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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＤ－ＲＡＰである軟骨分化・保持因子を含む、脊髄障害の治療のための脊髄核インプ
ラントあるいは配合物。
【請求項２】
　インプラントが、椎間板を介して注入可能あるいは移植可能であることを特徴とする、
請求項１に記載の脊髄障害の治療のための脊髄核インプラントあるいは配合物。
【請求項３】
　軟骨分化・保持因子が、軟骨形成モルフォゲンであることを特徴とする、請求項１ある
いは２に記載の脊髄障害の治療のための脊髄核インプラントあるいは配合物。
【請求項４】
　軟骨分化・保持因子が、軟骨再生に対する同化活性を有することを特徴とする、請求項
１から３までのいずれか１項に記載の脊髄障害の治療のための脊髄核インプラントあるい
は配合物。
【請求項５】
　ＣＤ－ＲＡＰである軟骨分化・保持因子が、
　配列番号１によるＣＤ－ＲＡＰの成熟配列を含む軟骨細胞タンパク質、
の群から選択されることを特徴とする、請求項１から４までのいずれか１項に記載の脊髄
障害の治療のための脊髄核インプラントあるいは配合物。
【請求項６】
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　インプラントあるいは配合物が、担体を含むことを特徴とする、請求項１から５までの
いずれか１項に記載の脊髄障害の治療のための脊髄核インプラントあるいは配合物。
【請求項７】
　インプラントあるいは配合物が、徐放機構を含むことを特徴とする、請求項１から６ま
でのいずれか１項に記載の脊髄障害の治療のための脊髄核インプラントあるいは配合物。
【請求項８】
　軟骨分化・保持因子が、リポソーム中に封入されていることを特徴とする、請求項１か
ら７までのいずれか１項に記載の脊髄障害の治療のための脊髄核インプラントあるいは配
合物。
【請求項９】
　脊髄核インプラントが、髄核組織あるいは細胞を含むことを特徴とする、請求項１から
８までのいずれか１項に記載の脊髄障害の治療のための脊髄核インプラントあるいは配合
物。
【請求項１０】
　脊髄障害の治療のための、ＣＤ－ＲＡＰである軟骨分化・保持因子を含む剤。
【請求項１１】
　ＣＤ－ＲＡＰが請求項２から５までのいずれか１項に定義されている、請求項１０に記
載の脊髄障害の治療のための剤。
【請求項１２】
　脊髄障害が、突発性の腰痛、椎間板ヘルニア、内部椎間板破壊、あるいは椎間板損傷、
神経根障害、脊髄狭窄症、髄核ヘルニア由来の坐骨神経痛、坐骨神経痛、突発性脊柱側弯
症あるいはミエロパシーであることを特徴とする、請求項１０あるいは１１の脊髄障害の
治療のための剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は椎間円板の治療のための脊髄核インプラントに関し、且つ、特にそのためのＣ
Ｄ－ＲＡＰタンパク質の使用に関する。
【０００２】
　椎間円板（ＩＶＤ）の変性は、機械的、遺伝的、および生物学的要因を含む多因子性の
過程である。病態生理学的メカニズムは不明瞭なままであるにもかかわらず、椎間板の構
造および機能にもたらされる変化はよく説明されている。関節軟骨とは異なって、ＩＶＤ
は様々な組織から構成されている。健康なＩＶＤは線維性の線維輪（ＡＦ）によって囲ま
れているゼリー状の髄核（ＮＰ）を含有する完全に封入された無血管の器官であり、それ
は椎骨間の可動性およびクッションを提供する。髄核はそれぞれの椎間板の中央に位置し
、且つ成人において高い割合のプロテオグリカン（ＰＧ）およびタイプＩＩコラーゲンを
含有する細胞外マトリックスを生成する軟骨細胞で構成される。髄核は、高度に組織化さ
れ、同心円層板内に配向された、方向の揃ったコラーゲン線維および細胞外マトリックス
からなる線維輪によって囲まれる。内部の線維輪は、外部よりも厚く、且つ層板状構造を
欠いた線維軟骨性マトリックスを有する。薄い異質の領域、移行帯（ＴＺ）が髄核から内
部の輪を分けている。
【０００３】
　老化過程の間、該核のプロテオグリカン含有率の低下は、減少した水和作用、および椎
間板高さの低下を含む変性の形跡、および脊椎の周りの構造上の増加した負荷をもたらす
。生物学的なレベルでは、それは髄核細胞の正常な同化機能と異化機能との間の平衡失調
を反映する。変性円板疾患（ＤＤＤ）のいくつかの場合において、ＩＶＤの段階的な変性
は機械的な不安定性によって引き起こされる。髄核において増加した負荷および圧力は、
その細胞あるいは侵入マクロファージにより多い量のサイトカインあるいは有害な量のメ
タロプロテイナーゼ（ＭＭＰｓ）の生成を惹起させる。ＤＤＤが進行するにつれ、有害な
レベルのサイトカインおよびＭＭＰｓは細胞外マトリックスを劣化させ、そしてプロテオ
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グリカンの破壊をもたらし、それによって水分保持能力を減少させて髄核の脱水症をみち
びく。その次に髄核の柔軟性が低下し、そして線維輪の離層の結果になることがあり、最
後には進行した内部のひびが周囲に向かって広がる。それらの変性は、より多い機械的不
安定性およびサイトカイン生成の誘発をも引き起こし、それはＤＤＤを進行させ、且つ椎
間板が隆起し始め（椎間板ヘルニア疾患）、そして最終的に神経刺激および腰痛を伴って
破裂する。
【０００４】
　残念ながら、椎間板に関わる腰痛のほとんどの現在の治療は、原因となっている変性過
程を回復するよりも症状の緩和を得ることを目標としている。保存治療は身体的な測定、
鎮痛薬、筋弛緩薬、非ステロイド系抗炎症薬、全身性コルチステロイド、硬膜外注射およ
びサイトカイン拮抗薬の注射の使用からなる。治療の後期段階において、変性椎間板の治
療は、変性椎間板の除去、およびその椎間板の両側にある隣接した脊椎の融合、あるいは
合成の椎間板材料によるその椎間板の置換のいずれかである。
【０００５】
　椎間板の置換あるいは融合は、正常な椎間板の高さ、生理学的あるいは機械的特性を回
復せず、且つ手術部位あるいは隣接した椎間板のいずれかでさらなる症状をもたらし得る
。従って、その変性の原因となっている細胞の障害を抑止あるいは転換し、且つ椎骨椎間
板の生物学的機能を回復する将来的な治療方法が必要とされる。世界中の多くの研究者が
変性椎間円板を修復するための生物学的方法を探索している。
【０００６】
　化学的髄核分解剤、例えばキモパパインがＩＶＤヘルニアの治療方法として過去に使用
されていた。痛みの緩和はＰＧを分解させる能力に関連し、それによって椎間板内の圧力
を減少させ、且つ患部の神経根圧迫を軽減する。しかしながら、関連した合併症、例えば
アナフィラキシー、神経学的損傷、および感染症がキモパパインの使用を減少させた。よ
り近年では、コンドロイチナーゼＡＢＣ（Ｃ－ＡＢＣ）が化学的髄核分解の代替として提
案されており、なぜならそれはプロテアーゼ活性を欠き、且つより狭い基質スペクトルを
有するからである。軟骨マトリックスの再生が、Ｃ－ＡＢＣでの治療の後、キモパパイン
での治療よりも早く生じるにもかかわらず、椎間板の高さおよびＰＧ含有率は著しく回復
せず、且つＩＶＤは変性した最適以下の生化学的特性を有したままであり、従って事象の
変性カスケードを加速する（Ｔｅｋｅｇａｍｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｍａｓｕｄａ
　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｍａｓｕｄａ　ａｎｄ　Ａｎ，２００４）。
【０００７】
　ＷＯ２００５／０００２８３号およびその中の参考文献は、拮抗剤、例えばＭＭＰの高
親和性拮抗剤、高特異性サイトカイン拮抗剤、高特異性ｐ３８キナーゼ抑制剤、抗炎症薬
、サイクリン化合物、増殖抑制剤あるいはアポトーシス抑制剤を椎間円板患部に注入する
ことを含む変性円板疾患の治療方法を記載する。それらの化合物は炎症誘発性のサイトカ
イン、ＭＭＰｓの阻害、プロスタグランジンの調節、あるいは炎症誘発性の影響の低減に
よって、ＤＤＤの範囲内の異化作用過程を抑制するか、あるいは軟骨細胞の増殖またはア
ポトーシスを抑制すると考えられているが、しかし同化活性は記載されていない。
【０００８】
　ＷＯ２００６／０８６１０５号は、転写因子、例えばＮＦ－kＢ、Ｅ２Ｆ、ＧＡＴＡ－
３およびＳＴＡＴを標的とした転写因子阻害剤を使用した治療方法および／または椎間円
板の障害の逆行を記載している。
【０００９】
　ＷＯ２００６／０３１３７６号は、単独あるいは追加の治療剤、例えばフィブリン、ヒ
アルロン酸、幹細胞、骨髄あるいは成長因子と組み合わせた、抗酸化薬の椎間円板内への
投与を含む変性円板疾患の治療方法を記載している。
【００１０】
　他の研究において、外因性の成長因子、例えば形質転換成長因子ベータ－１（ＴＧＦ－
β１）、インスリン、例えば成長因子－１（ＩＧＦ－１）、骨形態形成タンパク質－２（
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ＢＭＰ－２）、成長分化因子－５（ＧＤＦ－５）および骨形成タンパク質（ＯＰ－１）を
椎間板内細胞に投与するか、あるいは椎間板を介して注入してプロテオグリカンおよびコ
ラーゲンの合成を刺激してＩＶＤの変性を遅らせ、あるいは逆行させている（Ｌｅｖｉｃ
ｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；Ｓｏｂａｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４；　
Ｔａｋｅｇａｍｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；　Ｋａｗａｋａｍｉ　ｅｔ　ａｌ．，　
２００５）。しかしながら、それらの成長因子はかなり非特異性であり、骨形成遺伝子を
誘発するリスクを有し、従って、望ましくない骨の形成を誘発し得る。この成長因子技術
の適用の他の制限は、その外因性の成長因子の比較的短い生物学的半減期であり、それは
それらの送達の後、一過性の生物学的効果だけを可能にし得る。
【００１１】
　従って、本発明の課題は椎骨の円板の生物力学的特性を改善あるいは回復する、および
／または椎骨の円板に影響する疾患のさらなる進行を抑制する脊髄核インプラントを提供
することである。
【００１２】
　本発明の他の課題は、椎骨の円板に影響する疾患の進行を逆行させられる軟骨分化・保
持因子を含む髄核インプラントを提供し、椎骨の円板の特性を回復する、あるいは該疾患
のさらなる進行を抑制することである。
【００１３】
　本発明の他の課題は、ＩＶＤ内の異化過程を犠牲にして同化過程を刺激することによっ
て、軟骨のホメオスタシスを修正して、慢性状態、例えばＤＤＤの治療のための新規の方
法を提供することである。
【００１４】
　本発明の他の課題は、椎骨の円板の局在化した変性の治療のための軟骨分化・保持因子
を含み、該軟骨分化・保持因子が患者に治癒のより良い機会、緩慢な疾患進行を提供し、
および／または、他の点では患者の健康を改善する髄核インプラントを提供することであ
る。
【００１５】
　他の課題は、椎間板の高さおよびＩＶＤ組織中のプロテオグリカン含有率を増加させる
脊髄核インプラントを提供することである。
【００１６】
　本発明の他の課題は、軟骨の維持に加えて慢性状態、例えばＤＤＤを治療するために、
ヒト中の特定のサイトカインの活性の抑制および阻害を提供するための軟骨分化・保持因
子を含む髄核インプラントを提供することである。
【００１７】
　本発明の他の課題は、最小限の侵襲工程によって、または内視鏡的に移植あるいは注入
できる脊髄核インプラントを提供することである。
【００１８】
　本発明の他の課題は、治療剤のより持続したレベルあるいは徐放性を提供して該剤がよ
り長い時間枠の間、変性ＩＶＤの部位で使用可能であることを確実にできる髄核インプラ
ント送達系を提供することである。
【００１９】
　本発明の他の課題は、治療剤のより持続したレベルが提供できる送達系である脊髄核イ
ンプラントを提供することである。
【００２０】
　本発明の課題を解決するために、非抗体あるいは非受容体分子である軟骨分化・保持因
子を含む脊髄核インプラントあるいは配合物を提供する。該インプラントは特に、椎間板
を介して注入可能あるいは移植可能である。明確化のために、非抗体とは軟骨分化・保持
因子が、抗体、例えばＴＮＦアルファに対する単クローン性抗体、多クローン性抗体、あ
るいはキメラ抗体ではないことを意味する。受容体分子とは、炎症誘発性のサイトカイン
、例えばＴＮＦα、それらの欠損形あるいはそれらの機能的等価物に対する高い特異性を
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有する受容体分子を意味する。
【００２１】
　本発明者らは、有効量の機能性生物分子の病理学的脊髄障害（例えばＤＤＤ）への適用
による、病理学的脊髄障害、例えば変性円板疾患治療のための多くの方法を開発している
。本発明によれば、１つの実施態様は、軟骨分化・保持因子を好ましくは１回あるいは繰
り返して、治療に有効な量で注入することによって椎間板を介して投与する椎間円板の治
療方法を含む。１つの実施態様において、軟骨分化・保持因子は軟骨にきわめて特異的な
タンパク質、例えば、ＩＶＤ細胞の分化および保持を刺激できる一方、望ましくない骨の
形成を抑制できるＣＤ－ＲＡＰあるいはそれらの活性な断片の群から選択される。
【００２２】
　前記の軟骨分化・保持因子、例えばＣＤ－ＲＡＰは、サイトカインおよびＭＭＰｓの活
性を阻害し、および／または前記のサイトカインおよびＭＭＰｓの発現を減少させる一方
、同化過程を刺激して変性組織、例えば線維軟骨の部分的あるいは完全な回復をもたらし
、従って疾患の進行を逆行あるいは停止できる。その結果、軟骨分化・保持因子の注入は
、椎間円板の老化過程を阻止することを補助する。従って、本発明は初期段階の変性椎間
板の治療を可能にし、従って細胞外マトリックスの分解を阻止する。
【００２３】
　さらには、軟骨分化・保持因子は、軟骨の劣化を緩和あるいは阻止し、且つ好ましくは
、望ましくない骨の形成をしないでＩＶＤの構造および機能を保持あるいは改善する。
【００２４】
　本発明の他の実施態様は軟骨分化・保持因子を、治療を必要とする哺乳類の脊髄障害の
治療のための医薬組成物の製造に用いる使用に関する。
【００２５】
　好ましい実施態様において、脊髄障害は突発性の腰痛、椎間板ヘルニア、内部円板破壊
、あるいは円板損傷、神経根障害、脊髄狭窄症、髄核ヘルニア由来の坐骨神経痛、坐骨神
経痛、突発性脊柱側弯症あるいはミエロパシーである。
【００２６】
　本発明のさらに他の態様は、非抗体あるいは非受容体分子である軟骨分化・保持因子を
含む脊髄核インプラントあるいは配合物、好ましくは椎間板を介して注入可能あるいは移
植可能であるインプラントあるいは配合物を、治療を必要とする哺乳類の脊髄障害の治療
のための医薬組成物の製造に用いる使用を含む。
【００２７】
　本発明の目的では、用語"脊髄核インプラント"は、椎間円板、特に椎間円板の髄核（Ｎ
Ｐ）に投与される器具あるいは製剤を意味する。好ましくは前記のインプラントはＡＦを
介して直接的に椎間円板に投与できる、あるいは椎間板のＮＰ内に直接的に堆積できる。
それを針あるいは最小限の侵襲で適用する他の手段を介して椎間板内に注入できる。それ
は、脊髄核インプラントが髄核、椎間板内の空間あるいは椎骨間の空間内に注入できる医
薬製剤であることも意味する。該インプラントは軟骨分化・保持因子を含む固体、例えば
スポンジあるいは固体担体であってよい。好ましくは、該インプラントはそれらの容易な
適用ができる液体である。該インプラントは例えば、随意に他の薬剤、配合補助剤あるい
は担体と共に、軟骨分化・保持因子を含む液体であってよい。より大きいサイズの担体材
料の適用の場合には、椎間板の一部あるいは全部の除去が好ましいこともある。
【００２８】
　本発明の目的では、用語"椎間板を介した投与"は、限定されずに、脊髄核インプラント
の椎間円板内への、特に椎間円板のＮＰ内への注入を含み、椎間円板は無損傷の椎間板、
様々な段階の変性椎間板、ヘルニアのある椎間板、破裂した椎間板、離層した椎間板、あ
るいは亀裂の入った椎間板を含む。注入される容積がＮＰに圧力を生じさせ得る場合、少
なくとも一部分のＮＰをインプラントの脊柱への注入あるいは適用に先だって除去できる
。いくつかの場合において、除去される物質の容積は、適用される容積の約±２０％の量
である。用語、経椎間板的な投与は、上述のように、変性している、あるいは無傷の椎間
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板のＡＦ内のＮＰへの脊髄核インプラントの注入も含む。より大きいサイズの担体材料の
適用の場合には、脊髄核インプラントの適用前に椎間板の一部あるいは全体の除去が必要
とされることもある。さらには、それは外側ではあるがＡＦ壁に隣接している部位、ある
いは隣接した脊椎骨本体の終板へのインプラントの提供を含み、これはＡＦの破壊、従っ
て椎間板上の潜在的な負荷を避け得る。
【００２９】
　用語"変性円板疾患（ＤＤＤ）"は、髄核内のプロテオグリカンおよび水含有率の進行性
の損失によって部分的に特徴付けられる慢性の過程であり、それは多発性の障害、例えば
突発性の腰痛、椎間板ヘルニア、内部椎間板破壊、あるいは椎間板損傷、神経根障害、脊
髄狭窄症、髄核ヘルニア由来の坐骨神経痛、坐骨神経痛、突発性脊柱側弯症および／また
はミエロパシーにおいて発現し得る。椎間板の変性段階は、手術前のＭＲＩの分析でラン
ク付けされる。
【００３０】
　用語"軟骨分化・保持因子"は、分裂促進能力を有するが、しかし望ましくない骨の形成
をしないで細胞の軟骨細胞に特異的な表現型を増加および／または保持するそれらの能力
（例えば同化作用）によって特徴付けられ得る、１つあるいはそれより多くの軟骨分化因
子を意味する。軟骨細胞に特異的な特徴とは、例えばアグリカン、タイプＩＩコラーゲン
、ＳＯＸ－９およびプロテオグリカンの生成である。軟骨形成のモルフォゲンは、椎間板
細胞の脱分化あるいは線維の表現型を、より若い椎間板核細胞および健常な成人の椎間板
に匹敵する線維軟骨の表現型に戻し得る。それは椎間板の輪の細胞および／または終板の
細胞に対して同化効果も有する。軟骨分化・保持因子は好ましくは分泌される分子であり
、従って自己分泌、パラ分泌あるいは内分泌の形で潜在的に作用し得る。
【００３１】
　本発明によれば、"間葉系幹細胞（ＭＳＣｓ）"は、非抗原感作の間葉系前駆細胞として
多くの成熟した骨格組織中に存在する原始あるいは休止細胞集団である。ＭＳＣｓは柔軟
性があり、且つ軟骨、骨、脂肪、および他の組織を含むいくつかの成熟組織型に向かって
、それらの休止細胞に与えられる環境および生物学的信号に依存して、分化する能力を有
する。ＭＳＣｓは骨髄、血液、筋組織および脂肪を含む多くの自家の源から得ることがで
き、それを採取して著しい採取部の罹患率あるいは免疫原性の可能性なくそれらの細胞を
単離できる。
【００３２】
　ＭＳＣｓはＮＰ細胞あるいはＡＦ細胞、軟骨細胞、あるいはＡＦまたはＮＰ細胞のよう
に機能し得る、あるいは細胞に分化できる、または機能性ＮＰおよび／またはＡＦを作る
、他の生きた細胞の前駆細胞であってよい。
【００３３】
　ここで使用される"処置するあるいは処置"は、障害あるいは疾患に関連する症状の緩和
、症状のさらなる進行あるいは悪化の一時停止、疾患あるいは障害の治療あるいは予防を
意味する。
【００３４】
　本発明は軟骨分化・保持因子、例えばＭＩＡ（メラノーマインヒビトリー活性因子）族
の要素、例えばＣＤ－ＲＡＰが同化作用（例えば脊柱内の線維軟骨の再生あるいは回復）
によって脊髄障害に影響あるいは修正できる一方、脊髄円板内の異化の変性過程（例えば
細胞外マトリックスの変性）を制止あるいは抑制できるという知見に基づいている。
【００３５】
　軟骨分化・保持因子の脊髄障害における前記の効果は驚くべきことであり、なぜなら椎
間円板（ＩＶＤ）の軟骨は他の一般的な軟骨とは非常に異なるからである。
【００３６】
　硝子軟骨が挙げられる関節軟骨と対比して、ＩＶＤの軟骨は特殊なタイプの軟骨である
線維軟骨から成る。特に、ＩＶＤのＡＦは線維軟骨状であるとみなされ、且つ非常に配向
したコラーゲン線維で構成される薄層で主として成る。該ＮＰは、非常に高い濃度のプロ
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テオグリカンを有し、ランダムに配向しているより高い含有率のタイプＩＩコラーゲンを
含有する。ＡＦの細胞は薄層の優勢なコラーゲン線維の方向に沿って配向を示している。
最内のＡＦおよびＮＰ領域の細胞は、より丸く、且つより多くのタイプＩＩおよびＩＶコ
ラーゲンおよびプロテオグリカンを蓄積している。
【００３７】
　線維軟骨と他のタイプの軟骨、例えば関節／硝子軟骨との間には著しい物理的および化
学的な違いがある（ＷＯ２００５／０９１９６０号およびその中の参考文献）。例えば線
維軟骨はそのマトリックス中に多くのタイプＩコラーゲンを主に輪の中に有する点が異な
る。軟骨線維、例えばＩＶＤ軟骨からのタイプＩＩコラーゲンは、関節軟骨からのタイプ
ＩＩコラーゲンよりも実質的に高いレベルの水酸化およびグリコシル化を有し、アグリカ
ンはより高度に置換されている。それらの翻訳後修飾は線維軟骨コラーゲンおよびＩＶＤ
の構造および物理的機能に影響する。線維軟骨状のＩＶＤの出生前分化もまた、滑膜性の
連結における関節軟骨のものとは異なる。該ＩＶＤは、複雑な発生歴を有しており、且つ
関節軟骨における等価物がない脊索誘導細胞を含有する。
【００３８】
　本発明まで、本発明の軟骨分化・保持因子、例えばＣＤ－ＲＡＰが試験管内あるいは生
体内で線維軟骨あるいは線維軟骨細胞の変性を阻止する生物学的効果を有することを示さ
れていなかった。本発明の軟骨分化・保持因子はＩＶＤにおける軟骨同化を誘発し、且つ
保持する（例えばプロテオグリカンおよびアグリカンの合成）一方、マトリックスの分解
、異常プロテオグリカンおよびコラーゲンの合成を含む、変性の病因および軟骨の異化を
部分的あるいは完全に制止、阻害あるいは逆行さえもさせる。
【００３９】
　アポトーシスを増加し、且つマトリックス分子合成を減らす異常円板変性は少なくとも
部分的にサイトカイン、例えば軟骨細胞を同化から異化に切り替えることが示されている
ＩＬ－１によって媒介され、分子および形態学的なレベルでの軟骨の分解を含む。サイト
カインおよびＭＭＰｓの活性の抑制は、椎間板変性および／または本発明よって媒介され
る前記のサイトカインおよびＭＭＰｓの発現の減少に関与することが知られ、それが正常
な椎間板マトリックスの再合成を助け、且つ椎間板の細胞機能に影響する。それによって
、軟骨分化・保持因子の注入は、変性椎間板の老化あるいは変性過程の制止あるいは逆行
を助ける。従って、本発明は初期段階の変性椎間板の治療を可能にし、且つそれによって
細胞外マトリックスの変性を防ぎ、且つＩＶＤの構造および機能を保護する。
【００４０】
　好ましくは、本発明の軟骨分化・保持因子は非抗体且つ非受容体分子である。これは本
発明によって使用される因子が抗体でも受容体分子でもないことを意味する。前記の軟骨
分化・保持因子は、好ましくは非転写因子であるか（例えばＳＯＸ－９ではない）、ある
いは好ましくは細胞外タンパク質である。より好ましくは、前記の軟骨分化・保持因子は
形質転換成長因子β（ＴＧＦ－β、例えばＴＧＦ－β１）、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）
およびインスリン様成長因子（ＩＧＦ）族タンパク質（例えばＩＧＦ－１）の群から選択
されない。ＢＭＰタンパク質はＷｏｚｎｅｙらによって記載され（Ｗｏｚｎｅｙ　ａｎｄ
　Ｒｏｓｅｎ，　１９９８）、且つ例えばＢＭＰ－２、ＢＭＰ－７、および成長および分
化因子、例えばＧＤＦ－５、ＧＤＦ－６およびＧＤＦ－７を含む。
【００４１】
　好ましくは、軟骨分化・保持因子は軟骨形成モルフォゲン、より好ましくはタンパク質
、好ましくは軟骨に特異的なタンパク質であり、軟骨再生（同化因子）および保持のため
の同化活性を有する軟骨形成モルフォゲンである。異化因子、例えばメタロプロテイナー
ゼ、アポトーシス因子、インターロイキン、プロスタグランジン、タンパク質分解および
破壊酵素、酸素遊離基、窒素酸化物および髄核領域の劣化を誘発するフィブロネクチン断
片と対照的に、同化因子は軟骨細胞に特異的な表現型の細胞を椎間円板内で増加する。好
ましくは、軟骨形成モルフォゲンは、好ましくは軟骨組織に対して特異的な軟骨決定因子
であり、軟骨の形成及び保持を制御する一方、骨の形成を避けるかあるいは抑制する。



(8) JP 5484059 B2 2014.5.7

10

20

30

40

【００４２】
　１つの実施態様において、軟骨分化因子は、８０ｋＤａ未満、好ましくは≦３０ｋＤａ
、より好ましくは≦１５ｋＤａ、最も好ましくは１０～１５ｋＤａの分子量を有する。
【００４３】
　本発明によって使用される軟骨分化・保持因子は特に、細胞外マトリックスタンパク質
、例えばプロテオグリカン、アグリカンおよび／またはコラーゲンの合成を誘発する因子
である。さらに好ましくは、該因子はサイトカインおよびＭＭＰｓの量の減少をもたらす
。
【００４４】
　１つの実施態様において、軟骨分化・保持因子はＳＨ－３ドメインを有するタンパク質
あるいはＳＨ３様のドメインフォールドを採用するドメインを有するタンパク質、例えば
ＣＤ－ＲＡＰの群から選択される。ＳＨ－３ドメインあるいはＳＨ３様ドメインは例えば
Ｓｔｏｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（Ｓｔｏｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００１ｂ）内に記載され、且
つＫｅｌｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．（Ｋｅｌｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）内に発表され
た３Ｄ－ＰＳＳＭウェブサーバによってＳＨ－３フォールドの予測によって決定できる。
Ｓｒｃ相同領域と呼ばれるＳＨ３ドメインもまた、多くの細胞内タンパク質内で見られる
タンパク質分子である。これまでのところ、脊髄障害の治療に有用であると記載されたＳ
Ｈ３ドメインタンパク質はなかった。
【００４５】
　他の実施態様において、軟骨分化・保持因子は、フィブロネクチン、フィブロネクチン
断片および／または多プロリン配列に特異的に結合できるタンパク質であり、例えば文献
（Ｓｔｏｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００１ａ；　Ｈｏｍａｎｄｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｈｕｉ，
１９９６；　Ｈｏｍａｎｄｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）内に記載される。
【００４６】
　１つの実施態様において、軟骨分化・保持因子は、フィブロネクチンあるいはインテグ
リン結合ドメインを含む。軟骨分化・保持因子の細胞外タンパク質、例えばフィブロネク
チン、フィブロネクチン断片並びにインテグリンへの結合は、例えばＥＬＩＳＡによって
測定できる。フィブロネクチン、それらの断片あるいはインテグリンをプラスチック表面
に被覆し、そして軟骨分化・保持因子に暴露できる。結合している量を、軟骨分化・保持
因子に対する、ペルオキシダーゼと連結した単クローン性抗体によって測定できる。イン
テグリン結合も、Ｂａｕｅｒらによって記載されたように測定でき、ここで参照をもって
開示されたものとする。
【００４７】
　好ましくは、軟骨分化・保持因子はａ）ＣＤ－ＲＡＰ（配列番号１）の成熟配列および
それらの機能性断片あるいは変型物を含むあるいは有する軟骨細胞タンパク質、ｂ）ＣＤ
－ＲＡＰのＣ末端４システイン骨格、配列番号１の１２～１０７のアミノ酸と少なくとも
６３％、好ましくは８０％、より好ましくは９０％のアミノ酸配列相同性を有するタンパ
ク質、ｃ）ここで定義される総称配列１～３（配列番号２、３および４）のどれかを有す
るタンパク質の群から選択される。
【００４８】
　ＣＤ－ＲＡＰと同様の生物学的機能を有する機能性断片は、好ましくは配列番号１に示
される配列の少なくとも２０、特に少なくとも４０、およびより好ましくは少なくとも５
０、最も好ましくは８０の連続するアミノ酸の長さを有している。好ましくは、機能性断
片は配列番号１の１～５０、１～７０、１～８０、２０～８０、２０～１０７の位置から
のアミノ酸を含む。
【００４９】
　成熟ＣＤ－ＲＡＰ配列（配列番号１）
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【化１】

【００５０】
　総称配列１（配列番号０２）

【化２】

【００５１】
　総称配列２（配列番号０３）
【化３】

【００５２】
　総称配列３（配列番号０４）
【化４】

［式中、
"Ｘ"はそれぞれの出現で独立して任意のアミノ酸を表し、且つ小文字の数字は任意のアミ
ノ酸の数を表す。好ましくは"Ｘ"は独立して天然産出アミノ酸、および特に
Ａ、Ｒ、Ｎ、Ｄ、Ｂ、Ｃ、Ｑ、Ｅ、Ｚ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｌ、Ｋ、Ｍ、Ｆ、Ｐ、Ｓ、Ｔ、Ｗ、
ＹまたはＶ
を表す。］
　特に好ましくは、軟骨分化・保持因子はＣＤ－ＲＡＰ（軟骨由来レチノール酸感受性タ
ンパク質）であり、ＭＩＡ（メラノーマインヒビトリー活性）、ＯＴＯＲ（線維細胞由来
タンパク質、ＦＤＰ、ＭＩＡ様、ＭＩＡＬ）および分泌タンパク質の類に属するＴＡＮＧ
Ｏ１３０とも名付けられている（Ｂｏｓｓｅｒｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４；Ｂ
ｏｓｓｅｒｈｏｆｆ　ａｎｄ　Ｂｕｅｔｔｎｅｒ，　２００３；　Ｂｏｓｓｅｒｈｏｆｆ
　ｅｔ　ａｌ．，　１９９７；　ＷＯ００／１２７６２号）。ＣＤ－ＲＡＰあるいはＭＩ
Ａは、軟骨様分化に非常に特異的なマーカーである１３０のアミノ酸のタンパク質（ＥＰ
０７１０２４８号、ＥＰ１１４６８９７号、これらは参照をもってその全文が開示された
ものとする）である。遺伝子発現は軟骨形成の始めから軟骨発達を通して活性化される（
Ｄｉｅｔｚ　ａｎｄ　Ｓａｎｄｅｌｌ，　１９９６；Ｓａｋａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９９）。変形性関節症による軟骨損傷の場合、ＣＤ－ＲＡＰは疾患の開始に増加したレベ
ルで発現し、そのとき強い同化効果が観察され、且つ一度疾患が悪化すると下落する（Ｓ
ａｉｔｏ　ｅｔ　ａｌ．　２００２）。
【００５３】
　ここで考えられるタンパク質は、原核あるいは真核宿主細胞内で完全または欠損形のゲ
ノムＤＮＡまたはｃＤＮＡから、あるいは合成ＤＮＡから発現し得る。タンパク質を培地
あるいは封入体から単離し、および／または再フォールディングして生物活性組成物を形
成できる。ＣＤ－ＲＡＰの組み替えタンパク質精製のための例示的なプロトコルに関する
、例えばＥＰ０７１０２４８号およびＬｏｕｇｈｅｅｄ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｌｏｕｇｈｅ
ｅｄ　ｅｔ　ａｌ．，　２００１）を参照。前記の単離されたタンパク質の活性（例えば
軟骨形成）をどう試験するかについての詳細な記載は、Ｔｓｃｈｅｕｎｄｓｃｈｉｌｓｕ
ｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．およびＳｔｏｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（Ｔｓｃｈｅｕｎｄｓｃｈｉｌｓ
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ｕｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；　Ｓｔｏｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，　２００３）に記
載され、ここで参照をもってその全文が開示されたものとする。軟骨誘導のための生物評
価法は、ＥＰ１１４６８９７号内の実施例２～５に記載され、ここで参照をもって開示さ
れたものとする。実施例５は、軟骨誘導のためのマウスの異所移植評価を記載する。選択
的に軟骨誘導および保持は、部分的あるいは全部の厚さの関節性軟骨修復モデルにおいて
測定できる。
【００５４】
　本発明の１つの実施態様において、脊髄核インプラントはさらには１つあるいはそれよ
り多くの追加的な活性剤、好ましくは抗異化剤（例えばＴＩＭＰ－１およびＴＩＭＰ－２
）、マイトジェン（例えばＩＧＦ－１、ＰＤＧＦ、ＥＧＦ、ＦＧＦ）、骨形態形成タンパ
ク質、例えばＧＤＦ－５、ＢＭＰ拮抗物質、例えばノギンまたはコーディンおよび／また
は細胞内調整物質（例えばＬＭＰ－１、ＳＯＸ－９）あるいはそれらの組み合わせを含む
。抗異化剤の添加はさらに、軟骨分化・保持因子または軟骨形成モルフォゲンによって媒
介されるマトリックス合成を、例えば分解性酵素の抑制によって増加させる。マイトジェ
ン分子は、細胞の有糸分裂率を増加させ、且つ細胞が誘発され、従って軟骨分化・保持因
子あるいは軟骨形成モルフォゲンの効果をさらに支持する椎間板の領域に依存してＰＧ合
成を様々な度合いに増加し得る成長因子である。軟骨分化・保持因子を細胞内調整物質と
組み合わせることによって、軟骨分化・保持因子のアップレギュレーションおよび／また
はＰＧ合成が試験管内の実験で実現できる。
【００５５】
　他の実施態様において、脊髄核インプラントはさらには１つあるいはそれより多くの抗
メタロプロテイナーゼ、サイクリン化合物、サイトカイン拮抗物質、ＴＮＦ抑制剤、ＩＬ
抑制剤、抗血管新生物質、タンパク質分解酵素の抑制剤、抗炎症薬を含み、インフリキシ
マブ（ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ）、エタネルセプト（ｅｔａｎｅｒｃｅｐｔ）、アダリムマ
ブ（ａｄａｌｉｍｕｍａｂ）、ネアリモンマブ（ｎｅｒｅｌｉｍｏｎｍａｂ）、レナーサ
ート（ｌｅｎｅｒｃｅｒｐｔ）およびその類、あるいはそれらの組み合わせを含む。
【００５６】
　他の実施態様において、脊髄核インプラントを、化学髄核分解剤、例えばＣ－ＡＢＣあ
るいはＵＳ２００５／００３１６６６号内で記載されているものの注入あるいは適用の後
、同時投与あるいは投与して、椎間板の長期的な構造損傷を防止する。
【００５７】
　好ましくは、脊髄核インプラントは椎間板を介して注入可能あるいは移植可能である。
好ましくは、該注入は部分的であるか、または全身性ではない注入である。椎間板を介し
た注入あるいは移植の利点は、軟骨分化・保持因子のより高い濃度が使用できる一方、最
小の全身毒性しか生じないことである。
【００５８】
　軟骨分化・保持因子あるいはＩＶＤ修復剤を、許容できる溶剤あるいはビヒクル、例え
ば限定されずに生理食塩水、滅菌水、リンガー溶液中で直接的に移植あるいは注入できる
。好ましくはそれを椎間板内部あるいはＮＰ空間内に投与する。投与は単独あるいは繰り
返しの注入によって、好ましくは経皮注射あるいはカテーテルを介して経皮的に実施して
よい。軟骨形成タンパク質、好ましくはＣＤ－ＲＡＰの椎間板内部への注入は、椎間円板
の細胞を刺激してプロテオグリカン、アグリカンおよび／またはコラーゲン合成をアップ
レギュレートすることによって、椎間円板の高さを増加する。臨床的な適用は従って、最
小の侵襲技術によって実施でき、著しくコストおよび他の方法、例えば部分的椎間板切除
術あるいは脊椎椎体固定術に関連する合併症の尤度を削減する。
【００５９】
　本発明の脊髄核インプラントを椎間円板に加えることが可能である一方で、椎間円板の
一部を除去し、そしてそれを本発明のインプラントで置換することも可能である。
【００６０】
　従って本発明は、例えば髄核摘出あるいは部分的な髄核摘出法において除去された量の
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ＮＰの置換、あるいは年齢、怪我の理由で変性しているＮＰあるいは本発明の髄核インプ
ラントと同様のものの補充も提供する。変性している椎間板、または変性した椎間板ある
いはそれらの一部を、レーザー、シェーバー、あるいは他の手術器具を用いた標準的な技
術によって除去できる。
【００６１】
　変性椎間板は無傷あるいは破裂した椎間板であってよい。変性している椎間板は離層し
、ひびを有し得るか、あるいはヘルニアになり得る。
【００６２】
　脊髄核インプラントを最小の侵襲安定化法によって結合できる。連続した刺激が望まし
くない因子、例えば異化因子の生成をもたらす進行椎間板変性の重症の場合、最小の侵襲
安定化法がさらに再生を助けられるか、あるいは変性した椎間板の進行を抑制できる。
【００６３】
　本発明の１つの実施態様において、該インプラントあるいは配合物はさらに担体あるい
は薬物送達機構を含む。本発明で使用される担体あるいは薬物送達機構は生体適合性があ
り、毒性ではなく、且つ体内で炎症性反応を引き出さない。該担体はマトリックスあるい
は足場構造を含んでよい。該担体は固体、液体、ゲル、ペースト、あるいは他の注入可能
な形態であってよい。好ましくは、該担体はヒドロゲル、例えばＷＯ２００５／１１３０
３２号内に記載される、特に注入可能なヒドロゲル、硫酸ヒアルロン酸、高度に置換され
たカルボキシメチルセルロースおよびそれらの塩、アルギネート、ヒドロキシプロピルア
ルギネート、キトサン、ヒドロキシエチルスターチ、コラーゲン、ゼラチン、反転熱性ゲ
ル（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｈｅｒｍａｌ　ｇｅｌｓ）（例えばプルロニック　Ｆ１２８）、
キトサンベースの感熱性コポリマー（例えばキトサン－プルロニック（登録商標）ヒドロ
ゲル）、多孔質シルク足場、複数の小球体、リポソーム配合物およびヒドロキシアパタイ
ト繊維メッシュを含む。該担体はＩＶＤ細胞の内植、増殖および居所に適した細胞の適当
な基材である。
【００６４】
　該担体はポリマー、例えばプルロニック、例えばプルロニック１６８、エチレン酸化物
およびプロピレン酸化物のブロックコポリマー、例えばＷＯ２００５／０３４８００号内
に記載されるものを含んでよい。
【００６５】
　好ましくは、該担体はコンドロイチン硫酸、ゼラチン、ヒアルロナンおよび／またはヒ
アルロン酸ナトリウムあるいはそれらの組み合わせを含んでよく、三元系のコポリマー、
例えばゼラチン／コンドロイチン６硫酸／ヒアルロナン三元系コポリマーを含む。三元系
コポリマーの製造は、Ｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（Ｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）内
に記載されており、ここで参照をもってその全文が開示されたものとする。
【００６６】
　該担体は多血小板血漿、生分解性ゼラチンヒドロゲルを有する多血小板血漿、フィブリ
ン／ヒアルロン酸複合体、因子封入ゼラチンヒドロゲル小球体、例えばポリマー、例えば
オリゴ（ポリ（エチレングリセロール））フマレート、ポリラクチド（ＰＬＡ）／ポリグ
リコール酸（ＰＧＡ）およびポリイプシロンカプロラクトンを含む注入可能な生分解性ヒ
ドロゲル複合体で構成されるフィブリンゲルを含んでよい。
【００６７】
　好ましくは、該担体はキトサン－グリセロールホスフェートあるいはそのままの血餅あ
るいはキトサン－グリセロールホスフェート溶液で安定化された血餅を含む。
【００６８】
　本発明の１つの実施態様において、脊髄核インプラントはさらに徐放機構、例えばヒド
ロゲル、多価陰イオン性ヒドロゲル、複数の小球体、リポソーム配合物およびヒドロキシ
アパタイト繊維メッシュを含む徐放機構を含む。該徐放機構は、特に制御された放出を可
能にする。
【００６９】
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　１つの実施態様において、徐放機構は、連続的な放出を提供し、他の実施態様において
は、徐放機構は間欠的な放出を提供する。
【００７０】
　１つの実施態様において、軟骨分化・保持因子はリポソーム内に封入されている。該リ
ポソームは結晶性溶液を超える利点を有しており、治療剤のより長い持続および適用部位
でのより緩慢なクリアランスに加えて、椎間円板内の機械的な刺激を避けられ、それ故に
治療に誘発される炎症を避けられる。
【００７１】
　治療用化合物および他の薬剤の送達効率改善のための１つの方法は、脂質構造、例えば
リポソーム内への封入である。リポソームは一般に、典型的には水性媒体中に化合物を含
有するコアを有する密閉された脂質液滴を含む。特定の実施態様において、該化合物は化
学的に脂質成分と結合しているか、あるいは単にリポソームの水性内部区画内に含有され
ている。
【００７２】
　本発明によって提供される軟骨分化・保持因子を含む医薬組成物あるいは脊髄核インプ
ラントは、好ましくは再構成してリポソーム封入軟骨分化・保持因子を生成できる乾燥し
たリポソーム組成物として提供される。好ましくは、リポソーム調剤は水溶液中の再構成
においてリポソーム封入された軟骨分化・保持因子を形成する乾燥再構成ビヒクル（ＤＲ
Ｖｓ）である。ここで使用されるリポソーム組成物は、例えば水の添加で分散して生物活
性成分を含む多層板状のリポソーム配合物を形成する乾燥した顆粒品である。有利なこと
に、安定化の問題、例えば活性剤および／またはリポソームの凝集あるいは酸化は乾燥リ
ポソームの使用によって避けられる。
【００７３】
　個々に存在する、あるいは混合物で、配合物において使用するのに適した脂質は、中性
あるいは正に帯電した脂質、例えばコレステロール、ホスファチジルコリン、水素化ホス
ファチジルコリン、ジステアロイルホスファチジルコリン、スフィンゴミエリン、ジオレ
イルホスファチジルコリン、ジオレイルホスファチジルグリセロール、ホスファチジルグ
リセロール、ジミリストイルホスファチジルコリン、ジパルミトイルコリン、ガングリオ
シド、セラミド、ホスファチジルイノシトール、リン酸、ジセチルホスフェート、ジミリ
スチン酸（ｄｉｍｙｒｙｌｓｔｏｌ）ホスファチジルコリン、ステアリルアミン、ジパル
ミトイルホスファチジルグリセロールおよび他の同様の脂質を含む。好ましくは、該脂質
配合物は帯電している。該リポソーム配合物は典型的には少なくとも２つの脂質、例えば
コレステロールおよびホスファチジルコリンの混合物であり、且つより普通には３つある
いはそれより多くの脂質の混合物である。
【００７４】
　他の実施態様において、本発明の軟骨分化・保持因子はペグ化されている。この修飾さ
れた軟骨分化・保持因子は非修飾の薬剤よりも長い生物学的半減期を有し、従って脊髄障
害の医学治療のための薬剤の効率を改善できる。ペグ化はタンパク質のサイズを増加させ
、安定性を改善し、タンパク質の溶解性を増加させ、タンパク分解を低下させ、且つ投与
頻度を減少させられる。さらには、タンパク質の凝集の傾向を低下できる。
【００７５】
　ペグ化はタンパク質上のアミノ基あるいはスルフヒドリル基と、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）上の化学的反応性基（カーボネート、エステル、アルデヒドあるいはトレシ
レート（ｔｒｅｓｙｌａｔｅ））との間の安定な共有結合を介して実現する。得られる構
造は直鎖あるいは分岐鎖であり得る。ＰＥＧ試薬は例えばＲｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．
（Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，　２００２）内に記載される。他のペグ化剤は限定さ
れずに、メトキシポリ（エチレングリコール）（ｍＰＥＧ）、メチルＰＥＯ12マレイミド
ＰＥＧ、アミン反応性メチルキャップポリエチレン酸化物（ＰＥＯ）含有改質剤（メチル
ＰＥＯn－ＨＮＳエステル、ｎ＝４，８，１２）である。
【００７６】



(13) JP 5484059 B2 2014.5.7

10

20

30

40

50

　他の実施態様において、本発明の脊髄核インプラントは髄核組織あるいは細胞、好まし
くは間葉幹細胞（ＭＳＣｓ）から誘導される細胞を含む。
【００７７】
　供与体組織（例えば骨髄間質）から単離されたＭＳＣｓあるいは自己幹細胞は、３次元
生分解性足場材料、例えばヒアルロン酸、シルク、コラーゲン、コラーゲン／ヒアルロナ
ン足場、ヒドロゲル、キトサン、キトサンゲル、注入可能で架橋可能なポリマー製剤、分
解性のポリマーゲルあるいは足場、ポリラクチド、ゼラチン／コンドロイチン６硫酸／ヒ
アルロナン足場、エステルあるいはヒアルロン酸の誘導体、例えばＨｙａｆｆ　１１、ヒ
ドロキシアパタイト繊維メッシュおよびフィブリングルーの中あるいは上で、軟骨分化・
保持因子の単独あるいはそれらの細胞の髄核様細胞への分化を助け、且つ好ましくは酸素
分圧の下でＰＧ合成を刺激する他のモルフォゲンまたは成長因子、例えばＩＧＦ－１の類
あるいはＢＭＰｓとの組み合わせでの存在下で培養できる。培養の方法は例えばＨｏｎｄ
ａ　ｅｔ　ａｌ．，２０００内に記載されており、ここで参照をもって開示する（Ｈｏｎ
ｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４）。そのように培養された細胞あるいは新組織を、好ま
しくは足場材料と共に、その後、変性椎間板内に移植あるいは注入してＮＰの再生を実現
する。
【００７８】
　単層培養において例えば試験管内の低酸素条件の下で、椎間円板のＮＰ領域で生じるよ
うに、ＭＳＣｓを単離および増加することも可能である。移植に進むＭＳＣｓを、ＩＶＤ
治癒を刺激するために必要である１つあるいはそれより多くの軟骨分化・保持因子で形質
移入することができるか、あるいは前記の軟骨分化・保持因子（例えばＣＤ－ＲＡＰある
いはそれらの活性断片）を含有する軟骨形成誘導媒体で刺激できる。好ましくは、前記の
軟骨分化・保持因子、例えばＣＤ－ＲＡＰタンパク質あるいはそれらの活性断片をコード
する発現ベクターによって形質移入を実施する。形質移入された、および／または刺激さ
れたＭＳＣｓあるいは培養されたＭＳＣｓを、好ましくは生体材料、例えばコラーゲン、
アテロコラーゲンゲル、ゼラチン、アルギネート、ヒドロキシプロピルアルギネート、カ
ルボキシメチルセルロース、あるいはヒドロエチルスターチ内に埋め込んで、注射、例え
ばインスリンマイクロ注射器（Ｓａｋａｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５）あるいは他の適
用機構によって変性椎間板内に移植できる。細胞密度は例えば１×１０4個／ｍｌ～１×
１０7個／ｍｌ、好ましくは１×１０5個／ｍｌ～１×１０6個／ｍｌであってよい。
【００７９】
　ＭＳＣｓをアルギネート、ペレット、マイクロマスあるいは凝集細胞培養物中で、軟骨
分化・保持因子の単独あるいはそれらの細胞のＮＰ様細胞への分化を助ける他のモルフォ
ゲンまたは成長因子、例えばＴＧＦ－β類および／またはＢＭＰｓ（例えばＢＭＰ－２）
との組み合わせの存在下で培養してもよい。
【００８０】
　１つの実施態様において、送達機構はＭＳＣｓあるいはＡＦ細胞を３－Ｄ多孔質シルク
足場と組み合わせで含む。該多孔質シルク足場はカイコガから抽出されるシルクフィブロ
インから誘導されてよい。該細胞を未分化で増加でき、且つ軟骨分化・保持因子と共に培
養することによって軟骨細胞に誘導できる。シルク足場を、直接的に、あるいは軟骨分化
・保持因子に装填して、ＭＳＣｓあるいはＡＦと共に接種でき、且つ軟骨分化・保持因子
単独あるいは上述の他の因子との組み合わせに追加して、あるいはそれらを用いないで、
媒体中で培養できる。カイコガの蚕の繭からのシルクフィブロイン足場は、例えばＳｏｆ
ｉａ　ｅｔ　ａｌ．および　Ｋａｒａｇｅｏｒｇｉｏｕ　ｅｔ　ａｌ．（Ｓｏｆｉａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　２００１；　Ｋａｒａｇｅｏｒｇｉｏｕ　ａｎｄ　Ｋａｐｌａｎ，　２０
０５）内に記載されるように抽出できる。
【００８１】
　１つの実施態様において、ＡＦ、ＮＰ、あるいはＭＳＣ細胞を、軟骨分化・保持因子の
ための少なくとも１つの遺伝子を用いて生体外で形質移入し、ＩＶＤ治癒を刺激するのに
必要とされる細胞および１もしくは複数のタンパク質の両方を提供でき、そして例えば単
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層培養、アルギネートビーズあるいは３次元生分解性足場材料中での培養を用いて、ある
いは用いないで、目標とする宿主組織内に再移植する。１つの実施例として、単離された
ＮＰ細胞を単層として接種し、次に例えば発現ベクターあるいはウィルス性の遺伝子治療
ベクター、例えばアデノウィルスあるいはアデノ関連ウィルス（ＡＡＶ）を含む軟骨分化
・保持因子を用い、形質移入剤、例えばＦｕＧｅｎｅ６試薬を使用して形質移入する。培
養の数日後（例えば７日後）、細胞を継代させ、そしてアルギネート、例えば好ましくは
約０．５～２％のアルギネート中に封入する。遺伝子の発現を標準的な方法、例えばＲＴ
－ＰＣＲあるいはＥＬＩＳＡによって分析できる。アルギネートビーズ中のそれらの形質
移入された髄核細胞をＩＶＤの組織工学および変性円板疾患のための治療に使用できる。
さらなる遺伝子治療法は例えばＷｅｌｌｓ，２００４、　Ｐａｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０３およびＳｏｂａｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．，２００４内に記載されている。
【００８２】
　１つの実施態様において、細胞、例えばＮＦ細胞、ＭＳＣｓあるいは好ましくはヒト由
来の自己軟骨細胞を、ＩＶＤ治癒の刺激に必要な軟骨分化・保持因子をコードする、例え
ば組み換え型シミアンウィルス４０アデノウィルスベクターあるいはバキュロウィルスベ
クターを使用して一過的に不死化する。
【００８３】
　他の実施態様において、変性したヒトＩＶＤ細胞（例えばＮＰ細胞）を、外因性因子、
例えば軟骨分化・保持因子を運搬するアデノウィルスベクターで形質移入できる。次の段
階で、次にそれらの修正した細胞を注入してＩＶＤ患部内に戻す。
【００８４】
　本発明は、本発明の軟骨分化・保持因子を、治療を必要とする哺乳類、特にヒトにおけ
る脊髄障害の治療のための医薬組成物の製造のための間葉幹細胞の培養に用いる使用にも
関する。
【００８５】
　本発明を図および実施例によってさらに説明する。
【図面の簡単な説明】
【００８６】
【図１】ＣＤ－ＲＡＰを含むリポソーム配合物の数日間にわたる安定性（三角）を説明す
る図である。リポソーム配合物の安定性を実施例３によって測定した。上の曲線（四角）
は、緩衝液中、３７℃でのＣＤ－ＲＡＰの安定性を示し、それらの条件の下でのタンパク
質の安定性を定量する。
【図２】フィブリン血餅系中の５０μｇのＣＤ－ＲＡＰの、３７℃で２４時間後の固定化
を示す。　Ａ：Ｔａｃｈｏｔｏｐ（登録商標）、直径１４ｍｍ、高さ４ｍｍ、Ｎｙｃｏｍ
ｅｄ製；　Ｂ：ブタのタイプＩコラーゲンスポンジ、ＢｉｏｍＵｐ；　Ｃ：水和したＨｙ
ａｌｏｆｉｌｌ－Ｆ。
【図３】ＣＤ－ＲＡＰ（１００ｎｇ／ｍｌ）での刺激で培養されたウサギＩＶＤ細胞のプ
ロテオグリカン（ＧＡＧ）誘導の、ＣＤ－ＲＡＰおよびＢＭＰ－２（ｎ＝３）の添加なし
でのネガティブコントロールに対する割合（％）を示す図である。
【００８７】
　実施例
　実施例１：線維輪穿刺モデル
　この実施例ではＣＤ－ＲＡＰの注入がウサギの輪状穿刺モデルにおける椎間板高さの部
分的な回復に効果的である。
【００８８】
　椎間板変性は若いニュージーランドシロウサギにおいて、特定の針ゲージを使用した椎
間板の線維輪の穿刺によって誘導できる（Ｓｉｎｇｈ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５）。椎
間板の背側の領域へのリドカイン注射による局所麻酔の準備の後、横向きの平面の放射線
写真を撮って、ＩＶＤの高さの注射前の基線値を測定する。その後、該ウサギを横向きの
腹臥位で置き、そして後外側後腹膜の進入路を使用して腰部ＩＶＤｓを露出する。それぞ
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れのウサギにおいて、ＡＦを１８Ｇ針で穿刺する。４、８および１０週間後、該動物に緩
衝食塩水（アルギニンリン酸またはＰＢＳ）、あるいはコントロールとしてのビヒクルリ
ポソーム、あるいは２．５ｍｇ／ｍｌ～１０ｍｇ／ｍｌのＣＤ－ＲＡＰ（ＰＢＳ中）のタ
ンパク質溶液、あるいはリポソーム封入ＣＤ／ＲＡＰ（２．５ｍｇ／ｍｌ）の髄核中への
注射を受けさせる。該動物を８あるいは１２週間（誘導および治療期間）追跡する。症状
発現前の転帰を、腰部脊椎の核磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）走査によって分析し、画像処理
ソフトウェアを使用した特注のプログラムを用いて測定したＸ線観察によって、ＩＶＤの
高さをモニターし、そして％ＤＨＩ（手術後のＤＨＩ／手術前のＤＨＩ×１００）を計算
する。ＩＶＤの組織分析のために、切片をヘマトキシリンエオシンおよびサフラニンＯで
染色する。群の中での違いを、一元配置分散分析（ＡＮＯＶＡ）を使用して統計上の有意
性に対して評価する。選択的なゆっくりとした進行および椎間板変性治療の再現性のある
動物モデルは、Ｓｏｂａｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．（Ｓｏｂａｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．，　
２００５）内に記載されているように、ＬｉｐｓｏｎおよびＭｕｉｒの典型的な"穿刺モ
デル"である。前記の穿刺法のために、ニュージーランドシロウサギのＡＦに切開を施す
。それぞれのウサギは、１匹はＣＤ－ＲＡＰで、他は食塩水あるいはビヒクルで治療され
た椎間板を有する。
【００８９】
　前記の輪状針穿刺モデルは、１２週間の観察期間で円板の狭窄をもたらす。食塩水治療
された椎間板は、椎間板の広範囲の変性を示す。しかしながら、％ＤＨＩは、食塩水ある
いはビヒクルを注射された円板と比較して、ＣＤ－ＲＡＰ群の維持された椎間板高さの傾
向を明らかにする。組織分析は、コントロール群と比較してプロテオグリカン合成および
変性変化に対する防御の増加を示す。
【００９０】
　実施例２：ＣＤ／ＲＡＰ含有リポソームの調製
　持続性リポソーム調剤の調製のため、７５０ｍｇのホスファチジルコリンおよび２５０
ｍｇのコレステロールを、丸底フラスコ内の２０ｍｌのエタノール中に溶解した。該溶剤
を回転蒸発器内で計量的に除去した。生成した薄い脂質膜を１０ｍｌの水中で再水和させ
、室温での緩やかな攪拌によってリポソーム（脂質１０％（質量／容積））を得た。ユニ
ラメラベシクル（ＳＵＶ）をおよそ１００ｎｍの直径で、次の音波処理によって調製した
。３００μｌのＳＵＶを２５０μｌのＣＤ－ＲＡＰ溶液（４２０ｍＭ／ｌのＡｒｇ／ＰＯ
４中に３ｍｇ／ｍｌ　ｐＨ７．５）と混合し、そして次に凍結乾燥させた。該タンパク質
を封入している多重膜リポソーム（ＭＬＶｓ）を、蒸留水での溶解ケークの再構成によっ
て、乾燥した再構成ベシクルの適用直前に生成させた。この再水和は、約１．５μｍある
いはそれより大きい平均直径を有するＭＬＶｓ内への約５０％あるいはそれより高い取り
込み効率を、取り込み剤の化学的変質なくもたらした。
【００９１】
　実施例３：ＣＤ－ＲＡＰを含むリポソーム配合物の安定性
　この実施例は、ＣＤ－ＲＡＰを含むリポソーム配合物の数日間にわたる安定性を説明す
る。リポソーム配合物の安定性を以下のように測定した：
　１２０μｇのＣＤ－ＲＡＰを上述のように３００μｌのリポソーム分散液中で封入した
。１００μｌの分割量を、３００μｌの二段蒸留水（ｂｉｄｅｓｔｉｌｌｅｄ　ｗａｔｅ
ｒ）で希釈し、そして１５分間、１６０００ｒｃｆでの遠心分離によって分離した。封入
効率を測定するため、封入されていないＣＤ－ＲＡＰをＲＰ－ＨＰＬＣによって標準曲線
を使用して定量化した。再懸濁および遠心分離工程の６回の繰り返しは、遊離のＣＤ－Ｒ
ＡＰの増加を示さなかった。
【００９２】
　その放出を７日の期間中、遠心分離（１６０００ｒｃｆで１５分間）で分離された上澄
み中の遊離のＣＤ－ＲＡＰ濃度を測定することによって記述した。それぞれの時点で、遊
離のＣＤ－ＲＡＰの量をＲＰ－ＨＰＬＣによって、標準曲線を使用して測定した。
【００９３】
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　図１に示される結果は、５０％より多い、高い封入効率を示す（時間０［ｄ］）。次の
観察の間、７日間までの期間、３７℃で約４５％の封入の維持で平坦域に達し、従って再
構成されたＣＤ－ＲＡＰを含むリポソームの安定性を示す。
【００９４】
　実施例４：ＣＤ－ＲＡＰ固定化インプラント
　この実施例は足場に基づいたコラーゲンあるいはヒアルロン酸中のＣＤ－ＲＡＰ固定化
インプラントを説明する。
【００９５】
　５０μｇのＣＤ－ＲＡＰを１２５μｌ、２０ｍＭのＫＨ2ＰＯ4、１５０ｍＭのＫＣｌ、
ＫＯＨ、ｐＨ７．５、０．０１％のツイーン８０中で配合した。該溶液をコラーゲンスポ
ンジ（Ａ：Ｔａｃｈｏｔｏｐ（登録商標）（Ａ）、直径１４ｍｍ、高さ４ｍｍ、Ｎｙｃｏ
ｍｅｄ製；　（Ｂ）ブタのタイプＩコラーゲンスポンジ、ＢｉｏｍＵｐ；　または５００
μｌのＨｙａｆｆゲルとの混合物（再水和Ｈｙａｌｏｆｉｌｌ－Ｆ（Ｃ）、０．５ｍｌの
二段蒸留水中、３０ｍｇ、３時間、５℃）中に浸透させ、ＣＤ－ＲＡＰを吸収させた。次
に、その水を凍結乾燥によって除去した。
【００９６】
　コラーゲンあるいはＨｙａｆｆ上に吸収されたＣＤ－ＲＡＰの固定化速度論を測定する
ために、ＣＤ－ＲＡＰ含浸試験片を５００μｌのウシ・フィブリン血餅（４．９ｍｇのフ
ィブリノーゲン、５０ｍＭのクエン酸ナトリウム中の０．３Ｕのトロンビン、１５０ｍＭ
の塩化ナトリウム、１０ｍＭの塩化カルシウム、ｐＨ６．４）内に、Ｍｅｙｅｎｂｕｒｇ
　ｅｔ　ａｌ．（Ｍｅｙｅｎｂｕｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２０００）によって記載される
ように固定した。その血餅をその後、２ｍｌの受容媒体（ホスフェート緩衝食塩水、０．
０２％のツイーン８０）によって完全に覆った。遊離のＣＤ－ＲＡＰの量を２４時間後に
ＲＰ－ＨＰＬＣによって標準曲線を使用して定量化した。
【００９７】
　図２に示される結果は、組み換え型ＣＤ－ＲＡＰタンパク質に対して強い結合特性を示
す材料ＡおよびＣを有する様々な生体材料の固定化効率における違いを示す。それらの結
合特性を欠陥、例えば変性椎間板の部位内で、高い初期のＣＤ－ＲＡＰのバーストを避け
、且つ再生部位での長期間の維持を提供しながら、軟骨分化・保持因子の局所的な標的お
よび保持に使用できる。
【００９８】
　実施例５：ヒトおよび動物の椎間円板細胞の単離
　この実施例は、ＣＤ－ＲＡＰの軟骨細胞刺激および同化活性に対して特異的な細胞外マ
トリックス成分の製造におけるＣＤ－ＲＡＰの効果を分析するために有用なＩＶＤ細胞の
調製方法を説明する。
【００９９】
　ヒトの椎間板細胞を、変性円板疾患を有する患者の治療で実施された、椎間板切除術（
ｄｉｓｅｃｔｏｍｙ）によって回復したヒトの椎間板組織から単離できる。該試験片（髄
核あるいは線維輪）をＰＢＳで濯いで残留している血液あるいは細胞外マトリックスを除
去する。その組織を切り刻んだ後、コラゲナーゼ溶液（０．５ｍｇ／ｍｌ、ＰＢＳ中）を
有する細胞外マトリックスから３７℃、４５分間、細胞を放出させ、そして細胞を遠心分
離によって単離できる（Ｋｌａｇｓｂｕｒｎ、"Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ"、Ｖｏｌ　ＶＩＩを参照）。上澄み液の除去後、回収した細胞を、ウシ胎児血清
を有するまたは有さないイーグル最小必須培地内の６ウェルプレート上で生長させる。
【０１００】
　ウシＩＶＤ細胞を動物組織から逐次の酵素の消化によって単離する。細胞を、１０％の
ウシ胎児血清、２５μｇ／ｍｌのアスコルビン酸塩、３６０μｇ／ｍｌのＬ－グルタミン
および５０μｇ／ｍｌのゲンタマイシンを補ったＤＭＥＭ／Ｆ１２培地を、毎日培地を交
換して、加湿雰囲気中、３７℃で５％のＣＯ2を用いて、細胞が約８０％の集密度に達す
るまで培養する。
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【０１０１】
　ウサギＩＶＤ細胞を動物組織から逐次の酵素の消化によって単離した。細胞を、１０％
のＦＣＳ、１％のペニシリン／ストレプタビジン、および５０ｎｇ／ｍｌのアスコルビン
酸を補ったＤＭＥＭ培地中で、加湿雰囲気中、３７℃で５％のＣＯ2を用いて、細胞が約
９０％の集密度に達するまで培養した。その後、それらを継代し、そしてさらに７日間培
養する。
【０１０２】
　実施例６：アルギネートビーズ中での椎間円板細胞の培養
　アルギネートビーズを、実施例５のＩＶＤ細胞を有する０．１５ＮａＣｌ中の６０μｌ
、１．２％のアルギネートを１０２ｍｍｏｌ／Ｌの塩化カルシウム溶液の中に圧出するこ
とによって形成し、半固体のビーズを形成する。該ビーズを２回洗浄し、そして１ｍｌの
培地を有する１２ウェルプレート内に設置する（Ａｏｔａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５）
。得られるアルギネートビーズを、プロテオグリカン合成およびアグリカン発現に対して
ＣＤ－ＲＡＰの添加を用いて、あるいは用いないで、フィブロネクチン断片（１２０ｋＤ
ａの断片（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ、Ｃａｔ．　Ｎｏ．Ｆ１９０４）、ヒト血漿からの７０ｋＤ
ａのフィブロネクチンタンパク質分解性断片（Ｓｉｇｍａ、Ｃａｔ．　Ｎｏ．　Ｆ０２８
７））の影響の分析に使用できる。
【０１０３】
　実施例７：ＩＶＤ細胞内でのアグリカンおよびプロテオグリカン合成のＣＤ－ＲＡＰに
媒介された誘導
　この実施例は脊髄インプラントの使用を説明し、ＣＤ－ＲＡＰがＩＶＤ細胞に添加され
たとき、培養の間に著しくＩＶＤ細胞のプロテオグリカン合成およびアグリカンの発現を
増加することを実証する。
【０１０４】
　実施例５の７日目の細胞を、プロテオグリカン合成およびアグリカンの発現を調査する
ために２４ウェルプレート内に設置する。細胞を７日より多い日数の間、０．５μＭおよ
び０．１μＭの７０ｋＤａのフィブロネクチン断片（ＦＯ２９７　Ｓｉｇｍａ）を有する
無血清培地中で培養する。プロテオグリカン合成およびアグリカンの発現に対するＣＤ－
ＲＡＰの影響を分析するために、種々の濃度のＣＤ－ＲＡＰ（１、５、１０、２０μｇ／
ｍｌ）を、フィブロネクチンを用いた培養の２日後に添加する。７日後、アグリカンの発
現を、ライトサイクラー分析（ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ）によって分析する。
【０１０５】
　細胞をビーズから解放するために、５５ｍｍｏｌ／Ｌのクエン酸ナトリウム、３０ｍｍ
ｏｌ／ＬのＮａ2ＥＤＴＡ、０．１５Ｍの塩化ナトリウムを含有するｐＨ６．８の緩衝液
中で該ビーズを可溶化する。該細胞のペレットを洗浄し、そしてＲＮＡ抽出のための溶解
緩衝液（Ｑｉａｇｅｎ）中に再懸濁する。ＲＮＡの単離をＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉ
ｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して実施する。ＣＤＮＡ合成をＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎのＳｕｐ
ｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＲＴキットの指示書に従って実施する。β－アクチンをコント
ロールとして使用する。増幅のために使用されたプライマーは、以下のもの：ａ）ウシβ
－アクチンプライマー５’　ＧＧＡ　ＡＡＴ　ＣＧＴ　ＣＣＧ　ＴＧＡ　ＣＡＴ　ＣＡＡ
　３’；　５’　ＡＡＧ　ＧＡＡ　ＧＧＣ　ＴＧＧ　ＡＡＧ　ＡＧＡ　ＧＣ　３’であり
、アグリカンプライマーは、５’　ＡＡＧ　ＡＧＡ　ＧＣＣ　ＡＡＡ　ＣＡＧ　ＣＣＧ　
Ａ　３’；　５’　ＣＴＧ　ＧＴＡ　ＧＴＣ　ＣＴＧ　ＧＧＣ　ＡＴＴ　ＧＴ　３’であ
った。
【０１０６】
　プロテオグリカン合成を、Ｆａｒｎｄａｌｅ　ｅｔ　ａｌ．（Ｆａｒｎｄａｌｅ　ｅｔ
　ａｌ．，　１９８２）内に記載された方法によるジメチルメチレンブルー（ＤＭＭＢ）
比色分析を使用して測定する。その培養培地をセントリコンフィルターで１０～２０分間
、５０００ｒｅｖ／分で濃縮できる。ＧＡＧ含有率を、２０μｌの濃縮した培養培地、あ
るいは２００μｌのＤＭＭＢ溶液で希釈した培養培地を混合し、そして５２５～５３０ｎ
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ｍの光学密度を測定することによって測定できる。標準化のために、コンドロイチン硫酸
（コンドロイチン硫酸Ａ　９４％、ウシの気管、ＩＣＮ）を使用できる。全ての測定の平
均を、１マイクログラムあたりのＤＮＡあるいは細胞数で計算する。
【０１０７】
　実施例８：ウサギの椎間円板細胞内のプロテオグリカン誘導
　実施例５によって単離されたウサギのＩＶＤ細胞が９０％の集密度に達したとき、細胞
を６ウェルプレート内に設置してプロテオグリカン合成を調査した。細胞を５日より長い
間培養した。ＣＤ－ＲＡＰのプロテオグリカン合成への影響を分析するため、培地を１％
のＦＣＳに変更し、且つＢＭＰ－２（１００ｎｇ／ｍｌ）を単独あるいはＣＤ－ＲＡＰ（
１００ｎｇ／ｍｌ）との組み合わせで該培地に添加した。５日後、プロテオグリカン合成
を細胞培地の上澄み中で、実施例７に記載されたように、ジメチルメチレンブルー（ＤＭ
ＭＢ）比色分析を使用して測定した。３つの独立した実験のＧＡＧ刺激の結果を図３にま
とめる。それらのデータは、ＣＤ－ＲＡＰのＢＭＰ－２で刺激されたＩＶＤ細胞への添加
が、培養されたウサギのＩＶＤ細胞においてＧＡＧの増加をみちびくことを示す。
【０１０８】
　ここで開示される全ての参考文献は、参照をもってその全体が特に開示されたものとす
る。
【０１０９】
　好ましい実施態様が説明および記載されているが、当業者によれば、特許請求の範囲に
定義されたそのより広い側面において本発明から逸脱することなく変更を行うことが可能
であることが理解されるべきである。
【０１１０】
　参考文献リスト
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【表１－１】

【０１１１】
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【表１－２】

【０１１２】
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