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(57)【要約】
　本明細書に提供されるのは、バイオマーカー、特に、
snailホモログ1(Snai1)、ホスホsmad2、ホスホsmad3、
尿タンパク質、dickkopfホモログ1(Dkk1)、コラーゲン1
型α1(Col1a1)、アクチビン(すなわち、遊離アクチビン
)、runt関連転写因子2(Runx2)、アルカリホスファター
ゼ(Alp)、骨特異的アルカリホスファターゼ(BSAP)、C末
端1型コラーゲンテロペプチド(CTX)、osterix、Klotho
、α-平滑筋アクチン(α-SMA)、ミオカルディン(JVIYOC
D)、アクチビン受容体2A型(ActRIIA)、軸阻害タンパク
質2(Axin2)、及び/又は平滑筋タンパク質22-α(Sm22-α
)のレベルを、治療に対する対象の応答性、治療の効力
、又はアクチビンII型受容体シグナル伝達インヒビター
による治療のための適切な投薬量の指標として用いるこ
とにより、対象における血管石灰化及び/もしくは心血
管疾患と関連する疾患並びに/又は骨吸収を治療する方
法である。
【選択図】図４Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、アクチビ
ン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与することを含み、
ここで、該対象が:
　(a)参照集団におけるrunt関連転写因子2(Runx2)のレベルと比較して上昇したRunx2のレ
ベル;
　(b)参照集団におけるアルカリホスファターゼ(Alp)のレベルと比較して上昇したAlpの
レベル;
　(c)参照集団におけるsnailホモログ1(Snai1)のレベルと比較して上昇したSnai1のレベ
ル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるdickkopfホモログ1(Dkk1)のレベルと比較して上昇したDkk1のレベ
ル;
　(f)参照集団におけるコラーゲン1型α1(col1a1)のレベルと比較して上昇したcol1a1の
レベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団における骨特異的アルカリホスファターゼ(BSAP)のレベルと比較して上昇
したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα平滑筋アクチン(α-SMA)のレベルと比較して減少したα-SMAの
レベル;
　(m)参照集団におけるミオカルディン(MYOCD)のレベルと比較して減少したMYOCDのレベ
ル;
　(n)参照集団における平滑筋タンパク質22-α(Sm22-α)のレベルと比較して減少したSm2
2-αのレベル
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;
　(p)参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;
及び/又は
　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル
を有する、前記方法。
【請求項２】
　対象における血管石灰化を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、アクチビ
ン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与することを含み、
ここで、該対象が:
　(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;
　(b)参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;
　(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇したSnai1のレベル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;
　(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
　(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;
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　(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;
　(p)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;及
び/又は
　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル
を有する、前記方法。
【請求項３】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、ActRIIシ
グナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
　(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;
　(b)参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;
　(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇したSnai1のレベル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;
　(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
　(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;及び/又は
　(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル
　(p)参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;
及び/又は
　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル;
を有し、該心血管疾患が、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因する、前記方
法。
【請求項４】
　対象における高いレベルの動脈壁硬化を治療及び/又は予防する方法であって、該対象
に、ActRIIシグナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該
対象が:
　(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;
　(b)参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;
　(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇したSnai1のレベル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;
　(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
　(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;及び/又は
　(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;
　(p)参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;
及び/又は
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　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル
を有する、前記方法。
【請求項５】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、ActRIIシ
グナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
　(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;
　(b)参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;
　(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇したSnai1のレベル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;
　(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
　(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;及び/又は
　(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;
　(p)参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;
及び/又は
　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル
を有し、該心血管疾患が、高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/又は高いレベルの動脈
壁硬化に起因する、前記方法。
【請求項６】
　対象における左心室肥大(LVH)を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、ActR
IIシグナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
　(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;
　(b)参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;
　(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇したSnai1のレベル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;
　(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
　(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;及び/又は
　(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;
　(p)参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;
及び/又は
　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル
を有する、前記方法。
【請求項７】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、ActRIIシ
グナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
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　(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;
　(b)参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;
　(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇したSnai1のレベル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;
　(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
　(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;及び/又は
　(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;
　(p)参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;
及び/又は
　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル;
を有し、該心血管疾患が、左心室肥大と関連し及び/又は左心室肥大に起因する、前記方
法。
【請求項８】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、ActRIIシ
グナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
　(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;
　(b)参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;
　(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇したSnai1のレベル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;
　(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
　(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;及び/又は
　(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;
　(p)参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;
及び/又は
　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル;
を有し、該心血管疾患が、腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に起因する、前記方法。
【請求項９】
　対象における骨吸収を低下させる方法であって、該対象に、ActRIIシグナル伝達インヒ
ビターの医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
　(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;
　(b)参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;
　(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇したSnai1のレベル;
　(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad2のレベル;
　(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;
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　(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;
　(g)参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベル;
　(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;
　(i)参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;
　(j)参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;
　(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したKlothoのレベル;
　(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
　(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;
　(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル
　(o)参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;
　(p)参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;
及び/又は
　(q)参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベル
を有する、前記方法。
【請求項１０】
　前記ActRIIシグナル伝達インヒビターの医薬有効用量が、約15mg、約30mg、約45mg、約
60mg、約75mg、約90mg、もしくは約1g、又は約0.1mg/kg、約0.13mg/kg、約0.2mg/kg、約0
.26mg/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg、約0.6mg/kg、約0.7mg/kg、約0.8mg/kg
、約0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/kg、約1.2mg/kg、約1.3mg/kg、約1.4mg/kg、もしく
は約1.5mg/kgである、請求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　前記医薬有効用量が注射によって投与される、請求項1～10のいずれか一項記載の方法
。
【請求項１２】
　前記医薬有効用量が、(i)14日に1回;(ii)21日に1回;(iii)28日に1回、又は(iv)42日に1
回投与される、請求項1～11のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　前記医薬有効用量が連続的に及び/又は無制限に投与される、請求項1～11のいずれか一
項記載の方法。
【請求項１４】
　前記上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アク
チビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/又はOsterixのレベルが、それぞれ、前記参照集
団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビ
ン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/又はOsterixのレベルよりも約10％、20％、25％、30
％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、又は500％大きい、請
求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　前記上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アク
チビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/又はOsterixのレベルが、前記参照集団の上位10
％、上位5％、上位4％、上位3％、上位2％、もしくは上位1％におけるSnai1、ホスホsmad
2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、
及び/もしくはOsterixのレベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、
40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きい、請
求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　前記減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルが、それぞ
れ、前記参照集団におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベル
よりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、又は10
0％小さい、請求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１７】
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　前記減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルが、前記参
照集団の下位10％、下位5％、下位4％、下位3％、下位2％、もしくは下位1％におけるKlo
tho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベルと等しいか、又はそれよ
りも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、もしくは
100％小さい、請求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　対象における血管石灰化を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該1回目の測定が、治療の開始前又は最大でもその1日、2日、3日、4日
、5日、6日、もしくは1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われ、該調
整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それにより、
該血管石灰化を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項１９】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該1回目の測定が、治療の開始前又は最大でもその1日、2日、3日、4日
、5日、6日、もしくは1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われ、該調
整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それにより、
該心血管疾患を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項２０】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該心血管疾患が、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因し、
該1回目の測定が、治療の開始前又は最大でもその1日、2日、3日、4日、5日、6日、もし
くは1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われ、該調整用量が、該1回目
の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それにより、該心血管疾患を治
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療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項２１】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該心血管疾患が、腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に起因し;該1回目の
測定が、治療の開始前又は最大でもその1日、2日、3日、4日、5日、6日、もしくは1週間
、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われ、該調整用量が、該1回目の測定と
該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それにより、該心血管疾患を治療及び/又
は予防する、前記方法。
【請求項２２】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該心血管疾患が、高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/又は高いレベ
ルの動脈壁硬化に起因し;該1回目の測定が、治療の開始前又は最大でもその1日、2日、3
日、4日、5日、6日、もしくは1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われ
、該調整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それに
より、該心血管疾患を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項２３】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該心血管疾患が、左心室肥大と関連し及び/又は左心室肥大に起因し;該
1回目の測定が、治療の開始前又は最大でもその1日、2日、3日、4日、5日、6日、もしく
は1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われ、該調整用量が、該1回目の
測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それにより、該心血管疾患を治療
及び/又は予防する、前記方法。
【請求項２４】
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　対象における骨吸収を低下させる方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該1回目の測定が、治療の開始前又は最大でもその1日、2日、3日、4日
、5日、6日、もしくは1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われ、該調
整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それにより、
該骨吸収を低下させる、前記方法。
【請求項２５】
　対象における血管石灰化を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、該調整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、
それにより、該血管石灰化を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項２６】
　対象における高いレベルの動脈壁硬化を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、該調整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、
それにより、該高いレベルの動脈壁硬化を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項２７】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
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ること
を含み、ここで、該心血管疾患が、高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/又は高いレベ
ルの動脈壁硬化に起因し、該調整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出され
た変化に基づき、それにより、該心血管疾患を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項２８】
　対象における左心室肥大(LVH)を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該調整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に
基づき、それにより、該LVHを治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項２９】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該心血管疾患が、左心室肥大と関連し及び/又は左心室肥大に起因し、
該調整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それによ
り、該心血管疾患を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項３０】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該調整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に
基づき、それにより、該心血管疾患を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項３１】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
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　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること;
を含み、
　ここで、該心血管疾患が、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因し、該調整
用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それにより、該
心血管疾患を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項３２】
　対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること;
を含み、
　ここで、該心血管疾患が、腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に起因し、該調整用量が、
該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に基づき、それにより、該心血管疾
患を治療及び/又は予防する、前記方法。
【請求項３３】
　対象における骨吸収を低下させる方法であって:
　(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;
　(b)該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin
2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;
　(c)しばらくして、該対象におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに
　(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与す
ること
を含み、ここで、該調整用量が、該1回目の測定と該2回目の測定の間の検出された変化に
基づき、それにより、該骨吸収を低下させる、前記方法。
【請求項３４】
　前記ActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量が、約15mg、約30mg、約45mg、約60mg
、約75mg、約90mg、もしくは約1g、又は約0.1mg/kg、約0.13mg/kg、約0.2mg/kg、約0.26m
g/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg、約0.6mg/kg、約0.7mg/kg、約0.8mg/kg、約
0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/kg、約1.2mg/kg、約1.3mg/kg、約1.4mg/kg、もしくは約
1.5mg/kgである、請求項18～33のいずれか一項記載の方法。
【請求項３５】
　前記初回用量が注射により投与される、請求項18～34のいずれか一項記載の方法。
【請求項３６】
　前記初回用量が、(i)14日に1回;(ii)21日に1回,(iii)28日に1回;又は(iv)42日に1回投
与される、請求項18～35のいずれか一項記載の方法。
【請求項３７】
　前記ActRIIシグナル伝達インヒビターの調整用量が:
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　(a)Runx2のレベルが参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇しており;
　(b)Alpのレベルが参照集団におけるAlpのレベルと比較して上昇しており;
　(c)Snai1のレベルが参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇しており;
　(d)ホスホsmad2のレベルが参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇して
おり;
　(e)Dkk1のレベルが参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇しており;
　(f)col1a1のレベルが参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇しており;
　(g)アクチビンのレベルが参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇してお
り;
　(h)BSAPのレベルが参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇しており;
　(i)CTXのレベルが参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇しており;
　(j)Osterixのレベルが参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇しており;
　(k)Klothoのレベルが参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少しており;
　(l)α-SMAのレベルが参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少しており;
　(m)MYOCDのレベルが参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少しており;
　(n)Sm22-αのレベルが参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少しており;
　(o)ホスホsmad3のレベルが参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇して
おり;
　(p)尿タンパク質のレベルが参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して上昇し
ており;
　(q)ActRIIAのレベルが参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少しており;及び
/又は
　(r)Axin2のレベルが参照集団におけるAxin2のレベルと比較して減少している場合、前
記初回用量よりも多い、請求項18～35のいずれか一項記載の方法。
【請求項３８】
　前記調整用量が、前記初回用量よりも約2.5mg、約5mg、約10mg、約15mg、約20mg、もし
くは約35mg多く、又は該初回用量よりも約0.05mg/kg、約0.1mg/kg、約0.15mg/kg、約0.25
mg/kg、約0.3mg/kg、約0.35mg/kg、約0.4mg/kg、もしくは約0.5mg/kg多い、請求項37記載
の方法。
【請求項３９】
　前記調整用量が前記初回用量よりも高い頻度で投与される、請求項37又は請求項38記載
の方法。
【請求項４０】
　前記調整用量が、5、10、15、20、25、28、30、35、又は40日毎に投与される、請求項1
8～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４１】
　前記ActRIIシグナル伝達インヒビターの調整用量が:
　(a)Runx2のレベルが参照集団におけるRunx2のレベルと比較して減少しており;
　(b)Alpのレベルが参照集団におけるAlpのレベルと比較して減少しており;
　(c)Snai1のレベルが参照集団におけるSnai1のレベルと比較して減少しており;
　(d)ホスホsmad2のレベルが参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して減少して
おり;
　(e)Dkk1のレベルが参照集団におけるDkk1のレベルと比較して減少しており;
　(f)col1a1のレベルが参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して減少しており;
　(g)アクチビンのレベルが参照集団におけるアクチビンのレベルと比較して減少してお
り;
　(h)BSAPのレベルが参照集団におけるBSAPのレベルと比較して減少しており;
　(i)CTXのレベルが参照集団におけるCTXのレベルと比較して減少しており;
　(j)Osterixのレベルが参照集団におけるOsterixのレベルと比較して減少しており;
　(k)Klothoのレベルが参照集団におけるKlothoのレベルと比較して上昇しており;
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　(l)α-SMAのレベルが参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して上昇しており;
　(m)Klothoのレベルが参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して上昇しており;
　(n)Sm22-αのレベルが参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して上昇しており;
　(o)ホスホsmad3のレベルが参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して減少して
おり;及び/又は
　(p)尿タンパク質のレベルが参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して減少し
ており
　(q)ActRIIAのレベルが参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して上昇しており;及び
/又は
　(r)Axin2のレベルが参照集団におけるAxin2のレベルと比較して上昇している場合、前
記初回用量よりも少ない、請求項18～33のいずれか一項記載の方法。
【請求項４２】
　前記調整用量が、前記初回用量よりも約2.5mg、約5mg、約10mg、約15mg、約20mg、もし
くは約35mg少なく、又は該初回用量よりも約0.05mg/kg、約0.1mg/kg、約0.15mg/kg、約0.
25mg/kg、約0.3mg/kg、約0.35mg/kg、約0.4mg/kg、もしくは約0.5mg/kg少ない、請求項41
記載の方法。
【請求項４３】
　前記調整用量が前記初回用量よりも低い頻度で投与される、請求項41又は42記載の方法
。
【請求項４４】
　前記調整用量が、30、35、40、42、50、60、70、80、又は90日毎に投与される、請求項
41～43のいずれか一項記載の方法。
【請求項４５】
　前記調整用量が連続的に及び/又は無制限に投与される、請求項18～44のいずれか一項
記載の方法。
【請求項４６】
　前記1回目の測定が治療の開始前に行われる、請求項18～44のいずれか一項記載の方法
。
【請求項４７】
　前記1回目の測定が、治療の開始直後又は最大でもその1日、2日、3日、4日、5日、6日
、もしくは1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われる、請求項18～44
のいずれか一項記載の方法。
【請求項４８】
　前記2回目の測定が、治療の開始直後又は最大でもその1日、2日、3日、4日、5日、6日
、もしくは1週間、2週間、1カ月、2カ月、3カ月、4カ月、5カ月、6カ月、7カ月、8カ月、
9カ月、10カ月、11カ月、又は12カ月以内に行われる、請求項18～44のいずれか一項記載
の方法。
【請求項４９】
　(a)前記上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、ア
クチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベルが、それぞれ、前記
参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、ア
クチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベルよりも約10％、20％
、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは50
0％大きく;並びに/又は
　(b)前記減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル
が、それぞれ、該参照集団におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又は
Sm22-αのレベルよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80
％、90％、又は100％小さい
請求項37記載の方法。
【請求項５０】
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　(a)前記上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、ア
クチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/又はOsterixのレベルが、前記参照集団の上位1
0％、上位5％、上位4％、上位3％、上位2％、もしくは上位1％におけるSnai1、ホスホsma
d2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、
及び/もしくはOsterixのレベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、
40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きく;並び
に/或いは
　(b)前記減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル
が、該参照集団の下位10％、下位5％、下位4％、下位3％、下位2％、もしくは下位1％に
おけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレベルと等し
いか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％
、90％、もしくは100％小さい
請求項49記載の方法。
【請求項５１】
　(a)前記上昇したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレ
ベルが、それぞれ、前記参照集団におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及
び/もしくはSm22-αのレベルよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％
、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きく;並びに/或いは
　(b)前記減少したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、ア
クチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベルが、それぞれ、参照
集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチ
ビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベルよりも約10％、20％、25
％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、もしくは100％小さい
請求項41記載の方法。
【請求項５２】
　(a)前記上昇したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレ
ベルが、前記参照集団の上位10％、上位5％、上位4％、上位3％、上位2％、もしくは上位
1％におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレベルと
等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、
80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きく;並びに/或いは
　(b)前記減少したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、ア
クチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベルが、該参照集団の下
位10％、下位5％、下位4％、下位3％、下位2％、もしくは下位1％におけるSnai1、ホスホ
smad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CT
X、及び/もしくはOsterixのレベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30
％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、もしくは100％小さい
請求項51記載の方法。
【請求項５３】
　前記Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、R
unx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はS
m22-αのレベルが、それぞれ、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1
、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Act
RIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのタンパク質レベルである、請求項1～17のいずれか一項
記載の方法。
【請求項５４】
　前記Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、R
unx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はS
m22-αのレベルが、それぞれ、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1
、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Act
RIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのタンパク質レベルである、請求項18～52のいずれか一
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項記載の方法。
【請求項５５】
　前記タンパク質レベルが酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)によって決定される、請求
項53又は54記載の方法。
【請求項５６】
　前記ELISAが
　(a)Runx2レベルを決定するためのRunx2特異的抗体SC-390715(Santa Cruz);
　(b)Alpレベルを決定するためのAlp特異的抗体SC-98652(Santa Cruz);
　(c)Snai1レベルを決定するためのSnai1特異的抗体sc-393172(Santa Cruz);
　(d)ホスホsmad2レベルを決定するためのホスホsmad2特異的抗体sc-101801(Santa Cruz)
;
　(e)ホスホsmad2レベルを決定するためのホスホsmad3特異的抗体sc-130218(Santa Cruz)
;
　(f)Dkk1レベルを決定するためのDkk1特異的抗体sc-374574(Santa Cruz);
　(g)col1a1レベルを決定するためのCol1a1特異的抗体sc-8784(Santa Cruz);
　(h)アクチビンレベルを決定するためのアクチビン特異的抗体A1594(Sigma Aldrich);
　(i)BSAPレベルを決定するためのBSAP特異的抗体SC-98652(Santa Cruz);
　(j)CTXレベルを決定するためのCTX特異的抗体ABIN1173415(Antibodies Online);
　(k)Osterixレベルを決定するためのOsterix特異的抗体SC-22538(Santa Cruz);
　(l)Klothoレベルを決定するためのKlotho特異的抗体SC-22218(Santa Cruz);
　(m)α-SMAレベルを決定するためのα-SMA特異的抗体SC-53142(Santa Cruz);
　(n)MYOCDレベルを決定するためのMYOCD特異的抗体SC-21561(Santa Cruz);及び/又は
　(o)Sm22-αレベルを決定するためのSm22-α特異的抗体SC-271719(Santa Cruz)
　(p)ActRIIAレベルを決定するためのActRIIA特異的抗体ab135634(Abcam)
を用いて行われる、請求項55記載の方法。
【請求項５７】
　前記Snai1、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、
α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルが、それぞれ、Snai1、Dkk1、col1a
1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、
及び/又はSm22-αのmRNAレベルである、請求項1～17のいずれか一項記載の方法。
【請求項５８】
　前記Snai1、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、
α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルが、それぞれ、Snai1、Dkk1
、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Act
RIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのmRNAレベルである、請求項18～52のいずれか一項記載
の方法。
【請求項５９】
　前記mRNAレベルが、定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(qRT-PCR)によって決定される
、請求項57又は58記載の方法。
【請求項６０】
　前記qRT-PCRが
　(a)Runx2レベルを決定するためのRunx2特異的プライマー(配列番号48及び49);
　(b)Alpレベルを決定するためのAlp特異的プライマー(配列番号50及び51);
　(c)col1a1レベルを決定するためのCol1a1特異的プライマー(配列番号82及び83);
　(d)Snai1レベルを決定するためのSnai1特異的プライマー(配列番号78及び79);
　(e)Dkk1レベルを決定するためのDkk1特異的プライマー(配列番号80及び81);
　(f)アクチビンレベルを決定するためのアクチビン特異的プライマー(配列番号84及び85
);
　(g)Osterixレベルを決定するためのOsterix特異的プライマー(配列番号52及び53);
　(h)Klothoレベルを決定するためのKlotho特異的プライマー(配列番号54及び55);及び/
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又は
　(i)Sm22-αレベルを決定するためのSm22-α特異的プライマー(配列番号56及び57)
を用いて行われる、請求項59記載の方法。
【請求項６１】
　前記レベルが組織におけるものである、請求項1～60のいずれか一項記載の方法。
【請求項６２】
　前記組織が、大動脈、血清、骨髄、肝臓、又は脾臓である、請求項61記載の方法。
【請求項６３】
　前記血管石灰化が、石灰化アテローム性動脈硬化症、石灰化中膜血管障害(別名、メン
ケベルグ中膜石灰化硬化症)、中膜石灰化、弾性石灰沈着症、石灰沈着性尿毒症性動脈症
、石灰化大動脈弁狭窄症、又は門脈石灰化である、請求項2、3、18、又は25のいずれか一
項記載の方法。
【請求項６４】
　前記心血管疾患が、血管石灰化と関連する疾患、例えば、アテローム性動脈硬化症、高
脂血症、骨粗鬆症、高血圧、炎症、2型真性糖尿病、末期腎疾患、切断を要するもの、弾
力線維性仮性黄色腫、先天性二尖弁、リウマチ性心疾患、門脈高血圧、又は肝疾患である
、請求項1、19、又は26のいずれか一項記載の方法。
【請求項６５】
　前記心血管疾患が慢性腎疾患に続発する、請求項1、19、又は26のいずれか一項記載の
方法。
【請求項６６】
　前記慢性腎疾患が、ステージ3、4、又は5の慢性腎疾患である、請求項65記載の方法。
【請求項６７】
　前記慢性腎疾患が、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常である、請求項65記載の方法
。
【請求項６８】
　前記ActRIIシグナル伝達インヒビターが:
　(a)配列番号2と90％同一のもの;
　(b)配列番号2と95％同一のもの;
　(c)配列番号2と98％同一のもの;
　(d)配列番号2;
　(e)配列番号3と90％同一のもの;
　(f)配列番号3と95％同一のもの;
　(g)配列番号3と98％同一のもの;
　(h)配列番号3;
　(i)配列番号6と90％同一のもの;
　(j)配列番号6と95％同一のもの;
　(k)配列番号6と98％同一のもの;
　(l)配列番号6;
　(m)配列番号7と90％同一のもの;
　(n)配列番号7と95％同一のもの;
　(o)配列番号7と98％同一のもの;
　(p)配列番号7;
　(q)配列番号12と90％同一のもの;
　(r)配列番号12と95％同一のもの;
　(s)配列番号12と98％同一のもの;
　(t)配列番号12;
　(u)配列番号17と90％同一のもの;
　(v)配列番号17と95％同一のもの;
　(w)配列番号17と98％同一のもの;
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　(x)配列番号17;
　(y)配列番号20と90％同一のもの;
　(z)配列番号20と95％同一のもの;
　(aa)配列番号20と98％同一のもの;
　(bb)配列番号20;
　(cc)配列番号21と90％同一のもの;
　(dd)配列番号21と95％同一のもの;
　(ee)配列番号21と98％同一のもの;及び
　(ff)配列番号21
からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドである、請求項1～67のいず
れか一項記載の方法。
【請求項６９】
　前記ActRIIシグナル伝達インヒビターが、配列番号7のアミノ酸配列を含むポリペプチ
ドである、請求項1～68のいずれか一項記載の方法。
【請求項７０】
　前記ActRIIシグナル伝達インヒビターが、ActRIIAの細胞外ドメイン及びヒトIgG1 Fcド
メインからなるヒト化融合タンパク質である、請求項1～69のいずれか一項記載の方法。
【請求項７１】
　前記対象がヒトである、請求項1～70のいずれか一項記載の方法。
【請求項７２】
　前記参照集団が、1、5、10、25、50、75、100、200、250、300、400、500、又は1000個
体からなる、請求項1～71のいずれか一項記載の方法。
【請求項７３】
　前記参照集団が健常人からなる、請求項1～72のいずれか一項記載の方法。
【請求項７４】
　前記参照集団が、前記対象と同じ年齢、体重、及び/又は性別の人からなる、請求項1～
72のいずれか一項記載の方法。
【請求項７５】
　前記参照集団が、心血管疾患を有しない人からなる、請求項1～72のいずれか一項記載
の方法。
【請求項７６】
　前記参照集団が、血管石灰化を有しない人からなる、請求項1～72のいずれか一項記載
の方法。
【請求項７７】
　前記参照集団が、腎疾患を有しない人からなる、請求項1～72のいずれか一項記載の方
法。
【請求項７８】
　前記参照集団が、慢性腎疾患を有しない人からなる、請求項1～72のいずれか一項記載
の方法。
【請求項７９】
　前記参照集団が、病理学的に高いレベルの動脈壁硬化を有しない人からなる、請求項1
～72のいずれか一項記載の方法。
【請求項８０】
　前記参照集団が、左心室肥大を有しない人からなる、請求項1～72のいずれか一項記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
(1.関連出願の相互参照)
　本出願は、その各々の内容全体が引用によりかつあらゆる目的のために本明細書中に組
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み込まれる、2014年10月9日に出願された米国仮特許出願第62/062,021号; 2014年11月11
日に出願された米国仮特許出願第62/078,321号; 2015年1月14日に出願された米国仮特許
出願第62/103,515号; 2015年5月27日に出願された米国仮特許出願第62/167,052号;及び20
15年6月2日に出願された米国仮特許出願第62/170,015号の優先権の恩典を主張する。
【０００２】
(2.政府ライセンス権)
　本発明は、国立衛生研究所により与えられた助成金番号DK070790及びDK089137の下で政
府の支援によりなされた。政府は、本発明における一定の権利を有する。
【０００３】
(3.配列表)
　本出願は、2015年10月6日に作成された、ファイル名12827_934_228_SeqListing.txtと
して提出された208キロバイトのサイズの配列表とともに出願されている。この配列表は
、その全体が引用によりかつあらゆる目的のために本明細書中に組み込まれている。
【０００４】
(4.分野)
　本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾患、血管石灰化、血管石灰化と関連
し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、並びに/又は腎疾患と関連し及び/も
しくは腎疾患に起因する心血管疾患を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、
アクチビンII型受容体シグナル伝達インヒビター(ActRIIシグナル伝達インヒビター、例
えば、アクチビンリガンドトラップ)を投与することを含む、方法である。より具体的に
は、本明細書に提供されるのは、1以上のバイオマーカー、特に、snailホモログ1(Snai1)
、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、dickkopfホモログ1(Dkk1)、コラーゲン1型
α1(Col1a1)、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、runt関連転写因子2(Runx2)、アル
カリホスファターゼ(Alp)、骨特異的アルカリホスファターゼ(BSAP)、Osterix、C末端1型
コラーゲンテロペプチド(CTX)、Klotho、α-平滑筋アクチン(α-SMA)、ミオカルディン(M
YOCD)、軸阻害タンパク質2(Axin2)、及び/又は平滑筋タンパク質22-α(Sm22-α)のレベル
及び/又は活性を、治療に対する対象の応答性、治療の効力、又はアクチビンII型受容体(
ActRII)シグナル伝達インヒビターによる治療のための適切な投薬量の指標として用いる
ことにより、心血管疾患、血管石灰化、高いレベルの動脈壁硬化、左心室肥大、血管石灰
化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、高いレベルの動脈壁硬化と
関連し及び/もしくは高いレベルの動脈壁硬化に起因する心血管疾患、左心室肥大と関連
し及び/もしくは左心室肥大に起因する心血管疾患、並びに/又は腎疾患と関連し及び/又
は腎疾患に起因する心血管疾患の治療のための対象を選択する方法である。本明細書に提
供されるのは、対象における骨吸収を低下させる方法であって、該対象に、ActRIIシグナ
ル伝達インヒビターを投与することを含む、方法である。より具体的には、本明細書に提
供されるのは、1以上のバイオマーカー、特に、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タ
ンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、Os
terix、CTX、Klotho、α-SMA、MYOCD、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を、治療
に対する対象の応答性、治療の効力、又はActRIIシグナル伝達インヒビターによる治療の
ための適切な投薬量の指標として用いることにより、骨吸収の低下のための対象を選択す
る方法である。
【背景技術】
【０００５】
(5.背景)
　貧血を伴う腎疾患のよく見られる合併症は血管石灰化であり、これは、多くの場合、心
血管疾患をもたらす。腎疾患対象(renal subject)において、アテローム性動脈硬化症及
び結果として生じる心血管疾患は、腎疾患それ自体と関連する死亡率とは別に、著しい死
亡率をもたらし得る。したがって、腎疾患対象における心血管疾患のための新しい薬物並
びに治療及び/又は予防方法の発見及び開発が引き続き必要である。さらに、腎疾患対象
は貧血に苦しむことが多いので、貧血及びそれに付随する心血管疾患を、エリスロポエチ
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ンなどの現在使用されている赤血球生成刺激剤(ESA)が保持しない能力を備えた、単一の
治療薬を用いて治療することは有益であろう。
【０００６】
　2つの関連するII型受容体、ActRIIA及びActRIIBが、アクチビンのII型受容体として同
定されている(Mathews及びValeの文献、1991, Cell 65:973-982; Attisanoらの文献、199
2, Cell 68: 97-108)。アクチビンの他に、ActRIIA及びActRIIBは、BMP7、Nodal、GDF8、
及びGDF11を含む、いくつかの他のTGF-βファミリータンパク質と生化学的に相互作用す
ることができる(Yamashitaらの文献、1995, J. Cell Biol. 130:217-226; Lee及びMcPher
ronの文献、2001, Proc. Natl. Acad. Sci. 98:9306-9311; Yeo及びWhitmanの文献、2001
, Mol. Cell 7: 949-957; Ohらの文献、2002, Genes Dev. 16:2749-54)。ALK4は、アクチ
ビン、特に、アクチビンAの主なI型受容体であり、ALK-7は、同様に、アクチビン、特に
、アクチビンBの受容体としての役割を果たし得る。
【０００７】
　アクチビン受容体IIA型(ActRIIA)の細胞外ドメイン及びヒトIgG1 Fcからなるヒト化融
合タンパク質(本明細書では、ActRIIA-hFc又は「ソタテルセプト」と呼ばれる;配列番号7
)からなるアクチビンリガンドトラップは、現在、末期腎疾患(ESRD)と関連する貧血及び
骨障害を有する対象並びにβ-サラセミアを有するこれらの対象の治療のための第II相臨
床試験で評価されているところである。閉経後の健常女性では、ActRIIA-hFcが、ヘマト
クリット(Hct)及びヘモグロビン(Hgb)並びに骨ミネラル密度を顕著に増大させることが示
された。
【発明の概要】
【０００８】
(6.概要)
　本明細書に提供されるのは、対象における血管石灰化を治療及び/又は予防する方法で
あって、該対象に、アクチビン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビター(例えば、
アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;(b)参照集団にお
けるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;(c)参照集団におけるSnai1のレベルと
比較して上昇したSnai1のレベル;(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上
昇したホスホsmad2のレベル;(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1
のレベル;(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;(g)参
照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル;(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;(i)
参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;(j)参照集団にお
けるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;(k)参照集団におけるKlothoのレベルと
比較して減少したKlothoのレベル;(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少し
たα-SMAのレベル;(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル
;(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;(o)参照集団
におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;(p)参照集団にお
ける尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;及び/又は(q)参照
集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したアクチビン受容体2A型(ActRIIA)のレベ
ルを有する、方法である。参照集団の説明については、例えば、第8.6節を参照されたい
。
【０００９】
　本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法で
あって、該対象に、アクチビン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビター(例えば、
アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;(b)参照集団にお
けるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;(c)参照集団におけるSnai1のレベルと
比較して上昇したSnai1のレベル;(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上
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昇したホスホsmad2のレベル;(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1
のレベル;(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;(g)参
照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル;(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;(i)
参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;(j)参照集団にお
けるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;(k)参照集団におけるKlothoのレベルと
比較して減少したKlothoのレベル;(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少し
たα-SMAのレベル;(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル
;(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;(o)参照集団
におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;(p)参照集団にお
ける尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;及び/又は(q)参照
集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベルを有する、方法である
。
【００１０】
　本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法で
あって、該対象に、アクチビン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビター(例えば、
アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;(b)参照集団にお
けるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;(c)参照集団におけるSnai1のレベルと
比較して上昇したSnai1のレベル;(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上
昇したホスホsmad2のレベル;(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1
のレベル;(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;(g)参
照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル;(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;(i)
参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;(j)参照集団にお
けるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;(k)参照集団におけるKlothoのレベルと
比較して減少したKlothoのレベル;(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少し
たα-SMAのレベル;(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル
;(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;(o)参照集団
におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;(p)参照集団にお
ける尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;及び/又は(q)参照
集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベルを有し、かつ該心血管
疾患が、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因する、方法である。
【００１１】
　本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法で
あって、該対象に、アクチビン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビター(例えば、
アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;(b)参照集団にお
けるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;(c)参照集団におけるSnai1のレベルと
比較して上昇したSnai1のレベル;(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上
昇したホスホsmad2のレベル;(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1
のレベル;(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;(g)参
照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル;(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;(i)
参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;(j)参照集団にお
けるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;(k)参照集団におけるKlothoのレベルと
比較して減少したKlothoのレベル;(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少し
たα-SMAのレベル;(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル
;(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;(o)参照集団
におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;(p)参照集団にお
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ける尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;及び/又は(q)参照
集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベルを有し、かつ該心血管
疾患が、腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に起因する、方法である。
【００１２】
　本明細書に提供されるのは、対象における骨吸収を低下させる方法であって、該対象に
、アクチビン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガン
ドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:(a)参照集団にお
けるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;(b)参照集団におけるAlpのレベル
と比較して上昇したAlpのレベル;(c)参照集団におけるSnai1のレベルと比較して上昇した
Snai1のレベル;(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上昇したホスホsmad
2のレベル;(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1のレベル;(f)参照
集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;(g)参照集団におけるア
クチビンのレベルと比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチビン)のレベル;(h)
参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;(i)参照集団におけるOs
terixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;(j)参照集団におけるCTXのレベルと
比較して上昇したCTXのレベル;(k)参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少したK
lothoのレベル;(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少したα-SMAのレベル;
(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル;(n)参照集団にお
けるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;(o)参照集団におけるホスホsm
ad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;(p)参照集団における尿タンパク質
のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;及び/又は(q)参照集団におけるActRI
IAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベルを有する、方法である。
【００１３】
　本明細書に提供されるのは、対象における動脈壁硬化を治療及び/又は予防する方法で
あって、該対象に、アクチビン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビター(例えば、
アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;(b)参照集団にお
けるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;(c)参照集団におけるSnai1のレベルと
比較して上昇したSnai1のレベル;(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上
昇したホスホsmad2のレベル;(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1
のレベル;(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;(g)参
照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル;(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;(i)
参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;(j)参照集団にお
けるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;(k)参照集団におけるKlothoのレベルと
比較して減少したKlothoのレベル;(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少し
たα-SMAのレベル;(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル
;(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;(o)参照集団
におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;(p)参照集団にお
ける尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;及び/又は(q)参照
集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベルを有する、方法である
。
【００１４】
　本明細書に提供されるのは、対象における左心室肥大を治療及び/又は予防する方法で
あって、該対象に、アクチビン受容体II型(ActRII)シグナル伝達インヒビター(例えば、
アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含み、ここで、該対象が:
(a)参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇したRunx2のレベル;(b)参照集団にお
けるAlpのレベルと比較して上昇したAlpのレベル;(c)参照集団におけるSnai1のレベルと
比較して上昇したSnai1のレベル;(d)参照集団におけるホスホsmad2のレベルと比較して上
昇したホスホsmad2のレベル;(e)参照集団におけるDkk1のレベルと比較して上昇したDkk1
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のレベル;(f)参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して上昇したcol1a1のレベル;(g)参
照集団におけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル;(h)参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇したBSAPのレベル;(i)
参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇したOsterixのレベル;(j)参照集団にお
けるCTXのレベルと比較して上昇したCTXのレベル;(k)参照集団におけるKlothoのレベルと
比較して減少したKlothoのレベル;(l)参照集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少し
たα-SMAのレベル;(m)参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して減少したMYOCDのレベル
;(n)参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して減少したSm22-αのレベル;(o)参照集団
におけるホスホsmad3のレベルと比較して上昇したホスホsmad3のレベル;(p)参照集団にお
ける尿タンパク質のレベルと比較して上昇した尿タンパク質のレベル;及び/又は(q)参照
集団におけるActRIIAのレベルと比較して減少したActRIIAのレベルを有する、方法である
。
【００１５】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターの医薬有効用量は、約15mg、
約30mg、約45mg、約60mg、約75mg、約90mg、もしくは約1g、又は約0.1mg/kg、約0.13mg/k
g、約0.2mg/kg、約0.26mg/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg、約0.6mg/kg、約0.
7mg/kg、約0.8mg/kg、約0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/kg、約1.2mg/kg、約1.3mg/kg、
約1.4mg/kg、もしくは約1.5mg/kgである。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達イ
ンヒビターの医薬有効用量は、約0.1mg/kgである。ある実施態様において、ActRIIシグナ
ル伝達インヒビターの医薬有効用量は、約0.3mg/kgである。ある実施態様において、ActR
IIシグナル伝達インヒビターの医薬有効用量は、約0.5mg/kgである。ある実施態様におい
て、ActRIIシグナル伝達インヒビターの医薬有効用量は、約0.7mg/kgである。
【００１６】
　ある実施態様において、該医薬有効用量は、注射によって投与される。ある実施態様に
おいて、該医薬有効用量は、(i)28日に1回;又は(ii)42日に1回投与される。ある実施態様
において、該医薬有効用量は、14日に1回投与される。ある実施態様において、該医薬有
効用量は、21日に1回投与される。ある実施態様において、該医薬有効用量は、連続的に
及び/又は無制限に投与される。
【００１７】
　ある実施態様において、上昇したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例
えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又
はOsterixのレベルは、それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1
、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タン
パク質、及び/又はOsterixのレベルよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％
、70％、75％、80％、90％、100％、200％、又は500％大きい。
【００１８】
　ある実施態様において、上昇したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例
えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又
はOsterixのレベルは、それぞれ、参照集団の上位10％、上位5％、上位4％、上位3％、上
位2％、もしくは上位1％におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例え
ば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/もし
くはOsterixのレベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50
％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きい。
【００１９】
　ある実施態様において、減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又は
Sm22-αのレベルは、それぞれ、参照集団におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axi
n2、及び/又はSm22-αのレベルよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70
％、75％、80％、90％、又は100％小さい。
【００２０】
　ある実施態様において、減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又は
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Sm22-αのレベルは、それぞれ、参照集団の下位10％、下位5％、下位4％、下位3％、下位
2％、もしくは下位1％におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくは
Sm22-αのレベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、6
0％、70％、75％、80％、90％、もしくは100％小さい。
【００２１】
　本明細書に提供されるのは、対象における血管石灰化を治療及び/又は予防する方法で
あって:(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与する
こと;(b)対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離ア
クチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、
尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;(c
)しばらくして、対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、
遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsm
ad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこ
と;並びに(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を
投与することを含む、方法である。ある実施態様において、調整用量は、1回目の測定と2
回目の測定の間の検出された変化に基づく。ある実施態様において、該用量は、第8.3.4
節に記載されているように調整される。
【００２２】
　本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法で
あって:(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与する
こと;(b)対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離ア
クチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、
尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;(c
)しばらくして、対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、
遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsm
ad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこ
と;並びに(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を
投与することを含む、方法である。ある実施態様において、調整用量は、1回目の測定と2
回目の測定の間の検出された変化に基づく。ある実施態様において、該用量は、第8.3.4
節に記載されているように調整される。
【００２３】
　本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法で
あって:(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与する
こと;(b)対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離ア
クチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、
尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;(c
)しばらくして、対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、
遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsm
ad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこ
と;並びに(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を
投与することを含み;かつ該心血管疾患が、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起
因する、方法である。ある実施態様において、調整用量は、1回目の測定と2回目の測定の
間の検出された変化に基づく。ある実施態様において、該用量は、第8.3.4節に記載され
ているように調整される。
【００２４】
　本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾患を治療及び/又は予防する方法で
あって:(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与する
こと;(b)対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離ア
クチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、
尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;(c



(24) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

)しばらくして、対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、
遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsm
ad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこ
と;並びに(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を
投与することを含み;かつ該心血管疾患が、腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に起因する、
方法である。ある実施態様において、調整用量は、1回目の測定と2回目の測定の間の検出
された変化に基づく。ある実施態様において、該用量は、第8.3.4節に記載されているよ
うに調整される。
【００２５】
　本明細書に提供されるのは、対象における骨吸収を低下させる方法であって:(a)該対象
に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与すること;(b)対象にお
けるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2
、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、Act
RIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;(c)しばらくして、対
象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、
Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質
、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこと;並びに(d)該対
象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を投与することを含
む、方法である。ある実施態様において、骨吸収は、第8.6節に記載されているように評
価される。ある実施態様において、調整用量は、1回目の測定と2回目の測定の間の検出さ
れた変化に基づく。ある実施態様において、該用量は、第8.3.4節に記載されているよう
に調整される。
【００２６】
　本明細書に提供されるのは、対象における動脈壁硬化を治療及び/又は予防する方法で
あって:(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与する
こと;(b)対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離ア
クチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、
尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;(c
)しばらくして、対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、
遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsm
ad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこ
と;並びに(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を
投与することを含む、方法である。ある実施態様において、動脈壁硬化は、第8.6節に記
載されているように評価される。ある実施態様において、調整用量は、1回目の測定と2回
目の測定の間の検出された変化に基づく。ある実施態様において、該用量は、第8.3.4節
に記載されているように調整される。
【００２７】
　本明細書に提供されるのは、対象における左心室肥大を治療及び/又は予防する方法で
あって:(a)該対象に、該対象へのActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量を投与する
こと;(b)対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離ア
クチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、
尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの1回目の測定を行うこと;(c
)しばらくして、対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、
遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsm
ad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルの2回目の測定を行うこ
と;並びに(d)該対象に、該アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの調整用量を
投与することを含む、方法である。ある実施態様において、調整用量は、1回目の測定と2
回目の測定の間の検出された変化に基づく。ある実施態様において、該用量は、第8.3.4
節に記載されているように調整される。
【００２８】
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　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターの初回用量は、約15mg、約30
mg、約45mg、約60mg、約75mg、約90mg、もしくは約1g、又は約0.1mg/kg、約0.13mg/kg、
約0.2mg/kg、約0.26mg/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg、約0.6mg/kg、約0.7mg
/kg、約0.8mg/kg、約0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/kg、約1.2mg/kg、約1.3mg/kg、約1
.4mg/kg、もしくは約1.5mg/kgである。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達イン
ヒビターの初回用量は、約0.1mg/kgである。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達
インヒビターの初回用量は、約0.3mg/kgである。ある実施態様において、ActRIIシグナル
伝達インヒビターの初回用量は、約0.5mg/kgである。ある実施態様において、ActRIIシグ
ナル伝達インヒビターの初回用量は、約0.7mg/kgである。
【００２９】
　ある実施態様において、初回用量は、注射によって投与される。ある実施態様において
、初回用量は、(i)28日に1回;又は(ii)42日に1回投与される。ある実施態様において、初
回用量は、14日に1回投与される。ある実施態様において、初回用量は、21日に1回投与さ
れる。
【００３０】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターの調整用量は:(a)Runx2のレ
ベルが参照集団におけるRunx2のレベルと比較して上昇しており;(b)Alpのレベルが参照集
団におけるAlpのレベルと比較して上昇しており;(c)Snai1のレベルが参照集団におけるSn
ai1のレベルと比較して上昇しており;(d)ホスホsmad2のレベルが参照集団におけるホスホ
smad2のレベルと比較して上昇しており;(e)Dkk1のレベルが参照集団におけるDkk1のレベ
ルと比較して上昇しており;(f)Col1a1のレベルが参照集団におけるCol1a1のレベルと比較
して上昇しており;(g)アクチビンのレベルが参照集団におけるアクチビンのレベルと比較
して上昇しており;(h)BSAPのレベルが参照集団におけるBSAPのレベルと比較して上昇して
おり;(i)CTXのレベルが参照集団におけるCTXのレベルと比較して上昇しており;(j)Osteri
xのレベルが参照集団におけるOsterixのレベルと比較して上昇しており;(k)Klothoのレベ
ルが参照集団におけるKlothoのレベルと比較して減少しており;(l)α-SMAのレベルが参照
集団におけるα-SMAのレベルと比較して減少しており;(m)MYOCDのレベルが参照集団にお
けるMYOCDのレベルと比較して減少しており;(n)Sm22-αのレベルが参照集団におけるSm22
-αのレベルと比較して減少しており;(o)ホスホsmad3のレベルが参照集団におけるホスホ
smad3のレベルと比較して上昇しており;(p)尿タンパク質のレベルが参照集団における尿
タンパク質のレベルと比較して上昇しており;(q)ActRIIAのレベルが参照集団におけるAct
RIIAのレベルと比較して減少しており;及び/又は(r)Axin2のレベルが参照集団におけるAx
in2のレベルと比較して減少している場合、初回用量よりも多い。
【００３１】
　ある実施態様において、調整用量は、初回用量よりも約2.5mg、約5mg、約10mg、約15mg
、約20mg、もしくは約35mg多いか、又は初回用量よりも約0.05mg/kg、約0.1mg/kg、約0.1
5mg/kg、約0.25mg/kg、約0.3mg/kg、約0.35mg/kg、約0.4mg/kg、もしくは約0.5mg/kg多い
。ある実施態様において、調整用量は、初回用量よりも高い頻度で投与される。ある実施
態様において、調整用量は、5、10、15、20、25、28、30、35、又は40日毎に投与される
。
【００３２】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターの調整用量は:(a)Runx2のレ
ベルが参照集団におけるRunx2のレベルと比較して減少しており;(b)Alpのレベルが参照集
団におけるAlpのレベルと比較して減少しており;(c)BSAPのレベルが参照集団におけるBSA
Pのレベルと比較して減少しており;(d)Snai1のレベルが参照集団におけるSnai1のレベル
と比較して減少しており;(e)ホスホsmad2のレベルが参照集団におけるホスホsmad2のレベ
ルと比較して減少しており;(f)Dkk1のレベルが参照集団におけるDkk1のレベルと比較して
減少しており;(g)col1a1のレベルが参照集団におけるcol1a1のレベルと比較して減少して
おり;(h)アクチビン(例えば、遊離アクチビン)のレベルが参照集団におけるアクチビン(
例えば、遊離アクチビン)のレベルと比較して減少しており;(i)CTXのレベルが参照集団に
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おけるCTXのレベルと比較して減少しており;(j)Osterixのレベルが参照集団におけるOste
rixのレベルと比較して減少しており;(k)Klothoのレベルが参照集団におけるKlothoのレ
ベルと比較して上昇しており;(l)α-SMAのレベルが参照集団におけるα-SMAのレベルと比
較して上昇しており;(m)MYOCDのレベルが参照集団におけるMYOCDのレベルと比較して上昇
しており;(n)Sm22-αのレベルが参照集団におけるSm22-αのレベルと比較して上昇してお
り;(o)ホスホsmad3のレベルが参照集団におけるホスホsmad3のレベルと比較して減少して
おり;(p)尿タンパク質のレベルが参照集団における尿タンパク質のレベルと比較して減少
しており;(q)ActRIIAのレベルが参照集団におけるActRIIAのレベルと比較して上昇してお
り;及び/又は(r)Axin2のレベルが参照集団におけるAxin2のレベルと比較して上昇してい
る場合、初回用量よりも少ない。
【００３３】
　ある実施態様において、調整用量は、初回用量よりも約2.5mg、約5mg、約10mg、約15mg
、約20mg、もしくは約35mg少ないか、又は初回用量よりも約0.05mg/kg、約0.1mg/kg、約0
.15mg/kg、約0.25mg/kg、約0.3mg/kg、約0.35mg/kg、約0.4mg/kg、もしくは約0.5mg/kg少
ない。ある実施態様において、調整用量は、初回用量よりも低い頻度で投与される。ある
実施態様において、調整用量は、30、35、40、42、50、60、70、80、又は90日毎に投与さ
れる。ある実施態様において、調整用量は、連続的に及び/又は無制限に投与される。
【００３４】
　ある実施態様において、1回目の測定は、治療の開始前に行われる。ある実施態様にお
いて、1回目の測定は、治療の開始直後又は最大でもその1日、2日、3日、4日、5日、6日
、もしくは1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われる。ある実施態様
において、2回目の測定は、治療の開始直後又は最大でもその1日、2日、3日、4日、5日、
6日、もしくは1週間、2週間、1カ月、2カ月、3カ月、4カ月、5カ月、6カ月、7カ月、8カ
月、9カ月、10カ月、11カ月、もしくは12カ月以内に行われる。
【００３５】
　ある実施態様において、(a)上昇したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(
例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/
もしくはOsterixのレベルは、それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、c
ol1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、
尿タンパク質、及び/もしくはOsterixのレベルよりも約10％、20％、25％、30％、40％、
50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きく;並びに/又
は(b)減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレベル
は、それぞれ、参照集団におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしく
はSm22-αのレベルよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、8
0％、90％、もしくは100％小さい。
【００３６】
　ある実施態様において、(a)上昇したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(
例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/
もしくはOsterixのレベルは、それぞれ、参照集団の上位10％、上位5％、上位4％、上位3
％、上位2％、もしくは上位1％におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン
(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び
/もしくはOsterixのレベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、40％
、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きく;並びに/
或いは(b)減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレ
ベルは、それぞれ、参照集団の下位10％、下位5％、下位4％、下位3％、下位2％、もしく
は下位1％におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレ
ベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、
75％、80％、90％、もしくは100％小さい。
【００３７】
　ある実施態様において、(a)上昇したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/
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もしくはSm22-αのレベルは、それぞれ、参照集団におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActR
IIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルよりも、約10％、20％、25％、30％、40％、50％
、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きく;並びに/又は(b)
減少したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Ru
nx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/もしくはOsterixのレベルは、
それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、
遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/もしくは
Osterixのレベルよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80
％、90％、もしくは100％小さい。
【００３８】
　ある実施態様において、(a)上昇したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/
もしくはSm22-αのレベルは、それぞれ、参照集団の上位10％、上位5％、上位4％、上位3
％、上位2％、もしくは上位1％におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/
もしくはSm22-αのレベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、40％
、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは500％大きく;並びに/
或いは(b)減少したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/もしくはOsterixの
レベルは、それぞれ、参照集団の下位10％、下位5％、下位4％、下位3％、下位2％、もし
くは下位1％におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アク
チビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/もしくはOsterix
のレベルと等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70
％、75％、80％、90％、もしくは100％小さい。
【００３９】
　ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad
3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルは、それぞれ、Snai1、ホ
スホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、C
TX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、
及び/又はSm22-αのタンパク質レベルである。ある実施態様において、該タンパク質レベ
ルは、酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)によって決定される。ある実施態様において、E
LISAは、(a)Runx2レベルを決定するためのRunx2特異的抗体SC-390715(Santa Cruz);(b)Al
pレベルを決定するためのAlp特異的抗体SC-98652(Santa Cruz);(c)Snai1レベルを決定す
るためのSnai1特異的抗体sc-393172(Santa Cruz);(d)ホスホsmad2レベルを決定するため
のホスホsmad2特異的抗体sc-101801(Santa Cruz);(e)Dkk1レベルを決定するためのDkk1特
異的抗体sc-374574(Santa Cruz);(f)col1a1レベルを決定するためのCol1a1特異的抗体sc-
8784(Santa Cruz);(g)アクチビンレベルを決定するためのアクチビン特異的抗体A1594(Si
gma Aldrich);(h)BSAPレベルを決定するためのBSAP特異的抗体SC-98652(Santa Cruz);(i)
CTXレベルを決定するためのCTX特異的抗体ABIN1173415(Antibodies Online);(j)Osterix
レベルを決定するためのOsterix特異的抗体SC-22538(Santa Cruz);(k)Klothoレベルを決
定するためのKlotho特異的抗体SC-22218(Santa Cruz);(l)α-SMAレベルを決定するための
α-SMA特異的抗体SC-53142(Santa Cruz);(m)MYOCDレベルを決定するためのMYOCD特異的抗
体SC-21561(Santa Cruz);(n)Sm22-αレベルを決定するためのSm22-α特異的抗体SC-27171
9(Santa Cruz);(o)ホスホsmad3レベルを決定するためのホスホsmad3特異的抗体sc-11769(
Santa Cruz);及び/又は(p)ActRIIAレベルを決定するためのActRIIA特異的抗体ab 135634(
Abcam)を用いて行われる。
【００４０】
　ある実施態様において、Snai1、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、
Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA
、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルは、それぞれ、Snai1、Dkk1、col1a1、アクチビン、
Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、ホスホsmad3
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、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのmRNAレベルである。ある実施態様
において、該mRNAレベルは、定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(qRT-PCR)によって決定
される。ある実施態様において、qRT-PCRは、(a)Runx2レベルを決定するためのRunx2特異
的プライマー(配列番号48及び49);(b)Alpレベルを決定するためのAlp特異的プライマー(
配列番号50及び51);(c)Snai1レベルを決定するためのSnai1特異的プライマー(配列番号78
及び79);(d)Dkk1レベルを決定するためのDkk1特異的プライマー(配列番号80及び81);(e)c
ol1a1レベルを決定するためのcol1a1特異的プライマー(配列番号82及び83);(f)アクチビ
ンレベルを決定するためのアクチビン特異的プライマー(配列番号84及び85);(g)Osterix
レベルを決定するためのOsterix特異的プライマー(配列番号52及び53);(h)Klothoレベル
を決定するためのKlotho特異的プライマー(配列番号54及び55);及び/又は(i)Sm22-αレベ
ルを決定するためのSm22-α特異的プライマー(配列番号56及び57)を用いて行われる。
【００４１】
　ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、Sm22-α、MYOCD、ホスホsma
d3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、ActRIIA、Axin2、及び/又はα-SMAのレベルは、組
織におけるものである。ある実施態様において、組織は大動脈である。ある実施態様にお
いて、組織は腎臓である。ある実施態様において、組織は骨である。ある実施態様におい
て、組織は血清である。好ましい実施態様において、Runx2、Dkk1、Alp、osterix、sm22-
α、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2のレベル及び/又は活性は、大動脈における
ものである。好ましい実施態様において、ホスホsmad3、尿タンパク質、ホスホsmad2、Ac
tRIIA、Axin2、及びcol1a1のレベル及び/又は活性は、腎臓におけるものである。好まし
い実施態様において、アクチビンのレベル及び/又は活性は、血清におけるものである。
【００４２】
　ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、Sm22-α、MYOCD、ActRIIA、
Axin2、及び/又はα-SMAのレベルは、大動脈におけるものである。
【００４３】
　ある実施態様において、血管石灰化は、石灰化アテローム性動脈硬化症、石灰化中膜血
管障害(別名、メンケベルグ中膜石灰化硬化症)、中膜石灰化、弾性石灰沈着症、石灰沈着
性尿毒症性動脈症、石灰化大動脈弁狭窄症、又は門脈石灰化である。
【００４４】
　ある実施態様において、心血管疾患は、血管石灰化と関連する疾患、例えば、アテロー
ム性動脈硬化症、高脂血症、骨粗鬆症、高血圧、炎症、2型真性糖尿病、末期腎疾患、切
断を要する状態(required amputation)、弾力線維性仮性黄色腫、先天性二尖弁、リウマ
チ性心疾患、門脈高血圧、又は肝疾患である。
【００４５】
　ある実施態様において、心血管疾患は、慢性腎疾患に続発する。ある実施態様において
、慢性腎疾患は、ステージ3、4、又は5の慢性腎疾患である。ある実施態様において、慢
性腎疾患は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常である。
【００４６】
　ある実施態様において、対象は、高代謝回転骨疾患、例えば、高代謝回転腎性骨ジスト
ロフィー(ROD)を有する。
【００４７】
　また本明細書に提供されるのは、高代謝回転骨疾患、例えば、高代謝回転RODを治療す
る方法であって、ActRIIシグナル伝達インヒビターの医薬有効量を対象に投与することを
含む、方法である。
【００４８】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは:(a)配列番号2と90％同一
のもの;(b)配列番号2と95％同一のもの;(c)配列番号2と98％同一のもの;(d)配列番号2;(e
)配列番号3と90％同一のもの;(f)配列番号3と95％同一のもの;(g)配列番号3と98％同一の
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もの;(h)配列番号3;(i)配列番号6と90％同一のもの;(j)配列番号6と95％同一のもの;(k)
配列番号6と98％同一のもの;(l)配列番号6;(m)配列番号7と90％同一のもの;(n)配列番号7
と95％同一のもの;(o)配列番号7と98％同一のもの;(p)配列番号7;(q)配列番号12と90％同
一のもの;(r)配列番号12と95％同一のもの;(s)配列番号12と98％同一のもの;(t)配列番号
12;(u)配列番号17と90％同一のもの;(v)配列番号17と95％同一のもの;(w)配列番号17と98
％同一のもの;(x)配列番号17;(y)配列番号20と90％同一のもの;(z)配列番号20と95％同一
のもの;(aa)配列番号20と98％同一のもの;(bb)配列番号20;(cc)配列番号21と90％同一の
もの;(dd)配列番号21と95％同一のもの;(ee)配列番号21と98％同一のもの;及び(ff)配列
番号21からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドである。ある実施態様
において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、配列番号7のアミノ酸配列を含むポリペ
プチドである。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIAの
細胞外ドメイン及びヒトIgG1 Fcドメインからなるヒト化融合タンパク質である。
【００４９】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ソタテルセプト(配列番
号7;例えば、第9節参照)である。ソタテルセプトは、本明細書に記載の方法において有用
であるアクチビンリガンドトラップである(第8節参照)。
【００５０】
　ある実施態様において、対象はヒトである。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
(7.図面の簡単な説明)
【図１】図1Aは、野生型及び模擬モデルと比較したときの腎疾患の間質性線維症モデル(C
KD-3)におけるアクチビン-Aレベル(pg/ml)の増大を示している。図1Bは、野生型(WT)と比
較したときの腎疾患のアルポートモデル(アルポート200d)におけるアクチビン-Aレベル(p
g/ml)の増大及びBMP-7で処置したときのアクチビン-Aレベルの増大を示している。
【００５２】
【図２】図2は、模擬と比較したときのCKD-3モデル(CKD-3 V)の腎臓及び大動脈における
アクチビンA(インヒビンβ) mRNAのレベルの増大を示している。mActRIIA-Fcによる処置
は、CKD-3モデル(mActRIIA-Fc)におけるアクチビンA mRNAを減少させる。
【００５３】
【図３】図3Aは、野生型マウス大動脈におけるACTRIIのレベルを示している。図3Bは、模
擬処置したマウス大動脈におけるACTRIIのレベルを示している。図3Cは、図3A及び/又は
図3Bと比較したときのCKD-3モデルのマウス大動脈におけるACTRIIのレベルの増大を示し
ている。図3Dは、図3Cと比較したときのmActRIIA-Fcで処置したCKD-3モデルのマウス大動
脈におけるACTRIIのレベルの減少を示している。
【００５４】
【図４】図4Aは、ActRIIシグナル伝達のインヒビターによる処置の存在下(CKD3＋ActRII-
Fc)及び非存在下(CKD3＋v)での慢性腎疾患のマウスモデルにおけるRunx2のmRNAレベルを
示している。図4Bは、ActRIIシグナル伝達のインヒビターによる処置の存在下(CKD3＋Act
RII-Fc)及び非存在下(CKD3＋v)での慢性腎疾患のマウスモデルにおけるAlpのmRNAレベル
を示している。図4Cは、ActRIIシグナル伝達のインヒビターによる処置の存在下(CKD3＋A
ctRII-Fc)及び非存在下(CKD3＋v)での慢性腎疾患のマウスモデルにおけるKlothoのmRNAレ
ベルを示している。図4Dは、ActRIIシグナル伝達のインヒビターによる処置の存在下(CKD
3＋ActRII-Fc)及び非存在下(CKD3＋v)での慢性腎疾患のマウスモデルにおけるミオカルデ
ィン(MYOCD)のmRNAレベルを示している。図4Eは、ActRIIシグナル伝達のインヒビターに
よる処置の存在下(CKD3＋ActRII-Fc)及び非存在下(CKD3＋v)での慢性腎疾患のマウスモデ
ルにおけるSm22-α(SM22α)のmRNAレベルを示している。
【００５５】
　図4Fは、ビヒクルのみ(CKD3＋ビヒクル)又は模擬で処置したCKD3と比較したときのActR
IIシグナル伝達のインヒビターで処置したCKD-3のモデル(CKD3＋ActRII-Fc)におけるアク
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チンα-平滑筋、Runx2、Klotho、MYOCD、及びα-チューブリンのタンパク質レベルを示し
ている。
【００５６】
【図５】図5Aは、ビヒクルで処置した(veh. Rx)ときのCKD-3誘導性血管石灰化を示してい
る。図5Bは、ActRIIシグナル伝達のインヒビターで処置した(mActRIIA-Fc Rx)ときのCKD-
3誘導性血管石灰化の減少を示している。
【００５７】
【図６】図6Aは、野生型(wt)、模擬、ビヒクルで処置したCKD-3モデル(CKD-3 Veh)と比較
したときのCKD-3誘導性のカルシウムレベルの増大(CKD-3 22wk)を示している。mActRIIA-
Fcによる処置は、CKD-3誘導性のカルシウム蓄積を減少させる(mActRIIA-Fc)。図6Bは、野
生型マウス(wt)、模擬処置マウス(模擬)、CKD-3のマウスモデル(CKD-3)、又はActRIIシグ
ナル伝達のインヒビターで処置したCKD-3のマウスモデル(mActRIIA-Fc)の骨量を示してい
る。図6Cは、野生型マウス(wt)、模擬処置マウス(模擬)、CKD-3のマウスモデル(CKD-3)、
又はActRIIシグナル伝達のインヒビターで処置したCKD-3のマウスモデル(mActRIIA-Fc)の
破骨細胞数を示している。図6Dは、野生型マウス(wt)、模擬処置マウス(模擬)、CKD-3の
マウスモデル(CKD-3)、又はActRIIシグナル伝達のインヒビターで処置したCKD-3のマウス
モデル(mActRIIA-Fc)の破骨細胞面を示している。
【００５８】
【図７】図7Aは、内皮特異的Tie2-Cre(「Tek-Cre」とも呼ばれる)マウスと交配させたGNZ
マウス(Stollerらの文献、Genesis, 2008)で実施されたような細胞系譜追跡のための戦略
を示している。図7Bは、模擬マウスにおける内皮細胞系譜追跡を示している。図7Cは、CK
Dマウスにおける内皮細胞系譜追跡を示している。図7Dは、CKDマウスにおける内皮細胞系
譜追跡を示している。
【００５９】
【図８】図8は、対象の内訳(subject disposition)を示している。注:「・」は、ベース
ライン時と225日目のペアのQCT測定を行った対象を示している。「*」は、プラセボを受
けている対象が上昇した血清エリスロポエチンレベルを有することを示しており、プロト
コルに従わない(off-protocol)エリスロポエチン投与を示唆している。「†」は、プロト
コル違反を示している。「‡」は、29日目に血圧上昇に関する中止規則基準を満たした対
象を示している;治験を中止し、救援治療を36日目に施し、追跡調査を継続した。対象に
は、ベースライン時に、不完全な評価に基づいて、非適格血圧に関する誤差を無作為に割
り付けた。
【００６０】
【図９】図9Aは、各治療カテゴリー中の2％を超える大腿骨頚部皮質骨増加を有する対象
のパーセンテージを示している。図9Bは、各治療群中の腰椎の骨梁量が増減した対象のパ
ーセンテージを示している。
【００６１】
【図１０】図10Aは、各治療カテゴリー中の合計アガットストンスコアの変化についての
対象のパーセンテージを示している。図10Bは、各治療カテゴリー中の平方根変換合計容
積スコアの変化についての対象のパーセンテージを示している。
【００６２】
【図１１】図11は、プラセボ(PBO)で、又は0.3mg/kg(0.3)もしくは0.5mg/kg(0.5)の用量
のActRIIシグナル伝達のインヒビターで処置した対象についての骨吸収バイオマーカーCT
Xの変化率を示している。
【００６３】
【図１２】図12Aは、10mg/kgのmActRIIA-Fcで、週2回、皮下処置したCKD-3マウス(CKD-3 
R)がイヌリンクリアランスに全く影響を及ぼさなかったことを示している。図12Bは、10m
g/kgのmActRIIA-Fcで、週2回、皮下処置したCKD-3マウス(CKD-3 R)がBUNに全く影響を及
ぼさなかったことを示している。図12A及び図12Bは、第9.4.1.1節に記載されているよう
な切除性CKDを有する血管石灰化のモデルを利用している。このモデルを用いて、GFRがWT
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 C57B6マウス(WT)と比較して70％低下していることがイヌリンクリアランス及びBUNによ
って推定される、CKD-3(ビヒクル処置したものについては、CKD-3 V)と呼ばれるヒトCKD
のステージ3に類似した腎機能の減少をもたらした。図12Cは、200日齢のCol4α5欠損マウ
ス(アルポート)がヒトのステージ3～4のCKDと同等のイヌリンクリアランスの低下を有す
ることを示している。*p＜0.05。図12Dは、200日齢のCol4α5欠損マウス(アルポート)が
ヒトのステージ3～4のCKDと同等のBUNの上昇を有することを示している。*p＜0.05。
【００６４】
【図１３】図13は、CKDが循環中のアクチビン並びに腎臓及び大動脈ActRIIA発現を増大さ
せることを示している。「WT」＝野生型;「模擬」＝模擬処置したマウス;「CKD-3 V」＝
ビヒクル処置したマウス;「CKD-3 R」＝mActRIIA-Fcで処置したマウス。図13Aは、第9.4.
1.1節に記載のldlr-/-高脂肪食給餌CKD-3マウスモデルにおけるCKDによる循環アクチビン
-Aの誘導を示している。図13Bは、第9.4.1.1節に記載のアルポート症候群マウスにおける
CKDによる循環アクチビン-Aの誘導を示している。図13Cは、マウス腎臓及び大動脈におけ
るインヒビンβA発現を示している(アクチビン-Aは、インヒビンβA遺伝子のホモ二量体
から形成される)。図13Dは、腎臓ホモジネート中のインヒビンβAのタンパク質レベルを
示している。1、2、及び3は、個々の試料を表している。図13Eは、大動脈ActRIIAの免疫
組織化学を示している。ActRIIA発現は、野生型(WT)及び模擬手術したldlr-/-高脂肪食給
餌マウス(模擬)の大動脈で検出された。この発現は、ビヒクルで処置されたCKD-3マウス(
CKD-3 V)又はmActRIIA-Fcで処置されたCKD-3マウス(CKD-3 mActRIIA-Fc)で刺激された。
スケールバーは20μmである。図13Fは、WT及び模擬マウスと比較して、CKD-3マウス(ビヒ
クルで処置したもの、CKD-3 V、又はmActRIIA-Fcで処置したもの、CKD-3 R)における循環
フォリスタチンレベルに変化がないことを示している。*p＜0.05、***p＜0.005。図13Gは
、WT及び模擬マウスと比較して、CKD-3マウス(ビヒクルで処置したもの、CKD-3 V、又はm
ActRIIA-Fcで処置したもの、CKD-3 R)における循環フォリスタチン様3(Fstl3)レベルに変
化がないことを示している。*p＜0.05、***p＜0.005。
【００６５】
【図１４】図14は、CKDが内皮間葉転換を刺激したことを示している。図14Aは、マウス交
配戦略の図式を示している。ROSA26GNZノックインマウス(GNZマウス)は、核局在化GFP-La
cZレポーター(GNZ)の発現を妨げる、終止コドン付き配列を有する。内皮細胞でCreリコン
ビナーゼ(Cre)を発現するTek-Creマウスと交配させたとき、Creリコンビナーゼ(Cre)はlo
xPに隣接する配列を欠失させ、内皮起源の全ての細胞がGNZレポータータンパク質を産生
する。図14B～図14Dは、DAPI核染色を伴う、内皮細胞マーカーCD31とGFPとについてのTek
-Cre/GNZマウス大動脈の二重免疫染色を示している。矢印は、二重染色された内皮細胞を
示している。模擬手術したマウス(図14B)では、内皮細胞のみが核及び細胞質GFP染色を示
している。CKD3マウス(図14C及び図14D)では、内皮細胞に加えて、大動脈中膜及び外膜の
細胞がGFP染色(矢尻)を示している。スケールバーは20μmである。図14Eは、EnMTと関連
する転写因子であるSnai 1(Medici, D.らの文献、2008. Molecular Biology of the Cell
 19:4875-4887.)の大動脈mRNAレベルが、野生型(WT)マウスと比較して、75日齢のアルポ
ート症候群のマウスで増大していることを示している。αチューブリンは、ローディング
対照としての役割を果たした。1及び2は、個々の試料を表している。
【００６６】
【図１５】図15は、CKD-3を有するldlr-/-高脂肪食給餌マウスにおける血管石灰化に対す
るmActRIIA-Fcの効果を示している。図15Aは、ビヒクル処置したCKD-3マウス(CKD-3 V)及
びmActRIIA-Fc処置したCKD-3マウス(CKD-3 mActRIIA-Fc)由来の近位大動脈アテローム性
動脈硬化性プラークのAlizarin Red染色切片を示している。図15Bは、マウスの群:野生型
(wt);模擬手術したldlr-/-高脂肪食給餌(模擬);処置の開始時の22週で安楽死させたCKD-3
(CKD-3)); 22～28週までビヒクルで処置したCKD-3(CKD-3 V); 22～28週まで、10mg/kgのm
ActRIIA-Fcで、週2回、皮下処置したCKD-3(CKD-3 R)における大動脈カルシウムレベルを
示している。四角は、中央値(四角の中の線)及び25～75パーセンタイルの四分位数範囲を
表している。エラーバーは、四分位数範囲の1.5倍を表している。群は、多重比較用のANO
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VA Holm-Sidak法を用いて比較し、p＜0.05を有意差の水準とした。*p＜0.02、各群につい
てのnは8～12。
【００６７】
【図１６】図16は、CKD刺激性心疾患に対するActRIIAシグナル伝達の減少の効果を示して
いる。図16Aは、ldlr-/-高脂肪食給餌マウスにおけるCKD-3が心重量を増大させ、これが
、mActRIIA-Fc処置群では、模擬処置マウスと比較して無効化されたことを示している。C
KD-3-Lは、炭酸ランタンで処置したCKD-3マウスを表している。図16Bは、CKD-3が主に左
心室で心肥大を生じさせ(中央)、これが、mActRIIA-Fc処置群(右)では、模擬マウス(左)
と比較して抑制されたことを示している。三重染色、スケールバーは1mm。図16Cは、心筋
線維化の兆候がないことを示した、高倍率での左心室筋細胞の三重染色を示している。ス
ケールバーは20μm。
【００６８】
【図１７】図17は、ldlr-/-高脂肪食給餌CKD-3マウスにおける血管硬化に対するCKD-3効
果と、Dkk1中和効果の欠如とを示している。図17Aは、以前に報告された(Wagenseil, J.E
.らの文献、2009. Circulation Research 104:1217-1224; Wagenseil, J.E.らの文献、20
05. AJP-Heart and Circulatory Physiology 289:H1209-H1217.)通りに行われた、左総頸
動脈の圧力-直径関係性を示している。図17Bは、野生型マウス(WT-28週)、模擬手術した
マウス(模擬-28週)、CKD-3マウス(28週)、及びDkk1モノクローナル抗体で処置したCKD-3
マウス(Dkk1 mab-28週)の上行大動脈を示している。図17について、黒は、WT又は模擬手
術したマウスを表し、一方、白又は灰色は、CKD-3マウスを表している。値は、平均±標
準偏差として提示されている。頸動脈については、N＝5～6匹のマウス、上行大動脈につ
いては、N＝3～6匹のマウス。
【００６９】
【図１８】図18は、腎臓及び大動脈におけるActRIIAシグナル伝達を示している。図18Aは
、模擬処置マウス、CKD-3のビヒクル処置マウス(CKD-3 V)及びmActRIIA-Fc処置マウス(CK
D-3 R)由来の腎臓(左)及び大動脈(右)ホモジネートのウェスタンによって決定されたアク
チビンシグナル伝達を示している。アクチビンレベルは、腎臓ホモジネートで増大したが
、大動脈ホモジネートでは増大せず、Alk4(AcvR1B)及びAlk2(AcvR1) 1型受容体は、腎臓
ホモジネート中に存在していたが、CKD-3は、Alk4リン酸化を増大させなかった。Alk4及
びAlk1(AcvRL1)は、大動脈ホモジネート中に存在していた。CKD-3は、腎臓におけるsmad2
/3リン酸化を増大させたが、大動脈におけるsmad2/3リン酸化を増大させず、腎臓Col1A1
レベルを増大させた。mActRIIA-Fc処置は、腎臓のホスホsmad2/3及びCol1A1レベルを減少
させた。大動脈では、ホスホsmad2/3レベルに対するCKD-3の効果がなかっただけでなく、
ホスホErk 1/2レベルに対する効果もなかった。Runx2レベルはCKD-3によって増大し、mAc
tRIIA-Fcによって正常化した。図18Bは、CKD-3マウスの腎臓におけるKlotho mRNA発現の
減少及びmActRIIA-Fc処置によるその改善を示している。図18Cは、模擬処置マウス、CKD-
3のビヒクル処置マウス及びmActRIIA-Fc処置マウス由来の腎臓及び大動脈ホモジネートの
ウェスタンにおけるDkk1タンパク質発現によって表されたWntシグナル伝達(左)、並びに
血漿Dkk1レベルに対するCKD-3及びmActRIIA-Fcの効果(右)を示している。
【００７０】
【図１９】図19は、健常ドナー(n＝10)と比べた、ステージ3のCKDを有する患者(n＝30)に
おける血漿アクチビン-Aレベルを示している。データは、試料を市販のELISAキット(R&D 
systems, Minneapolis, MN)を用いて2連で測定することにより作成された。このアッセイ
について、変動係数は2.7％であった。***p＜0.002、スチューデントt検定。
【００７１】
【図２０】図20は、野生型マウス(WT)、模擬処置マウス(模擬)、CKD-3マウス(CKD-3 V)、
又はmActRIIA-Fcで処置したCKD-3マウス(CKD-3 R)におけるFGF-23のレベルを示している
。
【００７２】
【図２１】図21Aは、野生型マウス(WT)、模擬手術したマウス(模擬)、ビヒクルで処置し
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たCKD-3マウス(CKD-3 V)、又はmActRIIA-Fcで処置したCKD-3マウス(CKD-3 R)における循
環アクチビンAのレベルを示している。*は、p＜0.005を示している。図21Bは、模擬手術
したマウス(模擬)、ビヒクルで処置したCKD-3マウス(CKD-3 V)、又はmActRIIA-Fcで処置
したCKD-3マウス(CKD-3 R)についての骨芽細胞数/骨周囲長数/100mmを示している。CKD-3
 V対CKD-3について、p＜0.05。図21Cは、模擬手術したマウス(模擬)、ビヒクルで処置し
たCKD-3マウス(CKD-3 V)、又はmActRIIA-Fcで処置したCKD-3マウス(CKD-3 R)についての
骨芽細胞面/骨面のパーセンテージを示している。CKD-3 V対CKD-3について、p＜0.05。図
21Dは、模擬手術したマウス(模擬)、ビヒクルで処置したCKD-3マウス(CKD-3 V)、又はmAc
tRIIA-Fcで処置したCKD-3マウス(CKD-3 R)についての骨形成速度/骨芽細胞を示している
。CKD-3 V対CKD-3について、p＜0.05。
【００７３】
【図２２】図22Aは、表示された用量のプラセボ又はmActRIIA-Fcで処置したときの研究の
全期間を通した対象の内訳を示している。y軸上の各番号は、個々の対象を表している。
図22Bは、表示された用量のプラセボ又はmActRIIA-Fcで処置したときに、その腹部大動脈
合計アガットストンスコアが＜15％進行した対象の比率を示している。図22Cは、表示さ
れた用量のプラセボ又はmActRIIA-Fcで処置したときに、大腿骨頚部皮質BMDが＞2％増大
した対象の比率を示している。
【００７４】
【図２３】図23Aは、ActRIIAの細胞外ドメインとIgG1のFcドメインのマウス融合タンパク
質(mActRIIA-Fc)の模式図を示している。図23Bは、ldlr-/-高脂肪食給餌マウスにおけるC
KD-MBDに対するmActRIIA-Fc効果の実験設計を示している。4つの群のマウスに、12週(wks
)齢から高脂肪食を給餌した。12週で、模擬手術(SO)又は電気焼灼皮質損傷(EC)のいずれ
かを行った。14週で、SO又は対側性腎摘出(NX)のいずれかを行った。22週齢で、皮下への
、週2回、10mg/kgでのビヒクル処置又はmActRIIA-Fcを開始した。WT、正常な参照レベル
を得るために通常食を取らせた野生型マウス。模擬、模擬手術したldlr-/-高脂肪食給餌
マウス; CKD-3、処置開始時の血管カルシウムレベルを定めるために22週で調べたCKD-3 l
dlr-/-高脂肪食給餌マウス; CKD-3 V、ビヒクル処置したCKD-3 ldlr-/-高脂肪食給餌マウ
ス; CKD-3 R、mActRIIA-Fc処置したCKD-3 ldlr-/-高脂肪食給餌マウス; WTマウス、模擬
マウス、CKD-3 Vマウス、及びCKD-3 Rマウスは、28週齢で安楽死させた。
【００７５】
【図２４】図24Aは、大動脈ホモジネート中のActRIIAのウェスタンによって決定されたマ
ウス大動脈におけるActRIIAの発現を示している。図24Bは、図24Aの免疫ブロット定量を
示している。この定量について、n＝4、**p＜0.0l。図24Cは、模擬マウスの大動脈におけ
るActRIIAの免疫蛍光検出を示している。図24Dは、CKD-3マウスの大動脈におけるActRIIA
の免疫蛍光検出を示している。ActRIIAは大動脈VSMC発現していたが、内皮細胞では検出
されなかった。VSMC ActRIIAレベルは、模擬と比較して、CKDで検出可能であり続けた。C
D31(矢印)は、内皮細胞マーカーとして使用した。核はDAPIによって染色した。スケール
バーは20μm。
【００７６】
【図２５】図25Aは、CKD-3が、骨芽細胞タンパク質(Runx2及びアルカリホスファターゼ(A
lpl))のmRNA発現の増大、並びに大動脈平滑筋細胞22α(Tagln)のレベルの減少(これらは
全て、mActRIIA-Fcによる処置によって無効化された)を引き起こすことを示している。大
動脈ミオカルディン(Myocd)レベルはCKDによって減少したが、mActRIIA-Fcによる影響は
受けなかった。図25Bは、大動脈ホモジネート中のタンパク質のウェスタンを示している
。図25Cは、図25Bのウェスタンの免疫ブロット定量を示している。CKDは、大動脈α-平滑
筋細胞アクチンタンパク質のレベルの減少及び骨芽細胞Runx2のレベルの増大を引き起こ
す。これらは、mActRIIA-Fcによる処置によって無効化されたが、ミオカルディンレベル
は変化しなかった。この定量について、n＝4、**p＜0.01。
【００７７】
【図２６】図26Aは、ビヒクル由来のAlizarin Redによる近位大動脈アテローム性動脈硬
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化性プラークの切片の染色を示した、CKD-3を有するldlr-/-高脂肪食給餌マウスにおける
大動脈石灰化に対するCKD及びActRIIAリガンドトラップの効果を示している。図26Bは、A
lizarin Redで染色された近位大動脈アテローム性動脈硬化性プラークによって示された
、CKD-3を有し、mActRIIA-Fcで処置されたldlr-/-高脂肪食給餌マウスにおける大動脈石
灰化に対するCKD及びActRIIAリガンドトラップの効果を示している。矢尻は、内膜(i)に
おけるカルシウム沈着を示している; m-中膜。スケールバーは100μm。図26Cは、マウス
の群:野生型(WT);模擬手術したldlr-/-高脂肪食給餌(模擬);処置の開始時の22週で安楽死
させたCKD-3(CKD-3); 22～28週までビヒクルで処置したCKD-3(CKD-3 V); 22～28週まで、
10mg/kgのmActRIIA-Fcで、週2回、皮下処置したCKD-3(CKD-3 R)における大動脈カルシウ
ムレベルを示している。四角は、中央値(四角の中の線)及び25～75パーセンタイルの四分
位数範囲を表している。エラーバーは、四分位数範囲の1.5倍を表している。群は、多重
比較用のANOVA Holm-Sidak法を用いて比較し、p＜0.05を有意差の水準とした。*p＜0.02;
各群についてのnは8～12。
【００７８】
【図２７】図27Aは、模擬処置マウス、CKD-3ビヒクル処置マウス、及びCKD-3 mActRIIA-F
c処置マウス由来の大動脈ホモジネートのウェスタンによるActRIIAシグナル伝達の解析を
示している。各群の動物の2つの大動脈由来のホモジネートの免疫ブロット。ActRIIA及び
アクチビン(インヒビンβ-A)レベルは、CKD-3マウス由来の大動脈ホモジネートで減少し
ていた。Alk4(AcvR1B)及びAlk1(AcvRL1) 1型受容体は、大動脈ホモジネート中に存在して
いた。CKD-3は、大動脈におけるsmad2/3リン酸化を減少させ、これは、mActRIIA-Fc処置
によって増大した。CKD-3は、ホスホErk 1/2レベルを減少させた。Runx2レベルはCKD-3に
よって増大し、mActRIIA-Fc処置によって正常化した。図27Bは、p-Smad2/3免疫ブロット
定量を示している。n＝4、**p＜0.01。
【００７９】
【図２８】図28Aは、野生型マウスの大動脈におけるβ-カテニン発現の免疫蛍光顕微鏡観
察を示している。図28Bは、CKDマウスの大動脈におけるβ-カテニン発現の免疫蛍光顕微
鏡観察を示している。β-カテニンの免疫蛍光は血管平滑筋細胞で見られなかった。β-カ
テニン発現はCKDマウス由来の大動脈の内皮で見られた。矢尻、内皮細胞におけるβ-カテ
ニンとCD31の共局在。スケールバーは20μm。図28Cは、大動脈Axin2 mRNA発現レベルを示
している。図28Dは、模擬処置マウス、CKD-3 V処置マウス、及びCKD-3 R処置マウス由来
の大動脈ホモジネートのウェスタンにおけるDkk1タンパク質発現によって及び免疫ブロッ
ト定量によって表されたWntシグナル伝達の解析を示している。n＝4。図28Eは、血漿Dkk1
レベルに対するCKD-3V及びmActRIIA-Fcの効果を示している。*p＜0.05、**p＜0.01。
【００８０】
【図２９】図29Aは、腎臓klotho mRNAレベルに対するmActRIIA-Fc処置の効果を示し、か
つCKD-3が腎臓ホモジネートにおけるklotho遺伝子発現レベルを減少させ、mActRIIA-Fc処
置が、CKD-3Vと比較して、それらを有意に増大させたことを示している。*p＜0.05、**p
＜0.01、***p＜0.005。図29Bは、模擬処置マウス、CKD-3ビヒクル処置マウス、及びmActR
IIA-Fc処置マウス由来の腎臓ホモジネートのウェスタンによるActRIIAシグナル伝達の解
析を示している。免疫ブロットは全て、3つ又は4つの腎臓由来のホモジネートを表したも
のである。ActRIIAレベルは、CKD-3によっても、mActRIIA-Fcによっても影響を受けなか
った。アクチビンA(インヒビンβ-A)レベルは、CKD-3マウスの腎臓ホモジネートで増大し
(定量は図30A～Bに示されている)、mActRIIA-Fcによって減少した。Alk4(AcvR1B)及びAlk
2(AcvR1) 1型受容体は、腎臓ホモジネート中に存在していたが、CKD-3 VもCKD-3 Rも、Al
k4リン酸化に有意な影響を及ぼさなかった。CKD-3は腎臓のsmad2/3リン酸化を増大させ、
mActRIIA-Fc処置は、腎臓のホスホsmad2/3を減少させた。図29Cは、図29B)の免疫ブロッ
ト定量を示している。*p＜0.01。
【００８１】
【図３０】図30Aは、CKD-3V mActRIIA-Fc処置マウス由来の腎臓切片の三重染色を示して
いる。図30Bは、CKD-3V mActRIIA-Fc処置マウス由来の腎臓切片の三重染色を示している
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。図30Cは、CKD-3V mActRIIA-Fc処置マウス由来の腎臓切片の三重染色を示している。図3
0Dは、CKD-3 mActRIIA-Fc処置マウス由来の腎臓切片の三重染色を示している。矢尻によ
って表された間質線維化の領域。CKD-3 mActRIIA-Fc処置マウスの腎臓は、間質線維化が
減少していた。スケールバーは50μm。顕微鏡写真切片をどこから取得したのかというこ
とに関する全腎臓冠状切片の表示については、図35を参照されたい。図30Eは、尿タンパ
ク質に対するmActRIIA-Fcの効果を示している。CKD-3Vマウスで顕著なタンパク尿が見ら
れ、これは、mActRIIA-Fc処置によって減少した。*p＜0.05。
【００８２】
【図３１】図31Aは、アテローム性動脈硬化症のldlr-/-高脂肪食給餌CKD-3マウスにおけ
るCKDによる循環アクチビン-Aの誘導を示している。図31Bは、本明細書に記載のアルポー
ト症候群マウスにおけるCKDによる循環アクチビン-Aの誘導を示している。図31Cは、マウ
ス腎臓におけるインヒビンβA(Inhba) mRNA発現を示している(アクチビン-Aは、インヒビ
ンβAのホモ二量体から形成される)。図31Dは、腎臓ホモジネート中のインヒビンβ-Aの
ウェスタンを示している。図31Eは、図31Dの免疫ブロット定量を示している。免疫ブロッ
ト定量について、n＝6; *p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.005。
【００８３】
【図３２】図32Aは:模擬における腎臓InhbA免疫染色を示している。図32Bは、CKD-3ビヒ
クルマウスにおける腎臓InhbA免疫染色を示している。模擬マウスでは、時折見られる尿
細管周囲間質細胞がアクチビン-Aを発現しているが、CKD-3マウスでは、はるかに多くの
尿細管周囲間質細胞が、様々な強度レベルで、アクチビン-Aについて陽性である。スケー
ルバーは50μm。
【００８４】
【図３３】図33A及び図33Bは、ヒトのステージ3腎疾患と類似したマウスにおける慢性腎
疾患を示している。ヒトCKDの病期診断と同様の方法で、CKDをマウスモデルで病期診断し
た。方法(第9.10.1節)に記載されているような切除性CKDを有する血管石灰化のモデルを
用いて、GFRがWT C57B6マウス(WT)と比較して70％低下していることがイヌリンクリアラ
ンス及びBUNによって推定される、CKD-3(ビヒクル処置したものについては、CKD-3 V)と
呼ばれるヒトCKDのステージ3と同様の腎臓機能の減少をもたらした。10mg/kgのmActRIIA-
FcによるCKD-3マウスの週2回の皮下処置(CKD-3 R)は、イヌリンクリアランスにもBUNにも
効果がなかった。
【００８５】
【図３４】図34は、Tsuchidaらの文献(Cell Comm. and Signaling, 2009)からのActRIIA
シグナル伝達の図表示を示している。II型受容体のActRIIA(主に、アクチビンに対するも
の)並びにActRIIB(主に、ミオスタチン及びGDF11に対するもの)に対するアクチビン、ミ
オスタチン、及びGDF11の結合は、smad 2,3を介する標準的経路を含む、シグナル伝達経
路を活性化する。
【００８６】
【図３５】図35A及び図35Bは、CKD-3ビヒクル処置マウスの腎臓(腎臓三重染色)を示して
いる。図35C及び図35Dは、CKD-3 mActRIIA-Fc処置マウスの腎臓(腎臓三重染色)を示して
いる。スケールバーは1mm。電気焼灼損傷による皮質面の傷が矢尻によって表されている
。矢印は、図36の高倍率顕微鏡写真が撮影された点を表している。スケールバーは1mm。
【００８７】
【図３６】図36Aは、WTマウス及び模擬マウスと比較して、CKD-3マウスで、循環フォリス
タチンレベルに変化がないことを示している。図36Bは、WTマウス及び模擬マウスと比較
して、CKD-3マウスで、循環フォリスタチン様3(Fstl3)レベルに変化がないことを示して
いる。
【００８８】
【図３７】図37は、CKD-3マウスの組織におけるアクチビン受容体相互作用タンパク質(Ar
ip1及びArip2)のレベルを示している。Arip1は、CKD-3マウスの残存腎臓で強く発現して
おり、Arip2発現よりも2倍を超えて大きい。Arip1は、CKD-3マウスの大動脈で低いレベル
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で発現しており、一方、大動脈におけるArip2発現は、Arip1の発現の2倍である。
【発明を実施するための形態】
【００８９】
(8.詳細な説明)
(8.1　概説)
　本明細書に提供されるのは、一態様において、心血管疾患、血管石灰化、血管石灰化と
関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、並びに/又は腎疾患と関連し及び
/もしくは腎疾患に起因する心血管疾患、高いレベルの動脈壁硬化及び/もしくは左心室肥
大(LVH)と関連し並びに/又は高いレベルの動脈壁硬化及び/もしくはLVHに起因する心血管
疾患を含む高いレベルの動脈壁硬化(例えば、血管コンプライアンスの減少によって示さ
れるもの)及び/又はLVHの治療及び/又は予防方法であって、ActRIIシグナル伝達のインヒ
ビター(例えば、アクチビンリガンドトラップ)を、その治療及び/又は予防を必要として
いる対象に投与することを含む、方法である。ある実施態様において、該対象は、腎疾患
対象である。ActRIIシグナル伝達のインヒビターは、ActRIIAシグナル伝達及び/又はActR
IIBシグナル伝達のインヒビターであることができる。
【００９０】
　特に、本明細書に提供されるのは、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(
例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、
ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性
を、患者集団の指標として、ActRIIシグナル伝達インヒビターによる治療及び/もしくは
予防に対する対象の応答性の指標として、ActRIIシグナル伝達インヒビターによる治療の
効力の指標として、又はActRIIシグナル伝達インヒビターによる治療のための適切な投薬
量の指標として用いることにより、心血管疾患、血管石灰化、血管石灰化と関連し及び/
もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、腎疾患と関連し及び/もしくは腎疾患に起因
する心血管疾患、高いレベルの動脈壁硬化、並びに/又は左心室肥大(LVH)を治療及び/又
は予防する方法である。Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3
、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を用いて、A
ctRIIシグナル伝達インヒビターによる治療及び/又は予防のための疾患及び/又は状態を
特定することもできる。本明細書に記載の方法で使用されるActRIIシグナル伝達インヒビ
ターは、ActRIIAシグナル伝達及び/又はActRIIBシグナル伝達のインヒビター、例えば、
本明細書に記載の又は当技術分野で公知のインヒビターのいずれかであることができる。
好ましい実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIAの細胞外ドメ
イン及びヒトIgG1 Fcドメインからなるヒト化融合タンパク質(「ActRIIA-Fc」、例えば、
配列番号7)である。
【００９１】
　本明細書に提供される方法は、野生型マウスと比較したとき、慢性腎疾患誘導性血管石
灰化のマウスモデルでは、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及びOsterixのレ
ベルが上昇しており、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及びSm22-αのレベルが減少し
ているという発見に一部基づいている。さらに、理論によって制限されるものではないが
、mActRIIA-Fcによるリガンドトラッピングは、慢性腎疾患マウスモデル(ldlr-/-マウス
、高脂肪食)で血管石灰化を低下させる。本明細書に提示される実施例(第9節参照)で示さ
れるように、mActRIIA-Fcによる慢性腎疾患マウスの処置は、血管石灰化を低下させ、大
動脈カルシウムレベルを低下させ、ホスホsmad3レベルを低下させ、尿タンパク質レベル
を低下させ、ホスホsmad2レベルを低下させ、Dkk1レベルを低下させ、Runx2レベルを低下
させ、Alpレベルを低下させ、BSAPレベルを低下させ、CTXレベルを低下させ、Osterixレ
ベルを低下させ、Klothoレベルを上昇させ、α-SMAレベルを上昇させ、Axin2レベルを上
昇させ、Sm22-αレベルを上昇させた。さらに、本明細書に提供される方法は、mActRIIA-
Fcで処置したときの慢性腎疾患マウスにおける血管石灰化の減少が、Dkk1、ホスホsmad2
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、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又はOsterixレベルの減少
、並びにKlotho、α-SMA、Axin2、及び/又はSm22-αレベルの増大と相関しているという
発見に一部基づいている(実施例、第9節を参照されたい)。まとめると、本明細書に提示
されるデータは、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タ
ンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレベルによって、どの対象がActRII
A-Fcに応答し得るかということを特定することができ、並びに/又は該レベルを用いて、A
ctRIIシグナル伝達インヒビターに対する臨床応答をモニタリングし及び/もしくは標的患
者集団を選択することができることを示している。本明細書に提示されるデータは、ActR
IIA-Fc(例えば、mActRIIA-Fc、又はActRIIA-hFc、例えば、配列番号7)が、慢性腎疾患と
関連する血管石灰化を治療するのに有用であることも示している。さらに、本明細書に提
示されるデータは、ActRIIA-Fc(例えば、mActRIIA-Fc、又はActRIIA-hFc、例えば、配列
番号7)が、上昇したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アク
チビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/もしくはOsterix
のレベルと関連する疾患、又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしく
はSm22-αのレベルと関連する疾患を治療するのに有用であることも示している。最後に
、本明細書に提示されるデータは、ActRIIA-Fc(例えば、mActRIIA-Fc、又はhActRIIA-hFc
、例えば、配列番号7)が、大動脈アテロームにおけるカルシウム沈着を減少させ、大動脈
カルシウムレベルを低下させ、CKD誘導性の心重量の増大を無効化し、腎線維化を減少さ
せるのに有用であり、したがって、心血管疾患を治療するのに有用であることも示してい
る。
【００９２】
　実施例(第9節参照)に例示されている、本明細書に記載の研究結果は、Snai1、ホスホsm
ad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Os
terix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、又はSm2
2-αのレベル及び/又は活性の検出を、(i)対象における血管石灰化の度合いのマーカー(
例えば、血清バイオマーカー)として、(ii)ActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、Ac
tRIIA-Fc)に対する対象の応答を測定するためのマーカーとして、又は(iii)治療後の対象
におけるActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、ActRIIA-Fc)の薬力学的効果を評価す
るために使用することができることを示しており、ここで、対象は、心血管疾患、血管石
灰化、血管石灰化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、並びに/又は
腎疾患と関連し及び/もしくは腎疾患に起因する心血管疾患を有する対象である。したが
って、ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば
、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホ
smad3、尿タンパク質、Axin2、及び/又はSm22-αを、ActRIIA-Fc(例えば、ActRIIA-hFc、
例えば、配列番号7)治療の効力の指標として及び/又はActRIIA-Fc(例えば、ActRIIA-hFc
、例えば、配列番号7)による治療に対する応答の欠如の指標として、本明細書に記載の方
法で使用することができる。さらに、本明細書に記載されているように、Snai1、ホスホs
mad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、O
sterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/
又はSm22-αを、ActRIIA-Fc(例えば、ActRIIA-hFc、例えば、配列番号7)の経時的治療効
力を評価するための信頼できる分子マーカーとして使用することができる。さらに、具体
的な実施態様において、本明細書に提供されるのは、血液中のSnai1、ホスホsmad2、Dkk1
、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Kl
otho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-α
のレベル及び/又は活性の検出(例えば、血管平滑筋細胞機能の障害と関連する疾患におけ
る異常発現の検出)、並びにSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad
3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性に依存する
用量でのActRIIシグナル伝達インヒビター、例えば、ActRIIA-Fcの投与を含む方法である
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。
【００９３】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ソタテルセプト(配列番
号7;例えば、第9節参照)である。ソタテルセプトは、本明細書に記載の方法で有用である
アクチビンリガンドトラップである(第8節参照)。
【００９４】
(8.2　略語)
　本明細書で使用されるように、「Snai 1」又は「Snai1」は、snailホモログ1を指す。
例えば、Twigg及びWilkieの文献、1999, Hum Genet. 105(4):320-326を参照されたい。Ge
nBank(商標)アクセッション番号NM_005985.3は、例示的なヒトSnai1核酸配列を提供する
。GenBank(商標)アクセッション番号NP_005976.2は、例示的なヒトSnai1アミノ酸配列を
提供する。
【００９５】
　本明細書で使用されるように、「ホスホsmad3」は、デカペンタプレジック(decapentap
legic)ホモログ3に対するリン酸化母体を指す。例えば、Matsuzakiの文献、2013, Cytoki
ne Growth Factor Rev, 24(4):385-399を参照されたい。GenBank(商標)アクセッション番
号NM_005902.3は、例示的なヒトホスホsmad3核酸配列を提供する。GenBank(商標)アクセ
ッション番号NP_005893.1は、例示的なヒトホスホsmad3アミノ酸配列を提供する。
【００９６】
　本明細書で使用されるように、「ホスホsmad2」は、デカペンタプレジックホモログ2に
対するリン酸化母体を指す。例えば、Matsuzakiの文献、2013, Cytokine Growth Factor 
Rev, 24(4):385-399を参照されたい。GenBank(商標)アクセッション番号NM_001003652.3
は、例示的なヒトホスホsmad2核酸配列を提供する。GenBank(商標)アクセッション番号NP
_001003652.1は、例示的なヒトホスホsmad2アミノ酸配列を提供する。
【００９７】
　本明細書で使用されるように、「Dkk1」は、dickkopf関連タンパク1を指す。例えば、F
ang, Y.らの文献、2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763を参照されたい。GenBank(商標
)アクセッション番号NM_012242.2は、例示的なヒトDkk1核酸配列を提供する。GenBank(商
標)アクセッション番号NP_036374.1は、例示的なヒトDkk1アミノ酸配列を提供する。
【００９８】
　本明細書で使用されるように、「col1a1」は、コラーゲン1型、α1を指す。例えば、Ko
rkkoらの文献、1998, Am. J. Hum. Genet., 62:98-110を参照されたい。GenBank(商標)ア
クセッション番号XM_005257059.2は、例示的なヒトcol1a1核酸配列を提供する。GenBank(
商標)アクセッション番号XP_005257116.2は、例示的なヒトcol1a1アミノ酸配列を提供す
る。
【００９９】
　本明細書で使用されるように、「Runx2」は、runt関連転写因子2を指す。例えば、Komo
riの文献、2010, Adv Exp Med Biol, 658:43-49を参照されたい。GenBank(商標)アクセッ
ション番号NM_001145920.2は、例示的なヒトRunx2核酸配列を提供する。GenBank(商標)ア
クセッション番号NP_001139392.1は、例示的なヒトRunx2アミノ酸配列を提供する。
【０１００】
　本明細書で使用されるように、「Alp」又は「Alpl」は、アルカリホスファターゼを指
す。本明細書で使用されるように、「BSAP」は、骨特異的アルカリホスファターゼを指す
。例えば、Martinsらの文献、2013, Bone, 56(2):390-397を参照されたい。GenBank(商標
)アクセッション番号NM_000478.4は、例示的なヒトAlp核酸配列を提供する。GenBank(商
標)アクセッション番号NP_000469.3は、例示的なヒトAlpアミノ酸配列を提供する。
【０１０１】
　本明細書で使用されるように、「CTX」は、C末端テロペプチドI型コラーゲンを指す。
例えば、Rosenらの文献、2000, Calcif Tissue Int. 66(2): 100-103を参照されたい。
【０１０２】
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　本明細書で使用されるように、「Osterix」は、Sp7転写因子としても知られる、Osteri
xを指す。例えば、Caoらの文献、2005, Cancer Res. 65(4):1124-1128を参照されたい。G
enBank(商標)アクセッション番号NM_001173467.2は、例示的なヒトOsterix核酸配列を提
供する。GenBank(商標)アクセッション番号NP_001166938.1は、例示的なヒトOsterixアミ
ノ酸配列を提供する。
【０１０３】
　本明細書で使用されるように、「Klotho」は、Klothoを指す。例えば、Matsumuraらの
文献、1998, Biochem Biophys Res Commun, 242:626-630を参照されたい。GenBank(商標)
アクセッション番号NM_004795.3は、例示的なヒトKlotho核酸配列を提供する。GenBank(
商標)アクセッション番号NP_004786.2は、例示的なヒトKlothoアミノ酸配列を提供する。
【０１０４】
　本明細書で使用されるように、「α-SMA(alpha-SMA)」又は「αSMA」又は「α-SMA」は
、α平滑筋アクチンを指す。例えば、Nowakらの文献、1999, Nat. Genet. 23:208-212を
参照されたい。GenBank(商標)アクセッション番号NM_001100.3は、例示的なヒトα-SMA核
酸配列を提供する。GenBank(商標)アクセッション番号NP_001091.1は、例示的なヒトα-S
MAアミノ酸配列を提供する。
【０１０５】
　本明細書で使用されるように、「MYOCD」は、ミオカルディンを指す。例えば、Imamura
らの文献、2010, Gene, 464:1-10を参照されたい。GenBank(商標)アクセッション番号NM_
001146312.2は、例示的なヒトMYOCD核酸配列を提供する。GenBank(商標)アクセッション
番号NP_001139784.1は、例示的なヒトMYOCDアミノ酸配列を提供する。
【０１０６】
　本明細書で使用されるように、「Sm22-α(Sm22-alpha)」又は「Sm22α」又は「Sm22-α
」は、「トランスゲリン」、「Tagln」、又は「Tagln1」としても知られる、平滑筋タン
パク質22αを指す。例えば、Camoretti-Mercadoの文献、1998, Genomics, 49:452-457を
参照されたい。GenBank(商標)アクセッション番号NM_001001522.1は、例示的なヒトSm22-
α核酸配列を提供する。GenBank(商標)アクセッション番号NP_001001522.1は、例示的な
ヒトSm22-αアミノ酸配列を提供する。
【０１０７】
　本明細書で使用されるように、「ActRII」は、アクチビン受容体II型を指す。本明細書
で使用されるように、「ActRIIA」は、アクチビン受容体IIA型を指す。例えば、Mathews
及びValeの文献、1991, Cell 65:973-982を参照されたい。GenBank(商標)アクセッション
番号NM_001278579.1は、例示的なヒトActRIIA核酸配列を提供する。GenBank(商標)アクセ
ッション番号NP_001265508.1は、例示的なヒトActRIIAアミノ酸配列を提供する。本明細
書で使用されるように、「ActRIIB」は、アクチビン受容体IIB型を指す。例えば、Attisa
noらの文献、1992, Cell 68: 97-108を参照されたい。GenBank(商標)アクセッション番号
NM_001106.3は、例示的なヒトActRIIB核酸配列を提供する。GenBank(商標)アクセッショ
ン番号NP_001097.2は、例示的なヒトActRIIBアミノ酸配列を提供する。
【０１０８】
　本明細書で使用されるように、「Axin2」は、軸インヒビター2を指す。GenBank(商標)
アクセッション番号NM_004655.3は、例示的なヒトAxin2核酸配列を提供する。GenBank(商
標)アクセッション番号NP_004646.3は、例示的なヒトアミノ酸配列を提供する。
【０１０９】
　本明細書で使用されるように、「mActRIIA-Fc」又は「ActRIIA-mFc」は、マウスアクチ
ビンIIA型受容体-IgG1融合タンパク質を指す。例えば、米国特許第8,173,601号を参照さ
れたい。本明細書で使用されるように、「mActRIIB-Fc」又は「ActRIIB-mFc」は、マウス
アクチビンIIB型受容体-IgG1融合タンパク質を指す。例えば、米国特許第8,173,601号を
参照されたい。本明細書で使用されるように、「hActRIIA-Fc」又は「ActRIIA-hFc」は、
ヒトアクチビンIIA型受容体-IgG1融合タンパク質を指す。例えば、米国特許第8,173,601
号を参照されたい。本明細書で使用されるように、「hActRIIB-Fc」又は「ActRIIB-hFc」
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は、ヒトアクチビンIIB型受容体-IgG1融合タンパク質を指す。例えば、米国特許第8,173,
601号を参照されたい。
【０１１０】
　本明細書で使用されるように、「LVH」は、左心室肥大を指す。
【０１１１】
(8.3　治療及び/又は予防方法)
(8.3.1　心血管疾患及び/又は血管石灰化)
　ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾患、血管石
灰化、血管石灰化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、高いレベル
の動脈壁硬化と関連し及び/もしくは高いレベルの動脈壁硬化に起因する心血管疾患、高
いレベルの動脈壁硬化、左心室肥大、左心室肥大と関連し及び/もしくは左心室肥大に起
因する心血管疾患、並びに/又は腎疾患と関連し及び/もしくは腎疾患に起因する心血管疾
患を治療及び/又は予防する方法であって、該対象に、ActRIIシグナル伝達インヒビター(
例えば、アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含む、方法であ
る。ある実施態様において、対象は、腎疾患対象である。ある他の実施態様において、対
象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると診断されている。ある他の実施態
様において、対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると診断されていない
。
【０１１２】
　ある実施態様において、対象は、参照集団におけるRunx2のレベル及び/もしくは活性と
比較して上昇したRunx2のレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるAlpのレベル及び/
もしくは活性と比較して上昇したAlpのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるSnai
1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したSnai1のレベル及び/もしくは活性、参照
集団におけるホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したホスホsmad2の
レベル及び/もしくは活性、参照集団におけるホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性と
比較して上昇したホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性、参照集団における尿タンパク
質のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇した尿タンパク質のレベル及び/もしくは活
性、参照集団におけるDkk1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したDkk1のレベル
及び/もしくは活性、参照集団におけるアクチビン(例えば、遊離アクチビン)のレベル及
び/もしくは活性と比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチビン)のレベル及び/
もしくは活性、参照集団におけるcol1a1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したc
ol1a1のレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるBSAPのレベル及び/もしくは活性と
比較して上昇したBSAPのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるCTXのレベル及び/
もしくは活性と比較して上昇したCTXのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるOste
rixのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したOsterixのレベル及び/もしくは活性、
参照集団におけるKlothoのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したKlothoのレベル
及び/もしくは活性、参照集団におけるα-SMAのレベル及び/もしくは活性と比較して減少
したα-SMAのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるMYOCDのレベル及び/もしくは
活性と比較して減少したMYOCDのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるSm22-αの
レベル及び/もしくは活性と比較して減少したSm22-αのレベル及び/もしくは活性;並びに
/又は参照集団におけるActRIIAのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したActRIIAの
レベル及び/もしくは活性を有する。
【０１１３】
　ある実施態様において、対象は、対象における事前のRunx2のレベル及び/もしくは活性
と比較して上昇したRunx2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のAlpのレベル
及び/もしくは活性と比較して上昇したAlpのレベル及び/もしくは活性、対象における事
前のSnai1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したSnai1のレベル及び/もしくは活
性、対象における事前のホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したホス
ホsmad2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のホスホsmad3のレベル及び/もし
くは活性と比較して上昇したホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性、対象における事前
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の尿タンパク質のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇した尿タンパク質のレベル及
び/もしくは活性、対象における事前のDkk1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇し
たDkk1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチビ
ン)のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のcol1a1のレベル及び/もしくは活性
と比較して上昇したcol1a1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のBSAPのレベ
ル及び/もしくは活性と比較して上昇したBSAPのレベル及び/もしくは活性、対象における
事前のCTXのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したCTXのレベル及び/もしくは活性
、対象における事前のOsterixのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したOsterixの
レベル及び/もしくは活性、対象における事前のKlothoのレベル及び/もしくは活性と比較
して減少したKlothoのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のα-SMAのレベル及
び/もしくは活性と比較して減少したα-SMAのレベル及び/もしくは活性、対象における事
前のMYOCDのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したMYOCDのレベル及び/もしくは活
性、対象における事前のActRIIAのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したActRIIA
のレベル及び/もしくは活性、並びに/又は対象における事前のSm22-αのレベル及び/もし
くは活性と比較して減少したSm22-αのレベル及び/もしくは活性を有する。ある実施態様
において、対象における事前のRunx2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のAl
pのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のSnai1のレベル及び/もしくは活性、対
象における事前のホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のホスホsm
ad3のレベル及び/もしくは活性、対象における事前の尿タンパク質のレベル及び/もしく
は活性、対象における事前のDkk1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のアク
チビン(例えば、遊離アクチビン)のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のcol1a
1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のBSAPのレベル及び/もしくは活性、対
象における事前のCTXのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のOsterixのレベル
及び/もしくは活性、対象における事前のKlothoのレベル及び/もしくは活性、対象におけ
る事前のα-SMAのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のMYOCDのレベル及び/も
しくは活性、対象における事前のActRIIAのレベル及び/もしくは活性、並びに/又は対象
における事前のSm22-αのレベル及び/もしくは活性は、(i)心血管疾患;(ii)血管石灰化;(
iii)血管石灰化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患;(iv)腎疾患と関
連し及び/もしくは腎疾患に起因する心血管疾患;(v)高いレベルの動脈壁硬化;並びに/又
は左心室肥大(LVH)の症状の発症又はこれら疾患の診断の1、2、3、4、5、6、8、10、12、
18、24、又は48カ月前のそれぞれのレベルである。
【０１１４】
　ある実施態様において、対象は、第8.3.4節に記載されているような方法に従って治療
される。ある実施態様において、対象における血管石灰化は、第8.6節に記載されている
ようなアガットストンスコアを測定することにより解析される。
【０１１５】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法で治療されるべき対象は、第8.6節
に記載されているようなSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3
、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を有する。
したがって、ある具体的な実施態様において、本明細書に提供される方法は、(i)第8.6節
に記載されているようなSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3
、尿タンパク質、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性に基づいて対象を選
択すること;並びに(ii)ActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガンドト
ラップ)の医薬有効用量を投与することを含む。具体的な実施態様において、対象は、心
血管疾患を有する。具体的な実施態様において、対象は、血管石灰化を有する。具体的な
実施態様において、対象は、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因する心血管
疾患を有する。具体的な実施態様において、対象は、腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に
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起因する心血管疾患を有する。具体的な実施態様において、対象は、腎疾患を有する。あ
る他の実施態様において、対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると診断
されている。ある他の実施態様において、対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常
を有すると診断されていない。ある実施態様において、対象における血管石灰化は、第8.
6節に記載されているようなアガットストンスコアを測定することにより解析される。具
体的な実施態様において、対象は、高いレベルの動脈壁硬化と診断されている。具体的な
実施態様において、対象は、LVHと診断されている。具体的な実施態様において、対象は
、高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/又は高いレベルの動脈壁硬化に起因する心血管
疾患を有する。具体的な実施態様において、対象は、LVHと関連し及び/又はLVHに起因す
る心血管疾患を有する。
【０１１６】
　ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad
3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、第8.6
節に記載されているように決定される。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dk
k1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、
Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-
αのレベル及び/又は活性は、それぞれ、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビ
ン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOC
D、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのタンパク質レベル
及び/又は活性である。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、ア
クチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA
、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び
/又は活性は、それぞれ、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3
、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのmRNAレベル及び/又は活性である
。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、Sm22-α、MYOCD、及び/又は
ActRIIA、Axin2、α-SMAのレベルは、組織におけるものである。ある実施態様において、
組織は大動脈である。ある実施態様において、組織は腎臓である。ある実施態様において
、組織は骨である。ある実施態様において、組織は血清である。好ましい実施態様におい
て、Runx2、Dkk1、Alp、osterix、sm22-α、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2の
レベル及び/又は活性は、大動脈におけるものである。好ましい実施態様において、ホス
ホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及びcol1a1のレベル及び/又は
活性は、腎臓におけるものである。好ましい実施態様において、アクチビンのレベル及び
/又は活性は、血清におけるものである。ある実施態様において、アクチビンのレベルは
、参照集団に対して対象で上昇している。ある実施態様において、対象におけるフォリス
タチンのレベルは、参照集団におけるフォリスタチンのレベルとほぼ等しい。
【０１１７】
　ある実施態様において、参照集団は、第8.6節に記載されているような集団である。あ
る実施態様において、対象は、第8.4節に記載されているような対象である。
【０１１８】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIA-Fc、例えば、Ac
tRIIA-hFc(例えば、配列番号7)である。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達イン
ヒビターは、第8.5節に記載されているようなActRIIシグナル伝達インヒビターである。
【０１１９】
　ある実施態様において、医薬有効用量は、第8.7節に記載されているような用量である
。ある実施態様において、医薬有効用量は、初回用量である。ある実施態様において、医
薬有効用量は、第8.7節に記載されているような頻度で投与される。ある実施態様におい
て、医薬有効用量は、第8.7節に記載されているように投与される。



(43) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

【０１２０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法は、第8.8節に記載されているよう
な、第2の医薬活性剤と組み合わせて利用される。
【０１２１】
　ある実施態様において、心血管疾患又は慢性腎疾患との関連における「治療する(treat
)」、「治療」、又は「治療する(treating)」は、それぞれ、心血管疾患又は慢性腎疾患
の少なくとも1つの症状の改善を含む。
【０１２２】
　当業者によって認識されているように、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、Sm22-
α、ホスホsmad3、及び尿タンパク質のうちの1つ又は複数のレベル及び/又は活性を、そ
れぞれ、対応する参照集団における該レベル及び/又は活性と比較することができる。し
たがって、ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、ア
クチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRI
IA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの1つのレベル及び/又は活性を対応する参照集団に
おけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1
、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYO
CD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの2つのレベル及
び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施
態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CT
X、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿
タンパク質のうちの3つのレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及
び/又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk
1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホス
ホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの3つのレベル及び/又は活性を対応
する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様において、Run
x2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Kloth
o、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの
4つのレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較
する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチ
ビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、
Axin2、及び尿タンパク質のうちの5つのレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけ
るそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホ
スホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、
Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの6つのレベル及び/又
は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様
において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、o
sterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タン
パク質のうちの7つのレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/
又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、
col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsm
ad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの8つのレベル及び/又は活性を対応する
参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、
Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、
α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの9つ
のレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する
。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン
、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin
2、及び尿タンパク質のうちの10のレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるその
レベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsm
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ad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-
α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの11のレベル及び/又は活性
を対応する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様におい
て、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix
、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質
のうちの12のレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性
と比較する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、
アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、Act
RIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの13のレベル及び/又は活性を対応する参照集団に
おけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1
、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYO
CD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの14のレベル及び
/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態
様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX
、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タ
ンパク質のうちの15のレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/
又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、
col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsm
ad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの16のレベル及び/又は活性を対応する参
照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する。ある実施態様において、Runx2、Al
p、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-
SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質のうちの17のレ
ベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル及び/又は活性と比較する。あ
る実施態様において、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BS
AP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、
及び尿タンパク質の各々のレベル及び/又は活性を対応する参照集団におけるそのレベル
及び/又は活性と比較する。
【０１２３】
(8.3.2　Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Ru
nx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、
ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αと関連する疾患)
　ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、
α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αと関連
する1以上の疾患を治療及び/又は予防する方法であって、対象に、ActRIIシグナル伝達イ
ンヒビター(例えば、アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含む
、方法である。
【０１２４】
　ある実施態様において、対象は、第8.4節に記載されているような対象である。
【０１２５】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIA-Fc、例えば、Ac
tRIIA-hFc(例えば、配列番号7)である。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達イン
ヒビターは、第8.5節に記載されているようなActRIIシグナル伝達インヒビターである。
【０１２６】
　ある実施態様において、医薬有効用量は、第8.7節に記載されているような用量である
。ある実施態様において、医薬有効用量は、初回用量である。ある実施態様において、医
薬有効用量は、第8.7節に記載されているような頻度で投与される。ある実施態様におい
て、医薬有効用量は、第8.7節に記載されているように投与される。ある実施態様におい
て、医薬有効用量は、本明細書に記載されているような特定のバイオマーカーのレベル及
び/又は活性に応じて調整される。



(45) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

【０１２７】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法は、第8.8節に記載されているよう
な、第2の医薬活性剤と組み合わせて利用される。
【０１２８】
(8.3.3　慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常)
　ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、対象における慢性腎疾患に伴う骨
ミネラル代謝異常を治療する方法であって、該対象に、ActRIIシグナル伝達インヒビター
(例えば、アクチビンリガンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含む、方法であ
る。ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、対象における骨吸収を低下させ
る方法であって、該対象に、ActRIIシグナル伝達インヒビターの医薬有効用量を投与する
ことを含む、方法である。ある実施態様において、対象は、心血管疾患を有する。ある実
施態様において、対象は、血管石灰化を有する。ある実施態様において、対象は、血管石
灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因する心血管疾患を有する。ある実施態様におい
て、対象は、腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に起因する心血管疾患を有する。ある実施
態様において、対象は、腎疾患対象である。ある他の実施態様において、対象は、慢性腎
疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると診断されている。ある他の実施態様において、
対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると診断されていない。
【０１２９】
　ある実施態様において、対象は、参照集団におけるRunx2のレベル及び/もしくは活性と
比較して上昇したRunx2のレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるAlpのレベル及び/
もしくは活性と比較して上昇したAlpのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるSnai
1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したSnai1のレベル及び/もしくは活性、参照
集団におけるホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したホスホsmad2の
レベル及び/もしくは活性、参照集団におけるホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性と
比較して上昇したホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性、参照集団における尿タンパク
質のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇した尿タンパク質のレベル及び/もしくは活
性、参照集団におけるDkk1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したDkk1のレベル
及び/もしくは活性、参照集団におけるcol1a1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇
したcol1a1のレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるアクチビン(例えば、遊離アク
チビン)のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるBSAPのレベル及び/もしくは活性と
比較して上昇したBSAPのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるCTXのレベル及び/
もしくは活性と比較して上昇したCTXのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるOste
rixのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したOsterixのレベル及び/もしくは活性、
参照集団におけるKlothoのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したKlothoのレベル
及び/もしくは活性、参照集団におけるα-SMAのレベル及び/もしくは活性と比較して減少
したα-SMAのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるMYOCDのレベル及び/もしくは
活性と比較して減少したMYOCDのレベル及び/もしくは活性、参照集団におけるActRIIAの
レベル及び/もしくは活性と比較して減少したActRIIAのレベル及び/もしくは活性、並び
に/又は参照集団におけるSm22-αのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したSm22-α
のレベル及び/もしくは活性を有する。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk
1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、K
lotho、Sm22-α、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、及び/又はα-SMAのレベ
ルは、組織におけるものである。ある実施態様において、組織は大動脈である。ある実施
態様において、組織は腎臓である。ある実施態様において、組織は骨である。ある実施態
様において、組織は血清である。好ましい実施態様において、Runx2、Dkk1、Alp、osteri
x、sm22-α、Klotho、α-SMA、MYOCD、及び/又はActRIIAのレベル及び/又は活性は、大動
脈におけるものである。好ましい実施態様において、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タン
パク質、及びcol1a1、並びに/又はActRIIAのレベル及び/又は活性は、腎臓におけるもの
である。好ましい実施態様において、アクチビンのレベル及び/又は活性は、血清におけ
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るものである。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン
(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、Sm22-α、MYOCD
、ActRIIA、及び/又はα-SMAのレベルは、大動脈におけるものである。
【０１３０】
　ある実施態様において、対象は、対象における事前のRunx2のレベル及び/もしくは活性
と比較して上昇したRunx2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のAlpのレベル
及び/もしくは活性と比較して上昇したAlpのレベル及び/もしくは活性、対象における事
前のSnai1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したSnai1のレベル及び/もしくは活
性、対象における事前のホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したホス
ホsmad2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のホスホsmad3のレベル及び/もし
くは活性と比較して上昇したホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性、対象における事前
の尿タンパク質のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇した尿タンパク質のレベル及
び/もしくは活性、対象における事前のDkk1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇し
たDkk1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチビ
ン)のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のcol1a1のレベル及び/もしくは活性
と比較して上昇したcol1a1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のBSAPのレベ
ル及び/もしくは活性と比較して上昇したBSAPのレベル及び/もしくは活性、対象における
事前のCTXのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したCTXのレベル及び/もしくは活性
、対象における事前のOsterixのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したOsterixの
レベル及び/もしくは活性、対象における事前のKlothoのレベル及び/もしくは活性と比較
して減少したKlothoのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のα-SMAのレベル及
び/もしくは活性と比較して減少したα-SMAのレベル及び/もしくは活性、対象における事
前のMYOCDのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したMYOCDのレベル及び/もしくは活
性、対象における事前のActRIIAのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したActRIIA
のレベル及び/もしくは活性、並びに/又は対象における事前のSm22-αのレベル及び/もし
くは活性と比較して減少したSm22-αのレベル及び/もしくは活性を有する。ある実施態様
において、対象における事前のRunx2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のAl
pのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のSnai1のレベル及び/もしくは活性、対
象における事前のホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のホスホsm
ad3のレベル及び/もしくは活性、対象における事前の尿タンパク質のレベル及び/もしく
は活性、対象における事前のDkk1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のアク
チビン(例えば、遊離アクチビン)のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のcol1a
1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のBSAPのレベル及び/もしくは活性、対
象における事前のCTXのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のOsterixのレベル
及び/もしくは活性、対象における事前のKlothoのレベル及び/もしくは活性、対象におけ
る事前のα-SMAのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のMYOCDのレベル及び/も
しくは活性、対象における事前のActRIIAのレベル及び/もしくは活性、並びに/又は対象
における事前のSm22-αのレベル及び/もしくは活性は、CKD-MBDの症状の発症又はCKD-MBD
の診断の1、2、3、4、5、6、8、10、12、18、24、又は48カ月前のそれぞれのレベルであ
る。
【０１３１】
　ある実施態様において、対象は、第8.3.4節に記載されているような方法に従って治療
される。ある実施態様において、対象における血管石灰化は、第8.6節に記載されている
ようなアガットストンスコアを測定することにより解析される。
【０１３２】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法で治療されるべき対象は、第8.6節
に記載されているようなSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3
、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を有する。
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したがって、ある具体的な実施態様において、本明細書に提供される方法は、(i)第8.6節
に記載されているようなSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3
、尿タンパク質、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性に基づいて対象を選
択すること;並びに(ii)ActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガンドト
ラップ)の医薬有効用量を投与することを含む。具体的な実施態様において、対象は、心
血管疾患を有する。具体的な実施態様において、対象は、血管石灰化を有する。具体的な
実施態様において、対象は、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因する心血管
疾患を有する。具体的な実施態様において、対象は、腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に
起因する心血管疾患を有する。具体的な実施態様において、対象は、腎疾患を有する。あ
る他の実施態様において、対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると診断
されている。ある他の実施態様において、対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常
を有すると診断されていない。具体的な実施態様において、対象は、高いレベルの動脈壁
硬化を有する。具体的な実施態様において、対象は、高いレベルの動脈壁硬化と関連し及
び/又は高いレベルの動脈壁硬化に起因する心血管疾患を有する。具体的な実施態様にお
いて、対象は、LVHを有する。具体的な実施態様において、対象は、LVHと関連し及び/又
はLVHに起因する心血管疾患を有する。
【０１３３】
　ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad
3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、第8.6
節に記載されているように決定される。ある実施態様において、上昇したSnai1、ホスホs
mad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、
ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又はOsterixのレベルは、第8.6節に記載されている通
りである。ある実施態様において、減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又
はSm22-αのレベルは、第8.6節に記載されている通りである。ある実施態様において、Sn
ai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、
BSAP、CTX、Osterix、Klotho、Sm22-α、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、
及び/又はα-SMAのレベルは、組織におけるものである。ある実施態様において、組織は
大動脈である。ある実施態様において、組織は腎臓である。ある実施態様において、組織
は骨である。ある実施態様において、組織は血清である。好ましい実施態様において、Ru
nx2、Dkk1、Alp、osterix、sm22-α、Klotho、α-SMA、ActRIIA、Axin2、及びMYOCDのレ
ベル及び/又は活性は、大動脈におけるものである。好ましい実施態様において、ホスホs
mad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、及びcol1a1のレベル及び/又は活性は、腎
臓におけるものである。好ましい実施態様において、アクチビンのレベル及び/又は活性
は、血清におけるものである。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、
α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベル及び/
又は活性は、それぞれ、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3
、尿タンパク質、ActRIIA、及び/又はSm22-αのタンパク質レベル及び/又は活性である。
ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3
、尿タンパク質、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、それぞれ、Snai
1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BS
AP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、及
び/又はSm22-αのmRNAレベル及び/又は活性である。ある実施態様において、アクチビン
のレベルは、参照集団に対して対象で上昇している。ある実施態様において、対象におけ
るフォリスタチンのレベルは、参照集団におけるフォリスタチンのレベルとほぼ等しい。
【０１３４】
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　ある実施態様において、参照集団は、第8.6節に記載されているような集団である。あ
る実施態様において、対象は、第8.4節に記載されているような対象である。
【０１３５】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIA-Fc、例えば、Ac
tRIIA-hFc(例えば、配列番号7)である。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達イン
ヒビターは、第8.5節に記載されているようなActRIIシグナル伝達インヒビターである。
【０１３６】
　ある実施態様において、医薬有効用量は、第8.7節に記載されているような用量である
。ある実施態様において、医薬有効用量は、初回用量である。ある実施態様において、医
薬有効用量は、第8.7節に記載されているような頻度で投与される。ある実施態様におい
て、医薬有効用量は、第8.7節に記載されているように投与される。
【０１３７】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法は、第8.8節に記載されているよう
な、第2の医薬活性剤と組み合わせて利用される。
【０１３８】
　ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、対象における末期腎疾患を治療す
る方法であって、該対象に、ActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガ
ンドトラップ)の医薬有効用量を投与することを含む、方法であり、ここで、該対象は、
血液透析を受けており、かつ該対象は、エリスロポエチン刺激剤を以前に投与されたこと
がある。ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、対象における末期腎疾患を
治療する方法であって、該対象に、0.13mg/kgのActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば
、アクチビンリガンドトラップ)を14日に1回の間隔で皮下投与することを含む、方法であ
り、ここで、該対象は、血液透析を受けており、かつ該対象は、エリスロポエチン刺激剤
を以前に投与されたことがある。ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、対
象における末期腎疾患を治療する方法であって、該対象に、0.26mg/kgのActRIIシグナル
伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガンドトラップ)を14日に1回の間隔で皮下投与
することを含む、方法であり、ここで、該対象は、血液透析を受けており、かつ該対象は
、エリスロポエチン刺激剤を以前に投与されたことがある。ある実施態様において、本明
細書に提供されるのは、対象における末期腎疾患を治療する方法であって、該対象に、0.
3mg/kgのActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガンドトラップ)を28日
に1回の間隔で皮下投与することを含む、方法であり、ここで、該対象は、血液透析を受
けており、かつ該対象は、エリスロポエチン刺激剤を以前に投与されたことがある。ある
実施態様において、本明細書に提供されるのは、対象における末期腎疾患を治療する方法
であって、該対象に、0.5mg/kgのActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビン
リガンドトラップ)を28日に1回の間隔で皮下投与することを含む、方法であり、ここで、
該対象は、血液透析を受けており、かつ該対象は、エリスロポエチン刺激剤を以前に投与
されたことがある。ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、対象における末
期腎疾患を治療する方法であって、該対象に、0.7mg/kgのActRIIシグナル伝達インヒビタ
ー(例えば、アクチビンリガンドトラップ)を28日に1回の間隔で皮下投与することを含む
、方法であり、ここで、該対象は、血液透析を受けており、かつ該対象は、エリスロポエ
チン刺激剤を以前に投与されたことがある。ある実施態様において、本明細書に提供され
るのは、対象における末期腎疾患を治療する方法であって、該対象に、0.1mg/kgのActRII
シグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガンドトラップ)を14日に1回の間隔で
静脈内投与することを含む、方法であり、ここで、該対象は、血液透析を受けており、か
つ該対象は、エリスロポエチン刺激剤を以前に投与されたことがある。ある実施態様にお
いて、本明細書に提供されるのは、対象における末期腎疾患を治療する方法であって、該
対象に、0.2mg/kgのActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガンドトラ
ップ)を14日に1回の間隔で皮下投与することを含む、方法であり、ここで、該対象は、血
液透析を受けており、かつ該対象は、エリスロポエチン刺激剤を以前に投与されたことが
ある。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIA-hFc(配列番
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号7)である。
【０１３９】
(8.3.4　調整された投与量)
　ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad
3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性をさらに用
いて、(i)対象にとっての適切な投与量を評価し(ここで、該対象は、治療を受けるべき候
補であるか、もしくはActRIIシグナル伝達インヒビター(例えば、アクチビンリガンドト
ラップ)による治療を受けている);(ii)治療中にActRIIシグナル伝達インヒビターの投薬
量を調整するかどうかを評価し;及び/又は(iii)ActRIIシグナル伝達インヒビターの適切
な維持用量を評価することができる。Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(
例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、
ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性
が、参照集団における該レベル及び/又は活性よりも大きいか又はそれよりも小さい場合
、ActRIIシグナル伝達インヒビターの投与を、それぞれ、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、co
l1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho
、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレ
ベル及び/又は活性に応じて、開始し、増大させ、低下させ、遅延させ、又は中止するこ
とができる。ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、対象における心血管疾
患、血管石灰化、血管石灰化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、
腎疾患と関連し及び/もしくは腎疾患に起因する心血管疾患、CKD-MBD、高いレベルの動脈
壁硬化、LVH、高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/もしくは高いレベルの動脈壁硬化に
起因する心血管疾患、並びに/又はLVHと関連し及び/もしくはLVHに起因する心血管疾患を
治療及び/又は予防する方法であって、(i)該対象に、ActRIIシグナル伝達インヒビターの
初回用量を投与すること;(ii)対象におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチ
ビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MY
OCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又
は活性の1回目の測定を行うこと;(iii)しばらくして、対象におけるSnai1、ホスホsmad2
、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Oster
ix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はS
m22-αのレベル及び/又は活性の2回目の測定を行うこと;並びに(iv)該対象に、ActRIIシ
グナル伝達インヒビターの調整用量を投与することを含む。ある実施態様において、ActR
IIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIA-Fc、例えば、ActRIIA-hFc(例えば、配列番号7)
である。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、第8.5節に記載さ
れているようなActRIIシグナル伝達インヒビターである。ある他の実施態様において、対
象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると診断されている。ある他の実施態
様において、対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると診断されていない
。ある実施態様において、対象における血管石灰化は、第8.6.6節に記載されているよう
なアガットストンスコアを測定することにより解析される。ある実施態様において、調整
用量は、1回目の測定と2回目の測定の間の検出された変化に基づく。
【０１４０】
　ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad
3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、第8.6
節に記載されているように決定される。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dk
k1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、
Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-
αのレベル及び/又は活性は、それぞれ、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビ
ン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOC
D、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又はSm22-αのタンパク質レベル及び/又は活性で
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ある。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば
、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホ
smad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、そ
れぞれ、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Ru
nx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、
ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのmRNAレベル及び/又は活性である。ある実施態様に
おいて、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Ru
nx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、Sm22-α、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質
、ActRIIA、Axin2、及び/又はα-SMAのレベルは、組織におけるものである。ある実施態
様において、組織は大動脈である。ある実施態様において、組織は腎臓である。ある実施
態様において、組織は骨である。ある実施態様において、組織は血清である。好ましい実
施態様において、Runx2、Dkk1、Alp、osterix、sm22-α、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRI
IA、又はAxin2のレベル及び/又は活性は、大動脈におけるものである。好ましい実施態様
において、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及びcol1a1のレ
ベル及び/又は活性は、腎臓におけるものである。好ましい実施態様において、アクチビ
ンのレベル及び/又は活性は、血清におけるものである。ある実施態様において、アクチ
ビンのレベルは、参照集団に対して対象で上昇している。ある実施態様において、フォリ
スタチンのレベルは、参照集団に対して対象で正常である。ある実施態様において、対象
における血管石灰化は、第8.6節に記載されているようなアガットストンスコアを測定す
ることにより解析される。
【０１４１】
　ある実施態様において、参照集団は、第8.6節に記載されているような集団である。あ
る実施態様において、対象は、第8.4節に記載されているような対象である。
【０１４２】
　ある実施態様において、初回用量は、第8.7節に記載されているような用量である。あ
る実施態様において、初回用量は、第8.7節に記載されているような頻度で投与される。
ある実施態様において、初回用量は、第8.7節に記載されているように投与される。
【０１４３】
　ある実施態様において、1回目の測定及び/又は2回目の測定は、第8.6節に記載されてい
るように行われる。ある実施態様において、1回目の測定は、治療の開始前に行われる。
ある実施態様において、1回目の測定は、治療の開始後又は最大でもその1日、2日、3日、
4日、5日、6日、もしくは1週間、2週間、3週間、4週間、もしくは2カ月以内に行われる。
ある実施態様において、2回目の測定は、治療の開始直後又は最大でもその1日、2日、3日
、4日、5日、6日、もしくは1週間、2週間、1カ月、2カ月、3カ月、4カ月、5カ月、6カ月
、7カ月、8カ月、9カ月、10カ月、11カ月、又は12カ月以内に行われる。
【０１４４】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターの調整用量は、Runx2のレベ
ル及び/もしくは活性が参照集団におけるRunx2のレベル及び/もしくは活性と比較して上
昇しており、Alpのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるAlpのレベル及び/もしく
は活性と比較して上昇しており、Snai1のレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるSn
ai1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇しており、ホスホsmad2のレベル及び/もし
くは活性が参照集団におけるホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇して
おり、ホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるホスホsmad3のレベル
及び/もしくは活性と比較して上昇しており、尿タンパク質のレベル及び/もしくは活性が
参照集団における尿タンパク質のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇しており、Dkk
1のレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるDkk1のレベル及び/もしくは活性と比較
して上昇しており、col1a1のレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるcol1a1のレベ
ル及び/もしくは活性と比較して上昇しており、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)の
レベル及び/もしくは活性が参照集団におけるアクチビン(例えば、遊離アクチビン)のレ
ベル及び/もしくは活性と比較して上昇しており、BSAPのレベル及び/もしくは活性が参照
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集団におけるBSAPのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇しており、CTXのレベル及び
/もしくは活性が参照集団におけるCTXのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇してお
り、Osterixのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるOsterixのレベル及び/もしく
は活性と比較して上昇しており、Klothoのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるK
lothoのレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、α-SMAのレベル及び/もしく
は活性が参照集団におけるα-SMAのレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、M
YOCDのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるMYOCDのレベル及び/もしくは活性と
比較して減少しており、ActRIIAのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるActRIIA
のレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、Axin2のレベル及び/もしくは活性
が参照集団におけるAxin2のレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、並びに/
又はSm22-αのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるSm22-αのレベル及び/もしく
は活性と比較して減少している場合、初回用量よりも多い。ある実施態様において、上昇
したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2
、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又はOsterixのレベルは、第8.6節
に記載されている通りである。ある実施態様において、減少したKlotho、α-SMA、ALP、A
ctRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルは、第8.6節に記載されている通りである。あ
る実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離ア
クチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、Sm22-α、MYOCD、ホスホsmad3、
尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/又はα-SMAのレベルは、組織におけるものである
。ある実施態様において、組織は大動脈である。ある実施態様において、組織は腎臓であ
る。ある実施態様において、組織は骨である。ある実施態様において、組織は血清である
。好ましい実施態様において、Runx2、Dkk1、Alp、osterix、sm22-α、Klotho、α-SMA、
ActRIIA、Axin2、及びMYOCDのレベル及び/又は活性は、大動脈におけるものである。好ま
しい実施態様において、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及
びcol1a1のレベル及び/又は活性は、腎臓におけるものである。好ましい実施態様におい
て、アクチビンのレベル及び/又は活性は、血清におけるものである。
【０１４５】
　ある実施態様において、調整用量は、第8.7節に記載されているような用量である。あ
る実施態様において、調整用量は、第8.7節に記載されているような頻度で投与される。
ある実施態様において、調整用量は、第8.7節に記載されているように投与される。
【０１４６】
　ある実施態様において、対象は、対象における事前のRunx2のレベル及び/もしくは活性
と比較して上昇したRunx2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のAlpのレベル
及び/もしくは活性と比較して上昇したAlpのレベル及び/もしくは活性、対象における事
前のSnai1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したSnai1のレベル及び/もしくは活
性、対象における事前のホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したホス
ホsmad2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のホスホsmad3のレベル及び/もし
くは活性と比較して上昇したホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性、対象における事前
の尿タンパク質のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇した尿タンパク質のレベル及
び/もしくは活性、対象における事前のDkk1のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇し
たDkk1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のアクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)のレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したアクチビン(例えば、遊離アクチビ
ン)のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のcol1a1のレベル及び/もしくは活性
と比較して上昇したcol1a1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のBSAPのレベ
ル及び/もしくは活性と比較して上昇したBSAPのレベル及び/もしくは活性、対象における
事前のCTXのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したCTXのレベル及び/もしくは活性
、対象における事前のOsterixのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇したOsterixの
レベル及び/もしくは活性、対象における事前のKlothoのレベル及び/もしくは活性と比較
して減少したKlothoのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のα-SMAのレベル及
び/もしくは活性と比較して減少したα-SMAのレベル及び/もしくは活性、対象における事
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前のMYOCDのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したMYOCDのレベル及び/もしくは活
性、対象における事前のActRIIAのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したActRIIA
のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のAxin2のレベル及び/もしくは活性と比
較して減少したAxin2のレベル及び/もしくは活性、並びに/又は対象における事前のSm22-
αのレベル及び/もしくは活性と比較して減少したSm22-αのレベル及び/もしくは活性を
有する。ある実施態様において、対象における事前のRunx2のレベル及び/もしくは活性、
対象における事前のAlpのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のSnai1のレベル
及び/もしくは活性、対象における事前のホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性、対象
における事前のホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性、対象における事前の尿タンパク
質のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のDkk1のレベル及び/もしくは活性、対
象における事前のアクチビン(例えば、遊離アクチビン)のレベル及び/もしくは活性、対
象における事前のcol1a1のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のBSAPのレベル
及び/もしくは活性、対象における事前のCTXのレベル及び/もしくは活性、対象における
事前のOsterixのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のKlothoのレベル及び/も
しくは活性、対象における事前のα-SMAのレベル及び/もしくは活性、対象における事前
のMYOCDのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のActRIIAのレベル及び/もしくは
活性、対象における事前のActRIIAのレベル及び/もしくは活性、対象における事前のAxin
2のレベル及び/もしくは活性、対象における事前のAxin2のレベル及び/もしくは活性、並
びに/又は対象における事前のSm22-αのレベル及び/もしくは活性は、(i)心血管疾患;(ii
)血管石灰化;(iii)血管石灰化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患;(
iv)腎疾患と関連し及び/もしくは腎疾患に起因する心血管疾患;(v)CKD-MBD;(vi)高いレベ
ルの動脈壁硬化;(vii)LVH;(viii)高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/もしくは高いレ
ベルの動脈壁硬化に起因する心血管疾患;並びに/又は(ix)LVHと関連し及び/もしくはLVH
に起因する心血管疾患の症状の発症又はこれらの疾患の診断の1、2、3、4、5、6、8、10
、12、18、24、又は48カ月前のそれぞれのレベルである。
【０１４７】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターの調整用量(例えば、アクチ
ビンリガンドトラップ)は、Runx2のレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるRunx2の
レベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、Alpのレベル及び/もしくは活性が参
照集団におけるAlpのレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、Snai1のレベル
及び/もしくは活性が参照集団におけるSnai1のレベル及び/もしくは活性と比較して減少
しており、ホスホsmad2のレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるホスホsmad2のレ
ベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、ホスホsmad3のレベル及び/もしくは活
性が参照集団におけるホスホsmad3のレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、
尿タンパク質のレベル及び/もしくは活性が参照集団における尿タンパク質のレベル及び/
もしくは活性と比較して減少しており、Dkk1のレベル及び/もしくは活性が参照集団にお
けるDkk1のレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、col1a1のレベル及び/もし
くは活性が参照集団におけるcol1a1のレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており
、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)のレベル及び/もしくは活性が参照集団における
アクチビン(例えば、遊離アクチビン)のレベル及び/もしくは活性と比較して減少してお
り、BSAPのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるBSAPのレベル及び/もしくは活性
と比較して減少しており、CTXのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるCTXのレベ
ル及び/もしくは活性と比較して減少しており、Osterixのレベル及び/もしくは活性が参
照集団におけるOsterixのレベル及び/もしくは活性と比較して減少しており、Klothoのレ
ベル及び/もしくは活性が参照集団におけるKlothoのレベル及び/もしくは活性と比較して
上昇しており、α-SMAのレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるα-SMAのレベル及
び/もしくは活性と比較して上昇しており、MYOCDのレベル及び/もしくは活性が参照集団
におけるMYOCDのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇しており、ActRIIAのレベル及
び/もしくは活性が参照集団におけるActRIIAのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇
しており、Axin2のレベル及び/もしくは活性が参照集団におけるAxin2のレベル及び/もし
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くは活性と比較して上昇しており、並びに/又はSm22-αのレベル及び/もしくは活性が参
照集団におけるSm22-αのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇している場合、初回用
量よりも少ない。ある実施態様において、上昇したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Ax
in2、及び/又はSm22-αのレベルは、第8.6節に記載されている通りである。ある実施態様
において、減少したSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アク
チビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又はOsterixのレ
ベルは、第8.6節に記載されている通りである。ある実施態様において、Snai1、ホスホsm
ad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Os
terix、Klotho、Sm22-α、MYOCD、ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及び/
又はα-SMAのレベルは、組織におけるものである。ある実施態様において、組織は大動脈
である。ある実施態様において、組織は腎臓である。ある実施態様において、組織は骨で
ある。ある実施態様において、組織は血清である。好ましい実施態様において、Runx2、D
kk1、Alp、osterix、sm22-α、Klotho、α-SMA、ActRIIA、Axin2、及びMYOCDのレベル及
び/又は活性は、大動脈におけるものである。好ましい実施態様において、ホスホsmad2、
ホスホsmad3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及びcol1a1のレベル及び/又は活性は、腎
臓におけるものである。好ましい実施態様において、アクチビンのレベル及び/又は活性
は、血清におけるものである。ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、
Sm22-α、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はα-SMAのレベルは、大動脈におけるもので
ある。
【０１４８】
　ある実施態様において、参照集団は、第8.6節に記載されているような集団である。あ
る実施態様において、調整用量は、第8.7節に記載されているような用量である。ある実
施態様において、調整用量は、第8.7節に記載されているような頻度で投与される。ある
実施態様において、調整用量は、第8.7節に記載されているように投与される。
【０１４９】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法は、第8.8節に記載されているよう
な、第2の医薬活性剤と組み合わせて利用される。
【０１５０】
　当業者によって認識されているように、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、Sm22-
α、ホスホsmad3、及び尿タンパク質のうちの1つ又は複数のレベル及び/又は活性を、独
立にかつそれぞれ、対応する参照集団における該レベル及び/又は活性、例えば、上の第8
.3.1節に記載のものと比較することができる。
【０１５１】
(8.4　患者集団)
　本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、任意の哺乳動物、例えば、齧歯類及
び霊長類、及び好ましい実施態様においては、ヒトであることができる。ある実施態様に
おいて、本明細書に記載の方法を用いて、任意の哺乳動物、例えば、齧歯類及び霊長類、
及び好ましい実施態様においては、ヒト対象において、心血管疾患、血管石灰化、血管石
灰化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、腎疾患と関連し及び/もし
くは腎疾患に起因する心血管疾患、高代謝回転ROD、高いレベルの動脈壁硬化、高いレベ
ルの動脈壁硬化と関連し及び/もしくは高いレベルの動脈壁硬化に起因する心血管疾患、L
VH、並びに/又はLVHと関連し及び/もしくはLVHに起因する心血管疾患を治療し;或いは血
管石灰化、動脈(例えば、血管)硬化、LVH、大動脈カルシウムレベル、内皮間葉転換、及
び/もしくは骨形成をモニタリングし及び/もしくは減少させ、並びに/又は骨ミネラル密
度及び/もしくは血管平滑筋細胞機能を増大させることができる。
【０１５２】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団に
おけるアクチビンのレベルと比較して上昇したアクチビンのレベルを有する。ある実施態
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様において、アクチビンレベルは、腎臓、血漿、又は大動脈のアクチビンレベルである。
ある実施態様において、アクチビンは、アクチビンAである。ある実施態様において、本
明細書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団におけるフォリスタチンのレベ
ルと比較してほぼ等しいフォリスタチンのレベルを有する。ある実施態様において、本明
細書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団におけるフォリスタチンのレベル
と比較したときのフォリスタチンのレベルと比較して上昇したフォリスタチンのレベルを
有しない。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、参
照集団におけるフォリスタチンのレベルと比較したときのフォリスタチンのレベルと比較
して減少したフォリスタチンのレベルを有しない。ある実施態様において、本明細書に記
載の方法に従って治療される対象は、参照集団におけるフォリスタチン様3のレベルと比
較してほぼ等しいフォリスタチン様3のレベルを有する。ある実施態様において、本明細
書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団におけるフォリスタチン様3のレベ
ルと比較したときのフォリスタチン様3のレベルと比較して上昇したフォリスタチン様3の
レベルを有しない。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対
象は、参照集団におけるフォリスタチン様3のレベルと比較したときのフォリスタチン様3
のレベルと比較して減少したフォリスタチン様3のレベルを有しない。ある実施態様にお
いて、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団におけるインヒビンの
レベルと比較してほぼ等しいインヒビンのレベルを有する。ある実施態様において、本明
細書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団におけるインヒビンのレベルと比
較したときのインヒビンのレベルと比較して上昇したインヒビンのレベルを有しない。あ
る実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団におけ
るインヒビンのレベルと比較したときのインヒビンのレベルと比較して減少したインヒビ
ンのレベルを有しない。ある実施態様において、対象における遊離アクチビンのレベルは
、アクチビンレベルに対するインヒビン、フォリスタチン、及びフォリスタチン様3レベ
ルの化学量論的組成によって決定される。したがって、ある実施態様において、本明細書
に記載の方法に従って治療される対象は、増大した遊離アクチビンのレベルを有する。
【０１５３】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、第8.6節に
記載されているような参照集団と比較して、 ホスホerk 1/2が増大していない。ある実施
態様において、ホスホerk 1/2は、大動脈のホスホerk 1/2である。
【０１５４】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団に
おける内皮間葉転換(EnMT)と比較して増大したEnMTを有する。ある実施態様において、本
明細書に記載の方法に従って治療される対象は、例えば、Snai1などの、EnMTと関連する
転写因子の増大した発現を有する。ある実施態様において、対象における増大したEnMTは
、参照集団における骨芽細胞転換と比較して、対象における増大した骨芽細胞転換をもた
らす。ある実施態様において、対象における増大したEnMTは、参照集団における血管硬化
と比較して、対象における増大した血管硬化をもたらす。ある実施態様において、対象に
おける増大したEnMTは、参照集団における血管石灰化と比較して、対象における増大した
血管石灰化をもたらす。ある実施態様において、対象における増大したEnMTは、参照集団
における血管平滑筋機能と比較して、対象における減少した血管平滑筋機能をもたらす。
ある実施態様において、対象における増大したEnMTは、参照集団におけるLVHと比較して
、対象における増大したLVHをもたらす。
【０１５５】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、腎線維
化を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象
は、糸球体硬化症を有する。
【０１５６】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、それぞれ、
参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチ
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ビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホスホsmad3、尿タンパク質、Osterix、Klotho、α-SMA
、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルと比較して、上昇したSnai1、ホスホsmad2
、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、ホス
ホsmad3、尿タンパク質、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性、並びに/又
は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もし
くは活性を有する。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対
象は、(i)血管石灰化;並びに(ii)それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホス
ホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、
Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-α
のレベルと比較して、上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1
、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしく
はOsterixのレベル及び/もしくは活性、並びに/又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、Ac
tRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性を有する。ある実施態様におい
て、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、(i)心血管疾患;並びに(ii)それぞ
れ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1
、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α
-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルと比較して、上昇したSnai1、ホスホs
mad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン
)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性、並びに/
又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/も
しくは活性を有する。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される
対象は、(i)血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因する心血管疾患;並びに(ii)
それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、c
ol1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Kloth
o、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルと比較して、上昇したSnai1、ホ
スホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アク
チビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性、
並びに/又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル
及び/もしくは活性を有する。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治
療される対象は、(i)腎疾患と関連し及び/又は腎疾患に起因する心血管疾患;並びに(ii)
それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、c
ol1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Kloth
o、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルと比較して、上昇したSn
ai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは
活性、並びに/又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αの
レベル及び/もしくは活性を有する。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従
って治療される対象は、(i)CKD-MBD;並びに(ii)それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホス
ホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又は
Sm22-αのレベルと比較して、上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質
、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/
もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性、並びに/又は減少したKlotho、α-SMA、MYO
CD、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性を有する。ある実施態様
において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、(i)高いレベルの動脈壁硬
化;並びに(ii)それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパ
ク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、O
sterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルと比較して、上昇
したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例え
ば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/も
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しくは活性、並びに/又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしくはSm22
-αのレベル及び/もしくは活性を有する。ある実施態様において、本明細書に記載の方法
に従って治療される対象は、(i)高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/又は高いレベルの
動脈壁硬化に起因する心血管疾患;並びに(ii)それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホ
smad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビ
ン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm
22-αのレベルと比較して、上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、
Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/も
しくはOsterixのレベル及び/もしくは活性、並びに/又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD
、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性を有する。ある実施態様に
おいて、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、(i)LVH;並びに(ii)それぞれ
、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-S
MA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルと比較して、上昇したSnai1、ホスホsma
d2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)
、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性、並びに/
又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/も
しくは活性を有する。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される
対象は、(i)LVHと関連し及び/又はLVHに起因する心血管疾患;並びに(ii)それぞれ、参照
集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチ
ビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MY
OCD、ActRIIA、及び/又はSm22-αのレベルと比較して、上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホ
スホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2
、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性、並びに/又は減少
したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活
性を有する。
【０１５７】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、それぞれ、
(i)心血管疾患;(ii)血管石灰化;(iii)血管石灰化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起
因する心血管疾患;(iv)腎疾患と関連し及び/もしくは腎疾患に起因する心血管疾患;(v)CK
D-MBD;(vi)高いレベルの動脈壁硬化;(vii)LVH;(viii)高いレベルの動脈壁硬化と関連し及
び/もしくは高いレベルの動脈壁硬化に起因する心血管疾患;並びに/又は(ix)LVHと関連し
及び/もしくはLVHに起因する心血管疾患の症状の発症又はこれらの疾患の診断の1、2、3
、4、5、6、8、10、12、18、24、又は48カ月前の対象における事前のSnai1、ホスホsmad2
、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、R
unx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-α
のレベルと比較して、上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1
、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしく
はOsterixのレベル及び/もしくは活性、並びに/又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、Ac
tRIIA、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性を有する。
【０１５８】
　ある他の実施態様において、対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常を有すると
診断されている。ある他の実施態様において、対象は、慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝
異常を有すると診断されていない。ある実施態様において、参照集団は、第8.6節に記載
されているような集団である。ある実施態様において、上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホ
スホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2
、Alp、BSAP、CTX、及び/又はOsterixのレベルは、第8.6節に記載されている通りである
。ある実施態様において、減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、及び/又はSm22-α
のレベルは、第8.6節に記載されている通りである。
【０１５９】
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　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、上昇し
たSnai1レベルと関連する疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される
方法に従って治療される対象は、上昇したホスホsmad2レベルと関連する疾患を有する。
ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、上昇した
ホスホsmad3レベルと関連する疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供さ
れる方法に従って治療される対象は、上昇した尿タンパク質レベルと関連する疾患を有す
る。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、上昇
したDkk1レベルと関連する疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される
方法に従って治療される対象は、上昇したCol1a1レベルと関連する疾患を有する。ある実
施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、上昇したRunx2
レベルと関連する疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従
って治療される対象は、上昇したAlpレベルと関連する疾患を有する。ある実施態様にお
いて、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、上昇したBSAPレベルと関連
する疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療され
る対象は、上昇したCTXレベルと関連する疾患を有する。ある実施態様において、本明細
書に提供される方法に従って治療される対象は、上昇したOsterixレベルと関連する疾患
を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は
、上昇したActRIIAレベルと関連する疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に
提供される方法に従って治療される対象は、減少したKlothoレベルと関連する疾患を有す
る。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、減少
したα-SMAレベルと関連する疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供され
る方法に従って治療される対象は、減少したMYOCDレベルと関連する疾患を有する。ある
実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、減少したSm22
-αレベルと関連する疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される方法
に従って治療される対象は、減少したActRIIAレベルと関連する疾患を有する。
【０１６０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は心血管疾
患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象
は血管石灰化を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療
される対象は、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因する心血管疾患を有する
。ある実施態様において、血管石灰化は、第8.6節に記載されているように決定される。
ある実施態様において、血管石灰化は、アガットストンスコアによって決定される。ある
実施態様において、血管石灰化は、石灰化アテローム性動脈硬化症、石灰化中膜血管障害
(別名、メンケベルグ中膜石灰化硬化症)、中膜石灰化、弾性石灰沈着症、石灰沈着性尿毒
症性動脈症、石灰化大動脈弁狭窄症、及び/又は門脈石灰化である。ある実施態様におい
て、石灰化アテローム性動脈硬化症と関連する疾患は、アテローム性動脈硬化症、高脂血
症、骨粗鬆症、高血圧、炎症、2型真性糖尿病、末期腎疾患、切断を要する状態、弾力線
維性仮性黄色腫、末期腎疾患、高脂血症、先天性二尖弁、リウマチ性心疾患、及び/又は
肝疾患である。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対
象は、CKD誘導性の増大した心重量を有する。ある実施態様において、対象は、心肥大を
有する。ある実施態様において、対象は、筋細胞肥大を有する。ある実施態様において、
対象は、増大した動脈及び/又は血管硬化を有する。ある実施態様において、対象はLVHを
有する。
【０１６１】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、第8.6節に
記載されているような参照集団と比較して、所望しないほど高いレベルの大動脈カルシウ
ム、血管石灰化、高いレベルの動脈壁硬化、及び/又は骨芽細胞数を有する。ある実施態
様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象、例えば、慢性腎疾患を有す
る対象は、第8.6節に記載されているような参照集団と比較して、所望しないほど高いレ
ベルの大動脈カルシウム、血管石灰化、高いレベルの動脈壁硬化、及び/又は骨芽細胞数
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を生じるリスクに曝されている。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従
って治療される対象は、第8.6節に記載されているような参照集団と比較して、大動脈ア
テロームにおけるカルシウム沈着を有する。ある実施態様において、本明細書に提供され
る方法に従って治療される対象は、第8.6節に記載されているような参照集団と比較して
、大動脈硬化の形態の高いレベルの動脈壁硬化を有する。ある実施態様において、本明細
書に提供される方法に従って治療される対象は、第8.6節に記載されているような参照集
団と比較して、高血圧を増大させるレベルの高いレベルの動脈壁硬化を有する。
【０１６２】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、腎疾患
と関連し及び/又は腎疾患に起因する心血管疾患を有する。ある実施態様において、腎疾
患は慢性腎疾患である。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療
される対象は慢性腎疾患を有する。ある実施態様において、対象は、慢性腎疾患に続発す
る心血管疾患を有する。ある実施態様において、慢性腎疾患は、ステージ3、ステージ4、
ステージ5、又はステージ5Dに達している。具体的な実施態様において、腎疾患は末期腎
疾患である。ある実施態様において、対象は、成人における60ml/分/1.73m2未満又は小児
対象における89ml/分/1.73m2未満の糸球体濾過量を有する。Moeらの文献、2006, Kidney 
International 69:1945-1953を参照されたい。ある実施態様において、対象は成人であり
、ここで、該対象は、50ml/分/1.73m2、40ml/分/1.73m2、30ml/分/1.73m2、20ml/分/1.73
m2未満、又は10ml/分/1.73m2未満の糸球体濾過量を有する。ある実施態様において、対象
は小児対象であり、ここで、該小児対象は、80ml/分/1.73m2、70ml/分/1.73m2、60ml/分/
1.73m2、50ml/分/1.73m2、40ml/分/1.73m2、30ml/分/1.73m2、20ml/分/1.73m2未満、又は
10ml/分/1.73m2未満の糸球体濾過量を有する。理論に束縛されるものではないが、成人対
象における60ml/分/1.73m2未満の糸球体濾過量及び小児対象における89ml/分/1.73m2未満
の糸球体濾過量は、カルシウムレベル、リンレベル、PTHレベル、及びビタミンD代謝の検
出可能な異常をもたらし;かつこれらのマーカーの異常なレベルは、骨疾患をもたらす。
ある実施態様において、対象は、参照集団、例えば、第8.6節に記載されているような参
照集団と比較して、低下したイヌリンクリアランスを有する。ある実施態様において、対
象は、参照集団、例えば、第8.6節に記載されているような参照集団と比較して、低下し
た血液尿素窒素レベルを有する。ある実施態様において、対象は、高リン血症である。あ
る実施態様において、対象は、腎線維化を有する。
【０１６３】
　ある実施態様において、対象は、アルポート症候群を有する。ある実施態様において、
対象は、アルポート症候群と関連するCOL4A5遺伝子の1以上の体細胞突然変異を有する。
【０１６４】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、慢性腎
疾患、すなわち、CKD-ミネラル/骨障害(CKD-MBD)と関連する骨病変を有する。Moeらの文
献、2006, Kidney International 69:1945-1953を参照されたい。ある実施態様において
、対象は、参照集団、例えば、第8.6節に記載されているような参照集団における骨梁量
と比較して、減少した骨梁量を有する。ある実施態様において、対象は、参照集団、例え
ば、第8.6節に記載されているような参照集団における骨梁幅と比較して、減少した骨梁
幅を有する。ある実施態様において、対象は、参照集団、例えば、第8.6節に記載されて
いるような参照集団における浸食面対骨面比と比較して、増大した浸食面対骨面比を有す
る。ある実施態様において、対象は、参照集団、例えば、第8.6節に記載されているよう
な参照集団における破骨細胞レベルと比較して、増大した破骨細胞レベルを有する。ある
実施態様において、対象は、参照集団、例えば、第8.6節に記載されているような参照集
団における骨芽細胞面対骨面比と比較して、増大した骨芽細胞面対骨面比を有する。ある
実施態様において、対象は、参照集団、例えば、第8.6節に記載されているような参照集
団における骨芽細胞レベルと比較して、増大した骨芽細胞レベルを有する。ある実施態様
において、対象は、参照集団、例えば、第8.6節に記載されているような参照集団におけ
る骨形成速度と比較して、低下した骨形成速度を有する。ある実施態様において、CKD-MB
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Dは、腎性骨ジストロフィー及び血管石灰化からなる。ある実施態様において、CKD-MBDは
、腎性骨ジストロフィーからなる。ある実施態様において、CKD-MBDは、低代謝回転CKD-M
BDである。ある実施態様において、CKD-MBDは、高レベルの動脈壁硬化及び/又はLVHから
なる。低代謝回転CKD-MBDは、下の表1に示す組織学的特徴によって診断されることができ
る。米国腎臓財団(National Kidney Foundation)のウェブサイト上の米国腎臓財団、腎疾
患予後改善対策ガイドライン(Kidney Disease Outcomes Quality Initiative Guidelines
)を参照されたい。ある実施態様において、対象は、高代謝回転RODを有する。
【０１６５】
表1.低代謝回転CKD-MBDの組織学的特徴
【表１】

【０１６６】
　ある実施態様において、対象は、血液透析を受けている。
【０１６７】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は末期腎疾患を
有する。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、透析
を受けている。
【０１６８】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、参照集団に
おける骨吸収と比較して、増大した骨吸収を有する。ある実施態様において、増大した骨
吸収は、CTXのレベルによって決定される。ある実施態様において、CTXのレベルは、第8.
6節に記載されているように決定される。ある実施態様において、骨吸収は、第8.6節に記
載されているように評価される。
【０１６９】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、任意の年齢
であることができる。ある実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治療される
対象は、18歳未満である。具体的な実施態様において、本明細書に記載の方法に従って治
療される対象は、13歳未満である。別の具体的な実施態様において、本明細書に記載の方
法に従って治療される対象は、12歳未満、11歳未満、10歳未満、9歳未満、8歳未満、7歳
未満、6歳未満、又は5歳未満である。別の具体的な実施態様において、本明細書に記載の
方法に従って治療される対象は、1～3歳、3～5歳、5～7歳、7～9歳、9～11歳、11～13歳
、13～15歳、15～20歳、20～25歳、25～30歳、又は30歳超である。別の具体的な実施態様
において、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、30～35歳、35～40歳、40～
45歳、45～50歳、50～55歳、55～60歳、又は60歳超である。別の具体的な実施態様におい
て、本明細書に記載の方法に従って治療される対象は、60～65歳、65～70歳、70～75歳、
75～80歳、又は80歳超である。
【０１７０】
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　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、末期腎
疾患を有する。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対
象は、血液透析を受けている。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従っ
て治療される対象は、エリスロポエチン刺激剤を以前に投与されたことがある。ある実施
態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象は、末期腎疾患を有し
、血液透析を受けており、かつエリスロポエチン刺激剤を以前に投与されたことがある。
【０１７１】
　当業者によって認識されているように、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、Sm22-
α、ホスホsmad3、及び尿タンパク質のうちの1つ又は複数のレベル及び/又は活性を、独
立にかつそれぞれ、例えば、上の第8.3.1節に記載されているような、対応する参照集団
における該レベル及び/又は活性と比較することができる。
【０１７２】
(8.5　ActRIIシグナル伝達のインヒビター)
　本節に記載の及び当技術分野で公知のActRIIシグナル伝達インヒビターを本明細書に提
供される方法で使用することができる。ある実施態様において、本節に記載のActRIIシグ
ナル伝達インヒビターを本明細書に提供される方法で使用することができる(第8.3節参照
)。
【０１７３】
　本明細書に包含されるActRIIシグナル伝達受容体のインヒビターとしては、ActRIIAシ
グナル伝達インヒビター及びActRIIBシグナル伝達インヒビターが挙げられる(下記参照)
。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIAシグナル伝達に
特異的である。他の実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIBシ
グナル伝達に特異的である。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは
、ActRIIAシグナル伝達を優先的に阻害する。他の実施態様において、ActRIIシグナル伝
達インヒビターは、ActRIIBシグナル伝達を優先的に阻害する。ある実施態様において、A
ctRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIAシグナル伝達とActRIIBシグナル伝達の両方
を阻害する。
【０１７４】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達のインヒビターは、ActRIIのアクチビン結
合ドメインを含むポリペプチドであることができる。理論に束縛されるものではないが、
そのようなアクチビン結合ドメインを含むポリペプチドは、アクチビンを捕捉し、それに
より、アクチビンシグナル伝達を妨げる。これらのアクチビン結合ドメインを含むポリペ
プチドは、ActRIIの細胞外ドメインの全て又は一部(すなわち、ActRIIAの細胞外ドメイン
の全てもしくは一部又はActRIIBの細胞外ドメインの細胞外ドメインの全てもしくは一部)
を含み得る。具体的な実施態様において、ActRIIの細胞外ドメインは可溶性である。
【０１７５】
　ある実施態様において、アクチビン結合ドメインを含むポリペプチドを抗体のFc部分に
連結させる(例えば、ActRII受容体のアクチビン結合ドメインを含むポリペプチドと抗体
のFc部分とを含むコンジュゲートを作製する)。理論に束縛されるものではないが、抗体
部分は、増大した安定性をコンジュゲートに付与する。ある実施態様において、アクチビ
ン結合ドメインを、リンカー、例えば、ペプチドリンカーを介して、抗体のFc部分に連結
させる。
【０１７６】
　本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIシグナル伝達のインヒビターは、
細胞外又は細胞内のいずれかで、直接的又は間接的に、ActRIIAシグナル伝達及び/又はAc
tRIIBシグナル伝達を阻害する分子を含む。いくつかの実施態様において、本明細書に記
載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシグナル伝達及び/又はActRIIBシグナル伝達の
インヒビターは、受容体そのものとの相互作用を介して、ActRIIAシグナル伝達及び/又は
ActRIIBシグナル伝達を阻害する。他の実施態様において、本明細書に記載の組成物及び
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方法で使用されるActRIIAシグナル伝達及び/又はActRIIBシグナル伝達のインヒビターは
、ActRIIA及び/又はActRIIBリガンド、例えば、アクチビンとの相互作用を介して、ActRI
IAシグナル伝達及び/又はActRIIBシグナル伝達を阻害する。
【０１７７】
(8.5.1　ActRIIAシグナル伝達のインヒビター)
　本明細書で使用されるように、「ActRIIA」という用語は、任意の種由来のアクチビン
受容体IIA型(ActRIIA)タンパク質のファミリー及びそのようなActRIIAタンパク質から突
然変異生成又は他の修飾によって得られた変異体を指す。本明細書中でのActRIIAに対す
る言及は、現在同定されている形態のいずれか1つに対する言及であると理解される。Act
RIIAファミリーのメンバーは、一般に、システインに富む領域を含むリガンド結合細胞外
ドメイン、膜貫通ドメイン、及び予想上のセリン/トレオニンキナーゼ活性を有する細胞
質ドメインから構成される、膜貫通タンパク質である。
【０１７８】
　本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシグナル伝達インヒビターとし
ては、限定するものではないが、アクチビン結合可溶性ActRIIAポリペプチド;アクチビン
(特に、βA又はβBとも呼ばれる、アクチビンA又はBサブユニット)に結合し、ActRIIA結
合を破壊する抗体; ActRIIAに結合し、アクチビン結合を破壊する抗体;アクチビン又はAc
tRIIA結合について選択された非抗体タンパク質(そのようなタンパク質並びにその設計及
び選択方法の例については、例えば、その各々が引用により完全に本明細書中に組み込ま
れる、WO/2002/088171号、WO/2006/055689号、WO/2002/032925号、WO/2005/037989号、US
 2003/0133939号、及びUS 2005/0238646号を参照);並びにFcドメインにコンジュゲートす
ることができる、アクチビン又はActRIIA結合について選択されたランダム化ペプチドが
挙げられる。
【０１７９】
　ある実施態様において、アクチビン又はActRIIA結合活性を有する2以上の異なるタンパ
ク質(又は他の部分)、特に、それぞれI型(例えば、可溶性I型アクチビン受容体)及びII型
(例えば、可溶性II型アクチビン受容体)結合部位を遮断するアクチビンバインダーを1つ
に連結させて、ActRIIAシグナル伝達を阻害し、したがって、本明細書に記載の組成物及
び方法で使用することができる、二機能性又は多機能性結合分子を作出することができる
。ある実施態様において、ActRIIAシグナル伝達を阻害するアクチビン-ActRIIAシグナル
伝達軸アンタゴニストとしては、核酸アプタマー、小分子、並びに本明細書に記載の組成
物及び方法で使用される他の薬剤が挙げられる。
【０１８０】
(8.5.1.1　ActRIIAポリペプチドを含むActRIIAシグナル伝達インヒビター)
　「ActRIIAポリペプチド」という用語には、ActRIIAファミリーメンバーの任意の天然の
ポリペプチド並びに有用な活性を保持するその任意の変異体(突然変異体、断片、融合体
、及びペプチド模倣形態を含む)を含むポリペプチドが含まれる。例えば、ActRIIAポリペ
プチドには、ActRIIAポリペプチドの配列と少なくとも約80％同一な、及び任意に、少な
くとも85％、90％、95％、97％、98％、99％、又はそれを上回って同一な配列を有する任
意の公知のActRIIAの配列に由来するポリペプチドが含まれる。例えば、ActRIIAポリペプ
チドは、ActRIIAタンパク質及び/又はアクチビンに結合し、それらの機能を阻害すること
ができる。ActRIIBポリペプチドは、骨成長及び骨石灰化を促進するその能力について選
択することができる。ActRIIAポリペプチドの例としては、ヒトActRIIA前駆ポリペプチド
(配列番号1)並びに可溶性ヒトActRIIAポリペプチド(例えば、配列番号2、3、7、及び12)
が挙げられる。そのアミノ酸配列が配列番号1に示されているActRIIA前駆ポリペプチドに
関して、ヒトActRIIA前駆ポリペプチドのシグナルペプチドは、アミノ酸位置1～20に位置
し;細胞外ドメインは、アミノ酸位置21～135に位置し、ヒトActRIIA前駆ポリペプチド(配
列番号1)のN結合型グリコシル化部位は、配列番号1のアミノ酸位置43及び56に位置する。
配列番号1のヒトActRIIB前駆ポリペプチドをコードする核酸配列は、配列番号4(Genbank
エントリーNM_001616のヌクレオチド164～1705)として開示されている。配列番号2の可溶
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性ヒトActRIIAポリペプチドをコードする核酸配列は、配列番号5として開示されている。
配列の説明については、表21を参照されたい。
【０１８１】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAポ
リペプチドは、可溶性ActRIIAポリペプチドである。ActRIIAタンパク質の細胞外ドメイン
は、アクチビンに結合することができ、かつ通常、可溶性であり、したがって、可溶性ア
クチビン結合ActRIIAポリペプチドと呼ぶことができる。したがって、本明細書で使用さ
れる場合、「可溶性ActRIIAポリペプチド」という用語は、通常、ActRIIAタンパク質の任
意の天然の細胞外ドメインを含む、ActRIIAタンパク質の細胞外ドメインを含むポリペプ
チド並びにその任意の変異体(突然変異体、断片、及びペプチド模倣形態を含む)を指す。
可溶性ActRIIAポリペプチドは、アクチビンに結合することができる;しかしながら、野生
型ActRIIAタンパク質は、アクチビンへの結合に関してGDF8/11と比べて顕著な選択性を示
さない。天然又は改変ActRIIAタンパク質を第二のアクチビン選択的結合剤とカップリン
グさせることにより、該タンパク質に、アクチビンに対する特異性の付加を与えることが
できる。可溶性アクチビン結合ActRIIAポリペプチドの例としては、配列番号2、3、7、12
、及び13に示される可溶性ポリペプチドが挙げられる。可溶性アクチビン結合ActRIIAポ
リペプチド他の例は、ActRIIAタンパク質の細胞外ドメインに加えて、シグナル配列、例
えば、ミツバチメリチンリーダー配列(配列番号8)、組織プラスミノーゲン活性化因子(TP
A)リーダー(配列番号9)、又は天然のActRIIAリーダー(配列番号10)を含む。配列番号13に
示されるActRIIA-hFcポリペプチドでは、TPAリーダーが使用されている。
【０１８２】
　ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシグナ
ル伝達のインヒビターは、抗体のFc部分に連結されたActRIIAのアクチビン結合ドメイン
を含むコンジュゲート/融合タンパク質を含む。ある実施態様において、該アクチビン結
合ドメインは、リンカー、例えば、ペプチドリンカーを介して、抗体のFc部分に連結され
る。任意に、Fcドメインは、Asp-265、リジン322、及びAsn-434などの残基に1以上の突然
変異を有する。ある場合には、これらの突然変異のうちの1つ又は複数(例えば、Asp-265
突然変異)を有する突然変異体Fcドメインは、野生型Fcドメインと比べてFcγ受容体に結
合する能力が低下している。他の場合には、これらの突然変異のうちの1つ又は複数(例え
ば、Asn-434突然変異)を有する突然変異体Fcドメインは、野生型Fcドメイン比べてMHCク
ラスI関連Fc受容体(FcRN)に結合する能力が増大している。Fcドメインに融合したActRIIA
の可溶性細胞外ドメインを含む例示的な融合タンパク質は、配列番号6、7、12、及び13に
示されている。
【０１８３】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシ
グナル伝達インヒビターは、抗体のFc部分に連結されたActRIIAの細胞外ドメイン、又は
その一部を含み、ここで、該ActRIIAシグナル伝達インヒビターは、配列番号6、7、12、
及び13から選択されるアミノ酸配列と少なくとも75％同一であるアミノ酸配列を含む。別
の具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシ
グナル伝達インヒビターは、抗体のFc部分に連結されたActRIIAの細胞外ドメイン、又は
その一部を含み、ここで、該ActRIIAシグナル伝達インヒビターは、配列番号6、7、12、
及び13から選択されるアミノ酸配列と少なくとも80％、85％、90％、95％、96％、97％、
98％、又は99％同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１８４】
　ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシグナ
ル伝達のインヒビターは、ActRIIAの細胞外ドメインの切断形態を含む。切断は、ActRIIA
ポリペプチドのカルボキシ末端及び/又はアミノ末端にあることができる。ある実施態様
において、切断は、成熟したActRIIBポリペプチドの細胞外ドメインと比べて、1、2、3、
4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、又
は25アミノ酸長いものであることができる。ある実施態様において、切断は、成熟したAc
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tRIIAポリペプチドの細胞外ドメインの1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、又は25個のN末端アミノ酸であることがで
きる。ある実施態様において、切断は、成熟したActRIIAポリペプチドの細胞外ドメイン
の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22
、23、24、又は25個のC末端アミノ酸であることができる。例えば、ActRIIAの切断形態と
しては、アミノ酸20～119; 20～128; 20～129; 20～130; 20～131; 20～132; 20～133; 2
0～134; 20～131; 21～131; 22～131; 23～131; 24～131;及び25～131を有するポリペプ
チドが挙げられ、ここで、該アミノ酸位置は、配列番号1におけるアミノ酸位置を指す。
【０１８５】
　ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシグナ
ル伝達のインヒビターは、1以上のアミノ酸置換を有するActRIIAの細胞外ドメインを含む
。ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシグナ
ル伝達のインヒビターは、アミノ酸置換も保有するActRIIA細胞外ドメインの切断形態を
含む。
【０１８６】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシ
グナル伝達インヒビターは、ヒトActRIIA受容体の細胞外ドメインとIgG1のFc部分の融合
タンパク質である。別の具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で
使用されるActRIIAシグナル伝達インヒビターは、ヒトActRIIA受容体の切断された細胞外
ドメインとIgG1のFc部分の融合タンパク質である。別の具体的な実施態様において、本明
細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAシグナル伝達インヒビターは、ヒトAct
RIIA受容体の切断された細胞外ドメインとIgG1のFc部分の融合タンパク質であり、ここで
、該ヒトActRIIA受容体の切断された細胞外ドメインは、1以上のアミノ酸置換を保有する
。
【０１８７】
　ActRIIAポリペプチドの機能的に活性のある断片は、例えば、ActRIIAポリペプチドをコ
ードする核酸の対応する断片から組換え産生されたポリペプチドをスクリーニングするこ
とにより得ることができる。さらに、断片を、従来のメリフィールド固相f-Moc又はt-Boc
化学などの当技術分野で公知の技術を用いて化学合成することができる。該断片を(組換
えによるか又は化学合成によって)産生し、試験して、ActRIIAタンパク質又はアクチビン
によって媒介されるシグナル伝達のアンタゴニスト(インヒビター)として機能し得るペプ
チジル断片を同定することができる。
【０１８８】
　さらに、ActRIIAポリペプチドの機能的に活性のある変異体は、例えば、ActRIIAポリペ
プチドをコードする対応する突然変異核酸から組換え産生された修飾ポリペプチドのライ
ブラリーをスクリーニングすることにより得ることができる。該変異体を産生し、試験し
て、ActRIIAタンパク質又はアクチビンによって媒介されるシグナル伝達のアンタゴニス
ト(インヒビター)として機能し得るものを同定することができる。ある実施態様において
、ActRIIAポリペプチドの機能的変異体は、配列番号2又は3から選択されるアミノ酸配列
と少なくとも75％同一であるアミノ酸配列を含む。ある場合には、該機能的変異体は、配
列番号2又は3から選択されるアミノ酸配列と少なくとも80％、85％、90％、95％、97％、
98％、99％、又は100％同一なアミノ酸配列を有する。
【０１８９】
　機能的変異体は、例えば、ActRIIAポリペプチドの構造を、治療効力、又は安定性(例え
ば、エクスビボでの保存期間及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
るような目的で修飾することにより作製することができる。アクチビン結合を保持するよ
うに選択された場合のそのような修飾ActRIIAポリペプチドは、天然のActRIIAポリペプチ
ドの機能的等価物とみなすことができる。修飾ActRIIAポリペプチドは、例えば、アミノ
酸置換、欠失、又は付加によって産生することもできる。例えば、ロイシンとイソロイシ
ンもしくはバリンとの、アスパラギン酸とグルタミン酸との、トレオニンとセリンとの単
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独置換、又はあるアミノ酸と構造的に関連するアミノ酸との同様の置換(例えば、保存的
突然変異)によって、得られる分子の生物活性が大きく影響を受けることはないであろう
と予想するのは合理的である。保存的置換は、その側鎖において関連があるアミノ酸のフ
ァミリー内で起こる置換である。ActRIIAポリペプチドのアミノ酸配列の変化によって機
能的ホモログが生じるかどうかは、野生型ActRIIAポリペプチドと同様の様式で細胞内の
応答を引き起こす変異体ActRIIAポリペプチドの能力を評価することにより容易に決定す
ることができる。
【０１９０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される本明細書に記載の組成物及び方法で使用
されるActRIIAシグナル伝達インヒビターは、該ポリペプチドのグリコシル化を改変する
ことができる1以上の特定の突然変異を有するActRIIAポリペプチドを含むことができる。
そのような突然変異は、1以上のグリコシル化部位、例えば、O結合型又はN結合型グリコ
シル化部位を導入し又は消失させることができる。アスパラギン結合型グリコシル化認識
部位は、通常、適当な細胞グリコシル化酵素によって特異的に認識されるアスパラギン-X
-トレオニン(又はアスパラギン-X-セリン)(ここで、「X」は、任意のアミノ酸である)と
いうトリペプチド配列を含む。改変は、野生型ActRIIAポリペプチドの配列への1以上のセ
リンもしくはトレオニン残基の付加、又は該残基による置換によって行うこともできる(O
結合型グリコシル化部位の場合)。グリコシル化認識部位の1番目もしくは3番目のアミノ
酸位置のうち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(及び/又は2
番目の位置におけるアミノ酸欠失)は、修飾されたトリペプチド配列中での非グリコシル
化をもたらす。ActRIIAポリペプチド上の炭水化物部分の数を増加させる別の手段は、Act
RIIAポリペプチドへのグリコシドの化学的又は酵素的カップリングによるものである。使
用されるカップリング様式に応じて、糖(複数可)を、(a)アルギニン及びヒスチジン;(b)
遊離カルボキシル基;(c)遊離スルフヒドリル基、例えば、システインの遊離スルフヒドリ
ル基;(d)遊離ヒドロキシル基、例えば、セリン、トレオニン、もしくはヒドロキシプロリ
ンの遊離ヒドロキシル基;(e)芳香族残基、例えば、フェニルアラニン、チロシン、もしく
はトリプトファンの芳香族残基;又は(f)グルタミンのアミド基に結合させることができる
。これらの方法は、引用により本明細書中に組み込まれる、1987年9月11日に公開されたW
O 87/05330号、及びAplin及びWristonの文献(1981) CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-
306に記載されている。ActRIIAポリペプチド上に存在する1以上の炭水化物部分の除去は
、化学的に及び/又は酵素的に達成することができる。化学的脱グリコシル化は、例えば
、化合物トリフルオロメタンスルホン酸、又は同等の化合物へのActRIIAポリペプチドの
暴露を含み得る。この処理は、結合糖(N-アセチルグルコサミン又はN-アセチルガラクト
サミン)を除くほとんど又は全ての糖の切断をもたらすが、アミノ酸配列は無傷のまま残
す。化学的脱グリコシル化は、Hakimuddinらの文献(1987) Arch. Biochem. Biophys. 259
:52及びEdgeらの文献(1981) Anal. Biochem. 118:131によりさらに記載されている。ActR
IIAポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、Thotakuraらの文献(1987) Meth. Enz
ymol. 138:350により記載されているような種々のエンドグリコシダーゼ及びエキソグリ
コシダーゼの使用によって達成することができる。ActRIIAポリペプチドの配列は、適切
な場合、使用される発現系の種類に応じて調整することができるが、それは、哺乳動物、
酵母、昆虫、及び植物の細胞が全て、該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することができるためである。一般に、ヒトで使用され
るActRIIAタンパク質は、適切なグリコシル化を提供する哺乳動物細胞株、例えば、HEK29
3又はCHO細胞株で発現させることができるが、他の発現系、例えば、他の哺乳動物発現細
胞株、グリコシル化酵素が改変されている酵母細胞株、及び昆虫細胞も同様に有用である
と考えられる。
【０１９１】
　本明細書にさらに提供されるのは、突然変異体、特に、ActRIIAポリペプチドのコンビ
ナトリアル突然変異体のセット、及び切断突然変異体を作製する方法であり;コンビナト
リアル突然変異体のプールは、機能的変異体配列を同定するのに特に有用である。そのよ
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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、アゴニストも
しくはアンタゴニストのいずれかとして作用することができるか、又はその代わりに、新
規の活性を全て併せ持つ、ActRIIAポリペプチド変異体を作製することであり得る。種々
のスクリーニングアッセイは以下に提供されており、そのようなアッセイを用いて、変異
体を評価することができる。例えば、ActRIIAポリペプチド変異体を、ActRIIAリガンドに
結合する能力、ActRIIAリガンドのActRIIAポリペプチドへの結合を妨げる能力、又はActR
IIAリガンドによって引き起こされるシグナル伝達に干渉する能力についてスクリーニン
グすることができる。
【０１９２】
　天然のActRIIAポリペプチドと比べて選択的な又は全般的に増大した効力を有する、コ
ンビナトリアル由来の変異体を作製することができる。同様に、突然変異生成によって、
対応する野生型ActRIIAポリペプチドとは劇的に異なる細胞内半減期を有する変異体を生
じさせることができる。例えば、改変タンパク質を、タンパク質分解、又は天然のActRII
Aポリペプチドの破壊、さもなければ、不活化をもたらす他の細胞プロセスに対してより
安定な状態又はあまり安定でない状態にすることができる。そのような変異体、及びそれ
らをコードする遺伝子を用いて、ActRIIAポリペプチドの半減期を調節することにより、A
ctRIIAポリペプチドレベルを改変することができる。例えば、短い半減期は、より一時的
な生物学的効果を生じることができ、対象における組換えActRIIAポリペプチドレベルの
より厳しい制御を可能にすることができる。Fc融合タンパク質では、突然変異をリンカー
(存在する場合)及び/又はFc部分中で生成させて、タンパク質の半減期を変化させること
ができる。
【０１９３】
　コンビナトリアルライブラリーは、各々が潜在的ActRIIAポリペプチド配列の少なくと
も一部を含むポリペプチドのライブラリーをコードする遺伝子の縮重ライブラリーによっ
て生成させることができる。例えば、潜在的ActRIIAポリペプチドヌクレオチド配列の縮
重セットが、個々のポリペプチドとして、又はその代わりに、より大きな融合タンパク質
のセット(例えば、ファージディスプレイの場合)として発現可能となるように、合成オリ
ゴヌクレオチドの混合物を遺伝子配列に酵素的に連結することができる。
【０１９４】
　潜在的ホモログのライブラリーを縮重オリゴヌクレオチド配列から作製することができ
る多くの方法がある。縮重遺伝子配列の化学合成を自動DNA合成装置で実行することがで
き、その後、合成遺伝子を発現用の適当なベクターに連結することができる。縮重オリゴ
ヌクレオチドの合成は、当技術分野で周知である(例えば、Narang, S Aの文献(1983) Tet
rahedron 39:3; Itakuraらの文献(1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos
. Macromolecules, AG Walton編, Amsterdam: Elsevier pp 273-289; Itakuraらの文献(1
984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakuraらの文献(1984) Science 198:1056; Ikeらの
文献(1983) Nucleic Acid Res. 11:477を参照されたい)。そのような技術は、他のタンパ
ク質の定方向進化において利用されている(例えば、Scottらの文献(1990) Science 249:3
86-390; Robertsらの文献(1992) PNAS USA 89:2429-2433; Devlinらの文献(1990) Scienc
e 249: 404-406; Cwirlaらの文献(1990) PNAS USA 87: 6378-6382;並びに米国特許第5,22
3,409号、第5,198,346号、及び第5,096,815号を参照されたい)。
【０１９５】
　或いは、他の形態の突然変異生成を用いて、コンビナトリアルライブラリーを作製する
ことができる。例えば、ActRIIAポリペプチド変異体を、例えば、アラニンスキャニング
突然変異生成などを用いるスクリーニングによって(Rufらの文献(1994) Biochemistry 33
:1565-1572; Wangらの文献(1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balintらの文献(1993
) Gene 137:109-118; Grodbergらの文献(1993) Eur. J. Biochem. 218:597-601; Nagashi
maらの文献(1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowmanらの文献(1991) Biochemistry
 30:10832-10838;及びCunninghamらの文献(1989) Science 244:1081-1085)、リンカース
キャニング突然変異生成によって(Gustinらの文献(1993) Virology 193:653-660; Brown
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らの文献(1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnightらの文献(1982) Science 232:
316);飽和突然変異生成によって(Meyersらの文献(1986)Science 232:613); PCR突然変異
生成によって(Leungらの文献(1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19);又は化学的突然変
異生成などを含むランダム突然変異生成によって(Millerらの文献(1992) 細菌遺伝学の短
期講座(A Short Course in Bacterial Genetics)、CSHL Press, Cold Spring Harbor, N.
Y.;及びGreenerらの文献(1994) Strategies in Mol Biol 7:32-34)、ライブラリーから作
製し、単離することができる。特にコンビナトリアル設定でのリンカースキャニング突然
変異生成は、ActRIIAポリペプチドの切断(生物活性)形態を同定する魅力的な方法である
。
【０１９６】
　点突然変異及び切断によって作製されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産物を
スクリーニングするための、さらに言うなら、特定の性質を有する遺伝子産物のcDNAライ
ブラリーをスクリーニングするための、広範な技術が当技術分野で公知である。そのよう
な技術は、一般に、ActRIIAポリペプチドのコンビナトリアル突然変異生成によって作製
される遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である。大きな遺伝子ライブ
ラリーのスクリーニングに最も広く使用されている技術は、通常、遺伝子ライブラリーを
複製可能な発現ベクターにクローニングすること、適当な細胞を得られたベクターのライ
ブラリーで形質転換すること、及びコンビナトリアル遺伝子を、所望の活性の検出によっ
て、その産物が検出された遺伝子をコードするベクターの比較的簡単な単離が容易になる
条件下で発現させることを含む。好ましいアッセイとしては、アクチビン結合アッセイ及
びアクチビン媒介性細胞シグナル伝達アッセイが挙げられる。
【０１９７】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物のインヒビターで使用される
ActRIIAポリペプチドは、該ActRIIAポリペプチドに天然に存在する任意の修飾に加えて、
翻訳後修飾をさらに含み得る。そ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、及びアシル化を挙げることができるが、これらに限定
されない。結果として、修飾されたActRIIAポリペプチドは、非アミノ酸要素、例えば、
ポリエチレングリコール、脂質、多糖又は単糖、及びホスフェートを含有し得る。ActRII
Aポリペプチドの機能性に対するそのような非アミノ酸要素の効果は、当業者に公知の任
意の方法によって試験することができる。ActRIIAポリペプチドが、該ActRIIAポリペプチ
ドの新生形態を切断することによって細胞内で産生される場合、翻訳後プロセシングもま
た、該タンパク質の正確なフォールディング及び/又は機能に重要であり得る。様々な細
胞(例えば、CHO、HeLa、MDCK、293、W138、NIH-3T3、又はHEK293)は、そのような翻訳後
活性のための特異的細胞装置及び特徴的機構を有しており、該細胞を、ActRIIAポリペプ
チドの正確な修飾及びプロセシングを保証するように選択することができる。
【０１９８】
　ある態様において、本明細書に記載の方法及び組成物のインヒビターで使用されるActR
IIAポリペプチドの機能的変異体又は修飾形態には、ActRIIAポリペプチドの少なくとも一
部及び1以上の融合ドメインを有する融合タンパク質が含まれる。そのような融合ドメイ
ンのよく知られた例としては、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)、又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。融合ドメインを、所望の特性を付与するように選択することができる。
例えば、いくつかの融合ドメインは、親和性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。親和性精製の目的で、親和性クロマトグラフィー用の関連するマ
トリックス、例えば、グルタチオン、アミラーゼ、及びニッケル又はコバルトコンジュゲ
ート樹脂が使用される。そのようなマトリックスの多くは、「キット」形態で入手可能で
あり、これには、例えば、Pharmacia GST精製システム及び(HIS6)融合パートナーと合わ
せて有用な、QIAexpress(商標)システム(Qiagen)がある。別の例として、融合ドメインを
、ActRIIAポリペプチドの検出を容易にするように選択することができる。そのような検
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出ドメインの例としては、様々な蛍光タンパク質(例えば、GFP)及び通常、特異的抗体が
利用可能な短いペプチド配列である「エピトープタグ」が挙げられる。特異的モノクロー
ナル抗体がすぐに利用可能である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)、及びc-mycタグが挙げられる。場合により、融合ドメイン
は、例えば、第Xa因子又はトロンビン用のプロテアーゼ切断部位を有し、該部位は、関連
するプロテアーゼが融合タンパク質を部分消化し、それにより、組換えタンパク質をそれ
から遊離させることを可能にする。その後、遊離したタンパク質を、後続のクロマトグラ
フィー分離によって融合ドメインから単離することができる。ある好ましい実施態様にお
いて、ActRIIAポリペプチドを、インビボでActRIIAポリペプチドを安定化するドメイン(
「スタビライザー」ドメイン)と融合させる。「安定化する」とは、血清半減期を延長す
る全てのことを意味し、これは、破壊の減少によるものか、腎臓によるクリアランスの減
少によるものか、又は他の薬物動態作用によるものかを問わない。免疫グロブリンのFc部
分との融合は、広範なタンパク質に望ましい薬物動態特性を付与することが知られている
。同様に、ヒト血清アルブミンへの融合は、望ましい特性を付与することができる。選択
され得る他のタイプの融合ドメインとしては、多量体化(例えば、二量体化、四量体化)ド
メイン及び(望ましい場合、追加の生物学的機能、例えば、骨成長又は筋肉成長のさらな
る刺激を付与する)機能ドメインが挙げられる。
【０１９９】
　融合タンパク質の様々なエレメントを、所望の機能と一致する任意の方法で配置し得る
ことが理解される。例えば、ActRIIAポリペプチドを異種ドメインのC末端に配置すること
ができ、又はその代わりに、異種ドメインをActRIIAポリペプチドのC末端に配置すること
ができる。ActRIIAポリペプチドドメイン及び異種ドメインは、融合タンパク質中で隣接
している必要がなく、追加のドメイン又はアミノ酸配列を、どちらかのドメインのC末端
もしくはN末端、又はこれらのドメインの間に含めることができる。
【０２００】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物のインヒビターで使用される
ActRIIAポリペプチドは、ActRIIAポリペプチドを安定化することができる1以上の修飾を
含むことができる。例えば、そのような修飾は、ActRIIAポリペプチドのインビトロ半減
期を向上させるか、ActRIIAポリペプチドの循環半減期を向上させるか、又はActRIIAポリ
ペプチドのタンパク質分解を低下させることができる。そのような安定化修飾としては、
融合タンパク質(例えば、ActRIIAポリペプチド及びスタビライザードメインを含む融合タ
ンパク質を含む)、グリコシル化部位の修飾(例えば、ActRIIAポリペプチドへのグリコシ
ル化部位の付加を含む)、並びに炭水化物部分の修飾(例えば、ActRIIAポリペプチドから
の炭水化物部分の除去を含む)を挙げることができるが、これらに限定されない。融合タ
ンパク質の場合、ActRIIAポリペプチドを、スタビライザードメイン、例えば、IgG分子(
例えば、Fcドメイン)に融合させる。本明細書で使用されるように、「スタビライザード
メイン」という用語は、融合タンパク質の場合に見られる融合ドメイン(例えば、Fc)を指
すだけでなく、炭水化物部分などの非タンパク質性修飾、又はポリエチレングリコールな
どの非タンパク質性ポリマーも含む。
【０２０１】
　ある実施態様において、他のタンパク質から単離されているか、又は別の方法で他のタ
ンパク質を実質的に含まない、単離及び/又は精製された形態のActRIIAポリペプチドを、
本明細書に記載の方法及び組成物とともに使用することができる。ActRIIAポリペプチド
は、通常、組換え核酸からの発現によって産生することができる。
【０２０２】
　ある態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIAポリペプチ
ドは、本明細書に開示される断片、機能的変異体、及び融合タンパク質を含む、ActRIIA
ポリペプチド(例えば、可溶性ActRIIAポリペプチド)のいずれかをコードする単離された
及び/又は組換え核酸を用いて作製される。例えば、配列番号4は、天然のヒトActRIIA前
駆ポリペプチドをコードし、一方、配列番号5は、ActRIIAのプロセシングされた細胞外ド
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メインをコードする。そのような核酸は、一本鎖又は二本鎖であり得る。そのような核酸
は、DNA又はRNA分子であり得る。これらの核酸を、例えば、ActRIIAポリペプチドを作製
する方法で、又は直接的な治療剤として(例えば、遺伝子療法の手法で)使用することがで
きる。
【０２０３】
　ある態様において、ActRIIAポリペプチドをコードする核酸には、配列番号4又は5の変
異体である核酸が含まれ得る。変異体ヌクレオチド配列には、1以上のヌクレオチド置換
、付加、又は欠失によって異なる配列、例えば、アレル変異体が含まれる。
【０２０４】
　ある実施態様において、ActRIIAポリペプチドをコードする単離された又は組換え核酸
配列は、配列番号4又は5と少なくとも80％、85％、90％、95％、97％、98％、99％、又は
100％同一であり得る。当業者は、配列番号4又は5に相補的な核酸配列、及び配列番号4又
は5の変異体を、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRIIAポリペプ
チドの産生に使用し得ることを理解するであろう。さらなる実施態様において、そのよう
な核酸配列は、単離されたもの、組換え体、及び/もしくは異種ヌクレオチド配列に融合
されたもの、又はDNAライブラリーに由来するものであることができる。
【０２０５】
　他の実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRII
Aポリペプチドの産生で使用される核酸は、極めてストリンジェントな条件下で、配列番
号4もしくは5に表記されたヌクレオチド配列、配列番号4もしくは5の相補配列、又はそれ
らの断片にハイブリダイズするヌクレオチド配列も含み得る。当業者は、DNAハイブリダ
イゼーションを促進する適切なストリンジェンシー条件を変化させることができることを
理解するであろう。例えば、ハイブリダイゼーションを、約45℃での6.0×塩化ナトリウ
ム/クエン酸ナトリウム(SSC)、次いで、50℃での2.0×SSCの洗浄で実施することができる
。例えば、洗浄工程での塩濃度を、50℃で約2.0×SSCの低いストリンジェンシーから50℃
で約0.2×SSCの高いストリンジェンシーまで選択することができる。さらに、洗浄工程で
の温度を、室温、約22℃での低いストリンジェンシー条件から約65℃での高いストリンジ
ェンシー条件へと上昇させることができる。温度と塩の両方を変化させることができ、又
は他の変数を変化させながら、温度もしくは塩濃度を一定に保つことができる。一実施態
様において、室温での6×SSC、次に、室温での2×SSCでの洗浄の低い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、本明細書に記載の方法及び組成物とともに使用する
ことができる。
【０２０６】
　遺伝暗号の縮重のために配列番号4又は5に示される核酸とは異なる単離された核酸も、
本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRIIAポリペプチドの産生で使
用することができる。例えば、いくつかのアミノ酸は、複数のトリプレットによって指定
される。同じアミノ酸を特定するコドン、又はシノニム(例えば、CAUとCACは、ヒスチジ
ンについてのシノニムである)は、タンパク質のアミノ酸配列に影響を及ぼさない「サイ
レント突然変異」を生じさせることができる。しかしながら、対象タンパク質のアミノ酸
配列の変化を実際にもたらすDNA配列多型が哺乳動物細胞の間に存在すると考えられる。
当業者は、特定のタンパク質をコードする核酸の1以上のヌクレオチドにおけるこれらの
変異(variation)(ヌクレオチドの最大約3～5％)が、天然のアレル変異(variation)が原因
で、所与の種の個体間に存在し得ることを理解するであろう。
【０２０７】
　ある実施態様において、組換え核酸を、発現コンストラクト中の1以上の調節ヌクレオ
チド配列に機能的に連結することができる。調節ヌクレオチド配列は、通常、発現に使用
される宿主細胞に適したものである。種々の宿主細胞について、数多くの種類の適切な発
現ベクター及び好適な調節配列が当技術分野で公知である。一般に、該1以上の調節ヌク
レオチド配列としては、プロモーター配列、リーダー又はシグナル配列、リボソーム結合
部位、転写開始及び終結配列、翻訳開始及び終結配列、並びにエンハンサー又はアクチベ
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ーター配列が挙げられるが、これらに限定されない。当技術分野で公知の構成的又は誘導
性プロモーターが本明細書で企図される。プロモーターは、天然プロモーター、又は複数
のプロモーターのエレメントを組み合わせるハイブリッドプロモーターのどちらかであり
得る。発現コンストラクトは、細胞内でプラスミドなどのエピソーム上に存在してもよく
、又は発現コンストラクトは、染色体に挿入されてもよい。好ましい実施態様において、
発現ベクターは、形質転換した宿主細胞の選択を可能にする選択可能マーカー遺伝子を含
む。選択可能マーカー遺伝子は当技術分野で周知であり、使用される宿主細胞によって異
なる。
【０２０８】
　ある態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRIIAポ
リペプチドの産生で使用される核酸は、ActRIIAポリペプチドをコードし、少なくとも1つ
の調節配列に機能的に連結されているヌクレオチド配列を含む発現ベクター中に提供する
ことができる。調節配列は当技術分野で認められており、ActRIIAポリペプチドの発現を
導くように選択される。したがって、調節配列という用語は、プロモーター、エンハンサ
ー、及び他の発現制御エレメントを含む。例示的な調節配列は、Goeddelの文献;遺伝子発
現技術:酵素学の方法(Gene Expression Technology: Methods in Enzymology), Academic
 Press, San Diego, Calif.(1990)に記載されている。例えば、それに機能的に連結され
たときDNA配列の発現を制御する多種多様な発現制御配列のいずれかをこれらのベクター
中で用いて、ActRIIAポリペプチドをコードするDNA配列を発現させることができる。その
ような有用な発現制御配列としては、例えば、SV40の初期及び後期プロモーター、tetプ
ロモーター、アデノウイルス又はサイトメガロウイルス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又はTRCシステム、その発現がT7 RNAポリメラー
ゼによって誘導されるT7プロモーター、ラムダファージの主要オペレーター及びプロモー
ター領域、fdコートタンパク質の制御領域、3-ホスホグリセレートキナーゼ又は他の解糖
系酵素のプロモーター、酸ホスファターゼ、例えば、Pho5のプロモーター、酵母のα接合
因子のプロモーター、バキュロウイルス系のポリヘドロンプロモーター、並びに原核もし
くは真核細胞又はそれらのウイルスの遺伝子の発現を制御することが知られている他の配
列、並びにこれらの様々な組合せが挙げられる。発現ベクターの設計は、形質転換される
宿主細胞の選択及び/又は発現が望まれるタンパク質の種類のような因子によって決まる
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、そのコピー数を制御する能
力、及び該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
カーの発現も考慮されるべきである。
【０２０９】
　本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRIIAポリペプチドの産生で
使用される組換え核酸は、クローニングされた遺伝子、又はその一部を、原核細胞、真核
細胞(酵母、鳥類、昆虫、もしくは哺乳動物)、又はその両方における発現に好適なベクタ
ー中に連結することにより産生することができる。組換えActRIIAポリペプチドの産生用
の発現ビヒクルとしては、プラスミド及び他のベクターが挙げられる。例えば、好適なベ
クターとしては、大腸菌(E. coli)などの原核細胞における発現用の、以下のタイプのプ
ラスミド: pBR322由来プラスミド、pEMBL由来プラスミド、pEX由来プラスミド、pBTac由
来プラスミド、及びpUC由来プラスミドが挙げられる。
【０２１０】
　いくつかの哺乳動物発現ベクターは、細菌におけるベクターの増殖を促進する原核生物
配列と、真核細胞で発現される1以上の真核生物転写ユニットの両方を含む。pcDNAI/amp
、pcDNAI/neo、pRc/CMV、pSV2gpt、pSV2neo、pSV2-dhfr、pTk2、pRSVneo、pMSG、pSVT7、
pko-neo 及びpHyg由来ベクターは、真核細胞のトランスフェクションに好適な哺乳動物発
現ベクターの例である。これらのベクターのうちのいくつかは、原核細胞と真核細胞の両
方における複製及び薬物耐性選択を容易にするために、pBR322などの細菌プラスミド由来
の配列で修飾されている。或いは、ウシパピローマウイルス(BPV-1)、又はエプスタイン-
バーウイルス(pHEBo、pREP由来、及びp205)などのウイルスの派生物を、真核細胞におけ
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るタンパク質の一過性発現に使用することができる。(レトロウイルスを含む)他のウイル
ス発現系の例は、以下の遺伝子療法送達系の記載において見出すことができる。プラスミ
ドの調製及び宿主生物の形質転換に利用される様々な方法は、当技術分野で周知である。
原核細胞と真核細胞の両方に関する他の好適な発現系、及び一般的な組換え手順について
は、分子クローニング　実験マニュアル(Molecular Cloning A Laboratory Manual)、第3
版、Sambrook、Fritsch、及びManiatis編(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001)
を参照されたい。いくつかの例において、バキュロウイルス発現系の使用によって組換え
ポリペプチドを発現させることが望ましい場合がある。そのようなバキュロウイルス発現
系の例としては、pVL由来ベクター(例えば、pVL1392、pVL1393、及びpVL941)、pAcUW由来
ベクター(例えば、pAcUW1)、並びにpBlueBac由来ベクター(例えば、β-gal含有pBlueBac 
III)が挙げられる。
【０２１１】
　Pcmv-Scriptベクター(Stratagene, La Jolla, Calif.)、pcDNA4ベクター(Invitrogen, 
Carlsbad, Calif.)、及びpCI-neoベクター(Promega, Madison, Wis.)などのベクターを、
CHO細胞内での対象ActRIIAポリペプチドの産生用に設計することができる。明らかになる
ように、対象遺伝子コンストラクトを用いて、例えば、精製用の、融合タンパク質又は変
異体タンパク質を含む、タンパク質を産生するために、培養で増殖した細胞内での対象Ac
tRIIAポリペプチドの発現を生じさせることができる。
【０２１２】
　1以上の該対象ActRIIAポリペプチドのコード配列(例えば、配列番号4又は5)を含む組換
え遺伝子でトランスフェクトされた宿主細胞を、本明細書に記載の方法及び組成物で使用
するのに好適なActRIIAポリペプチドの産生で使用することができる。宿主細胞は、任意
の原核又は真核細胞であり得る。例えば、本明細書に提供されるActRIIAポリペプチドを
、大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞(例えば、バキュロウイルス発現系を用いる)、酵母、
又は哺乳動物細胞で発現させることができる。他の好適な宿主細胞は、当業者に公知であ
る。
【０２１３】
　したがって、本明細書に提供されるのは、ActRIIAポリペプチドを産生する方法である
。例えば、ActRIIA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
主細胞を、ActRIIAポリペプチドの発現が生じるのを可能にする適当な条件下で培養する
ことができる。ActRIIAポリペプチドを分泌させ、細胞とActRIIAポリペプチドを含む培地
の混合物から単離することができる。或いは、ActRIIAポリペプチドを細胞質内又は膜画
分に保持し、細胞を回収し、溶解させ、タンパク質を単離することができる。細胞培養物
には、宿主細胞、培地、及び他の副産物が含まれる。細胞培養用の好適な培地は、当技術
分野で周知である。対象ActRIIAポリペプチドは、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、ActRIIAポリペプチドの特定のエピトー
プに特異的な抗体による免疫親和性精製、及びActRIIAポリペプチドに融合したドメイン
に結合する物質による親和性精製(例えば、プロテインAカラムを用いて、ActRIIA-Fc融合
体を精製することができる)を含む、タンパク質を精製するための当技術分野で公知の技
術を用いて、細胞培養培地、宿主細胞、又はその両方から単離することができる。好まし
い実施態様において、ActRIIAポリペプチドは、その精製を容易にするドメインを含む融
合タンパク質である。一実施態様において、精製は、例えば、以下のもの:プロテインAク
ロマトグラフィー、Qセファロースクロマトグラフィー、フェニルセファロースクロマト
グラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、及び陽イオン交換クロマトグラフィーのう
ちの3つ以上を、任意の順序で含む、一連のカラムクロマトグラフィー工程によって達成
される。精製は、ウイルス濾過及びバッファー交換で終了させることができる。本明細書
で実証されるように、ActRIIA-hFcタンパク質は、サイズ排除クロマトグラフィーにより
決定して98％を超える純度、SDS PAGEにより決定して95％を超える純度に精製された。こ
の精製レベルは、マウスの骨に対する望ましい効果並びにマウス、ラット、及び非ヒト霊
長類における許容し得る安全性プロファイルを達成するのに十分であった。
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【０２１４】
　別の実施態様において、組換えActRIIAポリペプチドの所望の部分のN末端におけるポリ
-(His)/エンテロキナーゼ切断部位配列などの精製リーダー配列をコードする融合遺伝子
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
精製を可能にすることができる。次いで、精製リーダー配列をエンテロキナーゼによる処
理によって後から除去し、精製ActRIIAポリペプチドを提供することができる(例えば、Ho
chuliらの文献(1987) J. Chromatography 411:177;及びJanknechtらの文献、PNAS USA 88
:8972を参照されたい)。
【０２１５】
　融合遺伝子を作製する技術は周知である。本質的に、異なるポリペプチド配列をコード
する様々なDNA断片の接続は、ライゲーションのための平滑末端又は互い違い末端、適切
な末端を提供するための制限酵素消化、必要な場合の付着末端の充填(filling-in)、望ま
しくない接続を避けるためのアルカリホスファターゼ処理、及び酵素的ライゲーションを
利用する従来の技術に従って実施される。別の実施態様において、融合遺伝子は、自動化
DNA合成装置を含む従来の技術によって合成することができる。或いは、後からアニーリ
ングさせてキメラ遺伝子配列を生成させることができる2つの連続する遺伝子断片間の相
補的突出を生じさせるアンカープライマーを用いて、遺伝子断片のPCR増幅を実施するこ
とができる(例えば、分子生物学の最新プロトコル(Current Protocols in Molecular Bio
logy)、Ausubelら編、John Wiley & Sons: 1992を参照されたい)。
【０２１６】
　ActRIIA-Fc融合タンパク質は、安定にトランスフェクトされたCHO-DUKX Bl 1細胞で、
配列番号9の組織プラスミノーゲンリーダー配列を用いて、pAID4ベクター(SV40 ori/エン
ハンサー、CMVプロモーター)から発現させることができる。Fc部分は、配列番号7に示さ
れるヒトIgGl Fc配列である。ある実施態様において、発現させたとき、含まれるタンパ
ク質は、ActRIIA-Fc融合タンパク質1分子当たり、平均で約1.5～2.5モルのシアル酸を有
する。
【０２１７】
　ある実施態様において、ActRIIA-Fc融合体の長い血清半減期は、ヒト対象で25～32日で
あることができる。さらに、CHO細胞で発現される物質は、ヒト293細胞で発現されるActR
IIA-hFc融合タンパク質について報告されたものよりも高いアクチビンBリガンドに対する
親和性を有することができる(del Reらの文献、J Biol Chem. 2004 Dec 17;279(51):5312
6-35)。さらに、理論に束縛されるものではないが、TPAリーダー配列の使用は、他のリー
ダー配列よりも大きな産生をもたらし、天然のリーダーで発現されるActRIIA-Fcとは異な
り、極めて純粋なN末端配列を提供することができる。天然のリーダー配列の使用は、各
々異なるN末端配列を有する2つの主要な種のActRIIA-Fcを生じさせることができる。
【０２１８】
(8.5.2　ActRIIBシグナル伝達のインヒビター)
　本明細書で使用されるように、「ActRIIB」という用語は、任意の種由来のアクチビン
受容体IIB型(ActRIIB)タンパク質のファミリー及び突然変異生成又は他の修飾によってそ
のようなActRIIBタンパク質から得られた変異体を指す。本明細書中でのActRIIBに対する
言及は、該受容体の現在同定されている形態のいずれか1つに対する言及であると理解さ
れる。ActRIIBファミリーのメンバーは、一般に、システインに富む領域を含むリガンド
結合細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、及び予想上のセリン/トレオニンキナーゼ活性を
有する細胞質ドメインから構成される、膜貫通タンパク質である。
【０２１９】
　本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシグナル伝達インヒビターとし
ては、限定するものではないが、アクチビン結合可溶性ActRIIBポリペプチド;アクチビン
(特に、βA又はβBとも呼ばれる、アクチビンA又はBサブユニット)に結合し、ActRIIB結
合を破壊する抗体; ActRIIBに結合し、アクチビン結合を破壊する抗体;アクチビン又はAc
tRIIB結合について選択された非抗体タンパク質;及びFcドメインにコンジュゲートするこ
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とができる、アクチビン又はActRIIB結合について選択されたランダム化ペプチドが挙げ
られる。
【０２２０】
　ある実施態様において、アクチビン又はActRIIB結合活性を有する2以上の異なるタンパ
ク質(又は他の部分)、特に、それぞれI型(例えば、可溶性I型アクチビン受容体)及びII型
(例えば、可溶性II型アクチビン受容体)結合部位を遮断するアクチビンバインダーを1つ
に連結させて、ActRIIBを阻害し、したがって、本明細書に記載の組成物及び方法で使用
することができる、二機能性又は多機能性結合分子を作出することができる。ある実施態
様において、ActRIIBを阻害するアクチビン-ActRIIBシグナル伝達軸アンタゴニストとし
ては、核酸アプタマー、小分子、並びに本明細書に記載の組成物及び方法で使用される他
の薬剤が挙げられる。
【０２２１】
(8.5.2.1　ActRIIBポリペプチドを含むActRIIBシグナル伝達インヒビター)
　本明細書で使用されるように、「ActRIIBポリペプチド」という用語は、ActRIIBファミ
リーメンバーの任意の天然のポリペプチド並びに有用な活性を保持するその任意の変異体
(突然変異体、断片、融合体、及びペプチド模倣形態を含む)を含むポリペプチドを指す。
例えば、ActRIIBポリペプチドには、ActRIIBポリペプチドの配列と少なくとも約80％同一
な、及び任意に、少なくとも85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、又はそれを上
回って同一な配列を有する任意の公知のActRIIB受容体の配列に由来するポリペプチドが
含まれる。例えば、ActRIIBポリペプチドは、ActRIIBタンパク質及び/又はアクチビンに
結合し、それらの機能を阻害することができる。ActRIIBポリペプチドの例としては、ヒ
トActRIIB前駆ポリペプチド(配列番号16又は配列番号28)が挙げられる。そのアミノ酸配
列が配列番号16又は配列番号28に示されているActRIIB前駆ポリペプチド(すなわち、ヒト
ActRIIB前駆ポリペプチド)に関して、該ActRIIB前駆ポリペプチドのシグナルペプチドは
、アミノ酸1～18に位置し;細胞外ドメインは、アミノ酸19～134に位置し、潜在的N結合型
グリコシル化部位は、アミノ酸位置42及び65に位置する。配列番号16のヒトActRIIB前駆
ポリペプチドをコードする核酸配列は、配列番号19として開示されている(配列番号19は
、アミノ酸位置64に対応するコドンでアラニンを提供するが、その代わりにアミノ酸位置
64に対応するコドンでアルギニンを提供するように、当技術分野で公知の方法を用いて、
当業者によって、容易に修飾されることができる)。配列の説明については、表21を参照
されたい。
【０２２２】
　別途、具体的に表記されない限り、本明細書に記載の全てのActRIIB関連ポリペプチド
に関するアミノ酸の付番は、配列番号16及び配列番号28(これらは、位置64で発現される
アミノ酸だけが異なる)に関するアミノ酸付番に基づく。例えば、ActRIIBポリペプチドが
アミノ酸位置79で置換/突然変異を有すると記載されている場合、位置79は、ActRIIBポリ
ペプチドが由来する配列番号16又は配列番号28中の79番目のアミノ酸を指すものと理解さ
れるべきである。同様に、ActRIIBポリペプチドがアミノ酸位置64でアラニン又はアルギ
ニンを有すると記載されている場合、位置64は、ActRIIBポリペプチドが由来する配列番
号16又は配列番号28中の64番目のアミノ酸を指すものと理解されるべきである。
【０２２３】
　ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシグナ
ル伝達のインヒビターは、ActRIIBのアクチビン結合ドメインを含むポリペプチドを含む
。いくつかの実施態様において、ActRIIBのアクチビン結合ドメインは、ActRIIBの細胞外
ドメイン、又はその部分を含む。具体的な実施態様において、ActRIIBの細胞外ドメイン
又はその部分は可溶性である。ActRIIBポリペプチドの例示的な修飾形態は、その開示が
引用により完全に本明細書中に組み込まれる、米国特許出願公開第20090005308号及び第2
0100068215号に開示されている。
【０２２４】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBポ
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リペプチドは、可溶性ActRIIBポリペプチドである。「可溶性ActRIIBポリペプチド」とい
う用語は、通常、ActRIIBタンパク質の任意の天然の細胞外ドメインを含む、ActRIIBタン
パク質の細胞外ドメインを含むポリペプチド並びにその任意の変異体(突然変異体、断片
、及びペプチド模倣形態を含む)を指す。可溶性ActRIIBポリペプチドは、アクチビンに結
合することができる;しかしながら、野生型ActRIIBタンパク質は、アクチビンへの結合に
関してGDF8/11と比べて顕著な選択性を示さない。ある実施態様において、様々な結合特
性を有するActRIIBの改変形態を本明細書に提供される方法で使用することができる。そ
のような改変形態は、例えば、その開示が引用により完全に本明細書中に組み込まれる、
国際特許出願公開第WO 2006/012627号及びWO 2010/019261号に開示されている。天然又は
改変ActRIIBタンパク質を第二のアクチビン選択的結合剤とカップリングさせることによ
り、該タンパク質に、アクチビンに対する特異性の付加を与えることができる。例示的な
可溶性ActRIIBポリペプチドとしては、ヒトActRIIBポリペプチドの細胞外ドメイン(例え
ば、配列番号17、18、23、26、27、29、30、31、32、33、36、37、42、及び43)が挙げら
れる。
【０２２５】
　ActRIIB前駆アミノ酸配列、すなわち、配列番号16のアミノ酸64に対応する位置のアラ
ニン(本明細書中、「A64」と呼ばれる)を有する、Hildenらの文献(Blood, 1994, 83(8):2
163-70)によって開示されたActRIIB細胞外配列を有するFc融合タンパク質は、アクチビン
及びGDF-11に対する比較的低い親和性を保有することが示されている。対照的に、ActRII
B前駆アミノ酸配列の位置64のアルギニン(本明細書中、「R64」と呼ばれる)を有するFc融
合タンパク質は、低ナノモル濃度から高ピコモル濃度の範囲のアクチビン及びGDF-11に対
する親和性を有する(例えば、その開示が完全に本明細書中に組み込まれる、米国特許出
願公開第20100068215号を参照されたい)。位置64のアルギニンを有するActRIIB前駆アミ
ノ酸配列は、配列番号28に示されている。したがって、ある実施態様において、本明細書
に記載の組成物及び方法に従って使用されるActRIIBポリペプチドは、(i)ActRIIB前駆ア
ミノ酸配列、すなわち、配列番号16のアミノ酸64に対応する位置のアラニン;又は(ii)Act
RIIB前駆アミノ酸配列、すなわち、配列番号28の位置64のアルギニンのどちらかを含み得
る。他の実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法に従って使用されるActRII
Bポリペプチドは、ActRIIB前駆アミノ酸配列、すなわち、配列番号16又は配列番号28のア
ミノ酸64に対応する位置にアラニンでもアルギニンでもないアミノ酸を含み得る。
【０２２６】
　ActRIIBの細胞外ドメインのC末端におけるプロリンノットの欠失は、アクチビンに対す
る受容体の親和性を低下させることが示されている(例えば、Attisanoらの文献、Cell, 1
992, 68(1):97-108を参照されたい)。配列番号28のアミノ酸20～119を含むActRIIB-Fc融
合タンパク質(すなわち、配列番号32)の「ActRIIB(20-119)-Fc」は、プロリンノット領域
及び完全な膜近傍領域を含む、配列番号28のアミノ酸20～134を含むActRIIB-Fc融合タン
パク質(すなわち、配列番号31)の「ActRIIB(20-134)-Fc」と比べて、GDF-11及びアクチビ
ンに対する結合が低下している。しかしながら、配列番号28のアミノ酸20～129を含むAct
RIIB-Fc融合タンパク質の「ActRIIB(20-129)-Fc」は、プロリンノット領域が破壊されて
いるにもかかわらず、ActRIIBの非切断型細胞外ドメインと比べて、同様の、しかし、若
干低下した活性を保持している。したがって、配列番号28(又は配列番号16)のアミノ酸13
4、133、132、131、130、及び129で終結する細胞外ドメインを含むActRIIBポリペプチド
は全て活性を有すると考えられるが、アミノ酸134又は133で終結するコンストラクトが最
も高い活性を有し得る。同様に、配列番号28のP129及びP130の突然変異がリガンド結合を
それほど減少させないという事実によって示されるように、残基129～134のいずれかでの
突然変異は、リガンド結合親和性を大幅に変化させるとは考えられない。したがって、本
明細書に記載の方法及び組成物に従って使用されるActRIIBポリペプチドは、配列番号28(
又は配列番号16)のアミノ酸109(すなわち、最後のシステイン)で早くも終わり得るが、配
列番号28(又は配列番号16)のアミノ酸位置109と119又はその間で終わる形態は、低下した
リガンド結合能を有すると考えられる。
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【０２２７】
　配列番号16及び配列番号28のアミノ酸29は、ActRIIB前駆体配列中の最初のシステイン
に相当する。配列番号16もしくは配列番号28のN末端のアミノ酸29、又はこれらのアミノ
酸位置の前から始まるActRIIBポリペプチドは、リガンド結合活性を保持していると考え
られる。配列番号16又は配列番号28の位置24におけるアラニンからアスパラギンへの突然
変異は、リガンド結合にそれほど影響を及ぼすことなく、N結合型グリコシル化配列を導
入する。これは、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸20～29に対応するシグナル切断ペ
プチドとシステイン架橋領域の間の領域中の突然変異が良好に許容されることを裏付ける
ものである。特に、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸位置20、21、22、23、及び24か
ら始まるActRIIBポリペプチドは活性を保持しており、配列番号16又は配列番号28のアミ
ノ酸位置25、26、27、28、及び29から始まるActRIIBポリペプチドも活性を保持すると考
えられる。配列番号16又は配列番号28のアミノ酸位置22、23、24、又は25から始まるActR
IIBポリペプチドは最も大きい活性を有する。
【０２２８】
　まとめると、本明細書に記載の方法及び組成物に従って使用されるActRIIB前駆タンパ
ク質(すなわち、配列番号16又は配列番号28)の活性部分(すなわち、ActRIIBポリペプチド
)は、通常、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸29～109を含み、そのようなActRIIBポ
リペプチドは、例えば、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸19～29のいずれか1つに対
応する残基から始まり、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸109～134のいずれか1つに
対応する位置で終わることができる。本明細書に包含されるActRIIBポリペプチドの具体
的な例としては、配列番号16又は配列番号28の19～29、20～29、又は21～29のアミノ酸位
置から始まり、配列番号16又は配列番号28の119～134、119～133、又は129～134、129～1
33のアミノ酸位置で終わるものが挙げられる。本明細書に包含されるActRIIBポリペプチ
ドの他の具体的な例としては、配列番号16又は配列番号28の20～24(又は21～24、又は22
～25)のアミノ酸位置から始まり、配列番号16又は配列番号28の109～134(もしくは109～1
33)、119～134(もしくは119～133)、又は129～134(もしくは129～133)のアミノ酸位置で
終わるものが挙げられる。これらの範囲に含まれる変異体ActRIIBポリペプチド、特に、
配列番号16又は配列番号28の対応する部分との少なくとも80％、85％、90％、91％、92％
、93％、94％、95％、96％、97％、98％、又は99％の配列同一性又は配列相同性を有する
ものも企図される。
【０２２９】
　ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシグナ
ル伝達のインヒビターは、ActRIIBの細胞外ドメインの切断形態を含む。切断は、ActRIIB
ポリペプチドのカルボキシ末端及び/又はアミノ末端にあることができる。ある実施態様
において、切断は、成熟したActRIIBポリペプチド細胞外ドメインと比べて、1、2、3、4
、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、又
は25アミノ酸長いものであることができる。ある実施態様において、切断は、成熟したAc
tRIIBポリペプチド細胞外ドメインの1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、
15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、又は25個のN末端アミノ酸であることができ
る。ある実施態様において、切断は、成熟したActRIIBポリペプチド細胞外ドメインの1、
2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、
24、又は25個のC末端アミノ酸であることができる。例えば、ActRIIBの切断形態としては
、アミノ酸20～119; 20～128; 20～129; 20～130; 20～131; 20～132; 20～133; 20～134
; 20～131; 21～131; 22～131; 23～131; 24～131;及び25～131を有するポリペプチドが
挙げられ、ここで、該アミノ酸位置は、配列番号16又は配列番号28におけるアミノ酸位置
を指す。
【０２３０】
　ActRIIBのさらなる例示的な切断形態としては、(i)配列番号16又は配列番号28のアミノ
酸21～29のいずれかのアミノ酸から始まり(任意に、配列番号16又は配列番号28の22～25
から始まり)、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸109～134のいずれかで終わるポリペ
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プチド;(ii)配列番号16又は配列番号28のアミノ酸20～29のアミノ酸のいずれかから始ま
り(任意に、配列番号16又は配列番号28の22～25から始まり)、配列番号16又は配列番号28
のアミノ酸109～133のいずれかで終わるポリペプチド;(iii)配列番号16又は配列番号28の
アミノ酸20～24のアミノ酸のいずれかから始まり(任意に、配列番号16又は配列番号28の2
2～25から始まり)、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸109～133のいずれかで終わるポ
リペプチド;(iv)配列番号16又は配列番号28のアミノ酸21～24のいずれかから始まり、配
列番号16又は配列番号28のアミノ酸109～134のいずれかで終わるポリペプチド;(v)配列番
号16又は配列番号28のアミノ酸20～24のいずれかから始まり、配列番号16又は配列番号28
のアミノ酸118～133のいずれかで終わるポリペプチド;(vi)配列番号16又は配列番号28の
アミノ酸21～24のいずれかから始まり、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸118～134の
いずれかで終わるポリペプチド;(vii)配列番号16又は配列番号28のアミノ酸20～24のいず
れかから始まり、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸128～133のいずれかで終わるポリ
ペプチド;(viii)配列番号16又は配列番号28のアミノ酸20～24のいずれかから始まり、配
列番号16又は配列番号28のアミノ酸128～133のいずれかで終わるポリペプチド;(ix)配列
番号16又は配列番号28のアミノ酸21～29のいずれかから始まり、配列番号16又は配列番号
28のアミノ酸118～134のいずれかで終わるポリペプチド;(x)配列番号16又は配列番号28の
アミノ酸20～29のいずれかから始まり、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸118～133の
いずれかで終わるポリペプチド;(xi)配列番号16又は配列番号28のアミノ酸21～29のいず
れかから始まり、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸128～134のいずれかで終わるポリ
ペプチド;及び(xii)配列番号16又は配列番号28のアミノ酸20～29のいずれかから始まり、
配列番号16又は配列番号28のアミノ酸128～133のいずれかで終わるポリペプチドが挙げら
れる。具体的な実施態様において、ActRIIBポリペプチドは、配列番号16もしくは配列番
号28のアミノ酸位置25から始まり、配列番号16もしくは配列番号28のアミノ酸位置131で
終わるアミノ酸配列を含むか、それらから本質的になるか、又はそれらからなる。別の具
体的な実施態様において、ActRIIBポリペプチドは、配列番号17、18、23、26、27、29、3
0、31、32、33、36、37、42、もしくは43のアミノ酸配列からなるか、又はそれらから本
質的になる。
【０２３１】
　本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBポリペプチドはいずれも、ホモ
二量体として産生することができる。本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActR
IIBポリペプチドはいずれも、IgG重鎖由来の定常領域、例えば、Fcドメインを含む異種部
分を有する融合タンパク質として製剤化することができる。本明細書に記載の組成物及び
方法で使用されるActRIIBポリペプチドはいずれも、任意に、配列番号16又は配列番号28
に対する1以上の追加のアミノ酸置換、欠失、又は挿入と組み合わせて、配列番号16又は
配列番号28の位置79に対応する位置に酸性アミノ酸を含むことができる。
【０２３２】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシ
グナル伝達のインヒビターは、1以上のアミノ酸置換/突然変異を有するActRIIBの細胞外
ドメインを含む。そのようなアミノ酸置換/突然変異は、例えば、配列番号16又は配列番
号28のアミノ酸位置79のロイシンからアスパラギン酸又はグルタミン酸などの酸性アミノ
酸への交換であり得る。例えば、配列番号16又は配列番号28の位置L79をActRIIB細胞外ド
メインポリペプチド中で改変して、改変されたアクチビン-ミオスタチン(GDF-11)結合特
性を付与することができる。L79A及びL79P突然変異は、アクチビン結合よりも大きい程度
にGDF-11結合を低下させる。L79E及びL79D突然変異はGDF-11結合を保持する一方で、大き
く低下したアクチビン結合を示す。
【０２３３】
　ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシグナ
ル伝達のインヒビターは、アミノ酸置換、例えば、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸
位置79のロイシンからアスパラギン酸又はグルタミン酸などの酸性アミノ酸への交換も保
有するActRIIB細胞外ドメインの切断形態を含む。具体的な実施態様において、本明細書
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に記載の組成物及び方法で使用されるアミノ酸置換も保有するActRIIBポリペプチドの細
胞外ドメインの切断形態は、配列番号23である。切断され及び/又は1以上のアミノ酸置換
を保有するActRIIBの形態は、上で論じられているような抗体のFcドメインに連結させる
ことができる。
【０２３４】
　ActRIIBポリペプチドの機能的に活性のある断片は、例えば、ActRIIBポリペプチドをコ
ードする核酸の対応する断片から組換え産生されたポリペプチドをスクリーニングするこ
とにより得ることができる。さらに、断片を、従来のメリフィールド固相f-Moc又はt-Boc
化学などの当技術分野で公知の技術を用いて化学合成することができる。当業者によって
認識されているように、例えば、ペプチド合成用の様々な樹脂及び溶液相系を含む他の技
術を用いて、本明細書に記載のペプチジル断片を合成することができる。該断片を(組換
えによるか又は化学合成によって)産生し、試験して、ActRIIBタンパク質又はアクチビン
によって媒介されるシグナル伝達のアンタゴニスト(インヒビター)として機能し得るペプ
チジル断片を同定することができる。
【０２３５】
　さらに、ActRIIBポリペプチドの機能的に活性のある変異体は、例えば、ActRIIBポリペ
プチドをコードする対応する突然変異核酸から組換え産生された修飾ポリペプチドのライ
ブラリーをスクリーニングすることにより得ることができる。該変異体を産生し、試験し
て、ActRIIBタンパク質又はアクチビンによって媒介されるシグナル伝達のアンタゴニス
ト(インヒビター)として機能し得るものを同定することができる。ある実施態様において
、ActRIIBポリペプチドの機能的変異体は、配列番号17、18、23、26、27、29、30、31、3
2、33、36、37、42、及び43から選択されるアミノ酸配列と少なくとも75％同一であるア
ミノ酸配列を含む。ある実施態様において、該機能的変異体は、配列番号17、18、23、26
、27、29、30、31、32、33、36、37、42、及び43から選択されるアミノ酸配列と少なくと
も80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、又は99％同一なアミノ酸配列を有する。
【０２３６】
　機能的変異体は、例えば、ActRIIBポリペプチドの構造を、治療効力、又は安定性(例え
ば、エクスビボでの保存期間及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
るような目的で修飾することにより作製することができる。アクチビン結合を保持するよ
うに選択された場合のそのような修飾ActRIIBポリペプチドは、天然のActRIIBポリペプチ
ドの機能的等価物とみなすことができる。修飾ActRIIBポリペプチドは、例えば、アミノ
酸置換、欠失、又は付加によって産生することもできる。例えば、ロイシンとイソロイシ
ンもしくはバリンとの、アスパラギン酸とグルタミン酸との、トレオニンとセリンとの単
独置換、又はあるアミノ酸と構造的に関連するアミノ酸との同様の置換(例えば、保存的
突然変異)によって、得られる分子の生物活性が大きく影響を受けることはないであろう
と予想するのは合理的である。保存的置換は、その側鎖において関連があるアミノ酸のフ
ァミリー内で起こる置換である。ActRIIBポリペプチドのアミノ酸配列の変化によって機
能的ホモログが生じるかどうかは、野生型ActRIIBポリペプチドと同様の様式で細胞内の
応答を引き起こす変異体ActRIIBポリペプチドの能力を評価することにより容易に決定す
ることができる。
【０２３７】
　ActRIIBポリペプチド突然変異体、特に、ActRIIBポリペプチドのコンビナトリアル突然
変異体のセット、及び切断突然変異体;コンビナトリアル突然変異体のプールは、機能的
変異体配列を同定するのに特に有用であり、本明細書に記載の方法及び組成物で使用する
ことができる。そ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、アゴニストもしくはアンタゴニストのいずれかとして作用することができるか、
又はその代わりに、新規の活性を全て併せ持つ、ActRIIBポリペプチド変異体を作製する
ことであり得る。
【０２３８】
　ActRIIBのリガンド結合ポケットは、配列番号16又は配列番号28の残基Y31、N33、N35、
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L38～T41、E47、E50、Q53～K55、L57、H58、Y60、S62、K74、W78～N83、Y85、R87、A92、
及びE94～F101によって規定されることが示されている。これらの位置では、保存的突然
変異は許容されるが、K74A突然変異は、R40A、K55A、F82A、及び位置L79での突然変異が
そうであるように、良好に許容されると考えられる。R40は、ゼノパス(Xenopus)ではKで
あり、この位置の塩基性アミノ酸が許容されることを示している。Q53は、ウシActRIIBで
はR、及びゼノパスActRIIBではKであり、それゆえ、R、K、Q、N、及びHを含むアミノ酸が
この位置で許容される。したがって、本明細書に記載の方法及び組成物で使用されるActR
IIBポリペプチドの一般式は、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸29～109を含むが、任
意に、配列番号16又は配列番号28の20～24又は22～25の範囲のアミノ酸位置から始まり、
配列番号16又は配列番号28の129～134の範囲のアミノ酸位置で終わり、リガンド結合ポケ
ット内に1、2、5、又は15以下の保存的アミノ酸変化を含み、かつリガンド結合ポケット
内の配列番号16又は配列番号28のアミノ酸位置40、53、55、74、79、及び/又は82に0、1
、又はそれより多くの非保存的変化を含むものである。そのようなActRIIBポリペプチド
は、配列番号16又は配列番号28のアミノ酸29～109の配列との80％、90％、95％、又は99
％を超える配列同一性又は配列相同性を保持し得る。ばらつきが特に良好に許容され得る
結合ポケットの外側の部位としては、ActRIIBの細胞外ドメインのアミノ末端及びカルボ
キシ末端、並びに位置42～46及び65～73が挙げられる。配列番号16又は配列番号28の位置
65におけるアスパラギンからアラニンへの変化(N65A)は、A64バックグラウンドでのリガ
ンド結合を実際に改善し、したがって、R64バックグラウンドでのリガンド結合に悪影響
を及ぼさないと考えられる。この変化は、おそらくは、A64バックグラウンドでのN65にお
けるグリコシル化を消失させ、したがって、この領域での顕著な変化が許容される可能性
が高いことを示している。R64A変化はあまり許容されないが、R64Kは良好に許容され、し
たがって、Hなどの別の塩基性残基は、位置64で許容され得る。
【０２３９】
　リガンド結合ドメイン内に突然変異を有するActRIIBポリペプチドの具体的な例として
、変異体ActRIIBポリペプチドが、アクチビンではなく、GDF8に優先的に結合するように
、ActRIIBのリガンド結合ドメインの正電荷を有するアミノ酸残基Asp(D80)を異なるアミ
ノ酸残基に突然変異させることができる。具体的な実施態様において、D80残基を、非荷
電アミノ酸残基、負電荷を有する(negative)アミノ酸残基、及び疎水性アミノ酸残基:か
らなる群から選択されるアミノ酸残基に変化させる。さらなる具体的な例として、疎水性
残基L79を酸性アミノ酸のアスパラギン酸又はグルタミン酸に改変して、GDF11結合を保持
したまま、アクチビン結合を大きく低下させることができる。当業者によって認識されて
いるように、記載された突然変異、変異体、又は修飾の大部分は、核酸レベルで、又は場
合によっては、翻訳後修飾もしくは化学合成によって生成させることができる。そのよう
な技術は、当技術分野で周知である。
【０２４０】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシ
グナル伝達のインヒビターは、抗体のFc部分に連結したActRIIB受容体の細胞外ドメイン(
例えば、アクチビン結合ドメイン)を含むコンジュゲート/融合タンパク質を含む。そのよ
うなコンジュゲート/融合タンパク質は、本明細書に開示されるActRIIBポリペプチドのい
ずれか(例えば、配列番号17、18、23、26、27、29、30、31、32、33、36、37、42、もし
くは43のいずれか)、当技術分野で公知の任意のActRIIBポリペプチド、又は当技術分野で
公知の及び/もしくは本明細書に提供される方法を用いて作製される任意のActRIIBポリペ
プチドを含み得る。
【０２４１】
　ある実施態様において、該細胞外ドメインは、リンカー、例えば、ペプチドリンカーを
介して、抗体のFc部分に連結される。例示的なリンカーとしては、短いポリペプチド配列
、例えば、2～10個、2～5個、2～4個、2～3個のアミノ酸残基(例えば、グリシン残基)、
例えば、Gly-Gly-Glyリンカーなどが挙げられる。具体的な実施態様において、該リンカ
ーは、アミノ酸配列Gly-Gly-Gly(GGG)を含む。別の具体的な実施態様において、該リンカ



(78) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

ーは、アミノ酸配列Thr-Gly-Gly-Gly(TGGG)を含む。任意に、Fcドメインは、Asp-265、リ
ジン322、及びAsn-434などの残基に1以上の突然変異を有する。ある場合には、これらの
突然変異のうちの1つ又は複数(例えば、Asp-265突然変異)を有する突然変異体Fcドメイン
は、野生型Fcドメインと比べて、Fcγ受容体に結合する能力が低下している。他の場合に
は、これらの突然変異のうちの1つ又は複数(例えば、Asn-434突然変異)を有する突然変異
体Fcドメインは、野生型Fcドメインと比べて、MHCクラスI関連Fc-受容体(FcRN)に結合す
る能力が増大している。Fcドメインに融合したActRIIBの可溶性細胞外ドメインを含む例
示的な融合タンパク質は、配列番号20、21、24、25、34、35、38、39、40、41、44、46、
及び47に示されている。
【０２４２】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシ
グナル伝達インヒビターは、抗体のFc部分に連結されたActRIIBの細胞外ドメイン、又は
その部分を含み、ここで、該ActRIIBシグナル伝達インヒビターは、配列番号20、21、24
、25、34、35、38、39、40、41、44、46、及び47から選択されるアミノ酸配列と少なくと
も75％同一であるアミノ酸配列を含む。別の具体的な実施態様において、本明細書に記載
の組成物及び方法で使用されるActRIIBシグナル伝達インヒビターは、抗体のFc部分に連
結されたActRIIBの細胞外ドメイン、又はその部分を含み、ここで、該ActRIIBシグナル伝
達インヒビターは、配列番号20、21、24、25、34、35、38、39、40、41、44、46、及び47
から選択されるアミノ酸配列と少なくとも80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、
又は99％同一であるアミノ酸配列を含む。
【０２４３】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシ
グナル伝達インヒビターは、ヒトActRIIB受容体の細胞外ドメインとIgG1のFc部分の融合
タンパク質である。別の具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で
使用されるActRIIBシグナル伝達インヒビターは、ヒトActRIIB受容体の切断された細胞外
ドメインとIgG1のFc部分の融合タンパク質である。別の具体的な実施態様において、本明
細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシグナル伝達インヒビターは、ヒトAct
RIIB受容体の切断された細胞外ドメインとIgG1のFc部分の融合タンパク質であり、ここで
、該ヒトActRIIB受容体の切断された細胞外ドメインは、配列番号16又は配列番号28のア
ミノ酸79に対応するアミノ酸位置にアミノ酸置換を保有する。一実施態様において、配列
番号16又は配列番号28のアミノ酸79に対応するアミノ酸位置でのアミノ酸置換は、ロイシ
ンからアスパラギン酸への置換(すなわち、L79D突然変異)である。
【０２４４】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIBシ
グナル伝達インヒビターは、配列番号24又は25であり、これらは、ヒトActRIIB受容体の
細胞外ドメインとIgG1のFc部分の融合タンパク質を表し、ここで、該ActRIIB細胞外ドメ
インは、配列番号28のアミノ酸25～131を含み、L79D突然変異を有する。配列番号24のAct
RIIB-Fc融合タンパク質をコードする核酸配列は、配列番号45に示されている。
【０２４５】
　別の具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRII
Bシグナル伝達インヒビターは、配列番号34又は35であり、これらは、ヒトActRIIB受容体
の細胞外ドメインとIgG1のFc部分の融合タンパク質を表し、ここで、該ActRIIB細胞外ド
メインは、配列番号16のアミノ酸25～131を含み、L79D突然変異を有する。
【０２４６】
　アスパラギン結合型グリコシル化認識部位は、通常、適当な細胞グリコシル化酵素によ
って特異的に認識されるアスパラギン-X-トレオニン(又はアスパラギン-X-セリン)(ここ
で、「X」は、任意のアミノ酸である)というトリペプチド配列を含む。改変は、野生型Ac
tRIIBポリペプチドの配列への1以上のセリンもしくはトレオニン残基の付加、又はそれら
による置換によって行うこともできる(O結合型グリコシル化部位の場合)。グリコシル化
認識部位の1番目もしくは3番目のアミノ酸位置のうちの一方もしくは両方における種々の
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アミノ酸置換もしくは欠失(及び/又は2番目の位置におけるアミノ酸欠失)は、修飾された
トリペプチド配列中での非グリコシル化をもたらす。ActRIIBポリペプチド上の炭水化物
部分の数を増加させる別の手段は、ActRIIBポリペプチドへのグリコシドの化学的又は酵
素的カップリングによるものである。使用されるカップリング様式に応じて、糖(複数可)
を、(a)アルギニン及びヒスチジン;(b)遊離カルボキシル基;(c)遊離スルフヒドリル基、
例えば、システインの遊離スルフヒドリル基;(d)遊離ヒドロキシル基、例えば、セリン、
トレオニン、もしくはヒドロキシプロリンの遊離ヒドロキシル基;(e)芳香族残基、例えば
、フェニルアラニン、チロシン、もしくはトリプトファンの芳香族残基;又は(f)グルタミ
ンのアミド基に結合させることができる。これらの方法は、引用により本明細書中に組み
込まれる、1987年9月11日に公開された国際特許出願第WO 87/05330号、並びにAplin及びW
ristonの文献(1981) CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306に記載されている。ActRIIB
ポリペプチド上に存在する1以上の炭水化物部分の除去は、化学的に及び/又は酵素的に達
成することができる。化学的脱グリコシル化は、例えば、化合物トリフルオロメタンスル
ホン酸、又は同等の化合物へのActRIIBポリペプチドの暴露を含み得る。この処理は、結
合糖(N-アセチルグルコサミン又はN-アセチルガラクトサミン)を除くほとんど又は全ての
糖の切断をもたらすが、アミノ酸配列は無傷のまま残す。化学的脱グリコシル化はさらに
、Hakimuddinらの文献(1987) Arch. Biochem. Biophys. 259:52により、及びEdgeらの文
献(1981) Anal. Biochem. 118:131により記載されている。ActRIIBポリペプチド上の炭水
化物部分の酵素的切断は、Thotakuraらの文献(1987) Meth. Enzymol. 138:350により記載
されているような種々のエンドグリコシダーゼ及びエキソグリコシダーゼの使用によって
達成することができる。ActRIIBポリペプチドの配列は、適切な場合、使用される発現系
の種類に応じて調整することができるが、それは、哺乳動物、酵母、昆虫、及び植物の細
胞が全て、該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
を導入することができるためである。一般に、ヒトで使用されるActRIIBタンパク質は、
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又はCHO細胞株で発現さ
れるが、他の発現系、例えば、他の哺乳動物発現細胞株、グリコシル化酵素が改変されて
いる酵母細胞株、及び昆虫細胞も同様に有用であると考えられる。
【０２４７】
　具体的な実施態様において、ActRIIB(R64)-Fc形態と比べてActRIIB-Fc融合タンパク質
の血清半減期を延長するさらなるN結合型グリコシル化部位(N-X-S/T)の付加を含む突然変
異ActRIIBポリペプチドを本明細書に記載の方法及び組成物で使用することできる。具体
的な実施態様において、配列番号16又は配列番号28の位置24におけるアスパラギン(A24N)
の導入は、より長い半減期を付与するNXT配列の生成をもたらす。他のNX(T/S)配列は、42
～44(NQS)及び65～67(NSS)に見出すことができるが、後者は、位置64のRでは(すなわち、
R64ポリペプチド中では)効率的にグリコシル化することができない。N-X-S/T配列は、通
常、上で詳述されている、ActRIIBのリガンド結合ポケットの外側の位置で導入すること
ができる。非内在性N-X-S/T配列の導入のための特に好ましい部位としては、配列番号16
又は配列番号28のアミノ酸20～29、20～24、22～25、109～134、120～134、又は129～134
が挙げられる。N-X-S/T配列は、ActRIIB配列とFc又は他の融合体成分との間のリンカーに
導入することもできる。そのような部位は、既存のSもしくはTに対して正しい位置にNを
導入することによるか、又は既存の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。したがって、N結合型グリコシル化部位を生成
させる望ましい改変は: A24N、R64N、S67N(おそらくは、N65A改変と併存する)、E106N、R
112N、G120N、E123N、P129N、A132N、R112S、及びR112Tである(これらの位置に対応する
全てのアミノ酸位置について、それらを配列番号16又は配列番号28に見出すことができる
)。グリコシル化によって保護が生じるので、グリコシル化されると予測される任意のSを
、免疫原性部位を生成させることなく、Tに改変することができる。同様に、グリコシル
化されると予測される任意のTをSに改変することができる。したがって、改変S67T及びS4
4Tは本明細書に包含される。同様に、A24N変異体において、S26T改変を使用することがで
きる。したがって、ActRIIBポリペプチドは、1以上の追加の非内在性N結合型グリコシル
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化コンセンサス配列を含むことができる。
【０２４８】
　種々のスクリーニングアッセイを用いて、ActRIIBポリペプチド変異体を評価すること
ができる。例えば、ActRIIBポリペプチド変異体を、ActRIIBリガンドに結合する能力、Ac
tRIIBリガンドのActRIIBポリペプチドへの結合を妨げる能力、又はActRIIBリガンドによ
って生じるシグナル伝達に干渉する能力についてスクリーニングすることができる。ActR
IIBポリペプチド又はその変異体の活性を、細胞ベースのアッセイ又はインビボアッセイ
で試験することもできる。
【０２４９】
　天然のActRIIBポリペプチドと比べて選択的な又は全般的に増大した効力を有する、コ
ンビナトリアル由来の変異体を作製することができる。同様に、突然変異生成によって、
対応する野生型ActRIIBポリペプチドとは劇的に異なる細胞内半減期を有する変異体を生
じさせることができる。例えば、改変タンパク質を、タンパク質分解、又は天然のActRII
Bポリペプチドの破壊、さもなければ、不活化をもたらす他の細胞プロセスに対してより
安定な状態又はあまり安定でない状態にするにすることができる。そのような変異体、及
びそれらをコードする遺伝子を用いて、ActRIIBポリペプチドの半減期を調節することに
より、ActRIIBポリペプチドレベルを改変することができる。例えば、短い半減期は、よ
り一時的な生物学的効果を生じることができ、対象における組換えActRIIBポリペプチド
レベルのより厳しい制御を可能にすることができる。Fc融合タンパク質では、突然変異を
リンカー(存在する場合)及び/又はFc部分中で生成させて、タンパク質の半減期を改変す
ることができる。
【０２５０】
　コンビナトリアルライブラリーは、各々の潜在的ActRIIBポリペプチド配列の少なくと
も一部を含むポリペプチドのライブラリーをコードする遺伝子の縮重ライブラリーによっ
て生成させることができる。例えば、潜在的ActRIIBポリペプチドヌクレオチド配列の縮
重セットが、個々のポリペプチドとして、又はその代わりに、より大きな融合タンパク質
のセット(例えば、ファージディスプレイの場合)として発現可能となるように、合成オリ
ゴヌクレオチドの混合物を酵素的に連結して遺伝子配列にすることができる。
【０２５１】
　潜在的ホモログのライブラリーを縮重オリゴヌクレオチド配列から作製することができ
る多くの方法がある。縮重遺伝子配列の化学合成を自動DNA合成装置で実行することがで
き、その後、合成遺伝子を発現用の適当なベクターに連結することができる。縮重オリゴ
ヌクレオチドの合成は、当技術分野で周知である(例えば、Narang, S Aの文献(1983) Tet
rahedron 39:3; Itakuraらの文献(1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos
. Macromolecules, AG Walton編, Amsterdam: Elsevier pp 273-289; Itakuraらの文献(1
984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakuraらの文献(1984) Science 198:1056; Ikeらの
文献(1983) Nucleic Acid Res. 11:477を参照されたい)。そのような技術は、他のタンパ
ク質の定方向進化において利用されている(例えば、Scottらの文献(1990) Science 249:3
86-390; Robertsらの文献(1992) PNAS USA 89:2429-2433; Devlinらの文献(1990) Scienc
e 249: 404-406; Cwirlaらの文献(1990) PNAS USA 87: 6378-6382;並びに米国特許第5,22
3,409号、第5,198,346号、及び第5,096,815号を参照されたい)。
【０２５２】
　或いは、他の形態の突然変異生成を用いて、コンビナトリアルライブラリーを作製する
ことができる。例えば、ActRIIBポリペプチド変異体を、例えば、アラニンスキャニング
突然変異生成などを用いるスクリーニングによって(Rufらの文献(1994) Biochemistry 33
:1565-1572; Wangらの文献(1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balintらの文献(1993
) Gene 137:109-118; Grodbergらの文献(1993) Eur. J. Biochem. 218:597-601; Nagashi
maらの文献(1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowmanらの文献(1991) Biochemistry
 30:10832-10838;及びCunninghamらの文献(1989) Science 244:1081-1085)、リンカース
キャニング突然変異生成によって(Gustinらの文献(1993) Virology 193:653-660; Brown
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らの文献(1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnightらの文献(1982) Science 232:
316);飽和突然変異生成によって(Meyersらの文献(1986)Science 232:613); PCR突然変異
生成によって(Leungらの文献(1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19);又は化学的突然変
異生成などを含むランダム突然変異生成によって(Millerらの文献(1992) 細菌遺伝学の短
期講座(A Short Course in Bacterial Genetics)、CSHL Press, Cold Spring Harbor, N.
Y.;及びGreenerらの文献(1994) Strategies in Mol Biol 7:32-34)、ライブラリーから作
製し、単離することができる。特にコンビナトリアル設定でのリンカースキャニング突然
変異生成は、ActRIIBポリペプチドの切断(生物活性)形態を同定する魅力的な方法である
。
【０２５３】
　点突然変異及び切断によって作製されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産物を
スクリーニングするための、さらに言うなら、特定の性質を有する遺伝子産物のcDNAライ
ブラリーをスクリーニングするための、広範な技術が当技術分野で公知である。そのよう
な技術は、一般に、ActRIIBポリペプチドのコンビナトリアル突然変異生成によって作製
される遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である。大きな遺伝子ライブ
ラリーのスクリーニングに最も広く使用されている技術は、通常、遺伝子ライブラリーを
複製可能な発現ベクターにクローニングすること、適当な細胞を得られたベクターのライ
ブラリーで形質転換すること、及びコンビナトリアル遺伝子を、所望の活性の検出によっ
て、その産物が検出された遺伝子をコードするベクターの比較的簡単な単離が容易になる
条件下で発現させることを含む。好ましいアッセイとしては、アクチビン結合アッセイ及
びアクチビン媒介性細胞シグナル伝達アッセイが挙げられる。
【０２５４】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用されるActRIIBポリペ
プチドは、ActRIIBポリペプチドに天然に存在する任意の修飾に加えて、翻訳後修飾をさ
らに含み得る。そ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、及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、
修飾されたActRIIBポリペプチドは、非アミノ酸要素、例えば、ポリエチレングリコール
、脂質、多糖又は単糖、及びホスフェートを含有し得る。ActRIIBポリペプチドの機能性
に対するそのような非アミノ酸要素の効果は、当業者に公知の任意の方法によって試験す
ることができる。ActRIIBポリペプチドが、ActRIIBポリペプチドの新生形態を切断するこ
とによって細胞内で産生される場合、翻訳後プロセシングもまた、タンパク質の正確なフ
ォールディング及び/又は機能に重要であり得る。様々な細胞(例えば、CHO、HeLa、MDCK
、293、W138、NIH-3T3、又はHEK293)は、そのような翻訳後活性のための特異的細胞装置
及び特徴的機構を有しており、該細胞を、ActRIIBポリペプチドの正確な修飾及びプロセ
シングを保証するために選択することができる。
【０２５５】
　ある態様において、ActRIIBポリペプチドの機能的変異体又は修飾形態には、ActRIIBポ
リペプチドの少なくとも一部及び1以上の融合ドメインを有する融合タンパク質が含まれ
る。そのような融合ドメインのよく知られた例としては、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)、又はヒト血清アルブ
ミンが挙げられるが、これらに限定されない。融合ドメインを、所望の特性を付与するよ
うに選択することができる。例えば、いくつかの融合ドメインは、親和性クロマトグラフ
ィーによる融合タンパク質の単離に特に有用である。親和性精製の目的で、親和性クロマ
トグラフィー用の関連するマトリックス、例えば、グルタチオン、アミラーゼ、及びニッ
ケル又はコバルトコンジュゲート樹脂が使用される。そのようなマトリックスの多くは、
「キット」形態で入手可能であり、これには、例えば、Pharmacia GST精製システム及び(
HIS6)融合パートナーと合わせて有用な、QIAexpress(商標)システム(Qiagen)がある。別
の例として、融合ドメインを、ActRIIBポリペプチドの検出を容易にするように選択する
ことができる。そのような検出ドメインの例としては、様々な蛍光タンパク質(例えば、G



(82) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

FP)及び通常、特異的抗体が利用可能な短いペプチド配列である「エピトープタグ」が挙
げられる。特異的モノクローナル抗体がすぐに利用可能である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)、及びc-mycタグが挙げられる
。場合により、融合ドメインは、例えば、第Xa因子又はトロンビン用のプロテアーゼ切断
部位、を有し、該部位は、関連するプロテアーゼが融合タンパク質を部分消化し、それに
より、組換えタンパク質をそれから遊離させることを可能にする。その後、遊離したタン
パク質を、後続のクロマトグラフィー分離によって融合ドメインから単離することができ
る。ある好ましい実施態様において、ActRIIBポリペプチドを、インビボでActRIIBポリペ
プチドを安定化するドメイン(「スタビライザー」ドメイン)と融合させる。「安定化する
」とは、血清半減期を延長する全てのことを意味し、これは、破壊の減少によるものか、
腎臓によるクリアランスの減少によるものか、又は他の薬物動態作用によるものかを問わ
ない。免疫グロブリンのFc部分との融合は、広範なタンパク質に望ましい薬物動態特性を
付与することが知られている。同様に、ヒト血清アルブミンへの融合は、望ましい特性を
付与することができる。選択され得る他のタイプの融合ドメインとしては、多量体化(例
えば、二量体化、四量体化)ドメイン及び(望ましい場合、追加の生物学的機能、例えば、
骨成長又は筋肉成長のさらなる刺激を付与する)機能ドメインが挙げられる。
【０２５６】
　融合タンパク質の様々なエレメントを、所望の機能と一致する任意の方法で配置し得る
ことが理解される。例えば、ActRIIBポリペプチドを異種ドメインのC末端に配置すること
ができ、又はその代わりに、異種ドメインをActRIIBポリペプチドのC末端に配置すること
ができる。ActRIIBポリペプチドドメイン及び異種ドメインは、融合タンパク質中で隣接
している必要がなく、追加のドメイン又はアミノ酸配列を、どちらかのドメインのC末端
もしくはN末端、又はこれらのドメインの間に含めることができる。
【０２５７】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用されるActRIIBポリペ
プチドは、ActRIIBポリペプチドを安定化することができる1以上の修飾を含む。例えば、
そのような修飾は、ActRIIBポリペプチドのインビトロ半減期を向上させるか、ActRIIBポ
リペプチドの循環半減期を向上させるか、又はActRIIBポリペプチドのタンパク質分解を
低下させる。そのような安定化修飾としては、融合タンパク質(例えば、ActRIIBポリペプ
チド及びスタビライザードメインを含む融合タンパク質を含む)、グリコシル化部位の修
飾(例えば、ActRIIBポリペプチドへのグリコシル化部位の付加を含む)、並びに炭水化物
部分の修飾(例えば、ActRIIBポリペプチドからの炭水化物部分の除去を含む)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、ActRIIBポリペプチドを、スタビ
ライザードメイン、例えば、IgG分子(例えば、Fcドメイン)に融合させる。本明細書で使
用されるように、「スタビライザードメイン」という用語は、融合タンパク質の場合に見
られる融合ドメイン(例えば、Fc)を指すだけでなく、炭水化物部分などの非タンパク質性
修飾、又はポリエチレングリコールなどの非タンパク質性ポリマーも含む。
【０２５８】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物は、単離及び/又は精製され
たActRIIBポリペプチドを使用する、すなわち、他のタンパク質から単離されているか、
又は別の方法で他のタンパク質を実質的に含まない、ActRIIBポリペプチドを本明細書に
記載の方法及び組成物とともに使用することができる。ActRIIBポリペプチドは、通常、
組換え核酸からの発現によって産生される。
【０２５９】
　ある態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用されるActRIIBポリペプチ
ドは、本明細書に開示される断片、機能的変異体、及び融合タンパク質を含む、単離され
た及び/又は組換え核酸によってコードされる。例えば、配列番号19は、天然のヒトActRI
IB前駆ポリペプチドをコードする。対象核酸は、一本鎖又は二本鎖であり得る。そのよう
な核酸は、DNA又はRNA分子であり得る。これらの核酸を、例えば、ActRIIBポリペプチド
を作製する方法で、又は直接的な治療剤として(例えば、遺伝子療法の手法で)使用するこ



(83) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

とができる。
【０２６０】
　ある態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRIIBポ
リペプチドを産生するために使用することができる核酸は、配列番号19の変異体並びに可
溶性ActRIIBポリペプチドをコードする核酸配列(例えば、配列番号17、18、23、26、27、
29、30、31、32、33、36、37、42、及び43をコードする核酸)の変異体である核酸を含む
ことがさらに理解される。変異体ヌクレオチド配列には、1以上のヌクレオチド置換、付
加、又は欠失によって異なる配列、例えば、アレル変異体が含まれる。
【０２６１】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRII
Bポリペプチドを産生するために使用することができる単離された又は組換え核酸配列は
、配列番号19又は可溶性ActRIIBポリペプチドをコードする核酸配列(例えば、配列番号17
、18、23、26、27、29、30、31、32、33、36、37、42、及び43をコードする核酸)と少な
くとも80％、85％、90％、95％、97％、98％、99％、又は100％同一である。当業者は、
配列番号19又は可溶性ActRIIBポリペプチドをコードする核酸配列(例えば、配列番号17、
18、23、26、27、29、30、31、32、33、36、37、42、及び43をコードする核酸)に相補的
な核酸配列、並びに配列番号19又は可溶性ActRIIBポリペプチドをコードする核酸配列(例
えば、配列番号17、18、23、26、27、29、30、31、32、33、36、37、42、及び43をコード
する核酸)の変異体を、本明細書に記載の方法及び組成物とともに使用することができる
ことを理解するであろう。さらなる実施態様において、該核酸配列は、単離されたもの、
組換え体、及び/もしくは異種ヌクレオチド配列と融合したもの、又はDNAライブラリー中
のものであることができる。
【０２６２】
　他の実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRII
Bポリペプチドを産生するために使用することができる核酸は、配列番号19に表記される
ヌクレオチド配列もしくは可溶性ActRIIBポリペプチドをコードする核酸配列(例えば、配
列番号17、18、23、26、27、29、30、31、32、33、36、37、42、及び43をコードする核酸
)、配列番号19もしくは可溶性ActRIIBポリペプチドをコードする核酸配列(例えば、配列
番号17、18、23、26、27、29、30、31、32、33、36、37、42、及び43をコードする核酸)
の相補的配列、又はそれらの断片に高いストリンジェンシー条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列を含む。当業者は、DNAハイブリダイゼーションを促進する適切なスト
リンジェンシー条件を変化させることができることを理解するであろう。例えば、ハイブ
リダイゼーションを、約45℃での6.0×塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム(SSC)、次い
で、50℃での2.0×SSCの洗浄で実施することができる。例えば、洗浄工程での塩濃度を、
50℃で約2.0×SSCの低いストリンジェンシーから50℃で約0.2×SSCの高いストリンジェン
シーまで選択することができる。さらに、洗浄工程での温度を、室温、約22℃での低いス
トリンジェンシー条件から約65℃での高いストリンジェンシー条件へと上昇させることが
できる。温度と塩の両方を変化させることができ、又は他の変数を変化させながら、温度
もしくは塩濃度を一定に保つことができる。一実施態様において、室温での6×SSC、次に
、室温での2×SSCでの洗浄の低い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
、本明細書に記載の方法及び組成物とともに使用することができる。
【０２６３】
　遺伝暗号の縮重のために配列番号19又は可溶性ActRIIBポリペプチドをコードする核酸
配列(例えば、配列番号17、18、23、26、27、29、30、31、32、33、36、37、42、及び43
をコードする核酸)に示される核酸とは異なる単離された核酸を用いて、本明細書に記載
の方法及び組成物で使用するのに好適なActRIIBポリペプチドを産生することもできる。
例えば、いくつかのアミノ酸は、複数のトリプレットによって指定される。同じアミノ酸
を特定するコドン、又はシノニム(例えば、CAUとCACは、ヒスチジンについてのシノニム
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「サイレント突然変異」を生
じさせることができる。しかしながら、対象タンパク質のアミノ酸配列の変化を実際にも
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たらすDNA配列多型が哺乳動物細胞の間に存在すると考えられる。当業者は、特定のタン
パク質をコードする核酸の1以上のヌクレオチドにおけるこれらの変異(variation)(ヌク
レオチドの最大約3～5％)が、天然のアレル変異(variation)が原因で、所与の種の個体間
に存在し得ることを理解するであろう。ありとあらゆるそのようなヌクレオチド変異(var
iation)及び結果として生じるアミノ酸多型を本明細書に記載の方法及び組成物とともに
使用することができる。
【０２６４】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRII
Bポリペプチドを産生するために使用することができる組換え核酸を、発現コンストラク
ト中の1以上の調節ヌクレオチド配列に機能的に連結することができる。調節ヌクレオチ
ド配列は、通常、発現に使用される宿主細胞に適したものである。種々の宿主細胞につい
て、数多くの種類の適切な発現ベクター及び好適な調節配列が当技術分野で公知である。
一般に、該1以上の調節ヌクレオチド配列としては、プロモーター配列、リーダー又はシ
グナル配列、リボソーム結合部位、転写開始及び終結配列、翻訳開始及び終結配列、並び
にエンハンサー又はアクチベーター配列が挙げられるが、これらに限定されない。当技術
分野で公知の構成的又は誘導性プロモーターを本明細書に記載の方法及び組成物とともに
使用することができる。プロモーターは、天然プロモーター、又は複数のプロモーターの
エレメントを組み合わせるハイブリッドプロモーターのどちらかであり得る。発現コンス
トラクトは、細胞内でプラスミドなどのエピソーム上に存在してもよく、又は発現コンス
トラクトは、染色体に挿入されてもよい。好ましい実施態様において、発現ベクターは、
形質転換した宿主細胞の選択を可能にする選択可能マーカー遺伝子を含む。選択可能マー
カー遺伝子は当技術分野で周知であり、使用される宿主細胞によって異なる。
【０２６５】
　ある態様において、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なActRIIBポ
リペプチドを産生するために使用することができる核酸は、ActRIIBポリペプチドをコー
ドし、少なくとも1つの調節配列に機能的に連結されているヌクレオチド配列を含む発現
ベクター中に提供される。調節配列は当技術分野で認められており、ActRIIBポリペプチ
ドの発現を導くように選択される。したがって、調節配列という用語は、プロモーター、
エンハンサー、及び他の発現制御エレメントを含む。例示的な調節配列は、Goeddelの文
献;遺伝子発現技術:酵素学の方法(Gene Expression Technology: Methods in Enzymology
), Academic Press, San Diego, Calif.(1990)に記載されている。例えば、それに機能的
に連結されたときDNA配列の発現を制御する多種多様な発現制御配列のいずれかをこれら
のベクター中で用いて、ActRIIBポリペプチドをコードするDNA配列を発現させることがで
きる。そのような有用な発現制御配列としては、例えば、SV40の初期及び後期プロモータ
ー、tetプロモーター、アデノウイルス又はサイトメガロウイルス前初期プロモーター、R
SVプロモーター、lacシステム、trpシステム、TAC又はTRCシステム、その発現がT7 RNAポ
リメラーゼによって誘導されるT7プロモーター、ラムダファージの主要オペレーター及び
プロモーター領域、fdコートタンパク質の制御領域、3-ホスホグリセレートキナーゼ又は
他の解糖系酵素のプロモーター、酸ホスファターゼ、例えば、Pho5のプロモーター、酵母
のα接合因子のプロモーター、バキュロウイルス系のポリヘドロンプロモーター、並びに
原核もしくは真核細胞又はそれらのウイルスの遺伝子の発現を制御することが知られてい
る他の配列、並びにこれらの様々な組合せが挙げられる。発現ベクターの設計は、形質転
換される宿主細胞の選択及び/又は発現が望まれるタンパク質の種類のような因子によっ
て決ま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、そのコピー数を制
御する能力、及び該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考慮されるべきである。
【０２６６】
　組換え核酸は、クローニングされた遺伝子、又はその一部を、原核細胞、真核細胞(酵
母、鳥類、昆虫、もしくは哺乳動物)、又はその両方における発現に好適なベクター中に
連結することにより産生することができる。組換えActRIIBポリペプチドの産生用の発現
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ビヒクルとしては、プラスミド及び他のベクターが挙げられる。例えば、好適なベクター
としては、大腸菌などの原核細胞における発現用の、以下のタイプのプラスミド: pBR322
由来プラスミド、pEMBL由来プラスミド、pEX由来プラスミド、pBTac由来プラスミド、及
びpUC由来プラスミドが挙げられる。
【０２６７】
　いくつかの哺乳動物発現ベクターは、細菌におけるベクターの増殖を促進する原核生物
配列と、真核細胞で発現される1以上の真核生物転写ユニットの両方を含む。pcDNAI/amp
、pcDNAI/neo、pRc/CMV、pSV2gpt、pSV2neo、pSV2-dhfr、pTk2、pRSVneo、pMSG、pSVT7、
pko-neo 及びpHyg由来ベクターは、真核細胞のトランスフェクションに好適な哺乳動物発
現ベクターの例である。これらのベクターのうちのいくつかは、原核細胞と真核細胞の両
方における複製及び薬物耐性選択を容易にするために、pBR322などの細菌プラスミド由来
の配列で修飾されている。或いは、ウシパピローマウイルス(BPV-1)、又はエプスタイン-
バーウイルス(pHEBo、pREP由来、及びp205)などのウイルスの派生物を、真核細胞におけ
るタンパク質の一過性発現に使用することができる。(レトロウイルスを含む)他のウイル
ス発現系の例は、以下の遺伝子療法送達系の記載において見出すことができる。プラスミ
ドの増殖及び宿主生物の形質転換に利用される様々な方法は、当技術分野で周知である。
原核細胞と真核細胞の両方に関する他の好適な発現系、及び一般的な組換え手順について
は、分子クローニング　実験マニュアル(Molecular Cloning A Laboratory Manual)、第3
版、Sambrook、Fritsch、及びManiatis編(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001)
を参照されたい。いくつかの例において、バキュロウイルス発現系の使用によって組換え
ポリペプチドを発現させることが望ましい場合がある。そのようなバキュロウイルス発現
系の例としては、pVL由来ベクター(例えば、pVL1392、pVL1393、及びpVL941)、pAcUW由来
ベクター(例えば、pAcUW1)、並びにpBlueBac由来ベクター(例えば、β-gal含有pBlueBac 
III)が挙げられる。
【０２６８】
　一実施態様において、Pcmv-Scriptベクター(Stratagene, La Jolla, Calif.)、pcDNA4
ベクター(Invitrogen, Carlsbad, Calif.)、及びpCI-neoベクター(Promega, Madison, Wi
s.)などのベクターを、CHO細胞内での本明細書に記載の方法及び組成物で使用されるActR
IIBポリペプチドの産生用に設計することができる。明らかになるように、対象遺伝子コ
ンストラクトを用いて、例えば、精製用の、融合タンパク質又は変異体タンパク質を含む
、タンパク質を産生するために、培養で増殖した細胞内での対象ActRIIBポリペプチドの
発現を生じさせることができる。
【０２６９】
　1以上の該対象ActRIIBポリペプチドのコード配列(例えば、配列番号19又は可溶性ActRI
IBポリペプチドをコードする核酸配列(例えば、配列番号17、18、23、26、27、29、30、3
1、32、33、36、37、42、及び43をコードする核酸))を含む組換え遺伝子でトランスフェ
クトされた宿主細胞を用いて、本明細書に記載の方法及び組成物で使用するのに好適なAc
tRIIBポリペプチドを産生することができる。宿主細胞は、任意の原核又は真核細胞であ
り得る。例えば、ActRIIBポリペプチドを、大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞(例えば、バ
キュロウイルス発現系を用いる)、酵母、又は哺乳動物細胞で発現させることができる。
他の好適な宿主細胞は、当業者に公知である。
【０２７０】
　したがって、本明細書に提供されるのは、本明細書に記載の方法及び組成物で使用され
るActRIIBポリペプチドを産生する方法である。例えば、ActRIIBポリペプチドをコードす
る発現ベクターでトランスフェクトされた宿主細胞を、ActRIIBポリペプチドの発現が生
じるのを可能にする適当な条件下で培養することができる。ActRIIBポリペプチドを分泌
させ、細胞とActRIIBポリペプチドを含む培地の混合物から単離することができる。或い
は、ActRIIBポリペプチドを細胞質内又は膜画分に保持し、細胞を回収し、溶解させ、タ
ンパク質を単離することができる。細胞培養物には、宿主細胞、培地、及び他の副産物が
含まれる。細胞培養用の好適な培地は、当技術分野で周知である。対象ActRIIBポリペプ
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チドを、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、ActRIIB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親和性精製、
及びActRIIBポリペプチドに融合しているドメインに結合する物質による親和性精製(例え
ば、プロテインAカラムを用いて、ActRIIB-Fc融合体を精製することができる)を含む、タ
ンパク質を精製するための当技術分野で公知の技術を用いて、細胞培養培地、宿主細胞、
又はその両方から単離することができる。好ましい実施態様において、ActRIIBポリペプ
チドは、その精製を容易にするドメインを含む融合タンパク質である。好ましい実施態様
において、精製は、例えば、以下のもの:プロテインAクロマトグラフィー、Qセファロー
スクロマトグラフィー、フェニルセファロースクロマトグラフィー、サイズ排除クロマト
グラフィー、及び陽イオン交換クロマトグラフィーのうちの3つ以上を、任意の順序で含
む、一連のカラムクロマトグラフィー工程によって達成される。精製は、ウイルス濾過及
びバッファー交換で終了させることができる。本明細書で実証されるように、ActRIIB-hF
cタンパク質は、サイズ排除クロマトグラフィーにより決定して98％を超える純度、SDS P
AGEにより決定して95％を超える純度に精製された。この精製レベルは、マウスの骨に対
する望ましい効果並びにマウス、ラット、及び非ヒト霊長類における許容し得る安全性プ
ロファイルを達成するのに十分であった。
【０２７１】
　別の実施態様において、組換えActRIIBポリペプチドの所望の部分のN末端におけるポリ
-(His)/エンテロキナーゼ切断部位配列などの精製リーダー配列をコードする融合遺伝子
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
精製を可能にすることができる。次いで、精製リーダー配列をエンテロキナーゼによる処
理によって後から除去し、精製ActRIIBポリペプチドを提供することができる(例えば、Ho
chuliらの文献(1987) J. Chromatography 411:177;及びJanknechtらの文献、PNAS USA 88
:8972を参照されたい)。
【０２７２】
　融合遺伝子を作製する技術は周知である。本質的に、異なるポリペプチド配列をコード
する様々なDNA断片の接続は、ライゲーションのための平滑末端又は互い違い末端、適切
な末端を提供するための制限酵素消化、必要な場合の付着末端の充填(filling-in)、望ま
しくない接続を避けるためのアルカリホスファターゼ処理、及び酵素的ライゲーションを
利用する従来の技術に従って実施される。別の実施態様において、融合遺伝子は、自動化
DNA合成装置を含む従来の技術によって合成することができる。或いは、後からアニーリ
ングさせてキメラ遺伝子配列を生成させることができる2つの連続する遺伝子断片間の相
補的突出を生じさせるアンカープライマーを用いて、遺伝子断片のPCR増幅を実施するこ
とができる(例えば、分子生物学の最新プロトコル(Current Protocols in Molecular Bio
logy)、Ausubelら編、John Wiley & Sons: 1992を参照されたい)。
【０２７３】
　ActRIIB-Fc融合タンパク質は、安定にトランスフェクトされたCHO-DUKX Bl 1細胞で、
配列番号8の組織プラスミノーゲンリーダー配列を用いて、pAID4ベクター(SV40 ori/エン
ハンサー、CMVプロモーター)から発現させることができる。Fc部分は、配列番号7に示さ
れるヒトIgGl Fc配列を含むことができる。ある実施態様において、発現させたとき、含
まれるタンパク質は、ActRIIB-Fc融合タンパク質1分子当たり、平均で約1.5～2.5モルの
シアル酸を有する。
【０２７４】
　ある実施態様において、ActRIIB-Fc融合体の長い血清半減期は、ヒト対象で25～32日で
あることができる。さらに、CHO細胞で発現される物質は、ヒト293細胞で発現されるActR
IIB-hFc融合タンパク質について報告されたものよりも高いアクチビンBリガンドに対する
親和性を有することができる(del Reらの文献、J Biol Chem. 2004 Dec 17;279(51):5312
6-35)。さらに、理論に束縛されるものではないが、TPAリーダー配列の使用は、他のリー
ダー配列よりも大きな産生をもたらし、天然のリーダーで発現されるActRIIB-Fcとは異な
り、極めて純粋なN末端配列を提供することができる。天然のリーダー配列の使用は、各
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々異なるN末端配列を有する2つの主要な種のActRIIB-Fcを生じさせることができる。
【０２７５】
(8.5.3　他のActRII受容体シグナル伝達インヒビター)
　ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIシグナル
伝達のインヒビターは、核酸化合物である。
【０２７６】
　ActRII受容体を阻害する核酸化合物のカテゴリーの例としては、アンチセンス核酸、si
RNA又はRNAiコンストラクト、及び触媒核酸コンストラクトが挙げられる。核酸化合物は
、一本鎖又は二本鎖であり得る。二本鎖化合物は、鎖のどちらか一方が一本鎖である突出
又は非相補性領域を含むこともできる。一本鎖化合物は、自己相補性領域を含むことがで
き、これは、該化合物が、二本鎖らせん構造の領域を含む、いわゆる「ヘアピン」又は「
ステムループ」構造を形成し得ることを意味する。
【０２７７】
　ある実施態様において、ActRII受容体を阻害する核酸化合物は、1000以下、500以下、2
50以下、100以下、又は50、35、30、25、22、20、もしくは18以下のヌクレオチドの全長A
ctRII受容体核酸配列又はアクチビン核酸配列(例えば、βA又はβBとも呼ばれる、アクチ
ビンA又はアクチビンBサブユニットの核酸配列)からなる領域に相補的であるヌクレオチ
ド配列を含み得る。具体的な実施態様において、相補性領域は、少なくとも8ヌクレオチ
ド、任意に、少なくとも10又は少なくとも15ヌクレオチド、任意に、15～25ヌクレオチド
である。相補性領域は、標的転写物のイントロン、コード配列、又は非コード配列、例え
ば、コード配列部分に含まれ得る。一般に、ActRII受容体を阻害する核酸化合物は、約8
～約500ヌクレオチド又は塩基対長の長さを有し、任意に、長さは、約14～約50ヌクレオ
チドである。ActRII受容体を阻害する核酸化合物は、DNA(特にアンチセンスとして使用さ
れる)、RNA、又はRNA:DNAハイブリッドであり得る。どの1つの鎖も、DNAとRNAの混合物、
及びDNA又はRNAのどちらかに容易に分類することができない修飾形態を含み得る。同様に
、二本鎖核酸化合物は、DNA:DNA、DNA:RNA、又はRNA:RNAであり得、どの1つの鎖も、DNA
とRNAの混合物、及びDNA又はRNAのどちらかに容易に分類することができない修飾形態も
含み得る。
【０２７８】
　ActRII受容体を阻害する核酸化合物は、骨格(ヌクレオチド間結合を含む、天然の核酸
の糖-リン酸部分)又は塩基部分(天然の核酸のプリンもしくはピリミジン部分)に対する1
以上の修飾を含む、種々の修飾のいずれかを含み得る。ある実施態様において、アンチセ
ンス核酸化合物は、約15～約30ヌクレオチドの長さを有し、多くの場合、特定の特徴、例
えば、血清中での安定性、細胞内での安定性、又は例えば、経口送達化合物の場合は胃、
及び吸入化合物の場合は肺などの、該化合物が送達される可能性が高い場所での安定性を
改善する1以上の修飾を含む。RNAiコンストラクトの場合、標的転写物に相補的な鎖は、
通常、RNA又はその修飾物である。他の鎖は、RNA、DNA、又は任意の他の変形物であり得
る。二本鎖又は一本鎖「ヘアピン」RNAiコンストラクトの二重鎖部分は、ある実施態様に
おいて、それがDicer基質としての役割を果たす限り、18～40ヌクレオチド長、及び任意
に、約21～23ヌクレオチド長の長さを有する。触媒的又は酵素的核酸は、リボザイム又は
DNA酵素であり得、修飾形態も含み得る。ある実施態様において、ActRII受容体を阻害す
る核酸化合物は、生理的条件下で及び非センス又はセンス対照がほとんど又は全く効果が
ない濃度で、その標的の発現を約50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、99
％、又はそれより大きく阻害し得る。核酸化合物の効果を試験するための濃度としては、
1、5、10マイクロモル濃度、又はそれを上回る濃度が挙げられる。
【０２７９】
　他の実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIシグナル
伝達のインヒビターは、抗体である。そのような抗体としては、アクチビン(特に、βA又
はβBとも呼ばれる、アクチビンA又はBサブユニット)に結合し、ActRII受容体結合を破壊
する抗体;及びActRII受容体ポリペプチド(例えば、可溶性ActRIIA又は可溶性ActRIIBポリ
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ペプチド)に結合し、アクチビン結合を破壊する抗体が挙げられる。
【０２８０】
　ActRII受容体ポリペプチド又はアクチビンポリペプチドに由来する免疫原を使用するこ
とにより、抗タンパク質/抗ペプチド抗血清又はモノクローナル抗体を標準的なプロトコ
ルによって作製することができる(例えば、抗体:実験マニュアル(Antibodies: A Laborat
ory Manual)、Harlow及びLane編(Cold Spring Harbor Press: 1988)を参照されたい)。哺
乳動物、例えば、マウス、ハムスター、又はウサギを、ActRII受容体ポリペプチドの免疫
原性形態、抗体応答を誘発することができる抗原性断片、又は融合タンパク質で免疫する
ことができる。タンパク質又はペプチドに免疫原性を付与する技術には、担体へのコンジ
ュゲーション又は当技術分野で周知の他の技術が含まれる。ActRII受容体又はアクチビン
ポリペプチドの免疫原性部分は、アジュバントの存在下で投与することができる。免疫の
進捗は、血漿又は血清中の抗体力価の検出によってモニタリングすることができる。標準
的なELISA又は他の免疫アッセイを抗原としての免疫原とともに用いて、抗体のレベルを
評価することができる。
【０２８１】
　動物をActRII受容体ポリペプチドの抗原性調製物で免疫した後、抗血清を得ることがで
き、望ましい場合、ポリクローナル抗体を血清から単離することができる。モノクローナ
ル抗体を産生するために、抗体産生細胞(リンパ球)を免疫動物から回収し、標準的な体細
胞融合法によって骨髄腫細胞などの不死化細胞と融合させて、ハイブリドーマ細胞を得る
ことができる。そのような技術は当技術分野で周知であり、例えば、ハイブリドーマ技術
(Kohler及びMilstein(1975) Nature, 256: 495-497により最初に開発されたもの)、ヒトB
細胞ハイブリドーマ技術(Kozbarらの文献(1983) Immunology Today, 4: 72)、及びヒトモ
ノクローナル抗体を産生するためのEBVハイブリドーマ技術(Coleらの文献(1985) モノク
ローナル抗体及び癌療法(Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy)、Alan R. Liss, 
Inc. pp. 77-96)を含む。ハイブリドーマ細胞を、ActRII受容体ポリペプチドと特異的に
反応する抗体の産生について免疫化学的にスクリーニングし、モノクローナル抗体を、そ
のようなハイブリドーマ細胞を含む培養物から単離することができる。
【０２８２】
　本明細書で使用される「抗体」という用語は、その断片を含むことが意図され、該断片
もまた、対象ポリペプチドと特異的に反応する。抗体を従来の技術を用いて断片化し、該
断片を、全抗体について上で記載されているのと同じ方法で、有用性についてスクリーニ
ングすることができる。例えば、F(ab)2断片は、抗体をペプシンで処理することにより作
製することができる。得られたF(ab)2断片を処理して、ジスルフィド架橋を還元し、Fab
断片を産生することができる。抗体は、抗体の少なくとも1つのCDR領域によって付与され
るActRII受容体又はアクチビンポリペプチドに対する親和性を有する二重特異性、単鎖、
キメラ、ヒト化、及び完全ヒト分子を含むことがさらに意図される。抗体は、それに付着
し、検出されることができる標識をさらに含むことができる(例えば、該標識は、放射性
同位体、蛍光化合物、酵素、又は酵素補因子であることができる)。
【０２８３】
　ある実施態様において、抗体は組換え抗体であり、この用語は、一部は分子生物学の技
術によって作製される任意の抗体を包含し、これには、CDR移植又はキメラ抗体、ライブ
ラリー選択抗体ドメインから組み立てられたヒト抗体又は他の抗体、単鎖抗体、並びに単
ドメイン抗体(例えば、ヒトVHタンパク質又はラクダ科VHHタンパク質)が含まれる。ある
実施態様において、抗体はモノクローナル抗体であることができ、及びある実施態様にお
いて。例えば、ActRII受容体ポリペプチド又はアクチビンポリペプチドに特異的に結合す
るモノクローナル抗体を作製する方法は、検出可能な免疫応答を刺激するのに有効な量の
抗原ポリペプチドを含む免疫原性組成物をマウスに投与し、該マウスから抗体産生細胞(
例えば、脾臓由来の細胞)を取得し、該抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させて、抗体産
生ハイブリドーマを取得し、該抗体産生ハイブリドーマを試験して、該抗原に特異的に結
合するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを同定することを含み得る。ひとた
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び取得されれば、ハイブリドーマを、細胞培養物中で、及び任意に、ハイブリドーマ由来
細胞が抗原に特異的に結合するモノクローナル抗体を産生する培養条件で増殖させること
ができる。モノクローナル抗体は、該細胞培養物から精製してもよい。
【０２８４】
　抗体に関して使用される「と特異的に反応する」という形容詞は、当技術分野で一般に
理解されているように、抗体が特定のタイプの生物学的試料中の関心対象の抗原の存在を
最小限検出するのに有用であるほど、抗体が関心対象の抗原(例えば、ActRII受容体ポリ
ペプチド)と関心対象ではない他の抗原との間で十分に選択的であることを意味すること
が意図される。治療への応用などの、抗体を利用する特定の方法において、より高度の結
合特異性が望ましい場合がある。モノクローナル抗体は、通常、所望の抗原と交差反応性
ポリペプチドとを効果的に識別する傾向が(ポリクローナル抗体と比較して)より高い。抗
体:抗原相互作用の特異性に影響を及ぼす1つの特徴は、抗原に対する抗体の親和性である
。所望の特異性は様々な異なる親和性を伴って達成され得るが、通常、好ましい抗体は、
約10-6、10-7、10-8、10-9、又はそれ未満の親和性(解離定数)を有する。アクチビンとAc
tRII受容体の異常に強力な結合を考慮すると、中和抗アクチビン又は抗ActRII受容体抗体
は、通常、10-10以下の解離定数を有すると考えられる。
【０２８５】
　さらに、望ましい抗体を同定するために抗体をスクリーニングするために使用される技
術は、得られる抗体の特性に影響を及ぼし得る。例えば、抗体を溶液中の抗原に結合させ
るのに使用する場合、溶液結合を試験することが望ましい場合がある。抗体と抗原の相互
作用を試験して、特に望ましい抗体を同定するために、種々の異なる技術が利用可能であ
る。そのような技術としては、ELISA、表面プラズモン共鳴結合アッセイ(例えば、Biacor
e(商標)結合アッセイ、Biacore AB, Uppsala, Sweden)、サンドイッチアッセイ(例えば、
IGEN International社, Gaithersburg, Md.の常磁性ビーズシステム)、ウェスタンブロッ
ト、免疫沈降アッセイ、及び免疫組織化学が挙げられる。
【０２８６】
　ある実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIシグナル
伝達インヒビターには、別の形態のアクチビン、特に、I型受容体結合ドメイン中に改変
を有し、II型受容体に結合することができ、かつ活性のある三重複合体を形成しないもの
が含まれる。ある実施態様において、アクチビンA、B、C、もしくはE、又は特に、ActRII
受容体発現を阻害する核酸、例えば、アンチセンス分子、siRNA、又はリボザイムを、本
明細書に記載の組成物及び方法で使用することができる。ある実施態様において、本明細
書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIシグナル伝達インヒビターは、TGF-βファ
ミリーの他のメンバーと比べて、特に、GDF8及びアクチビンに対して、GDF11媒介シグナ
ル伝達を阻害する選択性を示す。
【０２８７】
　他の実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIシグナル
伝達のインヒビターは、ActRII受容体アンタゴニスト活性を有する非抗体タンパク質であ
り、これには、インヒビン(すなわち、インヒビンαサブユニット)、フォリスタチン(例
えば、フォリスタチン-288及びフォリスタチン-315)、ケルベロス(Cerberus)、フォリス
タチン関連タンパク質(「FSRP」)、エンドグリン、アクチビンC、α(2)-マクログロブリ
ン、並びにM108A(位置108におけるメチオニンからアラニンへの変化)突然変異体アクチビ
ンAが含まれる。
【０２８８】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIシグ
ナル伝達インヒビターは、アクチビン生物活性に拮抗し、及び/又はアクチビンに結合す
るフォリスタチンポリペプチドである。「フォリスタチンポリペプチド」という用語には
、フォリスタチンの任意の天然のポリペプチド並びに有用な活性を保持するその任意の変
異体(突然変異体、断片、融合体、及びペプチド模倣形態を含む)を含むポリペプチドが含
まれ、フォリスタチンの任意の機能的単量体又は多量体がさらに含まれる。アクチビン結
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合特性を保持するフォリスタチンポリペプチドの変異体は、フォリスタチンとアクチビン
の相互作用に関する以前の研究に基づいて同定することができる。例えば、引用により完
全に本明細書中に含まれるWO2008/030367号には、アクチビン結合に重要であることが示
されている具体的なフォリスタチンドメイン(「FSD」)が開示されている。フォリスタチ
ンポリペプチドには、フォリスタチンポリペプチドの配列と少なくとも約80％同一な、及
び任意に、少なくとも85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、又はそれを上回って
同一な配列を有する任意の公知のフォリスタチンの配列に由来するポリペプチドが含まれ
る。フォリスタチンポリペプチドの例としては、成熟フォリスタチンポリペプチドもしく
はより短いアイソフォーム、又は例えば、引用により完全に本明細書中に含まれるWO2005
/025601号に記載されているヒトフォリスタチン前駆ポリペプチドの他の変異体が挙げら
れる。
【０２８９】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載の組成物及び方法で使用されるActRIIシグ
ナル伝達インヒビターは、アクチビン生物活性に拮抗し、及び/又はアクチビンに結合す
るフォリスタチン様関連遺伝子(FLRG)である。「FLRGポリペプチド」という用語には、FL
RGの任意の天然のポリペプチド並びに有用な活性を保持するその任意の変異体(突然変異
体、断片、融合体、及びペプチド模倣形態を含む)を含むポリペプチドが含まれる。アク
チビン結合特性を保持するFLRGポリペプチドの変異体は、FLRGとアクチビンの相互作用を
アッセイするルーチンの方法を用いて同定することができる。例えば、引用により完全に
本明細書中に含まれる米国特許第6,537,966号を参照されたい。FLRGポリペプチドには、F
LRGポリペプチドの配列と少なくとも約80％同一な、及び任意に、少なくとも85％、90％
、95％、96％、97％、98％、99％、又はそれを上回って同一な配列を有する任意の公知の
FLRGの配列に由来するポリペプチドが含まれる。
【０２９０】
　ある実施態様において、フォリスタチンポリペプチド及びFLRGポリペプチドの機能的変
異体又は修飾形態には、フォリスタチンポリペプチド又はFLRGポリペプチドの少なくとも
一部と、例えば、ポリペプチドの単離、検出、安定化、又は多量体化を容易にするドメイ
ンなどの1以上の融合ドメインとを有する融合タンパク質が含まれる。好適な融合ドメイ
ンは、ActRIIA及びActRIIBポリペプチドに関して上で詳細に論じられている。一実施態様
において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、Fcドメインに融合したフォリスタチンポ
リペプチドのアクチビン結合部分を含む融合タンパク質である。別の実施態様において、
ActRIIシグナル伝達インヒビターは、Fcドメインに融合したFLRGポリペプチドのアクチビ
ン結合部分を含む融合タンパク質である。
【０２９１】
(8.6　アッセイ)
　様々なActRIIポリペプチド変異体、又は可溶性ActRIIポリペプチド変異体を、ActRIIを
阻害するその能力について試験することができる。さらに、化合物を、ActRIIを阻害する
その能力について試験することができる。ひとたびActRIIシグナル伝達活性のインヒビタ
ーが確認されれば、これらの化合物を本明細書に提供される方法とともに使用することが
できる。ActRIIは、ActRIIA又はActRIIBであることができる。下記のアッセイは、ActRII
Aについて記載されているが、ActRIIBについても同様に実施することができる。
【０２９２】
(8.6.1　Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(
例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、
ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性の評価)
　Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば
、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRII
A、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を、当技術分野で公知の又は本明細
書に記載の任意の方法によって決定することができる。例えば、組織試料中のSnai1、尿
タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α
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-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルを、例えば、ノーザンブロッ
ティング、PCR解析、リアルタイムPCR解析、又は当技術分野で公知のもしくは本明細書に
記載の任意の他の技術を用いて、それぞれ、試料中のSnai1、尿タンパク質、Dkk1、col1a
1、アクチビン、Runx2、Osterix、Alp、BSAP、CTX、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、A
xin2、及び/又はSm22-αの転写されたRNAを評価する(例えば、定量する)ことにより決定
することができる。Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP
、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、Sm22-α、ホスホsmad3、及
び尿タンパク質のうちの1つ又は複数のレベル及び/又は活性を、独立にかつそれぞれ、例
えば、第8.3.1節に記載されているような、対応する参照集団における該レベル及び/又は
活性と比較することができることが当業者によって認識されているであろう。一実施態様
において、組織試料中のSnai1、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp
、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αの
レベルを、それぞれ、試料中のSnai1、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2
、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-
αのmRNAを評価する(例えば、定量する)ことにより決定することができる。具体的な実施
態様において、Snai1、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、C
TX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのmRNAレベル
は、定量的逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応(qRT-PCR)によって決定される。具体的な実
施態様において、Runx2 mRNAの核酸配列は、配列番号58の核酸配列を含む。具体的な実施
態様において、Alp mRNAの核酸配列は、配列番号59の核酸配列を含む。具体的な実施態様
において、Snai1 mRNAの核酸配列は、配列番号74の核酸配列を含む。具体的な実施態様に
おいて、Dkk1 mRNAの核酸配列は、配列番号75の核酸配列を含む。具体的な実施態様にお
いて、col1a1 mRNAの核酸配列は、配列番号76の核酸配列を含む。具体的な実施態様にお
いて、アクチビン mRNAの核酸配列は、配列番号77の核酸配列を含む。具体的な実施態様
において、Osterix mRNAの核酸配列は、配列番号60の核酸配列を含む。具体的な実施態様
において、Klotho mRNAの核酸配列は、配列番号61の核酸配列を含む。具体的な実施態様
において、α-SMA mRNAの核酸配列は、配列番号70の核酸配列を含む。具体的な実施態様
において、MYOCD mRNAの核酸配列は、配列番号71の核酸配列を含む。具体的な実施態様に
おいて、Sm22-α mRNAの核酸配列は、配列番号62の核酸配列を含む。具体的な実施態様に
おいて、qRT-PCRは、Runx2レベルを決定するためのRunx2特異的プライマー(配列番号48及
び49)を用いて行われる。具体的な実施態様において、qRT-PCRは、Alpレベルを決定する
ためのAlp特異的プライマー(配列番号50及び51)を用いて行われる。具体的な実施態様に
おいて、qRT-PCRは、Snai1レベルを決定するためのSnai1特異的プライマー(配列番号78及
び79)を用いて行われる。具体的な実施態様において、qRT-PCRは、Dkk1レベルを決定する
ためのDkk1特異的プライマー(配列番号80及び81)を用いて行われる。具体的な実施態様に
おいて、qRT-PCRは、col1a1レベルを決定するためのcol1a1特異的プライマー(配列番号82
及び83)を用いて行われる。具体的な実施態様において、qRT-PCRは、アクチビンレベルを
決定するためのアクチビン特異的プライマー(配列番号84及び85)を用いて行われる。具体
的な実施態様において、qRT-PCRは、Osterixレベルを決定するためのOsterix特異的プラ
イマー(配列番号52及び53)を用いて行われる。具体的な実施態様において、qRT-PCRは、K
lothoレベルを決定するためのKlotho特異的プライマー(配列番号54及び55)を用いて行わ
れる。具体的な実施態様において、qRT-PCRは、Sm22-αレベルを決定するためのSm22-α
特異的プライマー(配列番号56及び57)を用いて行われる。
【０２９３】
　組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アク
チビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、
MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルを、例えば、免疫組織化学的解析、
ウェスタンブロッティング、ELISA、免疫沈降、フローサイトメトリー解析、又は当技術
分野で公知のもしくは本明細書に記載の任意の他の技術を用いて、それぞれ、試料中のSn
ai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
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離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、A
xin2、及び/又はSm22-αのタンパク質発現のレベルを評価する(例えば、定量する)ことに
より決定することもできる。具体的な実施態様において、Runx2タンパク質のアミノ酸配
列は、配列番号63のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様において、Alpタンパク質の
アミノ酸配列は、配列番号64のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様において、Snai1
タンパク質のアミノ酸配列は、配列番号86のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様にお
いて、Dkk1タンパク質のアミノ酸配列は、配列番号87のアミノ酸配列を含む。具体的な実
施態様において、col1a1タンパク質のアミノ酸配列は、配列番号88のアミノ酸配列を含む
。具体的な実施態様において、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)タンパク質のアミノ
酸配列は、配列番号89のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様において、BSAPタンパク
質のアミノ酸配列は、配列番号72のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様において、Os
terixタンパク質のアミノ酸配列は、配列番号65のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態
様において、Klothoタンパク質のアミノ酸配列は、配列番号66のアミノ酸配列を含む。具
体的な実施態様において、α-SMAタンパク質のアミノ酸配列は、配列番号68のアミノ酸配
列を含む。具体的な実施態様において、MYOCDのアミノ酸配列は、配列番号69のアミノ酸
配列を含む。具体的な実施態様において、Sm22-αタンパク質のアミノ酸配列は、配列番
号67のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様において、ActRIIAタンパク質のアミノ酸
配列は、配列番号1のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様において、ActRIIAタンパク
質のアミノ酸配列は、配列番号2のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様において、Act
RIIAタンパク質のアミノ酸配列は、配列番号3のアミノ酸配列を含む。具体的な実施態様
において、ActRIIAタンパク質のアミノ酸配列は、配列番号4のアミノ酸配列を含む。具体
的な実施態様において、ActRIIAタンパク質のアミノ酸配列は、配列番号5のアミノ酸配列
を含む。具体的な実施態様において、Axin2タンパク質のアミノ酸配列は、配列番号87の
アミノ酸配列を含む。特定の実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿
タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、
CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及
び/又は活性は、ウェスタンブロットによって決定される。特定の実施態様において、Sna
i1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、A
xin2、及び/又はSm22-αの活性は、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、D
kk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix
、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、又はSM22-αによって調節されるタンパク質
のウェスタンブロット解析によって決定される。特定の実施態様において、Snai1、ホス
ホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及
び/又はSm22-αのレベルは、それぞれ、対象の組織試料中(例えば、ヒト血清中)に存在す
るSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば
、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRII
A、Axin2、及び/もしくはSm22-αの量を定量することができる、並びに/又はそれぞれ、A
ctRIIシグナル伝達インヒビターによる処理の後のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿
タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、
CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレベ
ルの改善を検出することができる方法によって決定される。一実施態様において、組織試
料中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例
えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Ac
tRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルは、ELISAを用いて、それぞれ、試料中のSnai1
、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axi
n2、及び/又はSm22-αのタンパク質発現を評価する(例えば、定量する)ことにより決定さ
れる。例えば、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アク
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チビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、
MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αを、ELISA法を用いて、ヒト血清中で同定及び
定量することができる。組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質
、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Oster
ix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルを決定するた
めに使用されるELISA法は、ELISAプレートを組織試料(例えば、ヒト血清)でコーティング
すること、並びにそれぞれ、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、c
ol1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Kloth
o、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αに特異的な抗体に結合する、それ
ぞれ、組織試料(例えば、ヒト血清)中の、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパ
ク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、O
sterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αを検出することを
含むことができる。いくつかの実施態様において、本明細書に記載されているようなSnai
1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axi
n2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を決定する際に使用される方法(例えば、EL
ISA)は、100pg/mlのSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、
アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-S
MA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αから検出することができる。具体的な実
施態様において、ELISAは、Runx2レベルを決定するためのRunx2特異的抗体SC-390715(San
ta Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態様において、ELISAは、Alpレベルを決定する
ためのAlp特異的抗体SC-98652(Santa Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態様におい
て、ELISAは、Snai1レベルを決定するためのSnai1特異的抗体sc-393172(Santa Cruz)を用
いて行われる。具体的な実施態様において、ELISAは、ホスホsmad2レベルを決定するため
のホスホsmad2特異的抗体sc-101801(Santa Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態様に
おいて、ELISAは、ホスホsmad2レベルを決定するためのホスホsmad3特異的抗体sc-130218
(Santa Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態様において、ELISAは、Dkk1レベルを決
定するためのDkk1特異的抗体sc-374574(Santa Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態
様において、ELISAは、col1a1レベルを決定するためのcol1a1特異的抗体sc-8784(Santa C
ruz)を用いて行われる。具体的な実施態様において、ELISAは、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)レベルを決定するためのアクチビン特異的抗体A1594(Sigma Aldrich)を用い
て行われる。具体的な実施態様において、ELISAは、CTXレベルを決定するためのBSAP特異
的抗体SC-98652(Santa Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態様において、ELISAは、C
TXレベルを決定するためのCTX特異的抗体ABIN1173415(Antibodies Online)を用いて行わ
れる。具体的な実施態様において、ELISAは、Osterixレベルを決定するためのOsterix特
異的抗体SC-22538(Santa Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態様において、ELISAは
、Klothoレベルを決定するためのKlotho特異的抗体SC-22218(Santa Cruz)を用いて行われ
る。具体的な実施態様において、ELISAは、α-SMAレベルを決定するためのα-SMA特異的
抗体SC-53142(Santa Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態様において、ELISAは、MYO
CDレベルを決定するためのMYOCD特異的抗体SC-21561(Santa Cruz)を用いて行われる。具
体的な実施態様において、ELISAは、Sm22-αレベルを決定するためのSm22-α特異的抗体S
C-271719(Santa Cruz)を用いて行われる。具体的な実施態様において、ELISAは、ActRIIA
レベルを決定するためのActRIIA特異的抗体ab 135634(Abcam)を用いて行われる。
【０２９４】
　本明細書に記載のElisaアッセイに記載されているRunx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、D
kk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axi
n2、Sm22-α、ホスホsmad3、及び尿タンパク質のうちの1つ又は複数のレベルを、独立に
かつそれぞれ、例えば、第8.3.1節に記載されているような、対応する参照集団における
該レベル及び/又は活性と比較することができる。
【０２９５】
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　試料中(例えば、組織試料、例えば、大動脈、血液、血清、血漿、肝臓、脾臓、及び/又
は骨髄の試料中)のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、ア
クチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA
、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベルを測定するアッセイで使用するた
めの抗体は当技術分野で公知であるか、又は当業者に公知の手法を用いて容易に開発する
ことができる。試料中のRunx2のレベルを測定するアッセイで使用することができるモノ
クローナル抗体の例としては、LifeSpan Biosciences社、Seattle, WA製の、カタログ番
号LS-B4293、LS-B4294、LS-B4296の抗体; Santa Cruz Biotechnology社、Santa Cruz, CA
から入手可能な、カタログ番号sc-390715の抗体;及びSigma-Aldrich Co. LLCから入手可
能な、製品番号: WH0000860M1の抗体が挙げられる。試料中のAlpのレベルを測定するアッ
セイで使用することができるモノクローナル抗体の例としては、LifeSpan Biosciences社
、Seattle, WA製の、カタログ番号LS-B2877、LS-B1844、LS-C169212の抗体;Santa Cruz B
iotechnology社、Santa Cruz, CAから入手可能な、カタログ番号: sc-98652の抗体;及びS
igma-Aldrich Co. LLCから入手可能な、製品番号: SAB1405449の抗体が挙げられる。試料
中のSnai1のレベルを測定するアッセイで使用することができるモノクローナル抗体の例
としては、LifeSpan Biosciences社、Seattle, WA製の、カタログ番号LS-C161335、LS-C1
98229、及びLS-C169298の抗体;Santa Cruz Biotechnology社、Santa Cruz, CAから入手可
能な、カタログ番号: sc-393172の抗体;並びにSigma-Aldrich Co. LLCから入手可能な、
製品番号: SAB1404386の抗体が挙げられる。試料中のホスホsmad2のレベルを測定するア
ッセイで使用することができる抗体の例としては、Santa Cruz Biotechnology社、Santa 
Cruz, CA製の、カタログ番号: sc-101801の抗体;並びにSigma-Aldrich Co. LLCから入手
可能な、製品番号: SAB4200251及びSAB4300252の抗体が挙げられる。試料中のホスホsmad
3のレベルを測定するアッセイで使用することができる抗体の例としては、Santa Cruz Bi
otechnology社、Santa Cruz, CA製の、カタログ番号: sc-130218の抗体;並びにSigma-Ald
rich Co. LLCから入手可能な、製品番号: SAB4300253及びSAB4504210の抗体が挙げられる
。試料中のDkk1のレベルを測定するアッセイで使用することができるモノクローナル抗体
の例としては、LifeSpan Biosciences社、Seattle, WA製の、カタログ番号LS-C108793、L
S-C105116、及びLS-C105117の抗体;Santa Cruz Biotechnology社、Santa Cruz, CAから入
手可能な、カタログ番号: sc-374574の抗体;並びにSigma-Aldrich Co. LLCから入手可能
な、製品番号: WH0022943M1の抗体が挙げられる。試料中のcol1a1のレベルを測定するア
ッセイで使用することができるモノクローナル抗体の例としては、LifeSpan Biosciences
社、Seattle, WA製の、カタログ番号体LS-B5932の抗体;Santa Cruz Biotechnology社、Sa
nta Cruz, CAから入手可能な、カタログ番号: sc-8784の抗体;及びSigma-Aldrich Co. LL
Cから入手可能な、製品番号: C2456の抗体が挙げられる。試料中のアクチビン(例えば、
遊離アクチビン)のレベルを測定するアッセイで使用することができるモノクローナル抗
体の例としては、LifeSpan Biosciences社、Seattle, WA製の、カタログ番号LS-C308491
の抗体;及びSigma-Aldrich Co. LLCから入手可能な、製品番号: A1719の抗体が挙げられ
る。試料中のBSAPのレベルを測定するアッセイで使用することができるモノクローナル抗
体の例としては、LifeSpan Biosciences社、Seattle, WA製の、カタログ番号LS-B2877、L
S-B1844、LS-C169212の抗体;Santa Cruz Biotechnology社、Santa Cruz, CAから入手可能
な、カタログ番号: sc-98652の抗体;及びSigma-Aldrich Co. LLCから入手可能な、製品番
号: SAB1405449の抗体が挙げられる。試料中のCTXのレベルを測定するアッセイで使用す
ることができるモノクローナル抗体の例としては、ABIN1173415(Antibodies Online)が挙
げられる。試料中のOsterixのレベルを測定するアッセイで使用することができるモノク
ローナル抗体の例としては、LifeSpan Biosciences社、Seattle, WA製の、カタログ番号L
S-C139215、LS-C132610、LS-B6531の抗体;Santa Cruz Biotechnology社、Santa Cruz, CA
から入手可能な、カタログ番号: sc-133871の抗体;及びSigma-Aldrich Co. LLCから入手
可能な、製品番号: WH0121340M1の抗体が挙げられる。試料中のKlothoのレベルを測定す
るアッセイで使用することができるモノクローナル抗体の例としては、LifeSpan Bioscie
nces社、Seattle, WA製の、カタログ番号LS-C165587、LS-C145689、LS-C8376の抗体;Sant
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a Cruz Biotechnology社、Santa Cruz, CAから入手可能な、カタログ番号: sc-22218の抗
体;及びSigma-Aldrich Co. LLCから入手可能な、製品番号: SAB1306662の抗体が挙げられ
る。試料中のα-SMAのレベルを測定するアッセイで使用することができる抗体の例として
は、LifeSpan Biosciences社、Seattle, WA製の、カタログ番号LS-B6000、LS-B5966、LS-
B2161の抗体;Santa Cruz Biotechnology社、Santa Cruz, CAから入手可能な、カタログ番
号: SC-21561の抗体;及びSigma-Aldrich Co. LLCから入手可能な、製品番号: A5228の抗
体が挙げられる。試料中のMYOCDのレベルを測定するアッセイで使用することができる抗
体の例としては、LifeSpan Biosciences社、Seattle, WA製の、カタログ番号LS-C37407、
LS-C153495、LS-c137255の抗体;Santa Cruz Biotechnology社、Santa Cruz, CAから入手
可能な、カタログ番号: SC-53142の抗体;及びSigma-Aldrich Co. LLCから入手可能な、製
品番号: M8948の抗体が挙げられる。試料中のSm22-αのレベルを測定するアッセイで使用
することができるモノクローナル抗体の例としては、LifeSpan Biosciences社、Seattle,
 WA製の、カタログ番号LS-B2563、LS-C139114、LS-C210979の抗体;Santa Cruz Biotechno
logy社、Santa Cruz, CAから入手可能な、カタログ番号: sc-271719の抗体;及びSigma-Al
drich Co. LLCから入手可能な、製品番号: SAB2501014の抗体が挙げられる。試料中のAct
RIIAのレベルを測定するアッセイで使用することができるモノクローナル抗体の例として
は、Abcam製の、製品コード: ab135634の抗体が挙げられる。
【０２９６】
　Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば
、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRII
A、Axin2、及び/又はSm22-αの活性を、限定するものではないが、レポーター遺伝子アッ
セイ(例えば、それぞれ、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1
a1、アクチビン、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、
Axin2、もしくはSm22-α応答性レポーター遺伝子コンストラクトを含む)又は任意の他の
生物活性アッセイを含む、当技術分野で公知の任意のアッセイによって測定することがで
きる。
【０２９７】
　Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば
、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRII
A、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を、本明細書に記載の方法に従って
治療される対象から得られた任意の組織試料中で評価することができる。ある実施態様に
おいて、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(
例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、
ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、本明細書に記載の方法に
従って治療される対象の大動脈、血清、肝臓、脾臓、又は骨髄から得られた試料中で評価
される。一実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1
、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Kl
otho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、本
明細書に記載の方法に従って治療される対象の血清から得られた試料中で評価される。別
の実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1
、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α
-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、本明細書に
記載の方法に従って治療される対象の大動脈、脾臓から得られた試料中で評価される。ま
た別の実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col
1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho
、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、本明細
書に記載の方法に従って治療される対象の骨髄から得られた試料中で評価される。
【０２９８】
　当技術分野で公知の又は本明細書に記載のアッセイを用いて決定されるRunx2、Alp、Sn
ai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、
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MYOCD、ActRIIA、Axin2、Sm22-α、ホスホsmad3、及び尿タンパク質のうちの1つ又は複数
の活性を、それぞれ、例えば、第8.3.1節に記載されているような、対応する参照集団に
おける該レベル及び/又は活性と比較することができることが当業者によって認識されて
いるであろう。
【０２９９】
　いくつかの実施態様において、対象の組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3
、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BS
AP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベ
ル及び/又は活性を、それぞれ、第8.6節に記載されているような参照集団の組織試料中(
例えば、同じ組織由来の試料中)のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dk
k1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、
Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性と比
較する。いくつかの実施態様において、対象の組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホ
smad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Al
p、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αの
レベル及び/又は活性を、それぞれ、より早い時点(例えば、疾患の発症前、治療の開始前
、又は治療中)の対象の組織試料中(例えば、同じ組織由来の試料中)のSnai1、ホスホsmad
2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、
Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又は
Sm22-αのレベル及び/又は活性と比較する。いくつかの実施態様において、対象の組織試
料(例えば、大動脈、血清、脾臓、肝臓、又は血液骨髄)中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホ
smad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Al
p、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αの
レベル及び/又は活性を、それぞれ、対象の別の組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホス
ホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、
Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性と比較する
。いくつかの実施態様において、対象の組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3
、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BS
AP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベ
ル及び/又は活性を、対象の組織試料中の別の遺伝子産物(例えば、b-アクチン、アクチビ
ンA、アクチビンB)のレベル及び/又は活性と比較する。
【０３００】
　いくつかの実施態様において、対象の組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3
、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BS
AP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベ
ル及び/又は活性を、それぞれ、参照集団の組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホスホsma
d3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、
BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレ
ベル及び/又は活性と比較する。いくつかの実施態様において、それぞれ、参照集団にお
けるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例え
ば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActR
IIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性と比較して上昇したSnai1、ホスホ
smad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビ
ン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び
/又はSm22-αのレベル及び/又は活性の検出の後に、アクチビン受容体シグナル伝達イン
ヒビター(例えば、本明細書に記載の1以上のアクチビン受容体シグナル伝達インヒビター
)を投与する。いくつかの実施態様において、アクチビン受容体シグナル伝達インヒビタ
ー(例えば、本明細書に記載の1以上のアクチビン受容体シグナル伝達インヒビター)の投
与の後に、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビ
ン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Act
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RIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性をモニタリングし、任意に、Snai
1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axi
n2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を、それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホ
スホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アク
チビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、
及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性と比較する。いくつかの実施態様において、Act
RIIシグナル伝達インヒビター(例えば、ActRIIA-hFc、例えば、配列番号7)の第1の用量の
投与の後に、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチ
ビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MY
OCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性を決定し、Snai1、ホス
ホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性が、
それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、c
ol1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはO
sterixのレベル及び/もしくは活性と比較して上昇している場合、並びに/又はKlotho、α
-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性が、そ
れぞれ、参照集団におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22
-αのレベル及び/もしくは活性と比較して減少している場合、該第1の用量よりも多い(例
えば、1.25、1.5、1.75、2、2.5、3、4、5、6、7、8、9、又は10倍多い)、ActRIIシグナ
ル伝達インヒビターの第2の用量を投与し、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパ
ク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、
及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性が、それぞれ、参照集団におけるSnai1
、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離
アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活
性と比較して減少している場合、並びに/又はKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、
及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性が、それぞれ、参照集団におけるKloth
o、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性
と比較して上昇している場合、該第1の用量よりも少ない(例えば、1.25、1.5、1.75、2、
2.5、3、4、5、6、7、8、9、又は10倍少ない)、ActRIIシグナル伝達インヒビターの第2の
用量を投与する。ある実施態様において、参照集団は、第8.6節に記載されているような
集団である。
【０３０１】
　いくつかの実施態様において、治療された対象の組織試料中のSnai1、ホスホsmad2、ホ
スホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2
、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-
αのレベル及び/又は活性を、それぞれ、1人以上の健常対象の同じ組織由来の試料中のSn
ai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊
離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、A
xin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性と比較する。いくつかの実施態様におい
て、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例え
ば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActR
IIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性が評価される組織は、大動脈、血
液、血清、骨髄、肝臓、又は脾臓である。一実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、ホ
スホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2
、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-
αのレベル及び/又は活性が評価される組織は、血清である。
【０３０２】
　ある実施態様において、上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、D
kk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/も
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しくはOsterixのレベル及び/もしくは活性は、それぞれ、参照集団におけるSnai1、ホス
ホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチ
ビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性より
も約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200
％、もしくは500％大きく;並びに/又は減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2
、及び/もしくはSm22-αのレベルは、それぞれ、参照集団におけるKlotho、α-SMA、MYOC
D、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/もしくは活性よりも約10％、20％、
25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、もしくは100％小さい。ある
実施態様において、上昇したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、c
ol1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/又はOster
ixのレベル及び/又は活性は、それぞれ、参照集団の上位10％、上位5％、上位4％、上位3
％、上位2％、もしくは上位1％におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク
質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及
び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性と等しいか、又はそれよりも約10％、20
％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、もしくは
500％大きく;並びに/或いは減少したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又
はSm22-αのレベルは、それぞれ、参照集団の下位10％、下位5％、下位4％、下位3％、下
位2％、もしくは下位1％におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしく
はSm22-αのレベル及び/もしくは活性と等しいか、又はそれよりも約10％、20％、25％、
30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、もしくは100％小さい。ある実施態
様において、参照集団は、第8.6節に記載されている通りである。
【０３０３】
　ある実施態様において、上昇したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もし
くはSm22-αのレベル及び/もしくは活性は、それぞれ、参照集団におけるKlotho、α-SMA
、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性よりも約10
％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、も
しくは500％大きく;並びに/又は減少したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク
質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及
び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性は、それぞれ、参照集団におけるSnai1、
ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離ア
クチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性
よりも約10％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、もしく
は100％小さい。ある実施態様において、上昇したKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axi
n2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、参照集団の上位10％、上位5％、上位4
％、上位3％、上位2％、もしくは上位1％におけるKlotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axi
n2、及び/もしくはSm22-αのレベル及び/もしくは活性と等しいか、又はそれよりも約10
％、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、200％、も
しくは500％大きく;並びに/或いは減少したSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパ
ク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、
及び/又はOsterixのレベル及び/又は活性は、参照集団の下位10％、下位5％、下位4％、
下位3％、下位2％、もしくは下位1％におけるSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タン
パク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX
、及び/もしくはOsterixのレベル及び/もしくは活性と等しいか、又はそれよりも約10％
、20％、25％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、もしくは100％小さ
い。ある実施態様において、参照集団は、第8.6節に記載されている通りである。
【０３０４】
　ある実施態様において、アクチビンのレベルは、例えば、フォリスタチンとも、フォリ
スタチン様3とも、インヒビンとも関連していない、アクチビンなどの、遊離アクチビン
のレベルである。遊離アクチビンのレベルは、例えば、(i)試料中、例えば、血漿中のア
クチビンの濃度を定量すること;(ii)試料中の、例えば、フォリスタチン、フォリスタチ
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ン様3、及びインヒビンなどの、アクチビンと関連するタンパク質の濃度を定量すること;
並びに(iii)アクチビン濃度とアクチビン関連タンパク質の濃度の化学量論的組成比を計
算することにより決定することができる。
【０３０５】
　本明細書に記載のアッセイを用いて、他のタンパク質及び/又は転写物、例えば、FGF23
、フォリスタチン、フォリスタチン様3、インヒビン、内皮間葉転換に関与するタンパク
質及び/又は転写物などのレベル及び/又は活性を決定することもできる。
【０３０６】
　ある実施態様において、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col
1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho
、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αのレベル及び/又は活性は、組織(
例えば、組織試料)におけるものである。ある実施態様において、組織は大動脈である。
ある実施態様において、組織は腎臓である。ある実施態様において、組織は骨である。あ
る実施態様において、組織は血清である。好ましい実施態様において、Runx2、Dkk1、Alp
、osterix、sm22-α、Klotho、α-SMA、ActRIIA、Axin2、及びMYOCDのレベル及び/又は活
性は、大動脈におけるものである。好ましい実施態様において、ホスホsmad2、ホスホsma
d3、尿タンパク質、ActRIIA、Axin2、及びcol1a1のレベル及び/又は活性は、腎臓におけ
るものである。好ましい実施態様において、アクチビンのレベル及び/又は活性は、血清
におけるものである。ある実施態様において、上昇したアクチビンレベルは、尿細管周囲
筋線維芽細胞におけるものである。ある実施態様において、上昇したアクチビンレベルは
、腎上皮におけるものではない。ある実施態様において、上昇したアクチビンレベルは、
尿細管周囲筋線維芽細胞におけるものであり、かつ上昇したアクチビンレベルは、腎上皮
におけるものではない。
【０３０７】
　Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、
Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、Sm22-α、ホスホsmad3、及び尿タンパク質の
うちの1つ又は複数のレベル及び/又は活性を、独立にかつそれぞれ、例えば、第8.3.1節
に記載されているような、対応する参照集団における該レベル及び/又は活性と比較する
ことができることが当業者によって認識されているであろう。
【０３０８】
(8.6.2　参照集団)
　ある実施態様において、本明細書に記載の参照集団から得られるデータ(例えば、バイ
オマーカーレベル又は臨床症状)を用いて、本明細書に提供される方法に従って治療され
る又は治療されるべき対象から得られる類似のデータが病理学的に高い(例えば、増大し
ている)か、又は低い(例えば、減少している)かを決定する。
【０３０９】
　ある実施態様において、参照集団の大きさは、1、5、10、25、50、75、100、200、250
、300、400、500、又は1000個体であることができる。ある実施態様において、参照集団
は、ランダムボランティアからなる。ある実施態様において、参照集団は、健常人からな
る。ある実施態様において、参照集団は、第8.4節に記載されているような患者集団と同
じ年齢、体重、及び/又は性別の人からなる。ある実施態様において、参照集団は、心血
管疾患を有しない人からなる。ある実施態様において、参照集団は、血管石灰化を有しな
い人からなる。ある実施態様において、参照集団は、心血管疾患を有しない人からなる。
ある実施態様において、参照集団は、血管石灰化と関連し及び/又は血管石灰化に起因す
る心血管疾患を有しない人からなる。ある実施態様において、参照集団は、腎疾患を有し
ない人からなる。ある実施態様において、参照集団は、慢性腎疾患を有しない人からなる
。ある実施態様において、参照集団は、病理学的に高いレベルの動脈壁硬化を有しない人
からなる。ある実施態様において、参照集団は、高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/
又は高いレベルの動脈壁硬化に起因する心血管疾患を有しない人からなる。ある実施態様
において、参照集団は、LVHを有しない人からなる。ある実施態様において、参照集団は
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、LVHと関連し及び/又はLVHに起因する心血管疾患を有しない人からなる。
【０３１０】
　ある実施態様において、参照集団は、心血管疾患の1以上の症状の発症の前に、本明細
書に提供される方法に従って治療される対象を指す。ある実施態様において、参照集団は
、血管石灰化の1以上の症状の発症の前に、本明細書に提供される方法に従って治療され
る対象を指す。ある実施態様において、参照集団は、慢性腎疾患の1以上の症状の発症の
前に、本明細書に提供される方法に従って治療される対象を指す。ある実施態様において
、参照集団は、高いレベルの動脈壁硬化の1以上の症状の発症の前に、本明細書に提供さ
れる方法に従って治療される対象を指す。ある実施態様において、参照集団は、LVHの1以
上の症状の発症の前に、本明細書に提供される方法に従って治療される対象を指す。ある
実施態様において、参照集団は、対象における心血管疾患の診断の前に、本明細書に提供
される方法に従って治療される対象を指す。ある実施態様において、参照集団は、対象に
おける血管石灰化の診断の前に、本明細書に提供される方法に従って治療される対象を指
す。ある実施態様において、参照集団は、対象における慢性腎疾患の診断の前に、本明細
書に提供される方法に従って治療される対象を指す。ある実施態様において、参照集団は
、ステージ1の慢性腎疾患の診断の前に、本明細書に提供される方法に従って治療される
対象を指す。ある実施態様において、参照集団は、ステージ2の慢性腎疾患の診断の前に
、本明細書に提供される方法に従って治療される対象を指す。ある実施態様において、参
照集団は、ステージ3の慢性腎疾患の診断の前に、本明細書に提供される方法に従って治
療される対象を指す。ある実施態様において、参照集団は、ステージ4の慢性腎疾患の診
断の前に、本明細書に提供される方法に従って治療される対象を指す。ある実施態様にお
いて、参照集団は、ステージ5の慢性腎疾患の診断の前に、本明細書に提供される方法に
従って治療される対象を指す。ある実施態様において、参照集団は、対象における高いレ
ベルの動脈壁硬化の診断の前に、本明細書に提供される方法に従って治療される対象を指
す。ある実施態様において、参照集団は、対象におけるLVHの診断の前に、本明細書に提
供される方法に従って治療される対象を指す。ある実施態様において、参照集団は、本明
細書に提供される方法に従って治療されるか又は本明細書に記載の疾患であると診断され
る前に、動脈壁硬化の増大を示している人からなる。ある実施態様において、参照集団は
、本明細書に提供される方法に従って治療されるか又は本明細書に記載の疾患であると診
断される前に、概要(第6節参照)に列挙されたマーカーのうちの1つの上昇傾向を示してい
る人からなる。ある実施態様において、参照集団は、本明細書に提供される方法に従って
治療されるか又は本明細書に記載の疾患であると診断される前に、Runx2、Alp、Snai1、
ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、Osterix、ホスホsmad3、及び/又
は尿タンパク質のレベルの上昇を示している人からなる。ある実施態様において、参照集
団は、本明細書に提供される方法に従って治療されるか又は本明細書に記載の疾患である
と診断される前に、概要(第6節参照)に列挙されたマーカーのうちの1つの下落傾向を示し
ている人からなる。ある実施態様において、参照集団は、本明細書に提供される方法に従
って治療されるか又は本明細書に記載の疾患であると診断される前に、α-SMA、MYOCD、S
m22-α、又はActRIIAのレベルの減少を示している人からなる。
【０３１１】
(8.6.3　内皮間葉転換)
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象におけるEn
MTを、細胞集団の運命を決定するための系譜追跡アッセイによってモニタリングすること
ができる。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って治療される対象に
おけるEnMTを、例えば、Snai1などの、EnMTと関連する1以上のタンパク質又は転写物のレ
ベル及び/又は活性を定量することによりモニタリングすることができる。
【０３１２】
(8.6.4　骨代謝回転)
　骨代謝回転の様々な循環マーカーを用いて、低い骨代謝回転などの骨障害を診断するこ
とができる。骨代謝回転の循環マーカーは、骨特異的アルカリホスファターゼ(bAP)、オ
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ステオカルシン、プロコラーゲンI型C末端プロペプチド(PICP)、及びインスリン様成長因
子-1(IGF-1)などの、骨形成のマーカーであり、一部は、ピリジノリン、デオキシピリジ
ノリン、酒石酸耐性酸ホスファターゼ(TRAP)、TRAP 5b型、ピリジノリン、デオキシピリ
ジノリン及びプロコラーゲンI型C末端テロペプチド(ICTP)、血清又は尿コラーゲン架橋(N
-テロペプチド又はC-テロペプチド)、並びに25ヒドロキシビタミンDなどの骨吸収のマー
カーである。完全な副甲状腺ホルモン(PTH)分子を測定するためのアッセイを使用するこ
ともできる。当業者は、骨ミネラル密度(BMD)、骨量、骨梁量、及び骨梁幅の評価を可能
にするイメージング法を認識している。例えば、Tilman B. Drueke及びSharon M. Moeの
文献、慢性腎疾患における骨ミネラル代謝の障害:診断及び治療を改善するための国際的
なイニシアチブ(Disturbances of bone and mineral metabolism in chronic kidney dis
ease: an international initiative to improve diagnosis and treatment)、Nephrol D
ial Transplant(2004) 19: 534-536; Okuno S、Inaba M.の文献、骨代謝回転の生化学的
マーカー。新しい局面。透析と骨代謝マーカー(Biochemical markers of bone turnover.
 New aspect. Dialysis and bone metabolic marker)、Clin Calcium. 2009 Aug;19(8):1
084-91; Herberth J、Monier-Faugere MC、Mawad HW、Branscum AJ、Herberth Z、Wang G
、Cantor T、Malluche HHの文献、5つのよく使用されるインタクト副甲状腺ホルモンアッ
セイは、CKD-5対象における骨代謝回転異常のスクリーニングには有用であるが、その診
断には有用でない(The five most commonly used intact parathyroid hormone assays a
re useful for screening but not for diagnosing bone turnover abnormalities in CK
D-5 subjects)、Clin Nephrol. 2009 Jul;72(1):5-14; Lehmann G、Ott U、Kaemmerer D
、Schuetze J、Wolf G.の文献、慢性腎疾患ステージ3～5の対象における骨代謝回転の骨
組織形態計測及び生化学マーカー(Bone histomorphometry and biochemical markers of 
bone turnover in subjects with chronic kidney disease Stages 3 - 5)、Clin Nephro
l. 2008 Oct;70(4):296-305; Drueke TB.の文献、副甲状腺ホルモン測定は腎性骨疾患の
診断に有用か?(Is parathyroid hormone measurement useful for the diagnosis of ren
al bone disease?)、Kidney Int. 2008 Mar;73(6):674-6; Yamada S、Inaba M、Kurajoh 
M、Shidara K、Imanishi Y、Ishimura E、Nishizawa Y.の文献、慢性腎疾患の対象におけ
る骨吸収マーカーとしての血清酒石酸耐性酸ホスファターゼ(TRACP5b)の有用性:腎機能障
害からの独立性(Utility of serum tartrate-resistant acid phosphatase (TRACP5b) as
 a bone resorption marker in subjects with chronic kidney disease: independence 
from renal dysfunction.)、Clin Endocrinol(Oxf). 2008 Aug;69(2):189-96. Epub 2008
 Jan 23を参照されたい。Paul D. Millerの文献、慢性腎疾患における骨粗鬆症の診断及
び治療(Diagnosis and Treatment of Osteoporosis in Chronic Renal Disease), 2009も
参照されたい。
【０３１３】
　軽度の腎機能障害を有するCKD対象における骨吸収をモニタリングするための別のマー
カーは、I型コラーゲンN-テロペプチド(S-NTX)の血清濃度である。例えば、Hamano T、Fu
jii N、Nagasawa Y、Isaka Y、Moriyama T、Okada N、Imai E、Horio M、Ito T.の文献、
血清NTXは、グルココルチコイド治療を受けた慢性腎疾患の対象に対する抗吸収療法を評
価するための実用的マーカーである(Serum NTX is a practical marker for assessing a
ntiresorptive therapy for glucocorticoid treated subjects with chronic kidney di
sease.)、Bone. 2006 Nov;39(5):1067-72. Epub 2006 Jun 16を参照されたい。
【０３１４】
　定量的コンピュータ断層撮影(QCT)を用いて、骨代謝回転を決定することもできる。
【０３１５】
　対象における骨芽細胞転換をモニタリングするために、例えば、Runx2及びAlpなどのマ
ーカーを評価することができる。血管平滑筋機能及び分化した血管平滑筋細胞のレベルを
モニタリングするために、例えば、Sm22-αなどのマーカーを評価することができる。
【０３１６】
(8.6.5　カルシウムレベル)
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　カルシウムレベルを、例えば、カルシウムイオン選択的電極などの、当業者に公知の方
法によってアッセイすることができる。ある実施態様において、全カルシウムレベルを血
清、血液、大動脈、又は尿中で測定する。
【０３１７】
(8.6.6　血管石灰化)
　冠動脈石灰化(CAC)の程度のイメージング用の非造影コンピュータ断層撮影(CT)及び非
侵襲的冠動脈造影(CTA)用の造影CTは、閉塞性冠動脈疾患を診断するために一般に使用さ
れる現像法(development)である。診断的及び予後予測的な心臓評価のための放射性核種
ストレス試験、冠動脈カルシウムスキャニング、及び非侵襲的冠動脈造影を使用すること
もできる。Berman DS、Shaw LJ、Hachamovitch R、Friedman JD、Polk DM、Hayes SW、Th
omson LE、Germano G、Wong ND、Kang X、Rozanski A.の文献、診断的及び予後予測的な
心臓評価のための放射性核種ストレス試験、冠動脈カルシウムスキャニング、及び非侵襲
的冠動脈造影の比較使用(Comparative use of radionuclide stress testing, coronary 
artery calcium scanning, and noninvasive coronary angiography for diagnostic and
 prognostic cardiac assessment)、Semin Nucl Med. 2007 Jan;37(1):2-16を参照された
い。
【０３１８】
　無症状対象の冠動脈カルシウムスクリーニング結果を比較として使用することができる
。例えば、血管石灰化が腎疾患と関連する場合、腎疾患の発症前に得られたカルシウムス
クリーニング結果を比較として使用することができる。
【０３１９】
　冠動脈石灰化(CAC)の考えられる検出及び定量方法としては、x線コンピュータ断層撮影
及び心筋灌流単一光子放射型コンピュータ断層撮影(SPECT)が挙げられるが、これらに限
定されない。Moser KW、O'Keefe JH Jr、Bateman TM、McGhie IA.の文献、リスク因子修
飾及びストレス心筋灌流イメージングの指針としての無症状対象における冠動脈カルシウ
ムスクリーニング(Coronary calcium screening in asymptomatic subjects as a guide 
to risk factor modification and stress myocardial perfusion imaging)、J Nucl Car
diol. 2003 Nov-Dec;10(6):590-8。多列検出器コンピュータ断層撮影(MDCT)を用いて、血
管石灰化を検出することもできる(例えば、Burrillらの文献、2007, Postgrad. Med. J. 
83(985):698-704を参照されたい)。
【０３２０】
　血管石灰化の別の診断方法は、陽電子放出断層撮影(PET)/コンピュータ断層撮影(CT)併
用時の胸部大動脈壁へのフッ素18フルオロデオキシグルコース(FDG)取込みである。Tatsu
mi M、Cohade C、Nakamoto Y、Wahl RL.の文献、PET/CT時の大動脈壁へのフルオロデオキ
シグルコース取込み:活動性アテローム性動脈硬化症の発見の可能性(Fluorodeoxyglucose
 uptake in the aortic wall at PET/CT: possible finding for active atherosclerosi
s)、Radiology. 2003 Dec;229(3):831-7. Epub 2003 Oct 30を参照されたい。
【０３２１】
　さらに別の実施態様において、超高速CTを用いて、アテローム性動脈硬化性冠動脈疾患
の存在を検出することができる。例えば、Breen JF、Sheedy PF 2nd、Schwartz RS、Stan
son AW、Kaufmann RB、Moll PP、Rumberger JAの文献、冠動脈疾患の兆候としての超高速
CTで検出される冠動脈石灰化(Coronary artery calcification detected with ultrafast
 CT as an indication of coronary artery disease)、Radiology. 1992 Nov;185(2):435
-9を参照されたい。
【０３２２】
　電子ビームコンピュータ断層撮影スキャニングを用いて、冠動脈疾患を診断することも
できる。Schmermund A、Baumgart D、Sack S、Mohlenkamp S、Gronemeyer D、Seibel R、
Erbel R.の文献、症状のある対象における正常、異常、又は多義運動負荷試験を用いた電
子ビームコンピュータ断層撮影による冠動脈石灰化の評価(Assessment of coronary calc
ification by electron-beam computed tomography in symptomatic subjects with norm
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al, abnormal or equivocal exercise stress test)、Eur Heart J. 2000 Oct;21(20):16
74-82を参照されたい。
【０３２３】
　血管石灰化の別の試験では、多因性及び血栓塞栓性肺高血圧症におけるプラーク組成が
考慮される。慢性血栓塞栓性肺高血圧症は、グリコフォリンに富んだ粥状コアを有するア
テローム性動脈硬化プラークと関連し、多因性肺高血圧症は線維性プラークと関連する。
血栓塞栓性物質は、赤血球膜由来グリコフォリンがその主要成分である粥状コアの形成に
おいて極めて重要な役割を果たしている。したがって、慢性血栓塞栓性及び多因性肺高血
圧症(一次性及び二次性(アイゼンメルゲル症候群))が検討される。Arbustini E、Morbini
 P、D'Armini AM、Repetto A、Minzioni G、Piovella F、Vigano M、Tavazzi Lの文献、
多因性及び血栓塞栓性肺高血圧症におけるプラーク組成:粥状コアの形成における血栓塞
栓性物質の極めて重要な役割(Plaque composition in plexogenic and thromboembolic p
ulmonary hypertension: the critical role of thrombotic material in pultaceous co
re formation)、Heart. 2002 Aug;88(2):177-82を参照されたい。
【０３２４】
　沈着したカルシウムプラークの密度測定に基づくカルシウムスコアリングシステムであ
るアガットストンスコアリングを用いて、血管石灰化を定量することができる。このシス
テムでは、血管石灰化のレベルを多列検出器コンピュータ断層撮影(MDCT)によって測定す
ることができ、アガットストンスコアにおける進行速度の減衰を評価することができる(
例えば、Sharmaらの文献、2010, Vasc. Health Risk Manag. 6:603-611を参照されたい)
。
【０３２５】
　さらに、血管石灰化は、Adragaoらの文献、2004, Nephrol. Dial. Transplant 19:1480
-1488に記載の方法を用いて評価することができる。
【０３２６】
　対象における血管石灰化を定量する際に使用される別のアッセイは、病変特異的カルシ
ウムスコアであり、これは、冠動脈石灰化のCT検査の結果としてもたらされるカルシウム
測定法を含む。この方法は、例えば、Akram及びVorosの文献、2008, Int. J. cardiovac.
 Imaging 14:743-749に記載されている。
【０３２７】
(8.6.7　心臓のサイズ及び心肥大)
　心臓のサイズ及び心肥大は、当業者に公知の任意の方法、例えば、磁気共鳴イメージン
グ、心電図検査、心エコー検査、及び非造影増強心臓コンピュータ断層撮影法などによっ
て決定することができる。
【０３２８】
(8.6.8　動脈壁硬化)
　動脈壁硬化のレベルは、当業者に公知の任意の方法、例えば、超音波ドップラー検査、
磁気共鳴動脈撮影法を含む磁気共鳴イメージング、CT血管造影法を含むコンピュータ断層
撮影法(CT)、及び当技術分野で公知の他の形態の血管造影法などによって決定することが
できる。
【０３２９】
(8.6.9　腎疾患)
　糸球体濾過量、イヌリンクリアランス、高リン血症、及びBUNレベルは、腎疾患を決定
するための当業者に公知の任意の方法によって決定することができる。腎線維化及び/又
は糸球体硬化は、当業者に公知の任意の方法、例えば、腎臓組織の生検及び瘢痕化につい
ての組織の検査などによって診断及び/又はモニタリングすることができる。腎線維化及
び/又は糸球体硬化は、例えば、糸球体濾過量を測定し、及び/又は腎臓の超音波測定を実
施することにより診断及び/又はモニタリングすることもできる。米国腎臓財団のウェブ
サイトを参照されたい。
【０３３０】
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(8.6.10　動物モデル)
　アテローム性動脈硬化症の低密度リポタンパク質受容体欠損(ldlr-/-)雄(C57Bl/6Jバッ
クグラウンド)をJackson Laboratoriesから購入し、高脂肪食(42％のカロリーが脂肪由来
)(Teklad #)を12週齢から給餌することができる。マウスは、22週齢で肥満、インスリン
耐性となり、28週齢で糖尿病となり、かつ高コレステロール血症となる。
【０３３１】
　2段階の処置を用いて、以前に記載されているように、慢性腎疾患を引き起こすことが
できる(Davies, M.R.らの文献、2003. J Am Soc Nephrol 14:1559-1567; Davies, M.R.ら
の文献、2005. J Am Soc Nephrol 16:917-928.)。出生後12週で、2cmの側腹切開を介して
、電気焼灼を右腎臓に適用し、その後、14週齢で左腎全摘出を行うことができる。焼灼の
強度を変化させて、中等度(CKD-3)の腎損傷を生じさせ、これを20週齢でのイヌリンクリ
アランスによって確認する。マウスの対照群である野生型C57Bl/6Jマウスに通常食を給餌
する。この対照群は、標準的対照値に使用される正常腎機能及び食餌群である。第2の群
は、高脂肪食を給餌され、模擬手術されるldlr-/-マウスであり、この群は、正常な腎機
能を有し、かつ腎疾患の効果を決定するための対照群としての役割を果たす。第3の群は
、ヒトCKDのステージ3(CKD-3)と同等の低下したGFRを有し、高脂肪食を給餌され、22週で
安楽死させられる、ベースライン血管石灰化群のldlr-/-マウス(CKD-3)である。第4の群
は、22週から始めて28週で安楽死させられるまで、週2回、ビヒクルの皮下注射を受けるC
KD-3のldlr-/-マウス(CKD-3 V)である。第5の群は、22週から始めて28週で安楽死させら
れるまで、週2回、10mg/kgのmActRIIA-Fc(Celgene, Summit, NJ)の皮下注射を受けるCKD-
3のldlr-/-マウス(CKD-3 mActRIIA-Fc)である。使用された用量は、骨形成の刺激のため
の有効用量であることがPK/PD研究で以前に示された(Lotinun, S.らの文献、2010. Bone 
46:1082-1088.)。
【０３３２】
　使用されたCKDの第2のモデルは、IV型コラーゲンのα5鎖の遺伝子、COL4A5の欠損症で
あるX連鎖アルポート症候群のマウスホモログである(Rheault, M.N.らの文献、2004. Jou
rnal of the American Society of Nephrology 15:1466-1474.)。これは、自然発症腎疾
患のモデルである。交配ペアをJackson Laboratoriesから購入し、実験用に交配させるこ
とができる。ヘミ接合体の雄は、生後200日で、ヒトCKDのステージ3～4に相当する腎疾患
を自然発症する。
【０３３３】
　CKDの第3のモデルは、細胞系譜追跡に使用されるトランスジェニックマウス系統のGNZ
マウスにおける、ldlr-/-プロトコルと同様の、腎切除である。GNZレポーター雌マウス(S
toller, J.Z.らの文献、2008. Genesis(New York, N.Y. 2000) 46:200-204.)及びTek-Cre
トランスジェニック雄マウス(Koni, P.A.らの文献、2001. The Journal of Experimental
 Medicine 193:741-754.)をJackson Laboratoriesから購入し、交配させて、実験用のGNZ
/Tek-Cre+マウスを生ませることができる。GNZ/Tek-Cre-同腹子は、陰性対照としての役
割を果たす。製造元によって推奨されるGNZ及びTek-Creマウス系統用の特異的プライマー
を用いることにより、マウスのジェノタイピングを行うことができる。
【０３３４】
(8.6.11　転写応答アッセイ)
　ある実施態様において、転写応答アッセイを用いて、ActRIIシグナル伝達インヒビター
、又はSnai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例
えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、ActRIIA、Axin2、
及び/もしくはSm22-αの活性を試験することができる。ActRII、Snai1、ホスホsmad2、ホ
スホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2
、Osterix、Alp、BSAP、CTX、Klotho、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-αシグナル伝達
によって、特定の遺伝子の転写が上方調節又は下方調節される。使用される細胞培養系と
転写応答とを(例えば、RT-PCRによって)測定することができる。転写応答に対する薬剤の
効果は、その応答性又は活性の尺度である。ある実施態様において、ActRII、Snai1、ホ
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スホsmad2、ホスホsmad3、尿タンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アク
チビン)、Runx2、Osterix、Alp、BSAP、CTX、Klotho、ActRIIA、Axin2、及び/又はSm22-
αシグナル伝達に応答することが知られているプロモーター領域をレポーター遺伝子の上
流にクローニングすることができる。このように、レポーター遺伝子の活性だけがアッセ
イされる必要があるように、このアッセイを簡易化することができる。
【０３３５】
(8.6.12　スクリーニングアッセイ)
　様々なActRIIポリペプチド変異体、又は可溶性ActRIIポリペプチド変異体を、ActRIIを
阻害するその能力について試験することができる。さらに、化合物を、ActRIIを阻害する
その能力について試験することができる。ひとたびActRIIシグナル伝達活性のインヒビタ
ーが確認されれば、これらの化合物を本明細書に提供される方法とともに使用することが
できる。ActRIIは、ActRIIA又はActRIIBであることができる。下記のアッセイは、ActRII
Aについて記載されているが、ActRIIBについても同様に実施することができる。
【０３３６】
　例えば、骨産生又は骨破壊に関与する遺伝子の発現に対するActRIIAポリペプチド変異
体の効果を評価することができる。これは、必要な場合、1以上の組換えActRIIAリガンド
タンパク質(例えば、アクチビン)の存在下で実施することができ、細胞を、ActRIIAポリ
ペプチド及び/又はその変異体、並びに任意にActRIIAリガンドを産生するようにトランス
フェクトすることができる。同様に、ActRIIAポリペプチドをマウス又は他の動物に投与
することができ、1以上の骨特性、例えば、密度又は容積を評価することができる。骨折
の治癒速度を評価することもできる。二重エネルギーx線吸収法(DEXA)は、動物の骨密度
を評価するための十分に確立された非侵襲的な定量技術である。ヒトにおいて、中枢DEXA
システムを用いて、脊椎及び骨盤の骨密度を評価することができる。これらは、全骨密度
の最良の予測因子である。末梢DEXAシステムを用いて、例えば、手、手首、足首、及び足
の骨を含む、末梢骨の骨密度を評価することができる。CATスキャンを含む、従来のx線イ
メージングシステムを用いて、骨成長及び骨折治癒を評価することができる。さらに、定
量的コンピュータ断層撮影(qCT)を用いて、骨密度を測定することができる。骨の機械的
強度を評価することもできる。
【０３３７】
　ある態様において、本明細書に提供されるのは、アクチビン-ActRIIAシグナル伝達経路
のアゴニスト又はアンタゴニストとなる化合物(薬剤)を同定するためのActRIIAポリペプ
チド(例えば、可溶性ActRIIAポリペプチド)及びアクチビンポリペプチドの使用である。
このスクリーニングを通じて同定された化合物を試験して、骨成長又は骨石灰化をインビ
トロで調節するその能力を評価することができる。任意に、これらの化合物を動物モデル
でさらに試験して、インビボで組織成長を調節するその能力を評価することができる。
【０３３８】
　アクチビン及びActRIIAポリペプチドを標的とすることによって組織成長を調節する治
療剤をスクリーニングする数多くの手法がある。ある実施態様において、化合物のハイス
ループットスクリーニングを実施して、骨に対するアクチビン又はActRIIA媒介性効果を
撹乱する薬剤を同定することができる。ある実施態様において、アッセイを実施して、ア
クチビンに対するActRIIAポリペプチドの結合を特異的に阻害し又は低下させる化合物を
スクリーニング及び同定する。或いは、アッセイを用いて、アクチビンに対するActRIIA
ポリペプチドの結合を増強する化合物を同定することができる。さらなる実施態様におい
て、化合物を、アクチビン又はActRIIAポリペプチドと相互作用するその能力によって同
定することができる。
【０３３９】
　種々のアッセイ形式が十分であり、本開示を考慮すれば、本明細書に明示的に記載され
ていないものが、それにもかかわらず、当業者によって理解されるであろう。本明細書に
記載されているように、本明細書で使用される試験化合物(薬剤)は、任意のコンビナトリ
アル化学法によって作出することができる。或いは、対象化合物は、インビトロ又はイン
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ビボで合成された天然の生体分子であることができる。組織成長のモジュレーターとして
作用するその能力について試験される化合物(薬剤)は、例えば、細菌、酵母、植物、もし
くは他の生物によって産生されるか(例えば、天然物)、化学的に産生されるか(例えば、
ペプチド模倣体を含む小分子)、又は組換えで産生されることができる。本明細書で企図
される試験化合物としては、非ペプチド有機分子、ペプチド、ポリペプチド、ペプチド模
倣体、糖、ホルモン、及び核酸分子が挙げられる。具体的な実施態様において、試験薬剤
は、約2,000ダルトン未満の分子量を有する小有機分子である。
【０３４０】
　試験化合物は、単一の別個の実体として提供するか、又は例えば、コンビナトリアル化
学によって、複雑性のより高いライブラリー中に提供することができる。これらのライブ
ラリーは、例えば、アルコール、ハロゲン化アルキル、アミン、アミド、エステル、アル
デヒド、エーテル、及び他のクラスの有機化合物を含むことができる。試験系に対する試
験化合物の提示は、特に、最初のスクリーニング工程において、単離された形態か、又は
化合物の混合物としてかのいずれかであり得る。任意に、該化合物は、他の化合物で誘導
体化され、該化合物の単離を容易にする誘導体化基を有することができる。誘導体化基の
非限定的な例としては、ビオチン、フルオレセイン、ジゴキシゲニン、緑色蛍光タンパク
質、同位体、ポリヒスチジン、磁気ビーズ、グルタチオンSトランスフェラーゼ(GST)、光
活性化クロスリンカー、又はこれらの任意の組合せが挙げられる。
【０３４１】
　化合物及び天然抽出物のライブラリーを試験する多くの薬物スクリーニングプログラム
において、所与の期間に調査される化合物の数を最大にするためには、ハイスループット
アッセイが望ましい。精製又は半精製されたタンパク質を用いて得ることができるような
、無細胞系で実施されるアッセイは、試験化合物によって媒介される分子標的の変化の迅
速な発生及び比較的容易な検出を可能にするように作製することができるという点で、多
くの場合、「一次」スクリーニングとして好ましい。さらに、試験化合物の細胞毒性又は
バイオアベイラビリティの効果は、通常、インビトロ系では無視することができ、その代
わりに、このアッセイは、主として、ActRIIAポリペプチドとアクチビンの間の結合親和
性の変化として現われ得るような分子標的に対する薬物の効果に焦点を当てている。
【０３４２】
　単に例証するために、例示的なスクリーニングアッセイにおいて、関心対象の化合物を
、通常アクチビンに結合することができる単離及び精製されたActRIIAポリペプチドと接
触させる。その後、化合物とActRIIAポリペプチドの混合物に、ActRIIAリガンドを含む組
成物を添加する。ActRIIA/アクチビン複合体の検出及び定量は、ActRIIAポリペプチドと
アクチビンの間の複合体形成の阻害(又は強化)における化合物の効力を決定するための手
段を提供する。化合物の効力は、様々な濃度の試験化合物を用いて得られたデータから用
量応答曲線を作成することにより評価することができる。さらに、対照アッセイを実施し
て、比較用のベースラインを提供することもできる。例えば、対照アッセイでは、単離及
び精製されたアクチビンを、ActRIIAポリペプチドを含む組成物に添加し、ActRIIA／アク
チビン複合体の形成を試験化合物の非存在下で定量する。一般に、反応物を混合し得る順
序を変えることができ、また、反応物を同時に混合することができることが理解されるで
あろう。さらに、精製タンパク質の代わりに、細胞の抽出物及び溶解物を用いて、好適な
無細胞アッセイ系を提供することができる。
【０３４３】
　ActRIIAポリペプチドとアクチビンの間の複合体形成は、種々の技術によって検出する
ことができる。例えば、複合体の形成の調節は、例えば、検出可能に標識されたタンパク
質、例えば、放射性標識された(例えば、32P、35S、14C、もしくは3H)、蛍光標識された(
例えば、FITC)、又は酵素標識されたActRIIAポリペプチド又はアクチビンを用いて、免疫
アッセイによるか、又はクロマトグラフィー検出によって定量することができる。
【０３４４】
　ある実施態様において、本明細書で企図されるのは、直接的に又は間接的に、ActRIIA
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ポリペプチドとその結合タンパク質との間の相互作用の程度を測定する際の蛍光偏光アッ
セイ及び蛍光共鳴エネルギー遷移(FRET)アッセイの使用である。さらに、他の検出様式、
例えば、光導波路(PCT公開WO 96/26432号及び米国特許第5,677,196号)、表面プラズモン
共鳴(SPR)、表面電荷センサー、並びに表面力センサーに基づく検出様式は、本発明に記
載の多くの実施態様と適合する。
【０３４５】
　さらに、「ツーハイブリッドアッセイ」としても知られる相互作用トラップアッセイを
、ActRIIAポリペプチドとその結合タンパク質との間の相互作用を撹乱又は強化する因子
の同定のために使用することができる。例えば、米国特許第5,283,317号; Zervosらの文
献(1993) Cell 72:223-232; Maduraらの文献(1993) J Biol Chem 268:12046-12054; Bart
elらの文献(1993) Biotechniques 14:920-924;及びIwabuchiらの文献(1993) Oncogene 8:
1693-1696)を参照されたい。具体的な実施態様において、本明細書で企図されるのは、Ac
tRIIAポリペプチドとその結合タンパク質との間の相互作用を断ち切る化合物(例えば、小
分子又はペプチド)を同定するためのリバースツーハイブリッドシステムの使用である。
例えば、Vidal及びLegrainの文献(1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal及びLegra
inの文献(1999) Trends Biotechnol 17:374-81;並びに米国特許第5,525,490号;第5,955,2
80号;及び第5,965,368号を参照されたい。
【０３４６】
　ある実施態様において、対象化合物は、ActRIIA又はアクチビンポリペプチドと相互作
用するその能力によって同定される。該化合物とActRIIA又はアクチビンポリペプチドと
の間の相互作用は、共有結合性であっても非共有結合性であってもよい。例えば、そのよ
うな相互作用は、光架橋、放射性標識リガンド結合、及び親和性クロマトグラフィーを含
む、インビトロの生化学的方法を用いて、タンパク質レベルで同定することができる(Jak
oby W Bらの文献、1974, Methods in Enzymology 46: 1)。ある場合には、該化合物を、
メカニズムに基づくアッセイ、例えば、アクチビン又はActRIIAポリペプチドに結合する
化合物を検出するアッセイでスクリーニングすることができる。これは、固相又は流体相
の結合事象を含み得る。或いは、アクチビン又はActRIIAポリペプチドをコードする遺伝
子を、レポーターシステム(例えば、β-ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、又は緑色蛍
光タンパク質)とともに細胞内にトランスフェクトし、好ましくは、ハイスループットス
クリーニングによるか又はライブラリーの個々のメンバーを用いて、ライブラリーに対し
てスクリーニングすることができる。メカニズムに基づく他の結合アッセイ、例えば、自
由エネルギーの変化を検出する結合アッセイを使用することができる。結合アッセイは、
ウェル、ビーズ、もしくはチップに固定されているか、又は固定された抗体によって捕捉
されているか、又はキャピラリー電気泳動によって分解される標的を用いて実施すること
ができる。結合した化合物は、通常、比色又は蛍光又は表面プラズモン共鳴を用いて検出
することができる。
【０３４７】
　ある態様において、本明細書に提供されるのは、骨形成を調節(刺激又は阻害)し、及び
骨量を増加させるための方法及び薬剤である。それゆえ、同定された任意の化合物を、全
細胞又は組織中で、インビトロ又はインビボで試験して、骨の成長又は石化を調節するそ
の能力を確認することができる。当技術分野で公知の様々な方法をこの目的のために使用
することができる。特に、該化合物を骨代謝回転を増加させるその能力について試験する
ことができる。
【０３４８】
　例えば、骨又は軟骨の成長に対するActRIIA又はアクチビンポリペプチド又は試験化合
物の効果は、Msx2の誘導又は骨前駆細胞から骨芽細胞への分化を細胞ベースのアッセイで
測定することにより決定することができる(例えば、Daluiskiらの文献、Nat Genet. 2001
, 27(1):84-8; Hinoらの文献、Front Biosci. 2004, 9:1520-9を参照されたい)。細胞ベ
ースのアッセイの別の例は、間葉前駆細胞及び骨芽細胞における対象ActRIIA又はアクチ
ビンポリペプチド及び試験化合物の骨形成活性を解析することを含む。例証するために、



(108) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

アクチビン又はActRIIAポリペプチドを発現する組換えアデノウイルスを構築して、多能
性間質前駆細胞C3H10T1/2細胞、前骨芽C2Cl2細胞、及び骨芽TE-85細胞に感染させること
ができる。その後、骨形成活性は、アルカリホスファターゼ、オステオカルシン、及び基
質石灰化の誘導を測定することにより決定される(例えば、Chengらの文献、J bone Joint
 Surg Am. 2003, 85-A(8): 1544-52を参照されたい)。
【０３４９】
　また本明細書に提供されるのは、骨又は軟骨の成長を測定するためのインビトロアッセ
イである。例えば、Namkung-Matthaiらの文献、Bone, 28:80-86(2001)には、骨折後の初
期における骨修復を研究するラット骨粗鬆症モデルが開示されている。また、Kuboらの文
献、Steroid Biochemistry & Molecular Biology, 68:197-202(1999)には、骨折後の後期
における骨修復を研究するラットの骨粗鬆症モデルが開示されている。Anderssonらの文
献、J. Endocrinol. 170:529-537には、マウス骨粗鬆症モデルが記載されている。このモ
デルでは、マウスから卵巣が摘出され、それにより、マウスは相当な骨ミネラル含有量及
び骨ミネラル密度を失い、骨梁は骨ミネラル密度の約50％を失う。骨密度は、副甲状腺ホ
ルモンなどの因子の投与によって、卵巣摘出マウスで増加させることができる。ある態様
において、当技術分野で公知の骨折治癒アッセイを使用することができる。これらのアッ
セイは、骨折法、組織学的解析、及び生体力学解析を含み、これらは、例えば、骨折を引
き起こし、及びその程度を測定するための実験プロトコル、並びに修復過程のその開示に
ついて引用により完全に本明細書中に組み込まれる、米国特許第6,521,750号に記載され
ている。
【０３５０】
(8.7　アクチビン受容体II型シグナル伝達インヒビターの用量)
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、第8.5.1節に示されてい
るようなActRIIAシグナル伝達のインヒビターである。他の実施態様において、ActRIIイ
ンヒビターは、第8.5.2節に示されているようなActRIIBシグナル伝達のインヒビターであ
る。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、ActRIIAシグナル伝達
インヒビターとActRIIBシグナル伝達インヒビターの組合せである。
【０３５１】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、0.2マイクログラム/kg以
上の血清濃度を達成するのに十分な間隔及び量で投与され、1マイクログラム/kg又は2マ
イクログラム/kg又はそれを上回る血清レベルは、骨の密度及び強度に対する顕著な効果
を達成するのに望ましい。投与レジメンは、0.2～15マイクログラム/kg、任意に、1～5マ
イクログラム/kgの血清濃度に達するように設計することができる。ヒトにおいて、0.2マ
イクログラム/kgの血清レベルは、0.1mg/kg以上の単一用量で達成することができ、1マイ
クログラム/kgの血清レベルは、0.3mg/kg以上の単一用量で達成することができる。分子
の認められる血清半減期は、ほとんどのFc融合タンパク質よりも大幅に長い約20～30日で
あり、したがって、持続される有効血清レベルを、例えば、0.2～0.4mg/kgを週1回もしく
は週2回の頻度で投与することにより達成することができるか、又はより高い用量をより
長い投与間隔で使用することができる。例えば、1～3mg/kgの用量を月1回又は月2回の頻
度で使用することができ、骨に対する効果は十分に持続的であり得るので、投与は、3、4
、5、6、9、12カ月、又はそれよりも長い期間に1回しか必要でない。ActRIIシグナル伝達
インヒビターの血清レベルは、当業者に公知の任意の手段によって測定することができる
。例えば、ActRIIシグナル伝達インヒビターに対する抗体を用いて、例えば、ELISAを用
いて、ActRIIシグナル伝達インヒビターの血清レベルを決定することができる。
【０３５２】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターの用量は、静脈内に0.01～3.
0mg/kg又は皮下に0.03～0.1mg/kgの範囲である。ある実施態様において、ActRIIシグナル
伝達インヒビターの用量は、約0.01mg/kg、約0.1mg/kg、約0.13mg/kg、約0.2mg/kg、約0.
26mg/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg、約0.6mg/kg、約0.7mg/kg、約0.8mg/kg
、約0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.5mg/kg、約2.0mg/kg、約2.5mg/kg、約3.0mg/kg、約3.5m
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g/kg、約4.0mg/kg、約4.5mg/kg、又は約5.0mg/kgである。ある実施態様において、ActRII
シグナル伝達インヒビターの用量は、約10.0mg/kg、約15.0mg/kg、約20.0mg/kg、約25.0m
g/kg、又は約30.0mg/kgである。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビタ
ーの用量は、0.01mg/kg～0.1mg/kg、0.1mg/kg～0.3mg/kg、0.3mg/kg～0.5mg/kg、0.3mg/k
g～0.8mg/kg、0.5mg/kg～1.0mg/kg、1.0mg/kg～2.0mg/kg、1.0mg/kg～3.0mg/kg、2.0mg/k
g～3.0mg/kg、2.0mg/kg～4.0mg/kg、3.0mg/kg～5.0mg/kg、5.0mg/kg～10.0mg/kg、10.0mg
/kg～15.0mg/kg、10.0mg/kg～20.0mg/kg、15.0mg/kg～20.0mg/kg、又は20.0mg/kg～30.0m
g/kgである。ある実施態様において、該用量は、約15mg、約30mg、約45mg、約60mg、約75
mg、約90mg、又は約1gである。ある実施態様において、該用量は、約0.1mg/kgである。あ
る実施態様において、該用量は、約0.3mg/kgである。ある実施態様において、該用量は、
約0.5mg/kgである。ある実施態様において、該用量は、約0.7mg/kgである。
【０３５３】
　ある実施態様において、該用量は、医薬有効用量である。ある実施態様において、医薬
有効用量は、約15mg、約30mg、約45mg、約60mg、約75mg、約90mg、もしくは1g、又は約0.
1mg/kg、約0.13mg/kg、約0.2mg/kg、約0.26mg/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg
、約0.6mg/kg、約0.7mg/kg、約0.8mg/kg、約0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/kg、約1.2m
g/kg、約1.3mg/kg、約1.4mg/kg、もしくは約1.5mg/kgである。ある実施態様において、医
薬有効用量は、約0.1mg/kgである。ある実施態様において、医薬有効用量は、約0.3mg/kg
である。ある実施態様において、医薬有効用量は、約0.5mg/kgである。ある実施態様にお
いて、医薬有効用量は、約0.7mg/kgである。
【０３５４】
　ある実施態様において、該用量は、初回用量である。ある実施態様において、初回用量
は、約15mg、約30mg、約45mg、約60mg、約75mg、約90mg、もしくは約1g、又は約0.1mg/kg
、約0.13mg/kg、約0.2mg/kg、約0.26mg/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg、約0.
6mg/kg、約0.7mg/kg、約0.8mg/kg、約0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/kg、約1.2mg/kg、
約1.3mg/kg、約1.4mg/kg、もしくは約1.5mg/kgである。ある実施態様において、医薬有効
用量は、約0.1mg/kgである。ある実施態様において、初回用量は、約0.3mg/kgである。あ
る実施態様において、初回用量は、約0.5mg/kgである。ある実施態様において、初回用量
は、約0.7mg/kgである。ある実施態様において、初回用量は、(i)28日に1回;又は(ii)42
日に1回投与される。ある実施態様において、初回用量は、14日に1回投与される。ある実
施態様において、初回用量は、21日に1回投与される。
【０３５５】
　ある実施態様において、初回用量は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、1
4、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、又は28日に1回投与される。
ある実施態様において、初回用量は、1、2、3、4、5、又は6週間に1回投与される。ある
実施態様において、初回用量は、2週間に1回投与される。ある実施態様において、初回用
量は、約0.1mg/kg、約0.13mg/kg、約0.2mg/kg、約0.26mg/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、
約0.5mg/kg、約0.6mg/kg、約0.7mg/kg、約0.8mg/kg、約0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/
kg、約1.2mg/kg、約1.3mg/kg、約1.4mg/kg、又は約1.5mg/kgであり、1、2、3、4、5、又
は6週間に1回投与される。ある実施態様において、初回用量は、約0.3～約0.8mg/kgであ
り、2週間に1回投与される。ある実施態様において、初回用量は、約0.1mg/kg、約0.13mg
/kg、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg、約0.6mg/kg、約0.7mg/kg、約0.8mg/kg、約0
.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/kg、約1.2mg/kg、約1.3mg/kg、約1.4mg/kg、又は約1.5mg
/kgであり、1、2、3、4、5、又は6週間に1回投与される。ある実施態様において、初回用
量は、約0.3mg/kg、約0.4mg/kg、約0.5mg/kg、約0.6mg/kg、約0.7mg/kg、約0.8mg/kg、約
0.9mg/kg、約1.0mg/kg、約1.1mg/kg、約1.2mg/kg、約1.3mg/kg、約1.4mg/kg、又は約1.5m
g/kgであり、2週間に1回投与される。ある実施態様において、初回用量は、約0.3mg/kgで
あり、2週間に1回投与される。ある実施態様において、初回用量は、約0.5mg/kgであり、
2週間に1回投与される。ある実施態様において、初回用量は、約0.7mg/kgであり、2週間
に1回投与される。ある実施態様において、初回用量は、約0.8mg/kgであり、2週間に1回
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投与される。
【０３５６】
　ある実施態様において、該用量は、調整用量である。ある実施態様において、調整用量
は、初回用量よりも多い。ある実施態様において、調整用量は、初回用量よりも約2.5mg
、約5mg、約10mg、約15mg、約20mg、もしくは約35mg多いか、又は初回用量よりも約0.05m
g/kg、約0.1mg/kg、約0.15mg/kg、約0.25mg/kg、約0.3mg/kg、約0.35mg/kg、約0.4mg/kg
、もしくは約0.5mg/kg多い。ある実施態様において、調整用量は、初回用量よりも高い頻
度で投与される。ある実施態様において、調整用量は、5、10、15、20、25、28、30、35
、又は40日毎に投与される。
【０３５７】
　ある実施態様において、調整用量は、初回用量よりも少ない。ある実施態様において、
調整用量は、初回用量よりも約2.5mg、約5mg、約10mg、約15mg、約20mg、もしく約35mg少
ないか、又は初回用量よりも約0.05mg/kg、約0.1mg/kg、約0.15mg/kg、約0.25mg/kg、約0
.3mg/kg、約0.35mg/kg、約0.4mg/kg、もしくは約0.5mg/kg少ない。ある実施態様において
、調整用量は、初回用量よりも低い頻度で投与される。ある実施態様において、調整用量
は、30、35、40、42、50、60、70、80、又は90日毎に投与される。
【０３５８】
　ある実施態様において、用量は、注射によって投与される。ある実施態様において、用
量は、28日に1回又は42日に1回投与される。ある実施態様において、用量は、連続的に及
び/又は無制限に投与される。
【０３５９】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるアクチビンのレベル及び/又は活性を
、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるアクチビンのレ
ベル及び/又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、
40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは
少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも10
0％減少させるのに十分である。ある実施態様において、アクチビンは、遊離アクチビン
、例えば、フォリスタチンとも、フォリスタチン様3とも、インヒビンとも関連していな
いアクチビンである。ある実施態様において、アクチビンは、アクチビンAである。ある
実施態様において、アクチビンのレベル及び/又は活性は、第8.6節に記載されているよう
なアッセイによって決定される。
【０３６０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるSmad依存的シグナル伝達を、参照集団
(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるSmad依存的シグナル伝達と
比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、5
5％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又
は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％
、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに
十分である。ある実施態様において、Smad依存的シグナル伝達は、第8.6節に記載されて
いるようなアッセイによって決定される。
【０３６１】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるRunx2のレベル及び/又は活性を、参照
集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるRunx2のレベル及び/又
は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも
100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55
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％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少さ
せるのに十分である。ある実施態様において、Runx2のレベル及び/又は活性は、第8.6節
に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３６２】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるAlpのレベル及び/又は活性を、参照集
団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるAlpのレベル及び/又は活
性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50
％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100
％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％
、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させ
るのに十分である。ある実施態様において、Alpのレベル及び/又は活性は、第8.6節に記
載されているようなアッセイによって決定される。
【０３６３】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるSnai1のレベル及び/又は活性を、参照
集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるSnai1のレベル及び/又
は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも
100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55
％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少さ
せるのに十分である。ある実施態様において、Snai1のレベル及び/又は活性は、第8.6節
に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３６４】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるホスホsmad2のレベル及び/又は活性を
、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるホスホsmad2のレ
ベル及び/又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、
40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは
少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも10
0％減少させるのに十分である。ある実施態様において、ホスホsmad2のレベル及び/又は
活性は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３６５】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるホスホsmad3のレベル及び/又は活性を
、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるホスホsmad3のレ
ベル及び/又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、
40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは
少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも10
0％減少させるのに十分である。ある実施態様において、ホスホsmad3のレベル及び/又は
活性は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３６６】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における尿タンパク質のレベル及び/又は活性
を、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における尿タンパク質
のレベル及び/又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35
％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もし
くは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、
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45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大で
も100％減少させるのに十分である。ある実施態様において、尿タンパク質のレベル及び/
又は活性は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３６７】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるDkk1のレベル及び/又は活性を、参照
集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるDkk1のレベル及び/又は
活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、5
0％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100
％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％
、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させ
るのに十分である。ある実施態様において、Dkk1のレベル及び/又は活性は、第8.6節に記
載されているようなアッセイによって決定される。
【０３６８】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるcol1a1のレベル及び/又は活性を、参
照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるcol1a1のレベル及び/
又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45
％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくと
も100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、
55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少
させるのに十分である。ある実施態様において、col1a1のレベル及び/又は活性は、第8.6
節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３６９】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるBSAPのレベル及び/又は活性を、参照
集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるBSAPのレベル及び/又は
活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、5
0％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100
％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％
、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させ
るのに十分である。ある実施態様において、BSAPのレベル及び/又は活性は、第8.6節に記
載されているようなアッセイによって決定される。
【０３７０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるCTXのレベル及び/又は活性を、参照集
団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるCTXのレベル及び/又は活
性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50
％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100
％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％
、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させ
るのに十分である。ある実施態様において、CTXのレベル及び/又は活性は、第8.6節に記
載されているようなアッセイによって決定される。
【０３７１】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるOsterixのレベル及び/又は活性を、参
照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるOsterixのレベル及び
/又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45
％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくと
も100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、
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55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少
させるのに十分である。ある実施態様において、Osterixのレベル及び/又は活性は、第8.
6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３７２】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるActRIIAのレベル及び/又は活性を、参
照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるActRIIAのレベル及び
/又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45
％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくと
も100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、
55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少
させるのに十分である。ある実施態様において、ActRIIAのレベル及び/又は活性は、第8.
6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３７３】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるKlothoのレベル及び/又は活性を、参
照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるKlothoのレベル及び/
又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45
％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、15
0％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは少なくとも500％、
又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60
％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％
、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは最大でも500％増大させるのに十分であ
る。ある実施態様において、Klothoのレベル及び/又は活性は、第8.6節に記載されている
ようなアッセイによって決定される。
【０３７４】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるα-SMAのレベル及び/又は活性を、参
照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるα-SMAのレベル及び/
又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45
％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、15
0％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは少なくとも500％、
又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60
％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％
、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは最大でも500％増大させるのに十分であ
る。ある実施態様において、α-SMAのレベル及び/又は活性は、第8.6節に記載されている
ようなアッセイによって決定される。
【０３７５】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるMYOCDのレベル及び/又は活性を、参照
集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるMYOCDのレベル及び/又
は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150
％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは少なくとも500％、又
は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％
、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％、2
50％、300％、350％、400％、450％、もしくは最大でも500％増大させるのに十分である
。ある実施態様において、MYOCDのレベル及び/又は活性は、第8.6節に記載されているよ
うなアッセイによって決定される。
【０３７６】
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　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるAxin2のレベル及び/又は活性を、参照
集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるAxin2のレベル及び/又
は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150
％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは少なくとも500％、又
は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％
、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％、2
50％、300％、350％、400％、450％、もしくは最大でも500％増大させるのに十分である
。ある実施態様において、Axin2のレベル及び/又は活性は、第8.6節に記載されているよ
うなアッセイによって決定される。
【０３７７】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における、例えば、Sm22-αなどの血管平滑筋
タンパク質のレベルを、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)に
おける血管平滑筋タンパク質レベルと比較して増大させるのに十分である。ある実施態様
において、血管平滑筋タンパク質のレベル及び/又は活性は、第8.6節に記載されているよ
うなアッセイによって決定される。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に
従って対象に投与されるActRIIシグナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるSm22
-αのレベル及び/又は活性を、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集
団)におけるSm22-αのレベル及び/又は活性と比較して、少なくとも5％、10％、15％、20
％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％
、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450
％、もしくは少なくとも500％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％
、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％
、125％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは最大で
も500％増大させるのに十分である。ある実施態様において、Sm22-αのレベル及び/又は
活性は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３７８】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における骨量を、参照集団(例えば、第8.6節に
記載されているような参照集団)における骨量と比較して、少なくとも5％、10％、15％、
20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85
％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％
、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、
95％、もしくは最大でも100％増大させるのに十分である。ある実施態様において、骨量
は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３７９】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における破骨細胞ピット面を、参照集団(例え
ば、第8.6節に記載されているような参照集団)における破骨細胞ピット面と比較して、少
なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、6
5％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5
％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％
、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分である。
ある実施態様において、破骨細胞ピット面は、第8.6節に記載されているようなアッセイ
によって決定される。
【０３８０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における骨形成速度を維持するか、又は該対象
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における骨形成速度を、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)に
おける骨形成速度と比較して、最小限、例えば、最大でも1％、2.5％、5％、10％、又は1
5％増大もしくは減少させるのに十分である。ある実施態様において、骨形成速度は、第8
.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３８１】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における骨芽細胞面を維持するか、又は該対象
における骨芽細胞面を、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)に
おける骨芽細胞面と比較して、最小限、例えば、最大でも1％、2.5％、5％、10％、又は1
5％増大もしくは減少させるのに十分である。ある実施態様において、骨芽細胞面は、第8
.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３８２】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における大動脈骨芽細胞転換を、参照集団(例
えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における大動脈骨芽細胞転換と比較して
、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60
％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大
でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％
、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分で
ある。ある実施態様において、大動脈骨芽細胞転換は、第8.6節に記載されているような
アッセイによって決定される。
【０３８３】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における骨芽細胞数を、参照集団(例えば、第8
.6節に記載されているような参照集団)における骨芽細胞数と比較して、少なくとも5％、
10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75
％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％
、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分である。ある実施態様に
おいて、骨芽細胞数は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３８４】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における骨芽細胞面対骨面比を、参照集団(例
えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における骨芽細胞面対骨面比と比較して
、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60
％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大
でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％
、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分で
ある。ある実施態様において、骨芽細胞面対骨面比は、第8.6節に記載されているような
アッセイによって決定される。
【０３８５】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における破骨細胞数を、参照集団(例えば、第8
.6節に記載されているような参照集団)における破骨細胞数と比較して、少なくとも5％、
10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75
％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％
、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分である。ある実施態様に
おいて、破骨細胞数は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３８６】
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　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における破骨細胞面対骨面比を、参照集団(例
えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における破骨細胞面対骨面比と比較して
、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60
％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大
でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％
、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分で
ある。ある実施態様において、破骨細胞面対骨面比は、第8.6節に記載されているような
アッセイによって決定される。
【０３８７】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における骨梁量を、参照集団(例えば、第8.6節
に記載されているような参照集団)における骨梁量と比較して、少なくとも5％、10％、15
％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％
、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400
％、450％、もしくは少なくとも500％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30
％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％
、100％、125％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは
最大でも500％増大させるのに十分である。ある実施態様において、骨梁量は、第8.6節に
記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３８８】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における骨梁幅を、参照集団(例えば、第8.6節
に記載されているような参照集団)における骨梁幅と比較して、少なくとも5％、10％、15
％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％
、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400
％、450％、もしくは少なくとも500％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30
％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％
、100％、125％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは
最大でも500％増大させるのに十分である。ある実施態様において、骨梁幅は、第8.6節に
記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３８９】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における血管平滑筋機能を、参照集団(例えば
、第8.6節に記載されているような参照集団)における血管平滑筋機能と比較して、少なく
とも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％
、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％、250％、
300％、350％、400％、450％、もしくは少なくとも500％、又は最大でも5％、10％、15％
、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400％
、450％、もしくは最大でも500％増大させるのに十分である。ある実施態様において、血
管平滑筋機能は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３９０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における血管石灰化を、参照集団(例えば、第8
.6節に記載されているような参照集団)における血管石灰化と比較して、少なくとも5％、
10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75
％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％
、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分である。ある実施態様に



(117) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

おいて、血管石灰化は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って投与されるActRIIシグナル伝
達インヒビターの用量は、血管カルシウムレベルを、参照集団(例えば、第8.6節に記載さ
れているような参照集団)における血管カルシウムレベルと比較して、少なくとも5％、10
％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％
、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％、
20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85
％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分である。ある実施態様にお
いて、血管カルシウムレベルは、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定
される。
【０３９１】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における大動脈カルシウムレベルを、参照集団
(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における大動脈カルシウムレベルと
比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、5
5％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又
は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％
、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに
十分である。ある実施態様において、大動脈カルシウムレベルは、第8.6節に記載されて
いるようなアッセイによって決定される。ある実施態様において、本明細書に提供される
方法に従って対象に投与されるActRIIシグナル伝達インヒビターの用量は、該対象の大動
脈アテロームにおけるカルシウム沈着を、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているよ
うな参照集団)の大動脈アテロームにおけるカルシウム沈着と比較して、少なくとも5％、
10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75
％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％
、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分である。ある実施態様に
おいて、大動脈アテロームにおけるカルシウム沈着は、第8.6節に記載されているような
アッセイによって決定される。
【０３９２】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるCKD誘導性内皮間葉転換(EnMT)を、参
照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるEnMTと比較して、少
なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、6
5％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5
％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％
、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分である。
ある実施態様において、EnMTは、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定
される。
【０３９３】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における心臓のサイズ(例えば、心重量)を、参
照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における心臓のサイズ(例えば
、心重量)と比較して、少なくとも1％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、もし
くは少なくとも10％、又は最大でも1％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、も
しくは少なくとも10％減少させるのに十分である。ある実施態様において、心臓のサイズ
は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３９４】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における分化した血管平滑筋細胞のレベルを、
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参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における分化した血管平滑
筋細胞のレベルと比較して、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40
％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125
％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは少なくとも50
0％、又は最大でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％
、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％、20
0％、250％、300％、350％、400％、450％、もしくは最大でも500％増大させるのに十分
である。ある実施態様において、分化した血管平滑筋細胞のレベルは、第8.6節に記載さ
れているようなアッセイによって決定される。
【０３９５】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における高いレベルの動脈壁硬化を、参照集団
(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における動脈壁硬化と比較して、少
なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、6
5％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5
％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％
、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分である。
ある実施態様において、動脈壁硬化は、第8.6節に記載されているようなアッセイによっ
て決定される。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って投与されるAc
tRIIシグナル伝達インヒビターの用量は、該対象における高いレベルの動脈壁硬化を、参
照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)における動脈壁硬化と比較し
て、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、6
0％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大
でも5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％
、70％、75％、80％、85％、90％、95％、もしくは最大でも100％減少させるのに十分で
ある。ある実施態様において、動脈壁硬化は、第8.6節に記載されているようなアッセイ
によって決定される。
【０３９６】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における骨石灰化速度を維持するか、又は該対
象における骨石灰化速度を、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団
)における骨石灰化速度と比較して、最小限、例えば、最大でも1％、2.5％、5％、10％、
又は15％増大もしくは減少させるのに十分である。ある実施態様において、骨石灰化速度
は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３９７】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における高リン血症を維持するか、又は該対象
における高リン血症を、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)に
おける高リン血症と比較して、最小限、例えば、最大でも1％、2.5％、5％、10％、又は1
5％増大もしくは減少させるのに十分である。ある実施態様において、高リン血症は、第8
.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３９８】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるFGF23のレベルを維持するか、又は該
対象におけるFGF23のレベルを、参照集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照
集団)におけるFGF23レベルと比較して、最小限、例えば、最大でも1％、2.5％、5％、10
％、又は15％増大もしくは減少させるのに十分である。ある実施態様において、FGFレベ
ルは、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０３９９】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
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グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における腎線維化を、参照集団(例えば、第8.6
節に記載されているような参照集団)における腎線維化と比較して、少なくとも5％、10％
、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、
80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％、20
％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％
、90％、95％、もしくは最大でも100％低下させるのに十分である。ある実施態様におい
て、腎線維化は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。ある実
施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシグナル伝
達インヒビターの用量は、該対象における糸球体硬化症を、参照集団(例えば、第8.6節に
記載されているような参照集団)における糸球体硬化症と比較して、少なくとも5％、10％
、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、
80％、85％、90％、95％、もしくは少なくとも100％、又は最大でも5％、10％、15％、20
％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％
、90％、95％、もしくは最大でも100％低下させるのに十分である。ある実施態様におい
て、糸球体硬化症は、第8.6節に記載されているようなアッセイによって決定される。
【０４００】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、本明細書に提供されるバイオマーカー(例えば、Runx2
、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、Osterix、Klotho
、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又はActRIIA)のうちの1
つ又は複数のレベルを正常化させるのに十分である。例えば、ある実施態様において、本
明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシグナル伝達インヒビターの用
量は、本明細書に提供されるバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2
、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、
ホスホsmad3、尿タンパク質、及び/又はActRIIA)のうちの1つ又は複数のレベルを、参照
集団(例えば、第8.6節に記載されているような参照集団)におけるそれぞれのバイオマー
カーのレベルにまで増大又は減少させるのに十分である。
【０４０１】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象に投与されるActRIIシ
グナル伝達インヒビターの用量は、該対象における心肥大を治療及び/又は予防するのに
十分である。ある実施態様において、心肥大は、第8.6節に記載されているようなアッセ
イによって決定される。ある実施態様において、本明細書に提供される方法に従って対象
に投与されるActRIIシグナル伝達インヒビターの用量は、該対象におけるLVHを治療及び/
又は予防するのに十分である。
【０４０２】
　本明細書に提供される用量(例えば、ActRIIシグナル伝達インヒビターの用量又は第2の
活性剤の用量)とともに使用されるとき、「約」という語は、言及された数字の1、5、又
は10％以内の任意の数字を指す。
【０４０３】
　ある実施態様において、本明細書に記載のActRIIシグナル伝達インヒビターは、本明細
書に提供される方法に従って、対象に、皮下又は静脈内投与される。
【０４０４】
　ある実施態様において、0.13mg/kgのActRIIA-hFc(配列番号7)は、提供される方法に従
って治療される対象に、14日に1回の間隔で皮下投与される。ある実施態様において、0.2
6mg/kgのActRIIA-hFc(配列番号7)は、提供される方法に従って治療される対象に、14日に
1回の間隔で皮下投与される。ある実施態様において、0.1mg/kgのActRIIA-hFc(配列番号7
)は、提供される方法に従って治療される対象に、14日に1回の間隔で静脈内投与される。
ある実施態様において、0.2mg/kgのActRIIA-hFc(配列番号7)は、提供される方法に従って
治療される対象に、14日に1回の間隔で静脈内投与される。ある実施態様において、0.3mg
/kgのActRIIA-hFc(配列番号7)は、提供される方法に従って治療される対象に、28日に1回
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の間隔で皮下投与される。ある実施態様において、0.5mg/kgのActRIIA-hFc(配列番号7)は
、提供される方法に従って治療される対象に、28日に1回の間隔で皮下投与される。ある
実施態様において、0.7mg/kgのActRIIA-hFc(配列番号7)は、提供される方法に従って治療
される対象に、28日に1回の間隔で皮下投与される。
【０４０５】
(8.8　組合せ療法)
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法は、第2の医薬活性剤と組み合わせ
て実施される。そのような組合せ療法は、治療の個々の成分の同時的、連続的、又は個別
的な投与によって達成することができる。さらに、そのような組合せ療法の成分として投
与されるとき、ActRIIシグナル伝達インヒビター及び第2の医薬活性剤は相乗的であり得
、その結果、該成分のいずれか又は両方の日用量を、通常は単剤療法として投与されるど
ちらかの成分の用量と比較して低下させることができる。或いは、そのような組合せ療法
の成分として投与されるとき、本明細書に提供されるActRIIシグナル伝達インヒビター及
び第2の医薬活性剤は相加的であり得、その結果、該成分の各々の日用量は、通常は単剤
療法として投与されるどちらかの成分の用量と同様又は同一となる。
【０４０６】
　ある実施態様において、本明細書に提供されるActRIIシグナル伝達インヒビターは、第
2の医薬活性剤と同じ日に投与される。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達イン
ヒビターは、第2の医薬活性剤の1日前、2日前、3日前、又はそれより前に投与される。あ
る実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、第2の医薬活性剤の1日後、2
日後、3日後、又はそれより後に投与される。ある実施態様において、ActRIIシグナル伝
達インヒビターは、第2の医薬活性剤から1週間、2週間、3週間、又はそれより長い週数以
内に投与される。
【０４０７】
　ある実施態様において、第2の医薬活性剤は、Snai1、ホスホsmad2、ホスホsmad3、尿タ
ンパク質、Dkk1、col1a1、アクチビン(例えば、遊離アクチビン)、Runx2、Alp、BSAP、CT
X、及び/又はOsterixのアンタゴニスト、例えば、抗体又はその断片、小分子シグナル伝
達インヒビター、アンチセンス核酸、低分子干渉核酸、ドミナントネガティブタンパク質
又はその断片である。ある実施態様において、第2の医薬活性剤は、Klotho、α-SMA、MYO
CD、Axin2、及び/又はSm22-αのアゴニスト、例えば、抗体もしくはその断片又は小分子
である。
【０４０８】
　ある実施態様において、第2の医薬活性剤は、心血管疾患、血管石灰化、血管石灰化と
関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、並びに/又は腎疾患と関連し及び
/もしくは腎疾患に起因する心血管疾患を治療するために使用される活性剤、例えば、ア
ルドステロンシグナル伝達インヒビター、アンジオテンシンII受容体ブロッカー、β-ブ
ロッカー、カルシウムチャネルブロッカー、コレステロール降下薬、ジゴキシン、利尿薬
、強心薬療法、カリウムもしくはマグネシウム、血管拡張薬、及び/又はワルファリンな
どである。
【０４０９】
　ある実施態様において、第2の医薬活性剤は、慢性腎疾患を治療するために使用される
活性剤、例えば、アンジオテンシンII受容体ブロッカー、β-ブロッカー、カルシウムチ
ャネルブロッカー、直接的レニンシグナル伝達インヒビター、利尿薬、血管拡張薬、エリ
スロポエチン療法、鉄補充療法、及び/又はビタミンDなどである。
【０４１０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法は、心血管疾患、血管石灰化、血管
石灰化と関連し及び/もしくは血管石灰化に起因する心血管疾患、並びに/又は腎疾患と関
連し及び/もしくは腎疾患に起因する心血管疾患、及び/又は慢性腎疾患を治療又は改善す
る方法と組み合わせて実施される。
【０４１１】
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(8.9　医薬組成物)
　ある実施態様において、アクチビン-ActRIIアンタゴニスト(例えば、ActRIIポリペプチ
ド)は、本明細書に記載の方法とともに使用される医薬として許容し得る担体とともに製
剤化される。例えば、ActRIIポリペプチドは、単独で又は医薬製剤(治療的組成物)の成分
として投与することができる。対象化合物は、ヒト又は動物用医薬品で使用される任意の
好都合な方法での投与のために製剤化することができる。ActRIIは、ActRIIA又はActRIIB
であることができる。
【０４１２】
　ある実施態様において、本明細書に提供される治療法は、(ActRIIシグナル伝達インヒ
ビターを含む)組成物を全身に又はインプラントもしくは装置として局所に投与すること
を含む。投与されるとき、本明細書に提供される使用のための治療的組成物は、パイロジ
ェンフリーの生理的に許容される形態にある。上記の組成物中に任意に含めることもでき
るActRIIアンタゴニスト以外の治療的に有用な薬剤は、対象化合物(例えば、ActRIIポリ
ペプチド、例えば、ActRIIA及び/又はActRIIBポリペプチド(第8.5節参照))と同時に又は
連続的に投与することができる。
【０４１３】
　通常、ActRIIアンタゴニストは非経口投与される。非経口投与に好適な医薬組成物は、
1以上のActRIIポリペプチドを、1以上の医薬として許容し得る滅菌等張性水性もしくは非
水性溶液、分散液、懸濁液、もしくはエマルジョン、又は使用直前に滅菌注射溶液もしく
は分散液へと再構成され得る滅菌粉末と組み合わせて含むことができ、これらは、抗酸化
剤、緩衝剤、静菌薬、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、又は懸濁
化剤もしくは増粘剤を含有することができる。本明細書に記載の方法で使用するための医
薬組成物中で利用され得る好適な水性及び非水性担体の例としては、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)
、及びこれらの好適な混合物、植物油、例えば、オリーブ油、並びに注射可能な有機エス
テル、例えば、オレイン酸エチルが挙げられる。適切な流動性は、例えば、レシチンなど
のコーティング材料の使用によって、分散液の場合、必要とされる粒径の維持によって、
及び界面活性剤の使用によって維持することができる。
【０４１４】
　さらに、該組成物は、標的組織部位(例えば、骨)に送達するための形態で封入又は注射
することができる。ある実施態様において、本明細書に記載の方法で使用するための組成
物は、1以上の治療的化合物(例えば、ActRIIAポリペプチド)を標的組織部位(例えば、骨)
に送達し、成長する組織に構造を提供し、最適には体内に再吸収されることができるマト
リックスを含むことができる。例えば、該マトリックスは、ActRIIAポリペプチドの低速
放出を提供することができる。そのようなマトリックスは、他のインプラント型医療用途
に現在使用されている材料から形成されてもよい。
【０４１５】
　マトリックス材料の選択は、生体適合性、生体分解性、機械的特性、美容上の外観、及
び界面特性に基づく。対象組成物の特定の用途によって、適切な製剤が規定される。該組
成物用の潜在的マトリックスは、生体分解性でかつ化学的に規定されている硫酸カルシウ
ム、リン酸三カルシウム、ハイドロキシアパタイト、ポリ乳酸、及びポリ無水物であって
もよい。他の潜在的材料は、骨又は皮膚コラーゲンなどの生体分解性でかつ生物学的に十
分に規定されているものである。さらなるマトリックスは、純粋なタンパク質又は細胞外
マトリックス成分から構成される。他の潜在的マトリックスは、焼成ハイドロキシアパタ
イト、バイオガラス、アルミン酸塩、又は他のセラミックスなどの、非生体分解性でかつ
化学的に規定されているものである。マトリックスは、上述のタイプの材料のいずれかの
組合せ、例えば、ポリ乳酸とハイドロキシアパタイト又はコラーゲンとリン酸三カルシウ
ムから構成されていてもよい。バイオセラミックスは、例えば、カルシウム-アルミネー
ト-ホスフェート中の組成を変化させ、並びに加工して、孔径、粒径、粒子形状、及び生
体分解性を変化させることができる。
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【０４１６】
　ある実施態様において、本明細書に記載の方法で使用するための(ActRIIシグナル伝達
インヒビターを含む)組成物は、各々所定の量の薬剤を活性成分として含む、例えば、カ
プセル剤、カシェ剤、丸剤、錠剤、ロゼンジ剤(フレーバー付きの主成分、通常、スクロ
ース及びアラビアゴムもしくはトラガカントを使用)、散剤、顆粒剤の形態で、又は水性
もしくは非水性液中の液剤もしくは懸濁剤として、又は水中油型もしくは油中水型液体エ
マルジョンとして、又はエリキシル剤もしくはシロップ剤として、又はトローチ剤(不活
性基剤、例えば、ゼラチン及びグリセリン、もしくはスクロース及びアラビアゴムを使用
)として、並びに/或いは洗口液などとして、経口投与することができる。薬剤は、ボーラ
ス剤、舐剤、又はペースト剤として投与することもできる。
【０４１７】
　経口投与用の固体剤形(カプセル剤、錠剤、丸剤、糖衣錠、散剤、顆粒剤など)中で、本
明細書に記載の1以上の治療的化合物を、1以上の医薬として許容し得る担体、例えば、ク
エン酸ナトリウムもしくは第二リン酸カルシウム、並びに/又は以下のもの:(1)充填剤も
しくは増量剤、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
、及び/もしくはケイ酸;(2)結合剤、例えば、カルボキシメチルセルロース、アルギネー
ト、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、スクロース、及び/もしくはアラビアゴムなど;(3
)保湿剤、例えば、グリセロール;(4)崩壊剤、例えば、寒天-寒天、炭酸カルシウム、ジャ
ガイモもしくはタピオカデンプン、アルギン酸、特定のケイ酸塩、及び炭酸ナトリウム;(
5)溶解遅延剤、例えば、パラフィン;(6)吸収促進剤、例えば、四級アンモニウム化合物;(
7)湿潤剤、例えば、セチルアルコール及びモノステアリン酸グリセロールなど;(8)吸収剤
、例えば、カオリン及びベントナイト粘土;(9)滑沢剤、例えば、タルク、ステアリン酸カ
ルシウム、ステアリン酸マグネシウム、固体ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナト
リウム、及びこれらの混合物;並びに(10)着色剤のうちのいずれかと混合することができ
る。カプセル剤、錠剤、及び丸剤の場合、医薬組成物は、緩衝化剤を含むこともできる。
同様のタイプの固体組成物を、ラクトース又は乳糖、及び高分子量ポリエチレングリコー
ルなどような賦形剤を用いる軟及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
ともできる。
【０４１８】
　経口投与用の液体剤形としては、医薬として許容し得るエマルジョン、マイクロエマル
ジョン、液剤、懸濁剤、シロップ剤、及びエリキシル剤が挙げられる。活性成分に加えて
、該液体剤形は、当技術分野で一般に使用される不活性希釈剤、例えば、水又は他の溶媒
、可溶化剤及び乳化剤、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、胚種油、オリ
ーブ油、ヒマシ油、及びゴマ油)、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、並びにソルビタンの脂肪酸エステル、並びにこれらの混合物を含む
ことができる。不活性希釈剤の他に、経口組成物は、補助剤、例えば、湿潤剤、乳化剤及
び懸濁化剤、甘味剤、香味剤、着色剤、芳香剤、及び防腐剤を含むこともできる。
【０４１９】
　懸濁剤は、活性化合物に加えて、懸濁化剤、例えば、エトキシ化イソステアリルアルコ
ール、ポリオキシエチレンソルビトール、及びソルビタンエステル、微結晶性セルロース
、アルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、寒天-寒天、及びトラガカント、並び
にこれらの混合物を含むことができる。
【０４２０】
　本明細書に記載の組成物は、補助剤、例えば、防腐剤、湿潤剤、乳化剤、及び分散剤を
含むこともできる。微生物の作用の防止は、様々な抗菌剤及び抗真菌剤、例えば、パラベ
ン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸などを含めることにより確保することがで
きる。等張剤、例えば、糖、塩化ナトリウムなどを該組成物中に含めることが望ましい場
合もある。さらに、注射用医薬形態の持続的吸収は、吸収を遅延させる薬剤、例えば、モ
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ノステアリン酸アルミニウム及びゼラチンを含めることによりもたらすことができる。
【０４２１】
　投薬レジメンは、本明細書に記載の化合物(例えば、ActRIIポリペプチド、例えば、Act
RIIA及び/又はActRIIBポリペプチド(第8.5節参照))の作用を修飾する様々な因子を考慮し
て、担当医により決定されるということが理解される。様々な因子としては、形成される
ことが望まれる骨重量の量、骨密度低下の程度、骨損傷の部位、損傷した骨の状態、対象
の年齢、性別、及び食習慣、骨量減少に寄与し得る任意の疾患の重症度、投与の時間、並
びに他の臨床的因子が挙げられるが、これらに限定されない。任意に、投薬量は、再構成
で使用されるマトリックスのタイプ及び組成物中の化合物のタイプによって異なり得る。
最終組成物への他の既知の成長因子の添加も、投薬量に影響を及ぼし得る。進捗は、例え
ば、X線(DEXAを含む)、組織形態計測的測定、及びテトラサイクリン標識による骨成長及
び/又は修復の定期的評価によってモニタリングすることができる。
【０４２２】
　ある実施態様において、本明細書に提供されるのは、ActRIIポリペプチドのインビボ産
生のための遺伝子療法を含む。そのような療法は、上記の障害を有する細胞又は組織への
ActRIIポリヌクレオチド配列の導入によって、その治療効果を達成する。ActRIIポリヌク
レオチド配列の送達は、キメラウイルスなどの組換え発現ベクター、又はコロイド分散系
を用いて達成することができる。ActRIIポリヌクレオチド配列の治療的送達に好ましいの
は、標的化リポソームの使用である。ActRIIポリペプチドは、ActRIIA及び/又はActRIIB
ポリペプチド(第8.5節参照))であることができる。
【０４２３】
　本明細書に教示される遺伝子療法に利用することができる様々な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、又は好ましくは、レトロウイル
スなどのRNAウイルスが挙げられる。好ましくは、レトロウイルスベクターは、マウス又
はトリレトロウイルスの派生物である。単一の異種遺伝子を挿入することができるレトロ
ウイルスベクターの例としては:モロニーマウス白血病ウイルス(MoMuLV)、ハーベイマウ
ス肉腫ウイルス(HaMuSV)、マウス乳癌ウイルス(MuMTV)、及びラウス肉腫ウイルス(RSV)が
挙げられるが、これらに限定されない。いくつかのさらなるレトロウイルスベクターは、
複数の遺伝子を組み込むことができる。これらのベクターは全て、遺伝子導入された細胞
を同定及び作製することができるように、選択可能マーカーの遺伝子を転移し又は組み込
むことができる。レトロウイルスベクターは、例えば、糖、糖脂質、又はタンパク質を付
着させることによって標的特異的にすることができる。好ましい標的化は、抗体を用いて
達成される。当業者は、特異的ポリヌクレオチド配列をレトロウイルスゲノムに挿入する
か、又はウイルスエンベロープに付着させて、ActRIIポリヌクレオチドを含むレトロウイ
ルスベクターの標的特異的送達を可能にすることができることを認識しているであろう。
好ましい実施態様において、該ベクターは、骨又は軟骨に標的化される。
【０４２４】
　或いは、組織培養細胞を、従来のリン酸カルシウムトランスフェクションによって、レ
トロウイルス構造遺伝子gag、pol、及びenvをコードするプラスミドで直接トランスフェ
クトすることができる。その後、これらの細胞を、関心対象の遺伝子を含むベクタープラ
スミドでトランスフェクトする。得られた細胞は、レトロウイルスベクターを培養培地中
に放出する。
【０４２５】
　ActRIIポリヌクレオチドの別の標的化送達系は、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、並びに水中油型エ
マルジョン、ミセル、混合ミセル、及びリポソームを含む脂質ベースの系が挙げられる。
本明細書に記載の方法で使用するため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、インビトロ及びインビボでの送達ビヒクルとして有用である人工膜小胞である
。RNA、DNA、及び無傷のビリオンを水性内部に封入し、生物活性形態で細胞に送達するこ
とができる(例えば、Fraley,らの文献、Trends Biochem. Sci., 6:77, 1981を参照された
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い)。リポソームビヒクルを用いる効率的な遺伝子導入法は当技術分野で公知であり、例
えば、Manninoらの文献、Biotechniques, 6:682, 1988を参照されたい。リポソームの組
成物は、通常、リン脂質の組合せであり、これは、通常、ステロイド、特にコレステロー
ルと組み合わされている。他のリン脂質又は他の脂質を使用することもできる。リポソー
ムの物理学的特徴は、pH、イオン強度、及び二価カチオンの存在によって決まる。
【０４２６】
　リポソーム産生において有用な脂質の例としては、ホスファチジル化合物、例えば、ホ
スファチジルグリセロール、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリン、ホスファチ
ジルエタノールアミン、スフィンゴ脂質、セレブロシド、及びガングリオシドが挙げられ
る。例示的なリン脂質としては、卵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、及びジステアロイルホスファチジルコリンが挙げられる。リポソームの標的化
も、例えば、臓器特異性、細胞特異性、及びオルガネラ特異性に基づいて可能であり、当
技術分野で公知である。
【０４２７】
　ある実施態様において、ActRIIシグナル伝達インヒビターは、医薬組成物中で実質的に
純粋である。具体的には、医薬組成物中の化合物の高々20％、10％、5％、2.5％、1％、0
.1％、又は高々0.05％が、ActRIIシグナル伝達インヒビター及び医薬として許容し得る担
体以外の化合物である。
【０４２８】
(8.10　キット)
　本明細書に提供されるのは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記
載の1以上のバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、
アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、Act
RIIA、Axin2、及び尿タンパク質)のレベルを決定するための1以上の試薬が充填された1以
上の容器を含むキットである。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象
から得られる試料中の本明細書に記載の1つのバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai
1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MY
OCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質)のレベルを決定するた
めの1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から
得られる試料中のRunx2のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様にお
いて、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中のAlpのレベルを決定するた
めの1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から
得られる試料中のSnai1のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様にお
いて、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中のホスホsmad2のレベルを決
定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の
対象から得られる試料中のDkk1のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施
態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中のcol1a1のレベルを
決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載
の対象から得られる試料中のアクチビンのレベルを決定するための1以上の試薬を含む。
ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中のBSAPのレ
ベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書
に記載の対象から得られる試料中のCTXのレベルを決定するための1以上の試薬を含む。あ
る実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中のosterixの
レベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細
書に記載の対象から得られる試料中のKlothoのレベルを決定するための1以上の試薬を含
む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中のα-S
MAのレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本
明細書に記載の対象から得られる試料中のMYOCDのレベルを決定するための1以上の試薬を
含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中のSm
22-αのレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、
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本明細書に記載の対象から得られる試料中のホスホsmad3のレベルを決定するための1以上
の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試
料中の尿タンパク質のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様におい
て、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中のActRIIAのレベルを決定する
ための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象か
ら得られる試料中のAxin2のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。
【０４２９】
　ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細
書に記載の2つのバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3
、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択される2つのバイオマーカー)の
レベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細
書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の3つのバイオマーカー(例えば、Ru
nx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klot
ho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からな
る群から選択される3つのバイオマーカー)のレベルを決定するための1以上の試薬を含む
。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細
書に記載の4つのバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3
、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択される4つのバイオマーカー)の
レベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細
書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の5つのバイオマーカー(例えば、Ru
nx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klot
ho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からな
る群から選択される5つのバイオマーカー)のレベルを決定するための1以上の試薬を含む
。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細
書に記載の6つのバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3
、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択される6つのバイオマーカー)の
レベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細
書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の7つのバイオマーカー(例えば、Ru
nx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klot
ho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からな
る群から選択される7つのバイオマーカー)のレベルを決定するための1以上の試薬を含む
。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細
書に記載の8つのバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1
a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3
、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択される8つのバイオマーカー)の
レベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細
書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の9つのバイオマーカー(例えば、Ru
nx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klot
ho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からな
る群から選択される9つのバイオマーカー)のレベルを決定するための1以上の試薬を含む
。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細
書に記載の10のバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a
1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、
ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択される10のバイオマーカー)のレ
ベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書
に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の11のバイオマーカー(例えば、Runx2
、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho
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、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる
群から選択される11のバイオマーカー)のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。あ
る実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に
記載の12のバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、
アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、Act
RIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択される12のバイオマーカー)のレベル
を決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記
載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の13のバイオマーカー(例えば、Runx2、Al
p、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-
SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から
選択される13のバイオマーカー)のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施
態様において、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の
14のバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチ
ビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、
Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択される14のバイオマーカー)のレベルを決定
するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対
象から得られる試料中の本明細書に記載の15のバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Sna
i1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、M
YOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択さ
れる15のバイオマーカー)のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様に
おいて、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の16のバ
イオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、B
SAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、
及び尿タンパク質からなる群から選択される16のバイオマーカー)のレベルを決定するた
めの1以上の試薬を含む。ある実施態様において、キットは、本明細書に記載の対象から
得られる試料中の本明細書に記載の17のバイオマーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホ
スホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、CTX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、
Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿タンパク質からなる群から選択される17
のバイオマーカー)のレベルを決定するための1以上の試薬を含む。ある実施態様において
、キットは、本明細書に記載の対象から得られる試料中の本明細書に記載の18のバイオマ
ーカー(例えば、Runx2、Alp、Snai1、ホスホsmad2、Dkk1、col1a1、アクチビン、BSAP、C
TX、osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、Sm22-α、ホスホsmad3、ActRIIA、Axin2、及び尿
タンパク質からなる群から選択される18のバイオマーカー)のレベルを決定するための1以
上の試薬を含む。ある実施態様において、該バイオマーカーのレベルを決定するための1
以上の試薬は、第8.6.1節に記載されている通りである。ある実施態様において、キット
は、ActRIIA-hFc(配列番号7)をさらに含む。ある実施態様において、キットは、ActRIIA-
hFc(配列番号7)を含む第2の容器をさらに含む。
【実施例】
【０４３０】
(9.実施例)
　本明細書に提示される実施例は、慢性腎疾患の特定の形態において、Runx2、Alp、BSAP
、CTX、及びOsterixのmRNAレベルが上昇し、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、
及びSm22-αのmRNAレベルが減少し得ることを示す。これらの実施例は、アクチビンリガ
ンドトラップによる治療が、Runx2、Alp、CTX、ActRIIA、及び/又はOsterixのmRNAレベル
を減少させ、Klotho、α-SMA、MYOCD、Axin2、及び/又はSm22-αのmRNAレベルを増大させ
、これが血管石灰化の減少と関連することをさらに示す。したがって、本明細書に提供さ
れる実施例は、Runx2、Alp、CTX、Osterix、Klotho、α-SMA、MYOCD、ActRIIA、Axin2、
及び/又はSm22-αを、心血管疾患、血管石灰化、血管石灰化と関連し及び/もしくは血管
石灰化に起因する心血管疾患、腎疾患と関連し及び/もしくは腎疾患に起因する心血管疾
患、高いレベルの動脈壁硬化、高いレベルの動脈壁硬化と関連し及び/もしくは高いレベ
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ルの動脈壁硬化に起因する心血管疾患、LVH、並びに/又はLVHと関連し及び/もしくはLVH
に起因する心血管疾患を治療するためのバイオマーカーとして使用することができること
を示す。
【０４３１】
(9.1　実施例1.アクチビン受容体2A型のリガンドトラップによるCKD-MBDの処置)
　CKD-MBDは、その初めから、骨形成異常である血管石灰化と、骨格系骨細胞によるFGF23
分泌の刺激とを含むことができ、高リン血症がその後期に発症して、血管石灰化をさらに
刺激する。本実施例は、CKDによって誘導される、アクチビンIIA型受容体(ActRIIA)を介
するTGFβスーパーファミリーシグナル伝達のメンバーのActRIIAシグナル伝達の阻害が、
血管石灰化を阻害し、心肥大を抑制することを示す。
【０４３２】
(9.1.1　方法)
　高リン血症とGFRの60％低下とを有するCKD(CKD-3)を、血管石灰化の高脂肪食給餌モデ
ルである2型糖尿病ldlr-/-マウスにおいて、14週齢で誘導した。一部のCKDマウスを、22
週齢から週1回IP注射されるアクチビン受容体2A型(mActRIIA)リガンドトラップmActRIIA-
Fcで処置し、28週で調べた。大動脈Ca2+レベル、骨芽細胞及び血管平滑筋タンパク質の発
現、骨格組織形態測定及びマイクロCTイメージング、血清化学検査、並びにFGF23及びPTH
レベルを測定した。アクチビン、フォリスタチン、及びインヒビンのレベルを、ELISA、R
T-PCR、及びウェスタンブロットによって測定した。
【０４３３】
(9.1.2　結果)
　循環アクチビンレベルは、2つの異なる腎疾患モデル:間質線維症及びX連鎖アルポート
で増大した(図1A及び図1B)。さらに、アクチビンAのmRNAレベルは、CKDモデルの大動脈及
び腎臓で増大した(図2)。アクチビンレベルは、血管系及び循環中で増大したが、フォリ
スタチンは変化しなかった(図2A、図2B、及び図2C)。CKDは、血管石灰化を刺激し、これ
は、アクチビン受容体2A型(mActRIIA)リガンドトラップ(mActRIIA-Fc;例えば、その開示
が引用により完全に本明細書中に組み込まれる、米国特許第8,173,601号を参照)による処
置によって22週のレベル未満に低下し(図3A、図3B、図3C、図3D、図5A、及び図5B)、心肥
大が抑制された。CKDは、大動脈Runx2、osterix、及びAlpのメッセージ及びタンパク質の
発現を誘導し、これらは、アクチビン受容体2A型(mActRIIA)リガンドトラップmActRIIA-F
cによる処置によって無効化された(Runx2及びAlp mRNAについては、それぞれ、図4A及び
図4B; Runx2タンパク質については、図4F)。CKDは、Klotho及びSm22-αのメッセージ及び
タンパク質を低下させ、アクチビン受容体2A型(mActRIIA)リガンドトラップmActRIIA-Fc
による処置は、Klotho及びSm22-αの発現を正常化させた(Klotho及びSm22-αのmRNAにつ
いては、それぞれ、図4C及び図4E;タンパク質については、図4F)。さらに、CKDは、MYOCD
のメッセージを低下させた(図4D)。さらに、CKDは、α-平滑筋アクチン(アクチンα-平滑
筋)タンパク質を低下させた(図4F)。さらに、CKDは、カルシウムのレベルの増大を刺激し
、これは、mActRIIA-Fcによる処置によって低下した(図6A)。骨量は、アクチビン受容体2
A型(mActRIIA)リガンドトラップmActRIIA-Fcによる処置によって増大し、破骨細胞ピット
面は減少したが、骨形成速度及び骨芽細胞面は影響を受けなかった(図6B、図6C、及び図6
D)。高リン血症及びFGF23レベルは、アクチビン受容体2A型(mActRIIA)リガンドトラップm
ActRIIA-Fcによる処置によって変化しなかった。
【０４３４】
　アクチビン受容体2A型(mActRIIA)リガンドトラップmActRIIA-Fcによる処置は骨吸収を
阻害し、骨量を増大させた。アクチビン受容体2A型(mActRIIA)リガンドトラップmActRIIA
-Fcによる処置は、Smad依存的シグナル伝達を阻害し、大動脈骨芽細胞転換を遮断し、血
管平滑筋タンパク質レベルを増大させ、CKD刺激性の血管石灰化及び心肥大を減少させた
。
【０４３５】
(9.2　実施例2.慢性腎疾患(CKD)は、血管石灰化を引き起こし、かつアクチビンリガンド
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トラップによって阻害される、大動脈内皮間葉転換(EnMT)を刺激する)
　慢性腎疾患における血管石灰化の根底にある分子メカニズムは、完全には理解されてい
ない。しかしながら、アクチビンレベルは、CKD刺激性血管石灰化で増大している。CKD刺
激性血管石灰化におけるアクチビンの役割を評価するために、いくつかのTGF-βスーパー
ファミリーリガンドに結合する組換え融合タンパク質を、アテローム性動脈硬化症及び2
型糖尿病のモデルの慢性腎疾患のマウスモデルで使用した。ActRIIA-Fc融合タンパク質は
、アクチビン受容体IIA(ActRIIA)の細胞外ドメインが免疫グロブリン1(IgG1) Fcドメイン
に連結したものからなり、このタンパク質は、アクチビンA、アクチビンB、成長分化因子
-11(GDF11)、及び骨形成タンパク質-10(BMP-10)のようなTGF-βファミリーメンバーに対
するリガンドトラップとして作用する。
【０４３６】
　腎疾患が、腎修復期に全身性のWnt阻害を生じさせることによって、血管石灰化を引き
起こすことが以前に示されている。本実施例は、CKD刺激性Wnt阻害の血管効果が血管アク
チビンの刺激及びSmad依存的EnMTの誘導であること、並びにアクチビン受容体リガンドト
ラップがEnMT及び血管石灰化を阻害することを示す。
【０４３７】
(9.2.1　方法)
　Wntインヒビターが上昇したCKDを、系譜追跡及び血管石灰化のマウスモデルで誘導した
。アクチビン、フォリスタチン、及びインヒビンのレベルを、ELISA、RT PCR、及びウェ
スタンブロットによって測定した。細胞系譜追跡を、内皮特異的Tie2-Creマウスと交配さ
せたGNZマウス(Stollerらの文献、Genesis, 2008)で行った。GNZのノックインを有するマ
ウスは、Cre媒介性組換えの後、核GFP及びlacZを発現する。
【０４３８】
(9.2.2　結果)
　アクチビンレベルは、腎疾患及びCKD刺激性血管石灰化のマウスモデルにおいて、血管
系及び循環中で増大したが、フォリスタチンレベルは変化しなかった。CKDは、正常な腎
機能を有するGNZ;Tie2-Creマウスと比較して、GNZ;Tie2-Cre CKDマウスの外膜及び中膜の
細胞でGFP及びlacZの発現を誘導し、その場合、GFP及びlacZは、大動脈内皮に限定されて
いた。Tie2は内皮系統特異的受容体であり、これは、CKDが大動脈EnMTを誘導することを
示している(図7A、図7B、図7C、及び図7D)。CKDは、大動脈EnMTを刺激し、血管平滑筋機
能の減少、骨芽細胞転換、及び石灰化をもたらした。アクチビン受容体2A型(mActRIIA)リ
ガンドトラップ(mActRIIA-Fc;例えば、その開示が引用により完全に本明細書中に組み込
まれる、米国特許第8,173,601号を参照)による処置は、Smad依存的シグナル伝達を阻害し
、大動脈骨芽細胞転換を遮断し、血管平滑筋機能を増大させ、CKD刺激性血管石灰化を減
少させた。このように、CKDは、血管アクチビン及びEnMTを誘導し、アクチビン受容体2A
型(mActRIIA)リガンドトラップによる処置は、アクチビンシグナル伝達を減少させ、血管
脱分化、骨芽細胞転換、及び血管石灰化を阻害した。
【０４３９】
(9.3　実施例3.漸増用量で治療した血液透析対象における骨量及び血管石灰化についての
初期シグナル探索型定量的コンピュータ断層撮影の結果)
　高代謝回転腎性骨ジストロフィー(ROD)は、皮質骨多孔性の増大、骨梁量の増加、及び
骨折リスクの増大を特徴とする。血液透析(HD)対象における貧血の改善用に研究中である
アクチビンA RIIA-IgG1融合タンパク質リガンドトラップのActRIIA-Fcは、アクチビンAシ
グナル伝達を遮断し、破骨細胞生成を低下させ、骨内での骨芽細胞成熟を促進し得る。HD
対象における現在の解析では、定量的コンピュータ断層撮影(QCT)を用いて、骨ミネラル
密度(BMD)及び血管石灰化に対するActRIIA-Fcの効果を評価した。
【０４４０】
(9.3.1　方法)
　ActRIIAシグナル伝達インヒビターで治療したエリスロポエチン刺激剤(ESA)応答性の血
液透析対象を、ヘモグロビン(Hb)が＜10g/dLになるまで、ESA効果からウォッシュアウト
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し、その後、最大8回の投与サイクルの、28日毎の、皮下への、以下の用量: 0.3mg/kg(n
＝9)、0.5mg/kg(n＝8)、0.7mg/kg(n＝6)のActRIIAシグナル伝達インヒビター、又はプラ
セボ(PBO; n＝7)よる治療に無作為に割り付けた。対象を、Hb、骨ミネラル密度(BMD)、及
び骨代謝回転のバイオマーカーに対する効果について評価した。治療失敗(Hb＜9g/dL)は
、ESA及び/又は赤血球輸血で救済した。股関節(hip)及び腰椎の定量的コンピュータ断層
撮影(QCT)をベースライン時と225日の治療期の後に取得した。バイオマーカー、BSAP、及
びCTXをベースライン時と投与サイクル3、5、及び7の後に測定する。
【０４４１】
　股関節、腰椎、及び腹部大動脈のQCTをベースライン時と225日の治療期の後に取得した
。対象をMindways校正用ファントム(モデル3; Mindways Software社、Austin, TX)に対し
て背臥位に位置付けた。2.5mmのスライス幅及び512×512行列を標準的な軟組織カーネル
を用いて再構築する。Mindways解析ソフトウェア(バージョン5.0.3)を用いて、容積BMD(v
BMD)を評価した。骨梁vBMD(mg/cm3)をL1～4(通常、L1～2)の2本の椎骨について決定した
。左近位大腿骨を、全股関節、大腿骨頚部、及び転子領域の皮質骨、骨梁、及び統合骨コ
ンパートメントのvBMDについて解析した。
【０４４２】
　腹部大動脈の血管石灰化を、L1の上部からL4の下部にかけて隣接する領域内の石灰化の
面積及び容積を半自動的に分割するソフトウェアを用いて評価した。スライスの数及び位
置を対象1人当たりの通院を通して維持した。アガットストンスコア及び平方根変換容積
スコアを、Agatstonらの文献、J Am Coll Cardiol. 1990; 15:827-832及びHokansonらの
文献、AJR AM J Roentgenol. 2004;182:1327-1332に記載されている通りに決定した。よ
り低い合計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコア(mm3)は、より低い血管
石灰化(VC)のレベルを示している。
【０４４３】
　画像品質管理及び盲検解析は全て、PAREXELイメージング(PAREXEL International Corp
. Waltham, MA)により一元的に行われる。
【０４４４】
　骨特異的アルカリホスファターゼ(BSAP)、プロ-コラーゲン1型N末端プロペプチド(P1NP
)、及びC末端1型コラーゲンテロペプチド(CTX)を含むバイオマーカーを、ベースライン時
と投与サイクル1、3、5、及び7の後に測定した。
【０４４５】
(9.3.2　結果)
　計31人の対象が無作為に割り付けられ、複数回の治験薬の投与を受けた。
【０４４６】
表2.無作為に割り付けられた対象及びQCT解析サブセット
【表２】

【０４４７】
　ベースライン時と225日目のペアのQCT測定を行った対象を含む、対象の内訳が図8に記
載されている。
【０４４８】
　ほとんどの対象は、救済を必要とする治療失敗(通常、Hb＜9g/dLが理由)の後に治験を
中止した;有害事象(AE)のために治療を中止した対象はいない。
【０４４９】
　ペアのQCT測定を行った16人の対象のうち、9人が治療期に救援治療を必要とし、そのう
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【０４５０】
　ペアのQCT測定を行った対象の間で、ベースライン時の人口統計学的及び臨床的特徴は
、治療群全体で概ね類似していたが(表3);プラセボ群では、透析を受けた時間がかなり長
く、この群は、最も若い群でもあった。群間で、ベースラインバイオマーカー及びアガッ
トストンスコアにも違いがあった(表4)。
【０４５１】
表3.ペアのQCT測定を行った対象のベースラインの人口統計学的及び臨床的特徴
【表３】

【０４５２】
表4.ペアのQCT測定を行った対象の平均のベースラインバイオマーカー、領域BMD、及びア
ガットストンスコア
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【表４】

【０４５３】
　表5は、股関節統合体(hip integral)、大腿骨頚部皮質、股関節皮質、及び腰椎の領域B
MD測定値のベースラインからの変化率を提供する。
【０４５４】
表5.股関節統合体、大腿骨頚部皮質、及び腰椎の領域BMDのベースライン及びベースライ
ンからの変化率

【表５】

【０４５５】
　皮質骨の2％増加は、骨折のリスクを低下させ得る。ACTRIIAシグナル伝達インヒビター
治療は、大腿骨頚部皮質骨が2％以上増加した対象の割合の用量依存的増加を伴った(表5
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及び図9A)。
【０４５６】
　高代謝回転RODでは、骨梁量増加(すなわち、より質の悪い骨)が腰椎BMDによって測定さ
れたが、ESKDでは、一般集団と比較して脊椎骨折率が低下しなかった。ACTRIIAによる治
療は、腰椎における骨梁量の増加を抑制した(表5及び図9B)。
【０４５７】
　ベースラインからの腹部大動脈合計アガットストンスコアの変化を表6に提供する。合
計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコアの変化のカテゴリーを図9及び表7
に示す。
【０４５８】
表6.腹部大動脈合計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコアのベースライン
及びベースラインからの変化
【表６】

*より低い合計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコアは、より低い血管石
灰化のレベルを示す。
【０４５９】
　11人の対象は、10から10,000の間で分布するベースラインアガットストンスコアを有し
ていた。5人の対象は、ベースライン時に外れ値とみなすことができる(低外れ値: 0.0、1
.1、及び1.4のアガットストンスコア;高外れ値: 21,033及び44,356のアガットストンスコ
ア)。したがって、アガットストンスコアを外れ値を除いて解析した(表7及び図10)。
【０４６０】
表7. 5つの外れ値を除いた合計アガットストンスコアのベースライン及び変化
【表７】

*より低い合計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコアは、より低い血管石
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【０４６１】
　対象をActRIIAシグナル伝達インヒビターへの曝露期間別に解析した。対象を曝露状態
別に解析した:用量レベルに関わらず、最大3回の投与を受けたActRIIA-Fc対象(n＝6)、及
び用量レベルに関わらず、3回よりも多い投与を受けたActRIIA-Fc対象(n＝7)。プラセボ
群(n＝3)は不変であった。性別とアガットストンスコア以外、重要なベースライン特徴は
、3回以下のActRIIA-Fc投与を受けた者と3回よりも多い投与を受けた者で概ね類似してい
た(表8)。VCに対する曝露効果は、全てのActRIIA-Fc対象で(表9)、及び外れ値を除いた場
合(表10)、もとのままであった。
【０４６２】
表8.ActRIIA-Fc曝露別の、対象のベースラインの人口統計学的及び臨床的特徴
【表８】

【０４６３】
表9.ActRIIA-Fc曝露別の、合計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコアのベ
ースライン及びベースラインからの変化*
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【表９】

*より低い合計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコアは、より低い血管石
灰化のレベルを示す。
【０４６４】
表10.ActRIIA-Fc曝露別の、5つの外れ値を除く、合計アガットストンスコアのベースライ
ン及びベースラインからの変化*

【表１０】

*より低い合計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコアは、より低い血管石
灰化のレベルを示す。
【０４６５】
　骨代謝回転バイオマーカーを評価した。プラセボ群は、ベースライン時に最も高いPTH
、BSAP、P1NP、及びCTXレベルを有していた(表4)。プラセボ群では、PTHが全ての時点で
ベースライン時よりも少なかった(-15.2～-100.7ng/L)ことを除き、リン、PTH、FGF-23、
又はスクレロスチンレベルのベースラインからの一貫した変化は認められなかった。骨バ
イオマーカーについては、形成マーカーのBSAP及びP1NPの変化率に明確な変化は見られな
かった;吸収マーカーのCTXの変化率を図11に示す。
　0.5mg/kgのACTRIIAシグナル伝達インヒビターを受けたより多くの対象では、吸収マー
カーCTXの大きな持続的減少が見られた。
【０４６６】
(9.3.3　結論)
　無作為に割り付けられた30人の対象のうち、13人がペアのQCT評価を行った(PBO、0.3mg
/kg、及び0.5mg/kgについて、それぞれ、n＝3、6、及び4)。PBO、0.3mg/kg、及び0.5mg/k
gについてのベースラインからの相対的BMD変化は、それぞれ、大腿骨頚部皮質の-0.9％、
-1.4％、及び+1.9％、並びに腰椎の+12.6％、+8.0％、及び-1.9％であった。0.5mg/kgの
バイオマーカー変化は、有益な抗吸収効果を示唆している。
【０４６７】
　これらのデータは、0.5mg/kgのActRIIA-Fcによる新しい用量効果を示しており、皮質骨
及び海綿骨に対する高代謝回転RODの効果を無効化するように見える。PBOの結果は予想し
た通りである。
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【０４６８】
(9.4　実施例4.腎疾患によって産生される循環腎修復因子は心血管疾患を引き起こす)
　腎疾患は、極端に高い死亡率と関連があり、これは、その心血管疾患の生成に関連して
いる(Sarnak, M.J.らの文献、2003. Circulation 108:2154-2169.)。現在進行中のREGARD
Sプロジェクトの補助的研究によって、冠動脈イベント(心虚血又は非致死性心筋梗塞)を
持続している患者では、中央値の4年という追跡調査にわたる第2の心血管イベントの発生
率が、高リスク群(喫煙者、糖尿病、高コレステロール血症)の19％と比較して、腎疾患の
患者で35％であること、及び高リスク群における全死因死亡の発生が慢性腎疾患(CKD)群
における全死因死亡の発生の半分であることが示された(Baber, U.らの文献、2013. Am H
eart J 166:373-380.)。腎疾患と関連する心血管リスクの増大の原因は、2006年に命名さ
れた症候群－慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常(CKD-MBD)にある(Moe, S.らの文献、2
006. Kidney Int 69:1945-1953.)。CKD-MBDでは、3つの新規の心血管リスク因子が発見さ
れており(Block, G.A.らの文献、1998. Am J Kidney Dis 31:607-617; Blacher, J.らの
文献、2001. Hypertension 38:938-942; Gutierrez, O.M.らの文献、2008. New Engl J M
ed 359:584-592.)、それらのリスク因子状態が一般集団で確認された(Dhingra, R.らの文
献、2007. Arch Intern Med 167:879-885; Matsushita, K.らの文献、2014. Journal of 
the American Society of Nephrology; Dalal, M.らの文献、2011. European Journal of
 Endocrinology 165:797-803.)。これらは、高リン血症、血管石灰化、及び線維芽細胞成
長因子23(FGF23)レベルの上昇である。CKD-MBDは、血管脱分化/石灰化、骨形成異常、Klo
thoの消失、及びFGF23分泌の増大(Fang, Y.らの文献、2014. Kidney Int 85:142-150.)か
らなるCKDの初期段階(ステージ2)で始まるが(Fang, Y.らの文献、2014. Kidney Int 85:1
42-150; Pereira, R.C.らの文献、2009. Bone 45:1161-1168; Fang, Y.らの文献、2009. 
J Am Soc Nephrol 20:36A; Hu, M.C.らの文献、2011. J Am Soc Nephrol 22:124-136.)、
初期腎不全におけるCKD-MBDの原因に関する進展があるものの(Hu, M.C.らの文献、2011. 
J Am Soc Nephrol 22:124-136; Fang, Y.らの文献、2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-17
63; de Oliveira, R.B.らの文献、2013. Nephrology Dialysis Transplantation 28:2510
-2517; Sabbagh, Y. 2012. J. Bone Miner. Res. 27:1757-1772.)、それらは、ほとんど
分かっていない。
【０４６９】
　疾患によって刺激される腎修復の間、腎疾患が腎形成に関与する発生プログラムを再活
性化することが示されている(Surendran, K.らの文献、2002. Am J Physiol Renal Physi
ol 282:F431-F441; Surendran, K.らの文献、2005. J Am Soc Nephrol 16:2373-2384; Ma
eshima, A.らの文献、2001. Cytokine & Growth Factor Reviews 12:289-298; Terada, Y
.らの文献、2003. Journal of the American Society of Nephrology 14:1223-1233; Kaw
akami, T.らの文献、2013. J Pathol 229:221-231.)。腎修復において再活性化される腎
形成性因子の中で、Wnt(WinglessとIntegratedの混成語)ファミリーは、尿細管上皮再構
築に極めて重要である(Terada, Y.らの文献、2003. Journal of the American Society o
f Nephrology 14:1223-1233; Kawakami, T.らの文献、2013. J Pathol 229:221-231; Rin
kevich, Y.らの文献、2014. Cell Reports 7:1270-1283.)。Wnt機能の制御下で、標準的
シグナル伝達は、Wnt阻害タンパク質のファミリーの発現を転写誘導し、このWnt阻害タン
パク質は、Wnt刺激から自己分泌又は傍分泌因子までの距離を制限する役割を果たす分泌
タンパク質である(Niida, A.らの文献、2004. Oncogene 23:8520-8526; Niehrs, C.の文
献、2006. Oncogene 25:7469-7481; Reya, T.らの文献、2003. Nature 423:409-414; Cha
morro, M.N.らの文献、2004. The EMBO Journal 24:73-84; Gonzalez-Sancho, J.M.の文
献、2004. Oncogene 24:1098-1103.)。Wntインヒビターは循環因子であり、Wntインヒビ
ターファミリーには、Dickkopfs(Dkk)、分泌型frizzled関連タンパク質(Sfrps)、スクレ
ロスチン、sostDoc 1、crescent、Wntインヒビター因子1(Wif1)、及びIcatが含まれる(Ni
ehrs, C.の文献、2006. Oncogene 25:7469-7481)。様々な形態の腎疾患がWntインヒビタ
ーの腎発現を増大させ、循環中のそのレベルを増大させる(Fang, Y.らの文献、2014. J A
m Soc Nephrol 25:1760-1763; Surendran, K.らの文献、2005. J Am Soc Nephrol 16:237
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3-2384.)。
【０４７０】
　CKDの循環中で上昇する重要なWntインヒビターであるDkk1の中和は、CKD誘導性の血管
脱分化、血管石灰化、及び腎性骨ジストロフィーを阻害する(Fang, Y.らの文献、2014. J
 Am Soc Nephrol 25:1760-1763.)。この効果は、驚くべきことである。なぜなら、血管平
滑筋におけるWntシグナル伝達は、骨芽細胞転換及び血管石灰化を刺激するのに関係があ
るとされているからである(Al-Aly, Z.らの文献、2007. Arteriosclerosis, Thrombosis,
 and Vascular Biology 27:2589-2596; Shao, J.S.らの文献、2005. Journal of Clinica
l Investigation 115:1210-1220.)。しかしながら、最近の研究によって、Dkk1媒介性の
大動脈Wnt7bの阻害がsmad媒介性の大動脈内皮間葉転換(EnMT)及び血管石灰化を刺激する
ことが示されている(Cheng, S.-L.らの文献、2013. Arteriosclerosis, Thrombosis, and
 Vascular Biology 33:1679-1689.)。EnMTは、心臓弁、心中隔、及び大動脈基部の発生に
関与する発生生理学的プロセスであり(Eisenberg, L.M.及びMarkwald, R.R.の文献、1995
. Circulation Research 77:1-6; Camenisch, T.D.らの文献、2002. Developmental Biol
ogy 248:170-181.)、これが、様々な成人疾患状態における心筋線維化の一因となる場合
もあるし(Zeisberg, E.M.らの文献、2007. Nat Med 13:952-961.)、その一因とならない
場合もある(Moore-Morris, T.らの文献、2014. The Journal of Clinical Investigation
 124:2921-2934.)。こうした要因のため、腎疾患期の腎修復の試みに関与する他の因子が
TGFβスーパーファミリーに由来し、CKD期の循環中で増大しているかどうかを調べること
にする。
【０４７１】
(9.4.1　方法)
(9.4.1.1　動物モデルの作成)
　アテローム性動脈硬化症の低密度リポタンパク質受容体欠損(ldlr-/-)雄(C57Bl/6Jバッ
クグラウンド)をJackson Laboratoriesから購入し、12週齢から高脂肪食(42％のカロリー
が脂肪由来)(Teklad #)を給餌した。このマウスは、22週齢で肥満、インスリン抵抗性と
なり、28週齢で糖尿病となり、高コレステロール血症となる。
【０４７２】
　2段階の処置を用いて、以前に記載されているように、慢性腎疾患を引き起こした(Davi
es, M.R.らの文献、2003. J Am Soc Nephrol 14:1559-1567; Davies, M.R.らの文献、200
5. J Am Soc Nephrol 16:917-928.)。出生後12週で、2cmの側腹切開を介して、電気焼灼
を右腎臓に適用し、その後、14週齢で左腎全摘出を行った。焼灼の強度を変化させて、中
等度(CKD-3)の腎損傷を生じさせ、これを20週齢でのイヌリンクリアランスによって確認
した(図12A)。対照動物は模擬手術を受けた。この手術では、適当な腎臓を露出させて移
動させたが、他には何も処置しなかった。5つのマウスの群をこの研究に使用した(図15B)
。第1の群は、通常食を給餌される野生型C57Bl/6Jマウス(WT)であった。これは、標準的
対照値に使用される正常腎機能及び食餌群であった。第2の群は、高脂肪食を給餌され、
模擬手術されるldlr-/-マウス(模擬)であった。この群は、正常な腎機能を有し、これは
、腎疾患の効果を決定するための対照群としての役割を果たした。第3の群は、ヒトCKDの
ステージ3(CKD-3)と同等の低下したGFRを有し、高脂肪食を給餌され、22週で安楽死させ
られる、ベースライン血管石灰化群のldlr-/-マウス(CKD-3)であった。第4の群は、22週
から始めて28週で安楽死させられるまで、週2回、ビヒクルの皮下注射を受けるCKD-3のld
lr-/-マウス(CKD-3 V)であった。第5の群は、22週から始めて28週で安楽死させられるま
で、週2回、10mg/kgのmActRIIA-Fc(Celgene, Summit, NJ)の皮下注射を受けるCKD-3のldl
r-/-マウス(CKD-3 mActRIIA-Fc)であった。
【０４７３】
　使用されたCKDの第2のモデルは、IV型コラーゲンのα5鎖の遺伝子、COL4A5の欠損症で
あるX連鎖アルポート症候群のマウスホモログであった(Rheault, M.N.らの文献、2004. J
ournal of the American Society of Nephrology 15:1466-1474.)。これは、自然発症腎
疾患のモデルである。これを、腎切除誘導性CKDの効果を確認するために、本結果の全体
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を通して使用した。交配ペアをJackson Laboratoriesから購入し、実験用に交配させた。
ヘミ接合体の雄は、生後200日で、ヒトCKDのステージ3～4に相当する腎疾患を自然発症し
た。
【０４７４】
　CKDの第3のモデルは、細胞系譜追跡に使用されるトランスジェニックマウス系統のGNZ
マウスにおける、ldlr-/-プロトコルと同様の、腎切除であった(図14)。GNZレポーター雌
マウス(Stoller, J.Z.らの文献、2008. Genesis(New York, N.Y. 2000) 46:200-204.)及
びTek-Creトランスジェニック雄マウス(Koni, P.A.らの文献、2001. The Journal of Exp
erimental Medicine 193:741-754.)をJackson Laboratoriesから購入し、交配させて、実
験用のGNZ/Tek-Cre+マウスを生ませた。GNZ/Tek-Cre-同腹子は、陰性対照としての役割を
果たした。製造元によって推奨されるGNZ及びTek-Creマウス系統用の特異的プライマーを
用いることにより、マウスのジェノタイピングを行った。いずれの場合も、安楽死を麻酔
下で行った。腹腔内麻酔(キシラジン13mg/kg及びケタミン87mg/kg)を全ての処置に使用し
た。伏在静脈血試料を2回目の手術の1週間後に採取して、ベースラインの手術後腎機能を
評価した。屠殺時に、血液を心内穿刺で採取し、心臓及び大動脈をひとまとめにして解剖
した。
【０４７５】
(9.4.1.2　イヌリンクリアランス)
　安楽死が28週で行われる場合、20週又は26週でのイヌリンクリアランスを製造元の指示
(BioPal社、Worcester, MA)に従って行った。
【０４７６】
(9.4.1.3　化学的石灰化定量)
　大動脈及び心臓を屠殺時に解剖し、全ての無関係な組織を解剖顕微鏡下での鈍的切開に
よって除去した。組織を60℃で20～24時間乾燥させ、計量し、すり鉢とすりこぎで砕いて
粉末にした。カルシウムを、1N HCL中、4℃で24時間溶出させた。溶出液のカルシウム含
有量を、製造元の指示に従って、クレゾールフタレインコンプレキソン法(Sigma, St Lou
is)を用いてアッセイし、結果を乾燥組織重量に対して補正した。
【０４７７】
(9.4.1.4　血液検査)
　血清を、採血日に、血液尿素窒素(BUN)、カルシウム、及びリン酸塩について、標準的
な自動解析実験室法によって解析した。血漿アクチビン(Fitzgerald Industries, Acton,
 MA)、フォリスタチン(MYBIOSOURCE社、San Diego, CA)、及びフォリスタチン様3(MYBIOS
OURCE社)のレベルをELISAアッセイで決定した。血清Dkk1レベルをELISA(R&D Systems, Mi
nn., MN)で解析した。ELISAアッセイのために、血液を、安楽死時に、伏在静脈穿刺又は
心穿刺によって採取した。血液試料は全て、回収時に氷上に置いた。血小板の少ないEDTA
血漿試料を、6000rpmで5分間及び14000rpmで2分間、いずれも4℃での、2段階の遠心分離
によって作製した。試料を使用するまで-20℃以下で凍結保存した。
【０４７８】
(9.4.1.5　組織学及び免疫組織化学)
　大動脈、腎臓、及び心臓の組織を10％中性緩衝化ホルマリン中で一晩固定し、その後、
4℃の70％エタノールに移し、パラフィン中に包埋し、5ミクロン切片を調製した。スライ
ドをキシレン中で脱パラフィン処理し、段階的エタノール系列中で脱水し、その後、再水
和した。Masonの三重染色を用いて、腎臓及び心臓の線維化を検出し、Alizarin red染色
を用いて、標準的なプロトコル(Gregory, C.A.らの文献、2004. Analytical Biochemistr
y 329:77-84.)に従って、石灰化を検出した。免疫組織化学染色のために、内在性ペルオ
キシダーゼを、メタノール中、15分間、3％HOでブロッキングした。非特異的結合をアビ
ジン及びビオチンブロッキング剤(Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)で30分間
ブロッキングし、その後、3％正常ロバ血清で20分間ブロッキングした。PBSで洗浄した後
、スライドを一次抗体とともに4℃で一晩インキュベートし、その後、ビオチン化二次抗
体(Vector laboratories)とともに室温で1時間インキュベートし、その後、DABキット(SK
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-4100, Vector laboratories)を用いて、ストレプトアビジンコンジュゲートペリオキシ
ダーゼ(perioxidase)染色を行った。二重免疫蛍光染色のために、切片を20％ヤギ血清中
でブロッキングし、製造元の指示に従って、ヤギ抗ウサギAlexa 488及びAlexa 568二次抗
体1:400(Life Technologies, A11008及びA11011)又はシグナル増幅用のTSAキット(Life T
echnologies, T 20932)を用いて、第1の一次抗体及び二次抗体並びに第2の一次抗体及び
二次抗体で連続的に染色した。同じ種由来の一次抗体を二重染色に使用する場合は、2回
目の染色の前に、スライドを、マイクロ波にて、クエン酸バッファー中で5分間加熱した(
Toth及びMezeyの文献、2007)。本研究では、一次抗体を免疫染色用に使用した:ウサギポ
リクローナル抗ActRIIA抗体1:250(Abcam, ab 135634)、ウサギポリクローナル抗インヒビ
ンβA抗体1:100(Santa Cruz, sc-50288)、ウサギポリクローナル抗CD31抗体1:50(Abcam, 
ab28364)、及びウサギポリクローナル抗GFP抗体1:1000(Abcam, ab6556)。
【０４７９】
(9.4.1.6　RT-PCR)
　RNeasyミニキット(Qiagen, Valencia, CA)を用いて、RNAを大動脈及び細胞培養物から
抽出した。1μgの全RNAをDNアーゼ処理し、製造元の指示に従って、Bio-Rad(Hercules, C
a)製のiScript cDNA合成キットを用いて逆転写した。Vector NTI(Invitrogen, Grand Isl
and, NY)又はPrimer Expressソフトウェアを用いて、プライマーを設計した。Perkin-Elm
er DNAサーマルサイクラーを用いて、反応を行った。上記のように逆転写を行った後、St
epOne PlusリアルタイムPCR装置(AB)、Sigma製のSYBR Green(St. Louis)、及びInvitroge
n製のPCRキットを用いて、リアルタイムを行った。各反応を、3連で、95℃で45秒、60℃
で30秒、及び72℃で60秒で、40サイクル行った。この後、60℃から95℃までの段階的な温
度上昇からなる融解サイクルを行った。単一の顕著なピークが各遺伝子の解離曲線中に認
められ、PCR産物の特異性を裏付けた。Ct数(閾値)をPCRの指数関数期内に設定し、これを
用いて、対象となる遺伝子の発現レベルを計算した。B2mを内部標準として使用し、これ
を用いて値を正規化した。Ctと対数cDNA希釈(対数コピー数に対応する)からなる標準曲線
を、未知量のアンプリコンに対応するcDNAの連続希釈物を増幅することにより作成した。
ゲノムDNAが増幅されないことを保証するために、RT-PCRの前に5分間煮沸して逆転写酵素
を不活化することにより、陰性対照実験を行った。
【０４８０】
(9.4.1.7　免疫ブロッティング(ウェスタン解析))
　全細胞溶解物タンパク質を、プロテアーゼインヒビターカクテル(Santa Cruz)を含むRI
PA溶解バッファー(Thermo Scientific)によって、マウスの腎臓及び大動脈から調製した
。溶解物(20μg)を8-12％SDS-PAGEゲルに充填し、インヒビンβ-A(Santa Cruz)、α-チュ
ーブリン(Santa Cruz)、snai 1(Cell Signaling)、α-SMA(Sigma)、Runx2(Cell Signalin
g)、MYOCD(Santa Cruz)、ACVRL1(Origene)、ACVR1(Cell Signaling)、Erk1/2(Cell Signa
ling)、ホスホErk1/2(Cell Signaling)、ACVR1B(Origene)、Col1a1(Santa Cruz)、Smad2/
3(Cell Signaling)、又はホスホSmad2/3(Cell Signaling)に対する抗体で免疫ブロッティ
ングした。免疫沈降(IP)アッセイでは、同じ全細胞溶解物タンパク質を使用した。非特異
的結合を減らすために、試料を、予め洗浄しておいたプロテインAアガロースビーズ(Cell
 Signaling)を用いて、プレクリアー処理した。プレクリアー処理した試料をホスホセリ
ン抗体(Abcam)とともに一晩インキュベートした。その後、IP-抗体複合体をプロテインA
アガロースビーズ上で捕捉し、タンパク質を免疫ブロッティング解析によって検出した。
【０４８１】
(9.4.1.8　ヒト試験)
　ヘルシンキ宣言(Declaration of Helsinki)からのガイドラインに従って書面による同
意を得た後、対象を登録した。対象が18歳より上で、ステージ3のCKDを有していた場合、
適格とした(腎疾患における食事の改良試験(Modification of Diet in Renal Disease st
udy)の式を用いて、推定GFR 30～59ml/分/1.73m2(Levey, A.S.らの文献、1999. Ann Inte
rn Med 130:461-470.)。除外基準には、妊娠、骨疾患、心筋梗塞、鬱血性心不全、拡張機
能障害、又は重度高血圧が含まれた。研究チームのメンバーは、選択基準を満しかつ試験
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定した。血液試料を、ベースライン診察時と治療12カ月後に、各対象から取得した。血液
試料を取得する日の時間には対象間変動があった。血漿のアリコートを各試料から作製し
、すぐに生化学検査に使用するか又は80℃で凍結させた。アクチビンの血漿レベルを、製
造元の指示(R&D Systems, Minneapolis, MN)に従って、市販のELISAキットを用いて、2連
で測定した。
【０４８２】
(9.4.1.9　統計)
　ANOVAを用いて統計解析を行った。別途、図の脚注で指定されない限り、データは全て
、平均±SDとして表されている。Fisher LSD法を用いて、群間差を事後評価し、p＜0.05
で有意とみなした。Sigma Stat統計ソフトウェア(Point Richmond, CA)を用いて、解析を
行った。全ての群のデータは、7～15の「n」を表す。リアルタイムPCR解析のために、最
低3つの試料を各実験群で使用した。対応のないt-検定を用いて、mActRIIA-Fcで処置した
CKD-3マウスとビヒクル処置したCKD-3 Vマウス又は模擬手術したマウス(模擬)を比較した
。図6において、四角は、中央値及び四分位数範囲(25～75パーセンタイル)を表し、エラ
ーバーは、25パーセンタイル未満及び75パーセンタイル超の四分位数範囲の1.5倍を示す
。平均は、多重比較用のANOVA Holm-Sidak法を用いて比較し、p＜0.05を有意差の臨界値
とした。
【０４８３】
(9.4.2　結果)
(9.4.2.1　CKDのモデルにおける腎機能)
　ヒトのステージ3のCKD(CKD-3)に類似したCKDを3つの実験モデルで誘導した。第1のモデ
ルは、CKD刺激性アテローム性動脈硬化性血管石灰化のモデル: ldlr-/-高脂肪食給餌マウ
スであった(Fang, Y.らの文献、2014. Kidney Int 85:142-150; Fang, Y.らの文献、2014
. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763; Davies, M.R.らの文献、2003. J Am Soc Nephrol 14
:1559-1567; Davies, M.R.らの文献、2005. J Am Soc Nephrol 16:917-928; Lund, R.J.
らの文献、2004. J Am Soc Nephrol 15:359-369; Mathew, S.らの文献、2008. J Am Soc 
Nephrol 19:1092-1105. PMCID:PMC2396927; Mathew, S.らの文献、2007. J Am Soc Nephr
ol 18:122-130; Mathew, S.らの文献、2008. J Am Soc Nephrol 19:1509-1519. PMCID:PM
C2488263.)。イヌリンクリアランスとBUNレベルとによって測定される腎機能は、第9.4.1
.1節に記載されているように、ldlr-/-高脂肪食給餌マウスでヒトのステージ3のCKDのレ
ベルにまで低下した。以後、これらのマウスをCKD-3と呼ぶ(図12A及び図12B)。さらに、C
KD-3マウスは高リン血症であった(表11)。これは、ヒトのステージ3b～4のCKDと一致して
いる。CKDの第2のモデルは、IV型コラーゲンのα5鎖(Col4α5)に欠損のあるマウス及びヒ
トで発症する自然発症CKD(アルポート症候群)であった(Rheault, M.N.らの文献、2004. J
ournal of the American Society of Nephrology 15:1466-1474.)。200日齢のCol4α5欠
損マウスは、ヒトのステージ3～4のCKDと同等のイヌリンクリアランスの低下及びBUN上昇
を有する(図12C及び図12D)。第3のモデルであるGNZマウスにおけるCKD-3は、第9.4.1.1節
及び以下に記載されている。
【０４８４】
表11.様々な群の動物における血清生化学パラメータ
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【表１１】

【０４８５】
(9.4.2.2　アクチビンレベル及び大動脈アクチビン受容体IIA型(ActRIIA))
　CKDにおける腎修復がTGFβスーパーファミリーメンバーの循環レベルを刺激する能力を
調べた。循環アクチビンレベルは、CKDのモデルで増大していた(図13A及び図13B)。腎臓
及び大動脈の組織をアクチビンA(インヒビンβA(Inhba)のホモ二量体)のmRNAについて解
析した。Inhba mRNAは、CKDによって腎臓及び大動脈で誘導され(図13C)、タンパク質レベ
ルは、腎臓で増大していた(図13D)。CKD-3を有するマウス由来の大動脈をTGFβスーパー
ファミリーII型受容体の誘導について解析した。このTGFβスーパーファミリーII型受容
体は、II型及びI型(ALK)受容体から構成されるスーパーファミリー受容体ヘテロ多量体の
リガンド結合成分である。ldlr-/-高脂肪食給餌マウスでもたらされたCKD-3は、大動脈血
管平滑筋におけるアクチビンII型受容体A(ActRIIA)の上方調節を誘導した(図13E)。アク
チビンは、調節性阻害因子のフォリスタチン及びフォリスタチン様3(fstL3)(Welt, C.ら
の文献、2002. Experimental Biology and Medicine 227:724-752.)と会合する。これら
の循環レベル(図13F及び図13G)並びに組織レベルは、CKD-3による影響を受けなかった。
循環中のアクチビンAレベル(＞5000pg/ml)に対するフォリスタチン、fstL3、及びインヒ
ビン(620pg/ml＋400pg/mlの未測定のインヒビンの合計(Sharpe, R.M.らの文献、1999. Jo
urnal of Andrology 20:94-101.))の化学量論的組成は、CKDが、アクチビンAをCKDにおけ
る循環因子にする病理学的事象である顕著な遊離アクチビンレベルを生じさせることを示
唆している。
【０４８６】
(9.4.2.3　CKDにおける大動脈内皮間葉転換)
　CKDの第3の実験モデルをこれらの試験で利用した。GNZマウスは、細胞系譜追跡に使用
され(Stoller, J.Z.らの文献、2008. Genesis(New York, N.Y.: 2000) 46:200-204.)、GN
Zマウスは、loxPに隣接する上流の終止(STOP)配列が除去されると、核局在化緑色蛍光タ
ンパク質及びβガラクトシダーゼ(GFP/LacZ)を発現する(図14A)。GNZマウスのloxP部位を
除去するために、このマウスを、チロシンキナーゼTek(Tie2)プロモーター/エンハンサー
の指示下でCreリコンビナーゼを発現するTek-Creマウスと交配させた。Tie2は、内皮系統
特異的アンジオポエチン受容体であるので、GNZ/Tek-Cre+マウスは、内皮系統細胞で核及
び細胞質GFPを発現する(図14A)(Moore-Morris, T.らの文献、2014. The Journal of Clin
ical Investigation 124:2921-2934.)。GNZ/Tek-Cre+マウスでは、核DAPI染色と共局在す
る大動脈GFPは、CD31バイオマーカーによって特徴付けられる内皮細胞に限定されている(
図14B、矢印参照)。CKD-3をGNZ/Tek-Cre+マウスで生じさせると、内皮細胞に加えて、大
動脈中膜及び外膜の細胞がGFP染色を示し、これらの細胞が内皮間葉転換(EnMT)によって
内皮系統から誘導されることを示した(図14C、14D、矢印参照)。CKDがEnMTを刺激するか
どうかをさらに解析するために、EnMTに関与する転写因子Snai 1の発現を、自然発症CKD
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のモデルであるアルポート症候群マウスで調べた。Snai 1は、CKDの経過の初期(75doa)に
上方調節され(図14E)、最大アクチビンレベルのタイミングと一致した(下記参照)。
【０４８７】
(9.4.2.4　CKDにおけるActRIIAシグナル伝達を阻害することの血管効果)
　ActRIIAの細胞外ドメインがIgG1のFcドメインに融合したものから構成されるリガンド
トラップ(図23A)(本明細書では、mActRIIA-Fcと呼ばれる)を利用した。図23Bは、CKD-3に
よって刺激される血管石灰化を8週間発症させた後、mActRIIA-Fcを開始する処置プロトコ
ルを用いる血管石灰化モデルでmActRIIA-Fcを利用するための実験設計を示している。こ
のプロトコルを用いて、ActRIIAリガンドトラップによるCKD-3マウスの処置は、ldlr-/-
高脂肪食給餌CKD-3マウスにおけるCKD-3刺激性の大動脈Runx2発現及び大動脈アルカリホ
スファターゼ(ALP)発現を減少させた(図25A)。Runx2発現とALP発現はどちらも、ActRIIA
シグナル伝達の潜在的な下流効果及びmActRIIA-Fc処置によって無効化される大動脈にお
ける骨芽細胞転換のバイオマーカーを表す。分化した血管平滑筋細胞のバイオマーカーで
ある大動脈平滑筋22α(Sm22-α)は、CKD-3によって減少し、mActRIIA-Fcによって刺激さ
れた。CKD-3は、血管平滑筋細胞特異的転写因子である大動脈ミオカルディン(MYOCD)発現
の減少を引き起こしたが、ミオカルディンはmActRIIA-Fc処置による影響を受けなかった
。大動脈Klotho発現は血管石灰化と関連付けられているが(Lim, K.らの文献、2012. Circ
ulation 125:2243-2255.)、これは、腎臓と比較して非常に低かった(データは示さない)
。図25AのmRNAの大動脈タンパク質レベルに対するCKD-3及びmActRIIA-Fc処置の効果に関
して、CKDは大動脈Runx2レベルを増大させ、mActRIIA-Fcは大動脈Runx2レベルを正常化さ
せた(図25B)。CKDは、分化した血管平滑筋細胞の別のバイオマーカーである大動脈のα平
滑筋アクチン(αSMA)のレベルを減少させ、mActRIIA-Fc処置は、大動脈のαSMAのレベル
を増大させた(図25B)。ミオカルディンレベルは、CKDによっても、mActRIIA-Fc処置によ
っても変化しなかった。
【０４８８】
(9.4.2.5　血管石灰化に対するActRIIAシグナル伝達の減少の効果)
　血管石灰化のCKD刺激を、上記のように、切除性CKDを有するldlr-/-高脂肪食給餌マウ
スであるアテローム性動脈硬化症及び2型糖尿病のモデルで調べた(Al-Aly, Z.らの文献、
2007. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 27:2589-2596; Towler, D
.A.らの文献、1998. Journal of Biological Chemistry 273:30427-30434.)。CKD-3は、C
KD-3ビヒクル処置マウス(CKD-3 V)の大動脈アテロームでカルシウム沈着の蓄積を引き起
こし(図15A)、これは、mActRIIA-Fcで処置したCKD-3マウス(CKD-3 R)では存在せず、大動
脈組織カルシウム含有量は、野生型マウスで認められるレベルにまで低下し、mActRIIA-F
c処置の開始時点のCKD-3で存在するカルシウム含有量を有意に下回った(図15B)。
【０４８９】
(9.4.2.6　CKD刺激性心疾患に対するActRIIAシグナル伝達の減少の効果)
　心疾患のCKD刺激を血管石灰化モデルで検討した。CKD-3 Vマウスは、増大した心重量を
有しており、これは、mActRIIA-Fc処置によって無効化されたが(図16A)、炭酸ランタン処
置(CKD-3 L(Fang, Y.らの文献、2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763.))によっては無
効化されず、CKD-3 Vは、軽度の心肥大を誘導した(図16B)。しかしながら、心筋線維化の
兆候がなかった一方(図16C)、筋細胞肥大の兆候があり、これは、mActRIIA-Fc処置によっ
て無効化された。
【０４９０】
　CKDにおける血管石灰化と心肥大の関連の1つのメカニズムは、大きな動脈壁硬化による
ものであるので、以前に報告された方法(Wagenseil, J.E.らの文献、2009. Circulation 
Research 104:1217-1224; Wagenseil, J.E.らの文献、2005. AJP-Heart and Circulatory
 Physiology 289:H1209-H1217.)を用いて、血管硬化及び血圧を測定した。ldlr-/-高脂肪
食給餌アテローム性動脈硬化症マウスにおけるCKD-3は、頸動脈又は大動脈の血管硬化(図
19A及び19B)も、血圧上昇(表12)ももたらさなかった。さらに、Dkk1に対する中和抗体で
処置したCKD-3マウスにおけるDkk1中和(Fang, Y.らの文献、2014. J Am Soc Nephrol 25:
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1760-1763.)は、硬化の増大がないとき、大動脈硬化に対する効果を有しなかった。
【０４９１】
表12. 28週齢マウスの生理的心血管パラメータ
【表１２】

SBP＝収縮期血圧、DBP＝拡張期血圧。値は、平均±平均の標準誤差として表されている。
群当たりN＝4～6匹のマウス。
【０４９２】
(9.4.2.7　大動脈及び腎臓及び腎線維症におけるActRIIAシグナル伝達)
　TGFβスーパーファミリーによる標準的なシグナル伝達は、そのセリン/トレオニンキナ
ーゼ活性を活性化し、かつI型受容体であるAlkキナーゼの会合及びリン酸化を刺激する、
II型受容体へのリガンド結合を伴う(図20の図表示を参照)。TGFβスーパーファミリーに
よって利用される7つのAlkキナーゼがあり、Alk4(ActRIB)は、ほとんどの場合、アクチビ
ン/ActRIIAシグナル伝達と関連するI型受容体である(Abe Yらの文献、2004. Growth Fact
ors(Chur, Switzerland) 22:105-110.)。CKD-3マウスモデル由来の腎臓ホモジネートでは
、以前の研究(Antsiferova, M.及びWerner, S.の文献、2012. Journal of Cell Science 
125:3929-3937.)と一致して、Alk4リン酸化が増大しなかった(図18A)。対照的に、ホスホ
smad 2はCKD-3によって増大し、mActRIIA-Fcによって減少し(図18A)、CKDの腎臓アクチビ
ンシグナル伝達における別のAlk受容体の役割を示した。間質性腎炎を有する罹患したCKD
-3の腎臓では、Col1A1が上方調節され、mActRIIA-FcがCol1a1レベルを減少させ(図18A)、
mActRIIA-Fcによって誘導されるホスホsmad 2の減少と一致した。さらに、mActRIIA-Fcに
よって改善されるCKD-3 Vマウスで誘導される腎臓Klotho発現は大きく減少した(図18B)。
結果として、アクチビンがCKD-3 Vで発現される腎コンパートメントを解析し、尿細管周
囲筋線維芽細胞における大量発現が確認されたが、上皮では確認されなかった。
【０４９３】
　大動脈平滑筋では、Alk4及びAlk1は検出されたが(図18A)、Alk5もAlk2も検出されなか
った。Alk4及びAlk1のレベルは、CKD-3による影響を受けなかった。しかしながら、CKD-3
が大動脈ホスホsmad 2/3レベルを増大させることも、mActRIIA-Fcがそれらを減少させる
こともなかった(図18A)。しかしながら、非標準的ActRIIAシグナル伝達の解析(図20)によ
って、mapキナーゼ(ホスホErk1/2)が、CKDによって活性化されることも、mActRIIA-Fcに
よって阻害されることもないこと、並びにp38及びJNKの血管平滑筋レベルが非常に低いこ
とが示された。大動脈Actin2レベルも非常に低く、かつCKD-3によって刺激されなかった
。Axin2レベルは、標準的Wntシグナル伝達の標準的バイオマーカーである。しかしながら
、Dkk1が標準的Wntシグナル伝達の転写標的であるので、腎臓及び大動脈におけるDkk1レ
ベルをWnt活性のバイオマーカーとして解析し、mActRIIA-Fc処置がCKD-3マウスにおける
腎臓Dkk1レベルを減少させ(図18C)、血漿Dkk1レベルの有意な低下をもたらすことを示し
た(図18C)。さらに、大動脈Dkk1レベルはCKD-3によって増大し、mActRIIA-Fcによって阻
害された(図18C)。これは、腎臓及び血管平滑筋Wntシグナル伝達並びにDkk1の全身放出が
アクチビン抑制によって阻害されることを示した。したがって、CKDにおける循環アクチ
ビンの上昇は、血管ActRIIAの増大を通じてシグナルを送り、Wntシグナル伝達を活性化し
、アテローム性動脈硬化性石灰化を刺激する。
【０４９４】
(9.4.2.8　前臨床研究からヒト病理生物学及び臨床への変換)
　図19に示すように、血清アクチビンレベルは、健常対照と比較して、CKDステージ3の患
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者のコホートで増大していた。
【０４９５】
(9.4.3　結論)
　本実施例は、アクチビンが、CKD期の循環中で増大する腎修復に関与する第2の因子であ
ることを示している。理論に束縛されるものではないが、この結果は、アクチビン発現が
罹患腎臓で増大し、循環中に放出され、内皮間葉転換が一因となる大動脈血管平滑筋脱分
化及び骨芽細胞転換を刺激し、これらの効果が最後にはCKD刺激性のアテローム性動脈硬
化性石灰化及び心肥大に至ることを示している。CKDは、筋線維芽細胞における腎臓アク
チビン発現を上方調節し、腎線維化の増大を通じて腎疾患の進行を刺激する。ActRIIAシ
グナル伝達の阻害は、大動脈における骨芽細胞転換及びアテローム性動脈硬化性石灰化を
阻害する。ActRIIAシグナル伝達の阻害は、心肥大及び腎線維化を阻害する。初期CKD-MBD
症候群に対するActRIIAリガンドトラップのmActRIIA-Fcの効果は、CKD刺激性血管石灰化
におけるDkk1に対するモノクローナル抗体の効果に似ている(Fang, Y.らの文献、2014. J
 Am Soc Nephrol 25:1760-1763.)。これらのデータは、罹患腎臓におけるActRIIAシグナ
ル伝達の阻害がWnt活性化及び循環Wntインヒビターを減少させたことを示している。さら
に、血管平滑筋において、アクチビンはWnt活性化を刺激し、これは、mActRIIA-Fcによっ
て阻害される。このように、2つの腎臓発生因子であるWntとアクチビンの再活性化は、CK
Dにおいて循環Wntインヒビター及びアクチビンを産生し、血管疾患及び心疾患を引き起こ
す。これは、腎疾患が心血管疾患を直接引き起こすという証明であり、腎疾患過程の検討
を腎修復及びその結果として生じる心血管疾患の刺激から切り離すことができないという
証明である。
【０４９６】
　さらに、本実施例は、腎臓アクチビン発現が慢性腎疾患の3つのモデルで増大し、循環
中のアクチビンインヒビターのレベルを上回る循環アクチビンの増大をもたらすことを示
している。循環アクチビンは、ActRIIA受容体を介したシグナル伝達を刺激し、大動脈血
管平滑筋脱分化、骨芽細胞転換、及びアテローム性動脈硬化性プラークの石灰化をもたら
した。これらの効果は、CKDによって大動脈アクチビンmRNAの増大が誘導されたにもかか
わらず、大動脈でアクチビンタンパク質レベルの増大がなかったことから裏付けられるよ
うに、循環アクチビンによるものであった(図13B)。理論に束縛されるものではないが、
これらのデータは、血管アクチビンシグナル伝達が腎臓による内分泌アクチビンの産生を
通じてCKDによって刺激されることを示している。
【０４９７】
　EnMTは、TGFβ、骨形成タンパク質(BMP)、アクチビン/インヒビン、並びに成長及び分
化因子(GDF)を含むTGFβスーパーファミリーのメンバーによって活性化される(Piek, E.
らの文献、1999. The FASEB Journal 13:2105-2124.)、Smad媒介性プロセスであるので(C
ooley, B.C.らの文献、2014. Science Translational Medicine 6:227ra234.)、CKD-3を
有する血管石灰化モデルの大動脈を、受容体のリガンド結合成分であるTGFβスーパーフ
ァミリーのII型受容体のレベルの変化について解析した。アクチビン受容体II型A(ActRII
A)は、大動脈血管平滑筋で上方調節された。リガンドトラップ(mActRIIA-Fc)としてのIgG
1のFcドメインとの融合タンパク質中のActRIIAの細胞外ドメインの投与は、ActRIIAシグ
ナル伝達の阻害が、大動脈平滑筋細胞における骨芽細胞転換の阻害、血管平滑筋細胞遺伝
子発現の刺激、及びCKD刺激性アテローム性動脈硬化症モデルにおける大動脈石灰化の無
効化をもたらすことを示した。さらに、CKDは、系譜追跡マウスモデルでEnMTを刺激した
。しかしながら、アクチビン機能の主要な部位は、ActRIIA発現が増大している血管平滑
筋にあるように思われた。
【０４９８】
　とりわけ、左心室の心肥大は、CKDで非常によく見られる(Moran, A.らの文献、2008. A
merican Journal of Kidney Diseases 52:839-848; Park, M.らの文献、2012. Journal o
f the American Society of Nephrology 23:1725-1734.)。さらに、アテローム性動脈硬
化性血管石灰化モデルは、心肥大を特徴としていた(図16)。しかしながら、アテローム性



(144) JP 2017-533191 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

動脈硬化症CKD-3マウス(ldlr-/-高脂肪食給餌糖尿病マウス)が血管硬化も高血圧も示さな
かったので、このモデルにおける心肥大の発生は、CKD刺激性血管硬化(Townsend, R.R.の
文献、2015. Current Opinion in Nephrology and Hypertension 24:47-53 10.1097/MNH.
0000000000000086; Merx, M.W.らの文献、2005. Journal of the American Society of N
ephrology 16:3357-3364.)、高血圧、及び心臓リモデリングの一般的なパラダイムとは機
構的に異なっている。mActRIIA-Fcは、FGF23レベルの変化がないときに心肥大を改善した
ので(図19)、CKD-3マウスにおける心肥大がFGF23によるものであった可能性は低い(Faul,
 C.らの文献、2011. J Clin Invest 121:4393-4408.)。
【０４９９】
　結論として、理論に束縛されるものではないが、本実施例は、CKD期の循環中で増大し
、かつ心血管疾患を引き起こす、腎修復に関与する第2の因子を示している。理論に束縛
されるものではないが、本実施例は、アクチビン発現が罹患腎臓で増大し、循環中に放出
され、内皮間葉転換が一因となる大動脈血管平滑筋脱分化及び骨芽細胞転換を刺激し、こ
れらの効果が最後にはCKD刺激性のアテローム性動脈硬化性石灰化及び心肥大に至ること
を示している。CKDは、筋線維芽細胞における腎臓アクチビン発現を上方調節し、腎線維
化の増大を通じて腎疾患の進行を刺激する。ActRIIAシグナル伝達の阻害は、大動脈にお
ける骨芽細胞転換及びアテローム性動脈硬化性石灰化を阻害する。ActRIIAシグナル伝達
の阻害は、心肥大及び腎線維化を阻害する。初期CKD-MBD症候群に対するActRIIAリガンド
トラップのmActRIIA-Fcの効果は、罹患腎臓におけるActRIIAシグナル伝達の阻害がWnt活
性化及び循環Wntインヒビターを減少させたことを示している。したがって、理論に束縛
されるものではないが、2つの腎臓発生因子であるWntとアクチビンの再活性化は、CKDに
おいて循環Wntインヒビター及びアクチビンを産生し、血管疾患及び心疾患を引き起こし;
したがって、腎疾患は心血管疾患を引き起こす。
【０５００】
(9.5　実施例5:腎損傷/修復は全身性Wnt阻害及びアクチビンを通じて血管疾患を刺激する
)
(9.5.1　背景)
　本実施例に提示される結果は、実施例4(第9.4節)に提示された結果に関する。
【０５０１】
　腎疾患は、腎修復期に全身性Wnt阻害及びアクチビン分泌を生じさせることによって、
アテローム性動脈硬化性血管石灰化を引き起こす。慢性腎疾患(CKD)の血管作用は、Wnt阻
害とアクチビン受容体機能のアクチビン誘導性調節の相互作用である。
【０５０２】
(9.5.2　方法)
　Wntインヒビター、とりわけ、Dkk1、及びアクチビンが上昇しているCKDを系譜追跡及び
血管石灰化のマウスモデルで誘導し、アルポートのマウスで自然発症させた。アクチビン
、Dkk1、アクチビン受容体2A型(ActRIIA)、ホスホsmad 2/3、及びコラーゲンのレベルを
、ELISA、RT-PCR、及びウェスタンブロットによって測定した。血管平滑筋機能を圧力誘
導性動脈拡張によって測定した。細胞系譜追跡を内皮特異的Tie2-Creマウスに交配させた
Rosa-tdTマウスで実施した。Rosa-tdTを有するマウスは、Creリコンビナーゼを有する細
胞でtomato redを発現する。mActRIIA-Fcは、アクチビンAリガンドトラップを表す(例え
ば、米国特許第8,173,601号及びCarrancioらの文献、2014, British Journal of Haemato
logy, 165:870-882を参照されたい)。
【０５０３】
(9.5.3　結果)
　CKDは、循環Dkk1及びアクチビンレベルを増大させた。罹患腎臓では、アクチビンが筋
線維芽細胞で発現し、ホスホsmad 3を介するActRIIAシグナル伝達が増大した。罹患腎臓
では、ActRIIAリガンドトラップのmActRIIA-Fcが、腎臓psmad 3、Col1A1発現、尿タンパ
ク質レベル、及びDkk1レベルを阻害し、Klothoレベルを増大させた。血管系では、ActRII
Aレベル及びシグナル伝達が、血管平滑筋の分化及び機能の減少を伴って、CKDによって障
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害された。CKDマウス血管系では、mActRIIA-Fcが、血管平滑筋細胞分化を増大させ、骨芽
細胞転換及び血管石灰化を阻害した。循環では、mActRIIA-FcがDkk1レベルを減少させた
。CKDは、正常な腎臓機能を有するTek-Cre/Rosa-tdTマウスと比べて、Tek-Cre/Rosa-tdT 
CKDマウスの損傷大腿動脈の外膜の細胞でtomato redの発現を誘導し、その場合、tomato 
redは大腿動脈内皮に限定されており、CKDが血管損傷期にTie2陽性細胞を誘導することを
示した。
【０５０４】
(9.5.4　結論)
　CKDは、血管平滑筋機能を減少させ、骨芽細胞転換及び血管石灰化を刺激した。mActRII
A-Fcを用いてCKDにおけるアクチビン上昇の効果を減少させると、Smad依存的腎線維化が
阻害され、大動脈骨芽細胞転換が遮断され、血管平滑筋分化が増大し、血管石灰化が減少
した。
【０５０５】
(9.6　実施例6: CKD-MBDの腎性骨ジストロフィーの発病におけるアクチビンシグナル伝達
の役割)
(9.6.1.1　序論)
　慢性腎疾患に伴う骨ミネラル代謝異常(CKD-MBD)には、血管石灰化及び骨形成異常が含
まれる。CKDは、循環アクチビン(TGFβスーパーファミリーのリガンド)及びアクチビンシ
グナル伝達を増大させる(図21A)。アクチビンIIA型受容体(ActRIIA)リガンドトラップ(mA
ctRIIA-Fc)によるActRIIAシグナル伝達の阻害は、血管石灰化を阻害し、心肥大を抑制す
る。本実施例は、腎性骨ジストロフィーの発病におけるアクチビンシグナル伝達の役割を
示す。
【０５０６】
(9.6.1.2　方法)
　高脂肪食を給餌した模擬手術したldlr-/-マウス(模擬; n＝12)は、糖尿病及び高コレス
テロール血症を発症する。高リン血症、FGF-23の上昇、及び糸球体濾過量の60％低下を伴
うCKD(CKD-3)を、14週齢での5/6腎摘出術によって、ldlr-/-高脂肪食給餌マウスで誘導し
た。これは、アテローム性動脈硬化性血管石灰化のモデルである。CKD-3マウスをmActRII
A-Fc 10mg/kg(mActRIIA-Fc; n＝15)又はビヒクル(VEH; n＝13)で処置し、22週齢から、週
1回、腹腔内注射し、28週で、骨格組織形態測定及びマイクロコンピュータ断層撮影法に
よって調べた。CKD-3の結果を野生型(WT; n＝5)マウス及び模擬と比較した。
【０５０７】
(9.6.2　結果)
　WT(海綿骨量/組織量(BV/TV): 12.90％)と比べて、模擬マウスは、無形成骨疾患と関連
する低下したBV/TV(10.92％)を示した。CKD-3の誘導は、VEHマウスにおける高代謝回転骨
疾患とより低いBV/TV(11.22％)とをもたらし;これは、6週間のmActRIIA-Fc処置によって
無効化された(13.28％)。CKD-3の誘導は、骨梁幅の低下をもたらし、これは、6週間のmAc
tRIIA-Fc処置によって無効化された。CKD-3 VEH処置マウスは、模擬(1.05％及び33.40/10
0mm)と比較して、より大きい浸食面/骨面及びより大きい破骨細胞数/100mm骨長(それぞれ
、1.83％及び62.32/100mm)を示し、これは、mActRIIA-Fcによって軽減された(1.23％及び
38.37/100mm)。CKD-3 VEH処置マウスはまた、WT又は模擬と比較したとき、より大きい骨
芽細胞面/骨面及びより大きい骨芽細胞数/100mm骨長(それぞれ、1.58％及び110.63/100mm
; P＜0.05)を示した(それぞれ、図21B及び図21C)。mActRIIA-Fcは、VEHと比較して、骨芽
細胞面/骨面と骨芽細胞数/100mm骨長の両方を有意に低下させた(0.68％及び43.18/100mm;
 P＜0.05)。VEHと比べた骨芽細胞数の有意な低下にもかかわらず、mActRIIA-Fc処置での
骨石灰速度は維持され(それぞれ、0.42及び0.40μm3/日)、有意に高い骨形成速度/骨芽細
胞を有し(それぞれ、0.17対0.48μm3/100細胞/年; VEHと比べて、P＜0.05)、これは、WT(
0.42μm3/100細胞/年)と類似していた(図21D)。
【０５０８】
表13.組織形態計測の結果(平均＋SEM)
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【表１３】

SEM＝平均の標準誤差
【０５０９】
　mActRIIA-Fcは、高リン血症及びFGF-23レベルに影響を及ぼさなかった。
【０５１０】
(9.6.3　結論)
　循環アクチビンの増大は、CKD-3と関連する高代謝回転骨形成異常の一因である。ActRI
IAリガンドトラップのmActRIIA-Fcによるアクチビンシグナル伝達阻害は、骨吸収を阻害
し、骨石灰化速度及び骨形成速度/骨芽細胞を正常化させることにより、CKD-3における骨
量を増大させ、CKDの負の効果を和らげた。
【０５１１】
(9.7　実施例7:漸増用量レベルのhActRIIA-Fcで治療した血液透析対象における骨量及び
腹部大動脈血管石灰化の定量的コンピュータ断層撮影の結果)
(9.7.1　序論)
　高代謝回転腎性骨ジストロフィーは、皮質骨量が減少し、骨梁量が増加し、結果として
骨折リスクの増大をもたらすことを特徴とする。インビトロのデータに基づくと、アクチ
ビンII型受容体-IgG1融合タンパク質のhActRIIA-Fcは、アクチビンAシグナル伝達を遮断
し、破骨細胞生成を低下させ、骨内での骨芽細胞成熟を促進し得る。血液透析(HD)を受け
ている対象における現在の解析では、定量的コンピュータ断層撮影(QCT)を用いて、骨ミ
ネラル密度(BMD)及び腹部大動脈血管石灰化におけるhActRIIA-Fcの効果を評価した。
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【０５１２】
(9.7.2　方法)
　貧血の改善のためのHDを受けている対象におけるhActRIIA-Fcの研究では、エリスロポ
エチン刺激剤(ESA)応答性の対象を、ヘモグロビン(Hb)が＜10g/dLになるまで、そのESA効
果からウォッシュアウトし、その後、最大8回の投与サイクルの間、28日毎に皮下に投与
される0.3mg/kg(n＝9)、0.5mg/kg(n＝8)、0.7mg/kg(n＝9; 7件は終了、2件は実行中)のhA
ctRIIA-Fc、又はプラセボ(PBO; n＝9)に無作為に割り付けた。14日の投与サイクルを利用
する用量群は、現在登録中である。対象を、Hb、安全性パラメータ、BMD、血管石灰化、
及び骨代謝回転のバイオマーカーに対する効果について評価した。治療失敗(Hb＜9g/dL)
は、ESA/輸血で救済した。股関節、腰椎、及び腹部大動脈のQCTスキャンをベースライン
時と225日の治療期の後に取得した。
【０５１３】
(9.7.3　結果)
　本研究で無作為に割り付けられた35人の対象のうち、20人がペアのQCT評価を行った(PB
O: n＝3; 0.3mg/kg: n＝6; 0.5mg/kg: n＝5;及び0.7mg/kg: n＝6)。ペアのQCTを有する何
人かの対象は、治療失敗のために、hActRIIA-Fcへの曝露が制限された。表14は、PBO及び
各hActRIIA-Fc用量群のBMD及び血管石灰化の結果を示している。hActRIIA-Fcは、PBOと比
較して、皮質及び骨梁BMDに対する高代謝回転腎性骨ジストロフィーの効果を軽減し、血
管石灰化の進行を減速させるように思われた。
【０５１４】
表14

【表１４】

CFB＝ベースラインからの変化
【０５１５】
(9.7.4　結論)
　これらのデータは、hActRIIA-Fcが、用量依存的な様式で、皮質骨及び骨梁に対する高
代謝回転腎性骨ジストロフィーの効果を無効化し、血管石灰化の進行を減速させることを
示す。
【０５１６】
(9.8　実施例8.漸増用量レベルのActRIIA-hFc(配列番号7;「ソタテルセプト」)で治療し
た血液透析対象における骨量及び腹部大動脈血管石灰化の定量的コンピュータ断層撮影の
結果:)
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(9.8.1　序論)
　実施例6(第9.7節)の序論(第9.7.1節)及び方法(第9.7.2節)を参照されたい。本実施例は
、後日、本研究で得られた、実施例6(第9.7節)で行われた研究からの追加データを示して
いる。
【０５１７】
(9.8.2　結果)
　計35人の対象が無作為に割り付けられ、表15に示されるような、少なくとも1回のプラ
セボ又はActRIIA-hFc(配列番号7;「ソタテルセプト」)の投与を受けた。
【０５１８】
表15.無作為に割り付けられた対象及びQCT解析サブセット
【表１５】

【０５１９】
　ベースライン時と225日目のペアのQCT測定を行った対象を含む、対象の内訳を図22Aに
示す。治験を中止したほとんどの対象は、通常、ヘモグロビン濃度が9g/dL未満であると
いう理由で、治療に失敗し、救済を必要とした。治験を中止したほとんどの対象は、プラ
セボ又は0.3mg/kgのソタテルセプトを受けた。有害事象が理由で治療を中止した対象はい
なかった。さらに、ペアのQCT測定を行った21人の対象のうち、12人は、治療期にヘモグ
ロビン治療失敗による救援治療を必要とし、そのうちの9人は、最初の3回の投与サイクル
のうちに救済を必要とした。
【０５２０】
　ペアのQCT測定を行った対象の間で、ベースライン時の人口統計学的及び臨床的特徴は
、治療群全体で概ね類似していた(表16)。しかしながら、プラセボ群では、透析を受けた
時間がかなり長く、この群は、最も若い群でもあった。群間で、ベースラインバイオマー
カー及びアガットストンスコアにも違いがあった(表17)。
【０５２１】
表16.ペアのQCT測定を行った対象のベースライン時の人口統計学的及び臨床的特徴
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【表１６】

*対象は複数のタイプのバインダーを受けている可能性がある
【０５２２】
表17.ペアのQCT測定を行った対象の平均ベースラインバイオマーカー、容積BMD、及びア
ガットストンスコア
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【表１７】

注: nは、ペアのQCT評価を有する無作為に割り付けられた対象の数を表し;各パラメータ
に利用可能な対象の実際の数は異なり得る。PTH＝副甲状腺ホルモン。
a骨特異的アルカリホスファターゼ(BSAP)参照範囲:男性、6～30;女性(閉経前)、3～19;女
性(閉経後)、6～26。
bプロコラーゲン1型N-プロペプチド(P1NP)参照範囲:男性、30～110;女性20～108
cC末端テロペプチド(CTX)参照範囲:男性、0～854;女性(閉経前)、26～573;女性(閉経後)
、104～1,008
dより低いアガットストンスコアは、より低いレベルの血管石灰化を示す。
【０５２３】
　重篤な有害事象は、通常は、ソタテルセプトと無関係であるとみなされ、中止をもたら
すことはなく、治療の継続で解消した。ソタテルセプト治療群で死亡は報告されなかった
。有害事象は、重症度が主に軽度又は中等度であり、治験薬とは無関係で、治療群間で比
較的よく似ており、対象の医療歴と概ね一致していた。最初の28日の投与サイクルで及び
225日の治療期に、家庭血圧測定は、どの治療群の対象の間でもベースラインからの一貫
した又は用量依存的な変化を示さなかった。
【０５２４】
　ベースラインからの腹部大動脈合計アガットストンスコアの変化を表18に提供する。＜
15％の腹部大動脈合計アガットストンスコアの進行を有する対象の比率を図22Bに示す。
【０５２５】
表18.腹部大動脈合計アガットストンスコア及び平方根変換合計容積スコアのベースライ
ン及びベースラインからの変化*
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【表１８】

【０５２６】
　さらに、表19は、大腿骨頚部皮質及び平均腰椎骨梁の容積BMD測定値のベースラインか
らの変化率を提供している。大腿骨頚部皮質BMDの＞2％上昇を有する対象の比率を解析し
、ソタテルセプトによる治療が大腿骨頚部皮質骨の≧2％増大を有する対象の比率の増加
と関連することが明らかになった(表19及び図22Cを参照されたい)。Mallucheらの文献、2
014, Clin. J. Am. Soc. Nephrol., 9:1254-1262も参照されたい。さらに、高代謝回転RO
Dでは、腰椎骨梁BMDによって測定したとき、一般集団と比較してESKDにおける脊椎骨折率
の低下を伴わずに、骨梁量が増大する(Leonard MBの文献、2009, Semin. Nephrol., 29:1
33-143、及びDuanらの文献、1999, J. Clin. Endocrinol. Metab. 84:718-722を参照され
たい)。この状況では、増大した骨梁量は質が悪い(Mallucheらの文献、2012, J. Am. Soc
. Nephrol. 23:525-532を参照されたい)。ソタテルセプトによる治療は、腰椎における骨
梁量の増大を減速させる(表19)。
【０５２７】
表19.大腿骨頚部皮質及び平均腰椎(L1、L2)骨梁BMDのベースライン及びベースラインから
の変化率
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【表１９】

注: nは、ペアのQCT評価を有する無作為に割り付けられた対象の数を表し;各パラメータ
に利用可能な対象の実際の数は異なり得る。
【０５２８】
(9.8.3　結論)
　ベースラインバイオマーカーデータに基づくと、本実施例の対象は、高代謝回転RODを
有する傾向にあった。高代謝回転RODについて予想されていた通り、プラセボ群は、他の
大規模なESKD研究と同様の割合で起こる減少した皮質骨量、増大した骨梁量、及び増大し
た血管石灰化を有していた(Raggiらの文献、2011, Nephrol. Dial. Transplant. 26:1327
-1339)。
【０５２９】
　ベースライン時及び225日目(これは、最大8回の28日投与サイクルの後である)に測定さ
れたQCTデータは、ソタテルセプトによる高代謝回転RODの治療が、血管石灰化の進行の減
速、大腿骨頚部皮質骨量の増大、及び腰椎骨量の増大の減速を含む、CKD-MBDの多数のパ
ラメータに対する効果をもたらすことを示した。血管石灰化の減少及び骨量の増大は、ld
lr-/-高脂肪食給餌、5/6腎摘出という血管石灰化のマウスモデルにおける組織学的研究結
果と一致している(Fangらの文献、2014, Abstract, ASN Kidney Week 2014, November 11
-16, 2014, Philadelphia, PA)。
【０５３０】
(9.9　実施例9: ActRIIA-hFc(配列番号7、「ソタテルセプト」)は末期腎疾患の多くの症
状に影響を及ぼす)
(9.9.1　背景)
　本実施例は、臨床試験からのデータを示している。実施例7及び8(第9.7節及び第9.8節)
は、本研究からのデータも示している。
【０５３１】
　この現在進行中の無作為化単盲検プラセボ対照試験では、血液透析対象の貧血を改善す
るためのActRIIA-IgG1融合タンパク質リガンドトラップであるActRIIA-hFc(配列番号7;「
ソタテルセプト」)の薬物動態、安全性、及びヘモグロビン効果を評価し、血管石灰化及
び骨ミネラル密度に対するその効果を、定量的コンピュータ断層撮影を用いて検討した。
本実施例は、0.3、0.5、及び0.7mg/kg用量群についての中間結果を提供する。
【０５３２】
(9.9.2　方法)
　エリスロポエチン刺激剤(ESA)応答性の対象を、ヘモグロビンが＜10g/dLになるまで、E
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SA効果からウォッシュアウトし、8回以下の投与サイクルの間、28日毎に皮下に投与され
るプラセボ又はソタテルセプトに無作為に割り付けた。治療失敗(ヘモグロビン＜9g/dL)
は、ESA又は輸血で救済し;対象内用量漸増は認めなかった。股関節、腰椎、及び腹部大動
脈の定量的コンピュータ断層撮影スキャンをベースライン時と225日の治療期の後に取得
した。報告されているのは、薬物動態、安全性、家庭血圧、ヘモグロビン、血管石灰化、
及び骨ミネラル密度効果についての中間結果である。
【０５３３】
(9.9.3　結果)
　プラセボ(n＝9)又は0.3mg/kg(n＝9)、0.5mg/kg(n＝8)、及び0.7mg/kg(n＝9)のソタテル
セプトで治療された対象の間で、有害事象は、主に軽度/中等度であり、治験薬とは無関
係であり、群間でタイプ/重症度が比較的よく似ており、対象の医療歴と概ね一致してい
た。2件の死亡がプラセボ群で発生した。家庭血圧の用量依存的な変化はなかった。225日
の治療期において、ヘモグロビンは、それぞれ、プラセボ又は0.3、0.5、もしくは0.7mg/
kgのソタテルセプトで治療した対象の33％、33％、63％、及び78％において＞10g/dLであ
った。それぞれ、プラセボ又は0.3、0.5、もしくは0.7mg/kgのソタテルセプトで治療され
た4人、6人、5人、及び6人の対象で得られたペアの定量的コンピュータ断層撮影は、それ
ぞれ、33％、80％、80％、及び100％における血管石灰化の＜15％進行、並びに0％、20％
、40％、及び75％における大腿骨頚部皮質骨ミネラル密度の＞2％増大を示した。
【０５３４】
(9.9.4　結論)
　ソタテルセプトは、家庭血圧が上昇することなく、血液透析における許容できる安全性
プロファイルを伴って忍容された。ソタテルセプトに対する用量依存的応答が、ヘモグロ
ビン、血管石灰化、及び骨ミネラル密度において見られた。
【０５３５】
(9.10　実施例10: CKDにおけるActRIIAシグナル伝達の障害はアテローム性動脈硬化性石
灰化及び腎線維化の一因である)
　本実施例は、実施例4を含む、本明細書に記載の他の実施例において記載され、かつ実
施された実験に関する。
【０５３６】
(9.10.1　方法)
(9.10.1.1　動物モデルの作成)
　アテローム性動脈硬化症の低密度リポタンパク質受容体欠損(ldlr-/-)雄(C57Bl/6Jバッ
クグラウンド)をJackson Laboratoriesから購入し、高脂肪食(42％のカロリーが脂肪由来
)を12週齢から給餌した。マウスは、22週齢で肥満、インスリン耐性となり、28週齢で糖
尿病となり、高コレステロール血症となる。
【０５３７】
　2段階の処置を用いて、以前に記載されているように、慢性腎疾患を引き起こした(Davi
es MRらの文献、J Am Soc Nephrol 2003; 14: 1559-1567; Davies MRらの文献、J Am Soc
 Nephrol 2005; 16: 917-928)。出生後12週で、2cmの側腹切開を介して、電気焼灼を右腎
臓に適用し、その後、14週齢で左腎全摘出を行った。焼灼の強度を変化させて、中等度(C
KD-3)の腎損傷を生じさせ、これを20週齢でのイヌリンクリアランスによって確認した(図
33A、B)。対照動物は模擬手術を受けさせた。この手術では、適当な腎臓を露出させて移
動させたが、他には何も処置しなかった。5つのマウスの群をこの研究に使用した(図23B)
。第1の群は、通常食を給餌される野生型C57Bl/6Jマウス(WT)であった。これは、標準的
対照値に使用される正常腎機能及び食餌群であった。第2の群は、高脂肪食を給餌され、
模擬手術されるldlr-/-マウス(模擬)であった。この群は、腎疾患の効果を決定するため
の対照群としての役割を果たした。第3の群は、ヒトCKDのステージ3(CKD-3)と同等の低下
したGFRを有し、高脂肪食を給餌され、22週で安楽死させられる、図25A、B、Cで使用され
るベースライン血管石灰化群のldlr-/-マウス(CKD-3)であった。第4の群は、22週から始
めて28週で安楽死させられるまで、週2回、ビヒクル(リン酸緩衝生理食塩水)の皮下注射
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を受けるCKD-3のldlr-/-マウス(CKD-3 V)であった。第5の群は、22週から始めて28週で安
楽死させられるまで、週2回、10mg/kgのmActRIIA-Fc(Celgene, Summit, NJ)の皮下注射を
受けるCKD-3のldlr-/-マウス(CKD-3 R)であった。使用された用量は、骨形成の刺激のた
めに有効な用量であることがPK/PD研究で以前に示された。
【０５３８】
　使用されたCKDの第2のモデルは、IV型コラーゲンのα5鎖の遺伝子、COL4A5の欠損症で
あるX連鎖アルポート症候群のマウスホモログであった(Rheault MNらの文献、J. the Am.
 Soc. Neph. 2004; 15: 1466-1474)。これは、自然発症腎疾患のモデルである。これを、
腎切除誘導性CKDの効果を確認するために、本結果の全体を通じて使用した。交配ペアをJ
ackson Laboratoriesから購入し、実験用に交配させた。ヘミ接合体の雄は、生後150日で
、ヒトCKDのステージ3～4に相当する腎疾患を自然発症し、75日齢までに血尿を発症した
。
【０５３９】
　いずれの場合も、安楽死を麻酔下で行った。腹腔内麻酔(キシラジン13mg/kg及びケタミ
ン87mg/kg)を全ての処置に使用した。伏在静脈血試料を2回目の手術の1週間後に採取して
、ベースラインの手術後腎機能を評価した。屠殺時に、血液を心内穿刺で採取し、心臓及
び大動脈をひとまとめにして解剖した。
【０５４０】
(9.10.1.2　イヌリンクリアランス)
　安楽死が28週で行われる場合、20週又は26週でのイヌリンクリアランスを製造元の指示
(BioPal社、Worcester, MA)に従って行った。
【０５４１】
(9.10.1.3　化学的石灰化定量)
　大動脈を屠殺時に解剖し、全ての無関係な組織を解剖顕微鏡下での鈍的切開によって除
去した。組織を60℃で20～24時間乾燥させ、計量し、すり鉢とすりこぎで砕いて粉末にし
た。カルシウムを、1N HCL中、4℃で24時間溶出させた。溶出液のカルシウム含有量を、
製造元の指示に従って、クレゾールフタレインコンプレキソン法(Sigma, St Louis, MO)
を用いてアッセイし、結果を乾燥組織重量に対して補正した。
【０５４２】
(9.10.1.4　血液検査)
　血清を、採血日に、血液尿素窒素(BUN)、カルシウム、及びリン酸塩について、動物施
設で実施される標準的な自動解析実験室法によって解析した。血漿アクチビン(Fitzgeral
d Industries, Acton, MA)、フォリスタチン(MYBIOSOURCE社、San Diego, CA)、及びフォ
リスタチン様3(MYBIOSOURCE社)のレベルをELISAアッセイで決定した。血清Dkk1レベルをE
LISA(R&D Systems, Minn., MN)で解析した。Elisaアッセイのために、血液を、安楽死時
に、伏在静脈穿刺又は心穿刺によって採取した。血液試料は全て、回収時に氷上に置いた
。血小板の少ないEDTA血漿試料を、6000rpmで5分間及び14000rpmで2分間、いずれも4℃で
の、2段階の遠心分離によって作製した。試料を使用するまで-20℃以下で凍結保存した。
【０５４３】
(9.10.1.5　組織学及び免疫組織化学)
　大動脈及び腎臓の組織を10％中性緩衝化ホルマリン中で一晩固定し、その後、4℃の70
％エタノールに移し、パラフィン中に包埋し、5ミクロン切片を調製した。スライドをキ
シレン中で脱パラフィン処理し、段階的エタノール系列中で脱水し、その後、再水和した
。Masonの三重染色を用いて、腎臓及び心臓の線維化を検出し、Alizarin red染色を用い
て、標準的なプロトコルに従って、石灰化を検出した(Gregory CAらの文献、Analytical 
Biochem. 2004; 329: 77-84)。免疫染色のために、スライドを20％正常ヤギ血清中で20分
間ブロッキングし、一次抗体とともに4℃で一晩インキュベートした。スライドをPBS中で
洗浄し、20％正常ヤギ血清中で20分間ブロッキングした後、ヤギ抗ウサギAlexa 488二次
抗体1:400(Life Technologies, A11008)とともに室温で30分間インキュベートするか、又
は製造元の指示に従って、シグナル増幅用のTSAキット(Life Technologies, T 20932)を
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使用した。二重免疫蛍光染色のために、切片を20％ヤギ血清中でブロッキングし、製造元
の指示に従って、ヤギ抗ウサギAlexa 488及びAlexa 568二次抗体1:400(Life Technologie
s, A11008及びA11011)又はシグナル増幅用のTSAキット(Life Technologies, T20932及びT
20934)を用いて、第1の一次抗体及び二次抗体並びに第2の一次抗体及び二次抗体で連続的
に染色した。同じ種由来の一次抗体を二重染色に使用する場合は、2回目の染色の前に、
スライドを、マイクロ波にて、クエン酸バッファー中で5分間加熱した(Toth ZEの文献、J
. HistoChem. & CytoChem. 2007; 55: 545-554)。本研究で免疫染色に使用した一次抗体:
ウサギポリクローナル抗ActRIIA抗体1:250(Abcam, ab 135634)、ウサギポリクローナル抗
インヒビンβA抗体1:100(Santa Cruz, sc-50288)、ウサギポリクローナル抗CD31抗体1:50
(Abcam, ab28364)、及びウサギポリクローナル抗β-カテニン抗体1:500(Abcam, ab32572)
。
【０５４４】
(9.10.1.6　RT-PCR)
　RNeasyミニキット(Qiagen, Valencia, CA)を用いて、RNAを大動脈及び腎臓から抽出し
た。1μgの全RNAをDNアーゼ処理し、製造元の指示に従って、Bio-Rad(Hercules, Ca)製の
iScript cDNA合成キットを用いて、Veriti Termal Cycler(Applied Biosystems)で逆転写
した。Vector NTI(Invitrogen, Grand Island, NY)又はPrimer Express(Life Technologi
es, Grand Island, NY)ソフトウェアを用いて、プライマーを設計した。逆転写の後、Ste
pOne PlusリアルタイムPCR装置(Applied Biosystems)、Sigma製のSYBR Green(St. Louis)
、及びInvitrogen製のPCRキットを用いて、リアルタイムを行った。各反応を、3連で、95
℃で45秒及び60℃で30秒及び72℃で60秒で、40サイクル行った。この後、60℃から95℃ま
での段階的な温度上昇からなる融解サイクルを行った。単一の顕著なピークが各遺伝子の
解離曲線中に認められ、PCR産物の特異性を裏付けた。Ct数(閾値)をPCRの指数関数期内に
設定し、これを用いて、対象となる遺伝子の発現レベルを計算した。B2mを内部標準とし
て使用し、値を正規化した。CTと対数cDNA希釈(対数コピー数に対応する)からなる標準曲
線を、未知量のアンプリコンに対応するcDNAの連続希釈物を増幅することにより作成した
。ゲノムDNAが増幅されないことを保証するために、RT-PCRの前に5分間煮沸して逆転写酵
素を不活化することにより、陰性対照実験を行った。
【０５４５】
(9.10.1.7　免疫ブロッティング(ウェスタン解析))
　全細胞溶解物タンパク質を、プロテアーゼインヒビターカクテル(Santa Cruz)を含むRI
PA溶解バッファー(Thermo Scientific)によって、マウスの腎臓及び大動脈から調製した
。溶解物(20μg)を8-12％SDS-PAGEゲルに充填し、インヒビンβ-A(Santa Cruz)、α-チュ
ーブリン(Santa Cruz)、アクチン-α平滑筋(Sigma)、Runx2(Cell Signaling)、Myocd(San
ta Cruz)、ACVRL1(Origene)、ACVR1(Cell Signaling)、Erk1/2(Cell Signaling)、ホスホ
Erk1/2(Cell Signaling)、ACVR1B(Origene)、Col1a1(Santa Cruz)、Smad2/3(Cell Signal
ing)、又はホスホSmad2/3(Cell Signaling)に対する抗体で免疫ブロッティングした。免
疫沈降(IP)アッセイでは、同じ全細胞溶解物タンパク質を使用した。非特異的結合を減ら
すために、試料を、予め洗浄しておいたプロテインAアガロースビーズ(Cell Signaling)
を用いて、プレクリーン処理した。プレクリーン処理した試料をホスホセリン抗体(Abcam
)とともに一晩インキュベートした。その後、IP-抗体複合体をプロテインAアガロースビ
ーズ上で捕捉し、タンパク質を免疫ブロッティング解析によって検出した。
【０５４６】
　ANOVAを用いて統計解析を行った。別途、図の脚注で指定されない限り、データは全て
、平均±SDとして表されている。Fisher LSD法を用いて、群間差を事後評価し、p＜0.05
で有意とみなした。全ての群のデータは、7～15の「n」を表す。リアルタイムPCR解析の
ために、最低3つの試料を各実験群で使用した。図26Cの血管石灰化データについて、四角
は、中央値及び四分位数範囲(25～75パーセンタイル)を表し、エラーバーは、25パーセン
タイル未満及び75パーセンタイル超の四分位数範囲の1.5倍を示す。中央値は、多重比較
用のANOVA Holm-Sidak法を用いて比較し、p＜0.05を有意差の臨界値とした。
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【０５４７】
(9.10.2　結果)
(9.10.2.1　実験設計及びCKDのモデルにおける腎機能)
　高脂肪食給餌ldlr-/-マウスは、アテローム性動脈硬化性血管石灰化を生じさせるため
に食餌と遺伝子型の両方を必要とするアテローム性動脈硬化性血管石灰化のモデルである
(Davies MRらの文献、J Am Soc Nephrol 2003; 14: 1559-1567; Towler DAらの文献、J. 
Biological Chem. 1998; 273: 30427-30434)。腎機能は、腎皮質損傷及び対側性腎摘出に
よって、ヒトのステージ3のCKD(CKD-3)と同様、ldlr-/-高脂肪食給餌マウスで低下してい
た(図33A、B)。CKD-3マウスは高リン血症であり(表20)、ヒトのステージ3b～4のCKDでの
高リン血症の発症と一致していた(Isakova Tらの文献、Kidney Int 2011; 79: 1370-1378
)。
【０５４８】
表20:試験した動物における血清生化学パラメータ
【表２０】

【０５４９】
(9.10.2.2　CKDにおけるアクチビン受容体IIA型(ActRIIA)レベル)
　CKD-3を有する高脂肪食給餌ldlr-/-マウス由来の大動脈をTGFβスーパーファミリーII
型受容体について解析した。このTGFβスーパーファミリーII型受容体は、II型及びI型(A
LK)受容体から構成されるスーパーファミリー受容体ヘテロ多量体のリガンド結合成分で
ある。アクチビンII型受容体A(ActRIIA)は、大動脈血管平滑筋細胞(VSMC)で発現していた
(図24A、B)。ldlr-/-高脂肪食給餌マウスでもたらされたCKD-3は、大動脈におけるActRII
Aの下方調節を誘導した(図24A)。任意の特定の理論に束縛されるものではないが、これは
、他の組織で報告された高い循環リガンドレベルによってもたらされたActRIIAの内在化
及び分解と一致する(Simone NDらの文献、Endocrinology 1998; 139: 1147-1155; Liu ZH
らの文献、J. Endocrinology 2006; 189: 409-421)。内皮細胞ActRIIAは、免疫化学的検
出及び免疫蛍光検出によって検出されなかった(図24B)。
【０５５０】
(9.10.2.3　CKDにおけるActRIIAリガンドトラップの血管効果)
　CKD誘導性のActRIIAレベルの抑制の効果を、ビヒクル又はActRIIAリガンドトラップ(mA
ctRIIA-Fc)で処置したCKD-3マウス由来の大動脈ホモジネートで解析した(図25A、B)。CKD
-3刺激性の骨芽細胞転換を、ldlr-/-高脂肪食給餌マウスの大動脈におけるRunx2及びアル
カリホスファターゼ(Alpl)のmRNAの発現によって評価した。CKD-3は、それらの発現を刺
激し、mActRIIA-Fc処置は、CKDの効果を無効化した(図25A)。Runx2発現とAlpl発現はどち
らも、mActRIIA-Fc処置によって無効化される大動脈における骨芽細胞転換のバイオマー
カーを表す。分化した血管平滑筋細胞のバイオマーカーである平滑筋22α又はトランスゲ
リン(Tagln)(Li L, Mianoらの文献、Circulation Res. 1996; 78: 188-195)の大動脈mRNA
は、CKD-3によって減少し、mActRIIA-Fcによって刺激された。CKD-3は、血管平滑筋細胞
特異的転写因子である、大動脈ミオカルディン(Myocd) mRNA発現の減少も引き起こしたが
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、ミオカルディンは、mActRIIA-Fc処置による影響を受けなかった。図25Aで検討されてい
るそれぞれのmRNAの大動脈タンパク質レベルに対するCKD-3及びmActRIIA-Fc処置の効果に
関して、CKDは、大動脈Runx2及びAlplレベルを増大させ、mActRIIA-Fcはそれらを正常化
させた(図25B、Alplのデータは示さない)。CKDは、Tagln及び分化した血管平滑筋細胞の
別のバイオマーカーであるα平滑筋アクチン(αSMA)の大動脈レベルを減少させ、mActRII
A-Fc処置はそれらを増大させた(図25B、Taglnのデータは示さない)。ミオカルディンレベ
ルは、CKDによっても、mActRIIA-Fc処置によっても変化しなかった。
【０５５１】
　ldlr-/-高脂肪食給餌マウスは、アテローム性動脈硬化症、アテローム性動脈硬化性石
灰化、及び2型糖尿病のモデルである(Al-Aly Zらの文献、Arteriosclerosis, Thrombosis
, and Vascular Biol. 2007; 27: 2589-2596; Towler DAらの文献、J. Biological Chem.
 1998; 273: 30427-30434)。確認されたのは、特に、CKD-3が、CKD-3ビヒクル処置マウス
(CKD-3 V)の大動脈アテロームにおけるカルシウム沈着の蓄積を引き起こし(図26A)、全体
の組織カルシウムレベルを増大させた(図26B)ことである。目に見えるカルシウム沈着は
、mActRIIA-Fcで処置したCKD-3マウス(CKD-3 mActRIIA-Fc)で存在しなかった。さらに、m
ActRIIA-Fcは、大動脈組織カルシウム含有量を、野生型及び模擬マウスで認められるレベ
ルと同様のレベル、並びにCKD-3群におけるmActRIIA-Fc処置の開始時点で存在するレベル
を顕著に下回るレベルにまで減少させた(図26B)。
【０５５２】
(9.10.2.4　大動脈におけるActRIIAシグナル伝達)
　TGFβスーパーファミリーによる標準的なシグナル伝達は、そのセリン/トレオニンキナ
ーゼ活性を活性化し、かつI型受容体であるAlkキナーゼの会合及びリン酸化を刺激する、
II型受容体へのリガンド結合を伴う(図34の図表示を参照)。TGFβスーパーファミリーに
よって利用される7つのAlkキナーゼがあり、Alk4(ActRIB)は、ほとんどの場合、ActRIIA
シグナル伝達と関連するI型受容体である(Abe Y MTらの文献、2004. Growth Factors(Chu
r, Switzerland) 2004; 22: 105-110)。ActRIIAレベルは、図24で明らかなように、CKD-3
マウスから単離された大動脈ホモジネートでは減少せず、Alk4及びAlk1の組織レベルの減
少と関連しなかった(図27A)。ActRIIAシグナル伝達と関連する他の1型受容体であるAlk5
及びAlk2は検出できなかった。ActRIIA活性を、受容体ヘテロ多量体化の効果(例えば、調
節性Smadのリン酸化)を測定することにより評価した。CKD-3は大動脈ホスホsmad 2/3レベ
ル(活性化smad 2/3)を減少させ、mActRIIA-Fcは、CKD-3Vと比較して、それらを増大させ
た(図27A、B)。非標準的ActRIIAシグナル伝達(図34)も解析した:(1)mapキナーゼ(ホスホE
rk1/2)は、CKDによって減少するが、mActRIIA-Fcによってさらに影響を受けることはなく
(図27A)、(2)p38及びJNKの血管平滑筋レベルは非常に低かった。また、mActRIIA-Fc p-AK
Tレベルは影響を受けないままであり、大動脈AKT/PI3キナーゼがActRIIAシグナル伝達に
よる影響を受けなかったことを示している。大動脈ActRIIAシグナル伝達(ホスホsmad 3)
はCKDによって減少し、ActRIIAリガンドトラップによるアテローム性動脈硬化性大動脈で
の骨芽細胞転換の抑制と関連するActRIIAリガンドトラップによって刺激された(図25A、B
、C)。
【０５５３】
　別の非標準的ActRIIAシグナル伝達経路であるWnt経路を調べた(図34)。Wntシグナル伝
達は、大動脈内皮とVSMCで示差的に調節されるようであった。主要な標準的Wnt誘導性転
写因子である、大動脈β-カテニンは、免疫蛍光によって内皮細胞に局在化し、VSMCでは
検出できなかった(図28A、B)。Dkk1レベルを、Wnt活性のバイオマーカーとして、VSMCで
解析した。CKDはVSMC Dkk1レベルを増大させ、mActRIIA-Fc処置は、CKD-3マウスでDkk1レ
ベルを減少させた(図28D)。mActRIIA-Fcによる大動脈Dkk1レベルの減少は、血管平滑筋Wn
tシグナル伝達がActRIIAリガンドトラップによって阻害されたことを示している。さらに
、以下に示されるような腎臓Wnt活性を減少させるActRIIAリガンドトラップの効果は、循
環Dkk1レベルの大きな減少をもたらす(図28E)。全身性Dkk1の減少は、内皮に影響を及ぼ
す可能性が高かった。これは、内皮におけるWntシグナル伝達の増大をもたらした。内皮
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では、β-カテニンが、示されているように、大動脈Axin2レベルの増大によって発現され
る(図28C)。Axin2は、β-カテニンによって刺激され、Wntシグナル伝達の評価に使用され
ることが多い最初期遺伝子である(Mao J、Wang J、Liu Bらの文献、Mol. Cell 2001; 7: 
801-809)。
【０５５４】
(9.10.2.5　αklotho及び腎臓ActRIIAシグナル伝達に対するActRIIAリガンドトラップの
効果)
　腎臓αklothoレベル並びにCKD-3及びmActRIIA-Fc処置の効果を調べた。図29Aに示すよ
うに、腎臓αklothoレベルの有意な増大がmActRIIA-Fc処置によって誘導された。腎臓Act
RIIAレベル及びActRIIAシグナル伝達を調べた。腎臓ActRIIAレベルは、CKD-3による影響
を受けなかった(図29B)。主なActRIIAリガンドであるアクチビンAは、CKD-3マウスで強く
誘導され、mActRIIA-Fc処置によって抑制された(図31A～D)。利用可能なホスホAlk抗体が
ないために、I型受容体活性化の検出が妨げられ、代わりに、ホスホセリン抗体が免疫沈
降のために必要になった。沈降物の免疫ブロットを抗Alk抗体を用いて行った。Alk4リン
酸化は、CKD-3モデルの罹患腎臓でも、mActRIIA-Fc処置によっても、顕著には変化しなか
った(図29B)。しかしながら、腎臓ホスホsmad 2/3はCKD-3によって増大し、mActRIIA-Fc
によって減少し、ActRIIAによって媒介されるCKDにおける腎臓Smad 2/3活性化の成分には
、Alk4とは異なるAlkが関与することを示した(図29C)。
【０５５５】
　ActRIIAリガンドトラップの効果を腎線維化に対して調べた。図30A～Dは、CKD-3V処置
マウス(図30A及び図30B)と比較したときの、CKD-3 mActRIIA-Fc処置マウス(図30C及び図3
0D)由来の三重染色された腎臓皮質切片における腎線維化の減少を示している。図35A～D
は、図30A～Dの高倍率切片を取得した場所を特定する矢印及び瘢痕反応を電気焼灼腎臓損
傷から線引きする矢尻とともに低倍率の冠状腎臓切片を示している。mActRIIA-Fcは、創
傷治癒におけるアクチビンの役割と一致して、瘢痕反応を減少させた。さらに、mActRIIA
-Fcは、mActRIIA-Fc処置によって誘導される腎臓ホスホsmad 2/3及び線維化の減少と一致
して、CKD-3によって刺激されるタンパク尿を減少させた(図30E)。
【０５５６】
(9.10.2.6　CKDにおける潜在的ActRIIAリガンド)
　多数の潜在的ActRIIAリガンドが存在し、これには、アクチビンA及びB、成長及び分化
因子11(GDF11)、骨形成タンパク質9及び10(BMP9及び10)、並びに該受容体に対するより低
い親和性を有する他のBMP、例えば、BMP7が含まれる。しかし、主なActRIIAリガンドは、
アクチビンである。CKDの2つのモデルを用いて、全身循環アクチビンAレベルがldlr-/-切
除性CKDモデルで10倍上昇し、Col4A5アルポート症候群マウスモデルで5倍上昇することが
確認された(図31A、B)。アクチビンB、GDF11、及びBMP9レベルは、これらのモデルでCKD
による影響を受けなかった。生理学的には、循環中の遊離アクチビンは少量であると考え
られている。任意の特定の理論に束縛されるものではないが、これは、インヒビターのレ
ベルがアクチビンレベルと化学量論的に等しいためであり得る。アクチビンは、循環阻害
因子であるフォリスタチン及びフォリスタチン様3(fstL3)(Welt Cらの文献、Experimenta
l Biol. and Med. 2002; 227: 724-752)並びにインヒビンと会合するが、これらの循環レ
ベル(図36A、B)及び組織レベルは、CKD-3によって影響を受けることも、減少することも
なかった。循環中のアクチビンAレベル(＞5000pg/ml)に対するフォリスタチン、fstL3、
及びインヒビン(620pg/ml＋400pg/mlの未測定のインヒビンの合計(Sharpe RMらの文献、J
. Andrology 1999; 20: 94-101))の化学量論的組成は、CKDが、アクチビンAをCKDにおけ
る活性循環因子にする病理学的事象である顕著な遊離アクチビンレベルを生じさせること
を示唆している。このデータは、腎疾患が血管ActRIIAを下方調節し得る1以上の循環ActR
IIAリガンドを生じさせることを示している。
【０５５７】
　増大した循環アクチビンの起源を特定するために、アクチビンA(インヒビンβA(Inhba)
のホモ二量体)のldlr-/-アテローム性動脈硬化性石灰化モデル由来の腎臓組織を解析した
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。Inhba mRNAがCKDによって腎臓で増大しており(図31C)、アクチビン(インヒビンβ-A)タ
ンパク質レベルが増大していた(図31D)。腎臓アクチビン発現がCKD-3マウスの尿細管周囲
筋線維芽細胞に局在化していた(図32A、B)。
【０５５８】
(9.10.3　結論)
　本実施例は、mActRIIA-Fcがリン酸化Smad2/3のレベルによって評価される大動脈ActRII
Aシグナル伝達を増大させたことを示している。さらに、mActRIIA-Rc処置は、CKD誘導性
の血管平滑筋脱分化、骨芽細胞転換、及び新生内膜プラーク石灰化を無効化した。罹患腎
臓において、mActRIIA-Fcは、ActRIIAシグナル伝達を刺激するのではなく、阻害し、腎線
維化及びタンパク尿を減少させた。mActRIIA-Fc処置は、腎臓及び循環Dkk1レベルを減少
させ、Wnt活性化がActRIIAの下流であることを示した。本実施例は、CKDにおけるActRIIA
シグナル伝達の障害がCKD-MBD及び腎線維化の一因であり、ActRIIAシグナル伝達をCKDに
おける治療標的として特定することを示し、かつアクチビンリガンドトラップ(例えば、m
ActRIIA-Fc)をCKDの治療に利用することができることを示している。
【０５５９】
(10.配列の説明)
表21:配列情報
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【０５６０】
　(11.等価物)
　本発明は、その具体的な実施態様に関して詳細に記載されているが、機能的に等価であ
るバリエーションが本発明の範囲内にあることが理解されるであろう。実際、本明細書に
示され、記載されたものに加えた本発明の様々な変更は、前述の説明及び付随する図面か
ら当業者に明らかになるであろう。そのような変更は、添付の特許請求の範囲の範囲内に
含まれることが意図される。当業者は、本明細書に記載の本発明の具体的な実施態様の多
くの等価物を認識するか、又はルーチンの実験だけを用いて、それらを確認することがで
きるであろう。そのような等価物は、以下の特許請求の範囲によって包含されることが意
図される。
【０５６１】
　本明細書に言及された全ての刊行物、特許、及び特許出願は、各々の個々の刊行物、特
許、又は特許出願が、その全体として引用により具体的かつ個別に組み込まれることが示
される場合と同じ程度に、引用により本明細書中に組み込まれる。
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