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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の：
　Ａ）Ｘ‐Ｄn‐Ｙ‐タンパク質‐Ｚ；及び
　Ｂ）Ｚ‐タンパク質‐Ｙ‐Ｄn‐Ｘ
｛式中、Ｘは、存在しないか、又は少なくとも1個のアミノ酸を有するアミノ酸配列であ
り；
　　　Ｙは、存在しないか、又は少なくとも1個のアミノ酸を有するアミノ酸配列であり
；
　　　Ｚは、存在しないか、又は少なくとも1個のアミノ酸を有するアミノ酸配列であり
；
　　　Ｄnは、ｎ＝10～16であるポリアスパラギン酸塩であり；そして
　　　前記タンパク質は、可溶性アルカリ性ホスファターゼ（ｓＡＬＰ）である。｝から
なる群から選択される構造を含む骨送達複合体。
【請求項２】
　前記構造がＺ‐ｓＡＬＰ‐Ｙ‐Ｄn‐Ｘである、請求項１に記載の骨送達複合体。
【請求項３】
　前記ｓＡＬＰが配列番号５に記述される配列によりコードされる、請求項１又は２に記
載の骨送達複合体。
【請求項４】
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　前記ｓＡＬＰが配列番号６に記述される配列から成る、請求項１～３のいずれか１項に
記載の骨送達複合体。
【請求項５】
　ｎ＝10である、請求項１～４のいずれか１項に記載の骨送達複合体。
【請求項６】
　前記骨送達複合体には、ＸとＺが存在しない、請求項１～５のいずれか１項に記載の骨
送達複合体。
【請求項７】
　前記ｓＡＬＰが配列番号５に記述される配列によりコードされる、請求項６に記載の骨
送達複合体。
【請求項８】
　前記ｓＡＬＰは、無機ピロリン酸塩（ＰＰｉ）の解裂を触媒することができる、請求項
１～７のいずれか１項に記載の骨送達複合体。
【請求項９】
　前記ｓＡＬＰは、アルカリ性ホスファターゼの分泌可溶性形態である、請求項１～８の
いずれか１項に記載の骨送達複合体。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の骨送達複合体及び製薬上許容可能な担体を含む骨
送達組成物。
【請求項１１】
　機能性アルカリ性ホスファターゼの欠乏又は不十分量により特性化される骨欠損に関連
した症状又は疾患を治療するための医薬の製造における、請求項１～９のいずれか１項に
記載の骨送達複合体の使用であって、前記複合体が製薬上許容可能な担体中に存在する使
用。
【請求項１２】
　前記症状又は疾患が低ホスファターゼ症である、請求項１１に記載の使用。
【請求項１３】
　以下の：
　ａ）配列番号７に記述されるヌクレオチド配列；
　ｂ）配列番号８に記述されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列；及び
　ｃ）上記（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列のいずれかと完全に相補的なヌクレオチ
ド配列；
からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む単離核酸分子。
【請求項１４】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の骨送達複合体をコードする単離核酸分子。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の核酸分子を含む組換えベクター。
【請求項１６】
　請求項１４に記載の核酸分子を含む組換え宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本発明は、骨送達複合体に、ならびにタンパク質に骨を標的化させるためのその使用方
法に関する。さらに特定的には本発明は、骨基質への結合を促すために組換えＤＮＡ技術
によりタンパク質の構造内で工学処理されるペプチドモチーフを含む骨送達組成物に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
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発明の背景
　分子生物学、組換えタンパク質生成および大規模タンパク質精製における技術的進歩は
、生物薬剤として今日用いられている大量のタンパク質の生産を可能にした。例えばモノ
クローナル抗体および可溶性形態のＴＮＦ－α受容体は、自己免疫疾患、例えばクローン
病または重症型の乾癬の治療に用いられてきた（１）。組換えタンパク質の使用の別の例
は、酵素置換療法（ＥＲＴ）である。ＥＲＴは、リソソーム貯蔵病を治療するために用い
られてきた。この群の遺伝子障害は、重症の体細胞性の、ならびに時としてはニューロン
性の病変を引き起こすリソソーム酵素の機能の損失により特性化される。これらの疾患の
ためのＥＲＴにおいて、患者は大用量の正常酵素を注入される。次にこれらの注入酵素は
、細胞表面受容体（マンノース‐６ホスフェート受容体）により環境からインターナライ
ズされて、それらの作用部位、即ちリソソームへの途中でエンドサイトーシス経路に入る
。ＥＲＴにより遺伝子障害を治療する試みすべてが成功しているというわけではない。
【０００３】
　低ホスファターゼ症は、より重症型の疾患に関して出生児に1/100,000の発生率で起こ
る稀な遺伝型のくる病または骨軟化症である。軽症型ほど優勢である。この先天性代謝欠
陥において、突然変異は、アルカリ性ホスファターゼの組織非特異的イソ酵素をコードす
る遺伝子を不活性化する。それは、血清中の亜正常アルカリ性ホスファターゼ活性により
生化学的に特性化される。骨芽細胞および軟骨細胞中のアルカリ性ホスファターゼ欠乏は
、骨格石灰化を減損して、くる病または骨軟化症をもたらす。
【０００４】
　非石灰化骨格から死産をしばしば引き起こす周産期型から、歯の早期喪失のみを特徴と
する軽症型までに亘る非常に広範囲の低ホスファターゼ症発現度が認められる。重度罹患
幼児および小児は、常染色体劣性形質として低ホスファターゼ症を受け継ぐ。この疾患に
は4つの主な形態：即ち周産期、乳児期、小児期および成人型が存在する。周産期低ホス
ファターゼ症は妊娠中に症状発現し、最も影響を受ける新生児は短時間生存するだけであ
る。幼児期低ホスファターゼ症は、生後6ヶ月前に臨床的に明らかになる。患者の約50％
が1年以内に死亡する。小児期低ホスファターゼ症は、重症度が大きく変化するが、しか
しこれらの患者のほとんどが、彼等の人生を通して骨格性症候を蒙る。成人性低ホスファ
ターゼ症は、中年期に現れて、不十分な治癒を示す疼痛性再発性疲労骨折のような症候を
伴う。
【０００５】
　骨芽細胞および軟骨細胞は正常では組織非特異的アルカリ性ホスファターゼに富んでお
り、この場合、それは細胞表面に付着される。低ホスファターゼ症では、アルカリ性ホス
ファターゼ活性の欠乏は、酵素の基質であると考えられる3つのリン化合物：ホスホエタ
ノールアミン（ＰＥＡ）、無機ピロリン酸塩（ＰＰｉ）およびピリドキサール５’‐ホス
フェート（ＰＬＰ）の細胞外蓄積を生じる。ＰＰｉは、ヒドロキシアパタイト結晶成長の
阻害剤であり、そして疾患におけるＰＰｉ蓄積は骨格石灰化減損を説明する。その結果と
して、低ホスファターゼ症に罹患している患者への活性酵素提供は、細胞外ＰＰｉレベル
を低減し、骨格石灰化を改善する。
【０００６】
　一般に、低ホスファターゼ症のための確立された医学療法は存在しない。アルカリ性ホ
スファターゼの静脈内注入を用いた酵素置換の試験は、不首尾に終わっている。アルカリ
性ホスファターゼ活性は、環境中ではなく、骨格それ自体において増大されなければなら
ない、と思われる。この仮説は、骨髄移植により近年確証された。残念ながら、不十分な
移植のため、移植手術の利益は短期間継続しただけである。
【０００７】
　したがって低ホスファターゼ症に罹患している患者の骨格に活性酵素を提供するための
酵素置換療法アプローチを提供する必要性が存在する。
【０００８】
　骨標的化タンパク質は、低ホスファターゼ症（アルカリ性ホスファターゼの機能の損失
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）の治療または予防のためにだけでなく、骨代謝に関与した欠陥酵素活性により特性化さ
れるその他の遺伝子疾患、例えばＸ連鎖性低リン血症性くる病（ＸＬＨ）（Ｘ染色体上の
エンドペプチダーゼと相同性を有するリン酸塩調節遺伝子（ｓＰＨＥＸ）の機能の損失）
の治療または予防のためにも有用であり得る。
【０００９】
　ＸＬＨは、最も一般的な家族性低リン血症である（OMIM 307800, 307810）。それは、
腎臓におけるリン酸塩再取込み低減、低ホスファターゼ症、正常カルシウム血症、正常～
低血漿１，２５‐ジヒドロキシビタミンＤ３（１，２５（ＯＨ）２Ｄ、カルシトリオール
）レベル、正常上皮小体機能、ならびに血漿アルカリ性ホスファターゼ活性上昇により特
性化される。これらの変化は、成長遅滞、下肢変形、くる病および骨軟化症の放射線学的
および組織形態計測的証拠と関連する。この疾患は、尿細管リン酸塩再吸収およびビタミ
ンＤ代謝における複合腎欠陥、ならびに骨および歯における機能障害に起因すると思われ
る。ＸＬＨは、ＩＩ型内在性糖タンパク質の亜鉛メタロペプチダーゼ・ファミリーの一成
員であるＰＨＥＸ遺伝子における突然変異の不活性化に起因する。これらの突然変異は、
骨芽細胞の細胞表面での機能性ＰＨＥＸ酵素の発現を妨げる。今のところ、ＸＬＨ患者の
治療は4～5回分割用量／日での経口無機リン酸塩（Ｐｉ）サプリメントによる補充、なら
びに１，２５（ＯＨ）２Ｄの不適切合成を補償するための１，２５（ＯＨ）２Ｄの同時投
与に限定されている。このような高用量のリン酸塩はしばしば、消化管不耐性、特に下痢
を引き起こし、患者非遵守をもたらす。一方で、リン酸塩負荷は二次性上皮小体機能亢進
（上皮小体切除を必要とするに十分に重症であり得る）を惹起する危険を有するが、他方
で、過剰量の１，２５（ＯＨ）２Ｄの投与は高カルシウム尿症、高カルシウム血症および
腎石灰化症をもたらし得る。
【００１０】
　したがってＸＬＨのための有用なＥＲＴは、ＸＬＨ患者における欠陥ＰＨＥＸ酵素を組
換えＤＮＡ技術により得られる機能性酵素に置き換えようとするものである。正常ＰＨＥ
Ｘ酵素は疎水性ペプチドにより骨芽細胞形質膜中に固着されるので、天然形態のＰＨＥＸ
は製剤調製に用いられるのに十分な量で生成、精製され得ない。問題を回避するために、
可溶性形態の組換えＰＨＥＸ（またはｓＰＨＥＸ）は、細胞培養中で工学処理され、産生
されて、静脈内（ＩＶ）投与のために精製され、処方された（WO 00/50580）。次にｓＰ
ＨＥＸは、同時係属中米国特許出願第10/362,259号に記載されたようなＸＬＨに関するマ
ウスモデルであるＨｙｐマウス中に注射された。いくつかの骨関連血清パラメーターの改
善、例えば異常高レベルの血清アルカリ性ホスファターゼの低減が観察された。これらの
実験は首尾よくいったが、しかし、骨無機質とのその結合を促すよう組換えタンパク質が
修飾される場合、治療的ｓＰＨＥＸの効力は増強され得る、と考えられた。
【００１１】
　したがってタンパク質に骨基質を首尾よく標的化させるための手段が必要とされる。
【００１２】
　二リン酸塩はヒドロキシアパタイト（ＨＡ）との高親和性結合を示すことが既知であり
、小分子（４）およびタンパク質（５）に骨を標的化させるために用いられてきた。しか
しながらこの戦略は精製タンパク質の化学的修飾を要し、そしてタンパク質活性を妨害す
る可能性ならびに付加的精製ステップを含めたいくつかの欠点を示す。
【００１３】
　小分子に骨を標的化させるための別の戦略は、これらの存在物を産生ペプチド、例えば
ポリ‐Ａｓｐと接合することであった（６）。この戦略は、骨形成細胞である骨芽細胞に
より合成されるいくつかのタンパク質が酸性アミノ酸残基（ＡｓｐおよびＧｌｕ）が特に
豊富な配列により骨基質と結合する、という観察後に開発された。これは、2つの非コラ
ーゲン性タンパク質であるオステオポンチン（７）および骨シアロタンパク質の場合であ
る。それゆえ酸性ペプチド（Ｅ2-10およびＤ2-10）を用いて、小分子（即ちメトトレキセ
ート、ＦＩＴＣ、Ｆｍｏｃ、ビオチン、エストラジオール）にin vitroでヒドロキシアパ
タイトを標的化させた。酸性ペプチド（Ｅ6およびＤ6-10）を用いて、小分子（即ちＦＩ
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ＴＣ、Ｆｍｏｃ、エストラジオール）にin vivoでヒドロキシアパタイトを標的化させた
。最後にＥ6は、in vitroでヒドロキシアパタイトを結合する能力をＢＳＡ、ヘモグロビ
ンおよびＩｇＧに付与することが示された。上記の場合のすべてにおいて、酸性配列の連
結は化学的に実施された。
【００１４】
　本発明は、これらの必要およびその他の必要を満たそうとしている。
【００１５】
　本発明の説明は多数の文書に言及しており、これらの記載内容は、参照により本明細書
中で援用される。
【発明の開示】
【００１６】
発明の要約
　本発明は、in vivoで骨を首尾よく標的化するために、大きく且つ複雑な分子、例えば
タンパク質が酸性ペプチドと融合され得る、ということを示す。
【００１７】
　本発明の特定の実施形態によれば、以下の：Ａ）Ｘ‐Ｄn‐Ｙ‐タンパク質‐Ｚ；およ
びＢ）Ｚ‐タンパク質‐Ｙ‐Ｄn‐Ｘ（式中、Ｘは、存在しないか、あるいは少なくとも1
個のアミノ酸を有するアミノ酸配列であり；Ｙは、存在しないか、あるいは少なくとも1
個のアミノ酸を有するアミノ酸配列であり；Ｚは、存在しないか、あるいは少なくとも1
個のアミノ酸を有するアミノ酸配列であり；そしてＤnは、ｎ＝10～16であるポリアスパ
ラギン酸塩である）からなる群から選択される構造を有する骨送達複合体が提供される。
本発明のその他の特定の実施形態では、骨送達複合体中のタンパク質は、Ｘ染色体上のエ
ンドペプチダーゼと相同性を有する可溶性リン酸塩調節遺伝子（ｓＰＨＥＸ）である。本
発明のその他の特定の実施形態では、複合体の構造は、Ｘ‐Ｄn‐Ｙ‐ｓＰＨＥＸ‐Ｚで
ある。本発明のその他の特定の実施形態では、ｓＰＨＥＸは、図１０のアミノ酸４６～７
４９；図１０の４７～７４９；図１０の４８～７４９；図１０の４９～７４９；図１０の
５０～７４９；図１０の５１～７４９；図１０の５２～７４９；図１０の５３～７４９；
および図１０の５４～７４９からなる群から選択される配列を有する。これらの骨送達複
合体の特定の実施形態では、ｎは10である。この骨送達複合体のその他の特定の実施形態
では、ｎは11である。この骨送達複合体のその他の特定の実施形態では、ｎは12である。
この骨送達複合体のその他の特定の実施形態では、ｎは13である。この骨送達複合体のそ
の他の特定の実施形態では、ｎは14である。この骨送達複合体のその他の特定の実施形態
では、ｎは15である。この骨送達複合体のその他の特定の実施形態では、ｎは16である。
本発明のさらに特定の実施形態では、ｓＰＨＥＸは、図１０のアミノ酸４６～７４９の配
列からなり、そしてｎ＝10である。
【００１８】
　本発明の別の特定の実施形態では、複合体中のタンパク質は、可溶性アルカリ性ホスフ
ァターゼ（ｓＡＬＰ）である。他の特定の実施形態では、複合体の構造は、Ｚ‐ｓＡＬＰ
‐Ｘ‐Ｄn‐Ｙである。他の特定の実施形態では、ｓＡＬＰは、図１６Ａに記述されたよ
うな配列によりコードされる。他の特定の実施形態では、ｓＡＬＰは図１６Ｂに記述され
たような配列を有する。これらの骨送達複合体の特定の実施形態では、ｎは10である。こ
の骨送達複合体のその他の特定の実施形態では、ｎは11である。この骨送達複合体のその
他の特定の実施形態では、ｎは12である。この骨送達複合体のその他の特定の実施形態で
は、ｎは13である。この骨送達複合体のその他の特定の実施形態では、ｎは14である。こ
の骨送達複合体のその他の特定の実施形態では、ｎは15である。この骨送達複合体のその
他の特定の実施形態では、ｎは16である。さらに特定の実施形態では、ｎ＝10である。
【００１９】
　以下の：図８に記述されるようなアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチド；図１１に記述されるようなアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチド；図７に記述されるようなヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド；（
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ａ）、（ｂ）または（ｃ）におけるヌクレオチド配列のいずれかと完全に相補的なヌクレ
オチド配列；および高緊縮条件下で（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）におけるヌクレ
オチド配列のいずれかとハイブリダイズ可能であるヌクレオチド配列（この場合、高緊縮
条件は以下の：前ハイブリダイゼーション、ならびに6×ＳＳＣ、5×デンハート試薬、0.
5％ＳＤＳおよび100 mg/mlの変性断片化サケ精子ＤＮＡ中で68℃でのハイブリダイゼーシ
ョン；そして2×ＳＳＣおよび0.5％ＳＤＳ中で室温で10分間の；2×ＳＳＣおよび0.1％Ｓ
ＤＳ中で室温で10分間の；ならびに0.1×ＳＳＣおよび0.5％ＳＤＳ中で65℃で3回5分間の
洗浄：を包含する）からなる群から選択されるポリヌクレオチド配列を含む単離核酸分子
も提供される。
【００２０】
　上記配列を含む組換えベクターも提供される。上記のベクターを含む組換え宿主細胞も
提供される。
【００２１】
　以下の：図１７Ａに記述されるようなヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド；図１
７Ｂに記述されるようなアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
；（ａ）または（ｂ）におけるヌクレオチド配列のいずれかと完全に相補的なヌクレオチ
ド配列；および高緊縮条件下で（ａ）、（ｂ）または（ｃ）におけるヌクレオチド配列の
いずれかとハイブリダイズ可能であるヌクレオチド配列（この場合、高緊縮条件は以下の
：前ハイブリダイゼーション、ならびに6×ＳＳＣ、5×デンハート試薬、0.5％ＳＤＳお
よび100 mg/mlの変性断片化サケ精子ＤＮＡ中で68℃でのハイブリダイゼーション；そし
て2×ＳＳＣおよび0.5％ＳＤＳ中で室温で10分間の；2×ＳＳＣおよび0.1％ＳＤＳ中で室
温で10分間の；ならびに0.1×ＳＳＣおよび0.5％ＳＤＳ中で65℃で3回5分間の洗浄：を包
含する）からなる群から選択されるポリヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供され
る。
【００２２】
　以下の：図１０に記述されるようなアミノ酸５４～７４９を含むｓＰＨＥＸをコードす
るポリヌクレオチド；図１０に記述されるようなアミノ酸５３～７４９を含むｓＰＨＥＸ
をコードするポリヌクレオチド；図１０に記述されるようなアミノ酸５２～７４９を含む
ｓＰＨＥＸをコードするポリヌクレオチド；図１０に記述されるようなアミノ酸５１～７
４９を含むｓＰＨＥＸをコードするポリヌクレオチド；図１０に記述されるようなアミノ
酸５０～７４９を含むｓＰＨＥＸをコードするポリヌクレオチド；図１０に記述されるよ
うなアミノ酸４９～７４９を含むｓＰＨＥＸをコードするポリヌクレオチド；図１０に記
述されるようなアミノ酸４８～７４９を含むｓＰＨＥＸをコードするポリヌクレオチド；
図１０に記述されるようなアミノ酸４７～７４９を含むｓＰＨＥＸをコードするポリヌク
レオチド；図１０に記述されるようなアミノ酸４６～７４９を含むｓＰＨＥＸをコードす
るポリヌクレオチド；（ａ）～（ｉ）におけるヌクレオチド配列のいずれかと完全に相補
的なヌクレオチド配列；および高緊縮条件下で（ａ）～（ｊ）におけるヌクレオチド配列
のいずれかとハイブリダイズ可能であるヌクレオチド配列（この場合、高緊縮条件は以下
の：前ハイブリダイゼーション、ならびに6×ＳＳＣ、5×デンハート試薬、0.5％ＳＤＳ
および100 mg/mlの変性断片化サケ精子ＤＮＡ中で68℃でのハイブリダイゼーション；そ
して2×ＳＳＣおよび0.5％ＳＤＳ中で室温で10分間の；2×ＳＳＣおよび0.1％ＳＤＳ中で
室温で10分間の；ならびに0.1×ＳＳＣおよび0.5％ＳＤＳ中で65℃で3回5分間の洗浄：を
包含する）からなる群から選択されるポリヌクレオチド配列を含む機能性可溶性ＰＨＥＸ
をコードする単離核酸分子も提供される。他の実施形態では、単離核酸分子は、その５’
末端にＤ10～Ｄ16からなる群から選択されるポリ‐アスパラギン酸塩をコードするポリヌ
クレオチドをさらに含む。
【００２３】
　以下の：図１０に記述されるようなアミノ酸５４～７４９；図１０に記述されるような
アミノ酸５３～７４９；図１０に記述されるようなアミノ酸５２～７４９；図１０に記述
されるようなアミノ酸５１～７４９；図１０に記述されるようなアミノ酸５０～７４９；
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図１０に記述されるようなアミノ酸４９～７４９；図１０に記述されるようなアミノ酸４
８～７４９；図１０に記述されるようなアミノ酸４７～７４９；図１０に記述されるよう
なアミノ酸４６～７４９からなる群から選択される配列を含む単離ｓＰＨＥＸポリペプチ
ドも提供される。
【００２４】
　本発明の骨送達複合体ならびに製薬上許容可能な担体を含む骨送達組成物も提供される
。
【００２５】
　哺乳類の骨組織へのタンパク質の送達方法であって、有効量の本発明に記載されたよう
な骨送達複合体を上記哺乳類に投与することを包含する方法も提供される。
【００２６】
　哺乳類の骨組織へのｓＰＨＥＸの送達方法であって、有効量の本発明の骨送達複合体を
上記哺乳類に投与することを包含する方法も提供される。
【００２７】
　それを必要とする哺乳類の骨組織へのＡＬＰの送達方法であって、有効量の本発明の骨
送達複合体を上記哺乳類に投与することを包含する方法も提供される。
【００２８】
　Ｘ染色体上のエンドペプチダーゼと相同性を有する機能性リン酸塩調節遺伝子（ＰＨＥ
Ｘ）の欠乏または不十分量により特性化される骨欠損に関連した症状または疾患の治療方
法であって、それを必要とする哺乳類に本発明の複合体を投与することを包含する方法で
あり、上記複合体は製薬上許容可能な担体中に存在する方法も提供される。特定の実施形
態では、症状または疾患は、Ｘ連鎖性低リン血症性くる病（ＸＬＨ）である。
【００２９】
　機能性アルカリ性ホスファターゼの欠乏または不十分量により特性化される骨欠損に関
連した症状または疾患の治療方法であって、それを必要とする哺乳類に本発明の複合体を
投与することを包含する方法であり、上記複合体は製薬上許容可能な担体中に存在する方
法も提供される。特定の実施形態では、症状または疾患は、低ホスファターゼ症である。
【００３０】
　哺乳類の骨組織にタンパク質を送達するための本発明の骨送達複合体の使用も提供され
る。
【００３１】
　Ｘ染色体上のエンドペプチダーゼと相同性を有する機能性リン酸塩調節遺伝子（ＰＨＥ
Ｘ）の欠乏または不十分量により特性化される骨欠損に関連した症状または疾患を治療す
るための本発明の骨送達複合体の使用であって、上記複合体が製薬上許容可能な担体中に
存在する使用も提供される。
【００３２】
　Ｘ染色体上のエンドペプチダーゼと相同性を有する機能性リン酸塩調節遺伝子（ＰＨＥ
Ｘ）の欠乏または不十分量により特性化される骨欠損に関連した症状または疾患を治療す
るための薬剤の製造における本発明の骨送達複合体の使用も提供される。特定の実施形態
では、症状または疾患はＸ連鎖性低リン血症性くる病（ＸＬＨ）である。
【００３３】
　機能性アルカリ性ホスファターゼの欠乏または不十分量により特性化される骨欠損に関
連した症状または疾患を治療するための本発明の骨送達複合体の使用であって、上記複合
体が製薬上許容可能な担体中に存在する使用も提供される。
【００３４】
　機能性アルカリ性ホスファターゼの欠乏または不十分量により特性化される骨欠損に関
連した症状または疾患を治療するための薬剤の製造における本発明の骨送達複合体の使用
であって、上記複合体が製薬上許容可能な担体中に存在する使用も提供される。特定の実
施形態では、症状または疾患は低ホスファターゼ症である。
【００３５】
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　骨送達タンパク質‐ペプチド複合体中に用いるためのペプチドのスクリーニング方法で
あって、以下の：候補ペプチドをレポータータンパク質と融合してタンパク質‐ペプチド
複合体を生成し；複合体を骨組織または骨の無機相と接触させるが；この場合、候補ペプ
チドは、骨組織または骨の無機相上のレポータータンパク質の存在が、それが存在しない
場合よりそれが候補ペプチドと複合される場合のほうがより高いときに選択される：過程
を包含する方法も提供される。
【００３６】
　本発明の他の特定の実施形態によれば、デカ‐アスパラギン酸塩（Ｄ10）～ヘキサデカ
‐アスパラギン酸塩（Ｄ16）から成る群から選択されるペプチドと融合されるタンパク質
の骨送達複合体が提供される。
【００３７】
　本発明の複合体の特定の実施形態では、ｓＰＨＥＸは、そのＮ末端でＤ10と融合される
。他の特定の実施形態では、ｓＰＨＥＸは、そのＮ末端でＤ11と融合される。他の特定の
実施形態では、ｓＰＨＥＸは、そのＮ末端でＤ12と融合される。他の特定の実施形態では
、ｓＰＨＥＸは、そのＮ末端でＤ13と融合される。他の特定の実施形態では、ｓＰＨＥＸ
は、そのＮ末端でＤ14と融合される。他の特定の実施形態では、ｓＰＨＥＸは、そのＮ末
端でＤ15と融合される。他の特定の実施形態では、ｓＰＨＥＸは、そのＮ末端でＤ16と融
合される。
【００３８】
　本発明の複合体の特定の実施形態によれば、ｓＡＬＰは、そのＣ末端でＤ10と融合され
る。他の特定の実施形態では、ｓＡＬＰは、そのＣ末端でＤ11と融合される。他の特定の
実施形態では、ｓＡＬＰは、そのＣ末端でＤ12と融合される。他の特定の実施形態では、
ｓＡＬＰは、そのＣ末端でＤ13と融合される。他の特定の実施形態では、ｓＡＬＰは、そ
のＣ末端でＤ14と融合される。他の特定の実施形態では、ｓＡＬＰは、そのＣ末端でＤ15

と融合される。他の特定の実施形態では、ｓＡＬＰは、そのＣ末端でＤ16と融合される。
【００３９】
　任意の機能性可溶性タンパク質は本発明の複合体中に用いられ得る、と理解される。本
発明の特定の一ｓＰＨＥＸまたはｓＡＬＰを含む複合体に関する結果が本明細書中に示さ
れるが、しかし任意のその他の機能性ｓＰＨＥＸまたはｓＡＬＰはそのように用いられ得
る、と理解される。
【００４０】
ｓＰＨＥＸ
　本明細書中で用いる場合、ｓＰＨＥＸは、ＰＨＥＸの任意の可溶性生物学的活性断片ま
たはその突然変異タンパク質を意味する。それを用いてトランスフェクトされる適切な細
胞株中でのｓＰＨＥＸの最適産生に関して本明細書中に明白に記載されたもの以外の発現
構築物を、当業者は調製し得る。さらに天然全長酵素と同一または類似の生物学的活性を
保有する天然ＰＨＥＸの可溶性生物学的活性断片および突然変異タンパク質をコードする
ｃＤＮＡの断片を当業者は意図し得る。
【００４１】
　ｓＰＨＥＸに関する組換え体源を作製するために、大型の一連の発現ベクターが構築さ
れ、ＰＨＥＸ　ｃＤＮＡの発現に関して試験され得る。一過性トランスフェクション実験
ならびに安定トランスフェクションに基づいて、特に高レベルの発現を提供する発現構築
物が同定され得る。
【００４２】
　そのように限定されることなく、図１０に示された配列の位置５４のシステインで開始
する少なくともネイティブのＰＨＥＸ外部ドメイン部分を含む任意のｓＰＨＥＸが、本発
明に包含される。
【００４３】
　したがって本発明の特定の実施形態による複合体は、ネイティブＰＨＥＸのこの５４～
７４９断片、好ましくは５３～７４９ネイティブ断片、さらに好ましくはネイティブ５２



(9) JP 4874954 B2 2012.2.15

10

20

30

40

50

～７４９断片、さらに好ましくはネイティブ５１～７４９断片、さらに好ましくは５０～
７４９ネイティブ断片、さらに好ましくは４９～７４９ネイティブ断片、さらに好ましく
は４８～７４９ネイティブ断片、さらに好ましくは４７～７４９ネイティブ断片、さらに
好ましくは４６～７４９ネイティブ断片を、この断片の直ぐ上流で融合されるＤ10～Ｄ16

から成る群から選択されるポリ‐アスパラギン酸塩とともに含む任意のｓＰＨＥＸである
。
【００４４】
　複合体は、さらに任意に、１）ポリ‐アスパラギン酸塩から上流の；および／または２
）ポリ‐アスパラギン酸塩とネイティブ断片または機能性等価物との間の1つまたは複数
の付加的アミノ酸を含み得る。これらのアミノ酸は、任意のアミノ酸であり得る。特定の
実施形態によれば、それらは、システイン、プロリンおよびトリプトファン以外の任意の
アミノ酸、即ちジスルフィド結合形成または立体配座の変更を誘導することが既知のアミ
ノ酸からなる群から独立して選択され得る。
【００４５】
　これらのアミノ酸は、例えばそれを産生するために用いられるクローニング戦略がこれ
らの位置にそれらを導入する場合、複合体中に存在し得る。
【００４６】
　特定のクローニング戦略によれば、組換え切断ＰＨＥＸ中のポリ‐アスパラギン酸塩の
上流に置かれるアミノ酸は、産生組換え切断ＰＨＥＸを分泌骨ターゲッティングｓＰＨＥ
Ｘに切断するために用いられる宿主細胞の分泌経路の特定の酵素（例えばフリンまたはシ
グナルペプチダーゼ）のための適切な基質を提供するために既知のパラメーターに従って
選択され得る。意図された配列が宿主細胞のシグナルペプチダーゼにより切断される見込
みは、Bendtsen等（J Mol Biol. 2004 Jul 16; 340(4): 783-95）に記載され、そしてWeb
でhttp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalPで利用可能なもののような適切なコンピュー
ターアルゴリズムにより予測され得るが、これは、例えば以下の：望ましくは小さな且つ
非電荷側鎖を有するシグナルペプチダーゼによる開裂部位から位置－３および－１のアミ
ノ酸のようなパラメーターを考慮する。好ましくは位置－１では：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｇｌ
ｙ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒおよび時としてはＧｌｎ、ＰｒｏおよびＬｅｕ。同様に位置－３のも
のは、好ましくは：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｇｌｙ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ
であるべきである。さらに開裂部位から位置－６および－４におけるアミノ酸は、望まし
くはβターン（例えばＰｒｏ）残基の形成を誘導し得るものである。
【００４７】
　それゆえ本発明は、切断組換えＰＨＥＸを産生するために用いられるクローニング戦略
に基づいて選択され得る付加的アミノ酸を含む複合体を包含する。それゆえ下記の実施例
３および４に開示される切断組換えＰＨＥＸは、ポリ‐アスパラギン酸塩の上流に、なら
びにポリ‐アスパラギン酸塩とネイティブ外部ドメイン配列との間にこのような付加的ア
ミノ酸を含有する。さらにまた本発明は、フリン部位を含むＮＬ‐１　Ｎ末端断片をＰＨ
ＥＸネイティブ外部ドメインと融合することにより調製される同時係属中出願WO 02/1591
8号に開示されたｓｅｃＰＨＥＸをベクターｐＣＤＮＡ３／ＲＳＶ／ＮＬ‐１‐ＰＨＥＸ
とともに含む複合体、ならびにそのＮ末端に免疫グロブリン断片を含むｓｅｃＰＨＥＸを
包含する。さらに特定的に、図１２は、ネイティブ４６～７４９ＰＨＥＸ外部ドメイン断
片の上流に付加的アミノ酸を含むｓｅｃＰＨＥＸの構造を模式的に示す。構築物ｎｏ．１
～３および５は、ポリ‐アスパラギン酸塩と融合され、本発明の複合体として用いられ得
る。構築物ｎｏ．４は、本発明の複合体を構成する：それはＤ10ポリ‐アスパラギン酸塩
およびネイティブ外部ドメイン断片を含む。
【００４８】
　本発明の複合体はさらに、それらの酵素活性に対して非有害性であるそれらのＣ末端の
欠失を含むｓＰＨＥＸも包含する。
【００４９】
　さらに本発明は、ポリ‐アスパラギン酸塩がネイティブＰＨＥＸ外部ドメイン断片のＣ
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末端に結合される複合体を含む。
【００５０】
ｓＡＬＰ
　ＡＬＰは、糖脂質を介してそのＣ末端に固定される膜結合タンパク質である。この糖脂
質アンカー（ＧＰＩ）は、移行性膜アンカーとして、ならびにＧＰＩの付加のためのシグ
ナルとしても役立つ疎水性Ｃ末端の除去後で翻訳後に付加される。それゆえ本明細書中の
実施例６に用いられるｓＡＬＰは、疎水性Ｃ末端配列の最初のアミノ酸、即ちアラニンが
終止コドンにより置き換えられるＡＬＰで構成される。そのようにして形成される可溶性
ＡＬＰは、ネイティブの、したがって活性な固定形態のＡＬＰの全アミノ酸を含有する。
【００５１】
　本発明の特定の実施形態によるｓＡＬＰ複合体は、したがって、この断片の直ぐ下流で
融合されるＤ10～Ｄ16から成る群から選択されるポリ‐アスパラギン酸塩を伴う任意のｓ
ＡＬＰである。
【００５２】
　複合体は、さらに任意に、１）ポリ‐アスパラギン酸塩から上流の；および／または２
）ポリ‐アスパラギン酸塩とネイティブ断片または機能性等価物との間の1つまたは複数
の付加的アミノ酸を含み得る。これは、例えば骨標的化複合体を産生するために用いられ
るクローニング戦略がこれらの位置に外因性アミノ酸を導入する場合である。しかしなが
ら外因性アミノ酸は、付加的アミノ基転移部位を提供しないよう選択されるべきである。
意図された配列が宿主細胞のトランスアミナーゼにより切断される見込みは、Ikezawa（B
iol Pharm. Bull. 2002, 25(4) 409-417）に記載されたように予測され得る。
【００５３】
　本発明の複合体はさらに、それらの酵素活性に対して非有害性であるそれらのＮ末端で
の欠失を含むｓＡＬＰも包含する。
【００５４】
　さらに本発明は、ポリアスパラギン酸塩がネイティブＡＬＰ固定断片またはその生物学
的活性断片のＮ末端に固定される複合体を含む。
【００５５】
　「組換えタンパク質」という用語は、原核生物または真核生物宿主細胞中に挿入される
遺伝子操作核酸によりコードされるタンパク質を指すために本明細書中で用いられる。核
酸は一般的に、宿主細胞に適している場合、ベクター内に、例えばプラスミドまたはウイ
ルス内に入れられる。大腸菌が、本明細書中に提示された実施例において、本発明の複合
体を発現するための宿主として用いられているが、しかし当該技術分野で慣例である方法
に従って組換えタンパク質を産生するために多数のその他の宿主が用いられ得る、と当業
者は理解する。代表的方法は、Maniatis, et al. Cold Springs Harbor Laboratory (198
9)に開示されている。「組換え切断タンパク質」とは、本明細書中で用いる場合、分泌／
可溶性タンパク質を産生するために宿主の酵素により切断され得る組換えタンパク質を指
すよう意図される。
【００５６】
　「外部ドメイン断片」という用語は、本明細書中では、ＰＨＥＸに関連して用いられる
場合、そのネイティブ形態で見出される場合に細胞膜の外側に位置するＰＨＥＸの断片を
指すよう意図される。
【００５７】
　「骨組織」という用語は、主としてコラーゲンを含有する有機基質からなる骨芽細胞に
より合成され、そしてヒドロキシアパタイト結晶の沈着により石灰化される組織を指すた
めに本明細書中で用いられる。
【００５８】
　本発明の骨送達複合体中に含まれる融合タンパク質は、骨に有効量の融合タンパク質を
提供することによる骨欠陥症状の治療的処置のために有用である。融合タンパク質は、任
意の標準製薬上許容可能担体中の製剤組成物の形態で提供され、そして任意の標準手法に
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より、例えば静脈内注射により投与される。
【００５９】
　「製薬上許容可能な担体」という用語は、非経口投与が投与経路として選ばれる場合、
製薬上許容可能な滅菌水性または非水性溶媒、懸濁液または乳濁液を指すために本明細書
中で用いられる。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、
植物油、魚油および注射用有機エステルである。水性溶媒としては、水；水‐アルコール
溶液；生理食塩水；緩衝化医療用非経口ビヒクル、例えば塩化ナトリウム溶液、リンガー
のデキストロース溶液、デキストロース＋塩化ナトリウム溶液、流体および栄養補液；電
解質補液；ラクトースまたは不揮発性油を含有するリンガー溶液が挙げられる。
【００６０】
　「有効量」という用語は、有意の治療効果を達成するために哺乳類に投与されるべき製
剤組成物の最小量を指すために本明細書中で用いられる。投薬量は、投与方式を含めた多
数の因子によっている。典型的には、単一用量内に含入されるタンパク質の量は、有意の
毒性を誘導することなく、骨に関連した望ましくない症状を有効に予防し、遅延し、また
は治療する量である。特に本発明の複合体および組成物の有効量は、症状の臨床的症候の
有意の軽減を生じる融合タンパク質の量を含む。
【００６１】
　有効量は、毎日、毎週、毎月、またはそれを分割して投与され得る。典型的には、本発
明の製剤組成物は、約0.001 mgから約500 mg／体重1 kg／日（例えば10 mg、50 mg、100 
mgまたは250 mg）の量で投与され得る。投薬量は、1回または多数回投薬レジメンで提供
される。例えばいくつかの実施形態では、有効量は、1日当たり骨に対して標的化される
べき複合体約1 mg～約25 mg、1日当たり骨に対して標的化されるべき複合体約50 mg～約1
0 g、1日当たり骨に対して標的化されるべき複合体約100 mg～約5 g、1日当たり骨に対し
て標的化されるべき複合体約1 g、週当たり骨に対して標的化されるべき複合体約1 mg～
約25 mg、週当たり骨に対して標的化されるべき複合体約50 mg～約10 g、1日おきに骨に
対して標的化されるべき複合体約100 mg～約5 g、そして週1回当たり骨に対して標的化さ
れるべき複合体約1 gの範囲の用量である。
【００６２】
　実用量は各患者に独特の臨床因子に基づいて担当医により注意深く選択され、滴定され
なければならないため、これらは単に指針に過ぎない。最適1日用量は、当該技術分野で
既知の方法により確定され、そして患者の年齢といったような因子およびその他の臨床的
関連因子により影響を及ぼされる。さらに患者は、他の疾患または症状のための投薬を受
けている可能性がある。他の投薬は、骨への送達のためのタンパク質が患者に投与されて
いる間、継続され得るが、しかしこのような場合、副作用が生じているか否かを確定する
ために低用量で開始することが特に得策である。
【００６３】
　「高緊縮条件」という用語は、高相同性を有する配列を結合させる条件を指すよう意図
される。そのように限定されることなく、このような条件の例は、ハンドブック「Molecu
lar cloning, a laboratory manual, second edition of 1989 from Sambrook et al.に
列挙されている：300～1500ヌクレオチドの核酸に関しては、6×ＳＳＣまたは6×ＳＳＰ
Ｅ、デンハート試薬（含有または無含有）、0.5％ＳＤＳ、そして高緊縮条件を得るため
に用いられる温度は約68℃が最も多い（Sambrookのページ9.47～9.55を参照）。特定の核
酸プローブのために用いられるべき最適温度は経験的に算定されるが、そしてこれらの非
常に周知の条件範囲内で選択される緩衝条件における代替物のための余地は存在しないが
、しかし捕捉される核酸は有意に変わらない。実際、「選択は、個人の好みに大いによっ
ている」、ということをSambrookは明白に示している（ページ9.47参照）。核酸プローブ
中のグアニンおよびシトシンの割合ならびにプローブの長さによって変わる最適温度を算
定するための公式をSambrookは明記している（最適温度はＴmより10～20℃低く、この場
合、Ｔm＝81.5℃＋16.6（log10［Ｎａ+］）＋0.41（分画Ｇ＋Ｃ）－0.63（ホルムアミド
％－（600/l）））（Sambrookのページ9.50～9.51を参照）。
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【００６４】
　本発明のその他の目的、利点および特徴は、添付の図面を参照しながら、実施例のみに
示されているその好ましい実施形態についての以下の非限定的説明を読めば、さらに明ら
かになる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６５】
本発明の詳細な説明
　本発明は、ｓＰＨＥＸにより、そしてｓＡＬＰにより、レポータータンパク質として用
いられるグルタチオン‐Ｓ‐トランスフェラーゼタンパク質（ＧＳＴ）により本明細書中
に例示されるようなタンパク質にイン・フレームで融合される特定のポリ‐アスパラギン
酸塩ペプチドは、これらのタンパク質の骨結合能力を有意に増大し得る、ということを示
した。
【００６６】
　本発明は、以下の非限定的実施例により、さらに詳細に例証される。
【００６７】
　表１は、実施例１～７に用いられるオリゴヌクレオチドの配列を示す。
【００６８】
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【表１】

【実施例】
【００６９】
実施例１
ＧＳＴ‐Ｄ6、ＧＳＴ‐Ｄ10およびＧＳＴ‐Ｄ16の骨結合
　組換えＤＮＡ技術を用いて、ＧＳＴをコードする核酸と、その後にイン・フレームでＤ

6、Ｄ10またはＤ16酸性ペプチドを含有するプラスミドを生成した。ＧＳＴ‐Ｄ6、ＧＳＴ
‐Ｄ10およびＧＳＴ‐Ｄ16複合体を得るために、配列番号９のオリゴヌクレオチド（表１
参照）を先ず配列番号１０のオリゴヌクレオチドと混合し、配列番号１１のオリゴヌクレ
オチドを配列番号１２のオリゴヌクレオチドと混合し、そして配列番号１３のオリゴヌク
レオチドを配列番号１４のオリゴヌクレオチドと混合した。この手法は、それぞれＤ6、
Ｄ10およびＤ16をコードし、制限エンドヌクレアーゼＢａｍＨＩおよびＮｏｔＩで前消化
されたｐＧＥＸ３Ｔ‐４プラスミド（Pharmacia biotechnology）中でのクローニングに
適合性である末端を有する二重鎖オリゴヌクレオチドを生成する。ｐＧＥＸ３Ｔ‐４ベク
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ターを、ＡＰ４０１プロテアーゼ・マイナス大腸菌細菌株（Ｉｏｎ：：ミニｔｅｔＲ　ａ
ｒａ‐Δｌａｃ‐ｐｒｏ　ｎａｌＡ　ａｒｇＥａｍ　ｒｉｆＲ　ｔｈｉＩ［Ｆ’　ｐｒｏ
　ＡＢ　ｌａｃｌｑ　Ｚ　Ｍ１５］）中で形質転換させた。
【００７０】
　陽性細菌コロニーを用いて、二重ＹＴ培地および100 mg/lアンピシリンの予備培養10 m
lに植え付けた。250 rpmに設定したオービタル・シェーカー中で37℃で一晩、細菌を増殖
させた。予備培養を、2リットル・エーレンマイヤー・フラスコ中の新鮮な弐銃ＹＴアン
ピシリン培地500 mlに付加した。595 nm光学濃度が0.7に達するまで、オービタル・振盪
下で37℃で、細菌を増殖させた。次に0.1 MのＩＰＴＧ溶液500 μlを付加することにより
タンパク質発現を誘導し、細菌を2時間のインキュベーションに戻した。最近を4℃で10分
間、8000×gで回転沈降させた。ペレットを、完全ＥＤＴＡカプレットプロテアーゼ阻害
剤（Boehringer Mannheim）を含有する氷冷ＰＢＳ25 ml中に懸濁し、－20℃で凍結した。
【００７１】
　細菌細胞を解凍し、50秒毎に6パルスの音波処理を用いて氷上でばらばらにした後、4℃
で10分間、12000×gで遠心分離した。上清を、ＰＢＳで平衡させたＧＳ‐４Ｂ湿潤樹脂（
Amersham Pharmacia Biotech）500 μlと混合した。4℃で一晩のインキュベーション中、
懸濁液として樹脂を保持した。280 nm光学濃度が0.01より低くなるまで、ＰＢＳで樹脂を
すすいだ。次に樹脂を空のカラム上に置いて、ＰＢＳ中に溶解した10 mMグルタチオンで
タンパク質を溶離した。1 mMリン酸ナトリウム、ｐＨ7.4および150 mMＮａＣｌに対して
プール化溶離分画を透析した。透析タンパク質を0.22 μmのＰＥＳ膜上の滅菌環境中で濾
過し、4℃で保持した。典型的には、40～60 mgの純粋タンパク質を、それぞれ培養1リッ
トル当たりで回収した。図１は、精製ＧＳＴおよびＧＳＴ‐Ｄ10のＳＤＳ‐ＰＡＧＥ分析
の一例を示す。ヨード・ビーズヨウ素化試薬（Pierce）を用いて、精製タンパク質をヨウ
素化した。
【００７２】
　ＧＳＴおよびペプチド融合ＧＳＴをＰＢＳに対して透析し、濃度を2 mg/mlに設定した
。ＰＢＳ500 μl中に溶解した2 mCiのＮａ125 l（100 μCi/μl）に2ＰＢＳですすいだヨ
ード・ビーズを付加することにより、ヨウ素化反応を開始した。ビーズを室温で5分間イ
ンキュベートした後、透析タンパク質1 mgを付加した。ヨウ素化反応を15分間進行させた
後、ビーズを取り出し、ＰＢＳ500 ml中ですすいだ。最終量1.5 mlのヨウ素化タンパク質
溶液に、15 μlの6 mMＮａＩを付加して非特異的放射能を希釈した。次に混合物を、ＰＢ
Ｓで平衡させたＰＤ‐10ゲル濾過カラム（Amersham Pharmacia Biotech）を用いて脱塩し
た。タンパク質をボイド容量中で溶離した。それらを濃縮し、Centriprep‐ＹＭ１０TMカ
ートリッジ（Amicon）を用いてin vivo緩衝液（1 mMリン酸ナトリウム、ｐＨ7.4および15
0 mMＮａＣｌ）に対して透析した。ガンマ線計数器を用いて放射能を測定し、ブラッドフ
ォード検定によりタンパク質濃度を査定して、乾燥ＳＤＳ‐ＰＡＧＥのオートラジオグラ
フィーによりタンパク質との125Ｉ化学結合を明示した。ヨウ素化試料を4℃に保持した。
【００７３】
ＧＳＴ単独の場合と比較したＧＳＴ‐ポリ‐アスパラギン酸塩ペプチド融合タンパク質の
骨結合能力
　鎖骨下静脈を介した静脈内ボーラスとしてのイソフルラン麻酔下で、ヨウ素化ＧＳＴ‐
融合タンパク質をマウスに注射した。ヨウ素化タンパク質1 mg／体重1 kgの用量を注射し
た。最大用量容積を10 ml/kgに設定した。治療持続時間は60分であった。注射後10および
60分に、麻酔下で鎖骨下静脈を介して、血清／ゲル凝固活性剤MicrovettTM管（Sarstedt,
 #20.1291）中に血液試料（0.1～0.2 ml）を収集した。剖検時に、血液試料を収集し、イ
ソフルラン麻酔下での心臓からの放血により動物を殺した。器官（腎臓、肝臓、大腿骨、
脛骨および甲状腺）を収集し、生理食塩水0.9％ＵＳＰ中ですすぎ、ガーゼ上で水気を取
り、ガンマ計数器管中に移した。血清試料および器官を計量し、放射能を測定した。結果
を注射用量のパーセンテージとして表わした。Ｄ10‐ＧＳＴもＤ16‐ＧＳＴも、骨以外の
他の器官との結合を促さなかった。これは、骨に対するこれらの複合体の特異性を示した
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（データは示されていない）。
【００７４】
　ＧＳＴ‐Ｄ6融合タンパク質は、ＧＳＴ単独より多く脛骨または大腿骨と結合するとい
うわけではなかった、ということを図２は示す。それに反して、Ｄ10およびＤ16ペプチド
モチーフは、骨とのＧＳＴ結合を促した。
【００７５】
　骨に小分子を首尾よく送達することが示されたペプチドであるＤ6は骨にタンパク質、
即ちＧＳＴを首尾よく送達し得なかったという事実は、骨に小分子を効果的に送達するこ
とが既知である特定の酸性ペプチドも骨にタンパク質を送達するのに有効であるか否かを
予測可能でない、ということを示した。
【００７６】
実施例２
種々のペプチドと融合されるＧＳＴの結合能力
　ヒト基質細胞外ホスホ糖タンパク質（ｈＭＥＰＥ）は、骨基質と天然で結合することが
既知のタンパク質である骨および歯無機基質リン‐糖タンパク質の一群との大きな類似性
を示す骨芽細胞により合成されるタンパク質である（８）。特に重要なもののうち、ｈＭ
ＥＰＥは、ともに骨基質と結合することが既知である象牙質ホスホリンおよび象牙質シア
ロリンタンパク質中に見出される酸性ペプチドと類似の18個のアミノ酸（ＤＤＳＳＥＳＳ
ＤＳＧＳＳＳＥＳＤＧＤ）の配列（配列番号３１）を、そのカルボキシ末端に示す（８）
。
【００７７】
　ヒトスタテリン（ｈスタテリン）は、唾液腺により合成されるタンパク質であり、これ
は、ヒスタチンと同様に、ヒドロキシアパタイト核形成および／または成長を直接的に調
整する。特に重要なもののうち、ｈスタテリンは、ヒドロキシアパタイトとしっかり結合
することが示された位置２０～３４の15個のアミノ酸残基（ＤＳＳＥＥＫＦＬＲＲＩＧＲ
ＦＧ）の配列を示す（９）。
【００７８】
　ヒト基質Ｇｌａタンパク質（ｈＭＧＰ）は、血管平滑筋細胞および軟骨細胞により合成
されるタンパク質であり、結晶核との結合によりヒドロキシアパタイト重合の阻害剤とし
て機能する。特に重要なもののうち、ｈＭＧＰは、骨基質と結合することが既知であるオ
ステオカルシン中に見出され、そして骨基質との結合を促すと考えられるリン酸化ガンマ
カルボキシグルタミン酸ペプチドと類似のオープン・リーディング・フレームの位置１９
～３５の17個のアミノ酸残基（ＣＹＥＳＨＥＳＭＥＳＹＥＬＮＰＦＩ）の配列（配列番号
３３）を、そのアミノ末端に示す（１０）。
【００７９】
　ヒトオステオポンチン（ｈＯＰＮ）は、ヒドロキシアパタイト結晶成長を調節する骨芽
細胞により合成されるタンパク質である。このタンパク質は、骨シアロリンタンパク質フ
ァミリーに属する。特に重要なもののうち、ｈＯＰＮは、オープン・リーディング・フレ
ームの位置５８～７０の13個のアミノ酸残基（ＱＮＡＶＳＳＥＥＴＮＤＦＫ）の配列（配
列番号３４）を示す。この配列は、哺乳類種の間で高レベルの相同性を示す。二次構造予
測は、この配列を溶媒曝露に対して適切にし、そしてこの配列はそのセリン残基でリン酸
化されることが示された。この後者の特質は、骨基質との結合に影響を及ぼすと考えられ
る（１１）。
【００８０】
　ヒト骨シアロタンパク質ＩＩ（ｈＢＳＰ２）は、骨芽細胞により合成されるタンパク質
であって、骨基質と天然に結合することが既知のタンパク質である骨および歯の無機基質
リン‐糖タンパク質の一群との大きな類似性を示す。特に重要なもののうち、ｈＢＳＰ２
は、象牙質ホスホリンおよびＭＥＰＥ中に見出され、そして骨基質との結合を促すと考え
られる酸性ペプチドと類似のオープン・リーディング・フレームの位置６２～７９の18個
のアミノ酸残基（ＧＳＳＤＳＳＥＥＮＧＤＤＳＳＥＥＥＥ）の配列（配列番号３５）を、
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そのアミノ末端に示す（８）。
【００８１】
　ヒトインスリン様成長因子結合タンパク質‐５（ｈＩＧＦＢＰ５）は、骨芽細胞により
合成される。このタンパク質は、ＩＧＦＢＰファミリーのタンパク質と同様に、骨リモデ
リング過程における骨芽細胞機能を調節すると考えられる。特に重要なもののうち、ｈＩ
ＧＦＢＰ５は、ヒドロキシアパタイトとしっかり結合することが示されたオープン・リー
ディング・フレームの位置２２１～２３８の18個のアミノ酸残基（ＲＫＧＦＹＫＲＫＱＣ
ＫＰＳＲＧＲＫＲ）の配列（配列番号３６）を示す（１２）。
【００８２】
　黄色ブドウ球菌Staphylococcus aureusコラーゲンアドヘシン（Ｍ81736）は、黄色ブド
ウ球菌の表面で発現されるタンパク質であって、哺乳類骨および軟骨性組織のコラーゲン
基質との細菌結合を促す。このような結合は、骨髄炎および感染性関節炎のような病因学
の発達に役立つと報告された。特に重要なもののうち、このアドヘシンのコラーゲン結合
ドメイン（ＣＢＳ）は、タンパク質のオープン・リーディング・フレームの151個のアミ
ノ酸残基（Ｇ１６８～Ｎ３１８）を包含すると報告された（１３、１４）。アミノ酸一次
配列は、以下の通りである：
【００８３】
【化１】

【００８４】
　イン・フレームでＧＳＴの後にｈＭＥＰＥ、ｈスタテリン、ｈＭＧＰ、ｈＯＰＮ、ｈＢ
ＳＰ２、ｈＩＧＦＢＰ５およびＣＢＳ由来の酸性ペプチド配列を含有するプラスミドを構
築して、それらが組換えタンパク質の骨ターゲッティングを促し得るか否かを確定した。
実施例１に記載したような組換えＤＮＡ技術を用いて、ｈＭＥＰＥ、ｈスタテリン、ｈＭ
ＧＰ、ｈＯＰＮ、ｈＢＳＰ２およびｈＩＧＦＢＰ５由来ペプチドに関するプラスミドを生
成した。これらのペプチドの各々に関して表１で同定されるオリゴヌクレオチド対を混合
して、対応するＧＳＴ‐酸性ペプチド融合タンパク質を得た。この手法は、これらの酸性
ペプチドをコードし、そして制限エンドヌクレアーゼＢａｍＨＩおよびＮｏｔＩで予備消
化されたｐＧＥＸ３Ｔ‐４（Pharmacia biotechnology）プラスミド中でのクローニング
に適合性の末端を有する二重鎖オリゴヌクレオチドを生じた。
【００８５】
　ＣＢＳ含有プラスミドを、以下のように構築した。ＣＢＳ配列に対応する合成遺伝子を
Bio S&T（Montreal）から入手し、プラスミドｐＬＩＶ　Ｓｅｌｅｃｔ中に挿入した。Ｃ
ＢＳ特異的配列を増幅するためにＣＢＳ遺伝子を含有するプラスミドｐＬＩＶ　Ｓｅｌｅ
ｃｔを用いたＰＣＲ反応において、配列番号２７および２８のオリゴヌクレオチドをプラ
イマーとして用いた。ｐＧＥＸ‐４Ｔ‐３ベクターをＡＰ４０１プロテアーゼ・マイナス
大腸菌株中で形質転換させた（Ｉｏｎ：：ミニｔｅｔＲ　ａｒａ‐Δｌａｃ‐ｐｒｏ　ｎ
ａｌＡ　ａｒｇＥａｍ　ｒｉｆＲ　ｔｈｉＩ［Ｆ’　ｐｒｏ　ＡＢ　ｌａｃｌｑ　Ｚ　Ｍ
１５］）。
【００８６】
　実施例１に記載したように、タンパク質産生および精製、ならびにヨウ素化融合タンパ
ク質の薬配分を実施した。
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【００８７】
　これらのＧＳＴ‐酸性ペプチドはどれも、骨と結合することが示されなかった（結果は
示されていない）。
【００８８】
　骨に小部分のオステオポンチンを首尾よく送達することが示されたペプチドであるスタ
テリン由来のペプチドは、骨へのＧＳＴタンパク質を首尾よく送達し得なかったという事
実は、骨に小ペプチドを効果的に送達することが既知の特定の酸性ペプチドが骨にタンパ
ク質を送達するのにも有効であるか否かは予測可能でない、ということを示す。
【００８９】
実施例３
Ｄ10はマウスにおいてアルカリ性ホスファターゼレベルを矯正するｓＰＨＥＸの能力を増
大する
　ＰＨＥＸは、石灰化および腎臓リン酸塩恒常性の調節に関与する骨ペプチド因子のレベ
ルを制御すると広範に考えられるメタロペプチダーゼである。ＰＨＥＸは、骨基質と接触
するかまたはその中に埋め込まれる骨芽細胞および骨細胞の表面で発現される。本実施例
は、骨基質にそれ自体を固定するよう意図された10個のアスパラギン酸残基の配列をその
Ｎ末端に含有する伸長形態のｓＰＨＥＸの設計、産生および精製に関するデータを提供す
る。
【００９０】
Ｄ10ｓＰＨＥＸ発現ベクター
　以下のオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、ｐＣＤＮＡ３‐ＲＳＶ‐ｓＰＨＥＸ‐
ＮＥＯベクター（Boileau G. et al., Biochem. J. (2001)355, 707-13）中に、部位特異
的突然変異誘発（QuickChange, Stratagene）によりＢｓｐＥＩエンドヌクレアーゼ制限
部位を挿入した:
【００９１】
【化２】

【００９２】
【化３】

【００９３】
　六量体ＢｓｐＥＩ配列（下線を付した）を、イン・フレームで、ｓＰＨＥＸ　ＤＮＡ配
列の上流に挿入した。この構築物は、図８においてそれぞれ位置４１および４２のロイシ
ンおよびセリン間で切断可能である組換えタンパク質をコードする。したがってそれは、
2つの外因性アミノ酸、その後の下流のデカ‐アスパラギン酸塩、次にこの後の2つの付加
的外因性アミノ酸からなる。これら4つの外因性アミノ酸は、複合体を産生するために用
いられるクローニング戦略から得る。これらの外因性アミノ酸は、複合体の酵素活性を無
効にしないことが示された（この構築物の特定の活性を示す図１２参照）が、しかしなし
でも済ませ得る。これらの外因性アミノ酸の下流は、したがって、図１０に示された配列
の位置４６のセリンで出発するネイティブＰＨＥＸの外部ドメイン断片である。修飾ｐＣ
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ＤＮＡ３‐ＲＳＶ‐ＮＥＯベクターをＢｓｐＥＩで切断し、次にアルカリ性ホスファター
ゼで消化して、５’リン酸塩部分を除去した。デカ‐アスパラギン酸塩をコードするオリ
ゴヌクレオチド二重鎖：［5’-CCGGAGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACT-3’（配列番号２
９）および3’-TCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGAGGCC-5’（配列番号３０）］を、先ず
Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼでその５’末端でリン酸化し、そしてＢｓｐＥＩ消化ベク
ターに結紮した。これは、ｐＣＤＮＡ３‐ＲＳＶ‐Ｄ10ｓＰＨＥＸ‐ＮＥＯベクターを生
じた（図３）。このベクターは図７に示した配列を含んだが、これは、図８に示したアミ
ノ酸配列を有する組換え切断可能ＰＨＥＸをコードする。
【００９４】
組換えＤ10ｓＰＨＥＸの発現
　Ｄ10ｓＰＨＥＸタンパク質の安定発現を誘導するために、リポフェクタミン‐Ｐｌｕｓ
TMリポソームトランスフェクションキット（Invitrogen）を用いて、ｐＣＤＮＡ３‐ＲＳ
Ｖ‐Ｄ10ｓＰＨＥＸ‐ＮＥＯベクターをＬＬＣ‐ＰＫ１細胞（ブタ腎臓細胞；ＡＴＣＣ番
号ＣＲＬ‐1392）中でトランスフェクトした。400 μg/mlのＧ‐４１８（Life Technolog
ies）を培地に付加することにより、トランスフェクト化細胞を選択した。ＰＨＥＸ蛍光
酵素検定［Campos M. et al. Biochem. J. (2003) 373, 271-9］を用いて、ＤｓＰＨＥＸ
発現に関してＧ‐４１８耐性細胞のクローンをスクリーニングした。消費培地中の回収さ
れたタンパク質の見かけの分子量を、前に記載されたように（Ruchon AF et al. J. Bone
 Miner. Res. (2000) 15, 1440-1450）組換えヒトＰＨＥＸ断片（Ｋ１２１～Ｅ２９４）
に対して生じたモノクローナル抗体を用いて、イムノブロッティングにより概算した。1
～2 mgのＤ10ｓＰＨＥＸ／リットルを発現するＧ‐４１８耐性クローンを、タンパク質産
生のために用いた。細胞を、培地（１９９培地、6％ＦＢＳ、1 mMピルビン酸ナトリウム
、ペニシリン1×105U/リットル、ストレプトマイシン100 mg/リットルおよび1％Ｇ‐４１
８）1.75リットル中に7×107の密度でＣｅｌｌｓｔａｃｋ‐１０TM（Corning）中に植え
付けた。37℃で5％ＣＯ2で4日間、1.75リットルのＤＭＥＭ＋10 mM酪酸ナトリウム中で細
胞をインキュベートすることにより、Ｄ10ｓＰＨＥＸ発現を増大させた後、消費培地を収
穫した。
【００９５】
精製および特性化
　細胞上清を4℃で5分間、500×gで遠心分離し、そしてUltrasetteTM30クロスフロー濾過
装置（Pall Canada）を用いてガラス繊維（Fisher, ＡＰＦＣ09050）上で濾過し、10～40
倍に濃縮した。1 M酢酸を用いて溶液のｐＨを5.6にした後、50 mM酢酸ナトリウム、100 m
MＮａＣｌ、ｐＨ5.6（ＳＰ緩衝液）に対して4℃で一晩透析した。透析上清を、4 ml/分の
流量で、ＳＰ緩衝液で予め平衡させておいた20 mlスルホプロピル‐セファロース陽イオ
ン交換カラム（Amersham Pharmacia Biotech）上に投入した。280 nm吸光度ベースライン
に達するまで、カラムを同一流量で同一緩衝液で洗浄した。次に夾雑タンパク質のほとん
どを、ＳＰ緩衝液中での226 mMＮａＣｌ過程で溶離した。次に280 mMＮａＣｌ過程で、Ｄ

10ｓＰＨＥＸを溶離した（図４Ａ）。ＳＤＳ‐ＰＡＧＥにより、そしてＰＨＥＸ酵素活性
検定を用いて、分画を分析した。ｓＰＨＥＸを含有する分画をプールし、20 mMＭＯＰＳ
、ｐＨ7、250 mMＮａＣｌに対して広範に透析した後、5 ml/分で5 mlのブルー・セファロ
ースTMＨＰ（Amersham Pharmacia）カラム上に投入した。カラムを同一緩衝液を同一流量
で用いてすすぎ、ＮａＣｌ濃度を段階的に350 mMに増大することにより、Ｄ10ｓＰＨＥＸ
タンパク質のほとんどを回収した（図４Ｂ）。最終分画の純度は、95％より高かった。あ
るいはブルー・セファロースTMをヘパリン‐セファロース（Amersham Pharmacia）に取替
え得たが、この上でＤｓＰＨＥＸは一連のｐＨ（5～8）に亘ってしっかり結合する。Ｎａ
Ｃｌ勾配を用いて、Ｄ10ｓＰＨＥＸを溶離した。純度は90％を上回ると確定された。Ｄ10

ｓＰＨＥＸを濃縮し、Centriprep-50TMカートリッジを用いて1 mMリン酸ナトリウム、ｐ
Ｈ7.4、150 mMＮａＣｌに対して透析した。透析試料を、0.22 μm膜上の滅菌環境で濾過
した。精製Ｄ10ｓＰＨＥＸは、4℃で数ヶ月に亘って安定したままであることが示された
。標準としてウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を用いたブラッドフォード法（ＤＣタンパク
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質検定キット；Biorad）を用いて、タンパク質濃度を確定した。ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ4～12
％上に分解されるタンパク質のSypro-RubyTM（Molecular Probes）染色により、タンパク
質純度を査定した（図５）。蛍光発生基質を用いて、Ｄ10ｓＰＨＥＸ酵素活性を確定した
。
【００９６】
Ｈｙｐマウスにおけるアルカリ性ホスファターゼの循環レベルに及ぼすｓＰＨＥＸおよび
Ｄ10ｓＰＨＥＸ注射の影響
　Ｘ連鎖性Ｈｙｐマウスは、ＰＨＥＸ遺伝子の３’領域における大欠失を保有し、ヒトＸ
連鎖性低リン血症性くる病（ＸＬＨ）のネズミ相同物である。したがってこれらのマウス
は、ＸＬＨの病理生理学を研究するための、ならびに前臨床試験における治療薬の効力を
試験するための有用なモデルを代表する。
【００９７】
　したがって2週間の期間に亘って、Ｈｙｐ／Ｙマウスにボーラス静脈内注射により、Ｄ1

0ｓＰＨＥＸおよびｓＰＨＥＸの潜在的治療効果を調べた。
【００９８】
　Ｄ10ｓＰＨＥＸおよびｓＰＨＥＸをビヒクルに対して透析し、溶液を0.22 μm低結合タ
ンパク質フィルターを通して濾過した。溶液を分取して、そしてそれぞれ蛍光発生酵素検
定およびブラッドフォード法により酵素活性および濃度に関して再検定した。
【００９９】
　各マウスを気化イソフルラン（2％）で麻酔し、Ｄ10ｓＰＨＥＸまたはｓＰＨＥＸを鎖
骨下静脈を介した静脈内ボーラスとして注射した。用量は、各群に関して5 mg/体重1 kg
であった。動物を、14連続日の間、1日1回処置した。血液試料（0.1～0.2 ml）を、試験
日－3～＋15（剖検前、最終注射後24時間）に麻酔下で鎖骨下静脈を介して収集した。総
アルカリ性ホスファターゼ（ＡＬＰ）レベルを、希釈血清（0.9％生理食塩水ＵＳＰ90 μ
lを伴う血清試料30 μl）中で検定した。ヒト患者のための適切な投与量はマウスに用い
られるものに比例しないが、しかしこれらの投与量は、公表済み錠剤を用いてヒトに適し
得る投与量範囲の予測に役立つ。
【０１００】
　図６に示したように、Ｄ10‐伸長形態のｓＰＨＥＸは、正常ｓＰＨＥＸ形態より大きい
アルカリ性ホスファターゼレベル低減を誘導した。
【０１０１】
実施例４
組換えＧＳＴとのＤ10融合は、in vitroでの骨の無機相とのその結合を増大する
精製タンパク質のフルオレセイン標識化
　組換え精製タンパク質を、フルオレセイン‐イソチオシアネート（ＦＩＴＣ、Molecula
r Probes Ｆ１４３）で標識した。10 mMリン酸ナトリウム、50 mMＮａＣｌ緩衝液、ｐＨ7
に、最終タンパク質濃度1 mg/mlでタンパク質を付加することにより、反応を実行した。2
0 mg/mlの濃度でＤＭＳＯ中に溶解したＦＩＴＣを付加することにより標識化反応を開始
して、タンパク質野独活に関して20:1モル比とした。混合物を、室温で1時間反応させた
。標識化タンパク質をＰＤ‐１０TMカラム（Pharmacia）上で遊離フルオレセインから分
離した後、結合緩衝液（1 mMリン酸ナトリウム、150 mMＮａＣｌ、ｐＨ7.4）中で透析し
た。
【０１０２】
骨の無機相の調製
　長骨をラットから切り出して、液体窒素冷却乳鉢中で粉末に粉砕した。粉末をマイナス
80℃に保持するか、あるいは直接用いた。粉末（300 mg）のアリコートを8 mlのＰＢＳで
3回洗浄し、8 mlの1 MＨＣｌを付加した。混合物を、室温で1時間、回転ミキサー上の懸
濁液中に保持した。不溶性分画を回転沈降させて、透明酸性上清を収集した。この酸性溶
液は、室温で少なくとも2週間安定していた。
【０１０３】



(20) JP 4874954 B2 2012.2.15

10

20

30

40

50

　20 μlの酸性骨抽出物のアリコートを2 μlの10 MＮａＯＨと混合し、沈殿物を、室温
で3分間、10,000×gでペレット化した。ペレットを、結合緩衝液100 μl中に再懸濁する
ことにより、2回すすいだ。次に骨抽出物を、結合緩衝液中の5～45 μgのフルオレセイン
標識化タンパク質を含有する溶液100 μlと混合し、これにリン酸塩を付加して、採集野
独活を80 mMとした。試料を、回転ホイール上で室温で30分間インキュベートして、懸濁
液中の無機相を保持した。次に試料を、室温で3分間、遠心分離した。結合タンパク質を
含有するペレットを、200 μlの0.5 MＥＤＴＡ、ｐＨ8中に溶解した。存在する遊離タン
パク質の量を概算するために、100 μlの0.5 MＥＤＴＡ、ｐＨ8を上清に付加した。励起
に関して494 nmに、発光に関して516 nmに設定した96ウエルプレート読取器で、異なる試
料の蛍光を測定した。
【０１０４】
結果
　50 μgのフルオレセイン標識化ＧＳＴおよびＧＳＴ‐Ｄ10を含有する試料を、上記の結
合検定に用いた。図９Ａは、Ｄ10配列とＧＳＴの融合が骨の無機相との結合の6倍増加を
生じたことを示す。
【０１０５】
実施例５
ｓＰＨＥＸとのＤ10融合は骨とのその結合を増大する
　上記の実施例４に記載したものと類似の手法を用いて、50 μgのフルオレセイン標識化
ｓＰＨＥＸおよびＤ10ｓＰＨＥＸを含有する資料を結合検定に用いた。図９Ｂは、ｓＰＨ
ＥＸとのＤ10配列の融合が骨の無機相との結合において4.3倍増を生じた、ということを
示す。
【０１０６】
　それに対比して、Ｄ6‐ｓＰＨＥＸを構築し、動物におけるin vivo注射後に試験した（
上記実施例１に記載）が、骨との組換えタンパク質の結合を促進しなかった（データは示
していない）。
【０１０７】
実施例６
可溶性形態のアルカリ性ホスファターゼとのＤ10融合は骨の無機相へのそのターゲッティ
ングを増大する
ヒト組換え可溶性アルカリホスファターゼ、ｓＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10をコードする
発現ベクターの構築
　ＲＴ‐ＰＣＲにより骨髄ポリＡ　ＲＮＡ（Clonetech）から、組織非特異性アルカリホ
スファターゼ（ＡＬＰ）をコードするヒト全長ｃＤＮＡを得た。要するに、一次鎖合成系
（Invitrogen）を用いて、SuperscriptIITMおよびオリゴｄＴ12-18で20 ngのポリＡを逆
転写した。ＲＴ過程の1/20thを表わすアリコートを、ＡＬＰ特異的オリゴ（正方向5’-ga
taaagcaggtcttggggtgcacc-3’（配列番号４０）；逆方向5’-gttggcatctgtcacgggcttgtgg
-3’ （配列番号４１））および拡大高忠実度酵素キットTM（Roche）とのＰＣＲ反応に直
接用いた。その結果生じたＡＬＰ特異的生成物（1644 bp）を、Qiaquickゲル抽出キットT

M（Qiagen）を用いてアガロースゲル（1％）上で分離し、それから精製した。次にＡＬＰ
　ｃＤＮＡをｐＣＲ４‐ブラント‐ＴＯＰＯTMベクター（Invitrogen）に結紮し、Ｔｏｐ
１０TM細菌（Invitrogen）中で形質転換して、コロニーＰＣＲにより陽性クローンを同定
した。自動ＤＮＡシーケンシングにより、ｃＤＮＡの同一性を立証した。
【０１０８】
　取り出されたＧＰＩアンカー・シグナルを有する分泌形態のＡＬＰ（ｓＡＬＰ）を、拡
大高忠実度酵素キットTMを用いてＰＣＲにより構築した。それらは、残基１～５０２、そ
の後の終止コドン（ｓＡＬＰ）またはデカ・アスパラギン酸塩ターゲッティングモチーフ
および停止コドン（ｓＡＬＰ‐Ｄ１０）を含んだ。どちらの場合も、正方向プライマー（
5’-tggatccaccatgatttcaccattcttagtac-3’（配列番号４２））は開始体メチオニン（下
線）に及び、そしてＢａｍＨＩ部位（イタリック体）を包含した。逆方向プライマー（ｓ
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ＡＬＰ：5’-ttctagactacgagctggcaggagcacagtggccg-3’（配列番号４３）；ｓＡＬＰ‐
Ｄ105’-ttctagactagtcgtcatcatcgtcatcatcgtcgtcatccgagctggcaggagcacagtggccg-3’（
配列番号４４））は、終止コドン（下線）およびＸｂａＩ部位（イタリック体）を含有し
た。ＰＣＲ産物をＢａｍＨＩおよびＸｂａＩで消化し、そして同一酵素で予備消化されて
いたｐＣＤＮＡ３．１‐ＲＳＶ中でクローン化した。プラスミドＤＮＡをシーケンシング
した。
【０１０９】
ＡＬＰ蛍光酵素検定
　Gee KR等（Anal. Biochem. 273, 41-48 (1999)）に従って蛍光発生性基質としてリン酸
４‐メチルウンベリフェリル（ＭＵＰ、Molecular Probes, Ｍ8425）を用いて、ｓＡＬＰ
およびｓＡＬＰ‐Ｄ10の酵素活性を検定した。典型的には、最終容積200 μlで10 μMの
ＭＵＰを用いて、96ウエルプレート中で37℃で検定を実行した。360 nmでの励起時に450 
nmで30分間毎分、Spectramax GeminiTM（Molecular Devices）を用いて、読取りを記録し
た。発光波長カットオフを435 nmに設定した。線形回帰フィット（ｒ2は0.98またはそれ
以上）により、ＡＬＰ開始速度率を概算した。
【０１１０】
組換えｓＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10タンパク質の発現
　組換えｓＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10タンパク質が分泌されたか否かを確定するために
、リポフェクタミン‐プラスリポソームトランスフェクションキットTM（Invitrogen）を
用いて、各構築物（ｐＣＤＮＡ３‐ＲＳＶ‐ｓＡＬＰ‐ＮＥＯおよびｐＣＤＮＡ３‐ＲＳ
Ｖ‐ｓＡＬＰ‐Ｄ10‐ＮＥＯ）をＨＥＫ‐２９３Ｓ細胞（ヒト胚腎細胞；ＡＴＣＣ番号Ｃ
ＲＬ‐1392）中で一過性にトランスフェクトした。ＨＥＫ‐２９３Ｓ細胞を、陰性対照と
しても偽トランスフェクトした。トランスフェクション翌日に、細胞を無血清ＤＭＥＭ中
で24時間インキュベートした。状態調節培地を収集し、4℃で5分間、14000 rpmで遠心分
離して、死細胞および壊死組織片を除去した。上清を、それぞれＡＬＰ蛍光酵素検定およ
びウエスタンブロッティングを用いて、ｓＡＬＰまたはｓＡＬＰ‐Ｄ10酵素活性および発
現に関して検定した。ウエスタンブロッティングのために、消費培地を、トリクロロ酢酸
（最終濃度10％（v/v））を用いて氷上で1時間沈殿させた。沈殿タンパク質を4℃で20分
間、14000 rpmで回転沈降させて、冷アセトンで1回洗浄し、乾燥して、ＤＴＴを含有する
1×Laemmli試料緩衝液60 μl中に再懸濁し、5分間煮沸した。
【０１１１】
　ｓＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10の細胞内含量を評価するために、細胞をＰＢＳで3回洗
浄し、そして氷上で20分間、150 mMＮａＣｌおよび1％ＮＰ‐４０を含有するトリス‐Ｈ
Ｃｌ50 mM（ｐＨ8）200 μlで溶解した。溶解物を回転沈降させて、上清を、それぞれＡ
ＬＰ蛍光酵素検定およびウエスタンブロッティングを用いて、ｓＡＬＰまたはｓＡＬＰ‐
Ｄ10酵素活性および発現に関して検定した。ウエスタンブロッティングのために、50 μl
のアリコートをＤＴＴを含有する6×Laemmli試料緩衝液10 μlと混合し、5分間煮沸した
。
【０１１２】
　試料をNovex precastTM4～12％トリス‐グリシンポリアクリルアミドゲル（Invitrogen
）上に載せて、10％メタノールを含有するトリス‐グリシンとともに0.45 μmニトロセル
ロース（プロトラン、Schleicher & Schuell, Keene, NH）上に移した。膜をポンソー・
レッドで染色し、0.05％トゥイーン２０TMを含有するＰＢＳ（ＰＢＳＴ）および5％ドラ
イミルクを用いて、室温で1時間遮断した。次に膜を、抗ｈＢＡＰ抗体（ｍＡｂ　４Ｂ‐
７８、Developmental Studies Hybridoma Bank）（10ドライミルクを含有するＰＢＳＴ中
1:1000）およびホースラディッシュペルオキシダーゼと結合されたウサギ抗マウスＩｇＧ
（Sigma）（5％ドライミルクを含有するＰＢＳＴ中1:12000）とともに室温で順次インキ
ュベートした。Western Lightning化学発光試薬プラスTM（PerkinElmer）を用いて、シグ
ナルを発生させた。
【０１１３】
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　一過性トランスフェクション後にＨＥＫ２９３の状態調節培地中で測定されたＡＬＰ酵
素活性は非常に高く、ｐＣＤＮＡ３‐ＲＳＶ‐ｓＡＬＰ‐ＮＥＯ（ｓＡＬＰ）およびｐＣ
ＤＮＡ３‐ＲＳＶ‐ｓＡＬＰ‐Ｄ10‐ＮＥＯ（ｓＡＬＰ‐Ｄ10）に関して類似の大きさを
有する（図１３）。この活性は、それが偽トランスフェクト化細胞（ｍｏｃｋ）中で検出
可能でなかったので、トランスフェクト化されたプラスミドＤＮＡに特異的であった。培
地中で測定された相対的活性は、細胞抽出物中で測定されたものより35倍大きく、したが
ってｓＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10の分泌性を証明した。したがってｓＡＬＰおよびｓＡ
ＬＰ‐Ｄ10の両方に関して、組換え組織非特異的ヒトアルカリホスファターゼに対して産
生されたモノクローナル抗体（ｍＡｂ　４Ｂ‐７８、Developmental Studies Hybridoma 
Bank）を用いたイムノブロッティングは、細胞抽出物中よりも非常に強力な状態調節培地
中のシグナルを明示した（図１４Ｂ、レーン２、３対５、６を比較）。偽トランスフェク
ト化試料に置いては、シグナルは視覚化されなかった（図１４Ｂ、レーン４および７）。
偽トランスフェクト化細胞中に出現するシグナルは、ＢＳＡ痕跡からなる。検出されたタ
ンパク質の見かけの分子量は、細胞抽出物（矢印）中では70 kDaであり、そして状態調節
培地（矢頭）中ではわずかに高いと概算された。膜のポンソー・レッド染色を実施して、
試料の均一負荷を監視した（図１４Ａ）。
【０１１４】
ｓＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10を構成的に分泌するＨＥＫ２９３細胞の生成
　ｓＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10タンパク質の安定発現を誘導するために、リポフェクタ
ミン‐プラスリポソームトランスフェクションキットTM（Invitrogen）を用いて、ｐＣＤ
ＮＡ３‐ＲＳＶ‐ｓＡＬＰ‐ＮＥＯおよびｐＣＤＮＡ３‐ＲＳＶ‐ｓＡＬＰ‐Ｄ10‐ＮＥ
ＯベクターをＨＥＫ‐２９３Ｓ細胞中で別々にトランスフェクトした。培地に800 μg/ml
のＧ４１８（Life Technologies）を付加することにより、トランスフェクト化細胞を選
択した。各トランスフェクションのために、ＡＬＰ蛍光酵素検定を用いて消費培地中のｓ
ＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10発現に関して、Ｇ‐４１８耐性細胞のプールを分析した。安
定細胞株から収集した状態調節培地を、骨無機質に関する結合検定試験のために用いた。
【０１１５】
骨の再構成無機相との結合
　20 μl酸性骨抽出物のアリコートを2 μlの10 MＮａＯＨと混合し、沈殿物を、室温で3
分間、10,000×gでペレット化した。ペレットを100 μlの緩衝液（1 mMリン酸ナトリウム
、ｐＨ7.4＋150 mMＮａＣｌ）中で2回すすいだ。次にその結果生じた骨の無機相（0.37 m
gの乾燥粉末と等価）を、結合緩衝液（80 mMリン酸ナトリウム、ｐＨ7.4＋150 mMＮａＣ
ｌ）中のｓＡＬＰまたはｓＡＬＰ‐Ｄ10タンパク質を含有する溶液100 μlと混合した。
試料を回転ホイール上で室温で30分間インキュベートして、懸濁液中に無機相を保持した
。次に試料を室温で3分間遠心分離した。結合タンパク質を含有するペレットを、0.1％Ｂ
ＳＡを含有するＡＬＰ酵素検定緩衝液180 μlと混合し、20 μlの100 μMＭＵＰを付加す
ることにより反応を開始した。より均質な検定状態を可能にするために、検定の継続時間
の間1分毎に10秒間、96ウエルプレートを振盪した。
【０１１６】
　再構成無機骨相上に保有される酵素活性を、結合検定に付加された等価の酵素活性と比
較した。骨無機相に結合される総タンパク質活性の0.98％および13.3％の値を、それぞれ
ｓＡＬＰおよびｓＡＬＰ‐Ｄ10に関して算定した。ｓＡＬＰ‐Ｄ10に有利になる13倍より
大きい結合差は、Ｃ末端融合デカ・アスパラギン酸塩配列が骨の無機相に対してｓＡＬＰ
を直接標的化する、ということを示唆する。さらに、骨の無機相に結合されるＡＬＰ活性
を直接的に測定することが可能であるという事実は、酵素が、触媒的適格形態でヒドロキ
シアパタイト結晶に結合される、ということを示す。
【０１１７】
　このような融合タンパク質は骨に対して直接的に標的化され、この場合、ＰＰｉの蓄積
が骨格石灰化を抑制する。
【０１１８】
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実施例７
Ｄ‐ＡＬＰは骨石灰化に及ぼすピロリン酸塩の抑制作用を低減する
　ＵＭＲ１０６細胞を、集密まで増殖させた。次にそれらを、10 mMβ‐グリセロホスフ
ェートを含有する培地中でさらに7日間培養して、石灰化を誘導した。この7日の培養期間
の間中、75 μMピロリン酸塩（ＰＰｉ）、石灰化阻害剤およびアルカリ性ホスファターゼ
基質を用いて、または用いずに、細胞を処理する。ＰＰｉ誘導性石灰化抑制を救助するア
ルカリ性ホスファターゼの能力を査定するために、ＰＰｉを用いてまたは用いずに処理し
た細胞を、ヒト胚腎細胞であるＨＥＫ２９３から産生される種々の濃度の半精製Ｄ10‐ｓ
ＡＬＰを用いて培養した。45Ｃａ取込みにより、石灰化を査定した。この実験に用いられ
るパラメーターを、以下の表２に示す。
【０１１９】
【表２】

【０１２０】
　ＰＰｉによる7日間の処理は、石灰化の43％低減を生じた。Ｄ10ｓＡＬＰを用いた培養
の同時処理は、この石灰化抑制の用量応答性救助を生じた。1.5単位のＤ10‐ｓＡＬＰに
よる処理は、30％低減を生じ、3および4.5単位は24％低減を、そして6単位は石灰化の15
％低減を生じ、ＰＰｉ誘導性石灰化抑制の65％救助に対応する。
【０１２１】
　これらの結果は、Ｄ‐ｓＡＬＰによる石灰化する骨芽細胞の処理がＰＰｉにより誘導さ
れる石灰化抑制を用量応答的に救助する、ということを示す。
【０１２２】
　上記の実施例は、組換えタンパク質とのポリアスパラギン酸塩融合が、それが単独で投
与される場合と比較して、骨の無機相とのまたは骨組織とのそれらの結合を増大し、そし
てその生物学的活性を実施するタンパク質の能力を増大する、ということを示す。
【０１２３】
　その好ましい実施形態により本発明を本明細書中に上記してきたが、添付の特許請求の
範囲に定義されるような本発明の本質および性質を逸脱しない限り、本発明は修正され得
る。
【０１２４】
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【図面の簡単な説明】
【０１２５】
【図１】図１は、ＣＬ‐４Ｂクロマトグラフィー後のＳＤＳポリアクリルアミドゲル上の
純粋状態のＧＳＴおよびＧＳＴ‐Ｄ10タンパク質を示す。
【図２】図２は、特定組織と関連して見出される組換えＧＳＴの注射用量のパーセンテー
ジにより、Ｄ6、Ｄ10およびＤ16ペプチドモチーフによる骨とのＧＳＴ結合の促進を示す
。
【図３】図３は、プラスミドｐＣＤＮＡ３‐ＲＳＶ‐Ｄ10ｓＰＨＥＸ‐ＮＥＯベクターの
模式図を提示する。
【図４】図４は、ＳＰ‐セファロースTMＨＰ（Ａ）およびブルー・セファロースＨＰ（Ｂ
）に関するＰＨＥＸの280 nm検出のクロマトグラフィープロフィルを示す。直線は緩衝液
比率を表わす。
【図５】図５は、Ｄ10ｓＰＨＥＸ精製手法を通して収集された異なる分画のSypro-rubyTM

染色ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ分析を示す。
【図６】図６は、14日間、ｓＰＨＥＸおよびＤ10ｓＰＨＥＸのi.v.投与により毎日注射さ
れたＨｙｐマウスで観察された血清アルカリ性ホスファターゼレベル（ＡＬＰ）における
変動を示す。U/l値は、注射レジメンの3日目（グラフ中の0 U/lに対応する）および15日
目の間に観察された低減を表わし、6匹の動物でなされた測定の平均値である。
【図７】図７は、Ｄ10ｓＰＨＥＸを産生するよう切断可能なタンパク質をコードする組換
えＤＮＡ配列のヌクレオチド配列を示す（配列番号１）。
【図８】図８は、図７のＤ10ｓＰＨＥＸによりコードされるアミノ酸配列を示す（配列番
号２）。
【図９】図９は、骨の無機相とのタンパク質（Ａ．　ＧＳＴ、Ｂ．　ｓＰＨＥＸ）の結合
を、それらのデカ‐アスパラギン酸塩融合相手のものと比較する。
【図１０】図１０は、ネイティブ（または膜結合）ＰＨＥＸのアミノ酸配列を示す（配列
番号３）。
【図１１】図１１は、図８の組換え切断可能タンパク質の切断により産生されるＤ10‐ｓ
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ＰＨＥＸ複合体のアミノ酸配列（配列番号４）を示す。
【図１２】図１２は、種々のｓｅｃＰＨＥＸ構築物の構造および活性を模式的に示す。
【図１３】図１３は、ｓＡＬＰ‐Ｄ10およびｓＡＬＰをコードする発現ベクターで一過性
トランスフェクトされたＨＥＫ２９３の可溶性細胞抽出物および消費培地中のアルカリホ
スファターゼ活性を蛍光定量的測定によりグラフで示す。
【図１４】図１４は、一過性トランスフェクション後のＨＥＫ‐２９３の消費培地および
細胞抽出物中の特異的Ｂ４‐７８抗体を用いたウエスタンブロッティングによるｓＡＬＰ
およびｓＡＬＰ‐Ｄ10の検出をグラフで示す（パネルＡ：ポンソー・レッド染色；パネル
Ｂ：ブロットα‐Ｂ４‐７８）。左側に示されているのは、分子量マーカーのサイズであ
る。
【図１５】図１５は、分泌アルカリ性ホスファターゼと融合されたデカ‐アスパラギン酸
塩の骨無機相との結合をグラフで示す。
【図１６】図１６は、Ａ．　可溶性アルカリ性ホスファターゼのヌクレオチド配列（配列
番号５）；ならびにＢ．　その可溶性アルカリ性ホスファターゼのアミノ酸配列（配列番
号６）を示す。
【図１７】図１７は、Ａ．　本発明の複合体、即ちｓＡＬＰ‐Ｄ10をコードするヌクレオ
チド配列（配列番号７）；ならびにＢ．　その複合体のアミノ酸配列（配列番号８）を示
す。
【図１８】図１８は、ＰＰｉ媒介性石灰化抑制に及ぼすＤ10‐ｓＡＬＰの作用をグラフで
示す。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】
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