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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　骨再生をその必要性のある対象において促進させるために特定された医薬の製造のため
の治療有効量のエリスロポイエチンおよびフィブロネクチンの使用であって、前記医薬が
、これらにより被覆されたインプラント、これらにより被覆された合成骨、またはこれら
により被覆された骨移植片を含む局所投与用の医薬であり、
（ｉ）前記エリスロポイエチンの前記治療有効量が、局所投与については０．１μｇ／ｍ
ｌ～５０μｇ／ｍｌであり、かつ、
（ｉｉ）前記フィブロネクチンの前記治療有効量が、局所投与については５０μｇ／ｍｌ
～５００μｇ／ｍｌであることを特徴とする使用。
【請求項２】
　治療有効量のＰＤＧＦをさらに含む、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　前記ＰＤＧＦの前記治療有効量が、局所投与については１ｎｇ／ｍｌ～５０ｎｇ／ｍｌ
である、請求項２に記載の使用。
【請求項４】
　骨再生を促進させることができる少なくとも１つの化合物をさらに含み、前記少なくと
も１つの化合物が、骨形態形成因子、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）、再吸収防止剤、
骨形成因子、軟骨由来骨形態形成タンパク質、副甲状腺ホルモン、インスリン様増殖因子
－Ｉ（ＩＧＦ－Ｉ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、形質転換増殖因子、ノギン系化合
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物、骨形成性成長ペプチド、成長ホルモン、エストロゲン系化合物、ビスホスホナート系
化合物、スタチン系化合物、カルシトニン系化合物、ジヒドロキシビタミンＤ３系化合物
、カルシウム調製物および分化因子からなる群から選択される、請求項１に記載の使用。
【請求項５】
　前記ＢＭＰは、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４およびＢＭＰ７を含む、請求項４に記載の使用。
【請求項６】
　前記対象は、骨粗鬆症、骨折または骨欠損症、原発性または二次的な副甲状腺機能亢進
症、変形性関節炎、歯周病または歯周欠損、骨溶解性骨疾患、形成外科手術後、整形外科
埋め込み後および歯科埋め込み後からなる群から選択される医学的状態を有する、請求項
１に記載の使用。
【請求項７】
　前記対象はヒトである、請求項１に記載の使用。
【請求項８】
　前記エリスロポイエチンおよび前記フィブロネクチンは共配合物である、請求項１に記
載の使用。
【請求項９】
　前記エリスロポイエチンおよび前記フィブロネクチンは別個の配合物に存在する、請求
項１に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、そのいくつかの実施形態において、エリスロポイエチンおよびフィブロネク
チン組成物に関し、より具体的には、限定されないが、骨再生のためのその使用に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　骨再生ならびに骨折治癒は、多くの異なる細胞タイプおよび因子の協調した取り組みを
必要とする複雑なプロセスである。それぞれの成分が寄与することが、これらの状況にお
いて最適化を達成するために不可欠である。骨傷害（例えば、疾患または骨折から生じる
骨傷害など）は、効率的に、かつ、より重要なことではあるが、迅速に治癒させる必要が
ある。
【０００３】
　骨は動的な生体組織であり、骨マトリックスの再吸収および沈着によって絶えず補充さ
れている。この堅い組織により身体が形成および支持され、同様にまた、一部の器官が保
護される。この堅い組織はまた、ミネラルのための貯蔵部位として役立ち、また、血液細
胞の発達および貯蔵のための媒体、すなわち、骨髄を提供する。骨は様々な形で生じ、ま
た、複雑な内部構造および外部構造を有するために軽量であるが、強靱で硬い。
【０００４】
　骨を構成する１つのタイプの組織が、剛性およびハニカム様の三次元内部構造を骨に与
える石灰化した骨性組織（これはまた、骨組織とも呼ばれる）である。骨性組織は、カル
シウムヒドロキシルアパタイトと呼ばれる化学的配置でのリン酸カルシウムからほとんど
が形成される比較的硬い軽量の複合物である。すべての骨が、骨性組織を構成する石灰化
した有機マトリックスに埋め込まれる生細胞からなる。骨に見出される他のタイプの組織
には、骨髄、骨内膜、骨膜、神経、血管および軟骨が含まれる。
【０００５】
　骨は、均一に詰まったものではなく、むしろ、いくらかの空間がその硬い構成要素の間
に存在する。骨の硬い外側層が、その最小限の隙間および空間のためにそう呼ばれるが、
緻密骨組織（これはまた、高密度骨または皮質骨ともいう）から構成され、したがって、
骨にその滑らかな白色の固体外観を与える。この器官の内部を満たすものが、器官全体を
より軽くし、血管および骨髄のための空間を可能にする桿状様構成要素およびプレート様
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構成要素の網状組織から構成される小柱状骨組織（海綿質骨または海綿骨とも呼ばれるオ
ープンセルの多孔性網状組織）である。そのうえ、骨は本質的には脆いが、実際には、相
当な程度の弾性が主にコラーゲンによってもたらされる。
【０００６】
　数タイプの細胞が骨を構成しており、そのような細胞には、骨芽細胞、骨細胞および破
骨細胞が含まれる。これらの細胞を取り囲むものが、無機部分および有機部分を含むマト
リックス（骨の主要構成成分）である。無機部分は主として結晶性ミネラル、塩およびカ
ルシウム（これはヒドロキシアパタイトの形態で存在する）である。有機部分は主として
ＩＩ型コラーゲンである。マトリックスの有機部分にはまた、様々な増殖因子、グリコサ
ミノグリカン、オステオカルシン、オステオネクチン、骨シアロタンパク質および細胞接
着因子が含まれる。骨のマトリックスを他の細胞のマトリックスから区別する主要なもの
の１つが、骨におけるマトリックスは硬いということである。
【０００７】
　骨の潜在的治癒力が、骨症（例えば、骨粗鬆症、骨軟化症、くる病）の場合であろうと
、または骨折モデルもしくは癒合モデル（例えば、骨移植）の場合であろうと、様々な生
化学的機構、生体力学的機構、細胞機構、ホルモン機構および病理学的機構によって影響
を受ける。骨の沈着、再吸収および再構築が絶えず生じる状態では、治癒プロセスが促進
される。例えば、骨折治癒は、組織をその元の物理的特性および機械的特性に回復させる
一方で、様々な全身的因子および局所的因子によって影響を受ける。治癒が、異なるが、
重複する３つの段階で生じる：１）初期の炎症段階、２）修復段階、および、３）後期の
再構築段階［Ｔｓｉｒｉｄｉｓ　Ｅ．（２００７）、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｊｕｒ
ｙ、（３８）１：Ｓ１１～２５；Ｋａｌｆａｓ　ＩＨ他、Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ　Ｆｏｃｕ
ｓ（２００１）１５；１０（４）：Ｅ１］。骨の機能は非常に多く、また複雑であるので
、医師または他の医療従事者による臨床的ケアを必要とする多くの障害が存在する。
【０００８】
　エリスロポエチン（ＥＰＯ）またはフィブロネクチン（ＦＮ）を骨再生のために使用す
るための様々なアプローチが試みられており、いくつかが下記において要約される。
【０００９】
　ＥＰＯを骨治癒のために投与することが、マウスの閉鎖大腿骨骨折モデルにおいてＨｏ
ｌｓｔｅｉｎ他によって記載されている［Ｈｏｌｓｔｅｉｎ他、Ｌｉｆｅ　ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ（２００７）８０（１０）：８９３～９００］。その教示によれば、５０００Ｕ／ｋ
ｇのＥＰＯを骨折１日前から骨折後４日目まで毎日、ｉ．ｐ．注射することにより、石灰
化骨および類骨の増大した割合が処置マウスにおいて高まった（ＥＰＯは、軟らかい仮骨
から硬い仮骨への移行を高めた）。
【００１０】
　米国特許第７４７３６７８号は、骨、歯周組織、靱帯または軟骨の成長を、哺乳動物に
おいて血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）を含む組成物を適用することによって促進させる
方法を開示する。この組成物はさらに、ＥＰＯを含み得る。
【００１１】
　米国特許出願公開第２００８００３１８５０号は、構造的組織（例えば、骨など）の再
生を促進させるための造血性増殖因子（特に、エリスロポエチン（ＥＰＯ）およびトロン
ボポエチン（ＴＰＯ））の使用を開示する。
【００１２】
　米国特許第５２６４２１４号は骨修復用の組成物を開示する。記載される組成物は、合
成された親水性ポリマーに化学的にコンジュゲートされたコラーゲンを含んでおり、ＥＰ
Ｏをさらに含み得る。そのうえ、このコラーゲンはタンパク質（例えば、ＦＮなど）に架
橋することができる。
【００１３】
　米国特許出願公開第２００５０１９１２４８号は、ＦＮおよびＥＰＯを含む、骨再生の
ための線維組織形成剤を教示する。
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【発明の概要】
【００１４】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によれば、骨再生をその必要性のある対象において
促進させる方法が提供され、該方法は、治療有効量のエリスロポエチンおよびフィブロネ
クチンを対象に投与し、それにより、骨再生を対象において促進させることを含み、（ｉ
）エリスロポエチンの治療有効量が、全身投与については約１μｇ／Ｋｇ～５０μｇ／Ｋ
ｇからなる群から選択され、局所投与については約０．１μｇ／ｍｌ～５０μｇ／ｍｌか
らなる群から選択され、かつ、（ｉｉ）フィブロネクチンの治療有効量が、全身投与につ
いては約１００μｇ／ｍｌ～１０００μｇ／ｍｌからなる群から選択され、局所投与につ
いては約５０μｇ／ｍｌ～５００μｇ／ｍｌからなる群から選択される。
【００１５】
　本発明のいくつかの実施形態の態様によれば、エリスロポエチンおよびフィブロネクチ
ンを含む整形外科用移植片が提供される。
【００１６】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、本発明の方法はさらに、治療有効量のＰＤＧＦ
を含む。
【００１７】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、ＰＤＧＦの治療有効量が、全身投与については
約１０ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌからなる群から選択され、局所投与については約１
ｎｇ／ｍｌ～５０ｎｇ／ｍｌからなる群から選択される。
【００１８】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、全身投与が、静脈内注入および骨内注入からな
る群から選択される。
【００１９】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、局所投与が、被覆されたインプラント、被覆さ
れた合成骨、および、被覆された骨移植片からなる群から選択される。
【００２０】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、投与が、１日に少なくとも１回行われる。
【００２１】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、本発明の方法はさらに、骨再生を促進させるこ
とができる少なくとも１つの化合物を投与することを含む。
【００２２】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、そのような少なくとも１つの化合物が、骨形態
形成因子、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）、再吸収防止剤、骨形成因子、軟骨由来骨形
態形成タンパク質、副甲状腺ホルモン、インスリン様増殖因子－Ｉ（ＩＧＦ－Ｉ）、線維
芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、形質転換増殖因子、ノギン系化合物、骨形成性成長ペプチド
、成長ホルモン、エストロゲン系化合物、ビスホスホナート系化合物、スタチン系化合物
、カルシトニン系化合物、ジヒドロキシビタミンＤ３系化合物、カルシウム調製物および
分化因子からなる群から選択される。
【００２３】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、ＢＭＰは、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４およびＢＭＰ７
を含む。
【００２４】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、対象は、骨粗鬆症、骨折または骨欠損症、原発
性または二次的な副甲状腺機能亢進症、変形性関節炎、歯周病または歯周欠損、骨溶解性
骨疾患、形成外科手術後、整形外科埋め込み後および歯科埋め込み後からなる群から選択
される医学的状態を有する。
【００２５】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、対象がヒトである。
【００２６】
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　本発明のいくつかの実施形態によれば、エリスロポイエチンおよびフィブロネクチンの
投与が同時に行われる。
【００２７】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、エリスロポイエチンおよびフィブロネクチンが
共配合物に存在する。
【００２８】
　本発明のいくつかの実施形態によれば、エリスロポイエチンおよびフィブロネクチンが
別個の配合物に存在する。
【００２９】
　別途定義されない限り、本明細書中で使用されるすべての技術的用語および／または科
学的用語は、本発明が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を
有する。本明細書中に記載される方法および材料と類似または同等である方法および材料
を本発明の実施形態の実施または試験において使用することができるが、好適な方法およ
び／または材料が下記に記載される。矛盾する場合には、定義を含めて、本特許明細書が
優先する。加えて、材料、方法および実施例は例示にすぎず、限定であることは意図され
ない。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
　本明細書では本発明のいくつかの実施形態を単に例示し添付の図面を参照して説明する
。特に詳細に図面を参照して、示されている詳細が例示として本発明の実施形態を例示考
察することだけを目的としていることを強調するものである。この点について、図面につ
いて行う説明によって、本発明の実施形態を実施する方法は当業者には明らかになるであ
ろう。
【００３１】
【図１】図１は、骨芽細胞の増殖に対するエリスロポエチン（ＥＰＯ）の影響を示す棒グ
ラフである。初代骨芽細胞の細胞培養物を、無血清培地において２４時間、ビヒクル（左
側の棒）、２μｇ／ｍｌの組換えＥＰＯ（中央の棒）または１０μｇ／ｍｌの組換えＥＰ
Ｏ（右側の棒）で処理し、その後、１０μＭのＢｒｄＵと３７℃で６０分間インキュベー
ションした。ＢｒｄＵ＋細胞を、ＢｒｄＵに対して特異的なマウスモノクローナル抗体を
使用して検出した。
【００３２】
【図２】図２は、骨芽細胞の接着に対するＥＰＯおよびフィブロネクチン（ＦＮ）または
ＩＩ型コラーゲンの影響を示す棒グラフである。９６ウェル組織培養プレートを１００μ
ｇ／ｍｌのＦＮ（黒塗りの棒）または１２５μｇ／ｍｌのＩＩ型コラーゲン（斜線付きの
棒）で被覆した。ビヒクル（左側の棒）、２μｇ／ｍｌの組換えＥＰＯ（中央の棒）また
は１０μｇ／ｍｌの組換えＥＰＯ（右側の棒）で無血清培地において１時間処理された骨
芽細胞を、３７℃で１時間、組織培養プレートに接着させた。接着性細胞を固定し、染色
し、ＯＤ５９０ｎｍで調べた。それぞれのアッセイを６つの個別ウェルにおいて行い、３
回の独立した実験で繰り返した。
【００３３】
【図３Ａ－Ｂ】図３Ａ～図３Ｂは、初代ヒト骨芽細胞（ＨＯＢ）の増殖に対するＥＰＯの
影響を示す棒グラフである。図３Ａは、ＥＰＯ単独によるＨＯＢの増殖を示し、図３Ｂは
、ＥＰＯおよびＦＮの組合せによるＨＯＢの増殖を示す。
【００３４】
【図４】図４は、ＨＯＢの増殖に対する、ＥＰＯ、ＰＤＧＦまたは両者（すべてがＦＮを
伴う）の影響を示す棒グラフである。
【００３５】
【図５Ａ－Ｂ】図５Ａ～図５Ｂは、ＨＯＢにおけるオステオカルシンおよびＢＭＰの発現
に対するＥＰＯの影響を示す棒グラフである。図５Ａは、オステオカルシンおよびＢＭＰ
の発現に対するＥＰＯ単独の影響を示し、図５Ｂは、オステオカルシンおよびＢＭＰの発
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現に対するＥＰＯおよびＦＮの組合せの影響を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　本発明は、そのいくつかの実施形態において、エリスロポイエチンおよびフィブロネク
チン組成物に関し、より具体的には、限定されないが、骨再生のためのその使用に関する
。
【００３７】
　本発明の原理および操作は、図面および付随する説明を参照してより良く理解されるこ
とができる。
【００３８】
　本発明の少なくとも１つの実施形態を詳細に説明する前に、本発明は、その適用におい
て、下記の説明に示される細部、または、実施例によって例示される細部に必ずしも限定
されないことを理解しなければならない。本発明は他の実施形態が可能であり、あるいは
、様々な方法で実施、または、実行される。また、本明細書中において用いられる表現法
および用語法は説明のためであって、限定として見なされるべきでないことを理解しなけ
ればならない。
【００３９】
　本発明を実施に移しているとき、本発明者は、エリスロポイエチン（ＥＰＯ）およびフ
ィブロネクチン（ＦＮ）の特定の濃度が骨芽細胞の増殖、接着およびその中の骨形態形成
タンパク質（ＢＭＰ）およびオステオカルシンの発現を著しく加速させることを発見して
いる。これらの発見は、本発明の教示が、骨再生を促進する際に使用されることを示唆す
る。
【００４０】
　本明細書中下記および下記の実施例の節において示されるように、本発明者は、ＥＰＯ
、ＦＮおよびＰＤＧＦのある特定の濃度が骨形成のために望ましいことを、労力を要する
実験により発見している。本発明者は、ＥＰＯが骨芽細胞の増殖および細胞接着を用量依
存的様式で促進させることを具体的に示している（図１～図２）。そのうえ、ＥＰＯおよ
びＦＮの両方の存在下での骨芽細胞の成長により、これらの骨細胞による接着レベル（図
２）、増殖レベル（図３Ａ～図３Ｂ）、ならびに、各種ＢＭＰおよびオステオカルシンの
発現（図５Ａ～図５Ｂ）が著しく大きくなる。さらに、図４に示されるように、ＰＤＧＦ
をＥＰＯおよびＦＮに加えることにより、これらの細胞増殖が大幅に高まった。まとめる
と、これらの結果は、骨再生を促進させることにおける、ＥＰＯ、ＦＮおよびＰＤＧＦの
有用性を実証している。
【００４１】
　したがって、本発明の１つの態様によれば、骨再生をその必要性のある対象において促
進させる方法が提供され、該方法は、治療有効量のエリスロポエチンおよびフィブロネク
チンを対象に投与し、それにより、骨再生を対象において促進させることを含み、エリス
ロポエチンの治療有効量が、全身投与については約１μｇ／Ｋｇ～５０μｇ／Ｋｇからな
る群から選択され、局所投与については約０．１μｇ／ｍｌ～５０μｇ／ｍｌからなる群
から選択され、かつ、フィブロネクチンの治療有効量が、全身投与については約１００μ
ｇ／ｍｌ～１０００μｇ／ｍｌからなる群から選択され、局所投与については約５０μｇ
／ｍｌ～５００μｇ／ｍｌからなる群から選択される。
【００４２】
　本明細書中で使用される場合、用語「骨再生」は、（例えば、骨芽細胞の増殖による）
骨の形成を促進させること、および、場合により骨の再吸収を阻害することをいう。
【００４３】
　骨再生に関連しての用語「促進する」は、骨組織、骨細胞、骨細胞分化、骨マトリック
スなどの量を、骨再生を可能にする様式で増大させるプロセスを示す。したがって、本発
明のいくつかの実施形態において、促進するとは、骨再生における少なくとも約１０％、
２０％、５０％、８０％、１００％またはそれより多い増大、または、骨吸収における少
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なくとも約１０％、２０％、５０％、８０％の阻止を示す。当業者は、様々な方法論およ
びアッセイが、骨再生の促進を評価するために使用できること、また、同様に、様々な方
法論およびアッセイが、骨分解または吸収の阻止を評価するために使用され得ることを理
解する。
【００４４】
　本明細書中で使用される場合、語句「骨組織」は、骨器官の堅い部分を構成する骨性組
織をいう。骨組織の用語は、海綿状の骨性組織および緻密な骨性組織の両方を示す。
【００４５】
　どのようなタイプの骨であっても、本発明の教示に従って再生され得ることが理解され
る。そのような骨には、長骨（例えば、四肢の骨、指および足指の骨を含む）、短骨（例
えば、手首および足首の骨）、扁平骨（例えば、頭蓋骨、胸骨）、不規則形骨（例えば、
脊椎および股関節部の骨）および種子骨（例えば、膝蓋骨および豆状骨）が含まれる。
【００４６】
　本明細書中で使用される場合、語句「骨細胞」は、骨形成細胞（例えば、骨芽細胞など
）、骨再吸収細胞（例えば、破骨細胞など）、マクロファージ、スカベンジャー細胞およ
び骨始原体細胞（例えば、間質細胞、骨形成原細胞または骨再吸収細胞始原体など）をは
じめとする、骨格組織の細胞（例えば、骨、軟骨、腱、靱帯、骨髄間質および結合組織の
細胞など）をいう。
【００４７】
　本明細書中で使用される場合、語句「骨マトリックス」は、無機物（例えば、結晶性ミ
ネラル、カルシウム塩およびヒドロキシルアパタイトなど）および有機物（例えば、コラ
ーゲン（例えば、Ｉ型コラーゲン）、増殖因子、グリコサミノグリカン、オステオカルシ
ン、オステオネクチン、骨シアロタンパク質および細胞接着因子など）からなる骨組織の
細胞間物質をいう。
【００４８】
　本発明の組成物は、骨再生をその必要性のある対象において促進させることが想定され
る。
【００４９】
　本明細書中で使用される用語「対象」は、どのような段階および／または程度であって
も、骨損傷を経験するか、または経験することがある任意の哺乳動物（例えば、ヒト、ま
たは馬（ウマ科）、牛、ヤギ、羊、豚、犬、猫、ラクダ、アルパカ、ラマ、ヤクを含むが
それらに限定されない飼育動物）（任意の年齢の雌雄（男女））を示す。
【００５０】
　本発明の組成物は、骨欠損に関連する何らかの疾患または状態を処置または防止するた
めに使用され得ること、例えば、限定されないが、閉鎖骨折、開放骨折または非癒着性骨
折において骨の欠損および欠乏を防止すること；骨量を危険性のある若年個体において増
大させること；最大骨量を閉鎖骨折および開放骨折の整復において高めることによる若年
個体における予防的処置；形成外科手術または形成外科手術後における骨治癒の促進；接
合していない整形外科後インプラントおよび歯科インプラント中への骨内部成長の刺激；
閉経期前の女性における最大骨量の上昇；成長不全の処置；原発性または二次的な副甲状
腺機能亢進症の処置；骨溶解性骨疾患（例えば、ガンなど）の処置；歯周病および歯周欠
損の処置、また、他の歯修復プロセス；伸延骨形成術時での骨形成における増大；ならび
に、他の骨格障害（例えば、加齢による骨粗鬆症、閉経後の骨粗鬆症、グルココルチコイ
ド誘導による骨粗鬆症、または、廃用性骨粗鬆症、および、関節炎、変形性関節炎、また
は、一方では骨の形成を刺激することから利益を受け、他方では骨の再吸収を阻害するこ
とから利益を受ける何らかの状態）の処置のために使用され得ることが理解される。本発
明の薬剤はまた、骨の先天的、外傷誘導的または外科的切除（例えば、ガン処置のための
外科的切除）の修復において、また、美容外科において有用であり得る。さらに、本発明
の組成物は、軟骨の欠損または障害を制限または処置するために使用することができ、ま
た、骨が損傷している創傷治癒または組織修復において有用であり得る。
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【００５１】
　本発明の教示に従って処置され得るさらなる骨関連の疾患または状態には、骨嚢胞、骨
棘突起（骨棘）、骨腫瘍、骨巨細胞腫、骨肉腫、頭蓋骨癒合症、進行性骨化性線維形成異
常症、線維性異形成症、低ホスファターゼ症、クリッペルフェーユ症候群、代謝性骨疾患
、変形性骨炎（または骨パジェット病）、嚢胞性線維性骨炎（または線維性骨炎、すなわ
ち、骨レックリングハウゼン病）、恥骨骨炎、硬化性骨炎、硬化性腸骨骨炎、離断性骨軟
骨炎、骨軟骨腫（骨腫瘍）、骨形成不全症、骨軟化症、骨髄炎、骨減少症、大理石骨病、
骨萎縮性骨増殖症および腎性骨ジストロフィーが含まれる。
【００５２】
　本明細書中で使用される場合、語句「処置または防止する」は、骨欠乏症状の発達を遅
らせること、および／または、発達するか、もしくは、発達することが予想されるそのよ
うな症状の重篤度における軽減をいう。これらはさらに、存在する骨欠乏症状または軟骨
欠乏症状を改善すること、さらなる症状を防止すること、症状の根本的な代謝的原因を改
善または防止すること、骨の再吸収を防止するか、もしくは逆転させること、および／ま
たは、骨の成長を促すことを含む。当業者は、様々な方法論およびアッセイが、状態の発
達を評価するために使用できること、そして、同様に、様々な方法論およびアッセイが、
状態の軽減、寛解または退行を評価するために使用され得ることを理解する。
【００５３】
　処置を、当該分野では広く知られているモデル（例えば、マウスおよびイヌの動物モデ
ル）を使用して、常法的な実験法によって評価することができる。当該分野において知ら
れているさらなるパラメーターを、例えば、骨のＸ線写真などによって、対象における骨
再生を明らかにするために定量化することができる。
【００５４】
　述べられたように、本発明のこの態様による方法は、治療有効量のエリスロポイエチン
（ＥＰＯ）およびフィブロネクチン（ＦＮ）を対象に投与することによって達成される。
【００５５】
　本明細書中で使用される用語「エリスロポイエチン」は、哺乳動物（例えば、ヒト）の
エリスロポイエチンタンパク質（交換可能に、ポリペプチドとともに使用される）または
その模倣体を示す（例えば、ＧｅｎＢａｎｋアクセション番号ＮＰ＿０００７９０に示さ
れるもの）。エリスロポイエチンは、組換えＤＮＡ技術または固相技術を使用して合成す
ることができる。エリスロポイエチンはまた市販されている（例えば、Ｃｙｔｏｌａｂ／
Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ、Ｒｅｈｏｖｏｔ、イスラエル；Ａｒｅｎｅｓｐ、Ａｍｇｅｎ、Ｔｈ
ｏｕｓａｎｄ　Ｏａｋｓ、ＣＡ、アメリカ合衆国；およびＥｐｏｇｅｎ、Ａｍｇｅｎ、Ｔ
ｈｏｕｓａｎｄ　Ｏａｋｓ、ＣＡ、アメリカ合衆国、Ｂｒｉｓｔｒｏｌ－Ｍｅｙｅｒｓ　
Ｓｑｕｉｂｂ、ＲｏｃｈｅおよびＳａｎｏｆｉ－Ａｖｅｎｔｉｓ）。エリスロポイエチン
は、完全な糖タンパク質として、または、結合した糖を欠くタンパク質サブユニットのみ
として使用することができる。本発明のエリスロポイエチンは、臨床適用のために使用さ
れるので、好ましくは無菌であるか、または、考えられる混入因子（例えば、細菌または
細菌成分）が、例えばフィルタによって除かれ得る。
【００５６】
　本明細書中で使用される用語「フィブロネクチン」は、哺乳動物（例えば、ヒト）のフ
ィブロネクチンタンパク質（交換可能に、ポリペプチドとともに使用される）またはその
模倣体を示す（例えば、ＧｅｎＢａｎｋアクセション番号ＮＰ＿００２０１７に示される
もの）。フィブロネクチンは、組換えＤＮＡ技術または固相技術を使用して合成すること
ができる。フィブロネクチンはまた市販されている（例えば、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔ
ｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｃ．、Ｔｅｍｅｃｕｌａ、ＣＡ、アメリカ合衆国）。本発明
のフィブロネクチンは、臨床適用のために使用されるので、好ましくは無菌であるか、ま
たは、考えられる混入因子（例えば、細菌または細菌成分）が、例えばフィルタによって
除かれ得る。
【００５７】
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　模倣体の組成物が使用されるとき、ＦＮおよびＥＰＯの投薬量は、例えば、モル価に従
うなどして較正されなければならないことが理解される。そのような較正は、当業者には
日常的な計算である。
【００５８】
　本発明の医薬組成物は、エリスロポイエチンおよびフィブロネクチンを共配合物におい
て、または、２つの別個の組成物において含むことができる。共配合されないとき、エリ
スロポイエチンおよびフィブロネクチンの投与は同時にまたは連続的に実施されてもよい
ことが理解される。
【００５９】
　本発明の教示のいくつかの実施形態によれば、エリスロポエチンおよびフィブロネクチ
ンは全身投与または局所投与によって投与され得ることが理解される。
【００６０】
　本明細書中で使用される場合、語句「全身投与」は、本発明の組成物の経口投与、静脈
内投与、腹腔内投与および筋肉内投与をいう。例示的な実施形態によれば、本発明の組成
物は静脈内において行われる。別の例示的な実施形態によれば、本発明の組成物は、骨内
注入によって、損傷した骨に直接に投与される。
【００６１】
　本明細書中で使用される場合、語句「局所投与」は、本発明の組成物を、損傷した骨の
非常に近いところに適用することをいう。
【００６２】
　本発明の組成物はまた、骨インプラント（例えば、薬物溶出インプラント）、合成骨（
例えば、薬物溶出代用物）、骨移植片、整形外科用の被覆されたインプラント（骨ネジ、
チタンインプラントを含む）または他の固定デバイスに組成物を被覆するか、または埋め
込むことによって、再生を必要としている骨に直接に送達してもよい。本発明の組成物は
、当業者に知られているいずれかの方法を使用して、例えば、インプラントを、治療剤を
含有する溶液に薄膜成長サイクルの間で入れることによって、または、所望される薬剤を
過飽和溶液に溶解し、インプラントのリン酸カルシウム被覆の中に吸収させることによっ
て、埋め込みデバイスの内部に被覆または埋め込んでもよい［例えば、Ｄｅｖｅｌｏｐｍ
ｅｎｔ　ｉｎ　ｎｅｗ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ－Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎｓ（１９９９）、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｂｅｒｌｉ
ｎ／Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、第３巻（３）：１７９～１８０、お
よび、Ｐｉｏｌｅｔｔｉ他、Ｓｏｕｒｃｅ：Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒ
ｙ（２００８）、第５巻（１）、５９頁を参照のこと］。
【００６３】
　本発明のインプラントの形態および形状は特に限定されない。インプラントは、任意の
所望される形態または形状（例えば、スポンジ、メッシュ物、不織布製造物、ディスク、
フィルム、スティック、粒子またはペーストなど）を取ることができる。本発明のインプ
ラントは、他の材料との組合せで使用することができる。例えば、本発明の増殖因子はヒ
ドロキシアパタイトの顆粒と混合することができ、得られた物を骨フィラーとして使用す
ることができる。これらの形態および形状は、インプラントの用途に依存して好適に選択
することができる。
【００６４】
　本発明の教示に従って適用されるエリスロポイエチンおよびフィブロネクチンの用量は
変化し得ることが理解される。したがって、エリスロポイエチンは、処置される骨損傷の
重篤度に依存して、全身投与については１μｇ／ｋｇ～５０μｇ／ｋｇの間での用量で、
または局所投与については１００μｇ／ｍｌ～１０００μｇ／ｍｌの間での用量で投与す
ることができる。フィブロネクチンは、処置される骨損傷の重篤度に依存して、全身投与
については、１００μｇ／ｍｌ～１０００μｇ／ｍｌの間での用量で、または局所投与に
ついては５０μｇ／ｍｌ～５００μｇ／ｍｌの間での用量で投与することができる。
【００６５】
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　本発明の実施形態によれば、本発明のいくつかの組成物はさらに、治療有効量の血小板
由来増殖因子（ＰＤＧＦ）を含み得る。
【００６６】
　本明細書中で使用される場合、用語「血小板由来増殖因子」は、例えば、ＧｅｎＢａｎ
ｋアクセション番号ＮＰ＿１４８９８３、同ＮＰ＿００２５９８などで示される哺乳動物
（例えば、ヒト）のＰＤＧＦタンパク質（これはポリペプチドと交換可能に使用される）
またはその模倣体をいう。ＰＤＧＦは、組換えＤＮＡ技術または固相技術を使用して合成
してもよい。ＰＤＧＦはまた、市販されている（例えば、Ｓｉｇｍａ）。本発明のＰＤＧ
Ｆは臨床用途なので、本発明のＰＤＧＦは好ましくは無菌であるか、または、可能性のあ
る混入因子から精製され得る（例えば、細菌または細菌成分から、例えば、フィルターな
どによって精製され得る）。
【００６７】
　ＰＤＧＦは、エリスロポエチンおよびフィブロネクチンに関して、共配合物または別個
の組成物で配合され得ることが理解される。共配合されないとき、ＰＤＧＦの投与はエリ
スロポエチンおよびフィブロネクチンに対して同時または連続して行われ得ることが理解
される。
【００６８】
　本発明の教示によれば、対象に投与されるＰＤＧＦの用量は変化し得る。したがって、
ＰＤＧＦを、全身投与については１０ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌの用量で投与するこ
とができ、または、局所投与については１ｎｇ／ｍｌ～５０ｎｇ／ｍｌの用量で投与する
ことができる。
【００６９】
　本発明の組成物は、それ自体で、あるいは、医薬組成物において対象に投与することが
できる。
【００７０】
　本明細書中で使用される「医薬組成物」は、本明細書中に記載される有効成分の調製物
と、他の化学的成分（例えば、生理学的に好適なキャリアおよび賦形剤など）との調製物
を示す。組成物の目的は、対象に対する有効成分（例えば、ＥＰＯ、ＦＮおよびＰＤＧＦ
）の投与を容易にすることである。
【００７１】
　本明細書中で使用される用語「有効成分」は、意図される生物学的効果（すなわち、骨
再生を促進すること）を担うエリスロポイエチン、フィブロネクチンおよびＰＤＧＦ組成
物を示す。
【００７２】
　以降、交換可能に使用されうる表現「生理学的に許容されるキャリア」および表現「医
薬的に許容されるキャリア」は、生物に対する著しい刺激を生じさせず、投与された有効
成分の生物学的な活性および性質を阻害しないキャリアまたは希釈剤を示す。アジュバン
トはこれらの表現に含まれる。
【００７３】
　本明細書中において、用語「賦形剤」は、本発明の有効成分の投与をさらに容易にする
ために組成物（医薬組成物）に添加される不活性な物質を示す。
【００７４】
　本発明の医薬組成物にはまた、骨の形成を促進させ、かつ／または、骨の再吸収を阻害
する１つ以上の化合物が含まれ得ることが理解され、例えば、骨形態形成因子、骨形態形
成タンパク質（ＢＭＰ１、ＢＭＰ２、ＢＭＰ３、ＢＭＰ４、ＢＭＰ５、ＢＭＰ６、ＢＭＰ
７、ＢＭＰ８ａ、ＢＭＰ８ｂ、ＢＭＰ１０およびＢＭＰ１５を含む）、副甲状腺ホルモン
、ノギン、骨形成性成長ペプチド、再吸収防止剤、骨形成因子、軟骨由来骨形態形成タン
パク質、成長ホルモン、サイトカイン（例えば、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）など）、
インスリン様増殖因子－Ｉ（ＩＧＦ－Ｉ）、形質転換増殖因子、エストロゲン系化合物、
ビスホスホナート系化合物、スタチン、カルシトニン、ジヒドロキシビタミンＤ３および
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カルシウム調製物などがこの目的のために好ましい。
【００７５】
　薬物の配合および投与のための様々な技術が、“Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ”Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、Ｅ
ａｓｔｏｎ、ＰＡ、最新版に見出され得る（これは参照によって本明細書中に組み込まれ
る）。
【００７６】
　本明細書中上記したように、好適な投与経路には、例えば、全身的様式が含まれ、これ
には、経口送達、直腸送達、経粘膜送達（特に、経鼻送達）、腸管送達または非経口送達
（筋肉内注射、皮下注射および髄内注射、ならびに、髄腔内注射、直接の脳室内注射、静
脈内注射、腹腔内注射、筋肉内注射、鼻腔内注射または眼内注射を含む）が含まれる。本
発明の組成物はまた、骨内注入により投与され得ることが理解される。
【００７７】
　あるいは、本発明の医薬組成物は、例えば、医薬組成物を直接に患者の骨組織領域に注
入することにより、または、組成物を直接に患者の損傷した骨に近い組織領域に適用する
ことにより、全身的様式ではなく、むしろ、局所的様式で投与してもよい。本発明の組成
物の好適な投与経路には、例えば、局所投与（例えば、角質組織（例えば、皮膚、頭皮な
ど）への局所投与）および粘膜投与（例えば、経口投与、膣投与、眼投与）が含まれ得る
。
【００７８】
　本発明の医薬組成物は、この分野で十分に知られているプロセスによって、例えば、従
来の混合、溶解、造粒、糖衣錠作製、研和、乳化、カプセル化、包括化または凍結乾燥の
プロセスによって製造されることができる。
【００７９】
　本発明に従って使用される医薬組成物は、医薬品として使用されることができる調製物
への有効成分の加工を容易にする賦形剤および補助剤を含む１つまたは複数の生理学的に
許容され得る担体を使用して従来の様式で配合されることできる。適正な配合は、選ばれ
た投与経路に依存する。
【００８０】
　注射の場合、医薬組成物の有効成分は、水溶液において、好ましくは生理学的に適合し
うる緩衝液（例えば、ハンクス溶液、リンゲル溶液、または生理学的な食塩緩衝液など）
において配合されることができる。経粘膜投与の場合、浸透されるバリヤーに対して適切
な浸透剤が配合において使用される。そのような浸透剤はこの分野では一般に知られてい
る。
【００８１】
　経口投与の場合、医薬組成物は、活性化合物をこの分野でよく知られている医薬的に許
容され得る担体と組み合わせることによって容易に配合されることができる。そのような
担体は、本発明の化合物が、患者によって経口摂取される錠剤、ピル、糖衣錠、カプセル
、液剤、ゲル、シロップ、スラリー剤および懸濁物などとして配合されることを可能にす
る。経口使用される薬理学的調製物は、固体の賦形剤を使用し、得られた混合物を場合に
より粉砕し、錠剤または糖衣錠コアを得るために、望ましい好適な補助剤を添加した後、
顆粒の混合物を加工して作製されることができる。好適な賦形剤は、特に、ラクトース、
スクロース、マンニトールまたはソルビトールを含む糖などの充填剤；セルロース調製物
、例えば、トウモロコシデンプン、コムギデンプン、コメデンプン、ジャガイモデンプン
、ゼラチン、トラガカントゴム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロー
ス、ナトリウムカルボメチルセルロースなど；および／またはポリビニルピロリドン（Ｐ
ＶＰ）などの生理学的に許容され得るポリマーである。もし望むなら、架橋されたポリビ
ニルピロリドン、寒天、またはアルギン酸もしくはその塩（例えば、アルギン酸ナトリウ
ムなど）などの崩壊剤が加えられることができる。
【００８２】
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　糖衣錠コアには、好適なコーティングが施される。この目的のために、高濃度の糖溶液
を使用することができ、この場合、糖溶液は、場合により、アラビアゴム、タルク、ポリ
ビニルピロリドン、カルボポールゲル、ポリエチレングリコール、二酸化チタン、ラッカ
ー溶液、および好適な有機溶媒または溶媒混合物を含有しうる。色素または顔料は、活性
化合物の量を明らかにするために、または活性化合物の量の種々の組合せを特徴づけるた
めに、錠剤または糖衣錠コーティングに加えられることができる。
【００８３】
　経口使用されうる医薬組成物としては、ゼラチンから作製されたプッシュ・フィット型
カプセル、ならびに、ゼラチンおよび可塑剤（例えば、グリセロールまたはソルビトール
など）から作製された軟いシールされたカプセルが挙げられる。プッシュ・フィット型カ
プセルは、充填剤（例えば、ラクトースなど）、結合剤（例えば、デンプンなど）、滑剤
（例えば、タルクまたはステアリン酸マグネシウムなど）、および場合により安定化剤と
の混合で有効成分を含有することができる。軟カプセルでは、有効成分は、好適な液体（
例えば、脂肪油、流動パラフィンまたは液状のポリエチレングリコールなど）に溶解また
は懸濁されることができる。さらに、安定化剤が加えられることができる。経口投与され
る配合物はすべて、選ばれた投与経路について好適な投薬形態でなければならない。
【００８４】
　口内投与の場合、組成物は、従来の方法で配合された錠剤またはトローチの形態を取る
ことができる。
【００８５】
　鼻吸入による投与の場合、本発明による使用のための有効成分は、好適な噴射剤（例え
ば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエ
タンまたは二酸化炭素）の使用により加圧パックまたはネブライザーからのエアロゾルス
プレー提示物の形態で都合よく送達される。加圧されたエアロゾルの場合、投与量は、計
量された量を送達するためのバルブを備えることによって決定されることができる。ディ
スペンサーにおいて使用される、例えば、ゼラチン製のカプセルおよびカートリッジは、
化合物および好適な粉末基剤（例えば、ラクトースまたはデンプンなど）の粉末混合物を
含有して配合されることができる。
【００８６】
　本明細書中に記載される医薬組成物は、例えば、ボーラス注射または連続注入による非
経口投与のために配合されることができる。注射用配合物は、場合により保存剤が添加さ
れた、例えば、アンプルまたは多回用量容器における単位投薬形態で提供されることがで
きる。組成物は、油性ビヒクルまたは水性ビヒクルにおける懸濁物または溶液剤またはエ
マルションにすることができ、懸濁化剤、安定化剤および／または分散化剤などの配合剤
を含有することができる。
【００８７】
　非経口投与される医薬組成物には、水溶性形態の活性調製物の水溶液が含まれる。さら
に、有効成分の懸濁物は、適切な油性または水性の注射用懸濁物として調製されることが
できる。好適な親油性の溶媒またはビヒクルとしては、脂肪油（例えば、ゴマ油など）、
または合成脂肪酸エステル（例えば、オレイン酸エチルなど）、トリグリセリドまたはリ
ポソームが挙げられる。水性の注射用懸濁物は、懸濁物の粘度を増大させる物質、例えば
、ナトリウムカルボキシメチルセルロース、ソルビトールまたはデキストランなどを含有
することができる。場合により、懸濁物はまた、高濃度溶液の調製を可能にするために、
有効成分の溶解性を増大させる好適な安定化剤または薬剤を含有することができる。
【００８８】
　あるいは、有効成分は、好適なビヒクル（例えば、無菌の、パイロジェン不含水溶液）
を使用前に用いて構成される粉末形態であることができる。
【００８９】
　本発明の医薬組成物はまた、例えば、カカオ脂または他のグリセリドなどの従来の座薬
基剤を使用して、座薬または停留浣腸剤などの直腸用組成物に配合されることができる。
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【００９０】
　本発明に関連した使用のために好適な医薬組成物として、有効成分が、その意図された
目的を達成するために有効な量で含有される組成物が含まれる。より具体的には、「治療
有効量」は、処置されている対象の疾患（例えば、骨損傷）の症状を予防、緩和あるいは
改善するために効果的であるか、または、処置されている対象の生存を延ばすために効果
的である、有効成分（例えば、ＥＰＯ、ＦＮ、ＰＤＧＦ）の量を意味する。
【００９１】
　治療有効量の決定は、特に本明細書中で与えられた詳細な開示に照らすと、十分に当業
者の能力の範囲内である。
【００９２】
　本発明の方法において使用されるいかなる調製物についても、投与量または治療有効量
は、生体外および細胞培養アッセイから最初に推定されることができる。例えば、投与量
は、所望の濃度または力価を達成するために、動物モデルにおいて決定されることができ
る。そのような情報は、ヒトにおける有用な投与量をより正確に決定するために使用され
ることができる。
【００９３】
　本明細書中に記載される有効成分の毒性および治療効力は、生体外、細胞培養物、また
は実験動物における標準的な薬学的手法によって決定されることができる。これらの生体
外、細胞培養アッセイおよび動物研究から得られたデータは、ヒトにおける使用のための
投与量範囲を定めるために使用されることができる。投与量は、用いられる投薬形態およ
び利用される投与経路に依存して変化しうる。正確な配合、投与経路および投与量は、患
者の状態を考慮して個々の医師によって選択されることができる（例えば、Ｆｉｎｇｌら
、（１９７５）「Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅ
ｒａｐｅｕｔｉｃｓ」，Ｃｈ．１　ｐ．１を参照のこと）。
【００９４】
　投薬量および投薬間隔を、生物学的影響を誘導または抑制するために十分である有効成
分のレベル（最小有効濃度、ＭＥＣ）に合わせて個々に調節することができる。ＭＥＣは
それぞれの調製物について異なるが、インビトロデータから推定することができる。ＭＥ
Ｃを達成するために必要な投薬量は個体の特性および投与経路に依存する。様々な検出ア
ッセイを、血漿中の濃度を求めるために使用することができる。
【００９５】
　本明細書中に記載される組成物の生物学的影響を評価するために本発明の教示に従って
使用することができる動物モデルには、雌のＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットの長骨
骨折のための動物モデルが含まれる。このモデルでは、臨界サイズの脛骨欠損がラットに
導入される。
【００９６】
　組織の状態（例えば、骨損傷の面積、深さ、および程度）の重篤度および応答性に依存
して、投薬は、単回または複数回投与で行うことができ、この場合、処置期間は、数日か
ら数週または数ヶ月間まで、または治癒が達成されるまで、または豊富な骨が再生される
まで続く。好ましくは、本発明の組成物は少なくとも１日につき１回投与される。
【００９７】
　投与される組成物の量は、当然のことではあるが、処置されている患者、苦痛の重篤度
、投与様式、処方医の判断などに依存する。
【００９８】
　本発明の組成物は、所望されるならば、有効成分を含有する１つまたは複数の単位投薬
形態物を含有し得るパックまたはディスペンサーデバイス（例えば、ＦＤＡ承認キットな
ど）で提供され得る。パックは、例えば、金属ホイルまたはプラスチックホイルを含むこ
とができる（例えば、ブリスターパックなど）。パックまたはディスペンサーデバイスに
は、投与のための説明書が付随し得る。パックまたはディスペンサーデバイスはまた、医
薬品の製造、使用または販売を規制する政府当局によって定められた形式で、通知が添付
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されていることがあり、その通知は、ヒトまたは動物への投与用の組成物の形態の当局に
よる承認を反映する。そのような通知は、例えば、処方薬物について米国食品医薬品局に
よって承認されたラベル書きであり得るか、または、承認された製品添付文書であり得る
。医薬的に許容されるキャリア中に配合された本発明の調製物を含む組成物もまた、上記
にさらに詳述されるように、調製され、適切な容器に入れられ、示される状態の処置につ
いてラベル書きされることができる。
【００９９】
　本発明の組成物はインビボで利用されるので、組成物は好ましくは高純度であり、かつ
、潜在的に有害な混入物を実質的に含まず、例えば、少なくともＮａｔｉｏｎａｌ　Ｆｏ
ｏｄ（ＮＦ）規格であり、一般には少なくとも分析規格であり、好ましくは少なくとも医
薬品規格である。所与の化合物が使用前に合成されなければならないという点では、その
ような合成またはその後の精製は好ましくは、合成または精製手順の間に使用され得る何
らかの潜在的に混入し得る毒性の薬剤を実質的に含まない生成物をもたらさなければなら
ない。
【０１００】
　さらなる因子を本発明の組成物（すなわち、上記のエリスロポイエチンおよびフィブロ
ネクチン）に配合することができる。これらには、下記のものが含まれるが、それらに限
定されない：細胞外マトリックス成分（例えば、ビトロネクチン、ラミニン、コラーゲン
、エラスチン）、増殖因子（例えば、ＦＧＦ１、ＦＧＦ２、ＩＧＦ１、ＩＧＦ２、ＰＤＧ
Ｆ、ＥＧＦ、ＫＧＦ、ＨＧＦ、ＶＥＧＦ、ＳＤＦ－１、ＧＭ－ＣＳＦ、ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳ
Ｆ、ＴＧＦα、ＴＧＦβ、ＮＧＦおよびＥＣＧＦ）、低酸素誘導因子（例えば、ＨＩＦ－
１αおよびＨＩＦ－１βならびにＨＩＦ－２）、ホルモン（例えば、インスリン、成長ホ
ルモン（ＧＨ）、ＣＲＨ、レプチン、プロラクチンおよびＴＳＨ）、血管形成因子（例え
ば、アンギオゲニンおよびアンギオポイエチン）、凝固および抗凝固因子［例えば、第Ｉ
因子、第ＸＩＩＩ因子、組織因子、カルシウム、ｖＷＦ、プロテインＣ、プロテインＳ、
プロテインＺ、フィブロネクチン、アンチトロンビン、ヘパリン、プラスミノーゲン、低
分子量ヘパリン（Ｃｌｉｘａｎ）、高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）、プレカリクレイ
ン、プラスミノーゲン活性化因子阻害剤－１（ＰＡＩ１）、プラスミノーゲン活性化因子
阻害剤－２（ＰＡＩ２）、ウロキナーゼ、トロンボモジュリン、組織プラスミノーゲン活
性化因子（ｔＰＡ）、α２－アンチプラスミンおよびプロテインＺ関連プロテアーゼ阻害
剤（ＺＰＩ）］、サイトカイン（ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－
４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、Ｉ
Ｌ－１２、ＩＬ－１３、ならびに、ＩＮＦ－α、ＩＮＦ－βおよびＩＮＦ－γ）、ケモカ
イン（例えば、ＭＣＰ－１またはＣＣＬ２）、酵素（例えば、エンドグリコシダーゼ、エ
キソグリコシダーゼ、エンドヌクレアーゼ、エキソヌクレアーゼ、ペプチダーゼ、リパー
ゼ、オキシダーゼ、デカルボキシラーゼ、ヒドラーゼ、コンドロイチナーゼ、コンドロイ
チナーゼＡＢＣ、コンドロイチナーゼＡＣ、ヒアルロニダーゼ、ケラタナーゼ、へパラナ
ーゼ、へパラナーゼスプライス変化体、コラゲナーゼ、トリプシン、カタラーゼ）、神経
伝達物質（例えば、アセチルコリンおよびモノアミン）、神経ペプチド（例えば、サブス
タンスＰ）、ビタミン（例えば、Ｄ－ビオチン、塩化コリン、葉酸、ｍｙｏ－イノシトー
ル、ナイアシンアミド、Ｄ－パントテン酸、カルシウム塩、ピリドキサール．ＨＣｌ、ピ
リドキシン．ＨＣｌ、リボフラビン、チアミン．ＨＣｌ、ビタミンＢ１２、ビタミンＥ、
ビタミンＣ、ビタミンＤ、ビタミンＢ１～６、ビタミンＫ、ビタミンＡおよびビタミンＰ
Ｐ）、炭水化物（例えば、単糖／二糖／多糖、これらには、グルコース、マンノース、マ
ルトースおよびフルクトースが含まれる）、イオン、キレーター（例えば、Ｆｅキレータ
ー、Ｃａキレーター）、抗酸化剤（例えば、ビタミンＥ、ケルセチン、超酸化物スカベン
ジャー、スーパーオキシドジスムターゼ、Ｈ２Ｏ２スカベンジャー、フリーラジカルスカ
ベンジャー、Ｆｅスカベンジャー）、脂肪酸（例えば、トリグリセリド、リン脂質、コレ
ステロール、遊離脂肪酸および非遊離脂肪酸、脂肪アルコール、リノール酸、オレイン酸
およびリポ酸）、抗生物質（例えば、ペニシリン、セファロスポリンおよびテトラサイク
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リン）、鎮痛剤、麻酔剤、抗菌剤、抗酵母剤、抗真菌剤、抗ウイルス剤、プロバイオティ
ック剤、抗原虫剤、かゆみ止め剤、抗皮膚炎剤、制吐剤、抗炎症剤、抗高角質溶解剤、制
汗剤、抗乾癬剤、抗脂漏剤、抗ヒスタミン剤、アミノ酸（例えば、必須アミノ酸および非
必須アミノ酸（Ａ～Ｚ）、特に、グルタミンおよびアルギニン）、塩（例えば、ピルビン
酸塩および硫酸塩）、硫酸塩（例えば、硫酸カルシウム）、ステロイド（例えば、アンド
ロゲン、エストロゲン、プロゲスタゲン、グルココルチコイドおよびミネラルコルチコイ
ド）、カテコールアミン（例えば、エピネフリンおよびノルエピネフリン）、ヌクレオシ
ドおよびヌクレオチド（例えば、プリンおよびピリミジン）、プロスタグランジン（例え
ば、プロスタグランジンＥ２）、ロイコトリエン、エリスロポイエチン（例えば、トロン
ボポイエチン）、プロテオグリカン（例えば、ヘパラン硫酸、ケラタン硫酸）、ヒドロキ
シアパタイト［例えば、ヒドロキシアパタイト（Ｃａ１０（ＰＯ４）６（ＯＨ）２）］、
ヘパトグロビン（Ｈｐ１－１、Ｈｐ２－２およびＨｐ１－２）、スーパーオキシドジスム
ターゼ（例えば、ＳＯＤ１／２／３）、一酸化窒素、一酸化窒素供与体（例えば、ニトロ
プルシド（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、アメリカ合衆国））
、グルタチオンペルオキシダーゼ、水和化合物（例えば、バソプレシン）、細胞（例えば
、血小板）、細胞培地（例えば、Ｍ１９９、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、ＲＰＭＩ、Ｉｓｃｏｖｓ
）、血清（例えば、ヒト血清、ウシ胎児血清）、緩衝剤（例えば、ＨＥＰＥＳ、重炭酸ナ
トリウム）、界面活性剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ）、消毒剤、薬草、果実抽出物、野菜抽出
物（例えば、キャベツ、キュウリ）、花抽出物、植物抽出物、フラビノイド（例えば、ザ
クロ果汁）、香辛料、葉（例えば、緑茶、カモミール）、ポリフェノール（例えば、赤ワ
イン）、ハチミツ、レクチン、マイクロ粒子、ナノ粒子（リポソーム）、ミセル、炭酸カ
ルシウム（ＣａＣＯ３、例えば、沈降炭酸カルシウム、粉砕／微粉化炭酸カルシウム、ａ
ｌｂａｃａｒ、ＰＣＣ、ＧＣＣ）、方解石、石灰石、破砕大理石、粉砕大理石、石灰、チ
ョーク（白亜、シャンパンチョーク、フレンチチョーク）、ならびに、補因子（例えば、
ＢＨ４（テトラヒドロビオブテリン））。
【０１０１】
　本発明の組成物はまた、水素、アルキル基、アリール基、ハロ基、ヒドロキシ基、アル
コキシ基、アルキルアミノ基、ジアルキルアミノ基、アシル基、カルボキシル基、カルボ
アミド基、スルホンアミド基、アミノアシル基、アミド基、アミン基、ニトロ基、有機セ
レン化合物、炭化水素および環式炭化水素を含有する成分、物質、要素および材料を含有
することができる。
【０１０２】
　本発明の組成物は、例えば、ベンゾールペルオキシド、血管収縮剤、血管拡張剤、サリ
チル酸、レチノイン酸、アゼライン酸、乳酸、グリコール酸、ピルビン酸、タンニン、ベ
ンジリデンカンファーおよびその誘導体、αヒドロキシイス、界面活性剤などの物質と組
み合わせることができる。
【０１０３】
　本発明のいくつかの実施形態の組成物は、有効成分（すなわち、本発明のＥＰＯ、ＦＮ
、ＰＤＧＦ組成物）の安定性（例えば、プロテアーゼ活性に対する安定性）および／また
は溶解性（例えば、生物学的流体（例えば、血液、消化液）における溶解性）を保ち、一
方で、それらの生物学的活性を保ち、かつ、その半減期を延ばすポリエチレングリコール
（例えば、ＰＥＧ、ＳＥ－ＰＥＧ）にバイオコンジュゲート化することができる。
【０１０４】
　本発明の組成物は、骨治癒のための他の現在実施されている治療法、例えば、限定され
ないが、低強度パルス化超音波、高エネルギー体外衝撃波療法（ＥＳＷＴ）などとの組合
せで使用され得ることが理解される。
【０１０５】
　本発明の別の態様によれば、エリスロポエチンおよびフィブロネクチンを含む整形外科
用移植片が提供される。
【０１０６】
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　本明細書中で使用される場合、用語「整形外科用移植片」は、骨移植のために使用され
得るいずれかの同種移植片物、異種移植片物および合成物をいう。
【０１０７】
　本明細書中で使用される場合、「同種移植片」は、ある生物種のドナーに由来し、それ
と同じ生物種のレシピエントに移植される組織（例えば、骨組織など）の移植片をいう。
同種移植片組織は典型的には、死体ドナー（すなわち、死亡したドナー）に由来する。
【０１０８】
　本明細書中で使用される場合、「異種移植片」は、ある生物種のドナーに由来し、別の
生物種のレシピエントに移植される組織（例えば、骨組織など）の移植片をいう（例えば
、ヒトに移植されるブタの骨）。
【０１０９】
　本明細書中で使用される場合、「合成物」は人工的な移植片物をいい、例えば、セラミ
ック移植片物（例えば、カルシウム系材料、リン酸カルシウム系材料、硫酸カルシウム系
材料、リン酸カルシウムナトリウム系材料など）などをいう。
【０１１０】
　エリスロポエチンおよびフィブロネクチンを含む本発明の組成物は、本明細書中上記で
詳しく記載されるように、整形外科用移植片に埋め込まれ得るか、または、移植片に被覆
され得ることが理解される。
【０１１１】
　本出願から成熟する特許の有効期間中に、多くの関連するエリスロポイエチンおよびフ
ィブロネクチン組成物が開発されることが予想され、したがって、エリスロポイエチンお
よびフィブロネクチン組成物の用語の範囲は、すべてのそのような新しい技術を演繹的に
包含することが意図される。
【０１１２】
　本明細書中で使用される用語「約」は、±１０％を示す。
【０１１３】
　用語「含む／備える（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ、ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ、ｉｎｃｌｕｄｅｓ
、ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、およびそれらの同根語は、「
含むが、それらに限定されない（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　ｂｕｔ　ｎｏｔ　ｌｉｍｉｔｅｄ
　ｔｏ）」ことを意味する。
【０１１４】
　用語「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」は、「含むが、それらに限定されな
い（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　ａｎｄ　ｌｉｍｉｔｅｄ　ｔｏ）」を意味する。
【０１１５】
　用語「から本質的になる」は、さらなる成分、工程および／または部品が、特許請求さ
れる組成物、方法または構造の基本的かつ新規な特徴を実質的に変化させない場合にだけ
、組成物、方法または構造がさらなる成分、工程および／または部品を含み得ることを意
味する。
【０１１６】
　本明細書中で使用される場合、単数形態（「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」）は、文
脈がそうでないことを明確に示さない限り、複数の参照物を包含する。例えば、用語「化
合物（ａ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）」または用語「少なくとも１つの化合物」は、その混合物
を含めて、複数の化合物を包含し得る。
【０１１７】
　本開示を通して、本発明の様々な態様が範囲形式で提示され得る。範囲形式での記載は
単に便宜上および簡潔化のためであり、本発明の範囲に対する柔軟性のない限定として解
釈すべきでないことを理解しなければならない。従って、範囲の記載は、具体的に開示さ
れた可能なすべての部分範囲、ならびに、その範囲に含まれる個々の数値を有すると見な
さなければならない。例えば、１～６などの範囲の記載は、具体的に開示された部分範囲
（例えば、１～３、１～４、１～５、２～４、２～６、３～６など）、ならびに、その範
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囲に含まれる個々の数値（例えば、１、２、３、４、５および６）を有すると見なさなけ
ればならない。このことは、範囲の広さにかかわらず、適用される。
【０１１８】
　数値範囲が本明細書中で示される場合には常に、示された範囲に含まれる任意の言及さ
れた数字（分数または整数）を含むことが意味される。第１の示された数字および第２の
示された数字「の範囲である／の間の範囲」という表現、および、第１の示された数字「
から」第２の示された数「まで及ぶ／までの範囲」という表現は、交換可能に使用され、
第１の示された数字と、第２の示された数字と、その間のすべての分数および整数とを含
むことが意味される。
【０１１９】
　本明細書中で使用される用語「方法（ｍｅｔｈｏｄ）」は、所与の課題を達成するため
の様式、手段、技術および手順を示し、これには、化学、薬理学、生物学、生化学および
医学の技術分野の実施者に知られているそのような様式、手段、技術および手順、または
、知られている様式、手段、技術および手順から、化学、薬理学、生物学、生化学および
医学の技術分野の実施者によって容易に開発されるそのような様式、手段、技術および手
順が含まれるが、それらに限定されない。
【０１２０】
　明確にするため別個の実施形態の文脈で説明されている本発明の特定の特徴は単一の実
施形態に組み合わせて提供することもできることは分かるであろう。逆に、簡潔にするた
め単一の実施形態の文脈で説明されている本発明の各種の特徴は、別個にまたは適切なサ
ブコンビネーションで、または本発明の他の実施形態において好適に提供することもでき
る。種々の実施形態の文脈において記載される特定の特徴は、その実施形態がそれらの要
素なしに動作不能である場合を除いては、それらの実施形態の不可欠な特徴であると見な
されるべきではない。
【０１２１】
　本明細書の上記に詳述され、かつ添付の特許請求の範囲において特許請求される本発明
の種々の実施形態および側面は、以下の実施例に実験的裏付けを見出す。
【実施例】
【０１２２】
　上記説明とともに、本発明を非限定的な様式で例示する以下の実施例を参照する。
【０１２３】
　本願で使用される用語と、本発明で利用される実験方法には、分子生化学、微生物学お
よび組み換えＤＮＡの技法が広く含まれている。これらの技術は文献に詳細に説明されて
いる。例えば以下の諸文献を参照されたい：「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」Ｓａｍｂｒｏｏｋら、（１９８９）；「Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」Ｉ～ＩＩ
Ｉ巻、Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｒ．Ｍ．編（１９９４）；Ａｕｓｕｂｅｌら、「Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ、米国メリーランド州バルチモア（１９８９）；Ｐｅｒｂａｌ
「Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」
、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、米国ニューヨーク（１９８８）；Ｗａｔｓｏｎ
ら、「Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ」Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｂ
ｏｏｋｓ、米国ニューヨーク；Ｂｉｒｒｅｎら編「Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｓｅｒｉｅｓ」１～４巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、米国ニューヨーク（１９９８
）；米国特許の第４６６６８２８号、同第４６８３２０２号、同第４８０１５３１号、同
第５１９２６５９号および同第５２７２０５７号に記載される方法；「Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ」Ｉ～ＩＩＩ巻、Ｃｅｌｌｉｓ
，Ｊ．Ｅ．編（１９９４）；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ」Ｉ～ＩＩＩ巻、Ｃｏｌｉｇａｎ，Ｊ．Ｅ．編（１９９４）；Ｓｔｉｔｅｓら
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編「Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」（第８版）、Ａｐ
ｐｌｅｔｏｎ　＆　Ｌａｎｇｅ、米国コネティカット州ノーウォーク（１９９４）；Ｍｉ
ｓｈｅｌｌとＳｈｉｉｇｉ編「Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌｕｌ
ａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」、Ｗ．Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏ．、米国ニュ
ーヨーク（１９８０）；利用可能な免疫アッセイ法は、特許と科学文献に広範囲にわたっ
て記載されており、例えば：米国特許の第３７９１９３２号、同第３８３９１５３号、同
第３８５０７５２号、同第３８５０５７８号、同第３８５３９８７号、同第３８６７５１
７号、同第３８７９２６２号、同第３９０１６５４号、同第３９３５０７４号、同第３９
８４５３３号、同第３９９６３４５号、同第４０３４０７４号、同第４０９８８７６号、
同第４８７９２１９号、同第５０１１７７１号および同第５２８１５２１号；「Ｏｌｉｇ
ｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」Ｇａｉｔ，Ｍ．Ｊ．編（１９８４）；「
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ」Ｈａｍｅｓ，Ｂ．Ｄ．および
Ｈｉｇｇｉｎｓ　Ｓ．Ｊ．編（１９８５）；「Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔ
ｒａｎｓｌａｔｉｏｎ」Ｈａｍｅｓ，Ｂ．Ｄ．およびＨｉｇｇｉｎｓ　Ｓ．Ｊ．編（１９
８４）；「Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，Ｒ．Ｉ．編（
１９８６）；「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ」ＩＲＬ
　Ｐｒｅｓｓ（１９８６）；「Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」Ｐｅｒｂａｌ，Ｂ．（１９８４）および「Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ」１～３１７巻、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；「ＰＣＲ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ」、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、米国カリフォルニア州サンディエゴ（
１９９０）；Ｍａｒｓｈａｋら、「Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐ
ｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ－Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｃｏｕｒｓｅ　Ｍａｎｕａｌ」ＣＳＨＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９９６）；これら
の文献の全ては、あたかも本願に完全に記載されているように援用するものである。その
他の一般的な文献は、本明細書を通じて提供される。それらの文献に記載の方法は当業技
術界で周知であると考えられ、読者の便宜のために提供される。それらの文献に含まれる
すべての情報は本願に援用するものである。
【０１２４】
　実施例１
　エリスロポエチンおよびフィブロネクチンによる骨芽細胞の高まったインビトロ増殖お
よび接着
　材料および実験手順
　骨芽細胞が濃縮された細胞の単離
　胎児ラット頭蓋冠（ＦＲＣ）の細胞培養物を、先に記載した技術［Ａｒｏｎｏｗ　ＭＡ
．Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．（１９９０）、１４３（２）：２１３～２１］の改変
法を使用して確立した。簡単に記載すると、妊娠２１日目のＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｅｌ
ｙの胎児ラットからの前頭骨および頭頂骨をその骨膜および硬膜から剥がし、１ｍｍの断
片に切り刻み、滅菌ＰＢＳにより洗浄した。その後、頭蓋冠を、３７℃で、それぞれ１０
分の４回のサイクルにわたって、振とうインキュベーターにおいてコラゲナーゼ／ディス
パーゼ（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）の溶液により連続して消化した
。２～５回目のサイクルまでの画分を集め、遠心分離し、培養培地に再懸濁した。細胞を
７５ｍｍの培養ディッシュに置床し、コンフルエンスに近い状態にまで成長させた。骨芽
細胞が濃縮された培養物の単離を確認するために、単離された細胞が、石灰化した骨小結
節を形成し、かつ、アルカリホスファターゼを産生する能力を、標準的技術を使用して評
価した。
【０１２５】
　細胞培養
　初代骨芽細胞の細胞培養物を、１０％のウシ胎児血清（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｄ
ｕｓｔｒｉｅｓ）、１００ＩＵ／ｍｌのペニシリン（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓ



(19) JP 5829400 B2 2015.12.9

10

20

30

40

50

ｔｒｉｅｓ）、５０μｇ／ｍｌのストレプトマイシン（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｄｕ
ｓｔｒｉｅｓ）および１００μｇ／ｍｌのアンホテリシンＢ（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉ
ｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）が補充されたＤＭＥＭを含む培養培地において成長させた。培地を
２日毎に取り換え、細胞をトリプシン処理（０．０５％トリプシン－ＥＤＴＡ、Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）の後で継代培養した。その後、細胞を５％ＣＯ２

－９５％窒素ガスの混合物での加湿された組織インキュベーターにおいて成長させた。さ
らに、ｐＨ計を使用して、培地のｐＨを分析し、モニターした。こうして、すべての実験
が７．４～７．５のほぼ一定の中性ｐＨで行われた。
【０１２６】
　インビトロアッセイ
　骨芽細胞の増殖に対するエリスロポエチン（ＥＰＯ）の影響を調べるために、細胞を無
血清培地において２４時間、２μｇ／ｍｌまたは１０μｇ／ｍｌの組換えＥＰＯ（Ａｒａ
ｎｅｓｐ）またはビヒクルで処理し、その後、１０μＭのＢｒｄＵ（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉ
ｎｇｅｎ）と３７℃で６０分間インキュベーションした。その後、ＢｒｄＵ＋細胞を、製
造者のプロトコル（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）によって記載されるように、ＢｒｄＵ
に対するマウスモノクローナル抗体を使用して検出した。
【０１２７】
　さらに、ＥＰＯまたはコントロール処理細胞のＤＮＡ含有量をフローサイトメトリーに
よって調べた。つまり、細胞をトリプシン処理し、ＲＮａｓｅ　Ａにより３７℃で３０分
間消化し、ヨウ化プロピジウムにより室温で３０分間染色し、ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ装
置（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ、ＵＳＡ）により分析し
た。
【０１２８】
　細胞接着アッセイについては、９６ウェルプレートを最初に、１００μｇ／ｍｌのフィ
ブロネクチン（ＦＮ、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔ．）または１２５μｇ／ｍｌのＩＩ型コ
ラーゲン（Ｓｉｇｍａ）で被覆した。２μｇ／ｍｌまたは１０μｇ／ｍｌの組換えＥＰＯ
またはビヒクルで無血清培地において１時間処理された細胞を、ＦＮまたはコラーゲンで
被覆されたプレートに３７℃で１２時間接着させた。接着性細胞を、先に記載［Ｋａｗａ
ｇｕｃｈｉ　Ｎ．、Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．（２００３）　１１６（Ｐｔ　１９）：３８
９３～９０４］のように固定し、染色し、ＯＤ５９０ｎｍで調べた。それぞれのアッセイ
を６つの個別ウェルにおいて行い、３回の独立した実験で繰り返した。
【０１２９】
　結果
　図１に示されるように、骨芽細胞のＥＰＯ処理によって、増殖が用量依存的様式で高ま
った。さらに、ＥＰＯおよびＦＮの両方を一緒に使用することにより、骨芽細胞の接着が
用量依存的様式で高まった（図２）。ＥＰＯおよびＦＮの組合せは、ＥＰＯおよびＩＩ型
コラーゲンと比較して、より大きい接着性を示した（図２）。
【０１３０】
　実施例２
　エリスロポエチンおよびフィブロネクチンはヒト骨芽細胞の増殖および接着を高めた
　材料および実験手順
　細胞培養
　初代ヒト骨芽細胞（ＨＯＢ）の凍結保存された二次培養物をＰｒｏｍｏＣｅｌｌ（Ｐｒ
ｏｍｏＣｅｌｌ　ＧｍｂＨ、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ）から得た。ＨＯＢ
の増殖に対する、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、フィブロネクチン（ＦＮ）およびＰＤＧ
Ｆの影響を評価した。簡単に記載すると、ＨＯＢ細胞を、１０％のＦＢＳを含有する骨芽
細胞成長培地（ＯＧＭ、Ｃｅｌｌ　Ｓｙｓｔｅｍ、ＵＳＡ）とともに穏やかに解凍した。
細胞を６０ｍｍの組織培養プレートに１ｘ１０７細胞／ｍｌの密度で播種し、１５％のＦ
ＢＳ、ナトリウムペニシリンＧおよび硫酸ストレプトマイシンが補充されたＯＧＭにおい
て１２日間、３７℃で、５％ＣＯ２－９５％窒素ガスの混合物での加湿インキュベーター
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において培養した。培養培地を毎日取り換え、細胞を３回複製させた。８日目に、すべて
の非接着性細胞を培地交換とともに除去し、接着性細胞（ＨＯＢ細胞）を４日までのさら
なる期間にわって成長させた。その後の実験では培養の開始日を０日目として定義した。
実験当日に、細胞溶解物を、タンパク質発現を明らかにするために集めた。
【０１３１】
　［３Ｈ］－チミジン取り込みアッセイ
　ＨＯＢ細胞を、１００μｇ／ｍｌのフィブロネクチン（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔ．）
で被覆された６ウェルプレートまたは被覆されていない６ウェルプレートに１ｘ１０７細
胞／ｍｌの密度で播種した。ＨＯＢ細胞を５日間成長させて、１５％のＦＢＳが補充され
たＯＧＭにおいて６０％～７０％のコンフルエンスに到達させた。ＨＯＢ細胞を、実験前
の２４時間、ＥＰＯ（１μｇ／ｍｌ、５μｇ／ｍｌおよび１０μｇ／ｍｌ、Ａｒａｎｅｓ
ｐから得られる）、５ｎｇのＰＤＧＦ（Ｓｉｇｍａ）または両者により処理した。細胞培
養物をフェノールレッド非含有ＯＧＭ（Ｃｅｌｌ－Ｓｙｓｔｅｍ、ＵＳＡ）および０．１
％のＦＢＳに入れた。２４時間後、細胞を、７．５％のデキストラン－活性炭ストリップ
処理ＦＢＳを含有するフェノールレッド非含有ＯＧＭに入れた。細胞を、培養の最後の２
４時間、１０μＣｉの［３Ｈ］－チミジン（Ｓｈａｎｇｈａｉ、Ｃｈｉｎａ）で標識し、
リン酸塩緩衝化生理的食塩水（ＰＢＳ、５分ｘ３回）および１０％トリクロロ酢酸（３０
分ｘ１回）によりすすいだ。最後に、細胞を０．２ｍｌの０．２ｍｏｌ／ｌのＮａＯＨに
溶解し、４℃で一晩放置した。放射能をシンチレーション計数によって求めた。
【０１３２】
　オステオカルシン、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－７のレベルのアッセイ
　オステオカルシン、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４およびＢＭＰ－７の各Ｑｕａｎｔｉｋｉｎ
ｅ　ＥＬＩＳＡキット（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して、ＨＯＢの培養培地におけ
るオステオカルシン、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－７のレベルを検出した。簡単に
記載すると、細胞を、（上記で示すように、様々な濃度による）ＥＰＯ、ＦＮおよびＰＤ
ＧＦで処理し、細胞培養培地を集め、検出用モノクローナル抗体で被覆された９６ウェル
マイクロタイタープレートに入れ、室温で２時間インキュベーションした。非結合物を洗
浄緩衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、２００ｍＭ　ＮａＣｌおよび０．２％　Ｔｗｅｅｎ２０
）により除去し、西洋ワサビペルオキシダーゼコンジュゲート化ストレプトアビジンを加
えて、抗体に結合させた。西洋ワサビペルオキシダーゼにより、有色溶液への発色性基質
（テトラメチルベンジジン）の変換が触媒され、色の強度が、サンプルに存在するタンパ
ク質の量に比例した。それぞれのウェルの吸光度をＯＤ４５０ｎｍで測定した。結果を、
非処理のコントロールと比較して、活性の変化割合として表した。
【０１３３】
　統計学的分析
　データを、平均±ＳＥＭとして、または、コントロールのパーセンテージとして表した
。結果の統計学的比較を、分散分析（ＡＮＯＶＡ）を使用して行った。コントロールの平
均と、試験群の平均との間における有意差（Ｐ＜０．０５）をＤｕｎｎｅｔｔ検定によっ
て分析した。＊Ｐ＜０．０５、＊＊Ｐ＜０．０１、＊＊＊Ｐ＜０．００１。
【０１３４】
　結果
　結果（図３Ａ）から明らかなように、ＥＰＯ（５μｇ／ｍｌまたは１０μｇ／ｍｌ）に
よって、ＨＯＢの増殖が、ＦＮでさらに処理されてない細胞において著しく増大した（そ
れぞれ、Ｐ＜０．０１、Ｐ＜０．０５）。ＦＮ被覆プレート（図３Ｂ）では、ＥＰＯ（１
μｇ／ｍｌ、５μｇ／ｍｌおよび１０μｇ／ｍｌ）によりＨＯＢの増殖が用量依存的様式
で著しく増大した（それぞれ、Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１およびＰ＜０．０１）。ＨＯ
ＢをＦＮ被覆プレートでＰＤＧＦ（５ｎｇ／ｍｌ）とともに培養した場合、ＨＯＢの増殖
がＥＰＯと同様な様式で著しく増大した（Ｐ＜０．０１）。しかしながら、細胞を（ＦＮ
被覆プレートで）ＥＰＯおよびＰＤＧＦの組合せとともに培養した場合には相乗的な効果
があり、ＨＯＢの増殖が、どちらかの化合物の単独よりも高いレベルに増大した（Ｐ＜０
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．００１）（図４）。
【０１３５】
　骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）（特に、２、４および７）は、骨組織の誘導、分化お
よび増殖のための非常に重要な因子である。骨芽細胞におけるそれらの発現は、骨芽細胞
の組織化および増殖において主要な役割を果たす。したがって、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４
およびＢＭＰ－７ならびにオステオカルシンの発現をＨＯＢにおいて評価した。結果（図
５Ａ～図５Ｂ）から明らかなように、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４およびＢＭＰ－７ならびに
オステオカルシンのタンパク質レベルが、ＥＰＯとともに培養されたＨＯＢでは用量依存
的様式で著しく増大（図５Ａ）するが、より著しい増大が、ＥＰＯおよびＦＮの両方の存
在下で培養された細胞について記録された（図５Ｂ）。
【０１３６】
　本発明はその特定の実施形態によって説明してきたが、多くの別法、変更および変形が
あることは当業者には明らかであることは明白である。従って、本発明は、本願の請求項
の精神と広い範囲の中に入るこのような別法、変更および変形すべてを包含するものであ
る。
【０１３７】
　本明細書中で言及した刊行物、特許および特許願はすべて、個々の刊行物、特許または
特許願が各々あたかも具体的にかつ個々に引用提示されているのと同程度に、全体を本明
細書に援用するものである。さらに、本願で引用または確認したことは本発明の先行技術
として利用できるという自白とみなすべきではない。見出しが使用される場合、それらは
必ずしも限定するものとして解釈されるべきではない。

【図１】 【図２】
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【図５Ａ－Ｂ】
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