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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（ｉ）および（ｉｉ）：
（ｉ）ＢＭＰ－５および／またはＢＭＰ－６に特異的に結合し得るスクレロスチンポリペ
プチド、および
（ｉｉ）コーディンポリペプチドおよびノギンポリペプチドからなる群より選択され、か
つＢＭＰ－２、および／またはＢＭＰ－４および／またはＢＭＰ－７に特異的に結合し得
るポリペプチド、
を含む単離された複合体であって、
ここで、該複合体は、ＢＭＰ－６に結合し得ない、複合体。
【請求項２】
　特異的会合におけるスクレロスチンポリペプチドおよびコーディンポリペプチドを含む
単離された複合体であって、ここで；
（ａ）該スクレロスチンポリペプチドは、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ
－６およびＢＭＰ－７からなる群より選択される第１のＴＧＦβスーパーファミリーメン
バーに結合し得；そして
（ｂ）該コーディンポリペプチドは、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４およびＢＭＰ－７からなる
群より選択される第２のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーに結合し得；
ここで、該複合体は、ＢＭＰ－６に結合し得ない、複合体。
【請求項３】
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　特異的会合におけるスクレロスチンポリペプチドおよびノギンポリペプチドを含む単離
された複合体であって、ここで；
（ａ）該スクレロスチンポリペプチドは、ＢＭＰ－５およびＢＭＰ－６からなる群より選
択される第１のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーに結合し得；そして
（ｂ）該ノギンポリペプチドは、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－７およびＧＤＦ－５
からなる群より選択される第２のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーに結合し得；
ここで、該複合体は、ＢＭＰ－６に結合し得ない、複合体。
【請求項４】
　スクレロスチンポリペプチドと、ノギンおよびコーディンポリペプチドからなる群より
選択される第２のポリペプチドとの間の結合を調節する薬剤を同定するための方法であっ
て、該方法が以下の工程：
（ａ）候補薬剤の非存在下および存在下で、請求項１～３のいずれか一項に記載の複合体
の特異的会合を可能にするために十分な条件と時間のもとで、該スクレロスチンポリペプ
チドと該第２のポリペプチドを接触させる工程；および
（ｂ）存在する複合体のレベルを決定する工程であって、ここで、該候補薬剤の非存在下
でのレベルと比較した該候補薬剤の存在下での複合体のレベルの差違は、該薬剤が該スク
レロスチンポリペプチドと第２のポリペプチドとの間の結合を調節することを示す工程、
を包含する方法。
【請求項５】
　複合体を形成するタンパク質同士の特異的会合を減少させる薬剤を同定するための請求
項４に記載の方法。
【請求項６】
　複合体を形成するタンパク質同士の特異的会合を増加させる薬剤を同定するための請求
項４に記載の方法。
【請求項７】
　複合体を形成するタンパク質同士の特異的会合を安定化させる薬剤を同定するための請
求項４に記載の方法。
【請求項８】
　前記薬剤が、有機分子、天然物、ペプチド、オリゴ糖、核酸、脂質、抗体またはその結
合断片、および細胞からなる群より選択される、請求項４に記載の方法。
【請求項９】
　前記薬剤が、化合物のライブラリーから取得される、請求項４に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ライブラリーが、ランダムペプチドライブラリー、天然物ライブラリー、コンビナ
トリアルライブラリー、オリゴ糖ライブラリーおよびファージディスプレイライブラリー
からなる群より選択される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　骨密度を調節する方法に使用するための抗体またはそのフラグメントであって、
前記方法は、それを必要とする被検者に該抗体またはそのフラグメントを投与することを
含み、
ここで、該抗体またはそのフラグメントは、
（ｉ）スクレロスチン、および
（ｉｉ）コーディンまたはノギン
間の相互作用を減少させる抗体またはそのフラグメントであって、
　また、前記方法は、軟骨無形成症、鎖骨頭蓋骨形成不全、内軟骨腫症、線維性骨形成異
常、ゴーシェ病、低リン酸血症性くる病、マルファン症、遺伝性多発性外骨腫症、神経線
維腫症、骨形成不全、大理石骨病、オステオポイキリー、硬化性病変、骨折、歯周疾患、
偽関節、化膿性骨髄炎、骨減少症、貧血性状態、ステロイドにより引き起こされる状態、
ヘパリンによって引き起こされる状態、骨髄障害、壊血病、栄養失調、カルシウム不足、
特発性骨粗鬆症、先天性のオステオペニアまたは骨粗鬆症、アルコール症、慢性肝臓疾患
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、老衰、閉経後の状態、希発月経、無月経、妊娠、糖尿病、甲状腺機能亢進症、クッシン
グ病、先端巨大症、性腺機能低下症、不動化または非活動、反射性交感神経性ジストロフ
ィー症候群、一過性局所性骨粗鬆症および骨軟化症、または関節リウマチを治療するため
の方法である、前記抗体またはそのフラグメント。
【請求項１２】
　骨粗鬆症の治療で用いられる、請求項１１に記載の抗体又はそのフラグメント。
【請求項１３】
　骨折の治療で用いられる、請求項１１に記載の抗体又はそのフラグメント。
【請求項１４】
　F(ab’)2、F(ab)2、Fab’、FabまたはFvである、請求項１１～１３のいずれか一項に記
載の抗体フラグメント。
【請求項１５】
　モノクローナル抗体である、請求項１１～１４のいずれか一項に記載の抗体またはその
フラグメント。
【請求項１６】
　ヒト抗体若しくはヒト化抗体である、請求項１１～１５のいずれか一項に記載の抗体ま
たはそのフラグメント。
【請求項１７】
　骨密度を調節する薬剤製造のための（ｉ）スクレロスチンおよび（ｉｉ）コーディンま
たはノギン間の相互作用を減少させる抗体またはそのフラグメントの使用であって、ここ
で、該薬剤は、軟骨無形成症、鎖骨頭蓋骨形成不全、内軟骨腫症、線維性骨形成異常、ゴ
ーシェ病、低リン酸血症性くる病、マルファン症、遺伝性多発性外骨腫症、神経線維腫症
、骨形成不全、大理石骨病、オステオポイキリー、硬化性病変、骨折、歯周疾患、偽関節
、化膿性骨髄炎、骨減少症、貧血性状態、ステロイドにより引き起こされる状態、ヘパリ
ンによって引き起こされる状態、骨髄障害、壊血病、栄養失調、カルシウム不足、特発性
骨粗鬆症、先天性のオステオペニアまたは骨粗鬆症、アルコール症、慢性肝臓疾患、老衰
、閉経後の状態、希発月経、無月経、妊娠、糖尿病、甲状腺機能亢進症、クッシング病、
先端巨大症、性腺機能低下症、不動化または非活動、反射性交感神経性ジストロフィー症
候群、一過性局所性骨粗鬆症および骨軟化症、または関節リウマチの治療用である、前記
使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、概して、医薬品および薬学的方法に関連し、より詳細には、骨ミネラル含有
量を調節する（増加または減少させる）ための適切な方法および組成物に関連する。その
ような組成物および方法は、例えば、骨減少症、骨粗鬆症、骨折および骨ミネラル密度の
低さが疾患の特徴である他の障害を含む、広範囲の状態を処置するために利用され得る。
【背景技術】
【０００２】
　（関連分野の説明）
　骨量の変化は、個人の生涯にわたって、異なる段階で生じる（例えば、Ｒｉｇｇｓ，Ｗ
ｅｓｔ　Ｊ．Ｍｅｄ．１５４：６３－７７，１９９１）。第１段階は、男性と女性の両方
において生じ、最高骨量の到達へ進む。この第１段階は、軟骨内成長板の直線状の成長、
および骨膜の付加の割合に起因する半径方向の成長によって達成される。第２段階は、小
柱骨（扁平骨（例えば、脊椎および骨盤））については約３０歳前後、ならびに皮質骨（
例えば、四肢に見られる長骨）については約４０歳前後で始まり、老齢期まで続く。この
段階は、ゆっくりとした骨量の減少によって特徴付けられて、男性と女性の両方に生じる
。女性において、第３段階の骨量の減少もまた、生じて、それは、おそらく閉経後のエス
トロゲンの欠損に起因する。この段階の単独の間に、女性は、皮質骨からさらに１０％の
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骨量および小柱状の区分から２５％の骨量を減少し得る（Ｒｉｇｇｓ，前出参照のこと）
。
【０００３】
　骨ミネラル含有量の減少は、広範囲の状態によって引き起こされ得、そしてその結果と
して、有為な医学的問題が生じ得る。例えば、骨粗鬆症は、罹患する個人における、骨格
骨の骨量およびミネラル密度の著しい減少、骨の微小構造の分解を含む骨の劣化ならびに
、対応する骨の脆弱性および骨折の罹病率の増加によって特徴付けられるヒトの衰弱性の
疾患である。ヒトにおける骨粗鬆症は、先に臨床の骨減少症（若年成人の骨の平均値より
１標準偏差を超えて少ないが、下の２．５標準偏差を超えて少なくはない骨密度）が起こ
り、それは米国において約２５００万人に見出される状態である。米国における別の７０
０万人～８００万人の患者は、臨床の骨粗鬆症（成熟した若年成人の骨のものより２．５
標準偏差を超えて少ないより大きい骨ミネラル含有量と定義される）と診断されている。
骨粗鬆症は、保険医療システムについて最も費用のかかる疾患の１つであり、米国におい
て毎年何百億ドルもの費用がかかっている。保険医療関連費用に加えて、長期的な在宅治
療および労働日数の損失が、この疾患の財政的および社会的費用を増す。世界中の約７５
００万人が、骨粗鬆症の危険性がある。
【０００４】
　人口母集団における骨粗鬆症の頻度は、年齢とともに増加し、白人の骨粗鬆症の中では
、女性において顕著である（米国における骨粗鬆症患者集団の８０％を構成する）。老齢
において、増加した脆弱性および骨格骨の骨折の罹病率は、この母集団における偶発性の
転倒のより高い危険性によって悪化する。１５０万人以上の骨粗鬆症関連の骨折が、毎年
米国において報告されている。骨折した臀部、手首、および椎骨は、骨粗鬆症に関連した
最も一般的な障害の中の１つである。特に臀部の骨折は、患者、ならびに死亡率および罹
患率の高い割合と相関する女性にとって非常に不快であり、費用がかかる。
【０００５】
　骨粗鬆症は、減少した骨量に起因する骨折の危険性の増加と見なされているが、現在、
骨格障害についての利用可能な処置のどれも、成人の骨密度を実質的に増加し得ない。成
人の骨密度、特に、骨減少症および骨粗鬆症における危険性がある手首、脊柱および臀部
の骨密度を増加し得る薬物が必要であるという強い認識が、多くの医者の間にある。
【０００６】
　骨粗鬆症の予防のための現在の計画は、いくつかの利点を個人に提供し得るが、疾患の
解決を確実にし得ない。これらの計画としては、食事に十分なカルシウムを含み、アルコ
ールまたはタバコを含む製品の消費を避け、高齢の開始時の適度な身体活動（特に体重を
支える活動）が挙げられる。臨床の骨減少症または骨粗鬆症を示す患者にとって、普及し
ている現在の治療薬および計画は、骨吸収のプロセスの阻害、すなわち、構成的に発生す
るプロセスを再構築する骨の天然成分を阻害することによって、さらなる骨量の欠失を減
少させることに向けられる。
【０００７】
　例えば、エストロゲンは現在、骨量の欠失を遅らせるために処方されている。しかし、
患者にいくらかの長期の利点があるかどうか、そして７５歳以上の患者の全てにいくらか
の効果があるかどうかについて、いくつかの論争がある。さらに、エストロゲンの使用は
、乳癌および子宮内膜癌の危険性を増加させると考えられる。カルシトニン、ビタミンＫ
と併用されるオステオカルシン、またはビタミンＤを伴なうか、もしくは伴なわない高用
量の食品のカルシウムもまた、閉経後の女性のために提案されている。しかし、高用量の
カルシウムは、しばしば不快な胃腸の副作用を有し得、そして血清および尿のカルシウム
レベルが、連続して観察されなければならない（例えば、ＫｈｏｓｌａおよびＲｉｇｓｓ
，Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎ．Ｐｒｏｃ．７０：９７８－９８２，１９９５）。
【０００８】
　骨粗鬆症の他の治療上のアプローチとしては、ビスホスホネート（例えば、Ｆｏｓａｍ
ａｘＴＭ、ＡｃｔｏｎｅｌＴＭ、ＢｏｎｖｉｖａＴＭ、ＺｏｍｅｔａＴＭ、オルパドロネ
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ート（ｏｌｐａｄｒｏｎａｔｅ）、ネリドロネート（ｎｅｒｉｄｒｏｎａｔｅ）、スケリ
ド（ｓｋｅｌｉｄ）、ボネフォス）、副甲状腺ホルモン、カルシリティックス（ｃａｌｃ
ｉｌｙｔｉｃｓ）、カルシミメティックス（ｃａｌｃｉｍｉｍｅｔｉｃｓ）（例えば、シ
ナカルセット）、スタチン、タンパク同化ステロイド、ランタン塩およびストロンチウム
塩、ならびにフッ化ナトリウムが挙げられる。しかし、そのような治療は、しばしば、そ
れらの効果的な使用を妨げ得る好ましくない副作用（例えば、骨密度はゆるやかに増加す
るが、カルシトニンおよびステロイドは、吐き気を引き起こし得て、免疫反応を刺激し得
、ビスホスホネートおよびフッ化ナトリウムは、骨折の回復を阻害し得る）に関連する（
ＫｈｏｓｌａおよびＲｉｇｓｓ，前出参照のこと）。
【０００９】
　過剰または不十分な骨の鉱質化作用（例えば、骨の鉱質化作用の欠失によって特徴付け
られる骨粗鬆症または他の疾患）に関連する状態を処置するための制限された現在の実施
される治療計画は、骨量を調節する（すなわち、統計的に有為な様式において増加または
減少させる）薬物に関与する。特に、現在の計画は、新しい骨量の増加を治療的に刺激も
促進もしない。本発明は、骨の鉱質化作用を増加させるために利用され得る組成物および
方法を提供する。従ってこの組成物および方法は、骨量を増加することを所望される広範
囲の状態を処置するために使用され得る。本発明はまた、他の関連した利点を提供する。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の要旨）
　本発明の局面は、特異的会合においてＴＧＦβ結合タンパク質およびＢＭＰアンタゴニ
ストタンパク質を含む、単離された複合体を提供することであって、ここで（ｉ）ＴＧＦ
β結合タンパク質は、ＢＭＰ－５ポリペプチドおよびＢＭＰ－６ポリペプチドからなる群
から選択される第１のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーポリペプチドに特異的に結合
し得るスクレロスチン（Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ）ポリペプチドを含み、そして（ｉｉ）Ｂ
ＭＰアンタゴニストタンパク質は、コーディン（Ｃｈｏｒｄｉｎ）ポリペプチドおよびノ
ギン（Ｎｏｇｇｉｎ）ポリペプチドからなる群から選択され、前記ＢＭＰアンタゴニスト
タンパク質は、ＢＭＰ－２ポリペプチド、ＢＭＰ－４ポリペプチドおよびＢＭＰ－７ポリ
ペプチドからなる群より選択される少なくとも１つの第２のＴＧＦβスーパーファミリー
メンバーポリペプチドに特異的に結合し得、また、ここで複合体は、第１のＴＧＦβスー
パーファミリーメンバーポリペプチドに結合し得ない。
【００１１】
　このように、本発明は、特定の実施形態において、特異的会合における第１および第２
のＴＧＦβ結合タンパク質を含む単離された複合体を提供し、ここで；（ａ）第１のＴＧ
Ｆβ結合タンパク質は、第１のコグネイトリガンドである第１のＴＧＦβスーパーファミ
リーメンバーに結合し得；そして（ｂ）第２のＴＧＦβ結合タンパク質は、第２のコグネ
イトリガンドである第２のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーに結合し得；ここで、複
合体は、第１のコグネイトリガンドに結合し得ない。
【００１２】
　別の実施形態において、本発明は、特異的会合において第１および第２のＴＧＦβ結合
タンパク質を含む、単離された複合体を提供し、ここで（ａ）第１のＴＧＦβ結合タンパ
ク質は、第１のコグネイトリガンドである第１のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーに
結合し得、そして（ｂ）第２のＴＧＦβ結合タンパク質は、第２のコグネイトリガンドで
ある第２のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーに結合し得；ここで、複合体は、第１お
よび第２のコグネイトリガンドのいずれにも結合し得ない。特定のさらなる実施形態にお
いて、第１のＴＧＦβ結合タンパク質が、スクレロスチンポリペプチドを含み、第１のコ
グネイトリガンドが、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６およびＢＭＰ－
７から選択される少なくとも１つのポリペプチドであり、ここで、第２のＴＧＦβ結合タ
ンパク質が、コーディンポリペプチドを含み、第２のコグネイトリガンドが、ＢＭＰ－２
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、ＢＭＰ－４およびＢＭＰ－７から選択されるポリペプチドである。特定の他のさらなる
実施形態において、第１のＴＧＦβ結合タンパク質が、スクレロスチンポリペプチドを含
み、第１のコグネイトリガンドが、ＢＭＰ－５およびＢＭＰ－６から選択されるポリペプ
チドであり、ここで、第２のＴＧＦβ結合タンパク質が、ノギンポリペプチドを含み、第
２のコグネイトリガンドが、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－７、およびＧＤＦ－５か
ら選択されるポリペプチドである。
【００１３】
　別の実施形態において、本発明は、ＴＧＦ－β結合タンパク質とＢＭＰアンタゴニスト
タンパク質との間の結合を調節する薬剤を同定するための方法を提供し、その方法は、（
ａ）候補薬剤の非存在下および存在下で、ＴＧＦβ結合タンパク質とＢＭＰアンタゴニス
トタンパク質の特異的会合を可能にし、請求項１に記載の複合体を形成するために十分な
条件と時間のもとで、ＴＧＦβ結合タンパク質とＢＭＰアンタゴニストタンパク質を接触
させる工程、および（ｂ）存在する複合体のレベルを決定する工程であって、ここで、候
補薬剤の非存在下での複合体のレベルと比較した候補薬剤の存在下での複合体のレベルの
差違は、薬剤がＴＧＦβ結合タンパク質とＢＭＰアンタゴニストタンパク質との間の結合
を調節することを示す工程、を包含する。
【００１４】
　別の実施形態において、第１のＴＧＦβ結合タンパク質と第２のＴＧＦβ結合タンパク
質との間の結合を調節する薬剤を同定するための方法を提供し、その方法は、（ａ）候補
薬剤の非存在下および存在下で、第１のＴＧＦβ結合タンパク質と第２のＴＧＦβ結合タ
ンパク質との特異的会合を可能にして、複合体を形成するために十分な条件と時間のもと
で、第１のＴＧＦβ結合タンパク質と第２のＴＧＦβ結合タンパク質を接触させる工程；
および（ｂ）存在する複合体のレベルを決定する工程であって、ここで、候補薬剤の非存
在下での複合体のレベルと比較した候補薬剤の存在下での複合体のレベルの差違は、薬剤
が第１のＴＧＦβ結合タンパク質と第２のＴＧＦβ結合タンパク質との間の結合を調節す
ることを示す工程、を包含する方法。
【００１５】
　たった今記載された２つの方法の特定のさらなる実施形態において、候補薬剤が、タン
パク質の特異的会合を減少させ複合体を形成し、そして特定の他のさらなる実施形態にお
いて、候補薬剤が、タンパク質の特異的会合を増加させて複合体を形成して、また特定の
他のさらなる実施形態において、候補薬剤が、タンパク質の特異的会合を安定化させて複
合体を形成する。特定の他のさらなる実施形態において、候補薬剤が、有機分子、天然物
、ペプチド、オリゴ糖、核酸、脂質、抗体またはその結合断片、および細胞から選択され
る。特定の他のさらなる実施形態において、候補薬剤が、化合物のライブラリーから取得
され、ここで、特定のなおさらなる実施形態によるライブラリーは、ランダムペプチドラ
イブラリー、天然物ライブラリー、コンビナトリアルライブラリー、オリゴ糖ライブラリ
ーおよびファージディスプレイライブラリーから選択される。従って、本発明の局面は、
上記の方法のいずれかによって同定される薬剤を提供する。
【００１６】
　特定の他の実施形態において、骨密度を調節するための方法を提供し、その方法は、（
ｉ）ＢＭＰ－５ポリペプチドおよびＢＭＰ－６ポリペプチドからなる群より選択される第
１のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーポリペプチドに特異的に結合し得るスクレロス
チンポリペプチドと、（ｉｉ）コーディンポリペプチドおよびノギンポリペプチドからな
る群より選択されるＢＭＰアンタゴニストタンパク質であり、ＢＭＰ－２ポリペプチド、
ＢＭＰ－４ポリペプチドおよびＢＭＰ－７ポリペプチドからなる群より選択される少なく
とも１つの第２のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーポリペプチドに特異的に結合し得
る前記ＢＭＰアンタゴニストタンパク質、との間の相互作用を調節する薬剤を必要とする
被験体に投与する工程を包含する。特定のさらなる実施形態において、薬剤は、コーディ
ンポリペプチドまたはノギンポリペプチドの模倣物を包含する。特定の他のさらなる実施
形態において、薬剤が、骨の鉱質化作用を調節する。
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【００１７】
　本発明のこれらおよび他の局面は、以下の詳細な説明および添付の図による参照から明
らかとなる。さらに、種々の参考文献が本明細書中で示され、それは、より詳細に本発明
の特定の局面を記載し、従って、それらの全体が参考として援用される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、タンパク質の異なるＴＧＦβスーパーファミリーのメンバーとの代わりに、
ＴＧＦβ結合タンパク質の広範囲のファミリーのメンバーの互いとの特定の対の組み合わ
せの間の特異的結合相互作用（特異的会合において、第１および第２のＴＧＦβ結合タン
パク質の複合体を形成する）の驚くべき観測に由来する。
【００１９】
　従って、より詳細に以下に記載されるように、本発明の特定の局面に従って、特異的会
合において、ＴＧＦβ結合タンパク質およびＢＭＰアンタゴニストタンパク質を含む単離
された複合体を初めて同定し、ここで、（ｉ）ＴＧＦβ結合タンパク質は、ＢＭＰ－５ポ
リペプチドおよびＢＭＰ－６ポリペプチドから選択される第１のＴＧＦβスーパーファミ
リーメンバーポリペプチドと特異的に結合し得るスクレロスチンポリペプチドを含み、（
ｉｉ）ＢＭＰアンタゴニストタンパク質は、コーディンポリペプチドおよびノギンポリペ
プチドから選択され、ＢＭＰアンタゴニストタンパク質は、ＢＭＰ－２ポリペプチド、Ｂ
ＭＰ－４ポリペプチドおよびＢＭＰ－７ポリペプチドから選択される少なくとも１つの第
２のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーポリペプチドに特異的に結合し得、また、ここ
で、複合体は、第１のＴＧＦβスーパーファミリーメンバーポリペプチドに結合し得ない
。
【００２０】
　特定のタンパク質との間のそのような特異的結合相互作用の同定は、例えば、特異的会
合におけるそのようなタンパク質によって、複合体の形成を調節する因子（すなわち、統
計的に有意な方法において増加または減少させる）をスクリーニングするために、有用に
開発され得る結合対を提供し、ここで、因子は、そのような複合体の形成によって媒介さ
れる生理学的事象を操作するために使用され得る。特に、本発明によって提供される組成
物および方法は、骨の鉱質化作用（例えば、本明細書中で記載されるような、異常な骨の
鉱質化作用に関連する骨粗鬆症および他の疾患）に影響を与えることに関連する治療計画
において有用である。
【００２１】
　本発明に従う特定の目的の分子は、タンパク質またはペプチド（例えば、抗体、組み換
え結合パートナー、所望の結合親和性を有するペプチド）、核酸（例えば、ＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、キメラ核酸分子、および核酸アナログ（例えば、ＰＮＡ））；ならびに有機化合物ま
たは無機化合物を含むことを理解されるべきである。本明細書中で参照される、特に有意
な分子には、トランスホーミング増殖因子β（ＴＧＦβ）（それは、ＴＧＦβスーパーフ
ァミリーの任意の公知または新規のメンバーを含み、また、骨の形態形成タンパク質（Ｂ
ＭＰ）を含む）；ＴＧＦβレセプター（ＴＧＦβスーパーファミリー（骨の形態形成タン
パク質（ＢＭＰ）を含む）の特定のメンバーについての特異的なレセプターのことを称す
ると理解されるべきである）；そしてＴＧＦβ結合タンパク質（ＴＧＦβスーパーファミ
リー（骨の形態形成タンパク質（ＢＭＰ）を含む）の特定のメンバーまたはサブセットの
メンバーについての特異的結合親和性を有するタンパク質のことを称すると理解されるべ
きである）がある。ＴＧＦβ結合タンパク質の特定の例としては、配列番号１、５、７、
９、１１、１３、および１５によってコード化されるタンパク質が挙げられる（例えば、
Ｂａｌｅｍａｎｓら、２００２　Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．２５０：２３１；Ｓｃｈｍｉｔｔら
、１９９９　Ｊ．Ｏｒｔｈｏｐａｅｄ．Ｒｅｓ．１７：２６９；Ｋｈａｌｉｌ，１９９９
　Ｍｉｃｒｏｂｅｓ　Ｉｎｆｅｃｔ．１：１２５５；Ｍｉｙａｚｏｎｏら、１９９３　Ｇ
ｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒｓ　８：１１；ｖｏｎ　Ｂｕｂｎｏｆｆら、２００１　Ｄｅｖ
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．Ｂｉｏｌ．２３９：１；Ｋｏｌｉら、２００１　Ｍｉｃｒｏｓｃ．Ｒｅｓ．Ｔｅｃｈ．
５２：３５４；Ｅｂａｒａら、２００２　Ｓｐｉｎｅ　２７（１６　Ｓｕｐｐｌ．１）：
Ｓ１０；Ｂｏｎｄｅｓｔａｍ，２００２，Ｌｉｇａｎｄｓ＆Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏ
ｒ　β　Ｆａｍｉｌｙ，Ｈｅｌｓｉｎｋｉ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａ
ｌ　Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎｓ　Ｎｏ．１７参照のこと）。従って、例えば、タンパク
質および骨の形態形成タンパク質（ＢＭＰ）のＴＧＦβファミリーへのＴＧＦβ結合タン
パク質の結合を阻害することは、ＴＧＦβまたは骨の形態形成タンパク質（ＢＭＰ）の活
性化を可能にするか、またはＴＧＦβをＴＧＦ結合タンパク質への結合から取り除くかも
しくは防ぐことによって、それらのそれぞれのレセプターへの骨の形態形成タンパク質（
ＢＭＰ）を含むＴＧＦβファミリーメンバーの結合を可能にする分子を称することを理解
されるべきである。そのような阻害は、例えば、ＴＧＦβスーパーファミリーの特定のメ
ンバーへのＴＧＦβ結合タンパク質の結合を阻害する分子によって達成され得る。
【００２２】
　ベクターは、所望のタンパク質の発現を指向し得る集合のことをいう。ベクターは、興
味のある遺伝子に、作動可能に連結する転写プロモーターエレメントを含まなければなら
ない。ベクターは、デオキシリボ核酸（「ＤＮＡ」）、リボ核酸（「ＲＮＡ」）、または
その２つの組み合わせ（例えば、ＤＮＡ－ＲＮＡキメラ）のいずれかから構成され得る。
必要に応じて、ベクターは、ポリアデニル化配列、１つ以上の制限酵素認識部位、ならび
に１つ以上の選択マーカー（例えば、ネオマイシン、ホスホトランスフェラーゼまたはハ
イグロマイシンホスホトランスフェラーゼ）を含み得る。さらに、選択される宿主細胞、
および使用されるベクターに依存して、他の遺伝的エレメント（例えば、複製起点、さら
なる核酸制限酵素認識部位、エンハンサー、転写の誘導性を与える配列、および選択マー
カー）はまた、本明細書中で記載されるベクターの中に組み込まれ得る。
【００２３】
　単離された核酸分子は、生物のゲノムＤＮＡに一体化されない核酸分子である。例えば
、真核細胞のゲノムＤＮＡから分離されているＴＧＦ結合タンパク質をコードするＤＮＡ
分子は、単離されたＤＮＡ分子である。単離された核酸分子の別の例は、生物のゲノムに
一体化されない化学合成核酸分子である。単離された核酸分子は、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮ
Ａ、ＲＮＡであり得るか、または核酸アナログの少なくとも一部分で構成され得る。
【００２４】
　単離されたポリペプチドは、混入する細胞成分（例えば、炭水化物、脂質、または天然
においてポリペプチドに関連した他のタンパク性の不純物）を本質的に含まないポリペプ
チドである。特定の実施形態内で、Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ　Ｂｌｕｅ染色を用いてＳＤＳ－
ＰＡＧＥゲル上のシングルバンドとしてわずかに現れる場合、特定のタンパク質調製物は
、単離されたポリペプチドを含む。有機分子に関係する場合、「単離された」は、化合物
が、当該分野に周知である方法（例えば、ＮＭＲ、融点）を使用して９０パーセントの純
粋より大きいことを意味する。
【００２５】
　硬化狭窄症は、ｖａｎ　Ｂｕｃｈｅｍ骨化過剰症と同様の障害である、Ｈａｎｓｅｎ（
１９６７）（Ｈａｎｓｅｎ，Ｈ．Ｇ．，Ｓｋｌｅｒｏｓｔｅｏｓｅ．Ｉｎ：Ｏｐｉｔｚ，
Ｈ．；Ｓｃｈｍｉｄ，Ｆ．，Ｈａｎｄｂｕｃｈ　ｄｅｒ　Ｋｉｎｄｅｒｈｅｉｌｋｕｎｄ
ｅ．Ｂｅｒｌｉｎ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ（ｐｕｂ．）６　１９６７．Ｐｐ．３５１－３５５
）によって適用された用語であるが、おそらく、多くの症例において骨の変化の放射線学
的な外観および、非対称の皮膚性の人差し指および中指の合指症の存在の点で異なる。顎
は、この状態において異常に四角い外見を有する。
【００２６】
　ヒト化抗体は、モノクローナル抗体のドナー（例えば、マウス、ウサギ）相補性決定領
域がアクセプター（例えば、ヒト）可変領域の中へ、ドナー免疫グロブリンの可変重鎖お
よび可変軽鎖から転移されている組み換えタンパク質である。本明細書中で使用される場
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合、抗体フラグメントは、抗体（例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ（ａｂ）２、Ｆａｂ’、Ｆ
ａｂなど）の部分である。構造にかかわらず、抗体フラグメントは、インタクトな抗体に
よって認識される同じ抗原と結合する。例えば、ｎｔｉ－ＴＧＦβ結合タンパク質モノク
ローナル抗体フラグメントは、ＴＧＦβ結合タンパク質のエピトープと結合する。
【００２７】
　抗体フラグメントという用語はまた、複合体を形成するために特定の抗原への結合によ
って抗体のように作用する任意の合成または遺伝子操作されたタンパク質を含む。例えば
、抗体フラグメントとしては、軽鎖可変領域および重鎖可変領域からなる単離されたフラ
グメント、重鎖および軽鎖の可変領域からなる「Ｆｖ」フラグメント、軽可変領域および
重可変領域がペプチドリンカーに結合する組み換え単鎖ポリペプチド分子（「ｓＦｖタン
パク質」）、および超可変領域を模倣するアミノ酸残基からなる最小認識単位が挙げられ
る。
【００２８】
　Ｆｖは、完全な抗原認識および結合部位を含む最小の抗体フラグメントである。この領
域は、密接した、非共有結合会合（ＶＨ－ＶＬ二量体）において、１つの重鎖可変領域お
よび１つの軽鎖可変領域の二量体からなる。この立体配置において、各々の可変領域の３
つのＣＤＲは、ＶＨ－ＶＬ二量体の表面上に抗原結合部位を規定するように相互作用する
。集合的に、６つのＣＤＲは、抗体への抗原結合特異性を与える。しかし、単一の可変領
域（または抗原についての特異的な３つのＣＤＲのみを含むＦｖの半分）でさえ、抗原を
認識および結合するための能力を有するが、全体の結合部位より低い親和性である。
【００２９】
　単鎖抗体（「ＳＣＡ」）は、遺伝的に融合された単鎖分子として適切なポリペプチドリ
ンカーによって結合される軽鎖の可変領域、重鎖の可変領域を含む遺伝的に操作された分
子として定義される。そのような単鎖抗体はまた、「単鎖Ｆｖ」または「ｓＦｖ」抗体フ
ラグメントと称される。概して、Ｆｖポリペプチドは、さらに、ｓＦｖを抗原結合のため
の所望の構造に形成し得るＶＨ領域とＶＬ領域の間のポリペプチドリンカーを含む。ｓＦ
ｖの概説については、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ　ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　
ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｖｏｌ．１１３，Ｒｏｓｅｎｂｕ
ｒｇ　ａｎｄ　Ｍｏｏｒｅ　ｅｄｓ．Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．，ｐｐ
．２６９－３１５（１９９４）を参照のこと。
【００３０】
　用語「二重特異性抗体（ｄｉａｂｏｄｙ）」は、２つの抗原結合部位を有する小さい抗
体フラグメントのことを言い、このフラグメントは、同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）
において、軽鎖可変領域（ＶＬ）に結合する重鎖可変領域（ＶＨ）含む。短すぎて同じ鎖
上の２つの領域の間に対にすることができないリンカーを使用することによって、これら
の領域は、別の鎖の相補的ドメインと対を形成し、２つの抗原結合部位を作製することを
強いる。二重特異性抗体および類似の小さい抗体構成は、例えば、ＥＰ４０４，０９７；
ＷＯ９３／１１１６１，Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ９０：６４４４－６４４８（１９９３）；Ｍｕｙｌｄｅｒｍａｕｓ，Ｓ．，Ｊ．
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，７４：２７７－３０２（２００１）；Ｄａｖｉｅｓ，Ｊら、Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１３：４７５－４７９（１９９５）；Ｎｇｕｙｅｎ，Ｖ．Ｋ
．ら、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１０９：９３－１０１（２００３）により完全に記載され
ている。
【００３１】
　検出可能な標識は、診断のための有用な分子を生成するために抗体部分に結合され得る
分子または原子である。検出可能な標識の例としては、キレート剤、光活性薬剤、放射性
同位体、蛍光性薬剤、常磁性イオン、酵素、および他のマーカー部分が挙げられる。
【００３２】
　本明細書中で使用される場合、免疫結合体は、抗ＴＧＦβ結合タンパク質抗体、または
抗体フラグメント、および検出可能な標識を含む分子である。免疫結合体は、結合後、結
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合前のＴＧＦβ結合タンパク質に結合するための能力と、およそ同じであるか、またはわ
ずかに減少した能力を有する。
【００３３】
　本明細書中で使用される場合、調節するとは、統計的に有意な方法において増加または
減少することを意味する。
【００３４】
　略語：ＴＧＦβ－「トランスホーミング増殖因子β」；ＴＧＦ－ｂＢＰ－「トランスホ
ーミング増殖因子β結合タンパク質」（１つの代表的なＴＧＦ－ｂＢＰとしては、「スク
レロスチン」、「Ｂｅｅｒ」または「Ｈ．Ｂｅｅｒ」が示される）；ＢＭＰ－「骨の形態
形成タンパク質」；ＰＣＲ－「ポリメラーゼ連鎖反応」；ＲＴ－ＰＣＲ－逆転写酵素（Ｒ
Ｔ）を使用して第１段階での初めにＤＮＡにＲＮＡが転写されるＰＣＲプロセス；ｃＤＮ
Ａ－ＤＮＡ形態にＲＮＡ配列をコピーすることによって作製される任意のＤＮＡ。
【００３５】
　上記のように、本発明は、ＢＭＰアンタゴニストタンパク質との特異的会合におけるＴ
ＧＦβ結合タンパク質を含む単離された複合体を提供し、温血動物における骨ミネラル含
有量を増加させるための複合体を含む方法および組成物に関連する。簡単に述べると、本
発明は、ＢＭＰアンタゴニストタンパク質コーディンおよびノギンが、各々スクレロスチ
ンに特異的に結合し得るという予期しない発見に基づく。このように、以下により詳細に
考察されるように、この発見は、タンパク質および骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）のＴ
ＧＦβファミリーへのＴＧＦβ結合タンパク質の結合を阻害する分子を選択するために利
用され得るアッセイ、ならびに温血動物（例えば、ヒトを含む）の骨ミネラル含有量を増
加させるためにそのような分子を利用する方法の開発をもたらす。
【００３６】
　トランスホーミング増殖因子β（ＴＧＦβ）スーパーファミリーは、共通の配列エレメ
ントおよび構造モチーフ（２次および３次のレベルの両方で）を共有する種々の増殖因子
を含む。このタンパク質ファミリーは、多種の細胞タイプ上の生物学的反応の広範囲に影
響を与えることは公知である。それらの多くは、パターン形成および組織特異性において
胚の発生の間に重要な機能を有し；成人において、それらは、例えば、創傷治癒および骨
修復および骨再形成、ならびに免疫システムの調節に関連する。３つのＴＧＦβに加えて
、スーパーファミリーとしては、骨の形態形成タンパク質（ＢＭＰ）、アクチビン、イン
ヒビン、増殖および分化因子（ＧＤＦ）、ならびにグリア由来の神経栄養因子（ＧＤＮＦ
）が挙げられる。主な分類は、一般のサブファミリーの中に特定のタンパク質を入れる一
般の配列特性によって確立されている。サブファミリー内のさらなる層化は、より小さい
グループのメンバーとの間の厳密な配列保存に起因し得る。特定の例（例えば、ＢＭＰ－
５、ＢＭＰ－６およびＢＭＰ－７）において、これは、より小さいグループのメンバーと
の間の７５パーセントの高さのアミノ酸相同性であり得る。このレベルの同一性は、単一
の代表的な配列をより大きいファミリーの他のメンバーから分離するサブグループの主要
な生化学的エレメントを示すことを可能にする。
【００３７】
　ＴＧＦβは、タイプＩおよびタイプＩＩレセプターのヘテロオリゴマー複合体の形成を
誘導することによって信号を送る。ＴＧＦβ２の結晶構造は、決定されている。ＴＧＦβ
２モノマーの一般的な折りたたみは、３つのジスルフィド架橋によって形成された安定で
、コンパクトなシステイン結び目様（ｋｎｏｔｌｉｋｅ）構造を含む。１つのジスルフィ
ド架橋によって安定される二量化は、逆行性である。
【００３８】
　ＴＧＦβファミリーメンバーは、内因性のセリン／スレオニンキナーゼ活性を有するレ
セプターに結合することによってそれらの細胞作用を開始する。このレセプターファミリ
ーは、タイプＩおよびタイプＩＩレセプターを示す、２つのサブファミリーから構成され
る。ＴＧＦβファミリーの各々のメンバーは、タイプＩおよびタイプＩＩレセプターの特
有の組み合わせに結合し、それらの両方は、信号伝達を必要とする。ＴＧＦβレセプター
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活性化についての現在のモデルにおいて、ＴＧＦβは、タイプＩＩレセプター（ＴｂＲ－
ＩＩ）に最初に結合し、それは、活性化キナーゼを有するオリゴマー形態における細胞膜
で生じる。その後、タイプＩレセプター（ＴｂＲ－Ｉ）は、ＴｂＲ－ＩＩの非存在下でリ
ガンドに結合し得ず、複合体の中に補充される。次いで、ＴｂＲ－ＩＩは、膜付近の領域
のグリシン残基およびセリン残基（ＧＳ領域）におけるリッチな領域において主にＴｂＲ
－Ｉをリン酸化し、それによって、ＴｂＲ－Ｉを活性化する。
【００３９】
　骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）は、ヒトにおける骨ミネラル密度を決定する際の主要
な調節タンパク質である。骨の形成の理解における主要な進展は、骨形態形成タンパク質
（ＢＭＰ）の同定であり、また、インビボでの軟骨および骨の分化を調節する骨形成タン
パク質（ＯＰ）として公知である。ＢＭＰ／ＯＰは、軟骨の形成、軟骨の肥大および石灰
化、血管侵入、骨芽形成の分化、ならびに骨の形成を含む事象のカスケードによって軟骨
内の骨の分化を誘導する。上記のように、ＢＭＰ／ＯＰ（ＢＭＰ２～１４、ならびに骨形
成タンパク質１および骨形成タンパク質２、ＯＰ－１およびＯＰ－２）は、ＴＧＦβスー
パーファミリーのメンバーである。膜のＢＭＰ／ＯＰサブファミリーとの間の目覚しい進
化的保存は、それらが、動物の正常な発達および機能において重要であることを示唆する
。さらに、ＢＭＰ／ＯＰの多数の形態の存在は、この見かけの重複性の生物学的関連につ
いての重要な問題を引き起こす。胎児後の軟骨形成および骨形成に加えて、ＢＭＰ／ＯＰ
は、骨格形成（頭蓋および歯の組織の発達を含む）、ならびに胚の発生および腎臓を含む
、実質器官の器官形成において複数の役割を果たす。現在、性質は、分化した組織および
器官の発生を提供するために調整される共通（および少数）の分子メカニズムに頼ること
は理解されている。ＢＭＰ／ＯＰスーパーファミリーは、より高度に保存されたカルボキ
シ末端領域内のアミノ酸モチーフにおいて、より小さい多様性を有する分子のイソ型を配
置する複数の専門化した機能をプログラムする際の節減の性質の簡潔な例である。
【００４０】
　ＢＭＰおよびアクチビンサブファミリーは、有意な翻訳後の調節を受けやすい。複雑な
細胞外制御システムが存在し、それによって、高い親和性アンタゴニストは、合成され、
運び出され、その後、それらの生物学的活性を破壊させるためにＢＭＰまたはアクチビン
と選択的に複合体化する（Ｗ．Ｃ．Ｓｍｉｔｈ（１９９９）ＴＩＧ１５　（１）３－６）
。これらの天然のアンタゴニストの数は、同定され、一次配列保存の欠如に起因して、配
列相違に基づいて独立して発達するように見える。タンパク質のこの分類に示される構造
上の機能はない。これらのアンタゴニストの研究は、ＢＭＰ－２およびＢＭＰ－４との相
互作用および中和のための明確な優先を強調している。さらに、阻害のメカニズムは、異
なるアンタゴニストとは異なるように見える（Ｓ．Ｉｅｍｕｒａら（１９９８）Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９５　９３３７－９３４２）。
【００４１】
　米国特許第６，３９５，５１１号、同第６，４８９，４４５号および同第６，４９５、
７３６号は、スクレロスチンを提供し、また、Ｂｅｅｒタンパク質、ヒトＤＡＮ、ヒトＧ
ｒｅｍｌｉｎ、およびヒトＣｅｒｂｅｒｕｓ、ならびにＳＣＧＦ（米国特許第５，７８０
，２６３号）と比較した場合、ほとんど同一のシステイン（ジスルフィド）骨格を保有す
るＴＧＦβ結合タンパク質の新規性の分類として公知であるが、ヌクレオチドレベルでほ
とんど相同性がない（背景情報として、一般的にＨｓｕ，Ｄ．Ｒ．，Ｅｃｏｎｏｍｉｄｅ
ｓ，Ａ．Ｎ．，Ｗａｎｇ，Ｘ．，Ｅｉｍｏｎ，Ｐ．Ｍ．，Ｈａｒｌａｎｄ，Ｒ．Ｍ．，「
Ｔｈｅ　Ｘｅｎｏｐｕｓ　Ｄｏｒｓａｌｉｚｉｎｇ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｇｒｅｍｌｉｎ　Ｉ
ｄｅｎｔｉｆｉｅｓ　ａ　Ｎｏｖｅｌ　Ｆａｍｉｌｙ　ｏｆ　Ｓｅｃｒｅｔｅｄ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ　ｔｈａｔ　Ａｎｔａｇｏｎｉｚｅ　ＢＭＰ　Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，」Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　１：６７３－６８３，１９９８を参照のこと）。
【００４２】
　ＴＧＦβ結合タンパク質の新規性の分類の１つの代表的な例は、配列番号：１、５、９
、１１、１３、および１５に開示されている。結合タンパク質のこの分類の代表的なメン
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バーはまた、ＴＧＦβ結合タンパク質の改変体を含むことを理解されるべきである（例え
ば、配列番号：５および７）。本明細書中で利用される場合、「ＴＧＦβ結合タンパク質
改変遺伝子」は、配列番号：２、１０、１２、１４または１６の改変であるアミノ酸配列
を有するポリペプチドをコードする核酸分子のことを言う。そのような改変体としては、
天然に存在する多型性またはＴＧＦβ結合タンパク質遺伝子の対立遺伝子の改変体、なら
びにこれらのアミノ酸配列の保存的なアミノ酸置換を含む合成遺伝子が挙げられる。ＴＧ
Ｆβ結合タンパク質遺伝子のさらなる改変体の形態は、本明細書中で記載されるヌクレオ
チド配列の挿入または欠失を含む核酸分子である。ＴＧＦβ結合タンパク質改変遺伝子は
、遺伝子が、ストリンジェントな条件の下で、配列番号：１、５、７、９、１１、１３、
または１５の核酸配列を有する核酸分子とハイブリダイズするかどうかを決定することに
よって同定され得る。さらに、ＴＧＦβ結合タンパク質改変遺伝子は、システイン骨格を
有するタンパク質をコード化するべきである。
【００４３】
　代わりに、ＴＧＦβ結合タンパク質改変遺伝子は、配列比較によって同定され得る。本
明細書中で使用される場合、最大一致のために整列される場合、２つのアミノ酸配列のア
ミノ酸残基が同じである場合、２つのアミノ酸配列は、「１００％アミノ酸配列同一性」
を有する。同様に、最大一致のために整列される場合、２つのヌクレオチド配列のヌクレ
オチド残基が同じである場合、２つのヌクレオチド配列は、「１００％ヌクレオチド配列
同一性」を有する。配列比較は、標準的なソフトウェアプログラム（例えば、ＤＮＡＳＴ
ＡＲ（Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）によって生成される、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥ
バイオインフォマティクスコンピューターソフトが挙げられる）を使用して実行され得る
。最適整列を決定することによって２つのヌクレオチド配列またはアミノ酸配列を比較す
るための他の方法は、当業者に周知である（例えば、ＰｅｒｕｓｋｉおよびＰｅｒｕｓｋ
ｉ，Ｔｈｅ　Ｉｎｔｅｒｎｅｔ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ｔｏｏｌｓ
　ｆｏｒ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（ＡＳＭ　
Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．１９９７），Ｗｕら（編），「Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｓｕｐｅ
ｒｈｉｇｈｗａｙ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｄａｔａｂａｓｅｓ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，」ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｐａｇｅｓ　１２３－１５１（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，
Ｉｎｃ．１９９７），ａｎｄ　Ｂｉｓｈｏｐ（ｅｄ．），Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｈｕｍａｎ
　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．１９９８）を参照のこと）。
【００４４】
　改変ＴＧＦβ結合タンパク質は、配列番号：２、６、１０、１２、１４または１６と少
なくとも５０％のアミノ酸配列同一性、および好ましくは、６０％、６５％、７０％、７
５％、８０％、８５％、９０％または９５％の同一性を有するべきである。代わりに、Ｔ
ＧＦβ結合タンパク質改変体は、配列番号：１、５、９、１１、１３または１５と少なく
とも７０％のヌクレオチド配列同一性を有することによって同定され得る。さらに、本発
明は、配列番号１と７５％、８０％、８５％、９０％または９５％より大きい同一性を有
するＴＧＦβ結合タンパク質遺伝子改変体を企図する。ＴＧＦβ結合タンパク質改変遺伝
子または改変ＴＧＦβ結合タンパク質を同定するために使用される特定の方法にかかわら
ず、改変ＴＧＦβ結合タンパク質遺伝子によってコードされる改変ＴＧＦβ結合タンパク
質またはポリペプチドは、例えば、タンパク質のＴＧＦβファミリーの選択されたメンバ
ーの信号伝達を結合するためおよび／または阻害するためのその能力、あるいは抗ＴＧＦ
β結合タンパク質抗体に特異的に結合するその能力によって機能的に特徴付けられ得る。
【００４５】
　本発明は、ＴＧＦβ結合タンパク質遺伝子の機能性フラグメントを含む。本発明の状況
内で、ＴＧＦβ結合タンパク質遺伝子の「機能性フラグメント」は、（１）上記の機能活
性を保有するか、または（２）抗ＴＧＦβ結合タンパク質抗体と特異的に結合するかの、
いずれかのＴＧＦβ結合タンパク質ポリペプチドの一部分をコード化する核酸分子のこと
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を言う。例えば、本明細書中で記載したＴＧＦβ結合タンパク質遺伝子の機能性フラグメ
ントは、配列番号：１、５、９、１１、１３、または１５のヌクレオチド配列の一部分を
含む。
【００４６】
　コーディン（例えば、Ｒｅｄｄｉら、２００１　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　３：１；Ｏｅｌｇｅｓｃｈｌａｇｅｒら、２０００　Ｎａｔｕｒｅ　４０５：７５７
）、シスチン結節タンパク質（例えば、ノギン）（例えば、Ｇｒｏｐｐｅら、２００２　
Ｎａｔｕｒｅ　４２０：６３６）、およびタンパク質の異なるＤＡＮファミリー（ＤＡＮ
を含む、ＣｅｒｂｅｒｕｓおよびＧｒｅｍｌｉｎ；例えば、Ｈｓｕら、１９９８　Ｍｏｌ
．Ｃｅｌｌ　１：６７３）は、細胞外に作用する分泌されたＢＭＰアンタゴニストタンパ
ク質の３つの一般的な分類を表す（例えば、Ｂａｌｅｍａｎｓら、２００２　Ｄｅｖ．Ｂ
ｉｏｌ．２５０：２３１）。Ｃｅｒｂｅｒｕｓ、ＤＡＮおよびＧｒｅｍｌｉｎを有するヒ
トスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）のアミノ酸配列の整列は、４つのタンパク質の間のより高
度に類似のシステイン骨格にもかかわらず、スクレロスチンがＤＡＮファミリーメンバー
とほとんど相同性を示さないことを示した（図１；米国特許第６，３９５，５１１号もま
た、参照のこと）。本発明の特定の実施形態に従って使用され得るノギン、コーディンお
よびＢＭＰポリペプチドの例は、表１のＧｅｎｂａｎｋ／ＮＣＢＩ登録番号に従って記載
されている。
【００４７】
【表１－１】

【００４８】
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【表１－２】

【００４９】
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【表１－３】

　（抗体組成物、そのフラグメントおよび他の結合剤）
　別の局面に従って、本発明はさらに、本明細書中で記載されている複合体を検出し得る
か、または本明細書中で記載されている複合体の形態を調節し得るか、および／または骨
密度の１つ以上の局面を調節し得る結合剤（例えば、抗体およびその抗原結合フラグメン
ト）を提供する。
【００５０】
　例えば、１つの例示的な実施形態において、結合剤は、スクレロスチン（Ｂｅｅｒ）と
コーディンまたはノギンのいずれかとの間に形成される複合体に結合する。そのような結
合剤は、例えば、本明細書中で記載されている複合体の検出に使用され得、それによって
、スクレロスチン（Ｂｅｅｒ）とノギンとの間、またはスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）とコ
ーディンとの間に形成される複合体に結合するさらなる化合物の検出に有用である。代わ
りに、またはさらに、本発明の結合剤は、例えば、これらのタンパク質との間の結合相互
作用の原因として同定されるスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）、ノギン、および／またはコー
ディンの領域を標的にされ得る。従って、そのような結合剤は、スクレロスチン（Ｂｅｅ
ｒ）とコーディンまたはスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）とノギンとの間の複合体の形成を破
壊するために使用され得、この方法において、骨密度を調節するために有用であり得る。
【００５１】
　１つの例示的な実施形態において、結合剤は、抗体またはその抗原結合フラグメントで
ある。抗体は、当業者に公知である任意の種々の技術によって調製され得る。例えば、Ｈ
ａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８を参
照のこと。概して、抗体は、本明細書中で記載されるようなモノクローナル抗体の生成を
含む、細胞培養技術によって、または、組み換え抗体の生成を可能にするために適切な細
菌の細胞宿主もしくは哺乳類の細胞宿主の中への抗体遺伝子のトランスフェクションによ
って、生成され得る。１つの技術において、ポリペプチドを含む免疫原は、任意の多種の
哺乳類（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジまたはヤギ）の中へ初めに注射される
。この段階において、本発明のポリペプチドは、改変のない免疫原として役立ち得る。代
わりに、特に、比較的短いポリペプチドについて、ポリペプチドが、キャリアタンパク質
（例えば、ウシ血清アルブミンまたはキーホールリンペットヘモシニアン）に結合される
場合、優位な免疫反応が誘発され得る。免疫原は、動物の宿主の中に、好ましくは１つ以
上の追加免疫を組み込む所定の計画によって注射されて、動物は定期的に出血する。次い
で、ポリペプチドに特異的なポリクローナル抗体は、例えば、適切な固体支持体に結合さ
れるポリペプチドを使用するアフィニティークロマトグラフィーによって、そのような抗
血清から精製される。免疫原に対する免疫応答を誘発するために使用される哺乳動物は、
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ノックアウト哺乳動物であり得る。この実施形態において、当該分野において公知である
遺伝子ノックアウト方法が、免疫原に対応するタンパク質を天然に発現しない動物を産生
するために使用される。ノックアウト技術は、当該分野において周知であり、例えば、米
国特許第６，２５２，１３２号；同第６，４３７，２１５号；および同第６，４４４，８
７３号に開示されている。
【００５２】
　興味のある抗原性ポリペプチドに特異的なモノクローナル抗体は、例えば、Ｋｏｈｌｅ
ｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１－１９，１９７６
，ならびにその改良の技術を使用して、調製され得る。簡単に述べると、これらの方法は
、所望の特異性（すなわち、興味のあるポリペプチドとの反応性）を有する抗体を生成し
得る不死の細胞株の調製物を含む。そのような細胞株は、例えば、上記のように免疫化さ
れる動物から取得される脾細胞から生成され得る。次いで、脾細胞は、例えば、骨髄腫細
胞融合パートナーとの融合、好ましくは免疫化された動物と同質遺伝子的な融合によって
、不死化される。種々の融合技術が使用され得る。例えば、脾細胞および骨髄腫細胞は、
数分間、非イオン性の界面活性剤と組み合わせられ得、次いで、ハイブリッド細胞である
が、骨髄腫細胞でない増殖を支持する選択的培地上で低密度でプレートされる。好ましい
選択技術は、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）選択を使用する。十
分な時間、普通、約１週間～２週間の後、ハイブリッドのコロニーが観察される。単一の
コロニーが選択され、それらの培養液の上澄み液が、ポリペプチドに対する結合活性につ
いて試験される。高い反応性および特異性を有するハイブリドーマが好ましい。
【００５３】
　モノクローナル抗体が、増殖しているハイブリドーマコロニーの上澄み液から単離され
得る。さらに、産生を高めるために種々の技術が使用され得る（例えば、適切な脊椎動物
宿主（例えば、マウス）の腹腔の中へのハイブリドーマ細胞株の注射）。次いで、モノク
ローナル抗体は、腹水または血液から収集され得る。汚染物は、従来の技術（例えば
、クロマトグラフィー、ゲル濾過、沈殿、および抽出）によって抗体から除去され得る。
本発明のポリペプチドは、精製プロセス、例えば、アフィニティークロマトグラフィー工
程において使用され得る。
【００５４】
　非ヒト免疫グロブリン由来の抗原結合部位を含む多数の「ヒト化」抗体分子が記載され
、げっ歯類Ｖ領域およびヒトの定常領域に融合されるそれらの関連ＣＤＲを有するキメラ
抗体（Ｗｉｎｔｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ　３４９：２９３－９９，１９９１；Ｌｏｂｕｇｌ
ｉｏら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：４２２０－２４，１９８
９；Ｓｈａｗら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３８：４５３４－３８，１９８７；およびＢｒ
ｏｗｎら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７：３５７７－８３，１９８７）、適切なヒト抗体
定常領域と融合するより前にヒト支持のＦＲの中に移植されるげっ歯類のＣＤＲ（Ｒｉｅ
ｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ３３２：３２３－２７，１９８８；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら
、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－３６，１９８８；およびＪｏｎｅｓら、Ｎａｔｕ
ｒｅ　３２１：５２２－２５，１９８６）、ならびに組み換えベニアド（ｖｅｎｅｅｒｅ
ｄ）のげっ歯類のＦＲによって支持されるげっ歯類ＣＤＲ（１９９２年、１２月２３日に
発行された欧州特許公報第５１９，５９６号）が挙げられる。これらの「ヒト化」分子は
、ヒトレシピエントにおける、これらの部分の治療用途の期間および有効性を制限するげ
っ歯類抗ヒト抗体分子への望ましくない免疫反応を最小化するために設計される。
【００５５】
　従って、本発明は、非ヒト（例えば、マウス）抗体のヒト形態およびヒト化形態を企図
する。そのようなヒト化抗体は、非ヒト免疫グロブリン由来の最小の配列を含むキメラ免
疫グロブリン、その免疫グロブリン鎖またはフラグメント（例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａ
ｂ’、Ｆ（ａｂ’）２または抗体の他の抗原結合部分）である。ほとんどの部分について
、ヒト化抗体は、レシピエントの相補的な決定領域（ＣＤＲ）由来の残基が所望の特異性
、親和性および受容能力を有する非ヒト種（ドナー抗体）（例えば、マウス、ラット、ま
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たはウサギ）のＣＤＲ由来の残基によって置換されるヒト免疫グロブリン（レシピエント
抗体）である
　このように、ヒト免疫グロブリンのＦｖ骨格残基は、一致する非ヒト残基によって置換
され得る。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体または移入されたＣＤＲもしくは骨
格配列のいずれにも見出されない残基を含み得る。これらの改変は、抗体の性能をさらに
精製および最適化するために作製される。概して、ヒト化された抗体は、実質的に全ての
少なくとも１つ、および代表的には２つの可変領域を含み、その全てのまたは実質的に全
てのＣＤＲ領域は、非ヒト免疫グロブリンの領域と一致して、全てのまたは実質的に全て
のＦＲ領域は、ヒト免疫グロブリンコンセンサス配列の領域である。最適には、ヒト化さ
れた抗体は、少なくとも一部分の免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、代表的にはヒト免疫
グロブリンの領域を含む（Ｒｅｉｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３３２、３２３－３２
９（１９９８）；Ｐｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２，５９３
－５９６（１９９２）；Ｈｏｌｍｅｓら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５８：２１９２－２
２０１（１９９７）およびＶａｓｗａｎｉら、Ａｎｎａｌｓ　Ａｌｌｅｒｇｙ，Ａｓｔｈ
ｍａ＆Ｉｍｍｕｎｏｌ．８１：１０５－１１５（１９９８））。
【００５６】
　本発明はまた、抗体の親和性、選択性、結合強さまたは他の所望の特性を最適化するた
めに抗体を変異する方法を提供する。変異抗体は、抗体のアミノ酸配列改変のことを言う
。概して、変異抗体における１つ以上のアミノ酸残基は、参考の抗体に存在するもとは異
なる。そのような変異抗体は、必ず、参考のアミノ酸配列と１００％未満の配列同一性ま
たは類似性を有する。概して、変異抗体は少なくとも、参考の抗体の重鎖可変領域または
軽鎖可変領域のいずれかのアミノ酸配列と７５％のアミノ酸配列同一性または類似性を有
する。好ましくは、変異抗体は、参考の抗体の重鎖可変領域または軽鎖可変領域のいずれ
かのアミノ酸配列と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好
ましくは少なくとも９０％、および最も好ましくは少なくとも９５％のアミノ酸配列同一
性または類似性を有する。抗体を変異する１つの方法は、ファージディスプレイを使用す
る親和性成熟（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ）を含む。
【００５７】
　本明細書中で使用される場合、用語「ベニアドＦＲ」および「組み換えベニアドＦＲ」
は、実質的に全ての天然ＦＲポリペプチドフォールディング構造を保持する抗結合部位を
含む異種間の分子を提供するために、ヒトＦＲ残基での例えば、げっ歯類の重鎖Ｖ領域ま
たは軽鎖Ｖ領域からの選択的なＦＲ残基の置換を言う。ベニアリング技術は、抗結合表面
内の抗結合部位のリガンド結合特性が、重鎖ＣＤＲセットおよび軽鎖ＣＤＲセットの構造
ならびに関連する性質によって主に決定されるという理解に基づく（Ｄａｖｉｅｓら、Ａ
ｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５９：４３９－７３，１９９０）。このように、抗原結
合特異性は、ヒト化抗体のみにおいて維持され得、ここで、ＣＤＲ構造は、互いのそれら
の相互作用、およびＶ領域ドメインの残りとのそれらの相互作用が、注意深く維持される
。ベニアリング技術を使用することによって、免疫システムによって容易に接触される外
面の（例えば、溶媒接近可能な）ＦＲ残基は、弱い免疫原、または実質的に非免疫原のベ
ニアド表面を含むハイブリッド分子を提供するために、ヒト残基で選択的に置換される。
【００５８】
　ベニアリングのプロセスは、Ｋａｂａｔら、ｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，４ｔｈ　ｅｄ．（
Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐｔ．ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，Ｕ．
Ｓ．Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｏｆｆｉｃｅ，１９８７）に従うヒト抗
体可変領域のための利用可能な配列データであり、Ｋａｂａｔデータベースにアップデー
トし、他の入手しやすい米国および外国データベース（核酸およびタンパク質の両方）の
使用を可能にする。Ｖ領域アミノ酸の溶媒接近可能性は、ヒトおよびマウスの抗体フラグ
メントについての公知の３次構造から推論され得る。マウス抗原結合部位にベニアリング
する際の２つの一般的な工程がある。最初に、興味のある抗体分子のＦＲの可変領域が、
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上記の同定される起源から取得されるヒト可変領域の対応するＦＲ配列と比較される。最
も相同的なヒトＶ領域は、次いで、対応するマウスアミノ酸の残基と比較される。ヒト対
応物と異なるマウスＦＲにおける残基は、当該分野で周知である組み換え技術を使用して
ヒト部分に存在する残基によって置換される。残基転換は、少なくとも部分的に曝露され
る（溶媒接触可能）部分のみ実行され、Ｖ領域ドメイン（例えば、プロリン、グリシンお
よび荷電したアミノ酸）の３次構造上の有意な効果を有し得るアミノ酸残基の置換におい
て注意が働く。
【００５９】
　この方法において、結果として生じる「ベニアリング」マウス抗原結合部位は、このよ
うに、マウスＣＤＲ残基を保持するために設計され、残基は、実質的にＣＤＲに隣接し、
残基は、埋もれるか、または大部分埋もれている（溶媒接近不可能）と同定され、残基は
、非共有結合（例えば、静電および疎水性）において関与すると考えられ、重鎖領域と軽
鎖領域との間に接触し、ＦＲの保存される構造領域由来の残基は、ＣＤＲループの「基準
の」３次構造に影響を与えると考えられる。次いで、これらの設計基準は、マウス抗体分
子の抗原特異性を示す組み換えヒト抗体の発現のための、哺乳細胞をトランスフェクトす
るために使用され得るヒトのように見えるＦＲの中へマウス抗原結合部位の重鎖および軽
鎖の両方のＣＤＲを組み合わせる組み換え核酸配列を調製するために使用される。
【００６０】
　本発明はまた、興味のある抗原性ポリペプチドに特異的な部分的または完全なヒト抗体
を企図する。そのような抗体は、当該分野で公知の方法（例えば、Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎら
、Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３：６５－９３（１９９５）；Ｆｉｓｈｗｉｌ
ｄ，Ｄ．Ｍ．ら、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１４：８２６（１９９６）；Ｔｏｍ
ｉｚｕｋａらによる米国特許第６，６３２，９７６Ｂ１号；およびＴｏｍｉｚｕｋａら、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９７：７２２－７２７（２０００）に記載
されている）（完全ヒト抗体を記載している）を使用して調製され得る。上記のように調
製されるヒト抗体の抗原結合フラグメントもまた、企図される。
【００６１】
　本発明の別の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、１つ以上の治療剤に
結合され得る。これに関連する適切な薬剤としては、放射性核種、分化誘導物質、薬剤、
毒素、およびこれらの誘導体が挙げられる。好ましい放射性核種としては、９０Ｙ、１２

３Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１１Ａｔ、および２１２Ｂｉが
挙げられる。好ましい薬剤としては、メトトレキサート、およびピリミジンならびにプリ
ンアナログが挙げられる。好ましい分化誘導物質としては、ホルボールエステルおよび酪
酸が挙げられる。好ましい毒素としては、リシン、アブリン、ジフテリア毒素、コレラ毒
素、ゲロニン、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ外毒素、Ｓｈｉｇｅｌｌａ毒素、およびヤマゴボ
ウ抗ウイルスタンパク質が挙げられる。
【００６２】
　治療薬は、直接的または間接的（例えば、リンカー基によって）のいずれかで適切なモ
ノクローナル抗体に結合（例えば、共有結合）され得る。薬剤と抗体との間の直接的な反
応は、各々が互いに反応し得る置換基を有する場合、可能である。例えば、一方の求核基
（例えば、アミノ基またはスルフヒドリル基）は、他方のカルボニル含有基（例えば、無
水物または酸ハロゲン化物）、あるいはアルキル基含有の優れた遊離基（例えば、ハロゲ
ン化物）と反応し得る。
【００６３】
　あるいは、リンカー基によって、治療薬と抗体とを結合することが所望され得る。リン
カー基は、結合能力との障害を避けるために、薬剤から抗体を離すためにスペーサーとし
て機能し得る。リンカー基はまた、薬剤または抗体上の置換基の化学反応性を増加させる
ために役立ち得、それによって、結合効率を増加させる。化学反応性の増加はまた、薬剤
、または薬剤上の官能基（別のやり方では可能ではない）の使用を促進し得る。
【００６４】
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　種々の二官能性または多官能性の試薬、同一の機能性および異質の機能性の両方（例え
ば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬのカタログに記
載されているもの）が、リンカー基として使用され得ることは、当業者に明らかである。
結合は、例えば、アミノ基、カルボキシル基、スルフヒドリル基または酸化された炭水化
物残基を通して、もたらされ得る。そのような方法論を記載している多数の参考文献（例
えば、Ｒｏｄｗｅｌｌらによる米国特許第４，６７１，９５８号）がある。
【００６５】
　本発明の免疫結合体の抗体部分を含まない場合に治療薬剤がより強力である場合には、
細胞の中への内在化の間、または内在化の際に、開裂されるリンカー基を使用することが
所望され得る。多数の異なる開裂可能なリンカー基が、記載されている。これらのリンカ
ー基由来の薬剤の細胞内の放出についてのメカニズムとしては、ジスルフィド結合の還元
（例えば、Ｓｐｉｔｌｅｒによる米国特許第４，４８９，７１０号）、光不安定性結合の
照射（例えば、Ｓｅｎｔｅｒらによる米国特許第４，６２５，０１４号）、誘導体化され
たアミノ酸側鎖の加水分解（例えば、Ｋｏｈｎらによる米国特許第４，６３８，０４５号
）、血清補体媒介の加水分解（例えば、Ｒｏｄｗｅｌｌらによる米国特許第４，６７１，
９５８号）、および酸触媒された加水分解（例えば、Ｂｌａｔｔｌｅｒらによる米国特許
第４，５６９，７８９号）による開裂が挙げられる。
【００６６】
　１つより多くの薬剤を抗体に結合することを所望され得る。１つの実施形態において、
薬剤の複数の分子は、１つの抗体分子に結合される。別の実施形態において、薬剤の１つ
より多くのタイプは、１つの抗体に結合され得る。特定の実施形態にかかわらず、１つよ
り多くの薬剤を有する免疫結合体は、種々の方法において調製され得る。例えば、１つよ
り多くの薬剤は、直接的に抗体分子に結合され得るか、または結合するための複数の部位
を提供するリンカーが使用され得る。あるいは、キャリアが使用され得る。
【００６７】
　キャリアは、直接的またはリンカー基を通してのいずれかの共有結合を含む、種々の方
法において薬剤を運び得る。適切なキャリアとしては、タンパク質（例えば、アルブミン
（例えば、Ｋａｔｏらによる米国特許第４，５０７，２３４号））、ペプチドおよび多糖
類（例えば、アミノデキストラン（例えば、Ｓｈｉｈらによる米国特許第４，６９９，７
８４号））が挙げられる。キャリアはまた、非共有結合またはカプセル化（例えば、リポ
ソーム小胞内で（例えば、米国特許第４，４２９，００８号および米国特許第４，８７３
，０８８号））によって薬剤を運び得る。放射性核種薬剤に特有のキャリアとしては、放
射性ハロゲン化された低分子およびキレート化合物が挙げられる。例えば、米国特許第４
，７３５，７９２号は、代表的な放射性ハロゲン化された低分子およびそれらの合成を開
示している。放射性核種キレートは、金属、または金属酸化物、放射性核種に結合するた
めのドナー原子として窒素原子および硫黄原子を含むキレート化合物から形成され得る。
例えば、Ｄａｖｉｓｏｎらによる米国特許第４，６７３，５６２号は、代表的なキレート
化合物およびそれらの合成を開示している。
【００６８】
　（骨密度を上昇させる分子を選択するためのアッセイ：骨密度への影響を媒介する化合
物についてのスクリーニング）
　基本的に任意の型の化合物が、任意の適切なスクリーニング手順（例えば、ハイスルー
プットスクリーニングアッセイ）を使用する本明細書中に記載される方法に従って試験さ
れ得る。従って、以下に記載される化合物およびスクリーニング技術の例は、例示のみの
目的で提供される。本明細書中に記載されるスクリーニング方法において使用するための
例示的試験化合物としては、抗体、抗原、核酸（例えば、天然もしくは合成の、ＤＮＡ、
ＲＮＡ、ｇＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ＲＮＡｉなど）、レクチン、糖、オ
リゴ糖、糖タンパク質、レセプター、増殖因子、サイトカイン、薬物候補のような低分子
（例えば、ランダムペプチドライブラリー由来、天然産物のライブラリー由来、レガシー
（ｌｅｇａｃｙ）ライブラリー由来、コンビナトリアルライブラリー由来、オリゴ糖ライ
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ブラリー由来およびファージディスプレイライブラリー由来）、代謝産物、酵素基質、酵
素インヒビター、酵素補助因子（例えば、ビタミン）、脂質、ステロイド、金属、生理学
的流体において見出される酸素および他の気体、細胞、細胞構成要素、細胞膜および関連
構造物、細胞接着分子、植物供給物および動物供給物において見出される天然産物、他の
部分的もしくは完全な合成生成物などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００６９】
　上記のとおり、本発明の一例示的実施形態に従って、ノギンまたはコーディンのスクレ
ロスチン（Ｂｅｅｒ）への結合を調節する化合物を同定するための方法が提供される。こ
のような方法は、第一に、スクレロスチン（Ｂｅｅｒ）が所定の結合親和性でノギンまた
はコーディンのいずれかに結合する条件下で、このスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）およびノ
ギンまたはコーディンのいずれかを含有する組成物を提供する工程を包含する。本実施形
態に従って使用されるノギンポリペプチドまたはコーディンポリペプチドは、ノギンタン
パク質全体またはコーディンタンパク質全体を含む単離されたポリペプチドを含有し得、
そして好ましくは、少なくとも、スクレロスチン（Ｂｅｅｒ）に結合するノギンまたはコ
ーディンのドメインを含む。さらに、本実施形態において使用されるスクレロスチン（Ｂ
ｅｅｒ）ポリペプチドは、スクレロスチン（Ｂｅｅｒ）タンパク質全体を含む単離された
ポリペプチドを含み得、そして好ましくは、少なくとも、ノギンまたはコーディンのいず
れかに結合するスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）のドメインを含む。
【００７０】
　本発明のスクリーニング方法との関係において、スクレロスチン（Ｂｅｅｒ）とノギン
またはコーディンのいずれかとの間の複合体形成は、任意の適切な方法を使用して、直接
的もしくは間接的に検出または測定され得る。例えば、本明細書中で開示されるポリペプ
チドのうちの１つ以上は、適切な標識で標識され得、そして複合体の形成は、この標識の
検出によって決定され得る。ノギンまたはコーディンのいずれかとスクレロスチン（Ｂｅ
ｅｒ）との間の複合体の検出における使用に適した標識としては、例えば、放射性同位元
素、エピトープ標識（タグ）、親和性標識（例えば、ビオチン、アビジン）、スピン標識
、酵素、蛍光基、化学発光基などが挙げられ得る。標識が使用されない場合、複合体形成
は、例えば、当該分野で公知の任意の他の技術（これらの例示的な例としては、架橋、ク
ロマトグラフィーによる免疫共沈降および同時画分、ならびに酵母ツーハイブリッドシス
テムが挙げられる）を使用して決定され得る。
【００７１】
　ノギンまたはコーディンのいずれかおよびスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）の上記の組成物
のうちの１つを含有する組成物は、試験化合物がスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）とノギンま
たはコーディンのいずれかとの間の結合を調節し得るか否かを決定するために、試験化合
物と接触させられる。試験化合物の存在下で決定される結合親和性と、例えば、試験化合
物の非存在下でノギンまたはコーディンのいずれかとスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）との間
の結合親和性とを比較することによって、この方法は、これらのタンパク質間の相互作用
を調節し得る試験化合物の同定を可能とする。
【００７２】
　本発明のさらに別の局面に従うと、ノギンまたはコーディンのいずれかとスクレロスチ
ン（Ｂｅｅｒ）との結合を調節、好ましくは、阻害する化合物を同定するための方法が提
供される。さらに、試験化合物の存在下で決定される結合親和性と、例えば、試験化合物
の非存在下でノギンまたはコーディンのいずれかとスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）との間の
結合親和性とを比較することによって、この方法は、この試験化合物がこれらのタンパク
質の間の相互作用を阻害し得るか否かを同定する。
【００７３】
　本発明のさらに別の局面に従うと、ノギンまたはコーディンのいずれかとスクレロスチ
ン（Ｂｅｅｒ）との結合を調節、好ましくは、増強する化合物を同定するための方法が提
供される。さらに、試験化合物の存在下で決定される結合親和性と、例えば、試験化合物
の非存在下でノギンまたはコーディンのいずれかとスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）との間の
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結合親和性とを比較することによって、この方法は、この試験化合物がこれらのタンパク
質の間の相互作用を増強し得るか否かを同定する。
【００７４】
　別の実施形態において、試験化合物の存在下でノギンまたはコーディンのいずれかへの
スクレロスチン（Ｂｅｅｒ）の結合レベルが、この試験化合物の非存在下でのノギンまた
はコーディンのいずれかへのスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）の結合レベルと比較される。本
発明の特定の例示的な実施形態において、この試験化合物の存在下での結合レベルは、こ
の試験化合物に曝露されない細胞と比較して、例えば、１００％、９０％、８０％、７５
％、７０％、または５０％以下減少する。
【００７５】
　別の実施形態において、試験化合物の存在下でノギンまたはコーディンのいずれかへの
スクレロスチン（Ｂｅｅｒ）の結合レベルが、この試験化合物の非存在下でのノギンまた
はコーディンのいずれかへのスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）の結合レベルと比較される。本
発明の特定の例示的な実施形態において、この試験化合物の存在下での結合レベルは、こ
の試験化合物に曝露されない細胞と比較して、例えば、１００％、９０％、８０％、７５
％、７０％、または５０％以下上昇する。
【００７６】
　本発明のさらに別の局面に従うと、任意の上の方法によって同定される化合物が提供さ
れる。
【００７７】
　試験化合物のスクリーニングのための上記の例示的なアッセイに加えて、任意の種々の
分子ライブラリーが、本発明のスクリーニング方法と併用して使用され得る。ライブラリ
ーは、例えば、有機合成法、生化学的な方法などを使用して調製される種々の分子の意図
的に作製された収集物である。後者の場合、上記の分子は、インビトロまたはインビボで
作製され得る。このようなライブラリーとしては、例えば、ランダムペプチドライブラリ
ー、コンビナトリアル的に合成されたライブラリー、ファージディスプレイライブラリー
、天然産物のライブラリー、オリゴ糖ライブラリーおよびレガシーライブラリー（長期に
わたり合成され、そして収集された分子の収集物）が挙げられる。
【００７８】
　医薬の発見および設計における顕著な発展は、潜在的な新しい薬物の化学ライブラリー
を作製するためのコンビナトリアルケミストリーの発展であった。化学ライブラリーは、
例えば、有機合成法または生化学的に作製される種々の分子の意図的に作製された収集物
である。コンビナトリアルケミストリーは、ライブラリーの化学的メンバーが化学的サブ
ユニットの集合による系統的な方法論に従って作製される合成戦略である。従って、この
ライブラリーの各分子は、これらのサブユニットのうちの１つ以上を構成する。この化学
的サブユニットとしては、天然に存在するアミノ酸もしくは改変されたアミノ酸、天然に
存在するヌクレオチドもしくは改変されたヌクレオチド、天然に存在する糖もしくは改変
された糖または有機もしくは無機のどちらかである他の分子が挙げられ得る。代表的に、
各サブユニットは少なくとも２つの反応基を有し、この少なくとも２つの反応基は、各サ
ブユニットの第一の反応基を反応させ次いで別の反応基を反応させてより複雑で潜在的に
多様な分子を首尾よく構築することにより、より大きな分子の段階的構築を可能とする。
【００７９】
　定数の個々のビルディングブロック（例えば、２０種の天然に存在するアミノ酸）が、
合成の各工程で平等に利用可能である合成条件を作製することにより、化合物の非常に大
きいアレイまたはライブラリーが、合成反応のほんの少しの工程の後に集合され得る。一
例としてアミノ酸を使用すると、第一の合成工程では、生じる化合物の数（Ｎ）は、利用
可能なビルディングブロックの数（ｂと命名）に等しい。天然に存在するアミノ酸の場合
、ｂ＝２０である。合成の第二の工程において、各アミノ酸が、全ての他のアミノ酸とジ
ペプチドを形成する平等の機会を有すると仮定すると、可能な化合物の数は、Ｎ＝ｂ２＝
２０２＝４００である。
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【００８０】
　合成の首尾よい工程について、先の工程の生じる化合物に対して、ビルディングブロッ
クのランダムで平等に効率的な集合を再度仮定すると、Ｎ＝ｂｘである（ｘは、合成の集
合工程の数に等しい）。従って、デカペプチドのみのランダム集合について、種々の化合
物の数は、２０１０または１．０２×１０１３であることが分かり得る。このような極端
に大きい数の種々の化合物は、ＬＤＬＲ２媒介性ＨＩＶ感染を調節する能力の多数の多様
な候補の集合およびスクリーニングを可能とする。
【００８１】
　生物学的に合成されたコンビナトリアルライブラリーは、細菌粒子またはバクテリオフ
ァージ粒子における分子生物学の技術を使用して構築されている。例えば、Ｓｃｈａｔｚ
への米国特許第５，２７０，１７０号および同第５，３３８，６６５号は、プラスミドの
クローニング部位中に挿入されるランダムオリゴヌクレオチドの使用を介して作製された
融合タンパク質をコードする組換えプラスミドの構築を記載する。このクローニング部位
は、ＤＮＡ結合タンパク質（例えば、ｌａｃリプレッサー）をコードする遺伝子のコード
領域内に配置され、それによって、このＤＮＡ結合タンパク質の特異的結合機能は、遺伝
子の発現により破壊されない。プラスミドはまた、ＤＮＡ結合タンパク質によって結合部
位として認識されるヌクレオチド配列を含む。従って、適切な細菌細胞の形質転換および
融合タンパク質の発現の際、上記のタンパク質は、このタンパク質を産生したプラスミド
に結合する。次いで、細菌細胞は、溶解され、この融合タンパク質は、所定の生物学的活
性についてアッセイされる。さらに、各融合タンパク質は、この融合タンパク質をコード
していた核酸と会合されたままとなる。従って、さらなる特徴づけのために選択されるタ
ンパク質：プラスミド複合体の核酸部分の核酸増幅および配列決定を通じて、候補化合物
の正確な構造が、決定され得る。Ｓｃｈａｔｚ特許は、本明細書中に参考として援用され
る。
【００８２】
　同様に、バクテリオファージディスプレイライブラリーは、ファージコートタンパク質
のうちの１種以上をコードする一部の遺伝子内のランダムオリゴヌクレオチドのクローニ
ングを介して構築されている。ファージ粒子の集合の際ランダムポリペプチドはまた、ス
クリーニングのために外面に向く。以前に記載されたシステムのように、ファージ粒子は
、融合タンパク質をコードする核酸を含み、それによって、薬物候補を同定するヌクレオ
チド配列情報は、この薬物自体に連結される。このようなファージ発現ライブラリーは、
例えば、Ｓａｗｙｅｒら，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　４：９４７－５３
，１９９１；Ａｋａｍａｔｓｕら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：４６５１－５９，１９
９３，およびＤｏｗｅｒら，米国特許第５，４２７，９０８号に記載される。これらの特
許および刊行物は、本明細書中に参考として援用される。
【００８３】
　多様なコンビナトリアルライブラリーを分子的に作製するための他のアプローチは、化
学合成法を使用して、試験される化合物の集合において典型的または非生物学的なビルデ
ィングブロックを利用する。従って、Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎら，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．
３７：２６７８－８５，１９９４は、「ペプトイド（ｐｅｐｔｏｉｄ）」と呼ばれるペプ
チド様化合物の合成のための種々のＮ－（置換）グリシンを使用するライブラリーの構築
を記載する。一連の芳香族置換、一連のヒドロキシル化側置換、および多様な組の置換基
（分枝の、アミノ、および複素環式構造が挙げられる）を提供するための置換が選択され
た。この刊行物は、本明細書中に参考として援用される。
【００８４】
　別の戦略は、秩序的かつ所定の様式における固体の支持体上にコンビナトリアルライブ
ラリーを化学的に合成し、それによって、各ライブラリーのメンバーの配置がその化合物
の合成構造に関する情報を提供することに関係する。このような方法の例は、例えば、Ｇ
ｅｙｓｅｎ，米国特許第４，８３３，０９２号に記載され、この中で、化合物は、９６ウ
ェルマイクロタイターディッシュに合うように設計された機能性ポリエチレンピン上に合
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成され、それによって、ピンの位置が、研究者に化合物の構造について情報を提供する。
同様に、Ｈｕｄｓｏｎら，ＰＣＴ公報第ＷＯ９４／０５３９４号は、機能性ポリマーフィ
ルムでコーティングされた空間的にアドレス可能な固相プレート上のバイオポリマー（例
えば、ポリペプチド、オリゴヌクレオチドおよびオリゴ糖）のコンビナトリアルライブラ
リーの構築についての方法を記載する。このシステムにおいては、化合物は、直接プレー
ト上で合成されかつスクリーニングされる。プレート上の所定の化合物の位置を知ること
により、上記の化合物を含むビルディングブロックの性質および順序に関する情報を生じ
る。アドレス可能なコンビナトリアルライブラリーを構築する同様の方法が、バイオポリ
マー以外の化合物の合成のために使用され得る。
【００８５】
　さらに別の例示的アプローチは、多数の非常に小さい誘導体化ビーズの使用であり、こ
の小さい誘導体化ビーズは、種々のビルディングブロックが存在するほどの多くの均一な
部分に分けられる。合成の第一の工程において、これらの部分の各々は、種々のビルディ
ングブロックと反応する。次いでこのビーズは、完全に混合され、再度同数の均一の部分
に分けられる。合成の第二の工程において、ここで、理論的に、ビーズに連結される各ビ
ルディングブロックの均一の量を含む各部分は、異なるビルディングブロックと反応する
。このビーズは、再度混合され、分離され、そして所望の場合、上記のプロセスが繰り返
され、多数の種々の化合物を生じ、各ビーズは、１つの型の化合物のみを含む。
【００８６】
　この方法は、「１ビーズ１化合物」法と呼ばれ、ビーズと、異なる化合物を潜在的に有
する各ビーズとの混合物を生じる。従って、この方法においてビーズ自体は、上記の固相
支持体およびアレイの場合、または細胞ライブラリーもしくはファージライブラリーの場
合と同一の意味で「アドレス可能」であるとはみなされ得ない。しかしながら、各ビーズ
の表面に提示される化合物は、特定の化合物との結合能力について試験され得、そしてこ
れらの（体表的に）少ないビーズが他のビーズから同定され、分離され得る場合、推定の
純粋な集団の化合物が回収され得、そして分析され得る。当然のことながら、後者の可能
性は、意味のあるその後の分析に感受性である各ビーズの表面上の化合物に関する十分な
情報をロードしそして抽出する能力に依存する。このような情報は、単にその構造を決定
し得る目的の化合物の適切な量の形態であり得る。例えばペプチドの場合、ペプチド配列
決定を行い、そしてペプチドのアミノ酸配列を得ることが可能であるためには、十分なペ
プチドが、ビーズ上で合成されなければならない。
【００８７】
　上記のとおり、コンビナトリアルライブラリーの構築は、ノギンまたはコーディンのい
ずれかへのスクレロスチン（Ｂｅｅｒ）の結合を調節する能力についての莫大な数の試験
化合物のスクリーニングを可能とする。
【００８８】
　現在適用される１つの一般的なスクリーニング方法は、結合パートナーが探求される特
異的分子で固体の支持体（例えば、マイクロタイターディッシュのウェル）をコーティン
グする工程からなる。次いでライブラリーのメンバーの化合物が、標識され、固体支持体
上にプレートされ、ライブラリーメンバーに結合させられる。洗浄工程の後、次いで結合
パートナー複合体が、結合したライブラリーメンバーに結合する標識を検出することによ
って検出される。この型の手順は、特に、メンバー化合物が、溶液または培地中に提供さ
れるコンビナトリアルライブラリーに良好に適している。この方法は、いくらか労働集約
的であり得、このような多数の試験化合物をスクリーニングするために必要なハイスルー
プットスクリーニングを達成するために、第一の工程として試験化合物のプールのスクリ
ーニングを必要とし得、その後、目的の化合物を特異的に同定するために１回以上のリス
クリーニング工程がなされる。上記の状況はまた、逆転され得、その結果、ライブラリー
メンバーを、個々のウェルにコーティングさせ、特異的分子で探索する。
【００８９】
　コンビナトリアルライブラリーが所定のエピトープを標的とする抗体アナログまたはペ
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プチドを含む場合、ライブラリーメンバーは、例えば、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬ
ＩＳＡ）において、または例えば、放射性核種、化学発光化合物、蛍光、および酵素もし
くは色素により直接的または非直接的に標識されることによって検出可能な二次抗体によ
り認識される抗体の一部を含み得る。
【００９０】
　Ｔａｗｆｉｋら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９０：３７３－７７，１９
９３は、所望の触媒活性を有するまれな抗体の存在についての抗体のライブラリー（この
場合、酵素反応の遷移状態中間体の模倣物を使用して作製されるハイブリドーマライブラ
リー由来）をスクリーニングする方法を記載する。スクリーニング化合物（この場合、酵
素基質）は、９６ウェルマイクロタイターディッシュ上に固定化された。各クローン由来
の上清が、酵素反応が促進する条件下で別々のウェル内に配置された。酵素反応の生成物
は、依然マイクロタイターディッシュに固定化され、生成物特異的なモノクローナル抗体
の使用によってアッセイされた。さらに、この型のスクリーニング手順は、かなり労働集
約的であり、大きなライブラリーのハイスループットスクリーニングを達成するために試
験化合物のプールの反復のスクリーニングを必要とし得る。
【００９１】
　上記の細胞性ディスプレイライブラリーまたはファージディスプレイライブラリーおよ
び「１ビーズ１化合物」合成ライブラリーにおいて、ライブラリーメンバーは、検出可能
な蛍光（例えば、フルオレセインまたはフィコエリトリン）で標識された特異的結合パー
トナー（例えば、レセプター）に結合する能力についてスクリーニングされ得る。各粒子
（例えば、細胞またはビーズ）は、１つの試験化合物種のみを提示することから、蛍光標
識された粒子は、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）を使用して検出され得、そして選別
され得る。次いで、陽性ビーズまたは陽性粒子の濃縮された集団は、リスクリーニングさ
れ得、必要な場合、個々に分析され得る。この戦略は、試験化合物またはこの試験化合物
が合成されるビーズを提示する細胞を使用して利用され得る。
【００９２】
　本発明の特定の方法は、スクリーニングプロセスを行うためにアレイを利用する。アレ
イの使用は、サンプルスループットを非常に増加させることを可能とさせる。構造的に、
アレイは、代表的に、複数のエレメントまたは部位を含む固体支持体上に形成される。本
発明のスクリーニング法において、アレイの各エレメントは、伝送ラインのようなシグナ
ル経路を含み、このシグナル経路に対しタンパク質標的またはリガンドは、電磁気学的に
カップリングされるかまたは直接付着される。多くのスクリーニング試験において、目的
は、１つのタンパク質標的に対して多数の化合物をスクリーニングすることである。従っ
て、このような方法において、任意のエレメント内に位置する全てのタンパク質標的およ
び異なるエレメントでの全ての標的は、同一である。各エレメントは、異なるサンプルと
接触させられ、各サンプルは、異なる化合物を含む。この方法において、共通の標的を用
いてライブラリー内の種々の化合物をスクリーニングすることが、可能である。
【００９３】
　しかしながら、他の方法においては、任意の特定のエレメントにおける全てのタンパク
質標的は同一であることが望ましいが、異なるエレメントにおけるタンパク質標的は、互
いに異なる。これによって、１つの試験リガンドまたはリガンドの群が、いくつかの異な
るタンパク質標的に対してスクリーニングされることが可能となる。従って、例えば、１
０種の異なるプロテアーゼインヒビターが標的として使用されることを仮定すると、アレ
イは、好ましくは、１０列または１０カラムのエレメントを含み、各エレメントは、異な
るプロテアーゼを有する。
【００９４】
　種々のアレイのエレメントでの標的を同定するにもかかわらず、シグナルは、種々のエ
レメントの各々での結合をモニタリングするための各エレメントに連結しているシグナル
経路に伝達される。伝達されたシグナルにおける調節は、サンプル中の標的とリガンドと
の間の結合を検出するために使用される。アレイは、種々のアレイに微量の種々のサンプ
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ルを制御可能に添加するための微小流体デバイスと併用して使用され得る。全ての標的が
同一である状態において、代表的に、流体デバイスは、種々のサンプルを種々のアレイに
分配するために使用される。一方、種々のエレメントにおけるタンパク質標的が異なる場
合、流体デバイスは、このアレイの種々のエレメントに同一のサンプルを分配する。
【００９５】
　いくつかの方法は、上記のような固体支持体上に合成されたアレイを利用する。特定の
方法において、目的のタンパク質標的に結合することが公知のリガンドの配列（「リード
配列（ｌｅａｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）」）を利用してその後の回のスクリーニングにおい
て使用されるアレイ上に合成された配列の選択の情報を与えることによって、所望の生物
学的活性を有する可能性のあるリガンドに対するスクリーニングプロセスに焦点を当てる
ことが可能である。例えば、米国特許第５，７７０，４５６号（これは、その全体が本明
細書中で参考として援用される）を参照のこと。従って、リード配列に関連する一連のリ
ガンドは、リード配列の１つ以上の位置で系統的な改変物を作製することによって合成さ
れる。この理論は、標的タンパク質に結合することが公知の配列（例えば、ペプチド）の
少数の変化により、さらにより高い結合親和性を有する配列を生じ得るということである
。
【００９６】
　アレイにおけるエレメントの数は、このアレイが使用されるスクリーニング適用の型に
主に基づいて、広範に変化する。ライブラリーの最初の段階のスクリーニングにおいて、
例えば、多数のエレメントが、好ましく、それによって、多数の化合物が、迅速にスクリ
ーニングされ得る。このような適用についてのアレイは、１０６個までのエレメントを有
し得る。他の場合において、アレイに１０３個までのエレメントが存在する。なお他の方
法において、例えば、最初の回のスクリーニングから現れた潜在的治療価値を有するリー
ド化合物の優れた候補である化合物を用いてより高い分解能の研究を行うことが望ましい
場合、単一のエレメントのみが存在し得る。従って、概して、アレイにおけるエレメント
の数は、１、１０、１０２、１０３、１０４、１０５、もしくは１０６、またはこれらの
間の範囲の任意の数であり得る。
【００９７】
　アレイを構成するタンパク質標的またはリガンドの密度はまた、顕著に変化し得る。必
要とされる密度は、種々の因子（例えば、シグナル感受性の程度、溶液中のリガンドの数
および研究の下で特定の複合体について特徴的なピークが明確であるか否かそして他の複
合体からのシグナルと分離されるか否か）において変化する。最適な状況において、本シ
ステムの感受性および特定の複合体と相関する公知のシグナルを使用して分析を行う能力
は、エレメントが単一のタンパク質標的またはリガンドを含み得ることを意味する。しか
しながら、他の状況において、タンパク質標的またはリガンドの密度は、１００標的／ｃ
ｍ２以下であり得る。さらに他の方法において、上記の密度は、１０８標的／ｃｍ２以下
、１０１２標的／ｃｍ２以下および１０１８標的／ｃｍ２以下であり得る。
【００９８】
　アレイの使用および微小流体技術を介して、ハイスループットスクリーニングプロセス
（ＨＴＳ）において本明細書中で記載される方法を使用することが、可能である。このよ
うなアプローチにおいて、数十万の化合物が、特定の標的に結合するそれらの能力につい
てスクリーニングされるかまたは上記のより高レベルの分析に従ってスクリーニングされ
る。例えば、本明細書中に記載される本発明は、縮小化され得、それによって、高度の並
列スクリーニングプラットフォームが、現実化され得る。すなわち、このプラットフォー
ムは、同時に数十万の化合物のスクリーニング、および同時に、結合（例えば、アゴニス
トまたはアンタゴニスト）、親和性、動力学などの効果を決定することが可能である。
【００９９】
　上に考察されるとおり、本発明は、骨密度を増加し得る化合物を選択および／または単
離するための方法を提供する。例えば、本発明の一局面の範囲内で、選択された分子が骨
ミネラル含有量を増加し得るか否かを決定するための方法が提供され、この方法は、以下
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の工程を包含する：（ａ）選択分子とＴＧＦ－β結合タンパク質およびＴＧＦ－βファミ
リーのタンパク質の選択されたメンバーとを混合する工程、（ｂ）選択分子が、ＴＧＦ－
βファミリーのタンパク質によるシグナリングを刺激するか否か、またはＴＧＦ－βファ
ミリーのタンパク質へのＴＧＦ－β結合タンパク質の結合を阻害するか否かを決定する工
程。特定の実施形態の範囲内で、上記の分子は、間葉細胞分化の正のレギュレーターとし
て機能するＴＧＦ－βの能力を増強する。
【０１００】
　本発明の他の局面の範囲内で、選択分子が骨ミネラル含有量を増加し得るか否かを決定
するための方法が提供され、この方法は、以下の工程を包含する：（ａ）ＴＧＦ－β結合
タンパク質を発現する細胞に選択分子を曝露させる工程および（ｂ）曝露された細胞由来
のＴＧＦ－β結合タンパク質の活性（または発現）が、低下するか否かを決定し、そして
これらの決定から、この化合物が骨ミネラル含有量を増加し得るか否かを決定する工程。
一実施形態の範囲内で、上記の細胞は、骨の生検由来の自発的に形質転換されたかまたは
形質転換されていない正常なヒトの骨およびラット頭頂骨骨芽細胞からなる群より選択さ
れる。このような方法は、広範囲のアッセイ型式において達成され得、これらのアッセイ
型式としては、例えば、免疫電気泳動向流法（ＣＩＥＰ）、放射免疫アッセイ、放射性免
疫沈降法、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、ドットブロットアッセイ、阻害アッセイ
または競合アッセイ、およびサンドイッチアッセイ（米国特許第４，３７６，１１０号お
よび同第４，４８６，５３０号を参照のこと；抗体：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ，前出もまた参照のこと）が挙げられる。
【０１０１】
　このようなアッセイの代表的な実施形態は、米国特許第６，３９５，５１１号において
提供される。簡単には、ＴＧＦ－βスーパーファミリーのファミリーメンバーまたはＴＧ
Ｆ－β結合タンパク質は、最初に、固相に結合され、その後、候補分子が添加される。次
いで、標識された、ＴＧＦ－βスーパーファミリーのファミリーメンバーまたはＴＧＦ－
β結合タンパク質がこのアッセイに添加され、固相が洗浄され、そして固体支持体上の結
合したかまたは標識された、ＴＧＦ－βスーパーファミリーメンバーまたはＴＧＦ－β結
合タンパク質の量が決定される。本明細書中で記載されるような骨ミネラル含有量の増加
における使用にとって適切な分子は、統計学的に有意な様式において、ＴＧＦ－βスーパ
ーファミリーのメンバーへのＴＧＦ－β結合タンパク質の結合を低下させる分子である。
本発明の範囲内での使用にとって適切なアッセイは、本明細書中および米国特許第６，３
９５，５１１号に記載される実施形態に限定される必要はない。特に、多数のパラメータ
ーが、例えば、固相へのＴＧＦ－βの結合または全体的な固相の除去によって変化され得
る。
【０１０２】
　本発明の他の局面の範囲内で、選択分子が骨ミネラル含有量を増加し得るか否かを決定
するための方法が提供され、この方法は、以下の工程を包含する：（ａ）ＴＧＦ－βを発
現する細胞に選択分子を曝露させる工程および（ｂ）曝露された細胞由来のＴＧＦ－βの
活性が、調節される否かを決定し、そしてこれらの決定から、この化合物が骨ミネラル含
有量を増加し得るか否かを決定する工程。上記の方法と同様に、広範囲の方法が利用され
て選択された試験化合物に起因するＴＧＦ－β結合タンパク質発現の変化が評価され得る
。
【０１０３】
　例えば、本発明の一局面の範囲内で、選択分子が骨ミネラル含有量を増加し得るか否か
を決定するための方法が提供され、この方法は、以下の工程を包含する：（ａ）選択分子
とＴＧＦ－β結合タンパク質およびＴＧＦ－βファミリーのタンパク質の選択されたメン
バーとを混合する工程、（ｂ）選択分子が、ＴＧＦ－βファミリーのタンパク質のシグナ
リングをアップレギュレーションさせるか否か、またはＴＧＦ－βファミリーのタンパク
質へのＴＧＦ－β結合タンパク質の結合を阻害するか否かを決定する工程。特定の実施形
態の範囲内で、上記の分子は、間葉細胞分化の正のレギュレーターとして機能するＴＧＦ
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－βの能力を増強する。
【０１０４】
　上記の方法と同様に、広範囲の方法が利用されて、選択された試験化合物に起因するＴ
ＧＦ－βの刺激が評価され得る。１つのこのような代表的な方法は、以下の米国特許第６
，３９５，５１１号において提供される（Ｄｕｒｈａｍら，Ｅｎｄｏ．１３６：１３７４
－１３８０もまた参照のこと）。
【０１０５】
　本発明のなお他の局面の範囲内で、選択分子が骨ミネラル含有量を増加し得るか否かを
決定するための方法が提供され、この方法は、選択分子がＴＧＦ－β結合タンパク質の骨
またはこれらのアナログへの結合を阻害するか否かを決定する工程を包含する。本明細書
中で利用されるように、骨またはこれらのアナログとは、ヒドロキシアパタイト、または
骨、骨粉もしくはインタクトな骨の粉末形態からなる表面を言うと理解されるべきである
。上記の方法と同様に、広範囲の方法が利用されて骨マトリックスに対するＴＧＦ－β結
合タンパク質の局在が評価され得る。１つのこのような代表的な方法は、以下の米国特許
第６，３９５，５１１号において提供される。
【０１０６】
　本明細書中に記載される方法は、個々の試験分子の分析を言うのであり得、一方本発明
は、そのように限定されるべきでないことが、注意されるべきである。特に、選択分子は
、化合物の混合物内に含まれ得る。従って、記載される方法はさらに、ＴＧＦ－β結合タ
ンパク質のＴＧＦ－βファミリーメンバーへの結合を阻害する分子を単離する工程を包含
し得る。
【０１０７】
　（薬学的組成物）
　さらなる実施形態において、本発明は、本明細書中に記載されるアッセイおよび／ある
いは細胞もしくは動物への組成物の投与、これらのいずれか単独、または治療の１種以上
の他の様式との組合わせにおいて、１つ以上の、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体
、アンチセンスまたは本明細書中に開示される他の組成物の処方に関する。
【０１０８】
　所望される場合、本明細書中に開示されるような組成物は、他の薬剤（例えば、他のタ
ンパク質もしくはポリペプチドまたは他の種々の薬学的に活性な薬剤など）と組み合わせ
て投与され得ることが理解される。実際、さらなる薬剤が標的細胞もしくは宿主組織との
接触に有意な有害な効果を引き起こさない場合、さらに含まれ得る他の成分に実質的に限
定されない。従って、上記の組成物は、特定の場合に必要とされる場合、種々の他の薬剤
と一緒に送達され得る。このような組成物は、宿主細胞または他の生物学的供給源から精
製され得るか、あるいは本明細書中に記載されるとおり、化学的に合成され得る。同様に
、このような組成物はさらに、置換または誘導体化された、ＲＮＡ組成物またはＤＮＡ組
成物を含有し得る。
【０１０９】
　従って、本発明の別の局面において、生理学的に受容可能なキャリアと組み合わせて本
明細書中に記載される１つ以上のポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび／または抗体の
組成物を含有する薬学的組成物が、提供される。
【０１１０】
　当業者に公知の任意の適切なキャリアが本発明の薬学的組成物中に使用され得、一方、
キャリアの型が、代表的に、投与の様態に依存して変化する。本発明の組成物は、任意の
適切な投与様式（例えば、局所的投与、経口投与、経鼻投与、粘膜投与、静脈内投与、頭
蓋内投与、腹腔内投与、皮下投与および筋肉内投与が挙げられる）のために処方され得る
。
【０１１１】
　このような薬学的組成物の範囲内の使用についてのキャリアは、生体適合性であり、そ
してまた生分解性でもあり得る。特定の実施形態において、上記の処方は、好ましくは、
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比較的定常レベルの活性成分放出を提供する。しかしながら、他の実施形態において、投
与の際直ちに放出する、より速い速度が好ましくあり得る。このような組成物の処方は、
十分に、公知の技術を使用する当業者のレベルの範囲内にある。この点において有用な例
示的キャリアとしては、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）、ポリアクリレート、ラテッ
クス、デンプン、セルロース、デキストランなどの微粒子が挙げられる。他の例示的な遅
延放出キャリアとしては、非液体の親水性コア（例えば、架橋された多糖またはオリゴ糖
）を含む超分子バイオベクター（ｂｉｏｖｅｃｔｏｒ）、および必要に応じて、両親媒性
化合物（例えば、リン脂質）を含む外層が挙げられる（例えば、米国特許第５，１５１，
２５４号ならびにＰＣＴ出願ＷＯ　９４／２００７８、同ＷＯ／９４／２３７０１および
同ＷＯ　９６／０６６３８を参照のこと）。持続放出処方物内に含まれる活性化合物の量
は、移植の部位、放出速度および予想放出持続時間ならびに処方または防止される状態の
性質に依存する。
【０１１２】
　別の例示的な実施形態において、生分解性微粒子（例えば、ポリラクテートポリグリコ
レート）が、本発明の組成物のためのキャリアとして使用される。適切な生分解性微粒子
は、例えば、米国特許第４，８９７，２６８号；同第５，０７５，１０９号；同第５，９
２８，６４７号；同第５，８１１，１２８号；同第５，８２０，８８３号；同第５，８５
３，７６３号；同第５，８１４，３４４号、同第５，４０７，６０９号および同第５，９
４２，２５２号において開示される。改変されたＢ型肝炎コアタンパク質キャリアシステ
ム（例えば、ＷＯ／９９４０９３４およびそこで引用された参考文献に記載されるもの）
はまた、多くの適用にとって有用である。別の例示的なキャリア／送達システムは、粒子
性タンパク質複合体を含むキャリア（例えば、米国特許第５，９２８，６４７号に記載さ
れるキャリア）を使用し、このキャリアは、宿主においてクラスＩ拘束性細胞傷害性Ｔリ
ンパ球応答を誘導し得る。
【０１１３】
　別の例示的な実施形態において、リン酸カルシウムコア粒子は、本発明の組成物のため
のキャリアまたは制御された放出マトリックスとして使用される。例示的なリン酸カルシ
ウム粒子は、例えば、公開特許番号ＷＯ／００４６１４７において開示される。
【０１１４】
　本発明の薬学的組成物は、多くの場合さらに、１種以上の緩衝液（例えば、中性緩衝化
生理食塩水またはリン酸緩衝化生理食塩水）、糖質（例えば、グルコース、マンノース、
スクロースまたはデキストラン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチドまたはアミ
ノ酸（例えば、グリシン）、酸化防止剤、静菌薬、キレート剤（例えば、ＥＤＴＡまたは
グルタチオン）、アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）、レシピエントの血液と
等張性、低張または弱い高張である処方物を与える溶質、懸濁剤、増粘剤および／または
防腐剤を含有する。あるいは、本発明の組成物は、凍結乾燥物として処方され得る。
【０１１５】
　種々の処置レジメン（例えば、経口、非経口的、静脈内、鼻腔内、および筋肉内の投与
および処方を含む）において、本明細書中に記載される特定の組成物の使用にとって適切
な投薬および処置レジメンの開発は、当該分野で周知であり、これらのいくつかは、例示
の一般的目的の上で以下に簡単に考察される。
【０１１６】
　特定の適用において、本明細書中で開示される薬学的組成物は、動物への経口投与を介
して送達され得る。このような場合、これらの組成物は、不活性希釈剤または吸収可能な
食用キャリアとともに処方され得るか、これらの組成物は、殻の固いカプセルまたは殻が
軟らかいカプセル内に封入され得るか、これらの組成物は、錠剤へと加圧され得るか、ま
たはこれらの組成物は、食物とともに直接取り込まれ得る。
【０１１７】
　特定の状況において、本明細書中に開示される薬学的組成物を、非経口的、静脈内、筋
肉内、またはさらに腹腔内に送達することが好ましい。このようなアプローチは、当業者



(29) JP 4660471 B2 2011.3.30

10

20

30

40

50

に周知であり、これらのアプローチのいくつかは、さらに例えば、米国特許第５，５４３
，１５８号；同第５，６４１，５１５号および同第５，３９９，３６３号に記載される。
特定の実施形態において、遊離塩基または薬学的に受容可能な塩としての活性化合物の溶
液は、界面活性物質（例えば、ヒドロキシプロピルセルロース）と適切に混合された水中
で調製され得る。分散物はまた、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびこ
れらの混合物中ならびに油中で調製され得る。貯蔵および使用の通常の条件下で、これら
の調製物は、一般的に微生物の増殖を防止するための防腐剤を含有する。
【０１１８】
　注射用の使用にとって適切な例示的薬学的形態としては、滅菌した注射用溶液および注
射用分散物を即座に調製するための滅菌水溶液または滅菌分散物および滅菌粉末が挙げら
れる（例えば、米国特許第５，４６６，４６８号を参照のこと）。全ての場合において、
上記の形態は、滅菌でなければならず、容易に注射が可能である程度までの流体でなけれ
ばならない。上記の形態は、製造および貯蔵の状況下で安定でなければならず、微生物（
例えば、細菌および真菌類）の混入作用に対して保護されなければならない。上記のキャ
リアは、例えば、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、および液体ポリエチレングリコールなど）、これらの適切な混合物、および／も
しくは植物油を含む溶媒または分散媒であり得る。適切な流動性が、例えば、コーティン
グ（例えば、レシチン）の使用、分散物の場合に必要な粒子サイズの維持および／または
界面活性物質の使用によって維持され得る。微生物の作用の防止は、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、チメロサー
ルなど）によって容易になり得る。多くの場合、等張剤（例えば、糖または塩化ナトリウ
ム）を含むことが好ましい。注射用組成物の持続性吸収は、組成物中の吸収遅延剤（例え
ば、アルミニウムモノステアレートおよびゼラチン）の使用によってもたらされ得る。
【０１１９】
　一実施形態において、水溶液における非経口投与のために、上記の溶液は、必要な場合
適切に緩衝化されなければならず、そして最初に十分な生理食塩水またはグルコースで上
記の液体希釈剤に等張性を与えなければならない。これらの特定の水溶液は、静脈内投与
、筋肉内投与、皮下投与および腹腔内投与に特に適している。この点において、使用され
得る滅菌水溶性媒体は、本開示の点で当業者に公知である。例えば、１回投薬量は、１ｍ
ｌの等張性ＮａＣｌ溶液中に溶解され得、そして１０００ｍｌの皮下注入流体への添加か
、または注入の予定部位での注射のいずれかがなされ得る（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１５版（編），ｐｐ．１０
３５－１０３８および１５７０－１５８０を参照のこと）。投薬量におけるいくつかの変
更は、処置される被験体の状態に依存して必然的に行われる。さらにヒト投与のために、
調製物は当然、好ましくは、生物製剤規格の食品医薬品庁によって要求されるような無菌
性、発熱性、および一般的安全性規格および純度規格を満たす。
【０１２０】
　本発明の別の実施形態において、本明細書中に開示される組成物は、中性形態または塩
形態で処方され得る。例示的な薬学的受容可能な塩としては、酸付加塩（タンパク質の遊
離アミノ基で形成される）が挙げられ、この酸付加塩は、無機塩（例えば、塩酸もしくは
リン酸）または有機酸（例えば、酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸）などで形成され
る。遊離のカルボキシル基で形成される塩基はまた、無機塩基（例えば、水酸化ナトリウ
ム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム、または水酸化鉄（ＩＩＩ
））および有機塩基（例えば、イソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン、プ
ロカイン）などに由来し得る。処方の際、溶液は、投薬処方物と適合する様式かつ治療上
有効な量で投与される。
【０１２１】
　キャリアはさらに、任意の全ての溶媒、分散媒、ビヒクル、コーティング、希釈剤、抗
菌剤、抗真菌剤、等張剤、吸収遅延剤、緩衝剤、キャリア溶液、懸濁液、コロイドなどを
含み得る。薬学的に活性な物質のためのこのような媒体および薬剤の使用は、当該分野に



(30) JP 4660471 B2 2011.3.30

10

20

30

40

50

おいて周知である。任意の従来の媒体または薬剤の範囲が、活性成分と不適合である場合
を除いて、治療組成物におけるその使用が企図される。補助的な活性成分はまた、組成物
中に組み込まれ得る。語句「薬学的に受容可能な」とは、ヒトに投与される場合にアレル
ギーもしくは類似の有害反応を生じない分子実体または組成物を言う。
【０１２２】
　特定の実施形態において、リポソーム、ナノカプセル、微粒子、脂質粒子、小胞などは
、本発明の組成物を適切な宿主細胞／生物体内へ導入するために使用される。特に、本発
明の組成物は、脂質粒子、リポソーム、小胞、ナノスフィア（ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ）、
またはナノ粒子などのいずれかの中にカプセル化されて送達するために処方され得る。あ
るいは、本発明の組成物は、このようなキャリアビヒクルの表面に共有結合的または非共
有結合的のいずれかで結合され得る。
【０１２３】
　潜在的薬物キャリアとしてのリポソームおよびリポソーム様調製物の形成および使用は
、一般的に、当業者に公知である（例えば、Ｌａｓｉｃ，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ．１６（７）：３０７－２１，１９９８；Ｔａｋａｋｕｒａ，Ｎｉｐｐｏｎ　Ｒｉ
ｎｓｈｏ　５６（３）：６９１－９５，１９９８；Ｃｈａｎｄｒａｎら，Ｉｎｄｉａｎ　
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｂｉｏｌ．３５（８）：８０１－０９，１９９７；Ｍａｒｇａｌｉｔ，Ｃｒ
ｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒ．Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔ．１２（２－３）：２３
３－６１，１９９５；米国特許第５，５６７，４３４号；同第５，５５２，１５７号；同
第５，５６５，２１３号；同第５，７３８，８６８号および同第５，７９５，５８７号（
これらの各々の全体が、本明細書中で具体的に参考として援用される）を参照のこと）。
【０１２４】
　リポソームは、他の手順によってトランスフェクトすることが通常難しい多くの細胞の
型（Ｔ細胞懸濁液、初代肝細胞培養物およびＰＣ１２細胞が挙げられる）で首尾よく使用
されている（Ｒｅｎｎｅｉｓｅｎら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６５（２７）：１６３
３７－４２，１９９０；Ｍｕｌｌｅｒら，ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．９（３）：２２
１－２９，１９９０）。さらにリポソームは、ウイルスベースの送達系に典型的であるＤ
ＮＡ長の束縛がない。リポソームは、遺伝子、種々の薬物、放射線治療剤、酵素、ウイル
ス、転写因子、アロステリックエフェクターなどを、種々の培養細胞株および動物に効率
的に導入するために使用されている。さらに、リポソームの使用は、全身性送達後の自己
免疫応答または受容不可能な毒性と関連するようではない。
【０１２５】
　特定の実施形態において、リポソームは、水溶性媒体中に分散され、そして多重膜同心
性二重膜小胞（多重膜小胞（ＭＬＶ）とも呼ばれる）を自発的に形成するリン脂質から形
成される。
【０１２６】
　あるいは、他の実施形態において、本発明は、本発明の組成物の薬学的に受容可能なナ
ノカプセル処方物を提供する。ナノカプセルは、概して、安定かつ再現可能な方法で化合
物を閉じ込め得る（例えば、Ｑｕｉｎｔａｎａｒ－Ｇｕｅｒｒｅｒｏら，Ｄｒｕｇ　Ｄｅ
ｖ．Ｉｎｄ．Ｐｈａｒｍ．２４（１２）：１１１３－２８，１９９８を参照のこと）。細
胞内ポリマーの過剰ローディングに起因する副作用を避けるために、このような超微細粒
子（約０．１μｍの大きさ）が、インビボで分解され得るポリマーを使用して設計され得
る。このような粒子は、例えば、Ｃｏｕｖｒｅｕｒら，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒ．Ｄ
ｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔ．５（１）：１－２０，１９８８；ｚｕｒ　Ｍｕｈｌ
ｅｎら，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｉｏｐｈａｒｍ．４５（２）：１４９－５５，１９
９８；Ｚａｍｂａｕｘら，Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　５０（１－３）
：３１－４０，１９９８；および米国特許第５，１４５，６８４号によって記載されるよ
うに作製され得る。
【０１２７】
　（処置方法）
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　本発明はまた、骨のミネラル含有量およびミネラル密度を増加するための方法を提供す
る。簡単には、多数の状態が、骨ミネラル含有量の損失に起因し、これらの状態としては
、例えば、疾患、遺伝性素因、骨の使用不足に起因するアクシデント（例えば、骨折によ
る）、骨の再吸収に影響するか、または骨形成細胞を殺す治療法および通常の老化が挙げ
られる。ＴＧＦ－βファミリーメンバーへのＴＧＦ－β結合タンパク質の結合を阻害する
本明細書中に記載される分子の使用を通じて、このような状態は、処置され得るかまたは
防止され得る。本明細書中で利用されるように、骨ミネラル含有量が、選択部位で統計学
的に有意な様式で（例えば、標準偏差の半分よりも大きく）増加する場合、骨ミネラル含
有量は、増加することが理解されるべきである。
【０１２８】
　骨ミネラル含有量の損失に起因する広範囲の状態は、本明細書中で記載される分子で処
置され得る。このような状態の患者は、周知の技術（例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐ
ｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉ
ｌｌ，Ｉｎｃ．を参照のこと）を利用する臨床診断を介して同定され得る。処置され得る
疾患の代表的な例としては、骨の異常な成長または発生が存在する形成異常が挙げられた
。このような状態の代表的な例としては、軟骨無形成症、鎖骨頭蓋骨形成不全、内軟骨腫
症、線維性骨形成異常、ゴーシェ病、低リン酸血症性くる病、マルファン症、遺伝性多発
性外骨腫症（ｅｘｏｔｏｓｅｓ）、神経線維腫症、骨形成不全、大理石骨病、オステオポ
イキリー、硬化性病変、骨折、歯周疾患、偽関節および化膿性骨髄炎が挙げられる。
【０１２９】
　処置されるかまたは防止される他の状態としては、オステオペニアの広範囲の原因（す
なわち、１標準偏差よりも大きい骨ミネラル含有量または青年時代のピークの骨ミネラル
含有量未満の密度を引き起こす状態）が挙げられる。このような状態の代表的な例として
は、貧血性状態、ステロイドにより引き起こされる状態、ヘパリンによって引き起こされ
る状態、骨髄障害、壊血病、栄養失調、カルシウム不足、特発性骨粗鬆症、先天性のオス
テオペニアまたは骨粗鬆症、アルコール症、慢性肝臓疾患、老衰、閉経後の状態、希発月
経、無月経、妊娠、糖尿病、甲状腺機能亢進症、クッシング病、先端巨大症、性腺機能低
下症、不動化または非活動、反射性交感神経性ジストロフィー症候群、一過性局所性骨粗
鬆症および骨軟化症が挙げられる。他の状態としては、骨の減少（例えば、慢性関節リウ
マチ）と関連する炎症性状態が挙げられる。
【０１３０】
　本発明の一局面の範囲内で、骨ミネラル含有量または骨ミネラル密度は、ＴＧＦ－βフ
ァミリーメンバーへのＴＧＦ－β結合タンパク質の結合を阻害する分子の治療上有効な量
を温血動物に投与することによって増加され得る。処置され得る温血動物の例としては、
脊椎動物および哺乳動物（例えば、ヒト、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、イヌ、ネコ、ラッ
トおよびマウスが挙げられる）の両方が挙げられる。治療上の分子の代表的な例としては
、リボザイム、リボザイム遺伝子、アンチセンスオリゴヌクレオチドおよび抗体（例えば
、ヒト化抗体）が挙げられる。
【０１３１】
　本発明の一局面の範囲内で、骨密度を増加させるための方法が提供され、この方法は、
ＴＧＦ－βファミリーメンバーへのＴＧＦ－β結合タンパク質の結合を阻害する分子の発
現を指向するベクターを骨にホーミングする細胞内に導入する工程、およびこのベクター
を含む細胞を温血動物に投与する工程を包含する。簡単には、骨にホーミングする細胞は
、患者の骨（例えば、骨髄細胞から得られる細胞（例えば、ＣＤ３４＋、骨芽細胞、骨細
胞））、末梢血、または培養物から直接得られ得る。
【０１３２】
　ＴＧＦ－βファミリーメンバーへのＴＧＦ－β結合タンパク質の結合を阻害する分子の
発現を指向するベクターは、上記の細胞内に導入される。適切なベクターの代表的な例と
しては、ウイルスベクター（例えば、ヘルペスウイルスベクター（例えば、米国特許第５
，２８８，６４１号）、アデノウイルスベクター（例えば、ＷＯ　９４／２６９１４，Ｗ
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Ｏ　９３／９１９１；Ｋｏｌｌｓら，ＰＮＡＳ　９１（１）：２１５－２１９，１９９４
；Ｋａｓｓ－Ｅｉｓｌｅｒら，ＰＮＡＳ　９０（２４）：１１４９８－５０２，１９９３
；Ｇｕｚｍａｎら，Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　８８（６）：２８３８－４８，１９９３；
Ｇｕｚｍａｎら，Ｃｉｒ．Ｒｅｓ．７３（６）：１２０２－１２０７，１９９３；Ｚａｂ
ｎｅｒら，Ｃｅｌｌ　７５（２）：２０７－２１６，１９９３；Ｌｉら，Ｈｕｍ　Ｇｅｎ
ｅ　Ｔｈｅｒ．４（４）：４０３－４０９，１９９３；Ｃａｉｌｌａｕｄら，Ｅｕｒ．Ｊ
．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．５（１０：１２８７－１２９１，１９９３；Ｖｉｎｃｅｎｔら，Ｎ
ａｔ．Ｇｅｎｅｔ．５（２）：１３０－１３４，１９９３；Ｊａｆｆｅら，Ｎａｔ．Ｇｅ
ｎｅｔ．１（５）：３７２－３７８，１９９２；およびＬｅｖｒｅｒｏら，Ｇｅｎｅ　１
０１（２）：１９５－２０２，１９９１）、アデノ随伴ウイルスベクター（ＷＯ　９５／
１３３６５；Ｆｌｏｔｔｅら，ＰＮＡＳ　９０（２２）：１０６１３－１０６１７，１９
９３）、バキュロウイルスベクター、パルボウイルスベクター（Ｋｏｅｒｉｎｇら，Ｈｕ
ｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐ．５：４５７－４６３，１９９４）、ポックスウイルスベク
ター（ＰａｎｉｃａｌｉおよびＰａｏｌｅｔｔｉ，ＰＮＡＳ　７９：４９２７－４９３１
，１９８２；ならびにＯｚａｋｉら，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍ
ｍ．１９３（２）：６５３－６６０，１９９３）、およびレトロウイルス（例えば、ＥＰ
　０，４１５，７３１；ＷＯ　９０／０７９３６；ＷＯ　９１／０２８５，ＷＯ　９４／
０３６２２；ＷＯ　９３／２５６９８；ＷＯ　９３／２５２３４；米国特許第５，２１９
，７４０号；ＷＯ　９３／１１２３０；ＷＯ　９３／１０２１８））が挙げられる。種々
のウイルスまたは非ウイルス性供給物由来の種々のエレメント（例えば、プロモーター、
エンベロープ配列など）の混合物を含むウイルスベクターが、同様に構築され得る。種々
の実施形態の範囲内で、ウイルスベクター自体またはウイルスベクターを含むウイルス粒
子のいずれかが、以下に記載される方法および組成物において利用され得る。
【０１３３】
　本発明の他の実施形態の範囲内で、ＴＧＦ－βファミリーメンバーへのＴＧＦ－β結合
タンパク質の結合を阻害する分子をコードする核酸分子自体が、種々の技術によって投与
され得、これらの技術としては、例えば、ポリ－Ｌ－リジンＤＮＡ複合体で結合体化され
たアシアロオソムコイド（ＡＳＯＲ）の投与（Ｃｒｉｓｔａｎｏら，ＰＮＡＳ　９２１２
２－９２１２６，１９９３）、殺傷アデノウイルスに連結されたＤＮＡ（Ｃｕｒｉｅｌら
，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．３（２）：１４７－１５４，１９９２）、サイトフェク
チン（ｃｙｔｏｆｅｃｔｉｎ）媒介性導入（ＤＭＲＩＥ－ＤＯＰＥ，Ｖｉｃａｌ，Ｃａｌ
ｉｆｏｒｎｉａ）、直接ＤＮＡ注射（Ａｃｓａｄｉら，Ｎａｔｕｒｅ　３５２：８１５－
８１８，１９９１）；ＤＮＡリガンド（Ｗｕら，Ｊ．ｏｆ　Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６４
：１６９８５－１６９８７，１９８９）；リポフェクション（Ｆｅｌｇｎｅｒら，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：７４１３－７４１７，１９８９）；リ
ポソーム（Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇら，Ｃｉｒｃ．８９（１）：１３－２１，１９９４；およ
びＷａｎｇら，ＰＮＡＳ　８４：７８５１－７８５５，１９８７）；微粒子銃（Ｗｉｌｌ
ｉａｍｓら，ＰＮＡＳ　８８：２７２６－２７３０，１９９１）；ならびにタンパク質自
体をコードする核酸またはタンパク質単独のいずれかの直接的送達（ＶｉｌｅおよびＨａ
ｒｔ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５３：３８６０－３８６４，１９９３），またはＰＥＧ－
核酸複合体を利用することが挙げられる。
【０１３４】
　本発明のベクターによって発現され得る分子の代表的な例としては、リボザイムおよび
アンチセンス分子が挙げられ、これらの各々が、上記でより詳細に考察される。
【０１３５】
　骨ミネラル含有量の増加の決定は、Ｘ線の使用（例えば、Ｄｕａｌ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ｘ
－ｒａｙ　Ａｂｓｏｒｐｔｏｍｅｔｒｙまたは「ＤＥＸＡ」）を介して直接決定され得る
か、または骨ターンオーバーマーカー（骨芽細胞特異的アルカリホスファターゼ，オステ
オカルシン，１型プロコラーゲンＣ’プロペプチド（ＰＩＣＰ），および総アルカリホス
ファターゼ；Ｃｏｍｉｅｒ，Ｃ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．ｉｎ　Ｒｈｅｕ．７：２４３，
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１９９５を参照のこと）もしくは骨再吸収のマーカー（ピリジノリン（ｐｙｒｉｄｉｎｏ
ｌｉｎｅ），デオキシピリジノリン，Ｎ－テロペプチド，尿のヒドロキシプロリン，血漿
タートレート－耐性酸ホスファターゼおよびガラクトシルヒドロキシリジン；Ｃｏｍｉｅ
ｒ，前出を参照のこと）を介して推論によって決定され得る。骨質量はまた、体重から計
算され得るか、または他の方法（Ｇｕｉｎｎｅｓｓ－Ｈｅｙ，Ｍｅｔａｂ．Ｂｏｎｅ　Ｄ
ｉｓ．ａｎｄ　Ｒｅｌ．Ｒｅｓ．５：１７７－１８１，１９８４を参照のこと）を利用し
て計算され得る。
【０１３６】
　当業者に明らかなように、投与の量および頻度は、当然、処置される徴候、所望の応答
、患者の状態などの性質および重篤度のような因子に依存する。代表的に、組成物は、上
記のような種々の技術によって投与され得る。
【０１３７】
　以下の実施例は、例示的かつ非限定的な目的で提供される。
【実施例】
【０１３８】
　（実施例１）
　（ＴＧＦ－β結合タンパク質に対するリガンドの同定）
　ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎタンパク質またはＢｅｅｒタンパク質として公知のＴＧＦ－β結
合ポリペプチドについてのポリペプチド配列は、以前に記載されており、同様に、このよ
うなポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、そして関連組成物ならびに単離された
組換えｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎタンパク質および組換えＢｅｅｒタンパク質を調製するため
の方法が記載されている（例えば、米国特許第６，３９５，５１１号；同第６，４８９，
４４５号；同第６，４９５，７３６号）。ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ（「Ｂｅｅｒ」）タンパ
ク質結合とＴＧＦ－βスーパーファミリーメンバーであるＢＭＰ－５およびＢＭＰ－６と
の相互作用は、上記のとおり、以前に実証された。
【０１３９】
　本実施例は、表面プラズモン共鳴（例えば、Ｉｅｍｕｒａら，１９９８　Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５：９３３７）を使用して、ＴＧＦ－β結合タンパ
ク質（ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ）と、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ；例えば、Ｓｃｈｍｉ
ｔｔら，１９９９　Ｊ．Ｏｒｔｈｏｐａｅｄ．Ｒｅｓ．１７：２６９）のアンタゴニスト
タンパク質であるｃｈｏｒｄｉｎ（例えば、配列番号１９～２０）およびｎｏｇｇｉｎ（
例えば、配列番号１７～１８）のいずれかとのタンパク質複合体の特異的会合の実証を記
載する。ｃｈｏｒｄｉｎ（例えば、Ｒｅｄｄｉら，２００１　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　３：１；Ｏｅｌｇｅｓｃｈｌａｇｅｒら，２０００　Ｎａｔｕｒｅ　４０
５：７５７），シスチンノット（ｃｙｃｔｉｎｅ　ｋｎｏｔ）タンパク質（例えば、ｎｏ
ｇｇｉｎ）（例えば、Ｇｒｏｐｐｅら，２００２　Ｎａｔｕｒｅ　４２０：６３６），お
よび異なるＤＡＮファミリーのタンパク質（ＤＡＮ、ＣｅｒｂｅｒｕｓおよびＧｒｅｍｌ
ｉｎが挙げられる；例えば、Ｈｓｕら，１９９８　Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　１：６７３）は、
細胞外で作用する分泌ＢＭＰアンタゴニストタンパク質の３つの一般的分類を表す（例え
ば、Ｂａｌｅｍａｎｓら，２００２　Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．２５０：２３１）。ヒトｓｃｌ
ｅｒｏｓｔｉｎ（Ｂｅｅｒ）と、Ｃｅｒｂｅｒｕｓ、ＤＡＮおよびＧｒｅｍｌｉｎとのア
ミノ酸配列のアラインメントは、４つのタンパク質間で非常に類似したシステイン骨格で
あるにもかかわらず、その他の点でｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎは、ＤＡＮファミリーメンバー
とわずかな相同性しか示さなかったことを示した（図１；米国特許第６，３９５，５１１
号もまた参照のこと）。
【０１４０】
　（スクレロスチン－ＢＭＰ相互作用の表面プラズモン共鳴（Ｂｉａｃｏｒｅ）分析）
　組換えＢＭＰタンパク質（Ｒ　＆　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，Ｍｉｎｎｅａｐｏ
ｌｉｓ，　ＭＮ）を、１ｍｇ／ｍｌ　ＲＩＡグレードＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ）および１ｍｇ
／ｍｌカルボキシル－メチルデキストラン（Ｆｌｕｋａ）を含むＰＢＳ（ｐＨ７．３）中
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に１００μｇ／ｍｌの濃度まで水和させた。Ｂｉａｃｏｒｅ分析用のランニング緩衝液は
、ＨＢＳ－ＥＰ　ＣＭＤ（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，３ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ，０．００５％ポリソルベート２０，および１ｍｇ／ｍｌカルボキシル－メチルデキ
ストラン）であった。動力学的分析のために、チップ製造者によって推奨されるように、
２００応答単位および４００応答単位の精製したヒトｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ－ＦＬＡＧ（
登録商標）融合タンパク質（「ＦＬＡＧ（登録商標）－Ｂｅｅｒ」、米国特許第６，３９
５，５１１号に記載されるように調製）を用いてＣＭ５センサーチップ（Ｂｉａｃｏｒｅ
）を作製した。ＢＭＰタンパク質を、ランニング緩衝液中に希釈し、Ｂｉａｃｏｒｅ　３
０００装置を使用してセンサーチップ上にインジェクトした。Ｂｉａ－ｅｖａｌｕａｔｉ
ｏｎソフトウェア（Ｂｉａｃｏｒｅ）を使用して非官能化フローセルにおけるバックグラ
ンド結合を最初に補正し、そしてオン／オフ比について生じた結合曲線を分析することに
よって、上記のデータを処理した。
【０１４１】
　競合実験のために、センサーチップ上にインジェクトする前に、ＢＭＰを、ＢＭＰ結合
抗体、ＢＭＰアンタゴニストタンパク質（ＤＡＮ、ノギン、コーディン、またはＴｗｉｓ
ｔｅｄ　ｇａｓｔｒｕｌａｔｉｏｎ）、もしくはＢＭＰレセプターＦｃ融合タンパク質（
Ｒ　＆　Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓからのｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎを除いて、全ての組換えタンパ
ク質）と、または緩衝液のみと混合した。次いで、これらの混合物を、ｓｃｌｅｒｏｓｔ
ｉｎ（２００ＲＵ）－官能化センサーチップ上にインジェクトした。Ｂｉａ－ｅｖａｌｕ
ａｔｉｏｎソフトウェアを使用して、生じた表面プラズモン共鳴曲線を、競合タンパク質
なしでインジェクトしたＢＭＰで生じた表面プラズモン共鳴曲線および無関係のコントロ
ールタンパク質とともにインジェクトしたＢＭＰで生じた表面プラズモン共鳴曲線と比較
した。
【０１４２】
　（スクレロスチン－ノギンおよびスクレロスチン－コーディン相互作用）
　Ｂｉａｃｏｒｅ分析用のランニング緩衝液は、ＨＢＳ－ＥＰ　ＣＭＤ（１０ｍＭ　ＨＥ
ＰＥＳ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，３ｍＭ　ＥＤＴＡ，０．００５％ポリソルベート２０，
および１ｍｇ／ｍｌカルボキシル－メチルデキストラン）であった。動力学的分析のため
に、チップ製造者によって推奨されるように、２００応答単位および４００応答単位の精
製したヒトｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ－Ｆｌａｇを用いてＣＭ５センサーチップ（Ｂｉａｃｏ
ｒｅ）を作製した。ノギン－Ｆｃ融合タンパク質およびｃｈｏｒｄｉｎを、ランニング緩
衝液中に希釈し、Ｂｉａｃｏｒｅ装置を使用してｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎチップ上にインジ
ェクトした。Ｂｉａ－ｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェアを使用して非官能化フローセル
におけるバックグランド結合を最初に補正し、そしてオン／オフ比について生じた結合曲
線を分析することによって、上記のデータを処理した。
【０１４３】
　抗ヒトＦＣ抗体で官能化したＣＭ５　Ｂｉａｃｏｒｅチップにｎｏｇｇｉｎ－Ｆｃ融合
タンパク質を結合させることにより、ｎｏｇｇｉｎへのｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎの結合を調
べるための表面プラズモン共鳴アッセイを行った。この形式でのｎｏｇｇｉｎへのｓｃｌ
ｅｒｏｓｔｉｎの結合は、ノギンがｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎで官能化したＣＭ５　Ｂｉａｃ
ｏｒｅチップへ結合した場合に見られる動力学と類似した動力学を有した。
【０１４４】
　（表面プラズモン共鳴（ＢｉａｃｏｒｅＴＭ）を使用したｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ－ｎｏ
ｇｇｉｎ相互作用およびｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ－ｃｈｏｒｄｉｎ相互作用の阻害について
のスクリーニング）
　ＢｉａｃｏｒｅＴＭ分析用のランニング緩衝液は、ＨＢＳ－ＥＰ　ＣＭＤ（１０ｍＭ　
ＨＥＰＥＳ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，３ｍＭ　ＥＤＴＡ，０．００５％ポリソルベート２
０，および１ｍｇ／ｍｌカルボキシル－メチルデキストラン）であった。動力学的分析の
ために、製造者によって推奨されるように、２００応答単位および４００応答単位の精製
したヒトｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ－ＦＬＡＧ（登録商標）を用いてＣＭ５センサーチップ（
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Ｂｉａｃｏｒｅ）を作製した。Ｂｉａｃｏｒｅコマンド「コインジェクト（ｃｏｉｎｊｅ
ｃｔ）」を、第二の候補相互作用タンパク質のインジェクションの前に飽和量の第一のｓ
ｃｌｅｒｏｓｔｉｎ相互作用タンパク質（ＢＭＰ、ｎｏｇｇｉｎ、ｃｈｏｒｄｉｎ、また
は抗スクレロスチン抗体）をインジェクトするために使用した。１つの相互作用タンパク
質が別のものと競合的であるか否かを決定するために、第二のタンパク質をインジェクト
したタンパク質の結合曲線（これは、両方のタンパク質を組み合わせた結合曲線から第一
のタンパク質の結合曲線を差し引くことによって得られる）を、ランニング緩衝液をイン
ジェクトした後に単独でインジェクトした場合の第二のタンパク質の結合曲線と比較した
。この結合曲線が類似している場合、上記のタンパク質は、チップ固定化ｓｃｌｅｒｏｓ
ｔｉｎポリペプチドに競合的に結合しなかった。チップへの第一のタンパク質の結合の後
、第二のタンパク質の結合曲線が非常に減少した場合、上記のタンパク質を競合的である
とみなした。
【０１４５】
　（免疫沈降）
　抗ＦＬＡＧ（登録商標）Ｍ２アガロースビーズ（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ
）を、４μｇのｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ－ＦＬＡＧの存在下または非存在下での１時間のイ
ンキュベーションの前に、ＩＰ緩衝液（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ　７．６，１５０ｍＭ
　ＮａＣｌ，１ｍＭ　ＥＤＴＡ，１％　Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ　１００，１．４ｍＭβ－メル
カプトエタノール，１０％グリセロール）で３回洗浄した。非結合のｓｃｌｅｒｏｓｔｉ
ｎ－ＦＬＡＧを、ＩＰ緩衝液で洗浄することによって除去した。ビーズおよびチューブを
、ＰＢＳ中５％　ＢＳＡと３０分インキュベートすることによって非特異的な結合を阻止
するためにブロッキングした。ノギン　Ｆｃ融合タンパク質を、製造者の取扱説明書に従
って再水和し、ＩＰ緩衝液中に希釈し、１０分間４℃の微量遠心管で遠心して凝集タンパ
ク質を除去した。ｎｏｇｇｉｎ溶液を、ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ－ＦＬＡＧとともにかまた
はなしでビーズに添加し、４℃で２時間から一晩インキュベートした。免疫沈降物を、Ｓ
ＤＳ　ＰＡＧＥローディング緩衝液を添加する前にＩＰ緩衝液で５回洗浄した。このサン
プルを、１０～２０％勾配Ｔｒｉｓ－グリシン　ＳＤＳ　ＰＡＧＥゲル（Ｎｏｖｅｘ）で
分析し、ニトロセルロースに転写し、そして抗ヒト－Ｆｃ抗体でウエスタンブロットを発
色した。
【０１４６】
　（結果）
　固定化したｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎポリペプチドを用いた表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）
を使用して、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６およびＢＭＰ－７のｓｃ
ｌｅｒｏｓｔｉｎへの結合は、以前に決定された（例えば、米国特許第６，３９５，５１
１号）ようなｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ（「Ｂｅｅｒ」）とのＢＭＰ結合相互作用に一致して
、低いナノモル濃度の範囲（＜１０～１５ｎＭ）の結合定数（ＫＤ）を有する各結合相互
作用で検出された。図６は、チップ固定化ヒトｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ－ＦＬＡＧ（登録商
標）融合タンパク質、およびチップ固定化ポリヒスチジンタグ化ラットｓｃｌｅｒｏｓｔ
ｉｎへのヒトＢＭＰ－６の結合をＳＰＲで実証したことを示す。図７において、ＳＰＲを
使用して、いくつかのモノクローナルおよびポリクローナルの抗ＢＭＰ－６抗体のチップ
固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへのＢＭＰ－６の結合をブロックする相対的能力を比較した
。固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへのＢＭＰ－６の結合についてのＳＰＲアッセイを使用し
て、ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへのＢＭＰ－６の結合をブロックし得る抗ｓｃｌｅｒｏｓｔｉ
ｎ抗体についてスクリーニングした。チップ固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎに結合させるた
めの十分な時間の間かつ条件下でＳＰＲ装置内に候補抗体を最初にインジェクトした。次
いでＢＭＰ－６をインジェクトし、図８に示すとおり、ＢＭＰ－６がｓｃｌｅｒｏｓｔｉ
ｎに結合する能力を評価した。
【０１４７】
　ＳＰＲアッセイを、チップ固定化組換えヒトｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ（Ｂｅｅｒ）および
段階的濃度の組換えマウスｃｈｏｒｄｉｎまたは組換えマウスｎｏｇｇｉｎのインジェク
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ションを使用して行った場合、図２に示すとおり、ＢＭＰアンタゴニストタンパク質（ｃ
ｈｏｒｄｉｎおよびｎｏｇｇｉｎ）の各々がｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎに結合することを観察
した。ｃｈｏｒｄｉｎ－ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ結合についてのＫＤは、１．７６ｎＭ（図
２Ａ）であり；ｎｏｇｇｉｎ－ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ結合についてのＫＤは、２．９２ｎ
Ｍ（図２Ｂ）であった。ＳＰＲアッセイにおいて、チップ固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへ
結合させるための十分な時間のかつ条件下でＳＰＲ装置内にポリクローナル抗ｓｃｌｅｒ
ｏｓｔｉｎ抗体を最初にインジェクトすることによって、ｎｏｇｇｉｎ（図９Ａ）または
ｃｈｏｒｄｉｎ（図９Ｂ）のいずれかによるｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへの結合は、阻害され
た。
【０１４８】
　ＦＬＡＧ（登録商標）タグ化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎでプレローディングし、洗浄し、次
いでｎｏｇｇｉｎ－Ｆｃ融合タンパク質に曝露させた抗－ＦＬＡＧ（登録商標）ビーズを
用いた免疫沈降によって、独立的な方法論によるｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへのｎｏｇｇｉｎ
の結合の確認を成し遂げた。図３に示すように、ｎｏｇｇｉｎ融合タンパク質は、ＦＬＡ
Ｇ（登録商標）－ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎでプレローディングした沈降ビーズにおいて抗Ｆ
ｃを使用したウエスタンイムノブロットによって検出可能であったが、ｎｏｇｇｉｎは、
緩衝液のみで偽プレローディングした沈降ビーズにおいて検出されなかった。
【０１４９】
　ＢＭＰアンタゴニストであるｎｏｇｇｉｎおよびｃｈｏｒｄｉｎが、ｓｃｌｅｒｏｓｔ
ｉｎへの結合についてＢＭＰと競合するか否かを決定するために、ＢＭＰ－６およびＢＭ
Ｐアンタゴニストを用いて、これらを経時的にｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへ曝露する（図４Ａ
）かまたは事前混合工程の後（図４Ｂ）にチップ固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎを使用した
ＳＰＲアッセイを行った。図４Ａに示すように、ｎｏｇｇｉｎをインジェクトする前に流
体相のＢＭＰ－６で固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎを飽和することにより、ｓｃｌｅｒｏｓ
ｔｉｎへのｎｏｇｇｉｎの結合を阻止した。この結果は、ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへのＢＭ
Ｐ－６およびｎｏｇｇｉｎの競合的結合を示唆する。図４Ｂは、ｎｏｇｇｉｎが単独でチ
ップ固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎに結合し、一方インジェクトする前のｎｏｇｇｉｎとＢ
ＭＰ－６とのプレインキュベーションは、ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎへのいずれかのタンパク
質のわずかしか検出可能でない結合を生じることを示す。図５Ａに示すとおり、ｃｈｏｒ
ｄｉｎ単独またはＢＭＰ－６インジェクト後の経時的にｃｈｏｒｄｉｎ単独のｓｃｌｅｒ
ｏｓｔｉｎへの相対的結合を比較することによって、同様の結果が得られ、飽和量のＢＭ
Ｐ－６がインジェクトされる前に、引き続いてインジェクトされるｃｈｏｒｄｉｎのｓｃ
ｌｅｒｏｓｔｉｎへの結合が阻止された。図５Ｂは、事前混合の実験の結果を示す。供給
者（Ｒ　＆　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）から入手されるような、使用した組換えマウスｃｈｏ
ｒｄｉｎのビーズ固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎを用いた免疫沈降分析は、ｃｈｏｒｄｉｎ
由来のポリペプチド分解産物の範囲（しかし明らかに、インタクトな全長ｃｈｏｒｄｉｎ
ポリペプチドではない（約１００ｋＤａ））は、回収可能な特異的に結合したｓｃｌｅｒ
ｏｓｔｉｎリガンドとして（抗ｃｈｏｒｄｉｎ抗体を使用したウエスタンブロットによっ
て）検出され得ることが示された。変性ゲル電気泳動において約２５ｋＤａ、ならびによ
り小さいおよびより大きいポリペプチドの範囲の質量に移動した種は、回収したｃｈｏｒ
ｄｉｎ由来のポリペプチドの１種であった。ビーズ固定化ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎに特異的
に結合したｎｏｇｇｉｎポリペプチドを特徴づけるための同様の免疫沈降分析は、非分解
性（例えば、全長）ｎｏｇｇｉｎが、ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎリガンドとして回復され得る
ことを示した。
【０１５０】
　ＢＭＰ－６活性の細胞ベースのアッセイにおいて、Ｃ３Ｈ１０Ｔ細胞またはＣ３Ｈ１０
Ｔ１／２細胞において誘導性のアルカリホスファターゼ活性を決定することによって測定
される場合（例えば、Ａｈｒｅｎｓら，１９９３　ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１２（
１０）：８７１）、ｃｈｏｒｄｉｎは、ＢＭＰ－６によるホスファターゼの誘導をブロッ
クし得た。さらに別にｎｏｇｇｉｎは、抗ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ抗体とｓｃｌｅｒｏｓｔ
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ｉｎ過剰発現の骨肉腫細胞株由来の溶解物とを反応させることによって調製される免疫沈
降物において検出された。
【０１５１】
　（実施例２）
　（間葉細胞細胞アッセイ）
　誘導性骨芽前駆細胞と呼ばれる多能性の間葉／間質細胞の小さい集団を誘導して、骨芽
細胞に分化させ得た（Ｐｉｔｔｅｎｇｅｒ，ＭＦら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８４：１４３（
１９９９））。これらの誘導性骨芽前駆細胞は発達して、規定の経時的様式において、特
定の表現型マーカーを発現する（Ｐｏｃｋｗｉｎｓｅ，Ｓら，１９９２　Ｊ　Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｃｈｅｍ　４９：３１０；Ｌｉａｎ，ＪＢら、１９９９　Ｐｒｉｍｅｒ　ｏｎ　ｔ
ｈｅ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｂｏｎｅ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　ａｎｄ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ
　ｏｆ　Ｍｉｎｅｒａｌ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，第４版，ＭＪ　Ｆａｖｕｓ（編），Ｌ
ｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，１４頁）。骨芽前駆細胞は、Ｉ型コラ
ーゲンを発現し、一方、関係する前骨芽細胞および骨芽細胞は、骨芽細胞系統の細胞で代
表的に同定される多くの表現型マーカーを発現する。これらのマーカーとしては、Ｉ型コ
ラーゲン、アルカリホスファターゼ、副甲状腺ホルモンレセプター（ＰＴＨｒ）およびオ
ステオポンチンが挙げられる。骨芽細胞分化の末期において、骨細胞は、ミネラルの沈着
物ならびにＣＤ４４およびオステオカルシンなどのマトリックスタンパク質によってとり
囲まれる。従って、骨芽前駆細胞の成熟骨芽細胞への発生、増殖および分化は、規定され
た、時間依存的な様式で生じる（Ｐｏｃｋｗｉｎｓｅ，Ｓら，１９９２　Ｊ　Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｃｈｅｍ　４９：３１０）。
【０１５２】
　初代ヒト間葉細胞、初代ヒト骨芽細胞およびそれに対応する培地は、Ｂｉｏｗｈｉｔｔ
ａｋｅｒ（Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ）から市販されている。マウス間葉Ｃ３Ｈ１
０Ｔ１／２細胞は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏ
ｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）（ＡＴＣＣ寄託番号ＣＣＬ－２２６）から市販されている
。未成熟の骨芽細胞が分化し、そして鉱質化し得る場合、未成熟の骨芽細胞は、骨芽細胞
の表現型と関連のあるマーカー（Ｉ型コラーゲンおよび副甲状腺ホルモンレセプター（Ｐ
ＴＨｒ））を発現する。分化が起きたが否かを確認するために、これらのマーカーを使用
した。ヒト間葉細胞および初代ヒト骨芽細胞を、２％　ＦＣＳを含む標準増殖培地中に１
０，０００細胞／ｃｍ２の密度でプレートした。次の日に試験試薬を単独または組み合わ
せて添加した。２４～１２０時間、培養を続け、その後ＲＮＡを単離するために細胞を回
収した。無処置のｈＭＳＣ細胞は、Ｉ型コラーゲンを強く発現し、ＰＴＨｒおよびＳＯＳ
Ｔは無視し得るレベルであった。このような結果は、未処置のｈＭＳＣ細胞は、骨芽細胞
系統の初期の段階であるが、骨芽細胞形成（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓ）に
関係することを示す。これらの細胞をＤＥＸ、骨形態形成タンパク質、ＩＧＦ－１（５０
ｎｇ／ｍｌでのＩＧＦ－１）または骨芽細胞誘導性培地での長期培養物で処理することは
、分化の段階を進行させ、ＰＴＨｒ発現を誘導する。
【０１５３】
　本明細書で同定した薬剤の、ヒト間葉細胞に対する効果を決定するために、ｈＭＳＣ細
胞を、骨芽細胞誘導培地中に１０，０００細胞／ｃｍ２の密度で９６ウェル組織培養ディ
ッシュにプレートする。上記の薬剤を適切なビヒクル内で調製し、等量のＳｆ９馴化培地
（コントロール）を、プレート後の種々の時間（１日、８日、１５日、または２１日）に
ｈＭＳＣ細胞の培養物に添加する。骨芽細胞分化に対するこの薬剤の効果を、アルカリホ
スファターゼ活性（ＡＬＰ，０．５％　ＮＰ－４０および１０ｍＭ　ｐ－ニトロフェニル
ホスフェートを含むＤＥＡＡ緩衝液（Ｐｉｅｒｃｅ）を使用して細胞層において決定され
る）、コラーゲンＩ型の合成（Ｐｒｏｌａｇｅｎ　Ｃ　ＥＬＩＳＡ）、および鉱質化に関
するカルシウム沈着（細胞層の酸性溶解物の比色分析，Ｓｉｇｍａ）を測定することによ
って評価する。
【０１５４】
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　本明細書で同定した薬剤のマウス間葉Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２細胞に対する効果を決定する
ために、Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２細胞（ＡＴＣＣ寄託番号ＣＣＬ－２２６）を、完全増殖培地
（１０％　ＦＣＳ、１％ペニシリン／ストレプトマイシン、０．１ｍＭ非必須アミノ酸、
１ｍＭピルビン酸ナトリウム、５５μＭβ－メルカプトエタノール、および２０ｍＭ　Ｈ
ＥＰＥＳ、ｐＨ　７．３で補充した、高グルコースおよびグルタミンを含むＤＭＥＭ）中
に１ウェル当たり２５，０００細胞の密度で９６ウェルディッシュにプレートする。Ｃ３
Ｈ１０Ｔ１／２細胞を、短期間（７２時間）アッセイにおいて使用して、ＢＭＰ誘導性Ａ
ＬＰ活性に対する薬剤の効果を決定し得る。この薬剤を適切なビヒクル内で調製し、等量
のＳｆ９馴化培地（コントロール）を、細胞に添加する前の１時間、５００ｎｇ／ｍｌの
ＢＭＰ－６とともにプレインキュベートする。比較するために、抗ＢＭＰ－６抗体および
ｎｏｇｇｉｎとともに同様のインキュベーションを行った。ＡＬＰ活性を決定するために
、７２時間後、細胞を回収する。
【０１５５】
　以上から、本発明の特定の実施形態は、例示の目的のために本明細書中に記載されてお
り、種々の改変が、本発明の精神および範囲から逸脱することなく行われ得ることが理解
される。従って、本発明は、添付の特許請求の範囲により限定される場合を除いて、限定
されない。
【図面の簡単な説明】
【０１５６】
【図１】図１は、ヒトＤａｎ；ヒトＧｒｅｍｌｉｎ；ヒトＣｅｒｂｅｒｕｓおよびヒトＢ
ｅｅｒのアミノ酸配列を比較する様式図である。矢印は、システイン主鎖を示す。
【図２】図２は、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）によって測定される、組み換えヒトスク
レロスチンへのＢＭＰアンタゴニストであるコーディン（図２Ａ）およびノギン（図２Ｂ
）の結合を示す。
【図３】図３は、免疫沈降アッセイにおけるスクレロスチンへのＢＭＰアンタゴニストノ
ギンの結合を示す。
【図４】図４は、ＢＭＰ－６およびノギンによるスクレロスチンへの競合結合を示す。
【図５】図５は、ＢＭＰ－６およびコーディンによるスクレロスチンへの競合結合を示す
。
【図６】図６は、ヒトスクレロスチンおよびラットスクレロスチンへのヒトＢＭＰ－６の
結合を示す。
【図７】図７は、スクレロスチンへのＢＭＰ－６の結合に対する抗ＢＭＰ－６抗体の効果
を示す。
【図８】図８は、スクレロスチンとのＢＭＰ－６結合相互作用の阻害についての抗スクレ
ロスチン抗体のスクリーニングを示す。
【図９】図９は、ノギンまたはコーディンのいずれかによるスクレロスチン結合に対する
ポリクローナル抗スクレロスチン抗体による阻害を示す。
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