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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１のアミノ酸配列および第２のアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、前記第１
のアミノ酸配列は、配列番号１５または１６のアミノ酸配列に少なくとも９０％同一であ
るアミノ酸配列からなり、前記第２のアミノ酸配列は免疫グロブリンの定常ドメインを含
む、ポリペプチドであって、前記第１のアミノ酸配列は、配列番号４のアミノ酸２９１～
３０２のいずれかに対応するアミノ酸で終わり、前記ポリペプチドはヘパリンに結合可能
であり、前記ポリペプチドはアクチビンＡおよび／またはＧＤＦ１１にさらに結合可能で
ある、ポリペプチド。
【請求項２】
　前記第１のアミノ酸配列が、配列番号１５または１６のアミノ酸配列に少なくとも９５
％同一であるアミノ酸配列からなる、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　前記第１のアミノ酸配列が、配列番号１５または１６のアミノ酸配列からなる、請求項
１に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　リンカーポリペプチドが、前記第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸配列との間に配置
されており、ここで、前記リンカーは、前記第１のアミノ酸配列のＣ末端部分を前記第２
のアミノ酸配列のＮ末端部分に直接接続しており、前記リンカーは１～１０アミノ酸の長
さである、請求項１に記載のポリペプチド。
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【請求項５】
　リンカーポリペプチドが、前記第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸配列との間に配置
されており、ここで、前記リンカーは、前記第１のアミノ酸配列のＣ末端部分を前記第２
のアミノ酸配列のＮ末端部分に直接接続しており、前記リンカーは１～１０アミノ酸の長
さである、請求項３に記載のポリペプチド。
【請求項６】
　前記リンカーポリペプチドが、配列ＴＧＧＧを含む、請求項４に記載のポリペプチド。
【請求項７】
　前記リンカーポリペプチドが、配列ＴＧＧＧを含む、請求項５に記載のポリペプチド。
【請求項８】
　前記第２のアミノ酸配列がＩｇＧ免疫グロブリンの定常ドメインを含む、請求項１～７
のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項９】
　前記第２のアミノ酸配列が、ＡＤＣＣ活性および／またはＣＤＣ活性がヒトＩｇＧ１と
比べて低減されたＩｇＧ免疫グロブリンの定常ドメインを含む、請求項１～７のいずれか
に記載のポリペプチド。
【請求項１０】
　前記第２のアミノ酸配列が、群：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、およびＩｇＧ４から選択される
ＩｇＧ免疫グロブリンの定常ドメインを含む、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプ
チド。
【請求項１１】
　前記第２のアミノ酸配列が、免疫グロブリンのＦｃ部分を含む、請求項１～７のいずれ
かに記載のポリペプチド。
【請求項１２】
　前記第２のアミノ酸配列が、ＩｇＧ１の定常ドメインを含む、請求項１～７のいずれか
に記載のポリペプチド。
【請求項１３】
　前記第２のアミノ酸配列が、配列番号１７と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
を含む、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１４】
　前記第２のアミノ酸配列が、配列番号１７と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列
を含む、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１５】
　前記第２のアミノ酸配列が、配列番号１７のアミノ酸配列を含む、請求項１～７のいず
れかに記載のポリペプチド。
【請求項１６】
　前記第２のアミノ酸配列が、ＩｇＧ２の定常ドメインを含む、請求項１～７のいずれか
に記載のポリペプチド。
【請求項１７】
　前記第２のアミノ酸配列が、配列番号１８と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
を含む、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１８】
　前記第２のアミノ酸配列が、配列番号１８と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列
を含む、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１９】
　前記第２のアミノ酸配列が、配列番号１８のアミノ酸配列を含む、請求項１～７のいず
れかに記載のポリペプチド。
【請求項２０】
　前記ポリペプチドが、配列番号４３の配列に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
を含み、ここで、配列番号４３の最後の（カルボキシ末端の）リシン（Ｋ）が、任意選択
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で、非存在である、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項２１】
　前記ポリペプチドが、配列番号４３の配列に少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列
を含み、ここで、配列番号４３の最後の（カルボキシ末端の）リシン（Ｋ）が、任意選択
で、非存在である、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項２２】
　前記ポリペプチドが、配列番号４３のアミノ酸配列を含み、ここで、配列番号４３の最
後の（カルボキシ末端の）リシン（Ｋ）が、任意選択で、非存在である、請求項１～７の
いずれかに記載のポリペプチド。
【請求項２３】
　前記ポリペプチドが、配列番号４２の配列に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列
を含み、ここで、配列番号４２の最後の（カルボキシ末端の）リシン（Ｋ）が、任意選択
で、非存在である、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項２４】
　前記ポリペプチドが、配列番号４２の配列に少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列
を含み、ここで、配列番号４２の最後の（カルボキシ末端の）リシン（Ｋ）が、任意選択
で、非存在である、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項２５】
　前記ポリペプチドが、配列番号４２のアミノ酸配列を含み、ここで、配列番号４２の最
後の（カルボキシ末端の）リシン（Ｋ）が、任意選択で、非存在である、請求項１～７の
いずれかに記載のポリペプチド。
【請求項２６】
　配列番号４２のアミノ酸配列を含む、請求項２５に記載のポリペプチド。
【請求項２７】
　請求項１～２６のいずれか一項に記載の２つのポリペプチドを含む二量体。
【請求項２８】
　請求項１～２６のいずれか一項に記載の２つのポリペプチドを含むホモ二量体。
【請求項２９】
　請求項１～２６のいずれか一項に記載のポリペプチドまたは請求項２８に記載の二量体
を含む医薬調製物。
【請求項３０】
　請求項１～２６のいずれか１項に記載のポリペプチドをコードする核酸配列を含む核酸
。
【請求項３１】
　請求項３０に記載の核酸を含む細胞。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願との相互参照
　この出願は、２０１４年６月４日に出願された米国仮出願第６２／００７，９０８号に
対する優先権の利益を主張する。上記出願の明細書は、その全体が本明細書に援用される
。
【背景技術】
【０００２】
　トランスフォーミング増殖因子－β（ＴＧＦ－β）スーパーファミリーは、共通の配列
エレメントと構造モチーフを共有する、種々の増殖因子を含む。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ける広範な種々の細胞型に対して生物学的作用を発
揮することが公知である。このスーパーファミリーのメンバーは、胚発生の間に、パター
ン形成および組織の特異化において重要な機能を果たし、そして、脂質生成、筋発生、軟
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骨形成、心臓発生、造血、神経発生および上皮細胞分化を含む種々の分化プロセスに影響
を及ぼし得る。ファミリーは、２つの概括的な分岐：ＢＭＰ／ＧＤＦ分岐およびＴＧＦ－
β／アクチビン／ＢＭＰ１０分岐に分けられ、それらのメンバーは多様な、しばしば相補
的な効果を有する。ＴＧＦ－βファミリーのメンバーの活性を操作することによって、し
ばしば、生物において顕著な生理学的変化を引き起こすことが可能である。例えば、ウシ
のＰｉｅｄｍｏｎｔｅｓｅおよびＢｅｌｇｉａｎ　Ｂｌｕｅ品種は、ＧＤＦ８（ミオスタ
チンとも呼ばれる）遺伝子に機能喪失変異を有しており、筋肉量の顕著な増加を引き起こ
している。Ｇｒｏｂｅｔら、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ．、１９９７年、１７巻（１号）：７１
～４頁を参照されたい。さらに、ヒトでは、ＧＤＦ８の不活性な対立遺伝子は、筋肉量の
増加、および、報告によれば、例外的な強度と関連している。Ｓｃｈｕｅｌｋｅら、Ｎ　
Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ、２００４年、３５０巻：２６８２～８頁を参照されたい。
　筋肉、骨、軟骨、および他の組織の変化は、適切なＴＧＦ－ベータファミリーメンバー
により媒介されるシグナル伝達にアゴニスト作用を及ぼすか、またはこれに拮抗すること
により達成することができる。しかし、ファミリーのメンバーは、１つを超える組織に影
響を及ぼし得るため、一部の患者ケア状況では、このファミリーのメンバーの治療的阻害
を、全身的な様式ではなくて、局在化させた様式で達成することが望ましい。したがって
、ＴＧＦ－ベータシグナル伝達の強力な調節因子として機能し、局在化投与に適切な作用
因子が必要とされている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Ｇｒｏｂｅｔら、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ．、１９９７年、１７巻（１号）
：７１～４頁
【非特許文献２】Ｓｃｈｕｅｌｋｅら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ、２００４年、３５０
巻：２６８２～８頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　部分的に、本開示は、投与される組織の近傍では、フォリスタチンリガンド（例えば、
アクチビンＡ、アクチビンＢ、ＧＤＦ８、およびＧＤＦ１１）を阻害するように設計され
ているが、患者に対する全身効果は、ほとんど及ぼさないか、または全く及ぼさない、フ
ォリスタチンポリペプチドを提供する。
【０００５】
　本明細書で記載されるフォリスタチンポリペプチドは、配列番号１～４、７～１６およ
び２６～４３のうちのいずれかに、少なくとも８０％、８５％、９０％、９１％、９２％
、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％であるア
ミノ酸配列を含むポリペプチドを含む。任意選択で、フォリスタチンポリペプチドは、二
量体化するか、またはより高次の多量体を形成するように設計する。これは、フォリスタ
チンポリペプチドのフォリスタチン配列を、二量体化または多量体化を付与するドメイン
に融合させることにより達成することができる。このようなドメインの例は、例えば、免
疫グロブリンのＦｃ部分を含む、免疫グロブリンの定常ドメインである。任意選択で、フ
ォリスタチン部分を、異種部分に直接接続するか、またはリンカーなどの介在配列を利用
することもできる。リンカーの例は、配列ＴＧＧＧである。任意選択で、フォリスタチン
ポリペプチドは、ヒトフォリスタチン２８８がヘパリン結合活性を有する様式で、ヘパリ
ン結合活性を呈示し得る。代替的に、フォリスタチンは、ヒトフォリスタチン３１５の様
式で、ヘパリン結合性ドメインがマスキングされている。部分的に、本開示は、治療的に
最適化されたフォリスタチンポリペプチドであって、ＡＤＣＣ活性またはＣＤＣ活性が天
然のヒトＩｇＧ１と比べて低減されたヒトＩｇＧに由来する免疫グロブリン定常ドメイン
の部分を含むフォリスタチンポリペプチドを提供する。例は、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉｇ
Ｇ４、ハイブリッド体であるＩｇＧ２／４、ならびにＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、お
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よびＩｇＧ４の改変体を含む。部分的に、本開示は、配列番号１５または１６のアミノ酸
配列を含むか、これらから本質的になるか、またはこれらからなる、フォリスタチンの最
適な活性形態であって、特に、フォリスタチン－Ｆｃタンパク質など、二量体の融合タン
パク質の文脈で、天然のＦＳＴ（２８８）形態およびＦＳＴ（３１５）形態と比べて優れ
たタンパク質の品質および活性をもたらす活性形態を提供する。
【０００６】
　ある特定の態様では、本開示は、第１のアミノ酸配列および第２のアミノ酸配列を含む
ポリペプチドであって、第１のアミノ酸配列が、配列番号１５および１６からなる群から
選択されるアミノ酸配列からなり、第２のアミノ酸配列が、免疫グロブリンの定常ドメイ
ンを含む、ポリペプチドを提供する。任意選択で、第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸
配列との間に、リンカーポリペプチドが配置されている。任意選択で、リンカーポリペプ
チドは、配列ＴＧＧＧを含むか、これから本質的になるか、またはこれからなる。任意選
択で、第２のアミノ酸配列は、ＩｇＧ免疫グロブリンの定常ドメインを含むか、これから
本質的になるか、またはこれからなる。任意選択で、第２のアミノ酸配列は、ＡＤＣＣ活
性がヒトＩｇＧ１と比べて低減されたＩｇＧ免疫グロブリンの定常ドメインを含むか、こ
れから本質的になるか、またはこれからなる。任意選択で、第２のアミノ酸配列は、ＣＤ
Ｃ活性がヒトＩｇＧ１と比べて低減されたＩｇＧ免疫グロブリンの定常ドメインを含むか
、これから本質的になるか、またはこれからなる。任意選択で、第２のアミノ酸配列は、
群：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、およびＩｇＧ４から選択されるＩｇＧ免疫グロブリンの定常ド
メインを含むか、これから本質的になるか、またはこれからなる。任意選択で、第２のア
ミノ酸配列は、その例が、ＩｇＧ２、ＩｇＧ４、およびＩｇＧ２／４ハイブリッド体、ま
たはＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、もしくはＩｇＧ４のいずれかの種々の変異体を含む
、ヒトＩｇＧ１と比べて、ＡＤＣＣ、ＣＤＣ、またはこれらの両方が低減された免疫グロ
ブリンであり得る、ＩｇＧ免疫グロブリンなど、免疫グロブリンのＦｃ部分を含むか、ま
たはこれからなる。ある特定の態様では、本開示は、配列番号３８～４３の群から選択さ
れる配列に、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９
７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含むか、これらから本
質的になるか、またはこれらからなる、フォリスタチンポリペプチドを提供する。ある特
定の態様では、本開示は、配列番号２６～２８および３２～３４の群から選択される配列
に、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９
８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含むか、これらから本質的にな
るか、またはこれらからなる、フォリスタチンポリペプチドを提供する。ある特定の態様
では、本開示は、配列番号２９～３１および３５～３７の群から選択される配列に、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含むか、これらから本質的になるか、ま
たはこれらからなる、フォリスタチンポリペプチドを提供する。望ましいフォリスタチン
ポリペプチドは、ミオスタチン、ＧＤＦ－１１、アクチビンＡ、およびアクチビンＢから
なる群から選択される１つまたは複数のリガンドに、１ｎＭ、１００ｐＭ、５０ｐＭ、ま
たは１０ｐＭ未満のＫＤで結合し得る。ある特定の態様では、上記で言及されたポリペプ
チドのいずれかは、ヘテロ二量体もしくはホモ二量体を含む二量体、またはより高次の多
量体であり得る。上記で言及されたポリペプチドのいずれも、医薬調製物に組み込むこと
ができる。
【０００７】
　ある特定の態様では、本開示は、本明細書で開示されるフォリスタチンポリペプチドの
いずれかをコードする核酸と、このような核酸を含む細胞であって、フォリスタチンポリ
ペプチドを生成するのに使用し得る細胞とを提供する。
【０００８】
　ある特定の態様では、本開示は、フォリスタチンポリペプチドをこのような組織に直接
投与することにより、組織または臓器を処置するための方法を提供する。例えば、本開示
は、患者における筋サイズまたは筋強度を増大させる方法であって、フォリスタチンポリ
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ペプチドの有効量を、それを必要とする患者の標的とされる筋肉への筋内投与経路により
投与する工程を含み、増大した筋サイズまたは筋強度が、標的とされる筋肉内で生じ、フ
ォリスタチンポリペプチドが、筋サイズまたは筋強度に対する実質的な全身効果を及ぼさ
ない、方法を提供する。標的とされる筋肉は、筋ジストロフィー（デュシェンヌ型筋ジス
トロフィー、ベッカー型筋ジストロフィー、および顔面上腕肩甲型筋ジストロフィーなど
）、炎症性筋障害（封入体筋炎など）、筋傷害または筋外傷、筋不使用（長期にわたる仰
臥または四肢固定の後で生じ得る）、および老化、がん、または種々の種類の慢性疾患の
結果としての筋萎縮または筋力低下を含む、様々な筋障害における場合のように、損傷し
ている場合もあり、衰弱している場合もあり、欠損している場合もある。方法はまた、健
常であるが、標的とされる筋肉の筋サイズまたは筋強度の増大が所望される筋肉にも適用
することができる。加えて、フォリスタチンポリペプチドの筋肉への投与は、体脂肪の全
般的な減少を引き起こし、これにより、肥満または体脂肪の過剰と関連する他の障害を処
置するために有用である得、任意選択で、フォリスタチンは、脂肪組織に直接投与するこ
とができる。フォリスタチンポリペプチドは、１つだけの標的とされる筋肉に投与するこ
ともでき、１つを超える標的とされる筋肉に投与することもできる。方法およびフォリス
タチンポリペプチドを使用して、標的とされていない筋肉または他の臓器など、他の組織
に対する実質的な効果を伴わずに、標的とされる組織、例えば、筋肉に対する効果を達成
することができる。結果として、フォリスタチンの全身効果は、観察されない場合がある
。例えば、標的とされる筋肉に対して対側の筋肉が、サイズまたは強度において実質的に
増大しない場合もあり、患者において、血清ＦＳＨレベル、肝臓サイズ、ヘマトクリット
、ヘモグロビン、および網状赤血球レベルからなる群から選択される尺度に対する実質的
な効果が見られない場合もある。
　本発明の実施形態において、例えば以下の項目が提供される。
（項目１）
　配列番号４３のアミノ酸配列を含むポリペプチド。
（項目２）
　配列番号４３からなるアミノ酸配列を含む、項目１に記載のポリペプチド。
（項目３）
　配列番号４３の最後の（カルボキシ末端の）リシン（Ｋ）が、非存在である、項目１ま
たは２に記載のポリペプチド。
（項目４）
　配列番号４２のアミノ酸配列を含むポリペプチド。
（項目５）
　配列番号４２からなるアミノ酸配列を含む、項目４に記載のポリペプチド。
（項目６）
　配列番号４２の最後の（カルボキシ末端の）リシン（Ｋ）が、非存在である、項目４ま
たは５に記載のポリペプチド。
（項目７）
　項目１から６のいずれかに記載の２つのポリペプチドを含むホモ二量体。
（項目８）
　項目１から６のいずれかに記載のポリペプチドを含む医薬製剤。
（項目９）
　項目７に記載のホモ二量体を含む医薬製剤。
（項目１０）
　項目１から６のいずれかに記載のポリペプチドをコードする核酸。
（項目１１）
　項目１０に記載の核酸を含む細胞。
（項目１２）
　筋障害に罹患した筋肉を処置するための方法であって、前記筋肉に、項目１から６のい
ずれか一項に記載のポリペプチドまたは項目７に記載のホモ二量体を投与する工程を含む
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方法。
（項目１３）
　前記筋障害が、筋ジストロフィーである、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　筋障害に罹患した筋肉を処置するための方法であって、前記筋肉に、項目８または９に
記載の医薬調製物を投与する工程を含む方法。
（項目１５）
　前記筋障害が、筋ジストロフィーである、項目１４に記載の方法。
（項目１６）
　第１のアミノ酸配列および第２のアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、前記第１
のアミノ酸配列が、配列番号１５および１６からなる群から選択されるアミノ酸配列から
なり、前記第２のアミノ酸配列が、免疫グロブリンの定常ドメインを含む、ポリペプチド
。
（項目１７）
　リンカーポリペプチドが、前記第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸配列との間に配置
されている、項目１６に記載のポリペプチド。
（項目１８）
　前記リンカーポリペプチドが、配列ＴＧＧＧを含む、項目１７に記載のポリペプチド。
（項目１９）
　前記第２のアミノ酸配列が、ＩｇＧ免疫グロブリンの定常ドメインを含む、項目１６か
ら１８のいずれかに記載のポリペプチド。
（項目２０）
　前記第２のアミノ酸配列が、ＡＤＣＣ活性がヒトＩｇＧ１と比べて低減されたＩｇＧ免
疫グロブリンの定常ドメインを含む、項目１６から１８のいずれかに記載のポリペプチド
。
（項目２１）
　前記第２のアミノ酸配列が、ＣＤＣ活性がヒトＩｇＧ１と比べて低減されたＩｇＧ免疫
グロブリンの定常ドメインを含む、項目１６から１８のいずれかに記載のポリペプチド。
（項目２２）
　前記第２のアミノ酸配列が、群：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、およびＩｇＧ４から選択される
ＩｇＧ免疫グロブリンの定常ドメインを含む、項目１６から２１のいずれかに記載のポリ
ペプチド。
（項目２３）
　前記第２のアミノ酸配列が、免疫グロブリンのＦｃ部分を含む、項目１６から１８のい
ずれかに記載のポリペプチド。
（項目２４）
　前記第２のアミノ酸配列が、ＩｇＧ免疫グロブリンのＦｃ部分を含む、項目１６から１
８のいずれかに記載のポリペプチド。
（項目２５）
　前記第２のアミノ酸配列が、ＡＤＣＣ活性がヒトＩｇＧ１と比べて低減されたＩｇＧ免
疫グロブリンのＦｃ部分を含む、項目１６から１８のいずれかに記載のポリペプチド。
（項目２６）
　前記第２のアミノ酸配列が、ＣＤＣ活性がヒトＩｇＧ１と比べて低減されたＩｇＧ免疫
グロブリンのＦｃ部分を含む、項目１６から１８のいずれかに記載のポリペプチド。
（項目２７）
　前記第２のアミノ酸配列が、群：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ４、およびＩｇＧ２／４
ハイブリッド体から選択されるＩｇＧ免疫グロブリンのＦｃ部分を含む、項目１６から１
８のいずれかに記載のポリペプチド。
（項目２８）
　配列番号３８～４３の群から選択される配列と少なくとも９０％、９１％、９２％、９
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３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるア
ミノ酸配列を含むポリペプチド。
（項目２９）
　配列番号２６～２８および３２～３４の群から選択される配列と少なくとも９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１０
０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド。
（項目３０）
　配列番号２９～３１および３５～３７の群から選択される配列と少なくとも９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１０
０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド。
（項目３１）
　項目１６から３０のいずれかに記載の２つのポリペプチドを含む二量体。
（項目３２）
　項目１６から３０のいずれかに記載の２つのポリペプチドを含むホモ二量体。
（項目３３）
　項目１６から３０のいずれかに記載の二量体を含む医薬調製物。
（項目３４）
　項目１６から３０のいずれかに記載のポリペプチドをコードする核酸配列を含む核酸。
（項目３５）
　項目３４に記載の核酸を含む細胞。
（項目３６）
　患者における筋サイズまたは筋強度を増大させる方法であって、フォリスタチンポリペ
プチドの有効量を、それを必要とする患者の標的とされる筋肉への筋内投与経路により投
与する工程を含み、ここで、増大した筋サイズまたは筋強度が、前記標的とされる筋肉内
で生じ、前記フォリスタチンポリペプチドが、筋サイズまたは筋強度に対する実質的な全
身効果を及ぼさない、方法。
（項目３７）
　前記標的とされる筋肉が、損傷しているか、衰弱しているか、または欠損している、項
目３６に記載の方法。
（項目３８）
　前記標的とされる筋肉は健常であるが、前記標的とされる筋肉の筋サイズまたは筋強度
の増大が所望される、項目３６に記載の方法。
（項目３９）
　前記フォリスタチンポリペプチドを、１つだけの標的とされる筋肉に投与する、項目３
６から３８のいずれか一項に記載の方法。
（項目４０）
　前記フォリスタチンポリペプチドを、１つを超える標的とされる筋肉に投与する、項目
３６から３８のいずれか一項に記載の方法。
（項目４１）
　標的とされる筋肉に対して対側の筋肉が、サイズまたは強度において実質的に増大しな
い、項目３６から４０のいずれか一項に記載の方法。
（項目４２）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、ミオスタチン、ＧＤＦ－１１、アクチビンＡ、お
よびアクチビンＢからなる群から選択される１つまたは複数のリガンドに、１ｎＭ、１０
０ｐＭ、５０ｐＭ、または１０ｐＭ未満のＫＤで結合する、項目３６から４１のいずれか
一項に記載の方法。
（項目４３）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、ミオスタチンに、１ｎＭ、１００ｐＭ、５０ｐＭ
、または１０ｐＭ未満のＫＤで結合する、項目３６から４１のいずれか一項に記載の方法
。
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（項目４４）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、アクチビンＡに、１ｎＭ、１００ｐＭ、５０ｐＭ
、または１０ｐＭ未満のＫＤで結合する、項目３６から４１のいずれか一項に記載の方法
。
（項目４５）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、さらにアクチビンＡに、１ｎＭ、１００ｐＭ、５
０ｐＭ、または１０ｐＭ未満のＫＤで結合する、項目４３に記載の方法。
（項目４６）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、マスキングされていないヘパリン結合性ドメイン
を含む、項目３６から４５のいずれか一項に記載の方法。
（項目４７）
　前記ヘパリン結合性ドメインが、配列番号５の内因性フォリスタチンヘパリン結合性配
列を含む、項目３６から４６のいずれか一項に記載の方法。
（項目４８）
　前記ヘパリン結合性ドメインが、異種ヘパリン結合性配列を含む、項目３６から４６の
いずれか一項に記載の方法。
（項目４９）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、融合タンパク質である、項目３６から４８のいず
れか一項に記載の方法。
（項目５０）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、マスキングされていないヘパリン結合性ドメイン
を含む、項目４９に記載の方法。
（項目５１）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、二量体を形成する、項目４９または５０に記載の
方法。
（項目５２）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、ＩｇＧの定常ドメインを含む、項目４９から５１
のいずれか一項に記載の方法。
（項目５３）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、ＩｇＧのＦｃ部分を含む、項目５２に記載の方法
。
（項目５４）
　前記ＩｇＧが、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ４、およびＩｇＧ２／４ハイブリッド体か
らなる群から選択される、項目５２または５３に記載の方法。
（項目５５）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、実質的な抗体依存性細胞介在性傷害作用（ＡＤＣ
Ｃ）を媒介しない、項目３６から５４のいずれか一項に記載の方法。
（項目５６）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、実質的な補体依存性細胞傷害作用（ＣＤＣ）を媒
介しない、項目３６から５５のいずれか一項に記載の方法。
（項目５７）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、配列番号１～４、７～１６および２６～４３の群
から選択されるアミノ酸配列と少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９
５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含む
、項目３６に記載の方法。
（項目５８）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、配列番号１５または１６と少なくとも９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１０
０％同一であるアミノ酸配列からなるフォリスタチンに由来する第１のアミノ酸配列と；
フォリスタチンに対して異種であり、ＩｇＧの定常ドメインを含む第２のアミノ酸配列と
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を含み、前記ＩｇＧの前記定常ドメインは、実質的なＡＤＣＣおよび／または実質的なＣ
ＤＣを媒介しないように選択される、項目３６に記載の方法。
（項目５９）
　前記第１のアミノ酸配列が、前記フォリスタチンポリペプチドの唯一のアミノ酸配列で
あって、配列番号４のヒトフォリスタチン配列内に固有に見出されるアミノ酸配列である
、項目５８に記載の方法。
（項目６０）
　前記ＩｇＧの前記定常ドメインが、実質的なＡＤＣＣおよび実質的なＣＤＣを媒介しな
いように選択される、項目５８に記載の方法。
（項目６１）
　前記第２のアミノ酸配列が、ＩｇＧのＦｃ部分を含む、項目５８に記載の方法。
（項目６２）
　ＩｇＧの前記Ｆｃ部分が、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ４、ＩｇＧ２／４ハイブリッド
体からなる群から選択される、項目６１に記載の方法。
（項目６３）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、二量体を形成する、項目５８から６２のいずれか
一項に記載の方法。
（項目６４）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、ホモ二量体を形成する、項目６３に記載の方法。
（項目６５）
　前記患者において、血清ＦＳＨレベル、肝臓サイズ、ヘマトクリット、および網状赤血
球レベルからなる群から選択される尺度に対して実質的な効果を引き起こさない、項目３
６から６４のいずれか一項に記載の方法。
（項目６６）
　配列番号１５または１６と少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列からなる
フォリスタチンに由来する第１のアミノ酸配列と；フォリスタチンに対して異種であり、
ＩｇＧの定常ドメインを含む第２のアミノ酸配列とを含む融合タンパク質であって、前記
ＩｇＧの前記定常ドメインが、実質的なＡＤＣＣまたは実質的なＣＤＣを媒介しないよう
に選択される、融合タンパク質。
（項目６７）
　前記第１のアミノ酸配列が、前記フォリスタチンポリペプチドの唯一のアミノ酸配列で
あって、配列番号４のヒトフォリスタチン配列内に固有に見出されるアミノ酸配列である
、項目６６に記載の融合タンパク質。
（項目６８）
　前記ＩｇＧの前記定常ドメインが、ＡＤＣＣおよびＣＤＣを媒介しないように選択され
る、項目６６に記載の融合タンパク質。
（項目６９）
　前記第２のアミノ酸配列が、ＩｇＧのＦｃ部分を含む、項目６６に記載の融合タンパク
質。
（項目７０）
　ＩｇＧの前記Ｆｃ部分が、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ４、ＩｇＧ２／４ハイブリッド
体からなる群から選択される、項目６９に記載の融合タンパク質。
（項目７１）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、二量体を形成している、項目６６から７０のいず
れかに記載の融合タンパク質。
（項目７２）
　前記フォリスタチンポリペプチドが、ホモ二量体を形成している、項目６６から７０の
いずれかに記載の融合タンパク質。
（項目７３）
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　項目６６から７２のいずれか一項に記載の融合タンパク質を含む医薬調製物。
（項目７４）
　実質的に発熱物質非含有である、項目７３に記載の医薬調製物。
（項目７５）
　項目６６から７２のいずれかに記載の融合タンパク質をコードする核酸。
（項目７６）
　項目７５に記載の核酸を含む細胞。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、ヒトフォリスタチン３１５（配列番号３）の、完全な、プロセシングさ
れていないアミノ酸配列を示す図である。リーダー配列は、太字フォントのイタリック体
で表し、フォリスタチンＮ末端領域（ＦＳＮ）は、一重の下線で指し示し、３つのフォリ
スタチンドメイン（ＦＳＤ）は、二重の下線で指し示す。特に、フォリスタチンドメイン
Ｉ（ＦＳＤＩ）は、赤字フォントで指し示し、フォリスタチンドメインＩＩ（ＦＳＤＩＩ
）は、青字フォントで指し示し、フォリスタチンドメインＩＩＩ（ＦＳＤＩＩＩ）は、緑
字フォントで指し示す。
【００１０】
【図２】図２は、ＦＳＴ（２８８）－Ｆｃ、ＦＳＴ（３１５）－Ｆｃ、またはＡｃｔＲＩ
ＩＢ－Ｆｃを伴う皮下注射による４週間にわたる処置の、マウスにおける除脂肪組織量に
対する効果を示す図である。ビヒクルは、トリス緩衝生理食塩液であった。データは、平
均±ＳＥＭである。＊は、対応のないｔ検定によりＴＢＳと対比してＰ＜０．０５である
。＃は、対応のないｔ検定によりＦＳＴ群と対比してＰ＜０．０５である。ＦＳＴ（２８
８）－Ｆｃ処置、ＦＳＴ（３１５）－Ｆｃ処置、およびＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ処置は、ビ
ヒクル対照マウスと比較して有意な除脂肪組織量の増大を結果としてもたらした。Ａｃｔ
ＲＩＩＢ－Ｆｃで処置されたマウスの除脂肪組織量の増大は、ＦＳＴ（２８８）－Ｆｃま
たはＦＳＴ（３１５）－Ｆｃのいずれかで処置されたマウスにおいて観察された除脂肪組
織量の増大より有意に大きかった。
【００１１】
【図３】図３は、ＦＳＴ（２８８）－Ｆｃ、ＦＳＴ（３１５）－Ｆｃ、またはＡｃｔＲＩ
ＩＢ－Ｆｃを伴う毎週２回ずつの皮下注射による４週間にわたる処置の、マウスにおける
握力に対する効果を示す図である。ビヒクルは、トリス緩衝生理食塩液であった。データ
は、平均±ＳＥＭである。＊は、対応のないｔ検定によりＴＢＳと対比してＰ＜０．０５
である。＃は、対応のないｔ検定によりＦＳＴ群と対比してＰ＜０．０５である。Ａｃｔ
ＲＩＩＢ－Ｆｃ処置は、マウスにおける握力を増大させた。ＦＳＴ（２８８）－Ｆｃまた
はＦＳＴ（３１５）－Ｆｃで処置されたマウスでは、握力の増大が観察されなかった。
【００１２】
【図４】図４は、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１、またはＡ
ｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃを伴う毎週２回ずつの皮下注射による４週間にわたる処置の、マウス
における胸（Ｐｅｃｓ）筋量、前脛骨（ＴＡ）筋量、腓腹筋（Ｇａｓｔｒｏｃ）量、およ
び大腿筋量に対する効果を示す図である。ビヒクルは、トリス緩衝生理食塩液であった。
データは、平均±ＳＥＭである。＊は、対応のないｔ検定によりＴＢＳと対比してＰ＜０
．０５である。＃は、対応のないｔ検定によりＦＳＴ群と対比してＰ＜０．０５である。
ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ処置は、マウスにおける胸筋量、前脛骨筋量、腓腹筋量、および大
腿筋量を有意に増大させたが、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１またはＦＳＴ（３１５）－Ｉ
ｇＧ１で処置されたマウスでは、筋量の増大がほとんど観察されないか、または全く観察
されなかった。
【００１３】
【図５】図５は、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１またはＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１を伴う
皮下注射による４週間にわたる処置の、濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の血清レベルに対す
る効果を示す図である。ビヒクルは、トリス緩衝生理食塩液であった。データは、平均±
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ＳＥＭである。＊は、対応のないｔ検定によりＴＢＳと対比してＰ＜０．０５である。Ｆ
ＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１処置は、ビヒクル対照マウスと比較して血清ＦＳＨレベルの有
意な低下を結果としてもたらした。これに対し、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１処置は、血
清ＦＳＨレベルに対して効果を及ぼさなかった。
【００１４】
【図６】図６は、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１、またはＡ
ｃｔＲＩＩＢ－ｍＦｃを伴う毎週２回の皮下注射による４週間にわたる処置の、マウスに
おける除脂肪組織量に対する効果を示す図である。ビヒクルは、トリス緩衝生理食塩液で
あった。データは、平均±ＳＥＭである。＊は、対応のないｔ検定によりＴＢＳと対比し
てＰ＜０．０５である。ＡｃｔＲＩＩＢ－ｍＦｃ処置は、ビヒクル対照マウスと比較して
有意な除脂肪組織量の増大を結果としてもたらした。ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１または
ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１で処置されたマウスでは、除脂肪組織量の増大が観察されな
かった。
【００１５】
【図７】図７は、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１、またはＡ
ｃｔＲＩＩＢ－ｍＦｃを伴う右腓腹筋への毎週２回の筋内注射による４週間にわたる処置
の、マウスにおける腓腹筋量に対する効果を示す図である。ビヒクルは、トリス緩衝生理
食塩液であった。データは、平均±ＳＥＭである。＊は、対応のないｔ検定によりＴＢＳ
と対比してＰ＜０．０５である。＃は、対応のないｔ検定により左の注射されていない腓
腹筋と対比して、右の注射された腓腹筋がＰ＜０．０５である。ＦＳＴ（２８８）－Ｉｇ
Ｇ１処置、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１処置、およびＡｃｔＲＩＩＢ－ｍＦｃ処置は、右
の注射された腓腹筋内の筋量を有意に増大させた。ＡｃｔＲＩＩＢ－ｍＦｃ処置はまた、
左の注射されていない腓腹筋内の筋量も有意に増大させた。これに対し、ＦＳＴ（２８８
）－ＩｇＧ１またはＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１で処置されたマウスでは、左の注射され
ていない腓腹筋の増大が観察されなかった。
【００１６】
【図８】図８は、用量を変化させたＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１を伴う右腓腹筋への毎週
２回の筋内注射による３週間にわたる処置の、マウスにおける腓腹筋量に対する効果を示
す図であり、注射されていない左腓腹筋に対する比として表される。ビヒクルは、リン酸
緩衝生理食塩液であった。データは、平均±ＳＥＭである。＊は、対応のないｔ検定によ
りＰＢＳと対比してＰ＜０．０５である。ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１の用量を増大させ
たところ、注射されていない筋肉と比べて注射された腓腹筋肥大の増大が引き起こされた
。
【００１７】
【図９】図９は、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ１を伴う左腓腹筋への毎週２回の筋内注射に
よる４週間にわたる処置の効果を示す図である。ビヒクルは、リン酸緩衝生理食塩液であ
った。データは、平均±ＳＥＭである。＊は、対応のないｔ検定によりＰＢＳと対比して
Ｐ＜０．０５である。ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２の筋内投与は、注射されていない筋肉
と比べて、および、対照と比べて、注射された腓腹筋内の筋量の顕著な増大を引き起こし
た。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
１．概観
　ある特定の態様では、本開示は、フォリスタチンポリペプチドに関する。本明細書で使
用される場合、用語「フォリスタチン」は、任意の種に由来するフォリスタチン（ＦＳＴ
）タンパク質およびフォリスタチン関連タンパク質のファミリーを指す。フォリスタチン
とは、高等動物のほぼ全ての組織内で発現する自己分泌性糖タンパク質である。フォリス
タチンは当初、濾胞液から単離され、下垂体前葉からの濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の分
泌を阻害するタンパク質画分として同定されたため、ＦＳＨ抑制タンパク質（ＦＳＰ）と
命名された。その後、その主要な機能は、例えば、下垂体前葉内のＦＳＨの分泌を増強す
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る傍分泌ホルモンであるアクチビンを含む、ＴＧＦ－βスーパーファミリーのメンバーの
結合および中和であることが決定された。
【００１９】
　用語「フォリスタチンポリペプチド」は、フォリスタチンファミリーの任意の自然発生
のポリペプチドのほか、例えば、リガンドへの結合（例えば、ミオスタチン、ＧＤＦ－１
１、アクチビンＡ、アクチビンＢ）またはヘパリンへの結合を含む、有用な活性を保持す
るその任意の改変体（変異体、フラグメント、融合物、およびペプチド模倣物形態を含む
）を含むポリペプチドを指すのに使用される。例えば、フォリスタチンポリペプチドは、
任意の公知のフォリスタチンの配列に由来するアミノ酸配列であって、フォリスタチンポ
リペプチドの配列と少なくとも約８０％同一である配列を有し、好ましくは少なくとも８
５％、９０％、９５％、９７％、９９％、またはこれを超える同一性を有するアミノ酸配
列を含むポリペプチドを含む。用語「フォリスタチンポリペプチド」は、上記で言及され
たポリペプチドのいずれかを、異種（非フォリスタチン）部分と共に含む融合タンパク質
を指す場合がある。アミノ酸配列は、配列番号３により表されるヒトフォリスタチンの長
鎖（３１５アミノ酸）形態内に固有に見出されない場合、フォリスタチンに対して異種で
あると理解される。本明細書では、異種部分の多くの例が提供され、このような異種部分
は、融合タンパク質のフォリスタチンポリペプチド部分に、アミノ酸配列上で媒介なしに
隣接する場合もあり、リンカーまたは他の配列などの介在アミノ酸配列により隔てられる
場合もある。
【００２０】
　フォリスタチンは、代替的なｍＲＮＡスプライシングおよびタンパク質の可変的なグリ
コシル化に基づき、３１～４９ｋＤａの分子量範囲の単鎖ポリペプチドである。代替的に
スプライシングされたｍＲＮＡは、３１５アミノ酸（すなわち、ＦＳＴ３１５）および２
８８アミノ酸（すなわち、ＦＳＴ２８８）の２つのタンパク質をコードするが、フォリス
タチン３１５は、タンパク質分解により、フォリスタチン３０３（ＦＳＴ３０３）にさら
に分解され得る。アミノ酸配列の解析は、天然のヒトフォリスタチンポリペプチドが、５
つのドメイン（Ｎ末端側から）：シグナル配列ペプチド（配列番号１のアミノ酸１～２９
）、Ｎ末端ドメイン（ＦＳＮ）（配列番号１のアミノ酸３０～９４）、フォリスタチンド
メインＩ（ＦＳＤＩ）（配列番号１のアミノ酸９５～１６４）、フォリスタチンドメイン
ＩＩ（ＦＳＤＩＩ）（配列番号１のアミノ酸１６８～２３９）、およびフォリスタチンド
メインＩＩＩ（ＦＳＤＩＩＩ）（配列番号１のアミノ酸２４５～３１６）を含むことを明
らかにした。ＰＮＡＳ，　Ｕ．Ｓ．Ａ．、１９８８年、８５巻、１２号、４２１８～４２
２２頁を参照されたい。
【００２１】
　ヒトフォリスタチン２８８（ＦＳＴ２８８）前駆体は、シグナルペプチドを、太字で指
し示し、Ｎ末端ドメイン（ＦＳＮ）を、一重の下線で指し示し、フォリスタチンドメイン
Ｉ～ＩＩＩ（ＦＳＩ、ＦＳＩＩ、ＦＳＩＩＩ）を、二重の下線で指し示す、以下のアミノ
酸配列を有する。
【化１】
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　プロセシング後の（成熟）ヒトフォリスタチン改変体であるＦＳＴ（２８８）は、Ｎ末
端ドメインを、一重の下線で指し示し、フォリスタチンドメインＩ～ＩＩＩを、二重の下
線で指し示す、以下のアミノ酸配列を有する。さらに、最初のシステインの前の、最初の
アミノ酸であるＧまたはＮのいずれも、プロセシングにより除去されていてもよいし、い
かなる帰結も伴わずに意図的に消失させてもよく、このようなわずかに小型のポリペプチ
ドを含むポリペプチドもさらに含まれることが理解される。
【化２】

【００２３】
　ヒトフォリスタチン３１５（ＦＳＴ３１５）前駆体は、シグナルペプチドを、太字で指
し示し、Ｎ末端ドメイン（ＦＳＮ）を、一重の下線で指し示し、フォリスタチンドメイン
Ｉ～ＩＩＩ（ＦＳＩ、ＦＳＩＩ、ＦＳＩＩＩ）を、二重の下線で指し示す（ＮＣＢＩ受託
番号：ＡＡＨ０４１０７．１；３４４アミノ酸）以下のアミノ酸配列を有する。

【化３】

【００２４】
　プロセシング後の（成熟）ヒトＦＳＴ（３１５）は、Ｎ末端ドメインを、一重の下線で
指し示し、フォリスタチンドメインＩ～ＩＩＩを、二重の下線で指し示す、以下のアミノ
酸配列を有する。さらに、最初のシステインの前の、最初のアミノ酸であるＧまたはＮの
いずれも、プロセシングにより除去されていてもよいし、いかなる帰結も伴わずに意図的
に消失させてもよい、このようなわずかに小型のポリペプチドを含むポリペプチドもさら
に含まれることが理解される。
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【化４】

【００２５】
　本開示のフォリスタチンポリペプチドは、フォリスタチンタンパク質の任意の自然発生
のドメインのほか、有用な活性を保持するその改変体（例えば、変異体、フラグメント、
およびペプチド模倣物形態）を含み得る。例えば、ＦＳＴ（３１５）およびＦＳＴ（２８
８）は、アクチビン（アクチビンＡおよびアクチビンＢ）およびミオスタチン（および近
縁のＧＤＦ１１）の両方に対するアフィニティーが高いこと、ならびに、フォリスタチン
ドメイン（例えば、ＦＳＮおよびＦＳＤ　Ｉ～ＩＩＩ）は、このようなＴＧＦ－βリガン
ドの結合に関与すると考えられていることが周知である。しかし、これらの３つのドメイ
ンの各々の、これらのＴＧＦ－βリガンドに対するアフィニティーは、異なり得ると考え
られる。例えば、近年の研究は、Ｎ末端ドメイン（ＦＳＮ）および２つのＦＳＤＩドメイ
ンだけをタンデムで含むポリペプチド構築物は、ミオスタチンに対する高アフィニティー
を保持し、アクチビンに対するアフィニティーは、ほとんど顕示しないか、または全く顕
示せず、マウスに導入されると、遺伝子発現により、全身の筋成長を促進することを実証
している（Ｎａｋａｔａｎｉら、Ｔｈｅ　ＦＡＳＥＢ　Ｊｏｕｒｎａｌ、２２巻、４７７
～４８７頁（２００８年））。
【００２６】
　加えて、ＦＳＤＩドメインは、アミノ酸配列をＫＫＣＲＭＮＫＫＮＫＰＲ（配列番号５
）を有するヒトフォリスタチンのヘパリン結合性ドメインを含有する。このヘパリン結合
性ドメインは、ＢＢＸＢＸＸＢＢＸＢＸＢ（配列番号６）［ここで、「Ｂ」とは、塩基性
アミノ酸、特に、リシン（Ｋ）、またはアルギニン（Ｒ）を意味する］と表すことができ
る。したがって、本開示は、部分的に、自然発生のＦＳＴタンパク質と比べて、所与のＴ
ＧＦ－βリガンドに対する選択的結合および／または阻害を顕示する（例えば、ミオスタ
チンに対する高アフィニティーを維持する一方で、アクチビンに対するアフィニティーを
有意に低減した）、改変体フォリスタチンタンパク質を包摂する。
【００２７】
　ある特定の態様では、本開示は、下記に示されるＦＳＮドメインと、例えば、１つまた
は複数の異種ポリペプチドとを含むポリペプチドを含み、さらに、下記に示される例（配
列番号８）におけるように、最初のシステインの前の最初のアミノ酸であるＧまたはＮの
いずれも欠失させ得ることが理解される。
【化５】

【００２８】



(16) JP 6568110 B2 2019.8.28

10

20

30

40

　ある特定の態様では、本開示は、ヘパリンに結合すると共に、ミオスタチン（および／
またはＧＤＦ１１）に結合する、最小限のコア活性を含有するＦＳＤＩドメインであって
、下記に示されるようなＦＳＤＩドメインと、例えば、１つまたは複数の異種ポリペプチ
ドとを含むポリペプチドを含む。
【化６】

【００２９】
　ＦＳＤＩ配列は、ＦＳＮドメインをさらに含むポリペプチドとして発現させることによ
り、構造的文脈で維持されると有利であり得る。したがって、本開示は、下記（配列番号
１０）に示されるＦＳＮ－ＦＳＤＩ配列と、例えば、１つまたは複数の異種ポリペプチド
とを含むポリペプチドを含み、さらに、最初のシステインの前の最初のアミノ酸であるＧ
またはＮのいずれも、プロセシングにより除去されていてもよいし、いかなる帰結も伴わ
ずに意図的に消失させてもよく、このようなわずかに小型のポリペプチドを含むポリペプ
チドもさらに含まれることが理解される。
【化７】

【００３０】
　Ｎａｋａｎｉらにより実証されたように、ＦＳＮ－ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩ構築物は、マウ
スにおいて遺伝子発現させると、全身筋成長を付与するのに十分であり、したがって、本
開示は、下記のアミノ酸配列と、例えば、１つまたは複数の異種ポリペプチドとを含むポ
リペプチドを含む。
【化８】

【００３１】
　ＦＳＤＩ配列は、ミオスタチンおよびＧＤＦ１１への結合を付与するが、アクチビン、
特に、アクチビンＡに加え、アクチビンＢもまた、筋肉の負の調節因子であることが実証
されており、したがって、ミオスタチン／ＧＤＦ１１群およびアクチビンＡ／アクチビン
Ｂ群の両方を阻害するフォリスタチンポリペプチドは、より強力な筋効果をもたらし得る
。さらに、ある特定のフォリスタチンポリペプチド、特に、ヘパリン結合性ドメインを含
むフォリスタチンポリペプチドであり、より特定すれば、Ｆｃ融合物など、ホモ二量体形
態のフォリスタチンポリペプチドの、低全身アベイラビリティーを実証する本明細書の知
見を念頭に置くと、アクチビン阻害の、生殖軸および他の組織に対する公知の効果と関連
する安全性の懸念も緩和される。ＦＳＤＩＩがアクチビンＡおよびアクチビンＢへの結合
を付与することを踏まえて、本開示は、ＦＳＤＩおよびＦＳＤＩＩ（配列番号１２）のほ
か、ＦＳＮ－ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩＩ構築物（配列番号１３）と、例えば、１つまたは複数
の異種ポリペプチドとを含むポリペプチドを提供する。
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【化９】

【００３２】
　実施例で記載される通り、２９１アミノ酸のフォリスタチンポリペプチド（自然発生の
ＦＳＴ－３１５の切断型を表す）は、有利な特性を有する。したがって、本開示には、プ
ロセシングされていないＦＳＴ（２９１）ポリペプチド（配列番号１４）および成熟ＦＳ
Ｔ（２９１）ポリペプチド（配列番号１５）が含まれ、異種タンパク質と組み合わせるこ
とができる。さらに、最初のシステインの前の最初のアミノ酸であるＧまたはＮのいずれ
も、プロセシングにより除去されていてもよいし、いかなる帰結も伴わずに意図的に消失
させてもよく、下記に示される例（配列番号１６）など、このようなわずかに小型のポリ
ペプチドを含むポリペプチドもさらに含まれることが理解される。
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【化１０】

【００３３】
　ある特定の実施形態では、本発明は、フォリスタチンのリガンド（フォリスタチンリガ
ンドともまた称する）に、対象のフォリスタチンポリペプチド（例えば、ＦＳＴ－ＩｇＧ
融合ポリペプチド）で拮抗することに関する。したがって、本開示の組成物および方法は
、１つまたは複数のフォリスタチンのリガンドの活性の異常と関連する障害を処置するの
に有用である。例示的なフォリスタチンのリガンドは、アクチビンＡ、アクチビンＢ、ミ
オスタチン（ＧＤＦ８）、およびＧＤＦ１１など、一部のＴＧＦ－βファミリーメンバー
を含む。
【００３４】
　本明細書のフォリスタチンタンパク質は、ＦＳＴと称する場合がある。ＦＳＴ（２８８
）など、数字が後続する場合、これは、タンパク質が、フォリスタチンの２８８形態であ
ることを指し示す。ＦＳＴ（２８８）－Ｆｃとして提示される場合、これは、ＦＳＴ（２
８８）とのＣ末端Ｆｃ融合物であって、介在リンカーを含む場合もあり、含まない場合も
ある融合物を指し示す。この場合のＦｃとは、この用語が本明細書で定義される通り、任
意の免疫グロブリンＦｃ部分であり得る。ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ２として提示される
場合、これは、ヒトＩｇＧ２のＦｃ部分の、ＦＳＴ（２８８）とのＣ末端Ｆｃ融合物を指
し示す。
【００３５】
　アクチビンとは、二量体ポリペプチドの増殖因子であり、ＴＧＦ－βスーパーファミリ
ーに属す。２つの近縁のβサブユニットのホモ／ヘテロ二量体（βＡβＡ、βＢβＢ、お
よびβＡβＢ）である、３つのアクチビン（Ａ、Ｂ、およびＡＢ）が存在する。追加のア
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クチビンＣおよびＥが同定されているが、これらのタンパク質の機能は、よく理解されて
いない。ＴＧＦ－βスーパーファミリーにおいて、アクチビンは、卵巣および胎盤の細胞
におけるホルモン生成を刺激し得、神経細胞の生存を支援し得、細胞周期の進行に対して
細胞型に依存して正もしくは負に影響を及ぼし得、そして、少なくとも両生類の胚におい
て中胚葉分化を誘導し得る、独特かつ多機能の作用因子である（ＤｅＰａｏｌｏら、１９
９１年、Ｐｒｏｃ　Ｓｏｃ　Ｅｐ　Ｂｉｏｌ　Ｍｅｄ．１９８巻：５００～５１２頁；Ｄ
ｙｓｏｎら、１９９７年、Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ．７巻：８１～８４頁；Ｗｏｏｄｒｕｆｆ
、１９９８年、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．５５巻：９５３～９６３頁）。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血球分化作用因子（ＥＤＦ）は
、アクチビンＡと同一であることが分かった（Ｍｕｒａｔａら、１９８８年、ＰＮＡＳ、
８５巻：２４３４頁）。アクチビンＡは、骨髄における赤血球生成の天然の制御因子とし
て働くことが示唆された。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
する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（ＦＳＨ）の放出の間に、アクチビンは、ＦＳＨの分泌および合成を促進するが
、インヒビンは、ＦＳＨの分泌および合成を抑制する。アクチビンもまた、筋量および筋
機能の負の調節因子として含意されており、アクチビンアンタゴニストは、インビボにお
いて、筋成長を促進することが可能であり、筋喪失に対抗することが可能である。Ｌｉｎ
ｋおよびＮｉｓｈｉ、Ｅｘｐ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．、１９９７年６月１５日；２３３巻（
２号）：３５０～６２頁；Ｈｅら、Ａｎａｔ　Ｅｍｂｒｙｏｌ（Ｂｅｒｌ）、２００５年
６月；２０９巻（５号）：４０１～７頁；Ｓｏｕｚａら、Ｍｏｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ
．、２００８年１２月；２２巻（１２号）：２６８９～７０２頁；Ｇｉｌｓｏｎら、Ａｍ
　Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　Ｍｅｔａｂ．、２００９年７月；２９７
巻（１号）：Ｅ１５７～６４頁；Ｚｈｏｕら、Ｃｅｌｌ、２０１０年８月２０日；１４２
巻（４号）：５３１～４３頁。
【００３６】
　増殖および分化因子８（ＧＤＦ８）は、ミオスタチンとしても公知である。ＧＤＦ８は
、骨格筋量の負の調節因子である。ＧＤＦ８は、発生中および成体中の骨格筋において高
度に発現する。遺伝子導入マウスにおけるＧＤＦ８欠失変異は、骨格筋の顕著な肥大およ
び過形成を特徴とする（ＭｃＰｈｅｒｒｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ、１９９７年、３８７巻：
８３～９０頁］。骨格筋量の同様の増加は、ウシ（Ａｓｈｍｏｒｅら、１９７４年、Ｇｒ
ｏｗｔｈ、３８巻：５０１～５０７頁；ＳｗａｔｌａｎｄおよびＫｉｅｆｆｅｒ、Ｊ．　
Ａｎｉｍ．　Ｓｃｉ．、１９９４年、３８巻：７５２～７５７頁；ＭｃＰｈｅｒｒｏｎお
よびＬｅｅ、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、１９９７年、９
４巻：１２４５７～１２４６１頁；ならびにＫａｍｂａｄｕｒら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ
．、１９９７年、７巻：９１０～９１５頁）および、驚くべきことに、ヒト（Ｓｃｈｕｅ
ｌｋｅら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ、２００４年、３５０巻：２６８２～８頁）におけ
るＧＤＦ８の天然に存在する変異において明らかである。研究は、ヒトにおけるＨＩＶ感
染に関連する筋肉消耗には、ＧＤＦ８タンパク質の発現の増加が随伴することも示してい
る（Ｇｏｎｚａｌｅｚ－Ｃａｄａｖｉｄら、ＰＮＡＳ、１９９８年、９５巻：１４９３８
～４３頁）。加えて、ＧＤＦ８は、筋肉特異的酵素（例えば、クレアチンキナーゼ）の生
成を調節することが可能であり、筋芽細胞の増殖を調節し得る（ＷＯ００／４３７８１）
。ＧＤＦ８プロペプチドは、成熟ＧＤＦ８ドメイン二量体に非共有結合的に結合し、その
生物活性を不活性化することができる（Ｍｉｙａｚｏｎｏら（１９８８年）、Ｊ．　Ｂｉ
ｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２６３巻：６４０７～６４１５頁；Ｗａｋｅｆｉｅｌｄら（１９８
８年）、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２６３巻：７６４６～７６５４頁；およびＢｒ
ｏｗｎら（１９９０年）、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒｓ、３巻：３５～４３頁）。ＧＤ
Ｆ８または構造的に関連するタンパク質に結合し、それらの生物活性を阻害する他のタン
パク質として、フォリスタチン、および、潜在的に、フォリスタチン関連タンパク質が挙
げられる（Ｇａｍｅｒら（１９９９年）、Ｄｅｖ．　Ｂｉｏｌ．、２０８巻：２２２～２
３２頁）。
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【００３７】
　本明細書中で使用される用語は、一般に、本発明の文脈の範囲内で、かつ、各々の用語
が使用される特定の文脈において、当該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、これらの作製方法および使用方法の記載において、専門家
にさらなる案内を提供するために、特定の用語が以下または本明細書中の他の場所で論じ
られている。用語の任意の使用の範囲および意味は、その用語が使用される特定の文脈か
ら明らかである。
【００３８】
　「約」および「およそ」とは一般に、測定の性質または精度を踏まえた、測定される量
について許容可能な誤差の程度を意味するものとする。例示的な誤差の程度は、所与の値
または値の範囲の、２０パーセント（％）以内、好ましくは１０％以内であり、より好ま
しくは５％以内であることが典型的である。
【００３９】
　代替的に、かつ、特に、生体系では、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倍以内であり、より好ましくは２倍以内である値を意味し得る。本明
細書で与えられる数量は、そうでないことが言明されない限りにおいて概数であり、明示
的に言明されていない場合でも、用語「約」または「およそ」が暗示され得ることを意味
する。
【００４０】
　本発明の方法は、配列を互いと比較する工程であって、野生型配列を、１つまたは複数
の変異体（配列改変体）と比較することを含む工程を含み得る。このような比較は典型的
には、ポリマー配列のアラインメントであって、例えば、当技術分野で周知の配列アライ
ンメントプログラムおよび／またはアルゴリズム（例えば、いくつかを挙げれば、ＢＬＡ
ＳＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＭＥＧＡＬＩＧＮ）を使用するアラインメントを含む。当業者
は、変異が残基の挿入または欠失を含有するこのようなアラインメントでは、配列アライ
ンメントにより、挿入された残基または欠失させた残基を含有しないポリマー配列内に、
「ギャップ」（典型的には、ダッシュまたは「Ａ」で表される）が導入されることをたや
すく理解することができる。
【００４１】
　「相同」は、そのあらゆる文法的な形態および語の綴りのバリエーションにおいて「共
通する進化的起源」を有する２つのタンパク質間の関係を指し、同じ生物種のスーパーフ
ァミリーからのタンパク質ならびに異なる生物種からの相同タンパク質を含む。このよう
なタンパク質（およびこれをコードする核酸）は、％同一性の観点であれ、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によるものであれ、その配列類似性によって
反映されるように、配列の相同性を有する。しかし、一般的な用法およびこの出願におい
て、用語「相同」は、「高度に」のような副詞で修飾されるとき、配列の類似性を指す場
合があり、そして、共通する進化の起源に関連していてもしていなくてもよい。
【００４２】
　用語「配列類似性」は、そのあらゆる文法的な形態において、共通する進化の起源を共
有している場合も共有していない場合もある、核酸もしくはアミノ酸配列間の同一性もし
くは対応性の程度をいう。
２．フォリスタチンポリペプチド
【００４３】
　ある特定の態様では、本開示は、フォリスタチンポリペプチド（例えば、ＦＳＴ－Ｆｃ
ポリペプチド）と、特に、配列番号２、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１
５、または１６、およびこれらの改変体を含むポリペプチドにより例示される切断形態と
に関する。任意選択で、フラグメント、機能的な改変体、および修飾形態の生物活性は、
それらの対応する野生型フォリスタチンポリペプチドと同様であるか、同じであるか、ま
たはこれらより改善されている。例えば、本開示のフォリスタチン改変体は、フォリスタ
チンリガンド（例えば、アクチビンＡ、アクチビンＡＢ、アクチビンＢ、およびＧＤＦ８
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）に結合し、かつ、これらの機能を阻害し得る。任意選択で、フォリスタチンポリペプチ
ドは、組織、特に、筋肉の成長を調節する。フォリスタチンポリペプチドの例は、配列番
号１～１６および２６～４３のいずれかによるアミノ酸配列を含むか、これらから本質的
になるか、またはこれらからなるポリペプチドのほか、配列番号１～１６および２６～４
３のいずれかのアミノ酸配列に、少なくとも８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である
アミノ酸配列を含むか、これらから本質的になるか、またはこれらからなるポリペプチド
を含む。これらのポリペプチドにおけるバリエーションは、以下の指針に従い調製するこ
とができる。フォリスタチンポリペプチド内のアミノ酸の番号付けは、天然のリーダー配
列を使用するのかどうかにかかわらず、配列番号１の配列に基づく。
【００４４】
　上記で記載した通り、フォリスタチンは、フォリスタチン－リガンド結合を媒介すると
考えられる、３つのシステインに富む領域（すなわち、ＦＳドメインＩ～ＩＩＩ）を特徴
とする。さらに、研究者は、３つのＦＳ結合性ドメイン（例えば、ＦＳＤＩ）の１つだけ
を含むポリペプチド構築物は、ある特定のフォリスタチンリガンド（例えば、ミオスタチ
ン）に対する強力なアフィニティーを保持し、インビボにおいて、生物学的に活性である
ことを実証している。Ｎａｋａｔａｎｉら、Ｔｈｅ　ＦＡＳＥＢ　Ｊｏｕｒｎａｌ、２２
巻、４７７～４８７頁（２００８年）を参照されたい。したがって、本開示の改変体フォ
リスタチンポリペプチドは、フォリスタチンタンパク質の１つまたは複数の活性部分を含
み得る。例えば、本開示の構築物は、配列番号１のアミノ酸３０～９５に対応する残基で
始まり、配列番号１のアミノ酸３１６～３４４に対応する位置で終わることが可能である
。他の例は、配列番号１の３０～９５位で始まり、アミノ酸１６４～１６７または２３８
～２４４に対応する位置で終わる構築物を含む。他のものは、配列番号７～１６のいずれ
かを含み得る。
【００４５】
　本明細書で記載されるフォリスタチンバリエーションは、種々の方法で、互いと組み合
わせることもでき、異種アミノ酸配列と組み合わせることもできる。例えば、本開示の改
変体フォリスタチンタンパク質は、ＦＳＤＩ（配列番号１のアミノ酸９５～１６４（すな
わち、配列番号２）、ＦＳＤＩＩ（配列番号１のアミノ酸１６８～２３９）、またはＦＳ
ＤＩＩＩ（配列番号１のアミノ酸２４５～３１６）から選択される、１つまたは複数のＦ
Ｓドメインを含むポリペプチドのほか、ＦＳＤＩ（配列番号１のアミノ酸９５～１６４（
すなわち、配列番号２）、ＦＳＤＩＩ（配列番号１のアミノ酸１６８～２３９）、または
ＦＳＤＩＩＩ（配列番号１のアミノ酸２４５～３１６）に、少なくとも８０％、８５％、
９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である配列から選
択される、１つまたは複数のＦＳドメインを含むタンパク質を含む。これらのＦＳドメイ
ンは、このような組換えタンパク質が、例えば、フォリスタチンリガンド結合活性（例え
ば、ミオスタチン）および生物活性（例えば、筋量および／または筋強度を誘導する）を
含む所望の活性を維持するという条件の下で、本開示の改変体フォリスタチンポリペプチ
ド内において任意の順序で組み合わせることができる。このようなフォリスタチン改変体
ポリペプチドの例は、例えば、ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩＩ－ＦＳＤＩＩＩ、ＦＳＤＩ－ＦＳＤ
ＩＩＩ、ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩＩＩ、ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩＩ、ＦＳＤＩ－ＦＳＤ
Ｉ、ＦＳＮ－ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩＩ－ＦＳＤＩＩＩ、ＦＳＮ－ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩＩ、Ｆ
ＳＮ－ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩ、ＦＳＮ－ＦＳＤＩ－ＦＳＤＩＩＩ、ＦＳＮ－ＦＳＤＩ－ＦＳ
ＤＩ－ＦＳＤＩＩＩなどのドメイン構造を有するポリペプチドと、他の異種ポリペプチド
を、これらのポリペプチドのＮ末端またはＣ末端に融合させることにより得られるポリペ
プチドとを含む。これらのドメインは、直接連結することもでき、リンカーポリペプチド
を介して連結することもできる。任意選択で、ポリペプチドリンカーは、任意の配列であ
ることが可能であり、１～５０、好ましくは１～１０、より好ましくは１～５アミノ酸を
含み得る。ある特定の態様では、好ましいリンカーは、システインアミノ酸を含有しない
。
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【００４６】
　一部の実施形態では、本開示のフォリスタチン改変体は、１つまたは複数のフォリスタ
チンリガンドに対する結合アフィニティーを低減しているか、または消失させている。あ
る特定の態様では、本開示は、アクチビンに対する結合アフィニティーを低減しているか
、または消失させているフォリスタチン改変体を提供する。ある特定の態様では、本開示
は、アクチビンに対する結合アフィニティーを低減しているか、または消失させているが
、ミオスタチンに対する高アフィニティーは保持するフォリスタチン改変体を提供する。
【００４７】
　ある特定の態様では、本開示は、ＦＳＤＩＩドメインに対応する配列または機能的に活
性なＦＳＤＩＩドメインを含まないフォリスタチン改変体を提供する。例えば、本開示の
フォリスタチンポリペプチドは、ＦＳＤＩＩドメインの部分的欠失または完全な欠失を介
して得られる改変体を含み得る。ある特定の態様では、このようなフォリスタチン改変体
は、ＦＳＤＩＩ領域内の、１つもしくは複数のシステイン残基の欠失またはシステイン以
外のアミノ酸による置換を含む。
【００４８】
　本開示のフォリスタチンタンパク質は、シグナル配列を含み得る。シグナル配列は、フ
ォリスタチンタンパク質の、天然のシグナル配列（例えば、配列番号１のアミノ酸１～２
９）の場合もあり、組織プラスミノーゲンアクチベーター（ＴＰＡ）シグナル配列もしく
はミツバチメリチン（ｈｏｎｅｙ　ｂｅｅ　ｍｅｌａｔｉｎ）（ＨＢＭ）シグナル配列な
ど、別のタンパク質に由来するシグナル配列の場合もある。
【００４９】
　さらなるＮ－連結グリコシル化部位（Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ）を、フォリスタチンポリペプチ
ドに付加することができ、ＦＳＴ－Ｆｃ融合タンパク質の血清半減期を延長することがで
きる。Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ配列は一般に、リガンド結合性ポケットの外側の位置に導入するこ
とができる。Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ配列は、フォリスタチン配列と、Ｆｃまたは他の融合物構成
要素との間のリンカーに導入することができる。このような部位は、あらかじめ存在する
ＳもしくはＴに照らして適正な位置にＮを導入することにより、またはあらかじめ存在す
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すること
ができる。グリコシル化されることが予測される任意のＳは、グリコシル化によりもたら
される保護のために、免疫原性部位を創出せずにＴに変更させることができる。同様に、
グリコシル化されることが予測される任意のＴは、Ｓに変更させることができる。したが
って、フォリスタチン改変体は、１つまたは複数の追加の、非内因性Ｎ－連結グリコシル
化コンセンサス配列を含み得る。
【００５０】
　ある特定の実施形態では、本開示は、治療有効性または安定性（例えば、エクスビボの
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）を増強することなどの目的
のために、フォリスタチンポリペプチドの構造を改変することにより機能的改変体を作製
することを企図する。改変フォリスタチンポリペプチドは、例えば、アミノ酸の置換、欠
失または付加によって生成することもできる。例えば、ロイシンのイソロイシンもしくは
バリンでの単発的な置換、アスパラギン酸のグルタミン酸での単発的な置換、スレオニン
のセリンでの単発的な置換、または、あるアミノ酸の、構造的に関連したアミノ酸での同
様の置換（例えば、保存的変異）は、結果として生じる分子の生物学的活性に対して大き
な影響を及ぼさないと予想するのは理にかなっている。保存的置換は、その側鎖が関連し
ているアミノ酸のファミリー内で行われる置換である。フォリスタチンポリペプチドのア
ミノ酸配列の変化の結果として、機能的相同体がもたらされるのかどうかは、野生型フォ
リスタチンポリペプチドと同様の様式で細胞内の応答を生成するか、または、野生型フォ
リスタチンと同様の様式で、アクチビンまたはミオスタチンなど、１つまたは複数のリガ
ンドに結合する、改変体フォリスタチンポリペプチドの能力を評価することにより、たや
すく決定することができる。　
【００５１】
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　ある特定の実施形態では、本発明は、ポリペプチドのグリコシル化を変更させるような
、フォリスタチンポリペプチドの特異的変異を企図する。このような変異は、１または複
数のグリコシル化部位（例えば、Ｏ－連結もしくはＮ－連結のグリコシル化部位）を導入
もしくは排除するように選択され得る。アスパラギン連結グリコシル化認識部位は、一般
に、トリペプチド配列、アスパラギン－Ｘ－スレオニン（ここで、「Ｘ」は任意のアミノ
酸である）を含み、この配列は、適切な細胞のグリコシル化酵素によって特異的に認識さ
れる。変化はまた、（Ｏ－連結グリコシル化部位については）野生型フォリスタチンポリ
ペプチドの配列への、１または複数のセリンもしくはスレオニン残基の付加、または、１
または複数のセリンもしくはスレオニン残基による置換によってなされ得る。グリコシル
化認識部位の第１位もしくは第３位のアミノ酸の一方もしくは両方における種々のアミノ
酸置換もしくは欠失（および／または、第２位におけるアミノ酸の欠失）は、改変された
トリペプチド配列において非グリコシル化をもたらす。フォリスタチンポリペプチドにお
ける糖質部分の数を増加させる別の手段は、フォリスタチンポリペプチドへのグリコシド
の化学的もしくは酵素的な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
に依存して、糖は、（ａ）アルギニンおよびヒスチジン；（ｂ）フリーのカルボキシル基
；（ｃ）フリーのスルフヒドリル基（例えば、システインのもの）；（ｄ）フリーのヒド
ロキシル基（例えば、セリン、スレオニンまたはヒドロキシプロリンのもの）；（ｅ）芳
香族残基（例えば、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）；または
（ｆ）グルタミンのアミド基に付加され得る。これらの方法については、１９８７年９月
１１日に公開された、ＷＯ８７／０５３３０、ならびに、参照により本明細書に組み込ま
れる、ＡｐｌｉｎおよびＷｒｉｓｔｏｎ（１９８１年）、ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．　Ｒｅｖ．
　Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２５９～３０６頁において記載されている。ＡｃｔＲＩＩＢポリペ
プチド上に存在する１または複数の糖質部分の除去は、化学的および／または酵素的に達
成され得る。化学的な脱グリコシル化は、例えば、化合物トリフルオロメタンスルホン酸
または等価な化合物へのフォリスタチンポリペプチドの曝露を含み得る。この処理は、ア
ミノ酸配列をインタクトなままにしつつ、連結糖（Ｎ－アセチルグルコサミンまたはＮ－
アセチルガラクトサミン）を除くほとんどもしくは全ての糖の切断を生じる。化学的脱グ
リコシル化については、Ｈａｋｉｍｕｄｄｉｎら（１９８７年）、Ａｒｃｈ．　Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．、２５９巻：５２頁；およびＥｄｇｅら（１９８１年）、Ａ
ｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．、１１８巻：１３１頁によりさらに記載されている。ポリペ
プチドにおける、炭水化物部分の酵素的切断は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａら、（１９８７年）
、Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚｙｍｏｌ．、１３８巻：３５０頁により記載されているように、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することができ
る。フォリスタチンポリペプチドの配列は、適切なように、使用される発現系のタイプに
応じて調節され得る。というのも、哺乳動物、酵母、昆虫および植物の細胞は全て、ペプ
チドのアミノ酸配列によって影響され得る異なるグリコシル化パターンを導入し得る。一
般に、ヒトにおいて使用するためのフォリスタチンポリペプチドは、適切なグリコシル化
を提供する哺乳動物細胞株（例えば、ＨＥＫ２９３細胞株またはＣＨＯ細胞株）において
発現されるが、他の哺乳動物発現細胞株も同様に有用であることと期待される。
【００５２】
　本開示はさらに、改変体、特に、任意選択で切断型改変体を含むフォリスタチンポリペ
プチドのコンビナトリアル改変体のセットを生成する方法を企図し、コンビナトリアル変
異体のプールは、機能的な改変体配列を同定するために、とりわけ有用である。このよう
なコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングする目的は、例えば、薬物動態の変更
またはリガンドへの結合の変更など、特性を変更させたフォリスタチンポリペプチド改変
体を生成することであり得る。種々のスクリーニングアッセイが以下に提供され、そして
、このようなアッセイは、改変体を評価するために使用され得る。例えば、フォリスタチ
ンポリペプチド改変体は、フォリスタチンポリペプチドに結合する能力、フォリスタチン
リガンドのフォリスタチンポリペプチドへの結合を妨害する能力についてスクリーニング
され得る。
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【００５３】
　フォリスタチンポリペプチドまたはその改変体の活性はまた、細胞ベースのアッセイま
たはインビボアッセイで調べることもできる。例えば、フォリスタチンポリペプチド改変
体の、筋生成に関与する遺伝子の発現に対する効果を評価することができる。これは、必
要に応じて、１つまたは複数の組換えフォリスタチンリガンドタンパク質（例えば、アク
チビンＡ）の存在下で実施することができ、細胞に、フォリスタチンポリペプチドおよび
／またはその改変体と、任意選択で、フォリスタチンリガンドとを生成するように、トラ
ンスフェクトすることができる。同様に、フォリスタチンポリペプチドを、マウスまたは
他の動物に投与することができ、筋量または筋強度など、１つまたは複数の筋特性を評価
することができる。当技術分野では、このようなアッセイが周知であり、日常的である。
応答性のレポーター遺伝子を、このような細胞株内で使用して、下流のシグナル伝達に対
する効果をモニタリングすることができる。
【００５４】
　コンビナトリアルに誘導された改変体であって、天然に存在するフォリスタチンポリペ
プチドと比べて選択的な効力を有するリガンドトラップを生成することができる。このよ
うな改変体タンパク質は、組換えＤＮＡ構築物から発現されたとき、遺伝子治療のプロト
コルにおいて使用され得る。同様に、変異誘発は、対応する野生型フォリスタチンポリペ
プチドとは劇的に異なる細胞内半減期を有する改変体を生じ得る。例えば、変更されたタ
ンパク質は、天然のフォリスタチンポリペプチドのタンパク質分解、または、その崩壊も
しくは他の方法で不活性化をもたらす他のプロセスに対してより安定性であるかもしくは
安定性が低いかのいずれかにされ得る。このような改変体およびこれをコードする遺伝子
は、そのフォリスタチンポリペプチドの半減期を調節することによってフォリスタチンポ
リペプチドレベルを変更するのに利用され得る。例えば、短い半減期は、より一過性の生
物学的作用を生じ得、そして、誘導性の発現系の一部である場合、細胞内での組換えフォ
リスタチンポリペプチドレベルのより厳しい制御を可能にし得る。
【００５５】
　ある特定の実施形態では、本開示のフォリスタチンポリペプチドはさらに、フォリスタ
チンポリペプチド内に天然に存在する任意の翻訳後修飾に加えて翻訳後修飾を含み得る。
このような修飾としては、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挙げられるがこれらに限定されない。結果として、修飾フォリスタチ
ンポリペプチドは、ポリエチレングリコール、脂質、多糖類もしくは単糖類およびホスフ
ェイトのような非アミノ酸成分を含み得る。このような非アミノ酸成分の、フォリスタチ
ンポリペプチドの機能に対する影響は、他のフォリスタチンポリペプチド改変体について
本明細書中に記載されるようにして試験され得る。フォリスタチンポリペプチドの新生形
態を切断することによってフォリスタチンポリペプチドが細胞内で生成される場合、翻訳
後プロセシングもまた、このタンパク質の正確な折り畳みおよび／または機能にとって重
要となり得る。様々な細胞（例えば、ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、２９３、ＷＩ３８、
ＮＩＨ－３Ｔ３またはＨＥＫ２９３）が、このような翻訳後の活性のための特定の細胞機
構および特徴的なメカニズムを有し、そして、フォリスタチンポリペプチドの正確な修飾
およびプロセシングを保証するように選択され得る。
【００５６】
　ある特定の態様では、フォリスタチンポリペプチドの機能的改変体または修飾形態は、
少なくともフォリスタチンポリペプチドの部分と、１つまたは複数の融合ドメインとを有
する融合タンパク質を含む。このような融合ドメインの周知の例としては、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挙げられるがこれらに限定されない。
融合ドメインは、所望される特性を与えるように選択され得る。例えば、いくつかの融合
ドメインが、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では、グルタチオン－、アミラーゼ－、およびニッケル－
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もしくはコバルト－結合化樹脂のような、アフィニティクロマトグラフィーのための適切
な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、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＧＳ
Ｔ精製システムおよび（ＨＩＳ６）融合パートナーと共に有用なＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓ（
登録商標）システム（Ｑｉａｇｅｎ）のような「キット」の形態で利用可能である。別の
例としては、融合ドメインは、リガンドトラップポリペプチドの検出を容易にするように
選択され得る。このような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、
ＧＦＰ）、ならびに、「エピトープタグ」（これは、特定の抗体に利用可能な、通常は短
いペプチド配列である）が挙げられる。特定のモノクローナル抗体に容易に利用可能な周
知のエピトープタグとしては、ＦＬＡＧ、インフルエンザウイルスヘマグルチニン（ＨＡ
）およびｃ－ｍｙｃタグが挙げられる。いくつかの場合、融合ドメインは、関連のプロテ
アーゼが融合タンパク質を部分的に消化し、それによって、そこから組換えタンパク質を
解放することを可能にする、第Ｘａ因子またはトロンビンのようなプロテアーゼ切断部位
を有する。解放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。特定の好ましい実施形態では、フォリスタチン
ポリペプチドは、インビボでフォリスタチンポリペプチドを安定化させるドメイン（「安
定化」ドメイン）と融合される。「安定化」とは、それが、崩壊の減少によるものである
か、腎臓によるクリアランスの減少によるものであるか、他の薬物動態作用によるもので
あるかとは無関係に、血清半減期を増加させる任意のものを意味する。免疫グロブリンの
Ｆｃ部分との融合は、広範囲のタンパク質に対して所望の薬物動態特性を与えることが公
知である。同様に、ヒト血清アルブミンへの融合は、所望の特性を与え得る。選択され得
る融合ドメインの他のタイプとしては、多量体化（例えば、二量体化、四量体化）ドメイ
ンおよび機能的ドメイン（例えば、筋肉成長のさらなる刺激のような付加的な生物学的機
能を与えるもの）が挙げられる。
【００５７】
　具体例としては、本開示は、免疫グロブリンのＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメイン、もし
くはＣＨ３ドメインなどの免疫グロブリンの定常ドメイン、またはＦｃを含むポリペプチ
ドに融合させたフォリスタチンポリペプチドを含む融合タンパク質を提供する。ヒトＩｇ
Ｇ１およびＩｇＧ２に由来するＦｃドメインを下記に提供する（それぞれ、配列番号１７
および配列番号１８）。本明細書で記載される通り、ＩｇＧ２、ＩｇＧ４、またはＩｇＧ
２／４のＦｃドメインは、これらのヘパリン結合性ポリペプチドが付着し得る細胞に対し
て有害であり得るＣＤＣおよび／またはＡＤＣＣ活性が、これらのＦｃ種では低減されて
いるため、ヘパリン結合活性を保持するフォリスタチンポリペプチドと融合させるのに特
に有利である。ＣＤＣ活性またはＡＤＣＣ活性を減殺する、他の変異も公知であり、本開
示には、集合的に、任意のこれらの改変体が含まれ、フォリスタチン融合タンパク質の有
利な構成要素として使用することができる。任意選択で、配列番号１７のＦｃドメインは
、Ａｓｐ－２６５、Ｌｙｓ－３２２およびＡｓｎ－４３４（対応する完全長ＩｇＧ１に従
って番号付けして）のような残基における１または複数の変異を有する。特定の場合、こ
れらの変異のうち１または複数（例えば、Ａｓｐ－２６５変異）を持つ変異型Ｆｃドメイ
ンは、野生型Ｆｃドメインに対する、Ｆｃγ受容体への結合能の低下を有する。他の場合
では、これらの変異のうち１または複数（例えば、Ａｓｎ－４３４変異）を持つ変異型Ｆ
ｃドメインは、野生型Ｆｃドメインに対する、ＭＨＣクラスＩ関連のＦｃ受容体（ＦｃＲ
Ｎ）への結合能の増加を有する。
【００５８】
　利用され得る、ヒトＩｇＧ１アミノ酸配列およびヒトＩｇＧ２アミノ酸配列の例を、下
記に示す。
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【化１１】

【００５９】
　融合タンパク質の異なるエレメントは、所望の機能性と符合する任意の様式で配列し得
ることが理解される。例えば、フォリスタチンポリペプチドを、異種ドメインに対してＣ
末端に配置することもでき、代替的に、異種ドメインを、フォリスタチンポリペプチドに
対してＣ末端に配置することもできる。フォリスタチンポリペプチドドメインと、異種ド
メインとは、融合タンパク質内で隣接する必要はなく、追加のドメインまたはアミノ酸配
列を、いずれかのドメインに対してＣ末端またはＮ末端に含めることもでき、ドメインの
間に含めることもできる。
【００６０】
　本明細書で使用される場合、用語「免疫グロブリンＦｃドメイン」または単に「Ｆｃ」
は、免疫グロブリン鎖定常領域、好ましくは免疫グロブリン重鎖定常領域、またはその部
分のカルボキシル末端部分を意味すると理解される。例えば、免疫グロブリンＦｃ領域は
、１）ＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメイン、およびＣＨ３ドメイン、２）ＣＨ１ドメインお
よびＣＨ２ドメイン、３）ＣＨ１ドメインおよびＣＨ３ドメイン、４）ＣＨ２ドメインお
よびＣＨ３ドメイン、または５）２つもしくはこれを超えるドメインと、免疫グロブリン
ヒンジ領域との組合せを含み得る。好ましい実施形態では、免疫グロブリンＦｃ領域は、
少なくとも、免疫グロブリンヒンジ領域、ＣＨ２ドメイン、およびＣＨ３ドメインを含み
、好ましくはＣＨ１ドメインを欠く。また、フォリスタチンポリペプチドは、ＣＨ１ドメ
イン、ＣＨ２ドメイン、またはＣＨ３ドメインなど、免疫グロブリンの１つだけのドメイ
ンを含み得ることも理解される。これらのドメインの多くは、望ましい薬物動態特性のほ
か、二量体化またはより高次の多量体化を付与する。
【００６１】
　一実施形態では、重鎖定常領域が由来する免疫グロブリンのクラスは、ＩｇＧ（Ｉｇγ
）（γサブクラス１、γサブクラス２、γサブクラス３、またはγサブクラス４）である
。免疫グロブリンの他のクラスである、ＩｇＡ（Ｉｇα）、ＩｇＤ（Ｉｇδ）、ＩｇＥ（
Ｉｇε）、およびＩｇＭ（Ｉｇμ）も使用することができる。適切な免疫グロブリン重鎖
定常領域の選択については、米国特許第５，５４１，０８７号および同第５，７２６，０
４４号において詳細に論じられている。特定の結果を達成するための、ある特定の免疫グ
ロブリンのクラスおよびサブクラスに由来する、特定の免疫グロブリン重鎖定常領域配列
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の選択は、当技術分野における技術水準の範囲内にあると考えられる。免疫グロブリンＦ
ｃ領域をコードするＤＮＡ構築物の部分は、ヒンジドメインの少なくとも一部と、好まし
くはＦｃガンマのＣＨ３ドメイン、またはＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、もしくはＩｇＭのい
ずれかにおける相同なドメインの少なくとも一部とを含むことが好ましい。
【００６２】
　さらに、免疫グロブリン重鎖定常領域内のアミノ酸の置換または欠失は、本明細書で開
示される方法および組成物の実施において有用であり得ることが企図される。１つの例は
、上方のＣＨ２領域内にアミノ酸置換を導入して、Ｆｃ受容体に対するアフィニティーが
低減されたＦｃ改変体を創出することである（Ｃｏｌｅら（１９９７年）、Ｊ．　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．、１５９巻：３６１３頁）。加えて、多くの場合、Ｃ末端のリシンまたはＫは
除去され、このため、配列番号１７または配列番号１８において示されるＦｃドメインな
ど、本明細書で記載される任意のポリペプチドから、Ｆｃドメイン内で見出されるＣ末端
のＫが除外され得る。
【００６３】
　ある特定の実施形態では、本開示のフォリスタチンポリペプチドは、フォリスタチンポ
リペプチドを安定化させ得る１または複数の改変を含む。例えば、このような改変は、フ
ォリスタチンポリペプチドのインビトロ半減期を増強させるか、フォリスタチンポリペプ
チドの循環半減期を増強させる、または、フォリスタチンポリペプチドのタンパク質分解
を減少させる。このような安定化改変としては、融合タンパク質（例えば、フォリスタチ
ンポリペプチドと安定化ドメインとを含む融合タンパク質が挙げられる）、グリコシル化
部位の改変（例えば、フォリスタチンポリペプチドへのグリコシル化部位の付加が挙げら
れる）、および糖質部分の修飾（例えば、フォリスタチンポリペプチドからの炭水化物部
分の除去が挙げられる）が挙げられるがこれらに限定されない。融合タンパク質の場合、
フォリスタチンポリペプチドを、ＩｇＧ分子（例えば、Ｆｃドメイン）など、安定化ドメ
インに融合させる。本明細書中で使用される場合、用語「安定化ドメイン」は、融合タン
パク質の場合のように融合ドメイン（例えば、Ｆｃ）を指すだけでなく、炭水化物部分の
ような非タンパク質性修飾、または、ポリエチレングリコールのような非タンパク質性ポ
リマーも含む。
【００６４】
　ある特定の実施形態では、本発明は、フォリスタチンポリペプチドの単離形態および／
または精製形態であって、他のタンパク質から単離されているか、または別の方法で他の
タンパク質を実質的に含まない形態を利用可能とする。
【００６５】
　ある特定の実施形態では、本開示のフォリスタチンポリペプチド（改変または非改変）
は、当該分野で公知の様々な技法により生成することができる。例えば、そのようなフォ
リスタチンポリペプチドは、Ｂｏｄａｎｓｋｙ，　Ｍ．、Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　
Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ、Ｂｅｒｌｉｎ
（１９９３年）；およびＧｒａｎｔ　Ｇ．　Ａ．（編）、Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔ
ｉｄｅｓ：　Ａ　Ｕｓｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅ、Ｗ．　Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃ
ｏｍｐａｎｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９２年）において記載されているものなどの標準
的なタンパク質化学技術を使用して合成することができる。加えて、自動式ペプチド合成
器も、市販されている（例えば、Ａｄｖａｎｃｅｄ　ＣｈｅｍＴｅｃｈ　３９６型；Ｍｉ
ｌｌｉｇｅｎ／Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ９６００）。代替的に、フォリスタチンポリペプチド
、それらのフラグメントまたは改変体は、当該分野で周知の、種々の発現系（例えば、Ｅ
．ｃｏｌｉ、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＣＯＳ細胞、バキュロウイル
ス）を使用して、組換えにより生成することもできる（下記も参照）。さらなる実施形態
では、改変フォリスタチンポリペプチドまたは非改変フォリスタチンポリペプチドは、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ＰＡＣＥ（ｐａｉｒｅｄ　ｂａｓｉｃ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｃｏｎｖｅｒｔｉ
ｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ）の使用を介する、天然に存在するまたは組換えにより生成された全
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長フォリスタチンポリペプチドの消化により生成することができる。（市販のソフトウェ
ア、例えば、ＭａｃＶｅｃｔｏｒ、Ｏｍｅｇａ、ＰＣＧｅｎｅ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓ
ｉｍｕｌａｔｉｏｎ，Ｉｎｃ．を使用する）コンピュータ解析を使用して、タンパク質分
解性切断部位を同定することができる。代替的に、このようなフォリスタチンポリペプチ
ドは、化学的切断（例えば、臭化シアン、ヒドロキシルアミン）によるものなどの当技術
分野の公知の標準的な主義などで、天然に存在するまたは組換えにより生成された全長フ
ォリスタチンポリペプチドから生成することができる。
３．フォリスタチンポリペプチドをコードする核酸
【００６６】
　ある特定の態様では、本発明は、本明細書で開示されるフォリスタチンポリペプチドの
いずれかをコードする単離核酸および／または組換え核酸を提供する。対象核酸は、一本
鎖でもよく、二本鎖でもよい。このような核酸は、ＤＮＡ分子でもよく、ＲＮＡ分子でも
よい。これらの核酸は、例えば、フォリスタチンポリペプチドを作製するための方法にお
いて使用することができる。
【００６７】
　例えば、以下の配列は、自然発生のヒトフォリスタチン前駆体ポリペプチド（配列番号
１９）（ＮＣＢＩ受託番号：ＢＣ００４１０７．２、１０３２ｂｐ）をコードする。
【化１２】

【００６８】
　以下の配列は、成熟ＦＳＴ（３１５）ポリペプチド（配列番号２０）をコードする。
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【００６９】
　以下の配列は、ＦＳＴ（２８８）ポリペプチド（配列番号２１）をコードする。

【化１４】

【００７０】
　以下の配列は、成熟ＦＳＴ（２９１）ポリペプチド（配列番号２２）をコードする。
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【化１５】

【００７１】
　ある特定の態様では、フォリスタチンポリペプチドをコードする対象の核酸は、配列番
号１９～２２の改変体である核酸を含むことがさらに理解される。改変体ヌクレオチド配
列は、１つまたは複数のヌクレオチド置換、付加、または欠失により異なる配列、例えば
、対立遺伝子改変体を含み、したがって、配列番号１９～２２に表示されるコード配列の
ヌクレオチド配列と異なるコード配列を含む。
【００７２】
　ある特定の実施形態では、本開示は、配列番号１９～２２に、特にそれらのフォリスタ
チンに由来する部分（配列番号１のアミノ酸９５～１６４に対応するヌクレオチド）と、
少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または
１００％同一である単離核酸配列または組換え核酸配列を提供する。当業者は、配列番号
１９～２２および配列番号１９～２２の改変体に相補的な核酸配列もまた、本開示の範囲
内にあることを理解する。さらなる実施形態では、本開示の核酸配列は、単離核酸配列で
あっても、組換え核酸配列であっても、かつ／または異種ヌクレオチド配列と融合させて
もよく、ＤＮＡライブラリー内の核酸配列であってもよい。
【００７３】
　他の実施形態では、本発明の核酸はまた、配列番号１９～２２に指定されるヌクレオチ
ド配列、配列番号１９～２２の相補配列、またはこれらのフラグメントに対して高度にス
トリンジェン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む（例えば、ヌクレ
オチド１９～２２）。
【００７４】
　当業者は、ＤＮＡの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
が変更され得ることを容易に理解する。当業者は、ＤＮＡの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が変更され得ることを容易に理解する。例えば、約
４５℃における６．０×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）でのハイブリダ
イゼーションの後に、５０℃における２．０×ＳＳＣの洗浄を行い得る。例えば、洗浄工
程における塩濃度は、５０℃における約２．０×ＳＳＣの低ストリンジェンシーから、５
０℃における約０．２×ＳＳＣの高ストリンジェンシーまで選択され得る。さらに、洗浄
工程における温度は、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上昇され得る。温度と塩の両方が変更されても、温度または
塩濃度が一定に保たれ、他の変数が変更されてもよい。一実施形態では、本発明は、室温
における６×ＳＳＣとその後の室温で２×ＳＳＣでの洗浄の低ストリンジェンシー条件下
でハイブリダイズする核酸を提供する。
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【００７５】
　遺伝子コードにおける縮重に起因して配列番号１９～２２に示される核酸と異なる単離
された核酸もまた、本開示の範囲内である。例えば、多数のアミノ酸が１より多いトリプ
レットによって示される。同じアミノ酸を特定するコドンまたは同義語（例えば、ＣＡＵ
およびＣＡＣはヒスチジンに対する同義語である）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」変異を生じ得る。しかしながら、哺乳動物細胞の中には、本
主題のタンパク質のアミノ酸配列に変化をもたらすＤＮＡ配列の多型が存在することが予
想される。当業者は、天然の対立遺伝子改変に起因して、所与の種の個体間に、特定のタ
ンパク質をコードする核酸の１または複数のヌクレオチド（約３～５％までのヌクレオチ
ド）におけるこれらのバリエーションが存在し得ることを理解する。任意およびあらゆる
このようなヌクレオチドのバリエーションと、結果として生じるアミノ酸の多型とは、本
開示の範囲内である。
【００７６】
　特定の実施形態では、本開示の組換え核酸は、発現構築物において１または複数の調節
性ヌクレオチド配列に作動可能に連結され得る。調節性のヌクレオチド配列は、一般に、
発現のために使用される宿主細胞に対して適切なものである。種々の宿主細胞について、
多数のタイプの適切な発現ベクターおよび適切な調節性配列が当該分野で公知である。代
表的には、上記１または複数の調節性ヌクレオチド配列としては、プロモーター配列、リ
ーダー配列もしくはシグナル配列、リボソーム結合部位、転写開始配列および転写終結配
列、翻訳開始配列および翻訳終結配列、ならびに、エンハンサー配列もしくはアクチベー
ター配列が挙げられ得るがこれらに限定されない。当該分野で公知の構成的もしくは誘導
性のプロモーターが、本開示によって企図される。プロモーターは、天然に存在するプロ
モーター、または、１つより多くのプロモーターの要素を組み合わせたハイブリッドプロ
モーターのいずれかであり得る。発現構築物は、プラスミドのようにエピソーム上で細胞
中に存在し得るか、または、発現構築物は、染色体中に挿入され得る。好ましい実施形態
では、発現ベクターは、形質転換された宿主細胞の選択を可能にするために、選択可能な
マーカー遺伝子を含む。選択可能なマーカー遺伝子は、当該分野で周知であり、そして、
使用される宿主細胞により変化する。
【００７７】
　ある特定の態様では、本主題の核酸は、フォリスタチンポリペプチドをコードし、そし
て、少なくとも１つの調節性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
クターにおいて提供される。調節性配列は当該分野で認識され、そして、フォリスタチン
ポリペプチドの発現を誘導するように選択される。したがって、用語、調節性配列は、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含む。例示的な調節性配列は
、Ｇｏｅｄｄｅｌ；Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅ
ｇｏ、ＣＡ（１９９０年）に記載される。例えば、作動可能に連結されたときにＤＮＡ配
列の発現を制御する広範な種々の発現制御配列のいずれかが、フォリスタチンポリペプチ
ドをコードするＤＮＡ配列を発現させるためにこれらのベクターにおいて使用され得る。
このような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、ｔｅｔプロモーター、アデノウイルスもしくはサイトメガロウイルスの前初期プロモ
ーター、ＲＳＶプロモーター、ｌａｃシステム、ｔｒｐシステム、ＴＡＣもしくはＴＲＣ
システム、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼによってその発現が誘導されるＴ７プロモーター、
ファージλの主要なオペレーターおよびプロモーター領域、ｆｄコートタンパク質の制御
領域、３－ホスホグリセリン酸キナーゼもしくは他の糖分解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（ｍａｔｉｎｇ　
ｆａｃｔｏｒ）のプロモーター、バキュロウイルス系の多角体プロモーター、ならびに、
原核生物もしくは真核生物の細胞、または、そのウイルスの遺伝子の発現を制御すること
が公知である他の配列、ならびにこれらの種々の組み合わせが挙げられる。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／または発現されることが所望されるタ
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ンパク質のタイプのような要因に依存し得ることが理解されるべきである。さらに、ベク
ターのコピー数、コピー数を制御する能力およびベクターによってコードされる任意の他
のタンパク質（例えば、抗生物質マーカー）の発現もまた考慮されるべきである。
【００７８】
　本開示の組換え核酸は、クローニングされた遺伝子またはその一部を、原核生物細胞、
真核生物細胞（酵母、鳥類、昆虫または哺乳動物）のいずれか、または両方において発現
させるために適切なベクター中に連結することによって生成され得る。組換えフォリスタ
チンポリペプチドの生成のための発現ビヒクルとしては、プラスミドおよび他のベクター
が挙げられる。例えば、適切なベクターとしては、以下のタイプのプラスミドが挙げられ
る：原核生物細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）における発現のための、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。
【００７９】
　いくつかの哺乳動物発現ベクターは、細菌中でのベクターの増殖を促進するための原核
生物の配列と、真核生物細胞において発現される１または複数の真核生物の転写単位との
両方を含む。ｐｃＤＮＡＩ／ａｍｐ、ｐｃＤＮＡＩ／ｎｅｏ、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＳＶ２
ｇｐｔ、ｐＳＶ２ｎｅｏ、ｐＳＶ２－ｄｈｆｒ、ｐＴｋ２、ｐＲＳＶｎｅｏ、ｐＭＳＧ、
ｐＳＶＴ７、ｐｋｏ－ｎｅｏおよびｐＨｙｇ由来のベクターは、真核生物細胞のトランス
フェクションに適切な哺乳動物発現ベクターの例である。これらのベクターのいくつかは
、原核生物細胞および真核生物細胞の両方における複製および薬物耐性選択を容易にする
ために、細菌プラスミド（例えば、ｐＢＲ３２２）からの配列を用いて改変される。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（ｐＨ
ＥＢｏ、ｐＲＥＰ由来およびｐ２０５）のようなウイルスの誘導体が、真核生物細胞にお
けるタンパク質の一過的な発現のために使用され得る。他のウイルス（レトロウイルスを
含む）発現系の例は、遺伝子治療送達系の説明において以下に見出され得る。プラスミド
の調製および宿主生物の形質転換において用いられる種々の方法は、当該分野で周知であ
る。原核生物細胞および真核生物細胞の両方についての他の適切な発現系、ならびに、一
般的な組換え手順、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ、２ｎｄ　Ｅｄ．、Ｓａｍｂｒｏｏｋ、ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎｉａｔ
ｉｓ編（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、
１９８９年）１６章および１７章を参照のこと。いくつかの場合において、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させることが望ましくあり得る。このよう
なバキュロウイルス発現系の例としては、ｐＶＬ由来のベクター（例えば、ｐＶＬ１３９
２、ｐＶＬ１３９３およびｐＶＬ９４１）、ｐＡｃＵＷ由来のベクター（例えば、ｐＡｃ
ＵＷｌ）およびｐＢｌｕｅＢａｃ由来のベクター（例えば、β－ｇａｌを含むｐＢｌｕｅ
Ｂａｃ　ＩＩＩ）が挙げられる。
【００８０】
　ある特定の実施形態では、ベクターは、ＣＨＯ細胞における本主題のフォリスタチンポ
リペプチドの生成のために設計される（例えば、Ｐｃｍｖ－Ｓｃｒｉｐｔベクター（Ｓｔ
ｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆ．）、ｐｃＤＮＡ４ベクター（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃａｌｉｆ．）およびｐＣＩ－ｎｅｏベクター（Ｐ
ｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃ））。明らかであるように、本主題の遺伝子構
築物は、例えば、タンパク質（融合タンパク質または改変体タンパク質を含む）を生成す
るため、精製のために、培養物において増殖させた細胞において本主題のフォリスタチン
ポリペプチドの発現を引き起こすために使用され得る。
【００８１】
　本開示はまた、１または複数の本主題のフォリスタチンポリペプチドのコード配列（例
えば、配列番号１９～２２）を含む組換え遺伝子をトランスフェクトされた宿主細胞に関
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、本開示
のフォリスタチンポリペプチドは、Ｅ．ｃｏｌｉのような細菌細胞、昆虫細胞（例えば、
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バキュロウイルス発現系を用いる）、酵母細胞または哺乳動物細胞において発現され得る
。他の適切な宿主細胞は、当業者に公知である。
【００８２】
　したがって、本開示はさらに、本主題のフォリスタチンポリペプチドを生成する方法に
関する。例えば、フォリスタチン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
クトされた宿主細胞は、フォリスタチンポリペプチドの発現を起こすことが可能な適切な
条件下で培養され得る。ポリペプチドは、ポリペプチドを含む細胞および培地の混合物か
ら分泌および単離され得る。あるいは、フォリスタチンポリペプチドは、細胞質または膜
画分に保持され得、そして、細胞が回収、溶解され、そして、タンパク質が単離される。
細胞培養物は、宿主細胞、培地および他の副産物を含む。細胞培養に適切な培地は、当該
分野で周知である。本主題のフォリスタチンポリペプチドは、タンパク質を精製するため
の当該分野で公知の技法であって、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、およびフォリスタチン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免疫アフィニティー精製を含む技法を使用して、細胞培養培地、宿
主細胞、またはこれらの両方から単離することができる。好ましい実施形態では、フォリ
スタチンポリペプチドは、その精製を容易とするドメインを含有する融合タンパク質であ
る。
【００８３】
　別の実施形態では、精製用リーダー配列（例えば、組換えフォリスタチンポリペプチド
の所望の部分のＮ末端に位置するポリ－（Ｈｉｓ）／エンテロキナーゼ切断部位の配列）
をコードする融合遺伝子は、Ｎｉ２＋金属樹脂を用いる親和性クロマトグラフィーによる
、発現された融合タンパク質の精製を可能にし得る。その後、精製用リーダー配列は、引
き続いて、エンテロキナーゼでの処理によって除去され、精製フォリスタチントラップポ
リペプチドを提供し得る（例えば、Ｈｏｃｈｕｌｉら、（１９８７年）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙ　４１１巻：１７７頁；およびＪａｎｋｎｅｃｈｔら、ＰＮＡＳ　ＵＳ
Ａ　８８巻：８９７２頁を参照のこと）。
【００８４】
　融合遺伝子を作製するための技術は周知である。本質的には、異なるポリペプチド配列
をコードする種々のＤＮＡフラグメントの接合は、ライゲーションのための平滑末端もし
くは突出（ｓｔａｇｇｅｒｅｄ）末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、必要
に応じた粘着末端のフィルイン（ｆｉｌｌｉｎｇ－ｉｎ）、所望されない接合を回避する
ためのアルカリ性ホスファターゼ処理、および酵素によるライゲーション、を用いる従来
の技術に従って行われる。別の実施形態では、融合遺伝子は、自動ＤＮＡ合成装置を含む
従来の技術によって合成され得る。あるいは、遺伝子フラグメントのＰＣＲ増幅は、２つ
の連続した遺伝子フラグメント間の相補的なオーバーハング（ｏｖｅｒｈａｎｇ）を生じ
るアンカープライマーを用いて行われ得、これらのフラグメントは、その後、キメラ遺伝
子配列を生じるようにアニーリングされ得る（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｊｏｈｎ　Ｗ
ｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ：１９９２年を参照のこと）。
４．例示的な治療的使用
【００８５】
　ある特定の実施形態では、本開示の組成物であって、例えば、ＦＳＴ（２８８）－Ｉｇ
Ｇ１、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ２、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ１、ＦＳＴ（２９１）－
ＩｇＧ２、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ２、および本明細書
で開示される他のフォリスタチンポリペプチドのいずれかを含む組成物を、本節で記載さ
れる疾患または状態であって、フォリスタチンポリペプチドおよび／またはフォリスタチ
ンリガンド（例えば、ＧＤＦ８）の活性の異常と関連する疾患または障害を含む疾患また
は状態を処置または予防するために使用することができる。本明細書では一般に、これら
の疾患、障害、または状態を、「フォリスタチン関連状態」と称する。ある特定の実施形
態では、本開示は、個体に、上記で記載したフォリスタチンポリペプチドの治療有効量を
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投与することにより、それを必要とする個体を処置または予防する方法を提供する。これ
らの方法は、特に、動物、より特定すれば、ヒトの治療的処置および予防的処置を目的と
する。
【００８６】
　本明細書中で使用される場合、障害または状態を「予防する」治療薬は、統計的試料に
おいて、無処置の対照試料に対して、処置試料における障害もしくは状態の出現を低下さ
せるか、あるいは、無処置の対照試料に対して、障害もしくは状態の１または複数の症状
の発症を遅延させるか、または、重篤度を低下させるような化合物を指す。用語「処置す
る」は、本明細書中で使用される場合、一度確立された状態の改善もしくは除去を含む。
【００８７】
　フォリスタチン－リガンド複合体は、組織成長のほか、種々の構造の適正な形成などの
早期発生プロセスにおいて、または、性的発育、下垂体ホルモンの生成、および筋肉の創
出を含む、１つもしくは複数の発生後能において不可欠の役割を果たす。したがって、フ
ォリスタチン関連状態は、組織成長の異常および発生の欠損を含む。
【００８８】
　処置のための例示的な状態として、神経筋障害（例えば、筋ジストロフィーおよび筋萎
縮）、うっ血性閉塞性肺疾患（およびＣＯＰＤと関連する筋消耗）、筋消耗症候群、サル
コペニア、および悪液質が挙げられる。他の例示的な状態として、筋変性障害および神経
筋障害、組織修復（例えば、創傷治癒）、ならびに神経変性疾患（例えば、筋委縮性側索
硬化症）が挙げられる。
【００８９】
　ある特定の実施形態では、本発明の組成物（例えば、ＦＳＴ－Ｆｃポリペプチド）を、
筋ジストロフィーのための処置の一部として使用する。用語「筋ジストロフィー」とは、
骨格筋、ならびに、ある場合には、心臓および呼吸筋の段階的な筋力低下および劣化を特
徴とする、変性性筋疾患の群を指す。筋ジストロフィーは、筋肉の微視的変化と共に始ま
る、進行性の筋消耗および筋力低下を特徴とする遺伝性障害である。筋肉が経時的に変性
するにつれて、個人の筋強度は減衰する。本主題のフォリスタチン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ーとして、デュシェンヌ型筋ジストロフ
ィー（ＤＭＤ）、ベッカー型筋ジストロフィー（ＢＭＤ）、エメリー－ドレイフス型筋ジ
ストロフィー（ＥＤＭＤ）、肢帯型筋ジストロフィー（ＬＧＭＤ）、顔面肩甲上腕型筋ジ
ストロフィー（ＦＳＨまたはＦＳＨＤ）（ランドゥジー－デジェリン型としてもまた公知
である）、筋強直性ジストロフィー（ＭＭＤ）（スタイナート病としてもまた公知である
）、眼咽頭型筋ジストロフィー（ＯＰＭＤ）、遠位型筋ジストロフィー（ＤＤ）、先天性
筋ジストロフィー（ＣＭＤ）が挙げられる。
【００９０】
　デュシェンヌ型筋ジストロフィー（ＤＭＤ）は、フランスの神経学者である、Ｇｕｉｌ
ｌａｕｍｅ　Ｂｅｎｊａｍｉｎ　Ａｍａｎｄ　Ｄｕｃｈｅｎｎｅにより、１８６０年代に
おいて、最初に記載された。ベッカー型筋ジストロフィー（ＢＭＤ）は、ＤＭＤのこの変
化形について１９５０年代に最初に記載したドイツの医師であるＰｅｔｅｒ　Ｅｍｉｌ　
Ｂｅｃｋｅｒに因んで名付けられた。ＤＭＤは、男性において最も高頻度の遺伝性疾患の
１つであり、３，５００人中１人の少年に影響を及ぼす。ＤＭＤは、Ｘ染色体の短腕部に
位置するジストロフィン遺伝子が破壊されると生じる。男性が保有するＸ染色体のコピー
は、１つだけであるので、男性が有するジストロフィン遺伝子のコピーも１つだけである
。ジストロフィンタンパク質を伴わないと、筋肉は、収縮および弛緩の周期において容易
に損傷する。疾患の早期では、筋肉は、再生により代償されるが、後に、筋前駆細胞は、
進行する損傷に追いつけなくなり、健常筋肉は、非機能的な線維脂肪性組織で置きかえら
れる。
【００９１】
　ＢＭＤは、ジストロフィン遺伝子における異なる変異から生じる。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、または質が不良である。いくら
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かのジストロフィンを有することで、ＢＭＤを有する人の筋肉は、ＤＭＤを有する人の筋
肉と同等の重度または迅速な変性からは保護される。
【００９２】
　例えば、近年の研究は、インビボにおいて、ＧＤＦ８（フォリスタチンリガンド）の機
能を遮断するかまたは消失させることにより、ＤＭＤ患者およびＢＭＤ患者における少な
くともある特定の症状を有効に処置し得ることを実証している。したがって、本主題のフ
ォリスタチンポリペプチドは、ＧＤＦ８阻害剤（アンタゴニスト）として作用することが
可能であり、ＤＭＤ患者およびＢＭＤ患者におけるＧＤＦ８の機能を、インビボで遮断す
る代替的な手段を構成する。
【００９３】
　同様に、本主題のフォリスタチンポリペプチドは、筋成長を必要とする他の疾患状態に
おいて、筋量を増大させる有効な手段をもたらす。例えば、ルーゲーリック病（運動ニュ
ーロン疾患）ともまた呼ばれるＡＬＳは、慢性で、治癒不能、かつ、制止不能なＣＮＳ障
害であって、脳を骨格筋に接続するＣＮＳの構成要素である運動ニューロンを攻撃するＣ
ＮＳ障害である。ＡＬＳでは、運動ニューロンは、劣化し、最終的に死滅し、個人の脳は
、完全な機能および呼びかけ（ａｌｅｒｔ）を正常に保つが、運動の命令が筋肉に到達す
ることはない。ＡＬＳに罹患する大半の人は、４０～７０歳の間である。衰弱する最初の
運動ニューロンは、腕部または脚部に至る運動ニューロンである。ＡＬＳを有する人は、
歩行が困難な場合があり、物を落とし、倒れ、呂律が回らなくなり、制御不能に笑ったり
泣いたりする場合がある。最終的に、四肢における筋肉は、不使用のために萎縮し始める
。この筋力低下は、消耗性となり、個人は、車椅子を必要とするか、または床から起き上
がることができなくなる。大半のＡＬＳ患者は、疾患発症から３～５年で、呼吸不全また
は肺炎のような、換気装置支援による合併症で死ぬ。
【００９４】
　シャルコー－マリー－トゥース病（ＣＭＴ）は、本明細書で記載されるフォリスタチン
ポリペプチドの局所投与により処置することができる。ＣＭＴとは、末梢神経に影響を及
ぼし、進行性であり、しばしば局所性である筋力低下および筋変性を結果としてもたらす
、遺伝性障害の群である。処置し得る疾患の側面は、足部の変形（重度のハイアーチ足）
；下垂足（足部を水平に保つことの不可能）；「打ち付ける」歩行（下垂足に起因する、
歩行時に床を足部で打ち付ける）；下脚部における筋喪失；足部におけるしびれ；平衡の
困難；または手腕の衰弱を含む。
【００９５】
　様々な全身性筋障害であって、ランバート－イートン筋無力症候群（ＬＥＭＳ）；代謝
性ジストロフィー；脊髄性筋委縮症（ＳＭＡ）；皮膚筋炎（ＤＭ）；遠位型筋ジストロフ
ィー（ＤＤ）；エメリー－ドレイフス型筋ジストロフィー（ＥＤＭＤ）；内分泌性ミオパ
シー；フリードライヒ運動失調（ＦＡ）；遺伝性ミオパシー；ミトコンドリアミオパシー
；重症筋無力症（ＭＧ）；多発性筋炎（ＰＭ）を含む筋障害を有する患者の筋肉を、本明
細書で開示されるフォリスタチンポリペプチドにより処置することができる。
【００９６】
　１つまたは複数の筋肉の、術後または不使用による萎縮であって、股関節骨折；完全股
関節形成術（ＴＨＡ）；完全膝関節形成術（ＴＫＡ）、または腱板断裂手術の後における
萎縮を含む萎縮を有する患者の筋肉を、本明細書で開示されるフォリスタチンポリペプチ
ドにより処置することができる。
【００９７】
　筋喪失または筋力低下を引き起こす他の様々な疾患を患う患者の筋肉であって、以下の
疾患：サルコペニア、悪液質、肺がん、結腸がん、および卵巣がんを含む、種々の種類の
がん、長期にわたる換気支援を受けている患者、糖尿病、慢性閉塞性肺障害、腎不全、心
不全、末梢神経の外傷および障害、を有する患者の筋肉を含む筋肉を、本明細書で開示さ
れるフォリスタチンポリペプチドにより処置することができる。
【００９８】
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　フォリスタチンポリペプチドに誘導される筋量の増大はまた、筋消耗疾患を患う人の利
益にもなり得る。ＧＤＦ８の発現は、ヒトにおける除脂肪量と逆相関し、ＧＤＦ８遺伝子
の発現のこの増大は、ＡＩＤＳ消耗症候群を有する人における体重減少と関連する。ＡＩ
ＤＳ患者におけるＧＤＦ８機能を阻害することにより、ＡＩＤＳの少なくともある特定の
症状を、完全に消失させないにせよ、緩和することができ、こうして、ＡＩＤＳ患者にお
ける生活の質を著明に改善することができる。
５．医薬組成物
【００９９】
　ある特定の実施形態では、本発明の化合物（例えば、フォリスタチンポリペプチド）を
、薬学的に許容されるキャリアと共に製剤化する。例えば、フォリスタチンポリペプチド
は、単独で投与することができ、医薬製剤（治療用組成物）の構成要素として投与するこ
ともできる。対象の化合物は、ヒト医療または獣医科医療における使用のための、任意の
好都合な方式による投与のために製剤化することができる。
【０１００】
　ある特定の実施形態では、本発明の治療方法は、組成物を外用投与する工程、全身投与
する工程、またはインプラントもしくはデバイスとして局所投与する工程を含む。投与さ
れるとき、本発明における使用のための治療用組成物は、当然ながら、発熱物質非含有で
あり、生理学的に許容される形態にある。さらに、組成物は、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
めの粘性形態で封入されているか、または注射されることが望ましい場合がある。外用投
与は、創傷治癒および組織修復に適し得る。フォリスタチンポリペプチド以外の治療的に
有用な作用因子であって、任意選択で、上記で記載した組成物中に含まれ得る作用因子も
、代替的にまたは付加的に、本発明の方法において本主題の化合物（例えば、フォリスタ
チンポリペプチド）と共に同時または逐次的に投与することができる。
【０１０１】
　ある特定の実施形態では、本発明の組成物は、標的組織部位に１つまたは複数の治療化
合物（例えば、フォリスタチンペプチド）を送達し得、成長中の組織のための構造を提供
し得、そして、最適には身体内へと再吸収され得るマトリクスを含み得る。例えば、マト
リクスは、フォリスタチンペプチドの遅速放出を提供し得る。このようなマトリクスは、
他の移植医療用途に現在使用される材料から形成され得る。
【０１０２】
　マトリクス材料の選択は、生体適合性、生分解性、機械的特性、見かけ上の様相および
界面の特性に基づく。本主題の組成物の特定の用途が、適切な製剤を画定する。組成物の
ための可能性のあるマトリクスは、生分解性でかつ化学的に画定された硫酸カルシウム、
リン酸三カルシウム、ヒドロキシアパタイト、ポリ乳酸およびポリ無水物であり得る。他
の可能性のある材料は、生分解性でかつ生物学的に十分に規定されたもの（例えば、骨ま
たは皮膚のコラーゲン）である。さらなるマトリクスは、純粋なタンパク質または細胞外
マトリクスの成分から構成される。他の可能性のあるマトリクスは、非生分解性でかつ化
学的に規定されたもの（例えば、焼結ヒドロキシアパタイト、バイオグラス、アルミン酸
塩、または他のセラミクス）である。マトリクスは、上述のタイプの材料の任意の組み合
わせ（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）から構成され得る。バイオセラミクスは、組成物（例えば、カルシウム－
アルミン酸－リン酸）中で変化され得、孔径、粒子径、粒子の形状および生分解性を変更
するように加工され得る。
【０１０３】
ある特定の実施形態では、本発明の方法は、例えば、カプセル、カシェ、丸剤、錠剤、ロ
ゼンジ（矯味矯臭基材、通常は、スクロースおよびアカシアまたはトラガントを使用する
）、散剤、顆粒剤の形態で、あるいは水性もしくは非水性液体中の溶液もしくは懸濁液と
して、あるいは水中油もしくは油中水の液体エマルジョンとして、あるいはエリキシルも
しくはシロップとして、あるいは香錠（ゼラチンおよびグリセリン、またはスクロースお
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よびアカシアなどの不活性基材を使用する）として、および／あるいはマウスウォッシュ
などとして経口投与することもでき、各々が、所定量の作用因子を活性成分として含有す
る。本開示の化合物と、任意選択で、１つまたは複数の他の活性成分とはまた、ボーラス
、舐剤、またはペーストとしても投与することができる。
【０１０４】
　経口投与のための固体投薬形態（カプセル、錠剤、丸剤、糖衣錠、散剤、顆粒剤など）
において、本発明の１または複数の治療化合物は、１または複数の薬学的に受容可能なキ
ャリア（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
下のうち任意のものと混合され得る；（１）充填剤または増量剤（例えば、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）：（２）結合
剤（例えば、カルボキシメチルセルロース、アルギン酸塩、ゼラチン、ポリビニルピロリ
ドン、スクロースおよび／またはアカシア）：（３）湿潤剤（例えば、グリセロール）：
（４）崩壊剤（例えば、アガー－アガー、炭酸カルシウム、ポテトもしくはタピオカデン
プン、アルギン酸、特定のケイ酸塩、および炭酸ナトリウム）：（５）溶液抑制剤（ｓｏ
ｌｕｔｉｏｎ　ｒｅｔａｒｄｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）（例えば、パラフィン）：（６）吸収
加速剤（例えば、四級アンモニウム化合物）：（７）加湿剤（例えば、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）：（８）吸着剤（例えば、カオリンおよびベント
ナイトクレイ）：（９）潤滑剤（例えば、滑石、ステアリン酸カルシウム、ステアリン酸
マグネシウム、固体ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム）、およびこれら
の混合物：ならびに（１０）着色剤。カプセル、錠剤、および丸剤の場合、組成物はまた
、緩衝剤も含み得る。また、同様の種類の固形組成物も、ラクトースまたは乳糖のほか、
高分子量ポリエチレングリコールのような賦形剤を使用して、軟充填ゼラチンカプセル中
および硬充填ゼラチンカプセル中の充填剤として利用することができる。
【０１０５】
　経口投与のための液体投薬形態としては、薬学的に受容可能なエマルジョン、マイクロ
エマルジョン、溶液、懸濁物、シロップおよびエリキシルが挙げられる。活性成分に加え
、液体投薬形態は、当該分野で一般に用いられる不活性希釈剤（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（特に、綿実油、ピーナッツ油、トウモロコシ油、胚
芽油、オリーブ油、ヒマシ油およびゴマ油）、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、ならびにこれらの
混合物］を含み得る。不活性な希釈剤に加え、経口用組成物はまた、加湿剤、乳化剤およ
び懸濁剤、甘味剤、矯味矯臭剤、着色剤、芳香剤、および保存剤を含む佐剤を含み得る。
【０１０６】
　懸濁液は、活性化合物に加えて、エトキシル化イソステアリルアルコール、ポリオキシ
エチレンソルビトール、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、アガー－アガー、およびトラガント、ならびにこれらの混合
物などの懸濁剤を含有し得る。
【０１０７】
　本明細書で開示されるある特定の組成物は、皮膚または粘膜に外用投与することができ
る。外用製剤はさらに、皮膚透過強化剤または角質層透過強化剤として有効であることが
公知の、多種多様な作用因子の１つまたは複数も含み得る。これらの例は、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、メチルアルコー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。化粧品的に許容可能な製剤を作製するための追加の作用因子
も、さらに含めることができる。これらの例は、脂肪、蝋、油、色素、香料、保存剤、安
定化剤、および表面活性剤である。当技術分野で公知のものなどの角質溶解剤もまた、含
めることができる。例は、サリチル酸および硫黄である。
【０１０８】
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　外用投与または経皮投与のための剤形は、散剤、スプレー、軟膏、ペースト、クリーム
、ローション、ゲル、溶液、パッチ、および吸入剤を含む。活性化合物は、滅菌条件下で
、薬学的に許容されるキャリア、および必要とされ得る任意の保存剤、緩衝剤、または促
進剤と共に混合することができる。軟膏、ペースト、クリーム、およびゲルは、本発明の
対象の化合物（例えば、フォリスタチンポリペプチド）に加えて、動物脂肪および植物脂
肪、油、蝋、パラフィン、デンプン、トラガント、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、滑石、および酸化亜鉛、またはこれらの混
合物などの賦形剤も含有し得る。
【０１０９】
　散剤およびスプレーは、対象の化合物に加えて、ラクトース、滑石、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、またはこれらの物質の混合物な
どの賦形剤も含有し得る。スプレーは加えて、クロロフルオロハイドロカーボンなど、常
用の推進剤、ならびに、ブタンおよびプロパンなどの揮発性非置換炭化水素も含有し得る
。
【０１１０】
　ある特定の実施形態では、非経口投与に適する医薬組成物は、１つまたは複数のフォリ
スタチンポリペプチドを、１つまたは複数の薬学的に許容される、無菌かつ等張の水性も
しくは非水性の溶液、分散液、懸濁液、もしくはエマルジョン、または、使用直前に無菌
の注射用溶液もしくは注射用分散液に再構成され得る無菌粉末（抗酸化剤、緩衝剤、静菌
剤、製剤を意図されるレシピエントの血液と等張にする溶質、懸濁剤、もしくは増粘剤を
含有し得る）と組み合わせて含み得る。本発明の医薬組成物中で利用され得る、適切な水
性および非水性のキャリアの例は、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール
、プロピレングリコール、ポリエチレングリコールなど）、およびこれらの適切な混合物
、オリーブ油などの植物油、ならびにオレイン酸エチルなどの注射用有機エステルを含む
。適正な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティング材料の使用により、分散剤の場
合には必要とされる粒子径の維持により、および界面活性剤の使用により維持することが
できる。
【０１１１】
　本発明の組成物はまた、保存剤、保湿剤、乳化剤、および分散化剤などの佐剤も含有し
得る。微生物の作用の防止は、種々の抗細菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロ
ロブタノール、ソルビン酸フェノールなどを組み入れることにより確保することができる
。を含む等張化剤、例えば、糖、塩化ナトリウムなどを組成物中に組み入れることも望ま
しいと考えられる。加えて、注射可能な医薬形態の吸収の遅延も、例えば、吸収を遅延さ
せる作用因子、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを組み入れることにより、
もたらすことができる。
【０１１２】
　投与レジメンは、主治医が、本発明の主題の化合物（例えば、フォリスタチンポリペプ
チド）の作用を修飾する種々の因子について検討して決定することが理解される。種々の
因子は、処置される疾患に依存する。
【０１１３】
　特定の実施形態では、本発明はまた、本明細書に開示のフォリスタチンポリペプチドま
たは他の作用因子のインビボ産生のための遺伝子治療を提供する。このような治療は、上
に列挙したような障害を有する細胞または組織中にフォリスタチンポリヌクレオチド配列
を導入することによってその治療作用を達成する。フォリスタチンポリヌクレオチドの送
達は、例えば、キメラウイルスのような組換え発現ベクターまたはコロイド分散系を用い
ることによって達成され得る。フォリスタチンポリヌクレオチド配列の治療的送達に好ま
しいことは、標的化されたリポソームの使用である。
【０１１４】
　本明細書中で教示されるような遺伝子治療に利用され得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、ＲＮＡウ
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イルス（例えば、レトロウイルス）が挙げられる。好ましくは、レトロウイルスベクター
は、マウスもしくはトリのレトロウイルスの誘導体である。単一の外来遺伝子が挿入され
得るレトロウイルスベクターの例としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：
モロニーマウス白血病ウイルス（ＭｏＭｕＬＶ）、ハーベーマウス肉腫ウイルス（ＨａＭ
ｕＳＶ）、マウス乳腺癌ウイルス（ＭｕＭＴＶ）およびラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）。
多数のさらなるレトロウイルスベクターが多数の遺伝子を組み込み得る。これらのベクタ
ーは全て、形質導入された細胞が同定および生成され得るように、選択マーカーについて
の遺伝子を移送または組み込み得る。レトロウイルスベクターは、例えば、糖、糖脂質ま
たはタンパク質を付着させることによって、標的特異的とされ得る。好ましい標的化は、
抗体を用いて達成される。当業者は、フォリスタチン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な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中に挿入され得るか、または、ウイルスエンベロープに付着され得る
ことを認識する。好ましい一実施形態では、ベクターを、骨、軟骨、筋肉、またはニュー
ロンの細胞／組織に標的化する。
【０１１５】
　あるいは、組織培養細胞は、従来のリン酸カルシウムトランスフェクション法によって
、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を
用いて直接トランスフェクトされ得る。これらの細胞は、次いで、関心のある遺伝子を含
むベクタープラスミドでトランスフェクトされる。得られた細胞は、培養培地中にレトロ
ウイルスベクターを放出する。
【０１１６】
　フォリスタチンポリヌクレオチドのための別の標的化送達システムは、コロイド分散系
である。コロイド分散系としては、高分子複合体、ナノカプセル、ミクロスフェア、ビー
ズおよび脂質ベースの系（水中油エマルジョン、ミセル、混合型ミセルおよびリポソーム
を含む）が挙げられる。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、インビトロおよびインビボで送達ビヒクルとして有用な人工の膜小胞である。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得、そして、生物学的に
活性な形態で細胞へと送達され得る（例えば、Ｆｒａｌｅｙら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．　Ｓｃｉ．、６巻：７７頁（１９８１年）を参照のこと］。リポソームビヒクル
を用いた効率的な遺伝子移入のための方法は当該分野で公知である、例えば、Ｍａｎｎｉ
ｎｏら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、６巻：６８２頁、１９８８を参照のこと。リポソ
ームの組成は通常、通常、ステロイド（特に、コレステロール）との組み合わせのリン脂
質の組み合わせである。他のリン脂質または他の脂質も使用し得る。リポソームの物理的
特徴は、ｐＨ、イオン強度、および二価カチオンの存在に依存する。リポソーム産生に有
用な脂質として、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、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
ァチジルコリンが挙げられる。例えば、器官特異性、細胞特異性および細胞小器官特異性
に基づいたリポソームの標的化もまた可能であり、当該分野で公知である。
【実施例】
【０１１７】
（実施例）
　本発明は、ここで、一般的に記載されるが、単に本発明の特定の実施形態を例示する目
的のために含められる以下の実施例を参照するとより容易に理解される。これらの実施例
は、本発明を限定するとは意図されない。
　（実施例１）
フォリスタチン－Ｆｃタンパク質の生成
【０１１８】
　フォリスタチン（ＦＳＴ）は、複雑な薬物動態挙動をとることが公知である。短い形態



(40) JP 6568110 B2 2019.8.28

10

20

のＦＳＴ（２８８）は、リガンドの遮断においてより有効であり、そのマスキングされて
いないヘパリン結合性ドメインに部分的に起因して細胞表面に結合することが報告されて
いる。ＦＳＴ（３１５）は、それほど有効でなく、ヘパリン結合性ドメインを中和する酸
に富むＣ末端のアミノ酸配列に起因して細胞表面にそれほど引き寄せられないと考えられ
ている。文献では、フォリスタチンは一般に、全身効果を及ぼすものとして報告されてい
る。本出願人らは、投与組織（注射される筋肉など）内で効果を及ぼす傾向があるフォリ
スタチン構築物を設計し得るのかどうか、およびフォリスタチンの二量体化により、組織
内貯留の増強がもたらされるのかどうかを決定しようとした。免疫グロブリンのＦｃドメ
インは、二量体を形成することが公知である。フォリスタチン－Ｆｃ融合タンパク質の、
筋肉および他の組織に対する効果について探索し、Ｆｃ媒介性の二量体化の、フォリスタ
チンポリペプチドの薬物動態特性に対する効果について評価するため、本出願人らは、Ｉ
ｇＧ１のＦｃ部分に融合させた、ＦＳＴ（２８８）またはＦＳＴ（３１５）を含有する融
合タンパク質を生成した。各フォリスタチンポリペプチドを、Ｆｃ部分に接合するために
、ＴＧＧＧリンカー配列を選択した。
【０１１９】
　各ＦＳＴ－ＩｇＧ１構築物のために、以下の３つのリーダー配列：
（１）フォリスタチンリーダー：ＭＶＲＡＲＨＱＰＧＧＬＣＬＬＬＬＬＬＣＱＦＭＥＤＲ
ＳＡＱＡ（配列番号２３）
（２）組織プラスミノーゲンアクチベーター（ＴＰＡ）：ＭＤＡＭＫＲＧＬＣＣＶＬＬＬ
ＣＧＡＶＦＶＳＰ（配列番号２４）
（３）ミツバチメリチン（ＨＢＭＬ）：ＭＫＦＬＶＮＶＡＬＶＦＭＶＶＹＩＳＹＩＹＡ（
配列番号２５）
について検討した。
【０１２０】
　選択されたＦＳＴ－Ｆｃタンパク質は、フォリスタチンリーダーを組み込んでいる。Ｆ
ＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１融合物は、下記に示される、プロセシングされていない成熟ア
ミノ酸配列を有する。
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【０１２１】
　最初の「ＧＮ」配列を除去し、以下のポリペプチド（配列番号２８）をもたらすことが
できる。

【化１７】

【０１２２】
　ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１融合物は、下記に示される、プロセシングされていない成
熟アミノ酸配列を有する。
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【化１８】

【０１２３】
　最初の「ＧＮ」配列を除去し、以下のポリペプチド（配列番号３１）をもたらすことが
できる。
【化１９】

【０１２４】
　タンパク質は、ＨＥＫ－２９３細胞内またはＣＨＯ細胞内で発現させ、濾過およびプロ
テインＡクロマトグラフィーにより、馴化培地から精製した。場合によって、アニオン交
換クロマトグラフィーおよび疎水性相互作用クロマトグラフィーならびに／またはゲル濾
過もまた使用した。
【０１２５】
　タンパク質の活性は、アクチビンＡまたはＧＤＦ１１への結合により評価した。各場合
において、タンパク質は、１０ｐＭ未満のＫＤで結合する。
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　（実施例２）
マウスにおける、フォリスタチン－Ｆｃタンパク質の全身投与の、筋量および筋強度に対
する効果
【０１２６】
　本出願人らは、全身投与の後に、野生型マウスにおける筋量および筋強度を増大させる
フォリスタチン－Ｆｃタンパク質の能力を決定した。除脂肪筋量の全身における実質的な
増大を刺激することが周知であるＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ融合タンパク質を、陽性対照とし
て使用した。
【０１２７】
　Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１タンパク質、ヒトＦＳＴ（３１
５）－ＩｇＧ１タンパク質、またはヒトＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃタンパク質を、毎週２回ず
つ４週間にわたり投薬（１０ｍｇ／ｋｇ；皮下（ｓ．ｃ．））した。マウスを、全身核磁
気共鳴（ＮＭＲ）走査にかけて、全身除脂肪組織量のパーセント変化を決定した。Ａｃｔ
ＲＩＩＢ－Ｆｃで処置されたマウスは、除脂肪組織における、ビヒクル対照群と比較した
場合の有意な（およそ３５％）増大を呈示した。ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１またはＦＳ
Ｔ（３１５）－ＩｇＧ１タンパク質で処置されたマウスは、対照コホートと比較して、除
脂肪組織量の増大をほとんど呈示しなかった。図２を参照されたい。研究の終了時におい
て、胸筋、前脛骨（ＴＡ）筋、腓腹筋、および大腿骨筋を摘出し、秤量した。図４におい
て示される通り、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ処置は、これらの筋肉群の各々における筋量を有
意に増大させた。これに対し、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１またはＦＳＴ（３１５）－Ｉ
ｇＧ１処置群では、筋量の増大がほとんど観察されないか、または全く観察されなかった
。図２を参照されたい。
【０１２８】
　この研究の経過ではまた、マウスを、筋強度の変化についても検討した。力変換器を引
っ張るときにマウスが及ぼす力を測定して、前足握力を決定する。本出願人らは、Ａｃｔ
ＲＩＩＢ－Ｆｃタンパク質で処置されたマウスが、筋強度の増大を呈示することを観察し
た。これに対し、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１またはＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１処置群
では、握力の増大が観察されなかった。図３を参照されたい。
【０１２９】
　まとめると、結果は、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃの全身投与は、マウスにおける筋量および
筋強度の両方を、ビヒクル対照動物と比較した場合に、大幅に増大させることを確認する
。これに対し、フォリスタチン－Ｆｃ融合タンパク質である、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ
１またはＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１により処置されたマウスでは、筋量または筋強度の
増大が、ほとんど観察されないか、または全く観察されなかった。したがって、フォリス
タチン－Ｆｃ融合タンパク質は、インビボにおいて全身投与された場合、筋量または筋強
度に対する効果をほとんど及ぼさないか、または全く及ぼさないと考えられる。
　（実施例３）
フォリスタチン－Ｆｃタンパク質の全身投与の、ＦＳＨレベルに対する効果
【０１３０】
　フォリスタチンは、シグナル伝達タンパク質のＴＧＦ－ベータスーパーファミリーのメ
ンバーに結合し、かつ、これらを阻害するその能力について主に特徴付けられる。特に、
フォリスタチンは、アクチビン活性の強力な阻害剤であることが公知である。アクチビン
とは、濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）生成の強力な誘導因子である。ＦＳＨは、下垂体前葉
の性腺刺激ホルモン分泌細胞により、合成および分泌され、思春期の成熟時における成長
および発育、ならびに体内の種々の生殖のプロセスを調節する。フォリスタチン－Ｆｃポ
リペプチドの全身効果を評価するため、ＦＳＨレベルに対する効果について評価した。
【０１３１】
　ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１による処置（１０ｍｇ／ｋｇ；毎週２回ずつの皮下（ｓ．
ｃ．））は、３．８３６（±５．２２）μｇ／ｍＬの薬物循環レベルを結果としてもたら
した。ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１による同様の処置は、１９．３１（±１．８５）μｇ



(44) JP 6568110 B2 2019.8.28

10

20

30

40

50

／ｍＬという、実質的により高度な血清薬物レベルを結果としてもたらした。図５に指し
示される通り、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１は、ＦＳＨの血清レベルに対して、著明な効
果を何ら及ぼさなかったことから、このＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１処置レジメは、全身
アクチビン活性に対して、著明な影響を及ぼさないことが示唆される。これに対し、ＦＳ
Ｔ（３１５）－ＩｇＧ１処置は、ＦＳＨの循環レベルの低下を結果としてもたらしたこと
から、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１の全身投与は、全身性のアクチビンシグナル伝達に対
して効果を及ぼすことが指し示される。総じて、これらのデータは、ＦＳＴ（２８８）－
ＩｇＧ１など、マスキングされていないヘパリン結合性ドメインを伴うフォリスタチンポ
リペプチドであって、二量体化を媒介するＦｃドメインに融合させたフォリスタチンポリ
ペプチドの使用が、全身活性をほとんど及ぼさないか、または全く及ぼさないタンパク質
を結果としてもたらすのに対し、マスキングされたヘパリン結合性ドメインを伴うＦＳＴ
（３１５）－ＩｇＧ１は、全身効果を達成するのに使用し得ることを指し示す。
　（実施例４）
マウスにおける、フォリスタチン－Ｆｃタンパク質の局所投与の、筋量および筋強度に対
する効果
【０１３２】
　全身投与の後では、著明な効果が見られなかったが、本出願人らは、フォリスタチンを
使用して、筋内（ｉ．ｍ．）投与の後で野生型マウスにおける筋量および筋強度を局所的
に増大させ得るのかどうかについて、同様の実験法を使用して決定した。
【０１３３】
　Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、ＦＳＴ（２８８）－Ｆｃタンパク質、ＦＳＴ（３１５）－Ｆ
ｃタンパク質、またはヒトＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃタンパク質を、毎週２回ずつ４週間にわ
たり投薬（５０マイクログラム；右腓腹筋にｉ．ｍ．）した。最初の処置の後の種々の時
点において、マウスを、全身核磁気共鳴（ＮＭＲ）走査にかけて、全身除脂肪組織量のパ
ーセント変化を決定した。ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃで処置されたマウスは、除脂肪組織にお
ける、ビヒクル対照群と比較した場合の有意な増大を呈示した。これに対し、ＦＳＴ（２
８８）－Ｆｃタンパク質またはＦＳＴ（３１５）－Ｆｃタンパク質で処置されたいずれの
マウスも、除脂肪組織量における、対照コホートと比較した有意な増大を呈示しなかった
。研究の終了時において、右の注射された腓腹筋および左の対側腓腹筋の両方を摘出し、
秤量した。図６において示される通り、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃ処置は、右腓腹筋および左
腓腹筋の両方における筋量を、ビヒクルで処置されたマウスと比較して有意に増大させた
。したがって、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃは、単一の筋肉内の局所投与に制限された場合でも
なお、筋量の増大に対して全身効果を及ぼす。これに対し、ＦＳＴ（２８８）－Ｆｃおよ
びＦＳＴ（３１５）－Ｆｃのいずれも、右腓腹筋の筋量の有意な増大を結果としてもたら
したが、対側筋の質量に対する効果は及ぼさなかった。したがって、全身投与の後で観察
された効果とは対照的に、フォリスタチンタンパク質は、筋肉に直接投与される場合に、
筋量の強力な刺激因子であると考えられる。さらに、フォリスタチンは、筋量に対するそ
の効果が、投与部位に局在化されるという点で、ＡｃｔＲＩＩＢ－Ｆｃのような他の作用
因子に対して顕著に異なる利点を有するとも考えられることから、フォリスタチンを、周
囲の標的とされていない筋肉の正常な成長／活動に影響を及ぼさずに、選択された筋肉ま
たは筋肉群を標的とする療法のために使用し得ることが指し示される。
【０１３４】
　本出願人らはまた、ｉ．ｍ．投与の後における、フォリスタチン－Ｆｃ融合タンパク質
の血清レベルについても緊密にモニタリングした。ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１による処
置は、０．１５６（±０．２４５）μｇ／ｍＬの薬物循環レベルを結果としてもたらした
。ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１による同様の処置は、３．５８（±１．７３）μｇ／ｍＬ
という、わずかにより高度な血清薬物レベルを結果としてもたらしたが、これらのレベル
は、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１の全身投与の後で観察されたレベルより実質的に低度で
あった。ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１およびＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１のいずれも、ｉ
．ｍ．注射後において、患者血清中、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１の全身投与の後で観察
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されるレベル（すなわち、３．８３６（±５．２２）μｇ／ｍＬ）より低レベルで循環す
るので、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１またはＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１のいずれも、Ｆ
ＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１が、ｓ．ｃ．投与の後で、このような効果を及ぼさなかったの
と同様に、ＦＳＨの血清レベルに対して、有意な効果を及ぼさないことが予測される。図
５を参照されたい。したがって、これらのデータは、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１および
ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ１のいずれも、特に、生殖的に活動的であるか、または生殖系
に対する影響を最小化するように所望する患者における、標的化された筋成長を促進する
のに十分に適することを指し示す。
【０１３５】
　同様の実験を実行して、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１の、筋量および筋質に対する効果
についての用量反応曲線を確立した。Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、毎週２回ずつ４週間にわ
たり、様々な量で（１～１００マイクログラム）、右腓腹筋にｉ．ｍ．投薬した。図８に
おいて示される通り、注射された筋肉の筋量の、対側筋と対比した選択的増大は、ＦＳＴ
（２８８）－ＩｇＧ１の用量の増量と共に大きくなった。筋断面は、筋量の増強が、低形
成ではなくて、筋肉線維肥大の結果であることを明らかにした。
　（実施例５）
局所作用型フォリスタチン－Ｆｃ融合タンパク質のＦｃ最適化
【０１３６】
　前出の実施例で記載した通り、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１およびＦＳＴ（３１５）－
ＩｇＧ１などのフォリスタチン－Ｆｃ融合タンパク質は、筋肉および他の組織に対する全
身効果が小さく、特に、タンパク質のＦＳＴ（２８８）形態は、注射部位において活性で
ある。本出願人らおよびその他は、ＦＳＴ（２８８）は、ヘパリン結合性ドメインにより
細胞に結合し、この結合は、外因性ヘパリンにより消失させ得ることを確立した。結果と
して、本出願人らは、標的とされる細胞に対するＣＤＣ作用およびＡＤＣＣ作用を媒介す
ることが公知である免疫グロブリンドメインが、ヘパリン結合性フォリスタチン構築物で
処置された細胞への損傷を引き起こし得ることを決定した。このような損傷は、標的とさ
れる組織内の免疫反応または標的とされる組織の成長の減殺として顕在化し得る。したが
って、本出願人らは、フォリスタチンポリペプチドの変化形であって、ＣＤＣ活性および
ＡＤＣＣ活性を刺激する能力が減殺されていることが公知のＩｇＧ定常ドメインの例であ
る、ヒトＩｇＧ２のＦｃ部分を利用する変化形を生成した。この実験を実行して、代替的
なＦｃドメインを使用するフォリスタチン－Ｆｃ融合タンパク質が、活性を保持するのか
どうかを確認した。
【０１３７】
　本出願人らは、ＩｇＧ２のＦｃ部分に融合させた、ＦＳＴ（２８８）またはＦＳＴ（３
１５）を含有する融合タンパク質を生成した。各フォリスタチンポリペプチドをＦｃ部分
に接合するために、ＴＧＧＧリンカー配列を選択した。
【０１３８】
　各ＦＳＴ－ＩｇＧ２構築物のために、フォリスタチンリーダーを利用した。
【０１３９】
　ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ２融合物は、下記に示される、プロセシングされていない成
熟アミノ酸配列を有する。



(46) JP 6568110 B2 2019.8.28

10

20

30

40

【化２０】

【０１４０】
　これは、以下の核酸配列（配列番号４４）によりコードされる。
【化２１－１】
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【化２１－２】

【化２２】

【０１４１】
　最初の「ＧＮ」配列を除去し、以下のポリペプチド（配列番号３４）をもたらすことが
できる。

【化２３】

【０１４２】
　ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ２融合物は、下記に示される、プロセシングされていない成
熟アミノ酸配列を有する。
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【化２４】

【０１４３】
　これは、以下の核酸配列（配列番号４５）によりコードされる。

【化２５】
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【化２６】

【０１４４】
　最初の「ＧＮ」配列を除去し、以下のポリペプチド（配列番号３７）をもたらすことが
できる。

【化２７】

【０１４５】
　タンパク質は、ＨＥＫ－２９３細胞内またはＣＨＯ細胞内で発現させ、濾過およびプロ
テインＡクロマトグラフィーにより、馴化培地から精製した。場合によって、アニオン交
換クロマトグラフィーおよび疎水性相互作用クロマトグラフィーならびに／またはゲル濾
過もまた使用した。
【０１４６】
　タンパク質の活性は、アクチビンＡまたはＧＤＦ１１への結合により評価した。各場合
において、タンパク質は、１０ｐＭ未満のＫＤで結合する。これらのデータは、フォリス
タチン－ＩｇＧ２融合タンパク質が、生成、発現され、ピコモル濃度のリガンド結合活性
を保持し得ることを指し示す。
　（実施例６）
最適化された局所作用型フォリスタチン－Ｆｃ融合タンパク質
【０１４７】
　最適のフォリスタチン－Ｆｃ融合タンパク質を生成し得るのかどうかについて評価する
ため、ＦＳＴ（２８８）およびＦＳＴ（３１５）のＣ末端の間の様々な切断型を生成した
。これらの切断型の１つであって、アミノ酸２９１で終わり、ＦＳＴ（２９１）と称する
切断型は、ＦＳＴ（３１５）のマスキングドメインの小部分を含有するにもかかわらず、
他の形態と比較して優れた発現特性を示し、所望されるヘパリン結合活性を保持した。こ
の形態を、ヒトＩｇＧ１およびヒトＩｇＧ２のＦｃ部分に融合させて、ＦＳＴ（２９１）
－ＩｇＧ１およびＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２を生成した。
【０１４８】
　各フォリスタチンポリペプチドを、Ｆｃ部分に接合するために、ＴＧＧＧリンカー配列
を選択した。
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【０１４９】
　各ＦＳＴ－ＩｇＧ１構築物のために、フォリスタチンリーダーを利用した。
【０１５０】
　ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ１融合物は、下記に示される、プロセシングされていない成
熟アミノ酸配列を有する。
【化２８】

【０１５１】
　最初の「ＧＮ」配列を除去し、以下のポリペプチド（配列番号４０）をもたらすことが
できる。
【化２９】

【０１５２】
　ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２融合物は、下記に示される、プロセシングされていない成
熟アミノ酸配列を有する。
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【化３０】

【０１５３】
　最初の「ＧＮ」配列を除去し、以下のポリペプチド（配列番号４３）をもたらすことが
できる。
【化３１】

【０１５４】
　タンパク質は、ＨＥＫ－２９３細胞内またはＣＨＯ細胞内で発現させ、濾過およびプロ
テインＡクロマトグラフィーにより、馴化培地から精製した。場合によって、アニオン交
換クロマトグラフィーおよび疎水性相互作用クロマトグラフィーならびに／またはゲル濾
過もまた使用した。
【０１５５】
　タンパク質の活性は、アクチビンＡまたはＧＤＦ１１への結合により評価した。各場合
において、タンパク質は、１０ｐＭ未満のＫＤで結合する。
【０１５６】
　追加の切断型の実験を実行して、ＴＧＧＧリンカーの文脈で、効力が大きく、処置され
る組織内に貯留する傾向が強く、処置される組織内で炎症反応または免疫反応を生成する
傾向が小さいポリペプチドを生成するように、最適のリガンドおよびヘパリン結合活性を
呈示するフォリスタチン－ＩｇＧ２構築物を同定した。この目的で、ＦＳＴ（２７８）－
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０３）－ＩｇＧ２と称する一連の構築物を生成し、互いと比較し、ＦＳＴ（２８８）－Ｉ
ｇＧ２およびＦＳＴ－（３１５）－ＩｇＧ２とも比較した。ヘパリンへの結合は、ヘパリ
ンの存在下または非存在下において細胞からのタンパク質回収量を測定することにより評
価し、ＥＬＩＳＡにより定量化し、ヘパリンの存在下で回収されたタンパク質のヘパリン
の非存在下で回収されたタンパク質に対する比として表した。下記の表で示される通り、
ＦＳＴ（２７８）－ＩｇＧ２、ＦＳＴ（２８４）－ＩｇＧ２、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ
２およびＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２の全てが、３．００～４．００という同様の比を示
すのに対し、ＦＳＴ（３０３）－ＩｇＧ２およびＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ２は、それぞ
れ、１．５０および０．９７の比を示す。これは、２９１位と３０３位との間により多く
のアミノ酸が含まれるほど、ヘパリン結合活性が急激に低減されることを指し示す。
【表１】

【０１５７】
　アクチビンおよびＧＤＦ１１の阻害を評価するための細胞ベースのレポーター遺伝子ア
ッセイ（ＷＯ／２００６／０１２６２７において記載されている、Ａ－２０４レポーター
遺伝子アッセイ）を実行した。下記の表で示される通り、構築物を、２８８位を超えて伸
長させたところ、リガンド阻害の増強がもたらされた。
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【表２】

【０１５８】
　ヘパリン結合データおよびリガンド阻害データをまとめると、本実施例で使用されたＴ
ＧＧＧリンカー、または同様のサイズのリンカー（例えば、１～１０アミノ酸、任意選択
で、３～８アミノ酸のサイズのリンカー）の文脈では、２９１～３０２位で終わるＦＳＴ
－ＩｇＧ２構築物は、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ２と比べて、リガンド阻害が増強されて
おり、ＦＳＴ（３１５）－ＩｇＧ２と比べてヘパリンへの結合が増強されていること、お
よびＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２は、局所投与および局所効果に最適のタンパク質を代表
することが明らかである。
　（実施例７）
マウスにおける、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２タンパク質の局所投与の、筋量および筋強
度に対する効果
【０１５９】
　本出願人らは、筋内（ｉ．ｍ．）投与の後の野生型マウスにおける筋量および筋強度を
局所的に増大させるのに使用した場合の、最適化ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２タンパク質
の活性を評価した。
【０１６０】
　Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、ビヒクル（ＰＢＳ）、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２、または
ＩｇＧ１に由来する対照Ｆｃを、毎週２回ずつ４週間にわたり投薬（５０マイクロリット
ル中に１００マイクログラム；左腓腹筋にｉ．ｍ．）した。研究の終了時において、左の
注射された腓腹筋および右の対側腓腹筋の両方を摘出し、秤量した。図９において示され
る通り、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２処置は、注射された左腓腹筋内の筋量を、ビヒクル
で処置されたマウスと比較して、顕著な程度に有意に増大させたが、対側筋では効果が観
察されなかった。加えて、胸筋および大腿骨筋を秤量したところ、ビヒクルまたはＦＳＴ
（２９１）－ＩｇＧ２の投与の結果としての変化は示されなかった。したがって、ＦＳＴ
（２９１）－ＩｇＧ２の効果は、注射された筋肉群に制限されており、全身効果はほとん
ど及ぼさないか、または全く及ぼさない。同様の実験を実行して、三頭筋および前脛骨筋
を含む、異なる筋肉群に注射した。各場合に、注射された筋肉の選択的肥大が観察された
。
【０１６１】
　追加の実験を実行して、ＦＳＴ（２８８）－ＩｇＧ１およびＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ
２の、筋成長に対する効果を直接比較した。いずれの構築物も、注射された筋肉（腓腹筋
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）内の著明な筋量の増大を促進したが、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２が、対側筋と対比し
て注射された筋肉においておよそ４２％の増大を引き起こしたのに対し、ＦＳＴ（２８８
）－ＩｇＧ１は、対側筋と対比して注射された筋肉においておよそ２２％の増大を引き起
こした。
【０１６２】
　したがって、これらのデータは、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２が、それを必要とする患
者における、標的とされる筋肉の成長を促進するために最適の化合物であることを指し示
す。
　（実施例８）
デュシェンヌ型筋ジストロフィーのマウスモデルにおける、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２
タンパク質の局所投与の、筋肉に対する効果
【０１６３】
　ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２の、筋量に対する効果を、デュシェンヌ型筋ジストロフィ
ーのマウスモデルにおいて評価した。マウスのＣ５７ＢＬ／１０ＳｃＣＮ－Ｄｍｄｍｄｘ

／Ｊ（ｍｄｘ）株は、ヒトデュシェンヌ型筋ジストロフィーについての、十分に確立され
たモデルである（Ｂｕｌｆｉｅｌｄ，　Ｓｉｌｌｅｒら、１９８４年；Ｐａｒｔｒｉｄｇ
ｅ、２０１３年）。
【０１６４】
　ｍｄｘマウスおよび野生型バックグラウンド株であるＣ５７ＢＬ／１０ＳｎＪ（ＷＴ）
について、２つの個別の研究を実施した。第１の研究では、マウスが６週齢に達したとき
に、処置（ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２またはビヒクル対照）を開始した。第２の研究で
は、マウスが４週齢に達したときに、処置を開始した。いずれの研究でも、マウスの左腓
腹筋に、１００μｇのＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２を、注射１回当たり５０μＬの固定容
量で、筋内に毎週２回ずつ施した。４週齢のマウスは、４週間にわたり処置し、６週齢の
マウスは、６週間にわたり処置した。
【０１６５】
　剖検時に、注射された（左）脚部および対側の注射されていない（右）脚部に由来する
腓腹筋を切除し、秤量した。いずれの研究でも、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２で処置され
たＷＴ動物に由来する、注射された腓腹筋のサイズは、対側脚部ならびにビヒクル対照と
比較して有意に（Ｐ＜０．００１）大きかった。いずれの研究でも、ＦＳＴ（２９１）－
ＩｇＧ２で処置された腓腹筋は、体重に照らして標準化されたサイズが、ＷＴマウスおよ
びｍｄｘマウスのいずれにおいても、対側筋およびビヒクル処置動物と比較して、有意に
大きかった。筋量の増大は、若齢動物において、老齢動物におけるよりいくぶんか顕著で
あった。対側筋と比べたパーセントの増大に関して、ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２は、筋
量を、６週齢のＷＴマウスおよびｍｄｘマウスにおいて、それぞれ、３４．２％および１
６．４％増大させた。４週齢のＷＴマウスおよびｍｄｘマウスでは、それぞれ、６２．８
％および４１．８％の筋量の増大が観察された。
【０１６６】
　これらのデータは、毎週２回ずつの筋内ＦＳＴ（２９１）－ＩｇＧ２投与を使用して、
アクチビン／ミオスタチンシグナル伝達を遮断することにより、筋ジストロフィーのマウ
スモデルにおける筋量が増大することを実証する。筋量の増大は、注射された筋肉内だけ
で局所的に生じる。
参照による組込み
【０１６７】
　本明細書中で言及される全ての刊行物および特許は、各個々の刊行物または特許が、具
体的かつ個別に参考として援用されると示されるかのように、その全体が本明細書に参考
として援用される。
【０１６８】
　本主題の特定の実施形態が考察されてきたが、上記明細書は、例示的であり、限定的な
ものではない。本明細書および以下の特許請求の範囲を精査すれば、多くの変更が当業者
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に明らかとなる。本発明の完全な範囲は、その等価物の完全な範囲と共に特許請求の範囲
を、そして、このような変更と共に明細書を参照することによって決定されるべきである
。
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