
(57)【要約】
本発明は、脊椎動物における線維症関連疾患の治療および /または予防のための薬学的組
成物に関し、この組成物は、少なくとも一つのアクチビン拮抗物質、ならびに選択的に薬
学的に許容される担体、アジュバントおよび /または希釈剤を含む。本発明はまた、脊椎
動物における線維症関連疾患の治療方法、ならびにそのような状態を診断するための方法
、およびそのためのキットに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
組 成 物 が 少 な く と も 1つ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 、 な ら び に 選 択 的 に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び /ま た は 希 釈 剤 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 の 治
療 お よ び /ま た は 予 防 の た め の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が フ ォ リ ス タ チ ン 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 で あ る 、 請 求 項 1
記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
フ ォ リ ス タ チ ン が 還 元 剤 の 非 存 在 下 で SDS-PAGEに よ り 推 定 さ れ る 分 子 量 が 約 30,000ダ ル ト
ン か ら 60,000ダ ル ト ン で あ る 、 288個 か ら 315個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 単 鎖 タ ン パ ク 質 で あ り 、
卵 胞 液 由 来 で あ り 、 か つ 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ FSH） の 分 泌 を 阻 害 す る こ と が で き る 、 請 求
項 2記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
フ ォ リ ス タ チ ン が 、 NCBI（ 米 国 生 物 工 学 情 報 セ ン タ ー ） タ ン パ ク 質 XP_003891, AAH04107
と し て 分 類 さ れ る 単 鎖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
薬 学 的 組 成 物 に 存 在 す る フ ォ リ ス タ チ ン ま た は 断 片 も し く は 類 似 体 が 、 以 下 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 形 で 存 在 す る 、 請 求 項 2記 載 の 薬 学 的 組 成 物 ： フ ォ リ ス タ チ ン /キ レ ー ト 、 フ
ォ リ ス タ チ ン /薬 剤 、 フ ォ リ ス タ チ ン /プ ロ ド ラ ッ グ 、 フ ォ リ ス タ チ ン /毒 素 、 な ら び に フ
ォ リ ス タ チ ン /検 出 器 群 お よ び フ ォ リ ス タ チ ン /画 像 化 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が フ ォ リ ス タ チ ン 関 連 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 で あ
る 、 請 求 項 1記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
フ ォ リ ス タ チ ン 関 連 タ ン パ ク 質 が GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NP_005851に 定 義 さ れ る 配 列
を 有 す る 、 請 求 項 6記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が ア ク チ ビ ン に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 薬 学 的
組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 体 が 産 生 さ れ る ア ク チ ビ ン が 、 ア ク チ ビ ン A、 ア ク チ ビ ン AB、 ま た は ア ク チ ビ ン Bで あ る
、 請 求 項 8記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
抗 体 が 産 生 さ れ る ア ク チ ビ ン が 、 イ ン ヒ ビ ン α 鎖 を 含 ま な い 成 熟 イ ン ヒ ビ ン β Aま た は β B
サ ブ ユ ニ ッ ト 鎖 の ヘ テ ロ 二 量 体 ま た は ホ モ 二 量 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 還 元 剤 の 非 存 在 下 で SDS-PAGEに よ り 推 定 さ れ る 分 子 量 が 約 12,000
ダ ル ト ン ～ 13,000ダ ル ト ン で あ る 、 110個 か ら 120個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 薬
学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ア ク チ ビ ン が 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M13436に 定 義 さ れ る 配 列 を 有 す る β Aサ ブ ユ ニ
ッ ト 、 お よ び /ま た は GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M13437に 定 義 さ れ る 配 列 を 有 す る β Bサ
ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が 、 そ れ ぞ れ の 受 容 体 へ の ア ク チ ビ ン の 結 合 を 妨 げ る 化 合 物 で あ る 、
請 求 項 1記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
化 合 物 が ア ク チ ビ ン 受 容 体 に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 薬 学 的 組 成 物
。
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【 請 求 項 １ ５ 】
抗 体 が 産 生 さ れ る ア ク チ ビ ン 受 容 体 が 、 ActRIIAま た は ActRIIBま た は ActRIAま た は ActRIB
ま た は ALK2ま た は ALK4で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
化 合 物 が 、 ア ク チ ビ ン A、 ア ク チ ビ ン AB、 お よ び ア ク チ ビ ン Bか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ
ン パ ク 質 に 関 す る 受 容 体 に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
化 合 物 が 、 Smad6お よ び Smad7ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ る Smadシ グ ナ ル
伝 達 分 子 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
化 合 物 が 、 TGFβ /ア ク チ ビ ン I型 受 容 体 を 特 異 的 に 阻 害 す る 分 子 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の
薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
化 合 物 が ト リ ア リ ル イ ミ ダ ゾ ー ル 類 似 体 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
化 合 物 が SB-431542で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
線 維 症 関 連 疾 患 が 以 下 の 一 つ で あ る 、 請 求 項 1か ら 20の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物
： 過 剰 増 殖 性 ま た は 炎 症 性 線 維 性 疾 患 ； 肺 線 維 症 ； 炎 症 性 腸 疾 患 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 も し
く は ク ロ ー ン 病 の よ う な 関 連 症 状 ； ま た は 肝 線 維 症 も し く は 肝 硬 変 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
線 維 症 関 連 疾 患 が 肝 線 維 症 ま た は 肝 硬 変 で あ る 、 請 求 項 1か ら 20の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬
学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
少 な く と も 1つ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ
び /ま た は 希 釈 剤 と 均 質 に 混 合 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1か ら 22の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学
的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 工 程 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
少 な く と も 1つ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 治 療 的 有 効 量 を 脊 椎 動 物 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、
治 療 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 1か ら 22の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 の 治 療 的 有 効 量 を 脊 椎 動 物 に 投 与 す る
段 階 を 含 む 、 治 療 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
脊 椎 動 物 が ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 マ ウ ス 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 ト リ 、 ネ
コ 、 お よ び イ ヌ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 24ま た は 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
脊 椎 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
線 維 症 関 連 疾 患 が 以 下 の 一 つ で あ る 、 請 求 項 24か ら 27の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 ： 過 剰 増
殖 性 ま た は 炎 症 性 線 維 性 疾 患 ； 肺 線 維 症 ； 炎 症 性 腸 疾 患 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 も し く は ク ロ
ー ン 病 の よ う な 関 連 症 状 ； ま た は 肝 線 維 症 も し く は 肝 硬 変 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
線 維 症 関 連 疾 患 が 肝 線 維 症 ま た は 肝 硬 変 で あ る 、 請 求 項 24か ら 27の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の
方 法 ：
（ a） 脊 椎 動 物 か ら の 試 料 を 、 ア ク チ ビ ン ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体
） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） と 接 触 さ せ る 段 階 ；
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（ b） ア ク チ ビ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 存 在 を 検 出 す る 段 階
； お よ び
（ c） 結 合 し た 抗 体 の 量 を 参 照 試 料 に お け る 結 合 量 と 比 較 し 、 か つ 参 照 試 料 と 比 較 し た 試
料 に お け る 結 合 し た 抗 体 の 量 の 変 化 が 疾 患 を 示 し て い る 、 該 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連
疾 患 を 診 断 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ １ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の
方 法 ：
（ a） 脊 椎 動 物 か ら の 試 料 を 、 フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の 断 片 も し く は 類
似 体 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） と 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 存 在 を 検 出 す る
段 階 ； お よ び
（ c） 結 合 し た 抗 体 の 量 を 参 照 試 料 に お け る 結 合 量 と 比 較 し 、 か つ 参 照 試 料 と 比 較 し た 試
料 に お け る 結 合 し た 抗 体 の 量 の 変 化 が 疾 患 を 示 し て い る 、 該 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連
疾 患 を 診 断 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の
方 法 ：
（ a） 脊 椎 動 物 か ら の 試 料 の 第 一 の ア リ コ ー ト を 、 ア ク チ ビ ン ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の
断 片 も し く は 類 似 体 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） に 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） ア ク チ ビ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 存 在 を 検 出 す る 段 階
；
（ c） 脊 椎 動 物 か ら の 試 料 の 第 二 の ア リ コ ー ト を 、 フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は
そ の 断 片 も し く は 類 似 体 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） に 接 触 さ せ る 段 階
；
（ d） フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 存 在 を 検 出 す る
段 階 ； な ら び に
（ e） ア ク チ ビ ン に 結 合 し た 抗 体 の 量 を フ ォ リ ス タ チ ン に 結 合 し た 抗 体 の 量 と 比 較 し 、 そ
の 相 対 的 な 差 を 参 照 試 料 に 見 出 さ れ る 差 と 比 較 し 、 か つ 参 照 試 料 と 比 較 し た 試 料 に お け る
、 ア ク チ ビ ン お よ び フ ォ リ ス タ チ ン に 結 合 し た 抗 体 の 相 対 的 比 率 に お け る 変 化 が 疾 患 を 示
し て い る 、 該 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 を 診 断 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
参 照 試 料 が 線 維 症 関 連 疾 患 を 患 っ て い な い 脊 椎 動 物 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 30か ら 32の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 実 施 す る 試 料 が 、 血 漿 ま た は 組 織 の 試 料 で あ り 、 か つ 標 準 的 な 組 織 学
的 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 技 術 を 伴 う 、 請 求 項 30か ら 32の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
線 維 症 関 連 疾 患 が 以 下 の 一 つ で あ る 、 請 求 項 30か ら 34の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 ： 過 剰 増
殖 性 ま た は 炎 症 性 線 維 性 疾 患 ； 肺 線 維 症 ； 炎 症 性 腸 疾 患 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 も し く は ク ロ
ー ン 病 の よ う な 関 連 症 状 ； ま た は 肝 線 維 症 も し く は 肝 硬 変 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
線 維 症 関 連 疾 患 が 肝 線 維 症 ま た は 肝 硬 変 で あ る 、 請 求 項 30か ら 34の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
少 な く と も ア ク チ ビ ン （ ま た は そ の 断 片 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を
診 断 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 共 に 含 む 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連
疾 患 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
少 な く と も フ ォ リ ス タ チ ン （ ま た は そ の 断 片 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片
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） を 、 診 断 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 共 に 含 む 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維
症 関 連 疾 患 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
以 下 の 容 器 を 含 む 、 請 求 項 37ま た は 請 求 項 38記 載 の キ ッ ト ：
（ a） 少 な く と も 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 含 む 第 一 の 容 器 、 お よ び
（ b） 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に 含 む 結 合 体 を 含
む 第 二 の 容 器 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
少 な く と も 以 下 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト ：
診 断 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 合 わ せ た 、 フ ォ リ ス タ チ ン （ ま た は そ の
断 片 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） ； な ら び に 診 断 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お
よ び /ま た は 希 釈 剤 と 合 わ せ た 、 ア ク チ ビ ン （ ま た は そ の 断 片 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体
（ ま た は そ の 断 片 ） 。
【 請 求 項 ４ １ 】
以 下 の 容 器 を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト ：
（ a） 少 な く と も ア ク チ ビ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 含 む 第 一 の 容 器 ；
（ b） 少 な く と も フ ォ リ ス タ チ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 含 む 、 第 二 の 容 器 ；
（ c） ア ク チ ビ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に 含 む
結 合 体 を 含 む 、 第 三 の 容 器 ； お よ び
（ d） フ ォ リ ス タ チ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に
含 む 結 合 体 を 含 む 、 第 四 の 容 器 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 遺 伝 子 治 療 法 ：
（ a） ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 、 あ る
い は ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 を 含 む ベ ク
タ ー を 、 宿 主 細 胞 へ 挿 入 す る 段 階 ；
（ b） 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お い て 核 酸 分 子 を 発 現 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が フ ォ リ ス タ チ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 で あ る 、 請 求 項 42記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
（ a） ア ク チ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 、 も し く は 他 の ア ク チ ビ ン 関 連 伝 達 経 路 分 子 を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 の 断 片 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 核 酸 分 子 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 類
似 体 、 あ る い は ア ク チ ビ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 核 酸 分 子 ま
た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 を 含 む ベ ク タ ー を 、 宿 主 細 胞 へ 挿 入 す る 段 階 ；
（ b） 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お い て 、 核 酸 分 子 を 発 現 さ せ る 段 階
を 含 む 方 法 で あ っ て 、 発 現 さ れ た ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が ア ク チ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体
、 ま た は 他 の ア ク チ ビ ン 関 連 伝 達 経 路 分 子 を コ ー ド す る 相 補 的 核 酸 分 子 に 結 合 す る こ と に
よ り 、 そ の 転 写 ま た は 発 現 を 阻 害 す る 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め
の 遺 伝 子 治 療 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 以 下 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 ：
ア ク チ ビ ン A、 ア ク チ ビ ン AB、 ま た は ア ク チ ビ ン Bを コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部
に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 核 酸 分 子 ；
ActRIIAま た は ActRIIBま た は ActRIAま た は ActRIBま た は ALK2ま た は ALK4か ら 選 択 さ れ る ア
ク チ ビ ン 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 、 少 な く と も 一 部 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 核
酸 分 子 ；
smad2ま た は smad3を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 核
酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
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ア ク チ ビ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 の 変 異 型 で あ る 核 酸 分 子
、 あ る い は ア ク チ ビ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 の 変 異 型 で あ
る 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 、 宿 主 細 胞 へ 挿 入 す る 段 階 を 含 み ；
変 異 型 ア ク チ ビ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 、 相 同 組 換 え に よ り 宿 主 細 胞 の 天 然 の ア ク チ ビ
ン コ ー ド 配 列 へ 組 み 込 ま れ る こ と よ り 、 結 果 と し て 、 ア ク チ ビ ン 配 列 が 転 写 さ れ な い か 、
も し く は 不 正 確 に 転 写 さ れ る か 、 ま た は 天 然 の ア ク チ ビ ン 受 容 体 に 結 合 し な い か 、 も し く
は 正 常 な ア ク チ ビ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 妨 げ る 変 異 型 ア ク チ ビ ン が 発 現 さ れ る 、 脊 椎 動 物 に お
け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 遺 伝 子 治 療 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ア ク チ ビ ン コ ー ド 配 列 が GenBank登 録 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M13436お よ び /ま た は M13437に
定 義 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
ア ク チ ビ ン 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 の 変 異 型 で あ る 核
酸 分 子 、 あ る い は ア ク チ ビ ン 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 変 異 型 で あ る 核 酸 分 子 ま た は
そ の 断 片 も し く は 類 似 体 を 含 む ベ ク タ ー を 、 宿 主 細 胞 へ 挿 入 す る 段 階 を 含 み ；
ア ク チ ビ ン 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 の 変 異 型 が 、 相 同
組 換 え に よ り 宿 主 細 胞 の 天 然 の ア ク チ ビ ン 受 容 体 コ ー ド 配 列 へ 組 み 込 ま れ る こ と に よ り 、
結 果 と し て 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 配 列 が 転 写 さ れ な い か 、 も し く は 不 正 確 に 転 写 さ れ る か 、
ま た は 天 然 の ア ク チ ビ ン に 結 合 し な い か 、 も し く は ア ク チ ビ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 妨 げ る 変 異
型 ア ク チ ビ ン 受 容 体 が 発 現 さ れ る 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 遺
伝 子 治 療 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
ア ク チ ビ ン 受 容 体 コ ー ド 配 列 が 、 以 下 の 受 容 体 の い ず れ か 一 つ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 ： ActRIIAま た は ActRIIBま た は ActRIAま た は ActRIBま た
は ALK2ま た は ALK4。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 分 野
本 発 明 は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 治 療 的 有 効 量 の 投 与 に よ る 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 に
関 連 し た 疾 患 の 治 療 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景 技 術
ヒ ト を 含 む 、 哺 乳 動 物 の 多 数 の 重 篤 な 疾 患 は 、 線 維 症 と 関 連 し て い る 。 そ の よ う な 疾 患 は
、 肝 硬 変 、 肺 線 維 症 お よ び ク ロ ー ン 病 の よ う な 炎 症 性 腸 疾 患 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
肝 硬 変 は 、 結 節 性 再 生 、 線 維 症 お よ び 正 常 な 構 造 の 障 害 を 伴 う 肝 実 質 細 胞 へ の 広 汎 性 損 傷
を 特 徴 と す る 肝 臓 の 進 行 性 疾 患 で あ る 。 そ れ は 、 肝 細 胞 機 能 の 不 全 お よ び 血 流 障 害 に 関 連
し 、 全 肝 不 全 お よ び 肝 細 胞 癌 （ HCC） へ 導 き う る 。 特 に ア ル コ ー ル 、 肝 炎 ウ イ ル ス 、 様 々
な 薬 剤 お よ び 鉄 過 負 荷 （ ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス ） を 含 む 肝 細 胞 損 傷 を 引 き 起 こ す 多 数 の 作 用
因 子 が あ る 。 こ れ ら の 作 用 因 子 へ の 曝 露 は 、 事 象 の カ ス ケ ー ド を 促 進 し 、 曝 露 が 繰 り 返 さ
れ る と す れ ば 、 結 果 と し て 、 進 行 性 線 維 症 お よ び 硬 変 を 含 む 慢 性 疾 患 の 発 生 を 生 じ う る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
間 質 性 肺 疾 患 （ ILD） は 、 様 々 な 慢 性 肺 疾 患 を 含 む 用 語 で あ る 。 ILDは ま た 、 間 質 性 肺 線 維
症 ま た は 肺 線 維 症 と も 呼 ば れ る 。 肺 は 、 通 常 、 何 か の 具 合 で 傷 つ け ら れ 、 結 果 と し て 、 肺
胞 の 壁 （ 肺 胞 炎 ） 、 細 気 管 支 の 壁 （ 細 気 管 支 炎 ） 、 ま た は 毛 細 血 管 （ 脈 管 炎 ） に 炎 症 を 生
じ る 。 そ の 後 、 瘢 痕 （ ま た は 線 維 症 ） が 始 ま り 、 肺 は 弾 力 性 を 喪 失 す る 。 線 維 症 は 、 結 果
と し て 、 酸 素 を 輸 送 す る 肺 組 織 の 能 力 の 永 久 的 喪 失 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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原 因 不 明 で あ る 特 発 性 肺 線 維 症 （ IPF） と 呼 ば れ る 慢 性 肺 疾 患 の グ ル ー プ も ま た あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
炎 症 性 腸 疾 患 （ IBD） は 、 小 腸 お よ び 大 腸 に 炎 症 ま た は 潰 瘍 を 引 き 起 こ す 慢 性 疾 患 の グ ル
ー プ で あ る 。 た い て い の IBDは 潰 瘍 性 大 腸 炎 ま た は ク ロ ー ン 病 と し て 分 類 さ れ る が 、 大 腸
炎 、 腸 炎 、 回 腸 炎 お よ び 直 腸 炎 と 呼 ば れ る 場 合 も あ る 。 潰 瘍 性 大 腸 炎 は 、 結 腸 お よ び 直 腸
の 内 層 の 潰 瘍 お よ び 炎 症 を 引 き 起 こ す が 、 ク ロ ー ン 病 は 、 腸 壁 の よ り 深 い 層 に 及 ぶ 炎 症 で
あ る 。 腸 壁 は 厚 く な っ て お り 、 最 初 は 柔 軟 で あ る が 、 線 維 症 が 生 じ る と 、 壁 は 、 管 腔 の 狭
小 化 お よ び 時 々 に は 狭 窄 を 伴 っ て 硬 く な る 。 ク ロ ー ン 病 は ま た 、 口 、 食 道 、 胃 お よ び 小 腸
を 含 む 消 化 管 の 他 の 部 分 に も 影 響 を 及 ぼ し う る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
上 記 で 同 定 さ れ た も の の よ う な 線 維 症 関 連 症 状 の 発 生 を 防 ぐ ま た は 治 療 す る た め の 新 規 な
抗 線 維 症 治 療 は 、 こ れ ら の 状 態 が 死 お よ び /ま た は 生 活 の 質 の 喪 失 の 主 な 原 因 で あ り 、 か
つ 医 療 系 の 負 担 を 増 加 さ せ て い る た め に 、 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が 線 維 症 お よ び 関 連 疾 患 の 治 療 な ら び に /ま た は 予 防 の た め の 薬 剤 と
し て 用 い ら れ う る こ と が 、 こ こ で 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 線 維 症 関 連 疾 患 の 治 療 お よ び /ま た は 予 防 の た め に 有 用 で あ る と 思 わ
れ る ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 に つ い て の 役 割 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 形 を と る 、 線 維 症 関 連 疾 患 の 治 療 に お い て 有
用 な 治 療 用 物 質 を 提 供 す る 。 典 型 的 に は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 フ ォ リ ス タ チ ン （ foll
istatin） 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 開 示
本 発 明 は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 、 特 に タ ン パ ク 質 フ ォ リ ス タ チ ン 、 ま た は そ の 断 片 も し く
は 類 似 体 が 線 維 症 関 連 疾 患 の 治 療 お よ び /ま た は 予 防 の た め の 有 用 な 治 療 物 質 で あ る と い
う 発 見 に 関 す る 。 典 型 的 に は 、 線 維 症 は 、 ホ ル モ ン ア ク チ ビ ン Aの 異 常 に 増 大 し た 発 現 を
含 み う る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 結 果 は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 、 特 に フ ォ リ ス タ チ ン
ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 の 投 与 が ホ ル モ ン ア ク チ ビ ン に 関 連 す る 過 剰 増 殖 を 抑 制 す
る と い う 見 解 を 裏 付 け る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
1. 疾 患 の 治 療 お よ び /ま た は 予 防 の た め の 治 療 用 物 質 /薬 学 的 組 成 物
本 発 明 の 第 一 の 態 様 に よ り 、 組 成 物 が 少 な く と も 1つ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 、 な ら び に 選
択 的 に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト お よ び /ま た は 希 釈 剤 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に
お け る 線 維 症 関 連 疾 患 の 治 療 お よ び /ま た は 予 防 の た め の 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 第 二 の 態 様 に よ り 、 工 程 が 少 な く と も 1つ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 を 薬 学 的 に 許 容
さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 均 質 に 混 合 す る こ と を 含 む 、 本 発 明
の 第 一 の 態 様 に お い て 定 義 さ れ る 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 工 程 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
典 型 的 に は 、 脊 椎 動 物 は 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 マ ウ ス 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ウ
サ ギ 、 ト リ 、 ネ コ お よ び イ ヌ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 よ り 典 型 的 に は 、 脊 椎 動 物 は 、
ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 ま た は マ ウ ス で あ る 。 さ ら に よ り 典 型 的 に は 、 脊 椎 動 物 は ヒ ト で あ る
。
【 ０ ０ １ ５ 】
2. フ ォ リ ス タ チ ン を 用 い る 疾 患 の 治 療
本 発 明 の 第 三 の 態 様 に よ り 、 方 法 が 少 な く と も 1つ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 治 療 的 有 効 量
を 脊 椎 動 物 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 治 療 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を
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治 療 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の 第 四 の 態 様 に よ り 、 治 療 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お い て 、 線 維 症 関 連 疾 患 の 治 療
に 用 い ら れ る 場 合 の 少 な く と も 1つ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 第 五 の 態 様 に よ り 、 治 療 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す
る た め の 薬 物 を 調 製 す る た め の 、 少 な く と も 1つ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 使 用 が 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
典 型 的 に は 、 本 発 明 の 第 三 か ら 第 五 ま で の 態 様 の い ず れ か 一 つ の 目 的 の た め に 、 ア ク チ ビ
ン 拮 抗 物 質 は 、 典 型 的 に は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 フ ォ リ ス タ チ ン 、 ま た は そ の 断
片 も し く は 類 似 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 第 六 の 態 様 に よ り 、 方 法 が 本 発 明 の 第 一 の 態 様 に お い て 定 義 さ れ る 薬 学 的 組 成 物
の 治 療 的 有 効 量 を 脊 椎 動 物 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 治 療 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お け る 線
維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の 第 七 の 態 様 に よ り 、 治 療 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 の 治 療 に
用 い ら れ る 場 合 の 、 本 発 明 の 第 一 の 態 様 に お い て 定 義 さ れ る 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 第 八 の 態 様 に よ り 、 治 療 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す
る た め の 薬 物 を 調 製 す る た め の 、 本 発 明 の 第 一 の 態 様 に お い て 定 義 さ れ る 薬 学 的 組 成 物 の
使 用 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
一 つ の 好 ま し い 局 面 に よ り 、 線 維 症 関 連 疾 患 は 、 過 剰 増 殖 性 ま た は 炎 症 性 線 維 性 疾 患 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
も う 一 つ の 好 ま し い 局 面 に よ り 、 線 維 症 関 連 疾 患 は 、 特 発 性 肺 線 維 症 ま た は 間 質 性 肺 疾 患
の よ う な 肺 線 維 症 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
も う 一 つ の 好 ま し い 局 面 に よ り 、 線 維 症 関 連 疾 患 は 、 炎 症 性 腸 疾 患 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 も
し く は ク ロ ー ン 病 の よ う な 関 連 症 状 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
も う 一 つ の 好 ま し い 局 面 に よ り 、 線 維 症 関 連 疾 患 は 、 肝 線 維 症 お よ び 肝 硬 変 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
典 型 的 に は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 治 療 的 有 効 量 の 投 与 に よ る 線 維 症 関 連 疾 患 の 治 療 は 、
疾 患 の 他 の 治 療 と 共 に 行 わ れ る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 他 の 治 療 は 、 手 術 、 放 射 線 治 療 、 ま た
は 化 学 療 法 を 含 み う る 。 例 と し て 化 学 療 法 は 、 抗 線 維 症 、 抗 血 栓 症 ま た は 抗 炎 症 の 薬 剤 の
投 与 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
典 型 的 に は 、 本 発 明 の 第 三 か ら 第 八 ま で の 態 様 の い ず れ か 一 つ の 目 的 の た め に 、 当 業 者 は
日 常 的 実 験 法 に よ り 、 疾 患 を 治 療 す る 目 的 の た め に ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 効 力 が あ り 、 毒
性 の な い 量 を 決 定 す る こ と が で き る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
典 型 的 に は 、 第 一 か ら 第 八 ま で の 態 様 の 目 的 の た め に 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 フ ォ リ ス
タ チ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 で あ り 、 よ り 典 型 的 に は フ ォ リ ス タ チ ン は 、 還 元 剤
の 非 存 在 下 で の SDS-PAGEに よ り 推 定 さ れ る 約 30,000ダ ル ト ン ～ 60,000ダ ル ト ン の 分 子 量 を
も つ 288個 ～ 315個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 単 鎖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 卵 胞 液 由 来 で あ り 、 か つ 卵 胞
刺 激 ホ ル モ ン （ FSH） の 分 泌 を 抑 制 す る こ と が で き る 。 よ り 典 型 的 に は 、 フ ォ リ ス タ チ ン
は 、 NCBI（ 米 国 生 物 工 学 情 報 セ ン タ ー ） タ ン パ ク 質 XP_003891、 AAH04107と し て 分 類 さ れ

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-506964 A 2005.3.10



る 単 鎖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 さ ら に よ り 典 型 的 に は 、 フ ォ リ ス タ チ ン は 、 オ ー ス ト ラ リ ア 特
許 第 610858号 に 記 載 さ れ る と お り で あ る 。 さ ら に よ り 典 型 的 に は 、 フ ォ リ ス タ チ ン は 、 オ
ー ス ト ラ リ ア 特 許 第 620346号 ま た は 米 国 特 許 第 5,470,826号 ま た は 欧 州 特 許 第 0 299 050号
に 記 載 さ れ る と お り で あ り 、 こ れ ら の 開 示 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
典 型 的 に は 、 薬 学 的 組 成 物 に 存 在 す る フ ォ リ ス タ チ ン ま た は 断 片 も し く は 類 似 体 は ま た 、
以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 形 で 存 在 し う る ： フ ォ リ ス タ チ ン /キ レ ー ト 、 フ ォ リ ス タ
チ ン /薬 剤 、 フ ォ リ ス タ チ ン /プ ロ ド ラ ッ グ 、 フ ォ リ ス タ チ ン /毒 素 、 な ら び に フ ォ リ ス タ
チ ン /検 出 群 （ detector group） お よ び フ ォ リ ス タ チ ン /画 像 化 マ ー カ ー 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は ま た 、 フ ォ リ ス タ チ ン 関 連 タ ン パ ク 質 で も あ り う る （ 例 え ば 、 GenB
ankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NP_005851を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
ま た は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 ア ク チ ビ ン に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
典 型 的 に は 、 抗 体 が 産 生 さ れ る ア ク チ ビ ン は 、 ア ク チ ビ ン A、 ア ク チ ビ ン ABま た は ア ク チ
ビ ン Bで あ る 。 よ り 典 型 的 に は 、 抗 体 が 産 生 さ れ る ア ク チ ビ ン は 、 イ ン ヒ ビ ン α 鎖 を 含 ま
な い 成 熟 イ ン ヒ ビ ン β A鎖 ま た は β B鎖 の ヘ テ ロ 二 量 体 ま た は ホ モ 二 量 体 で あ る 。 そ の 2つ
の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 還 元 剤 非 存 在 下 で の SDS-PAGEに よ り 推 定 さ れ る 約 12,000ダ ル ト ン ～ 13
,000ダ ル ト ン の 分 子 量 を も ち 、 110個 ～ 120個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 よ り 典 型 的 に は 、 ア ク チ
ビ ン は 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M13436に 定 義 さ れ る 配 列 を 有 す る β Aサ ブ ユ ニ ッ ト お
よ び /ま た は GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M13437に 定 義 さ れ る 配 列 を 有 す る β Bサ ブ ユ ニ ッ
ト を 含 む 。 さ ら に よ り 典 型 的 に は 、 ア ク チ ビ ン は 、 オ ー ス ト ラ リ ア 特 許 第 596178号 ま た は
米 国 特 許 第 4,973,577号 も し く は 第 4,798,885号 ま た は 欧 州 特 許 第 0 222 491号 に 記 載 さ れ
る と お り で あ り 、 こ れ ら の 開 示 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
も う 一 つ の 代 替 の 局 面 に お い て 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 そ れ ぞ れ の 受 容 体 へ の ア ク チ ビ
ン の 結 合 を 妨 げ る 化 合 物 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
典 型 的 に は 、 そ の よ う な 化 合 物 は 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 。 よ
り 典 型 的 に は 、 抗 体 が 産 生 さ れ る ア ク チ ビ ン 受 容 体 は 、 ActRIIAま た は ActRIIBま た は ActR
IAま た は ActRIBま た は ALK2ま た は ALK4で あ る （ DKM： ALK2お よ び ALK4は 、 そ れ ぞ れ ActRIA
お よ び ActRIBに つ い て の 代 替 の 名 称 で あ る こ と を 留 意 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
よ り 典 型 的 に は 、 化 合 物 は 、 以 下 の 受 容 体 の い ず れ か 一 つ に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る
： ア ク チ ビ ン A受 容 体 、 ア ク チ ビ ン AB受 容 体 、 お よ び ア ク チ ビ ン B受 容 体 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ま た は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 抑 制 性 Smadシ グ ナ ル 伝 達 分 子 、 Smad6お よ び Smad7の よ う
な ア ク チ ビ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 、 他 の 下 流 の 構 成 要 素 の い ず れ か を 妨 げ る 分 子 で あ り う
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
な お も う 一 つ の 局 面 に よ り 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 TGFβ /ア ク チ ビ ン I型 の 受 容 体 を 特
異 的 に 阻 害 す る 分 子 で あ り う る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な 分 子 は 、 ト リ ア リ ル イ ミ ダ ゾ ー
ル 類 似 体 か ら 選 択 さ れ う る 。 よ り 典 型 的 に は 、 そ の よ う な ト リ ア リ ル イ ミ ダ ゾ ー ル 類 似 体
は 、 Callahan, J.F.ら 、 （ 2002） 、 「 Identification of novel Inhibitors of the Tran
sforming Growth Factor β -1（ TGF-β 1）  Type I Receptor（ ALK5） 」 、 J. Med. Chem. 
45:999-1001に 記 載 さ れ る と お り で あ る 。 さ ら に よ り 典 型 的 に は 、 ト リ ア リ ル イ ミ ダ ゾ ー
ル 類 似 体 は 、 Callahan, J.F.ら 、 （ 2002） 、 J. Med. Chem. 45:999-1001に 記 載 さ れ る 化
合 物 14で あ り 、 ま た Inman, G.J.ら 、 （ 2002） 、 「 SB-431542 Is a Potent and Specific 
Inhibitor of Transforming Growth Factor-β  Superfamily Type I Activin Receptor-L
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ike Kinase（ ALK）  Receptors ALK4, ALK5, and ALK7」 、 Molecular Pharmacology 62（ 1
） : 65-74に SB-431542と し て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
3. 疾 患 の 診 断
本 発 明 の 第 九 の 態 様 に よ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 に つ い
て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る ：
（ a） 脊 椎 動 物 か ら の 試 料 を ア ク チ ビ ン ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 ）
に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） に 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） ア ク チ ビ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 存 在 を 検 出 す る 段 階
； お よ び
（ c） 結 合 し た 抗 体 の 量 を 参 照 試 料 に お け る 結 合 し た 量 と 比 較 し 、 か つ 参 照 試 料 と 比 較 し
た 試 料 に お け る 結 合 し た 抗 体 の 量 の 変 化 が 疾 患 を 示 し て い る 、 そ の 脊 椎 動 物 に お い て 線 維
症 関 連 疾 患 を 診 断 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 第 十 の 態 様 に よ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 に つ い
て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る ：
（ a） 脊 椎 動 物 か ら の 試 料 を フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似
体 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） に 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 存 在 を 検 出 す る
段 階 ； お よ び
（ c） 結 合 し た 抗 体 の 量 を 参 照 試 料 に お け る 結 合 し た 量 と 比 較 し 、 か つ 参 照 試 料 と 比 較 し
た 試 料 に お け る 結 合 し た 抗 体 の 量 に お け る 変 化 が 疾 患 を 示 し て い る 、 そ の 脊 椎 動 物 に お い
て 線 維 症 関 連 疾 患 を 診 断 す る 段 階 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の 第 十 一 の 態 様 に よ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 に つ
い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る ：
（ a） 脊 椎 動 物 か ら の 試 料 の 第 一 の ア リ コ ー ト を ア ク チ ビ ン ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の 断
片 も し く は 類 似 体 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） に 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） ア ク チ ビ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 存 在 を 検 出 す る 段 階
； お よ び
（ c） 脊 椎 動 物 か ら の 試 料 の 第 二 の ア リ コ ー ト を フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ
の 断 片 も し く は 類 似 体 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） に 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ d） フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 存 在 を 検 出 す る
段 階 ； な ら び に
（ e） ア ク チ ビ ン に 結 合 し た 抗 体 の 量 を フ ォ リ ス タ チ ン に 結 合 し た 抗 体 の 量 と 比 較 し 、 か
つ そ の 相 対 的 差 を 参 照 試 料 に 見 出 さ れ る そ れ と 比 較 し 、 か つ 参 照 試 料 と 比 較 し た 試 料 に お
け る ア ク チ ビ ン に 結 合 し た 抗 体 と フ ォ リ ス タ チ ン に 結 合 し た 抗 体 の 相 対 的 比 率 に お け る 変
化 が 疾 患 を 示 し て い る 、 そ の 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 関 連 疾 患 を 診 断 す る 段 階 。
【 ０ ０ ４ １ 】
典 型 的 に は 、 第 九 か ら 第 十 一 ま で の 態 様 の 目 的 の た め に 、 参 照 試 料 は 線 維 症 関 連 疾 患 を 患
っ て い な い 脊 椎 動 物 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
典 型 的 に は 、 第 九 か ら 第 十 一 ま で の 態 様 の 目 的 の た め に 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 が 行 わ れ
る 試 料 は 血 漿 ま た は 組 織 の 試 料 で あ り 、 標 準 的 な 組 織 学 的 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 技 術 を 必
要 と す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
典 型 的 に は 、 第 九 ま た は 第 十 一 の 態 様 の 目 的 の た め に 、 抗 体 が 産 生 さ れ る ア ク チ ビ ン は 、
本 明 細 書 で 前 に 記 載 さ れ て い る と お り で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
典 型 的 に は 、 第 十 ま た は 第 十 一 の 態 様 の 目 的 の た め に 、 抗 体 が 産 生 さ れ る フ ォ リ ス タ チ ン
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は 、 本 明 細 書 で 前 に 記 載 さ れ て い る と お り で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
典 型 的 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ア ク チ ビ ン ま た は フ ォ リ ス タ チ ン の 抗 体
は 、 抗 体 全 体 、 ま た は 抗 体 断 片 、 ま た は 相 補 性 決 定 領 域 の よ う な そ の 他 の 免 疫 学 的 活 性 断
片 で あ り う る 。 よ り 典 型 的 に は 、 抗 体 断 片 は 、 機 能 性 抗 原 結 合 ド メ イ ン 、 す な わ ち 重 鎖 お
よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を 有 す る 。 さ ら に よ り 典 型 的 に は 、 抗 体 断 片 は 以 下 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 形 で 存 在 す る ： Fv、 F a b 、 F(ab) 2 、 scFv（ 単 鎖 Fv） 、 dAb（ 単 一 ド メ イ ン 抗 体
） 、 二 特 異 性 抗 体 （ bispecific antibody） 、 二 重 特 異 性 抗 体 （ diabody） お よ び 三 重 特 異
性 抗 体 （ triabody） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
典 型 的 に は 、 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る 。 よ り 典 型 的 に は 、 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 さ ら
に よ り 典 型 的 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 分 子 遺 伝 学 的 技 術 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 ま た
は EBV（ エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス ） 形 質 転 換 技 術 を 用 い て 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 第 十 二 の 態 様 に よ り 、 少 な く と も ア ク チ ビ ン （ ま た は そ の 断 片 ） に 対 し て 産 生 さ
れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 診 断 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 共 に 含 む
、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の 第 十 三 の 態 様 に よ り 、 少 な く と も フ ォ リ ス タ チ ン （ ま た は そ の 断 片 ） に 対 し て 産
生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 診 断 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 共 に
含 む 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
典 型 的 に は 、 第 十 二 ま た は 第 十 三 の 態 様 に よ る キ ッ ト は 、 以 下 の 容 器 を 含 み う る ：
（ a） 少 な く と も 抗 体 （ そ の 断 片 ） を 含 む 第 一 の 容 器 、 お よ び ；
（ b） 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に 含 む 結 合 体 を 含
む 第 二 の 容 器 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 の 第 十 四 の 態 様 に よ り 、 少 な く と も 以 下 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患
を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 し て い る ： 診 断 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希
釈 剤 と 共 に フ ォ リ ス タ チ ン （ ま た は そ の 断 片 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片
） ； な ら び に 、 診 断 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 共 に ア ク チ ビ ン （ ま た は
そ の 断 片 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
典 型 的 に は 、 第 十 四 の 態 様 に よ る キ ッ ト は 、 以 下 の 容 器 を 含 み う る ：
（ a） 少 な く と も ア ク チ ビ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 含 む 第 一 の 容 器 、 お よ び ；
（ b） 少 な く と も フ ォ リ ス タ チ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 含 む 第 二 の 容 器 ；
（ c） ア ク チ ビ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に 含 む
結 合 体 を 含 む 第 三 の 容 器 、 お よ び
（ d） フ ォ リ ス タ チ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に
含 む 結 合 体 を 含 む 第 四 の 容 器 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
よ り 典 型 的 に は 、 第 十 二 か ら 第 十 四 ま で の 態 様 の い ず れ か 一 つ の 目 的 の た め に 、 キ ッ ト は
、 洗 浄 試 薬 お よ び 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 他 の 試 薬 の よ う な 他 の 成 分
を 含 む 、 一 つ ま た は 複 数 の 他 の 容 器 を さ ら に 含 み う る 。 さ ら に よ り 典 型 的 に は 、 検 出 試 薬
は 、 標 識 （ 第 二 ） 抗 体 を 含 み う る か 、 ま た は ア ク チ ビ ン お よ び /も し く は フ ォ リ ス タ チ ン
（ ま た は そ の 断 片 ） に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） が そ れ 自 身 標 識 さ れ て い
る 場 合 、 そ の 区 画 に 本 発 明 の 標 識 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） と 反 応 す る こ と が で き る 抗 体 結
合 試 薬 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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4. 遺 伝 子 治 療
本 発 明 の 第 十 五 の 態 様 に よ り 、 方 法 が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾
患 を 治 療 す る た め の 遺 伝 子 治 療 法 が 提 供 さ れ る ：
（ a） ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 も し く は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 に つ い て コ ー ド す る 核 酸 分 子
、 ま た は ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 も し く は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 に つ い て コ ー ド す る 核 酸 分
子 を 含 む ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 へ 挿 入 す る 段 階 ；
（ b） 核 酸 分 子 を 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お い て 発 現 さ せ る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
典 型 的 に は 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 フ ォ リ ス タ チ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 の 第 十 六 の 態 様 に よ り 、
（ a） ア ク チ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 、 も し く は 他 の ア ク チ ビ ン 関 連 伝 達 経 路 分 子 、 も し
く は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 に つ い て コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 断 片 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で
あ る 核 酸 分 子 、 ま た は ア ク チ ビ ン も し く は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 に つ い て コ ー ド す る 核
酸 分 子 に 対 し て ア ン チ セ ン ス の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 へ 挿 入 す る 段 階 ；
（ b） 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お い て 核 酸 分 子 を 発 現 さ せ る 段 階
を 含 み 、 発 現 さ れ た ア ン チ セ ン ス の 核 酸 分 子 が 、 ア ク チ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 ま た は 他
の ア ク チ ビ ン 関 連 伝 達 経 路 分 子 を コ ー ド す る 相 補 的 核 酸 分 子 に 結 合 し 、 そ れ に よ り 、 そ れ
ら の 転 写 ま た は 発 現 を 阻 害 す る 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 遺 伝
子 治 療 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
典 型 的 に は 、 ア ン チ セ ン ス の 核 酸 分 子 は 、 以 下 か ら 選 択 さ れ る ：
ア ク チ ビ ン A、 ア ク チ ビ ン AB、 ま た は ア ク チ ビ ン Bを コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 少 な く と も 部 分
に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 核 酸 分 子 ；
ActRIIAま た は ActRIIBま た は ActRIAま た は ActRIBま た は ALK2ま た は ALK4か ら 選 択 さ れ る ア
ク チ ビ ン 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 少 な く と も 部 分 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 核 酸
分 子 ；
smad2ま た は smad3を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 少 な く と も 部 分 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 核
酸 分 子 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 の 第 十 七 の 態 様 に よ り 、 ア ク チ ビ ン も し く は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 に つ い て コ ー
ド す る 核 酸 分 子 の 変 異 型 で あ る 核 酸 分 子 、 ま た は ア ク チ ビ ン も し く は そ の 断 片 も し く は 類
似 体 に つ い て コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 変 異 型 で あ る 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 へ 挿
入 す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ っ て ；
変 異 型 ア ク チ ビ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 、 相 同 組 換 え に よ り 宿 主 細 胞 の 天 然 の ア ク チ ビ
ン コ ー ド 配 列 へ 統 合 さ れ 、 そ れ に よ り 、 結 果 と し て 、 ア ク チ ビ ン 配 列 の 転 写 無 し も し く は
正 し く な い 転 写 の い ず れ か 、 ま た は 天 然 の ア ク チ ビ ン 受 容 体 に 結 合 し な い も し く は 正 常 な
ア ク チ ビ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 妨 げ る 変 異 型 ア ク チ ビ ン の 発 現 を 生 じ る 、 脊 椎 動 物 に お け る 線
維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 遺 伝 子 治 療 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 の 第 十 八 の 態 様 に よ り 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 も し く は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 に つ い
て コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 変 異 型 で あ る 核 酸 分 子 、 ま た は ア ク チ ビ ン 受 容 体 も し く は そ の 断
片 も し く は 類 似 体 に つ い て コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 変 異 型 で あ る 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を
宿 主 細 胞 へ 挿 入 す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ っ て ；
ア ク チ ビ ン 受 容 体 も し く は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 に つ い て コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 変 異 型
が 、 相 同 組 換 え に よ り 宿 主 細 胞 の 天 然 の ア ク チ ビ ン 受 容 体 コ ー ド 配 列 へ 統 合 さ れ 、 そ れ に
よ り 、 結 果 と し て 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 配 列 の 転 写 無 し も し く は 正 し く な い 転 写 の い ず れ か
、 ま た は 天 然 の ア ク チ ビ ン に 結 合 し な い も し く は ア ク チ ビ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 妨 げ る 変 異 型
ア ク チ ビ ン 受 容 体 の 発 現 を 生 じ る 、 脊 椎 動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 遺
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伝 子 治 療 法 が 提 供 さ れ る ：
【 ０ ０ ５ ９ 】
典 型 的 に は 、 ア ク チ ビ ン コ ー ド 配 列 は 、 GenBank登 録 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M13436お よ び /
ま た は M13437に 定 義 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
典 型 的 に は 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 コ ー ド 配 列 は 、 以 下 の 受 容 体 の 一 つ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド で あ る ： ActRIIAま た は ActRIIBま た は ActRIAま た は ActRIBま た は ALK2ま た は ALK4
。
【 ０ ０ ６ １ 】
典 型 的 に は 、 第 十 五 か ら 第 十 八 ま で の 態 様 の い ず れ か 一 つ の 目 的 の た め に 、 核 酸 分 子 ま た
は ベ ク タ ー は 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い て 挿 入 さ れ る ： マ イ ク ロ イ ン ジ
ェ ク シ ョ ン 法 、 CaPO 4 沈 殿 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 /リ ポ ソ ー
ム 融 合 法 、 微 粒 子 銃 法 お よ び 核 酸 の 化 学 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 へ の カ ッ プ リ ン グ 法 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
典 型 的 に は 、 核 酸 分 子 ま た は ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 の 核 へ 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
典 型 的 に は 、 核 酸 分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 細 胞 へ 挿 入 さ れ 、 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で 増 殖 し
、 そ の 後 患 者 へ 大 量 に 注 入 さ れ る 。 よ り 典 型 的 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル
ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 数 種 の RNA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 の よ う な ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 標 的 細 胞 へ の 核 酸
の 送 達 の た め に 用 い ら れ う る 。 よ り 典 型 的 に は 、 標 的 細 胞 は 、 線 維 芽 細 胞 系 統 、 例 え ば 肝
星 細 胞 、 ま た は 平 滑 筋 細 胞 、 肺 線 維 芽 細 胞 、 筋 線 維 芽 細 胞 、 腎 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
定 義
用 語 「 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 」 は 、 ア ク チ ビ ン 活 性 を 阻 害 す る 分 子 を 含 む 。 そ の 用 語 は 、 ア
ク チ ビ ン に 結 合 す る 分 子 、 お よ び ア ク チ ビ ン 受 容 体 （ I型 ま た は II型 ） に 結 合 し て 下 流 へ
の シ グ ナ ル 伝 達 を 遮 断 す る こ と に よ り ア ク チ ビ ン に 拮 抗 す る 分 子 を 含 む 。 例 え ば 、 ア ク チ
ビ ン に 結 合 す る こ と に よ り ア ク チ ビ ン 活 性 を 阻 害 す る 分 子 は 、 フ ォ リ ス タ チ ン 、 フ ォ リ ス
タ チ ン 関 連 タ ン パ ク 質 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NP_005851） 、 お よ び α -2マ ク ロ グ ロ
ブ リ ン を 含 み 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 （ I型 ま た は II型 ） に 結 合 し て 下 流 へ の シ グ ナ ル 伝 達 を
遮 断 す る こ と に よ り ア ク チ ビ ン に 拮 抗 す る 分 子 は 、 イ ン ヒ ビ ン を 含 む 。 「 ア ク チ ビ ン 拮 抗
物 質 」 は ま た 以 下 を 含 み う る ： 抑 制 性 Smadシ グ ナ ル 伝 達 分 子 、 Smad6お よ び Smad7の よ う な
ア ク チ ビ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 、 他 の 下 流 の 構 成 要 素 の い ず れ か を 妨 げ る 分 子 ； 細 胞 で 発
現 し た 場 合 に は 、 細 胞 の ア ク チ ビ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 妨 ぐ ア ク チ ビ ン 受 容 体 の ド ミ ナ ン
ト ネ ガ テ ィ ブ な 変 異 体 （ 例 え ば 、 BAMBI） ； Callahan, J.F.ら 、 （ 2002） 、 「 Identificat
ion of novel Inhibitors of the Transforming Growth Factor β -1（ TGF-β 1）  Type I
 Receptor（ ALK5） 」 、 J. Med. Chem. 45: 999-1001に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ト リ ア リ
ル イ ミ ダ ゾ ー ル 類 似 体 の よ う な TGFβ /ア ク チ ビ ン I型 の 受 容 体 を 特 異 的 に 阻 害 す る 分 子 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
用 語 「 核 酸 」 は 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の す べ て の 既 知 の 類 似 体 を 含 む 、 一 本 鎖 も し く は 二
本 鎖 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ DNA） お よ び /ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ RNA） 核 酸 を
含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の す べ て の 既 知 の 類 似 体 を 含 む 、 一 本
鎖 も し く は 二 本 鎖 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ DNA） お よ び /ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （
RNA） 核 酸 を 含 む 。 そ れ は ま た 、 明 記 さ れ た 関 連 配 列 お よ び そ れ ら に 相 補 的 な 配 列 を 共 に
そ の 範 囲 内 に 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ り 共 に 連 結 さ
れ た 多 数 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る ポ リ マ ー を 指 す 。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
用 語 「 抗 体 」 と は 、 抗 原 上 の 特 定 の エ ピ ト ー プ へ 結 合 す る こ と が で き る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分
子 を 指 し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル の 混 合 物 か ら 構 成 さ れ う る か 、 ま た は 本 質 的 に モ ノ ク ロ ー ナ ル
で あ り う る 。 抗 体 は 、 天 然 の 供 給 源 ま た は 組 換 え の 供 給 源 由 来 の 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ り
う る 。 本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 例 え ば 抗 体 全 体 、 抗 体 断 片 、 ま た は 相 補 性 決 定 領 域 の よ う な
別 の 免 疫 学 的 活 性 断 片 を 含 む 様 々 な 形 で 存 在 し う る 。 同 様 に 、 抗 体 は 機 能 性 抗 原 結 合 ド メ
イ ン 、 す な わ ち 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 断 片 で あ り う る 。 抗 体 断 片 は 、
以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 形 で 存 在 し う る ： Fv、 F a b 、 F(ab) 2 、 scFv（ 単 鎖 Fv） 、 dAb
（ 単 一 ド メ イ ン 抗 体 ） 、 二 特 異 的 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体 お よ び 三 重 特 異 性 抗 体 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 場 合 、 核 酸 分 子 に 関 係 す る 用 語 「 ア ン チ セ ン ス 」 は 、 標 的 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る 、 人 工 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 す る 。 ア ン チ セ ン ス の 核 酸 分 子 は 、 細 胞 内 で 転 写 す る こ と が で
き 、 か つ 細 胞 で 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で
き る 。 相 補 性 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ポ リ ペ プ チ ド mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と を 可 能 に す る 条 件 下 で 反 応 が 起 き る と い う こ と に 基 づ き 、 翻 訳 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 量
は 、 そ の よ う に 変 化 す る 、 す な わ ち 低 下 す る ま た は 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 場 合 、 「 治 療 的 有 効 量 」 と は 、 本 発 明 の 化 合 物 ま た は 組 成 物 の 、 望
ま し い 治 療 効 果 を 提 供 す る の に 十 分 な 、 し か し 毒 性 の な い 量 を 含 む 。 「 有 効 量 」 と は 、 例
え ば 投 与 さ れ る 特 定 の 薬 剤 、 治 療 さ れ る 状 態 の 重 症 度 、 治 療 さ れ る 種 、 対 象 の 年 齢 お よ び
一 般 的 状 態 、 な ら び に 投 与 の 様 式 の 間 の 多 数 の 因 子 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 に 依 存 し 、 対
象 に よ っ て 変 動 す る も の で あ る 。 い ず れ の 与 え ら れ た 場 合 に つ い て も 、 適 切 な 「 有 効 量 」
は 、 日 常 的 実 験 法 だ け を 用 い て 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ う る 。 典 型 的 に は 、 「 治 療 的 有 効 量
」 は 、 以 下 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 を 結 果 と し て 生 じ る の に 十 分 な 量 を 指 す ： 疾 患 の 程 度
に お け る 後 退 /低 減 、 疾 患 増 殖 ま た は 進 行 の 抑 制 、 疾 患 増 殖 の 停 止 、 疾 患 に 負 わ さ れ る 不
快 の 軽 減 、 ま た は 疾 患 を も つ 脊 椎 動 物 の 寿 命 の 延 長 。
【 ０ ０ ７ １ 】
用 語 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 問 題 の 物 質 が 本 来 存 在 し て い る 環 境 か ら 取 り 出 さ れ て お り 、 か
つ 付 随 し た 不 純 物 が 低 減 ま た は 除 去 さ れ て い る こ と を 示 す 。 本 質 的 に 、 「 単 離 さ れ た 」 物
質 は 、 同 じ 供 給 源 か ら 抽 出 さ れ た 他 の 物 質 に 関 し て 濃 縮 さ れ て お り （ す な わ ち 、 モ ル 基 準
に お い て 、 そ れ は 所 定 の 供 給 源 か ら 抽 出 さ れ た 個 々 の 種 の 他 の ど れ よ り も 豊 富 で あ る ） 、
好 ま し く は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た 画 分 は 、 「 単 離 さ れ た 」 物 質 が 存 在 す る す べ て の 高 分 子
種 の 少 な く と も 約 30％ （ モ ル 基 準 に お い て ） を 含 む 組 成 物 で あ る 。 一 般 的 に 、 実 質 的 に 純
粋 な 物 質 の 組 成 物 は 、 組 成 物 に 存 在 す る 全 高 分 子 種 の 約 80～ 90％ よ り 多 く 含 む 。 最 も 好 ま
し く は 、 「 単 離 さ れ た 」 物 質 は 、 組 成 物 が 本 質 的 に 対 象 の 高 分 子 種 か ら な る 、 本 質 的 に 均
一 に な る ま で （ 通 常 の 検 出 方 法 で は 組 成 物 に 混 入 物 種 を 検 出 で き な い ） 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 と は 、 類 似 し た 側 鎖 を 有 す る 残 基 の 互 換 性 を 指 す 。 例 え ば 、 脂 肪
族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ
シ ン を 含 む ； 脂 肪 族 水 酸 基 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン を 含 む ；
ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン を 含 む ； 芳 香 族 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よ び ト リ プ ト フ ァ ン を 含 む ；
塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン を 含 む ； お よ
び 硫 黄 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は 、 シ ス テ イ ン お よ び メ チ オ ニ ン を 含 む 。 典 型 的 に は
、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 群 は 以 下 の と お り で あ る ： バ リ ン -ロ イ シ ン -イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン -チ ロ シ ン 、 リ シ ン -ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン -バ リ ン 、 お よ び ア ス パ ラ ギ ン -グ ル
タ ミ ン 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 化 合 物 の 「 断 片 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば そ れ を 導 き 出 せ る 全 長 ポ
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リ ペ プ チ ド と 、 性 質 上 共 通 し た 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
核 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 、 用 語 「 断 片 」 は 、 例 え ば
以 下 を 含 む 化 合 物 を 指 す ： 例 え ば 、 全 長 核 酸 配 列 か ら 導 き 出 せ る 全 長 ポ リ ペ プ チ ド と 性 質
上 共 通 し た 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 生 成 物 を コ ー ド す る 標 的 核 酸 配 列 の 部 分 ； ま た は 、 標 的
核 酸 配 列 も し く は そ の 機 能 性 産 物 を コ ー ド す る 部 分 の 検 出 お よ び /も し く は 増 幅 の た め の
特 異 的 プ ロ ー ブ も し く は PCRプ ラ イ マ ー と し て 適 す る 標 的 核 酸 配 列 の 断 片 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
核 酸 配 列 に 関 し て 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 類 似 体 」 と は 、 誘 導 体 が 1つ ま た は
複 数 の 塩 基 の 付 加 、 欠 失 、 ま た は 置 換 （ 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む ） を 含 み 、 か つ そ の コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 、 標 的 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同
じ 機 能 を 保 持 し て い る 、 標 的 核 酸 配 列 の 誘 導 体 で あ る 配 列 を 意 味 す る 。 同 様 に 、 本 明 細 書
に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 類 似 体 」 と は 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 ま た
は 置 換 を 含 む 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 を 指 す が 、 そ の 類 似 体 が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と 実 質
的 に 同 じ 機 能 を 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
用 語 「 発 現 カ セ ッ ト 」 と は 、 宿 主 細 胞 に お い て 特 定 の 核 酸 の 転 写 を 可 能 に す る 必 須 の 核 酸
要 素 （ プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 転 写 さ れ る べ き 核 酸 な ど ） を 含 む 核 酸 構 築 物 を 指 す
。 発 現 構 築 物 は 、 ベ ク タ ー 、 宿 主 染 色 体 な ど へ 組 み 入 れ ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
用 語 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と は 、 転 写 の 開 始 を 左 右 す る お よ び /ま た は 促 進 す る 核 酸 配 列 を 指
す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
用 語 「 機 能 的 に 連 結 さ れ た 」 と は 、 例 え ば 核 酸 が 別 の 核 酸 配 列 と の 機 能 的 な 関 係 に 置 か れ
て い る 状 態 を 指 す 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 異 種 性 DNAに 機 能 的 に 連 結 さ れ た プ
ロ モ ー タ ー は 、 異 種 性 DNAに 対 応 す る 機 能 性 mRNAの 生 成 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 「 遺 伝 子 移 入 」 と は 、 細 胞 へ 外 来 の 遺 伝 的 物 質 を 導 入 す る 過
程 を 意 味 し 、 一 般 に 、 そ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 特 定 の 産 物 の 発 現 を 可 能 に す る た め
に 行 わ れ る 。 産 物 は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス DNAも し く は RNA、 ま た は
酵 素 的 活 性 RNAを 含 み う る 。 遺 伝 子 移 入 は 、 培 養 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ま た は 動 物 へ の 直
接 的 投 与 に よ り 行 う こ と が で き 、 一 般 的 に 、 標 的 細 胞 を 非 特 異 的 相 互 作 用 ま た は 受 容 体 媒
介 性 相 互 作 用 に よ り 所 望 の 核 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 、 膜 を 通 し て ま た は エ ン ド サ イ ト ー シ ス
に よ る 細 胞 へ の 核 酸 の 取 り 込 み 、 お よ び 血 漿 膜 ま た は エ ン ド ソ ー ム か ら 細 胞 質 へ の 核 酸 の
放 出 を 含 む 。 発 現 を 成 功 さ せ る た め に 、 対 象 の 核 酸 が 発 現 構 築 物 の 一 部 で あ る 場 合 、 細 胞
の 核 へ の 核 酸 の 移 動 お よ び 転 写 の た め の 適 切 な 核 因 子 へ の 結 合 も ま た 必 要 と さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
上 記 で 言 及 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 遺 伝 子 治 療 」 は 、 遺 伝 子 移 入 お よ び ア ン チ セ ン ス バ
イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 技 術 が 含 ま れ る 。 詳 細 に は 、 「 遺 伝 子 治 療 」 と は 、 イ ン ビ ボ も し く は イ
ン ビ ト ロ で 細 胞 か ら 治 療 的 産 物 を 発 現 さ せ う る 遺 伝 子 移 入 か 、 ま た は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の
産 生 を 妨 げ る た め に 、 イ ン ビ ボ も し く は イ ン ビ ト ロ で 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列
に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 細 胞 へ 挿 入 さ れ か つ 発 現
さ れ る ア ン チ セ ン ス 技 術 の い ず れ か を 指 す 。 遺 伝 子 移 入 は 以 下 の よ う に 行 わ れ う る ： 後 で
患 者 へ 移 植 さ れ る 細 胞 に よ る エ キ ソ ビ ボ 法 ； 核 酸 も し く は 核 酸 -タ ン パ ク 質 複 合 体 の 患 者
へ の 直 接 的 投 与 に よ る ； ま た は 、 患 者 へ の 改 変 さ れ た 細 胞 の 移 入 に よ る 。 ア ン チ セ ン ス 技
術 は 、 ア ン チ セ ン ス コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 標 的 細 胞 へ 送 達 す る た め の 適 切 な ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ベ ク タ ー を 用 い て イ ン ビ ボ で 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 治 療 」 と は 、 疾 患 状 態 も し く は 症 状 を 治 療 す る 、 ま た
は 別 な ふ う に 、 疾 患 の 進 行 も し く は ど の よ う な 点 で あ っ て も 他 の 望 ま し く な い 症 状 を 防 ぐ
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、 妨 げ る 、 遅 ら せ る 、 も し く は 後 退 さ せ る あ ら ゆ る 使 用 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 明 細 書 の 文 脈 に お い て 、 用 語 「 含 む （ comprising） 」 と は 、 「 主 に 含 む が 、 必 ず し も 唯
一 含 む こ と で は な い 」 こ と を 意 味 す る 。 「 含 む （ comprise） 」 お よ び 「 含 む （ comprises
） 」 の よ う な 「 含 む （ comprising） 」 と い う 語 の 語 尾 変 化 は 、 相 応 じ て 様 々 の 意 味 を も つ
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
発 明 を 実 施 す る 最 良 の 形 式
本 発 明 は 、 共 通 の 性 質 が こ れ ら の 疾 患 の 線 維 症 と の 関 連 で あ る 多 数 の 異 な っ た 疾 患 を 治 療
す る た め の 、 フ ォ リ ス タ チ ン に 例 示 さ れ る よ う な 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 使 用 を 記 載 す る
。 フ ォ リ ス タ チ ン は 、 受 胎 能 疾 患 の 治 療 に お け る 間 接 的 役 割 を も つ 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン の
抑 制 へ の 関 与 に つ い て 最 も よ く 知 ら れ て い る が 、 線 維 症 疾 患 に 関 連 し た 細 胞 の 過 剰 増 殖 を
抑 制 す る こ と が で き る 有 効 な ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 で あ る こ と を 今 回 見 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は フ ォ リ ス タ チ ン ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 の よ う な タ ン パ ク 質
で あ る が 、 そ れ ら を 作 製 す る 方 法 は 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 換 え DNAお よ び 免 疫 学 の 通
常 の 技 術 を 使 用 す る こ と が で き 、 そ れ ら の す べ て は 、 当 技 術 分 野 の 技 術 内 で あ り 、 「 Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual」 第 2版 、 Sambrookら 、 Cold Spring Harbor Press
、 1989の よ う な 多 数 の 周 知 の 科 学 的 刊 行 物 の い ず れ か 一 つ に 完 全 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え
ば 、 フ ォ リ ス タ チ ン に つ い て の 遺 伝 子 は 、 以 下 の 段 階 に よ り 、 フ ォ リ ス タ チ ン を 発 現 さ せ
る 細 胞 ま た は 組 織 か ら 単 離 さ れ う る ： 組 織 ま た は 細 胞 か ら メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAを 単 離 す る
段 階 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 対 応 す る DNA配 列 を 作 製 す る 段 階 、 お よ び 最 後 に 、 適 切 な プ ラ
イ マ ー で の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） を 用 い て 活 性 フ ォ リ ス タ チ ン ア ミ ノ 酸 配 列 を コ
ー ド す る DNA配 列 を 増 幅 す る 段 階 。 ま た 、 フ ォ リ ス タ チ ン 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ の 後 適 し た 原 核 生 物 、 ウ イ ル ス ま た
は 真 核 生 物 の 宿 主 に お い て 発 現 さ れ う る 。 発 現 さ れ た フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 以
下 の 確 立 さ れ た 方 法 の 一 つ ま た は 複 数 を 含 む 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 標 準 的 方 法 に よ り
精 製 さ れ う る ： 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 エ タ ノ ー ル ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 沈 殿 法 お よ
び 免 疫 沈 降 法 を 含 む タ ン パ ク 質 沈 殿 法 ； イ オ ン 交 換 、 サ イ ズ 排 除 、 逆 相 、 疎 水 的 相 互 作 用
、 親 和 性 、 ま た は 免 疫 親 和 性 技 術 を 用 い る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 で あ り 、 例 え ば カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 HPLC、 ま た は FPLCに よ り 行 わ れ る ； ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び HPECの よ う
な 電 気 泳 動 技 術 ； そ の 他 同 種 類 の も の 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
例 え ば 、 本 発 明 に お け る 使 用 の た め の 組 換 え フ ォ リ ス タ チ ン ま た は そ の 活 性 断 片 を 作 製 す
る こ と に つ い て 、 関 連 し た DNA配 列 を 適 し た 発 現 系 へ 挿 入 す る 。 好 ま し く は 、 フ ォ リ ス タ
チ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が フ ォ リ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 を 可 能 に す る
異 種 性 発 現 制 御 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 組 換 え 分 子 ま た は ベ ク タ ー が 構 築 さ れ る
。 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） の タ ン パ ク 質 発 現 に つ い て 、 多 数 の 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー が 当 技
術 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 標 準 的 分 子 生 物 学 的 技 術 を 用 い て 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な
ベ ク タ ー は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 の よ う な 昆 虫 、 ま た は 酵 母 、 真 菌 、 細 菌 も し く は ウ イ
ル ス 発 現 系 を 含 む 通 常 の ベ ク タ ー 型 の 中 か ら 選 択 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
そ の よ う な 方 法 に お け る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 適 し た 宿 主 細 胞 ま た は 細 胞 系 は 、 ヒ ト 29
3細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ CHO） 、 サ ル COS-1細 胞 系 ま た は マ ウ ス 3T3細 胞
の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 む 。 同 様 に 、 大 腸 菌 （ E. coli） （ 例 え ば 、 HB101、 MC1061） の
様 々 な 周 知 の 種 、 お よ び 枯 草 菌 （ B. subtilis） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 他 の
桿 菌 な ど の 様 々 な 種 の よ う な 細 菌 細 胞 は 、 本 発 明 の た め の 宿 主 細 胞 と し て 有 用 で あ る 。 当
業 者 に 公 知 の 酵 母 細 胞 の 多 く の 種 も ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の 宿 主 細 胞
と し て 利 用 可 能 で あ る 。 ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ジ ペ デ ラ （ Spodoptera frugipedera） （ Sf9
） 細 胞 の よ う な 昆 虫 細 胞 も ま た 用 い ら れ う る 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
対 象 と な る DNAセ グ メ ン ト を 含 む ベ ク タ ー は 、 細 胞 の 宿 主 の 型 に 依 存 し て 、 多 数 の 周 知 の
方 法 の い ず れ か 一 つ に よ り 、 宿 主 細 胞 へ 移 入 さ れ う る 。 例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 法 お よ び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 は 、 原 核 細 胞 に つ い て 一 般 に 使 用 さ れ る
。 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 処 理 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 微 粒 子 銃
法 ま た は ウ イ ル ス に 基 づ く ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 は 、 他 の 細 胞 宿 主 に つ い て 使 用 さ れ う
る 。 哺 乳 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め の 方 法 も ま た 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 、 形 質 転 換
法 、 結 合 法 、 ポ リ ブ レ ン 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 パ ー テ ィ ク ル ガ
ン 技 術 お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 の 使 用 を 含 み う る （ 一 般 的 に 、 Sambrookら 、 19
89を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 そ の 後 導 入 さ れ た ベ ク タ ー を 含 む そ れ ら の 細 胞 の 増 殖 に つ い て 生 得 的
に 選 択 す る 選 択 培 地 に 有 利 に 増 殖 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 は 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 を 最 適 化 す る よ う に 理 想 的 に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
そ れ ゆ え に 、 本 発 明 に お け る 使 用 の た め の 組 換 え ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 転 写 制 御 配 列 の
支 配 下 に 、 フ ォ リ ス タ チ ン ま た は そ の 活 性 断 片 も し く は 類 似 体 の よ う な ア ク チ ビ ン 拮 抗 物
質 を コ ー ド す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 少 な く と も 1つ の 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 細
胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ り 産 生 さ れ う る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 そ の 後
フ ォ リ ス タ チ ン の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 そ の
後 細 胞 ま た は 培 地 か ら 回 収 さ れ 、 単 離 さ れ 、 選 択 的 に 当 業 者 に 公 知 の 適 当 な 手 段 に よ り 精
製 さ れ う る 。 例 え ば タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 溶 解 後 、 可 溶 性 の 形 で 単 離 さ れ う る 、 ま た は 塩 化
グ ア ニ ジ ン に お い て の よ う な 公 知 の 技 術 を 用 い て 抽 出 さ れ う る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
例 え ば 、 外 因 性 フ ォ リ ス タ チ ン 遺 伝 子 を 含 む 微 生 物 細 胞 は 、 大 容 量 の リ ア ク タ ー で 培 養 さ
れ 、 遠 心 分 離 で 収 集 さ れ 、 そ の 後 例 え ば 高 圧 均 質 化 に よ り 破 壊 さ れ う る 。 そ の 結 果 生 じ た
細 胞 溶 解 物 は 、 適 切 な 希 釈 液 /緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ れ 、 フ ォ リ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 の 水 溶 性
懸 濁 液 を 得 る た め に 濾 過 さ れ う る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 50 μ g/ml～ 500 μ g/ml
の 濃 度 ま で 0.1 M リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4） に 希 釈 し 、 そ の 後 滅 菌 し た 0.22マ イ ク ロ ン の フ
ィ ル タ ー に 通 す こ と に よ り 、 粗 製 の 形 で 投 与 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
フ ォ リ ス タ チ ン ま た は そ の 断 片 の よ う な ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は ま た 、 当 業 者 に 周 知 の 固 相
化 学 の 方 法 に よ り 合 成 さ れ う る 。 例 え ば 、 フ ォ リ ス タ チ ン 断 片 は 、 Stewardお よ び Young（
Steward, J. M.お よ び Young, J. D.、 Solid Phase Peptide Synthesis（ 第 2版 ）  Pierce 
Chemical Co.、 イ リ ノ イ 、 米 国 （ 1984） ） の 固 相 化 学 手 順 に 従 っ て 合 成 さ れ う る 。 一 般 的
に 、 そ の よ う な 合 成 方 法 は 、 増 大 す る ペ プ チ ド 鎖 に 1つ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 ま た は 適
当 に 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 逐 次 的 な 付 加 を 含 む 。 典 型 的 に は 、 第 一 の ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 基
か ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 か の い ず れ か の 一 つ 以 外 の 機 能 性 基 は 、 適 当 な 保 護 基 に よ り 保 護
さ れ る 。 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 そ の 後 不 活 性 の 固 体 支 持 体 に 付 着 し て い る か 、 ま た は 適
当 に 保 護 さ れ た 相 補 性 の （ ア ミ ノ も し く は カ ル ボ キ シ ル ） 基 を 有 す る 配 列 に お い て 、 か つ
ア ミ ド 結 合 を 形 成 す る の に 適 し た 条 件 下 に お い て 、 次 の ア ミ ノ 酸 を 付 加 す る こ と に よ り 溶
液 中 で 使 用 さ れ る 。 保 護 基 は 、 そ の 後 こ の 新 た に 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 除 去 さ れ 、
そ し て 次 の （ 保 護 さ れ た ） ア ミ ノ 酸 が 付 加 さ れ る 、 な ど 。 結 局 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 は 連 結 さ
れ 、 ど の 残 っ て い る 保 護 基 も 、 お よ び 必 要 な ら ば ど の 固 体 支 持 体 も 、 最 終 ポ リ ペ プ チ ド を
作 製 す る た め に 、 逐 次 的 に ま た は 同 時 に 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
フ ォ リ ス タ チ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 に お け る よ う な 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 に お け
る ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 当 関 連 業 者 に 周 知 の 技 術 に よ り 果 た さ れ う る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 変 化
は 正 し い 読 み 取 り 枠 を 維 持 し な が ら ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 、 欠 失 ま た は 置 換 （ 保 存 的 お よ び
/ま た は 非 保 存 的 ） に よ り 果 た さ れ う る 。 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る そ の よ う な 改 変
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は 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 性 ま た は ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 性 突 然 変 異 誘 発 、 現 存 の ま た は 操 作 さ れ た 制 限 酵 素 部 位 の 使 用 に よ る 選
択 さ れ た 領 域 の 欠 失 、 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 含 む 技 術 に よ り 生 じ う る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ま た は 、 本 発 明 の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 作 製 さ れ う る 。 例 え ば 、
選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 強 す る た め に 、 精 製 を 向 上 さ せ る た め
に 、 ま た は 組 織 、 細 胞 も し く は 細 胞 抽 出 物 に お い て フ ォ リ ス タ チ ン の 存 在 を モ ニ タ ー す る
こ と に 使 用 す る た め に 、 フ ォ リ ス タ チ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が
あ る 。 適 し た 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 以 下 を 含 む ： β -ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び ポ リ ヒ ス チ ジ ン 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 は ま た 、 典 型 的 に は ア ク チ ビ ン ま た は ア ク チ ビ ン 受 容 体 に 対
し て 産 生 さ れ た 抗 体 で も あ り う る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） は 、 下 記 の 方 法 を 用 い て 、 ア ク チ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 、 ま た
は そ の 免 疫 原 性 部 分 に 対 し て 産 生 さ れ う る 。 十 分 な 量 の 抗 体 の 便 利 な 製 造 と し て 、 こ れ ら
は 、 血 清 を 含 ま な い 培 地 で の バ ッ チ 発 酵 に よ り 製 造 さ れ 、 そ の 後 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階
お よ び ウ イ ル ス の 不 活 化 /除 去 段 階 を 組 み 入 れ た 多 段 階 手 順 に よ り 精 製 さ れ う る 。 例 え ば
、 抗 体 は 、 最 初 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 さ れ 、 そ の 後
い ず れ の 脂 質 エ ン ベ ロ ー プ 型 ウ イ ル ス も 不 活 化 す る た め に 溶 剤 /界 面 活 性 剤 で 処 理 さ れ う
る 。 典 型 的 に は 、 サ イ ズ 排 除 、 逆 相 、 陰 イ オ ン お よ び /ま た は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ る さ ら な る 精 製 が 、 タ ン パ ク 質 、 溶 剤 /界 面 活 性 剤 お よ び 核 酸 の よ う な 残 留 す
る 望 ま し く な い 混 入 物 を 除 去 す る た め に 用 い ら れ う る 。 こ の よ う に 得 ら れ た 抗 体 は さ ら に
精 製 さ れ 、 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 用 い て 0.9％ 食 塩 水 へ 製 剤 化 さ れ う る 。 製 剤 化 さ れ た バ ル ク
調 製 物 は 、 そ の 後 滅 菌 さ れ 、 ウ イ ル ス の 濾 過 を さ れ 、 投 薬 さ れ う る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
こ れ ら の 抗 体 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ
、 単 鎖 、 Fab断 片 、 お よ び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 体 産 生 細 胞 の 単 一 ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ れ る 抗 体 を 指 し 、 特 定
の 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 対 し て 単 一 特 異 的 で あ る 。 そ れ ゆ え に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 そ れ が 免 疫 反 応 す る い ず れ の 抗 原 に 対 し て も 単 一 の 結 合 親 和 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ア ク チ ビ ン ま た は ア ク チ ビ ン 受 容 体 の 抗 体 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 産 生 さ れ う る
。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 典 型 的 に は Fab部 を 含 む が 、 「 Antibodies-A Laborato
ry Manual」 、 Harlowお よ び Lane編 、 Cold Spring Harbor Laboratory、 N.Y. （ 1988） （
そ の 開 示 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る ） に 記 載 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 技
術 を 用 い て 調 製 さ れ う る 。 培 養 中 の 継 続 的 な 細 胞 系 に よ る 抗 体 分 子 の 産 生 を 提 供 す る い ず
れ の 技 術 も 用 い ら れ う る 。 適 す る 技 術 は 、 Kohlerら 、 Nature、 256: 495-497 （ 1975） に
よ り 最 初 に 開 発 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ト リ オ ー マ 技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ
技 術 （ Kozborら 、 Immunology Today、 4:72 （ 1983） ） 、 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 産 生 す る た め の EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Coleら 、 「 Monoclonal Antibodies and Canc
er Therapy」 、 pp. 77-96、 Alan R. Liss, Inc.、 （ 1985） ） を 含 む 。 不 死 の 抗 体 産 生 細
胞 系 は 、 発 癌 性 DNAで の Bリ ン パ 球 の 直 接 的 形 質 転 換 、 ま た は エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス
で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の よ う な 融 合 以 外 の 技 術 に よ り 作 製 さ れ う る 。 例 え ば 、 M. Sch
reierら 、 「 Hybridoma Techniques」 （ 1980） ; Hammerlingら 、 「 Monoclonal Antibodies
 and T-cell Hybridomas」 （ 1981） ; Kennettら 、 「 Monoclonal Antibodies」 （ 1980） を
参 照 さ れ た い ； こ れ ら の 引 用 文 献 の そ れ ぞ れ の 開 示 も ま た 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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ア ク チ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 、 ま た は そ れ ら の 断 片 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
の た め に 使 用 さ れ う る 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 手 順 も あ る 。 例 え ば 、 1つ ま た
は 複 数 の 宿 主 動 物 が 関 連 性 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 誘 導 体 （ 例 え ば 、 断 片 も し く は 融 合 タ
ン パ ク 質 ） で の 注 入 に よ り 免 疫 化 さ れ う る 。 適 す る 宿 主 は 、 例 え ば ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ
ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ な ど を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） は 、 結 合 親 和 性 ま た は 結 合 活 性 を も つ も の で あ る 。 好 ま し く は 、
こ の 結 合 親 和 性 ま た は 結 合 活 性 は 、 約 10 5  M - 1 よ り 大 き い 、 よ り 好 ま し く は 約 10 6  M - 1 よ り
大 き い 、 よ り 好 ま し く は さ ら に 約 10 7  M - 1 よ り 大 き い 、 最 も 好 ま し く は 約 10 8  M - 1 よ り 大 き
い 。
【 ０ １ ０ １ 】
1. ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 を 用 い る 疾 患 の 治 療 お よ び /ま た は 予 防
本 発 明 に 記 載 さ れ て い る ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 投 与 は 、 脊 椎 動 物 に お い て 線 維 症 依 存 性 疾
患 、 特 に 、 過 剰 増 殖 性 ま た は 炎 症 性 線 維 性 疾 患 ； 特 発 性 肺 線 維 症 、 間 質 性 肺 疾 患 の よ う な
肺 線 維 症 ； 潰 瘍 性 大 腸 炎 お よ び ク ロ ー ン 病 の よ う な 炎 症 性 腸 疾 患 な ら び に 関 連 症 状 ； 肝 線
維 症 お よ び 肝 硬 変 を 伴 う 腎 臓 に お け る 管 壊 死 を 治 療 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
典 型 的 に は 、 脊 椎 動 物 は 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 マ ウ ス 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ウ
サ ギ 、 ト リ 、 ネ コ お よ び イ ヌ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 よ り 典 型 的 に は 、 脊 椎 動 物 は 、
ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 ま た は マ ウ ス で あ る 。 さ ら に よ り 典 型 的 に は 、 脊 椎 動 物 は 、 ヒ ト で あ
る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
い ず れ の 特 定 の 患 者 に つ い て も 治 療 的 有 効 投 与 量 レ ベ ル は 、 医 学 で 周 知 の 他 の 関 連 因 子 と
共 に 、 以 下 を 含 む 様 々 な 因 子 に 依 存 す る ： 治 療 さ れ る 疾 患 お よ び 疾 患 の 重 症 度 ； 使 用 さ れ
る ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 の 活 性 ； 使 用 さ れ る 組 成 物 ； 患 者 の
年 齢 、 体 重 、 一 般 的 健 康 状 態 、 性 別 お よ び 食 事 ； 投 与 の 時 期 ； 投 与 経 路 ； ア ク チ ビ ン 拮 抗
物 質 の 排 出 の 比 率 ； 治 療 の 期 間 ； ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 ま た は そ の 断 片 も し く は 類 似 体 と 併
用 し て ま た は 同 時 に 使 用 さ れ る 薬 剤 。 例 え ば 、 望 ま し い 治 療 効 果 を 達 成 す る こ と が 予 想 さ
れ る レ ベ ル よ り も 低 い レ ベ ル で の 治 療 用 化 合 物 の 投 与 量 で 始 め る こ と 、 お よ び 必 要 な 場 合
に は 、 望 ま し い 効 果 が 達 成 さ れ る ま で 投 与 量 を 徐 々 に 増 加 さ せ る こ と は 、 当 技 術 分 野 に お
い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
そ れ ゆ え に 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が 適 用 で き る 疾 患 /病 気 を 治 療 す る た め に 必 要 と さ れ る
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の 効 力 が あ り 、 毒 性 の な い 量 の 決 定 は 、 日 常 的 実 験 法 だ け で 当 業 者 に
よ り 容 易 に 決 定 さ れ う る 。 典 型 的 に は 、 フ ォ リ ス タ チ ン に つ い て 、 有 効 投 与 量 は 24時 間 あ
た り 1 kgの 体 重 に つ き 約 0.00001 mg～ 約 100 mg フ ォ リ ス タ チ ン 、 好 ま し く は 24時 間 あ た
り 1 kgの 体 重 に つ き 約 0.0001 mg～ 約 10 mg フ ォ リ ス タ チ ン 、 よ り 好 ま し く は 24時 間 あ た
り 1 kgの 体 重 に つ き 約 0.001 mg～ 約 1 mg フ ォ リ ス タ チ ン 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 24時 間
あ た り 1 kgの 体 重 に つ き 約 0.002 mg～ 約 0.5 mg フ ォ リ ス タ チ ン 、 さ ら に さ ら に よ り 好 ま
し く は 24時 間 あ た り 1 kgの 体 重 に つ き 約 0.005 mg～ 約 0.20 mg フ ォ リ ス タ チ ン の 範 囲 で あ
る と 予 想 さ れ る 。 さ ら に 望 ま し い 場 合 に は 、 投 与 の た め に 、 一 日 有 効 量 を 複 数 の 用 量 に 分
割 で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ま た は 、 フ ォ リ ス タ チ ン の 有 効 投 与 量 は 、 24時 間 あ た り 約 6,500 mg/m 2 ま で で あ り う る 。
一 般 的 に 、 有 効 投 与 量 は 、 約 0.004 mg/m 2 ～ 約 400 mg/m 2 、 好 ま し く は 約 0.04 mg/m 2 ～ 約 40
 mg/m 2 、 よ り 好 ま し く は 約 0.08 mg/m 2 ～ 約 20 mg/m 2 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 0.2 mg/m 2

～ 約 8 mg/m 2 の 範 囲 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
典 型 的 に は 、 治 療 は そ の 状 態 の 持 続 期 間 の 間 で あ り 、 接 触 時 間 は 典 型 的 に は そ の 状 態 の 持
続 期 間 の 間 で あ る も の と 思 わ れ る 。

10

20

30

40

50

(19) JP 2005-506964 A 2005.3.10



【 ０ １ ０ ７ 】
明 ら か に 、 本 発 明 の 化 合 物 の 個 々 の 投 与 量 の 最 適 の 量 お よ び 間 隔 は 、 治 療 さ れ る 状 態 の 性
質 お よ び 程 度 、 投 与 の 型 、 経 路 お よ び 部 位 、 な ら び に 治 療 さ れ る 特 定 の 脊 椎 動 物 の 性 質 に
よ り 決 定 さ れ る も の で あ り 、 こ れ ら の 最 適 条 件 は 、 当 業 者 に よ り 日 常 的 手 順 で 決 定 さ れ う
る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 の プ ロ ド ラ ッ グ も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 典 型 的 に は 、 こ
れ ら の プ ロ ド ラ ッ グ は 、 本 発 明 に お け る 使 用 に 必 要 と さ れ る 化 合 物 へ イ ン ビ ボ で 容 易 に 変
換 さ れ る フ ォ リ ス タ チ ン の 機 能 し う る 誘 導 体 で あ る 。 プ ロ ド ラ ッ グ の 選 択 お よ び 調 製 の た
め の 典 型 的 手 順 は 、 確 立 さ れ 、 例 え ば H. Bundgaard編 、 「 Design of Prodrugs」 、 Elsevi
er、 1985の よ う な 入 手 可 能 な テ キ ス ト に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
疾 患 の 治 療 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 ま た は そ の 類 似 体 も し く は 断 片
は 、 単 独 で 投 与 さ れ う る 。 し か し な が ら 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 が 、 疾 患 を 治 療 す る た め に
通 常 患 者 に 投 与 さ れ る 他 の 化 学 療 法 的 治 療 と 共 に 投 与 さ れ る こ と は 、 一 般 的 に 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 の 薬 学 的 製 剤 は 、 典 型 的 に は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ 、 そ れ ゆ え 、 典 型
的 に は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 お よ び /も し く は ア ジ ュ バ ン ト の よ う な 賦 形 剤 、
ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ １ １ １ 】
製 剤 は 、 標 準 的 経 路 に よ り 投 与 さ れ う る 。 例 え ば 、 製 剤 は 、 経 口 、 直 腸 、 非 経 口 （ 例 え ば
、 静 脈 内 、 髄 腔 内 、 皮 下 も し く は 筋 肉 内 ） 、 局 所 的 、 経 皮 的 、 腹 腔 内 、 頭 蓋 内 、 脳 室 内 、
大 脳 内 、 腟 内 、 ま た は 子 宮 内 の 経 路 に よ り 投 与 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ２ 】
ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 ま た は そ の 類 似 体 も し く は 活 性 断 片 は ま た 、 選 択 的 に 他 の 活 性 薬 剤 と
共 に 、 徐 放 を 可 能 に す る 生 分 解 性 ポ リ マ ー へ 組 み 入 れ ら れ う り 、 ポ リ マ ー は 、 薬 剤 送 達 が
望 ま れ る 所 （ 局 在 性 疾 患 の 部 位 の よ う な ） の 付 近 に 埋 め 込 ま れ る か 、 ま た は 活 性 薬 剤 が 全
身 に ゆ っ く り 放 出 さ れ る よ う に 埋 め 込 ま れ る 。 浸 透 性 ミ ニ ポ ン プ も ま た 、 直 接 的 に 例 え ば
、 線 維 性 増 殖 へ ま た は そ の 増 殖 へ の 血 管 供 給 へ の よ う な 、 対 象 と な る 部 位 へ カ ニ ュ ー レ を
通 し て 活 性 薬 剤 の 高 濃 度 の 制 御 さ れ た 送 達 を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ３ 】
2. 疾 患 を 治 療 す る た め の 治 療 的 /薬 学 的 組 成 物
本 発 明 の 治 療 的 /薬 学 的 組 成 物 に 用 い ら れ る 担 体 、 希 釈 剤 お よ び ア ジ ュ バ ン ト は 、 他 の 成
分 と 適 合 性 が あ る こ と 、 お よ び 患 者 に 対 し て 有 害 で は な い こ と に 関 し て 、 「 許 容 さ れ 」 な
け れ ば な ら な い 。 薬 学 的 お よ び 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 の 例 は 、 脱 塩 水 ま
た は 蒸 留 水 ； 食 塩 水 ま た は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） ； ゼ ラ チ ン ； キ サ ン タ ン ガ ム 、 ア ル
ギ ン 酸 塩 、 寒 天 、 カ ラ ギ ー ナ ン 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム ま た は ア ラ ビ ア ゴ ム の よ う な 植 物 性 ゴ
ム ； 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル
ロ ー ス ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル エ チ ル セ ル ロ ー ス の よ う な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ； 天 然 ま た
は 改 変 デ ン プ ン お よ び デ キ ス ト リ ン ； 乳 酸 基 盤 ポ リ マ ー ； 低 級 ア ル カ ノ ー ル 、 例 え ば エ タ
ノ ー ル ま た は イ ソ プ ロ パ ノ ー ル ； 低 級 ア ラ ル カ ノ ー ル ； ク エ ン 酸 塩 ； ア セ ト ニ ト リ ル ； ベ
ン ジ ル ア ル コ ー ル ； ジ メ チ ル ア セ ト ア ミ ド ； ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド ； モ ノ メ チ ル ア セ ト ア
ミ ド ； N-メ チ ル ピ ロ リ ド ン の よ う な 2-ピ ロ リ ド ン ； フ タ ル 酸 ジ メ チ ル の よ う な フ タ ル 酸 エ
ス テ ル ； ポ リ グ リ コ ー ル 化 グ リ セ リ ド ； 低 級 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル も し く は 低 級 ア ル
キ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は そ れ ら の ア ル キ ル エ ー テ ル も し く は エ ス テ ル 、 例 え ば ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー
ル 、 1,3-ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル モ ノ メ チ ル エ ー テ ル 、 ジ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル モ ノ エ チ ル エ ー テ ル お よ び ジ エ チ レ ン グ リ コ ー ル モ ノ ブ チ ル エ ー テ ル お よ び ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル 脂 肪 酸 エ ス テ ル ； 糖 ま た は 多 価 ア ル コ ー ル の 脂 肪 エ ス テ ル お よ び エ ー
テ ル 、 な ら び に ア ル コ ー ル エ ト キ シ レ ー ト 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン -ま た は ソ ル
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ビ ト ー ル -脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 脂 肪 ア ル コ ー ル エ ー テ ル 、 お よ び ポ リ オ
キ シ エ チ レ ン -ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン ブ ロ ッ ク 共 重 合 体 （ ethoxylated propoxylated bloc
k copolymer） の よ う な そ れ ら の ポ リ オ キ シ ア ル ケ ン （ alkoxylated） 誘 導 体 ； グ リ セ ロ ー
ル お よ び そ の 脂 肪 酸 モ ノ -、 ジ -も し く は ト リ -エ ス テ ル ； ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト の よ
う な ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル ； ポ リ ソ ル ベ ー ト ； 脂 肪 酸 ； ピ ー ナ ッ ツ 油 、 サ フ ラ ワ ー 油 、 オ リ
ー ブ 油 、 綿 実 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ゴ マ 油 、 落 花 生 油 ま た は ヤ シ 油 の よ う な 植 物 を 素 材 と
す る 油 ； 蜜 蝋 も し く は ラ ノ リ ン ま た は そ れ ら の 誘 導 体 の よ う な 、 動 物 由 来 の 蝋 ； パ ル ミ チ
ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ミ リ ス チ ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ア ジ ピ ン 酸 ジ イ ソ ブ チ ル ま た は オ レ イ ン
酸 エ チ ル の よ う な 脂 肪 酸 エ ス テ ル ； セ ト ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル の よ う な 脂 肪 ア ル コ ー ル ；
硫 酸 化 脂 肪 ア ル コ ー ル ； 第 四 ア ン モ ニ ウ ム 化 合 物 ； ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 脂 肪
硫 酸 エ ス テ ル ； ア ル キ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ま た は ブ チ ル ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 の よ う な
脂 肪 芳 香 族 ス ル ホ ン 酸 塩 ； ア ル キ ル ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 塩 ； ス テ ア リ ン 酸 カ リ ウ ム ま た
は ス テ ア リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム の よ う な ア ル カ リ 性 ス テ ア リ ン 酸 塩 ； ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 セ チ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ド デ シ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 、 ア ル
キ ル お よ び ア ル カ リ ル 硫 酸 塩 ； メ チ ル ポ リ シ ロ キ サ ン 、 フ ェ ニ ル ポ リ シ ロ キ サ ン お よ び メ
チ ル フ ェ ニ ル ポ リ ソ ル ポ キ サ ン の よ う な ポ リ シ ロ キ サ ン を 含 む 、 シ リ コ ー ン 油 ； 揮 発 性 シ
リ コ ー ン ； ヒ ュ ー ム ド シ リ カ ； コ ロ イ ド 二 酸 化 ケ イ 素 ； マ グ ネ シ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム ケ イ 酸
； 流 動 パ ラ フ ィ ン 、 軟 質 パ ラ フ ィ ン ま た は ス ク ア ラ ン の よ う な 鉱 油 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド
ン ま た は そ の ポ リ マ ー ； な ら び に ワ セ リ ン で あ る 。 典 型 的 に は 、 担 体 は 、 組 成 物 の 10％ か
ら 99.9％ 重 量 ま で を 構 成 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
好 ま し い 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 活 性 薬 剤 と し て 、 フ ォ リ ス タ チ ン 、 そ
の 類 似 体 も し く は 活 性 断 片 、 ま た は フ ォ リ ス タ チ ン の 有 効 量 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体
、 希 釈 剤 お よ び /も し く は 実 施 例 1に 示 さ れ る よ う な ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 以 下 で あ り う る ： 非 経 口 投 与 、 す な わ ち 皮 下 、 筋 肉 内 も し く は
静 脈 内 注 射 に 適 し た 形 態 ； 経 口 摂 取 に 適 し た カ プ セ ル ； 局 所 的 投 与 に 適 し た 軟 膏 、 ク リ ー
ム ま た は ロ ー シ ョ ン ； 目 薬 と し て の 送 達 に 適 し た 形 態 ； ま た は 、 鼻 腔 内 も し く は 経 口 吸 入
に よ る よ う な 吸 入 に よ る 投 与 に 適 し た エ ア ゾ ー ル の 形 態 。
【 ０ １ １ ６ 】
注 射 可 能 な 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て の 投 与 に つ い て 、 毒 性 の な い 非 経 口 的 に 受 け 入 れ ら れ
る 希 釈 剤 ま た は 担 体 は 、 リ ン ガ ー 溶 液 、 等 張 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 エ タ ノ ー ル お よ
び 1,2プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 含 み う る 。
【 ０ １ １ ７ 】
経 口 に 適 し た 担 体 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 お よ び ア ジ ュ バ ン ト は 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 、 流 動 パ ラ フ ィ
ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 シ ョ 糖 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト
ー ル 、 ゼ ラ チ ン お よ び レ シ チ ン を 含 む 。 さ ら に 、 こ れ ら の 経 口 製 剤 は 、 適 す る フ レ ー バ ー
剤 お よ び 着 色 剤 を 含 み う る 。 カ プ セ ル 形 で 用 い ら れ る 場 合 、 カ プ セ ル は 、 分 解 を 遅 ら せ る
グ リ セ リ ル モ ノ ス テ ア レ ー ト ま た は グ リ セ リ ル ジ ス テ ア レ ー ト の よ う な 化 合 物 で コ ー テ ィ
ン グ さ れ う る 。 ま た は 、 製 剤 は 、 小 腸 の よ う な 吸 着 に つ い て の 所 望 の 位 置 ま で 、 例 え ば 胃
液 か ら 製 剤 を 保 護 す る 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 な ら び に ア ク リ ル 酸 お よ
び メ タ ク リ ル 酸 の 重 合 体 も し く は 共 重 合 体 な ら び に /ま た は そ れ ら の エ ス テ ル 、 ま た は そ
れ ら の 組 み 合 わ せ の よ う な 腸 溶 性 コ ー テ ィ ン グ さ れ て 提 供 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ８ 】
経 口 製 剤 の た め の ア ジ ュ バ ン ト は 、 典 型 的 に は 緩 和 薬 、 乳 化 剤 、 濃 化 剤 、 保 存 料 、 殺 菌 剤
お よ び 緩 衝 剤 の 1つ ま た は 複 数 を 含 む 。
【 ０ １ １ ９ 】
経 口 投 与 の た め の 固 体 剤 形 は 、 ヒ ト も し く は 獣 医 学 の 薬 学 的 実 施 に お い て 許 容 さ れ る 結 合
剤 、 甘 味 料 、 着 色 剤 、 崩 壊 剤 、 希 釈 剤 、 フ レ ー バ ー 剤 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 保 存 料 、 潤 滑 剤
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お よ び /ま た は 時 間 遅 延 剤 を 含 み う る 。 適 す る 結 合 剤 は 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ゼ ラ チ ン 、 コ ー
ン ス タ ー チ ま た は 他 の 天 然 も し く は 改 変 デ ン プ ン お よ び デ キ ス ト リ ン 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム
、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
を 含 む 。 適 す る 甘 味 料 は 、 シ ョ 糖 、 乳 糖 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 、
ブ ド ウ 糖 、 ア ス パ ル テ ー ム ま た は サ ッ カ リ ン を 含 む 。 多 数 の 適 す る 着 色 剤 が 公 知 で あ り 、
特 定 の 製 剤 の 性 質 に 従 っ て 選 択 さ れ る も の で あ り 、 例 え ば ク ロ ロ フ ィ ル 、 カ ロ テ ン 、 コ チ
ニ ー ル の よ う な 天 然 着 色 剤 を 含 む こ と が 有 利 で あ る 場 合 が あ る 。 適 す る 崩 壊 剤 は 、 コ ー ン
ス タ ー チ 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス の よ う な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 グ ア ー
ル ガ ム 、 キ サ ン タ ン ガ ム 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 ア ル ギ ン 酸 ま た は 寒 天 を 含 む 。 適 す る 希 釈 剤 は
、 乳 糖 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 カ オ リ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 カ
ル シ ウ ム 、 ケ イ 酸 カ ル シ ウ ム 、 ク エ ン 酸 塩 ま た は リ ン 酸 二 カ ル シ ウ ム を 含 む 。 適 す る フ レ
ー バ ー 剤 は 、 ハ ッ カ 油 、 冬 緑 油 、 グ ロ ス グ リ 、 サ ク ラ ン ボ 、 オ レ ン ジ 、 レ モ ン ま た は ラ ズ
ベ リ ー の フ レ ー バ ー を 含 む 。 適 す る コ ー テ ィ ン グ 剤 は 、 ア ク リ ル 酸 お よ び /も し く は メ タ
ク リ ル 酸 の 重 合 体 も し く は 共 重 合 体 な ら び に /ま た は そ れ ら の エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ
ピ ル エ チ ル セ ル ロ ー ス の よ う な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 蝋 、 脂 肪 ア ル コ ー ル 、 ゼ イ ン 、 セ ラ ッ
ク ま た は グ ル テ ン を 含 む 。 適 す る 保 存 料 は 、 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ビ タ ミ ン E、 α -ト コ フ
ェ ロ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン ま た は 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム を 含 む 。 適 す る 潤 滑 剤 は 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 、 オ レ イ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は タ ル ク を 含 む 。 適 す る 時 間 遅 延 剤 は 、 グ リ セ リ ル モ ノ ス テ
ア レ ー ト ま た は グ リ セ リ ル ジ ス テ ア レ ー ト を 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
経 口 投 与 の た め の 液 体 剤 形 は 、 典 型 的 に は 上 記 の 薬 剤 に 加 え て 、 例 え ば 水 、 オ リ ー ブ 油 、
ピ ー ナ ッ ツ 油 、 ゴ マ 油 、 ヒ マ ワ リ 油 、 サ フ ラ ワ ー 油 、 落 花 生 油 も し く は ヤ シ 油 の よ う な 植
物 油 、 流 動 パ ラ フ ィ ン 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル も し く は ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル の よ う な グ リ コ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル も し く は イ ソ プ ロ パ ノ ー ル
の よ う な 低 級 ア ル カ ノ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル 、 脂 肪 ア ル コ ー ル 、 ト リ グ リ セ リ ド 、 ま た は そ
れ ら の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る 液 状 担 体 を 含 む 。
【 ０ １ ２ １ 】
経 口 投 与 の た め の 懸 濁 液 は 、 分 散 剤 お よ び /ま た は 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス
ナ ト リ ウ ム 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 も し く は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス の よ う な
セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 グ ア ー ル ガ ム も し く は キ サ ン タ ン ガ ム の よ う な 植 物 性 ガ ム 、 ポ リ ビ ニ
ル ピ ロ リ ド ン 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は ア セ チ ル ア ル コ ー ル か ら 選 択 さ れ る 沈 殿 防 止
剤 を さ ら に 含 み う る 。 適 す る 分 散 剤 は 、 レ シ チ ン 、 ス テ ア リ ン 酸 の よ う な 脂 肪 酸 の ポ リ オ
キ シ エ チ レ ン エ ス テ ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ ト ー ル モ ノ -も し く は ジ -オ レ イ ン 酸 、
-ス テ ア リ ン 酸 ま た は ラ ウ リ ン 酸 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ -も し く は ジ -オ レ
イ ン 酸 、 -ス テ ア リ ン 酸 ま た は ラ ウ リ ン 酸 な ど を 含 む 。
【 ０ １ ２ ２ 】
経 口 投 与 の た め の 乳 液 は 、 1つ ま た は 複 数 の 乳 化 剤 を さ ら に 含 み う る 。 適 す る 乳 化 剤 は 、
上 記 で 例 示 さ れ て い る 分 散 剤 、 ま た は ア ラ ビ ア ゴ ム も し く は ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム の よ う な 他
の 天 然 ゴ ム を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
非 経 口 的 に 投 与 可 能 な 組 成 物 の た め の 方 法 は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ り 、 例 え ば 「 Re
mington's Pharmaceutical Science」 、 第 15版 、 Mack Publishing Company、 Easton、 Pa.
に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ に よ り 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
本 発 明 の 局 所 用 製 剤 は 、 1つ ま た は 複 数 の 許 容 さ れ る 担 体 、 お よ び 選 択 的 に 任 意 の 他 の 治
療 的 成 分 と 共 に 、 活 性 成 分 と し て 、 ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 、 ま た は そ の 類 似 体 も し く は 活 性
断 片 を 含 む 。 局 所 的 投 与 に 適 し た 製 剤 は 、 リ ニ メ ン ト 剤 、 ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 ま
た は ペ ー ス ト の よ う な 、 治 療 が 必 要 と さ れ る 部 位 へ 皮 膚 を 通 し て の 浸 透 に 適 し た 流 動 性 ま
た は 半 流 動 性 調 製 物 、 お よ び 目 、 耳 ま た は 鼻 へ の 投 与 に 適 し た 滴 剤 を 含 む 。
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【 ０ １ ２ ５ 】
本 発 明 に よ る 滴 剤 は 、 滅 菌 し た 水 性 も し く は 油 性 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 含 み う る 。 こ れ ら は
、 典 型 的 に は 殺 細 菌 剤 お よ び /も し く は 殺 真 菌 剤 、 な ら び に /ま た は 酸 化 防 止 剤 の よ う な 任
意 の 他 の 適 す る 保 存 料 の 水 溶 液 に 、 選 択 的 に 界 面 活 性 剤 を 含 み 、 活 性 成 分 を 溶 解 す る こ と
に よ り 調 製 さ れ る 。 そ の 結 果 生 じ た 溶 液 は 、 そ の 後 濾 過 に よ り 清 澄 に さ れ 、 適 す る 容 器 に
移 動 さ れ 、 滅 菌 さ れ う る 。 滅 菌 は 、 例 え ば 90℃ ～ 100℃ で 30分 間 、 加 圧 滅 菌 も し く は 維 持
す る こ と に よ り ま た は 濾 過 に よ り 達 成 さ れ 、 続 い て 無 菌 技 術 に よ り 容 器 へ 移 動 す る 。 滴 剤
で の 含 有 に 適 し た 殺 細 菌 剤 お よ び 殺 真 菌 剤 は 、 例 え ば 硝 酸 ま た は 酢 酸 フ ェ ニ ル 水 銀 （ 0.00
2％ ） 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム （ 0.01％ ） お よ び 酢 酸 ク ロ ル ヘ キ シ ジ ン （ 0.01％ ） を 含 む
。 油 性 溶 液 の 調 製 に 適 し た 溶 媒 は 、 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 希 ア ル コ ー ル ま た は プ ロ ピ レ ン
グ リ コ ー ル を 含 み う る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 に よ る ロ ー シ ョ ン は 、 皮 膚 ま た は 眼 へ の 適 用 に 適 し た も の を 含 む 。 眼 用 ロ ー シ ョ ン
は 、 選 択 的 に 殺 真 菌 剤 、 殺 細 菌 剤 お よ び /ま た は 酸 化 防 止 剤 の よ う な 保 存 料 を 含 む 滅 菌 水
溶 液 を 含 ん で も よ く 、 滴 剤 の 調 製 に 関 連 し た 上 記 の も の と 同 様 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ う る
。 皮 膚 へ の 適 用 の た め の ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム ま た は リ ニ メ ン ト 剤 は ま た 、 ア ル コ ー ル や
ア セ ト ン の よ う な 乾 燥 を 促 進 す る も し く は 皮 膚 を 冷 や す た め の 薬 剤 、 お よ び /ま た は グ リ
セ ロ ー ル も し く は ヒ マ シ 油 や 落 花 生 油 の よ う な 油 の よ う な 保 湿 剤 を 含 み う る 。 皮 膚 へ の 適
用 の た め の ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム ま た は リ ニ メ ン ト 剤 は ま た 、 未 処 置 の 動 物 と 処 置 済 み の
区 別 を 容 易 に す る た め に 獣 医 学 の 適 用 に つ い て 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 適 切 か つ 適 合
性 の 着 色 剤 /染 料 を 、 特 に 降 り 注 ぎ 方 式 の （ pour-on） 製 剤 に お い て 含 み う る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
本 発 明 に よ る ク リ ー ム 、 軟 膏 ま た は ペ ー ス ト は 、 外 用 の た め の 活 性 成 分 の 半 固 体 製 剤 で あ
る 。 そ れ ら は 、 微 細 に 分 割 さ れ た 形 ま た は 粉 末 状 の 形 の 活 性 成 分 を 、 単 独 ま た は 溶 液 も し
く は 水 性 や 非 水 性 液 中 の 懸 濁 液 と し て 、 脂 肪 性 ま た は 非 脂 肪 性 基 剤 と 混 合 す る こ と に よ り
作 製 さ れ う る 。 基 剤 は 、 硬 質 、 軟 質 ま た は 流 動 パ ラ フ ィ ン 、 グ リ セ ロ ー ル ま た は そ の 脂 肪
酸 モ ノ エ ス テ ル 、 ジ エ ス テ ル 、 も し く は ト リ エ ス テ ル 、 蜜 蝋 、 金 属 石 鹸 の よ う な 炭 化 水 素
； ゴ ム 糊 ； ア ー モ ン ド 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 落 花 生 油 、 ヒ マ シ 油 ま た は オ リ ー ブ 油 の よ う
な 天 然 源 の 油 ； 羊 毛 脂 も し く は そ の 誘 導 体 、 ま た は マ ク ロ ゴ ー ル も し く は グ リ コ ー ル の よ
う な ア ル コ ー ル と 共 に ス テ ア リ ン 酸 も し く は オ レ イ ン 酸 の よ う な 脂 肪 酸 、 ま た は そ の エ ー
テ ル お よ び /も し く は エ ス テ ル 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 1,3-ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ
ン グ リ コ ー ル モ ノ メ チ ル エ ー テ ル 、 ジ エ チ レ ン グ リ コ ー ル モ ノ エ チ ル エ ー テ ル お よ び ジ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル モ ノ ブ チ ル エ ー テ ル 、 低 級 ア ル カ ノ ー ル 、 例 え ば エ タ ノ ー ル も し く は イ
ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 低 級 ア ラ ル カ ノ ー ル 、 ま た は N-メ チ ル ピ ロ リ ド ン の よ う な 2-ピ ロ リ ド ン
を 含 み う る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
皮 膚 適 用 の た め の 製 剤 は ま た 、 一 面 に 行 き 渡 ら せ る に お い て ま た は 皮 膚 を 通 し て の 吸 着 に
お い て 助 け と な り う る 、 任 意 の 適 す る 界 面 活 性 剤 を 組 み 込 む こ と が 有 利 で あ る 場 合 が あ る
。 そ の よ う な 界 面 活 性 剤 は 、 陰 イ オ ン 性 、 陽 イ オ ン 性 、 非 イ オ ン 性 、 ま た は 両 性 イ オ ン 性
の 界 面 活 性 剤 で あ り う る 。 典 型 的 に は 、 界 面 活 性 剤 は 、 非 イ オ ン 性 で あ り 、 よ り 典 型 的 に
は 、 糖 ま た は 多 価 ア ル コ ー ル の エ ス テ ル お よ び エ ー テ ル 、 な ら び に ア ル コ ー ル エ ト キ シ レ
ー ト 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン -ま た は ソ ル ビ ト ー ル -脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ポ リ オ キ シ
エ チ レ ン 脂 肪 ア ル コ ー ル エ ー テ ル 、 お よ び ポ リ オ キ シ エ チ レ ン -ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン ブ
ロ ッ ク 共 重 合 体 の よ う な そ れ ら の ポ リ オ キ シ ア ル ケ ン 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 。
当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 適 す る 消 泡 剤 も ま た 、 必 要 な 場 合 に は 含 ま れ う る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
天 然 の ガ ム 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 も し く は 珪 質 の シ リ カ の よ う な 無 機 物 質 の よ う な 沈 殿 防 止
剤 お よ び /ま た は 粘 性 改 変 剤 、 な ら び に ラ ノ リ ン の よ う な 他 の 成 分 も ま た 、 含 ま れ う る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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本 発 明 に よ る 局 所 用 製 剤 に お け る 使 用 に 適 し た 保 存 料 は 、 例 え ば 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ベ
ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 ビ タ ミ ン E、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 2,6-ジ tert-ブ チ
ル -4-ク レ ゾ ー ル （ BHT） 、 2-tert-ブ チ ル -4-メ ト キ シ フ ェ ノ ー ル （ BHA） 、 メ チ ル パ ラ ベ
ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン ま た は 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 み う る 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 リ ポ ソ ー ム の 形 で 投 与 さ れ う る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 一 般 的 に
、 リ ン 脂 質 ま た は 他 の 脂 質 物 質 か ら 得 ら れ 、 水 性 媒 体 に 分 散 す る 単 層 状 ま た は 多 層 状 水 和
化 液 晶 に よ り 形 成 さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム を 形 成 す る こ と が で き る 、 毒 性 が な く 、 生 理 学 的 に
許 容 さ れ か つ 代 謝 可 能 の 脂 質 の い ず れ も 使 用 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム を 含 む 製 剤 は
ま た 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 安 定 化 剤 、 保 存 料 、 賦 形 剤 な ど を 含 み う る 。 リ ポ ソ ー ム
の 調 製 の た め に 、 好 ま し い 脂 質 は 、 天 然 お よ び 合 成 の リ ン 脂 質 な ら び に ホ ス フ ァ チ ジ ル コ
リ ン （ レ シ チ ン ） で あ る 。 リ ポ ソ ー ム を 形 成 す る た め の 方 法 は 、 確 立 さ れ 、 Prescott編 、
「 Methods in Cell Biology」 、 XIV巻 、 Academic Press、 New York、 N.Y. （ 1976） 、 P. 
33以 下 参 照 の よ う な テ キ ス ト に 発 表 さ れ て お り 、 そ の 内 容 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
3. 疾 患 の 診 断
ア ク チ ビ ン に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 、 ま た は フ ォ リ ス タ チ ン 、 ま た は 両 方 を 用 い る 、 脊 椎
動 物 に お け る 線 維 症 関 連 疾 患 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ は ま た 、 例 え ば 以 下 を 含 む 当 技 術
分 野 に お い て 公 知 の 多 数 の 技 術 の い ず れ か 1つ に よ り 達 成 さ れ う る ： ゲ ル 拡 散 沈 殿 反 応 法
； 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 法 ； イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 ア ッ セ イ 法 ； ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ； 沈 殿 反
応 法 ； 凝 集 ア ッ セ イ 法 ； 補 体 結 合 ア ッ セ イ 法 ； 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 法 ； プ ロ テ イ ン Aア ッ セ
イ 法 ； 免 疫 電 気 泳 動 ア ッ セ イ 法 ； 放 射 免 疫 検 定 法 ； ELISA（ 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 ） ；
サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 法 ； 免 疫 放 射 測 定 ア ッ セ イ 法 ； 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ 法 ； お よ び
そ の 他 同 種 類 の も の 。
【 ０ １ ３ ３ 】
ア ク チ ビ ン に 対 す る 抗 体 は 、 本 明 細 書 で 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に 産 生 さ れ う り 、 そ の よ
う な 方 法 は 、 フ ォ リ ス タ チ ン に 対 す る 抗 体 の 産 生 に 等 し く 適 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
ア ク チ ビ ン お よ び フ ォ リ ス タ チ ン は 、 脊 椎 動 物 に お い て 、 正 常 組 織 で は 基 礎 レ ベ ル で 発 現
す る た め 、 基 礎 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て の 試 料 に お け る 抗 体 に 結 合 し た ア ク チ ビ ン ま た は フ
ォ リ ス タ チ ン の レ ベ ル の 変 化 の 検 出 は 、 線 維 症 関 連 疾 患 を 示 す も の と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
上 記 の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 を 行 う た め の キ ッ ト は 、 試 験 を 行 う た め に 必 要 な す べ て
の 試 薬 を 含 む 。 例 え ば 、 キ ッ ト は 以 下 の 容 器 を 含 み う る ：
（ a） ア ク チ ビ ン か ま た は フ ォ リ ス タ チ ン か の い ず れ か に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は
そ の 断 片 ） を 含 む 第 一 の 容 器 ；
（ b） 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に 含 む 結 合 体 を 含
む 第 二 の 容 器 。
【 ０ １ ３ ６ 】
疾 患 の 進 行 中 に お け る 組 織 で の ア ク チ ビ ン レ ベ ル と フ ォ リ ス タ チ ン レ ベ ル の 増 加 の 差 、 健
康 な 参 照 試 料 に お け る 差 と 比 較 し て 、 試 料 に お け る ア ク チ ビ ン レ ベ ル と フ ォ リ ス タ チ ン レ
ベ ル の 差 に お け る 変 化 の 検 出 は 、 線 維 症 関 連 疾 患 を 示 す 。 上 記 の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 試
験 を 行 う た め の キ ッ ト は 、 試 験 を 行 う た め に 必 要 な す べ て の 試 薬 を 含 む 。 例 え ば 、 キ ッ ト
は 以 下 の 容 器 を 含 み う る ：
（ a） 少 な く と も ア ク チ ビ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 含 む 第 一 の 容 器 、 お よ び ；
（ b） 少 な く と も フ ォ リ ス タ チ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） を 含 む 第 二 の 容 器 ；
（ c） ア ク チ ビ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に 含 む
結 合 体 を 含 む 第 三 の 容 器 、 お よ び
（ d） フ ォ リ ス タ チ ン 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） の 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-506964 A 2005.3.10



含 む 結 合 体 を 含 む 第 四 の 容 器 。
【 ０ １ ３ ７ 】
典 型 的 に は 、 上 記 の キ ッ ト は ま た 、 例 え ば 洗 浄 試 薬 、 お よ び /ま た は 結 合 し た 抗 体 の 存 在
を 定 量 的 に 検 出 す る こ と が で き る 他 の 試 薬 を 含 む 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 容 器 を 含 む 。 好
ま し く は 、 検 出 試 薬 は 、 標 識 （ 第 二 ） 抗 体 を 含 む 、 ま た は ア ク チ ビ ン も し く は フ ォ リ ス タ
チ ン に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） が そ れ 自 身 標 識 さ れ て い る と こ ろ に お い
て 、 そ の 区 画 に ア ク チ ビ ン に 対 し て 産 生 さ れ る 標 識 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） と 反 応 す る こ
と が で き る 抗 体 結 合 試 薬 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ８ 】
本 発 明 に 関 連 し て 、 区 画 に 分 け ら れ た キ ッ ト は 、 試 薬 が 別 々 の 容 器 に 含 ま れ て い る い ず れ
の キ ッ ト も 含 み 、 小 型 の ガ ラ ス 容 器 、 プ ラ ス チ ッ ク 容 器 ま た は プ ラ ス チ ッ ク も し く は 紙 の
条 片 を 含 み う る 。 そ の よ う な 容 器 は 、 試 料 お よ び 試 薬 の 交 差 混 入 を 防 止 し な が ら 、 一 つ の
区 画 か ら 別 の 区 画 へ の 試 薬 の 効 率 的 な 移 動 、 お よ び 定 量 的 様 式 に お け る 一 つ の 区 画 か ら も
う 一 つ へ の 各 容 器 の 試 薬 ま た は 溶 液 の 追 加 を 可 能 に す る 。 都 合 の よ い よ う に は 、 そ の よ う
な キ ッ ト は 、 試 験 試 料 を 受 け 入 れ る 容 器 、 ア ッ セ イ 法 に 用 い ら れ る 抗 体 を 含 む 容 器 、 洗 浄
試 薬 （ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 ト リ ス 緩 衝 液 な ど の よ う な ） を 含 む 容 器 、 お よ び 検 出 試 薬 を 含
む 容 器 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ９ 】
4. 遺 伝 子 治 療
本 発 明 は ま た 、 線 維 症 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 遺 伝 子 治 療 法 に 関 す る 。 本 明 細 書 に 記 載
さ れ て い る よ う に 、 遺 伝 子 治 療 は 、 遺 伝 子 移 入 お よ び ア ン チ セ ン ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 技
術 を 含 み う る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
遺 伝 子 移 入 は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 細 胞 の 核 へ 微 量 の DNAを た だ 単 に 注 入
す る こ と に よ り 行 わ れ う る 。 導 入 さ れ た 遺 伝 子 は 、 転 写 お よ び 翻 訳 に つ い て の 細 胞 の 通 常
の 機 構 に よ り 認 識 さ れ る こ と が で き 、 遺 伝 子 産 物 は 、 そ の 後 発 現 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ １ ４ １ 】
以 下 を 含 む 、 よ り 大 量 の 細 胞 へ DNAを 導 入 す る た め の 多 数 の 方 法 も ま た 試 み ら れ て き た ：
そ の 後 飲 作 用 に よ り 細 胞 へ 取 り 込 ま れ る 、 CaPO 4 を 伴 う 標 的 DNAの 沈 殿 を 含 む 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 法 ； 標 的 DNAが 通 過 し う る 穴 を 膜 に 導 入 す る た め に 高 電 圧 パ ル ス に 細 胞 を 曝 す
段 階 を 含 む 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ； そ の 後 標 的 細 胞 と 融 合 す る こ と が で き る 親 油 性
小 胞 へ の 標 的 DNAの パ ッ ケ ー ジ ン グ を 含 む 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 /リ ポ ソ ー ム 融 合 法 ； お よ
び 微 小 発 射 体 に 結 合 し た 標 的 DNAが 細 胞 へ 撃 ち 込 ま れ る 微 粒 子 銃 法 。 標 的 DNAは ま た 、 DNA
を 化 学 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 へ カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ り 細 胞 へ 導 入 さ れ う る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
典 型 的 に は 、 本 発 明 に よ る 遺 伝 子 移 入 の 方 法 に お い て 、 フ ォ リ ス タ チ ン も し く は そ の 断 片
も し く は 類 似 体 の よ う な ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、
ま た は そ の ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー が 細 胞 へ 挿 入 さ れ る
。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で 増 殖 さ れ 、 そ の 後 患 者 へ 大 量 で 注 入 さ れ る 。 標 的
細 胞 集 団 （ 例 え ば 、 肝 実 質 細 胞 、 肝 星 細 胞 の よ う な 他 の 肝 細 胞 型 、 平 滑 筋 細 胞 、 肺 線 維 芽
細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 腎 細 胞 ） へ の こ れ ら の 核 酸 配 列 の 送 達 に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー は 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス 、 数 種 の RNAウ イ ル ス 、 ま た は ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル ス 由 来 で あ り
う る 。 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 多 数 の
方 法 の い ず れ か 一 つ に よ り 調 製 さ れ う る 。 ま た は 、 フ ォ リ ス タ チ ン 、 も し く は そ の 類 似 体
も し く は 活 性 断 片 の よ う な ア ク チ ビ ン 拮 抗 物 質 を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 分 子 は 、 裸 の DNA
と し て 、 ま た は 再 構 築 さ れ た 系 、 例 え ば 標 的 細 胞 へ の 送 達 の た め の リ ポ ソ ー ム も し く は 他
の 脂 質 系 に お い て 、 用 い ら れ う る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
典 型 的 に は 、 本 発 明 に よ る ア ン チ セ ン ス 技 術 を 含 む 方 法 に お い て 、 ア ク チ ビ ン 、 ア ク チ ビ
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ン 受 容 体 、 も し く は 他 の ア ク チ ビ ン 関 連 伝 達 経 路 分 子 、 も し く は そ の 断 片 も し く は 類 似 体
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 対 し て ア ン チ セ ン ス の 核 酸 分 子 に つ い
て コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 ま た は そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー を 含 む ベ ク タ
ー が 細 胞 へ 挿 入 さ れ る 。 適 す る 発 現 ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 移 入 の 目 的 の た め の 上 記 の も の を
含 み う る 。 典 型 的 に は 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 イ ン ビ ボ で 標 的 組 織 に お け る 細 胞 に 挿 入 さ れ る
も の で あ り 、 こ れ は 、 典 型 的 に は 適 切 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
ベ ク タ ー の 使 用 、 ま た は 発 現 ベ ク タ ー の 受 動 的 取 り 込 み の 使 用 を 含 み う る 。 典 型 的 に は 、
方 法 は 、 ア ク チ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 受 容 体 、 ま た は 他 の ア ク チ ビ ン 関 連 伝 達 経 路 分 子 の 発 現
さ れ た レ ベ ル が 非 形 質 転 換 型 組 織 と 比 較 し て 低 下 し 、 そ れ に よ り 、 組 織 に お け る 疾 患 の 進
行 が 遅 く な る 、 停 止 す る 、 ま た は 疾 患 が 後 退 す る よ う な 、 標 的 組 織 に お け る 相 当 量 の 細 胞
の 形 質 転 換 を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
に 適 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス 、 数 種 の RNA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 の よ う な 弱
毒 化 型 ウ イ ル ス を 含 み う る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
ア デ ノ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 は エ ン ド ソ ー ム を 不 安 定 に し て 、 細 胞 へ の DNAの 取 り 込 み を 増
強 さ せ る 能 力 が あ る こ と も ま た 示 さ れ た 。 DNA複 合 体 を 含 む 溶 液 へ の ア デ ノ ウ イ ル ス の 混
合 、 ま た は タ ン パ ク 質 架 橋 剤 を 用 い て ア デ ノ ウ イ ル ス へ 共 有 結 合 的 に 付 着 し た ポ リ リ シ ン
へ の DNAの 結 合 は 、 実 質 的 に 、 組 換 え 遺 伝 子 の 取 り 込 み お よ び 発 現 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
本 発 明 を 、 こ こ で 特 定 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ り 、 よ り 詳 細 に 記 載 す る が 、 決 し て 本
発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い と 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例
実 施 例 1‐ ア ク チ ビ ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン 免 疫 反 応 性 は 、 正 常 な ラ ッ ト 肝 臓 に お け る 恒
常 的 な 肝 細 胞 発 現 を 示 す
本 発 明 者 ら は 、 正 常 な 肝 臓 の 肝 細 胞 の み へ の フ ォ リ ス タ チ ン 免 疫 局 在 性 を 実 証 し た （ 図 1
） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
組 織 学 的 試 験 に 必 要 と さ れ る 肝 臓 試 料 は 、 室 温 で 24時 間 、 10％  PBS緩 衝 ホ ル マ リ ン で 固 定
さ れ 、 そ の 後 70％  ア ル コ ー ル で 2回 洗 浄 さ れ 、 使 用 さ れ る ま で 室 温 で 70％  ア ル コ ー ル 中
に 保 存 さ れ た 。 そ の 後 、 組 織 試 料 は 、 以 下 の 計 画 を 用 い て 処 理 さ れ た 。 試 料 を 、 1時 間 70
％  エ タ ノ ー ル 、 2時 間 90％  エ タ ノ ー ル 、 お よ び 2時 間 100％ エ タ ノ ー ル 、 な ら び に 1時 間 10
0％ エ タ ノ ー ル の 逐 次 浴 で 脱 水 し た 。 そ の 後 、 組 織 を 別 々 の 浴 槽 で 3回 、 ヒ ス ト ソ ル に 1時
間 浸 水 さ せ 、 2個 の 別 々 の 浴 槽 の そ れ ぞ れ に お い て 、 1時 間 、 蝋 に 浸 漬 し た 。 そ の 後 、 組 織
を 蝋 の 型 に 包 埋 し 、 い っ た ん 固 ま っ た ら 、 使 用 す る ま で 室 温 で 保 存 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
免 疫 組 織 化 学 の た め に 、 ホ ル マ リ ン 固 定 化 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 塊 を 4 μ mの 薄 片 に 切 り 、
ス ー パ ー フ ロ ス ト プ ラ ス （ Superfrost Plus） （ 商 標 ） ス ラ イ ド に 置 き 、 60℃ で 30分 間 、
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 必 要 と す る ま で 室 温 で 保 存 し た 。 そ の 後 、 ス ラ イ ド を 、 標 準 的 技 術 を
用 い て 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 0.1 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 7.4） に 浸 水 さ せ て 400 
Wで 10分 間 、 マ イ ク ロ 波 熱 回 復 さ せ た 。 色 は 、 他 の よ う に 記 載 さ れ な い 限 り 、 す べ て の 染
色 工 程 に お い て 3',3-ジ ア ミ ノ ベ ン ザ ジ ン （ DAB） を 用 い て 発 色 さ せ 、 ス ラ イ ド は ヘ マ ト キ
シ リ ン で 対 比 染 色 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
肝 臓 組 織 に お い て ア ク チ ビ ン Aの 位 置 を 確 認 す る た め に 、 ア ク チ ビ ン -β A サ ブ ユ ニ ッ ト に
対 し て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 「 E 4 」 を 18 μ g/mlの 最 終 濃 度 で 適 用 し 、 4℃ で 一 晩
、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 「 E 4 」 は 、 ア ク チ ビ ン A ELISAに お い て 使 用 さ れ た 同 じ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 両 方 の 工 程 に つ い て 以 前 に 確 証 さ れ て い る （ Jarred, RA、 Cancilla B
、 Richards M、 Groome NP、 McNatty KP、 Risbridger GP.「 Differential localization o
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f inhibin subunit proteins in the ovine testis during fetal gonada development.
」 Endocrinology 1999; 140:979-986） 。 反 応 性 は 、 製 造 会 社 の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 CSAシ
グ ナ ル 増 幅 キ ッ ト （ DAKO） を 用 い て 増 幅 さ れ 、 色 は 発 色 さ れ 、 切 片 は 対 比 染 色 さ れ た 。 ヒ
ト 前 立 腺 切 片 が 陽 性 対 照 と し て 用 い ら れ 、 陰 性 対 照 は 、 そ の 一 次 抗 体 を 除 い て 関 連 性 の な
い 抗 体 （ 正 常 な マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） を 代 わ り に 用 い た 。 イ ン ヒ ビ ン は 、 本 質 的 に 肝 臓
で 発 現 さ れ な い た め 、 β A サ ブ ユ ニ ッ ト の 検 出 は 、 ア ク チ ビ ン Aタ ン パ ク 質 を 示 し 、 イ ン ヒ
ビ ン （ α お よ び β A の サ ブ ユ ニ ッ ト の ヘ テ ロ 二 量 体 ） で は な い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
ヒ ト フ ォ リ ス タ チ ン の 2つ の 主 な ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 組 織 免 疫
反 応 性 を 測 定 す る た め に 用 い ら れ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 17/2（ 1:150） は 、 ヒ ト フ ォ リ
ス タ チ ン 288に 特 異 的 で あ り 、 H10（ 1:100） ク ロ ー ン は 、 ヒ ト フ ォ リ ス タ チ ン 315に 特 異 的
で あ る （ McPherson SJ、 Mellow SL、 Wang H、 Evans L.W、 Groome NP、 お よ び Risbridger 
GP.「 Expression of activin A and follistatin core proteins by human prostate tum
or cell lines.」 Endocrinology 1999; 140:5303-5309） 。 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い
て の 染 色 工 程 は 、 陽 性 対 照 と し て 、 ア ク チ ビ ン -β A サ ブ ユ ニ ッ ト に 関 し て は HepG2細 胞 系
の サ イ ト ス ピ ン 調 製 物 を 用 い て 行 わ れ 、 一 次 抗 体 の 代 わ り に 用 い ら れ た 関 連 性 の な い 抗 体
が 陰 性 対 照 と し て の 役 割 を 果 た し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例 2‐ ア ク チ ビ ン Aに つ い て の 免 疫 反 応 性 は 、 小 葉 の 肝 細 胞 に お い て よ り 線 維 性 中 隔 に
隣 接 し た 所 で 強 い が 、 硬 変 に お い て フ ォ リ ス タ チ ン 発 現 に お け る 変 化 は な い
線 維 性 お よ び 硬 変 性 の 肝 臓 に お け る ア ク チ ビ ン Aの 発 現 は 、 正 常 な 肝 臓 の そ れ よ り も 論 議
の 的 と な る こ と は 少 な い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
80 gm～ 100 gmの 体 重 の オ ス の ウ ィ ス タ ー ラ ッ ト を 一 定 の 温 度 お よ び 湿 度 で 、 標 準 的 な 12
時 間 の 昼 夜 サ イ ク ル に お い て 収 容 し 、 水 お よ び ラ ッ ト 用 飼 料 へ 自 由 に 接 近 で き る よ う に し
た 。 線 維 症 お よ び 硬 変 の モ デ ル を 確 立 す る た め に 、 ラ ッ ト に 1:1 四 塩 化 炭 素 /オ リ ー ブ 油
の 混 合 物 を 1週 間 に 3回 、 12週 間 、 0.8 ml/kgの 投 与 量 で 腹 膜 内 に 注 射 し た 。 注 射 は 、 3日 続
け て 与 え ら れ た 。 対 照 動 物 は 、 等 容 量 の オ リ ー ブ 油 の み を 注 射 さ れ た 。 線 維 症 お よ び 硬 変
の こ の モ デ ル に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 小 葉 の 肝 細 胞 か ら 線 維 性 帯 状 組 織 周 囲 の 領 域 ま で
、 免 疫 反 応 性 ア ク チ ビ ン Aの 分 布 に お け る 変 化 （ 図 2） 、 お よ び HSCの マ ー カ ー と の 偶 然 の
共 局 在 性 （ 図 3） を 観 察 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
実 験 は 、 実 施 例 1ど お り に 行 わ れ 、 線 維 性 中 隔 内 の ア ク チ ビ ン 発 現 HSCを 評 価 す る た め に 、
共 焦 点 顕 微 鏡 が 用 い ら れ た 。 活 性 化 肝 星 細 胞 に つ い て の マ ー カ ー で あ る α 平 滑 筋 ア ク チ ン
が 、 活 性 化 肝 星 細 胞 に 存 在 す る ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト に 対 し て 作 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ た 。 α -平 滑 筋 ア ク チ ン を 発 現 さ せ る 細 胞 は 、 室 温 で 1時 間 、 x mg/m
l（ 1:100、 DAKO corporation） の 最 終 濃 度 で 適 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 ヒ ト 一 次
抗 体 を 用 い て 可 視 化 さ れ た 。 こ の 抗 体 は 、 ラ ッ ト α -平 滑 筋 と 交 差 反 応 性 を 示 す こ と が 以
前 に 確 証 さ れ て い る 。 反 応 性 を 可 視 化 す る た め に 、 切 片 を 、 正 常 な ラ ッ ト 血 清 に 対 し て あ
ら か じ め 吸 収 さ れ た ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス FITC結 合 体 （ 1:50、 Silenus、 Victoria） と 室 温 で 1時
間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 線 維 性 内 HSCに よ る ア ク チ ビ ン 発 現 を 評 価 す る た め に 、 ビ オ チ
ン 化 ア ク チ ビ ン A結 合 体 （ 1:20） を 1時 間 適 用 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -テ キ サ ス レ ッ ド 結
合 体 （ 1:50） で 30分 間 、 可 視 化 し た 。 反 応 性 は 、 蛍 光 条 件 下 、 バ イ オ ラ ッ ド （ Biorad） 共
焦 点 顕 微 鏡 で 測 定 さ れ 、 バ イ オ ラ ッ ド ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 解 析 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
特 に 、 正 常 な も の と 比 較 し た 場 合 、 線 維 症 お よ び 硬 変 の 動 物 に お い て 、 フ ォ リ ス タ チ ン の
反 応 性 に お け る 認 識 で き る 変 化 は な か っ た （ 図 4） 。 こ の 発 見 は 、 線 維 症 お よ び 硬 変 の 肝
臓 に お け る フ ォ リ ス タ チ ン 発 現 の 初 め て の 記 載 で あ り 、 線 維 性 中 隔 に 隣 接 し た ア ク チ ビ ン
発 現 の 増 加 が 、 フ ォ リ ス タ チ ン 中 和 活 性 の 増 加 に よ り 抵 抗 さ れ な い こ と を 示 唆 し て い る も
の と 思 わ れ る 。
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【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 3‐ 肝 臓 の ア ク チ ビ ン mRNAの 発 現 が 、 肝 臓 の 線 維 形 成 の 発 生 の 間 、 フ ォ リ ス タ チ ン m
RNAに お け る 変 化 に 先 行 す る
ア ク チ ビ ン お よ び フ ォ リ ス タ チ ン の 発 現 は 、 多 く の 組 織 の 間 に 広 く 分 布 し て い る た め 、 タ
ン パ ク 質 レ ベ ル で の 観 察 は 、 肝 外 の 供 給 源 か ら の タ ン パ ク 質 蓄 積 に よ り 混 同 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
全 肝 臓 抽 出 物 の リ ア ル タ イ ム PCR分 析 を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 実 施 例 2に 記 載 さ れ て い る
よ う に 線 維 症 の モ デ ル の 期 間 中 、 ア ク チ ビ ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン の 両 方 の mRNAの 発 現
を 分 析 し た （ 図 5） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
全 RNAを 、 改 変 さ れ た ト リ ゾ ー ル （ Trizol） （ 商 標 ） を 用 い て 精 製 し た 。 簡 単 に は 、 最 初
の 抽 出 後 、 よ り 効 率 的 な 沈 殿 が 生 じ る こ と が 可 能 に な る よ う に 、 上 清 を 0.8 M ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム お よ び 1.2 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 高 塩 溶 液 と 混 合 し た 。 ゲ ノ ム DNAの 混 入 を 除 去 す
る た め に 、 そ の 後 試 料 を 37℃ で 45分 間 、 10 Uの DNA分 解 酵 素 （ Roche Biochemicals） で 処
理 し 、 95℃ で 3分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 し た 。 そ の 後 、 試 料 を A 2 6
0 /A 2 8 0 分 光 光 度 計 に よ り 定 量 し た 。 各 試 料 に つ い て の 2マ イ ク ロ グ ラ ム の RNAを ス ー パ ー ス
ク リ プ ト II（ Superscript II） （ 登 録 商 標 ） お よ び オ リ ゴ dT 1 3 - 1 5 （ Gibco-BRL） を 用 い て
転 写 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
ア ク チ ビ ン β A サ ブ ユ ニ ッ ト mRNA分 析 は 、 リ ア ル タ イ ム で PCR産 物 の 形 成 を 蛍 光 測 定 的 に モ
ニ タ ー す る 、 ロ シ ュ ラ イ ト サ イ ク ラ ー （ Roche LightCycler） （ Roche） を 用 い て 行 わ れ た
。 こ れ は 、 そ の 結 合 し て い な い 形 で は 低 蛍 光 性 で あ る が 、 dsDNAに 結 合 し た 場 合 、 蛍 光 強
度 が dsDNAの 量 に 比 例 し て 増 加 す る よ う に 強 く 蛍 光 を 発 す る マ ー カ ー SYBRグ リ ー ン I（ SYBR
 Green I） を 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 PCR増 幅 曲 線 の 対 数 直 線 部 分 は 、 対 数 直 線 領
域 を 通 す 最 適 合 線 と ノ イ ズ バ ン ド の 交 差 と し て 定 義 さ れ る 限 界 点 ま た は 交 差 点 （ サ イ ク ル
数 に 示 さ れ る ） で 同 定 さ れ る 。 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 正 常 な ラ ッ ト cDNA調 製 物 は 、 品 質
管 理 と し て 用 い ら れ 、 実 験 の 実 施 間 で 一 定 の ま ま 保 持 さ れ る サ イ ク リ ン グ 条 件 を 確 実 に す
る た め に す べ て の 反 応 に お い て 使 用 さ れ る 。 各 mRNAの 発 現 レ ベ ル お よ び 各 試 料 に お け る そ
れ ら の 推 定 さ れ る 交 差 点 は 、 ラ イ ト サ イ ク ラ ー ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 決 定 さ れ た 。 そ の 後
、 特 定 の mRNA/GAPDH増 幅 の 比 率 を 計 算 し た 。 PCR試 薬 は 、 ロ シ ュ バ イ オ ケ ミ カ ル ズ （ Roche
 Biochemicals） か ら 購 入 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
PCRに つ い て 、 各 cDNA調 製 物 の 2 μ lを 1:400の 最 終 濃 度 ま で 希 釈 し 、 dNTP、 Mg 2 + 、 SYBRグ
リ ー ン お よ び 関 連 プ ラ イ マ ー を 含 有 す る 個 々 の キ ャ ピ ラ リ ー へ 添 加 し た 。 マ グ ネ シ ウ ム 濃
度 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 伸 長 時 間 な ら び に プ ラ イ マ ー 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 お よ び 配
列 は 、 表 1に 示 さ れ て い る 。 対 数 直 線 相 に 到 達 す る こ と を 確 実 に す る た め に 、 40サ イ ク ル
の PCRを プ ロ グ ラ ム し た 。 反 応 の 完 了 時 点 に お い て 、 生 じ た DNA産 物 の 特 異 性 を 確 立 す る た
め に 、 融 解 曲 線 分 析 を 行 っ た 。 PCR産 物 を キ ャ ピ ラ リ ー か ら 取 り 出 し 、 産 物 の サ イ ズ お よ
び PCR反 応 の 完 全 性 を 確 認 す る た め に ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り 可 視 化 し た 。 あ ら ゆ る 例 に お
い て 、 個 々 の 動 物 に つ い て の 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 単 一 の PCR実 験 に お い て 実 施 さ れ た
。 ア ッ セ イ 内 変 動 は 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に つ い て 4％ で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
CCl 4 で の 中 毒 後 す ぐ に 、 1週 間 目 で ア ク チ ビ ン A発 現 に お い て 有 意 な 低 下 が あ り 、 2週 間 目
ま で 通 し て 続 い た 。 次 い で 発 現 レ ベ ル は 、 4週 間 目 で 基 準 線 レ ベ ル ま で 戻 り 、 モ デ ル の 残
り の 間 ず っ と 一 定 の ま ま で あ っ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
対 照 的 に 、 フ ォ リ ス タ チ ン 発 現 は 、 正 常 な レ ベ ル と 比 較 し て 最 初 は 上 昇 し た 。 興 味 深 い こ
と に 、 フ ォ リ ス タ チ ン 発 現 に お け る こ の 上 昇 は 、 PCNA発 現 に よ り 測 定 さ れ た ピ ー ク の 肝 細
胞 増 殖 と 相 関 し た 。 最 初 の 上 昇 後 、 フ ォ リ ス タ チ ン mRNA発 現 レ ベ ル は 、 2週 間 目 で 有 意 に
降 下 し 、 そ の 後 は 、 ア ク チ ビ ン 発 現 を 模 倣 し た 。
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【 ０ １ ６ ２ 】
フ ォ リ ス タ チ ン お よ び ア ク チ ビ ン の こ の 最 初 の 応 答 は 、 修 復 性 応 答 を 誘 発 す る CCl 4 の 急 性
傷 害 に よ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 ア ク チ ビ ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン の レ ベ ル は 肝 線 維 症 の 病 因 間 で 異 な
っ て 制 御 さ れ る が 、 こ の 発 現 は 込 み 入 っ た 形 で 結 び 付 け ら れ て い る と い う 考 え を 強 調 す る
も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
実 施 例 4‐ ア ク チ ビ ン A mRNA発 現 は 、 フ ォ リ ス タ チ ン mRNA発 現 と 比 較 し て 、 HSC活 性 化 の 初
期 の 間 、 急 速 に 増 加 す る
本 発 明 者 ら は 、 HSC増 殖 お よ び ECM生 成 の 他 の 重 要 な マ ー カ ー に 関 連 し て ア ク チ ビ ン Aお よ
び フ ォ リ ス タ チ ン の 発 現 パ タ ー ン を 測 定 す る た め に 、 イ ン ビ ト ロ で 分 化 転 換 し た 時 、 新 鮮
に 単 離 さ れ た HSCに つ い て リ ア ル タ イ ム PCR分 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
HSC培 養 物 は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に （ Ramm GA.「 Isolation and culture of rat 
hepatic stellate cells.」 J Gastroenterol Hepatol （ 1998）  13:846-851） 、 連 続 的 な
プ ロ ナ ー ゼ お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 灌 流 に よ り 確 立 さ れ た 。 簡 単 に は 、 細 胞 を ナ イ コ デ ン ツ
（ Nycodenz） （ Sigma、 シ ド ニ ー 、 オ ー ス ト ラ リ ア ） の 2段 階 不 連 続 勾 配 に 分 離 し 、 純 度 は
特 有 の ビ タ ミ ン A UV自 己 蛍 光 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 評 価 し た 。 生 存 力 を 測 定
す る た め の ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 後 、 1× 10 6 細 胞 /mlを 標 準 的 5％ CO 2 条 件 下 、 10％  ウ シ 胎 児
血 清 お よ び 10％  標 準 ウ マ 血 清 （ Trace Scientific、 ビ ク ト リ ア ） で 補 充 さ れ た M199培 地
で 培 養 し た 。 培 地 は 、 24時 間 後 交 換 さ れ 、 そ の 後 は 48時 間 毎 に 交 換 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
RNA単 離 お よ び リ ア ル タ イ ム PCRは 、 実 施 例 3ど お り に 行 わ れ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
HSCが 分 化 転 換 し た 時 、 1型 コ ラ ー ゲ ン mRNA発 現 は 、 予 想 通 り 上 昇 し た 。 し か し な が ら 、 本
発 明 者 ら の 分 析 に よ り 、 HSC活 性 化 の 間 の ご く 初 期 に ア ク チ ビ ン A mRNA発 現 の 誘 導 が あ り
、 5日 目 ま で 通 し て 続 く こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 6） 。 な お さ ら に 、 こ の 発 現 は TGFβ の
発 現 の 前 に 上 昇 し た が 、 1日 目 の 後 は 、 TGFβ は 、 ア ク チ ビ ン Aよ り 多 か っ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
し か し な が ら 、 重 要 な 発 見 は 、 フ ォ リ ス タ チ ン mRNA発 現 が 単 離 後 1日 で ピ ー ク に な り 5日 目
ま で 一 定 の ま ま で あ り 、 ア ク チ ビ ン Aお よ び FSの 発 現 レ ベ ル が 著 し く 異 な っ て い た と い う
観 察 で あ っ た 。 そ れ は 、 内 分 泌 的 ま た は 自 己 分 泌 的 の ど ち ら に 由 来 し て も 、 ア ク チ ビ ン A
の 存 在 が HSCフ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び コ ラ ー ゲ ン 合 成 を 刺 激 す る こ と が で き る こ と が 示 唆
さ れ て い た 。 上 記 実 施 例 で 報 告 さ れ て い る 発 見 と ひ と ま と め に し て 考 え た こ れ ら の 観 察 、
お よ び フ ォ リ ス タ チ ン が ア ク チ ビ ン Aの 生 物 活 性 を 中 和 す る と い う 知 識 に よ り 、 フ ォ リ ス
タ チ ン の 添 加 が HSC ECM生 成 を 改 善 し 、 そ れ ゆ え に 肝 線 維 形 成 を 改 善 す る こ と が で き る こ
と が 示 唆 さ れ て い る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
実 施 例 5‐ 単 離 さ れ た 肝 星 細 胞 は 、 そ れ ら が 典 型 的 な 「 筋 線 維 芽 細 胞 様 」 表 現 型 に 転 換 す
る 時 、 増 加 し た 濃 度 の 生 物 活 性 ア ク チ ビ ン Aを 産 生 す る
HSCの 一 次 培 養 は 、 実 施 例 4ど お り 正 常 な 肝 臓 か ら 確 立 さ れ 、 分 析 に よ り 、 そ れ ら が 活 性 化
表 現 型 に 転 換 し た 時 の 増 加 し た 量 の ア ク チ ビ ン の 産 生 が 明 ら か に な っ た （ 図 7） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
ア ク チ ビ ン 免 疫 反 応 性 は 、 Knight PG、 Muttukrishna S、 Groome NPの よ う に 、 ELISAに よ
り 測 定 さ れ た 。 血 清 お よ び 卵 胞 液 に お け る 「 総 」 ア ク チ ビ ン A濃 度 の 測 定 の た め の 2部 位 酵
素 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 開 発 お よ び 適 用 は 、 J Endocrinol （ 1996） 、 148:267-279に 記 載 さ れ
る 方 法 に 基 づ い た 。
【 ０ １ ７ １ 】
HSC培 養 か ら の 馴 化 培 地 は 、 以 前 に 確 証 さ れ た イ ン ビ ト ロ で の 生 物 検 定 法 （ Phillips, D.J
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.、 Brauman, J.N.、 Mason, A.J.、 de Kretser, D.M、 お よ び Hedger, M.P.「 A sensitive 
and specific in vitro bioassay for activin using a mouse plasmacytoma cell line,
 MPC-11.　 J Endocrinol」 （ 1999） 、 162:111-115） を 用 い て ア ク チ ビ ン 生 物 活 性 に つ い
て 評 価 さ れ た 。 ア ク チ ビ ン の 添 加 は 、 マ ウ ス MPC-11細 胞 に お い て 、 用 量 依 存 的 増 殖 抑 制 を
引 き 起 こ す 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 TGFβ お よ び イ ン ヒ ビ ン に 無 反 応 性 で あ る が 、 ア ク チ ビ ン
の 効 果 は 、 過 剰 フ ォ リ ス タ チ ン の 添 加 に よ り 遮 断 さ れ う る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
MPC-11細 胞 へ の HSC培 養 物 か ら の 上 清 の 添 加 は 、 結 果 と し て 、 増 殖 に お い て 用 量 依 存 的 減
少 を 生 じ た （ 図 8） 。 こ の 増 殖 に お け る 減 少 は 、 rh-ア ク チ ビ ン Aの そ れ を 模 倣 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
培 養 上 清 の 添 加 が rh-ア ク チ ビ ン Aに つ い て 観 察 さ れ る も の よ り 強 力 で あ る こ と が 観 察 さ れ
た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
実 施 例 6‐ HSCの 培 養 物 へ の 外 因 性 ア ク チ ビ ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン の 添 加 に よ り 、 結 果
と し て HSC増 殖 が 減 少 し た
実 施 例 4ど お り に 単 離 さ れ る が 、 新 鮮 に 単 離 さ れ か つ 活 性 化 さ れ た HSCの 培 養 物 は 、 増 殖 へ
の 影 響 を 測 定 す る た め に 外 因 性 ア ク チ ビ ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン に 曝 さ れ た 。 ア ク チ ビ
ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン の 両 方 の 添 加 は 、 結 果 と し て 、 TGFβ に つ い て 観 察 さ れ た も の と
類 似 し た プ ロ フ ィ ー ル で 、 両 方 の 実 験 条 件 （ 図 9お よ び 図 10） に お い て 、 HSC増 殖 に 用 量 依
存 的 減 少 を 生 じ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
様 々 な 外 因 性 介 在 物 質 に 対 す る HSCお よ び 転 換 さ れ た HSC（ 筋 線 維 芽 細 胞 ） の 増 殖 性 応 答 は
、 イ ン ビ ト ロ で 3 H-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ り 評 価 さ れ た 。 最 適 な 細 胞 密 度 が 決 定 さ れ た
後 、 細 胞 を 0.5× 10 5 細 胞 /ウ ェ ル で 24ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 播 種 し 、 37℃ で 一 晩 、 接 着 さ せ
て お い た 。 細 胞 培 地 を 除 去 し 、 0.1％  BSAを 含 む M199培 地 に 交 換 し 、 18時 間 、 細 胞 が 細 胞
サ イ ク ル の G0期 へ 移 行 す る よ う に し た 。 そ の 後 、 細 胞 を ア ク チ ビ ン （ 0.15 ng/ml、 0.3 ng
/ml、 0.6 ng/ml、 1.25 ng/ml、 2.5 ng/ml、 5 ng/ml、 10 ng/ml、 お よ び 20 ng/ml） 、 TGF
β （ 0.15 ng/ml、 0.3 ng/ml、 0.6 ng/ml、 1.25 ng/ml、 2.5 ng/ml、 5 ng/ml、 10 ng/ml）
、 フ ォ リ ス タ チ ン （ 1.6 ng/ml、 3.2 ng/ml、 6.25 ng/ml、 12.5 ng/ml、 25 ng/ml、 50 ng/
ml、 お よ び 100 ng/ml） お よ び PDGF-BB（ 1.6 ng/ml、 3.2 ng/ml、 6.25 ng/ml、 12.5 ng/ml
、 25 ng/ml、 50 ng/ml） の 様 々 な 濃 度 に 18時 間 、 曝 し た 。 そ の 後 、 培 養 物 は 、 3 H-チ ミ ジ
ン の 0.5 μ Ciで パ ル ス さ れ 、 37℃ で さ ら に 16時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 接 着
お よ び 非 接 着 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 そ の 後 バ イ オ ラ ッ ド （ Biorad） 細 胞 ハ ー ベ ス タ ー
で 濾 紙 上 に 収 集 し 、 ワ ラ ッ ク （ Wallac） シ ン チ レ ー シ ョ ン チ ュ ー ブ へ 加 え た 。 750マ イ ク
ロ リ ッ ト ル の シ ン チ レ ー シ ョ ン 液 を 各 チ ュ ー ブ へ 添 加 し 、 ワ ラ ッ ク β カ ウ ン タ ー （ Wallac
） で 1分 間 、 カ ウ ン ト し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
こ の デ ー タ は 、 フ ォ リ ス タ チ ン が 肝 線 維 形 成 を 治 療 す る た め の 有 益 な 治 療 剤 で あ る 可 能 性
が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
実 施 例 7‐ ア ク チ ビ ン Aは 、 TGFβ と 比 較 し て 、 HSCア ポ ト ー シ ス に 多 岐 に わ た る 影 響 を 及 ぼ
す
ア ク チ ビ ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン の 両 方 と も HSC増 殖 を 低 下 さ せ る た め 、 一 方 ま た は 両 方
と も HSCア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ し て い る と い う 仮 説 を 立 て た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 施 例 4ど お り に 単 離 し た 活 性 化 HSCの 培 養 物 を 、 様 々 な 量 の ア ク チ ビ ン A、 フ ォ リ ス タ チ
ン 、 お よ び TGFβ に 曝 し 、 ア ネ キ シ ン V； 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 初 期 マ ー カ ー の 発 現 に つ い て
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 評 価 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
少 な く と も 6回 の 継 代 培 養 を 受 け た 筋 線 維 芽 細 胞 の 細 胞 系 の ア ポ ト ー シ ス は 、 マ ー カ ー と

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-506964 A 2005.3.10



し て ア ネ キ シ ン Vの 細 胞 表 面 発 現 を 用 い る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 測 定 さ れ た 。 ア ネ
キ シ ン Vは 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し て い る 細 胞 の 細 胞 表 面 上 に 発 現 し て い る 細 胞 内 タ ン パ
ク 質 で あ る 。 簡 単 に は 、 2× 10 5  筋 線 維 芽 細 胞 HSCを 6ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト 上 で 一 晩 、 継 代
培 養 し た 。 次 い で 、 細 胞 を HBSSで 洗 浄 し 、 ア ク チ ビ ン （ 0.1 ng/ml、 1 ng/ml、 10 ng/ml、
お よ び 100 ng/ml） 、 TGFβ （ 1 ng/mlお よ び 5 ng/ml） 、 フ ォ リ ス タ チ ン （ 10 ng/mlお よ び
100 ng/ml） 、 PDGF-BB（ 50 ng/ml） 、 同 時 に ア ク チ ビ ン お よ び TGFβ （ そ れ ぞ れ 、 1 ng/ml
お よ び 5 ng/ml） 、 な ら び に 同 時 に ア ク チ ビ ン お よ び FS（ そ れ ぞ れ 、 10 ng/mlお よ び 100 n
g/ml） で 、 16時 間 、 処 理 し た 。 陽 性 対 照 と し て 、 ニ ト ロ プ ル シ ド ナ ト リ ウ ム （ SNP） を 0.5
 μ Mの 最 終 濃 度 で 使 用 し た 。 SNPは 様 々 な 固 形 癌 お よ び 白 血 病 の 治 療 に 用 い ら れ る 化 学 療
法 剤 で あ る 。 接 着 お よ び 非 接 着 細 胞 を ト リ プ シ ン -EDTAで の 処 理 後 、 収 集 し 、 1 ml PBSで
洗 浄 し 、 2000rpmで 10分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 ア ポ ト ー シ ス の 細 胞 と ネ ク ロ ー シ ス の 細 胞 を
識 別 す る た め に 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） と 共 に 、 ア ネ キ シ ン V-FITC特 異 的 抗 体 を 製 造
会 社 の 使 用 説 明 書 （ Roche diagnostics） に 従 っ て 、 30分 間 適 用 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を PBS
で 洗 浄 し 、 2000 rpmで 10分 間 、 遠 心 分 離 し 、 300 μ lの PBSに 再 懸 濁 し た 。 そ の 後 、 単 一 の
懸 濁 液 を MoFlo-サ イ ト メ ー シ ョ ン ア ナ ラ イ ザ ー （ MoFlo-cytomation analyzer） で 分 析 し
た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
TGFβ と 対 照 的 に 、 ア ク チ ビ ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン の 添 加 は 、 HSCア ポ ト ー シ ス を 誘 導
し な か っ た （ 図 11） 。
【 ０ １ ８ １ 】
こ れ は TGFβ と 比 較 し て ア ク チ ビ ン Aに つ い て の 異 な る 細 胞 制 御 機 構 を 強 く 示 唆 し て お り 、
重 要 な 発 見 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
実 施 例 8‐ 短 期 間 お よ び 長 期 間 の 肝 臓 傷 害 モ デ ル に お け る 、 組 換 え ヒ ト フ ォ リ ス タ チ ン の
非 経 口 投 与
フ ォ リ ス タ チ ン の 非 経 口 投 与 が 肝 線 維 症 の 進 行 を 衰 え さ せ る こ と が で き る か ど う か を 決 定
す る た め に 、 ラ ッ ト を 4週 間 （ 短 期 間 ） ま た は 8週 間 （ 長 期 間 ） の い ず れ か の 間 、 CCl 4 に 曝
し た 。 そ の 後 、 動 物 を 最 初 の 4週 間 （ 短 期 間 ） 、 ま た は 8週 間 目 か ら 12週 間 目 ま で （ 長 期 間
） 、 週 に 3回 1 μ gの フ ォ リ ス タ チ ン を 同 時 注 射 し 、 そ の 後 屠 殺 し た 。 対 照 動 物 に は 、 同 じ
長 さ の 時 間 CCl 4 を 与 え た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
硬 変 は 、 0.4 mg/kgの 最 終 濃 度 で 、 四 塩 化 炭 素 （ CCl 4 ） お よ び オ リ ー ブ 油 の 1:5 vol/vol混
合 物 を 週 に 3回 、 4週 間 （ 短 期 間 モ デ ル ） ま た は 12週 間 （ 長 期 間 モ デ ル ） の い ず れ か の 間 、
注 射 す る こ と に よ り 、 オ ス の ウ ィ ス タ ー ラ ッ ト に 引 き 起 こ さ れ た 。 対 照 動 物 は 、 等 容 量 の
オ リ ー ブ 油 の み の 注 射 を 受 け た 。 上 の 実 施 例 1～ 実 施 例 3に お い て 記 載 さ れ て い る よ う な 組
織 構 造 お よ び mRNAお よ び 分 析 の た め に 、 全 肝 臓 が モ デ ル の 死 の 時 点 で 取 り 出 さ れ た 。 さ ら
に 、 全 肝 線 維 症 部 分 の 見 積 も り を 測 定 す る た め に 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 含 有 量 を 以 前 に 記
載 さ れ て い る よ う に （ Bergman, I.お よ び R. Loxley、 「 Two improved and simplfied met
hods for the spectrophotometric determination of hydroxyproline」 、 Anal Chem （ 1
963）  35:1961-1965） 、 測 定 し た 。 簡 単 に は 、 凍 結 し た 肝 臓 試 料 は 重 さ を 計 り 、 テ フ ロ ン
コ ー テ ィ ン グ さ れ た 試 験 管 に お い て 110℃ で 16時 間 ～ 18時 間 、 6 N HCl中 で 加 水 分 解 し た 。
試 料 を 冷 却 し 、 40 mg ダ ウ エ ッ ク ス （ Dowex） （ Sigma） /活 性 炭 を を 各 試 料 へ 添 加 し 、 ボ
ル テ ッ ク ス し た 。 加 水 分 解 物 を 2枚 の 濾 紙 を 通 し て 新 し い 試 験 管 へ 濾 過 し 、 そ の 後 試 料 を p
H7.4に し た 。 そ の 後 、 試 料 を 60℃ で 25分 間 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル お よ び ク ロ ラ ミ ン Tと イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 室 温 ま で 冷 却 し た 後 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 含 有 量 は 、 570 nmの 波 長 で 試
料 の 吸 光 度 を 読 む こ と に よ り 推 定 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
線 維 症 の 短 期 間 モ デ ル に つ い て 、 組 換 え ヒ ト FS-288の 1 μ gを モ デ ル の 存 続 期 間 の 間 （ 4週
間 ） 、 週 に 3回 、 後 脚 の 筋 肉 内 に 注 射 し た 。 線 維 症 お よ び 硬 変 の 長 期 間 モ デ ル に つ い て 、
動 物 は 、 モ デ ル の 8週 間 目 と 12週 間 目 の 間 、 同 じ 経 路 に よ り 同 じ 投 与 量 で 注 射 さ れ た 。
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【 ０ １ ８ ５ 】
短 期 間 モ デ ル に お い て 、 フ ォ リ ス タ チ ン で 処 理 さ れ た 動 物 は 、 よ り 体 重 が 多 く （ 図 12） 、
残 り の 肝 臓 重 量 は よ り 多 か っ た （ 図 13） 。 さ ら に な お 、 そ れ ら は 2週 目 で 、 対 照 よ り 肝 臓
内 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 含 有 量 が 有 意 に 少 な か っ た （ 図 14） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
長 期 間 モ デ ル に お い て 、 フ ォ リ ス タ チ ン で 処 理 さ れ た 動 物 は 、 体 重 （ 図 15） 、 残 り の 肝 臓
重 量 （ 図 16） 、 ま た は 肝 臓 内 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 含 有 量 （ 図 17） に お い て 変 化 を 示 さ な か
っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
こ れ ら の デ ー タ か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 フ ォ リ ス タ チ ン の 注 入 が 残 存 し て い る 肝 細 胞 の 肝 機
能 の 向 上 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ る と 結 論 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
さ ら に な お 、 本 発 明 者 ら は 、 フ ォ リ ス タ チ ン の 使 用 が 、 単 独 ま た は 現 行 の 通 常 の 治 療 と 共
に 、 新 た に 診 断 さ れ た 患 者 に お い て 肝 臓 の 線 維 形 成 を 減 衰 さ せ る た め の 治 療 剤 と し て 有 益
で あ る 可 能 性 が あ る と 結 論 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
さ ら な る 治 療 的 適 用 は 以 下 を 含 み う る ： 1）  通 常 の 治 療 を 成 功 裡 に 完 了 し た 患 者 に お い て
、 肝 臓 の 再 生 お よ び コ ラ ー ゲ ン 吸 収 を 促 進 す る こ と ； 2）  肝 臓 の 切 除 を 受 け た 患 者 に お い
て 肝 機 能 を 回 復 さ せ 、 か つ 再 生 し て い る 肝 臓 の 線 維 症 を 減 衰 さ せ る こ と 。
【 ０ １ ９ ０ 】
実 施 例 9‐ ヒ ト に お け る 研 究
Patella, S.ら 、 （ 2001） 、 「 Characterization of serum activin-A and follistatin a
nd their relation to virological and histological determinants in chronic viral 
hepatitis」 、 J Hepatol、 34（ 4） :576-583に も 報 告 さ れ て い る が 、 血 清 ア ク チ ビ ン Aは 、
正 常 な 対 照 と 比 較 し て 、 慢 性 ウ イ ル ス 性 肝 炎 の 患 者 に お い て 増 加 し て い る こ と が 実 証 さ れ
（ 図 18） 、 他 方 、 血 清 フ ォ リ ス タ チ ン は 、 正 常 な レ ベ ル の ま ま で あ っ た （ 図 19） 。 こ の 研
究 は 、 ヒ ト 疾 患 に お い て ア ク チ ビ ン Aを 調 査 し た 数 少 な い 研 究 の う ち の 一 つ で あ り 、 い く
ら か 詳 細 に ヒ ト ウ イ ル ス 性 肝 炎 を 調 べ た 唯 一 の 研 究 で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
簡 単 に は 、 -80℃ で 保 存 さ れ た ア ー カ イ ブ の 血 清 は 、 15の 正 常 対 象 、 22の B型 肝 炎 対 象 、 お
よ び 47の C型 肝 炎 対 象 か ら 分 析 さ れ 、 肝 機 能 試 験 、 ウ イ ル ス 学 お よ び 肝 臓 生 検 は 、 日 常 的
な 臨 床 管 理 間 で 行 わ れ た 。 総 血 清 ア ク チ ビ ン Aは 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に （ Knight,
 P.G.、 Muttukrishna, S.、 お よ び Groome, N.P.「  Development and application of a t
wo-site enzyme immunoassay for the determination of "total" activin-A concentrat
ions in serum and follicular fluid.」 J Endocrinol 1996; 148:267-279） 、 ヒ ト 組 換
え ア ク チ ビ ン Aが 標 準 と し て 使 用 さ れ る 2段 階 サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ り 測 定 さ れ た 。 総 血
清 フ ォ リ ス タ チ ン は 以 前 に 確 証 さ れ て い る （ Evans. L.W.、 Muttukrishna, S.、 お よ び Gro
ome, N.P.「 Development, validation and application of an ultra-sensitive two-sit
e enzyme immunoassay for human follistatin.」 J Endocrinol 1998; 156:275-282） 、
組 換 え モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 超 高 感 度 ELISAを 用 い て 定 量 さ れ た 。 使 用 さ れ る 標
準 は 、 国 立 ホ ル モ ン 下 垂 体 プ ロ グ ラ ム （ National Hormone and Pituitary Program） （ ロ
ッ ク ビ ル 、 MD、 米 国 ） か ら 得 ら れ る ヒ ト 組 換 え フ ォ リ ス タ チ ン 288で あ っ た 。 ア ク チ ビ ン A
サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び フ ォ リ ス タ チ ン に つ い て の 免 疫 組 織 化 学 は 、 実 施 例 2に 詳 述 さ れ て い
る よ う に 行 わ れ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
HBVに 感 染 し た 患 者 の さ ら な る 分 析 に よ り 、 血 清 ア ク チ ビ ン Aが 、 ALT、 肝 細 胞 傷 害 、 お よ
び 肝 臓 内 炎 症 に つ い て の マ ー カ ー と 有 意 に 相 関 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 20） 。
HBVを も つ 患 者 に お け る 血 清 ア ク チ ビ ン Aは ま た 、 ウ イ ル ス 複 製 と 正 に 相 関 し て い る こ と が
観 察 さ れ た が （ 図 21） 、 他 方 、 血 清 フ ォ リ ス タ チ ン は 負 に 相 関 し て い た （ 図 22） 。 こ れ は
、 こ の 系 に お け る 敵 対 す る 者 の な い ア ク チ ビ ン Aの 存 在 が ウ イ ル ス 複 製 に 影 響 を 及 ぼ す こ
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と に よ り 慢 性 肝 炎 感 染 症 の 病 因 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る も の と 思
わ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
実 施 例 10‐ CHO細 胞 に お け る 組 換 え ヒ ト フ ォ リ ス タ チ ン の 発 現
ヒ ト フ ォ リ ス タ チ ン 288（ FS288） 遺 伝 子 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 、 ヒ ト 卵 巣 cD
NA（ Clontech） か ら 増 幅 さ れ た 。 954塩 基 対 断 片 は 、 ヒ ト FS288遺 伝 子 の 5'末 端 お よ び 3'末
端 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 作 製 さ れ た 。 こ の 断 片 は 、 標 準 的 技 術 を 用 い て 、 プ ラ ス
ミ ド pGem7Zf（ -） （ Promega） へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 FS288挿 入 断 片 の 配 列 が 正 し い こ と
を 決 定 し た 後 、 FS288遺 伝 子 は 、 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー 、 pDSVCの SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー の
後 ろ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 そ の 後 、 組 換 え ベ ク タ ー は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 に
よ り 、 哺 乳 動 物 細 胞 系 （ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 、 CHO） へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 コ ロ ニ ー が 現 れ る ま で 選 択 培 地 で 増 殖 さ れ た
。 こ れ ら の コ ロ ニ ー は プ ー ル さ れ 、 マ ウ ス DHFRお よ び 連 結 さ れ た FS288遺 伝 子 を 増 幅 す る
た め の メ ト ト レ キ セ ー ト を 含 有 す る 選 択 培 地 （ 透 析 さ れ た 5％ FBSを 加 え た 、 ヌ ク レ オ シ ド
を 含 ま な い α -MEM） で 増 殖 さ れ た 。 最 高 レ ベ ル の FS288を 分 泌 す る プ ー ル を 選 択 し 、 希 釈
液 を 播 い た 。 数 日 後 、 単 細 胞 か ら 生 じ た コ ロ ニ ー は 肉 眼 で 見 え た 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー を マ
ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の 別 々 の ウ ェ ル へ 移 し た 。 各 ク ロ ー ン か ら 分 泌 さ れ た フ ォ リ ス タ チ ン
の 量 を 測 定 し た 。 一 つ の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 細 胞 系 で あ る 、 約 8 μ g FS288/ml/24時 間 を
分 泌 す る cD15を 選 択 し 、 ～ 1× 10 9 細 胞 ま で 増 殖 さ せ た 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 培 地 （ α -MEM、
グ ル コ ー ス 、 お よ び 5％  FBS） お よ び マ イ ク ロ キ ャ リ ア 粒 子 （ Cytodex 2） を 含 む 30リ ッ ト
ル の ブ ラ ウ ン （ Braun） バ イ オ リ ア ク タ ー に 接 種 す る の に 使 用 さ れ た 。 発 酵 槽 作 業 容 量 は
、 20リ ッ ト ル ～ 25リ ッ ト ル で あ っ た 。 細 胞 は 、 「 フ ィ ル -ド ロ ー （ fill-draw） 」 法 を 用 い
て 発 酵 槽 中 で 増 殖 さ せ た 。 培 養 物 を 定 期 的 に 取 り 出 し 、 新 し い 培 地 お よ び マ イ ク ロ キ ャ リ
ア 粒 子 に 交 換 し た 。 収 集 さ れ た 培 地 は 、 5 μ m、 1.2 μ m、 お よ び 0.2 μ mの 濾 紙 を 通 し て
全 量 濾 過 （ dead end filtration） に よ り 細 胞 か ら 分 離 さ れ た 。 最 終 濾 液 は 、 10 kDaカ ッ
ト オ フ 限 外 濾 過 カ ー ト リ ッ ジ （ AG technologies） で の 接 線 流 動 濾 過 に よ り ～ 5倍 に 濃 縮 さ
れ た 。 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た フ ォ リ ス タ チ ン を 含 む 濃 縮 液 は 、 -20℃ で 凍 結 保 存 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
実 施 例 11‐ 組 換 え ヒ ト フ ォ リ ス タ チ ン 288の 精 製
組 換 え ヒ ト FS288を 含 む 濃 縮 さ れ た 馴 化 培 地 を 解 凍 し 、 ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に か け た 。 50 mM リ ン 酸 Na緩 衝 液 （ 緩 衝 液 A） で の ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム
に 材 料 を 添 加 し 、 緩 衝 液 Aお よ び 緩 衝 液 B（ 緩 衝 液 A + 2 M NaCl） の 勾 配 で 溶 出 し た 。 フ ォ
リ ス タ チ ン を 含 む 画 分 は プ ー ル さ れ 、 YM10膜 を 用 い て 濃 縮 さ れ た 。 そ の プ ー ル を PBS pH 7
.0で の セ フ ァ ク リ ル S-200 HR（ Sephacryl S-200 HR） カ ラ ム へ 添 加 し た 。 フ ォ リ ス タ チ ン
を 含 む 画 分 は 、 プ ー ル か つ 再 び 濃 縮 し 、 0.2 μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 無 菌 濾 過 し 、 -20℃ で
保 存 さ れ た 。 最 終 プ ー ル に お け る フ ォ リ ス タ チ ン の 濃 度 は 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド （ Bradford
） ア ッ セ イ 法 お よ び フ ォ リ ス タ チ ン 特 異 的 ELISA（ Nigel Groome） に よ り ～ 900 μ g/mlで
あ る と 推 定 さ れ た 。 純 度 は 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り > 90％ で あ る
と 推 定 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
実 施 例 12‐ 製 剤 お よ び 投 与 の 方 法
フ ォ リ ス タ チ ン 、 ま た は そ の 類 似 体 も し く は 活 性 断 片 は 、 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 賦
形 剤 を 含 む か ま た は 含 ま ず に 投 与 さ れ る が 、 好 ま し く は 薬 学 的 製 剤 と し て 投 与 さ れ る 。 非
経 口 投 与 に つ い て 、 製 剤 は 典 型 的 に は 水 溶 液 で あ り 、 フ ォ リ ス タ チ ン 、 そ の 類 似 体 、 ま た
は 活 性 断 片 を 製 剤 の 0.001％  w/vか ら 5％  w/vま で 、 例 え ば 0.01％  w/vか ら 2％  w/vま で の
量 で 含 み う る が 、 製 剤 の 5％  w/v程 度 、 し か し 好 ま し く は 2％  w/vを 超 過 し な い 、 よ り 好 ま
し く は 0.01％  w/vか ら 1％  w/vを 含 み う る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
経 口 投 与 に つ い て 、 製 剤 は 、 フ ォ リ ス タ チ ン 、 そ の 類 似 体 、 ま た は 活 性 断 片 を 製 剤 の 0.00
1％ か ら 10％ 重 量 ま で 、 例 え ば 0.01％ か ら 5％ 重 量 ま で の 量 で 含 み う る が 、 製 剤 の 10％ 重 量
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程 度 、 し か し 好 ま し く は 5％ 重 量 を 超 過 し な い 、 よ り 好 ま し く は 0.1％ か ら 2％ 重 量 ま で 含
み う る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
局 所 的 投 与 に つ い て 、 製 剤 は 、 フ ォ リ ス タ チ ン 、 そ の 類 似 体 ま た は 活 性 断 片 を 製 剤 の 0.00
5％ か ら 5％ 重 量 ま で 、 例 え ば 0.05％ か ら 2％ 重 量 ま で の 量 で 含 み う る が 、 製 剤 の 5％ 重 量 く
ら い 、 し か し 好 ま し く は 2％ 重 量 を 超 過 し な い 、 よ り 好 ま し く は 0.1％ か ら 1％ 重 量 ま で 含
み う る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
上 記 に 提 供 さ れ る 本 発 明 の 記 載 に 従 っ て 、 特 定 の 好 ま し い 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す
る こ と が で き 、 そ の 例 は 下 記 に 提 供 さ れ る 。 以 下 の 特 定 の 製 剤 は 、 単 に 製 剤 の 実 例 と な る
例 と し て の み 解 釈 さ れ る べ き で あ り 、 い ず れ の 点 に お い て も 本 発 明 の 範 囲 の 限 定 と し て 解
釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
実 施 例 12（ a） ‐ 局 所 的 ク リ ー ム 組 成 物
局 所 的 ク リ ー ム と し て の 送 達 の た め の 典 型 的 組 成 物 に つ い て は 、 以 下 に 概 説 す る ：
フ ォ リ ス タ チ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.1 g～ 1.0 g
ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 メ チ ル （ Methyl hydroxybenzoate） 0.2 g
ラ ノ リ ン （ 無 水 ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6.0 g
白 蝋 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 7.5 g
ポ ラ ワ ッ ク ス GP 200（ Polawax GP200） 　 　 　 　 　 　 　 25.0 g
滅 菌 等 張 食 塩 水 で 100.0 gに す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
ポ ラ ワ ッ ク ス 、 蜜 蝋 お よ び ラ ノ リ ン を 共 に 60℃ で 加 熱 し 、 ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 メ チ ル の 溶
液 を 添 加 し 、 高 速 撹 拌 を 用 い て 均 質 化 さ せ る 。 そ の 後 、 温 度 を 50℃ 未 満 に 下 が る よ う に す
る 。 そ の 後 、 フ ォ リ ス タ チ ン を 添 加 し 、 充 分 に 分 散 さ せ 、 組 成 物 を 緩 や か な 速 度 で 撹 拌 し
な が ら 冷 ま す 。
【 ０ ２ ０ １ 】
実 施 例 12（ b） ‐ 局 所 的 ロ ー シ ョ ン 組 成 物
局 所 的 ロ ー シ ョ ン と し て の 送 達 の た め の 典 型 的 組 成 物 に つ い て は 、 以 下 に 概 説 す る ：
フ ォ リ ス タ チ ン 　 　 　 　 　 　 　 0.1 g～ 1.0 g
ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 メ チ ル 　 　 0.2 g
ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト 　 　 1.0 g
ポ リ ソ ル ベ ー ト 　 　 　 　 　 　 　 1.0 g
セ ト ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 　 　 1.5 g
グ リ セ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10.0 g
等 張 食 塩 水 で 100.00 mlに す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 メ チ ル お よ び グ リ セ リ ン を 75℃ で 、 70 mlの 等 張 食 塩 水 に 溶 解 す る 。
ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 20、 お よ び セ ト ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル を 共 に
75℃ で 融 解 し 、 水 溶 液 に 添 加 す る 。 そ の 結 果 生 じ た 乳 濁 液 を ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 連 続 的 に 撹
拌 し な が ら 50℃ 未 満 に 冷 ま し 、 フ ォ リ ス タ チ ン を 残 り の 水 で の 懸 濁 液 と し て 添 加 す る 。 懸
濁 液 全 体 を 均 質 化 さ れ る ま で 撹 拌 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例 12（ c） ‐ 点 眼 組 成 物
点 眼 と し て の 送 達 の た め の 典 型 的 組 成 物 に つ い て は 、 以 下 に 概 説 す る ：
フ ォ リ ス タ チ ン 　 　 　 　 　 　 　 0.01 g～ 0.1 g
ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 メ チ ル 　 　 0.003 g
ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 プ ロ ピ ル 　 0.08 g
精 製 さ れ た 等 張 食 塩 水 で 約 100.00 mlに す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
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ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 メ チ ル お よ び ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 プ ロ ピ ル を 75℃ で 70 ml 等 張 食 塩 水
に 溶 解 し 、 そ の 結 果 生 じ た 溶 液 を 50℃ 未 満 に 冷 ま す 。 そ の 後 、 フ ォ リ ス タ チ ン を 添 加 し 、
溶 液 を 膜 フ ィ ル タ ー （ 0.22 μ m孔 サ イ ズ ） を 通 し て 濾 過 滅 菌 し 、 無 菌 的 に 滅 菌 し た 容 器 へ
詰 め る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
実 施 例 12（ d） ‐ 吸 入 投 与 用 組 成 物
20 ml～ 30 mlの 容 量 を も つ エ ア ゾ ー ル 容 器 に つ い て ： 0.5％ ～ 1.0％ 重 量 の ポ リ ソ ル ベ ー ト
85ま た は オ レ イ ン 酸 の よ う な 潤 滑 剤 と 、 10 mg～ 50 mgの フ ォ リ ス タ チ ン と の 混 合 物 を フ レ
オ ン の よ う な 適 す る 噴 射 剤 中 に 分 散 さ せ 、 鼻 腔 内 ま た は 経 口 の い ず れ か の 吸 入 投 与 の た め
の 適 切 な エ ア ゾ ー ル 容 器 へ 入 れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
実 施 例 12（ e） ‐ 非 経 口 投 与 用 組 成 物
筋 肉 内 注 射 の た め の 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 1 mLの 滅 菌 等 張 食 塩 水 お よ び 0.5 mg～ 2 mg
の フ ォ リ ス タ チ ン を 含 む よ う に 調 製 さ れ う る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
同 様 に 、 静 脈 内 注 入 の た め の 薬 学 的 組 成 物 は 、 250 mlの 滅 菌 リ ン ガ ー 溶 液 お よ び 1 mg～ 5 
mgの フ ォ リ ス タ チ ン を 含 み う る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
実 施 例 12（ f） ‐ カ プ セ ル 組 成 物
カ プ セ ル の 形 状 を と る フ ォ リ ス タ チ ン の 薬 学 的 組 成 物 は 、 粉 末 状 の 0.5 mg～ 5.0 mgの フ ォ
リ ス タ チ ン 、 180 mgの 乳 糖 、 65 mgの タ ル ク 、 お よ び 12 mgの ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム を
、 標 準 的 な 2部 分 か ら な る 硬 質 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 詰 め る こ と に よ り 調 製 さ れ う る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
実 施 例 12（ g） ‐ 注 射 可 能 な 非 経 口 組 成 物
注 射 に よ る 投 与 に 適 し た 形 状 の 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 0.1％ 重 量 の フ ォ リ ス タ チ ン を 1
2％ 容 量 の プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 等 張 食 塩 水 に 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ れ う る 。
溶 液 は 濾 過 滅 菌 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
実 施 例 12（ h） ‐ 軟 膏 組 成 物
軟 膏 と し て の 送 達 の た め の 典 型 的 な 組 成 物 は 、 な め ら か で 均 質 の 製 品 を 作 製 す る よ う に 分
散 さ せ た 、 0.1 g～ 0.5 gの フ ォ リ ス タ チ ン を 100.0 gと な る よ う に 含 み 、 白 色 ワ セ リ ン を
共 に 含 む 。
【 ０ ２ １ １ 】
実 施 例 12（ i） ‐ 降 り 注 ぎ 方 式 の 製 剤
降 り 注 ぎ 方 式 の 製 剤 と し て の 送 達 の た め の 典 型 的 な 組 成 物 に つ い て は 、 例 え ば ウ シ 用 と し
て 、 以 下 に 概 説 す る よ う に 、 0.05％ ～ 0.1％ 重 量 の フ ォ リ ス タ チ ン を 含 む ：
フ ォ リ ス タ チ ン 　 　 　 　 　 　 　 0.05 g～ 0.10 g
ブ チ ル ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン 　 　 0.02 g
ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー FCF　 　 　 0.16 g
キ サ ン タ ン ガ ム 　 　 　 　 　 　 　 0.4 g
ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 　 　 　 　 　 3.0 g
ジ エ チ レ ン グ ル コ ー ル モ ノ ブ チ ル エ ー テ ル で 100 gに す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
動 物 の 皮 膚 お よ び /も し く は 毛 髪 へ の 製 剤 の 散 布 に お い て 助 け と な る よ う に 、 な ら び に /ま
た は 皮 膚 を 通 し て の 製 剤 の 吸 収 に お い て 助 け と な る よ う に 、 界 面 活 性 剤 が 製 剤 に 含 ま れ る
こ と が 望 ま し い 場 合 に は 、 適 す る 界 面 活 性 剤 、 好 ま し く は エ コ -テ リ ッ ク  T80（ Eco-teric
 T80） （ ポ リ オ キ シ エ チ レ ン （ 20） ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト ） の よ う な 陰 イ オ ン 性 界 面
活 性 剤 が 、 例 え ば 20％ 重 量 の 濃 度 で 製 剤 に 含 ま れ う る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ３ 】
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【 図 １ 】 免 疫 組 織 化 学 に よ る 正 常 な 肝 臓 切 片 に お け る ア ク チ ビ ン A（ 図 1A） お よ び フ ォ リ
ス タ チ ン （ 図 1B） の 発 現 を 示 す 。
【 図 ２ 】 免 疫 組 織 化 学 に よ る 硬 変 の 肝 臓 切 片 に お け る ア ク チ ビ ン 発 現 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ア ク チ ビ ン Aお よ び α -平 滑 筋 ア ク チ ン の 発 現 を 示 す ラ ッ ト 肝 臓 切 片 の 共 焦 点 顕 微
鏡 検 査 を 示 す 。
【 図 ４ 】 免 疫 組 織 化 学 に よ る 線 維 症 動 物 の 肝 臓 切 片 に お け る フ ォ リ ス タ チ ン 発 現 を 示 す 。
【 図 ５ 】 CCl 4 ラ ッ ト 肝 臓 傷 害 の モ デ ル の 間 の 全 肝 臓 抽 出 物 に お け る ア ク チ ビ ン Aお よ び フ
ォ リ ス タ チ ン の 両 方 の mRNAの 発 現 を 示 す 。
【 図 ６ 】 HSC増 殖 お よ び 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ ECM） 生 成 の 他 の 重 要 な マ ー カ ー に 関 連 し て
ア ク チ ビ ン Aお よ び フ ォ リ ス タ チ ン の 発 現 パ タ ー ン を 測 定 す る た め に 、 イ ン ビ ト ロ で 分 化
転 換 し た 時 、 新 鮮 に 単 離 さ れ た 肝 星 細 胞 （ HSC） に つ い て の リ ア ル タ イ ム PCR分 析 を 示 す 。
【 図 ７ 】 活 性 化 表 現 型 に 転 換 し た 時 の HSCの 一 次 培 養 に よ る ア ク チ ビ ン Aタ ン パ ク 質 の 分 泌
を 示 す 。
【 図 ８ 】 HSC培 養 物 か ら の ア ク チ ビ ン A含 有 上 清 の 添 加 後 、 MPC-11細 胞 の 増 殖 に お け る 減 少
（ 3 Hチ ミ ジ ン 取 り 込 み 、 1分 あ た り の 計 数 ） を 示 す 。
【 図 ９ 】 新 鮮 に 単 離 さ れ た HSC増 殖 （ 対 照 と 比 較 し た ％ 増 殖 対 添 加 さ れ た 外 因 性 介 在 物 質
の 濃 度 ） へ の 様 々 な 外 因 性 介 在 物 質 の 影 響 を 示 す ： 図 9Aは 、 外 因 性 介 在 物 質 と し て ア ク チ
ビ ン に つ い て の 結 果 を 示 す ； 図 9Bは 、 外 因 性 介 在 物 質 と し て ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因
子 β （ TGF） に つ い て の 結 果 を 示 す ； 図 9Cは 、 外 因 性 介 在 物 質 と し て フ ォ リ ス タ チ ン に つ
い て の 結 果 を 示 す ； 図 9Dは 、 外 因 性 介 在 物 質 と し て 血 小 板 由 来 成 長 因 子 （ PDGF） に つ い て
の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 活 性 化 /分 化 転 換 化 HSC増 殖 （ 対 照 と 比 較 し た ％ 増 殖 対 添 加 さ れ た 外 因 性 媒 介 物
質 の 濃 度 ） へ の 様 々 な 外 因 性 介 在 物 質 の 影 響 を 示 す ： 図 10Aは 、 外 因 性 介 在 物 質 と し て ア
ク チ ビ ン に つ い て の 結 果 を 示 す ； 図 10Bは 、 外 因 性 介 在 物 質 と し て ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ
成 長 因 子 β （ TGF） に つ い て の 結 果 を 示 す ； 図 10Cは 、 外 因 性 介 在 物 質 と し て フ ォ リ ス タ チ
ン に つ い て の 結 果 を 示 す ； 図 10Dは 、 外 因 性 介 在 物 質 と し て 血 小 板 由 来 成 長 因 子 （ PDGF）
に つ い て の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 活 性 化 HSCの 培 養 物 に 様 々 な 量 の ア ク チ ビ ン A、 フ ォ リ ス タ チ ン お よ び TGFβ へ
の 曝 露 の 、 細 胞 生 存 度 （ ア ネ キ シ ン V、 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 初 期 マ ー カ ー 、 の 発 現 に つ
い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 評 価 さ れ る ） へ の 影 響 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 4週 間 CCl 4 に 曝 さ れ 、 そ の 後 最 初 の 4週 間 は 週 に 3回 、 1 μ gの フ ォ リ ス タ チ ン を
同 時 注 射 さ れ 、 そ の 後 屠 殺 さ れ た ラ ッ ト と 比 較 し た 、 対 照 ラ ッ ト の 体 重 に お け る 変 化 を 示
す 。 対 照 動 物 に は 、 同 じ 長 さ の 期 間 CCl 4 を 与 え た 。
【 図 １ ３ 】 図 12に つ い て 記 載 さ れ た 同 じ 実 験 条 件 に 関 し て 、 残 り の 肝 臓 重 量 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 12に つ い て 記 載 さ れ た 同 じ 実 験 条 件 に 関 し て 、 肝 臓 内 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 含
有 量 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 8週 間 CCl 4 に 曝 さ れ 、 そ の 後 8週 間 目 か ら 12週 間 目 ま で 、 週 に 3回 、 1 μ gの フ ォ
リ ス タ チ ン を 同 時 注 射 さ れ 、 そ の 後 屠 殺 さ れ た ラ ッ ト と 比 較 し た 、 対 照 ラ ッ ト の 体 重 に お
け る 変 化 を 示 す 。 対 照 動 物 に は 、 同 じ 長 さ の 期 間 CCl 4 を 与 え た 。
【 図 １ ６ 】 図 15に つ い て 記 載 さ れ た 同 じ 実 験 条 件 に 関 し て 、 残 り の 肝 臓 重 量 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 15に つ い て 記 載 さ れ た 同 じ 実 験 条 件 に 関 し て 、 肝 臓 内 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 含
有 量 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 慢 性 ウ イ ル ス 性 肝 炎 に 罹 患 し て い る ヒ ト 対 象 お よ び 正 常 な 対 照 に お け る 血 清 ア
ク チ ビ ン Aを 示 す 。
【 図 １ ９ 】 慢 性 ウ イ ル ス 性 肝 炎 に 罹 患 し て い る ヒ ト 対 象 お よ び 正 常 な 対 照 に お け る 血 清 フ
ォ リ ス タ チ ン を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 B型 肝 炎 （ HBV） の 患 者 に お け る 血 清 ア ク チ ビ ン Aの 、 血 清 ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ ALT、 肝 細 胞 傷 害 お よ び 肝 臓 内 傷 害 に つ い て の マ ー カ ー ） と の 相 関 を 示
す 。
【 図 ２ １ 】 HBVの 患 者 に お け る 血 清 ア ク チ ビ ン Aと ウ イ ル ス の 複 製 （ 血 清 HBV、 pg/mLと し て
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ア ッ セ イ さ れ る ） の 相 関 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 HBVの 患 者 に お け る 血 清 フ ォ リ ス タ チ ン と ウ イ ル ス の 複 製 （ 血 清 HBV、 pg/mLと
し て ア ッ セ イ さ れ る ） の 負 の 相 関 を 示 す 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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