
(57)【要約】
異種シグナル配列に連結された哺乳類 GLP-1を含む前駆体グルカゴン様ペプチド 1（ GLP-1
）をコードする核酸を含む組成物、発現ベクター、および宿主細胞が、本発明に含まれる
。本発明は、前駆体 GLP-1をコードする核酸の有効量を個体に投与する段階を含む、個体
のインスリン産生を促進する方法にも関する。本発明は、前駆体 GLP-1をコードする核酸
の有効量を個体に投与する段階を含む、血糖障害（例、 I型または II型糖尿病）を持つ個
体を治療するための方法にも関する。特定の態様では、本発明は、活性化切断部位におけ
る前駆体切断をコードするシグナル配列を含む前駆体 GLP-1をコードする核酸の有効量を
個体に投与する段階を含む、血糖障害を持つ個体の治療法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 さ れ た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド 1（ GLP-
1） を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た GLP-1が 配 列 番 号 ： 21の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 、 請 求 項 1記 載 の
単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 GLP-1が 修 飾 GLP-1で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 修 飾 GLP-1が 、 位 置 8の ア ラ ニ ン が グ リ シ ン で 置 換 さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 21） を 持 つ 、 請 求 項 3記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 修 飾 GLP-1が 、 以 下 の も の か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 を 持 つ 、 請 求 項 3記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ６ 】
　 異 種 シ グ ナ ル 配 列 が 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 お よ び リ ー ダ ー 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 リ ー ダ ー 配 列 が 、 サ イ ト カ イ ン 、 成 長 因 子 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 凝 固 因 子 、 (PACAP)/グ
ル カ ゴ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 、 お よ び 血 清 蛋 白 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 蛋 白 質 に 由 来
す る 、 請 求 項 6記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
　 異 種 シ グ ナ ル 配 列 が 、 分 泌 ヒ ト ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SEAP)シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 、
プ ロ エ キ セ ン デ ィ ン -4リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ ヘ ロ デ ル ミ ン リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ グ ル コ ー ス 依
存 性 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド (GIP)リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ イ ン ス リ ン 成 長 因 子 1 (IG
F1)リ ー ダ ー 配 列 、 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン リ ー ダ ー 配 列 、 α -1ア ン チ ト リ プ シ ン リ ー ダ ー 配
列 、 お よ び イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 1か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 単 離 さ れ た
核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
　 異 種 シ グ ナ ル 配 列 が 、 フ リ ン 切 断 部 位 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 フ リ ン 切 断 部 位 が 、 Arg-X-Lys-Arg（ 配 列 番 号 ： 34） 、 Arg-X-Arg-Arg（ 配 列 番 号 ： 35）
、 Lys/Arg-Arg-X-Lys/Arg-Arg（ 配 列 番 号 ： 36） 、 お よ び Arg-X-X-Arg（ 配 列 番 号 ： 37） か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 9記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 異 種 シ グ ナ ル 配 列 が プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ タ ー ゼ (PC)切 断 部 位 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単
離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
a) 配 列 番 号 ： 1；
b) 配 列 番 号 ： 3；
c) 配 列 番 号 ： 5；
d) 配 列 番 号 ： 7；
e) 配 列 番 号 ： 9；
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f) 配 列 番 号 ： 11；
g) 配 列 番 号 ： 13；
h) 配 列 番 号 ： 15；
i) 配 列 番 号 ： 17； お よ び
j) 配 列 番 号 ： 19
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 駆 体 GLP-1が 、
a) 配 列 番 号 ： 2；
b) 配 列 番 号 ： 4；
c) 配 列 番 号 ： 6；
d) 配 列 番 号 ： 8；
e) 配 列 番 号 ： 10；
f) 配 列 番 号 ： 12；
g) 配 列 番 号 ： 14；
h) 配 列 番 号 ： 16；
i) 配 列 番 号 ： 18； お よ び
j) 配 列 番 号 ： 20
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 12に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 さ れ た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 単 離 さ れ た 前 駆 体 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ
チ ド 1 (GLP-1)。
【 請 求 項 １ ６ 】
a) 配 列 番 号 ： 2；
b) 配 列 番 号 ： 4；
c) 配 列 番 号 ： 6；
d) 配 列 番 号 ： 8；
e) 配 列 番 号 ： 10；
f) 配 列 番 号 ： 12；
g) 配 列 番 号 ： 14；
h) 配 列 番 号 ： 16；
i) 配 列 番 号 ： 18； お よ び
j) 配 列 番 号 ： 20
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 、 請 求 項 15記 載 の 単 離 さ れ た 前 駆 体 グ ル カ
ゴ ン 様 ペ プ チ ド 1 (GLP-1)。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 1記 載 の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 1記 載 の 核 酸 を 含 む 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 さ れ た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド 1 (GLP-
1)を コ ー ド す る 核 酸 の 有 効 量 を 個 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 そ れ を 必 要 と す る 個 体 中 で イ
ン ス リ ン 産 生 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 前 駆 体 GLP-1が イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ で 切 断
さ れ た 結 果 、 個 体 中 で 活 性 化 GLP-1が 生 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 個 体 が 、 I型 糖 尿 病 お よ び II型 糖 尿 病 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 血 糖 障 害 を 持 つ 、 請 求
項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
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　 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 が 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 が 、 裸 の DNAと し て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
 本 願 は 、 2001年 8月 8日 付 け 米 国 仮 出 願 第 60/310,982号 に 基 づ く 利 益 を 主 張 す る も の で あ
る 。 上 記 出 願 の 教 示 全 体 が 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 一 般 的 用 語 で は 、 真 性 糖 尿 病 の 最 も 一 般 的 な タ イ プ は 、 I型 、 耐 糖 能 障 害 (IGT)、 お よ び
II型 で あ る 。 I型 糖 尿 病 で は 、 膵 臓 の β 細 胞 が 、 お そ ら く 自 己 免 疫 反 応 に よ っ て 、 イ ン ス
リ ン を 血 流 中 に 産 生 す る こ と を 停 止 す る 。 イ ン ス リ ン は 、 通 常 、 膵 臓 内 の β 細 胞 に よ っ て
血 流 中 に 分 泌 さ れ る 化 学 物 質 で あ る 。 イ ン ス リ ン の お か げ で 、 ヒ ト は 代 謝 過 程 の 一 環 と し
て 、 血 流 中 の 糖 を 適 切 に 利 用 し 消 費 す る こ と が で き る た め 、 イ ン ス リ ン は 非 常 に 重 要 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 在 で は 、 主 に 2つ の 形 の 真 性 糖 尿 病 が 認 識 さ れ て い る 。 I型 糖 尿 病 ま た は イ ン ス リ ン 依
存 型 糖 尿 病 は 、 グ ル コ ー ス 利 用 を 調 節 す る ホ ル モ ン で あ る イ ン ス リ ン が 完 全 に 欠 如 し た 結
果 で あ る 。 II型 糖 尿 病 ま た は イ ン ス リ ン 非 依 存 型 糖 尿 病 は 、 正 常 ま た は 高 レ ベ ル の イ ン ス
リ ン の 存 在 下 で も お こ り 、 組 織 が イ ン ス リ ン に 適 切 に 応 答 で き な く な っ た 結 果 と 考 え ら れ
る 。 II型 糖 尿 病 患 者 の 大 部 分 は 肥 満 で あ る 。 膵 臓 が イ ン ス リ ン の 産 生 を 停 止 し た I型 で は
、 血 糖 値 を コ ン ト ロ ー ル す る た め に 、 患 者 は 指 示 さ れ た 定 期 的 な 間 隔 と 用 量 で 、 イ ン ス リ
ン を 血 流 中 に 直 接 注 射 す る 必 要 が あ る 。 こ れ は 静 脈 内 注 射 と 呼 ば れ る 。 イ ン ス リ ン の 経 口
摂 取 も 可 能 で あ る が 、 通 常 は 胃 お よ び 上 部 小 腸 を 通 過 す る こ と に よ る イ ン ス リ ン の 分 解 の
た め に 、 有 効 性 は 劣 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 IGTお よ び II型 糖 尿 病 で は 、 膵 臓 は イ ン ス リ ン を 産 生 し 続 け る が 、 イ ン ス リ ン の 一 部 ま
た は 全 部 が 、 体 内 の 細 胞 の 受 容 体 に 結 合 で き な い 可 能 性 が あ り 、 お よ び /ま た は 細 胞 に よ
る イ ン ス リ ン の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン が 低 下 し て い る 。 そ の よ う な 場 合 、 血 中 の イ ン ス
リ ン レ ベ ル は 充 分 で も 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ た イ ン ス リ ン が 低 下 し て い る た め に
、 細 胞 が グ ル コ ー ス を 取 り 込 む 能 力 が 低 下 ま た は 失 わ れ て い る こ と が あ る 。 II型 糖 尿 病 患
者 で は 、 イ ン ス リ ン が 結 合 し た 細 胞 は グ ル コ ー ス を 取 り 込 ま ず 、 こ れ は シ グ ナ ル 伝 達 経 路
に 欠 陥 が あ る こ と を 示 し て い る 。 そ の 結 果 、 イ ン ス リ ン の 必 要 性 は 高 ま る が 、 II型 糖 尿 病
患 者 の β 細 胞 は 十 分 な イ ン ス リ ン を 分 泌 し な い の で 、 こ の 必 要 性 は 満 た さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 個 体 が I型 、 IGT、 ま た は II型 糖 尿 病 を 持 つ こ と は 、 通 常 、 経 口 グ ル コ ー ス 負 荷 試 験 (OGT
T)に よ っ て 決 定 さ れ る 。 OGTTは 空 腹 時 の 患 者 に 既 知 の 量 の グ ル コ ー ス （ 糖 ） を 経 口 で 与 え
、 そ の 後 、 定 期 的 に 血 中 の 糖 の 量 を 測 定 す る 試 験 で あ る 。 そ の 後 、 曲 線 を 作 製 し 、 そ れ か
ら そ の 患 者 に つ い て の 重 要 な 情 報 が 得 ら れ る 。 通 常 、 グ ル コ ー ス 負 荷 試 験 曲 線 か ら 、 患 者
が 高 血 糖 症 （ 糖 尿 病 ） か ど う か 、 ま た は 患 者 の 血 中 の 糖 が 少 な す ぎ る 低 血 糖 症 で あ る か が
分 か る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 高 血 糖 症 の 症 状 は 、 頭 痛 、 頻 尿 、 口 渇 、 嘔 気 、 体 重 減 少 、 疲 労 、 お よ び 昏 睡 で あ り 得 る
。 高 血 糖 症 は 、 膵 臓 の イ ン ス リ ン 産 生 性 β 細 胞 が イ ン ス リ ン を 製 造 し な い か 、 製 造 し て 血
流 中 に 分 泌 す る イ ン ス リ ン の 量 が 低 下 し て い る 、 低 イ ン ス リ ン 症 に よ っ て 起 き う る 。 そ の
よ う な 場 合 、 血 糖 レ ベ ル は 劇 的 に 上 昇 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 高 血 糖 症 は 、 血 中 の 利 用 可 能 な イ ン ス リ ン の 一 部 ま た は 全 て が 、 細 胞 の 受 容 体 に 結 合 で
き な い こ と で も 起 き 得 、 お よ び /ま た は 細 胞 へ の イ ン ス リ ン の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン が
低 下 す る 。 低 血 糖 症 （ 低 す ぎ る 糖 レ ベ ル ） も 、 糖 尿 病 患 者 が 常 に 注 意 し な く て は な ら な い
血 液 の 状 態 で あ る 。 低 血 糖 症 の 症 状 は 、 突 然 起 き る 猛 烈 な 空 腹 、 手 や 体 の 振 戦 、 失 神 、 目
の 前 の 黒 点 、 精 神 錯 乱 、 発 汗 、 異 常 な 振 る 舞 い 、 お よ び 重 症 な 場 合 に は 意 識 喪 失 を 伴 う 痙
攣 で あ る 。 そ の よ う な 場 合 、 こ れ ら の 発 作 時 の 血 液 検 査 で 、 血 流 中 の 糖 レ ベ ル が 極 端 に 低
く な っ て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 イ ン ス リ ン 依 存 型 真 性 糖 尿 病 (IDDM)は 、 臓 器 特 異 的 自 己 免 疫 疾 患 で あ り 、 米 国 で は 様 々
な 年 齢 の 患 者 が 100万 人 近 く い る 。 こ の 疾 患 は 、 膵 島 の イ ン ス リ ン 産 生 性 β 細 胞 が 大 き く
破 壊 さ れ 、 グ ル コ ー ス 代 謝 の 異 常 に よ り 明 白 な 糖 尿 病 に な る と い う 特 徴 を 持 つ 。 IDDMの 決
定 的 な 特 徴 は 、 膵 島 の リ ン パ 球 浸 潤 で あ る 。 浸 潤 細 胞 の 中 で 、 T細 胞 は 自 己 免 疫 性 の 破 壊
の 主 な 媒 介 物 質 の 一 つ で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に I型 糖 尿 病 は 、 イ ン ス リ ン 、 GAD65、 GA
D67、 お よ び ICA512を 含 む 様 々 な 膵 島 関 連 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 上 昇 と い う 特 徴 を 持 つ 。 こ
れ ら の 抗 体 は 、 明 白 な 発 症 の は る か 以 前 に 検 出 で き る の で 、 そ の よ う な 抗 原 に 対 す る 免 疫
応 答 は 、 感 受 性 の あ る 遺 伝 的 (HLA)ハ プ ロ タ イ プ を 持 つ 患 者 の 切 迫 し た 糖 尿 病 の 予 測 因 子
と な り 得 る 。 現 在 、 患 者 は 正 常 血 糖 を 維 持 す る た め に は イ ン ス リ ン 注 射 に 依 存 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 イ ン ス リ ン は 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た 鎖 で あ る 21ア ミ ノ 酸 残 基 の A鎖 お よ び 30残 基 の
B鎖 か ら な る 、 ポ リ ペ プ チ ド ホ ル モ ン で あ る 。 イ ン ス リ ン の 投 与 は 、 糖 尿 病 患 者 に 大 き な
恩 恵 を 与 え う る が 、 イ ン ス リ ン の 血 清 中 半 減 期 は 短 い た め に 、 適 切 な 用 量 を 維 持 す る こ と
が 困 難 で あ る 。 イ ン ス リ ン の 使 用 は 、 様 々 な 低 血 糖 性 の 副 作 用 お よ び 中 和 抗 体 の 産 生 も 誘
導 す る 可 能 性 が あ る 。 Leeら 、 Nature 408:483-488 (2000)は 、 プ ロ セ ッ シ ン グ が 不 要 な た
め 組 み 換 え に よ る 作 製 が 比 較 的 簡 単 な 一 本 鎖 イ ン ス リ ン ア ナ ロ グ (SIA)を 作 製 し た 。 Thule
ら 、 Gene Therapy 7:1744-1752 (2000)の よ う な 他 の 研 究 者 は 、 遍 在 的 に 発 現 さ れ る エ ン
ド プ ロ テ ア ー ゼ で あ る フ リ ン に よ り 切 断 さ れ る よ う に イ ン ス リ ン 鎖 を 組 み 換 え た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 II型 糖 尿 病 は 、 進 行 性 の 多 因 子 性 疾 患 で あ り 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に よ り 生 じ 、 初 期 に は
空 腹 時 血 糖 値 の 上 昇 と い う 特 徴 を 持 つ 。 II型 糖 尿 病 の 感 受 性 に は 遺 伝 的 要 因 が 関 与 し て い
る と 考 え ら れ る が 、 例 え ば 、 肥 満 、 加 齢 、 食 事 、 お よ び 運 動 不 足 の よ う な 他 の 重 要 な リ ス
ク 因 子 も 関 与 し て い る 。 高 血 糖 症 の 治 療 に は 、 膵 臓 か ら の イ ン ス リ ン 分 泌 、 血 中 か ら の グ
ル コ ー ス の 取 り 込 み 、 お よ び グ ル コ ー ス 産 生 量 の 低 下 を 促 進 す る も の を 含 め 、 数 多 く の 薬
剤 が 開 発 さ れ て い る 。 残 念 な こ と に 、 こ れ ら の 治 療 法 は 通 常 、 II型 糖 尿 病 の 進 行 を 遅 ら せ
る だ け で あ り 、 II型 糖 尿 病 は 進 行 し て 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 の 状 態 や 、 高 血 圧 、 手 足 の 潰 瘍
性 病 変 、 末 期 腎 不 全 、 網 膜 症 、 お よ び 心 血 管 疾 患 の よ う な 糖 尿 病 に 伴 う 合 併 症 の 発 症 に 至
る 可 能 性 が あ る 。 新 し い 治 療 法 、 特 に 疾 病 の 進 行 を 停 止 し 、 合 併 症 を 防 ぐ 治 療 法 が 緊 急 に
必 要 と さ れ て い る 。 米 国 の み で も 1000万 人 以 上 が II型 糖 尿 病 を 罹 患 し て お り 、 発 生 率 は 劇
的 に 上 昇 し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 プ ロ グ ル カ ゴ ン は 膵 臓 の α 細 胞 お よ び 小 腸 の L細 胞 で 発 現 す る が 、 こ れ ら の 細 胞 中 で 蛋
白 分 解 性 の プ ロ セ ッ シ ン グ を 受 け 、 グ ル コ ー ス の ホ メ オ ス タ シ ス に 対 し て 拮 抗 す る 生 物 学
的 活 性 を 持 つ 異 な る ペ プ チ ド ホ ル モ ン に な る 。 膵 臓 の α 細 胞 中 で は 、 プ ロ グ ル カ ゴ ン は 加
工 さ れ て グ ル カ ゴ ン に な り 、 こ れ は イ ン ス リ ン の 作 用 に 拮 抗 す る が 、 小 腸 の 内 分 泌 性 L細
胞 で は 、 加 工 さ れ て グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド (GLP-1)に な る 。 こ の 異 な る プ ロ セ ッ シ ン グ は
、 サ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ 蛋 白 質 コ ン バ ー タ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 特 異 的 な エ ン ド プ ロ テ
ア ー ゼ 類 の 異 な る 発 現 の た め で あ る 。 PC2は 膵 臓 の α 細 胞 で 発 現 さ れ 、 PC3（ PC1と し て も
知 ら れ る ） は 小 腸 の L細 胞 中 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド （ GLP-1） は 、 食 物 の 取 り 込 み に 応 答 し て 小 腸 か ら 分 泌 さ れ 、 多
く の 活 性 を 持 つ 。 天 然 型 の GLP-1は 、 食 物 と 水 の 摂 取 を 担 う 神 経 系 の ニ ュ ー ロ ン を 阻 害 す
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る こ と が 知 ら れ て い る 37ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ る 。 Tang-Christensenら 、 Diabetes 47:
530-537 (1998)。 ま た 、 GLP-1は 、 個 体 が 高 血 糖 状 態 の 場 合 に の み 、 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激
性 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド 1（ GLP-1） は 、 食 物 摂 取 に 対 す る 生 理 的 応 答 の 調 節 に 重 要 な 役 割
を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る 。 GLP-1は プ ロ グ ル カ ゴ ン か ら プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ 、 食 事 の
摂 取 に 応 答 し て 、 主 に 遠 位 小 腸 お よ び 結 腸 に あ る 内 分 泌 性 L細 胞 か ら 、 血 中 に 放 出 さ れ る
。 GLP-1は G蛋 白 質 共 役 型 細 胞 表 面 受 容 体 （ GLP-1R） を 通 し て 作 用 し 、 栄 養 分 に 誘 導 さ れ る
イ ン ス リ ン 合 成 お よ び 放 出 を 増 強 す る 。 GLP-1は イ ン ス リ ン 分 泌 （ イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 作
用 ） お よ び cAMP形 成 を 刺 激 す る 。 GLP-1 (7-36)ア ミ ド は イ ン ス リ ン の 放 出 を 刺 激 し 、 グ ル
カ ゴ ン 分 泌 を 低 下 さ せ 、 胃 液 分 泌 お よ び 胃 内 容 排 出 を 阻 害 す る 。 GLP-1の こ れ ら の 胃 腸 管
へ の 作 用 は 、 迷 走 神 経 切 除 患 者 で は 見 ら れ ず 、 中 枢 を 介 し た 効 果 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
GLP-1は 単 離 さ れ た ラ ッ ト 脂 肪 細 胞 に 高 い 親 和 性 で 結 合 し 、 cAMP産 生 を 活 性 化 し 、 脂 質 生
成 ま た は 脂 肪 分 解 を 刺 激 す る 。 GLP-1は 、 ラ ッ ト の 骨 格 筋 に お け る グ リ コ ー ゲ ン 合 成 、 グ
ル コ ー ス の 酸 化 、 お よ び 乳 酸 形 成 を 刺 激 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 GLP-1の 他 の 重 要 な 性 質 に は 、 β 細 胞 の 分 化 お よ び 複 製 を 促 進 し 、 膵 島 を 保 存 す る 助 け
に な る 能 力 、 な ら び に 、 肝 臓 に お け る 糖 新 生 を 阻 害 す る 能 力 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 膵 臓 型 GLP-1受 容 体 を コ ー ド す る mRNAは 、 ラ ッ ト の 膵 島 、 肺 、 視 床 下 部 、 お よ び 胃 で 比
較 的 大 量 に 見 ら れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 GLP-1お よ び GLP-1受 容 体 の 両 方 と も 視 床 下 部 に 見
ら れ る こ と が 分 か っ て い た に も か か わ ら ず 、 脳 室 内 （ ICV） 投 与 さ れ た GLP-1が 空 腹 ラ ッ ト
に お け る 食 物 摂 取 を 著 し く 阻 害 す る と い う 最 近 の 報 告 ま で 、 GLP-1の 中 枢 で の 役 割 は 決 定
さ れ て い な か っ た 。 同 じ 報 告 は 、 GLP-1の ICV投 与 後 に 、 ニ ュ ー ロ ン 活 性 化 の マ ー カ ー で あ
る c-fosが 、 食 物 摂 取 の 調 節 に 主 に 重 要 な 脳 の 2つ の 領 域 で あ る 、 視 床 下 部 の 室 傍 核 お よ び
小 脳 扁 桃 の 中 心 核 に の み 現 れ る こ と を 示 し て い る 。 ICV GLP-1は ま た 、 随 意 に 食 餌 摂 取 し
た 動 物 に お い て 、 強 力 な 食 物 摂 取 刺 激 物 質 で あ る ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Yの 注 射 後 に 、 有 意 に
食 物 摂 取 を 低 下 さ せ る 。 そ の 後 の 報 告 で 、 中 枢 ま た は 末 梢 投 与 さ れ た GLP-1は 、 ラ ッ ト で
急 性 腹 腔 内 投 与 後 に は 、 体 温 調 節 の 制 御 に 関 与 し て い る が 、 食 餌 摂 取 に は 影 響 を 与 え な い
こ と が 示 さ れ た 。 最 近 、 満 腹 の ラ ッ ト へ の GLP-1の 側 脳 室 注 射 が 室 傍 核 お よ び 小 脳 扁 桃 の
小 細 胞 性 中 心 核 に お い て Fos-irの 強 い 刺 激 を 誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ 、 Turtonら の 正 当 性
が 実 証 さ れ た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 研 究 者 は 、 孤 束 核 、 脳 橋 傍 小 脳 脚 核 、 分 界 条 の 基 底 核 、
お よ び 最 後 野 中 の 即 初 期 遺 伝 子 蛋 白 産 物 を 含 め 、 食 物 摂 取 の 調 節 に 関 与 し て い る 他 の 中 枢
の 強 い 活 性 化 も 記 述 し た 。 末 梢 GLP-1に 接 近 で き る GLP-1受 容 体 は 、 ラ ッ ト の 脳 弓 下 器 官 お
よ び 最 後 野 に 見 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Turtonら (1996)は 、 体 重 お よ び 食 物 摂 取 に 対 す る GLP-1の 影 響 は 、 脳 室 へ の GLP-1の 直 接
投 与 で の み 引 き 起 こ さ れ 、 比 較 的 高 用 量 で も 腹 腔 内 投 与 さ れ た GLP-1は 、 初 期 暗 期 の （ ear
ly dark-phase） 食 物 摂 取 に 影 響 を 与 え ず 、 末 梢 投 与 さ れ た と き に は GLP-1断 片 は 不 活 性 で
あ る と 具 体 的 に 述 べ た 。 ICVの よ う な 中 枢 の 投 与 経 路 は ヒ ト の 肥 満 治 療 で は 実 現 不 能 な の
で 、 そ の よ う な 主 張 は 、 減 量 の た め の 組 成 物 （ 薬 剤 ） と し て の GLP-1の 使 用 を 阻 む こ と に
な る 。 上 記 の GLP-1の 生 理 的 効 果 の た め に 、 例 え ば 、 GLP-1ま た は GLPま た は GLP-1受 容 体 を
コ ー ド す る 組 み 換 え 細 胞 株 を 移 植 す る こ と に よ っ て 、 糖 尿 病 お よ び 肥 満 を 治 療 す る た め の
有 益 な 使 用 法 が 示 唆 さ れ た （ 国 際 公 開 公 報 第 96/25487号 ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し か し 、 糖 尿 病 の よ う な 血 液 疾 患 の 有 効 な 代 替 治 療 法 は 早 急 に 必 要 と さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ８ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 糖 尿 病 の よ う な 血 糖 疾 患 を 治 療 す る た め に 使 用 で き る 組 成 物 に 関 す る 。 よ り
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具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 グ ル カ ゴ ン 様 1ペ プ チ ド （ GLP-1） を コ ー ド す る 核 酸 、 そ の 核 酸 を
含 む ベ ク タ ー 、 お よ び イ ン ス リ ン 産 生 を 促 進 （ 刺 激 ） す る た め に 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る
方 法 に 関 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 血 糖 疾 患 の 治 療 の た め に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 異 種 の シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 グ ル カ ゴ ン
様 ペ プ チ ド 1（ GLP-1） を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 に コ ー ド さ れ る 哺 乳 類 GLP-1は 、 GLP-1 7-37の ア ミ ノ 酸
配 列 （ 配 列 番 号 ： 21） を 持 つ 。 別 の 態 様 で は 、 GLP-1は 修 飾 さ れ た GLP-1で あ る 。 例 え ば 、
核 酸 に コ ー ド さ れ た 修 飾 GLP-1は 、 GLP-1 7-37の 8の 位 置 の ア ラ ニ ン が グ リ シ ン で 置 換 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 22） を 持 つ 。 修 飾 GLP-1の 他 の 例 に は 、 以 下 の も の か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ GLP-1が 含 ま れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ １ 】
　 哺 乳 類 GLP-1に 連 結 さ れ た 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に は 、 ペ プ チ ド （ 例 、 プ ロ テ ア ー ゼ ） に よ
っ て 切 断 さ れ る 切 断 部 位 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 （ 1つ ま た は 複 数 の
） シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 お よ び /ま た は リ ー ダ ー 配 列 で あ り 得 る 。 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、
サ イ ト カ イ ン 、 成 長 因 子 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 凝 固 因 子 、 (PACAP)/グ ル カ ゴ ン ス ー パ ー フ
ァ ミ リ ー の 蛋 白 質 、 お よ び 血 清 蛋 白 質 の よ う な 蛋 白 質 に 由 来 し 得 る 。 例 え ば 、 異 種 シ グ ナ
ル 配 列 は 、 分 泌 ヒ ト ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SEAP)シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 、 プ ロ エ キ セ ン
デ ィ ン 4リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ ヘ ロ デ ル ミ ン リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン ス リ
ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド （ GIP） リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 1 (IGF1)リ ー
ダ ー 配 列 、 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン リ ー ダ ー 配 列 、 ま た は α 1ア ン チ ト リ プ シ ン リ ー ダ ー 配 列
に 由 来 し 得 る 。 特 定 の 態 様 で は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に は 、 フ リ ン 切 断 部 位 が 含 ま れ る 。 フ
リ ン 切 断 部 位 は 、 Arg-X-Lys-Arg（ 配 列 番 号 ： 34） 、 Arg-X-Arg-Arg（ 配 列 番 号 ： 35） 、 Ly
s/Arg-Arg-X-Lys/Arg-Arg（ 配 列 番 号 ： 36） 、 お よ び Arg-Gln-Lys-Arg（ 配 列 番 号 ： 38） の
よ う な Arg-X-X-Arg（ 配 列 番 号 ： 37） な ど の ペ プ チ ド を コ ー ド し う る 。 異 種 シ グ ナ ル 配 列
は 、 プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ ー タ ー ゼ (PC)切 断 部 位 も 含 み う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド
す る 単 離 核 酸 は 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 9
、 配 列 番 号 ： 11、 配 列 番 号 ： 13、 配 列 番 号 ： 15、 配 列 番 号 ： 17、 お よ び 配 列 番 号 ： 19か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す
る 単 離 核 酸 は 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、
配 列 番 号 ： 12、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 16、 配 列 番 号 ： 18、 お よ び 配 列 番 号 ： 20か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 単 離 さ れ た 前 駆 体 GLP-1に も
関 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ た 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単
離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に も 関 す る 。 前 駆 体 GLP-1は GLP-1（ 例 、 配 列 番 号 ： 21） ま た は 修 飾
GLP-1（ 例 、 位 置 8の ア ラ ニ ン が グ リ シ ン で 置 換 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 22）
を 持 つ 修 飾 GLP-1、
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を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 駆 体 GLP-1ポ リ ペ プ チ ド の 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 お よ び /ま た は
リ ー ダ ー 配 列 で よ い 。 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 分 泌 ヒ ト ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SEAP)シ グ
ナ ル ペ プ チ ド 配 列 、 プ ロ エ キ セ ン デ ィ ン 4リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ ヘ ロ デ ル ミ ン リ ー ダ ー 配 列
、 プ ロ グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド （ GIP） リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ イ
ン ス リ ン 成 長 因 子 1 (IGF1)リ ー ダ ー 配 列 、 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン リ ー ダ ー 配 列 、 α 1ア ン チ
ト リ プ シ ン リ ー ダ ー 配 列 、 お よ び イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 1に 由 来 し 得 る 。 特 定 の 態 様 で は
、 前 駆 体 GLP-1は フ リ ン 切 断 部 位 （ 例 、 Arg-X-Lys-Arg（ 配 列 番 号 ： 34） 、 Arg-X-Arg-Arg
（ 配 列 番 号 ： 35） 、 Lys/Arg-Arg-X-Lys/Arg-Arg（ 配 列 番 号 ： 36） 、 お よ び Arg-Gln-Lys-A
rg（ 配 列 番 号 ： 38） の よ う な Arg-X-X-Arg（ 配 列 番 号 ： 37） ） を 含 む 。 別 の 態 様 で は 、 前
駆 体 GLP-1は 、 プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ ー タ ー ゼ (PC)切 断 部 位 を 含 む 。 特 定 の 態 様 で は 、 異 種
シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 単 離 前 駆 体 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド 1（ GLP-1）
は 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ：
12、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 16、 配 列 番 号 ： 18、 お よ び 配 列 番 号 ： 20か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 さ れ た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る
核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に も 関 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 発 現 ベ ク タ ー は ウ イ ル ス ベ ク タ ー
（ 例 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 部 分 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 完 全 欠 失 し た ア
デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 偽 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 お よ び レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核
酸 を 含 む 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 に も 関 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 本 明
細 書 に 記 述 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核
酸 の 有 効 量 を 個 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 イ ン ス リ ン を 必 要 と す る 個 体 （ 例 、 I型 糖 尿 病
、 II型 糖 尿 病 ） に お け る イ ン ス リ ン 産 生 促 進 方 法 に も 関 し 、 こ こ で 前 駆 体 GLP-1は イ ン ビ
ボ ま た は エ ク ス ビ ボ で 切 断 さ れ 、 個 体 に お い て 活 性 化 さ れ た GLP-1の 生 産 が 起 き る 。 1つ の
態 様 で は 、 核 酸 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 部 分 欠 失 し た ア デ ノ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 完 全 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
、 偽 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び レ ン
チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） 中 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核
酸 の 有 効 量 を 個 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 血 糖 障 害 の あ る 個 体 の 治 療 方 法 に も 関 し 、 こ こ
で 前 駆 体 GLP-1は イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ で 切 断 さ れ 、 個 体 に お い て 活 性 化 さ れ た GLP-1
の 生 産 が 起 き る 。 血 糖 障 害 は 、 例 え ば 、 I型 糖 尿 病 、 II型 糖 尿 病 、 お よ び /ま た は 高 血 糖 症
の よ う な 障 害 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 個 体 に お け る イ ン ス リ ン 産 生 の 促 進 方 法 お よ び 血 糖 障 害 の 治 療 方 法 は 、 前 駆 体 GLP-1ペ
プ チ ド の 投 与 も 含 み 得 る 。 こ の 態 様 で は 、 GLP-1か ら 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 切 断 す る プ ロ テ

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-509409 A 2005.4.14



ア ー ゼ も 、 GLP-1前 駆 体 ペ プ チ ド と と も に （ 同 時 、 順 次 ） 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 糖 尿 病 の よ う な 血 糖 障 害 の た め の 、 有 効 な 代 替 治 療 法
と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ
ド 1（ GLP-1） を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 （ 例 、 DNA， cDNA， RNA） 、 本 発 明 の 核 酸 に よ っ
て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細
胞 、 な ら び に 、 必 要 と す る 個 体 に お い て イ ン ス リ ン 産 生 を 促 進 す る た め に 核 酸 お よ び ポ リ
ペ プ チ ド を 使 用 す る 方 法 に 関 す る 。 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 野 生 型 の GLP-1前 駆 体 蛋 白 質 に
通 常 は 結 合 し て い る シ グ ナ ル 配 列 （ す な わ ち 、 全 長 プ ロ グ ル カ ゴ ン の シ グ ナ ル 配 列 ） で は
な く （ 非 天 然 ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 前 駆 体 GLP-1の 切 断 の た め に 提 供 さ れ る 。 プ ロ テ ア
ー ゼ に よ り GLP-1前 駆 体 か ら シ グ ナ ル 配 列 が 切 断 さ れ る と 、 生 物 活 性 の あ る GLP-1が 生 成 す
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 単 離 さ れ た 」 （ 部 分 的 ま た は 実 質 的 に 「 精 製 さ れ た 」 ）
と い う 用 語 は 、 組 成 物 が 得 ら れ る 源 か ら の 混 入 物 質 が 実 質 的 に な い 組 成 物 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 GLP-1 (7-37)は イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 性 で 活 性 型 で 血 中 に 分 泌 さ れ る 、 一 本 鎖 の 糖 蛋 白 質
で あ る 。 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で 、 GLP-1は ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ IVに よ っ て 蛋
白 分 解 に よ る 不 活 化 を 受 け る 。 糖 尿 病 患 者 の GLP-1レ ベ ル は 低 下 し て い る 。 本 明 細 書 で は
、 「 GLP-1」 は 哺 乳 類 （ 例 、 ヒ ト ） の GLP-1(7-37)を 意 味 す る 。 当 技 術 分 野 の 慣 習 に よ り 、
GLP-1(7-37)の ア ミ ノ 末 端 に は 7番 、 カ ル ボ キ シ 末 端 に は 37番 と 付 け ら れ て い る 。 当 技 術 分
野 で 周 知 の GLP-1(7-37)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 に 示 す ：
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1は 、 修 飾 GLP-1も 含 み 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 修 飾 GLP-1」
と は 、 GLP-1核 酸 配 列 お よ び /ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 中 に （ 1つ ま た は 複 数 の ） 修 飾 を 持 ち （
例 、 GLP-1と 比 較 し た と き に 、 1つ ま た は 複 数 の 核 酸 お よ び /ま た は ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失
、 逆 位 、 ま た は 付 加 ） 、 GLP-1前 駆 体 か ら 切 断 さ れ る と GLP-1の 生 物 活 性 を 保 持 し て い る GL
P-1分 子 と 定 義 さ れ る 。 本 明 細 書 で は 、 「 GLP-1の 生 物 活 性 」 （ 生 物 活 性 を 持 つ GLP-1） に
は 、 GLP-1に 伴 う 1つ ま た は 複 数 の 生 物 活 性 が 含 ま れ る （ 例 、 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 活 性 （ イ
ン ス リ ン 分 泌 を 促 進 /刺 激 す る 能 力 ） ； グ ル カ ゴ ン 分 泌 を 低 下 さ せ る 能 力 ； 減 量 に 作 用 す
る 能 力 ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 修 飾 GLP-1は 、 切 断 型 GLP-1配 列 を 含 み 得 、 全 長 GLP-1ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1, 2, 3, 4, 5
, 6, ま た は 7か ら 開 始 し 、 全 長 GLP-1ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 36ま た は 37で 終 わ る GLP-1を 含 み
う る 。 し た が っ て 、 「 修 飾 GLP-1」 は 、 本 明 細 書 で 「 全 長 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド 1」 と 呼 ぶ
ア ミ ノ 酸 1か ら 始 ま り 37ま で の GLP-1を 含 み う る 。 特 定 の 態 様 で は 、 修 飾 GLP-1は 、 ア ミ ノ
酸 8の Alaか ら Glyへ の 変 異 を 含 む （ 配 列 番 号 ： 22） 。 他 の 修 飾 GLP-1分 子 は 当 技 術 分 野 で 周
知 で あ り 、 例 え ば 、
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を 含 む 。 他 の 修 飾 GLP-1分 子 に は 、 GLP-1 (2-37)（ 配 列 番 号 ： 31） ； GLP-1 (3-37)（ 配 列
番 号 ： 32） ； GLP-1 (6-37)（ 配 列 番 号 ： 33） が 含 ま れ る 。 GLP-1 (7-34)（ 配 列 番 号 ： 23）
お よ び GLP-1 (7-35)（ 配 列 番 号 ： 24） は 米 国 特 許 第 5,118,666号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ
ら の 化 合 物 は 、 GLP-1の 生 物 活 性 （ 加 工 ） 型 で あ る （ 例 、 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 作 用 を 持 つ
） 。 別 の 修 飾 GLP-1分 子 は 、 米 国 特 許 第 5,545,618号 に 開 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の 実 施 に 適
し た 修 飾 GLP-1分 子 に は 、 減 量 に 作 用 す る 活 性 断 片 が 含 ま れ る 。 特 定 の 修 飾 GLP-1分 子 は 、
ジ ペ プ チ ジ ル プ ロ テ ア ー ゼ IV (DPPIV)に よ る 切 断 に よ る 不 活 化 に 抵 抗 性 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 修 飾 は 、 同 定 さ れ る 他 の 哺 乳 類 GLP-1に も 導 入 で き 、 得 ら れ た 修
飾 GLP-1が イ ン ビ ボ で 生 物 活 性 の あ る GLP-1で あ る か ど う か は 、 既 知 の 方 法 で 評 価 で き る 。
本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 修 飾 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 は 、 組 み 換 え ま た は 化 学 合 成 し た も の
が 市 販 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 修 飾 GLP-1の 配 列 修 飾 は 、 様 々 な 技 術 を 用 い て
実 行 で き る 。 例 え ば 、 位 置 指 定 突 然 変 異 導 入 お よ び /ま た は 酵 素 切 断 を 用 い る こ と が で き
る 。 本 明 細 書 に 記 述 さ れ た も の と 類 似 し た 他 の 修 飾 GLP-1分 子 は 、 当 業 者 に よ っ て 調 製 で
き る 。 そ の よ う な 修 飾 さ れ た GLP-1は 、 GLP-1活 性 の 様 々 な 既 知 の ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 イ
ン ビ ボ で イ ン ス リ ン 産 生 を 誘 導 す る 能 力 を 評 価 で き る 。 例 え ば 、 修 飾 GLP-1を 、 不 死 化 し
た β 細 胞 の よ う な 細 胞 に 導 入 し 、 得 ら れ た 細 胞 に グ ル コ ー ス を 接 触 さ せ る こ と が で き る 。
グ ル コ ー ス に 応 答 し て 細 胞 が イ ン ス リ ン を 産 生 す れ ば 、 修 飾 GLP-1は イ ン ビ ボ で 生 物 活 性
を 持 つ （ Fehmannら 、 Endocrinology, 130:159-166 (1992)） 。 ま た は 、 実 施 例 1に 説 明 す
る よ う に （ 図 16） 、 修 飾 GLP-1を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 大 容 量 尾 静 脈 注 射 を 用 い て db/db
マ ウ ス に 導 入 で き る 。 修 飾 GLP-1が 発 現 し て db/dbマ ウ ス の グ ル コ ー ス の 量 が 低 下 す れ ば 、
修 飾 GLP-1は イ ン ビ ボ で 生 物 活 性 を 持 つ 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 異 種 シ グ ナ ル 配 列 」 は 、 野 生 型 の GLP-1前 駆 体 蛋 白 質 に 通 常 は
結 合 し て い る シ グ ナ ル 配 列 （ す な わ ち 、 全 長 プ ロ グ ル カ ゴ ン 前 駆 体 分 子 の シ グ ナ ル 配 列 ）
で は な く （ 非 天 然 ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 前 駆 体 GLP-1の 切 断 を 提 供 す る も の と 定 義 さ れ
る 。 プ ロ テ ア ー ゼ に よ り GLP-1前 駆 体 か ら 異 種 シ グ ナ ル 配 列 が 切 断 さ れ る と 、 生 物 活 性 の
あ る GLP-1が 生 成 す る 。 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 一 般 に 切 断 の た め に プ ロ テ ア ー ゼ が 認 識 す
る 切 断 部 位 を コ ー ド す る 領 域 を 含 む 。 ま た は 、 切 断 の た め に プ ロ テ ア ー ゼ が 認 識 す る 切 断
部 位 を コ ー ド す る 領 域 を 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 中 に 導 入 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 切 断 の
た め に プ ロ テ ア ー ゼ が 認 識 す る 切 断 部 位 を コ ー ド す る 別 の （ 1つ ま た は 複 数 の ） 配 列 を 、
異 種 シ グ ナ ル 配 列 ま た は 前 駆 体 GLP-1に 付 加 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 前 駆 体 GLP-1が 導 入 さ れ る 細 胞 中 に 存 在 す る プ
ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る 。 し か し 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 切 断 す る プ ロ テ ア ー ゼ が 細
胞 中 に 存 在 し な い 場 合 は 、 前 駆 体 GLP-1が 導 入 さ れ た 細 胞 中 に プ ロ テ ア ー ゼ も 導 入 す る こ
と が で き る （ 例 、 前 駆 体 GLP-1と 同 時 ま た は 順 次 に 導 入 す る ） 。 前 駆 体 GLP-1か ら 切 断 さ れ
る と 活 性 型 の GLP-1が 生 成 す る 任 意 の 適 し た 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 、 本 発 明 の GLP-1の 切 断 活
性 化 部 位 に 導 入 で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 GLP-1の 切 断 活 性 化 部 位 」 は 、 全 長 GLP-1
の ア ミ ノ 酸 7付 近 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 異 種 シ グ ナ ル 配 列 」 は 、 例 え ば 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 お よ び /ま た は リ ー ダ ー 配 列
（ 例 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 ） で あ り 得 る 。 本 発 明 の 組 成 物 中 で 使 用 で き る 異 種 シ グ ナ ル 配 列
の 例 に は 、 サ イ ト カ イ ン 、 凝 固 因 子 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 分 泌 酵 素 、 ま た は ホ ル モ ン （ 下 垂
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体 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 化 ポ リ ペ プ チ ド (PACAP)/グ ル カ ゴ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を 含
む ） 、 お よ び 血 清 蛋 白 質 の よ う な 、 GLP-1以 外 の 分 泌 蛋 白 質 に 由 来 す る シ グ ナ ル 配 列 が 含
ま れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 で 使 用 で き る 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 分 泌 ヒ ト ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ （ SEAP） 、 プ ロ エ キ セ ン デ ィ ン 、 プ ロ ヘ ロ デ ル ミ ン 、 プ ロ グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン ス リ
ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド (GIP)、 プ ロ イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 (IGF1)、 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン
、 α -1ア ン チ ト リ プ シ ン 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 1、 お よ び ヒ ト 第 IX因 子 に 由 来 し う る 。
異 種 シ グ ナ ル 配 列 の 特 定 の 例 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び フ リ ン ま た は 他 の プ ロ ホ ル
モ ン コ ン バ タ ー ゼ （ 例 、 PC3） に よ る 前 駆 体 切 断 の シ グ ナ ル の コ ー ド 領 域 を 含 む 配 列 で あ
る 。 例 え ば 、 フ リ ン （ PACEと し て も 知 ら れ る 、 米 国 特 許 第 5,460,950号 参 照 ） 、 他 の サ ブ
チ リ シ ン （ PC2, PC1/PC3, PACE4, PC4, PC5/PC6, LPC/PC7/PC8/SPC7お よ び SKI-1を 含 む ；
Nakayama, Biochem. J., 327:625-635 (1997)） ； エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ （ 米 国 特 許 第 5,270,1
81号 参 照 ） ま た は キ モ ト リ プ シ ン に よ っ て 切 断 さ れ る シ グ ナ ル は 、 本 発 明 で 使 用 す る た め
に GLP-1の 切 断 活 性 化 部 位 に 導 入 す る こ と が で き る 。 上 述 の 各 文 書 の 開 示 は 、 参 照 と し て
本 発 明 に 組 み 入 れ ら れ る 。 フ リ ン は ト ラ ン ス ゴ ル ジ に 存 在 し 、 分 泌 の 前 に 蛋 白 質 前 駆 体 の
加 工 を 行 な う 、 遍 在 的 に 発 現 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 フ リ ン は コ ン セ ン サ ス 認 識 配 列
Arg-X-Lys-Arg（ 配 列 番 号 ： 34） ま た は Arg-X-Arg-Arg（ 配 列 番 号 ： 35） 、 (Lys/Arg)-Arg-
X-(Lys/Arg)-Arg（ 配 列 番 号 ： 36） 、 お よ び Arg-Gln-Lys-Arg（ 配 列 番 号 ： 38） の よ う な Ar
g-X-X-Arg（ 配 列 番 号 ： 37） の COOH-末 端 で 切 断 す る 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 プ ロ テ ア
ー ゼ フ リ ン に よ る 前 駆 体 切 断 の シ グ ナ ル で あ る 。 し た が っ て 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は ま た 、
シ グ ナ ル 配 列 か ら 作 製 し た 合 成 コ ン セ ン サ ス 配 列 （ 例 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 切
断 さ れ る 分 泌 蛋 白 質 か ら 作 製 し た コ ン セ ン サ ス 配 列 ） に 由 来 し う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 特 定 の 細 胞 ま た は 組 織 （ 例 、 筋 肉 、 脳 ） に 特 異
的 な プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る シ グ ナ ル を 持 つ 。 1つ の 態 様 で は 、 異 種 シ グ ナ ル 配
列 は 、 筋 肉 に 存 在 す る プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 1 (IGF-1)
に 由 来 す る 。 ま た 、 そ の よ う な 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 組 織 の 種 類 （ 例 、 筋 肉 、 肝 臓 ） に 特
異 的 な 調 節 要 素 （ 例 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー ） と 共 に 使 用 で き る 。 筋 肉 に 関 す る そ
の よ う な 調 節 要 素 の 例 は 、 Souzaら 、 Molec. Ther., 5(5) part 2:S409 (2002年 6月 )に 提
供 さ れ て い る 。 肝 臓 に 関 す る そ の よ う な 調 節 要 素 の 例 は 、 国 際 公 開 公 報 第 01/36620号 ） に
提 供 さ れ て い る 。 さ ら に 、 シ グ ナ ル 配 列 の 配 列 は 、 さ ら に 修 飾 で き る （ 例 、 前 駆 体 GLP-1
の 切 断 を 最 適 化 す る た め ） 。 例 え ば 、 IGF-1シ グ ナ ル 配 列 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 に 関 与 す る
領 域 は 、 以 下 の よ う に 修 飾 で き る ：
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【 ０ ０ ４ ２ 】
　 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 様 々 な 技 術 を 用 い て GLP-1に 連 結 で き る 。 例 え ば 、 異 種 シ グ ナ ル
配 列 は 組 み 換 え 技 術 を 用 い て GLP-1の ア ミ ノ 酸 7付 近 で イ ン フ レ ー ム で 融 合 さ せ 、 融 合 蛋 白
質 で あ る 前 駆 体 GLP-1を 生 産 で き る 。 概 し て 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は GLP-1の N末 端 に 融 合 さ
れ る 。 例 え ば 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は GLP-1の ア ミ ノ 酸 6か ら ア ミ ノ 酸 7の 付 近 で 連 結 さ せ 、
組 み 換 え 技 術 を 用 い て 適 当 な 切 断 部 位 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 さ れ た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー
ド す る 単 離 核 酸 は 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ：
9、 配 列 番 号 ： 11、 配 列 番 号 ： 13、 配 列 番 号 ： 15、 配 列 番 号 ： 17、 お よ び 配 列 番 号 ： 19か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 核 酸 に コ ー ド さ れ る 単 離 ポ リ ペ プ チ ド に も 関 す る 。 例
え ば 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 さ れ た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 単 離 核
酸 は 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号
： 12、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 16、 配 列 番 号 ： 18、 お よ び 配 列 番 号 ： 20か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1は 、 GLP-1の 分 泌 を 調 節 す る 成 分 を さ ら に 含 み う る 。 例 え ば 、 RPD T
M  Regulated Secretion/Aggregation Kit（ Ariad Pharmaceuticals, Inc.） を 前 駆 体 GLP-
1に 連 結 し て 、 GLP-1の 分 泌 を 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 組 み 換 え で 生 産 、 化 学 的 に 合 成 、 ま た は 販 売 元 か
ら 購 入 で き る 。 本 発 明 で 使 用 す る GLP-1お よ び 異 種 シ グ ナ ル の 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 任 意 の 適 当 な 供 給 源 （ 例 、 哺 乳 類 ） に 由 来 し 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る よ う に 修 飾 さ れ る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 GLP-1お よ び 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 ヒ ト 由 来 （ 米 国 特 許 第 6,191,1
02号 ； 5,981,488号 ） ま た は ウ シ 、 マ ウ ス 、 サ ル 、 お よ び 他 の 種 に 由 来 し 得 、 例 え ば ヒ ト
お よ び 非 ヒ ト GLP-1の ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ で も よ い （ 例 え ば 、 類 似 の 米 国 特 許 第 5,364,7
71号 お よ び 5,563,045号 (FVIII)参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る ベ ク タ ー （ 例 、 発 現 ベ ク タ ー ） を
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含 む 組 成 物 も 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 前 駆 体 GLP-1の 発 現 を 指 揮 す る 調 節 要 素 を 含 み う る
。 1つ の 態 様 で は 、 前 駆 体 GLP-1は 、 フ リ ン お よ び /ま た は シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る 前
駆 体 切 断 の シ グ ナ ル の コ ー ド 領 域 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （ 例 、 核 酸 配 列 は 、 前 駆 体 GL
P-1ペ プ チ ド の 活 性 化 切 断 部 位 に お け る フ リ ン に よ る 前 駆 体 切 断 の シ グ ナ ル を 含 む ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る ） 。 別 の 態 様 で は 、 核 酸 配 列 は 、 前 駆 体 GLP-1ペ プ チ ド の 活 性 化 切 断
部 位 に お い て シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る 。 別 の 態 様 で は 、 前 駆 体 GLP-1は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び フ リ ン ま た
は 他 の プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ タ ー ゼ （ 例 、 PC3） に よ る 前 駆 体 切 断 の シ グ ナ ル を コ ー ド す る
領 域 を 含 む 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。 別 の 態 様 で は 、 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 前 駆 体 GLP-
1の 切 断 部 位 を 認 識 す る プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 、 プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ タ ー ゼ 3 (PC3)） お よ び 前
駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 、 1つ ま た は 複 数 の 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を 含 み 、 細 胞 中 で 共 に 発 現
す る と 、 生 物 活 性 の あ る GLP-1が 生 産 さ れ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 発 現 ベ ク タ ー は ウ イ ル ス
ベ ク タ ー で あ り う る （ 例 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 部 分 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 、 完 全 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 偽 ア デ ノ ウ イ
ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核
酸 を 含 む 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 に も 関 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 本 明
細 書 に 記 述 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 前 駆 体 GLP-1は 、 切 断 さ れ て 、 イ ン ビ ボ で 生 物 活 性 の
あ る GLP-1ペ プ チ ド を 生 成 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 核 酸 配 列 は 、 修 飾 GLP-1ペ プ チ ド の 活 性
化 切 断 部 位 に お け る フ リ ン お よ び /ま た は シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る 前 駆 体 切 断 の シ グ
ナ ル を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る 前 駆 体 GLP-1ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 は 、 エ ク
ス ビ ボ で 培 養 し 、 II型 糖 尿 病 ま た は 高 血 糖 症 、 ま た は イ ン ス リ ン 欠 損 症 の よ う な 糖 尿 病 性
疾 患 ま た は 疾 病 を 罹 患 す る 個 体 に 投 与 ま た は 移 植 で き る 。 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺
乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の GLP-1前 駆 体
を 生 産 す る た め に も 使 用 で き る 。 宿 主 細 胞 は 、 前 駆 体 GLP-1が 生 産 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す
る 。 宿 主 細 胞 は 、 前 駆 体 GLP-1を 切 断 す る プ ロ テ ア ー ゼ を さ ら に 含 む 場 合 も 含 ま な い 場 合
も あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 そ れ を 必 要 と す る 細 胞 ま た は 個 体 中 で 、 イ ン ス リ ン 産 生 を 刺 激 す る
方 法 を 提 供 し 、 し た が っ て 、 個 体 の 糖 尿 病 （ 例 、 I型 糖 尿 病 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 糖 症 、 イ
ン ス リ ン 欠 損 症 ） の よ う な 血 糖 疾 患 の 代 替 治 療 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 す る よ う に 、 本 発 明 は 、 そ れ を 必 要 と す る 個 体 の 、 例 え ば 血 漿 ま た は 肝
臓 ま た は 肺 の よ う な 適 当 な 貯 蔵 器 官 へ 、 有 効 量 の 生 物 活 性 の あ る GLP-1を 提 供 す る 、 核 酸
配 列 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 な ら び に 発 現 ベ ク タ ー お よ び コ ン ス ト ラ ク ト に 関 す る 。 本 発 明 で は
種 々 の 態 様 が 可 能 で あ り 、 そ れ ぞ れ が 、 十 分 な GLP-1ま た は イ ン ス リ ン を 持 た な い た め に
食 事 お よ び 食 後 に 正 常 範 囲 内 の グ ル コ ー ス レ ベ ル を 維 持 で き な い 患 者 に お い て 、 有 効 量 の
生 物 活 性 の あ る GLP-1ペ プ チ ド を 生 産 で き る 。 様 々 な 態 様 の 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む
、 そ れ を 必 要 と す る 個 体 に お け る イ ン ス リ ン 生 産 の 促 進 ま た は 血 糖 疾 患 の 治 療 の た め の 方
法 に 関 す る ： 個 体 に 、 (1) GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 を 投 与 す る 段 階 、 (2) 切 断 さ れ て 生 物
活 性 の あ る GLP-1を 形 成 す る GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 を 投 与 す る 段 階 ；
お よ び  (3) 切 断 さ れ て 生 物 活 性 の あ る GLP-1を 形 成 す る 修 飾 GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ
ー ド す る 核 酸 を 投 与 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 特 に 、 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 グ ル カ ゴ ン 様
ペ プ チ ド 1（ GLP-1） を コ ー ド す る 核 酸 の 有 効 量 を 個 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 そ れ 必 要 と
す る 個 体 （ 例 、 I型 糖 尿 病 、 II型 糖 尿 病 ） に お い て イ ン ス リ ン 産 生 を 促 進 す る 方 法 に 関 す
る 。 前 駆 体 GLP-1は イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ で 切 断 さ れ て 、 個 体 に お い て 活 性 化 GLP-1が
生 成 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 核 酸 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 部
分 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 完 全 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 偽 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び レ ン チ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー ） 中 で 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 裸 の DNAと し て も 投 与 で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た 哺 乳 類 GLP-1を 含 む 前 駆 体 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ
ド 1（ GLP-1） を コ ー ド す る 核 酸 の 有 効 量 を 個 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 前 駆 体 GLP-1は イ
ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ で 切 断 さ れ て 個 体 中 で 活 性 化 GLP-1が 生 成 す る 、 血 糖 疾 患 を 持 つ
個 体 の 治 療 法 に も 関 す る 。 血 糖 疾 患 は 、 例 え ば 、 I型 糖 尿 病 、 II型 糖 尿 病 、 お よ び /ま た は
高 血 糖 症 の よ う な 欠 陥 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 GLP-1は 高 血 糖 個 体 に お い て イ ン ス リ ン 生 産 を 促 進 し （ す な わ ち 、 そ の 個 体 に お け る GLP
-1シ グ ナ ル 伝 達 は 、 個 体 の グ ル コ ー ス 上 昇 に 依 存 す る ） 、 β 細 胞 の 分 化 と 複 製 を 促 進 す る
。 I型 糖 尿 病 患 者 で は 、 β 細 胞 は 個 体 の 免 疫 系 の 攻 撃 を 受 け る 。 し か し 、 I型 糖 尿 病 の 初 期
段 階 で は 、 β 細 胞 は ま だ 存 在 し て い る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な 個 体 に GLP-1を 投 与 す る
と 、 β 細 胞 の 分 化 お よ び 複 製 が 促 進 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 β 細 胞 の 分 化 の 促 進 の
た め に 前 駆 体 GLP-1を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 I型 糖 尿 病 、 特 に そ の 初 期 段 階 の 治 療 法 に 関 す
る 。 特 に 、 前 駆 体 GLP-1は 、 I型 糖 尿 病 に お い て 免 疫 系 が 全 て の β 細 胞 を 除 去 す る 前 に 投 与
さ れ る 。 こ の 態 様 で は 、 I型 糖 尿 病 治 療 法 は 、 患 者 に 存 在 す る β 細 胞 の 免 疫 系 に よ る さ ら
な る 破 壊 を 防 止 す る た め の 、 免 疫 抑 制 の 使 用 （ 例 、 免 疫 抑 制 薬 ） も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 GLP-1の 別 の 効 果 は 、 グ ル カ ゴ ン の 量 を 低 下 さ せ 、 個 体 の 肝 臓 に よ る 糖 新 生 を 阻 害 す る
こ と で あ る 。 食 間 に 、 肝 臓 は グ ル コ ー ス の 量 を 一 定 に 保 つ た め に グ ル コ ー ス を 生 産 す る 。
I型 糖 尿 病 患 者 が 十 分 な イ ン ス リ ン を 生 産 し な け れ ば 、 肝 臓 は グ ル コ ー ス を 作 り す ぎ 、 高
血 糖 に な る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1は 、 例 え ば 、 I型 糖 尿 病 患 者 の 高 血 糖 リ ス
ク を 低 下 さ せ る 、 お よ び /ま た は I型 糖 尿 病 患 者 の 必 要 と す る イ ン ス リ ン 量 を 低 下 さ せ る こ
と に よ っ て 、 I型 糖 尿 病 を 治 療 す る た め に も 使 用 で き る 。 さ ら に 、 GLP-1は 個 体 が 高 血 糖 の
場 合 に の み 機 能 す る の で 、 I型 糖 尿 病 へ GLP-1を 投 与 し て も 、 I型 糖 尿 病 患 者 に お い て 低 血
糖 を 誘 発 し な い 。 す な わ ち 、 I型 糖 尿 病 患 者 が 高 血 糖 状 態 で な く な れ ば 、 GLP-1は イ ン ス リ
ン 分 泌 刺 激 作 用 を 示 さ な く な る 。 し た が っ て 、 前 駆 体 GLP-1を イ ン ス リ ン 治 療 を 受 け て い
る I型 糖 尿 病 患 者 に 投 与 す れ ば 、 高 血 糖 状 態 を 引 き 起 こ さ ず に 、 低 血 糖 を 予 防 す る こ と に
よ っ て 、 イ ン ス リ ン 治 療 の 安 全 性 を 改 善 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し た GLP-1を 含 む 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る
核 酸 は 、 前 駆 体 GLP-1を 切 断 す る プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 と と も に 発 現 さ せ て も よ
い （ 例 、 フ リ ン ） 。 こ の 方 法 で は 、 通 常 は プ ロ テ ア ー ゼ を 発 現 せ ず 、 し た が っ て 通 常 は 前
駆 体 GLP-1産 物 を 切 断 し な い 細 胞 中 で GLP-1を 生 産 し て 、 生 物 活 性 の あ る GLP-1を 形 成 で き
る 。 例 え ば 、 前 駆 体 GLP-1（ 例 、 DPPIV抵 抗 性 ア ナ ロ グ ） を コ ー ド す る 核 酸 を 、 PC3を コ ー
ド す る 核 酸 と と も に 発 現 で き る 。 こ の よ う に す る と 、 通 常 は PC3を 発 現 せ ず 、 し た が っ て
通 常 は プ ロ グ ル カ ゴ ン を 切 断 し て GLP-1に し な い 細 胞 中 で 、 GLP-1が 生 産 で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 イ ン ス リ ン 産 生 の 促 進 ま た は 血 糖 疾 患 の 治 療 の た め の 方 法 は 、 そ れ を 必 要 と す る 個 体 に
前 駆 体 GLP-1ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と に よ っ て も 実 施 で き る 。 こ の 態 様 で は 、 前 駆 体 GLP-1
は 細 胞 外 か ら 送 達 さ れ る の で 、 前 駆 体 GLP-1を 切 断 す る プ ロ テ ア ー ゼ も 投 与 し 、 そ れ に よ
り イ ン ビ ボ で 生 物 活 性 の あ る GLP-1を 送 達 す る 。 別 の 態 様 で は 、 前 駆 体 GLP-1は 血 中 の プ ロ
テ ア ー ゼ に よ っ て 認 識 さ れ る 切 断 部 位 に 連 結 し た GLP-1を 含 み う る 。 GLP-1前 駆 体 は ま た 、
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前 駆 体 GLP-1を よ り 安 定 化 し 、 お よ び /ま た は 体 の 特 定 の 部 位 （ 例 、 肝 臓 、 筋 肉 、 脳 ） で 前
駆 体 GLP-1の 切 断 を 行 な う よ う に す る 分 子 （ 例 、 ア ル ブ ミ ン の よ う な ペ プ チ ド ） に 連 結 で
き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 部 分 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー 、 完 全 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 偽
ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び レ ン チ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 で 投 与 で き る 。 核 酸 は 裸 の DNAと し て も 投 与
で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
イ ン ス リ ン
　 イ ン ス リ ン の 直 前 の 前 駆 体 は 、 プ ロ イ ン ス リ ン と 呼 ば れ る 単 一 の ペ プ チ ド で 、 こ れ は 、
別 の ペ プ チ ド Cで 結 合 さ れ た Aお よ び B鎖 と い う 2つ の イ ン ス リ ン 鎖 を 持 つ 。 Steiner, D.F.,
 Cunningham, D., Spigelman, L.お よ び Aten, B., Science 157, 697 (1967)参 照 。 イ ン
ス リ ン mRNAの 最 初 の 翻 訳 産 物 は プ ロ イ ン ス リ ン 自 身 で は な く 、 プ ロ イ ン ス リ ン の ア ミ ノ 末
端 に さ ら に 20を こ え る ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る プ レ プ ロ イ ン ス リ ン で あ る と 報 告 さ れ て い る 。
Cahnら 、 PNAS USA 73, 1964 (1976)、 な ら び に 、 Lomedicoお よ び Saunders, Nucl. Acids 
Res. 3, 381 (1976)を 参 照 さ れ た い 。 プ レ プ ロ イ ン ス リ ン 分 子 の 構 造 は 、 NH.sub.2-(プ レ
ペ プ チ ド )-B鎖 -(C鎖 )-A鎖 -COOHと 模 式 的 に 表 さ れ る 。 プ レ プ ロ イ ン ス リ ン は 、 膵 島 β 細 胞
中 で 、 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ PC2お よ び PC3に よ っ て 、 B/Cお よ び C/A結 合 部 で 加 工 さ れ て 成 熟
し た イ ン ス リ ン に な る 。 様 々 な 種 類 の 細 胞 に お い て プ ロ イ ン ス リ ン の 加 工 が 起 き る よ う に
、 分 泌 の 構 成 性 経 路 で 加 工 さ れ る よ う に 、 多 く の グ ル ー プ が ラ ッ ト 及 び ヒ ト イ ン ス リ ン を
修 飾 し て き た 。 B/Cお よ び C/A結 合 部 に フ リ ン コ ン セ ン サ ス 切 断 配 列 を 導 入 す る と 、 様 々 な
種 類 の 細 胞 中 で 、 修 飾 プ ロ イ ン ス リ ン が 成 熟 し た イ ン ス リ ン に 効 率 良 く 加 工 さ れ る こ と が
示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 医 学 的 ま た は 研 究 に 重 要 な 多 く の 蛋 白 質 が 、 脊 椎 動 物 の よ う な 高 等 生 物 の 細 胞 中 で 見 つ
か る か 、 生 産 さ れ て い る 。 こ れ に は 、 例 え ば 、 ホ ル モ ン イ ン ス リ ン 、 成 長 ホ ル モ ン の よ う
な 他 の ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 血 圧 の 調 節 に 関 与 す る 蛋 白 質 、 お よ び 産 業 用 、 医 学 的 ま た は 研
究 に 重 要 な 様 々 な 酵 素 が 含 ま れ る 。 生 物 体 か ら の 抽 出 に よ っ て そ の よ う な 蛋 白 質 を 使 用 で
き る 量 で 得 る こ と は 困 難 な こ と が 多 く 、 こ の 問 題 は ヒ ト 由 来 の 蛋 白 質 の 場 合 に 特 に 深 刻 で
あ る 。 し た が っ て 、 あ る 程 度 の 量 で そ の よ う な 蛋 白 質 を 生 物 体 の 外 で 細 胞 に よ っ て 作 る こ
と が で き る よ う な 技 術 が 必 要 で あ る 。 特 定 の 場 合 に は 、 組 織 培 養 技 術 に よ っ て 維 持 で き る
適 当 な 細 胞 株 を 得 る こ と が で き る 。 し か し 、 組 織 培 養 に お け る 細 胞 の 増 殖 は 遅 く 、 培 地 は
高 価 で 、 条 件 は 正 確 に コ ン ト ロ ー ル す る 必 要 が あ り 、 収 率 は 低 い 。 さ ら に 、 所 望 の 分 化 し
た 特 徴 を 持 つ 培 養 細 胞 株 を 維 持 す る こ と が 困 難 な 場 合 も 多 い 。 ［ 米 国 特 許 第 4,652,525号
、 4,440,859号 参 照 ］
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 し た が っ て 、 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 イ ン ス リ ン ま た は 修 飾 イ ン ス リ ン を コ ー ド す
る 核 酸 を 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 を 提 供 す る 調 節 要 素 と と も に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 グ ル コ
ー ス 疾 患 を 治 療 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 調 節 要 素 は 誘 導 可 能 で 、 最 も 好 ま し く は 、 調 節 要 素 は イ ン ス リ ン お
よ び /ま た は グ ル コ ー ス に 応 答 性 で あ る 。 し た が っ て 、 好 ま し い 調 節 要 素 に は 、 以 下 の プ
ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 特 定 の 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 を 提 供 す る 調 節 要 素 と と も に イ
ン ス リ ン ま た は 修 飾 イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 、 お よ び コ ー ド 配 列 の 発 現 を 提 供 す る
調 節 要 素 と と も に 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 を 、 投 与 す る こ と に よ っ て 、 グ
ル コ ー ス 疾 患 を 治 療 す る 方 法 を 含 む 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 選 択 的 に 、 本 発 明 の イ ン ス リ ン お よ び /ま た は GLP-1ベ ク タ ー と 共 に 、 Cペ プ チ ド ま た は C
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 療 法 ベ ク タ ー を 投 与 す る と 都 合 が 良 い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 様 々 な 態 様 は 、 (1) イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 投 与 す る 段 階
； (2) イ ン ス リ ン と 類 似 し た 活 性 を 示 す 修 飾 イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 投 与 す る 段 階
； (3) (a)本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1を (b)イ ン ス リ ン ま た は 修 飾 イ ン ス リ ン と 共 に コ ー ド す る
核 酸 を 投 与 す る 段 階 ； お よ び  (4) (a)本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1を (b)ペ プ チ ド Cま た は ペ プ チ
ド Cを コ ー ド す る DNAベ ク タ ー と イ ン ス リ ン ま た は 修 飾 イ ン ス リ ン と 共 に コ ー ド す る 核 酸 を
投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 高 血 糖 症 、 低 血 糖 症 、 I型 糖 尿 病 、 II型 糖 尿 病 、 お よ び 低 イ ン
ス リ ン 症 の よ う な 血 糖 疾 患 の 患 者 の 治 療 法 を 提 供 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 患 者
に イ ン ス リ ン を 提 供 す る ベ ク タ ー を 用 い た 、 血 糖 疾 患 の 治 療 の た め の 材 料 お よ び 方 法 を 提
供 す る 。 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 に GLP-1を 提 供 す る ベ ク タ ー を 用 い た 、 血 糖 疾 患
の 治 療 の た め の 材 料 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。 特 定 の 好 ま し い 態 様 で は 、 イ ン ス リ ン お よ び
GLP-1の 両 方 を 患 者 に 提 供 し て も よ い 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 患 者 の 血 流 中 の イ ン ス
リ ン 、 グ ル コ ー ス 、 ま た は 他 の 生 物 学 的 お よ び 化 学 的 要 素 の レ ベ ル に よ っ て コ ン ト ロ ー ル
さ れ 得 る 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー の よ う な 調 節 要 素 を 含 む ベ ク タ ー が 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 方 法 で は 、 GLP-1ま た は 修 飾 GLP-1は 、 糖 尿 病 の よ う な グ ル コ ー ス 利 用 疾
患 の 患 者 に 提 供 さ れ る 。 GLP-1は 、 ウ イ ル ス ま た は 非 ウ イ ル ス 由 来 の DNAベ ク タ ー を 介 し て
送 達 さ れ 得 る 。 1つ の 態 様 で は 、 GLP-1は 、 修 飾 GLP-1ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAベ ク タ ー を
用 い て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 イ ン ビ ボ で GLP-1ま た は 修 飾 GLP-1を 発 現 す る DNAベ ク タ ー の
有 効 量 を 個 体 に 投 与 し 、 血 糖 値 の 正 常 化 お よ び 時 間 が 経 て ば 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン レ ベ ル （ HB
1 A C ） の 低 下 を 誘 導 す る 段 階 を 含 む 、 糖 尿 病 ま た は 高 血 糖 疾 患 の 個 体 の 治 療 方 法 に 関 す る
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
投 与
　 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 AAV、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 お
よ び レ ン チ ウ イ ル ス を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 な ら び に 適 当 な 脂 質 ま た は ポ リ マ ー の キ ャ
リ ア を 持 つ ま た は 持 た な い プ ラ ス ミ ド DNAの よ う な 任 意 の 遺 伝 子 移 入 ベ ク タ ー と し て 投 与
で き 、 核 酸 が イ ン ビ ボ で 発 現 す る 条 件 下 で 投 与 さ れ る 。 ま た は 、 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1を
コ ー ド す る 核 酸 は 、 裸 の DNAと し て 、 ま た は 脂 質 も し く は 化 合 物 の よ う な 両 親 媒 性 化 合 物
、 も し く は 別 の 適 当 な キ ャ リ ア と 共 に 、 投 与 で き る 。 前 駆 体 GLP-1は 、 前 駆 体 GLP-1を 切 断
す る プ ロ テ ア ー ゼ と と も に ペ プ チ ド と し て も （ 同 時 、 順 次 ） 送 達 で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン は 、 個 体 中 で 核 酸 が 発 現 さ れ 、 生 物 活 性
の あ る GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン が イ ン ビ ボ で 生 成 す る よ う に 、 前 駆 体 GLP-1お よ び /
ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 、 DNA， cDNA， RNA） を 個 体 に 導 入 す る こ と に よ り
、 投 与 で き る 。 ま た は 、 前 駆 体 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核 酸 は 、 個 体
の 細 胞 （ 例 、 肝 細 胞 、 筋 芽 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 造 血 細 胞 ） に
エ ク ス ビ ボ で 投 与 し 、 そ の 後 、 前 駆 体 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン が 発 現 し て 、 生 物 活
性 の あ る GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン が イ ン ビ ボ で 生 成 す る よ う に 、 個 体 に 移 入 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 前 駆 体 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 、 cDNA） は 、 ト ラ ン ス ジ ー
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ン の 発 現 を 駆 動 す る た め の プ ロ モ ー タ ー （ 構 成 性 ま た は 調 節 可 能 ） の よ う な 調 節 要 素 、 お
よ び 核 酸 の 下 流 に ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 持 つ 発 現 カ セ ッ ト 中 に ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 例 え
ば 、 1) 体 の 組 織 ま た は 領 域 に 特 異 的 ； 2) 構 成 性 ； 3) グ ル コ ー ス 応 答 性 ； お よ び /ま た は
4) 誘 導 可 能 /調 節 可 能 な 、 調 節 要 素 が 使 用 で き る 。 適 当 な プ ロ モ ー タ ー に は 、 サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス (CMV)プ ロ モ ー タ ー 、 ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー (Cubi)に 連 結 し た CMVエ ン ハ ン サ
ー 、 筋 肉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ Souzaら 、 Molec.Ther., 5(5) part 2:S409 (2002年 6月 )）
、 肝 臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 国 際 公 開 公 報 第 01/36620） 、 な ら び に 免 疫 抑 制 剤 FK506お よ
び ラ パ マ イ シ ン に 基 づ く ダ イ メ ラ イ ザ ー 遺 伝 子 制 御 シ ス テ ム 、 エ ク ジ ソ ン 遺 伝 子 制 御 シ ス
テ ム 、 お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン 遺 伝 子 制 御 シ ス テ ム の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ
る 。 開 示 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Abruzzeseら 、 Hum. Gene Ther. 1999 10
:1499-507に 記 述 さ れ た GeneSwitch T M 技 術 （ Valentis, Inc., Woodlands, TX） の よ う な 、
本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1の 転 写 を 調 節 で き る 調 節 配 列 も 本 発 明 で 有 用 で あ る 。 血 糖 コ ン ト ロ
ー ル の た め に 生 物 活 性 の あ る GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン の 最 適 レ ベ ル が 得 ら れ る よ う
に 、 臨 床 家 は 、 誘 導 可 能 ま た は 調 節 可 能 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 、 本 発 明 の 方 法 の さ ら な
る 最 適 化 を 実 行 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 特 定 の プ ロ モ ー タ ー は ヒ ト ま た は 哺 乳 類 由 来 で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 構 成 性 の プ
ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ く 、 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 で は
、 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 可 能 で あ っ て よ い 。 本 発 明 で 使 用 す る た め に 特 に 好 ま し い プ ロ モ ー
タ ー 配 列 に は 、 肝 臓 型 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 特 に 、 （ -183か ら +12） ま た は
（ -96か ら +12） の 断 片 （ Thompsonら 、 J Biol Chem, (1991). 266:8679-82; Cuifら 、 Mol 
Cell Biol (1992). 12:4852-61） ； ス ポ ッ ト 14プ ロ モ ー タ ー （ S14, -290か ら +18） （ Jump
ら 、 J. Biol Chem, (1990). 265:3474-8） ； ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ O’ Callagha
nら 、 J Biol Chem (2001). 276:16033-9)； 脂 肪 酸 シ ン タ ー ゼ （ -600か ら +65） （ Rufoら 、
J Biol Chem (2001). 28:28） ； お よ び グ ル コ ー ス 6ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ラ ッ ト お よ び ヒ ト ）
（ Schmollら 、 FEBS Lett. (1996). 383:63-6; Argaudら 、 Diabetes, (1996). 45:1563-71
） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 イ ン ス リ ン コ ー ド 配 列 ま た は GLP-1コ ー ド 配 列 は 、 さ ら に 1つ
ま た は 複 数 の エ ン ハ ン サ ー 要 素 の 制 御 下 に あ る 。 本 発 明 で 最 も 有 用 な エ ン ハ ン サ ー 要 素 に
は 、 グ ル コ ー ス 応 答 性 、 イ ン ス リ ン 応 答 性 、 お よ び /ま た は 肝 臓 特 異 的 な 物 が 含 ま れ る 。
特 定 の 態 様 に は 、 CMVエ ン ハ ン サ ー （ 例 、 ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー (Cubi)に 連 結 ） ； 肝 臓
ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ （ L-PK） プ ロ モ ー タ ー (-172か ら -142)の グ ル コ ー ス 応 答 要 素 (GlRE)を
含 む 1つ ま た は 複 数 の グ ル コ ー ス 応 答 性 要 素 ； お よ び 応 答 性 を 増 強 し た 修 飾 物 （ Cuifら 、
上 記 ； Louら 、 J. Biol Chem, (1999). 274:28385-94） ； 補 助 L3ボ ッ ク ス （ -172か ら -126
） を 持 つ L-PKの GlRE（ Diaz Guerraら 、 Mol Cell Biol, (1993). 13:7725-33； 補 助 L3ボ ッ
ク ス を 持 つ 応 答 性 を 増 強 し た 修 飾 GlRE； S14の 炭 水 化 物 応 答 性 要 素 （ ChoRE） （ -1448か ら -
1422） 、 お よ び 低 グ ル コ ー ス 濃 度 で 活 性 化 す る 修 飾 物 （ Shihお よ び Towle, J Biol Chem, 
(1994). 269:9380-7; Shihら 、 J Biol Chem, (1995). 270:21991-7; お よ び Kaytorら 、 J 
Biol Chem, (1997). 272:7525-31; S14の 隣 接 す る 付 属 因 子 部 位 (-1467か ら -1422)を 持 つ C
hoRE（ Kaytorら 、 上 記 ） ； ア ル ド ラ ー ゼ （ +1916か ら +2329） （ Gregoriら 、 J Biol Chem, 
(1998). 273:25237-43; Sabourinら 、 J. Biol Chem, (1996). 271:3469-73； お よ び 脂 肪
酸 シ ン タ ー ゼ （ -7382か ら -6970） （ Rufoら 、 上 記 ） が 含 ま れ う る 。 好 ま し い 態 様 に は 、 グ
ル コ ー ス -6-ホ ス フ ァ タ ー ゼ イ ン ス リ ン 応 答 性 要 素 （ -780か ら -722） (Ayalaら 、 Diabetes,
 (1999). 48:1885-9)の よ う な イ ン ス リ ン 応 答 性 要 素 ； お よ び プ ロ ト ロ ン ビ ン （ 940か ら -8
60） （ Chowら 、 J Biol Chem, (1991). 266:18927-33） の よ う な 肝 臓 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー
要 素 ； お よ び α -1-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン （ -2945か ら -2539） （ Rouetら 、 Biochem J, (1998).
 334:577-84） も 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ の 後 、 発 現 カ セ ッ ト は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 門 脈 内 、 ま た は 他 の 投 与 経 路 で 宿 主 に 送 達
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す る た め に 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 部 分 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス 、 完 全 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル
ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス  (AAV)、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 裸 の プ ラ ス ミ ド 、 プ
ラ ス ミ ド /リ ポ ソ ー ム 複 合 体 等 の ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 で 使 用
で き る 発 現 ベ ク タ ー に は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 イ ン ビ ボ お よ び エ ク ス
ビ ボ 両 方 の 遺 伝 子 療 法 で 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る 投 与 方 法 の 1つ は 、 遺 伝 子 の 送 達 の た め に
ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と で あ る 。 多 く の ウ イ ル ス 種 が 既 知 で あ り 、 遺 伝 子 療 法 の
目 的 の た め に 研 究 さ れ て い る も の も 多 い 。 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は
、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス (AAV)、 お よ び ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)の よ う
な レ ン チ ウ イ ル ス を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス に 由 来 す る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 イ ン ビ ボ 遺 伝 子 療 法 、 な ら び に ト ラ ン ス ジ ー ン 産 物 の イ ン ビ ト ロ 研 究 お よ び /ま た は 生
産 の よ う な 用 途 の た め に 細 胞 に ト ラ ン ス ジ ー ン を 送 達 す る た め に 使 用 す る ア デ ノ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー は 、 一 般 的 に 、 初 期 1 (E1) 遺 伝 子 を 削 除 す る こ と に よ っ て 、 ア デ ノ ウ イ ル ス か
ら 得 ら れ る （ Berkner, K.L., Curr. Top. Micro. Immunol. 158L39-66 1992） 。 E1遺 伝 子
を 削 除 す る と 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 複 製 不 能 に な り 、 ベ ク タ ー 内 に 存 在 す る 残 っ た
ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 発 現 は 著 し く 低 下 す る 。 し か し 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 に 残 っ た ウ
イ ル ス 遺 伝 子 が 存 在 す る と 、 以 下 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 理 由 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た 細 胞 に 対 し て 有 害 で あ る 場 合 が あ る と 考 え ら れ て い る ： (1) 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 蛋
白 質 に 対 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 刺 激 、 (2) 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 蛋 白 質 の 細 胞 毒 性 、 お よ び  (
3) ベ ク タ ー ゲ ノ ム の 複 製 に よ る 細 胞 死 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ の 問 題 の 1つ の 解 決 法 は 、 様 々 な ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子 配 列 が 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と で あ る 。 特 に 、 「 ガ ッ ト レ ス ア デ ノ ウ イ ル ス 」 ま た は ミ ニ ア デ
ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て も 知 ら れ る 偽 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (PAV)は 、 ベ ク タ ー ゲ ノ
ム の 複 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ に 必 要 な 最 小 限 の シ ス 作 用 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 1
つ ま た は 複 数 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む こ と が で き る 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 由 来 の ア デ ノ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る （ 偽 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (PAV)お よ び PAVの 生 産 方 法 を 記 述 し
た 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 5,882,877号 を 参 照 さ れ た い ） 。 約 3
6 kbま で の 外 来 核 酸 を 挿 入 で き る そ の よ う な PAVは 、 ベ ク タ ー の 運 搬 容 量 が 最 適 化 さ れ て
い る 一 方 で 、 ベ ク タ ー に 対 す る 宿 主 免 疫 応 答 ま た は 複 製 可 能 ウ イ ル ス の 生 成 の 可 能 性 が 低
下 し て い る の で 、 有 利 で あ る 。 PAVベ ク タ ー は 、 複 製 開 始 点 お よ び PAVゲ ノ ム の パ ッ ケ ー ジ
ン グ に 必 要 な シ ス 作 用 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 3’  逆 位 反 復 配 列 (ITR)お よ び 5’  ITR
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 適 当 な 調 節 要 素 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 等 と と
も に 、 1つ ま た は 複 数 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 の 、 部 分 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 複 製 に 必 要 な ア デ ノ ウ イ ル ス
初 期 遺 伝 子 の 大 部 分 が ベ ク タ ー か ら 削 除 さ れ 、 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 生 産 細
胞 染 色 体 内 に 入 れ ら れ た 、 部 分 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス （ DeAdと 呼 ば れ る ） ベ ク タ ー を 提
供 す る 。 生 産 細 胞 中 に 入 れ ら れ る 削 除 可 能 な ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子 に は 、 E1A/E1B, E2, E
4（ ORF6お よ び ORF6/7の み が 細 胞 中 に 入 れ ら れ る 必 要 が あ る ） 、 pIXお よ び pIVa2が 含 ま れ
う る 。 E3も ベ ク タ ー か ら 削 除 可 能 で あ る が 、 ベ ク タ ー の 生 産 に は 不 要 な の で 、 生 産 細 胞 か
ら 省 く こ と が で き る 。 通 常 は 主 要 後 期 プ ロ モ ー タ ー (MLP)の 制 御 下 に あ る ア デ ノ ウ イ ル ス
後 期 遺 伝 子 は 、 ベ ク タ ー に 存 在 す る が 、 MLPは 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー で 置 換 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 DeAdベ ク タ ー お よ び 生 産 細 胞 株 で 使 用 す る た め に 適 し た 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に は 、 以 下
の 特 性 を 持 つ も の が 含 ま れ る ： 未 誘 導 状 態 で は 基 礎 発 現 が 低 く 、 細 胞 毒 性 ま た は 細 胞 増 殖
抑 制 性 ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子 が 細 胞 に と っ て 有 害 な レ ベ ル ま で 発 現 し て い な い ； お よ び 誘
導 さ れ た 状 態 で は 高 レ ベ ル の 発 現 で 、 ベ ク タ ー の 複 製 お よ び 構 築 を 支 持 す る た め に 十 分 な
量 の ウ イ ル ス 蛋 白 質 が 生 産 さ れ る 。 DeAdベ ク タ ー お よ び 生 産 細 胞 株 で 使 用 す る た め に 好 ま
し い 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に は 、 免 疫 抑 制 剤 FK506お よ び ラ パ マ イ シ ン に 基 づ く ダ イ メ ラ イ
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ザ ー 遺 伝 子 制 御 シ ス テ ム 、 エ ク ジ ソ ン 遺 伝 子 制 御 シ ス テ ム 、 お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン 遺 伝
子 制 御 シ ス テ ム が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Abruzzeseら
、 Hum. Gene Ther. 1999 10:1499-507に 記 述 さ れ た GeneSwitch T M 技 術 （ Valentis, Inc., 
Woodlands, TX） も 本 発 明 に 有 用 で あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 部 分 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス 発 現 シ ス テ ム は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 国
際 公 開 公 報 第 99/57296号 に さ ら に 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 PAVお よ び DeAdベ ク タ ー の よ う な ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 受 容 細 胞 へ 核 酸 を 送 達 す
る た め の 適 当 な 手 段 と な る 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 望 ま し い 特 徴 を 利 用 す る た め に デ ザ イ ン さ
れ て き た 。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 エ ン ベ ロ ー プ な し の 約 36 kbの ゲ ノ ム を 持 つ 核 DNAウ イ ル ス
で 、 古 典 的 遺 伝 学 お よ び 分 子 生 物 学 の 研 究 に よ っ て 詳 し く 解 析 さ れ て き た （ Hurwitz, M.S
. Adenoviruses Virology, 第 3版 、 Fieldsら 編 、 Raven Press, New York, 1996; Hitt, M
.M.ら 、 Adenovirus Vectors, The Development of Human Gene Therapy, Friedman, T.編
、 Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York 1999） 。 ウ イ ル ス 遺 伝 子 は 、 ウ イ ル
ス 蛋 白 質 の 2つ の 時 期 的 な ク ラ ス の 生 成 を 指 し て 、 初 期 （ E1-E4と 呼 ば れ る ） お よ び 後 期 （
L1-L5と 呼 ば れ る ） 転 写 ユ ニ ッ ト に 分 類 さ れ る 。 こ れ ら の イ ベ ン ト の 境 目 は 、 ウ イ ル ス DNA
の 複 製 で あ る 。 ヒ ト ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 赤 血 球 凝 集 、 腫 瘍 原 性 、 DNAお よ び 蛋 白 質 の ア ミ
ノ 酸 組 成 お よ び 相 同 性 、 な ら び に 抗 原 性 の 関 係 を 含 む 特 性 に 基 づ い て 多 数 の 血 清 型 に 分 け
ら れ る （ 約 47、 適 宜 番 号 付 け さ れ 、 A, B, C, D, E, お よ び Fの 6つ の グ ル ー プ に 分 類 さ れ
る ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 組 み 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 分 裂 お よ び 非 分 裂 細 胞 の 両 方 に 対 す る 向 性 、 最 小
の 病 原 性 、 ベ ク タ ー ス ト ッ ク の 調 製 の た め に 高 力 価 に ま で 複 製 す る 能 力 、 お よ び 大 き な イ
ン サ ー ト を 運 搬 す る 能 力 を 含 め 、 遺 伝 子 送 達 手 段 と し て 使 う た め に い く つ か の 利 点 が あ る
（ Berkner, K.L., Curr. Top. Micro. Immunol. 158:39-66, 1992; Jolly, D., Cancer G
ene Therapy 1:51-64, 1994） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 PAVは 、 遺 伝 子 送 達 に 適 し た 手 段 と な る ア デ ノ ウ イ ル ス の 望 ま し い 特 性 を 利 用 す る た め
に デ ザ イ ン さ れ た 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス の 増 殖 に 不 要 な 領 域 を 削 除 す る
こ と に よ っ て 、 通 常 、 最 高 8 kbま で の イ ン サ ー ト を 運 搬 で き る が 、 PAVを 含 め 、 大 部 分 の
ウ イ ル ス コ ー ド 配 列 を 欠 失 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 最 大 の
運 搬 能 力 が 得 ら れ る 。 Gregoryら の 米 国 特 許 第 5,882,877号 ； Kochanekら 、 Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 93:5731-5736, 1996； Parksら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:13565-13
570, 1996； Lieberら 、 J. Virol. 70:8944-8960, 1996; Fisherら 、 Virology 217:11-22,
 1996; 米 国 特 許 第 5,670,488号 ;1996年 10月 24日 付 け 国 際 公 開 公 報 第 96/33280号 ; 1996年 1
2月 19日 付 け 国 際 公 開 公 報 第 96/40955号 ; 1997年 7月 19日 付 け 国 際 公 開 公 報 第 97/25446号 ; 
1995年 11月 9日 付 け 国 際 公 開 公 報 第 95/29993号 ； 1997年 1月 3日 付 け 国 際 公 開 公 報 第 97/0032
6号 ； Morralら 、 Hum. Gene Ther. 10:2709-2716, 1998を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 PAVの ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 大 部 分 は 欠 失 し て い る の で 、 PAVの 生 産 に は PAVゲ ノ ム の
複 製 と ウ イ ル ス ベ ク タ ー 粒 子 へ の パ ッ ケ ー ジ ン グ を 促 進 す る ア デ ノ ウ イ ル ス 蛋 白 質 を ト ラ
ン ス で 提 供 す る 必 要 が あ る 。 通 常 は 、 そ の よ う な 蛋 白 質 は 、 そ の よ う な 蛋 白 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 を 含 む ヘ ル パ ー ア デ ノ ウ イ ル ス を 、 生 産 細 胞 に 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 し か し 、 そ の よ う な ヘ ル パ ー ウ イ ル ス は 、 精 製 時 に PAVの ス ト ッ ク の 汚 染 源 と な る 可 能
性 が あ り 、 混 入 し た ヘ ル パ ー ア デ ノ ウ イ ル ス が 複 製 し て ウ イ ル ス 粒 子 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ
れ る と 、 個 体 に PAVを 投 与 す る 際 に 問 題 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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　 遺 伝 子 療 法 で の ア デ ノ ウ イ ル ス の 使 用 は 、 例 え ば 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ
る 米 国 特 許 第 5,882,877号 に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス (AAV)は 、 ゲ ノ ム サ イ ズ が 4.6 kbの 一 本 鎖 ヒ ト DNAパ ル ボ ウ イ ル ス で
あ る 。 AAVゲ ノ ム は 2つ の 主 要 な 遺 伝 子 を 含 ん で い る ： rep蛋 白 質 （ Rep 76, Rep 68, Rep 5
2, お よ び Rep 40） を コ ー ド す る rep遺 伝 子 、 な ら び に AAV複 製 、 レ ス キ ュ ー 、 転 写 、 お よ
び 組 込 み を コ ー ド す る cap遺 伝 子 で あ り 、 cap蛋 白 質 は AAVウ イ ル ス 粒 子 を 形 成 す る 。 AAVの
名 前 は 、 AAVが 生 産 的 な 感 染 、 す な わ ち 、 宿 主 細 胞 中 で 自 己 複 製 す る た め に 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス ま た は 他 の ヘ ル パ ー ウ イ ル ス （ 例 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ） に よ る 必 須 の 遺 伝 子 産 物 の 供
給 に 依 存 す る こ と に よ る 。 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス が な け れ ば 、 通 常 は ア デ ノ ウ イ ル ス で あ る ヘ
ル パ ー ウ イ ル ス が 宿 主 細 胞 に 重 感 染 す る こ と に よ っ て レ ス キ ュ ー さ れ る ま で 、 AAVは 宿 主
細 胞 の 染 色 体 中 に プ ロ ウ イ ル ス と し て 組 み 込 ま れ て い る （ Muzyczka, Curr. Top. Micor. 
Immunol. 158:97-127, 1992） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 遺 伝 子 移 入 ベ ク タ ー と し て の AAVに 対 す る 興 味 は 、 そ の い く つ か の ユ ニ ー ク な 生 物 学 的
特 徴 に 起 因 す る 。 AAVゲ ノ ム の 両 端 に は 、 逆 位 反 復 配 列 (ITR)と し て 知 ら れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 存 在 し 、 こ れ は ウ イ ル ス の 複 製 、 レ ス キ ュ ー 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 、 お よ び 組 込 み に 必
要 な 、 シ ス 作 用 性 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 遺 伝 子 移 入 に AAVを 使 用 す る と 他 に も 利 点 が あ る 。 AAVの 宿 主 範 囲 は 広 い 。 さ ら に 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス と は 異 な り 、 AAVは 静 止 期 の 細 胞 に も 分 裂 期 の 細 胞 に も 感 染 で き る 。 ま た 、 AAV
は ヒ ト の 疾 病 と は 関 連 し て お ら ず 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の 遺 伝 子 移 入 ベ ク タ ー に 対 す る よ
う な 多 く の 懸 念 が な い 。 最 近 、 異 な る AAV血 清 型 に 関 し て 、 別 の 組 織 向 性 が 示 さ れ た 。 例
え ば 、 Chaoら （ Mol Ther 2000, 2:619-23） は 、 AAV1が 骨 格 筋 に 注 入 さ れ る と 、 AAV2の 場
合 と 比 べ て 数 桁 高 い レ ベ ル で FIXを 血 中 に 発 現 で き る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 組 み 換 え rAAVベ ク タ ー の 作 製 の た め の 標 準 的 な 手 法 は 、 一 連 の 細 胞 内 イ ベ ン ト の 協 調 を
必 要 と す る : AAV ITR配 列 が 隣 接 し た 対 象 ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む rAAVベ ク タ ー ゲ ノ ム の 宿
主 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス で 必 要 と さ れ る AAV repお よ び cap蛋 白 質 の 遺
伝 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド に よ る 宿 主 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 お よ び ト ラ ン ス で
必 要 と さ れ る 非 AAVヘ ル パ ー 機 能 を 供 給 す る た め の ヘ ル パ ー ウ イ ル ス の ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た 細 胞 へ の 感 染 （ Muzyczka, N., Curr. Top. Micor. Immunol. 158:97-129, 1992）
。 ア デ ノ ウ イ ル ス （ ま た は 他 の ヘ ル パ ー ウ イ ル ス の ） 蛋 白 質 は AAV rep遺 伝 子 の 転 写 を 活
性 化 し 、 rep蛋 白 質 は AAV cap遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 す る 。 そ の 後 cap蛋 白 質 は ITR配 列 を 利
用 し て 、 rAAVゲ ノ ム を rAAVウ イ ル ス 粒 子 へ パ ッ ケ ー ジ ン グ す る 。 し た が っ て 、 パ ッ ケ ー ジ
ン グ の 効 率 は 、 十 分 な 量 の 構 造 蛋 白 質 が 利 用 で き る こ と 、 お よ び rAAVベ ク タ ー ゲ ノ ム 中 で
必 要 と さ れ る シ ス 作 用 性 の パ ッ ケ ー ジ ン グ 配 列 の 利 用 し や す さ に 一 部 は 依 存 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 rAAVベ ク タ ー の 生 産 を 改 善 す る た め の 別 の 手 法 に は 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 使 っ て AAVヘ
ル パ ー 蛋 白 質 を 誘 導 す る こ と （ Clarkら 、 Gene Therapy 3:1124-1132, 1996） 、 な ら び に
、 rAAVベ ク タ ー お よ び AAVヘ ル パ ー 遺 伝 子 の 組 み 込 ま れ た コ ピ ー を 含 む 細 胞 株 を 作 製 し て
、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス が 感 染 す る と rAAV生 産 が 始 ま る よ う に す る こ と （ Clarkら 、 Human Gen
e Therapy 6:1329-1341, 1995） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 rAAVベ ク タ ー は 、 rAAVベ ク タ ー ゲ ノ ム を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 複 製 不 能 ヘ
ル パ ー ア デ ノ ウ イ ル ス （ 1999年 1月 5日 発 行 の 米 国 特 許 第 5,856,152号 ） 、 ま た は AAVヘ ル パ
ー 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ヘ ル パ ー ア デ ノ ウ イ ル ス （ 1995年 3月 9日 発
行 の 国 際 公 開 公 報 第 95/06743号 ） を 用 い て 生 産 さ れ て い る 。 AAVヘ ル パ ー 遺 伝 子 の 高 レ ベ
ル の 発 現 と 、 rAAVベ ク タ ー ゲ ノ ム 中 の シ ス 作 用 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 最 適 な 選 択 と を 組 み
合 せ た 生 産 戦 略 が 記 述 さ れ て い る （ 1997年 3月 13日 発 行 の 国 際 公 開 公 報 第 97/09441号 ） 。
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【 ０ ０ ９ ３ 】
　 し た が っ て 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス に よ る rAAVベ ク タ ー ス ト ッ ク の 汚 染 を 低 下 さ せ る 現 在 の
手 法 は 、 非 許 容 温 度 で は 不 活 化 す る 温 度 感 受 性 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 使 用 す る も の で あ る （
Ensignerら 、 J. Virol., 10:328-339, 1972） 。 ま た は 、 非 AAVヘ ル パ ー 遺 伝 子 を DNAプ ラ
ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 rAAVベ ク タ ー 生 産 時 に 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と
も で き る （ Salvettiら 、 Hum. Gene Ther. 9:695-706, 1998; Grimmら 、 Hum. Gene Ther. 
9:2745-2760, 1998; 国 際 公 開 公 報 第 97/09441号 ） 。 遺 伝 子 療 法 で の AAVの 使 用 は 、 例 え ば
、 米 国 特 許 第 5,753,500号 に 記 述 さ れ て お り 、 上 記 の 全 て の 開 示 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 送 達 に 一 般 的 に 使 わ れ る 道 具 で あ る （ Miller, Natu
re (1992) 357:455-460） 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 広 範 囲 の 齧 歯 類 、 霊 長 類 、 お よ
び ヒ ト の 体 細 胞 に 対 し て 再 配 列 し て い な い 単 一 コ ピ ー の 遺 伝 子 を 送 達 で き る の で 、 細 胞 中
へ 遺 伝 子 を 移 入 す る た め に 非 常 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム が RNAで あ る 、 RNAウ イ ル ス で あ る 。 宿 主 細 胞 に レ ト
ロ ウ イ ル ス が 感 染 す る と 、 ゲ ノ ム RNAは DNA中 間 体 に 逆 転 写 さ れ 、 こ れ が 感 染 細 胞 の 染 色 体
DNAに 非 常 に 効 率 良 く 組 み 込 ま れ る 。 こ の 組 み 込 ま れ た DNA中 間 体 は 、 プ ロ ウ イ ル ス と 呼 ば
れ る 。 プ ロ ウ イ ル ス の 転 写 と 感 染 性 ウ イ ル ス へ の 集 合 は 、 適 当 な ヘ ル パ ー ウ イ ル ス の 存 在
下 、 ま た は 混 入 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス の 偶 然 の 生 産 な し に キ ャ プ シ ド 形 成 を 可 能 に す る 適 当 な
配 列 を 含 む 細 胞 株 中 で 起 き る 。 キ ャ プ シ ド 形 成 の た め の 配 列 が 適 当 な ベ ク タ ー の コ ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 提 供 さ れ れ ば 、 組 み 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス の 生 産 に ヘ ル パ ー ウ イ ル
ス は 必 要 で は な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 組 み 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 生 産 の た め の 別 の 有 用 な 道 具 は 、 感 染 性 ビ リ オ ン を 生
産 す る た め に 必 要 な 蛋 白 質 を ト ラ ン ス で 供 給 す る パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 で あ る が 、 こ れ ら
の 細 胞 は 内 在 性 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム 核 酸 を パ ッ ケ ー ジ ン グ す る 能 力 は な い （ Watanabeお よ び
Termin, Molec. Cell. Biol. (1983) 3(12):2241-2249; Mannら 、 Cell (1983) 33:153-15
9; Embretsonお よ び Temin, J. Virol. (1987) 61(9):2675-2683） 。 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞
中 で RCRを 生 成 す る 可 能 性 を 抑 え る た め の 1つ の 手 法 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 機 能 を 2つ の ゲ ノ
ム に 分 割 す る こ と で あ る 。 例 え ば 、 1つ が gagお よ び pol遺 伝 子 産 物 を 発 現 し 、 他 方 が env遺
伝 子 産 物 を 発 現 す る よ う に す る （ Bosselmanら 、 Molec. Cell. Biol. (1987) 7(5):1797-1
806; Markowitzら 、 J. Virol. (1988) 62(4):1120-1124; Danosお よ び Mulligan, Proc. N
atl. Acad. Sci. (1988) 85:6460-6464） 。 こ の 手 法 で は 、 コ パ ッ ケ ー ジ ン グ お よ び そ の
後 の 2つ の ゲ ノ ム の 導 入 が 抑 え ら れ 、 さ ら に パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 中 に RCRを 産 生 す る た め の
3つ の レ ト ロ ウ イ ル ス ゲ ノ ム が 存 在 す る た め に 、 組 換 え 頻 度 が 著 し く 低 下 で き る 。  
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス は 、 共 通 の レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 gag, polお よ び envに 加 え て 、 調 節 ま
た は 構 造 的 な 機 能 を 持 つ 他 の 遺 伝 子 を 含 む 、 複 雑 な レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。 レ ン チ ウ イ ル
ス は よ り 複 雑 で あ る た め に 、 潜 伏 感 染 中 の よ う に 、 そ の ラ イ フ サ イ ク ル を 改 変 す る こ と が
で き る 。 典 型 的 な レ ン チ ウ イ ル ス は 、 エ イ ズ の 原 因 と な る ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)で
あ る 。 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 他 の 例 に は 、 ネ コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (FIV)、 サ ル 免 疫 不
全 ウ イ ル ス (SIV)、 ウ マ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (EAIV)、 お よ び サ ル 泡 沫 状 ウ イ ル ス タ イ プ I (SF
V-1)が 含 ま れ る 。 イ ン ビ ボ で は 、 HIVは 、 リ ン パ 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ の よ う な 、 最 終
分 化 し て ほ と ん ど 分 裂 し な い 細 胞 に 感 染 で き る 。 イ ン ビ ト ロ で は 、 HIVは 、 単 球 由 来 マ ク
ロ フ ァ ー ジ (MDM)の 初 代 培 養 、 お よ び ア フ ィ ジ コ リ ン ま た は ガ ン マ 線 照 射 に よ っ て 細 胞 周
期 の 停 止 し た HeLa-Cd4も し く は Tリ ン パ 細 胞 に 感 染 で き る 。 細 胞 の 感 染 は 、 標 的 細 胞 の 核
膜 孔 を 通 し た HIVプ レ イ ン テ グ レ ー シ ョ ン 複 合 体 の 核 内 能 動 輸 送 に 依 存 し て い る 。 こ れ は
、 複 合 体 に お け る 、 複 数 の 部 分 的 に 重 複 し た 分 子 決 定 基 と 、 標 的 細 胞 の 核 内 輸 送 機 構 と の
相 互 作 用 に よ っ て 起 き る 。 同 定 さ れ て い る 決 定 基 に は 、 gagマ ト リ ッ ク ス (MA)蛋 白 質 の 機
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能 的 核 局 在 化 シ グ ナ ル (NLS)、 核 親 和 性 ビ リ オ ン 関 連 蛋 白 質 vpr、 お よ び gag MA蛋 白 質 の C
末 端 の ホ ス ホ チ ロ シ ン 残 基 が 含 ま れ る 。 遺 伝 子 療 法 に お け る レ ト ロ ウ イ ル ス の 使 用 は 、 例
え ば 、 米 国 特 許 第 6,013,516号 ； お よ び 米 国 特 許 第 5,994,136号 に 記 述 さ れ て お り 、 こ れ ら
の 開 示 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 核 酸 を 細 胞 に 送 達 す る た め の 他 の 方 法 は 、 ウ イ ル ス を 使 用 し な い 。 例 え ば 、 カ チ オ ン 性
両 親 媒 性 化 合 物 を 用 い て 、 本 発 明 の 核 酸 を 送 達 で き る 。 生 物 活 性 の あ る 分 子 の 細 胞 内 送 達
を 促 進 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 化 合 物 は 、 非 極 性 お よ び 極 性 の 環 境 と 相 互 作 用 す る 必 要
が あ る の で （ 例 え ば 、 形 質 膜 、 組 織 液 、 細 胞 内 の 区 画 、 お よ び 生 物 活 性 の あ る 分 子 自 身 ）
、 そ の よ う な 化 合 物 は 、 通 常 、 極 性 お よ び 非 極 性 の 両 方 の ド メ イ ン を 含 む よ う に デ ザ イ ン
さ れ る 。 そ の よ う な ド メ イ ン の 両 方 を 持 つ 化 合 物 は 、 両 親 媒 性 物 質 と 呼 ば れ る こ と も あ り
、 そ の よ う な 細 胞 内 送 達 （ イ ン ビ ト ロ の 用 途 か イ ン ビ ボ の 用 途 か に 関 わ ら ず ） の 促 進 の た
め に 使 用 さ れ る た め に 開 示 さ れ た 多 く の 脂 質 お よ び 合 成 脂 質 は 、 こ の 定 義 に 当 て は ま る 。
そ の よ う な 両 親 媒 性 物 質 の う ち で 1つ の 特 に 重 要 な ク ラ ス は 、 カ チ オ ン 性 両 親 媒 性 物 質 で
あ る 。 一 般 に 、 カ チ オ ン 性 両 親 媒 性 物 質 は 、 生 理 的 pH付 近 で 正 に 荷 電 す る こ と の で き る 極
性 基 を 持 ち 、 こ の 性 質 は 、 例 え ば DNAの よ う な 負 に 荷 電 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 多
く の 種 類 の 生 物 活 性 の あ る （ 治 療 用 ） 分 子 と 両 親 媒 性 物 質 が ど の よ う に 相 互 作 用 を す る か
を 規 定 す る 上 で 、 重 要 で あ る と 当 技 術 分 野 で は 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 極 性 お よ び 非 極 性 ド メ イ ン の 両 方 を 持 ち 、 生 物 活 性 の あ る 分 子 の 細 胞 内 送 達 に 有 用 で あ
る と 述 べ ら れ た カ チ オ ン 性 両 親 媒 性 化 合 物 の 例 は 、 以 下 の 参 照 に 記 述 さ れ て お り 、 こ れ ら
に は 、 (1) 当 技 術 分 野 で の 理 解 に よ る 、 そ の よ う な 化 合 物 を そ の よ う な 用 途 に 適 し た も の
に す る 性 質 、 お よ び  (2) 当 技 術 分 野 で の 理 解 に よ る 、 細 胞 内 送 達 を 意 図 す る 治 療 分 子 と
そ の よ う な 両 親 媒 性 化 合 物 と の 複 合 体 形 成 に よ る 構 造 の 性 質 に つ い て の 、 有 用 な 考 察 も 含
ま れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 (1) Felgnerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 7413-7417 (1987)は 、 N->1(2,3-ジ
オ レ イ ル オ キ シ )プ ロ ピ ル !-N,N,N-ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド （ DOTMA） を 含 む 正
に 荷 電 し た 合 成 カ チ オ ン 性 脂 質 を 用 い た 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 適 し た 脂 質 /DNA複 合 体
の 形 成 を 開 示 し て い る 。 Felgnerら 、 The Journal of Biological Chemistry, 269(4), 25
50-2561 (1994)も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 (2) Behrら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6982-6986 (1989)は 、 ジ オ ク タ デ シ ル
ア ミ ド ロ グ リ シ ル ス ペ ル ミ ン （ DOGS） を 含 む 多 く の 両 親 媒 性 物 質 を 開 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 (3) Epandら に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,283,185号 は 、 「 DC-chol」 と 呼 ば れ る 3.ベ ー タ .
>N-(N.sup.1,N.sup.1-ジ メ チ ル ア ミ ノ エ タ ン )カ ル バ モ イ ル !コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む 、 両 親
媒 性 物 質 の 別 の ク ラ ス お よ び 分 子 種 を 記 述 し て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 (4) 生 物 活 性 分 子 の 細 胞 へ の 輸 送 を 促 進 す る 別 の 化 合 物 は 、 Felgnerら に 付 与 さ れ た 米
国 特 許 第 5,264,618号 に 開 示 さ れ て い る 。 「 DMRIE」 1,2-ジ ミ リ ス チ ル オ キ シ プ ロ ピ ル -3-
ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む さ ら な る 化 合 物 の 開 示 に つ い
て は 、 Felgnerら 、 The Journal of Biological Chemistry, 269(4), 2550-2561 (1994)も
参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 (5) 生 物 活 性 分 子 の 細 胞 内 送 達 に 適 し た 両 親 媒 性 物 質 の 参 照 は 、 Gebeyehuら に 付 与 さ れ
た 米 国 特 許 第 5,334,761号 、 お よ び Felgnerら 、 Methods (Methods in Enzymology), 5, 67
-75 (1993)に も 見 ら れ る 。 遺 伝 子 送 達 の た め の カ チ オ ン 性 両 親 媒 性 化 合 物 を 含 む 組 成 物 の
使 用 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,049,386号 ； 米 国 特 許 第 5,279,833号 ； 米 国 特 許 第 5,650,09
6号 ； 米 国 特 許 第 5,747,471号 ； 米 国 特 許 第 5,767,099号 ； 米 国 特 許 第 5,910,487号 ； 米 国 特
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許 第 5,719,131号 ； 米 国 特 許 第 5,840,710号 ； 米 国 特 許 第 5,783,565号 ； 米 国 特 許 第 5,925,6
28号 ； 米 国 特 許 第 5,912,239号 ； 米 国 特 許 第 5,942,634号 ； 米 国 特 許 第 5,948,925号 ； 米 国
特 許 第 6,022,874号 ； 米 国 特 許 第 5,994,317号 ； 米 国 特 許 第 5,861,397号 ； 米 国 特 許 第 5,952
,916号 ； 米 国 特 許 第 5,948,767号 ； 米 国 特 許 第 5,939,401号 ； お よ び 米 国 特 許 第 5,935,936
号 に 記 述 さ れ て お り 、 こ れ ら の 開 示 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 前 駆 体 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核 酸 は 、 「 裸 の DNA
」 を 用 い て 送 達 す る こ と も で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 蛋 白 質 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 リ
ポ ソ ー ム 製 剤 、 荷 電 し た 脂 質 、 お よ び リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 剤 と 会 合 し て お ら ず 、 プ ロ モ
ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 非 感 染 性 の
組 み 込 ま れ な い 核 酸 配 列 を 送 達 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,580,859号 ； 米 国 特 許 第 5,963,6
22号 ； 米 国 特 許 第 5,910,488号 に 記 述 さ れ て お り 、 こ れ ら の 開 示 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ウ イ ル ス お よ び 非 ウ イ ル ス 成 分 を 組 み 合 せ た 遺 伝 子 移 入 シ ス テ ム も 報 告 さ れ て い る 。 Cr
istianoら (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11548; Wuら (1994) J. Biol. Chem. 2
69:11542; Wagnerら (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6099; Yoshimuraら (1993) J
. Biol. Chem. 268:2300; Curielら (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8850; Kupfe
rら (1994) Human Gene Ther. 5:1437; お よ び Gottschalkら (1994) Gene Ther. 1:185。 大
部 分 の 場 合 、 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 そ の エ ン ド ソ ー ム 溶 解 性 の 性 質 を 利 用 す る た め に 、 遺 伝
子 送 達 シ ス テ ム 中 に 組 み 込 ま れ て い る 。 ウ イ ル ス お よ び 非 ウ イ ル ス 成 分 の 報 告 さ れ た 組 み
合 せ に は 、 一 般 に 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 送 達 複 合 体 へ の 共 有 結 合 か 、 非 結 合 ア デ ノ ウ
イ ル ス と カ チ オ ン 性 脂 質 ： DNA複 合 体 と の コ イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン の い ず れ か が 関 与 し
て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 、 イ ン ス リ ン 、 修 飾 イ ン ス リ ン 、 お よ び /ま た は 前 駆 体 GLP-1を コ
ー ド す る DNAベ ク タ ー の 「 有 効 量 」 と は 、 投 与 さ れ る と 生 物 活 性 の あ る イ ン ス リ ン ま た は G
LP-1分 子 が 生 産 さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 活 性 化 イ ン ス リ ン ま た は GLP-1蛋 白 質 を 生 産 す る 能
力 の あ る ベ ク タ ー が 有 効 量 投 与 さ れ な か っ た と き の 血 糖 ま た は イ ン ス リ ン レ ベ ル と 比 較 し
て 、 投 与 さ れ た 個 体 中 の 血 糖 ま た は イ ン ス リ ン レ ベ ル が 上 昇 す る 量 で あ る 。 ま た 、 個 体 に
投 与 さ れ る 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は GLP-1の 量 は 、 個 体 の 体 格 、 年 齢 、 体 重 、 全 体 的 健 康 状
態 、 性 別 、 お よ び 食 事 を 含 む 様 々 な 因 子 に よ っ て 異 な る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ま た は AAVベ ク
タ ー が 使 用 さ れ る 特 定 の 態 様 で は 、 前 駆 体 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核
酸 の 用 量 は 、 一 般 に 、 約 10 6 か ら 約 10 1 5 粒 子 の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 約 10 8 か ら 約 10 1 3 粒 子
の 範 囲 で 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ま た は AAV粒 子 か ら 送 達 で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は レ ン チ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 特 定 の 態 様 で は 、 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は 前 駆 体 GLP-1を コ
ー ド す る 核 酸 の 用 量 は 、 一 般 に 、 約 10 4 か ら 約 10 1 3 粒 子 の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 約 10 6 か ら
約 10 1 1 粒 子 の 範 囲 で 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 粒 子 か ら 送 達 で き る 。 核 酸 が
プ ラ ス ミ ド DNAの 形 で 送 達 さ れ る と き に は 、 有 用 な 量 は 一 般 に DNA約 1μ gか ら 約 1 gの 範 囲
、 よ り 好 ま し く は DNA約 100μ gか ら 約 100 mgの 範 囲 で あ る 。 熟 練 し た 臨 床 家 は 、 イ ン ス リ
ン ま た は GLP-1の 特 定 の 血 漿 濃 度 を 達 成 す る た め に 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て 、 適 当 な 投 与 量
を 決 定 す る こ と も で き る 。 正 常 な 空 腹 時 血 漿 レ ベ ル は 約 15 pMで あ る 。 し た が っ て 、 本 発
明 で 使 用 さ れ る 修 飾 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 核 酸 の 量 は 、 1日 あ た り
約 200～ 500μ gの GLP-1発 現 、 ま た は 5～ 12.5μ g/日 の DPPIV抵 抗 性 ア ナ ロ グ を 達 成 す る よ う
に 調 節 で き る 。 実 施 例 で 示 す よ う に 、 GLP-1発 現 は 、 Valentis GeneSwitch 4.0発 現 ベ ク タ
ー （ 例 え ば 、 図 17を 参 照 さ れ た い ） の よ う な 既 知 の 技 術 を 用 い て コ ン ト ロ ー ル で き る 。 ま
た 、 イ ン ス リ ン ま た は GLP-1の 血 漿 濃 度 を 測 定 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 投 与
療 法 を 適 当 に モ ニ タ ー お よ び /ま た は 調 節 す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る ベ ク タ ー は 、 様 々 な 投 与 経 路 を 用 い て
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投 与 で き る 。 例 え ば 、 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は GLP-1は 、 静 脈 内 、 非 経 口 的 に 、 筋 肉 内 、 皮
下 、 経 口 、 経 鼻 、 吸 入 、 移 植 、 注 射 、 お よ び /ま た は 座 薬 に よ っ て 投 与 で き る 。 組 成 物 は
、 望 ま し い 効 果 を 提 供 す る よ う に 、 一 定 期 間 内 に 単 回 、 ま た は 複 数 回 投 与 で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 上 述 の 態 様 に よ り 、 GLP-1は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 門 脈 内 、 ま た は 他 の 投 与 経 路 に っ て ベ
ク タ ー を 導 入 す る と 、 イ ン ビ ボ で 同 じ 細 胞 中 で 発 現 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る ベ ク
タ ー を 含 む 組 成 物 （ 例 、 薬 学 的 組 成 物 ） も 提 供 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 イ ン ス リ ン ま た は
前 駆 体 GLP-1は 、 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は GLP-1の 活 性 化 切 断 部 位 に お け る フ リ ン に よ る 前 駆
体 切 断 の た め の シ グ ナ ル を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 組 成 物
は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア も 含 み う る 。 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア 」 ま た は 「
キ ャ リ ア 」 と い う 用 語 は 、 比 較 的 不 活 性 で 非 毒 性 の 、 任 意 の 一 般 に 許 容 さ れ て い る 賦 形 剤
ま た は 薬 剤 送 達 装 置 を 指 す 。 キ ャ リ ア の 例 に は 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 ス ク ロ ー ス 、 デ キ ス ト
ロ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 ア ル ブ ミ ン 、 で ん ぷ ん 、 セ ル ロ ー ス 、 シ リ カ ゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル (PEG)、 乾 燥 ス キ ム ミ ル ク 、 米 粉 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 他 の 適 当 な キ ャ リ ア （ 例 、 薬 学 的 キ ャ リ ア ） に は 、 無 菌 水 、 塩 溶 液 （ リ ン ゲ ル 液 な ど ）
、 ア ル コ ー ル 、 ゼ ラ チ ン 、 ラ ク ト ー ス 、 ア ミ ロ ー ス 、 ま た は で ん ぷ ん の よ う な 炭 水 化 物 、
タ ル ク 、 珪 酸 、 粘 性 パ ラ フ ィ ン 、 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ
ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の よ う な 調 製 物 は 滅 菌 で き 、 必
要 な ら ば 、 修 飾 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る DNAベ ク タ ー と 有 害 な 反 応 を
し な い 補 助 剤 、 例 え ば 、 潤 滑 剤 、 保 存 剤 、 安 定 化 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 浸 透 圧 に 影 響 を 与
え る た め の 塩 、 緩 衝 液 、 着 色 剤 お よ び /ま た は 芳 香 剤 等 と 混 合 す る こ と が で き る 。 修 飾 GLP
-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る DNAベ ク タ ー を 投 与 す る た め に は 、 キ ャ リ ア （ 例
、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ） は 好 ま し い が 、 必 要 で は な い 。 適 当 な 製 剤 お よ び さ ら な
る キ ャ リ ア は 、 レ ミ ン ト ン の 薬 学 (Remington’ s Pharmaceutical Sciences)（ 17版 、 Mack
 Publ. Co., Easton, PA） に 記 述 さ れ て お り 、 そ の 教 示 は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン ビ ボ に お い て イ ン ス リ ン ま た は GLP-1aを 生 成 す る 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は
前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に も 関 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 核 酸 配 列
は 、 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は 前 駆 体 GLP-1の 活 性 化 切 断 部 位 に お け る フ リ ン に よ る 前 駆 体 切
断 の た め の シ グ ナ ル を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン ビ ボ で 生 物 活 性 の あ る イ ン ス リ ン ま た は GLP-1を 生 成 す る 、 修 飾 イ ン ス
リ ン ま た は 前 駆 体 GLP-1を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 宿 主 細 胞 に
も 関 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 核 酸 配 列 は 、 修 飾 イ ン ス リ ン ま た は GLP-1の 活 性 化 切 断 部 位 に
お け る フ リ ン に よ る 前 駆 体 切 断 の た め の シ グ ナ ル を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。 別 の
態 様 で は 、 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 前 駆 体 GLP-1お よ び /ま た は イ ン ス リ ン を コ ー ド す る 発
現 コ ン ス ト ラ ク ト を 含 み 、 第 1の 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 ヒ ト GLP-1の ア ミ ノ 酸 1-37ま た は
他 の バ リ ア ン ト 、 お よ び リ ー ダ ー 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 他 の 態 様 に は 、 1つ ま た は 複 数 の プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 し た イ ン ス リ ン を コ ー ド
す る 核 酸 を 含 む 、 ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 宿 主 細 胞 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 1)体 の 組 織
ま た は 領 域 に 特 異 的 ； 2) 構 成 性 ； 3) グ ル コ ー ス 応 答 性 ； お よ び /ま た は 4) 誘 導 可 能 /調
節 可 能 な 、 プ ロ モ ー タ ー が 使 用 で き る 。 適 当 な プ ロ モ ー タ ー に は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス
(CMV)プ ロ モ ー タ ー 、 ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー (Cubi)に 連 結 し た CMVエ ン ハ ン サ ー 、 筋 肉 特
異 的 プ ロ モ ー タ ー （ Souzaら 、 Molec.Ther., 5(5) part 2:S409 (2002年 6月 )） 、 肝 臓 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー （ 国 際 公 開 公 報 第 01/36620号 ） 、 な ら び に 免 疫 抑 制 剤 FK506お よ び ラ パ マ
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イ シ ン に 基 づ く ダ イ メ ラ イ ザ ー 遺 伝 子 制 御 シ ス テ ム 、 エ ク ジ ソ ン 遺 伝 子 制 御 シ ス テ ム 、 お
よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン 遺 伝 子 制 御 シ ス テ ム の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 プ ロ
モ ー タ ー の 他 の 例 に は 、 グ ル コ ー ス -6-ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 肝 臓 型 ピ ル ビ ン 酸
キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 ス ポ ッ ト 14プ ロ モ ー タ ー 、 ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ プ ロ モ
ー タ ー が 含 ま れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス 、 宿 主 細 胞 は さ ら に
、 ア ル ド ラ ー ゼ エ ン ハ ン サ ー 、 グ ル コ ー ス 誘 導 応 答 要 素 ： Cho応 答 要 素 ； 脂 肪 酸 シ ン タ ー
ゼ ； プ ロ ト ロ ン ビ ン ； α -1-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ； お よ び グ ル コ ー ス -6-ホ ス フ ァ タ ー ゼ か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の エ ン ハ ン サ ー に 機 能 的 に 連 結 し て い て も よ い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー 、 コ ン ス ト ラ ク ト 、 お よ び ウ イ ル ス は 、 H411E細 胞 の よ う な 肝 癌 細 胞
で 解 析 で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例
実 施 例 1　 GLP-1発 現 コ ン ス ト ラ ク ト
GLP-1の ク ロ ー ニ ン グ ：
　 GLY-8修 飾 ヒ ト GLP-1（ GLP-1-Gly-8） に 連 結 さ れ た 分 泌 ヒ ト ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SE
AP)（ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CAA02290） か ら 得 ら れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 重 複 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 連 結 に よ っ て 作 製 さ れ た 。 図 1
に 示 さ れ る こ の 配 列 は 、 コ ド ン 最 適 化 し 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 イ ン ト ロ ン 、 お よ び SV40ポ
リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む Promegaの pCI発 現 ベ ク タ ー の EcoRIお よ び KpnI部 位 に ク ロ ー
ニ ン グ し 、 pCISEAPGLP-Gly-8が 作 製 さ れ た 。 SEAPの シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ペ
プ チ ド を 、 分 泌 、 お よ び SEAP/GLP-1結 合 部 に お け る シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る プ ロ セ ッ
シ ン グ の 標 的 に す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 GLP-1の コ ー ド 配 列 も 、 他 の リ ー ダ ー 配 列 に 連 結 さ れ た 。 pCISEAPGLP-Gly-8は 、 SEAPリ
ー ダ ー お よ び GLP-1配 列 の 一 部 を 除 去 す る EcoRIお よ び BtrIで 切 断 し た 。 こ の 配 列 は 、 プ ロ
エ キ セ ン デ ィ ン -4（ ア ミ ノ 酸 1-42） （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P26349） の リ ー ダ ー お
よ び GLP-1の 欠 落 し た 部 分 を 含 む 、 重 複 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 作 製 さ れ た 断 片
で 置 換 さ れ た 。 図 2に 示 す プ ロ エ キ セ ン デ ィ ン /GLP-1-Gly-8ハ イ ブ リ ッ ド の 配 列 は 、 コ ド
ン 最 適 化 さ れ て い る 。 ま た 、 プ ロ エ キ セ ン デ ィ ン -4配 列 は 、 GLP-1結 合 部 で 修 飾 さ れ 、 コ
ン セ ン サ ス フ リ ン 切 断 部 位 （ Lys-Arg-X-Lys-Arg） を 含 ん で い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 プ ロ エ キ セ ン デ ィ ン -4に つ い て 説 明 さ れ た 戦 略 を 用 い て 、 GLP-1-Gly8の コ ー ド 配 列 を 他
の リ ー ダ ー 配 列 に 連 結 し た 。 プ ロ ヘ ロ デ ル ミ ン （ J. Biol. Chem. 273(16):9778-9784 (19
98)） 、 プ ロ グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド (GIP)（ Genbankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 P09681） 、 お よ び プ ロ イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 1（ IGF1） （ Genbankア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 IGHUI） の リ ー ダ ー 配 列 を 含 む 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 コ ン セ ン サ ス フ リ
ン 切 断 部 位 を 介 し て GLP-1-Gly8に 連 結 し た 。 プ ロ ヘ ロ デ ル ミ ン （ ア ミ ノ 酸 1-41） 、 プ ロ GI
P（ ア ミ ノ 酸 1-46） 、 お よ び プ ロ IGF1（ ア ミ ノ 酸 1-48） の 配 列 は 、 コ ド ン 最 適 化 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン （ ア ミ ノ 酸 1-20） （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P01275） 、 α -1ア
ン チ ト リ プ シ ン （ ア ミ ノ 酸 1-24） （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P01009） 、 お よ び イ ン ス
リ ン 様 成 長 因 子 I（ ア ミ ノ 酸 1-48） （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 IGHUI） の シ グ ナ ル ペ プ
チ ド を 含 む 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 GLP-1-Gly8に 連 結 さ れ た 。 こ れ ら の シ グ ナ ル
ペ プ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ペ プ チ ド を 、 分 泌 、 お よ び GLP-1結 合 部 に お け る シ グ ナ ル ペ プ
チ ダ ー ゼ に よ る プ ロ セ ッ シ ン グ の 標 的 に す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 前 駆 体 か ら 活 性 GLP-1を 生 成 す る た め に 、 フ リ ン に 加 え て 他 の プ ロ セ ッ シ ン グ 部 位 も 使
用 さ れ た 。 ヒ ト 第 IX因 子 （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P00740） の ア ミ ノ 酸 1-46は 、 シ グ
ナ ル ペ プ チ ド お よ び プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ タ ー ゼ の 切 断 部 位 を 含 む 。 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
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オ チ ド を 用 い て 、 こ の 配 列 を EcoRI/BtrI消 化 し た GLP-1ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 イ ン ス リ ン
様 成 長 因 子 Iは 、 ア ミ ノ 酸 71に お い て プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ タ ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る 。 こ
の プ ロ セ ッ シ ン グ 部 位 （ ア ミ ノ 酸 63-71） は 、 エ キ セ ン デ ィ ン -4/GLP-1コ ン ス ト ラ ク ト の
フ リ ン 切 断 部 位 の 代 わ り に 挿 入 さ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
細 胞 株 中 で の GLP-1生 産
　 上 述 の ク ロ ー ン は 、 ヒ ト 胚 性 腎 細 胞 株 で あ る 293細 胞 の 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム に よ る ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 用 い て 検 定 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 3日 目 に 、 細 胞 か ら 培 地 中
に 分 泌 さ れ る GLP-1の 量 を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)を 用 い て 定 量 し た 。 こ の ア ッ セ イ
は 、 限 ら れ た 量 の GLP-1特 異 的 抗 体 に 対 す る 、 標 識 I 1 2 5  GLP-1と 培 地 中 に 存 在 す る GLP-1と
の 競 合 す る 結 合 に 基 づ く 。 図 12は 、 全 て の コ ン ス ト ラ ク ト が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 少 な く
と も 10倍 の レ ベ ル で 、 GLP-1を 発 現 す る こ と を 示 す 。 SEAPコ ン ス ト ラ ク ト の GLP-1発 現 量 が
最 も 少 な く 、 他 の コ ン ス ト ラ ク ト は 有 意 に 高 い レ ベ ル で GLP-1を 発 現 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
他 の コ ン ス ト ラ ク ト
　 GLP-1は 、 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 I (IGF-I)、 お よ び α 1ア ン チ ト
リ プ シ ン の シ グ ナ ル ペ プ チ ド に も 連 結 さ れ た 。 エ キ セ ン デ ィ ン 4コ ン ス ト ラ ク ト と 同 様 で
、 分 泌 の た め に プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ タ ー ゼ に よ る 切 断 を 必 要 と す る 発 現 ベ ク タ ー も 調 製 さ
れ た 。 エ キ セ ン デ ィ ン 4コ ン ス ト ラ ク ト は 、 フ リ ン に よ る 切 断 用 に 最 適 化 さ れ て お り 、 筋
肉 で の 発 現 に は 理 想 的 で は な い 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 他 の コ ン ス ト ラ ク ト は 、 異 な る プ
ロ ホ ル モ ン コ ン バ タ ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む 。 1つ の コ ン ス ト ラ ク ト は 、 エ キ セ ン デ ィ ン 4ベ ク
タ ー の フ リ ン 切 断 部 位 を 、 IGF-Iの Dと Eド メ イ ン の 間 に 見 ら れ る プ ロ セ ッ シ ン グ 部 位 に 変
化 さ せ て い る 。 他 は ヒ ト 第 IX因 子 の リ ー ダ ー 配 列 と GLP-1と の 融 合 物 で あ る 。 図 11を 参 照
さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 構 成 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 ベ ク タ ー も 、 プ ラ ス ミ ド お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス
の 形 の 両 方 で 、 作 製 さ れ た 。 こ れ ら に は 、 伸 長 因 子 1α プ ロ モ ー タ ー 、 ユ ビ キ チ ン プ ロ モ
ー タ ー に 連 結 し た CMVエ ン ハ ン サ ー 、 お よ び CMVエ ン ハ ン サ ー /プ ロ モ ー タ ー の CpG低 下 型 が
含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 GLP-1は 、 Bgl IIお よ び HindIIIに よ っ て pCIEX4GLP-1Gly8を 消 化 す る こ と に よ っ て 、 CMV
プ ロ モ ー タ ー を 除 去 し て 、 伸 長 因 子 1α プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 か れ た 。 伸 長 因 子 1α プ
ロ モ ー タ ー は 、 Invitrogenベ ク タ ー pEF6/V5-His-TOPOか ら Bgl IIお よ び HindIIIを 用 い て
切 り 出 し 、 消 化 し た pCIベ ク タ ー に 挿 入 し 、 pEF1α GLP-Gly8を 作 製 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
細 胞 株 に お け る GLP-1の 生 産
　 マ ウ ス 筋 芽 細 胞 株 で あ る C2C12細 胞 を 、 293細 胞 と 同 様 の 方 法 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 3 x 10 6 細 胞 を 10cmデ ィ ッ シ ュ に 播 き 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 を
用 い て 翌 日 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 293細 胞 に つ い て は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 3日 目
に 、 細 胞 上 清 の GLP-1レ ベ ル を 測 定 し た 。 C2C12細 胞 に つ い て は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の
翌 日 に 培 地 を 10％ ウ シ 胎 児 血 清 か ら 3％ ウ マ 血 清 に 変 更 し た 。 こ れ に よ り 細 胞 は 融 合 し 、
骨 格 筋 と 類 似 し た 伸 長 し た 筋 管 に な っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 1週 間 後 に GLP-1レ ベ ル
を 測 定 し た 。 図 13は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ヒ ト 胚 性 腎 細 胞 で あ る 293細 胞 の 培 地 中 の GLP
-1濃 度 を 示 す 。 異 な る リ ー ダ ー 配 列 を 用 い る と 、 分 泌 さ れ る GLP-1の 量 が 劇 的 に 異 な る 。
図 14は 、 マ ウ ス 筋 細 胞 株 で あ る C2C12細 胞 の 培 地 中 の GLP-1濃 度 を 示 す 。 フ リ ン 切 断 部 位 よ
り も 、 IGF-Iの プ ロ セ シ ン グ 部 位 の 方 が 、 分 泌 さ れ る GLP-1の 量 は 多 い 。 第 IX因 子 コ ン ス ト
ラ ク ト は 、 こ れ ら の 細 胞 か ら 検 出 可 能 な 量 の GLP-1を 分 泌 し な か っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
イ ン ビ ボ で の GLP-1生 産
　 BALBcマ ウ ス は 、 Mirus社 の Trans IT遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム を 用 い て 、 大 容 量 尾 静 脈 注 射 の
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方 法 に よ っ て 、 10μ gの GLP-1発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 導 入 し た 。 動 物 に 、 CMVプ ロ モ ー タ ー
を 用 い る GLP-1ベ ク タ ー の pCIシ リ ー ズ を 注 射 し た 。 翌 日 に 動 物 の 目 か ら 採 血 し 、 血 漿 を 調
製 し た 。 血 漿 中 に 存 在 す る GLP-1の 量 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)（ Peninsula Labora
tories、 カ タ ロ グ 番 号 RIK 7123） を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 図 15は 、 大 容 量 尾 静 脈 注 射 に よ っ て GLP-1発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 導 入 さ れ た マ ウ ス の GLP
-1血 漿 濃 度 を 示 す 。 大 容 量 尾 静 脈 注 射 に よ っ て 、 主 に 肝 臓 の 形 質 導 入 が 見 ら れ る 。 使 用 し
た ベ ク タ ー パ ネ ル に は 本 明 細 書 に 記 述 さ れ た ベ ク タ ー が 含 ま れ 、 転 写 は CMVプ ロ モ ー タ ー
に 制 御 さ れ た 。 こ れ ら の 試 料 は 、 注 射 の 24時 間 後 に 採 集 さ れ た 。 相 対 的 な 生 産 レ ベ ル は 、
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 293細 胞 と 相 似 し て い た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
GLP-1を 介 す る 血 糖 値 の 修 正
　 マ ウ ス db/db肥 満 株 は 、 レ プ チ ン 受 容 体 に 変 異 を 持 ち 、 3～ 4週 齢 あ た り で 明 ら か に 肥 満
と な り 、 8週 齢 ま で に 血 糖 値 の 劇 的 な 上 昇 を 示 す 。 10週 齢 の db/dbま た は そ の 痩 せ た 同 腹 子
に 、 10μ gの GLP-1発 現 プ ラ ス ミ ド ま た は 対 照 の 分 泌 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SEAP)発 現 プ
ラ ス ミ ド を 注 射 し た 。 大 容 量 注 射 は 、 Muris trans-ITシ ス テ ム を 使 用 す る 代 わ り に 、 2.5 
mlの 生 理 食 塩 水 中 で DNAを 注 射 し た 以 外 は 、 上 記 と 同 様 に 行 わ れ た 。 プ ラ ス ミ ド は 、 ユ ビ
キ チ ン プ ロ モ ー タ ー （ Cubi; US20020090719 A1; US 2001952152） に 連 結 し た ヒ ト CMVエ ン
ハ ン サ ー か ら 構 成 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の エ キ セ ン デ ィ ン -4 GLP-1Gl
y8遺 伝 子 、 お よ び ユ ビ キ チ ン 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る イ ン ト ロ ン を 含 ん で い た 。 エ キ セ ン デ ィ
ン -4 GLP-1遺 伝 子 は 、 Sca-Not I断 片 と し て 切 り 出 し 、 片 端 を 平 滑 に し た CUbi (US 200200
90719 A1; US 2001952152)の Not I部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 マ ウ ス の 血 糖 レ ベ ル は 、 手
持 ち 式 グ ル コ メ ー タ ー を 用 い て 注 射 の 前 の 週 に モ ニ タ ー し た 。 血 糖 値 は 、 注 射 後 、 定 期 的
に モ ニ タ ー し た 。 GLP-1レ ベ ル は 、 注 射 後 2日 目 お よ び 14日 目 に 、 目 か ら 採 血 後 RIAに よ っ
て モ ニ タ ー し た 。 レ ベ ル は 4～ 10 nMの 範 囲 で 安 定 し て い た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 16は 、 II型 糖 尿 病 の 治 療 に お け る GLP-1発 現 ベ ク タ ー の 有 効 性 の 最 初 の 検 定 を 示 す 。 d
b/dbマ ウ ス は マ ウ ス の 肥 満 株 で 、 劇 的 に 上 昇 し た 血 糖 レ ベ ル を 持 ち 、 II型 糖 尿 病 の モ デ ル
と し て 広 く 使 わ れ て い る 。 図 16は 、 CMVエ ン ハ ン サ ー /ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に
あ る エ キ セ ン デ ィ ン 4 GLP-1を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNAの 大 容 量 注 射 で 処 理 さ れ た 、 肥 満
db/dbマ ウ ス ま た は そ の 痩 せ た 同 腹 子 の 血 糖 レ ベ ル を 示 す 。 対 照 群 の マ ウ ス に は 、 分 泌 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SEAP)発 現 ベ ク タ ー を 注 射 し た 。 GLP-1発 現 ベ ク タ ー は 、 肥 満 お よ
び 痩 せ た マ ウ ス の 両 方 の 血 糖 レ ベ ル を 下 げ た が 、 明 ら か な 副 作 用 は 見 ら れ な か っ た 。 GLP-
1を 投 与 さ れ た 肥 満 マ ウ ス の 糖 レ ベ ル は 、 短 期 間 の 間 、 正 常 値 ま で 下 が り 、 数 週 間 は SEAP
注 射 群 よ り も 有 意 に 低 い レ ベ ル が 続 い た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
誘 導 可 能 な GLP-1発 現 ：
　 エ キ セ ン デ ィ ン -4 GLP-1Gly8遺 伝 子 は 、 Valentis GeneSwitchベ ク タ ー pVC1673に 挿 入 し
た 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 GLP-1発 現 を 、 ミ フ ェ プ リ ス ト ン で 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 に 置 く 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 E1b TATAボ ッ ク ス に 連 結 し た 6つ の GAL4結 合 部 位 か ら
な る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 Valentis GeneSwitch 4.0発 現 ベ ク タ ー と 共 に 、 293細 胞 に コ ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 こ の ベ ク タ ー に コ ー ド さ れ て い る 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー は 、 酵 母
GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン 、 切 断 型 ヒ ト プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び
ヒ ト NFκ Bサ ブ ユ ニ ッ ト p65か ら 得 ら れ る 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 細 胞 は 、 リ ン 酸 カ ル
シ ウ ム 沈 殿 法 に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 に 、 細 胞
を 種 々 の 量 の ミ フ ェ プ リ ス ト ン で 処 理 し た 。 ミ フ ェ プ リ ス ト ン 処 理 の 24時 間 後 に 、 RIAに
よ っ て 細 胞 上 清 の GLP-1レ ベ ル を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 図 17は 、 Valentis GeneSwitchシ ス テ ム を 用 い た GLP-1の 誘 導 可 能 な 発 現 を 示 す 。 エ キ セ
ン デ ィ ン 4 GLP-1コ ン ス ト ラ ク ト は 、 ミ フ ェ プ リ ス ト ン で 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 転 写
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制 御 下 に お か れ た 。 GLP-1ベ ク タ ー お よ び GeneSwitchベ ク タ ー は 、 293細 胞 に コ ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し 、 そ の 後 、 ミ フ ェ プ リ ス ト ン の 濃 度 を 上 昇 さ せ て 誘 導 し た 。 上 清 中 の GLP-1
の 量 は 、 ホ ル モ ン 添 加 の 24時 間 後 に 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 2　 イ ン ス リ ン 発 現 カ セ ッ ト の ク ロ ー ニ ン グ
　 ラ ッ ト プ レ プ ロ イ ン ス リ ン I cDNAは 、 Sprague-Dawleyラ ッ ト の 膵 臓 cDNA（ Clontech） か
ら PCRで 増 幅 し 、 EcoRI断 片 と し て pSP70 (Promega)に ク ロ ー ニ ン グ し 、 pSP70.rppinsを 作
製 し た 。 ラ ッ ト プ レ プ ロ イ ン ス リ ン の C/A結 合 部 は 、 す で に フ リ ン に よ る 切 断 部 位 を 含 ん
で い る た め 、 こ の 部 位 は さ ら に 修 飾 し な か っ た 。 B/C結 合 部 は 、 pSP70.rppinsか ら BsmFIお
よ び PpuMIを 用 い て 結 合 部 を 除 去 し 、 フ リ ン に よ る 切 断 部 位 を 含 む 結 合 部 を コ ー ド す る ア
ニ ー リ ン グ し た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 、 こ の 配 列 を 置 換 し た 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ：
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 pCIベ ク タ ー （ Promega） は 、 NheIお よ び BglIIで 切 断 し 、 CMVプ ロ モ ー タ ー と イ ン ト ロ ン
を 除 去 し た 。 こ れ ら の 配 列 は 、 ク ロ ー ニ ン グ 用 ポ リ リ ン カ ー を 含 む ア ニ ー リ ン グ し た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 置 換 し た 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ：
　
　
　
　
　
　
得 ら れ た ベ ク タ ー pCIlinkerは 、 ポ リ リ ン カ ー 配 列 の 後 に SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を
含 ん で い る 。 修 飾 さ れ た ラ ッ ト プ レ プ ロ イ ン ス リ ン cDNAは 、 pCIlinkerに ク ロ ー ニ ン グ し
、 pCI-rppinsを 作 製 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 グ ル コ ー ス お よ び イ ン ス リ ン 応 答 性 ラ ッ ト グ ル コ ー ス -6ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー （
-1309か ら +68） は 、 HindIII-SphI断 片 と し て PCR増 幅 し 、 pCI-rppinsの HindIII-SphI部 位
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て PCIG-6-Prppinsを 作 製 し た 。 2コ ピ ー の ア ル ド ラ ー ゼ エ ン ハ ン サ
ー （ +1916か ら +2329） を G-6-Pプ ロ モ ー タ ー の 5’ に ク ロ ー ニ ン グ し 、 pCIAld(2)G-6-Prppi
nsを 作 製 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る 全 て の 出 版 物 の 開 示 は 、 本 明 細 書 に 含 ま れ る 開 示 の た め の 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 好 ま し い 態 様 に 関 し て 特 に 示 さ れ 、 説 明 さ れ て い る が 、 付 属 の 請 求 の 範
囲 に カ バ ー さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 形 式 お よ び 詳 細 に 様 々 な 変 更 が 施 さ
れ る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る だ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ７ 】
【 図 １ 】 SEAP.GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 Gly-8修 飾 さ れ た ヒ ト GLP-1（ GLP-1-Gly-8） に 連 結
し た 分 泌 ヒ ト ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SEAP)か ら 得 ら れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド の ヌ ク レ オ チ
ド （ 配 列 番 号 ： 1） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ： 2） 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ 】 エ キ セ ン デ ィ ン -4.GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 GLP-1-Gly-8に 連 結 し た プ ロ エ キ セ ン
デ ィ ン -4か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ： 3） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番
号 ： 4） 配 列 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 ヘ ロ デ ル ミ ン .GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 GLP-1-Gly-8に 連 結 し た プ ロ ヘ ロ デ ル ミ ン
か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ： 5） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ： 6） 配
列 を 示 す 。
【 図 ４ 】 GIP.GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 GLP-1-Gly-8に 連 結 し た プ ロ グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン ス
リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド (GIP)か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ： 7） お
よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ： 8） 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 IGF-1 (フ リ ン ).GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 コ ン セ ン サ ス フ リ ン 切 断 部 位 を 介 し て GL
P-1-Gly-8に 連 結 し た プ ロ イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 1 (IGF1)か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー の ヌ ク レ
オ チ ド （ 配 列 番 号 ： 9） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ： 10） 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ 】 IGF-1.GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 GLP-1-Gly-8に 連 結 し た プ ロ イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子
1 (IGF1)か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ： 11） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番
号 ： 12） 配 列 を 示 す 。
【 図 ７ 】 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン .GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 GLP-1-Gly-8に 連 結 し た プ レ プ ロ グ
ル カ ゴ ン か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ： 13） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番
号 ： 14） 配 列 を 示 す 。
【 図 ８ 】 α -1ア ン チ ト リ プ シ ン .GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 GLP-1-Gly-8に 連 結 し た α -1ア ン
チ ト リ プ シ ン か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ： 15） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配
列 番 号 ： 16） 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ 】 第 IX因 子 .GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 GLP-1-Gly-8に 連 結 し た プ ロ ホ ル モ ン コ ン バ タ
ー ゼ の 切 断 部 位 お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む ヒ ト 第 IX因 子 の ア ミ ノ 酸 1-46の ヌ ク レ オ チ
ド （ 配 列 番 号 ： 17） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ： 18） 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 エ キ セ ン デ ィ ン -4 (IGF-1).GLP-1Gly8と 呼 ば れ る 、 IGF-1の 切 断 部 位 を 介 し て G
LP-1-Gly-8に 連 結 し た プ ロ エ キ セ ン デ ィ ン -4か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列
番 号 ： 19） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ： 20） 配 列 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 IGF-1.GLP-1Gly8、 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン .GLP-1Gly8、 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン .GLP
-1Gly8、 エ キ セ ン デ ィ ン -4.GLP-1Gly8、 エ キ セ ン デ ィ ン -4 (IGF-1).GLP-1Gly8、 お よ び 第
IX因 子 .GLP-1Gly8の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 SEAP.GLP-1Gly8、 エ キ セ ン デ ィ ン -4.GLP-1Gly8、 ヘ ロ デ ル ミ ン .GLP-1Gly8、 GI
P.GLP-1Gly8、 IGF-1(フ リ ン ).GLP-1Gly8、 ま た は 対 照 （ モ ッ ク ） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 293細 胞 の 上 清 中 の GLP-1発 現 レ ベ ル を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン .GLP-1Gly8、 プ レ プ ロ グ ル カ ゴ ン .GLP-1Gly8、 IGF-1.GLP
-1Gly8、 エ キ セ ン デ ィ ン -4.GLP-1Gly8、 ま た は エ キ セ ン デ ィ ン -4 (IGF-1).GLP-1Gly8で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 293細 胞 の 上 清 中 の GLP-1発 現 レ ベ ル を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 エ キ セ ン デ ィ ン -4.GLP-1Gly8、 エ キ セ ン デ ィ ン -4 (IGF-1).GLP-1Gly8、 ま た は
第 IX因 子 .GLP-1Gly8で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た C2C12細 胞 か ら 分 泌 さ れ た GLP-1を 示 す 棒 グ
ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 大 容 量 の 尾 静 脈 注 射 に よ り GLP-1発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 導 入 さ れ た マ ウ ス に お
け る GLP-1の 血 漿 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 CMVエ ン ハ ン サ ー /ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 、 エ キ セ ン デ ィ ン 4 
GLP-1を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNAの 大 容 量 の 注 射 で 処 理 さ れ た 、 肥 満 db/dbマ ウ ス お よ び
そ の 痩 せ た 同 腹 子 の 血 糖 レ ベ ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 Valentis Gene Switch Systemを 用 い た GLP-1の 誘 導 可 能 な 発 現 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 18A-18Bは 修 飾 GLP-1の 例 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ Ａ 】
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【 図 １ ８ Ｂ 】
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