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(54)【発明の名称】 哺乳動物の骨のエキソビボ形成のためのプロセスおよびその使用

(57)【要約】
本発明は、哺乳動物骨の骨のエキソビボ形成のための方
法、ならびにその骨のその後の使用に関する。本発明の
重要かつ顕著な特徴は、骨細胞スフェロイドの形成を生
じる、規定された組織培養条件および因子である。本発
明はまた、そのエキソビボ形成された骨を被験体中に移
植する方法も提供する。また、骨形成に影響するように
骨細胞スフェロイドを遺伝子改変するための方法、骨形
成の候補調節因子の同定のための方法、ならびに骨形成
に関与する遺伝子の同定のための方法も、記載されてい
る。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  骨をエキソビボで生成するための方法であって、以下の工程

：

  ａ）骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；

  ｂ）１つ以上の骨形成増殖因子の存在下で、無血清条件下で該細胞を培養する

工程；および

  ｃ）骨細胞スフェロイドの形成を可能にする細胞密度で該細胞培養物を維持す

る工程、

を包含し、それにより、該骨細胞スフェロイド内の細胞により骨が形成される、

方法。

    【請求項２】  前記骨形成原細胞または骨前駆細胞がヒト起源である、請求

項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記骨形成原細胞または骨前駆細胞がウシ起源である、請求

項１に記載の方法。

    【請求項４】  前記骨形成原細胞または骨前駆細胞がウマ起源である、請求

項１に記載の方法。

    【請求項５】  前記骨形成原細胞または骨前駆細胞がイヌ起源である、請求

項１に記載の方法。

    【請求項６】  前記骨形成原細胞または骨前駆細胞がネコ起源である、請求

項１に記載の方法。

    【請求項７】  前記骨形成原細胞または骨前駆細胞がマウス起源である、請

求項１に記載の方法。

    【請求項８】  前記骨形成原細胞または骨前駆細胞がラット起源である、請

求項１に記載の方法。

    【請求項９】  前記骨形成原細胞または骨前駆細胞がニワトリ起源である、

請求項１に記載の方法。

    【請求項１０】  前記増殖因子が、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－

β１．２、ＶＥＧＦ、インスリン様増殖因子Ｉもしくはインスリン様増殖因子Ｉ

Ｉ、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、またはＢＭＰ７である、請求項１に記載の方法。
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    【請求項１１】  前記増殖因子が、副甲状腺ホルモン、カルシトニン、イン

ターロイキン－６、またはインターロイキン－１１である、請求項１に記載の方

法。

    【請求項１２】  請求項１に記載の方法であって、物理化学的分離技術によ

って、前記骨形成原細胞または骨前駆細胞を精製する工程をさらに包含する、方

法。

    【請求項１３】  前記物理化学的分離技術が、平衡密度分離である、請求項

１２に記載の方法。

    【請求項１４】  請求項１に記載の方法であって、免疫アフィニティー単離

によって、前記骨形成原細胞または骨前駆細胞を精製する工程をさらに包含する

、方法。

    【請求項１５】  前記免疫アフィニティー単離が、免疫接着、免疫カラムク

ロマトグラフィー、または蛍光細胞分析分離を利用する、請求項１４に記載の方

法。

    【請求項１６】  前記免疫アフィニティー単離が、オステオカルシンに対す

る抗体、オステオネクチンに対する抗体、もしくはアルカリホスファターゼに対

する抗体、またはこれらの組み合わせを利用する、請求項１４に記載の方法。

    【請求項１７】  前記培養開始時の前記細胞密度が、約１．０×１０３細胞

／ｃｍ２～約１×１０６細胞／ｃｍ２である、請求項１に記載の方法。

    【請求項１８】  前記細胞をインビボで移植する工程をさらに包含する、請

求項１に記載の方法。

    【請求項１９】  哺乳動物に骨組織を提供する方法であって、骨細胞スフェ

ロイドを得る工程、および該骨細胞スフェロイドを該哺乳動物中に移植する工程

を包含する、方法。

    【請求項２０】  請求項１９に記載の方法であって、前記骨細胞スフェロイ

ドが、１つ以上のアルギネートゲル、コラーゲンゲル、またはフィブリンゲル中

にて移植される、方法。

    【請求項２１】  前記骨細胞スフェロイドが、ポリ乳酸、ポリグリコール酸

またはＰＧＬＡの１つ以上中にて移植される、請求項１９に記載の方法。
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    【請求項２２】  前記骨細胞スフェロイドが、ヒドロキシアパタイト化合物

、他のアパタイト化合物、失活動物骨、失活ヒト骨、または多孔性セラミック構

造物中においてか、またはこれらと関連して、移植される、請求項１９に記載の

方法。

    【請求項２３】  前記移植が、股関節インプラント、膝インプラント、もし

くは脊椎固定のような、整形外科手術および／または整形外科デバイスと関連し

て行われる、請求項１９に記載の方法。

    【請求項２４】  前記移植が、口腔外科手術および／または歯科インプラン

トと関連して行われる、請求項１９に記載の方法。

    【請求項２５】  前記移植が、形成外科手術と関連して行われる、請求項１

９に記載の方法。

    【請求項２６】  前記移植が、歯周修復と関連する、請求項１９に記載の方

法。

    【請求項２７】  前記移植が、骨形成組織中へである、請求項１９に記載の

方法。

    【請求項２８】  前記移植が、創傷へである、請求項１９に記載の方法。

    【請求項２９】  前記哺乳動物が、骨粗鬆症、ビタミンＤ欠乏症、変形性骨

炎、フォン・レックリングハウゼン病のような、骨疾患を有する、請求項１９に

記載の方法。

    【請求項３０】  エキソビボで骨を生成するための方法であって、以下の工

程：

  ａ）骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；

  ｂ）１つ以上の骨形成増殖因子の存在下で、無血清条件下で該細胞を培養する

工程；

  ｃ）骨細胞スフェロイドの形成を可能にする細胞密度で該細胞培養物を維持し

、それにより、該骨細胞スフェロイド内の細胞により骨が形成される、工程；な

らびに

  ｄ）該形成された骨細胞スフェロイドから細胞要素を取り出し、そして生じた

骨をインビボで使用する工程、
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を包含する、方法。

    【請求項３１】  エキソビボで骨を生成するための方法であって、以下の工

程：

  ａ）骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；

  ｂ）１つ以上の骨形成増殖因子の存在下で、無血清条件下で該細胞を培養する

工程；

  ｃ）骨細胞スフェロイドの形成を改変するタンパク質の発現を指向する組換え

ベクターと、該細胞を接触させる工程；

  ｄ）骨細胞スフェロイドの形成を可能にする細胞密度で該細胞培養を開始する

工程、

を包含し、それにより該骨細胞スフェロイド中の細胞によって骨が形成される、

方法。

    【請求項３２】  請求項３１に記載の方法であって、前記骨細胞スフェロイ

ド形成を増強する前記タンパク質が、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β

１．２、ＰＴＨ、カルシトニン、インターロイキン－６もしくはインターロイキ

ン－１１、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ７、コラーゲン、オステオネクチン、オ

ステオポンチン、骨シアロタンパク質、オステオカルシン、インスリン様増殖因

子Ｉもしくはインスリン様増殖因子ＩＩ、ＶＥＧＦ、インテグリンα鎖、インテ

グリンβ鎖、セレクチン、フィブロネクチン、トロンボスポンジンまたはカドヘ

リンである、方法。

    【請求項３３】  被験体における骨修復のために骨を使用するための方法で

あって、以下の工程：

  ａ）骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；

  ｂ）１つ以上の骨形成増殖因子の存在下で、無血清条件下で該細胞を培養する

工程；ならびに

  ｃ）骨細胞スフェロイドの形成を増強するタンパク質を発現する組換えベクタ

ーと、該細胞を接触させる工程、

  ｄ）骨細胞スフェロイドの形成を可能にする細胞密度で該細胞培養物を維持し

、それにより、該骨細胞スフェロイド内の細胞により骨が形成される、工程；
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  ｅ）該エキソビボで形成された骨から細胞要素を取り出す工程；ならびに

  ｆ）該骨を使用して修復をもたらす工程、

を包含する、方法。

    【請求項３４】  骨形成、骨修復および／または骨疾患に関与する遺伝子を

同定するための方法であって、以下の工程：

  ａ）骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；

  ｂ）ＴＧＦ－βスーパーファミリーの１つ以上の骨形成増殖因子の存在下で、

無血清条件下で該細胞を培養する工程；

  ｃ）骨細胞スフェロイドの形成を可能にする細胞密度で該細胞培養物を維持す

る工程、ならびに

  ｄ）骨細胞スフェロイドの形成の間に過剰発現されるかもしくは過小発現され

、かつ未処理の骨形成原細胞もしくは未処理の骨前駆細胞中ではそのようには発

現されない、遺伝子を同定する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３５】  骨形成、骨修復および／または骨疾患の調節因子を同定す

るための方法であって、以下の工程：

  ａ）骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；

  ｂ）１つ以上の骨形成増殖因子の非存在下で、候補調節因子の存在下で、無血

清条件下で該細胞を培養する工程；

  ｃ）骨細胞スフェロイドの形成を測定する工程、ならびに

  ｄ）該骨細胞スフェロイドの形成を、該調節因子の非存在下で観察される骨細

胞スフェロイドの形成と比較する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３６】  １つ以上の骨形成増殖因子の存在下で、骨形成原細胞また

は骨前駆細胞を培養する工程をさらに包含する、請求項３５に記載の方法。

    【請求項３７】  骨形成、骨修復および／または骨疾患の調節因子を生成す

るための方法であって、以下の工程：

  ａ）骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；

  ｂ）１つ以上の骨形成増殖因子の存在下で、候補調節因子の存在下で、無血清
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条件下で該細胞を培養する工程；

  ｃ）骨細胞スフェロイドの形成を測定する工程、

  ｄ）該骨細胞スフェロイドの形成を、該調節因子の非存在下で観察される骨細

胞スフェロイドの形成と比較する工程；ならびに

  ｅ）そのようにして同定された調節因子を生成する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３８】  ａ）骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；

  ｂ）１つ以上の骨形成増殖因子の存在下で、無血清条件下で該細胞を培養する

工程；ならびに

  ｃ）骨細胞スフェロイドの形成を可能にする細胞密度で該細胞培養物を維持し

、それにより該骨細胞スフェロイド内の細胞によって骨が形成される工程、

というプロセスによって生成された、骨細胞スフェロイド。



(8) 特表２００３－５１８３７９

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の背景）

  米国政府は、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ  ｏｆ  Ｈｅａｌｔｈ

からの助成金番号ＨＬ５９４９５およびＡＧ４３４６０に従って、本発明におい

て権利を有する。

      【０００２】

  （１．本発明の分野）

  本発明は、一般的に生物学および医学の分野に関する。より詳細には、本発明

は、エキソビボでの骨形成についてのプロセスおよびその使用に関する。

      【０００３】

  （２．関連技術の記載）

  骨のような機能的組織の発達は、多くの微小環境シグナル（サイトカイン／増

殖因子、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）分子、および細胞：細胞相互作用）の協

調した作用を必要とする。さらに、これらの調節シグナルは、適切な時間的およ

び空間的順序で列をなさねばならず、三次元的増殖を容易にする発達上の微小環

境を実現する。骨格系は、このような必要性の例外ではない。ＴＧＦ－β１ファ

ミリーメンバーのような多くのサイトカイン／増殖因子が骨形成を調節し、そし

てオステオネクチン、オステオカルシン、ならびにＩ型コラーゲンおよびＩＩ型

コラーゲンなどのようなＥＣＭ分子が骨形成および軟骨形成の両方において重要

であるということは十分理解されている。主に二次元であるインビトロの系に対

して、骨格およびその胚発達の両方の構造的性質において三次元組織様発達の必

要性は絶対的である。しかし、インビトロ系へのこれらのインビボの空間的要求

性の拡張は、困難であり、そして広く見過ごされてきた。

      【０００４】

  細胞凝集、すなわち間葉細胞と上皮細胞との相互作用により媒介される細胞凝

集のプロセスは、骨格形成の間の必須の役割を果たす（ＨａｌｌおよびＭｉｙａ

ｋｅ，１９９２；１９９５；Ｓｔｒｉｎｇａら，１９９７）。発達中のニワトリ

胚において、細胞凝集は前軟骨細胞（ｐｒｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ）への分化
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より先に起こる（Ｈａｌｌおよびｍｉｙａｋｅ，１９９５）。逆に、骨形成中に

、細胞は、前骨芽細胞へ分化し、次いで凝集する（ＨａｌｌおよびＭｉｙａｋｅ

，１９９５；Ｃｅｎｔｒｅｌｌａ，１９８７）。それにもかかわらず、この凝集

は、骨芽細胞の分化およびマトリックスの鉱化より先に起こる（Ｄｕｎｌｏｐお

よびＨａｌｌ，１９９５）。前軟骨細胞の研究で、細胞の凝集は、サイトカイン

に媒介されるものであり、発達上重要な多くの遺伝子の発現における変化を誘導

することが証明された。例えば、ＴＧＦ－β１またはＢＭＰ２は、どちらも軟骨

細胞の凝集を刺激し、かつフィブロネクチン、Ｎ－ＣＡＭ、およびテネイシンを

上方制御する（ＨａｌｌおよびＭｉｙａｋｅ，１９９５）。間葉の軟骨形成中の

細胞凝集という必須の工程は、インビトロの軟骨微小培養で模倣される（Ｄｅｎ

ｋｅｒら，１９９５）。Ｔｕａｎおよび共同研究者は、少量の培地中で高い細胞

密度にした（すなわち、微小培養の）多能性Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２細胞をＴＧＦ－

β１処理すると、天然の軟骨性の三次元的構造を形成することを証明した。これ

らの細胞凝集は、ＩＩ型コラーゲンおよび軟骨結合タンパク質のような、軟骨の

細胞外マトリックス成分の上方制御と関連する（Ｄｅｎｋｅｒら，１９９５）。

同様に、ニワトリ胚（頭蓋冠（ｃａｌｖｅｒｉａｌ）または肢芽）の細胞の研究

は、細胞密度が軟骨形成の誘導を媒介することを確かめた（ＷｏｎｇおよびＴｕ

ａｎ，１９９５；ＷｏｏｄｗａｒｄおよびＴｕａｎ，１９９９）。そして、この

プロセスにおける、細胞：細胞相互作用（おそらく、Ｎ－カドヘリン（Ｗｏｏｄ

ｗａｒｄおよびＴｕａｎ，１９９９）またはＮ－ＣＡＭ（Ｏｂｅｒｌｅｎｄｅｒ

およびＴｕａｎ，１９９４；Ｍｉｙａｋｅら，１９９６）によって媒介される）

についての必須の要求性を証明した。

      【０００５】

  今までのところ、組織様の骨形成原細胞の増殖または細胞凝集のインビトロで

のモデルは存在しない。頭蓋冠または骨髄由来の骨形成原細胞は、代表的には、

二次元（すなわち、平面の）表面上で増殖される。最終的に、細胞増殖は、「骨

小節（ｂｏｎｅ  ｎｏｄｕｌｅｓ）」への、コンフルエントな細胞の局在化した

塊を生じる。これは、細胞密度が骨形成のプロセスにおいて役割を果たすことを

示唆する。しかし、細胞密度と骨形成との間の関係を直接的に実証する研究は、
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（骨の周囲の細胞外マトリックスの鉱化作用に関する報告とは逆に）三次元的な

結晶性の骨形成を実証する研究と同様に、欠いている。

      【０００６】

  骨欠損を修復するための現行の方法は、生体構造および合成構造の移殖を含む

。以下の３つの型の生体移殖片が一般に使用される：自己移殖片、同種移殖片、

および異種移殖片。自己移殖片は、患者のある部位から別の部位へ移殖される組

織である。患者自身の組織を使用する利点は、この移殖片が免疫応答を引き起こ

さないということである。しかし、自己移殖を使用するには第２の外科手術部位

が必要であり、これは、感染の危険を増大させ、そしてさらなる合併症を誘発し

得る。さらに、移殖に利用可能な骨は、例えば、腓骨、肋骨および腸骨稜の限定

された数の部位に由来する。同種移殖片は、同じ種の異なる生体から採取した組

織であり、そして、異種移殖片は、異なる種の生体から採取した組織である。後

者の型の組織は、自己組織片よりも大量に容易に入手可能であるが、ドナーとレ

シピエントとの間の遺伝的相違は、移植片の拒絶を導き得る。全てに長所および

短所があるが、その失われた骨の完全な置換は提供するものはいまだ存在しない

。

      【０００７】

  骨の疾患または骨の損傷を罹患している被験体の骨を修復および／または置換

するために、より良い方法の必要性が存在する。

      【０００８】

  （本発明の要旨）

  本発明は、哺乳動物の骨のエキソビボ形成およびそれに続くその骨の使用のた

めの方法に関する。本発明の重大かつ顕著な特徴は、骨細胞スフェロイド（ｂｏ

ｎｅ  ｃｅｌｌ  ｓｐｈｅｒｏｉｄ）の形成を生じる、規定された組織培養条件

および因子である。「骨細胞スフェロイド」とは、骨形成原細胞または骨形成前

駆細胞の、組織様の三次元的増殖として定義される。骨細胞スフェロイドの形成

は、そのスフェロイド内での骨の形成を可能にする。本発明はまた、エキソビボ

で形成された骨を被験体に移殖する方法を提供する。骨形成に影響するように骨

細胞／スフェロイドを遺伝的に変更するための方法、骨形成の候補モジュレータ
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ーを同定するための方法、および骨形成に関与する遺伝子を同定するための方法

もまた記載する。

      【０００９】

  詳細には、本発明は、エキソビボで哺乳動物の骨を生成するための方法に関し

、これは、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得；一以上の骨形成増殖因子の存在

下で無血清条件下でその細胞を培養し；そして、骨を含む骨細胞スフェロイドの

形成を可能にする細胞密度でその細胞培養物を樹立することにより、ここで、骨

が、その骨細胞スフェロイド内で形成される。本発明中の骨形成原細胞または骨

前駆細胞は、骨髄または骨外殖片のような一次供給源から単離され得る。このよ

うな細胞を単離するためのプロトコールを、本明細書中に記載する。他の実施形

態において、骨細胞誘導の細胞系統が使用され得る。骨形成原細胞または骨前駆

細胞は、ヒト、ウシ、ウマ、イヌ、ネコ、ニワトリ、ラットまたはマウス起源を

含むが、これらに限定されない、いくつかの哺乳動物種に由来し得る。

      【００１０】

  本発明は、規定された無血清培地中での骨形成原細胞の培養を記載する。規定

された培地、ならびにこれらの規定された培地に通常見出される添加物（アルブ

ミン、インスリン、鉄供給源、脂肪酸供給源および他の必須成分を含む）を、本

明細書中に記載する。本発明の規定された無血清培地にはまた、骨細胞スフェロ

イドの形成に重要な増殖因子が補充される。一次増殖因子は、トランスフォーミ

ング増殖因子β（ＴＧＦ－β）遺伝子スーパーファミリーのメンバーとして広く

定義される。このファミリーのメンバーとしては、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２

、ＴＧＦ－β１．２、ならびに骨形成タンパク質２（ＢＭＰ－２）、ＢＭＰ－４

およびＢＭＰ－７が挙げられる。副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）、カルシトニン、

１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ３、インターロイキン－６、インスリン様増

殖因子（ＩＧＦ）ＩおよびＩＩ、ＶＥＧＦおよびインターロイキン－１１のよう

な他の増殖因子は、単独のまたは同時刺激の因子として使用され得る。

      【００１１】

  本発明の骨形成原細胞または骨前駆細胞は、平衡密度分離のような物理化学的

分離技術によって精製され得る。他の実施形態において、骨形成原細胞または骨
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前駆細胞は、例えば、免疫接着、免疫カラムクロマトグラフィー、または蛍光細

胞分析分離を利用する免疫アフィニティー単離によって精製され得る。好ましい

実施形態において、免疫アフィニティー単離には、オステオカルシンに対する抗

体、オステオネクチンに対する抗体、もしくはアルカリホスファターゼに対する

抗体、あるいはそれらの組み合わせを利用する。

      【００１２】

  本発明における骨形成または骨前駆細胞の培養は、１ｃｍ２当たり約１．０×

１０３細胞から約１×１０６細胞の細胞密度で開始する。

      【００１３】

  本発明のさらなる実施形態は、哺乳動物へ骨組織を提供するための方法を記載

し、この方法は、骨細胞スフェロイドを得る工程、およびその骨細胞スフェロイ

ドを哺乳動物へ移殖する工程を包含する。この骨細胞スフェロイドは、アルギネ

ートゲル、コラーゲンゲルまたはフィブリンゲルを含む、ゲル中にて移殖され得

る。他の実施形態において、この骨細胞スフェロイドは、ポリ乳酸、ポリグリコ

ール酸、またはＰＧＬＡ中にて移殖され得る。この骨細胞スフェロイドはまた、

ヒドロキシアパタイト化合物または他のアパタイト化合物、失活動物骨、失活ヒ

ト骨、もしくは他孔性セラミック構造中またはこれらの上にて移殖され得る。

      【００１４】

  本発明はまた、股関節インプラント、膝インプラント、および脊椎固定術のよ

うな、整形外科手術および／または整形外科的デバイスに関連した、骨細胞スフ

ェロイドの移殖にも関する。あるいは、骨細胞スフェロイドの移殖は、口腔外科

手術および／または歯科インプラント、形成外科手術、または歯周修復に関連す

る。骨細胞スフェロイドの移殖は、骨形成組織中または創傷中になされ得る。骨

細胞スフェロイドの移植はまた、骨粗鬆症、ビタミンＤ欠乏症、骨炎性変形、フ

ォン・リックリングハウゼン病のような骨疾患を有する哺乳動物になされ得る。

      【００１５】

  本発明はまた、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；１以上のＴＧＦ－

β遺伝子スーパーファミリーの増殖因子存在する無血清条件で細胞を培養する工

程；骨細胞スフェロイドおよびその中の骨の形成を可能にする細胞密度で細胞培
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養を維持する工程；結果として生じる骨のインビボでの使用を可能にする細胞要

素を除去する工程によるエキソビボでの哺乳動物骨の生成のための方法に関する

。

      【００１６】

  本発明の別の実施形態は、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；１以上

の骨形成増殖因子存在下での無血清条件下で細胞を培養する工程；骨および／ま

たは骨細胞スフェロイドの形成を増強するタンパク質の発現を指向する組換ｃＤ

ＮＡを含むベクターを、上述の細胞と接触させる工程；そして骨細胞スフェロイ

ドの形成を可能にする細胞密度で細胞培養を維持する工程による、エキソビボで

哺乳動物の骨を生成するための方法に関する。このベクターは、プラスミドまた

はウイルスベクターであり得る。ベクターの作成法および骨形成原細胞または骨

前駆細胞への送達法が、記載される。ｃＤＮＡによって発現され得る、骨細胞ス

フェロイドの形成を増強するタンパク質は、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２、ＴＧ

Ｆ－β１．２、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、およびＢＭＰ－７を含むＴＧＦ－β遺

伝子スーパーファミリーのメンバー、ならびに、オステオネクチン、オステオポ

ンチン、オステオカルシン、骨シアロタンパク質、コラーゲン、フィブロネクチ

ン、トロンボスポンジン、インシュリン様増殖因子ＩもしくはＩＩ、またはＶＥ

ＧＦのようなｃＤＮＡのコードする細胞外マトリックスタンパク質を含むが、こ

れらに限定されない。また、ｃＤＮＡが指向する、インテグリン、セレクチン、

およびカドヘリンのような細胞接着分子の発現、またはＰＴＨ、カルシトニン、

インターロイキン－６、インターロイキン－１１のような増殖因子の発現も意図

される。

      【００１７】

  本発明のさらなる実施形態は、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；１

以上の骨形成増殖因子存在下での無血清条件下で細胞を培養する工程；骨細胞ス

フェロイドの形成を増強するタンパク質の発現を指向する組換ｃＤＮＡを含むベ

クターを、上述の細胞と接触させる工程；および骨細胞スフェロイドの形成を可

能にする細胞密度で細胞培養を開始する工程；エキソビボで形成された骨から細

胞要素を除去する工程；および効果的治療のために形成された骨を使用する工程
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による、被験体の骨修復のために哺乳動物骨を使用するための方法を記載する。

      【００１８】

  本発明の別の実施形態は、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；１以上

の骨形成増殖因子存在下で無血清条件下で細胞を培養する工程；骨細胞スフェロ

イドの形成を可能にする細胞密度で細胞培養を開始する工程；そして骨細胞スフ

ェロイドの形成中または形成後に発現するが、制御された培養条件で培養された

骨形成原細胞または骨前駆細胞では発現しない遺伝子を同定する工程による、哺

乳動物の骨形成、骨修復、および／または骨疾患に関与する遺伝子を同定するた

めの方法に関する。遺伝子を同定するための方法は、差次的メッセージ提示アッ

セイ、ポリメラーゼ連鎖反応に基づくアッセイ、ノーザン分析、および遺伝子発

現アレイ（例えば、ｃＤＮＡまたはオリゴヌクレオチドに基づく遺伝子チップ）

を含む。

      【００１９】

  本発明はまた、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；候補の調節因子が

存在するが他の骨形成性増殖因子は存在しない無血清条件下で細胞を培養する工

程；骨細胞スフェロイドの形成を測定する工程；骨および／または骨細胞スフェ

ロイドの形成を、１以上の骨形成増殖因子の存在下で観察される骨および／また

は骨細胞スフェロイドの形成と比較する工程による、哺乳動物の骨形成、骨修復

および／または骨の病気の調節因子を生成するための方法に関する。別の実施形

態において、本発明は、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；候補調節因

子が存在し、さらに１以上のＴＧＦ－β遺伝子スーパーファミリーの増殖因子が

存在する無血清条件下で上記の細胞を培養する工程；骨細胞スフェロイドの形成

を測定する工程；骨細胞スフェロイドの形成を調節因子非存在下で観察される骨

細胞スフェロイドの形成と比較する工程；およびそのように同定された調節因子

を生成する工程による、哺乳類の骨形成、骨修復または骨の病気の調節因子を同

定するための方法に関する。このアッセイによって同定された調節因子は、ＴＧ

Ｆ－β遺伝子スーパーファミリーの増殖因子と相乗的に増強し、阻害し、または

作用すると予測される。現在のところ、結果として生じる微小骨片の大きさを増

大させるＴＧＦＢ１およびＰＴＨによる、スフェロイド形成の共刺激によって、
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この後者の概念の最良の例が示されている。

      【００２０】

  本発明はまた、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得るプロセス；１以上の骨形

成増殖因子の存在下で無血清条件下で上記の細胞を培養するプロセス；そして骨

細胞スフェロイドの形成を可能にする細胞密度で細胞培養を維持するプロセスに

よって作られる骨細胞スフェロイドを記載する。

      【００２１】

  （例示的な実施形態の説明）

  合衆国における骨折の割合は、一年当たり６，０００，０００人と推定される

。骨が完全に骨折すると、有意な数の骨折には、単なる固定（ギブスをする）以

上の、医学的介入が必要になる（特に外傷を含む骨折）。このような例における

主な問題は、その２つの骨末端の近接の欠如（偽関節と呼ばれる）である。これ

は、不適当かつ長期間の修復プロセスを生じ、このプロセスが回復を妨げ得る。

体が骨折を修復するのに要する平均的時間は、中程度の負荷を耐えるには２５～

１００日であり、完全な修復には１年である。従って、単純な骨折および医学的

に複雑な切断の両方が、修復プロセスを加速および／または完遂する新たな治療

様式から利益を得る。骨の細化（その主な症状は、頻度の消耗性骨折である）を

生じる骨の疾患（骨減少と呼ばれる）、および骨の強度または弾力が損なわれる

他の疾患についても、同じことが当てはまる。

      【００２２】

  骨量（種々の増殖促進タンパク質およびビタミンＤ３を含む）の損失について

の治療的処置は存在しない。同様に、偽関節骨折または骨の挫滅性の損傷に対す

る、効果的な置換または移殖も存在しない。現在、これらの後者の型の損傷には

、拒絶を防ぐために（タンパク質を除去するために）化学的に処理された、ウシ

（雌ウシ）またはヒトの死体の骨が使用される。しかし、このような骨の移植片

は、力学的には重要であるが、生物学的には死んでいる（これらは、骨形成原細

胞、増殖因子、または他の調節タンパク質を含まない）。従って、これらは、こ

の修復プロセスを大きく調節しない。

      【００２３】
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  本発明は、哺乳動物の骨のエキソビボでの形成、およびそれに続くその骨を使

用するための方法に関する。本発明の必須かつ顕著な特徴は、骨細胞スフェロイ

ドの形成を生じる規定された組織培養条件および因子である。骨形成原細胞また

は骨前駆細胞の供給源、およびこれらの前駆細胞を単離する方法もまた記載する

。本発明はまた、種々の骨の疾患または骨折、切断または他の外傷の処置のため

に、このエキソビボで形成した骨を被験体に移殖する方法を提供する。また、骨

形成に影響するように骨細胞スフェロイドを遺伝的に改変する方法、骨形成の候

補調節因子の同定、および骨形成に関与する遺伝子の同定のための方法も記載す

る。

      【００２４】

  （Ｉ．骨細胞スフェロイド）

  通常の培養条件下では、骨形成原細胞は、種々の量の血清存在下で増殖され、

培養皿に接着したままであり、基本的に二次元平面の細胞シートとして増殖する

。これらの細胞のインビトロ拡大には、トリプシン処理によるプラスチックから

の剥離および再培養が必要である。４～６週間後、これら細胞を、血清ならびに

より高いレベルのカルシウムおよびリン酸塩を含む培地に置く。これらの細胞は

、コンフルエントな密度に達し、次いで、骨小節と呼ばれる多層の細胞構造を「

重層（ｐｉｌｅ  ｕｐ）」形成する。この構造は、周囲の細胞外マトリックスを

鉱化する。

      【００２５】

  はっきりと対照的に、無血清条件下で増殖した骨形成原細胞は、明らかに異な

る発達パターンを経て、これは、新規組成の物質の創造を生じる。このプロセス

には、ＴＧＦ－βまたは他の骨形成増殖因子の存在が必要であり、これは、培養

初期の０時間～４８時間以内に添加される。これらの条件下で、細胞は、さらに

２４時間～３６時間の間でプラスチック接着性になり、組織培養皿のプラスチッ

ク表面から自然に剥離し、「骨細胞スフェロイド」と命名した、非接着性の大き

さ不定の三次元の球状形態の細胞凝集体を形成する。このスフェロイド内部の骨

細胞は、その組織様三次元的発達に起因して、生化学的変化を生じる細胞分化を

受け、これらの変化がそのスフェロイドの迅速な（３～７日）鉱化、および（微
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小骨片と称する）結晶骨様構造の形成を導く。本明細書中に記載した、この（微

小骨片を含む細胞スフェロイドの）物質の組成は、明らかに、通常の骨細胞培養

物とは異なる。第一に、このプロセスは、骨細胞の球状の三次元的な組織様の発

達を生じる。第二に、これらの組織様凝集体は非接着性であり、互いにのみ接着

性であるだけであってその下にある培養皿のプラスチックには接着性でない、そ

の細胞の懸濁液中で発達する。最後に、骨細胞の組織様の発達は、無血清条件を

必要とし、組織凝集体内での三次元の結晶性の骨のエキソビボ形成を生じる（い

かなる他の培養系でも観察または記載されないプロセス）。

      【００２６】

  （ＩＩ．骨形成前駆細胞）

  本発明は、骨形成原細胞、骨前駆細胞、ならびに骨細胞株からの骨のエキソビ

ボ形成を記載する。以下の節は、これらの前駆細胞の種々の供給源、それらの単

離および特徴付けを記載する。骨形成原細胞または前駆細胞は、骨髄または骨の

ような一次供給源から誘導される。さらに、細胞は、いくつかの異なる種（ヒト

、ウシ、ウマ、イヌ、ネコおよびマウス起源の細胞を含む）から誘導され得る。

      【００２７】

  （Ａ．骨前駆細胞）

  ヒト骨前駆細胞は、少量の骨タンパク質（オステオカルシン、オステオネクチ

ンおよびアルカリホスファターゼ）を発現し、そして内部の複雑さの程度が低い

、小さな大きさの細胞として特徴付けられる（Ｌｏｎｇら，１９９５）。刺激さ

れて分化する場合、これらの前骨芽細胞様細胞は、その外観、大きさ、抗原発現

および内部構造が骨芽細胞様になる。これらの細胞は通常非常に低い頻度で骨髄

中に存在するが、これらの細胞を単離するためのプロセスは記載されている（Ｌ

ｏｎｇら，１９９５）。米国特許第５，９７２，７０３号（「Ｂｏｎｅ  Ｐｒｅ

ｃｕｒｓｏｒ  Ｃｅｌｌｓ：Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ  ａｎｄ  Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ」との発明の名称、Ｍｉｃｈａｅｌ  Ｗ．ＬｏｎｇおよびＫｅｎｎｅｔｈ  Ｇ

．Ｍａｎｎ）は、骨前駆細胞を単離する方法および使用する方法をさらに記載し

、そして特に本明細書中に参考として援用される。

      【００２８】
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  骨前駆細胞を単離するための技術の一例は、以下の工程を包含する。単核細胞

を、ｆｉｃｏｌｌまたは当業者に公知の他の適切な平衡密度分離技術での分離に

よって骨髄から調製する。次いで、低密度単核細胞を一晩培養によって培養して

プラスチックに付着する細胞を除去する。免疫アフィニティー単離を用いた富化

工程は、以前（Ｌｏｎｇら，１９９５）に記載されたとおりにプラスチック上に

固定された抗オステオネクチン（ＯＮ）抗体および抗オステオカルシン（ＯＣ）

抗体を用いた非付着低密度細胞の収集を含む。免疫付着細胞は、トリプシン処理

によって収集された。代替的な富化工程は、免疫カラムクロマトグラフィーまた

は蛍光活性化細胞選別を含み得る。オステオネクチンに対する抗体およびオステ

オカルシンに対する抗体に加えて、アルカリホスファターゼまたは骨前駆細胞上

に発現される他の細胞表面マーカーに対する抗体が利用され得る。これらは、以

下の節においてさらに詳細に記載される。

      【００２９】

  本明細書中で使用される場合、骨前駆細胞は、骨芽細胞へと分化または増大し

得る任意の細胞である。本発明の骨前駆細胞は、造血性ではなく、従って、汎造

血抗原ＣＤ３４を発現しない。好ましい骨前駆細胞としては、前骨芽細胞（ｏｓ

ｔｅｏｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ  ｃｅｌｌ）および前骨芽細胞（ｐｒｅｏｓｔｅｏ

ｂｌａｓｔ  ｃｅｌｌ）が挙げられる。

      【００３０】

  骨前駆細胞は、骨髄細胞の平衡密度遠心分離によってさらに富化され得る。骨

髄細胞の平衡密度遠心分離は、骨前駆細胞中に富化された低密度骨髄細胞を提供

する。１つの実施形態では、平衡密度遠心分離は、抗体精製の前に行われ得る。

第２の実施形態では、平衡密度遠心分離は、抗体精製の後に行われ得る。あるい

は、平衡密度遠心分離精製工程は、抗体精製工程の前および後の２回行われ得る

。

      【００３１】

  別の局面では、骨前駆細胞集団は、骨髄細胞中に存在する間質細胞を除去する

ことによって富化され得る。間質細胞の除去は、骨髄細胞を付着表面（代表的に

は、組織培養プラスチックまたはガラス）に暴露することによって達成され得る
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。間質細胞は、組織培養プラスチックまたはガラスに付着し、一方、骨前駆細胞

は付着しない。間質細胞は、免疫精製工程の前または後に除去され得る。好まし

くは、間質細胞は、免疫精製工程の前に除去される。組織培養プラスチックまた

はガラスのような固体表面の使用は当該分野で周知である。組織培養プラスチッ

クおよびガラスは、処理（例えば、シリコーン、ニトロセルロース、ニッケルな

ど）されて細胞付着が促進または阻害され得る。処理された表面および未処理の

表面は市販される。

      【００３２】

  別の局面では、骨前駆細胞の富化された集団は、大きさによってさらに分画さ

れる。好ましい実施形態では、大きさの分画は、蛍光活性化フローサイトメトリ

ーによって達成され得る。本発明の骨前駆細胞は、約８ミクロンと約７０ミクロ

ンとの間の平均直径を有する。好ましくは、骨前駆細胞は、約１０ミクロンと約

２０ミクロンとの間の平均直径を有する。

      【００３３】

  （Ｂ．初代ヒト骨芽細胞）

  本発明において使用するための骨細胞の別の供給源は、初代骨芽細胞である。

これらの細胞についての単離手順の一例は、ＲｏｂｅｙおよびＴｅｒｍａｉｎｅ

（１９８５）に見出され得る。手短には、整形外科手術の間に骨の破片を得る。

これらをＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅ  Ｄで２時間、３７℃で処理し、非付着細胞を

洗浄除去し、骨小片を切り刻み、そしてＣａ２＋を含まず、１０％  ＦＣＳおよ

びＰｅｎ／Ｓｔｒｅｐを含む培地中で培養する。培養物がコンフルエントになっ

た後、トリプシン処理によって細胞を収集し、そしてＣａ２＋を含有するＤＭＥ

Ｍ中で２～３週間にわたって培養する。骨に由来する骨芽細胞をトリプシン処理

によって回収する。

      【００３４】

  骨から骨芽細胞を単離するための代替方法は当該分野で公知である（例えば、

Ａｕｂｉｎら，１９８２を参照のこと）。報告されているように、頭蓋冠を切り

出し、培地中でリンスし、そして鋏で切り刻む。切り刻まれた骨をコラゲナーゼ

で短時間、培地中で消化する。遠心分離し、そして上清をデカントすることによ
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ってこの細胞を取り出し、骨の小片を後に残す。ウシ胎児血清を添加してコラゲ

ナーゼ消化を阻害する。細胞を適切な増殖培地中に低密度でプレーティングし、

そしてクローン細胞のコロニーを連続培養および特徴付けのために重複して培養

する。

      【００３５】

  （Ｃ．細胞株）

  上記の初代骨芽細胞および骨前駆細胞に加えて、種々の細胞株が、本発明にお

ける方法によって記載される通りにエキソビボ骨球形成のための出発点として用

いられ得る。細胞株は、ヒト、ウシ、ウマ、イヌ、ネコおよびマウス起源を含む

、多数の種由来であり得る。本発明において含まれる実施例に記載されるような

例示的な細胞株は、ＭＧ－６３細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１４２７）、Ｃ３／

Ｈ１０Ｔ１／２細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ－２２６）およびＳＡＯＳ－２細胞（

ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ－８５）である。他の細胞株もまた、Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｔ

ｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎを通じて利用可能であり、以下

が挙げられる：ＨＯＳ細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１５４３）およびその種々の

誘導物、Ｇ－２９２（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１４２３）、ＳＪＳＡ－１細胞（Ａ

ＴＣＣ番号ＣＲＬ－２０９８）、Ｈｓ  ３．Ｔ細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－７０

０５）、ＴＥ  ４１５．Ｔ細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－７７６４）、ＴＥ  ４１

８．Ｔ細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－７７６６）、Ｈｓ  ７５５（Ａ）．Ｔ細胞（

ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－７８７７）、１４３Ｂ細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－８３０

３）、Ｕ－２  ＯＳ細胞（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ－９６）およびＴ１－７３細胞（

ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－７９４３）。これらの細胞株は全てヒト骨肉種に由来する

。いくつかの他の種に由来する同様の骨肉腫細胞株はＡＴＣＣから入手可能であ

る。

      【００３６】

  （ＩＩＩ．細胞マーカー）

  種々の細胞マーカーを用いて、本発明の骨形成前駆細胞を規定および／または

精製する。以下の節は、これらのマーカーおよびそれらの用途を規定する。

      【００３７】
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  骨前駆細胞（例えば、その全体が本明細書中に参考として援用される、米国特

許第５，９７２，７０３号に記載される骨前駆細胞）は、骨前駆細胞抗体と免疫

反応性である。骨前駆細胞抗体を用いて、骨前駆細胞の集団を富化する。骨前駆

細胞抗体としては、抗オステオカルシン、抗オステオネクチンおよび抗骨アルカ

リホスファターゼが挙げられる。抗オステオカルシン、抗オステオネクチンおよ

び抗骨アルカリホスファターゼは、Ｓｈｕｌｌら，１９８４に記載された。骨前

駆細胞はさらに特徴付けられるので、骨前駆細胞と免疫反応する他の抗体は、当

業者によって生成され得る。骨前駆細胞と免疫反応性のこれらの他の抗体の使用

もまた意図される。好ましい実施形態では、骨前駆細胞抗体は、固体基材に対し

て結合体化される。固体基材は好ましくは組織培養皿またはペトリ皿である。組

織培養プラスチックまたはガラスのような固体表面の使用は当該分野で周知であ

る。組織培養プラスチックおよびガラスは、タンパク質付着を促進または阻害す

るために処理（例えば、シリコーン、ニトロセルロース、ニッケルなど）され得

る。処理された表面または未処理の表面は、市販される。抗体でコーティングし

た組織培養皿は、骨前駆細胞について「パニング」するために利用され得る。手

短には、骨前駆細胞を含む骨髄細胞は、抗体でコーティングした皿の上でインキ

ュベートされる。骨前駆細胞はこの抗体に付着し、一方、全ての他の細胞はこの

皿には付着しない。インキュベーション後、この皿を培地で穏やかに洗浄するこ

とによって、この皿に付着しない細胞を除去する。骨前駆細胞をこの皿から取り

出し、そしてさらに分析するか、精製するかまたは骨芽細胞へと分化させた。

      【００３８】

  別の実施形態では、骨前駆細胞抗体と免疫反応性の第２の抗体を用いて、骨前

駆細胞の集団を富化し得る。二次抗体の使用は、当該分野で一般に公知である。

代表的に、二次抗体は、第１の抗体の定常領域と免疫反応性の抗体である。好ま

しい二次抗体としては、抗ウサギ、抗マウス、抗ラット、抗ヤギおよび抗ウマが

挙げられ、そして市販される。好ましい実施形態では、二次抗体は、固体基材（

組織培養皿、アガロース、ポリアクリルアミドおよび磁性粒子を含む）に結合体

化される。この実施形態では、骨前駆細胞抗体は、骨前駆細胞に対して最初に免

疫反応性である。抗体が付着した骨前駆細胞は次いで、固体基材に結合体化され
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た二次抗体に対して暴露される。前駆細胞の富化が達成される。なぜなら、骨前

駆細胞抗体を提示する細胞のみが二次抗体と免疫反応するからである。市販のキ

ットは、磁性粒子に結合体化された二次抗体を提供する。この系では、骨前駆細

胞抗体を提示する骨前駆細胞が、磁界への暴露によって精製される。

      【００３９】

  骨抗体（すなわち、オステオネクチンに対する骨抗体、オステオカルシンに対

する骨抗体およびアルカリホスファターゼに対する骨抗体）の調製は、本明細書

中に参考として援用されるＳｈｕｌｌら，１９８９に報告された。ポリクローナ

ルーナル抗体およびモノクローナル抗体は両方とも、本発明によって意図される

。抗体を調製および特徴付けするための手段は当該分野で周知である（例えば、

Ｅ．ＨａｒｌｏｗおよびＤ．Ｌａｎｅ，１９８８を参照のこと）。

      【００４０】

  骨形成系列の正常細胞上の細胞表面抗原は、鳥類種およびげっ歯動物種につい

て報告された（ＢｒｕｄｅｒおよびＣａｐｌａｎ，１９８９；１９９０；Ｔｕｒ

ｋｓｅｎら，１９９２）。報告されたこれらの抗体のいくつかはまた、骨におい

て見出される細胞以外の細胞と反応する。モノクローナル抗体は、正常なヒト骨

芽細胞中の細胞内抗原に対して、および形質転換されたヒト骨形成原細胞株の表

面に対して惹起されている（Ｅｍｂｌｅｔｏｎら，１９８１；Ｈｏｓｏｉら，１

９８２；Ｈｅｉｎｅｒら，１９８７；Ｂｒｕｌａｎｄら，１９８８；Ｔｓａｉら

，１９９０；Ｗａｌｓｈら，１９９４）。骨形成原細胞マーカー、抗体およびハ

イブリドーマの生成、ならびにこれらのマーカーの使用方法の例は、米国特許第

５，６４３，７３６号に記載されている。ヒト骨形成原細胞を同定し得る、細胞

表面エピトープに対するモノクローナル抗体の例は、アルカリホスファターゼに

対するモノクローナル抗体である（Ｌａｗｓｏｎら，１９８５）。この十分に特

徴付けられた細胞表面酵素は、骨形成原細胞の大きなファミリーを同定するため

の歴史的（ｈｉｓｔｏｒｉｃａｌ）標準として役立っており、そして簡便な組織

化学的染色によって容易に実証される。

      【００４１】

  他の好ましい抗原としては、オステオカルシンおよびオステオネクチンが挙げ
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られる。オステオカルシンは、骨グラタンパク質（ＢＧＰ）とも呼ばれる、ビタ

ミンＫ依存性骨カルシウム結合タンパク質である。特に、ヒトオステオカルシン

は、４９アミノ酸から構成され、そして５８００の分子量を有する、比較的小さ

なタンパク質である。このタンパク質は、骨芽細胞から生成され、そして骨の非

コラーゲンタンパク質の構成成分の約２０％を占める。このタンパク質は、γカ

ルボキシグルタミン酸残基を含み、そしてヒドロキシアパタイトに対して強い親

和性を有し、それゆえ、骨マトリックスの形成において重要な役割を有すると推

定される。オステオネクチンは、ＢＭ４０またはＳＰＡＲＣ（酸性でシステイン

に富む分泌タンパク質）とも呼ばれ、組織鉱化、細胞－細胞外マトリックス相互

作用、ならびに新脈管形成に関与する多機能性糖タンパク質である。発達中の骨

の非コラーゲン性カルシウム結合糖タンパク質。これは、コラーゲンを骨マトリ

ックス中の鉱物に連結する。

      【００４２】

  前駆細胞に対するモノクローナル抗体は、従来の方法によって適切な放射性標

識、酵素的標識、蛍光標識もしくは他の標識で標識され得るか、および／または

適切な固体キャリア（これは、当業者に明らかである）に結合され得る。例えば

、モノクローナル抗体は、免疫化学物質（例えば、フルオレセインイソチオシア

ネート、ペルオキシダーゼ、ビオチンおよびそのアナログ（例えば、イミノビオ

チン）、アビジンおよびそのアナログ（ストレプトアビジン）またはこのような

他のマーカー）と組合わせて、または免疫化学物質にカップリングされて、用い

られ得る。さらに、モノクローナル抗体は、特定の基材に結合または付着され、

そして組織サンプル（例えば、骨細胞単離物、骨膜生検または培養細胞）を、こ

の付着されたモノクローナル抗体と接触させる場合、骨形成原細胞を捕獲するた

めに利用され得る。次いで、結合した細胞は、固相および抗体の性質に本質的に

依存して、公知の方法によって固相から分離され得る。結合した細胞は回収され

得、そして種々の外部因子および内部因子に依存して、骨の再生などの種々の治

療目的のために用いられ得る。

      【００４３】

  その結果、本発明は、正常な骨形成原細胞サブセットを他の細胞（例えば、線
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維芽細胞または造血細胞）から分離するためにモノクローナル抗体を用いる任意

の方法を意図する。例えば、本発明のさらなる実施形態は、正常なヒト骨形成原

細胞サブセットの集団を生成する方法に関し、この方法は、以下の工程を包含す

る：このような細胞を含む組織の細胞懸濁物を提供する工程；この細胞懸濁物を

、骨形成原細胞上のエピトープを認識するが線維芽細胞上のエピトープも造血細

胞上のエピトープも認識しないモノクローナル抗体と接触させる工程；ならびに

この細胞懸濁物から、このモノクローナル抗体によって結合された細胞を分離お

よび回収する工程。

      【００４４】

  （ＩＶ．ＴＧＦ－β遺伝子スーパーファミリー）

  骨をエキソビボで生成するためのＴＧＦ－β遺伝子スーパーファミリー由来の

増殖因子の使用は、本発明の重要な局面である。以下の節は、ＴＧＦ－β遺伝子

スーパーファミリーの特性を詳述する。特に有用なのは、上記の節で規定した骨

細胞スフェロイドの形成を誘導する増殖因子である。

      【００４５】

  トランスフォーミング増殖因子－βスーパーファミリーは、細胞増殖および種

々の組織への細胞分化に関与する、十分に特徴付けられたファミリーのタンパク

質である。ＴＧＦ－βスーパーファミリーのメンバーは一般に、構造が二量体で

あり、より大きな前駆タンパク質からタンパク質分解切断によって生成される２

つの単量体単位を含み、このうちのプロセシングされた単量体はカルボキシル末

端部分を表す。この二量体ＴＧＦ－βタンパク質は一般に、約２０，０００～３

５，０００の分子量を有し、そして成熟タンパク質領域において共通のシステイ

ンパターンを共有する。例えば、Ｓｐｏｒｎら（１９８６）およびその中に引用

される論文を参照のこと。ＴＧＦ－βスーパーファミリーとしては、ＴＧＦ－β

１～ＴＧＦ－β５以外にいくつかのサブグループが挙げられる。これらは、骨形

成タンパク質（ＢＭＰ）、増殖および分化因子（ＧＤＦ）、インヒビン、ならび

にＧＤＮＦおよびミューラー阻害物質ならびに構造的に関連した他のタンパク質

である。ＴＧＦ－βスーパーファミリーもまた、特徴付けられており、そして哺

乳動物ＴＧＦ－βと比較して高度に保存されている、他の種由来のタンパク質を
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含む（Ｖｇ１（Ｘｅｎｏｐｕｓ）、（ＷｅｅｋｓおよびＭｅｌｔｏｎ，１９８７

）；Ｄｐｐ，Ｓｃｒｅｗおよび６０Ａ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）、（Ｐａｄｇｅ

ｔｔら，１９８７；Ｄｏｃｔｏｒら，１９９２）；およびより最近同定されたタ

ンパク質（Ｕｎｉｖｉｎ（ウニ）、Ｄｏｒｓａｌｉｎ－１（ニワトリ）およびＲ

ａｄａｒ（Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ）を含む）を含む）。この組成物において有効に

用いられ得る他の因子としては、ＴＧＦ－βレセプター分子に結合し得る、ＴＧ

Ｆ－βスーパーファミリーのメンバーの合成分子またはフラグメントが挙げられ

る。

      【００４６】

  トランスフォーミング増殖因子－β（ＴＧＦ－β）ファミリーのタンパク質は

、関連しているが、機能的に異なる、多数のタンパク質からなる（Ｂａｒｎａｒ

ｄ，１９９０；ＲｏｂｅｒｔｓおよびＳｐｏｒｎ，１９９０）。ＴＧＦ－βファ

ミリーのタンパク質の１つのメンバーであるＴＧＦ－β１は、増殖促進活性およ

び増殖阻害活性の両方を有する多機能性サイトカインである。近年、ＴＧＦ－β

１は、再狭窄損傷（Ｎｉｋｏｌら，１９９２）およびアテローム性動脈硬化斑（

Ｋｏｊｉｍａら，１９９１）のような脈管損傷の修復調節において役割を果たす

ことが見出されている。

      【００４７】

  ＴＧＦ－βファミリーのタンパク質のメンバーは、Ｉ型（ＴβＲＩ）およびＩ

Ｉ型（ＴβＲＩＩ）セリン／トレオニンキナーゼレセプターのヘテロマーレセプ

ター複合体に結合することによって、細胞シグナル伝達を開始する（Ｍａｓｓａ

ｇｕｅら，１９９４；Ｍｉｙａｚｏｎｏら，１９９４によって概説される）。こ

のヘテロマーレセプター複合体の活性化は、ＴＧＦ－βがＴβＲＩＩに結合した

ときに生じ、次いでＴβＲＩＩは補充され、そしてＴβＲＩをリン酸化する。次

いで、活性化されたＴβＲＩはシグナルを、下流の標的へと増幅する（Ｃｈｅｎ

およびＷｅｉｎｂｅｒｇ，１９９５；Ｗｒａｎａら，１９９４）。

      【００４８】

  現在までに、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２およびＴＧＦ－β３（これらは、機

能的に密接に関連しており、高度のレセプター交差反応性を共有する）と命名さ
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れる３つの別個の型のＴＧＦ－βがクローニングされており、そして配列分析に

よって特徴付けられる。全てのＴＧＦ－βは、３９０～４１２アミノ酸前駆体と

して合成され、この前駆体は、タンパク質分解切断されて単量体形態を生じ、こ

の単量体形態は、Ｃ末端の１１２アミノ酸からなる。これらの成熟した生物学的

に活性な形態であるＴＧＦ－βは、各々１１２アミノ酸の２つのポリペプチド鎖

の酸安定性および熱安定性ジスルフィド結合ホモ二量体である。ヒトＴＧＦ－β

１（Ｄｅｒｙｎｃｋら，１９８５）、マウスＴＧＦ－β１（Ｄｅｒｙｎｃｋら，

１９８６）およびサルＴＧＦ－β１（Ｓｈａｒｐｌｅｓら，１９８７）の完全ア

ミノ酸配列は、顕著な配列保存を示し、１アミノ酸残基でのみ異なる。ヒトＴＧ

Ｆ－β１、ヒトＴＧＦ－β２（ｄｅ  Ｍａｒｔｉｎら，１９８７；Ｍａｒｑｕａ

ｒｄｔら，１９８７）およびヒトＴＧＦ－β３（Ｔｅｎ  Ｄｉｊｋｅら，１９８

８）のアミノ酸配列の比較は、これらの３つのタンパク質が、成熟形態において

約７０～８０％の配列同一性を示すことを実証した。ヘテロ二量体ＴＧＦ－β１

．２は、ブタ血小板から単離されており、そしてＴＧＦ－β２の１つのサブユニ

ットにジスルフィド結合したＴＧＦ－β１の１つのサブユニットからなる（Ｃｈ

ｅｉｆｅｔｚら，１９８７）。

      【００４９】

  骨および他の組織の抽出物中に存在する、骨、軟骨、腱および他の組織の形成

を担う分子の探索によって、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）（これは、ＴＧＦ－β

遺伝子ファミリーのメンバーでもある）と呼ばれる、新規なセットの分子の発見

がもたらされた。ＢＭＰ－１～ＢＭＰ－１５と命名されたいくつかのタンパク質

の構造は、以前に解明されている。骨、軟骨および／または他の生体組織におけ

るその存在と共に、これらのタンパク質の独特な誘導活性は、これらが骨および

他の組織の修復プロセスの重要な調節因子であり、そして組織の形成、維持およ

び修復に関与し得ることを示唆する。このような組織の形成、維持および修復の

ための改善された方法および組成物を同定する必要性がある。

      【００５０】

  骨形成タンパク質ファミリーのメンバーは、軟骨および骨の形成の誘導のため

に有用であることが示されている。例えば、ＢＭＰ－２は、新たな軟骨および／
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または骨組織の形成を、ラットの異所移植モデルにおいて（米国特許第５，０１

３，６４９号を参照のこと）；イヌにおける下顎欠損において（Ｔｏｒｉｕｍｉ

ら，１９９１）；ヒツジにおける大腿分節性欠損において（Ｇｅｒｈａｒｔら，

１９９１）インビボで誘導し得ることが示されている。ＢＭＰ－４、－６および

－７を含めたＢＭＰファミリーの他のメンバーもまた、骨形成活性を有すること

が示されている（Ｗｏｚｎｅｙ，１９９３）。ＢＭＰタンパク質もまた、軟骨、

腱、靭帯、神経組織を含めた種々の他の組織に対して誘導活性および／または分

化強化活性を実証することが示されている。

      【００５１】

  本発明に従って有用である他の因子としては以下が挙げられる：ＢＭＰ－３（

Ｖｕｋｉｃｅｖｉｃら，１９８９）；増殖因子（例えば、塩基性線維芽細胞増殖

因子（ｂＦＧＦ））；グルココルチコイド（例えば、デキサメタゾン（Ｃｈｅｎ

ｇら，１９９４））；およびプロスタグランジン（例えば、プロスタグランジン

Ｅ１（Ｃｈｅｎら，１９９１））。さらに、アスコルビン酸およびそのアナログ

（例えば、アスコルビン酸－２－リン酸（Ｔｅｎｎｅｎｂａｕｍら，１９８２）

）ならびにグリセロールリン酸（例えば、β－グリセロリン酸（Ｂｒｕｄｅｒら

，１９９１））は、進んだ分化についての有効な補助因子であるが、単独ではこ

れらは骨形成分化を誘導しない。他の因子としては、インヒビンＡ（Ｃｈｅｎら

，１９９３）、軟骨形成刺激活性因子（ＣＳＡ）（Ｓｙｆｔｅｓｔａｄら，１９

８５）、コラーゲン性細胞外マトリックス分子（Ｉ型コラーゲンを含む）（特に

ゲルとして）（Ｋｉｍｕｒａら，１９８４）、およびビタミンＡアナログ（例え

ば、レチノイン酸）（Ｌａｎｇｉｌｌｅら，１９８９）が挙げられる。

      【００５２】

  本発明においてまた目的であるのは、インスリン様増殖因子である。ＩＧＦ－

ＩおよびＩＧＦ－ＩＩは各々、約７，５００ダルトンの分子量を有する。ＩＧＦ

－ＩおよびＩＧＦ－ＩＩの各々は、プロインスリンの対応するドメインに高度に

類似するＡドメインおよびＢドメインを保有する。ＡドメインおよびＢドメイン

は、Ｃドメインによって互いに連結される。カルボキシ末端伸張部であるＤドメ

インは、ＩＧＦ中に存在するが、プロインスリン中には見出されない。ＩＧＦ－
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ＩおよびＩＧＦ－ＩＩは両方とも、各々３つのジスルフィド架橋を有し、そして

ヒトインスリンＡ鎖およびＢ鎖に対してそれぞれ４９％および４７％の配列同一

性を有する、単鎖ポリペプチドである。インスリンと同様に、ＩＧＦは、ＷＯ  

９３／９８８２６に記載されるように、ＩＧＦが結合するレセプターの細胞質ド

メイン内の特定のチロシン残基のリン酸化を刺激する。名称「インスリン様増殖

因子」は、ＥＰ  １２８  ７３３に記載されるように、多数の細胞に対してマイ

トジェンとして作用するこれらのポリペプチドのインスリン様効果およびインス

リン様構造を表現するために選択された。Ｒｉｎｄｅｒｋｎｅｃｈｔ（１９７８

ａ）および（１９７８ｂ）に記載されるように、ＩＧＦ－Ｉは７０アミノ酸ペプ

チドであり、一方、ＩＧＦ－ＩＩは６７アミノ酸ペプチドである。ＩＧＦ－Ｉお

よびＩＧＦ－ＩＩは、互いに６２％の構造的相同性を有する。両方とも、ヒト血

清から単離されている。

      【００５３】

  インスリン様増殖因子はソマトメジンというクラス名称でも公知であり、そし

て種々の組織および細胞型において、特に発生の間に細胞の増殖を刺激するよう

に作用するポリペプチドとして種々の動物種において同定されている。ソマトメ

ジンの増殖促進効果としては、細胞繁殖の増強および軟骨増殖の刺激、アミノ酸

輸送の刺激、ＲＮＡ、ＤＮＡおよびタンパク質の合成の刺激、ならびにプロテオ

グリカンへのスルフェートの取り込みおよびコラーゲンへのプロリンの取り込み

の刺激が挙げられる。多くの哺乳動物の出生後成長は、ソマトメジンによる軟骨

増殖の刺激に起因し、そして胎内における成長もまた、ソマトメジン依存性であ

り得る。

      【００５４】

  本発明に従って利用され得るなお別の重要な増殖因子は、血管内皮増殖因子／

血管透過因子（ＶＥＧＦ／ＶＰＦ）である。このタンパク質は、低酸素によって

刺激され、そして腫瘍新脈管形成に必要とされることが示されている、内皮細胞

特異的マイトジェンである。Ｓａｎｇｅｒら（１９８６）；Ｋｉｍら（１９９３

）；Ｓｃｈｗｅｉｋｉら（１９９２）；Ｐｌａｔｅら（１９９２）。これは、種

々の腫瘍および正常細胞によって合成および分泌される、３４～４３ｋＤａ（約
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４５ｋＤａに主な種を有する）の二量体の、ジスルフィド結合した糖タンパク質

である。ＶＥＧＦは、新生血管形成に関連する多くの生理学的状態およびプロセ

スにおいて本質的役割を果たすようである。

      【００５５】

  （Ｖ．無血清培地）

  本発明は、骨細胞スフェロイドへの骨形成原細胞の増殖および分化のための無

血清培地の使用を要する。以下の節は、無結成培地を使用するための性質および

条件を記載する。

      【００５６】

  哺乳動物細胞由来の組換え生物薬剤の製造のための無血清培養の使用が、完全

に概説されている（Ｂａｒｎｅｓ、１９８７；ＢａｒｎｅｓおよびＳａｍ、１９

８０；Ｂｒｏａｄら、１９９１；Ｊａｙｍｅ、１９９１）。無血清培地のための

補充物として使用される主要な添加剤のリストが、Ｂａｒｎｅｓ（１９８７）な

らびにＢａｒｎｅｓおよびＳａｍ（１９８０）によって要約される。大半の市販

の無血清培地は、アルブミンのようなキャリアタンパク質を含む。キャリアタン

パク質の存在は、細胞生存能の保護に必要とされ得る。

      【００５７】

  無血清培養培地の例は、本明細書中で参考として援用される米国特許第５，０

６３，１５７号に見出され得る。非付着哺乳動物細胞について記載される培地は

、基本培地に加えて、トランスフェリン、インスリン、ペプトン、β－Ｄ－キシ

ロピラノース誘導体、亜セレン酸塩および生物学的ポリアミンを含む。哺乳動物

細胞についての別の無血清細胞増殖培地は、米国特許第４，４４３，５４６号に

開示される。この増殖培地は、基本培地に加えて、７つの成分を含む。欧州特許

明細書第４８１，７９１号は、水、浸透圧調節剤、緩衝液、エネルギー供給源、

アミノ酸、鉄供給源、増殖因子および他の任意の成分を含む、ＣＨＯ細胞につい

ての培養培地を開示する。例示される２つの培地は、それぞれ１９個および１７

個の成分を含む。

      【００５８】

  無血清培地に対する潜在的な添加剤の例は、以下を含む：
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  （Ａ．アルブミン）

  アルブミンは、好ましくは、細胞増殖に有効な量で、ウシ血清アルブミン（Ｂ

ＳＡ）またはヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）の形態で供給される。アルブミンは

、培地において、タンパク質の供給源を提供する。アルブミンは、微量元素およ

び必須脂肪酸に対するキャリアとして作用すると考えられる。好ましくは、本発

明の処方において使用されるアルブミンは、発熱物質もウイルスも含まず、そし

て必要な場合、このアルブミンは、ヒト患者への注入のための調節媒体として認

可されている。ＨＳＡは、使用前に、樹脂ビーズを用いて脱イオン化され得る。

ヒト血清アルブミンの濃度は、１～８ｍｇ／ｍｌ、好ましくは、３～５ｍｇ／ｍ

ｌ、最も好ましくは、４ｍｇ／ｍｌである。

      【００５９】

  （Ｂ．可溶性キャリア／脂肪酸複合体）

  上記で述べられたアルブミンは、可溶性のキャリア／必須脂肪酸複合体、およ

び可溶性のキャリアコレステロール複合体によって置換され得、これらの複合体

は、脂肪酸およびコレステロールを、細胞に効率的に送達し得る。このような複

合体の例は、シクロデキストリン／リノール酸、コレステロールおよびオレイン

酸の複合体である。これは、良く規定された分子による、あまり特徴付けられて

いないアルブミンの置換を可能にするため、有利である。シクロデキストリンの

使用は、ヒト／動物血清アルブミンの添加についての必要性を排除し、それによ

って、アルブミンをこの培地に導入する任意の微量な所望されない物質を排除す

る。シクロデキストリンの使用は、無血清培養物への特定の脂肪親和性栄養素の

添加を単純化する。

      【００６０】

  シクロデキストリンと複合体化し得る脂肪親和性物質としては、不飽和脂肪酸

（例えば、リノール酸、コレステロールおよびオレイン酸）が挙げられる。リノ

ール酸、コレステロールおよびオレイン酸は、有効量で存在し、そして等しい割

合で存在し得、その結果、合計量が、０．００１～１００μｇ／ｍｌ、好ましく

は、０．１～１０μｇ／ｍｌである。このような複合体の調製は、当該分野で公

知であり、そして例えば、米国特許第４，５３３，６３７号に記載され、この内
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容全体が、本明細書によって参考として援用される。

      【００６１】

  （Ｃ．鉄供給源）

  有効量かつ細胞によって利用され得る形態の鉄供給源が、培地に添加され得る

。この鉄は、有効量で、トランスフェリン（鉄のキャリア分子）を飽和すること

によって供給され得る。このトランスフェリンは、動物の血清由来であり得るか

、または組換え的に合成され得る。トランスフェリンが、動物供給源由来である

場合、他の動物タンパク質を除去するために精製され、従って、通常は少なくと

も９９％純粋であることが理解される。このトランスフェリン濃度は、通常は、

８０μｇ／ｍｌと５００μｇ／ｍｌとの間、好ましくは、１２０μｇ／ｍｌと５

００μｇ／ｍｌとの間、より好ましくは、１３０μｇ／ｍｌと５００μｇ／ｍｌ

との間、なおより好ましくは、２７５μｇ／ｍｌと４００μｇ／ｍｌとの間、そ

して最も好ましくは、３００μｇ／ｍｌである。鉄塩、好ましくは、水溶性の鉄

塩（例えば、有機酸溶液（例えば、クエン酸）のような水溶液に溶解された塩化

鉄（例えば、ＦｅＣｌ３．６Ｈ２Ｏ））が使用されて、トランスフェリンに鉄を

供給する。１モルの塩化鉄が、通常、すべてのモルのクエン酸について使用され

る。塩化鉄の濃度は、０．０００８～８μｇ／ｍｌ、好ましくは、０．０８～０

．８μｇ／ｍｌ、最も好ましくは、０．０８μｇ／ｍｌである。

      【００６２】

  （Ｄ．インスリン増殖因子）

  インスリンはまた、有効量で、本発明の培地に添加され得る。このインスリン

濃度は、０．２５Ｕ／ｍｌと２．５Ｕ／ｍｌとの間、より好ましくは、０．４～

２．１Ｕ／ｍｌ、最も好ましくは、０．４８Ｕ／ｍｌである。質量への単位の転

換において、２７Ｕは、１ｍｇである。従って、この変換を組み込むと、このイ

ンスリン濃度は、約９．２６μｇ／ｍｌと９２．６μｇ／ｍｌとの間、より好ま

しくは、１４．８μｇ／ｍｌ～７７．８μｇ／ｍｌ、最も好ましくは、１７．７

μｇ／ｍｌである。ヒトインスリンが、動物のインスリンよりも好ましいことが

、重ねて理解される。高度に精製された組換えインスリンが、最も好ましい。イ

ンスリン様増殖因子（例えば、インスリン様増殖因子１およびインスリン様増殖
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因子２）は、対応する量のインスリンと実質的に同じ結果を提供する量で、イン

スリンの代わりか、またはインスリンに加えて使用され得る。従って、用語「イ

ンスリン増殖因子」は、インスリンおよびインスリン様増殖因子の両方を含む。

      【００６３】

  （Ｅ．さらなる成分）

  上記の必須の試薬への他の脂質の添加は、前駆細胞の増殖能力を増強し得る。

しかし、特定の実験に必要か、または特定の型の細胞の増殖に必要ではない限り

、これらの成分は、好ましくは添加されない。必要に応じて、トリグリセリドお

よび／またはリン脂質は、脂質のさらなる供給源として含められ得る。脂質の好

ましい供給源は、主に不飽和の脂肪酸（例えば、リノール酸、オレイン酸、パル

ミチン酸、リノレン酸およびステアリン酸）の天然のトリグリセリドの混合物を

含む。このような調製物はまた、ホスファチジルエタノールアミンおよびホスフ

ァチジルコリンを含み得る。脂質の別の供給源は、エタノールによって沈殿した

ヒトの血漿画分であり、そして好ましくは、低温殺菌によって、ウイルスを含ま

ないようになされる。

      【００６４】

  培地に必要に応じて添加され得る他の成分は、以下の参考文献に引用される：

ＷＯ９５／０６１１２、米国特許第４，５３３，６３７号、米国特許第５，４０

５，７７２号。これらの参考文献すべての内容全体が、参考として援用される。

      【００６５】

  （Ｆ．所望されない成分）

  培地が、ヒト患者への導入のために細胞を増殖させるるために使用される場合

、この培地は、好ましくは、ウシ血清アルブミン、哺乳動物血清、および／また

はヒトもしくは哺乳動物起源の任意の天然のタンパク質（上記で説明されたよう

な）のような成分を含まない。入手可能であり、かつ高品質であれば、組換えタ

ンパク質または合成タンパク質が使用されることが好ましい。最も好ましくは、

組換えタンパク質または合成タンパク質のアミノ酸配列が、ヒトのアミノ酸配列

に同一か、または高度に相同である。従って、本明細書中の最も好ましい無血清

培地の処方物は、動物由来のタンパク質を含まず、そして検出されない存在の動
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物タンパク質さえも有さない。

      【００６６】

  最も理想的な系において、必須ではない任意の成分は、好ましくは、培地に添

加されない。このような任意の成分は、上記で引用された先行技術に記載され、

そして肉抽出物（ｍｅａｔ－ｅｘｔｒａｃｔ）、ペプトン、ホスファチジルコリ

ン、エタノールアミン、抗酸化剤、デオキシリボヌクレオシド、リボヌクレオシ

ド、ダイズレシチン、コルチコステロイド、ミオイノシトール、モノチオグリセ

ロール、およびウシまたは他の動物の血清アルブミンからなる群より選択され得

る。

      【００６７】

  （ＶＩ．骨の修復を必要とする疾患および状態）

  以下は、新しい技術の開発から利益を得て、骨の修復および治癒プロセスを改

善する種々の疾患および障害を例示するための４つのヒト状態の簡潔な考察であ

る。以下に加えて、いくつかの他の状態は、例えば、ビタミンＤ欠損症である。

      【００６８】

  第一の例は、骨折を患う、他の点では健康な個体である。しばしば、臨床的な

骨折は、疼痛を緩和するためにギプス包帯することよって処置され、そして自然

の修復機構によって、その傷を修復させる。折れた骨の処置において生じ得る種

々の合併症を考慮することさえなかったものの、最近では骨折の処置が向上して

いるが、正常な環境において骨の治癒を増大するためのいかなる新規な手順も、

顕著な進歩を示す。

      【００６９】

  新規の処置方法から利益を享受し得る第二の例は、骨形成不全症（ＯＩ）であ

る。ＯＩは、ヒトにおける骨および軟性の結合組織の脆弱性を伴う種々の遺伝性

の結合組織疾患を含む（ＢｙｅｒｓおよびＳｔｅｉｎｅｒ、１９９２；Ｐｒｏｃ

ｋｏｐ、１９９０）。５，０００～１４，０００の出生当たり約１名の子供が、

ＯＩに罹患し、そしてこの疾患は、生涯にわたって、重大な病的状態に関連する

。高い骨折傾向、および骨折修復後の異常な骨の変形に由来する相当数の死がま

た生じる（ＯＩ  ｔｙｐｅｓ  ＩＩ～ＩＶ；ＢｏｎａｄｉｏおよびＧｏｌｄｓｔ
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ｅｉｎ、１９９３）。ここでの関連問題は、生活の質である；明らかに、罹患し

た個体の生活は、骨折の修復プロセスを刺激し、そして強化するために設計され

た新規の治療の開発によって改善される。

      【００７０】

  Ｉ型ＯＩは、変形を伴わない骨折、青色強膜、正常またはほぼ正常な身長、お

よび常染色体優性遺伝によって特徴付けられる軽い障害である（Ｂｏｎａｄｉｏ

およびＧｏｌｄｓｔｅｉｎ、１９９３）。オステオペニアは、歩行の際の長骨（

ｌｏｎｅ  ｂｏｎｅ）の骨折速度の増大に関連する（骨折頻度は、思春期および

若年成人代で劇的に減少するが、中年後期に、もう一度増加する）。聴覚損失（

これは、しばしば、２０代または３０代に始まる）は、この疾患の約半分の家族

における特徴であり、そして骨折頻度の一般的な低下にかかわらず、進行し得る

。ぞうげ質形成不全症は、一部の個体において観察される。

      【００７１】

  対照的に、ＩＩ～ＩＶ型ＯＩは、寿命の短縮に関連する、より重篤な障害の範

囲を示す。ＩＩ型ＯＩ（周産期の致死形態）は、低い身長、軟性の頭蓋冠、青色

強膜、脆弱な皮膚、やせた胸、だらりと垂れたように見える下肢（大腿骨の外側

の回転および外転に起因する）、脆弱な腱および靱帯、ひどい変形を伴う骨折、

ならびに呼吸不全に起因する周産期における死によって特徴付けられる。骨の虚

弱についてのＸ線撮影の形跡は、大腿骨の圧迫、脛骨のたわみ（ｂｏｗｉｎｇ）

、広くそして数珠状の肋骨および頭蓋冠の非薄化（ｔｈｉｎｎｉｎｇ）を含む。

      【００７２】

  ＩＩＩ型ＯＩは、低い身長、三角形の顔、重篤な脊柱側弯症および中程度の変

形を伴う骨折によって特徴付けられる。脊柱側弯症は、気腫、および呼吸不全に

起因する寿命の短縮を導き得る。ＩＶ型ＯＩは、正常な強膜、軽度から中程度の

変形を伴う骨折、歯の欠損、および本質的に、ＩＩ型ＯＩとＩ型ＯＩとの中間で

ある自然の経過によって特徴付けられる。

      【００７３】

  １５０より多くのＯＩ変異が、１９８９年以来特徴付けられている（Ｂｙｅｒ

ｓおよびＳｔｅｉｎｅｒ、１９９２；Ｐｒｏｃｋｏｐ、１９９０において概説さ
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れる）。大多数は、Ｉ型コラーゲンのＣＯＬ１Ａ１遺伝子およびＣＯＬ１Ａ２遺

伝子において生じる。Ｉ型ＯＩの大半の症例は、ＣＯＬ１Ａ１遺伝子におけるヘ

テロ接合性変異に由来するようであり、この変異は、コラーゲンの生成を減少す

るが、一次構造は変更せず、すなわち、ヘテロ接合性ヌル（ｎｕｌｌ）変異が、

ＣＯＬ１Ａ１発現に影響を及ぼす。

      【００７４】

  第三の重要な例は、骨粗鬆症である。用語骨粗鬆症は、骨量の減少および骨折

によって特徴付けられる障害の雑多な群をいう。推定上２０００万～２５００万

人の人々が、部位特異的な骨の喪失により、骨折の危険性を増大している。骨粗

鬆症についての危険因子としては、加齢、性別（女性により多い）、低い骨量、

早い閉経、人種（カフカス人）、低いカルシウム摂取、肉体活動の減少、遺伝因

子、環境因子（喫煙、およびアルコールまたはカフェインの濫用を含む）、なら

びに転倒傾向を引き起こす神経筋制御の欠損が挙げられる。

      【００７５】

  毎年、米国において１００万より多くの骨折が、骨粗鬆症に帰するとされ得、

そして１９８６年だけでも、骨粗鬆症の処置は、推定上７０億から１００億ドル

の医療費を費やした。人口統計学的傾向（すなわち、米国人口の徐々に増加しつ

つある年齢）は、これらの費用が、２０２０年までには、６２０億ドルまで増加

し得ることを示唆する。明らかに、骨粗鬆症は、重大な医療問題である。

      【００７６】

  臨床上、骨粗鬆症は、Ｉ型およびＩＩ型に分離される。Ｉ型骨粗鬆症は、主に

、中年女性に生じ、そして閉経期のエストロゲンの喪失に関連する。一方、ＩＩ

型骨粗鬆症は、加齢（ａｄｖａｎｃｉｎｇ  ａｇｅ）に関連する。骨粗鬆症に関

連する病的状態および死亡率の大半は、骨折後の年輩患者の不動に由来する。

      【００７７】

  骨粗鬆症患者に対する最新の治療は、骨折予防に焦点をあて、骨折の修復では

ない。これは、重大な病的状態および死亡率が、年輩の人（特に、股関節部の骨

折を患っている人）における長期化したベッドでの静養に関連することを明らか

に述べる文献が理由により、重要な問題を残している。ベッドでの静養の合併症
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としては、血餅および肺炎が挙げられる。これらの合併症は、認識され、そして

処置は、通常、これらの合併症を避けるように講じられるが、このような処置は

、とても治療に最善のアプローチではない。従って、骨粗鬆症の患者人口は、骨

を強化し、そして骨折の修復プロセスを加速するように設計される新規の治療か

ら利益を得、その治療は、合併症が生じる前に、これらの人々を自分の足で立た

せる。

      【００７８】

  第四の例は、骨の再形成に関連し、そして具体的には、癌または癌手術の結果

としての；出生時欠損症の結果としての；あるいは加齢の結果としての外傷性損

傷由来の骨組織における欠損を再形成する能力に関連する。より頻繁な整形外科

的インプラントに対する顕著な必要性が存在し、そして頭蓋骨および顔面骨が、

この型の再形成的な必要性に対する特定の標的である。新規のインプラント材料

（例えば、チタン）の利用能は、比較的大きな欠損の修復を可能にした。チタン

インプラントは、骨の欠損にわたって、優秀な一時的安定性を提供する。しかし

、実験により、この欠損を架橋する存続可能な骨の欠如が、装具の露出、感染、

構造的不安定性および最終的に、この欠損の修復失敗を生じさせ得ることが示さ

れた。

      【００７９】

  自己の骨移植片が、別の可能性であるが、この移植片が、ドナー部位（例えば

、腸骨稜または肋骨）から収集されなければならない点で、いくつかの実証され

た不都合を有する。この移植片は、通常、不十分な骨を提供して、この欠損を完

全にふさぎ、そしてこのような形態の骨は、時折、感染および吸収の傾向がある

。部分的に精製された異種移植片の調製物は、臨床的用途に実用的ではない。な

ぜなら、マイクログラム量が、数キログラムのウシの骨から精製され、大規模な

市販製品を、高価かつ非実用的とするからである。従って、同種移植片および鉱

物質除去された骨調製物が、しばしば利用される。

      【００８０】

  接着した軟組織および血管を用いた自由な骨移植片の顕微手術転移は、移植片

への即時の血液供給源を用いて、骨の欠損をふさぎ得る。しかし、これらの技術
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は、時間がかかり、かなりの病的状態を生じることが示され、そして特別に訓練

された人によってのみ用いられ得る。さらに、この骨のインプラントは、しばし

ば、量が限定され、そして容易に輪郭を描けない。例えば、下顎骨において、大

多数の患者は、現在容認されている技術を用いて、歯科用装具をはめることがで

きず（連続性が確立された後でさえも）、従って、咀嚼能力において、ほとんど

改善が得られない。Ｔｏｒｉｕｍｉらは、「再建手術医は、信頼でき、生体適合

性があり、使いやすくかつ長持ちし、そして病的状態とほとんど関連せずに、下

顎骨の連続性を修復する骨置換を自由に使えるようになるべきである」と記載し

ている。

      【００８１】

  骨の再形成に関連して、改善についての特定の問題のある領域は、外傷によっ

て作製されるような広い欠損、出生時欠損または特に、腫瘍切除後の処置に関係

する領域；およびまた、人工関節の領域である。整形外科的インプラント、イン

ターフェースおよび人工関節の成功は、おそらく、このインプラントの表面また

はインプラントの機能的部分が、骨刺激因子でコーティングされる場合に改善さ

れ得る。インプラントの表面は、このインプラントを囲む生物学的部位とのより

有効な相互作用を促進するために、そして理想的には、組織修復を促進するため

に、１つ以上の適切な材料でコーティングされ得る。

      【００８２】

  （ＶＩＩ．骨細胞スフェロイド（ｂｏｎｅ  ｃｅｌｌ  ｓｐｈｅｒｏｉｄ）の

移植のためのポリマー）

  最近十年間にわたって、ポリマー材料についての適用が、著しく増加している

。これらの材料は、Ｋｕｌｋａｒｎｉら（１９７１）ならびにＨｏｌｌｉｎｇｅ

ｒおよびＢａｔｔｉｓｔｏｎｅ（１９８６）によって記載されるように、宿主組

織によって置換され、加水分解によって非毒性産物へ分解され、そして排出され

るべき一時的な足場として役に立ち得るので、移植に十分に適している。

      【００８３】

  天然のポリマーまたは合成ポリマーのいずれかが使用されて、マトリックスを

形成し得るが、合成ポリマーは、再現性および徐放性動態のために好ましい。使
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用され得る合成ポリマーとしては、生体腐食性（ｂｉｏｅｒｏｄｉｂｌｅ）ポリ

マー（例えば、ポリ（ラクチド）（ＰＬＡ）、ポリ（グリコール酸）（ＰＧＡ）

、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧＡ）ならびに他のポリ（αヒドロ

キシ酸）、ポリ（カプロラクトン）、ポリカーボネート、ポリアミド、ポリ無水

物（ｐｏｌｙａｎｈｙｄｒｉｄｅ）、ポリアミノ酸、ポリオルトエステル、ポリ

アセタール、ポリシアノアクリレートおよび分解性ポリウレタン）ならびに非腐

食性ポリマー（例えば、ポリアクリレート、エチレン－ビニルアセテートポリマ

ーならびに他のアシル置換セルロースアセテートおよびその誘導体、非腐食性ポ

リウレタン、ポリスチレン、ポリビニルクロリド、ポリビニルフルオリド、ポリ

（ビニルイミダゾール）、クロロスルホン化ポリオリフィン（ｐｏｌｙｏｌｉｆ

ｉｎ）、ポリエチレンオキシド、ポリビニルアルコールならびにナイロン）が挙

げられる。非分解性材料が使用されて、マトリックスまたはマトリックスの一部

分が形成され得るが、これらは好ましくない。天然のポリマーの例としては、タ

ンパク質（例えば、アルブミン、フィブリンまたはフィブリノーゲン、コラーゲ

ン、合成ポリアミノ酸およびプロラミン）、ならびに多糖類（例えば、アルギネ

ート、ヘパリンおよび糖単位の他の天然に存在する生分解性ポリマー）が挙げら

れる。

      【００８４】

  医学的適用において広範に使用される４つのポリマーは、ポリ（パラジオキサ

ノン）（ＰＤＳ）、ポリ（乳酸）（ＰＬＡ）、ポリ（グリコール酸）（ＰＧＡ）

およびＰＬＡＧＡコポリマーである。共重合は、材料の分解時間の調節を可能に

する。重合の間のアモルファスポリマーに対する結晶性ポリマーの比を変化させ

ることによって、得られる材料の性質は、適用の必要性に適するように変更され

得る。ポリ（ラクチド－コ－グリコール）酸（ＰＬＧＡ）を含むこれらのポリマ

ーは、Ｅｌｇｅｎｄｙら（１９９３）によって報告されるように、骨の置換につ

いてポリマー複合物として使用されている。置換されたポリホスファゼンは、Ｌ

ａｕｒｅｎｃｉｎら（１９９３）によって報告されるように、骨形成原細胞の増

殖を支持することが示されている。ポリ（オルガノホスファゼン）は、リン原子

および窒素原子を交替する骨格を含む高分子量ポリマーである。同じ前駆体ポリ



(39) 特表２００３－５１８３７９

マーであるポリ（ジクロロホスファゼン）に各々由来する広範な種々のポリホス

ファゼンが存在する。塩素置換種は、アミノ酸と共に、異なる有機求核試薬（例

えば、ｏ－メチルフェノキシド）によって塩素原子を置換することによって、改

変され得る。このポリマーの物理学的および化学的性質は、Ｗａｄｅら（１９７

８）ならびにＡｌｌｃｏｃｋおよびＦｕｌｌｅｒ（１９８１）によって記載され

るように、種々の比の加水分解感受性側鎖（例えば、グリシン酸エチル）を付加

することによって、変更され得る。これは、Ｌａｒｕｅｎｃｉｎら（１９９３）

によって示されるように、移植可能かつ生分解性の材料としてのポリマーの分解

に影響を及ぼし、ならびに骨および組織のインプラントについての骨形成原細胞

の支持を変化させる。

      【００８５】

  ＰＬＡ、ＰＧＡおよびＰＬＡ／ＰＧＡコポリマーは、生分解性マトリックスの

形成に特に有用である。ＰＬＡポリマーは、通常、乳酸の環状エステルから調製

される。乳酸のＬ（＋）体およびＤ（－）体の両方が使用されて、ＰＬＡポリマ

ー、ならびにＤ（－）乳酸およびＬ（＋）乳酸の光学不活性なＤＬ乳酸混合物が

調製され得る。ポリラクチドの調製方法は、特許文献においてよく典拠を示され

る。以下の米国特許（その教示は、本明細書によって参考として援用される）は

、詳細に、適切なポリラクチド、その性質およびその調製を記載する：米国特許

第１，９９５，９７０号；同第２，７０３，３１６号；同第２，７５８，９８７

号；同第２，９５１，８２８号；同第２，６７６，９４５号；同第２，６８３，

１３６号；および同第３，５３１，５６１号。ＰＧＡは、グリコール酸（ヒドロ

キシ酢酸）のホモポリマーある。ポリ（グリコール酸）へのグリコール酸の転換

において、グリコール酸は、最初に、それ自身と反応して、環状エステルグリコ

リドを形成し、これは、熱および触媒の存在下で、高分子量の線状－鎖状ポリマ

ーに転換される。ＰＧＡポリマーおよびその性質は、Ｃｙａｎａｍｉｄ  Ｒｅｓ

ｅａｒｃｈ  Ｄｅｖｅｌｏｐｓ  「Ｗｏｒｌｄ’ｓ  Ｆｉｒｓｔ  Ｓｙｎｔｈｅ

ｔｉｃ  Ａｂｓｏｒｂａｂｌｅ  Ｓｕｔｕｒｅ」、Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ａｎｄ

  Ｉｎｄｕｓｔｒｙ、９０５（１９７０）において、より詳細に記載される。

      【００８６】



(40) 特表２００３－５１８３７９

  このマトリックスの侵食は、ＰＬＡ、ＰＧＡまたはＰＬＡ／ＰＧＡの分子量に

関連する。高分子量（９０，０００以上の平均分子量）は、より長い時間、その

構造的完全性を維持するポリマーマトリックスを生じさせ；一方、低分子量（３

０，０００以下の平均分子量）は、より遅い放出およびより短いマトリックス寿

命の両方を生じさせる。ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（５０：５０）は、

移植後、約６週間で分解する。

      【００８７】

  マトリックスにおける使用についてのすべてのポリマーは、以後の成長および

増殖に伴って、細胞に十分な支持を提供するに必要な機械的および生化学的パラ

メータを満たさなければならない。このポリマーは、Ｉｎｓｔｒｏｎテスターを

使用して、引っ張り強度のような機械的性質に関して特徴付けられ得、ゲル浸透

クロマトグラフィー（ＧＰＣ）によって、ポリマー分子量について特徴付けられ

得、示差的走査熱量計（ＤＳＣ）によって、ガラス転移温度について特徴付けら

れ得、そして赤外（ＩＲ）分光法によって、結合構造について特徴付けられ得、

エームズアッセイおよびインビトロ奇形遺伝性アッセイを含む初期のスクリーニ

ング試験によって、毒物学に関して特徴付けられ得、そして免疫原性、炎症、放

出および分解の研究のための動物における移植研究に関して特徴付けられ得る。

      【００８８】

  これらのポリマーは、移植用の繊維質またはスポンジ型のマトリックスの形成

において、特に有用である。ポリマーはまた、細胞が懸濁され、次いで移植され

るヒドロゲルを形成するために使用され得る。

      【００８９】

  （Ａ．他のマトリックス材料）

  マトリックスの作製のための別のクラスの材料は、ヒドロキシアパタイト、ま

たはリン酸三カルシウム（ＴＣＰ）もしくはリン酸カルシウム（ＣａＰＯ４）か

ら形成される類似のセラミックス（ｃｅｒａｍｉｃ）である。カルシウムヒドロ

キシアパタイトは、地質学上の堆積物として、そして正常な生物学的組織（主に

、脊椎動物の骨、軟骨、エナメル質、ぞうげ質およびセメント質）において、そ

して病理学的石灰化の多くの部位（例えば、血管および皮膚）において、天然に
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存在する。合成カルシウムヒドロキシアパタイトは、純粋なＣａ１０（ＰＯ４）

６（ＯＨ）２、または純粋ではなく、他のイオン（例えば、カルボネート、フル

オリド、クロリドなど）を含むヒドロキシアパタイト、あるいは、カルシウムの

不足した結晶、またはカルシウムが、部分的もしくは完全に、他のイオン（例え

ば、バリウム、ストロンチウムおよび鉛）によって置換された結晶のいずれかと

して、実験室で形成される。本質的にどの地質学的アパタイトおよび生物学的ア

パタイトも、「純粋な」ヒドロキシアパタイトではない。なぜなら、これらは、

種々の他のイオンおよび陽イオンを含み、そして純粋な合成アパタイトとは異な

るカルシウム対リンの比を有し得るからである。

      【００９０】

  一般的に、純粋な合成アパタイトの結晶、地質学的アパタイトおよび多くの純

粋ではない合成的に生成されたアパタイトは、骨、ぞうげ質、セメント質および

軟骨の生物学的結晶よりも大きく、そしてより結晶性である。骨、ぞうげ質およ

びセメント質の結晶は、非常に小さく、不規則な形状の非常に薄い板であり、こ

の板のおよその平均の大きさは、厚さ約１０～５０オングストローム、幅３０～

１５０オングストローム、そして長さ２００～６００オングストロームである。

この合成材料は、文献において報告されるように、非常に多様である。例えば、

４つの市販のアパタイトの特徴付けが、Ｐｉｎｈｏｌｔら（１９９２）によって

報告された；Ｍａｒｄｅｎら（１９９０）は、タンパク質（生分解性材料）につ

いて報告する；Ｐｉｎｈｏｌｔら（１９９１）は、Ｂｉｏ－ＯｓｓＴＭと呼ばれ

るウシの骨の材料の使用について報告する；Ｆｒｉｅｄｍａｎら（１９９１）お

よびＣｏｓｔａｎｔｉｎｏら（１９９１）は、ヒドロキシアパタイトセメントに

ついて報告する；Ｒｏｅｓｇｅｎ（１９９０）は、自原性の骨と組み合わせたリ

ン酸カルシウムセラミックスの使用について報告する；Ｏｎｏら（１９９０）は

、ガラスセラミック顆粒、ヒドロキシアパタイト顆粒およびアルミナ顆粒を含む

アパタイト－珪灰石の使用について報告する；Ｐａｓｓｕｔｉら（１９８９）は

、大きな多孔性（ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ）リン酸カルシウムセラミックの性能

について報告する；Ｈａｒａｄａ（１９８９）は、骨の移植のためのヒドロキシ

アパタイト粒子およびリン酸三カルシウム粉末の混合物の使用について報告する
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；Ｏｈｇｕｓｈｉら（１９８９）は、多孔性のリン酸カルシウムセラミックスの

単独および骨髄細胞と組み合わせにおける使用について報告する；Ｐｏｃｈｏｎ

ら（１９８６）は、移植のためのβリン酸三カルシウムの使用について報告する

；そしてＧｌｏｗａｃｋｉら（１９８５）は、鉱物質除去された骨のインプラン

トの使用について報告する。

      【００９１】

  本明細書中で使用される場合、これらの材料のすべては、一般的には、「ヒド

ロキシアパタイト」といわれる。好ましい形態において、ヒドロキシアパタイト

は、約１０ミクロン１００ミクロンとの間の直径を有する粒子であり、最も好ま

しくは、約５０ミクロンの直径を有する粒子である。

      【００９２】

  リン酸カルシウムセラミックスは、骨欠損の修復において、インプラントとし

て使用され得る。なぜなら、これらの材料は、非毒性であり、非免疫原性であり

、そしてカルシウムイオンおよびリンイオン（骨の主な構成要素）から構成され

るからである（Ｆｒａｍｅ、１９８７；Ｐａｒｓｏｎｓら、１９８８）。リン酸

三カルシウム（ＴＣＰ）Ｃａ３（ＰＯ４）２およびヒドロキシアパタイト（ＨＡ

）Ｃａ１０（ＰＯ４）６（ＯＨ２）の両方が、広範に使用されている。リン酸カ

ルシウムインプラントは、骨誘導性（ｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｖｅ）であり、

そして骨に直接結合されるようになる明らかな能力を有する。結果として、強力

な骨－インプラント界面が作製される。

      【００９３】

  リン酸カルシウムセラミックスは、一定程度の生体再吸収を有し、これは、そ

の化学的性質および物質構造に左右される。高密度のＨＡおよびＴＣＰインプラ

ントは、ほとんど再吸収を示さないが、多孔性のインプラントは、体液への溶解

によって、より容易に分解され、そして食細胞によって再吸収される。しかし、

ＴＣＰは、インビトロで、同じ多孔性のＨＡ構造よりも迅速に分解する。ＨＡは

、水性環境において、比較的不溶性である。しかし、リン酸カルシウムセラミッ

クスの機械的性質は、このセラミックスを、負荷を負った環境の下で、構造エレ

メントとして作用させるには不適切にする。セラミックスは、好ましくない。な
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ぜなら、セラミックスは、砕けやすく、そして衝突荷重に対する抵抗力が低いか

らである。

      【００９４】

  （Ｂ．ヒドロゲルを形成するためのポリマー）

  展性であるイオン性ヒドロゲルを形成し得るポリマーもまた、細胞を支持する

ために使用し得る。デバイス全体にわたって細胞を播種する再現性を向上させる

ため、せん断力または圧力誘導の壊死から細胞を保護するため、または細胞送達

の空間的位置の限定を補助するために、細胞懸濁液のポリマー溶液への注入を実

行し得る。注入可能なポリマーはまた、任意の他のマトリックスを使用すること

なく、細胞を送達し新しい組織形成を促進するために利用され得る。好ましい実

施形態においては、イオンまたはポリマー濃度のどちらかを増加させることでそ

の強度が高くなるような、イオンを持つポリマーのイオン性塩を架橋することに

より、ヒドロゲルを調製する。懸濁液を作るために、ポリマー溶液を移植する細

胞と混合し、次にその懸濁液が重合する前に患者に直接注入する。注入した懸濁

液は、ポリマーがアルギネートのような多糖である場合、カルシウムなどのイン

ビボでの生理的イオン濃度の存在によってその後短時間のうちに重合する。

      【００９５】

  ゲルを形成するために水分子を捕らえる三次元開格子構造を形成するように有

機ポリマー（天然または合成）が共有、イオン、または水素結合で架橋する場合

に形成される物質として、ヒドロゲルを定義する。ヒドロゲルを形成するために

使用し得る物質の例には、イオン性に架橋されるアルギン酸などの多糖、ポリホ

スファゼン（ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｚｅｎｅ）、およびヒドロキシエチルメタ

クリレート（ＨＥＭＡ）などのポリアクリレート、または、それぞれ温度または

ｐＨによって架橋されるＰｌｕｒｏｎｉｃｓＴＭまたはＴｅｔｒｏｎｉｃｓＴＭ

などのブロックコポリマー、ポリエチレンオキシド－ポリプロピレングリコール

ブロックコポリマーが含まれる。他の物質としては、フィブリノーゲン（ｆｉｂ

ｒｉｎｏｇｉｎ）、コラーゲンなどのタンパク質、ポリビニルピロリドン、ヒア

ルロン酸およびコラーゲンなどのポリマーが含まれる。

      【００９６】
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  一般的に、これらのポリマーは、少なくとも、部分的に、水、緩衝化塩溶液、

または水性アルコール溶液などの水溶液に可溶であり、電荷を持つ側鎖基または

その一価のイオン性塩を持つ。陽イオンと反応され得る酸性側鎖基を持つポリマ

ーの例は、ポリ（ホスファゼンン）、ポリ（アクリル酸）、ポリ（メタクリル酸

）、アクリル酸およびメタクリル酸のコポリマー、ポリ（酢酸ビニル）、および

スルホン化ポリスチレンなどのスルホン酸ポリマーである。アクリル酸またはメ

タクリル酸と、ビニルエーテルモノマーまたはビニルエーテルポリマーの反応に

よって形成される酸性側鎖基を持つコポリマーもまた使用し得る。酸性基の例と

して挙げられるのは、カルボン酸基、スルホン酸基、ハロゲン化（フッ素化が好

ましい）アルコール基、フェノールＯＨ基、または酸性ＯＨ基である。陰イオン

と反応され得る塩基性側鎖基を持つポリマーの例として挙げられるのは、ポリ（

ビニルアミン）、ポリ（ビニルピリジン）、ポリ（ビニル  イミダゾール）、お

よびある種のイミノ置換されたポリホスファゼンである。ポリマーのアンモニウ

ム塩または第四級塩もまた、バックボーン窒素またはペンダントイミノ基から形

成され得る。塩基性側鎖基の例として挙げられるのは、アミノ基およびイミノ基

である。

      【００９７】

  ヒドロゲルマトリックスを形成するために、水中で室温において、アルギネー

トを二価陽イオンでイオン性に架橋し得る。これらの穏やかな条件に起因して、

アルギネートは、例えば、米国特許第４，３５２，８８３号で記述されているよ

うに、ハイブリドーマ細胞のカプセル化に最も一般的に使用されるポリマーであ

る。そこに記述されているのは、カプセル化される生体物質を含む水溶液であり

、その生体物質は水溶性ポリマー水溶液に懸濁され、その懸濁液は多価陽イオン

との接触により別々のマイクロカプセルへ形成される小滴へ形成され、次いでカ

プセル化物質の周囲に半透膜を形成するためにマイクロカプセルの表面はポリア

ミノ酸で架橋される。

      【００９８】

  架橋に適したポリホスファゼンは、酸性で二価または三価陽イオンと塩架橋形

成可能な多数の側鎖基を持つ。好ましい酸性側鎖基の例として挙げられるのは、
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カルボン酸基およびスルホン酸基である。Ｃａ２＋またはＡｌ３＋などのような

二価または三価陽イオンで架橋されるカルボン酸側鎖基を持つモノマーから加水

分解的に安定なポリホスファゼンを形成する。イミダゾール、アミノ酸エステル

またはグリセロール側鎖を持つモノマーを取り込むことによって加水分解によっ

て分解するポリマーを合成し得る。生体侵食可能なポリホスファゼンは、少なく

とも２つの異なるタイプの側鎖、多価陽イオンとともに塩架橋形成可能な酸性側

鎖基、および例えば、イミダゾール基、アミノ酸エステル、グリセロールおよび

グルコシルなどの、インビボの条件下で加水分解する側鎖基を持つ。

      【００９９】

  電荷を持つ側鎖基がある水溶性ポリマーを、そのポリマーが酸性側鎖基を持つ

場合は多価陽イオン、またはそのポリマーが塩基性側鎖基を持つ場合は陰イオン

のいずれかの、反対の電荷の多価イオンを含む水溶液とポリマーを反応させて架

橋する。ヒドロゲルを形成することを目的とした酸性側鎖基を持つポリマーの架

橋に対して好ましい陽イオンは、アルキルアンモニウム塩などのようなジ、トリ

、テトラ－官能有機陽イオンも使用し得るが、銅、カルシウム、アルミニウム、

マグネシウム、ストロンチウム、バリウムおよびスズなどの二価または三価陽イ

オンである。柔質で高度に膨潤したヒドロゲルおよび膜を形成するために、これ

らの陽イオン塩の水溶液をポリマーに添加する。陽イオン濃度が高くなるほど、

または価数が高くなるほど、ポリマー架橋の程度が大きくなる。０．００５Ｍ程

度の低濃度のものからポリマーを架橋するということが証明されている。塩の溶

解性により、高濃度のものは制限される。ヒドロゲルを形成するためのポリマー

架橋に好ましい陰イオンは、例えばテレフタル酸などの低分子量ジカルボン酸、

スルフェートイオンおよびカルボネートイオンのような二価および三価の陰イオ

ンである。陽イオンに関して記述しているように、柔質で高度に膨潤したヒドロ

ゲルおよび膜を形成するために、これらの陰イオン塩の水溶液をポリマーに添加

する。

      【０１００】

  種々のポリ陽イオンを複合させ、それによってポリマーヒドロゲルを半透過性

の表面膜へと安定化するために使用し得る。使用し得る物質の例には、アミン基
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またはイミン基のような塩基性反応基を持ち、３，０００と１００，０００の間

の好ましい分子量を持つ、ポリエチレンイミンおよびポリリジンのようなポリマ

ーが含まれる。これらは市販されている。ある一つのポリ陽イオンは、ポリ（Ｌ

－リジン）であり、合成ポリアミンの例は、ポリエチレンイミン、ポリ（ビニル

アミン）およびポリ（アリルアミン）である。多糖、キトサンのような天然ポリ

陽イオンもある。ポリマーヒドロゲルにおいて塩基性の表面の基との反応によっ

て半透膜を形成させるために使用し得るポリ陰イオンには、アクリル酸、メタク

リル酸および他のアクリル酸誘導体のポリマーおよびコポリマー、スルホン化ポ

リスチレンのようなペンダントＳＯ．ｓｕｂ．３Ｈ基を持つポリマー、およびカ

ルボン酸基を持つポリスチレンが含まれる。

      【０１０１】

  （ＶＩＩＩ．ＤＮＡベクター）

  ＤＮＡベクターは、本発明の重要なさらなる局面を形成する。本発明によって

、エキソビボで骨細胞スフェロイドの形成を促進することを目的としてＲＮＡお

よび／またはタンパク質を発現させるために、これらのベクターの使用を具体的

に熟慮する。発現に対して好ましいタンパク質には、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β

２、ＴＧＦ－β１．２、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４およびＢＭＰ－７を含むＴＧＦ

－β遺伝子スーパーファミリーメンバー、ＰＴＨのような他の増殖因子、細胞外

マトリックス分子、または細胞接着分子が含まれる。「発現ベクターまたは構築

物」なる語は、任意のタイプの、一部または全部の核酸コード配列がｍＲＮＡに

転写可能である遺伝子産物をコードする核酸を含む遺伝子構築物を意味する。転

写物は、タンパク質に翻訳され得るが、必要ではない。従って、特定の実施形態

において、発現には、遺伝子の転写およびそのＲＮＡの遺伝子産物（タンパク質

）への翻訳の両方が含まれる。他の実施形態において、発現とは、例えばアンチ

センス構築物を作製することを目的とした核酸の転写のみを含む。

      【０１０２】

  特に有用なベクターは、ＤＮＡセグメントのコード部分が、全長タンパク質ま

たはより小さいペプチドをコードしているかのいずれにせよ、プロモーターの転

写制御下にあるベクターであることが意図される。「プロモーター」とは、特定
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の遺伝子転写を開始するのに必要な、細胞の合成機構に認識されるかまたは合成

機構を導入されるＤＮＡ配列を意味する。「作動可能に位置している」、「制御

下にある」または「転写制御下」なる語は、遺伝子のＲＮＡポリメラーゼ開始お

よび発現を制御するために、プロモーターが核酸に関して適切な位置および方向

にあることを意味している。

      【０１０３】

  プロモーターは、本明細書中で開示する組成物と関連して、例えば組み換えク

ローニングおよび／またはＰＣＲ技術を用いてコードセグメントまたはエキソン

の上流に位置する５’非コード配列の分離によって得られ得るような、骨細胞ス

フェロイド促進タンパク質をコードする遺伝子と天然に会合するプロモーターの

形をとり得る。

      【０１０４】

  当然、発現のために選択する細胞タイプ、生物、またはさらに動物におけるＤ

ＮＡセグメントの発現を効果的に指向するプロモーターを用いることが重要であ

る。タンパク質発現を目的としたプロモーターおよび細胞タイプの組み合わせを

使用することは、一般的に分子生物学の当業者にとって公知である。例えば、本

明細書中で参考として援用するＳａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）を参照すること

。使用するプロモーターは、構成的、または誘導可能であり得るし、そして、大

スケールの組み換えタンパク質またはペプチド生成に都合が良いような、導入Ｄ

ＮＡセグメントの高レベル発現を導くために適切な条件下で使用し得る。

      【０１０５】

  特に使用するものは、骨組織、骨芽細胞および骨前駆細胞に特異的またはそこ

で高発現する遺伝子の転写を導くプロモーターおよびエンハンサーである。例え

ば、発生過程において骨および軟骨組織において大量に発現している１型コラー

ゲン、アルカリホスファターゼ、オステオポンチン、オステオネクチンおよびオ

ステオカルシンのような他の骨マトリックスタンパク質ならびにｃ－Ｆｏｓのプ

ロモーターおよびエンハンサーエレメントは、全て、本発明の骨細胞スフェロイ

ド促進構築物の発現に対して有用である。

      【０１０６】
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  種々の他の実施形態において、核酸の高レベル発現を得るために、ヒトサイト

メガウイルス（ＣＭＶ）最初期遺伝子プロモーター、ＳＶ４０初期プロモーター

およびラウス肉腫ウイルス長末端反復を使用し得る。発現を遂行するために当該

分野において周知の他のウイルスプロモーターまたは哺乳動物細胞プロモーター

またはバクテリアファージプロモーターの使用が、同様に熟慮され、但しその発

現レベルは、所定の目的に十分である。

      【０１０７】

  エンハンサーは、元々、同じＤＮＡ分子上の離れた場所に位置するプロモータ

ーから転写を増加する遺伝子エレメントとして検出された。長い距離に渡って作

用するその能力は、原核生物転写調節の古典的研究においてはほとんど予想され

なかった。その後の研究により、エンハンサー活性を持つＤＮＡ領域がプロモー

ターとほとんど同様に組織されていることが示された。即ち、エンハンサーは多

くの個別のエレメントから構成されており、そのエレメントそれぞれが一つ以上

の転写タンパク質と結合する。

      【０１０８】

  さらに、任意のプロモーター／エンハンサーの組み合わせ（真核生物プロモー

ターデータベースＥＰＤＢによる）も発現を駆動するために使用し得る。Ｔ３、

Ｔ７またはＳＰ６細胞質発現系の使用は、別の可能な実施形態である。真核細胞

は、送達複合体の一部としてかまたはさらなる遺伝子発現構築物としてのいずれ

かで、適切な細菌ポリメラーゼが与えられている場合、特定の細菌プロモーター

からの細胞質転写を補助し得る。

      【０１０９】

  宿主細胞は一般的に、タンパク質への翻訳に対して機能的なｍＲＮＡをもたら

すように遺伝子転写を行ので、ｃＤＮＡおよびゲノム配列の両者とも真核細胞発

現に対して適切である。概して、組み換え遺伝子として遺伝子のｃＤＮＡバージ

ョンを用いることは、より都合の良いものであり得る。ｃＤＮＡバージョンを使

用することによって、典型的に大きさの等級が上であるかまたはｃＤＮＡ遺伝子

より著しく大きいであろうゲノム遺伝子よりも、遺伝子サイズが一般的にかなり

小さく、標的細胞にトランスフェクションを行うために容易に使用されるという
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長所が得られると考えられている。しかしながら、特定遺伝子のゲノムバージョ

ンを必要であれば用い得ることが熟慮される。

      【０１１０】

  「アンチセンス核酸」なる語は、ＤＮＡおよびＲＮＡの塩基配列に相補的なオ

リゴヌクレオチドをいうことを意図する。標的細胞にアンチセンスオリゴヌクレ

オチドを導入した場合、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、その標的核酸と特

異的に結合し、転写、ＲＮＡプロセシング、輸送および／または翻訳を妨害する

。オリゴヌクレオチドを用いて二重鎖（ｄｓ）ＤＮＡに標的化することにより、

三重らせん構造がもたらされる。ＲＮＡに標的を定めることにより、二重らせん

構造がもたらされる。

      【０１１１】

  遺伝子のプロモーターおよび他の制御領域（エキソン、イントロンまたはさら

にエキソンイントロン境界領域）と結合するように、アンチセンス構築物を設計

し得る。宿主細胞中において、インビトロまたはヒト被験者を含む宿主動物中の

ようなインビボのいずれかで、遺伝子転写または翻訳、またはその両方を阻害す

るためにアンチセンスＲＮＡ構築物またはそのようなアンチセンスＲＮＡをコー

ドするＤＮＡを用い得る。「相補的ヌクレオチド」を含む核酸配列は、標準的な

Ｗａｔｓｏｎ－Ｃｒｉｃｋの相補性規則に従った塩基対形成が可能な核酸配列で

ある。即ち、シトシンと対になるグアニン（Ｇ：Ｃ）の組み合わせおよび、ＤＮ

Ａの場合はチミン（Ａ：Ｔ）、ＲＮＡの場合はウラシル（Ａ：Ｕ）と対となるア

デニンの組み合わせのみを形成するように、より大きいプリンがより小さいピリ

ミジンと塩基対を形成する。

      【０１１２】

  標的化アンチセンス送達の代替として、標的化リボザイムを使用し得る。「リ

ボザイム」なる語は、癌遺伝子ＤＮＡおよびＲＮＡ中の特定の塩基配列を標的と

し、切断することが可能なＲＮＡを基にした酵素を意味する。リボザイム配列を

組み込むＲＮＡオリゴ－ヌクレオチドの形で、直接、リボザイムを細胞に標的化

し得るか、または、望ましいリボザイムＲＮＡをコードする発現構築物としてリ

ボザイムを細胞に導入し得るかのいずれかである。アンチセンス核酸に関して記
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述したものと殆ど同様の方法で、リボザイムを使用し適用し得る。

      【０１１３】

  タンパク質、ポリペプチドまたはペプチドを他の選択タンパク質とともに同時

発現させることが提示され、ここでそのタンパク質を同じ細胞中で同時発現させ

得るか、または既に他の選択タンパク質を持つ細胞に遺伝子を与え得る。二つの

別個の組み換えベクター（各々は、各それぞれのＤＮＡコピーを持つ）を細胞に

同時トランスフェクションすることにより、同時発現を遂行し得る。あるいは、

両方のタンパク質のコード領域を含有するように単一組み換えベクターを構築し

得、次いでこれは、この単一ベクターでトランスフェクトされた細胞中で発現さ

れ得る。どちらにしても、本明細書中の「同時発現」なる語は、同一の組み換え

細胞中で骨細胞スフェロイド促進遺伝子および他の選択タンパク質の両方を発現

することを意味する。

      【０１１４】

  （ＩＸ．遺伝子移入方法）

  細胞中で有効な導入遺伝子発現を媒介するために、細胞へ本発明の発現ベクタ

ーを移入することが必要であろう。そのような移入は、ウイルスまたは非ウイル

ス性の遺伝子移入法を用い得る。この節において、遺伝子移入の方法および組成

物に関して議論する。

      【０１１５】

  （Ａ．ウイルスベクターを介した移入）

  細胞への遺伝子移入を媒介するために、骨球促進構築物を感染性粒子に組み入

れ得る。本明細書中で記述しているようなさらなる発現構築物もまた、例えば、

本明細書中の下記のような本発明アデノウイルスベクターを用いた形質転換によ

って、感染性ウイルス粒子を用いてウイルスの形質導入を介して移入し得る。あ

るいは、レンチウイルス、レトロウイルスまたはウシパピローマウイルスを用い

得る。両者とも一個または複数の目的遺伝子の宿主細胞への永久的形質転換が可

能である。従って、１つの例において、治療に重要な遺伝子を細胞に運ぶために

、細胞のウイルス感染を用いる。典型的に、ウイルスの取り込みが可能な生理的

条件下で適切な宿主細胞に対してウイルスをただ曝露する。アデノウイルスを例
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示しているが、下記で考察しているように、他のウイルスベクターによって本方

法を有利に行い得る。

      【０１１６】

  （アデノウイルス）アデノウイルスは、そのＤＮＡゲノムの大きさが中程度で

あり、操作が容易で、高い力価で、広い範囲の細胞を標的とし、高い感染性を持

つので、遺伝子移入ベクターとしての使用に特に適している。概ね３６ｋＢのウ

イルスゲノムは、ウイルスＤＮＡの複製およびパッケージングに必要なシス作用

エレメントを含む１００～２００塩基対（ｂｐ）の逆方向末端反復配列（ＩＴＲ

）を結合している。異なる転写単位を含むゲノムの初期（Ｅ）または後期（Ｌ）

領域の範囲は、ウイルスＤＮＡ複製開始で分けられる。

      【０１１７】

  Ｅ１領域（Ｅ１ＡおよびＥ１Ｂ）は、ウイルスゲノムおよび少数の細胞遺伝子

の転写調節をもたらすタンパク質をコードする。Ｅ２領域（Ｅ２ＡおよびＥ２Ｂ

）の発現により、ウイルスＤＮＡ複製のためのタンパク質合成が引き起こされる

。これらのタンパク質は、ＤＮＡ複製、後期遺伝子発現、および宿主細胞の遮断

（Ｒｅｎａｎ，１９９０）に関連するものである。多数のウイルスキャプシドタ

ンパク質を含む後期遺伝子（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４およびＬ５）産物は、主要

後期プロモーター（ＭＬＰ）によって起こされた一個の初期転写産物の重要なプ

ロセシング後にのみ発現される。ＭＬＰ（１６．８マップ単位に位置する）は、

感染後期に特に効率がよく、このプロモーターにより制御されている全てのｍＲ

ＮＡは、それらを翻訳に適したｍＲＮＡにする５’の３連リーダー（ＴＬ）配列

を持つ。

      【０１１８】

  アデノウイルスを遺伝子治療に対して最適化するために、大きなＤＮＡセグメ

ントを含有し得るように保有能力を最大にすることが必要である。特定のアデノ

ウイルス産物に関連する毒性および免疫性反応を減少させることもまた非常に望

ましい。この二つの目標は、アデノウイルスの除去が両端に機能するという点で

、ある程度、同一延長にある。本発明の実施により、比較的容易に治療構築物を

操作する能力を保持しながら、これら両方の目標を達成することが可能である。
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      【０１１９】

  ウイルスＤＮＡ複製に必要とされるシスエレメント全てが線状ウイルスゲノム

のどちらか一方の末端の逆方向末端反復（ＩＴＲ）（１００～２００ｂｐ）に位

置するので、ＤＮＡの大きな置換が可能である。ＩＴＲ配列を含むプラスミドは

、非欠損アデノウイルスの存在下で複製し得る（Ｈａｙら、１９８４）。従って

、アデノウイルスベクターへこれらの領域を含めることは、複製を可能にするは

ずである。

      【０１２０】

  さらに、ウイルスキャプシド化（ｅｎｃａｐｓｉｄａｔｉｏｎ）に対するパッ

ケージングシグナルは、ウイルスゲノムの左端の１９４～３８５ｂｐ（０．５～

１．１マップ単位）の間に位置する（Ｈｅａｒｉｎｇら、１９８７）。このシグ

ナルは、特異的配列が左端に近接しているが付着末端配列の外に位置するバクテ

リオファージλＤＮＡにおけるタンパク質認識部位を模倣し、頭部構造へのＤＮ

Ａ挿入に必要とされるタンパク質との結合を媒介する。ＡｄのＥ１置換ベクター

は、ウイルスゲノム左端の４５０ｂｐ（０～１．２５マップ単位）フラグメント

が、２９３細胞においてパッケージングを指向し得たことを示している（Ｌｅｖ

ｒｅｒｏら、１９９１）。

      【０１２１】

  以前から、アデノウイルスゲノムの特定の領域を哺乳動物細胞ゲノムへと組み

入れ、それによりコードされる遺伝子を発現させ得るということが示されている

。これらの細胞株は、その細胞株によりコードされるアデノウイルス機能を欠く

アデノウイルスベクターの複製を支持し得る。例えば野生型ウイルスまたは条件

欠損変異体などの「補助」ベクターにより複製欠損アデノウイルスベクターが補

完されることもまた報告されている。

      【０１２２】

  ヘルパーウイルスにより、複製欠損アデノウイルスベクターをトランスで補完

し得る。しかしながら、複製機能を与えるために必要とされるヘルパーウイルス

の存在によりいずれの調製物も夾雑されるので、この所見のみでは、複製欠損ベ

クターの単離が可能とはならない。従って、複製欠損ベクターの複製および／ま
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たはパッケージングに対する特異性を付加するであろうさらなるエレメントが必

要となる。そのエレメントは、本発明に対して提供されるように、アデノウイル

スのパッケージング機能に由来するものである。

      【０１２３】

  従来のアデノウイルスマップの左端にアデノウイルスに対するパッケージング

シグナルが存在するということが示されている（Ｔｉｂｂｅｔｔｓ，１９７７）

。その後の研究において、ゲノムのＥ１Ａ（１９４～３５８ｂｐ）領域に欠損を

持つ変異体は、初期（Ｅ１Ａ）機能を補足した細胞株でさえもあまり増殖しなか

ったということが示された（ＨｅａｒｉｎｇおよびＳｈｅｎｋ、１９８３）。変

異体の右端に補完するアデノウイルスＤＮＡ（０～３５３ｂｐ）を組み入れた場

合、ウイルスは正常にパッケージングされた。さらなる変異解析により、Ａｄ５

ゲノムの左端に短い反復性の位置依存性エレメントが同定された。１コピーの反

復は、ゲノムのどちらか一方の末端に存在するがＡｄ５ＤＮＡ分子の内部に向か

って移動しなかった場合、能率的なパッケージングに十分であるということが見

出された（Ｈｅａｒｉｎｇら、１９８７）。

      【０１２４】

  パッケージングシグナル変異バージョンを使用することにより、変動する効率

でパッケージングされるヘルパーウイルスを作製することが可能である。典型的

に、変異は、点変異または、欠失である。ヘルパー細胞中でパッケージング効率

が低いヘルパーウイルスを増殖させた場合、野生型ウイルスと比較して減少した

割合であるにもかかわらず、ウイルスがパッケージングされ、それによってヘル

パーウイルスの増殖が可能となる。しかしながら、これらのヘルパーウイルスを

、野生型パッケージングシグナルを持つウイルスと共に細胞中で培養した場合、

変異させたバージョンを超えて野生型パッケージングシグナルが優先的に認めら

れる。パッケージング因子の量を限定した場合、ヘルパーウイルスと比較して野

生型シグナルを含有するウイルスが選択的にパッケージングされる。優先度が十

分に優れたものであるならば、均一に近い系統が樹立されるはずである。

      【０１２５】

  （レトロウイルス）レトロウイルスは、逆転写プロセスにより感染細胞におい
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てそのＲＮＡを二重鎖ＤＮＡに転換する能力によって特徴付けられる一本鎖ＲＮ

Ａウイルスのグループである（Ｃｏｆｆｉｎ，１９９０）。次いで、生じたＤＮ

Ａは、プロウイルスのように、安定して細胞中の染色体に入り込み、ウイルスタ

ンパク質の合成を指向する。その挿入の結果、レシピエント細胞およびその子孫

細胞にウイルス遺伝子配列を保持するようになる。レトロウイルスゲノムには、

キャプシドタンパク質、ポリメラーゼ酵素およびエンベロープ成分をそれぞれコ

ードする三個の遺伝子、ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖが含まれる。ｇａｇ遺伝子

の上流で見られるΨと呼ばれる配列は、ビリオンへのゲノムのパッケージングに

対するシグナルとして機能する。二個の長末端反復（ＬＴＲ）配列は、ウイルス

ゲノムの５’および３’末端に存在する。これらは、強いプロモーターおよびエ

ンハンサー配列を含み、また、宿主細胞ゲノムでの組込みにおいて必要とされる

（Ｃｏｆｆｉｎ，１９９０）。

      【０１２６】

  レトロウイルスベクターを構築することを目的として、複製欠損ウイルスを作

製するために、特定ウイルス配列の代わりに、ウイルスゲノムにプロモーターを

コードする核酸を挿入する。ビリオンを作製するために、ｇａｇ、ｐｏｌ、ｅｎ

ｖ遺伝子を含むがＬＴＲおよびΨ成分を持たないパッケージング細胞系列を構築

する（Ｍａｎｎら、１９８３）。レトロウイルスＬＴＲおよびΨ配列と共にヒト

ｃＤＮＡを含有する組み換えプラスミドを細胞株に導入（例えば、リン酸カルシ

ウム沈殿法によって）した場合、Ψ配列により、組み換えプラスミドのＲＮＡ転

写産物がウイルス粒子にパッケージングされるようになり、これは次いで、培養

液中に分泌される（ＮｉｃｏｌａｓおよびＲｕｂｅｎｓｔｅｉｎ，１９８８；Ｔ

ｅｍｉｎ，１９８６；Ｍａｎｎら、１９８３）。組み換えレトロウイルスを含有

する培地を回収し、必要に応じて濃縮し、遺伝子移入に使用する。レトロウイル

スベクターは、広く様々な細胞型に感染し得る。しかしながら、多くのタイプの

レトロウイルスの挿入および安定な発現には、宿主細胞の分裂が必要である（Ｐ

ａｓｋｉｎｄら、１９７５）。

      【０１２７】

  レトロウイルスベクターの特異的標的化を可能にするように設計した手法が、
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ウイルスエンベロープへのガラクトース残基の化学的付加によるレトロウイルス

の化学修飾を基にして最近開発された。この修飾により、所望されるばずである

細胞の特異的な感染（アシアロ糖タンパク質レセプターを介した肝細胞など）を

可能にし得る。

      【０１２８】

  レトロウイルスエンベロープタンパク質および特異的細胞レセプターに対する

ビオチン化抗体を用いた、組み換えレトロウイルスの標的化に対する別の手法が

設計された。その抗体は、ストレプトアビジンを用いてビオチン成分経由で結合

された（Ｒｏｕｘら、１９８９）。主要組織適合性複合体クラスＩおよびクラス

ＩＩ抗原に対する抗体を用いて、エコトロピックウイルスによりインビトロで、

これらの表面抗原を持つ様々なヒト細胞の感染が実施された（Ｒｏｕｘら、１９

８９）。

      【０１２９】

  （アデノ随伴ウイルス）ＡＡＶは、およそ４７００塩基対の線状、一本鎖ＤＮ

Ａを利用する。逆方向末端反復がゲノムに隣接する。ゲノム中に二個の遺伝子が

存在し、多くの別個の遺伝子産物を生じる。第一に、ｃａｐ遺伝子から、ＶＰ－

１、ＶＰ－２およびＶＰ－３と呼ばれる三個の異なるビリオンタンパク質（ＶＰ

）が生成される。第二に、ｒｅｐ遺伝子は、四個の非構造タンパク質（ＮＳ）を

コードする。一つ以上のこれらｒｅｐ遺伝子産物は、ＡＡＶ転写のトランス活性

化に関与する。

      【０１３０】

  ＡＡＶにおける三個のプロモーターは、ゲノムのマップ単位におけるそれらの

位置により名付けられている。これらは、左から右へ、ｐ５、ｐ１９、およびｐ

４０である。転写により、三個のそれぞれのプロモーターで６個の転写物が生じ

、２つは各３つのプロモーターで開始され、各対の１つがスプライシングを受け

ている。スプライシング部位は、マップ単位４２～４６由来であり、それぞれの

転写物に対して同じである。四個の非構造タンパク質は、明らかに、転写物のう

ちのより長い転写物由来であり、三個のビリオンタンパク質全てが最小の転写物

から生じる。
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      【０１３１】

  ＡＡＶは、ヒトの任意の病理学的状態には関係しない。興味深いことに、効率

的な複製のためには、ＡＡＶは、ウイルス（例えば、Ｉ型およびＩＩ型単純ヘル

ペスウイルス、サイトメガロウイルス、仮性狂犬病ウイルス、およびもちろん、

アデノウイルス）による「ヘルパー」機能を必要とする。最も良く特徴づけられ

たヘルパーは、アデノウイルスであり、そしてこのウイルスの多くの「初期」機

能が、ＡＡＶ複製を補助することであることが示されている。ＡＡＶ  ｒｅｐタ

ンパク質の低いレベルでの発現は、ＡＡＶの構造的発現を抑制下に維持すると考

えられており、そしてヘルパーウイルスの感染は、このブロックを除去すると考

えられている。

      【０１３２】

  ＡＡＶベクターの末端反復は、ＡＡＶまたはプラスミド（例えば、ｐ２０１（

これは、改変されたＡＡＶゲノムを含む）（Ｓａｍｕｌｓｋｉら、１９８７）の

制限エンドヌクレアーゼ消化によってか、あるいは当業者に公知の他の方法（Ａ

ＡＶの公開された配列に基づく末端反復の化学的または酵素的な合成を含むがこ

れらに限定されない）によって、得られ得る。当業者は、機能（すなわち、安定

かつ部位特異的な組み込み）を可能にするために必要とされるＡＡＶ  ＩＴＲの

最小配列または一部を、周知の方法（例えば、欠失分析）によって決定し得る。

当業者はまた、この配列のいずれのマイナーな改変が、これらの末端反復が安定

な部位特異的組み込みを指向する能力を維持しながら、許容され得るかを、決定

し得る。

      【０１３３】

  ＡＡＶベースのベクターは、インビトロでの遺伝子送達のための安全かつ有効

なビヒクルであることが証明されており、そしてこれらのベクターは、可能性の

ある遺伝子治療（エキソビボおよびインビボの両方での）における広範な範囲の

適用について前臨床および臨床段階において、開発および試験されている（Ｃａ

ｒｔｅｒおよびＦｌｏｔｔｅ、１９９５；Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅら、１９９５；

Ｆｅｒｒａｒｉら、１９９６；Ｆｉｓｈｅｒら、１９９６；Ｆｌｏｔｔｅら、１

９９３；Ｇｏｏｄｍａｎら、１９９４；Ｋａｐｌｉｔｔら、１９９４；１９９６
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、Ｋｅｓｓｌｅｒら、１９９６；Ｋｏｅｂｅｒｌら、１９９７；Ｍｉｚｕｋａｍ

ｉら、１９９６；Ｘｉａｏら、１９９６）。

      【０１３４】

  肺におけるＡＡＶ媒介性の効率的な遺伝子移入および発現は、嚢胞性繊維症の

処置のための臨床試験を導いた（ＣａｒｔｅｒおよびＦｌｏｔｔｅ、１９９５；

Ｆｌｏｔｔｅら、１９９３）。同様に、骨格筋へのジストロフィン遺伝子のＡＡ

Ｖ媒介遺伝子送達による筋ジストロフィーの処置、脳へのチロシンヒドロキシラ

ーゼ遺伝子送達によるパーキンソン病の処置、肝臓への第ＩＸ因子遺伝子送達に

よる血友病Ｂの処置、および心臓への血管内皮増殖因子遺伝子による心筋梗塞の

潜在的な処置についての見込みは、これらの器官におけるＡＡＶ媒介性のトラン

スジーン発現が、非常に効率的であることが最近示されているので、有望視され

ている（Ｆｉｓｈｅｒら、１９９６；Ｆｌｏｔｔｅら、１９９３；Ｋａｐｌｉｔ

ｔら、１９９４；１９９６；Ｋｏｅｂｅｒｌら、１９９７；ＭｃＣｏｗｎら、１

９９６；Ｐｉｎｇら、１９９６；Ｘｉａｏら、１９９６）。

      【０１３５】

  （レンチウイルス）  ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）１型（ＨＩＶ－１）に

基づくレンチウイルスベクターは、遺伝子治療の分野での最近の進歩に貢献して

いる。ＨＩＶ－１に由来するベクターの鍵となる特性は、分裂していない細胞に

感染するそれらの能力である。高力価のＨＩＶ－１由来ベクターが生成されてい

る。レンチウイルスベクターの例としては、Ｗｈｉｔｅら（１９９９）が挙げら

れ、これは、ＨＩＶ、サル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）および水疱性口内炎ウイ

ルス（ＶＳＶ）に基づき、そして本発明者らがＨＩＶ／ＳＩＶｐａｃｋＧと称す

るレンチウイルスベクターを記載する。このベクター系に伴う病原性についての

可能性は、最小である。ＨＩＶ／ＳＩＶｐａｃｋ／Ｇの形質導入能力は、不死化

ヒトリンパ球、ヒト初代マクロファージ、ヒト骨髄由来ＣＤ３４（＋）細胞、お

よび初代マウスニューロンを用いて実証された。Ｇａｓｍｉら（１９９９）は、

ＨＩＶ－１ベースのベクターを一過的に生成するための系を記載し、これは、サ

イトメガロウイルス最初期プロモーターの制御下にＨＩＶ－１のｇａｇ、ｐｏｌ

およびｔａｔをコードする発現プラスミドを使用することによる。
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      【０１３６】

  他のウイルスベクター。他のウイルスベクターが、本発明の発現構築物として

使用され得る。ワクシニアウイルス（Ｒｉｄｇｅｗａｙ、１９８８；Ｂａｉｃｈ

ｗａｌおよびＳｕｇｄｅｎ、１９８６；Ｃｏｕｐａｒら、１９８８）、カナリア

痘ウイルスおよびヘルペスウイルスのようなウイルスに由来するベクターが、使

用され得る。これらのウイルスは、種々の哺乳動物細胞中への遺伝子移入におけ

る使用のためのいくつかの特徴を付与する。

      【０１３７】

  （Ｂ．非ウイルス性移入）

  本発明のＤＮＡ構築物は、通常には細胞に送達され、特定の状況においては、

その移入される核酸は、非感染性でありそして非ウイルス性の方法を使用して移

入され得る。

      【０１３８】

  培養された哺乳動物細胞内への発現構築物の移入のためのいくつかの非ウイル

ス性の方法が、本発明によって意図される。これらとしては、以下が挙げられる

：リン酸カルシウム沈殿（ＧｒａｈａｍおよびＶａｎ  Ｄｅｒ  Ｅｂ、１９７３

；ＣｈｅｎおよびＯｋａｙａｍａ、１９８７；Ｒｉｐｐｅら、１９９０）、ＤＥ

ＡＥ－デキストラン（Ｇｏｐａｌ、１９８５）、エレクトロポレーション（Ｔｕ

ｒ－Ｋａｓｐａら、１９８６；Ｐｏｔｔｅｒら、１９８４）、直接的なマイクロ

インジェクション（ＨａｒｌａｎｄおよびＷｅｉｎｔｒａｕｂ、１９８５）、Ｄ

ＮＡ充填リポソーム（ＮｉｃｏｌａｎおよびＳｅｎｅ、１９８２；Ｆｒａｌｅｙ

ら、１９７９）、細胞の超音波処理（Ｆｅｃｈｈｅｉｍｅｒら、１９８７）、高

速微粒子（ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｌｅ）を使用する遺伝子ボンバードメント

（Ｙａｎｇら、１９９０）、およびレセプター媒介トランスフェクション（Ｗｕ

およびＷｕ、１９８７；ＷｕおよびＷｕ、１９８８）。

      【０１３９】

  一旦、構築物が細胞内に送達されると、骨細胞スフェロイドを増強する構築物

をコードする核酸が、種々の部位で配置および発現され得る。特定の実施形態に

おいては、治療遺伝子をコードする核酸は、その細胞のゲノム中に安定に組み込
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まれ得る。組み込みは、相同組換え（遺伝子置換）を介して同じ位置および方向

であり得るか、またはランダムな非特異的な位置で組み込まれ得る（遺伝子増加

）。なおさらなる実施形態においては、核酸は、別々のＤＮＡのエピソームセグ

メントとして、細胞中で安定に維持され得る。このような核酸セグメントすなわ

ち「エピソーム」は、宿主の細胞周期に非依存的にかまたは同調して維持および

複製を可能にするのに十分な配列をコードする。発現構築物が細胞にどのように

送達されるか、および細胞内のどこにその核酸が存在するかは、使用される発現

構築物の型に依存する。

      【０１４０】

  本発明の特定の実施形態においては、発現構築物は、リポソーム中に捕捉され

得る。リポソームは、リン脂質二重膜および内側の水性媒体によって特徴付けら

れる、小胞構造である。多重膜リポソームは、水性媒体によって分けられた複数

の脂質層を有する。これらは、リン脂質を過剰な水溶液中に懸濁させた場合に、

自発的に形成する。これらの脂質成分は、その閉じられた構造の形成の前に自己

再構成を起こし、そしてその脂質二重層間への水および溶解された溶質を捕捉す

る（ＧｈｏｓｈおよびＢａｃｈｈａｗａｔ、１９９１）。カチオン性リポソーム

へのＤＮＡの添加は、リポソームから工学的に複屈折性の液体－結晶凝縮化小球

への、位相転移を生じる（Ｒａｄｌｅｒら、１９９７）。これらのＤＮＡ－脂質

複合体は、遺伝子治療における使用のための可能性のある非ウイルス性のベクタ

ーである。

      【０１４１】

  インビトロでの外来ＤＮＡのリポソーム媒介核酸送達および発現は、非常に成

功している。β－ラクタマーゼ遺伝子を使用して、Ｗｏｎｇら（１９８０）は、

培養したニワトリ胚細胞、ＨｅＬａ細胞および肝細胞中における、外来ＤＮＡの

リポソーム媒介送達および発現の可能性を実証した。Ｎｉｃｏｌａｕら（１９８

７）は、静脈注射後にラットにおける首尾よいリポソーム媒介遺伝子移入を達成

した。「リポフェクション」技術を含む種々の市販のアプローチもまた、含まれ

る。

      【０１４２】
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  本発明の特定の実施形態においては、リポソームは、血球凝集ウイルス（ＨＶ

Ｊ）と複合体化され得る。このことは、細胞膜との融合を容易にし、そしてリポ

ソームにカプセル化されたＤＮＡの細胞への侵入を促進することが示されている

（Ｋａｎｅｄａら、１９８９）。他の実施形態においては、リポソームは、核の

非ヒストン染色体タンパク質（ＨＭＧ－１）と複合体化され得るか、またはそれ

と組み合わせて使用され得る（Ｋａｔｏら、１９９１）。なおさらなる実施形態

においては、リポソームは、ＨＶＪおよびＨＭＧ－１の両方と複合体化され得る

か、またはそれらと組み合わせて使用され得る。このような発現構築物が、イン

ビトロおよびインビボでの核酸の導入および発現において首尾よく使用されてい

るという点で、これらは、本発明に適用可能である。

      【０１４３】

  治療遺伝子をコードする核酸を細胞へ送達するために使用され得る他のベクタ

ー送達系は、レセプター媒介送達ビヒクルである。これらは、ほとんど全ての真

核生物細胞における、レセプター媒介エンドサイトーシスによる高分子の選択的

な取り込みを利用する。種々のレセプターの細胞型特異的分布に起因して、送達

は、高度に特異的であり得る（ＷｕおよびＷｕ、１９９３）。

      【０１４４】

  レセプター媒介遺伝子標的化ビヒクルは、一般的には、以下の２つの成分から

構成される：細胞レセプター特異的リガンドおよびＤＮＡ結合因子。いくつかの

リガンドは、レセプター媒介遺伝子移入のために使用されている。最も広範囲に

特徴づけられているリガンドは、アシアロオロソムコイド（ＡＳＯＲ）（Ｗｕお

よびＷｕ、１９９３）およびトランスフェリン（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ）（

Ｗａｇｎｅｒら、１９９０）である。最近、合成の新しい糖タンパク質（これは

、ＡＳＯＲと同じレセプターを認識する）が、遺伝子送達ビヒクルとして使用さ

れており（Ｆｅｒｋｏｌら、１９９３；Ｐｅｒａｌｅｓら、１９９４）、そして

上皮増殖因子（ＥＧＦ）もまた、扁平上皮癌細胞に遺伝子を送達するために使用

されている（Ｍｙｅｒｓ、ＥＰＯ  ０２７３０８５）。

      【０１４５】

  他の実施形態においては、送達ビヒクルは、リガンドおよびリポソームを含み



(61) 特表２００３－５１８３７９

得る。例えば、Ｎｉｃｏｌａｕら（１９８７）は、ラクトシル－セラミドである

ガラクトース末端アシアロガングリオシドを使用し、リポソーム中に組み込み、

そして肝細胞によるインスリン遺伝子の取り込みの増加を観察した。従って、治

療遺伝子をコードする核酸が、多くのレセプター－リガンド系（リポソームを伴

うかまたは伴わない）によって、前立腺、上皮または腫瘍細胞のような細胞型に

特異的に送達され得ることが可能である。例えば、ヒト前立腺特異的抗原（Ｗａ

ｔｔら、１９８６）は、前立腺組織中での核酸の、媒介される送達のためのレセ

プターとして使用され得る。

      【０１４６】

  本発明の別の実施形態においては、発現構築物は、単に、裸の組換えＤＮＡま

たはプラスミドから構成され得る。構築物の移入は、細胞膜を物理的または化学

的に透過する、上記の任意の方法によって行われ得る。これは、インビトロでの

移入について特に適用可能であるが、これは、インビボでの使用にも同様に適用

され得る。Ｄｕｂｅｎｓｋｙら（１９８４）は、ＣａＰＯ４沈殿物形態にあるポ

リオーマウイルスのＤＮＡを、成体および新生児のマウスの肝臓および脾臓に首

尾よく注入し、これは、活性なウイルス複製および急性感染を実証した。Ｂｅｎ

ｖｅｎｉｓｔｙおよびＮｅｓｈｉｆ（１９８６）はまた、ＣａＰＯ４沈殿プラス

ミドの直接的な腹腔内注射が、そのトランスフェクトされた遺伝子の発現を生じ

ることを実証した。ＣＡＭをコードするＤＮＡが、同様の様式でインビボで移入

され得そしてＣＡＭを発現し得ることもまた、示される。

      【０１４７】

  細胞中に裸のＤＮＡ発現構築物を移入するための本発明の別の実施形態は、粒

子ボンバードメントを含み得る。この方法は、ＤＮＡでコートした微粒子を高速

に加速する能力に依存し、これは、細胞を殺すことなくこれらの微粒子が細胞膜

を貫通しそして細胞に侵入するのを可能にする（Ｋｌｅｉｎら、１９８７）。小

さい粒子を加速するためのいくつかのデバイスが開発されている。１つのこのよ

うなデバイスは、電流を発生する高い電圧の放電に依存し、これが、次いで、推

進力を提供する（Ｙａｎｇら、１９９０）。使用される微粒子は、タングステン

または金ビーズのような、生物学的に不活性な物質から構成される。
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      【０１４８】

  （Ｘ．調節因子およびスクリーニングアッセイ）

  なおさらなる実施形態においては、本発明は、骨細胞スフェロイドの形成を調

節する新規の化合物を同定するための方法を提供する。「調節化合物」または「

骨細胞スフェロイドの形成を調節する化合物」は、骨細胞スフェロイドのエキソ

ビボでの形成またはそれに続く微小骨片（ｍｉｃｒｏｓｐｉｃｕｌｅ）（骨）形

成を増強、阻害または変更する物質をいうことが意味される。このような変更さ

れた活性としては、生じ得る骨細胞スフェロイドの形成のタイミングまたは程度

における変化が挙げられるが、これらに限定されない。調節化合物はまた、骨形

成増殖因子によって供給される活性を置換し得る。

      【０１４９】

  同定された調節因子は、骨形成に関する方法における有用性を有し、そして治

療的用途にもまた意図される。本発明において記載されるアッセイにおいてエキ

ソビボでの骨形成に影響を与える調節因子が、インビボでの骨形成に影響を与え

ることも考慮される。例えば、骨形成を特異的に調節する能力は、本発明中の他

の箇所で記載されているように、いくつかの骨の疾患および欠損に有益である。

さらに、調節因子による任意の可能性のある有害な影響の強度は、特異的な位置

への調節因子のより特異的な投与によって、制限され得るかまたはさもなければ

制御され得る。

      【０１５０】

  これに関して有用な化合物が、タンパク質化合物またはペプチジル化合物に決

して制限されないことがさらに意図される。実際、これは、スクリーニングアッ

セイの適用を介する同定について最も有用な薬学的化合物が、本質的には非ペプ

チジルであり、そして例えば、密接な結合または他の化学的な相互作用を通じて

骨細胞スフェロイドまたは微小骨片（骨）の形成を調節するように作用する場合

であることが、証明され得る。候補物質は、合成化合物のライブラリーまたは天

然のサンプル（例えば、雨林および海洋サンプル）に由来するライブラリーから

得られ得る。

      【０１５１】
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  （Ａ．骨細胞スフェロイドの形成の調節）

  本発明はまた、哺乳動物の骨形成の調節因子を同定するための方法に関し、こ

の方法は、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；骨形成性増殖因子の非存

在下での候補調節因子の存在下の無血清条件下でこれらの細胞を培養する工程；

骨細胞スフェロイドの形成を測定する工程；およびこの骨細胞スフェロイドの形

成を調節因子の非存在下で観察される形成と比較する工程、による。このアッセ

イにおける骨細胞のスフェロイドおよび微小骨片の形成は、１つ以上の骨形成性

増殖因子の存在下で培養された骨形成原細胞または骨前駆細胞の形成に対して比

較される。別の実施形態においては、本発明は、骨形成の調節因子を同定するた

めの方法に関し、この方法は、骨形成原細胞または骨前駆細胞を得る工程；ＴＧ

Ｆ－β遺伝子スーパーファミリーの１つ以上の増殖因子の存在下での候補調節因

子の存在下の無血清条件下で上記細胞を培養する工程；骨細胞スフェロイドの形

成を測定する工程；およびこの骨細胞スフェロイドの形成を調節因子の非存在下

で観察された形成と比較する工程、による。このアッセイによって同定された調

節因子は、ＴＧＦ－βスーパーファミリーの増殖因子のような増殖因子と相乗的

に、増強、阻害または作用することが予測される。

      【０１５２】

  （Ｂ．第２の世代の調節因子）

  最初に同定された調節化合物に加えて、本発明者らはまた、他の立体的に類似

の化合物が、これらの調節因子の構造の鍵となる部分を模倣するように処方され

得ることもまた意図する。ペプチド調節因子のペプチド模倣物を含み得る、この

ような化合物は、その初期の調節因子と同じ様式で使用され得る。

      【０１５３】

  タンパク質二次構造のエレメントを模倣する特定の化合物は、これらのタンパ

ク質のペプチド骨格が、主に、分子相互作用を促進するような様式でアミノ酸側

鎖を配向するよう存在するという原理を使用して、設計される。従って、ペプチ

ド模倣物は、天然分子と同様の分子相互作用を可能にするように設計される。

      【０１５４】

  このペプチド模倣物概念のいくつかの首尾よい適用は、高度に抗原性であるこ
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とが公知である、タンパク質内のβ－ターンの模倣物に焦点が当てられてきた。

おそらく、ポリペプチド中のβ－ターン構造は、コンピューターに基づくアルゴ

リズムによって推定され得る。一旦、このターンの成分アミノ酸が決定されると

、模倣物は、そのアミノ酸側鎖の必須エレメントの類似する空間的配向を達成す

るように構築され得る。

      【０１５５】

  さらなる構造的な等価物または模倣物の作製は、当業者に公知のモデリング技

術および化学的設計技術によって達成され得る。コンピューターに基づく化学的

なモデリングの分野は、現在周知である。このような方法を使用して、骨細胞ス

フェロイドの形成を特異的に調節する化合物が、設計され得そして次いで合成さ

れ得、その後、骨細胞スフェロイドの形成を調節するが、他のヒトまたは動物の

骨形成特性については特異的ではないか十分には特異的ではない化合物の初期同

定を行う。全てのこのような立体的に類似の構築物および第２世代の分子が、本

発明の範囲内に入ることが理解される。

      【０１５６】

  （ＸＩ．実施例）

  以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために含まれる。以下

の実施例に開示される技術は、本発明の実施において十分に機能することが本発

明者らによって発見された技術を表し、従って、その実施のための好ましい形態

を構成すると考えられ得ることが、当業者に理解される。しかし、本発明の開示

を参照して、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、多くの変更が、開

示される特異的な実施形態に対してなされ得、そしてなお、類似または同様の結

果を得ることが、当業者に理解される。

      【０１５７】

  （実施例１）

  （材料および方法）

  （骨形成原細胞および細胞株の培養）  骨形成原細胞株（例えば、ヒト骨肉腫

細胞（ＭＧ６３）を、２ｍＭのＬ－グルタミン、ピルビン酸ナトリウム、および

１０％のウシ胎仔血清（ＦＣＳ）（Ｈｙｃｌｏｎｅ  Ｌａｂｓ  Ｉｎｃ．，Ｌｏ
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ｇａｎ，Ｕｔａｈ）を含有するＲＰＭＩ  １６４０（Ｇｉｂｃｏ、Ｇｒａｎｄ  

Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）中で培養した。骨細胞スフェロイドの形成のために、細胞

をコンフルエントまで増殖させ、トリプシン処理し、ＲＰＭＩ中で２回洗浄し、

そして１％のＩＴＳ＋（Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎ

ｃ．）および２００ｐＭのＴＧＦ－β１（Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ）を含有

する無血清培地中で直ぐに培養した。他に示されない限り、細胞を、組織培養デ

ィッシュ中に約１０３～１０６細胞／ｃｍ２の密度でプレートする。コントロー

ルの細胞を、トリプシン処理後に血清含有培地中で３～４時間の間で、プラスチ

ックに接着させた。次いで、この接着細胞層を、無血清培地で２回洗浄し、そし

てＴＧＦ－β１を含んでかまたは含まずに上記のように培養した。

      【０１５８】

  （ヒト骨前駆細胞（ＨＢＰＣ））  ＨＢＰＣの精製した集団を、以前に記載さ

れている（Ｌｏｎｇら、１９９５）ように、ヒト骨髄から単離した。ヒト骨髄を

、正常なボランティアから得た。簡潔には、単核細胞を、フィコール（Ｓｉｇｍ

ａ，Ｓｔ  Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）上での分離によってヒト骨髄から調製し、そして

低密度の細胞を、一晩培養で培養してプラスチック－接着細胞を除去した。非接

着性の低密度の細胞を回収し、そして記載されている（Ｌｏｎｇら、１９９５）

ようにプラスチック上に固定した抗オステオネクチン（ＯＮ）抗体および抗オス

テオカルシン（ＯＣ）抗体に対する免疫接着に供した。これらの免疫接着分子を

、トリプシン処理によって回収した。

      【０１５９】

  （初代ヒト骨芽細胞）  この単離手順は、本質的には、ＲｏｂｅｙおよびＴｅ

ｒｍａｉｎｅ（１９８５）の手順であった。簡潔には、ヒトの骨の小片（ｃｈｉ

ｐ）を、（インフォームドコンセントおよびＴＲＢ承認後に）整形外科手術中に

得た。これらを、Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ  Ｄ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎ

ｎｈｅｉｍ，Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて３７℃で２時間処理

し、非接着性の細胞を洗い流し、その骨の断片をミンスし、そして１０％のＦＣ

ＳおよびＰｅｎ／Ｓｔｒｅｐを含有する無Ｃａ２＋ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ，Ｇｒ

ａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）中で培養した。これらの培養物がコンフルエント
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になった後、これらの細胞をトリプシン処理によって回収し、そしてＣａ２＋含

有ＤＭＥＭ中で２～３週間培養した。骨由来骨芽細胞を、トリプシン処理および

遠心分離によって回収した。

      【０１６０】

  （骨細胞スフェロイドの形成）  ３次元の細胞の発達（すなわち、骨細胞スフ

ェロイド）を誘導するために、細胞を、トリプシン処理し（継代のために慣用的

に行われているように）、このトリプシンを、血清の添加によって不活化し、こ

れらの細胞を３回洗浄し、そしてすぐに２００ｐＭのＴＧＦ－β１を含有するＲ

ＰＭＩ／ＩＴＳ＋（上記を参照のこと）中で培養した。コントロール細胞を、ト

リプシン処理後に血清含有培地中で３～４時間の間で、プラスチックに接着させ

た。次いで、この接着細胞層を、無血清培地中で２回洗浄し、そしてＴＧＦ－１

βを伴ってまたは伴わずに、そしてＴＧＦ－β１を含んでかまたは含まずに上記

のように培養した。

      【０１６１】

  （コラーゲンの合成）  示される回数で、骨細胞スフェロイドを、１％のＩＴ

Ｓを含有する無プロリン（ｐｒｏｌｅｎｅ）ＤＭＥＭで洗浄し、そしてＩＴＳ＋

および１００μＣｉ／ｍｌの（３Ｈ）プロリン（Ａｍｅｒｓｈａｍ）の存在下で

１２時間インキュベートした。細胞および培地を回収し、そして細胞溶解物を作

製した。タンパク質含量を、Ｐｉｅｒｃｅ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌｉｎｏｉ

ｓ）製のキットを使用して、ＢＣＡ方法（Ｓｍｉｔｈ、１９８５）によって概算

した。これらの細胞溶解物を凍結乾燥し、そして１００μｇ／ｍｌのペプシン（

Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を含有する

０．５Ｍの酢酸で４℃で一晩抽出した。サンプルを乾燥し、非還元ＳＤＳゲル緩

衝液中に溶解し、そして５％のＳＤＳ－ゲル上で分析した。α１（Ｉ）およびα

１（ＩＩＩ）成分を、遅延還元電気泳動（Ｓｙｋｅｓ、１９７６）によって分離

した。これらのゲルを、Ａｍｐｌｉｆｙ（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｅｎｇｌａｎｄ）

で処理し、そしてその放射性標識したコラーゲンをオートラジオグラフィーによ

って可視化した。Ｉ型コラーゲンの割合を、以下の式（Ｆｒａｎｃｅｓｃｈｉ、

１９８８）を使用して決定した：
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      【０１６２】

【数１】

  （ウエスタン分析）  使用した手順は、本質的には、Ｔｏｗｂｉｎ（１９７９

）の手順であった。サンプルを、１０％のＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で泳動した。電気

泳動によって分離したタンパク質を、ニトロセルロース（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ

およびＳｃｈｕｅｌｌ；Ｋｅｅｎｅ，ＮＨ）に転写し、そして非特異的結合部位

を、ＴＢＳＴ（１０ｍＭのＴｒｉｓ、０．１５ＭのＮａＣｌ、０．０５％のＴｗ

ｅｅｎ  ２０、ｐＨ７．５）中の５％のＳｋｉｍミルクを使用してブロックした

。このニトロセルロースメンブレンを、以下の一次抗体：抗オステオネクチン（

ＯＮ）、抗アルカリホスファターゼ（両方とも、Ｋｅｎｎｅｔｈ  Ｍａｎｎ博士

、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｖｅｒｍｏｎｔから懇意によって譲り受けた）

または抗Ｉ型コラーゲン（Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ）（それぞれ、ＴＢＳＴ

中で１０μｇ／ｍｌ）とともに、室温で１時間インキュベートし、ＴＢＳＴで洗

浄し、そして同じ緩衝液中で１：１０００希釈での二次抗体（抗マウスＩｇＧ－

ＨＲＰ結合体化；Ａｍｅｒｓｈａｍ）で処理した。ＨＲＰ／抗体で標識されたタ

ンパク質を、増強化学発光（Ｐｉｅｒｃｅ）によって可視化した。

      【０１６３】

  （アルカリホスファターゼアッセイ（Ｅｌｉａｓ、１９８２））  示された時

点で、骨細胞スフェロイドを回収し、ＰＢＳで２回洗浄し、そして４００で６分

間遠心分離した。これらの細胞を、４℃で３０分間溶解させた（１．５ＭのＴｒ

ｉｓ  ＨＣｌ、１ｍＭのＺｎＣｌ２、１ｍＭのＭｇＣｌ２・６Ｈ２Ｏ、ｐＨ９．

２、１％のＴｒｉｔｏｎ  Ｘ１００）。アルカリホスファターゼ活性を、キット

（Ｓｉｇｍａ）を使用して比色方法によって決定した。この活性を、１ｍｇタン

パク質当たりで１時間当たりに形成されたパラニトロフェノールのμｍｏｌとし

て表した。
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      【０１６４】

  （免疫細胞化学的および組織化学的な染色の手順）  細胞遠心分離調製物を、

ＴＧＦ－β１によって誘導した細胞のスフェロイドから作製し、そしてオステオ

ネクチン（抗ＯＮ、１０μｇ／ｍｌ）、アルカリホスフェターゼ、およびＩ型コ

ラーゲン（抗ＣｏＩＩ  Ｉ、Ｓｉｇｍａ）タンパク質を、他で記載されている（

Ｌｏｎｇ、１９９０）ような、アビジン－ビオチンに基づく免疫細胞化学ＡＢＣ

免疫化学的染色キット（Ｐｉｅｒｃｅ）を使用して検出した。コラーゲンをまた

、Ｍａｓｓｏｎの染色手順（Ｇｏｍｏｒｉ、１９５０；Ｌｉｌｌｉｅ、１９４０

、Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ  Ｌｏｕｉｓから購入した）によって検出した。組織化学的

アルカリホスファターゼ活性を、製造業者（Ｓｉｇｍａ）の説明書に従って決定

した。最終的な培養物の鉱化作用を、Ａｌｉｚａｒｉｎ  Ｒｅｄ  Ｓ（Ｓｉｇｍ

ａ）染色手順（ｐＨ５）（ＭｃＧｅｅおよびＲｕｓｓｅｌｌ、１９５８）によっ

て決定した。

      【０１６５】

  （フローサイトメトリー分析）  ＭＧ６３、ＨＢＰＣ、または初代骨芽細胞か

ら形成された骨細胞スフェロイドを、トリプシンで脱凝集し、その後、２ｍｇ／

ｍｌのＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅ  Ｄ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ

）で処理した。トリプシンの酵素活性を、１０％のＦＣＳの添加によって停止さ

せた。細胞を、間接的な免疫蛍光によって可視化し、そしてＦＡＣＳＣＡＮフロ

ーサイトメーター（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ  Ｖ

ｉｅｗ，ＣＡ）を使用して分析した。一次抗体は、モノクローナル抗ヒトα２、

α３、α４、α５、β３、またはβ１インテグリン（Ｂｅｃｔｏｎ  ＆  Ｄｉｃ

ｋｉｎｓｏｎ製、Ｓａｎ  Ｊｏｓｅ，ＣＡ製またはＧＩＢＣＯ製のいずれか）で

あった。二次抗体は、ＦＩＴＣ結合体化抗マウスＩｇＧ（ＳＩｇｍａ）であった

。抗体コントロールは、アイソタイプ特異的な不適合抗体であった。

      【０１６６】

  （細胞凝縮の阻害）  細胞を、１０μｇ／ｍｌのα２、α３、および／または

β１インテグリンに対する中和抗体の存在下で、骨細胞スフェロイドを確立する

条件（上記のような）下で、血清を含まない培地中で培養した。アイソタイプ特
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異的不適合抗体を、ネガティブコントロールとして提供した。抗体を、７日間の

培養期間にわたって２日ごとに添加した。ＥＧＴＡ（０．５ｍＭ）をまた、プロ

マイシン（５μＭ）と同様、細胞凝集の阻害のために使用した。

      【０１６７】

  （ラマン分光法）  微小骨片を含有している細胞のスフェロイドを、インタク

トで試験したか、または細胞を除去するためにトリプシンで処理した。トリプシ

ン処理したサンプルを、表面の有機物を除去するためにメタノール中で繰り返し

て洗浄し、微小骨片サンプルを、石英スライド上にマウントし、任意の残存して

いるメタノールを蒸発させ、次いで、石英のカバースライドでカバーした。サン

プルの厚みは、それぞれのサンプルによって異なった。複数のラマンスペクトル

（すなわち、１５０～３５０スペクトル）を、ランダムに選択したラインに沿っ

て、２μｍの間隔で獲得した。７８５ｎｍのレーザー（ＳＤＬ、Ｉｎｃ．）を、

励起源として使用し、そしてレーザーのスポットを、１０×／０．５  ＮＡまた

は２０×／０．７５  ＮＡ  Ｆｌｕａｒ対物レンズ（Ｚｅｉｓｓ）のいずれかを

備えた、エピ蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ  ＢＨ－２）に移す。サンプルを、０

．１２５μｍステップが可能であるＸ－Ｙ並進ステージ（Ｘ－Ｙ  ｔｒａｎｓｌ

ａｔｉｏｎ  ｓｔａｇｅ）（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ  

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）によって並進させる。ラマン散乱を回収

し、そして分散のために軸方向透過スペクトログラフ（Ｋａｉｓｅｒ  Ｏｐｔｉ

ｃａｌ  ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．Ｈｏｌｏｓｐｅｃ  Ｆ／１．８ｉ）に移した

。この検出装置は、液体Ｎ２冷却型の、後方が細い（ｂａｃｋｔｈｉｎｎｅｄ）

ＣＣＤカメラ（Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．）であ

った。インタクトな（トリプシン処理していない）サンプルについては、ラマン

散乱を、軸方向透過スペクトルグラフ（Ｋａｉｓｅｒ  Ｏｐｒｉｃａｌ  ｓｙｓ

ｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．Ｈｏｌｏｓｐｅｃ  ＶＰＴシリーズ）に移し、そして検出装

置は、水冷却型（－２０℃）ＣＣＤカメラ（Ａｎｄｏｒ，Ｉｎｃ．）であった。

このスペクトログラフを、アルゴンまたはネオン放射ランプで較正した。インタ

クトなおよびトリプシン処理したサンプルの比較は、インタクトな細胞のスフェ

ロイド／微小骨片が、ラマンスペクトルの特定の成分を不明瞭にすることを示し
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た。結果として、これらのデータは、トリプシン処理したサンプルについてのみ

存在する。ラマン点スペクトルを、１５～３０秒の積分時間で２μｍごとに回収

した。２５μｍのスリット幅によって、４ｃｍ－１オーダーのスペクトル解像を

生じた。データの分析を、組込み関数および局所的書込み（ｌｏｃａｌｌｙ  ｗ

ｒｉｔｔｅｎ）関数を使用して、Ｍａｔｌａｂ（Ｍａｔｈｗｏｒｋｓ，Ｉｎｃ．

）において行った。データを、Ｐｅｎｔｉｕｍ（登録商標）コンピューター上に

保存した。

      【０１６８】

  微小骨片から獲得した複数のスペクトルは、各微小骨片を横切るラインに沿っ

て測定した１５０～３５０個のランダムに獲得したスペクトル（Ｒａｍａｎトラ

ンセクトとして公知）からなった。これらのスペクトルを、Ｆａｃｔｏｒ  Ａｎ

ａｌｙｓｉｓ（因子分析）によって分析する。これは、それらのデータが、その

データを記載する特定の数（より少ない）の直線の組み合わせ（すなわち、因子

）に減少する、多価統計学的分析である。この統計学的なアプローチは、スペク

トルの「平均化」（すなわち、成分スペクトルを抽出すること）の強力な手段で

ある。なぜなら、これは、純粋な構成成分のスペクトルの性質の以前の知見を必

要としないからである。多くの場合においては、いくつかの因子が、そのデータ

セットを完全に示すために必要とされた。代表的には、３～６個の因子（バック

グラウンドの因子を含む）が、データセットの総分散の９９．９％よりも大きい

ものを示すために必要とされた。さらなる因子は、この分析には含まれなかった

。多くの例においては、残りは、このデータセット中のノイズの記載から構成さ

れた。

      【０１６９】

  （透過電子顕微鏡）  初代骨芽細胞から形成された骨細胞スフェロイドを、標

準的な手順（Ｈａｙａｔ、１９８９）を使用してＴＥＭのために処理した。簡潔

には、サンプルを、２％のグルタルアルデヒド中に固定し、そして１％の四酸化

オスミウム中にその後で固定した。続く脱水工程の後、サンプルを、Ｅｐｏｎ中

に包埋し、切片化し、染色し、そしてＰｈｉｌｌｉｐｓ  ＣＭ  １００電子顕微

鏡，（Ｍａｈｗａｈ，ＮＪ）上で観察した。
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      【０１７０】

  (実施例２)

  (骨細胞スフェロイドおよび微小骨片の形成)

  インビボ（ＨａｌｌおよびＭｉｙａｋｅ、１９９５；ＤｕｎｌｏｐおよびＨａ

ｌｌ、１９９５）ならびにインビトロ（Ｄｅｎｋｅｒ、１９９５）の両方におい

て軟骨形成／骨形成における細胞性濃縮の役割を考慮して、本発明者らは、同様

のプロセスがヒトの骨のエキソビボでの形成において関係すると考えた。この仮

説を試験するために、本発明者らは、ヒトの骨形成原細胞の３つの集団；ＭＧ６

３細胞株（前骨芽細胞骨肉腫細胞株（Ｆｒａｎｃｅｓｃｈｉ，１９８５））およ

び他の細胞株（例えば、３Ｔ３、ＳＡＯＳ２、およびＣ３１０Ｔ１／２）、免疫

学的に精製したヒトの骨の前駆細胞（ＨＢＰＣ；前骨芽細胞様細胞の集団）（Ｌ

ｏｎｇ、１９９５）、ならびに骨のフラグメントのコラゲナーゼでの処理に由来

する骨芽細胞（ＲｏｂｅｙおよびＴｅｒｍｉｎｅ、１９８５、ならびに表１）を

利用した。トリプシン処理のすぐ後のＴＧＦ－β１でのこれらの細胞型の無血清

処理および続く無血清培養によって、２４～４８時間以内に、３次元の球形の細

胞濃縮物（細胞スフェロイド）の形成を生じることを、本発明者らは観察した（

図１、最上列）。分化の誘導と一致して、スフェロイドの形成もまた、それぞれ

の細胞型において増殖の休止を誘導する。結果として、スフェロイドは、細胞－

細胞相互作用の結果として生じ（下記を参照のこと）、そして増殖は生じない。

ＴＧＦ－βでの処理の最初の２４時間の間に、細胞は再度接着し、そして２４～

４８時間の間に、組織培養プラスチックから分離して細胞スフェロイドを形成す

る。骨細胞スフェロイドは、細胞がＴＧＦ－β１の非存在下で培養される場合、

細胞が血清の存在下で最初にプラスチックに接着可能である（すなわち、代表的

には、継代された）場合、または細胞を継代するために使用された血清含有培地

が、その後（すなわち、２４時間後）ＴＧＦ－β１を含有している無血清培地（

コントロール）で置き換えられた場合には、形成されない。スフェロイドの形成

は、タンパク質合成に依存する。なぜなら、これは、プロマイシンでの処理によ

って完全にブロックされるからである。これはまた、ＥＧＴＡの存在によっても

阻害され、このことは、スフェロイドの形成におけるカルシウム依存性接着分子
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の役割を示唆している（下記のＥＧＴＡおよびプロマイシンのデータ）。

      【０１７１】

  （表１．組織供給源およびエキソビボで骨を生成する細胞株）

      【０１７２】

【表１】

  スフェロイドの形成の３～５日以内に、細胞性スフェロイドは、小さい骨様の

結晶構造を形成し始める（微小骨片（ｍｉｃｒｏｓｐｉｃｕｌｅ）と呼ばれる、

図１、２列目）。微小骨片は７～１０日まで発生し続ける。スフェロイドおよび

微小骨片を形成する能力は、骨形成能力を有している細胞に制限され（表１）、

そして骨形成原細胞のおよその発達状態およびそれらの細胞のプレーティング密

度の両方に比例する（下記）。従って、前骨芽細胞様ＭＧ６３細胞は、最も少な

い微小骨片を形成する（図２）。初期の前骨芽細胞様のヒトの骨の前駆細胞は、

中間の数の微小骨片を形成する。骨に由来する骨芽細胞は、微小骨片の形成にお

いて（ＭＧ６３細胞と比較して）７倍の増大を示し、それぞれの細胞スフェロイ

ドが微小骨片を生成する。

      【０１７３】

  (実施例３)

  (エキソビボでのヒトの骨の形成の分析)
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  微小骨片がヒトの骨を構成することを確認するために、本発明者らは、多数の

細胞化学的分析、免疫学的分析、生化学的分析、および物理化学的分析を行った

。３つ全てのタイプの細胞に由来するスフェロイドおよび微小骨片の両方ともが

、オステオネクチンを発現する（免疫細胞化学的な決定、図１、第３列）。コラ

ーゲンを、マッソン染色（図１、第４列）および抗ヒトＩ型コラーゲン抗体を使

用する免疫細胞化学的な検出（図１、第５列）の両方によって検出する。スフェ

ロイド細胞はまた、アルカリホスフェターゼの酵素活性を強力に発現する（図１

、第６列）。最後に、Ａｌｉｚａｒｉｎ  Ｒｅｄ  Ｓは、３つ全ての細胞型の微

小骨片内にリン酸カルシウムの存在を示す（図１、第７列）。同様に、それぞれ

の骨の細胞型に由来するスフェロイドが、されるテネイシン、骨のシアロタンパ

ク質、およびオステオカルシンを発現した（下記）。本発明者らは、次に、微小

骨片とスフェロイド中の細胞との間の構造的な関係を評価した。透過型電子顕微

鏡分析は、発達しつつある微小骨片に対して非常に似ている骨に由来する骨芽細

胞を示す（図３Ａ）。長期間の細胞質プロセスによって、微小骨片が並ぶことを

観察した（図３Ａおよび３Ｂ）。最後に、高倍率のＴＥＭは、「鉱化作用の最前

線」と細胞表面との接近を示す（図３Ｃ）。なおさらに、コラーゲンの代表的な

６４０～６７０Åの結合パターンが、微小骨片内に見られ得る。

      【０１７４】

  細胞化学的データおよび免疫学的データは、骨の形成のプロセスと一致するが

、これらは、ヒトの骨において見られる炭酸化したアパタイトの存在は示さない

。置換されたヒドロキシアパタイトの存在を決定するために、本発明者らは、物

理化学的な決定を利用した。砕いた微小骨片の電子顕微分析（ＥＩＡ）は、１．

６７～１．７のカルシウム対リン比を示す。これは、精製されたヒドロキシアパ

タイトのコントロールサンプルにおいて見られるものと一致する。このＥＭＡの

データを確認し、そしてラマンスペクトル分析によって拡張した。ラマンスペク

トル分析によって、ゆるく組織された骨の存在と一致する、リン酸および炭酸で

置換されたアパタイト種の存在を示す。培養の３日、５日、および７日目に得た

微小骨片によるスペクトルの因子分析（Ｆａｃｔｏｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓ）によ

って、リン酸カルシウムアパタイトおよびリン酸一水素イオン（骨の鉱物の代表
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的なもの）の明らかな同定を可能にするいくつかのドメインを明らかにした（図

４Ｃ）。７日目のサンプルの代表的なラマンスペクトルについては、リン酸カル

シウムアパタイトの特徴である、９５８ｃｍ－１でのｖ１リン酸バンドが、最も

強いピークである（図４Ｃおよび４Ｄ）。速度論的分析においては、リン酸カル

シウムアパタイトの存在は、３日目のような初期に検出され、この期間には、微

小骨片がトリプシン化を伴わないスフェロイド中には容易に認識されない。これ

らの速度論的研究はまた、３日目のサンプル中での約１８ｃｍ－１から７日目の

サンプル中での約１２ｃｍ－１までのｖ１リン酸のバンドの縮小を示す。これは

、リン酸カルシウム相の順での増大を示している。このような縮小のデータは、

ラットの増殖プレートのフーリエ変換赤外線（ＦＴ－ＩＲ）分析と一致し、この

ことは、肥大した領域の鉱化を増大させながら、ｖ１リン酸のバンドを鋭さを増

大させることを示している（Ｍｅｎｄｅｌｓｏｈｎ，１９８９；Ｋｉｍら、１９

９６；Ｐａｓｃｈａｌｉｓら、１９９６）。全ての３日目のスフェロイドが、微

小骨片の形成の検出可能な領域を含むわけではなく、そして３日目のリン酸カル

シウムのスペクトルは、Ｆａｃｔｏｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓの後にのみ明らかであ

ったことが注目されるべきである。このことは、リン酸カルシウムの沈着が、骨

の形成の初期の間にスフェロイドの特定の領域中にクラスターを形成する傾向に

あることを示唆する。

      【０１７５】

  アパタイト格子中の炭酸イオン（ＣＯ３
２－）およびリン酸一水素イオン（Ｈ

ＳＯ４
２－）の濃縮は、骨の成熟のマーカーである。Ｆａｃｔｏｒによって分離

された骨のスペクトルのいくつかにおいては、１０６５～１０７０ｃｍ－１のバ

ンドが見られる（図４Ｃおよび４Ｄ）。これらのバンドは、代表的には、Ｂ型の

炭酸に特異的に対応する炭酸ｖ１（Ｃ＝Ｏ）のストレッチに割り当てられる。こ

こでは、炭酸が、アパタイト格子中のリン酸イオンを置換する。このバンドの強

度は、一般的には、成熟した皮質骨から抽出されるスペクトルにおいて観察され

るものよりも弱い（Ｒｅｙ、１９９５および１９９６）。このことは、わずかに

少なく置換された（すなわち、少なく炭酸化された）骨のミネラルを示す。いく

つかの例においては、炭酸はまた、１１１０ｃｍ－１から１１５０ｃｍ－１でバ
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ンドとして観察され、代表的には、Ａ型の置換された炭酸に関係する。ここでは

、炭酸は、アパタイトマトリックス中の一価のヒドロキシイオンを置換する。こ

れらのバンドは、代表的には、あまり顕著ではなく、このことは、これらの微小

骨片中でのＡ型の炭酸のバンドに対して高いＢ型の炭酸のバンドの比を暗に意味

している。さらに、ラマントランセクトの分析は、無定形の非結晶タンパク質の

領域によって分散された、置換されたアパタイトの結晶の領域を示す。本発明者

らは、ラマンスペクトル内には明確なコラーゲンのサインを検出しなかった。し

かし、微小骨片の形成の間の全ての時間でのＩ型コラーゲンの、電子顕微鏡検出

、生化学的検出、および免疫学的検出は、鉱化の程度がラマンスペクトル分析に

よるコラーゲンの検出を見かけ上曖昧にするので、これを技術的な（検出）問題

とするという解釈を導いた。これによって、ＴＧＦ－β１によって駆動される骨

細胞の濃縮が、ヒトの骨の存在と一致して、微結晶性炭酸化ヒドロキシアパタイ

トの形成を導くことが確認される。

      【０１７６】

  (実施例４)

  (スフェロイドの形成が、骨に関係しているタンパク質の発現を調節する)

  細胞スフェロイドにおける骨のタンパク質の発現の上記の細胞化学的分析を、

ウェスタン分析および生化学的分析によって確認した。これらの実験は、ＴＧＦ

－β１依存性の骨細胞スフェロイド形成のプロセスが、コラーゲン様タンパク質

および非コラーゲン様タンパク質の両方の相対的な量における増大を生じること

を示す。ウェスタン分析は、それぞれの骨形成原細胞型におけるスフェロイドの

形成が、ＴＧＦ－β１の非存在下での無血清条件下で増殖させたコントロール細

胞（従って、スフェロイドを形成しない）と比較して、オステオネクチンおよび

アルカリホスファターゼの発現を明らかに増大させることを示す（図５Ａ、最上

列および中央の列）。コラーゲンの合成を、Ｉ型コラーゲンとＩＩＩ型コラーゲ

ンとを区別するための遅延型（ｄｅｌａｙｅｄ）還元電気泳動（Ｓｙｋｅｓ、１

９７６）を利用して、トリチウム化プロレンの取り込みによって決定した。これ

らの電気泳動条件下では、ＩＩＩ型コラーゲンは、αＩ（ＩＩＩ）鎖の単一のバ

ンドとして見られ、そしてＩ型コラーゲンは、それぞれ２．５対１の比のαＩ（
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Ｉ）鎖およびαＩＩ（Ｉ）鎖の２つのバンドとして見られる（Ｆｒａｎｃｅｓｃ

ｈｉ、１９８８）。３Ｈ－プロリンの取り込みの実験は、全ての３個の細胞型に

よって生成されたコラーゲンが、９５％より多いＩ型コラーゲンであることを示

す（図５、最下列）。ＭＧ６３細胞およびＨＢＰＣ細胞の両方が、スフェロイド

の形成の後のＩ型コラーゲンの合成を顕著にアップレギュレートする。対照的に

、ヒトの骨から単離した初代骨芽細胞は、構成的にＩ型コラーゲンを発現する。

それにもかかわらず、ＴＧＦ－β１依存性の骨細胞スフェロイドの形成は、これ

らの細胞中でのコラーゲンの合成において２倍から３倍の増大を生じる（コラー

ゲン鎖の比および密度計による定量的測定）。骨細胞スフェロイドの形成はまた

、この３個の骨芽細胞型のそれぞれについてアルカリホスファターゼ活性におい

て顕著な一時的な増大を誘導する（図５Ｂ）。最後に、本発明者らは、スフェロ

イドの形成の間のオステオカルシンの発現を評価した。局所的な少量のこの骨タ

ンパク質を、免疫細胞化学によって検出したが、本発明者らは、ウェスタン分析

によってはその発現を確認することはできなかった。このことは、オステオカル

シンがこれらの細胞によって少量で生成されるが、その存在は、微小骨片の形成

のための絶対的な要件ではないかもしれないことを示す。

      【０１７７】

  スフェロイド中での骨細胞の密度を増大させることによってもまた、非コラー

ゲン様タンパク質の増大した発現を誘導する。本発明者らは、最初に、培養物あ

たりのスフェロイドの形成の総数が、最初の細胞のプレーティング密度に依存す

ることに注目した。ＭＧ６３およびコラーゲンを放出する骨芽細胞については、

最適なプレーティング密度は、２～４×１０５個の細胞（すなわち、ｃｍ２あた

り０．５～１．０×１０５個）であったが、ヒトの骨の前駆細胞は、約１０倍多

い細胞を必要とした。これらの免疫精製した細胞は約７０％の純度である（Ｌｏ

ｎｇ、１９９５）が、異種細胞の集団が残っており、おそらく、微小骨片の形成

を調節し得る他の骨髄由来細胞を含有している。これらの実験は、スフェロイド

の形成の間の最適な骨のタンパク質の誘導（プローブとして抗オステオネクチン

を使用する）が、スフェロイドの形成のために必要とされるものと同じ最適なプ

レーティング密度で生じることを示した（図６Ａ）。従って、本発明者らは、個
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々のスフェロイドを単離しそしてプールした。これらは、小さい細胞凝集物、中

間の細胞凝集物、および大きい細胞凝集物に、可視的な目視検査によって分類さ

れる。これらの単離された骨細胞スフェロイド中でのオステオネクチンの発現の

評価は、細胞の密度によって媒介されるプロセスと一致する、漸増するスフェロ

イドの大きさ（図６Ｂ）を伴う相対的な量における増大を示す。

      【０１７８】

  骨タンパク質の発現の速度論の評価は、この３個の骨形成原細胞の型の間での

異なる時間的な差異を実証する。ＭＧ６３細胞は、低いレベルのオステオネクチ

ンおよびアルカリホスファターゼの両方を構成的に発現する（図７Ａおよび７Ｂ

、左側のパネル）。スフェロイドの形成の誘導後、ＭＧ６３細胞によるオステオ

ネクチンの発現は、最初の２４時間の間に顕著に増大し、３～５日でプラトーに

達し、次いで相対的な量において適度に減少する。ＭＧ６３細胞中でのアルカリ

ホズファターゼの発現は、最初の３日の間はゆっくりとした増大を示し、そして

７日まで増大し続ける。ヒトの骨の前駆細胞中では、オステオネクチンおよびア

ルカリホスファターゼの両方ともが５日間の間増大し、この時、オステオネクチ

ンは相対的な量において鋭く増大する（図７Ａおよび７Ｂ、中央のパネル）。予

想されるように、コラゲナーゼに誘導された骨芽細胞は、微小骨片の形成の期間

を通じて酵素アルカリホスファターゼを高いレベルで発現するが、活性は、培養

の１日の後に、わずかに減少する。同様に、オステオネクチンは、初代骨芽細胞

によって構成的に発現されるが、骨細胞スフェロイドの形成の３～７日後には、

その相対的な量は減少する。

      【０１７９】

  (実施例５)

  (細胞：細胞相互作用はスフェロイドの形成を媒介する)

  上記のように、スフェロイドの形成は、細胞の増殖よりもむしろ、カルシウム

依存性の細胞：細胞相互作用の結果として生じる。このことは、細胞表面の細胞

接着リガンドおよびそれらのカウンターレセプターがこのプロセスを媒介するこ

とを暗に意味する。多数の推定の細胞接着分子標的（例えば、カドヘリン、セレ

クチン、およびインテグリン）の評価は、ＴＧＦ－β１によって誘導されるスフ
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ェロイドの形成が、β１α３インテグリンおよびβ１α２インテグリンによって

媒介されること（そしてセレクチンおよびカドヘリンは検出されないこと）を示

した。この３個の骨形成原細胞の型のそれぞれのフローサイトメトリー分析は、

これらが構成的にβ１インテグリンを発現することを示した（図８、下列）。ス

フェロイドの形成は、ＭＧ６３細胞中でのα２インテグリンの増大した発現およ

びコラーゲンを放出する初代骨芽細胞を生じ、そしてヒトの骨の前駆細胞中での

α３インテグリン鎖の発現を増大させる（図８、上列）。これらのインテグリン

が細胞：細胞相互作用、および続くスフェロイドの形成を媒介するかどうかを決

定するために、本発明者らは、個々のインテグリン鎖に対する中和抗体を利用し

た。それぞれの細胞型について、スフェロイドの形成（従って、微小骨片の発生

）の阻害を、抗β１抗体または適切な抗α鎖抗体を用いて観察した（図９）。こ

れらの抗体は、スフェロイドの数において４０～６０％の阻害を個々に生じ、そ

してこれらの抗αインテグリン抗体および抗βインテグリン抗体の種々の組合せ

は、スフェロイドの数または大きさをさらには阻害しなかった。このことは、個

々の抗体が細胞接着のインテグリン媒介成分を完全に飽和させたことを示唆して

いる。重要なことには、抗インテグリン抗体での処理が、スフェロイドの細胞性

を減少させた。結果として、残存しているスフェロイドが微小骨片を生じる場合

はほとんどない。最後に、この骨細胞スフェロイドの形成は、ＥＧＴＡまたはプ

ロマイシンの含有によって完全に阻害される（図９）。

      【０１８０】

  （実施例６）

  （骨形成のサイトカインによる調節）

  骨形成に関係している多数のサイトカインの中でも、２個の因子：ＴＧＦ－β

およびインシュリン様増殖因子（ＩＧＦ）が、骨細胞の発達において中心的な役

割を果たす。ＴＧＦ－βは、骨の分化の活性中心（軟骨のキャナルおよび骨細胞

）中に局在化し、そして骨中で高い密度で見出される。このことは、骨が、最も

多いＴＧＦ－β総量を含有することを示唆している（Ｍａｓｓａｇｕｅ、１９８

７）。骨の形成の間に、ＴＧＦ－βは軟骨形成を促進し（Ｍａｓｓａｇｕｅ、１

９８７）、この効果はおそらく、マトリックス成分の沈着を刺激するその能力に
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関係する。ＩｇｎｏｔｚおよびＭａｓｓａｇｕｅ（１９８６）。軟骨の形成を刺

激することに加えて、ＴＧＦ－βが合成され、そして骨細胞培養物中に分泌され

、そしてウシの胎児の骨細胞のサブコンフルエントの層の増殖を刺激する。従っ

て、これは骨細胞の発達のオートクライン（またはパラクリン）調節因子である

ことを示している。ＳｐｏｒｎおよびＲｏｂｅｒｔｓ（１９８５）。ＴＧＦ－β

と同様に、ＩＧＦは、骨の中で高濃度で見出される。実際、ＩＧＦは、骨の中で

最も豊富な増殖因子である（Ｍｏｈａｎ、１９９３、およびその中の参考文献）

。ＴＧＦ－βおよびＩＧＦタンパク質の両方が、骨の形成に対する骨再吸収の共

役に関係している。ＴＧＦ－βは、骨のＥＣＭ中に潜在性（ｌａｔｅｎｔ）複合

体として骨中に存在し、そして破骨細胞の酸性の環境によって活性化されると考

えられている。Ｆａｗｔｈｒｏｐら（１９９２）；ＢｏｎｅｗａｌｄおよびＭｕ

ｎｄｙ（１９９０）。従って、増大した骨の再吸収によって、ＴＧＦ－βの増大

した放出および活性化を生じ、続いてこれは、骨形成原細胞を刺激する。同様に

、ＩＧＦは骨中で見出されるが、ＩＧＦ結合タンパク質と複合体化される。Ｍｏ

ｈａｎ（１９９３）；Ｆｅｙｅｎら（１９９１）。これらのＩＧＦ結合タンパク

質（ＩＧＦＢＰ）は、ＩＧＦの生物学的な作用（増殖およびマトリックスの合成

）を用量依存性の様式で阻害する。Ｆｅｙｅｎら（１９９１）。骨の中では、Ｉ

ＧＦ結合タンパク質（特に、ＩＧＦＢＰ－５）がヒドロキシアパタイトおよびＩ

ＧＦの両方に高い親和性で結合する。従って、骨の再吸収（ＴＧＦ－βを伴うよ

うな）によって、活性なＩＧＦを放出し、これは続いて、パラクリン様式で骨形

成原細胞を刺激する。Ｍｏｈａｎ（１９９３）。骨中での骨形成性増殖因子の保

存、およびいくつかの場合においては、骨芽細胞によるそれらの生成の両方につ

いての多くのことが公知であるが、骨の形成におけるそれらの相対的な役割に関

してはほとんど理解されていない。

      【０１８１】

  上記のように、ＩＧＦ－ＩＩおよびＴＧＦ－βは、ヒトの骨の細胞外マトリッ

クス（ＥＣＭ）中の第１および第２の最も豊富なマイトジェンを示す。重要なこ

とに、ＩＧＦは、閉経後の骨粗鬆症においては調節不全であり（Ｋｏｍｏｒｉら

、１９９７）、そしてカロリー制限の間に減少する。Ｂｏｕｒｒｉｎら（２００
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０）。ＩＧＦは、骨芽細胞によって合成され、従って、オートクライン機能また

はパラクリン機能を提供し得る。Ｆａｒｌｅｙら（２０００）。さらに、骨芽細

胞は、ＩＧＦ合成を増大させることによる、増大した成長ホルモンまたはカルシ

トニンのような体液性のシグナルに対して応答する。Ｆａｒｌｅｙら（２０００

）；Ｃｏｎｏｖｅｒ（１９９６）。細胞ベースで、ＩＧＦは骨芽細胞の増殖を刺

激するように作用し（Ｆａｒｌｅｙ、２０００；Ｔｈｏｍａｓら、１９９９；Ｚ

ａｍｂｏｎｉｎら、１９９９）、それによってＥＲＫ－１およびＥＲＫ－２のよ

うなＭＡＰキナーゼを活性化し（ＣｈａｕｄｈａｒｙおよびＡｖｉｏｌｉ、１９

９８）、そしてｃ－ｍｙｃのような初期応答遺伝子を標的化する（Ｃｏｎｏｖｅ

ｒ  Ｂａｌｅ、１９９８）。骨の形成におけるＩＧＦの役割は複雑であり、そし

て報告はしばしば矛盾する。ＩＧＦがそれらの結合タンパク質（ＩＧＦＢＰ）に

関連して機能することは、十分に理解されている。ＩＧＦＢＰの６個全部が、高

い親和性でＩＧＦに結合し、従って、ＩＧＦ機能を阻害する。興味深いことに、

ＩＧＦＢＰは、分布において骨格依存性または部位依存性の差異を示し（Ｍａｌ

ｐｅら、１９９７）、ヒトの小柱の骨芽細胞は、ＩＧＦＢＰ３、ＩＧＦＢＰ４、

およびＩＧＦＢＰ５を生成する（Ｃｏｎｏｖｅｒ、１９９６）。ＴＧＦ－βは、

この調節ループの一部であり得る。なぜなら、これは、骨芽細胞の発達を刺激す

ること（ＳｐｏｒｎおよびＲｏｂｅｒｔｓ、１９８５）、そしてＩＧＦＢＰ４お

よびＩＧＦＢＰ５の生成を阻害すること（Ｃｏｎｏｖｅｒ、１９９６）の両方で

あることが公知であるからである。対照的に、ＩＧＦＢＰはまた、骨芽細胞の発

達に対してＩＧＦの作用を増大させることが報告されている。従って、ＩＧＦＢ

Ｐ３のインターナライゼーションおよびプロセシングは、ＩＧＦレセプターのシ

グナル伝達を顕著に増強させるが、単独では効果を有さないＩＧＦＢＰ３での予

備処理を必要とすることが、報告されている。同様に、ＩＧＦＢＰ５は、インビ

トロまたはインビボで、単独でかまたはＩＧＦと組合せてのいずれかで、骨芽細

胞の増殖を刺激する。Ｒｉｃｈｍａｎら（１９９９）。

      【０１８２】

  骨の系統への骨髄細胞の方向付け（ｃｏｍｍｉｔｍｅｎｔ）を調節する微環境

の影響についての情報は、ほとんど存在しない。組織の形成のための絶対的な要
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件の１つは、３次元組織構造中での発生シグナルの適切な停止である。例えば、

発達によって調節される胚の軟骨細胞の濃縮は、それらの分化、および骨格の最

終的な確立を導く。このことと一致して、本発明者らは、最近、３次元の細胞の

濃縮が、ヒトの骨のエキソビボでの形成のためには必須であることを実証した。

同様のプロセスが、造血性の中心の確立が３次元の細胞構造を示す、マウスの長

期間の骨髄培養物（ＬＴＢＭＣ）の初期に生じる。しかし、これらの中心の能力

は骨形成性となり、そしてこのようなプロセスを調節する微環境因子は、ほとん

ど理解されていない。

      【０１８３】

  従って、本発明者らは、マウスのＬＴＢＭＣを確立し、そして骨形成のマーカ

ーを発現するそれらの能力をプローブした。本発明者らは、エキソビボでの骨の

形成の微環境的な制御を研究するために、骨形成のこれらの研究を拡大した。さ

らに、本発明者らは、比較的少量の培養容量系（３５ｍｍの組織培養皿に対して

１００ｍｍの組織培養皿から滴下する）を、ヒトの骨芽細胞の良好な利用を可能

にするために開発した。マウスの細胞（これは、単一のサイトカインとしてのＴ

ＧＦ－βに対してはあまり旺盛には応答しない）に対するこの改変を使用して、

本発明者らは、このプロセスを調節することにおけるＩＧＦの役割を試験した。

ヒトの培養系とは異なり、マウスの骨形成は、分画していない骨髄および血清含

有条件を使用して観察された。これらの条件は、異なるが、ヒトの系において観

察されるものと性質において非常に似ている微小骨片を生じる。無血清の化学的

に規定された培地は、血清含有培地の精製されたものであり、そしてヒトの骨髄

もまた、骨形成原細胞を生じるので、マウスのデータは、ヒトに対して直接推定

に用いられ得る。

      【０１８４】

  個々に、ＴＧＦ－ｂ（２５ｐＭ）およびＩＧＦ（１５ｐＭ）は、マウスの骨形

成を駆動するわずかな能力を有したが、これらはともに、培養物あたりのｖｏｎ

－Ｋｏｓｓａ陽性の微小骨片の中心（Ｍｉｃｒｏｓｐｉｃｕｌｅｓ  ｆｏｃｉ）

において顕著な増大（８倍）を生じる（図１０）。ＩＧＦ＋ＴＧＦ－βのみが、

微小骨片の形成を生じ；他の条件はマトリックスのｖｏｎ－Ｋｏｓｓａ陽性の鉱
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化のみを生じたが、骨の形成の証拠は生じないことが、注目されるべきである。

１週間以内に、正常なＬＴＢＭＣ（Ｄｅｘｔｅｒ  Ｃｕｌｔｕｒｅｓ）は、骨形

成の２個のマーカーを発現する発達中心の顕著な数：コラーゲンの存在（マッソ

ン染色反応によって検出されるような）、およびリン酸カルシウムの存在を検出

する陽性のフォン・コッサ染色反応を示す。これらの培養物はまた、組織された

微結晶性マウス骨からなる結晶構造（微小骨片（ｍｉｃｒｏｓｐｉｃｕｌｅ）と

呼ばれる）の存在を示した。内皮細胞は、造血細胞および骨形成原細胞の両方に

ついてのサイトカインの重要な供給源である。内皮細胞の重要な調節因子である

ＶＥＧＦは、内皮細胞および骨細胞の発達の両方に影響を与えることが公知であ

る（しかし、後者が直接的な影響であるかどうかは明らかではない）。ＬＴＢＭ

Ｃに対するＶＥＧＦ（１０ｎｇ／ｍＬ）の添加は、培養物あたりのコラーゲン陽

性発達中心およびフォン・コッサ陽性発達中心の数において７５～８０％の増大

を生じる。重要なことには、ＶＥＧＦもまた、培養物あたりの微小骨片の数の増

大を刺激し、それによって培養の最初の３週間の間に、培養物あたりの微小骨片

の数において約５倍の増大を生じる。さらに、ＶＥＧＦは、フォン・コッサ細胞

性中心の数を２．５倍増大させ、このことは、ＶＥＧＦが鉱化に関係しているこ

とを示唆している。本発明者らは、マウスのＬＴＢＭＣが骨形成を促進する条件

下で確立され得ると結論付けた。骨形成性の系統への幹細胞の方向付けを調節す

る調節影響を詳説するためのこれらの培養物の使用が、骨細胞の発達の複雑さを

理解するためには重要である。

      【０１８５】

  本明細書中において開示されそして特許請求されている全ての組成物および／

または方法は、本開示を考慮して過度の実験を行うことなく行われ得、そして実

行され得る。本発明の組成物および方法は、好ましい実施態様に関して記載され

ているが、改変が、本発明の概念、趣旨、および範囲から逸脱することなく、本

明細書中に記載されている組成物および／または方法に対して、そして方法の工

程または工程の並びにおいて、適用され得ることが、当業者に明らかである。よ

り詳細には、化学的および生理学的の両方で関係している特定の薬剤が、本明細

書中に記載されている薬剤に代わって置換され得る、同じ結果または同様の結果
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が達成されることが、明らかである。当業者に明らかである全てのこのような類

似の置換および改変が、添付の特許請求の範囲によって規定されるような、本発

明の趣旨、範囲、および概念の内であると考えられる。

      【０１８６】

  （参考文献）

  以下の参考文献は、本明細書中に示される詳細を補足する例示的な手順上の詳

細もしくは他の詳細をそれらが参考文献を提供する程度まで、本明細書中で参考

として特に援用される。

      【０１８７】

【表２】
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【図面の簡単な説明】

  以下の図は、本明細書の一部をなし、本発明の特定の局面をさらに明確にする

ために含まれる。本発明は、ここに示される特定の実施形態の詳細な説明とあわ

せてこれらの図の一個または複数を参照することにより、より理解され得る。

    【図１】

  図１は、細胞スフェロイドおよび微小骨片（ｍｉｃｒｏｓｐｉｃｕｌｅ）の形

成ならびに免疫細胞学的分析である。ＴＧＦ－β１（２００ｐＭ）存在下で培養

した細胞は、スフェロイドを形成し（列１）、微小骨片と命名された結晶骨構造

を形成した（列２）。骨細胞スフェロイドはオステオネクチン（列３）およびコ

ラーゲン（マッソン染色、列４）を発現する。また、Ｉ型コラーゲンを免疫細胞

学的分析により決定した（列５）。骨細胞スフェロイドはまた、アルカリフォス

ファターゼ活性を示し（列６）、アリザリンレッド細胞化学陽性により決定され

る、鉱化を受ける（列７）。ＭＧ６３（ヒト骨肉種細胞系統）、ＨＢＰＣ（ヒト

骨前駆細胞）、および骨芽細胞（コラーゲナーゼ処理した骨細胞片由来の初代ヒ
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ト骨芽細胞）。

    【図２】

  図２は、骨細胞表現型に依存した微小骨片の形成である。研究した３種の各細

胞型当たりの形成された微小骨片の総数。値は平均±標準偏差である。

    【図３】

  図３は、骨細胞スフェロイドおよび微小骨片のＴＥＭ分析である。初代骨芽細

胞を細胞スフェロイドを形成する条件下で培養した。上段のパネルは微小骨片（

ＭＳｐ）および、ＭＳｐに沿った立法形の骨芽細胞の切片を示す。これらの細胞

は突き出た核（Ｎ）、およびＭＳｐに沿った長い細胞突起を示す（倍率３，００

０）。より高倍率の微小骨片（中段のパネル）は、ＭＳｐに対する骨芽細胞の密

接な位置関係を証明する。矢印はＭＳｐに沿った細胞突起を指す（倍率１５，９

００）。核（Ｎ）、ミトコンドリア（Ｍ）。下段のパネルは、微小骨片（ＭＳｐ

）、鉱化前線（ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ  ｆｒｏｎｔ、ＭＦ）、および６

４０－６７０オングストロームのコラーゲンの交差帯を示す（倍率１５，２００

）。

    【図４】

  図４Ａ、図４Ｂ、図４Ｃ、および図４Ｄは、微小骨片のラマン分析である。微

小骨片を誘導した骨細胞スフェロイドを、ラマンスペクトログラフィーによって

方法どおりに分析した。代表的骨微小骨片を図４Ａに示す。次に骨片を石英のス

ライドグラス／カバーガラスの間で破砕し、そして、横断する１５０－３００の

ラマンスペクトルを得た（図４Ｂ、白の平行線模様の線）。３個のラマンスペク

トルの代表的な試料を図４Ｃに示す。これらは、明らかに骨の指標であるν１（

ＰＯ４）バンド（９５９ｃｍ－１）を示す。これらのスペクトル（図４Ｄ）の因

子分析（本文を参照のこと）は、明らかなν１（ＰＯ４）シグナルが３日目の微

小骨片（上のスペクトル）、および７日目の微小骨片（下のスペクトル）の両方

に存在することを示す。

    【図５】

  図５Ａおよび図５Ｂは、骨細胞スフェロイドの骨タンパク質の発現とアルカリ

フォスファターゼ活性である。骨細胞型は一週間の培養後、無血清（スフェロイ
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ド陰性）で、およびＴＧＦβ存在下（スフェロイド陽性）で培養した。図５Ａ。

細胞溶解物はオステオネクチンおよびアルカリフォスファターゼに対するウエス

タン分析によって分析された。Ｉ型コラーゲンの合成は、３Ｈ－プロリンでスフ

ェロイドをラベルすることによって決定され、α１（Ｉ）型コラーゲン鎖および

α１（ＩＩＩ）型コラーゲン鎖は還元電気泳動の遅れによって区別された。図５

Ｂ。アルカリフォスファターゼの酵素活性である。細胞はＡと同様に培養され、

酵素活性は比色分析で決定された。この結果は、μｍｏｌパラ－ニトロフェノー

ル／ｈｒ／ｍｇタンパク質で表される。値は、平均値±標準偏差である（ｎ＝４

）。

    【図６】

  図６Ａおよび図６Ｂは、密度依存的な骨タンパク質の発現の誘導である。図６

Ａ。骨細胞スフェロイドは表示された細胞密度で形成された（ＭＧ６３および骨

芽細胞を１，２，４×１０５細胞／ウェルで、ＨＢＰＣｓは１，２，４×１０６

細胞／ウェルでプレートした）。オステオネクチンの発現はウエスタン分析によ

って決定された。図６Ｂ。骨タンパク質の発現はスフェロイドの大きさの増加に

応じて増大した。スフェロイドを、その大きさに基づいて（それぞれ約３，００

０、３０，０００、および１００，０００細胞／スフェロイド）、小、中、大の

大きさの集団に分離した。

    【図７】

  図７Ａおよび図７Ｂは、骨タンパク質発現の速度論である。図７Ａ。骨細胞ス

フェロイドの形成を、表示された時点で検査した。オステオネクチンおよびアル

カリフォスファターゼの発現をウエスタン分析によって決定した。図７Ｂ。任意

のＯ．Ｄ．ユニットで表した相対的なタンパク質の量を、タンパク質負荷のため

に標準化し、濃度測定によって決定した（ＭＧ６３およびＨＢＰＣ）。初代骨芽

細胞について、アルカリフォスファターゼの酵素活性は方法に記載されたように

決定した。

    【図８】

  図８は、骨細胞スフェロイドの形成は、αインテグリン鎖の発現を誘導するこ

とを示す。骨細胞スフェロイドの形成を、方法に記載されたように誘導し、コラ
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ゲナーゼ／トリプシン処理を使用して分解した後、フローサイトメトリー測定に

よってインテグリンの発現を評価した（太いグラフ）。コントロール（点線グラ

フ）は、二次元平面シートとしての、付着した骨細胞の増殖からなる。インテグ

リンの発現はコントロールの細胞でも、ＴＧＦ－β１の有無に関わらず、変化な

く観察された。

    【図９】

  図９は、骨細胞スフェロイドおよび骨微小骨片形成の阻害である。骨細胞は、

抗α２抗体、抗α３抗体（ＨＢＰＣ用に）、および／または抗β１インテグリン

抗体の、各々単独または組み合わせでの存在、非存在下で、細胞スフェロイド形

成条件で増殖した。コントロールは、アイソタイプ特異的な不適当な抗体からな

る。細胞をまた、ＥＧＴＡ（０．５ｍＭ）またはプロマイシン（５μＭ）存在下

で培養した。阻害のパーセントは不適当な抗体でのコントロール、あるいはＥＧ

ＴＡもプロマイシンも欠如した対象との比較で決定した。不適当な抗体は，スフ

ェロイド／微小骨片の形成を阻害しない。

    【図１０】

  図１０は、ＴＧＦ－βおよびＩＧＦは、骨形成中に相乗的に作用することを示

す。マウスの培養系を使用し、フォン・コッサ陽性微小骨片を、骨活性サイトカ

インの存在下で定量化した。ＴＧＦ－βはトランスフォーミング増殖因子β１、

ＩＧＦはインスリン様増殖因子である。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】

【図６】
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【図７】

【図８】
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【図９】
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【図１０】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年７月９日（２００２．７．９）

【手続補正１】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】全図

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【図９】
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【図１０】
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【国際調査報告】
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描述了遗传修饰骨细胞球体以影响骨形成的方法，鉴定骨形成候选调节
物的方法以及鉴定与骨形成有关的基因的方法。 是
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