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(57)【要約】
　本発明は、変形性関節症または軟骨損傷などの軟骨障害の治療においてFGF-18を投与す
るための、新たな投与計画を提供する。特に、FGF-18化合物を、1回の治療サイクルあた
り2週間ごとに投与することを含む好ましい治療スキームを提供する。この新たな投与計
画は、抗炎症薬を共投与することを含み得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軟骨障害の治療における使用のためのFGF-18化合物であって、該FGF-18化合物は、1回
の治療サイクルあたり少なくとも2回投与され、ここで、投与と投与の間は、約2週間離れ
ている前記FGF-18化合物。
【請求項２】
　投与と投与の間は、2週間離れている、請求項１に記載の使用のためのFGF-18化合物。
【請求項３】
　前記FGF-18化合物は、1回の治療サイクルあたり少なくとも3回または少なくとも4回投
与される、請求項１または２に記載の使用のためのFGF-18化合物。
【請求項４】
　治療サイクルは、2、3、4、5、または6月後に、繰り返される、請求項１～３のいずれ
か１項に記載の使用のためのFGF-18化合物。
【請求項５】
　1年あたり1、2、または3回の治療サイクルを含む、請求項１～４のいずれか１項に記載
の使用のためのFGF-18化合物。
【請求項６】
　前記FGF-18化合物は、関節内投与される、請求項１～５のいずれか１項に記載の使用の
ためのFGF-18化合物。
【請求項７】
　前記FGF-18化合物は、1回の関節内投与あたり3～300mcg、または好ましくは10～200mcg
、またはより好ましくは30～150mcg、または更により好ましくは30～120mcgの用量で投与
される、請求項１～６のいずれか１項に記載の使用のためのFGF-18化合物。
【請求項８】
　前記FGF-18化合物は、1回の関節内投与あたり約3、10、20、30、40、50、60、90、100
、120、150、180、200、240、または300mcgの用量で投与される、請求項７に記載の使用
のためのFGF-18化合物。
【請求項９】
　前記軟骨は、関節軟骨である、請求項１～８のいずれか１項に記載の使用のためのFGF-
18化合物。
【請求項１０】
　前記軟骨障害は、変形性関節症である、請求項１～９のいずれか１項に記載の使用のた
めのFGF-18化合物。
【請求項１１】
　前記軟骨障害は、軟骨損傷である、請求項１～９のいずれか１項に記載の使用のための
FGF-18化合物。
【請求項１２】
　前記FGF-18化合物は、
　a）配列番号1の第28～207位残基を含むヒトFGF-18成熟型を含むかまたは該成熟型から
成るポリペプチド、および
　b）配列番号2を含むかまたは配列番号2から成るポリペプチド、
から成る群より選択される、請求項１～１１のいずれか１項に記載の使用のためのFGF-18
化合物。
【請求項１３】
　前記FGF-18化合物は、抗炎症薬と一緒に投与される、請求項１～１２のいずれか１項に
記載の使用のためのFGF-18化合物。
【請求項１４】
　前記抗炎症薬は、アナキンラまたはジクロフェナクである、請求項１３に記載の使用の
ためのFGF-18化合物。
【請求項１５】
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　前記抗炎症薬は、単回投与あたり0.001～500mg、または好ましくは0.1～250mg、または
より好ましくは0.5～150mgの用量で投与される、請求項１３または１４に記載の使用のた
めのFGF-18化合物。
【請求項１６】
　前記抗炎症薬は、単回投与あたり0.03、0.1、0.25、0.3、0.5、1、1.5、2、5、10、15
、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、250、または300mgの用量で投与さ
れる、請求項１５に記載の使用のためのFGF-18化合物。
【請求項１７】
　前記FGF-18化合物は、1回の治療サイクルあたり3回投与され、投与と投与の間は約2週
間離れている、請求項１～１６のいずれか１項に記載の使用のためのFGF-18化合物。
【請求項１８】
　前記FGF-18化合物は、2週間に1回で3回連続投与される、請求項１～１７のいずれか１
項に記載の使用のためのFGF-18化合物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、特に、軟骨障害および軟骨・骨障害、変形性関節症、および軟骨損傷の治療
に関する。本発明は、とりわけ、特定の治療計画による使用のためのFGF-18化合物に関す
る。具体的には、本発明は、1回の治療サイクルあたり、FGF-18化合物を2週間ごとに1回
投与することを3回または4回行うことを含む治療スキームに関する。本投与計画は、更に
、アナキンラまたはジクロフェナク等の、症状（疼痛および機能）に対し効果のある抗炎
症薬を投与することも含み得る。
【背景技術】
【０００２】
　軟骨は、マトリックス（固いゲル状基質）内に分散されている軟骨細胞（間葉細胞に由
来する細胞）から構成されている。軟骨マトリックスは、これらの細胞によって産生され
、主にII型コラーゲン繊維（I型コラーゲン繊維も含有する線維軟骨を除く）、プロテオ
グリカン、およびエラスチン繊維を含んでなる。軟骨は、とりわけ、関節、胸郭、耳、鼻
、喉、気管、および椎間板内で見られる。軟骨は主に３種類、硝子軟骨、弾性軟骨、およ
び線維軟骨があり、これらにより組織形態に応じた顕著に異なる機能特性が付与される。
例えば、関節軟骨は、骨の関節面を覆う粘弾性の特性を有する硝子軟骨である。関節軟骨
の主な目的は、摩擦がほとんどない関節骨の動きを確実にするよう滑らかな表面を提供す
ることである。
【０００３】
　軟骨障害は、軟骨の変性／崩壊および結合組織の異常により、炎症、疼痛、こわばり、
患部の動きの制限といった症状が現れるという特徴を有する広範な疾患を指す。これらの
障害には、病理によるものや、あるいは外傷または損傷によるものがある。成熟した軟骨
は、自己修復能力が非常に限られている。これは、特に、軟骨に血管が存在しないことと
関連し、栄養の供給が限られているために成熟した軟骨細胞の増殖能力が非常に低いから
である。損傷または疾患による傷害を有する軟骨、特に関節軟骨を置換するのは、医師に
とって多大なる挑戦であり、かつ利用できる外科的手順が予測できず、変形性関節症によ
る病変を有さない若い患者において限られた時間のみ有効であると考えられている。従っ
て、殆どの患者は、治療を希望しない、あるいは、治療をできるだけ長く延ばすよう助言
される。治療が必要な場合、標準的な手順は年齢により、全関節置換または部分関節置換
、軟骨片または軟骨細胞の移植、または骨髄刺激法（例えば、マイクロフラクチャー法）
など多岐に渡る。マイクロフラクチャー法は、骨髄由来幹細胞による軟骨の沈着を刺激す
るために軟骨下骨に孔を開ける安価で一般的な手順である。しかし、この技術では十分に
軟骨欠損を修復できず、形成された新たな軟骨は主に線維軟骨なので、修復組織が短命で
あることが示されている。実際、線維軟骨の生体力学的特性は、硝子関節軟骨と同じでは
ないので、周囲の軟骨に対し適切に結合しないことが多い。この理由のため、新たに形成
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された線維軟骨は、容易に破壊しやすい（予想寿命は5～10年）。
【０００４】
　変形性関節症（OA）を有する患者では、これら全ての軟骨修復技術が成功しない。他の
非外科的治療法としては、特に、物理療法、生活習慣の改善（例えば、体重減少）、支持
デバイス、経口薬（例えば、非ステロイド性抗炎症薬）、薬物（例えば、ヒアルロン酸や
コルチコイド）の注入、および食品サプリメントの使用などがある。しかし、これらの治
療は全てOA疾患の進行を止めることができない。疼痛療法もうまくいかない場合、患者に
残されている選択肢は、関節置換または膝関節のための高脛骨骨切り術などの手術である
。脛骨または大腿骨骨切り術（関節摩耗部のバランスを再調整するために骨を切断する手
術）は、症状を軽減し、活動的な生活習慣を維持するのに役立ち、そして関節全置換術の
必要を遅延させることができる。関節全置換は、進行した変形性関節症の症状を軽減でき
るものの、一般に患者の生活習慣および／または活動レベルを著しく変化させることが必
要なこともある。
【０００５】
　現在利用可能な薬物治療は、主に疼痛緩和を目的とするものである。現時点では、軟骨
傷害を修復する市販の治療薬は存在しない（Lotz, 2010を参照）。
【０００６】
　インターロイキン－1アルファ（IL－1α）およびインターロイキン－1ベータ（IL－1β
）は、I型IL－1受容体（IL－1RA）の天然アゴニストである。IL－1などのプロ炎症性サイ
トカインの過剰発現は、関節リウマチ（RA）（Bingham, 2002）または変形性関節症（OA
）（Lee et al., 2013）などの免疫炎症性疾患の発病に主要な役割を果たすことが示され
ている。拮抗作用を有するIL－1αおよびIL－1βのRAにおける臨床応用について、ヒトIL
－1raの組み換え非グリコシル化形態であるアナキンラ（Kineret（商標））を用いた研究
がされている。この治療タンパク質の使用により、RA患者における関節損傷の頻度と重症
度が低減し（Bresnihan, 2002；St. Clair, 2002）、そして疼痛が軽減された（Mertens 
et al., 2009）。この分子は、いくつかの種類のRAの治療に対し2001年に承認されている
。IL－1はOAにも関与するものの、アナキンラ療法はプラセボと比較したOA症状の改善に
はあまり関連しない。しかし、150mgのアナキンラを用いるとプラセボに対し疼痛が減少
する傾向が見られた（Chevalier et al., 2009）。
【０００７】
　線維芽細胞成長因子18（FGF-18）は、線維芽細胞成長因子（FGF）タンパク質ファミリ
ーのメンバーであり、FGF-8およびFGF-17と密接に関連する。FGF-18は、軟骨細胞および
骨芽細胞の増殖因子であることが示されている（Ellsworth et al., 2002；Shimoaka et 
al., 2002）。FGF-18は、軟骨障害、例えば、変形性関節症及び軟骨損傷等に対するFGF-1
8の単独療法（WO2008／023063）、又はヒアルロン酸との組み合わせ療法（WO2004／03284
9）が提案されている。
【０００８】
　FGF-18について様々な投与計画が示されている。例えば、Moore et al.（2005）には、
週2回の投与を3週間の期間にわたって行うことが開示され、WO2008／023063には、週1回
の投与を3週間の期間にわたって行うことが教示されている。この最新の投与計画は、臨
床試験にて研究されている（詳細については、例えば、NCT01033994、NCT00911469、およ
びNCT01066871参照）。
【０００９】
　WO2008／023063に記載の投与計画は関節軟骨の修復に良好な結果をもたらすものの、急
性滑膜炎のリスクが依然として存在する。このような理由から、軟骨細胞を大幅に増殖さ
せて軟骨を修復することにより、軟骨障害に対する治療効果を維持しながら、治療に関連
する急性滑膜炎のリスクを減少させ、かつ、関節内注射に対する患者の耐性を増強するた
めの方法が必要である。かかる方法は、可能なら滑膜炎を起こさずに、関節軟骨の修復を
可能にするだけでなく、良好な特性を有する新たな軟骨（すなわち、主に硝子軟骨）の再
形成を可能にすべきである。実際に、硝子軟骨の生成は、治療のため、そして生体マトリ
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ックスの成分としての両者に価値がある（Getgood et al., 2010）。軟骨障害を治療する
効果を維持しつつ、疼痛を軽減／機能を改善させるための方法も必要である。実際に、疼
痛は、軟骨障害に関連する場合が多く、臨床的に軟骨障害であると検出するための主な症
状として現れる。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明の目的は、軟骨障害を有する患者を治療するための方法であって、該方法はFGF-
18化合物を投与することを含み、ここで、前記FGF-18化合物は、1回の治療サイクルあた
り少なくとも2回投与され、投与と投与の間は、約2週間、好ましくは2週間（2週間に1回
の投与）離れている前記方法を提供することである。好ましい実施形態では、投与と投与
の間は、それぞれ約2週間の規則的な間隔で離れている。好ましくは、FGF-18化合物は、2
週間に1回の規則的な間隔で投与される。
【００１１】
　本発明は、更に、軟骨障害を有する患者の治療における使用のためのFGF-18化合物であ
って、該FGF-18化合物は、1回の治療サイクルあたり少なくとも2回投与され、ここで、投
与と投与の間は、約2週間、好ましくは2週間（2週間に1回の投与）離れている前記FGF-18
化合物を提供する。好ましい実施形態では、投与と投与の間は、それぞれ約2週間の規則
的な間隔で離れている。好ましくは、FGF-18化合物は、2週間に1回の規則的な間隔で投与
される。
【００１２】
　好ましくは、投与されるFGF-18化合物は、本明細書でtrFGF-18（またはsprifermin）と
称するFGF-18断片であり、その薬用量サイクル（posology cycle）は、関節内注射1回に
つき3～300μgを2週間に1回投与することを3回連続で行う（治療サイクル1回分）。
【００１３】
　本発明の文脈では全体的に、FGF-18化合物を用いる任意の治療（または治療のための任
意の方法）は、アナキンラまたはジクロフェナク等の、症状（疼痛および機能）に対し効
果のある抗炎症薬を投与することを更に含み得る。好ましくは、かかる投与は、FGF-18化
合物の投与と同時に行われる。抗炎症薬が必要な場合、この抗炎症薬は、1回の治療サイ
クルあたり少なくとも2回FGF-18化合物と同時に投与され、投与と投与の間は、約2週間、
好ましくは約2週間（2週間に1回の投与）離れている。好ましくは、抗炎症薬は、アナキ
ンラまたはジクロフェナクであり、薬用量サイクルは、投与1回につき0.01～500mgを2週
間1回投与することを3回連続で行う（治療サイクル1回分）。
【００１４】
　好ましい実施形態では、かかる治療サイクル（すなわち、FGF-18化合物単独、または、
症状（疼痛および機能）に対し効果のある抗炎症薬との組み合わせ）は、前回の治療サイ
クルにおける最後の注射後、例えば、2、4、6月後、あるいは1年後、数月繰り返される。
【００１５】
　本発明の好ましい実施形態では、治療対象の軟骨障害は、マイクロフラクチャー法のよ
うな外科的介入があるまたはない変形性関節症または軟骨損傷といった関節炎である。驚
くことに、本発明の方法および使用は、軟骨の修復を著しく改善し、軟骨細胞の増殖を刺
激し、さらに、関節内注射に対する患者の耐性を高めることが発見された。更に驚くこと
に、アナキンラまたはジクロフェナクをFGF-18と一緒に使用すると、FGF-18化合物の増殖
活性を効率的に回復できることが発見された。本発明の別の利点は、滑膜炎が、他の計画
で観察される場合よりも軽減されることである。
【００１６】
　定義
　本明細書で使用する用語「FGF-18化合物」又は「FGF-18」は、ヒトFGF-18タンパク質の
生物学的活性を少なくとも１つを保持するタンパク質であるという意図である。FGF-18は
、天然型、その成熟型、組換え型、又は切断型であってもよい。ヒトFGF-18タンパク質の
生物学的活性としては、特に軟骨細胞または骨芽細胞の活性増加（WO98／16644）、ある
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いは軟骨形成の増強（WO2008／023063）が挙げられる。天然又は野生型のヒトFGF-18は、
関節軟骨の軟骨細胞によって発現されるタンパク質である。ヒトFGF-18は、当初zFGF－5
と命名されWO98／16644に詳述されている。配列番号1は、天然のヒトFGF-18のアミノ酸配
列に相当し、アミノ酸残基1（Met）～27（Ala）から成るシグナルペプチドを有する。ヒ
トFGF-18の成熟型は、配列番号1の残基28（Glu）～残基207（Ala）のアミノ酸配列（180
個のアミノ酸）に相当する。
【００１７】
　本発明においてFGF-18は、例えば、WO2006／063362で教示される組み換え方法等によっ
て産生することができる。本発明のFGF-18は、発現系や条件により、開始メチオニン（Me
t）残基または分泌のためのシグナル配列と共に、組み換え宿主細胞において発現される
。原核生物の宿主、例えば、大腸菌（E. coli）等において発現される場合、FGF-18はそ
の配列のN末端においてさらなるMet残基を含む。例えば、ヒトFGF-18のアミノ酸配列は、
大腸菌（E. coli）で発現される場合、N末端（位置1）のMet残基で開始し、配列番号1の
残基28（Glu）～残基207（Ala）がこれに続く。
【００１８】
　本明細書で使用する用語FGF-18の「切断型」は、配列番号1の残基28（Glu)～196（Lys
）を含むかまたは該残基から成るタンパク質を指す。好ましくは、FGF-18タンパク質の切
断型は、「trFGF-18」と命名されたポリペプチド（170個のアミノ酸、rhFGF-18またはspr
iferminとしても知られる）であり、Met残基（N末端）で開始し、野生型ヒトFGF-18のア
ミノ酸残基28（Glu）～196（Lys）がこれに続く。trFGF-18のアミノ酸配列は、配列番号2
（配列番号2のアミノ酸残基2～170は、配列番号1のアミノ酸残基28～196に相当する）に
示す。trFGF-18は、ヒトFGF-18の組み換え切断型であり、大腸菌（E. coli）で産生され
る（WO2006／063362）。trFGF-18は、成熟ヒトFGF-18と同様の活性を示し、例えば、様々
な軟骨組織の修復及び再構築につながる軟骨細胞の増殖や軟骨の沈着を増強することが示
されている（WO2008／023063）。
【００１９】
　本明細書で使用する用語「症状（疼痛および機能）に対し効果のある抗炎症薬」または
「抗炎症薬」は、例えば疼痛および機能といった治療すべき軟骨障害に関連する症状に効
果を有する抗炎症薬を指す。本明細書に従って使用するのに好ましい「抗炎症薬」は、ア
ナキンラおよびジクロフェナクである。アナキンラは、ヒトインターロイキン－1受容体
アンタゴニスト（IL－1Ra）の組換え非グリコシル化形態である。これは、Kineret（登録
商標）という名称で市販されている。その配列は、配列番号3に対応する。ジクロフェナ
ク（すなわち2－（2，6－ジクロロアニリノ）フェニル］酢酸）は、炎症を軽減し、一定
の条件下で疼痛を軽減する鎮痛剤として知られている薬剤である。様々な商品名で市販さ
れている。
【００２０】
　「約2週間」または「約2週間毎」の文脈で使用される用語「約」は、投与と投与の間が
2週間（14日）離れているとき、その投与と投与の間が2週間＋／－数日（例えば、＋／－
1、2、3日）の変動をもって離れていることを包含する。実際、特に実用的な観点から、F
GF-18化合物、例えばtrFGF-18の投与は、例えば、前回の投与から１日単位でちょうど2週
間（14日）といった、正確な間隔で行うことが常にできるわけではない、ということを理
解すべきである。従って、本発明の文脈では、2週間は、前回の投与から14日を意味する
が、患者の都合のため、11、12、13、15、16、または17日であってもよい。本発明の文脈
では、用語「2週間（2 weeks）」は、用語「2週間ごと（every 2 weeks）」、「隔週（ev
ery other week）」、または「2週間に1回（biweekly）」に類似し、交換可能に使用でき
る（図１）。使用される用語「2週間」は、好ましくは、「日数（days）」について言及
するもの（例えば、1回目の注射が月曜日なら、次の注射は2週間後の月曜日）として使用
されるべきであり、または「日付（date）」について言及するもの（例えば、1回目の注
射が8月1日なら、次の注射は8月15日）として使用されるべきである。
【００２１】
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　用語「治療サイクル」または「サイクル」は、FGF-18化合物が、2週間ごとに投与（連
続投与）される期間に対応する。例えば、治療サイクルは、それぞれ2週間の間隔で3回注
射することから成る場合がある。このような「治療サイクル」を繰り返してもよい。例え
ば、第2回の「治療サイクル」を、前回のサイクルの最後の注射から2、3、4、5、または6
月後に行ってもよい。あるいは、第2回のサイクルを、第1回のサイクルの最初の注射から
1年または2年後に行ってもよい。一例として、それぞれ2週間の間隔で3回注射することか
ら成る第1の治療サイクルの後、当該サイクルの最後の注射から3月後に、それぞれ2週間
の間隔で3回注射することから成る第2の治療サイクルを行ってもよい。
【００２２】
　本明細書で使用する用語「軟骨障害」とは、外傷などの損傷による傷害に起因する障害
、軟骨疾患、および関節炎を包含する。本明細書に記載のFGF-18製剤の投与によって治療
し得る軟骨障害の例としては、変形性関節症等の関節炎や軟骨損傷などが挙げられるが、
これらに限定されない。軟骨石灰化症、多発性軟骨炎、再発性多発性軟骨炎、強直性脊椎
炎、または肋軟骨炎などの軟骨または関節の変性疾患や障害もこの文言に包含される。国
際軟骨修復学会（ICRS）は、軟骨欠損の重症度を評価するための関節鏡による評価システ
ムを以下のように提案している。グレード：0（通常）健康な軟骨。グレード1：軟骨にソ
フトスポットや水疱を有する。グレード2：軟骨に目に見える小さな裂け目を有する。グ
レード3：病変に深い裂け目（軟骨層の50％超）を有する。グレード4：軟骨が裂け、下の
骨（軟骨下骨）が露出している。（ICRS publication：http://www.cartilage.org/_file
s/contentmanagement/ICRS_evaluation.pdf、page 13を参照のこと）。
【００２３】
　本明細書で使用する用語「関節炎」は、変形性関節症、関節リウマチ、若年性関節リウ
マチ、感染性関節炎、乾癬性関節炎、スティル病（若年性関節リウマチの発症）、または
離断性骨軟骨炎等の障害を包含する。好ましくは、軟骨が傷害を受けている疾患または障
害を含む。
【００２４】
　用語「変形性関節症」または「OA」は、関節炎の最も一般的な形態を意図するのに使用
される。用語「変形性関節症」は、原発性変形性関節症および二次性変形性関節症（例え
ば、The Merck Manual, 17th edition, page 449参照）のいずれも包含する。変形性関節
症は、軟骨の破壊によって引き起こされることがある。軟骨が細かく破壊され骨間の関節
に疼痛や腫れを引き起こすことがある。時間が経つにつれて、軟骨が完全に摩耗し、骨同
士がぶつかってしまう。変形性関節症は、あらゆる関節に影響するが、通常は、手、肩、
そして股関節、膝関節、脚、背骨といった体重を支える関節に関連する。好ましい例では
、変形性関節症は、変形性膝関節症または変形性股関節症である。この用語は、特に、OA
RSI分類システムによりステージ1～ステージ4またはグレード1～グレード6に分類される
変形性関節症の形態を包含する。当業者は、当該技術分野で使用されている変形性関節症
の分類、特にOARSI評価システムを良く認識している（OOCHASとも称される；例えば、Cus
ters et al., 2007参照）。変形性関節症は、本発明のFGF-18化合物を投与することによ
って治療できる好ましい軟骨障害の一つである。
【００２５】
　本明細書で使用する用語「軟骨損傷」とは、特に外傷から生じる、軟骨の障害または軟
骨の損傷である。軟骨損傷は、外傷による物理的な破壊の結果として、特に事故または手
術（例えば、マイクロフラクチャー法による手術）後に生じることがある。用語「軟骨損
傷」は、軟骨または骨軟骨骨折および半月板の損傷をも含む。関節組織のスポーツによる
損傷又はスポーツによる摩耗もまたこの用語の定義内と考えられる。また、この用語は、
微小な障害または鈍的な外傷、軟骨骨折、骨軟骨骨折、または半月板損傷をも含む。
【００２６】
　本発明の文脈では、治療の「効果」は、軟骨の厚さ、例えば、関節部の関節軟骨の厚さ
の変化に基づいて測定できる。この厚さは、例えば、X線コンピュータ断層撮影法、磁気
共鳴画像（MRI）、また超音波測定により評価できる。
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【００２７】
　発明の詳細な説明
　本発明は、FGF-18化合物を用いた、変形性関節症および軟骨損傷などの様々な軟骨障害
の治療のための投与スキームを提供する。好ましくは、前記FGF-18化合物は、上記で定義
したようなtrFGF-18である。本発明の文脈で、FGF-18化合物は、本明細書に開示の方法お
よび使用に従って投与されると、軟骨障害に対し、最適な疾患または症状軽減効果を奏す
ることが示された。驚くことに、本発明の投与計画（すなわち、1回の治療サイクルあた
り、週1回投与を3週間行うことよりも頻度が少ない投与計画）は、次の注入時に炎症（例
えば、急性滑膜炎）が軽減された状態をもたらし、FGF-18化合物の活性が優れることが観
察される。関節におけるFGF-18の半減期はかなり短い（24時間未満）ため、この知見は全
く予想されなかった。
【００２８】
　本発明の文脈では全体的に、FGF-18化合物を用いる任意の治療（または治療のための任
意の方法）は、アナキンラまたはジクロフェナク等の、症状（疼痛および機能）に対し効
果のある抗炎症薬を投与することを更に含み得る。好ましくは、かかる投与（共投与）は
、FGF-18化合物の投与と同時に行われる（すなわち、同時投与）。
【００２９】
　一の実施形態では、本発明は、軟骨障害を有する患者を治療するための方法であって、
該方法はFGF-18化合物を投与することを含み、ここで、前記FGF-18化合物は、1回の治療
サイクルあたり少なくとも2回投与され、投与と投与の間は、約2週間、好ましくは２週間
離れている（つまり、2週間ごと、隔週、または毎2週）前記方法を提供する。好ましいFG
F-18化合物はtrFGF-18である。好ましい実施形態では、FGF-18化合物は、1回の治療サイ
クルあたり2週間または約2週間の規則的な間隔で3回投与（つまり、1回の治療サイクルあ
たり2週間に1回または隔週という規則的な間隔で3回投与）されることもある。このよう
な治療は、1年に1、2、または3回の治療サイクルを含んでいてもよい。アナキンラまたは
ジクロフェナクなどの抗炎症薬を、FGF-18化合物と同時に投与してもよい。
【００３０】
　本発明の別の態様では、軟骨障害を有する患者の治療における使用のためのFGF-18化合
物であって、ここで、前記FGF-18化合物は、1回の治療サイクルあたり少なくとも2回投与
され、投与と投与の間は、約2週間、好ましくは2週間離れている前記FGF-18化合物を提供
する。好ましいFGF-18化合物はtrFGF-18である。好ましい実施形態では、FGF-18化合物は
、1回の治療サイクルあたり2週間または約2週間の規則的な間隔で3回投与される（すなわ
ち、1回の治療サイクルあたり2週間に1回または隔週という規則的な間隔で3回投与される
）。このような治療は、1年に1、2または3回の治療サイクルを含んでいてもよい。アナキ
ンラまたはジクロフェナクなどの症状（疼痛および機能）に対し効果のある抗炎症薬を、
FGF-18化合物と同時に投与してもよい。
【００３１】
　本発明によれば、FGF-18化合物は、単独投与、または、例えばアナキンラまたはジクロ
フェナクなどの抗炎症薬との組み合わせによる投与のいずれかであっても、規則的な間隔
で投与される。しかし、＋／－数日のわずかな差異（好ましくは3日より多くない）は許
容される。例えば、投与が約2週間離れている場合、ある１回のサイクルにおける第1回の
投与が火曜日にされたとき、第2回の投与を第1回の投与から2週間後の火曜日（規則的な
間隔）に行ってもよく、またはその前後の数日内（例えば、火曜日の前の月曜日や後の木
曜日）に行ってもよい。同様に、第1回の投与が8月1日（例えば月曜日）にされたとき、
第2回の投与を第1回の投与から2週間後の8月15日（月曜日）（規則的な間隔）に行っても
よく、またはその前後の数日内（例えば、8月15日前の金曜日または土曜日、あるいは8月
15日後の火曜日または水曜日）に行ってもよい。このように柔軟性をもたせることによっ
て、投与計画は、患者にとってひどく制限的なものでなくより利便性をもたせることがで
きる。
【００３２】
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　好ましくは、投与は、規則的な間隔、例えば、2週間に1回、に基づいて行われる。一の
好ましい実施形態では、投与と投与の間は、2週間離れている（すなわち2週間に1回の投
与）。
【００３３】
　本発明の文脈では全体的に、FGF-18化合物は、1回の治療サイクルあたり少なくとも2回
投与される。例えば、FGF-18化合物は、1回の治療サイクルあたり、少なくとも3回または
少なくとも4回投与されてもよい。好ましくは、FGF-18化合物は、1回の治療サイクルあた
り、3回または4回投与される。
【００３４】
　好ましい実施形態では、FGF-18化合物は、単独で、または、抗炎症薬（例えばアナキン
ラまたはジクロフェナクなど）との組み合わせのいずれかで、1回の治療サイクルあたり
少なくとも2回連続、少なくとも3回連続、または少なくとも4回連続で投与される。更に
好ましい実施形態では、FGF-18化合物は、単独で、または、抗炎症薬（例えばアナキンラ
またはジクロフェナクなど）との組み合わせのいずれかで、1回の治療サイクルあたり2回
連続、3回連続、または4回連続で投与される。更により好ましい実施形態では、FGF-18化
合物は、3回連続で投与される。
【００３５】
　本発明の文脈では全体的に、かかる治療は、1年あたり数回の治療サイクル、例えば、1
年あたり1、2、または3回の治療サイクルを含んでもよい。一の好ましい実施形態では、
かかる治療は、1年あたり2回の治療サイクルを含む。あるいは、治療は、1年あたり1回の
治療サイクルを含み、第1回の治療サイクルの開始から1年または2年間繰り返される。一
例として、治療が1回のサイクルを含む場合、この治療はそれぞれ2週間の間隔で3回注射
することから成ってもよい。更なる例として、治療が少なくとも2回のサイクルを含む場
合、それぞれ2週間の間隔で3回注射することから成る第1回の治療サイクルの後に、当該
サイクルの最後の注射から数月後に、それぞれ2週間の間隔で3回注射することから成る第
2回の治療サイクルを行ってもよい。
【００３６】
　本発明のFGF-18化合物は、好ましくは、a）配列番号1の第28～207位残基を含むヒトFGF
-18成熟型を含むかまたは該成熟型から成るポリペプチド、および、b）FGF-18（170AA）
（配列番号2）を含むかまたは該FGF-18から成るポリペプチド、から成る群より選択され
る。特に、本化合物は、ヒト野生型成熟FGF-18またはtrFGF-18より選択される。上記化合
物は、軟骨の沈着を増大させ軟骨の修復を可能にする。
【００３７】
　更に好ましい実施形態では、治療は、FGF-18化合物を、1回の関節内投与あたり3～600
マイクログラム（μgまたはmcg）、好ましくは3～300μg、または好ましくは10～200μg
、またはより好ましくは30～150μg、または更により好ましくは30～120μgの用量で投与
することを含む。好ましい実施形態では、治療は、FGF-18化合物を、1回の関節内投与あ
たり約3、10、20、30、40、50、60、90、100、120、150、180、200、240、または300μg
の用量で投与することを含む。好ましい用量としては、FGF-18化合物が1回の関節内投与
あたり10、20、30、60、90、120、180、240、または300μgであることが挙げられる。投
与されるFGF-18化合物の用量は、治療対象の患者がヒトか非ヒト哺乳動物かによって変わ
ることが理解されるべきである。例えば、好ましくは、イヌにとっての用量は、ヒトにと
っての用量の5分の1程度であろう。例えば、ヒトの投与量が1回の関節内投与あたり30～1
20μgの範囲である場合、イヌの投与量は1回の関節内投与あたり5～20μgの範囲であり得
る。ラットおよびウサギの用量の例を実施例に記載する。
【００３８】
　本発明の文脈では全体的に、FGF-18化合物を、症状（疼痛および機能）に対し効果のあ
る抗炎症薬との組み合わせで使用できる。好ましい抗炎症薬は、アナキンラ（配列番号3
参照）またはジクロフェナクである。アナキンラまたはジクロフェナクのいずれかが投与
される場合、治療は、関節内投与（例えば、アナキンラに好ましい投与法）または経口投
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与（例えば、ジクロフェナクに好ましい投与法）のいずれかによる単回投与あたり0.01～
500ミリグラム（mg）、好ましくは0.1～250mg、またはより好ましくは0.5～150mgの用量
で投与することを含む。好ましい実施形態では、治療は、抗炎症薬を単回投与あたり約0.
03、0.1、0.25、0.3、0.5、1、1.5、2、5、10、15、20、30、40、50、60、70、80、90、1
00、150、200、250、または300mgの用量で投与することを含む。好ましい用量としては、
単回投与あたり0.5、1、5、1.5、10、50、100、および150mgであることが挙げられる。投
与される抗炎症薬の用量は、治療対象の患者がヒトか非ヒト哺乳動物かによって変わるこ
とが理解されるべきである。例えば、好ましくは、イヌにとっての用量は、ヒトにとって
の用量の6分の1程度であろう。例えば、ヒトのアナキンラ投与量が1回の関節内投与あた
り150mgである場合、イヌの投与量は1回の関節内投与あたり25mgであり得る。当業者は、
投与対象の患者および抗炎症薬に応じてケースバイケースで抗炎症薬の投与計画を変更す
るであろう。例えば、ジクロフェナクを経口投与する場合、投与計画は、1日あたり50 mg
または75mgを2回または3回投与することがあり得る。
【００３９】
　FGF-18化合物は、医薬組成物として、すなわち、医薬的に許容される担体、賦形剤等と
共に製剤化してもよい。「医薬的に許容される」の定義は、活性成分の生物学的活性の有
効性を妨げず、かつ、投与対象の患者に毒性がない任意の担体、賦形剤等を包含すること
を意味する。例えば、非経口投与では、活性タンパク質を、生理食塩水、デキストロース
溶液、血清アルブミン、およびリンガー溶液などのビヒクルを用いて注射用の単位剤形に
製剤化してもよい。関節内に適用するための製剤は、他の注射製剤にも当てはまる大部分
の要件に沿う、すなわち、滅菌されていてかつ適用部位（例えば、膝関節、関節液）にお
ける生理的な状態に適合する必要がある。また、関節内注射に使用される賦形剤は、他の
注射製剤、例えば、筋肉内または皮下に適用する注射製剤内に存在するものでもよい。少
なくとも一つの追加的な医薬的に許容される担体、賦形剤等を含むFGF-18化合物のかかる
製剤を、本明細書では、「FGF-18組成物」または「FGF-18製剤」と呼ぶ。また、かかる「
FGF-18組成物」または「FGF-18製剤」は、本発明の文脈において有用である。
【００４０】
　アナキンラまたはジクロフェナクなどの抗炎症薬をFGF-18化合物と一緒に使用する場合
、アナキンラまたはジクロフェナクは、FGF-18化合物の製剤の投与前または同時投与のい
ずれで投与しても良く、2つの異なる注射器／針を使用してもよいし、あるいは、患者の
利便性を高めるために、2つの異なる注射器だが好ましくは同じ針を使用してもよい。あ
るいは、抗炎症薬を、経口投与または他の投与方法によって投与してもよい。
【００４１】
　trFGF-18のようなFGF-18化合物、及びFGF-18化合物を含有する組成物（「FGF-18組成物
」）は、軟骨障害を治療するのに有用である。特に、例えば、表面の線維化（初期の変形
性関節症）による滑膜関節における関節軟骨の欠損、変形性関節症による軟骨変性、そし
て損傷または疾患による軟骨または骨軟骨の欠損を治療するために有用であり得る。また
、FGF-18化合物およびFGF-18組成物は、離断性骨軟骨症および変性関節疾患による関節疾
患の治療するに有用であり得る。再建および整形手術の分野で、FGF-18化合物およびFGF-
18組成物は、大規模な組織欠損を再建するための自家または同種軟骨拡大および移植に有
用であろう。FGF-18組成物は、関節の洗浄、骨髄の刺激、摩耗した関節の形成術、軟骨下
穿孔、または軟骨下骨のマイクロフラクチャー術に関連する軟骨損傷を修復するために使
用できる。アナキンラまたはジクロフェナクなどの、症状（疼痛および機能）に対し効果
のある抗炎症薬と同時投与するというオプションにより、治療対象の軟骨障害に伴う疼痛
が軽減するであろう。
【００４２】
　好ましい実施形態では、本発明による治療対象の軟骨障害は、変形性膝関節症または変
形性股関節症などの変形性関節症である。治療対象の変形性関節症は、例えば、一次性変
形性関節症または二次性変形性関節症、OARSI分類システムによりステージ1～ステージ4
またはグレード1～グレード6に分類される変形性関節症であり得るが、これらに限定され
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ない。
【００４３】
　別の好ましい実施形態では、本発明による治療対象の軟骨障害は、マイクロフラクチャ
ーなどの外科的介入があるまたはない軟骨損傷である。従って、FGF-18組成物の投与（単
独、またはアナキンラまたはジクロフェナクなどの抗炎症薬と一緒に投与される）による
軟骨の成長後に、新たに形成された軟骨表面の輪郭に適切に沿うような外科的治療が必要
なこともある。
【００４４】
　好ましい実施形態では、治療は、FGF-18化合物またはFGF-18組成物を単独で、または、
例えばアナキンラまたはジクロフェナクなどの症状（疼痛および機能）に対し効果のある
抗炎症薬と一緒に、関節内投与することを含む。FGF-18化合物またはFGF-18組成物は、単
独で、または、例えばアナキンラまたはジクロフェナクなどの抗炎症薬と一緒に適用して
も良く、関節の滑液への直接注入しても、欠損部へ直接注入してもよく、単独でも、タン
パク質の持続放出（例えば、徐放製剤）または限定的な局所放出に好適な担体と組み合わ
せてもよい。好ましくは、単独でも、または、例えばアナキンラまたはジクロフェナクな
どの抗炎症薬と一緒でもよいFGF-18化合物の投与様式は、滑液膜周囲投与、滑液膜内投与
、関節周囲投与、および関節内投与から成る群より選択される。好ましい実施形態では、
本明細書に記載の使用のためのFGF-18化合物は、単独で、または、例えばアナキンラまた
はジクロフェナクなどの抗炎症薬と一緒に、好ましくは関節内投与（関節の内部へ投与）
される。抗炎症薬は、好ましくは関節内投与（例えば、アナキンラに好ましい投与法）ま
たは経口投与（例えば、ジクロフェナクに好ましい投与法）のいずれかで投与される。関
節内投与は、股関節、膝関節、肘、手首、足首、脊椎、脚、指、つま先、手、肩、肋骨、
肩甲骨、大腿、すね、かかとから選択される関節の内部または脊椎の骨点（bony point）
に沿いに行われる。さらに他の好ましい実施形態では、関節内投与は、股関節または膝関
節において行われる。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】図１は、治療スケジュールの概要を示す。図１ａは、1週間に1度の投与計画を示
す。図１ｂは、1月に1度（または4週間に1度）の投与計画を示す。図１ｃは、1月に1度（
または4週間に1度）に、患者の利便性のため許容される＋／－数日のわずかな差異を含め
た投与計画を示す。
【００４６】
【図２】図２は、サフラニンO染色の定量化により示される、ラットOAモデルにおけるFGF
-18化合物による用量依存性の関節マトリックス沈着を示す。
【００４７】
【図３】図３は、大腿骨を除く全関節スコアを示す。
【００４８】
【図４】図４は、全関節スコアを示す。
【００４９】
【図５】図５は、脛骨軟骨変性の実質幅を示す。
【００５０】
【図６】図６は、IL1αで刺激したまたは刺激しないブタ軟骨細胞の培養8日後の細胞濃度
を示す。（A）は即時投与（N＝4）、（B）は6時間後投与（N＝6）を示す。それぞれ、100
ng／mLのrhFGF-18および／または100ng／mLのアナキンラを添加した。
【００５１】
【図７】図７は、経時的な血清α2MGレベルを示す。
【００５２】
【図８】図８は、対象の膝（OA関節）と反対側の膝（健康な膝）の関節の直径の差の経時
的なAUC（曲線下面積）を示す。
【００５３】
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【図９】図９は、内側脛骨の軟骨の体積（mm3）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００５４】
　配列番号1：天然ヒトFGF-18のアミノ酸配列。
　配列番号2：組み換え切断型FGF-18（trFGF-18）のアミノ酸配列。
　配列番号3：組み換えヒトiIL－1受容体アンタゴニスト（アナキンラ）のアミノ酸配列
。
【実施例】
【００５５】
　材料：
　本実施例の組み換え切断型FGF-18（trFGF-18）は、WO2006／063362に記載される技術に
従い大腸菌での発現により調製した。以下の実施例において、trFGF-18及びFGF-18は、互
換的に使用される。
【００５６】
　組換えヒトインターロイキン－1受容体アンタゴニスト（アナキンラ）は、Pharmaciaか
ら取得した。
【００５７】
　関節のスコア付け：
　屠殺後、右膝を取り出し、5％ギ酸で4～6日間脱灰し、前面で半分に切断し、パラフィ
ンワックスに包埋した。3枚の切片を200μmの厚さで切り出し、トルイジンブルーで染色
し、ImagePro Plus（商標）ソフトウェア（Media Cybernetics）を用いて分析した。３枚
の関節切片のスコア付けでは、各切片の２分１が損傷されている場合、軟骨損傷と決定し
軟骨変性幅（μm）とした。これは、軟骨細胞およびプロテオグリカン両者の損失が軟骨
の厚さの50％以上である脛骨軟骨の病変領域を反映する。脛骨表面を横切る３つのゾーン
のそれぞれにおいて病変の重症度が最大の領域を測定した。
【００５８】
　処置群の各スコアと測定値の平均±SEを決定した。
【００５９】
　データは、一元配置分散分析（one－way ANOVA）またはクラスカル・ワリス検定（ノン
パラメトリック）を用いて、適切な多重比較事後検定に従い分析した。ノギスによる右膝
の測定値をスチューデントt検定を用いて左膝と比較した。明示しない限り、Bolder BioP
ATH, Inc．が生（未変換）データの統計解析を実施する。データの正規性および分散の均
一性について一定の前提条件に基づいて統計的検定を行い、検定によりこれらの前提条件
の違反が生じた場合にさらなる分析が必要になることがある。すべての検定において、有
意差をp≦0.05と設定した。各群とビヒクル対照群間の比較のみならず、各群間での比較
も行った。
【００６０】
　実施例１
　方法：
　10～15週齢の雄Lewisラットの内側半月板を切除し前十字靭帯を離断して（ACLT＋tMx）
、不安定誘発性のOAモデルを作成した。簡単に言えば、イソフルランによる麻酔下で、各
ラットの右膝の関節包を切開し、前十字靱帯と半月板固定靭帯を鋭く横に切断し、半月板
を除去し、関節包、筋肉、および皮膚を縫合によって閉じた。動物は無作為に各群n＝10
匹ずつ10個の群に割り当てた。1回の関節内注射あたり0、0.3、1、3および10μgの用量に
ついて検査した。第1～5群は、1週の間隔で3回の単回注射をする1サイクル、第6～10群は
、1月の間隔で3回の単回注射をする1サイクルを行った。関節内の処置は手術から3週間後
に開始した。この時点で病態生理学的変化は、例えば軟骨基質の損失として、既に現れて
いた。動物は手術から17週後に安楽死させ、関節を検査した。
【００６１】
　結果：



(13) JP 2017-507142 A 2017.3.16

10

20

30

40

50

　外側脛骨では、trFGF-18による用量依存性の軟骨組織の新形成は、注射の投与計画には
よらず、関節あたり1μgを投与すると、有意であった（図2a参照）。内側脛骨では、trFG
F-18による用量依存性の軟骨組織の新形成は、1週に1度の投与計画では関節あたり1μgを
投与すると、1月に1度の投与計画では関節あたり0.3μgを投与すると有意であった（図2b
参照）。
【００６２】
　実施例２
　方法：
　雄Lewisラットに外科手術を施し（イソフルランによる麻酔下で）、右膝関節に内側半
月板涙を誘発した。動物は、2つの異なる投与計画（下の表参照）でビヒクルまたはFGF-1
8を関節内投与し、105日目に終了した。膝は、ベースラインおよび21、42、56、84、105
日目にノギスで測定した。血清は、21および105日目、および最終投与（42または84日目
）から1週間後にα2マクログロブリンレベルについて評価した。右膝は、組織病理学的評
価のために採取した。
【００６３】
【表１】

【００６４】
　結果および結論：
　全ての動物は、手術後麻酔からの回復に伴いすぐに体重が増加した。全ての動物は、研
究の過程にわたって体重が増え、群間の体重変化について有意差はなかった。
【００６５】
　ノギス測定による膝の直径およびa2MGの血清レベルはFGF-18の注射後に増加したが、こ
れらのパラメータを用いる本研究では、特定の治療計画の他の治療計画に対する明確な利
点は実証されなかった。対照的に、構造的な利点は、1月に1回の投与スキームで最も高か
った（図３、図４、図５）。2週間に1回の投与スキームも有望で、興味深く構造的な利点
をもたらす。
【００６６】
　全体的に、本研究の結果により、FGF-18による治療では、その投与計画によらず、第1
回目の注射の後に膝の腫れが有意に増すことが示唆される。組織病理学的な評価により、
治療は一般に、その重症度は低減させるものの、特にコラーゲンの損傷の観点で脛骨表面
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の損傷の程度を増すことを示した。この効果は2回よりも3回の用量を受けた処置群、およ
び、最も遅い時点（77日目）で最終投与を行った群で最も顕著であった。治療により見ら
れた他のいくつかの副作用は、軟骨の肥大、滑膜炎、滑膜線維症等であった。これらの変
化は、短期に連続して3回の投与を受けた動物で最も明白であり重症であった（第3群およ
び第4群）。一方、2回の投与のみを受けた動物（第6群および第7群）またはより長期にわ
たって投与を受けた動物（第5群）では重症な変化がやや少なかった。
【００６７】
　全体的な形態が最も良好であった治療計画は、月1回ごとに3回注射した群であった（第
4群、21、49、および77日目に注射）。このことより、投与の間にある程度の回復期間が
有益であったことが示唆される。また、2週間ごとに1回の注射を3回行う治療計画（第5群
、21、35、および49日目に注射）の全体的な形態の結果も良好であった。
【００６８】
　実施例３
　方法：
　60羽の雄天然ニュージーランド白ウサギを本研究に使用した。動物は、右膝に軟骨欠損
を作成した約3～4月齢のウサギであった。2mm×6mm（全厚）の欠損を滑車溝の関節軟骨に
作成した。18ゲージの針を用いてマイクロフラクチャー術により、欠損基部の軟骨下骨に
2つの3mm深の微小孔を、1つは近位もう1つは遠位に作成した。各微小孔は直径が約1.5mm
であり、それぞれの孔は2mm離れていた。
【００６９】
　実験は、各群10羽ずつのウサギを合計60匹用いて以下の6つの処置群から構成した（表2
）。第3、4、5、および6群のウサギは、rhFGF-18を関節内投与した。1サイクルで100μg
のrhFGF-18を1週に1回投与することを3週間行うか（第3群および第5群）、または1サイク
ルで100μgのrhFGF-18を1月に1回投与することを3月行った（第4群および第6群）。全て
の動物は安楽死させ、手術から6月後に剖検した。
【００７０】
【表２】

【００７１】
　結果：
　剖検所見（表３）：
　ICRS総軟骨スコアは、第5群では1.9＋／－0.3SEであり、第6群では2.4＋／－0.2SEであ
ったことより、1月に1回の投与スキームは1週に1回の投与スキームに比べて優れているこ
とが示唆される。第6群では、10羽中3羽の動物で、顆間溝が粒状～細かい粒状の軟骨で充
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填され、10羽中残りの7羽の動物では、顆間溝の50％が粒状～粗い粒状の軟骨で充填され
ていた。要約すると、rhFGF-18を単独で、またはマイクロフラクチャー法と組み合わせて
、1週に1回または1月に1回の注射により投与すると、大腿顆領域の肥厚または拡大、およ
び、顆間溝病変において非常に粗いかまたは粗い粒状の軟骨が増え、内側および外側滑車
尾根における骨棘の刺激、時々の脛骨プラトー骨棘形成、または滑膜脂肪パッド内の膝蓋
骨上または隣接部における異常な軟骨の成長が起こった。
【００７２】
　マイクロフラクチャー法を用いない場合の形態学的病理：
　rhFGF-18を1月に1回、3月にわたり投与した動物から得た右大腿骨病変の切片は、欠陥
充填の割合が有意に増加し（48％）、欠陥充填スコアが有意に49％増加した。他のスコア
は有意ではないが20～23％増加した。溝の病変の幅の合計は有意でないが36％増加し、一
方、非生存（no viable）軟骨を有する病変の幅は有意に94％減少した。変性は、一般的
に軽度から重度までの範囲内にある全ての切片で集中的であり、典型的には、線維軟骨に
関連して見られた。中央のMFCの厚みが有意に120％増加した。
【００７３】
　マイクロフラクチャー法を用いた場合の形態学的病理：
　マイクロフラクチャー法を用い未投与の対照から得た軟骨病変領域の切片は、全体的に
骨軟骨接合部の再構成が中程度、マトリックス染色が中程度に減少し、そして欠陥の充填
度が50％であった。細胞の形態は、殆ど線維軟骨であった。
【００７４】
　rhFGF-18を1週間に1回、3週間にわたり投与した動物から得た病変領域の切片は、スコ
アしたパラメータの全ておよび欠陥充填の割合が有意に44～69％増加した（正常に近づく
）。合計スコアが有意に53％増加した。溝の病変の幅の合計はわずかに5％増加し、一方
、非生存軟骨を有する病変の幅は（有意ではないが）59％減少した。全ての切片で軟骨肥
大が見られた。これらの切片における中央のMFCの厚みが有意に112％増加した。
【００７５】
　rhFGF-18を1月に1回、3月にわたり投与した動物から得た病変領域の切片は、スコアし
たパラメータの全ておよび欠陥充填の割合が有意に61～97％増加した（正常に近づく）。
合計スコアが有意に76％増加した。溝の病変の幅の合計および非生存軟骨を有する病変の
幅は、有意ではないが、それぞれ19％と69％減少した。全ての切片で軟骨肥大が見られた
。これらの切片における中央のMFCの厚みが有意に106％増加した。
【００７６】
　結論：
　臨床徴候の異常は軽度で、側耳静脈から収集した血液または膝関節から収集した滑液の
いずれにおいても、膝の手術後のウサギで典型的に見られるもの、および／または試料収
集の繰り返しにより見られるものと一致していた。第1群と第2群の動物の間顆状溝の治癒
を比較すると、溝の自発的で良好な充填が示されており、軟骨状のものも伴っていた。軟
骨の溝が充填されていた動物は、第2群では10羽のうち9羽であったが、第1群では10羽の
うち7羽であったことより、マイクロフラクチャー法が溝における軟骨の再成長を増強し
得るという示唆がされるが、この差はわずかといえる。
【００７７】
　同様に、2つの群間のICRSまたは骨棘のスコアに差異はないので、いずれの群において
も軟骨の治癒の質は良好で骨棘形成の刺激はわずかであった。rhFGF-18で治療した残りの
群の中でも、第4群（顆間溝、100μgのrhFGF-18による3月毎の関節内注射）では、9羽中6
羽の顆間溝で軟骨が充填されたという最高の応答を示し、これは、全体的にやや粗いまた
は粒状のように見えた。また、第4群はrhFGF-18で治療した4つの群のICRS軟骨スコアが2
番目に最低であり（2.1＋／－0.3）、この群はどのrhFGF-18群よりも骨棘スコアが最低で
あった（3.8＋／－0.8）。対照的に、第6群（マイクロフラクチャー法を用いた顆間溝、1
00μgのrhFGF-18の3月毎の関節内注射）では、10羽のうちたったの3羽の顆間溝で軟骨が
充填され、ICRS軟骨スコアがどの群よりも高く（2.4＋／－0.2）、rhFGF-18群内で骨棘ス
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コアが2番目に高かった（5.1＋／－0.7）。同様に、第5群（マイクロフラクチャー法を用
いた顆間溝、100μgのrhFGF-18の3月毎の関節内注射）では、群内で骨棘スコアが最も高
かった（5.7＋／－0.7）。
【００７８】
　治療は長時間にわたって施したほうがより有益な効果が得られ、そして、この効果は、
マイクロフラクチャー法を用いないウサギに比べてマイクロフラクチャー法を用いたウサ
ギにおいてより明白であった。
【００７９】
　実施例４
　方法：
　ブタ軟骨細胞を、ブタ股関節（約1年齢のブタ）の大腿骨頭の軟骨から単離した。関節
の切断後、軟骨を採取し、0.25％のコラゲナーゼ（2.5％のコラゲナーゼNBG4を含むHAM’
s F12の1／10希釈液）を用いて室温で45分消化した。分離した細胞を廃棄し、軟骨を0.1
％のコラゲナーゼ（2.5％のコラゲナーゼNBG4を含むHAM’s F12の1／25希釈液）用いて37
℃で一晩更に消化し、軟骨細胞を抽出した。本研究では、軟骨細胞を単層で培養した。
【００８０】
　初代関節ブタ軟骨細胞を10ng／mLのIL1αで刺激しまたは刺激せず、即時または6時間後
に100ng／mLのアナキンラおよび／または100ng／mLのtrFGF-18で処理した。各条件は、4
重または6重に行った。対照として、アナキンラ単独、trFGF-18単独、またはいかなる処
置も施さない（培地）細胞培養も行った。
【００８１】
　前培養：
　細胞単離後に、ブタ軟骨細胞を20000個の細胞／cm2で接種し、完全HAM’s F12内で1週
間培養した。細胞は、その後、以下に記載するように、ACCUTASEで回収し、計数し、使用
した。
【００８２】
　アナキンラで即時に処置した細胞：
　軟骨細胞を、24ウェルプレートに、0.5mLの完全HAM’s F12を含むウエルあたり15000個
の細胞を接種した。その後、0.25mLの400ng／mLのtrFGF-18および／または0.25mLの400ng
／mLのアナキンラを細胞に添加した。チャレンジサンプルでは、10μLのIL1αを1000ng／
mLで細胞に添加した。trFGF-18、アナキンラ、およびIL1αは全て完全HAM’s F12で希釈
した。培養ウエルにおける最終的な体積を完全HAM’s F12で1mLに調整した。最終的な濃
度は、IL1αは10ng／mL、trFGF-18は100ng／mL、アナキンラは100ng／mLであり、合計培
養時間は8日であった。完全培地は、4日後に置換した。N＝4。
【００８３】
　IL1αチャレンジの6時間後にアナキンラとtrFGF-18で処置した細胞：
　軟骨細胞を、24ウェルプレートに、10ng／mLのIL1αを含むまたは含まない1mLの完全HA
M’s F12を含むウエルあたり15000個の細胞を接種した。6時間後、培地を取り除き、0.25
mLの400ng／mLのtrFGF-18および／または0.25mLの400ng／mLのアナキンラに置換した。チ
ャレンジサンプルでは、0.25mLのIL1αを40ng／mLで細胞に添加した。trFGF-18、アナキ
ンラ、およびIL1αは全て完全HAM’s F12で希釈した。培養ウエルにおける最終的な体積
を完全HAM’s F12で1mLに調整した。最終的な濃度は、IL1αは10ng／mL、trFGF-18は100n
g／mL、アナキンラは100ng／mLであり、合計培養時間は8日であった。完全培地は、4日後
に置換した。N＝6。
【００８４】
　培養から8日後に、細胞をACCUTASEで回収し、得られた細胞懸濁液を、ViCellTM Cell a
nalyzer（Beckman Coulter）で細胞濃度および細胞生存率について分析した。統計分析は
、one－way ANOVA、続いてダネット事後解析を行った。
【００８５】
　結果および結論：
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　予想通り、IL1αの非存在下では、rhFGF-18がブタ軟骨細胞増殖を増強することがわか
った。100ng／mLのrhFGF-18の存在下では、培養から8日後、対照（培地、IL1αなし）と
比較して、いずれの実験でも、細胞数がそれぞれ11.25倍および7.75倍の増加が見られた
（図6）。しかし、10ng／mLのIL1αの存在下では、rhFGF-18による増殖の刺激は、対照（
培地、IL1αなし）と比較して、いずれの実験でも、それぞれわずか2.38倍および2.44倍
であった。即時および遅延処置のいずれでも、100ng／mLのアナキンラを投与すると、rhF
GF-18活性が完全に回復することが示された。rhFGF-18とともに培養し、IL1α無し、また
はIL1αでチャレンジし、アナキンラを投与した細胞の細胞密度は、統計学的な差異が無
いことが判明した。最後に、アナキンラ単独だと、軟骨細胞の増殖に影響がなかった。
【００８６】
　本研究により、100ng／mLのアナキンラは、rhFGF-18の増殖活性に対するIL1αの阻害効
果を完全にブロックすることが示された。これは、アナキンラが、IL1によって誘発され
る炎症性シグナル伝達をブロックするIL1受容体アンタゴニストであるという事実に一致
する。アナキンラは、IL1αでチャレンジしたブタ軟骨細胞におけるrhFGFI8の増殖効果を
回復することが実証された。
【００８７】
　実施例５
　方法：
　雄Lewisラットに外科手術を施し、右膝関節に内側半月板涙を誘発した。動物は、21、2
8、および35日目にFGF-18を関節内投与（関節あたり10μg）し、21～23、28～30、および
35～37日目にジクロフェナク（1mg／kgまたは3mg／kgのいずれか）あるいはビヒクルを経
口投与し、42日目または63日目に終了した。血清は、－3、21、42、および63日目に採取
し、α2マクログロブリン（α2MG）レベルについて評価した。α2MGは、炎症血清バイオ
マーカーである。α2MGと炎症との関連性は、既に示されている（Kuribayashi et al., 2
013）。
【００８８】
　結果：
　FGF-18＋ビヒクル対照は、24日目に中程度の腫れがあり、36日目までには重度になった
が、跛行（limping）は見られなかった。44日目から膝の腫れの重症度がやや減少した。2
1日目以降では右膝と左膝の有意差があったがベースラインでは有意差がなかったノギス
測定により、これらの観察事項が裏付けられる。3mg／kgのジクロフェナクを投与した動
物は、ビヒクル対照と比較して、24～29、31、および36～43日目の腫れスコアが有意に低
かった。膝のノギス測定値は、42日目では有意に低かったが、他の時点では有意な影響は
なかった。1mg／kgのジクロフェナクを投与した動物は、ビヒクル対照と比較して、24～2
9、31、および36～43日目の腫れスコアが有意に低かった。膝のノギス測定値は、42日目
に有意に低かったが、他の時点では有意な影響はなかった（データは示さず）。
【００８９】
　α2MGレベルは、21日目（手術後）よりも-3日目（手術前）の方が高かった。3mg／kgの
ジクロフェナクを投与した動物のレベルは、手術前の時点でのビヒクル対照と比較して、
わずかだが有意に低かった。21日目の時点でのレベルは、全ての群で同等であった。42日
目では、疾患対照は、α2MGレベルが有意に上昇し（21日目のレベルの約4倍）、これは、
2つのジクロフェナク群と比べ有意であった。63日目には、すべての群のレベルが再び類
似した（図7）。
【００９０】
　結論：
　全体的に、本研究の結果は、1または3mg／kgのジクロフェナクおよびFGF-18を、内側半
月板涙を有するラットに投与すると、臨床観察とノギス測定の両方において膝の腫れが有
意に減少したことを示している。これらの効果は、ジクロフェナクの最終投与から約1週
間にわたり明白であった。-3、21、および63日目におけるα2MGの血清レベルはビヒクル
対照と同等であったが、対照レベルでは大きな棘骨があったため42日目では非常に低かっ
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た。
【００９１】
　実施例６
　方法：
　本研究の目的は、OAのラットモデルにおける軟骨体積に対するspriferminの総用量（3
×1μg）が同じで、サイクルの投与頻度が異なる場合の効果を評価することであった。実
施例１に記載のように内側半月板（tMx）の切除と前十字靭帯離断（ACLT）を行った。本
研究では、雄Lister Hooded ラット（200-260g, Charles River）の関節を使用した。動
物は、手術から18週後に安楽死させた。
【００９２】
　関節の変化は、OAの臨床評価（軟骨の損失、骨棘、軟骨下硬化症）と関連する。1μgの
spriferminを含む生理食塩水を、1週間に1回、2週間に1回、3週間に1回、4週間に1回、ま
たは5週間に1回毎に3回注射し、適切なビヒクル群と比較した。体重、関節の直径、およ
び臨床的健康スコアを、毎週調べた。
【００９３】
　結果：
　結果は、関節内注射が体重増加に影響を及ぼさなかったことを示した。薬剤または治療
計画の効果は生存パラメータ（in-life parameter）に有意には見られなかった。しかし
、生理食塩水を2週間に1回注射した群（n＝4）は、最も高い体重増加を有する傾向があっ
た（データは示さず）。
【００９４】
　第3週、4週、および5週目に注射した場合、第3週、8週、および13週目に注射をした場
合よりも関節の直径が有意に大きかった（図８参照）。2週、3週、および4週に1回注射し
た群間での有意差は見られなかった。5週間毎に注射した場合の関節直径のAUCのみが、生
理食塩水による注射と同じであった。従って、関節の直径のAUCは、注射の頻度が低くな
るにつれ減少する傾向がある。
【００９５】
　立体学による組織学的定量分析により、影響を受けた関節では重度のOA様の変化があっ
たこと明らかになった。rhFGF-18は、ほぼ完全な軟骨侵食を防いだ。3週間に1回、関節あ
たり1μgを注射した場合（合計3回の注射）、注射生理食塩水に比べ薬理学的に意味のあ
る統計的有意差が得られた（エンドポイント：内側脛骨上の軟骨体積、図９を参照）。
【００９６】
　結論：
　3週間にわたって週1回よりも低い頻度で注射すると、注入後の関節の腫れからの回復が
より良好になるようだ。rhFGF-18で処置した全ての群は、プラセボと比較して高い軟骨体
積値によって示されるように構造的な利点を示した。しかし、時間を固定し（すべての動
物に対し同じ試験期間）で用量も固定した場合、3週間に1回という注射の回数が、最も有
益な構造的な結果をもたらした。rhFGF-18の注入の間隔が長いほうが、1週に1回の注射を
3週間にわたり行う投与計画に比べて、軟骨細胞増殖がより良好に細胞外マトリックス産
生へつながり、より有益なのではと推測できる。
【００９７】
　取得したベル形曲線は、成長因子の効果の読み出しについて一般的な観察事項である。
【００９８】
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