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(57)【要約】
患者におけるカルシウム、リン酸、および副甲状腺ホル
モンのレベルを測定する方法を開示する。フォスフォト
ニン活性を有する化合物を含む製剤で患者を処置し、お
よびその後再び測定を行なう。必要に応じて測定、投与
、および投薬の調整を継続的に繰り返しながら、製剤の
投薬を測定に基づいて調整する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　担体ならびに配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列および少な
くとも長さ51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン(phosphotonin)活性を有するその生物
学的活性断片より選択される分子の治療的有効量を含む、副甲状腺ホルモンの循環レベル
を低下させるために製造される薬学的組成物。
【請求項２】
　製剤が、
　（a）リン酸の循環レベルを低下させること；
　（b）腎尿細管細胞におけるナトリウム依存性リン酸共輸送体の効果を低下させること
；
　（c）リン酸の腸吸収を低下させること；
　（d）腸細胞におけるナトリウム依存性リン酸共輸送体の効果を低下させること；およ
び
　（e）患者の循環中のリン酸を患者の硬組織に吸収すること
より選択される付加的な効果のために製造される、請求項1記載の組成物。
【請求項３】
　（a）～（e）の全てのために製造され、硬組織が骨である、請求項2記載の組成物。
【請求項４】
　（a）患者のカルシウムの循環レベルを低下させること；
　（b）循環中のカルシウムを患者の硬組織に吸収すること
より選択される付加的な効果を有する量および期間にわたる投与のための製剤として提供
され；ならびに
　アミノ酸配列が遺伝子改変された大腸菌（E.coli）、哺乳動物細胞、およびチャイニー
ズハムスター卵巣細胞より選択される供給源によって産生される、請求項1記載の組成物
。
【請求項５】
　アミノ酸配列がペグ化されている、請求項1記載の組成物。
【請求項６】
　以下の工程を含む患者を処置する方法：
　（a）患者における副甲状腺ホルモン（PTH）、リン酸（PO4）、およびカルシウム（Ca
）のレベルを測定する工程；
　（b）担体およびフォスフォトニン活性を有するペプチドを含む1用量の製剤を患者に投
与する工程；ならびに
　（c）フォスフォトニン活性を有するペプチドを投与した後のレベルを決定するために
、患者における（PTH）、（PO4）、および（Ca）のレベルを再測定する工程。
【請求項７】
　（d）（c）で決定された（PTH）、（PO4）、および（Ca）のレベルに基づいて（b）で
の用量を調整する工程をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　（e）（a）～（d）のいずれかを繰り返す工程をさらに含む、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　担体ならびに配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列および少な
くとも長さ51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン活性を有するその生物学的活性断片よ
り選択される分子の治療的有効量を含む、副甲状腺機能亢進症に罹患している対象を処置
するために製造される薬学的製剤。
【請求項１０】
　組成物が二次性副甲状腺機能亢進症を処置するために製造される、請求項9記載の製剤
。
【請求項１１】
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　二次性副甲状腺機能亢進症が慢性腎疾患と関連する、請求項10記載の製剤。
【請求項１２】
　担体ならびに配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列および少な
くとも長さ51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン活性を有するその生物学的活性断片よ
り選択される分子の治療的有効量を含む、副甲状腺機能亢進症および高リン血症に同時に
罹患している対象を処置するために製造された薬学的製剤。
【請求項１３】
　患者が慢性腎疾患に罹患している、請求項12記載の製剤。
【請求項１４】
　担体ならびに配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列および少な
くとも長さ51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン活性を有するその生物学的活性断片よ
り選択される分子の治療的有効量を含む、高カルシウム血症、高リン血症、またはその組
み合わせに罹患している対象の循環中のカルシウム-リン積を低下させるために製造され
る組成物。
【請求項１５】
　慢性腎疾患に罹患している患者のために製造される、請求項14記載の組成物。
【請求項１６】
　心臓血管疾患に罹患している患者のために製造される、請求項14記載の組成物。
【請求項１７】
　担体ならびに配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列および少な
くとも長さ51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン活性を有するその生物学的活性断片よ
り選択される分子の治療的有効量を含む、カルシウム、リン酸、および副甲状腺ホルモン
のそれらの循環レベルを同時に低下させるように副甲状腺機能亢進症および高いカルシウ
ム-リン積を有する対象を処置するために製造される組成物。
【請求項１８】
　慢性腎疾患に罹患している患者のために製造される、請求項17記載の組成物。
【請求項１９】
　心臓血管疾患に罹患している患者のために製造される、請求項17記載の組成物。
【請求項２０】
　担体ならびに配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列および少な
くとも長さ51アミノ酸を含むその生物学的活性断片より選択される分子の治療的有効量を
含む、骨格の喪失を処置するために製造される組成物。
【請求項２１】
　腎性骨ジストロフィーによる骨格の喪失を処置するために製造される、請求項20記載の
組成物。
【請求項２２】
　循環カルシウムおよびリン酸が骨格組織に取り込まれる、または吸収される、請求項21
記載の組成物。
【請求項２３】
　骨格組織が骨である、請求項22記載の組成物。
【請求項２４】
　配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列より選択されるペプチド
および少なくとも長さ51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン活性を有するその生物学的
活性断片を含む、患者における副甲状腺ホルモンのレベルを制御するために製造される組
成物。
【請求項２５】
　カルシウムおよびリン酸レベルとは無関係に副甲状腺ホルモンレベルが制御される、請
求項24記載の組成物。
【請求項２６】
　3日またはそれより多くの期間にわたって投与される、請求項25記載の組成物。
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【請求項２７】
　5日またはそれより多くの期間にわたって投与される、請求項25記載の組成物。
【請求項２８】
　ペプチドが注射によって投与され、かつペプチドが持続放出製剤の中にある、請求項24
記載の組成物。
【請求項２９】
　ペプチドの投与により腸細胞におけるナトリウム依存性リン酸共輸送が阻害される、請
求項24記載の組成物。
【請求項３０】
　配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列由来のペプチドおよび少
なくとも長さ51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン活性を有するその生物学的活性断片
を含む、患者におけるカルシウムのレベルを制御するために製造される薬学的組成物。
【請求項３１】
　注射による投与のために製造される、請求項30記載の組成物。
【請求項３２】
　配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配列由来のペプチドおよび少
なくとも長さ51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン活性を有するその生物学的活性断片
を含む、患者におけるカルシウムおよびリン酸のレベルを同時に制御するために製造され
る薬学的組成物。
【請求項３３】
　副甲状腺ホルモンレベルとは無関係にカルシウムおよびリン酸レベルが同時に制御され
る、請求項32記載の組成物。
【請求項３４】
　許容される賦形剤ならびに配列番号：2、3、5、6、8～13によって示されるアミノ酸配
列およびそれらの長さにおいて少なくとも51アミノ酸を含みかつフォスフォトニン活性を
有するそれらの断片を含む分子の群より選択される1つまたは複数の分子の薬理学的有効
量を含む薬理学的活性成分を含む、薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、骨格組織の形成、破壊、および代謝回転を含むが、これらに限定されない、
副甲状腺ホルモン（PTH）のホルモン効果によって影響される代謝および生物学的機能の
調節を伴う処置の方法に関する。より具体的には、本発明は、副甲状腺ホルモン（PTH）
の代謝を制御するための方法に関する。
【０００２】
相互参照
　本出願は、2005年8月30日に出願された米国特許仮出願第60/713,154号；2005年9月13日
に出願された米国特許仮出願第60/717,115号；および2006年7月19日に出願された米国特
許仮出願第60/807,797号の恩典を主張し、その出願は参照により本明細書に組み入れられ
る。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　PTHは、哺乳動物で主要な役割を果たすように副甲状腺によって産生されかつ全身に循
環される内分泌ホルモンである。ビタミンD3の活性型であるカルシトリオール、カルシト
ニン、およびPTHrpなどの少数のその他のホルモンと協調して、PTHはカルシウム（Ca）お
よびリン酸（PO4）の全身および局所代謝両方を調節することが公知である。
【０００４】
　CaおよびPO4は様々な細胞の生物学的および生理学的機能に必須の基本的過程の多くな
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らびに骨、軟骨、および歯などの骨格組織の石化において中心的な役割を果たす。特に、
骨格の石化は体内のCaおよびPO4の調節に依存的であり、ならびにCa-PO4ホメオスタシス
における任意の乱れは、腎臓、血管系を含む幾つかの重要な組織に対して、および硬組織
の完全性に対して深刻な影響をもたらすことができる。
【０００５】
　腎臓では、CaおよびPO4両方が糸球体濾過液の中へと受動的に失われ、ならびに遠位お
よび近位尿細管で能動的に再吸収されて、血液などの体液におけるそれらの生理学的レベ
ルを維持している。腸では、CaおよびPO4両方が食物から吸収され、ならびにそのような
吸収の調節がCaおよびPO4の全身性ホメオスタシスに寄与していることも公知である。骨
格組織、特に骨は、CaおよびPO4ホメオスタシスに重要な役割を果たす器官の1つであるこ
とも公知である。骨格組織はCaおよびPO4を貯蔵または放出し、循環におけるそれらの適
切なレベルを維持する。
【０００６】
　CaおよびPO4代謝に関連する少数のホルモンの中で、PTHはCaおよびPO4のホメオスタシ
スだけでなく骨代謝回転に対しても最も影響力の大きいホルモンであることが公知である
。PTHは腎尿細管におけるCaの能動的再吸収を増大させ、それによって循環カルシウムを
増大させる。さらに、PTHは腎尿細管におけるPO4の能動的再吸収を阻害することができ、
それによって循環PO4を減少させることができる。PTHは骨格組織の代謝回転を増大させ、
および微小環境に応じて骨量を増大または減少させる。通常、骨のPTHへの継続的な曝露
はより高い骨吸収を結果的にもたらし、それによってより多くのCaが骨から循環中へと動
員される。
【０００７】
　PTHは副甲状腺によって産生されかつ循環中へと分泌される。副甲状腺は、それらのPTH
の分泌を調節するためにCaおよびPO4の血清レベルに感受性である。例えば、低い血清Ca
レベルまたは高い血清PO4レベルはPTH分泌を増大させ、および高い血清Caレベルまたは低
い血清PO4レベルはそれを減少させる。Ca感知分子（CaセンサーまたはCa受容体）がクロ
ーニングされ、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニストが副甲状腺によるPTH分泌
レベルを治療的に調節するために合成されている。
【０００８】
　カルシトニンは甲状腺によって産生され、および破骨細胞機能を阻害し、それがその結
果骨吸収を低下させる。結果として、より多くのCaが循環に入ることなく骨の中に保持さ
れる。
【０００９】
　カルシトリオールは腸における食物からのCa吸収を刺激してその循環レベルを増大させ
る。カルシトリオールはまた、骨代謝回転に影響を与え、およびPTH分泌を低下させる。
【００１０】
　数十年間公知のこれらのホルモンに加え、マトリックス細胞外リン糖タンパク質（MEPE
；Genomics 67 54 2000(非特許文献1), Bone 34 303-319 2004(非特許文献2)）、繊維芽
細胞増殖因子-23（FGF-23；JCEM 86 497-500 2001(非特許文献3)）、およびfrizzled関連
タンパク質-4（FRP-4；Current Opinion in Nephrology and Hypertension 11 423-430 2
002(非特許文献4)）などの少数の新しく同定された分子が、PO4の血清レベルを選択的に
調節する「フォスファトニン」であると主張されている。それらの「フォスファトニン」
分子は、ナトリウム（Na+）依存性リン酸共輸送体（NaPiまたはNPT；Hilfiker, PNAS 95(
24)(1998), 14564-14569(非特許文献5)）を抑制することによって腎尿細管の能動的PO4再
吸収を低下させると考えられている。ナトリウム（Na+）依存性リン酸共輸送体は、腎尿
細管および腸における能動的PO4輸送に最も責任のある分子であると考えられている。
【００１１】
　フォスファトニン活性を有するこれらの分子は、X連鎖低リン酸血症性くる病（XLH）、
常染色体優性くる病（ADR）、および腫瘍誘導性骨軟化症（TIO）［またはあるいは発癌性
低リン酸血症性骨軟化症（OHO）と呼ばれる］などの希少疾患に罹患している患者の臨床
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症状を観察することによって同定された。CaおよびPTHの血清レベルは正常の範囲内であ
るが、これらの疾患は、低リン酸血症（異常に低い血清PO4レベル）、リン酸塩尿症（PO4
の尿中への過度の漏出）、循環における極めて低いレベルのカルシトリオール、および骨
軟化症などの非常によく似た症状を共有する。
【００１２】
　MEPE、FGF-23、およびFRP-4の公表された生物学的データは、それらの生物学的活性がP
O4およびカルシトリオールに選択的であったということをこれまで示唆している（Bone 3
4 303-319 2004(非特許文献2)；Am J Physiol Renal Physiol. 2005 Feb；288(2)：F363-
70(非特許文献6)；J Clin Invest. 2003 Sep；112(5)：785-94.(非特許文献7)）。
【００１３】
　CaおよびPO4ホメオスタシスの障害ならびにPTHおよびカルシトリオールなどのミネラル
代謝ホルモンの不均衡は慢性腎疾患で典型的に観察される。それらは、一般に心不全を結
果的にもたらす血管石灰化、脳血管障害、疾患進行の一様な加速、および慢性腎疾患と関
連する深刻な骨喪失である腎性骨ジストロフィーなどの幾つかの深刻な二次性合併症の病
原体として幅広く認識されている。
【００１４】
　慢性腎疾患は通例、何年もかけて末期腎疾患（ESRD）に進行し、その場合患者は生き続
けるために透析または腎移植を必要とする。疾患進行の過程において、Ca、PO4、およびP
THの不均衡は徐々に進展する。腎臓による減退する濾過機能のために、PO4の血清レベル
が最初に上昇する傾向にある。PTHは腎尿細管でのPO4の再吸収に対する阻害活性を有する
ので、そのようなPO4上昇を防ぐために、より多くのPTHが分泌される。これは通常、二次
性副甲状腺機能亢進症として周知である。ひとたび上昇したレベルのPTHが血清PO4上昇を
防ぐのに不十分になると、血清PO4レベルが顕著に上昇し始める（高リン血症）。この過
程と共に、より高いPTHがCaの腎再吸収および骨吸収を増大させ、それによって血清Caレ
ベルが押し上げられる。これらの事象の全ての結果として、慢性腎疾患患者は、高リン血
症、高い血清カルシウム-リン（Ca・P）積、副甲状腺機能亢進症、および腎性骨ジストロ
フィーを典型的に示す。
【００１５】
　したがって、損なわれた骨格代謝（すなわち、腎性骨ジストロフィー）を処置するだけ
でなく、Ca、PO4、およびPTHの血清レベルを正常化することも、これらの患者における臨
床的必要性である。
【００１６】
　慢性腎疾患患者における合併したCa、PO4、およびPTH不均衡に対処するために、幾つか
の治療化合物が開発および使用されている。高リン血症を制御するために、炭酸カルシウ
ム、酢酸カルシウム（PhosLo）、塩化セベラマー（Renagel（登録商標））、および炭酸
ランタン（Fosrenol）などの「リン酸結合剤」が開発された。しかしながら、これらの薬
物は、それらが血流の中に吸収される前に、腸で食物中のPO4にただ結合するだけである
。それらはある程度の効果を実際に示すが、少なくとも数週間は食事のたびに摂取する必
要がある大量の丸薬のせいで投薬遵守は低い。患者が投薬遵守する場合であっても、血清
リン酸レベルの低下は通常最低限である。
【００１７】
　PTHを制御する少数の治療薬が開発されまたは開発中である。Cinacalcetなどのカルシ
ウム受容体アゴニストは副甲状腺上のカルシウム受容体に結合し、ならびにPTHの産生お
よび分泌を低下させる。しかしながら、カルシウムアゴニストは血清リン酸の低下に効果
的ではない。
【００１８】
　同じ問題に対処するために、ビタミンD3およびその誘導体が慢性腎疾患患者で幅広く用
いられている。しかしながら、それらは時に腸でのCa吸収を刺激し、およびそれらの過度
の使用は時に、骨代謝回転がほぼ完全に停止しかつ骨が再構築されることができない動的
な骨疾患を引き起こす。
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【００１９】
　したがって、PTHレベルを低下させる一方で、リン酸およびカルシウムレベル両方に対
処し得る治療薬は、慢性腎疾患のある患者を含む幅広い範囲の患者に対する独特でかつ極
めて望ましい治療であると考えられる。
【００２０】
【非特許文献１】Genomics 67 54 2000
【非特許文献２】Bone 34 303-319 2004
【非特許文献３】JCEM 86 497-500 2001
【非特許文献４】Current Opinion in Nephrology and Hypertension 11 423-430 2002
【非特許文献５】Hilfiker, PNAS 95(24)(1998), 14564-14569
【非特許文献６】Am J Physiol Renal Physiol. 2005 Feb；288(2)：F363-70
【非特許文献７】J Clin Invest. 2003 Sep；112(5)：785-94
【発明の開示】
【００２１】
本発明の詳細な説明
　本方法を記載する前に、本発明は、そのようなものが、勿論、様々であり得るように、
記載される特定の方法に限定されるわけではないということが理解されるべきである。本
発明の範囲は付随する特許請求の範囲によってのみ限定されるので、本明細書において使
用される術語は特定の態様のみを記載するという目的のためのものであり、かつ限定的で
あることが意図されないということもまた理解されるべきである。
【００２２】
　値の範囲が提供されている場合、その範囲の上限と下限の間の、文脈上明らかにそうで
ないように指示されない限りは下限の単位の10分の1までの、各々の介在値もまた具体的
に開示されるということが理解される。任意の述べられた値または述べられた範囲内の介
在値と任意のその他の述べられた値またはその述べられた範囲内の介在値の間の各々のよ
り小さい範囲が本発明の中に包含される。これらのより小さい範囲の上限および下限が範
囲内に独立に含まれまたは除かれてもよく、ならびに述べられた範囲内の任意の具体的に
除かれた限度を条件として、どちらかの限度がより小さい範囲内に包含され、どちらの限
度もより小さい範囲内に包含されず、または両方の限度がより小さい範囲内に包含される
場合の各々の範囲もまた本発明の中に包含される。述べられた範囲が1つまたは両方の限
度を含む場合、それらの含まれた限度のどちらかまたは両方を除く範囲もまた本発明の中
に含まれる。
【００２３】
　そうでないように定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術的および
科学的用語は、本発明が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同じ意
味を有する。本明細書において記載されるものと同様または同等の任意の方法および材料
を本発明の実施または試験において用いることができるが、可能性がありかつ好ましい幾
つかの方法および材料をこれから記載する。それに関連して刊行物が引用される方法およ
び／または材料を開示および記載するために、本明細書において記述される全ての刊行物
は参照によって本明細書に組み入れられる。本開示は、矛盾がある程度まで、組み入れら
れる刊行物の任意の開示に優先するということが理解される。
【００２４】
　本明細書においておよび付随する特許請求の範囲において使用される場合、単数形の「
1つの（a）」、「1つの（an）」、および「その（the）」は、文脈上明らかにそうでない
ように指示されない限り、複数の指示対象を含むということに留意するべきである。した
がって、例えば、「ペプチド（a peptide）」への言及は複数のそのような「ペプチド（p
eptides）」を含み、ならびに「体液（a body fluid）」への言及は1つまたは複数の体液
（body fluids）および当業者に公知のその同等物などへの言及を含む。
【００２５】
　本明細書において議論される刊行物は本出願の申請日の前にそれらの開示のためにのみ
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提供される。本発明には先行発明によるそのような刊行物に先行する権利がないという承
認として解されるべきものは本明細書において何もない。さらに、提供される刊行物の日
付は、独立に確認される必要があり得る実際の刊行日と異なっていてもよい。
【００２６】
定義
　「処置」、「処置する」という用語、およびそれらと同様の用語は、所望の薬理学的お
よび／または生理学的効果を得ることを通常意味するために本明細書において使用される
。効果は、疾患もしくはその症状を完全にもしくは部分的に防ぐという点で予防的であっ
てもよく、ならびに／または疾患および／もしくは疾患に起因する副作用を部分的にもし
くは完全に治すという点で治療的であってもよい。本明細書において使用される場合の「
処置」という用語は、哺乳動物、特にヒトにおける疾患の任意の処置に当てはまり、およ
び：（a）疾患に罹りやすい可能性はあるが、まだそれを有すると診断されていない対象
において疾患が生ずるのを防ぐ工程；（b）疾患を阻害する工程、すなわちその進展を止
める工程；または（c）疾患を緩和する工程、すなわち疾患の退行を引き起こす工程を含
む。本発明は、リン酸代謝の障害に関する医学的状態がある患者を処置することに向けら
れている。したがって、本発明の処置は、カルシウム、リン酸、またはPTH障害に関連し
た任意の医学的状態を防ぎ、阻害し、または緩和する工程を伴うと考えられる。
【００２７】
　本発明の処置の方法は、X連鎖低リン酸血症性くる病（XLH）、常染色体優性くる病（AD
R）、および発癌性低リン酸血症性骨軟化症（OHO）とも称される腫瘍誘導性骨軟化症（TI
O）などの希少疾患を処置する工程を含む。本発明の方法は、極めて低い血清PO4レベルと
関連する様々な形態の低リン酸血症を処置する工程および尿中へのPO4の過度の漏出と関
連するリン酸塩尿症を処置する工程を含む。本方法は、CaおよびPTHの血清レベルは正常
の範囲内であるが、循環における極めて低いレベルのカルシトリオールを処置する工程お
よび骨軟化症を処置する工程を含む。
【００２８】
　本発明に従う処置は、Ca、PO4、およびPTHのいずれかまたは全てのレベルを任意の様式
でモニタリングし、測定し、および／または決定し、ならびにその後本発明の製剤を投与
する工程を含むことができ、ならびにCa、PO4、およびPTHの全てまたはいずれかのレベル
をその後再びモニタリングし、測定し、および／または決定し、ならびにその後製剤を同
じ量で再投与しならびに／または該レベルの全てもしくはいずれかの最初の投与の効果を
決定するために再測定したレベルに基づいて量を調整し、およびその結果それに従って投
薬を調整する工程をさらに含んでもよい。本明細書において記載される測定および投与す
る方法工程は、必要に応じて、数日、数週、数か月、または数年の期間にわたって繰り返
すことができる。測定は、血液、尿、もしくは任意の体液、または組織に対してであって
もよい。
【００２９】
　「治療的有効量」によって、患者における疾患もしくは障害の1つもしくは複数の症状
をある程度緩和し；または疾患もしくは障害と関連しもしくは疾患もしくは障害の原因と
なる1つもしくは複数の生理学的もしくは生化学的パラメータを部分的にかもしくは完全
にかのいずれかで正常に復帰させる量が意味される。したがって、治療的有効量は、疾患
または障害の発病の可能性を予防的に減少させるのに有効な量であることができる。治療
的有効量は、投与前に測定しかつ測定後に測定した後にCa、PO4、および／またはPTHのレ
ベルに対する治療的に意味のある効果を有することを示す量であってもよい。
【００３０】
発明全般
　本発明は、現在理解されている生理学的機構とは全く異なる様式で副甲状腺ホルモン（
PTH）の代謝を制御する方法に関する。本発明の特定の態様の1つにおいて、PTHの循環レ
ベルを制御する新しい方法を提示する。本発明の態様に従って、製剤は担体ならびに配列
番号：2、3、5、6、8～13より選択されるペプチドおよび少なくとも51アミノ酸から構成
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される任意の生物学的に操作可能なその分画から構成される。別の態様において、Ca、PO

4、およびPTHの全てまたはいずれかのレベルを決定するために、患者の体液（例えば、血
清および／または尿）を検査する。製剤を投与し、かつ適当な期間の後、Ca、PO4、およ
びPTHの全てまたはいずれかのレベルについて患者の体液を再び検査する。最初の処置の
後に得られるレベルを決定した後に、投薬の調整が必要となる場合がある。その後、製剤
の反復投与をしながら処置を続け、その後レベルを検査し、必要に応じて投薬を調整し、
および再び製剤を投与する。投薬、検査、服薬の調整、および最投薬の頻度は、必要に応
じて介護士が決定することができる。
【００３１】
Ca、PO4、およびPTHのホメオスタシスを取り巻く現在の理論
　CaおよびPO4はヒトの身体において健康的な機能を維持するために極めて重要なミネラ
ルである。哺乳動物において、Caの血液レベルは8.5～11mg/dLの範囲で厳密に維持され、
かつ成熟した大人におけるリン（P）の血液レベルは2.7～4.5mg/dLの範囲である。
【００３２】
　人間が普通の食事を取る場合、尿中のカルシウムの期待される量は100～300mg／日であ
り、および尿中のリン酸の正常レベルは900～1300mg／日である。これらのミネラルの血
液濃度がそれらの正常範囲の外に出ると、幾つかの健康問題が生じる。例えば、高カルシ
ウム血症（高過ぎるCaレベル）は、時に癲癇を引き起こし、および高カルシウム血症の極
端な場合には昏睡状態または死を引き起こすニューロンにおける活動亢進を典型的に引き
起こす。過度のリン酸濃度は、骨再構築を損なう骨芽細胞（骨形成細胞）のアポトーシス
を引き起こすことが公知である。高リン酸血症（高過ぎるリン酸レベル）は、アテローム
性動脈硬化症、高血圧症、心不全、脳卒中などのような様々な心臓血管および脳血管疾患
を結果的にもたらす、過度のリン酸及びカルシウムによって形成される不溶性塩類の堆積
による血管石灰化を典型的に引き起こすことも公知である。低リン酸血症（異常に低いリ
ン酸レベル）は通常骨再構築を損ない、および正常ではまだ成長していると考えられる若
い患者において成長遅滞を引き起こす。
【００３３】
　数十年間受け入れられている内分泌学の現在の理論によると、PTH、カルシトリオール
、およびカルシトニンなどの内在性ホルモンはCaおよびPO4のホメオスタシスを調節する
際に主要な役割を果たす。これらの中で、PTHがホメオスタシスを調節するのに中心的な
役割を果たすと考えられている。
【００３４】
　PTHの本来の機能は哺乳動物におけるCaホメオスタシスを維持することである。Caが糸
球体で一度受動的に濾過された後に、PTHは腎尿細管での尿から血清へのCaの能動的再吸
収を刺激する。PTHは腎尿細管細胞に発現するその受容体に結合し、タンパク質キナーゼA
（PKA）を含むタンパク質キナーゼを上方調節し、およびそれによって細胞におけるcAMP
を上方調節し、ならびにCa再吸収を増大させる。PTH検査に対する参照範囲は実験室によ
って幾分異なり、およびカルシウムの結果との関連において解釈されなければならない。
以下の範囲が典型的である：インタクトなPTH：10～65pg/mL、（インタクトなPTHを含む
）PTH N末端：8～24pg/mL、（C末端、インタクトなPTH、および中間分子を含む）PTH C末
端：50～330pg/mL。
【００３５】
　PTHはまた、その受容体ならびにPKAおよびその他のキナーゼを介するシグナリングカス
ケードを通じて骨芽細胞に影響を及ぼす。骨格細胞が循環PTHに絶えず曝露される生理学
的条件では、PTHによって刺激された骨芽細胞が今度は破骨細胞を刺激して骨吸収を加速
させる。全体として、より多くのCaが骨格組織から循環中に放出される場合に、PTHは全
体の骨代謝回転を加速させる。
【００３６】
　腎尿細管および骨格組織におけるこれらのホルモン機能を組合せて、PTHはCa血液レベ
ルを増大させる。
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【００３７】
　副甲状腺はPTH産生レベルを調節するための機構を有する。これらの腺は、Ca受容体ま
たはCaセンサーと呼ばれる、Caの循環レベルを検出することができるセンサー分子を発現
している。高いCaレベルが検出された場合、副甲状腺はそれらのPTH産生を下方調節する
。低いCaレベルが検出された場合、PTH産生は増大する。このように、副甲状腺は、循環C
aレベルに基づいてPTHの産生および分泌を調節し、ならびにCaホメオスタシスを維持する
。
【００３８】
　PTHはまた、PO4ホメオスタシスに寄与する。PTHは腎臓の遠位尿細管におけるPO4の再吸
収を阻害することが公知である。PTHは尿細管細胞上のその受容体に結合し、PKAを介する
カスケードを活性化し、尿細管細胞上のナトリウム依存性リン酸共輸送体（NaPi）の量お
よび／または活性を低下させ、ならびにそれによってPO4再吸収を阻害する。すなわち、P
THはPO4の血清レベルを低下させる。
【００３９】
　詳細な機構はまだ理解されていないが、副甲状腺は、それらのPTH産生を調節するため
に、循環PO4レベルを検出することが可能であるように思われる。循環PO4レベルが上昇し
たままである場合、副甲状腺は、血清PO4レベルを低下させるはずである、より多くのPTH
を産生する。
【００４０】
　要約すると、相互に調節する機構がPTHとCaおよびPO4などのミネラルの間に存在する。
したがって、これらの分子の生理学的レベルを変化させるための方法論はこれらの相互に
関連した機構を考慮に入れなければならない。
【００４１】
PTH調節についての現在の方法論
　CaおよびPO4代謝を調節するという目的のために、今まで少数の方法が提示されている
。
【００４２】
　ある方法に従って、副甲状腺上のCa受容体を修飾し、およびアゴニストまたはアンタゴ
ニストとして作用する合成分子が開発されている。アゴニストはまるで循環Caレベルが高
いかのように副甲状腺にシグナルを送り、およびそれによってPTH産生を低下させる。ア
ンタゴニストは反対のシグナルを送り、PTH産生を増大させる。
【００４３】
　アゴニストは過度のPTH分泌を結果的にもたらす状態を処置する際に有用である。Caア
ゴニストである、Censaparは、慢性腎疾患における二次性副甲状腺機能亢進症を処置する
ための治療薬として承認されている。PTHによる骨組織のパルス様刺激により骨形成が促
進され、および短い半減期のCaアンタゴニストのパルス様投与により副甲状腺によるPTH
のパルス様産生が引き起こされ得るということが公知であるので、アンタゴニストが骨喪
失を処置するために開発されているところである。
【００４４】
　別の方法はPTHに選択的な抗体を用いる工程を伴う。そのようなものとして、抗体は、
副甲状腺機能亢進症状態を処置するために循環PTHを選択的に中和する。
【００４５】
　多くの場合、PTH調節からの究極的な恩恵はCa代謝および／または骨代謝回転を修飾す
ることである。しかしながら、PTHはPO4代謝にも影響を及ぼし、かつPTHそれ自体が、そ
れぞれ、CaおよびPO4によって調節されるので、PTHを調節するための現在利用可能な方法
論は、現在理解されている機構によって制限されている。
【００４６】
CaおよびPO4代謝の伝統的理解
　上記のように、PTHは腎尿細管においてCa再吸収を増大させ、かつPO4再吸収を減少させ
、その結果Caの血清レベルを増大させ、かつ血清PO4を減少させる。PTHはまた、骨組織か
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らCaを動員して血清Caレベルを増大させる。PTHレベルが極めて低い場合、血清Caレベル
は著しく低下し、およびPTHによるより少ない阻害のために尿から血清中へのPO4の再吸収
は増大する。このように、CaおよびPO4は常に反対方向に移動すると通常信じられている
。特に、CaおよびPO4両方の血清レベルを同時に低下させることは実質的に不可能である
と考えられている。さらに、内分泌学の現在の理解に基づくと、3つ全て（Ca、PO4、およ
びPTH）を同時に制御することがあり得ることとは考えられていない。
【００４７】
フォスファトニンリン酸調節ホルモン
　80年代以降、PO4代謝を主に調節する1つまたは複数の内在性分子があり得るという仮説
がある。仮想分子には、「フォスファトニン」という遺伝子名が与えられ、および幾つか
のグループが本分子を単離しようと試みた。
【００４８】
　少数の新規分子が過去2、3年で同定され、および血清PO4レベルを調節することが分か
った。これらの分子は「フォスファトニン」（米国特許第6,818,745号）と称されてもよ
く、ならびにMEPE、FGF-23、およびFRP-4からなった。それらの全てが、CaまたはPTHの血
清レベルに影響を及ぼすことなく、PO4の血清レベルを低下させるように思われた。
【００４９】
　これら3つの分子の全てが、極めて低い血清PO4レベル、極めて低いビタミンD3レベル、
および骨軟化症だが、正常レベルの血清CaおよびPTHによって典型的に特徴付けられる希
少疾患から同定されまたは該疾患と相互に関連付けられた。これらの「フォスファトニン
」の候補分子と相互に関連付けられた疾患におけるこれらの臨床的観察はまた、それらが
CaまたはPTHに影響を及ぼすことのない主要でかつ選択的なPO4の調節因子であるというこ
とを強く示唆した。
【００５０】
　Caを増大させることなくPO4を制御する方法を提示するように思われたので、Ca、PO4、
およびPTHの調節に関する伝統的理解と比較して、「フォスファトニン」の発見は前進で
あるように思われた。
【００５１】
　しかしながら、CaおよびPO4を同時に制御することまたはCa、PO4、およびPTHの全てを
制御することはまだ達成されていなかった（米国特許第6,673,900号参照）。
【００５２】
PTHの制御
　本発明のある態様は、PTHの血清レベルを制御するための方法を開示および記載する。
本方法は、体液中のPTHの測定と共に短い期間に、例えば24時間の内に、1回または複数回
MEPE分子から構成される製剤を対象に投与する工程によって特徴付けられる。投与の方法
または経路は、静脈内、皮下、腹腔内、もしくはその他の様式の注射、吸入、噴霧、鼻ス
プレー、もしくはその他の形態のエアロゾル、または経口、局所、座薬、およびその他の
投与経路用の任意のその他の製剤のいずれかであることができ、ならびに測定は投与の時
点の前、間、および後であってもよい。
【００５３】
　処置されている患者は任意の哺乳動物であってもよく、およびMEPE分子は（配列番号：
1、2、4、5、7、8、10、もしくは12）より選択される複数の配列のうちの1つの配列また
は生物学的に活性がありかつフォスフォトニン(phosphotonin)活性を有するという点で活
性のある全長分子のアミノ酸配列と実質的に同等である少なくとも51の連続的なアミノ酸
を含むその機能的断片のうちの1つであってもよい。これらの分子のいずれかを、ペグ化
、グリコシル化、および／またはリン酸化することができる。注射の時間および頻度は、
0～168時間の期間にわたる1回、2回、または数回を含むが、これらに限定されない、任意
の回数であることができる。投与の時点の各々またはいずれかの前、間、または後に、Ca
、PO4、またはPTHの全てまたはいずれかのレベルを測定する工程を実行することができる
。より長い期間PTHの血清レベルを保持するために168時間よりもずっと長い期間MEPE分子
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を投与することもまた本発明の範囲内である。投与の頻度を低下させかつ測定を行なう頻
度を低下させるために、投与されるMEPEは持続放出製剤の中にあることができる。
【００５４】
　副甲状腺ホルモン（PTH）レベル、リン酸レベル（PO4）、およびカルシウムレベル（Ca
）の全てまたはいずれかを制御するための方法を開示する。本方法は、患者におけるPTH
、PO4、およびCaのレベルの全てまたはいずれかを測定し、その後フォスフォトニン活性
を有する治療的有効量のアミノ酸配列を患者に投与する工程を含む。配列は、配列番号：
2、3、5、6、または8～13を有してもよく、および51またはそれより多くのアミノ酸を含
んでもよい。患者の効果的な処置を実行するために、測定および投与の工程を任意の期間
にわたって任意の回数繰り返してもよい。
【００５５】
　本発明の別の局面は、上記の特定の方法を含むここに記載されたような方法との関連に
おいて使用するために製造される製剤である。本製剤は、担体と組み合わせて本明細書に
おいて記載された種類のフォスフォトニン活性を有するペプチドを含んでもよく、その担
体は吸収可能なコラーゲンスポンジを含む本明細書において記載されたような注射可能な
担体またはその他の種類の担体であってもよい。患者に対して実行されている特定の処置
に応じて、特定の種類の担体を選択してもよい。特定の方法論を実行する際に使用するた
めの製剤を開示する。さらに、処置の特定の方法を実行する際に使用するための製剤の製
造を開示する。
【００５６】
　実施例1および図1は、遺伝子改変された大腸菌（E.coli）またはチャイニーズハムスタ
ー卵巣（CHO）細胞によって作られた組み換えヒトMEPE（rhMEPE）の薬物動態を示す。示
されたように、大腸菌およびCHO両方が作ったrhMEPEは、循環における比較的短い保持を
示した。
【００５７】
　実施例2および図2は、PO4の血清レベルに対するrhMEPEの効果を表す。先行技術（米国
特許第6,673,900号、Bone 32（2）303-319, 2004）で既に示されたように、齧歯類へのrh
MEPEの投与によってPO4の血清レベルは低下した。
【００５８】
　同じ実施例（実施例2）の図3は、PTHの血清レベルが、4～24時間のような限定された時
間でのi.v.またはi.p.経路によるMEPE分子の複数のボーラス注射によって低下する傾向に
あるということを示す。これらの結果の前、PTHは調節することが困難であると考えられ
ていた。特に、MEPEが骨またはTIO腫瘍細胞によって過剰産生されると考えられているXLH
またはTIO腫瘍の患者においてPTHの血清レベルが通常は正常であるという事実に基づくと
、これは特筆すべき観察であった。
【００５９】
　以前にMEPEは、血清PO4レベルを低下させると考えられたが、PTHレベルに影響を及ぼし
または特にPTHレベルを低下させるとは考えられていなかった、フォスファトニンの候補
としてTIO腫瘍から同定およびクローニングされた。
【００６０】
　この観察をさらに検証するために、ペグ化された形態の大腸菌産生rhMEPE（PEG-MEPE）
を検査した。実施例3および図4は、PEG-MEPEの非常に長い半減期を示した。ラットでおよ
そ3.5分の循環半減期を示した大腸菌またはCHOが作ったrhMEPEと比較して、PEG-MEPEの半
減期は同じモデルで約11時間まで延長された。
【００６１】
　したがって、実施例4の中の図5で表されたように、rhMEPEのペグ化によって、24時間以
上の間、それが循環に留まることが可能になった。同じ実施例4の中の図6が示すように、
PEG-MEPE の単回ボーラス注射を受けた動物における血漿PTHレベルは、PTHの血漿レベル
を低下させる傾向を示した。
【００６２】
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　実施例5によって示されたように実験期間が72時間まで延長された場合、PTHの血漿レベ
ルは、対照（実施例8参照）と比較して、用量依存的でかつ統計的に有意な低下を明らか
に示した。その最高の用量での0時間における単回ボーラス注射の72時間後に、PEG-MEPE
が依然として循環に留まるということも確認された（図7参照）。
【００６３】
　要約すると、動物へのMEPE分子の投与はPTHの循環レベルを低下させる際に効果的であ
るということが初めて思いがけなく示された。
【００６４】
Ca、PO4、およびPTHの同時制御
　本発明の別の態様において、それによってCaおよびPO4の血清レベルを測定し、ならび
に短い期間、例えば24時間未満の内に（間欠的な測定と共に）1回または複数回、MEPE分
子から構成される製剤を投与することによって同時に低下させる、方法を開示および記載
する。
【００６５】
　MEPEは「フォスファトニン」として理解され、かつ血清PO4レベルを低下させることが
公知であったが、血清Caレベルを同時に低下させることは公知ではなかった。
【００６６】
　身体の自然なホメオスタシスは、一方が上昇すると他方が下落し、および一方が下落す
ると他方が上昇するものであったという本分野における一般的理解がある。したがって、
CaおよびPO4両方の血清レベルの同時低下は新規でかつ思いがけない達成である。AE Broa
dusによる「Primer on Metabolic Bone dieases and Disorders of Mineral Metabolism
」の第5版の中の第16章, Mineral Balance and Homeostasis, 105-111頁, 2003. 編者MJ 
Favus. ASBMR出版, Washiungton DCを参照されたい。
【００６７】
　実施例2における結果の一部であった図9は、rhMEPE投与によってPTHレベルが低下する
（図3）につれてCaの血清レベルが低下した結果を示す。
【００６８】
　PTHの重要な生物学的機能のうちの1つはCaの血清レベルを調節することであるというこ
とが公知であるので、この実験における血清Caレベルの観察された低下は、血漿PTHレベ
ルの低下の後に続くために、自然であるように思われた。しかしながら、PTHおよびCaの
低下がPO4の血清レベルの低下と同時に生じる（図2）という事実は、達成することが極め
て難しいと考えられていたために、驚くべき観察であった。
【００６９】
　図2、3、および9によって示された結果を組み合わせて、Ca、PO4、およびPTHの循環レ
ベルの同時低下がMEPE分子の投与によって達成された。
【００７０】
　加えて、MEPEは腸細胞において、血清PO4レベルの低下に寄与していたはずであるナト
リウム依存性リン酸共輸送を阻害することが分かった。「フォスファトニン」の仮定され
た活性は、腎臓PO4再吸収を阻害することによって血清PO4レベルを制御することであった
ので、フォスファトニンのこの腸の活性もまた新たな知見であった。
【００７１】
　PTHレベルが減少する場合、ナトリウム依存性リン酸共輸送は増大するはずであるので
、伝統的理論に従うと、PTHはそのような輸送を阻害することが公知であるので、これら
の観察はミネラルおよびPTHホメオスタシスの新規の機構を示唆している。
【００７２】
　このように、MEPEは「フォスファトニン」のその予期された活性としてナトリウム依存
性リン酸共輸送を低下させる腎尿細管細胞に直接的に影響を及ぼす一方で、MEPEはまたそ
の「フォスファトニン」活性とは独立した機構でPTHの血清レベルを低下させ、およびそ
れによってCaの血清レベルも低下させるように思われる。
【００７３】
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処置の方法
　本発明はまた、Ca、PO4、および／またはPTHの代謝不均衡だけでなく、そのような不均
衡によって直接的または間接的に引き起こされるその後の臨床的問題にも苦しむ患者を処
置する方法に関する。
【００７４】
　本発明の別の態様は、副甲状腺機能亢進症を処置する方法を提供する。本方法は、MEPE
から構成される製剤を副甲状腺機能亢進症に罹患している患者に投与する工程によって特
徴付けられる。
【００７５】
　また別の態様において、MEPEの投与により循環PTH、Ca、およびPO4レベルを同時に低下
させることによって抗リン血症および副甲状腺機能亢進症を同時に処置する方法が開示さ
れる。別の態様において、著しく腎患者の利益になると考えられる、MEPE投与により血液
中のCa-P積を低下させることによって心臓血管疾患を処置および／または予防し、それに
よって血管の過度の石灰化を低下させる方法が開示される。さらに、PTHは、Caと共に、
心臓血管の死亡率を増大させるのに重要な役割を果たすということが最近示された。Calc
ium, calcium regulatory hormones, and calcimimetics：impact on cardiovascular mo
rtality. J Am Soc Nephrol. 2006 Apr；17（4 Suppl 2）：S78-80を参照されたい。MEPE
の投与はそのような状態をより広範囲に改善すると考えられる。
【００７６】
　本発明の別の方法において、血清中のPTH、Ca、およびPO4の全てを同時に低下させ（腎
患者にとって理想的）、ならびに（腎性骨ジストロフィーおよびその他の骨疾患を処置す
るために）Caを骨の中に取り込むことによって骨再構築を得るためにMEPEを投与する。こ
れらの方法の全てまたはいずれかは、Ca、PO4、およびPTHの全てまたはいずれかのレベル
を測定することによって実行することができ、ならびに様々な時点でなされた測定に基づ
いて投薬を調整する工程をさらに含んでもよい。したがって、処置の任意の所望の期間に
わたって任意の順序および回数で、投薬、測定、投薬の調整、および測定を繰り返すこと
ができる。
【００７７】
投与の方法
　投与の方法または経路は、静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内、皮内、経口、または局所の
いずれかであることができる。経口投与は、錠剤、カプセル、シロップ、エリキシル、ま
たは持続放出組成物を利用してもよい。局所投与は、フォーム、ジェル、クリーム、軟膏
、経皮パッチ、またはペーストを含んでもよい。好適な服薬形態は使用または侵入の経路
による。製剤は、懸濁、溶液、またはエマルジョンの中にあってもよく、および懸濁薬剤
、安定薬剤、および／または分散薬剤などの薬剤を含有してよい。分子の投与を容易にす
るために、担体または賦形剤を用いることもできる。担体の例として、ラクトース、グル
コース、もしくはスクロース、またはでんぷんの種類などの様々な糖、セルロース誘導体
、ゼラチン、植物油、ポリエチレングリコール、および生理学的に適合する溶剤が含まれ
る。配列番号：2、3、5、6、8～13のいずれかの51アミノ酸から構成される生物学的活性
断片をこれらの担体のいずれかまたはrhBMPと共に販売されているあのACSを含む任意の種
類の吸収可能なコラーゲンスポンジ（ACS）などのその他の担体に添加することができる
。
【００７８】
Ca、PO4、およびPTHレベルを測定する方法
　血液または尿分析などの、標準的な医療技術によって、カルシウム、PO4、およびPTHレ
ベルを診断することができる。例えば、体液中のカルシウムおよびリン酸イオンを測定す
るための公知の方法として、滴定、測色法、原子吸収法、フレーム光度法、電極法、およ
び酵素法が含まれる。加えて、インタクトなPTHおよびその末端断片を測定するために、2
つの検査が典型的に用いられる。C末端PTHアッセイは、二次性および三次性副甲状腺機能
亢進症と共に生じるPTH代謝の進行中の変化を診断するのに用いられる。同時に両方測定



(15) JP 2009-511426 A 2009.3.19

10

20

30

40

50

される、インタクトなPTHおよびN末端断片についてのアッセイは、PTHの突然の変化を検
出する際により正確である。カルシウム、PO4、およびPTHレベルを測定するための代表的
な方法として、その開示が参照により本明細書に組み入れられる；米国特許第6,521,460
号；第6,387,646号；ならびに米国特許出願第20050191664号；第20050130321号；および
第20030174802号に記載された方法だけでなく、Liesener et al., Anal Bioanal Chem. 2
005 Aug；382(7)：1451-64；Clin Chim Acta. 2005 July 1, 357(l)：43-54；Clin Lab. 
2005；51（1-2）：31-41も含まれるが、これらに限定されない。
【００７９】
実施例
　以下の実施例は、本発明をどのように作製および使用するかということについての完全
な開示および記載を当業者に提供するために提案され、ならびに本発明者らが彼らの発明
と見なすものの範囲を限定するよう意図されるものでもなければ、以下の実験が実施され
る全てもしくは唯一の実験であることをそれらが表すよう意図されるものでもない。使用
される数（例えば、量、温度など）に関して正確性を保証するために努力がなされるが、
幾つかの実験誤差および偏差が説明されるはずである。そうでないように指示されない限
り、部分は重量部分であり、分子量は重量平均分子量であり、温度は摂氏温度にあり、お
よび圧力は大気圧下または大気圧付近である。
【００８０】
実施例1：大腸菌およびCHO細胞によって産生されたrhMEPEの薬物動態プロファイル
　それぞれ薬物投与および血液採集用の大腿部および頸部カテーテルを挿入することによ
って、Sprague-Dawleyラット（～300g）を調製した。各々の種類の材料について4匹のラ
ットを用いた。rhMEPEを生理食塩水中で希釈し、および1mg/kgの標的用量を与えるよう注
射した（0.5ml）。0、0.5、1、2、5、10、15、および30分で血液を採集した。血液を遠心
分離して血漿を採集し、その後アッセイまで-80℃で凍結した。MEPEの血漿レベルは、MEP
Eの合成断片に対して作製されたウサギポリクローナル抗体を利用する競合的ELISAを用い
て決定した。これらの条件下で、ELISAは～10ng/mlから1000ng/mlの直線的検出範囲を有
する。各々のラット由来の試料を2通りで解析し、およびMEPEレベルを標準曲線から決定
した。
【００８１】
　図1は、両材料がおよそ3.5分というよく似た半減期を有するということを示す。しかし
ながら、大腸菌材料についてのCmaxが～6500ng/mlであったのに対し、CHO材料についての
Cmaxは～16,500ng/mlであった。全体の曝露の指標として、AUCが算出され、ならびにそれ
ぞれ大腸菌について～31,300ng-分/mlおよびCHO材料について～115,400ng-分/mlであるこ
とが分かった。
【００８２】
実施例2：リン酸および副甲状腺ホルモン（PTH）の血漿レベルに対するrhMEPEの効果
　2mg/kgの大腸菌産生rhMEPEを時間0、2時間、および4時間においてSprague-Dawleyラッ
ト（～300g）に3回注射した。示されたように、MEPEの注射の前に（時間0）、その後最初
の注射の2時間後（2時間の時点）、2回目の注射の後2時間後（4時間の時点）、3回目の注
射の2時間後（6時間の時点）、および最後に24または26時間のいずれかにおいて血液を採
集した。血清を採集し、およびクレアチニン、PO4、およびPTHについて解析した。図2お
よび3は、それぞれ血清クレアチニンおよびPTHに対して標準化した場合のPO4血清に対す
るrhMEPEの効果を示す。
【００８３】
　それぞれ、図2および3で示されたように、rhMEPEの投与はPO4およびPTH成分両方の急速
な低下を結果的にもたらす。加えて、rhMEPEの最後の注射の後少なくとも20時間、該レベ
ルは抑えられたままであるように見える。
【００８４】
実施例3：ポリエチレングリコール（PEG）にコンジュゲートされた大腸菌rhMEPEの薬物動
態プロファイル
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　大腸菌発現系を用いてrhMEPEを産生した。その後PEGの付加によってMEPEタンパク質を
修飾した。この検討で用いられた材料の平均分子量は～130kDであった。PEG-MEPEを生理
食塩水中で希釈し、およびラット（～300g）に1mg/kgの用量で（大腿部カテーテルを通し
て）IVで投与した。この検討では合計4匹のラットを用いた。その後、注射4時間後までの
様々な時点で血液を採集し、および競合的ELISAを用いてMEPEについて解析した。図4は、
PEG-MEPEの単回ボーラス注射後の長期にわたるMEPEの血漿濃度を示す。この検討から、PE
GE-MEPEについての半減期はおよそ10.9時間であるということが決定された。これは、お
よそ3分という半減期を有していた非PEG-MEPEと比較して、実質的な増強である。これら
のデータから、本発明者らは、PEG-MEPEの単回投与が増強された生物学的応答を維持する
ことを期待し得る。
【００８５】
実施例4：注射24時間後における副甲状腺ホルモン（PTH）の血漿レベルに対するPEG-MEPE
の効果
　実施例3で記載されたようにPEG-MEPEを調製した。ラット（N=5／群）は、生理食塩水ま
たは0.1mg/kgもしくは1.0mg/kg PEG-MEPEのいずれかをIVで注射することが可能であった
。注射24時間後に血液を採集し、およびELISAを用いてMEPEレベルについて（図5）または
血漿副甲状腺ホルモン、PTHについて（図6）測定した。PEG-MEPEの投与は、0.1および1.0
mg/kgの用量でそれぞれ生理食塩水対照のレベルのおよそ3および70倍の検出可能なレベル
の血漿MEPEを結果的にもたらした。同じ検討においてPTHの血漿レベルが測定され（図6）
、およびPEG-MEPE投与の24時間後に減少することが分かった。したがって、PEG-MEPEの単
回投与はPTHを低下させることができ、PTHが今度は血清カルシウムレベルを低減させると
考えられる。
【００８６】
実施例5：注射72時間後における副甲状腺ホルモン（PTH）の血漿レベルに対するPEG-MEPE
の効果
　実施例3で記載されたようにPEG-MEPEを調製した。ラット（N=5／群）は、生理食塩水ま
たは0.1mg/kg、1.0mg/kgもしくは10.0mg/kg PEG-MEPEのいずれかをIVで注射することが可
能であった。注射72時間後に血液を採集し、およびELISAを用いてMEPEレベルについて（
図7）または血漿副甲状腺ホルモン、PTHについて（図8）測定した。PEG-MEPEの投与は、
注射72時間後に、高用量群での実質的レベルの血漿MEPEおよび1mg/kg群での検出可能なレ
ベルを結果的にもたらした。同じ検討においてPTHの血漿レベルが測定され（図8）、およ
びPEG-MEPE投与の72時間後に用量依存的な様式で減少することが分かった。したがって、
PEG-MEPEの単回投与は72時間後にPTHの用量依存的な減少を結果的にもたらす。血漿MEPE
のレベルが低用量群で検出されず、および中用量群でやや低かったとはいえ、それでもPT
Hレベルの減少があったということに留意するのは興味深いことである。したがって、MEP
Eの多くが循環からクリアランスされた後でもPTHレベルに対する効果が持続できるかのよ
うに見える。
【００８７】
実施例6：カルシウムの血漿レベルに対するrhMEPEの効果
　実施例2における実験と同じ実験において、同じスケジュールで血液を採集し、および
血清をCaについても解析した。図9は、血清クレアチニンに対して標準化した場合の血清C
a+に対するrhMEPEの効果を示す。
【００８８】
　図9で示されたように、rhMEPEの投与は血清Caの急速な低下を結果的にもたらす。加え
て、MEPEの最後の注射の後少なくとも20時間、該レベルが抑えられたままであるように見
える。
【００８９】
　実施例2における実験と同じ実験からの結果と組み合わせて、rhMEPEの注射が3つの要素
全て、すなわち、PO4、PTH、およびCaを同時に低下させるということが示された。
【００９０】
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配列リスト
　全長配列については、その後のPeter Roweの刊行物と一緒にその中に引用された特許お
よび刊行物と同様に完全な形で参照により本明細書に組み入れられる2004年1月6日に公布
された米国特許第6,673,900号を参照されたく、ならびにその中に引用された特許および
刊行物と同様に完全な形で参照により本明細書に組み入れられる2005年6月26日に公布さ
れた米国特許第6,911,425号を参照されたい。
【００９１】
　ヒトMEPEの全525アミノ酸配列－2つの変異体（配列番号：1）
【００９２】
　その全長から16アミノ酸シグナル配列を切り離した後のヒトMEPEの509アミノ酸配列－
配列番号：1様の2つの変異体（配列番号：2）
【００９３】
　ヒトMEPEのC末端由来の430アミノ酸配列－配列番号：1様の2つの変異体（配列番号：3
）
【００９４】
　マカクMEPEの全アミノ酸配列（配列番号：4）
【００９５】
　シグナル配列を切り離した後のマカクMEPE（配列番号：5）
【００９６】
　ヒトMEPEの中の配列番号：3に対応するマカクMEPEのC末端部分（配列番号：6）
【００９７】
　イヌMEPEの全アミノ酸配列（配列番号：7）
【００９８】
　シグナル配列を切り離した後のイヌMEPE（配列番号：8）
【００９９】
　ヒトMEPEの中の配列番号：3に対応するイヌMEPEのC末端部分（配列番号：9）
【０１００】
　ラットMEPEの全アミノ酸配列（配列番号：10）
【０１０１】
　シグナル配列を切り離した後のラットMEPE（配列番号：11）
【０１０２】
　マウスMEPEの全アミノ酸配列（配列番号：12）
【０１０３】
　シグナル配列を切り離した後のマウスMEPE（配列番号：13）
【０１０４】
　前述は、本発明の原理を単に例示しているに過ぎない。本明細書において明白に記載さ
れまたは示されていないが、本発明の原理を具体化し、かつその精神および範囲内に含ま
れる様々な装置を当業者が考案することができるということが正しく理解されると考えら
れる。さらに、本明細書において列挙された全ての実施例および条件的言語は、当技術分
野を進歩させるために本発明者らが貢献した本発明の原理および概念を理解するのを手助
けすることが主として意図され、かつそのような具体的に列挙された実施例および条件に
限定されるわけではないと解されるべきである。その上、本発明の原理、局面、および態
様だけでなく、その特定の実施例も列挙した本明細書における記述は、その構造的および
機能的同等物両方を包含することが意図されている。加えて、そのような同等物には、現
在公知の同等物および将来開発される同等物、すなわち構造に関わらず、同じ機能を果た
す任意の開発される要素の両方が含まれるということが意図される。それゆえ、本発明の
範囲は、本明細書において示されおよび記載された例示的な態様に限定されないというこ
とが意図される。それどころか、本発明の範囲および精神は、付随する特許請求の範囲に
よって具体化される。
【図面の簡単な説明】
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【０１０５】
【図１】ラットへの単回注射後の異なる時点での大腸菌またはCHO細胞によって作られた
組み換えヒトMEPE（rhMEPE）の血漿濃度を示す。
【図２】rhMEPEを異なる投与スケジュールでマウスに腹腔内注射した場合の異なる時点で
のマウスにおけるクレアチニンで標準化したリン酸の血漿レベルを示す。
【図３】rhMEPEを異なる投与スケジュールでマウスに腹腔内注射した場合の異なる時点で
のマウスにおけるクレアチニンで標準化した副甲状腺ホルモン（PTH）の血漿レベルを示
す。
【図４】ラットへのペグ化したrhMEPE（PEG-MEPE）の単回注射の約8時間後までの異なる
時点でのMEPEの血漿濃度を示す。
【図５】マウスへの単回注射後24時間の時点でのPEG-MEPEの血漿濃度を示す。
【図６】マウスへのPEG-MEPEの単回注射後24時間の時点でのマウスにおけるインタクトな
副甲状腺ホルモン（iPTH）の血漿濃度を示す。
【図７】マウスへのPEG-MEPEの単回注射後72時間の時点でのMEPEの血漿濃度を表す。
【図８】マウスへのPEG-MEPEの単回注射後72時間の時点でのマウスにおけるiPTHの血漿濃
度を示す。
【図９】rhMEPEを異なる投与スケジュールでマウスに腹腔内注射した場合の異なる時点で
のマウスにおけるクレアチニンで標準化したカルシウムの血漿レベルを表す。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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