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(57)【要約】
骨障害の治療のための化合物及び組成物が示される。骨
障害の治療のためのオキシステロール化合物及び組成物
が示される。本化合物は、３－位置、６－位置、又は２
０－位置に結合したテトラサイクリンフラグメントから
などのＢＴＡ－リンカーと（３Ｓ，５Ｓ，６Ｓ，８Ｒ，
９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｓ，１４Ｓ，１７Ｓ）－１７－［（
２Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－２－イル］－１０，
１３－ジメチル－２，３，４，５，６，７，８，９，１
１，１２，１４，１５，１６，１７－テトラデカヒドロ
－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３，６－
ジオールの抱合体又は誘導体である。これらの骨形成オ
キシステロール化合物は、ヘッジホッグシグナル経路を
刺激するさまざまなリンカー単位は特定のエステラーゼ
に感受性がある。
【選択図】図７
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式

の化合物であって、
Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３が独立して水素、

、

、及び

、から成る群から選択され、
Ｒ４が

であり、
Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３のうち少なくとも１つが水素ではなく、
Ｒ１及びＲ３が水素である場合、Ｒ２が

ではない、前記化合物。
【請求項２】
　Ｒ３が水素である、請求項１に記載の化合物。
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【請求項３】
　Ｒ２が水素であり、Ｒ３が水素である、請求項１に記載の化合物。
【請求項４】
　Ｒ１が水素であり、Ｒ３が水素である、請求項１に記載の化合物。
【請求項５】
　Ｒ３が水素であり、Ｒ１が水素ではなく、Ｒ２が水素ではない、請求項１に記載の化合
物。
【請求項６】
　Ｒ３が水素であり、Ｒ１及びＲ２がそれぞれ

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項７】
　Ｒ３が水素であり、Ｒ１及びＲ２がそれぞれ

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項８】
　Ｒ３が水素であり、Ｒ１及びＲ２がそれぞれ

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項９】
　Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３がそれぞれ

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項１０】
　Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３がそれぞれ

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項１１】
　Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３がそれぞれ

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項１２】
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から成る群から選択される、請求項１に記載の化合物。
【請求項１３】
　請求項１の化合物及び薬学的に許容されるキャリア又は希釈剤を含む医薬組成物。
【請求項１４】
　対象に効果的な量の請求項１の化合物を投与することを含む、骨障害を患っている対象
（ヒト又は動物）を治療する方法。
【請求項１５】
　前記の化合物が局所送達をもたらすように対象に投与される、請求項１４に記載の方法
。
【請求項１６】
　前記の化合物が全身送達をもたらすように対象に投与される、請求項１４に記載の方法
。
【請求項１７】
　前記の骨障害が骨折、骨粗鬆症、及び骨基質減少症から成る群から選択される、請求項
１４に記載の方法。
【請求項１８】
　骨芽前駆細胞に効果的な量の請求項１の化合物を接触させることを含む、骨障害を患っ
ている対象（ヒト又は動物）を治療する方法。
【請求項１９】
　前記の骨芽前駆細胞がｉｎ　ｖｉｔｒｏで前記の化合物と接触する、請求項１８に記載
の方法。
【請求項２０】
　対象に請求項１８の接触された骨芽前駆細胞を投与することを含む、骨障害を患ってい
る対象（ヒト又は動物）を治療する方法。
【請求項２１】
　前記の接触された骨芽前駆細胞が対象に局所に投与される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記の接触された骨芽前駆細胞が対象に全身に投与される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　細胞のヘッジホッグシグナル経路が刺激されるように細胞に効果的な量の請求項１の化
合物を投与することを含む、細胞を治療する方法
【請求項２４】
　前記の細胞が組織又は器官の一部である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記の化合物がｉｎ　ｖｉｖｏ（局所に及び／又は全身に）で投与される、請求項２３
に記載の方法。
【請求項２６】
　組織又は器官のヘッジホッグシグナル経路が刺激されるように請求項２３に示した組織
又は器官の細胞治療することを含む、組織又は器官のヘッジホッグシグナル経路の治療的
活性から便益を受ける、対象（ヒト又は動物）を治療する方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、骨障害の治療の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明の実施形態は、オキシステロール骨標的薬剤化合物、本明細書に示したように、
例えば、Ｏｘｙ１３３－テトラサイクリン誘導体化合物を含む組成物である。オキシステ
ロール骨標的薬剤化合物は、式

の化合物を含むことができ、
Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３が独立して水素、

、

、及び／又は

であり、及びＲ４が

である。Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３の少なくとも１つは水素ではなく、Ｒ１及びＲ３が水素で
ある場合、Ｒ２が
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ではない。例えば、Ｒ１、Ｒ２、及び／又はＲ３を水素とすることができる。例えば、Ｒ

１、Ｒ２、及び／又はＲ３を水素としないことができる。Ｒ３を水素とすることができる
。Ｒ２を水素とすることができ、Ｒ３を水素とすることができる。Ｒ１を水素とすること
ができ、Ｒ３を水素とすることができる。Ｒ３を水素とすることができ、Ｒ１を水素とし
ないことができ、Ｒ２を水素としないことができる。Ｒ３を水素とすることができ、Ｒ１

及びＲ２それぞれを

とすることができる。Ｒ３を水素とすることができ、Ｒ１及びＲ２それぞれを

とすることができる。Ｒ３を水素とすることができ、Ｒ１及びＲ２それぞれを

とすることができる。Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３それぞれを

とすることができる。Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３それぞれを

とすることができる。Ｒ１、Ｒ２、及びＲ３それぞれを

とすることができる。例えば、化合物は、

、
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、

、

、

、又は

とすることができる。
【０００３】
　組成物は、薬学的に許容されるキャリア又は希釈剤を含むことができ、医薬製剤とする
ことができる。本発明の方法は、これらに限定されないが、骨折、骨粗鬆症、及び／又は
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骨基質減少症を含む骨障害の治療のために、オキシステロール骨標的薬剤化合物をヒト又
は動物とすることができる対象の、局所及び／又は全身に投与及び／又は送達することを
含む。本発明の方法は、オキシステロール骨標的薬剤化合物による骨芽前駆細胞のｉｎ　
ｖｉｔｒｏでの治療、及びこれ（骨芽前駆細胞）に続いて、これらに限定されないが、骨
折、骨粗鬆症、及び／又は骨基質減少症を含む骨障害の治療のために、ヒト又は動物とす
ることができる対象の局所及び／又は全身に投与及び／又は送達することを含む。本発明
の方法は、オキシステロール骨標的薬剤化合物を細胞に、例えば、局所に及び／又は全身
に形成すること、及び／又は投与することを含み、例えば、その結果、細胞のヘッジホッ
グシグナル経路が刺激される。細胞は、組織又は器官の一部とすることができ、化合物は
、ｉｎ　ｖｉｖｏ（局所に又は全身に）に投与することができる。本発明に従った方法は
、細胞にオキシステロール骨標的薬剤を投与することにより、組織又は器官の細胞を治療
することによって、例えば、組織又は器官のヘッジホッグシグナル経路の治療的活性から
便益を受けるヒト又は動物とすることができる対象を治療し、その結果、組織又は器官の
ヘッジホッグシグナル経路が刺激されることを含む。
【図面の簡単な説明】
【０００４】
【図１】ＢＴＡリンカー結合の部位とＯｘｙ１３３化合物の構造を示す。
【図２】テトラサイクリン及びＰＥＧ（ポリエチレングリコール）リンカー及びテトラサ
イクリンフラグメントから形成されたＢＴＡ－リンカー１の構造を示す。
【図３】さまざまなリンカー単位のエステラーゼによる開裂に対する相対的感受性を図示
する。
【図４】オキシステロールと接触したｉｎ　ｖｉｔｒｏ骨髄基質細胞、Ｍ２－１０Ｂ４の
アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）酵素活性を示す。
【図５】ｉｎ　ｖｉｔｒｏでオキシステロールと初回接触４日後のＭ２－１０Ｂ４細胞に
よるＡＬＰ遺伝子の発現を示す。
【図６】ｉｎ　ｖｉｔｒｏでオキシステロールと初回接触４日後のＭ２－１０Ｂ４細胞の
骨シアロタンパク質（ＢＳＰ）遺伝子の発現を示す。
【図７】ｉｎ　ｖｉｔｒｏでオキシステロールと初回接触４日後のＭ２－１０Ｂ４細胞の
オステリックス（ＯＳＸ）遺伝子の発現を示す。
【図８】ｉｎ　ｖｉｔｒｏでオキシステロールと初回接触４日後のＭ２－１０Ｂ４細胞の
Ｐａｔｃｈｅｄ１（Ｐｔｃｈ）遺伝子の発現を示す。
【図９】はｉｎ　ｖｉｔｒｏでオキシステロールと初回接触４日後のＭ２－１０Ｂ４細胞
のヘッジホッグ（Ｈｈ）相互作用タンパク質（ＨＩＰ）遺伝子の発現を示す。
【図１０】ヒドロキシアパタイト（ＨＡＰ）と接触ありなしの分析対象物質の濃度を示す
。
【発明を実施するための形態】
【０００５】
　以下に本発明の実施形態を詳細に記載する。実施形態を記載する場合、明確さのために
特定の用語を用いる。しかし、本発明は、選択した特定の用語に限定されることを意図し
ない。当業者であれば、本発明の精神及び範囲から離れることなく、他の同等の部分を用
いることができ、他の方法を開発することができると認識するであろう。
【０００６】
　本出願は、２０１３年５月２日に出願された米国特許仮出願第６１／８１８，８２５号
に対する利益を主張するものであり、その全体が参照により組み込まれる。
【０００７】
　骨粗鬆症は、１千万人を超えるアメリカ人、高齢女性集団のほぼ５０％及び高齢男性集
団の１０％を超える人に影響を及ぼす、よくみられる代謝性骨疾患である（Ｔ．Ｄ．Ｒａ
ｃｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌａｎｃｅｔ　２０１１，３７７，１２７６－１２８７；Ｂ
．Ｃ．Ｓｉｌｖａ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．２０１１，６２，３０７
－３２２；Ｇ．Ｐ．Ｌｙｒｉｔｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
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．２０１０，１２０５，２７７－２８３；Ｓ．Ｋｈｏｓｌａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉ
ｎ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．Ｍｅｔａｂ．２０１２，９７，２２７２－２２８２；Ｔ．Ｊ
．Ａｓｐｒａｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍａｔｕｒｉｔａｓ　２０１２，７１，７６－７８；Ｄ
．Ｍ．Ｂｌａｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．２０１２，３６６，２０
５１－２０５３）。骨基質減少症（骨量の減少）、骨粗鬆症を発現する主なリスク因子は
、さらによくみられ、３千４百万人のアメリカ人に影響を及ぼす（Ｓｉｌｖａ；Ｌｙｒｉ
ｔｉｓ；Ｋｈｏｓｌａ；Ａｓｐｒａｙ）。骨折は、骨粗鬆症及び骨基質減少症の一般的な
合併症であり、入院及び身体障害などの有意な社会経済的コストが生じ、骨折がなければ
健康で機能している高齢者の老化及び死亡の原因となることがきわめて多い（Ｌｙｒｉｔ
ｉｓ）。加齢による骨粗鬆症性骨損失及びこれによる合併症が高齢集団の有意な罹病率及
び致死率の原因である（Ｒａｃｈｎｅｒ；Ｓｉｌｖａ；Ｌｙｒｉｔｉｓ；Ｋｈｏｓｌａ；
Ａｓｐｒａｙ；Ｂｌａｃｋ）。骨粗鬆症の２つの可能な治療戦略のうち、骨損失／吸収の
予防又は骨成長の刺激、ビスフォスフォネート薬剤による抗吸収治療がさらに確立されて
いる（Ｋｈｏｓｌａ；Ｍ．Ｓｈａｒｐｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｄｒｕｇｓ，２００１，６１，
９９９－１０３９）。「現在の骨粗鬆症の治療のほとんど全部ならびに骨粗鬆症患者の骨
吸収のレベルを減少させるための臨床研究目的の可能性がある新しい治療の大部分」（Ｋ
ｈｏｓｌａ；Ａｓｐｒａｙ；Ｂｌａｃｋ；Ｌ．Ｂｒｅｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ
．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．２０１１，６７，３２１－３３１）。市販されている
治療薬又は骨吸収の機序を対象にする臨床試験の治療薬としては、ビスフォスフォネート
（例えば、アレンドロネート）、デノスマブ（プロリア）、ゾレドロン酸（リクラスト）
、オダナカチブ、及びサラカチニブが挙げられる（Ｂｒｅｗｅｒ）。抗吸収薬剤治療は、
骨密度の広範な損失を既に来している進行した骨粗鬆症とは異なり、疾病の初期及び軽症
を治療するのに最も効果的である（Ｋｈｏｓｌａ；Ｂｒｅｗｅｒ）。
【０００８】
　あるいは、骨同化剤が、特に進行した疾病に追加的治療オプションを提供することがで
き、この領域のＦＤＡ承認の薬剤が少ないにもかかわらず有意に骨粗鬆症の治療を改善す
る（Ｅ．Ｃａｎａｌｉｓ，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．Ｍｅｔａｂ．２０１０
，９５，１４９６－１５０４）。現時点で、重度の骨粗鬆症患者の治療に利用できる唯一
のＦＤＡ承認の骨同化剤がテリパラチド（フォルテオ）であり、これは副甲状腺ホルモン
（ＰＴＨ）の遺伝子組換え形態であり、毎日の注射により断続的に投与しなければならな
い（Ｆ．Ｖｅｓｃｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｃａｓｅｓ　Ｍｉｎｅｒ．Ｂｏｎｅ
　Ｍｅｔａｂ．２０１２，９，３１－３６）。フォルテオは、有意な骨形成をもたらし、
骨折リスクを減少させることができるが、その使用は安全性の懸念のために厳重に制限さ
れる（Ｃａｎａｌｉｓ；Ｖｅｓｃｉｎｉ；Ｒ．Ｄｉｍｉｔｒｉｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，ＢＭ
Ｃ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２０１１，９，１－１０）。骨肉腫のリスクの増大などの有害な
副作用のために、フォルテオの薬剤ラベル表示が患者集団及び投与期間（２４ヵ月未満）
の点で厳しく制限される。臨床研究中の他の同化剤としては、内因性間欠熱ＰＴＨ分泌を
刺激するカルシリティック薬剤、及びＷｎｔシグナリングの拮抗体の抑制剤が挙げられる
（Ｒａｃｈｎｅｒ；Ｄｉｍｉｔｒｉｏｕ）。
【０００９】
　軽度の骨粗鬆症患者では、ビスフォスフォネート薬剤（例えば、アレンドロン酸、フォ
サマックス）が骨密度の改善及び骨折リスクの減少などの有意な利益をもたらすことがで
きる（Ｋｈｏｓｌａ；Ｓｈａｒｐｅ）。しかし、アレンドロン酸を含むビスフォスフォネ
ート薬剤は、空腹条件下で摂取した場合でも、低い経口生物学的利用率、平均０．６～０
．７％を示す。食事及び飲料（水以外）とともに薬剤を摂取すると、さらに生物学的利用
率を減少させ、空腹条件下で摂取すると患者の大部分に重度の上部消化管刺激を引き起す
（Ａｓｐｒａｙ）。このため、空腹条件下での反復、毎日、経口の投与では、用量の９９
％超は、吸収することができず、利用されないで身体から排泄されるが、ビスフォスフォ
ネート薬剤の送達を薬理学的に実現可能まで最大化する必要がある。吸収することができ
るビスフォスフォネート薬剤のフラクションは、急速にヒトの身体内に分配することがで
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き、薬剤の約５０％が骨表面に結合し、残りは変化せず腎臓を介して排出される。経口吸
収が少ないという物理化学的基礎は、全ビスフォスフォネート薬剤の不可避な部分である
陰性荷電ホスホネート部分に関係すると考えられている。この欠点を克服するために、ホ
スホネート電荷作用を遮蔽することを意図する脂肪酸及び胆汁酸結合によるプロドラッグ
アプローチを含む、戦略が検討されてきた（Ｐ．Ｖａｃｈａｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｅ
ｄ．Ｃｈｅｍ．２００６，４９，３０６０－３０６３；Ｏ．Ｂｏｒｔｏｌｉｎｉ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｅｕｒｏ．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．２０１２，５２，２２１－２２９）。
【００１０】
　骨折治癒及び脊椎障害の外科的治療を含む医療用途で骨成長を促進するために生物学的
製剤が一般に用いられている（Ｅ．Ｅ．Ｊｏｈｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｏｒ
ｔｈｏｐ．Ｒｅｌａｔ．Ｒｅｓ．２０００，３７１，６１－７４；Ｇ．Ｒ．Ｍｕｎｄｙ，
Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．２００２，５３，３３７－５４；Ｇ．Ａ．Ｒｏｄａｎ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２０００，２８９，１５０８－１４；Ｓ．Ｔ．Ｙｏｏｎ，Ｃ
ｌｉｎ．Ｏｒｔｈｏｐ．Ｒｅｌａｔ．Ｒｅｓ．２００２，３９５，３３－４３）。変形性
椎間板疾患及び腰椎及び頸椎に影響を及ぼす関節炎に対処するために整形外科医及び神経
外科医によって同様に脊椎固定術が施行されることが多い。歴史的に、一般に患者の腸骨
稜から採取される、自家骨移植片が脊椎レベル間の固定を増すために用いられてきた。し
かし、採取部の罹病率との関係、手術時間の増加、及び自家骨移植片の採取に関係した失
血の増加が（Ｅ．Ｄ．Ａｒｒｉｎｇｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｏｒｔｈｏｐ．Ｒ
ｅｌａｔ．Ｒｅｓ．１９９６，３２９，３００－９．；Ａ．Ｒ．Ｖａｃｃａｒｏ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｓｐｉｎｅ　Ｊ．２００２，２，２０６－１５；Ｊ．Ａ．Ｒｉｈｎ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｓｐｉｎｅ　２０１０，３５，１６２９－３９）安全で効果的な代替案を見つける動
機となった。
【００１１】
　ヒトの脊椎固定を促進するために遺伝子組換えヒト骨形態形成タンパク質－２（ｒｈＢ
ＭＰ－２）が一般に用いられる。この使用は、単一レベル前方経路腰椎椎体間固定のため
に２００２年にアメリカ食品医薬品局（ＦＤＡ）によって承認された（Ｍ．Ｍｉｔｋａ，
ＪＡＭＡ　２０１１，３０６，１３１１－２．）。この時以来ｒｈＢＭＰ－２の使用は有
意に増加し、この使用の適応が広がり、腰椎後方固定及び頸椎固定を含む。ｒｈＢＭＰ－
２の有効性にもかかわらず、最新の報告では脊椎固定手術中に用いる場合、その安全性を
疑問視している。報告された合併症としては、血清腫形成、軟組織膨脹、脊椎溶骨、異所
性骨形成、逆行射精、及び発癌性が挙げられている（Ｋ．－Ｕ．Ｌｅｗａｎｄｒｏｗｓｋ
ｉ，Ｓｐｉｎｅ　Ｊ．２００７，７，６０９－１４；Ｄ．Ａ．Ｗｏｎｇ，Ｓｐｉｎｅ　Ｊ
．２００８，８，１０１１－８；Ｊ．Ｄ．Ｓｍｕｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｐｉｎｅ，
２００６，３１，２８１３－９；Ｅ．Ｊ．Ｃａｒｒａｇｅｅ，Ｓｐｉｎｅ　Ｊ．，２０１
１，１１，４７１－９１）。さらに、頸椎へのその使用により気道浮腫がみられており、
ＦＤＡに頸椎手術でのその使用を警告する公衆衛生通知を出すよう促している。
【００１２】
　本発明のある実施形態では、骨形成オキシステロール、Ｏｘｙ１３３と骨標的薬剤（Ｂ
ＴＡ）との組み合わせである新しい分子が合成されている。この分子を全身に投与すると
、選択的に骨組織に戻り及び骨形成を増やす可能性がある。骨粗鬆症の治療のための骨同
化剤としてこの分子を用いることができる。骨標的骨形成オキシステロールは、全身に投
与する場合、有意な毒性又は免疫作用があると予期されていない。
【００１３】
　多能性間葉幹細胞（ＭＳＣ）の骨形成骨芽細胞への細胞分化は、同化骨成長の駆動体と
なることができる。特定の自然オキシステロールは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＭＳＣの脂肪細
胞化分化を阻止しながら骨形成を誘発することができ、ｉｎ　ｖｉｖｏのラットの頭蓋冠
欠損モデルで局所の骨形成を促進することができる（Ｔ．Ｌ．Ａｇｈａｌｏｏ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ．Ｏｒｔｈｏｐ．Ｒｅｓ．２００７，２５，１４８８－１４９７）。ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏのラット脊椎固定モデルで用いる場合、自然オキシステロール
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より骨形成活性が大きな新しい半合成オキシステロールの合成及び特性付けが報告されて
いる（Ｊ．Ｓ．Ｊｏｈｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０１
１，１１２，１６７３－１６８４；Ｓ．Ｒ．Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
骨　Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅｓ．２０１４，ａｃｃｅｐｔｅｄ　ｆｏｒ　ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏ
ｎ）。本発明のある実施形態では、骨粗鬆症の治療が必要であり、全身投与（ｉｖ（静脈
内）、ｉｐ（非経口）、又は経口）という状況で、骨同化剤として新しい骨形成オキシス
テロールが示される。
【００１４】
　オキシステロール、コレステロール酸化の生成物は、ｉｎ　ｖｉｖｏで形成され、細胞
分化及びコレステロール物質代謝を含むさまざまな生物学的過程に関与している（Ｇ．Ｊ
．Ｓｃｈｒｏｅｐｆｅｒ，Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｒｅｖ．２０００，８０，３６２－５５４；
Ｓ．Ｇｉｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｇ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．２００８，４７，３９１
－４０４；Ｂ．Ｓｏｔｔｅｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．
２００９，１６，６８５－７０５）。自然オキシステロールは、ヒト及び動物の循環及び
さまざまな組織でみられ、骨を形成する骨形成特性を有する可能性がある（Ｊ．Ｒ．Ｄｗ
ｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２００７，２８２，８９５９－８９６
８；Ｗ．Ｋ．Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｏｎｅ　Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅｓ．２０１０，２
５，７８２－７９５；Ｈ．Ｔ．Ｋｈａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｏｎｅ　Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅ
ｓ．２００４，１９，８３０－８４０；Ｊ．Ａ．Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２００７，１００，１１３１－１１４５；Ｃ．Ｍ．Ａｍ
ａｎｔｅａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２００８，１０５，４２４
－４３６）。骨髄基質細胞（間葉幹細胞、ＭＳＣ）及び胚繊維芽細胞を含む多能性間葉骨
形成細胞にこれらのオキシステロールを投与すると、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで豊富に石灰化さ
れた骨マトリックスのしっかりとした骨形成分化及び形成をもたらすことができる（Ｋｉ
ｍ；Ｋｈａ；Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ）。理論によって束縛されないが、これらの作用は古
典的なヘッジホッグ（Ｈｈ）タンパク質とは関係のないＨｈシグナル経路の活性化により
一部調節される可能性がある（Ｄｗｙｅｒ）。さらに強力なオキシステロールのファミリ
ーが、これから誘導される骨形成及び抗脂肪細胞化活性が自然オキシステロールより優れ
ている可能性がある（Ｊ．Ｓ．Ｊｏｈｎｓｏｎ；Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒｙ）。このような分
子が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで強力な骨形成活性を示し、ｉｎ　ｖｉｖｏでしっかりとした骨
形成及び脊椎固定を刺激する可能性がある。この分子が有意な免疫原性反応を引き起こす
ことは予期されない（Ｊ．Ｓ．Ｊｏｈｎｓｏｎ；Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒｙ）。
【００１５】
　成人時の骨の健康は、骨形成骨芽細胞及び骨吸収破骨細胞それぞれの同化及び異化細胞
活性の協調的バランスに依存している。多能性間葉幹細胞（別名、髄基質細胞、ＭＳＣ）
は、骨芽細胞及び脂肪細胞を含むさまざまな細胞型の前駆体集団を形成する。新しい骨の
形成は、多くの因子によって中断される可能性がある過程である、ＭＳＣの骨芽細胞分化
によって推進される。加齢因子、疾病因子及びタバコ及びアルコール乱用などの生活習慣
因子が、骨芽細胞分化を犠牲にしてＭＳＣ集団を脂肪形成へ向かわせ、その結果本格的な
骨粗鬆症及び骨折修復不全となることが多い骨基質減少障害となる（Ａ．Ｓｌｏａｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｔｈｅ　Ｓｕｒｇｅｏｎ，２０１０，８，１１１－１１６；Ｄ．Ａ．Ｃｈａ
ｋｋａｌａｋａｌ，Ａｌｃｏｈｏｌ　Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｒｅｓ．２００５，１２，２０
７７－２０９０）。ＭＳＣの細胞系列特異的分化の背景にある機序が重要となる可能性が
ある。因子が脂肪形成を抑制しながら、骨芽細胞形成を刺激することができる。
【００１６】
　自然発生オキシステロールは、ＭＳＣ及び他の多能性間葉細胞に効果がある薬剤様分子
として機能することができる（Ａｇｈａｌｏｏ；Ｄｗｙｅｒ；Ｋｉｍ；Ｋｈａ；Ｒｉｃｈ
ａｒｄｓｏｎ；Ａｍａｎｔｅａ）。ヒト循環及びさまざまな組織に生じるオキシステロー
ルは、コレステロールが代謝的に変換してステロイドホルモン及び胆汁酸を形成する短命
中間体となる可能性がある（Ｓｃｈｒｏｅｐｆｅｒ）。しかし、自然オキシステロールは
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、受動的代謝物質としてのその役割以上に、シグナリング分子として機能することができ
、生理的現象の範囲を調節することができ、その中には脂質のホメオスタシスならびに分
化、炎症及びアポトーシスなどの細胞の状態に対する制御がある（Ｇｉｌｌ）。すなわち
、オキシステロールは、組織特異的シグナリングの調節剤として役割を演じることができ
る。オキシステロールに関する初期の研究では、その病理的寄与を検討し、全オキシステ
ロールが、その特異な化学組成にもかかわらずほぼ同じ特性を有すると考えた（Ｓｏｔｔ
ｅｒｏ）。オキシステロール化学型は、オキシステロールの細胞の状況及び正確な化学組
成に依存するさらに個別的特性を有する可能性がある（Ｓ．Ｎａｃｈｔｅｒｇａｅｌｅ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．２０１２，８，２１１－２２０）。いくつ
かのオキシステロールは、酸化ストレスを促進することができる（Ｓｏｔｔｅｒｏ）。し
かし、骨形成オキシステロールは、前駆細胞の骨形成分化に係わる酸化ストレスの有害効
果を抑制することができる（Ｄ．Ｓｈｏｕｈｅｄ，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０
０５，９５，１２７６－１２８３）。いくつかのオキシステロールは、ＬＸＲ受容体の内
在性リガンドであると考えられる。しかし、オキシステロールの骨形成活性は、ＬＸＲ活
性化の結果ではない可能性があるが、Ｈｈシグナリングの活性化により調節される可能性
がある（Ｄｗｙｅｒ）。Ｈｈシグナリングのオキシステロール誘導活性化はＨｈタンパク
質と関係なく起き、その結果、非正準Ｗｎｔ及びＮｏｔｃｈシグナリングの活性化となる
可能性がある（Ｋｈａ；Ａｍａｎｔｅａ）。基準値ＰＫＡ／ｃＡＭＰ、ＰＫＣ、ＭＡＰＫ
、及びＰＩ３－キナーゼシグナリングが、これらのオキシステロールに対するさまざまな
態様の細胞応答を調節することに関与している可能性がある（Ｋｈａ；Ｒｉｃｈａｒｄｓ
ｏｎ）。いくつかのオキシステロールの細胞傷害性が報告されたが（Ｓｃｈｒｏｅｐｆｅ
ｒ）、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで１～２０μＭで骨形成細胞により投与した場合、又は、ｉｎ　
ｖｉｖｏで、ラット脊椎固定モデル（４０ｍｇ）に、又は、マウスに、局所投与中に、ｉ
ｐで５０ｍｇ／ｋｇで１週間に３回計８週間投与した場合、行動の転換がないことが明ら
かになり、骨形成オキシステロールによる毒性作用はみられなかった。
【００１７】
　骨形成剤の可能性があるものとして、自然発生オキシステロール、２０（Ｓ）－ヒドロ
キシコレステロール、２２（Ｓ）－ヒドロキシコレステロール及び２２（Ｒ）－ヒドロキ
シコレステロールを使用することができる（Ｋｈａ；Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ；Ａｍａｎｔ
ｅａ）。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏのいずれでも効果がある一連の強力な骨形
成オキシステロール構造類似体が特定された。この半合成オキシステロールのファミリー
のメンバーがコラーゲンスポンジを介して横突起の間に局所に塗布した場合、ラットにし
っかりした骨形成及び脊椎固定を誘発する（Ｊ．Ｓ．Ｊｏｈｎｓｏｎ）。化合物ＯＸＹ１
３３は、骨形成活性が強化された一連の構造類似体である（図１）（Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒ
ｙ）。Ｏｘｙ１３３は、培養したヒト初代間葉幹細胞に骨発生を誘発し、ラットに他の構
造類似体と比べて加速した方法で脊椎固定を誘発することができる。Ｏｘｙ１３３は、ウ
サギ脊椎固定及びウサギ頭蓋冠欠損モデルなどの骨疾病の非げっ歯類動物モデルにしっか
りした骨発生を誘発することができる。Ｏｘｙ１３３は、脊椎固定及び非癒合骨折の修復
に適用の可能性があり、局所投与の薬剤開発候補である。しかし、骨粗鬆症の骨形成を刺
激するための同化因子の可能性があるものとしてＯｘｙ１３３のようなオキシステロール
の全身投与を意図する場合、１つは、ヒト肝ミクロソーム（ＨＬＭ）のその短半減期（５
分未満）及び必ずしも骨組織の付着に有利ではない組織内分布を考えなければならない。
さらに、骨発生の可能な機序のために、ＭＳＣのＨｈ経路の一時的活性化、他の組織への
暴露を最小化しながら骨組織の選択性を増すことが賢明である可能性がある。これは、骨
標的薬剤（ＢＴＡ）をそれを選択的に骨に送達するオキシステロール分子に結合すること
によって実現することができる。
【００１８】
　骨特異的薬剤送達は、有効性を増し、副作用を最小化し、適切な投与を可能にするため
に骨疾病にほんのわずかに許容される薬剤（例えば、エストラジオール及びジクロフェナ
ク）にあてはまるだけではない（Ｓ．Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｒ
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ｅｖ．２００７，３６，５０７－３１）。本発明のある実施形態では、骨特異的薬剤送達
の概念は、全身骨疾病のために以前に試験されていない骨形成分子に適用され、骨粗鬆症
の効果的な治療となる。骨形成特性を有するＨｈシグナリングのオキシステロール系作動
薬がこのカテゴリーに入る可能性がある。骨特異的薬剤送達剤は、加水分解可能リンカー
結合を介してこれらの薬剤分子に結合することができる（Ｍ．Ｗ．Ｏｒｍｅ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．１９９４，４，１３７５－１３８０；
Ｚｈａｎｇ）。
【００１９】
　化合物Ｏｘｙ１３３（図１）は、強力な骨形成オキシステロールとして機能することが
でき、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで骨形成細胞の骨形成分化、及びラット及びウサギ脊椎固定モデ
ルでｉｎ　ｖｉｖｏでしっかりした骨形成を誘発する。骨形成オキシステロール、Ｏｘｙ
１４９は、Ｏｘｙ１３３及びテトラサイクリンの誘導体である骨標的薬剤（ＢＴＡ）の組
み合わせである。図１に示したように、我々はＢＴＡがＯｘｙ１３３に結合する３つの部
位、すなわち、コハク酸又はアスパラギン酸リンカーのいずれかを介して炭素３、炭素６
、及び炭素２０のヒドロキシ基を特定した。テトラサイクリンＢＴＡフラグメントのリン
カー結合としては、これらに限定されないが、図２に図示したＢＴＡ－リンカー１となる
ものなどのスクシネート系リンカー及びポリエチレングリコール（ＰＥＧ）系リンカー単
位が挙げられる。例えば、Ｏｘｙ１３３－ＢＴＡ構造類似体は、ＢＴＡが炭素６のヒドロ
キシ基に結合することができる。ＢＴＡが炭素３若しくは炭素２０、又は１つより多い炭
素に結合して、Ｏｘｙ１３３で計２又は３のＢＴＡ単位となることができる他の構造類似
体も本明細書に示される。
【００２０】
　例えば、整形外科医療のための骨特異的薬剤送達系による骨特異的薬剤送達は、有効性
を増し、副作用を最小化し、適切な投与を可能にするために骨疾病にほんのわずかに許容
される薬剤（例えば、エストラジオール及びジクロフェナク）にあてはまるだけではない
。この概念は、全身骨疾病のために以前に試験されていない骨形成分子に展開することが
でき、骨粗鬆症の効果的な治療になる可能性がある。骨形成特性を有するヘッジホッグ（
Ｈｈ）シグナリングのオキシステロール系作動薬が、ほとんどこのカテゴリーに入る。オ
リゴペプチドからさまざまなビスフォスフォネートまでの範囲の骨親和性が高い公知の物
質のうち、抗生物質テトラサイクリンは、比較的非中毒性であり、経口で利用でき、「ヒ
トが経験した」骨標的薬剤又は成分である。しかし、その強力な抗生物質活性、化学的複
雑度、及び安定性の欠如が、骨標的薬剤（ＢＴＡ）としての未変性テトラサイクリンの臨
床的可能性を制限する。このため、テトラサイクリンフラグメントがＢＴＡ単位として考
えられている。後者は、ヒドロキシアパタイト結合測定法でテトラサイクリンと比べて骨
親和性のほとんど（８０％）を保持しながら抗菌活性、及び過度の化学的複雑度がない。
テトラサイクリンＢＴＡフラグメントのリンカー結合としては、図２に図示した、例えば
、ＢＴＡ－リンカー１のためのスクシネート系リンカー及びポリエチレングリコール（Ｐ
ＥＧ）系リンカー単位を挙げることができる。ＢＴＡ剤は、加水分解可能リンカー結合を
介して薬剤分子に結合することができる。ＢＴＡ単位に結合後の薬剤分子が薬理学的活性
を保持する場合、非加水分解可能結合を用いることができる。エステル基はさらに不安定
なチオエステル及びさらに安定したアミドと比較して好適な安定性の範囲にあるため、エ
ステル基を用いることができる（Ｌ．Ｇｉｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃ
ｈｅｍ．１９９９，７，９０１－９１９）。エステル基のｉｎ　ｖｉｖｏ安定性は、さら
にエステル基に隣接した置換によって微調整することができる（Ｔ．Ｃ．Ｂｒｕｉｃｅ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ器官ｉｃ　機序ｓ，Ｖｏｌ．１，Ｗ．Ａ．Ｂｅｎｊａｍｉｎ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，１９６６，１－２５８）。このため、Ｏｘｙ１３３－ＢＴＡエステル抱合
体が、骨組織に選択的に付着させ、続いて酵素リンカー加水分解及び骨形成剤、Ｏｘｙ１
３３を制御速度で標的組織に放出する全身投与（経口、ｉｐ、又はｉｖ）に好適である可
能性がある。以下に記載したようにエステル縮合を介して無水コハク酸に直接結合するこ
とによって、このようにＢＴＡ－リンカー１がＯｘｙ１３３の６－位置に結合して抱合体
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Ｏｘｙ１４９（３ａ）を形成することができる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　

（Ｏｘｙ１３３では、６－ヒドロキシ基は、３－ヒドロキシ基より無水コハク酸に対する
反応性が高い。）得られた抱合体、ＯＸＹ１４９は、治療の４日後に骨形成分化マーカー
、アルカリホスファターゼ活性の誘発レベルによって測定し、Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２細胞中
に親Ｏｘｙ１３３のほとんどの骨形成活性を保持する（対照：２±１；Ｏｘｙ１３３（１
μＭ）：３９０±１０；Ｏｘｙ１４９（１μＭ）：１００±１２；Ｏｘｙ１４９（５μＭ
）：５００±１８；Ｏｘｙ１４９（１０μＭ）：４８０±１２；Ｏｘｙ１４９（２０μＭ
）：４７０±２５）。調節可能なリンカー結合を用いてＯＸＹ１３３の３－及び／又は６
－位置を介してＢＴＡ－リンカー１を結合することができる。
【００２１】
構造類似体２、３、及び４、Ｏｘｙ１３３が、コハク酸（ａシリーズ）又はアスパラギン
酸（ｂシリーズ）及びａカルバメートリンカー単位（ｃシリーズ）から誘導されるエステ
ルリンカー単位、すなわち、以下に記載する調節可能なリンカー結合を有するオキシステ
ロールＢＴＡ抱合体と３－及び／又は６－位置を介してＢＴＡに抱合される。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　

【００２２】
　カルバメートリンカーは、エステルリンカーと比べてエステラーゼ加水分解に対してさ
らに安定していなければならない。コハク酸系リンカーは、さらに容易にアミノエステル
結合を酵素加水分解することができるアスパラギン酸系リンカーと比べてエステラーゼ加
水分解に対してさらに安定していなければならない。エステル加水分解の速度の差を用い
て標的骨組織のＯｘｙ１３３の放出を微調整するすることができる。例えば、ウレタン単
位を用いてＢＴＡに抱合されたＯｘｙ１３３は、抱合体がアスパルテートを用いて形成さ
れる場合よりさらに安定していなければならない。さまざまなリンカー単位のエステラー
ゼによる開裂に対する相対的感受性を図３に図示する。
【００２３】
　プレグネノロン（５）から開始するＯｘｙ１３３－ＢＴＡ抱合構造類似体２、３、及び
４の合成を以下に示す。後者は、３－ヒドロキシ基の保護、側鎖の付加、５－アルケン基
のヒドロホウ素化酸化、及びその後、所望の構造類似体に応じて、ヒドロキシ基の選択的
保護又は脱保護によって、公知の方法によって特異的に保護されたＯｘｙ１３３誘導体、
６ａ～ｃに転換することができる。これらの化合物の結合パートナーを調整することがで
きる。
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【００２４】
　最初に、無水コハク酸又は保護されたアスパラギン酸により３及び／又は６－ヒドロキ
シ基で特異的に保護されたＯｘｙ１３３誘導体６ａ～ｃをアシル化し、その後、得られた
カルボン酸を図６に示したようにエステル抱合体をもたらすＢＴＡ－リンカー１に結合さ
せる。エステル結合反応後、テトラ－ｎ－ブチルアンモニウムフルオリド（ＴＢＡＦ）に
より、ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルエーテル（ＴＢＳ）及び、２～４ｂの場合、２－
トリメチルシリルエチルカルバメート（Ｔｅｏｃ）単位を開裂させ、コハク酸リンカー（
２～４ａ）及びアスパラギン酸リンカー（２～４ｂ）を組み入れている最終生成物をもた
らすことができる。予備試験で得られたＯｘｙ１４９に相当する化合物３ａを図３に示す
。カルバメート結合構造類似体、２～４ｃ、は、グリシンメチルエステルをイソシアネー
トに変換し、合成が類似形態で進んだ後にＯｘｙ１３３誘導体６ａ～ｃをカルバミル化す
ることによって調製される。
【００２５】
　Ｏｘｙ１３３－ＢＴＡの誘導体は、１）アッセイスクリーンに基づいた、おそらくさら
に好ましい細胞開裂可能特性に基づいたＣ３Ｈ１０Ｔ１／２細胞でＯｘｙ１４９より高い
骨形成活性を有し、及び２）最適化されたヒドロキシアパタイト結合能力を示す可能性が
ある。
【００２６】
　究極アシル化条件を用いて、Ｃ－２０で第３級アルコールをアシル化し、以下に示した
ようにペルアシル化オキシステロールＢＴＡ抱合構造類似体をもたらすことができる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　

【００２７】
　Ｏｘｙ１３３化合物から開始する、化合物３ｂ（Ｏｘｙ１５４）、４ａ（Ｏｘｙ１５３
）、及び４ｂ（Ｏｘｙ１５５）（図４に示した）を得るための合成経路を以下に示す。
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【００２８】
　合成が前記に記載されているいくつかの分子の要約を以下に提供する。
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【００２９】
　本発明の実施形態は、Ｏｘｙ１３３、又はオキシステロールが本発明者らによって記載
されたテトラサイクリン－誘導骨標的部分の他の変型に結合される、本発明者らによって
前記に記載した他の骨形成オキシステロールを含むハイブリッド分子に関する。いくつか
のこのような部分は、例えば、ＵＳ　Ｐａｔ．７，１９６，２２０及びＵＳ　Ｐａｔ．７
，１９６，２２０に記載されている。
【００３０】
　本明細書に記載したように骨形成オキシステロール分子をこのようなテトラサイクリン
誘導体に結合（抱合）する、及び用いることができる。このような代表的なオキシステロ
ールとしてはＯｘｙ８、Ｏｘｙ３４、Ｏｘｙ４０、及びＯｘｙ４９、又は本発明者ら又は
他の者によって以前に記載された他の好適なオキシステロールが挙げられる。このような
いくつかのハイブリッド分子には以下のものが含まれる。
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【００３１】
　これらのオキシステロール及びオキシステロール骨標的薬剤（ＢＴＡ）抱合体は、骨粗
鬆症の治療のための治療薬剤として用いることができる医薬組成物の一部とすることがで
きる。
【００３２】
　オキシステロールは循環、及びヒト及び動物の組織に存在するコレステロールの酸素化
誘導体のファミリーを形成する。オキシステロールが動脈硬化病変に存在し、細胞分化、
炎症、アポトーシス、及びステロイド産生などのさまざまな生理的過程で役割を演じるこ
とが見出された。いくつかの自然発生オキシステロールが、骨形成特性を有する可能性が
ある（Ｋｈａ）。骨芽細胞及び脂肪細胞に分化することができる多能性間葉細胞に適用さ
れる場合、自然発生オキシステロール、２０（Ｓ）－ヒドロキシコレステロール（「２０
Ｓ」）（Ｗ．－Ｋ．Ｋｉｍ，Ｊ．Ｂｏｎｅ　Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅｓ．２００７，２２，１７
１１－９）は，骨形成及び抗脂肪細胞化される。２０Ｓを構造変性させ、骨形成を誘発し
、ヘッジホッグ（Ｈｈ）シグナリングの活性化によって骨髄基質細胞（ＭＳＣ）の脂肪細
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胞化分化を抑制することができるＯｘｙ３４及びＯｘｙ４９を含む２０Ｓのさらに強力な
構造類似体を合成することができる（Ｊ．Ｓ．Ｊｏｈｎｓｏｎ）。Ｏｘｙ３４及びＯｘｙ
４９は脊椎後側方固定のラットモデルでｉｎ　ｖｉｖｏで脊椎固定を刺激することができ
る（Ｊ．Ｓ．Ｊｏｈｎｓｏｎ）。オキシステロールは、医師が、例えば、長骨骨折、脊椎
障害、及び骨粗鬆症治療するのにさらに実行可能な臨床的オプションとなる可能性がある
。
【００３３】
　本発明の実施形態の化合物は、本明細書に定義したように治療に効果的な量の本発明の
化合物で調製される医薬組成物、及び薬学的に許容されるキャリア又は希釈剤として有用
である。
【００３４】
　本発明の化合物は、医薬組成物として製剤化して治療が必要な対象、例えばヒトの患者
などの哺乳動物、に、選択した投与の経路にふさわしいさまざまな形態、例えば、経口、
経鼻、腹腔内、又は非経口で、静脈内、筋肉内、局所又は皮下の経路により、又は組織へ
の注射により投与することができる。
【００３５】
　このため、本発明の化合物は、例えば、経口で、不活性希釈剤又は同化性食用キャリア
などの薬剤学的に許容できるビヒクルと組み合わせて、又は吸入もしくは吹入によって、
全身に投与することができる。本発明の化合物は、ハード又はソフトシェルゼラチンカプ
セルに封入することができ、圧縮して錠剤にすることができ、又は直接患者の食事の食品
と混合することができる。経口治療的投与では、本化合物は１つ以上の賦形剤と組み合わ
せ、摂取可能な錠剤、口内錠剤、トローチ、カプセル、エリキジール剤、懸濁液、シロッ
プ、オブラート剤などの形態で使用することができる。不活性粉末キャリアと本化合物を
混合して、対象が吸入又は吹入することができる。このような組成物及び調剤は、本発明
の実施形態の化合物を少なくとも０．１％含有しなければならない。組成物及び調剤の割
合は言うまでもなく、変えることができ、使いやすく特定の単位剤型の重量の約２％～約
６０％とすることができる。このような治療に有用な組成物中の化合物の量は、効果的な
投与濃度が得られるようにする。
【００３６】
　錠剤、トローチ、丸薬、カプセルなどは、このほか、結合剤、例えば、トラガカントゴ
ム、アラビアゴム、コーンスターチ又はゼラチン、賦形剤、例えば、ケイ酸ニカルシウム
、崩壊剤、例えば、コーンスターチ、馬鈴薯澱粉、アルギン酸など、潤滑剤、例えば、ス
テアリン酸マグネシウムを含有することができ、甘味剤、例えば、蔗糖、果糖、乳糖もし
くはアスパルテーム、又は香味剤、例えば、ハッカ、冬緑油、又はチェリー香味剤を添加
することができる。単位剤型がカプセルである場合、前記の型の物質に加えて、液体キャ
リア、例えば、植物油又はポリエチレングリコールを含有することができる。さまざまな
他の物質を被覆剤として存在させることができる、又はその他の方法で固体単位剤型の物
理的な形態を変更することができる。例えば、錠剤、丸薬、又はカプセルをゼラチン、ワ
ックス、セラック、又は糖などで被覆することができる。シロップ又はエリキジール剤が
有効化合物、甘味剤として蔗糖又は果糖、防腐剤としてメチル及びプロピルパラベン、染
料及び香味剤、例えば、チェリー又はオレンジフレーバーを含有することができる。言う
までもなく、単位剤型を調製するのに使用される任意の物質は、薬剤学的に許容できるも
のにし、用いられる量で実質的に非毒性にしなければならない。また、持効性調剤及び器
具に本化合物を組み入れることができる。例えば、化合物を持効性カプセル、持効性錠剤
、持効性丸薬、及び持効性ポリマー又はナノパーティクルに組み入れることができる。
【００３７】
　化合物は、点滴又は注射により静脈内又は胸腔内又は皮下に投与することもできる。水
に任意で非毒性界面活性剤と混合して化合物の溶液を調製することができる。グリセロー
ル、液体ポリエチレングリコール、トリアセチン及びこれらの混合物、ならびに油に分散
液を調製することもできる。貯蔵及び使用の通常の条件下では、これらの調剤が微生物の
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成長を防止するため防腐剤を含有することができる。
【００３８】
　注射又は点滴に好適な薬剤剤型は、無菌の注射可能又は点滴可能な溶液又は分散液の即
時調製に適合しており、任意でリポゾームに封入した化合物を含む無菌水性溶液もしくは
分散液、又は無菌粉末を含むことができる。いずれの場合でも、最終剤型は、製造及び貯
蔵の条件下で、無菌、流動体及び安定していなければならない。液体キャリア又はビヒク
ルは、溶媒又は液体分散液媒質、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセ
ロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコールなど）、植物油、非毒性グ
リセリルエステル、及び好適なこれらの混合物を含むことができる。例えば、リポゾーム
の形成によって、分散液の場合必要な粒子径の維持によって、又は界面活性剤の使用によ
って適切な流動性を維持することができる。さまざまな抗菌及び抗真菌剤、例えば、パラ
ベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなどによって微生物の
作用を防止することができる。多くの場合、等張剤、例えば、糖、緩衝剤、塩化ナトリウ
ムを含むことが好ましい。吸収を遅延させる薬剤の組成物、例えば、モノステアリン酸ア
ルミニウム、ゼラチンの使用により、注射可能組成物の持続的吸収をもたらすことができ
る。
【００３９】
　このほか、好適な溶媒中の必要な量の化合物を前記に列挙したさまざまな他の成分に組
み入れ、必要に応じて、濾過殺菌により無菌の注射可能溶液を調製する。無菌の注射可能
溶液の調製のための無菌粉末の場合、好ましい調製方法は、真空乾燥及び凍結乾燥技術で
あり、あらかじめ無菌濾過した溶液に存在する任意の追加の所望の成分を加えて有効成分
の粉末を生成する。
【００４０】
　局所投与では、純粋形態で本化合物を塗布することができる。しかし、皮膚病学的に許
容できるキャリア（固体又は液体とすることができる）と組み合わせて組成物又は製剤と
して皮膚に化合物を投与することが好ましい。
【００４１】
　有用な固体キャリアとしては、微粉固体、例えば、タルク、クレー、微結晶セルロース
、シリカ、アルミナなどが挙げられる。他の固体キャリアとしては、非中毒性ポリマーナ
ノパーティクル又はミクロパーティクルが挙げられる。有用な液体キャリアとしては、水
、アルコール又はグリコール又は水／アルコール／グリコールブレンドが挙げられ、この
中に本化合物を効果的な濃度で、任意で非毒性界面活性剤を使って溶解させる、又は分散
させることができる。補助剤、例えば、芳香剤及び追加の抗菌剤を添加して、特定の使用
の特性を最適化することができる。包帯及び他の手当用品に含浸させるために使用される
吸収パッドから得られた液体組成物を塗布することができる、又はポンプ式若しくはエア
ゾールスプレーを使用して患部に吹き付けることができる。
【００４２】
　このほか、増粘剤、例えば、合成ポリマー、脂肪酸、脂肪酸塩及びエステル、脂肪アル
コール、改質セルロース又は改質無機物質を液体キャリアとともに使用して、使用者の皮
膚に直接塗布するために塗り広げられるペースト、ゲル、軟膏、石鹸などを形成すること
ができる。
【００４３】
　抑制剤を皮膚に塗布するために使用することができる有用な皮膚病学的組成物の例が、
当技術分野で知られており、例えば、Ｊａｃｑｕｅｔら（Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．４，６
０８，３９２）、Ｇｅｒｉａ（Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．４，９９２，４７８）、Ｓｍｉｔ
ｈら（Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．４，５５９，１５７）及びＷｏｒｔｚｍａｎ（Ｕ．Ｓ．Ｐ
ａｔ．Ｎｏ．４，８２０，５０８）を参照。これらは参照によりここに組み入れられる。
【００４４】
　動物モデルのｉｎ　ｖｉｔｒｏ活性、及びｉｎ　ｖｉｖｏ活性を比較することによって
式Ｉの化合物の有用な用量を決定することができる。効果的な用量をマウス、及び他の動
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物、ヒトに外挿する方法が当技術分野で知られており、例えば、Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．
４，９３８，９４９を参照。これは参照によりここに組み入れられる。
【００４５】
　例えば、ローションなどの液体組成物中の化合物の濃度は、約０．１～２５重量％、又
は約０．５～１０重量％とすることができる。ゲル又は粉末などの半－固体又は固体組成
物中の濃度は、約０．１～５重量％、又は約０．５～２.５重量％とすることができる。
【００４６】
　治療に使用するために必要な化合物の量は、選択した特定の塩だけでなく、投与の経路
、治療される病態の性質ならびに患者の年齢及び病態で変わり、最終的に担当医師又は臨
床医の裁量によるものとなる。
【００４７】
　本発明の薬剤の投与の効果的な用量及び経路は、従来のものである。本薬剤の正確な量
（効果的な用量）は、対象次第で、例えば、対象の種、年齢、体重及び一般的又は臨床的
状態、治療する障害の重症度又は機序、用いられる特定の薬剤又はビヒクル、投与の方法
及びスケジュ－ルなどに応じて変わる。治療に効果的な用量は、当業者に公知の従来の方
法によって経験的に決定することができる。例えば、Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｇｏｏｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｇｉ
ｌｍａｎ，ｅｄｓ．，Ｍａｃｍｉｌｌａｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋを参照。例えば、効果的な用量は、最初に細胞培養アッセイ又は好適な動物モデル
のいずれかで見積もることができる。動物モデルを用いて、投与の好適な濃度の範囲及び
経路を決定することもできる。その後、このような情報を用いて、ヒトに投与するための
有用な用量及び経路を決定することができる。治療の用量は、類似の治療薬の用量から類
推して選択することもできる。
【００４８】
　特定の投与の方法及び投与計画は、症例の詳細（例えば、対象、疾病、関係する疾病の
状態、及び治療が予防的なものかどうか）を考慮して担当臨床医によって選択される。治
療には、数日から数ヵ月、又はさらに数年までの期間にわたる、化合物（単数又は複数）
の１日又は複数の日の用量が、関係する可能性がある。
【００４９】
　しかし、一般的に、好適な用量は、１日当たり体重の約０．００１～約１００ｍｇ／ｋ
ｇ、例えば、約０．０１～約１００ｍｇ／ｋｇの範囲となり、例えば、１日当たりレシピ
エントの体重１キログラム当たり約０．１ｍｇ超、又は１日当たりレシピエントの体重１
キログラム当たり約１～約１０ｍｇの範囲である。例えば、好適な用量は、１日当たり体
重の約１ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、又は５０ｍｇ／ｋｇとすることができる。
【００５０】
　化合物は、使いやすく単位剤型で投与され、例えば、１単位剤型当たり０．０５～１０
０００ｍｇ、０．５～１００００ｍｇ、５～１０００ｍｇ、又は約１００ｍｇの有効成分
を含有する。
【００５１】
　化合物は、ピーク血しょう濃度が、例えば、約０．５～約７５μＭ、約１～５０μＭ、
約２～約３０μＭ、又は約５～約２５μＭとなるように投与することができる。例示的な
好適な血しょう濃度としては、少なくとも又は０．２５、０．５、１、５、１０、２５、
５０、７５、１００、又は２００μＭ以下が挙げられる。例えば、血しょうレベルは、約
１～１００マイクロモル又は約１０～約２５マイクロモルとすることができる。これは、
例えば、任意で生理食塩水中の化合物の０．０５～５％溶液を静脈内注射することにより
、又は経口で約１～１００ｍｇの化合物を含有する大形丸剤として投与して、実現するこ
とができる。好適な血液レベルは、１時間当たり体重１ｋｇ当たり約０．００００５～５
ｍｇ、例えば、少なくとも又は０．００００５、０．０００５、０．００５、０．０５、
０．５、又は５ｍｇ／ｋｇ／ｈｒ以下をもたらす断続的輸血により維持することができる
。あるいは、体重１ｋｇ当たり約０．０００２～２０ｍｇ、例えば、体重１ｋｇ当たり化
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合物の少なくとも又は０．０００２、０．００２、０．０２、０．２、２、２０、又は５
０ｍｇ以下を含有する間欠的輸血によりこのようなレベルを得ることができる。
【００５２】
　化合物は、使いやすく一回量又は適切な間隔に投与される分割投与量、例えば、１日当
たり１、又は２、３、４又はそれ以上の分割投与量（ｓｕｂ－ｄｏｓｅｓ）で示すことが
できる。分割投与量自体をさらに、例えば、多数のばらばらに厳密でなく間隔をあけた投
与（例えば、吹入器による複数回の吸入による）に分割することができる。
【００５３】
　本発明の態様は、本明細書に示した化合物を含む生体活性もしくは医薬組成物又はこれ
らの薬学的に許容される塩もしくは溶媒化合物及び薬学的に許容されるキャリアである。
用語「生体活性」組成物又は「医薬」組成物は、本明細書に交換可能で用いられる。この
用語はともに対象に投与する、塗布するために用いる、又は対象に導入される医療器具に
存在することなどができる組成物を指す。これらの生体活性又は医薬組成物は、時には本
明細書に「本発明の医薬組成物又は生体活性組成物」として引用されている。時には語句
「化合物の投与」は、本明細書に対象にこの化合物を投与する文脈で用いられる（例えば
、対象に本化合物を接触させる）。このように使用される本化合物は、一般的に本化合物
を含む医薬組成物又は生体活性組成物の形態とすることができると理解しなければならな
い。
【００５４】
　本発明のもう１つの態様は、ヘッジホッグ（Ｈｈ）経路媒介反応が骨芽細胞分化、骨形
態形成、及び／又は骨増殖の刺激であり、細胞又は組織に効果的な量（例えば、治療に効
果的な量）の化合物を接触させることを含む、細胞又は組織、例えば、対象でヘッジホッ
グ（Ｈｈ）経路媒介反応を誘発する（刺激する、強化する）方法である。Ｈｈ媒介反応は
、再生医療で有用である可能性がある。
【００５５】
　本発明のもう１つの態様は、対象に効果的な量の化合物を含む生体活性組成物又は医薬
組成物を投与することを含む、骨障害、骨基質減少症、骨粗鬆症、又は骨折の対象を治療
する方法である。例えば、骨量を増加させる、骨粗鬆症の症状を改善する、又は他の状態
を減少する、解消する、予防する又は治療するために、治療に効果的な用量で効果的な剤
型で選択した間隔で、対象に、骨形態形成、及び／又は骨増殖の増加から便益を受ける生
体活性組成物又は医薬組成物を投与することができる。骨粗鬆症の症状を改善するために
、治療に効果的な用量で効果的な剤型で選択した間隔で、対象に生体活性組成物又は医薬
組成物を投与することができる。１つの実施形態では、哺乳動物の間葉幹細胞（例えば、
対象から又は好適な哺乳動物から、又は組織又は細胞バンクから）を採取すること、細胞
の骨芽細胞分化を誘発するために化合物で哺乳動物の間葉細胞を治療すること、及び対象
に分化した細胞を投与することによって、対象を治療して骨形成を誘発する。
【００５６】
　いずれの本発明の方法でも、局所投与によって細胞組織又は器官に本化合物を投与する
ことができる。例えば、クリームなどで局所に本化合物を塗布することができる、又は細
胞組織もしくは器官に直接、本化合物を注入する、そうでなければ導入することができる
、又は好適な医療器具（例えば、インプラント）で本化合物を導入することができる。あ
るいは、全身に、例えば、経口で、静脈内に（ＩＶであるが）、又は腹腔内（ｉｐ）注射
又は皮下（ｓｕｂｃｕ）注射などの注射を介して本化合物を投与することができる。
【００５７】
　本発明のもう１つの態様は、１つ以上の本明細書に記載した方法を実施するためのキッ
トである。キットは、任意で容器内に効果的な量（例えば、治療に効果的な量）の化合物
を含むことができる。
【００５８】
　本発明のもう１つの態様は、表面がある基体を含む、対象（例えば、ヒトなどの動物）
の身体に使用されるインプラントである。インプラントの表面又は内側は、周囲の骨組織
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に骨形成を誘発するのに十分な量の本化合物を含む生体活性組成物又は医薬組成物を含む
。
【００５９】
　任意で、本発明の生体活性組成物、方法、キット又は医療器具は、例えば、副甲状腺ホ
ルモン、フッ化ナトリウム、インスリン様成長因子Ｉ（ＩＬＧＦ－Ｉ）、インスリン様成
長因子ＩＩ（ＩＬＧＦ－ＩＩ）、形質転換成長因子β（ＴＧＦ－β）、チトクロムＰ４５
０抑制剤、骨形成プロスタノイド、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ７、ＢＭＰ１４、及び／
又は、例えば、ビスフォスフォネートなどの抗吸収剤などの１つ以上の他の好適な治療の
剤を含むことができる。
【００６０】
　本明細書に示した本化合物に加えて、本発明の他の実施形態は、本化合物のジアステレ
オマー、ラセミ体、光学異性体、及び他の異性体を含む、式に示したいずれの立体中心で
の個々の立体異性体の任意及びすべてのものを包含する。本発明の実施形態では、水和物
及び有機溶媒で形成された水和物などの本化合物のポリモルフ及び溶媒化合物のすべてが
含まれる。「溶媒化合物」は、溶質の１つ以上の分子によって形成された複合体又は凝集
体、例えば、化合物又はこれの薬学的に許容される塩、及び溶媒の１つ以上の分子である
。このような溶媒化合物は、実質的に固定モル比の溶質及び溶媒を有する結晶質固体とす
ることができる。好適な溶媒は、当業者に知られており、例えば、水、エタノール又はジ
メチルスルホキシドである。位置特異的及び／又はエナンチオ選択的合成及び分解などの
当技術分野で公知の方法によってこのような異性体、ポリモルフ、及び溶媒化合物を調製
することができる。
【００６１】
　塩を調製する能力は、化合物の酸性度又は塩基度に依存している。本化合物の好適な塩
としては、これらに限定されないが、塩酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、過塩素酸、硫酸
、硝酸、リン酸、酢酸、プロピオン酸、グリコール酸、乳酸、ピルビン酸、マロン酸、コ
ハク酸、マレイン酸、フマル酸、リンゴ酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、炭酸ケイ皮酸
、マンデル酸、メタンスルホン酸、エタンスルホン酸、ヒドロキシエタンスルホン酸、ベ
ンゼンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、シクロヘキサンスルファミン酸、サリチル
酸、ｐ－アミノサリチル酸、２－フェノキシ安息香酸、及び２－アセトキシ安息香酸で生
成された塩などの酸添加塩；サッカリンで生成された塩；ナトリウム及びカリウム塩など
のアルカリ金属塩；カルシウム及びマグネシウム塩などのアルカリ土類金属塩；及び第４
級アンモニウム塩などの有機又は無機リガンドで形成された塩が挙げられる。
【００６２】
　さらに好適な塩としては、これらに限定されないが、本化合物の酢酸塩、ベンゼンスル
ホン酸塩、安息香酸塩、炭酸水素塩、硫酸水素塩、二酒石酸塩、ホウ酸塩、ブロミド、エ
デト酸カルシウム、カムシレート、炭酸塩、クロリド、クラブラン酸塩、クエン酸塩、ジ
ヒドロクロリド、エデト酸塩、エジシル酸塩、エストレート、エシレート、フマル酸塩、
グルセプテート、グルコン酸塩、グルタミン酸塩、グリコリルアルサニレート、ヘキシル
レゾルシン酸塩、ヒドラバミン、臭化水素酸塩、塩酸塩、ヒドロキシナフトエ酸塩、ヨー
ダイド、イセチオン酸塩、乳酸塩、ラクトビオン酸塩、ラウリン酸塩、リンゴ酸塩、マレ
イン酸塩、マンデル酸塩、メシル酸塩、メチルブロミド、メチル硝酸塩、メチル硫酸塩、
ムカート、ナプシル酸塩、硝酸塩、Ｎ－メチルグルカミンアンモニウム塩、オレイン酸塩
、パモ酸塩（エンボン酸塩）、パルミチン酸塩、パントテン酸塩、リン酸塩／二リン酸塩
、ポリガラクツロン酸塩、サリチル酸塩、ステアリン酸塩、硫酸塩、塩基性酢酸塩、コハ
ク酸塩、タンニン酸塩、酒石酸塩、テオクレート、トシル酸塩、トリエチオダイド、及び
バレリアン酸塩が挙げられる。
【００６３】
　本明細書での化合物の言及は薬学的に許容される塩又はこれらの溶媒化合物を含むと理
解しなければならない。
【００６４】
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　特に対象を治療するための使用のための本発明の方法、組成物又はキットのいずれでも
、本発明の組成物は、任意で１つ以上の他の好適な治療薬と組み合わせることができる。
特定の状態の治療に好適な任意の治療薬を用いることができる。好適なこのような薬剤又
は医薬品は当業者に明白である。例えば、骨障害の治療には、本発明の組成物と組み合わ
せて、従来の治療の薬剤を用いることができるいくつかのこのような薬剤としては、例え
ば、副甲状腺ホルモン、フッ化ナトリウム、インスリン様成長因子Ｉ（ＩＬＧＦ－Ｉ）、
インスリン様成長因子ＩＩ（ＩＬＧＦ－ＩＩ）、形質転換成長因子β（ＴＧＦ－β）、チ
トクロムＰ４５０抑制剤、骨形成プロスタノイド、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ７、ＢＭ
Ｐ１４、及び／又はビスフォスフォネート又は骨吸収の他の抑制剤が挙げられる。
【００６５】
　本発明の組成物及び薬学的に許容されるキャリアを含む医薬組成物として、本発明の組
成物又は化合物を製剤化することができる。「薬学的に許容されるキャリア」とは、生物
学的に又はほかの点で好ましくないものではない物質を意味し、すなわち、好ましくない
生物学的作用を引き起こすことなく、又は含有されている医薬組成物の他の成分と有害に
相互作用することなく、対象に当該物質を投与することができる。当該キャリアは、当業
者によく知られているように有効成分の分解を最小化する及び対象の有害な副作用を最小
化するように必然的に選択される。薬学的に許容されるキャリア及び医薬組成物の他の成
分の考察には、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　ｅｄ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，
１９９０を参照。いくつかの好適な医薬キャリアは当業者に明白であり、例えば、水（無
菌及び／又は脱イオン水を含む）、好適な緩衝剤（ＰＢＳなど）、生理的生理食塩水、細
胞培養基（ＤＭＥＭなど）、人工脳脊髄液、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）などが挙
げられる。
【００６６】
　当業者であれば、本発明の特定の製剤が、少なくとも一部、特定の薬剤又は用いられる
薬剤と投与の選択経路の組み合わせに依存すると認識するであろう。このため、本発明の
組成物の幅広い好適な製剤がある。いくつかの代表的な製剤を以下に記載する。他の製剤
は、当業者に明白であろう。局所に又は治療が必要な細胞組織又は器官に直接、化合物を
投与することができる、又は全身に化合物を投与することができる。
【００６７】
　経口投与に好適な製剤又は組成物は、水、生理食塩水、又は果汁などの希釈剤に溶解し
た効果的な量の化合物などの液体溶液；それぞれが固体、顆粒又は凍結乾燥細胞として所
定の量の有効成分を含有する、カプセル、薬袋又は錠剤；溶液又は水性液体中の懸濁液；
及び水中油滴型乳剤又は油中水滴型乳剤で構成することができる。錠剤形態には、１つ以
上のラクトース、マンニトール、コーンンスターチ、バレイショデンプン、微結晶セルロ
ース、アカシア、ゼラチン、コロイド状二酸化ケイ素、クロスカルメロースナトリウム、
タルク、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸、及び他の賦形剤、着色剤、希釈剤、
緩衝剤、湿潤剤、防腐剤、着香料、及び同種同効キャリアを含むことができる。消化管内
で本発明の薬剤の分解を阻止するために、合成及び天然ポリマーミクロスフェア、又は他
の手段に、経口送達に好適な製剤を組み入れることもできる。
【００６８】
　非経口投与（例えば、静脈内）に好適な製剤には、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、及び製
剤を所定のレシピエントの血液と等張にする溶質を含有することができる水性及び非水性
の等張性無菌注射溶液、ならびに懸濁化剤、溶解剤、増粘剤、安定剤、及び防腐剤を含む
ことができる水性及び非水性の無菌懸濁液が含まれる。製剤は、アンプル及びバイアルな
どのユニット－ドーズ型又はマルチ－ドーズ型の密封容器に入れ、使用直前に、無菌の液
体キャリア、例えば、注射用の水を添加するだけでよいフリーズドライ（すなわち、凍結
乾燥）状態で保管することができる。即時注射溶液及び懸濁液は、前記に記載したような
無菌の粉末、顆粒及び錠剤から調製することができる。
【００６９】
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　吸入により投与するために、化合物を単独で又は他の治療の剤と組み合わせて、エアゾ
ール製剤に作製することができる。これらのエアゾール製剤を、ジクロロジフルオロメタ
ン、プロパン、窒素などの許容される加圧噴射剤に入れることができる。
【００７０】
　局所投与に好適な製剤には、着香料、通常、スクロース及びアカシア又はタラガカント
の有効成分を含むロゼンジ；ゼラチン及びグリセリン、又はスクロース及びアカシアなど
の不活性基剤の有効成分を含む香錠；好適な液体キャリアの有効成分を含むうがい薬；又
はクリーム、乳剤、懸濁液、溶液、ゲル、クリーム、ペースト、フォーム、潤滑剤、噴霧
剤、坐剤などが含まれる。
【００７１】
　他の好適な製剤には、例えば、持効性の化合物に好適なハイドロゲル及びポリマー、又
は化合物の少用量送達に好適なナノパーティクルが含まれる。このような製剤は、当業者
によく知られている。
【００７２】
　当業者であれば、やがて特定の用途に基づいて好適又は適切な製剤を選択、適合又は開
発することができると認識するであろう。また、本発明の医薬組成物は、全身、局所又は
両者かどうかなどのさまざまな経路によって、投与のために調製することができる。この
ような例としては、直接注射、カテーテル又は他の医療器具による導入、局所塗布、直接
塗布、及び／又は器具を動脈又は他の適切な組織部位に埋没することなどによって、これ
らに限定されないが、関節内、頭蓋内、皮内、肝内、筋肉内、眼内、腹腔内、髄腔内、静
脈内、皮下、経皮、又は直接骨部のアステローム部位に実施される投与が挙げられる。
【００７３】
　外科器具若しくは医療器具若しくはインプラント内に含まれるように、又はこれらによ
る放出に適合するように化合物を製剤化することができる。特定の態様では、化合物でイ
ンプラントを被覆するそうでなければ治療することができる。例えば、ハイドロゲル、又
は、生体親和性及び／又は生分解性ポリマーなどの他のポリマーを用いて、本発明の組成
物でインプラントを被覆することができる（すなわち、ハイドロゲル又は他のポリマーを
用いて、医療器具での使用に組成物を適合させることができる）。薬剤で医療器具を被覆
するためのポリマー及びコポリマーは、当技術分野で周知である。医療器具及びインプラ
ントの例としては、これらに限定されないが、縫合糸及び人工関節などの人工器官が挙げ
られ、例えば、ピン、スクリュー、プレート又は人工関節の形状とすることができる。
【００７４】
　化合物の「効果的な量」は、本明細書で用いられる場合、少なくとも検出可能な効果を
もたらすことができる量を指す。「治療に効果的な量」は、本明細書で用いられる場合、
治療される対象に合理的な期間にわたって少なくとも検出可能な治療の反応（例えば、１
つ以上の症状の改善）をもたらすことができる量を指す。
【００７５】
　本発明の実施形態では、化合物がさまざまな従来のアッセイによって測定されるとおり
、非治療対照試料の反応の約１％、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、１
５０％、２００％以上治療の反応を刺激する又は抑制することができる。これらの範囲の
中間値も含まれる。
【００７６】
　化合物の用量は、錠剤又はカプセルなどの単位剤型とすることができる。用語「単位剤
型」は、本明細書で用いられる場合、動物（例えば、ヒト）の対象のための単位用量とし
て好適な物理的に分離した単位を指し、各単位が、薬学的に許容される希釈剤、キャリア
、又はビヒクルとともに所望の効果をもたらすのに十分な量に計算され、単独で又は他の
治療薬と組み合わせて所定の量の本発明の薬剤を含有する。
【００７７】
　当業者は、個々の患者に所望の効果的な量又は効果的な濃度の薬剤をもたらすために用
いられる、組成物の正確な製剤のための投与の適切な用量、スケジュール、及び方法を規
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定どおりに決定することができる。当業者は、疾病、障害、又は状態のしかるべき臨床的
症状を分析することに加えて、しかるべき患者の試料（例えば、血液及び／又は組織）を
直接又は間接的に分析することによって本化合物の「効果的な濃度」の適切な指標を容易
に決定し、使用することもできる。
【００７８】
　本発明に関係してヒト、などの動物、に投与される化合物又はその組成物の正確な用量
は、対象の種、年齢、体重、及び一般的状態、治療する障害の重症度又は機序、用いられ
る特定の薬剤又はビヒクル、投与の方法、患者が摂取している他の医薬品、及び個々の投
与計画及び特定の患者に適切な用量レベルを決定する場合に担当医師が通常考慮する他の
因子などに応じて、対象次第で変わる。ｉｎ　ｖｉｖｏで所望の濃度を実現するために用
いられる用量は、本化合物の形態の効力、ホストの本化合物と関係する薬力学、追加的薬
剤のありなし、感染した個体の疾病の状態の重症度、ならびに、全身投与の場合、個体の
体重及び年齢によって決定される。用量のサイズは、用いられる特定の薬剤、又はその組
成物に伴う可能性がある有害な副作用の存在によって決定することもできる。一般的に、
可能である場合は常に、有害な副作用を最小に維持することが好ましい。
【００７９】
　例えば、約５ｎｇ（ナノグラム）～約１０００ｍｇ（ミリグラム）、又は約１００ｎｇ
～約６００ｍｇ、又は約１ｍｇ～約５００ｍｇ、又は約２０ｍｇ～約４００ｍｇの範囲の
用量で投与することができる。例えば、用量は、約０．０００１ｍｇ／ｋｇ～約１５００
ｍｇ／ｋｇ、又は約１ｍｇ／ｋｇ～約１０００ｍｇ／ｋｇ、又は約５ｍｇ／ｋｇ～約１５
０ｍｇ／ｋｇ、又は約２０ｍｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇの体重比の用量を実現するよ
うに選択することができる。例えば、用量単位は、化合物又は化合物を含む組成物の範囲
が約１ｎｇ～約５０００ｍｇ、又は約５ｎｇ～約１０００ｍｇ、又は約１００ｎｇ～約６
００ｍｇ、又は約１ｍｇ～約５００ｍｇ、又は約２０ｍｇ～約４００ｍｇ、又は約４０ｍ
ｇ～約２００ｍｇとすることができる。本発明の１つの実施形態では、前記の化合物の量
（例えば、数グラム）が、スカフォールドの一部として脊椎固定法などの局所に投与され
る。
【００８０】
　所望の治療の効果を誘発するために必要に応じて、１日当たり１回、１日当たり２回、
１日当たり４回、１日当たり４回以上の用量で投与することができる。例えば、用量投与
計画は、約０.０１～約１０００ｎＭ、又は約０.１～約７５０ｎＭ、又は約１～約５００
ｎＭ、又は約２０～約５００ｎＭ、又は約１００～約５００ｎＭ、又は約２００～約４０
０ｎＭの範囲で本発明の化合物の血清濃度を実現するように選択することができる。例え
ば、用量投与計画は、約１μｇ／Ｌ（１リットル当たりのマイクログラム）～約２０００
μｇ／Ｌ、又は約２μｇ／Ｌ～約１０００μｇ／Ｌ、又は約５μｇ／Ｌ～約５００μｇ／
Ｌ、又は約１０μｇ／Ｌ～約４００μｇ／Ｌ、又は約２０μｇ／Ｌ～約２００μｇ／Ｌ、
又は約４０μｇ／Ｌ～約１００μｇ／Ｌの範囲で本発明の化合物の最大半量の用量の平均
血清濃度を実現するように選択することができる。
【００８１】
　本発明の特定の実施形態には、治療の結果を改善するために化合物で独立して又は相乗
作用的に作用する追加的薬剤による治療を含むこともできる。組み合わせ治療で投与する
場合、本化合物と同時に本化合物以外の薬剤を与えることができる、又は所望のとおり時
間差で投与することができる。組成物に２つ（以上）の薬剤を組み合わせることもできる
。組み合わせて用いる場合、いずれかが単独で用いる場合よりそれぞれの用量を少なくす
ることができる。標準用量パラメーターを用いて当業者によって好適な用量を決定するこ
とができる。
【００８２】
　本明細書で用いられる場合、文脈が明らかに別段の指示をしない限り、単数形「ａ」、
「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は複数の指示物を含む。
【００８３】
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　「対象」は、本明細書で用いられる場合、化合物で治療することができる状態の症状を
示す任意の動物を含む。好適な対象（患者）としては、実験動物（マウス、ラット、ウサ
ギ、又はモルモットなど）、家畜、及び飼育動物又はペット（ネコ、イヌ、又はウマなど
）が挙げられる。ヒトの患者を含む非ヒト霊長動物及びヒトが含まれる。典型的な対象に
は、異常な量（「正常」又は「健康な」対象より少ない量）の１つ以上のヘッジホッグシ
グナリングによって刺激されている生理的活性を示す動物が含まれる。異常な活性はヘッ
ジホッグ活性の活性化を含むさまざまな機序の任意のものによって制御することができる
。異常な活性の結果、病態となる可能性がある。
【００８４】
　本発明の１つの実施形態は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏのいずれかで本明細
書に開示したいずれかの方法に有用なキットである。このようなキットは、化合物又は生
体活性もしくはその医薬組成物を含み、例えば、Ｈｈ経路－媒介活性、又は他の好適な治
療の薬剤を増加させる１つ以上他のオキシステロールを含むことができる。任意で、キッ
トは、方法を実施するための指示書を含む。本発明のキットの任意の要素には、好適な緩
衝剤、薬学的に許容されるキャリアなど、容器、又は包装材料が含まれる。キットの試薬
は、試薬が、例えば、凍結乾燥形態又は安定化液体で安定している容器中にあるようにす
ることができる。試薬は、単一使用形態、例えば、単一剤型とすることもできる。当業者
であれば、本発明の方法のいずれかを実施するのに好適なキットの構成要素を認識するで
あろう。
【００８５】
　化合物を単独で又は他の治療の薬剤と組み合わせて用いて、さまざまな状態を治療する
ことができる。
【００８６】
　化合物は、ヘッジホッグ経路活性を増加させることができる。
【００８７】
　化合物の１つの作用は、その細胞系列特異的分化をさまざまな細胞型、例えば、骨芽細
胞に誘発するために多能性細胞を標的にすることができる。例えば、化合物で処理した間
葉幹細胞が骨芽細胞分化のマーカーの誘発発現を示す可能性がある。任意の特定の機序に
束縛されることを望まないと、この細胞系列特異的分化が、これらの細胞でのヘッジホッ
グシグナリングの誘発の結果であることを示唆している。しかし、本明細書に記載した治
療の方法は、本化合物が機能する機序とは関係なく本発明に含まれる。化合物は、骨形成
、骨芽細胞分化、骨形態形成及び／又は骨増殖の刺激から便益を受ける状態を治療するの
に有用である可能性がある。これらの状態又は治療のうち、例えば、脊椎固定又は骨粗鬆
症で局所骨形成の刺激のための骨誘導治療、骨折の修復又は治癒、あごの骨形成の増加が
臨床効果によるものである歯科の方法、外傷よって誘発された頭蓋顔面骨欠損又は口蓋裂
／口唇裂などの先天性奇形の修復、及び生まれつき骨成長が異常である他の多くの筋骨格
系障害は、当業者に明白であろう。開放性骨折及び非癒合のリスクが高い骨折を治療する
ために、及び脊椎障害の対象、を含む脊椎固定（例えば、前方経路腰椎椎体間固定、後方
経路腰椎椎体間固定、及び頸椎固定）が必要な対象又は変形性椎間板疾患又は腰椎及び頸
椎に影響を及ぼす関節炎の対象に治療を施すことができる。さらに、化合物を用いて破骨
細胞による骨吸収の増加から同時に骨芽細胞による骨形成の減少となっている、特に加齢
及び閉経後集団で、骨粗鬆症を治療することができる。
【００８８】
　さらに具体的には、以下の型の骨関連治療を実施することができる。
【００８９】
　１．これらに限定されないが本化合物を吸収し、その後、身体内に入れられるコラーゲ
ンなどの相溶性分子からなるスカフォールドを用いて、局所の骨形成を刺激するために身
体の局所に送達される骨形成剤として化合物を用いることができる。例えば、本化合物を
含有し、横突起の間に又は２つ以上の頸椎が固定される椎間板に入れることができるスカ
フォールドが、例えば、脊椎固定、仮関節及び非癒合固定で示される。他の実施形態では
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、本化合物を含有するスカフォールドは、骨形成及び骨折の治癒を刺激するために骨折し
た骨に入れられる；本化合物による骨の再生が示される頭蓋又は顎顔面骨欠損などの骨欠
損に入れられる；又は人工歯根などの歯科の方法の前に骨を再生する手段として骨形成を
刺激するためにあごの骨に入れられる。
【００９０】
　２．ｉｎ　ｖｉｔｒｏで骨形成剤として化合物を用いることができる。例えば、局所の
骨形成を刺激するために前記１）に示したように、整形外科的及び他の方法で、このよう
な細胞を利用する前に、骨形成分化を刺激するために骨形成細胞、例えば間葉幹細胞に化
合物を投与することができる。
【００９１】
　３．骨形成細胞のヘッジホッグシグナル経路を刺激するために、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで化
合物を用いて、これによりｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏで細胞を骨形成分化させ
ることができる。
【００９２】
　前記及び以下の例では、全温度が調整されていない摂氏度で示され、別段の記載がない
限り、部及びパーセントのすべてが重量部及び重量パーセントである。
【００９３】
　前記に記載した骨形成オキシステロールは、対象とする細胞、組織、又は器官を標的に
するための直接、局所投与に有用である。
［実施例］
【００９４】
　Ｏｘｙ１４９（３ａ）、Ｏｘｙ１５３（４ａ）、Ｏｘｙ１５４（３ｂ）、及びＯｘｙ１
５５（４ｂ）は、骨形成骨髄基質細胞、Ｍ２－１０Ｂ４の骨形成分化を誘発する化合物Ｏ
ｘｙ１３３のＢＴＡ抱合構造類似体である。アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）酵素活性
の誘発、ならびに骨形成分化マーカー遺伝子ＡＬＰ、骨シアロタンパク質（ＢＳＰ）、及
びオステリックス（ＯＳＸ）の誘発発現によって骨形成分化を評価した。
【００９５】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏで１μＭの濃度のこれらのオキシステロールのそれぞれと接触させた
骨髄基質細胞、Ｍ２－１０Ｂ４のＡＬＰ活性を図４に示している。細胞とオキシステロー
ルが接触しなかった対照と比較して（対照の相対発現が１．０１であった）１μＭの濃度
の各オキシステロールとの初回接触４日後にｉｎ　ｖｉｔｒｏでＭ２－１０Ｂ４細胞のＡ
ＬＰの遺伝子発現を図５に示している。
【００９６】
　Ｍ２－１０Ｂ４細胞のＡＬＰの活性化に基づいたこれらのオキシステロールのＥＣ５０
の要約を表１に示している。

【００９７】
　１μＭの濃度の各オキシステロールとの初回接触４日後にｉｎ　ｖｉｔｒｏでＭ２－１
０Ｂ４細胞のＢＳＰの遺伝子発現を図６に示している。１μＭの濃度の各オキシステロー
ルとの初回接触４日後にｉｎ　ｖｉｔｒｏでＭ２－１０Ｂ４細胞のＯＳＸの遺伝子発現を
図７に示している。
【００９８】
　ヘッジホッグＨｈ標的遺伝子Ｐａｔｃｈｅｄ１（Ｐｔｃｈ）及びＨｈ相互作用タンパク
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質（ＨＩＰ）の誘発発現によって明らかになったとおり、Ｏｘｙ１４９、Ｏｘｙ１５３、
Ｏｘｙ１５４、及びＯｘｙ１５５がＭ２－１０Ｂ４細胞のヘッジホッグ（Ｈｈ）シグナリ
ングを活性化する。また、Ｈｈ経路抑制剤シクロパミン（Ｃｙｐ）のオキシステロール誘
発骨形成分化への抑制効果によって評価されたとおり、Ｈｈシグナリングを活性化するこ
とによってこれらのオキシステロールが骨形成分化を誘発する。１μＭの濃度の各オキシ
ステロールとの初回接触４日後にｉｎ　ｖｉｔｒｏでＭ２－１０Ｂ４細胞のＰｔｃｈ遺伝
子の発現を図８に示している。１μＭの濃度の各オキシステロールとの初回接触４日後に
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＭ２－１０Ｂ４細胞のＨＩＰ遺伝子の発現を図９に示している。
【００９９】
　Ｈｈ経路抑制剤シクロパミンは、オキシステロール誘発アルカリホスファターゼ活性を
抑制することができる。各オキシステロールとの接触ありなしで、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでシ
クロパミン（Ｃｙｃ；５μＭ）をＭ２－１０Ｂ４骨髄基質細胞と接触させる効果を表２に
示している。

【０１００】
　Ｏｘｙ１３３のＢＴＡ抱合構造類似体、すなわち、Ｏｘｙ１４９、Ｏｘｙ１５３、Ｏｘ
ｙ１５４、及びＯｘｙ１５５は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでヒドロキシアパタイト（ＨＡＰ）骨
無機質を結合することができる。以下のとおり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏＨＡＰ結合アッセイを
実施した。１００％ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中に各分析対象物質の１ｍＭ溶液
を作製した。その後、さらに希釈し、ｐＨ７．５の５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液中に
２０％ＤＭＳＯと各分析対象物質の２０μＭ溶液を生成した。陰性対照としてエストラジ
オールを用いた及び２０μＭの濃度でＨＡＰと結合しないことを示した。用いられたＨＡ
Ｐ濃度は５０ｍｇ／ｍＬであった。
【０１０１】
　各分析対象物質では、３つの組に試料を調製した。マイクロ遠心チューブに対照試料（
１ｍＬの２０μＭ分析対象物質）を移動した。マイクロ遠心チューブ中で第２の組の試料
（１ｍＬの２０μＭ分析対象物質）に５０ｍｇのＨＡＰを添加した。試料をボルテックス
し、１０分間室温で穏やかに反転して混合し、その後、２分間４，４００ｒｐｍで遠心分
離し、試料に含有されるＨＡＰを沈殿させた。もう１つの組のマイクロ遠心チューブに上
澄み液を移動した。
【０１０２】
　Ｂｉｏ－ＲａｄＳｍａｒｔ－Ｓｐｅｃ３０００を用いて２２０～５２０ｎｍで各分析対
象物質の電子スペクトル走査（紫外－可視）を得た。盲検液は、５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣ
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し、ベール－ランベルトの法則を用いて消散係数（ε）を計算した。
【０１０３】
　ＨＡＰでインキュベートした試料の吸光度をλｍａｘで測定し、その後、ベール－ラン
ベルトの法則及び事前に計算したεを用いて分析対象物質のモル濃度を測定した。ＨＡＰ
と接触ありなしの分析対象物質１７β－エストラジオール、Ｏｘｙ１４９、Ｏｘｙ１５３
、及びＯｘｙ１５５の濃度を図１０に示している。
【０１０４】
　その後、％結合の以下の式を用いて、各試料のＨＡＰに吸収された分析対象物質のフラ
クションを計算した。
（Ｈｏ－Ｈ）／Ｈｏ

＊１００＝％　結合
Ｈｏが対照試料の平均濃度であり、ＨがＨＡＰで処理した試料の平均計算濃度である。Ｈ
ＡＰに対する１７β－エストラジオール、Ｏｘｙ１４９、Ｏｘｙ１５３、及びＯｘｙ１５
５のパーセント結合を表３にまとめている。

【０１０５】
　本出願に記載、引用、又は言及されている、これらに限定されないが、雑誌論文、特許
出願、及び特許を含む、文書、参考文献、及び情報のすべては、あたかもそれぞれが個々
に組み入れられるようにここに全体が参照により組み入れられる。このような文書には、
これらに限定されないが、米国特許仮出願第６１／６４３，７４６号（２０１２年５月７
日に出願された）、国際出願第ＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０３２６９３号（２０１３年３月
１５日に出願された）、米国特許仮出願第６１／６４３，７７６号（２０１２年５月７日
に出願された）、及び国際出願第ＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０３２６５０号（２０１３年３
月１５日に出願された）が含まれる。このような文書には、これらに限定されないが、Ｗ
Ｏ／２００８／１１５４６９、ＷＯ／２００８／０８２５２０、ＷＯ／２００７／０９８
２８１、ＷＯ／２００７／０２８１０１、ＷＯ／２００６／１１０４９０、ＷＯ／２００
５／０２０９２８、及びＷＯ／２００４／０１９８８４として公開された特許強力条約（
ＰＣＴ）国際出願も含まれる。
【０１０６】
　本明細書に図示し、記載した実施形態は、本発明を作製し、使用するための発明者らに
公知の最良の方法を当業者に教示することだけを意図している。本明細書には本発明の範
囲を限定するものはないと考えなければならない。示した全実施例は、代表的なものであ
り、限定するものではない。本発明の前記に記載した実施形態は、前記の教示に照らして
当業者によって認識されるように本発明から逸脱することなく、修正する又は変更するこ
とができる。このため、クレーム及びその均等物の範囲内で、具体的に記載したもの以外
のやり方で本発明を実施することができると理解しなければならない。
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【国際調査報告】
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