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(54)【発明の名称】 関節炎障害を診断および処置するためおよび骨質量を調節するための方法および組成物

(57)【要約】
本発明は、変更されたミトコンドリア機能の１つ以上の
指標のレベルを比較することによって、ヒトにおける関
節炎障害を発症する危険性の初期の検出のための改善さ
れた診断方法、および関節炎障害の処置において有用な
治療薬剤のためのスクリーニングアッセイに関する。変
更されたミトコンドリア機能の指標としては、ミトコン
ドリア酵素およびＡＴＰ生合成因子などの酵素が挙げら
れる。変更されたミトコンドリア機能の他の指標として
は、ミトコンドリア質量、ミトコンドリア数およびミト
コンドリアＤＮＡ含有量、上昇した細胞内カルシウムお
よびアポトーシス誘導因子に対する細胞性応答ならびに
フリーラジカル生成が挙げられる。変更されたミトコン
ドリア機能の開示された指標に関する方法のようなヒト
患者を処置および層別化する方法もまた提供される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  脊椎動物被験体における関節炎障害の危険性を同定する方法

であって、該方法は、以下の工程：

  該被験体由来の生物学的サンプルにおける変更されたミトコンドリア機能の少

なくとも１つの指標のレベルを、コントロールサンプルと比較する工程であって

、該指標の変更されたレベルが、該患者が関節炎障害を有するかまたは該関節炎

障害を発症する危険があることを示す、工程；ならびに、該レベルから該関節炎

障害の危険を同定する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項２】  関節炎障害を有する脊椎動物被験体における疾患進行の程度

を決定する方法であって、該方法は、以下の工程：

  第１および第２の生物学的サンプルのそれぞれにおける変更されたミトコンド

リア機能の少なくとも１つの指標のレベルを、第１の時点および第２の時点で該

患者から獲得される該第１および第２の生物学的サンプルとそれぞれ比較する工

程であって、該第１の時点と第２の時点との間の該指標の変更されたレベルが疾

患の進行を示す、工程；ならびに、該レベルから該関節炎障害の進行の程度を決

定する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項３】  関節炎障害を有する危険性があると疑われる脊椎動物被験体

を処置するのに適した薬剤を同定する方法であって、該方法は、以下の工程：

  候補薬剤の存在下および非存在下で、該被験体から獲得された１つ以上の生物

学的サンプルにおける変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標の

レベルを比較する工程であって、該指標の変更されたレベルが、該薬剤がミトコ

ンドリア機能を変更することを示す、工程；ならびに、該レベルから該関節炎障

害を処置するための該候補薬剤の適合性を決定する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項４】  関節炎障害を有する危険性があると疑われる脊椎動物被験体

を処置するための薬剤の適合性を決定する方法であって、この方法は、以下の工

程：
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  該被験体に候補薬剤を投与する前および後に、該被験体から獲得された生物学

的サンプルにおける変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレ

ベルを比較する工程であって、該指標の変更されたレベルは、該薬剤がミトコン

ドリア機能を変更することを示す、工程；ならびに、該レベルから該関節炎障害

を処置するための該候補薬剤の適合性を決定する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項５】  関節炎障害を有する危険性があると疑われる脊椎動物被験体

を処置するための薬剤の適合性を決定する方法であって、該方法は、以下の工程

：

  該患者のそれぞれに候補薬剤を投与する前および後に、複数の被験体から得ら

れた少なくとも１つの生物学的サンプルにおける変更されたミトコンドリア機能

の少なくとも１つの指標のレベルを比較する工程であって、該指標の変更された

レベルは、該薬剤がミトコンドリア機能を変更することを示す、工程；ならびに

、該レベルから該関節炎障害を処置するのための該候補薬剤の適合性を決定する

、工程、

を包含する、方法。  

    【請求項６】  関節炎障害のサブタイプに従って脊椎動物種の被験体を層別

化する方法であって、この方法は、以下の工程：

  該種の複数の被験体のそれぞれから獲得された少なくとも１つの生物学的サン

プルにおける変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを

比較する、工程；ならびに、該レベルから該関節炎障害のサブタイプに従って、

該被験体を層別化する工程、

を包含する、方法。

    【請求項７】  関節炎障害のサブタイプに従って脊椎動物種の被験体を層別

化する方法であって、この方法は、以下の工程：

  該被験体のそれぞれに候補薬剤を投与する前および後に、該種の複数の被験体

のそれぞれから獲得された生物学的サンプルにおける変更されたミトコンドリア

機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較する工程であって、該指標の変更さ

れたレベルが、該薬剤がミトコンドリア機能を変更することを示す、工程；なら
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びに、該レベルから、該関節炎障害のサブタイプに従って、該被験体を層別化す

る工程、

を包含する、方法。

    【請求項８】  前記脊椎動物被験体が、ヒト、イヌ、ウシ、ブタ、ネコ、ウ

マ、ヤギおよびヒツジからなる群から選択される、請求項１～７のいずれか１項

に記載の方法。

    【請求項９】  前記脊椎動物被験体がヒトである、請求項１～７のいずれか

１項に記載の方法。

    【請求項１０】  前記関節炎障害が、変形性関節症、変性関節疾患、慢性関

節リウマチ、若年性関節リウマチ、軟骨石炭化症、強直性脊椎炎、ライター症候

群、乾癬性関節炎、形成異常症、紅斑性狼瘡、痛風性および感染性関節炎からな

る群より選択される、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１１】  前記生物学的サンプルが、軟骨細胞および造血細胞からな

る群から選択される細胞を含む、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１２】  前記軟骨細胞が関節性軟骨細胞である、請求項１１に記載

の方法。

    【請求項１３】  前記造血細胞が、血小板および有核の末梢血球からなる群

から選択される、請求項１１に記載の方法。

    【請求項１４】  前記有核末梢血球が、リンパ球、単球および顆粒球からな

る群から選択される、請求項１３に記載の方法。

    【請求項１５】  前記生物学的サンプルが、関節性軟骨細胞を含み、そして

、前記比較する工程が、トランスホーミング増殖因子βの非存在下または存在下

における変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較

する工程を包含する、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１６】  前記変更されたミトコンドリア活性の該指標がヌクレオチ

ドピロホスホヒドロラーゼである、請求項１５に記載の方法。

    【請求項１７】  前記生物学的サンプルが、軟骨細胞に由来するマトリック

ス小胞を含み、そして、変更されたミトコンドリア機能の指標が、ピロリン酸塩

、ＡＴＰおよびヌクレオチドピロホスホヒドロラーゼからなる群から選択される
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、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１８】  前記生物学的サンプルが軟骨細胞を含み、そして、変更さ

れたミトコンドリア機能の指標が、少なくとも１つの細胞外マトリックス成分の

軟骨細胞による同化作用である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１９】  前記比較する工程が、トランスホーミング増殖因子βの非

存在下または存在下で同化された少なくとも１つの細胞外マトリックス成分のレ

ベルを比較する工程を包含する、請求項１８に記載の方法。

    【請求項２０】  前記細胞外マトリックス成分が、コラーゲン、プロテオグ

リカン、無機ピロリン酸、リン酸カルシウムおよびリン酸カルシウム二水和物（

ＣＰＰＤ）からなる群から選択される、請求項１８に記載の方法。

    【請求項２１】  前記コラーゲンが、Ｉ型コラーゲン、ＩＩ型コラーゲン、

Ｘ型コラーゲンおよびＸＩ型コラーゲンからなる群から選択される、請求項２０

に記載の方法。

    【請求項２２】  前記生物学的サンプルがサイブリッド細胞を含む、請求項

１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２３】  前記比較する工程が、解糖を低下させずに少なくとも１つ

の電子伝達系酵素の活性を低下するのに十分な条件下および時間で、ミトコンド

リア機能の少なくとも１つのインヒビターの非存在下または存在下で、変更され

たミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較する工程を包含す

る、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２４】  前記ミトコンドリア機能のインヒビターが、アンチマイシ

ン、オリゴマイシン、ロテノンおよびシアン化物からなる群から選択される、請

求項２３に記載の方法。

    【請求項２５】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、ミトコンド

リア電子伝達系酵素である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２６】  前記比較する工程が、電子伝達系酵素触媒活性を測定する

工程を包含する、請求項２５に記載の方法。

    【請求項２７】  前記測定する工程が、該サンプルにおける１つのミトコン

ドリアあたりの酵素活性を決定する工程を包含する、請求項２６に記載の方法。
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    【請求項２８】  前記測定する工程が、該サンプル中におけるタンパク質の

１単位あたりの酵素活性を決定する工程を包含する、請求項２６に記載の方法。

    【請求項２９】  前記比較する工程が、電子伝達系酵素量を測定する工程を

包含する、請求項２５に記載の方法。

    【請求項３０】  前記測定する工程が、該サンプルにおけるミトコンドリア

あたりの酵素量を決定する工程を包含する、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３１】  前記測定する工程が、該サンプルにおけるタンパク質の１

単位あたりの酵素量を決定する工程を包含する、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３２】  前記ミトコンドリア電子伝達系酵素が、ミトコンドリア複

合体Ｉの少なくとも１つのサブユニットを含む、請求項２５に記載の方法。

    【請求項３３】  前記ミトコンドリア電子伝達系酵素が、ミトコンドリア複

合体ＩＩの少なくとも１つのサブユニットを含む、請求項２５に記載の方法。

    【請求項３４】  前記ミトコンドリア電子伝達系酵素が、ミトコンドリア複

合体ＩＩＩの少なくとも１つのサブユニットを含む、請求項２５に記載の方法。

    【請求項３５】  前記ミトコンドリア電子伝達系酵素が、ミトコンドリア複

合体ＩＶの少なくとも１つのサブユニットを含む、請求項２５に記載の方法。

    【請求項３６】  前記ミトコンドリア複合体ＩＶの少なくとも１つのサブユ

ニットが、ＣＯＸ１、ＣＯＸ２およびＣＯＸ４からなる群から選択される、請求

項３５に記載の方法。

    【請求項３７】  前記ミトコンドリア電子伝達系酵素が、ミトコンドリア複

合体Ｖの少なくとも１つのサブユニットを含む、請求項２５に記載の方法。

    【請求項３８】  前記ミトコンドリア複合体Ｖの少なくとも１つのサブユニ

ットが、ＡＴＰシンターゼサブユニット８およびＡＴＰセンターゼサブユニット

６からなる群から選択される、請求項３７に記載の方法。

    【請求項３９】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、該細胞にお

ける１つの細胞あたりのＡＴＰの量である、請求項１～７のいずれか１項に記載

の方法。

    【請求項４０】  前記比較する工程が、該サンプルにおけるミトコンドリア

あたりのＡＴＰの量を測定する工程を包含する、請求項３９に記載の方法。
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    【請求項４１】  前記比較する工程が、該サンプルにおけるタンパク質の１

単位あたりのＡＴＰの量を測定する工程を包含する、請求項３９に記載の方法。

    【請求項４２】  前記比較する工程が、該サンプルにおけるミトコンドリア

質量の１単位あたりのＡＴＰの量を測定する工程を包含する、請求項３９に記載

の方法。

    【請求項４３】  前記比較する工程が、該サンプルにおけるミトコンドリア

タンパク質の単位あたりのＡＴＰの量を測定する工程を包含する、請求項３９に

記載の方法。

    【請求項４４】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、前記サンプ

ルにおけるＡＴＰ合成の速度である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法

。

    【請求項４５】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、ＡＴＰ生合

成因子である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項４６】  前記比較する工程が、ＡＴＰ生合成因子触媒活性を測定す

る工程を包含する、請求項４５に記載の方法。

    【請求項４７】  前記測定する工程が、前記サンプルにおける１つのミトコ

ンドリアあたりのＡＴＰ生合成因子触媒活性を測定する工程を包含する、請求項

４６に記載の方法。

    【請求項４８】  前記測定する工程が、前記サンプルにおけるミトコンドリ

ア質量の１単位あたりのＡＴＰ生合成因子触媒活性を測定する工程を包含する、

請求項４６に記載の方法。

    【請求項４９】  前記測定する工程が、前記サンプルにおけるタンパク質の

１単位あたりのＡＴＰ生合成因子触媒活性を測定する工程を包含する、請求項４

６に記載の方法。

    【請求項５０】  前記比較する工程が、ＡＴＰ生合成因子量を測定する工程

を包含する、請求項４５に記載の方法。

    【請求項５１】  前記測定する工程が、前記サンプルの１つのミトコンドリ

アあたりのＡＴＰ生合成因子量を測定する工程を包含する、請求項５０に記載の

方法。
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    【請求項５２】  前記測定する工程が、前記サンプルのタンパク質の１単位

あたりのＡＴＰ生合成因子量を測定する工程を包含する、請求項５０に記載の方

法。

    【請求項５３】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、ミトコンド

リアマトリックス成分である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項５４】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、ミトコンド

リア膜成分である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項５５】  前記ミトコンドリア膜成分が、ミトコンドリア内膜成分で

ある、請求項５４に記載の方法。

    【請求項５６】  前記ミトコンドリア膜成分が、アデニンヌクレオチド輸送

体（ＡＮＴ）、電圧依存陰イオンチャネル（ＶＤＡＣ）、リンゴ酸－アスパラギ

ン酸シャトル、カルシウム単輸送体、ＵＣＰ－１、ＵＣＰ－２、ＵＣＰ－３、ヘ

キソキナーゼ、末梢ベンゾジアゼピンレセプター、ミトコンドリア膜間クレアチ

ンキナーゼ、シクロフィリンＤ、Ｂｃｌ－２遺伝子ファミリーをコードするポリ

ペプチド、トリカルボン酸キャリアおよびジカルボン酸キャリアからなる群から

選択される、請求項５４に記載の方法。

    【請求項５７】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、クレブス回

路酵素である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項５８】  前記比較する工程が、クレブス回路酵素触媒活性を測定す

る工程を包含する、請求項５７に記載の方法。

    【請求項５９】  前記測定する工程が、前記サンプルの１つのミトコンドリ

アあたりの酵素活性を決定する工程を包含する、請求項５８に記載の方法。

    【請求項６０】  前記測定する工程が、前記サンプルのタンパク質の１単位

あたりの酵素活性を決定する工程を包含する、請求項５８に記載の方法。

    【請求項６１】  前記比較する工程が、クレブス回路酵素量を測定する工程

を包含する、請求項５７に記載の方法。

    【請求項６２】  前記測定する工程が、前記サンプルの１つのミトコンドリ

アあたりの酵素量を決定する工程を包含する、請求項６１に記載の方法。

    【請求項６３】  前記測定する工程が、前記サンプル中のタンパク質の１単
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位あたりの酵素量を決定する工程を包含する、請求項６１に記載の方法。

    【請求項６４】  前記クレブス回路酵素がクエン酸シンターゼである、請求

項５７に記載の方法。

    【請求項６５】  前記クレブス回路酵素が、アコニターゼ、イソクエン酸デ

ヒドロゲナーゼ、α－ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ、スクシニル補酵素Ａシ

ンセターゼ、コハク酸デヒドロゲナーゼ、フマラーゼおよびリンゴ酸デヒドロゲ

ナーゼからなる群から選択される、請求項５７に記載の方法。

    【請求項６６】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、前記サンプ

ルにおける１つの細胞あたりのミトコンドリア質量である、請求項１～７のいず

れか１項に記載の方法。

    【請求項６７】  前記ミトコンドリア質量が、ミトコンドリア選択的薬剤を

使用して決定される、請求項６６に記載の方法。

    【請求項６８】  前記ミトコンドリア質量が、ノニルアクリジンオレンジを

使用して決定される、請求項６６に記載の方法。

    【請求項６９】  前記ミトコンドリア質量が、形態計測分析により決定され

る、請求項６６に記載の方法。

    【請求項７０】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、前記サンプ

ル中の１つの細胞あたりのミトコンドリアの数である、請求項１～７のいずれか

１項に記載の方法。

    【請求項７１】  前記比較する工程が、ミトコンドリア選択的試薬を測定す

る工程を包含する、請求項７０に記載の方法。

    【請求項７２】  前記ミトコンドリア選択的試薬が蛍光性である、請求項７

１に記載の方法。

    【請求項７３】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、前記サンプ

ルにおける１つの細胞あたりのミトコンドリアＤＮＡの量を含む変更されたミト

コンドリア機能の同時予測指標であり、そして、前記比較する工程が、変更され

たミトコンドリア機能の少なくとも１つのさらなる指標を比較する工程をさらに

包含する、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項７４】  請求項７３に記載の方法であって、前記比較する工程が、
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前記ミトコンドリアＤＮＡに対する該プライマーのハイブリダイゼーションを可

能にするのに十分な条件下および時間で、該ミトコンドリアＤＮＡに存在する配

列に相補的であるヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオチドプライマーと、

該ミトコンドリアＤＮＡを含む生物学的サンプルとを接触させることによって、

該ミトコンドリアＤＮＡを測定する、工程；ならびに、

該ミトコンドリアＤＮＡに対する該プライマーのハイブリダイゼーションを検出

する工程であって、検出によって該ミトコンドリアＤＮＡを定量する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項７５】  前記検出する工程が、ポリメラーゼ連鎖反応、オリゴヌク

レオチドプライマー伸長アッセイ、リガーゼ連鎖反応、および制限フラグメント

長多型分析からなる群から選択される技術を包含する、請求項７４に記載の方法

。

    【請求項７６】  請求項７３に記載の方法であって、前記比較する工程が、

前記ミトコンドリアＤＮＡに対する前記プライマーのハイブリダイゼーションを

可能にするのに十分な条件下および時間で、該増幅されたミトコンドリアＤＮＡ

に存在する配列に相補的であるヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオチドプ

ライマーと、増幅されたミトコンドリアＤＮＡを含むサンプルを接触させること

によって、ミトコンドリアＤＮＡを測定する、工程；ならびに、

該ミトコンドリアＤＮＡに対する該プライマーのハイブリダイゼーションを検出

する工程であって、検出によって該ミトコンドリアＤＮＡを定量する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項７７】  前記検出する工程が、ポリメラーゼ連鎖反応、オリゴヌク

レオチドプライマー伸長アッセイ、リガーゼ連鎖反応、および制限フラグメント

長多型分析からなる群から選択される技術を含む、請求項７６に記載の方法。

    【請求項７８】  前記ミトコンドリアＤＮＡが、ポリメラーゼ連鎖反応、転

写増幅系および自己持続性配列複製からなる群から選択される技術を使用して増

幅される、請求項７６に記載の方法。

    【請求項７９】  請求項７３に記載の方法であって、前記比較する工程が、

前記ミトコンドリアＤＮＡに対する前記プライマーのハイブリダイゼーションを
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可能にするのに十分な条件下および時間で、該ミトコンドリアＤＮＡに存在する

配列に相補的であるヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオチドプライマーと

、ミトコンドリアＤＮＡを含む生物学的サンプルとを接触させることによって、

ミトコンドリアＤＮＡを測定する、工程；ならびに、

該ミトコンドリアＤＮＡに対する該プライマーのハイブリダイゼーションおよび

伸長を検出して、産物を産生する工程であって、検出によって該ミトコンドリア

ＤＮＡを定量する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項８０】  請求項７３に記載の方法であって、前記比較する工程が、

前記ミトコンドリアＤＮＡに対する前記プライマーのハイブリダイゼーションを

可能にするのに十分な条件下および時間で、該増幅されたミトコンドリアＤＮＡ

に存在する配列に相補的であるヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオチドプ

ライマーと、増幅されたミトコンドリアＤＮＡとを含むサンプルを接触させるこ

とによって、ミトコンドリアＤＮＡを測定する、工程；ならびに、

該ミトコンドリアＤＮＡに対する該プライマーのハイブリダイゼーションおよび

伸長を検出し、産物を生成する工程であって、検出によって該ミトコンドリアＤ

ＮＡを定量する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項８１】  前記ミトコンドリアＤＮＡが、ポリメラーゼ連鎖反応、転

写増幅系および自己持続性配列複製からなる群から選択される技術を使用して増

幅される、請求項８０に記載の方法。

    【請求項８２】  前記サンプルにおけるミトコンドリアＤＮＡの量が、オリ

ゴヌクレオチドプライマー伸長アッセイを使用して決定される、請求項７３に記

載の方法。

    【請求項８３】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、フリーラジ

カル生成である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項８４】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、反応性酸素

種、タンパク質ニトロシル化、タンパク質カルボニル修飾、ＤＮＡ酸化、ｍｔＤ

ＮＡ酸化、タンパク質酸化、タンパク質カルボニル修飾、タンパク質のマロンジ
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アルデヒド付加物、糖酸化産物、脂質酸化産物、８’－ＯＨ－グアノシン付加物

およびＴＢＡＲＳからなる群から選択される、請求項１～７のいずれか１項に記

載の方法。

    【請求項８５】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が反応性酸素種

である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項８６】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標がタンパク質ニ

トロシル化である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項８７】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標がＤＮＡ酸化で

ある、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項８８】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標がミトコンドリ

アＤＮＡ酸化である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項８９】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標がタンパク質カ

ルボニル修飾である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項９０】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、上昇した細

胞内カルシウムに対する細胞性応答である、請求項１～７のいずれか１項に記載

の方法。

    【請求項９１】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、少なくとも

１つのアポトーシス誘導因子に対する細胞性応答である、請求項１～７のいずれ

か１項に記載の方法。

    【請求項９２】  変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標の

正常なレベルまで実質的に回復させる薬剤を該患者に投与する工程を包含する、

関節炎障害を有するヒト患者を処置するための方法。

    【請求項９３】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、ミトコンド

リア電子伝達系酵素、クレブス回路酵素、ミトコンドリアマトリックス成分、ミ

トコンドリア膜成分およびＡＴＰ生合成因子からなる群から選択される、請求項

９２に記載の方法。

    【請求項９４】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、１つの細胞

あたりのミトコンドリア数および１つの細胞あたりのミトコンドリア質量からな

る群から選択される、請求項９３に記載の方法。
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    【請求項９５】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標がＡＴＰ生合成

因子である、請求項９３に記載の方法。

    【請求項９６】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、１つのミト

コンドリアあたりのＡＴＰの量、ミトコンドリア質量の１単位あたりのＡＴＰの

量、１単位のタンパク質あたりのＡＴＰの量および１単位のミトコンドリアタン

パク質あたりのＡＴＰの量からなる群から選択される、請求項９２に記載の方法

。

    【請求項９７】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標がラジカル生成

を包含する、請求項９２に記載の方法。

    【請求項９８】  前記変更されたミトコンドリア機能の指標が、上昇した細

胞内カルシウムに対する細胞性応答を含む、請求項９２に記載の方法。

    【請求項９９】  前記変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指

標が、変更されたミトコンドリア機能の同時予測指標である、請求項９２に記載

の方法。

    【請求項１００】  前記変更されたミトコンドリア機能の同時予測指標が、

該患者における１つの細胞あたりのミトコンドリアＤＮＡの量である、請求項９

９に記載の方法。

    【請求項１０１】  ミトコンドリア機能を変更する薬剤の有効量を投与する

工程を包含する、関節炎障害を処置するための方法。

    【請求項１０２】  前記薬剤がミトコンドリア保護剤である、請求項１０１

に記載の方法。

    【請求項１０３】  前記薬剤が抗酸化剤である、請求項１０１に記載の方法

。

    【請求項１０４】  脊椎動物被験体由来の生物学的サンプル中の関節炎障害

の危険性を同定するためか、脊椎動物被験体由来の生物学的サンプル中の関節炎

障害の疾患進行の程度を決定するためか、または脊椎動物被験体由来の生物学的

サンプル中の関節炎障害のサブタイプに従う脊椎動物種の被験体を層別化するた

めのキットであって、該キットは、以下を含む：

ａ）請求項１、２、６または７のいずれか１項に記載の方法に従って、変更され
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たミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを検出可能である、少な

くとも１つの試薬；および

ｂ）該指標を検出する際の使用に適した補助的な試薬。

    【請求項１０５】  合成軟骨パッチを調製する方法であって、該方法は、以

下の工程：

サイブリッド軟骨細胞を産生するために、関節炎障害を有する第１の患者由来の

軟骨細胞に異種ミトコンドリアＤＮＡを導入する工程であって、該外因性ミトコ

ンドリアＤＮＡが、関節炎障害を有することが公知でない第２の患者由来である

工程；ならびに、該軟骨細胞が細胞外マトリックスを同化するのを可能にするの

に十分な条件下および時間で、該サイブリッドを培養する工程、

を包含する、方法。

    【請求項１０６】  合成軟骨パッチを調製する方法であって、該方法は、以

下の工程：

該軟骨細胞が細胞外マトリックスを同化するのを可能にするのに十分な条件下お

よび時間で、少なくとも１つのミトコンドリア保護剤の存在下で、関節炎障害を

有する被験体由来の軟骨細胞を培養する工程、

を包含する、方法。

    【請求項１０７】  前記軟骨細胞が、抗酸化剤である少なくとも１つのミト

コンドリア保護剤の存在下で培養される、請求項１０６に記載の方法。

    【請求項１０８】  合成軟骨パッチを調製する方法であって、該方法は、以

下の工程：

関節炎障害を有する被験体由来の軟骨の選択されていない集団から増強されたミ

トコンドリア機能を有する軟骨細胞の亜集団を選択する工程；ならびに、

該軟骨細胞を細胞外マトリックスに同化するのを可能にするのに十分な条件下お

よび時間で、該軟骨の亜集団を培養する工程、

を包含する、方法。

    【請求項１０９】  請求項１０５、１０６または１０８のいずれか１項に記

載の方法によって産生された、合成軟骨パッチ。

    【請求項１１０】  被験体における所定の部位の軟骨欠損を修復する方法で
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あって、該所定の部位で、請求項１０９に記載の合成軟骨パッチを外科的に移植

する工程を包含する、方法。

    【請求項１１１】  前記患者に対する１つ以上のミトコンドリア保護剤を投

与する工程をさらに包含する、請求項１１０に記載の方法。

    【請求項１１２】  前記１つ以上のミトコンドリア保護剤が、少なくとも１

つの抗酸化剤を含む、請求項１１１に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （技術分野）

  本発明は、関節炎および関連する障害に一般的に関する。特に、本発明は、骨

関節症および慢性関節リウマチの診断、予後判定および処置のため、ならびに骨

の喪失を予防するための組成物および方法に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  脊椎動物における骨格系の非常に多くの慢性の衰弱化疾患（関節炎および関連

する関節炎障害を含む）は、関節軟骨として公知の特殊化した無血管の軟骨性組

織の崩壊を特色とし、この関節軟骨は、専用の軟骨産生細胞、すなわち関節軟骨

細胞（ａｒｔｉｃｕｌａｒ  ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ）を含む。以下により詳細

に記載されるように、成長する長骨端に存在する骨端軟骨板の軟骨細胞のような

他の軟骨細胞（例えば、軟骨内性軟骨細胞または肋骨軟骨性軟骨細胞））とは異

なり、関節軟骨細胞は、脈管構造を有さない関節軟骨に存在し、そしてこの関節

軟骨を維持する。従って、酸素供給源としての血液供給を欠如するので、関節軟

骨細胞は、主に嫌気性（例えば、解糖的）呼吸によって（そして、好気性のミト

コンドリア酸化的リン酸化からではない）、代謝エネルギー（例えば、生物エネ

ルギー論的ＡＴＰ産生）を産生すると考えられる（Ｓｔｅｆａｎｏｖｉｃｈ－Ｒ

ａｃｉｃら、１９９４  Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｐｈｙｓｉｏｌ．１５９：２７４－２８

０）。好気性条件下でさえも、関節軟骨細胞は少しの酸素を消費し得、それ故広

範な種々の脊椎動物細胞型とは異なるようなので（Ｓｔｅｆａｎｏｖｉｃｅｈ－

Ｒａｃｉｃら、１９９４）、関節炎障害におけるミトコンドリアの役割は、ほと

んど無視されてきた。

      【０００３】

  （Ｉ．筋骨格関節の構造および機能）

  進化は、脊椎動物（例えば、哺乳動物、爬虫類、鳥類および魚類）における運

動の生成および制御に特別に効率よい筋骨格系を発達させた。従って、この筋骨

格系は、有用な機械的エネルギーおよび負荷支持を効率的に送達するが、また、
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複雑な高分子を合成、プロセスおよび組織化して、特定の機械的機能の実行に特

殊化した組織および器官を形成し得る。関節は、筋骨格系の特殊化構造の重要な

部分集合であり、そして多くの異なる型の関節が体内に存在する。自由に動く関

節（例えば、足関節、肘、股関節部、膝関節（ｋｎｅｅ）、肩甲関節ならびに手

指、足指および手首の関節）は、可動関節性関節または滑液関節として公知であ

る。対照的に、脊椎の椎間関節は、繊維質かつ自由に動かないので、可動関節性

関節ではないが、脊椎によって必要とされる柔軟性は提供する。

      【０００４】

  可動関節性関節は、いくつかの共通の構造特徴を有する。第一に、すべての可

動関節性関節は、強靱な線維性包に囲まれる。第二に、関節包の内部表面は、代

謝に活性な組織である滑膜で補強され、この滑膜は、関節を滑らかにし、そして

無血管性軟骨によって必要とされる養分を提供する滑液を分泌する。第三に、関

節における関節でつながった骨端は、関節軟骨として公知の水和した柔軟な組織

の薄層で補強される。第四に、関節は、関節包の内部または外部に存在し得る靱

帯および腱によって安定化され、そしてその動く範囲は、この靱帯および腱によ

って制御される。

      【０００５】

  可動関節性関節の表面内層（すなわち、滑膜および関節軟骨層）は、滑液を含

む関節腔を形成する。従って、脊椎動物の骨格関節において、滑液、関節軟骨お

よび支持骨は、滑らかでほとんど摩擦のない軸受システムを形成する。可動関節

性関節は、莫大かつ種々の範囲の負荷条件に供されるが、軟骨表面は、正常な環

境下で、摩損および引き裂き（例えば、構造的崩壊）をほとんど受けない。実際

に、大半のヒト関節は、非常に高い負荷および圧力下、ならびに非常に遅い作動

速度で有効に機能し得る。これらの性能特徴は、有効な潤滑プロセスを必要とし

、関節における軟骨の摩擦および摩損を最小限にする。生化学的および／または

生体力学的プロセスによる関節軟骨のひどい故障は関節炎を導き、従ってこの関

節炎は、一般的に、脊椎動物の重量軸受システムの故障として規定される。

      【０００６】

  硝子軟骨は、その名称が意味するように、外観上は硝子のようになめらかで（
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ｇｌａｓｓ－ｓｍｏｏｔｈ）ピカピカ光り、そして青みをおびた白色であるが、

より古びたまたは疾患性の組織は、この外観を失う傾向にある。最も一般的な硝

子軟骨および最も研究された硝子軟骨は、関節軟骨であり、これは、可動関節性

関節内部の長骨の骨およびｓｉｅｓａｍｏｉｄ骨の関節表面を覆う。上記のよう

に、関節軟骨は、関節軟骨細胞として公知の特殊化軟骨細胞、ならびに主として

２つの主要なクラスの高分子（コラーゲンおよびプロテオグリカン）を含む軟骨

性細胞外マトリックスからなる。関節軟骨細胞は、３次元細胞外マトリックスを

合成、沈積および滞留し、そしてまた、滑液（これは、関節軟骨を浸す）に存在

するいくつかの溶質および酵素を合成する。健康な関節軟骨は、関節の骨端間の

滑らかな表面を形成し、運動によって引き起こされる摩擦を減少する。滑液は、

この摩擦をさらに減少する。

      【０００７】

  軟骨の発生（軟骨発生（ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ））の間に、間充織細

胞由来の軟骨芽細胞は、窩として公知の小腔またはくぼみに閉じこめられるよう

になり、ここで、この軟骨芽細胞は、関節軟骨細胞に発生し、この関節軟骨細胞

は、軟骨芽細胞と対照的に、自己複製能力が制限される。しかし、関節軟骨細胞

は、軟骨の細胞外マトリックス（ＥＣＭまたは単に「マトリックス」）を含む高

分子の合成、会合、分解および回転（ｔｕｒｎｏｖｅｒ）を媒介する。このマト

リックスの機械化学的性質は、インビボで軟骨の生体力学的機能に有意に寄与す

る。関節軟骨は、脈管組織ではないので、関節軟骨細胞は、低酸素緊張の環境下

に存在すると考えられ、従って、嫌気性（例えば、解糖的）のＡＴＰ生合成によ

って、代謝エネルギーを優先的に駆動するようであり得る（Ｓｔｅｆａｎｏｖｉ

ｃｈ－Ｒａｃｉｃら、１９９４）。

      【０００８】

  関節軟骨の構造全体性は、骨格関節（例えば、脊椎動物の股関節部、肩甲関節

、肘、膝（ｈｏｃｋ）および膝関節（ｓｔｉｆｌｅ）において見出される関節）

の最適機能の基礎である。損なわれた骨格関節機能は、個々の被験体の可動性（

例えば、着座位置からの起立または階段の昇降に関与する可動性）を劇的に減少

する。上記のように、関節軟骨の構造的および機能的全体性を維持するために、
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関節軟骨細胞は、コラーゲンおよびプロテオグリカン（関節軟骨の主要な成分）

を常に合成する；軟骨細胞はまた、摩擦を減少する滑液を分泌する。軟骨のＥＣ

Ｍ高分子および滑液の関節軟骨細胞によるこの一定の同化は、関節軟骨に大半の

機械的摩損についての修復機構を提供し、この摩損は、骨端間の摩擦によって引

き起こされ得る。しかし、軟骨成分のこのような安定した生合成は、これらの高

分子および滑液成分の前駆体、すなわち基礎単位についての一定の要求を生成す

る。これらの前駆体の欠如は、骨格関節の構造および機能における欠陥を導く。

この欠陥は、しばしば、活性レベルが非常に高いか、または軟骨組織が傷つけら

れた場合に生じる。

      【０００９】

  膝関節の半月および他の類似の構造（例えば、顎関節円板および肩甲関節唇）

は、正常な関節機能にきわめて重大な特殊化線維軟骨性構造である。これらは、

関節を横切った負荷の分配において関節軟骨を助け、関節の安定化において靱帯

および腱を助け、そして衝撃吸収における主要な役割を果たすことが公知であり

、そして関節の潤滑化をさらに助け得る。これらの構造に対する損傷は、損なわ

れた関節機能および関節軟骨の変性を導き得る。これらの線維軟骨性構造の外科

的除去（例えば、明らかに回復不可能な軟骨の摩損後に）は、骨関節症の早期発

症をもたらし得る。半月、円板および唇は、主としてＩＩ型コラーゲンを含む線

維軟骨構造を水和し、少量の他のコラーゲンおよびプロテオグリカン（アグリカ

ンおよび小さな非凝集性プロテオグリカンを含む）もまた存在する。これらの線

維軟骨性構造は、常在性（ｒｅｓｉｄｅｎｔ）細胞の散在した集団を含み、この

細胞は、軟骨の関節軟骨細胞のように、この細胞外マトリックスの合成および維

持を担う。

      【００１０】

  （ＩＩ．関節炎障害）

  可動関節性関節は、一般の身体運動（モーター（例えば、歩行）機能に関連し

た肢の運動および日常生活の他の行動を含む）を可能にする。これらの関節は、

代表的には、その機能を非常に良好かつ有効に行い、その存在は、損傷が攻撃す

るか、または関節炎が発症するまで無害であり得る。工学の見地から、これらの
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天然の生体力学的軸受は、非常にまれな構造である。健康な関節は、寿命のすべ

てまたは寿命の大半を通して事実上摩擦がなく、そして摩損耐性様式で機能し得

る。機械的に操作された人工軸受のように、関節の軸受表面（すなわち、関節軟

骨）の故障は、その中枢機能（例えば、機械エネルギーおよび負荷支持の送達）

を提供するこれらの軸受の故障を意味する。

      【００１１】

  生物医学用語において、可動関節性関節の故障は、関節炎障害を導き、この最

も一般の形態は、骨関節症または変形性関節症あるいは軟骨石灰化症である。関

節炎障害の他の形態としては、慢性関節リウマチ、若年性慢性関節リウマチ、強

直性脊椎炎、ライター症候群、乾癬性関節炎、紅斑性狼瘡、痛風および感染性関

節炎が挙げられるがこれらに限定されない（例えば、Ｇｉｌｌｉｌａｎｄら、「

Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｊｏｉｎｔｓ  ａｎｄ  ｃｏｎｎｅｃｔｉ

ｖｅ  ｔｉｓｓｕｅ」、第１４節、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ  Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

ｓ  ｏｆ  Ｉｎｔｅｒｎａｌ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第８版、Ｔｈｏｒｎら、編、

ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９７７、２０４８～２０

８０頁）を参照のこと）。関節炎障害はまた、関節損傷をもたらす身体的外傷（

例えば、関節組織を傷つける急性の身体的損傷または反復動作性症候群）あるい

は食餌状態（例えば、リケッチア感染症（ｒｉｃｋｅｔｔｓ）または他の食餌欠

乏性疾患）を含み得るかまたはこれらに由来し得る。

      【００１２】

  はるかに、最も流行している関節炎障害は、慢性関節リウマチ（ＲＡ）および

骨関節症（ＯＡ）である。ＲＡ（これは、自己免疫障害と考えられている）は、

部分的に、滑膜の炎症に由来する。ヒトにおいて、この障害のピーク発症は、３

０歳を超えた成人（代表的には、３０代および４０代）において生じ、そして男

性よりも３倍の頻度で女性を冒す。極端な場合においては、慢性の炎症は、関節

表面および結合組織を腐食およびゆがめ、重篤な関節変形および不断の疼痛をも

たらす。さらに、ＲＡは、しばしばＯＡを導き、関節の破壊をさらにいっそうひ

どくする。最も一般的な関節炎障害であるＯＡは、関節軟骨表面における変性変

化によって特徴付けられる。軟骨の物理化学的構造における変異は、圧縮力およ
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び張力に対する耐性を弱くする。最終的に、完全な腐食が起こり、軟骨下の骨を

曝露したままにし、そして摩損を受けやすくする。膝および手の関節は、最もし

ばしば冒され、１つ以上の脊椎、股関節部、足関節および肩甲関節もまた同様で

あり得る。ＲＡおよびＯＡの両方において、重量軸受関節（例えば、股関節部お

よび膝関節）の変性は特に衰弱し得、そしてしばしば手術を必要として、疼痛を

軽減し、そして可動性を増大する。

      【００１３】

  ＲＡによって引き起こされる変性変化および関連する関節炎障害を休止させる

かまたは逆転させるための手段は、現在存在しない。同時に、約３７００万人の

アメリカ人が、医師の処方箋がなければ入手できない薬物の形態で、徴候的な軽

減を求めている。このような場合、非ステロイド性抗炎症薬物（ＮＳＡＩＤＳ）

が最もしばしば処方される。これらの化合物は、しばしば関節炎の症状を緩和ま

たは軽減するが、しばしば所望されない副作用（例えば、吐き気および胃腸の潰

瘍）を有する。関節炎障害の処置のために一般に処方される他の化合物は、コル

チコイド（例えば、トリアムシノロン、プレドニゾロンおよびヒドロコルチゾン

）である。これらの薬物はまた、特に長期間の使用が必要とされ得る場合に、所

望されない副作用を有し、そのため、多くの患者において禁忌を示し得る。有効

な投薬量決定の難しさに加えて、多くの有害な反応が、これらのステロイドおよ

び他のステロイドを用いた関節内処置の間に報告されている。結果として、関節

炎障害の治療技術におけるコルチコイド処置の使用は、現在再評価されている。

      【００１４】

  上記のようなＯＡおよびＲＡを処置するための徴候的測定および軽減測定の代

替として、関節炎の関節の機械的修復は、可能な場合には整形外科手術を必要と

し、すりきれた関節を人工のプロテーゼまたは生物学的移植片で置換する。３０

００万人を超えるアメリカ人が、これらの損傷（ｄｉｓａｂｌｉｎｇ）疾患に罹

患し、このような手術は、莫大な医学的および経済的難題を提起し、そしてその

ものの危険性および禁忌なしには存在しない。

      【００１５】

  骨関節症（また、変形性関節症としても公知）は、最も一般の型の関節炎のう
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ちの１つである。これは、関節内部の軟骨の故障によって特徴付けられ、関節の

一方の骨の別の骨に対する疼痛を伴う摩擦を引き起こし、そして罹患した関節内

部の運動の喪失を導く。骨関節症は、非常に軽度から非常に重篤な範囲にわたり

得、そして中年および老齢者が最も一般に罹患する。特に、ＯＡはしばしば、手

ならびに重量軸受関節（例えば、膝関節、股関節部、足および背）を冒す。年齢

は主要な危険因子であるが、現在、この状態の病因および病原は、主として未知

のままである。多くの環境因子および他の独立した状態は、骨関節症を有するか

または発症する危険性の増加に関連し、これは、肥満、以前の損傷および／また

は半月板切除術（例えば、スポーツ関連損傷もしくは他の不慮の損傷）、繰り返

された膝関節の曲げを伴う業務関連行動、喫煙、性ホルモン、婦人科障害ならび

に他の代謝因子を含む。軟骨石灰化症は、骨関節症に関連した変形性関節症の別

の形態であり、異常な石灰沈着が、関節軟骨において生じる。

      【００１６】

  現在、骨関節症の正確な診断は、疾患が有意に進行した場合にのみ、一般的に

可能である。医師は、身体検査および症状の経歴に基づいて、骨関節症の診断を

ほとんど下せるも同然であり得る。Ｘ線による検査は、診断を確認するためだけ

に代表的に使用される。最近の研究は、太りすぎの中年の人々の体重喪失が、有

意に危険性を減少し得るか、または膝関節の骨関節症の発症を妨げさえし得ると

結論を下した。このような場合において、骨関節症の発症に対する個人の素因の

診断における精度の改良は、明確な利点を提供する。

      【００１７】

  従って、本明細書中に提供されるように、本発明の特定の実施形態は、関節炎

および関連する障害の診断のための組成物および方法を導く。関連する実施形態

において、本発明は、好ましくは、当該分野で公知または本明細書中の開示に基

づいて後に開発されたようなハイスループットのスクリーニング方法を使用して

、このような障害を処置するために使用され得る組成物、およびこのような化合

物についてのスクリーニング方法を提供する。このような処置は、事実上、改善

的、治療的、軽減的、回復的、予防的、防御的または予防的であり得る。

      【００１８】
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  （ＩＩＩ．  イヌ股関節形成不全および非ヒト動物における他の障害）

  特定の実施形態において、本発明は、イヌ股関節形成不全に罹患したイヌの早

期診断のための組成物および方法に関する。関連する実施形態において、本発明

は、部分的に、他の非ヒト動物における関節炎、形成異常症ならびに関連する疾

患および障害の診断のための組成物および方法に関係する。

      【００１９】

  イヌ股関節形成不全は、米国だけでも無数のイヌが罹患する一般的な整形外科

的疾患である。イヌ股関節形成不全は、多くの品種のイヌが罹患するが、より大

きな品種において、特に高い発病率である。８０を超える罹患したイヌの品種と

しては、ジャーマンシェパード、ニューファンドランド、オールドイングリッシ

ュシープドッグ、イングリッシュブルドッグ、ラブラドルレトリーヴァー、他の

レトリーヴァー種、アイリッシュセッター、グレートデーンおよびセントバーナ

ードが挙げられる。この疾患は、股関節部関節の弛緩および不適合によって特徴

付けられ、これは、関節組織の変性をもたらす。骨関節症は、弛緩に起因した関

節に関して、大腿頭部の異常な位置の結果として発症し、そして関節軟骨の腐食

および滑膜の炎症をもたらす。形成異常の股関節部関節における骨関節症のイヌ

における発症は、イヌ股関節形成不全のベンチマークサインである。

      【００２０】

  イヌ股関節形成不全は、複雑な遺伝的および環境的ベースの遺伝性疾患である

と考えられる。臨床症状は、股関節部関節の軽度の不快から重篤な衰弱の範囲に

わたり、そしてこの疾患は、後方の肢および関節における脚の不自由さの最も一

般的な原因である。しかし、たいていの場合、形成異常症の臨床症状は、罹患し

たイヌの寿命末期およびこの疾患プロセスの開始から長期間経って現れ、これは

、６ヶ月～１２ヶ月の間に始まり得る。イヌ股関節形成不全の早期診断（例えば

、１歳未満での）は、例えば、イヌの飼育者が、罹患したイヌを飼育プログラム

から除くために、若い年齢で罹患したイヌを正確に同定することを可能にするに

所望かつ有用である。早期診断はまた、疾患進行が促進し得る前の処置を可能に

し得る。例えば、身体活動および食餌療法を介した罹患したイヌの体重管理が開

始され、股関節部関節における負担を制限し得る。あるいは、生体適合性骨伝導
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性ポリマー（Ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ  Ｏｓｔｅｏｃｏｎｄｕｃｔｉｖｅ  

Ｐｏｌｙｍｅｒ）（ＢＯＰ）シェルフ（ｓｈｅｌｆ）関節形成術（これは、ポリ

マーが使用され、亜脱臼を予防するために形成異常症のイヌの欠陥のある股関節

部を再構築する外科的手順）が選ばれ得る。

      【００２１】

  米国特許第５，４８２，０５５号に開示される股関節部形成異常症の検出につ

いての最新の方法は、圧迫－牽引圧力ラジオグラフィーに基づく。この方法は、

骨関節症の存在または非存在に関連した関節弛緩を測定する（Ｓｍｉｔｈら、１

９９３  Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．５４：１０２１－４２；Ｓｍｉｔｈら、１

９９０  Ｊ．Ａｍ．Ｖｅｔ．Ｍｅｄ．Ａｓｓｏｃ．１９６：５９－７０）。この

圧力方法は、受動弛緩を引き出し、この弛緩は、力が股関節部関節を散らすため

に使用される場合に生じる大腿頭部の最大の側面移動である。調節可能なデバイ

スである「牽引器（ｄｉｓｔｒａｃｔｏｒ）」を使用して、受動弛緩を明らかに

し、そして「牽引指標」と呼ばれる測定値によって、大腿頭部の側面移動を定量

する。この指標は、受動弛緩の基準および予測値として使用され、ここで、一定

の値未満では、イヌは骨関節症を発症しないようである。例えば、ラブラドルレ

トリーヴァーにおいては、０．３の牽引指標は、堅い股関節部関節を示し、そし

て０．７を超える牽引指標は、緩い股関節部関節（受動弛緩）を示す。従って、

牽引指標が０．３から０．７に増加するにつれて、骨関節症を発症する確率も増

加する。しかし、この範囲の牽引指標を有するラブラドルレトリーヴァーについ

ての結果が確実に予測できない点で、問題が生じる（Ｓｍｉｔｈら、１９９３、

前出；Ｌｕｓｔら、１９９３  Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．５４：１９９０－９

）。有望な原因としては、股関節部関節構造の他の成分（例えば、寛骨臼および

大腿の頭部構造）が挙げられ、これらの構造は、機能的な関節安定性に寄与し、

そして移動の間の股関節部亜脱臼への受動弛緩の媒介程度の転換を妨げる。

      【００２２】

  （ＩＶ．ミトコンドリア）

  上記のように、脊椎動物の関節軟骨細胞における代謝エネルギーの産生が、嫌

気性呼吸（例えば、解糖的ＡＴＰ合成）を介して進行すると考えられるので、ミ
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トコンドリアの酸化的リン酸化と関節炎障害との間の関係に、ほとんどまたはま

ったく注意が払われてこなかった。背景として、ミトコンドリアは、高等生物の

細胞における主要なエネルギー源であり、そして広範なアレイの細胞呼吸プロセ

ス、酸化プロセスおよび代謝プロセスの直接的および間接的な生化学的調節を提

供する。このようなプロセスとしては、電子伝達系（ＥＴＣ）活性が挙げられ、

この活性は、酸化的リン酸化を駆動して、アデノシン３リン酸（ＡＴＰ）の形態

で代謝エネルギーを産生し、そしてまた、細胞内カルシウムホメオスタシスにお

ける中心的なミトコンドリアの役割に応ずる。

      【００２３】

  ミトコンドリアの超微細構造の特徴付けは、細胞小器官と細胞質ゾルとの間の

界面として働くミトコンドリア外膜の存在、複数の部位で外膜への接着を形成す

るようである高度に折り畳まれたミトコンドリア内膜の存在、およびこの２つの

ミトコンドリア膜の間の膜間腔の存在を明らかにする。ミトコンドリア内膜内部

の亜区画は、ミトコンドリアマトリックスと一般にいわれる（概説については、

例えば、Ｅｒｎｓｔｅｒら、１９８１  Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．９１：２２７

ｓを参照のこと）。クリステ（これは、ミトコンドリア内膜の陥入として生じる

と本来仮定された）は、最近、３次元電子断層撮影法を使用して、管様導管を含

むとしても特徴付けられ、この導管は、ネットワークを形成し得、そして開いた

環状の（直径３０ｎｍ）接合点によって、内膜に接続され得る（Ｐｅｒｋｉｎｓ

ら、１９９７、Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ

  １１９：２６０）。外膜は、約１０キロダルトン未満の分子量を有するイオン

性溶質および非イオン性溶質を自由に透過し得るが、ミトコンドリア内膜は、多

くの低分子（特定の陽イオンを含む）に対する選択的かつ調節された透過性を示

し、そして高分子（約１０ｋＤａを超える）に対して不透過性である。

      【００２４】

  変更されたかまたは欠陥のあるミトコンドリア活性（ＥＴＣの任意の段階での

故障を含むがこれに限定されない）は、悲劇的なミトコンドリアの破壊をもたら

し得、この破壊は、「透過性移行（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ  ｔｒａｎｓｉｔ

ｉｏｎ）」（ＰＴ）または「ミトコンドリア透過性移行」（ＭＰＴ）と呼ばれて
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いる。一般的に受け入れられたミトコンドリア機能の理論に従って、適切なＥＴ

Ｃ呼吸活性は、結合した（ｃｏｕｐｌｅｄ）化学浸透圧機構によるミトコンドリ

ア内膜における電気化学的電位（ΔΨｍ）の維持を必要とする。変更されたかま

たは欠陥のあるミトコンドリア活性は、この膜電位を放散し得、それによって、

ＡＴＰ生合成を妨げ、そして致命的な生化学的エネルギー源の産生を停止する。

さらに、ミトコンドリアタンパク質（例えば、シトクロームｃまたは膜間腔タン

パク質）は、透過性移行後にミトンドリアの中から漏れ得、そしてアポトーシス

またはプログラム細胞死（ＰＣＤ）として公知の、遺伝的にプログラムされた細

胞自殺の結果を誘導し得る。

      【００２５】

  ＥＴＣ活性を媒介する５つのマルチサブユニットタンパク質複合体のうちの４

つ（複合体Ｉ、ＩＩＩ、ＩＶおよびＶ）は、ミトコンドリア内膜に局在し、この

内膜は、細胞において最もタンパク質に富む（７５重量％）生物学的膜である；

残りのＥＴＣ複合体（複合体ＩＩ）は、マトリックスに位置する。ＥＴＣ内部で

生じることが公知の少なくとも３つの異なる化学反応において、正に荷電したプ

ロトンは、ミトコンドリアマトリックスから、内膜を横切って膜間腔に移動する

。この荷電種の不均衡は、「プロトン駆動力」（ＰＭＦ）といわれる約２２０ｍ

Ｖの電気化学的電位を引き起こし、このプロトン駆動力は、しばしばΔψまたは

Δψｍという表記によって表され、そしてミトコンドリア内膜を横切った電気電

位およびｐＨ差の合計を表す（例えば、Ｅｒｎｓｔｅｒら、１９８１  Ｊ．Ｃｅ

ｌｌ  Ｂｉｏｌ．９１：２２７ｓおよびそれに引用される参考文献を参照のこと

）。

      【００２６】

  この膜電位は、アデノシン２リン酸（ＡＤＰ）がリン酸化されて、ＥＴＣ複合

体ＶによってＡＴＰを生じる場合に産生されるリン酸結合に寄与するエネルギー

を提供し、これは、マトリックスへのプロトン輸送に化学量論的に「共役した」

プロセスである；Δψｍはまた、ミトコンドリアへの細胞質ゾルＣａ2+の流入に

ついての駆動力である。正常な代謝条件下において、内膜は、膜間腔からマトリ

ックスへのプロトン移動に対してほぼ不透過性であり、ＥＴＣ複合体Ｖを第一の
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手段として残し、これによって、プロトンは、マトリックスに戻り得る。しかし

、ミトコンドリア内膜の統合性が損なわれると、変更されたミトコンドリア機能

に関連した疾患を付随し得るＭＰＴの間に生じるように、プロトンは、ＡＴＰの

産生なしに複合体Ｖの導管を迂回し得、それによって、呼吸を「脱共役する（ｕ

ｎｃｏｕｐｌｉｎｇ）」。なぜなら、電子伝達および関連するプロトンポンピン

グは、ＡＴＰを生じないからである。従って、ミトコンドリア透過性移行は、ミ

トコンドリア膜「孔」の開放に関与し、これはとりわけ、ＥＴＣおよびΔψｍが

脱共役し、Δψｍが崩壊し、そしてミトコンドリア膜が低分子（例えば、イオン

性Ｃａ2+、Ｎａ+、Ｋ+、Ｈ+）および高分子（例えば、タンパク質）の両方の溶

質に対する透過性を選択的に調節する能力を失うプロセスである。

      【００２７】

  ミトコンドリアの透過性移行「孔」は、別個のアセンブリまたはマルチサブユ

ニットの複合体ではないかもしれず、従って、この用語は、代わりに、内膜の選

択的透過性を調節する任意のミトコンドリアの分子成分（例えば、ミトコンドリ

ア膜それ自体を含む）をいい、ここで、このような調節された機能は、ＭＰＴの

間に損なわれる。ミトコンドリアの分子成分は、タンパク質、ポリペプチド、ペ

プチド、アミノ酸もしくはそれらの誘導体；脂質、脂肪酸などもしくはそれらの

誘導体；炭水化物、糖類などもしくはそれらの誘導体；核酸、ヌクレオチド、ヌ

クレオシド、プリン、ピリミジンもしくは関連する分子、またはそれらの誘導体

など；あるいはミトコンドリアの構成要素である任意の他の生物学的分子であり

得る。ミトコンドリアの孔成分は、上記のようなミトコンドリア膜の選択的透過

性特徴を調節する任意のミトコンドリア分子成分であり得、Δψｍの確立を担う

成分およびＭＰＴの間に機能的に改変される成分を含む。

      【００２８】

  理論により束縛されるのを望まないが、この孔が、例えば、特定のミトコンド

リアタンパク質および／もしくは細胞質ゾルタンパク質ならびにおそらく他の分

子種のアセンブリもしくは凝集によってミトコンドリア膜に形成される物理学的

に異なる導管であるか否か、またはこの「孔」の開放が、ミトコンドリア膜の多

孔性における一般的な増加を単に示し得るか否かは未解決である。少なくとも、
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特定のミトコンドリア分子成分は、ＭＰＴ機構に寄与し得、これは、ＥＴＣ成分

または本明細書中に記載される他のミトコンドリア成分を含む。例えば、ＭＰＴ

機構に寄与するようなミトコンドリアタンパク質またはミトコンドリア関連タン

パク質のいくつかの非限定的な例としては、電位依存性陰イオンチャネル（ＶＤ

ＡＣ、ポーリンとしてもまた公知である）ファミリータンパク質のメンバー、ミ

トコンドリアカルシウムユニポーター、ミトコンドリア関連ヘキソキナーゼ、末

梢ベンゾジアゼピンレセプターおよび膜間クレアチンキナーゼが挙げられる。

      【００２９】

  ＭＰＴは、ミトコンドリア遺伝子、ミトコンドリア遺伝子産物もしくはミトコ

ンドリアの下流のメディエータ分子および／またはミトコンドリア外遺伝子、ミ

トコンドリア外遺伝子産物もしくはミトコンドリア外の下流のメディエータの直

接的または間接的効果に由来し得る。ＭＰＴはまた、他の既知または未知の原因

に由来し得る。ミトコンドリア電位の喪失は、変更されたミトコンドリア機能に

関連する疾患（変性疾患を含む）の進行における重要な事象であり得る。

      【００３０】

  ミトコンドリアの欠陥は、変更されたミトコンドリア機能に関連した疾患の病

因に有意に寄与し得る。このような欠陥は、ミトコンドリアＤＮＡに存在する別

個のミトコンドリアゲノムおよび／またはミトコンドリア外ゲノムに関連し得、

ミトコンドリア外ゲノムは、核染色体ＤＮＡおよび他のミトコンドリア外ＤＮＡ

を含む。例えば、ミトコンドリア成分の構造的性質および／または機能的性質に

おける変更（遺伝的因子および／もしくは環境的因子に由来する変更、または細

胞補償機構に由来する変更を含む）は、変更されたミトコンドリア機能に関連し

た任意の疾患の病因における役割を果たし得る。

      【００３１】

  多くの変性疾患は、ミトコンドリア機能における変更（例えば、増加もしくは

減少）によって引き起こされるか、またはこの変更に関連すると考えられる。理

論によって束縛されるのを望まないないが、このような変更は、包括的であり得

、罹患した個体における事実上すべての細胞および組織型においてそれ自身が表

れるか、または所定の疾患に特に関連するような特定の細胞もしくは組織型にお
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いて、より明らかであり得る。変更されたミトコンドリア機能に関連した疾患と

しては、神経変性に伴う障害（例えば、アルツハイマー病（ＡＤ）；パーキンソ

ン病；ハンチントン病；ジストニー；レーバー遺伝性視神経症；精神分裂病；ミ

トコンドリア脳障害、乳酸アシドーシスおよび発作（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

ｌ  ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ｌａｃｔｉｃ  ａｃｉｄｏｓｉｓ，ａｎｄ

  ｓｔｒｏｋｅ）（ＭＥＬＡＳ）；ならびにミオクローヌス、癲癇、ぼろぼろの

赤色線維症候群（ｍｙｏｃｌｏｎｉｃ  ｅｐｉｌｅｐｓｙ，ｒａｇｇｅｄ  ｒｅ

ｄ  ｆｉｂｅｒ  ｓｙｎｄｒｏｍｅ）（ＭＥＲＲＦ）、癌）、ならびに他の特殊

化組織の変性が存在し得る障害（例えば、乾癬；過増殖性障害；ミトコンドリア

糖尿病および難聴（ＭＩＤＤ）；ならびに真性糖尿病）が挙げられる。変更され

たミトコンドリア機能に関連したさらなる疾患の広範なリストは、異常なミトコ

ンドリア活性または有糸分裂核（ｍｉｔｏｎｕｃｌｅａｒ）活性が特定の疾患プ

ロセスに関係するため拡張し続ける。

      【００３２】

  変更されたミトコンドリア機能に関連したＡＤおよび潜在的に他の疾患の特徴

的な病因は、特定の罹患した組織における選択された細胞集団の死であり、これ

は、アポトーシス（また、「プログラム細胞死」またはＰＣＤといわれる）に由

来する。ミトコンドリア機能不全は、種々の細胞型におけるアポトーシスを導く

事象のカスケードに重要であると考えられる（Ｋｒｏｅｍｅｒら、ＦＡＳＥＢ  

Ｊ．９：１２７７－８７、１９９５）。変更されたミトコンドリア生理機能は、

ＰＣＤにおける最も早い事象の中の１つであり得（Ｚａｍｚａｍｉら、Ｊ．Ｅｘ

ｐ．Ｍｅｄ．１８２：３６７－７７、１９９５；Ｚａｍｚａｍｉら、Ｊ．Ｅｘｐ

．Ｍｅｄ．１８１：１６６１－７２、１９９５）、そしてこのような変更された

ミトコンドリア機能に由来する上昇した活性酸素種（ＲＯＳ）レベルは、アポト

ーシスカスケードを開始し得る（Ａｕｓｓｅｒｅｒら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉ

ｏｌ．１４：５０３２－４２、１９９４）。

      【００３３】

  従って、増殖細胞のエネルギー産生における役割に加えて、ミトコンドリア（

または、少なくともミトコンドリア成分）は、アポトーシスに関与する（Ｎｅｗ
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ｍｅｙｅｒら、１９９４、Ｃｅｌｌ  ７９：３５３－３６４；Ｌｉｕら、１９９

６、Ｃｅｌｌ  ８６：１４７－１５７）。アポトーシスはまた、明らかに、とり

わけ特殊化組織の正常な発生（例えば、発生上のプログラムされた組織の再建の

間の廃退した細胞の除去）および免疫系の適切な機能に必要とされる。さらに、

いくつかの疾患状態は、アポトーシスの不十分なレベル（例えば、癌、自己免疫

疾患）または過度のレベル（例えば、発作損傷、ＡＤ関連神経変性）のいずれか

に関連すると考えられる。アポトーシスおよびそこでのミトコンドリアの役割の

一般的な概説については、ＧｒｅｅｎおよびＲｅｅｄ（１９９８、Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２８１：１３０９－１３１２）、Ｇｒｅｅｎ（１９９８、Ｃｅｌｌ  ９４：

６９５－６９８）ならびにＫｒｏｍｅｒ（１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  Ｍｅｄｉｃ

ｉｎｅ  ３：６１４－６２０）を参照のこと。従って、アポトーシス事象（ミト

コンドリア成分に関連した事象を含む）に影響を及ぼす因子は、種々の軽減用途

、予防用途および治療用途を有し得る。

      【００３４】

  上記から、現在の薬理学的治療はどれも、関節炎障害（例えば、ＲＡおよびＯ

Ａ）において基礎をなす生化学的欠陥を直さないことが明らかである。これらの

現在利用可能な処置はいずれもまた、関節炎障害（例えば、異常な関節軟骨細胞

活性、軟骨分解、関節腐食および重篤な関節変形）における生理学的異常のすべ

てを改善するわけではない。さらに、これらの因子を用いた処置の失敗は一般的

であり、その結果、多剤治療がしばしば必要とされる。

      【００３５】

  明らかに、変更されたミトコンドリア機能の基礎をなすこのような欠陥が、ミ

トコンドリア起源またはミトコンドリア外起源を有し得るか否かにかかわらず、

関節炎障害の発症についての危険性の早期検出について、ならびにこの疾患をに

なう生化学的欠陥および／または代謝欠陥を直すために標的化されるより良い治

療についての改良された診断方法に対する必要性が存在する。本発明は、変更さ

れたミトコンドリア機能の指標に関連した組成物および方法を提供し、この指標

は、関節炎障害の進行の危険性および程度の決定、ならびにこの疾患の処置に有

用であり、そして他の関連した利点を提供する。
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      【００３６】

  （発明の要旨）

  １つの局面において、本発明は、脊椎動物被験体における関節炎障害について

の危険性を同定するための方法を提供し、この方法は、被験体由来の生物学的サ

ンプルにおける変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベル

をコントロールサンプルと比較する工程を包含し、ここで、この変更されたレベ

ルの指標は、被験体が、関節炎障害を有するかまたは関節炎障害を発症するおそ

れがあることを示し；そしてこれから、関節炎障害についての危険性を同定する

。

      【００３７】

  本発明の別の局面は、関節炎障害を有する脊椎動物被験体における疾患進行の

程度を決定するための方法を提供することであり、この方法は、第一および第二

の生物学的サンプルの各々における変更されたミトコンドリア機能の少なくとも

１つの指標のレベルを比較する工程を包含し、この第一および第二の生物学的サ

ンプルは、それぞれ第一の時点および第二の時点で被験体から得られ、ここで、

この第一および第二の時点の間の変更されたレベルの指標は、疾患の進行を示し

；そしてこれから、関節炎障害の進行の程度を決定する。

      【００３８】

  なお別の局面において、本発明は、関節炎障害を有する危険性があると疑われ

る脊椎動物被験体を処置するに適切な因子を同定する方法を提供し、この方法は

、候補因子の存在下および非存在下において被験体から得られた１つ以上の生物

学的サンプルにおける変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標の

レベルを比較する工程を包含し、ここで、この変更されたレベルの指標は、この

因子がミトコンドリア機能を変更したことを示し；そしてこれから、関節炎障害

の処置についての候補因子の適合性を決定する。

      【００３９】

  別の局面において、本発明は、関節炎障害を有する危険性があると疑われる脊

椎動物被験体を処置するための因子の適合性を決定する方法を提供し、この方法

は、候補因子を被験体に投与する前および後に、被験体から得られた生物学的サ
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ンプルにおける変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベル

を比較する工程を包含し、ここで、この変更されたレベルの指標は、この因子が

ミトコンドリア機能を変更したことを示し；そしてこれから、関節炎障害の処置

についての候補因子の適合性を決定する。

      【００４０】

  本発明の別の局面は、関節炎障害を有する危険性があると疑われる脊椎動物被

験体を処置するための因子の適合性を決定する方法を提供することであり、この

方法は、候補因子を各々の被験体に投与する前および後に、複数の被験体から得

られた少なくとも１つの生物学的サンプルにおける変更されたミトコンドリア機

能の少なくとも１つの指標のレベルを比較する工程を包含し、ここで、この変更

されたレベルの指標は、この因子がミトコンドリア機能を変更したことを示し；

そしてこれから、関節炎障害の処置についての候補因子の適合性を決定する。

      【００４１】

  なお別の局面において、本発明は、関節炎障害のサブタイプに従って脊椎動物

種の被験体を階層化する方法を提供し、この方法は、複数の被験体種の各々から

得られた少なくとも１つの生物学的サンプルにおける変更されたミトコンドリア

機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較する工程を包含し；そしてこれから

、関節炎障害のサブタイプに従って被験体を階層化する。

      【００４２】

  別の局面において、本発明は、関節炎障害のサブタイプに従って脊椎動物種の

被験体を階層化する方法を提供し、この方法は、候補因子を各々の被験体に投与

する前および後に、複数の被験体種の各々から得られた生物学的サンプルにおけ

る変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較する工

程を包含し、ここで、この変更されたレベルの指標は、この因子がミトコンドリ

ア機能を変更したことを示し；そしてこれから、関節炎障害のサブタイプに従っ

て被験体を階層化する。

      【００４３】

  本発明の上述の局面の特定の実施形態において、脊椎動物被験体は、ヒト、イ

ヌ、ウシ、ブタ、ネコ、ウマ、ヤギまたはヒツジであり、そして１つの特に好ま
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しい実施形態において、この脊椎動物被験体はヒトである。特定の他の実施形態

において、関節炎障害は、骨関節症、変形性関節症、慢性関節リウマチ、若年性

慢性関節リウマチ、軟骨石灰化症、強直性脊椎炎、ライター症候群、乾癬性関節

炎、形成異常症、紅斑性狼瘡、痛風または感染性関節炎である。

      【００４４】

  特定の実施形態において、この生物学的サンプルは、軟骨細胞または造血細胞

を含み、そして特定のさらなる実施形態において、この軟骨細胞は、関節軟骨細

胞であり、一方、特定の他のさらなる実施形態において、この造血細胞は、血小

板または有核（ｎｕｃｌｅａｔｅｄ）末梢血球であり、これは、特定のなおさら

なる実施形態において、リンパ球、単球または顆粒球である。いくつかの実施形

態において、この生物学的サンプルは、関節軟骨細胞を含み、そしてこの比較行

為は、トランスフォーミング増殖因子βの非存在および存在下で、変更されたミ

トコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較する工程を包含する。

さらなる実施形態において、この変更されたミトコンドリア活性の指標は、ヌク

レオチドピロホスホヒドロラーゼ（ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ

）である。特定の実施形態において、この生物学的サンプルは、軟骨細胞由来の

マトリックス小胞を含み、そしてこの変更されたミトコンドリア機能の指標は、

ピロリン酸、ＡＴＰまたはヌクレオチドピロホスホヒドロラーゼである。別の実

施形態において、この生物学的サンプルは、軟骨細胞を含み、そしてこの変更さ

れたミトコンドリア機能の指標は、軟骨細胞による、少なくとも１つの細胞外マ

トリックス成分の同化である。さらなる実施形態において、この比較行為は、ト

ランスフォーミング増殖因子βの非存在および存在下において同化された、少な

くとも１つの細胞外マトリックス成分のレベルを比較する工程を包含する。別の

さらなる実施形態において、この細胞外マトリックス成分は、コラーゲン、プロ

テオグリカン、無機ピロリン酸、リン酸カルシウムまたはピロリン酸カルシウム

二水和物（ＣＰＰＤ）である。特定のなおさらなる実施形態において、このコラ

ーゲンは、Ｉ型コラーゲン、ＩＩ型コラーゲン、Ｘ型コラーゲンまたはＸＩ型コ

ラーゲンである。他の実施形態において、この生物学的サンプルは、サイブリッ

ド細胞である。
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      【００４５】

  いくつかの実施形態において、この比較工程は、解糖を減少させることなく、

少なくとも１つの電子伝達系酵素の活性を減少させるに十分な条件および時間で

、ミトコンドリア機能の少なくとも１つのインヒビターの非存在および存在下で

、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較する工

程を包含する。さらなる実施形態において、このミトコンドリア機能のインヒビ

ターは、アンチマイシン、オリゴマイシン、ロテノンまたはシアン化物である。

他の実施形態において、この変更されたミトコンドリア機能の指標は、ミトコン

ドリア電子伝達系酵素であり、そして特定のさらなる実施形態において、この比

較工程は、電子伝達系酵素の触媒活性を測定する工程を包含する。特定のなおさ

らなる実施形態において、この測定工程は、サンプルにおける１ミトコンドリア

当たりの酵素活性を決定する工程を包含する。別の実施形態において、この測定

工程は、サンプルにおける１単位のタンパク質当たりの酵素活性を決定する工程

を包含し、そして別の実施形態において、この比較工程は、電子伝達系酵素量を

測定する工程を包含する。さらなる実施形態において、この測定工程は、サンプ

ルにおける１ミトコンドリア当たりの酵素量を決定する工程を包含し、そして別

の実施形態において、この測定工程は、サンプルにおける１単位のタンパク質当

たりの酵素量を決定する工程を包含する。いくつかの実施形態において、このミ

トコンドリア電子伝達系酵素は、ミトコンドリア複合体Ｉの少なくとも１つのサ

ブユニットを含み；他の実施形態において、このミトコンドリア電子伝達系酵素

は、ミトコンドリア複合体ＩＩの少なくとも１つのサブユニットを含み；他の実

施形態において、このミトコンドリア電子伝達系酵素は、ミトコンドリア複合体

ＩＩＩの少なくとも１つのサブユニットを含み；他の実施形態において、このミ

トコンドリア電子伝達系酵素は、ミトコンドリア複合体ＩＶの少なくとも１つの

サブユニットを含み；特定のさらなる実施形態において、このミトコンドリア複

合体ＩＶの少なくとも１つのサブユニットは、ＣＯＸ１、ＣＯＸ２またはＣＯＸ

４であり；そして他の実施形態において、このミトコンドリア電子伝達系酵素は

、ミトコンドリア複合体Ｖの少なくとも１つのサブユニットを含む。さらなる実

施形態において、このミトコンドリア複合体Ｖの少なくとも１つのサブユニット
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は、ＡＴＰシンターゼサブユニット８またはＡＴＰシンターゼサブユニット６で

ある。

      【００４６】

  いくつかの実施形態において、この変更されたミトコンドリア機能の指標は、

サンプルにおける１細胞当たりのＡＴＰ量であり、そして特定のさらなる実施形

態において、この比較工程は、サンプルにおける１ミトコンドリア当たりのＡＴ

Ｐ量を測定する工程を包含する。特定の他のさらなる実施形態において、この比

較工程は、サンプルにおける１単位のタンパク質当たりのＡＴＰ量を測定する工

程を包含し、そして特定の他の実施形態において、この比較工程は、サンプルに

おける１単位量のミトコンドリア質量当たりのＡＴＰ量を測定する工程を包含し

；なお他の実施形態において、この比較工程は、サンプルにおける１単位のミト

コンドリアタンパク質当たりのＡＴＰ量を測定する工程を包含する。いくつかの

実施形態において、この変更されたミトコンドリア機能の指標は、サンプルにお

けるＡＴＰ合成の速度である。他の実施形態において、この変更されたミトコン

ドリア機能の指標は、ＡＴＰ生合成因子である。別の実施形態において、この比

較工程は、ＡＴＰ生合成因子の触媒活性を測定する工程を包含し、そしてさらな

る実施形態において、この測定工程は、サンプルにおける１ミトコンドリア当た

りのＡＴＰ生合成因子活性を決定する工程を包含する。別の実施形態において、

この測定工程は、サンプルにおける１単位量のミトコンドリア質量当たりのＡＴ

Ｐ生合成因子活性を決定する工程を包含し、そして別の実施形態において、この

測定工程は、サンプルにおける１単位のタンパク質当たりのＡＴＰ生合成因子活

性を決定する工程を包含する。別の実施形態において、この比較工程は、ＡＴＰ

生合成因子量を測定する工程を包含し、そしてさらなる実施形態において、この

測定工程は、サンプルにおける１ミトコンドリア当たりのＡＴＰ生合成因子量を

決定する工程を包含する。別の実施形態において、この測定工程は、サンプルに

おける１単位のタンパク質当たりのＡＴＰ生合成因子量を決定する工程を包含す

る。

      【００４７】

  本発明の特定の実施形態において、この変更されたミトコンドリア機能の指標
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は、ミトコンドリアマトリックス成分であり、そして特定の他の実施形態におい

て、この変更されたミトコンドリア機能の指標は、ミトコンドリア膜成分である

。いくつかのさらなる実施形態において、このミトコンドリア膜成分は、ミトコ

ンドリア内膜成分であり、そして特定のなおさらなる実施形態において、このミ

トコンドリア膜成分は、アデニンヌクレオチドトランスロケーター（ＡＮＴ）、

電位依存性陰イオンチャネル（ＶＤＡＣ）、リンゴ酸－アスパラギン酸シャトル

、カルシウムユニポーター、ＵＣＰ－１、ＵＣＰ－２、ＵＣＰ－３、ヘキソキナ

ーゼ、末梢ベンゾジアゼピンレセプター、ミトコンドリア膜間（ｉｎｔｅｒｍｅ

ｍｂｒａｎｅ）クレアチンキナーゼ、シクロフィリンＤ、Ｂｃｌ－２遺伝子ファ

ミリーコードポリペプチド、トリカルボキシレートキャリアまたはジカルボキシ

レートキャリアである。

      【００４８】

  特定の実施形態において、この変更されたミトコンドリア機能の指標は、クレ

ブス回路酵素であり、そして特定のさらなる実施形態において、この比較工程は

、クレブス回路酵素の触媒活性を測定する工程を包含する。特定の他の実施形態

において、この測定工程は、サンプルにおける１ミトコンドリア当たりの酵素活

性を決定する工程を包含する。別の実施形態において、この測定工程は、サンプ

ルにおける１単位のタンパク質当たりの酵素活性を決定する工程を包含する。別

の実施形態において、この比較工程は、クレブス回路酵素量を測定する工程を包

含する。別の実施形態において、この測定工程は、サンプルにおける１ミトコン

ドリア当たりの酵素量を決定する工程を包含する。他の実施形態において、この

比較工程は、サンプルにおける１単位のタンパク質当たりの酵素量を決定する工

程を包含する。他の実施形態において、このクレブス回路酵素は、シトレートシ

ンターゼであり、一方、他の実施形態において、このクレブス回路酵素は、アコ

ニターゼ、イソシトレートデヒドロゲナーゼ、αケトグルタレートデヒドロゲナ

ーゼ、スクシニル補酵素Ａシンテターゼ、スクシネートデヒドロゲナーゼ、フマ

ラーゼまたはマレートデヒドロゲナーゼである。

      【００４９】

  いくつかの実施形態において、この変更されたミトコンドリア機能の指標は、
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サンプルにおける１細胞当たりのミトコンドリア質量であり、これは、特定のさ

らなる実施形態において、ミトコンドリア選択的因子を使用して決定され、特定

の他の実施形態においては、ノニルアクリジンオレンジを使用して決定される。

他の実施形態において、ミトコンドリア質量は、形態計測分析によって決定され

る。別の実施形態において、この変更されたミトコンドリア機能の指標は、サン

プルにおける１細胞当たりのミトコンドリア数であり、そして特定のさらなる実

施形態において、この比較工程は、ミトコンドリア選択的試薬を測定する工程を

包含する。なおさらなる実施形態において、このミトコンドリア選択的試薬は、

蛍光である。本発明の特定の実施形態において、この変更されたミトコンドリア

機能の指標は、変更されたミトコンドリア機能の同時予測指標（ｃｏ－ｐｒｅｄ

ｉｃｔｏｒ）であり、サンプルにおいて１細胞当たりのミトコンドリアＤＮＡ量

を含み、そしてこの比較工程は、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１

つのさらなる指標を比較する工程をさらに包含する。別の実施形態において、こ

の比較工程は、ミトコンドリアＤＮＡを含む生物学的サンプルを、ミトコンドリ

アＤＮＡとのプライマーのハイブリダイゼーションを可能にするに十分な条件お

よび時間で、ミトコンドリアＤＮＡに存在する配列に相補的なヌクレオチド配列

を有するオリゴヌクレオチドプライマーと接触させることによって、ミトコンド

リアＤＮＡを測定する工程；ならびにミトコンドリアＤＮＡへのプライマーのハ

イブリダイゼーションを検出し、そしてこれからミトコンドリアＤＮＡを定量す

る工程を包含する。特定のさらなる実施形態において、この検出工程は、ポリメ

ラーゼ連鎖反応、オリゴヌクレオチドプライマー伸長アッセイ、リガーゼ連鎖反

応または制限断片長多型分析を含む。

      【００５０】

  特定の実施形態においては、比較工程は、増幅されたミトコンドリアＤＮＡを

含有しているサンプルを、増幅されたミトコンドリアＤＮＡ中に存在する配列に

対して相補的であるヌクレオチド配列を有しているオリゴヌクレオチドプライマ

ーと、ミトコンドリアＤＮＡに対するプライマーのハイブリダイゼーションを可

能にするための条件下でそして十分な時間の間、接触させることによってミトコ

ンドリアＤＮＡを測定すること；およびミトコンドリアＤＮＡに対するプライマ
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ーのハイブリダイゼーションを検出すること、そしてそれからミトコンドリアＤ

ＮＡを定量することを含む。別の実施形態においては、検出工程は、ポリメラー

ゼ連鎖反応、オリゴヌクレオチドプライマー伸張アッセイ、リガーゼ連鎖反応、

または制限フラグメントの長さの多型性分析を含む。別の実施形態においては、

ミトコンドリアＤＮＡは、ポリメラーゼ連鎖反応、転写増幅系、または自己維持

の配列複製を使用して増幅される。別の実施形態においては、比較工程は、ミト

コンドリアＤＮＡを含有している生物学的サンプルを、ミトコンドリアＤＮＡ中

に存在する配列に対して相補的であるヌクレオチド配列を有しているオリゴヌク

レオチドプライマーと、ミトコンドリアＤＮＡに対するプライマーのハイブリダ

イゼーションを可能にするための条件下でそして十分な時間の間、接触させるこ

とによってミトコンドリアＤＮＡを測定すること；ならびに生成物を生じるミト

コンドリアＤＮＡに対するプライマーのハイブリダイゼーションおよび伸張を検

出すること、そしてそれからミトコンドリアＤＮＡを定量することを含む。

      【００５１】

  別の実施形態においては、比較工程は、増幅されたミトコンドリアＤＮＡを含

有しているサンプルを、増幅されたミトコンドリアＤＮＡ中に存在する配列に対

して相補的であるヌクレオチド配列を有しているオリゴヌクレオチドプライマー

と、ミトコンドリアＤＮＡに対するプライマーのハイブリダイゼーションを可能

にするための条件下でそして十分な時間の間、接触させることによってミトコン

ドリアＤＮＡを測定すること；ならびに生成物を生じるミトコンドリアＤＮＡに

対するプライマーのハイブリダイゼーションおよび伸張を検出すること、そして

それからミトコンドリアＤＮＡを定量することを含む。さらなる実施形態におい

ては、ミトコンドリアＤＮＡは、ポリメラーゼ連鎖反応、転写増幅系、または自

己維持配列の複製を使用して増幅される。別の実施形態においては、サンプル中

のミトコンドリアＤＮＡの量は、オリゴヌクレオチドプライマー伸張アッセイを

使用して決定される。

      【００５２】

  本発明の特定の他の実施形態に着目すると、変更されたミトコンドリア機能の

指標は、フリーラジカルの産生である。他の実施形態においては、変更されたミ
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トコンドリア機能の指標は、反応性の酸素種、タンパク質のニトロシル化、タン

パク質のカルボニル修飾、ＤＮＡの酸化、ｍｔＤＮＡ酸化、タンパク質の酸化、

タンパク質のカルボニル修飾、タンパク質のマロンジアルデヒド付加物、グリコ

キシド化生成物、リポキシド化生成物、８’－ＯＨ－グアノシン付加物、または

ＴＢＡＲＳである。他の実施形態においては、変更されたミトコンドリア機能の

指標は、反応性の酸素種であり、そして他の実施形態においては、変更されたミ

トコンドリア機能の指標は、タンパク質のニトロシル化であり、一方、なお他の

実施形態においては、変更されたミトコンドリア機能の指標は、ＤＮＡの酸化で

ある。特定の実施形態においては、変更されたミトコンドリア機能の指標はミト

コンドリアＤＮＡの酸化である。特定の他の実施形態においては、変更されたミ

トコンドリア機能の指標は、タンパク質のカルボニル修飾である。他の実施形態

においては、変更されたミトコンドリア機能の指標は、上昇した細胞内カルシウ

ムに対する細胞性の応答であり、そしてなお他の実施形態においては、変更され

たミトコンドリア機能の指標は、少なくとも１つのアポトーシス誘導因子に対す

る細胞性の応答である。

      【００５３】

  別の局面においては、本発明は、関節炎の障害を有しているヒトの患者を処置

する方法を提供する。この方法は、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも

１つの指標を正常なレベルにまで実質的に回復させる試薬を患者に投与する工程

を包含する。特定のさらなる実施形態においては、変更されたミトコンドリア機

能の指標は、ミトコンドリア電子輸送鎖酵素であるＫｒｅｂｓ回路酵素、ミトコ

ンドリアマトリックス成分、ミトコンドリア膜成分、またはＡＴＰの生合成因子

である。なおさらなる実施形態においては、変更されたミトコンドリア機能の指

標は、１つの細胞あたりのミトコンドリアの数または１つの細胞あたりのミトコ

ンドリアの質量である。他の実施形態においては、変更されたミトコンドリア機

能の指標は、ＡＴＰの生合成因子である。別の実施形態においては、変更された

ミトコンドリア機能の指標は、１つのミトコンドリアあたりのＡＴＰの量、単位

ミトコンドリア質量あたりのＡＴＰの量、単位タンパク質あたりのＡＴＰの量、

または単位ミトコンドリアタンパク質あたりのＡＴＰの量である。いくつかの実
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施形態においては、変更されたミトコンドリア機能の指標は、フリーラジカルの

産生を含み、そしていくつかの実施形態においては、変更されたミトコンドリア

機能の指標は、上昇した細胞内カルシウムに対する細胞の応答性を含む。他の実

施形態においては、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標は、

変更されたミトコンドリア機能の共働指標であり、これは、特定のさらなる実施

形態においては、患者中の１つの細胞あたりのミトコンドリアＤＮＡの量である

。

      【００５４】

  本発明の別の局面は、関節炎の障害を処置する方法を提供することである。こ

の方法は、ミトコンドリア機能を変更する薬剤の有効量を投与する工程を包含す

る。特定の実施形態においては、薬剤は、ミトコンドリア防御剤であり、そして

特定の他の実施形態においては、薬剤は抗酸化剤である。

      【００５５】

  本発明はまた、別の局面において、脊椎動物被験体に由来する生物学的サンプ

ル中の関節炎の障害についての危険性を同定するため、関節炎の疾患の進行の程

度を決定するため、または障害のサブタイプに従って脊椎動物種の被験体を階層

分類するためのキットを提供する。このキットは、請求項１、２、６、または７

のいずれか１項に記載されている方法に従って変更されたミトコンドリア機能の

少なくとも１つの指標のレベルを検出し得る少なくとも１つの試薬、ならびに指

標の検出における使用に適切な補助的な試薬を含有する。

      【００５６】

  本発明のなお別の局面は、合成の軟骨のパッチを調製する方法を提供すること

である。これは、サイブリットの軟骨細胞を作製するために、関節炎の障害を有

している第１の被験体に由来する軟骨細胞中に異種のミトコンドリアＤＮＡを導

入すること（ここでは、外因性のミトコンドリアＤＮＡは、関節炎の障害を有さ

ないことが既知の第２の被験体に由来する）；ならびに軟骨細胞が細胞外マトリ

ックスを精巧に作り上げることを可能にする条件下で、そして十分な時間の間、

サイブリッドの軟骨細胞を培養することを含む。

      【００５７】
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  なお別の局面においては、本発明は、合成の軟骨のパッチを調製するための方

法を提供する。この方法は、少なくとも１つのミトコンドリア防御剤の存在下で

関節炎の障害を有している被験体に由来する軟骨細胞を、軟骨細胞が細胞外マト

リックスを精巧に作り上げることを可能にする条件下で、そして十分な時間の間

、培養する工程を包含する。特定の実施形態においては、軟骨細胞は、抗酸化剤

である少なくとも１つのミトコンドリア防御剤の存在下で培養される。

      【００５８】

  別の局面においては、本発明は、合成の軟骨のパッチを調製する方法を提供す

る。この方法は、関節炎の障害を有している被験体に由来する軟骨細胞の選択さ

れていない集団から、増強させられたミトコンドリア機能を有している軟骨細胞

のサブ集団を選択する工程；および軟骨細胞が細胞外マトリックスを精巧に作り

上げることを可能にする条件下で、そして十分な時間の間、軟骨細胞のサブ集団

を培養する工程を包含する。特定の実施形態においては、本発明は、本明細書中

に記載される方法の任意の１つによって産生される合成の軟骨のパッチを提供す

る。特定の他の実施形態においては、本発明は、被験体中の予め決定された部位

の軟骨の欠損を修復する方法を提供する。この方法は、予め決定された部位に本

明細書中に記載される合成の軟骨のパッチを外科的に移植する工程を包含する。

特定の実施形態においては、本発明はさらに、被験体に対して１つ以上のミトコ

ンドリア防御剤を投与する工程を包含する。特定の他の実施形態においては、１

つ以上のミトコンドリア防御剤は、少なくとも１つの抗酸化剤を含む。

      【００５９】

  本発明のこれらおよび他の局面が、以下の詳細な説明および添付の図面を参照

して明らかとなる。さらに、種々の参考文献が本明細書中に示され、これらは、

本発明の特定の局面をより詳細に記載し、そして従って、それらの全体が参考と

して援用されている。

      【００６０】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、関節炎の障害の症状の検出の前および症状の検出の後において有用

であり、そして関節炎の障害を処置するための治療薬の同定において有用である
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、組成物および方法を提供する。

      【００６１】

  本発明は、一部、脊椎動物の関節の軟骨細胞中でのミトコンドリアの酸化的リ

ン酸化の予想外の観察に由来する。これは、好気性の呼吸による関節の軟骨細胞

中でのＡＴＰの産生を含む－すなわち、ＡＴＰは、関節の軟骨細胞中でのミトコ

ンドリアの酸化的リン酸化によって生じ、そしてこれらの細胞中での嫌気性の解

糖に由来するものではない。本発明はまた、一部、このようなミトコンドリアの

呼吸活性の変更（例えば、増大または減少）、および特に、ミトコンドリアによ

って生成されるＡＴＰの変更が、関節炎の障害の病因において重要な役割を果た

すことの驚くべき発見にも一部関連する。上記に記載されるように、関節の軟骨

細胞が置かれている関節の軟骨の環境の無血管性の性質の観点から、これらの細

胞は、生合成のために嫌気性の呼吸を使用することによって適合させられるよう

であり、そしてこれまで、関節炎の障害における関節の軟骨細胞のミトコンドリ

アの役割は、大きく無視されている。本明細書中で開示されるように、変更され

たミトコンドリア機能の指標は、関節炎の障害を有する危険性、または被験体中

での疾患の進行の程度を同定するための診断アッセイにおいて有用である。また

、本明細書中で議論されているように、変更されたミトコンドリア機能の指標は

、関節炎の障害を処置するために適切な薬剤についてのスクリーニングアッセイ

において、関節炎の患者の集団を階層分類するために、そして治療処置の効力を

モニタリングするために、有用である。本発明はまた、本明細書中に開示される

ような、関節炎の障害を処置するために有用であり得るミトコンドリア防御剤に

も関する。

      【００６２】

  本発明の方法は、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標の、

増大したかまたは減少したレベルとの、関節炎の障害の相関関係に、一部関連す

る。詳細には、本発明に従って、「変更されたミトコンドリア機能の指標」は、

症状、プロセス、経路、動的な構造、状態、または他のミトコンドリアに関連し

ている活性に直接関連している、任意の検出可能なパラメーターであり得る。そ

してこれは、被験体または生物学的な供給源に由来する生物学的サンプル中の変
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更されたミトコンドリア機能の検出を可能にする。従って、本発明の方法は、変

更されたミトコンドリア機能の指標が、例えば、ミトコンドリア酵素、または他

の本明細書中で提供されるような基準であり得るような相関関係に一部関係する

。

      【００６３】

  「変更されたミトコンドリア機能」は、任意の症状または状態をいい得、ミト

コンドリア機能に直接または間接的に関係している任意の構造または活性が、コ

ントロールまたは標準と比較して統計学的に有意な様式で変更されている、関節

炎の障害を伴う症状または状態を含む。変更されたミトコンドリア機能は、ミト

コンドリア外の構造または事象、ならびにミトコンドリアの構造または事象、あ

るいはミトコンドリア遺伝子とミトコンドリア外遺伝子および／またはそれらの

遺伝子産物との間での直接の相互作用、あるいはこのような相互作用の結果とし

て形成され得る中間体間での相互作用の結果として生じる構造的または機能的な

変化（代謝物質、異化代謝産物、基質、前駆体、補因子などを含む）にその起点

を有し得る。

      【００６４】

  さらに、変更されたミトコンドリア機能は、生物学的な供給源のいくつかまた

は全ての細胞における、変更された呼吸、代謝活性または他の生化学的な活性ま

たは生物物理学的な活性を含み得る。限定的ではない例として、明らかに損傷し

たＥＴＣ活性は、増大したＲＯＳの生成または欠損した酸化的リン酸化であり得

るので、この明らかに損傷したＥＴＣ活性は、変更されたミトコンドリア機能に

関連し得る。さらなる例として、変更されたミトコンドリア膜電位、アポトーシ

ス経路の誘導、ならびに細胞中の異形性の化学的および生化学的に架橋された種

の形成（酵素的な機構によるかまたは非酵素的な機構によるかにはかかわらず）

が、全て、変更されたミトコンドリア機能の指標として認識され得る。これらの

および他の限定的ではない変更されたミトコンドリア機能の例が、以下にさらに

詳細に記載される。

      【００６５】

  いかなる理論にも束縛されることも望まないが、関節炎の障害の変更されたミ
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トコンドリア機能の特徴はまた、フリーラジカル酸化以外の機構による（例えば

、ミトコンドリアを通過する膜のシャトルおよびトランスポーター（例えば、ア

デニンヌクレオチドトランスポーターまたはリンゴ酸－アスパラギン酸（ｍａｌ

ａｔｅ－ａｓｐａｒｔａｔｅ）シャトル）における欠損によるか、細胞内のカル

シウムの流れによるか、ＡＴＰの生合成における欠損によるか、ヘキソキナーゼ

もしくは他の酵素のポリンとの欠損した会合によるか、または他の事象による）

ミトコンドリア膜の電気化学的な電位の損失にも、関連し得る。このようなミト

コンドリア内膜の電位の崩壊は、ミトコンドリア遺伝子、遺伝子産物、または関

連する下流の媒介因子分子および／あるいはミトコンドリア外遺伝子、遺伝子産

物、または関連する下流の媒介因子の直接的または間接的な影響によって生じ得

るか、あるいは他の公知の原因または未知の原因によって生じ得る。

      【００６６】

  本発明の特定の実施形態においては、関節炎の障害が、少なくとも１つの「変

更されたミトコンドリア機能の共働指標（ｃｏ－ｉｎｄｉｃａｔｏｒ）」の増大

されたレベルまたは減少されたレベルと相関させられ得る。変更されたミトコン

ドリア機能の共働指標は、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つのさ

らなる、そして異なる酵素または非酵素指標を伴って同時に決定される、本明細

書中に提供されるような変更されたミトコンドリア機能の指標をいう。例えば、

変更されたミトコンドリア機能の共働指標は、本明細書中に提供される変更され

たミトコンドリア機能の指標を意味し得、これは、変更されたミトコンドリア機

能のさらなる非酵素指標と相関して定量される。例えば、変更されたミトコンド

リア機能の共働指標は、サンプル中の単位ミトコンドリアタンパク質あたりのそ

のレベルに基づいて決定される酵素であり得る（例えば、サンプル中のミトコン

ドリアタンパク質は、変更されたミトコンドリア機能のさらなる非酵素指標であ

り得る）が、本発明は、そのように限定される必要はない。

      【００６７】

  背景を通じて、機能的なミトコンドリアは、ミトコンドリアＤＮＡ（ｍｔＤＮ

Ａ）中に配置されるミトコンドリア遺伝子によって、そして環状のミトコンドリ

アゲノム中には配置されないミトコンドリア外遺伝子（例えば、核遺伝子）によ
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ってコードされる遺伝子産物を含む。１６．５ｋｂのｍｔＤＮＡは、２２個のｔ

ＲＮＡ、２個のリボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）、および電子輸送鎖（ＥＴＣ）の

１３個の酵素をコードし、例えば、呼吸による酸化的リン酸化が起こる場合に、

多複合体ミトコンドリアアセンブリを精巧に作り上げる。ミトコンドリアの構造

タンパク質および機能タンパク質の集団の大部分は、ミトコンドリア外遺伝子、

そしてほとんどの場合には、おそらく核遺伝子によってコードされる。従って、

ミトコンドリア遺伝子およびミトコンドリア外遺伝子は、直接、または遺伝子産

物およびそれらの下流の中間体（代謝物質、異化代謝産物、基質、前駆体、補因

子などを含む）を通じて間接的に、相互作用し得る。ミトコンドリア機能におけ

る変更（例えば、損傷した電子輸送活性、欠損した酸化的リン酸化、または増大

したフリーラジカルの産生）は、従って、欠損したｍＲＮＡ、欠損したミトコン

ドリア外ＤＮＡ、欠損したミトコンドリア遺伝子産物またはミトコンドリア外遺

伝子産物、欠損した下流の中間体、あるいはこれらのおよび他の因子の組合せの

結果として生じ得る。

      【００６８】

  本発明の最も高度に好ましい実施形態においては、酵素は、本明細書中で提供

されるような変更されたミトコンドリア機能の指標である。酵素は、ミトコンド

リア酵素であり得る。これは、さらに、ＥＴＣ酵素またはＫｒｅｂｓ回路の酵素

であり得る。酵素はまた、ＡＴＰの生合成因子（これは、ＥＴＣ酵素および／ま

たはＫｒｅｂｓ回路の酵素を含み得る）であり得るか、または本明細書中に提供

されるようなＡＴＰの産生に関連する他の酵素もしくは細胞性の成分であり得る

。「非酵素」は、酵素ではない（すなわち、本明細書中に提供されるようなミト

コンドリア酵素でもＡＴＰの生合成因子でもない）変更されたミトコンドリア機

能の指標をいう。

      【００６９】

  他の高度に好ましい実施形態においては、変更されたミトコンドリア機能の指

標は、以下に記載されるような、任意のＡＴＰの生合成因子である。他の好まし

い実施形態においては、指標は、ＡＴＰ産生である。他の好ましい実施形態にお

いては、変更されたミトコンドリア機能の指標は、ミトコンドリアの質量または
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ミトコンドリアの数であり得る。本発明に従うと、ミトコンドリアＤＮＡ含有量

はまた、変更されたミトコンドリア機能の指標でもあり得る。他の好ましい実施

形態においては、変更されたミトコンドリア機能の指標は、フリーラジカルの産

生、上昇した細胞内カルシウムに対する細胞性の応答、アポトーシス誘導因子に

対する細胞性の応答であり得る。

      【００７０】

  （酵素である変更されたミトコンドリア機能の指標）

  本発明の特定の局面は、脊椎動物中の関節炎の障害についての危険性を同定す

るための方法に関連する。この方法は、生物学的サンプル中の変更されたミトコ

ンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを、コントロールサンプルと比較

する工程を包含する。ここでは、変更されたミトコンドリア機能の指標は酵素で

ある。本明細書中で提供される場合は、特定の最も高度に好ましい実施形態にお

いては、このような酵素は、ミトコンドリア酵素または酵素であるＡＴＰの生合

成因子（例えば、ＥＴＣ酵素またはＫｒｅｂｓサイクルの酵素）であり得る。

      【００７１】

  「酵素の量」、「酵素の触媒活性」、または「酵素の発現レベル」という本明

細書中での言及は、ミトコンドリア酵素の量、活性、または発現のレベル、ある

いはＡＴＰの生合成因子の量、活性、または発現のレベルの任意のものについて

の言及を含むことを意味する；これらのいずれかはさらに、例えば、ＥＴＣ酵素

の量、活性、または発現のレベル、あるいはＫｒｅｂｓ回路の酵素の量、活性、

または発現のレベルを含み得る。本発明の最も好ましい実施形態においては、酵

素は、本明細書中で提供されるような酵素触媒活性を有する、天然または組換え

のタンパク質またはポリペプチドである。このような酵素は、限定的ではない例

によって、酵素、ハロ酵素、酵素複合体、酵素サブユニット、酵素フラグメント

、誘導体、またはアナログなどであり得、これらには、短縮型の酵素、プロセシ

ングされた酵素、または切断された酵素が含まれる。

      【００７２】

  本明細書中で提供されるような変更されたミトコンドリア機能の指標であり得

る「ミトコンドリア酵素」は、酵素触媒活性、および／または酵素の触媒活性に
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影響を与え得る酵素補因子としての機能を有する、ミトコンドリア分子成分をい

う。本明細書中で使用される場合は、ミトコンドリアは、「ミトコンドリア分子

成分」から構成される。これは、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、アミノ

酸、またはそれらの誘導体；脂質、脂肪酸など、またはそれらの誘導体；炭水化

物、サッカライドなど、またはそれらの誘導体、核酸、ヌクレオチド、ヌクレオ

シド、プリン、ピリミジン、もしくは関連する分子、またはそれらの誘導体など

；あるいは、これらの成分の任意の共有的に複合体化されたかまたは非共有的に

複合体化された組合せ、あるいは、安定であるかまたはミトコンドリアの一時的

な構成成分である任意の他の生物学的分子であり得る。

      【００７３】

  本明細書中で提供されるような変更されたミトコンドリア機能の指標であり得

るかまたは変更されたミトコンドリア機能の共働指標であり得るミトコンドリア

酵素、あるいは、本明細書中で提供されるような変更されたミトコンドリア機能

の指標であり得るＡＴＰの生合成因子は、ＥＴＣ酵素を含み得る。これは、ミト

コンドリア内膜およびミトコンドリアマトリックスと関係しているミトコンドリ

ア電子輸送鎖（ＥＴＣ）複合体のミトコンドリア酵素成分である、任意のミトコ

ンドリア分子成分である。ＥＴＣ酵素は、ミトコンドリア遺伝子および核遺伝子

によってコードされる複数のＥＴＣサブユニットポリペプチドの任意のものを含

み得る。ＥＴＣは代表的には、複合体Ｉ（ＮＡＤＨ：ユビキノンレダクターゼ）

、複合体ＩＩ（スクシネートデヒドロゲナーゼ）、複合体ＩＩＩ（ユビキノン：

チトクロームｃオキシドレダクターゼ）、複合体ＩＶ（チトクロームｃオキシダ

ーゼ）、および複合体Ｖ（ミトコンドリアＡＴＰ合成酵素）を含むと記載される

。ここでは、それぞれの複合体は、複数のポリペプチドおよび補因子を含む（概

説については、例えば、Ｗａｌｋｅｒら、１９９５、Ｍｅｔｈｓ．Ｅｎｚｙｍｏ

ｌ．２６０：１４；Ｅｒｎｓｔｅｒら、１９８１  Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．９

１：２２７ｓ－２５５ｓ、およびその中で引用される参考文献を参照のこと）。

      【００７４】

  本発明の特定の好ましい実施形態においては、当該分野で公知である本明細書

中に提供されるミトコンドリア機能のインヒビター（例えば、ミトコンドリア酵
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素インヒビター）を使用して、１つ以上のこのような酵素（例えば、ミトコンド

リア酵素）の活性を阻害することが、本明細書中に提供されるような酵素である

変更されたミトコンドリア機能の指標のレベルを決定する目的のために、有用で

あり得る。特定の特に好ましい実施形態においては、ミトコンドリア機能のイン

ヒビターは、少なくとも１つのミトコンドリア機能を検出可能に損傷するが、解

糖を検出可能には減少させない条件を使用して、使用される。例えば、このよう

な条件下では、好気性の呼吸（例えば、酸化的リン酸化）は損傷されるが、一方

、嫌気性の呼吸は続く。当業者は、当該分野で周知である方法論に従い、そして

本発明の開示に基づいて、このようなインヒビターの使用のための適切な用量、

条件、およびサンプル（例えば、単離されたミトコンドリア、全細胞または浸透

性にされた細胞）を決定することが可能である。

      【００７５】

  ミトコンドリア機能のインヒビターとして、以下が挙げられるがこれらに限定

されない：ＥＴＣインヒビター（複合体Ｉのインヒビター（例えば、１－メチル

－４－フェニル－１，２，３，６－テトラヒドロピリジン（ＭＰＴＰ）、１－メ

チル－４－フェニルピリジニウム（ＭＰＰ+）、アモバルビタール、ロテノイド

（例えば、ロテノンおよびデグエリン））を含む）；ピエリシジン（ｐｉｅｒｉ

ｃｉｄｉｎ（例えば、ピエリシジンＡ、ピエリシジンＢ、ヒドロキシピリジン、

およびユビシジン－３）；ａｎｎｏｎａｃｅｔｏｕｓアセトゲニン（例えば、Ｒ

ｏｌｌｉｎｉａｓｔａｔｉｎ－１および－２）；バニロイド（例えば、カプサイ

シン）；フェノキサン；アノニン（ａｎｎｏｎｉｎ）ＶＩ；（概説については、

例えば、Ｅｓｐｏｓｔｉら、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  １３

６４：２２２－２３５、１９９８を参照のこと）；複合体ＩＩのインヒビター（

例えば、テノイルトリフルオロアセトン（ＴＴＦＡ）、マロン酸塩、および３－

ニトロプロピオン酸）；複合体ＩＩＩのインヒビター（例えば、アンチマイシン

Ａ、スチグマテリンＡ、ウンデシルヒドロキシドキソベンゾチアゾール（ＵＨＤ

ＢＴ）、ヘプタデシルメルカプトヒドロキシキノリンキノン（ＨＭＨＱＱ）、フ

ニクロシン、およびミキソチアゾール）；複合体ＩＶのインヒビター（例えば、

アジ化ナトリウム、一酸化窒素、シアン化合物、および一酸化炭素）；乳酸デヒ
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ドロゲナーゼのインヒビター（例えば、オキサム酸）；ミトコンドリアカルシウ

ムユニポーター（ｕｎｉｐｏｒｔｅｒ）のインヒビター（例えば、ルテニウムレ

ッドおよびＲｕ３６０、Ｍａｔｌｉｂら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：１

０２２３－１０２３１、１９９８）、および細胞内カルシウムイオン（Ｃａ2+）

レベルを増大させる薬剤（例えば、イオノマイシン、１－（４，５－ジメトキシ

－２－ニトロフェニル）エチルエステル（カルシマイシンまたはＡ２３１８７と

してもまた公知である）、４－ブロモＡ－２３１８７、およびＥｔｈ１２９のよ

うなイオノフォア）、およびカルシウムの細胞内ミトコンドリア外の貯蔵の放出

を刺激する薬剤（例えば、タプシガルギンおよびオカダ酸）；酸化的リン酸化の

インヒビター（例えば、オリゴマイシン、塩化トリブチルスズ、オーロベルチン

、ルタマイシン、ベンツリジシン、水銀製剤、ジシクロヘキシルカルボジイミド

（ｄｉｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌｃａｒｂｄｉｉｍｉｄｅ）（ＤＣＣＤとしてもまた

公知である）、およびＤｉｏ－９）；呼吸の脱共役剤（例えば、２，４－ジニト

ロフェノール（ＤＮＰ）、ｐ－トリフルオロメトキシフェニルヒドラゾン（ＦＣ

ＣＰ）、およびシアン化カルボニル  ｍ－クロロフェニルヒドラゾン（Ｍ－ＣＣ

ＣＰまたはＣＣＣＰ））；ミトコンドリアの輸送機構のインヒビター（例えば、

ミトコンドリアのアデニンヌクレオチド輸送体（ＡＮＴ）タンパク質のインヒビ

ター（例えば、アトラクチロシド、カルボキシアトラクチロシド、ボンクレキン

酸））；ジカルボキシレートキャリアのインヒビター（これらは、Ｌ－マレート

、スクシネート、マロネート、またはオキサルアセテートを無機リン酸塩に転換

し、そして例えば、ｎ－ブチルマロネートまたはフェニルスクシネートによって

阻害される）；トリカルボキシレートキャリアのインヒビター（これは、クエン

酸塩、イソクエン酸塩、リンゴ酸塩およびホスホエノールピルビン酸塩を輸送し

、そして例えば、クエン酸ｎ－エチルによって阻害される）；ミトコンドリアタ

ンパク質合成のインヒビター（例えば、クロラムフェニコール）；ならびにミト

コンドリアＤＮＡの複製および／または維持のインヒビター（例えば、エチジウ

ムブロマイド、または任意の種々の抗ウイルス薬剤（例えば、ｄｄＣ、ｄｄＩ、

ＡＺＴ、および他のものを含み、例えば、それぞれ、代理人登録番号第６６００

８８．４０９号および同第６６００８８．４０９Ｃ１号を有している、同時係属
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中の米国特許出願番号第０９／０６９，４８９号および同第０９／３０１．５１

７号を参照のこと））。

      【００７６】

  以下にさらに詳細に記載されそして軟骨細胞の操作に関係する特定の好ましい

実施形態においては、選択されていない軟骨細胞の集団が、薬剤で処理され得、

そして／または増強されたミトコンドリア機能を有している細胞を含有している

軟骨細胞のサブ集団についてポジティブに選択する条件に供され得るか、あるい

は、選択されていない軟骨細胞の集団が、増強されたミトコンドリア機能を有し

ている軟骨細胞のサブ集団を単離するために、比較的低いミトコンドリア機能を

有する細胞に対してネガティブに選択する条件に対して暴露され得る。例えば、

被験体または本明細書中に提供される生物学的な供給源（例えば、関節炎の障害

を有している患者）に由来する軟骨細胞のコレクションが、致死量未満の用量の

ミトコンドリア機能のインヒビターを用いて、本明細書中で提供されるように処

理され得る。このような細胞は、付随してまたは続いて、細胞が、生存性である

ために正常から高いレベルのミトコンドリア機能を必要とする条件に対して暴露

される。例えば、ピルビン酸およびウリジンを欠失している細胞培養培地が、ミ

トコンドリア機能において欠損している細胞（例えば、ｒｈｏ－ｚｅｒｏ細胞）

がこれらの条件下で死亡する場合に、好気性の能力を有する細胞について選択す

るために使用され得る（Ｍｉｌｌｅｒら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．６７：１８

９７－１９０７、１９９６）。別の例においては、ミトコンドリアの酸化が、嫌

気性の醗酵の場合にグルコース１分子あたり１８倍のはるかに多いＡＴＰを生じ

るので、ＡＴＰの競合インヒビター（例えば、ｄｄＡＴＰ、鎖終結ヌクレオチド

）が、比較的高レベルのＡＴＰを産生する細胞（増強されたミトコンドリア機能

を有している細胞の集団と高度に重複するサブ集団）について選択するために使

用され得る。

      【００７７】

  全てまたはほとんどの細胞が、ミトコンドリア機能のインヒビターの非存在下

でこのような条件を生存し得るが、増強されたミトコンドリア機能を有する細胞

だけが、このような機能が細胞の生存のために不可欠である場合に、このような
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インヒビターの存在下で存続する。すなわち、正常なまたは標準以下のミトコン

ドリア機能を有している細胞は、ミトコンドリア機能の１つ以上のインヒビター

での処理の間およびその後に、なお低いミトコンドリア機能を有し、そして従っ

て、増強されたミトコンドリア機能を指示する選択を生存しない。このような選

択手順を生存する細胞は、１つ以上のミトコンドリア機能の増強されたレベルを

有すると予想され、そしてこのことは、当該分野で公知であるかまたは本明細書

中に記載されるミトコンドリア機能についての細胞の１つ以上のスクリーニング

方法を使用して確認される。

      【００７８】

  本明細書中に提供される変更されたミトコンドリア機能の指標であり得るミト

コンドリア酵素、または本明細書中に提供される変更されたミトコンドリア機能

の指標であり得るＡＴＰの生合成因子はまた、Ｋｒｅｂｓ回路の酵素を含み得る

。これは、ミトコンドリア分子成分を含み、これは、クエン酸回路またはトリカ

ルボン酸回路としてもまた公知である一連の生化学的／生体エネルギー反応を媒

介する（例えば、Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７５  

Ｗｏｒｔｈ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，ＮＹ：ＶｏｅｔおよびＶｏｅｔ，Ｂｉｏｃ

ｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９０、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹ：Ｍ

ａｔｈｅｗｓおよびｖａｎ  Ｈｏｌｄｅ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９０

、Ｂｅｎｊａｍｉｎ  Ｃｕｍｍｉｎｇｓ，Ｍｅｎｌｏ  Ｐａｒｋ，ＣＡを参照の

こと）。Ｋｒｅｂｓ回路の酵素は、クエン酸シンターゼ、アコニターゼ、イソク

エン酸デヒドロゲナーゼ、α－ケトグルタレートデヒドロゲナーゼ複合体、スク

シニルＣｏＡシンターゼ、スクシネートデヒドロゲナーゼ、フマラーゼ、および

リンゴ酸デヒドロゲナーゼのサブユニットおよび補因子を含む。Ｋｒｅｂｓ回路

の酵素はさらに、Ｋｒｅｂｓ回路の反応に機能的に関係している酵素および補因

子（例えば、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド、補酵素Ａ、チアミンピロ

リン酸、リポアミド、グアノシンジホスフェート、フラビンアデニンジヌクレオ

チド、およびヌクレオシドジホスホキナーゼなど）を含む。

      【００７９】

  本発明の方法はまた、ＡＴＰの生合成因子、変更されたＡＴＰの量、または変
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更された量のＡＴＰの産生であり得る、変更されたミトコンドリア機能の指標と

の、関節炎の障害の相関関係に一部関係し得る。例えば、減少したミトコンドリ

アＡＴＰの生合成は、それによって関節炎の障害についての危険性が同定され得

る変更されたミトコンドリア機能の指標であり得る。

      【００８０】

  「ＡＴＰ生合成因子」は、ミトコンドリア中でのＡＴＰの産生の効率に寄与す

る任意の天然に存在する細胞性の成分をいう。このような細胞性の成分は、タン

パク質、ポリペプチド、ペプチド、アミノ酸、またはそれらの誘導体；脂質、脂

肪酸など、またはそれらの誘導体；炭水化物、サッカライドなど、またはそれら

の誘導体、核酸、ヌクレオチド、ヌクレオシド、プリン、ピリミジン、もしくは

関連する分子、またはそれらの誘導体などであり得る。ＡＴＰの生合成因子とし

て、ＥＴＣまたはＫｒｅｂｓ回路の少なくとも１つの成分（例えば、Ｌｅｈｎｉ

ｎｇｅｒ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７５  Ｗｏｒｔｈ  Ｐｕｂｌｉｓｈ

ｅｒｓ，ＮＹ：ＶｏｅｔおよびＶｏｅｔ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９０

、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹ：Ｍａｔｈｅｗｓおよびｖａｎ  

Ｈｏｌｄｅ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９０、Ｂｅｎｊａｍｉｎ  Ｃｕｍ

ｍｉｎｇｓ，Ｍｅｎｌｏ  Ｐａｒｋ，ＣＡを参照のこと）、およびＡＴＰの合成

に関係している任意のタンパク質、酵素、または他の細胞性の成分（このような

ＡＴＰの生合成因子が核遺伝子の産物であるか核外遺伝子（例えば、ミトコンド

リア遺伝子）の産物であるかにはかかわらず）を含む。ＡＴＰの合成への関与に

は、ＡＴＰ合成に関連する任意の反応の触媒、膜を通過する輸送、および／また

はＡＴＰもしくは酵素補因子の運び出し、ミトコンドリア酵素をコードする遺伝

子の転写および／またはこのような遺伝子の転写物の翻訳が挙げられるが、これ

らに限定されない。

      【００８１】

  細胞性の成分がＡＴＰの生合成因子であるかどうかを決定するための組成物お

よび方法は、当該分野で周知であり、そしてＡＴＰの産生を決定するための方法

（サンプル中でのＡＴＰの産生の速度の決定を含む）、およびＡＴＰ自体の定量

のための方法を含む。ＡＴＰの産生に対するＡＴＰの生合成因子の寄与は、例え
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ば、細胞または細胞を含まない系に対して添加される単離されたＡＴＰの生合成

因子を使用して、決定され得る。ＡＴＰの生合成因子は、ＡＴＰの産生に影響を

与える生合成経路の１つの工程または複数の工程を直接または間接的に媒介し得

る。例えば、ＡＴＰの生合成因子は、ＡＴＰの産生を導く特定の化学反応を触媒

する酵素であり得る。別の例として、ＡＴＰの生合成因子は、このような酵素の

効率を増強する補因子であり得る。別の例として、ＡＴＰの生合成因子は、ＡＴ

Ｐの生合成経路に直接または間接的に影響を与える細胞系または細胞を含まない

系中に導入される外因的な遺伝子エレメントであり得る。当業者は、候補のＡＴ

Ｐの生合成因子の存在下および非存在下でのＡＴＰ生合成経路によるＡＴＰの産

生を比較することが容易であり得る。ＡＴＰの産生の慣用的な決定は、定量的な

ＡＴＰの検出のための任意の公知の方法を使用して、例えば、例示的であるが限

定的ではないが、以下によって、達成され得る：クロマトグラフィーによる単離

を必要に応じて含むサンプルからの差示的抽出によって；分光測光法によって；

例えば、32Ｐのような検出可能に標識されたＡＴＰ前駆体分子の適切な形態と接

触させられたサンプルから回収した標識されたＡＴＰの定量によって；ＡＴＰの

合成または分解に関連する酵素活性の定量によって；あるいは当該分野で公知の

他の技術によって。従って、本発明の特定の実施形態においては、生物学的サン

プル中のＡＴＰの量または生物学的サンプル中でのＡＴＰの産生（ＡＴＰの産生

の速度を含む）は、変更されたミトコンドリア機能の指標であり得る。例えば、

１つの実施形態においては、ＡＴＰは、Ｄ－ルシフェリンのルシフェラーゼによ

って触媒される酸化（ＡＴＰ依存性のプロセスである）の発光を測定することに

よって定量され得る。

      【００８２】

  本発明の特定の好ましい実施形態においては、ＡＴＰの産生は、サンプル中の

単位の全細胞性のＤＮＡあたりの（または細胞あたりの）ＡＴＰの単位として示

され得る。そして特定の他の好ましい実施形態においては、ＡＴＰの産生は、サ

ンプル中の単位の全細胞性のＤＮＡあたりで（または細胞あたりの）、単位時間

あたりで産生されるＡＴＰの単位（例えば、速度）として示され得る。特定の他

の実施形態においては、ＡＴＰの産生は、サンプル中の単位タンパク質あたりの
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ＡＴＰの単位として示され得、そして他の実施形態においては、サンプル中の単

位タンパク質あたりの単位時間あたりで産生されたＡＴＰ（例えば、速度）の単

位として、示され得る。特定の他の好ましい実施形態においては、ＡＴＰの産生

は、サンプル中の単位のミトコンドリアの質量あたりの単位時間あたりで生成さ

れたＡＴＰの単位（例えば、速度）として示され得る。特定の他の好ましい実施

形態においては、ＡＴＰの産生は、サンプル中の単位のミトコンドリアタンパク

質の質量あたりの単位時間あたりに生成されたＡＴＰの単位（例えば、速度）と

して示され得る。

      【００８３】

  「酵素触媒活性」は、１つ以上の特定の細胞性の機能（単数または複数）に関

連する特定の酵素または酵素のカテゴリーによって行われる任意の機能をいう。

例えば、「ＡＴＰの生合成因子の触媒活性」は、ＡＴＰの産生に寄与する、本明

細書中で提供されるようなＡＴＰの生合成因子によって行われる任意の機能をい

う。代表的には、酵素の触媒活性は、特定の酵素（例えば、ＡＴＰの生合成因子

である酵素）による化学反応の促進として証明される。ここでは、少なくとも１

つの酵素基質または反応物が、生成物を形成するように共有的に改変される。例

えば、酵素の触媒活性は、共有的な化学結合の形成または切断によって改変され

る基質または反応物を生じ得るが、本発明はそのように限定される必要はない。

酵素の触媒活性を測定する種々の方法が、当業者に公知であり、そして決定され

る特定の活性に依存する。

      【００８４】

  本明細書中で提供されるミトコンドリア酵素またはＡＴＰの生合成因子である

酵素を含む多くの酵素については、酵素の触媒活性についての定量基準が十分に

確立されている。これらの基準として、例えば、国際単位（ＩＵ）によって、酵

素の代謝回転の回数によって、触媒速度定数（Ｋcat）によって、ミハエリスメ

ンテン定数（Ｋm）によって、比活性によって、または少なくとも１つの酵素の

触媒活性のレベルを測定するための当該分野で公知の任意の他の酵素学的方法に

よって、定義され得る活性が挙げられる。ミトコンドリア酵素（例えば、ＡＴＰ

の生合成因子）の比活性は、単位時間あたりに生成物に検出可能に転換される基
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質の単位として、そして必要に応じて、さらに、単位サンプルの質量あたり（例

えば、単位タンパク質の質量あたり、または単位ミトコンドリアの質量あたり）

で、示され得る。

      【００８５】

  本発明の特定の好ましい実施形態においては、酵素の触媒活性は、サンプル中

の単位全タンパク質あたりの単位時間あたりに、酵素によって生成物に検出可能

に転換される基質の単位として示され得る。特定の特に好ましい実施形態におい

ては、酵素の触媒活性は、サンプル中の単位ミトコンドリア質量あたりの単位時

間あたりに酵素によって生成物に検出可能に転換される基質の単位として示され

得る。特定の高度に好ましい実施形態においては、酵素の触媒活性は、サンプル

中の単位ミトコンドリアタンパク質の質量あたりの単位時間あたりに酵素によっ

て生成物に検出可能に転換される基質の単位として示され得る。酵素の触媒活性

の産物は、特定の産物の量および生理化学的特性に依存して、適切な方法によっ

て検出され得る。従って、検出は、例えば、例示の目的でそして限定的ではなく

、放射活性、比色、分光光度的に、蛍光によって、免疫的に、または質量分析に

よる手順、または当業者に容易に明らかである他の適切な手段により得る。

      【００８６】

  本発明の特定の実施形態においては、酵素の触媒活性の生成物の検出は、直接

達成され得、そして特定の他の実施形態においては、生成物の検出は、マーカー

酵素、色素、放射性核種、発光基、蛍光基、またはビオチンなどのような、基質

または反応物中への検出可能なレポーター部分または標識の導入によって達成さ

れ得る。未反応の基質および／または反応生成物として存在し、続いて酵素の触

媒活性をアッセイするために反応させられるこのような標識の量が、次いで、特

異的な検出可能なレポーター部分または標識について適切な方法を使用して決定

される。放射活性基、放射性核種の崩壊のモニタリング、シンチレーションカウ

ンティング、シンチレーション接近アッセイ（ＳＰＡ）、またはオートラジオグ

ラフ方法が、一般的に適切である。免疫学的な測定について、適切に標識された

抗体が、調製され得る。これらとして、例えば、放射性核種で、蛍光団で、アフ

ィニティータグで、ビオチンまたはビオチン模擬配列で標識されたもの、あるい



(56) 特表２００３－５２０５７５

は抗体－酵素結合体として調製されたものが挙げられる（例えば、Ｗｅｉｒ，Ｄ

．Ｍ．，Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ

ｏｇｙ、１９８６、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｂｏｓｔｏｎ

；Ｓｃｏｕｔｅｎ，Ｗ．Ｈ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  

１３５：３０－６５、１９８７；ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄ

ｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９８８；Ｈａｕｇｌａｎｄ、１９９６

  Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  Ｐｒｏｂｅｓ  ａｎｄ  

Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ－  第６版、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒ

ｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ；Ｓｃｏｐｅｓ；Ｒ．Ｋ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｐ

ｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ，

１９８７、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，ＮＹ；Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｇ．

Ｔ．ら、Ｉｍｍｕｂｉｌｉｚｅｄ  Ａｆｆｉｎｉｔｙ  Ｌｉｇａｎｄ  Ｔｅｃｈ

ｎｉｑｕｅｓ，１９９２、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，ＮＹ；Ｌ

ｕｏら、１９９８  Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．６５：２２５およびその中で引

用されている参考文献を参照のこと）。顕微鏡的な方法が、色素（例えば、酵素

反応の比色産物を含む）、発光基および蛍光基を検出するために使用され得る。

ビオチンは、種々のレポーター基に対して結合させられたアビジンまたはストレ

プトアビジン（一般的には、放射活性基もしくは蛍光基、または酵素）を使用し

て検出され得る。酵素のレポーター基は、一般的には、基質の添加（一般的には

、特定の時間）、続いて、顕微鏡、分光光度計によって、または反応産物の他の

分析によって、検出され得る。標準および標準的な添加物が、周知の技術を使用

して、サンプル中の酵素の触媒活性のレベルを決定するために使用され得る。

      【００８７】

  上記に記載されるように、ＡＴＰの生合成の因子の酵素の触媒活性はさらに、

基質または反応物の共有的な変更に関与する産生を超えて、ＡＴＰの産生を導く

他の機能的な活性を含み得る。例えば、例示であって、そして限定的ではないが

、酵素であるＡＴＰの生合成因子は、その酵素の触媒活性を通じて細胞性の成分

の間での代謝物質の移動を促進する、膜貫通輸送分子をいい得る。このような代
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謝物質は、ＡＴＰまたはＡＴＰの合成に関係している他の細胞性の成分（例えば

、遺伝子産物およびそれらの崩壊の中間体（代謝物質、異化代謝産物、基質、前

駆体、補因子などを含む））であり得る。別の限定的ではない例として、酵素で

あり得るＡＴＰの生合成因子は、その酵素の触媒活性を通じて、一時的にＡＴＰ

の合成を促進する様式でＡＴＰの合成に関係している細胞性の成分に結合し得る

。このような結合事象は、例えば、ＡＴＰの合成に関係している別の酵素に対し

て細胞性の成分を送達し得、そして／またはＡＴＰの合成を促進する様式で細胞

性の成分の立体構造を変更し得る。この例についてさらに、このような立体構造

の変更は、シグナル導入経路、アロステリック活性化経路、転写活性化経路など

の一部であり得、ここでは、細胞性の成分の間での相互作用がＡＴＰの産生を導

く。

      【００８８】

  このように、本発明に従って、ＡＴＰの生合成因子として、例えば、ミトコン

ドリア膜タンパク質が挙げられ得る。適切なミトコンドリア膜タンパク質として

、アデニンヌクレオチドトランスポーター（ＡＮＴ；例えば、Ｆｉｏｒｅら、１

９９８  Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ  ８０：１３７；Ｋｌｉｎｇｅｎｂｅｒｇ  １９８

５  Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．４５６：２７９）、電圧依存性の陰イ

オンチャンネル（ＶＤＡＣ、ポリンともまた呼ばれる；例えば、Ｍａｎｅｌｌａ

、１９９７  Ｊ．Ｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓ  Ｂｉｏｍｅｍｂｒ．２９：５２

５）、リンゴ酸アスパラギンシャトル）、ミトコンドリアカルシウムユニポータ

ー（例えば、Ｌｉｔｓｋｙら、１９９７、Ｂｉｏｃｈｅｍ．３６：７０７１）、

非結合タンパク質（ＵＣＰ－１、－２、－３；例えば、Ｊｅｚｅｋら、１９９８

  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．３０：１１６３を参照の

こと）、ヘキソキナーゼ、末梢ベンゾジアゼピンレセプター、ミトコンドリア内

膜クレアチンキナーゼ、シクロフィリンＤ、Ｂｃｌ－２遺伝子ファミリーによっ

てコードされるポリペプチド、トリカルボキシレートキャリア（例えば、Ｉｏｃ

ｏｂａｚｚｉら、１９９６  Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  １２

８４：９；Ｂｉｓａｃｃｉａら、１９９０、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．

Ａｃｔａ  １０１９：２５０）、およびジカルボキシレートキャリア（例えば、
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Ｆｉｅｒｍｏｎｔｅら、１９９８  Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：２４７５

４；Ｉｎｄｉｖｅｒｉら、１９９３  Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔ

ａ  １１４３：３１０；ミトコンドリア膜トランスポーターの一般的な概説につ

いては、例えば、Ｚｏｎａｔｔｉら、１９９４、Ｊ．Ｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃ

ｓ  Ｂｉｏｍｅｍｂｒ．２６：５４３およびその中で引用されている参考文献を

参照のこと）のようなミトコンドリア成分が挙げられる。

      【００８９】

  「酵素量」は、本明細書中で使用される場合は、本明細書中に提供されるよう

なミトコンドリア酵素またはＡＴＰの生合成因子である酵素もしくは存在する（

すなわち、変更されたミトコンドリア機能（酵素の触媒活性とは無関係）の指標

として選択される酵素またはＡＴＰの生合成因子の物理的な存在である）別のAT

P生成合成因子である酵素を含む酵素の量をいう。特定の酵素またはＡＴＰの生

合成因子の物理化学的特性に依存して、酵素量を決定するための好ましい方法は

、変化する。本発明の最も高度に好ましい実施形態においては、酵素量の決定は

、タンパク質化学において慣用的な方法を使用するタンパク質またはポリペプチ

ドのレベルの定量的な決定を含む。これらは、当業者に容易に明らかであり、例

えば、以下に詳細に記載されるものであるが、これらは例示のためであって、こ

れらに限定されない。

      【００９０】

  従って、酵素量の決定は、本明細書中で提供されるような酵素またはＡＴＰの

生合成因子である、特定の細胞性の成分（そして、好ましい実施形態においては

、これは、タンパク質またはポリペプチドである）を定量するための、当該分野

で公知の任意の適切な方法により得る。酵素またはＡＴＰの生合成因子の性質お

よび物理化学的特性に依存して、酵素の量の決定は、密度計、質量分析、分光光

度計、蛍光、免疫、クロマトグラフィー、電気化学的、または特定の細胞性の成

分を定量的に検出するための任意の他の手段により得る。酵素量を決定するため

の方法としてまた、上記に記載される方法が挙げられ、これらは、酵素量を直接

測定する方法、および検出可能な標識またはレポーター部分を測定する方法を含

み、酵素の触媒活性の産物を検出するために有用である。本発明の特定の好まし
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い実施形態においては、酵素量は、単離された酵素またはＡＴＰの生合成因子の

免疫による測定によって決定される。本発明の特定の好ましい実施形態において

は、酵素またはＡＴＰの生合成因子のような生体分子の定量的な決定のためのこ

れらおよび他の免疫学的および免疫化学的技術は、以下を含むがこれらに限定さ

れない、当業者に公知の種々のアッセイ形式を使用して使用され得る：酵素結合

免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫蛍光

分析、免疫沈降、エチジウム透析、免疫分散、および他の技術。（例えば、Ｈａ

ｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  

Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

、１９８８；Ｗｅｉｒ，Ｄ．Ｍ．，Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅ

ｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１９８６、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎ

ｔｉｆｉｃ、Ｂｏｓｔｏｎを参照のこと）。例えば、アッセイは、ウェスタンブ

ロット形式で行われ得る。ここでは、生物学的サンプルに由来するタンパク質を

含有している調製物が、ゲル電気泳動に供され、適切なメンブレンに転移させら

れ、そして酵素またはタンパク質もしくはポリペプチドであるＡＴＰの生合成因

子に特異的な抗体と反応させられる。メンブレン上での抗体の存在は、次いで、

当該分野で周知でありそして上記に記載されるような、適切な検出試薬を使用し

て検出され得る。

      【００９１】

  本発明の特定の実施形態においては、例えば、本明細書中で提供される酵素を

含む、変更されたミトコンドリア機能の指標は、単離された形態で存在し得る。

用語「単離された」は、材料が、そのもともとの環境（例えば、それが天然に存

在する場合には、天然の環境）から取り出されることを意味する。例えば、生存

にしている動物中に存在している天然に存在するポリペプチドは、単離されない

が、天然系に同時に存在している材料のいくつかまたは全てから分離された同じ

ポリペプチドは単離される。このようなポリペプチドは、組成物の一部であり得

、そしてなお、このような組成物がその天然の環境の一部ではないように、単離

される。

      【００９２】
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  アフィニティ技術が、本発明の方法に従う使用についての、酵素またはＡＴＰ

の生合成因子タンパク質もしくはポリペプチドを単離する状況において特に有用

である。そして、これは、分離を達成するために、酵素またはＡＴＰの生合成因

子を含む特異的な結合相互作用を利用する任意の方法を含み得る。例えば、酵素

またはＡＴＰの生合成因子タンパク質もしくはポリペプチドは、共有的に付着さ

せられたオリゴサッカライド部分を含み得るので、例えば、レクチンによる炭水

化物の結合を可能にする条件下で、酵素（またはＡＴＰの生合成因子）の適切な

固定化レクチンへの結合のようなアフィニティ技術が、特に有用なアフィニティ

技術であり得る。

      【００９３】

  他の有用なアフィニティ技術として、特異的なタンパク質またはポリペプチド

抗原（例えば、酵素またはＡＴＰの生合成因子）を単離および／または検出する

ための免疫学的技術が挙げられる。この技術は、抗原についての抗体結合部位と

因子上に存在する抗原性決定基との間での特異的結合相互作用による。抗体また

は他のアフィニティ試薬の、抗原に対する結合は、結合相互作用が、約１０4Ｍ-

1より大きいかまたはそれと同等のＫa、好ましくは、約１０5Ｍ-1より大きいか

またはそれと同等のＫa、より好ましくは、約１０6Ｍ-1より大きいかまたはそれ

と同等のＫa、そしてなおより好ましくは、約１０7Ｍ-1より大きいかまたはそれ

と同等のＫaを有する場合に、「特異的」である。結合パートナーまたは抗体の

アフィニティは、例えば、Ｓｃａｔｃｈａｒｄら、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．５１：６６０（１９４９）によって記載されている技術のような従来技

術を使用して、容易に決定され得る。

      【００９４】

  免疫学的技術として、免疫アフィニティークロマトグラフィー、免疫沈降、固

相免疫吸着、または他の免疫アフィニティー方法が挙げられるが、これらに限定

されない。これらおよび他の有用なアフィニティ技術については、例えば、Ｓｃ

ｏｐｅｓ，Ｒ．Ｋ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃ

ｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ，１９８７、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒ

ｌａｇ，ＮＹ；Ｗｅｉｒ，Ｄ．Ｍ．，Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍ



(61) 特表２００３－５２０５７５

ｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１９８６、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅ

ｎｔｉｆｉｃ、Ｂｏｓｔｏｎ；およびＨｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｇ．Ｔ．ら、Ｉｍｍ

ｏｂｉｌｉｚｅｄ  Ａｆｆｉｎｉｔｙ  Ｌｉｇａｎｄ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，

１９９２、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ（

アフィニティ技術を含む、複合体を単離および特徴付けるための技術に関する詳

細については、それらの全体において本明細書中で参考として援用されている）

を参照のこと。

      【００９５】

  上記に示されるように、変更されたミトコンドリア機能の指標は、例えば、酵

素またはＡＴＰの生合成因子である、タンパク質もしくはポリペプチドであり得

る。タンパク質またはポリペプチドは、修飾されていないポリペプチドであり得

るか、または例えば、グリコシル化、リン酸化、脂肪のアシル化（グリコシルホ

スファチジルイノシトールアンカー修飾などを含む）、ホスホリパーゼ切断（例

えば、ホスファチジルイノシトール特異的ホスホリパーゼｃによって媒介される

加水分解など）、プロテアーゼ切断、脱リン酸化、または任意の他の型のタンパ

ク質の翻訳後修飾（例えば、共有化学結合の形成または切断を含む修飾）によっ

て翻訳後に修飾されているポリペプチドであり得る。

      【００９６】

  （ミトコンドリアの質量、ミトコンドリアの容量、またはミトコンドリアの数

である、変更されたミトコンドリア機能の指標）

  特定の実施形態に従うと、本発明は、生物学的サンプル中の変更されたミトコ

ンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルをコントロールサンプルと比較す

る工程を包含する、脊椎動物の被験体中の関節炎の障害についての危険性を同定

するための方法に関する。ここでは、変更されたミトコンドリア機能の指標は、

ミトコンドリアの質量、ミトコンドリアの容量、またはミトコンドリアの数の少

なくとも１つである。

      【００９７】

  ミトコンドリアの質量、ミトコンドリアの容量、および／またはミトコンドリ

アの数を定量するための方法は、当該分野で公知であり、そして例えば、代表的
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な生物学的サンプルの定量的な染色を含み得る。代表的には、ミトコンドリアの

定量的な染色は、オルガネラ選択的プローブまたは色素（ミトコンドリア選択的

試薬（例えば、ミトコンドリア分子成分に結合する蛍光色素（例えば、ノニラク

リジンオレンジ、ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒｓTM、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂ

ｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））またはミトコンドリア内膜の電気化学

的電位の関数としてミトコンドリア中に蓄積する電位差測定色素（例えば、Ｈａ

ｕｇｌａｎｄ、１９９６  Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  

Ｐｒｏｂｅｓ  ａｎｄ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ－  第６版、Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲを参照のこと）を含むが

これに限定されない）を使用して、行われ得る。別の例として、ミトコンドリア

の質量、容量、および／または数が、形態学的な分析によって定量され得る（例

えば、Ｃｒｕｚ－Ｏｒｉｖｅら、１９９０  Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２５８

：Ｌ１４８；Ｓｃｈｗｅｒｚｍａｎｎら、１９８６  Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．

１０２：９７）。サンプル中のミトコンドリアの質量、容量、および／またはミ

トコンドリアの数を定量するためのこれらの手段または当該分野で公知の任意の

他の手段は、本発明の意図される範囲内である。例えば、ミトコンドリアの密度

を計算する目的のためのこのような定量的な決定因子の使用が意図され、そして

限定的であるとは意図されない。特定の高度に好ましい実施形態においては、サ

ンプル中のミトコンドリアタンパク質の質量が、周知の手順を使用して決定され

る。例えば、当業者は、確立された細胞分画技術を使用して、生物学的サンプル

から単離されたミトコンドリア画分を容易に調製し得、そしてそれから、当該分

野で周知の多数のタンパク質の定量方法論のいずれかを使用して、タンパク質含

有量を決定し得る。

      【００９８】

  （ミトコンドリアＤＮＡ含有量を含む変更されたミトコンドリア機能の共働指

標）

  特定の他の特定の実施形態に従うと、本発明は、本明細書中に提供されるよう

な変更されたミトコンドリア機能の指標をいう、変更されたミトコンドリア機能

の「共働指標」を意図する。これは、上記に記載されるような変更されたミトコ
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ンドリア機能の指標であり得る、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１

つのさらなるそして異なる指標と同時に決定される。好ましい実施形態において

は、変更されたミトコンドリア機能の共働指標は、生物学的サンプル中のミトコ

ンドリアＤＮＡ含有量であり得、そして特に好ましい実施形態においては、変更

されたミトコンドリア機能の共働指標は、サンプル中の細胞あたりの（または単

位全細胞性ＤＮＡあたりの）ミトコンドリアＤＮＡの量を含み、そして他の特に

好ましい実施形態においては、変更されたミトコンドリア機能の共働指標は、サ

ンプル中のミトコンドリアあたりのミトコンドリアＤＮＡの量を含む。従って、

ミトコンドリアＤＮＡの定量は、本発明に従う変更されたミトコンドリア機能の

指標であり得ないが、ミトコンドリアＤＮＡの定量は、本明細書中に提供される

ような変更されたミトコンドリア機能の共働指標であり得る。

      【００９９】

  ミトコンドリアＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）含有量の定量は、以下を含むがこれらに

限定されない、この目的のために有用な種々の確立された技術のいずれかによっ

て達成され得る：ミトコンドリアＤＮＡ配列に特異的なオリゴヌクレオチドプラ

イマーを使用するオリゴヌクレオチドプローブハイブリダイゼーションまたはポ

リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（例えば、Ｍｉｌｌｅｒら、１９９６  Ｊ．Ｎｅ

ｕｒｏｃｈｅｍ．６７：１８９７；Ｆａｈｙら、１９９７  Ｎｕｃｌ．Ａｃ．Ｒ

ｅｓ．２５：３１０２；米国特許出願番号第０９／０９８，０７９号；Ｌｅｅら

、１９９８  Ｄｉａｂｅｔｅｓ  Ｒｅｓ．Ｃｌｉｎ．Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ４２：

１６１；Ｌｅｅら、１９９７  Ｄｉａｂｅｔｅｓ  ４６（補遣１）：１７５Ａを

参照のこと）。特に有用な方法は、Ｆａｈｙら（Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ

．２５：３１０２，１９９７）によって、そしてＧｈｏｓｈら（Ａｍ．Ｊ．Ｈｕ

ｍ．Ｇｅｎｅｔ．５８：３２５、１９９６）によって開示されているプライマー

伸長アッセイである。適切なハイブリダイゼーション条件は、引用されている参

考文献において見出され得るか、または選択される特定の核酸標的およびオリゴ

ヌクレオチドプローブに従って；当業者に周知の方法論を使用して変更され得る

（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，１
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９８７；Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐ

ｒｅｓｓ、１９８９を参照のこと）。

      【０１００】

  標的配列に対するプライマーの特異的なハイブリダイゼーションに基づく、サ

ンプル中に存在する特異的な核酸の標的配列（例えば、ｍｔＤＮＡ）の量を決定

するための他の有用な技術の例として、以下が挙げられる：標的核酸配列の特異

的増幅および増幅産物の定量（ポリメラーゼ連鎖反応を含むがこれらに限定され

ない）（ＰＣＲ、Ｇｉｂｂｓら、Ｎｕｃｌ．Ａｃ．Ｒｅｓ．１７：２４３７、１

９８９）、転写増幅システム（例えば、Ｋｗｏｈら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８６：１１７３）；鎖置換増幅（例えば、Ｗａｌｋｅｒ

ら、Ｎｕｃｌ．Ａｃ．Ｒｅｓ．２０：１６９１、１９９２；Ｗａｌｋｅｒら、Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８９：３９２、１９９２）、および自己維

持配列の複製（３ＳＲ、例えば、Ｇｈｏｓｈら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｍｅｔｈ

ｏｄｓ  ｆｏｒ  Ｖｉｒｕｓ  Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ、１９９５  Ａｃａｄｅｍｉ

ｃ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ、２８７～３１４頁；Ｇｕａｔｅｌｌｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８７：１８７４、１９９０を参照のこと）。これらに

引用された参考文献は、それらの全体において参考として本明細書中で援用され

ている。他の有用な増幅技術として、例えば、リガーゼ連鎖反応（例えば、Ｂａ

ｒａｎｙ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８８：１８９、１９９１）、

Ｑ－βレプリカーゼアッセイ（Ｃａｈｉｌｌら、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３７：１

４８２、１９９１；Ｌｉｚａｒｄｉら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．６：１１９７、

１９８８；Ｆｏｘら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｌａｂ．Ａｎａｌｙｓｉｓ  ３：３７８、

１９８９）、および環化プローブ技術（例えば、Ｃｌｏｎｅｙら、Ｃｌｉｎ．Ｃ

ｈｅｍ．４０：６５６、１９９４）、ならびに当業者に公知の他の適切な方法が

挙げられる。

      【０１０１】

  プライマー伸長アッセイ産物の配列の長さまたは分子量が、当業者が精通して

いる核酸配列の大きさを特徴付けるための任意の公知の方法を使用して決定され
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得る。好ましい実施形態においては、プライマー伸長産物は、ゲル電気泳動によ

って特徴付けられる。別の実施形態においては、プライマー伸長産物は、質量分

析（ＭＳ）によって特徴付けられる。これはさらに、マトリックスアシスティッ

ドレーザーデソープションイオン化／飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）分析、

または当業者に公知の他のＭＳ技術を含み得る。例えば、米国特許第５，６２２

，８２４号、同第５，６０５，７９８号、および同第５，５４７，８３５号を参

照のこと。別の実施形態においては、プライマー伸長産物は、液体またはガスク

ロマトグラフィーによって特徴付けられ、これはさらに、高速液体クロマトグラ

フィー（ＨＰＬＣ）、ガスクロマトグラフィー－質量分析（ＧＣ－ＭＳ）、また

は他の周知のクロマトグラフィー方法論を含み得る。

      【０１０２】

  従って、ミトコンドリアの質量、ミトコンドリアの数、ミトコンドリアの容量

、およびミトコンドリアＤＮＡの含有量に関係する変更されたミトコンドリア機

能の意図される指標または共働指標はまた、ミトコンドリアの複製、ミトコンド

リアの転写、および翻訳などの決定を含み得るが、必ずしもこれらに限定されな

い。

      【０１０３】

  （上昇した細胞内カルシウムまたは変更されたミトコンドリア膜電位に対する

細胞性の応答である、変更されたミトコンドリア機能の指標）

  本発明の特定の局面は、それが、変更されたミトコンドリア機能の指標と関節

炎の障害との相関関係に関係する場合には、細胞内カルシウムの恒常性および／

またはこの恒常性の摂動に対する細胞性の応答（生理学的および病態生理学的な

カルシウムの調節を含む）をモニターすることを含む。特に、これらの局面に従

って、本発明の方法は、被験体中の関節炎の障害についての危険性を同定するこ

とに関する。これは、被験体に由来する生物学的サンプル中の上昇した細胞内カ

ルシウムに対する細胞性の応答をコントロールの被験体のものに対して比較する

ことによる。上昇した細胞内カルシウムに対する細胞性の応答の範囲は、このよ

うな応答の検出のための方法および試薬が広範であるので、広範である。多くの

特異的な細胞性の応答が、当業者に公知である；これらの応答は、選択された生
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物学的サンプル中に存在する特定の細胞型に依存する。上昇した細胞内カルシウ

ムに対する細胞性の応答を比較することによる、関節炎の障害についての危険性

を同定するための方法を提供することが、本発明の意図の範囲内である。ここで

は、このような応答は、本明細書中で提供されるような、変更されたミトコンド

リア機能の指標である。非限定的な例として、上昇した細胞内カルシウムに対す

る細胞性の応答は、特異的な分泌産物の分泌、特定の予め形成される成分のエキ

ソサイトーシス、増大したグリコーゲンの代謝、および細胞の増殖が挙げられる

（例えば、Ｃｌａｐｈａｍ、１９９５  Ｃｅｌｌ  ８０：２５９；Ｃｏｏｐｅｒ

、Ｔｈｅ  Ｃｅｌｌ  －  Ａ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ａｐｐｒｏａｃｈ、１９９

７  ＡＳＭ  Ｐｒｅｓｓ、Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．；Ａｌｂｅｒｔｓ，

Ｂ．，Ｂｒａｙ，Ｄ．，ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ｏｆ  ｔｈ

ｅ  Ｃｅｌｌ、１９９５  Ｇａｒｌａｎｄ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，ＮＹを参照

のこと）。

      【０１０４】

  簡単な背景として、ミトコンドリア内Ｃａ2+の正常な変更は、正常な代謝の調

節に関係する（Ｄｙｋｅｎｓ，１９９８、Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ  ＆  Ｆｒ

ｅｅ  Ｒａｄｉｃａｌｓ  ｉｎ  Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ  Ｄｉｓ

ｅａｓｅｓ，Ｂｅａｌ，Ｈｏｗｅｌｌ  およびＢｏｄｉｓ－Ｗｏｌｌｎｅｒ編、

Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、２９－５５頁；Ｒａｄｉら、１９９

８  、Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ  ＆  Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉｃａｌｓ  ｉｎ  Ｎ

ｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ  Ｄｉｓｅａｓｅｓ，Ｂｅａｌ、Ｈｏｗｅｌ

ｌ  ａｎｄ  Ｂｏｄｉｓ－Ｗｏｌｌｎｅｒ編、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋ，５７－８９頁；ＧｕｎｔｅｒおよびＰｆｅｉｆｆｅｒ、１９９１、Ａ

ｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２７：Ｃ７５５；Ｇｕｎｔｅｒら、１９９４、Ａｍ．

Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２６７：３１３）。例えば、ミトコンドリアの遊離のＣａ

2+の変動レベルは、酵素の好気性の調節（Ｃｒｏｍｐｔｏｎら、１９９３  Ｂａ

ｓｉｃ  Ｒｅｓ．Ｃａｒｄｉｏｌ．８８：５１３－５２３）およびグリセロホス

フェートシャトル（Ｇｕｎｔｅｒら、１９９４  Ｊ．Ｂｉｏｅｎｅｒｇ．Ｂｉｏ

ｍｅｍｂｒ．２６：４７１）を通じて、増大したＡＴＰの利用に応答して、酸化
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的代謝の調節を担い得る。

      【０１０５】

  正常なミトコンドリア機能として、ミトコンドリアマトリックス内の過剰のＣ

ａ2+の隔離による細胞質ゾル性の遊離のカルシウムレベルの調節が挙げられる。

細胞の型に依存して、細胞質ゾル性のＣａ2+濃度は、代表的には、５０～１００

ｎＭである。正常な機能性の細胞においては、Ｃａ2+レベルが２００～３００ｎ

Ｍに達すると、ミトコンドリアは、ミトコンドリア内膜中のＣａ2+ユニポーター

を介する流入と、Ｎａ+依存性およびＮａ+非依存性のカルシウムキャリアの両方

を介するＣａ2+の流出との間の平衡の機能として、Ｃａ2+の蓄積を開始する。特

定の例においては、細胞内カルシウムの恒常性のこのような摂動は、カルシウム

の調節の不全が、変更されたミトコンドリア機能の原因であるかまたは結果であ

るかにはかかわらず、変更されたミトコンドリア機能に関連している疾患（例え

ば、関節炎の障害）に特徴的である。

      【０１０６】

  従って、上昇したミトコンドリアカルシウムレベルは、上記のように、細胞質

ゾルの遊離のカルシウムにおける最初の上昇に応答して蓄積し得る。減少したＡ

ＴＰまたはミトコンドリアの病理学に関係する他の症状と組合せたこのような上

昇したミトコンドリアのカルシウム濃度は、ミトコンドリアの内膜電位の崩壊を

導き得る（Ｇｕｎｔｅｒら、１９９８  Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃ

ｔａ  １３６６：５；ＲｏｔｔｅｎｂｅｒｇおよびＭａｒｂａｃｈ、１９９０、

Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  １０１６：８７を参照のこと）。

一般的には、個体における関節炎の障害についての危険性を同定するために本発

明の方法を実施するためには、生物学的サンプル中のＣａ2+のミトコンドリア外

（細胞質ゾル）レベルが、ミトコンドリア内に存在するレベルよりも高い。関節

炎の障害の場合には、ミトコンドリアまたは細胞質ゾルのカルシウムレベルは、

上記の範囲から変化し得、そして約１ｎＭから約５００ｍＭまで、より代表的に

は、約１０ｎＭから約１００μＭまで、そして通常は約２０ｎＭから約１μＭま

での範囲であり得る。ここでは、「約」は、±１０％を示す。種々のカルシウム

の指標が、当該分野で公知であり、これは、例えば、ｆｕｒａ－２（ＭｃＣｏｒ
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ｍａｃｋら、１９８９、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  ９７３：

４２０）；ｍａｇ－ｆｕｒａ－２；ＢＴＣ（米国特許第５，５０１，９８０号）

；ｆｌｕｏ－３、ｆｌｕｏ－４、およびｆｌｕｏ－５Ｎ（米国特許第５，０４９

，６７３号）；ｒｈｏｄ－２；ベンゾチアザ－１；およびベンゾチアザ－２（こ

れらの全てが、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲから入

手可能である）を含む。細胞内カルシウムをモニターするためのこれらまたは任

意の他の手段は、関節炎の障害についての危険性を同定するための本発明の方法

に従って意図される。

      【０１０７】

  上昇した細胞内カルシウムに対する細胞性の応答である変更されたミトコンド

リア機能の指標をモニターするために、Ｃａ2+の増大した細胞質濃度およびミト

コンドリア濃度を誘導する化合物（カルシウムイオノフォアを含む）が、細胞内

カルシウムを測定するための方法であるとして、当業者に周知である（例えば、

ＧｕｎｔｅｒおよびＧｕｎｔｅｒ、１９９４  Ｊ．Ｂｉｏｅｎｅｒｇ．Ｂｉｏｍ

ｅｍｂｒ．２６：４７１；Ｇｕｎｔｅｒら、１９９８  Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏ

ｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  １３６６：５；ＭｃＣｏｒｍａｃｋら、１９８９  Ｂｉｏ

ｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  ９７３：４２０；Ｏｒｒｅｎｉｕｓおよ

びＮｉｃｏｔｅｒａ、１９９４、Ｊ  Ｎｅｕｒａｌ．Ｔｒａｎｓｍ．補遣、４３

：１；ＬｅｉｓｔおよびＮｉｃｏｔｅｒａ、１９９８  Ｒｅｖ．Ｐｈｙｓｉｏｌ

．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．１３２：７９；およびＨａｕｇｌａｎ

ｄ，１９９６  Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  Ｐｒｏｂｅ

ｓ  ａｎｄ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ－第６版、Ｍｏｌｅｃｕｌ

ａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲを参照のこと）。従って、当業者は、

本発明の開示および周知の方法に従って、本発明における使用のための細胞内カ

ルシウムを検出するための、適切なイオノフォア（または、Ｃａ2+の細胞質内お

よび／もしくはミトコンドリア内の濃度の増大を生じる別の化合物）および適切

な手段を、容易に選択し得る。

      【０１０８】

  ミトコンドリア内へのＣａ2+の流入は、電子の移動によってミトコンドリア内
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膜で確立され得るネガティブな膜貫通電気化学的電位（ΔΨ）に大きく依存性で

あり、そして完全に依存するようであり得、そしてそのような流入は、８倍のＣ

ａ2+濃度勾配が課された場合でも、ΔΨの非存在下ではなお生じることができな

い（Ｋａｐｕｓら、１９９１  ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．２８２：６１）。従って、

ミトコンドリアは、２，４－ジニトロフェノールおよびシアン化カルボニルｐ－

トリフルオロ－メトキシフェニルヒドラゾン（ＦＣＣＰ）のような脱共役剤を用

いて生じるように、膜電位が分散される場合にＣａ2+を放出し得る。従って、本

発明の特定の実施態様に従うと、ΔΨの崩壊は、関節炎の障害を有している被験

体の細胞によって経験されたものを含む、特定の生理学的条件下で生じ得る、ミ

トコンドリア内への細胞質ゾルの遊離のカルシウムの流入によって、強化され得

る。このような崩壊の検出は、本明細書中で提供されるような種々の手段によっ

て達成され得る。

      【０１０９】

  本発明の特定の関連する実施態様においては、変更された（例えば、増大した

かまたは減少した）ミトコンドリアの膜電位が、変更されたミトコンドリア機能

の指標であり得る。代表的には、ミトコンドリアの膜電位は、当業者に容易に知

られている方法に従って決定され得る。これらには、以下が含まれるが、これら

に限定されない：蛍光指標のような検出可能な化合物の検出および／または測定

、光学的なプローブ、および／または感受性のｐＨ、ならびにイオン選択性電極

（例えば、Ｅｒｎｓｔｅｒら、１９８１  Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．９１：２２

７ｓおよび引用される参考文献を参照のこと、Ｈａｕｇｌａｎｄ、１９９６  Ｈ

ａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  Ｐｒｏｂｅｓ  ａｎｄ  Ｒｅ

ｓｅａｒｃｈ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ  第６版、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅ

ｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ、２６６－２７４頁および５８９－５９４頁をもまた参

照のこと）。例えば、例示であって限定的ではないが、蛍光プローブである、２

，４－ジメチルアミノスチリル－Ｎ－メチルピリジニウム（ＤＡＳＰＭＩ）およ

びテトラメチルローダミンエステル（例えば、テトラメチルローダミンメチルエ

ステル、ＴＭＲＭ；テトラメチルローダミンエチルエステル、ＴＭＲＥ）、また

は関連する化合物（例えば、Ｈａｕｇｌａｎｄ、１９９６、前出）が、ミトコン
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ドリア膜電位に依存しそしてそれに対して比例するプロセスであるミトコンドリ

ア中での蓄積の後に定量し得る（例えば、Ｍｕｒｐｈｙら、１９９８、Ｍｉｔｃ

ｈｏｎｄｒｉａ  ＆  Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉｃａｌｓ  ｉｎ  Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅ

ｒａｔｉｖｅ  Ｄｉｓｅａｓｅ、Ｂｅａｌ，ＨｏｗｅｌｌおよびＢｏｄｉｓ－Ｗ

ｏｌｌｎｅｒ編、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１５９－１８６頁

およびその中で引用されている参考文献；ならびに、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒ

ｏｂｅｓ  Ｏｎ－ｌｉｎｅ  Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

  Ｐｒｏｂｅｓ  ａｎｄ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、ｈｔｔｐ：

／／ｗｗｗ．ｐｒｏｂｅｓ．ｃｏｍ／ｈａｎｄｂｏｏｋ／ｔｏｃ．ｈｔｍｌを参

照のこと）。本発明において使用され得る他の蛍光の検出可能な化合物として、

以下が挙げられるがこれらに限定されない：ローダミン１２３、ローダミンＢヘ

キシルエステル、ＤｉＯＣ6（３）、ＪＣ－１［５，５’，６，６’－テトラク

ロロ－１，１’，３，３’－テトラエチルベンズイミダゾール－カルボシアニン

イオダイド］（Ｃｏｓｓａｒｉｚｚａら、１９９３  Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐ

ｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．１９７：４０；Ｒｅｅｒｓら、１９９５  Ｍｅｔｈ

．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２６０：４０６）、ｒｈｏｄ－２（米国特許第５，０４９，

６７３号を参照のこと；上記の化合物の全てが、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂ

ｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇｏｎから入手可能である）およびローダミン８０

０（Ｌａｍｂｄａ  Ｐｈｙｓｉｋ，ＧｍｂＨ，Ｇ&ouml;ｔｔｉｎｇｅｎ、Ｇｅｒ

ｍａｎｙ；Ｓａｋａｎｏｕｅら、１９９７，Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１２１：２９

）。ミトコンドリアの膜電位をモニターするための方法はまた、米国特許出願番

号第０９／１６１，１７２号にも開示されている。

      【０１１０】

  ミトコンドリアの膜電位はまた、蛍光ではない手段によって、例えば、ＴＴＰ

（テトラフェニルホスホニウムイオン）およびＴＴＰ－感受性電極を使用するこ

とによって、測定され得る（Ｋａｍｏら、１９７９  Ｊ．Ｍｅｍｂｒａｎｅ  Ｂ

ｉｏｌ．４９：１０５；ＰｏｒｔｅｒおよびＢｒａｎｄ，１９９５  Ａｍ．Ｊ．

Ｐｈｙｓｉｏｌ．２６９：Ｒ１２１３）。当業者は、ΔΨｍを測定するための、

適切な検出可能な化合物または他の適切な手段を選択することが可能である。例
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示であって、限定的ではないが、ＴＭＲＭはＴＭＲＥよりもいくらか好ましい。

なぜなら、ミトコンドリアからの流出後に、ＴＭＲＥは、ＴＭＲＭよりも、小胞

体および細胞質中にわずかにより残存しているシグナルを生じるからである。

      【０１１１】

  別の限定的ではない例として、膜電位は、検出可能に荷電した溶質に対して、

ミトコンドリアの浸透性の直接の測定によって、分光学的な定量または蛍光によ

る定量と組み合わせて、マトリックスの容量および／またはピリジンヌクレオチ

ドの還元の決定を使用して、さらにまたは代替的に計算され得る。ミトコンドリ

ア内膜を通過する膜電位依存性の基質交換拡散の測定もまた、膜電位の間接的な

測定を提供し得る。（例えば、Ｑｕｉｎｎ、１９７６、Ｔｈｅ  Ｍｏｌｅｃｕｌ

ａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ｏｆ  Ｃｅｌｌ  Ｍｅｍｂｒａｎｅｓ、Ｕｎｉｖｅｒｓ

ｉｔｙ  Ｐａｒｋ  Ｐｒｅｓｓ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ、Ｍａｒｙｌａｎｄ、２０

０－２１７頁、およびその中で引用されている参考文献を参照のこと）。

      【０１１２】

  上記に記載されているような、細胞内カルシウムの上昇によって生じるＣａ2+

の通常ではないミトコンドリアでの蓄積に対する鋭い感受性もまた、関節炎の障

害の特徴であり得る。このようなミトコンドリアの感受性は、本発明に従う変更

されたミトコンドリア機能の指標を提供し得る。さらに、種々の生理学的に関連

する試薬（ヒドロペルオキシドおよびフリーラジカルを含む）は、ΔΨの崩壊を

誘導するようにＣａ2+と共働作用し得る（Ｎｏｖｇｏｒｏｄｏｖら、１９９１  

Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  １０５８：２４２；Ｔａｋｅｙａ

ｍａら、１９９３  Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．２９４：７１９；Ｇｕｉｄｏｘら、１

９９３  Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．３０６：１３９）。従っ

て、上昇した細胞内カルシウムまたは変更されたミトコンドリアの膜電位に対す

る細胞性の応答である、変更されたミトコンドリア機能の指標の限定的ではない

例として、ミトコンドリア膜電位（ΔΨm）アッセイ（同時係属中の米国特許出

願番号第６０／１４０，４３３号に記載されている）およびミトコンドリアの浸

透性転移（ＭＰＴ）アッセイ（同時係属中の米国特許出願番号第０９／１６１，

１７２号に記載されている）が挙げられる。
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      【０１１３】

  アポトーシス誘導因子の刺激に対する細胞性の応答である、変更されたミトコ

ンドリア機能の指標

  別の局面に関して、本発明は、プログラムされた細胞死またはアポトーシスを

含む、変更されたミトコンドリア機能の指標との関節炎の障害の相関関係に関す

る。特に、この局面に従うと、本発明は、以下に由来する生物学的サンプル中で

のアポトーシスを誘導する（「アポトーシス誘導性の（ａｐｏｐｔｏｇｅｎｉｃ

）」）刺激に対する細胞性の応答を比較する工程を包含する方法に関する：（ｉ

）関節炎の障害についての危険性が考えられる被験体、および（ｉｉ）コントロ

ールの被験体。種々の公知のアポトーシス誘導性の刺激に対する細胞性の応答の

範囲は、このような応答の検出のための方法および試薬の範囲と同様、広範であ

る。アポトーシス誘導性の刺激に対する細胞性の応答を比較することによって、

関節炎の障害についての危険性を同定するための方法を提供することは、本発明

の意図に含まれる。ここでは、このような応答は、本明細書中で提供されるよう

に、変更されたミトコンドリア機能の指標である。

      【０１１４】

  上記に示されるように、ミトコンドリア不全および／または関連する上昇した

ＲＯＳレベルは、種々の細胞型においてアポトーシスを誘導する最初の事象を開

始し得る（Ｋｒｏｅｍｅｒら、ＦＡＳＥＢ  Ｊ．９：１２７７－８７、１９９５

；Ｚａｍｚａｍｉら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８２：３６７－７７、１９９５；

Ｚａｍｚａｍｉら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８１：１６６１－７２、１９９５；

Ａｕｓｓｅｒｅｒら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１４：５０３２－４２、１

９９４）。いくつかの細胞型においては、ミトコンドリアの膜電位（ΔΨｍ）の

低下は、アポトーシスに伴う核ＤＮＡの分解の前に起こる。細胞を含まないシス

テムにおいては、核ではなくミトコンドリアを富化された画分が、核のアポトー

シスを誘導し得る（Ｎｅｗｍｅｙｅｒら、Ｃｅｌｌ  ７０：３５３－６４、１９

９４）。上昇した細胞内ＲＯＳのような変更された細胞の代謝状態を導くミトコ

ンドリアの呼吸活性の摂動は、関節炎の障害において生じ得、そしてさらに、ア

ポトーシスの機構を通じる病理学的な事象を誘導し得る。
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      【０１１５】

  酸化的ストレスを受けたミトコンドリアは、アポトーシスに先行する事象であ

る、染色体の濃縮を誘導し得る予め形成された可溶性の因子を放出し得る（Ｍａ

ｒｃｈｅｔｔｉら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５６：２０３３－２８、１９９６）

。さらに、抗アポトーシス遺伝子産物のＢｃｌ－２ファミリーのメンバーは、ミ

トコンドリアの外膜内に配置され（Ｍｏｎａｇｈａｎら、Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅ

ｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．４０：１８１９－２５、１９９２）、そしてこれらのタ

ンパク質は、酸化的ストレスから膜を保護するようである（Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ

ら、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔ．１２７１：６３、１９９５）。

Ｂｃｌ－２のこの膜に対する局在化は、アポトーシスの調節のために不可欠であ

るようである（Ｎｇｕｙｅｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：１６５２１

－２４、１９９４）。このように、ミトコンドリアの生理学における変化は、ア

ポトーシスの重要な媒介因子であり得る。

      【０１１６】

  従って、本発明の開示に従って被験体中の関節炎の障害の危険性を同定するた

めに使用され得るような、変更されたミトコンドリア機能は、アポトーシス誘導

因子によるアポトーシスの誘導に対する低い限界であり得る。種々のアポトーシ

ス誘導因子が当業者に公知であり（例えば、Ｇｒｅｅｎら、１９９８  Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２８１：１３０９およびその中で引用されている参考文献を参照のこと

）、そして例えば以下を含み得るがこれらに限定されない：当業者がよく知って

いる適切な条件下で細胞に対して添加される場合には、腫瘍壊死因子、ＦａｓＬ

、グルタミン酸、ＮＭＤＡ、ＩＬ－１、ＩＬ－３、コルチコステロン、ミネラル

コルチコイド、またはグルココルチコイドレセプター（単数または複数）のよう

な特異的なレセプターを必要とするアポトーシス誘導因子。アポトーシス誘導因

子としてさらに、以下が挙げられ得る：ヘルビマイシンＡ、（Ｍａｎｃｉｎｉら

、１９９７、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１３８：４４９－４６９）；パラコート

（Ｃｏｓｔａｎｔｉｎｉら、１９９５、Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ  ９９：１－２）

、エチレングリコール；プロテインキナーゼインヒビター（例えば、スタウロス

ポリン、カスホスチンＣ、コーヒー酸フェネチルエステル、キレリチンクロライ
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ド、ゲニステイン）；１－（５－イソキノリンスルホニル）－２－メチルピペラ

ジン；Ｎ－［２－（（ｐ－ブロモシンナミル）アミノ）エチル］－５－５－イソ

キノリンスルホンアミド；ＫＮ－９３；クエリシチン；ｄ－エリスロ－スピンゴ

シン誘導体；ＵＶ照射；イオノフォア（例えば、イオノマイシン、バリノマイシ

ン、および他の当該分野で公知のイオノフォア）；ＭＡＰキナーゼインデューサ

ー（例えば、アニソマイシンおよびアナンダミンのような）；細胞周期ブロッカ

ー（例えば、アピジコリン、コルセミド、５－フルオロウラシル、およびホモハ

リングトニンのような）；アセチルコリンエステラーゼインヒビター（例えば、

ベルベリンのような）；抗エストロゲン（例えば、タモキシフェンのような）；

酸化促進剤（例えば、ｔｅｒｔ－ブチルヒドロペルオキシド、ペルオキシニトラ

イト、過酸化水素、および一酸化窒素ドナー（Ｌ－アルギニン、５，５’－ジニ

トロソジチオール、Ｎ－ヒドロキシ－Ｌ－アルギニン、Ｓ－ニトロソ－Ｎ－アセ

チルペニシルアミン、Ｓ－ニトロソグルタチオン、ＮＯＲ－１、ＮＯＲ－３、Ｎ

ＯＲ４、４－フェニル－３－フロキサンカルボニトリル、３－モルホリノシンド

ノンイミン、ニトロプルシドナトリウム、およびストレプトゾトシンを含むがこ

れに限定されない）のような）グルタチオン枯渇剤（例えば、エタクリン酸のよ

うな）（Ｍｅｉｓｔｅｒ、１９９５  Ｂｉｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ

．１２７１：３５）；フリーラジカル（例えば、硝酸のような）；無機金属イオ

ン（例えば、カドミウムのような）；ＤＮＡ合成のインヒビター（例えば、アク

チノマイシンＤのような）；ＤＮＡインターカレーター（例えば、ドキソルビシ

ン、硫酸ベロマイシン、ヒドロキシ尿素、メトトレキセート、マイトマイシンＣ

、カンプトセシン、およびダウノルビシン：タンパク質合成のインヒビター（例

えば、シクロヘキシミド、プロマイシン、およびラパマイシンのような）；微小

管の形成または安定性に影響を与える試薬（例えば、ビンブラスチン、ビンクリ

スチン、コルヒチン、４－ヒドロキシフェニルレチナミド、およびパクリタキセ

ルなど）；ならびに他のＭＰＴインデューサー（例えば、Ｂａｘタンパク質（Ｊ

ｕｒｇｅｎｍｅｉｅｒら、１９９８  ＰＮＳＡ９５：４９９７－５００２）、カ

ルシウムおよび無機リン酸（Ｋｒｏｅｍｅｒら、１９９８  Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｐ

ｈｙｓｉｏｌ．６０：６１９）。
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      【０１１７】

  変更されたミトコンドリア機能の指標がアポトーシス誘導因子に対する細胞性

の応答である本発明の方法の１つの実施態様においては、アポトーシスを受けて

いると疑われる生物学的サンプル中の細胞が、形態学的変化、浸透性の変化、ま

たはアポトーシスの状態の指標である他の変化について試験され得る。例えば、

例示であって限定的ではないが、多くの細胞型におけるアポトーシスは、血漿膜

の気泡、細胞の形状の変化、基質の接着特性の欠失、または例えば、光学顕微鏡

を使用することによって当業者によって容易に検出され得る他の形態学的変化の

ような、変更された形態学的な表現を生じ得る。別の例として、アポトーシスを

受けている細胞は、染色体の断片化および崩壊を示し得、これは、顕微鏡によっ

て、そして／または当該分野で公知であるＤＮＡ特異的またはクロマチン特異的

色素（蛍光色素を含む）の使用を通じて、明らかであり得る。このような細胞は

また、生命体の色素（例えば、ヨウ化プロピジウム、トリパンブルー）の使用を

通じて、または細胞内環境への乳酸デヒドロゲナーゼの漏出の検出によって、容

易に検出され得るので、変更された血漿膜の浸透性の特性を示し得る。形態学的

な基準、変更された血漿膜の浸透性、および関連する変化による、これらおよび

他のアポトーシス細胞を検出するための手段は、当業者に明らかである。

      【０１１８】

  変更されたミトコンドリア機能の指標がアポトーシス誘導因子に対する細胞性

の応答である本発明の方法の別の実施態様においては、生物学的サンプル中の細

胞が、血漿膜の内のリーフレットから外のリーフレットへの細胞膜のホスファチ

ジルセリン（ＰＳ）の局在化についてアッセイされ得る。これは、例えば、ＰＳ

特異的タンパク質のであるアネキシンによる外部のリーフレットへの結合を測定

することによって検出され得る。（Ｍａｒｔｉｎら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８

２：１５４５、１９９５；Ｆａｄｏｋら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：２２０

７、１９９２）。本発明のこの局面のなお別の実施態様においては、アポトーシ

ス誘導因子に対する細胞性の応答が、カスパーゼとして公知のアポトーシスによ

って活性化されるプロテアーゼのファミリーの任意のメンバーにおける特異的な

プロテアーゼ活性の誘導についてのアッセイによって決定される（例えば、Ｇｒ
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ｅｅｎら、１９９８  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８１：１３０９を参照のこと）。当業

者は、例えば、特異的に認識されるタンパク質基質のカスパーゼによって媒介さ

れる切断の決定によるカスパーゼ活性を決定する方法をよく知っている。これら

の基質として、例えば、当該分野で公知であるカスパーゼによって切断される、

ポリ－（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）または他の天然に存在す

るかもしくは合成のペプチドおよびタンパク質が挙げられ得る（例えば、Ｅｌｌ

ｅｒｂｙら、１９９７  Ｊ．Ｎｕｅｒｏｓｃｉ．１７：６１６５を参照のこと）

。合成のペプチドＺ－Ｔｙｒ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ａｓｐ－ＡＦＣ（配列番号    

）（ここでは、「Ｚ」は、ベンゾイルカルボニル部分を示し、そしてＡＦＣは７

－アミノ－４－トリフルオロメチルクマリン（Ｋｌｕｃｋら、１９９７  Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ  ２７５：１１３２；Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎら、１９９５  Ｎａｔｕｒｅ

  ３７６：３７）を示す）が１つのこのような基質である。基質の他の限定的で

はない例として、Ｕ１－７０ｋＤａおよびＤＮＡ－ＰＫｃｓのような核タンパク

質が挙げられる（ＲｏｓｅｎおよびＣａｓｃｉｏｌａ－Ｒｏｓｅｎ、１９９７、

Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ．６４：５０；Ｃｏｈｅｎ，１９９７  Ｂｉｏｃ

ｈｅｍ．Ｊ．３２６：１）。

      【０１１９】

  上記に記載されるように、ミトコンドリアの内膜は、多くの小さい溶質につい

て高い選択性および調節された浸透性を示し得るが、大きい（＞約１０ｋＤａ）

の分子については不浸透性である（例えば、Ｑｕｉｎｎ、１９７６  Ｔｈｅ  Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ｏｆ  Ｃｅｌｌ  Ｍｅｍｂｒａｎｅｓ、Ｕ

ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐａｒｋ  Ｐｒｅｓｓ、Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ、Ｍａｒｙｌ

ａｎｄを参照のこと）。しかし、アポトーシスを受けている細胞においては、ミ

トコンドリアの膜電位の崩壊は、浸透性の増大が伴い得、これはミトコンドリア

膜を通過するマクロ分子の拡散を可能にする。従って、変更されたミトコンドリ

ア機能の指標がアポトーシス誘導因子に対する細胞性の応答である本発明の別の

実施態様においては、ミトコンドリアタンパク質（例えば、チトクロームｃまた

は膜間空間のタンパク質（これは、アポトーシス細胞中のミトコンドリアから脱

出した））の検出が、容易に決定され得るアポトーシス誘導因子に対する応答の
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証拠を提供し得る（Ｌｉｕら、Ｃｅｌｌ  ８６：１４７、１９９６）。チトクロ

ームｃのこのような検出は、分光光学的に、免疫化学的に行われ得るか、または

特異的なタンパク質の存在を決定するための十分に確立された方法によって行わ

れ得る。

      【０１２０】

  例えば、続いて、アポトーシスの刺激（例えば、周知のカルシウムイオノフォ

アであるイオノマイシン）でチャレンジされた細胞からのチトクロームｃの放出

の後に、種々の免疫学的方法が行われ得る。親和性による捕捉と組合せたＭａｔ

ｒｉｘによって補助されるレーザー吸収イオン化飛行時間（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ

）質量スペクトル分析は、アポ－チトクロームｃおよびハロ－チトクロームｃが

それらの特有の分子量に基づいて区別され得るので、このような分析に特に適切

であり得る。例えば、Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａｎｃｅｄ  Ｌａｓｅｒ  Ｄｅｓ

ｏｒｐｔｉｏｎ／Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ（ＳＥＬＤＩ（登録商標））システム（

Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）は、アポト

ーシス誘導因子で処理された細胞中のミトコンドリアからのチトクロームｃの放

出を検出するために利用され得る。このアプローチにおいては、固体支持体上に

固定されたチトクロームｃ特異的抗体が、可溶性の細胞抽出物中に存在する、放

出されたチトクロームｃを捕捉するために使用される。捕捉されたタンパク質は

、次いで、エネルギー吸収分子（ＥＡＭ）のマトリックス中に入れられ、そして

パルスされたレーザの励起を使用して固体支持体の表面から脱着させられる。タ

ンパク質の分子量は、ＳＥＬＤＩ（登録商標）質量スペクトル分析計の検出装置

についてその飛行の時間によって決定される。

      【０１２１】

  当業者は、アポトーシスを定量するための他の適切な技術が存在し得ること、

およびアポトーシスの刺激に対する細胞性の応答である変更されたミトコンドリ

ア機能の指標を決定する目的のためのこのような技術が、本発明によって提供さ

れる方法の範囲内であることを容易に理解する。

      【０１２２】

  （変更されたミトコンドリア機能の指標としてのフリーラジカルの産生）
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  本発明の特定の実施態様においては、生物学的サンプル中でのフリーラジカル

の産生は、変更されたミトコンドリア機能の指標として検出され得る。ミトコン

ドリアは、生物学的システム中のフリーラジカルの主な供給源である（例えば、

Ｍｕｒｐｈｙら、１９９８、Ｍｉｔｃｈｏｎｄｒｉａ  ＆  Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉ

ｃａｌｓ  ｉｎ  Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｒａｔｉｖｅ  Ｄｉｓｅａｓｅ、Ｂｅａｌ

，ＨｏｗｅｌｌおよびＢｏｄｉｓ－Ｗｏｌｌｎｅｒ編、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、

Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１５９－１８６頁およびその中で引用されている参考文献を

参照のこと）が、本発明は、そのようには限定されるべきではなく、そしてフリ

ーラジカルの産生は、特定の亜細胞性の供給源の部位にかかわらず、変更された

ミトコンドリア機能の指標であり得る。例えば、フラビン結合オキシダーゼ、ス

ーパーオキシドジスムターゼ、または一酸化窒素シンターゼのような酵素によっ

て触媒される反応を通じて過酸化水素、一酸化窒素、またはスーパーオキシドラ

ジカルのような代謝産物の産生を通じてラジカルの形成を導く、多数の細胞内の

生化学的経路が、このようなラジカルを検出するための方法であるとして、当該

分野で公知である（例えば、Ｋｅｌｖｅｒ、１９９３  Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｏ

ｘｉｃｏｌ．２３：２１；Ｈａｌｌｉｗｅｌｌ  Ｂ．およびＪ．Ｍ．Ｃ．Ｇｕｔ

ｔｅｒｉｄｇｅ、Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉｃａｌｓ，ｉｎ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ａｎｄ

  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，１９８９  Ｃｌａｒｅｎｄｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒ

ｄ，ＵＫ；Ｄａｖｉｅｓ，Ｋ．Ｊ．Ａ．およびＦ．Ｕｒｓｉｎｉ、Ｔｈｅ  Ｏｘ

ｙｇｅｎ  Ｐａｒａｄｏｘ，Ｃｌｅｕｐ  Ｕｎｉｖ．Ｐｒｅｓｓ，Ｐａｄｏｖａ

，ＩＴを参照のこと）。ＥＴＣの任意の工程が不全であるような、変更されたミ

トコンドリア機能もまた、高度に反応性のフリーラジカルの生成を導き得る。上

記に示されるように、変更されたミトコンドリア機能によって生じるラジカルと

して、反応性の酸素種（ＲＯＳ）（例えば、スーパーオキシド、ペルオキシニト

ライト、およびヒドロキシルラジカル）、および細胞に対して毒性であり得る可

能性のある他の反応性の種が挙げられる。従って、本発明の特定の好ましい実施

態様においては、変更されたミトコンドリア機能の指標は、生物学的サンプル中

に存在する検出可能なフリーラジカル種であり得る。特定の特に好ましい実施態

様においては、検出可能なフリーラジカルはＲＯＳである。
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      【０１２３】

  変更されたミトコンドリア機能の指標として有用であり得るフリーラジカルを

検出するための方法は当該分野で公知であり、そして特定のラジカルに依存する

。代表的には、生物学的サンプル中でのフリーラジカルの産生のレベルは、当業

者がよく知っている方法に従って決定され得、これには、以下の検出および／ま

たは測定が含まれるがこれらに限定されない：グリコキシド化産物（ペントシジ

ン、カルボキシメチルリジン、およびピロリンを含む）；リポキシド化産物（グ

リオキサール、マロンジアルデヒド、および４－ヒドロキシノネナールを含む）

；チオバルビツール酸反応性基質（ＴＢＡＲＳ；例えば、Ｓｔｅｉｎｂｒｅｃｈ

ｅｒら、１９８４、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８１：３

８８２；Ｗｏｌｆｆ、１９９３  Ｂｒ．Ｍｅｄ．Ｂｕｌｌ．４９：６４２を参照

のこと）、ならびに／または他の化学的な検出手段（例えば、ヒドロキシルラジ

カルのサリチル酸のトラッピング）（例えば、Ｇｈｉｓｅｌｌｉら、１９９８、

Ｍｅｔｈｓ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１０８：８９；Ｈａｌｌｉｗｅｌｌら、１９９

７  Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉｃ．Ｒｅｓ．２７：２３９）、または特異的な付加物の

形成（例えば、Ｍｅｃｏｃｃｉら、１９９３  Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．３４：６

０９；Ｇｉｕｌｉｖｉら、１９９４、Ｍｅｔｈｓ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２３３：３

６３を参照のこと）（マロンジアルデヒドの形成、タンパク質のニトロシル化、

ＤＮＡの酸化（ミトコンドリアＤＮＡの酸化を含む）、８’－ＯＨ－グアノシン

付加物（例えば、Ｂｅｃｋｍａｎら、１９９９、Ｍｕｔａｌ．Ｒｅｓ．４２４：

５１）、タンパク質の酸化、タンパク質のカルボニル修飾（例えば、Ｂａｙｎｅ

ｓら、１９９１  Ｄｉａｂｅｔｅｓ  ４０：４０５；Ｂａｙｎｅｓら、１９９９

  Ｄｉａｂｅｔｅｓ  ４８：１）；電子スピン共鳴（ＥＳＲ）プローブを含む）

）；環状のボルタメトリ（ｖｏｌｔａｍｅｔｒｙ）；蛍光および／または化学発

光指標（例えば、Ｇｒｅｅｎｗａｌｄ，Ｒ．Ａ．（編）、Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏ

ｆ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  Ｏｘｙｇｅｎ  Ｒａｄｉｃａｌ  Ｒｅｓｅａｒｃ

ｈ、１９８５  ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，ＦＬ；Ａｃｗｏｒ

ｔｈ  ａｎｄ  Ｂａｉｌｅｙ（編）、Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｏｘｉｄａｔｉ

ｖｅ  Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，１９９５  ＥＳＡ，Ｉｎｃ．，Ｃｈｅｌｍｓｆｏ
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ｒｄ，ＭＡ；Ｙｌａ－Ｈｅｒｔｔｕａｌａら、１９８９、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖ

ｅｓｔ．８４：１０８６；Ｖｅｌａｚｑｕｅｓら、１９９１  Ｄｉａｂｅｔｉｃ

  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ８：７５２；Ｂｅｌｃｈら、１９９５、Ｉｎｔ．Ａｎｇｉ

ｏｌ．１４：３８５；Ｓａｔｏら、１９７９  Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍｅｄ．２１：

１０４；Ｔｒａｖｅｒｓｏら、１９９８  Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａ  ４１：２

６５；Ｈａｕｇｌａｎｄ、１９９６  Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔ  Ｐｒｏｂｅｓ  ａｎｄ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ－  

第６版、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ、４８３－５

０２頁、およびそれらの中で引用されている参考文献をもまた、参照のこと）。

例えば、例示のためであって限定的ではないが、蛍光プローブであるジクロロジ

ヒドロフルオレセインジアセタンおよびそのカルボキシル化誘導体であるカルボ

キシジクロロヒドロフルオレセインジアセタンの酸化（例えば、Ｈａｕｇｌａｎ

ｄ、１９９６、前出）は、反応性の酸素種の存在に依存しそしてそれと比例する

プロセスであり、細胞中での蓄積後、定量され得る（例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａ

ｒ  Ｐｒｏｂｅｓ  Ｏｎ－ｌｉｎｅ  Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔ  Ｐｒｏｂｅｓ  ａｎｄ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、ｈ

ｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｒｏｂｅｓ．ｃｏｍ／ｈａｎｄｂｏｏｋ／ｔｏｃ．ｈｔ

ｍｌをもまた、参照のこと）。フリーラジカルの産生の検出のために本発明にお

いて使用され得る他の蛍光の検出可能な化合物として、ジヒドロローダミンおよ

びジヒドロロサミン誘導体、ｃｉｓ－パリナリン酸、レゾルフィン誘導体、ルシ

ゲニン、および当業者に公知であり得る任意の他の適切な化合物が挙げられるが

、これらに限定されない。

      【０１２４】

  このように、上記にもまた記載されているように、フリーラジカルによって媒

介される損傷は、ＥＴＣの無数のタンパク質の１つ以上を不活化し得、そしてそ

のように不活化されたものは、酸化的リン酸化およびＡＴＰの産生について応答

性であるミトコンドリアの化学的な浸透圧の機構を外れ得る。ＡＴＰの産生の決

定を含む、ＡＴＰの生合成因子である変更されたミトコンドリア機能の指標が、

本明細書中でさらに詳細に記載される。ミトコンドリア機能の完全性に対するフ
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リーラジカルによって媒介される損傷はまた、変更されたミトコンドリア機能に

関連する複数の機構のわずかに１つの例である。これは、ミトコンドリアの内膜

によって維持される電気化学的電位の崩壊を生じ得る。ミトコンドリアの内膜電

位における変化を検出するための方法が、上記に、そして同時係属中の米国特許

出願番号第０９／１６１，１７２号に記載されている。

      【０１２５】

  （サンプル）

  生物学的サンプルは、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの候補

の指標が検出され得る任意の組織または細胞の調製物を含み得る、そして従って

、比較される特定の指標（単数または複数）に依存して性質において変化し得る

。このように、本明細書中の開示に基づいて当業者に明らかであるように、特定

の高度に好ましい実施態様においては、生物学的サンプルは、ミトコンドリアを

含有している細胞または細胞調製物を含み、そして特定の他の好ましい実施態様

においては、生物学的サンプルは、サブミトコンドリア粒子を含み得る。生物学

的サンプルは、被験体または生物学的な供給源に由来する、血液サンプル、生検

標本、組織外植片、器官培養物、または任意の他の組織もしくは細胞の調製物を

得ることによって提供され得る。被験体または生物学的な供給源は、ヒトはまた

はヒト以外の動物、以下を含むがこれらに限定されない初代細胞培養物または培

養に適合させられた細胞株であり得る：染色体に組み込まれ得るかまたはエピソ

ーム組換え核酸配列を含有し得る、遺伝子操作された細胞株、固定されたかまた

は固定化が可能な細胞株、体細胞ハイブリッド、または細胞質ハイブリッド「サ

イブリッド」細胞株、分化したかまたは分化可能な細胞株、形質転換された細胞

株など。特に好ましい実施態様においては、被験体または生物学的な供給源は、

ヒトまたはヒト以外の脊椎動物であり、そして他の特に好ましい実施態様におい

ては、被験体または生物学的な供給源は、本明細書中に提供されるような脊椎動

物に由来する初代細胞培養物または培養に適合させられた細胞株であるが、本発

明は必ずしもそのようには限定されない。例示のための非制限的な例として、本

発明の特定の実施態様においては、例えば、１つ以上の脊椎動物に由来する遺伝

子、遺伝子産物など（例えば、ミトコンドリア分子成分および／または本明細書
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中で提供されるようなＡＴＰの生合成因子）を含むような組換え遺伝子操作を通

じて人工的に操作されている、脊椎動物ではない組織または細胞の調製物であり

得る生物学的サンプルが意図される。例えば、多数の酵母および昆虫細胞株の数

が、本明細書中に提供されているような関節炎の障害についてのモデルシステム

を作成するために、当業者がよく知っている確立された方法に従って、異種脊椎

動物に由来する成分を用いて容易に再構成され得る。従って、多数の生物学的サ

ンプルのバリエーションおよび改変が、本発明の意図された範囲および精神のう

ちである。

      【０１２６】

  本発明の特定の他の特に好ましい実施態様においては、被験体または生物学的

供給源は、関節炎の障害を有しているかまたは関節炎の障害を有する危険性があ

ると予想され得、そして本発明の特定の好ましい実施態様においては、被験体ま

たは生物学的供給源は、このような疾患の危険性または存在を有さないことが公

知であり得る。

      【０１２７】

  被験体または生物学的な供給源が、関節炎の障害を示す臨床的なパラメーター

内に入るかまたはそうではないかを決定することが所望される、特定の他の好ま

しい実施態様においては、当業者によって受け入れられている、関節炎の徴候お

よび症状（例えば、Ｐｒｉｍｅｒ  ｏｎ  ｔｈｅ  Ｐｈｕｅｍａｔｉｃ  Ｄｉｓ

ｅａｓｅ（第７版、Ｊ．Ｈ．Ｋｌｉｐｐｅｌ（編）、１９９７  Ｔｈｅ  Ａｒｔ

ｈｒｉｔｉｓ  Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，Ａｔｌａｎｔａ，ＧＡ）およびその中で

引用されている参考文献において言及されている臨床的な徴候）、または関節炎

の障害を診断するための当該分野で公知の他の手段が、被験体または生物学的な

供給源をそのように指定するために使用され得る。

      【０１２８】

  本発明の特定の局面においては、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも

１つの候補の指標（または、本明細書中で提供されるような共同指標）を含有し

ている生物学的サンプルが、被験体または生物学的な供給源から、そして候補の

試薬との被験体または生物学的な供給源の接触の前および後に、例えば、試薬に



(83) 特表２００３－５２０５７５

対する被験体または生物学的な供給源の暴露の前のレベルと比較して、上記に定

義されるような変更されたミトコンドリア機能の指標（つまり共同指標）のレベ

ルにおける変化に影響を与え得る候補の試薬を同定するために、得られ得る。指

標が酵素またはＡＴＰの生合成因子である特定の好ましい実施態様においては、

指標は、必要に応じて、サンプル中の酵素（またはＡＴＰの生合成因子）の触媒

活性の測定として、サンプル中の酵素（またはＡＴＰの生合成因子）の量の測定

として、またはサンプル中の酵素（またはＡＴＰの生合成因子）の発現レベルの

測定として、本明細書中に記載されているように、決定され得る。

      【０１２９】

  本発明の最も好ましい実施態様においては、変更されたミトコンドリア機能の

少なくとも１つの候補の指標を含有している生物学的サンプルは、軟骨細胞を含

み、そしてなおより好ましくは、関節の軟骨細胞を含む。軟骨細胞は、例えば、

正常な成熟軟骨組織から得ることができる。例えば、米国特許第４，８４６，８

３５号、および同第５，０４１，１３８号は、コラゲナーゼ溶液中で関節の軟骨

を消化すること、続いて、インビトロで軟骨細胞を有糸分裂によって拡大させる

ことによる、軟骨細胞の単離を開示している。本発明の別の好ましい実施態様に

おいては、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの候補の指標を含有

している生物学的サンプルは、軟骨細胞から誘導されたマトリックス小胞（ＭＶ

）（例えば、Ａｎｄｅｒｓｏｎ，１９８８  Ｒｈｅｕｍ．Ｄｉｓ．Ｃｌｉｎ．Ｎ

ｏｒｔｈ  Ａｍｅｒ．１４：３０３；Ｄｏｙｌｅ、１９８２  Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ

．１３６：１９９；Ｄｏｈｅｒｔｙ、１９９４  Ｈｏｓｐ．Ｐｒａｃｔ．Ｏｆｆ

．Ｅｄ．２９：９３）、例えば、多数の確立された手順の任意のものに従って調

製されたＭＶ（例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎら、１９９９  Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｍｉｎｅ

ｒ．Ｒｅｓ．１４：８８３）または当業者がよく知っている他の技術によって調

製されたＭＶを含み得る。

      【０１３０】

  軟骨細胞による、および骨芽細胞によるマトリックスの石灰化の開始は、マト

リックス小胞（ＭＶ）として公知の膜によって限定される細胞のフラグメントの

放出によって媒介されるようである。ＭＶ成分（種々の酵素を含む）は、細胞外
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マトリックスを改変し、そしてＭＶ内部は、ヒドロキシアパタイトの結晶の形成

のための保護された環境に役立つ（Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｃｌｉｎ．Ｏｒｔｈｏｐ

ａｅｄ．Ｒｅｌ．Ｒｅｓ．３１４：２６６－２８０、１９９５；Ｂｏｓｋｅｙら

、Ｃａｌｃｉｆ．Ｔｉｓｓｕｅ  Ｉｎｔ．６０：３０９－３１５、１９９７；Ｂ

ｏｓｋｅｙ，Ｃｏｎｎｅｃｔ．Ｔｉｓｓｕｅ  Ｒｅｓ．３５：３５７－３６３、

１９９６；およびＧｏｌｄｂｅｒｇ，Ｐｒｏｇ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏ

ｃｈｅｍ．３１：１－１８７、１９９６）。ＭＶを調製する方法は本明細書中に

記載されており、そして他の方法が当該分野で公知である（例えば、Ｊｏｈｎｓ

ｏｎら、Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅｓ．１４：８８３－８９２、１９９９

、および米国特許第５，６５６，４５０号を参照のこと）。

      【０１３１】

  ミトコンドリアおよびＳＭＰは、種々の方法によって調製され得る（例えば、

Ｆｌｅｉｓｃｈｅｒら、Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．３１：２９２－２９

９、１９７４；Ｐｅｄｅｒｓｅｎら、Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．２

０：４１１－４８１、１９７８；ｄｅｌｌａ－Ｃｉｏｐｐａら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌ

ｌ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．４８：１１１－１２０、１９８６；およびＬａｕｑ

ｕｉｎら、Ｂｉｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ．４６０：３３１－３４５

、１９７７を参照のこと）。例えば、ミトコンドリアおよび／またはＳＭＰを調

製するために、以下の手順を使用し得る。細胞溶解物を、６００ｇで１０分間、

４℃で遠心分離し、そしてこの最初の上清を回収し、そして取っておく。血漿膜

材料を含有しているペレットを、１００ｕｌのＭＳＢ（２１０ｍＭのマンニトー

ル、７０ｍＭのスクロース、５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、および

１０ｍＭのＥＤＴＡ）で洗浄し、そして第２の上清を生じるように６００ｇで１

０分間、４℃で遠心分離した。第１および第２の上清を混合し、そして１４，０

００ｇで１５分間、４℃で遠心分離する；得られたペレットは、ミトコンドリア

を調製するためにＭＳＢ中に再懸濁されるミトコンドリア画分を示す。このよう

なミトコンドリアは、０．２５ｍｇ／ｍｌのジギトニン（Ｒｏｃｈｅ  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，以前のＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎ

ｎｈｅｉｍ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）とともに２分間インキュベート
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し得、そしてサブミトコンドリア粒子（ＳＮＰ）を生じるように、カップ－ホー

ン（ｃｕｐ－ｈｏｒｎ）超音波処理装置中で５０％の義務サイクルで３分間超音

波処理し得る。

      【０１３２】

  従って、本明細書中で提供されるような生物学的サンプルは、特定の好ましい

実施態様においては、軟骨細胞、軟骨細胞に由来するＭＶ、および／または軟骨

細胞に由来するサブミトコンドリア粒子（ＳＭＰ）を含み得、これらにおいて、

変更されたミトコンドリア機能の１つ以上の指標のレベルが比較され得る。

      【０１３３】

  本発明の別の好ましい実施態様においては、変更されたミトコンドリア機能の

少なくとも１つの候補の指標を含有している生物学的サンプルは、全血を含み得

、そして別の好ましい実施態様においては、全血の粗バフィーコート画分を含み

得る。これは、血小板中、および核を有する血液細胞（例えば、リンパ球、単球

、ならびに、好中球、抗酸球、および抗塩基球を含む顆粒球のような白血球）に

おいて富化されそして実質的に赤血球を除去された、全血の粒子状の画分をさら

に含むことが、当該分野で公知である。当業者は、このようなバフィーコート画

分を調製するための方法を知っている。これは、例えば、密度に依存する分離媒

体の使用を含む定義された条件化での血液成分の異なる密度沈降によって、また

は他の方法によって、調製され得る。他の好ましい実施態様においては、変更さ

れたミトコンドリア機能の少なくとも１つの候補の指標を含有している生物学的

サンプルは、例えば、リンパ球、ポリ多型性核白血球、顆粒球などのような、富

化させられたか、単離されたか、または精製された血液細胞のサブ集団の画分を

含み得る。特定の造血細胞のサブ集団の選択的な調製のための方法が、当該分野

で周知である（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕ

ｎｏｌｏｇｙ，Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎら（編）、１９９８、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌ

ｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹを参照のこと）。

      【０１３４】

  本発明の特定の実施態様に従うと、生物学的サンプルがそれから得られる特定

の細胞型または組織型は、一般的な生物学的な供給源の異なる細胞または組織型
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から得られる変更されたミトコンドリア機能の対応する候補の指標と比較して、

その中に含まれる変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの候補の指標

の定性的または定量的な局面に影響を与え得る。従って、異なった細胞または組

織型に由来する生物学的サンプル中での変更されたミトコンドリア機能の少なく

とも１つの候補の指標を定量することは、それが本発明を関節炎の障害について

有利にし、そしてさらに、脊椎動物の被験体中の公知のまたは予想される関節炎

の障害の進行の特定の程度について最も有用にし得るので、本発明の意図のうち

である。関連する細胞または組織型が、このような疾患の当業者に公知である。

      【０１３５】

  例えば、本明細書中に提供されるような、関節の軟骨の軟骨細胞は、酸性エネ

ルギーによる損傷（例えば、ＡＴＰ要求性）が関節の維持および健常な関節機能

のために必要とされる特に好ましい細胞型を示し得る。以下に関係している細胞

性の機能のためにミトコンドリアＡＴＰを使用する細胞または組織型に由来する

他の生物学的サンプルもまた、特に有用であり得る：関節の発達、安定化、維持

、および修復プロセス（例えば、軟骨の恒常性、骨、または靭帯の移植片の治癒

）瘢痕組織の再吸収、または結合組織の改造（例えば、骨細胞、骨芽細胞、破骨

細胞、骨髄間質細胞、筋細胞、運動神経／終板細胞、炎症性の細胞および／また

は滑膜細胞）。

      【０１３６】

  ミトコンドリアの変更が、特定の疾患状態に寄与し得るか否かを決定するため

には、診断試験のため、および核の遺伝的なバックグラウンドが一定に保たれ、

一方、ミトコンドリアのゲノムが改変される、候補の治療薬をスクリーニングす

るための、モデルシステムを構築することが有用であり得る。ρ0細胞を産生す

るためにミトコンドリアＤＮＡを培養された細胞から除去し、それによってミト

コンドリア遺伝子の発現および複製を妨げ、そしてミトコンドリア機能を不活化

することが、当該分野で公知である。レシピエント細胞の呼吸の表現形に対する

ドナーのミトコンドリアの遺伝子型の寄与を評価するために、外来の細胞に由来

するミトコンドリアを用いてこのようなρ0細胞を再配置することが、さらに当

該分野で公知である。異なる生物学的な起源のゲノムおよびミトコンドリアＤＮ
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Ａを含有しているこのような細胞質ハイブリッド細胞は、サイブリッドとして公

知である。例えば、国際公開番号第ＷＯ９５／２６９７３号、および米国特許第

５，８８８，４９８号（これらは、それらの全体において本明細書中で参考とし

て援用されている）、ならびにその中で引用されている参考文献を参照のこと。

      【０１３７】

  本発明に従うと、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレ

ベルが、被験体または生物学的な供給源に由来する生物学的サンプル中で決定さ

れる。無症状であるか、または関節炎の障害を有しているかまたは関節炎の障害

を有する危険性があることについての臨床的な基準を満たす被検体については（

例えば、Ｐｒｉｍｅｒ  ｏｎ  ｔｈｅ  Ｒｈｅｕｍａｔｉｃ  Ｄｉｓｅａｓｅ，

第７版、Ｊ．Ｈ．Ｋｌｉｐｐｅｌ（編）、１９９７  Ｔｈｅ  Ａｒｔｈｒｉｔｉ

ｓ  Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，Ａｔｌａｎｔａ，ＧＡを参照のこと）、このような

決定は、予後および／または診断の有用性を有し得る。例えば、関節炎の障害の

他の臨床的な指標が公知である場合には、これらの指標の非存在に基づいて関節

炎の障害の危険性またはその存在がないことが公知である被験体中の変更された

ミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルが、このようなレベル（単

数または複数）についてのコントロールの範囲を確立するために決定され得る。

このレベルはまた、関節炎の障害を有していると疑われるかまたは関節炎の障害

を有する危険性がある被験体から得られる生物学的なサンプル中でも決定され得

、そして疾患を有していない被験体において決定されたコントロールの範囲と比

較され得る。当業者は、特定の被験体、生物学的な供給源、および本明細書中に

明確に示されるものよりもはるかに有用である変更されたミトコンドリア機能の

少なくとも１つの指標のレベルを比較するための基準について任意の数のバリエ

ーションが存在し得、そしてこれらのさらなる使用が、本発明の範囲および精神

のうちであることを理解する。

      【０１３８】

  例えば、変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルの決

定は、日常的な静脈の血液の採血によって被験体から回収された全血に対して、

血液もしくは被験体に由来する他の細胞、器官、組織である生物学的サンプルか
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ら調製されたバフィーコート細胞に対して、外科手術によって切除された軟骨サ

ンプルについて予後または診断アッセイの形態で行われ得る。あるいは、特定の

状況においては、コントロールの被験体または関節炎の障害についての危険性が

あると疑われる被験体のいずれかに由来するミトコンドリアを使用して、サイブ

リッド細胞株を構築することが所望され得る。このようなサイブリッドは、診断

または予想目的のための変更されたミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標

のレベルを決定するために、あるいは処理された細胞中での変更されたミトコン

ドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを変更するそれらの能力に基づいて

、関節炎の障害を処置するために適切であり得る試薬を同定するためのスクリー

ニングアッセイのための生物学的な供給源として、使用され得る。

      【０１３９】

  本発明のこの局面の１つの実施形態においては、個々の患者の特定の疾患を効

率よく処置するために調整される、治療薬剤または薬剤の組合せが、患者のミト

コンドリアを用いて構築されたサイブリッド細胞に対する候補薬剤の慣用的なス

クリーニングによって同定され得る。別の実施形態においては、例えば、種々の

関節炎の被験体に由来するミトコンドリアを使用して構築されたサイブリッド細

胞に対する個々の候補薬剤の異なる効果に基づいて、関節炎の障害のサブタイプ

を同定するための方法が提供される。

      【０１４０】

  １つの実施形態においては、本発明は、関節炎の障害を有する危険性があると

疑われる被験体を処置するために適切である薬剤を同定する方法を提供する。こ

の方法は、変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較

すること、または変化したミトコンドリア機能の共働指標のレベルと、変化した

ミトコンドリア機能の少なくとも１つの異なる指標とを、関節炎の障害を処置す

るための薬剤の適性を決定するために、候補薬剤の存在下および非存在下で比較

することによる。特定の実施形態においては、比較工程は、候補薬剤の存在下お

よび非存在下で、被験体から得られる１つ以上の生物学的なサンプル中で行われ

得る。限定的ではないが、例えば、薬剤が関節炎の障害を有する危険性があると

疑われる被験体を処置するために適切であるかどうかは、本明細書中の開示に基
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づいて、そして本明細書中で提供されるいくつかの実施形態を参照して、当業者

が過度の実験を行うことなく、容易に明らかである。従って、本明細書中に提供

されるような、候補薬剤の存在下での変化したミトコンドリア機能の少なくとも

１つの指標のレベル（そして必要に応じて、本明細書中で提供されるような変化

したミトコンドリア機能の少なくとも１つの共働指標のレベル）は、薬剤の非存

在下での同じ指標（そして、必要に応じて、同じ共働指標）のレベルと比較して

、関節炎の障害を有する危険性がないことが既知である被験体において見出され

るものに近いレベルになるように統計学的に有意な経路で変化させられる場合、

この薬剤が、関節炎の障害を有する危険性があると疑われる被験体を処置するた

めに適切であることが明らかである。

      【０１４１】

  特定の関連する実施形態においては、本発明は、被験体への候補薬剤の投与の

前および後で被験体から得られた生物学的サンプル中の変化したミトコンドリア

機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較することによって（または、変化し

たミトコンドリア機能の共働指標のレベルと、変化したミトコンドリア機能の少

なくとも１つの異なる指標とを比較することによって）、関節炎の障害を有する

危険性があると疑われる被験体を処置する薬剤の適性を決定する方法を提供する

。特定の他の関連する実施形態においては、本発明は、それぞれの被験体への候

補薬剤の投与の前および後で多数の被験体から得られた少なくとも１つの生物学

的サンプル中の変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを

比較することによって（または、変化したミトコンドリア機能の共働指標のレベ

ルと変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの異なる指標とを比較するこ

とによって）、関節炎の障害を有する危険性があると疑われる脊椎動物被験体を

処置する薬剤の適性を決定する方法を提供する。

      【０１４２】

  本明細書中の開示に基づいて、薬剤が適切であるかどうかの決定は、特定の診

断、治療、臨床試験、研究および／または他の目的に依存し得、そしてこれは当

業者の知見の範囲内である。従って、本明細書中で提供されるような、変化した

ミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを変更する（例えば、統計
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学的に有意な様式で増大させるかまたは減少させる）薬剤の同定は、このような

薬剤が、関節炎の障害を処置するために、および／または関節炎の障害の発症を

予防する、遅延させる、または遅らせるために、および／または関節炎の障害の

重篤度を軽減するために使用され得るかどうかを示すために使用され得る。本明

細書中で開示されるように、本発明は、一部、好気性のミトコンドリア呼吸が脊

椎動物の関節の軟骨細胞において活性であり、そして変更された好気性の呼吸（

例えば、ミトコンドリアの酸化的リン酸化）が関節炎の障害の病因に寄与すると

いう、予想外の発見に関する。従って、本発明によって提供されるスクリーニン

グアッセイ（特定の好ましい実施形態においては、高スループットスクリーニン

グを含む）（これは、変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標に対

する候補薬剤の効果の決定を可能にする）が、このような指標のレベルを変更す

る薬剤を同定するために設計され得る。例えば、特定の被験体においてまたは特

定の状況においては、適切な薬剤は、関節炎の障害において、症状を緩和し得、

そして／または根底にある代謝の異常を逆転させ得る。特定の状況においては、

例えば、ＡＴＰの合成を変更する（例えば、増大させるかまたは減少させる）薬

剤が所望され得、そして適切な薬剤であり得る。他の状況においては、骨の質量

を調節する薬剤（例えば、骨の増殖を刺激することおよび／または骨の喪失を修

復することによって）が、所望され得、そして適切な薬剤であり得る。以下に記

載されるように、ミトコンドリア機能の１つ以上の指標における本発明の開示に

従う変更（例えば、増大または減少）、および特に、ＡＴＰの生合成因子に関連

するそのような指標における変更は、骨の質量のような関節炎の障害についての

１つ以上の生理学的パラメーターの有意性を調節し得る。

      【０１４３】

  なお他の特定の実施形態においては、本発明は、一部、例えば、関節炎の障害

についての生物学的なモデル系（例えば、動物モデルまたは細胞株）を作製する

ための、脊椎動物被験体中の１つ以上の関節炎の障害を誘導する薬剤についての

スクリーニングアッセイに関連する。従って、本発明は、関節炎の障害の重篤度

を誘導するかまたはそれに関係している薬剤を同定する方法を提供する。この方

法は、被験体への候補薬剤の投与の前および後で被験体から得られた生物学的サ
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ンプル中の変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを比較

することによる（または、変化したミトコンドリア機能の共働指標のレベルと変

化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの異なる指標とを比較することによ

る。このような実施形態についての関連するバリエーションは、本発明の意図さ

れる範囲内であり、そして当業者によって明らかである。

      【０１４４】

  治療薬剤および／または誘導薬剤に関係する特に好ましい実施形態においては

、薬剤は低分子である。本発明に従う変化したミトコンドリア機能の指標の調節

因子をスクリーニングする方法における使用のための候補薬剤は、化合物、組成

物、または分子の「ライブラリー」またはコレクションとして提供され得る。こ

のような分子は、代表的には、「低分子」として当該分野で公知であり、そして

１０5ダルトン未満の分子量、好ましくは１０4ダルトン未満の分子量、そしてな

おより好ましくは１０3ダルトン未満の分子量を有している化合物を含む。例え

ば、試験化合物のライブラリーのメンバーは、サンプルの集団に対して投与され

得、次いで、変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを増

大させるかまたは減少させるそれらの能力についてアッセイされ得る。

      【０１４５】

  候補薬剤はさらに、コンビナトリアルライブラリーのメンバーとして提供され

得る。これは、好ましくは、多数の反応容器中で行われる多数の予め決定された

化学反応に従って調製された合成の薬剤を含む。例えば、種々の出発化合物が、

１つ以上の固相合成、記録されるランダムミックス方法論、および記録される反

応のスプリット技術（これは、所定の構成要素が、多数の反応条件の順列および

／または組合せを追跡可能に受けることを可能にする）使用して調製され得る。

得られる生成物は、スクリーニングされ、続いて、ペプチドの合成のコンビナト

リアルライブラリー（例えば、第ＰＣＴ／ＵＳ９１／０８６９４号、第ＰＣＴ／

ＵＳ９１／０４６６６号（これらはそれらの全体において本明細書中で参考とし

て援用されている））、あるいは本明細書中で提供されるような低分子を含み得

る他の組成物（例えば、ＰＣＴ／ＵＳ９４／０８５４２号、ＥＰ０７７４４６４

号、Ｕ．Ｓ．５，７９８，０３５号、Ｕ．Ｓ．５，７８９，１７２号、Ｕ．Ｓ．
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５，７５１，６２９号（これらは、それらの全体において本明細書中で参考とし

て援用されている））のような反復的な選択および合成手順が行なわれ得るライ

ブラリーを含む。当業者には、このようなライブラリーの種々の組合せが確立さ

れた手順に従って調製され得、そして本発明の開示に従って、変化したミトコン

ドリア機能の指標に対するそれらの影響について試験され得ることが、明らかで

ある。

      【０１４６】

  本発明は、被験体または患者の集団の分類および／または層別化のための、薬

理ゲノム学において有用である組成物および方法を提供する。例えば、１つの実

施形態においては、このような層別化は、関節炎の障害と相関する変化したミト

コンドリア機能の少なくとも１つの指標の１つ以上の異なるプロフィールの、被

験体または患者の集団における同定によって達成され得る。このようなプロフィ

ールは、関節炎の障害を発症する被験体の素因を示すパラメーターを規定し得、

そしてさらに、関節炎の障害の新規なサブタイプの同定において有用であり得る

。別の実施形態においては、変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指

標と被験体中の１つ以上の形質との相関が、特定の治療処置に対する被験体の応

答性、またはその効率を測定するために使用され得る。本発明の別の実施形態に

おいては、被験体に由来する生物学的サンプル中の変化したミトコンドリア機能

の少なくとも１つの指標のレベルの測定が、被験体中の関節炎の障害についての

危険性またはその存在を決定するために、例えば、標準的なラジオグラフによっ

て評価され得るように、被験体中の関節炎による軟骨の損傷の状態の同定と組合

せられる。本明細書中で開示される変化したミトコンドリア機能の少なくとも１

つの指標のレベルを決定するための方法と、関節炎の障害の存在を決定するため

の当該分野で公知の方法との組合せを使用することによって（例えば、Ｐｒｉｍ

ｅｒ  ｏｎ  ｔｈｅ  Ｒｈｕｅｍａｔｉｃ  Ｄｉｓｅａｓｅ  第７版、Ｊ．Ｈ．

Ｋｌｉｐｐｅｌ（編）、１９９７  Ｔｈｅ  Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ  Ｆｏｕｎｄａ

ｔｉｏｎ，Ａｔｌａｎｔａ，ＧＡ）、関節炎の障害についての相対的な危険性を

検出するための増強された能力が、他の関連する利点とともに本発明によって提

供される。同様に、変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベ
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ルと関節炎の障害についての危険性が相関する場合には、本発明は、このような

薬剤が生物学的な供給源中の変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指

標のレベルに影響を与える、関節炎の障害を処置するために適切な薬剤を同定す

るための有利な方法を提供する。

      【０１４７】

  本明細書中に記載されるように、変化したミトコンドリア機能の少なくとも１

つの指標のレベルの決定もまた、関節炎の患者の集団（すなわち、別々の基準に

よって関節炎の障害を有すると分類された集団）を層別化するために使用され得

る。従って、本発明の別の好ましい実施形態においては、関節炎の被験体に由来

する生物学的サンプル中の変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標

のレベルの決定は、その被験体についての有用な相関する指標を提供し得る。変

化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルに基づいてそのよう

に分類された関節炎の被験体は、上記に言及されるような関節炎の臨床的なパラ

メーターを使用してモニターされ得る。その結果、変化したミトコンドリア機能

の少なくとも１つの指標のレベルと関節炎の障害を評価するために使用される任

意の特定の臨床的なスコアとの間での相関関係がモニターされ得る。例えば、変

化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルに従う関節炎の患者

の集団の層別化は、関節炎の被験体において使用される任意の候補の治療薬の有

効性と相関する有用なマーカーを提供し得る。

      【０１４８】

  特定の他の実施形態においては、本発明は、コントロールの被験体または正常

な被験体中で見出されるレベルにまで、変化したミトコンドリア機能の少なくと

も１つの指標を実質的に回復させる薬剤を患者に投与することによって、関節炎

の障害を有している患者を処置する方法を提供する。１つの実施形態においては

、変化したミトコンドリア機能の指標は、産生されるＡＴＰの量である。別の実

施形態においては、変化したミトコンドリア機能の指標（または共働指標）は、

存在するｍｔＤＮＡの量である。最も好ましい実施形態においては、正常なレベ

ルに対して変化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標を実質的に回復

させる（例えば、増大させるかまたは減少させる）薬剤は、コントロールの被験
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体において見出されるレベルにまでその指標のレベルの回復を達成する薬剤であ

る。別の好ましい実施形態においては、このような指標を実質的に回復させる薬

剤は、被験体に対して臨床的に有用な効果を与える。別の実施形態においては、

指標を実質的に回復させる薬剤は、変化したミトコンドリア機能の少なくとも１

つの指標（または共働指標）のレベルにおいて統計学的に有意な変化を促進する

。本明細書中に示されるように、当業者は、特定の指標のレベルにおける変化が

、正常な値に近いレベルをもたらす、および／または被験体に臨床的な利点をも

たらすかどうかを容易に決定し得る。従って、正常なレベルに対する変化したミ

トコンドリア機能の少なくとも１つの指標を実質的に回復する薬剤として、この

ようなレベルを完全にまたは部分的に回復し得る薬剤が挙げられ得る。

      【０１４９】

  従って、特定の好ましい実施形態においては、関節炎の障害を処置するために

適切な薬学的組成物として、ミトコンドリア防御剤および／またはミトコンドリ

ア機能変更剤が挙げられる。従って、ミトコンドリア防御剤は、関節炎の障害（

例えば、変形性関節症（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ）、変形性関節症（ｄｅ

ｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ  ｊｏｉｎｔ  ｄｉｓｅａｓｅ）など）を予防または処置

するために、そして損傷した軟骨（例えば、外傷または反復的な運動障害によっ

て損傷した軟骨）の治癒を促進するために、使用され得る。いかなる特定の理論

にも束縛されることは望まないが、いくつかのこのようなミトコンドリア防御剤

は、抗酸化剤としての活性を有し得、そしておそらく、ミトコンドリアに対する

酸化的ストレスによる損傷の影響を妨げるまたは緩和することによって作用し得

る（概説については、Ｋｏｗａｌｔｏｗｓｋｉら．，Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉａｌ  

Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．２６：４６３－４７１、１９９９を参照のこと）。他のこの

ようなミトコンドリア防御剤は、プログラムされた細胞死（アポトーシス）を妨

げるように作用する。アポトーシスは、変形性関節症の発症に寄与し得る（Ｂｌ

ａｎｃｏら、Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ  ＆  Ｒｈｅｕｍａｔｉｓｍ、４１：２８４－

２８９、１９９８）。

      【０１５０】

  特定の実施形態においては、このようなミトコンドリア防御剤は、抗酸化化合
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物であり得る。抗酸化化合物として、限定的ではないが例えば、以下が挙げられ

る：同時係属中の米国特許出願番号第０９／２３７，９９９号および同第０９／

２９９，０４４号（それぞれ、米国代理人登録番号第６６００８８．４１０号お

よび同第６６００８８．４１４）に記載される抗酸化化合物；Ｈｏｎｏｋｉｏｌ

（Ｃｈｉｕら、Ｌｉｆｅ  Ｓｃｉ．６１：１９６１－１９７１、１９９７）、Ｍ

ａｇｎｏｌｏｌおよびＰｒｏｂｕｃｈｏｌのようなビフェニル化合物；Ｐｒｏｐ

ｏｆｏｌ；フラボノイド（例えば、ケンフェロール、クエルセチン、ミリセチン

、クリシン、アピゲニン、ナリンゲニン、タキソホリン、カテキン（［２Ｒ，３

Ｓ］－２－［３，４－ジヒドロキシフェニル］－３，４－ジヒドロ－１［２Ｈ］

－ベンゾピラン－３，４，７－トリオール）、エピカテキン、およびアピゲニン

）（概説については、例えば、Ｒｉｃｅ－Ｅｖａｎｓら、Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉａ

ｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ＆  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ２０：９３３－９５６、１９９６

を参照のこと）；α－リポ酸；ｖｕｔｉｎ水和物；没食子酸プロピル（３，４，

５－トリヒドロキシ安息香酸プロピルエステル）；Ｔｒｏｌｏｘ（登録商標）；

メタロポルフィリン（例えば、ＭｎＴＢＡＰ［Ｍｎ（ＩＩＩ）テトラキス（４－

安息香酸）ポルフィリンクロリド］およびＭｎＴＭＰｙＰ［Ｍｎ（ＩＩＩ）テト

ラキス（１－メチル－４－ピリジル）ポリフィリンペンタクロリド］（Ｄａｙら

、Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉｃａｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ＆  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ２６：

７３０－７３６、１９９９；Ｂａｔｉｎｉｃ－Ｈｅｂｅｒｌｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ

．Ｃｈｅｍ．２７３：２４５２１－２４５２８、１９９８；モリン（２’，３，

４’，５，７－ペンタヒドロキシフラボン）；Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；ルチン

；ＬＮＡＣ（Ｎ－アセチル－Ｌ－システイン））；セレン（ｓａｌｅｎ）－マン

ガン誘導体（例えば、米国特許第５，８３４，５０９号に記載されているもの）

；非ステロイド抗炎症薬の抗酸化物エステル（ＮＳＡＩＤ）（例えば、米国特許

第５，９０８，８４９号に記載されている）；Ｌ－エルゴチオネイン（ＰＣＴ国

際公開出願番号第ＷＯ９８／３６７４８号）；オルト－ヒドロキシピリジノン誘

導体（ＰＣＴ出願番号第ＷＯ９９／２３０７５号）；ジピリダモールおよびその

誘導体（例えば、ＲＡ－１４、ＲＡ－４７、およびＲＡ－２５のような）（Ｎｅ

ｐｏｍｕｃｅｎｏら、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  １４１８：
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２８５－２９４、１９９９；Ｎｅｐｏｍｕｃｅｎｏら、Ｆｒｅｅ  Ｒａｄ．Ｂｉ

ｏｌ．Ｍｅｄ．２３：１０４６－１０５４、１９９７）；ＳＲ２７３３８（Ｈｅ

ｒｂｅｒｔら、Ｊ．Ｌｉｐｉｄ  Ｍｅｄｉａｔ．８：３１－５１、１９９３）；

イチョウ（Ｇｉｎｋｇｏ  ｂｉｌｂｏａ）抽出物、ＥＧｂ  ７６１（Ｓｈｅｎら

、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｉｎｔ．３５：１２５－１３４、１９９

５）；Ｎ－アセチルシステイン（Ｃｏｓｓａｒｉｚｚａら、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ．

Ｒｅｓ．２２０：２３２－２４０、１９９５）；プロパノロール（Ｆｒｅｅｄｍ

ａｎら、Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉｃ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．１１：１９７－２０６、１

９９１）；エブセレンおよびそのグルタチオン付加物（Ｎａｒａｙａｎａｓｗａ

ｍｉら、Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．４０：１６２３－１６２９、１

９９０）；ジヒドロキノリン（例えば、ＭＴＤＱ－ＤＡ［Ｒａｔｈら、Ｂａｓｉ

ｃ  Ｒｅｓ．Ｃａｒｄｉｏｌ．８２（補遣２）：３３５－３４５、１９８７］；

Ｓｔｏｂａｄｉｎｅ（Ｓｔｏｌｃら、Ｂｒａｉｎ  Ｒｅｓ．Ｂｕｌｌ．４２：３

３５－３４０、１９９７）；グルタチオン（Ｃａｗｔｈｏｎら、Ｐｏｕｌｔ．Ｓ

ｃｉ．７８：１１４－１２４、１９９９）；Ｔｒｉｎｏｌｅｉｎ（Ｃｈａｎら、

Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ  ５２：２１６－２２５、１９９６）；カルベジロー

ル（Ｍｏｒｅｎｏら、Ｒｅｖ．Ｐｏｒｔ．Ｃａｒｄｉｏｌ．１７（補遣２）：１

１６３－１１７７、１９９８）；Ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ

（Ｖｅｎｄｅｍｉａｌｅら、Ｊ．Ｈｅｐａｔｏｌ．２８：４６－５３、１９９８

）；メチオニン（これは、フリーラジカルスカベンジャーのレベルの増大を生じ

る）（Ｓｅｌｖａｍら、Ｉｎｄｉａｎ  Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．

２９：３６４－３７０、１９９２）；ＣｏＱ１０および他のユビキノン（Ｋａｇ

ａｎら、Ｆｒｅｅ  Ｒａｄ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．９：１１７－１２６、１９９０

）；公開されたＰＣＴ特許出願番号第ＷＯ９８／２５９０５号に記載されている

抗酸化剤；ビタミンＣ（Ｌ－アスコルビン酸；Ｊｙｏｎｏｕｃｈｉら、Ｎｕｔｒ

．Ｃａｎｃｅｒ  ２８：１１５－１２４、１９９７）およびビタミンＥ（Ｕｒａ

ｎｏら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２４５：６４－７０、１９９７；Ｈａｍ

ら、Ａｒｃｈ，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．３３９：１５７－１６４、１

９９７）、両方とも単独で、そして互いにおよび／またはセレン（Ｓｃｈｏｌｚ
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ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｉｎｔ．４２：９９７－１００６、１

９９７；Ｃｏｍｂｓら、Ｆｅｄ．Ｐｒｏｃ．３４：２０９０－２０９５、１９７

５）またはチオールおよびコレステロール（Ｖａｔａｓｓｅｒｙら、Ｎｅｕｒｏ

ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．２６：５２７－５３５、１９９５）のような他の薬剤と組合

せて；ならびに、それらの組合せ。抗酸化剤は、それを必要としている被験体に

対して、その治療的な送達のために設計された徐放処方物（例えば、米国特許第

５，８９７，８７９号に記載されているもの）またはリソソーム処方物（例えば

、米国特許第５，７４７，０２６号に記載されているもの）を通じて送達され得

る。

      【０１５１】

  このようなミトコンドリア保護薬剤はまた、アポトーシス（プログラムされた

細胞死）をもたらす細胞経路において１以上の段階を阻害するように作用する化

合物であり得る。このような抗アポトーシス化合物としては、例示のためであり

限定するものではなく、カスパーゼ（ｃａｓｐａｓｅ）として公知のアポトーシ

スプロテアーゼのインヒビター（検討のために、例えば、Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙ

ら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８：１３２～１３６，１９９８を参照）が挙げられこれ

は、そのインヒビターとして、Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙ（Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．５

：Ｒ９７～Ｒ０３，１９９８）およびＧａｒｃｉａ－Ｃａｌｖｏら（Ｊ．Ｂｉｏ

ｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：３２６０８～３２６１３，１９９８）により記載される

ような、オリゴペプチド誘導体；米国特許第５，９２９，０４２号に記載される

ような、アンチセンス化合物；例えば、シクロスポリンＡを含むシクロスポリン

のような、ミトコンドリア透過性遷移のインヒビター；ボンレキック酸（ｂｏｎ

ｇｋｒｅｋｉｃ  ａｓｉｄ）、およびイソボンレキック酸（ｉｓｏｂｏｎｇｋｒ

ｅｋｉｃ  ａｓｉｄ）；および、同時係属中の米国特許出願番号０９／２３７，

９９９および同０９／２９９，０４４（代理人事件整理番号は、それぞれ６６０

０８８．４１０および６６００８８．４１４）に記載されるような、タプシガル

ジン保護化合物が挙げられる。

      【０１５２】

  従って、これら、および他の関連した実施形態において、本明細書中に提供さ
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れたように、薬剤は関節炎障害の処置または予防のために、患者に投与され得る

。好ましくは、この薬剤はミトコンドリア機能変化薬剤（本明細書中に提供され

るように、ミトコンドリア保護薬剤を含み得る）であり、それは、変化したミト

コンドリアの機能の少なくとも１つの指標を、コントロールまたは通常の被験体

において見られるレベルに回復する。好ましくは、本発明の方法において使用さ

れる場合、このような薬剤は、薬学的組成物の一部である。この薬学的組成物は

、１以上のミトコンドリア機能変化薬剤に加えて、薬学的に受容可能なキャリア

、希釈液または賦形剤の少なくとも１つ、および、必要に応じて、他の成分を含

む。

      【０１５３】

  本発明により同定されたミトコンドリア機能変化薬剤（本明細書中に提供され

たように、ミトコンドリア保護薬剤を含む）、またはその薬学的に受容可能な塩

は、治療に有効な量で患者に投与される。治療に有効な量は、所望の効果を達成

するために計算された量である。投与経路が特定の処置に伴って変化し得ること

は、当業者にとって明らかである。投与経路は非侵襲性または侵襲性のいずれか

であり得る。非侵襲性投与経路として、口腔、頬／舌下、直腸、鼻腔、局所（経

皮および眼を含む）、膣、膀胱内、および肺が挙げられる。侵襲性投与経路とし

て、動脈内、静脈内、皮内、筋肉内、皮下、腹腔内、硬膜下腔内および眼内が挙

げられる。

      【０１５４】

  必要とされる投与量は、特定の処置および投与経路に伴って変化し得る。一般

的に、ミトコンドリア保護薬剤の用量は、１日当たり、ホスト動物の体重のキロ

グラム当たり、その化合物約１～約５ｍｇであり；頻繁には、それは約１００μ

ｇと約５ｍｇとの間であるが、１日当たり体重ｋｇ当たり、化合物最大約５０ｍ

ｇまで変わり得る。治療投与は、一般的に医師の指導下で行われ、薬学的組成物

は、薬学的に受容可能なキャリア中にミトコンドリア保護薬剤を含む。これらキ

ャリアは、当該分野では周知であり、代表的には、非毒性の塩および緩衝液を含

む。このようなキャリアは、生理学的に緩衝化された生理食塩水、リン酸緩衝化

生理食塩水などの緩衝液、グルコース、マンノース、スクロース、マンニトール
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またはデキストランなどの炭水化物、グリシンなどのアミノ酸、抗酸化剤、ＥＤ

ＴＡまたはグルタチオンなどのキレート化剤、アジュバンド、および保存剤を含

み得る。受容可能な非毒性の塩として、酸付加塩または、例えば、亜鉛、鉄、カ

ルシウム、バリウム、マグネシウム、アルミニウムなどとの金属錯体（これらは

、本出願の目的のための付加塩として考えられる）が挙げられる。このような酸

付加塩の例として、塩酸塩、臭化水素酸塩、硫酸塩、リン酸塩、タンニン酸塩、

シュウ酸塩、フマル酸塩、グルコン酸塩、アルギン酸塩、マレイン酸塩、酢酸塩

、クエン酸塩、安息香酸塩、コハク酸塩、リンゴ酸塩、アスコルビン酸塩、酒石

酸塩などが挙げられる。活性成分が、錠剤の形態で投与される場合、この錠剤は

、トラガント、コーンスターチまたはゼラチンなどの結合剤；アルギン酸などの

崩壊剤；およびステアリン酸マグネシウムなどの滑沢剤を含み得る。液体形態で

の投与が所望される場合、甘味料および／または香料が使用され得、等張性生理

食塩水、リン酸緩衝溶液などにおいて静脈内投与が行われ得る。

      【０１５５】

  本発明の１つの実施形態において、本発明の１以上の化合物を含む薬学的組成

物はリポソーム内にトラップされる。リポソームは、二分子層立体配置に整列し

た脂質から構成された、１以上の外層に囲まれた水性コアを有する微視的球体で

ある（例えば、Ｃｈｏｎｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．６：６

９８、１９９５参照）。薬物送達薬剤としてのリポソームの治療効力は、ほぼ３

０年前に理解された（Ｓｅｓｓａら、Ｊ．Ｌｉｐｉｄ  Ｒｅｓ．９：３１０、１

９６８）。リポソームは「立体的に安定化したリポソーム（ｓｔｅｒｉｃａｌｌ

ｙ  ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ  ｌｉｐｏｓｏｍｅ）」（本明細書中で使用される用

語であり、リポソームに組み込まれた場合、１以上の特定化された脂質を含むリ

ポソームをいう）を含み、その結果、このような特定化された脂質を欠くリポソ

ームに対して循環寿命を高める。立体的に安定化されたリポソームの例は、リポ

ソーム小胞体形成脂質の一部分が、（Ａ）モノシアロガングリオチドＧM1などの

、１以上の糖脂質を含むか、または（Ｂ）ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）部

分のような、１以上の親水性のポリマーで誘導体化され、立体的に安定化された

リポソームである。任意の特定の理論により、拘束されるべきではないが、当該



(100) 特表２００３－５２０５７５

分野においては、少なくとも立体的に安定化されたリポソーム（ガングリオシド

、スフィンゴミエリン、またはＰＥＧ誘導体化脂質を含む）に対し、これらの立

体的に安定化したリポソームの循環半減期が高まることが、細網内皮性システム

（ＲＥＳ）の細胞内への取りこみの減少に由来すると考えられる（Ａｌｌｅｎら

、ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔｅｒｓ  ２２３：４２、１９８７；Ｗｕら、Ｃａｎｃｅｒ

  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  ５３：３７６５、１９９３）。

      【０１５６】

  １以上の糖脂質を含む種々のリポソームは、当該分野で公知である。Ｐａｐａ

ｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓら（Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．５０７：６４

、１９８７）は、モノシアロガングリオシドＧM1、硫酸ガラクトセレブロシドお

よびホスファチジルイノシトールの、リポソームの血中半減期を改善する能力を

報告した。これらの知見は、Ｇａｂｉｚｏｎら（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：６９４９，１９８８）により説明された。米国特

許第４，８３７，０２８号およびＷＯ  ８８／０４９２４（両者ともＡｌｌｅｎ

ら）は、（１）スフィンゴミエリン、および（２）ガングリオシドＧM1またはガ

ラクトセレブロシドの硫酸エステルを含むリポソームを開示する。米国特許第５

，５４３，１５２号（Ｗｅｂｂら）は、スフィンゴミエリンを含むリポソームを

開示する。１，２－ｓｎ－ジミリストイルホスファチジルクロリンを含むリポソ

ームは、ＷＯ  ９７／１３４９９（Ｌｉｍら）に開示される。

      【０１５７】

  １以上の親水性ポリマーで誘導体化された脂質を含む種々のリポソーム、およ

びその調製法は、当該分野において公知である。Ｓｕｎａｍｏｔｏら（Ｂｕｌｌ

．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｊｐｎ．５３：２７７８，１９８０）は、非イオン性の界

面活性剤、２Ｃ12１５Ｇ（ＰＥＧ部分を含む）を含むリポソームを記載した。Ｉ

ｌｌｕｍら（ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔｅｒｓ  １６７：７９、１９８４）は、ポリマ

ー性グリコールによるポリスチレンの粒子の親水性コーティングが、顕著に増加

した血中半減期を生じることを示した。ポリアルキレングリコール（例えば、Ｐ

ＥＧ）のカルボキシル基の結合により修飾した合成リン脂質が、Ｓｅａｒｓ（米

国特許第４，４２６，３３０号および同第４，５３４，８９９号）により記載さ
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れる。Ｋｌｉｂａｎｏｖら（ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔｓ．  ２６８：２３５、１９９

０）は、ＰＥＧまたはステアリン酸ＰＥＧで誘導体化されたホスファチジルエタ

ノールアミン（ＰＥ）を含むリポソームが血中循環半減期において顕著な増加を

有することを実証する実験を記載した。Ｂｌｕｍｅら（Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ  

ｅｔ  Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ  Ａｃｔａ  １０２９：９１，１９９０）は、この

ような知見をジステアロイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＳＰＥ）およ

びＰＥＧの組み合わせから形成された他のＰＥＧ誘導体化リン脂質（例えば、Ｄ

ＳＰＥ－ＰＥＧ）に拡大した。リポソームの外面に共有結合したＰＥＧ部分を有

するリポソームは、欧州特許第０  ４４５  １３１  Ｂ１号およびＷＯ  ９０／

０４３８４（Ｆｉｓｈｅｒ）に記載される。ＰＥＧで誘導体化されたＰＥを１～

２０モルパーセント含むリポソーム組成物、およびその使用方法は、Ｗｏｏｄｌ

ｅら（米国特許第５，０１３，５５６号および同第５，３５６，６３３号）およ

びＭａｒｔｉｎら（米国特許第５，２１３，８０４号および欧州特許第０  ４９

６  ８１３  Ｂ１号）により記載される。多数の他の脂質ポリマー結合体を含む

リポソームは、ＷＯ  ９１／０５５４５および米国特許第５，２２５，２１２号

（両者ともＭａｒｔｉｎら）およびＷＯ  ９４／２００７３（Ｚａｌｉｐｓｋｙ

ら）に開示される。ＰＥＧ修飾セラミド脂質を含むリポソームはＷＯ  ９６／１

０３９１（Ｃｈｏｉら）に記載される。米国特許第５，５４０，９３５号（Ｍｉ

ｙａｚａｋｉら）および同第５，５５６，９４８号（Ｔａｇａｗａら）は、それ

らの表面上の機能的な部分でさらに誘導体化され得るＰＥＧを含むリポソームを

記載する。

      【０１５８】

  本発明に従って、同定されたミトコンドリア機能変化薬剤は、本明細書中で提

供されるようなミトコンドリア保護薬剤を含み、そのプロドラッグも含む。本明

細書中で使用されるように、「プロドラッグ」は、任意の共有結合したキャリア

であり、このようなプロドラッグが脊椎動物の被験体に投与されると、活性な親

薬物をインビボに放出する。所定の化合物のプロドラッグは、慣用的な操作また

はインビボのいずれかにおいて、修飾体は切断され、親化合物となるような様式

で、その化合物に存在する官能基を修飾することにより調製される。プロドラッ
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グとしては、以下の化合物が挙げられるが、これらに限定されない：ヒドロキシ

ル基、アミノ基またはスルヒドリル基が、結合を介して親化合物のいずれかの基

と結合し、プロドラッグが被験体に投与された場合に切断され、それぞれ、遊離

ヒドロキシル基、アミノ基、またはスルヒドリル基を形成する化合物。プロドラ

ッグの代表的な例としては、アルコールおよびアミン官能基の酢酸誘導体、フマ

ル酸誘導体、および安息香酸誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。

      【０１５９】

  治療用途のための「薬学的に受容可能なキャリア」は薬学的分野では周知であ

り、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｏｎｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎ

ｃｅｓ，Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏ．（Ａ．Ｒ．Ｃｅｎｎａｒｏ  

編、１９８５）に記載される。例えば、無菌の生理食塩水および生理学的ｐＨの

リン酸緩衝化生理食塩水が使用され得る。保存剤、安定化剤、色素、および香味

剤でさえ、薬学的組成物として提供され得る。例えば、安息香酸ナトリウム、ソ

ルビン酸、およびｐ－ヒドロキシ安息香酸のエステルが、保存剤として添加され

得る。さらに、酸化防止剤および懸濁剤が使用され得る。必要に応じて、特定の

投与経路に対しては、麻酔薬が処方物に含まれ得る。

      【０１６０】

  「薬学的に受容可能な塩」とは、このような化合物および有機もしくは無機酸

（酸付加塩）または有機もしくは無機塩基（塩基付加塩）の組み合わせから誘導

体化された本発明の化合物の塩をいう。本発明の化合物は遊離塩基または塩の形

態のいずれかにおいて使用され得、両形態は本発明の範囲内であると考えられる

。

      【０１６１】

  １以上のミトコンドリア機能変化薬剤を含む薬学的組成物は、組成物が患者に

投与され得る任意の形態であり得る。例えば、この組成物は、固体、液体、また

は気体（エアロゾール）の形態であり得る。代表的な投与経路として、経口、局

所、非経口（例えば、舌下または頬）、舌下、直腸、膣、および鼻腔内が挙げら

れるが、これらに限定されない。本明細書中で使用される場合、非経口との用語

は、皮下注射、静脈内、筋肉内、胸骨内、硬膜下腔内、海綿体内（ｉｎｔｒａｃ
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ａｖｅｒｎｏｕｓ）、道内、尿道内注射または注入技術を含む。薬学的組成物は

、それに含まれた活性成分が、その組成物の患者への投与においてバイオアベイ

ラブルであることを可能にするように処方される。患者へ投与される組成物は、

１以上の投薬単位形態を取り得、例えば、錠剤は１回投薬単位であり得、エアロ

ゾール形態の本発明の１以上の化合物の容器は、複数の投薬単位を有し得る。

      【０１６２】

  経口投与の場合、賦形剤および／または結合剤が存在し得る。その例として、

スクロース、カオリン、グリセリン、デンプンデキストラン、アルギン酸ナトリ

ウム、カルボキシメチルセルロースおよびエチルセルロースが挙げられる。着色

剤および／または香味剤が存在し得る。コーティング殻が利用され得る。

      【０１６３】

  組成物は液体形態、例えば、エリキシル、シロップ、溶液、エマルジョン、ま

たは懸濁物であり得る。この液体は、２つの例として、経口投与、または注射に

よる送達のためであり得る。経口投与が意図される場合、好まれる組成物は、１

以上のミトコンドリア機能変化剤に加えて、１以上の甘味剤、保存剤、染料／着

色剤および香味増強剤を含む。組成物が、注射による投与を意図される場合、１

以上の界面活性化剤、保存剤、湿潤剤、分散剤、懸濁剤、緩衝液、安定化剤、お

よび等張剤が含まれ得る。

      【０１６４】

  溶液形態、懸濁形態、または他の同様の形態のいずれの形態であっても、本明

細書中で使用されるような液体の薬学的組成物は、以下の１以上のアジュバンド

を含み得る：注射のための、水などの無菌希釈液、生理食塩水溶液、好ましくは

生理学的生理食塩水、リンガー液、等張性塩化ナトリウム、合成モノまたはジグ

リセリドなどの不揮発性油（それは、溶媒または懸濁媒体として作用し得る）、

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、または他の溶媒

；ベンジルアルコールまたはメチルパラベンなどの抗菌剤；アスコルビン酸また

は亜硫酸水素ナトリウム塩などの抗酸化剤；エチレンジアミンテトラ酢酸などの

キレート化剤；酢酸、クエン酸、またはリン酸などの緩衝液、および塩化ナトリ

ウムまたはデキストロースなどの張力の調整のための薬剤。非経口製剤はアンプ
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ル、ガラスもしくはプラスチックから構成される使い捨て可能なシリンジまたは

複数投与バイアルに封入され得る。生理学的生理食塩水は、好ましいアジュバン

ドである。注射可能な薬学的組成物は、好ましくは無菌である。

      【０１６５】

  非経口または経口投与のいずれかを意図する液体組成物は、適切な投薬が得ら

れるような量のミトコンドリア機能変化剤を含む必要がある。代表的に、この量

は、ミトコンドリア機能変化薬剤が、組成物中に少なくとも０．０１ｗｔ％であ

る。経口投与が意図された場合、この量はその組成物の重量の０．１と約７０％

との間で変化され得る。好ましい経口組成物は、約４％～約５０％のミトコンド

リア機能変化薬剤を含む。好ましい組成物および製剤は、非経口投薬単位が、活

性化合物の０．０１重量％と１重量％との間を含むように調製される。

      【０１６６】

  この薬学的組成物は、局所投与に対して意図され得、このような場合において

キャリアは、溶液、エマルジョン、軟膏、またはゲル基材を適切に含み得る。例

えば、その基材として、以下の１以上が挙げられ得る：ペトロラタム、ラノリン

、ポリエチレングリコール、蜜蝋、鉱油、水およびアルコールなどの希釈液、な

らびに乳化剤および安定化剤。局所投与のため、薬学的組成物中に濃化剤が存在

し得る。経皮投与が意図される場合、その組成物は、経皮パッチまたはイオン泳

動デバイスを含み得る。局所処方物は、約０．１～約１０％ｗ／ｖ（単位容量当

たりの重量）のある濃度のミトコンドリア機能変化薬剤を含み得る。

      【０１６７】

  この組成物は、直腸投与に対して意図され得、この場合、例えば、直腸で溶解

し、薬物を放出する坐剤の形態をとる。直腸投与のための組成物は、適切な非刺

激性の賦形剤として油性の基材を含み得る。このような基材として、ラノリン、

ココアバター、およびポリエチレングリコールが挙げられるが、限定されない。

      【０１６８】

  本発明の方法において、ミトコンドリア機能変化薬剤は、挿入、ビーズ（ｂｅ

ｅｄ）、定期放出処方物、パッチ、または迅速放出処方物の使用により投与され

得る。ミトコンドリア機能変化薬剤の最適投薬量が以下に依存し得ることは、当
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業者にとって明らかである：患者の体重および身体的状態；処置される身体的状

態の重症度および寿命；活性成分の特定の形態、投与様式および使用される組成

物。化学療法におけるミトコンドリア機能変化薬剤の使用は、別の化合物（例え

ば、モノクローナルまたはポリクローナル抗体、タンパク質またはリポソームで

あり、それは上記化合物の送達を補助する）に結合されるような薬剤を含み得る

ことが理解される。

      【０１６９】

  本発明のいくつかの治療および予防方法は、ミトコンドリア機能を実行する軟

骨細胞の能力を改善するための軟骨細胞のインビトロ／エキソビボでの操作、次

いで、このような処置が必要な動物への移植を包含する。軟骨細胞のミトコンド

リア機能を改善する１つの方法は、以下の工程を包含する。軟骨細胞の内存性ミ

トコンドリアＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）を消耗し、ローゼロ（ρ0）細胞を産生する

工程、および続いて、このようなρ0細胞に関節炎障害を有していない、または

関節炎障害の傾向にあることが公知である動物由来のミトコンドリアを導入する

工程。従って、その結果物である細胞ハイブリッド、またはサイブリッドは、親

軟骨細胞由来の核構成成分、および健常動物由来のミトコンドリア構成成分を有

する。これらのサイブリッド軟骨細胞は、改善されたミトコンドリア機能を有し

、結果として軟骨細胞媒介関節炎制限活性をより良好に実行することが、期待さ

れる。エクスビボで操作された軟骨細胞が同一の動物由来であり、その細胞に軟

骨細胞が最終的に再導入される場合、本発明の方法は、宿主による移植片受容を

増加し、臨床結果を改善するという、さらなる利点を提供し、このことは、宿主

の免疫システムによる移植された細胞の免疫学的拒絶（例えば、移植片拒絶）に

対する能力の減少に起因する。この非限定的な理論によると、移植された軟骨細

胞が、動物中で、非常に多数生存、および／またはより長期に持続するため、こ

の利点は最近開示された方法の効率を改善する。さらに、本アプローチはこのよ

うな処置において所望されない副作用（例えば、免疫反応に起因する副作用およ

びそれらの後遺症（例えば、免疫抑制剤））の可能性も減少する。これら本発明

の方法は、特定の実例において遭遇したヒト関節軟骨細胞の低トランスフェクシ

ョン効率（Ｔｅｒｋｅｌｔａｕｂ，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９４：２１７
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３，１９９４）などの、他のエクソビボでの軟骨細胞の操作を包含する方法にお

ける制限も回避する。

      【０１７０】

  本明細書中で提供されるように、軟骨細胞は単離され、インビトロで有糸分裂

で増殖され、変化したミトコンドリア機能の１以上の指標を変化（例えば、増加

または減少する）するために改変され得る。例えば，例示として、このような軟

骨細胞は、ミトコンドリア機能を変化する適切な薬剤で処理され得、ここでこの

薬剤は、本明細書中に記載された方法に従って同定された任意の薬剤であり得、

小分子；タンパク質またはペプチド；導入遺伝子を含む核酸分子、リボザイム、

プラスミド、組換え発現ベクターなどのベクター、アンチセンス核酸、または変

化したミトコンドリア機能の少なくとも１つの指標のレベルを変化する任意の他

の薬剤を含むが、これらに限定されない。このように改変された軟骨細胞は関節

炎障害を患う被験体における損傷部分に直接投与され得、そこでは新しい軟骨の

生合成が起こり得る。あるいは、培養された軟骨細胞は、適切な条件下、インビ

トロで新しい軟骨組織を合成し得、次いで、このような組織は、組織損傷部分に

移植片として移植され得る。米国特許４，８４６，８３５号は、自己由来の軟骨

細胞を三次元コラーゲンマトリックス上に接種し、次いで、関節軟骨傷害部分に

インビボで挿入され、縫合された骨膜弁を用いて適切な位置に固定される工程を

開示する。米国特許５，０４１，１３８号は、次の移植のために三次元生分解性

マトリックス上に軟骨細胞を接種し、あるいは、インビトロで遊離軟骨細胞を増

殖し、次いで損傷部位に直接投与されることによるインビトロでの軟骨構造の増

加を開示する。

      【０１７１】

  本発明の特定の実施形態に従って、ポリペプチドの増殖因子は軟骨細胞に加え

られ得、関節軟骨特異性プロテオグリカンおよび／またはコラーゲンの産生を高

め、または刺激する（例えば、Ｌｕｙｔｅｎ  ＆  Ｒｅｄｄｉ，１９９２，ｉｎ

  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｃｈｏｎｄｒ

ｏｃｙｔｅｓ，ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，Ａｎｎ  Ａｒｂｏ

ｒ，ＭＩ，ｐｐ．２２７～２３６参照）。好ましい増殖因子として、形質転換増



(107) 特表２００３－５２０５７５

殖因子ベータ（ＴＧＦβ）、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）、血小板誘導体化

増殖因子（ＰＤＧＦ）、表皮増殖因子（ＥＧＦ）、酸性線維芽細胞増殖因子（ａ

ＦＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）

、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、骨形態発生因子（ＢＭＰ）（例えば、Ｂ

ＭＰ－１、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－３、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、およびＢＭＰ－

６）、および骨形成タンパク（ＯＰ）（すなわち、ＯＰ－１、ＯＰ－２、および

ＯＰ－３）が挙げられるが、限定されない。ＴＧＦβ、ＩＧＦ、ＰＤＧＦ、ＥＧ

Ｆ、ａＦＧＦ、ｂＦＧＦ、ＨＧＦ、およびＫＧＦの好ましい濃度範囲は、約１～

１００ｎｇ／ｍｌであり、より好ましくは、約５～約５０ｎｇ／ｍｌであり、お

よび最も好ましくは約１０～約２０ｎｇ／ｍｌである。ＢＭＰおよびＯＰの好ま

しい濃度範囲は、約１から約５００ｎｇ／ｍｌであり、より好ましくは、約５０

～約３００ｎｇ／ｍｌ、および最も好ましくは、約１００から約２００ｎｇ／ｍ

ｌである。しかし、これら特定の増殖因子は、限定されない。軟骨特異性プロテ

オグリカンおよびコラーゲンの産生を刺激、または誘導することのできるポリペ

プチド増殖因子のいずれも、本明細書中で提供される本発明により有用であり得

る。

      【０１７２】

  一旦，有糸分裂で拡大した軟骨細胞の集団が得られると、最初に親細胞が誘導

体化された同一被験体（自己移植）、または異なる被験体（異種移植）のいずれ

かにその細胞は移植され得る。さらに、異種移植は同種の関連、または非関連の

個体異質遺伝子型、または異種の個体（異種移植）から得られた軟骨細胞を利用

し得る。あるいは、異質遺伝子型、または異種移植のいずれかである確立された

長期細胞株から、軟骨細胞が得られ得る。

      【０１７３】

  ローゼロおよびサイブリッド細胞を調製ならびに使用する方法は、米国特許第

５，８４０，４９３号および同第５，８８８，４３８号、公開されたＰＣＴ出願

  ＷＯ  ９５／２６９７３、およびＷＯ  ９８／１７８２６、ＫｉｎｇおよびＡ

ｔｔａｒｄｉ（Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：５００～５０３、１９８９）、Ｃｈｏ

ｍｙｎら（Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１１：２２３６～２２４４、１９９１
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）、Ｍｉｌｌｅｒら（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．６７：１８９７～１９０７、１

９９６）、Ｓｗｅｒｄｌｏｗら（Ａｎｎａｌｓ  ｏｆ  Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ  ４

０：６６３～６７１、１９９６）、Ｃａｓｓａｒｉｎｏら（Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂ

ｉｏｐｙｓ．Ａｃｔａ  １３６２：７７～８６、１９９７）、Ｓｗｅｒｄｌｏｗ

ら（Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ  ４９：９１８～９２５、１９９７）、Ｓｈｅｅｈａｎ

ら（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．６８：１２２１～１２３３、１９９７）およびＳ

ｈｅｅｈａｎら（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１７：４６１２～４６２２、１９９７

）に記載される。ローゼロ細胞を比較的短い期間で、迅速に得る方法が、いくつ

かの局面で所望され得、同時係属中の米国特許出願第０９／０６９，４８９号お

よび同第０９／３０１，５１７号に記載される。

      【０１７４】

  脊椎動物被験体からの生物学的サンプルにおいて、関節炎障害に対する危険性

を同定するためのキット、関節炎障害の疾患の進行度を決定するためのキット、

または関節炎障害のサブタイプに従い、脊椎動物種の被験体を階層化するための

キットは、代表的に、本明細書中で提供される変化したミトコンドリア機能の少

なくとも１つの指標のレベルの決定を可能にする１以上の試薬を含み、さらに変

化したミトコンドリア機能の指標を検出するために有効な補助試薬を含み得る。

非限定的な例として、ミトコンドリアの酵素触媒能である変化したミトコンドリ

ア機能の指標を検出するため、キットには１以上の周知の比色分析試薬、分光光

度試薬、蛍光定量試薬、免疫定量試薬、マススペクトロメトリー試薬、または放

射測定試薬が、測定される特定の活性に依存して、指標の検出を容易にする補助

試薬と共に含まれ得る。別の非限定的な例として、サンプル中のＡＴＰの産生を

検出するため、ルシフェラーゼおよびそのＡＴＰ依存性酸化物質であるＤ－ルシ

フェリンがキット中に、本明細書中で提供されるような変化したミトコンドリア

の機能の指標の検出を容易にする補助試薬、例えば、ミトコンドリアインヒビタ

ー、またはミトコンドリア保護試薬と共に（この使用は，有気呼吸と比較し、無

気呼吸を介して産生されたＡＴＰの定量を可能にする）に存在し得る。

      【０１７５】

  他の非限定的な例として、変化したミトコンドリア機能の指標であり得る特定



(109) 特表２００３－５２０５７５

のタンパク質を検出するため、キット中に提供された試薬は、代表的には、この

ようなタンパク質に対して特異的な抗体である。このようなキットは、本試薬の

直接的または非直接的検出に対し、適切なリポーター基も含む（すなわち、その

リポーター基は本試薬に共有結合され得、またはプロテインＡ、プロテインＧ、

イムノグロブリンまたはレクチンなどの、それ自身が試薬と結合することが可能

な二次分子に結合され得る）。適切なリポーター基として、酵素（例えば、西洋

わさびペルオキシダーゼ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ  ｐｅｒｏｘｙｉｄａｓｅ）

）、基質、補因子、インヒビター、色素、放射性核種、発光基、蛍光発光基およ

びビオチンが挙げられるが、限定されない。このようなリポーター基は、当業者

に公知の標準的な方法を使用して、サンプル成分への試薬の結合を直接的または

間接的に検出するために使用され得る。

      【０１７６】

  従って、変化したミトコンドリア活性の指標（本明細書中で提供される酵素で

ある）を検出するためのキットは、代表的に、適切な緩衝液または他の補助試薬

と組み合わせて酵素基質を含み、それは特定の実施形態において、ミトコンドリ

ア活性と関係する本明細書中に記載した組成物を含み得る。例えば、酵素活性は

また、上記酵素触媒活性アッセイを実施する前に、酵素特異的抗体を用い、免疫

沈降工程を実施することによって、特異的に検出され得る。補助試薬は、例えば

、物質のミトコンドリア酵素媒介変化を検出するため、このようなキットにおい

ても提供され得る他の試薬を含み得、本明細書中で提供されたミトコンドリアイ

ンヒビター、および／またはミトコンドリア保護試薬が挙げられるが、これらに

限定されない。

      【０１７７】

  従って、他の実施形態において、本発明によるキットは、変化したミトコンド

リア機能の指標を測定するための少なくとも１つの試薬、および少なくとも１つ

の補助試薬を含み得、ここで当業者は、本開示および当該分野の関連知識に基い

て、測定される変化したミトコンドリアの機能の特定の指標に依存するこのよう

な目的に対し、何が適切な試薬かを容易に決定し得る。

      【０１７８】
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  これらの利点および関連した利点は、当業者に理解される。以下の実施例は例

示のために提供され、限定するものではない。

      【０１７９】

  （実施例）

  （実施例  １）

  （電子伝達複合体ＩＩＩのインヒビターは、軟骨細胞におけるコラーゲンおよ

びプロテオグリカンの合成を阻害する）

  ミトコンドリア機能の阻害（特に，電子伝達系複合体ＩＩＩの阻害）が軟骨細

胞によるコラーゲンおよびプロテオグリカン合成に影響するか否かを決定するた

め、以下の実験を実施した。

      【０１８０】

  基本的には、Ｔｅｒｋｅｌｔａｕｂら（Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ  Ｒｈｅｕｍ．４

１：２１５２～２１６４、１９９８）により記載されるように、ヒト関節性軟骨

の軟骨細胞を、関節性軟骨サンプルのコラゲナーゼ消化に続いて単層培養により

得た。これら初代培養における出発物質は、接合部交換外科的手術中に切除され

、または剖検において、通常接合部または関節炎接合部から得られたヒト関節軟

骨であった。関節軟骨細胞は、１０％  ウシ胎児血清（ＦＣＳ）、１％  グルタ

ミン、１００Ｕ／ｍｌ  ペニシリン、および５０μｇ／ｍｌ  ストレプトマイシ

ン（特に示さない限り、すべてＳｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯからの試薬

）と共に高グルコース（ＤＭＥＭ  高グルコース、Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）を含有するダルベッコの

改変イーグル培地で増殖した。代表的には、本明細書中に記載した研究では、初

代細胞のみを使用した。

      【０１８１】

  不死化したＴＣ２８（「Ｔ／Ｃ－２８」として公知）若年性助骨軟骨細胞は、

Ｄｒ．Ｍａｒｙ  Ｇｏｌｄｒｉｎｇ（Ｈａｒｖａｒｄ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｓｃｈ

ｏｏｌ，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）により提供された。この型の実験に用いられ得る

別の不死化哺乳動物細胞株は、ウサギ（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ  ｃｕｎｉｃｕ

ｌｕｓ）細胞株ＨＩＧ－８２（Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  ｃｕｌｔｕｒｅ  
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Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，Ｍａｎｓｓａｓ，ＶＡより寄託番号ＣＲＩ－１８３２で

入手可能）である。ＴＣ－２８細胞株を、関節軟骨細胞について上記したように

補充した低グルコース／Ｈａｍ’ｓ  Ｆ－１２（１：１）（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）を含有するＤＭＥＭ中で

培養し、続いて、１：１０の分割比で約９０％集密度に達した後に継代培養した

。いくつかの実験において、無機化表現型、および生理学的軟骨構築に近似する

軟骨細胞の三次元立体配置を誘導するため、軟骨細胞をポリＨＥＭＡ（ポリヒド

ロキシエチルメタクリル酸）上で培養した（Ｇｌｏｗａｃｋｉら、Ｐｒｏｃ．Ｓ

ｏｃ．Ｅｘｐ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．１７２：９３～９８、１９８３）。

      【０１８２】

  関節軟骨細胞およびＴＣ２８細胞は、状態３、状態３／４、および状態３（分

離した）の条件下（例えば、Ｅｒｎｓｔｅｒら、１９８１  Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉ

ｏｌ．９１（３  パート２）：２２７ｓ；Ｂｏｖｅｒｉｓら、１９７３  Ｂｉｏ

ｃｈｅｍ．Ｊ．１３４：７０７；Ｂｏｖｅｒｉｓら、１０７６  Ｂｉｏｃｈｅｍ

．Ｊ．１５６：４３５を参照のこと）、２つの細胞の調製物をクラーク電極（Ｒ

ａｎｋ  Ｂｒｏｓ．Ｂｏｔｔｉｓｈａｍ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）を使用し

て酸素消費測定することにより比較すると、比較できるほどの呼吸性の性質を示

した。関節軟骨細胞およびＴＣ２８細胞は、ＮＯおよびＯ2
-供与体ＳＩＮ－１（

５００μＭ）またはＮＯ供与体ＮＯＣ－１２（２５０μＭ）のいずれかへの曝露

の後に、顕著に阻害された呼吸率を示し、細胞内ＡＴＰレベルを抑制した。ミト

コンドリアＥＴＣ複合体ＩＩＩインヒビターであるアンチマイシンＡ、およびミ

トコンドリアＡＴＰシンターゼ（複合体  Ｖ）インヒビターであるオリゴマイシ

ンも呼吸率を阻害し、関節軟骨細胞およびＴＣ２８細胞中の細胞内ＡＴＰレベル

を抑制した。

      【０１８３】

  非致死ではあるが、アンチマイシンＡのミトコンドリア有効用量を以下のよう

に測定した。段階的に濃度を高めたアンチマイシンＡ（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉ

ｃａｌ  Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を、培養した関節軟骨細胞およびＴ

Ｃ－２８細胞に添加した。基本的に生産者の説明書に従い、蛍光発生性Ｈ３３２
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５８（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）を組み込むことにより

細胞増殖を測定し、基本的に生産者（Ｓｉｇｍａ）の説明書に従い、トリパンブ

ルー（ｔｒｙｐａｎ  ｂｌｕｅ）色素排除（Ｍｅｄｚｉｈｒａｄｓｋｙら、Ｂｉ

ｏｃｈｅｍ．Ｍｅｄ．１３：１６４～１７７、１９７５）により細胞の生存度を

評価した。

      【０１８４】

  当該分野で公知のルシフェラーゼに基くアッセイ（Ｌｉｎら、Ａｎａｌ．Ｂｉ

ｏｃｈｅｍ．２４：５３１～５４０、１９６８）の改変により全細胞ＡＴＰレベ

ルを測定した；あるいは、関連アッセイおよび改変を使用し得る（例えば、蛍光

プレートリーダーを使用するアッセイ形式について、Ｔｕｒｍａｎら、Ｉｎ  Ｖ

ｉｔｒｏ  Ｃｅｌｌ．Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．Ａｎｉｍ．３２：１～４、１９９６を

参照）。要するに、２×１０6細胞を洗浄し、１０ｍｌリン酸緩衝化生理食塩水

（ＰＢＳ）中でペレット化した。その細胞ペレットをドライアイス／エタノール

浴中で急速冷凍し、その後、０．２５μｌの０．２Ｍ  ＨＣｌを添加し、続いて

、０．３ｍｌの２ｍＭグリシン（ｐＨ９．０）を添加した。サンプルを１００℃

で５分間加熱し、ついで氷上に置いた。０～５００ｐｍｏｌの精製ＡＴＰ（二ナ

トリウム塩）を使用し標準曲線を作成した。１００μｌの細胞抽出物、または精

製ＡＴＰ標準を等容積のＡＴＰアッセイ混合物（ＭｇＳＯ4、ＤＴＴ，ＥＤＴＡ

，ルシフェラーゼおよびルシフェリン（すべてＳｉｇｍａ  Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅ

ｓｃｅｎｃｅ  Ａｓｓａｙ  Ｋｉｔからで、すべて１：２５に希釈を含む）に添

加した。５秒間のインキュベーションおよび１５秒間の組込み後、サンプルをＴ

Ｄ－２０／２０  Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ（Ｔｕｒｎｅｒ  Ｄｅｓｉｇｎｓ，Ｓ

ｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）で読んだ。

      【０１８５】

  これらの研究の目的は、可能である場合に、生存率の１０％を超える損失を起

こさずに、全細胞ＡＴＰレベルを抑制するアンチマイシンＡのレベルを見出すこ

とだった。結果を、図１に示す。示された濃度のアンチマイシン（または、オリ

ゴマイシン、次の実施例を参照）存在下、５ｍｌ中の関節軟骨細胞またはＴＣ２

８細胞（５×１０5）を３通り研究し、２４時間毎に全部で７２時間投与し、上
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記のように全細胞内ＡＴＰ濃度を測定した。生存率測定結果を図１Ｂに示し、こ

こで示された濃度のアンチマイシン（または、オリゴマイシン）の存在下、０．

２ｍｌ中の２×１０4の軟骨細胞またはＴＣ２８細胞を、３通りで培養し、２４

時間毎に全部で７２時間投与し、細胞生存度をトリパンブルー色素排除により定

量した（＞２００個の細胞がそれぞれの複製に対し、カウントされた）。供給者

の説明書に従い、Ｐｒｏｍｅｇａ（Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）乳酸脱水素酵素放出

アッセイキットを使用して、基本的に同一の結果（示さない）を得た。

      【０１８６】

  これらの研究は、０．０２５ｍＭアンチマイシンＡが、生存度の損失を１０％

より少なく、高い解糖レベルを恒常的に変化させることなしに、細胞内ＡＴＰレ

ベルを５０～８０％まで消耗させることを示した。他に示さない限り、アンチマ

イシンＡのこの選択された濃度を、さらなる全ての実験において使用した。

      【０１８７】

  トリチウム化したプロリン（[3Ｈ]－プロリン）生合成タンパク質標識および

コラゲナーゼ感受性タンパク質産生を測定することにより、コラーゲン産生を測

定した（図２）。関節軟骨細胞またはＴＣ２８細胞（５×１０5細胞）を、示し

た薬剤の２４時間毎の添加により、０．０２５ｍＭのアンチマイシンＡ（または

０．０２μｇ／ｍｌのオリゴマイシン、次の実施例参照）を含むように作製した

５ｍｌの培地でプレートした。ミトコンドリアインヒビターを添加した後、細胞

をさらに４８時間培養した。ついで、培地を除き、５μｌ／ｍｌの[3Ｈ]－プロ

リン、５０μｇ／ｍｌアスコルベート、および１００μｇ／ｍｌのβ－アミノプ

ロピオニトリル（ｐｒｏｐｒｉｏｎｉｔｒｉｌｅ）を含む無血清培地と取りかえ

、さらに８時間インキュベーションを続けた。ついで、培地を収集し、１５％ト

リクロロ酢酸（ＴＣＡ）で沈殿した。細胞を１Ｍ  ＮａＣｌ、１ｍＭ  Ｎ－エチ

ルマレイミド、０．２ｍＭ  フェニルメチルスルホニルフルオライド、０．７５

ｍＭ  ＥＤＴＡで抽出し、ついで１５％  ＴＣＡで沈殿した。その沈殿物を５％

  ＴＣＡで３回、および０．５％  タンニン酸を含む５％  ＴＣＡで１回洗浄し

た。そのペレットを溶解し、０．０５Ｍ  トリス塩酸、ｐＨ７．６、５ｍＭ  Ｃ

ａＣｌ2、２．５ｍＭ  Ｎ－エチレンマレイミドに再懸濁した。８０ｕｎｉｔ／
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ｍｌのコラゲナーゼと共に２時間インキュベーションし、続いて１０％ＴＣＡ／

０．５％タンニン酸を添加し、そしてその上清をトリチウムチャネル中の標準シ

ンチレーションカウンティングのためのシンチレーション流体に添加することに

より、全タンパク質１μｇ当たりのコラゲナーゼ感受性タンパク質を測定した。

      【０１８８】

   [35Ｓ]標識およびその同位体の取りこみにより、ならびに抽出し、続いてＳ

ｅｐｈａｄｅｘ（登録商標）  Ｇ－２５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｐｉｓｃａｔａ

ｗａｙ，ＮＪ）でのカラムクロマトグラフィーにより精製したプロテオグリカン

への同位体の生合成組込み（ｖａｎ  Ｏｓｃｈら、Ｍａｔｒｉｘ．Ｂｉｏｌ．１

７：４１３～４２４、１９９８）によりプロテオグリカンの合成を測定した。（

図３）。軟骨細胞またはＴＣ２８細胞（３×１０6）は、直径１０－ｃｍの組織

培養皿中の３０ｍｌの培地中にプレートし、この培地をアンチマイシンＡ（また

は０．０２μｇ／ｍｌのオリゴマイシン）で２４時間毎に７２時間０．０２５ｍ

Ｍにした。培養４８時間後、無血清培地中の各プレートに２０μＣｉ／ｍｌの[3

5Ｓ]－硫酸ナトリウムを加えた。全部で７２時間後、培地を収集し、細胞をリン

酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で１回洗浄し、ついで０．５Ｍ  ＮａＯＨに擦り

取り、４℃で４８時間混合した。培地および細胞抽出物を、４Ｍ  グアニジン塩

酸塩でＳｅｐｈａｄｅｘ（登録商標）（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｐｉｓｃａｔａｗ

ａｙ，ＮＪ）Ｇ－２５Ｍ  ＰＤ－１０カラムから溶離した。溶離した部分をシン

チレーション流体に添加し、カウントした（図３中のｎ＝９の反復実験；スチュ

ーデントｔ－検定により*＝Ｐ＜０．０５）。これらの実験の結果（図２および

３）は、アンチマイシンＡ添加の７２時間後、軟骨細胞においてコラーゲンおよ

びプロテオグリカンの両方の合成が約５０％を超えるまで抑制されることを示し

た。

      【０１８９】

  （実施例２）

  （電子伝達コンプレックスＶのインヒビターは軟骨細胞中のコラーゲンおよび

プロテオグリカン合成を阻害する）

  ミトコンドリアの機能阻害が軟骨細胞によるコラーゲンおよびプロテオグリカ



(115) 特表２００３－５２０５７５

ン合成に普遍的に影響を与えたことを、アンチマイシンＡが特異的にもしくは直

接的にこれらの機能を抑制するメカニズムと対比して確認する目的で、オリゴマ

イシンを用いて以下の実験を行った。オリゴマイシンはアンチマイシンＡ（コン

プレックスＩＩＩ）とは異なる標的（コンプレックスＶ）において電子伝達系を

阻害するように作用する。

      【０１９０】

  軟骨細胞を前記実施例と同様に調製および培養し、オリゴマイシン濃度を徐々

に高めて処理した（別記のない限り、これらの実施例中の試薬はすべてＳｉｇｍ

ａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ由来のものである）。前述のアンチマイシンＡに関

する実施例中で確立した判断基準と同じ規準を満たす（すなわち、１０％を超え

る生存性の喪失を引き起こさないで、総細胞ＡＴＰレベルを抑制する）オリゴマ

イシンレベルを測定するために、ミトコンドリアの機能および細胞の機能をアッ

セイした。図１で示すように、０．０２μＭのオリゴマイシンによって細胞内Ａ

ＴＰレベルが、１０％未満の生存性喪失を伴い、および構成性の高レベルの解糖

を変化させることなく、５０～８０％減少した。別段の指示がない限り、このオ

リゴマイシンの選択濃度（０．０２μＭ）は、以下の全ての実験に用いた。

      【０１９１】

  オリゴマイシンのＡＴＰレベルおよび生存性への効果を測定したことに加えて

、軟骨細胞によるコラーゲン生合成（図２）およびプロテオグリカン産生（図３

）に対するオリゴマイシンの影響を、前述の実施例に記載された方法論に基き測

定した。アンチマイシンＡを用いて測定されたように、オリゴマイシンの非致死

量により、ミトコンドリア機能のインヒビターを添加して７２時間経過後、約５

０％を超える軟骨細胞でコラーゲンおよびプロテオグリカン両方の合成が抑制さ

れた。

      【０１９２】

  要するに非限定的な理論によると、実施例１および２で示された結果から、ミ

トコンドリアの機能の損傷が、いくつかの細胞外マトリックス構成要素の合成の

減少の確認に寄与することが示唆され、そのミトコンドリアの機能の損傷は、老

化した軟骨細胞中で起こると考えられる。そのようなマトリックス構成要素合成
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レベルの減少は、ＯＡ、ＲＡ、ＤＪＤなどのような関節炎性障害の顕著な特徴で

ある。

      【０１９３】

  （実施例３）

  （電子伝達インヒビターはＴＧＦβが軟骨細胞の機能を刺激する能力をブロッ

クする）

  トランスホーミング増殖因子β（ＴＧＦβ）は、その強力かつ広範な作用によ

り特徴づけられ、他の多くの既知の増殖因子と区別して用いられ得る（総説に関

しては、例えば以下を参照のこと：Ｃｌａｒｋ  ｅｔ  ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｂ

ｉｏｃｈｅｍ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３０：２９３－２９８，１９９８；Ａｌｅ

ｖｉｚｏｐｏｕｌｏｓ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｉｏｅｓｓａｙｓ  １９：５８１－５

９１，１９９７；Ｍａｓｓａｇｕ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６７：

７５３－７９１，１９９８）。ＴＧＦβは関節軟骨の修復能、特に関節炎におい

ての修復能に重要な役割を果たしていると示唆される（Ｐｕｊｏｌ  ｅｔ  ａｌ

．，Ａｎｎ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．５５：１０９－１２０，１９９４）。高濃

度のＴＧＦβが関節炎性関節の滑液に見られた（ｖａｎ  Ｂｅｕｎｉｎｇｅｎ  

ｅｔ  ａｌ．，Ｌａｂ．Ｉｎｖｅｓｔ．７１：２７９－２９０，１９９４）。Ｔ

ＧＦβは、コラーゲン、フィブロネクチンおよびプロテオグリカンのような細胞

外マトリックス構成要素の合成を刺激し（Ｒｏｂｅｒｔ  ｅｔ  ａｌ．，Ｋｉｄ

ｎｅｙ．Ｉｎｔｌ．４１：５５７－５５９，１９９２）、そしてインビトロでプ

ロテオグリカンの分解を抑制する。さらにＴＧＦβは、軟骨細胞増殖因子の中で

唯一、特に老人由来の軟骨細胞中においてＰＰｉ合成の顕著な増加を引き起こし

得る（Ｒｏｓｅｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ  Ｒｈｅｕｍ．４０：１

２７５－１２８１，１９９７）。

      【０１９４】

  軟骨細胞（初代培養および不死化細胞株ＴＣ－２８）は、いくつかのサンプル

中にＴＧＦβ（１０ｎｇ／ｍｌ）を０～７２時間の期間を通じて存在させたこと

を除いては、前述の実施例と同様に調製および培養した。本明細書に記載された

実験で使用したＴＧＦβは、Ｒ＆Ｄ  Ｓｙｓｔｅｍｓから購入した（Ｍｉｎｎｅ
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ａｐｏｌｉｓ，ＭＮ；ＴＧＦβはまた、例えばＳｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，

ＭＯもしくはＲｅｓｅａｒｃｈ  Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．，Ｆｌａｎ

ｄｅｒｓ，ＮＪのような他の供給源からも入手し得る）。簡潔に言うと、関節の

軟骨細胞またはＴＣ２８細胞（５×１０5細胞）を５ｍｌの完全培地で培養し、

そして１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦβ、０．０２５ｍＭのアンチマイシンＡ、または

０．０２μｇ／ｍｌのオリゴマイシンで処理した。この細胞は３７℃で４８時間

インキュベートし、最初の２４時間経過後アンチマイシンおよびオリゴマイシン

を補充した。これらの細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し、ドライアイス中で

凍結させ、そして実施例１の記載と同様に細胞内ＡＴＰのアッセイを行った。

      【０１９５】

  表１に示されるように、これらの結果から、ＴＧＦβ処理により軟骨細胞中の

細胞内ＡＴＰが、処理して７２時間後に評価した場合、約３倍増加することが示

された。しかし、アンチマイシンＡ（０．０２５ｍＭ）またはオリゴマイシン（

０．０２μＭ）を付加的に存在させた場合、この効果はブロックされた。これら

の結果から、健常なミトコンドリアの機能には、軟骨細胞に対してこのような効

果を有するＴＧＦβが必要であったことが示唆される。

      【０１９６】

【表１】

  （実施例４）
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  （ミトコンドリア機能のインヒビターは無機ピロリン酸塩（ＰＰｉ）の産生お

よび合成を阻害する）

  軟骨細胞は、無機ピロリン酸塩（ＰＰｉ）を多量に合成する能力に関して比較

的特有の存在である。ＰＰｉは、変形性関節症におけるアパタイトおよびリン酸

カルシウム二水和物（ＣＰＰＤ）両方の沈着を強く調節する。

      【０１９７】

  鍵となる、軟骨細胞によって産生されるＰＰｉ産生細胞外酵素は、プラズマ細

胞膜糖タンパク質１（ＰＣ－１）である。ＰＣ－１は５’－ヌクレオチドホスホ

ジエステラーゼＩ（ＥＣ  ３．１．４．１）であり、ヌクレオチドピロホスホヒ

ドロラーゼ（ＥＣ  ３．６．１．９）でもある。ＰＣ－１は本明細書ではＮＴＰ

ＰＰＨ  ＰＣ－１と言及する。ＡＴＰは、ＮＴＰＰＰＨ  ＰＣ－１の基質である

。つまりＡＴＰは細胞の生化学的エネルギー源であることに加えて、ＰＰｉの重

要な供給源でもあり得る。ＰＰｉ合成におけるミトコンドリア産生ＡＴＰの役割

を測定するために、以下の実験を行った。

      【０１９８】

  当実施例に記載され、かつ図４に示される一連の実験により、ＴＧＦβ非存在

下でのＰＰｉ合成におけるミトコンドリアの機能を阻害する薬剤の効果を調査し

た。軟骨細胞（初代培養および不死化細胞株ＴＣ－２８）を前述の実施例と同様

に調製、培養、およびオリゴマイシン処理（図４Ａ）、またはアンチマイシンＡ

処理（図４Ｂ）した。細胞外ＰＰｉはＴｅｒｋｅｌｔａｕｂらの方法（Ａｒｔｈ

ｒｉｔｉｓ  Ｒｈｅｕｍ．４１：２１５２－２１６４，１９９８）に従い、放射

能分析により測定し、細胞内ＤＮＡに対して補正した。細胞内ＰＰｉレベルを測

定するために、洗浄した細胞を６５℃で４５分間熱処理し、再び一度洗浄し、そ

して溶解バッファー（１％  Ｔｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００、１．６ｍＭ  ＭｇＣｌ

2、０．２Ｍ  Ｔｒｉｓ、ｐＨ  ８．１）に可溶化した。この手順は基本的にＬ

ｏｔｚらにより記載された手順（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．

Ｓ．Ａ．９２：１０３６４－１０３６８，１９９５）に従った。これらの研究結

果は、これらのミトコンドリア機能のインヒビターが基礎ＰＰｉ合成を減衰させ

たことを示す（図４）。
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      【０１９９】

  ＴＧＦβが細胞内および細胞外ＰＰｉレベルを増加させる能力に影響を与える

ミトコンドリア機能のインヒビターの能力を、別の一連の実験により調査した。

前述の実施例に記載された方法で調製した、アンチマイシンＡ処理軟骨細胞（図

４Ｂ）またはオリゴマイシン処理軟骨細胞（図４Ａ）およびコントロール（未処

理）細胞を、ＴＧＦβ（１０ｎｇ／ｍｌ）存在下もしくは非存在下でインキュベ

ートし、細胞外および細胞内ＰＰｉレベルを測定した。アンチマイシンＡまたは

オリゴマイシンのどちらかによるミトコンドリア機能の阻害は、ＴＧＦβが細胞

外および細胞内ＰＰｉを増加させる能力を排除した（図４）。

      【０２００】

  関連の実験で、オリゴマイシンまたはアンチマイシンＡどちらかのＰＣ－１ト

ランスフェクタントによるＰＰｉ合成における効果を、単独でまたはＴＧＦβと

組み合わせて測定した（図４）。簡潔に述べると、リポフェクタミンプラス（商

標）（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ

）を用いて３５ｍｍの組織培養皿中の５×１０5個のＴＣ２８細胞に一過的なト

ランスフェクションを行った。空のプラスミドＤＮＡ（２μｇ）または野生型ヒ

トＰＣ－１をコードするＤＮＡを含むプラスミドｐｃＤＮＡ３．１（２μｇ）（

Ｊｏｈｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９９９  Ａｒｔｈ．Ｒｈｅｕｍ．４２：１９

８６；Ｔｅｒｋｅｌｔａｕｂ  ｅｔ  ａｌ．，１９９４  Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ  

Ｒｈｅｕｍ．３７：９３４－４１）を、提供者の説明に従って、本ＤＮＡと「プ

ラス」試薬との複合体を形成した後に、液体試薬に加え、次いで１％のＦＣＳを

含有するＤＭＥＭ／Ｆ１２培地において３７℃で３時間細胞とともにインキュベ

ートした。次いで細胞をリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄し、完全培養培

地に戻してさらに７２時間インキュベートした。またＴＧＦβ誘導性ＮＴＰＰＰ

Ｈ  ＰＣ－１をコードするヌクレオチド配列を含有するアデノウィルス遺伝子構

築物についても、ＰＰｉの合成レベルを増大させることが記載されおよび提示さ

れている（Ｊｏｈｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅｓ

．１４：８８３－８９２，１９９９）。アデノウィルス遺伝子の移入については

、ＴＣ２８細胞とは異なりプラスミドＤＮＡでは効果的にトランスフェクトし得
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ない、関節の軟骨細胞を用いてＪｏｈｎｓｏｎらのプロトコール（１９９９  Ａ

ｒｔｈ．Ｒｈｅｕｍ．４２：１９８６）に従い行った。しかし、一過的トランス

フェクトしたＴＣ２８細胞、もしくはこれらのアデノウィルスＮＴＰＰＰＨ  Ｐ

Ｃ－１遺伝子構築物を含有するアデノウィルス性軟骨細胞形質転換体は、アンチ

マイシンＡもしくはオリゴマイシン存在下で細胞内および細胞外ＰＰｉレベルが

増大し得なかった（図４）。つまり、ミトコンドリアの機能、特に酸化的リン酸

化が、軟骨細胞における細胞外マトリックス合成およびＰＰｉ合成に対して重要

であるＡＴＰを提供するようである。

      【０２０１】

  （実施例５）

  （ミトコンドリア機能のインヒビターはマトリックス小腔でのカルシウムの病

理的な沈着を増加させる）

  変形性関節症のような関節の障害において、マトリックス小腔（ＭＶ）はカル

シウムの病理的な沈着を媒介する（Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｒｈｅｕｍ．Ｄｉｓ．Ｃ

ｌｉｎ．Ｎｏｒｔｈ  Ａｍ．１４：３０３－３１９，１９８８；Ｄｏｙｌｅ，Ｊ

．Ｐａｔｈｏｌ．１３６：１９９－２１６，１９８２；Ｄｏｈｅｒｔｙ，Ｈｏｓ

ｐ．Ｐｒａｃｔ．Ｏｆｆ．Ｅｄ．２９：９３－１０４，１９９４）。病理的なカ

ルシウム沈着に関してのミトコンドリアの構成要素を、もしあるならばこれを測

定するために、以下の実験を行った。

      【０２０２】

  小結節を形成した軟骨細胞をｐｏｌｙＨＥＭＡ（ポリヒドロキシエチルメタク

リレート）で覆われた組織培養フラスコ（Ｎａｌｇ  Ｎｕｎｃ  Ｉｎｔｅｒｎａ

ｔｉｏｎａｌ  Ｃｏｒｐ．，Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ，ＮＹ）で培養し、上記に従っ

て測定した投薬量および反応速度を用いて、アンチマイシンＡまたはオリゴマイ

シン処理した；コントロールサンプルは、これらミトコンドリア機能のインヒビ

ターにさらさなかったことを除けば、同じ方法で処理した。マトリックス小腔は

基本的に以前に記載された手順（Ｊｏｈｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｂｏｎｅ

  Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅｓ．１４：８８３－８９２，１９９９）に従い調製した。簡

潔に言うと、培地を回収し、まず２０，０００×ｇ、４℃で２０分間遠心分離し
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て細胞の破片をペレットにした。次いで、１００，０００×ｇで１時間遠心分離

してＭＶ画分を単離した。ＭＶは０．４ｍｌの溶解バッファー（１．６ｍＭ  Ｍ

ｇＣｌ2含有０．２Ｍ  Ｔｒｉｓ塩基、ｐＨ  ８．１中に１％  Ｔｒｉｔｏｎ  

Ｘ－１００）に再懸濁した。

      【０２０３】

  ＭＶのカルシウム沈着を媒介する能力を、基本的に以前に記載された手順（Ｊ

ｏｈｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅｓ．１４：８８

３－８９２，１９９９）に従いアッセイした。ＭＶ画分（０．０２５ｍｌ中に約

０．０４ｍｇのタンパク質）を０．５ｍｌの石灰化培地（ｃａｌｃｉｆｙｉｎｇ

  ｍｅｄｉｕｍ）（２．２ｍＭ  ＣａＣｌ2［１μＣｉ／ｍｌの45Ｃａ含有］、

１．６ｍＭ  ＫＨ2ＰＯ4、１ｍＭ  ＡＴＰ二ナトリウム塩、１ｍＭ  ＭｇＣｌ2

、８５ｍＭ  ＮａＣｌ、１５ｍＭ  ＫＣｌ、１０ｍＭ  ＮａＨＣＯ3、５０ｍＭ

  Ｎ－Ｔｒｉｓ（ヒドロキシメチル）メチル２－アミノエタンスルホン酸、ｐＨ

  ７．６）に加え、ボルテックスし、そして３７℃で２４時間インキュベートし

た。次いで本サンプルを１４，０００×ｇ、４℃で１０分間遠心分離した。本ペ

レットをＡＴＰを含有しないコールド（放射性標識されていない）石灰化培地で

２度洗浄した。本無機物画分の45ＣａをＨＣｌに溶解し、５ｍｌのシンチレーシ

ョン液中で数えた。アッセイコントロールは、石灰化培地からのＡＴＰ除去およ

び／またはＭＶの熱不活性化（６０℃、３０分間）を含んだ。

      【０２０４】

  これらの実験の結果（図５）から、ＡＴＰ処理した軟骨細胞由来のＭＶは、ア

ンチマイシンＡまたはオリゴマイシン処理した細胞から調製した場合、コントロ

ール（未処理）細胞由来のものと比べて５０％より多く45Ｃａ（ｐ＜０．０１）

を沈殿させることが証明された。コントロールの実験により、オリゴマイシン処

理またはアンチマイシンＡ処理のどちらも、細胞関連ＮＴＰＰＰＨ活性を抑制せ

ず、そしてどちらの薬剤もＰＰｉ分解アルカリホスファターゼ活性を変化させな

いことが示された（データでは示していない）。これらの結果から、酸化的リン

酸化を含むミトコンドリアの機能は、マトリックス小腔の組成および鉱化（ｍｉ

ｎｅｒａｌｉｚｉｎｇ）活性を調節することが示された。
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      【０２０５】

  （実施例６）

  （ミトコンドリアストレスの誘導後の軟骨細胞を防御する薬剤のスクリーニン

グアッセイ）

  本実施例では、明らかになった軟骨細胞の機能を利用した、エネルギーの枯渇

または反応性フリーラジカルのようなミトコンドリアのストレッサーから軟骨細

胞を防御する薬剤を同定するためのスクリーニングアッセイについて記載する。

軟骨細胞ＴＣ２８細胞は、１０％  ＦＣＳ、１％  Ｌ－グルタミン、１００Ｕ／

ｍｌ  ペニシリンおよび５０ｍｇ／ｍｌ  ストレプトマイシン（Ｏｍｅｇａ  Ｓ

ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｔａｒｚａｎａ，ＣＡ）補充ＤＭＥＭ／Ｈａｍ’ｓＦ１２

培地（１：１）中での単層培養により、３７℃、５％ＣＯ2の条件下で維持した

。ＧＡＧ遊離のモニタリング（図１０）のために、インビボでの軟骨細胞の生理

的な非接着状態により近く類似させる目的で、インビトロ培養システムを用いて

ＴＣ２８細胞を、９５％エタノール中の１０％（ｗ／ｖ）溶液として供された細

胞接着インヒビター、ポリ－２－ヒドロキシメタクリレート（ｐｏｌｙＨＥＭＡ

）で、あらかじめ２２℃、１８時間でコーティングし、次いでＰＢＳで２度洗浄

した６ウェルのプレートに移した。完全培地（上記同様に補充したＤＭＥＭ／Ｆ

１２）を次いでウェルに加え、そして細胞をこれらの条件下で７２時間まで維持

した（Ｆｏｌｋｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９７８  Ｎａｔｕｒｅ  ２７３：３４

５；Ｒｅｇｉｎａｔｏ  ｅｔ  ａｌ．，１９９４  Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ  Ｒｈｅ

ｕｍ．３７：１３３８）。軟骨細胞の表現型の維持は、軟骨細胞の細胞外マトリ

ックス構成要素であるＩＩ型コラーゲンおよびアグリカンをコードする遺伝子転

写物のＲＴ－ＰＣＲ測定により確認した（Ｒｅｇｉｎａｔｏ  ｅｔ  ａｌ．，１

９９４）。

      【０２０６】

  軟骨細胞防御性薬剤候補（表２に列挙された）の非存在または存在下で、細胞

を、ストレッサーとして培養液中に加えたいくつかのアゴニストのうちのひとつ

に７２時間さらした。非限定的な理論によると、そのようなストレッサーはひと

つ以上のミトコンドリアのインヒビターとして、変化したミトコンドリア機能の
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誘導物質として、アポトーシス誘導因子（ａｐｏｐｔｏｇｅｎ）として、エネル

ギー枯渇薬剤などとして作用し得る。本実施例で使用したストレッサーは硝酸供

与体ＮＯＣ－１２（Ｎ－エチル－２－（１－エチル－２－ヒドロキシ－２－ニト

ロソヒドラジノ）エタンアミン；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，Ｃ

Ａ）、ペルオキシ亜硝酸塩（ｐｅｒｏｘｙｎｉｔｒｉｔｅ）供与体ＳＩＮ－１（

３－モルホリノシドノンイミン（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏｓｙｄｎｏｎｉｍｉｎｅ

），ＨＣｌ；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）、および炎症性サイトカインヒト組換えイ

ンターロイキン１ベータ（ＩＬ－１β、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）を含んだ。細胞

傷害性は、前述のおよび製造者の説明に従い乳酸脱水素酵素遊離アッセイ（Ｐｒ

ｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）を用いて測定し、そして軟骨細胞細胞内Ａ

ＴＰは実施例１に前述されているルシフェラーゼアッセイを用いて測定した。

      【０２０７】

【表２】
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  グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）の遊離は一般に、変形性関節症の病原論にお

いて主要な事象であると考えられている。そしてそれはＩＬ－１βにより刺激を

受ける（例えば、Ｓｚｔｒｏｌｏｖｉｃｓ  ｅｔ  ａｌ．，１９９９  Ｂｉｏｃ

ｈｅｍ．Ｊ．３３９：５７１およびそこで引用された参考文献を参照）。ゆえに

、ＧＡＧの遊離は、以下のようにｐｏｌｙＨＥＭＡコーティングプレートで維持

された軟骨細胞上で測定した：本ｐｏｌｙＨＥＭＡ培養物に由来する軟骨細胞の

軟骨「小結節」を、パパイン（２０ｍＭ  リン酸ナトリウムｐＨ６．８、１ｍＭ

  ＥＤＴＡ、２ｍＭ  ジチオトレイトール溶液中に３００μｇ／ｍｌ）で１時間

消化した。遊離したＧＡＧを、確立した手順（Ｆａｒｎｄａｌｅ  ｅｔ  ａｌ．

，１９８６  Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  ８８３：１７３；Ｓ

ｚｔｒｏｌｏｖｉｃｓ  ｅｔ  ａｌ．，１９９９  Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３３９

：５７１））に従って、ジメチレンブルー（ＤＭＢ）色素結合により比色定量的

にアッセイした。簡単に言うと、等分した本パパイン消化物を、４６μＭ  ＤＭ

Ｂ、４０ｍＭ  グリシン（ｐＨ３．０）、４０ｍＭ  ＮａＣｌを含む色素溶液に

加え、そして直ちに分光光度計で５２５ｎｍで読んだ。本サンプル中のＧＡＧの
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定量は、１～５０μｇ／ｍｌのコンドロイチン硫酸のサンプルより作成した標準

曲線を用いての計算により成し得た。誘導体化クレアチン、エトキシキン、およ

びグアニジン化合物を基にしたミトコンドリア防御薬剤は、基本的にＷＯ９９／

３７２９４（ＰＣＴ／ＵＳ９９／０１７１８）およびＷＯ９９／５５３２１（Ｐ

ＣＴ／ＵＳ９９／０９９９０）（それらの全体が本明細書中に参考として援用さ

れる）で開示されているように合成した。これらの薬剤は、代表的な軟骨細胞防

御薬剤候補としてテストした。

      【０２０８】

  図６は、１００μＭのＮＯおよびＯ2供与体ＳＩＮ－１にさらしたＴＣ２８軟

骨細胞で、化合物Ａ、ＢまたはＣ（それぞれ１μＭ）により付与された、（ＬＤ

Ｈ遊離による）細胞生存性に対する防御効果を示している。同様の結果（すなわ

ち、ＮＯ細胞傷害性における本テスト化合物の緩和効果について）を図７に示し

ている。ここではＴＣ２８細胞を、ＮＯ供与体ＮＯＣ－１２（２５０μＭ）のみ

、または１μＭの化合物Ａ、Ｂ、またはＣ存在下でさらした。図８および９はそ

れぞれ、ＮＯ供与体ＮＯＣ－１２のみで、または１μＭの化合物ＤまたはＥの存

在下で培養したＴＣ２８細胞の細胞内ＡＴＰレベルおよび細胞生存性を示してい

る。図８において、細胞内ＡＴＰレベルは、ＮＯＣ－１２にさらさなかった対応

のコントロール培養物と比較して示される。そして、ＮＯＣ－１２処理群はそれ

ぞれ、防御化合物候補の存在または非存在に関わらず、細胞内ＡＴＰの顕著な抑

制を示した。しかし、図９は細胞内ＡＴＰ濃度の減少にもかかわらず、有意によ

り高い生存性により、防御化合物のどれかひとつの存在下で維持した細胞が特色

づけられたことを示す。同等の濃度（それぞれ１μＭ）において、化合物Ｊ、Ｋ

、およびＬはまた、ＳＩＮ－１またはＮＯＣ－１２にさらした細胞の細胞生存性

測定において、軟骨細胞防御活性を示した。

      【０２０９】

  図１０は、ｐｏｌｙＨＥＭＡコーティングプレートで小結節として培養したＴ

Ｃ２８細胞でのＩＬ－１β刺激によるＧＡＧ遊離の定量を示している。図１０で

も示されるように、化合物Ｃを含有させることで、ＧＡＧ遊離の減少をいくらか

弱めた。ＳＩＮ－１（１００μＭ）またはＮＯＣ－１２（２５μＭ）にさらした
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ＴＣ２８小結節もまたＧＡＧを遊離し、そして本遊離の重度は、１μＭの化合物

Ｃを存在させた場合に弱まった（ここでは示されていない）。ＩＬ－１βは細胞

内ＡＴＰレベルの減少も、ＴＣ２８細胞生存性の減少も引き起こさなかった。

      【０２１０】

  （実施例７）

  （自己軟骨細胞移植（ＡＣＩ））

  大部分の組織とは異なり、関節の軟骨は、制限された治癒能力を有する；すな

わち、一旦損傷すると、関節の軟骨はそれ自体正常には再生しない。軟骨損傷を

有するいくらかの患者は、それらの症状を軽減するために関節鏡外科手術を受け

る。このような外科手術手順には、損傷された領域の表面を滑らかにする手順（

例えば、挫滅組織切除および洗浄）ならびに線維組織または瘢痕組織を作り出す

多くの技術（マイクロフラクチャー、穿孔、表皮剥脱関節形成）が挙げられる。

瘢痕組織が関節表面を覆うが、正常な関節（ヒアリン）軟骨よりも耐久性でも弾

性でもない。

      【０２１１】

  このような外科手術手順の利点は、特に患者の先に損傷した活性レベルが維持

される場合、長い間に減少する。症状は、しばしば再発し、患者は、疼痛ととも

に生きるか、別の外科手術手順を受けるか、または重篤な場合、人工的な（例え

ば膝の）プロテーゼでの関節全体の置換を受けるという選択に直面する。約２０

０，０００の膝全体の置換操作は、膝全体の置換について約２５，０００ドル～

３０，０００ドルの費用で、毎年米国において行われている。その費用に加えて

、人工関節の別の不利な点は、一般的に１０～１５年のみ続き、５０代の人々に

は少ない処置の選択と考えられる点である。

      【０２１２】

  既存の処置の選択の乏しい長期の臨床的結果は、関節炎、変性骨障害および物

理的外傷によって引き起こされる関節の損傷についての代替の処置を発見および

開発するように研究者を刺激している。この実施例に詳細に記載されるように、

本発明は、このような代替の処置を提供する。

      【０２１３】
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  （Ａ．背景）

  移植された細胞が細胞外マトリクス成分の産生および堆積を促進することによ

って損傷の修復を容易にすることを期待して、冒された部位に軟骨細胞を移植す

ることによって、損傷した軟骨に苦しむ患者を処置する努力が行われている。こ

のような努力において、軟骨細胞は、生物学的供給源から得られ、軟骨細胞は、

有糸分裂的に増殖されて細胞集団を生成し、次いでこれは処置の必要な被験体の

損傷した関節に外科手術的に移植される。外科手術移植は、「合成軟骨」（すな

わち、内因的に産生され、分泌される細胞外マトリクス内に分散される軟骨芽細

胞および／または軟骨細胞を含む組成物または製品）から形成される「軟骨パッ

チ」の形態であり得る。細胞外マトリクスは、代表的に、コラーゲン原線維（主

に、ＩＩ型の原線維）および硫酸化プロテオグリカン（例えば、コンドロイチン

－６－スルフェートおよびケラタンスルフェート）を含む。

      【０２１４】

  このような手順において、軟骨パッチにおける軟骨芽細胞および／または軟骨

細胞は、それらが最終的に（再）移植（自己移植）される同じ被験体であり得る

か、または異なる被験体（異種移植）であり得る生物学的供給源由来である。さ

らに、異種移植は、同じ種の関連するかまたは関連しない個体から（同種異系）

か、あるいは異なる種（異種）から得られる軟骨細胞を利用し得る。あるいは、

軟骨細胞が誘導される供給源は、同種異系または異種のいずれかである樹立され

た長期の細胞株であり得る。

      【０２１５】

  自己軟骨細胞移植（ＡＣＩ）は、関節（しばしば膝を含む）損傷を受けた患者

を処置するように設計され外科手術手順である（総説について、Ｇｉｌｂｅｒｔ

，Ａｍ．Ｊ．Ｋｎｅｅ  Ｓｕｒｇ  １１：４２－４６，１９９８を参照のこと）

。既存の処置選択の乏しい長期の臨床的結果は、代替の処置としてＡＣＩの使用

を開発するために１９８０年代初期の間、ニューヨークのＨｏｓｐｉｔａｌ  ｆ

ｏｒ  Ｊｏｉｎｔ  Ｄｉｓｅａｓｅにおける研究者を刺激した。さらなる開発は

、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  ＧｏｔｅｂｏｒｇおよびＳａｈｌｇｒｅｎｓｋ

ａ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｈｏｓｐｉｔａｌ、Ｇｏｔｅｂｏｒｇ、Ｓｗｅｄｅ
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ｎにおいて続けられた。７年の試験的な研究において、スウェーデンのグループ

の研究者は、少なくとも二年早く処置された膝の大腿骨部分の軟骨欠損を有する

１６人の患者のうちの１４人において「良好～優秀の結果」を報告した。研究者

は、膝の大腿骨部分で処置された患者の大部分が、欠損の代わりに正常な軟骨に

類似したヒアリン様軟骨を発達させたことを記述した（Ｂｒｉｔｔｂｅｒｇら，

Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ３３１：

８８９－８９５，１９９４）。

      【０２１６】

  Ｃａｒｔｉｃｅｌ（登録商標）（移植のための培養された自己軟骨細胞）は、

Ｇｅｎｚｙｍｅ  Ｔｉｓｓｕｅ  Ｒｅｐａｉｒ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ）に

よって米国および欧州において市販される。これは、急性または反復性外傷によ

って引き起こされる大腿顆（ｆｅｍｏｒａｌ  ｃｏｎｄｙｌｅ）（内側、側面ま

たは滑車（ｔｒｏｃｈｌｅａｒ））の臨床的に有意な症候性の欠損の修復におけ

る使用のために患者自身（自己）の軟骨細胞を培養する商業的プロセスを使用す

る。１９９８年３月３１日現在で、２，２３８の外科医が、この手順の訓練を受

けており、Ｇｅｎｚｙｍｅ  Ｔｉｓｓｕｅ  Ｒｅｐａｉｒが１９９５年に製品を

市販し始めてから、合計で１，２７１人の患者が、処置されている。Ｃａｒｔｉ

ｃｅｌ（登録商標）は、急性または反復性外傷によって引き起こされる大腿顆（

内側、側面または滑車）の臨床的に有意な症候性の軟骨の欠損の修復について示

されている。

      【０２１７】

  Ｃａｒｔｉｃｅｌ（登録商標）を用いた処置は、整形外科医が、関節鏡外科手

術手順において除去された患者の健康な関節軟骨の小さなサンプルをＧｅｎｚｙ

ｍｅ  Ｔｉｓｓｕｅ  Ｒｅｐａｉｒに提供するときに始まる。Ｃａｍｂｒｉｄｇ

ｅ、ＭＡにおいて会社の細胞プロセシング施設において技術者が、その患者に対

して特別に数百万の新規な軟骨細胞を増殖させるための独占された方法を使用す

る。次いで、細胞をその病院に送達し、ここで外科医がそれらを介在的な外科手

術手順で欠損に移植する。

      【０２１８】
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  外科手術の間、医師は、注意深く損傷した組織を除き、そして培養された細胞

の導入のために欠損を調製する。骨を覆う小片の膜組織（骨膜）を患者の下腿か

ら取り、適所に細胞を保持するために欠損の上に縫合する。次いで、培養された

細胞を欠損のこの組織の下に移植し、ここで、これらは、耐久性の新たな軟骨を

作製するために周りの組織とさらに重ねられ、一体化される。

      【０２１９】

  １９９９年２月において、１９９５年における米国での導入以来のＣａｒｔｉ

ｃｅｌ（登録商標）を用いて処置された患者についての結果を追跡および測定す

るＧｅｎｚｙｍｅ  Ｔｉｓｓｕｅ  Ｒｅｐａｉｒ’ｓ  Ｒｅｇｉｓｔｒｙからの

結果が報告された。このデータは、Ｃａｒｔｉｃｅｌ（登録商標）のポジティブ

に安全なプロフィールを示し、そしてすべての４つの測定（膝状態の臨床医によ

る評価、膝状態の患者による評価、膝試験からの臨床医の報告、および症状の患

者の報告）における処置の２４カ月および３６カ月後での患者の高度に統計的に

有意な改善を示した。

      【０２２０】

  臨床医の評価は、大腿顆欠損を有する患者の８５％が、３６か月の後に改善さ

れた一方、８％のみが減少した評価の評点を有したことを示した。患者の評価は

、大腿顆欠損の８５％が改善された一方、７％のみが減少した評価の評点を有し

たことを示した。

      【０２２１】

  登録所からのデータは、１９８７年以来成功してＡＣＩを使用していたスウェ

ーデンの整形外科医の経験と一致する。１９９７年２月における毎年の整形学会

におけるこれらの外科医によって提示された新たなデータは、Ｂｒｉｔｔｂｅｒ

ｇら（１９９４）に示される長期の利点を確認した。外科医は、２～９年後に処

置された９２人の患者について報告した。８８％の全体の改善率は、大腿骨（ｔ

ｈｉｇｈ－ｂｏｎｅ、ｆｅｍｕｒ）の損傷について処置された全ての患者につい

て報告した。さらに顕著なことに、これらは、大腿骨の重さ支持領域にある単一

の単離された欠損について処置された患者（それ以外は安定な膝を有する）にお

いて９６％の改善率を報告した。
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      【０２２２】

  Ｃａｒｔｉｃｅｌ（登録商標）は現在、１９９７年８月に発行された米国食品

医薬品庁からのＢｉｏｌｏｇｉｃｓ  Ｌｉｃｅｎｓｅ下で市販される。ＦＤＡは

、Ｃａｒｔｉｃｅｌ（登録商標）に「急性または反復性外傷によって引き起こさ

れる大腿顆（内側、側面または滑車）の臨床的に有意な症候性の軟骨の欠損の修

復」について許可を与えた。

      【０２２３】

  ＡＣＩにおいて使用される軟骨細胞のエキソビボ操作がそれらの治療的可能性

を改善するために使用され得ることが期待される。例えば、患者への移植のため

にとっておかれた軟骨細胞は、エキソビボで操作されてマトリクス成分を産生す

る際により熟練（ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｔ）され得、得られた移植物は、より迅速

および／または広範な治癒を提供することが期待される。特定の実施形態におい

て、本発明の方法は、いくつかの形態のＤＮＡを用いてヒト関節軟骨細胞を非効

率的にトランスフェクションすることから生じる軟骨細胞を操作するエキソビボ

方法の限界を迂回する。

      【０２２４】

  （Ｂ．代表的手順）

  （１．組織含有軟骨形成細胞の単離）

  本発明の実行に有用な軟骨形成細胞は、例えば、前から存在する軟骨組織、軟

骨膜組織または骨髄のような細胞を含む哺乳動物における種々の供給源からサン

プリングされ得る。肋軟骨、鼻軟骨、耳介軟骨、気管軟骨、喉頭蓋軟骨、甲状軟

骨、披裂軟骨および輪状軟骨が軟骨形成細胞の有用な供給源であるが、関節軟骨

（体重支持または非体重支持関節のいずれか由来）は、好ましい供給源である。

関節軟骨の生検サンプルは、関節鏡外科手術または介在的関節手術を実行する外

科医によって容易に単離され得る。生検組織を単離するための手順は、当該分野

において周知である；例えば、ＭｃＧｉｎｔｙらによる、「Ｏｐｅｒａｔｉｖｅ

  Ａｒｔｈｒｏｓｃｏｐｙ」（１９９１）、Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋを参照のこと（この開示は、本明細書中において参考として援用される

）。
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      【０２２５】

  軟骨膜組織は、関節軟骨を除く全ての型の軟骨の表面をコーティングする膜組

織である。軟骨膜組織は、下にある血管新生化されていない軟骨組織にある軟骨

細胞に栄養を提供する。骨粗しょう症に苦しむ患者の肋軟骨（肋骨軟骨）からサ

ンプリングされた軟骨膜組織は、正常な関節軟骨が疾患されるかまたは利用可能

でない場合、軟骨形成細胞の供給源を提供する。軟骨膜組織の生検サンプルは、

肋軟骨の表面からか、または、関節軟骨、鼻軟骨および輪状軟骨の表面から当該

分野で周知の単純な外科手術手順を使用して単離され得る（例えば、Ｓｋｏｏｇ

ら，Ｓｃａｎ．Ｊ．Ｐｌａｓｔ．Ｒｅｃｏｎｓｔｒ．Ｈａｎｄ  Ｓｕｒｇ．２４

：８９－９３，１９９０；Ｂｕｌｓｔｒａら，Ｊ．Ｏｒｔｈｒｏ．Ｒｅｓ．８：

３２８－３３５，１９９０；およびＨｏｍｍｉｎｇａら，Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｃｏｎ

ｓｔｒ．Ｓｕｒｇ．７２：１００３－１００７，１９９０を参照のこと）。

      【０２２６】

  本発明の実行に有用な軟骨形成細胞（特に間葉細胞）が骨髄から単離され得る

ことが意図される。骨髄の単離に有用な外科手術手順は、当該分野で周知である

（例えば、Ｗａｋｉｔａｎｉら，Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｊｏｉｎｔ  Ｓｕｒｇ．７６：

５７９－５９１，１９９４を参照のこと）。

      【０２２７】

  （２．露出された軟骨形成細胞の調製）

  軟骨組織、軟骨膜組織、および骨髄から露出された軟骨形成細胞を調製するた

めのプロトコルが以下に記載される。

      【０２２８】

  （ａ）関節組織から

  関節組織（荷重された（重量支持）と荷重されない（非重量支持）の両方）は

、組織から脱凝集させ、そして細胞外マトリクスから露出された軟骨形成細胞を

離すために、酵素処置に供され得る。タンパク質分解生酵素（例えば、コンドロ

イチナーゼＡＢＣ、ヒアルロニダーゼ、プロナーゼ、コラーゲナーゼまたはトリ

プシン）を含む溶液は、細胞外マトリクスを消化するために関節軟骨組織に加え

られ得る（Ｗａｔｔ  ＆  Ｄｕｄｈｉａ，Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ  ３
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８：１４０－１４７，１９８８）。

      【０２２９】

  好ましい手順において、関節軟骨は、最初に約１ｍｍ以下の直径の小片に切断

される。これは、滅菌小刀を使用して慣用的に実行される。次いで、細かく切ら

れた組織は、例えば、０．１％のコラーゲナーゼを含む溶液の添加によって酵素

的に脱凝集される。０．２５ｍｌ当量の細かく切られた組織について約１ｍｌの

コラーゲナーゼを加えた。次いで、サンプルを混合し、そして攪拌しながら３７

℃で一晩（１６時間まで）インキュベートする。一晩の消化に続いて、残りの小

片の組織を遠心分離によって収集し、上清を除去し、そして得られた軟骨小片を

、例えば、０．２５％のコラーゲナーゼおよび０．０５％のトリプシン（例えば

、Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓから入手可能）を含

む溶液の添加によって再び消化する。残りの組織の０．２５ｍｌ当量当たり約１

ｍｌの０．２５％コラーゲナーゼ、０．０５％トリプシンを加える。次いで、サ

ンプルを混合し、そして攪拌しながら３７℃で２～４時間インキュベートする。

任意の残りの組織を遠心分離によってペレット化し、そして細胞懸濁液を集めた

。コラーゲナーゼトリプシン工程は、２～４回または組織が完全に脱凝集するま

で繰り返される。

      【０２３０】

  酵素反応は、約１０％のウシ胎仔血清（ＦＢＳ）（Ｈｙｃｌｏｎｅ、Ｌｏｇａ

ｎ、Ｕｔａｈから入手可能）を補充された組織培養培地の添加によって終わる。

好ましい細胞培養培地には、例えば、１０％ＦＢＳを補充されたＤｕｌｂｅｃｃ

ｏ最小必須培地（ＤＭＥＭ）（Ｓｉｇｍａ）が挙げられる。代替の細胞培養培地

は、１０％ＦＢＳを補充された、１：１（容積／容積）混合物のＭｅｄｉｕｍ  

１９９（Ｓｉｇｍａ）およびＭｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｅｌｌ  Ｄｅｖｅｌｏｐｍ

ｅｎｔａｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  Ｍｅｄｉｕｍ  ２０２（ＭＣＤＢ  ２０２）（Ｓ

ｉｇｍａ）をそれぞれ含む。あるいは、本発明の実行に有用な別の細胞培養培地

には、１０％ＦＢＳを補充された、３：１（容積／容積）混合物のＤＭＥＭおよ

びＨａｍ’ｓ  Ｆ－１２（Ｆ１２）（Ｓｉｇｍａ）をそれぞれ含む。

      【０２３１】
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  露出された軟骨形成細胞を含む画分は、合わせられ、そして細胞は、細胞増殖

および試験のために、約１×１０2～５×１０5細胞／ｃｍ2、より好ましくは、

約５×１０2～１×１０5細胞／ｃｍ2、そして最も好ましくは約１×１０3～１０

4細胞／ｃｍ2のプレーティング密度で細胞培養ディッシュに播種された。軟骨細

胞は、上記手順を使用して、肋軟骨、鼻軟骨、耳介軟骨、気管軟骨、喉頭蓋軟骨

、甲状軟骨、披裂軟骨および輪状軟骨から単離され得る。

      【０２３２】

  （ｂ）軟骨膜形成組織から

  露出された軟骨形成細胞は、好ましくは、本明細書中上記のセクション１（ａ

）に記載される手順と同じ手順を使用して軟骨膜組織から単離される。手短には

、組織は、約１ｍｍ以下の直径の小片に細かく切られる。細かく切られた組織は

、タンパク質分解酵素（例えば、トリプシンおよびコラーゲナーゼ）を用いて繰

り返し消化される。得られた露出された細胞は、細胞増殖および試験のために、

約１×１０2～５×１０5細胞／ｃｍ2、好ましくは、約５×１０2～１×１０5細

胞／ｃｍ2、そして最も好ましくは約１×１０3～１×１０4細胞／ｃｍ2のプレー

ティング密度で細胞培養ディッシュに播種される。

      【０２３３】

  あるいは、非破壊的な手順が使用されて、軟骨膜組織から軟骨形成細胞を単離

し得る。この手順において、インタクトな外植片組織が細胞培養ディッシュに置

かれ、そして増殖培地に播種される。組織内に配置される軟骨形成細胞は、組織

から組織プレートの表面に移動し、ここで、これらは、増殖し始める（例えば、

Ｂｕｌｓｔｒａら，Ｊ  Ｏｒｔｈｏｐ．Ｒｅｓ．８：３２８－３３５，１９９０

を参照のこと）。手短には、細かく切られた外植片組織の小片が、組織培養培地

を含む組織培養プレートに配置される。好ましい細胞培養培地は、１０％ＦＢＳ

で補充されたＤＭＥＭを含む。外植片組織を３７℃、５％ＣＯ2で３～７日間イ

ンキュベートする。この時間の間、軟骨形成細胞は、外植片組織から組織培養デ

ィッシュの表面に移動する。プレートの表面に再び結合させた後に、細胞を再び

増殖させ始める。

      【０２３４】
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  （ｃ）骨髄から

  軟骨形成細胞（特に、間葉細胞）は、骨髄のサンプルから単離され得る。骨髄

からの間葉細胞の単離に有用な手順は、当該分野において周知である（例えば、

米国特許第５，１９７，９８５号および同第４，６４２，１２０号ならびにＷａ

ｋｉｔａｎｉら、Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｊｏｉｎｔ  Ｓｕｒｇ．７６：５７９－５９１

，１９９４を参照のこと）。

      【０２３５】

  例えば、好ましい方法において、骨髄の栓（ｐｌｕｇ）は、関心の哺乳動物か

ら外科手術的に除去され得、そして細胞培養培地に加えられ得る。好ましい完全

な増殖培地は、米国特許第５，１９７，９８５号に開示される。次いで、混合物

を組織の栓を砕くようにボルテックスする。得られた懸濁液を遠心分離して骨髄

細胞を特定の物質の大きな小片（すなわち、骨の断片）から分離する。次いで、

細胞を解離させて、１６、１８および２０ゲージのニードルをはめたシリンジを

介して細胞を押すことによって単一の細胞懸濁液を得る。次いで、細胞を懸濁液

に存在する残りの細胞から間葉細胞より誘導される骨髄を選択的に分離および／

または単離するために、約１×１０5～１×１０6細胞／ｃｍ2の細胞密度で組織

培養プレートにプレートした。

      【０２３６】

  （３．露出された軟骨形成細胞のインビトロでの増殖）

  本明細書中上記のセクション２に記載される方法を使用して、軟骨組織、軟骨

膜組織、または骨髄から単離される軟骨形成細胞は、増殖のために単層培養のた

めに置かれ得る。このプロセスによって、単離された軟骨形成細胞の数を増幅し

得る。主に、当業者は、基本的に無数の軟骨形成細胞、従って、無数の量の合成

軟骨を産生し得る。しかし、増殖の間、軟骨形成細胞が脱分化し、そして軟骨特

異的細胞外マトリクスを分泌する能力を失うことが理解される。脱分化した細胞

が軟骨形成能力をなお保持するか否かをアッセイする手順は、本明細書中以下に

記載される。

      【０２３７】

  （ａ）細胞増殖
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  単層培養によって細胞を増殖するためのプロトコルは、当該分野において周知

であり（例えば、Ｐｏｌｌａｃｋ（前出）を参照のこと）、従って本明細書中で

は詳細には記載しない。手短には、単層培養は、一次軟骨形成細胞を播種するこ

とによって開始され、軟骨組織または軟骨膜形成組織のいずれかから細胞培養デ

ィッシュに約１×１０2～５×１０5細胞／ｃｍ2、より好ましくは、約５×１０2

～１×１０5細胞／ｃｍ2、そして最も好ましくは約１×１０3～１０4細胞／ｃｍ

2のプレーティング密度で単離する。一つ以上のサイクルの継代を受けた軟骨形

成細胞をまた同じプレーティング密度でプレートする。骨髄から単離された一次

軟骨形成細胞を、約１×１０5～１×１０6細胞／ｃｍ2の細胞密度で組織培養プ

レートにプレートする。一つ以上のサイクルの継代を受けた骨髄からの軟骨形成

細胞を約１×１０2～５×１０5細胞／ｃｍ2、より好ましくは、約５×１０2～１

×１０5細胞／ｃｍ2、そして最も好ましくは約１×１０3～１０4細胞／ｃｍ2の

プレーティング密度でプレートする。続いて軟骨形成細胞を、細胞培養培地中で

３７℃、５％ＣＯ2で培養した。

      【０２３８】

  好ましい細胞培養培地には、１０％ＦＢＳを補充されたＤＭＥＭが挙げられる

。あるいは、１０％ＦＢＳを補充されたそれぞれＭｅｄｉｕｍ１９９およびＭＣ

ＤＢ２０２の１：１（容積／容積）混合物を含む細胞培養培地を使用し得る。本

発明の実行に有用ななお別の細胞培養培地は、１０％ＦＢＳを補充されたそれぞ

れＤＭＥＭおよびＦ１２の３：１（容積／容積）混合物を含む。

      【０２３９】

  一旦、細胞培養がコンフルエントになる（すなわち、細胞が、互いに接触する

プレートの表面においてこのような密度に増殖する）と、細胞は、継代されそし

て新たなプレートに播種される。これは、吸引によって細胞単層を覆う細胞培養

培地を最初に除去し、そしてリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）を用いて細胞単

層を洗浄することによって達成され得る。ＰＢＳを吸引によって除去し、次いで

タンパク質分解酵素（すなわち、０．１％トリプシン）を含む溶液を、単層に注

ぐ。タンパク質分解酵素は、細胞をプレートの表面につなぐタンパク質を加水分

解し、それによって細胞をプレートの表面から離す。次いで、細胞懸濁液中のタ
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ンパク質分解酵素を、懸濁液にＦＢＳを加えることによって不活化して、１０％

（容積／容積）の最終濃度を得る。次いで、懸濁液中の細胞密度を見積り、そし

て細胞を１ｃｍ2当たり約１×１０2～５×１０5細胞、より好ましくは、約５×

１０2～１×１０5細胞、そして最も好ましくは約１×１０3～１×１０4細胞の密

度で新たな細胞培養プレートに再びプレートする。継代手順を、十分な細胞が所

定のサイズの軟骨の小片を調製するように増殖するまで、複数回（例えば、約７

～１０回まで）繰り返し得る。

      【０２４０】

  増殖された細胞の懸濁液を当該分野で周知の技術を使用して無期限に凍結保存

し得ることが理解される。例えば、Ｐｏｌｌａｃｋ（前出）を参照のこと。従っ

て、軟骨形成細胞の集団は、必要が生じた場合いつでも、後の使用のために保存

され得る。

      【０２４１】

  （ｂ）増殖した細胞の軟骨形成能力についてのアッセイ

  脱分化軟骨形成細胞（単層培養で増殖される）をアッセイして、それらがなお

それらの軟骨形成能力を保持するか否かを決定し得る。これは、アガロース培養

と呼ばれるプロセスで半固体培地において細胞を培養することによって実行され

得る。この手順は、Ｂｅｎｙａら（Ｃｅｌｌ  ３０：２１５－２２４、１９８２

）に記載される。手短には、増殖した軟骨形成細胞は、温かい２％低融点アガロ

ース（ＬＴアガロース）（ＢｉｏＲａｄ、Ｒｉｃｈｍｏｎｄ、ＣＡ）の溶液に播

種される。ＬＴアガロースの使用によって、細胞は、細胞に対して熱損傷なしに

アガロースに播種され得る。アガロースを、細胞の添加の前に約３９℃～４１℃

に冷却する。約１×１０3～１×１０6細胞を、１ｍｌの液体アガロースに播種す

る。

      【０２４２】

  細胞を、続いて、１０％ＦＢＳを補充されたＤＭＥＭを好ましくは含む細胞培

養培地で３～４週間の間、３７℃、５％ＣＯ2で培養する。この時間の間、軟骨

形成細胞を、細胞外マトリクスを分泌し始めるコロニーを形成するように複製す

る。得られたコロニーは、アガロースに埋め込まれた小さな「塊（ｎｏｄｕｌｅ
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）」の外観を有する。コロニーを計数し得、そして軟骨形成集団の細胞が当該分

野で周知の手順を使用して組織化学的および免疫組織化学的に決定される。

      【０２４３】

  組織化学的染色：手短には、細胞を含むアガロースゲルは、ＰＢＳ中で１０％

ホルマリンで固定される。次いでサンプルを寒冷カット（ｃｒｙｏ－ｃｕｔ）ミ

クロトーム（Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｏｐｔｉｃａｌ）を用いて８～１８μｍの区分

に分画する。一般的な細胞形態学および組織表現型を、当該分野で周知のヘマト

キシリン-エオシン法によって区分を染色することによって評価し得る。手短に

は、得られた区分を１０分間、５％エタノール中に溶解したヘマトキシリンを含

む染料中でインキュベートする。次いで、区分を水で洗浄し、続いて、４５秒間

、７０％エタノール中の１％エオシンを含む染料中でインキュベートする。次い

で、区分を９５％エタノールで洗浄する。細胞外マトリクスの塊は、これらの実

験条件下で紫色に染色する。

      【０２４４】

  細胞外マトリクス中の硫酸化プロテオグリカンは、１５～３０分間、０．１Ｎ

塩酸中の１％アルシアンブルーを含む染料中でアガロース粒子をインキュベート

することによって視覚化され得る。あるいは、プロテオグリカンは、１５～３０

分間、１％酢酸中の０．２％サフラニンＯ／ファストグリーンを含む染料中でア

ガロース粒子をインキュベートすることによって視覚化され得る。次いで、染色

された粒子を、水で洗浄する。細胞外マトリクスに存在する硫酸化プロテオグリ

カンは、それぞれ２つの方法によって、青色およびオレンジ色に染色する。

      【０２４５】

  （免疫組織化学的染色）：軟骨形成細胞を含むアガロース粒子を、低温切断用

（ｃｒｙｏ－ｃｕｔ）ミクロトーム（Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｏｐｔｉｃａｌ）を用

いて８～１８μｍの切片に切片化する。次いで、これらの切片を、細胞外マトリ

クス上に存在する抗原性エピトープを露出するために酵素的に消化した。好まし

い酵素としては、タンパク質分解性酵素プロテアーゼＸＩＶ型（Ｓｉｇｍａ）が

挙げられる。手短に言うと、これらのアガロース切片を、０．４ｍｇ／ｍｌのプ

ロテアーゼＸＩＶ型を含有するＴｒｉｓ緩衝化生理食塩水ｐＨ７．４（ＴＢＳ）
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中で、室温にて９０分間インキュベートする。次いで、得られた切片を、ＴＢＳ

で２回洗浄する。

      【０２４６】

  以下を結合するモノクローナル抗体：Ｉ型コラーゲン（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ  Ｉ

ｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｔｉｍａｃｕｌａ，ＣＡ製のＡＢ７４５およびＭＡ

Ｂ１３４０）；ＩＩ型コラーゲン（ＳａｎＢｉｏ  Ｉｎｃ．，Ａｍｓｔｅｒｄａ

ｍ，Ｈｏｌｌａｎｄ製のＰＳ４８；Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ  Ｂａｎｋ，Ｂａｌｔｉ

ｍｏｒｅ，Ｍｄ．製のＣＩＩＣＩ）；およびコンドロイチン－６－硫酸（Ｓｅｉ

ｋａｇａｋｕ  Ａｍｅｒｉｃａ  Ｉｎｃ．，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ製のＭａ

ｂＣｓ－Ｄ）を使用して、アガロース粒子中のこれらの細胞外成分の存在を検出

し得る。免疫染色を、ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ  ＡＢＣ－ＡＰキット（Ｖｅｃｔｏ

ｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）を製造業者の説明書に従って使用して行い得る。

      【０２４７】

  （４．合成軟骨パッチの調製）

  増殖後、軟骨形成能力をなお有する軟骨形成細胞を、足場依存性様式（すなわ

ち、細胞が接触する細胞接着表面を有するウェルにおいて）；または足場非依存

性様式（すなわち、細胞非接着表面を有するウェルにおいて）で培養する。足場

依存性様式で増殖拡大される軟骨形成細胞は、通常、脱分化しそして軟骨特異的

ＩＩ型コラーゲンおよび硫酸化プロテオグリカンを分泌する能力を失うことが示

唆されている（Ｓｃｈｌｉｔｚら、前出；Ｍａｙｎｅら、前出；Ｍａｙｎｅら、

前出；Ｏｋａｙａｍａら、前出；Ｐａｃｉｆｉｃｉ  ＆  Ｈｏｌｔｚｅｒ、前出

；Ｐａｃｉｆｉｃｉら、前出；Ｗｅｓｔら、前出；ｖｏｎ  ｄｅｒ  Ｍａｒｋ前

出；Ｏｅｇａｍａ  ＆  Ｔｈｏｍｐｓｏｎ、前出；Ｂｅｎｙａ  ＆  Ｓｃｈａｆ

ｆｅｒ、前出）。米国特許第５，７８６，２１７号は、未分化軟骨形成細胞が、

その細胞接触表面への細胞の接着を阻止する細胞接触表面を有するウェルに播種

しそして培養した場合に、これらは、再分化しそして軟骨特異的コラーゲンおよ

び硫酸化プロテオグリカンの分泌を開始し、これによって、インビトロでの合成

軟骨のパッチが形成されることを開示する。

      【０２４８】
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  さらに、予め成形したウェル中で細胞を培養することが、所定の厚さおよび体

積の合成軟骨パッチを製造することを可能にすることが見い出された。しかし、

得られた軟骨のパッチの体積は、ウェルの体積のみならずウェルに播種された軟

骨形成細胞の数にも依存することが理解される。最適な所定の体積の軟骨は、上

述のパラメーターのいずれかまたは両方を変更することによって、慣用的な実験

によって調製され得る。

      【０２４９】

  （（ａ）予め成形したウェルの調製）

  いくつかのアプローチが、細胞が接触する細胞非接着表面を有する予め成形し

たウェルを調製するために利用可能である。ウェルの細胞接触表面は、この細胞

接触表面への軟骨形成細胞の接着を阻止する分子でコートされ得る。好ましいコ

ーティング試薬としては、シリコンベースの試薬（例えば、ジクロロジメチルシ

ラン）またはポリテトラフルオロエチレンベースの試薬（例えば、Ｔｅｆｌｏｎ

TM）が挙げられる。シリコンベースの試薬（特に、ジクロロジメチルシラン）で

材料をコートするための手段は、当該分野で周知である。例えば、Ｓａｍｂｒｏ

ｏｋら（１９８９）「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ」、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ（この開示は、本明細書中に参考として援用される）

を参照のこと。ウェル表面への細胞の接着を妨げる他の生体適合性の試薬が、本

発明の実施に有用であり得ることが理解される。

      【０２５０】

  あるいは、ウェルは、それ自体で細胞の接着を可能にしない、成形可能（ｐｌ

ｉａｂｌｅ）または鋳造可能（ｍｏｌｄａｂｌｅ）な生体適合性の材料から鋳造

され得る。このような細胞接着を妨げる好ましい材料としては、アガロース、ガ

ラス、未処理の細胞培養プラスチックおよびポリテトラフルオロエチレン（例え

ば、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標））が挙げられるが、これらに限定されない。未処

理の細胞培養プラスチック（例えば、静電荷を有する材料で処理されていないか

またはこのような材料から作製されていないプラスチック）は、市販されており

、例えば、Ｆａｌｃｏｎ  Ｌａｂｗａｒｅ，Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
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，Ｌｉｎｃｏｌｎ  Ｐａｒｋ，Ｎ．Ｊ．から購入され得る。しかし、上述の材料

は、限定することを意味されない。軟骨形成細胞の接着を本来阻止する、任意の

他の成形可能または鋳造可能な生体適合性の材料が、本発明の実施において有用

であり得ることが理解される。

      【０２５１】

  ウェルのサイズおよび形状は、修復されるべき関節の軟骨欠陥のサイズおよび

形状によって決定され得る。例えば、ウェルは、２５ｃｍ2の断面積を有し得る

ことが意図される。これは、成体のヒト大腿軟骨顆（ｃｈｏｎｄｙｌｅ）の平均

断面積である。従って、大腿軟骨顆の全体を再現するために、本発明の方法に従

って、合成軟骨の単一の小片を調製し得ることが理解される。ウェルの深さは、

好ましくは、約０．３ｃｍより大きく、そして好ましくは、約０．６ｃｍの深さ

である。成体の咬合関節における天然の関節軟骨の厚さは、通常、約０．３ｃｍ

である。従って、ウェルの深さは、約０．３ｃｍの軟骨パッチが形成するのを可

能にするに十分大きくあるべきである。しかし、ウェルはまた、この軟骨パッチ

を覆う増殖培地を含むに十分な深さである。

      【０２５２】

  本発明に従って調製される大きい片の軟骨が、その損傷軟骨の外科的修復を行

う外科医によって、予め選択したサイズおよび形状に「切り取られ」得ることも

また意図される。切り取りは、鋭い切断器具（例えば、小刀、鋏、または切断刃

を備えた関節鏡検査デバイス）の使用によって、当該分野で周知の手順を使用し

て行われる。

      【０２５３】

  予め成形したウェルは、好ましくは、無菌条件下でアガロースゲルのブロック

に鋳造される。アガロースは、経済的であり、生体適合性であり、成形可能であ

り、そして鋳造可能な材料であり、これを使用して、予め成形したウェルを迅速

かつ容易に鋳造し得る。上記のように、ウェルの寸法は、所望の得られる軟骨栓

子のサイズに依存し得る。

      【０２５４】

  予め成形したウェルは、溶融ＬＴアガロース（ＢｉｏＲａｄ）の熱い溶液を、
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シリンダーを備える組織培養ディッシュに注ぐことによって調製され得る。この

シリンダーは、形成されるべきウェルの形状を反映する寸法を有する。ウェルの

サイズおよび形状は、当業者によって選択され得、これは、修復されるべき関節

軟骨欠陥の形状に依存し得る。一旦アガロースが冷却しそしてシリンダー周辺で

固化すると、シリンダーを鉗子で注意深く取り外す。シリンダーの取り外しによ

って露出される組織培養ディッシュの表面は、溶融アガロースで覆われる。これ

は、ウェルの底を封鎖し、そしてウェルの基部に細胞接着表面を提供する。この

新たに添加した溶融ＬＴアガロースが冷却および固化すると、この得られた予め

成形したウェルは、培養、および増殖された軟骨形成細胞の再分化の刺激に適切

である。しかし、代替的な方法を使用して、本発明の実施に有用な予め成形した

ウェルを調製し得ることが理解される。

      【０２５５】

  （（ｂ）軟骨パッチの増殖）

  引き続いて、懸濁液中の増殖された軟骨形成細胞［本明細書中の上記３（ａ）

節］を、この予め成形したウェルに播種しそしてこのウェルにおいて培養する。

細胞を、１ｍｌあたり約１×１０5～１×１０9の増殖された軟骨形成細胞、より

好ましくは、１ｍｌあたり約１×１０6～１×１０8細胞、そして最も好ましくは

、１ｍｌあたり約３×１０6～２×１０8細胞の細胞密度に、細胞培養培地の添加

によって希釈する。好ましい細胞培養培地は、１０％ＦＢＳを補充したＤＭＥＭ

を含む。あるいは、それぞれ１：１（容量／容量）のＭｅｄｉｕｍ  １９９およ

びＭＣＤＢ  ２０２の混合物を含む、１０％のＦＢＳで補充した細胞培養培地が

使用され得る。本発明の実施に有用であるなお別の細胞培養培地は、１０％のＦ

ＢＳを補充した、それぞれ３：１（容量／容量）のＤＭＥＭおよびＦ１２の混合

物を含む。

      【０２５６】

  約１×１０3～１×１０7細胞、好ましくは、１×１０4～１×１０6細胞、そし

て最も好ましくは、約５×１０4～５×１０5細胞が、１ｍｍ3容量の合成軟骨の

小片を生成する。従って、当業者は、予め成形したウェルに適切な数の軟骨形成

細胞を播種することによって、予め決定されたサイズの合成軟骨のパッチを生成
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し得る。引き続き、細胞を、３７℃、５％  ＣＯ2で、１～９０日間、好ましく

は、５～６０日間、そして最も好ましくは、１０～３０日間培養し、軟骨特異的

ＩＩ型コラーゲンおよび硫酸化プロテオグリカンの分泌を可能にし、それによっ

てインビトロで合成軟骨の形成をする。細胞培養培地を、１日おきにウェルから

除去しそして新鮮な細胞培養培地で置き換え、細胞の最適な生存性を維持する。

      【０２５７】

  ウェルへの増殖された軟骨形成細胞の播種の約４時間以内に、細胞は融合し、

細胞の接着性栓子を形成する。この接着性栓子における細胞は、Ｉ型コラーゲン

を最初に分泌する。約４～１０日後、これらの細胞は、軟骨特異的な硫酸化プロ

テオグリカンおよびＩＩ型コラーゲンの分泌を開始する。サンプル時間に経時的

に、Ｉ型コラーゲン合成のレベルは減少する。長期間の培養後、ウェル中の軟骨

形成細胞によって発現されるコラーゲンは、主に、ＩＩ型コラーゲンである。し

かし、４時間以内に形成されたこの細胞の粘着性栓子をウェルから取り出し、そ

して軟骨欠陥に外科的に移植することが意図される。この未分化の軟骨形成細胞

は、その後、インサイチュで再分化され得、それによって、関節内で合成軟骨を

形成することが理解される。

      【０２５８】

  予め成形したウェル中に形成された、得られた合成軟骨組織を、関節への移植

の前に、本明細書中上記に記載の手順を使用して、生化学的または形態学的にア

ッセイし得る。手短に言うと、この合成軟骨を、低温切断用ミクロトーム（Ａｍ

ｅｒｉｃａｎ  Ｏｐｔｉｃａｌ）を用いて８～１８μｍの切片に切片化し得、そ

して得られた切片を、３（ｂ）節に記載の手順を使用して染色し得る。

      【０２５９】

  ポリペプチド増殖因子を予め成形したウェル中の軟骨形成細胞に添加して、関

節軟骨特異的なプロテオグリカンおよび／またはコラーゲンの産生を増強または

刺激し得ることが意図される（例えば、Ｌｕｙｔｅｎ  ＆  Ｒｅｄｄｉ（１９２

）  「Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｃｈｏｎ

ｄｒｏｃｙｔｅｓ」、ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，Ａｎｎ  Ａ

ｒｂｏｒ，Ｌｏｎｄｏｎ，ａｎｄ  Ｔｏｋｙｏ、２２７－２３６頁を参照のこと
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）。好ましい増殖因子としては、トランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦβ）

、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、上皮増

殖因子（ＥＧＦ）、酸性線維芽細胞増殖因子（ａＦＧＦ）、塩基性線維芽細胞増

殖因子（ｂＦＧＦ）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、ケラチノサイト増殖因子（Ｋ

ＧＦ）、骨形態形成因子（ＢＭＰ）（すなわち、ＢＭＰ－１、ＢＭＰ－２、ＢＭ

Ｐ－３、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５およびＢＭＰ－６）および骨原性タンパク質（

ＯＰ）（すなわち、ＯＰ－１、ＯＰ－２およびＯＰ－３）が挙げられるが、これ

らに限定されない。ＴＧＦβ、ＩＧＦ、ＰＤＧＦ、ＥＧＦ、ａＦＧＦ、ｂＦＧＦ

、ＨＧＦおよびＫＧＦの好ましい濃度は、約１～１００ｎｇ／ｍｌ、より好まし

くは、約５～約５０ｎｇ／ｍｌ、そして最も好ましくは、約１０～約２０ｎｇ／

ｍｌの範囲である。ＢＭＰおよびＯＰの好ましい濃度は、約１～約５００ｎｇ／

ｍｌ、より好ましくは、約５０～約３００ｎｇ／ｍｌ、そして最も好ましくは、

約１００～約２００ｎｇ／ｍｌの範囲である。しかし、これらの特定の因子に限

定されない。軟骨特異的プロテオグリカンおよびコラーゲンの産生を刺激または

誘導し得る任意のポリペプチド増殖因子が、本発明の実施において有用であり得

る。さらに、アスコルベートを予め成形したウェル中の軟骨形成細胞に添加して

、軟骨特異的プロテオグリカンおよびコラーゲンの産生を増強または刺激し得る

ことが意図される。アスコルベートの好ましい濃度は、約１～約１０００μｇ／

ｍｌ、より好ましくは、約２０～約５００μｇ／ｍｌ、そして最も好ましくは、

約５０～約１００μｇ／ｍｌの範囲である。

      【０２６０】

  （５．関節軟骨欠陥の外科的修復）

  哺乳動物における軟骨欠陥は、関節鏡検査または関節の切開手術の間に可視的

に容易に同定可能である。軟骨欠陥はまた、コンピューター断層撮影法（ＣＡＴ

スキャニング）、Ｘ線検査、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、滑液または血清マーカ

ーの分析、または当該分野で公知の他の手段によって、推測的に同定され得る。

欠陥の処置は、当該分野で公知の関節鏡手段または切開手術手段の間に行われ得

る。従って、一旦欠陥が同定されると、その欠陥は、以下の工程によって処置さ

れ得る：（１）本明細書中に記載の方法によって調製した合成関節軟骨の小片を
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、所定の部位に外科的に移植する工程、および（２）その合成関節軟骨を所定の

部位に統合させる工程。

      【０２６１】

  合成軟骨パッチは、必要に応じて、そのパッチが欠陥に移植されたときに、移

植された組織の縁が、欠陥の縁と直接的に接触するような、サイズおよび形状を

有する。さらに、合成軟骨パッチは、外科手段の間に定位置に（ｉｎ  ｐｌａｃ

ｅｄ）固定され得る。これは、生分解性の縫合糸（すなわち、例えば、Ｅｔｈｉ

ｃｏｎ，Ｊｏｈｎｓｏｎ  ＆  Ｊｏｈｎｓｏｎから入手可能な）でその欠陥にパ

ッチを外科的に固定することによって、そして／またはそのパッチと欠陥の接触

領域に生体接着剤（ｂｉｏａｄｈｅｓｉｖｅ）を塗布することによって、行われ

る。好ましい生体接着剤としては、Ｆｒ．特許第２４４８９００号；Ｆｒ．特許

第２４４８９０１号およびＥＰ．Ｓ．Ｎ．８８４０１９６１．３に開示されるも

のと類似の、フィブリン－トロンビン接着剤および米国特許第５，１９７，９７

３号に開示されるような合成生体接着剤が挙げられるが、これらに限定されない

。しかし、代替的なタイプの縫合糸および生体適合性の接着剤が、本発明の実施

に有用であり得ることが意図される。

      【０２６２】

  いくつかの例において、損傷された関節軟骨は、合成軟骨のパッチの移植前に

外科的に露出され得る。さらに、関節軟骨欠陥への合成軟骨パッチの接着は、ト

ランスグルタミナーゼでその欠陥を処理することによって増強され得る（Ｉｃｈ

ｉｎｏｓｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６５：１３４１１－１３４１４，１

９９０；Ｎａｊｊａｒら、「Ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅｓ」、Ｂｏｓｔ

ｏｎ，Ｍａｒｔｉｎｕｓｅ－Ｎｉｊｈｏｆｆ，１９８４）。最初に、この軟骨の

欠陥を、例えば、コットンを使用して乾かし、そしてトランスグルタミナーゼの

溶液で満たす。その後、この溶液を、例えば、吸引によって除去し、トランスグ

ルタミナーゼを含む膜をこの軟骨上に残す。その後、合成軟骨パッチを、上記の

方法によって欠陥に移植する。

      【０２６３】

  合成軟骨パッチは、好ましくは、同種異系であり、最も好ましくは、自原性性
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質である。従って、合成の同種異系軟骨は、意図されるレシピエントと同じ種に

属する哺乳動物から単離された生検組織から調製され得る。合成の自原性軟骨は

、意図されるレシピエント由来の生検組織から調製され得る。さらに、合成軟骨

は、ヒト関節軟骨欠陥の修復に有用であり得る。従って、軟骨形成細胞は、以下

から単離され得る：ヒト軟骨組織（例えば、ヒト関節軟骨（体重がかかる（ｗｅ

ｉｇｈｔ－ｂｅａｒｉｎｇ）関節および体重がかからない（ｎｏｎ－ｗｅｉｇｈ

ｔ－ｂｅａｒｉｎｇ）関節由来）、ヒト肋軟骨、ヒト鼻軟骨、ヒト耳介軟骨、ヒ

ト気管軟骨、ヒト喉頭蓋軟骨、ヒト甲状軟骨、ヒト披裂軟骨およびヒト輪状軟骨

）；ヒト軟骨膜組織（例えば、ヒト肋軟骨、ヒト鼻軟骨、ヒト耳介軟骨、ヒト気

管軟骨、ヒト喉頭蓋軟骨、ヒト甲状軟骨、ヒト披裂軟骨およびヒト輪状軟骨の表

面からサンプリングされた軟骨膜組織）；またはヒト骨髄。関節軟骨欠陥の修復

を行う外科的手段は、当該分野で周知である。例えば、Ｌｕｙｔｅｎ  ＆  Ｒｅ

ｄｄｉ、「Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｃｈ

ｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ」、ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，Ａｎｎ

  Ａｒｂｏｒ，Ｌｏｎｄｏｎ，＆  Ｔｏｋｙｏ、２２７－２３６頁、１９９２を

参照のこと。

      【０２６４】

  前述の手段の種々の改変は、当該分野で公知であり、本発明の方法に含まれ得

る。例えば、米国特許第４，８４６，８３５号は、３次元コラーゲンマトリクス

上への自己軟骨細胞の播種を開示し、次いで、この３次元コラーゲンマトリクス

は、関節軟骨病変の部位にインビボで挿入され、そして縫合した骨膜皮弁を使用

して定位置で固定される。米国特許第５，０４１，１３８号は、移植のための３

次元性分解性マトリクス上へ軟骨細胞を播種するか、またはインビトロで遊離の

軟骨細胞を増殖させることによる、軟骨構造のインビトロ増殖を開示し、次いで

これは、損傷部位に直接投与される。米国特許第５，７２３，３３１号および同

第５，７８６，２１７号は、軟骨パッチを調製しそして軟骨細胞を含む組成物を

移植するための、方法および組成物を開示する。米国特許第５，７３６，３７２

号、同第５，９０２，７４１号および同第５，９３２，４５９号は、軟骨細胞に

適応し得そして所望の形状に鋳造され得るかまたは形付けられ得る、３次元合成
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ポリマー繊維マトリクスを調製する方法を開示する。米国特許第５，９２８，９

４５号は、ずれ流動応力の適用によって、培養軟骨細胞において、増強された軟

骨細胞機能を維持するための方法および材料を開示する。

      【０２６５】

  （Ｃ．軟骨細胞のミトコンドリア機能を改善するための処理）

  軟骨細胞を、所望の軟骨細胞、すなわち、改善されたミトコンドリア機能を有

する軟骨細胞、を生成または選択するために、以下の様式の１以上においてエキ

ソビボで処理する。

      【０２６６】

  （１．サイブリッド）

  軟骨細胞のミトコンドリア機能を改善する１つの方法は、軟骨細胞からその内

因性ミトコンドリアＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）を枯渇させρ－ゼロ細胞を生成する工

程、および、その後、このようなρ－ゼロ細胞に、関節障害を有さないかまたは

関節障害に対する素因のないことが既知の動物由来のミトコンドリアを導入する

工程を包含する。従って、得られた細胞ハイブリッド（すなわち、サイブリッド

）は、親軟骨細胞由来の核成分および健常な動物由来のミトコンドリア成分を有

する。これらのサイブリッド軟骨細胞は、改善されたミトコンドリア機能を有し

、そして結果として軟骨細胞媒介性の関節に限定的な活性をより良好に及ぼすこ

とが予測される。エキソビボで操作される軟骨細胞が、それらが最終的に再導入

される動物と同じ動物から誘導される場合、本発明の方法は、その移植される細

胞の免疫反応性についての可能性の減少に起因する、改善された結果の利点を提

供する。すなわち、ある動物由来の操作された軟骨細胞は、その動物の免疫系か

らの応答を誘発することは予測されない。この利点は、このような方法の有効性

を改善する。なぜなら、その移植される軟骨細胞は、その動物において、より多

数でそして／またはより長い期間維持されることが予測され、そしてまた、免疫

応答およびその後の事象に起因する、このような処置の所望でない副作用の可能

性を減少するからである（Ｈｙｃら、Ｃｅｌｌ  Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．６：１

１９－１２４、１９９７；Ｒｏｍａｎｉｕｋら、Ｔｒａｎｓｐｌ．Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ．３：２５１－２５７，１９９５）。
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      【０２６７】

  ρ－ゼロ細胞およびサイブリッド細胞を調製および使用するための方法は、以

下に記載される：米国特許第５，８４０，４９３号および同第５，８８８，４３

８号、公開ＰＣＴ出願ＷＯ９５／２６９７３およびＷＯ９８／１７８２６、Ｋｉ

ｎｇおよびＡｔｔａｒｄｉ（Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：５００－５０３，１９８

９）、Ｃｈｏｍｙｎら（Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１１：２２３６－２２４

４，１９９１）、Ｍｉｌｌｅｒら（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．６７：１８９７－

１９０７，１９９６）、Ｓｗｅｒｄｌｏｗら（Ａｎｎａｌｓ  ｏｆ  Ｎｅｕｒｏ

ｌｏｇｙ  ４０：６６３－６７１，１９９６）、Ｃａｓｓａｒｉｎｏら（Ｂｉｏ

ｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  １３６２：７７－８６，１９９７）、Ｓ

ｗｅｒｄｌｏｗら（Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ  ４９：９１８－９２５，１９９７）、

Ｓｈｅｅｈａｎら（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．６８：１２２１－１２３３，１９

９７）およびＳｈｅｅｈａｎら（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１７：４６１２－４６

２２，１９９７）。比較的短い時間でρ－ゼロ細胞を迅速に得る方法（これは、

いくつかの状況下で所望され得る）は、同時係属米国特許出願番号０９／０６９

，４８９および同０９／３０１，５１７に記載される。軟骨パッチにおけるサイ

ブリッドの使用に関して、軟骨細胞が、外因性ミトコンドリアの導入前にそれら

の内因性ミトコンドリアＤＮＡが必ずしも枯渇される必要がない（すなわち、ρ

－ゼロ細胞に変換される必要のない）こと、および、得られたサイブリッドが、

おそらくそれらのｍｔＤＮＡに関して異原性（ｈｅｔｅｒｏｐｌａｓｍｉｃ）で

あるが、にもかかわらず、それらが由来する軟骨細胞と比較して増強されたミト

コンドリア機能を有し得ることが理解される。

      【０２６８】

  この型のエキソビボ操作は、患者の軟骨細胞に存在するミトコンドリアゲノム

の配列が、ミトコンドリア機能に影響を与える１以上の変異を含むことが示され

ている場合に、特に有用であることが、当業者に認識される。これらの例におい

て、非変異体ミトコンドリアゲノムを含むサイブリッドの導入は、遺伝子治療の

ユニークな形態を表す。変異についてミトコンドリアＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）を試

験するための方法は、例えば、同時係属米国特許出願番号６０／１３０，４４７
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（代理人整理番号６６００８８．４２６Ｐ１）に記載される。

      【０２６９】

  （（ｂ）ミトコンドリア保護剤での処理）

  改善されたミトコンドリア機能を有する所望の軟骨細胞を生成するために軟骨

細胞をエキソビボで処理する別の様式は、軟骨パッチの調製の１以上の段階の間

に、本明細書中に提供されるような１以上のミトコンドリア保護（ミトコンドリ

ア保護性の（ｍｉｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ））薬剤を、軟骨細胞に接触させる

ことである。このような（ミトコンドリア保護性の）薬剤としては、例として、

関節障害の処置のための本明細書中に示される抗酸化剤および抗アポトーシス剤

が挙げられるが、これらに限定されない。上記の方法の１以上を使用してアッセ

イされる、軟骨細胞機能を増強するミトコンドリア保護剤が好ましい。インビボ

で軟骨細胞のミトコンドリア機能をさらに増強するために、軟骨細胞の移植後に

被験体または患者に１以上のミトコンドリア保護剤を投与することもまた望まし

くあり得る。

      【０２７０】

  （（ｃ）ミトコンドリアにおいて優れた軟骨細胞の富化）

  改善されたミトコンドリア機能を有する所望の軟骨細胞を生成するために軟骨

細胞をエキソビボで処理する別の様式は、比較的増強されたミトコンドリア機能

を有する軟骨細胞を選択して、ミトコンドリアにおいて優れた軟骨細胞が富化さ

れた集団を調製するである。増強された軟骨細胞機能を有する軟骨細胞のこの富

化された集団を使用して、その特徴が１以上の所望の特性（例えば、関節損傷部

位へのより迅速な接着および修復、増強されたＥＣＭ産生、インビトロまたはイ

ンビボでの長期の安定性など）を有する軟骨パッチを調製する。

      【０２７１】

  種々の方法を使用して、増強されたミトコンドリア機能を有する軟骨細胞を選

択し得る。例えば、ローダミン１２３を接触した細胞の蛍光細胞分析分離（ＦＡ

ＣＳ）（これは、ミトコンドリア膜電位（ΔΨm）の関数としてミトコンドリア

に取り込まれる）は、ΔΨmに従って細胞を選別するために使用されている（例

えば、ａｌ－Ｒｕｂｅａｉら、Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ７：１７９－１
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８６，１９９１を参照のこと）。種々の細胞型が、この方法によって選別されて

おり、これらとしては、ヒト線維芽細胞（Ｍａｒｔｉｎｅｚら、Ｅｘｐ．Ｃｅｌ

ｌ．Ｒｅｓ．１６４：５５１－５５５，１９９３）、ヒト精子（Ａｕｇｅｒら、

Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．４１：１２４７－１２５１，１９

９３）、リンパ球（Ｄａｒｚｙｎｋｉｅｗｉｃｚら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７８：２３８３－２３８７、１９８１）、Ｔ細胞（

Ｆｅｒｌｉｎｉら、Ｃｙｔｒｏｍｅｔｒｙ  ２１：２８４－２９３、１９９５）

およびサイブリッド（Ｋｌｉｏｔ－Ｆｉｅｌｄｓら、Ｓｏｍａｔｉｃ  Ｃｅｌｌ

．Ｇｅｎｅｔ．９：３７５－３８９，１９８３）が挙げられる。

      【０２７２】

  ミトコンドリア機能に従って細胞を選別するために使用され得る他の方法とし

ては、カルボキシ－ジクロロジヒドロフルオレセインジアセテートおよびＭｉｔ

ｏ  ＴｒａｃｋｅｒTM  ＣＭ－Ｈ2Ｍｒｏｓ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅ

ｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）をロードした細胞の蛍光細胞分析分離（Ｆ

ＡＣＳ）が挙げられる。この蛍光シグナルは、酸化ストレス状態を反映する（Ｋ

ａｒｂｏｗｓｋｉら、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  １４４９：

２５－４０、１９９９）。さらなる例として、１０－Ｎノニルアクリジンオレン

ジ（ＮＡＯ）をロードした細胞のＦＡＣＳを使用して、ミトコンドリア含量に基

づいて細胞を選別し得る（Ｐｅｔｉｔら、Ｃｙｔｒｏｍｅｔｒｙ  １９：３０４

－３１２，１９９５）。

      【０２７３】

  ヒトにおけるそれらの使用の前に、本発明に従う軟骨細胞を含む組成物を、関

節障害のイヌ、ラット（Ｈｙｃら、Ｃｅｌｌ  Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．６：１１

９－１２４，１９９７；Ｒｏｍａｎｉｕｋら、Ｔｒａｎｓｐｌａ．Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ．３：２５１－２５７，１９９５；Ｍｏｓｋａｌｅｗｓｋｉら、Ｃｅｌｌ  Ｔ

ｒａｎｓｐｌａｎｔ．２：４６７－４７３，１９９３）、ウサギ（Ｂｒｉｔｔｂ

ｅｒｇら、Ｃｌｉｎ．Ｏｒｔｈｏｐ．：２７０－２８３，１９９６）またはトラ

ンスジェニック動物モデルのような、動物モデルにおいて評価する（例えば、米

国特許第５，６７５，０６０号を参照のこと）。
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      【０２７４】

  前述から、本発明の特定の実施形態を例示目的で本明細書中に記載してきたが

、種々の改変が、本発明の精神および範囲を逸脱することなくなされ得ることが

理解される。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、関節の軟骨細胞およびＴＣ２８細胞の生存性、および細胞内ＡＴＰ濃

度に対する、アンチマイシンおよびオリゴマイシンの用量依存性の影響を示す。

    【図２】

  図２は、培養された軟骨細胞によるコラーゲンの合成に対するミトコンドリア

インヒビターの影響を示す。

    【図３】

  図３は、培養された軟骨細胞（図３Ａ）およびＴＣ２８細胞（図３Ｂ）による

プロテオグリカンの合成に対する、ミトコンドリアインヒビターの影響を示す。

    【図４】

  図４は、培養された軟骨細胞による無機ピロリン酸（Ｐｐｉ）の合成に対する

ミトコンドリアインヒビターの影響を示す。

    【図５】

  図５は、マトリックス小包（ＭＶ）によって媒介される石灰化に対するミトコ

ンドリアインヒビターの影響を示す。

    【図６】

  図６は、ＳＩＮ－１（ＮＯドナー）の存在下でのＴＣ２８細胞の生存性を示す

。

    【図７】

  図７は、ＮＯＣ－１２（ＮＯドナー）の存在下でのＴＣ２８細胞の生存性を示

す。

    【図８】

  図８は、ＮＯＣ－１２（ＮＯドナー）の存在下でのＴＣ２８の細胞内ＡＴＰレ

ベルを示す。
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    【図９】

  図９は、ＮＯＣ－１２（ＮＯドナー）の存在下でのＴＣ２８細胞の生存性を示

す。

    【図１０】

  図１０は、ＴＣ２８細胞によるＩＬ－１によって刺激されたＧＡＧの放出を示

す。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図２】

【図３】
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【図４Ａ】



(157) 特表２００３－５２０５７５

【図４Ｂ】
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【図５】

【図６】

【図７】
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【図８】

【図９】

【図１０】
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【国際調査報告】
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