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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】TDF様受容体の機能的モジュレーターとして働く組織分化因子(TDF)類似体を同定
、設計、製造、および組成物を提供する。
【解決手段】特定のアミノ酸配列を有する組織分化因子関連ポリペプチド(TDFRP)化合物
。TDF様受容体の機能的モジュレーターとして働く分子の設計、同定、および製造する際
に有用である、構造に基づく方法および組成物。TDF関連障害を検出、予防、および治療
する方法。
【選択図】なし



(2) JP 2012-19788 A 2012.2.2

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　SEQ ID NO:1～314およびその改変体、類似体、相同体、またはフラグメントからなる群
より選択されるアミノ酸配列を含む化合物。
【請求項２】
　SEQ ID NO:315～556およびその改変体、類似体、相同体、またはフラグメントからなる
群より選択されるヌクレオチド配列を含む化合物。
【請求項３】
　SEQ ID NO:1～314およびその改変体、類似体、相同体、またはフラグメントからなる群
より選択されるアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列。
【請求項４】
　請求項2または3記載の核酸を含むベクター。
【請求項５】
　核酸分子に作動可能に連結されたプロモーターをさらに含む、請求項4記載のベクター
。
【請求項６】
　請求項5記載のベクターを含む細胞。
【請求項７】
　請求項1記載の化合物および薬学的に許容される担体を含む薬学的組成物。
【請求項８】
　請求項1記載の化合物に免疫特異的に結合する抗体またはそのフラグメント。
【請求項９】
　モノクローナル抗体である、請求項8記載の抗体。
【請求項１０】
　ヒト化抗体である、請求項9記載の抗体。
【請求項１１】
　請求項8記載の抗体、および薬学的に許容される担体を含む、薬学的組成物。
【請求項１２】
　請求項5記載の核酸分子、および薬学的に許容される担体を含む、薬学的組成物。
【請求項１３】
　以下の工程を含む、化合物を調製するための方法:
　(a)化合物の発現を提供する条件下で、請求項5記載の核酸を含む細胞を培養する工程;
および
　(b)発現された化合物を回収する工程。
【請求項１４】
　以下の工程を含む、試料中の請求項1記載の化合物の存在または量を決定するための方
法:
　(a)試料を提供する工程;
　(b)化合物に免疫特異的に結合する抗体と試料を接触させる工程;および
　(c)化合物に結合した抗体の存在または量を決定し、それによって、試料中の化合物の
存在または量を決定する工程。
【請求項１５】
　以下の工程を含む、試料中の請求項2または3記載の核酸分子の存在または量を決定する
ための方法:
　(a)試料を提供する工程;
　(b)核酸分子に結合するプローブと試料を接触させる工程;および
　(c)核酸分子に結合したプローブの存在または量を決定し、それによって、試料中の核
酸分子の存在または量を決定する工程。
【請求項１６】
　以下の工程を含む、請求項1記載の化合物に結合する化合物を同定する方法:
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　(a)化合物を請求項1記載の化合物と接触させる工程;および
　(b)化合物が請求項1の化合物に結合するか否かを決定する工程。
【請求項１７】
　被験体における組織分化因子関連障害または疾患を治療または予防するために十分な量
の請求項1記載の少なくとも1種の化合物を、そのような治療または予防が所望される被験
体に投与する工程を含む、組織分化因子関連障害または疾患を治療または予防する方法。
【請求項１８】
　組織分化因子関連障害が、組織変性疾患および組織再生からなる群より選択される、請
求項17記載の方法。
【請求項１９】
　組織変性疾患が、腎臓病、外傷性脳または脊髄損傷、脳卒中、アテローム性動脈硬化症
、関節炎、気腫、骨粗鬆症、心筋症、肝硬変、変性神経疾患、ホールト-オーラム疾患、
眼疾患、糖尿病性腎症、変性骨疾患、肝疾患、歯周病、糖尿病性腎症、糖尿病、アテロー
ム性動脈硬化症、循環器病、炎症性疾患、免疫疾患、骨疾患、生殖器疾患、造血性疾患、
電離放射線による細胞損傷、低酸素による細胞損傷および癌からなる群より選択される、
請求項18記載の方法。
【請求項２０】
　組織再生が、筋肉、樹状組織、神経組織、腎臓組織、脳組織、骨組織、皮膚組織、肺組
織、筋肉組織、卵巣組織、精巣組織、心臓組織、脾臓組織、軟骨組織、神経組織、歯周組
織、象牙質組織、肝臓組織、血管組織、結合組織、リンパ組織、造血組織、および腎組織
からなる群より選択される、請求項18記載の方法。
【請求項２１】
　被験体がヒトである、請求項17記載の方法。
【請求項２２】
　被験体における組織分化因子関連障害を治療または予防するために十分な量で請求項5
記載の核酸を、そのような治療または予防が所望される被験体に投与する工程を含む、組
織分化因子関連障害または疾患を治療または予防する方法。
【請求項２３】
　被験体がヒトである、請求項22記載の方法。
【請求項２４】
　1つまたは複数の容器中に、請求項7記載の薬学的組成物およびその内容物を使用するた
めの説明書を含むキット。
【請求項２５】
　1つまたは複数の容器中に、請求項11記載の薬学的組成物およびその内容物を使用する
ための説明書を含むキット。
【請求項２６】
　1つまたは複数の容器中に、請求項12記載の薬学的組成物およびその内容物を使用する
ための説明書を含むキット。
【請求項２７】
　以下の工程を含む、第1の哺乳動物中の組織分化因子受容体のレベルの変化に関連する
疾患の存在またはその疾患に対する素因を決定するための方法:
　(a)第1の哺乳動物被験体から試験試料を供給する工程;
　(b)請求項1記載の化合物と、第1の哺乳動物被験体からの試験試料を接触させる工程;お
よび
　(c)化合物/組織分化因子受容体複合体のレベルを検出する工程;
　(d)第1の哺乳動物被験体からの試料中の組織分化因子受容体の発現のレベルを定量する
工程;
　(e)疾患を有さないか、または疾患に対する素因を有さないことが知られている第2の哺
乳動物被験体からの対照試料中に存在する組織分化因子受容体の量に対して、工程(a)の
試料中の組織分化因子受容体の量を比較し、ここで、対照試料と比較した第1の被験体に
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おける組織分化因子受容体の発現レベルの変化が、疾患の存在または疾患に対する素因を
示す、工程。
【請求項２８】
　病的状態を軽減するために十分である量で化合物を哺乳動物に投与する工程を含み、化
合物がSEQ ID NO:1～314からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む化合物に対して少
なくとも90%同一であるアミノ酸配列を有する化合物である、哺乳動物中で病的状態を治
療する方法。
【請求項２９】
　病的状態を軽減するために十分な量で、請求項8記載の抗体を哺乳動物に投与する工程
を含む、哺乳動物における病的状態を治療する方法。
【請求項３０】
　SEQ ID NO:1～314、またはそのフラグメント、改変体、または相同体からなる群より選
択される化合物の発現または活性を調節する少なくとも1種の化合物を哺乳動物に投与す
る工程を含む、哺乳動物における組織分化因子関連障害を治療する方法。
【請求項３１】
　組織分化因子関連障害が、腎臓病、外傷性脳損傷、脳卒中、アテローム性動脈硬化症、
関節炎、気腫、骨粗鬆症、心筋症、肝硬変、変性神経疾患、ホールト-オーラム疾患、眼
疾患、糖尿病性腎症、変性骨疾患、変形性関節症、関節リウマチ、肝疾患、歯周病、糖尿
病性腎症、糖尿病、アテローム性動脈硬化症、循環器病、炎症性疾患、免疫疾患、骨疾患
、生殖器疾患、造血性疾患、電離放射線による細胞損傷、低酸素による細胞損傷および癌
からなる群より選択される、請求項30記載の方法。
【請求項３２】
　SEQ ID NO:1～314からなる群より選択される、組織分化因子関連障害または疾患を治療
する際における使用のための化合物。
【請求項３３】
　化合物がSEQ ID NO:1～314からなる群より選択される、組織分化因子関連障害の治療の
ための薬剤の製造のための化合物の使用。
【請求項３４】
　以下の工程を含む、請求項1記載のTDFRP化合物に結合する化合物を同定する方法:
　a)候補化合物を提供する工程;
　b)候補化合物とTDFRP化合物との間で複合体が形成される条件下で請求項1のTDFRP化合
物と候補化合物を接触させる工程;
　c)複合体の共結晶が形成する条件下で複合体をインキュベートする工程;
　d)x線散乱によって複合体の構造的原子配位を決定する工程;および
　e)複合体の構造をモデリングしてTDFRP化合物への候補化合物の結合を決定する工程。
【請求項３５】
　請求項34記載の方法によって調製される、化合物および試験化合物の結晶調製物。
【請求項３６】
　以下の工程を含む、請求項1記載のTDFRP化合物に結合する化合物を同定する方法:
　a)候補化合物を提供する工程;
　b)候補化合物とTDFRP化合物との間で複合体が形成される条件下で請求項1のTDFRP化合
物と候補化合物を接触させる工程;
　c)核磁気共鳴吸収分析または質量分析の方法によって複合体の結合または構造を決定す
る工程;および任意に
　d)複合体の構造をモデリングする工程。
【請求項３７】
　非ヒト哺乳動物細胞中にゲノムに組み込まれ、調節領域である第1のセグメント、およ
びSEQ ID NO:1～208からなる群より選択される化合物をコードするポリヌクレオチド配列
である第2のセグメントを有する核酸化合物を含み、第1のセグメントが第2のセグメント
に作動可能に連結されている、トランスジェニック非ヒト哺乳動物。
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【請求項３８】
　トランスジェニックマウスである、請求項37記載のトランスジェニック非ヒト哺乳動物
。
【請求項３９】
　第1のセグメントが、細胞または組織特異的調節に供される調節可能な発現エレメント
である、請求項37記載のトランスジェニック非ヒト哺乳動物。
【請求項４０】
　請求項37記載の非ヒトトランスジェニック哺乳動物から誘導されるかまたは培養される
、組織または細胞。
【請求項４１】
　被験体における組織分化因子関連障害または疾患を治療または予防するために十分な量
の1種または複数の治療剤と組み合わせて、請求項1記載の少なくとも1種の化合物を、そ
のような治療または予防が所望される被験体に投与する工程を含む、組織分化因子関連障
害または疾患を治療または予防する方法。
【請求項４２】
　少なくとも1種の請求項1記載の化合物と組み合わせて使用される治療剤が、TDF受容体
についての低分子模倣体、TDFアゴニスト、TDFアンタゴニスト、骨形成タンパク質、ACE
阻害剤、抗新生物剤、抗生物質、ワクチン、免疫抑制剤、抗高血圧剤およびヘッジホッグ
シグナル伝達経路のメディエーターからなる群より選択される、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　化合物が以下のポリペプチドからなる群より選択される、請求項41記載の方法：

。
【請求項４４】
　請求項1記載の化合物の2種またはそれ以上から構成される複数ドメインTDFRP。
【請求項４５】
　ドメインがリンカーによって接続される、請求項44記載の複数ドメインTDFRP。
【請求項４６】
　被験体における組織分化因子関連障害または疾患を治療または予防するために十分であ
る量で請求項44記載の複数ドメインTDFRPを、このような治療または予防が所望される被
験体に投与する工程を含む、組織分化因子関連障害または疾患を治療または予防する方法
。
【請求項４７】
　被験体における組織分化因子関連障害または疾患を治療または予防するために十分であ
る量で、1種または複数の治療剤と組み合わせた請求項44記載の複数ドメインTDFRPをこの
ような治療または予防が所望される被験体に投与する工程を含む、組織分化因子関連障害
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または疾患を治療または予防する方法。
【請求項４８】
　哺乳動物に移植された場合に哺乳動物における障害を治療または予防する、SEQ ID NO:
1～314およびその改変体、類似体、相同体、またはフラグメントからなる群より選択され
るアミノ酸配列から構成されるコーティングを有する移植可能な医療用デバイスを含むデ
バイス。
【請求項４９】
　コーティングが以下のポリペプチドからなる群より選択される化合物である、請求項48
記載のデバイス:

。
【請求項５０】
　哺乳動物に移植された場合に哺乳動物における障害を治療または予防する、SEQ ID NO:
315～556のポリヌクレオチド、およびその改変体、類似体、相同体、またはフラグメント
からなる群より選択されるヌクレオチド配列から構成されるコーティングを有する移植可
能な医療用デバイスを含むデバイス。
【請求項５１】
　以下の工程を含み、哺乳動物への移植のために適切であるデバイスを作製する方法:
a.移植可能な医療用デバイスを入手する工程;および
b.SEQ ID NO:1～425、またはSEQ ID NO:315～556のポリヌクレオチド、およびその改変体
、類似体、相同体、またはフラグメントからなる群より選択されるアミノ酸配列から構成
されるコーティングで医療用デバイスをコートする工程。
【請求項５２】
　以下の工程を含む、哺乳動物の障害を治療または予防するデバイスを使用する方法:
a.障害を有する哺乳動物を同定する工程;
b.SEQ ID NO:1～314、またはSEQ ID NO:315～556のポリヌクレオチド、およびその改変体
、類似体、相同体、またはフラグメントからなる群より選択されるアミノ酸配列から構成
されるコーティングをさらに有する移植可能な医療用デバイスを入手する工程;ならびに
c.哺乳動物にデバイスを移植する工程。
【請求項５３】
　CX2X3X4X5X6X7X8X9X10CX12X13X14X15X16(SEQ ID NO:289)のアミノ酸のコア配列を含み
、ここでX2がTyrまたはPheであり、X3がPheまたはTyrであり;X4がAspまたはAsnであり;X5
がAspまたはAsnであり;X6がSerまたはThrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、Gln
、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X12がLysまたはArgであり;X13がLysまたはArgであり;X14がTyrまたはPheで
あり;X15がArgまたはLysであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しな
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い、PDFRP。
【請求項５４】
　CX2X3DDSX7X8X9X10CKX13X14RX16(SEQ ID NO:290)のアミノ酸のコア配列を含み、ここで
X2がTyrまたはPheであり、X3がPheまたはTyrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、G
ln、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、ま
たはGlyであり;X13がLysまたはArgであり;X14がTyrまたはPheであり;およびX16がSer、Th
r、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項５５】
　CX2X3NDSX7X8X9X10CKX13X14RX16(SEQ ID NO:291)のアミノ酸のコア配列を含み、ここで
X2がTyrまたはPheであり、X3がPheまたはTyrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、G
ln、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、ま
たはGlyであり;X13がLysまたはArgであり;X14がTyrまたはPheであり;およびX16がSer、Th
r、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項５６】
　CX2X3DNSX7X8X9X10CKX13X14RX16(SEQ ID NO:292)のアミノ酸のコア配列を含み、ここで
X2がTyrまたはPheであり、X3がPheまたはTyrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、G
ln、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、ま
たはGlyであり;X13がLysまたはArgであり;X14がTyrまたはPheであり;およびX16がSer、Th
r、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項５７】
　CX2X3NNSX7X8X9X10CKX13X14RX16(SEQ ID NO:293)のアミノ酸のコア配列を含み、ここで
X2がTyrまたはPheであり、X3がPheまたはTyrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、G
ln、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、ま
たはGlyであり;X13がLysまたはArgであり;X14がTyrまたはPheであり;およびX16がSer、Th
r、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項５８】
　CYX3DDSX7X8X9X10CKX13YRX16(SEQ ID NO:294)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX3
がPheまたはTyrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9
がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysま
たはArgであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項５９】
　CYX3NDSX7X8X9X10CKX13YRX16(SEQ ID NO:295)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX3
がPheまたはTyrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9
がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysま
たはArgであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項６０】
　CYX3DNSX7X8X9X10CKX13YRX16(SEQ ID NO:296)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX3
がPheまたはTyrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9
がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysま
たはArgであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項６１】
　CYX3NNSX7X8X9X10CKX13YRX16(SEQ ID NO:297)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX3
がPheまたはTyrであり;X7がSerまたはThrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9
がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysま
たはArgであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項６２】
　CX2X3DDSSX8X9X10CKX13X14RX16(SEQ ID NO:298)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX

2がTyrまたはPheであり;X3がPheまたはTyrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9
がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysま
たはArgであり;X14がTyrまたはPheであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまた
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は存在しない、PDFRP。
【請求項６３】
　CX2X3NDSSX8X9X10CKX13X14RX16(SEQ ID NO:299)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX

2がTyrまたはPheであり;X3がPheまたはTyrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9
がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysま
たはArgであり;X14がTyrまたはPheであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまた
は存在しない、PDFRP。
【請求項６４】
　CX2X3DNSSX8X9X10CKX13X14RX16(SEQ ID NO:300)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX

2がTyrまたはPheであり;X3がPheまたはTyrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9
がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysま
たはArgであり;X14がTyrまたはPheであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまた
は存在しない、PDFRP。
【請求項６５】
　CX2X3NNSSX8X9X10CKX13X14RX16(SEQ ID NO:301)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX

2がTyrまたはPheであり;X3がPheまたはTyrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9
がVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysま
たはArgであり;X14がTyrまたはPheであり;およびX16がSer、Thr、Asn、Glnであるかまた
は存在しない、PDFRP。
【請求項６６】
　CYX3DDSSX8X9X10CKX13YRX16(SEQ ID NO:302)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX3が
PheまたはTyrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAla
であり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysまたはArgであり;およびX16がSe
r、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項６７】
　CYX3NDSSX8X9X10CKX13YRX16(SEQ ID NO:303)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX3が
PheまたはTyrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAla
であり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysまたはArgであり;およびX16がSe
r、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項６８】
　CYX3DNSSX8X9X10CKX13YRX16(SEQ ID NO:304)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX3が
PheまたはTyrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAla
であり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysまたはArgであり;およびX16がSe
r、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【請求項６９】
　CYX3NNSSX8X9X10CKX13YRX16(SEQ ID NO:305)のアミノ酸のコア配列を含み、ここでX3が
PheまたはTyrであり;X8がAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9がVal、Ile、Leu、またはAla
であり;X10がIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13がLysまたはArgであり;およびX16がSe
r、Thr、Asn、Glnであるかまたは存在しない、PDFRP。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、一般的に、組織分化因子(TDF)類似体に関する。より詳細には、本発明は、T
DF様受容体の機能的モジュレーターとして働く分子を同定、設計、および製造する際に有
用である、構造に基づく方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　細胞分化は、胚形成の間に開始し、成体組織の修復および再生のメカニズムにおいて生
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物の寿命を通して様々な程度まで継続する、組織形態形成の中心的な特徴である。成体組
織における形態形成の程度は異なる組織間で変化し、とりわけ、所定の組織中の細胞のタ
ーンオーバーの程度に関連する。
【０００３】
　細胞の分化のために刺激を支配する細胞および分子の事象は、集中的に研究されている
領域である。医学および獣医学の分野において、細胞分化および組織形態形成を制御する
因子の発見は、疾患を有し、傷害を受け、または損傷した哺乳動物の組織および器官を修
復および再生する能力を有意に進歩させることが予測されている。ヒトおよび獣医学的な
治療のために特に有用な領域には、再建外科、例えば、関節炎、気腫、骨粗鬆症、心筋症
、肝硬変、変性神経疾患、炎症性疾患、および癌を含む組織変性疾患の治療が含まれ、な
らびに、この領域は、組織、器官および肢の保護および/または再生においてである。「
形態形成性(morphogenetic)」および「形態形成的(morphogenic)」という用語はしばしば
交換可能に使用される。
【０００４】
　細胞分化において役割を果たすようである多数の異なる因子が近年単離されてきた。最
近、「トランスフォーミング成長因子ベータ(TGFベータ;TGFβ)スーパーファミリーのペ
プチド」と当技術分野で呼ばれる構造的に関連するポリペプチドの「スーパーファミリー
」の独特なサブファミリーが組織モルフォゲンとして同定されてきた。
【０００５】
　組織形態形成ポリペプチドのこの独特な「サブファミリー」のメンバーは、保存性の6
個または7個のシステイン骨格を含む、それらの形態学的に活性なC末端ドメイン中で実質
的なアミノ酸配列相同性を共有し、ならびに種々の器官および組織における組織特異的な
形態形成を誘導するインビボ活性を共有する。これらのポリペプチドは、例えば、適切な
細胞表面分子を結合すること、形態形成的に許容される環境において細胞を増殖および分
化するように傾かせること、またはさもなくばそのように刺激することによって、前駆細
胞と明白に接触し、これと相互作用する。TGFベータポリペプチドスーパーファミリーの
種々のメンバーの細胞表面受容体の結合に関する最近の研究は、これらのペプチドが、I
型受容体およびII型受容体と呼ばれる2つの異なる受容体との相互作用によってそれらの
活性を媒介することを示唆している。I型受容体またはII型受容体は、両方ともセリン/ス
レオニンキナーゼであり、類似の構造:キナーゼ、1回膜に広がるために十分である短い、
幅のある疎水性配列から本質的になる細胞内ドメイン、ならびに高濃度の保存性システイ
ンによって特徴付けられる細胞外ドメインを共有する。
【０００６】
　形態形成ポリペプチドは、天然に存在する組織によって必要とされるような、任意の血
管新生化、結合組織形成、および神経支配を含む、新規な器官特異的組織の形成において
最高になる細胞および分子的事象の発生学的なカスケードを誘導することが可能である。
これらのポリペプチドは、歯周組織、象牙質、肝臓、心臓、腎臓および網膜組織を含む神
経組織と同様に、軟骨および骨の形態形成を誘導することが示されてきた。
【０００７】
　これらの組織形態形成ポリペプチドは、これらがC末端ドメインの高度な配列同一性を
共有するという点、および組織形態形成ポリペプチドが、それら自体に対して、線維化(
瘢痕)組織の形成を単に誘導するのではなく、機能的な組織の形成を生じる完全な事象の
カスケードを誘導することが可能であるという点で、TGFベータスーパーファミリーの他
のメンバーとは異なる独特なスーパーファミリーのポリペプチドとして当技術分野におい
て認識されている。詳細には、形態形成ポリペプチドのファミリーのメンバーは、形態形
成的に許容される環境において、以下のすべてが可能である:細胞増殖および細胞分化を
刺激すること、ならびに分化した細胞の成長および維持を支持すること。これらの形態形
成ポリペプチドはまた、エンドクリン、パラクリンまたはオートクラインの因子として働
く可能性がある。
【０００８】
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　それらの生物学的活性の結果として、損傷したかまたは疾患を有する哺乳動物組織を治
療するためのモルフォゲンに基づく治療の開発に向けて顕著な労力が向けられており、こ
れには例えば、骨折などの骨の欠損の再生的な治癒を誘導するための治療組成物、ならび
に疾患を有する組織、例えば、骨減少性骨組織における健常な代謝的特性を保存または回
復するための治療組成物が含まれる。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は、TGFベータスーパーファミリーポリペプチドに類似する特性を有する組成物
、および異常なレベルのTGFベータ様ポリペプチドによって特徴付けられる疾患状態を有
する被験体の予防的および治療的処置のための方法に関する。より詳細には、これらの組
成物および方法は、骨形成タンパク質様特性を有し、およびこれに関連する疾患を治療ま
たは予防する際に有用である。
【００１０】
　1つの局面において、本発明は、SEQ ID NO:1～314からなる群より選択されるアミノ酸
配列を有する組織分化因子関連ポリペプチド(TDFRP)化合物を含み、さらに、SEQ ID NO:1
～314のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む。これらのポリペプチドおよ
びポリヌクレオチドの配列の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、ならびにこ
れらに関連する低分子もまた含まれる。1つの態様において、TDFRP化合物は、例えば、TG
Fベータスーパーファミリー受容体であるがこれに限定されない、組織分化因子受容体(TD
FR)を発現する細胞の膜を横切るシグナル伝達を調節する。別の態様において、本発明は
、TDFRP化合物をコードする単離された核酸分子を含む。なお別の態様において、この単
離された核酸はベクターであり、このベクターは、核酸に作動可能に連結することができ
るプロモーター配列を任意に含んでもよく、ここでプロモーターが核酸分子の発現を引き
起こす。1つの態様において、プロモーターは誘導性である。なお別の態様において、ベ
クターは、原核細胞または真核細胞などの細胞、好ましくは哺乳動物細胞、またはより好
ましくはヒト細胞に形質転換される。さらに別の態様において、ベクターは、哺乳動物細
胞に感染することが可能であり、ウイルスに感染した動物においてSEQ ID NO:1～314のポ
リペプチドの発現を引き起こすことが可能であるウイルスベクターである。
【００１１】
　別の局面において、本発明は、薬学的に許容される担体を伴うかまたは伴わない、TDFR
P化合物を有する薬学的組成物を含む。
【００１２】
　なお別の局面において、本発明は、TDFRP化合物を免疫特異的に結合するTDFRP化合物ま
たはそのフラグメントに対する抗体を含む。1つの態様において、この抗体は、例えば、F
ab、(Fab)2、FvまたはFcフラグメントであるがこれらに限定されない抗体フラグメントで
ある。別の態様において、この抗体またはそのフラグメントはモノクローナル抗体である
。なお別の態様において、この抗体またはフラグメントはヒト化抗体である。さらに別の
態様において、本発明は、薬学的に許容される担体を伴うかまたは伴わない、SEQ ID NO:
1～314またはSEQ ID NO:1～314の少なくとも6個の連続するアミノ酸残基に対して免疫特
異的である抗体または抗体フラグメントを含む。なお別の態様において、本発明は、薬学
的に許容される担体を伴うかまたは伴わない、SEQ ID NO:1～314のポリペプチドまたは核
酸配列を有する薬学的組成物、抗体または抗体フラグメントを含む。
【００１３】
　なお別の局面において、本発明は、TDFRP化合物を調製するための方法を含み、この方
法は、TDFRP化合物の発現を提供する条件下でSEQ ID NO:1～314をコードする核酸を含む
細胞を培養する工程、および発現されたTDFRP化合物を回収する工程を有する。
【００１４】
　さらに別の局面において、本発明は、試料中のTDFRP化合物の存在または量を決定する
ための方法を含み、この方法は、試料を提供する工程、TDFRP化合物を免疫特異的に結合
する、SEQ ID NO:1～314に対する抗体または抗体フラグメントと試料を接触する工程、お
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よびTDFRP化合物に結合した抗体の存在または量を決定し、それによって試料中のTDFRP化
合物の存在または量を決定する工程を有する。
【００１５】
　なお別の局面において、本発明は、試料中のSEQ ID NO:1～314をコードする核酸分子の
存在または量を決定するための方法を含み、この方法は、試料を提供する工程、この核酸
分子にハイブリダイズする核酸プローブと試料を接触させる工程、およびこの核酸分子に
ハイブリダイズした核酸プローブの存在または量を決定し、それによって、試料中の核酸
分子の存在または量を決定する工程を有する。
【００１６】
　別の局面において、本発明は、SEQ ID NO:1～314に結合する候補化合物を同定する方法
を含み、この方法は、この化合物をTDFRP化合物と接触させる工程、および候補化合物がT
DFRP化合物に結合するか否かを決定する工程を有する。
【００１７】
　1つの局面において、本発明は、組織分化因子関連障害を治療または予防する方法を含
み、この方法は、被験体における組織分化因子関連障害を治療または予防するために十分
な量で、そのような治療または予防が所望される被験体にTDFRP化合物を投与する工程を
含む。1つの態様において、組織分化因子関連障害は、組織変性疾患および組織再生から
なる群より選択される。別の態様において、組織変性疾患は、腎臓病、心臓病、外傷性脳
損傷、脳卒中、アテローム性動脈硬化症、関節炎、気腫、骨粗鬆症、心筋症、肝硬変、変
性神経疾患、ホールト-オーラム疾患、先天性疾患、肺疾患、眼疾患、糖尿病性腎症、変
性骨疾患、歯周病、慢性腎疾患、糖尿病、循環器病、炎症性疾患、免疫疾患、骨疾患、生
殖器疾患、造血性疾患、または癌である。別の態様において、組織再生には、筋肉(特に
心筋)、樹状組織、神経組織、腎臓組織、脳組織、骨組織、皮膚組織、肺組織、筋肉組織
、卵巣組織、精巣組織、心臓組織、脾臓組織、軟骨組織、神経組織、歯周組織、象牙質組
織、肝臓組織、血管組織、結合組織、リンパ組織、造血組織、または腎組織の再生が含ま
れる。さらに別の態様において、本発明は、被験体における組織分化因子関連障害を治療
または予防するために十分な量の請求項5記載の核酸を、そのような治療または予防が所
望される被験体に投与することによって、組織分化因子関連障害を治療または予防する方
法を含む。別の態様において、本発明は、組織分化因子関連障害を治療または予防するた
めに十分な量のTDFRP化合物を移植またはエクスビボ培養するために投与する工程によっ
て、組織分化因子関連障害を治療または予防する方法を含む。1つの態様において、被験
体はヒト被験体である。別の態様において、被験体は動物被験体である。
【００１８】
　1つの局面において、本発明は、1つまたは複数の容器、薬学的TDFRP組成物およびその
中の内容物を使用するための説明書を有するキットを含む。
【００１９】
　なお別の局面において、本発明は、第1の哺乳動物被験体における組織分化因子受容体
のレベルの変化と関連する疾患の存在またはそれに対する素因を決定するための方法を含
み、この方法は、第1の哺乳動物被験体からの試験試料を提供する工程;第1の哺乳動物被
験体からの試験試料をTDFRP化合物と接触させる工程、化合物/組織分化因子受容体複合体
のレベルを検出する工程、第1の哺乳動物被験体からの試料中の組織分化因子受容体の発
現のレベルを定量する工程;および疾患を有さないか、または疾患に対する素因がないこ
とが知られている第2の哺乳動物被験体からの対照試料中に存在する組織分化因子受容体
の量に対して、工程(a)の試料中の組織分化因子受容体の量を比較する工程を有し、ここ
で、対照試料に対して比較した第1の被験体における組織分化因子受容体の発現レベルの
変化が、疾患の存在または素因を示す。
【００２０】
　なお別の局面において、本発明は、哺乳動物における病理学的状態を治療する方法を含
み、この方法は、病理学的状態を軽減するために十分である量の化合物を哺乳動物に投与
する工程を含み、ここで、この化合物は、SEQ ID NO:1～314を含むアミノ酸配列を含む化
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合物に対して少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を有する化合物である。
【００２１】
　別の局面において、本発明は、哺乳動物の病理学的状態を治療する方法を含み、この方
法は、その病理学的状態を軽減するために十分な量であるSEQ ID NO:1～314またはその少
なくとも6個の連続するアミノ酸に対して免疫特異的である抗体またはそのフラグメント
を哺乳動物に投与する工程を含む。1つの態様において、本発明は、哺乳動物における組
織分化因子関連障害を治療する方法を含み、この方法は、TDFRP化合物の発現または活性
を調節する少なくとも1種の化合物を哺乳動物に投与する工程を含む。なお別の態様にお
いて、この組織分化因子関連障害は、腎臓病、外傷性脳損傷、脳卒中、アテローム性動脈
硬化症、関節炎、気腫、骨粗鬆症、心筋症、肝硬変、変性神経疾患、ホールト-オーラム
疾患、先天性疾患、肺疾患、眼疾患、糖尿病性腎症、変性骨疾患、腎臓病、歯周病、慢性
腎疾患、糖尿病、アテローム性動脈硬化症、循環器病、炎症性疾患、免疫疾患、骨疾患、
生殖器疾患、造血性疾患、または癌である。なお別の態様において、本発明は、化合物が
SEQ ID NO:1～314である、組織分化因子関連障害を治療する際における使用のための化合
物を含む。さらに別の態様において、本発明は、化合物がSEQ ID NO:1～314である、組織
分化因子関連障害の治療のための薬剤の製造のための化合物の使用を含む。
【００２２】
　別の局面において、本発明は、TDFRP化合物に結合する候補化合物を同定する方法を含
み、この方法は、候補化合物を提供する工程、試験化合物とTDFRP化合物の間で複合体が
形成される条件下で、候補化合物をTDFRP化合物と接触させる工程、複合体型の共結晶が
形成する条件下で複合体をインキュベートする工程、x線散乱によって複合体の構造的原
子配位を決定する工程、およびTDFRP化合物への候補化合物の結合を決定するために、複
合体の構造をモデリングする工程を有する。1つの態様において、本発明は、候補化合物
およびTDFRP化合物の結晶調製物を含む。別の態様において、この複合体は結晶化されな
いが、この複合体は、この複合体の結合を決定するために、核磁気共鳴吸収分析または質
量分析に供せられる。
【００２３】
　別の局面において、本発明は、例えばマウスであるがこれに限定されない、トランスジ
ェニック非ヒト哺乳動物を提供し、これは、非ヒト哺乳動物細胞中でSEQ ID NO:1～314を
コードする核酸をゲノムに組み込まれており、調節領域である第1の配列セグメント、お
よびTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド配列である第2の配列セグメントを有し、
ここで、第1の配列セグメントは第2の配列セグメントに作動可能に連結されている。1つ
の態様において、第1のセグメントは、調節可能な配列エレメントであり、これは、細胞
または組織特異的調節に供される。1つの態様において、本発明は、非ヒトトランスジェ
ニック哺乳動物から誘導されるか、またはそこから培養される、組織または細胞を含む。
【００２４】
　別の局面において、本発明は、哺乳動物に移植された場合に、その哺乳動物における障
害を予防または治療する、コーティングされた移植可能な医療用デバイスを提供する。移
植可能な医療用デバイス上のコーティングは、SEQ ID NO:1～314からなる群より選択され
るアミノ酸配列またはSEQ ID NO:1～314をコードするポリヌクレオチド、およびその改変
体、類似体、相同体、またはフラグメントを含むことができる。
【００２５】
　別の局面において、本発明は、移植可能な医療用デバイスを入手すること、およびこの
医療用デバイスをコーティングすることによって、デバイスを哺乳動物への適切な型の移
植にする方法を提供する。移植可能デバイス上のコーティングは、SEQ ID NO:1～314から
なる群より選択されるアミノ酸配列またはSEQ ID NO:1～314をコードするポリヌクレオチ
ド、およびその改変体、類似体、相同体、またはフラグメントを含むことができる。
【００２６】
　別の局面において、本発明は、哺乳動物における障害を予防または治療するためにデバ
イスを使用する方法を提供する。この方法は、障害を有する哺乳動物を同定する工程、次
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いで、SEQ ID NO:1～314からなる群より選択されるアミノ酸配列またはSEQ ID NO:1～314
をコードするポリヌクレオチド、およびその改変体、類似体、相同体、またはフラグメン
トからなるコーティングをさらに有する移植可能な医療用デバイスを入手する工程;およ
び哺乳動物にこのデバイスを移植する工程を含む。1つの態様において、このデバイスは
、循環系の障害を有する哺乳動物に移植される。
【００２７】
　本発明の別の局面は、組織分化因子関連障害または疾患を治療または予防する方法に関
し、この方法は、そのような治療または予防が所望される被験体に、被験体における組織
分化因子関連障害または疾患を治療または予防するために十分な量である、1種または複
数の治療剤と組み合わせた少なくとも1種のTDFRP化合物を投与する工程を含む。例えば、
このような治療剤は、TDF受容体についての低分子模倣体、TDFアゴニスト、TDFアンタゴ
ニスト、骨形成タンパク質、ACE阻害剤、抗新生物剤、抗生物質、ワクチン、免疫抑制剤
、抗高血圧剤およびヘッジホッグシグナル伝達経路のメディエーターを含む。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】TDFRPはI型受容体に示差的に結合する。TDFRP化合物(SEQ ID NO:45)はALK-6と比
較した場合にALK-3に選択的に結合する。
【図２】SEQ ID NO:16、24、33、43、45、209、229による血管内皮細胞中でのSmadリン酸
化である。
【図３】化合物SEQ ID NO:16および45に応答したLNCaPヒト前立腺癌細胞におけるsmad 1/
5のリン酸化についてのインビトロデータである。SEQ ID NO:16は不活性であるように設
計された。
【図４】片側尿路閉塞(UUO)モデルの模式図である。
【図５】片側尿路閉塞のマウスモデルにおけるスレイソス（Thrasos）化合物またはBMP-7
による慢性腎損傷の逆転である。A:賦形剤処理動物の腎切片、B:BMP-7のip投与(300μg/k
g/48時間)を受けた動物の腎切片、C:スレイソス化合物(5mg/kg/24時間)の経口投与を受け
た動物の腎切片、D.スレイソス化合物(5mg/kg/24時間)を受けた動物の腎切片。屠殺:5日
目。スレイソス化合物投与は、尿細管間質性線維症の進行を有意に減弱したことに注目さ
れたい。
【図６】片側尿路閉塞のマウスモデルにおけるスレイソス化合物またはBMP-7による慢性
腎損傷の逆転である。A:賦形剤処理動物の腎切片、B:BMP-7のip投与(300μg/kg/48時間)
を受けた動物の腎切片、C:スレイソス化合物(5mg/kg/24時間)の経口投与を受けた動物の
腎切片、D.スレイソス化合物(50mg/kg/24時間)を受けた動物の腎切片。屠殺:7日目。スレ
イソス化合物投与は、尿細管間質性線維症の進行を有意に減弱したことに注目されたい。
【図７Ａ】ストレプトゾトシン(STZ)-誘導性糖尿病性腎症のCD1マウスモデルにおけるス
レイソス化合物SEQ ID NO:45による間質性線維症の逆転である。A:実験プロトコールの模
式図、B:賦形剤処理動物の腎切片、C:スレイソス化合物のip投与(5mg/kg/24時間)を受け
た動物の腎切片。屠殺:処理の1ヶ月後。化合物投与は、腎間質性線維症を効果的に逆転し
たしたことに注目されたい。
【図７Ｂ】ストレプトゾトシン(STZ)-誘導性糖尿病性腎症のCD1マウスモデルにおけるス
レイソス化合物SEQ ID NO:45による間質性線維症の逆転である。A:実験プロトコールの模
式図、B:賦形剤処理動物の腎切片、C:スレイソス化合物のip投与(5mg/kg/24時間)を受け
た動物の腎切片。屠殺:処理の1ヶ月後。化合物投与は、腎間質性線維症を効果的に逆転し
たしたことに注目されたい。
【図７Ｃ】ストレプトゾトシン(STZ)-誘導性糖尿病性腎症のCD1マウスモデルにおけるス
レイソス化合物SEQ ID NO:45による間質性線維症の逆転である。A:実験プロトコールの模
式図、B:賦形剤処理動物の腎切片、C:スレイソス化合物のip投与(5mg/kg/24時間)を受け
た動物の腎切片。屠殺:処理の1ヶ月後。化合物投与は、腎間質性線維症を効果的に逆転し
たしたことに注目されたい。
【図８Ａ】腎毒性血清腎炎のマウスモデルにおけるスレイソス化合物による腎線維症進行
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の減弱である。A:賦形剤処理動物の腎切片、B:化合物SEQ ID NO:45の経口投与(5mg/kg/24
時間)を受けた動物の腎切片。化合物は、腎線維症の進行を有意に減弱したことに注目さ
れたい。
【図８Ｂ】腎毒性血清腎炎のマウスモデルにおけるスレイソス化合物による腎線維症進行
の減弱である。A:賦形剤処理動物の腎切片、B:化合物SEQ ID NO:45の経口投与(5mg/kg/24
時間)を受けた動物の腎切片。化合物は、腎線維症の進行を有意に減弱したことに注目さ
れたい。
【図９】アルシアンブルー染色によって決定されるような細胞外マトリックス沈着の増加
をもたらす、滑膜に由来する間葉幹細胞の軟骨形成分化に対する、化合物SEQ ID NO:16、
33、45、217、221の影響である。SEQ ID NO:16、33、45、217、および221は、それぞれ、
E、A、C、B、およびDに対応する。
【図１０】列の上に示したアッセイ法を使用するHK-2細胞におけるインビトロ化合物活性
である。
【図１１】列の見出しに示した受容体細胞外ドメインについてのインビトロ化合物結合活
性である。
【図１２】列の上に示したアッセイ法を使用する心筋細胞におけるインビトロ化合物活性
である。
【図１３】齧歯類における皮下移植アッセイ法である。パネルA:5μgのBMP-7+25mgの鉱質
除去された骨マトリックス(DBM)、またはパネルB:10mgのアルギン酸カップリングされたS
EQ ID NO:38化合物を各ラットの筋肉に移植する。BMP-7+DBMは異所性の骨形成を誘導した
のに対し(パネルA)、アルギン酸カップリングされたスレイソス化合物は失敗した(パネル
B)ことに注目されたい。
【図１４】化合物SEQ ID NO:45はHK-2細胞中でシスプラチン誘導性アポトーシスを阻害す
る:A)正常細胞-シスプラチンなし、B)10μMシスプラチンを有する細胞、C)10μMシスプラ
チンおよび500μM化合物を予防的に投与した細胞、D)10μMシスプラチンおよび500μM化
合物を治療的に投与した細胞。
【図１５】化合物SEQ ID NO:45によるHK-2細胞におけるSmad1移行である:A)化合物なし、
B)1.3μM化合物、C)33μM化合物。
【図１６】心筋傷害のLAD閉塞モデルの模式図である:A)虚血を作製するために結紮した左
前下行冠状動脈、B)梗塞領域(IA)、C)影響を受けていない潅流領域、屠殺の際に青色染色
、D)心室管腔、E)およその局所的境界、F)影響を受けた(虚血)領域(AR)。再潅流傷害はア
ポトーシスをもたらす。
【図１７Ａ】化合物SEQ ID NO:45は、心筋梗塞のLAD閉塞モデルにおいて壊死領域対リス
ク領域比(IA/AR)を減少する。
【図１７Ｂ】化合物SEQ ID NO:45は、心筋梗塞のLAD閉塞モデルにおいて心臓炎症の程度
を減少する。
【図１８】化合物SEQ ID NO:45は、シスプラチン誘導性の血清中のクレアチンレベルを減
少する:A)シスプラチンのみで処理されたラット;シスプラチンおよび用量レベル:B)0.28m
g/kg bw、C)2.8mg/kg bwおよびD)28mg/kg bwの化合物で処理したラット;シスプラチンお
よびE)30μg/kg bwおよびF)200μg/kgのbw rhmBMP-7で処理されたラット。白色矢印は予
防的投薬時間(-2時間)および治療的投薬時間を示し;黒矢印は時間ゼロにおけるシスプラ
チン投薬を示す。
【図１９】H&E染色した腎切片である:A)シスプラチンのみで処理したラットから、B)シス
プラチンおよび2.8mg/kg bwである化合物SEQ ID NO:45で処理したラットからである。
【図２０】腎皮質近位尿細管拡張の組織形態計測である。
【図２１】A)シスプラチンのみを受けたラットおよびシスプラチンおよびB)SEQ ID NO:45
を受けたラットからの抗ICAM-1抗体で染色した切片である。
【図２２】増殖細胞核抗原(PCNA)についての腎臓切片の示差的染色である:B)シスプラチ
ンのみを受けたラットおよびシスプラチンおよび化合物SEQ ID NO:45を受けたラットから
、A)抗平滑筋アクチン抗体で染色した切片。
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【図２３】腎皮質細胞増殖の組織形態計測である(PCNA染色)。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
発明の詳細な説明
定義
　「トランスフォーミング成長因子ベータ(TGFベータ)スーパーファミリーのペプチド」
は、本明細書で使用される場合、TGFβ、アクチビン、インヒビン、抗ミュラーホルモン(
AMH)、ミュラー阻害物質(MIS)、骨形成タンパク質(BMP)、およびミオスタチンを含むがこ
れらに限定されない、多くの多機能サイトカインから構成される、多面的機能を有するポ
リペプチド因子のスーパーファミリーをいう。高度に類似のTGFβアイソフォーム、TGFβ
1、TGFβ2、およびTGFβ3は、内皮起源からのものを含む、多くの細胞型の細胞増殖を強
力に阻害する。しかし、大部分の間葉細胞は、TGFβによるそれらの増殖において刺激さ
れる。加えて、TGFβは、細胞外マトリックス合成およびインテグリン発現を強力に誘導
し、ならびに免疫応答を調節する。骨原性タンパク質(OP)としてもまた知られるBMPは、
骨および軟骨形成の強力なインデューサーであり、腹側中胚葉の誘導、神経組織の分化、
および器官形成において重要な発生的役割を果たす。脳下垂体からの卵胞刺激ホルモン(F
SH)分泌のアクチベーターとしてのそれらの初期の同定後に命名されたアクチビンはまた
、赤血球生成を促進し、背側中胚葉誘導を媒介し、および神経細胞の生存に寄与すること
が知られている。TGFβスーパーファミリーに属するいくつかの成長因子は、胚パターン
形成および組織恒常性において重要な役割を果たす。これらの不適切な機能は、線維症、
関節リウマチ、および発癌のような病理学的な状況に関連付けられてきた。組織分化因子
(TDF)という用語は、本明細書で使用される場合、TGFベータスーパーファミリーのポリペ
プチドのすべてのメンバーを含むがこれらに限定されない。TGFベータスーパーファミリ
ーポリペプチドは、TGFベータスーパーファミリー受容体のアンタゴニストまたはアゴニ
ストであり得る。
【００３０】
　「トランスフォーミング成長因子ベータ(TGFベータ)スーパーファミリー受容体」は、
本明細書で使用される場合、トランスフォーミング成長因子β(TGFβ)スーパーファミリ
ーポリペプチドの多面的効果を媒介するポリペプチド受容体、ならびにそのフラグメント
、類似体、および相同体をいう。このような受容体には、I型およびII型セリン/スレオニ
ンキナーゼ受容体の別個の組み合わせが含まれてもよいがこれらに限定されない。組織分
化因子受容体(TDF)という用語は、本明細書で使用される場合、TGFベータスーパーファミ
リーの受容体のすべてのメンバーを含むがこれらに限定されない。
【００３１】
　「芳香族アミノ酸」とは、本明細書で使用される場合、共役電子系(芳香族基)を有する
少なくとも1つの環を含む側鎖を有する疎水性アミノ酸をいう。この芳香族基は、アルキ
ル基、アルケニル基、アルキニル基、ヒドロキシル基、スルファニル基、ニトロ基および
アミノ基などの置換基でさらに置換されてもよい。遺伝的にコードされる芳香族アミノ酸
の例には、フェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファンが含まれる。一般的に遭遇
する遺伝的にコードされない芳香族アミノ酸には、フェニルグリシン、2-ナフチルアラニ
ン、ベータ-2-チエニルアラニン、1,2,3,4-テトラヒドロイソキノリン-3-カルボン酸、4-
クロロフェニルアラニン、2-フルオロフェニルアラニン、3-フルオロフェニルアラニン、
および4-フルオロフェニルアラニンが含まれる。
【００３２】
　「脂肪族アミノ酸」とは、本明細書で使用される場合、飽和または不飽和の、直鎖、分
枝鎖または環状炭化水素側鎖を有する非極性アミノ酸をいう。遺伝的にコードされる脂肪
族アミノ酸の例には、アラニン、ロイシン、バリンおよびイソロイシンが含まれる。遺伝
的にコードされない脂肪族アミノ酸の例にはノルロイシン(Nle)が含まれる。
【００３３】
　「酸性アミノ酸」とは、本明細書で使用される場合、7未満の側鎖pK値を有する親水性
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アミノ酸をいう。酸性アミノ酸は、典型的には、水素イオンの喪失に起因して、生理学的
pHで負に荷電した側鎖を有する。遺伝的にコードされる酸性アミノ酸の例には、アスパラ
ギン酸(アスパルテート)およびグルタミン酸(グルタメート)が含まれる。
【００３４】
　「塩基性アミノ酸」とは、本明細書で使用される場合、7より高い側鎖pK値を有する親
水性アミノ酸をいう。塩基性アミノ酸は、典型的には、ヒドロニウムイオンとの結合に起
因して生理学的pHで正に荷電した側鎖を有する。遺伝的にコードされる塩基性アミノ酸の
例には、アルギニン、リジンおよびヒスチジンが含まれる。遺伝的にコードされない塩基
性アミノ酸の例には、非環状アミノ酸オルニチン、2,3-ジアミノプロピオン酸、2,4-ジア
ミノ酪酸およびホモアルギニンが含まれる。
【００３５】
　「極性アミノ酸」とは、本明細書で使用される場合、生理学的pHで荷電されていない側
鎖を有するが、2つの原子によって共通して共有される電子対が、1つの原子によってより
密接に保持される結合を有する、親水性アミノ酸をいう。遺伝的にコードされる極性アミ
ノ酸の例には、アスパラギンおよびグルタミンが含まれる。遺伝的にコードされない極性
アミノ酸の例には、シトルリン、Nアセチルリジンおよびメチオニンスルホキシドが含ま
れる。
【００３６】
　当業者によって認識されるように、上記の分類は絶対的ではなく、いくつかのアミノ酸
は複数の特徴的な性質を示し、従って複数のカテゴリーに含めることができる。例えば、
チロシンは、芳香族環と極性ヒドロキシル基の両方を有する。従って、チロシンは二重の
特性を有し、芳香族と極性の両方のカテゴリーに含めることができる。
【００３７】
　「被験体」とは、本明細書で使用される場合、好ましくは、ヒトなどの哺乳動物である
が、また、動物、例えば、飼育されている動物(例えば、イヌ、ネコなど)、家畜(例えば
、ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマなど)および実験用動物(例えば、ラット、マウス、モルモッ
トなど)でもあり得る。
【００３８】
　化合物の「有効量」とは、本明細書で使用される場合、所望の治療的および/または予
防的効果を達成するために十分な量、例えば、治療される疾患、例えば、上記に列挙され
たTGFベータスーパーファミリーポリペプチドと関連する疾患と関連する徴候の予防また
はその減少を生じる量である。被験体に投与される化合物の量は、疾患の型および重篤度
、ならびに個体の特性、例えば、一般的な健康、年齢、性別、体重および薬物に対する耐
性などに依存する。これはまた、疾患の程度、重篤度および型にも依存する。当業者は、
これらおよび他の要因に依存して適切な投薬量を決定することができる。典型的には、治
療的または予防的な効果を達成するために十分な本発明の化合物の有効量は、1日あたり
キログラム体重あたり約0.000001mgから、1日あたりキログラム体重あたり約10,000mgま
での範囲である。好ましくは、投薬量の範囲は、1日あたりキログラム体重あたり約0.000
1mgから、1日あたりキログラム体重あたり約100mgまでである。本発明の化合物はまた、
互いに、または1種もしくは複数のさらなる治療化合物と組み合わせて投与することがで
きる。
【００３９】
　「単離された」または「精製された」ポリペプチドまたはその生物学的に活性な部分は
、その組織分化因子関連ポリペプチドがそこに由来する細胞もしくは組織供給源からの細
胞物質もしくは他の夾雑ポリペプチドを実質的に含まないか、または化学合成された場合
には化学前駆体もしくは他の化学物質を実質的に含まない。
【００４０】
　「細胞物質を実質的に含まない」とは、本明細書で使用される場合、ポリペプチドが、
それがそこから単離されたかまたは組換えにより産生される細胞の細胞成分から分離され
ている、組織分化因子関連ポリペプチドの調製物を含む。1つの態様において、「細胞物
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質を実質的に含まない」という言葉は、約30%(乾燥重量による)未満の非組織分化因子関
連ポリペプチド(本明細書では「夾雑ポリペプチド」とも呼ばれる)、より好ましくは、約
20%未満の非組織分化因子関連ポリペプチド、なおより好ましくは、約10%未満の非組織分
化因子関連ポリペプチド、および最も好ましくは、約5%未満の非組織分化因子関連ポリペ
プチドを有する組織分化因子関連ポリペプチドの調製物を含む。組織分化因子関連ポリペ
プチドまたはその生物学的に活性な部分が組換え産生される場合、これはまた、好ましく
は、培地を実質的には含まず、すなわち、培地は、約20%未満、より好ましくは10%未満、
および最も好ましくは約5%未満の量の組織分化因子関連ポリペプチド調製物を表す。
【００４１】
　「化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」という言葉は、本明細書で使用
される場合、組織分化因子関連ポリペプチドが、化学前駆体またはポリペプチドの合成に
関与する他の化学物質から分離されている、組織分化因子関連ポリペプチドの調製物を含
む。1つの態様において、「化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」という
言葉は、約30%(乾燥重量による)未満の化学前駆体または非組織分化因子関連化学物質、
より好ましくは、約20%未満の化学前駆体または非組織分化因子関連化学物質、なおより
好ましくは、約10%未満の化学前駆体または非組織分化因子関連化学物質、および最も好
ましくは、約5%未満の化学前駆体または非組織分化因子関連化学物質を有する組織分化因
子関連ポリペプチドの調製物を含む。
【００４２】
　「改変体」という用語は、本明細書で使用される場合、本発明の化合物とは異なるが、
その本質的な特性を保持している化合物をいう。この非限定的な例は、縮重改変体として
一般的に知られる、参照化合物に関して保存性置換を有するポリヌクレオチドまたはポリ
ペプチド化合物である。改変体の別の非限定的な例は、構造的に異なるが、本発明の化合
物の同じ活性ドメインを保持している化合物である。改変体には、N末端もしくはC末端の
伸長、キャップを有するアミノ酸、反応性アミノ酸側鎖官能基の修飾、例えば、リジン残
基からの分枝、ペグ化、および/またはポリペプチド化合物の短縮が含まれる。一般的に
、改変体は、全体的に密接に類似しており、および多くの領域において、本発明の化合物
と同一である。従って、改変体は、コード領域、非コード領域、またはその両方において
変化を含んでもよい。
【００４３】
　「低分子」は、本明細書で使用される場合、約5kDa未満、およびより好ましくは約2kDa
未満の分子量を有する組成物をいう。低分子は、例えば、核酸、ペプチド、ポリペプチド
、糖ペプチド、ペプチド模倣体、炭水化物、脂質、リポ多糖類、これらの組み合わせ、ま
たは他の有機分子もしくは無機分子であり得る。
【００４４】
　「虚血」または「虚血の発症」という用語は、本明細書で使用される場合、組織への血
液または酸素の供給の欠損を生じる任意の状況を意味する。従って、中枢神経系の虚血の
発症は、例えば、大脳、小脳または脳幹の部位であるがこれらに限定されない脳の任意の
部位への血液または酸素の供給の不足または中断から生じる。これもまた中枢神経系の一
部である脊髄は、血流の減少または酸素の欠乏から生じる虚血を同様に受けやすい。虚血
の発症は、血栓または塞栓の場合において起こるのと同様に、血管の狭窄または閉塞によ
って引き起こされる可能性がある。または、虚血の発症は、上記に説明したように、心停
止を含む、任意の型の損なわれた心機能から生じる可能性がある。この欠損が十分に重篤
かつ長い場合には、これは、生理学的機能の破壊、引き続くニューロンの死、および患部
の壊死(梗塞)をもたらし得る。損傷から生じる神経学的な異常の程度および型は、梗塞の
位置およびサイズまたは虚血の病巣に依存する。虚血が脳卒中と関連する場合、これはそ
の程度が全体的であるか、または局所的であるかのいずれかであり得る。虚血は、腎臓を
含む他の組織または器官において発生し得る。血流の回復または再灌流は、組織損傷を引
き起こすことが知られている一連の細胞応答をもたらす。
【００４５】
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詳細な説明
　TGFβポリペプチドスーパーファミリーは、I型受容体およびII型受容体と呼ばれる2つ
の異なる受容体(表1)との相互作用によってそれらの活性を媒介する。表1に要約したよう
に、現在、知られている7つの異なるI型アクチビン様キナーゼ受容体(本明細書中以後、
「ALK」)が存在する。
【００４６】
　（表１）

【００４７】
　I型受容体およびII型受容体のリガンド結合は、下流のシグナルカスケードに必要であ
るI型受容体のリン酸化および活性化を生じる。I型受容体によって活性化されるSmadタン
パク質は、核にシグナルを運び、および他のタンパク質と一緒に転写応答を指向する。ア
クチビンおよびTGFβについてのI型受容体は、II型受容体に結合されたリガンドのみを認
識することができる。対照的に、II型受容体は、I型受容体とは独立してリガンドを結合
することができるが、これらは、I型受容体なしではシグナル伝達することが不可能であ
る。従って、シグナル伝達の特異性は、I型受容体およびII型受容体の組み合わせによっ
て決定される(表2)。
【００４８】
　ALK受容体のリガンド結合特異性は表2に要約される。この表は、ALK受容体へのリガン
ド結合を記載する、公開された文献の報告、特許、および特許出願を引用する。これらの
引用は、前記の「参考文献一覧表」において詳述される。本願に現れるすべての参考文献
の内容は、それらの全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【００４９】
　（表２）
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【００５０】
　I型脊椎動物受容体は、キナーゼドメインにおけるそれらの配列相同性およびそれらの
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シグナル伝達活性に従って、2つの異なるグループに分けることができる。1つのグループ
は、5型アクチビン様受容体(本明細書以後、ALK-5)、ALK-4、およびALK-7を含む。他方の
グループは、ALK-1、ALK-2、ALK-3、およびALK-6を含む。ALK受容体は、組織間で示差的
に発現され、および胚発生の間に調節される(表3)。
【００５１】
　ALK受容体の組織および細胞発現は表3に要約される。この表は、ALK受容体の発現を記
載する、公開された文献の報告、特許、および特許出願を引用する。これらの引用は、前
記の「参考文献一覧表」において詳述される。
【００５２】
　（表３）
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【００５３】
I. 本発明の組成物
A. TDFRP化合物
　本発明は、組織分化因子の機能的類似体である化合物、すなわち、例えば、TGFベータ
スーパーファミリー受容体アゴニストとして作用することによってTGFベータスーパーフ
ァミリータンパク質を機能的に模倣し、およびALK受容体を選択するように優先的に結合
する化合物を提供する。本発明の化合物は、低分子、より詳細には、SEQ ID NO:1～314と
して本明細書で同定される一般的構造を有するポリペプチド、すなわち、以下に詳述され
るようなTDF関連ポリペプチド(本明細書以後「TDFRP」)を含む。1つの態様において、こ
のTDFRP化合物は、別個の結合部位または特性に基づく他のALK受容体への結合親和性より
も、より大きな結合親和性で1つのALK受容体を結合する。この態様の1つの局面において
、TDFRP化合物は、ALK-6受容体へのその結合親和性よりも大きな結合親和性で、ALK-3受
容体を結合する。別の態様において、このTDFRP化合物は、示差的な親和性に基づく他のA
LK受容体への結合親和性よりも大きな結合親和性で、1つのALK受容体を結合する。このよ
うな化合物は、例えば、同じまたは別の組織中の望ましくない細胞応答を促進することな
しに、1つの組織中で細胞の成長および分化を促進することが所望される被験体への投与
のために適切である。すなわち、TDFRP化合物の設計における特異性が大きいほど、これ
は、関連したTDFRと干渉しない(例えば、ALK-3受容体に対するその特異性であるが、ALK-
6受容体に対してではない、またはその逆も同様)。これは、他の標的との望ましくない相
互作用に起因する潜在的な副作用を最小化する。例えば、ALK-3受容体は腎臓組織におい
てより優勢であるのに対して、ALK-6受容体は骨組織においてより優勢であり;天然型BMP-
7タンパク質はより高い親和性でALK-6に結合し、および腎臓病におけるBMP-7治療の潜在
的な副作用は骨形成である。TDFRP化合物は、ALK-3に対する特異性の増加およびALK-6に
対する親和性の低下のために選択および設計され(図1)、それによって、腎障害または心
筋損傷のために治療される被験体における所望されない骨形成を減少する。
【００５４】
　本発明のTDFRP化合物は、腎細胞、間葉細胞、細胞外マトリックス合成、インテグリン
発現、骨および軟骨形成、腹側中胚葉の誘導、神経組織の分化などの、被験体における細
胞および組織の成長または分化を促進するために、器官形成を促進するために、赤血球生
成を促進するために、背側中胚葉および神経組織の成長を誘導するために、組織恒常性を
促進するために、ならびに免疫応答を誘導するために適切である。対照的に、とりわけ、
線維症、関節リウマチ、および発癌のような病理学的状態は、過度の組織分化因子様活性
の結果であると考えられている。従って、TGFベータスーパーファミリー受容体の機能的
アンタゴニストである化合物を提供することが、本発明のさらなる1つの目的である。TGF
ベータスーパーファミリー受容体の部分アンタゴニストおよび部分アゴニストである化合
物を提供することもまた、本発明の1つの目的である。本発明の化合物は、急性と慢性の
両方の腎臓病、ならびに脳卒中、心筋損傷および外傷性脳損傷を治療するために使用する
ことができる。
【００５５】
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　従って、TDFRP化合物は、種々の条件から生じる中枢神経系の損傷1つまたは複数の有害
な結果を治療するために使用することができる。「脳卒中」という用語は、例えば、血栓
、塞栓、および全身性低血圧と関連するがこれらに限定されない、突発性かつ劇的な神経
学的欠損から生じる、中枢神経系の損傷を意味する。他の損傷は、高血圧、高血圧性脳血
管疾患、動脈瘤の破裂、血管腫、血液疾患、心不全、心停止、心臓性ショック、腎不全、
敗血性ショック、頭部外傷、脊髄外傷、発作、腫瘍からの出血、または血液の量もしくは
圧力の他の損失によって引き起こされる可能性がある。これらの損傷は、生理学的機能の
破壊、神経細胞の引き続く死、および患部領域の壊死(梗塞)をもたらす。
【００５６】
　本発明のTDFRP化合物は、頭部への強打などの機械的な力によって引き起こされる、中
枢神経系への外傷性損傷を治療するために有用であり得る。このような外傷性組織には、
例えば、摩耗、切開、挫傷、穿刺、圧迫が含まれてもよいがこれらに限定されない。中枢
神経系に対する外傷性損傷は、哺乳動物の頭部、頸部または脊柱の任意の部位またはその
付属物との、外来性の物体の外傷性接触から生じることができる。他の型の外傷性損傷は
、体液の不適切な蓄積(例えば、正常な脳脊髄液または硝子体液の産生の遮断もしくは機
能不全、ターンオーバーもしくは量の調節、または硬膜下もしくは頭蓋内の血腫もしくは
浮腫)による哺乳動物CNS組織の狭窄または圧迫から生じることができる。同様に、外傷性
狭窄または圧迫は、転移性または原発性腫瘍などの異常な組織の塊の存在から生じること
ができる。
【００５７】
　本発明はさらに、TGFベータスーパーファミリー受容体を選択するための機能的モジュ
レーターとして作用する、TDFRP化合物を同定、設計および産生する際に有用である構造
に基づく方法に関する。
【００５８】
　本発明のTDFRP化合物は、感染または他の損傷によって引き起こされる、組織に対する
傷害を治療するために有用であり得る。このような組織の損傷には、例えば、細菌(例え
ば、内毒素媒介性)、真菌またはウイルスによる感染が含まれてもよいがこれらに限定さ
れない。
【００５９】
　これらのTDFRP化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、種相
同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。本発明のTDFRP化合物は、N末端、
例えば、SEQ ID NO:17、またはC末端、例えば、SEQ ID NO:18、またはN末端とC末端の両
方、例えば、SEQ ID NO:19がキャップされていてもよい。本発明のTDFRP化合物は、ペグ
化されてもよく、または修飾されてもよく、例えば、反応性側鎖、例えば、リジン残基を
含む任意のアミノ酸残基で分枝してもよい。本発明のTDFRP化合物は、直鎖状もしくは環
状であってもよく、またはさもなくば束縛されてもよい。TDFRPのテール配列は長さが異
なってもよい。
【００６０】
　TDFRP化合物は、天然のアミノ酸、天然でないアミノ酸、d-アミノ酸およびl-アミノ酸
、ならびにこれらの任意の組み合わせを含むことができる。特定の態様において、本発明
の化合物は、遺伝的にコードされていない一般的に遭遇するアミノ酸を含むことができる
。これらの遺伝的にコードされていないアミノ酸には以下が含まれるがこれらに限定され
ない:β-アラニン(β-Ala)および他のオメガアミノ酸、例えば、3-アミノプロピオン酸(D
ap)、2,3-ジアミノプロピオン酸(Dpr)、4-アミノ酪酸など;α-アミノイソ酪酸(Aib);ε-
アミノヘキサン酸(Aha);δ-アミノ吉草酸(Ava);N-メチルグリシンまたはサルコシン(MeGl
y);オルニチン(Orn);シトルリン(Cit);t-ブチルアラニン(t-BuA);t-ブチルグリシン(t-Bu
G);N-メチルイソロイシン(MeIle);フェニルグリシン(Phg);シクロヘキシルアラニン(Cha)
;ノルロイシン(Nle);2-ナフチルアラニン(2-Nal);4-クロロフェニルアラニン(Phe(4-Cl))
;2-フルオロフェニルアラニン(Phe(2-F));3-フルオロフェニルアラニン(Phe(3-F));4-フ
ルオロフェニルアラニン(Phe(4-F));ペニシルアミン(Pen);1,2,3,4-テトラヒドロイソキ
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ノリン-3-カルボン酸(Tic);β-2-チエニルアラニン(Thi);メチオニンスルホキシド(MSO);
ホモアルギニン(hArg);N-アセチルリジン(AcLys);2,3-ジアミノ酪酸(Dab);2,3-ジアミノ
酪酸(Dbu);p-アミノフェニルアラニン(Phe(pNH2));N-メチルバリン(MeVal);ホモシステイ
ン(hCys)およびホモセリン(hSer)。TDFRP化合物の天然には存在しない改変体は、変異誘
発技術または直接合成によって製造されてもよい。本発明のTDFRP化合物は、N末端もしく
はC末端、またはN末端とC末端の両方でキャップされてもよい。本発明のTDFRP化合物は、
ペグ化されてもよく、または修飾されてもよく、例えば、反応性側鎖、例えば、リジン残
基を含む任意のアミノ酸残基で分枝してもよい。本発明の1つの局面において、本発明のT
DFRP化合物はプロドラッグであり、すなわち、TDFRP化合物の生物学的活性は、生物学的
系をインビボまたはインビトロで接触させる際に、変化され、例えば、増加される。
【００６１】
　1つの態様において、TDFRPは、SEQ ID NO:1に示される一般構造を有するポリペプチド
である。
【００６２】
　X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11X12X13X14X15X16X17X18X19X20(SEQ ID NO:1)において、X1～
X20は互いに独立して変化し、Xは任意の天然に存在するかまたは天然に存在しないアミノ
酸であることができ、17個までのアミノ酸が存在しなくてもよい。この態様の1つの局面
において、存在しないアミノ酸は、連続していてもよいし、または連続していなくてもよ
い。別の態様において、TDFRPは、SEQ ID NO:1に示される一般構造を有するポリペプチド
であり、ここで、X1～X20は互いに独立して変化し、Xは任意の天然に存在するアミノ酸ま
たは天然に存在しないアミノ酸であり得;およびこのポリペプチドは、少なくとも2つのCy
s残基を含み、17個までのアミノ酸が存在しなくてもよい。この態様の1つの局面において
、存在しないアミノ酸は、連続していてもよいし、または連続していなくてもよい。
【００６３】
　別の態様において、TDFRPは、SEQ ID NO:2に示される一般構造を有するポリペプチドで
ある。
【００６４】
　CX2X3X4X5X6X7X8X9X10CX12X13X14X15X16(SEQ ID NO:2)において、X2～X10は、X12～X16
とともに互いに独立して変化し、X2はTyr、Ile、任意の芳香族アミノ酸、任意の脂肪族ア
ミノ酸または任意の極性アミノ酸であり;X3はPhe、Val、任意の芳香族アミノ酸、または
任意の脂肪族アミノ酸であり;X4はAspまたは任意の酸性アミノ酸であり;X5はAsp、Gluま
たは任意の酸性アミノ酸であり;X6はSer、Asnまたは任意の極性アミノ酸であり;X7はSer
または任意の極性アミノ酸であり;X8はAsn、Glnまたは任意の極性アミノ酸であり;X9はVa
lまたは任意の脂肪族アミノ酸であり;X10はIle、Val、Leuまたは任意の脂肪族アミノ酸で
あり;X12はLysまたは任意の塩基性アミノ酸であり;X13はLysまたは任意の塩基性アミノ酸
であり;X14はTyrまたは任意の極性アミノ酸であり;X15はArgまたは任意の塩基性アミノ酸
であり;およびX16はSerまたは任意の極性アミノ酸である。
【００６５】
　例えば、SEQ ID NO:2の順列に基づくがこれに限定されない代表的なTDFRP配列は、SEQ 
ID NO:3～254として本明細書で同定される、以下の表4～9に記載される。
【００６６】
　本発明の化合物は、低分子、より特定には、表4に要約される、SEQ ID NO:3～38として
本明細書で同定されるポリペプチドを含む。これらの化合物の改変体、類似体、相同体、
またはフラグメント、例えば、種相同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる
。
【００６７】
　これらの化合物は、SEQ ID NO:3～38として開示される配列中の任意のアミノ酸におけ
る一アミノ酸、二アミノ酸、三アミノ酸またはその他の複数アミノ酸の置換を含むことが
できる。置換は、天然のアミノ酸、天然でないアミノ酸、d-アミノ酸およびl-アミノ酸、
ならびにこれらの任意の組み合わせを含むことができる。これらの化合物は、例えば、少
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なくとも約3アミノ酸長からのSEQ ID NO:3～38のフラグメントであり得る。
【００６８】
　（表４）

【００６９】
　単一、二重、または三重のアミノ酸置換を有する、SEQ ID NO:38と同じ長さの代表的な
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NO:1～37は、徹底的には例証されてはいないが、記載されるように、同様に修飾すること
ができる。
【００７０】
　（表５）
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【００７１】
　SEQ ID NO:38の代表的なフラグメント(再度、例示目的のために選択される)は表6に要
約される。明白に、表6に提供される配列フラグメントは、11アミノ酸すべてを有するフ
ラグメントを含むが、より小さいかまたはより大きなフラグメント、例えば、約3個また
はそれ以上からのアミノ酸が、本発明の範囲に含まれる。
【００７２】
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　（表６）

【００７３】
　本発明の化合物はまた、低分子、より特定には、表7において部分的に同定されるペプ
チドを含む。これらの化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、
種相同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。
【００７４】
　（表７）
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　本発明の化合物はまた、低分子、より特定には、表8において部分的に同定されるペプ
チドを含む。これらの化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、
種相同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。
【００７６】
　（表８）
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　本発明の化合物はまた、低分子、より特定には、表9において部分的に同定されるペプ
チドを含む。これらの化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、
種相同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。
【００７８】
　（表９）

【００７９】
　1つの好ましい態様において、このペプチドは、アミノ酸CX2X3X4X5X6X7X8X9X10CX12X13
X14X15X16(SEQ ID NO:255)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の
脂環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の
脂環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X4はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、ま
たは任意のベータ-カルボニルアミノ酸であり;X5はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、または任
意のベータ-カルボニルアミノ酸であり;X6はSer、Thr、Cys、Met、His、または任意のベ
ータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任意のベータ-ヘ
テロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、または任意の
極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、または任意の非極
性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または任意の非極性
アミノ酸であり;X12はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸であり;X13はLy
s、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、また
は任意の芳香族アミノ酸であり;X15はArg、Lys、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸
であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、また
は存在しない。
【００８０】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSX7X8X9X10CKX13X

14RX16(SEQ ID NO:256)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
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環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、また
は任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、H
is、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、ま
たは任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００８１】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSX7X8X9X10CKX13X

14RX16(SEQ ID NO:257)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、また
は任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、H
is、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、ま
たは任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００８２】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSX7X8X9X10CKX13X

14RX16(SEQ ID NO:258)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、また
は任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、H
is、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、ま
たは任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００８３】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSX7X8X9X10CKX13X

14RX16(SEQ ID NO:259)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、また
は任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、H
is、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、ま
たは任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００８４】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSX7X8X9X10CKX13YR
X16(SEQ ID NO:260)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任
意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、
または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、また
は任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または
任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸で
あり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または
存在しない。
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【００８５】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSX7X8X9X10CKX13YR
X16(SEQ ID NO:261)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任
意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、
または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、また
は任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または
任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸で
あり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または
存在しない。
【００８６】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSX7X8X9X10CKX13YR
X16(SEQ ID NO:262)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任
意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、
または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、また
は任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または
任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸で
あり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または
存在しない。
【００８７】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSX7X8X9X10CKX13YR
X16(SEQ ID NO:263)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任
意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、
または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、また
は任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または
任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸で
あり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または
存在しない。
【００８８】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSSX8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:264)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、M
et、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、P
he、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性ア
ミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16
はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００８９】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSSX8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:265)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、M
et、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、P
he、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性ア
ミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16
はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
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【００９０】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSSX8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:266)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、M
et、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、P
he、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性ア
ミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16
はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００９１】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSSX8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:267)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、M
et、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、P
he、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性ア
ミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16
はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００９２】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSSX8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:268)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met
、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミ
ノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、
または存在しない。
【００９３】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSSX8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:269)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met
、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミ
ノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、
または存在しない。
【００９４】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSSX8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:270)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met
、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミ
ノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、
または存在しない。
【００９５】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSSX8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:271)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
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アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met
、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミ
ノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、
または存在しない。
【００９６】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3X4X5X6X7X8X9X10CX12
X13X14X15X16(SEQ ID NO:272)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の
芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X4はAsp、Asn
、または任意のベータ-カルボニルアミノ酸であり;X5はAsp、Asn、または任意のベータ-
カルボニルアミノ酸であり;X6はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であ
り;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、
Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X12はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X15はArg、Lys、または任
意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸である
か、または存在しない。
【００９７】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSX7X8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:273)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、または
任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、
Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基
性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSer
、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００９８】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSX7X8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:274)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、または
任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、
Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基
性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSer
、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【００９９】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSX7X8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:275)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、または
任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、
Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基
性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSer
、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１００】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSX7X8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:276)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、または
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任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、
Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基
性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSer
、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１０１】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSX7X8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:277)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミ
ノ酸であり;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gl
n、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の
非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X

13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任
意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１０２】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSX7X8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:278)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミ
ノ酸であり;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gl
n、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の
非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X

13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任
意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１０３】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSX7X8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:279)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミ
ノ酸であり;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gl
n、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の
非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X

13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任
意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１０４】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSX7X8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:280)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミ
ノ酸であり;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gl
n、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の
非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X

13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任
意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１０５】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSSX8X9X10CKX13X14
RX16(SEQ ID NO:281)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、T
hr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在し
ない。
【０１０６】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSSX8X9X10CKX13X14
RX16(SEQ ID NO:282)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、T
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hr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在し
ない。
【０１０７】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSSX8X9X10CKX13X14
RX16(SEQ ID NO:283)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、T
hr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在し
ない。
【０１０８】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSSX8X9X10CKX13X14
RX16(SEQ ID NO:284)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、T
hr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在し
ない。
【０１０９】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSSX8X9X10CKX13YRX1
6(SEQ ID NO:285)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Le
u、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非
極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１１０】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSSX8X9X10CKX13YRX1
6(SEQ ID NO:286)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Le
u、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非
極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１１１】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSSX8X9X10CKX13YRX1
6(SEQ ID NO:287)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Le
u、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非
極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１１２】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSSX8X9X10CKX13YRX1
6(SEQ ID NO:288)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Le
u、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非
極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSe
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r、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１１３】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3X4X5X6X7X8X9X10
CX12X13X14X15X16(SEQ ID NO:289)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3
はPheまたはTyrであり;X4はAspまたはAsnであり;X5はAspまたはAsnであり;X6はSerまたは
Thrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、
Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X12はLysまたはArgであり
;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPheであり;X15はArgまたはLysであり;およびX

16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１１４】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSX7X8X9X10CKX

13X14RX16(SEQ ID NO:290)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、I
le、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgで
あり;X14はTyrまたはPheであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在し
ない。
【０１１５】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSX7X8X9X10CKX

13X14RX16(SEQ ID NO:291)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、I
le、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgで
あり;X14はTyrまたはPheであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在し
ない。
【０１１６】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSX7X8X9X10CKX

13X14RX16(SEQ ID NO:292)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、I
le、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgで
あり;X14はTyrまたはPheであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在し
ない。
【０１１７】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSX7X8X9X10CKX

13X14RX16(SEQ ID NO:293)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、I
le、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgで
あり;X14はTyrまたはPheであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在し
ない。
【０１１８】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSX7X8X9X10CKX1
3YRX16(SEQ ID NO:294)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X7はSerまた
はThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;
X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr
、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１１９】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSX7X8X9X10CKX1
3YRX16(SEQ ID NO:295)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X7はSerまた
はThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;
X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr
、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１２０】
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　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSX7X8X9X10CKX1
3YRX16(SEQ ID NO:296)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X7はSerまた
はThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;
X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr
、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１２１】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSX7X8X9X10CKX1
3YRX16(SEQ ID NO:297)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X7はSerまた
はThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;
X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr
、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１２２】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSSX8X9X10CKX1
3X14RX16(SEQ ID NO:298)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであ
り;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPhe
であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１２３】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSSX8X9X10CKX1
3X14RX16(SEQ ID NO:299)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであ
り;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPhe
であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１２４】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSSX8X9X10CKX1
3X14RX16(SEQ ID NO:300)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであ
り;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPhe
であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１２５】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSSX8X9X10CKX1
3X14RX16(SEQ ID NO:301)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであ
り;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPhe
であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１２６】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSSX8X9X10CKX13
YRX16(SEQ ID NO:302)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X8はAsn、Gln
、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、また
は存在しない。
【０１２７】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSSX8X9X10CKX13
YRX16(SEQ ID NO:303)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X8はAsn、Gln
、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、また
は存在しない。
【０１２８】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSSX8X9X10CKX13
YRX16(SEQ ID NO:304)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X8はAsn、Gln
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、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、また
は存在しない。
【０１２９】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSSX8X9X10CKX13
YRX16(SEQ ID NO:305)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X8はAsn、Gln
、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、また
は存在しない。
【０１３０】
　特に好ましいペプチドには以下が含まれるがこれらに限定されない。

【０１３１】
複数ドメインTDFRP化合物
　本発明は、組織分化因子の機能的類似体である化合物、すなわち、例えば、TGFベータ
スーパーファミリー受容体アゴニストとして作用することによってTGFベータスーパーフ
ァミリータンパク質を機能的に模倣する化合物を提供する。このような化合物は、例えば
、腎細胞、幹細胞、間葉細胞、細胞外マトリックス合成、インテグリン発現、骨および軟
骨形成、腹側中胚葉の誘導、神経組織の分化などの、被験体または組織における細胞およ
び組織の成長または分化を促進するために、器官形成を促進するために、赤血球生成を促
進するために、背側中胚葉および神経組織の成長を誘導するために、組織恒常性を促進す
るために、ならびに免疫応答を誘導または調節するために、それが所望される場合に、被
験体または単離された組織への投与のために適切である。対照的に、とりわけ、線維症、
関節リウマチ、および発癌のような病理学的状態は、過度の組織分化因子様活性の結果で
あると考えられている。従って、TGFベータスーパーファミリー受容体の機能的アンタゴ
ニストである化合物を提供することが、本発明のさらなる1つの目的である。TGFベータス
ーパーファミリー受容体の部分アンタゴニストおよび部分アゴニストである化合物を提供
することもまた、本発明の1つの目的である。本発明の化合物は、症状の中でも、急性と
慢性の両方の腎臓病、ならびに脳卒中および外傷性脳損傷を治療するために使用すること
ができる。
【０１３２】
　本発明はさらに、TGFベータスーパーファミリー受容体および/またはそれらのシグナル
伝達経路の機能的モジュレーターとして作用する化合物を、同定、設計および製造する際
に有用である構造に基づく方法に関する。
【０１３３】
　本発明の化合物は、以下に示す一般構造:
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　TDFRP1-リンカー-TDFRP2
を有する複数のTDF関連ポリペプチド(すなわち、複数ドメインTDF関連ポリペプチド化合
物、本明細書中以後「TDFRP」)を含む。
【０１３４】
　第1のTDFRPドメイン(TDFRP1、すなわち、TDF関連ポリペプチド1)は、C末端、N末端、ま
たは官能基化可能な側鎖を有する任意の位置、例えば、リジンまたはアスパラギン酸を介
して、リンカー分子に共有結合により連結されており、これは次には、第2のTDFRPドメイ
ン(TDFRP2)のN末端に共有結合により連結されている。
【０１３５】
　TDRFPドメインは、低分子、より詳細には、本明細書で同定されるポリペプチド、すな
わち、表4-9に要約されるTDF関連ポリペプチド(TDFRP)を含む化合物である。これらの化
合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、種相同体もまた、その縮
重型と同様に、本発明に含まれる。
【０１３６】
　第1のドメインは、リンカーを通して第2のドメインに連結される。「リンカー」という
用語は、本明細書で使用される場合、TDFRPの生物学的活性が保存されるように、単独で
または組み合わせて、適切な間隔もしくは構造的な強固さ、または構造的な配向を、第1
および第2のドメイン、例えば、TDFRP1およびTDFRP2に提供することが可能であるエレメ
ントをいう。例えば、リンカーには、ジアミノアルカン、ジカルボン酸、アミノカルボン
酸アルカン、アミノ酸配列、例えば、グリシンポリペプチド、ジスルフィド結合、ヘリッ
クスもしくはシート様構造エレメントまたはアルキル鎖が含まれてもよいがこれらに限定
されない。1つの局面において、リンカーは不活性ではなく、例えば、インビボまたはイ
ンビトロで化学的または酵素的に切断可能である。別の局面において、リンカーは不活性
であり、すなわち、インビボまたはインビトロでは実質的に反応性でなく、例えば、化学
的または酵素的に分解されない。連結基として働くことができる不活性基の例には以下が
含まれる:脂肪族鎖、例えば、アルキル基、アルケニル基およびアルキニル基(例えば、C1
～C20)、シクロアルキル環(例えば、C3～C10)、アリール基(炭素環式アリール基、例えば
、1-ナフチル、2-ナフチル、1-アントラシルおよび2-アントラシル、ならびにヘテロアリ
ール基、例えば、N-イミダゾリル、2-イミダゾール、2-チエニル、3-チエニル、2-フラニ
ル、3-フラニル、2-ピリジル、3-ピリジル、4-ピリジル、2-ピリジル、4-ピリミジル、2-
ピラニル、3-ピラニル、3-ピラゾリル、4-ピラゾリル、5-ピラゾリル、2-ピラジニル、2-
チアゾール、4-チアゾール、5-チアゾール、2-オキサゾリル、4-オキサゾリル、5-オキサ
ゾリル、2-ベンゾチエニル、3-ベンゾチエニル、2-ベンゾフラニル、3-ベンゾフラニル、
2-インドリル、3-インドリル、2-キノリニル、3-キノリニル、2-ベンゾチアゾール、2-ベ
ンゾオキサゾール、2-ベンズイミダゾール、2-キノリニル、3-キノリニル、1-イソキノリ
ニル、3-キノリニル、1-イソインドリル、および3-イソインドリル)、非芳香族複素環基(
例えば、2-テトラヒドロフラニル、3-テトラヒドロフラニル、2-テトラヒドロチオフェニ
ル、3-テトラヒドロチオフェニル、2-モルホリノ、3-モルホリノ、4-モルホリノ、2-チオ
モルホリノ、3-チオモルホリノ、4-チオモルホリノ、1-ピロリジニル、2-ピロリジニル、
3-ピロリジニル、1-ピペラジニル、2-ピペラジニル、1-ピペリジニル、2-ピペリジニル、
3-ピペリジニル、4-ピペリジニルおよび4-チアゾリジニル)ならびに1つ、2つ、または3つ
のメチレンが-O-、-S-、-NH-、-SO2-、-SO-または-SO2NH-で置換されている脂肪族基。
【０１３７】
　本発明の化合物は、低分子、より特定には、以下に詳述されるような、本明細書で同定
される一般構造を有する、TDFRP化合物ドメインを含む。本明細書に開示されるTDFRP化合
物ドメインは、任意の組み合わせまたは方向でTDFRP化合物中に存在してもよい。これら
のTDFRP化合物ドメインの改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、種相
同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。本発明のTDFRP化合物ドメインは
、N末端もしくはC末端、またはN末端とC末端の両方でキャップされてもよい。本発明のTD
FRP化合物は、ペグ化されてもよく、または修飾されてもよく、例えば、反応性側鎖、例
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えば、リジン残基、またはリンカー上の化学反応基を含む任意のアミノ酸残基で分枝して
もよい。本発明のTDFRP化合物は、直鎖状であってもよく、または環状であってもよい。T
DFRPまたはTDFRPドメインのテール配列は長さが変化してもよい。本発明の1つの局面にお
いて、本発明のTDFRP化合物はプロドラッグであり、すなわち、TDFRP化合物の生物学的活
性は、生物学的系をインビボまたはインビトロ接触させる際に、変化され、例えば、増加
される。
【０１３８】
　TDFRP化合物は、天然のアミノ酸、天然でないアミノ酸、d-アミノ酸およびl-アミノ酸
、ならびにこれらの任意の組み合わせを含むことができる。特定の態様において、本発明
の化合物は、遺伝的にコードされていない一般的に遭遇するアミノ酸を含むことができる
。これらの遺伝的にコードされていないアミノ酸には以下が含まれるがこれらに限定され
ない:β-アラニン(β-Ala)および他のオメガアミノ酸、例えば、3-アミノプロピオン酸(D
ap)、2,3-ジアミノプロピオン酸(Dpr)、4-アミノ酪酸など;α-アミノイソ酪酸(Aib);ε-
アミノヘキサン酸(Aha);δ-アミノ吉草酸(Ava);N-メチルグリシンまたはサルコシン(MeGl
y);オルニチン(Orn);シトルリン(Cit);t-ブチルアラニン(t-BuA);t-ブチルグリシン(t-Bu
G);N-メチルイソロイシン(MeIle);フェニルグリシン(Phg);シクロヘキシルアラニン(Cha)
;ノルロイシン(Nle);2-ナフチルアラニン(2-Nal);4-クロロフェニルアラニン(Phe(4-Cl))
;2-フルオロフェニルアラニン(Phe(2-F));3-フルオロフェニルアラニン(Phe(3-F));4-フ
ルオロフェニルアラニン(Phe(4-F));ペニシルアミン(Pen);1,2,3,4-テトラヒドロイソキ
ノリン-3-カルボン酸(Tic);β-2-チエニルアラニン(Thi);メチオニンスルホキシド(MSO);
ホモアルギニン(hArg);N-アセチルリジン(AcLys);2,3-ジアミノ酪酸(Dab);2,3-ジアミノ
酪酸(Dbu);p-アミノフェニルアラニン(Phe(pNH2));N-メチルバリン(MeVal);ホモシステイ
ン(hCys)およびホモセリン(hSer)。この化合物の天然には存在しない改変体は、変異誘発
技術または直接合成によって製造されてもよい。
【０１３９】
　1つの態様において、TDFRP化合物ドメインは、SEQ ID NO:1に示される一般構造を有す
るポリペプチドである。
【０１４０】
　X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11X12X13X14X15X16X17X18X19X20(SEQ ID NO:1)において、X1～
X20は互いに独立して変化し、Xは任意の天然に存在するかまたは天然に存在しないアミノ
酸であることができ、17個までのアミノ酸が存在しなくてもよい。この態様の1つの局面
において、存在しないアミノ酸は、連続していてもよいし、または連続していなくてもよ
い。別の態様において、TDFRP化合物ドメインは、SEQ ID NO:1に示される一般構造を有す
るポリペプチドであり、ここで、X1～X20は互いに独立して変化し、Xは任意の天然に存在
するアミノ酸または天然に存在しないアミノ酸であり得;およびこのポリペプチドは、少
なくとも2つのCys残基を含み、17個までのアミノ酸が存在しなくてもよい。この態様の1
つの局面において、存在しないアミノ酸は、連続していてもよいし、または連続していな
くてもよい。
【０１４１】
　別の態様において、TDFRP化合物ドメインは、SEQ ID NO:2に示される一般構造を有する
ポリペプチドである。
【０１４２】
　CX2X3X4X5X6X7X8X9X10CX12X13X14X15X16(SEQ ID NO:2)において、X2～X10は、X12～X16
とともに互いに独立して変化し、X2はTyr、Ile、任意の芳香族アミノ酸、任意の脂肪族ア
ミノ酸または任意の極性アミノ酸であり;X3はPhe、Val、任意の芳香族アミノ酸、または
任意の脂肪族アミノ酸であり;X4はAspまたは任意の酸性アミノ酸であり;X5はAsp、Gluま
たは任意の酸性アミノ酸であり;X6はSer、Asnまたは任意の極性アミノ酸であり;X7はSer
または任意の極性アミノ酸であり;X8はAsn、Glnまたは任意の極性アミノ酸であり;X9はVa
lまたは任意の脂肪族アミノ酸であり;X10はIle、Val、Leuまたは任意の脂肪族アミノ酸で
あり;X12はLysまたは任意の塩基性アミノ酸であり;X13はLysまたは任意の塩基性アミノ酸
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であり;X14はTyrまたは任意の極性アミノ酸であり;X15はArgまたは任意の塩基性アミノ酸
であり;およびX16はSerまたは任意の極性アミノ酸である。
【０１４３】
　本発明の化合物は、低分子、より特定には、表4に部分的に要約されるペプチドを含む
。これらの化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、種相同体も
また、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。
【０１４４】
　これらの化合物は、開示される配列中の任意のアミノ酸における一アミノ酸、二アミノ
酸、三アミノ酸またはその他の複数アミノ酸の置換を含むことができる。置換は、天然の
アミノ酸、天然でないアミノ酸、d-アミノ酸およびl-アミノ酸、ならびにこれらの任意の
組み合わせを含むことができる。これらの化合物は、例えば、少なくとも約3アミノ酸長
からのフラグメントであり得る。さらなる代表的な化合物には、ECRDLGWQDQC(SEQ ID NO:
 306)、ACFDDSSNVICKKYRS(SEQ ID NO: 307)、およびSRYKKCYFDDSSNVIC(SEQ ID NO: 308)
が含まれる。
【０１４５】
　単一、二重、または三重のアミノ酸置換を有する、代表的なTDFRP化合物ドメインは、
表5に要約される以下のアミノ酸配列を含むがこれらに限定されない。これらは、徹底的
には例証されてはいないが、記載されるように、同様に修飾することができる。
【０１４６】
　代表的なフラグメントは表6に要約される。明白に、表6に提供される配列フラグメント
は、11アミノ酸すべてを有するフラグメントを含むが、より小さいかまたはより大きなフ
ラグメント、例えば、約3個またはそれ以上からのアミノ酸が、本発明の範囲に含まれる
。
【０１４７】
　TDFRPドメインはまた、低分子、より特定には、表7に要約されるペプチドを含む。これ
らの化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、種相同体もまた、
その縮重型と同様に、本発明に含まれる。
【０１４８】
　TDFRPドメインはまた、低分子、より特定には、表8において部分的に同定されるペプチ
ドを含む。これらの化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、種
相同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。
【０１４９】
　本発明の化合物はまた、低分子、より特定には、表9において部分的に同定されるペプ
チドを含む。これらの化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、
種相同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。
【０１５０】
　本発明によって提供される代表的なTDFRP化合物は表10に要約される。
【０１５１】
　（表１０）

【０１５２】
　1つの好ましい態様において、このペプチドは、アミノ酸CX2X3X4X5X6X7X8X9X10CX12X13
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X14X15X16(SEQ ID NO:255)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の
脂環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の
脂環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X4はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、ま
たは任意のベータ-カルボニルアミノ酸であり;X5はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、またはベ
ータ-カルボニルアミノ酸であり;X6はSer、Thr、Cys、Met、His、または任意のベータ-ヘ
テロ原子アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任意のベータ-ヘテロ原
子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、または任意の非極性アミ
ノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または任意の非極性アミノ
酸であり;X12はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸であり;X13はLys、Arg
、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意
の芳香族アミノ酸であり;X15はArg、Lys、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸であり
;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在
しない。
【０１５３】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSX7X8X9X10CKX13X

14RX16(SEQ ID NO:256)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、また
は任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、H
is、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、ま
たは任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１５４】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSX7X8X9X10CKX13X

14RX16(SEQ ID NO:257)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、また
は任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、H
is、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、ま
たは任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１５５】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSX7X8X9X10CKX13X

14RX16(SEQ ID NO:258)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、また
は任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、H
is、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、ま
たは任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１５６】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSX7X8X9X10CKX13X

14RX16(SEQ ID NO:259)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
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環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂
環式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、また
は任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、H
is、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、ま
たは任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１５７】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSX7X8X9X10CKX13YR
X16(SEQ ID NO:260)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任
意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、
または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、また
は任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または
任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸で
あり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または
存在しない。
【０１５８】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSX7X8X9X10CKX13YR
X16(SEQ ID NO:261)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任
意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、
または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、また
は任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または
任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸で
あり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または
存在しない。
【０１５９】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSX7X8X9X10CKX13YR
X16(SEQ ID NO:262)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任
意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、
または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、また
は任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または
任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸で
あり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または
存在しない。
【０１６０】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSX7X8X9X10CKX13YR
X16(SEQ ID NO:263)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、Cys、Met、His、または任
意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met、His、
または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe、また
は任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、または
任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミノ酸で
あり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または
存在しない。
【０１６１】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSSX8X9X10CKX13X1
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4RX16(SEQ ID NO:264)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、M
et、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、P
he、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性ア
ミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16
はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１６２】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSSX8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:265)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、M
et、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、P
he、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性ア
ミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16
はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１６３】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSSX8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:266)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、M
et、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、P
he、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性ア
ミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16
はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１６４】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSSX8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:267)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環
式アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、M
et、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、P
he、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性ア
ミノ酸であり;X14はTyr、Phe、His、Trp、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16
はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１６５】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSSX8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:268)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met
、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミ
ノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、
または存在しない。
【０１６６】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSSX8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:269)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式



(58) JP 2012-19788 A 2012.2.2

10

20

30

40

50

アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met
、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミ
ノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、
または存在しない。
【０１６７】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSSX8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:270)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met
、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミ
ノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、
または存在しない。
【０１６８】
　1つの好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSSX8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:271)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、Met、Ser、任意の脂環式
アミノ酸、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsp、Asn、Glu、Gln、Ser、Thr、Met
、His、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Thr、Leu、Ala、Gly、Met、Phe
、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、Val、Met、Ser、Phe、
または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、His、Trp、または任意の塩基性アミ
ノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asp、Asn、Glu、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、
または存在しない。
【０１６９】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3X4X5X6X7X8X9X10CX12
X13X14X15X16(SEQ ID NO:272)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の
芳香族アミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X4はAsp、Asn
、または任意のベータ-カルボニルアミノ酸であり;X5はAsp、Asn、または任意のベータ-
カルボニルアミノ酸であり;X6はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であ
り;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、
Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X12はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ
酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X15はArg、Lys、または任
意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸である
か、または存在しない。
【０１７０】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSX7X8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:273)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、または
任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、
Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基
性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSer
、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１７１】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSX7X8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:274)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、または
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任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、
Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基
性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSer
、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１７２】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSX7X8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:275)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、または
任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、
Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基
性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSer
、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１７３】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSX7X8X9X10CKX13X1
4RX16(SEQ ID NO:276)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X7はSer、Thr、または
任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性ア
ミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、
Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基
性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;およびX16はSer
、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１７４】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSX7X8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:277)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミ
ノ酸であり;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gl
n、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の
非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X

13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任
意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１７５】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSX7X8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:278)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミ
ノ酸であり;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gl
n、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の
非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X

13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任
意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１７６】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSX7X8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:279)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミ
ノ酸であり;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gl
n、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の
非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X

13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任
意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１７７】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSX7X8X9X10CKX13YRX

16(SEQ ID NO:280)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミ
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ノ酸であり;X7はSer、Thr、または任意のベータ-ヘテロ原子アミノ酸であり;X8はAsn、Gl
n、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の
非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X

13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任
意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１７８】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSSX8X9X10CKX13X14
RX16(SEQ ID NO:281)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、T
hr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在し
ない。
【０１７９】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSSX8X9X10CKX13X14
RX16(SEQ ID NO:282)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、T
hr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在し
ない。
【０１８０】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSSX8X9X10CKX13X14
RX16(SEQ ID NO:283)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、T
hr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在し
ない。
【０１８１】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSSX8X9X10CKX13X14
RX16(SEQ ID NO:284)のコア配列を含み、ここで、X2はTyr、Phe、または任意の芳香族ア
ミノ酸であり;X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、T
hr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Leu、Ala、または任意の非極性ア
ミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非極性アミノ酸であり;X13はLys
、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;X14はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在し
ない。
【０１８２】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSSX8X9X10CKX13YRX1
6(SEQ ID NO:285)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Le
u、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非
極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１８３】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSSX8X9X10CKX13YRX1
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6(SEQ ID NO:286)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Le
u、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非
極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１８４】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSSX8X9X10CKX13YRX1
6(SEQ ID NO:287)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Le
u、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非
極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１８５】
　より好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSSX8X9X10CKX13YRX1
6(SEQ ID NO:288)のコア配列を含み、ここで、X3はTyr、Phe、または任意の芳香族アミノ
酸であり;X8はAsn、Gln、Ser、Thr、または任意の極性アミノ酸であり;X9はVal、Ile、Le
u、Ala、または任意の非極性アミノ酸であり;X10はIle、Leu、Ala、Gly、または任意の非
極性アミノ酸であり;X13はLys、Arg、または任意の塩基性アミノ酸であり;およびX16はSe
r、Thr、Asn、Gln、任意の極性アミノ酸であるか、または存在しない。
【０１８６】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3X4X5X6X7X8X9X10
CX12X13X14X15X16(SEQ ID NO:289)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3
はPheまたはTyrであり;X4はAspまたはAsnであり;X5はAspまたはAsnであり;X6はSerまたは
Thrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、
Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X12はLysまたはArgであり
;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPheであり;X15はArgまたはLysであり;およびX

16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１８７】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSX7X8X9X10CKX

13X14RX16(SEQ ID NO:290)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、I
le、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgで
あり;X14はTyrまたはPheであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在し
ない。
【０１８８】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSX7X8X9X10CKX

13X14RX16(SEQ ID NO:291)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、I
le、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgで
あり;X14はTyrまたはPheであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在し
ない。
【０１８９】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSX7X8X9X10CKX

13X14RX16(SEQ ID NO:292)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、I
le、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgで
あり;X14はTyrまたはPheであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在し
ない。
【０１９０】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSX7X8X9X10CKX
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13X14RX16(SEQ ID NO:293)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X7はSerまたはThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、I
le、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgで
あり;X14はTyrまたはPheであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在し
ない。
【０１９１】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSX7X8X9X10CKX1
3YRX16(SEQ ID NO:294)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X7はSerまた
はThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;
X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr
、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１９２】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSX7X8X9X10CKX1
3YRX16(SEQ ID NO:295)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X7はSerまた
はThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;
X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr
、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１９３】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSX7X8X9X10CKX1
3YRX16(SEQ ID NO:296)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X7はSerまた
はThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;
X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr
、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１９４】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSX7X8X9X10CKX1
3YRX16(SEQ ID NO:297)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X7はSerまた
はThrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;
X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr
、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１９５】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DDSSX8X9X10CKX1
3X14RX16(SEQ ID NO:298)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであ
り;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPhe
であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１９６】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NDSSX8X9X10CKX1
3X14RX16(SEQ ID NO:299)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであ
り;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPhe
であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１９７】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3DNSSX8X9X10CKX1
3X14RX16(SEQ ID NO:300)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
たはTyrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであ
り;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPhe
であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１９８】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CX2X3NNSSX8X9X10CKX1
3X14RX16(SEQ ID NO:301)のコア配列を含み、ここでX2はTyrまたはPheであり;X3はPheま
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たはTyrであり;X8はAsn、Gln、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであ
り;X10はIle、Leu、Ala、またはGlyであり;X13はLysまたはArgであり;X14はTyrまたはPhe
であり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、または存在しない。
【０１９９】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DDSSX8X9X10CKX13
YRX16(SEQ ID NO:302)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X8はAsn、Gln
、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、また
は存在しない。
【０２００】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NDSSX8X9X10CKX13
YRX16(SEQ ID NO:303)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X8はAsn、Gln
、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、また
は存在しない。
【０２０１】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3DNSSX8X9X10CKX13
YRX16(SEQ ID NO:304)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X8はAsn、Gln
、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、また
は存在しない。
【０２０２】
　とりわけ好ましい態様において、これらのペプチドは、アミノ酸CYX3NNSSX8X9X10CKX13
YRX16(SEQ ID NO:305)のコア配列を含み、ここでX3はPheまたはTyrであり;X8はAsn、Gln
、SerまたはThrであり;X9はVal、Ile、Leu、またはAlaであり;X10はIle、Leu、Ala、また
はGlyであり;X13はLysまたはArgであり;およびX16はSer、Thr、Asn、Glnであるか、また
は存在しない。
【０２０３】
　特に好ましいペプチドには以下が含まれるがこれらに限定されない。

【０２０４】
　1つの態様において、TDFRP化合物は、SEQ ID NO:1～314の類似体または相同体を含む。
本発明の化合物は、SEQ ID NO:1～314に対する相同性、例えば、好ましくは、50%または
それ以上のアミノ酸同一性、より好ましくは、75%またはそれ以上のアミノ酸同一性、お
よびなおより好ましくは、90%またはそれ以上のアミノ酸同一性を有する化合物を含む。
【０２０５】
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　配列同一性は、配列分析ソフトウェア(the Genetics Computer Group, University of 
Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705の配
列分析ソフトウェアパッケージ(Sequence Analysis Software Package))を使用し、その
中のデフォルトパラメーターを用いて測定することができる。
【０２０６】
　参照配列に対して100%未満の同一性であるポリペプチド配列の場合において、同一でな
い位置は、好ましくは、参照配列についての保存性置換であるが、これは必ずしも必要な
わけではない。保存性置換は、典型的には、以下の群の中での置換を含む:グリシンおよ
びアラニン;バリン、イソロイシン、およびロイシン;アスパラギン酸およびグルタミン酸
;アスパラギンおよびグルタミン;セリンおよびスレオニン;リジンおよびアルギニン;なら
びにフェニルアラニンおよびチロシン。従って、対応する親の配列を有するポリペプチド
と、例えば、配列において、構造において、機能において、および抗原性の特徴または他
の機能においてペプチドが相同のままであるような、変異した配列を有するペプチドが本
発明に含まれる。例えば、このような変異は保存性アミノ酸の変化、例えば、広く類似す
る分子の特性のアミノ酸間の変化を含む変異であり得る。例えば、脂肪族群、アラニン、
バリン、ロイシンおよびイソロイシン中での交換は保存性と見なすことができる。時折、
これらの1つの代わりにグリシンへの置換もまた、保存性であると見なすことができる。
他の保存性交換には、脂肪族基アスパラギン酸およびグルタミン酸の中の交換;アミド基
アスパラギンおよびグルタミンの中での交換;ヒドロキシル基セリンおよびスレオニンの
中での交換;芳香族基フェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファンの中での交換;塩
基性基リジン、アルギニンおよびヒスチジンの中での交換;ならびに硫黄含有基メチオニ
ンおよびシステインの中での交換が含まれる。時折、メチオニンおよびロイシンの群の中
での置換もまた、保存性であると見なすことができる。好ましい保存性置換の群は、アス
パラギン酸-グルタミン酸;アスパラギン-グルタミン;バリン-ロイシン-イソロイシン;ア
ラニン-バリン;フェニルアラニン-チロシン;およびリジン-アルギニンである。
【０２０７】
　本発明はまた、化合物がなお、適切なTDFアゴニストまたはアンタゴニストの特性を保
持しながら、全体のアミノ酸配列が長くされるような挿入を含む、変化した配列を有する
化合物を提供する。加えて、変化した配列は、化合物全体のアミノ酸配列を短縮する、ラ
ンダムなまたは設計された内部の欠失を含んでもよいが、しかし、この化合物は、そのTD
F様機能特性をなお保持している。特定の態様において、配列番号:1～314の中の1つまた
は複数のアミノ酸残基は他のアミノ酸残基で置き換えられ、これらの残基は、それらが置
き換えている残基に対して類似の物理的および/または化学的特性を有する。好ましくは
、保存性アミノ酸置換は、以下でより徹底的に説明されるように、アミノ酸が、同じ指定
されたクラス中に含まれる別のアミノ酸で置き換えられるものである。挿入、欠失、およ
び置換は、それらが化合物の機能的特性を無効にしない場合に適切である。変化した化合
物の機能性は、変化した化合物のTDF様特性を評価するために設計される以下に記載され
るインビトロおよびインビボアッセイ法に従ってアッセイすることができる。
【０２０８】
　SEQ ID NO:1～314のアミノ酸残基、SEQ ID NO:1～314の類似体または相同体には、遺伝
的にコードされるl-アミノ酸、天然に存在する遺伝的にコードされないl-アミノ酸、合成
のd-アミノ酸、または上記のすべてのd-エナンチオマーが含まれる。
【０２０９】
B. TDFRP核酸配列
　本発明の化合物には、その縮重改変体を含む、SEQ ID NO:1～314をコードする1つまた
は複数のポリヌクレオチドが含まれる。従って、SEQ ID NO:1～314をコードする任意の核
酸配列と、低ストリンジェンシーでハイブリダイズすることが可能である核酸配列は、本
発明の範囲内にあると見なされる。例えば、約20～40塩基の核酸配列については、典型的
なプレハイブリダイゼーション、ハイブリダイゼーション、および洗浄のプロトコールは
以下の通りである。(1)プレハイブリダイゼーション:変性標的DNAを含むニトロセルロー
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スフィルターを、5×デンハルト(Denhardt)溶液、6×SSC(20×SSCは、10 N NaOHでpH. 7.
0に調整した、800 ml H2O中の175 g NaCl、88.2 g クエン酸ナトリウムからなる)、0.1% 
SDS、および100μg/ml変性サケ精子DNA中で、55℃にて3～4時間インキュベートする、(2)
ハイブリダイゼーション:プレハイブリダイゼーション溶液プラスプローブ中で、42℃に
て14～48時間フィルターをインキュベートする、(3)洗浄:6×SSCおよび0.1% SDS中で室温
にて3回の15分間の洗浄、続いて6×SSCおよび0.1% SDS中で55℃にて1～1.5分間の最終洗
浄。他の等価な手法、例えば、ホルムアミドなどの有機溶媒を使用する手法は当技術分野
で周知である。標準的なストリンジェンシー条件は、標準的な分子生物学のクローニング
テキストにおいて十分に特徴付けられている。例えば、Molecular Cloning A Laboratory
 Manual, 2nd Ed., ed., Sambrook, Fritsch, and Maniatis (Cold Spring Harbor Labor
atory Press: 1989); DNA Cloning, Volumes IおよびII (D.N. Glovered., 1985); Oligo
nucleotide synthesis (MJ. Gait ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hame
sおよびS.J. Higgins eds, 1984)を参照されたい。
【０２１０】
　本発明は、本発明の対立遺伝子改変体、すなわち、ポリヌクレオチドによってコードさ
れるものに対して同一であるか、相同であるかまたは関連するポリペプチドをコードする
単離されたポリヌクレオチドの天然に存在する代替型もまた包含する。または、天然に存
在しない改変体は、変異誘発技術によって、または当技術分野において周知である直接合
成技術によって製造されてもよい。
【０２１１】
C. TDFRP組換え発現ベクター
　本発明の別の局面は、TDFRP化合物をコードする1つまたは複数の核酸配列を含むベクタ
ーを含む。本発明の1つまたは複数のポリペプチドの組換え発現のために、ポリペプチド
をコードするヌクレオチド配列のすべてまたは一部を含む核酸は、当技術分野において周
知であり、かつ以下で詳述されるような組換えDNA技術によって、適切なクローニングベ
クターまたは発現ベクター(すなわち、挿入されるポリペプチドコード配列の転写および
翻訳に必要なエレメントを含むベクター)に挿入される。
【０２１２】
　一般的に、組換えDNA技術において有用である発現ベクターは、しばしばプラスミドの
型である。本明細書において、「プラスミド」および「ベクター」は、交換可能に使用す
ることができる。なぜなら、プラスミドは、最も一般的に使用される型のベクターである
からである。しかし、本発明は、等価な機能を果たすウイルスベクター(例えば、複製欠
損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ関連ウイルス)のような、技術的にはプ
ラスミドではないような他の型の発現ベクターを含むことが意図される。このようなウイ
ルスベクターは、被験体の感染およびその被験体における化合物の発現を可能にする。
【０２１３】
　本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞中で核酸の発現のために適切である型である
、TDF様特性を有する化合物をコードする核酸を含み、このことは、組換え発現ベクター
が、発現される核酸配列に作動可能に連結されている、発現のために使用される宿主細胞
に基づいて選択される1つまたは複数の調節配列を含むことを意味する。組換え発現ベク
ター中では、「作動可能に連結される」は、ヌクレオチド配列の発現を可能にする様式で
(例えば、インビトロ転写/翻訳系中で、またはベクターが宿主細胞に導入される場合には
宿主細胞中で)、関心対象のヌクレオチド配列が調節配列に連結されていることを意味す
ることが意図される。
【０２１４】
　「調節配列」という用語は、プロモーター、エンハンサーおよび他の発現制御エレメン
ト(例えば、ポリアデニル化シグナル)を含むことが意図される。このような調節配列は、
例えば、Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic
 Press, San Diego, Calif. (1990)において記載されている。調節配列には、多数の型の
宿主細胞中でのヌクレオチド配列の構成的発現を指向するもの、および特定の宿主細胞中
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でのみヌクレオチド配列を指向するもの(例えば、組織特異的調節配列)が含まれる。発現
ベクターの設計は、形質転換される宿主細胞の選択、所望されるポリペプチドの発現のレ
ベルなどのような要因に依存し得ることが当業者によって認識される。本発明の発現ベク
ターは、それによって、本明細書に記載されるような核酸によってコードされる融合ポリ
ペプチド(例えば、TDFRP化合物およびTDFRP由来融合ポリペプチドなど)を含む、ポリペプ
チドまたはペプチドを製造するために、宿主細胞に導入することができる。
【０２１５】
D. TDFRP-発現宿主細胞
　本発明の別の局面は、1つまたは複数のTDFRP化合物をコードする核酸を含むTDFRP発現
宿主細胞に関する。本発明の組換え発現ベクターは、原核生物細胞または真核生物細胞中
でのTDFRP化合物の発現のために設計することができる。例えば、TDFRP化合物は、大腸菌
(Escherichia coli)などの細菌細胞、昆虫細胞(バキュロウイルス発現ベクターを使用す
る)、真菌細胞、例えば、酵母、酵母細胞または哺乳動物細胞中で発現させることができ
る。適切な宿主細胞は、Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY
 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990)においてさらに議論されている。また
は、組換え発現ベクターは、例えば、T7プロモーター調節配列およびT7ポリメラーゼを使
用して、インビトロで転写および翻訳させることができる。
【０２１６】
　原核生物細胞におけるポリペプチドの発現は、最も頻繁には、融合ポリペプチドまたは
融合でないポリペプチドのいずれかの発現を指向する、構成的プロモーターまたは誘導性
プロモーターを含むベクターを用いて、大腸菌中で実行される。融合ベクターは、そこに
コードされるポリペプチドに、通常は組換えポリペプチドのアミノ末端に多数のアミノ酸
を加える。このような融合ベクターは、典型的には、3つの目的のために役立つ:(1)組換
えポリペプチドの発現を増加させること;(ii)組換えポリペプチドの溶解性を増加させる
こと;および(iii)親和精製におけるリガンドとして作用することによって、組換えポリペ
プチドの精製の際に補助を行うこと。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質
分解的切断部位は、融合ポリペプチドの精製に続く、融合部分からの組換えポリペプチド
の分離を可能にするために、融合部分と組換えポリペプチドとの結合部に導入される。こ
のような酵素、およびそれらの同族認識配列には、第Xa因子、トロンビンおよびエンテロ
キナーゼが含まれる。典型的な融合発現ベクターには、標的組換えポリペプチドに、それ
ぞれ、グルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)、マルトースE結合ポリペプチド、または
ポリペプチドAを融合させる、pGEX(Pharmacia Biotech Inc; Smith and Johnson, 1988. 
Gene 67: 31-40)、pMAL(New England Biolabs, Beverly, Mass.)および pRIT5(Pharmacia
, Piscataway, N.J.)が含まれる。
【０２１７】
　適切な誘導性非融合大腸菌発現ベクターの例には、pTrc(Amrann et al., (1988) Gene 
69:301-315)およびpET 11d (Studier et al., GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN
 ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 60-89)が含まれる。
【０２１８】
　大腸菌における組換えポリペプチド発現を最大化するための1つの戦略は、組換えポリ
ペプチドをタンパク質分解的に切断する能力が損なわれている宿主細菌中でポリペプチド
を発現させることである。例えば、Gottesman, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS I
N ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 119-128を参照されたい
。別の戦略は、各アミノ酸についての個々のコドンが、発現宿主、例えば、大腸菌中で優
先的に使用されるものであるように、発現ベクターに挿入される核酸の核酸配列を変化さ
せることである(例えば、Wada, et al., 1992. Nucl. Acids Res. 20: 2111-2118を参照
されたい)。本発明の核酸配列のこのような変化は、標準的なDNA合成技術によって実行す
ることができる。
【０２１９】
　別の態様において、TDFRP発現ベクターは酵母発現ベクターである。ビール酵母菌(Sacc
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haromyces cerevisiae)における発現のためのベクターの例には、pYepSec1(Baldari, et 
al., 1987. EMBO J. 6: 229-234)、pMFa(Kurjan and Herskowitz, 1982. Cell 30: 933-9
43)、pJRY88(Schultz et al., 1987. Gene 54: 113-123)、pYES2(Invitrogen Corporatio
n, San Diego, Calif)、およびpicZ(Invitrogen Corp, San Diego, Calif)が含まれる。
または、TDFRPは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して、昆虫細胞中で発現させる
ことができる。培養昆虫細胞(例えば、SF9細胞)におけるポリペプチドの発現のために使
用可能であるバキュロウイルスベクターには、pAcシリーズ(Smith, et al., 1983. MoI. 
Cell. Biol. 3: 2156-2165)およびpVLシリーズ(Lucklow and Summers, 1989. Virology 1
70: 31-39)が含まれる。
【０２２０】
　なお別の態様において、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用して、哺乳動物
細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例には、pCDM8 (Seed, 1987. Nature 329:
 840)およびpMT2PC (Kaufman, et al., 1987. EMBO J. 6: 187-195)が含まれる。哺乳動
物細胞中で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばしば、ウイルス調節エレメ
ントによって提供される。例えば、一般に使用されるプロモーターは、ポリオーマ、アデ
ノウイルス2、サイトメガロウイルス、およびシミアンウイルス40に由来する。原核生物
細胞と真核生物細胞の両方のための他の適切な発現系については、例えば、Sambrook, et
 al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2nd ed., Cold Spring Harbor Labora
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989のChap
ters 16および17を参照されたい。
【０２２１】
　別の態様において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型において優先的に核
酸の発現を指向することが可能である(例えば、組織特異的調節エレメントが核酸を発現
するために使用される)。組織特異的調節エレメントは当技術分野において公知である。
適切な組織特異的プロモーターの非限定的な例には以下が含まれる:アルブミンプロモー
ター(肝臓特異的; Pinkert, et al., 1987. Genes Dev. 1: 268-277)、リンパ特異的プロ
モーター(Calame and Eaton, 1988. Adv. Immunol. 43: 235-275)、特にT細胞受容体のプ
ロモーター(Winoto and Baltimore, 1989. EMBO J. 8: 729-733)および免疫グロブリン(B
anerji, et al., 1983. Cell 33: 729-740; Queen and Baltimore, 1983. Cell 33: 741-
748)、神経細胞特異的プロモーター(例えば、神経フィラメントプロモーター; Byrne and
 Ruddle, 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477)、膵臓特異的プロモーター
(Edlund, et al., 1985. Science 230: 912-916)、および乳腺特異的プロモーター(例え
ば、乳清プロモーター;米国特許第4,873,316号および欧州出願公報第264,166号)。発生的
に調節されるプロモーター、例えば、マウスhoxプロモーター(Kessel and Gruss, 1990. 
Science 249: 374-379)およびα-フェトタンパク質プロモーター(Campes and Tilghman, 
1989. Genes Dev. 3: 537-546)にもまた遭遇する。
【０２２２】
　本発明はさらに、アンチセンス方向で発現ベクターにクローニングされた本発明のDNA
分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、DNA分子は、TDRFP mRNAに対して
アンチセンスであるRNA分子の発現(DNA分子の転写による)を可能にする様式で、調節配列
に作動可能に連結される。種々の細胞型中でアンチセンスRNA分子の連続的発現を指向す
る、アンチセンス方向でクローニングされた核酸に作動可能に連結される調節配列を選択
することができ、例えば、アンチセンスRNAの構成的、組織特異的または細胞型特異的発
現を指向する、ウイルスプロモーターおよび/もしくはエンハンサー、または調節配列を
選択することができる。アンチセンス発現ベクターは、組換えプラスミド、ファージミド
または弱毒化ウイルスの型であることができ、ここでは、アンチセンス核酸は、高度に効
率的な調節領域の制御下で産生され、その活性は、ベクターが導入される細胞型によって
決定することができる。アンチセンス遺伝子を使用する遺伝子発現の調節の議論について
は、例えば、Weintraub et al.,「Antisense RNA as a molecular tool for genetic ana
lysis」概説-Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986を参照されたい。
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【０２２３】
　本発明の別の局面は、本発明の組換え発現ベクターが導入されている宿主細胞に関する
。「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」という用語は、本明細書で交換可能に使用され
る。このような用語は、特定の被験体細胞をいうのみならず、このような細胞の子孫また
は潜在的な子孫もまたいうことが理解される。特定の改変は、変異または環境的な影響の
いずれかに起因して、後続の世代に存在する可能性があるので、このような子孫は、実際
に、親の細胞と同一でなくてもよいが、しかし、本明細書で使用される用語の範囲内にな
お含まれる。
【０２２４】
　宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞であり得る。例えば、TDFRPは、
大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞、酵母または哺乳動物細胞(チャイニーズハムスター卵
巣細胞(CHO)またはCOS細胞など)において発現させることができる。他の適切な宿主細胞
は、当業者に公知である。
【０２２５】
　ベクターDNAは、従来的な形質転換またはトランスフェクションの技術を介して原核生
物細胞または真核生物細胞に導入させることができる。本明細書で使用される場合、「形
質転換」および「トランスフェクション」という用語は、宿主細胞に外来性の核酸(例え
ば、DNA)を導入するための当技術分野で認識されている種々の技術をいうことが意図され
、これには、リン酸カルシウムもしくは塩化カルシウム共沈殿、DEAE-デキストラン媒介
トランスフェクション、リポフェクション、またはエレクトロポレーションが含まれる。
宿主細胞を形質転換またはトランスフェクトするための適切な方法は、Sambrook, et al.
 (MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory
, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989)および他
の実験室マニュアルにおいて見い出すことができる。
【０２２６】
　哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションのために、使用される発現ベクターおよび
トランスフェクション技術に依存して、細胞の小さな画分のみが、それらのゲノムに外来
性DNAを組み込む可能性があることが知られている。これらの組み込み体を同定および選
択するために、選択マーカー(例えば、抗生物質に対する耐性)をコードする遺伝子が、一
般的に、関心対象の遺伝子とともに宿主細胞に導入される。種々の選択マーカーには、G4
18、ハイグロマイシンおよびメトトレキセートなどの薬物に対する耐性を付与するものが
含まれる。選択マーカーをコードする核酸は、TDFRPをコードするのと同じベクター上で
宿主細胞に導入することができ、または別々のベクター上で導入することができる。導入
された核酸で安定にトランスフェクトされた細胞は、薬物選択によって同定することがで
きる(例えば、選択マーカー遺伝子を組み込んだ細胞は生存するのに対して、他の細胞は
死滅する)。
【０２２７】
　培養中の原核生物または真核生物宿主細胞などの、本発明の化合物を含む宿主細胞は、
組換えTDFRPを産生(すなわち、発現)するために使用することができる。1つの態様におい
て、この方法は、TDFRPが産生されるように、適切な培地中で本発明の宿主細胞(TDFRPを
コードする組換え発現ベクターがそこに導入されている)を培養する工程を含む。別の態
様において、この方法は、培地または宿主細胞から、TDFRPを単離する工程をさらに含む
。組換えポリペプチドの精製は当技術分野において周知であり、これには、イオン交換精
製技術、または例えば、化合物に対する抗体を用いる親和精製技術が含まれる。本発明の
化合物に対する抗体を作製する方法は以下で議論される。
【０２２８】
E. TDFRP由来キメラおよび融合ポリペプチド
　本発明はまた、TDFRP由来キメラまたは融合ポリペプチドである化合物を提供する。本
明細書で使用される場合、TDFRP由来「キメラポリペプチド」または「融合ポリペプチド
」は、TDFRPに対して実質的には相同ではないポリペプチド、例えば、TDFRPとは異なり、
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かつ同じかまたは異なる生物に由来する(すなわち、非TDFRP)ポリペプチドに対応するア
ミノ酸配列を有するポリペプチドに作動可能に連結されたTDFRPを含む。TDFRP由来融合ポ
リペプチド中で、TDFRPは、TDFRPのすべてまたは一部に対応することができる。1つの態
様において、TDFRP由来融合ポリペプチドは、TDFRPの少なくとも1つの生物学的に活性な
部分、例えば、SEQ ID NO:1～314のフラグメントを含む。別の態様において、TDFRP由来
融合ポリペプチドは、TDFRPの少なくとも2つの生物学的に活性な部分を含む。なお別の態
様において、TDFRP由来融合ポリペプチドは、TDFRPポリペプチドの少なくとも3つの生物
学的に活性な部分を含む。融合ポリペプチド中で、「作動可能に連結される」という用語
は、TDFRPポリペプチドおよびTDFRPではないポリペプチドが互いにインフレームで融合さ
れることを示すことが意図される。非TDFRPポリペプチドは、TDFRPのN末端またはC末端に
融合させることができる。
【０２２９】
　1つの態様において、融合ポリペプチドは、TDFRP配列がGST(グルタチオンS-トランスフ
ェラーゼ)配列のN末端またはC末端に融合されているGST-TDFRP融合ポリペプチドである。
このような融合ポリペプチドは、親和性手段による組換えTDFRPの精製を容易にすること
ができる。
【０２３０】
　別の態様において、融合ポリペプチドは、そのN末端に異種シグナル配列を含むTDFRPポ
リペプチドである。特定の宿主細胞(例えば、哺乳動物宿主細胞)において、TDFRPの発現
および/または分泌は、異種シグナル配列の使用を通して増加することができる。
【０２３１】
　なお別の態様において、融合ポリペプチドは、TDFRP配列が免疫グロブリンスーパーフ
ァミリーのメンバーから誘導される配列に融合されている、TDFRP免疫グロブリン融合ポ
リペプチドである。本発明のTDFRP免疫グロブリン融合ポリペプチドは、薬学的組成物に
取り込まれ、および細胞の表面上のTDFとTDF受容体ポリペプチドとの間の相互作用を阻害
するために被験体に投与され、それによってインビボでTDF媒介性シグナル伝達を抑制す
る。TDFRP免疫グロブリン融合ポリペプチドは、例えば、化合物を、必須の抗原を有する
特定の細胞または組織に標的化するために、TDFRPの生物学的利用能に影響を与えるよう
に使用してもよい。TDF/TDF受容体相互作用の阻害は、増殖と分化の両方の障害の治療の
ために治療的に有用であることができ、ならびに細胞生存を調節する(例えば、促進また
は阻害する)。さらに、本発明のTDFRP免疫グロブリン融合ポリペプチドは、TDFRPリガン
ドを精製するために、被験体における抗TDFRP抗体を産生するための免疫原として、およ
びTDFのTDFリガンドとの相互作用を阻害する分子を同定するためのスクリーニングアッセ
イ法において使用することができる。
【０２３２】
F. TDFRP1-リンカー-TDFRP2
　本発明の化合物は、以下に示す一般構造:を有する複数TDF関連ポリペプチド(すなわち
、複数ドメインTDF関連ポリペプチド化合物、本明細書中以後「TDFRP」)を含む。
【０２３３】
　第1のTDFRPドメイン(TDFRP1、すなわち、TDF関連ポリペプチド1)は、C末端、N末端、ま
たは官能基化可能な側鎖を有する任意の位置、例えば、リジンまたはアスパラギン酸を介
して、リンカー分子に共有結合により連結されており、これは次には、第2のTDFRPドメイ
ン(TDFRP2)のN末端に共有結合により連結されている。
【０２３４】
　TDRFPドメインは、低分子、より詳細には、本明細書で同定されるポリペプチド、すな
わち、表1b～4bに要約されるTDF関連ポリペプチド(TDFRP)を含む化合物である。これらの
化合物の改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、種相同体もまた、その
縮重型と同様に、本発明に含まれる。
【０２３５】
　第1のドメインは、リンカーを通して第2のドメインに連結される。「リンカー」という
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用語は、本明細書で使用される場合、TDFRPの生物学的活性が保存されるように、単独で
または組み合わせて、適切な間隔もしくは構造的な強固さ、または構造的な配向を、第1
および第2のドメイン、例えば、TDFRP1およびTDFRP2に提供することが可能であるエレメ
ントをいう。例えば、リンカーには、ジアミノアルカン、ジカルボン酸、アミノカルボン
酸アルカン、アミノ酸配列、例えば、グリシンポリペプチド、ジスルフィド結合、ヘリッ
クスもしくはシート様構造エレメントまたはアルキル鎖が含まれてもよいがこれらに限定
されない。1つの局面において、リンカーは不活性ではなく、例えば、インビボまたはイ
ンビトロで化学的または酵素的に切断可能である。別の局面において、リンカーは不活性
であり、すなわち、インビボまたはインビトロでは実質的に反応性でなく、例えば、化学
的または酵素的に分解されない。連結基として働くことができる不活性基の例には以下が
含まれる:脂肪族鎖、例えば、アルキル基、アルケニル基およびアルキニル基(例えば、C1
～C20)、シクロアルキル環(例えば、C3～C10)、アリール基(炭素環式アリール基、例えば
、1-ナフチル、2-ナフチル、1-アントラシルおよび2-アントラシル、ならびにヘテロアリ
ール基、例えば、N-イミダゾリル、2-イミダゾール、2-チエニル、3-チエニル、2-フラニ
ル、3-フラニル、2-ピリジル、3-ピリジル、4-ピリジル、2-ピリジル、4-ピリミジル、2-
ピラニル、3-ピラニル、3-ピラゾリル、4-ピラゾリル、5-ピラゾリル、2-ピラジニル、2-
チアゾール、4-チアゾール、5-チアゾール、2-オキサゾリル、4-オキサゾリル、5-オキサ
ゾリル、2-ベンゾチエニル、3-ベンゾチエニル、2-ベンゾフラニル、3-ベンゾフラニル、
2-インドリル、3-インドリル、2-キノリニル、3-キノリニル、2-ベンゾチアゾール、2-ベ
ンゾオキサゾール、2-ベンズイミダゾール、2-キノリニル、3-キノリニル、1-イソキノリ
ニル、3-キノリニル、1-イソインドリル、および3-イソインドリル)、非芳香族複素環基(
例えば、2-テトラヒドロフラニル、3-テトラヒドロフラニル、2-テトラヒドロチオフェニ
ル、3-テトラヒドロチオフェニル、2-モルホリノ、3-モルホリノ、4-モルホリノ、2-チオ
モルホリノ、3-チオモルホリノ、4-チオモルホリノ、1-ピロリジニル、2-ピロリジニル、
3-ピロリジニル、1-ピペラジニル、2-ピペラジニル、1-ピペリジニル、2-ピペリジニル、
3-ピペリジニル、4-ピペリジニルおよび4-チアゾリジニル)ならびに1つ、2つ、または3つ
のメチレンが-O-、-S-、-NH-、-SO2-、-SO-または-SO2NH-で置換されている脂肪族基。
【０２３６】
　本発明の化合物は、低分子、より特定には、以下に詳述されるような、本明細書で同定
される一般構造を有する、TDFRP化合物ドメインを含む。本明細書に開示されるTDFRP化合
物ドメインは、任意の組み合わせまたは方向でTDFRP化合物中に存在してもよい。これら
のTDFRP化合物ドメインの改変体、類似体、相同体、またはフラグメント、例えば、種相
同体もまた、その縮重型と同様に、本発明に含まれる。本発明のTDFRP化合物ドメインは
、N末端もしくはC末端、またはN末端とC末端の両方でキャップされてもよい。本発明のTD
FRP化合物は、ペグ化されてもよく、または修飾されてもよく、例えば、反応性側鎖、例
えば、リジン残基、またはリンカー上の化学反応基を含む任意のアミノ酸残基で分枝して
もよい。本発明のTDFRP化合物は、直鎖状であってもよく、または環状であってもよい。T
DFRPまたはTDFRPドメインのテール配列は長さが変化してもよい。本発明の1つの局面にお
いて、本発明のTDFRP化合物はプロドラッグであり、すなわち、TDFRP化合物の生物学的活
性は、生物学的系をインビボまたはインビトロで接触させる際に、変化され、例えば、増
加される。
【０２３７】
　TDFRP化合物は、天然のアミノ酸、天然でないアミノ酸、d-アミノ酸およびl-アミノ酸
、ならびにこれらの任意の組み合わせを含むことができる。特定の態様において、本発明
の化合物は、遺伝的にコードされていない一般的に遭遇するアミノ酸を含むことができる
。これらの遺伝的にコードされていないアミノ酸には以下が含まれるがこれらに限定され
ない:β-アラニン(β-Ala)および他のオメガアミノ酸、例えば、3-アミノプロピオン酸(D
ap)、2,3-ジアミノプロピオン酸(Dpr)、4-アミノ酪酸など;α-アミノイソ酪酸(Aib);ε-
アミノヘキサン酸(Aha);δ-アミノ吉草酸(Ava);N-メチルグリシンまたはサルコシン(MeGl
y);オルニチン(Orn);シトルリン(Cit);t-ブチルアラニン(t-BuA);t-ブチルグリシン(t-Bu
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G);N-メチルイソロイシン(MeIle);フェニルグリシン(Phg);シクロヘキシルアラニン(Cha)
;ノルロイシン(Nle);2-ナフチルアラニン(2-Nal);4-クロロフェニルアラニン(Phe(4-Cl))
;2-フルオロフェニルアラニン(Phe(2-F));3-フルオロフェニルアラニン(Phe(3-F));4-フ
ルオロフェニルアラニン(Phe(4-F));ペニシルアミン(Pen);1,2,3,4-テトラヒドロイソキ
ノリン-3-カルボン酸(Tic);β-2-チエニルアラニン(Thi);メチオニンスルホキシド(MSO);
ホモアルギニン(hArg);N-アセチルリジン(AcLys);2,3-ジアミノ酪酸(Dab);2,3-ジアミノ
酪酸(Dbu);p-アミノフェニルアラニン(Phe(pNH2));N-メチルバリン(MeVal);ホモシステイ
ン(hCys)およびホモセリン(hSer)。この化合物の天然には存在しない改変体は、変異誘発
技術または直接合成によって製造されてもよい。
【０２３８】
II. TDRPの調製
A. TDFRP化合物のペプチド合成
　1つの態様において、TDFRP化合物は、標準的なペプチド合成技術、例えば、固相または
液相ペプチド合成を使用して化学的に合成することができる。すなわち、SEQ ID NO:1～3
14として開示される化合物は、例えば、当技術分野において周知である組成物および方法
を使用して、固相上または溶液中で化学合成される。例えば、Fields, G.B. (1997) Soli
d-Phase Peptide Synthesis. Academic Press, San Diegoを参照されたい。
【０２３９】
　TDFRP化合物は、Fmoc(塩基不安定性保護基)またはBoc(酸不安定性アミノ保護基)のいず
れのペプチド合成によって調製されてもよい。合成後、次いで、TDFRP化合物は、標準的
なポリペプチド精製技術、例えば、イオン交換クロマトグラフィー、親和クロマトグラフ
ィー、例えば、C-18、C-8、およびC-4などのカラムを使用する逆相HPLC、サイズ排除クロ
マトグラフィー、疎水性相互作用に基づくクロマトグラフィー、または他のポリペプチド
精製法を使用する適切な精製スキームによって、化学前駆体または他の化学物質を実質的
に含まなくすることができる。
【０２４０】
B. 組換えDNA技術を使用するTDFRP化合物の生成
　別の態様において、TDFRP化合物は組換えDNA技術によって製造され、例えば、細菌、酵
母、バキュロウイルスまたは真核生物細胞における化合物の過剰発現が、十分な量の化合
物を産生する。材料の異種混合物、例えば、反応混合物または細胞溶解物または他の粗画
分からの化合物の精製は、当技術分野において周知である方法、例えば、イオン交換クロ
マトグラフィー、親和クロマトグラフィーまたは他のポリペプチド精製法によって達成さ
れる。これらは、SEQ ID NO:1～314によって説明される化合物を、切断可能なまたはさも
なくば不活性なエピトープまたは配列への融合物として発現することによって容易にする
ことができる。発現系の選択は、精製の方法と同様に、当業者には周知である。
【０２４１】
　本発明によって提供されるポリヌクレオチドは、分析、特徴付けまたは治療的使用のた
めに組換え化合物を発現するために;対応する化合物が優先的に発現される(構成的に、あ
るいは組織の分化もしくは発生、または疾患状態の特定の段階においてのいずれかで)組
織のためのマーカーとして使用することができる。
【０２４２】
　1つまたは複数の本発明の化合物の組換え発現のために、ペプチドをコードする核酸配
列のすべてまたは一部を含む核酸が適切な発現ベクター(すなわち、挿入されるペプチド
コード配列の転写および翻訳に必要なエレメントを含むベクター)に挿入されてもよい。
ある態様において、調節エレメントは異種である(すなわち、天然型の遺伝子プロモータ
ーではない)。または、必要な転写および翻訳のシグナルもまた、遺伝子および/またはそ
れらの隣接領域について天然型プロモーターによって供給されてもよい。
【０２４３】
　種々の宿主-ベクター系が、ペプチドコード配列を発現するために使用されてもよい。
これらには以下が含まれるがこれらに限定されない:(i)ワクシニアウイルス、アデノウイ
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ルスなどで感染される哺乳動物細胞系;(ii)バキュロウイルスなどで感染される昆虫細胞
系;(iii)酵母ベクターを含む酵母または(iv)バクテリオファージDNA、プラスミドDNA、も
しくはコスミドDNAで形質転換される細菌。使用される宿主-ベクター系に依存して、多数
の適切な転写エレメントおよび翻訳エレメントのいずれか1つが使用されてもよい。
【０２４４】
　発現ベクター中のプロモーター/エンハンサー配列は、本発明において提供されるよう
な、植物、動物、昆虫、または真菌の調節配列を使用してもよい。例えば、酵母および他
の真菌からのプロモーター/エンハンサーエレメントを使用することができる(例えば、GA
L4プロモーター、アルコールデヒドロゲナーゼプロモーター、ホスホログリセロールキナ
ーゼプロモーター、アルカリホスファターゼプロモーター)。または、もしくは加えて、
これらは、動物の転写制御領域、例えば、(i)膵臓細胞中で活性であるインスリン遺伝子
制御領域(例えば、Hanahan, et al., 1985. Nature 315: 115-122を参照されたい);(ii)
リンパ細胞中で活性である免疫グロブリン遺伝子制御領域(例えば、Grosschedl, et al.,
 1984. Cell 38: 647-658を参照されたい);(iii)肝臓中で活性であるアルブミン遺伝子制
御領域(例えば、Pinckert, et al., 1987. Genes and Dev 1: 268-276を参照されたい;(i
v)脳乏突起膠細胞中で活性であるミエリン塩基性ポリペプチド遺伝子制御領域(例えば、R
eadhead, et al., 1987. Cell 48: 703-712を参照されたい);および(v)視床下部中で活性
である性腺刺激ホルモン放出ホルモン遺伝子制御領域(例えば、Mason, et al., 1986. Sc
ience 234: 1372-1378を参照されたい)などを含んでもよい。
【０２４５】
　発現ベクターまたはそれらの誘導体には、例えば、ヒトまたは動物のウイルス(例えば
、ワクシニアウイルスまたはアデノウイルス);昆虫ウイルス(例えば、バキュロウイルス)
;酵母ベクター;バクテリオファージベクター(例えば、ラムダファージ);プラスミドベク
ターおよびコスミドベクターが含まれる。
【０２４６】
　関心対象の挿入された配列の発現を調節し、または所望される特定の様式で配列によっ
てコードされる発現されたペプチドを修飾もしくはプロセスシングする宿主細胞株が選択
されてもよい。加えて、特定のプロモーターからの発現は、選択された宿主細胞中での特
定のインデューサーの存在下で増強されてもよい。従って、遺伝子操作された化合物の発
現の制御を容易にする。さらに、異なる宿主細胞は、発現されたペプチドの翻訳的および
翻訳後のプロセシングおよび修飾(例えば、グリコシル化、リン酸化など)について特徴的
かつ特異的なメカニズムを保有する。従って、適切な細胞株または宿主系は、外来性ペプ
チドの所望の修飾およびプロセシングが達成されることを保証するように選択されてもよ
い。例えば、細菌系中でのペプチド発現は、グリコシル化されていないコアペプチドを産
生するように使用することができるのに対して;哺乳動物細胞中での発現は、異種ペプチ
ドの「天然型の」グリコシル化を保証する。
【０２４７】
C. TDFRP由来のキメラまたは融合ポリペプチド化合物の調製
　本発明のTDFRP由来のキメラまたは融合ポリペプチド化合物は、当技術分野で公知であ
る標準的な組換えDNA技術によって産生することができる。例えば、異なるポリペプチド
配列をコードするDNAフラグメントは、従来的な技術に従って、例えば、ライゲーション
のための平滑末端または突出末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、必要に応
じた付着末端のフィルイン、望ましくない結合を回避するためのアルカリホスファターゼ
処理、および酵素的ライゲーションを使用することによって、インフレームで互いにライ
ゲーションされる。別の態様において、融合遺伝子は、自動DNA合成装置を含む、従来的
な技術によって合成することができる。または、遺伝子フラグメントのPCR増幅は、引き
続いてアニールすることができる2つの連続的な遺伝子フラグメント間の相補的な突出を
生じるアンカープライマーを使用して実行することができ、およびキメラ遺伝子配列を生
成するために再増幅することができる(例えば、Ausubel, et al. (編) CURRENT PROTOCOL
S IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992を参照されたい)。さらに、融合部分
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(例えば、GSTポリペプチド)をすでにコードしている多くの発現ベクターが市販されてい
る。TDFRPコード核酸は、融合部分が、核酸配列をコードしているTDFRPにインフレームで
連結されるように、このような発現ベクターにクローニングすることができる。
【０２４８】
D. TDFRP化合物ライブラリーの調製
　加えて、TDFRP化合物をコードする核酸配列のフラグメントのライブラリーが、TDFRP化
合物の改変体のスクリーニングおよび引き続く選択のために、TDFRPフラグメントの集団
を生成するために使用することができる。1つの態様において、コード配列フラグメント
のライブラリーは以下の工程によって生成することができる:TDFRP化合物をコードする核
酸配列の二本鎖PCRフラグメントを、ニック形成が分子あたり約1回のみ発生するような条
件下でヌクレアーゼで処理する工程、二本鎖DNAを変性させる工程、DNAを再生させて異な
るニックを有する生成物からセンス/アンチセンス対を含み得る二本鎖DNAを形成する工程
、S1ヌクレアーゼを用いる処理によって再形成した二重鎖から一本鎖部分を除去する工程
、および得られるフラグメントライブラリーを発現ベクターにライゲーションする工程。
この方法によって、N末端、C末端、および種々のサイズのTDFRP化合物の内部フラグメン
トをコードする発現ライブラリーを誘導することができる。
【０２４９】
　点変異または短縮によって作製されるコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産物をス
クリーニングするため、および選択された特性を有する遺伝子産物のcDNAライブラリーを
スクリーニングための種々の技術が当技術分野において公知である。このような技術は、
TDFRP化合物のコンビナトリアル変異誘発によって生成されるDNAライブラリーの迅速スク
リーニングのために適合可能である。大きな遺伝子ライブラリーをスクリーニングするた
めのハイスループット分析に対して感受性である最も広範に使用されている技術には、典
型的には、複製可能な発現ベクターに遺伝子ライブラリーをクローニングする工程、得ら
れるベクターのライブラリーで適切な細胞を形質転換すること、および所望の活性の検出
が、その産物が検出された遺伝子をコードするベクターの単離を容易にする条件下で、コ
ンビナトリアル遺伝子を発現する工程が含まれる。ライブラリー中の機能的変異の頻度を
増大する新規な技術である繰り返しアンサンブル変異誘発(REM)は、TDFRP化合物改変体を
同定するためのスクリーニングアッセイ法と組み合わせて使用することができる。例えば
、Arkin and Yourvan, 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave, e
t al., 1993. Polypeptide Engineering 6:327-331を参照されたい。
【０２５０】
　TDRFP化合物のライブラリーは、ファージディスプレイによって産生することができる
。公知のファージディスプレイまたは他のヌクレオチド発現系が、多数のTDFRP候補構築
物を同時に産生するために使用されてもよい。候補構築物のプールは、引き続いて、例え
ば、表面に固定化された受容体を含むクロマトグラフィーカラム、選択するためおよび高
結合候補を濃縮するための塩勾配溶液、ならびに特定の単離された候補が鋳型スーパーフ
ァミリーメンバーの活性を作動させるか否かを決定するためのインビトロアッセイ法を使
用して、結合特異性についてスクリーニングされてもよい。有用な構築物の同定に続いて
、実験室使用のため、および最終的には治療的に有用な薬物を製造するために、商業的に
有用な量の構築物を発現する細胞株の産生を行う。上記の組換えDNA方法によって一旦同
定および特徴付けされると、好ましい一本鎖構築物が、標準的なペプチド合成方法によっ
て産生される可能性があることもまた意図される。
【０２５１】
　または、合成DNA構築物のライブラリーは、例えば、あらかじめ選択した領域中のヌク
レオチド組成が異なる合成ヌクレオチド配列のアセンブリーによって、同時に調製するこ
とができる。例えば、特定のTGFベータスーパーファミリーメンバーに基づく構築物の産
生の間に、当業者は、このようなスーパーファミリーメンバーについての適切なフィンガ
ーおよびヒール領域を選択してもよいことが意図される。一旦、適切なフィンガーおよび
ヒール領域が選択されると、次いで、当業者は、これらの領域をコードする合成DNAを産
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生してもよく、これは、次には、ポリペプチドリンカーをコードするリンカー配列によっ
て接続されてもよい。例えば、適切な制限部位および反応条件の思慮深い選択によって、
異なるリンカー配列をコードする複数のDNA分子が、フィンガーおよびヒール配列をコー
ドするDNA分子を含むライゲーション反応に含まれる場合、当業者は、DNA構築物の各々が
フィンガーおよびヒール領域をコードするが、異なるリンカー配列によって接続されるDN
A構築物のライブラリーを産生してもよい。次いで、得られるDNAは、適切な発現媒体、す
なわち、ファージディスプレイライブラリーの調製において有用であるプラスミドにライ
ゲーションされ、宿主細胞にトランスフェクトされ、および合成DNAによってコードされ
るポリペプチドが発現され、候補化合物のプールを生成する。引き続いて、候補化合物の
プールは、あらかじめ選択した受容体についての結合親和性および/または選択性を有す
るリード化合物を同定するためにスクリーニングすることができる。
【０２５２】
　スクリーニングは、表面に固定化された受容体を含むクロマトグラフィーカラムを通し
て、候補化合物を含む溶液を通過させることによって実行されてもよい。次いで、所望の
結合特異性を有するリード化合物が、例えば、塩勾配および/または鋳型TGFベータスーパ
ーファミリーメンバーの濃度勾配によって溶出される。続いて、リード化合物をコードす
るヌクレオチド配列が単離され、および特徴付けされてもよい。一旦、リード化合物の適
切なヌクレオチド配列が同定されたら、続いて、従来的な組換えDNAまたはペプチド合成
のいずれかの方法によって、特定の構築物が鋳型TGF-ベータスーパーファミリーメンバー
の活性を模倣するか否かを試験するために十分な量で、リード化合物が産生されてもよい
(Amberg et al. (1993)「SurfZAP Vector: Linking Phenotype to Genotype for Phagemi
d Display Libraries」Strategies in Molecular Biology 6: 2-6.; Lowman et al. (199
1)「Selecting High-Affinity Binding Proteins by Monovalent Phage Display」Bioche
mistry 30: 10832-10838; Marks et al. (1992)「Molecular Evolution of Proteins on 
Filamentous Phage」Journal of Biological Chemistry 267: 16007-16010; McCafferty 
et al. (1990)「Phage Antibodies: Filamentous Phage Displaying Antibody Variable 
Domains」Nature: 348: 552-554)。
【０２５３】
　しかし、複数の配列をコードするDNA構築物のライブラリーは、上記のもののような標
準的な組換えDNA方法によって同時に産生されてもよいことが認識される。例えば、当業
者は、カセット変異誘発またはオリゴヌクレオチド指向性変異誘発の使用によって、例え
ば、一連のDNA構築物を産生してもよく、これらの各々が、あらかじめ規定した位置の中
で、例えば、リンカー配列をコードするDNAカセットの中で、異なるDNA配列を含む。続い
て、得られるDNA構築物のライブラリーは、例えば、ファージディスプレイライブラリー
中で発現されてもよく、および特定の受容体に結合する任意のタンパク質構築物が、例え
ば、表面に固定化された受容体を含むクロマトグラフィーカラムを使用する、親和精製に
よって単離されてもよい。一旦、あらかじめ選択した受容体を結合する分子が単離された
ら、それらの結合およびアゴニスト特性は、本明細書に記載される結合アッセイ法および
活性アッセイ法を使用して調節されてもよい。
【０２５４】
　組換えDNA方法が使用される場合、関心対象のポリペプチドとそれをコードする核酸と
の間の物理的接続を確立および維持することが必要である。本発明のこの局面の実施にお
いて有用である系には、例えば、関心対象のペプチドが、ファージコートタンパク質との
融合物としてファージの表面上に固定化されている、ファージディスプレイ方法が含まれ
る。例えば、Scott et al. (1990) Science 249: 386-390; Parmely et al. (1988) Gene
 73: 305-318; Devlin et al., (1990) Science 249: 404-406; McCafferty et al. (199
0) Nature 348: 552-554; Marks et al. (1992) J. Biol. Chem. 267:16007-16010; Lowm
an et al. (1991) Biochem. 30:10832-10838; Wells et al. 前記; Amberg et al. in St
rategies in Molecular Biology 6:2-4;および the Recombinant Phage Antibody System
 instruction manual from Pharmacia, P-L Biochemicalsを参照されたい。
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【０２５５】
　手短に述べると、候補構築物をコードするDNAは、ファージ粒子の表面上で、典型的に
は、ファージマイナーコートタンパク質へのN末端融合物として発現される。典型的な実
験において、合成遺伝子の小さな部分をコードするヌクレオチド、例えば、リンカー配列
をコードするものが、その領域中でランダムなアミノ酸配列を有する構築物をコードする
核酸配列のライブラリーを産生するために、ランダム化されてもよいことが意図される。
一旦、選択された構築物をコードするDNA分子のライブラリーが産生されると、DNAは、マ
イナーコートタンパク質をコードする遺伝子に隣接する位置でファージゲノムにライゲー
ションされる。得られるDNAはパッケージングされ、宿主細胞中で増幅され、および発現
されて、それらの細胞表面上に関心対象のタンパク質に融合されたマイナーコートタンパ
ク質を有する組換えファージ粒子を産生する。所望の結合親和性および/または関心対象
の受容体についての特異性を有する選択された構築物を発現する組換えファージ粒子は、
続いて、数回のラウンドの親和性強化、それに続くファージ増殖によって単離される。こ
れらのアプローチを使用することによって、特定の生物学的特性を有するポリペプチドを
発現する単一のファージ粒子が、106～108ファージ粒子よりも多くを含むファージライブ
ラリーから、慣用的に単離されてもよい。
【０２５６】
　親和性強化は、例えば、組換えファージ粒子の表面上で発現される選択された構築物が
受容体に結合することを可能にする条件下で、組換えファージ粒子を含む溶液を、表面に
固定化された受容体を含むクロマトグラフィーカラムを通過させることによって実行され
てもよい。次いで、このカラムは、残渣のおよび/または非特異的に結合したファージを
除去するために洗浄され、高次構造的に活性な構築物を発現するファージは、特異的脱離
、例えば、過剰の鋳型TGFベータスーパーファミリーメンバーの添加によって、または非
特異的脱離によって、pH、極性減少剤もしくはカオトロピック塩を使用して溶出される。
最高の結合粒子は、脱離誘導試薬の濃度勾配を使用して溶出されてもよく、ここで、最高
の結合粒子は、試薬の最高濃度で溶出する。一旦溶出された最高の結合粒子は再増幅され
、ならびに関心対象の形態子をコードする核酸が単離され、および配列決定される。一旦
DNA配列が決定されると、従って、最高の結合の形態子の核酸配列が決定されたら、改良
プロセスが、好ましい結合活性を有する形態子分子が産生されるまで、例えば、分子の別
の部分の変異誘発によって反復されてもよい。続いて、得られる構築物は、今日までに同
定された鋳型TGFベータスーパーファミリーメンバーの各々について開発されてきたイン
ビボまたはインビトロアッセイ法を使用して、生物学的活性についてアッセイされてもよ
い。
【０２５７】
　有用な構築物の同定後に、構築物は、例えば、関心対象の構築物を発現する細胞株を産
生することによって、または適切なアミノ酸配列を規定する合成ペプチドを産生すること
によって、商業的に有用な量で製造されてもよい。しかし、適切な細胞株を産生するため
、および合成ペプチドを産生するための従来的な方法は、当技術分野において周知であり
、かつ徹底的に文書に記載されており、およびそれゆえに本明細書では詳細には議論され
ない。
【０２５８】
　潜在的なTDFRP化合物配列の縮重セットが、個々のポリペプチドとして、またはその代
わりとしては、TDFRP化合物配列のセットをそこに含むより大きな融合ポリペプチドのセ
ットとして(例えば、ファージディスプレイ用)発現可能であるように、TDFRP改変体化合
物のライブラリーもまた、例えば、合成オリゴヌクレオチドの混合物を遺伝子配列に酵素
的にライゲーションすることによって産生することができる。縮重オリゴヌクレオチド配
列から潜在的なTDFRP改変体化合物のライブラリーを産生するために使用することができ
る様々な方法が存在している。縮重遺伝子配列の化学合成は、自動DNA合成装置中で実施
することができ、次いで、合成遺伝子が、適切な発現ベクターにライゲーションされる。
遺伝子の縮重セットの使用は、1つの混合物中で、潜在的なTDFRP化合物配列の所望のセッ
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トをコードする配列のすべての供給を可能にする。縮重オリゴヌクレオチドを合成するた
めの方法は当技術分野において周知である。例えば、Narang, 1983. Tetrahedron 39: 3;
 Itakura, et al., 1984. Annu. Rev. Biochem. 53: 323; Itakura, et al., 1984. Scie
nce 198: 1056; Ike, et al., 1983. Nucl. Acids Res. 11:477を参照されたい。
【０２５９】
E. 抗TDFRP化合物抗体
　本発明は、抗TDFRP化合物抗体を惹起するための免疫原としての使用のために適切であ
るポリペプチドおよびポリペプチドフラグメントを含む化合物を提供する。この化合物は
、二特異性抗体または他の多価抗体を含む、本発明のTDFRP化合物のいずれかに免疫特異
的に結合する、全体の抗体および抗体フラグメント、例えば、Fv、Fabまたは(Fab)2を惹
起するために使用することができる。
【０２６０】
　単離されたTDFRPポリペプチド化合物、またはその一部もしくはフラグメントは、ポリ
クローナルおよびモノクローナル抗体調製のための標準的な技術を使用して、TDFRPまた
はTDFポリペプチドに結合する抗体を生成するための免疫原として使用することができる
。全長TFDポリペプチドを使用することができ、またはその代わりとしては、本発明は、
免疫原として、TDFRP化合物またはTDFRPフラグメントを含む化合物の使用を提供する。TD
FRP化合物は、SEQ ID NO:1～314に示されるアミノ酸配列の少なくとも4アミノ酸残基を含
み、ペプチドに対して惹起された抗体がTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物と特異的免疫
複合体を形成するように、TDFRP化合物のエピトープを包含する。好ましくは、抗原性ペ
プチドは、少なくとも5個、8個、10個、15個、20個、または30個のアミノ酸残基を含む。
用途に依存して、および当業者に周知である方法に従って、より長い抗原性ペプチドは、
より短い抗原性ペプチドよりも時折好ましい。
【０２６１】
　本発明の特定の態様において、抗原性ペプチドによって包含される少なくとも1つのエ
ピトープは、ポリペプチドの表面上に位置するTDFポリペプチドの領域である(例えば、親
水性領域)。抗体産生を標的とするための手段として、例えば、フーリエ変換を伴うかま
たは伴わないかのいずれかである、Kyte DoolittleまたはHopp Woodsの方法を含む、親水
性および疎水性の領域を示すハイドロパシープロットを、当技術分野において周知の任意
の方法によって生成することができる(例えば、Hopp and Woods, 1981. Proc. Nat. Acad
. Sci. USA 78: 3824-3828; Kyte and Doolittle, 1982. J. MoI. Biol. 157: 105-142を
参照されたい。各々は、それらの全体が参照により本明細書に組み入れられる)。
【０２６２】
　本明細書に開示されるように、TDFRP化合物またはその誘導体は、これらのポリペプチ
ド成分を免疫特異的に結合する抗体の生成における免疫原として使用することができる。
特定の態様において、ヒトTDFRPポリペプチドに対する抗体が開示される。当技術分野に
おいて公知である種々の手順が、SEQ ID NO:1～314またはその誘導体、フラグメント、類
似体もしくは相同体のTDFRP化合物配列に対するポリクローナル抗体またはモノクローナ
ル抗体の産生のために使用することができる。これらのポリペプチドのいくつかは以下で
議論される。
【０２６３】
　ポリクローナル抗体の産生のために、種々の適切な宿主動物(例えば、ウサギ、ヤギ、
マウスまたは他の哺乳動物)が、天然型ポリペプチド、またはその合成改変体、または前
述の誘導体を用いる注射によって免疫することができる。適切な免疫原性調製物は、例え
ば、組換えにより発現されたTDFRP化合物または化学合成されたTDFRP化合物を含むことが
できる。この調製物は、アジュバントをさらに含むことができる。免疫学的反応を増加さ
せるために使用される種々のアジュバントには、フロイント(完全または不完全)、ミネラ
ルゲル(例えば、水酸化アルミニウム)、界面活性物質(例えば、リゾレシチン、プルロニ
ックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、オイルエマルジョン、ジニトロフェノールな
ど)、ヒトアジュバント、例えば、カルメット-ゲラン杆菌(Bacille Calmette-Guerin)お
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よびコリネバクテリウム　パルヴム(Corynebacterium parvum)、または類似の免疫刺激化
合物が含まれるがこれらに限定されない。所望される場合、TDFまたはTDFRP化合物に対し
て指向される抗体分子は哺乳動物から分離することができ(例えば、血液から)、IgG画分
を得るために、例えば、ポリペプチドAクロマトグラフィーなどの周知の技術によってさ
らに精製することができる。
【０２６４】
　特定のTDFRP化合物、またはその誘導体、フラグメント、類似体、もしくは相同体に対
して指向されるモノクローナル抗体の調製のために、連続細胞株培養によって抗体分子の
産生を提供する任意の技術を使用することができる。このような技術には以下が含まれる
がこれらに限定されない:ハイブリドーマ技術(例えば、Kohler & Milstein, 1975. Natur
e 256: 495-497を参照されたい);トリオーマ技術;ヒトB細胞ハイブリドーマ技術(例えば
、Kozbor, et al., 1983. Immunol. Today 4: 72を参照されたい)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(例えば、Cole, et al., 1985. In: MO
NOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77- 96を参照され
たい)。ヒトモノクローナル抗体は、本発明の実施において使用することができ、および
ヒトハイブリドーマを使用することによって(例えば、Cote, et al., 1983. Proc Natl A
cad Sci USA 80: 2026-2030を参照されたい)、またはインビトロでエプスタインバーウイ
ルスでヒトB細胞を形質転換することによって(例えば、Cole, et al., 1985. In: MONOCL
ONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96を参照されたい)
、産生することができる。上記の引用の各々は、それらの全体が参照により本明細書に組
み入れられる。合成デンドロマーツリーを、TDFRP化合物の免疫原性特性を増強するため
に、反応性アミノ酸側鎖、例えば、リジンに加えることができる。また、CPG-ジヌクレオ
チド技術を、TDFRP化合物の免疫原性特性を増強するために使用することができる。本発
明に従って、技術は、TDFRP化合物に特異的な側鎖抗体の産生のために適合させることが
できる(例えば、米国特許第4,946,778号を参照されたい)。加えて、方法は、TDFRP化合物
、例えば、そのポリペプチドまたは誘導体、フラグメント、類似体、もしくは相同体につ
いての所望の特異性を有するモノクローナルFabフラグメントの迅速かつ有効な同定を可
能にするために、Fab発現ライブラリー(例えば、Huse, et al., 1989. Science 246: 127
5-1281を参照されたい)の構築のために適合させることができる。非ヒト抗体は、当技術
分野において周知の技術によって、「ヒト化」することができる。例えば、米国特許第5,
225,539号を参照されたい。TDFRP化合物に対するイディオタイプを含む抗体フラグメント
は、当技術分野において公知である技術によって産生することができ、これには以下が含
まれるがこれらに限定されない(i)抗体分子のペプシン消化によって産生されるF(ab')2フ
ラグメント;(ii)F(ab')2フラグメントのジスルフィド架橋を還元することによって生成さ
れるFabフラグメント;(iii)パパインおよび還元化合物を用いる抗体分子の処理によって
生成されるFabフラグメント;および(iv)Fvフラグメント。
【０２６５】
　加えて、標準的な組換えDNA技術を使用して作製することができる、ヒト部分と非ヒト
部分の両方を含む、キメラおよびヒト化モノクローナル抗体などの組換え抗TDFRP化合物
抗体は、本発明の範囲内にある。このようなキメラおよびヒト化モノクローナル抗体は、
例えば、国際出願番号PCT/US86/02269; 欧州特許出願第184,187号; 欧州特許出願第171,4
96号; 欧州特許出願第173,494号; PCT国際公報番号WO 86/01533; 米国特許第4,816,567号
;米国特許5,225,539号; 欧州特許出願第125,023号; Better, et al., 1988. Science 240
: 1041-1043; Liu, et al., 1987. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443; Liu, e
t al., 1987. J. Immunol. 139: 3521- 3526; Sun, et al., 1987. Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 84: 214-218; Nishimura, et al., 1987. Cancer Res. 47: 999-1005; Wood, et
 al., 1985. Nature 314:446-449; Shaw, et al., 1988. J. Natl. Cancer Inst. 80: 15
53-1559); Morrison (1985) Science 229:1202-1207; Oi, et al (1986) BioTechniques 
4:214; Jones, et al., 1986. Nature 321: 552-525; Verhoeyan, et al., 1988. Scienc
e 239: 1534; およびBeidler, et al., 1988. J. Immunol. 141: 4053-4060において記載
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されるような方法を使用して、当技術分野において公知の組換えDNA技術によって産生す
ることができる。上記の引用の各々は、それらの全体が参照により本明細書に組み入れら
れる。
【０２６６】
　1つの態様において、TDFRP化合物に対する所望の特異性を保有する抗体のスクリーニン
グのための方法には、酵素結合免疫吸着アッセイ法(ELISA)および他の当技術分野におい
て公知である免疫学的に媒介される技術が含まれるがこれらに限定されない。特定の態様
において、TDFRP化合物の特定のドメインに対して特異的である抗体の選択は、このよう
なドメインを保有するTDFRP化合物のフラグメントに結合するハイブリドーマの生成によ
って容易にされる。従って、TDFRP化合物、またはその誘導体、フラグメント、類似体、
もしくは相同体中の所望のドメインに特異的である抗体もまた、本発明で提供される。
【０２６７】
　抗TDFRP化合物抗体は、TDFポリペプチドまたはTDFRP化合物の位置決めおよび/または定
量に関連して、当技術分野において公知である方法において使用することができる(例え
ば、適切な生理学的試料中のTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物のレベルを測定する際の
使用のため、診断方法における使用のため、ポリペプチドを可視化する際の使用のためな
ど)。所定の態様において、TDFRP化合物のための抗体、または抗体由来の結合ドメインを
含むその誘導体、フラグメント、類似体もしくは相同体は、薬理学的に活性な化合物(本
明細書以下では「治療剤」)として使用される。
【０２６８】
　抗TDFRP化合物抗体(例えば、モノクローナル抗体)は、親和クロマトグラフィーまたは
免疫沈殿などの標準的な技術によって、TDFRP化合物またはTDFポリペプチドを単離するた
めに使用することができる。抗TDFRP化合物抗体は、細胞からの天然のTDFポリペプチド、
および宿主細胞中で発現された組換えにより産生されたTDFRP化合物の精製を容易にする
ことができる。さらに、抗TDFRP化合物抗体は、TDFポリペプチドまたはTDFRP化合物の発
現の豊富さおよびパターンを評価するために、TDFポリペプチドまたはTDFRP化合物(例え
ば、細胞溶解物または細胞上清中)を検出するために使用することができる。抗TDFRP化合
物抗体は、臨床試験手順の一部として、組織中のポリペプチドレベルを診断学的にモニタ
ーするため、例えば、所定の治療法の効力を、例えば、決定するために使用することがで
きる。検出は、検出可能な物質に抗体をカップリングする(すなわち、物理的連結する)こ
とによって容易にすることができる。検出可能な物質の例には、種々の酵素、補欠分子族
、蛍光物質、発光物質、生物発光物質、および放射活性物質が含まれる。適切な酵素の例
には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベータ-ガラクトシダー
ゼ、またはアセチルコリンエステラーゼが含まれ;適切な補欠分子族の例には、ストレプ
トアビジン/ビオチンおよびアビジン/ビオチンが含まれ;適切な蛍光物質の例には、ウン
ベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジク
ロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロライドまたはフィコエリトリンが
含まれ;発光物質の例には、ルミノールが含まれ;生物発光物質の例には、ルシフェラーゼ
、ルシフェリン、およびエクオリンが含まれ;ならびに適切な放射活性物質の例には、32P
、125I、131I、35S、33P、14C、13C、または3Hが含まれる。
【０２６９】
III. TDFRP化合物の結合または生物学的活性の測定
A. TDFアゴニストおよびアンタゴニスト
　TDFRP化合物は、TDFそれ自体と同様に、TDF受容体アゴニスト(すなわち、模倣体)また
はTDF受容体アンタゴニストのいずれかとして機能することができる。TDFR(またはTDF)の
アゴニストは、実質的に同じ、またはサブセットの天然に存在する型のTDFポリペプチド
の生物学的活性を保持することができる。TDFRP化合物(またはTDF)のアンタゴニストは、
TDF受容体ポリペプチドを含む細胞内シグナル伝達カスケードの下流または上流のメンバ
ーに、例えば、競合的に結合することによって、TDFポリペプチドの天然に存在する型の
活性の1つまたは複数を示すことができる。従って、特異的生物学的効果は、制限された
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機能の改変体との処理によって誘発することができる。1つの態様において、天然に存在
する型のポリペプチドの生物学的活性のサブセットを有する改変体を用いる被験体の治療
は、天然に存在する型のTDFポリペプチドを用いる治療と比較して、被験体における副作
用がより少ない。例えば、ALK-3受容体は、腎組織においてより優勢であるのに対して、A
LK-6受容体は骨組織においてより優勢であり;天然型BMP-7タンパク質はより高い親和性で
ALK-6に結合し、腎臓病におけるBMP-7治療の潜在的な副作用は骨形成である。他のALK受
容体についてのTDFRP化合物の結合親和性と比較して、1つのALK受容体を優先的に結合す
るTDFRP化合物を提供し、それによって望ましくない細胞応答、例えば、非標的組織にお
ける細胞応答などであるがこれに限定されない副作用を減少することが、本発明の1つの
目的である。好ましい態様において、TDFRP化合物は、ALK-3に対して増加した特異性、お
よびALK-6受容体に対して低下した親和性のために選択および設計され、それによって、
腎障害のために治療される被験体における望ましくない骨形成を減少する。別の態様にお
いて、TDFRP化合物は、所望の組織または細胞集団に化合物を標的化することによって、
特異的ALK受容体を通して優先的にシグナル伝達してもよい。
【０２７０】
　従って、SEQ ID NO:1～314として開示される化合物は、TDFポリペプチドまたはTDF受容
体のアゴニストまたはアンタゴニストとして使用され、および例えば、細胞の細胞膜を横
切って、例えば、TDFI型またはTDFII型受容体を発現するシグナル伝達を調節するために
使用される。このような細胞におけるシグナル伝達の調節は、共レセプター(すなわち、D
RAGON分子および関連するファミリーメンバー)を含む、1つまたは複数の細胞表面受容体
との、SEQ ID NO:1～314として開示される化合物の特異的結合相互作用の結果として起こ
るようである。特異的相互作用は、106M-1よりも大きな平衡解離定数でTDF受容体に化合
物を結合することを意味する。細胞表面結合膜構造はまた、結合相互作用の特異性を増強
する可能性がある。細胞外分子は、TDF受容体との化合物の相互作用の特異性および活性
を調節する可能性がある。TDFアゴニスト(すなわち、模倣体)として、またはTDFRPアンタ
ゴニストとしてのいずれかで機能するTDFRP化合物の改変体は、TDFアゴニストまたはアン
タゴニスト活性についてTDFRP化合物の変異体(例えば、短縮変異体)のライブラリーをス
クリーニングすることによって同定することができる。
【０２７１】
B. TDFRP結合の測定
　1つの態様において、TDFRP結合アッセイ法とは、TDF受容体、その高分子リガンドおよ
びTDFRPが、TDF受容体とリガンドの間の結合のため、およびTDF受容体とそのリガンドと
の間の結合の量を評価するために適切である条件下で混合される、競合アッセイ形式をい
う。結合の量は、TDFRPの非存在下で結合する量、既知の阻害剤の存在下で結合する量、
またはその両方であり得る適切な対照と比較される。結合の量は、任意の適切な方法によ
って評価することができる。結合アッセイ方法には、例えば、ELISA、放射性受容体結合
アッセイ法、シンチレーション近接アッセイ法、細胞表面受容体結合アッセイ法、蛍光エ
ネルギー移動アッセイ法、液体クロマトグラフィー、膜濾過アッセイ法などが含まれる。
【０２７２】
　本発明の実施において有用である典型的なリガンド/受容体結合アッセイ法において、
あらかじめ選択した受容体についての既知の定量可能な親和性を有する精製したペプチド
(例えば、Ten Dijke et al. (1994) Science 264:101-103を参照されたい、この開示は参
照により本明細書に組み入れられる)は、検出可能な部分、例えば、放射性標識、色素形
成性標識、または蛍光形成性標識で標識される。精製した受容体、受容体結合ドメインフ
ラグメント、またはそれらの表面上で関心対象の受容体を発現する細胞のアリコートは、
種々の濃度の未標識ペプチドの存在下で、標識したペプチドとインキュベートされる。ペ
プチドの相対的な親和性は、受容体との標識されたペプチドの結合を阻害する候補物(未
標識ペプチド)の能力を定量することによって測定されてもよい。このアッセイ法を実施
する際に、固定濃度の受容体およびペプチドが、未標識ペプチドの存在下および非存在下
でインキュベートされる。感受性は、標識ペプチドを加える前に、TDFRP類似体と受容体
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をあらかじめインキュベートすることによって増加されてもよい。標識されたコンペティ
ターが加えられた後で、十分な時間が適切なコンペティター結合を可能にし、次いで、遊
離のおよび結合した標識ペプチドが互いから分離され、一方または他方が測定される。ス
クリーニング手順の実施において有用である標識には、放射活性標識(例えば、125I、131

I、111Inまたは77Br)、色素形成性標識、分光学的標識(例えば、Molecular Probes, Inc.
, Eugene, Oreg.によるHaughland (1994)「Handbook of Fluorescent and Research Chem
icals 第5版」に開示されるもの)、または化学発光基質もしくは蛍光発生基質と組み合わ
せて使用される、高いターンオーバー速度を有する結合体化酵素、例えば、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、もしくはベータ-ガラクトシダーゼが含まれ
る。最大結合シグナルは、天然型リガンドの存在下では測定されるシグナルであるが、し
かしアッセイ混合物中に存在するTDFRPなしでは測定されないシグナルである。バックグ
ラウンドシグナルは、天然型リガンドなしで測定される結合シグナルである。
【０２７３】
　本発明の実施において有用である典型的な化合物/受容体結合アッセイ法において、あ
らかじめ選択した受容体についての既知の定量可能な親和性を有する、精製した参照化合
物は、検出可能な部分、例えば、放射性標識、色素形成標識、または蛍光形成標識で標識
される(例えば、Ten Dijke et al. (1994) Science 264:101-103を参照されたい、この開
示は参照により本明細書に組み入れられる)。精製した受容体、受容体結合ドメインフラ
グメント、またはそれらの表面上に関心対象の受容体を発現する細胞のアリコートは、種
々の濃度の未標識化合物の存在下で、標識した化合物とインキュベートされる。
【０２７４】
　典型的には、ペプチドの相対的な結合親和性は、候補物(未標識ペプチド)が受容体との
標識ペプチドの結合を阻害する能力を定量することによって測定されてもよい。このアッ
セイ法を実施する際に、固定濃度の受容体およびペプチドが、未標識ペプチドの存在下お
よび非存在下でインキュベートされる。感受性は、標識ペプチドを加える前に、TDFRP化
合物と受容体をあらかじめインキュベートすることによって増加されてもよい。標識され
たコンペティターが加えられた後で、十分な時間が適切なコンペティター結合を可能にし
、次いで、遊離のおよび結合した標識ペプチドが互いから分離され、一方または他方が測
定される。スクリーニング手順の実施において有用である標識には、放射活性標識(例え
ば、125I、131I、51Cr、111Inまたは77Br)、色素形成性標識、分光学的標識(例えば、Mol
ecular Probes, Inc., Eugene, Oreg.によるHaughland (1994)「Handbook of Fluorescen
t and Research Chemicals 第5版」に開示されるもの)、または化学発光基質もしくは蛍
光発生基質と組み合わせて使用される、高いターンオーバー速度を有する結合体化酵素、
例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、もしくはベータ-ガラ
クトシダーゼが含まれる。
【０２７５】
　別の態様において、TDFRP結合アッセイ法とは、TDFRP結合リガンドとTDFRP化合物との
間の結合のために適切である条件下で、TDFRP結合リガンドおよびTDFRP化合物を混合する
こと、ならびにTDFRP結合リガンドとTDFRP化合物との間の結合の程度を評価すること、例
えば、解離定数を測定すること、およびScatchardまたは非線形回帰分析を通して平衡結
合定数を導き出すことをいう。結合の量は、適切な対照、既知の阻害剤の存在下での結合
の量、またはその両方と比較される。結合の量は、任意の適切な方法によって評価するこ
とができる。結合アッセイ方法には、例えば、ELISA、放射性受容体結合アッセイ法、シ
ンチレーション近接アッセイ法、細胞表面受容体結合アッセイ法、蛍光エネルギー移動ア
ッセイ法、液体クロマトグラフィー、膜濾過アッセイ法などが含まれる。
【０２７６】
　TDFRP結合リガンドに結合するTDFRPの直接的測定のための生物物理学的アッセイ法は、
例えば、核磁気共鳴、蛍光、蛍光偏光、表面プラズモン共鳴(BIACOREチップ)などである
。TDFRP結合リガンドには、TDF受容体、抗TDFRP抗体、脂質、低分子、および核酸、例え
ば、DNAおよびRNAが含まれるがこれらに限定されない。特異的結合は、当技術分野におい
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て公知である標準的なアッセイ法、例えば、放射性リガンド結合アッセイ法、ELISA、FRE
T、免疫沈殿、SPR、NMR(2D-NMR)、質量分析などによって決定される。TDFRP化合物、なら
びに例えば、TDF受容体、抗TDFRP抗体、脂質、低分子、および核酸、例えば、DNAおよびR
NAなどであるがこれらに限定されないTDFRP結合リガンドの共結晶もまた、分子的相互作
用を決定する方法として本発明によって提供される。TDFRPリガンドとTDFRP化合物との間
の結合のために適切である条件は、化合物およびそのリガンドに依存し、当業者によって
容易に決定することができる。さらに、表2および3に要約される参考文献に開示される方
法は、ALK受容体に結合するリガンドの測定のために有用である。これらの方法は、本発
明のALK受容体選択性TDFRP化合物を同定する際に有用である。
【０２７７】
C. TDFRP生物学的活性の測定
　TDFポリペプチドまたはTDFRP化合物の生物学的活性、すなわち、アゴニストまたはアン
タゴニスト特性は、TDFRP化合物、TDFポリペプチドまたはTDFシグナル伝達経路成分の生
物学的活性を測定するために開発された従来的なインビボおよびインビトロアッセイ法を
使用して特徴付けすることができる。損傷を受けた骨組織、肝臓組織、腎臓組織、または
神経組織、セメント質および/もしくは歯周靭帯を含む歯周組織、胃腸および腎臓組織、
ならびに免疫細胞媒介性損傷組織を修復または再生させるための適用において、化合物ま
たは類似体、例えば、TDFRP化合物の効力を試験するための特異的インビボアッセイ法は
、公的に使用可能な文書において開示されており、これには例えば、それらの全体が参照
により本明細書に組み入れられる、EP 0575,555; WO93/04692; WO93/05751; WO/06399; W
O94/03200; WO94/06449;およびWO94/06420、ならびに表2および表3において要約される参
考文献が含まれる。実施例2は、TDFRPについてのインビトロ機能的アッセイ法を例証する
。実施例3は、TDFまたはTDFRP化合物についてのインビボ機能的アッセイ法を例証する。
【０２７８】
IV. TDFRPトランスジェニック動物
　さらに別の態様において、トランスジェニック動物、例えば、TDFRP化合物をコードす
る核酸を有する哺乳動物が提供される。本発明の宿主細胞はまた、非ヒトトランスジェニ
ック動物を産生するために使用することができる。例えば、1つの態様において、本発明
の宿主細胞は、TDFRPポリペプチドコード配列が導入された受精卵母細胞または胚性幹細
胞である。次いで、このような宿主細胞は、外因性TDFRP配列がそれらのゲノムに導入さ
れた非ヒトトランスジェニック動物、または内因性TDFRP配列が変化された相同組換え動
物を作製するために使用することができる。このような動物は、TDFRPポリペプチドの機
能および/または活性を研究するために、ならびにTDFRPポリペプチド活性のモジュレータ
ーを同定および/または評価するために有用である。
【０２７９】
　本発明のトランスジェニック動物は、受精卵母細胞の雄性前核にTDFRPをコードする核
酸を導入すること(例えば、マイクロインジェクション、レトロウイルス感染によって)、
および偽妊娠雌性里親動物中で卵母細胞を成長させることによって、作製することができ
る。TDFRP cDNA配列は、導入遺伝子として非ヒト動物のゲノムに導入することができる。
イントロン配列およびポリアデニル化シグナルもまた、導入遺伝子の発現の効率を増加さ
せるために、導入遺伝子に含めることができる。組織特異的調節配列は、特定の細胞にTD
FRPポリペプチドの発現を方向付けるために、TDFRP導入遺伝子に作動可能に連結すること
ができる。胚操作およびマイクロインジェクションを介するトランスジェニック動物、特
に、マウスなどの動物を生成するための方法は、例えば、米国特許第4,736,866号;同4,87
0,009号;および同4,873,191号; ならびにHogan, 1986. In: MANIPULATING THE MOUSE EMB
RYO, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.に記載されて
いる。同様の方法は、他のトランスジェニック動物の産生のために使用される。トランス
ジェニック創始動物は、そのゲノム中のTDFRP導入遺伝子の存在、および/またはその動物
中の組織もしくは細胞中のTDFRP mRNAの発現に基づいて同定することができる。次いで、
トランスジェニック創始動物は、導入遺伝子を有するさらなる動物を繁殖させるために使
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用することができる。さらに、TDFRPポリペプチドをコードする導入遺伝子を有するトラ
ンスジェニック動物は、他の導入遺伝子を有する他のトランスジェニック動物までさらに
繁殖させることができる。
【０２８０】
　相同組換えベクター中で、TDFRP遺伝子は、その5'および3'末端でさらなる核酸に隣接
され、ベクターによって運ばれる外因性TDFRP遺伝子と、胚性幹細胞中の内因性遺伝子と
の間で相同組換えが起こることを可能にしている。さらなる隣接する核酸は、内因性遺伝
子との首尾よい相同組換えのために十分な長さである。典型的には、数キロベースの隣接
DNA(5'末端と3'末端の両方)がベクターに含まれる。相同組換えベクターの説明について
は、例えば、Thomas, et al., 1987. Cell 51 : 503を参照されたい。次いで、このベク
ターは、胚性幹細胞に導入され(例えば、エレクトロポレーションによって)、導入された
TDFRP遺伝子が内因性遺伝子と相同組換えされた細胞が選択される。例えば、Li, et al.,
 1992. Cell 69: 915を参照されたい。
【０２８１】
　次いで、選択された細胞は、動物(例えば、マウス)の胚盤胞に注入されて、凝集キメラ
を形成する。例えば、Bradley, 1987. In: TERATOCARCINOMAS AND EMBRYONIC STEM CELLS
: A PRACTICAL APPROACH, Robertson, ed. IRL, Oxford, pp. 113-152を参照されたい。
次いで、キメラ胚は、適切な偽妊娠雌性里親動物に移植し、および胚を出産に至らせるこ
とができる。それらの生殖細胞に相同組み替えされたDNAを有する子孫は、動物のすべて
の細胞が、導入遺伝子の生殖細胞伝達によって、相同組換えされたDNAを含む動物を繁殖
させるために使用することができる。相同組換えベクターおよび相同組換え動物を構築す
るための方法は、Bradley, 1991. Curr. Opin. Biotechnol. 2: 823-829; PCT国際公報No
s.: WO 90/11354; WO 91/01140; WO 92/0968;および WO 93/04169においてさらに記載さ
れている。
【０２８２】
　別の態様において、TRFRP導入遺伝子の発現の調節を可能にする選択された系を含むト
ランスジェニック非ヒト動物を産生することができる。このような系の1つの例は、バク
テリオファージP1のcre/loxPリコンビナーゼ系である。cre/loxPリコンビナーゼ系の説明
については、例えば、Lakso, et al., 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6232-623
6を参照されたい。リコンビナーゼ系の別の例は、ビール酵母菌(Saccharomyces cerevisi
ae)のFLPリコンビナーゼ系である。O'Gorman, et al., 1991. Science 251:1351-4255を
参照されたい。cre/loxPリコンビナーゼ系が導入遺伝子の発現を調節するために使用され
る場合、Creリコンビナーゼと選択されたポリペプチドの両方をコードする導入遺伝子を
含む動物が必要とされる。このような動物は、例えば、一方が選択されたポリペプチドを
コードする導入遺伝子を含み、他方がリコンビナーゼをコードする導入遺伝子を含む2匹
のトランスジェニック動物を交配させることによる、「二重」トランスジェニック動物の
構築を通して提供することができる。
【０２８３】
　本明細書に記載される非ヒトトランスジェニック動物のクローンはまた、Wilmut, et a
l., 1997. Nature 385: 810-813において記載される方法に従って産生することができる
。手短に述べると、トランスジェニック動物からの細胞(例えば、体細胞)が単離され、な
らびに成長周期から出て、およびG0期に入るように誘導することができる。次いで、静止
細胞は、例えば、電気パルスの使用を通して静止細胞がそこから単離されるのと同じ種の
動物からの除核卵母細胞に融合させることができる。次いで、再構築された卵母細胞は、
それが桑実胚または胚盤葉に発達するように培養され、次いで、偽妊娠雌性里親動物に移
される。この雌性里親動物の生まれた子孫は、細胞(例えば、体細胞)がそこから単離され
る動物のクローンである。
【０２８４】
V. 薬学的組成物
　本発明のTDFRPコード核酸分子、TDFRP化合物、および抗TDFRP化合物抗体(本明細書では
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「活性化合物」とも呼ばれる)、ならびにその誘導体、フラグメント、類似体および相同
体は、投与のために適切な薬学的組成物に組み込むことができる。このような組成物は、
典型的には、薬学的に許容される担体を伴って、または伴わずに、核酸分子、ポリペプチ
ド、または抗体を含む。本明細書で使用される場合、「薬学的に許容される担体」は、薬
学的投与と適合可能である、任意のおよびすべての溶媒、分散媒体、コーティング、抗菌
性および抗真菌性化合物、等張性および吸収遅延性化合物などを含むことが意図される。
適切な担体は、当技術分野における標準的な参考書であるRemington's Pharmaceutical S
ciencesの最新版に記載されており、これは参照により本明細書に組み入れられる。この
ような担体または希釈剤の好ましい例には、水、生理食塩水、リンガー液、デキストロー
ス溶液、および5%ヒト血清アルブミンが含まれるがこれらに限定されない。リポソームお
よび固定油などの非水性賦形剤もまた使用されてもよい。薬学的に活性な物質のためのこ
のような媒体および化合物の使用は、当技術分野において周知である。任意の従来的な媒
体または化合物が活性化合物と適合可能ではない場合を除いて、組成物中でのその使用が
意図される。補助的な活性化合物もまた、組成物に取り込むことができる。
【０２８５】
　本発明の薬学的組成物は、その意図される投与の経路と適合可能であるように製剤化さ
れる。投与の経路には、非経口、例えば、静脈内、皮内、皮下、経口(例えば、吸入)、経
皮(すなわち、局所的)、経粘膜、および直腸の投与が含まれる。非経口、皮内、または皮
下での適用のために使用される溶液または懸濁液は以下の成分を含むことができる:滅菌
希釈液、例えば、注射用の水、生理食塩水溶液、固定油、ポリエチレングリコール、グリ
セリン、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒;抗菌化合物、例えば、ベンジルアル
コールまたはメチルパラベン;抗酸化剤、例えば、アスコルビン酸または亜硫酸水素ナト
リウム;キレート化合物、例えば、エチレンジアミン四酢酸(EDTA);緩衝剤、例えば、酢酸
、クエン酸、またはリン酸、および等張性の調節のための化合物、例えば、塩化ナトリウ
ムまたはデキストロース。pHは、酸または塩基、例えば、塩酸または水酸化ナトリウムを
用いて調整することができる。非経口調製物は、アンプル、使い捨てシリンジまたはガラ
スもしくはプラスチック製の複数用量バイアル中に封入することができる。
【０２８６】
　注射可能な使用のために適切な薬学的組成物には、滅菌注射可能溶液または分散液の即
席調製のための滅菌水溶液(水溶性である場合)または分散液および滅菌粉末が含まれる。
静脈内投与のために、適切な担体には、静菌水、Cremophor EL(商標)(BASF, Parsippany,
 N.J.)またはリン酸緩衝化生理食塩水(PBS)が含まれる。すべての場合において、組成物
は、滅菌でなくてはならず、および容易な注射能力が存在する程度まで流動性であるべき
である。これは、製造および貯蔵の条件下で安定でなくてはならず、および細菌および真
菌などの微生物の作用が夾雑することに対して保存されなくてはならない。担体は、例え
ば、水、エタノール、ポリオール(例えば、グリセロール、プロピレングリコール、およ
び液体ポリエチレングリコールなど)、およびこれらの適切な混合物を含む、溶媒または
分散媒体であり得る。適切な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティングの使用によ
って、分散の場合においては必要とされる特定のサイズの維持によって、および界面活性
剤の使用によって維持することができる。微生物の作用の防御は、種々の抗菌性化合物お
よび抗真菌性化合物、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン
酸、チメロサールなどによって達成することができる。多くの場合において、等張性化合
物、例えば、糖、マンニトールなどの多価アルコール、塩化ナトリウムを組成物中に含む
ことが好ましい。注射可能組成物の吸収の延長は、吸収を遅延させる化合物、例えば、モ
ノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを組成物中に含めることによってもたらすこ
とができる。
【０２８７】
　無菌注射可能溶液は、上記に列挙された成分の1つまたは組み合わせとともに、適切な
溶媒中に必要とされる量で活性化合物(例えば、TDFRP化合物または抗TDFRP化合物抗体)を
取り込むこと、続いて濾過滅菌によって調製することができる。一般的に、分散液は、基
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本分散媒体および上記に列挙されるものからの必要とされる他の成分を含む無菌賦形剤に
有効成分を取り込むことによって調製される。滅菌注射溶液の調製のための滅菌粉末の場
合において、調製の方法は、以前に濾過滅菌したその溶液から、活性成分および任意の付
加的な所望の成分の粉末を産生する、真空乾燥および凍結乾燥である。
【０２８８】
　経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または可食性担体を含む。これらは、ゼラチン
カプセル中に封入することができ、または錠剤に圧縮することができる。経口治療的投与
の目的のために、活性化合物は、添加剤とともに組み込むことができ、錠剤、トローチ、
またはカプセルの形態で使用することができる。経口組成物はまた、マウスウォッシュと
しての使用のために液体担体を使用して調製することができ、ここで、液体担体中の化合
物は、経口的に適用され、および口内をすすぎ(swished)および喀痰しまたは飲み込む。
薬学的に適合可能な結合化合物、および/またはアジュバント物質は、組成物の一部とし
て含めることができる。錠剤、丸薬、カプセル、トローチなどは、以下の成分、または類
似の性質の化合物のいずれかを含むことができる:結合剤、例えば、微結晶セルロース、
トラガカントガムもしくはゼラチン;添加剤、例えば、デンプンもしくはラクトース、崩
壊化合物、例えば、アルギン酸、Primogel、もしくはコーンスターチ;滑沢剤、例えば、
ステアリン酸マグネシウムもしくはSterotes;流動促進剤、例えば、コロイド状二酸化ケ
イ素;甘味料化合物、例えば、スクロースもしくはサッカリン;または香料化合物、例えば
、ペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ香料。
【０２８９】
　吸入による投与のために、本発明の化合物は、適切な噴霧剤、例えば、二酸化炭素など
のガス、または噴霧器を備える、加圧容器または分注器からのエアロゾルスプレーの形態
で送達される。
【０２９０】
　全身性投与はまた、経粘膜手段または経皮手段によってであり得る。経粘膜投与または
経皮投与のために、浸透させるために障壁に対して適切な浸透剤が製剤中で使用される。
このような浸透剤は、当技術分野において一般的に公知であり、および例えば、経粘膜投
与のためには、界面活性剤、胆汁塩、およびフシジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、鼻
スプレーまたは坐剤の使用を通して達成することができる。経皮投与のためには、活性化
合物は、当技術分野において一般的に公知である、外用薬(ointment)、軟膏(salve)、ゲ
ル、またはクリームに製剤化される。
【０２９１】
　これらの化合物はまた、直腸送達のための坐剤(例えば、ココアバターおよび他のグリ
セリドなどの従来的な坐剤基剤を用いる)または貯留浣腸剤の形態である薬学的組成物と
して調製することができる。これらの化合物は、エクスビボ外植片または移植片の移植前
処置または治療における使用のために調製することができる。
【０２９２】
　1つの態様において、活性化合物は、移植片およびマイクロカプセル化送達系を含む制
御放出製剤などの、化合物を身体からの迅速な除去から保護する担体を用いて調製される
。生物分解性の、生体適合性ポリマー、例えば、エチレンビニルアセテート、ポリ無水物
、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸を使用すること
ができる。このような製剤の調製のための方法は、当業者には明らかである。これらの材
料はまた、Alza CorporationおよびNova Pharmaceuticals, Inc.から商業的に入手するこ
とができる。リポソーム懸濁物(ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体で感染された
細胞に標的化されるリポソームを含む)もまた、薬学的に許容される担体として使用する
ことができる。これらは、例えば、米国特許第4,522,811号に記載されるような、当業者
に公知である方法に従って調製することができる。
【０２９３】
　投与の容易さおよび投薬の均一性のために剤形単位で経口または非経口組成物を製剤化
することがとりわけ有利である。剤形単位とは、本明細書で使用される場合、治療される
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被験体のための単位投薬量として適応させた物理的に個別の単位をいい、各単位が、必要
とされる薬学的担体と関連する所望の治療的効果を生じるために計算される活性化合物の
所定の量を含む。本発明の剤形単位についての仕様は、活性化合物の独特の特性および達
成される特定の治療的効果、ならびにこのような活性化合物を個体の治療のために調合す
ることの当技術分野における制限によって決定付けられ、かつこれらに直接的に依存する
。
【０２９４】
　本発明の核酸分子は、ベクターに挿入し、遺伝子治療ベクターとして使用することがで
きる。遺伝子治療ベクターは、例えば、静脈内注射、局所投与によって(例えば、米国特
許第5,328,470号を参照されたい)、または定位注射によって(例えば、Chen, et al., 199
4. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057を参照されたい)被験体に送達することが
できる。遺伝子治療ベクターの薬学的調製物は、許容される希釈剤中に遺伝子治療ベクタ
ーを含むことができ、または遺伝子送達媒体が包埋されている徐放性マトリックスを含む
ことができる。または、完全な遺伝子送達ベクター、例えば、レトロウイルスベクターが
組換え細胞から無傷で産生することができる場合、薬学的調製物は、遺伝子送達系を産生
する1つまたは複数の細胞を含むことができる。この薬学的組成物は、投与のための説明
書と一緒に、容器、包み、または分配器中に含めることができる。
【０２９５】
VI. スクリーニング方法および検出方法
　本発明の化合物は、TDFRP化合物を発現するために(例えば、遺伝子治療適用における宿
主細胞中の組換え発現ベクターを介して)、TDFRP mRNA(例えば、生物学的試料中)またはT
DFRP遺伝子の遺伝子の遺伝的損傷を検出するために、および以下にさらに記載されるよう
なTDFRP化合物活性を調節するために使用することができる。加えて、TDFRPポリペプチド
は、TDFポリペプチドまたはTDFRP化合物の活性または発現を調節する薬物または化合物を
スクリーニングするために、ならびに不十分であるかもしくは過度のTDFポリペプチドの
産生、またはTDF野生型ポリペプチドと比較して、減少したかもしくは異常な活性を有す
るTDFポリペプチド型の産生によって特徴付けられる障害を治療するために使用すること
ができる。加えて、本発明の抗TDFRP化合物は、TDFまたはTDFRP化合物を検出および単離
するために、ならびにそれらの活性を調節するために使用することができる。従って、本
発明は、本明細書に記載されるスクリーニングアッセイ法によって同定される新規な化合
物、および前記に記載されるような治療のためのその使用をさらに含む。
【０２９６】
VII. スクリーニングアッセイ法
　本発明は、モジュレーター、すなわち、候補化合物もしくは試験化合物、あるいはTDFR
P化合物もしくはTDFポリペプチドに結合するか、または例えば、TDFRP化合物もしくはTDF
ポリペプチドの発現もしくは活性(本明細書では「スクリーニングアッセイ法」ともいう)
に対して刺激的効果もしくは阻害効果を有する化合物(例えば、ペプチド、ペプチド模倣
体、低分子または他の薬物)を同定するための方法を提供する。本発明はまた、本明細書
に記載されるスクリーニングアッセイ法において同定される化合物を含む。
【０２９７】
　1つの態様において、本発明は、TDFRP化合物またはTDFポリペプチド、またはその生物
学的に活性な部分に結合するか、またはその活性を調節する、候補化合物または試験化合
物をスクリーニングするためのアッセイ法を含む。本発明の化合物は、当技術分野におい
て公知である、コンビナトリアルライブラリー法における多数のアプローチのいずれかを
使用して入手することができ、これらのアプローチには以下が含まれる:生物学的ライブ
ラリー;空間的にアドレス指定可能な並行固相または液相ライブラリー;逆重畳積分を必要
とする合成ライブラリー法;「1ビーズ1化合物」ライブラリー法;および親和クロマトグラ
フィー選択を使用する合成ライブラリー法。生物学的ライブラリーアプローチはペプチド
ライブラリーに限定されているが、他の4つのアプローチは、ペプチド、非ペプチド性オ
リゴマーまたは低分子化合物のライブラリーに適用可能である。例えば、Lam, 1997. Ant
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icancer Drug Design 12: 145を参照されたい。
【０２９８】
　化学的および/または生物学的な混合物のライブラリー、例えば、真菌、細菌、または
藻類の抽出物は当技術分野において公知であり、記載されているアッセイ法ならびに当業
者に公知であるアッセイ法のいずれかを用いてスクリーニングすることができる。分子ラ
イブラリーの合成のための方法の例は、科学文献中、例えば、DeWitt, et al., 1993. Pr
oc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 6909; Erb, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 91: 11422; Zuckermann, et al., 1994. J. Med. Chem. 37: 2678; Cho, et al.,
 1993. Science 261: 1303; Carrell et al., 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 
2059; Carell, et al., 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061;およびGallop, e
t al., 1994. J. Med. Chem. 37: 1233において見い出すことができる。
【０２９９】
　化合物のライブラリーは、溶液中(例えば、Houghten, 1992. Biotechniques 13: 412-4
21)、またはビーズ上(Lam, 1991. Nature 354: 82-84)、チップ上(Fodor, 1993. Nature 
364: 555-556)、細菌(Ladner, 米国特許第5,223,409号)、胞子(Ladner, 米国特許第5,233
,409号)、プラスミド(Cull, et al., 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869
)またはファージ上(Scott and Smith, 1990. Science 249: 386-390; Devlin, 1990. Sci
ence 249: 404-406; Cwirla, et al., 1990. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87: 6378-
6382; Felici, 1991. J. MoI. Biol. 222: 301-310; Ladner, 米国特許第5,233,409号)で
提示することができる。
【０３００】
　化合物がTDFRPポリペプチドの活性を調節する能力を決定することは、例えば、TDFRP化
合物がTDFRP化合物標的分子に結合し、またはそれと相互作用する能力を決定することに
よって達成することができる。標的分子は、TDFRP化合物が結合するか、またはそれと相
互作用する分子であり、例えば、TDFRPと相互作用するポリペプチドを発現する細胞の表
面上の分子、第2の細胞の表面上の分子、細胞外環境中の分子、細胞膜の内部表面と結合
した分子または細胞質分子である。TDFRP化合物標的分子は、非TDFRP化合物分子またはTD
FRPポリペプチドまたは本発明のポリペプチドであり得る。1つの態様において、TDFRP化
合物標的分子は、細胞膜を通して、および細胞に細胞外シグナル(例えば、膜結合TDF受容
体分子への化合物の結合によって生成されるシグナル)の伝達を容易にするシグナル伝達
経路の成分である。標的は、例えば、TDF受容体ポリペプチドとの下流のシグナル伝達分
子の結合を容易にする触媒活性またはポリペプチドを有する、第2の細胞内ポリペプチド
であり得る。本発明の化合物は、記載されるアッセイ法によって測定される、このような
相互作用および得られる生物学的応答を作動するかまたはそれに拮抗するかのいずれかで
ある。
【０３０１】
　TDFRP化合物がTDFRP化合物標的分子に結合するか、またはそれと相互作用する能力を決
定することは、直接的結合を決定するための上記の方法の1つによって達成することがで
きる。1つの態様において、TDFRP化合物がTDFRP化合物標的分子に結合するか、またはそ
れと相互作用する能力を決定することは、標的分子の活性を決定することによって達成す
ることができる。例えば、標的分子の活性は、標的の細胞第2メッセンジャー(すなわち、
細胞内Ca2+、ジアシルグリセロール、IP3など)の誘導を検出すること、標的および適切な
基質の触媒/酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子(検出可能なマーカー、例えば、
ルシフェラーゼをコードする核酸に作動可能に連結されたTDFRP応答性調節エレメントを
含む)の誘導を検出すること、または細胞応答、例えば、細胞生存、細胞分化、もしくは
細胞増殖を検出することによって決定することができる。
【０３０２】
　なお別の態様において、本発明のアッセイ法は、TDFRP化合物またはその生物学的に活
性な部分を試験化合物と接触させる工程、および試験化合物がTDFRP化合物またはその生
物学的に活性な部分に結合する能力を決定する工程を含む、無細胞アッセイ法である。TD
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FRP化合物への試験化合物の結合は、上記のように、直接的または間接的のいずれかで決
定することができる。1つのこのような態様において、アッセイ法は、TDFRPを結合する既
知の化合物と、TDFRP化合物またはその生物学的に活性な部分を接触させてアッセイ混合
物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と接触させる工程、および試験化合
物がTDFRP化合物と相互作用する能力を決定する工程を含み、ここで、この試験化合物がT
DFRP化合物と相互作用する能力を決定する工程は、既知の化合物と比較した場合に、試験
化合物が、TDFRPまたはその生物学的に活性な部分に優先的に結合する能力を決定するこ
とを含む。
【０３０３】
　さらに別の態様において、アッセイ法は、TDFRP化合物またはその生物学的に活性な部
分を試験化合物と接触させる工程、および試験化合物が、TDFRP化合物またはその生物学
的に活性な部分の活性を調節する(例えば、刺激するかまたは阻害する)能力を決定する工
程を含む無細胞アッセイ法である。試験化合物がTDFRPの活性を調節する能力を決定する
工程は、例えば、TDFRP化合物が、直接的結合を決定するための上記の方法の1つによって
TDFRP化合物標的分子に結合する能力を決定することによって達成することができる。代
替の態様において、試験化合物がTDFRPの活性を調節する能力を決定する工程は、TDFRP化
合物が、TDFRP化合物標的分子をさらに調節する能力を決定することによって達成するこ
とができる。例えば、適切な基質に対する標的分子の触媒/酵素活性は、前記に記載され
るように決定することができる。
【０３０４】
　なお別の態様において、無細胞アッセイ法は、TDFRPを結合する既知の化合物と、TDFRP
化合物またはその生物学的に活性な部分を接触させてアッセイ混合物を形成する工程、こ
のアッセイ混合物を試験化合物と接触させる工程、および試験化合物がTDFRP化合物と相
互作用する能力を決定する工程を含み、ここで、この試験化合物がTDFRP化合物と相互作
用する能力を決定する工程は、TDFRP化合物が、TDFRP化合物標的分子に優先的に結合する
か、またはその活性を調節する能力を決定することを含む。
【０３０５】
　本発明の上記のアッセイ方法の複数の態様において、ポリペプチドの一方または両方の
複合体化されていない型からの複合体化された型の分離を容易にするために、ならびにア
ッセイ法の自動化に適合させるために、TDFRP化合物またはその標的分子のいずれかを固
定化することが所望され得る。候補化合物の存在下または非存在下における、TDFRP化合
物への試験化合物の結合、または標的分子とのTDFRP化合物の相互作用は、反応物を含む
ために適切な任意の容器中で達成することができる。このような容器の例には、マイクロ
タイタープレート、試験管、および微量遠心管が含まれる。1つの態様において、一方ま
たは両方のポリペプチドがマトリックスに結合されることを可能にするドメインを付加す
る融合ポリペプチドを提供することができる。例えば、GST-TDFRP融合ポリペプチドまた
はGST-標的融合ポリペプチドは、グルタチオンセファロースビーズ(Sigma Chemical, St.
 Louis, Mo.)またはグルタチオン誘導体化マイクロタイタープレート上に吸着させること
ができ、次いでこれらは、試験化合物、または試験化合物および非吸着標的ポリペプチド
もしくはTDFRP化合物のいずれかと合わせられ、この混合物は、複合体形成に誘導する条
件下で(例えば、塩およびpHについて、生理学的条件で)インキュベートされる。インキュ
ベーション後、ビーズまたはマイクロタイタープレートは、任意の未結合成分、ビーズの
場合には固定化されたマトリックスを除去するために洗浄され、複合体が、例えば、前記
に記載されるように、直接的または間接的のいずれかで決定される。または、複合体は、
マトリックスから解離することができ、TDFRP化合物の結合または活性のレベルが、標準
的な技術を使用して決定される。
【０３０６】
　マトリックス上にポリペプチドを固定化するための他の技術もまた、本発明のスクリー
ニングアッセイ法において使用することができる。例えば、TDFRP化合物またはその標的
分子は、ビオチンおよびストレプトアビジンの結合体化を利用して固定化することができ
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る。ビオチン化されたTDFRP化合物または標的分子は、当技術分野において周知である技
術(例えば、ビオチン化キット、Pierce Chemicals, Rockford, III)を使用して、ビオチ
ン-NHS(N-ヒドロキシ-スクシンイミド)から調製することができ、およびストレプトアビ
ジンコートした96ウェルプレート(Pierce Chemical)のウェル中で固定化することができ
る。または、TDFRP化合物または標的分子を反応性であるが、TDFRP化合物のその標的分子
への結合に干渉しない抗体が、プレートのウェルに誘導体化することができ、および未結
合標的またはTDFRP化合物が、抗体結合体化によってウェルにトラップされる。GST固定化
複合体について上記のものに加えて、このような複合体を検出するための方法には、TDFR
P化合物と反応性である抗体を使用する複合体の免疫検出、ならびにTDFRP化合物または標
的分子と関連する酵素活性を検出することに依存する酵素結合アッセイ法が含まれる。
【０３０７】
　別の態様において、TDFRP化合物発現のモジュレーターは、細胞が候補化合物と接触さ
れ、細胞におけるTDFRP mRNAおよびポリペプチドの発現が決定される方法において同定さ
れる。候補化合物の存在下でのTDFRP mRNAまたはポリペプチドの発現のレベルは、候補化
合物の非存在下でのTDFRP mRNAまたはポリペプチドの発現のレベルと比較される。次いで
、候補化合物は、この比較に基づいて、TDFRP mRNAまたはポリペプチドの発現のモジュレ
ーターとして同定することができる。例えば、TDFRP mRNAまたはポリペプチドの発現が、
候補化合物の非存在下でよりも候補化合物の存在下でより大きい(すなわち、統計学的に
より大きい)場合、候補化合物が、TDFRP mRNAまたはポリペプチド発現の刺激因子として
同定される。または、TDFRP mRNAまたはポリペプチドの発現が、候補化合物の非存在下で
よりも候補化合物の存在下でより少ない(統計学的に有意に少ない)場合、候補化合物が、
TDFRP mRNAまたはポリペプチド発現の阻害剤として同定される。細胞中でのTDFRP mRNAま
たはポリペプチドの発現のレベルは、TDFRP mRNAまたはポリペプチドを検出するための本
明細書に記載される方法によって決定することができる。
【０３０８】
　本発明のなお別の局面において、TDFRP化合物は、TDFRP(「TDFERP結合分子」または「T
DFRP-bp」)に結合するかまたはこれと相互作用し、およびTDFRP活性を調節する他の分子
、例えば、ポリペプチドを同定するために、ツーハイブリッドアッセイ法またはスリーハ
イブリッドアッセイ法における「餌ポリペプチド」として使用することができる(例えば
、米国特許第5,283,317号; Zervos, et al., 1993. Cell 72: 223-232; Madura, et al.,
 1993. J. Biol. Chem. 268: 12046-12054; Bartel, et al., 1993. Biotechniques 14: 
920-924; Iwabuchi, et al., 1993. Oncogene 8: 1693-1696;およびBrent WO 94/10300を
参照されたい)。このようなTDFRP結合分子はまた、例えば、TDF経路の上流または下流の
エレメントとして、TDFRP化合物によるシグナルの伝播に関与するようである。
【０３０９】
　ツーハイブリッド系は、分離可能なDNA結合ドメインおよび活性化ドメインからなる、
大部分の転写因子のモジュラー性質に基づく。手短に述べると、アッセイ法は、2つの異
なるDNA構築物を使用する。1つの構築物において、TDFRP化合物をコードする遺伝子が、
既知の転写因子(例えば、GAL-4)のDNA結合ドメインをコードする遺伝子に融合されている
。他方の構築物において、未同定のポリペプチド(「餌0」または「試料」)をコードするD
NA配列のライブラリー由来のDNA配列は、既知の転写因子の活性化ドメインをコードする
遺伝子に融合されている。「おとり」および「餌」ポリペプチドはインビボで相互作用す
ることが可能であり、TDFRP依存性複合体を形成し、転写因子のDNA結合ドメインおよび活
性化ドメインは密接な近接に至らせる。この近接は、転写因子に応答性である転写制御部
位に作動可能に連結されているレポーター遺伝子(例えば、LacZ)の転写を可能にする。レ
ポーター遺伝子の発現を検出することができ、機能的な転写因子を含む細胞のコロニーを
単離し、およびTDFRP化合物と相互作用するポリペプチドをコードするクローニングされ
た遺伝子を得るために使用することができる。
【０３１０】
　なお別の態様において、TDFRP化合物原子配位に関連する構造的情報を含む系は、生物
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物理学的技術、例えば、x線回折によって得ることができる。TDFRP化合物とある化合物と
の間の結合は、x線回折によって評価され、TDFRP化合物複合体、例えば、標的ポリペプチ
ド/薬物複合体のx線結晶構造を決定することができる。または、ある化合物がTDFRP化合
物と結合する後で観察されたケミカルシフトの変化を分析するために、NMRが使用されて
もよい。このようなアプローチは、TDFRP化合物とのそれらの結合相互作用に基づいて化
合物をスクリーニングするために使用されてもよい。
【０３１１】
　本発明はさらに、前述のスクリーニングアッセイ法によって同定されるTDFRP化合物、
および本明細書に記載されるような治療のためのその使用に関する。
【０３１２】
VIII. 検出アッセイ法
A. TDFRP発現の検出
　生物学的試料中のTDFRP化合物の存在または非存在を検出するための例示的な方法は、
試験被験体からの生物学的試料を入手する工程、およびTDFRP化合物の存在が生物学的試
料中で検出されるように、ある化合物、またはTDFRP化合物またはTDFRP化合物をコードす
る核酸(例えば、mRNA、ゲノムDNA)を検出することが可能である化合物と、生物学的試料
を接触させる工程を含む。TDFRP mRNAまたはゲノムDNAを検出するための化合物は、TDFRP
 mRNAまたはゲノムDNAにハイブリダイズすることが可能である標識された核酸プローブで
ある。この核酸プローブは、例えば、全長TDFRP核酸またはその部分、例えば、少なくと
も5個、15個、30個、50個、100個、250個または500個のヌクレオチドの長さのオリゴヌク
レオチドであることができ、およびストリンジェントな条件下でTDFRP mRNAまたはゲノム
DNAに特異的にハイブリダイズするために十分であり得る。本発明の診断アッセイ法にお
ける使用のための他の適切なプローブは本明細書に記載される。
【０３１３】
　TDFRP化合物を検出するための化合物の例は、TDFRP化合物に結合することが可能である
、SEQ ID NO:1～314に対して惹起された抗体、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体
である。抗体は、ポリクローナル、またはより好ましくはモノクローナルであり得る。無
傷の抗体またはそのフラグメント(例えば、FabまたはF(ab')2)を使用することができる。
プローブまたは抗体に関する、「標識された」という用語は、プローブまたは抗体に対し
て検出可能な物質をカップリングすること(すなわち、物理的連結)によるプローブまたは
抗体の直接的標識、ならびに直接的に標識される別の化合物をの反応性によるプローブま
たは抗体の間接的な標識を包含することが意図される。間接的標識の例には、蛍光標識し
た二次抗体を使用する一次抗体の検出、および経口標識されたストレプトアビジンで検出
することが可能であるような、ビオチンを有するDNAプローブの末端標識が含まれる。「
生物学的試料」という用語は、被験体から単離された組織、細胞および生物学的液体、な
らびに被験体中に存在する組織、細胞、および液体を含むことが意図される。すなわち、
本発明の検出方法は、インビボと同様に、インビトロで生物学的試料中で、TDFRP mRNA、
ポリペプチド、またはゲノムDNAを検出するために使用することができる。例えば、TDFRP
 mRNAの検出のためのインビトロ技術には、RT-PCR、ノーザンハイブリダイゼーションお
よびインサイチューハイブリダイゼーションが含まれる。TDFRP化合物の検出のためのイ
ンビトロ技術には、酵素結合免疫吸着アッセイ法(ELISA)、ウェスタンブロット、免疫沈
殿、および免疫蛍光が含まれる。TDFRPゲノムDNAの検出のためのインビボ技術には、サザ
ンハイブリダイゼーションが含まれる。さらに、TDFRP化合物の検出のためのインビボ技
術には、標識された抗TDFRP抗体を被験体に導入する工程が含まれる。例えば、抗体は、
被験体中における存在および位置が標準的な画像化技術によって検出することができる。
1つの態様において、生物学的試料は、試験被験体からのポリペプチド分子を含む。また
は、生物学的試料は、試験被験体からのmRNA分子または試験被験体からのゲノムDNA分子
を含むことができる。好ましい生物学的試料は、従来的な手段によって被験体から単離さ
れた末梢血白血球試料である。
【０３１４】
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　別の態様において、本発明の方法は、対照被験体から対照生物学的試料を入手する工程
、TDFRP化合物、mRNAまたはゲノムDNAの存在が生物学的試料中で検出されように、ある化
合物またはTDFRP化合物、mRNA、もしくはゲノムDNAを検出することが可能である化合物と
対照試料を接触させる工程、および試験試料中のTDFRP化合物、mRNA、またはゲノムDNAの
存在と、対照試料中のTDFRP化合物、mRNA、またはゲノムDNAの存在を比較する工程をさら
に含む。
【０３１５】
　本発明はまた、生物学的試料におけるTDFRP化合物の存在を検出するためのキットを包
含する。例えば、このキットには以下を含めることができる:標識された化合物または生
物学的試料中のTDFRP化合物またはmRNAを検出することが可能な化合物;試料中のTDFRP化
合物の量を検出するための手段;および試料中のTDFRP化合物の量を標準と比較するための
手段。この化合物または化合物は、適切な容器中にパッケージすることができる。このキ
ットにはさらに、TDFRP化合物または核酸を検出するためのキットを使用するための説明
書を含めることができる。
【０３１６】
B. 予測医学
　本発明はまた、診断アッセイ法、予後アッセイ法、薬理ゲノミクス、および臨床試験の
モニタリングが被験体を予防的に治療するための予後(予測)目的のために使用される、予
測医学の分野に関する。従って、本発明の1つの局面は、生物学的試料(例えば、血液、血
清、細胞、組織)背景において、TDFRP化合物標的分子発現ならびにTDFRP化合物標的分子
活性を決定し、それによって、個体が疾患もしくは障害に苦しんでいるか、または障害を
発症するリスクがあるか、異常なTDFRP化合物標的分子の発現もしくは活性を関連するか
を決定するための診断アッセイ法に関する。
【０３１７】
　本発明はまた、個体が、TDFRP化合物標的分子の発現または活性と関連する障害を発症
するリスクがあるか否かを決定するための予後(または予測)アッセイ法を提供する。この
ようなアッセイ法は、予後的または予測的な目的のために使用することができ、それによ
って、TDFRP化合物標的ポリペプチドによって特徴付けられるか、またはそれと関連する
障害の発症の前に、個体を予防的に治療する。さらに、本発明の方法はまた、本発明のTD
FRP化合物がその多型体についてTDFRP化合物標的分子に対してより高い親和性を有する場
合において(または逆もまた同様)、TDFRP化合物標的分子または標的ポリペプチドの多型
体を個体が発現するか否かを評価するために使用することができる。
【０３１８】
　被験体の特定の組織中(または血液中)の特定のポリペプチドのレベルは、被験体に投与
される場合の毒性、効力、クリアランスの速度、または所定の薬物の代謝の速度の指標で
ある可能性がある。本明細書に開示される方法はまた、これらの薬物に対するこのような
被験体の応答を予測する際に補助するために、被験体におけるこのようなポリペプチドの
レベルを決定するために使用してもよい。本発明の別の局面は、個体におけるTDFRP化合
物活性を決定し、それによって、その個体についての適切な治療用および予防用化合物を
選択するための方法(本明細書では「薬理ゲノミクス」と呼ぶ)を提供する。薬理ゲノミク
スは、個体の遺伝子型に基づいて、個体の治療的または予防的処置のための化合物(例え
ば、薬物)の選択を可能にする(例えば、個体の遺伝子型が試験され、個体が特定の化合物
に応答する能力を決定する)。
【０３１９】
C. 予後アッセイ法
　TDFRP化合物標的分子、例えば、TDF受容体へのTDFRP化合物の結合は、TDFRP化合物標的
分子の発現または活性(これらは上記に記載されている)と関連する障害を有するか、また
はそれを発症するリスクがある被験体を同定するために使用することができる。または、
予後アッセイ法は、疾患または障害を有するか、またはそれを発症するリスクがある被験
体を同定するために使用することができる。従って、本発明は、試験試料が被験体から得
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られ、TDFRP化合物の結合または活性が検出される、異常なTDFRP化合物標的の発現または
活性と関連した疾患または障害を同定するための方法を提供し、ここで、TDFRP化合物の
結合または活性の変化の存在が、異常なTDFRP化合物標的の発現または活性と関連した疾
患または障害を有するか、またはそれを発症するリスクがある被験体を診断する。本明細
書で使用される場合、「試験試料」とは、関心対象の被験体から得られた生物学的試料を
いう。例えば、試験試料は、生物学的液体(例えば、血清)、細胞試料、または組織であり
得る。
【０３２０】
　さらに、本明細書に記載される予後アッセイ法は、異常なTDFRP化合物標的の発現また
は活性と関連する、TDF関連の疾患または障害を治療するために、化合物(例えば、アゴニ
スト、アンタゴニスト、ペプチド模倣体、ポリペプチド、ペプチド、核酸、低分子、また
は他の薬物候補)を被験体に投与することができるか否かを決定するために使用すること
ができる。例えば、このような方法は、TDF関連障害のための化合物を用いて、被験体を
有効に治療できるか否かを決定するために使用することができる。従って、本発明は、試
験試料が得られ、およびTDFRP化合物標的がTDFRP化合物を使用して検出される、異常なTD
FRP化合物標的発現または活性と関連する障害のための化合物を用いて有効に治療するこ
とができるか否かを決定するための方法を提供する(例えば、ここで、TDFRP化合物標的分
子の存在が、異常なTDFRP化合物標的分子の発現または活性と関連する障害を治療するた
めに化合物を投与することができる被験体についての診断である)。
【０３２１】
　被験体から得られた血液または組織試料中のTDFRP化合物標的分子のレベルが決定され
、血液試料または疾患を有さない個体から得られたのと同じ組織型からの試料中で見い出
されるレベルと比較される。健常な被験体から得られた試料と比較して、TDF関連疾患を
有することが疑われている被験体から得られた試料中でTDFRP化合物標的分子が豊富すぎ
ること(または十分に豊富でないこと)は、試験された被験体におけるTDF関連疾患の指標
である。さらなる試験が、陽性診断を構成するために必要とされる場合がある。
【０３２２】
　本明細書では「予後ポリペプチド」と呼ばれる特定のTDFRP化合物標的分子の過剰発現(
または十分でない発現)の程度が、疾患を有する被験体が特定の型の治療または処置に対
して応答する可能性があるか否かの指標となることが知られている、多数の疾患が存在し
ている。従って、試料中のTDFRP化合物標的分子を検出する方法は、例えば、被験体が治
療または処置に対して応答する可能性を評価するための、予後診断の方法として使用する
ことができる。被験体からの適切な試料または血液試料における関連する予後ポリペプチ
ドのレベルが決定され、適切な対照、例えば、同じ疾患を有するが、治療に対して好まし
く応答した被験体におけるレベルと比較される。対照と比較して、試料中で予後ポリペプ
チドが過剰発現される(または十分に発現されない)程度は、被験体が処置または治療に対
して好ましく応答しない可能性の予測となる可能性がある。対照と比較して過剰発現(ま
たは十分でない発現)がより大きいと、被験体が治療に対して応答する可能性がより少な
い。本明細書では「予測ポリペプチド」と呼ばれる特定の標的ポリペプチドの過剰発現(
または十分でない発現)の程度が、被験体が疾患を発症するか否かの指標となることが知
られている多数の疾患が存在している。
【０３２３】
　従って、試料中のTDFRP化合物標的分子を検出する方法は、被験体が疾患を発症するか
否かを予測するための方法として使用することができる。疾患を発症するリスクがある被
験体からの適切な試料または血液試料における関連する予測ポリペプチドのレベルが決定
され、適切な対照、例えば、疾患を発症するリスクがない被験体と比較される。対照と比
較して、試料中で予測ポリペプチドが過剰発現される(または十分に発現されない)程度は
、被験体が疾患を発症する可能性の予測となる可能性がある。対照と比較して過剰発現(
または十分でない発現)がより大きいと、被験体が疾患を発症する可能性がより大きい。
【０３２４】
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　例えば、本明細書に記載される方法は、例えば、TDFRP化合物標的分子を含む疾患また
は病気の徴候または家族歴を示す患者を診断するための臨床的設定において首尾よく使用
することができる、少なくとも1種のプローブ試薬、例えば、本明細書に記載されるTDFRP
化合物を含む、再パッケージされた診断キットを使用することによって実行することがで
きる。さらに、TDFRP化合物標的分子が発現される任意の細胞型または組織は、本明細書
に記載される予後アッセイ法において使用することができる。
【０３２５】
IX. 治療の方法
　本発明は、異常なTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物標的分子の発現または活性と関連
する障害のリスクがあるか、またはそれと関連する疾患を有する被験体を治療する予防的
方法と治療的方法の両方を提供する。TDFおよびTDFRP化合物標的分子、例えば、TDF受容
体は、細胞分化において役割を果たす。細胞分化は、組織形態形成の中心的な特徴である
。組織形態形成は、成体の組織修復および再生のメカニズムに関与するプロセスである。
成体組織における形態形成の程度は異なる組織間で変化し、とりわけ、所定の組織中の細
胞のターンオーバーの程度に関連する。
【０３２６】
　骨形成タンパク質は、トランスフォーミング成長因子ベータスーパーファミリーのメン
バーである。Ozkaynak et al. (EMBO J. 9: 2085-2093, 1990)は、彼らが「骨原性タンパ
ク質-1(Osteogenic protein-1)」(OP-1;別名BMP-7)と名付けた新規なウシ骨原性タンパク
質相同体を精製した。この著者らは、後にBMP-7と名付けられたOP-1のヒトゲノムクロー
ンおよびcDNAクローンをクローニングするためにペプチド配列を使用した。BMP-7 cDNAは
、分泌シグナル配列を含む、431アミノ酸ポリペプチドであると予測された。本明細書に
記載されるTDFRP化合物は、例えば、BMP-7(OP-1)および関連するペプチドであるがこれら
に限定されない、骨形成タンパク質の生物学的に活性な領域の構造的模倣体である。生物
学的に活性な領域は、例えば、BMP-7のフィンガー1およびフィンガー2領域を含む。Gropp
e et al. (Nature 420: 636-642, 2002)は、BMP-7に結合したアンタゴニストNoggin (602
991)の結晶構造を報告した。
【０３２７】
　TDFRP化合物は、BMPポリペプチドを用いる治療に対して感受性である疾患および障害を
治療するために有用である。表2および表3に要約される参考文献、ならびに以下の参考文
献(それらの全体が本明細書に組み入れられる)は、種々の疾患状態の予防および治療にお
けるTDFポリペプチド、例えば、BMP-7または誘導体の効力を決定するためのインビトロお
よびインビボアッセイ法を記載している。これらのアッセイ法は、本明細書に開示される
TDFRP化合物の生物学的活性を決定するために適切である。このようなものとして、本発
明のTDFRP化合物は、疾患を有するかまたは損傷を有する組織および器官を修復および再
生する能力を変化させる、例えば、阻害または加速するため、ならびにTDF関連障害を治
療するために有用である。TDFRPに基づくヒトおよび獣医学的な治療のために特に有用な
領域には、再建外科、例えば、腎臓病、脳損傷、脳卒中、アテローム性動脈硬化症、関節
炎、気腫、骨粗鬆症、心筋症、肝硬変、変性神経疾患、炎症性疾患、および癌を含む組織
変性疾患の治療が含まれ、ならびに、組織、器官および肢の保護および/または再生にお
いてである。本発明のTDFRP化合物はまた、筋肉組織、骨組織、皮膚組織、上皮組織、心
臓組織、神経組織、内分泌腺組織、血管組織、軟骨組織、歯周組織、肝臓組織、網膜組織
、および結合組織、または機能的TDRFP化合物標的分子が発現される任意の組織の成長お
よび分化を促進または阻害するために使用することができる。従って、異常なTDFポリペ
プチドまたはTDFRP化合物標的分子の発現と関連する疾患には、ウイルス感染、癌、治癒
、神経変性障害、例えば、アルツハイマー病、パーキンソン病、免疫障害、および骨障害
が含まれる。例えば、TDFRPに基づく治療組成物は、骨折などの骨欠損の再生的治癒を誘
導するため、ならびに疾患を有する組織、例えば、骨減少症の骨組織において健常な代謝
的特性を保存または回復するために有用である。
【０３２８】
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　Marker et al. (Genomics 28: 576-580, 1995)は、ホールト-オーラム症候群(142900)
変異によって破壊される種々の解剖学的部位におけるBMP-7転写物の分布を研究した。彼
らは、心臓、近位および遠位前肢、鎖骨、および肩甲骨を含む、ホールト-オーラム患者
において変化しているすべての構造、ならびに他の影響を受けていない組織においてBMP-
7発現を見い出した。
【０３２９】
　Solursh et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun. 218: 438-443, 1996)は、原始線条
段階から初期の肢芽段階を含む、3日間の間ラット胚の組織学的切片を用いるハイブリダ
イゼーションによって、発生的および一過性のOP-1発現を試験した。OP-1発現はE11.5日
で眼胞の神経上皮において検出され、およびこれは推定の神経網膜および発生している水
晶体板に限定されていた。E12.5からE13.5まで、彼らは、神経網膜、レンズ、水晶体、お
よび発生している角膜において発現を見い出した。
【０３３０】
　You and Kruse (Invest. Ophthal. Vis. Sci. 43: 72-81, 2002)は、TGFβファミリー
メンバーであるアクチビンAおよびBMP-7によって誘導される角膜筋線維芽細胞の分化およ
びシグナル伝達を研究した。彼らは、アクチビンAがSMAD2のリン酸化を誘導すること、BM
P-7がSMAD1を誘導すること、これらの両方がフォルスタチンによって阻害されることを見
い出した。TGFβタンパク質は、角膜においては異なる機能を有する。
【０３３１】
　TDFRP化合物は、冠動脈硬化症の予防および治療において使用することができる(図2)。
BMPの誘導ならびに引き続く血管平滑筋細胞増殖および/または血管骨形成の誘導は、冠動
脈硬化症を有する患者においてスタチンがプラーク安定性をそれによって増加させるメカ
ニズムに寄与することができる(Emmanuele et al., Biochem Biophys Res Commun. 2003 
Feb 28;302(l):67- 72)。さらに、Davies et al.,(J Am Soc Nephrol. 2003 Jun; 14(6):
 1559-67)による研究は、慢性腎不全における病態生理学的因子としてBMP-7欠損と一致し
、血液石灰化の潜在的な治療としてのその効力を実証する。実施例3は、慢性腎不全のた
めの潜在的な治療としてのTDFRP化合物についてのインビボ機能的アッセイ法を例証する
。
【０３３２】
　TDFRP化合物は、癌、例えば、乳癌および前立腺癌を治療するために使用することがで
きる(図3)。Schwalbe et al., (Int J Oncol. 2003 Jul;23(1):89-95)は、免疫組織化学
によって、正常乳房組織および乳房の170個の侵襲性腺管癌からの腫瘍組織試料を分析し
た。BMP-7発現は、正常乳房組織においては、終末小体で観察されたが、乳管においては
観察されなかった。BMP-7タンパク質は、170個の腫瘍試料すべてで検出された。BMP-7の
発現は、エストロゲン受容体レベル(p</=0.01)およびプロゲステロン受容体レベル(p</=0
.01)と高度に相関した。これらは、乳癌の予後診断および治療のための重要なマーカーで
ある。さらに、Masuda et al.,(Prostate. 2003 Mar l;54(4):268-74)は、骨転移性前立
腺癌において骨形成タンパク質-7の発現の増加を実証した。
【０３３３】
　TDFRP化合物は、腎臓の機能障害、疾患および損傷、例えば、尿管閉塞、急性および慢
性腎不全、腎線維症、および糖尿病性腎症を治療するために使用することができる。(Kla
r, S., J. Nephrol. 2003 Mar-Apr; 16(2): 179-85)は、BMP-7処理が、処理が損傷の時点
で開始された場合に、尿管閉塞(UUO)のラットモデルにおいて腎損傷を有意に減少するこ
とを実証した。引き続く研究は、BMP-7処理がまた、腎線維症が開始した後で投与された
場合に、腎線維症を減弱することを示唆した。この処理プロトコールはまた、賦形剤処理
群において測定されたレベルから、腎機能を有意に増加させることが見い出された。BMP-
7はまた、ストレプトゾトシンの単回用量によってラットにおいて誘導された糖尿病性腎
症を部分的に逆転した(図X)。これは、糸球体濾過速度(GFR)を回復し、タンパク質の排出
を減少し、および組織学を正常に向かって回復した。TDFRPは、腎臓病、例えば、慢性腎
不全の予防または治療において使用することができる(図4～8)。Klahr et al., (Kidney 
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Int Suppl. 2002 May;(80):23-6)による研究は、尿管閉塞および糖尿病性腎症を有する動
物において、BMP-7の投与が、腎臓の機能および構造を維持および回復することを示す。
【０３３４】
　TDFRP化合物は、糖尿病性腎症の予防または治療において使用することができる(図7)。
Wang et al., (Kidney Int. 2003 Jun;63(6):2037-49)は、BMP-7が、糖尿病誘導性腎肥大
を部分的に逆転し、GFR、尿アルブミン排出、および正常に向けた糸球体組織学を回復す
ることを示した。BMP-7発現の回復は、首尾よい修復反応および病気に運命付けられた損
傷応答の逆転と関連した。
【０３３５】
　TDFRP化合物は、腎線維症の予防および治療において使用することができる(図7)。組換
えヒト骨形成タンパク質(BMP)-7の外因性投与は、最近、実験的な腎臓病を有する齧歯類
における腎糸球体および間質性線維症を改善することが示された(Wang and Hirschberg, 
Am J Physiol Renal Physiol. 2003 May;284(5):F1006-13)。
【０３３６】
　TDFRP化合物は、組織修復を容易にするために使用することができる。Grande et al., 
(J Bone Joint Surg Am. 2003;85-A Suppl 2:111-6)は、BMP-7またはShh遺伝子のいずれ
かの付加が、修復組織の質を有意に増強し、より滑らかな表面およびより硝子状外観の軟
骨を生じることを実証した。しかし、Shh遺伝子を受けた群とBMP-7遺伝子を受けた群の間
で、軟骨期の持続の注目すべき違いが存在し、後者の群における軟骨下区画が、はるかに
速く骨で再構築されるように見えた。
【０３３７】
　TDFRP化合物は、例えば、生物活性分子の直接的キャッピングに影響を与えること、ま
たは修復性の象牙質および歯冠歯髄または歯根歯髄の鉱化作用の形成を誘導することによ
って、口腔の疾患の予防または治療において使用することができる(Goldberg et al., Am
 J Dent. 2003 Feb;16(l):66-76)。さらに、TDFRPは、歯周病の予防および治療において
使用することができる。Ad-BMP-7遺伝子送達によって治療される骨病変は、迅速な軟骨形
成(chrondrogenesis)を実証し、引き続く骨形成、セメント質形成および歯周部骨損傷の
予測可能な矯正を伴った。これらの結果は、BMPのエクスビボ遺伝子移入を使用する歯周
組織操作の成功の証拠を実証し、歯周欠損を修復するための新たなアプローチを提供する
(Jin et al., J Periodontol. 2003 Feb;74(2):202-13)。TDFRP化合物は、外傷性脳損傷
、例えば、脳卒中の予防または治療において使用することができる。例えば、Cairns and
 Finkelstein, Phys Med Rehabil Clin N Am. 2003 Feb;14(l Suppl):S135-42)を参照さ
れたい。虚血後のBMP-7の静脈内投与は、脳卒中ラットにおける運動機能を改善し(Chang 
et al., Stroke. 2003 Feb;34(2):558-64)、TDFRP化合物は、再潅流傷害に対して保護す
るか、またはこれを修復する可能性がある。さらに、Chang et al.(Neuropharmacology 2
002 Sep;43(3):418-26)は、形態形成タンパク質が、脳卒中ラットにおける胎仔腎臓組織
移植誘導性神経保護に関与することが実証された。細胞ベースの軟骨修復後のリハビリテ
ーションは延長することができ、TDFRP化合物を用いて被験体を治療することによる患者
の生産性および生活の質の低下をもたらす。BMP-7を発現する遺伝的に改変された軟骨細
胞の移植は、実験的な軟骨欠損において硝子質用修復組織の出現を加速し、かつこれは、
重要な軟骨の恒常性であり得る(Hidaka et al. J Orthop Res. 2003 Jul;21(4):573-83)
。滑膜は、可動関節の非関節性表面を裏打ちする薄い組織である。滑膜組織は、A型細胞
、マクロファージ系統細胞およびB型細胞を含む種々の型の細胞を含み、これらは特殊化
した滑膜線維芽細胞である。滑膜組織が、マトリックス変性酵素および炎症誘発性サイト
カインを産生することによって、関節炎性の関節障害の病因に主として関与することは、
今日では広く認識されている。蓄積した証拠は、TGFベータスーパーファミリーメンバー
が、骨および軟骨の発生において本質的な役割を果たすことを示唆する。Wozneyおよび共
同研究者(Wozney, J.M. (1989) Prog. Growth factor Res. 1:267-280)は、骨形成タンパ
ク質(BMP)が初期の軟骨形成を誘導することを報告した。最近、BMP作用を媒介するALK3シ
グナル伝達が、滑膜線維芽細胞の軟骨形成性分化を誘導するために、軟骨形成において刺
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激性と調節性の両方の役割を有することが示された(Seto et al (2004) J.Clin. Invest.
 113:718-726)。それゆえに、BMPについてのI型受容体であるALK3に結合するスレイソス
（Thrasos）化合物が、これらが滑膜由来の間葉幹細胞中での余分のマトリックス沈着を
もたらす軟骨形成性分化を誘導するか否かを試験するために分析される。試験されたSEQ 
ID NO:16、33、45、217および221の中で、化合物SEQ ID NO:221および16が、細胞外マト
リックスの沈着を有意に増加した。TDFRP化合物は、骨関節炎適用、軟骨修復、防御、お
よび/または恒常性において関連性を有する可能性がある、軟骨形成エキスビボおよび細
胞培養アッセイ法において試験されてきた(図9)。
【０３３８】
　TDFRP化合物は、骨組織操作において使用することができる。Lu et al., (Biochem Bio
phys Res Commun. 2003 Jun 13;305(4):882-90は、筋肉由来細胞による骨芽細胞表現型の
発現を誘導する際のBMP-ポリマーマトリックスの効力を示し、骨組織操作のための新たな
パラダイムを提示する。TDFRP化合物は、骨移植において使用されてもよい(Rees and Had
dad, Hosp Med. 2003 Apr;64(4):205-9)。TDFRPはまた、骨治癒を促進するために使用す
ることもできる。Maniscalco et al., (Acta Biomed Ateneo Parmense. 2002;73(l-2):27
-33)は、単一の外側固定器による骨接合と関連してBMP-7を使用する、新鮮な脛骨の閉じ
た骨折におけるこのBMP-7タンパク質の治療的な潜在能力を確証する。さらに、TDFRP化合
物は、骨組織の再生、例えば、臀部の再建外科において使用することができる。Cook et 
al., (J Arthroplasty. 2001 Dec;16(8 Suppl l):88-94)は、前臨床モデルにおける分割
された癌性骨および皮質支柱同種移植片と組み合わせたBMP-7の使用が、移植片の生物学
的活性を劇的に改善し、より大きくかつより初期の新規な骨形成および移植片の取り込み
を生じることを実証した。臀部再構築手順におけるBMP-7の臨床的使用はまた、同種移植
片骨単独と比較して、より困難な生物学的環境におけるより大きくかつより初期の新規な
骨形成を生じる。
【０３３９】
　TDFRP化合物は、骨格欠損、例えば、外傷および発生異常ならびに除去的癌手術から生
じる後天的および先天的な骨格欠損を治療するために使用することができる。Rutherford
 et al., (Drug News Perspect. 2003 Jan-Feb;16(l):5-10)は、これらの制限に取り組む
、局在化された骨格再生のための骨形成タンパク質7エクスビボ遺伝子治療における最近
の進歩を議論している。
【０３４０】
　TDFRP化合物は、造血の障害の予防または治療において使用することができる。Detmer 
and Walker (Cytokine. 2002 Jan 7;17(l):36-42)による研究は、サイトカインの補完物
の個々のBMP型部分が造血前駆細胞の発生を調節することを示し、および特に、限定的な
、ならびに胚性赤血球生成の制御におけるBMP-4についての役割を指摘する。TDFRP化合物
は、種々の細胞集団(例えば、HK-2細胞株、真菌細胞、腎臓組織)におけるサイトカイン産
生を調節し、腎損傷を修復し、ならびに/または造血前駆細胞および成長因子の調節およ
び産生に影響を与える可能性がある損傷から腎臓を保護することが実証された(図10)。
【０３４１】
　TDFRP化合物は、生殖機能障害、例えば、不妊症の治療において使用することができる
。Zhao et al.,(Dev Biol. 2001 Dec 1 ;240(l):212-22)は、BMP-7における変異が、精子
形成および副睾丸におけるBMP-8a変異体の表現型を悪化させることを実証した。これらは
、BMP-8aと同様に、BMP-7が精子形成と副睾丸の両方の機能の維持において役割を果たす
ことを示し、かつさらに、BMP-8およびBMP-7が、これらの2つの系における同じかまたは
類似の受容体を通してシグナル伝達することを示唆する。
【０３４２】
X. 疾患および障害
　増加した(疾患または障害に罹患していない被験体と比較して)レベルまたは生物学的活
性のTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物標的分子によって特徴付けられる疾患および障害
は、治療的または予防的な様式で投与することができる、活性に拮抗する(すなわち、活



(96) JP 2012-19788 A 2012.2.2

10

20

30

40

50

性を減少または阻害する)TDFRPベースの治療化合物を用いて治療することができる。使用
することができる治療化合物には以下が含まれるがこれらに限定されない:(i)前述のTDFR
P化合物、またはその類似体、誘導体、フラグメント、もしくは相同体;(ii)前述のペプチ
ドに対する抗TDFRP化合物抗体;(iii)TDFRP化合物をコードする核酸;(iv)アンチセンス核
酸、および相同組換えによってTDFRP化合物の内因性機能を「ノックアウト」するために
使用される「機能障害性の」(すなわち、TDFRP化合物に対するコード配列のコード配列中
の非相同挿入に起因する)核酸の投与(例えば、Capecchi, 1989. Science 244: 1288-1292
を参照されたい);あるいは(v)前述の化合物とその結合パートナーの間の相互作用を変化
させるモジュレーター(すなわち、阻害剤、アゴニストおよびアンタゴニスト、本発明の
付加的なペプチド模倣体または本発明のペプチドに特異的な抗体を含む)。
【０３４３】
　減少した(疾患または障害に罹患していない被験体と比較して)レベルまたは生物学的活
性のTDFまたはTDFRP化合物標的分子によって特徴付けられる疾患および障害は、TDF活性
を増加させる(すなわち、それに対するアゴニストである)TDFRPベースの治療化合物を用
いて治療することができる。活性をアップレギュレートする治療剤は、治療的または予防
的な様式で投与することができる。使用することができる治療化合物には、TDFRP化合物
、またはその類似体、誘導体、フラグメント、もしくは相同体;あるいは生物学的利用能
を増加するアゴニストが含まれるがこれらに限定されない。
【０３４４】
　レベルの増加または減少は、TDF誘導性ペプチドおよび/またはRNAを定量することによ
って、患者の組織試料を入手すること(例えば、生検組織から)ならびにRNAもしくはペプ
チドのレベル、発現されたペプチド(または前述のペプチドのmRNA)の構造および/または
活性について、インビトロで試料をアッセイすることによって、容易に検出することがで
きる。当技術分野において周知である方法には、イムノアッセイ法(例えば、ウェスタン
ブロット分析、免疫沈殿、その後のドデシル硫酸ナトリウム(SDS)ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動、免疫細胞化学など)および/またはmRNAの発現を検出するためのハイブリダイ
ゼーションアッセイ法(例えば、ノーザンアッセイ法、ドットブロット、インサイチュー
ハイブリダイゼーションなど)が含まれるがこれらに限定されない。
【０３４５】
A. 予防的方法
　1つの局面において、本発明は、TDFRP化合物、あるいはTDFポリペプチドもしくはTDFRP
化合物標的分子発現、または少なくとも1つのTDFポリペプチドもしくはTDFRP化合物標的
分子活性を調節するTDFRP化合物模倣体を被験体に投与することによって、異常なTDFポリ
ペプチドまたはTDFRP化合物標的分子の発現または活性と関連する疾患または障害を、被
験体において予防するための方法を提供する。
【０３４６】
　異常なTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物標的分子の発現または活性によって引き起こ
されるか、またはその原因となる疾患のリスクがある被験体は、例えば、任意のまたは組
み合わせた本明細書に記載されるような診断アッセイ法または予後アッセイ法によって同
定することができる。予防用化合物の投与は、疾患または障害が予防されるか、または代
替的には、その進行が遅延されるように、異常性に特徴的な徴候の出現の前に行うことが
できる。異常性の型に依存して、例えば、TDFアゴニストまたはTDFアンタゴニスト化合物
として作用する、TDFRP化合物、TDFRP化合物模倣体、または抗TDFRP化合物抗体は、被験
体を治療するために使用することができる。適切な化合物は、本明細書に記載されるスク
リーニングアッセイ法に基づいて決定することができる。
【０３４７】
B. 治療的方法
　本発明の別の局面は、治療目的のためにTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物を調節する
方法を含む。本発明の調節方法は、TDFポリペプチドの活性または細胞と関連するTDFRP化
合物標的分子活性の1つまたは複数を調節する、本発明の化合物を細胞と接触させる工程
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を含む。TDFポリペプチドまたはTDFRP化合物標的分子活性を調節する化合物は本明細書に
記載され、例えば、核酸もしくはポリペプチド、TDFRP化合物の天然に存在する同族リガ
ンド、TDFRP化合物、抗TDFRP化合物抗体、TDFRP化合物模倣体、または低分子である。1つ
の態様において、この化合物は、1つまたは複数のTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物標
的分子活性を刺激する。このような刺激化合物の例には、細胞に導入された、TDFRP化合
物およびTDFRP化合物をコードする核酸分子が含まれる。別の態様において、この化合物
は、1種または複数のTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物標的分子活性を阻害し、例えば
、抗TDFRP化合物抗体である。これらの調節方法は、インビトロで(例えば、細胞を化合物
とともに培養することによって)またはその代わりとして、インビボで(例えば、被験体に
化合物を投与することによって)実行することができる。このようなものとして、本発明
は、TDFポリペプチドまたはTDFRP化合物標的分子またはそれらをコードする核酸分子の異
常な発現または活性によって特徴付けられる、TDF関連疾患または障害に苦しむ個体を治
療する方法を提供する。1つの態様において、この方法は、TDFポリペプチドまたはTDFRP
化合物標的分子の発現または活性を調節する(例えば、アップレギュレートするかまたは
ダウンレギュレートする)化合物(例えば、本明細書に記載されるスクリーニングアッセイ
法によって同定される化合物)または化合物の組み合わせを投与する工程を含む。別の態
様において、この方法は、減少したか、または異常なTDFポリペプチドまたはTDFRP化合物
標的分子の発現または活性を補償する治療として、TDFRP化合物またはTDFRPをコードする
核酸分子を投与する工程を含む。
【０３４８】
　TDFポリペプチドまたはTDFRP化合物標的分子活性の刺激は、TDFポリペプチドもしくはT
DFRP化合物標的分子が異常にダウンレギュレートされ、および/または増加したTDF活性が
有益な効果を有する可能性がある状況において所望される。このような状況の1つの例は
、被験体が異常な細胞の増殖および/または分化によって特徴付けられる疾患(例えば、線
維症)を有する場合である。
【０３４９】
C. TDFRPベースの治療剤の生物学的効果の決定
　本発明の種々の態様において、適切なインビトロまたはインビボアッセイ法が、特異的
TDFRPベースの治療剤の効果、およびその投与が被験体における罹患した組織の治療のた
めに示されるか否かを決定するために実行される。
【０３５０】
　種々の特定の態様において、インビトロアッセイ法は、患者の障害に関与する代表的な
細胞の型を用いて実行し、所定のTDFRPベースの治療剤がその細胞型に対して所望の効果
を発揮するか否かを決定することができる。治療における使用のための化合物は、ヒト被
験体における試験の前に、ラット、マウス、ニワトリ、ウシ、サル、ウサギなどを含むが
これらに限定されない適切な動物モデルにおいて試験することができる。同様に、インビ
ボ試験のために、当技術分野において公知である任意の動物モデル系を、ヒト被験体への
投与の前に使用することができる。
【０３５１】
D. 本発明の化合物の予防的および治療的使用
　本発明のTDFRP化合物は、以下を含むがこれらに限定されない、被験体における種々の
障害に関係する潜在的な予防的および治療的適用において有用である:骨細胞の発生、分
化、および活性化を含むもの;赤血球および血小板のような血液循環中の細胞の疾患また
は病理;種々の免疫学的障害および/または病理;自己免疫疾患および炎症性疾患;心臓血管
疾患;代謝性疾患;生殖器疾患、腎臓病、糖尿病、脳外傷、癌の増殖および転移;ウイルス
感染、癌治療、歯周病;組織再生;急性リンパ芽球性白血病;神経膠腫;神経疾患;神経変性
障害;アルツハイマー病;パーキンソン障害;ならびに造血障害。例えば、下記、治療の方
法を参照されたい。
【０３５２】
　1つの例として、TDFRP化合物をコードするcDNAは、遺伝子治療において有用であること
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ができ、TDFRP化合物は、その必要がある被験体に投与される場合に有用であり得る。非
限定的な例として、本発明の組成物は、上述の障害に罹患している患者の治療のための効
力を有する。
【０３５３】
　TDFRP化合物をコードする新規な核酸と、TDFRP化合物、またはそのフラグメントの両方
もまた、診断的適用において有用であり得る。さらなる用途は、抗菌分子としてである(
すなわち、あるペプチドは抗菌特性を有することが見い出されている)。これらの物質は
、TGFベータスーパーファミリーポリペプチドが被験体において過剰発現されるか、また
は十分に発現されない場合の治療的または診断的方法における使用のための、本発明の新
規な物質に免疫特異的に結合する抗体の生成においてさらに有用である。
【実施例】
【０３５４】
　以下の実施例は、本発明の特定の態様の非限定的な例証であることが意図される。引用
されるすべての参考文献は、それらの全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０３５５】
実施例1　構造に基づく合理的薬物設計のための系および方法
　上記のTDFRP化合物は、例えばBMP-7(OP-1)およびBMP-2であるがこれらに限定されない
骨形成タンパク質の構造的模倣体、より特定には、これらのタンパク質の生物学的に活性
な領域の構造的模倣体(例えば、フィンガー1、フィンガー2など)である。結晶化条件、得
られる結晶構造を入手および解釈するための方法、ならびに構造モデルに基づくこれらの
タンパク質の生物学的に活性な領域について議論の説明については、各々が参照により組
み入れられる、Griffith et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 Jan 23;93(2):878-8
3およびScheufler et al., J MoI Biol. 1999 Mar 19;287(l):103-15を参照されたい。
【０３５６】
　本TDFRP化合物は、部分的には、x線結晶学および核磁気共鳴などの構造モデルに基づい
て設計および改良した。以下の参考文献(すべてそれらの全体が本明細書に組み入れられ
る)は、本明細書に開示されるTDFRP化合物の結晶化、調製および構造分析のための適切な
モデルである。結晶ポリペプチドを使用する、構造に基づく薬物設計の方法は、両方とも
Uppenbergに対する米国特許第6,329,184号および同第6,403,330号に少なくとも記載され
ている。タンパク質結晶成長を改善するためのx線トポグラフィーおよび回折測定を使用
するための方法は、Arnowitz, et al.に対する米国特許第6,468,346号において記載され
ている。Bragg反射を自動的に選択するための方法および装置、および結晶学的配向を自
動的に決定するための系は、Yokoyama, et al.に対する米国特許第6,198,796号によって
記載されている。構造決定のために13C、15N、および2Hを用いるNMRのためのタンパク質
の調製および標識のための方法は、Anderson, et al.に対する米国特許第6,376,253号に
おいて記載されている。大きなまたは複雑なタンパク質のNMRスペクトル分析は、Wand, e
t al.に対する米国特許第6,198,281号に記載されている。標的生体分子へのリガンドを設
計するための核磁気共鳴の使用は、Fesik, et al.に対する米国特許第5,989,827号に記載
されている。
【０３５７】
　核磁気共鳴を用いる骨形成タンパク質模倣体の合理的薬物設計のプロセスは以下の工程
を含む:二次元15N/1H NMR相関スペクトル分析を使用して標的分子(例えばTDF受容体)に対
する潜在的なリガンドである候補TDFRP化合物を同定する工程;b)標的分子に候補TDFRP化
合物を結合させることによって2成分複合体を形成する工程、c)2成分複合体の三次元構造
、および従って、標的分子上の候補TDFRP化合物の空間的な配向を決定する工程。x線結晶
学を用いる骨形成タンパク質模倣体の合理的薬物設計のプロセスは類似の様式で達成され
るが、しかし、構造的なデータは、標的分子に対する潜在的なリガンドである候補TDFRP
化合物の結晶(または複合体の共結晶)を形成すること、およびx線照射後の原子反射のデ
ータセットを入手することによって初めて得られる。これらの技術は、本明細書に提供さ
れる教示の観点から当業者には公知である。
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【０３５８】
　次いで、TDFRP候補化合物に対する改良が、標的分子についての候補TDFRP化合物の親和
性を増加するためになされる。改良には、TDFRP化合物を制約しかつ環化すること、また
は高次構造的な制約を誘導する古典的でないアミノ酸の取り込みが含まれる。制約され、
環状の、または堅固にされるTDFRP化合物は、TDFRP化合物の配列中の少なくとも2つの位
置において、架橋を形成するための処理後にTDFRP化合物を制約、環化、または強固にす
るために架橋することが可能である化学官能基を提供するアミノ酸類似体が挿入される限
り、合成的に調製されてもよい。環化は、ターン誘導性アミノ酸が取り込まれる場合に好
ましい。TDFRP化合物を架橋することが可能であるアミノ酸の例は、ジスルフィドを形成
するためのシステイン、ラクトンまたはラクタムを形成するためのアスパラギン酸、なら
びに遷移金属をキレートしかつ架橋を形成するためのγ-カルボキシル-グルタミン酸(Gla
)(Bachem)である。保護化されたγ-カルボキシルグルタミン酸は、Zee-Cheng and Olson 
(Biophys. Biochem. Res. Commun., 94:1128-1132 (1980))によって記載される合成を改
変することによって調製されてもよい。ペプチドが、架橋することが可能である少なくと
も2つのアミノ酸を含むTDFRP化合物は、ペプチドを架橋し、および制約され、環状の、ま
たは強固にされるTDFRP化合物を形成するために、例えば、ジスルフィドを形成するため
のシステイン残基の酸化、またはキレートを形成するための金属イオンの付加によって処
理されてもよい。
【０３５９】
　本発明は、架橋を体系的に調製するための戦略を提供する。例えば、4個のシステイン
がペプチド配列中に取り込まれる場合、異なる保護基が使用されてもよい(Hiskey, in Th
e Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 3, Gross and Meienhofer, eds., Ac
ademic Press: New York, pp. 137-167 (1981); Ponsanti et al., Tetrahedron, 46:825
5-8266 (1990)を参照されたい)。システインの第1の対は脱保護および酸化されてもよく
、次いで、第2のセットは脱保護および酸化されてもよい。このやり方で、ジスルフィド
架橋の規定されたセットが形成されてもよい。または、システインの対およびキレートア
ミノ酸類似体の対が、架橋が異なる化学的性質であるように取り込まれてもよい。
【０３６０】
　古典的でないアミノ酸は、特定の高次構造のモチーフを導入するためにTDFRP化合物に
取り込まれてもよく、これは例えば以下であるがこれらに限定されない:1,2,3,4-テトラ
ヒドロイソキノリン-3-カルボキシレート(Kazmierski et al., J. Am. Chem. Soc, 113:2
275-2283 (1991));(2S,3S)-メチル-フェニルアラニン、(2S,3R)-メチル-フェニルアラニ
ン、(2R,3S)-メチル-フェニルアラニンおよび(2R,3R)-メチル-フェニルアラニン(Kazmier
ski and Hruby, Tetrahedron Lett. (1991));2-アミノテトラヒドロナフタレン-2-カルボ
ン酸(Landis, Ph.D. Thesis, University of Arizona (1989));ヒドロキシ-1,2,3,4-テト
ラヒドロイソキノリン-3-カルボキシレート(Miyake et al., J. Takeda Res. Labs, 43:5
3-76 (1989)); ベータ-カルボリン(DおよびL)(Kazmierski, Ph.D. Thesis, University o
f Arizona (1988)); HIC(ヒスチジンイソキノリンカルボン酸)(Zechel et al., Int. J. 
Pep. Protein Res., 43 (1991));および HIC(ヒスチジン環状尿素)。アミノ酸類似体およ
びペプチド模倣体は、特定の二次構造を誘導またはそれを好むようにペプチドに取り込ま
れてもよく、これには以下が含まれるがこれらに限定されない:LL-Acp-(LL-3-アミノ-2-
プロペニドン-6-カルボン酸)、ベータ-ターン誘導性ジペプチド類似体(Kemp et al., J. 
Org. Chem. 50:5834-5838 (1985));ベータ-シート誘導性類似体(Kemp et al., Tetrahedr
on Lett. 29:5081-5082 (1988));ベータ-ターン誘導性類似体(Kemp et al., Tetrahedron
 Lett., 29:5057-5060 (1988));へリックス誘導性類似体(Kemp et al., Tetrahedron Let
t., 29:4935-4938 (1988));γ-ターン誘導性類似体(Kemp et al., J. Org. Chem. 54:109
:115 (1989));ならびに以下の文献によって提供される類似体: Nagai and Sato, Tetrahe
dron Lett., 26:647;14 650 (1985);DiMaio et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans, p. 1
687 (1989);またGly-Alaターン類似体(Kahn et al., Tetrahedron Lett., 30:2317 (1989
));アミド結合イソエテレ(isoetere)(Jones et al., Tetrahedron Lett., 29:3853-3856 
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(1988))トレタゾール(Zabrocki et al., J. Am. Chem. Soc. 110:5875-5880 (1988));DTC
 (Samanen et al., Int. J. Protein Pep. Res., 35:501:509 (1990));ならびにOlson et
 al., J. Am. Chem. Sci., 112:323-333 (1990)およびGarvey et al., J. Org. Chem., 5
6:436 (1990)によって教示される類似体。ベータターンおよびベータバルジ、およびそれ
らを含むペプチドの高次構造的に制約される模倣体は、1995年8月8日に発行されたKahnに
対する米国特許第5,440,013号において記載されている。
【０３６１】
　一旦、TDFRP化合物(またはその改良)の三次元構造が決定されると、その治療的潜在能
力は、GRAM、DOCK、またはAUTODOCKなどのドッキングプログラムを使用するコンピュータ
モデリングの使用を通して試験することができる。TDFRP化合物およびその結合複合体の
三次元構造を解析する際に補助するために使用することができるコンピュータプログラム
には、QUANTA、CHARMM、INSIGHT、SYBYL、MACROMODE、およびICM、MOLMOL、RASMOL、およ
びGRASP(Kraulis, J. Appl. Crystallogr. 24:946-950 (1991))が含まれる。これらのプ
ログラムおよびその上にその他のプログラムのすべてではないにしても大部分が、インタ
ーネットを通してWorld Wide Webから入手することができる。TDFRP化合物の合理的設計
は、修飾TDFRP化合物の形状および化学構造が、いかに良好にTDFRP化合物とそのリガンド
の間の相互作用を補完するか、またはそれに干渉するかを解明するために、TDFRP化合物
への潜在的な薬剤のコンピュータフィッティングを含むことができる。コンピュータプロ
グラムはまた、例えば、TDFR結合部位への潜在的な治療用TDFRP化合物の誘引、反発、お
よび立体障害を見積もるために使用することができる。一般的に、フィットがより強固で
あるほど(例えば、立体障害がより低いほど、および/または誘引力がより大きいほど)、
潜在的な治療用TDFRP化合物がより強力である。なぜなら、これらの特性は、より強固な
結合の制約と一致するからである。さらに、TDFRP化合物における設計における特異性が
より高いほど、これが関連するTDFRに干渉しない可能性がより高い(例えば、その特異性
はALK3受容体に対しであるが、ALK6受容体に対してではなく、その逆もまた同様である)
。これは、他の標的との望ましくない相互作用に起因する潜在的な副作用を最小化する。
例えば、ALK3受容体は腎臓組織においてより優勢であるのに対して、ALK6受容体は骨組織
においてより優勢であり;天然型BMP-7タンパク質はより高い親和性でALK6に結合し、およ
び腎臓病におけるBMP-7治療の潜在的な副作用は骨形成である。TDFRP化合物は、ALK3受容
体に対する特異性の増加およびALK6受容体に対する親和性の低下のために選択および設計
することができ、それによって、腎障害ために治療される被験体における所望されない骨
形成を減少する。
【０３６２】
　最初に、潜在的な治療用TDFRP化合物は、例えば、組換えバクテリオファージによって(
Scott and Smith, Science, 249:386-390 (1990);Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i., 87:6378-6382 (1990); Devlin et al., Science, 249:404-406 (1990))、または化学
ライブラリーによって産生されるランダムペプチドライブラリーをスクリーニングするこ
とによって得ることができる。次いで、この様式で選択された候補治療用TDFRP化合物は
、見込みのある1つまたは複数の潜在的治療用TDFRP化合物が同定されるまで、コンピュー
タモデリングプログラムによって体系的に改変される。このような分析は、HIVプロテア
ーゼ阻害剤の開発において有効であることが示されてきた(Lam et al., Science 263:380
-384 (1994);Wlodawer et al., Ann. Rev. Biochem. 62:543-585 (1993); Appelt, Persp
ectives in Drug Discovery and Design 1:23-48 (1993); Erickson, Perspectives in D
rug Discovery and Design 1:109-128 (1993))。TDF-1の類似体を分類および産生するた
めのコンピュータに基づく方法は、KeckへのPCT公報WO/02/37313において見い出すことが
でき、本明細書に記載されるTDFRP化合物の選択に直接的に関連する。
【０３６３】
　このようなコンピュータモデリングは、どれか1つが有用な薬物に導く可能性があるも
ののいずれかを作製することができる、無数の本質的にランダムな化学修飾とは反対に、
有限の数の合理的化学修飾の選択を可能にする。各化学修飾は、さらなる化学工程を必要
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とし、これは、有限の数の化合物の合成のために妥当でありながら、もしすべての可能な
修飾が合成される必要があるならば、急速に圧倒されるようになる。従って、本明細書に
開示される三次元構造分析およびコンピュータモデリングの使用を通して、多数のこれら
の候補TDFRP化合物が迅速にスクリーニングすることができ、いくつかの可能性のある候
補治療用TDFRP化合物が、数えられない数のTDFRP化合物の骨の折れる合成なしで決定する
ことができる。
【０３６４】
　次いで、候補治療用TDFRP化合物は、TDFRPまたはそのリガンドに結合するその能力につ
いて、任意の標準的な結合アッセイ法(ハイスループット結合アッセイ法に含む)において
試験することができる。または、潜在的な薬物は、TDFRPの生物学的活性を調節するその
能力(阻害するかまたは刺激するかのいずれかの能力)について試験することができる。適
切な潜在的な薬物が同定される場合、第2の構造的な分析が、リガンドと候補治療用TDFRP
化合物との間に形成される結合複合体上で任意に実行することができる。本明細書に記載
されるスクリーニングアッセイ法のすべてについて、候補TDFRP治療化合物の構造に対す
るさらなる改良が一般的に必要であり、特定の薬物スクリーニングアッセイ法によって提
供される任意のおよび/またはすべての工程の連続的反復によって作製することができ、
これには、例えば、x線結晶学またはNMRによるさらなる構造分析が含まれる。
【０３６５】
実施例2 生物学的活性のためのインビトロアッセイ法
A. ALK-3、ALK-6およびBMPR-2についての放射性リガンド受容体アッセイ法
一般的プロトコール:
　これらのアッセイ法は、125I-標識TDF-I(BMP-7またはOP-1)および候補TDFRP化合物の間
の競合、またはそれぞれの受容体(ALK-3、ALK-6またはBMPR-2)への結合のために未標識TD
F-1に基づく。手短に述べると、この手順は、96ウェルRemovawellプレート上での受容体
の固定化、PBS中3% BSAを用いるウェルのブロッキング、および引き続くウェルの洗浄を
含む。次いで、結合緩衝液中で調製した増加濃度の未標識TDF-1もしくTDFRP化合物または
対照(未標識TDF-1)を加える。プレートを室温で1時間インキュベートし、次いで固定量の
125I-標識TDF-1(250,000～350,000 cpm)をウェルに加え、さらに20時間、低温(4℃)でイ
ンキュベートする。ウェルの内容物を吸引し、ウェルを洗浄緩衝液で4回洗浄し、および
自動γカウンター中で受容体結合125I-標識TDF-1を計数する。
【０３６６】
　この手順を使用して、ALK受容体を選択するためのTDFRP化合物の結合を評価する。従っ
て、ALK受容体を選択するために優先的に結合するTDFRP化合物を同定することができる。
例えば、ALK-3受容体に優先的に結合するTDFRP化合物は、他のALK受容体、例えば、ALK-6
に対する結合と比較される(図1、11)。
【０３６７】
B. ラット骨肉腫(ROS)細胞ベースのアルカリホスファターゼアッセイ法
　I型およびII型受容体とのBMPの相互作用は、ROS細胞中で、骨芽細胞活性についてのマ
ーカーであるアルカリホスファターゼ活性を誘導することができる。より初期に記載され
たアッセイ手順(Maliakal, J.C., Asahina, I, Hauschka, P.V., and Sampath, T.K. (19
94) Growth factors 11, 227-234)は、TDFRP化合物の生物学的活性を決定するために使用
した。典型的な実験において、ラット骨肉腫(17/2.8)細胞は96ウェルプレートにプレート
され(3.0×104細胞/ウェル)、5～6% CO2インキュベーター中で37℃にて一晩インキュベー
トする。翌日、健常かつコンフルエント細胞を、陽性対照として働く増加濃度のBMP-7標
準(1～10,000 ng/ml)、または1% FBSを含む培地中で調製したTDFRP化合物(0.02～200μM)
で処理し、5～6% CO2インキュベーター中で37℃にて2日間インキュベートする。細胞内容
物のアルカリホスファターゼ活性を、ReddiおよびHuggins (Reddi, A.H., and Huggins, 
C.B (1972) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 1601-1605)の方法によって決定する。酵素
の見積もりを96ウェルプレート中で実行する。培地の除去後、細胞を、あらかじめ温めた
PBS(150μl)で洗浄し、100μlのあらかじめ温めた1% Triton X-100中で37℃にて30分間イ
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ンキュベートした。プレートを10分間最高回転速度で遠心分離し、回収した試料(15μl)
を、0.05 M グリシン-NaOH緩衝液、pH 9.3中の、基質としてのp-ニトロフェニルリン酸(S
igma)を加えること、および37℃で20分間インキュベートすることによって、酵素活性に
ついてアッセイする。反応を、75μlの0.2 N NaOH/ウェルを加えることによって停止し、
405/490 nmにおける吸光度を、Dynatech MR 700プレートリーダー上で測定する。結果を
、BMP-7標準と比較した相対活性として表現する。TDFRP化合物(SEQ ID 番号15～21、23～
33、41～43、45、65、130、208～219、221)は、ROS細胞アッセイ法において、アルカリホ
スファターゼ活性を誘導しなかった。
【０３６８】
C. 骨誘導のための皮下移植アッセイ法
　BMP-7は、(Sampath, T.K., Maliakal, J.C, Hauschka, P.V. et al. (1992) J. Bio. C
hem. 267, 20352-20362)に記載される手順によって皮下移植された場合に、ラットにおい
て骨形成を誘導する。このアッセイ法は、TDFRP化合物の骨誘導能力を評価するために使
用する。25 mgの鉱質除去した骨マトリックスを150μlの50%アセトニトリル、0.15% TFA
中でBMP-7(一連の濃度)に加え、混合し、次いで骨誘導活性についての陽性対照として凍
結乾燥する。鉱質除去した骨マトリックス単独を、陰性対照として使用する。TDFRP化合
物を、カルボジイミド反応を使用して、アルギン酸ハイドロゲルに共有結合によりカップ
リングする。10mgのアルギン酸カップリング化合物を、各ラットの筋肉に移植する。移植
物を、評価のために14日目に取り出す。移植物を、Bouin溶液中で固定し、JB4プラスチッ
ク媒質に包埋し、1μm切片に切断し、および組織学的試験のためにトルイジンブルーによ
って染色する。選択したTDFRP化合物は、このアッセイ法においては骨誘導性活性を示さ
ない(図13)。
【０３６９】
D. HK-2細胞培養ならびにサイトカインおよび接着分子の産生の決定
　不死化PTEC-由来HK-2(ヒト腎臓(Human Kidney)-2)細胞(ATCC番号CRL-2190)を、以前に
記載されたように(Ryan et al (1994) Kidney International 45:48- 57)、上皮成長因子
(EGF: 5 ng/mL)およびウシ下垂体抽出物(40μg/mL)を補充した無血清ケラチノサイト培地
(GIBCO番号17005-042)中で48時間増殖させた。細胞を、ウェルあたり3×105細胞の密度で
、24ウェルプレートに移した。24時間後、細胞を、TNF-α(5 ng/mL)を含む新鮮な培地と
ともに、20時間インキュベートした。対照は培地単独を受けた。次いで、細胞を、新鮮な
培地で2回洗浄し、さらに、3つの異なる濃度(40 ng/mL、200 ng/mL、もしくは1000 ng/mL
)の培地単独(培地対照、およびTNF対照ウェル)もしくはTDF-1とともに、または、3つの異
なる濃度(4μM、20μM、もしくは100μM)のTDFRP化合物とともに、60時間インキュベート
した。インキュベーションの間、細胞は、5% CO2湿度大気中で37℃にて保った。インキュ
ベーションの最後に、培地を除去し、アッセイするまで凍結して保存した。培養上清中の
IL-6、IL-8およびsICAM-1の濃度は、特異的ELISAによって測定した(図10)。
【０３７０】
E. IL-6についてのELISA
　捕捉抗体は、キャリアタンパク質なしで、PBS、pH 7.4中で作用濃度まで希釈する。61
μlのストック抗体(360μg/mL)を、10.939 mLのPBSに加え、穏やかにボルテックスする。
96ウェルマイクロプレート(Immulon 4 HBX)を、ウェルあたり100μLの希釈捕捉抗体でコ
ーティングする。プレートをシールし、一晩低温(4℃)でインキュベートする(PBS: 8.1 m
M Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4、137 mM NaCl、2.7 mM KCl、pH 7.4、0.2 μm濾過)。ウェル
を空にし、3回洗浄し、3回の洗浄それぞれにはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液を用いる
(洗浄緩衝液:0.05% Tween-20を含むPBS、pH 7.4)。
【０３７１】
　ブロッキング緩衝液は、0.35グラムのBSAおよび1.75グラムのスクロースを35 mLのPBS
、pH 7.4に加えること、および穏やかに混合することによって調製する(プレートあたり3
5 mL)。300μlのブロッキング緩衝液を各ウェルに加え、最大で1時間、室温でインキュベ
ートする。ウェルを空にし、3回洗浄し、3回それぞれはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液
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を用いる。
【０３７２】
　8点の標準曲線を、試薬希釈液の2倍の段階希釈を使用して準備する。組換えIL-6、70 n
g/mLを、試薬希釈液中2400 ng/mLの初期濃度まで希釈し、次いで、試薬希釈液を使用して
、実施範囲、1200 ng/mL、600 ng/mL、300 ng/mL、150 ng/mL、75 ng/mL、37.5 ng/mL、1
8.75 ng/mLおよび9.375 ng/mLまでさらに希釈する(試薬希釈液は40 mLのPBS、pH 7.4中の
0.4グラムのBSAを用いて調製し、穏やかにボルテックスする)。24μlの各試料(HK-2細胞
培養から)を376μLの試薬希釈液を用いて希釈する。100μLの標準または試料をウェルあ
たりに加え、シールし、および低温(4℃)で一晩インキュベートする。ウェルを、3回洗浄
し、3回それぞれはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液を用いる。61μLのストック検出抗体
(0.1～10μg/mL)を試薬希釈液中に10.939 mLまで加え、かつボルテックスする。検出抗体
の100μLの作用希釈を各ウェルに加える。プレートをシールし、室温で2時間インキュベ
ートする。ウェルを、3回洗浄し、3回それぞれはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液を用い
る。ストレプトアビジン-HRP、プレートあたり11mLを試薬希釈液中で調製する。55μLの
ストック溶液(# 890803、R&D Systems)を10.945 mLの試薬希釈液に加え、穏やかにボルテ
ックスする。100μLの作用希釈のストレプトアビジン-HRPを各ウェルに加える。プレート
をシールし、20分間室温でインキュベートする。ウェルを、3回洗浄し、3回それぞれはウ
ェルあたり340μlの洗浄緩衝液を用いる。5.5mLの発色試薬A(H2O2)を5.5mLの発色試薬B(
テトラメチルベンジジン)(#DY999、R&D Systems)と混合する。100μLの基質溶液を各ウェ
ルに加える。プレートを覆い、室温で20分間インキュベートする。50μLの停止溶液(2 N 
H2SO4)を各ウェルに加える。各ウェルの光学密度を、450nmに設定され、波長補正が550nm
においてであるマイクロプレートリーダー(Dynex Revelation 4.22)を使用して直に決定
する。
【０３７３】
F. IL-8についてのELISA
　IL-8 ELISAのためのプロトコールは、以下の改変を伴って、上記のIL-6の方法と同様で
ある。スクロースはブロッキング緩衝液に含まれておらず、200μL試料を使用し、および
実施範囲は4000 pg/mLから下方に31.25 pg/mLまでである。
【０３７４】
G. ICAM-1についてのELISA
　捕捉抗体は、キャリアタンパク質なしで、PBS、pH 7.4中で作用濃度まで希釈する。61
μlのストック抗体(720μg/mL)を、10.939 mLのPBSに加え、穏やかにボルテックスする。
96ウェルマイクロプレート(Immulon 4 HBX)を、ウェルあたり100μLの希釈捕捉抗体でコ
ーティングする。プレートをシールし、一晩低温(4℃)でインキュベートする(PBS: 8.1 m
M Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4、137 mM NaCl、2.7 mM KCl、pH 7.4、0.2 μm濾過)。ウェル
を、3回洗浄し、3回それぞれはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液を用いる(洗浄緩衝液:0.
05% Tween-20を含むPBS、pH 7.4)。ブロッキング緩衝液(プレートあたり35 mL)は、0.35
グラムのBSAおよび1.75グラムのスクロースを35 mLのPBS、pH 7.4に加えることによって
調製する。300μlのブロッキング緩衝液を各ウェルに加え、最大で1時間、室温でインキ
ュベートする。ウェルを、3回洗浄し、3回それぞれはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液を
用いる。8点の標準曲線を、試薬希釈液の2倍の段階希釈を使用して準備する。組換えsICA
M-1、55 ng/mLを、試薬希釈液中2000 ng/mLの初期濃度まで希釈し、次いで、試薬希釈液
を使用して、実施範囲:1000 ng/mL、500 ng/mL、250 ng/mL、125 ng/mL、62.5 ng/mL、31
.25 ng/mL、15.625 ng/mLおよび7.813 ng/mLまで希釈する。160μlの各試料を240μLの試
薬希釈液を用いて希釈する(HK-2細胞培養から)。100μLの標準または試料をウェルあたり
に加え、プレートをシールし、および低温(4℃)で一晩インキュベートする。ウェルを、3
回洗浄し、3回それぞれはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液を用いる。61μLのストック検
出抗体(18μg/mL)を試薬希釈液中に10.939 mLまで加え、穏やかにボルテックスする。検
出抗体の100μLの作用希釈を各ウェルに加える。プレートをシールし、室温で2時間イン
キュベートする。ウェルを、3回洗浄し、3回それぞれはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液
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を用いる。55μLのストック溶液ストレプトアビジン-HRP(# 890803、R&D Systems)を10.9
45 mLの試薬希釈液に加え、穏やかにボルテックスする。100μLの作用希釈のストレプト
アビジン-HRPを各ウェルに加える。プレートをシールし、20分間室温でインキュベートす
る。ウェルを、3回洗浄し、3回それぞれはウェルあたり340μlの洗浄緩衝液を用いる。5.
5mLの発色試薬A(H2O2)を5.5mLの発色試薬B(テトラメチルベンジジン)(#DY999、R&D Syste
ms)と混合する。100μLの基質溶液を各ウェルに加える。プレートを覆い、室温で20分間
インキュベートする。50μLの停止溶液(2 N H2SO4)を各ウェルに加える。各ウェルの光学
密度を、450nmに設定され、波長補正が550nmにおいてであるマイクロプレートリーダー(D
ynex Revelation 4.22)を使用して直に決定する。
【０３７５】
H. アネキシンV免疫染色を使用するアポトーシス検出
　アポトーシスおよび細胞生存度を、シスプラチン処理後のHK-2細胞のアネキシンV-FITC
およびヨウ化プロピジウム染色を使用して定量する。不死化PTEC-由来HK-2細胞(ATCC番号
CRL-2190)は、EGFおよびBPEを補充した無血清ケラチノサイト培地(GIBCO 番号17005-042)
中で48時間培養する(Ryan et al. 1994 Kidney Int 45:48-57)。培地を吸引し、PBSで洗
浄し、かつ10μlの培地結合剤および1.25μlのFITC結合体化アネキシンVとともに、暗所
で室温にて15分間インキュベートする。ヨウ化プロピジウム(10μl)を加え、試料を直ち
に分析する。アネキシンV-FITCおよびヨウ化プロピジウムのシグナルの定量は、蛍光顕微
鏡法によって実行する(Axiovert 135; Carl Zeiss)。位相差画像を透過光を使用して観察
する。アポトーシス細胞は細胞質染色を示し、生存細胞は染色されないままである(図14)
。
【０３７６】
I. BaxについてのELISA
　捕捉抗体は、キャリアタンパク質なしで、PBS、pH 7.4中で作用濃度まで希釈する(200
μlのPBSを360μg/mlのストックに加える)。61.2μlのストック抗体(360μg/mL)を、10.9
39 mLのPBSに加え、穏やかにボルテックスする。96ウェルマイクロプレート(Immulon 4 H
BX)を、ウェルあたり100μLの希釈捕捉抗体でコーティングする。プレートをシールし、
一晩低温(4℃)でインキュベートする(PBS: 8.1 mM Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4、137 mM NaC
l、2.7 mM KCl、pH 7.4、0.2 μm濾過)。ウェルを、3回洗浄し、3回それぞれはウェルあ
たり300μLの洗浄緩衝液を用いる(洗浄緩衝液:0.05% Tween-20を含むPBS、pH 7.4)。ブロ
ッキング緩衝液(PBS pH 7.2～7.4中、1% BSA、5% スクロース)は、0.35グラムのBSAおよ
び1.75グラムのスクロースを35 mLのPBS、pH 7.4に加え、かつ混合する。300μLのブロッ
キング緩衝液を各ウェルに加え、2時間、室温でインキュベートする。ウェルを、3回洗浄
し、3回それぞれはウェルあたり300μlの洗浄緩衝液を用いる。8点の標準曲線を、試薬希
釈液(PBS pH 7.2～7.4中、1mM EDTA、0.005% Tween20、0.5% TritonX-100)中の2倍の段階
希釈を使用して生成する。組換えBax(270ng/mL)を、希釈液中20 ng/mLの初期濃度まで希
釈し、および希釈液を使用して、実施範囲:10ng/mL、5ng/mL、2.5ng/mL、1.25ng/mL、0.6
25ng/mL、0.3125ng/mL、および0.1562ng/mLまで希釈する。100μLの標準または試料をウ
ェルあたりに加え、シールし、および4℃で一晩インキュベートする。ウェルを、3回洗浄
し、3回それぞれはウェルあたり300μLの洗浄緩衝液を用いる。検出抗体の100μLの作用
希釈(プレートあたり11 mL)を各ウェルに加え、シールし、室温で2時間インキュベートす
る。ウェルを、3回洗浄し、3回それぞれはウェルあたり300μLの洗浄緩衝液を用いる。55
μLのストック溶液ストレプトアビジン-HRP(# 890803、R&D Systems)を10.945 mLの希釈
液に加え、穏やかにボルテックスする。100μLの作用希釈のストレプトアビジン-HRPを各
ウェルに加え、シールし、および20分間室温でインキュベートする。ウェルを、3回洗浄
し、3回それぞれはウェルあたり300μLの洗浄緩衝液を用いる。新鮮な基質溶液(プレート
あたり11 mL)を調製する。5.5mLの発色試薬A(H2O2)を5.5mLの発色試薬B(テトラメチルベ
ンジジン)(#DY999、R&D Systems)と混合する。100μLの基質溶液を各ウェルに加え、覆い
、および室温で20分間インキュベートする。50μLの停止溶液(2 N H2SO4)を各ウェルに加
える。各ウェルの光学密度を、450nmに設定され、波長補正が544nmにおいてであるマイク
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ロプレートリーダーを使用して直に決定する(図10)。
【０３７７】
I. 心筋細胞細胞培養ならびにサイトカイン、アポトーシス活性の決定
　初代新生仔ラット心筋細胞(Cell Applications)を、10%成長補充物(Cell Applications
)を有する心筋細胞培養用培地中で、37℃、5% CO2にて24時間培養する。細胞は、成長補
充物に対して12時間飢餓状態にし、続いて、ドキソルビシン(333nM)またはリポポリサッ
カリド(LPS)(100ng/ml)のいずれかを用いて、それぞれ24時間または12時間処理を行う。
対照は培地単独を受ける。細胞は、培地単独またはBMP-7(143nM)または4つの異なる濃度(
4μM、20μM、100μM、50OμM)のTDFRP化合物とともに、24～60時間インキュベートする
。細胞は、5% CO2湿度大気中、37℃に維持する。インキュベーションの最後に、馴化培地
を除去し、セリン473におけるAktリン酸化またはカスパーゼ3酵素活性を、製造業者(それ
ぞれ、Cell Signaling TechnologyまたはCalbiochem)の説明書に従ってアッセイする。培
養上清中のラットIL-6の濃度は、上記のように、特異的ELISAによって測定する(図12)。
【０３７８】
J. Akt S473リン酸化を検出するためのプロトコール
　TDFRP化合物の抗アポトーシス活性は、ドキソルビシンを用いる処理後に、心筋細胞細
胞生存のマーカーとして、Aktのリン酸化の増加を使用してアッセイする。初代新生仔ラ
ット心筋細胞(Cell Applications)を、10%成長補充物(Cell Applications)を有する心筋
細胞培養用培地中で、37℃、5% CO2にて24時間培養する。細胞は、成長補充物に対して12
時間飢餓状態にし、続いて、ドキソルビシン(333nM)を用いる24時間の処理を行う。対照
は培地単独を受ける。細胞は、培地単独またはBMP-7(143nM)または4つの異なる濃度(4μM
、20μM、100μM、50OμM)のTDFRP化合物とともに、60時間インキュベートして、セリン4
73におけるAktリン酸化を検出する(Cell Signaling Technology)。細胞溶解物は、Milli-
Q水中で1:10希釈された製造業者の溶解緩衝液(10×)中で調製し、PMSFは1mMの最終濃度ま
で加える。200μlの氷冷溶解緩衝液を、12ウェルプレートのウェルあたりに使用する。細
胞を4℃で10分間インキュベートし、細胞溶解物を、ウェルから上清を取り出すこと、お
よび10,000rpm、10分間、4℃での遠心分離によって清澄化することによって得る。各希釈
の100μlをマイクロウェルストリップ(Cell Signaling Technology)に加え、シールし、
および4℃で一晩インキュベートする。ウェルを、1×洗浄緩衝液300μlで4回洗浄する。
ウェルあたり100μl検出抗体を加え、37℃で1時間インキュベートする。100μl HRP結合
二次抗体をウェルあたりに加え、37℃で30分間インキュベートする。100μl TMB基質をウ
ェルあたりに加え、暗所にて室温で30分間インキュベートする。反応を停止し、吸光度を
、マイクロプレートリーダーを用いて450nMで読み取る(図12)。
【０３７９】
K. カスパーゼ-3活性を検出するためのプロトコール
　TDFRP化合物の抗アポトーシス活性は、心筋細胞のドキソルビシンまたはLPS処理によっ
て誘導されるカスパーゼ-3活性をダウンレギュレートする能力を試験することによって決
定される。カスパーゼ-3活性はアポトーシスマーカーとして役立つ。細胞溶解物は、製造
業者の溶解緩衝液中で調製する。200μl氷冷溶解緩衝液を12ウェルプレートのウェルあた
りに使用する。細胞を4℃で10分間インキュベートし、溶解物を、ウェルから上清を取り
出すこと、および10,000rpm、10分間、4℃で遠心分離にすることによって得る。50μlの
アッセイ緩衝液(Calbiochem)を各ウェルに加え、40μlの溶解物を加え、かつ混合する。1
0μlのカスパーゼ-3基質をウェルあたりに加え、吸光度を、マイクロプレートリーダーを
用いて405nMで読み取る(図12)。
【０３８０】
L. Smadリン酸化
　Smadのリン酸化および核移行は、I型およびII型受容体の活性化、ならびに引き続く細
胞内Smad標的へのシグナル伝達の後で起こる。TDFRP化合物による、HK-2細胞中でのR-Sma
dのリン酸化および核移行は、H Aoki, M Fujii, T Imamura, K Yagi, K Takehara, M Kat
o and K Miyazono. J. of Cell Sci. 114, 1483-1489, 2001)の手順に従う抗ホスホSmad 
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1/5抗体を使用する免疫蛍光顕微鏡法、およびウェスタンブロット分析によってアッセイ
する(図15)。
【０３８１】
　HK2、ヒト近位尿細管細胞は、培地単独中でインキュベートされるか、または37℃で1時
間10分、TDFRPもしくは対照化合物に曝露される。BMP-7は、このアッセイ法において陽性
対照をして役立つ。各ウェルを1mLのあらかじめ温めた培地ですすぐ。ウェルあたり1mLの
冷アセトン/メタノール混合物(1:1)を加え、細胞を固定するために室温で2分間インキュ
ベートする。ウェルを1mLの冷PBSで洗浄し、1mLブロッキング緩衝液(PBS中の3% BSA、1%
ヤギ血清)で7分間ブロッキングした。細胞を乱すことなくウェルを吸引し、500μL/ウェ
ル一次抗体を、PBS(ヤギ血清なし)中3% BSA中の0.056μg/mL濃度で加える(抗ホスホSmad1
)。細胞を4℃で一晩インキュベートする。FITC標識二次抗体をPBS中の1.5%ヤギ抗体中で1
:10希釈し、500μL/ウェル二次抗体を加え、暗所にて室温で40分間インキュベートする。
ウェルを、2回洗浄し、2回それぞれ1mLのPBSを用い、蛍光顕微鏡で観察する。
【０３８２】
　ウェスタン分析によるSmadリン酸化の検出のために、培地中のLNCaP(前立腺癌細胞)ま
たはEC(血管内皮細胞)を、様々な濃度のTDFRPまたは対照化合物に曝露する。BMP-7は陽性
対照として役立つ。細胞を、1 mM PMSF、1mM オルトバナジウム酸ナトリウム、および10
μg/mLプロテアーゼインヒビターカクテルを含むRIPA溶解緩衝液(50 mM Tris-HCl、pH 8.
0、150 mM NaCl、1% NP-40、0.5% デオキシコール酸ナトリウム。0.1% SDS)中で溶解する
。溶解物を氷上で15分間インキュベートし、遠心分離し、および上清を清澄なチューブに
移す。50～100μgをSDS-PAGEによる分析のために使用する。分離したタンパク質をPVDFメ
ンブレンに電気により転写する。ブロットを、PBS中で調製した3%ノンファットドライミ
ルク中で、絶え間なくゆっくりと攪拌しながら1時間インキュベートすることによってブ
ロッキングする。ブロットを、PBS-ミルク中で調製した1～2μg/mLの一次抗体(ウサギ抗
ホスホSmad1)とともに、攪拌しながら4℃で一晩インキュベートし、PBSで2回洗浄し、お
よび二次抗体(抗ウサギHRP結合体化IgG、1:3000希釈)とともに、攪拌しながら室温で2時
間インキュベートする。PBS-0.05% Tween 20中での5分間の洗浄およびすすぎ後、Smadリ
ン酸化を、製造業者の説明書に従ってHRP反応を介して検出する(図3)。
【０３８３】
M. 腫瘍抑制を評価するためのインビトロアッセイ法
　前立腺癌は、男性において最も一般的な癌の1つである。いくつかの一連の証拠が、骨
形成タンパク質(BMP)がアンドロゲン感受性(LNCaP)およびアンドロゲン非感受性(PC-3、D
U-145)ヒト前立腺癌細胞を阻害することを示唆してきた。さらに、BMPシグナルが、サイ
クリン依存性キナーゼ阻害剤(CDKI)p21(CIPl/WAFl)をアップレギュレートすること、およ
びCdk2の活性を減少することによって、ヒト前立腺腫瘍細胞の成長および増殖を阻害し、
Rbタンパク質の低リン酸化に導くことが示されてきた。TDFRP化合物は、化合物の成長阻
害活性を評価するために、インビトロ前立腺癌および膀胱癌バイオアッセイ法においてス
クリーニングされてきた(図X)。3H-チミジン取り込みは、ヒトの前立腺癌および膀胱癌の
細胞株における細胞増殖活性のためのマーカーとして使用される。シスプラチンは、3H-
チミジン取り込みを阻害し、このことは、ヒトの前立腺癌と膀胱癌の両方の細胞における
腫瘍増殖抑制活性を示す。TDFRP化合物を、用量依存性様式で受容体調節性のSmad 1/5リ
ン酸化を誘導する能力について、これらの癌細胞においてアッセイする(図3)。
【０３８４】
実施例3 TDFRP化合物の生物学的活性を測定するためのインビボアッセイ法
I. 虚血後の心筋損傷の治療における化合物SEQ ID # 45の効力のインビボ研究
　心筋虚血の効果を改善することにおける化合物SEQ ID # 45の効力を、冠動脈の結紮後
のラットにおいて研究した。初期の体重(>300g、手術前)によって2つの大きな群に分類し
た24時間未操作のラットを評価した。14匹のラットは1週目に手術を受け、12匹のラット
は2週目に手術を受け、かつラットは3つの処理群に分けた:群1、PBS;群2、陽性対照TDF-1
;群3、試験品目SEQ ID # 45(表Xを参照されたい)。
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　（表X）THR 04-02:各処理群についての動物の標的番号

【０３８６】
　手術の3日前に、血清試料を各ラット(あらかじめ出血)の尾静脈から収集した。手術の
日に、各ラットに、手術の2時間前、化合物を静脈内投与した。手術を、0.5% イソフルラ
ン(isofluorane)麻酔薬を用いて、挿管および通気後に連続的に実行した。リードII ECG
を手術全体を通してモニターした。開胸術を実行し、スネア技術を使用して主左冠動脈を
20分間閉塞させた(図16)。動脈の閉塞の成功を、結紮の最初の5分間以内のリードII ECG
におけるST上昇によって、および結紮の10分後の頻繁な心室性不整脈によって確認した。
スネアを放出して血流を回復させた。もともとの縫合ループを7日目の再閉塞のためにそ
の場所に放置した。再灌流の開始後、胸腔を2層の縫合を用いて閉じた。ラットを人工呼
吸器から引き離し、完全に意識が戻りかつ動くまで観察する。抗生物質(QD)および鎮痛剤
(Q8D)を供給した。さらなる血清試料を、閉塞の6時間後、24時間後、72時間後および120
時間後に収集した。さらなる化合物、陽性対照または賦形剤処理を、閉塞の24時間後、72
時間後および120時間後に、尾静脈において静脈内注射によって送達した。
【０３８７】
　7日目に、各ラットを麻酔し(ケタミン：キシリン(xyline))、胸腔を再び開き、末梢血
試料(1ml)を腹部静脈から引き出した。全体の病理(すなわち、炎症)を記録し、4点の炎症
スケール:0=炎症なし、1=わずか、2=中程度、3=重篤、および4=完全な心外膜炎で等級付
けする。次いで、左冠動脈を既存の縫い目を使用して再閉塞し、生理食塩水中のEvansブ
ルー色素(20mg/ml; 0.5ml/ラット)の濃縮溶液を心尖に注射して、非虚血性心臓組織を青
色に染色した。次いで、心臓を、右心室への塩化カリウムの飽和溶液の注射によって停止
させた。次いで、心臓を切除し、セロファンでくるみ、-20℃で1.5時間保存した。冷やし
た心臓を10個の横断面薄片(2mm/薄片)に切断し、各切片を番号付けし、塩化トリフェニル
テトラゾリウム(PBS中1% TTC)で別々に37℃、10分間インキュベートし、その後4%ホルム
アルデヒド中で固定を行った。引き続いて、各薄片を写真撮影した。各薄片について、「
リスク領域(AR)」および「壊死によって占められる領域(AN)」を形態計測によって測定し
た。AN対ARの比率は、閉塞から生じる損傷の程度の尺度である(図17)。
【０３８８】
　67%の動物(16/24)が冠動脈の結紮で生き残り、手術の7日後に剖検を受けた。各閉塞を
、手術の間、および最終的には剖検のある7日目にEvansブルー注射後に、ECG分析によっ
て確認した。1匹以外のすべてのラットが剖検の際にEvansブルーによって閉塞の成功を実
証した(15/16)。全体で、6匹のPBS処理した、4匹のrhmBMP-1処理した、および6匹の化合
物(SEQ ID NO:45)処理した動物を剖検において評価した。梗塞の領域をすべての心臓試料
において同定し、形態計測を大部分の薄片上で実行した。全体の病理および形態計測にお
いて処理に関係する差異を観察した。PBSで処理した対照は、いずれかの試験化合物を用
いて処理したラットにおける軽微な心外膜炎と比較して、剖検におけるより重篤な心外膜
炎を示した。10mg/kgの化合物で処理した動物は、PBS処理した動物と比較してAN/AR比率
の84%の減少を示したのに対し、160μg/kg rhmBMP-7(陽性対照)で処理した動物は、PBS処
理した動物と比較してAN/AR比率の7%のみの減少を有した。さらに、化合物で処理した動
物は、PBS処理した動物と比較して炎症スコアの78%の減少を示した(図17)。
【０３８９】
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【０３９０】
II. 脳卒中のインビボモデル
A. 重篤な低酸素性虚血
　重篤な低酸素性虚血性損傷に起因する細胞損傷に対するTDFRP化合物の効果は、Hughes
および共同研究者の方法(Hughes et al., Methods of providing neuroprotection and/o
r neurorestoration via the neural activin type IIB receptor, 米国特許出願第10/17
7,735号, 2003年6月5日出願)によって測定する。片側性の低酸素性虚血性脳損傷は、以前
に記載されたように(Sirimanne E. S., Guan J., Williams C. E., and Gluckman P. D. 
(1994). J. Neurosci. Meth., 55:7-14; Vannucci, R. C. (1993) APMIS 101, 89-95; Le
vine (1960) Am. J. Path. 36, 1-17)、修正版の「Levine」ラット調製物21日齢Wistarラ
ットにおいて誘導される。手短に述べると、40～49g体重の両方の性別のラットを麻酔し
、2% ハロタン/酸素混合物上で維持する。10mmの切開を頚部の正中線に沿って作製し、右
総頚動脈を露出し、これを4-0絹製外科用糸を使用して二重に結紮する。安定な温熱中間
環境(34℃、85+-5%湿度)に維持された保育器中での1時間の回復時間後、続いて、ラット
を、34℃、60分間および80%湿度で、窒素中8%酸素の厳しい吸入低酸素状態に曝露する。
次いでこれらを保育器から取り出し、22℃の室温および55=5%の相対湿度に保持し、食餌
および水を自由に与える。2つの対照を使用する:結紮または低酸素のいずれも受けなかっ
た対照ラット;および麻酔および切開(しかし結紮はなし)および低酸素を受けた「偽」結
紮ラットである。TDFRP化合物の投与ならびに組織学的分析および行動試験による虚血誘
導性脳損傷の測定は以下のように実行する。
【０３９１】
B. 中大脳動脈(MCA)閉塞虚血モデル
　中大脳動脈(MCA)閉塞モデルは、病巣の虚血事象または脳卒中の十分に受容されている
モデルである(Gotti, et al., (1990) Brain Res. 522: 290-307)。病巣の虚血は、MCAを
通しての血流を妨害することによって産生され、この動脈によって供給される脳の部位の
梗塞を生じる。MCAモデルは、TDFRPまたはBMPなどの薬物が、中枢神経系組織が脳卒中に
起因して損傷したかまたは失われたヒトにおける機能の回復を変化させる能力および効力
の合理的な予測となる。例えば、MCAモデルは、MCAの領域内の組織によって天然に寄与さ
れる、運動協調性、知覚、発話、または任意の他の中枢神経系の機能する薬物の効力を合
理的に予測すると見なされる。
【０３９２】
　Changおよび共同研究者(Chang et al., Stroke. 2003 Feb;34(2):558-64)は、中大脳動
脈閉塞(MCAO)の前に与えられた骨形成タンパク質-7(BMP-7)が脳における虚血性損傷を減
少することを以前に報告した。最近の研究は、BMPの受容体が脳虚血後にアップレギュレ
ートされることを示した。このアップレギュレーションは、虚血性脳における内因性の神
経修復を容易にする可能性がある。
【０３９３】
　低酸素性虚血性損傷に起因する細胞損傷に対するTDFRP化合物の効果は、Weaverおよび
共同研究者(Weaver, et al., (1997) Proc Natl Acad Sci U S A. 1997 Sep 16;94(19):1
0450-4)、Changおよび共同研究者(Chang et al., Stroke. 2003 Feb;34(2):558-64)、ま
たは米国特許第6,407,060号、2002年6月18日発行の方法によって測定される。例えば、MC
A閉塞は、記載されるように(Oliff et al., (1995) Brain Res. 699, 329-331)、雄性Wis
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tarラット(290～320 g、Charles River Breeding Laboratory)においてハロタン麻酔薬下
で実行する。手短に述べると、ステロイドまたは賦形剤の投与のための長期的内部存在カ
テーテルを左頚静脈に配置する。両方の総頚動脈(CCA)を単離し、ゆるい絹結紮を各動脈
の周りに配置する。左MCAを露出し、同側CCAの永久的な結紮後、MCAを、その起点から嗅
索まで凝血させる。対側CCAを2時間の期間、閉塞する。
【０３９４】
　または、成体Sprague-Dawleyラットを抱水クロラールで麻酔する。中大脳動脈を、右内
頚動脈を通して挿入された細糸によって一過性に閉塞する。この細糸は、再灌流を可能に
するために60分間の虚血後に取り出す。
【０３９５】
　なおさらに、250～300グラム体重の雄性Sprague-Dawleyラット(Charles River)を、70%
 NO2/30% O2中の2% ハロタンで麻酔する。尾動脈に、血液中の気体および血中グルコース
をモニターするためにカニューレを挿入する。直腸プローブを使用して体温をモニターし
、加熱パッドを用いて37+-0.5℃で維持する。近位中大脳動脈(MCA)を、Tamura, et al. (
1981, J. Cereb. Blood Flow Metab. 1 : 53-60)の方法の改変を使用して永続的に閉塞す
る。手短に述べると、近位MCAは、頬骨弓を除去すること、または顔面神経を処理するこ
となく、経頭蓋的に露出させる。次いで、動脈は、両極性微小凝集沈殿装置を使用して、
嗅索に対してすぐ近位から下大脳静脈まで、電気により凝固させ、次いで、横切開する(B
ederson, et al., (1986) Stroke 17: 472-476)。ラットを、これらが意識を回復するま
で観察し、次いで、これらの家であるケージに戻す。抗生物質であるセファゾリンナトリ
ウム(40 mg/kg、i.p.)を、感染を予防するために、脳卒中手術の前日および手術の直後に
すべての動物に投与する。脳卒中手術の間、引き続いてTDF、例えば、BMP-7、TDFRP、ま
たは賦形剤処理を受けた動物間で、血中のガスまたはグルコースのレベルの変化は存在し
ない。
【０３９６】
　TDFRP化合物の投与ならびに組織学的分析および行動の試験による虚血誘導性脳損傷の
測定は、以下に記載されるように実行する。
【０３９７】
C. 予防的および治療的処置
　虚血媒介性組織損傷に対するTDFRP化合物の効果は、対側CCAの閉塞の0～60分間前(予防
的)、または後(治療的)に、単独でまたはTDFと組み合わせたTDFRPの投与によって評価さ
れる。例えば、ラットに、静脈内負荷用量0.000001～10,000mg/kg TDFRP化合物またはTDF
、続いて、屠殺されるまで1時間あたり0.000001～10,000mg/kgのTDRFまたはTDFの静脈内
注入を投与する。対照ラットは、賦形剤(0.1Mリン酸緩衝液、pH 7.4/5% DMSO/10%シクロ
デキストリン)で処理する。または、動物は、単回用量(0.000001～10,0000mg/kg)の静脈
内TDF、例えば、BMP-7、TDFRP化合物および/または賦形剤を、虚血処理の0～24時間前(予
防的)または後(治療的)に受ける。
【０３９８】
　なおさらに、処理群の動物は、0.1～100μg/注射の用量で、TDF、例えば、BMP-7、およ
び/またはTDFRP化合物を嚢内に受ける。対照動物は、TDFRP化合物を欠くが、他のすべて
の成分を等価な最終濃度で有する賦形剤溶液を受ける。嚢内注射は、脳卒中の開始の24時
間に行い、その後30日間まで反復してもよい。
【０３９９】
　嚢内注射を投与するために、動物は、70% NO2/30% O2中のハロタンで麻酔し、定位フレ
ーム中に配置する。TDFRP化合物もしくはTDF含有溶液または賦形剤のみの溶液の嚢内注射
のための手順は同一である。無菌的技術を使用して、TDFRP化合物または等価量の賦形剤
またはTDF含有溶液を、26ゲージ針を取り付けたHamiltonシリンジを使用して、大槽への
皮内注射(～10μl/注射)によって導入する(Yamada, et al., (1991) J. Cereb. Blood Fl
ow Metab. 11: 472-478)。各注射の前に、～1～2μlの脳脊髄液(CSF)がHamiltonシリンジ
を通して引き戻され、くも膜下腔における針の配置を確認する。この技術を使用して、1%
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 Evansブルー色素は、注射の1時間以内に基底槽を通して、および大脳皮質を超えて自由
に拡散する。
【０４００】
D. 行動試験
　行動/機能試験に必要である取り扱いに対して動物を慣れさせるために、手術の前の3日
間の間、毎日10分間、動物を取り扱う。手術後、動物を個々のケージ内に収容する。4種
の標準的な機能/行動試験を、梗塞後の感覚運動および反射機能を評価するために使用す
る。これらの試験は、Bederson, et al., (1986) Stroke 17: 472-476; DeRyck, et al.,
 (1992) Brain Res. 573: 44-60; Markgraf, et al., (1992) Brain Res. 575: 238-246;
 およびAlexis, et al., (1995) Stroke 26: 2338-2346を含む文献中に十分に説明されて
いる。
【０４０１】
i. 前肢配置試験
　手短に述べると、前肢配置試験は3つの部分試験から構成される。別々の点数が各前肢
から得られる。テーブル上への肢の正常な配置を「0」と点数付けし、遅れた配置(<2秒)
が「1」と点数付けされ、および配置がないかまたは非常に遅れた配置(>2秒)を「2」と点
数付けする。別々の点数は、動物がテーブルに対して前方に移動する場合に最初に得られ
、次に再度、動物がテーブルに対して横向きに移動する場合に得られる(肢あたりの最大
点数=4;各場合において、より高い数値はより大きな欠損を示す)。触覚配置部分試験のた
めに、動物は、卓上を見ることができないか、またはそのひげで卓上と接触できないよう
に保持される。背側前肢は、動物が最初に前方に移動し、次いでテーブルに対して側方に
移動する場合に、卓上に軽く接触する。配置を毎回上記のように点数付けする(肢あたり
の最大点数=4)。固有感覚性配置部分試験のために、動物は前方のみに移動し、より大き
な圧力が背側前肢い適用され;配置は上記のように点数付けされる(肢あたりの最大点数=2
)。これらの部分点数を、肢あたりの全体の前肢配置点数を得るために加算する(範囲=010
)。ある動物においては、ひげ配置部分試験を行い、ここでは、卓上によるひげ刺激に応
答して前肢を配置する動物の能力を試験した(肢あたりの最大点数=2)。次いで、部分点数
を、肢あたりの全体の前肢配置点数を得るために加算する(範囲=0～10、ひげ部分試験を
用いて0～12)。TDFRP化合物を受けていない偽操作動物において観察される部分試験点数
に向かい、かつTDFRP化合物を受けていない対照虚血動物において観察される部分試験点
数から離れている、TDFRP化合物で処理した動物における1つまたは複数の部分試験におけ
る点数の標準化は、TDFRPが、予防的または治療的な効果を有することを示す。
【０４０２】
ii. 後肢配置試験
　後肢配置試験は、前肢配置試験と同じ様式で実施するが、後肢の触覚および固有感覚性
部分試験のみを含む(それぞれ最大点数4および2;全体の点数範囲=0～6)。TDFRP化合物を
受けていない偽操作動物において観察される部分試験点数に向かい、かつTDFRP化合物を
受けていない対照虚血動物の点数から離れている、TDFRP化合物で処理した動物における
後肢配置試験点数の標準化は、TDFRPが、予防的または治療的な効果を有することを示す
。
【０４０３】
iii. 改変平均台試験
　改変平均台試験は、動物が狭い平均台(30×1.3cm)の上で60秒間バランスをとる場合の
前庭運動反射機能を試験する。動物が平均台上でバランスを取る能力を以下のように点数
付けする。1-動物は平均台の上端で四肢すべてを用いてバランスを取る。2-動物は平均台
の側面に肢を置くか、または平均台上で揺れ動いている。3-1本または2本の肢が滑り落ち
る。4-3本の肢が平均台から滑り落ちる。5-動物は肢でバランスを取ろうと試みるが落下
する。6-動物は平均台にもたれかかり、次いで落下する。7-動物はバランスを取る試みな
しで平均台から落下する。動物は3つの訓練試験を手術前に受けた:これらのうちの最後の
点数を、ベースラインスコアとして取る。TDFRP化合物を受けていない偽操作動物におい
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て観察される部分試験点数に向かい、かつTDFRP化合物を受けていない対照虚血動物にお
いて観察される点数から離れている、TDFRP化合物で処理した動物における改変平均台試
験点数の標準化は、TDFRPが、予防的または治療的な効果を有することを示す。
【０４０４】
iiii. 姿勢反射試験
　姿勢反射試験は、反射と感覚運動の両方の機能を測定する。動物を、床の上にぶら下が
った尾によって最初に保持する。両方の前肢を用いて対称的に床に達する動物を「0」と
点数付けする。次いで、異常な姿勢(肢の屈曲、身体の回転)を示す動物を、プラスチック
で裏打ちされた紙のシート上に配置する。穏やかな横方向の圧力を用いる側方向の移動に
対して抵抗することが可能である動物を「1」と点数付けするのに対して、このような移
動に対して抵抗することができない動物を「2」と点数付けする。すべての機能的/行動試
験を、脳卒中手術の直前、次いで、脳卒中の1日目から1日おきに施す。各セッションにお
いて、動物を、試験が始まる前30分間、試験室に適合させる。TDFRP化合物を受けていな
い偽操作動物において観察される点数に向かい、かつTDFRP化合物を受けていない対照虚
血動物において観察される点数から離れている、TDFRP化合物で処理した動物における姿
勢反射試験の点数の標準化は、TDFRPが、予防的または治療的な効果を有することを示す
。
【０４０５】
E. 組織学的分析
i. 脳組織のヘマトキシリンおよびエオシン染色
　MCA閉塞後30日またはそれ以上まで、動物をペントバルビタールで深く麻酔し、ヘパリ
ン化生理食塩水、続いて10%緩衝化ホルマリンで経噴門的に灌流する。脳を取り出し、3つ
の断片に切断し、ならびに脱水およびパラフィン中に包埋する前に10%緩衝化ホルマリン
中で保存する。冠状切片(5μm)を滑りミクロトーム上で切断し、ガラススライド上にマウ
ントし、ならびにヘマトキシリンおよびエオシンで染色する。7個の薄片の各々上の脳梗
塞の領域(ブレグマと比較して+4.7、+2.7、+0.7、-1.3、-3.3、-5.3、および-7.3)を、コ
ンピュータ接続画像処理システム(Rioquant, R&M Biometnix, Inc., Nashville, Teen.)
を使用して決定する。薄片あたりの全体の梗塞領域を、プロセシングの間の脳の収縮を補
正するために、[無傷の対側半球の領域]-[無傷の同側半球の領域]として間接的方法によ
って決定する(Swanson, et al., (1990) J. Cereb. Blood Flow Metab. 10: 290-293)。
次いで、梗塞体積を、無傷の対側半球体積のパーセンテージとして表現する。皮質および
線条体における梗塞の体積もまた、これらの方法を使用して別々に決定する。分析は、観
察者が処理群に対して目隠し状態で実行する。TDFRP化合物の存在下での梗塞体積の減少
は、TDFRP化合物が予防的または治療的効果を有することを示す。
【０４０６】
ii. 脳の2,3,5-テトラゾリウムクロライド染色
　ラットを、外科的処置の30日後またはそれ以上までで、過量のペントバルビタールで安
楽死させる。脳を2mm冠状切片に薄切りにし、当技術分野において周知の方法によって、2
,3,5-トリフェニルテトラゾリウムクロライドで染色する。皮質および皮質下の梗塞体積
を、梗塞の面積の積分および画像分析システム(NIH IMAGE)を使用する薄片間の距離によ
って計算する。分析を、観察者が処理群に対して目隠し状態で実行する。TDFRP化合物の
存在下での梗塞体積の減少は、TDFRP化合物が予防的または治療的効果を有することを示
す。
【０４０７】
III. 腎臓の損傷または疾患のインビボモデル
　ラットモデルにおける全長BMP-7の生物学的活性についてのインビボアッセイ法は、参
照により本明細書に組み入れられる、Borovecki et al., The Role of Bone Morphogenet
ic Proteins in Kidney Development and Repair, pp 263-288 in Bone Morphogenetic P
roteins, Sampath, K. ed., (Birkhauser Verlag, Basel Switzerland (2002))において
記載されている。ラットに全身的に投与されるBMP-7は、残りの腎臓における最終段階の
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腎不全の進行を停止する(5/6腎摘出)。そこに引用される第2のアッセイ法は、片側尿管閉
塞(UUO)を有するラットに全身的に投与された場合の、BMP-7による短期間の予防を開示す
る。以下に記載されるように、齧歯類モデルは、本発明のTDFRP化合物によって予防的ま
たは治療的に処置可能である腎臓病の哺乳動物モデルを提供する(図4～6)。
【０４０８】
A. ラットにおける化学療法化合物シスプラチンの腎毒性効果を改善する化合物(SEQ ID #
45)の効力に対するインビボ研究
概観
　化合物(SEQ ID #45)を、この化合物がシスプラチンの腎毒性効果を予防的および治療的
に改善することが可能である用量範囲および程度を確立するために、雄性Sprague-Dawley
ラット(250 gm～300 gm)において試験した。シスプラチン投薬レベルは、ヒトにおいて使
用される化学療法レベル、40μg/kg bwであった。終末点は、血清中クレアチンのレベル
および腎臓組織学であった。使用した陽性対照は、組換えヒトBMP-7(rhmBMP-7)の成熟型
の250μg/kg bwであった。
【０４０９】
動物:雄性Sprague-Dawleyラット

【０４１０】
　試験物品(SEQ ID #45)のストック溶液(70mg/ml)を、20mM 酢酸(pH 4.2)中にそれを溶解
することによって作製した。このストック溶液を、14mg/ml(28mg/kg用量)、1.4mg/ml(2.8
mg/kg用量)および0.14mg/ml(0.28mg/kg用量)の化合物濃度まで、リン酸緩衝化生理食塩水
(PBS、pH 7.2)プラス5% マンニトール中でさらに希釈した。
【０４１１】
　シスプラチンを、腹腔内注射(40μg/kg bw)を介して時間0で投与した。化合物、rhmBMP
-7陽性対照および賦形剤陰性対照の治療用量の投与は、5つの時点:シスプラチンの投与の
2時間前、次いでシスプラチン投与の24時間後、48時間後、72時間後および96時間後に、
尾静脈を通して、スローボーラス静脈内注射によってであった。血液試料を、0時間、24
時間、48時間、72時間および96時間の時点で尾静脈を通して収集した。7日目に、試料を
屠殺の際の放血によって収集した。血清を血液試料から調製し、クレアチン濃度について
分析した。血流に放出され、腎臓を通して除去される筋肉活動の副産物であるクレアチン
の血清濃度は、腎機能が重篤に損なわれる場合に上昇する傾向がある腎機能のマーカーで
ある(図18)。
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【０４１２】
　7日目の屠殺の際に、腎臓を収集し、ホルマリン中に固定し、およびパラフィン中に包
埋する。次いで、これらを矢状に切片化し、H&E色素で染色した。腎切片はまた、増殖し
ている細胞核の抗原(PCNA)(細胞再生の部位を同定するため)、マクロファージ、ICAM-1、
および平滑筋に対する抗体で染色した。注射部位およびその周辺の組織もまた、屠殺の際
に収集した(図19)。
【０４１３】
　最高の用量の化合物は、シスプラチン投与後に血清クレアチンが上昇するレベルを減少
する際に陽性対照よりもより効力があり(図18)、それによって、この化合物がシスプラチ
ン投与に続いて腎機能を保存する際に陽性対照よりもより効力があることを示した。2.8m
g/kg bw用量レベルにおいてでさえ、この化合物は、腎臓皮質のシスプラチン誘導性炎症
のレベルを有意に減少し(図20)、およびICAM-1放出(図21)、マクロファージ浸潤、平滑筋
の喪失の量を減少し、および細胞再生の程度を増加した(図22～23)。
【０４１４】
ペプチド製剤
　313.0 mgのSEQ ID # 45を4.5 mlの20 mM 酢酸(pH 4.2)に溶解した。17.86 ml PBS (pH 
7.2)+5% マンニトールを加えた(総量=22.36 ml; 14 mg/ml SEQ ID # 45、または7 mg/0.5
 ml、最高用量、28 mg/kg)。この20 mlを、「28 mg/kg」治療群における40用量のために
使用した。残りの2.36 mlを21.24 mlのPBSに加えた(総量=23.600 ml)。21 mlを「2.8 mg/
kg」治療群における40用量のために使用した。この2.6 mlを23.4 ml PBSに加えた(総量=2
6.00 ml)。これを「0.14 mg/kg」アームにおける50用量のために使用した。
【０４１５】
シスプラチン用量
　シスプラチンを、40μg/kgの用量で使用した (全体で10μg/ラット(*44ラット=0.44mg)
のために0.25 kg/ラット=0.5 ml PBS (pH 7.2)中10μg/ラット)。このストック溶液は、4
0μg/kg (0.25 kg/ラット/0.5 ml/ラット=20μg/ml)であった。
【０４１６】
rhmBMP-7用量
　8匹のラットを、5用量のBMP-7(0.25 kg/ラット*250μg/kg=3.13 mg)で評価した。
【０４１７】
B. 腎線維形成のインビボモデル(片側尿管結紮)
　腎線維形成に起因する細胞損傷に対するTDFRP化合物の効果を、Hruskaおよび共同研究
者の方法(Hruska et al., (2000) Am. J. Physiol.Renal Physiol. 279 F130-F143)によ
って測定する。手短に述べると、Sprague-Dawleyラット(250 g)は、偽手術(操作するが、
結紮しない尿管)または片側尿管結紮(UUO)のいずれかを受ける。5mm離れた2つの結紮を、
尿管の周辺に配置されたポリエチレンチュービングの切片の上の尿管の上部3分の2に配置
する。尿管閉塞を、骨盤および近位尿管の拡張、ならびに遠位の尿管の崩壊の観察によっ
て確認する。尿管を閉塞するために結ばれた縫合糸を、5日目にチュービングに沿って除
去し、閉塞を開放する。放出の時点で得られた尿培養を、細菌について評価する。以下の
群を10日目に研究する:偽手術動物;5日目の尿管閉塞の開放を有する動物;および10日間の
片側尿管閉塞を持続した動物。偽手術ラットおよび5日間の期間の片側尿管閉塞を有する
ラットは、10日目にイヌリンおよびp-アミノ馬尿酸(PAH)クリアランスによって研究する
。これらのラットは、片側尿管閉塞前10分間、以下のうちの1つを受ける:TDFRP化合物お
よびTDF、例えば、BMP-7が単独でまたは組み合わせて投与される(0.000001～10,000 mg/k
g、3日毎まで);飲料水中のエナラプリル(～25 mg/kg体重/摂取日);または賦形剤。同じ実
験プロトコールが、10日間の期間の片側尿管閉塞を有するラットにおいて使用される。
【０４１８】
　TDFRP化合物およびTDFの効果を、プラセボ(賦形剤処理)と、および片側尿管閉塞(UUO)
から生じる線維形成を改善することが知られている陽性対照(エナラプリル処理)(Ishidoy
a et al., (1996) Kidney Int., 49: 1110-1119)に対して比較する。エナラプリル用量は
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、片側尿管閉塞から生じる線維形成を改善する際に有効であることが以前に実証されてい
る(Ishidoya et al., (1996) Kidney Int., 49: 1110-1119, Kaneto et al., (1994) Kid
ney Int., 45: 1637-1647)。これは高用量であり、全身性レニン-アンギオテンシン系の
調節に必要とされるよりもはるかに多い。研究は目隠し様式で実行する。処理溶液は、研
究の一部ではなく、および書簡を与えられた研究者によって作製する。本研究を実施する
研究者は、クリアランス研究および組織病理学的等級付けが完了する後まで、種々の処理
の内容に気付いていない。組織病理学スライドは、これもまた、処理群に対して目隠し状
態である個人によって等級付けされる。
【０４１９】
腎機能の評価
　腎機能は、以前に報告されたように、イヌリンクリアランスによって、およびPAHクリ
アランスによって腎臓血流(RBF)を評価することによって、および個々の腎臓の糸球体濾
過速度(GFR)を測定することによって決定する(Miller et al., (1994) Am. J. Physiol. 
Renal Fluid Electrolyte Physiol., 266: F129-F134; Miller et al., (1994) Kidney I
nt., 46: 201-207)。ラットを腹腔内Nembutalで麻酔し、カテーテルを大腿動脈および大
腿静脈、ならびに両方の尿管に配置する。動物をPlexiglas制止装置中で目覚めさせ、ク
リアランス研究を目覚めた動物で実行する。TDFRP化合物で処理されていないUUO動物にお
いて観察されるGFRおよびRBFと比較して、TDFRP化合物で処理されたUUO動物における対照
レベルに向かう、GFRおよびRBFの標準化は、TDFRP化合物が、腎線維形成に対して予防的
または治療的な効果を有することを示す。
【０４２０】
　クリアランス研究の完了後に、動物を安楽死させ(メトキシフルラン麻酔)、腎臓を、氷
冷Hanks'バランス塩溶液(HBSS)で徹底的に灌流し、血液由来細胞を除去する。腎臓を迅速
に取り出し、冷ガラスプレート上で薄片化する。組織学的研究のために、HBSS灌流した腎
臓の2mm冠状切片を、Histochoice (Amresco, Solon, OH)または緩衝化ホルマリン中に浸
漬する。腎切片をパラフィン中に包埋し、5μm切片を顕微鏡で分析する。
【０４２１】
　腎線維症もまた、間質性コラーゲン沈着を決定することおよび間質の体積を測定するこ
と、IV型コラーゲンについて免疫染色すること、-平滑筋アクチン(-SMA)について免疫染
色すること、ならびに細胞アポトーシスと同様に、単球/マクロファージ浸潤を定量する
こと、すなわち、以前に報告されたような(Ishidoya et al., (1996) Kidney Int., 49: 
1110-1119; Kaneto et al., (1994) Kidney Int., 45: 1637-1647; Modi et al., (1990)
 Kidney Int., 38: 843-850)、デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ媒介性dUTPニ
ック末端標識(TUNEL)アッセイ法によって評価する。
【０４２２】
　いくつかの腎臓病は、腎臓における組織学的変化、例えば、尿細管間質性領域の拡大に
導く。尿細管間質性領域の線維症の組織学的等級付けは、腎機能の喪失に密接に相関する
。腎尿細管間質の攪乱および線維症の最終的な発症に寄与する間質エレメントには、筋線
維芽細胞、浸潤単球、および細胞外マトリックスタンパク質の過剰産生が含まれる。
【０４２３】
　尿管閉塞は、腎臓皮質の間質体積の進行的な増加によって特徴付けられる。結紮の開放
後においてでさえ、プロ線維化力がなお優勢であり、その結果、間質体積が、偽手術動物
の腎臓中で見い出される7～8%から、閉塞-開放腎臓において見い出される17～20%まで増
大する。閉塞が開放されない場合、間質体積は、10日間の連続的な閉塞によって約50%ま
で増加することができる(Hruska et al., (2000) Am. J. Physiol., 280: F130-3; Ishid
oya et al., (1996) Kidney Int., 49: 1110-1119)。
【０４２４】
　正常なまたは偽手術動物の腎臓、およびUUOを有するラットの対側腎臓において、コラ
ーゲンIVは、尿細管を取り囲む基底膜、毛細血管、およびメサンギウム基質において見い
出される。尿管閉塞と関連する線維症の設定において、コラーゲンIVは、基底膜中のその
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存在に加えて、間質マトリックスタンパク質になる(Hruska et al., (2000) Am. J. Phys
iol., 280: F130-3; Ishidoya et al., (1996) Kidney Int., 49: 1110-1119, Morrissey
 et al., (1998) Semin. Nephrol., 18: 603-11)。コラーゲンIVマトリックス点数は、間
質性線維症を定量する別の手段である(Hruska et al., (2000) Am. J. Physiol., 280: F
130-315, Morrissey et al., (1998) Semin. Nephrol., 18: 603-11)。
【０４２５】
　腎臓病の進行の間にアポトーシスを通しての尿細管上皮細胞の不変の損失が存在し(Tru
ong et al., (1998) Semin. Nephrol., 18: 641-51; Savill et al., (1994) J. Am. Soc
. Nephrol. 5: 12-21)、尿細管の萎縮を生じる。この損失は、時間内のその点においてア
ポトーシスを受ける細胞の数として、末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ媒
介性dUTPニック-末端標識(TUNEL)アッセイ法による時間の間隔で測定される(Ishidoya et
 al., (1996) Kidney Int., 49: 1110-1119)。尿細管の萎縮がそれによって決定され得る
別の手段は、尿細管の直径を測定することにより、これは、腎生検が得られる時点までの
すべてのアポトーシス性細胞損失の指標である。
【０４２６】
　TDFRP化合物で処理されていないUUO動物において観察されるレベルと比較して、TDFRP
化合物で処理されたUUO動物における、上皮細胞アポトーシス、間質性コラーゲン沈着、
間質体積、IV型コラーゲン、-平滑筋アクチン(-SMA)、および/または単球/マクロファー
ジ浸潤の減少は、TDFRP化合物が、腎線維形成に対して予防的または治療的な効果を有す
ることを示す(図X)。
【０４２７】
C.急性腎不全のインビボモデル
　急性腎不全に起因する組織損傷に対するTDFRP化合物の効果は、Vukicevicおよび共同研
究者(Vukicevic et al., JCI 102(1):202)の両側性クランプ法によって測定する。手短に
述べると、200～250 gのWistar雄性ラット(Pliva Breeding Laboratory, Zagreb, Croati
a)を、手術前に12時間絶食させる。ケタミン(20 mg/kg)麻酔薬の腹腔内投与後、両方の腎
動脈を背側で60分間、毛細血管瘤クランプ(Roboz)を用いて閉塞させる。20 mM酢酸ナトリ
ウム緩衝液(500μl)を含む、賦形剤緩衝液、TDFRP化合物および/またはTDF、例えば、BMP
-7を、尾静脈を介して投与する。すべての動物に、手術の間の任意の体液の損失を補償す
るために、1～3mlのあらかじめ温めた(37℃)生理食塩水(0.9% NaCl)の腹腔内投与に供す
る。実験を目隠し状態で行い、ラットを30分から18日の範囲の異なる時間間隔で屠殺する
。血液試料(0.5 ml)を眼窩神経叢から、再灌流後、例えば、0時間、24時間、48時間、お
よび72時間で、ある場合においては、例えば、30分;2時間、8時間、および96時間;および
18日で入手する。GFR測定のために、尿を、以前に記載されたように(Vukicevic et al., 
(1989) Bone Miner., 6: 125-139)、24時間、代謝ケージ上で収集する。血清および尿ク
レアチンを、Jaffe法(Whelton et al., (1994) In Clinical Chemistry. C.A. Burtis an
d E.R. Ashwood, Eds. W.B. Saunders, Philadelphia, PA. Pp. 1513-1575)によって測定
する。BUNは、グルタメートデヒドロゲナーゼ紫外手法、モリブデン酸法によるリン、お
よびo-クレゾールフタレイン法によるカルシウムによって測定する。血清電解質を、間接
的電位差測定によって測定する。予防用モードのためには、BMP-7および/またはTDFRP化
合物(0.000001-10,000 mg/kg)を手術の10分前に、次いでその後72時間まで与え、治療用
モードのためには、最初にBMP-7および/またはTDFRP化合物(0.000001～10,0000 mg/kg)注
射を、1～16時間のいずれかで与え、次いで再灌流後、24時間間隔で96時間まで与える。
【０４２８】
　TDFRP化合物で処理されていない損傷を有する動物において観察されるGFR、BUN、血清
クレアチン、および血液クレアチンのレベルと比較して、TDFRP化合物で処理された損傷
を有する動物における対照レベルに向かう、GFR、BUN、血清クレアチン、およびまたは血
液クレアチンの標準化は、TDFRP化合物が、腎線維形成に対して予防的または治療的な効
果を有することを示す。
【０４２９】
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D. 糖尿病性腎症のインビボモデル(ストレプトゾトシン(Streptozoticin))
　糖尿病性腎症に起因する細胞損傷に対するTDFRP化合物の効果は、Wangおよび共同研究
者の方法(Wang et al., (2003) 63(6): 2037)によって測定される。糖尿病を、ストレプ
トゾトシンの単回用量によって200gラットにおいて誘導する。16時間後、糸球体肥大およ
びタンパク尿を確立し、かつ、TDFRP化合物および/もしくはTDF、例えば、BMP-7を(0.000
001～10,0000 mg/kg静脈内、好ましくは1～10000マイクログラム/kg、およびより好まし
くは約10～1000マイクログラム/kg; 毎日投与まで)、エナラプリル(20 mg/kg)、または賦
形剤を用いる治療を開始し、32週目まで継続する。腎臓重量、糸球体濾過速度(GFR)、尿
アルブミン排出、血圧、病理、およびBMP-7発現を、Wangおよび共同研究者(Wang et al.,
 (2002) J. Am. Soc. Nephrol., 13: 45A)によって記載されるように、および上記に詳述
されるように測定する。TDFRP化合物の非存在下と比較した、TDFRP化合物の存在下でのタ
ンパク尿、糸球体面積および間質体積の減少の標準化は、TDFRP化合物が、予防的または
治療的な効果を有することを示す(図X)。
【０４３０】
　上皮から間葉への移行(EMT)を誘導したTGFベータ1のアンタゴニスト、例えば、BMP-7お
よび本発明に記載されるTDFRP化合物は、TGFベータ1誘導性慢性腎線維症の進行を改善す
ることができる。加えて、TDFRP化合物は、BMP-7とは異なり、疾患の病因を逆転させるさ
らなる能力を示す。EMTは胚発生に必要であるが、しかしこれはまた、例えば、肝臓、肺
、および腎臓における腫瘍の進行および器官の線維症(コラーゲン、エラスチン、テナシ
ン、および他のマトリックス分子の沈着)などの病理学的状態に関与する。EGFおよびTGF
ベータ1などの化合物は、腎尿細管上皮細胞、および乳管上皮細胞中でEMTを誘導し、数あ
る変化の中でも、E-カドヘリン発現の喪失または減少、閉鎖帯(ZO-1)タンパク質発現の阻
害、密着結合の喪失、および上皮細胞形態の喪失を産生することが実証されている。100 
ng/mlの組換えヒトBMP-7との48時間のインキュベーションは、TGFベータ1誘導性EMTを逆
転し、E-カドヘリンおよびZO-1発現の回復、密着結合の形成ならびに上皮細胞形態の再確
立を生じる。同様の効果は、同様の投薬量のTDFRP化合物(CYFDDSSNVLCKKYRS、SEQ ID NO:
45)、すなわち、0.1～100ミリグラム/kgのTDFRP化合物を用いて見られる(図X)。理論に制
限されることはないが、ALK受容体への結合は、上皮細胞においてBMP-7とTDFRPの両方の
作用を伝達する、Smadタンパク質、特にSmad1、Smad5およびSmad8によって媒介される細
胞内シグナル伝達経路に導くと考えられる。リガンド非依存性系として腎遠位尿細管上皮
細胞(NP1)を使用するインビトロ実験は、これらの結論を支持する。ALK5、Smad3(TGFベー
タ1およびSmad依存性シグナル伝達経路を模倣するため)またはALK3およびSmad5(BMP-7お
よびSmad依存性シグナル伝達経路を模倣するため)を発現する構成的に活性なcDNA構築物
を発現するようにトランスフェトされた細胞は、上記の結論を確証する(例えば、Zeisber
g et al., Nature Medicine, 9; 7 pp 964-968, (2003))。
【０４３１】
E. 慢性腎不全のインビボモデル
　腎毒性血清腎炎(NTN)は進行性腎損傷のモデルである。腎毒性血清(NTS)の注射を与えら
れたマウスは糸球体腎炎を発症し、EMTに関連する尿細管間質性疾患、および最終的には
、約6週間の期間にわたり腎線維症をもたらす。研究者らは、NTNの1週間後から開始する
、約300マイクログラム/kgの組換えヒトBMP-7は、慢性腎不全までの進行を予防するため
に十分であり、ならびにこれが尿細管萎縮および間質性線維症の蓄積を妨げることを報告
している。3週目から6週目まで、および4週目から6週目までの治療の開始は、腎臓の病理
をほぼ完全に逆転し、血清クレアチンレベルおよび血液尿素窒素レベルによって測定され
るような腎機能の顕著な改善を示す。これらの研究において、BMP-7は、以前に損傷を受
けた尿細管におけるE-カドヘリンタンパク質の発現を回復することが可能であった。未処
理腎臓において、TGFベータ1シグナル伝達を示すリン酸化されたSmad2およびSmad3は、減
弱したE-カドヘリン発現を有する尿細管の核中で観察された。上記の概説としては、Zeis
berg et al., Nature Medicine, 9; 7 pp 964-968, (2003)およびKalluri et al., J. Cl
in Investigation 112:1776-1784 (2003)を参照されたい。腎線維症を逆転させる際のBMP
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-7に対する同様の結果は、5ミリグラム/kg/24時間の用量で与えられたTDFRP化合物(CYFDD
SSNVLCKKYRS、SEQ ID NO:45)を用いて観察される(図X)。
【０４３２】
F. 腎臓壊死および心筋症の阻害または修復
　免疫系、器官および組織に対して全身性の毒性効果、例えば、他の化学療法薬物と同様
にシスプラチンおよびその類似体用いて見られる腎毒性、ならびに特定の抗生物質を用い
て見られる心毒性を引き起こすことが知られている、多数の治療化合物が周知である。本
発明のTDFRP化合物は、上記のように投与される場合に、予防剤および治療剤として作用
することができる。例えば、本明細書に開示される代表的なTDFRP化合物(CYFDDSSNVLCKKY
RS、SEQ ID NO:45)は、I型BMP受容体(ALK3)に優先的に結合し(図X)、腎近位尿細管上で示
差的に発現する。炎症性因子、例えば、TNFαへの腎細胞の曝露は、近位尿細管細胞中で
、IL-6の増加の検出によって測定可能である炎症性応答を引き起こす。CYFDDSSNVLCKKYRS
、SEQ ID NO:45の投与は、この炎症性応答を軽減することができる(図X)。同様に、CYFDD
SSNVLCKKYRS、SEQ ID NO:45の投与は、部分的に、組織特異的再生経路の誘導を促進する
ことによって、シスプラチン曝露の腎毒性効果を減少または軽減することができる(図X)
。
【０４３３】
　同様の心臓保護効果が、CYFDDSSNVLCKKYRS、SEQ ID NO:45を用いて見られる。この化合
物は、心筋梗塞後の心筋症(心筋性虚血および再灌流傷害)に向かう炎症性および細胞毒性
効果を改善する能力を実証する(図X)。
【０４３４】
G. TDFRP化合物の薬学的製剤
　TDFRP化合物を、上記のような患者への投与のための薬学的製剤として調製する。一般
的に、TDFRP化合物は、ペプチドおよびペプチド模倣体を含む低分子であり、薬学分野に
おいて公知であるように、任意のペプチドベースの薬学的製剤に調製することができる。
しかし、これらの化合物は、組織成長および分化の強力なインデューサーであり、このよ
うなものとして、TDFRP化合物を、徐放性または制御放出製剤、例えば、制御放出ミクロ
スフェアに取り込むことが所望される。例示的なミクロスフェアには、参照により本明細
書に組み入れられる米国特許第6,458,387号に記載されるProMaxx(登録商標)ミクロスフェ
ア(Epic Therapeutics)が含まれる。
【０４３５】
　TDFRPミクロスフェアは、一般的に、均一なサイズおよび形状を有し、製造条件に依存
して、約0.5ミクロン～約20ミクロンのサイズの範囲である。ミクロスフェアの特性は、
調製の間に、水溶性ポリマー濃度、反応温度、pH、タンパク質濃度、架橋剤、および/ま
たはTDFRPが架橋剤に曝露される時間の長さ、および/またはエネルギー源を操作すること
によって変化させてもよい。ミクロスフェアは、TDFRP化合物を、水溶性ポリマーまたは
水溶性ポリマーの混合物、例えば、直鎖状または分枝状ポリマーとともに、TDFRP化合物
の等電点の近くのpHで、混合または溶解することによって調製する。TDFRP化合物および
ポリマー混合物は、ミクロスフェアを安定化するために十分な条件下で、架橋剤および/
またはエネルギー源、例えば、熱に曝露する。次いで、ミクロスフェアは、濾過または遠
心分離などの分離方法によって、取り込まれていない試薬から分離する。一般的に、TDFR
P化合物は、各ミクロスフェアの最終重量の少なくとも40%重量、かつ100%重量未満である
。好ましくは、ミクロスフェア中のポリマー濃度は、0%重量より多く、30%重量以下であ
る。各ミクロスフェアの外表面は、水および溶解したTDFRP化合物に対して浸透性であり
、水溶液がミクロスフェアに入ることを許容するのみならず、溶解したTDFRP化合物およ
びポリマーがミクロスフェアから出ることもまた許容する。ミクロスフェアは、体液また
は生理学的に許容される緩衝液などの適切な水性媒体中に、延長された時間の間、生理学
的条件下に置かれた場合にミクロスフェアの内部からTDFRP化合物およびポリマーを放出
するように作製することができ、それによって、TDFRP化合物の持続放出を提供する。加
えて、ミクロスフェアは、初期の破裂または急速な放出を伴わずにTDFRP化合物を放出す
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るように作製することができ、それによって、より大量の局在化されたTDFRP化合物に伴
って見られる望ましくない効果を最小化する。持続放出は、延長された時間の期間にわた
るTDFRP化合物の放出として、本明細書で定義される。TDFRP化合物がミクロスフェアから
放出されることを継続する時間の長さは、放出されるTDFRP化合物の特徴およびミクロス
フェアを形成するために使用されるパラメーターに依存するが、すべての場合において、
TDFRP化合物の水系での自由拡散の長さよりも長い。
【０４３６】
ミクロスフェアの製剤
　ミクロスフェアは、水性混合物中で、TDFRP化合物を水溶性ポリマーまたはポリマーの
混合物を混合して、ミクロスフェアを形成すること、および任意に、その後にミクロスフ
ェアを安定化するために十分な条件下で、架橋剤および/またはエネルギー源、好ましく
は熱とミクロスフェアを接触させることによって製造する。溶液は、好ましくは水性溶液
である。TDFRP化合物の水からの取り出し、またはその脱水を引き起こすために、溶液中
のTDFRP化合物をポリマーに加えるか、またはポリマー溶液を溶液中のTDFRP化合物に加え
ることのいずれかである。このプロセスはまた体積排除とも呼ばれる。TDFRP化合物-ポリ
マー溶液のpHは、TDFRP化合物とのポリマーの混合の前、その後またはその間のいずれか
で、TDFRP化合物の等電点(pI)の近くのpHに、好ましくは、TDFRP化合物のpIの3～4のpH単
位以内に、最も好ましくは、TDFRP化合物のpIの1.5～2のpH単位以内に調整する。
【０４３７】
　pHの調整は、当業者に周知である方法に従って、溶液もしくは固体型の酸、塩基を、ま
たは緩衝液もしくは他のpH調整溶液もしくは塩を、TDFRP化合物、ポリマー溶液、またはT
DFRP化合物およびポリマーに加えることによって行ってもよい。好ましくは、ポリマーは
、TDFRP化合物のpIの近くのpHを有する緩衝液中に溶解し、次いで、pH調整したポリマー
溶液を、水溶液に溶解されたTDFRP化合物に加える。最終溶液のpHはTDFRP化合物のpIの近
くのままであるべきである。
【０４３８】
　次いで、TDFRP化合物およびポリマー溶液は、ミクロスフェアを安定化するために所定
の時間の長さ、単独で、または超音波処理、ボルテックス、混合もしくは攪拌と組み合わ
せて、架橋剤および/またはエネルギー源、例えば、熱、放射線、または電離に曝露され
る。次いで、得られるミクロスフェアを、当業者に周知である物理的分離方法によって、
溶液中に存在する任意の取り込まれていない成分から分離し、次いで、洗浄してもよい。
【０４３９】
　インキュベーション時間の長さは、ポリマーおよびTDFRP化合物のそれぞれの濃度、な
らびにエネルギー源のエネルギーのレベルに依存する。ミクロスフェア安定化は、エネル
ギー源への曝露の際に、すぐに起こり始めることができる。好ましくは、TDFRP化合物お
よびポリマー混合物は、約5分間と24時間の間で室温よりも高い温度で加熱する。最も好
ましくは、ポリマーおよびTDFRP化合物は、約37℃と70℃の間の温度で、30分間、攪拌ま
たは振動によって混合する。TDFRP化合物を含むミクロスフェアを調製する際に、タンパ
ク質安定剤、例えば、グリセロール、脂肪酸、糖、例えば、スクロース、イオン、例えば
、亜鉛、塩化ナトリウム、または当業者に公知の任意の他のタンパク質安定剤が、タンパ
ク質変性を最小化するために、ミクロスフェア形成の間に、ポリマーの添加の前に加えら
れてもよい。
【０４４０】
ミクロスフェアのコーティング
　ミクロスフェアを構成するTDFRP化合物とは別個の分子は、ミクロスフェアを「コーテ
ィング」または「装飾する」ために、当業者に公知の方法によってミクロスフェアの外表
面に結合されてもよい。ミクロスフェアの外表面に分子を結合させる能力は、ミクロスフ
ェア中の高濃度のTDFRP化合物に起因する。これらの分子は、標的化を容易にするため、
受容体媒介を増強するため、および飲食作用または破壊からの回避を提供するためなどの
目的のために、例えば、抗体のFcフラグメントの部分を使用して(米国特許第6,485,726号
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および同第6,538,124号を参照されたい)結合する。例えば、リン脂質などの生体分子は、
エンドソームによる飲食作用を妨げるためにミクロスフェアの表面に結合してもよく;受
容体、抗体またはホルモンは、身体の所望の器官、組織または細胞にミクロスフェアを標
的化することを促進または容易にするために、表面に結合されてもよく;およびグルカン
などのポリサッカリドは、マクロファージによる取り込みを増強または回避するために、
ミクロスフェアの外表面に結合されてもよい。
【０４４１】
　加えて、1つまたは複数の切断可能な分子が、ミクロスフェアの外表面に、またはその
中に結合されてもよい。この切断可能な分子は、ミクロスフェアが、適切な生物学的条件
下で所定の部位に最初に標的化され、次いで、生物学的条件の変化、例えば、pHの変化へ
の曝露の際に、分子が切断されて、標的部位からのミクロスフェアの放出を引き起こすよ
うに設計される。このやり方において、ミクロスフェアの表面に結合した分子の存在に起
因して、ミクロスフェアは、細胞に結合されるか、または細胞によって取り込まれる。分
子が切断される場合、ミクロスフェアは、所望の位置、例えば、細胞質または細胞の核の
中に残っており、ミクロスフェアがそれから構成されるTDFRP化合物を自由に放出する。
このことは、薬物送達のために特に有用であり、ここで、ミクロスフェアは、治療を必要
とする特定の部位に標的化される薬物を含み、この薬物は、その部位においてゆっくりと
放出することができる。切断の好ましい部位はジエステル結合である。
【０４４２】
　ミクロスフェアはまた、1つまたは複数の安定化物質でコーティングされてもよく、こ
れは、溶解することなくミクロスフェアが胃または腸を通過することを可能にすることに
よる、非経口投与または経口送達を用いる長期的な貯蔵性投与のために特に有用であり得
る。例えば、経口送達のために意図されるミクロスフェアは、ムチンなどの物質、すなわ
ち、腸、顎下腺、および他の粘液腺細胞の杯細胞によって産生されるムコ多糖を含む分泌
をコーティングすることを用いて安定化されてもよい。
【０４４３】
　加えて、粒子は、脂肪酸または脂質などの化合物で非共有結合によりコーティングする
ことができる。このコーティングは、溶解したコーティング物質中での浸漬、当業者に周
知である物質または他の方法を用いてミクロスフェアを噴霧することによってミクロスフ
ェアに適用されてもよい。
【０４４４】
　一般的に、本発明のミクロスフェアは、適切な条件下で、好ましくは、特定のまたは好
ましい比率(wt/wt)以内のタンパク質対水溶性ポリマー(例えば、約1タンパク質:1ポリマ
ー～約1タンパク質:1000ポリマー)で、水溶性ポリマーがタンパク質から水を除去する(「
脱水する」)ことを可能にする条件下で、少なくとも1種の水溶性ポリマーとともにタンパ
ク質を混合することによって形成される。ミクロスフェア形成反応におけるタンパク質対
水溶性ポリマーの好ましい比率は、約1タンパク質:5ポリマー～約1タンパク質:30ポリマ
ーの範囲内である。上記に記述されるように、本発明の「水溶性ポリマー」とは、好まし
くは、高分子(例えば、タンパク質または他の分子)と相互作用して体積の排除を引き起こ
すことが可能であるポリマーまたはポリマーの混合物をいう。従って、好ましいプロセス
は、油または有機溶媒が含まれていない完全な水系を使用することを含む。適切な水溶性
ポリマーには、可溶性の直鎖状または分枝状ポリマー、好ましくは、高分子量を有するも
のが含まれる。ポリマーは、高度に水溶性、適度に水溶性、またはわずかに水溶性であり
得る(2%重量/体積より高い水溶性)。好ましい水溶性ポリマーは、水溶性であるか、また
は水混和性溶媒中で溶解性である。水溶性ポリマーは、水混和性溶媒中で最初に溶解され
、次いで水性溶媒とポリマー溶液を合わせることによって溶解されてもよい。特に好まし
い態様において、水溶性ポリマーは、炭水化物に基づくポリマーである。
【０４４５】
　好ましいポリマーは、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、デキストラン
、ポリオキシエチレン-ポリオキシプロピレンコポリマー、ポリビニルアルコール、デン
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プン、ヘタスターチ、またはこれらの混合物であり、これらの特徴は以下でより詳細に説
明される。ポリマーまたはポリマー混合物は、米国特許第5,525,519号、またはPCT特許公
報No. US93-00073 (国際公報No. WO 93/14110)に示される方法に従って調製されてもよく
、ここで、ポリマーは、ポリマーの分子量に依存して、約1～50g/100mlの間の濃度で、水
または水溶液、例えば、緩衝液中に溶解される。ポリマー溶液中の好ましい全体のポリマ
ー濃度は、重量/体積パーセントとして表現して、10%から80%の間である。ポリマー溶液
中の各ポリマーの好ましい濃度は、5%から50%の間である。上記に議論したように、ポリ
マー溶液のpHは、ポリマーの添加が高分子溶液のpH調整を、好ましくは、pIの1pH単位内
で引き起こすように、高分子と合わせる前に調製されてもよい。pHは、所定のpHを有する
緩衝液中でポリマーを調製することによるポリマー溶液の調製の間に調整されてもよい。
または、pHは、酸または塩基を用いて、ポリマー溶液の調製後に調整されてもよい。ポリ
オキシエチレン-ポリオキシプロピレンコポリマーはまた、ポロキサマーとしても知られ
ており、BASF(Parsippany, N.J.)によって販売され、コポリマー中に異なる相対的パーセ
ンテージのポリオキシエチレンおよびポリオキシプロピレンを有する様々な型で使用可能
である。PVPは、約10,000から700,000までの範囲の平均分子量、および化学式(C6H9NO)[n
]を有する、イオン発生性でない親水性ポリマーである。PVPはまた、ポリ[1-(2-オキソ-1
-ピロリジニル)エチレン]、Povidone、Polyvidone、RP 143、Kollidon、Peregal ST、Per
iston、Plasdone、Plasmosan、Protagent、Subtosan、およびVinisilとしても知られてい
る。PVPは、非毒性で、高度に吸湿性であり、および水または有機溶媒中に容易に溶解す
る。ポリエチレングリコール(PEG)は、ポリ(オキシエチレン)グリコールとしてもまた知
られ、一般的化学式HO(CH2CH2O)[n]Hを有する、エチレンオキサイドと水の縮合ポリマー
である。デキストランは、スクロース基質上で増殖する細菌によって産生されるポリサッ
カリドに適用される用語である。ロイコノストック　メセンテロイデス(Leuconostoc mes
enteroides)およびラクトバクテリア　デキストラニカム(Lactobacteria dextranicum)の
ような細菌によって産生される天然型デキストランは、通常、高い分子量を有する。デキ
ストランは日常的に使用可能であり、ヒトにおいては血漿増量剤として注射可能な形態で
使用される。ポリビニルアルコール(PVA)は、酢酸基のヒドロキシル基への置き換えによ
ってポリビニルアセテートから調製されるポリマーであり、化学式(CH2 CHOH)[n]を有す
る。大部分のポリビニルアルコールは水に溶解性である。PEG、デキストラン、PVAおよび
PVPは、Sigma Chemical Company (St. Louis, Mo.)のような化学品の供給業者から市販さ
れている。最も好ましくは、ポリマーは、10,000から360,000の間、最も好ましくは40,00
0の分子量を有するPVP、および200から35,000の間の分子量を有するPEGの水溶液を含むポ
リマー混合物である。40,000の分子量を有するPVP、および3500の分子量を有するPEGが好
ましい。好ましくは、PVPは酢酸緩衝液中に溶解され、PEGはPVP水溶液に加えられる。各
ポリマーの濃度は、好ましくは、各ポリマーの分子量に依存して、1～40g/100mlの間であ
る。等しい濃度のPVPおよびPEGは、一般的に、ミクロスフェアの形成のために最も好まし
いポリマー混合物を提供する。代替の好ましいポリマーは、約3000～500,000ダルトンま
での分子量を有するデキストランである。高分子に加えられるポリマーの体積は、高分子
のサイズ、量、および濃度に依存して変化する。好ましくは、5～50%の全体のポリマー濃
度の2倍体積のポリマー混合物が、高分子を含む1体積の溶液に加えられる。ポリマーは、
高分子との反応の間に液相中に存在する。特定の態様において、および、特に、複合体化
剤をさらに含まないミクロスフェアの態様において、水溶性ポリマーは、PEG、PVP、デキ
ストラン、ノニルフェノール-エトキシレート、および/またはポリビニルアルコールでは
ない。本発明の別の局面に従って、複合体化剤をさらに含むミクロスフェアが提供される
。複合体化剤とは、ミクロスフェアからの治療剤を負荷し、保持しおよび/またはさもな
くばその放出を遅延することを容易にすることが可能である分子をいう。これらは、薬学
分野において周知である。
【０４４６】
　ミクロスフェアは、単独で、または薬学的組成物の一部としての他の薬物治療剤と組み
合わせて投与されてもよい。このような薬学的組成物には、当技術分野において公知であ
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る任意の標準的な生理学的および/または薬学的に許容されるキャリア、例えば、TDFRP化
合物とともに投与されるシスプラチンと組み合わせたミクロスフェアが含まれてもよい。
これらの組成物は滅菌されるべきであり、患者への投与のために適切な重量または体積の
単位で、治療有効量のミクロスフェアを含むべきである。「薬学的に許容されるキャリア
」は、本明細書で使用される場合、ヒトまたは他の動物への投与のために適切である、1
種または複数の適合性の固体もしくは液体の充填剤、希釈剤またはカプセル化物質を意味
する。「キャリア」という用語は、活性成分が適用を容易にするためにそれと合わせられ
る、天然または合成の有機または無機成分を意味する。薬学的組成物の成分はまた、所望
の薬学的効力を実質的に損なう相互作用が存在しないような様式で、本発明の分子と、お
よび互いに混合することができる。薬学的に許容されるとは、さらに、細胞、細胞培養、
組織、または生物のような生物学的系と適合性である非毒性を意味する。キャリアの特性
は投与の経路に依存する。生理学的にかつ薬学的に許容されるキャリアには、当技術分野
において周知である、希釈剤、充填剤、塩、緩衝剤、安定剤、乾燥剤、膨張剤、噴霧剤、
酸性化剤、被覆剤、溶解剤、および当技術分野で周知の他の物質が含まれる。経口、皮下
、静脈内、筋肉内などの投与のために適切であるキャリア製剤は、Remington's Pharmace
utical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa.において見い出すことができる。
【０４４７】
　種々の投与の経路が使用可能である。選択される特定の様式は、当然、選択されるTDFR
P化合物、治療される状態の重篤度、および治療的効力に必要とされる投薬量に依存する
。本発明の方法は、一般的に言えば、医学的に許容される投与の任意の様式を使用して実
施されてもよく、これは、臨床的に受け入れることができない有害な効果を引き起こすこ
となく、有効レベルの活性化合物を産生する任意の様式を意味する。このような投与の様
式には、経口、直腸、局所的、皮内(interdermal)、または非経口経路が含まれる。「非
経口」という用語は、皮下、静脈内、筋肉内、または注入を含む。経口投与は、患者なら
びに投薬スケジュールに対する便宜のため、予防的治療のために好ましい。ミクロスフェ
アは、TDFRP化合物が患者に送達され、および時間をかけてミクロスフェアからゆっくり
と放出されることが所望される場合に、治療または予防のために有用である。TDFRP化合
物が粒子に形成されることができない場合、これは、アルブミンなどのキャリアに複合体
化され、キャリア-薬学的化合物複合体が、ミクロスフェアに形成される。ミクロスフェ
アは、身体を通してTDFRP化合物の遅延放出を提供することができるか、またはミクロス
フェアは、標的組織に特異的な親和性分子を含み、TDFRP化合物の標的化された制御され
た放出のために患者に注射されることができるかのいずれかである。
【０４４８】
実施例4 デバイスのためのコーティングとしてのTDFRP化合物の使用
　本発明のTDFRP化合物は、例えば、炎症、アポトーシス、細胞接着、および特に、アテ
ローム性動脈硬化症、および血管形成術後の血管再狭窄の予防的または治療的処置におい
て有用である。TFDRP化合物は、例えば、血管形成術後の血管再狭窄を予防または治療す
るために、医療用デバイス、例えば、ステントまたはカテーテルと組み合わせて使用する
ことができる。平滑筋細胞の増殖および移動は、新生内膜形成に導く血管形成術後の血管
再狭窄(Segev A, et al., Cardiovasc Res; 53(1):232-41 (2002))を含む、循環器疾患の
病態生理学における鍵となる役割を果たすとして認められてきた(Martinez-Gonzalez J e
t al., Circ Res.; 92(l):96-103 (2003))。
【０４４９】
　本発明はまた、一般的に管状構造(これは、例えば、とげ形状を含む)を含み、その表面
がTDFRP化合物、TDFRP化合物をコードするポリヌクレオチドまたは上記のTDFRP化合物を
コードする構築物を有するウイルスでコートされている、ステントおよびカテーテルを提
供する。ステントは、通路の閉鎖または再閉鎖を妨げるために、疾患プロセス(例えば、
腫瘍による内部成長)によって狭窄され、不規則な輪郭を示し、障壁となり、または閉塞
された身体の通路(例えば、胆管)または身体の通路の一部に挿入されてもよい、通常は円
筒形形状の足場材料である。ステントは、それが挿入される身体の通路の壁を物理的に開
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いた状態に保持することによって作用する。
【０４５０】
　1つの局面において、本発明は、哺乳動物に移植された場合に、その哺乳動物における
障害を予防または治療する、コーティングされた移植可能な医療用デバイスを提供する。
移植可能な医療用デバイスへのコーティングは、SEQ ID NO:1～314からなる群より選択さ
れるアミノ酸配列、またはSEQ ID NO:1～314をコードするポリヌクレオチド、およびその
改変体、類似体、相同体、もしくはフラグメントを含むことができる。移植可能な医療用
デバイスとは、ステントのような哺乳動物の身体内に含まれるデバイス、またはトロカー
ル(trochar)、カテーテル、またはポートのような、哺乳動物の身体に部分的に含まれる
ものをいい、および移植可能な医療用デバイスはこれらを含む。
【０４５１】
　別の局面において、本発明は、移植可能な医療用デバイスを入手する工程、およびこの
医療用デバイスをコーティングする工程によって、哺乳動物への移植のために適切なデバ
イスを作製する方法を提供する。移植可能デバイス上のコーティングは、SEQ ID NO:1～3
14からなる群より選択されるアミノ酸配列、またはSEQ ID NO:1～314をコードするポリヌ
クレオチド、およびその改変体、類似体、相同体、もしくはフラグメントを含むことがで
きる。
【０４５２】
　別の局面において、本発明は、哺乳動物における障害を予防または治療するためのデバ
イスを使用する方法を提供する。この方法は、障害を有する哺乳動物を同定する工程、次
いで、SEQ ID NO:1～314からなる群より選択されるアミノ酸配列、またはSEQ ID NO:1～3
14をコードするポリヌクレオチド、およびその改変体、類似体、相同体、もしくはフラグ
メントから構成されるコーティングをさらに有する移植可能な医療用デバイスを入手する
工程;ならびに哺乳動物にこのデバイスを移植する工程を含む。1つの態様において、この
デバイスは、心臓血管系の障害を有する哺乳動物に移植される。
【０４５３】
　市販のポリ(エチレンオキサイド)[PEO]およびポリ(アクリル酸)[PAA]ゲル-コートバル
ーン血管形成術用カテーテルは、局所的薬物送達系として使用することができる(Gehrke 
et al., in Intelligent Materials & Novel Concepts for Controlled Release Technol
ogies, S. Dinh and J. DeNuzzio, Eds., ACS Symposium Series, Washington, D.C., 72
8, 43-53 (1999))。TDFRP化合物、TDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTD
FRP化合物をコードするベクターを有するウイルスのPEO-ゲルコーティングへの負荷は、
負荷溶液への可溶性デキストランの添加を用いてほぼ2倍にすることができる。ゲルコー
ティングからの溶質、例えば、TDFRP化合物またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオ
チドを有するウイルスの放出は、拡散に制限されるが、抵抗性は、境界層ならびにゲルに
起因する可能性がある。
【０４５４】
　種々のステントおよびカテーテルが、本発明の状況内で使用されてもよく、これらは例
えば、食道ステント、血管ステント、胆管ステント、膵臓ステント、尿管および尿道ステ
ント、涙管ステント、Eustachiana管ステント、ファローピウス管ステント、および気管/
気管支ステント、血管カテーテル、および尿道カテーテルである。
【０４５５】
　ステントおよびカテーテルは、商業的な供給源から容易に入手してもよく、または周知
の技術に従って構築してもよい。TDFRP化合物、TDFRP化合物をコードするポリヌクレオチ
ド、またはTDFRP化合物をコードするベクターを有するウイルスでコーティングすること
に従うステントの代表的な例には、以下において記載されるものが含まれる:「Hydrogel 
Adhesive」という表題の米国特許第4,768,523号、「Expandable Intraluminal Graft, an
d Method and Apparatus for Implanting and Expandable Intraluminal Graft」という
表題の米国特許第4,776,337号;「Endovascular Stent and Delivery System」という表題
の米国特許第5,041,126号;「Indwelling Stent and Method of Use」という表題の米国特
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許第5,052,998号、「Self-Expanding Prosthesis Having Stable Axial Length」という
表題の米国特許第5,064,435号;「Water-insoluble Polysaccharide Hydrogel Foam for M
edical Applications」という表題の米国特許第5,089,606号;「Nitinol Stent for Hollo
w Body Conduits」という表題の米国特許第5,147,370号;「Indwelling Stent」という表
題の米国特許第5,176,626号;「Biodegradable polymeric Endoluminal Sealing Process
」という表題の米国特許第5,213,580号、「Stent and therapeutic delivery system」と
いう表題の米国特許第5,685,847号、「Intraluminal stent and graft」という表題の米
国特許第5,683,448号、「Variable length uretheral stent」という表題の米国特許第5,
681,274号、「Intraluminal stent」という表題の米国特許第5,665,115号、「Stent with
 optimal strength and radiopacity characteristics」という表題の米国特許第6,699,2
78号、「Flexible stent」という表題の米国特許第8 6,679,911号、「Intravascular ste
nt device」という表題の米国特許第9 6,673,106号。
【０４５６】
　ステントおよびカテーテルは、例えば、以下を含む様々な様式で、TDFRP化合物、また
はTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコードするベクター
を含むウイルスでコーティングされてもよい:(a)TDFRP化合物、またはTDFRP化合物をコー
ドするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコードするベクターを含むウイルスをデ
バイスに直接的に固着することによる(例えば、ステントにポリマー/薬物フィルムをスプ
レーすること、またはステントをポリマー/薬物溶液に浸漬することによる)、(b)次にはT
DFRP化合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコ
ードするベクターを含むウイルスを吸収する、ハイドロゲルなどの物質でデバイスをコー
ティングすることによる、(c)TDFRP化合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレ
オチド、またはTDFRP化合物をコードするベクターを含むウイルスをコーティングした糸(
または糸に形成されたポリマーそれ自体)をデバイス構造に織り交ぜることによる、(d)TD
FRP化合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコ
ードするベクターを含むウイルスから構成されるか、またはこれらでコーティングされた
スリーブまたはメッシュにデバイスを挿入することによる、あるいは(e)TDFRP化合物を用
いてデバイスそれ自体を構築すること。本発明の好ましい態様に含まれるのは、TDFRP化
合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコードす
るベクターを含むウイルスが、保存の間および挿入の時点でデバイスに強固に付着するべ
きであることである。TDFRP化合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、
またはTDFRP化合物をコードするベクターを含むウイルスはまた、好ましくは、保存の間
、挿入の前、または身体内部での拡張後に体温まで温められた場合に、分解するべきでは
ない。加えて、これは、好ましくは、デバイスの外観を変化させないままで、均一な分布
のTDFRP化合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物
をコードするベクターを含むウイルスを伴って、滑らかにかつ均等に、デバイスをコーテ
ィングするべきである。本発明の好ましい態様に含まれるのは、TDFRP化合物、またはTDF
RP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコードするベクターを含
むウイルスの放出が、均一で、予測可能であり、かつ一旦デバイスが展開されると、デバ
イスを取り囲む組織に延長され得ることである。血管ステントおよびカテーテルについて
は、上記の特性に加えて、TDFRP化合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチ
ド、またはTDFRP化合物をコードするベクターを含むウイルスは、ステントもしくはカテ
ーテルを血栓形成性(血液凝固を引き起こす)にするべきではなく、または血流の顕著な乱
流(コーティングされなかった場合にステントそれ自体が引き起こすことが予測されるも
のよりも大きい)を引き起こすべきでない。
【０４５７】
　パッチもまた、TDFRP化合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチドを含む
材料から、ウイルスキャリアを伴うかまたは伴わずに調製されてもよい。例えば、Gelfoa
mまたはポリビニルアルコール(PVA)、または他の適切な物質であるがこれらに限定されな
い、例えば、パッチ材料が使用されてもよい。このようなパッチは、細胞に接触された場
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合に、TDFRP化合物、またはTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチドを送達するために
、予防的または治療的に使用されてもよい。
【０４５８】
実施例5 ラット頸動脈新生内膜形成に対するTDFRPの効果のインビボ測定
　TDFRP化合物、TDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはウイルス、例えば、
TDFRP化合物をコードする構築物(例えば、ベクター)を含むアデノウイルスであるがこれ
に限定されないウイルスは、血管バルーン損傷のラットモデルにおけるそれらの効果につ
いて試験される。例えば、体重450～600gの成体Sprague-Dawley雄性ラットを、ケタミン(
150 mg/kg体重)およびキシラジン(15 mg/kg体重)の腹腔内注射を用いて麻酔する。頚部切
開後、2F Fogartyバルーンカテーテル(Baxter, Irvine, CA)を、左総頚動脈に、動脈切開
を介して挿入する。適切かつ再現可能な損傷を保証するために、バルーンカテーテルを、
較正した膨張デバイスを用いて、5分間、2 ATMまで膨張させる。バルーンを、前後に3回
通過させ、取り外す。プラスチックカテーテル(27ゲージ1/2)を、外部頸動脈切開を通し
て導入し、左総頚動脈に、適切な賦形剤単独またはTDFRP化合物(0.000001 mgタンパク質/
kg体重～100,000 mgタンパク質/kg体重)を含む賦形剤の導入前にPBSを流す。または、TDF
RP化合物をコードするポリヌクレオチドを含む賦形剤(0.000001 mgポリヌクレオチド/kg
体重～100,000 mgポリヌクレオチド/kg体重)、またはTDFRPをコードする適切なポリヌク
レオチド構築物を含むウイルスキャリア、例えば、アデノウイルス(1 pfu/ml～1×1014 p
fu/ml)が投与される。
【０４５９】
　例えば、組換えアデノウイルスストックは、融解の2時間以内に使用する。50マイクロ
リットルの1 pfu/ml～1×1014 pfu/mlアデノウイルスベクター(AdLacZまたはAd-TDFRP)ま
たはDMEMは、プラスチックカテーテルを通して、損傷し単離した総頚動脈切片に滴下する
。15分後、アデノウイルスまたはDMEMを吸引する。近位外部頚動脈を結紮し、総頚動脈お
よび内部頚動脈を通る血流を再確立する。バルーン損傷の2週間後、対側対照動脈(これは
、損傷もアデノウイルス処理も受けていない)、およびアデノウイルス処理を有さない(DM
EM)またはアデノウイルス処理を有する(Ad-LacZまたはAd-TDFRP)バルーン損傷動脈を収集
し、4%パラホルムアルデヒド中に、4℃で48時間固定し、パラフィンブロックに包埋し、
切片化し(5gm)、ならびにヘマトキシリンおよびエオシンを用いて、またはVon Giesen法
によってのいずれかで染色し、内部および外部の弾性板を明らかにする。画像を獲得し、
ならびに新生内膜および中膜の横断面の面積について、NIH画像プログラムを使用して分
析し、面積の比率を計算する。
【０４６０】
　賦形剤単独を受けている血管形成術処理血管において観察される新生内膜対中膜比率と
比較した、TDFRPを受けている血管形成術処理血管において観察される新生内膜対中膜比
率の減少は、TDFRPが抗再狭窄効果を有することを示す。同様に、賦形剤単独を受けてい
る血管形成術処理血管において観察される新生内膜対中膜比率と比較した、TDFRPをコー
ドするポリヌクレオチドを受けている血管形成術処理血管における新生内膜対中膜比率の
減少は、TDFRPをコードするポリヌクレオチドが抗再狭窄効果を有することを示す。さら
に、TDFRPをコードしていないポリヌクレオチド構築物を含むウイルスキャリアを受けて
いる血管形成術処理血管において観察される新生内膜対中膜比率と比較した、TDFRPをコ
ードするポリヌクレオチド構築物を含むウイルスキャリアを受けている血管形成術処理血
管において観察される新生内膜対中膜比率の減少は、TDFRPが抗再狭窄効果を有すること
を示す。Student t-検定は、処理群の間で観察された新生内膜対中膜比率の差異を評価す
るために使用する。「P」値は0.05以下であり、有意であると見なされる。
【０４６１】
ブタ動脈損傷モデル
　アデノウイルス媒介遺伝子移入を、家畜Hampshire pigs (15 kg)の腸骨動脈中で、TDFR
P化合物をコードするポリヌクレオチド配列を含むアデノウイルス(Ad-TDFRP)、またはレ
ポーター遺伝子(Ad-LacZ)を用いて実施する。ケタミン(20 mg/kg体重)およびキシラジン(
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2 mg/kg)を用いる鎮静後、ブタに挿管し、およびイソフルラン/NOで麻酔する。無菌外科
技術の下で、#3 フレンチバルーンカテーテルを、内部腸骨動脈を通して腸骨動脈に挿入
し、5分間、2 atmに膨張させる。動脈切片を、5 mL生理食塩水ですすぐ。組換えアデノウ
イルスストックを融解の2時間以内に使用する。1mlの1010pfu/mlアデノウイルスベクター
(Ad-LacZ or Ad-TDFRP)またはDMEMは、損傷した単離した腸骨動脈切片に、プラスチック
カテーテルを通して滴下する。30分後、アデノウイルスまたはDMEMを吸引する。アデノウ
イルス処理後、カテーテルを取り外し、動脈の流れを回復させる。動物を、アデノウイル
ス処理の3週間後に屠殺し、腸骨動脈の血管形成術切片を、陰性の正常な対照切片として
使用したより遠位の切片とともに収集する。
【０４６２】
　収集した血管組織を、4%パラホルムアルデヒド中で、4℃で48時間固定し、パラフィン
ブロックに包埋し、切片化し(5μm)、ならびにヘマトキシリンおよびエオシンを用いて、
またはVon Giesen法によってのいずれかで染色し、内部および外部の弾性板を明らかにす
る。画像を獲得し、ならびに新生内膜および中膜の横断面の面積について、NIH画像プロ
グラムを使用して分析し、面積の比率を計算する。Student t-検定は、処理群の間で観察
された内膜対中膜比率の差異を評価するために使用する。「P」値は0.05以下であり、有
意であると見なされる。
【０４６３】
実施例6 ウサギアテローム性動脈硬化症に対するTDFRP化合物の効果のインビボ測定
　TDFRP化合物、TDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコー
ドする構築物(例えば、ベクター)を含む、例えば、アデノウイルスであるがこれに限定さ
れないウイルスを、Simariおよび共同研究者(Simari et al., Clin. Invest., 98: 225-3
5 (1996)によって記載されるようなアテローム性動脈硬化症のウサギモデルにおけるそれ
らの効果について試験する。手短に述べると、NZWウサギを、ケタミン(35 mg/kg i.m.)お
よびキシラジン(5 mg/kg i.m.)で鎮静し、および挿管する。麻酔をイソフルランを用いて
維持する。手術前に、血液化学および血清コレステロールおよびトリグリセリドレベルを
測定する(Roche Biomedical Laboratories, Nutley, NJ)。右大腿動脈の外科的露出およ
び動脈切開を実施し、3-French Fogartyバルーンカテーテル(Baxter Healthcare Corp., 
Mundelein, IL)を総腸骨動脈に通す。バルーンを、右腸骨動脈中で膨張させ、3回引き出
す。右大腿動脈を遠位で結紮し、切開を閉じる。手術後、ウサギに、これらが屠殺される
まで、0.5%コレステロールおよび2.3%ピーナッツオイルからなる高脂肪食餌を与える。す
べての動物は、週に3回、アスピリン、10 mg/kgを受ける。2匹のウサギは、剥皮損傷およ
びコレステロール供給の3週間後に屠殺し、アテローム性動脈硬化症病変の程度を決定す
るために腸骨動脈を分析する。
【０４６４】
　最初の血管損傷の3週間後、血管形成術用バルーン損傷を、右腸骨動脈中で実施する。
血清コレステロールおよびトリグリセリドレベルを測定する。正中腹部切開を行い、末梢
大動脈および総腸骨動脈を単離する。腸骨動脈の側枝を単離し、結紮する。2～2.75-mmバ
ルーン血管形成術用カテーテル(SciMed, BSC, Maple Grove, MN)を、末梢大動脈切開を介
して、右腸骨動脈に進行させる。血管形成術用バルーンを、6大気圧まで、1分間膨張させ
、かつしぼませる。バルーン膨張およびしぼみを2回反復する。
【０４６５】
　試験薬剤を用いる血管の処理は、損傷の部位に対してすぐ近位である位置にバルーンカ
テーテルを引き出すことによって実施する。動脈切片を、一時的な結紮を用いて単離し、
5mlのリン酸緩衝化生理食塩水ですすぎ、その後、適切な賦形剤単独、TDFRP化合物(0.000
001 mgタンパク質/kg体重～100,000mgタンパク質/kg体重)を含む賦形剤、またはTDFRPを
コードするポリヌクレオチド(0.000001 mg ポリヌクレオチド/kg体重～100,000 mgポリヌ
クレオチド/kg体重)を含む賦形剤の導入を行う。または、TDFRP化合物をコードする適切
なポリヌクレオチドベクター(1 pfu/ml～1×1014pfu/ml)を含むウイルスキャリア、例え
ば、アデノウイルスが投与される。例えば、組換えアデノウイルスストックは、融解の2
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時間以内に使用する。50マイクロリットルの1 pfu/ml～1×1014 pfu/mlアデノウイルスベ
クター(AdLacZまたはAd-TDFRP)またはDMEMは、プラスチックカテーテルを通して、損傷し
単離した総頚動脈切片に滴下する。15分後、アデノウイルスまたはDMEMを吸引する。近位
外部頚動脈を結紮し、総頚動脈および内部頚動脈を通る血流を再確立する。
【０４６６】
　処理の3週間後、対側対照動脈(これは、損傷もアデノウイルス処理も受けていない)、
および処理を有さない(対照)または試験処理(すなわち、TDFRP化合物、試験化合物をコー
ドするポリヌクレオチドまたはTDFRP化合物をコードするベクターを有するウイルス)を収
集し、4%パラホルムアルデヒド中に、4℃で48時間固定し、パラフィンブロックに包埋し
、切片化し(5μm)、ならびにヘマトキシリンおよびエオシンを用いて、またはVon Giesen
法によってのいずれかで染色し、内部および外部の弾性板を明らかにする。画像を獲得し
、ならびに新生内膜および中膜の横断面の面積について、NIH画像プログラムを使用して
分析し、面積の比率を計算する。
【０４６７】
　賦形剤単独を受けている血管形成術処理血管において観察される新生内膜対中膜比率と
比較した、TDFRPを受けている血管形成術処理血管における新生内膜対中膜比率の減少は
、TDFRP化合物が抗再狭窄効果を有することを示す。同様に、賦形剤単独を受けている血
管形成術処理血管において観察される新生内膜対中膜比率と比較した、TDFRP化合物をコ
ードするポリヌクレオチドを受けている血管形成術処理血管における新生内膜対中膜比率
の減少は、TDFRP化合物が抗再狭窄効果を有することを示す。さらに、TDFRP化合物をコー
ドしていないポリヌクレオチド構築物を含むウイルスキャリア、または媒介単独を受けて
いる血管形成術処理血管において観察される新生内膜対中膜比率と比較した、TDFRP化合
物をコードするポリヌクレオチド構築物を含むウイルスキャリアを受けている血管形成術
処理血管において観察される新生内膜対中膜比率の減少は、TDFRP化合物が抗再狭窄効果
を有することを示す。Student t-検定は、処理群の間で観察された新生内膜対中膜比率の
差異を評価するために使用する。「P」値は0.05以下であり、有意であると見なされる。
【０４６８】
実施例7 ウサギアテローム性動脈硬化症に対する、ステントによって送達されるTDFRP化
合物の効果のインビボ測定
　TDFRP化合物、TDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコー
ドする構築物を含む、例えば、アデノウイルスであるがこれに限定されないウイルスを、
血管バルーン損傷のウサギモデルにおいてステントによって送達されるそれらの能力につ
いて試験する。(Rogers et al., Circulation 91:2995-3001 (1995))。
【０４６９】
　鋼鉄の網のケージに個々に収容し、ウサギ用の固形飼料および水を自由に与えた3～4 k
g体重のNew Zealand Whiteウサギ(Millbrook Farm Breeding Labs)を、35 mg/kg IMケタ
ミン(Aveco Co)および4 mg/kg IV Nembutalナトリウム(Abbott Laboratories)で麻酔する
。各大腿動脈を露出しかつ結紮し、腹大動脈に逆行する動脈切開を介して通し、かつ膨張
させて3回引き出した3Fバルーン塞栓摘除カテーテル(Baxter Healthcare Corp, Edwards 
Division)によって、腸骨動脈内皮を除去する。7 mmの長さのステンレス鋼のステントを
、3-mm血管形成術用バルーン上で同軸上にマウントし、各腸骨動脈に動脈切開を介して逆
行して通し、2～10-atm圧力での10秒間の膨張で拡張する。4個のステントを、25% (w/v)
プルロニックF-127ゲル溶液(BASF Wyandotte Co., Wyandotte, MI, USA)の3μm厚コーテ
ィングでコーティングし、別の4個のステントを、その中に溶解したTDFRP化合物(0.00000
1 mgタンパク質/ml～100,000 mgタンパク質/kg体重)を含む賦形剤を有する同じゲル溶液
でコーティングし、および別の4個のステントを、賦形剤単独を有する同じゲル溶液でコ
ーティングする。または、4個のステントを、25% (w/v)プルロニックF-127ゲル溶液(BASF
 Wyandotte Co., Wyandotte, MI, USA)の3μm厚コーティングでコーティングし、および
別の4個のステントを、その中に溶解したTDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド(0.0
00001 mg ポリヌクレオチド/ml～10O,OOO mg ポリヌクレオチド/ml)を含む賦形剤を有す
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る同じゲル溶液でコーティングし、および別の4個のステントを、賦形剤を有する同じゲ
ル溶液でコーティングする。または、4個のステントを、25% (w/v)プルロニックF-127ゲ
ル溶液(BASF Wyandotte Co., Wyandotte, MI, USA)の3μm厚コーティングでコーティング
し、および別の4個のステントを、TDFRPをコードする適切なポリヌクレオチド構築物(1 p
fu/ml～1×1014 pfu/ml)を含むウイルスキャリア、例えば、アデノウイルスを含む賦形剤
を有する同じゲル溶液でコーティングする。ステント配置なしでバルーン引き出し損傷の
みに供される4つの腸骨動脈もまた、組織学的分析のために収集および処理される。
【０４７０】
　ウサギに、実験期間の間、1日あたり5 mg/kgのおよその用量を達成するように、手術の
1日前に飲料水中0.07 mg/mLのアスピリン(Sigma Chemical Co)を与え、およびウサギは、
手術の時点で静脈内に標準的な抗凝血剤であるヘパリン(100 U/kg, Elkin-Sinn Inc)の単
回ボーラスを受けた。バルーン損傷の2週間後、腸骨動脈を収集する。静脈内Nembutalナ
トリウムを用いる深い麻酔下で、下大静脈放血、続いて乳酸リンゲル液を用いて左心室穿
刺法を介して両方の灌流を行う。両方の腸骨動脈を切除し、4℃で48時間、4%パラホルム
アルデヒド中で固定し、パラフィンブロック中に包埋し、切片化し(5 gm)、ならびにヘマ
トキシリンおよびエオシンを用いて、またはVon Giesen法によってのいずれかで染色し、
内部および外部の弾性板を明らかにする。画像を獲得し、ならびに新生内膜および中膜の
横断面の面積について、NIH画像プログラムを使用して分析し、面積の比率を計算する。
【０４７１】
　ステントおよび賦形剤単独を有するゲルまたはステント単独を受けている血管形成術処
理血管において観察される新生内膜対中膜比率と比較して、TDFRP化合物を含むゲルでコ
ーティングされたステントを受けている血管形成術処理血管における新生内膜対中膜比率
の減少は、TDFRP化合物が、抗再狭窄効果を有することを示す。同様に、ステントおよび
賦形剤単独を有するゲル、またはステントおよびゲル単独、またはステント単独を受けて
いる血管形成術処理血管において観察される新生内膜対中膜比率と比較して、TDFRPをコ
ードするポリヌクレオチドを含むゲルでコーティングされたステントを受けている血管形
成術処理血管における新生内膜対中膜比率の減少は、TDFRP化合物をコードするポリヌク
レオチドが、抗再狭窄効果を有することを示す。さらに、ウイルスキャリア単独と混合し
たゲルでコーティングしたステントを受けている血管形成術処理血管において観察される
新生内膜対中膜比率と比較して、TDFRP化合物をコードするポリヌクレオチド構築物を含
むウイルスキャリアを混合したゲルでコーティングされたステントを受けている血管形成
術処理血管において観察される新生内膜対中膜比率の減少は、TDFRP化合物をコードする
ポリヌクレオチドを含むウイルスキャリアが、抗再狭窄効果を有することを示す。Studen
t t-検定は、処理群の間で観察された新生内膜対中膜比率の差異を評価するために使用す
る。「P」値は0.05以下であり、有意であると見なされる。
【０４７２】
実施例8 TDFRPコーティングされたデバイスの調製
　以下の実験の中で使用される試薬および装置には、(様々な製造業者:例えば、Cordis a
nd Boston Scientificから商業的に得られる医療グレードステント)および保持装置、キ
ャップ(プラスチック挿入型)を備えた20mlガラスシンチレーションバイアル、TLCアトマ
イザー、窒素ガスタンク、ガラス試験管(1mlまたはそれ以上の様々なサイズ)、ガラスビ
ーカー(様々なサイズ)、パスツールピペット、ピンセット、ポリカプロラクトン(「PCL」
--分子量10,000～20,000; Polysciences)、TDFRP化合物またはTDFRP化合物をコードする
ポリヌクレオチドまたはこのようなTDFRP構築物を含む、例えば、アデノウイルスである
がこれに限定されないウイルスによる感染、エチレンビニルアセテート(「EVA」--洗浄済
み--以前を参照されたい)、ポリ(DL)乳酸(「PLA」--分子量15,000～25,000; Polyscience
s)、ジクロロメタン(「DCM」-HPLCグレード、Fisher Scientific)が含まれる。これらの
手法は、多くの異なる型のステントおよびカテーテルのようなデバイスの表面をコーティ
ングするために使用することができることが理解される。
【０４７３】
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A. スプレーステントの手法
　以下は、約3cmの長さの3mm圧着直径の交互配置された金属ワイヤステントを使用する方
法を説明する。より大きな直径のステントについては、より大きな体積のポリマー/薬物
溶液を使用する。手短に述べると、十分な量のポリマーを、20mlのガラスシンチレーショ
ンバイアルに直接的に秤量し、2% w/v溶液を達成するために十分なDCMを添加する。次い
で、バイアルにキャップをし、ポリマーを溶解するために手動で混合する。次いで、ステ
ントを、垂直方向で組み立てて、ステントを、後方に曲がったスタンドにナイロンで結ぶ
。このステントを、平面方向のスプレーを可能にするために。適切な支持体(例えば、ひ
っくり返した2000mlガラスビーカー)上で、ドラフトの床の上6～12インチで保持装置に配
置する。自動ピペットを使用して。適切な体積(最小5ml)の2%ポリマー溶液を、別々の20m
lガラスシンチレーションバイアルに移す。次いで、適切な量のTDFRP化合物、またはTDFR
P化合物をコードするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコードするベクターを含む
、例えば、アデノウイルスであるがこれに限定されないウイルスキャリアを溶液に加え、
手動の振盪によって溶解する。スプレーのための準備のために、バイアルキャップを取り
外し、TLC噴霧器のバレル(のみ)をポリマー溶液に浸漬する。噴霧器のリザーバーは、こ
の手順においては使用される必要はない。20mlガラスバイアルがリザーバーとして働く。
窒素タンクは、噴霧器のガス注入口に接続される。圧力は、噴霧およびスプレーが開始す
るまで増加する。圧力は記録され、この圧力はこの手順を通して使用される。ステントは
、スプレー間で15秒の乾燥時間を伴って、5秒間の振動を使用してスプレーする。5回のス
プレー後、ステントを90°回転させ、再度スプレーする。この手順を、ステントのすべて
の側がスプレーされるまで反復する。乾燥時間の間、ガス線に指を押しつけて、スプレー
の消耗を回避する。スプレーを、適切な量のポリマーがステント上に沈着するまで継続す
る。この量は、インビボでの特異的ステント適用に基づいてもよい。この量を決定するた
めに、スプレーが完了し、ステントが乾燥した後で、ステントを秤量する。ステントのも
ともとの量は、最終的な重量から減算し、およびこれが、ステントに適用されたポリマー
の量(およびTDFRP)を生じる。このコーティングされたステントは、典型的には、使用す
るまで、密封した容器中で保存する。
【０４７４】
B. 浸漬したステントのための手順
　以下は、約3cmの長さの3mm圧着直径の交互配置された金属ワイヤステントを使用する方
法を説明する。より大きな直径のステントについては、より大きな体積のポリマー/薬物
溶液を、より大きなサイズの試験管中で使用する。
【０４７５】
　2グラムのEVAを、20mlのガラスシンチレーションバイアル中で秤量し、20mlのDCMを加
える。このバイアルにキャップをし、2時間放置して溶解させる(バイアルは、溶解プロセ
スを補助するために頻繁に振盪する)。既知量のTDFRP化合物、またはTDFRP化合物をコー
ドするポリヌクレオチドを、1mlガラスチューブおよびポリマー溶液の0.5mlのポリマー溶
液に配置する。ガラスパスツールピペットを使用して、TDFRP化合物、TDFRP化合物をコー
ドするポリヌクレオチド、またはTDFRP化合物をコードするベクターを含む、例えば、ア
デノウイルスであるがこれに限定されないウイルスキャリアを、ポリマー溶液を穏やかに
くみ出すことによって懸濁/溶解する。一旦物質が適切に混合または溶解されると、試験
管は、水平位置の近くで保持される(粘性のポリマー溶液は流出しない)。ステントは、一
対のピンセットを使用して、底まであらゆる方向で管に挿入される、すべてのポリマー含
有溶液を、水平軸の下に試験管の口を傾けることによって、ほぼ試験管の口まで流すこと
を可能にする。ステントは、管中でゆっくりと回転させ、次いで、注意深く取り出す(約3
0秒間)。コーティングされたステントを、垂直位置で乾燥させる。コーティングしたステ
ントは、典型的には、使用するまで密封した容器中で保存する。
【０４７６】
実施例9. 骨形成タンパク質および他のヘッジホッグシグナル伝達経路のメディエーター
と同時投与されたTDFRP化合物
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　TDFRP化合物は、ALK受容体の機能的アゴニストおよびアンタゴニストであり、これらの
受容体を通して伝播される生物学的活性を媒介する。同様の生物学的活性は、骨形成タン
パク質、特にBMP-7(OP-1)を用いて見られ、本願を通して議論される。本明細書に記載さ
れる、BMPファミリーおよびTDFRP化合物に共通のこれらの生物学的活性は、一般的に、組
織分化様効果、成長因子様効果、系統の方向付け、および組織更新および修復として記載
され得る。他の効果は上記にかるより詳細に記載される。これらの生物学的効果は、ヘッ
ジホッグシグナル伝達経路のメディエーターとともに観察されるものと類似している。例
えば、ヘッジホッグシグナル伝達分子ファミリーのメンバーは、無脊椎動物および脊椎動
物の発生の間の、多くの重要な短期的および長期的パターン化プロセスを媒介する。ハエ
において、単一のヘッジホッグ遺伝子が、体節および成虫原基のパターン化を調節する。
1つのみのヘッジホッグ遺伝子がショウジョウバエ(Drosophila)および他の無脊椎動物に
おいて見い出されているのに対して、複数のヘッジホッグ遺伝子が脊椎動物には存在し、
ここではヘッジホッグ遺伝子ファミリーは、例えば、左-右の対称性、CNS、体節および肢
における極性、器官形成、軟骨形成および精子形成の制御に関与する。同様に、いくつか
のヘッジホッグ相同体は、種々の脊椎動物種から単離されてきた。
【０４７７】
　脊椎動物のヘッジホッグ遺伝子のファミリーには、少なくとも4つのメンバー、例えば
、単一のヘッジホッグ遺伝子のパラログを含まれる。例示的なヘッジホッグ遺伝子および
タンパク質は、PCT公報WO 95/18856およびWO 96/17924に記載されている。本明細書では
デザートヘッジホッグ(Desert Hedgehog)(Dhh)、ソニックヘッジホッグ(Sonic Hedgehog)
(Shh)およびインディアンヘッジホッグ(Indian Hedgehog)(Ihh)と呼ばれる、これらのメ
ンバーのうちの3つは、魚類、鳥類、および哺乳動物を含むすべての脊椎動物に存在して
いる。本明細書ではチギー-ウィンクルヘッジホッグ(tiggie-winkle Hedgehog)(Thh)と呼
ばれる第4のメンバーは、魚類に特異的であるようである。デザートヘッジホッグは、マ
ウス胚発生と成体齧歯類およびヒトの両方において、主として精巣において発現され;イ
ンディアンヘッジホッグは胚形成の間の骨形成および成体における骨形成に関与し;なら
びにソニックヘッジホッグは、主として、形態形成および神経誘導の活性に関与する。脊
椎動物器官の発生および維持におけるヘッジホッグポリペプチドの決定的な誘導性の役割
が与えられると、ヘッジホッグ相互作用または調節タンパク質の同定が、臨床と研究の両
方の状況において、最高に大きな意義を有する。
【０４７８】
　脊椎動物において、いくつかのヘッジホッグタンパク質が過去数年間でクローニングさ
れている。これらの遺伝子のうちで、Shhは、最も実験的な注意を引いている。なぜなら
、これは、隣接する組織にパターン形成するシグナルの供給源である、異なる組織化中心
において発現されるからである。最近の証拠は、Shhがこれらの相互作用に関与すること
を示す。
【０４７９】
　Shhの発現は、推定の正中中胚葉、マウス(Chang et al. (1994) 前記; Echelard, Y. e
t al. (1993) Cell 75:1417-1430)、ラット(Roelink, H. et al. (1994) Cell 76:761-77
5)、およびニワトリ(Riddle, R. D. et al. (1993) Cell 75:1401-1416)における結節、
ならびにゼブラフィッシュにおける盾板(Ekker et al. (1995) 前記; Krauss, S. et al.
(1993) Cell 75:1431-1444)における、原腸形成の発生の直後に開始する。ニワトリ胚に
おいて、結節におけるShh発現パターンは左-右対称性を発生し、これは、心臓の左-右位
置の原因であるようである(Levin, M. et al. (1995) Cell 82:803-814)。CNSにおいて、
脊索および底板からのShhは、腹部細胞の運命を誘導するようである。異所的に発現され
る場合、Shhは、マウス(Echelard et al. (1993) 前記; Goodrich, L. V. et al. (1996)
 Genes Dev. 10:301-312)、アフリカツメガエル(Xenopus)(Roelink, H. et al. (1994) 
前記; Ruiz Altaba, A. et al. (1995) MoI. Cell. Neurosci. 6:106-121)、およびゼブ
ラフィッシュ(Ekker et al. (1995) 前記; Krauss et al. (1993) 前記; Hammerschmidt,
 M., et al. (1996) Genes Dev. 10:647-658)における中脳および後脳の大きな領域の腹
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方化に導く。脊髄レベルにおける中間体神経外胚葉の移植物中で、Shhタンパク質は、明
確な濃度閾値を有する底板および運動ニューロン発生を誘導し、ここで、底板は高濃度で
あり、運動ニューロンはより低い濃度である(Roelink et al. (1995) 前記; Mart et al.
 (1995) 前記; Tanabe, Y. et al. (1995) Curr. Biol. 5:651-658)。さらに、抗体ブロ
ッキングは、脊索によって産生されるShhが、運動ニューロンの運命の脊索媒介性誘導に
必要であることを示唆する(Mart' et al. (1995) 前記)。従って、Shh-産生正中細胞の表
面上での高濃度のShhは、インビトロで観察される底板の接触誘導性誘導(Placzek, M. et
 al. (1993) Development 117:205-218)、およびインビボでの脊索のすぐ上の底板の正中
配置の原因となるようである。脊索および底板から放出されたより低い濃度のShhは、お
そらく、インビトロで接触非依存性であることが示されたプロセスにおいて、より遠位の
腹側外側の領域における運動ニューロンを誘導する(Yamada, T. et al. (1993) Cell 73:
673-686)。中脳および前脳レベルで取られた移植片において、Shhはまた、適切な腹側外
側ニューロン細胞型、それぞれ、ドーパミン作動性(Heynes, M. et al. (1995) Neuron 1
5:35-44; Wang, M. Z. et al. (1995) Nature Med. 1:1184-1188)およびコリン作動性(Er
icson, J. et al. (1995) Cell 81:747-756)前駆体を誘導し、このことは、ShhがCNSの全
体の長さにわたって、腹側の明細の一般的なインデューサーであることを示す。正中から
のShhもまた、脊椎動物胚の沿軸領域、体幹における体節(Fan et al. (1995) 前記)およ
び頭部間充組織の吻側の体節(Hammerschmidt et al. (1996) 前記)をパターン形成する。
ニワトリおよびマウスの沿軸中胚葉外植片において、Shhは、真皮性筋節マーカーPax3を
代償にして、Pax1およびTwistのような硬節特異的マーカーの発現を促進する。さらに、
フィルター障壁実験は、Shhが硬節の誘導を、二次シグナル伝達メカニズムの活性化によ
るよりはむしろ、直接的に媒介することを示唆する(Fan, C.-M. and Tessier-Lavigne, M
. (1994) Cell 79, 1175-1186)。Shhはまた、筋板遺伝子発現を誘導するが(Hammerschmid
t et al. (1996) 前記; Johnson, R. L. et al. (1994) Cell 79:1165-1173; Munsterber
g, A. E. et al. (1995) Genes Dev. 9:2911-2922; Weinberg, E. S. et al. (1996) Dev
elopment 122:271-280)、最近の実験は、WNTファミリーのメンバー、ショウジョウバエの
脊椎動物相同体、Winglessが協調して必要とされることを示す(Munsterberg et al. (199
5) 前記)。不可解なことに、ニワトリにおける筋板誘導は、硬節性マーカーの誘導よりも
高いShh濃度を必要とするが(Munsterberg et al. (1995) 前記)、硬節は、脊索にはるか
により近接して配置される体節細胞から生じる。同様の結果はゼブラフィッシュにおいて
も得られた。ここでは、高濃度のヘッジホッグが筋板を誘導し、硬節マーカー遺伝子発現
を抑制する(Hammerschmidt et al. (1996) 前記)。しかし、羊膜動物とは対照的に、これ
らの観察は、魚類の胚の構築と一致する。なぜなら、ここでは、筋板が優勢であり、より
軸性の体節の成分であるからである。従って、Shhシグナル伝達の調節および新規なシグ
ナル伝達因子の獲得は、脊椎動物進化の間に体節構造を改変した可能性がある。
【０４８０】
　脊椎動物肢芽において、後部間葉細胞のサブセット、「分極活性のゾーン」（ZPA）は
、前後指同一性を調節する(Honig, L. S. (1981) Nature 291 :72-73において概説されて
いる)。Shhの異所性発現またはShhペプチド中に浸漬したビーズの適用は、前ZPA移植片の
効果を模倣し、指の鏡像的複製を生じる(Chang et al. (1994) 前記; Lopez-Martinez et
 al. (1995) 前記; Riddle et al. (1993) 前記)(FIG. 2g)。従って、指の同一性は、Shh
濃度に主として依存するようであるが、他のシグナルが、APパターン形成に必要とされる
ようである実質的な距離(100～150マイクロメートル)を超えてこの情報をリレーすること
ができる可能性がある。ショウジョウバエ成虫原基におけるHHおよびDPPの相互作用と類
似して、脊椎動物肢芽中のShhは、dpp相同体であるBmp2の発現を活性化する(Francis, P.
 H. et al. (1994) Development 120:209-218)。しかし、ショウジョウバエにおけるDPP
とは異なり、Bmp2は、ニワトリ肢芽における異所性適用の差異のShhの極性効果を模倣す
ることに失敗する(Francis et al. (1994) 前記)。前後のパターン形成に加えて、Shhは
また、後部外胚葉性頂堤における線維芽細胞成長因子FGF4の合成を誘導することによって
、近位遠位の肢の成長の調節に関与するようである(Laufer, E. et al. (1994) Cell 79:
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993-1003; Niswander, L. et al. (1994) Nature 371:609-612)。
【０４８１】
　ヘッジホッグタンパク質とBMPとの間の密接な関連は、多くの、しかしおそらくすべて
ではない脊椎動物ヘッジホッグ発現の部位において保存されてきた可能性がある。例えば
、ニワトリ後腸において、Shhは、別の脊椎動物dpp相同体であるBmp4の発現を誘導するこ
とが示されてきた(Roberts, D. J. et al. (1995) Development 121:3163-3174)。さらに
、ShhおよびBmp2、4、または6は、胃の上皮および間葉細胞、泌尿生殖器系、肺、歯芽、
ならびに毛包におけるそれらの発現において、著しい相関を示す(Bitgood, M. J. and Mc
Mahon, A. P. (1995) Dev. Biol. 172:126-138)。
【０４８２】
　最近の証拠は、インディアンヘッジホッグ(Ihh)が、軟骨形成性発生の調節において決
定的な役割を果たすことを示唆する。他の2つのマウスヘッジホッグ遺伝子のうちの1つで
あるIhhは、腸および発生している軟骨においてBMP発現細胞に隣接して発現される(Bitgo
od and McMahon (1995) 前記)。軟骨形成の間に、軟骨細胞は、増殖している状態から、
中間体、前肥大性状態を経由して、分化した肥大性軟骨細胞まで進行する。Ihhは、前肥
大性軟骨細胞において発現され、軟骨細胞分化の遮断に導くシグナル伝達カスケードを開
始する。その直接的な標的は、Ihh発現ドメインの周辺の軟骨膜であり、これは、ヘッジ
ホッグシグナルの保存性の転写標的である、GliおよびPatched(Ptc)の発現によって応答
する。最も可能性が高いのは、これが、関節周囲の軟骨膜中での副甲状腺ホルモン関連タ
ンパク質(PTHrP)の合成を生じる二次シグナルに導くことである。PTHrPそれ自体が、前肥
大性軟骨細胞にシグナル伝達を戻し、それらのさらなる分化を妨害する。同時に、PTHrP
はIhhの発現を抑制し、それによって、軟骨細胞分化の速度を調節する負のフィードバッ
クループを形成する。
【０４８３】
　本明細書に記載されるTDFRP化合物は、BMPおよびヘッジホッグ経路の他のメディエータ
ーとともに、哺乳動物への投与のために適切である。これには、例えば、単一の薬学的製
剤の一部として、BMPおよびヘッジホッグメディエーターとの、TDFRPの同時投与が含まれ
る。同時投与はまた、別々の薬学的製剤中で、TDFRP化合物およびヘッジホッグメディエ
ーターおよび/またはBMPを提供することを含む。同時投与は、TDFRP化合物、ヘッジホッ
グメディエーターおよび/またはBMPを、同時にまたは断続的に、例えば、1日あたり複数
用量、1日あたり1用量、1日おきに1用量、毎週または毎月の投与で提供することを含む。
【０４８４】
実施例9. TDFRP化合物およびp38 MAPKシグナル伝達経路
　Smadタンパク質は、BMP結合セリン/スレオニン受容体キナーゼの基質およびメディエー
ターである。固有のセリン/スレオニンキナーゼ活性でのBMPのリガンド誘導性活性化は、
受容体で調節されるSmad(R-Smad)Smad1、Smad3およびSmad8のリン酸化を誘発する。BMP受
容体の多機能性および状況依存性は、シグナル統合因子としてのSmadの機能に反映される
。特定のSmadは、特定の型の癌において高頻度で体細胞変異する。R-Smadの示差的リン酸
化は、MAPKシグナル伝達によって影響される可能性がある。MAPKコンセンサス部位は、BM
Pの作用をリレーする、Smad 1、Smad 53およびSmad 8を含むすべてのSmadにおいて見い出
される。さらに、受容体チロシンキナーゼの関与が、それらの保存性Mad Homology 1(MH1
)ドメインとMH2ドメインの間のリンカー領域において、R-Smad上のMAPKコンセンサス部位
のリン酸化をもたらすことが示された(Massague J (2003) Genes & Dev. 17, 2993-2997)
。細胞レベルにおいて、リンカー変異は、細胞接触、アクチン細胞骨格、および各ベータ
カテニン蓄積に影響を与え、これらは、膜におけるSmad 1の保持と相関する。また、Smad
およびMAPK経路は、BMP経路において協働作用的に作用し、肢発生を制御する(Zuzarte-Lu
is et al. (2004) Dev Biol. 272, 39-52)。最近、BMP-7は、用量依存的な活性勾配にお
いて、Smadおよびp38 MAPK経路を通して作用し、腎臓発生の間の細胞増殖の速度、管成長
、および分岐を制御することが示さてきた(Hu et al. (2004) J Biol Chem. 279, 12051-
12059)。従って、p38 MAPK経路は、低用量のBMP-7に対する応答を制御して、細胞分化お
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よび分岐の増加をもたらすようであるのに対して、Smadは、より高い用量のBMP-7に対す
る応答を制御して、細胞増殖および分岐を抑制する。別の研究において、BMP活性化Smad
およびATF2(p38 MAPKについての下流の標的)は、ベータ-ミオシン重鎖遺伝子発現および
心筋細胞分化を制御するために協調的に作用することが示されてきた(Monzen et al. (20
01) J Cell Biol. 153, 687-698)。TDFRP化合物は、Smadとp38 MAPKの両方のシグナル伝
達経路を活性化する可能性がある。
【０４８５】
治療剤の表示
　ヘッジホッグ経路メディエーターおよび/またはBMPのいずれかまたは両方を伴う、TDFR
P化合物の治療的または予防的投与は、多数の細胞障害を治療するために適切である。本
発明における使用のために適切なヘッジホッグタンパク質には、Shh、IhhまたはDhhが含
まれ、および本発明における使用のために適切なヘッジホッグメディエーターには、Shh
、IhhまたはDhhの発現をアップレギュレートまたはダウンレギュレートする化合物が含ま
れる。TDFRP化合物との同時投与のために適切なBMPには、BMP-1、BMP-2、BMP-3、BMP-4、
BMP-5、BMP-6 (Vgr-1)、BMP-7(OP-1)、BMP-8、BMP-9、BMP-10、BMP-11、BMP-12、BMP-13
、BMP-14、BMP-15、およびBMP-16が含まれ、さらに、任意の二量体タンパク質、例えば、
ホモ二量体、ヘテロ二量体、またはその組み合わせが含まれ、これらは、単独であるか、
またはBMP、例えば、ヘッジホッグタンパク質、TDFRPもしくはそれをコードするDNA、お
よびそれらの任意の組み合わせの上流もしくは下流の効果を誘導することが可能である他
の分子と組み合わせる。これらのヘッジホッグ、BMPおよびTDFRP化合物は、本明細書以下
では、集合的に「化合物」と呼ばれ、種々の組み合わせでヘッジホッグ、BMPおよびTDFRP
化合物を含む製剤は、本明細書および引用される参考文献に記載される投薬量を使用する
以下の表示のために適切である。
【０４８６】
　「ヘッジホッグシグナル伝達経路」、「ヘッジホッグ経路」および「ヘッジホッグシグ
ナルトランスダクション経路」は、すべて、ヘッジホッグ、スムーゼンド(smoothened)pt
c、およびgliによって正常に媒介される事象の連鎖をいい、とりわけ、ヘッジホッグ活性
に典型的である、遺伝子発現の変化および他の表現型の変化を生じる。下流成分を活性化
することは、ヘッジホッグタンパク質の非存在においてさえ、ヘッジホッグ経路を活性化
することができる。例えば、スムーゼンドの過剰発現は、ヘッジホッグの非存在下におい
て経路を活性化する。gliおよびptc遺伝子発現は、活性なヘッジホッグシグナル伝達経路
の指標である。「ヘッジホッグアンタゴニスト」という用語は、例えば、標的遺伝子の転
写を抑制するために、パッチの生体活性を強化または再利用する薬剤をいう。好ましいヘ
ッジホッグアンタゴニストは、ptcの機能の喪失および/またはスムーゼンド機能の獲得を
克服するために使用することができ、後者はまた、スムーゼンドアンタゴニストと呼ばれ
る。他の好ましいヘッジホッグアンタゴニストは、不適切なヘッジホッグシグナル伝達の
増加を克服するために使用することができ、このシグナル伝達の増加は、ヘッジホッグシ
グナル伝達経路の成分(例えば、ptc、gli1、gli3、スムーゼンドなど)中の変異/損傷にお
ける結果であるか否かに関わらず、またはこのシグナル伝達の増加は、ヘッジホッグシグ
ナル伝達経路の成分(例えば、ヘッジホッグシグナル伝達経路の成分に関する野生型細胞)
中の変異/損傷を含まない細胞背景において起こるか否かに関わらない。「ヘッジホッグ
アンタゴニスト」という用語は、本明細書で使用される場合、ヘッジホッグタンパク質の
正常な機能を直接的に阻害することによって作用する可能性があるが任意の因子をいうの
みならず、ヘッジホッグシグナル伝達経路を阻害し、従って、ptcの機能を再利用する任
意の因子もまたいう。ヘッジホッグアンタゴニストは、低分子、抗体(二重抗体(diabody)
、単鎖抗体、モノクローナル抗体、IgG、IgM、IgA、IgD、IgE、または少なくとも1対の可
変領域を含む抗体フラグメントを含むがこれらに限定されない)、アンチセンス核酸、PNA
もしくはリボザイム、RNAi構築物、またはヘッジホッグシグナル伝達を破壊もしくは阻害
することができる変異型ヘッジホッグタンパク質であってもよい。抗体は、ソニック、イ
ンディアンまたはデザートヘッジホッグ、スムーゼンド、ptc-1、ptc-2、gli-1、gli-2、
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gli-3などを含む、ヘッジホッグ経路における任意の遺伝子によってコードされるタンパ
ク質に指向されてもよい。多くの場合において、抗体は、標的タンパク質の活性を阻害す
るが、パッチド(patched)の場合においては、このような抗体は、パッチドのアクチベー
ターである。アンチセンス核酸は、同様に、ヘッジホッグ経路における任意の遺伝子によ
ってコードされるタンパク質の産生を減少し、パッチドまたはヘッジホッグシグナル伝達
経路のネガティブレギュレーターをコードする他の遺伝子は例外である。「ヘッジホッグ
機能の増大」という用語は、ptc遺伝子、ヘッジホッグ遺伝子、もしくはスムーゼンド遺
伝子の異常な改変もしくは変異、またはヘッジホッグタンパク質との細胞の接触に類似す
る表現型、例えば、異常なヘッジホッグ経路の活性化を生じる、このような遺伝子の発現
のレベルの減少(または喪失)をいう。機能の増大は、ptc遺伝子産物がCi遺伝子、例えば
、Gli1、Gli2、およびGli3の発現のレベルを調節する能力の損失を含んでもよい。「ヘッ
ジホッグ機能の増大」という用語はまた、ヘッジホッグそれ自体の改変または変異を含む
がこれらに限定されない、ヘッジホッグシグナル伝達経路のどこかの変化に起因して起こ
る、任意の類似の細胞表現型(例えば、過度の増殖を示す)をいうために本明細書で使用さ
れる。例えば、ヘッジホッグシグナル伝達経路の活性化に起因する異常にに高い増殖速度
を有する腫瘍細胞は、たとえヘッジホッグがその細胞中で変異されていないとしても、「
ヘッジホッグ機能の増大」表現型を有する。
【０４８７】
　本願の1つの局面は、例えば、TDFRPを伴うか、またはいかなるTDFRPも伴わないヘッジ
ホッグメディエーターまたはBMPの投与の非存在と比較して、例えば、組織を、インビト
ロまたはインビボで、ヘッジホッグメディエーターまたはBMPと、TDFRP化合物と、肺組織
における細胞の増殖の速度を変化させる(促進または阻害する)ために有効量で、異所性に
接触させることによって、肺組織またはその細胞の成長状態を調節するための方法に関す
る。対象の方法は、例えば、肺組織の上皮細胞および/または間葉細胞の成長状態を調節
するために使用することができ、例えば、疾患状態の予防のため、または存在している疾
患状態もしくは肺組織に対する他の損傷の治療における治療法の一部として有用であり得
る。特定の態様において、ヘッジホッグポリペプチドは、1つまたは複数のステロール部
分、例えば、コレステロールまたはその誘導体で修飾される。特定の態様において、ヘッ
ジホッグポリペプチドは、1つまたは複数の脂肪酸部分、例えば、ミリストイル、パルミ
トイル、ステアロイル、およびアラキドイルからなる群より選択される脂肪酸部分で修飾
される。特定の好ましい態様において、ヘッジホッグメディエーターは、ヘッジホッグタ
ンパク質と少なくとも60％、75％、85％、または95％同一であるアミノ酸配列を有するペ
プチドであり、このヘッジホッグタンパク質は、好ましくは、ヘッジホッグタンパク質の
生物活性細胞外部分を少なくとも含むヘッジホッグ部分を含むポリペプチドであり、例え
ば、このヘッジホッグ部分は、ヘッジホッグタンパク質のN末端の半分の少なくとも50、1
00または150(連続する)アミノ酸残基を含む。好ましい態様において、ヘッジホッグ部分
は、ヘッジホッグタンパク質の細胞外ドメインの19kDaフラグメントに対応するヘッジホ
ッグタンパク質の部分を少なくとも含む。特定の態様において、ヘッジホッグメディエー
ターは、ヘッジホッグタンパク質の発現を阻害するアンチセンス構築物であり、これはパ
ッチドのシグナル伝達経路に含まれ、その発現がヘッジホッグ媒介性シグナルに拮抗する
。アンチセンス構築物は、好ましくは、長さが約20～30ヌクレオチドのオリゴヌクレオチ
ドであり、少なくとも50%のGC含量を有する。なお別の態様において、ヘッジホッグメデ
ィエーターは、約8～30ヌクレオチド、好ましくは15～20ヌクレオチドの短い干渉RNA(siR
NA)であり、これは、ヘッジホッグRNAの細胞内封鎖および触媒作用を引き起こし、それに
よって、細胞中のヘッジホッグのレベルを減少する。ヘッジホッグ様ポリペプチドおよび
それに関連する製剤および使用による、肺組織の調節のさらなる議論については、Pepice
lli, et al.に対する米国特許出願第20040171546号を参照されたい。
【０４８８】
　ヘッジホッグ様ポリペプチドおよびそれに関連する製剤および使用による、脂肪細胞の
調節の議論については、Zehentner, et al.に対する米国特許出願第20040171533号を参照
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されたい。
【０４８９】
　TGFベータファミリーの成長因子、特に、骨形成タンパク質(BMP)-2/4相同体デカペンタ
プレジック(decapentaplegic)(dpp)は、生殖系列幹細胞を維持するため、およびそれらの
分裂を促進するために特に必要である。dppの過剰発現は、生殖系列幹細胞の分化を妨げ
る。dppまたはその受容体サキソフォン(saxophone)は、幹細胞の喪失を加速させ、幹細胞
の分裂を遅らせる。dppシグナル伝達は、生殖系列幹細胞によって直接的に受容され、従
って、dppシグナル伝達は、生殖系列幹細胞増殖を制御する地位を規定することを補助す
る。Spradling, et al.に対する米国特許出願第20040157324号は、TGFベータファミリー
の成長因子のメンバー(BMP)を使用する生殖系列幹細胞の維持および増殖のための方法を
議論している。ヘッジホッグ様ポリペプチドおよびそれに関連する製剤および使用による
、幹細胞の分化に関する議論については、Andrews, et al.に対する米国特許出願第20040
171153号を参照されたい。
【０４９０】
　本発明は、ヘッジホッグ、パッチド(ptc)、gliおよび/またはスムーゼンドによって調
節されるシグナル伝達経路が、少なくとも部分的に、ヘッジホッグアンタゴニストによっ
て阻害され得るという発見に関する。いかなる理論によっても束縛されることを望まない
が、低分子アンタゴニストの場合においては、受容体の調節は、これらの因子が作用する
メカニズムであってもよい。例えば、これらの因子がパッチドの機能を喪失した(ptclof)
細胞の増殖を阻害する能力は、このような分子がヘッジホッグ、パッチド、またはスムー
ゼンドと相互作用する能力、またはこれらのタンパク質がヘッジホッグ、ptc、および/も
しくはスムーゼンド媒介性のシグナル伝達経路を活性化する能力に少なくとも干渉する能
力に起因する可能性がある。それゆえに、ヘッジホッグ、ptc、またはスムーゼンドシグ
ナル伝達活性の局面に干渉するこれらの低分子が、さもなくば発生することから、組織分
化における細胞の役割を変化させることが可能であることが特に意図される。好ましい態
様において、細胞は、実質的に野生型のヘッジホッグシグナル伝達経路を有する。ヘッジ
ホッグアンタゴニストは、ヘッジホッグシグナル伝達経路の成分の変異の結果として、ま
たはヘッジホッグシグナル伝達経路の成分において変異/傷害を含まない細胞中でのヘッ
ジホッグシグナル伝達経路の不適切な活性化の結果としてのいずれかである、ヘッジホッ
グ経路の活性化過剰から生じる障害を治療する際に特に有効であることもまた意図される
。それゆえに、アンタゴニスト処理が有効に標的され得るように、ヘッジホッグ経路が活
性化過剰である細胞を同定するための方法を有することが望ましい。当業者は、本発明に
おける使用のためのアンタゴニストが、ヘッジホッグシグナル伝達経路における任意の点
において、ヘッジホッグシグナル伝達に拮抗することができることを容易に認識する。す
なわち、例示的なアンタゴニストは、ヘッジホッグに結合し、かつこれに拮抗することに
よって、例えば、ヘッジホッグ抗体を使用して、ヘッジホッグシグナル伝達を減少するこ
とができる。同様に、例示的なアンタゴニストは、ヘッジホッグとヘッジホッグ受容体パ
ッチドとの間の相互作用に干渉することができる。加えて、当業者は、例示的なアンタゴ
ニストが、細胞内で作用することによって、例えば、ヘッジホッグシグナル伝達経路の細
胞内成分に作用する低分子アンタゴニストを使用して、ヘッジホッグシグナル伝達に干渉
することができることを認識する。本発明のヘッジホッグアンタゴニストは、野生型細胞
において、またはヘッジホッグシグナル伝達経路の成分において変異を含む細胞において
ヘッジホッグシグナル伝達に拮抗するために使用できることが意図される。特定の態様に
おいて、対象のアンタゴニストは、2500amu未満、より好ましくは1500amu未満、およびさ
らにより好ましくは750amu未満の分子量を有する有機分子であり、ならびにヘッジホッグ
タンパク質の生物学的活性の少なくともいくつか、好ましくは、標的細胞における特異性
を阻害することができる。従って、本発明の方法は、ヘッジホッグ機能の増大の表現型を
有する広い範囲の細胞、組織および器官の修復および/または機能的な性能の調節におい
て、ならびに野生型ヘッジホッグ活性を有する組織において、ヘッジホッグシグナル伝達
のptc阻害を作動させる低分子の使用を含む。例えば、対象の方法は、神経組織の調節、
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骨および軟骨の形成および修復、精子形成の調節、平滑筋の調節、肺、肝臓および原腸か
ら生じる他の組織の調節、造血機能の調節、皮膚および毛髪の成長の調節などからの範囲
である、治療剤および化粧品の適用を有する。さらに、対象の方法は、培養中で(インビ
トロ)、または全体の動物における細胞上で(インビボ)提供される細胞に対して実行する
ことができる。例えば、PCT公報WO 95/18856およびWO 96/17924(これらの明細書は参照に
より本明細書に明確に組み入れられる)を参照されたい。別の局面において、本発明は、
例えば、本明細書に記載され、増殖またはヘッジホッグ機能の増大の他の生物学的結果を
インビボで阻害するために十分な量で製剤化された、活性成分としてヘッジホッグアンタ
ゴニストまたはptcアゴニストを含む薬学的調製物を提供する。ヘッジホッグアンタゴニ
ストを使用する対象の処理は、ヒトと動物の両方の被験体のために有効であり得る。本発
明が適用可能である動物被験体は、ペットまたは商業的な目的のために飼育された、家庭
内の動物と家畜の両方に適用可能に拡張される。例は、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ
、ブタ、およびヤギである。
【０４９１】
　本発明の別の局面は、細胞の分化の状態、生存、および/または増殖を調節する方法に
関する。
【０４９２】
　例えば、対象の方法は、血管形成を阻害するために使用することができることが意図さ
れる。ヘッジホッグは、血管形成を刺激することが知られている。ヘッジホッグタンパク
質で満たされ、マウスに挿入されたMatrigelプラグは実質的な新血管形成を証明するのに
対して、ヘッジホッグを有さないMatrigelプラグは、比較的少ない新血管形成を示す。ヘ
ッジホッグタンパク質はまた、正常な無血管性のマウス角膜の新血管形成を増加すること
ができる。ptc-1遺伝子は、大動脈の内皮細胞、血管平滑筋細胞、大動脈の外膜線維芽細
胞、冠状血管系ならびに心房および心室の心筋細胞を含む、正常な血管組織において発現
される。これらの組織はまた、ヘッジホッグタンパク質に対して感受性である。外因性ヘ
ッジホッグを用いる処理は、ptc-1発現のアップレギュレーションを引き起こす。加えて
、ヘッジホッグタンパク質は、血管平滑筋細胞の増殖をインビボで刺激する。ヘッジホッ
グタンパク質はまた、線維芽細胞に、VEGF、bFGF、Ang-1およびAng-2などの血管形成成長
因子の発現を増加させる。最後に、ヘッジホッグタンパク質は、虚血性損傷からの回復を
刺激し、および側副血管の形成を刺激する。
【０４９３】
　ヘッジホッグが血管形成を促進するならば、ヘッジホッグアンタゴニストは、特に、ヘ
ッジホッグシグナル伝達のある程度のレベルが血管形成に必要である状況において、血管
形成アンタゴニストとして作用することが期待される。
【０４９４】
　血管形成は、多くの障害の基礎である。永続的な、調節されない血管形成は、一連の疾
患状態、腫瘍転移および内皮細胞による異常な増殖において起こる。血管形成プロセスの
結果として作製される血管系は、これらの状態において見られる病理学的な損傷を支持す
る。調節されない血管形成に起因して作り出される多様な病理学的状態は、血管形成依存
性疾患、または血管形成関連疾患として一緒に分類されてきた。血管形成プロセスの制御
において指向される治療は、これらの疾患の廃棄または軽減に導くことができる。
【０４９５】
　血管形成によって引き起こされ、それに支持されるか、またはそれと関連する疾患には
以下が含まれる:眼の新生血管疾患、加齢性黄斑変性症、糖尿病性網膜症、未熟児の網膜
症、角膜(comeal)移植拒絶、血管新生緑内障、水晶体後線維増殖症、流行性角結膜炎、ビ
タミンA欠損、コンタクトレンズ疲労(contact lens overwear)、アトピー性角膜炎、上方
輪部結膜炎、翼状片乾燥角膜炎、シェーグレン病、しゅさ性ざ瘡、フリクテン症(phylect
enulosis)、梅毒、ミコバクテリア感染、脂質変性、化学薬品火傷(chemical bums)、細菌
性潰瘍、真菌性潰瘍、単純ヘルペスウイルス感染、ヘルペス　ゾスター(Herpes zoster)
感染、原生動物感染、カポジ肉腫、モーレン潰瘍、テリエン(Terrien)辺縁性変性、辺縁
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性角質溶解、関節リウマチ、全身性狼瘡、多発性動脈炎、外傷、ウェーゲナー(Wegeners)
サルコイドーシス、強膜炎、スティーブンスジョンソン(Steven's Johnson)病、類天疱瘡
(periphigoid)放射状角膜切開、角膜移植拒絶、関節リウマチ、変形性関節症慢性炎症(例
えば、潰瘍性大腸炎またはクローン病)、血管腫、オスラー-ウェーバー-レンズ(Osler-We
ber-Rendu)病、および遺伝性出血性毛細管拡張症。
【０４９６】
　加えて、血管形成は、癌において決定的な役割を果たす。腫瘍は、栄養素を供給するお
よび細胞の廃棄物を除去するための血液供給なしでは拡大することはできない。血管形成
が重要である腫瘍には、固形腫瘍、例えば、横紋筋肉腫、網膜芽細胞腫、ユーイング腫瘍
、神経芽細胞腫、トラコーマおよび化膿性肉芽腫が含まれる。血管形成因子は、いくつか
の固形腫瘍と関連することが見い出されている。血管形成の妨害は、これらの腫瘍の増殖
および腫瘍の存在に起因する動物に対して生じる損傷を停止することができる。血管形成
はまた、白血病のような血液由来の腫瘍と関連し、白血球の制限されない増殖が起こる、
任意の種々の急性または慢性の新生物疾患は、通常、貧血、血液凝固、ならびにリンパ節
、肝臓、および脾臓の拡大が付随する。血管形成は、白血病様の腫瘍を生じる骨髄におけ
る異常において役割を果たすと考えられている。
【０４９７】
　腫瘍の増殖に加えて、血管形成は、転移において重要である。最初に、血管形成は、癌
性細胞が血流に入り、身体を通して循環することを可能にする、腫瘍の脈管化において重
要である。腫瘍細胞が最初の部位を離れ、2番目の転移部位に落ち着いた後で、血管形成
は、新規な腫瘍が増殖しかつ拡大することができる前に起こらなければならない。それゆ
えに、血管形成の妨害は、腫瘍の転移の予防に導くことができ、およびおそらく、最初の
部位における新生物増殖を含む。
【０４９８】
　血管形成はまた、生殖および創傷治癒のような正常な生理学的プロセスに関与する。血
管形成は、排卵において、および受精後の胞胚の着床においてもまた、重要な段階である
。血管形成の妨害は、無月経を誘導するため、排卵を妨げるため、または胞胚による着床
を妨げるために使用することができる。
【０４９９】
　本発明は、呼吸困難症候群または不適切な肺表面張力から生じる他の障害の治療および
/または予防のために有用であることが予測される。呼吸困難症候群は、肺の肺胞中の不
十分な界面活性物質から生じる。脊椎動物の肺は、肺の膨張の間に上昇し、肺の収縮の間
に減少する表面張力を生じる、脂質およびタンパク質の複雑な混合物である界面活性物質
を含む。肺収縮の間に、界面活性物質は、さもなくば肺胞の崩壊を促進する表面力が存在
しないように減少する。吐気の間に崩壊しなかった、空気を含んだ肺胞は、血液と肺胞の
間の連続的な酸素および二酸化炭素の交換を可能にし、引き続く吸気の間に膨張するため
にはるかに少ない力を必要とする。膨張の間に、肺の界面活性物質は、肺胞の表面積が増
加するのに比例して、表面張力が増大する。肺胞を拡大する際の表面張力の上昇は、これ
らの空隙における過剰な膨張に対抗し、および吸気した空気を、十分に空気の入っていな
い肺胞にそらす傾向があり、それによって、肺の均等な給気を容易にする。
【０５００】
　呼吸窮迫症候群は、特に未熟児の乳児の間で優勢である。肺界面活性物質は、胎児の生
涯の最後の6週間まで、通常は非常に低い割合で合成される。通常の妊娠の期間の6週間よ
り多く前に誕生したヒトの乳児は、不適切な量の肺界面活性物質および不適切な速度の界
面活性物質合成を伴って生まれる高いリスクがある。乳児がより未熟状態で生まれるほど
、より重篤な界面活性物質の欠損である可能性がある。重篤な界面活性物質欠損は、誕生
の数分間または数時間以内の呼吸不全をもたらす可能性がある。界面活性物質欠損は、最
大呼吸活動に関わらず肺が拡張する能力を減少することのために、肺胞の進行性の崩壊(
無気肺)を生じる。結果として、不適切な量の酸素が乳児の血液に達する。RDSは、典型的
には、界面活性物質生合成の失敗の結果として、成人においても同様に起こる可能性があ
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る。
【０５０１】
　未熟児乳児の肺組織は、ヘッジホッグシグナル伝達経路の高い活性を示す。ヘッジホッ
グアンタゴニストを使用するこの経路の阻害は、層板体の形成を増加させ、および界面活
性物質生合成に関与する遺伝子の発現を増加させる。層板体は、界面活性物質生合成と関
連する細胞下構造である。これらの理由により、ヘッジホッグアンタゴニストを用いる未
熟児幼児の治療は、界面活性物質生合成を刺激し、およびRDSを軽減するはずである。成
人のRDSがヘッジホッグ経路活性化と関連する場合において、ヘッジホッグアンタゴニス
トを用いる治療はまた、有効であるはずである。
【０５０２】
　ヘッジホッグアンタゴニストの使用は、罹患した組織および/または細胞が高いヘッジ
ホッグ経路の活性化を証明する障害に特異的に標的化されてもよいことがさらに意図され
る。gli-1、gli-2およびgli-3を含むgli遺伝子の発現は、ヘッジホッグシグナル伝達経路
によって活性化される。gli-1発現は、広範な組織および障害にわたってヘッジホッグシ
グナル伝達活性を最も一貫して相関するのに対して、gli-3はいくぶんそれが低い。gli遺
伝子は、ヘッジホッグシグナル伝達の完全な効果を誘発するために必要である多くの遺伝
子の発現を活性化する転写因子をコードする。しかし、Gli-3転写因子はまた、ヘッジホ
ッグエフェクター遺伝子のリプレッサーとして作用することができ、それゆえに、gli-3
の発現は、ヘッジホッグシグナル伝達経路の効果の減少を引き起こすことができる。Gli-
3が転写活性化因子またはリプレッサーとして働くか否かは翻訳後事象に依存し、それゆ
えに、Gli-3タンパク質の活性化型(抑制化型に対して)を検出するための方法は、ヘッジ
ホッグ経路活性化の信頼できる尺度であることが予測される。gli-2遺伝子発現は、ヘッ
ジホッグ経路活性化のための信頼できるマーカーを提供することが予測される。gli-1遺
伝子は、広範な癌、過形成、および未成熟肺において強力に発現され、およびヘッジホッ
グ経路の相対的な活性化のためのマーカーとして働く。加えて、例えば、高いgli発現を
有する未成熟胚は、ヘッジホッグ阻害剤によって強力に影響される。従って、gli遺伝子
発現の検出は、ヘッジホッグアンタゴニストを用いる処理から特に利益となる組織および
障害を同定するための強力な予測ツールとして使用されてもよいことが意図される。
【０５０３】
　好ましい態様において、gli-1発現レベルは、転写物の検出によって直接的に、または
タンパク質レベルもしくは活性の検出によってのいずれかで検出される。転写物は、gli-
1転写物またはそこから合成されたcDNAへのプローブのハイブリダイゼーションに主とし
て依存する、広範な技術のいずれかを使用して検出されてもよい。周知の技術には、ノー
ザンブロッティング、逆転写酵素PCR(RT-PCR)および転写レベルのマイクロアレイ分析が
含まれる。Gliタンパク質レベルを検出するための方法には、ウェスタンブロッティング
、免疫沈殿、二次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動(2D SDS-PAGE)(好ましくは、Gliタ
ンパク質の位置が決定された標準に対して比較する)、および質量スペクトル分析が含ま
れる。質量スペクトル分析は、特定の試料中の多くの異なるタンパク質レベルのハイスル
ープット同定を可能にするための一連の精製工程とカップリングされてもよい。質量スペ
クトル分析および2D SDS-PAGEはまた、タンパク質分解事象、ユビキチン化、リン酸化、
脂質修飾などを含む、タンパク質への転写後修飾を同定するために使用することができる
。Gli活性はまた、基質DNAへの結合、または標的プロモーターのインビトロ転写活性化を
分析することによって評価されてもよい。ゲルシフトアッセイ法、DNAフットプリンティ
ングアッセイ法およびDNA-タンパク質架橋アッセイ法は、すべてがDNA上でのGli結合部位
に結合可能であるタンパク質の存在を評価するために使用されてもよい方法である(J MoI
 Med 1999 June; 77(6):459-68; Cell 2000 February 18; 100(4):423-34; Development 
2000; 127(19) :4293-4301)。
【０５０４】
　好ましい態様において、gli転写レベルが測定され、疾患を有するかまたは障害を有す
る組織は、異常に高いgliレベルがヘッジホッグアンタゴニストを用いて治療されること
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を示す。未成熟肺組織、肺癌(例えば、腺癌、気管支-肺胞腺癌、小細胞癌腫)、乳癌(例え
ば、下管癌腫、下小葉癌腫、管状癌腫)、前立腺癌(例えば、腺癌)、および良性前立腺過
形成のすべてが、特定の場合において強力に上昇したgli-1発現レベルを示す。従って、g
li-1発現レベルは、これらの組織のどれがヘッジホッグアンタゴニストで治療されるべき
かを決定するための強力な診断用デバイスである。加えて、尿路上皮細胞の癌(例えば、
膀胱癌、他の尿路上皮癌)もまた、特定の場合において上昇したgli-1レベルを有するとい
う実質的に相関する証拠が存在する。例えば、染色体9q22上のヘテロ接合性の喪失は、膀
胱癌において共通していることが知られている。ptc-1遺伝子はこの位置に局在しており
、ptc-1の機能の喪失は、おそらく、多くの他の癌の型と同様に、過剰増殖の部分的な原
因である。従って、このような癌もまた、高いgli発現を示し、ヘッジホッグアンタゴニ
ストと用いる治療に対して特に感受性である。
【０５０５】
　ptc-1およびptc-2の発現もまた、ヘッジホッグシグナル伝達経路によって活性化される
が、これらの遺伝子は、ヘッジホッグ経路活性化のマーカーとしてはgli遺伝子よりも劣
る。特定の組織において、ptc-1またはptc-2の1つのみが発現されるが、ヘッジホッグ経
路は高度に活性である。例えば、精巣の発生において、インディアンヘッジホッグは重量
ナトリウム役割を果たし、ヘッジホッグ経路は活性化されるが、ptc-2のみが発現される
。従って、これらの遺伝子は、ヘッジホッグ経路の活性化のためのマーカーとしては個々
に信頼性がないが、両方の遺伝子の同時測定がヘッジホッグアンタゴニストを用いて治療
される組織についての有用な指示因子として意図される。
【０５０６】
　任意の程度のgli過剰発現は、ヘッジホッグアンタゴニストが有効な治療剤であること
を決定するために有用であり得ることが予想される。好ましい態様において、gliは、少
なくとも通常の2倍まで高く発現されるはずである。特に好ましい態様において、発現は
、通常の4倍、6倍、8倍または10倍高い。
【０５０７】
　例えば、脊椎動物中で分化した組織の秩序だった空間配置の形成におけるヘッジホッグ
、ptc、およびスムーゼンドの見かけの広い関与の知見に鑑みて、対象の方法は、インビ
トロとインビボの両方で、一連の異なる脊椎動物組織を生成および維持するためのプロセ
スの一部として使用できることが意図される。ヘッジホッグアンタゴニストは、所定の組
織の増殖または分化に関して誘導性であるか、または抗誘導性であるかに関わらず、適切
な、本明細書に記載される任意の調製物としてであり得る。
【０５０８】
　例えば、本発明の方法は、ヘッジホッグシグナル伝達のレベルを減少させることが望ま
しい細胞培養技術に対して適用可能である。インビトロ神経培養系は、神経成長因子(NGF
)、毛様体栄養性因子(CNTF)、および脳由来神経栄養性因子(BDNF)のような神経栄養性因
子の同定と同様に、神経発生の研究のための基礎的かつ必須のツールであることが判明し
てきた。本発明の方法の1つの用途は、神経幹細胞の培養において、例えば、新規な神経
細胞およびグリアの生成のためのこのような培養物の使用においてであってもよい。対象
の方法のこのような態様において、培養細胞は、培養中の神経幹細胞の増殖の速度を変化
させるため、および/または分化の速度を変化させるため、または特定の最終的に分化し
た神経細胞の培養の完全性を維持するために、本発明のヘッジホッグアンタゴニストと接
触させることができる。例示的な態様において、対象の方法は、例えば、感覚ニューロン
、またはその代わりとして運動ニューロンを培養するために使用することができる。この
ような神経細胞培養は、便利なアッセイ系ならびに治療的処置のための移植可能な細胞の
供給源として使用することができる。
【０５０９】
　対象のヘッジホッグアンタゴニストの他の用途をさらに例証するために、脳内移植が、
中枢神経系治療に対するさらなるアプローチとして現れてきたことが注目される。例えば
、損傷を受けた脳組織を修復するための1つのアプローチは、胎仔または新生仔動物から
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の細胞の成体脳への移植を含む(Dunnett et al. (1987) J Exp Biol 123:265-289; and F
reund et al. (1985) J Neurosci 5:603-616)。種々の脳領域からの胎仔ニューロンは、
成体脳に首尾よく取り込まれることができ、このような移植は行動欠損を軽減することが
できる。例えば、基底核へのドーパミン作動性突出の損傷によって誘導される行動障害は
、胚性ドーパミン作動性ニューロンの移植によって予防することができる。新皮質の損傷
後に損なわれる複合認知障害もまた、胚性皮質細胞の移植によって部分的に回復すること
ができる。対象の方法は、培養中の増殖状態を調節するために使用することができ、また
は胎仔組織、特に神経幹細胞が使用される場合、幹細胞の分化の速度を調節するために使
用することができる。
【０５１０】
　本発明において有用な幹細胞は一般的に公知である。例えば、いくつかの神経堤細胞が
同定されており、これらのいくつかは多能性であり、方向付けられた神経堤細胞を表すよ
うであり、これらの他のものは、1つのみの細胞の型、例えば、感覚ニューロンを生成す
ることができ、および方向付けられた前駆細胞を表すようである。このような幹細胞を培
養するために本発明の方法において使用されるヘッジホッグアンタゴニストの役割は、方
向付けられていない前駆細胞の分化を調節すること、または最終的に分化した神経細胞に
なることに向かう方向付けられた前駆細胞の分化的運命のさらなる制限を調節することで
あり得る。例えば、本発明の方法は、神経堤細胞の、グリア細胞、シュワン細胞、クロム
親和細胞、コリン作用性交感神経または副交感神経ニューロン、ならびにペプチド作用性
およびセロトニン作用性のニューロンの分化をインビトロで調節するために使用すること
ができる。ヘッジホッグアンタゴニストは単独で使用することができ、または神経前駆細
胞の特定の分化的運命をより特定に増強するように作用する他の神経栄養因子と組み合わ
せて使用することができる。
【０５１１】
　対象のヘッジホッグアンタゴニストの存在下で培養される細胞の移植に加えて、本発明
のなおさらなる局面は、中枢神経系と末梢神経系の両方において、ニューロンおよび他の
神経細胞の成長状態を調節するためのヘッジホッグアンタゴニストの治療的適用に関する
。ptc、ヘッジホッグ、およびスムーゼンドが中枢神経系の発生の間に、およびおそらく
成体状態において神経分化を調節する能力は、特定の場合において、対象のヘッジホッグ
アンタゴニストが、正常細胞の維持、機能的性能、および老化に関する成体ニューロンの
制御;化学的または機械的に損傷した細胞における修復および再生のプロセス;ならびに特
定の病理学的条件における変性の治療を容易にすることが予測できることを示す。この理
解に照らして、本発明は、以下から導き出される神経学的状態の治療プロトコール(その
重篤度の予防および/または減少)への対象の方法の適用を意図する:(i)感染性/炎症性お
よび腫瘍誘導性の損傷と一緒に、外傷性損傷、化学的損傷、血管損傷および欠損(例えば
、脳卒中から生じる虚血)を含む、神経系への急性、亜急性、または慢性の損傷;(ii)アル
ツハイマー病を含む、神経系の老化;(iii)パーキンソン病、ハンティングトン舞踏病、筋
萎縮性側索硬化症など、ならびに脊髄小脳変性症を含む、神経系の慢性神経変性疾患;な
らびに(iv)多発性硬化症を含む、神経系のまたは神経系に影響を与える慢性免疫学的疾患
。
【０５１２】
　必要に応じて、対象の方法はまた、中枢神経および末梢神経の損傷の修復のために神経
補てつを生成する際に使用することができる。特に、破壊された、または重篤な軸索が、
人工器官デバイスの使用によって挿管される場合、ヘッジホッグアンタゴニストは、樹状
突起の成長および再生の速度を調節するために、補てつデバイスに負荷することができる
。例示的な神経ガイドチャンネルは、米国特許5,092,871号および米国特許4,955,892号に
記載されている。
【０５１３】
　別の態様において、対象の方法は、中枢神経系において生じ得る、新生物または過形成
の形質転換の治療において使用することができる。例えば、ヘッジホッグアンタゴニスト
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は、このような形質転換細胞を有糸分裂後またはアポトーシス性のいずれかになるように
するために使用してもよい。本発明の方法は、それゆえに、例えば、悪性神経膠腫、髄膜
腫、髄芽腫、神経外胚葉性腫瘍、および上衣細胞腫のための治療の一部として使用されて
もよい。
【０５１４】
　好ましい態様において、対象の方法は、悪性髄芽腫および他の原発性CNS悪性神経外胚
葉性腫瘍のための治療法の一部として使用することができる。
【０５１５】
　特定の態様において、対象の方法は、髄芽腫のための治療プログラムの一部として使用
される。原発性脳腫瘍である髄芽腫は、小児において最も一般的な脳腫瘍である。髄芽腫
は、後方窩において生じる初期の神経外胚葉性腫瘍である。これらは、すべての小児の脳
腫瘍のうちの約25%に達する(Miller)。組織学的には、これらは、真の神経芽細胞中に共
通して配置された小さな円形の細胞腫瘍であるが、星状細胞、上衣細胞またはニューロン
へのある程度の分化を示す可能性がある(Rorke; Kleihues)。PNETは、松果体(松果体芽細
胞腫)および大脳を含む脳の他の領域で生じる可能性がある。テント上領域で生じるもの
は、一般的に、それらのPF対応物よりも悪い運命である。
【０５１６】
　髄芽腫/PNETは、切除後のCNSにおける任意の場所で再発することが知られており、骨に
転移さえすることができる。それゆえに、前処理の評価は、「転移の低下」の可能性を除
外するために脊髄の試験を含む。ガドリニウム増強MRIがこの目的のために脊髄造影法に
置き換わり、CSF細胞学が、日常的な手順として手術後に得られる。
【０５１７】
　他の態様において、対象の方法は、上衣細胞腫の治療プログラムの一部として使用され
る。上衣細胞腫は、子供における小児の脳腫瘍のうちの約10%に達する。全体として、こ
れらは、脳室の上衣裏層から生じ、ならびに顕微鏡的には、ロゼット、管、および血管周
囲性ロゼットを形成する腫瘍である。上衣細胞腫を有すると報告された51例の子供のCHOP
シリーズにおいて、b{画分(3/4)}は組織学的に良性であり、約2/3が第4の脳室の領域から
生じ、および3分の1がテント上領域中で提示された。メジアン年齢は約5年であり、SEER
データ、ならびにCHOP情報からの実証されるように、提示ピークの年齢は誕生から4年ま
での間である。この疾患を有するこれほど多くの子供が誕生するので、これらはしばしば
複数モードの治療を必要とする。
【０５１８】
　本発明のなお別の局面は、ptc、ヘッジホッグ、および/またはスムーゼンドが、他の内
胚葉パターン形成、ならびに中胚葉と内胚葉の両方の分化プロセスにおいて見かけの役割
を有する、上記のような神経分化に加えて、他の脊椎動物器官形成経路に関与する形態形
成シグナルに関与するという当技術分野における観察に関する。従って、本発明によって
、ヘッジホッグアンタゴニストを含む組成物がまた、非神経組織の生成および維持を含む
、細胞培養と治療方法の両方のために使用することができることが意図される。
【０５１９】
　1つの態様において、本発明は、ptc、ヘッジホッグ、およびスムーゼンドが、原腸に由
来する消化管、肝臓、肺、および他の器官の形成の原因である幹細胞の発生を制御するこ
とに明確に関与するという発見を利用する。Shhは、腸形態形成に決定的である、内胚葉
から中胚葉までの誘導性シグナルとして働く。それゆえに、例えば、本発明の方法のヘッ
ジホッグアンタゴニストは、正常な肝臓の複数の代謝機能を有し得る人工肝臓の発生およ
び維持を調節するために使用することができる。例示的な態様において、対象の方法は、
消化管幹細胞の増殖および分化を調節するため、細胞外マトリックスを集合させるために
使用することができるか、または生体適合性ポリマー中にカプセル化することができる肝
細胞培養を形成するため、移植可能と体外の両方の人工肝臓を形成するために使用するこ
とができる。
【０５２０】
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　別の態様において、ヘッジホッグアンタゴニストの治療用組成物は、腹腔内移植の取り
込み、血管新生、ならびに移植された肝臓組織のインビボ分化および維持を調節するため
に、このような人工肝臓、ならびに胚性肝臓構造の移植と組み合わせて使用することがで
きる。
【０５２１】
　なお別の態様において、対象の方法は、物理的、化学的または病理学的損傷後にこのよ
うな器官を調節するために、治療的に使用することができる。例えば、治療組成物は、部
分的な肝切除に続いて肝損傷において使用することができる。
【０５２２】
　胚性腸からの膵臓および小腸の生成は、腸の内胚葉細胞と中胚葉細胞の間の細胞間シグ
ナル伝達に依存する。特に、平滑筋への腸中胚葉の分化は、隣接する内胚葉細胞からのシ
グナルに依存することが示唆されている。胚性後腸における内胚葉由来のシグナルの1つ
の候補メディエーターは、ソニックヘッジホッグである。例えば、Apelqvist et al. (19
97) Curr Biol 7:801-4を参照されたい。Shh遺伝子は、初期の膵臓発生の必須のレギュレ
ーターである、高レベルのホメオドメインタンパク質Ipf1/Pdx1(インスリンプロモーター
因子1/膵臓および十二指腸ホメオボックス1)を代わりに発現する膵臓芽内胚葉を例外とし
て、胚性腸内胚葉を通して発現される。Apelqvist et al.,前記は、胚性腸管におけるShh
の示差的発現が、周囲の中胚葉の、小腸および膵臓の特殊化された中胚葉誘導体への分化
を制御するか否かを試験した。これを試験するために、彼らは、発生している膵臓上皮に
おいてShhを選択的に発現するために、IpfI/PdxI遺伝子のプロモーターを使用した。IpfI
/PdxI-Shhトランスジェニックマウスにおいて、膵臓中胚葉は、膵臓間葉および脾臓では
なく、小腸に特徴的であるCajalの平滑筋および小腸細胞に発達した。また、Shhに曝露し
た膵臓外植片は、腸分化の類似のプログラムを受けた。これらの結果は、内胚葉に由来す
るShhの示差的発現が腸管の異なる領域における隣接細胞の運命を制御することの証拠を
提供する。
【０５２３】
　本発明の状況において、それゆえに、対象のヘッジホッグアンタゴニストが、インビト
ロとインビボの両方で膵臓組織の増殖および/または分化を制御または調節するために使
用できることが意図される。
【０５２４】
　別の態様において、ヘッジホッグアンタゴニストは、間葉幹細胞および中胚葉組織に由
来する幹細胞を含む、非内胚葉幹細胞からの内胚葉組織を生成するために使用される。幹
細胞がそこから単離され得る例示的な中胚葉組織には、骨格筋、心筋、腎臓、骨、軟骨、
および脂肪が含まれる。
【０５２５】
　本発明の阻害剤がそれに対して治療的な恩典を提供してもよい、広範な種々の病理学的
な細胞の増殖および分化の条件が存在し、一般的な戦略は、例えば、異常なインスリン発
現の修正、または分化の調節である。しかし、より一般的には、本発明は、対象の阻害剤
を細胞を接触させることによって、分化状態を誘導および/もしくは維持し、生存を増強
し、ならびに/または膵臓細胞の増殖に影響を与える方法に関する。例えば、本発明によ
って、膵臓組織の秩序だった空間的配置の形成におけるptc、ヘッジホッグ、およびスム
ーゼンドの明白な関与に照らして、対象の方法は、インビトロとインビボの両方で、この
ような組織を生成および/または維持するための技術の一部として使用できることが意図
される。例えば、ヘッジホッグの機能の調節は、β細胞、ならびに非膵臓組織については
、例えば、消化管、脾臓、肺、泌尿生殖器(例えば、膀胱)、および原腸に由来する他の器
官の生成ならびに維持を含む、細胞培養と治療方法の両方において使用することができる
。
【０５２６】
　例示的な態様において、本発明の方法は、膵臓組織に効果を与える過形成性および新生
物性の障害、特に、膵臓細胞の異常な増殖によって特徴付けられるものの治療において使
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用することができる。例えば、膵臓癌は、膵臓細胞の異常な増殖によって特徴付けられ、
これは、膵臓のインスリン分泌能力の変化を生じ得る。例えば、特定の膵臓過形成、例え
ば、膵臓癌腫は、ベータ細胞の機能不全または島細胞重量の減少に起因する低インスリン
血症を生じることができる。
【０５２７】
　さらに、異なる点におけるヘッジホッグシグナル伝達特性の操作は、インビボとインビ
トロの両方で、膵臓組織を作り直し/修復するための戦略の一部として有用であり得る。1
つの態様において、本発明は、膵臓組織の発生を調節する際のptc、ヘッジホッグ、およ
びスムーゼンドの明白な関与を利用する。一般的に、対象の方法は、物理的、化学的また
は病理学的損傷後に膵臓を調節するために、治療的に使用することができる。なお別の態
様において、対象の方法は、細胞培養技術に適用することができ、および特に、補てつ膵
臓組織デバイスの最初の生成を増強するために使用されてもよい。例えば、ヘッジホッグ
活性を変化させることによる、膵臓組織の増殖および分化の操作は、培養される組織の特
徴をより慎重に制御するための手段を提供することができる。例示的な態様において、対
象の方法は、補てつデバイスの産生を増強するために使用することができ、これはβ島細
胞を必要とし、例えば、Aebischer et al.の米国特許第4,892,538号、Aebischer et al.
の米国特許第5,106,627号、Lim et al.の米国特許第4,391,909号、およびSefton et al.
の米国特許第4,353,888号に記載されるカプセル化デバイスにおいて使用されてもよいよ
うなものである。初期の前駆細胞から膵島までは多能性であり、それらが最初に出現した
時点から、すべての島特異的遺伝子を明確に同時活性化する。発生が進行するにつれて、
インスリンなどの島特異的ホルモンの発現は、成熟島細胞に特徴的な発現のパターンに制
限されるようになる。しかし、成熟島細胞の表現型は、成熟β細胞中の胚性形質の再出現
が観察できるので、培養中では安定ではない。対象のヘッジホッグアンタゴニストを使用
することによって、細胞の分化経路または増殖指標が調節できる。
【０５２８】
　さらに、膵臓組織に分化状態の操作は、人工膵臓の移植と組み合わせて使用することが
できる。例えば、組織分化に影響を与えるヘッジホッグ機能の操作が、移植片生存度を維
持する手段として使用できる。
【０５２９】
　Bellusci et al. (1997) Development 124:53は、ソニックヘッジホッグが胚間葉細胞
増殖をインビボで調節することを報告している。従って、本発明の方法は、例えば、気腫
の治療において、肺組織の再生を調節するために使用することができる。
【０５３０】
　Fujita et al. (1997) Biochem Biophys Res Commun 238:658は、ソニックヘッジホッ
グが肺扁平上皮癌および腺癌の細胞において発現されることを報告した。ソニックヘッジ
ホッグの発現は、ヒト肺扁平上皮癌組織においても検出されたが、同じ患者の正常肺組織
においては検出されなかった。彼らはまた、ソニックヘッジホッグが、癌腫細胞へのBraU
の取り込みを刺激し、かつそれらの細胞増殖を刺激するのに対して、抗Shh-Nがこれらの
細胞増殖を阻害することを観察した。これらの結果は、ptc、ヘッジホッグ、および/また
はスムーゼンドが、このような形質転換された肺組織の細胞増殖に関与することを示唆し
、それゆえに、対処の方法は、肺癌種および腺癌、ならびに肺上皮を含む他の増殖性障害
の治療の一部として使用することができることを示す。
【０５３１】
　多くの他の腫瘍が、これらの腫瘍におけるヘッジホッグ経路の関与、または発生の間の
これらの組織におけるヘッジホッグもしくはその受容体の発現の検出などの証拠に基づい
て、対象の化合物を用いる治療によって影響されてもよい。このような腫瘍には以下が含
まれるが、いかなる手段によってもこれらに限定されない:Gorlin症候群に関連する腫瘍(
例えば、髄芽腫、髄膜腫など)、ptcノックアウトマウスにおいて証明された腫瘍(例えば
、血管腫、横紋筋肉腫など)、gli-1増幅から生じる腫瘍(例えば、グリア芽腫、肉腫など)
、pct相同体TRC8と関連する腫瘍(例えば、腎癌、甲状腺癌など)、Ext-1関連腫瘍(例えば
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、骨肉腫など)、Shh誘導性腫瘍(例えば、肺癌、軟骨肉腫など)および他の腫瘍(例えば、
乳癌、泌尿生殖器(例えば、腎臓、膀胱、尿管、前立腺など)の癌)、副腎癌、胃腸(例えば
、胃、腸など)の癌など。
【０５３２】
　対象の方法によって治療されてもよい例示的な癌の型には以下が含まれるがこれらに限
定されない:前立腺癌、膀胱癌、肺癌(小細胞癌または非小細胞癌のいずれかを含む)、結
腸癌、腎臓癌、肝臓癌、乳癌、子宮頚部癌、子宮内膜もしくは他の子宮癌、卵巣癌、精巣
癌、陰茎の癌、膣の癌、尿道の癌、胆嚢癌、食道癌、または膵臓癌。対象の方法によって
治療されてもよいさらなる例示的な癌の型には以下が含まれるがこれらに限定されない:
骨格筋または平滑筋の癌、胃癌、小腸の癌、唾液腺の癌、肛門癌、直腸癌、甲状腺癌、副
甲状腺癌、下垂体癌、および鼻咽腔癌。本発明のヘッジホッグアンタゴニストを用いて治
療することができるさらなる例示的な癌の型には、ヘッジホッグ発現細胞を含む癌が含ま
れる。本発明のヘッジホッグアンタゴニストを用いて治療することができるなおさらなる
例示的な癌の型には、gli発現細胞を含む癌が含まれる。1つの態様において、この癌は、
パッチド-1における変異によっては特徴付けされない。
【０５３３】
　本発明のさらに別の態様において、ヘッジホッグアンタゴニストを含む組成物は、例え
ば、骨格形成性幹細胞からの骨格組織のインビトロ生成、ならびに骨格組織欠損のインビ
ボ治療において使用することができる、本発明は、軟骨形成および/または骨形成の速度
を調節するためのヘッジホッグアンタゴニストの使用を意図する。「骨格組織欠損」は、
欠損が、例えば、外科的介入、腫瘍の除去、潰瘍形成、移植、骨折、または他の外傷性も
しくは変性状態の結果として生じたに関わりなく、骨または他の骨格結合組織における欠
損を意味する。
【０５３４】
　例えば、本発明の方法は、結合組織に軟骨機能を回復させるための治療法の一部として
使用することができる。このような方法は、例えば、関節炎を生じるような変性性摩耗の
結果である軟骨組織における欠損または損傷の修復、ならびに破壊された半月板組織の置
き換え、半月板切除術、靱帯損傷による関節のタキサション(Taxation)、悪性の関節(mal
ignment of joints)、骨折、または遺伝病によるような、組織に対する外傷によって引き
起こされる可能性がある他の機械的な乱れにおいて有用であり得る。本発明の修復方法は
また、軟骨マトリックスを再構築するため、例えば、形成外科または再建外科において、
ならびに歯根膜手術のために有用である。本発明の方法はまた、以前の修復手法を改善す
ること、例えば、半月板、靱帯、または軟骨の外科的修復後に適用されてもよい。さらに
、これは、外傷後十分に早く適用される場合に、変性疾患の発症または悪化を妨げてもよ
い。
【０５３５】
　本発明の1つの態様において、対象の方法は、組織に埋め込まれた軟骨細胞の分化およ
び/または増殖の速度を管理することによって、結合組織における軟骨修復応答を調節す
るために、治療有効量のヘッジホッグアンタゴニスト、特にインディアンヘッジホッグシ
グナル伝達について選択的なアンタゴニストで、罹患した結合組織を治療する工程を含む
。関節軟骨、関節間軟骨(半月板)、肋骨軟骨(真の肋骨と胸骨を接続する)、靱帯、および
腱のような結合組織は、対象の方法を使用する再構築治療および/または再生治療におけ
る処置に受け入れ可能である。本明細書で使用される場合、再生治療は、組織の障害が明
白に現れる点まで進行した変性状態の治療、ならびに変性がもっと初期の段階にあるかま
たは切迫している組織の予防的処置を含む。
【０５３６】
　1つの例示的な態様において、対象の方法は、二関節接合部、例えば、膝、足首、肘、
腰、手首、指もしくは足指のいずれかの指関節、または側頭下顎骨接合部の軟骨の処置に
おける治療的介入の一部として使用してもよい。この治療は、半月板の接合部、関節軟骨
の接合部、または両方に指向することができる。さらに例証するために、対象の方法は、
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膝の変性障害を治療するために使用することができ、例えば、これは、外傷性損傷(例え
ば、スポーツ性損傷もしくは過度の摩耗)または変形性関節症の結果であり得る。対象の
アンタゴニストは、例えば、関節鏡検査用の針を用いて、接合部への注射として投与され
てもよい。ある例において、注射される薬剤は、治療される組織との薬剤のより長くかつ
規則的な接触を可能にするために、ハイドロゲルまたは本明細書に記載される他の徐放性
賦形剤の型であり得る。
【０５３７】
　本発明はさらに、軟骨移植および補てつデバイス治療の分野における対象の方法の使用
を意図する。しかし、例えば、軟骨および線維軟骨の特徴は、異なる組織間で変化し:例
えば、関節、半月板軟骨、靱帯、および腱の間で、同じ靱帯または腱の2つの末端の間で
、ならびに組織の表面部分と深い部分の間で変化するので、問題が生じる。これらの組織
の帯状分布は、機械的特性の段階的な変化を反映することができ、これらの条件下で分化
されない移植組織が、適切に応答する能力を欠く場合に失敗が起こる。例えば、半月板軟
骨が前部十字靱帯を修復するために使用される場合に、組織は、純粋な線維性組織への化
生を受ける。軟骨形成の速度を調節することによって、対象の方法は、新たな環境におい
て移植された細胞を適応性に制御することを補助すること、および組織のより初期の発生
段階の肥大性軟骨細胞に効果的に似せることによって、特にこの問題に取り組むために使
用することができる。
【０５３８】
　類似の様式で、対象の方法は、補てつ軟骨デバイスの生成とそれらの移植の両方を増強
することに適用できる。治療の改善の必要性は、コラーゲン-グリコアミノグリカン鋳型(
Stone et al. (1990) Clin Orthop Relat Red 252:129)、単離された軟骨細胞(Grande et
 al. (1989) J Orthop Res 7:208;およびTakigawa et al. (1987) Bone Miner 2:449)な
らびに天然または合成のポリマーに結合された軟骨細胞(Walitani et al. (1989) J Bone
 Jt Surg 71B:74; Vacanti et al. (1991) Plast Reconstr Surg 88:753; von Schroeder
 et al. (1991) J Biomed Mater Res 25:329; Freed et al. (1993) J Biomed Mater Res
 27:11; およびVacanti et al.の米国特許第5,041,138号)に基づく新規な軟骨を作製する
ことを目的とする研究に動機付けてきた。例えば、軟骨細胞は、ポリグリコール酸、ポリ
乳酸、アガロースゲル、またはポリマーバックボーンの無害なモノマーへの加水分解の関
数として経時的に分解する他のポリマーから形成される、生物分解可能な、生体適合性の
高度に多孔性の足場の上での培養中で増殖させることができる。マトリックスは、移植が
起こるまで、細胞に十分な栄養素およびガス交換が可能であるように設計される。細胞は
、移植される細胞のために十分な細胞体積および密度が発達するまで、インビトロで培養
することができる。マトリックスの1つの利点は、これらが個々の基材上で所望の形状に
成型し、または型にはめることができることであり、その結果、最終生成物は、患者自身
の耳もしくは鼻(例として)に密接に類似し、または接合部におけるように、移植の時点で
操作を可能にする柔軟なマトリックスが使用することができる。
【０５３９】
　対象の方法の1つの態様において、移植物は、軟骨細胞の分化の速度および培養におけ
る肥大性軟骨細胞の形成を管理するために、培養プロセスの特定の段階の間、ヘッジホッ
グアンタゴニストを接触される。
【０５４０】
　別の態様において、移植デバイスは、移植マトリックスを活性に再構築し、およびその
意図する機能のためにより適切にするために、ヘッジホッグアンタゴニストを用いて処理
される。組織移植物に関して上記に示されるように、人工の移植物は、マトリックスが移
植される実際の機械的環境に適合性である設定において誘導されない同じ欠損に苦しむ。
対象の方法によってマトリックス中で軟骨細胞を調節する能力は、置き換えることが意図
される組織と類似した特性を獲得することを可能にし得る。
【０５４１】
　なお別の態様において、対象の方法は、補てつデバイスの接着を増強するために使用さ
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れる。例証するために、対象の方法は、歯周補てつの移植において使用することができ、
ここで、周辺の結合組織の処理は、補てつについての歯周靱帯の形成を刺激する。
【０５４２】
　なおさらなる態様において、対象の方法は、このような骨格組織が欠損している動物に
おける組織において、骨の生成(骨形成)のための治療法の一部として使用することができ
る。インディアヘッジホッグは、骨芽細胞によって最終的に置き換えられる肥大性軟骨細
胞に特に関連する。例えば、本発明のヘッジホッグアンタゴニストの投与は、被験体にお
ける骨の損失の速度を調節するための方法の一部として使用することができる。例えば、
ヘッジホッグアンタゴニストを含む調製物は、例えば、骨化のための「モデル」の形成に
おいて軟骨内骨化を制御するために使用することができる。
【０５４３】
　本発明のなお別の態様において、ヘッジホッグアンタゴニストは、精子形成を調製する
ために使用することができる。ヘッジホッグタンパク質、特にDhhは、精巣生殖細胞の分
化ならびに/または増殖および維持に関与することが示されてきた。Dhh発現は、Sry(精巣
決定遺伝子)の活性化の直後にSertoli細胞前駆体において開始され、成体まで精巣中で持
続する。雄は生存可能であるが、成熟精子の完全な非存在のせいで不妊である。異なる遺
伝的バックグラウンドにおける発生している精巣の試験は、Dhhが、精子形成の初期段階
と後期段階の両方を調節することを示唆する。Bitgood et al. (1996) Curr Biol 6:298
。好ましい態様において、ヘッジホッグアンタゴニストは、避妊薬として使用することが
できる。類似の様式において、対象の方法のヘッジホッグアンタゴニストは、正常な卵巣
機能を調節するために潜在的に有用である。
【０５４４】
　対象の方法はまた、上皮組織を苦しめる障害の治療または予防に対する、ならびに化粧
品用途における広範な適用性を有する。一般的に、この方法は、治療した上皮組織の成長
状態を変化させるために有効な量のヘッジホッグアンタゴニストを動物に投与する工程を
含むとして特徴付けることができる。投与の様式および投薬計画は、治療される上皮組織
に依存して変化する。例えば、治療される組織が真皮または粘膜組織などの上皮組織であ
る局所用製剤が好ましい。
【０５４５】
　「創傷の治癒を促進する」方法は、治療の非存在における類似の創傷治癒よりも、治療
の結果としてより迅速に創傷治癒を生じる。「創傷治癒の促進」はまた、この方法が、と
りわけ、ケラチノサイトの増殖および/もしくは成長を調節すること、または創傷が、よ
り少ない瘢痕、より少ない創傷の収縮、より少ないコラーゲン沈着、およびより多い表面
積を伴って治癒することを意味し得る。特定の例において、「創傷治癒の促進」はまた、
本発明の方法とともに使用される場合に、創傷治癒の特定の方法が成功率(例えば、皮膚
移植の獲得比率)を改善したことを意味し得る。
【０５４６】
　再建手術技術における顕著な進歩にも関わらず、瘢痕は、正常な機能および治癒した皮
膚の外見を回復する重要な障害であり得る。このことは、手または顔のケロイドまたは肥
厚性瘢痕などの病理学的瘢痕が、機能的な能力障害または物理的な変形を引き起こす場合
に、特に真実である。最も深刻な状況においては、このような瘢痕は、心理社会的苦難お
よび経済的窮乏を招く可能性がある。創傷修復は、恒常性、炎症、増殖、および再造形の
段階を含む。増殖段階は、線維芽細胞および内皮細胞および上皮細胞の増殖を含む。対象
の方法の使用を通して、創傷中のまたは創傷に対して近位である上皮細胞の増殖の速度は
、創傷の閉鎖を加速するため、および/または瘢痕組織の形成を最小化するために制御す
ることができる。
【０５４７】
　本発明の治療はまた、例えば、放射線および/または化学療法から生じる口腔または口
腔傍の潰瘍を治療するための治療法の一部として有効であり得る。このような潰瘍は、一
般的には、化学療法または放射線治療後数日以内に発生する。これらの潰瘍は、繊細な灰
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色の壊死性膜によって覆われ、かつ炎症性組織によって取り囲まれる、小さな、痛みのあ
る不規則な形状の損傷として、通常開始する。多くの例において、治療の欠如は、炎症に
基づいて、損傷の周辺を取り囲む組織の増殖を生じる。例えば、潰瘍と境界を接する上皮
は、通常、増殖活性を示し、表面上皮の連続性の欠如を生じる。これらの損傷は、それら
のサイズおよび上皮の完全性の損失のために、身体を潜在的な二次感染に置く。日常的な
食物および水の摂取は非常に痛みのある事象となり、潰瘍が消化管を通して増殖する場合
には、すべてのその複合性の要因を有する下痢が明白である。本発明に従って、ヘッジホ
ッグアンタゴニストの適用を含むこのような潰瘍の治療は、罹患した上皮の異常な増殖お
よび分化を減少することができ、引き続く炎症性事象の重篤度を減少することを補助する
。
【０５４８】
　対象の方法および組成物はまた、皮膚科学的疾患から生じる創傷、例えば、乾癬のよう
な自己免疫障害から生じる損傷を治療するために使用することができる。アトピー性皮膚
炎とは、花粉、食物、鱗屑、昆虫毒、および植物毒素のようなアレルゲンによって引き起
こされる免疫応答と関連するアレルギーから生じる皮膚外傷をいう。
【０５４９】
　他の態様において、ヘッジホッグアンタゴニストの抗増殖性調製物は、嚢外白内障摘出
術の手術後合併症を予防するために、水晶体上皮細胞増殖を阻害するために使用すること
ができる。白内障は、難治性眼疾患であり、白内障の治療に関する様々な研究がなされて
きた。しかし、現在のところ、白内障の手術は外科出術によって達成されている。白内障
手術は長い間適用されてきており、様々な手術方法が調べられてきた。嚢外水晶体摘出術
は、白内障を取り除くための選り抜きの方法となった。この技術の嚢内摘出を超えた主要
な医学的利点は、無水晶体類嚢胞黄斑浮腫および網膜剥離の発生がより低いことである。
嚢外摘出はまた、後房型眼内水晶体の移植に必要であり、これは、現在、大部分の場合に
おいて、選り抜きの水晶体と見なされている。
【０５５０】
　しかし、嚢外白内障摘出術の欠点は、しばしば術後白内障(after-cataract)と呼ばれる
、後部水晶体嚢混濁の高い発生率であり、これは、手術後3年以内に、症例の50%までで発
生し得る。術後白内障は、嚢外水晶体摘出後に残存する赤道面および前面の嚢水晶体上皮
細胞の増殖によって引き起こされる。これらの細胞は増殖してSommerling環を発生し、お
よびこれもまた後嚢で沈着および発生する線維芽細胞とともに、後嚢の混濁を引き起こし
、これが視力に干渉する。術後白内障の予防は治療するために好ましい。二次白内障形成
を阻害するために、対象の方法は、残存している水晶体上皮細胞の増殖を阻害するための
手段を提供する。例えば、このような細胞は、水晶体摘出後に、眼の後嚢に、ヘッジホッ
グアンタゴニスト調製物を含む溶液を滴下することによって、静止状態のままであるよう
に誘導することができる。さらに、この溶液は、眼の後嚢に滴下された場合に最小限の有
効投薬量を提供するように浸透圧的にバランスをとることができ、それによって、ある程
度の特異性を伴って、嚢下上皮増殖を阻害する。
【０５５１】
　対象の方法はまた、例えば、眼表面の上皮下方成長もしくは扁平上皮癌のような、眼上
皮障害におけるものとして、またはLASIK手順後などの角膜上皮化を妨げるために、角膜
上皮細胞増殖によって特徴付けられるホメオパシーという治療において使用することがで
きる。
【０５５２】
　Levine et al. (1997) J Neurosci 17:6277は、ヘッジホッグタンパク質が脊椎動物網
膜において有糸分裂誘発および光受容体分化を調節することができ、かつIhhが網膜前駆
細胞増殖および光受容体分化を促進するための色素上皮からの候補因子であることを示す
。同様に、Jensen et al. (1997) Development 124:363は、ソニックヘッジホッグタンパ
ク質のアミノ末端フラグメントを用いる出生時マウス網膜細胞の培養物の治療が、ブロモ
デオキシウリジンを取り込む細胞の比率の増加、合計の細胞数、および光受容体、無軸索
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細胞、およびミュラーグリア細胞の増加を生じ、このことは、ソニックヘッジホッグが網
膜前駆体細胞の増殖を促進することを示唆する。従って、対象の方法は、網膜細胞の増殖
性疾患の治療において使用することができ、光受容体分化を調節する。
【０５５３】
　本発明のなお別の態様は、発毛を制御するための対象の方法の使用に関する。毛は、基
本的に、頑丈なかつ不溶性のタンパク質であるケラチンから構成される。その主要な強度
は、そのシステインのジスルフィド結合にある。各個々の毛は円筒形シャフトおよび毛根
を含み、皮膚の中のフラスコ上の陥没である毛包に含まれる。毛包の底部は乳頭と呼ばれ
る指状の突出を含み、これは、そこから毛が成長し、およびそこを通って血液が細胞に栄
養を供給する結合組織からなる。シャフトは、皮膚表面から外側に伸びる部分であるのに
対して、根は、毛の埋まった部分として説明されてきた。根の基部は、乳頭の上にある毛
球に伸びる。これらは、毛包中で細胞が増殖するにつれて、繊維の形態で突き出る。毛「
成長」とは、細胞が分裂することによる、毛繊維の形成および延長をいう。
【０５５４】
　当技術分野において周知であるように、一般的な毛サイクルは3つの段階に分けられる
。発育期、中間期および休止期。活性相(発育期)の間、真皮乳頭の上皮幹細胞は急速に分
裂する。娘細胞は上方に移動し、分化して毛それ自体の同心円層を形成する。移行段階で
ある中間期は、毛包中の幹細胞の有糸分裂の停止によって特徴付けられる。休止段階は、
休止期として知られ、ここでは、毛は数週間の間、頭皮に保持され、その後、その下から
発生する新たな毛の出現が、終止相のシャフトをその毛包から除去する。このモデルから
、毛細胞に分化する分裂している幹細胞のプールが大きいほど、より多くの毛成長が発生
することが明らかになった。従って、毛成長を増加または減少するための方法は、これら
の幹細胞の増殖を、それぞれ、強化または阻害することによって実行することができる。
【０５５５】
　特定の態様において、対象の方法は、切断、剃毛、または脱毛によるその従来的な除去
とは反対に、ヒトの毛の成長を減少させる方法として使用することができる。例えば、本
発明の方法は、異常に急速かつ高密度の毛の成長、例えば、多毛症によって特徴付けられ
る毛髪病の治療において使用することができる。1つの例示的な態様において、ヘッジホ
ッグアンタゴニストは、異常に毛深いことによって特徴付けられる障害である多毛を管理
するために使用することができる。対象の方法はまた、脱毛の器官を延長するためのプロ
セスを提供することができる。
【０５５６】
　さらに、ヘッジホッグアンタゴニストは、しばしば、上皮細胞に対して、細胞傷害性で
はなく細胞増殖抑制性であるので、このような因子は、効力のために細胞周期のS相への
進行を必要とする細胞傷害性因子から、例えば、放射活性誘導性の死滅から、毛包細胞を
保護するために使用することができる。対象の方法による治療は、毛包細胞が静止状態に
なることを引き起こすことによって、例えば、細胞をS期に入ることから阻害することに
よって保護を提供し、それによって、有糸分裂の破局またはプログラムされた細胞死を受
けることから毛包細胞を保護する。例えば、ヘッジホッグアンタゴニストは、通常、毛の
損失を生じる、化学療法または放射線治療を受けている患者のために使用することができ
る。このような治療の間の細胞周期の進行を阻害することによって、対象の治療は、さも
なくば細胞死プログラムの活性化から生じるかもしれない細胞死から、毛包細胞を保護す
ることができる。治療が完了した後、本発明の方法はまた、毛包細胞増殖の阻害の同時の
開放とともに除去することができる。
【０５５７】
　対象の方法はまた、脱毛性毛包炎、網状痕跡性紅斑性毛包炎、またはケロイド毛包炎な
どの毛包炎の治療において使用することができる。例えば、ヘッジホッグアンタゴニスト
の化粧品調製物は、首の顎下腺領域において最も頻繁に起こり、および剃毛に付随する慢
性障害である偽性毛包炎の治療において局所的に適用することができ、その特徴的な病変
は、埋まった毛を含む、紅斑性丘疹および膿疱である。
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【０５５８】
　本発明の別の局面において、対象の方法は、上皮由来組織の分化を誘導し、および/ま
たはその増殖を阻害するために使用することができる。このような型のこれらの分子は、
上記組織を含む過形成および/または新生物状態の治療のための示差的治療のための基礎
を提供することができる。例えば、このような調製物は、皮膚の細胞の異常な増殖または
成長が存在する皮膚疾患の治療のために使用することができる。
【０５５９】
　例えば、本発明の薬学的調製物は、角化症のような過形成上皮疾患の治療のため、なら
びに、例えば扁平上皮癌のような、種々の皮膚癌について高い増殖速度によって特徴付け
られるものなどの新生物上皮状態の治療のために意図される。対象の方法はまた、皮膚に
罹患した自己免疫疾患、特に、例えば、乾癬またはアトピー性皮膚炎によって引き起こさ
れるような、病的な増殖および/または表皮の角質化を含む皮膚科学的疾患の治療におい
て使用することができる。
【０５６０】
　乾癬、扁平上皮癌、角化棘細胞腫および光線性角化症のような多くの一般的な皮膚の疾
患は、局在化した異常な増殖および成長によって特徴付けられる。例えば、皮膚上でのう
ろこ状の、赤い、隆起したプラークによって特徴付けられる乾癬において、ケラチノサイ
トは、正常よりもはるかにより急速に増殖し、およびより不完全に分化することが知られ
ている。
【０５６１】
　1つの態様において、本発明の調製物は、それらの障害が炎症性または非炎症性のいず
れかの成分によって特徴付けられてもよい、異常な皮膚細胞の増殖を引き起こす角質化に
結び付けられる皮膚科学的な病気の治療のために適切である。例示として、例えば、静止
状態または分化を促進するヘッジホッグアンタゴニストの治療的調製物は、皮膚、粘膜、
または爪である種々の形態の乾癬を治療するために使用することができる。本明細書に記
載されるような乾癬は、典型的には、「再生」経路に沿った顕著な増殖の活性化および分
化を示す、上皮性ケラチノサイトによって特徴付けられる。対象の方法の抗増殖性の態様
を用いる治療は、病理学的な上皮活性化を逆転するために使用することができ、および疾
患の持続性の寛解のための基礎を提供することができる。
【０５６２】
　種々の他の角化性病変もまた、対象の方法を用いる治療のための候補である。例えば、
光線性角化症は、太陽に露出しおよび放射線照射した皮膚上で生じる、表面の炎症性前悪
性腫瘍である。病変は、様々なスケーリングで、紅斑性から茶色までである。現在の治療
は、切除および凍結外科手術を含む。これらの治療は痛みがあるが、しかし、しばしば、
美容上、受け入れがたい傷を生じる。従って、光線性角化症のような角化症の治療は、病
変の上皮/類表皮細胞の過剰増殖を阻害するために十分な量の、ヘッジホッグアンタゴニ
スト組成物の好ましくは局所的な適用を含むことができる。
【０５６３】
　座瘡は、対象の方法によって治療されてもよい、さらに別の皮膚科学的な病気である。
尋常性座瘡は、例えば、十代の若者および若年成人において最も一般的に起こる多因子疾
患であり、顔面および上幹における炎症性および非炎症性の病変の出現によって特徴付け
られる。尋常性座瘡を生じる基本的な欠損は、活性化過剰の皮脂腺の管の過剰な角質化で
ある。過剰な角質化は、皮膚および毛包の微生物の正常な移動性を妨げ、およびそうする
ことにおいて、プロピノバウテリウム　アクネス(Propinobacterium acnes)およびスタフ
ィロコッカス　エピデニディス(Staphylococcus epidennidis)および酵母ピトロスポラム
　オバール(Pitrosporum ovale)によるリパーゼの放出を刺激する。抗増殖性ヘッジホッ
グアンタゴニストを用いる治療、特に局所用調製物は、病変形成に導く、管の遷移的特徴
、例えば、過剰な角質化を予防するために有用であり得る。対象の治療は、例えば、抗生
物質、レチノイド、および抗アンドロゲンをさらに含んでもよい。
【０５６４】
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　本発明はまた、種々の型の皮膚炎を治療するための方法を提供する。皮膚炎は、掻痒性
、紅斑性、うろこ状、疱疹、滲出、亀裂、または痂皮のいずれかである、境界がわかりに
くい病変をいう説明的な用語である。これらの病変は、広範な種々の原因のいずれかから
生じる。最も一般的な型の皮膚炎は、アトピー性皮膚炎、接触性皮膚炎、およびおむつ皮
膚炎である。例えば、脂漏性皮膚炎は、慢性、通常掻痒性であり、紅斑を伴う皮膚炎であ
り、乾燥した、湿った、または脂っぽいのスケーリングであり、および種々の領域、とり
わけ、頭皮上に黄色の外皮のあるパッチであり、過度の量の乾燥スケールの剥離を伴う。
対象の方法はまた、うっ滞性皮膚炎、しばしば、慢性の、通常湿疹様皮膚炎の治療におい
て使用することができる。光線性皮膚炎は、太陽、紫外線、またはx線もしくはγ線照射
からなどの光線照射への曝露に起因する皮膚炎である。本発明に従って、対象の方法は、
上皮細胞の望ましくない増殖によって引き起こされる皮膚炎の特定の徴候の治療および/
または予防において使用することができる。これらの種々の型の皮膚炎についてのこのよ
うな治療はまた、局所的および全身性の副腎皮質ステロイド、鎮痒薬、および抗生物質を
含むことができる。対象の方法によって治療されてもよい病気は、ヒト以外に特異的な障
害、例えば、疥癬である。
【０５６５】
　なお別の態様において、対象の方法は、ヒトの癌、例えば、皮膚のような上皮組織の腫
瘍の治療において使用することができる。例えば、ヘッジホッグアンタゴニストは、ヒト
の癌腫、腺癌、肉腫などのための治療の一部として、対象の方法において使用されること
ができる。対象の方法によって治療されてもよい癌の例示的な型には以下が含まれるがこ
れらに限定されない:前立腺癌、膀胱癌、肺癌(小細胞癌または非小細胞癌のいずれかを含
む)、結腸癌、腎臓癌、肝臓癌、乳癌、子宮頚部癌、子宮内膜もしくは他の子宮癌、卵巣
癌、精巣癌、陰茎の癌、膣の癌、尿道の癌、胆嚢癌、食道癌、または膵臓癌。対象の方法
によって治療されてもよいさらなる例示的な癌の型には以下が含まれるがこれらに限定さ
れない:骨格筋または平滑筋の癌、胃癌、小腸の癌、唾液腺の癌、肛門癌、直腸癌、甲状
腺癌、副甲状腺癌、下垂体癌、および鼻咽腔癌。本発明のヘッジホッグアンタゴニストを
用いて治療することができるさらなる例示的な癌の型には、ヘッジホッグ発現細胞を含む
癌が含まれる。本発明のヘッジホッグアンタゴニストを用いて治療することができるなお
さらなる例示的な癌の型には、gli発現細胞を含む癌が含まれる。1つの態様において、こ
の癌は、パッチド-1における変異によっては特徴付けされない。
【０５６６】
　別の局面において、本発明は、ヘッジホッグアンタゴニストを含む薬学的調製物を提供
する。対象の方法における使用のためのヘッジホッグアンタゴニストは、生物学的に許容
される媒体、例えば、水、緩衝化生理食塩水、ポリオール(例えば、グリセロール、プロ
ピレングリコール、液体プロピレングリコールなど)またはその適切な混合物を伴う投与
のために首尾よく製剤化されてもよい。選択した媒体中の活性成分の最適濃度は、医科学
者に周知である手法に従って経験的に決定することができる。本明細書で使用される場合
、「生物学的に許容される媒体」とは、薬学的調製物の投与の所望の経路のために適切で
あり得る、任意またはすべての溶媒、分散媒体などを含む。薬学的に活性な物質のための
このような媒体の使用は、当技術分野において公知である。ヘッジホッグアンタゴニスト
の活性と適合可能でない任意の従来的な媒体または薬剤を例外とする範囲で、本発明の薬
学的調製物におけるその使用が意図される。適切な賦形剤および他のタンパク質を含むそ
れらの製剤は、例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences (Remington's Pharmaceu
tical Sciences. Mack Publishing Company, Easton, Pa., USA 1985)の本に記載されて
いる。これらの賦形剤は注射可能な「貯蔵製剤」を含む。本発明の薬学的製剤はまた、獣
医学的組成物、例えば、家畜または家庭用動物、例えば、イヌの治療のための、例えば、
獣医学的使用のために適切であるヘッジホッグアンタゴニストの薬学的調製物を含む。導
入の方法はまた、再充填可能なまたは生物分解可能なデバイスによって提供されてもよい
。種々の遅延放出ポリマーデバイスが、タンパク質性生物薬を含む薬物の制御送達のため
に、近年において開発され、かつインビボで試験されてきた。
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【０５６７】
　生物分解可能なポリマーと分解されないポリマーの両方を含む、種々の生体適合性ポリ
マー(ハイドロゲルを含む)が、特定の標的部位におけるヘッジホッグアンタゴニストの持
続放出のための移植物を形成するために使用することができる。本発明の調製物は、経口
的、非経口的、局所的、または直腸的に与えられてもよい。これらは、当然、各々の投与
経路のために適切な型によって与えられる。例えば、これらは、錠剤またはカプセル型、
注射により、吸入、眼ローション、外用薬、坐剤、制御放出パッチなど、注射による投与
、注入または吸入;ローションまたは外用薬により局所的に;および坐剤により局所的に投
与される。経口投与および局所的投与が好ましい。「非経口投与」および「非経口的に投
与される」という語句は、本明細書で使用される場合、腸内および局所的な投与以外の、
通常は注射による投与の様式を意味し、これは非限定的に以下を含む:静脈内、筋肉内、
動脈内、くも膜下腔内、嚢内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下、
関節内、被膜下、くも膜下、髄腔内および胸骨内の注射および注入。「全身投与」「全身
に投与される」という語句は、本明細書で使用される場合、中枢神経系に直接的に以外の
、化合物、薬物または他の物質の投与を意味し、その結果、これは患者の系に入り、従っ
て、代謝および他の同様のプロセス、例えば、皮下投与に供される。
【０５６８】
　これらのヘッジホッグ、BMPおよびTDFRP化合物(集合的に「化合物」と呼ばれる)は、経
口的、鼻に、例えば、スプレーによって、直腸的に、膣内に、非経口的に、槽内に(intra
cistemally)、ならびに口腔内および舌下を含む局所的に、例えば、粉末、外用薬、また
はドロップによって、任意の適切な投与の経路によって、治療のためにヒトまたは他の動
物に投与されてもよい。選択された投与の経路に関わらず、適切な水和型および/または
本発明の薬学的組成物において使用されてもよい本発明の化合物は、以下に記載されるよ
うに、または当業者に公知である他の従来的な方法によって薬学的に許容される剤形に製
剤化される。本発明の薬学的組成物中の活性成分の実際の投薬レベルは、患者に対して毒
性であることなしで、特定の患者、組成物、および投与の様式について所望の治療応答を
達成するために有効である活性成分の量を得るために、変化させてもよい。選択される投
薬レベルは、使用される本発明の特定の化合物、またはそのエステル、塩、もしくはアミ
ドの活性、投与の経路、投与の時間、使用される特定の化合物の排出の速度、治療の期間
、他の薬物、使用される特定のヘッジホッグアンタゴニストと組み合わせて使用される化
合物および/または物質、治療される患者の年齢、性別、状態、一般的健康状態および以
前の病歴、ならびに医学分野で周知である同様の要因を含む、種々の要因に依存する。当
技術分野において通常の技能を有する医師または獣医は、必要とされる薬学的組成物の有
効量を容易に決定および処方することができる。例えば、医師または獣医は、所望の治療
効果を達成するために必要とされるものよりも低いレベルで、薬学的組成物中に使用され
る本発明の化合物の用量を開始し、所望の効果が達成されるまで、投薬量を徐々に増加さ
せることができる。一般的に、本発明の化合物の適切な1日用量は、治療効果を生じるた
めに有効な最低の用量である化合物の量である。このような有効用量は、一般的に、上記
の要因に依存する。一般的に、患者のための本発明の化合物の静脈内、脳室内、および皮
下用量は、1日あたり体重キログラムあたり約0.0001～約100mgの範囲である。所望される
場合、活性化合物の有効な1日用量は、その日を通して適切な間隔で、任意に、剤形単位
で、分けて投与される2回、3回、4回、5回、6回またはそれ以上の副用量として、投与さ
れてもよい。「治療」という用語は、予防、治療および治癒もまた含むことが意図される
。この治療を受ける患者は必要がある任意の動物であり、これには霊長類、特にヒト、な
らびに他の哺乳動物、例えば、ウマ、ウシ、ブタおよびヒツジ;ならびに家禽およびペッ
トが一般的に含まれる。本発明の化合物は、それ自体として、または薬学的に許容され、
および/もしくは滅菌されたキャリアとの混合物中で投与することができ、ならびにまた
、ペニシリン、セファロスポリン、アミノグリコシドおよび糖ペプチドのような他の抗微
生物剤とともに投与することもできる。従って、組み合わせ治療は、第1の投与された化
合物の治療効果が完全に消失しない場合に次の化合物を投与する方法での、活性化合物の
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逐次的、同時的、および別々の投与を含む。
【０５６９】
実施例10　関節リウマチおよび変形性関節症の治療
　変形性関節症は変性関節疾患であり、これは、ヒトにおける軸性と末梢可動関節の両方
に共通して影響を与える。本明細書に開示されるTDFRP化合物は、変形性関節症の予防お
よび治療において有用である、好ましいTDFRPは、CYFDDSSNVLCKKYRS, SEQ ID NO:45であ
る。
【０５７０】
　関節は、2つの骨の交差点である。骨の末端は軟骨で覆われている。軟骨もまた、関節
に適用される力を吸収するための緩衝装置として働く。滑液は軟骨に栄養を運び、これが
乾燥しかつもろくなることを妨げ、および関節が滑らかに働くことができるように、その
表面が潤滑状態に維持する。関節包と呼ばれる構造は、関節内に滑液を維持する。関節包
は関節を閉じ、これを保護する。変形性関節症は、関節中の軟骨の劣化であり、痛みおよ
びうずきを生じる。これは炎症をほとんど生じずに、痛みおよびうずきは関節中の軟骨の
劣化によって起こる。変形性関節症は、最も一般的な型の関節炎であり、関節の非炎症性
の劣化から生じる。これは、通常の老化のプロセスに伴って起こる。別の原因は、関節へ
の損傷など外傷である。距骨を骨折している患者は、後に足首で変形性関節症を発症する
可能性がより高い。酷使もまた、軟骨が分解することを引き起こし得る。
【０５７１】
　変形性関節症は治療することが難しい。現在のところ、本明細書に記載される治療の蓄
えは存在せず、治療は、痛みを軽減すること、および関節が変形することを防ぐことに焦
点をおいている。非ステロイド性抗炎症薬物(NSAID)が痛みを軽減するために使用される
。米国特許第4,997,850号および米国特許第4,944,949号によって示されるように、多くの
このような非ステロイド性抗炎症薬物が知られており、変形性関節症の徴候を減少する際
に頻繁に有効である。これらの対策が成功しない場合、医師は、膨潤を減少するためにス
テロイド注射を処方するかもしれない。米国特許第5,727,335号に記載されるような物理
的治療、矯正用靴挿入物および特注の適合する補強材もまた、推奨されるかもしれない。
患者が強直母趾、大きな踵(第一趾)が痛みを伴って堅くまたは強固になる状態を発症する
と、足専門医は、柔軟性がない足底を有する、大きなより強固な靴を推奨する。これは、
踵の移動を制限し、特に歩行の際の重量負荷を減少し、踵の関節の表面が互いに対して痛
みを伴って擦れ合うことを防ぐ。深刻な場合において、関節の置き換えが必要である可能
性がある。これは、腰および膝において特に真実である。下腿における関節はより小さく
、より複雑で、かつ置き換えることが難しい。関節が極度に痛みがある場合には、置き換
えることができず、これは融合される可能性がある。この手法は、痛みを止めるが、関節
機能の永続的な喪失を生じ、歩行および屈曲を困難にする。治療有効量のミリストレイン
酸セチルを投与する工程を含む変形性関節症の治療のための方法は、米国特許第5,569,67
6号から公知である。
【０５７２】
　関節リウマチ（RA）は、関節の膨潤、変形、および最終的には、破壊によって特徴付け
られる一般的な自己免疫疾患であり、深刻な身体障害が頂点に達する。De Graaf et al.,
 in The Epidemiolog of Chronic Rheumatism, Dellgren and Ball, eds. (Blackwell, O
xford, 1963), pp. 446-56; Meenam et al., Arthritis Rheum., 24:544-50 (1981); Gab
riel et al., J. Rheumatol, 26:1269-74 (1999); James, Clin Exp. Rheumatol, 17:392
-93 (1999)。RAは進行性の状態であり、十分に認識されている徴候には以下が含まれる:
軸骨格の間隔をあけながらの対称的な末梢関節の膨潤および滑膜炎;リウマチ因子(RF)自
己抗体の存在;血清および滑液中での高濃度のインターロイキン-6(IL-6)、インターロイ
キン-1ベータ(IL-1ベータ)、および顆粒球/マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF);低
濃度のインターロイキン-ra(IL-ra);ならびに妊娠誘導性の疾患の寛解、その後の分娩後
発赤、すなわち、RAを有する女性は一般的に妊娠中は寛解を経験し、この疾患は再発し、
さらにより重篤になる可能性もあり、出産後には新たな発症またはより加速した経過を示
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ahan ed. (Mosby Year Book, St. Louis, 1996), pp. 387-98; Hirano et al., Eur. J. 
Immunol, 18:1797-1801 (1988); Wilder et al., Ann. N. Y. Acad. Sci., 876:14-31 (1
999); Iijima et al., J. Rheumatol, 26:755-56 (1999); Ostensen, Ann. N.Y Acad. Sc
i., 876:13143 (1999)を参照されたい。RAを理解し、診断し、および治療することに向け
られた医学的研究において、この疾患のいくつかの動物モデルが記載されているが、ヒト
の疾患のすべての特徴を密接に模倣する自然発生的な動物モデルは発見されていない(例
えば、Hang et al., 1982. J. Exp. Med., 155:1690-1701;およびKouskoff et al., 1996
. Cell, 87:811-822を参照されたい)。Kouskoff et al.は、T細胞受容体(TCR)トランスジ
ェニックマウス系統をNOD系統と交配させることによって生じた攻撃的な関節炎を示すRA
マウスモデルを報告している。このRAマウスモデルは、KRN導入遺伝子の存在に厳格に依
存し、ヒトRA(hRA)からそれを区別するいくつかの固有の徴候学的なRAの特徴によって特
徴付けられるが、しかし以下を含む:100%の浸透率、初期の(すなわち、25～35日)疾患の
発症、末梢指骨間関節の攻撃、脊椎の炎症、Tリンパ球を超えた大過剰の骨髄性細胞およ
び滑膜中の形質細胞、リウマチ因子(RF)自己抗体の全体的な非存在、ならびに内部器官上
でのIgG沈着物のコーティング。これらの特徴は、ヒトにおいて典型的に見い出されるRA
よりも、より攻撃的なRAを生じる。ヒトHAは、中年女性における優勢な疾患の発現、DIP
関節の末梢の疾患回避、リウマチ因子自己抗体、類似の末梢および関節のサイトカインの
混乱などを有する。NOD/TCRマウスにおける関節炎様疾患の発症のメカニズムは、ヒトに
おけるRA発現のそれとは劇的に異なり、hRAのためのモデルとしてのこのRAマウスの有用
性は限定されている。現在、驚くべきことに、糖尿病の研究において一般的に使用される
マウスの特定の品種、すなわち、非肥満性糖尿病または「NOD」マウスが、hRAのそれと比
較可能である雌における発生率の増加を伴う不完全な浸透率、hRAのそれと比較可能であ
る寿命の中でより後期の疾患の悪化を伴う発症（5～8ヶ月）または妊娠による発症、hRA
のそれと比較可能である脊椎の炎症の非存在、ならびにhRAのそれと比較可能である組織
学的および血清学的プロフィールを含む、hRAの徴候学に密接に一致する身体の徴候学を
示す子孫を生じるために使用できることが発見された。関節リウマチのためのマウスモデ
ルは、米国特許出願第20040031066号に記載されている。
【０５７３】
　関節リウマチまたは変形性関節症を治療するために、患者、好ましくはヒト被験体は上
記のようなTDFRP化合物を与えられる。関節における結合組織の完全性を決定するための
アッセイ法は当技術分野において周知であり、医師は、議論される投薬計画に応答する関
節組織の能力の変化について患者をモニターする。関節の変性の進行の停止、または関節
組織の量および完全性の増加が、治療効果が得られることを示す。2番目の考慮は、痛み
の減少および関節の柔軟性の増加を含む。
【０５７４】
実施例11.
　以下のTDFRP化合物は、例えば、非ペプチド結合および非天然アミノ酸を有する、天然
のBMP-7活性フラグメントの天然に存在しない修飾または類似体を表す。これらのTDFRP化
合物は、本明細書に記載されるアッセイ法によって測定された場合に、天然型BMP-7活性
フラグメントと比較した場合に、類似の生物学的活性を有する。これらのTDFRP化合物は
、記載される用量で、および投与方法を通して投与された場合に、記載される障害、特に
、腎臓、結合組織、および心臓組織の再生によって治療可能なものを治療する際に有用で
ある。
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【０５７５】
　本発明の化合物は、当業者に公知である標準的な合成方法を使用して合成することがで
きる。好ましい方法には、以下に記載する方法が含まれるがこれらに限定されない。
【０５７６】
　一般的に、ペプチドは、記載される方法を使用して、C末端残基のαアミンを脱保護す
ること、およびペプチド結合を通して次の適切に保護されたアミノ酸をカップリングする
ことによって慎重する。この脱保護およびカップリングの手法を、所望の配列が得られる
まで反復する。このカップリングは、段階的な様式で構成アミノ酸を用いて、またはフラ
グメント(2個～数個のアミノ酸)の縮合、または両方のプロセスの組み合わせ、またはも
ともと、その開示が参照により本明細書に組み入れられる、Merrifield, J. Am. Chem. S
oc., 85, 2149-2154 (1963)、によって記載された方法に従う固相合成によって実施する
ことができる。
【０５７７】
　本発明の化合物はまた、自動ペプチド装置を使用して合成されてもよい。前記に加えて
ペプチド合成のための手法は、それらの開示が参照により本明細書に組み入れられる、St
ewart and Young,「Solid Phase Peptide Synthesis", 2nd ed, Pierce Chemical Co., R
ockford, 111. (1984); Gross, Meienhofer, Udenfriend, Eds.,「The Peptides: Analys
is, Synthesis, Biology, Vol. 1, 2, 3, 5, and 9, Academic Press, New York, (1980-
1987); Chan and White,「Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis」, Oxford University 
Press, Oxford (2000); Bodanszky,「Peptide Chemistry: A Practical Textbook」, Spr
inger- Verlag, New York (1988);およびBodanszky et al.「The Practice of Peptide S
ynthesis」 Springer-Verlag, New York (1984)に記載されている。
【０５７８】
　2つのアミノ酸誘導体、1つのアミノ酸と1つのペプチド、2つのペプチドフラグメントの
間のカップリング、またはペプチドの環化は、標準的なカップリング手法、例えば、アジ
ド法、混合無水炭酸(イソブチルクロロホルメート)法、カルボジイミド法(ジシクロへキ
シルカルボジミド、ジイソプロピルカルボジイミド、または水溶性カルボジイミド)法、
活性エステル(p-ニトロフェニルエステル、N-ヒドロキシスクシンイミドエステル)法、Wo
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odward試薬K法、カルボニルイミダゾール法、BOP-Clのようなリン試薬法、または酸化-還
元法を使用して実行することができる。これらの方法のいくつか(とりわけ、カルボジイ
ミド)は、1-ヒドロキシベンゾトリアゾールの添加によって増強することができる。これ
らのカップリング反応は、液体(液相)または固相のいずれかで実施されてもよい。
【０５７９】
　構成アミノ酸の官能基は、望ましくない結合が形成されるのを回避するために、カップ
リング反応の間、保護されなければならない。使用することができる保護基は、それらの
開示が参照により本明細書に組み入れられる、Greene,「Protective Groups in Organic 
Synthesis」 John Wiley & Sons, New York (1981) および「The Peptides: Analysis, S
ynthesis, Biology, Vol. 3, Academic Press, New York (1981)に記載されている。
【０５８０】
　C末端残基のαカルボキシル基は、通常、切断されてカルボン酸を与えることが可能で
あるエステルによって保護される。これらの保護基は以下を含む:1)アルキルエステル、
例えば、メチルおよびt-ブチル、2)アリールエステル、例えば、ベンジルおよび置換ベン
ジル、または3)穏やかな塩基処理または穏やかな還元手段、例えば、トリクロロエチルお
よびフェナンシルエステルによって切断できるエステル。固相の場合において、C末端ア
ミノ酸は、不溶性キャリア(通常ポリスチレン)に付着される。これらの不溶性キャリアは
、カルボキシル基と反応して結合を形成する基を含み、この結合は、伸長条件に対しては
安定であるが後で容易に切断される。これらの例は:オキシムレジン(DeGrado and Kaiser
 (1980) J. Org. Chem. 45, 1295-1300)、クロロまたはブロモメチルレジン、ヒドロキシ
メチルレジン、およびアミノメチルレジンである。これらのレジンの多くは市販されてお
り、所望のC末端アミノ酸はすでに取り込まれている。
【０５８１】
　各アミノ酸のαアミノ基は保護されなければならない。当技術分野において公知である
任意の保護基を使用することができる。これらの例は:1)アシル型、例えば、ホルミル、
トリフルオロアセチル、フタリル、およびp-トルエンスルホニル;2)芳香族カルバメート
型、例えば、ベンジルオキシカルボニル(Cbz)および置換ベンジルオキシカルボニル、1-(
p-ビフェニル)-1-メチルエトキシカルボニル、および9-フルオレニルメチルオキシカルボ
ニル(Fmoc);3)脂肪族カルバメート型、例えば、tert-ブトキシカルボニル(Boc)、エトキ
シカルボニル、ジイソプロピルメトキシカルボニル、およびアリルオキシカルボニル;4)
環状アルキルカルバメート型、例えば、シクロペンチルオキシカルボニルおよびアダマン
チルオキシカルボニル;5)アルキル型、例えば、トリフェニルメチルおよびベンジル;6)ト
リアルキルシラン、例えば、トリメチルシラン;ならびに7)チオール含有型、例えば、フ
ェニルチオカルボニルおよびジチアサクシノイルである。好ましいαアミノ保護基は、Bo
cまたはFmocのいずれかである。ペプチド合成のために適切に保護された多くのアミノ酸
誘導体が市販されている。
【０５８２】
　αアミノ保護基は、次のアミノ酸のカップリングの前に切断される。Boc基が使用され
る場合、選択する方法は、単独で、またはジクロロメタン中のトリフルオロ酢酸、または
ジオキサン中のHClである。次いで、得られるアンモニウム塩は、カップリングの前また
はインサイチューのいずれかで、水性緩衝液のような塩基性溶液、またはジクロロメタン
もしくはジメチルホルムアミド中の三級アミンを用いて中和する。Fmoc基が使用される場
合、選択する試薬は、ジメチルホルムアミド中のピペリジンまたは置換ピペリジンである
が、任意の第2のアミンまたは塩基性水溶液を使用することができる。脱保護は、0℃から
室温までの間の温度で実行する。
【０５８３】
　側鎖官能基を有する任意のアミノ酸が、上記に同定した基のいずれかを使用して、ペプ
チドの調製の間に脱保護されなければならない。当業者は、これらの側鎖官能基の適切な
保護基の選択および使用が、ペプチド中のアミノ酸および他の保護基の存在に依存するこ
とを認識する。このような保護基の選択は、これがαアミノ基の脱保護およびカップリン
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グの間に除去されなければならないという点で重要である。例えば、Bocが選択される場
合、αアミン保護のために以下の保護基が受容可能である:アルギニンのためのp-トルエ
ンスルホニル(トシル)部分およびニトロ;リジンのためのベンジルオキシカルボニル、置
換ベンジルオキシカルボニル、またはトシル;グルタミン酸およびアルパラギン酸のため
のベンジルまたはアルキルエステル、例えば、シクロペンチル;セリンおよびスレオニン
のためのベンジルエーテル;チロシンのためのベンジルエーテル、置換ベンジルエーテル
、または2-ブロモベンジルオキシカルボニル;システインのためのp-メチルベンジル、p-
メトキシベンジル、アセトアミドメチル、ベンジル、またはt-ブチルスルホニル;ならび
にトリプトファンのインドールは、保護されないままであるか、またはホルミル基で保護
されるかのいずれかであり得る。Fmocが選択される場合、αアミン保護は、通常、tert-
ブチルベースの保護基が受容可能である。例えば、Bocはリジンのため、tert-ブチルエー
テルはセリン、スレオニン、およびスレオニンのため、ならびにtert-ブチルエステルが
グルタミン酸およびアスパラギン酸のために使用することができる。
【０５８４】
　一旦、ペプチドの伸長および環化が完了すると、すべての保護基が除去される。液相合
成のためには、保護基は、保護基の選択によって指示されるすべての様式で除去する。こ
れらの手法は当業者に周知である。固相合成が使用される場合、ペプチドは、環化プロセ
スに緩衝する可能性がある官能基から同時に保護基を除去することなく、レジンから除去
されるべきである。従って、ペプチドが溶液中で環化されるならば、切断条件は、遊離の
αカルボキシレートおよび遊離のαアミノ基が、同時に他の保護基を除去することなく生
成されるように選択される必要がある。または、ペプチドは、ヒドラジン分解によってレ
ジンから除去され、次いで、アジド法によってカップリングされてもよい。別の非常に便
利な方法は、オキシムレジン上でのペプチドの合成、続いて、環状ペプチドを生成する、
レジンからの分子内求核置換を含む(Osapay, Profit, and Taylor (1990) Tetrahedron L
etters 43, 6121-6124)。オキシムレジンが使用される場合、Boc保護スキームが一般的に
選択される。次いで、側鎖保護基を除去するための好ましい方法は、無水HF含有付加物、
例えば、ジメチルスルフィド、アニソール、チオアニソール、またはp-クレゾールとの、
0℃での処理を一般的に含む。ペプチドの切断はまた、他の酸試薬、例えば、トリフルオ
ロメタンスルホン酸/トリフルオロ酢酸混合物によってもまた達成することができる。
【０５８５】
　本発明において使用される通常でないアミノ酸は、当業者によく知られた標準的な方法
によって合成することができる(「The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 
5, pp. 342-449, Academic Press, New York (1981))。N-アルキルアミノ酸は、以前に記
載された手法を使用して調製することができる(Cheung et al., (1977) Can. J. Chem. 5
5, 906; Freidinger et al., (1982) J. Org. Chem. 48, 77 (1982))。これらは、参照に
より本明細書に組み入れられる。
【０５８６】
　さらなる通常でないアミノ酸は、以前に記載された手法を使用して調製することができ
る(Sandberg et al., (1998) J. Med. Chem. 41: 2481; Kawahata et al., (1999) J. Or
g. Chem. 64: 4362; Weerapana and hmperiali, (2003) Org. Biomol. Chem. 1: 93; Kim
 and Ahn, (1997) Bull. Korean Chem. Soc. 18: 461; Ghosh et al., (1999) Chem. Com
mun. 1025; Scott et al., (2002) J. Org. Chem. 67: 2960; Han et al., (2002) J. Or
g. Chem. 67: 5085; Hedenstrom et al., (2002) J. Med. Chem. 45: 2501; Yuan et al.
, (2002) J. Med. Chem. 45: 2512; Mustapa et al., (2003) J. Org. Chem. 68: 8193; 
Kawabata et al., (2003) J. Am. Chem. Soc. 125: 13012; Ghosh et al., (2001) J. Me
d. Chem. 44: 2865; Scarborough and Gretler, (2000) J. Med. Chem. 43: 1)。通常で
ないアミノ酸の商業的な供給源(カタログ一覧)は、以下の代表的な大企業、および多数の
特化した製造業者から入手可能である:BACHEM Bioscience Inc., King of Prussia, PA; 
Multiple Peptide Systems, San Diego, CA; NovaBiochem, San Diego, CA, Sigma-Aldri
ch, St. Louis, MO。 
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参考文献一覧表
　以下に列挙した各々の参考文献および本開示を通して示される参考文献は、それらの全
体が参照により本明細書に組み入れられる。
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【０５８８】
等価物
　本発明の特定の態様の前述した詳細な説明から、独特な生物活性ペプチドが説明された
ことが明らかであるはずである。特定の態様が本明細書で詳細に開示されたが、これは例
示のみの目的のために例として行ったものであって、前述の添付の特許請求の範囲に関し
て制限することを意図するものではない。特に、種々の置換、変更、および改変が、特許
請求の範囲によって規定されるような本発明の精神および範囲から逸脱することなく、本
発明に対してなされ得ることが本発明者によって意図される。
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【配列表】
2012019788000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成23年8月12日(2011.8.12)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
SEQ ID NO:1～314およびその改変体、類似体、相同体、またはフラグメントからなる群よ
り選択されるアミノ酸配列を含む化合物。
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摘要(译)

要解决的问题：提供，鉴定，设计，制造和组成组织分化因子（TDF）
类似物，该类似物起TDF样受体的功能调节剂的作用。 具有特定氨基酸
序列的组织分化因子相关多肽（TDFRP）化合物。 基于结构的方法和组
合物可用于设计，鉴定和制造充当TDF样受体功能调节剂的分子。 检
测，预防和治疗TDF相关疾病的方法。 [选择图]无


