（例えばフェニルセファロース）、サイズ排除クロマトグラフィ、および
陽イオン交換クロマトグラフィ。
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【００１６】
　一定の態様では、被験体の骨成長を促進し、または骨密度を高める方法において、本明
細書に開示される可溶性アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドなどの、アクチビン
－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを使用しうる。一定の実施形態では、本開示は、必要な
患者において低骨密度を伴う病気を処置し、または骨成長を促進するための方法を提供す
る。方法には、それを必要とする被験体に、有効量のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタ
ゴニストを投与する工程が含まれうる。一定の態様では、本開示は、本明細書に記載され
る病気または状態を処置するための医薬を作るための、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアン
タゴニストの使用を提供する。
【００１７】
　一定の態様においては、本開示は、骨の成長または石灰化の増加を促進する薬剤を同定
するための方法を提供する。方法には、ａ）アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａポリペプチ
ドのリガンド結合ドメインに結合する試験薬剤を同定する工程と、ｂ）骨の成長または石
灰化に対する薬剤の効果を評価する工程が含まれる。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
配列番号７のアミノ酸配列からなるアミノ酸配列を有する、アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチド。
（項目２）
前記ポリペプチドが、サイズ排除クロマトグラフィによる測定により、タンパク質汚染物
について少なくとも９５％純粋である、項目１に記載のアクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポ
リペプチド。
（項目３）
前記ポリペプチドが、ＧＤＦ－１１に対するよりもアクチビンに対して、解離定数で少な
くとも１０倍の選択性を有する、項目１または２に記載のアクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａ
ポリペプチド。
（項目４）
項目１～３のいずれかに記載のアクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと、薬学的に
受容可能な賦形剤とを含む、薬学的調製物。
（項目５）
前記調製物が、実質的に発熱性物質を含まない、項目４に記載の薬学的調製物。
（項目６）
項目１～３のいずれかに記載のアクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのコード配列
を含む、単離されたポリヌクレオチド。
（項目７）
前記単離されたポリヌクレオチドが、配列番号１４の配列を含む、項目６に記載の単離さ
れたポリヌクレオチド。
（項目８）
項目６または７に記載のポリヌクレオチドに作動可能に連結されたプロモータ配列を含む
、組換えポリヌクレオチド。
（項目９）
項目６～８のいずれかに記載の組換えポリヌクレオチドにより形質転換された、細胞。
（項目１０）
前記細胞が、哺乳動物細胞である、項目９に記載の細胞。
（項目１１）
前記細胞が、ＣＨＯ細胞またはヒト細胞である、項目１０に記載の細胞。
（項目１２）
アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを作製する方法であって、
　ａ）該可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの発現に適切な条件下で、細胞を培養する工
程であって、該細胞が、項目６～８のいずれかに記載の組換えポリヌクレオチドにより形
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質転換される工程；と、
　ｂ）そのようにして発現された該アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを回収す
る工程；と
を含む、方法。
（項目１３）
骨成長を促進するか、骨密度を高めるか、または骨強度を高めるための方法であって、該
方法が、
　ａ）配列番号２と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
　ｂ）配列番号３と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
　ｃ）配列番号２から選択される少なくとも５０個の連続したアミノ酸を含むポリペプチ
ド；
からなる群より選択される有効な量のポリペプチドを、被験体に投与する工程を含む、方
法。
（項目１４）
前記ポリペプチドが、以下：
　ｉ）少なくとも１０－７ＭのＫＤで、ＡｃｔＲＩＩａリガンドに結合する特性；および
　ｉｉ）細胞内のＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達を阻害する特性；
のうちの一つ以上を有する、項目１３に記載の方法。
（項目１５）
前記ポリペプチドが、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドドメインに加えて、インビボ安定性、
インビボ半減期、取込み／投与、組織局在化または分布、タンパク質複合体の形成、およ
び／あるいは精製の一つ以上を向上させる一つ以上のポリペプチド部分を含む融合タンパ
ク質である、項目１３または１４に記載の方法。
（項目１６）
前記融合タンパク質が、免疫グロブリンＦｃドメインおよび血清アルブミンからなる群よ
り選択されるポリペプチド部分を含む、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
前記ポリペプチドが、グリコシル化アミノ酸、ＰＥＧ化アミノ酸、ファルネシル化アミノ
酸、アセチル化アミノ酸、ビオチン化アミノ酸、脂質部分に結合体化されたアミノ酸、お
よび有機誘導体化剤に結合体化されたアミノ酸より選択される一つ以上の修飾アミノ酸残
基を含む、項目１３～１６のいずれかに記載の方法。
（項目１８）
骨関連障害を処置するための方法であって、該方法が、これを必要とする被験体に、有効
な量のアクチビンアンタゴニストまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを投与する工程を
含む、方法。
（項目１９）
前記アクチビンアンタゴニストまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストが、アクチビンアン
タゴニストポリペプチドまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチドである、項目
１８に記載の方法。
（項目２０）
前記アクチビンアンタゴニストポリペプチドまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペ
プチドが、
　ａ）配列番号２と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
　ｂ）配列番号３と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
　ｃ）配列番号２から選択される少なくとも５０個の連続したアミノ酸を含むポリペプチ
ド；
からなる群より選択される、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
前記アクチビンアンタゴニストポリペプチドまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペ
プチドが、以下：
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　ｉ）少なくとも１０－７ＭのＫＤで、ＡｃｔＲＩＩａリガンドに結合する特性；および
　ｉｉ）細胞内のＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達を阻害する特性；
のうちの一つ以上を有する、項目１９または２０に記載の方法。
（項目２２）
前記アクチビンアンタゴニストポリペプチドまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペ
プチドが、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドドメインに加えて、インビボ安定性、インビボ半
減期、取込み／投与、組織局在化または分布、タンパク質複合体の形成、および／あるい
は精製の一つ以上を向上させる一つ以上のポリペプチド部分を含む融合タンパク質である
、項目１９～２１のいずれかに記載の方法。
（項目２３）
前記融合タンパク質が、免疫グロブリンＦｃドメインおよび血清アルブミンからなる群よ
り選択されるポリペプチド部分を含む、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
前記アクチビンアンタゴニストポリペプチドまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペ
プチドが、グリコシル化アミノ酸、ＰＥＧ化アミノ酸、ファルネシル化アミノ酸、アセチ
ル化アミノ酸、ビオチン化アミノ酸、脂質部分に結合体化されたアミノ酸、および有機誘
導体化剤に結合体化されたアミノ酸より選択される一つ以上の修飾アミノ酸残基を含む、
項目１９～２３のいずれかに記載の方法。
（項目２５）
前記骨関連障害が、原発性骨粗鬆症および続発性骨粗鬆症からなる群より選択される、項
目１８～２４のいずれかに記載の方法。
（項目２６）
前記骨関連障害が、閉経後骨粗鬆症、性腺機能低下性の骨量減少、腫瘍により誘発される
骨量減少、癌療法により誘発される骨量減少、骨転移、多発性骨髄腫、およびパジェット
病からなる群より選択される、項目１８～２４のいずれかに記載の方法。
（項目２７）
第二の骨活性剤を投与する工程をさらに含む、項目１８～２６のいずれかに記載の方法。
（項目２８）
前記骨活性剤が、ビスホスホネート、エストロゲン、選択的エストロゲンレセプターモジ
ュレーター、副甲状腺ホルモン、カルシトニン、カルシウム補助剤およびビタミンＤ補助
剤からなる群より選択される、項目２７に記載の方法。
（項目２９）
(ａ)アクチビンアンタゴニストまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト；および
　（ｂ）第二の骨活性剤；
を含む、薬学的調製物。
（項目３０）
骨成長を促進するか、または骨密度を高める薬剤を同定する方法であって、該方法は、
　（ａ）アクチビンアンタゴニストポリペプチドまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポ
リペプチドと競合して、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのリガンド結合ドメインに結合する
試験薬剤を同定する工程；と、
　（ｂ）組織成長に対する該薬剤の効果を評価する工程；と
を含む、方法。
（項目３１）
骨関連障害を処置するための医薬を作製するための、アクチビンアンタゴニストポリペプ
チドまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチドの、使用。
（項目３２）
骨関連障害を予防するための方法であって、該方法が、これを必要とする被験体に、有効
な量のアクチビンアンタゴニストまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを投与する工程を
含む、方法。
（項目３３）



(9) JP 2018-205 A 2018.1.11

10

20

30

40

50

前記被験体が、骨転移を伴う癌を有する、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
前記被験体は、骨密度の低下、骨吸収、または骨転移の指標について陽性である、項目３
２～３３に記載の方法。
（項目３５）
前記被験体が、骨減少を伴う癌治療レジメンのレシピエントである、項目３２～３４のい
ずれかに記載の方法。
（項目３６）
前記被験体は、骨減少を伴う癌を有する、項目３２～３４のいずれかに記載の方法。
（項目３７）
前記ポリペプチドがグリコシル化されている、項目１～３のいずれかに記載のアクチビン
結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、項目４～５または２９のいずれかに記載の薬学的調製
物、あるいは、項目１３～２８のいずれかに記載の方法。
（項目３８）
患者の骨成長を促進するためおよび骨吸収を阻害するための方法であって、該方法が、有
効な量のＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質を該患者に投与する工程を含み、該Ａｃｔ
ＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号３のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一の
アミノ酸配列を含む、方法。
（項目３９）
前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号３のアミノ酸配列と少なくとも９
５％同一のアミノ酸配列を含む、項目３８に記載の方法。
（項目４０）
前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号３のアミノ酸配列を含む、項目３
８または３９に記載の方法。
（項目４１）
前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号２のアミノ酸配列を含む、項目３
８～４０のいずれかに記載の方法。
（項目４２）
前記方法による前記患者の骨格筋質量の増加が、１０％未満である、項目３８～４１のい
ずれかに記載の方法。
（項目４３）
前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、前記患者において少なくとも０．２μｇ／
ｋｇの血清濃度に達するように投与される、項目３８～４１のいずれかに記載の方法。
（項目４４）
前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、配列番号７のアミノ酸配列を有する、項目
３８～４３のいずれかに記載の方法。
（項目４５）
前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質の血中半減期が、１５日と３０日との間である
、項目３８～４４のいずれかに記載の方法。
（項目４６）
前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、週一回以下の頻度で前記患者に投与される
、項目３８～４５のいずれかに記載の方法。
（項目４７）
前記ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質が、月一回以下の頻度で前記患者に投与される
、項目３８～４６のいずれかに記載の方法。
（項目４８）
骨成長を促進するか、骨密度を高めるか、または骨強度を高めるための医薬の調製のため
の、（ａ）配列番号２と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド；（ｂ
）配列番号３と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド；および（ｃ）
配列番号２から選択される少なくとも５０個の連続したアミノ酸を含むポリペプチド；か
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らなる群より選択されるポリペプチドの、使用。
（項目４９）
骨関連障害を予防するための医薬の調製のための、アクチビンアンタゴニストポリペプチ
ドまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチドの、使用。
（項目５０）
骨成長を促進するためおよび骨吸収を阻害するための医薬の調製のための、配列番号３の
アミノ酸配列と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タ
ンパク質の、使用。
（項目５１）
骨成長を促進すること、骨密度を高めること、または骨強度を高めることに使用するため
の、（ａ）配列番号２と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド；（ｂ
）配列番号３と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド；および（ｃ）
配列番号２から選択される少なくとも５０個の連続したアミノ酸を含むポリペプチド；か
らなる群より選択される、ポリペプチド。
（項目５２）
骨関連障害の処置に使用するための、アクチビンアンタゴニストポリペプチドまたはＡｃ
ｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチド。
（項目５３）
骨関連障害の予防に使用するための、アクチビンアンタゴニストポリペプチドまたはＡｃ
ｔＲＩＩａアンタゴニストポリペプチド。
（項目５４）
骨成長を促進することおよび骨吸収を阻害することに使用するための、配列番号３のアミ
ノ酸配列と少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含む、ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タン
パク質。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、ＣＨＯ細胞に発現されたＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃの精製を示す。タンパ
ク質は、単一の明確なピークとして精製する。
【図２】図２は、ＢｉａＣｏｒｅ（商標）アッセイで測定した、アクチビンおよびＧＤＦ
－１１に対するＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃの結合を示す。
【図３】図３は、Ａ－２０４レポータージーンアッセイの概略図を示す。図は、レポータ
ーベクターｐＧＬ３（ＣＡＧＡ）１２（Ｄｅｎｎｌｅｒ等，１９９８年，ＥＭＢＯ　１７
：３０９１－３１００に記載）を示す。ＣＡＧＡ１２モティーフはＴＧＦ－ベータ応答遺
伝子（ＰＡＩ－１遺伝子）に存在するため、このベクターはＳｍａｄ２および３を経由す
るシグナル伝達因子で一般的に利用できる。
【図４】図４は、Ａ－２０４レポータージーンアッセイにおける、ＧＤＦ－８シグナル伝
達に対するＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃ（ダイヤモンド）およびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（四
角）の効果を示す。両方のタンパク質は、ピコモルのオーダーの濃度でＧＤＦ－８を介し
たシグナル伝達を実質的に阻害した。
【図５】図５は、Ａ－２０４レポータージーンアッセイにおける、ＧＤＦ－１１シグナル
伝達に対するＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃの三つの異なる調製物の効果を示す。
【図６】図６は、コントロールおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃで処置したＢＡＬＢ／ｃマ
ウスの、１２週間の処置期間の前（上パネル）および後（下パネル）のＤＥＸＡ画像の例
を示す。陰影が薄いほど、骨密度が増加していることを示す。
【図７】図７は、１２週間の期間にわたる、ＢＡＬＢ／ｃマウスの骨塩密度に対するＡｃ
ｔＲＩＩａ－ｍＦｃの効果の数量化を示す。処置は、コントロール（ダイヤモンド）、Ａ
ｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの２ｍｇ／ｋｇの投薬（四角）、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの６ｍｇ
／ｋｇの投薬（三角）、およびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの１０ｍｇ／ｋｇの投薬（丸）で
あった。
【図８】図８は、１２週間の期間にわたる、ＢＡＬＢ／ｃマウスの骨塩量に対するＡｃｔ
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ＲＩＩａ－ｍＦｃの効果の数量化を示す。処置は、コントロール（ダイヤモンド）、Ａｃ
ｔＲＩＩａ－ｍＦｃの２ｍｇ／ｋｇの投薬（四角）、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの６ｍｇ／
ｋｇの投薬（三角）、およびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの１０ｍｇ／ｋｇの投薬（丸）であ
った。
【図９】図９は、６週間の期間後の、卵巣切除（ＯＶＸ）、または偽手術（ＳＨＡＭ）を
施したＣ５７ＢＬ６マウスにおける、骨梁の骨塩密度に対するＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの
効果の数量化を示す。処置は、コントロール（ＰＢＳ）、またはＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ
の１０ｍｇ／ｋｇの投薬（ＡｃｔＲＩＩａ）であった。
【図１０】図１０は、１２週間の期間にわたる、卵巣切除を施した（ＯＶＸ）Ｃ５７ＢＬ
６マウスにおける、骨梁に対するＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの効果の数量化を示す。処置は
、コントロール（ＰＢＳ；薄い色の棒）、またはＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの１０ｍｇ／ｋ
ｇの投薬（ＡｃｔＲＩＩａ；濃い色の棒）であった。
【図１１】図１１は、６週間または１２週間の処置期間後の、偽手術を施したＣ５７ＢＬ
６マウスにおける、骨梁に対するＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの効果の数量化を示す。処置は
、コントロール（ＰＢＳ；薄い色の棒）、またはＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの１０ｍｇ／ｋ
ｇの投薬（ＡｃｔＲＩＩａ；濃い色の棒）であった。
【図１２】図１２は、１２週間の処置にわたる、卵巣切除マウスにおける骨密度のｐＱＣ
Ｔ分析の結果を示す。処置は、コントロール（ＰＢＳ；薄い色の棒）、またはＡｃｔＲＩ
Ｉａ－ｍＦｃ（濃い色の棒）であった。ｙ軸：ｍｇ／ｃｃｍ。
【図１３】図１３は、１２週間の処置にわたる、偽手術マウスにおける骨密度のｐＱＣＴ
分析の結果を示す。処置は、コントロール（ＰＢＳ；薄い色の棒）、またはＡｃｔＲＩＩ
ａ－ｍＦｃ（濃い色の棒）であった。ｙ軸；ｍｇ／ｃｃｍ。
【図１４】図１４Ａおよび１４Ｂは、１２週間の処置後の、全身のＤＥＸＡ分析（Ａ）お
よび大腿骨のエキソビボ分析（Ｂ）を示す。明るい領域は、高骨密度の領域を示す。
【図１５】図１５は、１２週間の処置後の、大腿骨骨幹中部のエキソビボｐＱＣＴ分析を
示す。処置は、溶媒コントロール（ＰＢＳ、濃い色の棒）、およびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦ
ｃ（薄い色の棒）であった。左側の四本の棒は総骨密度を示し、右側の四本の棒は皮質骨
密度を示す。各四本の棒の組のうち最初の対は、卵巣切除マウスからのデータであり、第
二の棒の対は、偽手術マウスからのデータである。
【図１６】図１６は、１２週間の処置後の、大腿骨骨幹中部のエキソビボｐＱＣＴ分析お
よび骨幹の骨量を示す。処置は、溶媒コントロール（ＰＢＳ、濃い色の棒）、またはＡｃ
ｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（薄い色の棒）であった。左側の四本の棒が総骨量を示し、右側の四
本の棒が皮質骨量を示す。各四本の棒の組のうち最初の対は、卵巣切除マウスからのデー
タであり、第二の棒の対は、偽手術マウスからのデータである。
【図１７】図１７は、大腿骨骨幹中部のエキソビボｐＱＣＴ分析および大腿骨の皮質厚を
示す。処置は、コントロール（ＰＢＳ、濃い色の棒）、およびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（
薄い色の棒）であった。左側の四本の棒は、骨内膜周径を示し、右側の四本の棒は骨膜周
径を示す。各四本の棒の組のうち最初の対は、卵巣切除マウスからのデータであり、第二
の棒の対は、偽手術マウスからのデータである。
【図１８】図１８は、１２週間の処置後の、大腿骨の機械的テストの結果を示す。処置は
、コントロール（ＰＢＳ、濃い色の棒）、およびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（薄い色の棒）
であった。左側の二本の棒は、卵巣切除マウスからのデータであり、右側の二本の棒は、
偽手術マウスからのデータである。
【図１９】図１９は、骨梁の体積に対するＡｃｔｒＩＩａ－ｍＦｃの効果を示す。
【図２０】図２０は、遠位大腿骨の骨梁構造に対するＡｃｔｒＩＩａ－ｍＦｃの効果を示
す。
【図２１】図２１は、皮質骨に対するＡｃｔｒＩＩａ－ｍＦｃの効果を示す。
【図２２】図２２は、骨の機械的強度に対するＡｃｔｒＩＩａ－ｍＦｃの効果を示す。
【図２３】図２３は、三つの異なる投与量における、骨の特性に対する異なる用量のＡｃ
ｔＲＩＩａ－ｍＦｃの効果を示す。
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【図２４】図２４は、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃが二重の同化および抗吸収作用を有するこ
とを示す、骨組織形態計測である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　（発明の詳細な説明）
　１．概要
　トランスフォーミング成長因子β（ＴＧＦベータ）スーパーファミリーには、共通の配
列要素および構造モティーフを共有する、様々な成長因子が含まれる。これらのタンパク
質は、脊椎動物および無脊椎動物の両方において、多種多様な細胞型に生体影響を及ぼす
ことが知られている。スーパーファミリーのメンバーは、胚発生過程におけるパターン形
成および組織特定化に重要な機能を果たし、脂肪生成、筋形成、軟骨形成、心臓発生、造
血、神経形成、および上皮細胞分化を含む様々な分化プロセスに影響しうる。ファミリー
は、二つの一般的なブランチに分けられる：ＢＭＰ／ＧＤＦおよびＴＧＦベータ／アクチ
ビン／ＢＭＰ１０ブランチであり、そのメンバーは、多様かつ多くの場合に相補的な効果
を有する。ＴＧＦβファミリーのメンバーの活性を操作することで、生物に大きな生理的
変化を生じうる場合が多い。例えば、Ｐｉｅｄｍｏｎｔｅｓｅ種およびＢｅｌｇｉａｎ　
Ｂｌｕｅ種の牛は、筋肉量の際立った増加をもたらす、ＧＤＦ８（別名マイオスタチン）
遺伝子の機能喪失突然変異をもっている。Ｇｒｏｂｅｔ等，Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ．１９９
７年，１７（ｌ）：７１－４。さらに、人間では、ＧＤＦ８の不活性の対立遺伝子が、筋
肉量の増加および並外れた力を伴うことが報告されている。Ｓｃｈｕｅｌｋｅ等，Ｎ　Ｅ
ｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　２００４年，３５０：２６８２－８。
【００２０】
　アクチビンは、ＴＧＦベータスーパーファミリーに属する二量体ポリペプチド成長因子
である。二つの密接に関連するβサブユニットのホモ／ヘテロ二量体である（βＡβＡ、
βＢβＢおよびβＡβＢ）、三つの原則的なアクチビンの形態（Ａ、ＢおよびＡＢ）があ
る。ヒトゲノムもアクチビンＣおよびアクチビンＥをコードし、これらは主に肝臓に発現
される。ＴＧＦベータスーパーファミリーにおいて、アクチビンは、卵巣細胞および胎盤
細胞におけるホルモン生産を促進し、ニューロン細胞の生存を支え、細胞型に応じて細胞
周期の進行にプラスまたはマイナスの影響を与え、少なくとも両生類の胚における中胚葉
分化を誘発することができる、固有かつ多機能の因子である（ＤｅＰａｏｌｏ等,１９９
１年，Ｐｒｏｃ　Ｓｏｃ　Ｅｐ　Ｂｉｏｌ　Ｍｅｄ．１９８：５００－５１２；Ｄｙｓｏ
ｎ等,１９９７年，Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ．７：８１－８４；Ｗｏｏｄｒｕｆｆ，１９９８
年，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．５５：９５３－９６３）。さらに、刺激され
たヒト単核球性白血病細胞から単離された赤芽球分化誘導因子（ＥＤＦ）が、アクチビン
Ａと同一であることが発見された（Ｍｕｒａｔａ等,１９８８年，ＰＮＡＳ，８５：２４
３４）。アクチビンＡが、骨髄の赤血球生成の天然の正の調節因子としての役割を果たす
ことが示唆されている。いくつかの組織においては、アクチビンのシグナル伝達を、関連
するヘテロ二量体であるインヒビンが拮抗する。例えば、下垂体から卵胞刺激ホルモン（
ＦＳＨ）が放出される間には、アクチビンがＦＳＨ分泌および合成を促進する一方で、イ
ンヒビンはＦＳＨ分泌および合成を妨げる。アクチビンの生理活性を調節し、および／ま
たはアクチビンに結合しうる他のタンパク質には、フォリスタチン（ＦＳ）、フォリスタ
チン関連タンパク質（ＦＳＲＰ）、α２－マクログロブリン、Ｃｅｒｂｅｒｕｓ、および
ｅｎｄｏｇｌｉｎが含まれる。
【００２１】
　ＴＧＦ－βシグナルは、リガンド刺激に応じて下流のＳｍａｄタンパク質をリン酸化お
よび活性化する、Ｉ型およびＩＩ型セリン／トレオニンキナーゼレセプターのヘテロ複合
体により媒介される（Ｍａｓｓａｇｕｅ，２０００年，Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｍｏｌ．Ｃｅｌ
ｌ　Ｂｉｏｌ．１：１６９－１７８）。これらのＩ型およびＩＩ型レセプターは、システ
インリッチ部分を伴う細胞外リガンド結合ドメイン、膜貫通ドメイン、およびセリン／ト
レオニン特異性をもつと推測される細胞質ドメインからなる、膜貫通タンパク質である。
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Ｉ型レセプターはシグナル伝達に必須であり、ＩＩ型レセプターは、リガンド結合および
タイプＩレセプターの発現に必要である。Ｉ型およびＩＩ型のアクチビンレセプターは、
リガンド結合後に安定な複合体を形成し、ＩＩ型レセプターによるＩ型レセプターのリン
酸化を生じる。
【００２２】
　二つの関連するＩＩ型レセプターであるＡｃｔＲＩＩａおよびＡｃｔＲＩＩｂが、アク
チビンのＩＩ型レセプターとして同定されている（ＭａｔｈｅｗｓおよびＶａｌｅ，１９
９１年，Ｃｅｌｌ　６５：９７３－９８２；Ａｔｔｉｓａｎｏ等,１９９２年，Ｃｅｌｌ
　６８：９７－１０８）。ＡｃｔＲＩＩａおよびＡｃｔＲＩＩｂは、アクチビンの他、Ｂ
ＭＰ７、Ｎｏｄａｌ、ＧＤＦ８およびＧＤＦ１１を含む、他のいくつかのＴＧＦ－βファ
ミリータンパク質と生化学的に相互作用しうる（Ｙａｍａｓｈｉｔａ等,１９９５年，Ｊ
．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１３０：２１７－２２６；ＬｅｅおよびＭｃＰｈｅｒｒｏｎ，２
００１年，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９８：９３０６－９３１１；Ｙｅｏ
およびＷｈｉｔｍａｎ，２００１年，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　７：９４９－９５７；Ｏｈ等，
２００２年，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１６：２７４９－５４）。ＡＬＫ４が、アクチビン、
特にアクチビンＡの主なＩ型レセプターであり、ＡＬＫ－７も、アクチビン、特にアクチ
ビンＢのレセプターとしての役割を果たしうる。
【００２３】
　本明細書に示されるとおり、ＧＤＦ８またはＧＤＦ１１等の他のＴＧＦベータファミリ
ーのメンバーではなくアクチビンＡに結合する実質的選択性を示す可溶性ＡｃｔＲＩＩａ
ポリペプチド（ｓＡｃｔＲＩＩａ）は、インビボで骨成長を促進し、骨密度を高める上で
有効である。特定の機序にとらわれるものではないが、これらの研究において使用された
特定のｓＡｃｔＲＩＩａコンストラクトにより示された極めて強力なアクチビン結合（ピ
コモルの解離定数）を前提とすると、ｓＡｃｔＲＩＩａの効果は、主にアクチビンアンタ
ゴニスト効果により生じると考えられる。機序に関わらず、ＡｃｔＲＩＩａ－アクチビン
アンタゴニストにより、正常なマウスおよび骨粗鬆症のマウスモデルにおける骨密度が増
加することが、本明細書に提示されるデータから明白である。骨は、骨を生産し石灰化を
促す因子（主に造骨細胞）と、骨を破壊し脱灰する因子（主に破骨細胞）のバランスに応
じて成長または収縮し、密度が増減する動的組織であることに留意する必要がある。生産
因子を増加させるか、破壊因子を減少させることにより、または両者により、骨成長およ
び石灰化を増加させることができる。「骨成長を促進する」および「骨石灰化を増加させ
る」という用語は、骨の観察可能な物理的変化をさし、骨の変化が生じる機序に関しては
中立の意味である。
【００２４】
　本明細書に記載の研究で使用される骨粗鬆症のマウスモデルおよび骨成長／密度からは
、ヒトへの効果が高度に予測されると考えられるため、本開示は、ＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチドおよび他のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストを使用して、ヒトにおいて
骨成長を促進し、骨密度を高める方法を提供する。アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴ
ニストには、たとえば、アクチビン結合可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、アクチビン
（特にβＡまたはβＢとも呼ばれるアクチビンＡまたはＢサブユニット）と結合してＡｃ
ｔＲＩＩａの結合を妨げる抗体、ＡｃｔＲＩＩａと結合してアクチビンの結合を妨げる抗
体、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａ結合により選択される非抗体タンパク質（このよう
なタンパク質の例、ならびにその設計および選択については、国際公開第２００２／０８
８１７１号、国際公開第２００６／０５５６８９号、国際公開第２００２／０３２９２５
号、国際公開第２００５／０３７９８９号、米国特許出願公開第２００３／０１３３９３
９号、および米国特許出願公開第２００５／０２３８６４６号などを参照）、アクチビン
またはＡｃｔＲＩＩａ結合により選択される、多くの場合にＦｃドメインに結合したラン
ダムペプチドが含まれる。アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａ結合活性を有する二つの異な
るタンパク質（または他の部分）、特にＩ型（たとえば、可溶性Ｉ型アクチビンレセプタ
ー）およびＩＩ型（たとえば、可溶性ＩＩ型アクチビンレセプター）結合部位をそれぞれ
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ブロックするアクチビン結合タンパク質どうしを連結して、二機能性結合分子をつくるこ
とができる。アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達軸を阻害する核酸アプタマー、小
分子および他の薬剤。様々なタンパク質が、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト
活性を有し、インヒビン（すなわち、インヒビンαサブユニット）（ただし全ての組織で
普遍的にアクチビンに拮抗するわけではない）や、フォリスタチン（例えばフォリスタチ
ン－２８８およびフォリスタチン－３１５）、Ｃｅｒｂｅｒｕｓ、ＦＳＲＰ、ｅｎｄｏｇ
ｌｉｎ、アクチビンＣ、α（２）－マクログロブリン、およびＭ１０８Ａ（１０８番目の
メチオニンをアラニンに置換）突然変異型アクチビンＡが含まれる。一般に、代替的形態
のアクチビン、特にＩ型レセプター結合ドメインが改変されたものは、ＩＩ型レセプター
に結合できるが、活性化した三重複合体を形成できないためアンタゴニストとして作用す
る。さらに、アクチビンＡ、Ｂ、ＣまたはＥ、または、特にＡｃｔＲＩＩａの発現を阻害
するアンチセンス分子、ｓｉＲＮＡｓまたはリボザイムなどの核酸を、アクチビン－Ａｃ
ｔＲＩＩａアンタゴニストとして使用できる。使用されるアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａア
ンタゴニストは、他のＴＧＦβファミリーのメンバーに対して、特にＧＤＦ８およびＧＤ
Ｆ１１に対して、アクチビンを介したシグナル伝達を阻害する選択性を有することが好ま
しい。可溶性ＡｃｔＲＩＩｂタンパク質はアクチビンに結合するが、野生型タンパク質は
ＧＤＦ８／１１に対してアクチビンと結合する有意な選択性をもたず、このタンパク質に
より骨に対する所望の効果は得られないだけでなく、筋肉の実質的成長も生じることが予
備実験により示唆される。しかし、異なる結合特性を有する改変された形態のＡｃｔＲＩ
Ｉｂが同定されており（たとえば、参照により本明細書に組み込まれる国際公開第２００
６／０１２６２７号，ｐｐ．５５－５９を参照）、これらのタンパク質は、骨に対する所
望の効果を達成しうる。天然または改変ＡｃｔＲＩＩｂは、第二のアクチビン選択的結合
剤と結びつけることにより、アクチビンに対するさらなる特異性を与えうる。
【００２５】
　本明細書において使用する用語は、一般に、本発明の文脈および各用語が使用される特
定の文脈において、従来技術における通常の意味を有する。一定の用語は、本発明の組成
物および方法、ならびにそれらを製作し使用する方法を記載する上で、実務家にさらなる
指針を提供するために、本明細書の以下または他所に説明される。用語の一切の使用の範
囲または意義は、用語が使用される特定の文脈から明らかとなる。
【００２６】
　「約」および「ほぼ」は、一般に、測定の性質または精度を前提として、測定された量
の許容できる程度の誤差を意味する。典型的には、代表的な誤差の程度は、特定の値また
は値の範囲の２０パーセント（％）以内、好ましくは１０％以内、より好ましくは５％以
内である。
【００２７】
　あるいは、特に生物系においては、「約」および「ほぼ」という用語は、好ましくは特
定の値の５倍以内、より好ましくは２倍以内である概略値を意味しうる。本明細書に与え
られた数量は、特に明記しない限り概算であり、すなわち、「約」および「ほぼ」という
用語は特に明示がなければ推量されうる。
【００２８】
　本発明の方法には、野生型配列と一つ以上の突然変異型（配列変異体）の比較を含めて
、配列を互いに比較する工程が含まれうる。このような比較には、通常はポリマー配列の
アラインメントが含まれ、たとえば、公知技術の配列アラインメント・プログラムおよび
／またはアルゴリズムが使用される（例えば、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡおよびＭＥＧＡＬ
ＩＧＮを例として含む）。熟練技術者には当然のことながら、かかるアラインメントでは
、突然変異に残基の挿入または欠失が含まれる場合には、配列アラインメントに、挿入ま
たは欠失した残基を含まないポリマー配列の「ギャップ」（通常はダッシュまたは「Ａ」
で表わされる）が導入される。
【００２９】
　「相同」とは、全ての文法形態およびつづり方において、同じ生物種のスーパーファミ
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起源」を有する二つのタンパク質の関係をさす。そのようなタンパク質（およびそれらを
コードする核酸）は配列相同性を有し、それは配列間の同一性の割合、あるいは特定の残
基やモティーフの存在およびそれらの保存された位置などにもとづく配列類似度に反映さ
れる。
【００３０】
　「配列類似度」という用語は、全ての文法形態において、共通の進化上の起源を共有し
得るまたは共有し得ない核酸またはアミノ酸配列間の、同一性または対応の程度をさす。
【００３１】
　しかしながら、一般的な使用法および本出願においては、「相同」という用語は、「高
度に」などの副詞で修飾される場合には、配列類似度をさすことができ、共通の進化上の
起源に関する場合も関しない場合もある。
【００３２】
　２．ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
　一定の態様においては、本発明はＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに関する。本明細書で使
用されるところの「ＡｃｔＲＩＩａ」という用語は、任意の種のアクチビンＩＩａ型レセ
プター（ＡｃｔＲＩＩａ）タンパク質のファミリー、および突然変異誘発またはその他の
修飾によりそのようなＡｃｔＲＩＩａタンパク質から得られた変異体をさす。本明細書に
おけるＡｃｔＲＩＩａへの言及は、現在同定されている形態のいずれか一つへの言及であ
るものとする。ＡｃｔＲＩＩａファミリーのメンバーは一般に、システインリッチ部分を
伴う細胞外リガンド結合ドメイン、膜貫通ドメイン、およびセリン／トレオニン活性をも
つと推測される細胞質ドメインからなる、膜貫通タンパク質である。
【００３３】
　「ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド」という用語には、ＡｃｔＲＩＩａファミリーメンバー
に属する任意の天然のポリペプチド、ならびにその任意の変異体（突然変異型、断片、融
合、およびペプチドミメティクスの形態を含む）で有用な活性を維持するものを含むポリ
ペプチドが含まれる。例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドには、ＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチドの配列と少なくとも約８０％同一であり、好ましくは同一性が少なくとも８５％、
９０％、９５％、９７％、９９％またはそれ以上である配列を有する、任意の公知のＡｃ
ｔＲＩＩａの配列から得られたポリペプチドが含まれる。例えば、本発明のＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドは、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質および／またはアクチビンに結合し、機能
を阻害しうる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、骨成長および骨石灰化を促進するのが好
ましい。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの例には、ヒトＡｃｔＲＩＩａ前駆体ポリペプチド
（配列番号１）および可溶性ヒトＡｃｔＲＩＩａポリペプチド（例えば、配列番号２，３
，７および１２）が含まれる。
【００３４】
　ヒトＡｃｔＲＩＩａ前駆体タンパク質の配列は、以下の通りである：
【００３５】
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　シグナルペプチドには一重下線が引かれており、細胞外ドメインは太字であり、Ｎ結合
グリコシル化の可能性がある部位は二重下線が引かれている。
【００３６】
　加工されたヒトＡｃｔＲＩＩａの可溶性（細胞外）ポリペプチド配列は、以下の通りで
ある：
【００３７】
【化２－１】

　細胞外ドメインのＣ末端「テール」は下線が引かれている。「テール」が欠失した配列
（Δ１５配列）は以下の通りである：
【００３８】

【化２－２】

　ヒトＡｃｔＲＩＩａ前駆体タンパク質コードする核酸配列は、以下の通りである（Ｇｅ
ｎｂａｎｋエントリＮＭ＿０１６１６の１６４－１７０５のヌクレオチド）：
【００３９】
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【化３】

　ヒトＡｃｔＲＩＩａ可溶性（細胞外）ポリペプチドをコードする核酸配列は、以下の通
りである：
【００４０】

【化４】

　特定の実施形態においては、本発明は、可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに関する。
本明細書に記載されるところの、「可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド」という用語は、
一般に、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質の細胞外ドメインを含むポリペプチドを指す。本明細
書で用いられるところの「可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド」という用語には、Ａｃｔ
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ＲＩＩａタンパク質の天然に生じる全ての細胞外ドメインならびにその任意の変異体（突
然変異型、断片、融合、およびペプチドミメティクスの形態を含む）が含まれる。アクチ
ビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、アクチビン、特にアクチビンＡＡ、ＡＢまたは
ＢＢに結合する能力を維持するものである。アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
は、１ｎＭ以下の解離定数でアクチビンＡＡと結合するのが好ましい。ヒトＡｃｔＲＩＩ
ａ前駆体タンパク質のアミノ酸配列が下記に提供される。ＡｃｔＲＩＩａタンパク質の細
胞外ドメインは、アクチビンと結合し、一般に可溶性であるため、可溶性アクチビン結合
ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと称することができる。可溶性アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドの例には、配列番号２、３、７、１２および１３で表わされる可溶性ポリ
ペプチドが含まれる。配列番号７は、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃと称され、実施例にさらに
記載される。可溶性アクチビン結合ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの他の例には、ＡｃｔＲ
ＩＩａタンパク質の細胞外ドメインに加えて、例えば、ミツバチメリチンリーダー配列（
配列番号８）、組織プラミノーゲン（ｐｌａｍｉｎｏｇｅｎ）活性化因子（ＴＰＡ）リー
ダー（配列番号９）、または天然ＡｃｔＲＩＩａリーダー（配列番号１０）などのシグナ
ル配列が含まれる。配列番号１３で表わされるＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃポリペプチドは、
ＴＰＡリーダーを使用する。
【００４１】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能的に活性の断片は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを
コードする核酸の対応する断片から組換えにより生産されたポリペプチドをスクリーニン
グすることにより得られる。さらに、断片は、従来のメリフィールド固相ｆ－Ｍｏｃまた
はｔ－Ｂｏｃ化学反応などの公知技術を使用して、化学合成できる。断片を（組換えまた
は化学合成により）生産し、テストして、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質またはアクチビンに
より媒介されるシグナル伝達のアンタゴニスト（阻害物質）として機能できるペプチジル
断片を同定できる。
【００４２】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能的に活性の変異体は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
をコードする対応する突然変異核酸から組換えにより生産された修飾ポリペプチドのライ
ブラリをスクリーニングすることにより得られる。断片を（組換えまたは化学合成により
）生産し、テストして、ＡｃｔＲＩＩａタンパク質またはアクチビンにより媒介されるシ
グナル伝達のアンタゴニスト（阻害物質）として機能できるものを同定できる。一定の実
施形態では、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能的変異体には、配列番号２または３より
選択されるアミノ酸配列と少なくとも７５％同一であるアミノ酸配列が含まれる。一定の
場合には、機能的変異体は、配列番号２または３より選択されるアミノ酸配列と少なくと
も８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％または１００％同一のアミ
ノ酸配列を有する。
【００４３】
　機能的変異体は、治療効果または安定性（エキソビボにおける貯蔵寿命およびインビボ
におけるタンパク質分解に対する抵抗など）を高める等の目的で、ＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチドの構造を修飾することにより作り出すことができる。このような修飾ＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドは、アクチビンの結合を維持するために選択される場合には、天然のＡｃ
ｔＲＩＩａポリペプチドの機能的等価物とみなされる。修飾ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
は、アミノ酸置換、欠失または付加などにより生産することもできる。例えば、イソロイ
シンまたはバリンでのロイシンの、グルタミン酸でのアスパラギン酸の、セリンでのトレ
オニンの単離置換、または構造的に関連したアミノ酸でのアミノ酸の類似の置換（たとえ
ば保存的変異）は、得られる分子の生物活性に大きく影響しないことが合理的に予期され
る。保存的置換は、側鎖が関連するアミノ酸のファミリーの中で行われる置換である。Ａ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドのアミノ酸配列の変更により機能的ホモログが得られるかどう
かは、細胞内で野生型ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと類似の態様で反応する変異ＡｃｔＲ
ＩＩａポリペプチドの能力を評価することにより、直ちに判定できる。
【００４４】
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　一定の実施形態では、本発明は、ポリペプチドのグリコシル化を改変するための、Ａｃ
ｔＲＩＩａポリペプチドの特異的突然変異を予定する。このような突然変異は、Ｏ結合ま
たはＮ結合グリコシル化部位などの一つ以上のグリコシル化部位を導入または除去するた
めに選択されうる。アスパラギン結合グリコシル化認識部位には、一般に、適当な細胞の
グリコシル化酵素により特異的に認識されるトリペプチド配列、アスパラギン－Ｘ－トレ
オニン（またはアスパラギン－Ｘ－セリン）（「Ｘ」は任意のアミノ酸）が含まれる。野
生型ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの配列に対する、（Ｏ結合グリコシル化部位における）
一つ以上のセリンまたはトレオニン残基の付加または置換によっても改変がなされうる。
グリコシル化認識部位の第一または第三アミノ酸位の一方又は両方における、様々なアミ
ノ酸置換または欠失（および／または第二位におけるアミノ酸欠失）は、修飾トリペプチ
ド配列における非グリコシル化をもたらす。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの炭化水素部分
の数を増大する別の方法は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドへのグリコシドの化学的または
酵素的結合による。使用される結合方法に応じて、糖(類)を（ａ）アルギニンおよびヒス
チジン、（ｂ）遊離カルボキシル基、（ｃ）システインのもの等の遊離スルフヒドリル基
、（ｄ）セリン、トレオニン、またはヒドロキシプロリンのもの等の遊離ヒドロキシル基
、（ｅ）フェニルアラニン、チロシン、またはトリプトファンのもの等の芳香族残基、ま
たは（ｆ）グルタミンのアミド基と結合しうる。これらの方法は、参照により本明細書に
組み込まれる、１９８７年９月１１日に公開された国際公開第８７／０５３３０号、およ
び、ＡｐｌｉｎおよびＷｒｉｓｔｏｎ（１９８１年）ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．，ｐｐ．２５９－３０６に記載されている。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに存
在する一つ以上の炭化水素部分の除去は、化学的または酵素的に達成されうる。化学的脱
グリコシル化は、例えば、化合物トリフルオロメタンスルホン酸または等価の化合物への
、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの曝露を伴いうる。この処理は、アミノ酸配列を完全に残
しながら、結合糖（Ｎ－アセチルグルコサミンまたはＮ－アセチルガラクトサミン）を除
く大部分または全ての糖を切断する。化学的脱グリコシル化は、Ｈａｋｉｍｕｄｄｉｎ等
（１９８７年）Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．２５９：５２、およびＥｄ
ｇｅ等（１９８１年）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１１８：１３１により、さらに説明さ
れる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの炭水化物部分の酵素的切断は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａ
等（１９８７年）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１３８：３５０により記載されるように、
様々なエンドグリコシダーゼおよびエキソグリコシダーゼの使用により達成できる。哺乳
類、イースト、昆虫および植物細胞は全て、ペプチドのアミノ酸配列の影響を受けうる異
なるグリコシル化パターンを導入しうるため、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの配列を、使
用される発現系のタイプに応じて適切に調節しうる。一般に、ヒトに用いられるＡｃｔＲ
ＩＩａタンパク質は、適切なグリコシル化を提供するＨＥＫ２９３またはＣＨＯ細胞株な
どの哺乳動物細胞株に発現されるが、他の哺乳類由来の発現細胞株や、人工グリコシル化
酵素を有するイースト細胞株、および昆虫細胞も、同様に有用であることが期待される。
【００４５】
　本開示は、突然変異体、特にＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの一連のコンビナトリアル突
然変異体、ならびにトランケーション突然変異体を作り出す方法をさらに予定する。コン
ビナトリアル突然変異体のプールは、機能的変異体配列を同定する上で特に有用である。
このようなコンビナトリアルライブラリをスクリーニングする目的は、たとえばアゴニス
トまたはアンタゴニストとして作用しうる、あるいは、新規の活性を全てもつＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチド変異体を作り出すためでありうる。様々なスクリーニングアッセイが下
記に提供され、このようなアッセイを用いて変異体を評価できる。例えば、ＡｃｔＲＩＩ
ａリガンドと結合して、ＡｃｔＲＩＩａリガンドのＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに対する
結合を妨げ、または、ＡｃｔＲＩＩａリガンドによるシグナル伝達を妨げる能力について
、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド変異体をスクリーニングできる。
【００４６】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドまたはその変異体の活性は、細胞ベースまたはインビボの
アッセイでテストすることもできる。例えば、骨生産または骨破壊に関わる遺伝子の発現
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に対する、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド変異体の効果を評価しうる。これは、必要に応じ
て、一つ以上の組換えＡｃｔＲＩＩａリガンドタンパク質（例えばアクチビン）の存在下
で行うことができ、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドおよび／またはその変異体、および選択
的にＡｃｔＲＩＩａリガンドを産出するために、細胞をトランスフェクションしうる。同
様に、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを、マウスまたは他の動物に投与し、密度または体積
等、一つ以上の骨特性を評価できる。骨折の治癒率も、評価できる。二重エネルギーＸ線
吸光光度定量法（ＤＥＸＡ）は、動物の骨密度を評価するための、非侵襲性の定量的技術
として定着している。ヒトにおいては、躯幹骨ＤＥＸＡシステムを用いて、脊椎および骨
盤の骨密度を評価できる。これらは、全体の骨密度の最善の予測手段である。末梢骨ＤＥ
ＸＡシステムは、手、手首、足関節および足の骨など、末梢骨の骨密度を評価するために
用いることができる。ＣＡＴスキャンを含む従来のＸ線造影システムを用いて、骨成長お
よび骨折治癒を評価できる。骨の機械的強度も、評価できる。
【００４７】
　天然のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと比較して選択的または全般的に高められた能力を
有する、コンビナトリアル的に得られる変異体を作製できる。同様に、突然変異誘発によ
り、対応する野生型ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとは細胞内半減期が全く異なる変異体を
生み出すことができる。例えば、改変されたタンパク質は、天然ＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドの破壊あるいは不活性化につながる、タンパク質分解または他の細胞過程に対する安
定性を高め、または低めることができる。このような変異体およびそれらをコードする遺
伝子を利用して、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの半減期を調整することによりＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドのレベルを変更できる。例えば、半減期を短くすれば生体影響がより過
渡的になり、患者の体内の組換えＡｃｔＲＩＩａポリペプチドレベルを、より厳密に制御
することが可能になる。Ｆｃ融合タンパク質においては、タンパク質の半減期を変更する
ために、変異をリンカー（あれば）および／またはＦｃ部分に入れることができる。
【００４８】
　コンビナトリアルライブラリは、各々が潜在的ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド配列の少な
くとも一部を含むポリペプチドのライブラリをコードする遺伝子の縮重ライブラリとして
作製できる。例えば、潜在的ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのヌクレオチド配列の縮重組が
、個々のポリペプチドとして、あるいは、より大きな融合タンパク質（例えば、ファージ
）組として発現できるように、合成オリゴヌクレオチドの混合物を遺伝子配列に酵素的に
ライゲートしうる。
【００４９】
　多くの方法により、縮重オリゴヌクレオチド配列から潜在的ホモログのライブラリを作
り出せる。自動化ＤＮＡ合成装置において、縮重遺伝子配列の化学合成を行うことができ
、その後、合成遺伝子を適切な発現ベクターにライゲートできる。縮重オリゴヌクレオチ
ドの合成は公知技術である（たとえば、Ｎａｒａｎｇ，ＳＡ（１９８３年）Ｔｅｔｒａｈ
ｅｄｒｏｎ　３９：３；Ｉｔａｋｕｒａ等,（１９８１年）Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｄ
ＮＡ，Ｐｒｏｃ．３ｒｄ　Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ　Ｓｙｍｐｏｓ．Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕ
ｌｅｓ，ｅｄ．ＡＧ　Ｗａｌｔｏｎ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　ｐｐ２７
３－２８９；Ｉｔａｋｕｒａ等，（１９８４年）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５
３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａ等，（１９８４年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９８：１０５６；Ｉ
ｋｅ等，（１９８３年）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１１：４７７を参照。）。
このような技術は、他のタンパク質の定向進化において使用されている（たとえば、Ｓｃ
ｏｔｔ等，（１９９０年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３８６－３９０；Ｒｏｂｅｒｔｓ等
，（１９９２年）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８９：２４２９－２４３３；Ｄｅｖｌｉｎ等，（１
９９０年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：４０４－４０６；Ｃｗｉｒｌａ等，（１９９０年）
ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８７：６３７８－６３８２；ならびに米国特許第５，２２３，４０９
号，第５，１９８，３４６号，および第５，０９６，８１５号を参照）。
【００５０】
　あるいは、コンビナトリアルライブラリを作り出すために、他の形態の突然変異誘発を
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利用できる。例えば、アラニンスキャンニング突然変異誘発などを用いたスクリーニング
（Ｒｕｆ等，（１９９４年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３３：１５６５－１５７２；Ｗ
ａｎｇ等，（１９９４年）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：３０９５－３０９９；Ｂａ
ｌｉｎｔ等，（１９９３年）Ｇｅｎｅ　１３７：１０９－１１８；Ｇｒｏｄｂｅｒｇ等，
（１９９３年）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２１８：５９７－６０１；Ｎａｇａｓｈｉ
ｍａ等，（１９９３年）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：２８８８－２８９２；Ｌｏｗ
ｍａｎ等，（１９９１年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３０：１０８３２－１０８３８；
およびＣｕｎｎｉｎｇｈａｍ等，（１９８９年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４４：１０８１－１
０８５）、リンカースキャニング突変異誘発、（Ｇｕｓｔｉｎ等，（１９９３年）Ｖｉｒ
ｏｌｏｇｙ　１９３：６５３－６６０；Ｂｒｏｗｎ等，（１９９２年）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ
　Ｂｉｏｌ．１２：２６４４－２６５２；ＭｃＫｎｉｇｈｔ等，（１９８２年）Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２３２：３１６）；飽和突然変異誘発（Ｍｅｙｅｒｓ等，（１９８６年）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２３２：６１３）、ＰＣＲ突然変異誘発（Ｌｅｕｎｇ等，（１９８９年）Ｍｅ
ｔｈｏｄ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　１：１１－１９)、または化学的突然変異誘発
などを含むランダム突然変異誘発（Ｍｉｌｌｅｒ等，（１９９２年）Ａ　Ｓｈｏｒｔ　Ｃ
ｏｕｒｓｅ　ｉｎ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，ＣＳＨＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ；およびＧｒｅｅｎｅｒ等，（１９９４年）
Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　７：３２－３４）により、ＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチド変異体を作り出し、ライブラリから単離できる。リンカースキャニング
突然変異誘発は、特にコンビナトリアルの場合において、トランケート（生物活性）型の
ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを同定する魅力的な方法である。
【００５１】
　点突然変異およびトランケーションによりつくられるコンビナトリアルライブラリの遺
伝子産物をスクリーニングするため、および、一定の性質を有する遺伝子産物につきｃＤ
ＮＡライブラリをスクリーニングするための、多様な技術が従来技術において周知である
。このような技術は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのコンビナトリアル突然変異誘発によ
り作出された遺伝子ライブラリの迅速なスクリーニングに、一般に使用できる。大きな遺
伝子ライブラリをスクリーニングするために最も広く使われている技術には、典型的には
、遺伝子ライブラリを複製可能な発現ベクターにクローニングする工程と、得られたベク
ターのライブラリで適切な細胞を形質転換する工程と、所望の活性の検出によって、産物
が検出された遺伝子をコードするベクターの比較的簡単な単離が容易になる条件下でコン
ビナトリアル遺伝子を発現させる工程が含まれる。好ましいアッセイには、アクチビン結
合アッセイおよびアクチビンを介した細胞シグナルアッセイが含まれる。
【００５２】
　一定の実施形態においては、本発明のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドには、ＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドに自然に存在するものに加えて、翻訳後修飾がさらに含まれうる。このよ
うな修飾には、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化、リン酸化、脂質化、および
アシル化が含まれるが、これに限られない。その結果、修飾ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
には、ポリエチレングリコール、脂質、多糖または単糖、およびリン酸塩等の、非アミノ
酸成分が含まれうる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能に対するこのような非アミノ酸
成分の効果は、他のＡｃｔＲＩＩａポリペプチド変異体につき本明細書に記載されている
ようにテストできる。新生ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを切断することにより細胞内でＡ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドが生産される場合には、翻訳後プロセシングは、タンパク質の
適切な折りたたみおよび／または機能にも重要でありうる。異なる細胞（ＣＨＯ、ＨｅＬ
ａ、ＭＤＣＫ、２９３、ＷＩ３８、ＮＩＨ－３Ｔ３またはＨＥＫ２９３など）は、かかる
翻訳後活性のための特異的な細胞機構および特徴的機序を有し、ＡｃｔＲＩＩａポリペプ
チドの適切な修飾およびプロセシングが確保されるように選択できる。
【００５３】
　一定の態様においては、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの機能的変異体または修飾形態に
は、少なくともＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの一部および一つ以上の融合ドメインを有す
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る融合タンパク質が含まれる。このような融合ドメインの周知の例には、ポリヒスチジン
、Ｇｌｕ－Ｇｌｕ、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、チオレドキシン、プ
ロテインＡ、プロテインＧ、免疫グロブリン重鎖定常領域（Ｆｃ）、マルトース結合タン
パク質（ＭＢＰ）、またはヒト血清アルブミンが含まれるが、これに限られない。所望の
性質を与えるために、融合ドメインを選択できる。例えば、一部の融合ドメインは、アフ
ィニティークロマトグラフィによる融合タンパク質の単離に特に有用である。アフィニテ
ィー精製の目的においては、グルタチオン、アミラーゼ、およびニッケルまたはコバルト
を含む樹脂など、アフィニティークロマトグラフィのための関連のマトリクスが使用され
る。このようなマトリクスの多くは、ファルマシアＧＳＴ精製システムおよび（ＨＩＳ６

）融合パートナーとともに有用なＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓ（商標）システム（Ｑｉａｇｅｎ
）ような、「キット」の形で入手できる。別の例として、融合ドメインは、ＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドの検出が容易になるように選択できる。このような検出ドメインの例には
、様々な蛍光タンパク質（例えばＧＦＰ）、ならびに、一般に特定の抗体が入手可能な短
いペプチド配列である「エピトープタグ」が含まれる。特異的モノクローナル抗体が直ち
に入手可能である周知のエピトープタグには、ＦＬＡＧ、インフルエンザウイルスヘムア
グルチニン（ＨＡ）、およびｃ－ｍｙｃタグが含まれる。いくつかの場合においては、融
合ドメインはＦａｃｔｏｒ　ＸａまたはＴｈｒｏｍｂｉｎなどのプロテアーゼ切断部位を
有し、これによって、関連するプロテアーゼが融合タンパク質を一部消化して、組換えタ
ンパク質を遊離させることができる。そして、遊離したタンパク質を、その後のクロマト
グラフ分離により、融合ドメインから単離できる。一定の好ましい実施形態では、Ａｃｔ
ＲＩＩａポリペプチドは、インビボでＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを安定化するドメイン
（「スタビライザ」ドメイン）と融合される。「安定化する」とは、血中半減期を増加さ
せる一切のものを意味し、これが、破壊の減少、腎臓による除去の減少、あるいは他の薬
物動態学的効果によるものであるかは問わない。免疫グロブリンのＦｃ部分との融合は、
多様なタンパク質に望ましい薬物動態学的特性を与えることが知られている。同様に、ヒ
ト血清アルブミンに対する融合も、望ましい特性を与えうる。選択できる他のタイプの融
合ドメインには、多量体化（たとえば二量体化、四量体化）ドメインおよび（所望の骨成
長または筋成長をさらに刺激するなど、さらなる生物学的機能を与える）機能的ドメイン
が含まれる。
【００５４】
　特定の例として、本発明は、Ｆｃドメインに融合したＡｃｔＲＩＩａの可溶性細胞外ド
メインを含む融合タンパク質を提供する（例えば配列番号６）。
【００５５】
【化５】

　選択的に、Ｆｃドメインは、Ａｓｐ－２６５、リシン３２２、およびＡｓｎ－４３４等
の残基において、一つ以上の突然変異を有する。一定の場合には、これらの突然変異の一
つ以上を有する突然変異Ｆｃドメイン（例えばＡｓｐ－２６５突然変異）は、野生型Ｆｃ
ドメインと比較して、Ｆｃγレセプターと結合する能力が低い。他の場合には、これらの
突然変異の一つ以上を有する突然変異Ｆｃドメイン（例えばＡｓｎ－４３４突然変異）は
、野生型Ｆｃドメインと比較して、ＭＨＣクラスＩ関連Ｆｃレセプター（ＦｃＲＮ）と結
合する能力が高い。
【００５６】
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　当然のことながら、融合タンパク質の様々な要素は、所望の機能に整合すれば、どうよ
うに配置することもできる。例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを、異種ドメインのＣ
末端側に、あるいは、異種ドメインを、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのＣ末端側に配置し
うる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドドメインと異種ドメインは、融合タンパク質において
隣接する必要はなく、いずれかのドメインのＣ末端またはＮ末端側またはドメイン間に、
さらなるドメインまたはアミノ酸配列が含まれうる。
【００５７】
　一定の実施形態では、本発明のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドには、ＡｃｔＲＩＩａポリ
ペプチドを安定化できる、一つ以上の修飾が含まれる。例えば、このような修飾により、
ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのインビトロ半減期が延長され、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチ
ドの血中半減期が延長され、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのタンパク質分解が減少する。
このような安定化修飾には、融合タンパク質（例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドおよ
び安定化ドメインを含む融合タンパク質を含む）、グリコシル化部位の修飾（例えば、Ａ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドへのグリコシル化部位の付加を含む）、および炭化水素部分の
修飾（例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドからの炭化水素部分の除去を含む）が含まれ
るが、これに限られない。融合タンパク質の場合には、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドが、
ＩｇＧ分子（例えばＦｃドメイン）などの安定化ドメインに融合される。本明細書で使用
されるところの、「安定化ドメイン」という用語は、融合タンパク質の場合のように融合
ドメイン（例えばＦｃ）を指すだけでなく、炭化水素部分などの非タンパク質系の修飾や
、ポリエチレングリコールなどの非タンパク質系のポリマーも含む。
【００５８】
　一定の実施形態において、本発明により、他のタンパク質から単離され、あるいは他の
タンパク質を実質的に含まない、単離および／または精製された形のＡｃｔＲＩＩａポリ
ペプチドが入手可能になる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは一般に、組換え核酸からの発
現により産出される。
【００５９】
　３．ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードする核酸
　一定の態様においては、本発明は、本明細書に開示される断片、機能的変異体および融
合タンパク質を含む任意のＡｃｔＲＩＩａポリペプチド（例えば可溶性ＡｃｔＲＩＩａポ
リペプチド）をコードする、単離および／または組換え核酸を提供する。例えば、配列番
号４は、天然のヒトＡｃｔＲＩＩａ前駆体ポリペプチドをコードし、他方で配列番号５は
、加工されたＡｃｔＲＩＩａの細胞外ドメインをコードする。対象の核酸は、一本鎖でも
二本鎖でもよい。このような核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子でありうる。例えば、Ａｃ
ｔＲＩＩａポリペプチドを作製する方法において、または（遺伝子治療アプローチなどに
おける）直接的な治療薬として、これらの核酸を使用できる。
【００６０】
　一定の態様においては、目的のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードする核酸は、さら
に、配列番号４または５の変異体である核酸を含む。変異体ヌクレオチド配列には、対立
遺伝子変異体など、一つ以上のヌクレオチドの置換、付加または欠失により異なる配列を
含む。
【００６１】
　一定の実施形態では、本発明は、配列番号４または５と少なくとも８０％、８５％、９
０％、９５％、９７％、９８％、９９％または１００％同一である、単離または組換え核
酸配列を提供する。当業者には当然のことながら、配列番号４または５と相補的な核酸配
列、および配列番号４または５の変異体も、本発明の範囲内である。さらなる実施形態に
おいては、本発明の核酸配列は、異種ヌクレオチド配列と、またはＤＮＡライブラリで、
単離、組み換え、および／または融合されうる。
【００６２】
　他の実施形態においては、本発明の核酸には、配列番号４または５で表わされるヌクレ
オチド配列、配列番号４または５の相補配列、またはその断片に、高度にストリンジェン
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トな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列も含まれる。上述のように、当業者に
は当然のことながら、ＤＮＡハイブリダイゼーションを促進する適切なストリンジェンシ
ー条件は様々でありうる。当業者には当然のことながら、ＤＮＡハイブリダイゼーション
を促進する適切なストリンジェンシー条件は様々でありうる。例えば、約４５℃で６．０
ｘ塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）でハイブリダイゼーションを行ったあ
と、５０℃で２．０ｘＳＳＣの洗浄を行いうる。例えば、洗浄工程の塩濃度は、５０℃で
の約２．０ｘＳＳＣの低ストリンジェンシーから５０℃での約０．２ｘＳＳＣの高ストリ
ンジェンシーまでから選択できる。さらに、洗浄工程の温度は、室温、約２２℃の低スト
リンジェンシー条件から約６５℃の高ストリンジェンシー条件まで高められる。温度およ
び塩は、ともに様々であり、あるいは、他の変数を変える一方で温度または塩濃度を一定
に保ってもよい。一実施形態においては、本発明は、室温における６ｘＳＳＣの低ストリ
ンジェンシー条件でハイブリダイズした後に、室温における２ｘＳＳＣでの洗浄が行われ
る核酸を提供する。
【００６３】
　遺伝コードの縮退により、配列番号４または５に記載の核酸と異なる単離された核酸も
、本発明の範囲内である。例えば、多数のアミノ酸が、複数トリプレットによりコードさ
れる。同一のアミノ酸を指定するコドン、すなわち同義語コドン（例えばＣＡＵおよびＣ
ＡＣはヒスチジンの同義語）は、ポリペプチドのアミノ酸配列に影響しない「静かな」突
然変異をもたらし得る。しかし、本発明のタンパク質のアミノ酸配列の変化を引き起こす
ＤＮＡ配列多型が哺乳類間に存在することが予想される。当業者には当然のことながら、
特定のタンパク質をコードする核酸の一つ以上のヌクレオチド（ヌクレオチド中の約３～
５％以下）のこれらの変異が、天然の対立遺伝子変異により、所定の種の個体中に存在し
得る。このようなヌクレオチド変異および結果としてのアミノ酸多型は、いずれも全て本
発明の範囲内である。
【００６４】
　一定の実施形態では、本発明の組換え核酸は、発現コンストラクトにおいて一つ以上の
制御ヌクレオチド配列に作動可能に連結されうる。制御ヌクレオチド配列は、一般に発現
に使用される宿主細胞に適切である。様々な宿主細胞のための、多数の種類の適切な発現
ベクターおよび適切な制御配列が、従来技術で周知である。典型的には、当該一つ以上の
制御ヌクレオチド配列には、プロモータ配列、リーダーまたはシグナル配列、リボゾーム
結合部位、転写開始および終結配列、翻訳開始および終結配列、ならびにエンハンサまた
はアクチベーター配列が含まれるが、これに限られない。周知の構成的プロモータまたは
誘導性プロモータが、本発明に予定される。プロモータは、天然のプロモータまたは複数
のプロモータ要素を組み合わせるハイブリッドプロモーターのいずれかでありうる。発現
コンストラクトは、細胞内においてプラスミドなどのエピソームとして存在してもよいし
、発現コンストラクトは、染色体に挿入されてもよい。好ましい実施形態では、発現ベク
ターには、形質転換された宿主細胞の選択を可能にするための、選択可能なマーカー遺伝
子が含まれる。選択可能なマーカー遺伝子は公知技術であり、使用する宿主細胞により異
なる。
【００６５】
　本発明の一定の態様においては、目的の核酸は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコード
するヌクレオチド配列を含む発現ベクターにおいて提供され、少なくとも一つの制御配列
に作動可能に連結される。制御配列は、当分野で認められており、ＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチドの発現を導くように選択される。したがって、制御配列という用語には、プロモー
タ、エンハンサおよび他の発現制御エレメントが含まれる。例示的な制御配列は、Ｇｏｅ
ｄｄｅｌ；Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，カリフォルニア州サンデ
ィエゴ（１９９０年）に記載される。例えば、ＤＮＡ配列に作動可能に連結された場合に
その発現を制御する様々な発現制御配列の任意のものを、これらのベクターにおいて使用
して、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードするＤＮＡ配列を発現させうる。このような
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有用な発現制御配列には、たとえばＳＶ４０の初期および後期プロモータ、ｔｅｔプロモ
ータ、アデノウイルスまたはサイトメガロウィルス最初期プロモータ、ＲＳＶプロモータ
、ｌａｃシステム、ｔｒｐシステム、ＴＡＣまたはＴＲＣシステム、Ｔ７　ＲＮＡポリメ
ラーゼにより発現が導かれるＴ７プロモータ、λファージの主要なオペレータおよびプロ
モータ領域、ｆｄコートタンパク質の制御領域、３－ホスホグリセリン酸キナーゼまたは
他の解糖酵素のプロモータ、Ｐｈｏ５などの酸性ホスファターゼのプロモータ、酵母α接
合系のプロモータ、バキュロウイルスシステムの多角体プロモータ、および、原核または
真核細胞またはそれらのウイルスの遺伝子の発現を制御することが知られている他の配列
、ならびにそれらの種々の組み合わせが含まれる。当然のことながら、発現ベクターの設
計は、形質転換される宿主細胞の選択、および／または発現させたいタンパク質のタイプ
などの要素に依存しうる。さらに、ベクターのコピー数、そのコピー数を制御する能力、
および、抗生物質マーカーなど、ベクターによりコードされる任意の他のタンパク質の発
現も、考慮されなければならない。
【００６６】
　本発明の組換え核酸は、クローン化遺伝子またはその部分を、原核細胞、真核細胞（イ
ースト、鳥、昆虫または哺乳類）、または両方における発現に適するベクターに、ライゲ
ーションすることにより産出できる。組換えＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを産出するため
の発現媒体には、プラスミドおよび他のベクターが含まれる。例えば、適切なベクターに
は、以下のタイプのプラスミドが含まれる：大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）など、原核生物細胞
における発現用のｐＢＲ３２２由来のプラスミド、ｐＥＭＢＬ由来のプラスミド、ｐＥＸ
由来のプラスミド、ｐＢＴａｃ由来のプラスミド、およびｐＵＣ由来のプラスミド。
【００６７】
　いくつかの哺乳動物発現ベクターは、細菌におけるベクターの増殖を促進するための原
核細胞の配列を有し、真核細胞で発現する一つ以上の真核生物の転写ユニットも有する。
ｐｃＤＮＡＩ／ａｍｐ、ｐｃＤＮＡＩ／ｎｅｏ、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＳＶ２ｇｐｔ、ｐＳ
Ｖ２ｎｅｏ、ｐＳＶ２－ｄｈｆｒ、ｐＴｋ２、ｐＲＳＶｎｅｏ、ｐＭＳＧ、ｐＳＶＴ７、
ｐｋｏ－ｎｅｏ、およびｐＨｙｇに由来するベクターが、真核細胞のトランスフェクショ
ンに適した哺乳動物発現ベクターの例である。これらのベクターの一部は、原核細胞およ
び真核細胞の両方における複製と薬剤耐性選択を促進するために、ｐＢＲ３２２などの細
菌プラスミドの配列により修飾される。あるいは、ウシパピローマウイルス（ＢＰＶ－１
）、またはエプスタイン－バーウイルス（ｐＨＥＢｏ、ｐＲＥＰ由来、およびｐ２０５）
などのウイルスの誘導体を、真核細胞におけるタンパク質の一時的発現に使用できる。他
のウイルス（レトロウイルスを含む）発現系の例は、以下の遺伝子治療送達システムの記
載の中に見ることができる。プラスミドの調製および宿主生物の形質転換に使用される種
々の方法が、公知技術である。原核細胞および真核細胞の両方に適切な他の発現系、なら
びに一般的な組換え方法については、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，第３版，Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ，およびＭ
ａｎｉａｔｉｓ編集（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｐｒｅｓｓ，２００１年）を参照。一定の場合には、バキュロウイルス発現系を用いて組
換えポリペプチドを発現することが望ましい。このようなバキュロウイルス発現系の例に
は、ｐＶＬ－由来のベクター（例えば、ｐＶＬ１３９２、ｐＶＬ１３９３、およびｐＶＬ
９４１）、ｐＡｃＵＷ－由来のベクター（例えば、ｐＡｃＵＷ１）、およびｐＢｌｕｅＢ
ａｃ－由来のベクター（たとえば、β－ｇａｌ含有性ｐＢｌｕｅＢａｃ　ＩＩＩ）が含ま
れる。
【００６８】
　好ましい実施形態では、ベクターは、Ｐｃｍｖ－Ｓｃｒｉｐｔベクター（Ｓｔｒａｔａ
ｇｅｎｅ，カリフォルニア州ラホヤ）、ｐｃＤＮＡ４ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
カリフォルニア州カールズバッド）、およびｐＣＩネオ・ベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ，ウ
ィスコンシン州マディソン）など、ＣＨＯ細胞における目的のＡｃｔＲＩＩａポリペプチ
ドの産出のためにデザインされる。明らかながら、目的の遺伝子コンストラクトを用いて
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、培養で繁殖させた細胞に目的のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを発現させることにより、
例えば融合タンパク質または変異体タンパク質を含めたタンパク質を産出し、精製しうる
。
【００６９】
　本開示は、目的のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの一つ以上のコード配列（例えば配列番
号４または５）を含む組換え遺伝子によりトランスフェクションされる宿主細胞にも関連
する。宿主細胞は、任意の原核生物または真核生物細胞でありうる。例えば、本発明のＡ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドを、大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞（例えば、バキュロウイ
ルス発現系を使用）、イースト、または哺乳動物細胞に発現させうる。他の適切な宿主細
胞は、当業者に公知である。
【００７０】
　したがって本発明は、目的のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを産出する方法にさらに関連
する。例えば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドをコードする発現ベクターによりトランスフ
ェクションされた宿主細胞を、適切な条件下で培養して、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを
発現させることができる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドが、細胞とＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチドを含む培地の混合物から分泌され、単離されうる。あるいは、ＡｃｔＲＩＩａポリ
ペプチドは、細胞質または膜分画に維持され、細胞が採取され、溶解され、タンパク質が
単離されればよい。細胞培養には、宿主細胞、培地および他の副産物が含まれる。細胞培
養の適切な培地は、公知技術である。目的のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、イオン交換
クロマトグラフィ、ゲル濾過クロマトグラフィ、限外濾過、電気泳動、ＡｃｔＲＩＩａポ
リペプチドの特定のエピトープに特異的な抗体によるイムノアフィニティー精製、および
ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに融合されたドメインと結合する薬剤によるアフィニティー
精製（例えば、プロテインＡカラムを使用してＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合を精製しうる）
を含む、タンパク質を精製する公知技術を用いて、細胞培養培地、宿主細胞、または両者
から単離されうる。好ましい実施形態においては、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、その
精製を促進するドメインを含む融合タンパク質である。好ましい実施形態においては、精
製は、一連のカラムクロマトグラフィの工程により行われる。これには例えば、任意の順
序で以下のうちの三つ以上が含まれる：プロテインＡクロマトグラフィ、Ｑセファロース
クロマトグラフィ、フェニルセファロースクロマトグラフィ、サイズ排除クロマトグラフ
ィ、および陽イオン交換クロマトグラフィ。精製は、ウイルス濾過およびバッファー交換
で完了しうる。本明細書に示されるとおり、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃタンパク質は、サイ
ズ排除クロマトグラフィによる測定により＞９８％の純度、ＳＤＳ　ＰＡＧＥによる測定
により＞９５％の純度に精製された。このレベルの純度は、マウスの骨に対する望ましい
効果、ならびにマウス、ラット、およびヒト以外の霊長類における許容できる安全性プロ
フィルを達成するために十分だった。
【００７１】
　別の実施形態では、組換えＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの所望の部分のＮ末端のポリ－
（Ｈｉｓ）／エンテロキナーゼ切断部位配列などの、精製リーダー配列をコードする融合
タンパク質によって、Ｎｉ２＋金属樹脂を用いたアフィニティークロマトグラフィによる
、発現融合タンパク質の精製が可能になりうる。その後エンテロキナーゼによる処理によ
り精製リーダー配列を除去し、精製ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを提供し得る（たとえば
Ｈｏｃｈｕｌｉ等，（１９８７年）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　４１１：１７７
；およびＪａｎｋｎｅｃｈｔ等,ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８８：８９７２を参照）。
【００７２】
　融合遺伝子を作製する技術は、周知である。基本的には、従来技術により、ライゲーシ
ョンのための平滑末端または粘着末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、粘着
末端の適切な充填、望ましくない結合を回避するためのアルカリホスファターゼ処理、お
よび酵素によるライゲーションを用いて、異なるポリペプチド配列をコードする様々なＤ
ＮＡ断片の連結を行いうる。別の実施形態では、融合遺伝子は、自動化されたＤＮＡ合成
装置を含む従来技術により合成できる。あるいは、二つの連続した遺伝子フラグメント間
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の相補的オーバーハングを生じさせるアンカープライマーを用いて遺伝子フラグメントの
ＰＣＲ増幅を行うことができ、その後二つの連続した遺伝子フラグメントをアニーリング
し、キメラ遺伝子配列を生成することができる（たとえばＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｅｄｓ．Ａｕｓｕｂｅｌ等，Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ：１９９２年を参照）。
【００７３】
　４．代替アクチビンおよびＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト
　本明細書に提示されるデータは、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達のアンタゴ
ニストを用いて、骨成長および骨石灰化を促進できることを示す。可溶性ＡｃｔＲＩＩａ
ポリペプチド、および特にＡｃｔｒｌｌａ－Ｆｃが好ましいアンタゴニストであり、この
ようなアンタゴニストはアクチビン拮抗作用以外の機序により骨に影響しうるが（たとえ
ばアクチビンの阻害は、薬剤が、ＴＧＦベータスーパーファミリーに属する他のメンバー
をおそらく含む分子のスペクトルの活性を阻害する傾向の指標となり得、そのような集団
的な阻害が、骨に対する所望の効果をもたらしうる）、抗アクチビン（例えばＡ、Ｂ、Ｃ
またはＥ）抗体、抗ＡｃｔＲＩＩａ抗体、アンチセンス、ＡｃｔＲＩＩａの産出を阻害す
るＲＮＡｉまたはリボザイムの核酸および、特にアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａの結合を阻
害する、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａのその他の阻害物質を含む、他のタイプのアク
チビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストも有用であると予想される。
【００７４】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド（例えば可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）に特異的に
反応し、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと競合してリガンドに結合するか、ＡｃｔＲＩＩａ
を介したシグナル伝達を阻害する抗体を、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド活性のアンタゴニ
ストとして使用しうる。同様に、アクチビンＡポリペプチドに特異的に反応し、ＡｃｔＲ
ＩＩａの結合を阻害する抗体を、アンタゴニストとして使用しうる。
【００７５】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドまたはアクチビンポリペプチドから得た免疫原を用いて、
標準プロトコルにより抗タンパク質／抗ペプチド抗血清またはモノクローナル抗体を作製
できる（たとえばＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ編集、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ：
１９８８年）を参照）。マウス、ハムスター、またはウサギなどの哺乳類を、免疫原の形
のＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、抗体反応を誘発できる抗原のフラグメント、または融合
タンパク質で免疫化しうる。タンパク質またはペプチドに免疫原性を与える技術には、担
体への接合または他の公知技術が含まれる。ＡｃｔＲＩＩａまたはアクチビンポリペプチ
ドの免疫原の部分を、補助剤の存在下で投与できる。免疫化の進行は、血漿または血清中
の抗体価の検出によりモニタできる。免疫原を抗体のレベルを評価する抗原として用いた
、標準ＥＬＩＳＡまたは他のイムノアッセイを利用できる。
【００７６】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの抗原調製物により動物を免疫化した後、抗血清を得、必
要に応じてポリクローナル抗体を血清から単離できる。モノクローナル抗体をつくるため
には、免疫化した動物から抗体産生細胞（リンパ球）を採取し、標準の体細胞融合法によ
り骨髄腫細胞等の不死化細胞と融合して、ハイブリドーマ細胞を産生しうる。このような
技術は公知技術であり、例えば、ハイブリドーマ技術（ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅ
ｉｎが最初に開発、（１９７５年）Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５－４９７）、ヒトＢ細
胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂａｒ等，（１９８３年）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄ
ａｙ，４：７２）、およびヒトモノクローナル抗体を作製するためのＥＢＶ－ハイブリド
ーマ技術（Ｃｏｌｅ等，（１９８５年）Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　
ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．ｐｐ．７７
－９６)が含まれる。ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに特異的に反応する抗体の産出につき
ハイブリドーマ細胞を免疫化学的にスクリーニングし、このようなハイブリドーマ細胞を
含む培養から、モノクローナル抗体を単離できる。
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【００７７】
　本明細書で用いられるところの「抗体」という用語には、やはり当該ポリペプチドに特
異的に反応するフラグメントも含まれる。抗体は従来技術を使用してフラグメント化でき
、完全な抗体につき上述したのと同様に、フラグメントの有用性をスクリーニングしうる
。例えば、抗体をペプシンで処置することにより、Ｆ（ａｂ）２フラグメントを生成でき
る。得られたＦ（ａｂ）２フラグメントに、ジスルフィド架橋を減らす処置を行い、Ｆａ
ｂフラグメントを産出できる。本発明の抗体にはさらに、抗体の少なくとも一つのＣＤＲ
領域によって与えられるＡｃｔＲＩＩａまたはアクチビンポリペプチドに対する親和性を
有する二重特異性、一本鎖、キメラ、ヒト化および完全ヒト分子も含まれる。抗体にはさ
らに標識が取り付けられ、検出されうる（たとえば標識は、ラジオアイソトープ、蛍光化
合物、酵素または酵素補因子でありうる）。
【００７８】
　一定の実施形態においては、抗体は組換え抗体であり、この用語には、ＣＤＲ移植また
はキメラ抗体、ライブラリから選択された抗体ドメインからなるヒトまたは他の抗体、一
本鎖抗体および単一ドメイン抗体（例えばヒトＶＨタンパク質またはラクダ科ＶＨＨタン
パク質）を含め、一部分子生物学の技術により生み出される任意の抗体が含まれる。一定
の実施形態では、本発明の抗体はモノクローナル抗体であり、一定の実施形態では、本発
明により、新規の抗体をつくる方法が得られる。たとえば、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
またはアクチビンポリペプチドに特異的に結合するモノクローナル抗体を生み出す方法に
は、検出可能な免疫応答を刺激するのに有効な量の抗原ポリペプチドを含む免疫原組成物
をマウスに投与する工程と、マウスから抗体産生細胞（例えば脾臓の細胞）を得て抗体産
生細胞を骨髄腫細胞と融合させ、抗体産生ハイブリドーマを得る工程と、抗体産生ハイブ
リドーマをテストして、抗原に特異的に結合するモノコローナル（ｍｏｎｏｃｏｌｏｎａ
ｌ）抗体を産出するハイブリドーマを特定する工程が含まれうる。得られたハイブリドー
マは、細胞培養において、選択的に、ハイブリドーマ由来の細胞が抗原に特異的に結合す
るモノクローナル抗体を産出する培養条件で、繁殖させうる。細胞培養からモノクローナ
ル抗体を精製しうる。
【００７９】
　抗体について用いられる「特異的に反応する」という形容詞は、従来技術において一般
に理解されているように、抗体が、目的の抗原（例えばＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）と
目的以外の他の抗原との間で十分に選択的であるために、抗体が、少なくとも特定のタイ
プの生体試料中の目的の抗原の存在を検出するのに役立つことを意味する。治療的応用な
ど、抗体を用いた一定の方法では、より高い結合の特異性が望ましい。モノクローナル抗
体は一般に、所望の抗原と交差反応ポリペプチドを有効に識別する傾向（ポリクローナル
抗体と比較して）が強い。抗体：抗原相互作用の特異性に影響を与える一つの特性は、抗
体の抗原に対する親和性である。所望の特異性は、様々な親和性の範囲で達されうるが、
一般に好ましい抗体は、約１０－６、１０－７、１０－８、１０－９またはそれ以下の親
和性（解離定数）を有する。アクチビンとＡｃｔＲＩＩａの間の非常に強力な結合を前提
とすると、中和抗アクチビンまたは抗ＡｃｔＲＩＩａ抗体は一般に、１０－１０またはそ
れ以下の解離定数を有すると予想される。
【００８０】
　さらに、望ましい抗体を同定するための抗体のスクリーニングに用いられる技術が、得
られる抗体の特性に影響を与えうる。例えば、溶液中の抗原を結合するために抗体が使用
される場合には、溶液の結合をテストすることが望ましいであろう。抗体と抗原の間の相
互作用をテストして特に望ましい抗体を同定するために、様々な異なる技術を利用できる
。このような技術には、ＥＬＩＳＡｓ、表面プラスモン共鳴結合アッセイ（例えばＢｉａ
ｃｏｒｅ（商標）結合アッセイ、Ｂｉａｃｏｒｅ　ＡＢ，ウプサラ，スウェーデン）、サ
ンドイッチアッセイ（たとえばＩＧＥＮ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．，メリ
ーランド州ゲイザーズバーグの常磁性ビーズシステム）、ウェスタンブロット、免疫沈降
アッセイ、および免疫組織化学が含まれる。
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【００８１】
　アクチビンアンタゴニストまたはＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストである核酸化合物のカ
テゴリの例には、アンチセンス核酸、ＲＮＡｉコンストラクトおよび触媒核酸コンストラ
クトが含まれる。核酸化合物は、一本鎖または二本鎖でありうる。二本鎖化合物には、鎖
のいずれか一方が一本鎖である、オーバーハングまたは非相補的領域も含まれうる。一本
鎖化合物は、自己相補的な領域を含みうる。すなわち化合物は、二重螺旋構造の領域をも
つ、いわゆる「ヘアピン」または「ステム－ループ」構造を形成する。核酸化合物には、
全長ＡｃｔＲＩＩａ核酸配列またはアクチビンβＡまたはアクチビンβＢ核酸配列の１０
００以下、５００以下、２５０以下、１００以下または５０、３５、３０、２５、２２、
２０または１８以下のヌクレオチドからなる領域と相補的なヌクレオチド配列が含まれう
る。相補的領域は少なくとも８ヌクレオチドであることが好ましく、選択的に少なくとも
１０または少なくとも１５ヌクレオチド、および選択的に１５～２５ヌクレオチドの間で
ある。相補的領域は、コード配列部分など、標的転写産物のイントロン、コード配列、ま
たは非コード配列のどこにでも含まれうる。一般に、核酸酸化合物は約８～約５００ヌク
レオチドの長さ、または塩基対の長さを有し、選択的に、約１４～約５０ヌクレオチドの
長さとなる。核酸は、ＤＮＡ（特にアンチセンスとしての用途）、ＲＮＡ、またはＲＮＡ
：ＤＮＡハイブリッドでありうる。任意の一本鎖には、ＤＮＡおよびＲＮＡの混合物、な
らびにＤＮＡともＲＮＡとも直ちに分類できない修飾形態が含まれうる。同様に、二本鎖
化合物はＤＮＡ：ＤＮＡ、ＤＮＡ：ＲＮＡ、またはＲＮＡ：ＲＮＡであり得、任意の一本
鎖にはＤＮＡおよびＲＮＡの混合物、ならびにＤＮＡともＲＮＡとも直ちに分類できない
修飾形態が含まれうる。核酸化合物には、バックボーン（ヌクレオチド間の連結を含む、
天然核酸の糖－リン酸塩部分）または塩基部分（天然核酸のプリンまたはピリミジン部分
）への一つまたは修飾を含む、様々な修飾の任意のものが含まれうる。アンチセンス核酸
化合物は、好ましくは約１５～約３０ヌクレオチドの長さを有し、細胞内、または経口的
送達化合物の場合には胃や、吸入化合物の場合には肺などといった化合物が送達される可
能性のある場所において、血清における安定性などの特性を改善する一つ以上の修飾を含
むことが多い。ＲＮＡｉコンストラクト場合には、標的転写産物に相補的な鎖は一般に、
ＲＮＡまたはその修飾である。他の鎖は、ＲＮＡ、ＤＮＡまたは他のバリエーションであ
りうる。二本鎖または一本鎖「ヘアピン」ＲＮＡｉコンストラクトの二重部分は、Ｄｉｃ
ｅｒの基質として利用できる限り、１８～４０ヌクレオチドの長さを有するのが好ましく
、選択的に約２１～２３ヌクレオチドの長さとなる。触媒または酵素として働く核酸は、
リボザイムまたはＤＮＡ酵素であればよく、修飾形態も含みうる。核酸化合物は、生理学
的条件下およびナンセンスまたはセンスコントロールが効果をほとんど有しない濃度で細
胞と接触させると、標的の発現を約５０％、７５％、９０％またはそれ以上阻害できる。
核酸化合物の効果をテストするのに好ましい濃度は、１、５および１０ミクロモルである
。核酸化合物は、例えば骨成長および石灰化に対する効果をテストすることもできる。
【００８２】
　５．スクリーニングアッセイ
　一定の態様においては、本発明は、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａシグナル伝達経路のア
ゴニストまたはアンタゴニストである化合物（薬剤）を同定するための、ＡｃｔＲＩＩａ
ポリペプチド（例えば可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）およびアクチビンポリペプチ
ドの利用に関する。このスクリーニングで同定される化合物をテストして、インビトロで
骨成長または石灰化を調整する能力を評価できる。選択的に、これらの化合物をさらに動
物モデルでテストして、インビボで組織成長を調整する能力を評価できる。
【００８３】
　アクチビンおよびＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを標的とすることにより組織成長を調整
する治療薬をスクリーニングするには、多数のアプローチがある。一定の実施形態では、
アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａを介した骨への効果を乱す薬剤を同定するために、化合
物のハイ－スループットスクリーニングを行いうる。一定の実施形態では、ＡｃｔＲＩＩ
ａポリペプチドのアクチビンに対する結合を特異的に阻害または減じる化合物をスクリー
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ニングし、同定するために、アッセイが行われる。あるいは、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチ
ドのアクチビンに対する結合を増強する化合物を同定するために、アッセイを利用できる
。さらなる実施形態では、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａポリペプチドと相互作用する
能力により、化合物を同定できる。
【００８４】
　十分なアッセイフォーマットが様々あり、当業者が本開示を考慮すれば、本明細書に特
に記載されていないものも包含される。本明細書に記載されるように、本発明のテスト化
合物（薬剤）は、任意のコンビナトリアル化学法によりつくられうる。あるいは、当該化
合物は、インビボまたはインビトロで合成される天然の生体分子でもよい。組織成長のモ
ジュレーターとしての役割を果たす能力をテストされる化合物（薬剤）は、たとえば細菌
、イースト、植物または他の生物（例えば天然物）などにより生産され、化学的に生産さ
れ（例えばペプチドミメティクスを含む小分子）、または組み換えにより生産されうる。
本発明に予定されるテスト化合物には、非ペプチジル有機分子、ペプチド、ポリペプチド
、ペプチドミメティクス、糖類、ホルモン類、および核酸分子が含まれる。特定の実施形
態においては、試験薬剤は、約２，０００ダルトンを下回る分子量を有する小有機分子で
ある。
【００８５】
　本発明のテスト化合物は、単一の不連続的な存在として提供されることも、あるいは、
例えばコンビナトリアル化学により作られる複雑度の高いライブラリにおいて提供される
こともできる。これらのライブラリには、例えばアルコール類、ハロゲン化アルキル類、
アミン類、アミド類、エステル類、アルデヒド類、エーテル類および他の種類の有機化合
物が含まれうる。テストシステムへのテスト化合物の提示は、特に最初のスクリーニング
工程では、単離された形でも、化合物の混合物としてでもよい。選択的に、化合物は他の
化合物により選択的に誘導体化されればよく、化合物の単離を容易にする誘導体化基を有
する。誘導体化基の非限定的な例には、ビオチン、フルオレセイン、ジゴキシゲニン、緑
色蛍光タンパク質、同位元素、ポリヒスチジン、磁気ビーズ、グルタチオンＳトランスフ
ェラーゼ（ＧＳＴ）、光活性化可能な架橋剤またはこれらの任意の組み合わせが含まれる
。
【００８６】
　化合物および天然抽出物のライブラリをテストする多くの薬物スクリーニング計画にお
いては、所定の時間で調査される化合物の量を最大にするために、ハイスループットアッ
セイが望ましい。精製タンパク質または半精製タンパク質などを用いた無細胞系において
実施されるアッセイは、テスト化合物により媒介される分子標的の迅速な開発および改変
の比較的簡単な検出ができるように作製できるという点から、多くの場合「一次」スクリ
ーニングとして好まれる。さらにインビトロ系では、テスト化合物の細胞毒性の効果およ
び／またはその生物学的利用能を一般に無視でき、その代わりにアッセイは、ＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドとアクチビンの間の結合親和性の改変から明らかになる、分子標的への
薬剤の効果に主に集中される。
【００８７】
　単なる例示として、本発明の代表的なスクリーニングアッセイにおいては、目的の化合
物が、アクチビンに通常結合できる、単離および精製されたＡｃｔＲＩＩａポリペプチド
と接触させられる。その後、化合物およびＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの混合物に、Ａｃ
ｔＲＩＩａリガンドを含む組成物が加えられる。ＡｃｔＲＩＩａ／アクチビン複合体の検
出および数量化は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとアクチビンの間の複合体形成を阻害す
る（または強化する）化合物の効力を判定する手段を提供する。テスト化合物の様々な濃
度を使用して得られたデータから用量応答曲線を作製することにより、化合物の効力を評
価できる。さらに、比較のベースラインを提供するために、コントロールアッセイも行わ
れうる。例えば、コントロールアッセイでは、単離および精製されたアクチビンがＡｃｔ
ＲＩＩａポリペプチドを含む組成物に加えられ、テスト化合物の非存在下でＡｃｔＲＩＩ
ａ／アクチビン複合体の形成が数量化される。当然のことながら、一般に、反応物が混合
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される順序は変えられ、同時に混合されてもよい。さらに、精製タンパク質の代わりに、
細胞抽出物および溶解物用いて、適切な無細胞アッセイシステムを提供してもよい。
【００８８】
　ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとアクチビンの間の複合体形成は、様々な技術により検出
できる。例えば、放射標識（例えば３２Ｐ、３５Ｓ、１４Ｃまたは３Ｈ）、蛍光標識（例
えばＦＩＴＣ）、または酵素標識されたＡｃｔＲＩＩａポリペプチドまたはアクチビンな
ど、検出可能に標識されたタンパク質を用いて、イムノアッセイにより、またはクロマト
グラフィ検出により、複合体形成の変化を数量化できる。
【００８９】
　一定の実施形態では、本発明は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとその結合タンパク質の
間の相互作用の程度の直接または間接的な測定において、蛍光偏光法アッセイおよび蛍光
共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）アッセイの利用を予定する。さらに、光導波路に基づく
もの（国際公開第９６／２６４３２号および米国特許第５，６７７，１９６号）、表面プ
ラスモン共鳴（ＳＰＲ）、表面電荷センサ、および表面力センサなど、他の検出の様式も
本発明の多くの実施形態に適合する。
【００９０】
　さらに本発明は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとその結合タンパク質との間の相互作用
を阻害または強化する薬剤を同定するための、「ツーハイブリッドアッセイ」としても知
られる相互作用トラップアッセイの利用を予定する。たとえば、米国特許第５，２８３，
３１７号；Ｚｅｒｖｏｓ等（１９９３年）Ｃｅｌｌ　７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒ
ａ等（１９９３年）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒ
ｔｅｌ等（１９９３年）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１４：９２０－９２４；Ｉｗａｂ
ｕｃｈｉ等（１９９３年）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　８：１６９３－１６９６）を参照。特定の
実施形態においては、本発明は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドとその結合タンパク質との
間の相互作用を分離する化合物（例えば小分子またはペプチド）を同定するための、リバ
ース・ツーハイブリッド系の利用を予定する。例えば、ＶｉｄａｌおよびＬｅｇｒａｉｎ
，（１９９９年）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２７：９１９－２９；Ｖｉｄａ
ｌおよびＬｅｇｒａｉｎ，（１９９９年）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１７：
３７４－８１；および米国特許第５，５２５，４９０号；第５，９５５，２８０号；およ
び第５，９６５，３６８号を参照。
【００９１】
　一定の実施形態では、目的の化合物は、本発明のＡｃｔＲＩＩａまたはアクチビンポリ
ペプチドと相互作用する能力により同定される。化合物とＡｃｔＲＩＩａまたはアクチビ
ンポリペプチドの間の相互作用は、共有結合的でも非共有結合的でもよい。例えば、この
ような相互作用は、光架橋、放射標識リガンド結合、およびアフィニティークロマトグラ
フィを含む、インビトロの生化学的方法を使用してタンパク質レベルで同定できる（Ｊａ
ｋｏｂｙ　ＷＢ等，１９７４年，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　４６：
１）。一定の場合には、化合物は、アクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａポリペプチドに結合
する化合物を検出するアッセイなど、機序ベースのアッセイでスクリーニングできる。こ
れには、固相または液相結合事象が含まれうる。あるいは、アクチビンまたはＡｃｔＲＩ
Ｉａポリペプチドをコードする遺伝子を、リポーターシステム（例えばβ－ガラクトシダ
ーゼ、ルシフェラーゼ、または緑色蛍光タンパク質）により細胞にトランスフェクション
し、好ましくはハイスループット・スクリーニングにより、または、ライブラリの個々の
メンバーにつき、ライブラリに対してスクリーニングしうる。たとえば自由エネルギーの
変化を検出する結合アッセイなど、他の機序ベースの結合アッセイを利用してもよい。結
合アッセイは、標的をウェル、ビーズまたはチップに固定し、または固定された抗体に捕
捉し、またはキャピラリー電気泳動法により分解して、行うことができる。結合した化合
物は、比色または蛍光または表面プラスモン共鳴を通常使用して検出できる。
【００９２】
　一定の態様においては、本発明は、骨形成を調整（刺激または阻害）し、骨量を増加す
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るための方法および薬剤を提供する。したがって、同定された任意の化合物を、細胞全体
または組織においてインビトロまたはインビボでテストして、骨成長または石灰化を調整
する能力を確認しうる。公知技術の様々な方法を、この目的に利用できる。
【００９３】
　例えば、細胞ベースのアッセイにおいて、Ｍｓｘ２の誘導または骨前駆細胞の造骨細胞
への分化を測定することにより、骨または軟骨成長に対するＡｃｔＲＩＩａもしくはアク
チビンポリペプチドまたはテスト化合物の効果を判定できる（たとえば、Ｄａｌｕｉｓｋ
ｉ等，Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ．２００１年，２７（１）：８４－８；Ｈｉｎｏ等，Ｆｒｏｎ
ｔ　Ｂｉｏｓｃｉ．２００４年，９：１５２０－９を参照）。細胞ベースのアッセイの別
の例には、間葉系前駆細胞および骨芽細胞における、目的のＡｃｔＲＩＩａまたはアクチ
ビンポリペプチドおよびテスト化合物の骨形成活性の分析が含まれる。例示として、アク
チビンまたはＡｃｔＲＩＩａポリペプチドを発現する組換えアデノウイルスを構築し、多
分化能の間葉系前駆Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２細胞、前骨芽Ｃ２Ｃ１２細胞、および骨芽ＴＥ－
８５細胞にインフェクションしうる。その後、アルカリホスファターゼ、オステオカルシ
ン、およびマトリクス石灰化の誘導を測定することにより、骨形成活性が判定される（た
とえばＣｈｅｎｇ等，Ｊ　ｂｏｎｅ　Ｊｏｉｎｔ　Ｓｕｒｇ　Ａｍ．２００３年，８５－
Ａ（８）：１５４４－５２を参照）。
【００９４】
　本発明は、骨または軟骨成長を測定するための、インビボアッセイも予定する。たとえ
ば、Ｎａｍｋｕｎｇ－Ｍａｔｔｈａｉ等，Ｂｏｎｅ，２８：８０－８６（２００１年）は
、ラットの骨粗鬆症モデルを開示し、骨折後初期の期間中の骨修復を研究している。Ｋｕ
ｂｏ等，Ｓｔｅｒｏｉｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　＆　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ，６８：１９７－２０２（１９９９年）も、ラットの骨粗鬆症モデルを開示し、
骨折後後期の期間中の骨修復を研究している。Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ等，Ｊ．Ｅｎｄｏｃｒ
ｉｎｏｌ．１７０：５２９－５３７は、マウスの卵巣切除がなされ、そのためにマウスの
骨塩量および骨塩密度が大幅に減少し、骨梁では骨塩密度がほぼ５０％減少する、マウス
の骨粗鬆症モデルを記載する。副甲状腺ホルモン等の因子の投与により、卵巣切除マウス
の骨密度を高められる。一定の態様においては、本発明は、従来技術において周知の骨折
治癒アッセイを利用する。これらのアッセイには、骨折技術、組織分析、および生体力学
的分析が含まれ、これらはたとえば、骨折を生じさせ、骨折の程度を測定するための実験
プロトコルおよび修復プロセスの開示が参照により全体として本明細書に組み込まれる、
米国特許第６，５２１，７５０号に記載されている。
【００９５】
　６．治療上の利用例
　一定の実施形態においては、本発明のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト（例
えばＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）は、例えば、骨折、減少または脱灰を問わない骨損傷
を伴う病気または状態を処置または予防するために使用できる。一定の実施形態において
は、本発明は、治療的に有効な量のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト、特にＡ
ｃｔＲＩＩａポリペプチドを個体に投与することにより、骨損傷を処置または予防するた
めの方法を、それを必要とする個体に提供する。一定の実施形態においては、本発明は、
治療的に有効な量のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト、特にＡｃｔＲＩＩａポ
リペプチドを個体に投与することにより、骨成長または石灰化を、それを必要とする個体
において促進するための方法を提供する。これらの方法は、動物、より好ましくはヒトの
、治療的および予防的処置を目的とする。一定の実施形態では、本開示は、低骨密度また
は骨強度の低下を伴う病気の処置のための、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト
（特に可溶性ＡｃｔＲＩＩａポリペプチド、およびアクチビンまたはＡｃｔＲＩＩａを標
的とする中和抗体）の利用を提供する。
【００９６】
　本明細書で使用されるところの、病気または状態を「予防する」治療とは、統計サンプ
ルにおいて、未処置のコントロール試料と比較して、処置されたサンプルにおいて病気ま
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たは状態の発生を減らすか、または、未処置のコントロール試料と比較して、病気または
状態の一つ以上の症状の発症を遅らせ、または重症度を抑える化合物を指す。本明細書で
用いられるところの「処置する」という用語には、特定の状態の予防、または、状態がい
ったん確定した後の改善または除去が含まれる。いずれの場合にも、予防または処置は、
医師の提供する診断と治療薬の投与目的により識別されうる。
【００９７】
　本開示は、骨および／または軟骨形成を誘発し、骨量減少を予防し、骨石灰化を増加さ
せ、または骨脱灰を予防するための方法を提供する。例えば、目的のアクチビン－Ａｃｔ
ＲＩＩａアンタゴニストは、ヒトおよび他の動物における骨粗鬆症の処置、ならびに骨折
および軟骨欠損の治癒において適用される。ＡｃｔＲＩＩａまたはアクチビンポリペプチ
ドは、骨粗鬆症の進行に対する予防手段として、準臨床的な低骨密度と診断された患者に
役立ちうる。
【００９８】
　一つの特定の実施形態においては、本発明の方法および組成物は、ヒトおよび他の動物
における骨折および軟骨欠損の回復に医学的有用性を見出だすことができる。当該方法お
よび組成物は、骨折の観血的整復ならびに非観血的整復、さらに人工関節の固定の改善に
おいて予防的に利用できる。骨形成剤により誘導される新たな骨形成は、先天性、外傷ま
たは腫瘍切除により誘発される頭蓋顔面の欠損の修復に貢献し、さらに美容整形外科手術
においても有用である。一定の場合においては、目的のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアン
タゴニストは、骨形成細胞を引きつけ、骨形成細胞の成長を刺激し、または骨形成細胞の
前駆体の分化を誘発する環境を提供できる。本発明のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタ
ゴニストは、骨粗鬆症の処置にも役立ちうる。
【００９９】
　本発明の方法および組成物は、骨粗鬆症（続発性骨粗鬆症を含む）、副甲状腺機能亢進
症、クッシング病、パジェット病、甲状腺亢進症、慢性的な下痢状態または吸収不良、尿
細管性アシドーシス、または神経性食欲不振など、骨量減少を特徴とするか、骨量減少を
生じる状態に適用できる。
【０１００】
　骨粗鬆症は、様々な要因が原因となり、または関連する。女性、特に閉経期後の女性で
あること、低体重であること、坐位の生活様式は、すべて骨粗鬆症の危険因子である（骨
折の危険につながる骨塩密度の減少）。以下のプロフィルのいずれかを有する人は、Ａｃ
ｔＲＩＩａアンタゴニストによる処置の候補となりうる：閉経女性であり、エストロゲン
または他のホルモン補充療法を受けていない女性；自分または母親に股関節部骨折または
喫煙の経験がある人；背が高く（５フィート７インチ以上）または痩せている（１２５ポ
ンド未満）閉経女性；骨量減少を伴う臨床状態をもつ男性；Ｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ（商標
）などのコルチコステロイド、Ｄｉｌａｎｔｉｎ（商標）および一定のバルビツレートな
どの様々な抗発作薬、または高用量の甲状腺補充薬物を含む、骨量減少を生じることが知
られている薬を使用している人；一型糖尿病、肝疾患、じん臓病、または家族に骨粗鬆症
の人がいる人；骨代謝回転が高い人（例えば尿サンプル中のコラーゲンが過剰）；甲状腺
機能亢進症など、甲状腺機能異常の状態である人；軽い外傷だけで骨折が生じた人；Ｘ線
から脊椎骨折または他の骨粗鬆症の兆候が判明した人。
【０１０１】
　上述のとおり、骨粗鬆症は、別の病気に伴う状態として、または、一定の薬の使用から
生じることもある。薬物または別の医学的状態から生じる骨粗鬆症は、続発性骨粗鬆症と
して知られている。クッシング病として知られる状態においては、体により産出される過
剰なコルチゾールが、骨粗鬆症および骨折につながる。続発性骨粗鬆症に関連する最も一
般的な薬は、コルチコステロイドであり、これは、副腎により自然に産出されるホルモン
であるコルチゾールのように作用する薬物の種類である。骨格の発達には適切なレベルの
甲状腺ホルモン（甲状腺により産出される）が必要であるが、過剰な甲状腺ホルモンは、
しだいに骨量を減少させうる。アルミニウムを含む制酸剤は、腎障害の人、特に透析を受
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けている人が高用量で服用すると、骨量減少につながりうる。続発性骨粗鬆症を生じうる
他の薬には、発作を予防するために使用されるフェニトイン（ディランチン）およびバル
ビツレート；一定の種類の関節炎、癌、および免疫不全のための薬物であるメトトレキセ
ート（Ｒｈｅｕｍａｔｒｅｘ、Ｉｍｍｕｎｅｘ、Ｆｏｌｅｘ　ＰＦＳ）；自己免疫疾患を
処置し、臓器移植患者の免疫系を抑制するために使用される薬物である、サイクロスポリ
ン（Ｓａｎｄｉｍｍｕｎｅ、Ｎｅｏｒａｌ）；前立腺癌および子宮内膜症を処置するため
に使用される、黄体形成ホルモン放出ホルモンのアゴニスト（Ｌｕｐｒｏｎ、Ｚｏｌａｄ
ｅｘ）；抗凝固薬ヘパリン（Ｃａｌｃｉｐａｒｉｎｅ、Ｌｉｑｕａｅｍｉｎ）；および高
コレステロールを処置するために使用されるコレスチラミン（Ｑｕｅｓｔｒａｎ）および
コレスチポール（Ｃｏｌｅｓｔｉｄ）が含まれる。癌治療によって生じる骨量減少は、癌
治療起因性骨量減少（ＣＴＩＢＬ）と呼ばれて広く認識されている。骨転移により骨に空
洞が生じうるが、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストによる処置によりこれを修
正できる。
【０１０２】
　好ましい実施形態においては、本明細書に開示されるアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアン
タゴニスト、特に可溶性ＡｃｔＲＩＩａを、癌患者に使用できる。一定の腫瘍（例えば前
立腺、乳腺、多発性骨髄腫、または副甲状腺機能亢進症を生じる任意の腫瘍）を患う患者
は、腫瘍起因性骨量減少ならびに骨転移および治療薬による骨量減少のリスクが高い。こ
のような患者は、骨量減少または骨転移の徴候がない場合であっても、アクチビン－Ａｃ
ｔＲＩＩａアンタゴニストで処置しうる。患者の骨量減少または骨転移の徴候をモニタし
て、指標がリスクの増加を示した場合に、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストで
処置することもできる。一般に、骨密度の変化を評価するためにＤＥＸＡスキャンが用い
られ、骨再形成の指標を用いて骨転移の可能性を評価できる。血清マーカーが、モニタさ
れうる。骨特異的アルカリホスファターゼ（ＢＳＡＰ）は、造骨細胞に存在する酵素であ
る。骨転移およびその他の骨再形成の増加を生じる状態の患者においては、ＢＳＡＰの血
中濃度が増加する。オステオカルシンおよびプロコラーゲンペプチドも、骨形成および骨
転移に関連する。前立腺癌による骨転移の患者、およびより、低い程度では乳癌からの骨
転移の患者に、ＢＳＡＰの増加が検出されている。骨形成タンパク質－７（ＢＭＰ－７）
のレベルは、骨に転移した前立腺癌では高いが、膀胱、皮膚、肝臓、または肺癌による骨
転移では低い。Ｉ型カルボキシ末端テロペプチド（ＩＣＴＰ）は、骨吸収の間に形成され
るコラーゲンに見られる架橋である。骨は常に破壊され、再形成されているため、ＩＣＴ
Ｐは体中に見られる。しかし、骨転移の部位では、正常骨の領域よりもレベルが大幅に高
くなる。前立腺、肺、および乳癌による骨転移においては、ＩＣＴＰが高レベルで見られ
ている。別のコラーゲン架橋であるＩ型Ｎ末端テロペプチド（ＮＴｘ）は、骨代謝回転の
間にＩＣＴＰとともに産出される。肺、前立腺、および乳癌を含む多様なタイプの癌から
生じる骨転移において、ＮＴｘの量が増加する。また、骨転移の進行とともにＮＴｘのレ
ベルが高まる。したがって、このマーカーは、転移の検出および病気の程度の測定の両方
に用いることができる。他の吸収のマーカーには、ピリジノリンおよびデオキシピリジノ
リンが含まれる。吸収マーカーまたは骨転移マーカーの一切の増加は、患者にアクチビン
－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト治療が必要であることを示す。
【０１０３】
　アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、他の医薬品と一緒に投与できる。共同
投与は、単一の複合処方物の投与により、同時投与により、または、別々の時間での投与
により行われうる。アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、他の骨活性剤（ｂｏ
ｎｅ－ａｃｔｉｖｅ　ａｇｅｎｔ）とともに投与されると、特に有益でありうる。アクチ
ビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストとともに、カルシウム補助剤、ビタミンＤ、適切な
運動および／または、場合によっては他の薬を併用することが、患者に利益となりうる。
他の薬の例には、ビスホスホネート（アレンドロネート、イバンドロネートおよびリセド
ロネート）、カルシトニン、エストロゲン、副甲状腺ホルモンおよびラロキシフェンが含
まれる。ビスホスホネート（アレンドロネート、イバンドロネートおよびリセドロネート
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）、カルシトニン、エストロゲンおよびラロキシフェンは、骨再形成サイクルに影響を及
ぼし、抗吸収薬として分類される。骨再形成は、骨吸収および骨形成という二つの異なる
段階からなる。抗吸収薬は、骨再形成サイクルの骨吸収の部分を減速または停止させるが
、サイクルの骨形成の部分は減速させない。その結果、新たな形成が骨吸収より高い率で
続き、骨密度がしだいに増加しうる。副甲状腺ホルモンの一種であるテリパラタイドは、
骨再形成サイクルにおける骨形成の率を高める。アレンドロネートは、閉経後骨粗鬆症の
予防（一日５ｍｇまたは週一回３５ｍｇ）および処置（一日１０ｍｇまたは週一回７０ｍ
ｇ）の両方に承認されている。アレンドロネートは、骨量減少を抑え、骨密度を高め、脊
椎、手首および股関節部骨折のリスクを減らす。アレンドロネートは、これらの薬（すな
わち、プレドニソンおよびコーチゾン）の長期的利用の結果である男性および女性におけ
る糖質コルチコイド起因性骨粗鬆症の処置、および男性における骨粗鬆症の処置にも承認
されている。アレンドロネートとビタミンＤは、閉経女性の骨粗鬆症の処置（週一回７０
ｍｇとビタミンＤ）、および骨粗鬆症の男性の骨量を改善するための処置に承認されてい
る。イバンドロネートは、閉経後骨粗鬆症の予防および処置のために承認されている。月
一回のピル（１５０ｍｇ）として服用されるイバンドロネートは、毎月同じ日に服用され
なければならない。イバンドロネートは、骨量減少を抑え、骨密度を高め、脊椎骨折のリ
スクを減らす。リセドロネートは、閉経後骨粗鬆症の予防および処置のために承認されて
いる。毎日（５ｍｇ用量）または毎週（３５ｍｇ用量、または、３５ｍｇ用量とカルシウ
ム）服用されるリセドロネートは、骨量減少を抑え、骨密度を高め、脊椎および非脊椎骨
折のリスクを減らす。リセドロネートは、これらの薬（すなわち、プレドニソンまたはコ
ーチゾン）の長期的利用から生じる糖質コルチコイド起因性骨粗鬆症を予防および／また
は処置するための、男性および女性による使用にも承認されている。カルシトニンは、カ
ルシウム調節および骨代謝に関わる天然のホルモンである。閉経から５年以上経った女性
においては、カルシトニンは骨量減少を抑え、脊椎の骨密度を高め、骨折に伴う痛みを和
らげることができる。カルシトニンは、脊椎骨折のリスクを減らす。カルシトニンは、注
射（毎日５０－１００ＩＵ）または点鼻薬（毎日２００ＩＵ）として入手可能である。エ
ストロゲン療法（ＥＴ）／ホルモン療法（ＨＴ）は、骨粗鬆症の予防に承認されている。
ＥＴは、閉経女性の骨量減少を抑え、脊椎および股関節部の両方の骨密度を高め、股関節
部および脊椎の骨折リスクを減らすことが分かっている。ＥＴは、最も一般的には、毎日
約０．３ｍｇの低用量、または毎日約０．６２５ｍｇの標準用量を送達する、ピルまたは
皮膚パッチの形で投与され、７０歳を過ぎてから開始しても有効である。エストロゲンを
単独で服用すると、女性が子宮内層の癌（子宮内膜癌）を発症するリスクが高まりうる。
このリスクを除去するために、医療提供者は、完全な子宮を有する女性には、エストロゲ
ン（ホルモン補充療法またはＨＴ）とともにホルモンのプロゲスチンを処方する。ＥＴ／
ＨＴは、更年期症状を和らげ、骨の健康状態に有益な効果があることが分かっている。副
作用には、膣出血、乳房圧痛、気分障害および胆嚢疾患が含まれうる。１日６０ｍｇのラ
ロキシフェンは、閉経後骨粗鬆症の予防および処置に承認されている。これは、潜在的不
都合を伴わずにエストロゲンの有益な効果を提供するために開発された、選択的エストロ
ゲンレセプターモジュレーター（ＳＥＲＭｓ）と呼ばれる薬物の種類に属する。ラロキシ
フェンは、骨量を増加させ、脊椎骨折のリスクを減らす。ラロキシフェンが股関節および
他の非脊椎骨折のリスクを減じうることを示すデータは、まだ入手不可能である。副甲状
腺ホルモンの一種であるテリパラタイドは、骨折のリスクが高い閉経女性および男性の骨
粗鬆症の処置に承認されている。この薬は、新規の骨形成を刺激し、骨塩密度を大幅に増
加させる。閉経女性においては、脊椎、股関節部、足、肋骨および手首の骨折の減少が認
められた。男性においては、脊椎の骨折減少が見られたが、他の部位での骨折減少を評価
するためのデータは不足であった。テリパラタイドは、毎日注射により最高２４ヶ月間自
己投与される。
【０１０４】
　７．医薬組成物
　一定の実施形態では、本発明のアクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト（例えばＡ
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ｃｔＲＩＩａポリペプチド）は、薬学的に受容可能な担体とともに調製される。例えば、
ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドは、単独で投与されてもよいし、医薬処方物（治療組成物）
の成分として投与されてもよい。目的の化合物は、人間または動物用医薬品に用いられる
、任意の便利な方法による投与のために調製されうる。
【０１０５】
　一定の実施形態では、本発明の治療法には、インプラントまたはデバイスとして、全身
的または局所的に組成物を投与する工程が含まれる。投与される本発明に使用される治療
組成物は、当然ながら発熱性物質を含まず、生理的に許容できる形態である。上述のとお
り、組成物に選択的に含まれうるＡｃｔＲＩＩａアンタゴニスト以外の治療上役立つ薬剤
も、本発明の方法において、当該化合物（例えばＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）とともに
、同時または順に投与されうる。
【０１０６】
　典型的には、ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストは、非経口的に投与される。非経口投与に
適切な医薬組成物には、一つ以上の薬学的に受容可能な無菌等張性の水溶液または非水溶
液、分散液、懸濁液または乳濁液、または使用直前に無菌の注射可能な溶液または分散液
に戻せる無菌粉末であり、酸化防止剤、緩衝剤、静菌薬、処方物を目的のレシピエントの
血液と等張にする溶質、または懸濁剤または増粘剤を含みうるものと組み合わせた、一つ
以上のＡｃｔＲＩＩａポリペプチドが含まれうる。本発明の医薬組成物に使用できる適切
な水性および非水性の担体の例には、水、エタノール、ポリオール類（グリセロール、プ
ロピレングリコール、ポリエチレングリコールなど）、およびこれらの適切な混合物、オ
リーブ油などの植物油、およびオレイン酸エチルなどの注射可能な有機エステル類が含ま
れる。適当な流動性は、例えばレシチンのようなコーティング材の使用、分散液の場合に
は必要な粒子サイズの維持、および界面活性剤の使用により維持できる。
【０１０７】
　さらに組成物は、標的組織部位（例えば骨）に送達するための形にカプセル化または注
入されればよい。一定の実施形態では、本発明の組成物には、一つ以上の治療化合物（例
えばＡｃｔＲＩＩａポリペプチド）を標的組織部位（例えば骨）に送達し、発達する組織
のための構造を提供し、最適には体内に吸収されることが可能なマトリクスが含まれうる
。例えば、マトリクスは、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドの徐放を提供しうる。このような
マトリクスは、他の移植用医療品に現在使用される物質から形成できる。
【０１０８】
　マトリクス材料の選択は、生体適合性、生分解性、力学的性質、審美的な外観およびイ
ンターフェイス特性に基づく。当該組成物の特定の用途により、どのような処方物が適切
かが決まる。組成物の潜在的マトリクスは、生分解性であり、化学的に定義された硫酸カ
ルシウム、リン酸三カルシウム、ヒドロキシアパタイト、ポリ乳酸、およびポリアンヒド
リドでありうる。他の潜在的マトリクスは、生分解性であり、生物学的に明確に定義され
た、例えば骨又は真皮コラーゲンである。さらなるマトリクスは純粋タンパク質又は細胞
外マトリクス成分からなる。他の潜在的マトリクスは、非生分解性であり、化学的に定義
された、例えば焼結ヒドロキシアパタイト、生体ガラス、アルミナート、または他のセラ
ミクスである。マトリクスは上述の任意の種類の材料、例えばポリ乳酸およびヒドロキシ
アパタイトまたはコラーゲンおよびリン酸三カルシウムの組合せからなってもよい。バイ
オセラミクスは、カルシウム－アルミナート－ホスファートなど、組成を変更でき、孔径
、粒子径、粒子形および生分解性を変更するためのプロセスが施されていてもよい。
【０１０９】
　一定の実施形態においては、本発明の方法は、たとえば、予め決められた量の薬剤を主
成分としてそれぞれ含む、カプセル、カシェ剤、ピル、錠剤、トローチ剤（風味をつけた
基剤、通常スクロースおよびアカシアまたはトラガカンタを使用）、粉剤、顆粒剤の形で
、または、水性もしくは非水性の溶液もしくは懸濁液として、または、水中油もしくは油
中水の乳濁液として、またはエリキシル剤もしくはシロップ剤として、または香錠（ゼラ
チンおよびグリセリン、またはスクロースおよびアカシアなどの不活性の基剤を使用）と
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して、および／または口内洗剤などとして、経口的に行われうる。薬剤は、ボーラス、し
剤またはペーストとして投与されることもできる。
【０１１０】
　経口投与のための固体投与形態（カプセル、錠剤、ピル、糖衣丸、粉剤、顆粒剤など）
においては、本発明の一つ以上の治療化合物を、クエン酸ナトリウムまたは第二リン酸カ
ルシウムなどの一つ以上の薬学的に受容可能な担体および／または以下の任意のものと混
合できる：（１）デンプン、ラクトース、ショ糖、グルコース、マンニトール、および／
またはケイ酸等の充填材または増量剤；（２）カルボキシメチルセルロース、アルギン酸
塩、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、ショ糖、および／またはアカシア等の結合剤；（
３）グリセロール等の保湿剤：（４）寒天、炭酸カルシウム、ジャガイモまたはタピオカ
デンプン、アルギン酸、一定のケイ酸塩および炭酸ナトリウム等の崩壊剤；（５）パラフ
ィン等の溶液緩染剤；（６）第四アンモニウム化合物等の吸収促進剤；（７）たとえばセ
チルアルコールおよびモノステアリン酸グリセロール等の湿潤剤；（８）カオリンおよび
ベントナイト粘土等の吸収剤；（９）タルク、ステアリン酸カルシウム、ステアリン酸マ
グネシウム、固形ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、およびこれらの混
合物等の潤滑剤；および（１０）着色剤。カプセル剤、錠剤およびピルの場合には、医薬
組成物には緩衝剤も含まれうる。ラクトースまたは乳糖、ならびに高分子量ポリエチレン
グリコールなどの賦形剤を用いて、軟および硬ゼラチンカプセルの充填剤として、同様の
タイプの固形組成物を使用してもよい。
【０１１１】
　経口投与用の液体剤形には、薬学的に受容可能な乳濁液、ミクロエマルジョン、溶液、
懸濁液、シロップ剤およびエリキシル剤が含まれる。液体剤形には、活性成分に加えて、
水や他の溶媒のような当技術分野で一般に使用される不活性希釈剤、溶解剤および乳化剤
、たとえばエチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エチル、酢酸エチル、ベン
ジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１，３－ブチレングリコー
ル、油類(特に綿実、ラッカセイ、コーン、胚芽、オリーブ、ヒマシ、およびゴマ油)、グ
リセロール、テトラヒドロフルフリルアルコール、ポリエチレングリコールおよびソルビ
タン脂肪酸エステルなど、およびそれらの混合物を含みうる。経口組成物には、不活性希
釈剤の他に、湿潤剤、乳化および懸濁剤、甘味剤、香味剤、着色剤、芳香剤および保存剤
などの補助剤も含みうる。
【０１１２】
　懸濁液には、活性化合物に加えて、エトキシ化イソステアリルアルコール、ポリオキシ
エチレンソルビトール、およびソルビタンエステル、微結晶性セルロース、アルミニウム
メタヒドロキシド、ベントナイト、寒天およびトラガカント、ならびにそれらの混合物な
どの懸濁剤が含まれうる。
【０１１３】
　本発明の組成物には、保存剤、湿潤剤、乳化剤および分散剤などの補助剤も含まれうる
。微生物の作用の防止は、パラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸など、様
々な抗菌剤および抗真菌剤を含むことにより確保され得る。糖類、塩化ナトリウムなどの
等張剤を組成物に含むことが望ましい場合もある。さらに、モノステアリン酸アルミニウ
ムおよびゼラチンなど、吸収を遅延させる薬剤を含むことにより、注射可能型薬剤形態の
吸収を遅延させることができる。
【０１１４】
　当然のことながら、用法用量は、本発明の目的の化合物（例えばＡｃｔＲＩＩａポリペ
プチド）の作用を変更する様々な要因を考えて、主治医により判断される。様々な要因に
は、限定はされないが、形成されるのが好ましい骨重量、骨密度の減少の程度、骨損傷の
部位、損傷した骨の状態、患者の年齢、性別、および食生活、骨量減少に寄与している可
能性のある任意の病気の重症度、投与の時間、および他の臨床的要因が挙げられる。選択
的に、投与量は、再構築に使用されるマトリクスのタイプおよび組成物中の化合物のタイ
プにより異なりうる。最終的組成物に他の公知の成長因子を加えることも、投与量に影響
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しうる。例えばＸ線（ＤＥＸＡを含む）、組織形態学的調査、およびテトラサイクリン標
識による、骨成長および／または修復の周期的評価により、進行をモニタできる。
【０１１５】
　マウスによる実験で、血清濃度が０．２μｇ／ｋｇ以上となるのに十分な間隔および量
で化合物が投薬される場合に、骨に対するＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃの効果が検出可能である
ことが示されており、骨密度および骨強度に対する有意な効果を達成する上では、１μｇ
／ｋｇまたは２μｇ／ｋｇ以上の血中濃度が望ましい。より高用量のＡｃｔＲＩＩａ－Ｆ
ｃは副作用のために不適当であるという徴候はないが、投与レジメンは、血清濃度が０．
２～１５μｇ／ｋｇの間、および選択的に１～５μｇ／ｋｇの間になるように設計されう
る。ヒトにおいては、０．１ｍｇ／ｋｇ以上の一回量により０．２μｇ／ｋｇの血清濃度
を達成でき、０．３ｍｇ／ｋｇ以上の一回量により１μｇ／ｋｇの血清濃度を達成できる
。観察された分子の血中半減期は、約２０日と３０日との間であり、大抵のＦｃ融合タン
パク質より大幅に長く、したがって、例えば０．２～０．４ｍｇ／ｋｇを毎週または隔週
の頻度で投薬することにより、有効な血清濃度を持続でき、あるいは投薬の間隔をもっと
あけて、さらに高用量が用いられてもよい。例えば、１～３ｍｇ／ｋｇの用量が、毎月ま
たは隔月の頻度で使用されてもよく、骨に対する効果は十分に持続しうるため、投薬は３
、４、５、６、９、１２ヶ月またはそれ以上に一度で足りる。
【０１１６】
　一定の実施形態では、本発明は、ＡｃｔＲＩＩａポリペプチドのインビボ産出のための
遺伝子治療も提供する。このような療法は、上に列挙されたような病気を有する細胞また
は組織にＡｃｔＲＩＩａポリヌクレオチド配列を導入することにより、治療効果を達成す
る。ＡｃｔＲＩＩａポリヌクレオチド配列の送達は、キメラウイルスまたはコロイド分散
系などの組換え発現ベクターを使用して達成できる。ＡｃｔＲＩＩａポリヌクレオチド配
列の治療的送達に好ましいのは、標的リポソームの利用である。
【０１１７】
　本明細書に教示される遺伝子治療に利用できる様々なウィルスベクターには、アデノウ
イルス、ヘルペスウイルス、ワクシニア、または、好ましくは、レトロウイルスなどのＲ
ＮＡウイルスが含まれる。好ましくは、レトロウイルスベクターは、ネズミ科または鳥類
のレトロウイルスの誘導体である。単一の外来遺伝子を挿入できるレトロウイルスベクタ
ーの例には、モロニーマウス白血病ウイルス（ＭｏＭｕＬＶ）、ハーベイマウス肉腫ウイ
ルス（ＨａＭｕＳＶ）、マウス乳癌ウイルス（ＭｕＭＴＶ）、およびニワトリ肉腫ウイル
ス（ＲＳＶ）などが含まれる。多くの他のレトロウイルスベクターが、複数の遺伝子を組
み込みうる。これらベクターの全てが、形質導入細胞を同定および作製できるように、選
択マーカーの遺伝子を移入または組み込むことができる。例えば、糖、グリコリピド、ま
たはタンパク質を付着させることにより、レトロウイルスベクターを標的特異的にできる
。抗体を用いることにより標的化を行うことが好ましい。特異的ポリヌクレオチド配列を
レトロウイルスゲノム中に挿入し、またはウイルス・エンベロープに付着して、ＡｃｔＲ
ＩＩａポリヌクレオチドを含むレトロウイルスベクターを標的特異的に送達できることは
当業者に公知である。好ましい実施形態では、ベクターは、骨または軟骨を標的とする。
【０１１８】
　あるいは、レトロウイルスの構造遺伝子ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖをコードするプラ
スミドにより、従来のリン酸カルシウムトランスフェクションによって、培養細胞を直接
トランスフェクションできる。これらの細胞はその後、目的の遺伝子を含むベクタープラ
スミドによりトランスフェクションされる。得られた細胞が、培地にレトロウイルスベク
ターを放出する。
【０１１９】
　ＡｃｔＲＩＩａポリヌクレオチドの別の標的送達システムは、コロイド分散系である。
コロイド分散系には、巨大分子複合体、ナノカプセル、微小球、ビーズ、および、水中油
エマルジョン、ミセル、混合ミセル、およびリポソームを含む脂質ベースの系が含まれる
。本発明の好ましいコロイド系は、リポソームである。リポソームは、インビトロおよび



(39) JP 2018-205 A 2018.1.11

10

20

30

40

50

インビボにおける送逹媒体として有用な人工膜小胞である。ＲＮＡ、ＤＮＡおよび完全な
ビリオンを、水性の内部に被包し、生物学的に活性な形態で細胞に送達することができる
（たとえばＦｒａｌｅｙ，等，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｃｉ．，６：７７，１
９８１年を参照）。リポソーム媒体を用いた効率的な遺伝子導入の方法は、公知技術であ
り、たとえばＭａｎｎｉｎｏ，等，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，６：６８２，１９８８
年を参照。リポソームの組成は、通常は、リン脂質の組み合わせであり、ステロイド、特
にコレステロールと組み合わせられるのが通常である。他のリン脂質または他の脂質が用
いられてもよい。リポソームの物理的特性は、ｐＨ、イオン強度、および二価カチオンの
存在に依存する。
【０１２０】
　リポソーム生成に有用な脂質には、ホスファチジルグリセロール、ホスファチジルコリ
ン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルエタノールアミン、スフィンゴリピド、セレ
ブロシド、およびガングリオシドなどのホスファチジル化合物が含まれる。代表的なリン
脂質には、卵ホスファチジルコリン、ジパルミトイルホスファチジルコリン、およびジス
テアロイルホスファチジルコリンが含まれる。リポソームの標的化は、例えば、臓器特異
性、細胞特異性、および小器官特異性に基づくこともでき、当該分野において公知である
。
【実施例】
【０１２１】
　本発明を一般的に記載したが、以下の実施例を参照することで理解がさらに容易になる
。以下の実施例は、一定の実施形態および本発明の実施形態を説明する目的で含まれるに
すぎず、本発明を制限することを意図したものではない。
【０１２２】
　（実施例１：ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃ融合タンパク質）
　出願人は、必要最低限のリンカーにより、ヒトまたはマウスのＦｃドメインに融合され
たヒトＡｃｔＲＩＩａの細胞外ドメインを有する、可溶性ＡｃｔＲＩＩａ融合タンパク質
を構築した。コンストラクトはそれぞれ、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ
－ｍＦｃと呼ばれる。
【０１２３】
　ＣＨＯ細胞株から精製されたＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは、以下に示される（配列番号７
）：
【０１２４】
【化６】

　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃタンパク質は、ＣＨＯ細胞株に
発現された。三つの異なるリーダー配列が考えられた：
（ｉ）ミツバチメリチン（ＨＢＭＬ）：ＭＫＦＬＶＮＶＡＬＶＦＭＶＶＹＩＳＹＩＹＡ（
配列番号８）
（ｉｉ）組織プラスミノーゲン活性化因子（ＴＰＡ）：ＭＤＡＭＫＲＧＬＣＣＶＬＬＬＣ
ＧＡＶＦＶＳＰ（配列番号９）
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（ｉｉｉ）天然：ＭＧＡＡＡＫＬＡＦＡＶＦＬＩＳＣＳＳＧＡ（配列番号１０）。
【０１２５】
　選択された形は、ＴＰＡリーダーを用い、以下の加工されていないアミノ酸配列を有す
る：
【０１２６】
【化７】

　このポリペプチドは、以下の核酸配列によりコードされる：
【０１２７】
【化８】
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　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃもＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃも、組換え発現に非常に適した。図
１に示されるように、タンパク質は、タンパク質の単一の明確なピークとして精製された
。Ｎ末端シーケンシングにより、ＩＬＧＲＳＥＴＱＥの単一配列が明らかになった（配列
番号１１）。精製は、例えば、以下の三つ以上を任意の順序で含む、一連のカラムクロマ
トグラフィ工程により行いうる：プロテインＡクロマトグラフィ、Ｑセファロースクロマ
トグラフィ、フェニルセファロースクロマトグラフィ、サイズ排除クロマトグラフィ、お
よび陽イオン交換クロマトグラフィ。精製は、ウイルス濾過およびバッファー交換で完了
しうる。ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃタンパク質は、サイズ排除クロマトグラフィによる測定
により＞９８％の純度、およびＳＤＳ　ＰＡＧＥによる測定により＞９５％の純度に精製
された。
【０１２８】
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃは、リガンド、特にアクチビン
Ａに対する高親和性を示した。ＧＤＦ－１１またはアクチビンＡ（「ＡｃｔＡ」）は、標
準のアミンカップリング法を用いてＢｉａｃｏｒｅ　ＣＭ５チップに固定された。Ａｃｔ
ＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃタンパク質がシステムにロードされ、結
合が測定された。ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは５ｘ１０－１２の解離定数（ＫＤ）でアクチ
ビンに結合し、タンパク質は９．９６ｘ１０－９のＫＤでＧＤＦ１１に結合した。図２を
参照。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃも、同様に作用した。
【０１２９】
　Ａ－２０４レポータージーンアッセイを用いて、ＧＤＦ－１１およびアクチビンＡによ
るシグナル伝達に対するＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃタンパク質の効果を評価した。細胞株：
ヒト横紋筋肉腫（筋肉から得たもの）。レポーターベクター：ｐＧＬ３（ＣＡＧＡ）１２
（Ｄｅｎｎｌｅｒ等，１９９８年，ＥＭＢＯ　１７：３０９１－３１００に記載。）図３
を参照。ＣＡＧＡ１２モティーフはＴＧＦ－ベータ応答遺伝子（ＰＡＩ－１遺伝子）に存
在するため、このベクターはＳｍａｄ２および３を経由するシグナル伝達因子で一般的に
利用される。
【０１３０】
　１日目：Ａ－２０４細胞を４８ウェルプレートに分割する。
【０１３１】
　２日目：Ａ－２０４細胞が、１０μｇのｐＧＬ３（ＣＡＧＡ）１２またはｐＧＬ３（Ｃ
ＡＧＡ）１２（１０μｇ）＋ｐＲＬＣＭＶ（１μｇ）およびＦｕｇｅｎｅでトランスフェ
クションされる。
【０１３２】
　３日目：因子を加える（培地＋０．１％ＢＳＡに希釈）。阻害剤は、細胞に加える前に
、因子とともに１時間プレインキュベートすることが必要である。６時間後に、細胞をＰ
ＢＳで洗浄し、細胞を溶解する。
【０１３３】
　次にルシフェラーゼアッセイが行われる。このアッセイでは典型的に、阻害剤の非存在
下で、アクチビンＡはリポーター遺伝子発現に関して約１０倍の促進を示し、ＥＤ５０は
～２ｎｇ／ｍｌである。ＧＤＦ－１１：１６倍の促進、ＥＤ５０：～１．５ｎｇ／ｍｌ。
ＧＤＦ－８は、ＧＤＦ－１１と類似の効果を示す。
【０１３４】
　図４に示されるように、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃおよびＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃは、ピ
コモルのオーダーの濃度でＧＤＦ－８を介したシグナル伝達を阻害する。図５に示される
ように、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃの三つの異なる調製物は、約２００ｐＭのＩＣ５０でＧ
ＤＦ－１１のシグナル伝達を阻害した。
【０１３５】
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは、薬物動態学的研究において極めて安定していた。１ｍｇ／
ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇまたは１０ｍｇ／ｋｇのＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃタンパク質がラット
に投薬され、２４、４８、７２、１４４および１６８時間でのタンパク質の血漿中濃度が
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測定された。別の研究においては、１ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇ
がラットに投薬された。ラットにおいて、ＡｃｔＲＩＩａ－ｈＦｃは１１～１４日の血中
半減期を有し、２週後における薬物の循環レベルは非常に高かった（最初の投与１ｍｇ／
ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇに対してそれぞれ、１１μｇ／ｍｌ、１１０
μｇ／ｍｌまたは３０４μｇ／ｍｌ。）カニクイザルにおいては、血漿中半減期は１４日
よりずっと長く、薬物の循環レベルは、最初の投与１ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇまたは
３０ｍｇ／ｋｇに対してそれぞれ、２５μｇ／ｍｌ、３０４μｇ／ｍｌまたは１４４０μ
ｇ／ｍｌであった。ヒトにおける予備段階の結果からは、血中半減期が約２０日と３０日
との間であることが示唆される。
【０１３６】
　（実施例２：ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃはインビボで骨成長を促進する）
　正常な雌のマウス（ＢＡＬＢ／ｃ）に、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃを、１ｍｇ／ｋｇ／用
量、３ｍｇ／ｋｇ／用量または１０ｍｇ／ｋｇ／用量のレベルで、週に二回投薬した。骨
塩密度および骨塩量がＤＥＸＡで判定された、図６を参照。
【０１３７】
　ＢＡＬＢ／ｃ雌のマウスにおいては、ＤＥＸＡスキャンにより、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦ
ｃによる処置の結果として、骨塩密度および量に実質的増加（＞２０％）が見られた。図
７および８を参照。
【０１３８】
　したがって、ＡｃｔＲＩＩａの拮抗作用により、正常な雌のマウスにおいて、骨密度お
よび量の増加が生じた。次の工程として、骨粗鬆症のマウスモデルの骨に対する、Ａｃｔ
ＲＩＩａ－ｍＦｃの効果がテストされた。
【０１３９】
　Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ等（２００１年）は、卵巣を切除されたマウスの骨量が大幅に減少
（手術から６週間後に骨梁が大体５０％減少）すること、およびこれらのマウスの骨量減
少が、副甲状腺ホルモンなどの候補治療薬により修正されうることを証明した。
【０１４０】
　出願人は卵巣切除（ＯＶＸ）、または偽手術を施した、生後４－５週間のＣ５７ＢＬ６
雌のマウスを使用した。手術後８週で、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（１０ｍｇ／ｋｇ、毎週
二回）またはコントロール（ＰＢＳ）による処置が開始された。骨密度が、ＣＴスキャナ
で測定された。
【０１４１】
　図９に示されるように、６週後において、未処置の卵巣切除マウスには、虚手術のコン
トロールと比較して骨梁密度の大幅な減少が見られた。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃによる処
置により、骨密度は虚手術マウスのレベルまで回復した。処置から６および１２週目には
、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃにより、ＯＶＸマウスの骨梁が大幅に増加した。図１０を参照
。処置から６週間後には、骨密度は、ＰＢＳコントロールと比較して２４％増加した。１
２週後には、増加は２７％であった。
【０１４２】
　虚手術マウスにおいても、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃは、骨梁の実質的増加をもたらした
。図１１を参照。６および１２週後には、処置により、コントロールと比較して３５％の
増加が生じた。
【０１４３】
　さらなる一連の実験においては、上述のように卵巣切除（ＯＶＸ）または虚手術を施し
たマウスが、１２週にわたりＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（１０ｍｇ／ｋｇ、毎週二回）また
はコントロール（ＰＢＳ）で処置された。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃにつき上述した結果と
同様に、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃを受けているＯＶＸマウスは、骨梁密度が早くも四週後
に１５％増加し、処置から１２週後には２５％増加した（図１２）。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍ
Ｆｃを受けている虚手術マウスも、同様に、骨梁密度が早くも四週後に２２％増加し、処
置から１２週後には３２％増加した（図１３）。
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【０１４４】
　ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃによる処置から１２週後には、全身およびエキソビボ大腿骨Ｄ
ＥＸＡ分析から、処置により、卵巣切除および虚手術を施したマウスの両方において骨密
度の増加が誘発されることが示された（それぞれ図１４Ａおよび１４Ｂ）。これらの結果
は、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃによる処置から１２週後における、総骨密度および皮質骨密
度の実質的増加を示した、大腿骨骨幹中部のエキソビボｐＱＣＴ分析によっても支持され
る。溶媒で処置されたコントロールの卵巣切除マウスは、溶媒で処置された偽手術マウス
と同等の骨密度を示した（図１５）。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦＣの処置後には、骨密度に加
えて、骨量が増加した。大腿骨骨幹中部のエキソビボｐＱＣＴ分析により、ＡｃｔＲＩＩ
ａ－ｍＦｃによる処置から１２週後における、総骨量および皮質骨量の実質的増加が示さ
れ、卵巣切除および偽手術を受けた溶媒で処置されたコントロールマウスは、同等の骨量
を示した（図１６）。大腿骨骨幹中部のエキソビボｐＱＣＴ分析により、ＡｃｔＲＩＩａ
－ｍＦｃで処置されたマウスにおいて、骨膜周径が変化しないことも示された；しかしＡ
ｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃの処置により、骨内膜周径が減少し、このことは、大腿骨の内部表
面の成長による皮質厚の増加を示している（図１７）。
【０１４５】
　大腿骨の機械的テストからは、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃにより骨の外的特性（最大負荷
、剛さおよび破壊強度）を高めることができ、これが骨の内的特性（極限強度）の実質的
増加に寄与したことが測定された。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃで処置された卵巣切除マウス
は、偽手術の、溶媒処置されたコントロールを上回るレベルまで骨強度が増加し、骨粗鬆
症の表現型とは完全に逆になった（図１８）。
【０１４６】
　これらのデータは、アクチビン－ＡｃｔＲＩＩａアンタゴニストにより正常な雌のマウ
スにおける骨密度を高められ、さらに、骨粗鬆症のマウスモデルにおいて、骨密度、骨量
、および究極的には骨強度の異常を修正しうることを示す。
【０１４７】
　さらなる一連の実験においては、マウスは４週目に卵巣切除または偽手術を施され、１
２週目から開始してさらに１２週間にわたり、プラセボまたはＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃ（
２回／週、１０ｍｇ／ｋｇ）を受けた（図１９－２４でＲＡＰ－１１とも称される）。様
々な骨パラメータが評価された。図１９に示されるように、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃによ
り、ＯＶＸおよびＳＨＡＭ手術マウスの両方において、全体積に対する脊椎の骨梁体積の
比率（ＢＶ／ＴＶ）が増加した。ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃにより、骨梁構造も改善し（図
２０）、皮質厚も増加し（図２１）、骨強度も改善した（図２２）。図２３に示されるよ
うに、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃは、１ｍｇ／ｋｇから１０ｍｇ／ｋｇの用量の範囲で、望
ましい効果を生み出した。
【０１４８】
　偽手術マウスにおいて、２週目時点で、骨組織形態計測が行われた。図２４に示される
これらのデータからは、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃが、骨吸収を阻害するとともに骨成長を
促進する、二重の効果を有することを示す。したがって、ＡｃｔＲＩＩａ－ｍＦｃは、骨
成長を刺激し（同化作用）、骨吸収を阻害する（抗異化作用）。
【０１４９】
　（実施例４：代替ＡｃｔＲＩＩａ－Ｆｃタンパク質）
　代替コンストラクトは、Ｃ末端テール（ＡｃｔＲＩＩａの細胞外ドメインの最後の１５
アミノ酸の欠失を有しうる。このようなコンストラクトの配列は、以下に示される（Ｆｃ
部分は下線）（配列番号１２）：
【０１５０】



(44) JP 2018-205 A 2018.1.11

10

20

【化９】

　（参照による組み込み）
　本明細書に記載の全ての刊行物および特許は、個々の刊行物または特許が参照により組
み込まれるものと特に示されたのと同様に、参照によりその全体がここに組み込まれる。
【０１５１】
　主題の特定の実施形態を記述したが、上記の明細書は例示的であり限定的ではない。本
明細書および下記の請求項を検討すれば、多くの変化形が当業者に明らかとなる。本発明
の完全な範囲は、等価物の完全な範囲とあわせた請求項と、そのような変化形とあわせた
明細書を参照することにより、判断されなければならない。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】
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【図１５】 【図１６】

【図１７】 【図１８】
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【図１９】 【図２０】

【図２１】 【図２２】
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