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(57)【要約】
一部の特定の態様では、本発明は、組織、例えば、骨、
軟骨、筋肉、脂肪、褐色脂肪および／またはニューロン
組織の成長を調節（促進または阻害）するため、ならび
に、代謝障害、例えば、糖尿病および肥満、ならびに前
述の任意の組織と関連している障害を処置するための、
ＡｃｔＲＩＩＢ由来ポリペプチドを含む組成物を提供す
る。一部の特定の態様では、本発明により、新規なＡｃ
ｔＲＩＩＢポリペプチド、特に、アミノ末端およびカル
ボキシ末端の切断型ならびに配列改変型を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号６のヌクレオチド７３～３９６の相補体にストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズする核酸配列を含む、核酸。
【請求項２】
配列番号６のヌクレオチド７３～３９６を含むものである、請求項１に記載の核酸。
【請求項３】
配列番号４のヌクレオチド７３～３９６の相補体にストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズする核酸配列を含む、核酸。
【請求項４】
配列番号４のヌクレオチド７３～３９６を含むものである、請求項３に記載の核酸。
【請求項５】
請求項１～４のいずれか１項に記載の核酸を含む培養細胞。
【請求項６】
哺乳動物細胞である、請求項５に記載の培養細胞。
【請求項７】
ＣＨＯ細胞である、請求項５に記載の培養細胞。
【請求項８】
　ａ．配列番号８の配列からなるアミノ酸配列または配列番号８と５個以下のアミノ酸位
置において異なるアミノ酸配列を含むポリペプチド；
　ｂ．哺乳動物細胞における配列番号４の核酸またはその相補体にストリンジェントな条
件下でハイブリダイズする核酸の発現によって産生させたポリペプチド；
　ｃ．哺乳動物細胞における配列番号６の核酸またはその相補体にストリンジェントな条
件下でハイブリダイズする核酸の発現によって産生させたポリペプチド
からなる群より選択される、ポリペプチド。
【請求項９】
パート（ａ）のポリペプチドである、請求項８に記載のポリペプチド。
【請求項１０】
パート（ｂ）のポリペプチドである、請求項８に記載のポリペプチド。
【請求項１１】
パート（ｃ）のポリペプチドである、請求項８に記載のポリペプチド。
【請求項１２】
アミノ末端が配列ＥＴＲを有する、請求項８～１１のいずれか１項に記載のポリペプチド
。
【請求項１３】
１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、マウスにおいて統計学的に有
意な除脂肪体重の増加を引き起こすものである、請求項８～１２のいずれか１項に記載の
ポリペプチド。
【請求項１４】
除脂肪組織量の増加の平均が少なくとも２ｇである、請求項１３に記載のポリペプチド。
【請求項１５】
１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、高脂肪食餌摂取マウスにおい
て統計学的に有意な脂肪量の減少を引き起こすものである、請求項８～１４のいずれか１
項に記載のポリペプチド。
【請求項１６】
脂肪量の減少の平均が少なくとも５ｇである、請求項１５に記載のポリペプチド。
【請求項１７】
１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、高脂肪食餌摂取マウスにおい
て統計学的に有意な血清トリグリセリドレベルの減少を引き起こすものである、請求項８
～１６のいずれか１項に記載のポリペプチド。
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【請求項１８】
トリグリセリドの減少の平均が少なくとも５０ｍｇ／ｄｌである、請求項１７に記載のポ
リペプチド。
【請求項１９】
１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、高脂肪食餌摂取マウスにおい
て統計学的に有意な血清遊離脂肪酸レベルの減少を引き起こすものである、請求項８～１
８のいずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項２０】
遊離脂肪酸の減少の平均が少なくとも５００マイクロモル／ｄｌである、請求項１９に記
載のポリペプチド。
【請求項２１】
１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、高脂肪食餌摂取マウスにおい
て統計学的に有意な血清インスリンレベルの減少を引き起こすものである、請求項８～２
０のいずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項２２】
インスリンの減少の平均が少なくとも１ｎｇ／ｍｌである、請求項２１に記載のポリペプ
チド。
【請求項２３】
少なくとも１つのＮ結合糖を含むものである、請求項８～２２のいずれか１項に記載のポ
リペプチド。
【請求項２４】
ＣＨＯ細胞において産生させたものである、請求項８～２３のいずれか１項に記載のポリ
ペプチド。
【請求項２５】
請求項８～２４のいずれか１項に記載の第２のポリペプチドと共有結合しているものであ
る、請求項８～２４のいずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項２６】
第２のポリペプチドと共有結合してホモ二量体を形成しているものである、請求項８～２
４のいずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項２７】
ＡｃｔＲＩＩＢに由来する部分および１つ以上の異種部分を含むポリペプチドであって、
該ＡｃｔＲＩＩＢに由来する部分が、配列番号１のアミノ酸２５～１３１の配列からなる
アミノ酸配列または配列番号１のアミノ酸２５～１３１の配列と５個以下のアミノ酸位置
において異なるアミノ酸配列を含む、ポリペプチド。
【請求項２８】
前記異種部分が免疫グロブリンの定常ドメインを含む、請求項２７に記載のポリペプチド
。
【請求項２９】
前記異種部分が免疫グロブリンのＦｃドメインを含む、請求項２７に記載のポリペプチド
。
【請求項３０】
前記異種部分がヒトＩｇＧ１のＦｃドメインを含む、請求項２７に記載のポリペプチド。
【請求項３１】
前記ＡｃｔＲＩＩＢに由来する部分が、配列番号１のアミノ酸２５～１３１の配列からな
るアミノ酸配列を含む、請求項２７～３０のいずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項３２】
請求項８～３１のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む、医薬調製物。
【請求項３３】
筋量減少または不十分な筋成長と関連している障害を有する被験体を処置するための方法
であって、該被験体に有効量の請求項３２に記載の医薬調製物を投与する工程を含む、方
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法。
【請求項３４】
除脂肪量の増加または除脂肪量の減少速度の低減を、除脂肪量の増加または除脂肪量の減
少速度の低減を必要とする被験体において行なうための方法であって、該被験体に有効量
の請求項３２に記載の医薬調製物を投与する工程を含む、方法。
【請求項３５】
被験体に有効量の請求項３２に記載の医薬調製物を投与する工程を含む、被験体の体脂肪
含量の減少または体脂肪含量の増加速度の低減のための方法。
【請求項３６】
被験体に有効量の請求項３２に記載の医薬調製物を投与する工程を含む、被験体の望まし
くない体重増加と関連している障害を処置するための方法。
【請求項３７】
被験体に有効量の請求項３２に記載の医薬調製物を投与する工程を含む、被験体の代謝障
害を処置するための方法。
【請求項３８】
患者が、以下の特徴：
　ｄ．高い血清トリグリセリドレベル；
　ｅ．高い遊離脂肪酸レベル；または
　ｆ．高い血清インスリンレベル
の１つ以上を有する、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
前記代謝障害が、２型糖尿病、メタボリックシンドローム、インスリン抵抗性および肥満
からなる群より選択される、請求項３７または３８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　本出願は、２００９年６月１２日に出願された米国仮出願番号６１／２６８，４２０、
２００９年１１月３日に出願された米国仮出願番号６１／２８０，５４３の利益を主張す
る。これらの出願は、その全容が参照によって本明細書に援用される。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　トランスホーミング増殖因子－β（ＴＧＦ－β）スーパーファミリーには、共通の配列
エレメントと構造モチーフを共有しているさまざまな増殖因子が含まれる。このようなタ
ンパク質は、脊椎動物および無脊椎動物のどちらにおいても、多くのさまざまな細胞型に
対して生物学的効果を奏することがわかっている。該スーパーファミリーの構成員は、胚
の発生中、パターン形成および組織の特定に重要な機能を果しており、さまざまな分化プ
ロセス（例えば、脂肪生成、筋肉形成、軟骨形成、心臓発生、造血、神経発生、および上
皮細胞の分化）に影響を及ぼし得る。該ファミリーは、アクチビンおよびインヒビン、Ｔ
ＧＦ－β、成長分化因子（ＧＤＦ）および骨形成因子（ＢＭＰ）と種々に称されるタンパ
ク質に代表される。該ファミリーの他の構成員も知られている（ＮｏｄａｌおよびＬｅｆ
ｔｙなど）。ＴＧＦ－βファミリーの構成員の活性を操作することにより、多くの場合で
、生物体に有意な生理学的変化を引き起こすことが可能である。例えば、飼育種Ｐｉｅｄ
ｍｏｎｔｅｓｅおよびＢｅｌｇｉａｎ　Ｂｌｕｅの牛は、ＧＤＦ８（ミオスタチンとも称
される）遺伝子に、顕著な筋肉量の増加を引き起こす機能喪失変異を有する（非特許文献
１）。さらに、ヒトでは、ＧＤＦ８の不活性な対立遺伝子は、筋肉量の増大および報告に
よると並外れた強度と関連している（非特許文献２）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
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【０００３】
【非特許文献１】Ｇｒｏｂｅｔら，Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ．１９９７，１７（１）：７１－
４
【非特許文献２】Ｓｃｈｕｅｌｋｅら，Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　２００４，３５０：
２６８２－８
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　筋肉、骨、脂肪、軟骨および他の組織の変化は、適切なＴＧＦ－βファミリー構成員に
よって媒介されるシグナル伝達をアゴナイズすること、または該シグナル伝達に拮抗作用
をもたらすことにより得られ得る。したがって、ＴＧＦ－βスーパーファミリーの構成員
によるシグナル伝達の強力な調節因子としての機能を果す薬剤の必要性が存在している。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　発明の概要
　一部の特定の態様では、本開示により、新規なＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド、特に、ア
ミノ末端およびカルボキシ末端の切断型ならびに配列改変型を提供する。一実施形態にお
いて、ヒトＡｃｔＲＩＩＢ（配列番号１）のアミノ酸２５～１３１を含むポリペプチドま
たはそのバリアントを記載する。かかるポリペプチドが、さまざまな障害の処置において
驚くべき有効性を有するが、特に、肥満、インスリン抵抗性および他の代謝障害と関連し
ている障害の処置において驚くべき有効性を有することを示す。本明細書において開示す
るＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、患者が、さまざまな望ましい効果、例えば、除脂肪体
重（ｌｅａｎ　ｂｏｄｙ　ｍａｓｓ）の増加、白色脂肪量の減少、褐色脂肪量の増加、血
清トリグリセリドの減少、血清インスリンレベルの低下または血清遊離脂肪酸レベルの低
下などを有するように使用され得る。本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプ
チドは、さまざまな障害または病状、例えば、筋肉および神経筋の障害（例えば、筋ジス
トロフィ、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、および筋萎縮）、脂肪組織障害（例えば、肥
満、脂肪肝疾患）、代謝障害（例えば、２型糖尿病、インスリン抵抗性、メタボリックシ
ンドローム（ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ））、神経変性障害、ならびに高齢
（サルコペニア）、前立腺癌治療（例えば、アンドロゲン除去療法）、さまざまな癌と関
連している悪液質と関連している筋消耗の処置に使用され得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプ
チドの例としては、配列番号８に示し、本明細書においてＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１
）－ｈＦｃと記載するヒトＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ融合タンパク質が挙げられる。
【０００６】
　一部の特定の態様では、本開示により、ＡｃｔＲＩＩＢに由来する新規なポリペプチド
（ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドと称する）を提供する。一部の実施形態では、ポリペプチ
ドは、配列番号８の配列からなるアミノ酸配列または配列番号８と１個以下、２個以下、
３個以下、４個以下もしくは５個以下のアミノ酸位置において異なるアミノ酸配列を含む
ポリペプチド；哺乳動物細胞における配列番号４の核酸またはその相補体にストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズする核酸の発現によって産生させたポリペプチド；哺乳動
物細胞における配列番号６の核酸またはその相補体にストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズする核酸の発現によって産生させたポリペプチドからなる群より選択され得る。
本明細書において開示するポリペプチドは、ＡｃｔＲＩＩＢに由来する部分と１つ以上の
異種部分とを含み得、該ＡｃｔＲＩＩＢに由来する部分は、配列番号１のアミノ酸２５～
１３１の配列からなるアミノ酸配列または配列番号１のアミノ酸２５～１３１の配列と１
個以下、２個以下、３個以下、４個以下もしくは５個以下のアミノ酸位置において異なる
アミノ酸配列を含むものであり得る。該異種部分は、免疫グロブリンの定常ドメイン、免
疫グロブリンのＦｃドメインまたは、特に、ヒトＩｇＧ１のＦｃドメイン（用語「ヒトＩ
ｇＧ１は、ヒトにおける使用と適合性であるかかるＦｃのバリアントを含むと理解された
い）を含むものであり得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、配列番号１のアミノ酸２５
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～１３１の配列からなるアミノ酸配列を含むＡｃｔＲＩＩＢに由来する部分を含むもので
あり得る。本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、アミノ末端が配列
ＥＴＲを有するようなものであってもよい。本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポ
リペプチドは、１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、マウスにおい
て統計学的に有意な除脂肪体重の増加を引き起こすものであり得る。除脂肪組織量の増加
の平均は、少なくとも１、２、３、４もしくは５グラムまたはそれ以上であり得る。本明
細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週
２回、４週間処置した後、高脂肪食餌摂取マウスにおいて統計学的に有意な脂肪量の減少
を引き起こすものであり得る。脂肪量の減少の平均は、５、７、１０、１５グラムまたは
それ以上であり得る。本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、１０ｍ
ｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、高脂肪食餌摂取マウスにおいて統計
学的に有意な血清トリグリセリドレベルの減少を引き起こすものであり得る。血清トリグ
リセリドの減少の平均は、少なくとも５０、７５、１００、１２５もしくは１５０ｍｇ／
ｄｌまたはそれ以上であり得る。本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド
は、１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、高脂肪食餌摂取マウスに
おいて統計学的に有意な血清遊離脂肪酸レベルの減少を引き起こすものであり得る。遊離
脂肪酸の減少の平均は、少なくとも５００、７５０、１０００マイクロモル／ｄｌまたは
それ以上の遊離脂肪酸であり得る。本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドは、１０ｍｇ／ｋｇの用量レベルで週２回、４週間処置した後、高脂肪食餌摂取マウス
において統計学的に有意な血清インスリンレベルの減少を引き起こすものであり得る。血
清インスリンの減少の平均は、少なくとも０．５、１、１．５、２ｎｇ／ｍｌまたはそれ
以上のインスリンであり得る。本明細書で用いる場合、用語「統計学的に有意な」は、一
般的に、＞０．０５の（ｏｒ）ｐ値をいうが、異なる型の統計学的検定について他の有意
性の測定値が認識され得よう。かかる場合、用語「統計学的に有意な」には、データの有
意性の評価に最も広く使用されている式が使用されるのがよい。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプ
チドは、少なくとも１つのＮ結合糖を含むものであってもよく、２つ、３つ、またはそれ
以上のＮ結合糖を含むものであってもよい。また、かかるポリペプチドはＯ結合糖を含む
ものであってもよい。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、該タンパク質が患者への使用に適
した様式でグリコシル化される、さまざまな細胞株、例えば、操作された昆虫細胞または
酵母細胞、ならびに哺乳動物細胞（ＣＯＳ細胞、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ細胞およびＮＳＯ細
胞など）において産生させ得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、共有結合性または非共
有結合性の二量体（例えば、ホモ二量体）を形成するものであり得る。一般的に、Ｆｃ融
合タンパク質は、共有結合されたホモ二量体を形成する傾向にある。前述の任意のポリペ
プチドが医薬調製物に組み込まれ得る。
【０００７】
　一部の特定の態様では、本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、Ａ
ｃｔＲＩＩＢリガンド（ＧＤＦ８、ＧＤＦ１１、アクチビン、ＢＭＰ７、ＧＤＦ３または
ｎｏｄａｌなど）に結合するものである。任意選択で、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドはＡ
ｃｔＲＩＩＢリガンドに、１０マイクロモル未満または１マイクロモル、１００、１０、
１もしくは０．１ナノモル未満のＫｄで結合するものである。本明細書において開示する
ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、そのアミノ酸配列（例えば、リガンド結合ドメイン）内
に、天然に存在するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドと比べて１つ、２つ、３つ、４つ、５つ
またはそれ以上の改変を含むものであり得る。該アミノ酸配列内の改変は、天然に存在す
るＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドと比べて、例えば、哺乳動物細胞、昆虫細胞もしくは他の
真核生物細胞において産生させた場合、該ポリペプチドのグリコシル化を改変するもの、
または該ポリペプチドのタンパク質分解性切断を改変するものであり得る。ＡｃｔＲＩＩ
Ｂポリペプチドは、ドメインの１つとしてＡｃｔＲＩＩＢ（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢまた
はそのバリアントのリガンド結合ドメイン）に由来するアミノ酸配列と、望ましい特性（
例えば、改善された薬物動態、より容易な精製、特定の組織に対する標的化など）をもた
らす１つ以上のさらなるドメインを有する融合タンパク質であり得る。例えば、融合タン
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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、組織内での局在
もしくは分布、タンパク質複合体の形成、融合タンパク質多量体化、および／または精製
の１つ以上を向上させるものであり得る。ＡｃｔＲＩＩＢ融合タンパク質は、免疫グロブ
リンのＦｃドメイン（野生型もしくは変異型）または血清アルブミンを含むものであり得
る。一部の特定の実施形態では、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ融合体は、Ｆｃドメインと細胞外
ＡｃｔＲＩＩＢドメインの間に配置された相対的に非構造的リンカーを含む。この非構造
的リンカーは、ＡｃｔＲＩＩＢの細胞外ドメインのＣ末端のほぼ１５個のアミノ酸の非構
造的領域に対応するものであり得る（「テイル」）か、または相対的に二次構造を含まな
い５および１５、２０、３０、５０個もしくはそれ以上のアミノ酸の人工配列であり得る
。リンカーは、グリシン残基とプロリン残基を多く含むものであり得、例えば、トレオニ
ン／セリンとグリシンの反復配列（例えば、ＴＧ４またはＳＧ４リピート）を含むもので
あり得る。配列番号８のポリペプチドの状況では、短いフレキシブルリンカー（１、２、
３、４または５個のグリシン残基など、任意選択で、１個以上の小さい残基（アラニン、
トレオニンまたはセリンなど）を有する）を使用することが好都合なようである。融合タ
ンパク質は、精製用部分配列（エピトープタグ、ＦＬＡＧタグ、ポリヒスチジン配列、お
よびＧＳＴ融合体など）を含むものであり得る。任意選択で、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドには、グリコシル化アミノ酸、ペグ化アミノ酸、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、脂質部位にコンジュゲートされたアミノ酸、および有機
系誘導体化剤にコンジュゲートされたアミノ酸から選択される１個以上の修飾アミノ酸残
基が含まれる。
【０００８】
　一部の特定の態様では、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは医薬調製物として製剤化され得
る。医薬調製物は、好ましくはパイロジェンフリーである（治療的使用のための製剤の品
質を規制する規準に必要とされる程度にパイロジェンフリーであることを意味する）。ま
た、医薬調製物に、１種類以上のさらなる化合物（ＡｃｔＲＩＩＢに関連する障害を処置
するために使用される化合物など）を含めてもよい。
【０００９】
　一部の特定の態様では、本開示により、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドをコードする核酸
を提供する。かかる核酸は、配列番号４の７３～３９６の核酸配列または配列番号４のヌ
クレオチド７３～３９６の相補体にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸
配列を含むものであり得る。該核酸は、配列番号４の配列を含むものであってもよい。か
かる核酸は、配列番号６の７３～３９６の核酸配列または配列番号６のヌクレオチド７３
～３９６の相補体にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸配列を含むもの
であり得る。該核酸は、配列番号６の配列を含むものであってもよい。一部の特定の態様
では、ＡｃｔＲＩＩＢタンパク質を、患者（獣医学上の患者の可能性を含む）において好
ましくない免疫応答の尤度が減弱されるようにＡｃｔＲＩＩＢタンパク質の天然のグリコ
シル化を好適に媒介する哺乳動物細胞株において発現させ得る。ヒトおよびＣＨＯ細胞株
が成功裡に使用されており、他の一般的な哺乳動物系発現ベクターも有用であることが予
測される。したがって、本開示により、本明細書において開示する任意の核酸を含む培養
細胞を提供する。かかる細胞は、哺乳動物細胞、例えば、ＣＨＯ細胞、ＮＳＯ細胞、ＨＥ
Ｋ細胞およびＣＯＳ細胞であり得る。対象の患者の種に応じて他の細胞も選択され得る。
他の細胞は、本明細書において開示している。培養細胞は、研究室または他の人為的条件
（例えば、凍結もしくは培地中）で維持された細胞であって、生きている生物体の一部で
ない細胞を意味すると理解されたい。
【００１０】
　一部の特定の態様では、本開示により、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの作製方法を提供
する。かかる方法は、本明細書において開示する任意の核酸（例えば、配列番号４または
６、およびこれらにストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸）を、適当な細
胞（チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞など）において発現させることを含むも
のであり得る。かかる方法は、ａ）細胞を、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの発現に適した
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条件下で培養すること、ここで、前記細胞は、ＡｃｔＲＩＩＢ発現構築物で形質転換され
ている；およびｂ）そのようにして発現させたＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを回収するこ
とを含むものであり得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、細胞培養物からタンパク質を
得るためのよく知られた任意の手法ならびに本明細書に記載された手法を用いて、粗製画
分、一部精製画分または高度に精製された画分として回収され得る。
【００１１】
　一部の特定の態様では、本開示により、筋量減少または不十分な筋成長と関連している
障害を有する被験体の処置方法を提供する。かかる方法は、該被験体に、有効量の前述の
任意のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドまたはその医薬調製物を投与することを含むものであ
り得る。
【００１２】
　一部の特定の態様では、本開示により、除脂肪量の増加または除脂肪量の減少速度の低
減を、それを必要とする被験体において行なう方法を提供する。かかる方法は、該被験体
に、有効量の前述の任意のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドまたはその医薬調製物を投与する
ことを含むものであり得る。
【００１３】
　一部の特定の態様では、本開示により、被験体の体脂肪含量の減少または体脂肪含量の
増加速度の低減のための方法を提供する。かかる方法は、該被験体に、有効量の前述の任
意のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドまたはその医薬調製物を投与することを含むものであり
得る。
【００１４】
　一部の特定の態様では、本開示により、被験体の望ましくない体重増加と関連している
障害の処置方法を提供する。かかる方法は、該被験体に、有効量の前述の任意のＡｃｔＲ
ＩＩＢポリペプチドまたはその医薬調製物を投与することを含むものであり得る。
【００１５】
　一部の特定の態様では、本開示により、被験体の代謝障害の処置方法を提供する。かか
る方法は、該被験体に、有効量の前述の任意のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドまたはその医
薬調製物を投与することを含むものであり得る。処置に適格の患者は、以下の特徴：高い
血清トリグリセリドレベル；高い遊離脂肪酸レベル；または高い血清インスリンレベルの
１つ以上を有する患者であり得る。代謝障害の例としては、２型糖尿病、メタボリックシ
ンドローム、インスリン抵抗性および肥満が挙げられる。
【００１６】
　一部の特定の態様では、本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、筋
量減少または不十分な筋成長と関連している障害を有する被験体の処置方法に使用され得
る。かかる障害としては、筋萎縮、筋ジストロフィ、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、な
らびに筋消耗障害（例えば、悪液質、食欲不振、ＤＭＤ症候群、ＢＭＤ症候群、ＡＩＤＳ
消耗症候群、筋ジストロフィ、神経筋疾患、運動ニューロン疾患、神経筋接合部の疾患、
および炎症性ミオパチー）が挙げられる。該方法は、有効量のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドを、それを必要とする被験体に投与することを含むものであり得る。
【００１７】
　一部の特定の態様では、本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、体
脂肪含量の減少または体脂肪含量の増加速度の低減のため、ならびに望ましくない体重増
加と関連している障害（肥満、非インスリン依存性真性糖尿病（ＮＩＤＤＭ）、心血管疾
患、癌、高血圧、変形性関節症、脳卒中、呼吸器系の問題、および胆嚢の疾患など）の処
置のための方法に使用され得る。このような方法は、有効量のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドを、それを必要とする被験体に投与することを含むものであり得る。
【００１８】
　一部の特定の具体的な態様では、本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドは、ＧＤＦ８の異常な活性と関連している障害の処置方法に使用され得る。かかる障害
としては、代謝障害、例えば、２型糖尿病、グルコース寛容減損、メタボリックシンドロ
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ーム（例えば、Ｘ症候群）、および外傷（例えば、火傷または窒素量不均衡）によって誘
導されるインスリン抵抗性；脂肪組織障害（例えば、肥満）；筋ジストロフィ（例えば、
デュシェーヌ筋ジストロフィ）；筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）；筋萎縮；器官萎縮；脆
弱；手根管症候群；鬱血性閉塞性肺疾患；サルコペニア、悪液質および他の筋消耗症候群
；骨粗鬆症；グルココルチコイド誘導性骨粗鬆症；オステオペニア；変形性関節症；骨粗
鬆症関連骨折；長期グルココルチコイド療法、早発性腺機能不全、アンドロゲン抑制、ビ
タミンＤ欠乏症、続発性副甲状腺機能亢進症、栄養失調、および神経性食欲不振による低
骨量が挙げられる。該方法は、有効量のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを、それを必要とす
る被験体に投与することを含むものであり得る。
【００１９】
　一部の特定の態様では、本開示により、組織（骨、軟骨、筋肉および脂肪など）の成長
を刺激する薬剤の同定方法を提供する。該方法は、ａ）ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドと競
合的にＡｃｔＲＩＩＢ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
ること；およびｂ）組織成長に対する該薬剤の効果を評価することを含む。
【００２０】
　一部の特定の態様では、本開示により、細胞内でＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドまたはＡ
ｃｔＲＩＩＢリガンド（例えば、ＧＤＦ８、ＧＤＦ１１、アクチビン、ＧＤＦ３、ＢＭＰ
７、およびＮｏｄａｌ）の活性に拮抗作用をもたらすための方法を提供する。該方法は、
細胞をＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドと接触させることを含む。任意選択で、ＡｃｔＲＩＩ
ＢポリペプチドまたはＡｃｔＲＩＩＢリガンドの活性は、例えば、細胞増殖をモニタリン
グすることにより、ＡｃｔＲＩＩＢ／ＡｃｔＲＩＩＢリガンド複合体によって媒介される
シグナル伝達によってモニタリングされる。該方法の細胞としては、骨芽細胞、軟骨細胞
、筋細胞、脂肪細胞および筋肉細胞が挙げられる。
【００２１】
　一部の特定の態様では、本開示により、本明細書に記載の障害または病状の処置のため
の医薬を作製するためのＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの使用を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１は、完全長のプロセッシングされていないＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）
－ｈＦｃのアミノ酸配列（配列番号３）を示す。ＴＰＡリーダー（残基１～２２）と二重
切断型ＡｃｔＲＩＩＢ細胞外ドメイン（残基２４～１３１，配列番号１の天然配列に基づ
いた番号付けを使用）に、各々、下線を付している。ハイライトは、配列決定により成熟
融合タンパク質のＮ末端アミノ酸であることが示されたグルタミン酸であり、これは、配
列番号１に基づくと２５位に存在する。
【図２－１】図２は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃをコードするヌクレオチ
ド配列を示す（コード鎖を上部に示し（配列番号４）、相補体を下部に３’から５’に示
す（配列番号５））。ＴＰＡリーダー（ヌクレオチド１～６６）およびＡｃｔＲＩＩＢ細
胞外ドメイン（ヌクレオチド７３～３９６）をコードしている配列に下線を付している。
また、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５～１３１）に対応するアミノ酸配列も示す。
【図２－２】図２は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃをコードするヌクレオチ
ド配列を示す（コード鎖を上部に示し（配列番号４）、相補体を下部に３’から５’に示
す（配列番号５））。ＴＰＡリーダー（ヌクレオチド１～６６）およびＡｃｔＲＩＩＢ細
胞外ドメイン（ヌクレオチド７３～３９６）をコードしている配列に下線を付している。
また、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５～１３１）に対応するアミノ酸配列も示す。
【図３－１】図３は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃをコードする別の択一的
なヌクレオチド配列を示す（コード鎖を上部に示し（配列番号６）、相補体を下部に３’
から５’に示す（配列番号７））。この配列により、初期の形質転換体において、より高
いタンパク質発現レベルがもたらされ、細胞株の発達がより急速なプロセスとなる。ＴＰ
Ａリーダー（ヌクレオチド１～６６）およびＡｃｔＲＩＩＢ細胞外ドメイン（ヌクレオチ
ド７３～３９６）をコードしている配列に下線を付し、ＥＣＤ（図２参照）の野生型ヌク
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レオチド配列における置換にハイライトしている。また、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５～１３１
）に対応するアミノ酸配列も示す。
【図３－２】図３は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃをコードする別の択一的
なヌクレオチド配列を示す（コード鎖を上部に示し（配列番号６）、相補体を下部に３’
から５’に示す（配列番号７））。この配列により、初期の形質転換体において、より高
いタンパク質発現レベルがもたらされ、細胞株の発達がより急速なプロセスとなる。ＴＰ
Ａリーダー（ヌクレオチド１～６６）およびＡｃｔＲＩＩＢ細胞外ドメイン（ヌクレオチ
ド７３～３９６）をコードしている配列に下線を付し、ＥＣＤ（図２参照）の野生型ヌク
レオチド配列における置換にハイライトしている。また、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５～１３１
）に対応するアミノ酸配列も示す。
【図４】図４は、マウスでの除脂肪組織量に対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈ
Ｆｃでの４週間処置の効果を示す。ビヒクルはＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）とした
。データは平均（ｎ＝１０／群）±ＳＥＭである。＊＊，ＴＢＳに対してＰ＜０．０１（
対応なしｔ－検定による）。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、除脂
肪組織量が明らかに用量依存的に増加した。
【図５】図５は、マウスでの胸筋筋肉量に対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦ
ｃでの４週間処置の効果を示す。ビヒクルはＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）とした。
データは平均（ｎ＝１０／群）±ＳＥＭである。＊，Ｐ＜０．０５；＊＊，Ｐ＜０．０１
（ＴＢＳに対して）（対応なしｔ－検定による）。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈ
Ｆｃ処置により、胸筋筋肉量が明らかに用量依存的に増加した。
【図６】図６は、マウスでの握力に対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置
の効果を示す。ビヒクルはＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）とした。データは平均（ｎ
＝１０／群）である。＊＊，ＴＢＳに対してＰ＜０．０１（対応なしｔ－検定による）。
ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、握力が用量依存的に増大した。
【図７】図７は、アンドロゲン除去のマウスモデルでの除脂肪組織量に対するＡｃｔＲＩ
ＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃでの４週間処置の効果を示す。ビヒクルはＴｒｉｓ緩衝生
理食塩水（ＴＢＳ）とした。精巣摘除（ＯＲＸ）または偽手術マウスのデータは、平均（
ｎ＝１０／群）±ＳＤである。＊＊＊，ＴＢＳ対照に対してＰ＜０．００１。ＡｃｔＲＩ
ＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃにより、除脂肪組織量が、その完全長対応物ＡｃｔＲＩＩ
Ｂ（２０－１３４）－ｍＦｃと同程度に有効に増加した。
【図８】図８は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの除脂肪組織量に対するＡｃｔＲＩＩ
Ｂ（２５－１３１）－ｈＦｃの効果を示す。ビヒクルはＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ
）とした。データは平均（ｎ＝９～１０／群）である。＊＊＊，ＴＢＳ対照に対してＰ＜
０．００１。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃにより、高脂肪食餌摂取マウスに
おいて、除脂肪組織量が有効に増加した。
【図９】図９は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、脂肪量に対するＡｃｔＲＩＩＢ（
２５－１３１）－ｈＦｃの効果を示す。ビヒクルはＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）と
した。データは平均（ｎ＝９～１０／群）±ＳＤである。＊，Ｐ＜０．０５；＊＊＊，＜
０．００１（ＴＢＳ対照に対してＰ）。ビヒクルと比べると、１２週間のＡｃｔＲＩＩＢ
（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、高脂肪食餌摂取マウスにおいて、脂肪量がおよそ
半分減少した。
【図１０】図１０は、食餌および６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処
置の関数としての、マウスの血清トリグリセリド濃度を示す。データは平均±ＳＥＭであ
る。＊＊＊，Ｐ＜０．００１。高脂肪食餌摂取マウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３
１）－ｈＦｃによりトリグリセリド濃度が５０％より大きく低下し、それによりトリグリ
セリドが、標準食餌対照で観察されたレベルまで標準化された。
【図１１】図１１は、食餌および６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処
置の関数としての、マウスの血清遊離脂肪酸（ＦＦＡ）濃度を示す。データは平均±ＳＥ
Ｍである。＊＊＊，Ｐ＜０．００１。高脂肪食餌摂取マウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５
－１３１）－ｈＦｃによりＦＦＡ濃度がほぼ５５％低下し、それによりＦＦＡが、標準食



(11) JP 2012-529294 A 2012.11.22

10

20

30

40

50

餌対照で観察されたレベルまで標準化された。
【図１２】図１２は、食餌および６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処
置の関数としての、マウスの血清高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）濃度を示す。データは
平均±ＳＥＭである。＊＊＊，Ｐ＜０．００１。高脂肪食餌摂取マウスでは、ＡｃｔＲＩ
ＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃによりＨＤＬ濃度がほぼ５０％低下し、それによりＨＤＬ
が、標準食餌対照で観察されたレベルまで標準化された。
【図１３】図１３は、食餌および６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処
置の関数としての、マウスの血清低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）濃度を示す。データは
平均±ＳＥＭである。＊，Ｐ＜０．０５。高脂肪食餌摂取マウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（
２５－１３１）－ｈＦｃによりＬＤＬ濃度が４０％より大きく低下した。
【図１４】図１４は、食餌および６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処
置の関数としての、マウスの血清インスリン濃度を示す。データは平均±ＳＥＭである。
＊＊，Ｐ＜０．０１。高脂肪食餌摂取マウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈ
Ｆｃによりインスリン濃度が６０％より大きく低下し、それによりインスリンが、標準食
餌対照で観察されたレベルまで標準化された。
【図１５】図１５は、食餌および６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処
置の関数としての、マウスの血清アディポネクチン濃度を示す。ＥＬＩＳＡ測定により、
すべての主要オリゴマーアイソフォーム（全アディポネクチン）が検出され、データは平
均±ＳＥＭである。＊＊，Ｐ＜０．０１；＊＊＊，Ｐ＜０．００１。高脂肪食餌摂取マウ
スでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃにより、アディポネクチン濃度が７５
％より大きく増大し、さらには、アディポネクチンを、標準食餌対照で観察されたレベル
より上まで有意に追加刺激した。
【図１６】図１６は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（
２５－１３１）－ｈＦｃ処置により精巣上体白色脂肪組織内で誘導された熱産生的組織学
的変化を示す。顕微鏡画像はすべて、同じ倍率で示している。ヘマトキシリンおよびエオ
シン（Ｈ＆Ｅ）染色は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃが、脂質滴の大きさを
縮小させ、褐色脂肪に特徴的な多房性脂肪細胞集団（矢印）を誘導する能力を示す。隣接
していないセクションの免疫染色では、多房性脂肪細胞および単房性脂肪細胞の両方にお
いて、ＵＣＰ１（緑色蛍光）の広範な細胞質内誘導が示されている。
【図１７】図１７は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、精巣上体白色脂肪内における
ＵＣＰ１　ｍＲＮＡレベルに対する６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ
処置の効果を示す。逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）（単位：相対単位
（ＲＵ））で得られたデータは平均±ＳＥＭである；ｎ＝６～７／群；＊，ｐ＜０．０５
。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃにより、この褐色脂肪の選択的マーカーをコ
ードするｍＲＮＡの６０倍の増加が引き起こされ、したがって、この白色脂肪貯蔵部内に
おける熱産生能の上方調節が示された。
【図１８】図１８は、食餌および６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処
置の関数としての、マウスの精巣上体白色脂肪内におけるアディポネクチンのｍＲＮＡレ
ベルを示す。ＲＴ－ＰＣＲデータ（単位：相対単位（ＲＵ））は平均±ＳＥＭである；ｎ
＝７／群；＊，ｐ＜０．０５。高脂肪食餌摂取マウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３
１）－ｈＦｃにより、アディポネクチンのｍＲＮＡレベルが６０％より大きく増加し、し
たがって、このようなマウスにおいて、循環アディポネクチンの高濃度に寄与していた。
【図１９】図１９は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、脂肪肝沈着（肝臓脂肪症）に
対する６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置の効果を示す。Ｏｉｌ　
Ｒｅｄ　Ｏで染色した肝臓切片（すべて同じ倍率で表示）では、高脂肪食餌条件下におい
て顕著な脂質の沈着が示されるが、対照条件下では示されない。矢印は、多くの密集した
脂質滴のいくつかを示す。脂質滴は明赤色に染色されているが、白黒画像では識別が困難
である。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃにより、かかる脂質滴の形成が阻害さ
れ、肝臓組織の外観が標準食餌摂取マウスのものまで大きく回復した。
【図２０】図２０は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、腹部脂肪の分布に対する３５
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日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果を示す。内臓脂肪貯蔵部およ
び皮下脂肪貯蔵部を、脊髄分節Ｔ１３～Ｌ５を含めたマイクロ－コンピュータ断層撮影（
マイクロＣＴ）によってインビボで検出し、識別した。Ｎ＝４／群；スケールバー＝５ｍ
ｍ。高脂肪食餌摂取対照と比べ、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置により、
内臓脂肪貯蔵部と腹部皮下脂肪貯蔵部の両方の容量が低減された。
【図２１】図２１は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、内臓脂肪の容量（マイクロＣ
Ｔで測定）に対する６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果を示
す。データは平均±ＳＥＭである；ｎ＝４／群；＊＊＊，Ｐ＜０．００１。高脂肪食餌摂
取マウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより、内臓脂肪の容量がビヒ
クルと比べて６０％より大きく低減された。
【図２２】図２２は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、腹部皮下脂肪の容量（マイク
ロＣＴで測定）に対する６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果
を示す。データは平均±ＳＥＭである；ｎ＝４／群；＊＊＊，Ｐ＜０．００１。高脂肪食
餌摂取マウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより、皮下脂肪の容量が
ビヒクルと比べてほぼ６０％低減された。
【図２３】図２３は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、食餌および６０日間のＡｃｔ
ＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の関数としての肩甲骨間褐色脂肪貯蔵部の左右の
対の写真を示す。高脂肪食餌では、該貯蔵部の大きさが増大し、色が薄くなったが、Ａｃ
ｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより、これらの変化が大きく逆転された。
【図２４】図２４は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、肩甲骨間褐色脂肪量に対する
６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果を示す。データは、左側
の貯蔵部と右側の貯蔵部を合わせたものの平均±ＳＥＭである；＊＊＊，ｐ＜０．００１
。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより、この褐色脂肪貯蔵部の量に対する高
脂肪食餌の効果が逆転された。
【図２５】図２５は、食餌誘導性肥満のマウスモデルでの、肩甲骨間褐色脂肪の密度（マ
イクロＣＴで測定）に対する６０日間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の
効果を示す。データ（平均±ＳＥＭ）を、骨塩分ヒドロキシアパタイト（ＨＡ）は正の値
、および水分の値はゼロに基づいた標準化した単位で示す；したがって、脂肪の値は負で
あり、白色脂肪の値は典型的には－１２０に近い。＊＊，ｐ＜０．０１。ＡｃｔＲＩＩＢ
（２５－１３１）－ｍＦｃにより、この褐色脂肪貯蔵部の密度に対する高脂肪食餌の効果
が完全に逆転された。
【図２６】図２６は、除脂肪組織量（加齢のマウスモデルにおいて、核磁気共鳴（ＮＭＲ
）解析により多数の時間点で測定）に対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処
置の効果を示す。データは、１０～１５匹のマウス／群／時間点の平均である；＊＊＊，
同じ時間点でのビヒクルに対してＰ＜０．００１。７週間の投与後、ＡｃｔＲＩＩＢ（２
５－１３１）－ｍＦｃで処置した高齢マウスの除脂肪組織量は、ベースラインからほぼ２
０％増加し、対照的に、ビヒクル処置対照では、値は本質的に変化しなかった。
【図２７】図２７は、加齢のマウスモデルにおける、前肢握力（多数の時間点で測定）に
対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果を示す。データは、１３～１
５匹のマウス／群／時間点の平均である；＊＊，同じ時間点でのビヒクルに対してＰ＜０
．０１。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃで処置したマウスでは、試験中、全体
的に握力の増大傾向が示され、対照的に、ビヒクル対照では、同期間中、握力の低下が観
察された。
【図２８】図２８は、骨塩量（ｂｏｎｅ　ｍｉｎｅｒａｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ）（加齢のマ
ウスモデルにおいて、デュアルエネルギーｘ線吸収測定法（ＤＥＸＡ）によって測定）に
対する８週間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果を示す。データは平
均±ＳＥＭである；＊，Ｐ＜０．０５。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃで処置
した高齢マウス（ｎ＝１０）の骨塩量は、ビヒクル処置対照（ｎ＝１４）と比べて有意に
増加した。
【図２９】図２９は、総体脂肪量（加齢のマウスモデルにおいてＮＭＲ解析によって多数
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の時間点で測定）に対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果を示す。
データは、１０～１５匹のマウス／群／時間点の平均である。＊＊＊，同じ時間点でのビ
ヒクルに対してＰ＜０．００１。７週間の投与後、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍ
Ｆｃで処置した高齢マウス脂肪量では、ベースラインからビヒクル処置対照の大きさの２
倍より大きい割合の減少が示された。
【図３０】図３０は、加齢のマウスモデルにおける血清インスリン濃度に対する８週間の
ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果を示す。データは平均±ＳＥＭであ
る；＊，Ｐ＜０．０５。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃで処置した高齢マウス
（ｎ＝１０）のインスリン濃度は、ビヒクル処置対照（ｎ＝１４）と比べて４０％より大
きく低下した。
【図３１】図３１は、循環グリケート付加（ｇｌｙｃａｔｅｄ）ヘモグロビン（Ａ１Ｃ）
濃度に対する８週間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置の効果を示す。デー
タは平均±ＳＥＭである；ｎ＝５～６／群；＊＊，Ｐ＜０．０１。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５
－１３１）－ｍＦｃにより、広く認められた平均血糖濃度の指標であるグリケート付加ヘ
モグロビンの濃度が、長期間にわたって有意に低下した。
【図３２】図３２は、癌性悪液質のマウスモデルにおける、除脂肪組織量（ＮＭＲ解析に
より測定）に対する５週間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置の効果を示す
。データは平均±ＳＥＭである；＊＊＊，Ｐ＜０．００１。腫瘍移植マウスでは、ビヒク
ル処置（ｎ＝７）は、７％の除脂肪組織量の減少と関連していたが、ＡｃｔＲＩＩＢ（２
５－１３１）－ｈＦｃ処置（ｎ＝１２）では、ベースラインから２７％の除脂肪組織量の
増加が引き起こされた。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　詳細な説明
　１．概要
　一部の特定の態様において、本開示はＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドに関する。本明細書
で用いる場合、用語「ＡｃｔＲＩＩＢ」は、任意の種に由来するアクチビン受容体ＩＩＢ
型（ＡｃｔＲＩＩＢ）タンパク質およびＡｃｔＲＩＩＢ関連タンパク質の一ファミリーを
いう。ＡｃｔＲＩＩＢファミリーの構成員は、一般的に、システインリッチ領域を有する
リガンド結合細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、および推定セリン／トレオニンキナーゼ
特異性を有する細胞質ドメインで構成されたすべての膜貫通タンパク質である。
【００２４】
　用語「ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド」は、ＡｃｔＲＩＩＢファミリー構成員、ならびに
有用な活性を保持しているその任意のバリアント（例えば、変異型、断片、融合体、およ
びペプチド模倣物形態）の天然に存在する任意のポリペプチドを含むポリペプチドをいう
ために用いる。例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドとしては、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプ
チドの配列と少なくとも約８０％同一の配列、好ましくは、少なくとも８５％、９０％、
９５％、９７％、９９％またはそれ以上の同一性の配列を有する任意の既知のＡｃｔＲＩ
ＩＢの配列に由来するポリペプチドが挙げられる。
【００２５】
　ヒトＡｃｔＲＩＩＢ前駆体は、以下のアミノ酸配列（シグナルペプチドに下線を付し、
細胞外ドメインを太字で示し、潜在的Ｎ結合型グリコシル化部位を四角で囲んでいる）（
配列番号１）（ＮＭ＿００１１０６，５１２　ａａ）を有する。
【００２６】
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【化１】

【００２７】
【化２】

　ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、ＡｃｔＲＩＩＢタンパク質、ならびに有用な活性を保
持しているその任意のバリアント（例えば、変異型、断片およびペプチド模倣物の形態）
の天然に存在する任意の細胞外ドメインを含むものであり得る。例えば、ＡｃｔＲＩＩＢ
タンパク質の細胞外ドメインはリガンドに結合し、一般的に可溶性である。シグナル配列
は、ＡｃｔＲＩＩＢの天然シグナル配列であっても、別のタンパク質由来のシグナル配列
（組織プラスミノゲン活性化因子（ＴＰＡ）のシグナル配列またはミツバチのメラチン（
ｍｅｌａｔｉｎ）（ＨＢＭ）のシグナル配列など）であってもよい。
【００２８】
　一部において、本開示により、ＡｃｔＲＩＩＢに由来する部分が配列番号１のアミノ酸
２５～１３１に由来するものであるような切断型の新規なＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを
提供する。本明細書において示すように、この型のポリペプチドは、Ｆｃ構築物であるＡ
ｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃとして投与すると、除脂肪体重（主に筋肉）の形
成および脂肪量の減少が促進されるとともに、代謝パラメータ（血清トリグリセリド、血
清遊離脂肪酸および血清インスリンレベルなど）に対して顕著な望ましい効果も得られる
。注目すべきことに、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃはこのような代謝パラメ
ータに対して、関連タンパク質ＡｃｔＲＩＩＢ（２０－１３４）よりもずっと大きな効果
を有する。このようなデータを以下の実施例に示す。
【００２９】
　ＴＧＦ－βシグナルは、Ｉ型およびＩＩ型のセリン／トレオニンキナーゼ受容体のヘテ
ロメリック複合体によって媒介され、該受容体は、リガンドに刺激されると下流のＳｍａ
ｄタンパク質をリン酸化して活性化する（Ｍａｓｓａｇｕｅ，２０００，Ｎａｔ．Ｒｅｖ
．Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１：１６９－１７８）。このＩ型およびＩＩ型の受容体
は、システインリッチ領域を有するリガンド結合細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、およ
び推定セリン／トレオニン特異性を有する細胞質ドメインで構成されたすべての膜貫通タ
ンパク質である。Ｉ型受容体はシグナル伝達に必須であり；ＩＩ型受容体は、リガンド結
合およびＩ型受容体の発現に必要とされる。Ｉ型およびＩＩ型のアクチビン受容体は、リ
ガンド結合後、安定な複合体を形成し、ＩＩ型受容体によるＩ型受容体のリン酸化がもた
らされる。
【００３０】
　関連している２種類のＩＩ型受容体ＡｃｔＲＩＩＡおよびＡｃｔＲＩＩＢが、アクチビ
ンのＩＩ型受容体として同定されている（ＭａｔｈｅｗｓおよびＶａｌｅ，１９９１，Ｃ
ｅｌｌ　６５：９７３－９８２；Ａｔｔｉｓａｎｏら，１９９２，Ｃｅｌｌ　６８：９７
－１０８）。アクチビンの他に、ＡｃｔＲＩＩＡおよびＡｃｔＲＩＩＢは、他のいくつか
のＴＧＦ－βファミリータンパク質（例えば、ＢＭＰ７、Ｎｏｄａｌ、ＧＤＦ８およびＧ
ＤＦ１１）と生化学的に相互作用し得る（Ｙａｍａｓｈｉｔａら，１９９５，Ｊ．Ｃｅｌ
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ｌ　Ｂｉｏｌ．１３０：２１７－２２６；ＬｅｅおよびＭｃＰｈｅｒｒｏｎ，２００１，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９８：９３０６－９３１１；ＹｅｏおよびＷｈ
ｉｔｍａｎ，２００１，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　７：９４９－９５７；Ｏｈら，２００２，Ｇ
ｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１６：２７４９－５４）。
【００３１】
　一部の特定の実施形態において、本発明は、主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド（例え
ば、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃポリペプチド）でのＡｃｔＲＩＩＢ受容体のリガンド（Ａｃｔ
ＲＩＩＢリガンドとも称する）の拮抗に関する。したがって、本発明の組成物および方法
は、１種類以上のＡｃｔＲＩＩＢ受容体のリガンドの異常な活性と関連している障害の処
置に有用である。例示的なＡｃｔＲＩＩＢ受容体のリガンドとしては、一部のＴＧＦ－β
ファミリー構成員、例えば、アクチビン、Ｎｏｄａｌ、ＧＤＦ３、ＧＤＦ８、ＧＤＦ１１
、およびＢＭＰ７が挙げられる。
【００３２】
　アクチビンは、二量体ポリペプチド増殖因子であり、ＴＧＦ－βスーパーファミリーに
属する。アクチビンには３種類あり（Ａ、ＢおよびＡＢ）、これらは、密接に関連してい
る２つのβサブユニットのホモ／ヘテロ二量体である（βＡβＡ、βＢβＢ、およびβＡ

βＢ）。ＴＧＦ－βスーパーファミリーにおいて、アクチビンは特殊であり、卵巣および
胎盤の細胞においてホルモン産生を刺激し、ニューロン細胞の生存を支持し、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及ぼし、また、少なくとも両生類の
胚において中胚葉の分化を誘導し得る多機能性の因子である（ＤｅＰａｏｌｏら，１９９
１，Ｐｒｏｃ　ＳｏｃＥｐ　Ｂｉｏｌ　Ｍｅｄ．１９８：５００－５１２；Ｄｙｓｏｎら
，１９９７，Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ．７：８１－８４；Ｗｏｏｄｒｕｆｆ，１９９８，Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．５５：９５３－９６３）。さらに、刺激されたヒト単
球性白血病細胞から単離された赤芽球分化誘導因子（ＥＤＦ）は、アクチビンＡと同一で
あることがわかった（Ｍｕｒａｔａら，１９８８，ＰＮＡＳ，８５：２４３４）。これに
より、アクチビンＡが、骨髄における赤血球生成の自然な調節因子としての機能を果すこ
とが示唆された。いくつかの組織では、アクチビンのシグナル伝達は、その関連ヘテロ二
量体であるインヒビンによって拮抗される。例えば、下垂体からの卵胞刺激ホルモン（Ｆ
ＳＨ）の放出時、アクチビンはＦＳＨの分泌と合成を促進させるが、インヒビンはＦＳＨ
の分泌と合成を抑制する。アクチビンの生体活性を調節し得る、および／またはアクチビ
ンに結合し得る他のタンパク質としては、ホリスタチン（ＦＳ）、ホリスタチン関連タン
パク質（ＦＳＲＰ）、α２－マクログロブリン、ケルベロス（Ｃｅｒｂｅｒｕｓ）、およ
びエンドグリン（これらについては後述する）が挙げられる。
【００３３】
　骨形成（“ｂｏｎｅ　ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ”）タンパク質７（ＢＭＰ７）は、
骨形成（“ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ”）タンパク質－１（ＯＰ－１）とも称され、軟骨およ
び骨の形成を誘導することがよく知られている。また、ＢＭＰ７は広範囲の生理学的プロ
セスを調節する。注目すべきことに、最近、ＢＭＰ７は、褐色脂肪細胞分化の重要な促進
因子であることが確認された（Ｔｓｅｎｇら，２００８，Ｎａｔｕｒｅ　４５４：１００
０－１００４）。この研究では、ＢＭＰ７の遺伝子除去により、マウス胚において褐色脂
肪の欠乏およびＵＣＰ１のほぼ完全な非存在がもたらされた。さらに、アデノウイルスの
投与によるマウスでのＢＭＰ７発現の上方調節により、褐色脂肪量およびエネルギー消費
量が増加した。アクチビンと同様、ＢＭＰ７は、ＩＩ型受容体であるＡｃｔＲＩＩＡとＡ
ｃｔＲＩＩＢに結合する。しかしながら、ＢＭＰ７とアクチビンは、相違するＩ型受容体
をヘテロメリック受容体複合体に漸増させる。観察された主なＢＭＰ７　Ｉ型受容体はＡ
ＬＫ２であったが、アクチビンはＡＬＫ４に排他的に結合した（ＡｃｔＲＩＩＢ）。ＢＭ
Ｐ７とアクチビンは、相違する生物学的応答を誘起し、異なるＳｍａｄ経路を活性化した
（Ｍａｃｉａｓ－Ｓｉｌｖａら，１９９８，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２７３：２５６２
８－３６）。
【００３４】
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　細胞成長分化因子－３（ＧＤＦ３）（Ｖｇ１関連２としても知られている）は、胚の発
生に重要な役割を果たしており、また、成人期の脂肪生成に関与している。簡単には、白
色脂肪組織におけるＧＤＦ３の発現はボディマスまたは肥満と相関しており（Ｗｅｉｓｂ
ｅｒｇら，２００３，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　１１２：１７９６－１８０８）、Ｇ
ＤＦ３のアデノウイルス媒介性過剰発現により、高脂肪食餌条件下の野生型マウスで観察
される脂肪過多症の増大が過大になる（Ｗａｎｇら，２００４，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　３２１：１０２４－１０３１）。重要なことに、ＧＤ
Ｆ３の遺伝子が除去されたマウスは健常であり、標準食餌で維持した場合、本質的に正常
であるが、高脂肪食餌で維持した場合、肥満から保護され、基礎代謝率の増大を示す（Ｓ
ｈｅｎら，２００９，Ｍｏｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　２３：１１３－１２３）。総合す
ると、このような所見は、具体的に食餌誘導性肥満における、より一般的には脂肪過多症
の調節におけるＧＤＦ３の関与を示す。
【００３５】
　Ｎｏｄａｌタンパク質は、中胚葉および内胚葉の誘導および形成、ならびにその後の初
期胚形成における軸構造（心臓および胃など）の組織化において機能を有する。発生中の
脊椎動物の胚の背側組織は、主に脊索および脊索前板の軸構造に寄与しているとともに、
周囲細胞を漸増させて胚の非軸構造を形成することが示されている。Ｎｏｄａｌは、Ｉ型
およびＩＩ型の両方の受容体ならびにＳｍａｄタンパク質として知られている細胞内エフ
ェクターを介してシグナル伝達するようである。最近の研究により、ＡｃｔＲＩＩＡとＡ
ｃｔＲＩＩＢがＮｏｄａｌのＩＩ型受容体としての機能を果しているという概念が裏付け
られている（Ｓａｋｕｍａら，Ｇｅｎｅｓ　Ｃｅｌｌｓ．２００２，７：４０１－１２）
。Ｎｏｄａｌリガンドは、その補因子（例えば、ｃｒｉｐｔｏ）と相互作用して、Ｓｍａ
ｄ２をリン酸化するアクチビン受容体Ｉ型およびＩＩ型を活性化させることが提案された
。Ｎｏｄａｌタンパク質は、脊椎動物の初期胚に重要な多くの事象、例えば、中胚葉形成
、前部のパターン形成、および左右軸の特定に関与している。実験による証拠により、ア
クチビンおよびＴＧＦ－βに特異的に応答することが以前に示されたルシフェラーゼレポ
ーターであるｐＡＲ３－Ｌｕｘが、Ｎｏｄａｌシグナル伝達により活性化されることが示
されている。しかしながら、Ｎｏｄａｌは、骨形成タンパク質に特異的に応答するレポー
ターであるｐＴｌｘ２－Ｌｕｘを誘導することができない。最近の結果により、Ｎｏｄａ
ｌシグナル伝達が、両方のアクチビン－ＴＧＦ－β経路Ｓｍａｄ、Ｓｍａｄ２とＳｍａｄ
３によって媒介されるという直接的な生化学的証拠が示されている。さらなる証拠により
、細胞外ｃｒｉｐｔｏタンパク質がＮｏｄａｌシグナル伝達に必要とされ、これにより、
アクチビンまたはＴＧＦ－βシグナル伝達と相違することが示されている。
【００３６】
　成長分化因子－８（ＧＤＦ８）はミオスタチンとしても知られている。ＧＤＦ８は、骨
格筋量の負の調節因子である。ＧＤＦ８は、発生中および成体の骨格筋において高度に発
現されている。トランスジェニックマウスにおけるＧＤＦ８ヌル変異は、骨格筋の顕著な
肥厚および過形成を特徴とする（ＭｃＰｈｅｒｒｏｎら，Ｎａｔｕｒｅ，１９９７，３８
７：８３－９０）。同様に、骨格筋量の増加が畜牛（Ａｓｈｍｏｒｅら，１９７４，Ｇｒ
ｏｗｔｈ，３８：５０１－５０７；ＳｗａｔｌａｎｄおよびＫｉｅｆｆｅｒ，Ｊ．Ａｎｉ
ｍ．Ｓｃｉ．，１９９４，３８：７５２－７５７；ＭｃＰｈｅｒｒｏｎおよびＬｅｅ，Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９９７，９４：１２４５７－１２４６
１；ならびにＫａｍｂａｄｕｒら，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．，１９９７，７：９１０－９
１５）、および特筆すべきことにヒト（Ｓｃｈｕｅｌｋｅら，Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ
　２００４；３５０：２６８２－８）のＧＤＦ８の天然変異で明白である。また、研究に
より、ヒトのＨＩＶ感染と関連する筋消耗にはＧＤＦ８タンパク質発現の増大が随伴する
ことも示されている（Ｇｏｎｚａｌｅｚ－Ｃａｄａｖｉｄら，ＰＮＡＳ，１９９８，９５
：１４９３８－４３）。また、ＧＤＦ８により、筋肉特異的酵素（例えば、クレアチンキ
ナーゼ）の生成が調節され、筋芽細胞の増殖が調節され得る（ＷＯ００／４３７８１）。
ＧＤＦ８プロペプチドは、非共有結合により成熟ＧＤＦ８ドメイン二量体に結合し、その
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生物学的活性を不活化し得る（Ｍｉｙａｚｏｎｏら（１９８８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．，２６３：６４０７－６４１５；Ｗａｋｅｆｉｅｌｄら（１９８８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．，２６３；７６４６－７６５４；およびＢｒｏｗｎら（１９９０）Ｇｒｏｗｔｈ
　Ｆａｃｔｏｒｓ，３：３５－４３）。ＧＤＦ８または構造的に関連しているタンパク質
に結合し、その生物学的活性を阻害する他のタンパク質としては、ホリスタチン、および
潜在的にホリスタチン関連タンパク質が挙げられる（Ｇａｍｅｒら（１９９９）Ｄｅｖ．
Ｂｉｏｌ．，２０８：２２２－２３２）。
【００３７】
　成長分化因子－１１（ＧＤＦ１１）は、ＢＭＰ１１としても知られており、分泌型タン
パク質である（ＭｃＰｈｅｒｒｏｎら，１９９９，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．２２：２６０－
２６４）。ＧＤＦ１１は、マウスでの発生中、尾芽、肢芽、上顎弓および顎弓、ならびに
後根神経節において発現される（Ｎａｋａｓｈｉｍａら，１９９９，Ｍｅｃｈ．Ｄｅｖ．
８０：１８５－１８９）。ＧＤＦ１１は、中胚葉組織と神経組織の両方のパターン形成に
特殊な役割を果している（Ｇａｍｅｒら，１９９９，Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ．，２０８：２２
２－３２）。ＧＤＦ１１は、発生中の幼鳥の肢部における軟骨形成および筋肉形成の負の
調節因子であることが示された（Ｇａｍｅｒら，２００１、Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ．２２９：
４０７－２０）。また、筋肉におけるＧＤＦ１１の発現は、筋成長の調節においてＧＤＦ
８と同様の役割を示す。さらに、脳におけるＧＤＦ１１の発現は、ＧＤＦ１１が神経系の
機能に関する活性も有しているかもしれないことを示す。興味深いことに、ＧＤＦ１１は
、嗅上皮において神経発生を阻害することがわかった（Ｗｕら，２００３，Ｎｅｕｒｏｎ
．３７：１９７－２０７）。したがって、ＧＤＦ１１は、筋肉疾患および神経変性疾患（
例えば、筋萎縮性側索硬化症）などの疾患の処置においてインビトロおよびインビボでの
適用用途を有し得る。
【００３８】
　一部の特定の態様では、本発明は、ＡｃｔＲＩＩＢ活性と関連している任意のプロセス
においてＡｃｔＲＩＩＢリガンド一般のシグナル伝達に対して拮抗作用をもたらすための
特定のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの使用に関する。任意選択で、本発明のＡｃｔＲＩＩ
Ｂポリペプチドは、１種類以上のＡｃｔＲＩＩＢ受容体のリガンド（アクチビン、Ｎｏｄ
ａｌ、ＧＤＦ８、ＧＤＦ１１およびＢＭＰ７など）に対して拮抗作用をもたらすものであ
り得、したがって、さらなる障害の処置に有用であり得る。
【００３９】
　したがって、本発明では、ＡｃｔＲＩＩＢまたはＡｃｔＲＩＩＢリガンドの異常な活性
と関連している疾患または病状の処置または予防におけるＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの
使用が想定される。ＡｃｔＲＩＩＢまたはＡｃｔＲＩＩＢリガンドは、多くの重要な生物
学的プロセスの調節に関与している。このようなプロセスにおける枢要な機能のため、こ
れらは治療的介入の望ましい標的であり得る。例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド（例
えば、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃポリペプチド）は、ヒトまたは動物の障害または病状を処置
するために使用され得る。かかる障害または病状の例としては、限定されないが、代謝障
害、例えば、２型糖尿病、グルコース寛容減損、メタボリックシンドローム（例えば、Ｘ
症候群）、および外傷（例えば、火傷または窒素量不均衡）によって誘導されるインスリ
ン抵抗性；脂肪組織障害（例えば、肥満）；筋肉および神経筋の障害、例えば、筋ジスト
ロフィ（例えば、デュシェーヌ筋ジストロフィ）；筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）；筋萎
縮；器官萎縮；脆弱；手根管症候群；鬱血性閉塞性肺疾患；およびサルコペニア、悪液質
および他の筋消耗症候群が挙げられる。他の例としては、骨粗鬆症（特に、高齢者および
／または閉経後の女性における）；グルココルチコイド誘導性骨粗鬆症；オステオペニア
；変形性関節症；ならびに骨粗鬆症関連骨折が挙げられる。またさらなる例としては、長
期グルココルチコイド療法、早発性腺機能不全、アンドロゲン抑制、ビタミンＤ欠乏症、
続発性副甲状腺機能亢進症、栄養失調、および神経性食欲不振による低骨量が挙げられる
。これらの障害および病状を以下の「例示的な治療的使用」で論考する。記載のように、
本明細書において開示する切断型ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、代謝パラメータに対し
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て特に有益な効果を有するようである。
【００４０】
　本明細書で用いる用語は、一般的に、本発明の状況および各用語が使用されている場合
の具体的な状況において、当該技術分野におけるその通常の意味を有する。本発明の組成
物および方法ならびにこれらをどのようにして作製および使用するかの説明において、実
施者にさらなる手引きを示すため、一部の特定の用語を以下または本明細書の別の箇所に
おいて論考する。用語の任意の使用の範囲または意味は、該用語が使用されている具体的
な状況から明らかとなろう。
【００４１】
　「約」および「およそ」は、一般的に、測定された量に対する、測定の性質または精度
を考慮して許容され得る誤差の度合を意味するものとする。典型的には、例示的な誤差の
度合は、所与の値または値の範囲の２０パーセント（％）以内、好ましくは１０％以内、
より好ましくは５％以内である。
【００４２】
　あるいはまた、具体的には生物学的系において、用語「約」および「およそ」は、所与
の値の１桁以内、好ましくは５倍以内、より好ましくは２倍以内の値を意味することがあ
り得る。本明細書において示す数量は、特に記載のない限り概算であり、用語「約」また
は「およそ」が明示されていない場合でも暗示されたものであり得ることを意味する。
【００４３】
　本発明の方法に、配列を互いに（例えば、野生型配列を１つ以上の変異型（配列バリア
ント）と）比較する工程を含めてもよい。かかる比較は、典型的には、例えば、当該技術
分野でよく知られた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（２～３
例を挙げると、例えば、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡおよびＭＥＧＡＬＩＧＮ）を用いたポリ
マー配列のアラインメントを含む。当業者には、かかるアラインメントにおいて、変異に
残基の挿入または欠失が含まれる場合、該挿入または欠失残基を含まないポリマー配列の
配列アラインメントに「ギャップ」（典型的には、ダッシュまたは「Ａ」で示す）が導入
されることが容易に認識され得よう。
【００４４】
　「相同な」は、そのあらゆる文法形態およびスペル上の語尾変化形において、「共通の
進化上の起源」を有する２つのタンパク質（例えば、同じ種の生物体のスーパーファミリ
ーに由来するタンパク質、ならびに異なる種の生物体に由来する相同タンパク質）間の関
係をいう。かかるタンパク質（およびそのコード核酸）は、配列類似性（同一性パーセン
トに換算、または特定の残基もしくはモチーフおよび保存された位置の存在のいずれか）
によって反映される配列相同性を有する。
【００４５】
　用語「配列類似性」は、そのあらゆる文法形態において、核酸間またはアミノ酸配列間
（共通の進化上の起源を共有するものであっても、そうでなくてもよい）の同一性または
対応性の度合をいう。
【００４６】
　しかしながら、一般的な用法および本明細書において、用語「相同な」は、「高度に」
などの副詞で修飾されている場合、配列類似性を示していることがあり得、共通の進化上
の起源に関している場合、またはそうでない場合があり得る。
【００４７】
　２．ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド
　一部の特定の態様において、本発明は、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド（例えば、Ａｃｔ
ＲＩＩＢ－Ｆｃポリペプチド）、特に、配列番号１のアミノ酸２５～１３１を含むポリペ
プチドによって例示される切断型形態のもの、ならびにそのバリアントに関する。任意選
択で、その断片、機能性バリアントおよび修飾型形態は、その対応する野生型ＡｃｔＲＩ
ＩＢポリペプチドのものと類似した、または同じ生物学的活性を有するものである。例え
ば、本発明のＡｃｔＲＩＩＢバリアントは、ＡｃｔＲＩＩＢリガンド（例えば、アクチビ
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ンＡ、アクチビンＡＢ、アクチビンＢ、Ｎｏｄａｌ、ＧＤＦ８、ＧＤＦ１１またはＢＭＰ
７）に結合して、その機能を阻害するものであり得る。任意選択で、ＡｃｔＲＩＩＢポリ
ペプチドは、骨、軟骨、筋肉もしくは脂肪などの組織の成長、または代謝パラメータ（ト
リグリセリド、遊離脂肪酸もしくはインスリンなど）を調節するものである。ＡｃｔＲＩ
ＩＢポリペプチドの例としては、ヒトＡｃｔＲＩＩＢ前駆体ポリペプチド（配列番号１）
、ならびにＦｃ融合タンパク質（例えば、配列番号３および８）が挙げられる。このよう
なポリペプチドの異型は以下の手引きに従って調製され得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドのアミノ酸の番号付けは、天然リーダー配列が使用されているかどうかに関係なく、配
列番号１の配列に基づいている。
【００４８】
　本開示により、ＡｃｔＲＩＩＢの機能的に活性な部分およびバリアントが同定される。
本出願には、Ｈｉｌｄｅｎら（Ｂｌｏｏｄ．１９９４　Ａｐｒ　１５；８３（８）：２１
６３－７０）に開示された（配列番号１のアミノ酸６４に対応する位置にアラニン（Ａ６
４）を有する）配列を有するＦｃ融合タンパク質は、アクチビンおよびＧＤＦ－１１に対
して比較的低い親和性を有することを確認した。対照的に、６４位にアルギニン（Ｒ６４
）を有する同じＦｃ融合タンパク質は、アクチビンおよびＧＤＦ－１１に対して低ナノモ
ル～高ピコモルの範囲の親和性を有する。したがって、Ｒ６４を有する配列を、本開示に
おけるヒトＡｃｔＲＩＩＢの野生型参照配列として使用する。
【００４９】
　Ａｔｔｉｓａｎｏら（Ｃｅｌｌ．１９９２　Ｊａｎ　１０；６８（１）：９７－１０８
）により、ＡｃｔＲＩＩＢの細胞外ドメインのＣ末端におけるプロリンノットの欠失によ
り、アクチビンに対する受容体の親和性が低下することが示された。Ｐ１２９およびＰ１
３０の変異ではリガンド結合は実質的に低減されない。
【００５０】
　ＡｃｔＲＩＩＢリガンド結合ポケットは、残基Ｙ３１、Ｎ３３、Ｎ３５、Ｌ３８～Ｔ４
１、Ｅ４７、Ｅ５０、Ｑ５３～Ｋ５５、Ｌ５７、Ｈ５８、Ｙ６０、Ｓ６２、Ｋ７４、Ｗ７
８～Ｎ８３、Ｙ８５、Ｒ８７、Ａ９２、およびＥ９４～Ｆ１０１によって規定される。こ
れらの位置では同類変異が許容されることが予測されるが、Ｋ７４Ａ変異は、Ｒ４０Ａ、
Ｋ５５Ａ、Ｆ８２ＡおよびＬ７９位における変異と同様、十分に許容される。Ｒ４０は、
ツメガエルではＫであり、この位置において塩基性アミノ酸が許容されることを示す。Ｑ
５３は、ウシＡｃｔＲＩＩＢではＲおよびツメガエルＡｃｔＲＩＩＢではＫであり、した
がって、Ｒ、Ｋ、Ｑ、ＮおよびＨなどのアミノ酸が、この位置において許容される。した
がって、ＡｃｔＲＩＩＢタンパク質は、アミノ酸２５～１３１を含み、リガンド結合ポケ
ットに１、２、５、１０または１５個以下の同類アミノ酸変更、およびリガンド結合ポケ
ットの４０、５３、５５、７４、７９および／または８２位にゼロ、１個またはそれ以上
の非同類改変を含むものであり得る。かかるタンパク質は、配列番号１のアミノ酸２５～
１３１の配列と８０％、９０％、９５％または９９％より高い配列同一性を保持したもの
であり得る。結合ポケット外部位（ここでは、変動性が特に十分に許容され得る）として
は、細胞外ドメイン（上記）のアミノ末端およびカルボキシ末端、ならびに４２～４６お
よび６５～７３位が挙げられる。６５位におけるアスパラギンからアラニンへの改変（Ｎ
６５Ａ）により、実際に、Ａ６４バックグラウンドでのリガンド結合が改善され、したが
って、Ｒ６４バックグラウンドでのリガンド結合に対して有害な効果はないことが予測さ
れる。この変更により、おそらくＡ６４バックグラウンドでのＮ６５のグリコシル化が解
消され、これにより、この領域における有意な変更は許容されるであろうことが示される
。Ｒ６４Ａ変更はあまり許容されないが、Ｒ６４Ｋは十分に許容され、したがって、別の
塩基性残基（Ｈなど）が６４位において許容され得る。
【００５１】
　ＡｃｔＲＩＩＢは、ほぼすべての脊椎動物間で十分に保存されており、長鎖の細胞外ド
メインは完全に保存されている。また、ＡｃｔＲＩＩＢに結合するリガンドの多くも高度
に保存されている。したがって、種々の脊椎動物生物体に由来するＡｃｔＲＩＩＢ配列の
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比較により、改変されてもよい残基における洞察が得られる。したがって、活性なヒトＡ
ｃｔＲＩＩＢは、別の脊椎動物ＡｃｔＲＩＩＢの配列の対応する位置に１つ以上のアミノ
酸が含むものあるいは、ヒトまたは他の脊椎動物配列のものと類似した残基を含むもので
あり得る。以下の例は、活性なＡｃｔＲＩＩＢバリアントを規定するためのこのアプロー
チの例示である。Ｌ４６はツメガエルＡｃｔＲＩＩＢではバリンであり、そのため、この
位置は改変されてもよく、任意選択で、別の疎水性残基（Ｖ、ＩもしくはＦなど）または
非極性残基（Ａなど）に改変されてもよい。Ｅ５２はツメガエルではＫであり、この部位
が、多種多様な変更（例えば、極性残基（Ｅ、Ｄ、Ｋ、Ｒ、Ｈ、Ｓ、Ｔ、Ｐ、Ｇ、Ｙ、お
よびおそらくＡなど）に許容性であり得ることを示す。Ｔ９３はツメガエルではＫであり
、広範な構造異型がこの位置において許容されることを示し、極性残基（Ｓ、Ｋ、Ｒ、Ｅ
、Ｄ、Ｈ、Ｇ、Ｐ、ＧおよびＹなど）が有利である。Ｆ１０８はツメガエルではＹであり
、したがって、Ｙまたは他の疎水性基（Ｉ、ＶもしくはＬなど）が許容されるはずである
。Ｅ１１１はツメガエルではＫであり、残基の変更が、この位置において許容されること
を示す（例えば、Ｄ、Ｒ、ＫおよびＨ、ならびにＱおよびＮ）。Ｒ１１２はツメガエルで
はＫであり、塩基性残基がこの位置において許容されることを示す（例えば、ＲおよびＨ
）。１１９位のＡは、相対的にあまり保存されておらず、齧歯類ではＰ、ツメガエルでは
Ｖのようである。したがって、本質的に任意のアミノ酸が、この位置において許容される
はずである。
【００５２】
　さらなるＮ結合型グリコシル化部位（Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ）をＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド
に付加してもよく、ＡｃｔＲＩＩＢ（Ｒ６４）－Ｆｃ形態と比べてＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ
融合タンパク質の血清半減期が増大され得る。ＮＸ（Ｔ／Ｓ）配列の例は４２～４４（Ｎ
ＱＳ）および６５～６７（ＮＳＳ）にみられるが、後者は、６４位のＲで効率的にグリコ
シル化されないことがあり得る。Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ配列は、一般的に、リガンド結合ポケッ
ト外の位置に導入され得る。非内因性Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ配列の導入に特に好適な部位として
は、アミノ酸２０～２９、２０～２４、２２～２５、１０９～１３４、１２０～１３４ま
たは１２９～１３４が挙げられる。また、Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ配列を、ＡｃｔＲＩＩＢ配列と
Ｆｃまたは他の融合成分との間のリンカーに導入してもよい。かかる部位は、既に存在し
ているＳもしくはＴに対して正しい位置にＮを導入することにより、または既に存在して
いるＮに対応する位置にＳもしくはＴを導入することにより、最小限の労力で導入され得
る。したがって、Ｎ結合型グリコシル化部位がもたらされ得る望ましい改変は：Ａ２４Ｎ
、Ｒ６４Ｎ、Ｓ６７Ｎ（場合によっては、Ｎ６５Ａ改変との組合せで）、Ｅ１０６Ｎ、Ｒ
１１２Ｎ、Ｇ１２０Ｎ、Ｅ１２３Ｎ、Ｐ１２９Ｎ、Ａ１３２Ｎ、Ｒ１１２ＳおよびＲ１１
２Ｔである。グリコシル化によってもたらされる保護のため、グリコシル化されると予測
される任意のＳが、免疫原性部位を生じることなくＴに改変され得る。同様に、グリコシ
ル化されると予測される任意のＴがＳに改変され得る。したがって、改変Ｓ６７Ｔおよび
Ｓ４４Ｔが想定される。同様に、Ａ２４ＮバリアントではＳ２６Ｔ改変が使用され得る。
したがって、ＡｃｔＲＩＩＢバリアントは、１つ以上のさらなる非内因性Ｎ結合型グリコ
シル化コンセンサス配列を含むものであり得る。
【００５３】
　記載のバリエーションは種々の様式で組み合わされ得る。さらに、ＡｃｔＲＩＩＢには
、保存が多くの場合で有益なアミノ酸位置がある。このような位置としては、６４位（塩
基性アミノ酸）、８０位（酸性または疎水性アミノ酸）、７８位（疎水性、特にトリプト
ファン）、３７位（酸性、特にアスパラギン酸またはグルタミン酸）、５６位（塩基性ア
ミノ酸）、６０位（疎水性アミノ酸、特にフェニルアラニンまたはチロシン）が挙げられ
る。保存が望ましいであろう他の位置は以下のもの：５２位（酸性アミノ酸）、５５位（
塩基性アミノ酸）、８１位（酸性）、９８位（極性または電荷を有するもの、特にＥ、Ｄ
、ＲまたはＫ）である。
【００５４】
　一部の特定の実施形態において、本発明では、治療有効性または安定性（例えば、エキ
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ソビボ貯蔵寿命およびインビボでのタンパク質分解に対する抵抗性）の向上などの目的の
ために、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの構造を修飾することによる機能性バリアントの作
製が想定される。また、修飾型ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、例えば、アミノ酸の置換
、欠失または付加によっても作製され得る。例えば、ロイシンのイソロイシンもしくはバ
リンでの、アスパルテートのグルタメートでの、トレオニンのセリンでの孤立型置換、ま
たはアミノ酸の構造的に関連しているアミノ酸での同様の置換（例えば、同類変異）は、
得られる分子の生物学的活性に対して大きな効果を有しないと予測することは妥当である
。同類置換は、側鎖が関連しているアミノ酸ファミリー内で起こるものである。ＡｃｔＲ
ＩＩＢポリペプチドのアミノ酸配列の変更によって機能性ホモログがもたらされるかどう
かは、バリアントＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドが、細胞内で野生型ＡｃｔＲＩＩＢポリペ
プチドと類似した様式で応答をもたらす能力、または１種類以上のリガンド（アクチビン
、ＧＤＦ－１１もしくはミオスタチンなど）に野生型と類似した様式で結合する能力を評
価することにより容易に判定され得る。
【００５５】
　一部の特定の特別な実施形態において、本発明では、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの細
胞外ドメイン（リガンド結合ドメインとも称する）において、バリアント（または変異型
）ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドが、改変されたリガンド結合活性（例えば、結合親和性ま
たは結合特異性）を有するような変異を行なうことが想定される。一部の特定の場合にお
いて、かかるバリアントＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、特定のリガンドに対して改変さ
れた（高い、または低減された）結合親和性を有する。他の場合において、バリアントＡ
ｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、そのリガンドに対して改変された結合特異性を有する。
【００５６】
　一部の特定の実施形態において、本発明では、該ポリペプチドのグリコシル化が改変さ
れるようなＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの特定の変異が想定される。かかる変異は、１つ
以上のグリコシル化部位（Ｏ結合型またはＮ結合型グリコシル化部位など）が導入または
除去されるように選択され得る。アスパラギン結合型グリコシル化認識部位は、一般的に
、トリペプチド配列アスパラギン－Ｘ－トレオニン（ここで、「Ｘ」は任意のアミノ酸で
ある）を含み、該配列は、適切な細胞グリコシル化酵素によって特異的に認識される。ま
た、該改変は、野生型ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの配列（のＯ結合型グリコシル化部位
）への１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行なわれ得る
。グリコシル化認識部位の１番目または３番目のアミノ酸位置の一方もしくは両方でのさ
まざまなアミノ酸置換または欠失（および／または２番目の位置でのアミノ酸欠失）によ
り、該修飾トリペプチド配列において非グリコシル化がもたらされる。ＡｃｔＲＩＩＢポ
リペプチド上の糖質部位の数を増やす別の手段は、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドへのグリ
コシドの化学的または酵素的カップリングによるものである。使用されるカップリング様
式に応じて、糖鎖（１つまたは複数）は、（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）遊離スルフヒドリル基（システインのものなど）；（ｄ）遊離
ヒドロキシル基（セリン、トレオニンもしくはヒドロキシルプロリンのものなど）；（ｅ
）芳香族残基（フェニルアラニン、チロシンもしくはトリプトファンのものなど）；また
は（ｆ）グルタミンのアミド基に結合され得る。このような方法は、ＷＯ　８７／０５３
３０（１９８７年９月１１日公開）ならびにＡｐｌｉｎおよびＷｒｉｓｔｏｎ（１９８１
）ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，ｐｐ．２５９－３０６（引用により本
明細書に組み込まれる）に記載されている。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド上に存在する１
つ以上の糖質部位の除去は、化学的および／または酵素的に行なわれ得る。化学的脱グリ
コシル化は、例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを化合物トリフルオロメタンスルホン
酸または同等の化合物に曝露することを伴うものであり得る。この処理により、連結糖鎖
（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）を除き、ほとんどまた
は全部の糖鎖の切断がもたらされるが、該アミノ酸配列はインタクトなままである。化学
的脱グリコシル化は、Ｈａｋｉｍｕｄｄｉｎら（１９８７）Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．
Ｂｉｏｐｈｙｓ．２５９：５２およびＥｄｇｅら（１９８１）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ
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．１１８：１３１にさらに記載されている。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド上の糖質部位の
酵素的切断は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａら（１９８７）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１３８：
３５０に記載のさまざまなエンド－およびエキソ－グリコシダーゼの使用によって行なわ
れ得る。哺乳動物、酵母、昆虫および植物の細胞ではすべて、異なるグリコシル化パター
ン（これは、ペプチドのアミノ酸配列によって影響され得る）が導入され得るため、Ａｃ
ｔＲＩＩＢポリペプチドの配列は、使用される発現系の型に応じて、適宜、調整され得る
。一般に、ヒトにおける使用のためのＡｃｔＲＩＩＢタンパク質は、適正なグリコシル化
が得られる哺乳動物細胞株（ＨＥＫ２９３またはＣＨＯ細胞株など）で発現させるが、他
の哺乳動物発現細胞株も同様に有用であると予測される。
【００５７】
　本開示では、さらに、バリアント、特に、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドのコンビナトリ
アルバリアントの組（任意選択で、切断型バリアントを含む）の作製方法が想定され；コ
ンビナトリアル変異型のプールは、機能性バリアント配列の同定に特に有用である。かか
るコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングする目的は、例えば、改変された特性
（改変された薬物動態、または改変されたリガンド結合など）を有するＡｃｔＲＩＩＢポ
リペプチドバリアントを作製するためであり得る。さまざまなスクリーニングアッセイを
以下に示すが、かかるアッセイはバリアントを評価するために使用され得る。例えば、Ａ
ｃｔＲＩＩＢポリペプチドバリアントは、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドに結合し、Ａｃｔ
ＲＩＩＢリガンドがＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドに結合するのを妨げる能力に関してスク
リーニングされ得る。
【００５８】
　また、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドまたはそのバリアントの活性は、細胞系またはイン
ビボでのアッセイでも試験され得る。例えば、骨芽細胞または前駆体での骨生成に関与し
ている遺伝子の発現に対するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドバリアントの効果が評価され得
る。これは、必要に応じて、１種類以上の組換えＡｃｔＲＩＩＢリガンドタンパク質（例
えば、ＢＭＰ７）の存在下で行なわれ得、細胞は、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドおよび／
またはそのバリアント、ならびに任意選択でＡｃｔＲＩＩＢリガンドが産生されるように
トランスフェクトされ得る。同様に、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドがマウスまたは他の動
物に投与され得、１つ以上の骨特性（密度または容量など）が評価され得る。また、骨折
の治癒速度を評価してもよい。同様に、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドまたはそのバリアン
トの活性は、筋肉細胞、脂肪細胞およびニューロン細胞において、これらの細胞の増殖に
対する任意の効果について、例えば、後述するアッセイによって試験され得る。かかるア
ッセイは、当該技術分野でよく知られており、常套的である。かかる細胞株では、下流の
シグナル伝達に対する効果をモニタリングするため、ＳＭＡＤ応答性レポーター遺伝子が
使用され得る。
【００５９】
　天然に存在するＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドと比べて選択的な効力を有するコンビナト
リアルに誘導されたバリアントが作製され得る。かかるバリアントタンパク質は、組換え
ＤＮＡ構築物から発現させる場合、遺伝子療法プロトコルにおいて使用され得る。同様に
、変異誘発により、対応する野生型ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドと劇的に異なる細胞内半
減期を有するバリアントを生成させることができる。例えば、改変型タンパク質は、タン
パク質分解または天然ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの崩壊あるいは不活化がもたらされる
他のプロセスに対して、より安定にされたもの、または安定性が低減されたもののいずれ
かであり得る。かかるバリアントおよびこれをコードしている遺伝子は、ＡｃｔＲＩＩＢ
ポリペプチドの半減期を調節することにより、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドレベルを改変
するために用いることができる。例えば、短い半減期では、より一過性の生物学的効果が
もたらされ得、誘導発現系の一部である場合は、細胞内の組換えＡｃｔＲＩＩＢポリペプ
チドレベルのより厳格な制御が可能となり得る。
【００６０】
　一部の特定の実施形態において、本発明のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、ＡｃｔＲＩ
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ＩＢポリペプチドに天然に存在している任意の修飾に加えて、さらに翻訳後修飾を含むも
のであってもよい。かかる修飾としては、限定されないが、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挙げられる。その結果、修飾型Ａｃ
ｔＲＩＩＢポリペプチドは、非アミノ酸要素（ポリエチレングリコール、脂質、多糖また
は単糖、およびリン酸基など）を含有するものであり得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド
の機能性に対するかかる非アミノ酸要素の効果は、他のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドバリ
アントについて本明細書に記載のようにして試験され得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド
が、該ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの発生期の形態の切断によって細胞内で産生される場
合、翻訳後プロセッシングは、該タンパク質の正しいフォールディングおよび／または機
能にも重要であり得る。種々の細胞（ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、２９３、ＷＩ３８、
ＮＩＨ－３Ｔ３またはＨＥＫ２９３など）は、かかる翻訳後活性に対して特定の細胞機構
および特徴的機構を有し、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの正しい修飾およびプロセッシン
グが確実になるように選択され得る。
【００６１】
　一部の特定の態様において、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの機能性バリアントまたは修
飾型形態として、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの少なくとも一部分と１つ以上の融合ドメ
インを有する融合タンパク質が挙げられる。かかる融合ドメインのよく知られた例として
は、限定されないが、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の
定常領域（例えば、Ｆｃ）、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、またはヒト血清アル
ブミンが挙げられる。融合ドメインは、所望の特性が付与されるように選択され得る。例
えば、いくつかの融合ドメインは、アフィニティクロマトグラフィーによる融合タンパク
質の単離に特に有用である。アフィニティ精製の目的には、アフィニティクロマトグラフ
ィー用の該当するマトリックス（グルタチオン－、アミラーゼ－、およびニッケル－また
はコバルト－結合樹脂など）が使用される。かかるマトリックスの多くは、「キット」形
態（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＧＳＴ精製系およびＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓＴＭ系（Ｑｉａｇｅ
ｎ）など）（（ＨＩＳ６）融合パートナーとともに使用され得る）で入手可能である。別
の一例として、融合ドメインは、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの検出が容易になるように
選択され得る。かかる検出ドメインの例としては、種々の蛍光タンパク質（例えば、ＧＦ
Ｐ）ならびに「エピトープタグ」（これは、通常、特異的抗体が利用可能な短いペプチド
配列である）が挙げられる。特異的モノクローナル抗体が容易に利用可能なよく知られた
エピトープタグとしては、ＦＬＡＧ、インフルエンザウイルス血球凝集素（ＨＡ）、およ
びｃ－ｍｙｃタグが挙げられる。一部の場合では、融合ドメインは第Ｘａ因子またはトロ
ンビンなどに対するプロテアーゼ切断部位を有し、該部位により、該当するプロテアーゼ
が該融合タンパク質を一部消化し、それにより組換えタンパク質を遊離させることが可能
になる。遊離されたタンパク質は、次いで、その後のクロマトグラフィーによる分離によ
って融合ドメインから単離され得る。一部の特定の好ましい実施形態では、ＡｃｔＲＩＩ
Ｂポリペプチドを、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドをインビボで安定化させるドメイン（「
安定化剤」ドメイン）に融合させる。「安定化させる」は、これが、崩壊の低減、腎臓に
よるクリアランスの低減、または他の薬物動態学的効果のいずれのためであるかに関係な
く、血清半減期が増大する任意のことを意図する。免疫グロブリンのＦｃ部分との融合体
では、広範囲のタンパク質に望ましい薬物動態学的特性が付与されることが知られている
。同様に、ヒト血清アルブミンとの融合体でも望ましい特性が付与され得る。選択され得
る他の型の融合ドメインとしては、多量体化（例えば、二量体化、四量体化）ドメインお
よび機能性ドメイン（さらなる生物学的機能（筋成長のさらなる刺激など）を付与するも
の）が挙げられる。
【００６２】
　具体的な一例として、本発明は、Ｆｃドメイン（例えば、配列番号９）に融合させた細
胞外（例えば、ＧＤＦ８結合）ドメインを含む、ＧＤＦ８アンタゴニストとしての融合タ
ンパク質を提供する。
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【００６３】
【化３】

　任意選択で、Ｆｃドメインは、Ａｓｐ－２６５、リシン３２２、およびＡｓｎ－４３４
などの残基に１つ以上の変異を有する。一部の特定の場合において、このような変異の１
つ以上（例えば、Ａｓｐ－２６５変異）を有する変異型Ｆｃドメインは、野生型Ｆｃドメ
インと比べてＦｃγ受容体に対する結合能力が低下している。他の場合において、このよ
うな変異の１つ以上（例えば、Ａｓｎ－４３４変異）を有する変異型Ｆｃドメインは、野
生型Ｆｃドメインと比べてＭＨＣクラスＩ関連Ｆｃ－受容体（ＦｃＲＮ）に対する結合能
力が増大している。
【００６４】
　融合タンパク質の種々のエレメントは、所望の機能性と整合する任意の様式で配列され
得ることは理解されよう。例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを異種ドメインのＣ末端
側に配置してもよく、あるいはまた、異種ドメインをＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドのＣ末
端側に配置してもよい。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドドメインと異種ドメインは融合タン
パク質内で隣接している必要はなく、さらなるドメインまたはアミノ酸配列を、どちらか
のドメインのＣ末端側もしくはＮ末端側、または両ドメイン間に含めてもよい。
【００６５】
　一部の特定の実施形態において、本発明のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、ＡｃｔＲＩ
ＩＢポリペプチドを安定化させることができる１つ以上の修飾を含むものである。例えば
、かかる修飾により、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドのインビトロ半減期が向上する、Ａｃ
ｔＲＩＩＢポリペプチドの循環半減期が向上する、またはＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの
タンパク質分解が低減される。かかる安定化修飾としては、限定されないが、融合タンパ
ク質（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドと安定化剤ドメインを含む融合タンパク質な
ど）、グリコシル化部位の修飾（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドへのグリコシル化
部位の付加など）、および糖質部位の修飾（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドからの
糖質部位の除去など）が挙げられる。融合タンパク質の場合、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドを、ＩｇＧ分子（例えば、Ｆｃドメイン）などの安定化剤ドメインに融合させる。本明
細書で用いる場合、用語「安定化剤ドメイン」は、融合タンパク質の場合のように融合ド
メイン（例えば、Ｆｃ）をいうだけでなく、非タンパク質系修飾（糖質部位など）、また
は非タンパク質系ポリマー（ポリエチレングリコールなど）も包含する。
【００６６】
　一部の特定の実施形態において、本発明では、他のタンパク質から単離された、あるい
は他のタンパク質を実質的に含まない、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの単離形態および／
または精製形態を利用可能にする。
【００６７】
　一部の特定の実施形態において、本発明のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド（非修飾型また
は修飾型）は、当該技術分野で知られたさまざまな手法によって作製され得る。例えば、
かかるＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、標準的なタンパク質化学反応手法、例えば、Ｂｏ
ｄａｎｓｋｙ，Ｍ．Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｂｅｒｌｉｎ（１９９３）およびＧｒａｎｔ　Ｇ．
Ａ．（編），Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａ　Ｕｓｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅ，
Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９２）に記
載のものを用いて合成され得る。また、自動化ペプチド合成装置が市販されている（例え
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ｉｏｓｅａｒｃｈ　９６００）。あるいはまた、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド、その断片
またはバリアントを、当該技術分野でよく知られた種々の発現系（例えば、大腸菌、チャ
イニーズハムスター卵巣細胞、ＣＯＳ細胞、バキュロウイルス）（以下も参照のこと）を
用いて組換え産生させてもよい。さらなる実施形態では、例えば、プロテアーゼ（例えば
、トリプシン、サーモリシン、キモトリプシン、ペプシン、または対形成塩基性アミノ酸
変換酵素（ＰＡＣＥ））を使用することにより、天然に存在する、または組換え産生させ
た完全長ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを消化させることによって、修飾型または非修飾型
のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドが作製され得る。タンパク質分解性切断部位の同定には、
コンピュータ解析（市販のソフトウェアを使用（例えば、ＭａｃＶｅｃｔｏｒ，Ｏｍｅｇ
ａ，ＰＣＧｅｎｅ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ，Ｉｎｃ．））が使用さ
れ得る。あるいはまた、かかるＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを、天然に存在する、または
組換え産生させた完全長ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドから、例えば、当該技術分野で知ら
れた標準的な手法で、例えば、化学的切断（例えば、臭化シアン、ヒドロキシルアミン）
によって作製してもよい。
【００６８】
　３．ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドをコードする核酸
　一部の特定の態様において、本発明は、本明細書において開示する任意のＡｃｔＲＩＩ
Ｂポリペプチドをコードする単離されたおよび／または組換え核酸を提供する。例えば、
配列番号４は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ前駆体ポリペプチドをコードし
ているが、配列番号６は、同じタンパク質をコードしているが、別の択一的な配列を有し
、配列番号４および６の各々のヌクレオチド７３～３９６は、コードタンパク質のＡｃｔ
ＲＩＩＢ由来部分をコードしている。主題の核酸は、一本鎖であっても二本鎖であっても
よい。かかる核酸はＤＮＡ分子であってもＲＮＡ分子であってもよい。このような核酸は
、例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの作製方法に使用され得る。
【００６９】
　例えば、以下の配列は、天然に存在するヒトＡｃｔＲＩＩＢ前駆体ポリペプチド（配列
番号２）をコードしている（ＮＭ＿００１１０６のヌクレオチド５～１５４３，１５３９
ｂｐ）。
【００７０】
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【化４】

　以下の配列は、ヒト可溶性（細胞外）ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド（配列番号１０）を
コードしている（３４８ｂｐ）。
【００７１】

【化５】

　一部の特定の態様では、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドをコードする主題の核酸は配列番
号４または６のバリアントである核酸を含むことがさらに理解されよう。バリアントヌク
レオチド配列は、１つ以上のヌクレオチドの置換、付加または欠失によって異なる配列（
対立遺伝子バリアントなど）を包含し；したがって、配列番号４または６で指定されるコ
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ード配列のヌクレオチド配列と異なるコード配列を含む。
【００７２】
　一部の特定の実施形態において、本発明は、配列番号４または６、特に、そのＡｃｔＲ
ＩＩＢに由来する部分（ヌクレオチド７３～３９６）と少なくとも８０％、８５％、９０
％、９５％、９７％、９８％、９９％または１００％同一である単離された核酸配列また
は組換え核酸配列を提供する。当業者には、配列番号４または６に相補的な核酸配列およ
び配列番号４のバリアントもまた本発明の範囲に含まれることが認識されよう。さらなる
実施形態において、本発明の核酸配列は、単離型、組換え型および／または異種ヌクレオ
チド配列との融合型、またはＤＮＡライブラリー内のものであり得る。
【００７３】
　また、他の実施形態では、本発明の核酸は、高度にストリンジェントな条件下で、配列
番号４もしくは６で指定されるヌクレオチド配列、配列番号４もしくは６の相補体または
その断片（例えば、ヌクレオチド７３～３９６）にハイブリダイズするヌクレオチド配列
を含むものである。上記に論考したように、当業者には、ＤＮＡのハイブリダイゼーショ
ンが促進される適切なストリンジェンシー条件は異なり得ることが容易に理解されよう。
当業者には、ＤＮＡのハイブリダイゼーションが促進される適切なストリンジェンシー条
件は異なり得ることが容易に理解されよう。例えば、ハイブリダイゼーションが６．０×
塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）で約４５℃で行なわれた後、２．０×Ｓ
ＳＣで５０℃での洗浄が行なわれ得る。例えば、洗浄工程での塩濃度は、約２．０×ＳＳ
Ｃで５０℃での低ストリンジェンシーから約０．２×ＳＳＣで５０℃での高ストリンジェ
ンシーまでで選択され得る。また、洗浄工程での温度は、室温（約２２℃）での低ストリ
ンジェンシー条件から約６５℃での高ストリンジェンシー条件まで上げられ得る。温度と
塩の両方を変更してもよく、その他の可変量を変更しながら、温度または塩濃度を一定に
維持してもよい。一実施形態において、本発明は、６×ＳＳＣで室温の低ストリンジェン
シー条件下でのハイブリダイズの後、２×ＳＳＣで室温で洗浄される核酸を提供する。
【００７４】
　遺伝子コードの縮重のため配列番号４または６に示した核酸と異なる単離された核酸も
また、本発明の範囲に含まれる。例えば、いくつかのアミノ酸は１つより多くの三文字表
記で指定される。同じアミノ酸を指定するコドンまたは同義語（例えば，ＣＡＵとＣＡＣ
はヒスチジンの同義語）は、タンパク質のアミノ酸配列に影響を及ぼさない「サイレント
」変異をもたらすものであり得る。しかしながら、哺乳動物細胞の中に、主題のタンパク
質のアミノ酸配列に変化をもたらさないＤＮＡ配列多型が存在することが予測される。当
業者には、天然の対立遺伝子変異のため、所与の種の個体の中に、特定のタンパク質をコ
ードする核酸の１つ以上のヌクレオチド（約３～５％までのヌクレオチド）におけるこの
ような変異が存在し得ることが認識されよう。任意のかかるすべてのヌクレオチド変異お
よび生じるアミノ酸多型は本発明の範囲に含まれる。
【００７５】
　一部の特定の実施形態において、本発明の組換え核酸は、発現構築物内で１つ以上の調
節ヌクレオチド配列に作動可能に連結され得る。調節ヌクレオチド配列は、一般的に、発
現に使用される宿主細胞に適切なものである。さまざまな宿主細胞に対する数多くの型の
適切な発現ベクターおよび適当な調節配列が、当該技術分野で知られている。典型的には
、前記１つ以上の調節ヌクレオチド配列としては、限定されないが、プロモーター配列、
リーダーまたはシグナル配列、リボソーム結合部位、転写開始および終止配列、翻訳開始
および終止配列、ならびにエンハンサーまたはアクチベーター配列が挙げられ得る。当該
技術分野で知られた構成的プロモーターまたは誘導プロモーターが本発明によって想定さ
れる。プロモーターは、天然に存在するプロモーター、または１つより多くのプロモータ
ーエレメントを合わせたハイブリッドプロモーターのいずれかであり得る。発現構築物は
、細胞内にエピソーム（プラスミドなど）で存在させてもよく、発現構築物を染色体に挿
入してもよい。好ましい実施形態では、発現ベクターに、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を含める。選択可能なマーカー遺伝子は当
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該技術分野でよく知られており、使用される宿主細胞によって異なる。
【００７６】
　本発明の一部の特定の態様において、主題の核酸は、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドをコ
ードし、かつ少なくとも１つの調節配列に作動可能に連結されたヌクレオチド配列を含む
発現ベクターにて提供される。調節配列は当該技術分野で認知されており、ＡｃｔＲＩＩ
Ｂポリペプチドの発現が指令されるように選択される。したがって、調節配列という用語
は、プロモーター、エンハンサー、および他の発現制御エレメントを包含する。例示的な
調節配列は、Ｇｏｅｄｄｅｌ；Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａ
ｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）に記載されている。例えば、作動可能に連結させると
ＤＮＡ配列の発現を制御する多種多様な任意の発現制御配列が、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプ
チドをコードするＤＮＡ配列を発現させるためのこのようなベクターに使用され得る。か
かる有用な発現制御配列としては、例えば、ＳＶ４０の初期および後期プロモーター、ｔ
ｅｔプロモーター、アデノウイルスまたはサイトメガロウイルスの極初期プロモーター、
ＲＳＶプロモーター、ｌａｃ系、ｔｒｐ系、ＴＡＣまたはＴＲＣ系、Ｔ７プロモーター（
その発現はＴ７　ＲＮＡポリメラーゼによって指令される）、ファージλの主要なオペレ
ーター領域およびプロモーター領域、Ｆｄコートタンパク質の制御領域、３－ホスホグリ
セレートキナーゼまたは他の解糖酵素のプロモーター、酸性ホスファターゼのプロモータ
ー（例えば、Ｐｈｏ５）、酵母α－接合因子のプロモーター、バキュロウイルス系のポリ
ヘドリン（ｐｏｌｙｈｅｄｒｏｎ）プロモーター、ならびに原核生物細胞もしくは真核生
物細胞またはそのウイルスでの遺伝子発現を制御することがわかっている他の配列、なら
びにその種々の組合せが挙げられる。発現ベクターの設計は、形質転換させる宿主細胞の
選択および／または発現が所望されるタンパク質の型などの要素に依存し得ることを理解
されたい。さらに、ベクターのコピー数、該コピー数の制御能およびベクターにコードさ
れた任意の他のタンパク質（抗生物質マーカーなど）の発現も考慮すべきである。
【００７７】
　本発明の組換え核酸は、クローニングした遺伝子またはその一部分を、原核生物細胞、
真核生物細胞（酵母、鳥類、昆虫もしくは哺乳動物系）またはその両方のいずれかでの発
現に適したベクター内にライゲートすることにより作製され得る。組換えＡｃｔＲＩＩＢ
ポリペプチドを産生させるための発現媒体としては、プラスミドおよび他のベクターが挙
げられる。例えば、好適なベクターとしては、ｐＢＲ３２２由来プラスミド、ｐＥＭＢＬ
由来プラスミド、ｐＥＸ由来プラスミド、ｐＢＴａｃ由来プラスミドおよびｐＵＣ由来プ
ラスミド（原核生物細胞（大腸菌など）での発現用）の型のプラスミドが挙げられる。
【００７８】
　一部の哺乳動物発現ベクターは、細菌内でのベクターの伝播を助長するための原核生物
系配列と、真核生物細胞において発現される１つ以上の真核生物系転写単位の両方を含む
ものである。ｐｃＤＮＡＩ／ａｍｐ、ｐｃＤＮＡＩ／ｎｅｏ、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＳＶ２
ｇｐｔ、ｐＳＶ２ｎｅｏ、ｐＳＶ２－ｄｈｆｒ、ｐＴｋ２、ｐＲＳＶｎｅｏ、ｐＭＳＧ、
ｐＳＶＴ７、ｐｋｏ－ｎｅｏおよびｐＨｙｇ由来ベクターは、真核生物細胞のトランスフ
ェクションに適した哺乳動物系発現ベクターの一例である。一部のこのようなベクターは
、原核生物細胞と真核生物細胞の両方における複製および薬物耐性による選択を助長する
ため、細菌プラスミド（ｐＢＲ３２２など）に由来する配列で修飾される。あるいはまた
、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（ｐＨＥＢ
ｏ、ｐＲＥＰ由来およびｐ２０５）などのウイルスの誘導体を、真核生物細胞におけるタ
ンパク質の一過性発現に使用してもよい。他のウイルス（例えば、レトロウイルス）発現
系の例は、以下の遺伝子療法の送達系の説明において知得され得る。プラスミドの調製お
よび宿主生物体の形質転換に使用される種々の方法は、当該技術分野でよく知られている
。原核生物細胞と真核生物細胞の両方に対する他の好適な発現系、ならびに一般的な組換
え手順については、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ，第２版，　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎｉａｔｉｓ編
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（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８
９）第１６章および第１７章を参照のこと。一部の場合では、バキュロウイルス発現系の
使用によって組換えポリペプチドを発現させることが望ましい場合があり得る。かかるバ
キュロウイルス発現系の例としては、ｐＶＬ由来ベクター（ｐＶＬ１３９２、ｐＶＬ１３
９３およびｐＶＬ９４１など）、ｐＡｃＵＷ由来ベクター（ｐＡｃＵＷ１など）、ならび
にｐＢｌｕｅＢａｃ由来ベクター（β－ｇａｌ含有ｐＢｌｕｅＢａｃ　ＩＩＩなど）が挙
げられる。
【００７９】
　好ましい実施形態では、ＣＨＯ細胞での主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの産生のた
めのベクター、例えば、Ｐｃｍｖ－Ｓｃｒｉｐｔベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ
　Ｊｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆ．）、ｐｃＤＮＡ４ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒ
ｌｓｂａｄ，Ｃａｌｉｆ．）およびｐＣＩ－ｎｅｏベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉ
ｓｏｎ，Ｗｉｓｃ．）が設計される。自明のように、主題の遺伝子構築物は、培養にて増
殖させた細胞において主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの発現を引き起こし、例えば、
精製対象のタンパク質（例えば、融合タンパク質またはバリアントタンパク質）を産生さ
せるために使用され得る。
【００８０】
　また、本発明は、１種類以上の主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドのコード配列（例え
ば、配列番号４または６）を含む組換え遺伝子でトランスフェクトした宿主細胞に関する
。宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞であり得る。例えば、本発明のＡ
ｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、細菌細胞（大腸菌など）、昆虫細胞（例えば、バキュロウ
イルス発現系を用いて）、酵母、または哺乳動物細胞において発現させ得る。他の好適な
宿主細胞は当業者にわかる。
【００８１】
　したがって、本発明は、さらに、主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの作製方法に関す
る。例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドをコードする発現ベクターでトランスフェクト
した宿主細胞は、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの発現が起こることを可能にする適切な条
件下で培養され得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドが分泌され、細胞とＡｃｔＲＩＩＢポ
リペプチドを含有する培地との混合物から単離され得る。あるいはまた、ＡｃｔＲＩＩＢ
ポリペプチドを細胞質内または膜画分内に保持させ、該細胞を収集し、溶解させ、該タン
パク質を単離してもよい。細胞培養物には、宿主細胞、培地および他の副生成物が含まれ
る。細胞培養に好適な培地は当該技術分野でよく知られている。主題のＡｃｔＲＩＩＢポ
リペプチドは細胞培養培地、宿主細胞または両方から、タンパク質精製のための当該技術
分野で知られた手法、例えば、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフ
ィー、限外濾過、電気泳動、およびイムノアフィニティ精製（ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドの特定のエピトープに特異的な抗体を使用）を用いて単離され得る。好ましい実施形態
では、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、その精製を容易にするドメインを含む融合タンパ
ク質である。
【００８２】
　別の実施形態では、精製用リーダー配列（ポリ－（Ｈｉｓ）／組換えＡｃｔＲＩＩＢポ
リペプチドの所望の部分のＮ末端のエンテロキナーゼ切断部位配列など）をコードする融
合遺伝子により、Ｎｉ２＋メタルレジンを用いたアフィニティクロマトグラフィーによる
発現融合タンパク質の精製を可能にすることができる。次いで、精製用リーダー配列を、
続いてエンテロキナーゼでの処理によって除去すると、精製ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド
が得られ得る（例えば、Ｈｏｃｈｕｌｉら，（１９８７）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐ
ｈｙ　４１１：１７７；およびＪａｎｋｎｅｃｈｔら，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８８：８９７
２を参照のこと）。
【００８３】
　融合遺伝子を作製するための手法はよく知られている。本質的に、異なるポリペプチド
配列をコードする種々のＤＮＡ断片の接合は、慣用的な手法に従って、ライゲーションの
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ための平滑末端または粘着末端（ｓｔａｇｇｅｒ－ｅｎｄｅｄ）、適切な末端を得るため
の制限酵素消化、付着末端のフィルイン（適宜）、望ましくない接合を回避するためのア
ルカリホスファターゼ処理、ならびに酵素的ライゲーションを用いて行なわれる。別の実
施形態では、該融合遺伝子は、自動化ＤＮＡ合成装置などの慣用的な手法によって合成さ
れ得る。あるいはまた、遺伝子断片のＰＣＲ増幅は、２つの連続する遺伝子断片間に相補
的な突出端を生成させるアンカープライマーを用いて行なわれ得、その後、これをアニー
リングするとキメラ遺伝子配列が作製され得る（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｊｏｈｎ　
Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ：１９９２を参照のこと）。
【００８４】
　５．例示的な治療的使用
　一部の特定の実施形態において、本発明の組成物（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ド）は、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドおよび／またはＡｃｔＲＩＩＢリガンド（例えば、
ＧＤＦ８）の異常な活性と関連している疾患または病状の処置または予防に使用され得る
。このような疾患、障害または病状を、本明細書において、一般的に「ＡｃｔＲＩＩＢに
関連する病状」と称する。一部の特定の実施形態において、本発明は、処置または予防を
必要とする個体に治療有効量の上記のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを投与することによる
、該個体の処置または予防方法を提供する。このような方法は、特に、動物、より特別に
はヒトの治療的および予防的処置を目的としたものである。
【００８５】
　本明細書で用いる場合、障害または病状を「予防する」治療薬は、統計学的標本におい
て、非処置対照試料と比べて処置試料で障害または病状の発生が低減されるか、あるいは
非処置対照試料と比べて障害または病状の１つ以上の症状の発現が遅延されるか、または
その重症度が低減される化合物をいう。用語「処置する」は、本明細書で用いる場合、
名称を記載した病状の予防またはいったん確立された該病状の改善もしくは解消を包含す
る。
【００８６】
　ＡｃｔＲＩＩＢ／ＡｃｔＲＩＩＢリガンド複合体は、組織成長ならびに発生初期のプロ
セス（種々の構造の正しい形成など）、または１種類以上の発生後の能力（例えば、性的
発育、下垂体ホルモンの生成、および骨や軟骨の構築）に必須の役割を果している。した
がって、ＡｃｔＲＩＩＢに関連する病状としては、異常な組織成長および発達不全が挙げ
られる。また、ＡｃｔＲＩＩＢに関連する病状としては、限定されないが、細胞の増殖お
よび分化の障害（炎症、アレルギー、自己免疫疾患、感染性疾患、および腫瘍など）が挙
げられる。
【００８７】
　例示的な処置対象の病状としては、神経筋の障害（例えば、筋ジストロフィおよび筋萎
縮）、鬱血性閉塞性肺疾患（およびＣＯＰＤと関連している筋消耗）、筋消耗症候群、サ
ルコペニア、悪液質、脂肪組織障害（例えば、肥満）、２型糖尿病、ならびに骨変性性疾
患（例えば、骨粗鬆症）が挙げられる。他の例示的な病状としては、筋変性性のおよび神
経筋の障害、組織修復（例えば、創傷治癒）、神経変性疾患（例えば、筋萎縮性側索硬化
症）、免疫学的障害（例えば、リンパ球の異常な増殖もしくは機能に関連している障害）
、ならびに肥満または脂肪細胞の異常な増殖に関連している障害が挙げられる。
【００８８】
　一部の特定の実施形態において、本発明の組成物（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃポリ
ペプチド）は、筋ジストロフィの処置の一部として使用される。用語「筋ジストロフィ」
は、骨格筋ならびに場合によっては心臓および呼吸筋の緩徐な弱体化および衰退を特徴と
する一群の変性性筋疾患をいう。筋ジストロフィは、筋肉の微視的変化から始まる進行性
の筋消耗および衰弱を特徴とする遺伝性障害である。経時的に筋肉が衰退するにつれて、
人間の筋力は低下する。主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを含むレジメンで処置され得
る例示的な筋ジストロフィとしては：デュシェーヌ筋ジストロフィ（ＤＭＤ）、ベッカー
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筋ジストロフィ（ＢＭＤ）、エメリー‐ドライフス筋ジストロフィ（ＥＤＭＤ）、肢帯筋
ジストロフィ（ＬＧＭＤ）、顔面肩甲上腕筋ジストロフィ（ＦＳＨまたはＦＳＨＤ）（ラ
ンドジー‐デジェリーヌとしても知られている）、筋緊張性ジストロフィ（ＭＭＤ）（シ
ュタイネルト病としても知られている）、眼咽頭筋ジストロフィ（ＯＰＭＤ）、遠位筋ジ
ストロフィ（ＤＤ）、先天性筋ジストロフィ（ＣＭＤ）が挙げられる。
【００８９】
　デュシェーヌ筋ジストロフィ（ＤＭＤ）は、最初に、フランスの神経学者Ｇｕｉｌｌａ
ｕｍｅ　Ｂｅｎｊａｍｉｎ　Ａｍａｎｄ　Ｄｕｃｈｅｎｎｅにより、１８６０年代に報告
された。ベッカー筋ジストロフィ（ＢＭＤ）はドイツの医師Ｐｅｔｅｒ　Ｅｍｉｌ　Ｂｅ
ｃｋｅｒにちなんだ名称であり、彼が最初にこのＤＭＤ異型を１９５０代に報告した。Ｄ
ＭＤは、最もよくみられる男性の遺伝性疾患の１つであり、少年３，５００人に１人が罹
患している。ＤＭＤは、Ｘ染色体の短腕に存在するジストロフィン遺伝子が破壊された場
合に起こる。男性にはＸ染色体が１コピーしかないため、ジストロフィン遺伝子は１コピ
ーしかない。ジストロフィンタンパク質がないと、筋肉は、収縮と弛緩のサイクル中に容
易に損傷される。疾患初期では、筋肉は再生によって補われるが、後になると、筋肉前駆
細胞が進行中の損傷に追いつけず、健常な筋肉が非機能性の線維脂肪組織で置き換えられ
る。
【００９０】
　ＢＭＤは、ジストロフィン遺伝子の異なる変異に起因している。ＢＭＤ患者は、いくら
かのジストロフィンを有するが、量が不十分であるか、質が不十分であるかのいずれかで
ある。ジストロフィンがいくらかあると、ＢＭＤの人の筋肉は、ＤＭＤの人と同程度に悪
いか、または同程度に急速な変性から保護される。
【００９１】
　例えば、最近の研究により、ＧＤＦ８（ＡｃｔＲＩＩＢリガンド）の機能をインビボで
ブロックまたは解消させると、ＤＭＤ患者およびＢＭＤ患者において、少なくとも一部の
特定の症状が有効に処置され得ることが示されている。したがって、主題のＡｃｔＲＩＩ
Ｂポリペプチドは、ＧＤＦ８インヒビター（アンタゴニスト）としての機能を果し、ＤＭ
Ｄ患者およびＢＭＤ患者において、ＧＤＦ８および／またはＡｃｔＲＩＩＢの機能をイン
ビボでブロックする別の択一的な手段を構成する可能性がある。このアプローチは、Ａｃ
ｔＲＩＩＢ－Ｆｃタンパク質によって筋ジストロフィのマウスモデルにおいて筋肉量が増
加することが示された本明細書に示すデータによって確認され、裏付けられる。
【００９２】
　同様に、主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドにより、筋成長が必要とされる他の疾患状
態において筋肉量を増加させるための有効な手段が提供される。例えば、ＡＬＳ（ルー・
ゲーリグ病とも称される）（運動ニューロン疾患）は、慢性で不治の制止不能なＣＮＳ障
害であり、脳を骨格筋に連結させるＣＮＳの構成要素である運動ニューロンが障害される
。ＡＬＳでは、運動ニューロンが衰退しており、最終的には死滅し、人間の脳は、依然と
して正常に十分機能して警告を発するが、動けという指令は決して筋肉に届かない。ＡＬ
Ｓになった人はほとんどが４０歳～７０歳の間である。弱体化する最初の運動ニューロン
は腕または脚に至るものである。ＡＬＳの人は、歩行に問題が起こることがあり得、もの
を落としたり、転んだり、発話が不明瞭であったり、制御不能に笑ったり泣いたりするこ
とがあり得る。最終的に、四肢の筋肉が不使用のため萎縮し始める。この筋肉の衰弱は消
耗性となり、車椅子が必要になったり、ベッドから起き上がって何かをすることができな
くなる。ほとんどのＡＬＳ患者は、疾患発症から３～５年で、呼吸不全または人工呼吸器
関連の合併症（肺炎など）で死亡する。このアプローチは、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃタンパ
ク質によりＡＬＳのマウスモデルの外観、筋肉量および寿命が改善されることが示された
本明細書に示すデータによって確認され、裏付けられる。
【００９３】
　また、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド誘導性の筋肉量の増加により、筋消耗疾患に苦しん
でいる人も恩恵を被り得る。Ｇｏｎｚａｌｅｚ－Ｃａｄａｖｉｄら（上掲）により、ＧＤ
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Ｆ８発現はヒトの無脂肪体重と逆比例的に相関していること、およびＧＤＦ８遺伝子の発
現の増大はＡＩＤＳ消耗症候群の人の体重減少と関連していることが報告された。ＡＩＤ
Ｓ患者においてＧＤＦ８の機能を阻害することにより、ＡＩＤＳの少なくとも一部の特定
の症状が、完全に解消されないまでも軽減され得、したがって、ＡＩＤＳ患者の生活の質
が有意に改善され得る。
【００９４】
　ＧＤＦ８（ＡｃｔＲＩＩＢリガンド）機能の低下は、栄養摂取の減損のない脂肪量の減
少とも関連しているため（Ｚｉｍｍｅｒｓら，上掲；ＭｃＰｈｅｒｒｏｎおよびＬｅｅ，
上掲）、主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、さらに、肥満およびＩＩ型糖尿病の進展
を低速化または予防するための治療用薬剤として使用され得る。このアプローチは、Ａｃ
ｔＲＩＩＢ－Ｆｃタンパク質により肥満マウスの代謝状態が改善されることが示された本
明細書に示すデータによって確認され、裏付けられる。
【００９５】
　一部の特定の実施形態において、本発明の組成物（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ド）は、メタボリックシンドローム（Ｘ症候群およびインスリン抵抗性症候群としても知
られている）の処置の一部として使用される。メタボリックシンドロームは、心血管疾患
およびＩＩ型真性糖尿病を進展させるリスクを増大させる障害およびリスクファクターの
組合せである。患者のほとんどは高齢、肥満であり、座っていることが多く、ある程度の
インスリン抵抗性を有する。中心性（腹部または内臓）脂肪過多症は、該シンドロームの
大きな特徴である。
【００９６】
　関連する実施形態において、本発明のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドおよび他の組成物は
、ＩＩ型真性糖尿病（非インスリン依存性真性糖尿病または成人発症糖尿病としても知ら
れている）の処置の一部として使用され得る。ＩＩ型真性糖尿病は、インスリン抵抗性お
よび相対的にインスリン欠乏症の状況における高い血糖を特徴とする。糖尿病における複
雑で多因子性の代謝変化は、多くの場合、多くの器官に、最も重要なのは心血管系に損傷
および機能障害をもたらす。ＩＩ型真性糖尿病は、多くの場合、肥満（腹部または内臓の
脂肪過多症）、高血圧、高いコレステロール、およびメタボリックシンドロームと関連し
ている。ＩＩ型真性糖尿病重要なリスクファクターとしては、加齢、高脂肪食餌、および
座っていることが多い生活様式が挙げられる。
【００９７】
　他の関連する実施形態において、本発明のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドおよび他の組成
物は、脂肪性沈着物（多くの場合、斑と称される）の蓄積のため動脈壁が肥厚した慢性の
炎症状態であるアテローム性動脈硬化の処置の一部として使用され得る。アテローム性動
脈硬化のリスクファクターとしては、加齢、真性糖尿病、異常リポ蛋白血症、肥満（腹部
または内臓の脂肪過多症）、および座っていることが多い生活様式が挙げられる。
【００９８】
　また、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、メタボリックシンドロームと関連している傾向
にあるリポジストロフィ系障害にも使用され得る。重度のインスリン抵抗性は、リポジス
トロフィの遺伝性形態と後天性形態のどちらにおいても生じる可能性がある（例えば、後
者の場合、抗レトロウイルス療法で処置された患者におけるヒト免疫不全ウイルス（ＨＩ
Ｖ）関連リポジストロフィ）。
【００９９】
　癌性食欲不振－悪液質症候群は、とりわけ、最も消耗性の生死にかかわる癌の態様であ
る。癌性食欲不振－悪液質症候群における進行性の体重減少は、多くの型の癌の共通の特
徴であり、良好でない生活の質および化学療法に対する良好でない応答の一因となるだけ
でなく、体重減少のない同等の腫瘍を有する患者でみられるものより短い生存期間の一因
にもなる。食欲不振、脂肪および筋肉組織の衰弱、心理的苦悩、および生活の質の低下と
関連して、悪液質は、癌と宿主間の複雑な相互作用によって生じる。これは、癌患者の最
も一般的な死亡原因の１つであり、死亡時に８０％において存在する。これは、タンパク
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質、糖質および脂肪の代謝に影響する複雑な代謝カオスの例である。腫瘍では、直接的異
常と間接的異常の両方が生じ、食欲不振および体重減少がもたらされる。現在、この過程
を制御または逆転させる処置はない。癌性食欲不振－悪液質症候群は、サイトカイン生成
、脂質代謝性因子およびタンパク質分解誘導因子の放出、ならびに中間代謝の改変に影響
を及ぼす。食欲不振はよくみられるが、食物摂取の減少単独では、癌患者でみられる身体
組成の変化が説明され得ず、栄養摂取の増加では、消耗症候群は逆転され得ない。病前体
重の５パーセントより大きい非自発的体重減少が６ヶ月以内に起こった場合、癌の患者に
おいて悪液質が疑われるべきである。
【０１００】
　成体マウスにおけるＧＤＦ８の全身性過剰発現により、ヒト悪液質症候群でみられるも
のと同様の顕著な筋肉量および脂肪量の減少が誘導されることがわかったため（Ｚｉｍｍ
ｅｒｓら，上掲）、医薬組成物としての主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、筋成長が
所望される悪液質症候群の症状を予防、処置または軽減するために有益に使用され得る。
【０１０１】
　他の実施形態では、本発明は、骨および／または軟骨の形成の誘導方法、骨量減少の予
防方法、骨鉱化の増大方法、あるいは骨の無機質脱落の予防方法を提供する。例えば、主
題のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドおよび本発明において同定される化合物は、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適用用途を有する
。ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、骨粗鬆症の進展に対する保護手段として、無症状低骨
密度と診断された患者に有用であり得る。
【０１０２】
　具体的な一実施形態において、本発明の方法および組成物は、ヒトおよび他の動物の骨
折および軟骨欠損の治癒に医療的有用性がみられることがあり得る。また、主題の方法お
よび組成物は、閉鎖骨折ならびに開放骨折の低減に、また、人工関節の固定の改善にも予
防的用途を有する場合がある得る。骨形成剤によって誘導されるデノボ骨形成は、先天性
の外傷誘導性または腫瘍学的切除誘導性の頭蓋顔面欠損の修復に寄与し、また、美容整形
手術にも有用である。さらに、本発明の方法および組成物は、歯周病の処置、および他の
歯の修復プロセスに使用され得る。一部の特定の場合では、主題のＡｃｔＲＩＩＢポリペ
プチドにより、骨形成細胞の誘引、骨形成細胞の増殖の刺激、または骨形成細胞の前駆細
胞の分化の誘導のための環境が提供され得る。また、本発明のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ドは、骨粗鬆症の処置にも有用であり得る。さらに、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドは、軟
骨欠損の修復および変形性関節症の予防／逆転に使用され得る。
【０１０３】
　別の具体的な実施形態において、本発明は、骨折ならびに軟骨および／または骨の欠損
に関連する他の病状あるいは歯周病を修復するための治療方法および組成物を提供する。
本発明は、さらに、創傷治癒および組織修復のための治療方法および組成物を提供する。
創傷の型としては、限定されないが、火傷、切開および潰瘍が挙げられる。例えば、ＰＣ
Ｔ公開公報番号ＷＯ８４／０１１０６を参照のこと。かかる組成物は、治療有効量の少な
くとも１種類の本発明のＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドを、薬学的に許容され得るビヒクル
、担体またはマトリックスと混合された状態で含むものである。
【０１０４】
　別の具体的な実施形態において、本発明の方法および組成物は、骨量減少が引き起こさ
れる病状（骨粗鬆症、副甲状腺機能亢進症、クッシング病、甲状腺中毒症、慢性の下痢状
態もしくは吸収不良、尿細管性アシドーシス、慢性腎不全または神経性食欲不振など）に
適用され得る。多くの人は、女性であること、体重が少ないこと、および主に座っている
ことが多い生活様式は、骨粗鬆症（骨塩量が減少し、骨折リスクがもたらされる）のリス
クファクターであることを知っている。しかしながら、骨粗鬆症は、一部の特定の投薬物
の長期使用にも起因することがあり得る。薬物または別の疾病状態に起因する骨粗鬆症は
、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ている病状では、体内
で生成された過剰な量のコルチゾールにより骨粗鬆症および骨折がもたらされる。続発性
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骨粗鬆症と関連する最も一般的な投薬物は、コルチコステロイド（副腎から天然に生成さ
れるホルモンであるコルチゾールと同様の作用をする類型の薬物）である。骨格の発達に
は十分なレベルの甲状腺ホルモン（甲状腺によって生成される）が必要であるが、過剰の
甲状腺ホルモンにより経時的に骨量が減少することがあり得る。アルミニウムを含有する
制酸薬は、腎臓に問題を有する人、特に透析を受けている人が高用量で摂取すると、骨量
減少をもたらすことがあり得る。続発性骨粗鬆症が引き起こされ得る他の投薬物としては
、フェニトイン（Ｄｉｌａｎｔｉｎ）およびバルビツレート（発作を予防するために使用
される）；メトトレキサート（Ｒｈｅｕｍａｔｒｅｘ，Ｉｍｍｕｎｅｘ，Ｆｏｌｅｘ　Ｐ
ＦＳ）（一部の形態の関節炎、癌および免疫障害のための薬物）；シクロスポリン（Ｓａ
ｎｄｉｍｍｕｎｅ，Ｎｅｏｒａｌ）（一部の自己免疫疾患を処置するため、および臓器移
植患者において免疫機構を抑制するために使用される薬物）；黄体化ホルモン放出ホルモ
ン作動薬（Ｌｕｐｒｏｎ，Ｚｏｌａｄｅｘ）（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）；ヘパリン（Ｃａｌｃｉｐａｒｉｎｅ，Ｌｉｑｕａｅｍｉｎ）（抗凝固性
投薬物）；ならびにコレスチラミン（Ｑｕｅｓｔｒａｎ）およびコレスチポール（Ｃｏｌ
ｅｓｔｉｄ）（高コレステロールを処置するために使用される）が挙げられる。歯肉疾患
では、身体が口内の有害な細菌の防御を強制されるため、骨量減少が引き起こされる。該
細菌は歯肉線縁下で毒素および酵素を生成し、慢性感染症を引き起こす。
【０１０５】
　他の実施形態では、本発明は、動物の体脂肪含量を調節するため、および関連する病状
、特に、関連する健康障害状態を処置または予防するための組成物および方法を提供する
。本発明によれば、体重の調節（コントロール）とは、体重の増加もしくは減少、体重増
加速度の増大もしくは低減、または体重減少速度の増大もしくは低減をいうことがあり得
、また、能動的維持、または体重を有意に変化させないこと（例えば、調節（コントロー
ル）しなければ体重が増加もしくは減少し得る外的もしくは内的影響に対して）を包含す
る。本発明の一実施形態は、体重の調節を必要とする動物（例えば、ヒト）にＡｃｔＲＩ
ＩＢポリペプチドを投与することによる体重の調節に関する。
【０１０６】
　具体的な一実施形態において、本発明は、動物の脂肪量の低減および／または脂肪量の
増加の低減のための方法および化合物、より詳しくは、肥満のリスクのある、または肥満
に苦しんでいる患者の肥満を処置または改善するための方法および化合物に関する。別の
具体的な実施形態において、本発明は、体重増加または体重維持ができない動物（例えば
、消耗症候群の動物）を処置するための方法および化合物に関する。かかる方法は、体重
および／または身体量の増加、あるいは体重および／または身体量の減少の低減、あるい
は望ましくない低い（例えば、非健常）体重および／または身体量と関連しているか、ま
たはそれらによって引き起こされる病状の改善に有効である。
【０１０７】
　７．医薬組成物
　一部の特定の実施形態において、本発明の化合物（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチ
ド）は、薬学的に許容され得る担体とともに製剤化される。例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリ
ペプチドは、単独で、または医薬製剤（治療用組成物）の一成分として投与され得る。主
題の化合物は、ヒト用または獣医学的医療における使用のための任意の簡便な様式での投
与のために製剤化され得る。
【０１０８】
　一部の特定の実施形態において、本発明の治療方法は、該組成物を、埋入物またはデバ
イスとして、経表面的、全身または局所に投与することを含むものである。投与する際、
本発明における使用のための治療用組成物は、もちろん、パイロジェンフリーの生理学的
に許容され得る形態である。さらに、該組成物は、望ましくは、標的組織部位（例えば、
骨、軟骨、筋肉、脂肪またはニューロン）、例えば、組織損傷を有する部位への送達のた
めに粘性形態でカプセル封入または注射され得る。経表面投与は、創傷治癒および組織修
復に好適であり得る。本発明の方法では、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド以外の任意選択で
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上記の組成物に同様に含められ得る治療上有用な薬剤が、択一的または付加的に、主題の
化合物（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド）と同時または逐次に投与され得る。
【０１０９】
　一部の特定の実施形態において、本発明の組成物は、１種類以上の治療用化合物（例え
ば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド）を標的組織部位に送達して組織の発達のための構造を
提供し、かつ最適には体内に再吸収され得るマトリックスを含むものであり得る。例えば
、マトリックスは、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチドの低速放出をもたらすものであり得る。
かかるマトリックスは、現在、他の埋入型医療用適用物に使用されている材料で形成され
たものであり得る。
【０１１０】
　マトリックス材料の選択は、生体適合性、生分解性、機械的特性、表面的外観および界
面特性に基づく。主題の組成物の具体的な適用により適切な製剤が規定される。該組成物
用の潜在的マトリックスは、生分解性の化学的に規定される硫酸カルシウム、リン酸三カ
ルシウム、ヒドロキシアパタイト、ポリ乳酸およびポリ無水物であり得る。他の潜在的材
料は、生分解性の生物学的に十分規定される骨または皮膚コラーゲンなどである。さらな
るマトリックスは、純粋なタンパク質または細胞外マトリックス成分で構成されたもので
ある。他の潜在的マトリックスは、非生分解性の化学的に規定される焼結ヒドロキシアパ
タイト、バイオガラス、アルミネートなど、または他のセラミックスである。マトリック
スは、上記の任意の型の材料の組合せ（ポリ乳酸とヒドロキシアパタイト、またはコラー
ゲンとリン酸三カルシウムなど）で構成されたものであってもよい。バイオセラミックス
は、組成を改変してもよく（例えば、リン酸アルミン酸カルシウムに）、孔径、粒径、粒
子形状および生分解性が改変されるように加工処理してもよい。
【０１１１】
　一部の特定の実施形態では、本発明の方法は、経口用に、例えば、カプセル剤、カシェ
剤、丸剤、錠剤、ロゼンジ剤（フレーバー基剤、通常、スクロースおよびアカシアもしく
はトラガカントが使用される）、散剤、顆粒剤の形態で、または水性もしくは非水性液体
中の液剤もしくは懸濁剤として、または水中油型もしくは油中水型の液状乳剤として、ま
たはエリキシル剤もしくはシロップ剤として、またはトローチ剤（不活性な基剤（ゼラチ
ンおよびグリセリン、もしくはスクロースおよびアカシアなど）が使用される）として、
および／またはマウスウォッシュなどとして投与され得、各々には所定量の薬剤が活性成
分として含有される。また、薬剤は、ボーラス、舐剤またはペースト剤としても投与され
得る。
【０１１２】
　経口投与のための固形投薬形態（カプセル剤、錠剤、丸剤、糖衣錠、散剤、顆粒剤など
）では、本発明の１種類以上の治療用化合物が、１種類以上の薬学的に許容され得る担体
と、例えば、クエン酸ナトリウムもしくはリン酸二カルシウム、および／または以下：（
１）充填剤または増量剤（デンプン、ラクトース、スクロース、グルコース、マンニトー
ルおよび／またはケイ酸など）；（２）結合剤、例えば、カルボキシメチルセルロース、
アルギネート、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、スクロース、および／またはアカシア
など；（３）保湿剤（グリセロールなど）；（４）崩壊剤（アガー－アガー、炭酸カルシ
ウム、イモもしくはタピオカデンプン、アルギン酸、一部の特定のシリケート、および炭
酸ナトリウムなど）；（５）溶解遅延剤（パラフィンなど）；（６）吸収促進剤（第４級
アンモニウム化合物など）；（７）湿潤剤、例えば、セチルアルコールおよびグリセロー
ルモノステアレートなど；（８）吸収剤（カオリンおよびベントナイトクレイなど）；（
９）滑沢剤、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など、およびその混合物；ならびに（１０）
着色剤のいずれかと混合され得る。また、カプセル剤、錠剤および丸剤の場合、医薬組成
物に緩衝剤を含めてもよい。また、同様の型の固形組成物が、軟質および硬質充填ゼラチ
ンカプセル剤における充填剤として使用され得る（例えば、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が使用される）。
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【０１１３】
　経口投与のための液状投薬形態としては、薬学的に許容され得る乳剤、マイクロエマル
ジョン、液剤、懸濁剤、シロップ剤、およびエリキシル剤が挙げられる。活性成分に加え
、液状投薬形態には、当該技術分野で一般的に使用されている不活性な希釈剤、例えば、
水または他の溶媒、可溶化剤および乳化剤、例えば、エチルアルコール、イソプロピルア
ルコール、炭酸エチル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレ
ングリコール、１，３－ブチレングリコール、油類（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の脂肪酸エステル、ならびにその混合物が含
まれ得る。不活性な希釈剤の他に、経口組成物にはまた、佐剤、例えば、湿潤剤、乳化剤
および懸濁化剤、甘味剤、フレーバー剤、着色剤、香料剤、ならびに保存剤を含めてもよ
い。
【０１１４】
　懸濁剤には、活性化合物に加えて懸濁化剤、例えば、エトキシル化イソステアリルアル
コール、ポリオキシエチレンソルビトールおよびソルビタンエステル、微晶質セルロース
、メタ水酸化アルミニウム、ベントナイト、アガー－アガーおよびトラガカント、ならび
にその混合物が含まれ得る。
【０１１５】
　本明細書において開示する一部の特定の組成物は、皮膚または粘膜のいずれかに経表面
投与され得る。経表面用製剤には、さらに、皮膚または角質層浸透向上剤として有効であ
ることが知られた多種多様な薬剤の１種類以上が含まれ得る。このようなものの例は、２
－ピロリドン、Ｎ－メチル－２－ピロリドン、ジメチルアセトアミド、ジメチルホルムア
ミド、プロピレングリコール、メチルまたはイソプロピルアルコール、ジメチルスルホキ
シド、およびアゾンである。製剤を化粧料として許容され得るものにするためのさらなる
薬剤をさらに含めてもよい。このようなものの例は、脂肪、ワックス、油類、染料、香料
、保存料、安定化剤、および表面活性剤である。また、角質溶解剤（当該技術分野で知ら
れているものなど）を含めてもよい。例はサリチル酸およびイオウである。
【０１１６】
　経表面または経皮投与のための投薬形態としては、粉末剤、スプレー剤、軟膏、ペース
ト剤、クリーム剤、ローション剤、ゲル剤、液剤、貼付剤、および吸入剤が挙げられる。
活性化合物は、滅菌条件で、薬学的に許容され得る担体と、および必要とされ得る任意の
保存料、バッファーまたは噴射剤と混合され得る。軟膏、ペースト剤、クリーム剤および
ゲル剤には、本発明の主題の化合物（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポリペプチド）に加えて、
動物性および植物性脂肪、油類、ワックス、パラフィン、デンプン、トラガカント、セル
ロース誘導体、ポリエチレングリコール、シリコーン、ベントナイト、ケイ酸、タルクお
よび酸化亜鉛などの賦形剤、またはその混合物が含まれ得る。
【０１１７】
　粉末剤およびスプレー剤には、主題の化合物に加えて、ラクトース、タルク、ケイ酸、
水酸化アルミニウム、ケイ酸カルシウム、およびポリアミド粉末などの賦形剤、またはこ
のような物質の混合物が含まれ得る。スプレー剤には、通常の噴射剤（クロロフルオロ炭
化水素など）ならびに揮発性の非置換型炭化水素（ブタンおよびプロパンなど）がさらに
含まれ得る。
【０１１８】
　一部の特定の実施形態では、非経口投与に適した医薬組成物には、１種類以上のＡｃｔ
ＲＩＩＢポリペプチドが、１種類以上の薬学的に許容され得る滅菌された等張性の水性ま
たは非水性の溶液、分散液、懸濁液もしくはエマルジョンと組み合わせて、または滅菌さ
れた粉末（これは、使用直前に、滅菌された注射用の液剤または分散剤に再構成され得る
）と組み合わせて含まれ得、また、酸化防止剤、バッファー、静菌薬、製剤を対象レシピ
エントの血液と等張性にする溶質または懸濁化剤もしくは増粘剤が含有されていてもよい
。本発明の医薬組成物に使用され得る好適な水性および非水性担体の例としては、水、エ
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タノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレング
リコールなど）、および適当なその混合物、植物油（オリーブ油など）、ならびに注射用
有機エステル（オレイン酸エチルなど）が挙げられる。適正な流動性は、例えば、コーテ
ィング物質（レクチンなど）の使用によって、分散剤の場合は必要とされる粒径の維持に
よって、および界面活性剤の使用によって維持され得る。
【０１１９】
　また、本発明の組成物に、保存料、湿潤剤、乳化剤および分散化剤などの佐剤を含めて
もよい。微生物の作用の抑制は、種々の抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロ
ロブタノール、フェノールソルビン酸などを含めることによって確保され得る。また、等
張剤（例えば、糖類、塩化ナトリウムなど）を該組成物に含めることが望ましい場合があ
り得る。また、注射用医薬形態の長期吸収は、吸収を遅延させる薬剤（モノステアリン酸
アルミニウムおよびゼラチンなど）を含めることによってもたらされ得る。
【０１２０】
　投薬レジメンは、担当医師により、本発明の主題の化合物（例えば、ＡｃｔＲＩＩＢポ
リペプチド）の作用が改良される種々の要素を考慮して決定されることは理解されよう。
該種々の要素は処置対象の疾患に依存する。
【０１２１】
　また、一部の特定の実施形態では、本発明は、本明細書において開示するＡｃｔＲＩＩ
Ｂポリペプチドまたは他の化合物をインビボで生成させるための遺伝子療法を提供する。
かかる治療法では、上記の障害を有する細胞または組織内へのＡｃｔＲＩＩＢポリヌクレ
オチド配列の導入によって治療効果が得られ得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリヌクレオチド配列
の送達は、組換え発現ベクター（キメラウイルスなど）またはコロイド状分散系を用いて
行なわれ得る。ＡｃｔＲＩＩＢポリヌクレオチド配列の治療用送達に好ましいのは、標的
化対象リポソームの使用である。
【０１２２】
　本明細書において教示する遺伝子療法に利用することができる種々のウイルスベクター
としては、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ＲＮＡウイルスが挙げられる。好ましくは、レトロウイルスベクターは、
マウスまたはトリレトロウイルス派生体である。単一の外来遺伝子を挿入することができ
るレトロウイルスベクターの例としては、限定されないが：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）、マウス乳腺腫瘍ウ
イルス（ＭｕＭＴＶ）、およびラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）が挙げられる。いくつかの
さらなるレトロウイルスベクターには、多数の遺伝子を組み込むことができる。このよう
なベクターはすべて、形質導入細胞が同定および作製され得るように、選択可能なマーカ
ーの遺伝子を伝達し得るものであるか、または該ベクターに該遺伝子が組み込まれ得る。
レトロウイルスベクターは、例えば、糖、糖脂質またはタンパク質を結合することにより
、標的特異的とすることができる。好ましい標的化は、抗体を使用することにより行なわ
れる。当業者には、ＡｃｔＲＩＩＢポリヌクレオチドを含むレトロウイルスベクターの標
的特異的送達を可能にするために、特定のポリヌクレオチド配列がレトロウイルスゲノム
内に挿入され得るか、またはウイルスエンベロープに結合され得ることが認識されよう。
好ましい一実施形態では、ベクターは骨、軟骨、筋肉またはニューロン細胞／組織に標的
化される。
【０１２３】
　あるいはまた、組織培養細胞を、レトロウイルスの構造遺伝子ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅ
ｎｖをコードするプラスミドで、慣用的なリン酸カルシウムトランスフェクションによっ
て直接トランスフェクトしてもよい。次いで、この細胞を、対象遺伝子を含むベクタープ
ラスミドでトランスフェクトする。得られた細胞は、該レトロウイルスベクターを培養培
地中に放出する。
【０１２４】
　ＡｃｔＲＩＩＢポリヌクレオチドの別の標的化対象送達系はコロイド状分散系である。
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コロイド状分散系としては、巨大分子複合体、ナノカプセル、ミクロスフェア、ビーズ、
ならびに脂質系の系（例えば、水中油型エマルジョン、ミセル、混合型ミセルおよびリポ
ソーム）が挙げられる。本発明の好ましいコロイド状の系はリポソームである。リポソー
ムは、インビトロおよびインビボでの送達媒体として有用な人工膜小胞である。ＲＮＡ、
ＤＮＡおよびインタクトなビリオンが水性の内部に封入され、生物学的に活性な形態で細
胞に送達され得る（例えば、Ｆｒａｌｅｙら，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｃｉ．
，６：７７，１９８１参照）。リポソーム媒体を用いた効率的な遺伝子導入のための方法
は当該技術分野で知られており、例えば、Ｍａｎｎｉｎｏら，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
ｓ，６：６８２，１９８８を参照のこと。リポソームの組成は、通常、リン脂質の組合せ
であり、通常、ステロイド、特にコレステロールと組み合わされる。他のリン脂質または
他の脂質も使用され得る。リポソームの物性は、ｐＨ、イオン強度、および二価カチオン
の存在に依存する。
【０１２５】
　リポソームの生成に有用な脂質の例としては、ホスファチジル化合物、例えば、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、スフィンゴ脂質、セレブロシド、およびガングリオシドが挙げられる
。例示的なリン脂質としては、卵の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挙げられる。また、リポソーム
の標的化は、例えば、器官特異性、細胞特異性および小器官特異性に基づいたものも可能
であり、当該技術分野で知られている。
【実施例】
【０１２６】
　実施例
　本発明を一般的に説明したが、本発明は、以下の実施例を参照することによって、より
容易に理解されよう。この実施例は、一部の特定の実施形態および本発明の実施形態の例
示の目的で含めたものにすぎず、本発明を限定することを意図しない。
【０１２７】
　実施例１．別の択一的なヌクレオチド配列を有するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－
ｈＦｃの作製
　ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃを作製するため、Ｎ末端とＣ末端が切断され
たヒトＡｃｔＲＩＩＢ細胞外ドメイン（天然タンパク質の残基２５～１３１）を、Ｎ末端
でＴＰＡリーダー配列（天然ＡｃｔＲＩＩＢリーダーの代わり）と、およびＣ末端でヒト
Ｆｃドメインと最小限のリンカー（３つのグリシン残基）（図１）を介して融合させた。
この融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列を図２に示す。本出願人らは、コドン
を修飾し、最初の形質転換体の発現レベルにおいて相当な改善をもたらすＡｃｔＲＩＩＢ
（２５－１３１）－ｈＦｃタンパク質コードバリアント核酸を見い出した（図３）。
【０１２８】
　成熟タンパク質は以下のようなアミノ酸配列を有する（Ｎ末端は、Ｎ末端配列決定法に
よって確認）（配列番号８）。
【０１２９】
【化６】
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アミノ酸１～１０７はＡｃｔＲＩＩＢに由来している。
【０１３０】
　発現された分子を、一連のカラムクロマトグラフィー工程（例えば、以下：プロテイン
Ａクロマトグラフィー、Ｑセファロースクロマトグラフィー、フェニルセファロースクロ
マトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィーおよびカチオン交換クロマトグラフィー
の３種類以上を任意の順で含むもの）を用いて精製した。精製は、ウイルス濾過およびバ
ッファー交換を用いて終了され得る。
【０１３１】
　実施例２．ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃによる高親和性リガンド結合
　ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃおよびその完全長対応物ＡｃｔＲＩＩＢ（２
０－１３４）－ｈＦｃに対するいくつかのリガンドの親和性を、ＢｉａｃｏｒｅＴＭ機器
を用いてインビトロで評価した。結果を以下の表にまとめる。複合体の非常に急速な会合
と解離のため（これは、ｋｏｎおよびｋｏｆｆの正確な測定を妨げる）、Ｋｄ値は、定常
状態の親和性フィットによって得た。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃは、アク
チビンＡ、アクチビンＢおよびＧＤＦ１１に高い親和性で結合した。興味深いことに、Ａ
ｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２０－１３４）－ｈＦｃよ
りもＧＤＦ３に対して高い親和性を示すようである（データ示さず）。
【０１３２】
【表１】

　実施例３．ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃはインビボで筋肉量および筋力を
増大させる
　本出願人らは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃが筋肉量および筋力を増大さ
せる能力をマウスにおいて調べた。雄マウス（ｎ＝１０／群）を、ビヒクル（Ｔｒｉｓ緩
衝生理食塩水）または５つの用量のうちの１つの用量のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）
－ｈＦｃで週２回、皮下処置した。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃでの４週間
の処置により、明白な用量依存性の除脂肪組織量の増加がもたらされた（図４）（全身の
核磁気共鳴（ＮＭＲ）スキャンによって測定）。筋肉量の増加は、試験終了時、特定の筋
肉、例えば、胸筋（図５）、大腿直筋および腓腹筋について確認した。重要なことに、筋
肉量の増大には、ビヒクルと比べて筋力の増大（握力によって評価）が付随した（図６）
。このような結果は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃがインビボで筋肉量と筋
力の両方を増大させるという有力な証拠を示す。
【０１３３】
　実施例４．ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃはアンドロゲン除去のマウスモデ
ルにおいて筋量減少を抑制する
　本出願人らは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃが筋量減少を抑制する能力を
、アンドロゲン除去（男性の進行前立腺癌の標準的な治療的介入）のマウスモデルにおい
て調べた。雄マウス（ｎ＝１０／群）に精巣摘除（ＯＲＸ）または偽手術を施し、ＴＢＳ
ビヒクル、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ（１０ｍｇ／ｋｇ）、またはその完
全長マウス対応物ＡｃｔＲＩＩＢ（２０－１３４）－ｍＦｃ（１０ｍｇ／ｋｇ）で週２回
、皮下処置した。除脂肪組織量を全身のＮＭＲスキャンによって測定した。いずれかのＡ
ｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ形態で４週間処置したＯＲＸマウスでは、ベースラインからの除脂肪
組織量の増加が示され、これは、同期間でＯＲＸ対照において減少が観察されたことと比
べると高度に有意であった（図７）。偽処置対照と比べて同様に高度に有意な増加が、生
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殖腺非処置条件下でも、両方のＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ形態で観察された（図７）。このよ
うな結果は、このアンドロゲン除去モデルにおいて、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－
ｈＦｃが、その完全長対応物ＡｃｔＲＩＩＢ（２０－１３４）－ｍＦｃと同程度に有効に
除脂肪組織量を増加させ（筋量減少を抑制し）得ることを示す。
【０１３４】
　実施例５．ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃは食餌誘導性肥満のマウスモデル
において身体組成を改善する
　本出願人らはまた、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃが筋肉量を増大させ、脂
肪量を低減させる能力を、食餌誘導性肥満のマウスモデルにおいて調べた。雄マウス（ｎ
＝１０／群）に標準飼料食餌または高脂肪食餌のいずれかを摂取させ、ＴＢＳビヒクルま
たはＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ（１０ｍｇ／ｋｇ）で週２回、腹腔内処置
した。除脂肪組織量および脂肪量を全身のＮＭＲスキャンによって測定した。高脂肪食餌
下のマウスをＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃで４週間処置すると、２５％より
多くの除脂肪組織量の増加がもたらされたのに対し、ビヒクル処置では２％の増加であっ
た（図８）。ビヒクルと比べたとき同様の結果が、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈ
Ｆｃを用いた対照食餌下のマウスでも得られた（図８）。さらに、処置の継続により脂肪
過多症が改善されることがわかった。ビヒクルと比べると、１２週間のＡｃｔＲＩＩＢ（
２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、高脂肪食餌下のマウスならびに対照食餌下のマウス
において、脂肪量がおよそ半分減少した（図９）。
【０１３５】
　総合すると、このようなデータは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃが、アン
ドロゲン除去および高脂肪摂取などのさまざまな条件下において、インビボで身体組成を
改善するために使用され得ることを示す。
【０１３６】
　実施例６：ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃは、食餌誘導性肥満のマウスモデ
ルにおいて血清脂質、インスリンおよびアディポネクチンを正常化する
　本出願人らは、臨床的に重要な脂質、インスリン、アディポネクチンの血清濃度および
他の代謝エンドポイントに対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃの効果を、雄
の高脂肪食餌摂取マウスにおいて調べた。１０週齢のＣ５７ＢＬ／６マウスの体重をマッ
チングさせ、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ（ｎ＝１０）またはＴｒｉｓ緩衝
生理食塩水（ＴＢＳ）ビヒクル（ｎ＝７）で週２回、１０ｍｇ／ｋｇで６０日間皮下処置
した。この期間中、マウスに、４．５％の脂肪を含む標準飼料ではなく５８％の脂肪を含
む食餌を無制限に摂取させた。
【０１３７】
　ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、一群の注目に値する代謝上の効
果がもたらされた。高脂肪食餌摂取マウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦ
ｃによって、病的に高いトリグリセリド、遊離脂肪酸、高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）
および低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）の血清濃度が低下し（図１０～１３）、ほとんど
の場合で、これらのパラメータは、標準食餌摂取マウスで観察されるレベルまで正常化さ
れた。重要なことに、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置によって、高脂肪－
食餌マウスにおいてインスリン濃度も正常化され（図１４）、アディポネクチンの濃度が
、標準食餌摂取マウスでの濃度よりもさらに上まで有意に増大した（図１５）。循環アデ
ィポネクチンレベルは脂肪量／肥満と逆比例的に変動することがわかっているため、アデ
ィポネクチンは身体組成の枢要なバイオマーカーであり、また、アディポネクチンは標的
組織においてインスリン感受性を向上させる。また、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－
ｈＦｃにより、脂肪細胞の状態の別の主要な指標であるレプチンの血清濃度もほぼ５０％
低下した（Ｐ＜０．０５）。最後に、前述の効果には、有益な身体組成の変化（核磁気共
鳴（ＮＭＲ）によってベースライン時および４８日目に測定）が付随した。高脂肪食餌条
件下では、ビヒクル処置対照の総脂肪量は、この４８日間で３倍になり、ＡｃｔＲＩＩＢ
（２５－１３１）－ｈＦｃ処置によってこの増加がほぼ４０％削減された。４８日目まで



(41) JP 2012-529294 A 2012.11.22

10

20

30

40

50

に、総脂肪量は、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ処置マウスでは体重の２７％であったのに対し、
対照マウスでは３９％であり、一方、除脂肪組織量は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）
－ｈＦｃ処置マウスでは体重の５９％であったのに対し、対照マウスでは５５％であった
。したがって、最終結果は、高脂肪食餌条件下における身体組成がより健常になった。
【０１３８】
　前述の血清パラメータについて、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃでは、一貫
して、この同じ試験で同様に評価したＡｃｔＲＩＩＢ（２０－１３４）－ｈＦｃよりも好
成績であった。このように、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃでは同じ用量のＡ
ｃｔＲＩＩＢ（２０－１３４）－ｈＦｃと比べて、トリグリセリドレベルはほぼ６倍大き
く、ＦＦＡレベルはほぼ２倍大きく、ＨＤＬレベルはほぼ４倍大きく、インスリンレベル
は２倍超大きく、アディポネクチンレベルはほぼ１．５倍大きく改善された。
【０１３９】
　実施例７：ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃは、食餌誘導性肥満のマウスモデ
ルにおいて白色脂肪内での熱産生性を誘導する
　上記の試験（実施例６）において、本出願人らはまた、白色脂肪組織の熱産生性に対す
るＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃの効果も調べた。高脂肪食餌条件下では、Ａ
ｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、白色脂肪組織において、熱産生能と
整合する組織学的変化および遺伝子発現プロフィールが誘発された。図１６に示すように
、精巣上体白色脂肪の組織学的検査により、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃに
よって脂質滴の大きさが低減され、多房性脂肪細胞集団（褐色脂肪の顕著な特徴）の形成
が引き起こされることが示された。さらに、この組織の免疫組織化学的解析により、Ａｃ
ｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置の結果、多房性脂肪細胞と単房性脂肪細胞の両
方において、ＵＣＰ１の広範な細胞質内誘導が示された（図１６）。
【０１４０】
　このような組織学的変化には、精巣上体白色脂肪における熱産生および代謝の枢要な調
節遺伝子の発現の有意な変化（定量的ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応）によ
って測定）が随伴した。高脂肪食餌下のマウスでは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－
ｈＦｃ処置によりＵＣＰ１　ｍＲＮＡレベルがビヒクルと比べて６０倍より大きく増大し
（図１７）、これは、このマウス系統が他のマウス系統と比べて、枢要な白色脂肪貯蔵部
において重度に鈍化されたＵＣＰ１および褐色脂肪細胞の誘導を示すため（Ｇｕｅｒｒａ
ら，１９９８，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　１０２：４１２－４２０；Ｘｕｅら，２０
０７，Ｊ　Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ　４８：４１－５１）、特別に印象的な変化である。また
、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、サーチュインＳＩＲＴ－１（サ
イレント情報調節因子２，ホモログ１）をコードするｍＲＮＡのレベルが増大した。サー
チュインＳＩＲＴ－１は、高脂肪食餌によって誘導される代謝性損傷を防御するエネルギ
ー感受性のマスター調節因子（デアセチラーゼ）であり（Ｐｆｌｕｇｅｒら，２００８，
Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０５：９７９３－９７９８）、脂肪
酸代謝の重要な制御因子であるとされている（Ｒｏｄｇｅｒｓら，２００８，ＦＥＢＳ　
Ｌｅｔｔ　５８２：４６－５３）。特筆すべきことに、褐色脂肪組織におけるミトコンド
リアバイオジェネシスおよび熱産生能に必要な多くの遺伝子の発現をさらに制御している
十分文献に示されたＳＩＲＴ－１の標的である（Ｕｌｄｒｙら，２００６，Ｃｅｌｌ　Ｍ
ｅｔａｂ、３：３３３－３４１）ＰＧＣ－１α（ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体
γコアクチベータ－１α）をコードするｍＲＮＡのレベルもまた、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５
－１３１）－ｈＦｃ処置により増大した。注目すべきことに、白色脂肪細胞でのＰＧＣ－
１αの強制発現により、褐色脂肪細胞におけるものと非常によく似た遺伝子発現（ＵＣＰ
１など）の熱産生的プログラムが誘導されることが示された（Ｈａｎｓｅｎら，２００６
，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ　３９８：１５３－１６８）。本発明の試験では、ＡｃｔＲＩＩＢ
（２５－１３１）－ｈＦｃにより、高脂肪食餌条件下において、白色脂肪組織におけるＰ
ＧＣ－１α遺伝子の発現が標準食餌摂取マウスにおけるものと識別できないレベルまで回
復された。
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【０１４１】
　処置関連のさらなる変化は、白色脂肪組織における発現プロフィールの改変と有益なホ
ルモン上および代謝上の効果との間に顕著な関連性を構成するものである。したがって、
精巣上体白色脂肪において、ＳＩＲＴ－１の標的であり、かつアディポネクチン発現の枢
要な誘導因子でもある転写因子である（Ｑｉａｏら，２００６，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ
　２８１：３９９１５－３９９２４）Ｆｏｘｏ－１（フォークヘッドボックス含有タンパ
ク質Ｏサブファミリー－１）をコードするｍＲＮＡのレベルがＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１
３１）－ｈＦｃにより増大した。Ｆｏｘｏ－１　ｍＲＮＡの誘導と整合して、ＡｃｔＲＩ
ＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、白色脂肪におけるアディポネクチンのｍＲＮ
Ａレベルが上昇し（図１８）、これは、この動物におけるアディポネクチンの循環レベル
の増大（図１５，実施例６）、標的組織におけるインスリン感受性の向上、およびインス
リン濃度の正常化（図１４，実施例６）を説明するのに役立つ。要約すると、高脂肪食餌
条件下において、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、１）白色脂肪組
織において熱産生能と整合する組織学的変化および遺伝子発現プロフィール、ならびに２
）広範なホルモンパラメータおよび代謝パラメータの有益な変化がもたらされた。
【０１４２】
　実施例８：食餌誘導性肥満のマウスモデルにおける肝臓および筋肉に対するＡｃｔＲＩ
ＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃの効果
　非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）は、広くはメタボリックシンドロームの肝臓
症状であると考えられており、かつ多くの場合で有害な効果を伴う肝臓内の脂肪蓄積（脂
肪症）を特徴とする一連の増加しつつある一般的な肝臓障害である。あるサブセットのＮ
ＡＦＬＤ患者は、非アルコール性脂肪性肝炎（ＮＡＳＨ）と称される炎症性の病状が発症
している患者であり、非アルコール性脂肪性肝炎は、さらに肝線維症、肝硬変および肝細
胞癌腫に進行することがあり得る（Ｐｅｒｌｅｍｕｔｅｒら，２００７，Ｎａｔ　Ｃｌｉ
ｎ　Ｐｒａｃｔ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　Ｍｅｔａｂ　３：４５８－４６９）。上記の試
験（実施例６～７）において、本出願人らは、高脂肪食餌と関連する肝臓脂肪症がＡｃｔ
ＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃにより抑止され得るかどうかを調べた。試験終了時、
高脂肪食餌摂取マウスの肝臓組織には、Ｏｉｌ　Ｒｅｄ　Ｏでの染色によって評価した際
、多数の密集した脂質滴が示されたが、標準食餌摂取マウスでは肝臓内脂質沈着物の形跡
は示されなかった（図１９）。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃで処置すると、
肝臓内脂質の沈着がほぼ完全に逆転され、高脂肪食餌にもかかわらず肝臓組織の外観が正
常化した。したがって、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃは、高脂肪食餌によっ
て引き起こされる肝臓脂肪症の有効な抑制因子であった。
【０１４３】
　また、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ処置により、この食餌誘導性肥満モデ
ルにおいて筋肉量が増加し、他のモデルにおける所見（実施例３～５）と整合した。具体
的には、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃにより、高脂肪食餌対照と比べて胸筋
量は７０％より多く（Ｐ＜０．００１）、腓腹筋量はほぼ４０％（Ｐ＜０．００１）、大
腿直筋量は２５％より多く（Ｐ＜０．００１）増加した。これらの筋肉量の変化には、筋
肉遺伝子発現の変化（腓腹筋組織においてＲＴ－ＰＣＲによって測定）が随伴した。高脂
肪食餌対照と比較すると、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃにより、腓腹筋にお
いて、ＰＧＣ－１α　ｍＲＮＡレベルおよびＦｏｘｏ－１　ｍＲＮＡレベルは、各々およ
そ５０％（Ｐ＜０．０５）増加した。
【０１４４】
　実施例９：食餌誘導性肥満のマウスモデルにおける内臓白色脂肪に対するＡｃｔＲＩＩ
Ｂ（２５－１３１）－ｍＦｃの効果
　内臓脂肪の蓄積は、皮下脂肪とは反対に、心血管疾患ならびに肥満関連障害（真性糖尿
病、高脂血症、高血圧、およびメタボリックシンドロームなど）の発症に重要な役割を果
している（Ｍａｔｓｕｚａｗａら，２００６，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ　５８０：２９１７－
２９２１）。その位置のため、内臓（または腹腔内）脂肪は、肝門脈循環によって肝臓に
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容易に到達し、肝臓で代謝に影響を及ぼし、インスリン抵抗性を促進させ、脂肪症を引き
起こし得る。したがって、上記のもの（実施例６～８）と同様の試験において、本出願人
らは、高脂肪食餌条件下において、内臓脂肪量と腹部皮下脂肪量（対比）に対する切断型
バリアントＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃの効果を調べた。９週齢のＣ５７Ｂ
Ｌ／６マウスを、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ（ｎ＝２０）（１０ｍｇ／ｋ
ｇ，ｓ．ｃ．）またはＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）ビヒクル（ｎ＝１０）で週２回
６０日間処置した。投与開始前の７日間、マウスに、４．５％の脂肪を含む標準飼料では
なく５８％の脂肪を含む食餌を無制限に摂取させた。また、標準飼料食餌に維持したさら
なるマウス群（ｎ＝１０）は、ＴＢＳビヒクルで処置し、食餌対照として追跡した。総体
脂肪（核磁気共鳴（ＮＭＲ）解析によって測定）に対するパーセンテージが群平均（すべ
てのマウスをＮＭＲ解析に供した）に最も近かったサブセットのマウス（ｎ＝４／群）に
ついて、脂肪体積をマイクロＣＴによって測定した。
【０１４５】
　内臓脂肪および腹部皮下脂肪はどちらも、食餌およびＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）
－ｍＦｃ処置により大きさが著しく変化した。試験中の途中まで（３５日間）で得られた
マイクロＣＴ画像を３次元に再構成すると、内臓脂肪貯蔵部および皮下脂肪貯蔵部はとも
に、高脂肪食餌の結果、拡張したこと、ならびにＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦ
ｃにより、これらの増加が大きく逆転されたことが示される（図２０）。試験終了時（６
０日間）に定量的に解析すると、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃの効果は、高
脂肪食餌単独と比べて、内臓脂肪（図２１）と腹部皮下脂肪（図２２）の両方で高度に有
意であった。
【０１４６】
　実施例１０：食餌誘導性肥満のマウスモデルにおける褐色脂肪の特性に対するＡｃｔＲ
ＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃの効果
　実施例９に記載の試験において、本出願人らはまた、高脂肪食餌条件下において、肩甲
骨内褐色脂肪貯蔵部の特性に対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃの効果を調
べた。標準食餌と比較すると、高脂肪食餌では、褐色脂肪組織の肩甲骨間貯蔵部にいくつ
かの変化がもたらされ、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置により、このよう
な各変化は、完全に逆転されるか、または大きく逆転されるのいずれかとなった。具体的
には、高脂肪食餌により肩甲骨間貯蔵部の顕著な拡大が引き起こされるとともに、赤から
ピンク色に色が薄くなった（図２３）。この食餌誘導性拡大は、褐色脂肪貯蔵部の量の倍
加（図２４）および密度の低下（図２５）を反映していた。総体脂肪（核磁気共鳴（ＮＭ
Ｒ）解析によって測定）に対するパーセンテージが群平均（すべてのマウスをＮＭＲ解析
に供した）に最も近かったサブセットのマウス（ｎ＝４／群）について、貯蔵部密度をマ
イクロ－コンピュータ断層撮影（マイクロＣＴ）によってインサイチュで測定した。Ａｃ
ｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置により、褐色脂肪の量（図２４）および密度（
図２５）の食餌誘導性変化は完全に逆転されるとともに、該貯蔵部の大きさと色の食餌誘
導性変化が大きく逆転された（図２３）。このような結果は、高脂肪食餌条件下において
、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃが、おそらく健常な褐色脂肪機能と相関して
いる特性を大きく、または完全に回復させ、したがって、褐色脂肪の質を改善する（褐色
脂肪貯蔵部の全体的な大きさが減少するため）ことを示す。
【０１４７】
　実施例１１：加齢のマウスモデルにおける筋肉、骨、脂肪および代謝ホルモンに対する
ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃの効果
　身体組成は、加齢に伴って予測可能な様式で変化する。正常な加齢依存性の筋肉量およ
び筋力の低下（サルコペニアとして知られている）は、３０歳くらいから始まり、６０歳
を過ぎると加速する（Ｓｔｅｎｈｏｌｍら，２００８，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｃｌｉｎ　
Ｎｕｔｒ　Ｍｅｔａｂ　Ｃａｒｅ　１１：６９３－７００）。骨量および骨の強度も加齢
とともに同様の低下を示し、高齢者では、骨粗鬆症のリスクの増大がもたらされる。総体
脂肪量は、加齢とともに７０歳くらいまで増加し、次いで、絶対量の点では減少するが、
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全体重量に対する割合はほぼ一定のままである（Ｃａｒｔｗｒｉｇｈｔら，２００７，Ｅ
ｘｐ　Ｇｅｒｏｎｔｏｌ　４２：４６３－４７１）。他のモデルで観察され、また本明細
書において記載した有効性に基づき、本出願人らは、筋肉、骨、脂肪およびインスリンレ
ベルに対するＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃの効果を、加齢のマウスモデルに
おいて調べた。１９ヶ月齢の雄Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、標準飼料食餌を無制限に摂取さ
せ、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ（ｎ＝１６）（１０ｍｇ／ｋｇ，ｓ．ｃ．
）またはＴＢＳビヒクル（ｎ＝１５）で週２回８週間処置した。参照枠として、このマウ
ス系統のメジアン推定寿命は、標準食餌条件下においておよそ２７ヶ月であることが以前
にわかっていた（Ｔｕｒｔｕｒｒｏら，２００２，Ｊ　Ｇｅｒｏｎｔｏｌ　Ａ　Ｂｉｏｌ
　Ｓｃｉ　Ｍｅｄ　Ｓｃｉ　５７：Ｂ３７９－３８９）。
【０１４８】
　ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置により、これらの高齢マウスにおいて、
一連の注目に値する身体組成の変化および代謝ホルモン効果が生じた。全身ＮＭＲ解析に
よって測定すると、除脂肪組織量は、対照マウスでは、試験期間中にわたって本質的に変
化しなかったが、ＡｃｔＲＩＩＢ（２４－１３１）－ｍＦｃ処置マウスでは、７週間まで
にベースラインよりほぼ２０％上まで進行的に増加した（図２６）。この全身性効果と整
合して、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより、個々の筋肉群の量も、８週間
目においてビヒクル処置対照と比べて有意に増加した（胸筋（５５％増加）、大腿直筋（
４０％）、三頭筋（４０％）、および腓腹筋（２８％）など）。重要なことに、ＡｃｔＲ
ＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置により、神経筋機能が改善された（確立されたプロ
トコル（ｈｔｔｐ：／／ｊａｘｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｊａｘ．ｏｒｇ／ｐｈｅｎｏｔｙｐｉ
ｎｇ／ｇｒｉｐｓｔｒｅｎｇｔｈ＿ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍｌ）に従い、前肢握力試験
によって測定）（図２７）。
【０１４９】
　いくつかの骨関連パラメータが、高齢マウスにおいてＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）
－ｍＦｃ処置により改善された。ベースラインおよび８週目の時点でＤＥＸＡ解析により
測定すると、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより全身の骨塩量が試験期間中
にわたって増加したが、対照では本質的に変化しなかった（図２８）。また、近位頚骨の
マイクロＣＴ解析により、８週間のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置によっ
て近位頚骨の骨容量分率が、対照と比べて倍加する（Ｐ＜０．０１）ことが示された。
【０１５０】
　ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより、高齢マウスにおいて脂肪に対して大
きな効果が奏された。多数の時間点でＮＭＲ解析により測定すると、ビヒクル処置対照で
は、試験期間中にわたって総体脂肪量の進行性の減少がみとめられ（図２９）、これは、
かなり高齢のヒトでの所見と整合する。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置に
よりこの変化が加速され、対照で観察されたものの２倍の大きさの減少が誘起された（そ
れぞれ、－４４％に対して－１９％）（図２９）。終了時点までに、ＡｃｔＲＩＩＢ（２
５－１３１）－ｍＦｃにより、精巣上体、鼡径部および腹膜後の個々の白色脂肪の貯蔵部
の量が、４８～５４％の範囲の量、有意に減少した。興味深いことに、ＡｃｔＲＩＩＢ（
２５－１３１）－ｍＦｃ処置により、肩甲骨間褐色脂肪貯蔵部量もまた、ほぼ４５％減少
し（Ｐ＜０．０５）、食餌性肥満のマウスモデルのこの組織で得られた結果（実施例１０
）と類似していた。最後に、各群の代表的なサブセットのマウス（ｎ＝４）においてマイ
クロＣＴ解析によって測定すると、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより、腹
部脂肪の内臓脂肪分の容量は６５％（Ｐ＜０．０１）および腹部脂肪の皮下脂肪分の容量
は４９％（Ｐ＜０．０１）減少した。したがって、この加齢モデルにおいて、ＡｃｔＲＩ
ＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより重要な内臓脂肪区画が強く標的化された。
【０１５１】
　また、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃにより、高齢マウスにおいて、重要な
代謝ホルモンの有益な変化ももたらされた。ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃで
の８週間の処置により、循環アディポネクチン濃度がほぼ倍加し（Ｐ＜０．００１）、循
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高インスリン血症）は、インスリン抵抗性の広く認められた代用尺度であり（Ｗｅｙｅｒ
ら，２０００，Ｄｉａｂｅｔｅｓ　４９：２０９４－２１０１）、アディポネクチン濃度
の増大は、本発明の試験において、おそらく、インスリン感受性の改善に寄与している。
グリケート付加ヘモグロビン（Ａ１Ｃ）濃度は、この試験においてＡｃｔＲＩＩＢ（２５
－１３１）－ｍＦｃによって有意に低下し（図３１）、それにより、この加齢モデルでの
ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｍＦｃ処置においてグルコース調節が改善されるさら
なる証拠が得られた。
【０１５２】
　実施例１２：癌性悪液質のマウスモデルにおける除脂肪組織に対するＡｃｔＲＩＩＢ（
２５－１３１）－ｈＦｃの効果
　悪液質は、筋肉および脂肪組織の減少に起因する望ましくない体重減少である。多くの
腫瘍は、食欲減退および重度の筋量減少を伴い、悪液質を示す患者は非悪液質患者よりも
予後が不良である。結腸癌細胞株ＣＴ２６ではマウスにおいて著しい悪液質が誘導される
ため、このマウスモデルにおいて、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃを、異種移
植片誘導性悪液質に対する潜在的効果について試験した。８週齢のＢＡＬＢ／ｃマウスに
１０６個のＣｏｌｏｎ－２６腺癌腫（ＣＴ２６）細胞／マウスを皮下注射した。腫瘍移植
の２週間後、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ（ｎ＝１５）（１０ｍｇ／ｋｇ，
ｓ．ｃ．）またはＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）ビヒクル（ｎ＝１３）での週２回の
処置を開始した。さらなるＢＡＬＢ／ｃマウス群にはＣＴ２６細胞を受容させなかったが
、上記のＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃまたはビヒクルで処置した。ＡｃｔＲ
ＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃでの処置により、有意な体重の増加がもたらされ、これ
は試験中を通して維持された。腫瘍移植から５週間後、ビヒクル処置マウスでは、ベース
ラインから７％の除脂肪組織量の減少が示された（ＮＭＲ解析によって測定）が、Ａｃｔ
ＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃで処置したマウスでは、ベースラインから２７％の除
脂肪量の増加が示された（図３２）。脂肪量は群間で有意に異ならなかった。このような
結果は、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃは、腫瘍を有するマウスにおいて悪液
質を軽減することができ、癌患者の悪液質を処置するための有効な治療剤となり得ること
を示す。
【０１５３】
　総合すると、このようなデータは、ＡｃｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃ融合タン
パク質が、食餌誘導性肥満と関連している多くの病的代謝変化を逆転させ、それにより高
カロリー摂取によって増悪する代謝性の病状を処置するために、ＴＧＦ－ファミリーリガ
ンドによるシグナル伝達のアンタゴニストとして使用され得ることを示す。さらに、Ａｃ
ｔＲＩＩＢ（２５－１３１）－ｈＦｃは、加齢または癌性悪液質と関連している病的代謝
変化を処置するために使用され得る。
【０１５４】
　引用による組み込み
　本明細書において挙げた刊行物および特許はすべて、引用によりその全体が、あたかも
個々の各刊行物または特許が具体的に個々に示されて引用により組み込まれているかのご
とく、本明細書に組み込まれる。
【０１５５】
　主題の具体的な実施形態を論考したが、上記の明細は例示であって限定的でない。当業
者には、本明細書および以下の特許請求の範囲を考察すると多くの変形例が自明となろう
。本発明の全範囲は、特許請求の範囲を、その均等物の全範囲および本明細書とともに、
かかる変形例とともに参照することによって決定されるべきである。
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