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(57)【要約】
　本発明は、セリン/トレオニンキナーゼPIM-Iをコード
する核酸を含む組成物(例えば医薬組成物)ならびにそれ
らの製造方法および使用方法、例えば細胞増殖を誘導し
、低酸素症および細胞アポトーシスから心臓細胞を保護
する方法を提供する。本発明は、PIM-Iをコードする核
酸を含む組成物(例えば医薬組成物)、および心臓幹細胞
の再生能を高める方法を提供する。
【選択図】　図２１



(2) JP 2011-503207 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血管系細胞または組織のPIM活性を増強する必要のある患者を同定するステップと、該
組織中の細胞の機能特性を改変するために該患者の血管系細胞または組織におけるPIMレ
ベルを増強するステップとを含む方法。
【請求項２】
　患者が心臓損傷を経験しており、PIMレベルの増強が心臓の再生を促進して該損傷を修
復する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　増強ステップが、血管系組織におけるPIMの内因性産生を増強するステップを含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項４】
　増強ステップが、患者に外因性PIMを投与するステップを含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項５】
　外因性PIMが、細胞送達部分に結合したPIM酵素を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　細胞送達部分が、PIM酵素に結合された転移ドメインである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　増強ステップが、PIMレベルの増強をもたらす細胞を患者に投与するステップを含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　投与される細胞が、幹細胞または血管系前駆細胞である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　投与される細胞が、非PIMプロモーター、心臓特異的プロモーター、心臓細胞もしくは
幹細胞において活性なプロモーターまたはPIMプロモーターに機能的に連結されたPIMコー
ドポリヌクレオチドを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　プロモーターが、α-ミオシン重鎖プロモーター、心臓トロポニンTプロモーターもしく
はMLC-2vプロモーターであるか、またはα-ミオシン重鎖プロモーター、心臓トロポニンT
プロモーターもしくはMLC-2vプロモーターを含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　増強ステップが、細胞を患者の血管組織に投与するステップと、投与された細胞から増
強レベルのPIMを発現させるステップとを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　血管系疾患または損傷の治療のための、PIM酵素送達物質またはPIM酵素増強物質。
【請求項１３】
　細胞送達剤に連結したPIM酵素を含む、請求項１２に記載の物質。
【請求項１４】
　ヒトまたは動物に導入するための、PIM産生の増強を可能にするように改変された細胞
を含む、請求項１２に記載の物質。
【請求項１５】
　細胞が前駆細胞または幹細胞であり、改変が、非PIMプロモーター、心臓特異的プロモ
ーター、心臓細胞もしくは幹細胞において活性なプロモーターまたはPIMプロモーターの
制御下にあるPIMコードポリヌクレオチドを含む、請求項１４に記載の物質。
【請求項１６】
　プロモーターが、α-ミオシン重鎖プロモーター、心臓トロポニンTプロモーターもしく
はMLC-2vプロモーターであるか、またはα-ミオシン重鎖プロモーター、心臓トロポニンT
プロモーターもしくはMLC-2vプロモーターを含む、請求項１５に記載の物質。
【請求項１７】
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　内因性PIM発現の誘導因子を含む、請求項１１に記載の物質。
【請求項１８】
　血管系疾患または損傷を治療するための医薬の製造における、PIM送達物質またはPIM増
強物質の使用。
【請求項１９】
　非PIMプロモーター、心臓特異的プロモーター、心臓細胞もしくは幹細胞において活性
なプロモーターまたはPIMプロモーターに機能的に連結されたPIMコードポリヌクレオチド
配列を含む血管系細胞または血管系細胞に分化し得る細胞を含む組成物。
【請求項２０】
　プロモーターが、α-ミオシン重鎖プロモーター、心臓トロポニンTプロモーターもしく
はMLC-2vプロモーターであるか、またはα-ミオシン重鎖プロモーター、心臓トロポニンT
プロモーターもしくはMLC-2vプロモーターを含む、請求項１９に記載の組成物。
【請求項２１】
　細胞が幹細胞もしくは心臓前駆細胞であるか、または細胞が筋細胞もしくは心臓細胞に
分化し得る、請求項１９に記載の組成物。
【請求項２２】
　細胞が間葉系幹細胞である、請求項１９に記載の組成物。
【請求項２３】
　プロモーターが誘導性プロモーターである、請求項１９に記載の組成物。
【請求項２４】
　疾患のあるまたは損傷した心臓組織内のPIMレベルを増強するステップを含む、心臓疾
患または損傷を治療する方法。
【請求項２５】
　心臓疾患または損傷が、虚血損傷、低酸素損傷、心筋梗塞、外傷性心臓損傷、心臓肥大
、過圧損傷、鬱血性心不全、アポトーシス誘導性損傷または疾患、細菌感染、ウイルス感
染、および前記のいずれかのリスクの増強をもたらす症状を含む、請求項２４に記載の方
法。
【請求項２６】
　心筋への投与のために製剤化される医薬組成物であって：
(i)(a) Pim-1コード核酸；
　 (b) 発現構築物または発現ビヒクル中に挿入されたPim-1コード核酸、またはプロモー
ターに機能的に連結されたネイキッドPim-1コード核酸；
　 (c) 発現構築物または発現ビヒクルが、ベクター、プラスミド、組換えウイルスもし
くは人工染色体を含むか、またはベクター、プラスミド、組換えウイルスもしくは人工染
色体からなる、(b)の医薬組成物；
　 (d) 発現構築物または発現ビヒクルが、組換えアデノ関連ウイルスベクター、アデノ
ウイルスベクター、レトロウイルスベクター、もしくはレンチウイルスベクターを含むか
、または組換えアデノ関連ウイルスベクター、アデノウイルスベクター、レトロウイルス
ベクター、もしくはレンチウイルスベクターからなる、(c)の医薬組成物；
　 (e) 発現構築物または発現ビヒクルが、免疫不全ウイルス由来ベクターを含むか、ま
たは免疫不全ウイルス由来ベクターからなる、(d)の医薬組成物；
　 (f) 免疫不全ウイルス由来ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターを含
むか、またはヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターからなる、(e)の医薬組成物；ある
いは
　 (g) ヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス-1(HIV-1)由
来ベクターを含むか、またはヒト免疫不全ウイルス-1(HIV-1)由来ベクターからなる、(f)
の医薬組成物；
　 (h) Pim-1コード核酸がプロモーターに機能的に連結されている、(a)～(g)のいずれか
の医薬組成物；
　 (i) プロモーターが、構成的プロモーターまたは誘導性プロモーターである、(h)の医
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薬組成物；あるいは
　 (j) プロモーターが、心臓細胞(筋細胞)中で構成的または誘導的に活性である、(i)の
医薬組成物；および、
(ii) 製薬上許容される賦形剤
を含む、前記医薬組成物。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の医薬化合物を含むリポソーム。
【請求項２８】
　請求項２６に記載の医薬化合物を含むナノ粒子。
【請求項２９】
　以下のための医薬の製造のための請求項２６に記載の医薬化合物、請求項２７に記載の
リポソーム、または請求項２８に記載のナノ粒子の使用：
(a) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPim-1キナーゼ活性を増加させる
ことによる、細胞、組織および/または器官の低酸素症、低酸素血症または無酸素症の後
の、あるいは圧過負荷誘発性肥大または圧過負荷誘発性心不全の後の、心臓または血管の
細胞、組織もしくは器官における細胞アポトーシスおよび/または損傷の改善、治療また
は予防；
(b) 低酸素症、低酸素血症または無酸素症が、梗塞、外傷、手術、再移植、移植または毒
素によって引き起こされる、(a)の使用；
(c) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における細胞脱分化および/または幹細胞
マーカーの再発現の誘導；
(d) 細胞、組織または器官においてPim-1を過剰発現または発現させることによる、生着
した、または移植された細胞、組織または器官の保持の増強；
(e) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における、bcl-2、bcl-XLの発現および/ま
たはBadタンパク質のリン酸化の増加；
(f) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における、虚血/再灌流損傷の改善、治療
または予防；
(g) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官が、心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは
心臓、または腎臓、肝臓、脾臓、膵臓、皮膚、粘膜、目、脳、肺、神経、知覚神経、末梢
神経、脊髄、血管、内皮、筋肉、平滑筋、骨格筋、心筋または骨もしくは骨髄であるか、
あるいは心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは心臓、または腎臓、肝臓、脾臓、膵臓、皮
膚、粘膜、目、脳、肺、神経、知覚神経、末梢神経、脊髄、血管、内皮、筋肉、平滑筋、
骨格筋、心筋または骨もしくは骨髄に含まれる、(a)～(f)のいずれかの使用；
(h) 幹細胞または多能性細胞の再生能を増強し、および/または増殖を誘導するための、
幹細胞または多能性細胞におけるPim-1の過剰発現または発現；
(i) 心臓細胞(筋細胞)または心臓組織におけるBcl-XLの発現を増加させて、心臓保護的抗
アポトーシスシグナル伝達を誘導し、および/または心筋生存シグナル伝達を増加させる
ための、心臓細胞(筋細胞)または心臓組織におけるPim-1の過剰発現または発現；
(j) 細胞が、幹細胞、成体幹細胞、造血幹細胞、脂肪由来幹細胞、間葉系幹細胞、c-kit+

幹細胞、ヒト幹細胞、自己または同種幹細胞、胚細胞、組織特異的常在幹細胞、同種また
は自己細胞、前駆細胞、胎盤および/または臍帯血細胞、Sca-1+細胞、またはCD34+細胞で
ある、(a)～(i)のいずれかの使用；あるいは
(k) 使用が、細胞、組織および/または器官の低酸素症、低酸素血症または無酸素症の後
の、または圧過負荷誘発性肥大もしくは圧過負荷誘発性心不全の後の、または肥大心筋、
加齢心筋、不全心筋、虚血心筋、再構築心筋、炎症、感染、慢性的ストレス、疾患、糖尿
病もしくはアルコール依存症、および/または酸化的損傷によって損傷を受けた心筋によ
る、心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における細胞アポトーシスおよび/または
損傷の改善、治療または予防のためである、(a)～(j)のいずれかの使用。
【請求項３０】
　心臓または血管の細胞、組織もしくは器官において、PIM-1核酸またはPim-1キナーゼ活
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性を誘導、アップレギュレートまたは挿入する方法であって、以下：
(a) (i)Pim-1コード核酸を提供し、該Pim-1コード核酸を心臓または血管の細胞、組織も
しくは器官に挿入し、(ii)Pim-1キナーゼを発現および/または分泌する細胞を提供し、(i
ii)Pim-1キナーゼまたはPIM-1発現核酸を、心臓または血管の細胞、組織もしくは器官に
投与し、または(iv)心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPIM-1核酸またはP
im-1キナーゼ活性を誘導またはアップレギュレートする化合物を提供するステップ；
(b) Pim-1コード核酸が、Pim-1コードメッセージ(Pim-1コードmRNA)もしくはPIM-1遺伝子
を含むか、またはPim-1コードメッセージ(Pim-1コードmRNA)もしくはPIM-1遺伝子からな
る、(a)の方法；
(c) Pim-1コード核酸が、ヒトPim-1コード核酸、もしくはヒトPim-1コードメッセージ(mR
NA)、もしくはヒトPIM-1遺伝子、もしくはヒトPIM-1遺伝子座を含むか、またはヒトPim-1
コード核酸、もしくはヒトPim-1コードメッセージ(mRNA)、もしくはヒトPIM-1遺伝子、も
しくはヒトPIM-1遺伝子座からなる、(a)または(b)の方法；
(d) 細胞が、ヒト細胞、幹細胞、成体幹細胞、造血幹細胞、脂肪由来幹細胞、間葉系幹細
胞、c-kit+幹細胞、ヒト幹細胞、自己または同種幹細胞、胚細胞、組織特異的常在幹細胞
、同種または自己細胞、前駆細胞、胎盤および/または臍帯血細胞、Sca-1+細胞、またはC
D34+細胞である、(a)～(c)のいずれかの方法；
(e) Pim-1コード核酸を、ex vivoまたはin vivoで心臓または血管の細胞、組織もしくは
器官に挿入する、(a)～(d)のいずれかの方法；
(f) Pim-1コード核酸を、発現構築物または発現ビヒクルに挿入する、(a)～(e)のいずれ
かの方法；
(g) 発現構築物または発現ビヒクルが、ベクター、プラスミド、組換えウイルスもしくは
人工染色体を含むか、またはベクター、プラスミド、組換えウイルスもしくは人工染色体
からなる、(f)のいずれかの方法；
(h) 発現構築物または発現ビヒクルが、組換えアデノ関連ウイルスベクター、アデノウイ
ルスベクター、レトロウイルスベクター、もしくはレンチウイルスベクターを含むか、ま
たは組換えアデノ関連ウイルスベクター、アデノウイルスベクター、レトロウイルスベク
ター、もしくはレンチウイルスベクターからなる、(g)のいずれかの方法；
(i) 発現構築物または発現ビヒクルが、免疫不全ウイルス由来ベクターを含むか、または
免疫不全ウイルス由来ベクターからなる、(h)のいずれかの方法；
(j) 免疫不全ウイルス由来ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターを含む
か、またはヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターからなる、(i)のいずれかの方法；
(k) ヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス-1(HIV-1)由来ベ
クターを含むか、またはヒト免疫不全ウイルス-1(HIV-1)由来ベクターからなる、(j)のい
ずれかの方法；
(l) Pim-1コード核酸を、野生型(正常)レベルのPIM-1タンパク質を発現しない細胞に挿入
する、(a)～(k)のいずれかの方法；
(m) Pim-1コード核酸を、野生型(正常)レベルのPIM-1タンパク質コードメッセージ(mRNA)
を発現しない細胞に挿入する、(l)の方法；
(n) Pim-1コード核酸を、野生型(正常)PIM-1遺伝子またはゲノムPim-1コード核酸を含ま
ない細胞に挿入する、(m)の方法；
(o) Pim-1コード核酸を、ex vivoで心臓または血管の細胞、組織もしくは器官に挿入し、
該心臓または血管の細胞、組織もしくは器官を、それが必要な個体に移植する、(a)～(n)
のいずれかの方法；
(p) Pim-1コード核酸を、ex vivoで心臓細胞、心臓もしくは血管の組織または心臓もしく
は血管の器官あるいは筋細胞に挿入し、該細胞を、それを必要とする心臓または血管の細
胞、組織もしくは器官あるいは心筋(心臓)に移植する、(a)～(o)のいずれかの方法；
(q) Pim-1コード核酸を、in vivoでそれを必要とする個体の心臓または血管の細胞、組織
もしくは器官に挿入する、(a)～(n)のいずれかの方法；
(r) Pim-1コード核酸を、in vivoで心臓または血管の細胞、組織もしくは器官または心臓
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細胞もしくは筋細胞または心臓に挿入する、(q)の方法；
(s) 個体が、鬱血性心不全を有するか、または心筋梗塞、もしくは心筋損傷を有していた
ことがある、(r)の方法；
(t) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官が、心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは
心臓、または腎臓、肝臓、脾臓、膵臓、皮膚、粘膜、目、脳、肺、神経、知覚神経、末梢
神経、脊髄、血管、内皮、筋肉、平滑筋、骨格筋、心筋または骨もしくは骨髄であるか、
あるいは心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは心臓、または腎臓、肝臓、脾臓、膵臓、皮
膚、粘膜、目、脳、肺、神経、知覚神経、末梢神経、脊髄、血管、内皮、筋肉、平滑筋、
骨格筋、心筋または骨もしくは骨髄に含まれる、(a)～(s)のいずれかの方法；
(u) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPIM-1核酸またはPim-1キナーゼ活
性を誘導またはアップレギュレートする化合物が、生存および/または増殖シグナル伝達
に関与するインターロイキン、サイトカインおよび/またはパラクリン因子；AKTセリン/
トレオニンキナーゼのアップレギュレーター；インスリン様成長因子-1(IGF-1)；インス
リン；白血病抑制因子(LIF)；顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)；または
表皮成長因子(EGF)を含む、(a)の方法；
(v) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官におけるPim-1活性が、該細胞集団に外因
性Pim-1キナーゼを投与することによって増加する、(a)～(u)のいずれかの方法；
(w) Pim-1活性が、細胞集団を、外因性PIM-1遺伝子を発現するトランスフェクト細胞と接
触させることによって増加する、(v)の方法；
(x) 細胞集団が幹細胞を含む、(v)の方法；または
(y) Pim-1キナーゼ活性が、請求項１に記載の医薬化合物、請求項２に記載のリポソーム
、もしくは請求項３に記載のナノ粒子またはこれらのいずれかの組み合わせを投与するこ
とにより、心臓または血管の細胞、組織もしくは器官において増加および/またはアップ
レギュレートされる、(a)～(y)のいずれかの方法
を含む、上記方法。
【請求項３１】
　請求項２６に記載の医薬化合物、請求項２７に記載のリポソーム、もしくは請求項２８
に記載のナノ粒子、またはこれらの任意の組み合わせをそれを必要とする個体に投与する
ステップを含む、疾患または症状を治療、予防または改善する方法であって、該疾患また
は症状の治療、予防および/または改善が、以下：
(a) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPim-1キナーゼ活性を増加または
アップレギュレートさせることによる、細胞、組織および/または器官の低酸素症、低酸
素血症または無酸素症の後の、または圧過負荷誘発性肥大もしくは圧過負荷誘発性心不全
の後の、または肥大心筋、加齢心筋、不全心筋、虚血心筋、再構築心筋、炎症、感染、慢
性的ストレス、疾患、糖尿病もしくはアルコール依存症、および/または酸化的損傷によ
って損傷を受けた心筋による、心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における細胞ア
ポトーシスおよび/または損傷の改善、治療または予防；
(b) 細胞アポトーシスおよび/もしくは損傷、または低酸素症、低酸素血症もしくは無酸
素症が、梗塞、外傷、手術、再移植、移植もしくは毒素によって、または炎症、感染、慢
性的ストレス、糖尿病もしくはアルコール依存症、および/または酸化的損傷によって引
き起こされる、(a)の方法；
(c) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官において細胞脱分化および/または幹細胞
マーカーの再発現を誘導するステップ；
(d) 生着したまたは移植された細胞、組織または器官においてPim-1を過剰発現または発
現させることにより、該細胞、組織または器官の保持を増強するステップ；
(e) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官において、bcl-2、bcl-XLの発現および/ま
たはBadタンパク質のリン酸化を増加させるステップ；
(f) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における虚血/再灌流損傷の改善、治療ま
たは予防；
(g) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官が、心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは
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心臓、または腎臓、肝臓、脾臓、膵臓、皮膚、粘膜、目、脳、肺、神経、知覚神経、末梢
神経、脊髄、血管、内皮、筋肉、平滑筋、骨格筋、心筋または骨もしくは骨髄であるか、
あるいは心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは心臓、または腎臓、肝臓、脾臓、膵臓、皮
膚、粘膜、目、脳、肺、神経、知覚神経、末梢神経、脊髄、血管、内皮、筋肉、平滑筋、
骨格筋、心筋または骨もしくは骨髄に含まれる、(a)～(f)のいずれかの方法；
(h) 幹細胞または多能性細胞の再生能を増強し、および/または増殖を誘導するために、
幹細胞または多能性細胞においてPim-1を過剰発現または発現させるステップ；あるいは
(i) 心臓細胞(筋細胞)または心臓組織におけるBcl-XLの発現を増加させて、心臓保護的抗
アポトーシスシグナル伝達を誘導し、および/または心筋生存シグナル伝達を増加させる
ために、心臓細胞(筋細胞)または心臓組織においてPim-1を過剰発現または発現させるス
テップ；
(j) 細胞が、幹細胞、成体幹細胞、造血幹細胞、脂肪由来幹細胞、間葉系幹細胞、c-kit+

幹細胞、ヒト幹細胞、自己または同種幹細胞、胚細胞、組織特異的常在幹細胞、同種また
は自己細胞、前駆細胞、胎盤および/または臍帯血細胞、Sca-1+細胞、またはCD34+細胞で
ある、(a)～(i)のいずれかの方法
を含む、上記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
EFS-WEBにより提出した配列表への言及
　MPEP第1730章II.B.2(a)(C)において承認および説明されているUSPTO EFS-WEB serverに
よる以下の配列表の電子的提出の内容は全て、参照によりそのまま本明細書に組み入れら
れる。この配列表は、以下のとおり電子的に提出されたテキストファイル上で確認される
：

【０００２】
連邦政府の資金提供
　本発明の一部は、連邦政府から得た資金を利用し、一つ以上の以下の補助金交付番号第
5R01HL067245号、第1R01HL091102号、第1P01HL085577号および第1P01AG023071号（全て米
国国立衛生研究所による）の下で創作された。従って、連邦政府は本発明に特定の権利を
有する。
【０００３】
技術分野
　本発明は、一般的に、細胞生物学および分子生物学、心臓疾患または心臓損傷の治療ま
たは予防、ならびに再生医療に関する。セリン/トレオニンキナーゼPIM-1をコードする核
酸(および関連のPIM酵素)を含む組成物(例えば医薬組成物)、ならびに心臓または血管系
の細胞もしくは組織におけるPIM利用性の改変あるいはPIM利用性（心臓または血管の組織
もしくは環境における幹細胞、前駆細胞、または成体細胞の分化、移植、生存、および機
能の誘導または増強など）に関する医学的用途および医学的方法が開示される。また、PI
Mをコードする核酸を含む組成物、ならびに血管または心臓の環境において幹細胞および
前駆細胞の再生能を高める方法も開示される。
【背景技術】
【０００４】
背景
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　細胞内分子シグナル伝達ネットワークは、標的基質をリン酸化して成長および生存の重
大な側面を調節するキナーゼを介してコミュニケーションを取っている。癌原性セリン/
トレオニンキナーゼであるPIM-1は、最初はモロニーマウス白血病ウイルスのプロウイル
ス組込部位として発見された。PIM-1は、前立腺癌においてアップレギュレートされる。
この遺伝子は、胎児の造血中に肝臓および脾臓において高発現し、主にBリンパ細胞およ
び骨髄細胞系において発現する。
【０００５】
　PIM-1は、分子量が34Daと44kDaの2つのアイソフォームで存在する。34kDaのアイソフォ
ームは細胞質性で核局在化しているが、44kDaアイソフォームは膜結合していることが最
近発見された。PIM-1は、最小限の標的基質認識配列要件と自己リン酸化能に基づく比較
的乱交雑性のキナーゼであり得る。2つのさらなるファミリーメンバー、PIM-2とPIM-3は
、PIM-1と機能的重複を示し得る。
【０００６】
　PIM-1発現の誘導は、LIF、GM-CSF、EGFなどのサイトカインおよび成長因子、ならびに
大部分のインターロイキンによって媒介され、造血細胞の増殖および生存におけるPIM-1
の役割と一致している。PIM-1は、多数の標的基質のリン酸化を通じて増殖作用を媒介し
、細胞周期移行ならびに多数の標的のリン酸化を介した保護作用をもたらす。PIM-1発現
の誘導は、造血細胞中のAKT(セリン/トレオニンキナーゼ)と関連している。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
要約
　本発明は、セリン/トレオニンキナーゼPIMをコードする核酸を含む組成物（例えば医薬
組成物）、ならびにその製造および使用方法（例えば心臓または血管の細胞増殖を誘導し
、心臓または血管の細胞を低酸素症および細胞アポトーシスから保護する方法）を提供す
る。1つの態様において、本発明の組成物および方法は、PIM-1を発現して(例えば、PIMキ
ナーゼ発現および/または活性をアップレギュレートすることにより)心筋細胞を肥大から
保護し、梗塞によって誘導される心筋アポトーシスを抑制し、梗塞サイズを減少させるた
めに用いられる。別の実施形態において、本発明の組成物および方法は、PIMを発現して
心臓または血管の細胞脱分化および幹細胞マーカーの再発現を誘導するために用いられ、
また1つの態様においては、PIMを過剰発現して幹細胞の再生能（例えば心筋梗塞後(MI後)
の心臓に生着する幹細胞能）を増強するために用いられる。
【０００８】
　本明細書の開示の1つの態様は、血管系組織におけるPIM活性を増強する必要のある患者
を同定するステップと、該組織中の細胞の機能特性を改変するために該患者の血管系組織
におけるPIMレベルを増強するステップとを含む方法に関する。1つの実施形態において、
上記の患者が心臓損傷を経験しており、PIMレベルの増強が心臓の再生を促進して上記の
外傷を修復する。上記の増強ステップは、血管系組織におけるPIMの内因性産生を増強す
るステップを有利に含み得る。別法として、増強ステップは、上記の患者に外因性PIMを
投与するステップを含み得る。上記の外因性PIMは、PIM-1、例えば、またはPIM-1と同一
の機能を共有する別の物質を含んでいてよく、また細胞送達部分(例えばPIM酵素に結合さ
れた転移ドメイン)に結合したPIM酵素を含み得る。さらに別の実施形態において、上記の
増強ステップは、PIMレベルの増強をもたらす細胞を患者に投与するステップを含む。例
として、上記の投与される細胞は、幹細胞または血管系前駆細胞であってよい。有利には
、上記の投与される細胞は、非PIMプロモーターに機能的に連結されたPIMコードポリヌク
レオチドを含む。
【０００９】
　1つの実施形態において、上記の増強ステップは、細胞を患者の血管組織に投与するス
テップと、投与された細胞から増強レベルのPIMを発現させるステップとを含む。
【００１０】
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　異なる実施形態は、血管系疾患または損傷の治療のためのPIM送達物質またはPIM増強物
質を含む。この物質は、例えば、細胞送達剤と結合したPIM酵素、またはヒトまたは動物
に導入するための、PIM産生の増強を可能にするように改変された細胞であってよい。場
合によっては、上記の細胞は前駆細胞または幹細胞であり、上記の改変は、非PIMプロモ
ーターの制御下にあるPIMコードポリヌクレオチドを含む。有利には、上記のプロモータ
ーは、心臓特異的プロモーター、誘導性プロモーター、内因性プロモーター、外因性プロ
モーター、または構成的プロモーターであり得る。あるいは、PIMエンハンサーは内因性P
IM発現の誘導因子であってよい。
【００１１】
　さらに別の実施形態は、血管系疾患または損傷を治療するための医薬の製造における、
PIM送達物質またはPIM増強物質の使用である。
【００１２】
　さらに別の実施形態は、非PIMプロモーターに機能的に連結されたPIMコードポリヌクレ
オチド配列を含む血管系細胞または血管系細胞に分化し得る細胞を含む組成物である。上
記の細胞は、例えば、幹細胞または心臓前駆細胞であり得る。考えられる様々な種類の幹
細胞としては、間葉系幹細胞、心臓幹細胞、脂肪由来幹細胞、胚幹細胞、および造血幹細
胞が挙げられる。有利には、上記のプロモーターは、誘導性プロモーターまたは心臓特異
的プロモーターである。
【００１３】
　さらに別の実施形態は、疾患のあるまたは損傷した心臓組織内のPIMレベルを増強する
ステップを含む、心臓疾患または損傷を治療する方法である。上記の心臓疾患または損傷
は、虚血損傷、低酸素損傷、心筋梗塞、外傷性心臓損傷、心臓肥大、過圧損傷、鬱血性心
不全、アポトーシス誘導性損傷または疾患、細菌感染、ウイルス感染、および上記のいず
れかのリスクの増強をもたらす症状を含み得る。
【００１４】
　別の実施形態は、
　心筋への投与のために製剤化される医薬組成物であって：
(i)(a) PIM-1コード核酸；
　 (b) 発現構築物または発現ビヒクル中に挿入されたPIM-1コード核酸、またはプロモー
ターに機能的に連結されたネイキッド(裸の)(naked)PIM-1コード核酸；
　 (c) 発現構築物または発現ビヒクルが、ベクター、プラスミド、組換えウイルスもし
くは人工染色体を含む、またはベクター、プラスミド、組換えウイルスもしくは人工染色
体からなる、(b)の医薬組成物；
　 (d) 発現構築物または発現ビヒクルが、組換えアデノ関連ウイルスベクター、アデノ
ウイルスベクター、レトロウイルスベクター、もしくはレンチウイルスベクターを含む、
または組換えアデノ関連ウイルスベクター、アデノウイルスベクター、レトロウイルスベ
クター、もしくはレンチウイルスベクターからなる、(c)の医薬組成物；
　 (e) 発現構築物または発現ビヒクルが、免疫不全ウイルス由来ベクターを含む、また
は免疫不全ウイルス由来ベクターからなる、(d)の医薬組成物；
　 (f) 免疫不全ウイルス由来ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターを含
む、またはヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターからなる、(e)の医薬組成物；
　 (g) ヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス-1(HIV-1)由
来ベクターを含む、またはヒト免疫不全ウイルス-1(HIV-1)由来ベクターからなる、(f)の
医薬組成物；
　 (h) PIM-1コード核酸がプロモーターに機能的に連結されている、(a)～(g)のいずれか
の医薬組成物；
　 (i) プロモーターが、構成的プロモーターまたは誘導性プロモーターである、(h)の医
薬組成物；あるいは
　 (j) プロモーターが、心臓細胞(筋細胞)中で構成的または誘導的に活性である、(i)の
医薬組成物；および、



(10) JP 2011-503207 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

(ii) 製薬上許容される賦形剤
を含む、上記医薬組成物を提供する。
【００１５】
　また、本発明の医薬化合物を含むリポソーム、および/または本発明の医薬化合物を含
むナノ粒子も考えられる。
【００１６】
　さらに他の実施形態は、以下のための医薬の製造のための本発明の医薬化合物、本発明
のリポソーム、または本発明のナノ粒子の使用：
(a) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPIM-1キナーゼ活性を増加させる
ことによる、細胞、組織および/または器官の低酸素症、低酸素血症または無酸素症の後
の、あるいは圧過負荷誘発性肥大または圧過負荷誘発性心不全の後の、心臓または血管の
細胞、組織もしくは器官における細胞アポトーシスおよび/または損傷の改善、治療また
は予防；
(b) 低酸素症、低酸素血症または無酸素症が、梗塞、外傷、手術、再移植、移植または毒
素によって引き起こされる、(a)の使用；
(c) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における細胞脱分化および/または幹細胞
マーカーの再発現の誘導；
(d) 細胞、組織または器官においてPIM-1を過剰発現または発現させることによる、生着
した、または移植された細胞、組織または器官の保持の増強；
(e) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における、bcl-2、bcl-XLの発現および/ま
たはBadタンパク質のリン酸化の増加；
(f) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における、虚血/再灌流損傷の改善、治療
または予防；
(g) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官が、心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは
心臓または他の器官である、あるいは心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは心臓または他
の器官に含まれている、(a)～(f)のいずれかの使用；
(h) 幹細胞または多能性細胞の再生能を増強し、および/または増殖を誘導するための、
幹細胞または多能性細胞におけるPIM-1の過剰発現または発現；
(i) 心臓細胞(筋細胞)または心臓組織におけるBcl-XLの発現を増加させて、心臓保護的抗
アポトーシスシグナル伝達を誘導し、および/または心筋生存シグナル伝達を増加させる
ための、心臓細胞(筋細胞)または心臓組織におけるPIM-1の過剰発現または発現；
(j) 細胞が、幹細胞、成体幹細胞、造血幹細胞、脂肪由来幹細胞、間葉系幹細胞、c-kit+
幹細胞、ヒト幹細胞、自己または同種幹細胞、胚細胞、組織特異的常在幹細胞、同種また
は自己細胞、前駆細胞、胎盤および/または臍帯血細胞、Sca-1+細胞、またはCD34+細胞で
ある、(a)～(i)のいずれかの使用；あるいは
(k) 上記の使用が、細胞、組織および/または器官の低酸素症、低酸素血症または無酸素
症の後の、または圧過負荷誘発性肥大もしくは圧過負荷誘発性心不全の後の、または肥大
心筋、加齢心筋、不全心筋、虚血心筋、再構築心筋、炎症、感染、慢性的ストレス、疾患
、糖尿病もしくはアルコール依存症、および/または酸化的損傷によって損傷を受けた心
筋による、心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における細胞アポトーシスおよび/
または損傷の改善、治療または予防のためである、(a)～(j)のいずれかの使用を含む。
【００１７】
　また、心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPIM-1核酸またはPIM-1キナー
ゼ活性を誘導、アップレギュレートまたは挿入する方法であって、以下：
(a) (i)PIM-1コード核酸を提供し、該PIM-1コード核酸を心臓または血管の細胞、組織も
しくは器官に挿入し、(ii)PIM-1キナーゼを発現および/または分泌する細胞を提供し、(i
ii)Pim-1キナーゼまたはPIM-1発現核酸を、心臓または血管の細胞、組織もしくは器官に
投与し、または(iv)心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPIM-1核酸またはP
im-1キナーゼ活性を誘導またはアップレギュレートする化合物を提供するステップ；
(b) Pim-1コード核酸が、PIM-1コードメッセージ(PIM-1コードmRNA)もしくはPIM-1遺伝子
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を含む、またはPIM-1コードメッセージ(PIM-1コードmRNA)もしくはPIM-1遺伝子からなる
、(a)の方法；
(c) PIM-1コード核酸が、ヒトPIM-1コード核酸、もしくはヒトPIM-1コードメッセージ(mR
NA)、もしくはヒトPIM-1遺伝子、もしくはヒトPIM-1遺伝子座を含む、またはヒトPIM-1コ
ード核酸、もしくはヒトPIM-1コードメッセージ(mRNA)、もしくはヒトPIM-1遺伝子、もし
くはヒトPIM-1遺伝子座からなる、(a)または(b)の方法；
(d) 細胞が、ヒト細胞、幹細胞、成体幹細胞、造血幹細胞、脂肪由来幹細胞、間葉系幹細
胞、c-kit+幹細胞、ヒト幹細胞、自己または同種幹細胞、胚細胞、組織特異的常在幹細胞
、同種または自己細胞、前駆細胞、胎盤および/または臍帯血細胞、Sca-1+細胞、またはC
D34+細胞である、(a)～(c)のいずれかの方法；
(e) PIM-1コード核酸を、ex vivoまたはin vivoで心臓または血管の細胞、組織もしくは
器官に挿入する、(a)～(d)のいずれかの方法；
(f) PIM-1コード核酸を、発現構築物または発現ビヒクルに挿入する、(a)～(e)のいずれ
かの方法；
(g) 発現構築物または発現ビヒクルが、ベクター、プラスミド、組換えウイルスもしくは
人工染色体を含む、またはベクター、プラスミド、組換えウイルスもしくは人工染色体か
らなる、(f)のいずれかの方法；
(h) 発現構築物または発現ビヒクルが、組換えアデノ関連ウイルスベクター、アデノウイ
ルスベクター、レトロウイルスベクター、もしくはレンチウイルスベクターを含む、また
は組換えアデノ関連ウイルスベクター、アデノウイルスベクター、レトロウイルスベクタ
ー、もしくはレンチウイルスベクターからなる、(g)のいずれかの方法；
(i) 発現構築物または発現ビヒクルが、免疫不全ウイルス由来ベクターを含む、または免
疫不全ウイルス由来ベクターからなる、(h)のいずれかの方法；
(j) 免疫不全ウイルス由来ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターを含む
、またはヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターからなる、(i)のいずれかの方法；
(k) ヒト免疫不全ウイルス(HIV)由来ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス-1(HIV-1)由来ベ
クターを含む、またはヒト免疫不全ウイルス-1(HIV-1)由来ベクターからなる、(j)のいず
れかの方法；
(l) PIM-1コード核酸を、野生型(正常)レベルのPIM-1タンパク質を発現しない細胞に挿入
する、(a)～(k)のいずれかの方法；
(m) PIM-1コード核酸を、野生型(正常)レベルのPIM-1タンパク質コードメッセージ(mRNA)
を発現しない細胞に挿入する、(l)の方法；
(n) PIM-1コード核酸を、野生型(正常)PIM-1遺伝子またはゲノムPIM-1コード核酸を含ま
ない細胞に挿入する、(m)の方法；
(o) PIM-1コード核酸を、ex vivoで心臓または血管の細胞、組織もしくは器官に挿入し、
該心臓または血管の細胞、組織もしくは器官を、それが必要な個体に移植する、(a)～(n)
のいずれかの方法；
(p) PIM-1コード核酸を、ex vivoで心臓細胞、心臓もしくは血管の組織または心臓もしく
は血管の器官あるいは筋細胞に挿入し、該細胞を、それを必要とする心臓または血管の細
胞、組織もしくは器官あるいは心筋(心臓)に移植する、(a)～(o)のいずれかの方法；
(q) PIM-1コード核酸を、in vivoでそれを必要とする個体の心臓または血管の細胞、組織
もしくは器官に挿入する、(a)～(n)のいずれかの方法；
(r) PIM-1コード核酸を、in vivoで心臓または血管の細胞、組織もしくは器官または心臓
細胞もしくは筋細胞または心臓に挿入する、(q)の方法；
(s) 個体が、鬱血性心不全を有する、または心筋梗塞、もしくは心筋損傷を有していたこ
とがある、(r)の方法；
(t) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官が、心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは
心臓または他の器官である、あるいは心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは心臓または他
の器官に含まれている、(a)～(s)のいずれかの方法；
(u) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPIM-1核酸またはPIM-1キナーゼ活
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性を誘導またはアップレギュレートする化合物が、生存および/または増殖シグナル伝達
に関与するインターロイキン、サイトカインおよび/またはパラクリン因子；AKTセリン/
トレオニンキナーゼのアップレギュレーター；インスリン様成長因子-1(IGF-1)；インス
リン；白血病抑制因子(LIF)；顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)；または
表皮成長因子(EGF)を含む、(a)の方法；
(v) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官におけるPIM-1活性が、該細胞集団に外因
性PIM-1キナーゼを投与することによって増加する、(a)～(u)のいずれかの方法；
(w) PIM-1活性が、細胞集団を、外因性PIM-1遺伝子を発現するトランスフェクト細胞と接
触させることによって増加する、(v)の方法；
(x) 細胞集団が幹細胞を含む、(v)の方法；または
(y) PIM-1キナーゼ活性が、本発明の医薬化合物、本発明のリポソーム、もしくは本発明
のナノ粒子またはこれらのいずれかの組み合わせを投与することにより、心臓または血管
の細胞、組織もしくは器官において増加および/またはアップレギュレートされる、(a)～
(y)のいずれかの方法
を含む、上記方法も含まれる。
【００１８】
　さらに他の態様は、本発明の医薬化合物、本発明のリポソーム、もしくは本発明のナノ
粒子、またはこれらの任意の組み合わせをそれを必要とする個体に投与するステップを含
む、疾患または症状を治療、予防または改善する方法であって、該疾患または症状の治療
、予防および/または改善が、以下：
(a) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官においてPIM-1キナーゼ活性を増加または
アップレギュレートさせることによる、細胞、組織および/または器官の低酸素症、低酸
素血症または無酸素症の後の、または圧過負荷誘発性肥大もしくは圧過負荷誘発性心不全
の後の、または肥大心筋、加齢心筋、不全心筋、虚血心筋、再構築心筋、炎症、感染、慢
性的ストレス、疾患、糖尿病もしくはアルコール依存症、および/または酸化的損傷によ
って損傷を受けた心筋による、心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における細胞ア
ポトーシスおよび/または損傷の改善、治療または予防；
(b) 細胞アポトーシスおよび/もしくは損傷、または低酸素症、低酸素血症もしくは無酸
素症が、梗塞、外傷、手術、再移植、移植もしくは毒素によって、または炎症、感染、慢
性的ストレス、糖尿病もしくはアルコール依存症、および/または酸化的損傷によって引
き起こされる、(a)の方法；
(c) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官において細胞脱分化および/または幹細胞
マーカーの再発現を誘導するステップ；
(d) 生着したまたは移植された細胞、組織または器官においてPim-1を過剰発現または発
現させることにより、該細胞、組織または器官の保持を増強するステップ；
(e) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官において、bcl-2、bcl-XLの発現および/ま
たはBadタンパク質のリン酸化を増加させるステップ；
(f) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官における虚血/再灌流損傷の改善、治療ま
たは予防；
(g) 心臓または血管の細胞、組織もしくは器官が、心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは
心臓または他の器官である、あるいは心臓細胞(筋細胞)、心臓組織もしくは心臓または他
の器官に含まれている、(a)～(f)のいずれかの方法；
(h) 幹細胞または多能性細胞の再生能を増強し、および/または増殖を誘導するため、幹
細胞または多能性細胞においてPIM-1を過剰発現または発現させるステップ；あるいは
(i) 心臓細胞(筋細胞)または心臓組織におけるBcl-XLの発現を増加させて、心臓保護的抗
アポトーシスシグナル伝達を誘導し、および/または心筋生存シグナル伝達を増加させる
ために、心臓細胞(筋細胞)または心臓組織においてPIM-1を過剰発現または発現させるス
テップ；
(j) 細胞が、幹細胞、成体幹細胞、造血幹細胞、脂肪由来幹細胞、間葉系幹細胞、c-kit+

幹細胞、ヒト幹細胞、自己または同種幹細胞、胚細胞、組織特異的常在幹細胞、同種また
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は自己細胞、前駆細胞、胎盤および/または臍帯血細胞、Sca-1+細胞、またはCD34+細胞で
ある、(a)～(i)のいずれかの方法
を含む、上記方法を含む。
【００１９】
　本発明の1つ以上の実施形態の詳細は、添付の図面および以下の説明に記載されている
。本発明の他の特徴、目的および利点は、この説明および図面から、また請求項から明ら
かであろう。
【００２０】
　本明細書中で引用する全ての刊行物、特許、特許出願、GenBank配列およびATCC寄託は
、参照により本明細書に明示的に組み入れられる。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】図1は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、心臓保護的刺激がPim-1発現
を誘導することを示す免疫ブロットを示す。
【図２】図2は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、生存心筋中で心筋症の刺激が
Pim-1の発現を誘導することを示す共焦点顕微鏡写真を示す。上列の顕微鏡写真には広視
野写真が示されており、下列の顕微鏡写真には、細胞の詳細を明らかにするために選択領
域が高倍率で示されている。
【図３】図3は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、虚血/再灌流損傷においてPim
-1が血行動態機能を維持することを示すデータを図示する。
【図４】図4は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、Pim-1発現が、出生後の心臓
で最も高く、加齢に伴って減少することを示す免疫ブロットを示す。
【図５】図5は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、組換えアデノウイルスベクタ
ーに由来する、心筋細胞におけるPim-1発現を示す免疫ブロットを示す。
【図６】図6は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、心筋細胞中でPim-1がアポト
ーシスを抑制する方法を示す。図6は、非感染細胞(NI)またはGFP発現細胞はドキソルビシ
ン処理の後に同等のTUNEL標識を示すが、Pimwt発現細胞はTUNEL陽性核の顕著な減少を示
す(p<0.05)ことを図で要約する。図6は定量的結果を示す。
【図７】図7は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、心筋細胞中でPim-1がアポト
ーシスを抑制する方法を示す。図7は、DN構築物を発現する細胞が、TUNEL標識の増強を示
すことを示す顕微鏡写真を示す。図7のパネルは、GFPのみ、GFP-Pim-wtおよびGFP-Pim-DN
のサンプル中でファロイジン(赤)によって明らかにされるアクチンフィラメントと共にGF
P蛍光(緑色)オーバーレイを示す感染心筋細胞の代表的領域を示す。
【図８】図8Aおよび8Bは、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、心筋においてAktの
核蓄積がPim-1キナーゼの発現を誘導することを示す。6月齢の正常マウス(NTG)および心
臓特異的核標的Aktを発現するトランスジェニックマウスから得た切片の免疫ブロット(図
8A)および共焦点顕微鏡検査(図8B)。スキャン画像中の、分かれたグレースケール画像は
、それぞれ緑色、赤色、および青色のオーバーレイ色に相当するpim-1、アクチン、およ
び核に対応する。
【図９】図9は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、Aktの核蓄積がPim-1発現を誘
導することを示す。図9(A)は、myc-tag抗体(Tag)で検出される核標的β-ガラクトシダー
ゼ(B-gal)、Akt野生型(Akt wt)、または核標的Akt(Akt-nuc)を発現するアデノウイルスに
感染した培養心筋細胞の共焦点顕微鏡検査を示す。図9(B)は、核標的Akt(Akt-nuc)をコー
ドするアデノウイルスに感染した心筋細胞におけるPim-1発現の増加を示す免疫ブロット
ブロットを示す。
【図１０】図10は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、心筋細胞において、ドミ
ナントネガティブPim-1の発現がAkt蓄積を促進することを示す免疫ブロットブロットを示
す。免疫ブロットは、野生型(wt)またはドミナントネガティブ(DN)型のいずれかのPim-1
を発現するアデノウイルスによる新生児ラット心筋細胞の感染を示す。
【図１１】図11は、以下の実施例2に詳細に記載されるとおり、Pim-1トランスジェニック
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マウスの創始系統およびタンパク質発現を特徴づけるデータを示す。図11の左のパネルは
、Pim-1トランスジェニックマウスから得たゲノムDNAサンプルのPCRを示し、また図11の
右のパネルは、心臓溶解物の免疫ブロットを示す。
【図１２】図12は、以下の実施例3に詳細に記載されるとおり、心筋におけるPim-1の不活
性化が、アポトーシスと線維症を増加させることを示すデータを図示する。図12aと図12b
は、2週間間隔で測定した、NTG動物およびPim-DN動物の後壁径(12a)および前壁径(12b)(
それぞれPWDおよびAWD)の心エコー測定を図示する。図12cは、10週齢と22週齢のNTG動物
およびPim-DN動物の、心臓重量の体重に対する比を図示する。図12dは、17～22週齢のNTG
およびPim-DNトランスジェニックにおける、1mm2当たりのTUNEL陽性筋細胞の数を表すヒ
ストグラムデータを図示する。
【図１３】図13は、以下の実施例3に詳細に記載されるとおり、エンドセリン1で処理した
、また未処理の、非感染の対照、EGFP、およびPim-wtに感染した新生児ラット心筋細胞培
養物から得た個々の細胞表面積の測定を示す。
【図１４】図14は、以下の実施例3に詳細に記載されるとおり、Pim-wtトランスジェニッ
ク動物が、圧過負荷誘発性肥大に対して抵抗性であることを示すデータを図示する。図14
a～14fは、NTGおよびPim-wt shamおよびTAC結紮の心臓の、前壁径(AWD、14d、14a)、後壁
径(PWD、14d、14b)、拡張終期径(EDD、14c)、収縮末期径(ESD、14d)、短縮率パーセント(
FS、14e)、および駆出率(EF、14f)についての週1回の心エコー評価を表す折れ線グラフを
示す。
【図１５】図15は、以下の実施例3に詳細に記載されるとおり、Pim-1が心臓機能を強化す
ることを示すデータを図示する。図15a、図15bおよび図1cは、偽手術(sham)またはTAC手
術の4週間後と10週間後の、NTGとPim-wtの心臓のin vivo血行動態評価を示す。
【図１６】図16は、以下の実施例3に詳細に記載されるとおり、Pim-1が梗塞損傷を防ぐこ
とを示すデータを図示する。図16aは、MIの7日後の梗塞サイズを、Pim-KOの心臓における
左心室自由壁のパーセントとして表すヒストグラムを図示する。図16bは、MIの7日後の、
Pim-KOの心臓における1mm2当たりのTUNEL陽性筋細胞の数を示すデータを図示する。図16c
は、MIの5日後の、NTGマウスとPim-KOマウスのin vivo血行動態測定を図示する。図16eは
、Pim-KOの心臓およびNTG対照心臓における梗塞の7日後の、生存タンパク質レベルの免疫
ブロット定量を図示する。図16fは、梗塞の10日後の梗塞サイズ測定を図示する。図16gは
、MIの10日後の、LVにおけるTUNEL標識されたCM/m2の数を図示する。
【図１７】図17は、以下の実施例4に詳細に記載されるとおり、Pim-1操作されたCSCの増
殖速度の増加を示すデータを示す。図17Aは、対照、CGW、およびCGW-Pim-wt形質導入CPC
のトリパンブルーアッセイを用いた細胞成長評価を示す。図17Bは、対照、CGW、CGW-Pim-
wt形質導入CPCのMTTアッセイを示す。図17Cは、10μMのクエルセタゲンチン(特異的Pim-1
活性阻害剤）で処理した、または未処理のPim-1発現CPCの増殖速度を示す。
【図１８】図18は、以下の実施例4に詳細に記載されるとおり、Pim-1発現CPCの心筋内注
射が心臓機能を改善することを示すデータを図示する。図18A～Cは、偽手術(sham)(■)、
PBS注射(黒丸)、CGW(▲)、およびCGW-Pim-WT(◆)の心臓前駆細胞におけるAWD(図18A)、EF
(図18B)、およびFS(図18C)の心電図評価を図示する。図18D～Fは、PBS、eGFP、およびPim
-1発現CPCの心筋内注射の12週間後の心臓機能を評価するために用いた、左心室発生圧(LV
DP)(図18D)、左心室拡張終期圧(LVEDP)(図18E)、およびdP/dT最大および最小(図18F)のin
 vivo血行動態測定を図示する。
【図１９】図19は、以下の実施例4に詳細に記載されるとおり、梗塞した心臓組織中のCGW
-Pim-wt CPC型の筋細胞および血管系が、梗塞領域を減少させることを示すデータを図示
し、またCPC注射の12週間後の梗塞領域の定量を示す。
【図２０】図20は、以下の実施例4に詳細に記載されるとおり、心筋内注射の32週間後に
、CGW-Pim-wt発現CPCによって長期間の心臓の機能的回復が得られることを図示する。図2
0A～Cは、CPC移植の32週間後の、偽手術(sham)(■)、PBS注射(黒丸)、CGW(▲)、およびCG
W-Pim-WT(◆)の心臓前駆細胞におけるFS(図20A)、EF(図20B)、およびAWD(図20C)の心電図
評価を示す。
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【図２１】図21は、以下の実施例4に詳細に記載されるとおり、本発明の例示的レンチウ
イルス構築物を示す。上記の様々な図中の参照記号は、エレメントを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
詳細な説明
　本開示は、PIM-1、そのアイソフォーム、および同等のまたは重複する標的および基質
を有する他のPIM酵素の新たな役割の知見を包含する。具体的には、これらの酵素は、心
臓のおよび他の循環系の保護、生存、修復、再生、および回復における役割、さらに循環
系組織に導入された幹細胞、前駆細胞、または分化した細胞の移植、分化、機能、および
生存における役割を有する。これらの知見は、損傷した心臓の修復ならびに、機能的心臓
組織に分化する、移植された幹細胞または前駆細胞の移植、拡張、および生存を含む新た
な心臓治療の基礎を形成する。本発明の以前は、PIM活性の増強が、心臓組織、心臓細胞
における、または他の循環系細胞もしくは組織における任意の予防的または治療的有用性
を有することは知られていなかった。
【００２３】
　本発明者らは、循環系組織中のPIM活性の増強によって、循環系疾患または損傷を、軽
減し、抑制し、予防し、または食い止めることが可能であり、またその損傷した循環系組
織を、置換し、修復し、または再生し得ることを示す。PIM活性を増強し得る方法は、以
下により詳細に記載されるが、例えば、内因性PIM産生のアップレギュレーション、組織
または細胞へのPIM活性を有する物質の直接導入、ヒトまたは動物の既存細胞へのPIMコー
ドポリヌクレオチド物質の導入、被験体から細胞を取り出し、それらの細胞が増強された
レベルのPIMを発現するように改変した後、被験体の細胞へ再導入すること、増強された
レベルのPIMを産生するように操作された外因性細胞（例えば、誘導性プロモーター、構
成的プロモーター、または心臓特異的プロモーターなどの非PIMプロモーターの制御下に
あるPIMコードポリヌクレオチドを含む幹細胞または前駆細胞）を被験体に導入すること
が挙げられる。
【００２４】
　「PIM」という用語は、本明細書中で、多様なPIM酵素（例えばPIM-1、PIM-2、およびPI
M-3）を包含し、これらの任意のアイソフォームをさらに包含するセリンまたはトレオニ
ンキナーゼを指すために用いられる。例えば、上記のセリン/トレオニンキナーゼPIM-1は
、2つのアイソフォームで存在することが知られており、本明細書におけるPIMおよびPIM-
1との記載は、他に特定されない限り、両方のアイソフォームを包含することを意図する
。さらに、特定の細胞、構築物、ポリヌクレオチド、技術、用途、および方法は、PIM-1
のような1つの特定のPIMに関連して記載されているが、このような記載は例示的であり、
同様の活性を有する他のPIM酵素も含むものとして理解されなければならない。
【００２５】
　「PIM活性」および「PIMキナーゼ活性」という用語は、PIM酵素の酵素的活性または生
理学的活性（例えばPIM-1の活性）を指し、同様の活性を有する他の物質の使用を包含す
る。本明細書中で記載される知見は、細胞中の特定のキナーゼ活性を増強することによる
生細胞の特徴の改変に関する。当然ながら、周知のとおり、生理学的に有効なレベルの酵
素的活性(この場合は、PIM-1標的用のキナーゼ活性)を維持しながら保存的アミノ酸置換
、架橋、異種間ドメイン置換、切断などを有する酵素変異体が存在し、または容易に構築
することができる。本知見は、特定のキナーゼのみに注目するものではなく、血管系細胞
および組織におけるPIMキナーゼ活性の全く新たな役割の知見を含む。このように、本明
細書中で考察される結果は、それを達成する厳密な手順とは関係なく、PIMキナーゼ活性
の改変に由来する。
【００２６】
　「血管系」という用語は、本明細書中で、血管および心臓、ならびにこれらを構成する
全ての組織および細胞（例えば、心臓の平滑筋、心筋細胞、心筋芽細胞、血管壁、内皮、
血管平滑筋、血管結合組織、ならびに他の公知の血管系の細胞および組織）を指すために
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用いられる。
【００２７】
　「幹細胞」という用語は、血管系細胞に分化し得る、分化全能性細胞、多能性細胞、お
よび多分化能細胞（例えば心臓細胞）を包含するように広く用いられる。「前駆細胞」は
、多分化能幹細胞と多少重複し、少なくとも部分的に分化しているが、少なくとも1種の
血管系細胞に分化する能力を有する点において多分化能または分化単能の細胞を包含する
。
【００２８】
　「治療する」および「治療」という用語は、予防的治療および治療的治療の両方を包含
するように広く用いられる。同様に、循環系組織の疾患または損傷と記載する場合、これ
らの用語は、完全に発症した疾患または損傷、ならびに初期のまたは切迫した疾患または
損傷を包含するように広く用いられる。従って、特定の症状の危険性がある、または特定
の症状を発症し始めている患者は、本明細書中で開示される方法を用いて当該症状の発症
または進行の危険性を低下させた場合、また既に発症した症状を食い止め、抑制し、治し
、また改善した場合、また症状の発症率を抑制しまたは遅らせた場合に、その症状を「治
療された」と考えられる。
【００２９】
　被治療体は、患者、個体、被験体、ヒト、または動物など様々に呼ばれる。1つのカテ
ゴリーに対して有用であると確認された治療は他のカテゴリーに対しても有用であり、特
定の用語(「ヒト」以外）の選択は、限定を意図するものではなく、むしろ代替的表現の
使用にすぎない。
【００３０】
　本開示は、PIMセリン/トレオニンキナーゼ（例えばPIM-1）をコードする核酸を含む医
薬組成物などの組成物、ならびにそれらの製造および使用方法（例えば、心臓または血管
の細胞増殖を誘導し、心臓または血管の細胞を低酸素症および細胞アポトーシスから保護
する方法）を包含する。1つの態様において、本発明の組成物および方法は、PIM-1を発現
させて心筋細胞を肥大から保護し、また梗塞によって誘導される心筋アポトーシスを抑制
して梗塞サイズを減少させるために用いられる。別の実施形態において、本発明の組成物
および方法は、PIM-1を発現させて心臓または血管の細胞脱分化および幹細胞マーカーの
再発現を誘導するために用いられ、また1つの態様において、PIM-1を過剰発現させて幹細
胞の再生能（例えば、心筋梗塞後(MI後)の心臓に生着する幹細胞能）を増強するために用
いられる。別の実施形態において、本発明の組成物および方法は、PIM-1を発現させてBcl
-XLの発現を増加させ、心臓保護的抗アポトーシスシグナル伝達を誘導し、これにより心
筋生存シグナル伝達を増加させるために用いられる。
【００３１】
　また、セリン/トレオニンキナーゼPIM-1をコードする核酸を含む医薬組成物などの組成
物、および細胞または組織の損傷（例えば心筋細胞死）を予防もしくは抑制する、または
虚血もしくは再灌流に関連する損傷を抑制する方法（例えば、虚血（例えば、炎症反応お
よび酸化ストレスを活性化させることによって虚血損傷を悪化させ得る再灌流の後の虚血
）によって引き起こされる不可逆的な細胞および組織の損傷ならびに細胞死の予防または
抑制）も開示される。
【００３２】
　本開示はさらに、セリン/トレオニンキナーゼPIM-1をコードする核酸を含む医薬組成物
などの組成物、ならびに心臓または血管の細胞増殖および生存を調節する方法を提供する
。
【００３３】
　発明者らは、ヒトとマウスの心筋サンプルを用いて、ヒトの心筋細胞とマウスの心筋細
胞のいずれもが、心不全においてPIM-1の発現の上昇を示す（この場合、上昇したPIM-1は
、大部分が核に局在化している）ことを実証した。発明者らはまた、マウスの心筋におい
て、急性心筋症への曝露も、核および核周辺に分布したPIM-1の発現を誘導することも示
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した。
【００３４】
　出生後マウスの心筋におけるPIM-1の発現は加齢に伴って減少し、AKT活性化および特に
核標的AKTを伴う心臓保護的刺激は、PIM-1の発現を増加させる。発明者らは、心筋細胞ア
ポトーシスが、bcl-2、bcl-XLの発現の増加およびBadS112のリン酸化を介してPIM-1によ
って抑制されることを開示する。虚血/再灌流損傷は、PIM-1ノックアウトマウスにおいて
増強される。PIM-1発現または活性の喪失は、心臓保護効果を伴わないAKT発現の増加をも
たらすため、PIM-1は、心筋におけるAKTの下流の生存シグナル伝達の重要かつ新規な側面
である。
【００３５】
治療および医療用途
　循環組織内でPIM活性を増強させるための詳細な戦略を以下に提供する。PIM活性を増加
させる方法が何であれ、発明者らは、心臓および他の循環系組織において、PIM活性の増
強が、多くの有益な効果を有することを見出した。
【００３６】
　最初に、医療提供者は、患者選択ステップを実施したいと考えるかもしれない。このス
テップは、例えば、患者が1種以上の多様な治療を必要とするか否かを評価するステップ
、またはかかる治療を必要とする患者を同定するステップを含み得る。2つの重要な必要
性カテゴリーは、いくらか検討に値する 
　第1に、本明細書中で検討される組成物、方法、または技術を用いて治療し得る、公知
の心臓または他の循環組織の疾患もしくは損傷などの容易に診断可能な既存の症状を有す
る個体がある。それらの場合、当該疾患または損傷の診断もしくは同定は、特定の治療を
必要とする個体の診断、選択、または同定を構成するであろう。
【００３７】
　第2に、より予防的な治療、例えば、PIMによって発揮される強力な心臓保護特性を利用
した治療を必要とする個体がある。場合によっては、同定は、認識されなければ進行する
であろう初期段階の疾患または損傷、例えば、アポトーシスを有するかまたは開始するで
あろう損傷または他の因子、あるいは特定の症状の発症リスクを高める症状または因子を
認識することによって行うことができる。それらの個体の同定は、疾患もしくは損傷の発
症を防ぐために、またはその発症を遅らせるために望ましい場合がある。
【００３８】
　これらの2つの選択肢の中間にあるのは、進行する可能性が高い既存の疾患または損傷
を有する個体である。それらの個体の同定および治療も検討される。
【００３９】
　心臓組織中のPIM活性の増強を通じた治療に適する1つの顕著な症状は、心筋梗塞または
他の虚血損傷である。虚血損傷のリスクが高いと同定され得る場合、場合、予防的治療が
望ましい。しかし、多くの場合、患者は損傷が生じた後に治療される。治療は、損傷の後
、実施可能な限り早く始めなければならない。
【００４０】
　同様に、PIM活性の増強は、血管、心臓、または他の循環系の細胞もしくは組織におけ
るPIM活性を増強するように被験体を治療することによって、多数の他の症状を治療する
ため、また望ましい生理学的効果を創出するために用いることができる。これらは、心臓
肥大の予防、縮小、または反転を含み、例えば、限定するものではないが、不適応性肥大
再構築；心臓細胞の生存の促進およびそれらの細胞のアポトーシスの抑制；心臓収縮性の
増強；心臓駆出率の改善；血管の成長および修復の増強；ならびに幹細胞および前駆細胞
の、心臓組織もしくは血管組織への分化の促進が挙げられる。
【００４１】
　別の態様において、本明細書中で検討される方法としては、限定するものではないが、
心臓アポトーシスの抑制；心臓線維症の抑制；心臓再構築の抑制；心臓肥大の抑制；損傷
した心臓の駆出率の維持または喪失の減少；収縮機能の維持の増強；心臓壊死の減少；虚
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血損傷後の病変サイズの減少；ならびに心臓の細胞充実性の増加および筋細胞量の減少が
挙げられる。これらの方法は全て、予防的に(予防しなければ発症する可能性が高い特定
の症状を予防しまたは減少させるために)および治療的に(症状の進行を遅らせる治療など
、既に存在している症状を治療するために)行うことができる。
【００４２】
　別の観点から、PIM活性の増強による治療につながる可能性がある症状としては、例え
ば、(限定するものではないが)先天性の心臓症状；心臓組織への任意の種類の虚血損傷；
梗塞に由来する損傷；心臓再灌流損傷； 外傷性心臓損傷； 鬱血性心不全損傷；およびウ
イルス、細菌、および寄生性病原体などの病原体による心臓の感染に関連した損傷が挙げ
られる。
【００４３】
　PIM治療が望ましい症状を有する個体を同定することに加えて、上記の個体を治療する
方法は、血管組織または心臓組織などの標的組織中のPIM活性のレベルを増加させるステ
ップを含み得る。このステップは、本明細書中で開示される様々な方法で行うことができ
る。例として、限定するものではないが、内因性PIM発現をアップレギュレートする因子
または薬を患者に全身的または局所的に投与するステップ；好ましくは連結された形質導
入ドメイン、リポソーム、抗体などのような送達モダリティーと組み合わせて、PIMタン
パク質を投与するステップ；PIMコードポリヌクレオチドを患者に投与するステップ（例
えばネイキッドDNA投与、ウイルスベクター、リポソーム、または他の送達モダリティー
に入ったポリヌクレオチドの投与）；DNAを送達するための、被験体の細胞のエレクトロ
ポレーション；PIMの発現を増強するように改変された自己細胞（例えば、心筋細胞、心
臓前駆細胞、心臓幹細胞、間葉系幹細胞、造血幹細胞、脂肪由来幹細胞など）を被験体に
(例えば心臓に)投与するステップが挙げられる。
【００４４】
　例えば心臓症状を治療するために細胞をヒト患者に投与する場合、細胞の数は、心臓の
機能もしくは構造を強化するため、または標的症状を治療するために有効な任意の量であ
ってよい。例示的には、非限定的な量として105～1010個の細胞が挙げられ、さらに典型
的には106～109個の細胞が挙げられる。
【００４５】
　例示的には、成人の心臓に投与されるPIMタンパク質の非限定的な量は、例えば、純粋
なPIMタンパク質として計算して約10-4g～約10-10gであり得る。例示的には、DNAの非限
定的な量として、体重1kg当たり約0.05～500μg、または0.5～50μgが挙げられ、ウイル
ス粒子の場合、少なくとも1ミリリットル当たり物理的粒子が約1010、1011、1012、1013

、1014、1015、1016、または1017個の力価で製剤化される。1つの態様において、上記のP
IM-1コード核酸は、約10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、110、120、130、140
または150マイクロリットル(μl)またはそれ以上の注射で投与される。用量および投与レ
ジメンは、当技術分野で公知の慣習的な範囲測定技術によって決定することができる。例
えば、別の実施形態では、約106、107、108、109、1010、1011、1012、1013、1014、1015

、1016または1017個のウイルス(例えばレンチウイルス)粒子が、1回または複数回の用量
で個体(例えばヒト患者)に送達される。
【００４６】
　他の実施形態において、心臓内への1回投与(例えば1回用量)は、約0.1μl～l.0μl、10
μlまたは約100μlまでの本発明の医薬組成物を含む。別法として、約0.5ngまたは1.0ng
～約10μg、100μg～1000μgの用量範囲のPIM-1発現核酸を投与する(発現構築物として、
または1つの実施形態のとおり、ネイキッドDNAとしての量を注射する)。
【００４７】
PIM配列
　一部の実施形態は、PIM-コード配列(例えばPIM-1発現メッセージまたはPIM-1遺伝子)を
含む核酸構築物を包含する。1つの態様において、本発明の実施に用いるPIM-発現核酸と
しては、PIM-1ゲノム配列、またはそのコード配列または非コード配列（例えば、イント
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ロン、5’または3’非コード配列などを含む）を含む断片が挙げられる。また、PIM-コー
ドmRNA配列も含まれる。
【００４８】
　1つの態様において、PIM-1を発現させる、またはPIM-1を誘導もしくはアップレギュレ
ートする組成物は、核酸（例えばベクター、組換えウイルスなど）であり、組換えPIM-1
は、in vitro、ex vivoおよび/またはin vivoにおいて、細胞中で発現される。
【００４９】
　1つの態様において、PIM-1発現核酸は、Genbank受託番号第AAA36447号(例えば、Domen 
(1987) Oncogene Res. 1 (1):103-112も参照)、配列番号1のようなヒトPIM-1をコードす
る。
【００５０】
　別の態様において、PIM-1発現核酸は、ヒトPIM-1キナーゼの44kDaアイソフォームをコ
ードする。例えば、Genbank受託番号第AAY87461号(例えば、Xie (2006) Oncogene 25 (1)
, 70-78も参照)、配列番号2を参照されたい。
【００５１】
　他の態様において、PIM-1発現核酸は、ヒトPIM-1キナーゼメッセージ(mRNA)を含む。例
えば、Genbank受託番号第NM_002648号(例えば、Zhang (2007) Mol. Cancer Res. 5 (9), 
909-922も参照)、配列番号3を参照されたい。
【００５２】
　また、PIM-2(配列番号4)およびPIM-3(配列番号5)のヒトDNA配列も開示される。
【００５３】
　別の実施形態において、本発明の核酸は、転写調節配列、例えば、プロモーターおよび
/またはエンハンサー（例えば、Pim-1の発現を駆動する(例えば調節する)心臓特異的プロ
モーター）に機能的に連結される。本発明を実施するために用いるプロモーターおよびエ
ンハンサーは、任意の種類および/または起源であってよく、1つの実施形態において、Pi
m-1構築物の投与を受ける種に特異的なプロモーターが用いられる。例えば、ヒトはヒト
プロモーターを受けることが可能であり、マウスはマウスプロモーターを受ける等である
。他の実施形態において、異種に由来するプロモーターを使用することができる。例えば
、哺乳動物または脊椎動物は、他の哺乳動物または脊椎動物に由来するプロモーターを受
け、あるいは適切な種および/または細胞型において活性なウイルスプロモーターもしく
は合成プロモーターを使用することもできる。これらのプロモーターは、例えば、α-ミ
オシン重鎖プロモーター、心臓トロポニンTプロモーター、MLC-2vプロモーター、および
心臓組織中では発現を駆動するが、他の組織中では著しい発現は駆動しない他の任意のプ
ロモーターを含み得る。1つの実施形態において、始原細胞または幹細胞（例えば心筋幹
細胞）中で活性なプロモーターおよびエンハンサーは、Pim-1の駆動発現に機能的に連結
することができる。
【００５４】
核酸送達-遺伝子治療ビヒクル
　1つの態様において、本開示は、ex vivoまたはin vitro遺伝子治療ビヒクルとして使用
するための、あるいは本発明の方法を実施するための心臓組織、心臓または血管の細胞、
組織もしくは器官におけるPIM-1の発現のための、また研究、薬の発見または移植のため
の、PIM-コード配列（例えば、PIM-1コードメッセージもしくはPIM-1a遺伝子）を含む構
築物または発現ビヒクル、例えば発現カセット、ベクター、ウイルス(例えば、レンチウ
イルス発現ベクター、例えば配列番号4参照)などを提供する。
【００５５】
　1つの態様において、本発明の実施に用いる発現ビヒクルは、PIMタンパク質(またはそ
の機能的部分配列)をコードする核酸に機能的に連結されたプロモーターを含み得る。例
えば、本発明は、転写調節エレメント（例えばプロモーター）に機能的に連結されたPIM-
1タンパク質をコードする核酸を含む発現カセットを提供する。
【００５６】
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　1つの態様において、本発明の実施に用いる発現ビヒクルは、PIM-1コード配列（例えば
、PIM-1遺伝子またはその任意の機能的部分）を個体の心臓組織または細胞に送達するよ
うに設計される。本発明の実施に用いる発現ビヒクル（例えばベクター）は、非ウイルス
ベクターもしくはウイルスベクターまたはそれらの組み合わせであってよい。本発明は、
当技術分野で公知の任意のウイルスベクターまたはウイルス送達系（例えば、アデノウイ
ルスベクター、アデノ関連ウイルス(AAV)ベクター、ヘルペスウイルスベクター(例えば単
純ヘルペスウイルス(HSV)ベースのベクター)、レトロウイルスベクター、レンチウイルス
ベクターおよびバキュロウイルスベクター）を使用し得る。
【００５７】
　本発明の1つの態様において、発現ビヒクル（例えばベクターまたはウイルス）は、完
全長PIM-1遺伝子またはメッセージ（例えばcDNA）を収容することができる。1つの態様に
おいて、本発明は、完全長ヒトPIM-1をコードするヌクレオチド配列を、in vitro、ex vi
voおよび/またはin vivoで送達し得るレトロウイルス（例えばレンチウイルス）ベクター
を提供する。例示的には、本発明の実施に使用し得るレンチウイルス発現ベクター骨格(
「ペイロード」を含まない、例えばPIM-1配列を含まない)は、配列番号4に示される。
【００５８】
　1つの実施形態において、本発明の実施に用いるレンチウイルスベクターは、1つ以上の
ウイルスアクセサリー(または補助)遺伝子を欠損した、「最小限の」レンチウイルス産生
系である。例示的には、本発明において用いるレンチウイルスベクターは、それらが複製
欠損および自己不活性化(SIN)レンチウイルスベクターであるという点で、増強された安
全プロファイルを有し得る。本発明の実施に使用し得るレンチウイルスベクターおよび産
生系としては、例えば、米国特許第6,277,633号、第6,312,682号、第6,312,683号、第6,5
21,457号、第6,669,936号、第6,924,123号、第7,056,699号、および第7,198,784号に記載
のものが挙げられ、これらの任意の組み合わせは、本発明の実施に使用し得る例示的なベ
クターである。別の実施形態において、非組み込みレンチウイルスベクターを本発明の実
施に使用することができる。例えば、本発明の実施に使用し得る非組み込みレンチウイル
スベクターおよび産生系としては、米国特許第6,808,923号に記載のものが挙げられる。
【００５９】
　上記の発現ビヒクルは、当技術分野で公知の任意のビヒクル、例えば、Manningらによ
る米国特許出願公開番号第20020194630号に記載される組換えアデノ関連ウイルスベクタ
ー；または、例えば、Dullら (1998) J. Virol. 72:8463-8471に記載のレンチウイルス遺
伝子治療ベクター；または、例えば、米国特許出願番号第20030003582号に記載のウイル
スベクター粒子（例えば、改変プロウイルスRNAゲノムを有する改変レトロウイルス）；
または、例えば、目において使用するための組換えアデノ関連ウイルスベクターを記載し
ている米国特許第6,943,153号に記載されるアデノ関連ウイルスベクター；または米国特
許第7,198,950号、第7,160,727号、第7,122,181号(加齢黄斑変性症を有する個体の眼内血
管新生を抑制するためのレトロウイルスの使用が記載されている)もしくは第6,555,107号
に記載のレトロウイルスベクターもしくはレンチウイルスベクターから設計することがで
きる。
【００６０】
　本発明を実施するために任意のウイルスベクターを使用することが可能であり、遺伝子
治療にウイルスベクターを用いるという概念は周知である。例えば、VermaとSomia (1997
) Nature 389:239-242、およびレトロウイルスの詳細なリストが載っているCoffinら(“R
etroviruses” 1997 Cold Spring Harbour Laboratory Press編：JM Coffin, SM Hughes,
 HE Varmus pp 758-763)を参照されたい。上記のレトロウイルスファミリーに属する任意
のレンチウイルスを、分化した細胞と分化していない細胞の両方をPIM-1コード核酸で感
染させるために用いることができる。例えば、Lewisら(1992) EMBO J. 3053-3058を参照
されたい。
【００６１】
　「霊長類」および/または「非霊長類」に属するレンチウイルスグループに属するウイ
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ルスを用いることができる。例えば、任意の霊長類レンチウイルス（例えばヒト後天性免
疫不全症候群(AIDS)の原因病原体であるヒト免疫不全ウイルス(HIV)、およびサル免疫不
全ウイルス(SIV)）または、非霊長類レンチウイルスグループメンバー（例えば、ビスナ/
マエディウイルス(VMV)のような「スローウイルス」、ならびに関連ヤギ関節炎脳炎ウイ
ルス(CAEV)、ウマ伝染性貧血ウイルス(EIAV)および/またはネコ免疫不全ウイルス(FIV)も
しくはウシ免疫不全ウイルス(BIV)など）を使用することができる。
【００６２】
　別の実施形態において、本発明の実施に用いるレンチウイルスベクターは、偽型レンチ
ウイルスベクターである。1つの態様において、本発明の実施に用いるシュードタイピン
グは、ウイルスゲノムのenv遺伝子の少なくとも一部に異種env遺伝子（例えば別のウイル
スに由来するenv遺伝子）を組み込み、またはウイルスゲノムのenv遺伝子の一部を異種en
v遺伝子で置換し、またはウイルスゲノムのenv遺伝子の全部を異種env遺伝子で置き換え
る。別の実施形態において、本発明のレンチウイルスベクターは、VSV-Gでシュードタイ
プされる。別の実施形態において、本発明のレンチウイルスベクターは、Rabies-Gでシュ
ードタイプされる。
【００６３】
　本発明の実施に用いるレンチウイルスベクターは、安全目的を強化するためにコドン最
適化することができる。異なる細胞は、その特有のコドン用途において相違する。このコ
ドンバイアスは、細胞型の特定のtRNAの相対存在量におけるバイアスに対応する。配列中
のコドンが対応するtRNAの相対存在量と一致するよう調整するようにこれらのコドンを改
変することにより、発現を増加させることが可能となる。同様のトークンにより、対応す
るtRNAが特定の細胞型においては希少であることが知られているコドンを意図的に選択す
ることによって、発現を低下させることができる。このようにして、さらなる程度の翻訳
制御が可能となる。HIVおよび他のレンチウイルスを含む多くのウイルスが、多数の希少
コドンを使用し、これらを一般的な哺乳動物コドンに対応するように変化させることによ
り、哺乳動物生産細胞におけるパッケージング成分の発現の増加を達成し得る。哺乳動物
細胞ならびに他の様々な生物のコドン用途表は、当業者に公知である。コドン最適化は、
多くの他の利点を有する。生産細胞/パッケージング細胞中でのウイルス粒子の組み立て
に必要とされるウイルス粒子のパッケージング成分をコードするヌクレオチド配列中の改
変によって、上記の配列は、それらからRNA不安定配列(INS)を除去する。同時に、パッケ
ージング成分用のアミノ酸配列コード配列は、その該配列によってコードされるウイルス
成分が同じままであるか、または少なくともパッケージング成分の機能が低下しない程度
に十分に類似するように保持される。コドン最適化は、排出のためのRev/RRE要求も克服
し、最適化配列Revを独立させる。またコドン最適化は、ベクター系内での異なる構築物
間の(例えば、gag-polおよびenvのオープンリーディングフレーム中の重複領域間の)相同
組換えも減少させる。従って、コドン最適化の全体的な効果は、ウイルス力価の顕著な増
加と安全性の向上である。コドン最適化gag-pol配列のための戦略は、任意のレトロウイ
ルスに関して使用し得る。
【００６４】
　本発明の実施に用いるベクター、組換えウイルス、および他の発現系は、細胞に感染し
、トランスフェクトし、一時的にまたは永久的に形質導入し得る任意の核酸を含んでいて
よい。1つの態様において、本発明の実施に用いるベクターは、ネイキッド核酸、タンパ
ク質もしくは脂質と複合した核酸であってよい。1つの態様において、本発明の実施に用
いるベクターは、ウイルスもしくは細菌の核酸および/またはタンパク質、および/または
膜(例えば細胞膜、ウイルス脂質エンベロープ等)を含む。1つの態様において、本発明の
実施に用いる発現系は、DNAの断片を付加して複製し得るレプリコン(例えばRNAレプリコ
ン、バクテリオファージ)を含む。1つの態様において、本発明の実施に用いる発現系とし
ては、限定するものではないが、RNA、自律的自己複製環状または線状DNAもしくはRNA(例
えばプラスミド、ウイルスなど、例えば米国特許第5,217,879号を参照)が挙げられ、発現
プラスミドと非発現プラスミドの両方を含む。
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【００６５】
　1つの態様において、本発明の実施に用いる組換え微生物または組換え細胞培養は、宿
主染色体に組み込まれた染色体外環状核酸および/または染色体外線状核酸(DNAもしくはR
NA)の両方（またはいずれか）を含む「発現ベクター」を含み得る。1つの態様において、
ベクターが宿主細胞によって維持される場合、このベクターは、自律的構造としての有糸
分裂の間に上記の細胞によって安定的に複製されてもよいし、または宿主のゲノム内に組
み込まれてもよい。
【００６６】
　1つの態様において、本発明の実施に用いる発現系は、非制限的な基盤上で市販の、公
的に入手可能な任意のプラスミドを含むことが可能であり、または公開された手順に従っ
て入手可能なプラスミドから構築することができる。本発明の実施に使用し得るプラスミ
ドは、当業者に周知である。
【００６７】
　別の態様において、本発明を作製または実施するために用いるベクターは、任意の数の
、当技術分野で公知の好適なベクター、例えばコスミド、YAC(酵母人工染色体)、メガYAC
、BAC(細菌人工染色体)、PAC(P1人工染色体)、MAC(哺乳動物人工染色体)、全染色体、ま
たは小さな全ゲノムから選択することができる。このベクターはまた、プラスミド、ウイ
ルス粒子、またはファージの形であってよい。他のベクターとしては、染色体DNA配列、
非染色体DNA配列および合成DNA配列、SV40誘導体、細菌プラスミド、ファージDNA、バキ
ュロウイルス、酵母プラスミド、プラスミドとファージDNAの組み合わせに由来するベク
ター、ワクシニアなどのウイルスDNA、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、および仮性狂犬
病が挙げられる。原核生物宿主および真核生物宿主と共に用いる様々なクローニングベク
ターおよび発現ベクターは、例えば、Sambrookによって記載される。使用し得る細菌ベク
ターとしては、公知のクローニングベクターの遺伝因子を含む市販のプラスミドが挙げら
れる。
【００６８】
医薬組成物
　本発明は、医薬組成物などの組成物、およびPIMを発現させる（例えば、心筋細胞を肥
大からを保護し、梗塞によって誘導される心筋アポトーシスを抑制し、また梗塞サイズを
減少させるためPIM-1または他の機能的に同等なキナーゼを発現させる）方法を提供する
。(機能的同等性は、同じ基質に作用して同じ産物を産生する能力に基づいて存在すると
考えられ、また同一の動態を必要としない。）別の実施形態において、本発明の医薬組成
物は、心臓または血管の細胞脱分化および幹細胞マーカーの再発現を誘導するためにPIM-
1を発現させ、また1つの態様においては、幹細胞の再生能（例えば心筋梗塞後(MI後)に心
臓に生着する幹細胞能）を増強するためPIM-1を過剰発現させるために用いられる。
【００６９】
　1つの態様において、PIM-1を発現させる、またはPIM-1を誘導もしくはアップレギュレ
ートする組成物は、核酸（例えばベクター、組換えウイルスなど）であり、組換えPIM-1
は、in vitro、ex vivoおよび/またはin vivoにおいて、細胞中で発現される。
【００７０】
　別の実施形態において、本医薬組成物の使用および本発明の方法の実施の際、心臓また
は心臓もしくは血管の細胞、組織もしくは器官においてPIM核酸またはPIMキナーゼ活性を
誘導またはアップレギュレートする化合物を投与する。例えば、本医薬組成物の使用およ
び本発明の方法の実施において投与し得る化合物は、生存および/または増殖シグナル伝
達に関与するインターロイキン、サイトカインおよび/またはパラクリン因子、AKTセリン
/トレオニンキナーゼのアップレギュレーター、インスリン様成長因子-1(IGF-1)、インス
リン、白血病抑制因子(LIF)、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)、または
表皮成長因子(EGF)を含み得る。オカダ酸およびSV40 small T抗原は、タンパク質ホスフ
ァターゼ2AによるPIM-1の負の調節を阻害または遮断するため、PIM-1レベルを増加させる
ために用いることができる。Majら, Oncogene 26(35):5145-53 (2007)を参照されたい。



(23) JP 2011-503207 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

【００７１】
　別の実施形態において、PIMを発現し、またはPIMを誘導またはアップレギュレートする
本発明の組成物は、製薬上許容される担体と共に製剤化される。別の実施形態において、
本発明の医薬組成物は、非経口的に、局所的に、経口的にまたは局所投与によって（例え
ばエアロゾルによって）または経皮的に投与することができる。本医薬組成物は、任意の
方法で製剤化することが可能であり、また症状もしくは疾患、および病気の程度、各患者
の通常の病状、結果として得られる好ましい投与方法などに応じた様々な単位用量形態で
投与し得る。製剤化および投与の技術の詳細は、科学文献および特許文献中に十分に記載
されている。例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences, Maack Publishing Co, Ea
ston PA (“Remington's”)の最新版を参照されたい。
【００７２】
　本発明の治療薬は、単独で、または医薬製剤(組成物)の成分として投与し得る。この化
合物は、ヒトまたは動物の医学において使用するための、任意の好都合な方法での投与の
ために製剤化することができる。湿潤剤、乳化剤および滑沢剤（例えばラウリル硫酸ナト
リウムおよびステアリン酸マグネシウム）ならびに着色剤、離型剤、コーティング剤、甘
味料、香味剤および香料、保存剤および抗酸化剤もまた、本組成物に含まれ得る。
【００７３】
　PIMを発現し、またはPIMを誘導またはアップレギュレートする本発明の組成物の製剤と
しては、全身投与、直接局所の血管または心臓への投与、またあるいは経口/経鼻、局所
、非経口、直腸、および/または膣内投与に適した製剤が挙げられる。この製剤は、単位
用量形態に好都合に含まれ得、また薬学の当技術分野で公知の任意の方法で調製すること
ができる。担体物質と組み合わせて単一用量形態を製造することができる活性成分の量は
、治療を受ける宿主、投与の個別の方法によって異なるであろう。担体物質と組み合わせ
て単一用量形態を製造することができる活性成分の量は、通常、治療効果をもたらす化合
物の量であろう。
【００７４】
　本発明の医薬製剤は、1つ以上の希釈剤、乳化剤、保存剤、緩衝剤、賦形剤等を含んで
よく、液剤、粉剤、乳剤、凍結乾燥粉剤、噴霧剤、クリーム剤、ローション剤、徐放剤、
錠剤、丸剤、ゲル剤、パッチ上、移植片中等の形態で提供され得る。
【００７５】
　経口投与用の医薬製剤は、当業者に周知の製薬上許容される担体を用いて、適切かつ好
適な用量で製剤化することができる。このような担体は、上記の医薬が、患者の摂取に適
した、錠剤、丸剤、粉剤、糖衣剤、カプセル剤、液剤、トローチ剤、ゲル剤、シロップ剤
、スラリー剤、懸濁剤等の単位用量形態で製剤化され得るようにする。経口用の医薬製剤
は、固形賦形剤として製剤化することが可能であり、所望により、錠剤または糖衣剤の核
を得るために、好適な付加化合物を加えた後、結果として得られる混合物を粉砕し、また
顆粒混合物を加工する場合がある。好適な固形賦形剤は、炭水化物またはタンパク質の充
填剤であり、例えば、ラクトース、スクロース、マンニトール、またはソルビトールなど
の糖、トウモロコシ、コムギ、コメ、ジャガイモまたは他の植物から得たデンプン、メチ
ルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、またはカルボキシメチルセルロー
スナトリウムなどのセルロース、ならびにアラビアガムおよびトラガカントガムなどのガ
ム、ならびにタンパク質（例えばゼラチンおよびコラーゲン）が挙げられる。崩壊剤また
は可溶化剤、例えば架橋ポリビニルピロリドン、寒天、アルギン酸またはそれらの塩（例
えばアルギン酸ナトリウム）などを加えてもよい。
【００７６】
　糖衣剤核は、濃縮糖溶液のような適切なコーティングを施され、この溶液は、アラビア
ガム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポルゲル、ポリエチレングリコール、およ
び/または二酸化チタン、ラッカー溶液、および適切な有機溶媒または溶媒混合物をさら
に含み得る。製品の識別のためまたは活性化合物の量(すなわち用量)を特徴づけるために
、染料または色素を錠剤または糖衣剤のコーティングに加えてもよい。本発明の医薬製剤
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は、例えばゼラチンで作製されたプッシュフィットカプセル剤、ならびにゼラチンおよび
グリセロールまたはソルビトールなどのコーティングとで作製された軟密閉カプセル剤を
使用して経口的に用いることもできる。プッシュフィットカプセル剤は、ラクトースまた
はデンプンなどの充填剤または結合剤、タルクまたはステアリン酸マグネシウムなどの滑
沢剤、および場合により安定剤と混合した活性剤を含み得る。軟カプセル剤において、活
性剤は、脂肪油、液体パラフィン、または液体ポリエチレングリコールなどの好適な液体
中に、安定剤と共に、または安定剤を伴わずに溶解または懸濁され得る。
【００７７】
　水性懸濁剤は、水性懸濁剤の製造に適した賦形剤と混合して活性剤(例えば、本発明の
キメラポリペプチドまたはペプチド模倣薬)を含み得る。このような賦形剤としては、懸
濁化剤（カルボキシメチルセルロースナトリウム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピ
ルメチルセルロース、アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピロリドン、トラガカントガム
およびアカシアガムなど）、および分散剤または湿潤剤（天然のリン脂質(例えばレシチ
ン)、アルキレンオキシドと脂肪酸の縮合物(例えばステアリン酸ポリエチレン)、エチレ
ンオキシドと長鎖脂肪族アルコールの縮合物(例えば、ヘプタデカエチレンオキシエタノ
ール)、エチレンオキシドと脂肪酸由来の部分エステルおよびヘキシトールとの縮合物(例
えば、ポリエチレンソルビトールモノオレエート)、またはエチレンオキシドと脂肪酸由
来の部分エステルおよび無水ヘキシトールとの縮合物(例えば、ポリエチレンソルビタン
モノオレエート)など）が挙げられる。この水性懸濁剤は、1つ以上の保存剤（例えばp-ヒ
ドロキシ安息香酸エチルまたはp-ヒドロキシ安息香酸n-プロピル）、1つ以上の着色剤、1
つ以上の香味剤および1つ以上の甘味料（例えばスクロース、アスパルテームまたはサッ
カリン）も含み得る。製剤は浸透圧で調整し得る。
【００７８】
　油性医薬は、PIMを発現し、またはPIMを誘導またはアップレギュレートする本発明の組
成物を送達するために使用し得る。油性懸濁剤は、植物性油（例えば、ラッカセイ油、オ
リーブ油、ゴマ油もしくはココナッツ油、または液体パラフィンのような鉱物油、あるい
はこれらの混合物）に活性剤を入れて懸濁することによって製剤化することができる。例
えば、経口投与される疎水性医薬化合物のバイオアベイラビリティを増加させ、個体間お
よび個体内の変動性を減少させるための精油または精油成分の使用について記載している
米国特許第5,716,928号を参照されたい。(米国特許第5,858,401号も参照のこと)。上記の
油性懸濁剤は、増粘剤（蜜ろう、固形パラフィンまたはセチルアルコールなど）を含み得
る。口当たりの良い経口剤を提供するために甘味料（グリセロール、ソルビトールまたは
スクロースなど）を加えてよい。これらの製剤は、アスコルビン酸などの抗酸化剤の添加
によって保存することができる。注射可能な油性ビヒクルの例として、Minto (1997) J. 
Pharmacol. Exp. Ther. 281:93-102を参照されたい。本発明の医薬製剤は、水中油型乳剤
の形態であってもよい。この製剤の油相は、上記の植物性油もしくは鉱物油、またはこれ
らの混合物であり得る。好適な乳化剤としては、天然ガム（アカシアガムおよびトラガカ
ントガムなど）、天然リン脂質（ダイズレシチン、脂肪酸および無水ヘキシトール由来の
エステルまたは部分エステル（例えばモノオレイン酸ソルビタン）およびこれらの部分エ
ステルとエチレンオキシドとの縮合物（例えばモノオレイン酸ポリオキシエチレンソルビ
タン）など）が挙げられる。本乳剤は、シロップ剤およびエリキシル剤の製剤として甘味
料と香味剤も含み得る。かかる製剤は、粘滑剤、保存剤、または着色剤も含み得る。
【００７９】
　本発明の実施において、上記の医薬化合物は、鼻腔内、眼内および膣内経路によって、
坐剤、吹送、粉剤およびエアロゾル製剤など(例えばステロイド吸入剤、Rohatagi (1995)
 J. Clin. Pharmacol. 35:1187-1193； Tjwa (1995) Ann. Allergy Asthma Immunol. 75:
107-111参照)で投与することもできる。坐薬製剤は、上記の薬を、好適な非刺激性賦形剤
（常温では固体だが体温では液体であるため体内で溶けて薬を放出する）と混合すること
によって調製し得る。このような物質は、ココアバターとポリエチレングリコールである
。
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【００８０】
　本発明の実施において、上記の医薬化合物は、アプリケータースティック、液剤、懸濁
剤、乳剤、ゲル剤、クリーム剤、軟膏、ペースト剤、ゼリー剤、塗剤、粉剤、およびエア
ロゾル剤として製剤化し、経皮的に局所経路で送達することができる。
【００８１】
　本発明の実施において、上記の医薬化合物は、体内で徐放させるミクロスフェアとして
送達し得る。例えば、ミクロスフェアは、皮下に徐放する薬の皮内注射によって（Rao (1
995) J. Biomater Sci. Polym.編、 7:623-645参照）、生分解性で注射可能なゲル製剤と
して（例えば、Gao (1995) Pharm. Res. 12:857-863 (1995)参照）、または経口投与用の
ミクロスフェアとして（例えば、Eyles (1997) J. Pharm. Pharmacol. 49:669-674参照）
投与することができる。
【００８２】
　本発明の実施において、上記の医薬化合物は、例えば静脈内(IV)投与または体腔または
心臓内腔への投与によって、非経口的に投与することができる。心臓組織中で幹細胞また
はウイルス構築物をインキュベートする間に心臓からの血流を一時的に遮断するカテーテ
ル、ならびに心臓全体または心臓の一部の循環を隔絶して導入された薬剤（例えば、幹細
胞、構築物、ネイキッドDNA、PIMタンパク質、ウイルスまたは他のベクター）の心臓中で
の滞留時間を増加させる周知の型の再循環システムを使用することができる。これらの製
剤は、製薬上許容される担体に溶解した活性剤溶液を含み得る。使用できる許容可能なビ
ヒクルおよび溶媒は、水、リンガー溶液、等張塩化ナトリウムである。さらに、溶媒また
は懸濁媒質として滅菌固定油を使用することができる。この目的のため、合成モノグリセ
リドまたは合成ジグリセリドなどの任意の無菌固定油を使用し得る。さらに、注射可能剤
の調製においては、オレイン酸のような脂肪酸を同じように使用することができる。これ
らの溶液は、無菌で、通常は望ましくない物質を含まない。上記の製剤は、慣習的な周知
の滅菌技術によって滅菌される。この製剤は、生理学的条件に近づけるために必要とされ
る製薬上許容される補助物質（pH調整剤およびpH緩衝剤、毒性調整剤（例えば、酢酸ナト
リウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、乳酸ナトリウムなど））を含
み得る。これらの製剤における活性剤の濃度は広範囲に変化させることが可能であり、選
択される投与様式および患者のニーズに応じて、主に液量、粘度、体重などに基づいて選
択される。IV投与については、上記の製剤は、滅菌注射可能水性または油性懸濁剤などの
滅菌注射可能製剤であってよい。この懸濁剤は、好適な分散剤または湿潤剤および懸濁化
剤を用いて製剤化することができる。また上記の滅菌注射可能製剤は、1,3-ブタンジオー
ル溶液のような無毒の非経口的に許容可能な希釈剤または溶媒に入った懸濁剤であっても
よい。上記の投与は、ボーラス注入または持続注入(例えば、特定期間中の血管への実質
的に中断されない導入)によって行うことができる。
【００８３】
　本発明の医薬化合物および製剤は、凍結乾燥することができる。本発明は、本発明の医
薬とバルク剤（例えば、マンニトール、トレハロース、ラフィノースおよびスクロースま
たはこれらの混合物）とを含む溶液を凍結乾燥させることによって作製し得る、本発明の
組成物を含む安定な凍結乾燥製剤を提供する。安定な凍結乾燥製剤の製造方法は、約2.5m
g/mLのタンパク質、約15mg/mLのスクロース、約19mg/mLのNaCl、および5.5超～6.5未満の
pHを有するクエン酸ナトリウム緩衝剤の溶液を凍結乾燥させるステップを含み得る。例え
ば、米国特許出願番号第20040028670号を参照されたい。
【００８４】
　本発明の組成物および製剤は、リポソームの使用によって送達することができる（以下
の考察も参照のこと）。リポソームを用いることにより、特にそのリポソーム表面が標的
細胞に特異的なリガンドを有するか、そうでなければ特定の器官に選択的に向けられてい
る場合、in vivoにおける心臓または循環系の他の部分の標的細胞への活性剤の送達に集
中することができる。例えば、米国特許第6,063,400号；第6,007,839号；Al-Muhammed (1
996) J. Microencapsul. 13:293-306；Chonn (1995) Curr. Opin. Biotechnol. 6:698-70
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8；Ostro (1989) Am. J. Hosp. Pharm. 46:1576-1587を参照されたい。
【００８５】
　本発明の製剤は、予防的治療および/または治療的治療のために投与することができる
。治療的適用において、組成物は、症状、感染または疾患およびその合併症の臨床症状を
治療し、軽減しまたは部分的に停止するのに十分な量(治療的有効量)で、症状、感染また
は疾患を既に患っている被験体に投与される。例えば、別の実施形態において、本発明の
医薬組成物は、心筋梗塞(MI後)の心臓への悪影響を治療、予防および/または改善し、心
筋細胞を肥大から保護し、梗塞によって誘導される心筋アポトーシスを抑制し、梗塞サイ
ズを減少させるのに十分な量で投与される。別の実施形態において、本発明の医薬組成物
は、PIM-1を発現させて幹細胞マーカーの細胞脱分化および再発現を誘導するために用い
られ、また1つの態様において、PIM-1を過剰発現させて幹細胞の再生能（例えばMI後の心
臓に生着する幹細胞能）を増強するために用いられる。
【００８６】
　これを達成するために十分な医薬組成物の量は、「治療的有効用量」と定義される。こ
の用途に有効な用量スケジュールおよび量、すなわち「投薬レジメン」は、例えば疾患ま
たは症状の段階、疾患または症状の重症度、患者の健康の一般的状態、患者の身体状況、
齢などの様々な要因によって決まるであろう。患者の用量レジメンの計算に際して、投与
様式も考慮される。
【００８７】
　用量レジメンは、当業者に周知の薬物動態パラメーター、すなわち活性剤の吸収率、バ
イオアベイラビリティ、代謝、クリアランスなども考慮に入れる(例えば、Hidalgo-Arago
nes (1996) J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 58:611-617；Groning (1996) Pharmazie 5
1:337-341；Fotherby (1996) Contraception 54:59-69；Johnson (1995) J. Pharm. Sci.
 84:1144-1146；Rohatagi (1995) Pharmazie 50:610-613；Brophy (1983) Eur. J. Clin.
 Pharmacol. 24:103-108；最新版Remington's（上記参照）を参照)。現在の技術水準によ
って、臨床医は各患者の用量レジメン、活性剤および治療対象の疾患または症状を決定す
ることができる。医薬として用いられる同様の組成物のために提供されるガイドラインを
、用量レジメン（すなわち投与の用量スケジュールおよび用量レベル）を決定するための
ガイダンスとして使用して、本発明の方法を正しく適切に実施することができる。
【００８８】
　患者が必要とする、また患者が耐えられる用量および頻度に応じて、製剤の単回投与ま
たは複数回投与を行うことができる。上記の製剤は、本明細書中に記載の症状、疾患また
は病徴を有効に治療、予防または改善するのに十分な量の活性剤を与えなければならない
。非経口的または非-非経口的に投与可能な製剤の製造方法は、当業者に公知または明ら
かであり、Remington'sのような出版物にさらに詳細に記載されている。
【００８９】
　本発明の方法は、他の薬または医薬（例えば、心臓発作、鬱血性心不全および関連の病
徴または症状を治療するための組成物）との同時投与をさらに含み得る。例えば、本発明
の方法および/または組成物ならびに製剤は、抗生物質(例えば、特にグラム陰性細菌に対
して有効な抗菌性もしくは静菌性のペプチドまたはタンパク質)、フルイド(fluids)、サ
イトカイン、免疫調節剤、抗炎症剤、補体活性化剤（例えばコラーゲン様ドメインまたは
フィブリノーゲン様ドメイン(例えばフィコリン)、炭水化物結合ドメインなどを含むペプ
チドまたはタンパク質）、およびこれらの組み合わせと同時製剤化および/または同時投
与することができる。
【００９０】
ナノ粒子およびリポソーム
　また本発明は、例えばポリペプチド（例えば心臓または血管の幹細胞の表面ポリペプチ
ド（心臓細胞(例えば筋細胞)の細胞表面ポリペプチドなど））のような生物学的分子をは
じめとする特定の分子を標的とする、本発明のPIM-1発現化合物を含むナノ粒子およびリ
ポソーム膜も提供する。別の実施形態において、本発明は、疾患のあるおよび/または損
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傷した心臓細胞または幹細胞（任意の多能性細胞など）を標的とするナノ粒子およびリポ
ソーム膜を提供する。
【００９１】
　別の実施形態において、本発明は、(本発明の化合物を含むことに加えて)、分子（例え
ば、疾患のあるおよび/または損傷した心臓細胞または幹細胞を選択的に標的とするペプ
チドまたは抗体）を含むナノ粒子およびリポソーム膜を提供する。別の実施形態において
、本発明は、例えば疾患のあるおよび/または損傷した心臓細胞または幹細胞などの細胞
上の受容体を標的とするためにインターロイキン受容体および/または他の受容体を用い
るナノ粒子およびリポソーム膜を提供する。例えば米国特許出願第20060239968号を参照
されたい。
【００９２】
　このため、1つの態様において、本発明の組成物は、幹細胞または心臓細胞（例えば筋
細胞）を特異的に標的化する。
【００９３】
　また本発明は、異なる作用様式または異なる薬物動態を有する2つの異なる治療薬（そ
の少なくとも1つが本発明の組成物を含む）の連続送達を可能にするナノセルも提供する
。ナノセルは、第1の薬剤を有するナノコアを、第2の薬剤を含有する脂質小胞の内部に封
入することによって形成される。例えば、Senguptaら、米国特許公開番号第20050266067
号を参照されたい。外側の脂質コンパートメント中の薬剤が最初に放出され、ナノコア中
の薬剤が放出される前にその効果を与える。上記のナノセル送達系は、本明細書に記載の
任意の疾患または症状（例えば鬱血性心不全または心臓発作(心筋梗塞)など）に罹患して
いる患者に送達するための任意の医薬組成物中に製剤化し得る。例えば、心筋梗塞の治療
において、抗体および/または血管新生剤をナノセルの外側の脂質小胞に含めて、本発明
の組成物をナノコアにロードすることができる。この配置は、上記の抗体および/または
血管新生剤を最初に放出させて、損傷した組織に送達することを可能とする。
【００９４】
　または本発明は、例えばParkら、米国特許公開番号第20070082042号に記載のような経
皮吸収のための、本発明の化合物を含む多層リポソームも提供する。上記の多層リポソー
ムは、本発明の組成物を封入するため、粒子サイズが約200～5000nmまでのスクアラン、
ステロール、セラミド、中性の脂質または油、脂肪酸およびレシチンを含む油相成分の混
合物を用いて調製することができる。
【００９５】
　本発明の多層リポソームは、安定性を高めるため、防腐剤、抗酸化剤、安定剤、増粘剤
などをさらに含み得る。合成防腐剤および天然防腐剤は、例えば0.01％～20％の量で使用
することができる。抗酸化剤（例えばBHT、エリソルベート（erysorbate）、トコフェロ
ール、アスタキサンチン、植物フラボノイドおよびこれらの誘導体、または植物由来の抗
酸化物質）を使用し得る。リポソーム構造を安定化させるために、安定剤（例えばポリオ
ールおよび糖）を使用することができる。例示的には、ポリオールとして、ブチレングリ
コール、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール、ジプロピレングリコールおよ
びエチルカルビトールが挙げられ、糖の例は、トレハロース、スクロース、マンニトール
、ソルビトール及びキトサン、または単糖もしくはオリゴ糖、あるいは高分子量デンプン
である。構築されたリポソームの水中での分散安定性を高めるため、増粘剤（例えば、天
然増粘剤もしくはアクリルアミド、または合成ポリマー増粘剤）を使用することができる
。例示的には、増粘剤として、天然ポリマー（アカシアガム、キサンタンガム、ゲランガ
ム、ローカストビーンガムおよびデンプンなど）、セルロース誘導体（ヒドロキシエチル
セルロース、ヒドロキシプロピルセルロースおよびカルボキシメチルセルロースなど）、
合成ポリマー（ポリアクリル酸、ポリアクリルアミドもしくはポリビニルピロリドンおよ
びポリビニルアルコール、ならびにこれらのコポリマーなど）または架橋物質が挙げられ
る。
【００９６】
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　リポソームは、例えばParkら、米国特許公開番号第20070042031号に記載されるような
任意の方法（第1の容器に水溶液を提供するステップ；第2の容器に有機脂質溶液を提供す
るステップ（ここで水溶液と有機脂質溶液のいずれか1つが治療的製品を含む）；第1混合
領域内で水溶液と該有機脂質溶液とを混合してリポソーム溶液を生成するステップ（ここ
で、実質的に、即時的に治療的製品を封入するリポソームを製造するように有機脂質溶液
を該水溶液と混合する）；およびその直後にリポソーム溶液を緩衝剤溶液と混合して希釈
されたリポソーム溶液を生成するステップを含む、治療的製品を封入することによるリポ
ソームの製造方法など）を用いて作製することができる。
【００９７】
　また本発明は、例えば米国特許公開番号第20070077286号に記載されるような、本発明
の組成物を薬物含有ナノ粒子(例えば二次ナノ粒子)として送達するための、本発明の化合
物を含むナノ粒子も提供する。1つの実施形態において、本発明は、二価もしくは三価の
金属塩と共に作用する、本発明の脂溶性薬または脂溶化した水溶性薬を含むナノ粒子を提
供する。
【００９８】
遺伝子治療送達の方法
　本発明のPIM-1発現核酸組成物は、PIM-1コード核酸を送達するex vivo遺伝子治療また
はin vivo遺伝子治療のために送達され得る。1つの態様において、本発明のPIM-1発現核
酸組成物（例えば高レベルのヒトPIM-1タンパク質を発現する非複製ウイルス構築物）は
、ex vivo伝子治療またはin vivo遺伝子治療のために送達される。
【００９９】
　本発明のPIM-1発現核酸組成物は、多様な心臓または血管の細胞に送達されて発現し、
細胞増殖を誘導し、および/または心臓もしくは血管の細胞を低酸素症および細胞アポト
ーシスから保護することができる。このように(本発明の組成物および方法を実施するこ
とによって)発現されたPIM-1は、心筋細胞を肥大から保護し、心筋梗塞(例えば心臓発作)
によって誘導される細胞死を抑制し、羅患した筋肉の量を減少させることができる。さら
に、心臓または血管の細胞における（例えば心臓細胞における）(本発明の組成物および
方法を実施することによる)PIM-1の過剰発現は、細胞の復帰突然変異を引き起こし、心臓
または血管の細胞が幹細胞様になり、幹細胞マーカー(心臓の幹細胞マーカーなど)の再発
現で終わる。
【０１００】
　1つの態様において、(本発明の組成物および方法を実施することによる)PIM-1の過剰発
現は、幹細胞の再生能および障害を受けたまたは損傷した器官(例えば、心臓発作後の損
傷を受けた心臓)を修復する幹細胞の能力を強化する。1つの態様において、本発明は、成
人への再導入の前に培養幹細胞を使用する制御系を用いてPIM-1を過剰発現させて、損傷
後の器官を修復する上記の培養幹細胞の能力を強化するための組成物および方法を提供す
る。
【０１０１】
　本発明は、低酸素によって損傷した多数の組織を修復するための臨床治療用のPIM-1の
使用、またはPIM-1発現の制御を可能とする条件付き制御因子の使用を通じた他の方法を
提供する。例えば、PIM-1発現核酸送達ビヒクル（例えばベクターまたは組換えウイルス
などの発現構築物）は、上記の器官(例えば心臓)に直接注射して、その器官を直接損傷か
ら保護することができる。その後上記のタンパク質の発現は、経口処方薬(このための製
剤は上述されている)を通して活性化させ得る。
【０１０２】
　1つの実施形態において、本発明の実施に用いる（例えばPIM-発現細胞を作製するため
に用いる）ベクターは、2シストロン性である。1つの実施形態において、PIM-1発現を駆
動するためにMND(すなわち、骨髄増殖性肉腫ウイルスLTR-ネガティブコントロール領域欠
失)プロモーターが用いられる。1つの実施形態において、レポーター（例えば、ウイルス
内部リボソーム侵入部位(vIRES)の外で駆動され得る強化緑色蛍光タンパク質(eGFP)レポ
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ーター）も用いられる。別の実施形態において、構築物は全て第三世代自己不活性化(SIN
)レンチウイルスベクターであり、導入遺伝子の長期発現を確保するための幾つかのエレ
メントを含む。例えば、MNDプロモーターは導入遺伝子の高発現を可能とするが、LTRは、
繰り返し継代後の長期発現を可能とする。別の実施形態において、上記のベクターは、(I
FN)-β-足場付着領域(SAR)エレメント（メチル化を抑制し導入遺伝子を発現抑制から保護
することによってベクターを転写的に活性に保持するのに重要であることが示されている
）も含む。
【０１０３】
　別の実施形態において、治療の第二過程として、PIM-1発現核酸送達ビヒクル（例えば
、ベクターまたは組換えウイルスなどの発現構築物）は、患者の損傷した心臓または他の
器官から抽出した成体幹細胞の培養中の増殖を増強するために用いることができる。別の
実施形態において、血、脂肪、または骨髄由来の幹細胞も使用し得る。PIM-1発現は、培
地への薬の添加を通して活性化することができる。何日か培養した後、薬の除去によって
PIM-1の発現を止めることが可能であり、1つの態様においては、培養中で産生された増加
数の細胞が障害を受けた領域に再導入され、修復プロセスに寄与する。
【０１０４】
　本発明は、当技術分野で公知の任意の非ウイルス送達または非ウイルスベクター系（例
えば、脂質媒介トランスフェクション、リポソーム、免疫リポソーム、リポフェクチン、
カチオン性顔面両親媒性物質(CFA)およびこれらの組み合わせなど）の使用を組み入れる
ことができる。
【０１０５】
　1つの態様において、本発明の実施に用いる発現ビヒクル（例えばベクターまたは組換
えウイルス）は、心筋に直接注射される。1つの態様において、PIM-1コード核酸は、直接
注射によって個体に投与される。このため、1つの実施形態において、本発明は、本発明
の実施に用いる発現ビヒクル（例えばベクターまたは組換えウイルス）を含む滅菌注射可
能製剤を提供する。
【０１０６】
　別の実施形態において、上記の発現構築物への標的細胞(例えば、筋細胞または幹細胞)
の曝露を確実にするために、複合投与し、多数の経路（例えば心筋に直接および静脈内）
を用いることが適切な場合がある。所望の効果を達成するため、この発現構築物の複合投
与が必要とされる場合もある。
【０１０７】
　本発明の1つの特定の実施形態は、PIM-1発現を増強するための任意の起源の幹細胞また
は任意の多能性細胞のex vivo修飾、その後のヒトもしくは他の哺乳動物宿主、または任
意の脊椎動物への幹細胞の投与である。上記の幹細胞は、直接的または局所的に（例えば
、心臓損傷または心不全のための既存の幹細胞治療と同じ方法で心臓組織へ）投与するこ
とができる。別法として、全身投与も検討される。上記の幹細胞は、自己幹細胞または異
種幹細胞であってよい。これらは、胚源由来または幼い生物もしくは成体生物由来であり
得る。PIM-1発現の増強は、例えば、幹細胞における既存の染色体PIM-1-コード配列の発
現のアップレギュレーションの結果であってよく、あるいはPIM-1を機能的にコードする
外因性ポリヌクレオチドの挿入の結果であってよい。本明細書の他の文脈中で論じられる
とおり、かかる幹細胞中のPIM-1-コードインサートは、有利には、誘導性発現制御の下に
あり得る。さらに、公知の種類の「自殺配列」の使用。
【０１０８】
　別の実施形態において、1つ以上の「自殺配列」も、本発明の核酸構築物とは別に、ま
たは本発明の核酸構築物と併用して（例えば同じ核酸構築物（例えばベクター、組換えウ
イルスなど）に組み込んで）投与される。例えば、Marktel Sら、Immunologic potential
 of donor lymphocytes expressing a suicide gene for early immune reconstitution 
after hematopoietic T-cell-depleted stem cell tranlplantation. Blood 101:1290-12
98(2003)を参照されたい。本発明の実施に用いる自殺配列は、公知の種類であってよく、
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例えば、アポトーシスを誘導するか、そうでなければ細胞死を引き起こす（例えば、1つ
の態様において、外因性トリガー化合物を投与するかまたは別の種類のトリガーへ曝露（
例えば、限定するものではないが、光または他の電磁波への曝露）するとアポトーシスを
誘導するか、そうでなければ細胞死を引き起こす）配列であってよい。
【０１０９】
　1つの態様において、本発明のPIM-1コード核酸を含有する発現構築物またはビヒクルは
、体重1kg当たり約0.05～500μg、または0.5～50μgの有効量で製剤化され、単一用量ま
たは分割用量で投与することができる。しかし、実際に投与される本発明のPIM-1コード
核酸、または他の活性成分(例えば、PIM-1を誘導またはアップレギュレートする薬剤)の
量は、治療対象の症状、個々の患者の齢および体重、ならびにその患者の病徴の重症度な
どの様々な関連因子を考慮して決定すべきであることを理解しなければならず、このため
、決して上記の量が本発明の範囲を限定するように意図されてはならない。
【０１１０】
　1つの態様において、本発明のPIM-1コード核酸を含有する発現構築物またはビヒクルは
、少なくとも1ミリリットル当たり物理的粒子が約1010、1011、1012、1013、1014、1015

、1016、または1017個の力価で製剤化される。1つの態様において、上記のPIM-1コード核
酸は、約10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、110、120、130、140または150マイ
クロリットル(μl)またはそれ以上の注射で投与される。用量および投与レジメンは、当
技術分野で公知の慣習的な範囲測定技術によって決定することができる。例えば、別の実
施形態では、約106、107、108、109、1010、1011、1012、1013、1014、1015、1016または
1017個のウイルス(例えばレンチウイルス)粒子が、1回または複数回の用量で個体(例えば
ヒト患者)に送達される。
【０１１１】
　他の実施形態において、心臓内への1回投与(例えば1回用量)は、約0.1μl～l.0μl、10
μlまたは約100μlまでの本発明の医薬組成物を含む。別法として、約0.5ngまたは1.0ng
～約10μg、100μg～1000μgの用量範囲のPIM-1発現核酸を投与する(発現構築物として、
または1つの実施形態のとおり、ネイキッドDNAとしての量を注射する)。用量および投与
経路の任意の必要な変動は、当業者が当技術分野で公知の通常の技術を用いて決定するこ
とができる。
【０１１２】
　1つの実施形態において、PIM-1発現核酸は、製薬上許容される担体（生理食塩水など）
を含む注射可能製剤の形態のウイルスストックを用いてin vivoで直接心臓へ送達される
。上記の注射可能製剤中でのベクターの最終力価は、ウイルス粒子約108～1014個、また
は約1010～1012個の範囲であってよい。これらの範囲は、遺伝子導入に有効であり得る。
【０１１３】
　1つの態様において、PIM-1発現核酸(例えばベクター、導入遺伝子)構築物は、直接冠動
脈内注射（例えば蛍光透視誘導の下で標準的な経皮的カテーテルに基づく方法を使用する
）によって心筋に送達される。別法として、PIM-1発現核酸(例えばベクター、導入遺伝子
)構築物は器官および組織（例えば心臓）に送達され、例えば脂質媒介遺伝子導入を用い
て、両冠動脈および/または末梢動脈に直接送達される。
【０１１４】
　直接冠動脈内注射、または両冠動脈および/または末梢動脈への直接送達などのこれら
の態様は、PIM-1発現核酸(例えばベクター、導入遺伝子)が十分に有効であることを可能
とする程度に発現されるのに十分な量であり得る。例えば、注射されるPIM-1発現核酸(例
えばベクター、導入遺伝子)の量は、ウイルス粒子約108～1014個、または約1010～1012個
の範囲であり得る。この注射は、冠動脈の内腔に深く(例えば動脈内腔の中に1cm)行うこ
とが可能であり、側副血管の成長は個々の患者で大きく異なるため、両冠動脈動脈に行う
ことができる。上記の物質を、冠動脈カテーテルにより冠動脈の内腔に直接注射すること
によって、PIM-1発現核酸(例えばベクター、導入遺伝子)をかなり効果的に標的とし、ま
た注射中の組換えベクターの近位大動脈への喪失を最小限にすることが可能となる。任意
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の様々な冠動脈カテーテル、またはStack灌流カテーテルなどを使用し得る。例えば、米
国特許出願公開番号第20040132190号を参照されたい。
【０１１５】
　1つの態様において、本発明は、治療的PIM-1核酸を、血流低下に伴う酸素欠乏（すなわ
ち冠動脈疾患および心臓発作に由来する虚血）を認識して応答する遺伝子「センサー」と
組み合わせる。酸素が減少するとすぐにこのセンサーが治療的遺伝子のスイッチを入れ、
これにより心臓を保護する。心臓疾患を有する患者に対する可能性に加えて、本発明のこ
の態様は、脳卒中、ショック状態、外傷および敗血症などの循環系組織が血液供給の喪失
を起こしやすい任意の症状に有用である。
【０１１６】
直接PIM送達
　細胞および核酸のアプローチに加えて、PIMタンパク質を罹患した心臓または他の循環
組織に直接送達することもできる。PIMは細胞内で作用するため、PIMの細胞内送達を容易
にする送達戦略を利用することが好ましい。
【０１１７】
　使用し得る1つの技術は、標的細胞に取り込まれ、または標的細胞と融合するビヒクル
に入ったPIMを提供する。こうして、細胞へのポリヌクレオチド送達に関連して上記によ
り詳細に記載されるように、PIMをリポソームまたは他の小胞に封入し得る。
【０１１８】
　別法として、PIMを形質導入ドメイン（TATタンパク質など）に連結することができる。
いくつかの実施形態において、PIM酵素は、細胞によるPIMの取り込みをさらに促進するた
め、形質導入部分（例えば合成または非合成ペプチド形質導入ドメイン(PTD)、細胞侵入
ペプチド(CPP)、カチオン性ポリマー、抗体、コレステロールまたはコレステロール誘導
体、ビタミンE化合物、トコール、トコトリエノール、トコフェロール、グルコース、受
容体リガンドなど）に機能的に連結し得る。
【０１１９】
　多数のタンパク質形質導入ドメイン/ペプチドが当技術分野で公知であり、形質導入ド
メイン(例えばカーゴ分子)に連結した異種分子取り込みを促進する。このようなペプチド
形質導入ドメイン(PTD)は、マクロピノサイトーシスと呼ばれる過程を通して取り込みを
促進する。マクロピノサイトーシスは、全ての細胞が行うエンドサイトーシスの非選択型
である。
【０１２０】
　例示的には、ペプチド形質導入ドメイン(PTD)は、ショウジョウバエ(Drosophila)のホ
メオタンパク質であるアンテナペディア転写タンパク質(AntHD)(Joliotら, New Biol. 3:
1121-34, 1991；Joliotら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:1864-8, 1991；Le Rouxら,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:9120-4, 1993)、単純ヘルペスウイルス構造タンパク
質VP22(ElliottおよびO'Hare, Cell 88:223-33, 1997)、HIV-1転写活性TATタンパク質(Gr
eenおよびLoewenstein, Cell 55:1179-1188, 1988；FrankelおよびPabo, Cell 55:1189-1
193, 1988)、またつい最近ではプリオンタンパク質のカチオン性N末端ドメインから得ら
れる。好ましくは、上記のペプチド形質導入ドメインは、それが融合した生体分子の受容
体非依存的な取り込みを増加させ、広範囲の細胞種の形質導入を可能とし、最小限の毒性
または非毒性を呈する(Nagaharaら, Nat. Med. 4:1449-52, 1998)。ペプチド形質導入ド
メインは、DNA(Abu-Amer、上記)、アンチセンスオリゴヌクレオチド(Astriab-Fisherら, 
Pharm. Res, 19:744-54, 2002)、小分子(Po lyakovら, Bioconjug. Chem. 11:762- 71, 2
000)また無機の40ナノメートルの鉄粒子でさえも(Doddら, J. Immunol. Methods 256:89-
105, 2001；Wunderbaldingerら, Bioconjug. Chem. 13:264-8, 2002；Lewinら, Nat. Bio
technol. 18:410-4, 2000；Josephsonら, Bioconjug., Chem. 10:186-91, 1999)取り込み
を促進することが示されている。
【０１２１】
　このような細胞間送達タンパク質との融合タンパク質は、公知の分子生物学技術を用い
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て容易に構築することができる。
【０１２２】
　さらに、PIM分子をコードするポリヌクレオチドはいずれも、in vivoまたはin vitroに
おけるこれらのポリヌクレオチドの標的細胞への形質導入を促進するため、上述のドメイ
ンに連結し得る。
【０１２３】
キットおよびライブラリー
　本発明は、本発明のPIMを発現させる、またはPIMを誘導もしくはアップレギュレートす
る組成物および/または核酸（例えば、ベクター、組換えウイルスなど）、トランスフェ
クト剤、形質導入剤、心臓または血管の細胞および/または細胞株、使用説明書(本発明の
方法に関する)、またはこれらの任意の組み合わせを含む、本発明の組成物を含むキット
および本発明の方法を提供する。キット、細胞、ベクターなどは、それ自体、本明細書で
提供される。
【０１２４】
　本発明は、以下の実施例に関連してさらに説明されるが、本発明はかかる実施例に限定
されないと理解されるべきである。
【実施例】
【０１２５】
実施例1：PIM-1をアップレギュレートすることによる治療効果の実証
　この実施例は、セリン/トレオニンキナーゼPIM-1をコードする核酸を含む本発明の組成
物および本発明の方法が、細胞増殖を誘導し、細胞を低酸素症および細胞アポトーシスか
ら保護し；PIM-1キナーゼを発現させて心筋細胞を肥大から保護し、および/または梗塞に
よって誘導される心筋アポトーシスを抑制し、梗塞サイズを減少させ；PIM-1を発現させ
て幹細胞マーカーの細胞脱分化および再発現を誘導し；またPIM-1を過剰発現させて幹細
胞の再生能（例えば心筋梗塞後(MI後)の心臓に生着する幹細胞能）を増強するために有効
であることを示す。これらのデータは、本明細書中に記載の組成物および方法の使用にお
いて、心筋梗塞、圧過負荷誘発性肥大、および心不全に起因する虚血/再灌流損傷中に誘
導されるアポトーシス刺激に対する防御としてのPIM-1の機能を示す。
【０１２６】
結果
PIM-1はヒト心筋中で発現され、不全においてアップレギュレートされる
　正常ヒト心臓および不全ヒト心臓のサンプルの免疫組織化学は、正常成人の心筋におい
て、PIM-1発現が細胞質全体に分布していることを示す。対照的に、不全ヒト心臓サンプ
ルにおいては、PIM-1は大部分が核性となる。ヒト心臓溶解物の免疫ブロッティングは、
正常対照と比較した場合、不全ヒト心筋においてはPIM-1発現が2.65倍増加することを示
す。類似のパターンがトロポモジュリン過剰発現トランスジェニック(TOT)マウス、DCMモ
デルにおいて見られる。PIM-1は、6月齢の野生型(NTG)マウスにおいて低レベルで発現し
たが、TOTマウスにおける発現は5.9倍増加し、大部分が核性であった。
【０１２７】
マウス心筋中で発現するPIM-1は、発生的に調節される
　生後様々な時点のマウスから得た心筋溶解物の免疫ブロット分析は、加齢に伴うPIM-1
発現の低下を示す。新生児の心臓サンプルは、30週齢のマウスより6.3倍多いPIM-1を示す
。出生後発現レベルは低下するが、8週齢まで著しく上昇し続け、そこで30週齢の心臓と
同程度となる。様々な発達時点のマウスの心臓の共焦点顕微鏡検査は、PIM-1の発現が、
新生児では主に核性であり、成体早期に次第に細胞質性となり、30週齢の成体では実質的
に消失することを示す。このことは、PIM-1について細胞内分画を行った心筋の免疫ブロ
ッティングによって裏付けられる。PIM-1発現は、30週齢のマウスの心筋と比較した場合
、それぞれ、新生児の心臓においては10.5倍より核性であって5.0倍細胞質性でなく、8週
齢の心臓においては5.2倍より核性であって4.6倍細胞質性でない。
【０１２８】
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PIM-1はin vivoで心臓保護効果を示す
　これらのデータは、当技術分野で認められた動物モデルを用いて、in vivoでのPIM-1の
発現が心臓保護効果を有することを示す。PIM-1の局在化および発現は、偽手術(sham)、
または梗塞(MI)もしくは圧過負荷(TAC)に起因する心筋症損傷の4日後に処理した、3月齢
の正常マウスから得た心臓において検証した。圧過負荷肥大を誘発するためのTAC結紮の4
日後、主要血管の周囲の心筋細胞においてPIM-1の免疫活性が核周囲で著しく増加してい
ることが観察された。同様に、核周囲でのPIM-1の免疫活性は、境界域の心筋細胞中では
増加するが、遠隔心筋の正常領域中では影響を受けない。PIM-1陽性の境界域の心筋細胞
は、「末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ媒介dUTP-ビオチンニック末端標
識」(TUNEL)標識に陰性であって、心臓保護的抗アポトーシスシグナル伝達を示すBcl-XL
発現の増加を示し、心筋生存シグナル伝達におけるPIM-1の役割を実証し、また本発明の
組成物および方法が、PIM-1キナーゼ発現および/または活性を発現させおよび/またはア
ップレギュレートすることによって心筋生存シグナル伝達において有効であり得ることも
実証する。
【０１２９】
　PIM-1の保護的役割は、齢と性別が一致する対照と共にex vivo虚血/再灌流損傷に供し
た、遺伝子欠失でPIM-1を欠損したマウスの心臓を用いて確認した。PIM-1ノックアウトマ
ウスの心臓は、45分間の再灌流後、左心室発生圧によって測定されるとおり、機能的回復
の統計的に顕著な低下を示した。ex vivo虚血に供した心臓から得たパラフィン埋め込み
片のTUNEL染色は、PIM-1ノックアウトマウスのTUNEL陽性心筋細胞数が、野生型対照に対
して2.4倍増加していることを明らかにする。
【０１３０】
　PIM-1は、in vitroで抗アポトーシスタンパク質発現を誘導し、心筋細胞を保護する。
以前に記載された(参考文献10)野生型34kDaPIM-1(PIM-wt)またはキナーゼデッド(K67M)変
異型(PIM-DN)のGFPタグ化cDNAを用いて組換えアデノウイルスを作製し、新生児ラット心
筋細胞培養物の感染に用いた。GFP-PIM-wtまたはGFP-PIM-DNを発現する培養物から得た溶
解物の免疫ブロッティングは、GFP抗体またはPIM-1抗体のいずれかによって認識される64
kDaのGFP-PIM-1融合タンパク質を蓄積する。GFP-PIM-wtを過剰発現する心筋細胞は、EGFP
感染対照と比較してTUNEL標識の統計的に顕著な減少を示す。これに対して、GFP-PIM-DN
の過剰発現は、アポトーシス心筋細胞の30.8％の増加を誘導した(*p<0.05)。培養心筋細
胞は、GFP-PIM-wtの過剰発現によって、ドキソルビシンまたはデオキシグルコースを用い
たアポトーシス攻撃から保護されたが(両群について**p<0.01)、GFP-PIM-DNの過剰発現は
アポトーシスの影響を悪化させた(それぞれ**p<0.01、および*p<0.05)。これらの結果と
一致して、GFP-PIM-DNは、カスパーゼ3切断の3.6倍の増加および切断ポリ(ADP-リボース)
ポリメラーゼ(PARP)の80％の増加を誘導した。これに対して、GFP-PIM-wtは、対照と比較
した場合、bcl-XLおよびbcl-2の発現の顕著な増加をもたらした(それぞれ2.2倍および25.
4倍)(*p<0.01)。GFP-PIM-wtは、非感染の対照に対して、Badのセリン112残基(S112)にお
けるリン酸化も16.7倍増加させたが、全Badのレベルは変化しないままであった(*p<0.01)
。
【０１３１】
PIM-1は心臓保護的刺激によって誘導される
　これらのデータは、本発明の組成物および方法が、PIM-1の発現を増加させて心臓保護
効果を与える（例えば心筋梗塞後）ために使用し得ることを示す。新生児ラット心筋細胞
培養物を、アッセイの2時間前に心臓保護剤（白血病抑制因子(LIF)、インスリン様成長因
子(IGF-1)、デキサメタゾン、およびPMAなど）で処理すると、共焦点顕微鏡検査によって
可視化されるとおり、対照細胞と比較してPIM-1の免疫反応性が誘導された。PIM-1の免疫
反応性は、フェニレフリン、エンドセリン1、フォルスコリン、またはエストラジオール
によっては誘導されなかった(図4A)。LIF、IGF、PMA、およびデキサメタゾンは、PIM-1発
現をそれぞれ2.8、2.7、2.3、および2.0倍誘導した(*p<0.05、**p<0.01)。アデニル酸シ
クラーゼ活性剤であるフォルスコリンは、対照培養物に対してPIM-1発現を45％低下させ



(34) JP 2011-503207 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

た(**p<0.01)。
【０１３２】
PIM-1発現のIGF-1誘導はAKT依存性である
　IGF-1処理に応答するPIM-1発現は、PI3キナーゼ阻害剤であるウォルトマンニンの存在
下で著しく低下し、またはAKT(AKT-DN)をそれぞれ4.0倍および9.1倍不活性化させる(**p<
0.001)。核標的AKT(参考文献12)の過剰発現が、培養心筋細胞中のPIM-1発現を非感染の対
照と比較して2.1倍増加させるという、IGF刺激後の結果として生じるAKTの核蓄積の役割(
参考文献11)が確認された(*p<0.05)。対照的に、野生型AKT(AKT-wt)の過剰発現は、PIM-1
の発現を非感染の対照に対して1.4倍低下させた(*p<0.05)。培養心筋細胞の共焦点顕微鏡
写真は、核標的AKTの発現が、PIM-1の核局在化の増加を誘導することを示す(図5C)。In v
itroの結果と一致して、6月齢の心臓特異的核標的AKTトランスジェニックから得た心臓の
免疫組織化学は、対照と比較してPIM-1の免疫活性および核局在化の増加を示し、代表的
な免疫ブロットは、PIM-1発現の増加を裏付ける。
【０１３３】
PIM-1とAKTはフィードバック関係を示す
　AKTの発現およびリン酸化(S473)は、培養心筋細胞におけるGFP-PIM-DNの過剰発現に応
答して増加する(図6A)。これに匹敵するホスホAKT473の増加の所見が、2月齢のPIM-KOマ
ウスから得た免疫標識された心筋片の共焦点顕微鏡検査で観察された。PIM-KOマウスから
得た全心臓溶解物の免疫ブロットにおけるホスホAKT473と全AKTの増加は免疫染色と相関
しており、Aktの発現および活性の調節が、部分的にはPIM-1レベルに依存していることを
示している。
【０１３４】
考察
　これらのデータは、当技術分野で認められた動物モデルを用いて、本発明の組成物およ
び方法が、例えば心筋梗塞後に、PIM-1の発現を増加させて心臓保護効果(心筋保護効果)
を与えるために使用し得ることを示す。心臓保護の分子調節は、心筋損傷および心不全の
治療における治療的介入戦略のための極めて重要な研究手方法として耐えうる。本明細書
中に示されるデータで実証されるとおり、本発明の心臓保護におけるPIM-1の中心的役割
の発見で、心筋細胞生存の調節およびAKT媒介効果について意味深いシグナル伝達の新た
な側面が明らかにされた。総合すれば、本明細書に示されるデータは、心筋におけるPIM-
1発現および保護効果の最初の証拠を提供し、PIM-1とAKTの相互フィードバック機構を示
す。造血系において先に実証されているAKTとPIM-1の共依存相互関係(参考文献7)は、両
分子が協調して作用することを示す。
【０１３５】
PIM-1は、虚血/再灌流損傷中に誘導されるアポトーシス刺激に対する防御として機能する
　PIM-1は、心筋に関する研究においては、以前は研究されていなかった。例えば参考文
献1（下記参照）で概説されるとおり、非心臓細胞においては、PIM-1は増殖および細胞生
存のシグナル伝達の重要な調節因子として示されていた。本発明の組成物および方法を用
いて、PIM-1は、心筋梗塞、圧過負荷誘発性肥大、および心不全に起因する虚血/再灌流損
傷中に誘導されるアポトーシス刺激に対する防御として機能する。PIM-1レベルは発生的
にダウンレギュレートされるが、TAC結紮によって誘導された圧過負荷および心筋梗塞に
よる心臓損傷後、心筋細胞において発現が再現する。PIM-1は、心臓損傷の後に発現する
「前初期応答」遺伝子プロファイル(参考文献13)に関与するいくつかの癌原遺伝子（c-fo
s、c-myc(参考文献14)、RafおよびRasなど）の1つである。PIM-1は、他の組織中でc-Myb
依存性細胞増殖の活性化においてc-mycと協力することが示されており(参考文献15～17)
、癌遺伝子間の相乗効果が、損傷に対する応答における心筋の維持に役立ち得ることを示
唆している。
【０１３６】
PIM-1は細胞内抗アポトーシスシグナル伝達を増強する
　その増殖効果に加えて、これらのデータは、PIM-1が細胞内抗アポトーシスシグナル伝
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達を増強することも示す。非心臓細胞における知見(参考文献17、18、19)と一致して、ア
デノウイルスによるPIM-1の過剰発現は、新生児ラット心筋細胞を、ドキソルビシンおよ
びデオキシグルコースで誘導したアポトーシスから、bcl-2およびBcl-XLの発現の誘導な
らびにBadのリン酸化の誘導を通して保護する(図3)。mdm2発現、リン酸化およびp53分解
の誘導はPIM-1によって媒介され(参考文献17)、AKTはp53依存性機構を通じてドキソルビ
シン誘導性アポトーシスを防御するため(参考文献20)、PIM-1はAKT誘導性p53抑制の下流
エフェクターとしての役割を果たすこともできる。さらに、PIM-1の不活性化は、心筋細
胞に関してアポトーシスシグナル伝達を誘導し、ドキソルビシン誘導性アポトーシスを悪
化させた。他の細胞に関して見出されているとおり(参考文献18)、PIM-1の不活性化は、
活性酸素種の生成およびミトコンドリア孔透過性の増加を通してアポトーシス活性も増加
させ得る。
【０１３７】
　いくつかの周知の心臓保護因子（LIF、PKC活性化因子PMA、グルココルチコイドデキサ
メタゾン、およびIGF-1など）は、PIM-1発現を著しく増加させ(図4)、T細胞(参考文献21)
ならびにgp130受容体リガンド（IL-6およびLIF(参考文献22、参考文献1において概説され
る)など）のPMA処理によるPIM-1の誘導を示す公開された報告と一致していた。これらの
リガンドおよびその同族受容体は、不全心臓(参考文献23、24、25、26)において、ならび
に心筋の発生および肥大(参考文献27)の間に増加する。他の誘導性刺激に関して、PMA媒
介性PKC活性化は心臓保護性であり(参考文献28-30)、関連する知見は、PIM-1が、T細胞に
おけるPMA処理によって急速に誘導されることを示す(参考文献21)。IGF-1は、心筋生存シ
グナル伝達(参考文献40-42)と幹細胞増殖(参考文献43)を媒介するが、発明者らは、IGFに
よるPIM-1誘導についての先の公開された実証を見出すことはできなかった。結果は、IGF
-1誘導性PIM-1発現がAKT依存性であり、in vitroおよびin vivoで核標的AKT発現がPIM-1
発現の顕著な増加を誘導することを示す。反対に、PIM-1ヌル動物において、PIM-1発現の
不活性化または除去は、AKTの発現および活性化を誘導したが、AKTの活性化の増加は、虚
血/再灌流損傷後の回復を強化すること、またはアポトーシスを減少させることはできな
い。
【０１３８】
　これらの結果は、PIM-1が、比較的十分に立証された心臓保護に関与する心筋中のAKTシ
グナル伝達の下流の心臓保護の重要なメディエーターであることを示す。成長因子または
サイトカイン受容体の活性化の後、AKTがリン酸化されて立体構造変化をもたらし、この
立体構造変化がAKTを膜から放出し細胞質ゾルを通過させて最終的に核に到達させ、核でA
KTは標的遺伝子の転写に影響を与えて(参考文献31)心臓保護活性をもたらす(参考文献12)
。最近の研究は、PIM-1とAKTが類似の基質特異性を共有し(参考文献3)、また広く利用さ
れているPI3K阻害剤のLY294002TMがPIM-1に結合して活性を阻害することを示す(参考文献
32)。このため、LY294002TMの使用に関する以前の研究は、心筋におけるAKT依存性PIM-1
シグナル伝達に関して再解釈を必要とする。
【０１３９】
　心臓保護効果は、出生後/幼若心筋および病理学的に攻撃された心臓の両方における高
められた発現とともに、PIM-1を、典型的には若い心筋と関連している表現型の特徴の促
進と関係付ける。実際、新生児心筋のサイトカイン発現プロファイルは、AKT-nucトラン
スジェニック心臓によって示されるサイトカイン発現プロファイルと顕著な類似性を共有
する。以前にAkt-nuc(参考文献11、12、33)に帰せられていた有益な効果（下記の参考文
献を参照）の多くは、少なくとも一部は、PIM-1発現の誘導によるものであり得ると考え
られる。
【０１４０】
方法
新生児ラット心筋細胞培養物の感染および処理
　新生児ラット心筋細胞培養物を、以前に記載されたとおりに調製した（参考文献12）。
処理に供する細胞を、2％血清を含む培地中に一晩置いた後適当な薬剤で処理し、以前に
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記載された時点後に回収または固定した。心筋細胞をアデノウイルスで2時間感染させ、P
BS中で洗浄し、その後2％FBSおよび50μg/mlのpen/strep、ならびに100μMのグルタミン
を含むM199を再供給した。
【０１４１】
核と細胞質の抽出
　心臓をPBS中で洗浄し、2mμlの0.57M STEAKM(0.57Mスクロース、25mM KCL、5％MgCl2、
1mM DTT、0.5mM PMSF、500μlのプロテアーゼ阻害剤および50μlのホスファターゼ阻害剤
)に移し、ポリトロンを用いて氷中で均質化し、1000xgで10分間遠心分離した。
【０１４２】
　ペレットを1.5mΜLの0.57M STEAKMTM中で再懸濁し、緊密に適合する乳棒で均質化して
、4℃にて1000xgで10分間遠心分離した。上清は細胞質画分に回収された。
【０１４３】
　ペレットを、750μlの、0.5％ TRITON-XTMを含む0.57M STEAKMTM中に再懸濁し、4℃に
て1000xgで10分間遠心分離した。上清は膜画分に回収された。
【０１４４】
　ペレットを、300μlの2.3M STEAKMTM(2.3Mスクロース、25mM KCL、5％MgCl2、1mM DTT
、0.5mM PMSF、500μlのプロテアーゼ阻害剤および50μlのホスファターゼ阻害剤)中に再
懸濁した。2倍量の0.57M STEAKMTMを加え、ペレットを穏やかに混合した。
【０１４５】
　超遠心管の底に2.7M STEAKMTM(2.7Mスクロース、25mM KCL、5％MgCl2、1mM DTT、0.5mM
 PMSF、500μlのプロテアーゼ阻害剤および50μlのホスファターゼ阻害剤)の層を作り、
その後2.4M STEAKMTM(2.4Mスクロース、25mM KCL、5％MgCl2、1mM DTT、0.5mM PMSF、500
μlのプロテアーゼ阻害剤および50μlのホスファターゼ阻害剤)の層を作った。ホモジネ
ート層を加えた。この3層を4℃にて112,000xgで1時間遠心分離した。2.7M STEAKMTMと2.4
M STEAKMTMの間の白い界面は核画分に回収された。5倍量の0.57 STEAKMTMを加え、ペレッ
トを4℃にて2000xgで20分間遠心分離した。このペレットを、ホスファターゼ阻害剤とプ
ロテアーゼ阻害剤を含むサンプルバッファー中で再懸濁した。
【０１４６】
免疫ブロッティング
　感染心筋細胞を、感染の24時間後にSDS変性サンプルバッファー中で回収し、超音波処
理して10分間煮沸し、Bradfordアッセイを用いて定量した。乳鉢と乳棒で粉砕した急速冷
凍心臓からマウス全心臓溶解物を作製し、その後SDS変性サンプルバッファー中に再懸濁
し、超音波処理して10分間煮沸し、Bradfordアッセイを用いて定量した。各サンプルの約
50μgを4～15％勾配ビスアクリルアミドトリスグリシンゲル（Bis-Acrylamide Tris Glyc
ine gel）上にロードし、PVDFに転写した。ブロットを、3％BSA中で1時間ブロックし、ブ
ロッキング溶液中に希釈した一次抗体(PIM-1(Cell Signaling Technology)、c-jun(Cell 
Signaling Technology)、HISTONE3TM(Cell Signaling Technology)、GFP(Molecular Prob
es)、bcl-2(Santa Cruz)、bcl-XL(Cell Signaling Technology)、ホスホ-BADS112TM(Bios
ource)、AKT(Cell Signaling Technology)、GAPDH(Research Diagnostics Inc.)、ホスホ
-AKTS473TM(Cell Signaling Technology)、全PARP(Biosource)、切断PARP(Biosource)、
および切断カスパーゼ3(Cell Signaling Technologies))を用いて、4℃で一晩プローブし
た。ブロットをTBS-0.5％Tween中で3回洗浄し、ブロッキング溶液中に1:5000希釈した蛍
光ホスファターゼまたはアルカリホスファターゼ結合二次抗体を用いて室温で1時間プロ
ーブし、その後TBS-0.5％Tween中で3回洗浄した。TYPHOON 9410 IMAGERTM(GE Healthcare
)を用いてブロットをスキャンし、IMAGEQUANT 5.2TMソフトウェア(GE Healthcare)を用い
て定量した。定量は全て、ローディングコントロールに対する標準化に基づく。
【０１４７】
アデノウイルス構築物
　以前に記載のとおりにAKT-nucアデノウイルスおよびAKT野生型アデノウイルスを調製し
た（参考文献12参照）。PIM-wtアデノウイルスおよびPIM-DNアデノウイルスは、以前に記
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得たNheI/SmaI断片を、pDC315ioTM(Microbix)アデノウイルスシャトルベクター中にサブ
クローニングすることによって調製した(参考文献32)。配列確認シャトルベクターをゲノ
ムpBHGloxΔE1,3Creと共に293iqTM細胞(Microbix)中に同時トランスフェクトして、上記
のアデノウイルスを作製した。実験で使用するため、精製したプラークを単離して拡張し
た。
【０１４８】
免疫組織化学
　以前に記載のとおりに心臓を固定して埋め込み、心筋細胞を固定して透過処理した（参
考文献12）。10％ウマ血清を含むPBS中に1:25希釈した上記の抗体を用いて、培養新生児
ラット心筋細胞の染色を4℃で一晩行った。スライドをPBS中で洗浄し、蛍光結合二次抗体
(1:100)を用いて室温で1時間プローブし、テキサスレッドファロイジン(1:50 Molecular 
Probes)でプローブしてアクチンフィラメントを同定した。スライドをPBS中で3回洗浄し
、TOPRO-3TM(1:5000 Molecular Probes)で30分間染色して核を同定し、1回洗浄して、VEC
TRASHIELDTM(Vectra Labs)を用いてカバースリップした。パラフィン埋め込みサンプルを
4μmに切断し、標準的な一連のキシレンおよび段階的エタノールステップ（水まで）を通
して脱パラフィンした。10mMクエン酸塩（pH6.0）中で抗原回復を行った。PIM-1とホスホ
-AKTのシグナルを、両抗体の1:500の一次濃縮液および1:3000の二次濃縮液を含むTYRAMID
E AMPLIFICATION KITTM(Perkin Elmer)を用いて増幅した。増幅過程の後にスライドを洗
浄し、TOPRO-3(Molecular Probes)で染色して核を同定し、洗浄して、VECTRASHIELDTM(Ve
ctra Labs)でカバースリップした。Leica LCS共焦点顕微鏡上で、染色したスライドの共
焦点イメージングを行った。比較のため、各実験においてスライドは全てあらゆる点で等
しく処理し、同一の設定を用いてスキャンした。
【０１４９】
アポトーシスのドキソルビシンおよびデオキシグルコース誘導
　先に記載のとおり、心筋細胞をGFPウイルス、PIM-wtウイルス、およびPIM-DNウイルス
で感染させた。感染の24時間後、細胞を1μMのドキソルビシンまたは1mMのデオキシグル
コースで16時間処理し、その後製造者の使用説明書によりIN SITU CELL DEATH DETECTION
 KITTM、TMR red(Roche Applied Science)を用いてTUNEL用に標識化した。Nikon DIAPHOT
 420TM蛍光顕微鏡上で、各処理について感染したTUNEL陽性細胞の数を計数した。
【０１５０】
心筋梗塞と横断大動脈狭窄
　マウスを麻酔下に置き、胸壁を外科的に切開した。急性虚血事象を誘発するため、左前
下行枝(LAD)の位置を確認し、8-0ナイロン縫合糸を用いて結紮した。圧過負荷を誘発する
ため、27ゲージの針をガイドとして用いて、大動脈を8-0プロレンで縛った。偽手術(sham
)動物を、LADまたは大動脈が結紮されていない点を除いてあらゆる点で等しく処理した。
動物心臓を上記のとおりに回収し、パラフィンに埋め込んだ。
【０１５１】
Ex Vivo虚血/再灌流
　以前に記載のとおりにex vivo虚血/再灌流を行った（参考文献34）。各実験群から得た
4つの心臓から得た切片を切断し、キットの指示書に従ってTUNEL標識（IN SITU CELL DEA
TH DETECTION KITTM、TMR red(Roche Applied Science)）を用いて細胞死について分析し
た。
【０１５２】
統計的分析
　Student Tテスト、および必要に応じて分散分析(ANOVA)を用いて統計的分析を行った。
0.05未満のP値を有意と考えた。
【０１５３】
実施例1の参考文献：
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【０１５４】
実施例2：PIM-1のアップレギュレートによる治療効果の実証
　この実施例もまた、セリン/トレオニンキナーゼPIM-1をコードする核酸を含む本発明の
組成物、および本発明の方法が、細胞増殖を誘導し、低酸素症および細胞アポトーシスか
ら細胞を保護し、またPIM-1キナーゼを発現させて心筋細胞を肥大から保護し、および/ま
たは梗塞によって誘導される心筋アポトーシスを抑制し、梗塞サイズを減少させるために
有効であることを実証する。
【０１５５】
　比較的最近まで、定説では、心筋細胞はプログラムされた細胞死を受けることはほとん
どなく、加齢の影響を受けにくく、再生することができないと考えられていた。ここ10年
間の心臓血管研究は、心筋細胞生物学の見識において大きなパラダイムシフトをもたらし
た。心筋の新たな概念は、生物の一生を通して存続するしっかりと固定された収縮細胞と
いう以前の概念とは懸け離れている。それどころか、心筋細胞は、体内の多くの他の細胞
種と同じように、誕生、生存、死、および(さらによく論議されるように)再生の持続する
過程によって特徴付けられる有限の寿命を有する。その結果、この新たな展望は、生存お
よび心筋細胞のライフサイクルを調節する分子機構の研究を再び活性化させた(参考文献1
)。
【０１５６】
　細胞の増殖と生存は、部分的には、タンパク質キナーゼC(PKC)、Akt/PKB、およびPIM-1
などのキナーゼの活性化をもたらすシグナル伝達カスケードの作用によって調節される。
心臓血管系に関する膨大な研究は、PKCとAkt/PKBがいずれも心筋細胞機能を維持する基本
的な柱であると立証した。対照的に、PIM-1の心臓血管での役割、ならびにこのキナーゼ
が心筋細胞構造および/または機能に及ぼす影響は、実質的に存在しない。この心臓関連
の知見の不足にもかかわらず、造血細胞および発癌細胞の公表された研究は、PIM-1媒介
性シグナル伝達の影響が、PKCまたはAkt/PKBに帰せられる影響のように顕著で広範囲に及
ぶことを示唆している。これらのキナーゼ間の類似性は容易に明らかである：1)標的基質
中のセリン/トレオニン残基のリン酸化、2)細胞生存および/または増殖の調節、および3)
興味深い核内蓄積の傾向(参考文献2-4)。PIM-1とAkt/PKBとの間には、類似の標的基質特
異性、Akt活性化によるPIM-1発現の協調的な調節、PI3-K阻害剤LY294002を用いた処理に
よる活性化の鈍化などのさらなる関連性がある(参考文献5-7)。まとめると、この証拠は
、PIM-1を心筋シグナル伝達における重要な役割と関係づけ、また心筋細胞におけるPIM-1
発現および機能を実証する裏付けとなる知見が本明細書中に示される。
【０１５７】
　PIM-1は、最初は癌原遺伝子として同定され、その後高度に保存されたセリン/トレオニ
ンキナーゼであることが見出された。他のセリン/トレオニンキナーゼ(例えばAkt、MAPK
、PKAまたはPKC)と異なり、PIM-1のホスホトランスフェラーゼ活性は、上流キナーゼによ
っては調節されず、新生翻訳型で活性である。このように、PIM-1活性は、遺伝子転写、m
RNA翻訳、およびタンパク質分解の協調制御によって調節される。PIM-1のための標的リン
酸化コンセンサス配列は、転写、細胞成長、増殖、および生存を媒介するタンパク質に見
られる。PIM-1過剰発現はそれだけでは発癌性は高くないが、変異原に曝されると細胞を
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変形しやすくさせる(参考文献8、9)。一般的に、PIM-1のアップレギュレーションは細胞
生存を増強するのに対し、PIM-1の喪失はアポトーシス細胞死を増加させる。ドミナント
ネガティブキナーゼデッド変異体構築物を用いた実験によって裏付けられるとおり、PIM-
1の保護効果はキナーゼ活性に依存する(参考文献10、11)。PIM-1活性が細胞死を増加させ
るというたまの例外は、PIM-1が研究された細胞のバックグラウンドの差異によって生じ
ると考えられる。またPIM-1発現の増加も、細胞の分化(参考文献4、12、13)ならびに増殖
(参考文献14、15)を伴う。心筋を用いた研究は、出生後の発達および加齢の間のPIM-1発
現における変化を実証し、本発明の研究の基礎を形成する。
【０１５８】
　PIM-1発現は、その多くが心臓保護的シグナル伝達に関連する様々なホルモン、サイト
カインおよびマイトジェンによって刺激される(参考文献16、17)。これらの複数の誘導性
刺激は、一般に認められた心筋中の生存キナーゼであるAkt/PKBをもたらす。しかし、Akt
媒介性効果のPIM-1媒介性シグナル伝達との関連性は見落とされていた。実際、PIM-1の発
現はAktの活性化によって増加し(参考文献18)、PI3-K活性を遮断するためにLY294002を用
いた研究もまた、不注意でPim-1キナーゼ活性を阻害していた(参考文献5)。PIM-1とAktの
明らかな類似点にもかかわらず、これらのキナーゼは、細胞の成長および生存の調節にお
いてはっきりと異なる効果を示す(参考文献6)。PIM-1は、PIM-2およびPIM-3と名付けられ
た、大きく重複する機能を有する2つの関連ファミリーメンバーと相同性を共有する。PIM
ファミリーメンバーとAktのシグナルトランスダクションの類似点は、非筋細胞について
現在行われている研究の主要な焦点である。
【０１５９】
　PIM-1媒介性シグナル伝達の独自の態様は、ノックアウトマウス系を過剰発現アプロー
チと併用してAktとの重複から解明されるのを待っており、これにより心筋の生存および
増殖の調節に関する新たな見識を提供する。造血細胞を用いたこのような研究は、PIMとA
ktが重複する重要な成分であるが、成長および生存の増強に関与する非依存的なシグナル
伝達経路であることを明らかにした(参考文献6、7)。PIM-1の欠失または全PIMキナーゼの
トリプルノックアウト欠失で操作されたマウス系は、重度の表現型の影響を受けることな
く生存可能である(参考文献19)。しかし発明者らは、PIM-1ノックアウトマウス系におい
て、虚血再灌流損傷の後、心臓特異的な影響を見出した。このデータは、心筋症攻撃への
応答および心筋症攻撃からの保護におけるPIM-1の役割を実証する。
【０１６０】
　PIM-1シグナルトランスダクションの原理は、主にこのキナーゼが最初に同定された造
血細胞および発癌細胞の研究に基づいている。PIM-1は、STATという頭字語で知られる「
転写シグナルトランスデューサーおよび転写活性化因子（Signal Transducers and Activ
ators of Transcription）」を通じて機能する多数のサイトカインの下流エフェクターで
ある。STAT3とSTAT5はいずれもPIM-1プロモーターに直接結合して発現を誘導する(参考文
献20)。PIM-1発現は、Jak/STAT経路のネガティブフィードバックループ調節制御によって
、サイトカインシグナル伝達抑制因子（Suppressors Of Cytokine Signaling、SOCSとし
ても公知)との相互作用を通じて抑制される(参考文献17)。またPIM-1タンパク質の安定性
も、セリン/トレオニンホスファターゼPP2aの作用を通じて低下する(参考文献21)。心筋
におけるSTAT、SOCS、およびPP2aシグナル伝達の中心的役割(参考文献22-24)は、PIM-1を
、心筋細胞における生物学的効果を媒介する興味深い候補エフェクター分子として意味づ
ける。
【０１６１】
　PIM-1キナーゼの標的分子のリストは、毎年新たなメンバーを集め続けており、これら
の多くは細胞周期の進行とアポトーシスを調節する。血管平滑筋細胞におけるPIM-1によ
る細胞周期増殖の調節は、心臓血管系でのPIM-1の役割を裏付ける(参考文献14)。この提
言に関して、アポトーシス促進性のBadタンパク質をリン酸化によって不活性化させ、Bcl
-2の活性を増強するPIM-1の能力(参考文献7、25、26)は、心筋細胞生存シグナル伝達(参
考文献27、28)の先の研究を思い出させる。ミトコンドリアの完全性を維持することによ
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ってアポトーシス細胞死を抑制するPIM-1の能力は、Specific Aim 4において研究される
この提言の前提である。自食作用によるミトコンドリアおよび他の細胞内オルガネラの除
去/再利用は、部分的にはAKT依存性シグナル伝達(以下の参考文献29で概説される)によっ
て調節される。
【０１６２】
　最近の進展は、増殖および生存のシグナル伝達におけるPIMキナーゼの中心的役割を裏
付ける。サイトカイン応答性gp130シグナル伝達カスケードは、PIMキナーゼ活性化の直ぐ
上流に位置するが(参考文献30、31)、広範囲に及ぶ心臓血管系の研究は、報告されている
保護効果に対するPIMの寄与を未だに探求してしていない。さらに、PIM媒介性効果とAkt
媒介性効果との交錯は、心臓血管系におけるAktの中心的役割とともに立証されている(参
考文献5-7)(以下の参考文献32および33に概説される)が、心筋シグナル伝達におけるPIM
キナーゼの寄与は実質的に未知のままである。Specific Aim 3は、心筋におけるAktとPIM
の関係を解明するために計画される。結果は、PIMが心筋における増殖および生存の中心
的な調節因子であることを示している。
【０１６３】
C. PIM-1は心臓保護的刺激に曝露された心筋細胞中で発現する
　PIM-1は、心臓保護的刺激に曝露された心筋細胞中で発現する。Aktとは異なり、PIM-1
は構成的に活性であり、タンパク質の産生/分解速度によって調節される。培養細胞なら
びに正常心筋の両方において、基底条件下の心筋細胞中で構成的な低レベルのPIM-1産生
を検出することができる。発明者らは、新生児ラット心筋細胞を培養し、これらをIGF-1
、PMA、デキサメタゾン、LIF、フェニルエフェドリン、エンドセリン1、エストラジオー
ル、およびフォルスコリンで処理した後、PIM-1タンパク質レベルについてアッセイした
。2時間を通して、最初の4つの因子はPIM-1の発現を顕著に増加させたが、他の因子では
増加はほとんどまたは全く見られなかった。
【０１６４】
　図1は、心臓保護的刺激がPIM-1発現を誘導することを示す免疫ブロットを示す。前述の
とおり、培養新生児ラット心筋細胞を、Pim-1タンパク質レベルを増加させるために様々
な因子で処理した。各レーンは、IGF-1、PMA、デキサメタゾン、およびフォルスコリンを
含む。IGF-1、PMAおよびデキサメタゾンに応答した誘導は明らかであるが、フォルスコリ
ンは識別可能な効果を有さない。同様に、今回の曝露系（2時間）において、フェニレフ
リン、エンドセリン1、またはエストラジオールなどの他の刺激は、Pim-1タンパク質発現
を顕著に増加させることはなかった。
【０１６５】
　心筋細胞において、PIM-1は心筋症損傷に応答して誘導される。冠動脈閉塞または横断
大動脈狭窄(TAC)に起因する圧過負荷のいずれかによる梗塞に供されたマウスの心臓にお
ける心筋症攻撃の後、処置の4日後に、低レベルのPIM-1発現が顕著に増加する。これに対
して、PIM-1は、遺伝子操作マウスモデル(トロポモジュリン過剰発現トランスジェニック
(参考文献34))から選択された慢性心不全の心筋細胞の核内に集中する。全ての場合にお
いて、PIM-1タンパク質レベルは、偽手術(sham)を受けた対照マウスと比較して上昇して
いる。これらの環境下でのPIM-1の上昇は、恐らく攻撃を受けた心筋内のパラクリンサイ
トカインシグナル伝達によって媒介されている。
【０１６６】
　図2は、生存心筋中で心筋症刺激がPIM-1発現を誘導することを示す共焦点顕微鏡写真を
示す。共焦点顕微鏡写真は、偽手術を受けた対照(Sham)と比較した、4日後の圧過負荷(TA
C)後の境界域(MI)または近接血管系における梗塞の4日後に誘導される急性心筋損傷に応
答したPim-1タンパク質発現の誘導を示す。急性損傷モデルはいずれも核周辺部におけるP
im-1の蓄積を示すが、慢性拡張型心筋症の遺伝子操作トランスジェニックモデルは、選択
核内のPim-1の蓄積を示す(TOT)。切片を、Pim-1に対する抗体(緑色)、アクチンフィラメ
ントを修飾するファロイジン(赤色)、および核用のTOPRO色素(青色)で標識化した。選択
領域の広視野写真(上列)は、細胞の細部を明らかにするためさらに高倍率で示される(下
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列)。
【０１６７】
　PIM-1シグナル伝達の喪失は、虚血/再灌流損傷後の機能的回復を損なう。参考文献19に
記載のとおりに作出される、PIM-1を欠損した、またはPIM-1、2、および3を欠損したトリ
プルノックアウトの遺伝子操作マウス系は、発明者らのコロニーにおいて確立されている
。これらのマウスから得た心臓を、虚血/再灌流損傷を引き起こすex vivo処理に供した(
参考文献35)。PIM-ノックアウト系の機能的回復は、齢、血統および性別が一致する対照
の心臓と比較して著しく損なわれた。トリプルノックアウト系の血行動態回復は単一アイ
ソフォームPIM-1ノックアウト系の血行動態回復と同等であり、PIM-1アイソフォームが、
虚血再灌流攻撃に応答する保護的シグナル伝達を媒介するPIMファミリーの重要なメンバ
ーであることを示していた。
【０１６８】
　図3は、虚血/再灌流損傷においてPIM-1が血行動態機能を維持することを示すデータを
図示する。以前に記載のとおり、マウス正常(FVB、緑色すなわち上段)ならびにPim-1を欠
損した遺伝子操作系(PIM-1 ko、ピンク色すなわち下段)またはPim-1、2、および3を欠損
した遺伝子操作系(PIM 1,2,3 ko、青色すなわち中段)から摘出した心臓を虚血再灌流攻撃
に供し、機能の血行動態回復を評価した（参考文献32）。Pimノックアウトマウス系は顕
著な機能障害を示す(再灌流から1時間過ぎた後の時点でp<0.01)。
【０１６９】
　PIM-1発現は、出生後の成長中に発生的に調節される。出生後の発達におけるPIM-1の上
昇は、出生後の心臓においてPIM-1が心筋細胞の成長および増殖を促進するという発明者
らの観察結果と一致している。さらに発明者らは、成体心臓の心臓前駆細胞におけるPIM-
1発現が、c-kitおよびSca-1幹細胞マーカーと一致していることも観察した。幹細胞集団
におけるPIM-1発現の相関関係は、PIM-1が増殖および生存に関与することを示す造血細胞
生物学の観察結果と一致するであろう(参考文献6、19)。
【０１７０】
　図4は、PIM-1発現が、出生後の心臓で最も高く、加齢に伴って減少することを示す免疫
ブロットを示す。免疫ブロットは、示される生後週齢におけるPim-1タンパク質発現を示
している。データは、1週齢未満、および2、3、4、5、8、12、19および39週齢から得たサ
ンプルを含む。アクチンは、レーン間の同等のタンパク質サンプル濃度を確認するための
ローディングコントロールとして示されている。
【０１７１】
　PIM-1は、組換えアデノウイルスベクターによって発現される。PIM-1またはドミナント
ネガティブPIM-1欠損キナーゼ活性の過剰発現は、アデノウイルスベクターの作出によっ
て達成された。発明者らは、抗PIM-1抗体を要さずにその発現を追跡調査するため、GFP蛍
光タグを用いてこれらの構築物を操作し、外因性タンパク質発現を直接可視化することを
可能とした。これらの構築物は、心筋細胞におけるPIM-1蓄積の影響を理解するために役
立った。
【０１７２】
　図5は、組換えアデノウイルスベクターに由来する、心筋細胞におけるPIM-1発現を示す
免疫ブロットを示す。心筋細胞を、GFPタグした野生型Pim-1の構築物(GFP-Pimwt)または
キナーゼデッド(GFP-PimDN)型(およびGFPのみ)で感染させた(または感染させなかった、
「非感染」対照に留意)。GFP融合構築物(～65kDa)の見掛けの移動度は、ネイティブPim-1
(約33kDa)と異なる。恐らく代償的機構として、GFP-PimDNの過剰発現によってネイティブ
Pim-1の誘導が引き起こされることに留意されたい。溶解物間の同等のローディングを示
すため、GAPDHが示される。
【０１７３】
　PIM-1過剰発現は、ドキソルビシンによるアポトーシス攻撃を防御する。TUNEL標識によ
って測定されるとおり、培養心筋細胞におけるPIM-1の過剰発現は、ドキソルビシンへの
曝露に起因するアポトーシスを抑制する。ドキソルビシンによるアポトーシス刺激の前に
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、新生児ラット心筋細胞培養物を、GFP、PIM-1野生型(PIMwt)、またはPIM-1ドミナントネ
ガティブ(DN)を発現する組換えアデノウイルスで一晩感染させた。図1について、非感染
細胞(NI)またはGFP-発現細胞はドキソルビシン処理後に同等のTUNEL標識を示すが、PIMwt
発現細胞はTUNEL陽性核の顕著な減少を示す(p<0.05)。DN構築物を発現する細胞はTUNEL標
識の増強を示す。対照的に、変異型キナーゼデッドPIM-1構築物は、PIM-1野生型より低い
タンパク質レベルで蓄積するが、GFPを発現する対照細胞と比較してアポトーシスを顕著
に増加させる。
【０１７４】
　図6と図7は、心筋細胞中でPIM-1がアポトーシスを抑制する方法を示す。ドキソルビシ
ンによるアポトーシス刺激の前に、新生児ラット心筋細胞培養物を、GFP、Pim-1野生型(P
imwt)、またはPIM-1ドミナントネガティブ(DN)を発現する組換えアデノウイルスで一晩感
染させた。図6に図で要約されるとおり、非感染細胞(NI)またはGFP発現細胞はドキソルビ
シン処理後に同等のTUNEL標識を示すが、Pimwt発現細胞はTUNEL陽性核の顕著な減少を示
す(p<0.05)。図7は、DN構築物を発現する細胞が、TUNEL標識の増強を示すことを示す顕微
鏡写真を示す。図6は定量的結果を示すが、図7のパネルは、GFPのみ、GFP-Pim-wtおよびG
FP-Pim-DNのサンプル中でファロイジン(赤)によって明らかにされるアクチンフィラメン
トと共にGFP蛍光(緑色)オーバーレイを示す感染心筋細胞の代表的領域を示す。
【０１７５】
　PIM-1過剰発現は、Bcl-2ファミリーメンバーならびにMdm2を含むカスケードを介した抗
アポトーシスシグナル伝達を促進する。図8Aに示されるとおり、PIM-1の過剰発現は、い
ずれもミトコンドリアの完全性を維持することによって内因性アポトーシスシグナル伝達
に拮抗するBcl-2ファミリーメンバーおよびBcl-XLファミリーメンバーの蓄積を増加させ
る。PIM-1によって誘導される生存を促進させるさらなるシグナル伝達は、Mdm2の蓄積とB
adのリン酸化を包含する。Mdm2はp53依存性細胞死に拮抗し(参考文献36)、またBadのリン
酸化は、このタンパク質のアポトーシス促進作用を抑制する(参考文献26)。このように、
PIM-1は、Bcl-2ファミリーメンバーの抗アポトーシス作用を促進し、またMdm2を増強する
ことによって細胞生存に影響を与える。
【０１７６】
　PIM-1発現は、活性化Aktの核蓄積によって誘導される。AktキナーゼによるPIM-1プロモ
ーター活性の誘導は、PIM-1発現がAkt活性化の下流に位置することを示す(参考文献18)。
この観察結果は、現在は、核標的AKTを発現するトランスジェニックマウス心臓(図8Bに示
されるとおり)ならびに核標的AKTを発現するアデノウイルスベクターで感染させた培養心
筋細胞の両方で確認されている。
【０１７７】
　手短に言えば、図8Aおよび8Bは、心筋においてAktの核蓄積がPim-1キナーゼの発現を誘
導することを示す。6月齢の正常マウス(NTG)および心臓特異的核標的AKTを発現するトラ
ンスジェニックマウスから得た切片の免疫ブロット(図8A)および共焦点顕微鏡検査(図8B)
(参考文献38)。スキャン画像中の、分かれたグレースケール画像は、それぞれ緑色、赤色
、および青色のオーバーレイ色に相当するpim-1、アクチン、および核に対応する。
【０１７８】
　Aktの核蓄積は、免疫蛍光分析ならびに免疫ブロット分析のいずれによっても検出し得
るPIM-1発現の増加を促進する。この結果は、Akt活性化の抑制がPIM-1レベルの低下もも
たらすと考えられるため、心筋における生存シグナル伝達について意味深い。さらに、Ak
tの抑制に伝統的に用いられてきたLY294002による薬理学的処理もまた、Pim-1キナーゼ活
性を抑制する(参考文献5)。これらの知見は、以前はAkt活性化に帰せられていた保護効果
が、部分的には、PIM-1キナーゼの作用に起因し得るという強力な状況証拠を提供する。
今まで心筋シグナル伝達におけるPIM-1の役割は見落とされていたため、細胞の生存およ
び成長に関連する心臓Akt生物学の重要な側面は、再評価する必要がある。
【０１７９】
　図9は、Aktの核蓄積がPIM-1発現を誘導することを示す。図9(A)は、myc-tag抗体(Tag)
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(Akt-nuc)を発現するアデノウイルスに感染した培養心筋細胞の共焦点顕微鏡検査を示す
。アデノウイルスによってコードされるタンパク質は、オーバーレイ中で緑色である。核
標的AKTはPim-1の核内蓄積を促進する(オーバーレイ中に青色で示される)。ファロイジン
はアクチンフィラメントを示す(オーバーレイ中で赤色)。図9(B)は、核標的AKT(Akt-nuc)
をコードするアデノウイルスに感染した心筋細胞におけるPIM-1発現の増加を示す免疫ブ
ロットブロットを示す。GAPDHは、サンプル間の同等のローディングを示すために示され
る。
【０１８０】
　PIM-1活性の喪失は、Aktの代償的上昇をもたらす。以前に実証された、機能的効果およ
び機能的クロストークに関するPIM-1とAktの重複は、心筋生物学におけるPIM-1キナーゼ
の役割を決定するためのさらなる研究を必要とする。野生型またはドミナントネガティブ
型のいずれかのPIM-1を発現するアデノウイルスを用いた実験は、PIM-1シグナル伝達の喪
失が、Aktタンパク質の発現および活性の上昇をもたらすことを示す。同様に、PIM-1ノッ
クアウト系の免疫ブロット評価は、ホスホAKT473ならびに全Aktのタンパク質のレベルの
増加を示す(データなし)。このAkt発現の誘導の理由は、下流のPIM-1活性の喪失を埋め合
わせるための代償的シグナル伝達にあり得る。図10に示されるとおり、ドミナントネガテ
ィブPIM-1は細胞死を増強し得るため、発明者らのデータは、PIM-1がAktカスケードにお
いて生存シグナル伝達の特定の側面を媒介するという結論と一致する。
【０１８１】
　手短に言えば、図10は、心筋細胞において、ドミナントネガティブPIM-1の発現がAkt蓄
積を促進することを示す免疫ブロットブロットを示す。免疫ブロットは、野生型(wt)また
はドミナントネガティブ(DN)型のいずれかのPIM-1を発現するアデノウイルスによる新生
児ラット心筋細胞の感染を示す。ホスホAKT473ならびに全Aktのタンパク質のレベルは、D
N Pim-1を発現する細胞から調製した溶解物中で上昇する。2つの別々の一連の実験結果は
、非感染細胞の対照(NI)、GFP発現細胞(GFP)、およびサンプル間のタンパク質ローディン
グのばらつきを標準化するためのGAPDHローディングコントロールによって示される。
【０１８２】
　図11は、PIM-1トランスジェニックマウスの創始系統およびタンパク質発現を特徴づけ
るデータを示す。ゲノムDNAサンプルのPCR（図11左）および心臓溶解物の免疫ブロット（
図11右）。心臓特異的Pim-1野生型(wt)ならびにドミナントネガティブ(DN)導入遺伝子の
垂直感染の確認は、F1世代から得たサンプル中で確認された。Pim-1 wtトランスジェニッ
ク系から得た心臓溶解物の免疫ブロットは、約60kDaに一致する移動度を有するPim-1とGF
Pの蓄積を示し(GFPタグを有するPim-1による)、これらの6週齢マウスの心臓における実質
的な導入遺伝子発現を示す。GAPDHは、レーン間の同等のサンプルのローディングを示す
ために示される。
【０１８３】
実施例2で引用された参考文献：
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【０１８４】
実施例3：Pim-1キナーゼは心筋肥大面に拮抗し、病理学的圧過負荷を代償する
　以下のデータは、Pim-1キナーゼが心筋においてAKTの下流で強力な心臓保護効果を与え
ること、またPIM-1が心臓肥大に関与することを示す。トランスジェニックマウスにおい
て、Pim-1(Pim-wt)またはPim-1のドミナントネガティブ変異型(Pim-DN)の心臓特異的発現
を、これらのPim-1構築物のアデノウイルス媒介性過剰発現と共に用いて、肥大におけるP
im-1の役割を明らかにした。Pim-1のトランスジェニック過剰発現は、攻撃後の血行動態
機能の改善、アポトーシスの低下、抗肥大性タンパク質の増加、筋細胞サイズの縮小、肥
大性シグナル伝達の抑制によって証明されるとおり、野生型対照と比較してマウスを圧過
負荷誘発性肥大から保護する。同様に、新生児ラット心筋細胞培養物におけるPim-1の過
剰発現は、エンドセリン1によって誘発される肥大を抑制する。細胞レベルでは、肥大性
攻撃の後に、Pim-wtマウスの心臓が、野生型対照と比較して、筋細胞へのBrdUの組み込み
の強化ならびに過形成の表現型を示す。これに対して、Pim-DNのトランスジェニック過剰
発現は、アポトーシスの増加、線維症の増加および心臓機能の大幅な低下によって特徴付
けられる拡張型心筋症を引き起こす。さらに、Pim-DNの過剰発現は、単離された筋細胞に
おけるCa2+過渡電流の振幅の低下および細胞短縮のパーセントの減少によって証明される
とおり、収縮性の低下をもたらす。これらのデータは、分子、細胞、および器官レベルで
の衝撃応答による肥大の調節におけるPim-1の中心的役割を裏付ける。
【０１８５】
心臓特異的Pim-1遺伝子組換え
　ヒトPIM-1の野生型(Pim-wt)およびドミナントネガティブタンパク質として機能するキ
ナーゼデッド変異型(Pim-DN)（参考文献16）を、心臓特異的ミオシン重鎖プロモーターの
制御下でGFPに融合させた。これらの構築物を用いて作出したマウス系のPCRは、導入遺伝
子のゲノムへの組み込みを示す。トランスジェニックサンプルから得た全心臓溶解物の免
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疫ブロットは、Pim-1抗体とGFP抗体の両方によって認識される64kDaのGFP-Pim-1融合タン
パク質を明らかにした。GATA-1転写を活性化させるPim-1の能力を利用して、Pim-DN構築
物の正真正銘の抑制性機能が立証された(Magnuson、未公開データ)。C2C12筋芽細胞にお
いて、Pim-wtは転写因子GATA-1をリン酸化し、GATA-1ルシフェラーゼレポーター発現を誘
導して、同時にGATA-1活性を抑制するPim-DNの滴定を増加させる。Pim-1がp21をリン酸化
することを示した以前の研究(参考文献29)に基づき、GFP-Pim-1-wt、GFP-Pim-1-DNトラン
スジェニックマウスおよび非トランスジェニック(NTG)マウスから調製した全心臓溶解物
を用いて、in-vitroキナーゼアッセイで発明者らのPim-wt構築物の活性を確認した。全心
臓溶解物からGFP-Pim-1タンパク質(wtまたはKD)を免疫沈降させ、[γ-32P]ATPの存在下で
、基質としてのGST-p21と共にインキュベートした。サンプルをSDS-PAGE上で解像し、32P
標識されたタンパク質をオートラジオグラフィーによって検出した。Pim-wt過剰発現はp2
1をリン酸化するが、この活性はPim-DN構築物中では消失した。
【０１８６】
Pim-1不活性化は心筋細胞アポトーシスと線維症を増加させる
　Pim-1の遺伝子欠失を用いて作出したマウス(Pim-1 KO)から得た心臓は、NTG(非トラン
スジェニック)対照と比較して、筋細胞中のアポトーシスの増加を示すが、明らかな心筋
症再構築の証拠は示さない(参考文献12)。これに対して、Pim-DN過剰発現マウスは、3～4
月齢で始まる進行性の壁菲薄化によって特徴付けられる心筋症を患う。図12は、野生型NT
Gマウスの特徴を、活性PIM-1欠損マウスの特徴と比較する。図12aでは、長時間にわたる
後壁径の心エコー測定が、PIM-DNマウスが進行性の菲薄化を有することを示す。これは図
12bの前壁径にも見られる。図12cに示されるとおり、PIM-DNマウスでは、生後10週と22週
における心臓：体重の比も顕著に増加する。In vitroでPim-DN過剰発現は心筋細胞アポト
ーシスを誘導する（参考文献12）ため、Pim-DN動物の心筋中のアポトーシス筋細胞の評価
は、TUNEL染色によって行った。Pim-DN動物は、齢が一致する対照と比較して、mm2当たり
のアポトーシス心筋細胞の2倍の増加を示し(図12d、それぞれ1.2/mm2および2.4/mm2、**p
<0.01)左心室において線維症およびコラーゲン沈着の増加をもたらす。さらに、Pim-DN動
物において壊死の量を定量し(**p<.01)、基底レベルで顕著に増加していることを見出し
た。
【０１８７】
　手短に言えば、図12は、心筋におけるPim-1の不活性化が、アポトーシスと線維症を増
加させることを示すデータを図示する。図12aと図12bは、2週間間隔で測定した、NTG動物
(n=5)およびPim-DN動物(n=7)の後壁径(12a)および前壁径(12b)(それぞれPWDおよびAWD)の
心エコー測定を図示する(*p<0.05、**p<0.01)。図12cは、10週齢と22週齢のNTG動物およ
びPim-DN動物(n=6、**p<0.01)の、心臓重量の体重に対する比を図示する。図12dは、17～
22週齢のNTGおよびPim-DNトランスジェニック(n=3、**p<0.01)における、mm2当たりのTUN
EL陽性筋細胞の数を表すヒストグラムデータを図示する。
【０１８８】
Pim-DN心臓は心臓機能の低下を示す
　心エコー分析により、Pim-DNマウスの心臓は、17週齢(*p<0.05)から27週齢(*p<0.05、*
*p<0.01)まで、付随する短縮率および駆出率の低下(それぞれ36.6％および74.2％)を伴う
進行性拡張を示す。NTGとPim-DNの両方の心臓上で行った形態計測分析は、Pim-DNの心臓
が顕著に拡張したことをさらに裏付けた。In vivo血行動態評価は、±dP/dtの低下、左心
室拡張終期圧(LVEDP)の増大、および左心室発生圧(LVDP)の低下を伴って血行動態が損な
われたことを実証した。機構的に、Pim-DN筋細胞は、NTG筋細胞に対して、細胞短縮パー
セントの低下を伴うCa2+過渡電流の振幅の低下を示した。さらに、Ca2+過渡電流減衰の時
定数（τ）は、Pim-DN筋細胞においてより大きかった。これらの結果は、Pim-DN筋細胞の
収縮機能の低下が、少なくとも部分的には、筋小胞体からのCa2+放出の減少と再取り込み
の減速によって媒介されることを示す。このように、心筋におけるPim-DNによるPim-1の
不活性化は、心臓機能にネガティブな影響を与える。
【０１８９】
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In vitroでPIM-1の過剰発現は肥大を抑制する
　損傷した心筋におけるPim-1の誘導は、心筋細胞中で起こる保護的生存応答（参考文献1
2）（例えばPim-1が心房性ナトリウム利尿ペプチドを発現する細胞に共局在化している梗
塞境界域における保護的生存応答）であると考えられる。心房性ナトリウム利尿ペプチド
(ANP)は、抗肥大性および心臓保護性のいずれでもある(参考文献24)ため、これらのタン
パク質の一致は、肥大性シグナル伝達の緩和においてPim-1蓄積が果たす役割の評価を促
す。
【０１９０】
　最初に、EGFP-Pim-wtまたはEGFPタンパク質をコードするアデノウイルスで感染させた
新生児ラット心筋細胞(NRCM)を用いて、Pim-wt過剰発現が心筋細胞肥大に及ぼす影響を検
証し、その後エンドセリン1(ET-1)を用いて24時間刺激した。図13は、エンドセリン1で処
理した、また未処理の、非感染の対照、EGFP、およびPim-wt感染新生児ラット心筋細胞培
養物から得た個々の細胞表面積の測定を示す。図13に示されるように、細胞表面積測定に
よって評価されるとおり、Pim-wt過剰発現は、ET-1で処理した対照とEGFP感染筋細胞に見
られる細胞サイズの増加と比較して、ET-1誘発性肥大を抑制する(*p<0.05、**p<0.01)。
未処理の培養物の肥大特性の分子プロファイリングは、Pim-wt発現が、EGFP感染対照と比
較して、心房性ナトリウム利尿ペプチド(ANP)のmRNAレベルを60.6％低下させ、またB型ナ
トリウム利尿ペプチド(BNP)のmRNAレベルを39.8％低下させるが、α骨格アクチンのレベ
ルは89％増加させることを示す。しかし、ET-1で処理すると、Pim-wt培養物は、ET-1処理
したEGFP対照に対してANPレベルの2.5倍の増加とβミオシン重鎖レベルの10.2倍の低下を
示す。残念なことに、Pim-DNタンパク質を過剰発現する培養心筋細胞は、高レベルのTUNE
L陽性細胞によって証明されるとおり、感染およびET-1を用いた処理に必要な時間経過の
後に生存率の低下を示す。Pim-DNタンパク質を過剰発現する心筋細胞をかき集め始めてプ
レートから外すと、これらの形態は大きく変化し、これによって細胞サイズの正確な評価
を妨げる（参考文献12）。しかし、Pim-DNが肥大に及ぼす影響は、特異的Pim-1活性阻害
剤であるクエルセタゲチンを用いて見ることができる。PIM-1を発現するNRCM培養物を、E
T-1とのインキュベーションおよび細胞サイズ評価の48時間前に、10nMのクエルセタゲチ
ンを用いて、あるいは用いずに1時間処理した。クエルセタゲチンとET-1で処理した細胞
は、Pim-1活性が阻害剤によって鈍化されていないET-1刺激された細胞と比較して、著し
く大きな表面を有していた。まとめると、これらの結果は、この細胞培養系における通常
の生理学的誘導をはるかに上回
るレベルではあるが、Pim-1が過剰発現される場合の抗肥大的役割を裏付ける。
【０１９１】
　手短に言えば、図13は、Pim-1過剰発現が、エンドセリン1誘発性肥大から心筋細胞を保
護することを示すデータを図示する。エンドセリン1(ET-1)で処理した、また未処理の、
非感染の対照、EGFP、およびPim-wt感染新生児ラット心筋細胞培養物から得た個々の細胞
表面積の測定(n=4、*p<0.05、**p<0.01)。
【０１９２】
Pim-1過剰発現は圧過負荷肥大によって誘導される再構築を抑制する
　In vivoでPim-1過剰発現が肥大に及ぼす影響を、圧過負荷を誘導するための横断大動脈
狭窄(TAC)に供したPim-wtマウスを用いて、齢と性別が一致するNTG対照と比較して評価し
た。図14a～14fについて、NTGおよびPim-wt shamおよびTAC結紮の心臓の、前壁径(AWD、1
4d、14a)、後壁径(PWD、14d、14b)、拡張終期径(EDD、c)、収縮末期径(ESD、14d)、短縮
率パーセント(FS、14e)、および駆出率(EF、14f)についての週1回の心エコー評価を表す
折れ線グラフを作成した(NTG sham n=6、Pim-wt sham n=6、NTG TAC n=9、Pim-wt TAC n=
9；*p<0.05、**p<0.01)(図14a～14b、*p<0.05、**p<0.01)。
【０１９３】
　結果は、対照NTG心臓のTACが、前壁および後壁の肥厚によって証明されるとおり、攻撃
の2週間後に再構築を引き起こすことを示す。これに対し、Pim-wt動物は、攻撃の14週間
後まで壁厚の顕著な増加を示さない(図14a～14b)。同様に、NTG対照は、結紮後8週間以内
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に拡張終期径(EDD)で測定される左心室腔拡大を示し、また収縮末期径(ESD)は4週間以内
にしく増加する。同じ期間を通して、Pim-wtトランスジェニックにおいてはEDDまたはESD
パラメーターはいずれも顕著な変化を示さない(図14c～14d、**p<0.01 vs. 偽手術(sham)
、$p<0.01 vs. Pim-wt TAC)。さらに、攻撃後、NTG対照は短縮率(FS)および駆出率の両方
の著しい低下を示すが、Pim-wtの心臓では心筋機能が維持される(図14e～14f；**p<0.01 
vs. Pim-wt TAC)。興味深いことに、NTG動物では心臓機能の低下が見られるが、早期肥大
および心不全への進行の期間中の圧過負荷に応答して、Pim-1タンパク質が穏やかに上昇
する。PIM-1発現の内因性レベルは、適応性肥大の間初期に増加しその直後に低下するが
、後期肥大の間(TACの9週間後)、Pim-1は血管系内の核に局在化しているように見える。
これらの観察結果は、Pim-1がストレスに応答して誘導されるという結論を裏付ける。
【０１９４】
　手短に言えば、図14は、Pim-wtトランスジェニック動物が、圧過負荷誘発性肥大に抵抗
性であることを示すデータを図示する。図14a～ｆの折れ線グラフは、NTGおよびPim-wt s
hamおよびTAC結紮の心臓の、前壁径(AWD、d、a)、後壁径(PWD、d、b)、拡張終期径(EDD、
c)、収縮末期径(ESD、d)、短縮率パーセント(FS、e)、および駆出率(EF、f)の週1回の心
エコー評価を表す(NTG sham n=6、Pim-wt sham n=6、NTG TAC n=9、Pim-wt TAC n=9；*p<
0.05、**p<0.01)。
【０１９５】
Pim-wt心臓はTAC誘発性肥大に対して抵抗性である
　NTGマウスは、TAC攻撃後、心臓サイズの顕著な増加を示し、Pim-wtトランスジェニック
マウスと比較して著しく速い速度で死ぬ。肥大の分子mRNAマーカー（ANP、BNP、α骨格ア
クチン(αSKA)、βミオシン重鎖(β-MHC)およびc-fosなど）は、偽手術(sham)と比較して
、NTGのTAC攻撃された心臓において顕著に増加する。これに対して、分子肥大マーカーは
、Pim-wtの心臓が基底条件下でより多くのc-fos mRNAを発現しても、TAC攻撃に供されたP
im-wtマウスの心臓において著しく増加することはない。切片のTUNEL標識によってアポト
ーシス筋細胞を定量すると、NTGのTAC攻撃された心臓中では、偽手術(sham)と比較して3.
72倍増加(それぞれ3.2/mm2と0.86/mm2)したことが明らかになるが、Pim-wt動物ではTUNEL
陽性細胞の顕著な増加は示されない(1.31/mm2対1.05/mm2)。心筋生存率の改善と一致して
、Pim-wtのTAC攻撃された心臓は、NTGのTAC攻撃された対応物と比較して、血管周囲線維
症の減少ならびに壊死の減少を示す。さらに、Pim-wtのTAC結紮された心臓は、NTGの対応
物と比較して、Bcl-xl、Bcl-2などの抗アポトーシスタンパク質のレベルを著しく増加さ
せ、Badのリン酸化を増加させた。これらのデータは、Pim-1過剰発現によって与えられる
保護が、部分的には生存シグナル伝達の増加によるものであるという見解を裏付ける。
【０１９６】
Pim-wtの心臓はTAC結紮に応答して収縮機能の増加を示す
　TAC結紮の後、Pim-wtの心臓において線維症の減少が見られ、Pim-1過剰発現が収縮機能
を維持することを示唆している。TAC攻撃後4週間と10週間で実施したin vivo血行動態測
定によって評価されたPim-wtとNTG対照を用いて、Pim-1過剰発現が心臓収縮性に及ぼす作
用を検証した。図15a～ｃは、偽手術(sham)またはTAC手術(それぞれ14週齢と20週齢)の4
週間後と10週間後（それぞれ黒棒と灰色棒）の、NTGおよびPim-wtの心臓のin vivo血行動
態評価を示す。図15aは±dP/dt測定を示し、図15bは左心室発生圧(LVDP)を示し、図15cは
左心室拡張終期圧(LVEDP)を示す。両方の時点において、NTGのTAC攻撃された心臓では収
縮機能が低下しているが、Pim-wtの心臓は、TAC攻撃後に、偽手術(sham)したNTG対照と比
較して優れた機能を有する（+dP/dtは若干減少し、また－dP/dtに著しい変化はない）。4
週と10週のdP/dtの評価の比較は、Pim-wtのTAC攻撃された心臓の能力が比較的改善されて
いるにもかかわらず、NTGとPim-wtの両方のTAC攻撃された心臓の機能が著しく低下してい
ることを示す。測定は、TACの4週間後と10週間後のNTGの心臓における左心室発生圧（LVD
P）と左心室拡張終期圧（LVEDP）の増加を明らかにするが、Pim-wtの心臓は、LVDPの相対
的な維持(図15b、Pim-wtは19.75％増加、**p<0.01)と、LVEDPの無変化(図15c **p<0.01、
$$p<0.01 vs. NTG TAC)を示す。4週と10週の時点で、±dP/dとLVDPに反映される血行動態
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機能は、NTGと比較して、Pim-wtの心臓で改善されている(図15a～図15b、ψp<0.05、ψψ
p<0.01)。
【０１９７】
　手短に言えば、図15は、Pim-1が心臓機能を強化することを示すデータを図示する。図1
5a～ｃは、偽手術(sham)またはTAC手術(それぞれ14週齢と20週齢)の4週間後と10週間後（
それぞれ黒棒と灰色棒）の、NTGとPim-wtの心臓のin vivo血行動態評価である。±dP/dt
測定(図15a)、左心室発生圧(LVDP、b)、左心室拡張終期圧(LVEDP、図15c)。4週の動物に
ついては、NTG sham n=4、NTG TAC n=3、Pim-wt sham n=4、Pim-wt TAC n=4。10週の動物
については、NTG sham n=5、NTG TAC n=10、Pim-wt sham n=14、Pim-wt TAC n=7(*p<0.05
、**p<0.01 vs. sham、##p<0.01 vs. TAC後4週、$p<0.05、$$p<0.01 vs. NTG TAC、ψp<0
.05、ψψp<0.01 vs. NTG sham)。
【０１９８】
　Pim-wtの心臓における収縮機能の維持の基本メカニズムは、TAC攻撃された動物の細胞
応答にある可能性がある。BrdUを10日間注射したNTG群とPim-wt群を用いて、TAC攻撃後の
DNA合成の刺激と予測される細胞増殖を評価した。Pim-wtの心臓は、TAC攻撃後にNTG対照
と比較して67％多いBrdU+筋細胞を有する。TAC後の、Pim-wtの心臓中のBrdU+細胞の大部
分は2倍体であり、、BrdU+細胞の増加は新たな筋細胞の形成に起因し既存の細胞中のDNA
合成は増強しない、という前提を裏付けている。収縮性の改善と一致して、発明者らは、
Pim-wtの心臓はSERCA2aレベルの増加(参考文献12)に加えてリン酸化ホスホランバン(PLB)
のレベルの増加も示すが、Pim-DN動物はNTG対照動物と比較してホスホPLBの顕著な低下を
示すことを示す。これらの結果は、心臓機能の低下にもかかわらず、Pim-1の過剰発現は
、SERCA2aの上昇とリン酸化PLBを介した収縮性の増加を通じて心臓が機能を維持すること
を可能にする、という結論を裏付ける。
【０１９９】
Pim-1は心筋の細胞充実性を増大させる
　心筋のPim-1過剰発現によって生じる筋細胞の量と細胞充実性を、筋細胞体積分布の定
量によって評価した。結果は、Pim-wtの心臓が、NTG対照と比較して、これらの心臓中の
平均筋細胞サイズの低下にも反映される小筋細胞のパーセントの増加を有し、Pim-wtにお
いて、NTGと比較して筋細胞が約33％多い過形成の表現型をもたらすことを示す。さらに
、単離されたPim-DN筋細胞は、NTG筋細胞より11％大きく、トランスジェニック心臓にお
いてPim-1活性の低下がより大きな筋細胞の形成を引き起こす逆効果を示している。
【０２００】
　In vivoおよびin vitroにおける肥大の抑制は、Pim-1が、Aktを介した肥大の再構築の
鈍化に寄与することを示す。Pim-1は、急性の損傷または障害の近くの局在化領域におい
てのみアップレギュレートされ、末期不全への移行が始まるまでは、心筋全体にわたって
増加することはない。このように、Pim-1は、応答シグナル伝達の初期段階の鈍的不適応
性肥大再構築に対する生存応答および保護応答としての役割を果たす可能性が高い。これ
に対して、後期代償不全において起こるPim-1の上昇は、末期不全の後遺症によって有益
な効果が覆される可能性があるにもかかわらず、恐らく機能を維持するための最終的な努
力を表している。適応性肥大から不適応性肥大への移行中の内因性PIM-1の差次的発現は
、Pim-1が心臓保護を与える機構を表す可能性がある。
【０２０１】
　TAC攻撃後、核AKTは代償性再構築を遅らせたけれども克服することはなかったが（参考
文献9）、Pim-wtトランスジェニックの心臓は、アポトーシスの増加、肥大性シグナル伝
達マーカーの変化または機能の低下を伴うことなく(例えば図15参照)心筋肥大の持続的な
鈍化を示す(例えば図14参照)。さらに、14週齢および20週齢において、Pim-wtトランスジ
ェニックの心臓は、NTG対応物より機能的に顕著に優れて機能している(例えば図15参照)
。この圧過負荷に対する著しい回復力の潜在的な理由は、部分的には、Pim-1が媒介する
筋小胞体Ca+2ATPアーゼ2a(SERCA2a)（参考文献12）とホスホランバン(PLB)の発現の誘導
と関係がある。心筋におけるPim-DNの過剰発現は、拡張型心筋症を伴う筋細胞アポトーシ
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スを増加させる(例えば図12d参照)が、Pim-1の遺伝子欠失もまた、拡張型心筋症が観察さ
れないにもかかわらずアポトーシスの増加をもたらす（参考文献12）。Pim-DN過剰発現の
心筋症の帰結は、Pim-1ノックアウト系において起こるPim-2の代償的アップレギュレーシ
ョンが心筋症に変化がないことの説明に役立ち得たため、このキナーゼが心筋細胞の生存
能力に重大な意味を持つことを示唆する(参考文献12)。またこれらの知見は、in vitroで
Pim-1のドミナントネガティブ型がPARPおよびカスパーゼ3の切断を誘導し、心筋細胞アポ
トーシスを増加させることを示す発明者らの以前の研究とも一致する(参考文献12)。さら
に、肥大に及ぼす影響について、TAC攻撃の1週間後の前壁の壁厚の増加によって証明され
るとおり、Pim-DNは肥大性応答を開始することができるように見える（データなし）。
【０２０２】
　病理学的に攻撃された心筋におけるPIM-1の過剰発現は、アポトーシスの低下、抗アポ
トーシスタンパク質の発現の増加、および線維症と壊死の減少などの多くの有益な効果を
もたらす。またPim-1は、小筋細胞のパーセントも増加させ、筋細胞数の全体的な増加が
心筋を構成している。その結果、PIM-1過剰発現は、小細胞の細胞数の増加と細胞死の減
少によって、TAC攻撃に抵抗する能力の増加をもたらす。
【０２０３】
　Pim-1の遺伝子除去は、梗塞損傷を増加させる。Pim-KO動物におけるMI(心筋梗塞)の後
、Pim-1の保護効果を評価した。Pim-KOの心臓において、左心室自由壁の梗塞サイズは、
野生型対照と比較して22.7％増加する(図5a)。Pim-KOマウスは、野生型対照と比較して、
左心室にTUNEL陽性筋細胞の微量だが顕著な増加を有し(表S2、$p<0.01)、この差がMIの後
に、野生型サンプルと比較してTUNEL陽性筋細胞が4.0倍増加するまで増悪する(図5b **p<
0.01)。通常条件下では、Pim-KOと野生型対照とで血行動態特性は同程度だが(図S5)、梗
塞後は、Pim-KOマウスの心室発生圧は低下し、野生型については拡張終期圧が増加する(
図5c)。さらに、Pim-KOの心臓における梗塞後、左心室自由壁と中隔の両方において拡張
壁応力が顕著に増加する(図S5、**p<0.01)。Pim-KOマウスが、MI後の炎症反応を低下させ
た可能性があるリンパ球増殖および造血細胞分化の低下を有することが認められたが、MI
後の循環c-kit+細胞数またはMIの前もしくは後のc-kit+/sca-1+骨髄細胞数に顕著な差異
は見出されなかった(図S5)。同様に、CD45染色によって示されるMI後の炎症細胞動員は、
Pim-KOの心臓と対照とで同等である(図S5)。
【０２０４】
Pim-KOの心臓は保護的シグナル伝達の改変を示す
　Pim-1は、最小限の標的基質認識配列要件(参考文献16)と自己リン酸化能力(参考文献17
)に基づく比較的乱交雑なキナーゼであり得るため、Pim-1-媒介性心臓保護に関与する分
子メカニズムを検証した。
【０２０５】
　Pim-1-KOの心臓サンプルは、野生型サンプルと比較して、ホスホAKTT308(90.72％)、ホ
スホAKTS473(2.76倍)、全AKT(2.10倍)、ホスホSTAT3Y705(2.61倍)、全STAT3(68.6％)およ
びPim-2(4.6倍)の増加を有する。しかし、野生型対照と比較して、bcl-2、Bcl-XL、ホス
ホ-BADS112、またはPim-3の発現の増加は見られなかった(図16d)。MIの7日後にこれらの
生存シグナル伝達分子も検証し、ここでPim-KOマウスは、偽手術(sham)した対照と比較し
て、Pim-3発現は2.57倍の増加を示すが、bcl-XL(2.1倍)、ホスホBADS112(75.9％)、ホス
ホAKTT308(92.55％)、ホスホAKTS473(2.24倍)、全AKT(73.66％)、ホスホSTAT3Y705(2.72
倍)、全STAT3(2.0倍)は低下を示し、bcl-2またはPim-2の発現は顕著な変化を示さない(図
5e)。これに対して、野生型の心臓サンプルは、偽手術(sham)と比較して、bcl-XL(57.0％
)、ホスホBADS112(64.58％)、ホスホAKTT308(98.32％)、ホスホAKTS473(2.81倍)、全AKT(
2.26倍)、ホスホSTAT3Y705(3.43倍)、全STAT3(2.02倍)の顕著な増加を示し、Pim-2または
Pim-3の発現の変化は示さない(図16e)。このように、MI後に、Pim-KOの心臓は、NTGの心
臓と比較してPim-2およびPim-3の顕著な増加を示すが、他の生存シグナル伝達分子の著し
い低下が見られる(図16e)。
【０２０６】
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　手短に言えば、図16は、Pim-1が梗塞損傷を防御することを示すデータを図示する。図1
6aは、MIの7日後の梗塞サイズを、Pim-KOの心臓における左心室自由壁のパーセントとし
て表すヒストグラムを図示する(*p<0.05 v NTG MI)。図16bは、MIの7日後の、Pim-KOの心
臓におけるmm2当たりのTUNEL陽性筋細胞の数を示すデータを図示する(**p<0.01)。図16c
は、MIの5日後の、NTGマウスとPim-KOマウスのin vivo血行動態測定を図示する(*p<0.05)
。左心室発生圧(LVDP)、左心室拡張終期圧(LVEDP)、および圧力の±変化の時間変動。図1
6eは、梗塞の7日後の、Pim-KOおよびNTG対照の心臓における生存タンパク質レベルの免疫
ブロット定量を図示する(*p<0.05 vs. 偽手術(sham)、#p<0.01 vs. 偽手術(sham)、$p<0.
01 vs. NTG MI)。図16fは、梗塞の10日後の梗塞サイズ測定を図示する(n=3、**p<0.01)。
図16gは、MIの10日後の、LV（左心室）におけるTUNEL標識されたCM（心筋細胞）/m2の数
を図示する。
【０２０７】
材料および方法
トランスジェニック動物の作出と動物の使用
　Pim-wtとPim-DNのcDNA断片（参考文献16）を、遺伝子組換えのためにα-MHCプラスミド
にサブクローン化した。先の刊行物は、TAC結紮とエコーの方法(参考文献9)、ならびにHW
（心臓重量）:BW（体重）比の測定および血行動態について記載している(参考文献12)。
オンラインの付録でさらなる詳細が提供される。動物研究は全て、機関内動物管理使用委
員会（Institutional Animal Use and Care Committee）によって承認された。
【０２０８】
共焦点顕微鏡検査、免疫ブロッティングおよびアッセイ
　In vitroキナーゼアッセイにおいて、心臓溶解物から免疫沈降したGFP-Pim-1タンパク
質を、基質としてのGST-p21と共に用いた。ルシフェラーゼアッセイに関して、指示プラ
スミドとpGATA-Lucレポーター構築物でトランスフェクトしたC2C12細胞を、GATA依存性ル
シフェラーゼ活性について分析した。以下に挙げられる参考文献26に記載のとおりに免疫
蛍光顕微鏡法を行い、以下に挙げられる参考文献24に記載のとおりに免疫ブロッティング
を行い、以下に挙げられる参考文献9に記載のとおりに定量RT-PCRとTUNEL(「末端デオキ
シヌクレオチジルトランスフェラーゼ媒介性dUTP-ビオチンニック末端標識」（terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling）)染色を行っ
た。
【０２０９】
In vitro細胞培養および分析
　新生児ラット心筋細胞培養物を、以前に記載のとおりに調製した（参考文献10）。以下
に挙げられる参考文献12、22、25に先に記載されるとおりに、成体筋細胞単離、体積計算
、細胞短縮およびCa2+過渡電流実験を行った。
【０２１０】
図の説明
実施例3の参考文献：
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【０２１１】
実施例4：Pim-1操作された心臓幹(前駆)細胞
Pim-1は心臓前駆細胞の増殖を増加させる
　CGW-Pim-wt CPC(心臓前駆細胞)の成長速度を評価するため、6日間の時間経過にわたる
トリパンブルー排除によって生存細胞の数を測定した(図17A)。6日目には、CGW-Pim-wt C
PCは、CGW(p<.05)および未処理(p<.001)のCPCを著しく超えて拡張し続けていた。またCGW
-Pim-wt CPCは、MTTアッセイによって測定されるとおり、1日目(p<.001)および3日目(p<.
001)にCGW CPCを上回る代謝速度の増加も示した(図17B)。特異的Pim-1活性阻害剤である
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クエルセタゲンチンを用いて、CGW-Pim-wt CPCが獲得する成長優位性がPIM-1の過剰発現
に起因することを確認した。このPim-1阻害剤を培地に添加すると、2日目および3日目に(
p<.001)、未処理のCGW-Pim-wt CPCと比較してCGW-Pim-wt CPCの成長速度を著しく低下さ
せた(図17C)。
【０２１２】
　手短に言えば、図17は、Pim-1操作されたCSCの増殖速度の増加を示すデータを示す；図
17Aは、対照、CGW、およびCGW-Pim-wt形質導入CPCのトリパンブルーアッセイを用いた細
胞成長評価を示す；図17Bは、対照、CGW、CGW-Pim-wt形質導入CPCのMTTアッセイを示す(
平均±SEM、n=3)；図17Cは、10μMのクエルセタゲンチン(特異的Pim-1活性阻害剤）で処
理した、または未処理のPIM-1発現CPCの増殖速度を示す(平均±SEM、n=3）*p<.05、**p<.
01、***p<.001。
【０２１３】
Pim-1過剰発現CPCは心筋梗塞後の心臓機能を改善する
　以前の研究は、Pim-1トランスジェニックマウスが、病理学的攻撃に対して顕著な回復
力を生じさせることを示していた。Pim-1改変CPCも梗塞損傷に対して実質的な抵抗性を与
えるかか否かを試験するため、12週齢の雌のFVBマウスに心筋梗塞を与え、境界域の周囲
にCGW CPCまたはCGW-Pim-wt CPCを心筋内注射した(n=15-20/群)。2週間の時点の心エコー
測定は、CGW-Pim-wt CPCの注射を受けたマウスの前壁径(AWD)が、生理食塩水(p<.001)お
よびCGW CPC(p<.01)を注射されたマウスの前壁径と比較して厚いことを示した(図18A)。P
im-1改変CPCの心筋内注射が、病理学的攻撃後に機能的改善の長期間の増加をもたらすか
どうかを決定するため、梗塞後12週間マウスを追跡調査した。梗塞後6週間の時点で、CGW
-Pim-wt CPCの注射を受けたマウスが駆出率(EF)と短縮率(FS)を維持し(図18B、C)、CGW C
PCの注射を受けたマウスを上回って統計的に改善された。7週間目までに、CGW CPCは心臓
機能(FSとEF)を維持することができず、生理食塩水の注射を受けた動物と統計的に異なら
なかった。12週間の時点で、心エコーは、CGW-Pim-wt CPCの注射を受けた動物がEFとFSを
維持し続けており、これにより対照CPCの注射を受けた動物のEFとFSはそれぞれ2倍と1.6
倍低下したことを再び示した(図18B、C)。DP(図18D)、Ped(図18E)、および±dp/dtの変化
(図18F)の血行動態測定は、CGW-Pim-wt CPCの注射を受けたマウスでは、CGW CPCの注射を
受けた動物および生理食塩水の注射を受けた動物を上回って、心臓機能が著しく強化され
ていることを裏付けた。
【０２１４】
　手短に言えば、図18は、PIM-1発現CPCの心筋内注射が心臓機能を改善することを示すデ
ータを図示する。図18A～Cは、CPC移植の12週間後の、偽手術(sham)(■)、PBS注射(黒丸)
、CGW(▲)、およびCGW-Pim-WT(◆)の心臓前駆細胞におけるAWD(図18A)、EF(図18B)、およ
びFS(図18C)の心電図評価を図示する。心エコー測定は、各群につきn≧9の動物を表す。
図18D～Fは、PBS、eGFP、およびPIM-1発現CPCの心筋内注射の12週間後の心臓機能を評価
するために用いた、左心室発生圧(LVDP)(図18D)、左心室拡張終期圧(LVEDP)(図18E)、お
よびdP/dT最大および最小(図18F)のin vivo血行動態測定を図示する(n≧5)。心エコーとi
n-vivo血行動態測定について、Tukey's post-hocテストを用いてANOVA統計テストを行っ
た。結果は平均±SEMとして表される。
【０２１５】
Pim-1改変CPCの注射は梗塞サイズの減少をもたらす
　左心室自由壁領域(LVFW)全体のトロポミオシンの定量は、Pim-1改変CPCを注射されたマ
ウスの梗塞領域が著しく2倍低下したことを示した(p=.02)(図3B)。図19は、梗塞した心臓
組織中のCGW-Pim-wt CPC型の筋細胞および血管系が、梗塞領域を減少させることを示すデ
ータを図示する；またCPC注射の12週間後の梗塞領域の定量を示す。結果は平均±SEMとし
て表される（n=3動物、*p<.02）。
【０２１６】
長期間の心臓の機能的改善はPim-1改変CPCによってのみ与えられる
　発明者らの以前の研究を広げる努力の中で、発明者らは、最初の実験を繰り返し、PBS
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評価によってモニターした。3日目には、全マウス群のFS(図20A)とEF(図20B)が低下して
おり、生理食塩水対照群と統計的に異ならなかった。以前見られたとおり、CGW CPCの注
射を受けたマウスは、1週間目に初期の早期改善が見られ、6週間目に心不全が発症し、8
週間目までに生理食塩水対照群に対して統計的に有意でなくなった。しかし、Pim-1改変C
PCの注射を受けたマウスは、1週間目にFSとEFが増加し、それが32週間を通してずっと維
持された(図20A、B)。
【０２１７】
　手短に言えば、図20は、心筋内注射の32週間後に、CGW-Pim-wt発現CPCによって長期間
の心臓の機能的回復が得られることを図示する：図20A～Cは、CPC移植の32週間後の、偽
手術(sham)(■)、PBS注射(黒丸)、CGW(▲)、およびCGW-Pim-WT(◆)の心臓前駆細胞におけ
るFS(図20A)、EF(図20B)、およびAWD(図20C)の心電図評価を示す。心エコー測定は、各群
につきn≧7動物を表す。
【０２１８】
本発明の例示的2シストロン性ベクター
　ベクターは、MNDプロモーターがPIM-1発現を駆動し、レポーター（強化緑色蛍光タンパ
ク質(eGFP)）がウイルス内部リボソーム侵入部位(vIRES)の外で駆動される2シストロン性
である。構築物は全て第3世代自己不活性化(SIN)レンチウイルスベクターであり、導入遺
伝子の長期発現を確保するための幾つかのエレメントを組み込んでいる。MND(MND、骨髄
増殖肉腫ウイルスLTRネガティブコントロール領域欠失)プロモーターは導入遺伝子の高発
現を可能とするが、LTRは、繰り返し継代後の長期発現を可能とする。上記のベクターは
、(IFN)-β-足場付着領域(SAR)エレメントも含む。このSARエレメントは、メチル化を抑
制し導入遺伝子を発現抑制から保護することによってベクターを転写的に活性に保持する
のに重要であることが示されている。
【０２１９】
　CPCにおけるPim-1の長期過剰発現による潜在的な心筋の利益を究明するため、ヒトPIM-
1遺伝子、CGW-Pim-wt、ならびにコントロールベクター、CGWを送達する2シストロン性レ
ンチウイルスベクターを設計した(図S1A)。Pim-1遺伝子の発現は骨髄増殖肉腫ウイルスLT
Rネガティブコントロール領域欠失(MND)プロモーターを通して制御されるが、eGFPレポー
ターはウイルス内部リボソーム侵入部位(vIRES)の外で駆動される。
【０２２０】
　図21は、例えば心臓前駆細胞における遺伝子発現（例えばc-kit+心臓前駆細胞(CPC)に
おける遺伝子発現）のための、本発明の例示的レンチウイルス構築物を示す。図は、CGW(
GFP対照)およびCGW-Pim-wtと名付けられた自己不活性化(SIN)レンチウイルスベクターを
示す。これらは、PIM-1遺伝子はMNDプロモーターの外で駆動されるが、eGFPレポーターは
内部リボソーム侵入部位の外で駆動されるように設計された。
【０２２１】
　以下の配列は、本発明を実施するため（例えば、ヒト細胞（例えば幹細胞または心臓細
胞もしくは筋細胞）などの細胞中でPIM-1を発現するため）の例示的レンチウイルスベク
ター骨格である。
【０２２２】
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【０２２３】
実施例5：本発明の実施に用いる例示的PIM配列
　本発明は、PIM発現核酸およびPIMポリペプチドの使用を含む組成物および方法を提供す
る。
【０２２４】
　例えば、1つの実施形態において、本発明の組成物および方法を実施するためにヒトPIM
-1タンパク質が用いられる。使用し得る例示的ヒトPIM-1タンパク質は、Genbank受託番号
第AAA36447号(例えばDomen (1987) Oncogene Res. 1 (1):103-112も参照)(配列番号5)：

である。
【０２２５】
　1つの実施形態において、本発明の組成物および方法を実施するためにヒトPIM-1タンパ
ク質アイソフォームが用いられる。使用し得る例示的ヒトPIM-1タンパク質アイソフォー
ムはヒトpim-1キナーゼ44kDaアイソフォームであり、例えばGenbank受託番号第AAY87461
号を参照(例えばXie (2006) Oncogene 25 (1), 70-78も参照)(配列番号6)：

【０２２６】
　1つの実施形態において、本発明の組成物および方法を実施するためにヒトPIM-1メッセ
ージ(mRNA)が用いられる。使用し得る例示的ヒトPIM-1メッセージは、Genbank受託番号第
NM_002648号(例えば、Zhang (2007) Mol. Cancer Res. 5 (9), 909-922も参照)(配列番号
7)：
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である。
【０２２７】
　1つの実施形態において、本発明の組成物および方法を実施するためにヒトPIM-1遺伝子
が用いられる。使用し得る例示的ヒトPIM-1遺伝子は(配列番号8)：
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【０２２８】
　1つの実施形態において、使用し得る例示的ヒトPIM-1ポリペプチドおよびメッセージは
：



(69) JP 2011-503207 A 2011.1.27

10

20

30

40



(70) JP 2011-503207 A 2011.1.27

10

20

30

40

50である。



(71) JP 2011-503207 A 2011.1.27

【０２２９】
　本発明は様々な変更および改変形態の影響を受けやすいが、その具体例は図中の例によ
って示されており、本明細書中に詳細に記載される。しかし、本発明は開示される特定の
形態または方法に限定されるものではなく、反対に、本発明は、添付の特許請求の範囲の
精神および範囲に含まれる全ての変更物、均等物および改変物に及ぶものであることが理
解されるべきである。

【図１】 【図２】
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