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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
骨原性タンパク質およびヒアルロン酸エステルを含む、骨原性タンパク質の注入可能な送
達のための組成物であって、該組成物は、中実状態で身体に骨内注入するのに適切な中実
の円筒状の棒の形態であり、該骨原性タンパク質が、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－
５、ＢＭＰ－６、ＢＭＰ－７、ＢＭＰ－１０、ＢＭＰ－１２、ＢＭＰ－１３およびＭＰ５
２、ならびにそれらの組み合わせおよびヘテロダイマーからなる群より選択される、組成
物。
【請求項２】
ビスホスホネートである骨吸収阻害剤をさらに含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
前記ヒアルロン酸エステルが、５０％～１００％のヒアルロン酸エステル化を含む、請求
項１に記載の組成物。
【請求項４】
前記ヒアルロン酸エステルが、Ｈｙａｆｆ１１ｐ６５（登録商標）である、請求項１に記
載の組成物。
【請求項５】
前記ヒアルロン酸エステルが、Ｈｙａｆｆ１１ｐ６５（登録商標）であり、そして前記骨
原性タンパク質がＢＭＰ－１２、ＢＭＰ－１３、またはＭＰ５２である、請求項１に記載
の組成物。
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【請求項６】
前記ヒアルロン酸エステルが、架橋したヒアルロン酸である、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
前記円筒状の棒の直径が、０．５ｍｍ～１．５ｍｍの間である、請求項１に記載の組成物
。
【請求項８】
前記円筒状の棒の長さが、２ｃｍと５ｃｍとの間である、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
骨粗しょう症の骨を処置するための組成物であって、該組成物は、以下の工程：
　（ａ）骨原性タンパク質とヒアルロン酸エステルとを混合して、骨原性混合物を形成す
る工程であり、該骨原性タンパク質が、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－
６、ＢＭＰ－７、ＢＭＰ－１０、ＢＭＰ－１２、ＢＭＰ－１３およびＭＰ５２、ならびに
それらの組み合わせおよびヘテロダイマーからなる群より選択される、工程；ならびに
　（ｂ）中実状態で身体に骨内注入するのに適切な中実の円筒状の棒へと該骨原性混合物
を形成し、乾燥する工程、を包含するプロセスによって調製される、組成物。
【請求項１０】
前記混合する工程が、前記骨原性タンパク質およびヒアルロン酸エステルとビスホスホネ
ートである骨吸収阻害剤とを混合する工程を含む、請求項９に記載の組成物。
【請求項１１】
前記ヒアルロン酸エステルが、ヒアルロン酸ベンジルエステルの不溶性または部分的に可
溶性の粒子、フィルム、繊維、不織パッド、またはスポンジを、水中、有機溶媒中、また
は水性緩衝液中で水和または可溶化することによって調製される、請求項９に記載の組成
物。
【請求項１２】
前記混合する工程が、前記骨原性タンパク質およびヒアルロン酸エステルと溶媒とを混合
する工程を含み；ここで、該骨原性混合物を円筒状の棒に形成して乾燥する前記工程が、
非溶媒中で該骨原性混合物を押し出す工程を含む、請求項９に記載の組成物。
【請求項１３】
前記溶媒が、Ｎ－メチルピロリドン（ＮＭＰ）またはジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）
である、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
請求項９に記載の組成物であって、前記骨原性混合物を形成して乾燥する前記工程が、該
骨原性混合物を非溶媒中に押し出す工程を含む、組成物。
【請求項１５】
前記非溶媒が、エタノールまたは水である、請求項１４に記載の組成物。
【請求項１６】
請求項９に記載の組成物であって、前記骨原性混合物を形成して乾燥する前記工程が、該
骨原性混合物を空気中に押し出し、乾燥する工程を含む、組成物。
【請求項１７】
前記円筒状の棒の直径が、０．５ｍｍ～１．５ｍｍの間である、請求項９に記載の組成物
。
【請求項１８】
前記円筒状の棒の長さが、２ｃｍ～５ｃｍの間である、請求項９に記載の組成物。
【請求項１９】
　前記円筒状の棒は、１０００：１から１：１までの高さ：直径の比率を有する、請求項
１～１８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２０】
　前記骨原性タンパク質は、第１のモノマーと第２のモノマーとを含むヘテロダイマータ
ンパク質であり、該第１のモノマーおよび該第２のモノマーは、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４
、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６、ＢＭＰ－７、ＢＭＰ－１０、ＢＭＰ－１２、ＢＭＰ－１３お
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よびＭＰ５２からなる群より選択される異なるタンパク質である、請求項１～１８のいず
れか１項に記載の組成物。
【請求項２１】
　前記骨原性タンパク質は、第１のモノマーと第２のモノマーとを含むヘテロダイマータ
ンパク質であり、該第１のモノマーは、ＢＭＰ－２およびＢＭＰ－４からなる群より選択
され、該第２のモノマーは、ＢＭＰ－５，ＢＭＰ－６、ＢＭＰ－７およびＢＭＰ－８から
なる群より選択される、請求項１～１８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２２】
　前記骨原性タンパク質は、ＢＭＰ－２モノマーとＢＭＰ－６モノマーとを含むヘテロダ
イマータンパク質、またはＢＭＰ－２モノマーとＢＭＰ－７モノマーとを含むヘテロダイ
マーである、請求項１～１８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２３】
　前記ヒアルロン酸エステルは、ヒアルロン酸と脂肪族アルコール、芳香族アルコール、
芳香／脂肪族アルコール、脂環族アルコールまたはエテロ環式（etherocyclic）アルコー
ルとのエステルであり、該ヒアルロン酸のすべてまたは一部のカルボキシル基がエステル
化されたものである、請求項１～１８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２４】
前記ヒアルロン酸エステルは、ベンジル、エチル、プロピル、ペンチル、ヒドロコルチゾ
ンおよびメチルプレドニゾンの部分からなる群より選択されるエステル部分のひとつまた
は組み合わせを含み、該ヒアルロン酸のすべてまたは一部のカルボキシル基がエステル化
されたものである、請求項１～１８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２５】
腱、損傷軟骨、靭帯、および／またはその骨への接着部位からなる群より選択される部位
への投与において使用するための請求項１～８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２６】
脊髄融合術、頭蓋顎顔面再建術、骨髄炎、肺胞隆起の増大、歯根欠損、または骨粗鬆症ま
たは骨減少症の骨において使用するための請求項１～８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２７】
注入可能な棒状の徐放性組成物を調製する方法であって、該方法は、以下：
　（ａ）骨原性タンパク質と、ヒアルロン酸エステルとを混合して、１～５０（ｗ／ｖ）
パーセントの量で該ヒアルロン酸エステルを含む骨原性混合物を形成する工程であって、
該骨原性タンパク質が、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６、ＢＭＰ－７
、ＢＭＰ－１０、ＢＭＰ－１２、ＢＭＰ－１３およびＭＰ５２、ならびにそれらの組み合
わせおよびヘテロダイマーからなる群より選択される、工程；
　（ｂ）該骨原性混合物を形成して中実状態で身体に骨内注入するのに適切な中実の棒状
製品を形成する工程；ならびに
　（ｃ）工程（ｂ）からの該棒状製品を乾燥させる工程、を包含する、方法。
【請求項２８】
工程（ａ）が、前記骨原性タンパク質および前記ヒアルロン酸エステルと、ビホスホネー
トである骨吸収阻害剤とを混合する工程をさらに包含する、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
工程（ａ）が、前記ヒアルロン酸エステルの有機溶媒への可溶化を包含する、請求項２７
に記載の方法。
【請求項３０】
前記有機溶媒が、Ｎ－メチルピロリドン（ＮＭＰ）またはジメチルスルホキシド（ＤＭＳ
Ｏ）である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
工程（ａ）が、前記ヒアルロン酸エステルの水性緩衝液への水和を包含する、請求項２７
に記載の方法。
【請求項３２】
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工程（ａ）における前記ヒアルロン酸エステルが、１０～２５（ｗ／ｖ）パーセントの間
である、請求項２７に記載の方法。
【請求項３３】
工程（ｂ）における前記形成する工程が、非溶媒に前記骨原性混合物を押し出す工程を包
含する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３４】
工程（ｂ）における前記形成する工程が、該骨原性混合物を空気中に押し出し、乾燥させ
る工程を包含する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３５】
前記ヒアルロン酸エステルが、５０％～１００％のヒアルロン酸エステル化を含む、請求
項２７に記載の方法。
【請求項３６】
注入可能な徐放性組成物を調製するための方法であって、該方法は、以下：
　（ａ）混合物を形成するために、骨原性タンパク質とヒアルロン酸エステルとを混合す
る工程であって、該骨原性タンパク質が、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ
－６、ＢＭＰ－７、ＢＭＰ－１０、ＢＭＰ－１２、ＢＭＰ－１３およびＭＰ５２、ならび
にそれらの組み合わせおよびヘテロダイマーからなる群より選択される、工程；
　（ｂ）濃縮骨原性混合物を形成するために、工程（ａ）からの該混合物を圧縮する工程
；および
　（ｃ）工程（ｂ）からの該濃縮骨原性混合物を、身体に骨内注入するのに適切な中実の
円筒状の棒に形成する工程、を包含する、方法。
【請求項３７】
工程（ａ）の混合する工程が、前記骨原性タンパク質およびヒアルロン酸エステルとビス
ホスホネートである骨吸収インヒビターとを混合する工程を包含する、請求項３６に記載
の方法。
【請求項３８】
前記工程（ｃ）の形成する工程が、押し出し、圧縮、成形または切断する工程からなり、
０．５～１．５ｍｍの間の直径を有する円筒状の棒を形成する、請求項３６に記載の方法
。
【請求項３９】
前記ヒアルロン酸エステルが、５０％～１００％のヒアルロン酸エステル化を含むエステ
ルである、請求項３６に記載の方法。
【請求項４０】
骨欠損を有する哺乳動物を処置するために骨内注入する医薬の調製のための、請求項１～
１８のいずれかに記載の組成物の使用。
【請求項４１】
骨欠損を有する哺乳動物を処置するために骨内注入する医薬の調製のための、骨原性組成
物の有効量を含む組成物の使用であって、ここで、該骨原性組成物が骨原性タンパク質お
よびヒアルロン酸エステルを含み、そして該組成物が中実状態で身体に骨内注入するのに
適切な中実の円筒状の棒の形状であり、該骨原性タンパク質が、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４
、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６、ＢＭＰ－７、ＢＭＰ－１０、ＢＭＰ－１２、ＢＭＰ－１３お
よびＭＰ５２、ならびにそれらの組み合わせおよびヘテロダイマーからなる群より選択さ
れる、使用。
【請求項４２】
前記骨欠損が、骨粗鬆症または骨減少性の骨である、請求項４１に記載の使用。
【請求項４３】
前記ヒアルロン酸エステルが、５０％～１００％のヒアルロン酸エステル化を含むエステ
ルである、請求項４１に記載の使用。
【請求項４４】
前記骨原性組成物が、ビスホスホネートである骨吸収阻害剤をさらに含む、請求項４１に
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記載の使用。
【請求項４５】
前記ヒアルロン酸エステルが、５０％～１００％のヒアルロン酸エステル化を含む、請求
項４４に記載の使用。
【請求項４６】
骨原性タンパク質およびヒアルロン酸エステルからなる、骨原性タンパク質の注入可能な
送達のための組成物であって、中実状態で身体に骨内注入するのに適切な中実の円筒状の
棒の形態であり、該骨原性タンパク質が、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ
－６、ＢＭＰ－７、ＢＭＰ－１０、ＢＭＰ－１２、ＢＭＰ－１３およびＭＰ５２、ならび
にそれらの組み合わせおよびヘテロダイマーからなる群より選択される、組成物。
【請求項４７】
前記骨欠損が、骨粗鬆症または骨減少性の骨である、請求項４５に記載の使用。
【請求項４８】
前記骨欠損が近位大腿骨、近位上腕骨、遠位橈骨および椎骨本体からなる群より選択され
る少なくとも1つの部位に存在する、請求項４１に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、骨原性タンパク質およびその薬学的処方物の分野に関する。より具体的には
、本発明は、ヒアルロン酸誘導体および骨原性タンパク質を含む、注入可能なまたは移植
可能な固体薬学的処方物を包含する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　特発性骨粗鬆症は、骨質量の進行性の喪失および脆弱性の増大によって特徴付けられ、
結果として、骨折しやすさが顕著に増大する、未知の病因の疾患である。骨粗鬆症は、全
ての筋骨格障害の最も一般的なものであり、４５歳齢を超える女性の５６％が罹患してい
る。Ｐｒａｅｍｅｒら，Ｍｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔａｌ　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｉｎ
　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ，Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｏ
ｒｔｈｏｐａｅｄｉｃ　Ｓｕｒｇｅｏｎｓ，Ｐａｒｋ　Ｒｉｄｇｅ，ＩＬ（１９９２）。
その発生率は、年齢および集団における中高年層の割合と共に増大するので、骨粗鬆症は
、時間が経つにつれてより一般的になる。骨粗鬆症は、局所的に処置することが困難であ
り、現在では公知の治療法は存在しない。最終的に、そして最も重大なことには、骨粗鬆
症は、実質的に、罹病率および死亡率と関連する。骨粗鬆症によって生じる最も重篤な骨
折は、股関節領域における近位大腿骨の骨折である。年間発生率は、３００，０００を超
えており、股関節骨折は、現在では、中高年層で最も一般的な骨折である。６人に１人の
白人女性が、彼女らの寿命の間に股関節骨折を経験し（Ｃｕｍｍｉｎｇｓら，Ａｒｃｈ　
Ｉｎｔｅｒｎ　Ｍｅｄ　１４９：２４５５－２４５８（１９８９））、９０歳に達した女
性に関しては、この数字は、３人に１人になる。
【０００３】
　一人暮らしの、かつ股関節骨折時に家で生活していた患者のうち、約２０％は、骨折後
少なくとも１年の間、長期間、介護施設に滞在することになる。傷害後の最初の一年の間
、罹病率は、その年齢および性別が一致したコントロールより約１５％高い。Ｐｒａｅｍ
ｅｒら（前出）。中高年層の患者において観察される近位大腿骨骨折の発生率の増加は、
主に、彼らの大腿骨の骨密度の減少および増大した低下傾向に関連する。近位大腿骨にお
ける加齢性骨喪失と股関節骨折の危険性との間には、逆の関係が存在する。大腿頚部骨密
度における１標準偏差（ＳＤ）の各減少は、股関節骨折の年齢補正した危険性を２．６倍
増大させ（９５％　Ｃｌ　１．９～３．６）、最低の四分位点における骨密度を有する女
性は、最高の四分位点における女性よりも、股関節骨折の危険性が８．５倍高い。Ｃｕｍ
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ｍｉｎｇｓら，Ｔｈｅ　Ｌａｎｃｅｔ　３４１：７２－７５（１９９３）。股関節骨密度
と股関節骨折危険性との間のこの関係は、骨折の危険性において患者をスクリーニングし
、同定することを可能にする。２標準偏差低いピーク寛骨質量である患者は、「骨折閾値
」より下であった。
【０００４】
　現在の骨粗鬆症のための治療は、全身性である。これらは、フッ素、ビスホスホネート
、カルシトニン、エストロゲンおよびプロゲスチン、テストステロン、ビタミンＤ代謝産
物、および／またはカルシウムを含む。米国において、エストロゲンおよびビスホスホネ
ートであるアレンドロネート（ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅ）のみが、閉経後の骨粗鬆症の女
性において股関節骨折の予防のために示されている。これらの薬剤は各々、数年にわたる
連続的な投与を必要とする。
【０００５】
　骨粗鬆症の骨を処置することに加えて、例えば、骨原性タンパク質の局所的投与によっ
て骨粗鬆症関連骨折を処置または予防するための方法が必要である。この必要性に起因し
て、骨原性タンパク質を送達するためのキャリア材料は種々存在し、利用可能であるにも
拘わらず、骨欠損の局所的処置のための、安全で、有効なかつ一般に利用可能なキャリア
が、やはり必要である。従って、この分野においてかなりの試みがなされているにも拘わ
らず、骨粗鬆症の骨および骨減少骨の修復および／または処置の有効な方法、ならびに骨
粗鬆症関連骨折の発生率およびその重篤度を最小にするかまたは軽減するための方法が、
未だに必要である。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の要旨）
　本発明は、骨原性タンパク質の骨内送達のための注入可能なまたは移植可能な固体の棒
状型組成物を提供する。一実施形態において、この組成物は、骨原性タンパク質およびヒ
アルロン酸エステルを含む。別の実施形態において、この組成物は、骨吸収（ｂｏｎｅ　
ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ）インヒビター（例えば、ビスホスホネート）をさらに含み得る。
さらに別の実施形態において、この組成物は、１種以上の賦形剤（例えば、薬学的に受容
可能な塩、ポリサッカリド、ペプチド、タンパク質、アミノ酸、合成ポリマー、天然ポリ
マー、または界面活性剤）をさらに含み得る。本発明の固体の棒状の注入可能なまたは移
植可能な組成物は、投与部位における骨誘導性薬剤の長期化した保持を提供する。
【０００７】
　本発明はさらに、骨質量および骨質を増大させるため、および骨粗鬆症関連骨折の発生
率またはその重篤度を最小にするかまたは軽減するための、方法および組成物を提供する
。従って、本発明は、骨粗鬆症の骨または骨減少骨の骨折の発生率を減少させるために有
用な方法および組成物を提供する。特に、本発明は、骨粗鬆症を有するか、または骨粗鬆
症の他の証拠もしくは骨減少状態を有する患者を処置する方法を包含する。本発明が特に
有用であると示され得る好ましい実施形態は、骨幹端骨（近位大腿骨（股関節部）、近位
上腕骨（上腕）、遠位橈骨（手根部）および椎骨本体（脊柱）、特に椎骨本体が挙げられ
る）の処置を包含する。
【０００８】
　この方法は、骨減少骨もしくは骨粗鬆症の骨の部位、または低い骨質量もしくは骨密度
の部位に、骨の成長を誘導し得るかまたは骨組織の形成を増大させ得るかまたはその部位
での骨喪失を減少させ得る有効量の少なくとも１種の活性薬剤を含む、固体の棒状型組成
物を投与する工程を包含する。骨質量は、一般に「骨鉱質含有量（ｂｏｎｅ　ｍｉｎｅｒ
ａｌ　ｃｏｎｔｅｎｔ）」または「ＢＭＣ」と示され、グラム単位で測定される。骨密度
は、一般に「骨鉱質密度」または「ＢＭＤ」と示され、単位面積あたりのグラム数または
単位容積あたりのグラム数として表される。特定の実施形態において、投与様式は、骨内
注入によってである。例示的な実施形態において、この活性薬剤は、トランスホーミング
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増殖因子－β（「ＴＧＦ－β」）スーパーファミリーのタンパク質として公知のタンパク
質の群から選択されるか、好ましくは、骨形成性タンパク質（「ＢＭＰ」）、増殖因子お
よび分化因子（「ＧＤＦ」）、ならびに本明細書中でより十分に記載される他のタンパク
質から選択される、１種以上のタンパク質である。本発明の方法および組成物は、これら
が、全身性の処置ではなく、骨粗鬆症または骨減少骨のための限局的処置を提供するとい
う点で有利である。本発明は、活性薬剤として骨原性タンパク質を利用するという点でさ
らに有利である。この骨原性タンパク質は、組換えＤＮＡ技術を介して生成され得、従っ
て、潜在的に供給が限定されない。本発明の方法および組成物は、骨組織の再生が骨質量
／骨密度を増大させ、骨の強度を増し、それによって骨粗鬆症の重篤度または骨粗鬆症病
原の発生率を減少させ、最終的に骨折の発生率を低下させるという点でさらに有利である
。
【０００９】
　他の実施形態において、この活性薬剤は、ＴＧＦ－βスーパーファミリーのタンパク質
から選択される１種以上のタンパク質に加えて、１種以上の補助タンパク質（例えば、Ｈ
ｅｄｇｅｈｏｇ、Ｎｏｇｇｉｎ、Ｃｈｏｒｄｉｎ、Ｆｒａｚｚｌｅｄ、Ｃｅｒｂｅｒｕｓ
およびＦｏｌｌｉｓｔａｔｉｎ、可溶性ＢＭＰレセプター、または本明細書中でさらに記
載される他のタンパク質もしくは薬剤）をさらに含む。
【００１０】
　本発明はさらに、少なくとも１種の骨原性タンパク質を含む注入可能な棒状組成物、お
よび有効量の骨吸収インヒビターを含む第２の組成物を投与することによる、骨質量およ
び骨質を増大させるため、ならびに骨粗鬆症関連骨折の発生率またはその重篤度を最小に
するかまたは減少させるための方法を提供する。骨吸収インヒビターを含む第２の組成物
は、骨原性組成物の前、骨原性組成物の後または骨原性組成物と実質的に同時に投与され
得る。
【００１１】
　骨粗鬆症の骨の治癒に加えて、本発明の組成物は、骨欠損、軟骨欠損の処置および修復
、軟骨分解の阻害、および軟骨修復の促進のための関節への注入のような使用のための、
ＢＭＰの注入可能な処方物に有用であり得る。この処方物はまた、腱、靱帯および／また
はそれらが骨に付着する部位に注入され得る。ＢＭＰの注入可能な処方物はまた、他の骨
部位（例えば、骨嚢胞）、骨への移植、閉鎖骨折もしくは開放骨折および散乱性の骨形成
に対する適用が見出され得る。
【００１２】
　特定の実施形態において、本発明の組成物は、骨原性タンパク質とヒアルロン酸誘導体
とを混合して、骨原性混合物を形成する工程を包含するプロセスによって調製される。次
いで、この骨原性混合物は、例えば、骨原性混合物を空気中または非溶媒（例えば、エタ
ノール）中に押しだし、乾燥することによって形成される。本発明の組成物は、骨吸収イ
ンヒビターおよび／または賦形剤（そのいずれかまたは両方が、混合工程において含まれ
得る）をさらに含み得る。
【００１３】
　ヒアルロン酸誘導体は、天然ヒアルロン酸もしくは合成ヒアルロン酸またはその改変物
であってもよい。ヒアルロン酸は、Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミンとβ１－４結合で連
結されたＤ－グルクロン酸のモノサッカリド単位と、β１－３グルコシド結合で連結され
たジサッカリド単位を交互に含む、天然に存在するポリサッカリドである。これは、通常
、ナトリウム塩として存在し、約５０，０００～８×１０６の分子量範囲を有する。骨吸
収インヒビターは、ビスホスホネート（例えば、アレンドロネート、シマドロネート（ｃ
ｉｍａｄｒｏｎａｔｅ）、クロドロネート（ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ）、ＥＢ－１０５３、
エチドロネート（ｅｔｉｄｒｏｎａｔｅ）、イバンドロネート（ｉｂａｎｄｒｏｎａｔｅ
）、ネリドロネート（ｎｅｒｉｄｒｏｎａｔｅ）、オルパドロネート（ｏｌｐａｄｒｏｎ
ａｔｅ）、パミドロネート（ｐａｍｉｄｒｏｎａｔｅ）、リセドロネート（ｒｉｓｅｄｒ
ｏｎａｔｅ）、チルドロネート（ｔｉｌｕｄｒｏｎａｔｅ）、ＹＨ　５２９、ゾレドロネ
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ート（ｚｏｌｅｄｒｏｎａｔｅ））およびその薬学的に受容可能な塩、エステルおよびそ
れらの混合物であり得る。賦形剤は、活性成分の放出を安定化および／または調節する薬
剤（例えば、薬学的に受容可能な塩、ポリサッカリド、ペプチド、タンパク質、アミノ酸
、合成ポリマー、天然ポリマー、および／または界面活性剤）であり得る。骨原性タンパ
ク質は、固体または液体形態であり得、ヒアルロン酸誘導体および賦形剤は、固体形態で
あり得る。成形は、骨原性混合物を空気中または非溶媒（例えば、エタノール）中に押し
だすことによって達成され得；乾燥は、風乾または凍結乾燥によって達成され得る。徐放
性調製物は、骨吸収インヒビター（例えば、ビスホスホネート）をさらに含み得る。
【００１４】
　本発明はまた、注入可能な徐放性調製物を調製するための方法を提供し、この方法は、
骨原性タンパク質と、ヒアルロン酸またはヒアルロンナンベースの材料とを混合して、混
合物を形成する工程、この混合物を圧縮して、密な骨原性混合物を形成する工程、次いで
、この密な骨原性混合物を、身体への注入または移植に適した固体の円筒状の棒状に形成
する工程を包含する。この形成工程は、押し出すか、圧縮するか、成形するか、穿孔する
（ｂｏｒｉｎｇ）か、そして／または切断して、円筒状の棒を形成する工程によって行わ
れ得る。この注入可能な徐放性調製物は、骨吸収インヒビター（例えば、ビスホスホネー
ト）および１種以上の賦形剤（例えば、上記のような賦形剤）をさらに含み得る。
【００１５】
　本発明の注入可能な固体の骨誘導性組成物は、約０．１～３．０ｍｍ、好ましくは、約
０．５～１．５ｍｍの直径を有し得る。この固体の棒状組成物の長さは、約１ｍｍと約１
０ｃｍとの間、具体的には、約２ｃｍと約５ｃｍとの間であり得る。本発明の組成物は、
約１０００：１～１：１の範囲内の高さ　対　直径の比を有し得る。この比は、約１００
０：１、５００：１、２５０：１、１００：１、５０：１、２５：１、１０：１、５：１
、４：１、３：１、２：１または１：１であり得る。本発明の骨誘導性組成物は、従来の
針またはシリンジへの装填、および骨内部位への注入に耐えるように剛性（しかしもろく
はない）である。骨誘導性組成物は、約０．５と１００％の間の材料の密度、および好ま
しくは、約５０％と９０％との間の材料の密度を有する。この組成物は、低いマクロ孔質
性および低水分含有量（約０．１％と約１０．０％との間の水分、および特に、０．１％
と５％との間の水分）を有する。活性成分　対　キャリアの割合は、約０．０１～０．９
０ｇの活性成分　対　約１ｇのキャリア、特に、０．１～０．３ｇの活性成分　対　約１
ｇのキャリアであり得る。ヒアルロン酸誘導体は、約５０％と約１００％との間のヒアル
ロン酸エステル化を含む、部分的エステルまたは完全エステルであり得る。
【００１６】
　（実施形態の説明）
　本発明に従って、骨粗鬆症、または骨減少症の状態（骨粗鬆症の骨病巣を含む）の徴候
を示す患者の処置のための、方法および組成物が提供される。このような患者の同定は、
当該分野において周知である手順によって達成され得る。これらの手順としては、二重エ
ネルギーＸ線吸光光度法（ＤＥＸＡ）（Ｋｉｌｇｕｓら、Ｊ．Ｂｏｎｅ　＆　Ｊｏｉｎｔ
　Ｓｕｒｇｅｒｙ，７５－Ｂ：２７９－２８７（１９９２）；Ｍａｒｋｅｌら、Ａｃｔａ
　Ｏｒｔｈｏｐ．Ｓｃａｎｄ．６１：４８７－４９８（１９９０））；および定量的コン
ピュータ連動断層撮影（ＱＣＴ）（Ｌａｖａｌ－Ｊｅａｎｔｅｔら、Ｊ．Ｃｏｍｐｕｔ．
Ａｓｓｉｓｔ．Ｔｏｍｏｇｒ．１７：９１５－９２１（１９９３）；Ｍａｒｋｅｌ．，Ｃ
ａｌｃｉｆ．Ｔｉｓｓｕｅ　Ｉｎｔ．４９：４２７－４３２（１９９１）；単一光子吸光
光度法（Ｍａｒｋｅｌら、Ｃａｌｃｉｆ．Ｔｉｓｓｕｅ　Ｉｎｔ．４８：３９２－３９９
（１９９１））；超音波透過速度（ＵＴＶ）（Ｈｅａｎｅｙら、ＪＡＭＡ　２６１：２９
８６－２９９０（１９８９）；Ｌａｎｇｔｏｎら、Ｃｌｉｎ．Ｐｈｙｓ．Ｐｈｙｓｉｏｌ
．Ｍｅａｓ．１１：２４３－２４９（１９９０））；およびラジオグラフ評価（Ｇｌｕｅ
ｒら、Ｊ．Ｂｏｎｅ　Ｍｉｎ．Ｒｅｓ．９：６７１－６７７（１９９４））を使用する、
骨の質量／密度の測定が挙げられる。骨折の危険のある患者の同定の他の方法としては、
年齢に関連する因子（例えば、知識）および以前の骨粗鬆症関連骨折の発生の評価が挙げ
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られる。Ｐｏｒｔｅｒら、ＢＭＪ　３０１：６３８－６４１（１９９０）；Ｈｕｉら、Ｊ
．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．８１：１８０４－１８０９（１９８８）。上記刊行物は、本
明細書中に参考として援用される。
【００１７】
　上記方法は、骨粗鬆症または骨減少症の部位に、固体の棒状組成物を注入する工程を包
含し、この組成物は、１つ以上の精製された骨原性タンパク質ならびにキャリアとしての
ヒアルロン酸を含有し、このタンパク質は、骨の形成および／または維持を誘導するため
に有効である。既存の注射可能な処方物とは異なり、本発明の骨原性組成物は、固体形態
で投与され、これによって、液体処方物または粘性処方物に固有の欠点を回避する。例え
ば、液体処方物またはゲル処方物を使用すると、骨促進効果が達成され得る前に、骨誘導
剤が体液によって尚早に希釈され得る。本発明は、インビボでゆっくりと分解する固体キ
ャリアを使用することによって、希釈効果を除き、これによって、活性成分の遅延された
徐放を提供する。さらに、投与部位から移動し得る液体処方物または粘性処方物とは異な
り、本発明の固体組成物は、所望の骨増殖の部位に打ち込まれ、そして持続し、骨増殖促
進活性を生じる。代表的に、この組成物は、約７日～約６ヶ月にわたって、この部位に持
続しなければならない。この組成物が尚早に分散される場合、所望の骨増殖促進効果は、
起こらないか、または形成される骨が所望の強度を有さないかの、いずれかである。最後
に、本発明の骨原性組成物は、固体として投与されるが、これは、円筒形の棒として形成
され、これによって、身体内への注入または移植のいずれかのために適切である。さらに
、骨内注入手順の間に塞栓症を誘導するという周知の外科的合併症は、固体の棒の使用を
介して、（液体形態またはゲル形態に対して）かなり軽減される。大きい体積の液体キャ
リア／ゲルキャリアの圧力下での注入によって引き起こされる、骨内の骨フラグメント、
脂肪または塞栓の潜在的な移動が、低下される。なぜなら、非常に濃縮された固体棒キャ
リアの注入される体積は、類似の用量が液体形態またはゲル形態で分散される場合に必要
とされるよりずっと小さいからである。この組成物は、所望の骨増殖の部位に、任意の好
都合な様式で（従来の皮下注射針または注射器を通しての導入によるものが挙げられる）
、適用され得る。
【００１８】
　本発明の組成物は、骨原性タンパク質、ヒアルロン酸キャリア、および任意の賦形剤を
混合して、ヒアルロン酸出発物質に依存して、粘性の液体／ゲルまたはペーストのいずれ
かを形成することによって、調製される。次いで、引き続く質量が円筒形の棒に形成され
、そして乾燥される。この形成は、多数の公知の技術（例えば、成型、プレス、ボーリン
グ、および／または切断による）のうちのいずれか１つを使用して、達成され得る。好ま
しい実施形態において、骨原性混合物は、皮下注射針に充填され、そしてこの針のハブ端
部を通して押出される。この材料は、連続的に円筒形状の棒として押出され、室温で乾燥
され、そして小さい、注射可能な棒に分割される。
【００１９】
　ヒアルロン酸出発物質がヒアルロン酸固体（例えば、Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標））
である場合、このヒアルロン酸は、最初に、有機溶媒中に可溶化されて、溶液を形成する
。この有機溶媒は、任意の薬学的に受容可能な溶媒（例えば、Ｎ－メチルピロリドン（Ｎ
ＭＰ）またはジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ））であり得、好ましくは、ＮＭＰである
。この溶液は、約１％（ｗ／ｖ）と約５０％（ｗ／ｖ）との間のヒアルロン酸、好ましく
は、約５％（ｗ／ｖ）と２０％（ｗ／ｖ）との間のヒアルロン酸、そして最も好ましくは
、約１０％（ｗ／ｖ）のヒアルロン酸を含有し得る。乾燥粉末状の骨原性タンパク質が、
このヒアルロン酸溶液に、約１％（ｗ／ｗ）と約５０％（ｗ／ｗ）との間の濃度、好まし
くは、約２０％（ｗ／ｗ）の濃度で分散され、そして任意の賦形剤（例えば、アミノ酸、
糖、塩、界面活性剤、ポリマーなど）が、約１％（ｗ／ｗ）と約５０％（ｗ／ｗ）との間
の濃度、好ましくは、約２０％（ｗ／ｗ）と約４０％（ｗ／ｗ）との間の濃度で添加され
る。本発明の組成物は、骨再吸収インヒビターをさらに含有し得、このインヒビターは、
混合する工程において、乾燥粉末または溶液の形態で、個々にかまたは骨原性タンパク質
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成分と組み合わせて含有され得る。
【００２０】
　ヒアルロン酸出発物質が親水性形態（例えば、Ｈｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標））
である場合、このヒアルロン酸は、任意の賦形剤を含有する水性緩衝液と、質量がペース
ト様のコンシステンシーを呈するまでブレンドされ得る。このペースト様の物質は、約１
％（ｗ／ｖ）と約４０％（ｗ／ｖ）との間のヒアルロン酸、好ましくは、約５％（ｗ／ｖ
）と３０％（ｗ／ｖ）との間のヒアルロン酸、そしてより好ましくは、約１５％（ｗ／ｖ
）と２０％（ｗ／ｖ）との間のヒアルロン酸を含有し得る。例示的な実施形態において、
このペースト様の物質は、１８．７５％（ｗ／ｖ）のヒアルロン酸を含有する。次いで、
乾燥粉末の骨形成斉タンパク質が、ヒアルロン酸ペーストに混合され、その後、成形され
る。あるいは、任意の賦形剤を含有する水性緩衝液とブレンドするよりむしろ、ヒアルロ
ン酸出発物質は、任意の賦形剤を含む可溶性骨原性タンパク質を含有する水性緩衝液と、
質量がペースト様のコンシステンシーまたは粘性の液体もしくはゲルの外観を呈するまで
、ブレンドされ得る。この組成物は、骨再吸収インヒビターをさらに含有し得、このイン
ヒビターは、混合する工程において、乾燥粉末または溶液の形態で、個々にかまたは骨原
性タンパク質成分と組み合わせて、含有され得る。
【００２１】
　一旦、この成分が組み合わされ、そしてペーストまたは粘性の液体またはゲルにブレン
ドされると、骨原性材料は、円筒形の鋳型（空気または気体透過性のチュービング（例え
ば、シラスチックまたはＴｅｆｌｏｎ（登録商標）／ＦＥＰ））、あるいは押し出し型の
装置（例えば、注射器）に充填される。形成する工程のために注射器が使用される場合、
この注射器のプランジャーは、挿入され、そして水溶性ヒアルロン酸の場合には、連続し
た長さのペーストを乾燥表面に押し出す為に十分な量の圧力が付与される。水不溶性ヒア
ルロン産の場合には、ゲルの連続した長さが、非溶媒浴中に押し出され、この材料の沈澱
を可能にする。次いで、切断道具（例えば、カミソリ、小刀、ナイフなど）を使用して、
セクションが切断され、注射可能な棒状の組成物を形成する。切断後、棒状の組成物は、
例えば、風乾または凍結乾燥によって、乾燥される。
【００２２】
　本発明はまた、注射可能な徐放調製物を調製するための方法を提供し、この方法は、骨
原性タンパク質、ヒアルロン酸またはヒアルロナンベースの材料、および任意の賦形剤を
混合して、濃厚な骨原性混合物を形成する工程、次いで、この濃厚な骨原性混合物を、身
体内への注入または移植に適切な固体の円筒形の棒に成形する工程を包含する。
【００２３】
　活性剤は、タンパク質の形質転換増殖因子－β（ＴＧＦ－β）スーパーファミリーとし
て公知のタンパク質のファミリーから選択され得、この活性剤としては、アクチビン、イ
ンヒビン、および骨形成タンパク質（ＢＭＰ）が挙げられる。特に、活性剤としては、Ｂ
ＭＰとして一般に公知であるタンパク質のサブクラスから選択される少なくとも１つのタ
ンパク質が挙げられ、ＢＭＰは、骨形成活性、ならびに他の増殖型活性および分化型活性
を有すると開示されている。これらのＢＭＰとしては、ＢＭＰタンパク質ＢＭＰ－２、Ｂ
ＭＰ－３、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６およびＢＭＰ－７（例えば、米国特許第
５，１０８，９２２号；同第５，０１３，６４９号；同第５，１１６，７３８号；同第５
，１０６，７４８号；同第５，１８７，０７６号；および同第５，１４１，９０５号に開
示される）；ＢＭＰ－８（ＰＣＴ公開ＷＯ９１／１８０９８に開示される）；ならびにＢ
ＭＰ－９（ＰＣＴ公開ＷＯ９３／００４３２に開示される）、ＢＭＰ－１０（ＰＣＴ出願
ＷＯ９４／２６８９３に開示される）；ＢＭＰ－１１（ＰＣＴ出願ＷＯ９４／２６８９２
に開示される）；またはＢＭＰ－１２もしくはＢＭＰ－１３（ＰＣＴ出願ＷＯ９５／１６
０３５に開示される）；ＢＭＰ－１５（米国特許第５，６３５，７３２号に開示される）
；あるいはＢＭＰ－１６（米国特許第６，３３１，６１２号に開示される）が挙げられる
。本発明の活性剤として有用であり得る、他のＴＧＦ－βタンパク質としては、Ｖｇｒ－
２（Ｊｏｎｅｓら、Ｍｏｌ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．６：１９６１－１９６８（１９９２
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）、ならびに任意の増殖因子および分化因子（ＧＤＦ）（ＰＣＴ出願ＷＯ９４／１５９６
５；ＷＯ９４／１５９４９；ＷＯ９５／０１８０１；ＷＯ９５／０１８０２；ＷＯ９４／
２１６８１；ＷＯ９４／１５９６６；ＷＯ９５／１０５３９；ＷＯ９６／０１８４５；Ｗ
Ｏ９６／０２５５９などに記載されるものが挙げられる）が挙げられる。本発明において
また、ＢＩＰ（ＷＯ９４／０１５７７に開示される）；ＨＰ００２６９（日本国特許出願
公開番号７－２５０６８８に開示される）；およびＭＰ５２（ＰＣＴ出願ＷＯ９３／１６
０９９に開示される）が有用であり得る。上記出願の全ての開示は、本明細書中に参考と
して援用される。本発明において使用するために現在好ましいＢＭＰのサブセットとして
は、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６、ＢＭＰ－７、ＢＭＰ－１０、Ｂ
ＭＰ－１２およびＢＭＰ－１３が挙げられる。例示的な実施形態において、活性剤は、Ｂ
ＭＰ－２であり、これの配列は、米国特許第５，０１３，６４９号に開示されており、こ
の米国特許の開示は、本明細書中に参考として援用される。当該分野において公知の他の
ＢＭＰおよびＴＧＦ－βタンパク質もまた、使用され得る。
【００２４】
　活性剤は、組換え的に産生され得るか、またはタンパク質組成物から精製され得る。活
性剤は、ＴＧＦ－β（例えば、ＢＭＰ）または他の二量体タンパク質である場合、ホモダ
イマーであっても、他のＢＭＰ（例えば、ＢＭＰ－２およびＢＭＰ－６の各々の１つのモ
ノマーからなるヘテロダイマー）またはＴＧＦ－βスーパーファミリーの他のメンバー（
例えば、アクチビン、インヒビン、およびＴＧＦ－β１）とのヘテロダイマー（例えば、
ＢＭＰおよびＴＧＦ－βスーパーファミリーの関連するメンバーの各々の１つのモノマー
からなるヘテロダイマー）であってもよい。このようなヘテロダイマータンパク質の例は
、例えば、公開されたＰＣＴ国際出願ＷＯ９３／０９２２９に記載されており、この明細
書は、本明細書中に参考として援用される。
【００２５】
　活性剤は、さらなる薬剤（例えば、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ、Ｆｒａｚｚｌｅｄ）、Ｃｈｏｒ
ｄｉｎ、Ｎｏｇｇｉｎ、Ｃｅｒｂｅｒｕｓ、Ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎタンパク質）をさら
に含有し得る。これらのファミリーのタンパク質は、一般に、Ｓａｓａｉら、Ｃｅｌｌ，
７９：７７９－７９０（１９９４）（Ｃｈｏｒｄｉｎ）；ＰＣＴ特許公開ＷＯ９４／０５
８００（Ｎｏｇｇｉｎ）；およびＦｕｋｕｉら、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．１５９：１３１－１
３９（１９９３）（Ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎ）に記載されている。Ｈｅｄｇｅｈｏｇタン
パク質は、ＷＯ９６／１６６６８；ＷＯ９６／１７９２４；およびＷＯ９５／１８８５６
に記載されている。Ｆｒａｚｚｌｅｄファミリーのタンパク質は、Ｆｒｉｚｚｌｅｄとし
て公知のレセプタータンパク質ファミリーの細胞外結合ドメインに対して高い相同性を有
する、比較的最近発見されたファミリーのタンパク質である。Ｆｒｉｚｚｌｅｄファミリ
ーの遺伝子およびタンパク質は、Ｗａｎｇら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：４４６
８－４４７６（１９９６）に記載されている。活性剤としてはまた、他の可溶性レセプタ
ー（例えば、ＰＣＴ特許公開ＷＯ９５／０７９８２に開示されるような、短縮された可溶
性レセプター）が挙げられ得る。ＷＯ９５／０７９８２の教示から、当業者は、短縮され
た可溶性レセプターが、多数の他のレセプタータンパク質について調製され得ることを認
識する。このようなものはまた、本発明の範囲に含まれる。上記刊行物は、本明細書中に
参考として援用される。
【００２６】
　本明細書中で有用な活性剤の量は、現在の細胞または浸潤する前駆細胞または他の細胞
の、増加した骨形成活性を刺激するために有効な量であり、そして処置される欠損の大き
さおよび性質に依存する。一般に、送達されるべきタンパク質の量は、必要とされる材料
１立方センチメートルあたり、約０．１ｍｇ～約５００ｍｇ、特に、約１０ｍｇ～約３０
０ｍｇ、そしてより特に、約１５０ｍｇ～約２５０ｍｇの範囲である。
【００２７】
　本発明を実施する際にキャリアとして有用であり得る材料としては、剛性を有する薬学
的に受容可能な材料が挙げられる。剛性である結果、骨形成タンパク質と混合および乾燥
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される場合、骨粗鬆症または骨減少症の骨の部位への注射可能な適用または移植可能な適
用のための適切な取り扱い特性を保有する、組成物を形成する。骨形態タンパク質を固体
キャリアに組みことによって、哺乳動物の前駆細胞または他の細胞を浸潤する、再生骨形
成活性の他の点では自然の速度を、タンパク質が増加させることを可能にするため、およ
び新たな組織が増殖し得、そして細胞の内部成長を可能にする空間を形成するために十分
な時間にわたって、このタンパク質が、疾患部位または病巣部位に残ることが可能である
。キャリアはまた、骨形成タンパク質が、疾患部位または病巣部位から、前駆細胞の再生
骨原性活性の速度を最適に増加させるために適切な間隔にわたって、放出されることを可
能にし得る。キャリアはまた、枠組みを供給し得、ここに、重篤に骨粗鬆症の骨における
新たな形成を誘導する。
【００２８】
　例示的な実施形態において、このファミリーのキャリアは、ヒアルロン酸エステルまた
はヒアルロナンベースの材料を含む。本明細書中で使用される場合、用語「ヒアルロン酸
」、「ヒアルロナンベースの材料」および「ヒアルロン酸誘導体」は、交換可能に使用さ
れて、ヒアルロン酸（以下に定義されるような）およびその塩（例えば、ナトリウム塩、
カリウム塩、マグネシウム塩、マグネシウム塩、カルシウム塩など）を意味する。成形お
よび乾燥の後、このヒアルロン酸キャリアは、以下に詳細に記載される注射または移植に
適した形態（例えば、円筒形の棒）になる。このような棒は、従来の皮下針または皮下注
射器への充填、および骨内空間への注射に耐えるのに十分剛性である。剛性であるが、ヒ
アルロンナンベースのキャリア材料は、高い引っ張り強さおよび低い脆弱性を有する。本
発明の固体棒状組成物は、好ましくは、比較的高い材料密度（３０～１００％）、低いマ
クロ多孔性（ｍａｃｒｏｐｏｒｏｓｉｔｙ）、および低い含水量を有する。
【００２９】
　ヒアルロン酸は、種々の組織（滑液、硝子体液、ヒト臍帯および鶏頭を含む）において
天然に存在する。ヒアルロン酸は、結合組織（例えば、皮膚、腱、筋肉および軟骨）の細
胞内マトリクスの主成分である。これらの組織の細胞に機械的支持を提供することに加え
て、ヒアルロン酸はまた、他の重要な生物学的機能（水和、潤滑、細胞移動および分化を
含む）を促進する（例えば、Ｂａｌａｚｓら，Ｃｏｓｍｅｔｉｃｓ　＆　Ｔｏｉｌｅｔｒ
ｉｅｓ　５（８４）：８－１７を参照のこと）。ヒアルロン酸は、天然の組織（例えば、
鶏頭）から抽出され得るか、または組換え法によって生成され得る。抽出によって得られ
るヒアルロン酸の分子量は、一般に、８００万～１３００万の範囲である。ポリサッカリ
ドは不安定であり、かつ種々の物理的（機械的、放射線）および化学的な因子によって容
易に分解される。結果として、従来の精製プロセスは、一般に、低分子量のヒアルロン酸
の水和されたフラクションを生成する（Ｂａｌａｚｓら、前出を参照のこと）。
【００３０】
　本明細書中で使用される場合、用語「ヒアルロン酸」とは、分子量に関わらず、Ｄ－グ
ルクロン酸およびＮ－アセチル－Ｄ－グルコサミン残基を含む、種々の分子量のフラクシ
ョンおよびその誘導体の混合物を含む酸性ポリサッカリドをいう。ヒアルロン酸の誘導体
としては、例えば、エステル化、架橋、硫酸化などにより化学的に修飾されたヒアルロン
酸が挙げられる。ヒアルロン酸は、例えば、Ｊｅａｎｌｏｚら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．１８６：４９５－５１１（１９５０）；Ｊａｇｅｒら，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ
　１０６５－１０６７；Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．１６７：７１１－７１６（１９７７）；Ｊ
ｅａｎｌｏｚら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．１９４：１４１－１５０（１９５２）；また
はＪｅａｎｌｏｚら，Ｈｅｌｖｅｔｉｃａ　Ｃｈイｍｉｃａ　Ａｃｔａ　３５：２６２－
２７１（１９５２）に記載されるように、ヒアルロン酸のメチルエステルのようなエステ
ルであり得る。
【００３１】
　例示的な実施形態において、ヒアルロン酸は、ヒアルロン酸と、脂肪族アルコール、芳
香族アルコール、芳香／脂肪族アルコール、脂環式アルコールまたはエテロ環式（ｅｔｈ
ｅｒｏｃｙｃｌｉｃ）アルコールとのエステルであり、ここでこの酸のカルボン酸基の全
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てまたは一部は、エステル化されている（例えば、米国特許第５，３３６，７６７号（そ
の全体が本明細書中で参考として援用される）に記載されるヒアルロン酸誘導体）。ヒア
ルロン酸出発物質は、同時係属中の米国出願番号０９／６８７，２８３（２０００年１０
月１３日出願、その全体が本明細書中で参考として援用される）に記載されるとおりであ
り得る。特に、ヒアルロナンベースの出発物質は、不織パッド、フェルト、シート、粉末
、スポンジおよびマイクロスフェア（商品名Ｈｙａｆｆ（登録商標）としてＦｉｄｉａ　
Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，Ａｂａｎｏ　Ｔｅｒｍｅ，Ｉｔａｌｙから
販売）のような固体である。Ｈｙａｆｆ（登録商標）材料は、例えば、米国特許第４，８
５１，５２１号；同第４，９６５，３５３号；および同第５，２０２，４３１号；ならび
にＥＰ０２１６４５３（これらの全てはその全体が本明細書中で参考として援用される）
に記載される。このＨｙａｆｆ（登録商標）材料は、エステル部分（例えば、ベンジル、
エチル、プロピル、ペンチル、または巨大分子（例えば、ヒドロコルチゾンまたはメチル
プレドニゾン））の１つまたは組合せ、および種々のエステル化度（すなわち、部分エス
テルまたは完全エステル）を有するヒアルロン酸のエステルである。Ｈｙａｆｆ（登録商
標）材料の部分エステルは、５０～９９％の範囲のエステル化％によって特定され（例え
ば、Ｈｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）およびＨｙａｆｆ－１１ｐ８０（登録商標））
、一方、完全エステルは、ヒアルロン酸の１００％エステルである（例えば、Ｈｙａｆｆ
－１１（登録商標））。本発明の組成物の所望の取扱特性を提供することに加えて、Ｈｙ
ａｆｆ（登録商標）材料はまた、活性成分のバイオアベイラビリティおよび吸収動力学を
操作するための手段を提供する（例えば、米国特許第６，３３９，０７４号；同第６，２
３２，３０３号；および同第６，０６６，３４０号（これら全てはその全体が本明細書中
で参考として援用される）を参照のこと）。
【００３２】
　別の例示的な実施形態において、ヒアルロナンベースの出発物質は、ヒアルロン酸エス
テルと、天然ポリマー、天然ポリマーの半合成誘導体および／または合成ポリマーとの繊
維の混合物を含む不織繊維である。この混合物は、約１～約１００％のヒアルロン酸を含
み得る。本発明で有用な天然ポリマーとしては、限定されることなく、コラーゲン、もし
くはコラーゲンとグリコサミノグリカンとの共沈殿物；セルロース、ポリサッカリド、例
えば、キチン、キトサン、ペクチンもしくはペクチン酸、寒天、アガロース、キサンタン
ゴム、ゲラン（ｇｅｌｌａｎ）、アルギニン酸もしくはアルギネート、ポリマンナンもし
くはポリグリカン、デンプンおよび天然ゴムが挙げられる。本発明で有用な天然ポリマー
の半合成誘導体としては、例えば、天然ポリマー、例えば、物質（例えば、アルデヒドも
しくはアルデヒド前駆体、ジカルボン酸もしくはそのハロゲン化物、ジアミン、セルロー
スの誘導体、アルギニン酸、デンプン、ヒアルロン酸、キチンまたはキトサン、ゲラン、
キサンタン、ペクチンもしくはペクチン酸、ポリグリカン、ポリマンナン、寒天、アガロ
ース、天然ゴムおよびグリコサミノグリカン）と架橋されたコラーゲンが挙げられる。合
成ポリマーとしては、例えば、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリジオキサン、ポリホス
ファゼン（ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｚｅｎｅ）、ポリスルホン樹脂、ポリウレタン樹脂、
ならびにそれらのコポリマーおよび誘導体が挙げられる。本発明で有用な例示的な不織繊
維材料は、これらの材料を作製する方法を含めて、米国特許第５，５２０，９１６号（１
９９６年５月２８日発行、これはその全体が本明細書中で参考として援用される）に記載
される。
【００３３】
　ＴＧＦ－βタンパク質の骨原性ポテンシャルについて多くのことが知られているが、最
近の報告によって、特定の骨誘導剤（例えば、ＢＭＰ－２）の局所投与が、投与部位にお
ける一過的な骨形成活性を刺激することが示される。ＢＭＰによって誘導される新たな骨
の形成を進行させるこの反応は、「一過性吸収現象」と呼ばれた。
【００３４】
　骨吸収を阻害することが知られている因子は、その後の骨形成を阻害することなく、Ｂ
ＭＰの局所投与に関連する初期の骨吸収の遅延または減少において有用な役割を果たし得
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る。臨床的に、ビスホスホネート治療は、骨のターンオーバー指数を劇的に低下させ、骨
のミネラル密度を増大し、そして骨減少症の女性において、股関節および脊椎の骨折の危
険性を低下させることが示されている（例えば、Ｆｌｅｉｓｃｈ，Ｈ．，Ｂｉｏｐｈｏｓ
ｐｈｏｎａｔｅｓ　Ｉｎ　Ｂｏｎｅ　Ｄｉｓｅａｓｅ，Ｆｒｏｍ　Ｔｈｅ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｔｏ　Ｔｈｅ　Ｐａｔｉｅｎｔ，第３版，Ｐａｒｔｈｅｎｏｎ　Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｉｎｇ（１９９７）（これはその全体が本明細書中で参考として援用される）を参照の
こと）。従って、一実施形態において、骨吸収インヒビター（例えば、ビスホスホネート
）が、骨誘導剤と共に同時投与されて、ＢＭＰの骨内送達に関連する初期の骨吸収が予防
または最小化される。ビスホスホネートの同時投与は、骨増強効果をなお生じさせつつ、
この所望しない吸収段階をブロックする。
【００３５】
　それらの治療効果にも関わらず、ビスホスホネートは、経口摂取された場合、胃腸管で
ほどんど吸収されない。この乏しいバイオアベイラビリティの問題を解決するために、静
脈内投与が使用されてきた；しかし、この様式は、投薬の持続時間および頻度に起因して
、費用がかかりかつ不便であると考えられる。本発明は、ビスホスホネートをキャリア中
に組み込み、これを所望の作用部位に直接局所的に送達することによって、この欠陥を克
服する。
【００３６】
　本発明の一実施形態において、骨吸収インヒビターは、第２の活性成分として注射可能
骨誘導組成物に組み込まれる。この骨吸収インヒビターは、成形工程および乾燥工程の前
に、骨原性タンパク質、ヒアルロン酸キャリア、および／または任意の賦形剤と混合され
得る。次いで、最終混合物が、例えば、非溶媒または空気中への押し出しによって成形さ
れる。
【００３７】
　本発明の別の実施形態において、骨吸収インヒビターは、骨原性組成物に続いてまたは
骨原性組成物と共に投与される。この実施形態によると、骨原性組成物は、骨の成長また
は修復が必要な特定の領域に、別個の送達ビヒクル中の骨吸収インヒビターと同時の投与
または逐次投与のいずれかで、局所的に投与され得る。従って、骨吸収インヒビターは、
例えば、徐放性キャリアの状態での注射または外科的移植によって、処置されるべき部位
に直接注射または移植され得る。このキャリアは、任意の薬学的に受容可能なキャリアで
あり得、これらの多くは、当該分野で公知であり、かつ容易に入手可能である（例えば、
Ｍａｒｔｉｎ，Ｅ．Ｗ．，Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．，最新版）（これはその全体が本明細書中出
参考として援用される）を参照のこと）。このキャリアは、好ましくは、徐放性キャリア
であり、最も好ましくは上記のヒアルロン酸エステルまたはヒアルロナンベースの材料で
ある。現在好ましいキャリアは、本明細書中の他の場所に記載されるように、固体の棒に
形成される。
【００３８】
　本明細書中で使用される場合、用語「骨吸収の阻害」とは、骨の減少の予防、特に、破
骨細胞形成または破骨細胞活性の直接的または間接的な変更による現存の骨の除去の阻害
をいう。従って、本明細書中で使用される場合、用語「骨吸収インヒビター」とは、破骨
細胞の形成または活性の直接的または間接的な変更によって、骨減少を予防または阻害す
る因子をいう。
【００３９】
　本明細書中で使用される場合、用語「ビスホスホネート」とは、関連の二リン酸および
塩、ならびに種々の結晶形態およびアモルファス形態のビスホスホネートをいう。特定の
実施形態において、このビスホスホネートは、アレンドロネート（ａｌｅｎｄｒｏｎａｔ
ｅ）、シマドロネート（ｃｉｍａｄｒｏｎａｔｅ）、クロドロネート（ｃｌｏｄｒｏｎａ
ｔｅ）、ＥＢ－１０５３、エチドロネート、イバンドロネート（ｉｂａｎｄｒｏｎａｔｅ
）、ネリドロネート（ｎｅｒｉｄｒｏｎａｔｅ）、オルパドロネート（ｏｌｐａｄｒｏｎ
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ａｔｅ）、パミドロネート（ｐａｍｉｄｒｏｎａｔｅ）、リゼドロネート（ｒｉｓｅｄｒ
ｏｎａｔｅ）、チルドロネート（ｔｉｌｕｄｒｏｎａｔｅ）、ＹＨ　５２９、ゾレンドロ
ネート（ｚｏｌｅｎｄｒｏｎａｔｅ）、ならびにそれらの薬学的に受容可能な塩、エステ
ル、酸および混合物からなる群から選択される。
【００４０】
　本明細書中で有用な骨吸収インヒビターの量は、破骨細胞の形成または活性の直接的ま
たは間接的な変更によって、初期の骨減少（代表的には、ＢＭＰの局所投与に関連する）
を予防または阻害するのに有効な量である。必要とされる正確な投薬量は、処置される欠
損のサイズおよび性質、ならびに送達される骨原性薬剤の量に依存する。一般に、送達さ
れるホスホネートの量は、材料１立方センチメートルあたり、約１～約３００ｍｇ、具体
的には約１０～約１００ｍｇ、そして例示的には約１００～約５００ｍｇの範囲である。
適用部位は、好ましくは、局所（骨内）であるが、全身送達のための筋肉内または皮下の
ような他の非経口部位であり得る。
【００４１】
　本発明の組成物において有用であり得るさらなる添加剤または賦形剤としては、限定さ
れることなく、薬学的に受容可能な塩、ポリサッカリド、ペプチド、タンパク質、アミノ
酸、合成ポリマー、天然ポリマーおよび／または界面活性剤が挙げられる。このような賦
形剤は、活性成分の放出を安定化および／または調整する処方物の分野において周知であ
る。有用なポリマーとしては、例えば、米国特許第５，１７１，５７９号（この開示全体
は本明細書中で参考として援用される）に記載されるものが挙げられる。合成ポリマーま
たは界面活性剤としては、限定されることなく、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）（例
えば、逆熱ゲル化の特有の特性を示す水溶性ＡＢＡ型ブロック界面活性コポリマーのクラ
スである、Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ　４０７ゲル）が挙げられる。他の有用な合成ポリマーと
しては、ポリラクチドおよびポリエチレングリコール（ポリ（ラクチド）／ポリ（エチレ
ングリコール）、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ポリ（エチレングリコール）、ポリ
オキシエチレンオキシド、カルボキシビニルポリマーおよびポリ（ビニルアルコール）を
含む）が挙げられる。天然ポリマーとしては、限定されることなく、アルギニン酸ナトリ
ウム、キトサン、コラーゲン、ゼラチン、ヒアルロナン、およびセルロース性物質（例え
ば、ヒドロキシセルロース）が挙げられる。他の有用な賦形剤としては、ペプチド、タン
パク質およびアミノ酸が挙げられる。
【００４２】
　本発明の１つの実施形態において、賦形剤は、粉末形態で存在し、これは、次いで、有
機溶媒中の溶解したＨｙａｆｆ－１１（登録商標）内に活性成分とともに混合され、そし
てエタノール（非溶媒）中に押し出されて、棒を形成し、次いでこれをリンスおよび乾燥
する。最終組成物は、１つまたは組合せの賦形剤、好ましくは、塩、糖（例えば、スクロ
ース）、および／またはアミノ酸（例えば、グリシンおよび／またはグルタミン酸）を含
み得る。本発明の組成物は、約１～約６０％（ｗ／ｗ）のアミノ酸、約１～約６０％（ｗ
／ｗ）の糖、および約１～約６０％（ｗ／ｗ）の合成ポリマーを含み得る。本発明の別の
実施形態において、処方物は、約２０～５０％（ｗ／ｗ）のアミノ酸、および／または約
５～約５０％（ｗ／ｗ）の糖、および／または約２０～５０％（ｗ／ｗ）の合成ポリマー
を含む。
【００４３】
　本発明の注射可能組成物は、任意の臨床的に受容可能な注射の様式で投与され得る。多
くの市販のシリンジは、本発明における使用のため、および本発明の組成物の投与のため
に適切であり得る。例えば、適切なシリンジは、入手可能であり、Ｃａｌａｓｅｐｔ（登
録商標）シリンジ（ＪＳ　Ｄｅｎｔａｌ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ，Ｒｉｄｇｅｆｉ
ｅｌｄ　ＣＴ］は、非吸引または改変吸引カートリッジシリンジ中、等張性生理食塩水溶
液中の滅菌水酸化カルシウムペーストを含み；Ｈｅｎｋｅ－Ｊｅｃｔ（登録商標）吸引シ
リンジおよびＨｙｐｏ（登録商標）歯科用シリンジ／針［Ｓｍｉｔｈ　＆　Ｎｅｐｈｅｗ
　ＭＰＬ，Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｐａｒｋ，ＩＬ；ＭＰＬ，Ｉｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ　Ｉ
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Ｌからの骨内針；ならびにＬｕｅｒ－Ｌｏｋ（登録商標）Ｓｙｒｉｎｇｅｓ［Ｂｅｃｔｏ
ｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ］は、全て、本発明にお
ける使用のための適切なシリンジであり得る。注射可能棒を保持および送達し得、そして
／またはオブズレーター（ｏｂｄｕｒａｔｏｒ）とともに押し出しを可能にし得る任意の
シリンジが、使用について適切である。
【００４４】
　本発明の１つの実施形態において、固体棒状組成物は、選択された解剖学的位置内に経
皮的または外科的に予め配置された適切なサイズおよびタイプの皮下針を使用して、骨内
に送達される。皮下針の経皮的配置は、視覚的配置のための蛍光透視鏡を使用してまたは
使用することなく、既知の解剖学的標識の手動触診を使用して達成され得る。蛍光透視鏡
はまた、皮下針の配置の前および／または同時に外科移植と組み合わせて使用され得る。
【００４５】
　例示的な実施形態において、ガイドワイヤ（一般的に、「ｋ－ワイヤ」と呼ばれる）は
、最初に、皮下針のためのガイドとして役立つように、所望の解剖学的位置内に経皮的に
挿入される。皮下針は、ガイドワイヤ上で挿入され、このガイドワイヤは、次いで、皮下
針のみを適所に残すように取り出される。次いで、固体棒状組成物は、皮下針のハブ端部
内に挿入される。この組成物の装填に続いて、第２のガイドワイヤが、針内に挿入され、
これは、固体組成物を針の先端に進めるために使用される。次いで、針は、組成物を骨内
の所望の位置に固着させるために、ガイドワイヤを残して除去される。最後に、ガイドワ
イヤは、固体組成物を適所に残して除去される。別の実施形態において、本発明の固体棒
状組成物は、針バレル内に予め配置される。所望の解剖学的位置内に配置した後に、シリ
ンジのプランジャーは、デバイスが引き出される場合に、針バレル内に進み、固体棒状組
成物を所望の位置に残す。
【００４６】
　本発明の１つの実施形態において、骨形成タンパク質は、骨粗鬆症を処置するための骨
誘導性剤として使用される。このような処置から利益を得える患者は、二重エネルギーＸ
線吸光光度法（ＤＥＸＡ）、定量コンピュータ断層撮影法（ＱＣＴ）、単一光子吸光光度
法、超音波伝達速度（ＵＴＶ）、および／またはラジオグラフ評価を使用する骨質量／密
度の測定を含む、種々の標準的手順のいずれか１つ以上を使用して同定され得る。このよ
うな手順は、臨床医に、骨粗鬆症性または骨減少性の骨損傷の位置および重篤度について
の情報を提供する。処置される損傷を位置付けることに加えて、臨床医は、この情報を使
用して、患者に適切な投与の様式および骨誘導性剤の用量を選択し得る。
【００４７】
　本発明の別の実施形態において、骨形成タンパク質は、伸延性骨形成として公知のプロ
セスにおいて骨誘導性剤として使用される。このプロセスは、移植された骨誘導性剤に応
答した断片骨再生に対する代替である。従来の断片骨修復において、骨誘導性剤およびキ
ャリアは、親の骨の末端間に作製される欠損内に配置される。骨形成が生じるために、骨
誘導性剤は、新たな骨形成を支持するために、十分な数の骨形成細胞の分化を刺激するの
に十分な滞留時間を欠損内で有しなければならない。伸延性骨形成のプロセスは、高度に
脈管性である伸延した親骨端部間に再生構築物を作製し、そして骨形成細胞になるように
なっている大きな集団の間葉幹細胞を含む。結果として、再生構築物は、ｒｈＢＭＰ－２
のような細胞分化増殖因子が、断片欠損内の骨の誘導に対して迅速な骨誘導を刺激するの
にかなりより理想的な環境を表す。
【００４８】
　伸延性骨形成のプロセスは、初期の潜在期間で開始し、これは、線維性結合が、伸延さ
れる骨末端間で形成されることを可能にする。潜在期間に続いて、骨末端は、ヒトの臨床
の場合、１日当たり１ｍｍまでの制御された速度でゆっくり伸延される。一旦、再生物が
形成され、骨末端が、適切な長さまで伸延すると、再生物が骨を形成し得るために長期の
硬化期間が必要とされる。４～６ヶ月のオーダーであり得るこの長期の硬化期間は、かな
りの罹患率と関連する。頻繁な合併症は、ピン軌跡感染を生じ、これは、伸延を生成させ
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るために使用される外部固定装置が適所に残らなければならない延長した時間の長さから
生じる。さらに、長期間外部固定装置を装着することに関連するかなりの心理的影響およ
びライフスタイルの変化が存在する。外部固定装置に関連する合併症に加えて、再生物が
、適切に形成されず、遅延した癒合が生じるかまたは癒合が生じない多くの患者が存在す
る。再生物が応答細胞集団を含み、そして最初の伸延相に続いて既に高度に脈管性である
ので、骨形成タンパク質の使用は、伸展骨形成の通常の長期の硬化期間の間、骨形成の速
度を迅速に加速し得る。伸展相の加速は、骨に関係する軟部組織の伸長によって制限され
る。伸延骨形成を使用して作製される細胞はまた、骨形成のためにプライムされる細胞の
供給源を提供するために収集され得る。これらの細胞は、不死化された細胞株を調製する
ために培養され得る。所望である場合、これらの細胞はまた、ＣＴＬＡ４レセプター［米
国特許第５，４３４，１３１号］またはＣＴＬＡ４リガンドまたはＢ７モノクローナル抗
体［ＷＯ　９６／４０９１５］のような因子を使用して免疫寛容され得る。このような免
疫寛容のための方法および材料は、上記参考文献に開示され、そしてこれらの因子での同
時トランスフェクションまたは処置を含む。これらの参考文献の開示は、本明細書によっ
て、本明細書中で参考として援用される。
【００４９】
　骨粗鬆症および閉鎖骨折を処置することに加えて、本発明の棒状組成物はまた、骨嚢胞
および欠損のような他の骨部位に対する適用を見出し得る。注射可能固体組成物はまた、
非骨部位（例えば、腱、損傷した軟骨組織、靱帯、および／またはそれらの骨への結合部
位）に投与され得る。
【００５０】
　上記議論は、単一の骨誘導性組成物の投与に関連するが、本発明は、別々の処方物での
複数の活性成分（例えば、上記のビスホスホネート組成物）の同時投与を明確に企図する
。複数の活性成分は、同時にまたは別々の送達ビヒクルで別々に、そして個々にまたは組
み合わせて送達され得る。
【００５１】
　投薬レジメンは、取り組まれるべき臨床的徴候によって、ならびに種々の患者の変数（
例えば、体重、年齢、性別）および臨床的症状（例えば、損傷の程度、損傷の部位など）
によって決定される。
【００５２】
　本発明の組成物は、治療的有効量の骨誘導性タンパク質が、軟骨および／または骨形成
が所望される損傷部位に送達されることを可能にする。処方物は、新鮮かつ非癒合性の骨
折、脊椎固定、および整形外科分野における骨欠損修復における自己骨移植片に対する代
替として；頭蓋／顎顔面再構築において；骨再生についての骨髄炎において；ならびに顎
堤および歯周欠損の増強、および抜歯ソケットについての歯科分野において使用され得る
。骨髄炎を処置するためまたは最小の感染での骨修復のために使用される場合、骨形成タ
ンパク質は、抗生物質とともに使用され得る。抗生物質は、骨形成に対して最小の有害な
影響を有しながら、感染を減少させる能力のために選択される。本発明の組成物における
使用のために好ましい抗生物質としては、バンコマイシンおよびゲンタマイシンが挙げら
れる。抗生物質は、任意の薬学的に受容可能な形態（例えば、バンコマイシンＨＣｌまた
はゲンタマイシンスルフェート）で存在し得る。抗生物質は、好ましくは、約０．１ｍｇ
／ｍＬ～約１０．０ｍｇ／ｍＬの濃度で存在する。薬学的に受容可能な形態の処方物（す
なわち、発熱物質を含まない、適切なｐＨ、および等張性、滅菌性など）の従来の調製は
、十分に当該分野の技術範囲内であり、本発明の処方に適用可能である。
【００５３】
　本発明の固体棒状組成物はまた、他の薬物、増殖因子、ペプチド、タンパク質、サイト
カイン、オリゴヌクレオチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ＤＮＡ、およびポリマ
ーと組み合わせて利用され得る。これらの化合物は、それらをヒアルロン酸キャリアと混
合させることによって、またはキャリアに共有結合させることによって、添加され得る。
ヒアルロン酸組成物はまた、ＢＭＰをコードするＤＮＡ、およびＢＭＰをコードする遺伝
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子を形質導入またはトランスフェクトされた細胞ともに使用され得る。
【００５４】
　以下の実施例は、本発明の例示であり、そしていかなる様式でも制限しない。改変、変
更、および小さな向上が企図され、本発明の範囲内である。
【実施例】
【００５５】
　（実施例１：Ｈｙａｆｆ－１１棒の処方）
　注射可能１００％エステル化Ｈｙａｆｆ－１１棒状処方物（１ｍｍの直径）を調製し、
そして組換えヒト骨形成タンパク質－２（ｒｈＢＭＰ－２）の保持および骨形成効力につ
いて評価した。棒状組成物は、キャリアとしてのＨｙａｆｆ－１１（登録商標）ヒアルロ
ナンベースの材料、活性成分としての２用量（表１を参照のこと）のｒｈＢＭＰ－２、お
よび放出動力学の調節のための種々の量の賦形剤から構成された。この実施例において使
用される賦形剤は、グルタミン酸または緩衝塩のいずれかの乾燥粉末形態からなった。緩
衝塩は、０．５％スクロース、２．５％グリシン、５ｍＭ　Ｌ－グルタミン酸、５ｍＭ　
ＮａＣｌ、および０．０１％ポリソルベート８０を含んだ。Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標
）ベースの組成物は、相反転プロセスを使用して棒状に形成した。簡単に述べると、ｒｈ
ＢＭＰ－２および賦形剤（グルタメートおよび緩衝塩）を、有機溶媒Ｎ－メチルピロリド
ン（ＮＭＰ）中に予め溶解したＨｙａｆｆ－１１（登録商標）粒子（１０％ｗ／ｖ）に混
合し、シリンジおよびカテーテル（例えば、１６－ゲージ）を使用して過剰のエタノール
（非溶媒）中に押し出し、１時間相反転させ、リンスし、そして乾燥した。乾燥工程は、
２４時間の空気乾燥、続く、２４時間の凍結乾燥工程からなった。計量シリンジポンプを
使用して、好ましくは、０．２ｍＬ／分の注入速度を使用して押し出しを行った。以下の
Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）ベースの組成物を調製した：Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標
）、２０％（ｗ／ｗ）ｒｈＢＭＰ－２、および４０％（ｗ／ｗ）グルタメート（すなわち
、４０／４０／２０（ｗ／ｗ）Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）／グルタメート／ｒｈＢＭ
Ｐ－２）；Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）、６０％（ｗ／ｗ）ｒｈＢＭＰ－２／緩衝塩（
すなわち、４０／６０（ｗ／ｗ）Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）／ｒｈＢＭＰ－２）；お
よびＨｙａｆｆ－１１（登録商標）、２０％（ｗ／ｗ）ｒｈＢＭＰ－２、および２０％（
ｗ／ｗ）緩衝塩（すなわち、６０／２０／２０（ｗ／ｗ）Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）
／緩衝塩／ｒｈＢＭＰ－２）。高いｒｈＢＭＰ－２用量を、Ｈｙａｆｆ－１１と組み合わ
せる前に、タンパク質処方物を脱塩することによって得た。乾燥棒を、代表的に、さらな
る評価のために１または２ｃｍのセグメントに切断した。この棒の理論的用量は、表１に
列挙される。
【００５６】
　投与の好ましい様式は、骨内部位内への固体棒を注射するためのオブズレーターを備え
る１６－ゲージ皮下針である。
【００５７】
　表１
　（注射可能Ｈｙａｆｆ（登録商標）棒処方物のためのｒｈＢＭＰ－２用量）
【００５８】
【表１】
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【００５９】
　（実施例２：Ｈｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）棒の配合）
　注入可能な６５％エステル化Ｈｙａｆｆ－１１ｐ６５棒状組成物（直径１ｍｍ）を調製
し、ｒｈＢＭＰ－２保持効率および骨原性効率について評価した。この棒状組成物は、Ｈ
ｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）ヒアルロナンベースの材料をキャリアとして、２つの
用量（表１を参照のこと）のｒｈＢＭＰ－２を活性成分として含んだ。２０（ｗ／ｗ）ｒ
ｈＢＭＰ－２（すなわち、８０／２０（ｗ／ｗ）Ｈｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）／
ｒｈＢＭＰ－２）または４０％（ｗ／ｗ）ｒｈＢＭＰ－２（すなわち、６０／４０（ｗ／
ｗ）Ｈｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）／ｒｈＢＭＰ－２）を含む、Ｈｙａｆｆ－１１
ｐ６５（登録商標）ベースの組成物を、脱塩したｒｈＢＭＰ－２とＨｙａｆｆ－１１ｐ６
５（登録商標）不織パッドとを乾燥形態で混合し、続いて、不織パッドの重量の１８．７
５５％（ｗ／ｖ）まで水和し、白色のペースト様粘度まで混合し、シリンジに移し、カテ
ーテル（例えば、１６ゲージ）を通して押し出し、乾燥することによって調製した。この
方法のバリエーションは、ペーストをカテーテルから棒形態へと押し出す工程、棒を凍結
させる（－８０℃または液体窒素で）工程、わずかに大きい直径のチューブ（例えば、１
４ゲージのカテーテル）に挿入する工程、および乾燥する工程からなる。この乾燥工程は
、２４時間の風乾工程、その後の２４時間の凍結乾燥工程からなる。棒調製物の代替の方
法は、１．５ｍｍの内径のシリコン（ｓｉｌａｓｔｉｃ）チューブまたはＴｅｆｌｏｎ（
登録商標）／ＦｅＰチューブにＨｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）ペーストを形作る工
程、その後の乾燥工程を含む。投与の好ましい様式は、固形棒を骨内部位に押し進めるた
めのオブジュレーター（ｏｂｄｕｒａｔｏｒ）を備える、１６ゲージの皮下針である。
【００６０】
　（実施例３：インビトロでの特徴づけ）
　全ての棒状組成物は、剛性で、直線的で、処理可能であり、かつ、１６ゲージ針を通し
て注入可能であった。Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）棒組成物の走査電子顕微鏡写真（Ｓ
ＥＭ）は、代表的に、固形で、密で、かつ滑らかであったが、Ｈｙａｆｆ－１１ｐ６５（
登録商標）棒組成物の走査電子顕微鏡写真は、天然の不織繊維の短い繊維性セグメントで
密に充填されていた。棒状組成物におけるｒｈＢＭＰ－２の生物活性を、組成物からｒｈ
ＢＭＰ－２を抽出し、マウスＷ－２０－１７間質細胞においてアルカリホスファターゼ（
骨マーカー）発現を誘導するそれらの能力を試験した後に得た。Ｈｙａｆｆ－１１（登録
商標）棒組成物およびＨｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）棒組成物からのｒｈＢＭＰ－
２は、生物活性であった。
【００６１】
　（実施例４：インビボでの局所生体分布）
　インビボでのｒｈＢＭＰ－２保持プロファイルの範囲を、Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標
）棒組成物およびＨｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）棒組成物を使用して得た。１ｃｍ
の棒状組成物（実施例１および２に記載されるように調製した）におけるｒｈＢＭＰ－２
の局所保持時間を、１２５Ｉ－ｒｈＢＭＰ－２およびγシンチグラフィ－を使用して、ウ
サギ遠位大腿骨内モデルにおいて評価した（図１）。Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）（Ｈ
ｙａｆｆ－１１ｐ６５（登録商標）ではない）を含む処方物は、ＢＭＰ－２の用量または
賦形剤に関わらず、ｒｈＢＭＰ－２の遅延性で持続性の放出を提供した。エチレンオキシ
ドによるグルタミン酸賦形剤の滅菌は、γ線滅菌したグルタミン酸と比較して、初めの３
日間でわずかにより突発した放出を提供した。８０／２０（ｗ／ｗ）Ｈｙａｆｆ－１１ｐ
６５（登録商標）／ｒｈＢＭＰ－２組成物は、ｒｈＢＭＰ－２の最も速い放出速度論を提
供した。
【００６２】
　（実施例５：有効性および生体適合性）
　上記のように調製された、Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）ベースの組成物（Ｈｙａｆｆ
－１１ｐ６５（登録商標）ではない）を、ラットの皮下（腹側の胸郭）および骨内（遠位
大腿）投与の２週間後に、生体適合性および骨形成に対する効果を評価した。棒状組成物
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を骨内投与および皮下投与のためにそれぞれ２ｍｍおよび１０ｍｍの長さにした。皮下の
投与部位のＸ線分析および組織学的分析は、ｒｈＢＭＰ－２を含む棒状組成物に隣接した
骨形成を示した。このことは、ｒｈＢＭＰ－２／Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）棒が、骨
誘導性であったことを示唆する（データは示さず）。皮下および骨内の両方の投与部位は
、最小限の炎症性応答を示し、このことは、ヒアルロン酸／ＢＭＰ－２組成物の良好な生
体適合性を示唆する。Ｈｙａｆｆ－１１（登録商標）棒状組成物およびＨｙａｆｆ－１１
ｐ６５（登録商標）棒状組成物をさらに、ウサギの遠位大腿に注入し、７週間後、骨内空
間においてかなりのデノボ骨形成が特に、８０／２０（ｗ／ｗ）Ｈｙａｆｆ－１１ｐ６５
（登録商標）／ｒｈＢＭＰ－２処方物および４０／４０／２０（ｗ／ｗ）Ｈｙａｆｆ－１
１（登録商標）／グルタミン酸／ｒｈＢＭＰ－２処方物において、組織学により観察され
た（データは示さず）。卵巣摘出したヒヒの遠位橈骨へ８０／２０（ｗ／ｗ）Ｈｙａｆｆ
－１１ｐ６５（登録商標）／ｒｈＢＭＰ－２処方物を注入すると、組織学的に未処理のコ
ントロールと比較して、柱状骨容積の３０％の相対的な増加を生じた（データは示さず）
。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
【図１】図１は、ウサギ遠位大腿骨（骨内）モデルにおける種々のヒアルロン酸／ｒｈＢ
ＭＰ－２組成物についてのＢＭＰ－２の局所保持時間を示すグラフである。

【図１】
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