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(57)【要約】
本発明は、真核及び原核細胞で寿命を調節したり、細胞をヒートショックなどの特定のス
トレスから防御したりするための方法及び組成物を提供するものである。ある方法は、例
えばNPT1、PNC1、NMA1 及び NMA2から成る群より選択される一種以上のタンパク質のレベ
ル又は活性を調節するなどにより、細胞内のNAD+再利用経路を通るフラックスを調節する
ステップを含む。別の方法は、細胞内のニコチンアミドのレベルを調節するステップを含
む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞内のNAD+再利用経路を通るフラックスを調節するステップを含む、細胞の寿命又は
その対ストレス耐性を調節する方法。
【請求項２】
　前記細胞内のNAD+再利用経路を調節するステップが、NPT1、PNC1、NMA1、NMA2 及び NA
MPRTから成る群より選択されるタンパク質のレベル又は活性を調節するステップを含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記調節が増加させることであり、そして前記方法がNPT1、PNC1、NMA1、NMA2 及び NA
MPRTから成る群より選択されるタンパク質のレベル又は活性を調節するステップを含む、
請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　NPT1、PNC1、NMA1、NMA2 及びNAMPRTから成る群より選択されるタンパク質をコードす
る少なくとも一種の核酸を、又は、細胞内のNAD+再利用経路を通るフラックスを増加させ
るために充分なその少なくとも一部分を、
前記細胞に導入するステップを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　NPT1、PNC1、NMA1、NMA2 及びNAMPRTから成る群より選択される一種以上のタンパク質
をコードする少なくとも５つのヌクレオチド配列を含む少なくとも一種の核酸を、又は、
細胞内のNAD+再利用経路を通るフラックスを増加させるために充分なその少なくとも一部
分を、
前記細胞に導入するステップを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　NPT1、PNC1、NMA1、NMA2 及びNAMPRTから成る群より選択される少なくとも一種のタン
パク質を、又は、細胞内のNAD+再利用経路を通るフラックスを増加させるために充分なそ
の少なくとも一部分を、前記細胞内に導入する、又は、前記細胞に接触させる、ステップ
を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　細胞内のニコチンアミドのレベルを調節するステップを含む、細胞の寿命又はその対ス
トレス耐性を調節する方法。
【請求項８】
　前記調節が増加させることであり、前記方法が、細胞をニコチンアミド又はその類似体
に接触させるステップを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　細胞の寿命が少なくとも約４０％、延ばされる、請求項２又は７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞がin vitroにある、請求項１又は７に記載の方法。
【請求項１１】
　前記細胞が真核細胞である、請求項１又は７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記細胞が哺乳動物細胞である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記細胞が酵母細胞である、請求項１又は７に記載の方法。
【請求項１４】
　ストレスがヒートショック；浸透圧ストレス；DNA損傷性作用物質；不適切な塩レベル
；不適切な窒素レベル；不適切な栄養分レベル；放射線又は毒性化合物への暴露である、
請求項１又は７に記載の方法。
【請求項１５】
　NAD+再利用経路を通るフラックスを調節するステップが、NAD+及びNADHの定常状態レベ
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ルを基本的に変えることなく起きる、請求項１又は７に記載の方法。
【請求項１６】
　細胞の寿命又はその対ストレス耐性を調節する化合物を同定する方法であって、（ｉ）
NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NNMT、NAMPRT、NMNAT-1、及びNMNAT-2から成る群より選択され
るたんぱく質を、検査化合物に、前記たんぱく質の活性に影響するのに充分であろう時間
量、接触させるステップと、（ｉｉ）前記酵素の活性を判定するステップであって、前記
検査化合物の存在下の、前記検査化合物の非存在下に比較したときの前記酵素の活性の違
いは、前記検査化合物が、細胞の寿命又はその対ストレス耐性を調節する化合物であるこ
との指標である、ステップと、を含む、方法。
【請求項１７】
　細胞の寿命又はその対ストレス耐性を調節する化合物を同定する方法であって、（ｉ）
NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NNMT、NAMPRT、NMNAT-1、及びNMNAT-2から成る群より選択され
る遺伝子の転写調節性核酸をレポータ遺伝子に作動可能に連鎖させて含む細胞又はライセ
ートを、検査化合物に、前記転写調節性核酸に影響するのに充分であろう時間量、接触さ
せるステップと、（ｉｉ）前記レポータ遺伝子のレベル又は活性を判定するステップであ
って、前記検査化合物の存在下の、前記検査化合物の非存在下に比較したときの前記レポ
ータ遺伝子のレベル又は活性の違いは、前記検査化合物が、細胞の寿命又はその対ストレ
ス耐性を調節する化合物であることの指標である、ステップと、を含む、方法。
【請求項１８】
　細胞を検査化合物に接触させるステップと、細胞の寿命又はその対ストレス耐性が調節
されたかどうかを判定するステップとを更に含む、請求項１７又は１８に記載の方法。
【請求項１９】
　Sir2ファミリ・メンバの活性の阻害剤を同定する方法であって、（ｉ）コンピュータ・
モデリング・アプリケーションに、ある分子又は分子複合体の一組の構造座標を供給する
ステップであって、前記分子又は分子複合体が、Cポケットを含むSir2ファミリ・メンバ
の少なくとも一部分を含む、ステップと、（ｉｉ）前記コンピュータ・モデリング・アプ
リケーションに、ある化学的実体の一組の構造座標を供給するステップと、（ｉｉｉ）前
記化学的実体が前記分子又は分子複合体に結合又は干渉することが予測される阻害剤であ
るかどうかを判定するステップであって、前記分子又は分子複合体への結合又は干渉は、
前記Sir2ファミリ・メンバの活性の潜在的阻害の指標である、ステップと、を含む、方法
。
【請求項２０】
　前記化学的実体がニコチンアミドの類似体である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　Sir2ファミリ・メンバの活性の阻害剤を同定する方法であって、（ｉ）少なくともCポ
ケットを含むSir2ファミリ・メンバのたんぱく質を、検査化合物に、前記Sir2ファミリの
たんぱく質のCポケットに前記検査化合物がおそらくは結合するのに充分な時間、接触さ
せるステップと、（ｉｉ）たんぱく質の活性を判定するステップであって、前記検査化合
物の非存在下に比較したときに前記検査化合物の存在下におけるたんぱく質の活性がより
低いことは、前記検査化合物がSir2ファミリ・メンバの活性の阻害剤であることの指標で
ある、ステップとを含む、方法。
【請求項２２】
　対象の細胞死又は老化に関連する障害を治療又は防止する方法であって、細胞死又は老
化に易罹患性である又は細胞死又は老化の対象である細胞内のNAD＋再利用経路を通るフ
ラックスを増加させる、あるいは、ニコチンアミド・レベルを減らす、作用物質を、それ
を必要とする対象に投与するステップを含む、方法。
【請求項２３】
　細胞の寿命を減らす、あるいは細胞をストレスに感受性にすることが有益であるような
障害を治療又は防止する方法であって、前記対象の細胞内のNAD＋再利用経路を通るフラ
ックスを減少させる、あるいは、ニコチンアミド・レベルを増す、作用物質を、それを必



(4) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

要とする対象に投与するステップを含む、方法。
【請求項２４】
　ストレス条件から対象を防御する方法であって、NAD+再利用経路を通るフラックスを増
す作用物質を前記対象に投与することで、前記対象をストレス条件から防御するステップ
を含む、方法。
【請求項２５】
　前記ストレス条件が放射線又は毒性化合物への暴露を含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記作用物質が、細胞内のNAMPRTのレベルを増す作用物質である、請求項２４に記載の
方法。
【請求項２７】
　前記作用物質がNAMPRTタンパク質を含む組成物である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記作用物質がニコチンアミドリボシド又はその類似体もしくはプロドラッグである、
請求項２２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、この言及をもってその全文をここに援用することとする、２００５年２月８
日出願の米国一連番号 11/053,185号に基づく優先権を主張するものである。
【０００２】
権利の声明
　本発明は米国国立保健機関より付与された政府助成金RO1 GM068072 の下になされた。
政府は本発明においていくつかの権利を有するものである。
【背景技術】
【０００３】
　生理学的研究、そしてより最近では遺伝子発現パターンのDNAアレイ解析により、老化
は複雑な生物学的プロセスであることが確認された。対照的に、モデル生物での遺伝子研
究では、生物の環境又は遺伝子構成にとって比較的に小さな変化があっても老化のプロセ
スが劇的に遅くなることがあることが実証された。例えば多くの多様な生物の寿命は、カ
ロリ制限として知られる食餌療法で単にカロリ摂取を制限することでも大きく伸ばすこと
ができる（1-3）。
【０００４】
　では、簡単な変化が、どうして老化などの複雑なプロセスに対してこのような深遠な効
果を有するのであろうか。全ての真核生物が、老化の速度を支配する、驚くほど保存され
た調節系を持つという画像が浮かび上がっている（4,5）このような調節系は、成長及び
生殖から、ストレス耐性をもたらす経路へと資源を振り向けることにより、生物が逆境を
生き延びられるようにするために進化の過程で発生したと考えられる。
【０００５】
　老化の調節因子の同定において特に有用であることが立証されたモデルの一つは、出芽
性酵母、Ｓ．セレビジエ（原語：S. cerevisiae）である。Ｓ．セレビジエの複製寿命は
、典型的には、個々の「母細胞」が生じる芽、即ち「娘細胞」の数であると定義されてい
る（7）。母細胞は、大きさの増大、細胞周期の鈍化、核小体の肥大、定常状態NAD+レベ
ルの増加、 糖新生及び貯蔵エネルギの増加、並びにテロメア及び接合型遺伝子座のサイ
レンシング消失を原因とする繁殖不能性を含め、年齢依存的な変化を起こす（8-13）。暦
老化として知られる酵母寿命のもう一つの尺度は、栄養分を枯渇させたときに非分裂性細
胞集団が生きたままでいる時間の長さである（14）。暦寿命の増加が、熱ショック及び酸
化ストレスに対する耐性増加と相関関係にあることは、細胞成分に対して損傷が蓄積して
いくことが、この種類の老化の主要な原因であることを示唆している（14,15）。複製老
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化と暦老化との重なりの程度は現在のところ、不明である。
【０００６】
　酵母の複製老化の原因の一つが、反復リボゾームDNA（rDNA）遺伝子座の不安定性に起
因することが示されている（16）。この不安定性により、ERCと呼ばれ、複製はするが分
離して娘細胞に成れない環状型のrDNAができる。ERCは最終的には１０００を越えるコピ
ー数まで蓄積して、必須な転写及び／又は複製因子を滴定してしまうことで細胞を致死さ
せると考えられている（16-18）。カロリ制限又はfob1枯渇など、DNA組換えを減らす養生
法が複製寿命を伸ばす（17,19,20）。
【０００７】
　酵母における老化の鍵となる調節因子は、Sir2サイレンシングたんぱく質（17）という
、 ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド(NAD+)-依存的脱アセチル化酵素である（21-2
4）。Sir2は、テロメアと２箇所のサイレンと接合型遺伝子座におけるサイレントなヘテ
ロクロマチン形成を触媒するヘテロ三量体Sir2/3/4 複合体の構成成分である(25)。 Sir2
はまた、rDNA遺伝子座でのサイレンシングと終期からの脱出に必要なRENT複合体の一成分
でもある（26,27）。またこの複合体は最近、Pol IによるrRNAの転写を直接刺激すること
、そして核小体構造の調節に関与していること、も最近示されている（28）。
【０００８】
　生化学的研究では、Sir2がヒストンH3及びH4のアミノ末端側の尾を容易に脱アセチル化
することができ、こうして1-O-アセチル-ADP-リボース及びニコチンアミドを形成させる
ことができることが示されている (21-23,29)。SIR2 のコピーが付加的にある株はrDNAサ
イレンシングの増加（30）や３０％長い寿命（17）を示す。また最近、C. エレガンスのS
IR2ホモログであるsir-2.1のコピーが付加的にあるとこの生物の寿命が大きく延びること
も示されている（31）。このことは、老化の SIR2-依存的調節経路が進化の早い時期に生
じ、よく保存されていることを意味している（4）。後生生物と同様に、酵母の寿命も、
カロリ制限に似た介入により延びる（19,32）。グルコース応答性 cAMP （アデノシン3'5
'-モノホスフェート）-依存的 (PKA) 経路の活性を低下させる変異は、野生型細胞では寿
命を伸ばすが、変異型sir2 株では伸ばさないことから、SIR2 が、カロリ制限経路の鍵と
なる下流成分であることが実証される（19）。
【０００９】
　大半の生物において、NAD+ 生合成には２つの経路がある（図１を参照されたい）。NAD
+ はトリプトファンからde novo合成されるか、あるいは、NAD+
再利用経路を介してニコチンアミドから４つの段階で再循環すると考えられている。細菌
のNAD＋サルベージ経路の一番目の段階である、ニコチンアミドからニコチン酸及びアン
モニアへの加水分解は、pncA 遺伝子産物によって触媒される（33）。 pncAに対する相同
性を持つＳ．セレビジエ遺伝子 YGL037が、最近、名称PNC1 (SGD) を与えられた（34）。
Ｓ．セレビジエではNPT1遺伝子にコードされているニコチン酸ホスホリボシルトランスフ
ェラーゼは、この反応でニコチン酸をニコチン酸モノヌクレオチド (NaMN) に転化する（
35-38）。この時点でNAD+

再利用経路及びde novo NAD+ 経路は収斂し、 NaMNがデスアミノ-NAD+

(NaAD) にニコチン酸モノヌクレオチドアデニルトランスフェラーゼ (NaMNAT)により転化
させられる。Ｓ．セレビジエにおいては、細菌のNaMNAT 遺伝子に対して相同性を持つ２
つの推定ORF、即ちYLR328 (39) と、特徴付けの済んでいないORF、YGR010（23,39）があ
る。我々はこれら２つのORFをそれぞれ NMA1 及びNMA2と言及する。サルモネラ属では、N
AD＋の再生の最後の段階はNAD合成酵素によって触媒される（40）。まだ特徴付けの済ん
でいないORFであるQNS1はNAD合成酵素をコードしていると予測される（23）。
【００１０】
　酵母において、NPT1 にnull変異があると定常状態NAD+ レベルが２分の１に減少し（２
３）、カロリ制限によりもたらされる長寿が損なわれる（19）。カロリ制限が複製寿命を
どのように伸ばすかを説明する現在の仮説の一つは、代謝活性が低下すると、NAD+ レベ
ルが増加し、ひいてはSir2 活性が刺激されるというものである（Campisi, 2000 及び Gu
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arente, 2000にレビュー）。
【００１１】
　転写のサイレンシングには、ゲノム中の別個の部位におけるクロマチンの遺伝性修飾が
関与している。サイレンシングは長期抑制であると言及されるが、それは、それがプロモ
ータ非特異的であり、しばしば、ある一つのゲノム遺伝子座全体を包含するからである（
1’,2'）。酵母では、より高等な真核生物のヘテロクロマチンと同様であるDNAのうちの
これらのサイレント領域には、幅広い修飾が起きる（3’）。これらの修飾のうちで最も
よく研究されているのはヒストンの可逆性アセチル化である（4’,5'にレビュー）。
【００１２】
　ヒストンのアセチル化状態に影響する２つのクラスの酵素がある。ヒストンアセチルト
ランスフェラーゼ（HAT）と、それに対抗するヒストン脱アセチル酵素（HDAC）である。
ゲノムのうちでより転写活性の高い区域に比較すると、クロマチンのサイレント領域内の
ヒストンは、特にコア・ヒストンH3及びH4のNH2末端の尾でアセチル化の程度が低いこと
が知られている(6')。三つのクラスのヒストン脱アセチル化酵素が、酵母たんぱく質への
相同性に基づいて、解説及び分類されている。クラス I (Rpd3-様)及びクラスII (Hda1-
様)のたんぱく質は、阻害剤トリコスタチンＡ（TSA）に対するそれらの感受性によって特
徴付けられている（7’,8’）。この阻害剤を用いた研究では、細胞周期、分化、及びア
ポトーシスの調節因子の発現へのそれらの関与を含め、これらのたんぱく質の細胞内での
機能に関する豊富な情報が提供された（9’でレビュー）。
【００１３】
　酵母Sir2は、クラス III HDACの始祖メンバーである。Sir2-l様脱アセチル化酵素はTSA
により阻害されず、NAD＋依存的であるという固有の特徴を有する（10'-13'）。このクラ
スのたんぱく質は、細菌からヒトに至るまで幅広い生物に見られる。酵母Hst2及びヒトSI
RT2という少なくとも２つのSir2相同体が細胞質で位置特定されており、またヒトSIRT1 
が最近、p53を脱アセチル化の標的に決定することが示されている（11’,13'-15'）。こ
れらの結果は、このファミリーのメンバーすべてがヒストン又は他の核内基質に特異的な
訳ではないことを示している。
【００１４】
　サイレント情報調節因子(SIR)という用語は、最初、Ｓ．セレビジエで接合型遺伝子座
（HML 及び HM） の抑制に必要な一揃いの非必須遺伝子を言うために造語された（16’）
。 
酵母でのサイレンシングは、テロメア及びリボゾームDNA（rDNA）遺伝子座でも観察され
ている（2’,17’）。酵母テロメアの接合型遺伝子座やポリ(TG1-3) 路でのヘテロクロマ
チンの形成は、Sir2、Sir3 及び Sir4 のヘテロ三量体型複合体により媒介される（18’,
19'）。rDNA遺伝子座では、Sir2 はNet1及びCdc14 を含むRENT（核小体サイレンシング及
び終期脱出の調節因子）複合体の一部である(20’,21’)。これらのたんぱく質のうちでS
ir2は、三つのサイレント領域すべてでのサイレンシングに不可欠な唯一の因子である（2
2’,24'）。
【００１５】
　酵母rDNA 遺伝子座 (RDN1)
は。リボゾームRNAをコードする100-200個のタンデムに反復する9 kb の単位から成る。
酵母の老化の主要な原因は、これらの反復部分間での組換えが起き（25’-27’）、染色
体外rDNA環（ERC）の切り出しに至ることに由来とすることが示されている。ERCは複製は
されるが、分離して娘細胞になることはできず、こうして細胞が分裂するに連れ、それら
が指数関数的に増幅されることになる。ERCは、年老いた細胞では酵母ゲノム全体のそれ
よりも多数のDNA含有量になるまで蓄積する場合があり、必須な転写及び／又は複製因子
を滴定してしまうことで細胞を致死させると考えられている（28'）。Sir2 は、rDNAで一
体化されたPol II-転写性遺伝子をサイレントにするが、この遺伝子座でのその主な働き
は組換えを抑制することであるということの証拠がある。SIR2 を欠失させるとrDNAサイ
レンシングが消失し、マーカ遺伝子がrDNAの外で組み換えられる頻度が１０倍に増す（29
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’）。 この結果、ERC形成が増加し、寿命が劇的に短縮する（29’,30'）。
【００１６】
　Sir2 は酵母寿命の制限的成分である。SIR2遺伝子のコピーが一個、余分にあるだけで
組換えが抑制されて寿命が４０％、延びる（26’,31’,32'）。最近では、SIR2が、検査
された全ての生物で寿命を延ばす養生法であるカロリ制限(31'')のもたらす寿命増加にと
って必須であることが示されている。更に、Sir2 相同体であるsir2.1 の量を増加しても
線虫Ｃ．エレガンスの寿命を延ばすことが示されており（33'）、最も近いヒトの相同体S
IRT1がp53の脱アセチル化を通じてアポトーシスを阻害することが示されている（34’,35
’）。これらの発見は、Sir2及びその相同体が細胞及び生物レベルで生存率調節において
保存された役割を有していることを示唆するものである。
【００１７】
　最近では、大変な量の眼識がSir2-様脱アセチル化酵素の生化学について得られている
（36'にレビュー）。In vitroでは、Sir2 はヒストンH4のリジン16に、そしてヒストンH3
のリジン9及び14に対して特異性を有する（10’,12’,13’）。TSA感受性HDACは子ファク
タを要せずに脱アセチル化を触媒するが、Sir2反応にはNAD＋が必要である。こうして、
この共基質の利用可能性の変化を通じてSir2活性の調節が可能になっている（10’-13’
）。Sir2 脱アセチル化はNAD＋のADP-リボース部分をニコチンアミドに接合する高エネル
ギグリコシド結合の開裂に接続する。開裂があると、Sir2はアセチル基のADP-リボースへ
の移行を触媒する（10’,11’,15’,37’）。この移行反応の生成物はO-アセチル-ADP-リ
ボースという新規な代謝産物であり、細胞周期の遅れ／ブロックや、胚の卵母細胞成熟を
引き起こすことが最近、示されている（38'）。
【００１８】
　脱アセチル化の他の生成物はニコチンアミドという、ニコチン酸の前駆体であり、ビタ
ミンB3の一つの形である（39'）。高用量のニコチンアミド及びニコチン酸が、不安、骨
関節炎、精神病を含む範囲の状態を自己治療するためにしばしば、交換可能に用いられて
おり、そしてニコチンアミドは癌及びＩ型糖尿病の治療法として現在、治験中である（40
’）。これらの治療で用いられる高用量の長期安全性が疑問視されており（41'）、(41')
化合物の分子レベルでの効果の可能性は不明である。
【００１９】
発明の概要
　ある実施態様では、本発明は、細胞の寿命又はその対ストレス耐性を調節する方法であ
って、細胞内のNAD＋再利用経路を通るフラックスを調節するステップを含む、方法を提
供するものである。本方法は、細胞内のNAD＋再利用経路を通るフラックスを増加させる
ステップを含む、細胞の寿命を増加する又は延ばす、あるいはその対ストレス耐性を増加
させることを包含するであろう。NAD＋再利用経路を通るフラックスの調節は、基本的に
はNAD＋及びNADHの定常状態レベルを変えることなく起きると思われ、また、基本的に細
胞内のNAD＋／NADH比を維持することにより起きるであろう。
【００２０】
　NAD＋再利用経路を通るフラックスの増加は、NPT1、PNC1、NMA1 及びNMA2から成る群よ
り選択されるたんぱく質のレベル又は活性を増加させるステップを含むであろう。本方法
は、NPT1、PNC1、NMA1 及びNMA2から成る群より選択されるたんぱく質をコードする少な
くとも一つの核酸、又は、ある一つの遺伝子の少なくとも一つのコピーを含む核酸、を細
胞に導入するステップを含むであろう。代替的には、本方法は、NPT1、PNC1、NMA1 及び 
NMA2から成る群より選択される少なくとも一種のたんぱく質を細胞内に導入するステップ
を含んでもよい。また本方法はNPT1、PNC1、NMA1 及び NMA2から成る群より選択される遺
伝子の発現を上方調節する作用物質に細胞を接触させるステップを含んでもよい。また細
胞は少なくとも約４０％長く生きても、あるいは少なくとも約６０％長く生きてもよい。
【００２１】
　また本発明は、細胞内のNAD＋再利用経路を通るフラックスを増加させるステップを含
む、例えば熱ショック、浸透圧ストレス、DNA損傷性作用物質（例えば紫外線）、及び不
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適切な窒素レベルなど、ストレスに対する細胞の耐性を高める方法も提供する。
【００２２】
　ある実施態様では、細胞の寿命を調節するステップは、細胞内のサイレンシングを調節
するステップを含む。サイレンシングにはテロメアのサイレンシング及びrDNA組換えが含
まれよう。
【００２３】
　その寿命を延ばすことのできる、あるいは、ストレスから防御することのできる、細胞
は、酵母細胞などの真核細胞でも、あるいは、細菌細胞などの原核細胞であってもよい。
細胞はin vitroにあっても、あるいはin
vivoにあってもよい。
【００２４】
　別の実施態様では、細胞の寿命又は対ストレス耐性を調節するステップは、細胞内のニ
コチンアミドの量、及び／又は、NAD：ニコチンアミドの比、を調節するステップを含む
。NAD：ニコチンアミドの比は、少なくとも約５０％、２、３、５、１０又はそれ以上の
因子で調節されよう。例えば細胞の寿命の低下又は細胞の対ストレス感受性の亢進は、細
胞内のニコチンアミドのレベルを増加させるステップを含むであろう。これは、細胞を約
1乃至20mM、好ましくは約2乃至10mMの量のニコチンアミドに接触させるステップを含むで
あろう。また細胞内のニコチンアミドのレベルは、ニコチンアミドの生合成に関与する酵
素のレベル又は活性を増加させる、あるいは、ニコチンアミドを分解又は失活させる酵素
のレベル又は活性を減少させることによっても、増加するであろう。ニコチンアミドを直
接又は間接的に失活させる酵素には、PNC1；ニコチンアミドN-メチルトランスフェラーゼ
 (NNMT 及びNNT1)；NPT1、及びそのヒト相同体；ニコチンアミド ホスホリボシルトラン
スフェラーゼ (NAMPRT)；及び選択的にニコチンアミドモノヌクレオチドアデニリルトラ
ンスフェラーゼ (NMNAT-1 及び 2)；NMA1 及び2並びにそのヒト相同体がある。
【００２５】
　反対に、細胞の寿命の伸長又は細胞の対ストレス耐性の向上（即ち感受性の低下）は、
細胞内のニコチンアミドのレベルを減少させるステップを含むであろう。これは、ニコチ
ンアミドの生合成に関与する酵素のレベル又は活性を低下させる、あるいは、ニコチンア
ミドを分解又は失活させる酵素のレベル又は活性を増加させることにより、達成されよう
。従って、細胞の寿命又はストレス耐性の増加は、NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NNMT、NAMP
RT、NMNAT-1、及びNMNAT-2から成る群より選択されるたんぱく質の活性又は発現レベルを
増加させることにより、達成することができる。寿命又はストレス耐性の増加は、また、
細胞をニコチンアミドリボシド、NAD+ 前駆体、又はこれらの生物学的に活性な類似体又
はこれらのプロドラッグに接触させたり、そして選択的にはニコチンアミド
リボシドキナーゼ、例えばNrk1 及びNrk2のたんぱく質レベル又は活性を増加させたりす
ることでも、達成することができる（Bieganowski et al. (2004) Cell 117:495を参照さ
れたい）。
【００２６】
　更に本発明は、細胞の寿命又はその対ストレス耐性を調節する化合物を同定する方法を
提供するものであり、同方法は（ｉ）NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NNMT、NAMPRT、NMNAT-1
、及びNMNAT-2から成る群より選択されるたんぱく質を、検査化合物に、前記たんぱく質
の活性に影響するのに充分であろう時間量、接触させるステップと、（ｉｉ）前記酵素の
活性を判定するステップであって、前記検査化合物の存在下の、前記検査化合物の非存在
下に比較したときの前記酵素の活性の違いは、前記検査化合物が、細胞の寿命又はその対
ストレス耐性を調節する化合物であることの指標である、ステップと、を含む。更に本方
法は、細胞を前記検査化合物に接触させるステップと、細胞の寿命が調節されたかどうか
を判定するステップとを含んでもよい。更に本方法は、細胞を前記検査化合物に接触させ
るステップと、前記細胞の対ストレス耐性が調節されたかどうかを判定するステップとを
含んでもよい。
【００２７】
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　別の実施態様では、本発明は、細胞の寿命又は特定の種類のストレスに対するその耐性
を調節する化合物を同定する方法を提供し、同方法は、（ｉ）NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、
NNMT、NAMPRT、NMNAT-1、及びNMNAT-2から成る群より選択される遺伝子の転写調節性核酸
をレポータ遺伝子に作動可能に連鎖させて含む細胞又はライセートを、検査化合物に、前
記転写調節性核酸に影響するのに充分であろう時間量、接触させるステップと、（ｉｉ）
前記レポータ遺伝子のレベル又は活性を判定するステップであって、前記検査化合物の存
在下の、前記検査化合物の非存在下に比較したときの前記レポータ遺伝子のレベル又は活
性の違いは、前記検査化合物が、細胞の寿命又は特定の種類のストレスに対するその耐性
を調節する化合物であることの指標である、ステップと、を含む。更に本方法は、細胞を
前記検査化合物に接触させるステップと、細胞の寿命が調節されたかどうかを判定するス
テップとを含んでもよい。更に本方法は、細胞を前記検査化合物に接触させるステップと
、前記細胞の対ストレス耐性が調節されたかどうかを判定するステップとを含んでもよい
。
【００２８】
　更にここでは、細胞内のニコチンアミド・レベルを調節する低分子などの作用物質を同
定する方法も提供される。本方法は、（ｉ）細胞内のニコチンアミドのレベルに感受性の
レポータ・コンストラクトを含む細胞又は細胞ライセートを提供するステップと、（ｉｉ
）前記細胞を検査作用物質に接触させるステップと、（ｉｉｉ）前記検査作用物質に接触
させた細胞内のニコチンアミドのレベルを判定するステップであって、前記検査作用物質
で処理していない細胞に比較したときの、前記検査作用物質で処理された細胞内のニコチ
ンアミドのレベルの違いは、前記検査作用物質が細胞内のニコチンアミドのレベルを調節
することの指標である、ステップとを含むであろう。更に当該細胞は、DNA結合性要素に
結合することのできる融合たんぱく質をコードするベクタを、レポータ遺伝子に作動可能
に連鎖させて含んでいてもよい。該融合たんぱく質は、Sir2ファミリ・メンバなどのニコ
チンアミド感受性酵素の少なくともNAD+結合性ポケットと、異種のポリペプチドとを含む
ものでもよい。前記の異種のポリペプチドは、転写因子のトランス活性化ドメインであっ
てもよい。更に本方法は、細胞を検査化合物に接触させるステップと、細胞の寿命又はそ
の対ストレス耐性が調節されたかどうかを判定するステップとを含んでいてもよい。
【００２９】
　更に本発明の範囲には、Sir2ファミリ・メンバの活性の阻害剤を同定するコンピュータ
支援された法もある。本方法は、（ｉ）コンピュータ・モデリング・アプリケーションに
、ある分子又は分子複合体の一組の構造座標を供給するステップであって、前記分子又は
分子複合体が、Cポケットを含むSir2ファミリ・メンバの少なくとも一部分を含む、ステ
ップと、（ｉｉ）前記コンピュータ・モデリング・アプリケーションに、ある化学的実体
の一組の構造座標を供給するステップと、（ｉｉｉ）前記化学的実体が前記分子又は分子
複合体に結合又は干渉することが予測される阻害剤であるかどうかを判定するステップで
あって、前記分子又は分子複合体への結合又は干渉は、前記Sir2ファミリ・メンバの活性
の潜在的阻害の指標である、ステップとを含む。前記の化学的実体はニコチンアミドの類
似体であってよい。Sir2ファミリ・メンバの活性の阻害剤を同定するもう一つの方法は、
（ｉ）少なくともCポケットを含むSir2ファミリ・メンバのたんぱく質を、検査化合物に
、前記Sir2ファミリのたんぱく質のCポケットに前記検査化合物がおそらくは結合するの
に充分な時間、接触させるステップと、（ｉｉ）たんぱく質の活性を判定するステップで
あって、前記検査化合物の非存在下に比較したときに前記検査化合物の存在下におけるた
んぱく質の活性がより低いことは、前記検査化合物がSir2ファミリ・メンバの活性の阻害
剤であることの指標である、ステップとを含む。
【００３０】
　加えて、本発明は、対象の老化又は細胞死（例えばアポトーシス）に関連する疾患、あ
るいはカロリ制限の効果が有益であろう疾患、を治療又は防止する方法も提供する。ある
方法は、細胞死に易罹患性である又は細胞死の対象である細胞内のNAD＋再利用経路を通
るフラックスを増加させる、あるいは、ニコチンアミド・レベル又はニコチンアミド／NA
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D＋の比を減らす、作用物質を、それを必要とする対象に投与するステップを含むであろ
う。疾患は慢性でも又は急性でもよいが、その中にはアルツハイマー病、パーキンソン病
、脳卒中、心筋梗塞又は代謝性疾患、例えばインシュリン耐性など、がある。寿命を延ば
す又は対ストレス耐性を増すための本発明の方法は、美容目的のためなど、老化を減らす
ためにも用いることができる。本作用物質を局所的にも、又は全身的にも投与することが
できる。寿命を延ばす又は対ストレス耐性を増す方法は、例えば移植前の器官又は組織内
など、対象の外にある細胞、組織又は器官に対しても用いることができる。
【００３１】
　更に本発明は、細胞の寿命を減らす、あるいは細胞をストレスに感受性にすることが有
益であるような疾患を治療又は防止する方法も提供するものである。このような疾患には
、例えば癌及び自己免疫疾患など、細胞が好ましくないようなものがある。方法は、化学
療法薬など、他の作用物質による致死に細胞を感作させるものであってもよい。
【００３２】
　更に本発明の方法を用いて、哺乳動物以外の生物の寿命及びストレス耐性を調節するこ
ともできる。例えば本方法を微生物及び植物に用いることができる。具体的には、本発明
の方法は、例えばニコチンアミド・レベルを下げる化学物質でこれらを処理することによ
り、あるいは、細胞内のNAD＋再利用経路又はニコチンアミドのレベルを調節する遺伝子
を遺伝子改変することにより、植物の高い塩、旱魃又は疾病に対する耐性を増すことを可
能にするものである。
【００３３】
　更に、対象の全身の健康を判定したり、あるいは対象がストレス状態に知らずに暴露す
るなど暴露したことがあるかどうかを判定したりする方法など、診断法も提供される。更
にある診断法は、更に診断法を癌の存在又は発症可能性を診断するためにも用いてよい。
ある方法は、（ｉ）対象由来の血液又は血清などの細胞又は体液の試料を提供するステッ
プと、（ｉｉ）NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NNMT、NAMPRT、NMNAT-1、及びNMNAT-2から成る
群より選択される遺伝子の発現レベル又はそれにコードされたたんぱく質のレベルもしく
はその活性を判定するステップであって、コントロール試料に比較したときにある遺伝子
の発現又はそれにコードされたたんぱく質のレベルもしくはその活性が高いことは、対象
の全身の健康が充分でない、許容できない、又は至適でないことの指標である、ステップ
とを含むであろう。更にある診断法は、NAD+、NADH、ニコチンアミド、又は、NAD+ 再利
用経路の他の中間化合物のレベルを判定するステップを含むであろう。ある実施態様では
、本方法は、対象の血清中のNAMPRT のレベルを判定するステップを含む。
【００３４】
発明の詳細な説明
　本発明は、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NAD）＋再利用経路を通るフラッ
クスを増加させることにより、酵母細胞の寿命を少なくとも約６０％延ばすことができる
という発見に少なくとも部分的に基づく（図１に示す）。加えて、NAD＋再利用経路を通
るこのようなフラックスの増加は、基本的にNAD＋及びNADHレベルの増加がなくとも、そ
して基本的にNAD＋／NADH定数の比を維持することにより、起きることがここで示された
。実施例で示すように、NAD＋再利用経路を通るフラックスを増加させることで細胞の寿
命を延ばすことは、細胞内にNAD＋再利用経路に関与する遺伝子、例えばNPT1、PNC1、NMA
1 及びNMA2、の付加的なコピーを導入することにより、達成することができる。更に実施
例では、NAD＋再利用経路を通るフラックスを増加させると、熱ショックなどの特定の種
類のストレスから酵母細胞が保護されることが示された。更に、PNC1を過剰発現させると
、サイレンシング、寿命やストレス耐性が増し、例えば紫外線（ＵＶ）及び臭化エチジウ
ム及び浸透圧ストレスにより引き起こされるDNAの損傷から細胞が保護される。他方、PNC
1を欠失させると寿命の伸長が妨げられ、細胞がストレスに対して感受性になる。
【００３５】
　また本発明は、ニコチンアミドが酵母でサイレンシングを阻害することで細胞の寿命を
減らすという発見にも、少なくとも部分的に基づく。更にニコチンアミドは、細胞をスト
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レスに対して感受性にすることも示された。具体的には、細胞からのニコチンアミドの分
泌に関与する酵素であるニコチンアミドメチルトランスフェラーゼ（NNMT）を過剰発現さ
せると、サイレンシングが刺激され、こうして寿命が延び、（放射線暴露などの）ストレ
スに対する寛容が増したが、この酵素を欠失させると反対の効果があったことが示された
。
【００３６】
　原核生物から真核生物に至るまで、NAD＋再利用経路及びde novo経路並びにサイレンシ
ング事象が強く保存されていることに少なくとも基づくと、本発明の方法は、酵母細胞及
び原核細胞に加え、いずれの真核細胞にも応用できることが予測される。
【００３７】
１．　定義
　ここで用いられる場合の以下の用語及び文言は、下に挙げる意味を有するものとする。
他に定義しない限り、ここで用いられる全ての技術用語及び科学用語は、本発明が属する
分野の当業者が通常理解するものと同じ意味を有する。
【００３８】
　単一形「一つの（原語：“a”）」、「一つの（原語："an”）」及び「その（原語：”
the”）」には、文脈からそうでないことが明らかな場合を除いて複数形の言及が包含さ
れる。
【００３９】
　用語「作用物質」はここでは、化合物、化合物の混合物、生物巨大分子（例えば核酸、
抗体、たんぱく質、又はその部分、例えばペプチド）、あるいは、細菌、植物、真菌、又
は動物（特に哺乳動物）細胞もしくは組織などの材料から作製された抽出物を指すために
用いられている。
【００４０】
　このような作用物質の活性は、それを、対象で局所的又は全身的に作用する生物学的に
、生理的に、又は薬理学的に活性な一物質（又は複数の物質）である「治療的作用物質」
として適したものにするであろう。
【００４１】
　「糖尿病」とは、高血糖又はケトアシドーシスや、長期の高血糖状態又は糖耐性低下を
原因とする慢性で全身性の代謝異常を言う。「糖尿病」はＩ型及びＩＩ型（非インシュリ
ン依存性糖尿病又はNIDDM）型の当該疾患の両者を包含する。糖尿病のリスク因子には以
下の因子がある：男性の場合４０インチ又は女性の場合３５インチを超える胴囲、130/85
 mmHg 以上の血圧、150 mg/dlを越えるトリグリセリド、100 mg/dlを越える絶食時血糖、
又は男性で40 mg/dl 又は女性で50 mg/dl 未満の高密度リポたんぱく質。
【００４２】
　用語「ED50」は当業で公知である。いくつかの実施態様では、ED50 は、その最大応答
又は効果の５０％を生ずる薬物の用量、又は代替的には、検査対象又は標品の５０％で所
定の応答を生ずる用量、を意味する。用語「LD50」は当業で公知である。いくつかの実施
態様では、LD50 は検査対象の５０％で致命的である薬物の用量を意味する。用語「治療
指数」は、LD50/ED50で定義される、ある薬物の治療的指数を言う当業で公知の用語であ
る。
【００４３】
　用語「インシュリン耐性」とは、正常量のインシュリンが、インシュリン耐性を有さな
い対象における生物学的応答に比較して正常以下の生物応答を生ずる状態を言う。
【００４４】
　ここで論じる「インシュリン耐性障害」とは、インシュリン耐性により引き起こされる
、又は、インシュリン耐性に寄与する、いずれかの疾患又は状態を言う。例には：糖尿病
、妊娠性糖尿病、肥満、メタボリック症候群、インシュリン耐性症候群、Ｘ症候群、イン
シュリン耐性、高血圧、高血圧、高血中コレステロール、異脂肪血症、高脂血症、異脂肪
血症、脳卒中、冠状動脈疾患又は心筋梗塞を含むアテローム硬化性疾患、高血糖症、高イ
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ンシュリン血症及び／又は高プロインシュリン血症、糖耐性障害、インシュリン放出遅延
、虚血性心疾患、狭心症、うっ血性心不全、脳卒中を含む糖尿病合併症、痴呆における認
知機能、網膜症、末梢神経疾患、腎症、糸球体腎炎、
糸球体硬化症、ネフローゼ症候群、高血圧性腎硬化症、特定の種類の癌（例えば子宮内膜
、乳房、前立腺、及び結腸）、妊娠合併症、女性の生殖能不全（例えば月経不全、不妊、
排卵異常、多嚢胞性卵巣疾症候群（PCOS））、脂肪異栄養、コレステロール関連障害、例
えば胆石、胆嚢炎及び胆石症、通風、閉塞性睡眠時無呼吸及び呼吸器の問題、変形性関節
症、並びに骨粗鬆症などの骨の喪失の防止及び治療、がある。
【００４５】
　ここでDNA又はRNAなどの核酸に関して用いられる用語「単離された」とは、巨大分子の
天然源に存在する、それぞれ他のDNA又はRNAから分離された分子を言う。更にここで用い
られる単離されたという用語は、組換えDNA技術により作製された場合には細胞物質、ウ
ィルス物質、又は培養基を実質的に含まない、あるいは、化学合成された場合には化学的
前駆体又は他の化学物質を実質的に含まない、核酸又はペプチドも言う。更に、「単離さ
れた核酸」は、天然では断片として生じず、天然状態では見られないような核酸断片も包
含することを意図している。また用語「単離された」は、他の細胞内たんぱく質から単離
されたポリペプチドを言うためにここで用いられており、精製されたポリペプチド及び組
換えポリペプチドの両者を包含することを意図している。
【００４６】
　「ある細胞のNAD＋再利用経路を通るフラックスを調節する」とは、例えば図１に示す
ような、NAD＋再利用経路により生じるNAD＋分子の数を増加又は減少させることになるよ
うな作用を言う。
【００４７】
　ここで用いられる場合の用語「核酸」とは、デオキシリボ核酸（DNA）及び適当な場合
にはリボ核酸（RNA）などのポリヌクレオチドを言う。更にこの用語は、均等物として、
ヌクレオチド類似体から作成されるRNA又はDNAの類似体、そして解説する実施態様に該当
する場合には一本鎖（センス又はアンチセンス）及び二本鎖ポリヌクレオチドも包含する
ものと、理解されたい。EST、染色体、cDNA、mRNA、及びrRNAは、核酸と言及する場合の
ある分子の代表的な例である。
【００４８】
　文言「ある遺伝子に相当する核酸」とは、例えば当該遺伝子に特異的にハイブリダイズ
することのできる核酸など、当該遺伝子を検出するために用いることのできる核酸を言う
。
【００４９】
　用語「パーセント、同一である」とは、２つのアミノ酸配列間又は２つのヌクレオチド
配列間の配列同一性を言う。同一性は、それぞれ、比較を目的としてアライメントしても
よい各配列中のある一つの位置を比較することにより、決定することができる。比較され
た配列中の均等な位置が同じ塩基又はアミノ酸で占められていれば、その分子はその位置
において同一である。均等な部位が同じ又は類似のアミノ酸残基（例えば立体及び／又は
電子の性質、類似であるなど）で占められていれば、その分子をその位置において相同（
類似）であると言うことができる。相同性、類似性、又は同一性のパーセンテージでの表
現とは、比較された配列に共通の位置にある同一又は類似のアミノ酸の数の関数を言う。
FASTA、BLAST、又はENTREZを含め、多様なアライメント・アルゴリズム及び／又はプログ
ラムを用いてよい。FASTA及びBLASTはGCG配列解析パッケージ（ウィスコンシン州マジソ
ン、ウィスコンシン大学）の一部として入手することができ、デフォルト設定などして用
いることができる。ENTREZ はメリーランド州ベセズダの米国国立保健研究所、ナショナ
ル・ライブラリー・オブ・メディスン、ナショナル・センター・フォー・バイオテクノロ
ジー・インフォメーションから入手することができる。ある実施態様では、２つの配列の
同一性のパーセントは、例えば各アミノ酸ギャップを、それが２つの配列間の一個のアミ
ノ酸又はヌクレオチドのミス対合であるかのごとくに重みをつけるなど、ギャップ・ウェ
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イトを１にしたGCGプログラムにより決定することができる。アライメントのための他の
技術は、米国カリフォルニア州サンディエゴ、Harcourt Brace & Co.社の一部門であるAc
ademic Press社、Doolittle 編Methods in Enzymology, vol. 266: Computer
Methods for Macromolecular Sequence Analysis (1996)に解説されている。好ましくは
、配列中のギャップを許容するアライメント・プログラムを用いて配列をアライメントす
るとよい。Smith-Watermanは配列アライメントでギャップを許容するアルゴリズムの一種
である。Meth. Mol. Biol. 70: 173-187 (1997)を参照されたい。更に、Needleman 及びW
unsch のアライメント法を用いたGAPプログラムを用いて配列をアライメントすることも
できる。代替的な検索戦略はMASPARコンピュータで作動するMPSRCH
を用いるものである。MPSRCHはSmith-Waterman アルゴリズムを用いて大規模配列コンピ
ュータで配列を採点する。このアプローチは関係の遠い対合を拾い出す能力に優れており
、小さなギャップやヌクレオチド配列エラーについて特に寛容である。核酸にコードされ
たアミノ酸配列を用いてたんぱく質及びDNAデータベースの両方を検索することができる
。個々の配列を持つデータベースは上記のEnzymology、Doolittle編に解説されている。
データベースにはGenbank、EMBL、及び日本のDNA データベース (DDBJ)がある。
【００５０】
　「肥満した」個人又は肥満に苦しむ個人とは、一般に、少なくとも２５以上の体重指数
（BMI）を有する個人である。肥満にはインシュリン耐性が伴っても、又は伴っていなく
てもよい。
【００５１】
　ここで「寿命」又は細胞の「寿命」と交換可能に用いられている「複製寿命」とは、個
々の「母細胞」が生じる娘細胞の数を言う。他方「暦老化」とは、栄養分を枯渇させたと
きに非分裂細胞集団が生きたままでいられる時間の長さを言う。細胞の寿命は本発明の方
法を用いて少なくとも約20%、30%、40%、50%、60% 又は20% 乃至70%、30% 乃至60%、40 
乃至60% 又はそれ以上、増加させることができる。
【００５２】
　「Sir2ファミリ・メンバ」又は「Sir2たんぱく質ファミリ・メンバ」とは、Ｓ．セレビ
ジエSir2たんぱく質や、Sir2に実質的な構造類似性を有するいずれかのヒストン脱アセチ
ル化酵素、例えばヒト相同体 hSIRT1、hSIRT2、hSIRT3、hSIRT4、hSIRT5、hSIRT6 及びhS
IRT7など；並びにSir-2.1を言う。
【００５３】
　ここで用いられる場合の「低分子」は、約5 kD 未満、そして最も好ましくは約4
kD未満の分子量を有する組成物を言うことを意図している。低分子は核酸でも、ペプチド
でも、ポリペプチドでも、ペプチドミメティックでも、糖でも、脂質でも、又は他の有機
（炭素を含有する）もしくは無機分子でもよい。数多くの製薬企業が、しばしば真菌、細
菌又は藻類抽出物であり、ここで解説した検定のいずれかでスクリーニングすることので
きる化学的及び／又は生物学的混合物の広範なライブラリを有する。
【００５４】
　あるプローブの、テンプレート核酸の標的部位への「特異的ハイブリダイゼーション」
という用語とは、ハイブリダイゼーション・シグナルを明白に解釈できるような、プロー
ブの主に標的へのハイブリダイゼーションを言う。更にここで解説するように、特異的ハ
イブリダイゼーションに至るような条件は、相同性領域の長さ、当該領域のGC含有量、ハ
イブリッドの融解温度「Tm」に応じて様々であろう。従ってハイブリダイゼーション条件
は、ハイブリダイゼーション溶液及び洗浄液の塩濃度、酸性度、及び温度で異なるであろ
う。
【００５５】
　「ストレス」とは、成長、発達又は生殖のためのいずれかの非至滴条件を言う。「スト
レス条件」は熱ショック、浸透圧ストレス、DNA損傷性の作用物質、不適切な塩レベル、
不適切な窒素レベル、不適切な栄養分レベル、放射線又は毒性化合物、例えば毒素又は化
学戦争用の物質（例えば汚い爆弾や、バイオテロで用いられるであろう他の兵器）への暴
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露でもよい。「不適切なレベル」とは成長、発達、又は生殖にとって非至滴条件に至るレ
ベルを言う。
【００５６】
　状態又は疾患を「治療する」とは、当該状態又は疾患の少なくとも一つの症状を治癒さ
せたり、軽減することを言う。
【００５７】
　用語「治療的作用物質」は当業で公知であり、対象で局所的又は全身的に作用する生物
学的に、生理学的に、又は薬理学的に活性な物質であるいずれかの化学的部分を言う。更
にこの用語は、動物又はヒトにおける疾患の診断、治癒、軽減、治療又は防止や、望まし
い身体的又は精神的発達及び／又は状態の促進に用いられることを意図したいずれかの物
質も意味する。
【００５８】
　用語「治療効果」は当業で公知であり、薬理学的に活性な物質によって引き起こされる
、動物、特に哺乳動物、そしてより具体的にはヒト、における局所的又は全身的な効果を
言う。文言「治療上有効量」は、いずれかに治療に当てはまる妥当な利益／リスク比で何
らかの望まれる局所的又は全身的効果を生じるこのような物質の量を意味する。このよう
な物質の治療上有効量は、治療しようとする対象及び疾患又は状態、対象の体重及び年齢
、疾患又は状態の重篤度、投与の形態等、当業者であれば容易に決定することのできるも
のに依存して様々であろう。例えば、ここで解説されたいくつかの組成物を、このような
治療に当てはまる妥当な利益／リスク比で所望の効果を生じるために充分な量、投与して
もよい。
【００５９】
　あるポリペプチドの「バリアント」とは、中の一つ以上のアミノ酸残基が変更されてい
るような、当該ポリペプチドのアミノ酸配列を有するポリペプチドを言う。バリアントは
、置換されたアミノ酸が類似の構造的又は化学的特性を有する「保存的」変更を有するも
のであろう（例えばロイシンのイソロイシンへの置換など）。バリアントは「非保存的」
変更を有する場合もある（例えばグリシンのトリプトファンとの置換など）。同様な小さ
な変更にはアミノ酸の欠失又は挿入、あるいは両者が含まれよう。生物学的又は免疫学的
活性を損なわずにどのアミノ酸残基を置換、挿入、又は欠失させられるかを判断する際の
指針は、例えばLASERGENE ソフトウェア（DNASTAR）など、当業で公知のコンピュータ・
プログラムを用いて見出せよう。
【００６０】
　用語「バリアント」は、ポリヌクレオチド配列の文脈で用いられる場合、特定の遺伝子
又はそのコーディング配列のそれに関連するポリヌクレオチド配列を包含する場合がある
。更にこの定義には、例えば「アレル」、「スプライス」、「種」、又は「多型」バリア
ントなども含まれよう。スプライス・バリアントは、基準分子に対して有意な同一性を有
するであろうが、一般的には、mRNAプロセッシング中のエキソンの選択的スプライシング
のために、より多い又は少ない数のポリヌクレオチドを有するであろう。対応するポリペ
プチドは付加的な機能ドメインを持つか、あるいはドメインを無くしているであろう。種
バリアントは種間で異なるポリヌクレオチド配列である。その結果のポリペプチドは、一
般に、互いに対して有意なアミノ酸同一性を有するであろう。多型のばらつきは、ある一
つの種の個体間の特定の遺伝子のポリヌクレオチド配列のばらつきである。多型バリアン
トは、更にポリヌクレオチド配列が一個の塩基分異なるような「単一塩基多型（SNP）」
も包含する。SNPの存在は、例えば特定の集団、疾患状態、又はある疾患状態への性向の
指標である場合がある。
【００６１】
　用語「脂肪族の」は当業で公知であり、直線状、分枝状、環状のアルカン、アルケン、
又はアルキンを言う。いくつかの実施態様では、本発明における脂肪族の基は直線状又は
分枝状であり、１乃至約２０個の炭素原子を有する。
【００６２】
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　用語「アルキル」は当業で公知であり、直鎖アルキル基、分枝状アルキル基、シクロア
ルキル（脂環式）基、アルキル置換シクロアルキル基、及びシクロアルキル置換アルキル
基を含む飽和脂肪族基を包含する。いくつかの実施態様では、直鎖又は分枝鎖アルキルは
約３０個以下の炭素原子をその骨格に（例えば直鎖の場合 C1-C30 に、そして分枝鎖の場
合C3-C30 に）有し、そして代替的には約２０個以下を有する。同様に、シクロアルキル
は約３個乃至約１０個の炭素原子をそれらの環構造に有し、そして代替的には約５、６、
又は７個の炭素を環構造に有する。用語「アルキル」はまたハロ置換アルキルも包含する
ものと定義しておく。
【００６３】
　用語「アラルキル」は当業で公知であり、一個のアリール基（例えば芳香族又はヘテロ
芳香族の基）で置換されたアルキル基を言う。
【００６４】
　用語「アルケニル」及び「アルキニル」は当業で公知であり、上述のアルキルに長さ及
び可能な置換の点で同様であるが、それぞれ少なくとも一つの二重又は三重結合を含有す
る不飽和脂肪族の基を言う。
【００６５】
　炭素数を他に明示しない限り、「低級アルキル」とは、上に定義した通りの、しかし一
個乃至約１０個の炭素、代替的には１個乃至約６個の炭素原子を、その骨格構造に有する
アルキル基を言う。同様に、「低級アルケニル」及び「低級アルキニル」は同様の鎖長を
有するものである。
【００６６】
　用語「ヘテロ原子」は当業で公知であり、炭素又は水素以外のあらゆる元素の原子を言
う。ヘテロ原子の例には硼素、窒素、酸素、リン、硫黄及びセレンがある。
【００６７】
　用語「アリール」は当業で公知であり、５－、６－及び７－員環の単一環芳香族の基を
言い、この基にはゼロから４個のヘテロ原子が含まれていてもよく、例えばベンゼン、ピ
ロール、フラン、チオフェン、イミダゾール、オキサゾール、チアゾール、トリアゾール
、ピラゾール、ピリジン、ピラジン、ピリダジン及びピリミジン等である。環構造内にヘ
テロ原子を有するようなアリール基はさらに「アリールヘテロ環」又は「ヘテロ芳香族」
と言及される場合もある。芳香族の環は、一つ又はそれ以上の環位で、例えばハロゲン、
アジド、アルキル、アラルキル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヒドロキシ
ル、アルコキシル、アミノ、ニトロ、スルフヒドリル、イミノ、アミド、ホスホネート、
ホスフィネート、カルボニル、カルボキシル、シリル、エーテル、アルキルチオ、スルホ
ニル、スルホンアミド、ケトン、アルデヒド、エステル、ヘテロシクリル、芳香族又はヘ
テロ芳香族部分、－ＣＦ３、－ＣＮ等、上述したような置換基で置換されていてもよい。
「アリール」という用語には、さらに、二つ又はそれ以上の炭素が二つの隣り合った環に
共通である（これらの環が「縮合環」である）二つ又はそれ以上の環を有すると共に、環
のうちの少なくとも一つが芳香族であり、例えばその他の環がシクロアルキル、シクロア
ルケニル、シクロアルキニル、アリール、及び／又は、ヘテロシクリルであるような、多
環式の系が含まれる。
【００６８】
　オルト、メタ及びパラという用語は当業で公知であり、それぞれ1,2-、1,3-、及び1,4-
二置換ベンゼンを言う。例えば1,2-ジメチルベンゼン及びオルト-ジメチルベンゼンとい
う名称は同義である。
【００６９】
　「ヘテロシクリル」又は「ヘテロ環式の基」という用語は当業で公知であり、環構造が
１個から４個のヘテロ原子を含むような、３員環から約１０員環構造、代替的には３員環
から約７員環を言う。ヘテロ環はまた多環であってもよい。ヘテロシクリル基には、例え
ば、チオフェン、チアントレン、フラン、ピラン、イソベンゾフラン、クロメン、キサン
テン、フェノキサンテン、ピロール、イミダゾール、ピラゾール、イソチアゾール、イソ
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キサゾール、ピリジン、ピラジン、ピリミジン、ピリダジン、インドリジン、イソインド
ール、インドール、インダゾール、プリン、キノリジン、イソキノリン、キノリン、フタ
ラジン、ナフチリジン、キノキサリン、キナゾリン、チノリン、プテリジン、カルバゾー
ル、カルボリン、フェナントリジン、アクリジン、ピリミジン、フェナントロリン、フェ
ナジン、フェナルサジン、フェノチアジン、フラザン、フェノキサジン、ピロリジン、オ
キソラン、チオラン、オキサゾール、ピペリジン、ピペラジン、モルホリン、ラクトン、
アゼチジノン及びピロリジノンなどのラクタム、スルタム、スルトン等がある。ヘテロ環
式の環は、一つ又はそれ以上の位置で、上述したような置換基、例えばハロゲン、アルキ
ル、アラルキル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヒドロキシル、アミノ、ニ
トロ、スルフヒドリル、イミノ、アミド、ホスホネート、ホスフィネート、カルボニル、
カルボキシル、シリル、エーテル、アルキルチオ、スルホニル、ケトン、アルデヒド、エ
ステル、一個のヘテロシクリル、一個の芳香族又はヘテロ芳香族の部分、－ＣＦ３、－Ｃ
Ｎ等で置換されていてもよい。
【００７０】
　「ポリシクリル」又は「多環式の基」という用語は、当業で公知であり、複数の環が「
縮合環である」など、二つ又はそれ以上の炭素が二つの隣り合った環に共通であるような
二つ又はそれ以上の環（例えばシクロアルキル、シクロアルケニル、シクロアルキニル、
アリール、及び／又はヘテロシクリル、など）を言う。隣り合っていない原子を通じて接
合された環は「架橋」環と呼ばれる。多環の環のそれぞれは、例えばハロゲン、アルキル
、アラルキル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヒドロキシル、アミノ、ニト
ロ、スルフヒドリル、イミノ、アミド、ホスホネート、ホスフィネート、カルボニル、カ
ルボキシル、シリル、エーテル、アルキルチオ、スルホニル、ケトン、アルデヒド、エス
テル、一個のヘテロシクリル、一個の芳香族又はヘテロ芳香族部分、－ＣＦ３、－ＣＮ等
といった上述したような置換基で置換されてもよい。
【００７１】
　「炭素環」という用語は当業で公知であり、環の各原子が炭素であるような芳香族又は
非芳香族の環を言う。
【００７２】
　「ニトロ」という用語は当業で公知であり、－ＮＯ２を言い、用語「ハロゲン」は当業
で公知であり、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ又は－Ｉを言い；用語「スルフヒドリル」は当業で
公知であり、－ＳＨを言い；「ヒドロキシル」という用語は－ＯＨを意味し、そして「ス
ルホニル」という用語は当業で公知であり、－ＳＯ２

－を言う。「ハリド」は、ハロゲン
の対応する陰イオンを指し、「プソイドハリド」は、Cotton and Wilkinson による“Adv
anced Inorganic Chemistry” の５６０に記載された定義を有する。
【００７３】
　「アミン」及び「アミノ」という用語は、当業で公知であり、例えば、一般式：
【００７４】
【化１】

【００７５】
（但し式中、Ｒ５０、Ｒ５１及びＲ５２はそれぞれ独立に一個の水素、一個のアルキル、
一個のアルケニル、－（ＣＨ２）ｍ－Ｒ６１を表すか、又はＲ５０及びＲ５１は、これら
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が結合したＮ原子と一緒になって、環構造内に４個から８個の原子を有するヘテロ環を完
成するものであり、Ｒ６１は一個のアリール、一個のシクロアルキル、一個のシクロアル
ケニル、一個のヘテロ環、又は一個の多環を表し、そしてｍはゼロか、又は１から８まで
の間の一整数である）で表すことができる部分など、非置換及び置換アミンの両方を言う
。いくつかの実施態様では、Ｒ５０又はＲ５１の一方のみが、一個のカルボニルであって
もよく、例えばＲ５０、Ｒ５１及びこの窒素が一緒になって一個のイミドを形成していな
いなどである。他の実施態様では、Ｒ５０及びＲ５１（及び任意にＲ５２）はそれぞれ独
立に一個の水素、一個のアルキル、一個のアルケニル、又は－（ＣＨ２）ｍ－Ｒ６１を表
す。このように、「アルキルアミン」という用語は、置換又は非置換の一個のアルキルを
それに結合させて有する、即ちＲ５０及びＲ５１の少なくとも一方がアルキル基であるよ
うな、上に定義した通りのアミン基を包含する。
【００７６】
　用語「アシルアミノ」は当業で公知であり、一般式：
【００７７】

【化２】

【００７８】
（但し式中、Ｒ５０は上に定義した通りであり、そしてＲ５４は一個の水素、一個のアル
キル、一個のアルケニル、又は、－（ＣＨ２）ｍ－Ｒ６１（但し式中、ｍ及びＲ６１は上
に定義した通りである）を表す）で表すことのできる部分を言う。
【００７９】
　「アミド」という用語はアミノ置換カルボニルとして当業で公知であり、一般式：
【００８０】
【化３】

【００８１】
（但し式中、Ｒ５０及びＲ５１は上に定義した通りである）によって表すことのできる部
分を含む。アミドのいくつかの実施態様には不安定な可能性のあるイミドは含まれないで
あろう。
【００８２】
　「アルキルチオ」という用語は、それに硫黄ラジカルを付着させて有した、上に定義し
た通りのアルキル基を言う。いくつかの実施態様では、「アルキルチオ」部分は、－Ｓ－
アルキル、－Ｓ－アルケニル、－Ｓ－アルキニル、及び－Ｓ－（ＣＨ２）ｍ－Ｒ６１（但
し式中、ｍ及びＲ６１は上に定義した通りである）のうちの一つで表される。代表的なア
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ルキルチオ基には、メチルチオ、エチルチオ等がある。
【００８３】
　「カルボニル」という用語は当業で公知であり、一般式：
【００８４】
【化４】

【００８５】
（但し式中、Ｘ５０は一個の結合であるか、又は一個の酸素もしくは一個の硫黄を表し、
そしてＲ５５及びＲ５６は一個の水素、一個のアルキル、一個のアルケニル、－（ＣＨ２

）ｍ－Ｒ６１、又は薬学的に許容可能な塩を表し、Ｒ５６は一個の水素、一個のアルキル
、一個のアルケニル又は－（ＣＨ２）ｍ－Ｒ６１（但しこの式中、ｍ及びＲ６１は上に定
義した通りである）を表す）で表すことのできるような部分を含む。Ｘ５０が一個の酸素
であり、そしてＲ５５又はＲ５６が水素でない場合、この式は一個の「エステル」を表す
ことになる。Ｘ５０が一個の酸素であり、Ｒ５５が上に定義した通りである場合、この部
分はここではカルボキシル基と言及されており、特にＲ５５が一個の水素である場合、こ
の式は「カルボン酸」を表すものである。Ｘ５０が一個の酸素であり、そしてＲ５６が水
素である場合、この式は「ギ酸塩」を表すことになる。一般的には、上の式の酸素原子が
硫黄に置換された場合、この式は「チオールカルボニル」基を表すことになる。Ｘ５０が
一個の硫黄であり、Ｒ５５又はＲ５６が水素でない場合、この式は「チオールエステル」
を表すものである。Ｘ５０が一個の硫黄であり、Ｒ５５が水素であれば、この式は「チオ
ールカルボン酸」を表すことになる。Ｘ５０が一個の硫黄であり、Ｒ５６が水素であれば
、この式は「チオールホルメート」を表すことになる。他方、Ｘ５０が一個の結合であり
、そしてＲ５５が水素でない場合、上の式は一個の「ケトン」基を表すものである。Ｘ５
０が一個の結合であり、そしてＲ５５が水素である場合、上の式は「アルデヒド」基を表
す。
【００８６】
　用語「アルコキシル」又は「アルコキシ」は当業で公知であり、一個の酸素ラジカルを
付着させて有する、上に定義した通りのアルキル基を言う。代表的なアルコキシル基には
、メトキシ、エトキシ、プロピルオキシ、ｔ－ブトキシ等がある。「エーテル」は一個の
酸素によって共有結合により連結された二つの炭化水素である。従って、アルキルをエー
テルにするようなアルキルの置換基は、例えば、－Ｏ－アルキル、－Ｏ－アルケニル、－
Ｏ－アルキニル、－Ｏ－（ＣＨ２）ｍ－Ｒ６１（但し式中、ｍ及びＲ６１は上に説明した
通りである）のうちの一つで表すことができるものなど、アルコキシルであるか、又はア
ルコキシルに似ている。
【００８７】
　いずれかの構造において２箇所以上あるような、例えばアルキル、m、n等の各表現の定
義は、同じ構造の他の箇所でのその定義から独立であると意図されている。
【００８８】
　トリフリル、トシル、メシル、及びノナフリルという用語は当業で公知であり、それぞ
れトリフルオロメタンスルホニル、p-トルエンスルホニル、メタンスルホニル、及びノナ
フルオロブタンスルホニル基を言う。トリフレート、トシレート、メシレート、及びノナ
フレートという用語は当業で公知であり、それぞれトリフルオロメタンスルホネートエス
テル、p-トルエンスルホネートエステル、メタンスルホネートエステル、及びノナフルオ
ロブタンスルホネートエステル官能基、及びこれらの官能基を含有する分子を言う。
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【００８９】
　Ｍｅ、Ｅｔ、Ｐｈ、Ｔｆ、Ｎｆ、Ｔｓ、及びＭｓという略語は、それぞれメチル、エチ
ル、フェニル、トリフルオロメタンスルホニル、ノナフルオロブタンスルホニル、ｐ－ト
ルエンスルホニル、及びメタンスルホニルを表す。当業の有機化学者が用いる省略のより
包括的なリストは、ジャーナル・オブ・オーガニック・ケミストリの各巻の第一版に見ら
れるが、このリストは典型的には、スタンダード・リスト・オブ・アブリビエーションズ
という標題の表で提供されている。
【００９０】
　本発明の組成物中に含まれるいくつかの化合物は、特定の幾何学的もしくは立体異性体
形状で存在していてもよい。加えて、本発明の化合物は光学的に活性であってもよい。本
発明は、cis-及びtrans-異性体、R-及びS-エナンチオマー、ジアステレオマー、(D)-異性
体、（L)-異性体、これらのラセミ混合体、並びにこれらの他の混合体を含め、あらゆる
このような化合物を、本発明の範囲に入るものとして考察する。更なる非対称の炭素原子
がアルキル基などの置換基に存在していてもよい。このような異性体や、それらの混合物
はすべて、本発明に包含される。
【００９１】
　例えば、本発明のある化合物の特定のエナンチオマを欲しい場合、これは非対称合成又
はキラル補助による誘導法で調製することができ、この場合、その結果得られたジアステ
レオマー混合物を分離し、補助基を開裂させて所望の純粋なエナンチオマを得る。あるい
は、分子がアミノなどの塩基性の官能基を含有する場合、又はカルボキシルなどの酸性の
官能基を含有する場合、適した光学的に活性な酸又は塩基でジアステレオマーの塩を形成
した後、このように形成されたジアステレオマーを、当業で公知の分別晶出又はクロマト
グラフィ手段で分離した後、純粋なエナンチオマを回収する。
【００９２】
　「置換」又は「で置換された」には、このような置換が、置換される原子及び置換基に
とって可能な原子価に従ったものであり、その置換の結果、例えば、転位、環化、除去又
は他の反応といった変換を自発的には行わないなど、安定した化合物ができるという、暗
黙の前提が含まれるものと理解されよう。
【００９３】
　更に「置換された」という用語は、有機化合物のあらゆる許容できる置換基を含むもの
として考察されている。広い意味では、この許容可能な置換基には、有機化合物の非環式
及び環式、分枝状及び非分枝状、炭素環式及びヘテロ環式、芳香族及び非芳香族の置換基
が含まれる。置換基の例には、例えば、上に説明したものがある。許容可能な置換基は、
適当な有機化合物にとっては、一つ又はそれ以上であってもよく、同じ又は異なるもので
あってもよい。本発明の目的のためには、窒素などのヘテロ原子は水素置換基、及び／又
は、そのヘテロ原子の原子価を満たす、ここに説明した有機化合物のいずれかの許容可能
な置換基を有していてもよい。本発明は、いかなる態様でも、有機化合物の許容可能な置
換基によって限定されることを意図してはいない。
【００９４】
　本発明の目的のために、化学元素は、ハンドブック・オブ・ケミストリー・アンド・フ
ィジックス、第６７版、１９８６－８７、表紙内側のＣＡＳバージョンの元素周期表に基
づいて同定されている。更に本発明の目的のためには、用語「炭化水素」は、少なくとも
一個の水素及び一個の炭素原子を有する、あらゆる許容可能な化合物を包含するものと、
意図されている。広い局面では、前記の許容可能な炭化水素には、置換されていても、又
は置換されていなくともよいが、非環式及び環式、分枝状及び非分枝状、炭素環指式及び
ヘテロ環式、芳香族及び非芳香族の、有機化合物が含まれる。
【００９５】
　いずれかの構造において２箇所以上あるような、例えば低級アルキル、m、n、p等の各
表現の定義は、同じ構造の他の箇所でのその定義からは独立であることが意図されている
。
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【００９６】
　用語「薬学的に許容可能な塩」は当業で公知であり、例えば本発明の組成物に含まれる
ものなど、化合物の比較的に非毒性の無機及び有機の添加塩を言う。
【００９７】
　用語「薬学的に許容可能な担体」は当業で公知であり、いずれか対象の組成物又はその
成分を一つの器官又は身体部分から、別の器官又は身体部分に運ぶ又は輸送することに関
与する、例えば液体又は固体の充填剤、希釈剤、医薬品添加物、溶媒又は封入剤など、薬
学的に許容可能な物質、組成物又は賦形剤を言う。各担体は、当該の組成物及びその成分
に対して適合性があり、かつ、患者にとって有害でないという意味において「許容可能」
でなくてはならない。薬学的に許容可能な担体として役立つであろう物質のいくつかの例
には：（１）乳糖、ブドウ糖及びショ糖などの糖類；（２）コーンスターチ及びいもでん
ぷんなどのでんぷん；（３）カルボキシメチルセルロースナトリウム、エチルセルロース
及びセルロースアセテートなどのセルロース及びその誘導体；（４）粉末トラガカント；
（５）麦芽；（６）ゼラチン；（７）タルク；（８）ココアバター及び座薬用ろうなどの
医薬品添加物；（９）ピーナッツ油、綿実油、紅花油、ごま油、オリーブ油、コーン油及
び大豆油などの油類；（１０）プロピレングリコールなどのグリコール；（１１）グリセ
リン、ソルビトール、マンニトール及びポリエチレングリコールなどのポリオール；（１
２）オレイン酸エチル及びラウリン酸エチルなどのエステル；（１３）寒天；（１４）水
酸化マグネシウム及び水酸化アルミニウムなどの緩衝剤；（１５）アルギン酸；（１６）
無発熱原水；（１７）等張の生理食塩水；（１８）リンガー液；（１９）エチルアルコー
ル；（２０）リン酸緩衝溶液；及び（２１）薬剤調合に用いられる他の非毒性適合性物質
、がある。
【００９８】
　用語「全身投与」、「「全身投与する」、「末梢投与」、及び「末梢投与する」は当業
で公知であり、皮下投与など、それが患者の全身に入り、代謝及び他の同様のプロセスに
遭うような、中枢神経系に直接投与する以外の当該組成物、治療薬又は他の物質の投与を
言う。用語「非経口投与」及び「非経口投与する」は当業で公知であり、通常は注射によ
る、腸管及び局所投与以外の投与形態を言い、その中には、限定はしないが、静脈内、筋
肉内、動脈内、鞘内、嚢内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下、関
節内、被膜下、くも膜下、脊髄内、及び胸骨内注射及び輸注がある。
【００９９】
２．　細胞の寿命を増加させる、あるいは、それを特定のストレスから防御する方法
　ある実施態様では、NAD＋再利用経路を通るフラックスを増加させることにより、細胞
の寿命を増加させる、及び／又は、特定のストレスから細胞を防御する。これは、例えば
NPT1、PNC1、NMA1 及び NMA2から成る群より選択されるたんぱく質など、NAD＋再利用経
路に関与する少なくとも一種のたんぱく質のレベル又は活性を増加させるなどにより、達
成することができる。
【０１００】
　細胞内で当該たんぱく質の発現を命令する転写調節配列に作動可能に連結した当該たん
ぱく質をコードする核酸を細胞に導入するなどにより、細胞内でのたんぱく質レベルを増
加させることができる。細胞内で核酸を発現させる方法や、それを行うために適した転写
調節因子は当業で公知である。代替的には、通常はリポソームなど細胞内へのたんぱく質
進入を容易にするベクタの存在下で、細胞内にたんぱく質を導入することができる。さら
にたんぱく質をその目的用の経細胞輸送ペプチドに連結することもできる。更に他の方法
では、内因性遺伝子の発現を刺激する作用物質を細胞に接触させる。このような作用物質
はここで更に解説する通りに同定することができる。
【０１０１】
　Ｓ．セレビジエニコチネートホスホリボシルトランスフェラーゼ (NPT1) をコードする
ヌクレオチド配列と、それにコードされたたんぱく質をそれぞれSEQ ID No: 1 及び2に記
載する。NPT1 は「LSR2」としても知られる。Ｓ．セレビジエNPT1 の完全cDNA とコード
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されたたんぱく質はそれぞれGenBank 受託番号NC_001147 及びAAB5931に提供されており
、それぞれSEQ ID NO: 1 及び2として記載されている。受託番号L11274 及びAAB59317も
、それぞれＳ．セレビジエヌクレオチド及びアミノ酸配列を言うもののようである。細菌
でのNPT1 ホモログはPncBである(35、37 及び 38)。E.coliのNPT1 はGenBank 受託番号J0
5568として提供される。そのヒトヌクレオチド及びアミノ酸配列はそれぞれGenBank 受託
番号BC006284及びAAH06284、並びに X71355 及びCAA50490として提供される。AH32466 及
びBC032466 はChong et al. (1993) Genomics
18:355に解説されている。そのヒトヌクレオチド及びアミノ酸配列も、それぞれSEQ ID N
O: 13 及び 14として提供され（そして GenBank 受託番号BC032466に相当する）ている。
そのヒトたんぱく質は「腎リン酸ナトリウム輸送たんぱく質」とも呼ばれる。マウスNPT1
ヌクレオチド及びアミノ酸配列はGenBank
受託番号 X77241及び CAA54459に提供され、 Chong et al. (1995) Am. J.
Physiol. 268:1038に解説されている。マウスNPT1のプロモータ領域はGenBank受託番号AF
361762 として提供され、Soumounou
et al. (2001) Am J. Physiol. 281: F1082に解説されている。NPT1 はまた IMAGE Clone
として番号3957135としても記載されている。NPT1 ホモログのアライメントを図１５に記
載する。
【０１０２】
　Ｓ．セレビジエPNC1 をコードするヌクレオチド及びそれにコードされたたんぱく質を
、それぞれSEQ ID No: 3 及び 4に記載するが、これらはそれぞれGenBank 受託番号 NC_0
01139 及びNP_011478に相当する。PNC1 はニコチンアミドのニコチン酸及びアンモニアへ
の加水分解を触媒する細菌たんぱく質pncAの酵母ホモログである。開放読み取り枠（ORF
）YGL037とも呼ばれるＳ．セレビジエPNC1は Ghislain et
al. (2002) Yeast 19:215に解説されている。Arachis hypogaea PNC1のヌクレオチド及び
アミノ酸配列は GenBank受託番号M37636 及びAAB06183 に提供されており、Buffard et a
l. (1990) PNAS 87:8874に解説されている。潜在的ヒトホモログのヌクレオチド及びアミ
ノ酸配列はそれぞれGenBank 受託番号BC017344 及びAAH17344； それぞれAK027122 及び 
NP_078986；それぞれXM_041059 及び XP_041059；並びにそれぞれNM_016048 及びNP_0571
32,に提供されている。潜在的ヒトPNC1のヌクレオチド及びアミノ酸配列はそれぞれSEQ I
D NO: 15 及び 16に記載されており；GenBank
受託番号 BC017344に相当する。ヒト、ハエ及びＳ．セレビジエPNC1 のアライメントを図
１６に記載する。PNC1のヒト機能的ホモログは、更にここで解説するNAMPRTである。
【０１０３】
　Ｓ．セレビジエNMA1をコードするヌクレオチド配列と、それにコードされたたんぱく質
をそれぞれSEQ ID No: 5 及び6に記載するが、これらはそれぞれGenBank 受託番号
NC_001144.2 及びNP_013432に相当する。Ｓ．セレビジエNMA1 はSmith et al.
(2000) PNAS 97:6658に解説されたORF YLR328に相当する。NMA1 は細菌NaMNAT遺伝子のＳ
．セレビジエホモログである。ヒトホモログのヌクレオチド及びアミノ酸配列はそれぞれ
GenBank 受託番号 NM_022787 及びNP_073624；それぞれAK026065 及び BAB15345；それぞ
れ AF459819 及びAAL76934；それぞれXM_087387 及びXP_087387；並びにそれぞれAF34556
4 及び AAK52726、NP_073624; AAL76934; NP_073624; 及びAF314163に提供されている。
ヒトNMA1のヌクレオチド及びアミノ酸配列はそれぞれSEQ ID NO: 17 及び18に記載されて
おり、GenBank
受託番号NM_022787に相当する。IMAGE Cloneは番号4874147 及びHRC クローン hrc08458
で提供されている。細菌ホモログは例えばZhang et al. (2002) Structure 10:69に解説
されている。
【０１０４】
　Ｓ．セレビジエNMA2をコードするヌクレオチド配列及びそれにコードされたたんぱく質
はそれぞれSEQ ID No: 7 及び8に記載されており、これらはそれぞれ GenBank 受託番号N
C_001139 及びNP_011524に相当する。Ｓ．セレビジエNMA2 はEmanuelli et al. (1999) F
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EBS Lett. 455:13に解説されたORF
YGR010に相当する。NMA2 は細菌NaMNATホモログのＳ．セレビジエホモログである。ヒト
ホモログのヌクレオチド及びアミノ酸配列はそれぞれGenBank 受託番号 NM_015039 及びN
P_055854に提供されている。ヒトNMA2のヌクレオチド及びアミノ酸配列をそれぞれSEQ ID
 NO: 19 及び 20に記載するが、これらはGenBank
受託番号 NM_015039に相当する。
【０１０５】
　当業であれば、完全長たんぱく質、又は、このようなたんぱく質をコードする核酸ある
いはそれらの一部分をここで解説された方法に従って用いることができることは明白であ
ろう。あるたんぱく質の一部分は、好ましくはその生物学的に活性な部分であるとよい。
生物学的に活性な部分は当業で公知の方法に従い、かつ、特定のたんぱく質の活性を観察
することのできる検定法を用いて、特定することができる。NPT1たんぱく質の活性を判定
する検定法は、例えばPescanglini et al. (1994) Clin.
Chim. Acta 229: 15-25及び Sestini et al. (2000) Archives of
Biochem. Biophys. 379:277に解説されている。PNC1たんぱく質の活性を判定する検定法
は、例えばGhislain et al. Yeast 19:215に解説されている。NMA1 及びNMA2 たんぱく質
の活性を判定する検定法は、例えば上記のSestini et al.に解説されている。代替的には
、このようなたんぱく質の活性を、細胞の寿命が判定される検定で検査することもできる
。例えばある細胞に、NPT1、PNC1、NMA1 又は NMA2 たんぱく質の一部分をコードする配
列の一つ以上のコピーを含む核酸か、あるいはコントロール核酸をトランスフェクトし、
この細胞の寿命を比較する。当該たんぱく質のうちの一つの一部分をトランスフェクトさ
れた細胞の寿命がより長くなれば、そのたんぱく質のその部分は生物学的に活性な部分で
あることの指標となる。細胞の寿命を判定する検定法は当業で公知であり、またここで更
に解説されている。具体的には、哺乳動物細胞の寿命を判定する検定法は、例えばCell G
rowth, Differentiation and
Senescence: A Practical Approach.  George
P. Studzinski (ed.) に解説された通りに行うことができる。 寿命を測定する代わりに
、あるたんぱく質の一部分が生物学的に活性な部分であるかどうかを判定するためなど、
ヒートショックなどの特定のストレスに対するトランスフェクト細胞の耐性を測定するこ
ともできる。特定のストレスに対する耐性を測定する方法は当業で公知であり、また更に
ここで解説されている。具体的には、ヒートショックに対する哺乳動物細胞の耐性を判定
する検定法は、例えばBunelli et al. (1999) Exp. Cell
Res. 262: 20に解説された通りに行うことができる。
【０１０６】
　NPT1、PNC1、NMA1 又はNMA2 たんぱく質の部分に加え、一箇所以上のアミノ酸の欠失、
挿入又は追加を含有するたんぱく質など、他のバリアントを、このたんぱく質が生物学的
に活性であることを条件に、用いることができる。アミノ酸変更の例には保存的アミノ酸
置換がある。他の変更には非天然型のアミノ酸への置換がある。NPT1、PNC1、 NMA1 又は
 NMA2 をコードする核酸に高い、又は中程度のストリンジェンシー条件下でハイブリダイ
ズする核酸にコードされたたんぱく質 であって、生物学的に活性であるｍのを用いるこ
ともできる。例えば 65 oC の0.2 乃至 1 ×SSCでのハイブリダイゼーション、続いて 65
 oC の0.2 × SSC での洗浄という高いストリンジェンシー条件下でNPT1、PNC1、NMA1 又
はNMA2 をコードする遺伝子にハイブリダイズする核酸を用いることができる。室温の6×
のSSC、続いて室温の2×のSSCでの洗浄という低いストリンジェンシー条件下でNPT1、PNC
1、NMA1 又はNMA2 をコードする遺伝子にハイブリダイズする核酸も用いることができる
。他のハイブリダイゼーション条件には、40又は50℃の3×SSC、続いて20、30、40、50、
60、又は65 oCの1又は2×SSCでの洗浄、がある。ハイブリダイゼーションは、ハイブリダ
イゼーションのストリンジェンシーを更に高める、例えば10%、20%、30% 40% 又は50%な
どのホルムアルデヒドの存在下で行うことができる。核酸ハイブリダイゼーションの理論
及び実際は、例えばS. Agrawal (ed.) Methods in Molecular Biology,
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volume 20に解説されており；そしてTijssen (1993) Laboratory Techniques in biochem
istry and
molecular biology-hybridization with nucleic acid probes、例えば第１部２章の
“Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe
assays,” Elsevier, New
York 刊、は核酸ハイブリダイゼーションの基本的な指針を提供している。
【０１０７】
　たんぱく質例は少なくとも約50%、70%、80%、90%、好ましくは少なくとも約95%、更に
より好ましくは少なくとも約98%、そして最も好ましくは少なくとも99%
の相同性又は同一性を野生型NPT1、PNC1、NMA1 又は NMA2 たんぱく質又はその一ドメイ
ン、例えば触媒ドメイン、に有するものであろう。他のたんぱく質例は、野生型 NPT1、P
NC1、NMA1 又はNMA2 核酸、例えばここに解説したものなど、に対して少なくとも約90%、
好ましくは少なくとも約95%、更により好ましくは少なくとも約98%、そして最も好ましく
は少なくとも99%、相同又は同一であるような核酸にコードされたものであろう。
【０１０８】
　他の実施態様では、たんぱく質は、経細胞輸送ペプチドに融合させたたんぱく質など、
融合たんぱく質である。融合たんぱく質は、更に、当該たんぱく質を精製する、及び／又
は、それを検出するために用いることのできる異種ペプチドを含んでいてもよい。
【０１０９】
　他の実施態様では、非天然発生型のたんぱく質バリアントを用いる。このようなバリア
ントはペプチドミメティックであってもよい。
【０１１０】
　更に他の実施態様では、NPT1、PNC1、NMA1 及び NMA2から成る群より選択される一種以
上のたんぱく質の活性を亢進又は増加させる。これは、例えばこれらのたんぱく質のうち
の一つの酵素活性など、当該活性を増加させる化合物に細胞を接触させるなどにより、達
成することができる。このような化合物を同定する検定法は、ここで更に解説されている
。
【０１１１】
　好適な実施態様では、NAD＋再利用経路を通るフラックスを、細胞内のNAD+、NADHのレ
ベル及びNAD+/NADH比を実質的に変えることなく、増加させる。NAD+ 及び NADHの比、並
びにこれらの２つの分子の比は、例えば実施例で解説する通りに、判定することができる
。
【０１１２】
　哺乳動物、ヒト又は非ヒト、又はこれらの細胞にポリヌクレオチドを導入するいずれの
手段を、本発明の様々なコンストラクトを目的のレシピエントに送達するために、本発明
の実施に適合させられよう。本発明のある実施態様では、トランスフェクション、即ち「
裸の」DNAの送達や、あるいはコロイド状分散系との複合体に入れて、DNAコンストラクト
を細胞に送達する。コロイド状の系には、巨大分子錯体、ナノカプセル、マイクロスフィ
ア、ビーズ、並びに、水中油乳濁液、ミセル、混合ミセル、及びリポソームを含む脂質ベ
ースの系がある。本発明の好適なコロイド状系は、脂質と錯体形成した、又は、リポソー
ムで調合された、DNAである。前者の方法では、脂質などとのDNAの調合前に、所望のDNA
コンストラクトを持つ導入遺伝子を含有するプラスミドを、まず、発現に向けて経験的に
最適化してもよい（例えば5'側非翻訳領域にイントロンを含めたり、不要な配列を削除す
るなど（Felgner, et al., Ann NY Acad Sci 126-139, 1995）。次に、多様な脂質又はリ
ポソーム材料とのDNAの調合を、公知の方法及び材料を用いて行い、レシピエントの哺乳
動物に送達してもよい。例えばCanonico
et al, Am J Respir Cell Mol Biol 10:24-29, 1994; Tsan et al, Am J Physiol 268;
Alton et al., Nat Genet. 5:135-142, 1993 及びCarsonらの米国特許第5,679,647号を参
照されたい。
【０１１３】
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　リポソームの標的決定は、解剖学的因子及び機械的因子に基づいて分類することができ
る。解剖学的分類は、器官特異的、細胞特異的、及びオルガネラ特異的など、選択性のレ
ベルに基づくものである。機械的標的決定は、それが受動的であるか、又は能動的である
かに基づいて区別することができる。受動的標的決定は、リポソームが、洞様毛細血管を
含有する、器官内の細網内皮系組織の細胞に分布していく自然な傾向を利用するものであ
る。他方、能動的な標的決定は、天然の局在発生部位以外の器官又は細胞種を標的に決定
するために、モノクローナル抗体、糖、糖脂質、又はたんぱく質などの特異的リガンドに
リポソームを結合させたり、あるいは、リポソームの組成又はサイズを変更したりするこ
とによる、リポソームの変更に関係する。
【０１１４】
　標的決定された送達系の表面は、多様な方法で修飾できよう。リポソームにより標的決
定された送達系の場合、リポソーム二重層と安定に結合した状態に標的決定リガンドを維
持するために、リポソームの脂質二重層に脂質の基を取り込むことができる。脂質の鎖を
標的決定リガンドに接合するには多様な結合基を用いることができる。裸のDNAや、又は
、リポソームなどの送達賦形剤に結合させたDNAを、対象の複数の部位に投与することが
できる（下を参照されたい）。
【０１１５】
　本発明の好適な方法では、ウィルスベクタを用いてDNAコンストラクトを送達する。導
入遺伝子は、例えば組換えレトロウィルス、アデノウィルス、アデノ随伴ウィルス（AAV
）、及び１型単純疱疹ウィルス１など、遺伝子治療で有用な多種のウィルスベクタや、又
は組換え細菌又は真核性プラスミドのいずれに取り入れてもよい。多様なウィルスベクタ
を本発明の実施に用いてもいいが、AAV-及びアデノウィルスベースの方法が特に関心が持
たれる。このようなベクタは一般に、in vivo、特にヒトへの外因性遺伝子の移動に選択
される組換え遺伝子送達系であると理解される。ウィルスベクタの選択及び使用に関する
以下の付加的な指針が開業医には助かるであろう。以下で更に詳述するように、当該の発
現コンストラクトのこのような実施態様は、多様な in vivo 及びex vivo 遺伝子治療プ
ロトコルでの使用に特に考察されるものである。
【０１１６】
　本発明で有用なウィルス遺伝子送達系は、アデノウィルス由来ベクタを用いるものであ
る。36kBの直線状及び二本鎖DNAウィルスであるというアデノウィルスの遺伝子的構成の
知見により、アデノウィルスDNAの大型の一片を、最高8kBまでの外来配列に置換すること
が可能である。レトロウィルスとは対照的に、ホスト細胞へのアデノウィルスDNAの感染
は染色体組込みを引き起こさない。なぜならアデノウィルスDNAは、潜在的な遺伝毒性な
しでエピソームの様に複製することができるからである。更にアデノウィルスは構造上安
定であり、広範な増幅後でも何らゲノム再編成が検出されたことはない。アデノウィルス
は、事実上すべての上皮細胞に、それらの細胞周期段階に関係なく、感染することができ
る。現在までのところ、アデノウィルス感染は、例えばヒトにおける呼吸器疾患など、軽
度の疾患に関連するようである。
【０１１７】
　アデノウィルスは、その中程度のゲノム・サイズ、操作容易性、高力価、幅広い標的細
胞範囲、及び高い感染性のために、遺伝子移動ベクタとして特に好適である。このウィル
ス粒子は比較的に安定であり、精製及び濃縮になじみ、そして上述したように、感染性の
範囲に影響するように改変することができる。加えて、アデノウィルスは成長及び操作が
容易であり、 in vitro 及びin vivoで幅広いホスト範囲を示す。 このグループのウィル
スは、例えば109 - 1011

プラーク形成単位 (PFU)/mlなど、高力価で得ることができ、またそれらは感染性も高い
。アデノウィルスの生命周期にはホスト細胞ゲノムへの組込みは必要でない。アデノウィ
ルス・ベクタにより送達される外来遺伝子はエピソーム性であり、従ってホスト細胞に対
する遺伝毒性は低い。野生型アデノウィルスを用いたワクチンの研究では何ら副作用が報
告されたことはない（Couch et al., 1963; Top et al., 1971）ことから、in vivoでの
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遺伝子移送ベクタとしてのそれらの安全性や治療上の可能性が実証されている。更に、外
来のDNAについてのアデノウィルス・ゲノムの運搬能は他の遺伝子送達ベクタと比較して
も高い（最高８キロベース） (上記のBerkner et
al.；Haj-Ahmand and Graham
(1986) J. Virol. 57:267)。現在用いられており、従って本発明にとって好適な大半の複
製欠陥アデノウィルスベクタはウィルスE1及びE3遺伝子の全部又は一部を欠失しながらも
アデノウィルスの遺伝物質の８０％もを保持するものである（例えば 上記のJones et al
., (1979) Cell 16:683; Berkner
et al.；及びGraham et al., in
Methods in Molecular Biology, E.J. Murray,
Ed. (Humana, Clifton, NJ, 1991) vol. 7. pp. 109-127を参照されたい）。本発明の挿
入されるポリヌクレオチドの発現は、例えばE1Aプロモータ、主要後期プロモータ (MLP) 
及び関連するリーダ配列、ウィルスE3プロモータ、又は外因的に加えられるプロモータ配
列の制御下にあってよい。
【０１１８】
　アデノウィルスのゲノムは、目的の遺伝子産物をコードしてはいるが、正常な溶解によ
るウィルス生命周期の点ではその複性能の点で不活化しているように操作することができ
る（例えば Berkner et al., (1988) BioTechniques 6:616; Rosenfeld et al.,
(1991) Science 252:431-434; and Rosenfeld et al., (1992) Cell 68:143-155を参照さ
れたい)。アデノウィルス株 Ad 型 5 dl324 又は他のアデノウィルス株（例えば Ad2、Ad
3、Ad7等） を由来とする適したアデノウィルスベクタが当業者に公知である。組換えア
デノウィルスは、非分裂細胞には感染することができない点で特定の状況下で有利である
と考えられ、気道上皮（上記のRosenfeld et al., (1992) ）、内皮細胞（Lemarchand et
 al., (1992) PNAS USA
89:6482-6486）、肝細胞 (Herz and Gerard, (1993) PNAS USA
90:2812-2816) 及び筋細胞 (Quantin et al., (1992) PNAS USA
89:2581-2584)を含め、幅広い細胞種に感染させるために用いることができる。
【０１１９】
　アデノウィルスはまた細胞種特異的であってもよく、即ち限られた種類の細胞にしか感
染しない、及び／又は、限られた細胞種でしか導入遺伝子を発現しないようにすることが
できる。例えば、当該遺伝子は、１９９７年１２月１６日に発行されたHenderson and Sc
huurによる米国特許第5,698,443号などで解説されるように、ある遺伝子を標的ホスト細
胞により特異的に調節される転写開始領域の転写制御下に含む。このように、例えば細胞
特異的応答因子を挿入するなどにより、 E1A 又はE1Bなど、複製に必要なたんぱく質の合
成を調節することで、複製コンピテントなアデノウィルスを特定の細胞に限定することが
できる。
【０１２０】
　数多くのアデノウィルス種のDNA配列をGenbankから入手できる。例えば、５型ヒトアデ
ノウィルスはGenBank
受託番号M73260を有する。アデノウィルスDNA 配列は現在同定されている４２種のヒトア
デノウィルス種のいずれから得てもよい。多様なアデノウィルス株がメリーランド州ロッ
クビル、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションから、あるいは、多くの商業的
又は学術的ソースから要請により得ることができる。ここで解説する導入遺伝子は、制限
消化、末端のリンカ・ライゲーション又は充填、及びライゲーションにより、いずれのア
デノウィルス・ベクタ及び送達プロトコルでも、導入できよう。
【０１２１】
　アデノウィルス産生細胞系には、アデノウィルス遺伝子E1、E2a、及びE4 DNA 配列のう
ちの一つ以上を、例えばKadanらのPCT/US95/15947
(WO 96/18418) ；KovesdiらのPCT/US95/07341 (WO 95/346671) ；Imlerらの PCT/FR94/00
624 (WO94/28152) ；PerrocaudetらのPCT/FR94/00851
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(WO 95/02697) 、WangらのPCT/US95/14793 (WO96/14061) が解説するように、これらの遺
伝子のうちの一つ以上が変異又は欠失させられているようなアデノウィルス・ベクタをパ
ッケージするために含めることができる。
【０１２２】
　本ポリヌクレオチドの送達に有用な更に別のウィルスベクタ系はアデノ随伴ウィルス（
AAV）である。アデノ随伴ウィルスは、例えばアデノウィルス又は疱疹ウィルスなど、別
のウィルスを、効率的な複製及び生産的な生命周期のヘルパ・ウィルスをして要する天然
発生型の欠陥ウィルスである。（レビューについてはMuzyczka
et al., Curr. Topics in Micro. and Immunol. (1992) 158:97-129を参照されたい）。
【０１２３】
　AAVはいずれの疾患の原因とも関連付けられたことはない。AAVは形質転換性でも、又は
腫瘍原性ウィルスでもない。ヒト細胞系の染色体へのAAV組込みは、その細胞の成長特性
にも、あるいは形態学的特徴にも、何ら大きな変化を引き起こさない。AAVのこれらの特
性からも、潜在的に有用なヒト遺伝子治療ベクタとしてそれを推奨することができる。
【０１２４】
　更にAAVは、肺上皮細胞などの非分裂細胞にそのDNAを組み込ませると共に、高頻度の安
定な組込みを示す数少ないウィルスのうちの一つでもある（例えばFlotte
et al., (1992) Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356; Samulski et al.,
(1989) J. Virol. 63:3822-3828; 及びMcLaughlin et al., (1989) J. Virol. 62:1963-1
973を参照されたい）。３００塩基対と少ない数のAAVを含有するベクタを梱包し、組み込
むことができる。外因性のDNAのためのスペースは約4.5 kbに限られている。Tratschin e
t al., (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 などに解説されたAAVベクタを用いてDNA
を細胞に導入することができる。多様な核酸が様々な細胞種にAAVベクタを用いて導入さ
れてきた（例えばHermonat et al., (1984) PNAS USA
81:6466-6470; Tratschin et al., (1985) Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081; Wondisford
et al., (1988) Mol. Endocrinol. 2:32-39; Tratschin et al., (1984) J. Virol. 51:6
11-619;
及び Flotte et al., (1993)
J. Biol. Chem. 268:3781-3790を参照されたい）。
【０１２５】
　典型的に用いられるAAVベースの発現ベクタには、145個のヌクレオチドのAAV逆転末端
反復配列（ITR）が含まれるが、このITRは制限部位をフランクしており、この制限部位は
、導入遺伝子のサブクローニングに、直接用いたり、あるいは、制限酵素で導入遺伝子を
切り出した後、末端を平滑末端にし、適したDNAリンカをライゲートし、制限酵素、及びI
TR間の部位へのライゲートとすることで用いたりすることができる。AAVベクタの能力は
約4.4 kb である(Kotin, R.M., Human Gene Therapy 5:793-801,
1994 及び Flotte, et al. J.
Biol.Chem. 268:3781-3790, 1993)。
【０１２６】
　AAVのストックはHermonat and Muzyczka (1984) PNAS
81:6466に解説された通りに、しかし Samulski
et al. (1989) J. Virol. 63:3822が解説したpAAV/Adを用いて改変することで、作製する
ことができる。ウィルスの濃縮及び精製は、例えばin vivo でのAAVベクタ発現の最初の
報告(Flotte, et al. J.Biol. Chem.
268:3781-3790, 1993) で用いられたような塩化セシウム勾配でのバンディングや、ある
いは O'Riordan et al., WO97/08298に解説された通りのクロマトグラフィ精製など、報
告された方法により、行うことができる。in vitro でAAVベクタをパッケージする方法も
利用することができ、粒子にパッケージするDNAの大きさに制限がないという長所を有す
る（例えばZhou らによる１９９７年１１月１８日発行の米国特許第5,688,676号を参照さ
れたい）。この方法は、無細胞パッケージング抽出物の調製が関係する。
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【０１２７】
　アデノウィルスの一部分と、所定の導入遺伝子をプロモータ制御下でフランクする、AA
V由来の5’側及び3'側ITR配列とを含む核酸を含有するアデノウィルス・カプシドにより
表されるハイブリッドアデノウィルス-AAVベクタ。例えばWilson らによる国際特許公報N
o. WO 96/13598を参照されたい。このハイブリッド・ベクタはホスト細胞への高力価の導
入遺伝子送達と、rep遺伝子の存在下におけるホスト細胞染色体への該導入遺伝子の安定
な組込み能とを特徴とする。このウィルスは事実上全ての細胞種（そのアデノウィルス配
列によりもたらされる）に感染することができ、またホスト細胞ゲノムへの安定で長期の
導入遺伝子組込み（そのAAV配列によりもたらされる）を起こさせることができる。
【０１２８】
　このベクタで用いられるアデノウィルス核酸配列は、ハイブリッドウィルス粒子を作製
するためにヘルパウィルスの使用を要する最小配列量から、ハイブリッドウィルスプロセ
スでパッケージング細胞に欠失遺伝子産物を提供させることのできるような、アデノウィ
ルス遺伝子のうちの僅かに選択された部分の欠失しか含まないものまで、様々な範囲にす
ることができる。例えば、ハイブリッドウィルスは一個のアデノウィルスの5'側及び3'側
逆転末端反復配列（ITR）（複製開始点として機能する）を含むことができる。使用でき
るAd5ゲノムの左側末端配列（5’）配列は従来のアデノウィルスゲノムの塩基1から約360
までの範囲（マップ単位0-1とも言及）に渡り、5'側ITR及びパッケージング／エンハンサ
ドメインを含む。このハイブリッドウィルスの3'側アデノウィルス配列は、約５８０ヌク
レオチド（おおよそマップ単位98.4-100とも言及する、アデノウィルスの塩基約35,353－
末端右側末端3'側ITR配列）である右側末端3'ITR配列を含む。
【０１２９】
　ハイブリッドベクタの調製は、Wilkinsonらによる公開されたPCT出願である表題「Hybr
id Adenovirus-AAV Virus and Method of Use Thereof」 WO 96/13598 に詳述されている
。導入遺伝子を導入する方法及び材料、導入遺伝子を含有する組換えウィルスの増殖及び
精製、トランスフェクト細胞及び哺乳動物でのその使用を含め、本発明の実施において有
用であろうアデノウィルス及びハイブリッドアデノウィルス-AAV技術の更なる詳細な指針
については、更にWilson らのWO 94/28938、WO 96/13597 及びWO 96/26285、並びにそこ
で引用された参考文献を参照されたい。
【０１３０】
　レトロウィルスベクタを構築するためには、対象の核酸を特定のウィルス配列の代わり
にウィルスゲノム中に挿入して、複製欠陥ウィルスを作製する。ビリオンを作製するには
、gag、pol、及びenv遺伝子を含有するがLTR及びpsi成分のないパッケージング細胞系を
構築する (Mann et al. (1983) Cell
33:153)。ヒトcDNAを、レトロウィルスLTR及びpsi配列と一緒に含有する組換えプラスミ
ドをこの細胞系に（リン酸カルシウム沈殿法などにより）導入する場合、psi配列により
、組換えプラスミドのRNA転写産物がウィルス粒子内にパッケージされることが可能にな
り、こうして培養基に分泌される（Nicolas
and Rubenstein (1988) “Retroviral Vectors”, In: Rodriguez and Denhardt ed. Vec
tors:
A Survey of Molecular Cloning Vectors and their Uses. Stoneham:Butterworth;
Temin, (1986) “Retrovirus Vectors for Gene Transfer: Efficient Integration into
and Expression of Exogenous DNA in Vertebrate Cell Genome”, In: Kucherlapati
ed. Gene Transfer. New York: 上記Plenum Press; Mann et al., 1983）。次にこの組換
えレトロウィルスを含有する培地を採集し、選択的には濃縮し、遺伝子移送に用いる。レ
トロウィルスベクタは幅広い細胞種に感染することができる。組込み及び安定な発現には
ホスト細胞の分裂が必要である (Paskind et al. (1975) Virology 67:242)。この局面は
PVRの処置には特に重要である。なぜならこれらのベクタは増殖する細胞の選択的標的決
定、即ち、網膜上皮中の選択的標的決定、を可能にするものだからであり、これらはPVR
対象の眼内で増殖する唯一のものだからである。
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【０１３１】
　レトロウィルスの使用にとって大きな必須条件は、それらの使用の安全性、特に、細胞
集団中の野生型ウィルスの伝播の可能性に関する安全性、を確認することである。複製欠
陥レトロウィルスしか産生しない特化細胞系（「パッケージング細胞」と呼ばれる）の開
発により、遺伝子治療用のレトロウィルスの実用性が増し、欠陥レトロウィルスは、遺伝
子治療目的の遺伝子輸送での使用について良く特徴付けられている（レビューについては
 Miller, A.D. (1990) Blood 76:271を参照されたい）。レトロウィルスコーディング配
列（gag、pol、env）の一部が、例えばレトロウィルスを複製欠陥にするような転写アク
チベータなど、本発明のたんぱく質をコードする核酸に置換されているような組換えレト
ロウィルスを構築することができる。次にこの複製欠陥レトロウィルスをビリオンにパッ
ケージすると、このビリオンを用いて、標準的な技術によりヘルパウィルスを用いて標的
細胞を感染させることができる。組換えレトロウィルスを作製したり、このようなウィル
スにin vitro又はin vivoの細胞を感染させたりするプロトコルは、Current Protocols i
n
Molecular Biology, Ausubel, F.M. et al., (eds.) Greene Publishing Associates,
(1989), Sections 9.10-9.14 及び他の標準的な研究室用手引きに見ることができる。適
したレトロウィルスの例には、当業者に公知のpLJ、pZIP、pWE及び pEM がある。好適な
レトロウィルスはpSR
MSVtkNeo (Muller et al. (1991) Mol. Cell Biol. 11:1785 and pSR MSV(XbaI)
(Sawyers et al. (1995) J. Exp. Med. 181:307) 及びこれらの由来株である。例えば、B
amHIでこれらのベクタを消化してこれらのベクタの両方で非反復BamHI 部位を削除するこ
とができ、クレノウで充填して再ライゲートすれば、それぞれ pSMTN2 及び pSMTX2をCla
cksonらのPCT/US96/09948 に解説された通りに作製することができる。自己栄養性及び両
栄養性レトロウィルス系の両者を調製するために適したパッケージングウィルス系の例に
はCrip、Cre、2 及びAmがある。
【０１３２】
　レンチウィルスを含むレトロウィルスが、神経細胞、上皮細胞、網膜細胞、内皮細胞、
リンパ球、筋原細胞、肝細胞、骨髄細胞を含め、in vitro及び／又はin vivoの多種の遺
伝子を数多くの様々な細胞種に多種の遺伝子を導入するために用いられてきた（例えばFe
derico
(1999) Curr. Opin. Biotechnol. 10:448によるレビュー; Eglitis et al., (1985) Scie
nce 230:1395-1398; Danos and Mulligan,
(1988) PNAS USA 85:6460-6464; Wilson et al., (1988) PNAS USA 85:3014-3018; Armen
tano
et al., (1990) PNAS USA 87:6141-6145; Huber et al., (1991) PNAS USA
88:8039-8043; Ferry et al., (1991) PNAS USA 88:8377-8381; Chowdhury et al.,
(1991) Science 254:1802-1805; van Beusechem et al., (1992) PNAS USA
89:7640-7644; Kay et al., (1992) Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al.,
(1992) PNAS USA 89:10892-10895; Hwu et al., (1993) J. Immunol. 150:4104-4115; 米
国特許第4,868,116号；米国特許第4,980,286号；PCT 出願WO 89/07136; PCT 出願 WO 89/
02468; PCT 出願WO 89/05345; 及びPCT 出願 WO 92/07573を参照されたい）。
【０１３３】
　更に、ウィルス粒子の表面上のウィルスパッケージングたんぱく質を改変することによ
り、レトロウィルスの感染範囲、そして結果的にはレトロウィルスベースのベクタの感染
範囲を制限できることが示されている（例えばPCT 公報 WO93/25234、WO94/06920、及び 
WO94/11524を参照されたい）。例えば、レトロウィルスベクタの感染範囲を改変するため
の戦略には、: 細胞表面抗原に特異的な抗体をウィルスenvたんぱく質に結合させる；
(Roux et al., (1989) PNAS USA 86:9079-9083;  Julan et al., (1992) J. Gen Virol 7
3:3251-3255; 及び Goud et al., (1983) Virology 163:251-254)；又は、細胞表面リガ
ンドをウィルスenvたんぱく質に結合させる (Neda et al., (1991) J. Biol. Chem.
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266:14143-14146)がある。結合はたんぱく質又は他の多種（例えばenvたんぱく質をアシ
アロ糖たんぱく質に転化させる乳糖）との化学的架橋の形でも、融合たんぱく質作製（例
えば一本鎖抗体／env融合たんぱく質）の形でもよい。この技術は、特定の組織種に感染
を制限又は命令するために有用であるが、自己栄養性ベクタを両栄養性ベクタに変換する
ためにも用いることができる。
【０１３４】
　本発明のポリヌクレオチドを送達するために用いることのできる他のウィルスベクタ系
は、例えば単純疱疹ウィルス（１９９７年５月２０日発行のWooらによる米国特許第5,631
,236
号及びNeurovexによるWO 00/08191）などの疱疹ウィルス、ワクシニアウィルス (Ridgewa
y (1988) Ridgeway, “Mammalian expression vectors,” In:
Rodriguez R L, Denhardt D T, ed. Vectors: A survey of molecular cloning vectors
and their uses. Stoneham:
Butterworth,; Baichwal and Sugden (1986) “Vectors for gene transfer derived
from animal DNA viruses: Transient and stable expression of transferred genes,”
In: Kucherlapati R, ed. Gene transfer. New
York: Plenum Press; Coupar et al. (1988) Gene, 68:1-10)
及びいくつかのRNAウィルスから得られてきた。好適なウィルスには、アルファウィルス
、ポックスウィルス、アレナウィルス、ワクシニアウィルス、ポリオウィルス等がある。
これらは魅力的な特徴を多種の哺乳動物細胞にもたらす (Friedmann (1989) Science, 24
4:1275-1281 ; 上記のRidgeway, 1988；上記のBaichwal and Sugden, 1986；Coupar et a
l., 1988; Horwich et al.(1990)
J.Virol., 64:642-650)。
【０１３５】
　NPT1、PNC1、NMA1 及び NMA2 又はその生物学的に活性なバリアントから成る群より選
択されるたんぱく質などのたんぱく質をコードする核酸などを投与した対象の細胞内の当
該たんぱく質の発現は、例えばこの患者の細胞試料を得、コントロール試料に対するこの
試料中のたんぱく質レベルを判定するなどにより、判定することができる。
【０１３６】
　別の実施態様では、あるたんぱく質又はその生物学的に活性なバリアントを、それが標
的細胞に達して細胞膜を通過するように対象に投与する。ポリペプチドは原核生物又は真
核生物又はそれらの細胞内で産生させ、当業で公知の方法に従って精製することができる
。例えば組換えポリペプチドをヒト細胞、マウス細胞、ラット細胞、昆虫細胞、酵母細胞
、及び植物細胞で合成することができる。更にポリペプチドを、例えば網状赤血球又は麦
芽抽出物などのむ細胞抽出物中でも合成することができる。たんぱく質の精製は、例えば
クロマトグラフィ法（例えばRobert K Scopes “Protein Purification: Principles and
 Practice”
Third Ed. Springer-Verlag, N.Y. 1994を参照されたい）など、多様な方法で行うことが
できる。ある実施態様では、当該ポリペプチドを、約６つの連続したヒスチジン残基から
成るエピトープ・タグを含む融合ポリペプチドとして作製する。次にこの融合ポリペプチ
ドをNi++カラムで精製することができる。タグと当該ポリペプチドとの間にプロテアーゼ
部位を挿入することで、Ni++カラムで当該ペプチドを精製した後に、このタグを取り外す
ことができる。これらの方法は当業で公知であり、市販のベクタ及びアフィニティ・マト
リックスは市販のものを利用することができる。
【０１３７】
　ポリペプチドの投与は、上述したようにそれらをリポソームと混合することにより、行
うことができる。リポソームの表面は、リポソームを所望の生理学的位置に標的決定する
であろう分子を加えることで、改変することができる。
【０１３８】
　ある実施態様では、たんぱく質の細胞膜透過速度が増すように、たんぱく質を改変する
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。例えば、細胞による当該ペプチドの取り込みなどの「経細胞輸送」を促進する第二のペ
プチドに当該ポリペプチドを融合させることができる。ある実施態様では、当該ペプチド
はHIVトランス活性化（TAT）たんぱく質の一部分であり、例えばTATの残基37-62又は48-6
0に相当するフラグメントなど、in
vitroで細胞により急速に取り込まれる部分である(Green
and Loewenstein, (1989) Cell 55:1179-1188)。別の実施態様では、この内部移行性ペプ
チドはドゥロソフィラ-アンテナぺディアたんぱく質又はそのホモログを由来とする。ホ
メオたんぱく質アンテナぺディアの60アミノ酸長のホメオドメインは生物膜を透過して転
位することが実証されており、それを結合させた先の異種ポリペプチドの転位を容易にす
る。従って、経細胞輸送に向けて、ドゥロソフィラ-アンテナぺディアの約アミノ酸42-58
又はそれより短いフラグメントから成るペプチドにポリペプチドを融合させることができ
る。例えばDerossi
et al. (1996) J Biol Chem 271:18188-18193; Derossi et al. (1994) J Biol Chem
269:10444-10450; 及び Perez et al.
(1992) J Cell Sci 102:717-722を参照されたい。
【０１３９】
　別の実施態様では、細胞内のニコチンアミドの量を減らす。これは、例えばNAD＋再利
用経路、又は、ニコチンアミドを産生する他の経路の遺伝子発現を阻害するなどにより、
達成することができる。遺伝子阻害は、例えばニコチンアミドを産生するNAD＋再利用経
路遺伝子に対してRNAiを行うなど、ここで更に解説する通りに行うことができる。また、
ニコチンアミドのデノボ合成に関与する遺伝子を阻害することもできる。例えば細胞内の
ニコチンアミド・レベルは、ポリ（アデノシンジホスフェート－リボース）ポリメラーゼ
-1（PARP）のレベル又は活性を調節することにより、調節することができる。具体的には
、PARPはニコチンアミドを産生するため、この酵素のレベル又は活性を減らすことにより
、ニコチンアミド・レベルを減らすことができる。更に、NADを開裂させてニコチンアミ
ドにするグリコヒドロラーゼ（例えば、好中球などの免疫細胞表面上で発現するエクト酵
素であるヒトCD38；gi:4502665 及びGenBank 受託番号 NP_001766）のレベル又は活性を
減らすことによっても、細胞内のニコチンアミド・レベルを減らせよう。
【０１４０】
　更にニコチンアミド・レベルは、デノボニコチンアミド合成経路を阻害することでも減
らせよう。この経路に関与する遺伝子にはＳ．セレビジエのBNA遺伝子（BNA1-6）がある
。代替的には、ポリ（アデノシンジホスフェート-リボース）ポリメラーゼ（PARP）ファ
ミリー・メンバー、例えばPARP-1 及びPARPv 並びにタンキラーゼを阻害しても、ニコチ
ンアミド・レベルを減らすことができる。
【０１４１】
　更に、ニコチンアミドトランスポータのレベル又は活性を減らして、細胞内に輸入され
るニコチンアミドのレベルを下げることもできる。例えば酵母では、ニコチン酸はTna1（
ニコチネート／ニコチンアミドモノヌクレオチドトランスポート）たんぱく質により輸送
される。酵母TNA1のヒトホモログは以下のGenBank
受託番号を有する：gi:9719374 及び AAF97769; gi:6912666 及び NP_036566;
gi:18676562 及び AB84933; gi:12718201 及びCAC28600; gi:19263934 及びAAH25312;
gi:9966811 及びNP_065079; 及び gi:22761334 及びBAC11546。調節することのできる他
のヌクレオチド・トランスポータには細菌及びハエトランスポータや、それに対して相同
な以下のヒト遺伝子がある：gi:8923160 及び NP_060164; gi:14336678 及び AAK61212;
gi: 22749231 及びNP_689812; 並びにgi: 18603939 及びXP_091525。
【０１４２】
　代替的には、ニコチンアミドを代謝する、分解する又は阻害する酵素、例えばニコチン
アミドメチルトランスフェラーゼ (NNMT; EC 2.1.1.1；CAS登録番号 9029-74-7)とも呼ば
れるニコチンアミドN-メチルトランスフェラーゼなど、の活性を刺激する又はそのレベル
を増すことなどにより、ニコチンアミドレベルを減らす又はニコチンアミドを失活させる



(31) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

ことができる。この酵素は、S-アデノシル-L-メチオニン + ニコチンアミド = S-アデノ
シル-L-ホモシステイン + 1-メチルニコチンアミドの反応を触媒し、細胞からのニコチン
アミドの分泌を促進する（更に Cantoni (1951) J. Biol. Chem.
203-216を参照されたい）。そのヒト抗素は NNMTと言及され、その完全配列はGenBank 受
託番号 U08021 に、そしてそのヌクレオチド配列はSEQ ID NO: 9 として、そしてそのた
んぱく質についてはSEQ ID NO: 10として見ることができる (Aksoy et al. (1994) J. Bi
ol.
Chem. 269:14835 )。この酵素の酵母版はNNT1 (YLR258wとも言及される)と言及される。
【０１４３】
　ニコチンアミドを代謝し、ひいてはニコチンアミドのレベルを下げる更に別の酵素はニ
コチンアミドホスホリボシルトランスフェラーゼ (NAMPRT; E.C.2.4.2.12)である。その
ヒト遺伝子はプレＢ細胞コロニー亢進因子 1(PBEF1) 及びヴィスファチンとも言及され、
２つのアイソフォームで存在する（例えば Samal et
al. (1994) Mol. Cell. Biol. 14:1431, Rongwaux et al. (2002) Euro. J. Immunol. 32
:3225
及び Fukuhara et al.
Science 307:426-30 (2005); 米国特許第5,874,399号及び第6,844,163号を参照されたい
）。アイソフォームaの配列はGenBank 受託番号 NM_005746、NP_005737及び U02020で入
手可能であり、そして アイソフォームbの配列は GenBank 受託番号 NM_182790、NP_8775
91 及びBC020691で入手可能である。ヒトNAMPRT アイソフォームa
(NM_005746) のヌクレオチド及びアミノ酸配列をSEQ ID
NO: 21 及び22として記載する。ヒトNAMPRT アイソフォームb (BC020691) のヌクレオチ
ド及びアミノ酸配列をそれぞれSEQ ID NO: 11 及び 12として記載する。ヒトNAMPRT のゲ
ノムクローンの配列は
GenBank 受託番号AC007032に提供されている。ヒト遺伝子の構造はOgnjanovic et al. (2
001) J.
Mol. Endocrinol. 26:107に解説されている。酵母及びヒト細胞においては、PNC1 又は機
能的ヒトホモログあるいはこれらの均等物のレベルを増加させてニコチンアミド・レベル
を下げることができる。
【０１４４】
　ニコチンアミドを代謝することでニコチンアミドのレベルを下げるなど調節するであろ
うもう一つの酵素は、ヒト細胞のニコチンアミドモノヌクレオチド (NMN) アデニリルト
ランスフェラーゼである。このヒト酵素は NMNAT-1 (E.C.2.7.7.18)と言及される。以下
のGenBank 受託番号がヒト酵素に提供されている：NP_073624; NM_022787; AAL76934; AF
459819; 及び NP_073624; AF314163。このヒト遺伝子のバリアントが NMNAT-2 (KIAA0479
)というGenBank 受託番号 NP_055854 及び NM_015039
(Raffaelli et al. (2002) Biochem Biophys Res Commun 297:835)で見られるヒトバージ
ョンである。酵母細胞においては、NAD+ 再利用経路中のその均等な酵素はニコチネート
モノヌクレオチドアデニルトランスフェラーゼ 1 及び 2 (それぞれNMA1 及びNMA2)であ
る (E.C. 2.7.7.1)。
【０１４５】
　増加させるとニコチンアミド・レベルが下がると思われる更に別の酵素は、リボース5-
ホスフェートをPRPPという、NPT1の基質に転化させるホスホリボシルピロホスフェート (
PRPP) シンターゼ(PRPS)である。以下：GenBank 受託番号: gi:4506127 及び NP_002755
(Prps1); gi:4506129 及びNP_002756 (Prps2); gi:20539448; gi:4506133 及び NP_00275
8
(Prps 関連たんぱく質 2); gi:24418495 及び Q14558 (Prps 関連たんぱく質1); gi:1764
4236 及びCAD18892; gi:2160401 及び BAA05675
(Prps アイソフォーム1); 並びに gi:2160402 及びBAA05676 (Prps アイソフォーム2)の
番号を有するいくつかの関連酵素がある。
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【０１４６】
　細胞内のニコチンアミド・レベルを下げると、例えばDNA破壊の修復が刺激されるなど
、他の利点ももたらされるであろう。実際、PARP はニコチンアミドにより調節される （
ニコチンアミド は負の調節をPARPに対して行う）。このように、例えばここで更に解説
するように細胞内のニコチンアミドのレベルを調節すると、PARPの活性が調節されるであ
ろう。従って、PARPは、例えばDNA破壊の修復、テロメアの長さの調節、及びヒストンの
修飾など、数多くの細胞機能に関与しているため、ニコチンアミド・レベルを調節すると
これらの活性が調節されるであろう。例えば細胞内のニコチンアミド・レベルを下げると
PARPの活性が増し、ひいては細胞のDNA破壊修復機序が更に亢進するであろう。
【０１４７】
　哺乳動物細胞及び酵母細胞など、真核細胞で本発明の方法を応用することに加え、本方
法は更に、植物細胞にも、Sir2ファミリー・メンバーが植物に存在するという事実に少な
くとも基づき、応用することができる。従って、本発明は更に、植物及び植物細胞の寿命
を延長したり、そして植物及び植物細胞を過剰な塩条件などのストレスにより耐性にした
りする方法も提供するものである。これは、例えば酵母及び哺乳動物系で細胞の寿命及び
／又はストレス耐性を増すとしてここで解説したたんぱく質に基本的に相同な、植物細胞
内のたんぱく質のレベル又は活性を調節するなどにより、達成することができる。代替的
には、植物細胞内のニコチンアミドのレベルを、具体的には他の真核細胞でそれらのレベ
ルを調節するためにここで解説した通りに、減らすことができる。核酸は植物細胞に当業
で公知の方法に従って導入することができる。
【０１４８】
　例えば、以下は、細胞内のNAD+再利用経路を通るフラックスを調節する又はニコチンア
ミド・レベルを調節するために調節することのできる、上述した通りの遺伝子に相同な、
アラビドプシス-サラニア（原語：Arabidopsis
thalainia ）由来の遺伝子である。酵母PNC1のホモログ: gi
18401044 NP_566539.1 (推定上のヒドロラーゼ); gi
15237256 NP_1977131; 及び gi 15237258
NP_197714.1。酵母NPT1のホモログ: gi 2026021 AAM13003.1; gi 15234571
NP_195412.1; gi 25054896 AAN71931.1; 及び gi 15227832 NP_179923.1。酵母NMA1/2の
ホモログ: gi
22327861 NP_200392.2 及びgi 9758615
BAB09248.1。酵母NNT1 (YL285W)のホモログ: gi 20197178 AAC14529; gi 22325900
NP_565619.2; gi 15219438 NP_177475.1 （腫瘍関連たんぱく質）; gi 12324311 AA65212
0.1; gi:22330409
NP_683465; gi:15240506 NP_199767; gi 8778835 AAF79834.1; 及びgi 15231011
NP_188637。ヒトNNMTのホモログ: gi 15238203 NP_196623.  酵母QNS1のホモログ（NAD＋
再利用経路のNMA1/2 の下流にある遺伝子): gi:15221990 NP_175906。酵母BNA6のホモロ
グ:
gi:18379203 NP_565259 及び gi:21555686 AAM63914。
【０１４９】
　Sir2ファミリー・メンバーが原核生物などの微生物にも存在するという事実に基づき、
本発明の方法を用いて、 これらの生物の寿命及びストレス耐性を増すことができる。上
述したように、上記の完全長たんぱく質（例えばPARP、TNA1、NNMT、PBEF、NMN、NMNAT-1
、PRPP、並びにこれらのたんぱく質のホモログ及び均等物）、あるいはこのようなものを
コードする核酸、あるいはこれらのいずれかの部分、好ましくは生物学的に活性な部分、
を用いることができる。ホモログは、上で更に解説したように、他の種由来の相同たんぱ
く質でも、あるいは、特定のたんぱく質に対して特定の程度又はパーセンテージの同一性
を有するたんぱく質又は核酸であってもよい。上述したペプチドを含むものなどの融合た
んぱく質、あるいは、このようなものをコードする核酸、も用いることができる。このた
んぱく質又は核酸を細胞に接触させる、細胞に導入する、あるいは細胞内で発現させるこ
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することができる。代替的には、細胞内であるたんぱく質のレベル又はその活性を増すこ
とができる。例えば、当該たんぱく質をコードする遺伝子の発現を刺激する作用物質、あ
るいは、あるたんぱく質の活性を増す作用物質、を細胞に接触させることができる。
【０１５０】
　ある具体的な実施態様では、NAMPRT 又はそのホモログ又は均等物、あるいはそれらの
生物学的に活性なフラグメント（用語「バリアント」に含まれる）を細胞に接触される。
実施例で解説するように、NAMPRTは特定の条件下で動物の血清中に存在し、従って細胞に
作用すると予測される。従って、細胞の寿命を延ばしたり、あるいは、それをストレスか
ら防御したり、あるいはここで解説した他の生物活性のいずれかを誘導したりするために
、細胞を有効量のNAMPRT又はそのバリアントに接触させてもよい。動物においては、NAMP
RTを、例えばここで更に解説するように、医薬の投与用の従来手段のいずれかにより、投
与してもよい。
【０１５１】
　用いてもよいNAMPRTの生物学的活性部分の例には、NAMPRTたんぱく質、又は、細胞の寿
命又はその対ストレス耐性を調節することのできるペプチドフラグメント；酵素活性を有
するもの、及び、インシュリン受容体アラヴィスファチン（原語： ala Visfatin）に結
合及び／又は活性化することのできるもの、がある。更にフラグメントは、いずれかのア
イソフォームの約少なくとも20、50、100、200 又は300 アミノ酸から成っていてもよい
。NAMPRTたんぱく質のフラグメント例には、 成熟型のこのたんぱく質であると考えられ
るアイソフォームaのアミノ酸 15 又は32 から491 まで (SEQ ID NO:
22)がある（米国特許第5,874,399号を参照されたい）。NAMPRT は、例えばAsn 29 及び／
又は Asn 396で糖鎖付加していても、あるいは糖鎖付加していなくてもよい。
【０１５２】
　ここで解説されたNAMPRTたんぱく質又は他の細胞外たんぱく質を、ポリエチレングリコ
ールなどの水溶性のポリマで修飾してもよい。水溶性のポリマのたんぱく質の共有結合は
、当業で公知の技術を用いて行ってよく、また米国特許第4,179,937号に解説されている
。修飾されたこのポリペプチドは、例えば水溶液中での高い溶解度、高い安定性、長いin
 vivo半減期、 及び高い対生物活性などの望ましい特性を有しているであろう。
【０１５３】
　加えて、NAMPRT遺伝子の発現レベル又は該たんぱく質の活性を刺激する化合物又は作用
物質を用いることができる。公知の誘導物質には、pokeweekマイトジェン、リポ多糖
(LPS)、インターロイキン (IL)-1β、腫瘍壊死因子 (TNF)α及びIL-6 (Ognjanovic et al
. (2001) J. Mol. Endocrinol. 26:107)がある。NAMPRT 発現レベルの更なる誘導物質は
、例えば上記のゲノム・クローンに含まれるなどの当該遺伝子のプロモータ領域を用いた
検定法により、同定することができる。
【０１５４】
　別の実施態様では、細胞中のNAD＋再利用経路を刺激するステップは、当該細胞をニコ
チンアミドリボシド、NAD+の前駆体、あるいはこれらの生物学的に活性な類似体及び,及
び／又はプロドラッグに接触させるステップを含む。ニコチンアミドリボシドは、例えば
Bieganowski
et al. (2004) Cell 117:495で解説されているように、ホスファターゼでNMN（例えばSig
ma社製）を処理することにより、調製することができる。ニコチンアミドリボシドは酸化
した形でも、又は還元した形であってもよく、この後者はより安定であるようである (Fr
iedlos et al. (1992) Biochem Pharmacol. 44:631。 ニコチンアミド リボシド（1）を
下に示す。
【０１５５】
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【化５】

【０１５６】
　ニコチンアミドリボシド及びその類似体のいくつかは式Ａ：
【０１５７】
【化６】

【０１５８】
で表され、ただし式中、
　R はそれぞれ独立にH、アセチル、ベンゾイル、アシル、ホスフェート、スルフェート
、（アルキオキシ（原語：alkyoxy）メチル、トリアリールメチル、（トリアルキル）シ
リル、（ジアルキル）（アリール）シリル、（アルキル）（ジアリール）シリル、又は（
トリアルキル）シリルを表し；そして
　XはO 又はSを表す。
【０１５９】
　ニコチンアミドリボシドを、約1nMから10μMの濃度で細胞に接触させることができる。
選択的には、細胞を、ニコチンアミドリボシドをリン酸化してニコチンアミドモノヌクレ
オチド（NMN）を形成するニコチンアミドリボシドキナーゼ（Nrk）酵素のたんぱく質又は
活性レベルを増す作用物質に接触させてもよい。Nrkは酵母では一つの形Nrk1で、そして
ヒトでは２つの形 Nrk1 (それぞれGenBank A受託番号 NM_017881.1; NP_060351; SEQ ID 
NO: 27 及び 28) 及び Nrk2 (GenBank 受託番号NM_170678;
NP_733778; それぞれSEQ ID NO: 29 及び30)で存在する。



(35) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

【０１６０】
３．　細胞の寿命を減らす、又は、それを特定のストレスに対してより感受性にする、方
法
　ある実施態様では、細胞内でNPT1、PNC1、NMA1 及び NMA2から成る群より選択されるた
んぱく質の発現レベル又は活性を減少させる。 これは、対応する遺伝子の発現を阻害す
る作用物質を細胞内に導入することにより、達成することができる。作用物質は、対応す
る遺伝子のプロモータに直接又は間接的に作用してその転写を減らす又は阻害するような
低分子であってもよい。更に作用物質は、当該たんぱく質の対生物活性を阻害する化合物
であってもよい。また作用物質は、アンチセンス分子、三重項分子又はsiRNAであっても
よい。更に他の作用物質は、当該たんぱく質の対生物活性に干渉する、ドミナント・ネガ
ティブ変異体又は細胞内抗体又は他のたんぱく質などのあるたんぱく質をコードする核酸
である。このような方法は当業で公知である。方法例を以下に挙げる。
【０１６１】
　細胞内の遺伝子の発現レベルを減らす方法の一つは、標的遺伝子又はRNAの少なくとも
一部分に相補的なアンチセンス分子を細胞内に導入することである。ここで用いられる「
アンチセンス」核酸とは、コーディング及び／又は非コーディング領域に相補的ないくつ
かの配列のおかげで、翻訳開始領域など、標的RNAのうちの配列特異的（例えば非ポリA）
部分にハイブリダイズすることができる核酸を言う。本発明のアンチセンス核酸は、二本
鎖もしくは一本鎖でも、RNAもしくはRNAでも、あるいはこれらの修飾又は誘導体でもよい
オリゴヌクレオチドであってよく、制御可能な態様で細胞に直接、投与することができる
か、あるいは、標的RNAの翻訳を妨げるのに充分な制御可能な量を、外因性の導入された
配列の転写により細胞内で産生され得るものである。
【０１６２】
　好ましくは、アンチセンス核酸が少なくとも約６ヌクレオチドであるとよく、そして好
ましくはオリゴヌクレオチド（６乃至約２００個のオリゴヌクレオチド）であるとよい。
具体的な局面では、当該オリゴヌクレオチドは少なくとも１０ヌクレオチド、少なくなく
とも１５ヌクレオチド、少なくとも１００ヌクレオチド、又は少なくとも２００ヌクレオ
チドである。当該オリゴヌクレオチドはDNA又はRNAでも、又はキメラ混合物又はこれらの
誘導体又は修飾型でも、一本鎖又は二本鎖でもよい。当該オリゴヌクレオチドは塩基部分
、糖部分、又はリン酸骨格のいずれでも修飾することができる。当該オリゴヌクレオチド
には、例えばペプチド、又は、細胞膜を透過する移送を促す作用物質（例えばLetsinger 
et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 6553-6556;
Lemaitre et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 648-652: １９８８年１２月１５
日公開のPCT 公報WO 88/09810を参照されたい)、ハイブリダイゼーション惹起性開裂剤（
例えばKrol
et al., 1988, BioTechniques 6: 958-976を参照されたい）又はインターカレート剤（例
えば
Zon, 1988, Pharm. Res. 5: 539-549を参照されたい）など 、他の付属基が含まれていて
もよい。
【０１６３】
　本発明のある好適な局面では、アンチセンスオリゴヌクレオチドを、好ましくは一本鎖
DNAとして提供する。当該オリゴヌクレオチドは、その構造上のいずれの位置でも、当業
で公知の構成成分で修飾できよう。例えばアンチセンスオリゴヌクレオチドは、限定はし
ないが5-フルオロウラシル、5-ブロモウラシル、5-クロロウラシル、5-ヨードウラシル、
ヒポキサンチン、キサンチン、4-アセチルシトシン、5-(カルボキシヒドロキシルメチル)
 ウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジン、5-カルボキシメチルアミ
ノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、ベータ-D-ガラクトシルケオシン、イノシン、N6-
イソペンテニルアデニン、1-メチルグアニン、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグアニン
、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-メチルシトシン、5-メチルシトシン、N6-ア
デニン、7-メチルグアニン、5-メチルアミノメチルウラシル、5-メトキシアミノメチル-2
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-チオウラシル、ベータ-D-マンノシルケオシン、5'-メトキシカルボキシメチルウラシル
、5-メトキシウラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-オキシ
酢酸 (v)、ワイブトキソシン、プソイドウラシル、ケオシン、2-チオシトシン、5-メチル
-2-チオウラシル、2-チオウラシル、4-チオウラシル、5-メチルウラシル、ウラシル-5-オ
キシ酢酸メチルエステル、ウラシル-5-オキシ酢酸 (v)、5-メチル-2-チオウラシル、3-(3
-アミノ-3-N-2-カルボキシプロピル)ウラシル、(acp3)w、及び2,6-ジアミノプリンから成
る群より選択される少なくとも一つの修飾塩基部分を含んでもよい。
【０１６４】
　別の実施態様では、当該オリゴヌクレオチドは、限定はしないがアラビノース、2-フル
オロアラビノース、キシルロース、及びヘキソースから成る群より選択される少なくとも
一つの修飾糖部分を含む。
【０１６５】
　更に別の実施態様では、当該オリゴヌクレオチドは、ホスホロチオエート、ホスホロジ
チオエート、ホスホールアミドチオエート、ホスホールアミデート、ホスホールジアミデ
ート、メチルホスホネート、アルキルホスホトリエステル、及びホルムアセタール、ある
いはこれらの類似体から成る群より選択される少なくとも一つの修飾リン酸骨格を含む。
【０１６６】
　更に別の実施態様では、当該オリゴヌクレオチドは2-α-アノマー型オリゴヌクレオチ
ドである。α-アノマー型オリゴヌクレオチドは相補RNAと特異的二本鎖ハイブリッドを形
成し、この場合、通常のベータユニットとは対照的に、そのストランドは互いに並行に走
る（Gautier et al., 1987, Nucl. Acids Res. 15:6625-6641）。
【０１６７】
　当該オリゴヌクレオチドを、例えばペプチド、ハイブリダイゼーション惹起性架橋剤移
送物質、ハイブリダイゼーション惹起性開裂剤等の別の分子に結合させてもよい。アンチ
センス分子は「ペプチド核酸（PNA）」であってもよい。PNAとは、少なくとも約５ヌクレ
オチド長のオリゴヌクレオチドを、リジンを末端に持つアミノ酸残基のペプチド骨格に連
結して含むアンチセンス分子又は抗遺伝子物質を言う。この末端のリジンは当該組成物に
可溶性をもたらす。PNAは相補な一本鎖DNA又はRNAに優先的に結合して、転写産物の伸長
を停止させるが、PEG化してそれらの細胞内の寿命を延ばしてもよい。
【０１６８】
　本発明のアンチセンス核酸は標的RNA種の少なくとも一部分に相補な配列を含む。しか
しながら絶対的な相補性は好ましいながらも必要ではない。ここで言及される「RNAの少
なくとも一部分に相補的な」配列とは、RNAにハイブリダイズして安定な二重鎖を形成で
きるために充分な相補性を有する配列を意味し、従って二本鎖アンチセンス核酸の場合、
当該二重鎖DNAの一本の鎖を検査してもよく、あるいは三重項形成を検定してもよい。ハ
イブリダイズ能は相補性の程度と、アンチセンス核酸の長さの両方に依存するであろう。
一般に、ハイブリダイズする核酸が長いほど、それが含有するであろう標的RNAとの塩基
ミス対合が多くなり、それでも尚安定な二重鎖（又は場合によっては三重鎖）が形成され
ることになる。当業者であれば、標準的な手法を用いてハイブリダイズ後の複合体の融解
点を調べれば、許容可能なミス対合の程度を確認することができる。標的RNAの翻訳を阻
害する上で有効であろうアンチセンス核酸の量は標準的な検定技術により、決定すること
ができる。
【０１６９】
　その後、合成されたアンチセンス・オリゴヌクレオチドを制御された態様で細胞に投与
することができる。例えば、該アンチセンス・オリゴヌクレオチドを、これらが細胞に取
り込まれるであろう制御されたレベルの細胞成長環境下に置くことができる。該アンチセ
ンス・オリゴヌクレオチドの取り込みは、当業で公知の方法の使用により、支援すること
ができる。
【０１７０】
　代替的な実施態様では、本発明のアンチセンス核酸を、外因性の配列からの転写により
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細胞内で制御可能に発現させる。例えば、ベクタが細胞に取り込まれ、この細胞内でその
ベクタ又はその一部分が転写されて本発明のアンチセンス核酸（RNA）が産生されるよう
に、in
vivoにベクタを導入することができる。このようなベクタは、該アンチセンス核酸をコー
ドする配列を含有するであろう。このようなベクタはエピソーム性のまま留まっても、あ
るいは、それが転写された所望のアンチセンスRNAを産生し得る限り、染色体に組み込ま
せることもできる。このようなベクタは当業で標準的な組換えDNA技術法により構築する
ことができる。ベクタは、哺乳動物細胞での複製及び発現に用いられる、プラスミドでも
、ウィルスでも、又は当業で公知の他のものでもよい。該アンチセンスRNAをコードする
配列の発現は、目的の細胞内で作用することが当業で公知であればいずれのプロモータに
よってもよい。このようなプロモータは誘導性でも、又は構成的でもよい。最も好ましく
は、該アンチセンス・オリゴヌクレオチドの発現制御を達成するために、プロモータは、
外因性成分の投与により制御可能又は誘導可能であるとよい。このような制御可能なプロ
モータにはTet プロモータがある。哺乳動物細胞用の他の使用可能なプロモータには、限
定はしないが、 SV40初期プロモータ領域
(Bernoist and Chambon, 1981, Nature 290: 304-310)、ラウス肉腫ウィルスの3'側の長
い末端反復配列に含まれたプロモータ(Yamamoto et al., 1980, Cell 22: 787-797)、疱
疹チミジンキナーゼプロモータ (Wagner et al., 1981, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 78: 1441-1445) 、メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Brinster et
 al., 1982, Nature 296: 39-42）等 がある。
【０１７１】
　多種の癌に向けたアンチセンス治療法は臨床段階であり、文献では広範に議論されてき
た。Reedは腫瘍でBcl-2 遺伝子を狙ったアンチセンス治療法をレビューした；腫瘍細胞株
でBcl-2の遺伝子輸送媒介型過剰発現は数多くの種類の抗癌剤に対する耐性をもたらした
。(Reed,
J.C., N.C.I. (1997) 89:988-990)。rasのアンチセンス阻害剤の臨床開発の可能性がCows
ert, L.M., Anti-Cancer Drug Design (1997) 12:359-371に論じられている。更なる重要
なアンチセンス標的には白血病 (Geurtz, A.M., Anti-Cancer
Drug Design (1997) 12:341-358)；ヒトC-refキナーゼ (Monia, B.P., Anti-Cancer
Drug Design (1997) 12:327-339); 及びプロテインキナーゼC (McGraw et al., Anti-Can
cer Drug Design (1997) 12:315-326がある。
【０１７２】
　別の実施態様では、細胞内の特定のmRNA又はポリペプチドのレベルは、あるリボ酵素又
はこのようなものをコードする核酸を細胞内に導入することにより、減少させられる。mR
NA転写産物を触媒作用により開裂させるようにデザインされたリボ酵素分子を細胞に導入
する、あるいは、細胞内で過剰発現させることで、遺伝子の発現を阻害することができる
（例えばSarver et al., 1990, Science 247:1222-1225 及び米国特許第 5,093,246号を
参照されたい）。よく用いられるリボ酵素モチーフの一つはハンマーヘッドであり、この
ハンマーヘッドの基質配列要件は小さい。ハンマーヘッドリボ酵素のデザインはUsman et
 al., Current Opin.
Struct. Biol. (1996) 6:527-533に開示されている。Usmanはさらにリボ酵素の治療的使
用も論じている。更にリボ酵素をLong et al., FASEB J. (1993) 7:25; Symons, Ann. Re
v. Biochem. (1992) 61:641;
Perrotta et al., Biochem. (1992) 31:16-17; Ojwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 (USA)
(1992) 89:10802-10806;
及び米国特許第 5,254,678号が解説した通りに調製及び使用することができる。リボ酵素
によるHIV-I RNAの開裂は米国特許第5,144,019に解説されている；リボ酵素を用いてRNA 
を開裂させる方法は米国特許第5,116,742号に解説されており；そしてリボ酵素の特異性
を増す方法は米国特許第5,225,337号及びKoizumi et
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al., Nucleic Acid Res. (1989) 17:7059-7071に解説されている。ハンマーヘッド構造中
のリボ酵素フラグメントの調製及び使用も Koizumi
et al., Nucleic Acids Res. (1989) 17:7059-7071に解説されている。ヘアピン構造中の
リボ酵素フラグメントの調製及び使用はChowrira
and Burke, Nucleic Acids Res. (1992) 20:2835に解説されている。更に、リボ酵素は D
aubendiek and Kool, Nat.
Biotechnol. (1997) 15(3):273-277が解説した通りのローリング転写でも作製することが
できる。
【０１７３】
　遺伝子発現を減らす又は遮断するもう一つの方法は、配列特異的mRNA分解を媒介する二
本鎖低分子干渉性RNA（siRNA）を導入する方法である。RNA干渉（RNAi）は動物及び植物
で配列特異的な転写後遺伝子サイレンシングのプロセスであり、サイレントになる遺伝子
に配列上相同な二本鎖RNA（dsRNA）により惹起される。In vivoでは長いdsRNAはリボヌク
レアーゼIIIにより開裂させられて21- 及び22-ヌクレオチドの siRNAを生じる。21-ヌク
レオチドのsiRNA 二重鎖が、ヒト胚性腎（293）及びHeLa細胞 (Elbashir et al. Nature 
2001
;411(6836):494-8)を含む様々な哺乳動物細胞株で内因性及び異種の遺伝子の発現を特異
的に抑制することが示されている。従って、細胞内のある遺伝子の翻訳は、約15 乃至 30
ヌクレオチド、好ましくは約18 乃至 21 ヌクレオチド、そして最も好ましくは19 乃至 2
1 のヌクレオチドの長さを有する短い二本鎖RNAに細胞を接触させることにより、阻害す
ることができる。代替的には、このようなsiRNA、又は、代謝されてsiRNAになるようなヘ
アピンRNA、をコードするベクタを標的細胞に導入することができる（例えばMcManus et 
al. (2002) RNA 8:842; Xia et al. (2002) Nature
Biotechnology 20:1006; and Brummelkamp et al. (2002) Science 296:550を参照された
い。用いることのできるベクタは、例えばOligoEngine 社から名称 pSuper RNAi SystemT
Mなど、市販のものを利用することができる。
【０１７４】
　また、標的遺伝子の調節領域（即ち遺伝子プロモータ及び／又はエンハンサ）に相補な
デオキシリボヌクレオチド配列をターゲティングして、体内の標的細胞中の当該遺伝子の
転写を妨げる三重項らせん構造を形成させることでも、遺伝子発現を減らすことができる
。（概略的には, Helene, C. 1991, Anticancer Drug Des., 6(6):569-84; Helene, C., 
et
al., 1992, Ann, N.Y.
Accad. Sci., 660:27-36; 及びMaher, L.J., 1992, Bioassays 14(12):807-15を参照され
たい）。
【０１７５】
　更なる実施態様では、RNAアプタマーを細胞内に導入又は細胞内で発現させることがで
きる。RNA アプタマーは、例えばTat 及びRev RNA (Good et al., 1997, Gene Therapy 4
: 45-54) などのたんぱく質の翻訳を特異的に阻害することのできる特異的RNAリガンドで
ある。
【０１７６】
　ポリペプチドの対生物活性を減らす更に別の方法は、細胞内にドミナント・ネガティブ
変異体を導入する方法である。ドミナント・ネガティブ変異型ポリペプチドは、当該ポリ
ペプチドが通常相互作用する相手である分子と相互作用することで、この分子をめぐって
競合を起こすが、それが生物学的には不活性であるために、当該ポリペプチドの対生物活
性を阻害するものである。あるたんぱく質のドミナント・ネガティブ変異体は、例えば当
該ポリペプチドの基質結合ドメイン、触媒ドメイン、又は細胞内局在化ドメインを変異さ
せるなどにより、作製することができる。好ましくは変異型ポリペプチドが過剰産生する
とよい。このような効果を有する点変異が作られている。加えて、多様な長さの様々なポ
リペプチドを、あるたんぱく質の末端に融合させることで、ドミナント・ネガティブ変異
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体を生じさせることができる。ドミナント・ネガティブ変異体を作製するための一般的な
戦略を利用することができる。
Herskowitz, Nature
(1987) 329:219-222を参照されたい。
【０１７７】
　別の実施態様では、NPT1、PNC1、NMA1 及びNMA2から成る群より選択される一種以上の
たんぱく質の活性を減らす。これは、例えばこれらのたんぱく質のうちの一つの酵素活性
などの活性を阻害する化合物に細胞を接触させるなどにより、達成することができる。こ
のような化合物を同定する検定法をここに更に解説する。
【０１７８】
　別の実施態様では、細胞をニコチンアミドか、又は実質的の同じ対生物活性を有するそ
のバリアントに接触させることにより、細胞内のNAD＋再利用経路を通るフラックスを減
らす。ある好適な実施態様では、細胞を約0.1 mM乃至約100 mM、好ましくは約 1 mM 乃至
約 20mM、更により好ましくは 2 mM 乃至約10 mM、そして最も好ましくは約 5 mMの量の
ニコチンアミドに接触させる。ニコチンアミドは市販のものを利用することができる（例
えば実施例で提供したソースを参照されたい）。細胞はニコチンアミドに、所望の効果を
発揮させるために充分な時間、接触させる。例えば細胞を少なくとも６０分間又は少なく
とも約２４時間、ニコチンアミドに接触させることができる。更に細胞をニコチンアミド
に継続的に接触させてもよい。
【０１７９】
　ニコチンアミドに加え、細胞をその類似体に接触させることができる。類似体の例には
抗結核薬として販売されているピラジンアミドがある。類似体は、例えば類似体のコンビ
ナトリアル・ライブラリを所望の活性を有するものを探してスクリーニングするなどによ
り、同定することができる。例えば寿命を測定する検定法を用いるいことができる。代替
的には、ニコチンアミドの類似体、又は、Sir2ファミリー・メンバーのＣポケットと相互
作用する物質を、ここで更に解説するように合理的な薬物デザインにより同定することが
できる。
【０１８０】
　ニコチンアミドの類似体又は誘導体の例には、式Ｉ
【０１８１】
【化７】

【０１８２】
の化合物があり、但し式中、
　L はO、NR、又はSであり；
　Rはアルキル又はフェニルであり；
　R1 は-NH2、-O-alkyl、-N(R)2、又は-NH(R)であり；そして
　Het はヘテロアリール又はヘテロシクロアルキルである。
【０１８３】
　用いてもよい具体的な類似体には、式Ｉ及び付属の定義の化合物（但し式中、LはOであ
る）；式Ｉ及び付属の定義の化合物（但し式中、R1 は -NH2である）; 式Ｉ及び付属の定
義の化合物（但し式中、Het はピリジン、フラン、オキサゾール、イミダゾール、チアゾ
ール、イソキサゾール、ピラゾール、イソチアゾール、ピリダジン、ピリミジン、ピラジ
ン、ピロール、テトラヒドロフラン、1:4 ジオキサン、1,3,5-トリオキサン、ピロリジン
、ピペリジン、及びピペラジンから成る群より選択される；式Ｉ及び付属の定義の化合物
（但し式中、Hetはピリジンである）；式Ｉ及び付属の定義の化合物（但し式中、 L は O



(40) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

 であり、そしてR1 は -NH2である；式Ｉ及び付属の定義の化合物（但し式中、 Lは O で
あり、そしてHet はピリジンである； 式Ｉ及び付属の定義の化合物（但し式中、 R1 は 
-NH2
であり、そしてHet はピリジンである；及び式Ｉ及び付属の定義の化合物（但し式中、 L
 は Oであり、R1 は -NH2であり、そしてHet はピリジンである）がある。
【０１８４】
　用いることのできるニコチンアミドの他の類似体又は誘導体の例には、式II：
【０１８５】
【化８】

【０１８６】
の化合物があり、但し式中、
　L はO、NR、又はSであり；
　R はアルキル又はフェニルであり；
　R1 は-NH2、-O-アルキル、-N(R)2、又は-NH(R)であり；
　X はH、アルキル、-O-アルキル、OH、ハリド、又はNH2であり；そして
　n は1以上4以下の整数である。
【０１８７】
　用いてもよい具体的な類似体には、式II及び付属の定義の化合物（但し式中、L は Oで
ある）；式II及び付属の定義の化合物（但し式中、 R1 は -NH2である）；式II及び付属
の定義の化合物（但し式中、Xは H であり、そしてn は 4である）； 式II及び付属の定
義の化合物（但し式中、L は Oであり、そしてR1 は -NH2である）； 式II及び付属の定
義の化合物（但し式中、L は Oであり、X は Hであり、そしてn は 4である）；式II及び
付属の定義の化合物（但し式中、R1 は -NH2であり、X は Hであり、そしてn は 4である
）；及び式II及び付属の定義の化合物（但し式中、L は Oであり、R1 は -NH2であり、X 
は Hであり、そしてn は 4である）がある。
【０１８８】
　ここで解説された化合物の薬学的に許容可能な塩類及びプロドラッグも用いてよい。
【０１８９】
　概略的には、Sir2ファミリー・メンバーのいずれの阻害剤を用いても、細胞の寿命を減
らすことができる。好適な阻害剤は、例えばニコチンアミド又はその類似体など、Sir2フ
ァミリー・メンバーのCポケットに結合する分子である。
【０１９０】
　代替的には、ニコチンアミドを産生する酵素のレベル又は活性を、その寿命を減らした
い、又は、ストレスに対してそれをより感受性にしたい細胞内で増すことができる。例え
ば、NAD＋再利用経路中又はデノボ合成経路中でニコチンアミドの生合成に関与する酵素
のレベル又は活性を増すことができる。酵素の例は前の項で上述した通りである。細胞内
のニコチンアミドのレベルを増す更に別の方法は、例えば酵母及びヒト細胞のニコチンア
ミドメチルトランスフェラーゼ；ヒト細胞のニコチンアミドホスホリボシルトランスフェ
ラーゼ（上に論じた）及び酵母 NPT1 又はそのヒトホモログ（やはり上に解説した）など
、ニコチンアミドを直接的又は間接的に失活させる又は分解する阻害性酵素がある。遺伝
子発現レベル又はたんぱく質活性を調節する方法はここで更に解説されており、また当業
で公知である。
【０１９１】
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　NAMPRTの阻害剤にはFK866 (Hasmann and Schemainda, Cancer
Research, 63:7436-7442, 2003) や、WO97/48397 及びWO03/080054に解説された化合物が
ある。
【０１９２】
　更に他の実施態様では、NADを開裂させてニコチンアミドにするグリコヒドロラーゼの
レベル又は活性を増すことにより、ニコチンアミドレベルを増すことができる。更に、細
胞内のニコチンアミドのレベルを増すために、ニコチンアミド・トランスポータのレベル
又は活性を増すこともできる。
【０１９３】
　更に、細胞の寿命又はそれらの対ストレス耐性の低下は、上述した遺伝子に相当する植
物遺伝子を調節することにより、植物細胞及び微生物内でも達成することができる。これ
らの遺伝子は前項で解説されている。
【０１９４】
４．　細胞内のNAD＋再利用経路を通るフラックス又はニコチンアミドのレベルを調節す
る作用物質を同定する方法
　作用物質には、低有機分子などの低分子、又は、いずれかの生物巨大分子、例えば一本
鎖もしくは二本鎖のDNA又はRNAなどの核酸；たんぱく質又はペプチド；多糖；脂質；又は
これらの分子上の組合せ、がある。
【０１９５】
　ある実施態様では、細胞の寿命、又は特定の種類のストレスに対するその耐性、を調節
する化合物を同定する方法は、（ｉ）NPT1、PNC1、NMA1 及び NMA2から成る群より選択さ
れるたんぱく質を検査化合物に、前記たんぱく質の活性に影響するのに充分であろう時間
量、接触させるステップと、（ｉｉ）前記酵素の活性を判定するステップであって、但し
この場合、前記検査化合物の非存在下に比較したときの前記検査化合物の存在下における
前記酵素の活性の違いは、前記検査化合物が細胞の寿命を調節する化合物であることの指
標である、ステップとを含む。本方法は、更に、前記検査化合物に細胞を接触させるステ
ップと、前記細胞の寿命が調節されたかどうかを判定するステップとを含んでもよい。代
替的には、本方法は更に、前記検査化合物に細胞を接触させるステップと、例えばヒート
ショック、浸透圧ストレス、高温、カロリ制限、DNA損傷物質（例えば紫外線及びミトコ
ンドリア変異誘発物質である臭化エチジウム）、不適切な窒素条件など、特定のストレス
に対する前記細胞の耐性が調節されたかどうかを判定するステップとを含んでもよい。酵
素の活性の判定は、ここで更に解説する通りに行うことができる。更に、細胞の寿命又は
ヒートショック、浸透圧等のストレスに対するその耐性に検査化合物が及ぼす効果を測定
するステップを含むこともできる。
【０１９６】
　当業者であれば理解されるように、上記の検定法を、上述したものなどの上記のたんぱ
く質のうちの一つの生物学的活性な部分又はバリアントで行うこともできる。例えば、あ
るたんぱく質の一部分はその触媒部位から成るかも知れない。Ｓ．セレビジエ及びヒトNP
T1の触媒部位は、約アミノ酸209位と240位との間に位置する。Ｓ．セレビジエPNC1の触媒
部位は約アミノ酸150-186位に位置する。ヒトNMNAT (NMA1 及びNMA2のホモログ) の触媒
部位は約アミノ酸100-110
及び 280-310 （両方の配列とも活性部位に寄与する）に位置する。
【０１９７】
　別の実施態様では、本発明は、細胞の寿命又は特定の種類のストレスに対するその耐性
を調節する化合物を同定する方法を提供するものであり、本方法は、（ｉ）NPT1、PNC1、
NMA1 及び NMA2 から成る群より選択される遺伝子の転写調節核酸をレポータ遺伝子に作
動可能に連鎖させて含む細胞又はライセートを、検査化合物に、前記転写調節拡散に影響
するのに充分であろう時間量、接触させるステップと、（ｉｉ）前記レポータ遺伝子のレ
ベル又は活性を判定するステップであって、前記検査化合物の非存在下に比較したときの
前記検査化合物の存在下における前記レポータ遺伝子のレベル又は活性の違いは、前記検
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査化合物が細胞の寿命又は特定の種類のストレスに対するその耐性を調節する化合物であ
ることの指標である、ステップとを含む。更に本方法は、細胞を前記検査化合物に接触さ
せるステップと、前記細胞の寿命を調節されたかどうかを判定するステップとを含んでも
よい。更に本方法は、細胞を前記検査化合物に接触させるステップと、ヒートショックな
どの特定のストレスに対する前記細胞の耐性が調節されたかどうかを判定するステップと
を含んでもよい。転写調節核酸は当業で公知であるか、あるいは、当業で公知の方法に従
って容易に単離することができる。レポータ遺伝子は、蛍光活性化セルソーティングなど
、その発現を検出することのできるたんぱく質をコードしていればいずれの遺伝子であっ
てもよい。細胞は原核細胞でも、又は真核細胞でもよい。ライセートは、当業で公知の方
法に従って調製された、ある一個の細胞の完全なライセートであってもよく、あるいは、
ある細胞ライセートの一画分でも、又は、複数の細胞ライセートもしくは細胞ライセート
画分の組合せでもよい。更にライセートは一種以上の組換えたんぱく質を含んでいてもよ
い。
【０１９８】
　更に本発明は、細胞内のニコチンアミドのレベルを調節する方法も提供する。このよう
な方法は、細胞内のニコチンアミド・レベルを直接又は間接的に増す又は減らす酵素を調
節する作用物質を同定するステップを含んでもよい。酵素の例はここで解説されている。
検定法は、基本的にはNAD＋再利用経路を調節する作用物質の同定に関して上述した通り
行うことができる。
【０１９９】
５．　Sir2及びSir2ファミリ・メンバーの阻害剤を同定する方法
　ここで示すように、ニコチンアミドはSir2
及びヒトSRT1を阻害する。更に、ニコチンアミドは、Sir2のＣポケットに結合することで
非競合的にSir2を阻害することも示されている。従って、本発明は、Sir2や、Cポケット
を含む他のSir2ファミリー・メンバーたんぱく質の阻害剤であるニコチンアミドの類似体
を同定するための、合理的薬物デザインに基づくなどの検定法を提供するものである。
【０２００】
　従って、本発明は、例えば特定の細胞の寿命を減らすと有益であるであろう状態を治療
するなどのために、細胞の寿命を減らすために用いることのできる作用物質を同定する方
法を提供するものである。このような実施態様の一つは、Cポケットを含むSir2ファミリ
ー・メンバーの少なくとも一部分の三次元座標を含むデータセットを用いて、Sir2ファミ
リー・メンバーの阻害剤として用いるための作用物質を同定する方法を含む。Sir2ホモロ
グの結晶構造はMin et al. (2001) Cell 105 269 に解説されており、この構造はProtein
 Data Bank ID code 1ICIに提供されている。そのCポケットはヒトSIRT1の約アミノ酸70-
90位及び127-167に位置している。Sir2のＣポケットは約アミノ酸250-270位及び 310-350
位に位置している。該座標は更にニコチンアミド又はその類似体の座標を含んでもよい。
ある具体的な実施態様では、その三次元座標はSir2ホモログのものである。他の実施態様
では、検定は、Sir2 ファミリー・メンバーのうちでＣポケットを含む少なくとも一部分
を、ニコチンアミド類似体などの化合物と共結晶させるステップを含む。共結晶化はNAD
＋の存在下でも、又は非存在下で行われてもよい。
【０２０１】
　ある実施態様では、Sir2ファミリー・メンバーのうちで少なくともCポケットを含む一
部分の三次元座標を用いて合理的薬物デザインを行うことにより、潜在的な作用物質を選
択する。上述したように、好ましくは、この選択を、コンピュータ・モデリングと並行し
て行うとよい。次に、この潜在的作用物質をSir2ファミリー・メンバーと接触させ、この
Sir2ファミリー・メンバーの活性を判定する（例えば測定する）。潜在的な作用物質は、
このSir2ファミリー・メンバーについて判定された活性に減少があった場合に、Sir2ファ
ミリー・メンバーを阻害する作用物質として同定される。
【０２０２】
　ある好適な実施態様では、本方法は、あるSir2ファミリー・メンバーのうちでCポケッ
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トを含む少なくとも一部分を含有する補助的な結晶が前記潜在的な作用物質に結合したも
のを調製するステップを更に含む。好ましくは、この補助的な結晶が、5.0オングストロ
ームより良好な分解能まで、より好ましくは3.5オングストロームに等しいか、又はより
良好な分解能まで、そしてより好ましくは3.3オングストロームに等しいか、又はより良
好な分解能まで、原子座標が判定できるように効果的にＸ線を回折するとよい。次に、該
補助的な結晶の三次元座標を分子置換解析で判定し、この補助的結晶に判定された三次元
座標を用いた合理的薬物デザインを行うことにより、第二世代作用物質を選択する。好ま
しくは、この選択をコンピュータ・モデリングと並行して行うとよい。前記の第二世代作
用物質はニコチンアミドの類似体であってもよい。
【０２０３】
　明白であるはずだが、補助的結晶の三次元構造は、分子置換解析でも、あるいは多波長
異常分散でも、あるいは多重同型置換でも、判定することができる。次に、補助結晶につ
いて判定された三次元構造を、好ましくはコンピュータ・モデリングと並行して用いた合
理的薬物デザインを行うことにより、候補薬物を選択することができる。その後、ここで
例示した標準的生化学法を用いた多数の薬物スクリーニング検定法で、候補薬物を検査す
ることができる。
【０２０４】
　本方法は、更に、異なる種のSir2ファミリー・メンバー又はその部分に前記第二世代作
用物質を接触させるステップと、この他の種のSir2ファミリー・メンバー又はその部分の
活性を判定（例えば測定）するステップとを含むことができる。こうして、第一の種のSi
r2ファミリー・メンバーで観察された活性に比較して他の種のSir2ファミリー・メンバー
のものに有意に小さな変化（２以上の因数）があれば、ある潜在的作用物質を、この第一
の種のSir2ファミリー・メンバーの基本的に特異的な阻害剤として用いられる作用物質と
して同定する。好ましくは、他の種の活性に何ら、又は最小の変化（即ち15%未満）しか
観察されないとよい。
【０２０５】
　ある局面では、本発明は、Sir2ファミリー・メンバーの活性の阻害剤を同定するコンピ
ュータ支援法を提供するものであり、本方法は、ある分子又は分子複合体の一組の構造座
標をコンピュータ・モデリング・アプリケーションに供給するステップであって、前記分
子又は分子複合体が、Sirファミリー・メンバーのうちでCポケットを含む少なくとも一部
分を含む、ステップと、ニコチンアミドの類似体など、ある化学的実体の一組の構造座標
を前記コンピュータ・モデリング・アプリケーションに供給するステップと、前記化学的
実体が、前記分子又は分子複合体に結合又は干渉することが予測される阻害剤であるかど
うかを判定するステップであって、前記分子又は分子複合体への結合又は干渉は、Sir2フ
ァミリー・メンバーの活性の潜在的阻害の指標である、ステップとを含む。好ましくは、
前記化学的実体が前記分子又は分子複合体に結合又は干渉することが予測される阻害剤で
あるかどうかを判定するステップが、前記化学的実体と前記分子又は分子複合体の結合ポ
ケットとの嵌合操作を行うステップと、それに続き、前記嵌合操作の結果をコンピュータ
で解析することで、前記化学的実体と結合ポケットの間の結合を定量するステップとを含
むとよい。また本方法は、化学的実体のライブラリをスクリーニングするステップを更に
含んでもよい。また本方法は、潜在的阻害剤を供給又は合成するステップと、次に、この
潜在的阻害剤を検定して、それがSir2ファミリー・メンバーの活性を阻害するかどうかを
判定するステップとを含んでもよい。
【０２０６】
　別の局面では、本発明はSir2ファミリー・メンバーの阻害剤を作製する方法を提供する
ものであり、本方法は、ある化学的実体を化学的又は酵素的に合成して、Sir2ファミリー
・メンバーの活性の阻害剤を生じさせるステップであって、前記化学的実体が、例えば上
述した通りなど、コンピュータ支援されたプロセス中にデザインされている、ステップを
含む。
【０２０７】
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　更に本発明は、Sir2ファミリー・メンバーと、ニコチンアミド又はその類似体との間の
複合体の表示を含む装置を提供するものである。このような装置の一つがコンピュータ・
メモリに前記複合体の表示を含むコンピュータである。ある実施態様では、該コンピュー
タは、当該複合体の原子座標を含む機械読み取り可能なデータで符号化されたデータ記憶
材料を含有する機械読み取り可能なデータ記憶媒体を含む。該コンピュータは、更に、前
記機械読み取り可能なデータを処理する指示を記憶するワーキングメモリと、前記ワーキ
ングメモリ及び機械読み取り可能なデータ記憶媒体の両方に接続して前記機械読み取り可
能なデータを処理して前記複合体の三次元表示にする中央処理装置とを含むであろう。あ
る好適な実施態様では、前記コンピュータは、前記三次元表示を表示するために前記中央
処理装置に接続した表示部を含む。
【０２０８】
６．　発明の使用
　ここで更に解説するように、NAD＋再利用経路を通るフラックスを、例えば前記経路中
のたんぱく質の活性又はレベルを増したり、あるいはニコチンアミド・レベルを減らした
りするなどにより増すと、カロリ制限が模倣され、ひいては細胞生存並びに細胞及び生物
の健康が促進される。
【０２０９】
　ある実施態様では、NAD＋再利用経路を通るフラックスを増すこと、又は、ニコチンア
ミド・レベルを減らすこと、を用いて、in
vitroで細胞の寿命を増し、少なくとも特定のストレスから細胞を防御する。例えば、培
養細胞を、より長時間増殖性にするためなど、ここで解説する通りに処理することができ
る。これは、培養では限られた寿命しか有さないことが公知の初代細胞培養株（即ち、ヒ
トなどの生物から得られた細胞）に特に有用である。NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、ニコチン
アミドN-メチルトランスフェラーゼ (NNMT 及びNNT1)、ニコチンアミドホスホリボシルト
ランスフェラーゼ (NAMPRT)、及び選択的にヒトニコチンアミドモノヌクレオチドアデニ
リルトランスフェラーゼ （NMNAT、NMAT-1 及び 2）から成る群より選択される一種以上
の遺伝子の一つ以上の付加的なコピーを組み込むなどにより、本発明の方法に従ってこの
ような細胞を処理すると、細胞が培養で生きたままで維持される時間量が増すであろう。
胚性幹（ES）細胞および多分化能細胞や、それらから分化した細胞も、例えば培養中の細
胞又はその後代をより長時間維持するなどのために本発明の方法に従って改変することが
できる。細胞、ES細胞、多分化能細胞の初代培養株及びこれらの後代は、例えば、細胞に
対して特定の生物学的効果を有する化合物を同定したり、あるいは、細胞に対する化合物
の毒性を検査したり（即ち細胞毒性検定）ために、用いることができる。
【０２１０】
　上記の遺伝子の一つ以上のコピーを細胞内に導入する代わりに、これらの遺伝子にコー
ドされたたんぱく質に細胞を接触させてもよい。例えば、NAMPRT又はそのバリアントを細
胞の培養基に加えることができ、その培養基からそれは細胞と相互作用し、細胞に対して
その活性を発揮するであろう。NAMPRT は、例えば約1 乃至1000 ng/ml、より好ましくは
約 1 乃至 300 ng/ml そして最も好ましくは約 3 乃至 100 ng/mlの濃度など、細胞に対
する生物学的効果を誘導するために充分な濃度で加えてよい。 約10 及び100 ng/ml の濃
度も用いてよい。NAMPRTは、本発明の方法に従って、例えば細菌発現系や、in vitro転写
及び／又は翻訳系などのin vitroで産生させても、あるいは細胞内などのinvivoで産生さ
せてもよい。
【０２１１】
　別の実施態様では、ニコチンアミドリボシド又はその機能的ホモログもしくはプロドラ
ッグを培養物に加える。
【０２１２】
　他の実施態様では、長時間保存しようとする細胞をここで解説した通りに処理する。細
胞は、例えば血球など、懸濁液中の細胞でも、又は組織又は器官中の細胞でもよい。例え
ばある個体に投与するために個体から採集された細胞を、例えば血球を長時間保存するな
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どのために、本発明に従って処理することができる。寿命を延ばす、及び／又は、それら
を特定の種類のストレスから防御する、ために処理してもよい他の細胞には、消費用の細
胞、例えばヒト以外の哺乳動物（例えば肉）から採った細胞又は植物細胞（例えば野菜）
がある。
【０２１３】
　別の実施態様では、ヒト又は他の哺乳動物など、対象から得られた細胞を本発明の方法
に従って処理し、その後、同じ又は異なる対象に投与する。従って、移植片として使用す
るためにドナーから得られた細胞又は組織を、この移植片のレシピエントへの投与前にこ
こで解説した通りに処理することができる。例えば、骨髄細胞を対象から得、それらの寿
命を延ばし、特定の種類のストレスから当該細胞を防御するために ex vivo で処理した
後、レシピエントに投与することができる。いくつかの実施態様では、骨髄などの移植片
の細胞に、NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NMNAT、NNT1、NAMPRT、及び選択的にNMAT-1 又は 2
から成る群より選択される一種以上の遺伝子の一つ以上のコピーをトランスフェクトする
。他の実施態様では、移植片をNAMPRTなどのたんぱく質を含む溶液と一緒にインキュベー
トする。移植片は器官でも、組織でも、又は疎性細胞（原語：loose cells）でもよい。
【０２１４】
　更に他の実施態様では、細胞の寿命を増す及び／又はそれらを特定の種類のストレスか
ら防御するために細胞をin vivoで処理する。例えば、上皮細胞などの皮膚をここで解説
する通りに処理することにより、皺の発生などの加齢から皮膚を防御することができる。
ある例示的な実施態様では、NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NMNAT、NNT1、NAMPRT、及び選択
的にNMAT-1 又は2から成る群より選択される一種以上の遺伝子の転写を増すことのできる
化合物を含む医薬用又は美容用組成物に皮膚を接触させる。別の実施態様では、NPT1、PN
C1、NMA1、NMA2、NMNAT、NNT1、NAMPRT、及び選択的にNMAT-1 又は 2から成る群より選択
されるたんぱく質、あるいはこのようなものをコードする核酸、と、前記核酸又はたんぱ
く質を細胞に送達する賦形剤とを含む組成物に皮膚細胞を接触させる。ニコチンアミドリ
ボシド又はその機能的ホモログもしくはプロドラッグもin vivoに投与することができる
。
【０２１５】
　化合物、核酸及びたんぱく質は、細胞の寿命を延ばす、又は、特定のストレスから細胞
を防御するために、対象の組織又は器官内に注射などでも送達することができる。
【０２１６】
　更に別の実施態様では、例えばNPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NMNAT、NNT1、NAMPRT及び／
又はNMAT-1もしくは2たんぱく質又は核酸又はこれらのたんぱく質の発現レベル又は活性
を増す作用物質を、概略的には例えばその細胞の寿命を増す、その細胞を特定の種類のス
トレスから防御する、加齢による疾患、加齢自体のプロセス、細胞死、感染又及び毒性物
質に関連する疾患又は炎症、を防止又は治療する、ために対象に投与する。例えば、作用
物質を食品添加物として対象に摂取させることができる。ある実施態様では、このような
作用物質は、マルチビタミン・コンプレックスの一成分である。
【０２１７】
　全ての動物は、典型的は、一定の成長及び成熟期間を経た後、進行的及び不可逆的な生
理的衰退期間を得て死に至る。誕生から死までの時間の長さは生物の寿命として知られ、
各生物は特徴的な平均寿命を有する。老化は平均寿命のパーセントで測定したときに時間
経過に根ざす変化の身体的徴候である。
【０２１８】
　場合によっては、老化の特徴が極めて明白な場合がある。例えば、高齢者の特徴には皮
膚の皺、白髪、禿、及びしろそこひや、黒皮症、骨粗鬆症、大脳皮質萎縮症、リンパ系の
枯渇、胸腺の萎縮、ＩＩ型糖尿病の発生率増加、アテローム性硬化症、癌、及び心疾患が
ある。
Nehlin et al. (2000), Annals NY Acad Sci 980:176-79。哺乳動物の老化の他の局面に
は、体重減少、ロードキフォシス（原語：lordokyphosis
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(ねこ背)、活力の消失、リンパ系の萎縮、骨密度の低下、皮膚の肥厚及び皮下脂肪組織、
ストレス（熱又は低温、創傷、感覚消失、及び造血系前駆細胞の剥離を含む）寛容能の低
下、肝臓の病理、腸絨毛の萎縮、皮膚の潰瘍、アミロイド沈着、及び関節の疾患、がある
。Tyner et al. (2002), Nature 415:45-53。
【０２１９】
　入念に観察すると、無脊椎動物も含め、他の真核生物でも老化の特徴が明らかになる。
例えば、モデル生物であるＣ．エレガンス（C.elegans）における老化の特徴には、運動
の鈍化、弛緩性、卵黄質の蓄積、腸管の自己蛍光（リポフシン）、摂食能又は排出能の消
失、組織中の壊死性空洞、及び生殖細胞の出現、がある。
【０２２０】
　当業者であれば、老化のプロセスは細胞レベルやミトコンドリアでも出現していること
は認識されよう。細胞の老化は倍加能の喪失、アポトーシスレベルの増加、分化後表現型
の変化、並びに、たんぱく質合成及びターンオーバーのレベル低下など、代謝の変化に顕
れる。
【０２２１】
　細胞及び生物の老化のプログラムされた性質を考えると、老化に相関する表現型上の特
徴を利用して、細胞又は生物の「生物学的年齢」を評価することができる。例えば、生物
学的年齢は、細胞の遺伝子発現パターン、対ストレス耐性（例えば酸化的又は遺伝毒性ス
トレス）、細胞増殖の速度、及び代謝上の特徴（例えばたんぱく質合成及びターンオーバ
ーの速度、ミトコンドリアの機能、ユビキチノンの生合成、コレステロールの生合成、細
胞内のATPレベル、細胞内のクレブス回路中間物のレベル、糖代謝、核酸代謝、リボソー
ム翻訳速度等）から推論することができる。ここで用いられる場合の、「生物学的老化」
は、細胞又は生物の分子的特徴に基づく、細胞又は生物の年齢の尺度である。生物学的年
齢は、日数、月数、及び年数で測定したときの、ある細胞又は生物の年齢を言う「時間的
年齢」とは異なる。
【０２２２】
　例えば無脊椎動物（例えば蠕虫又はハエ）又は脊椎動物（例えばマウスなどのげっ歯類
）など、ある生物の老化の速度は、ａ）その細胞又は生物の寿命を評価する；（ｂ）生物
学的年齢依存的な発現パターンを有する、該細胞又は生物中の遺伝子転写産物又は遺伝子
産物の存在又は豊富度を評価する；（ｃ）例えば遺伝毒性ストレス（例えばエトポシド、
紫外線照射、変異原への暴露等）又は酸化的ストレスなど、該細胞又は生物の対ストレス
耐性を評価する；（ｄ）該細胞又は生物の一つ以上の代謝パラメータを評価する；（ｅ）
該細胞の、又は、該生物中に存在する一組の細胞の、増殖能を評価する；及び（ｆ）該細
胞又は生物の肉体的外見又は挙動を評価する、のうちの一つ以上など、多種の方法により
判定することができる。ある一例では、老化の速度を評価するステップは、一群の動物（
例えば遺伝子的にマッチさせた一群の動物）の平均寿命を直接、測定するステップと、コ
ントロール群の動物（例えば検査化合物を投与されなかったが、検査化合物を投与された
動物群に遺伝子的にはマッチさせられている一群の動物）の平均寿命と、その結果の平均
とを比較するステップとを含む。代替的には、年齢に関係するパラメータを測定すること
により、ある生物の老化の速度を判定することができる。年齢に関係するパラメータの例
には：外見、例えば年齢の視覚的兆候；一つ以上の遺伝子又はたんぱく質（例えば年齢に
関係する発現パターンを有する遺伝子又はたんぱく質）の発現；酸化的ストレスに対する
耐性；代謝上のパラメータ（例えばたんぱく質合成もしくは分解、ユビキチノン生合成、
コレステロール生合成、ATPレベル、糖代謝、核酸代謝、リボゾーム翻訳速度等）；及び
細胞増殖（例えば網膜細胞、骨細胞、白血球等の増殖等）がある。
【０２２３】
　細胞の寿命を延ばし、それらをストレスから防御する作用物質は、例えば細胞を細胞死
から防御するためなど、細胞死に関連するなどの慢性疾患など、例えば神経細胞死又は筋
細胞死に関連する疾患など、の疾患の治療のためにも対象に投与することができる。具体
的には、SIRT1がニューロンを軸索分解から防御するという事実に少なくとも基づくと(Ar
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aki et al. (2004) Science 305:1010)、本発明を用いて、癌化学療法（例えばタキソー
ル又はシスプラチン治療など）など、化学療法に伴う神経変性及び末梢ニューロパチーを
防止又は軽減することができよう。神経変性疾患にはパーキンソン病、アルツハイマー病
、多発性硬化症、筋萎縮性側索硬化症（ALS）、ハンチントン病及び筋ジストロフィーが
ある。このように、当該の作用物質を神経保護薬として用いてもよい。当該の作用物質を
、細胞死に見舞われる可能性のある組織又は器官に投与してもよい。
【０２２４】
　更にこのような作用物質を、例えば脳卒中又は心筋梗塞に罹患した対象や、あるいは、
脊髄損傷を被った対象など、器官又は組織への急性の損傷に苦しむ対象に投与することも
できる。また作用物質を、アルコール肝を修復するためにも用いることもできる。
【０２２５】
　より一般的には、ここで解説する作用物質を、カロリ制限又はその効果が有益であろう
対象に投与してもよい。このような対象は、例えば脳卒中、心疾患、関節炎、高血圧など
、加齢による疾患に苦しむ対象であるかも知れない。更にこれらを、例えばインシュリン
耐性、あるいはＩＩ型糖尿病の他の前駆症状、ＩＩ型糖尿病又はこれらの合併症など、代
謝疾患を治療するために用いてもよい。方法は、対象のインシュリン感受性を増すもので
も、あるいは、対象のインシュリンレベルを下げるものでもよい。ある方法は、NAD＋再
利用経路に関与する、即ち、NAD＋の合成及びニコチンアミドの分解に関与するたんぱく
質の活性又はたんぱく質レベルを増す作用物質を薬学的に有効量、これを必要とする対象
などの対象に投与するステップを含むであろう。このような治療を必要とする対象は、イ
ンシュリン耐性又はＩＩ型糖尿病の他の前駆症状を有する、ＩＩ型糖尿病を有する、ある
いはこれらの状態のいずれかを発症する可能性のある、対象であろう。例えば、対象は、
高脂血症、脂質生成不全、高コレステロール血症、グルコース許容値低下、高血糖レベル
、Ｘ症候群の他の上昇、高血圧、アテローム性硬化症及び脂肪異栄養症など、高い血中イ
ンシュリンレベル及び／又は関連する状態を有するなど、インシュリン耐性を有する対象
であってよい。
【０２２６】
　酸素欠乏症に晒された細胞でNAMPRTが上方調節されており、NAMPRT遺伝子のコピーが余
分にあるとSIRT1活性が刺激されるという事実に少なくとも基づくと、治療できると思わ
れる他の対象には、例えば虚血、心臓血管疾患、心筋梗塞、うっ血性心疾患などの心疾患
に罹患した患者がある。治療又は防止の可能な心臓血管疾患には、心筋症又は心筋炎；例
えば特発性心筋症、代謝性心筋症、アルコール性心筋症、薬物誘発性心筋症、虚血性心筋
症、及び高血圧性心筋症がある。更に、ここで解説された方法を用いて治療可能又は防止
可能なのは、例えば大動脈、冠状動脈、頚動脈、脳血管動脈、腎動脈、腸骨動脈、大腿動
脈、及び膝窩動脈など、主要な血管のアテローム性障害（大血管疾患）である。治療又は
防止の可能な他の血管疾患には、網膜の細動脈、糸球体細動脈、神経脈管、心臓の細動脈
、並びに眼、腎臓、心臓、及び中枢及び末梢神経系の毛細血管床に関係するものがある。
更に本方法を、ある個体の血漿中のHDLレベルを増すために用いてもよい。
【０２２７】
　サーチュイン活性化剤で治療できると思われる更に他の障害には、冠状脈介入術後の再
狭窄や、高密度及び低密度コレステロールの異常なレベルに関係する障害がある。更に本
方法は、インフルエンザ、疱疹又はパピローマウィルスの感染など、ウィルス感染を治療
又は防止するために用いられよう。更に本作用物質は、SARS又はインフルエンザ大流行中
などの、ある個体又は集団レベルに対する疾患／感染の広がりを防ぐことを支援するため
にも用いられよう。
【０２２８】
　SIRT1がNF-kBを脱アセチル化して調節するという事実に少なくとも基づくと、ここで解
説した本方法は、関節炎、クローン病、炎症性腸疾患、リウマチ様関節炎、喘息、アテロ
ーム性硬化症、冠状動脈心疾患、心臓発作又は卒中後の再潅流損傷、潰瘍性大腸炎、及び
進行性炎症性腸疾患 (IBD)などの炎症状態を治療するために用いられよう。
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【０２２９】
　更にこれらを抗菌剤として用いてもよい。
【０２３０】
　治療の可能な他の状態には、白内障、緑内障及び黄斑部変性など、眼の加齢に関係する
ものなどの眼の障害がある。これはまた、例えばAIDS；劇症肝炎；脳の変性に関係する疾
患、例えばクロイツフェルトヤコブ病、色素性網膜炎及び小脳変性；再生不良性貧血など
の異形成脊髄；心筋梗塞及び脳卒中などの虚血性疾患；アルコール性肝炎、Ｂ型肝炎及び
Ｃ型肝炎などの肝臓疾患；変形性関節症などの関節疾患；アテローム性硬化症；脱毛症；
紫外線による皮膚の損傷；扁平苔癬；皮膚の萎縮；白内障；及び移植片拒絶などの疾患の
治療にも用いることができる。
【０２３１】
　サーチュインが、例えばPPAR-γを抑制するなどにより脂肪代謝に関与していることが
示されたという事実 (Picard et
al. (2004) Nature 430:921)に少なくとも基づくと、カロリ制限を模倣することに関して
ここで解説した方法は、例えば肥満及びそれを原因とするいずれかの状態を治療する、あ
るいは体重増加を減らすなどのため、脂肪動員を刺激するためにも用いることができる。
代替的には、体重増加の刺激は、カロリ制限とは反対の、ここで解説する方法でも達成す
ることができる。
【０２３２】
　加えて、ここで解説する作用物質を、毒性物質、放射線又はいずれかの戦争化学物質へ
の暴露からの防御又は治療のために、対象に投与してよい。例えば、ある線量の放射線を
最近受けた、あるいは、受けそうな対象に当該作用物質を投与してもよい。ある実施態様
では、該線量の放射線は、例えば原子力発電所、航空機の飛行、X線、CATスキャンで作業
中など、職業関連又は医療法の一部として、あるいは、医療画像用の放射性線量の投与と
して受けるものであり；このような実施態様では、当該作用物質は予防対策の一部として
投与される。別の実施態様では、前記の放射線暴露は、例えば放射性物質が関与する産業
事故、テロリスト行為、又は戦争行為の結果など、不慮に被るものである。このような場
合、アポトーシスや、その後の急性放射線症候群発症を阻害するために、当該作用物質は
暴露後できるだけすぐに投与されるであろう。更にここで解説する作用物質を用いて、化
学療法を原因とするニューロパチー、造血系の毒性、腎毒性、及び胃腸管の毒性を防止す
る場合の神経細胞保護など、化学療法の効果から非癌性細胞を防御することができるであ
ろう。
【０２３３】
　DNA修復はニコチンアミドでも阻害されるため、細胞内のニコチンアミド・レベルを下
げる作用物質を用いれば、細胞内のDNA修復を促進することができる。従って、放射線及
び臭化エチジウムなど、DNA損傷を惹起しかねない状態に暴露する細胞を、そのDNA損傷性
因子への暴露前、暴露中、又は暴露後に、細胞内のニコチンアミド・レベルを下げう作用
物質にそれらを接触させることで、防御できよう。
【０２３４】
　他の実施態様では、本発明の方法を酵母細胞に適用する。酵母細胞の寿命を延ばすとよ
い状況や、それらを特定の種類のストレスから防御するとよい状況には、ビール、ヨーグ
ルトの製造やパンの製造など、酵母が用いられるあらゆるプロセスがある。寿命が延びた
酵母を用いると、用いる酵母を減らしたり、あるいは、より長時間、酵母を活性にしたり
することができる。
【０２３５】
　ここで解説された作用物質は、例えば植物の寿命、対ストレス耐性、及び対アポトーシ
ス耐性を増すなど、植物でカロリ制限を模倣するためにも用いられよう。ある実施態様で
は、作用物質を植物に定期的に、あるいは、例えば旱魃、霜、又は昆虫又は真菌の外寄生
などのストレス時に適用する。別の実施態様では、植物を遺伝子改変して作用物質を産生
させる。別の実施態様では、摘み取り及び船積み前に植物及び果物を作用物質で処理して
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、輸送中の損傷への耐性を高める。
【０２３６】
　更に本作用物質を用いて、昆虫で寿命、ストレス耐性及び対アポトーシス耐性を増すこ
とができよう。この実施態様では、例えば植物の受粉に関与する蜂及び他の昆虫などの有
用な昆虫に本作用物質を適用することになるであろう。ある具体的な実施態様では、ハチ
ミツの生産に関わる蜂に本作用物質を適用することになるであろう。
【０２３７】
　高用量の作用物質を、発生中にサイレントになる遺伝子の調節やアポトーシスの調節に
干渉することにより、殺虫剤として用いてもよい。この実施態様では、化合物が昆虫の幼
虫には生物学的に取り込まれるが植物には取り込まれないように確実にする、当業で公知
の方法を用いて、植物に作用物質を適用する。
【０２３８】
　更に本発明は、細胞の寿命を減らす、あるいはそれをヒートショック、放射活性、浸透
圧ストレス、紫外線などによるDNA損傷、及び化学療法薬などの特定のストレスに対して
より感受性にする、方法を提供するものである。このような方法は、細胞の寿命を減らし
たい場合にいつでも用いることができる。方法の例には、NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NMNA
T、NNT1、NAMPRT、及び選択的に NMAT-1 又は 2から成る群より選択されるたんぱく質の
レベル又は活性を減らすステップがある。
【０２３９】
　別の方法には、例えばNPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NMNAT、NNT1、NAMPRT、及び選択的に
は NMAT-1 又は 2のレベル又は活性を減らすなど、細胞をニコチンアミドに接触させる、
あるいは、ニコチンアミド生合成を刺激する酵素のレベル又は活性を増す、ニコチンアミ
ドを阻害又は分解する酵素のレベル又は活性を下げるなどにより、細胞内のニコチンアミ
ドのレベルを増す、及び／又は、NAD+／ニコチンアミドの比を減らすステップを含む。細
胞の寿命を減らしたい、あるいは、特定のストレスに対してそれをより感受性にしたいよ
うな状況の例には、癌、自己免疫疾患の治療や、対象内の細胞を無くすことが好ましいよ
うないずれか他の状況がある。本発明のニコチンアミド又は他の化合物もしくは作用物質
は、癌患者の腫瘍など、望ましくない細胞を含有する区域に直接、投与することができる
。更にこれらの方法を用いて、細胞を消失させたり、あるいは、疣、ほくろ及び線維腫な
どの非悪性腫瘍の細胞の更なる増殖を防いだりすることができる。例えば、ニコチンアミ
ドを疣に注射することができ、あるいは代替的には、疣に塗る医薬組成物に含有させるこ
ともできる。更に本方法を用いて、化学療法薬など、腫瘍細胞の致死に依拠する作用物質
に対し、それらをより感受性にすることができよう。
【０２４０】
　細胞の寿命を減らす、あるいは、それらを特定のストレスにより感受性にする、方法は
、対象に感染した酵母などの酵母に適用することができる。従って、ニコチンアミドなど
の作用物質を含む組成物を、酵母感染の位置に適用することができる。
【０２４１】
　ここで解説する通りに治療してもよい対象には、真核生物、例えばヒト、ヒツジ、ウシ
、ウマ、ブタ、イヌ、ネコ、非ヒト霊長類、マウス、及びラットなどの哺乳動物など、が
ある。治療できそうな細胞には、例えば上述した対象由来などの真核細胞、又は植物細胞
、酵母細胞、及び細菌細胞などの原核細胞がある。
【０２４２】
　更にここでは対象の全身の健康を判定する方法など、診断法も提供される。ここで解説
した遺伝子の発現は、絶食中の対象で、そして多様なストレスに晒された細胞で上昇して
いるという事実に少なくとも基づくと、その遺伝子発現レベルの測定は、ある対象がスト
レスに晒されている、又は、晒されたかどうか、あるいは、ストレスに関連する疾患、又
は、ここで解説する疾患のいずれか、を発症している、又は発症する可能性があるかどう
か、の指標とすることができるであろう。加えて、NAMPRTが細胞ストレスに応答して産生
されるという事実に少なくとも基づくと、NAMPRTのレベルは癌の初期マーカと考えられる



(50) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

。ある例示的な実施態様では、診断法は、対象由来の試料を提供するステップと、NPT1、
PNC1、NMA1、NMA2、NNMT、NNT1、NAMPRT、NMNAT、NMAT-1 及び NMAT-2 のうちの一つ以上
の、たんぱく質レベルなどの遺伝子発現レベルを判定するステップとを含む。コントロー
ルに比較して、ある細胞内の遺伝子発現レベル、又は、血清中の当該たんぱく質レベルが
高いことは、検査されたその対象が、例えばここで解説する疾患など、ストレス又はそれ
に関する疾患に晒されている、晒されたことがある、ことの指標である。コントロールは
、当該診断で評価される特定の因子を上下させかねないいずれの条件下にもないと考えら
れる二体以上の個体から得られた平均レベルを表す数値であろう。コントロール値は、１
０体から又はそれ以上又は１００体から又はそれ以上の個体から得られた平均値であって
もよい。少なくとも約50%、２倍、３倍、５倍、１０倍又はそれ以上が有意となるであろ
う。
【０２４３】
　ある診断検定は、例えばNAMPRTなど、測定しようとするたんぱく質が可溶性の細胞外型
で存在する場合には、血液又は血清などの体液試料を得るステップを含むであろう。また
ある診断検定は、細胞試料を得るステップと、mRNAなどの遺伝子転写産物又はたんぱく質
のレベルを判定するステップとを含むであろう。細胞試料は、例えば末梢血単核細胞など
の血球、皮膚細胞、又は毛嚢の細胞、頬スワブの細胞、組織生検の細胞、及び腫瘤摘出術
の細胞などの試料であってよい。たんぱく質又は転写産物レベルを判定する方法は当業で
公知である。たんぱく質レベルを判定する方法は、例えば抗体の使用を含むであろう。
【０２４４】
　更に診断法は、例えばここで解説したものなど、特定の疾患又は障害の発生可能性の存
在を判定するために用いられてもよい。加えて、ここで解説された診断法を用いて、放射
線の結果など、ストレス状態に晒されたことのある、あるいは晒されている、対象を特定
できよう。
【０２４５】
　更にある診断法は、他の個体に対してストレス条件により感受性と思われる個体を特定
するために用いられよう。このような診断法は、対象をストレス条件に晒すステップと、
ストレス条件への暴露前及び暴露後に、この対象の特徴を評価するステップとを含むであ
ろう。前記の特徴は、例えばNAMPRTなど、ここで解説したたんぱく質のレベル又は活性で
も、あるいは NAD+/NADH又はニコチンアミドのレベルでもよい。
【０２４６】
　NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NNMT、NNT1、NAMPRT、NMNAT、NMAT-1 及び NMAT-2のうちの
一つ以上のレベルが上昇していると診断された対象を、こうして、適宜治療してもよく、
その後、第二の試料を得、それに対する前記診断法を行なってもよい。
【０２４７】
７．　医薬組成物及び方法
　化合物、核酸、たんぱく質、細胞及び他の組成物は、当業で公知の方法に従って対象に
投与することができる。例えば、あるたんぱく質をコードする核酸又はアンチセンス分子
は、ウィルスベクタなど、上述の通りに対象に投与することができる。細胞は、シクロス
ポリンＡなどの免疫抑制剤の投与などを伴うであろう移植片を対象に投与する方法に従っ
て投与することができる。医薬調合の一般的原則に関しては、読者はCell Therapy: Stem
 Cell Transplantation, Gene Therapy, and Cellular
Immunotherapy, by G. Morstyn & W. Sheridan eds, Cambridge University Press,
1996; 及び Hematopoietic Stem
Cell Therapy, E. D. Ball, J. Lister & P. Law, Churchill Livingstone, 2000を参照
されたい。
【０２４８】
　本方法に従って用いる医薬物質は、一種以上の生理学的に許容可能な担体又は医薬品添
加物を用いて従来の態様で調合できよう。従って、ここで解説されたたんぱく質及び核酸
や、ここで解説されたたんぱく質又は核酸の発現レベルを増す化合物又は作用物質、並び
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にそれらの生理学的に許容可能な塩及び溶媒化合物は、例えば注射、吸入又は（口又は鼻
腔を通じた）通気による投与、あるいは、経口、バッカル、非経口又は直腸投与に向けて
調合できよう。ある実施態様では、本作用物質を、例えばパッチを用いるなど、標的細胞
が存在する箇所など、局所的的に投与する。
【０２４９】
　作用物質は、全身及び局部又は局所投与を含め、多様な投与負荷に合わせて調合するこ
とができる。技術及び調合法は、概略的には、Remmington’s
Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PAに見られよう。全身投与
の場合、筋肉内、静脈内、腹腔内、及び皮下を含め、注射が好ましい。注射の場合、本作
用物質を、溶液、好ましくはハンクス溶液又はリンガー液などの生理的に適合性ある緩衝
剤に入れて、調合することができる。加えて、本作用物質を固体型で調合し、使用直前に
再溶解又は懸濁させてもよい。凍結乾燥型も含まれる。
【０２５０】
　経口投与の場合、本医薬組成物は、例えば錠剤、ロゼンジ、又はカプセルなど、例えば
結合剤（例えばアルファ化させたとうもろこしでんぷん、ポリビニルピロリドン又はヒド
ロキシプロピルメチルセルロース）；充填剤（例えばラクトース、微結晶セルロース又は
リン酸水素カルシウム）；潤滑剤（例えばステアリン酸マグネシウム、タルク又はシリカ
）；崩壊剤（例えばいもでんぷん又はでんぷんグリコール酸ナトリウム）；又は湿潤剤（
例えばラウリル硫酸ナトリウム）などの薬学的に許容可能な医薬品添加物と一緒に、従来
の手段により調製される形を採っていてもよい。錠剤は、当業で公知の方法により被覆で
きよう。経口投与用の液体製剤は、例えば溶液、シロップ又は懸濁液などの形を採ってい
てもよく、あるいはこれらは、使用前に水又は他の適した賦形剤で構築される乾燥製品と
して提供されてもよい。このような液体製剤は、例えば懸濁剤（例えばソルビトール・シ
ロップ、セルロース誘導体又は水和化食用油脂）；乳濁剤（例えばレシチン又はアラビア
ゴム）；非水性の賦形剤（例えばアチオンド（原語：ationd ）油、油性エステル、エチ
ルアルコール又は精留植物油）；及び保存剤（例えばメチル又はプロピル-p-ヒドロキシ
ベンゾエート又はソルビン酸）などの薬学的に許容可能な添加剤と一緒に、従来の手段に
より調製できよう。更に本製剤は、適宜、緩衝塩、着香料、着色料及び甘味料を含んでい
てもよい。経口投与用の製剤は、適宜、活性化合物の放出を制御できるように調合しても
よい。
【０２５１】
　酸化して、特に液体又は半液体型で対生物活性を失うかも知れないような作用物質は、
窒素雰囲気中で調製するか、あるいは、酸素を除外する種類のカプセル及び／又はホイル
・パッケージ（例えばCapsugelTM）内に密封するとよい。
【０２５２】
　吸入による投与の場合、本作用物質を、便利なように、ジクロロジフルオロメタン、ト
リクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素又は他の適したガ
スなど、適した推進剤を用いて、加圧されたパック又はネブライザからエーロゾル噴霧さ
れる形で送達してもよい。加圧されたエーロゾルの場合、投薬単位は、定量を送達するバ
ルブを設けることにより、決定できよう。吸入器又は通気装置で用いられる、ゼラチンな
どのカプセル及びカートリッジを、本作用物質と、ラクトース又はでんぷんなどの適した
粉末基剤との混合粉末を含有するように、調合してもよい。
【０２５３】
　例えば大量注射又は継続輸注など、注射による非経口投与用に本作用物質を調合しても
よい。注射用の調合物は、保存剤を加えて、アンプル又は複数回分用の容器などに入れて
、単位剤形で提供されてもよい。本作用物質は、油性又は水性の賦形剤に入れた懸濁液、
溶液又は乳液などの形を採っていてもよく、また、懸濁剤、安定化剤及び／又は分散剤な
どの調合用薬剤を含有していてもよい。選択的には、活性成分は、使用前に無菌の無発熱
源水などの適した賦形剤で構築できる粉末形であってもよい。
【０２５４】
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　更に本作用物質を、ココアバター又は他のグリセリドなどの従来の座薬用基剤を含有す
るなど、座薬又は直腸浣腸剤などの直腸用組成物中に調合してもよい。
【０２５５】
　前述した調合物に加え、本作用物質をデポー製剤として調合してもよい。このような長
時間作用性の調合物は、（例えば皮下又は筋肉内など）移植や、又は筋肉内注射などによ
って投与できよう。従って、例えば本作用物質は、適したポリマー製又は疎水性の材料（
例えば許容可能な油に入れた乳濁液として）又はイオン交換樹脂で、あるいは、節約型可
溶性塩などの節約型可溶性誘導体として、調合できよう。制御放出調合物には、経皮用パ
ッチなどのパッチもある。パッチは、固有の組合せの波形の超音波を用いて、通常は効果
的には経皮送達させられない薬物分子を皮膚に導入する音波アプリケータと一緒に用いて
もよい。
【０２５６】
　（美容用製剤を含む）医薬組成物は、重量で約0.00001 乃至 100%、例えば0.001 乃至 
10% 又は0.1% 乃至 5% の、ここで解説された一種以上の作用物質を含んでいてもよい。
【０２５７】
　ある実施態様では、局所的薬物投与に概ね向き、当業で公知のいずれかのこのような物
質を含む局所用担体を含有する局所用調合物に、ここで解説された作用物質を取り入れる
。局所用担体は、例えば軟膏、ローション、クリーム、マイクロ乳液、ゲル、油、溶液等
の所望の形で本組成物が提供されるように選択され、また天然で生じるか合成由来のいず
れかの物質から成っていてもよい。選択される担体が、当該局所用調合物の活性な作用物
質又は他の成分に悪影響を与えないことが好ましい。ここで用いられる適した局所用担体
の例には、水、アルコール、及び他の無毒性有機溶媒、グリセリン、鉱物油、シリコーン
、ワセリン、ラノリン、脂肪酸、植物油、パラベン、ろう等がある。
【０２５８】
　調合物は無色、無臭の軟膏、ローション、クリーム、マイクロ乳液及びゲルであってよ
い。
【０２５９】
　作用物質を軟膏に取り入れてもよく、この軟膏は一般的には半固体の製剤であり、典型
的には石油又は他の石油誘導体をベースとする。用いるべき具体的な軟膏基剤は、当業者
であれば明らかであろうが、最適な薬物送達に役立ち、そして好ましくは、例えば軟化性
などの他の所望の特徴も提供するようなものである。他の担体又は賦形剤と同様に、軟膏
基剤は、不活性で安定、非刺激性かつ非感作性でなくてはならない。前記の項で引用され
たRemington 'sで説明されているように、軟膏基剤は四つのクラスに分類できよう：油性
の基剤；乳化性の基剤；乳液基剤；及び水溶性の基剤。油性の軟膏基剤には、例えば植物
油、動物由来の脂肪；及び石油由来の半固体炭化水素、がある。吸収性の軟膏基剤として
も知られ、水をほとんど含まないか、又は全く含まない乳化性の軟膏基剤には、例えばヒ
ドロキシステアリンスルフェート、無水ラノリン及び親水性ワセリンがある。乳液の軟膏
基剤は油中水 (W/O) 乳液又は水中油 (O/W) 乳液のいずれかであり、例えばセチルアルコ
ール、グリセリルモノステアレート、ラノリン及びステアリン酸がある。水溶性の軟膏基
剤の例は、多様な分子量のポリエチレングリコール（PEG）から調製されるものである。
更なる情報についてはやはり上記のRemington'sを参照されたい。
【０２６０】
　作用物質をローションに取り入れてもよいが、このローションは一般的には摩擦なしで
皮膚表面に塗られる製剤であり、典型的には、活性な作用物質を含む固体粒子が水中又は
アルコール基剤中に存在する液体又は半液体の製剤である。ローションは通常、固体を懸
濁させた懸濁液であり、水中油型の液体油性乳液を含んでいてもよい。ローションは、流
動性の高い組成物の適用が容易になるため、大きな体表面積を治療するためには好適な調
合物である。一般的には、ローション中の不溶性の物質は微細に分割されている必要があ
る。ローションは典型的には、分散をより良好に行わせ、例えばメチルセルロース、カル
ボキシメチルセルロースナトリウム等、活性な作用物質を皮膚と接触した状態に位置決め
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して保持するために有用な化合物を提供するために、懸濁剤を含有するであろう。本方法
との関連で用いられるローション調合物の一例は、Beiersdorf社（コネチカット州ノーウ
ォーク）から商標AquaphorTMで得られるものなど、親水性ワセリンと混合されたプロピレ
ングリコールを含有するものである。
【０２６１】
　一般的には水中油又は油中水のいずれかである粘性の液体又は半固体の乳液であるクリ
ームに作用物質を取り入れてもよい。クリームの基剤は水で洗い流すことができ、油相、
乳化剤及び水相を含有する。この油相は一般的にはワセリンと、セチルもしくはステアリ
ルアルコールなどの脂肪アルコールとから成り、水相は通常、必ずしもではないが、体積
の点で油相を超え、一般的には保湿剤を含有する。クリーム調合物中の乳化剤は、上記の
Remington 'sで説明されている通りに、一般的には非イオン性、陰イオン性、陽イオン性
又は両向性の界面活性剤である。
【０２６２】
　一般的には熱力学的に安定であり、界面活性剤分子の界面膜により安定化させた、油及
び水などの二つの不混和性の液体の等方的に透明な分散液であるマイクロ乳濁液に作用物
質を取り入れてもよい(Encyclopedia of Pharmaceutical Technology (New York: Marcel
 Dekker,
1992), volume 9)。マイクロ乳濁液の調製に際しては、界面活性剤（乳化剤）、共界面活
性剤（共乳化剤）、油相及び水相が必要である。適した界面活性剤には、例えばクリーム
の調製時に典型的に用いられる乳化剤など、乳液の調製に有用ないずれかの界面活性剤が
ある。共界面活性剤（又は「共乳化剤」）は、一般的には、ポリグリセロール誘導体、グ
リセロール誘導体及び脂肪アルコールから成る群より選択される。好適な乳化剤／共乳化
剤の組み合わせは、必ずしもではないが一般的に、グリセリルモノステアレート及びポリ
オキシエチレンステアレート；ポリエチレングリコール及びエチレングリコールパルミト
ステアレート；並びにカプリル酸及びカプリン酸トリグリセリド及びオレオイルマクロゴ
ルグリセリドから成る群より選択される。水相は、水だけでなく、典型的には緩衝剤、グ
ルコース、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、好ましくは低分子量ポリエ
チレングリコール（例えばPEG 300及びPEG 400）、及び／又はグリセロール等を含むが、
油相は一般的には、例えば脂肪酸エステル、加工植物油、シリコーン油、モノ-、ジ-及び
トリグリセリドの混合物、PEGのモノ-及びジ-エステル（例えばオレオイルマクロゴルグ
リセリド）等を含むであろう。
【０２６３】
　一般的には低無機粒子（二相系）又は高有機分子のいずれかが担体液体（単一相のゲル
）全体に概ね均一に分散したものから成る懸濁液から成る半固体系であるゲル調合物に、
作用物質を取り入れてもよい。単一相ゲルは、例えば活性な作用物質、担体液体、及び、
適したゲル化剤、例えばトラガカント（２乃至５％）、アルギン酸ナトリウム（２乃至１
０％）、ゼラチン（２乃至１５％）メチルセルロース（３乃至５％）、カルボキシメチル
セルロースナトリウム（２乃至５％）、カルボマー（０．３乃至５％）又はポリビニルア
ルコール（１０乃至２０％）を一緒にして配合し、特徴的な半固体の生成物が生ずるまで
混合することにより、作製することができる。他の適したゲル化剤には、メチルヒドロキ
シセルロース、ポリオキシエチレン-ポリオキシプロピレン、ヒドロキシエチルセルロー
ス及びゼラチンがある。ゲルは通常、水性の担体液体を用いるが、アルコール及び油類も
、担体液体として用いることができる。
【０２６４】
　当業者に公知の多様な添加剤を、局所用調合物などの調合物に含めてもよい。添加剤の
例には、限定はしないが、可溶化剤、皮膚浸透促進剤、乳白剤、保存剤（例えば抗酸化剤
）、ゲル化剤、緩衝剤、界面活性剤（特に非イオン性及び両向性界面活性剤）、乳化剤、
軟化剤、増粘剤、安定化剤、保湿剤、着色剤、香料等がある。乳化剤、軟化剤及び保存剤
と共に、可溶化剤及び／又は皮膚浸透促進剤の含有が特に好ましい。最適な局所用調合物
は、ほぼ：２重量％乃至６０重量％、好ましくは２重量％乃至５０重量％の可溶化剤及び
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／又は皮膚浸透促進剤；２重量％乃至５０重量％、好ましくは２重量％乃至２０重量％の
乳化剤；２重量％乃至２０重量％の軟化剤；及び０．０１乃至０．２重量％の保存剤を、
この調合物の残りを構成する活性な作用物質及び担体（例えば水）と一緒に含む。
【０２６５】
　皮膚浸透促進剤は、治療的レベルの活性な作用物質が、損傷のない皮膚の妥当な面積部
分を通る通過を促すのに役立つ。適した促進剤は当業で公知であるが、その中には、例え
ば：メタノール、エタノール及び2-プロパノールなどの低級アルカノール：ジメチルスル
ホキシド（DMSO）、デシルメチルスルホキシド（C10MSO）及びテトラデシルメチルスルホ
キシドなどのアルキルメチルスルホキシド；2-ピロリドン、N-メチル-2-ピロリドン及びN
-(-ヒドロキシエチル)ピロリドンなどのピロリドン；ウレア；N,N-ジエチル-m-トルアミ
ド；C2－C6アルカンジオール；ジメチルホルムアミド (DMF)、N,N-ジメチルアセトアミド
 (DMA)及びテトラヒドロフルフリルアルコールなどのその他の溶媒；及び1-置換アザシク
ロヘプタン-2-オン、特に1-n-ドデシルシクロアザシクロヘプタン-2-オン（ラウロカプラ
ム；商標名
AzoneRTM でヴァーモント州リッチモンドのWhitby Research社から入手可能）、がある。
【０２６６】
　可溶化剤の例には、限定はしないが、以下のものがある：ジエチレングリコールモノエ
チルエーテル（エトキシジグリコール、TranscutolRTM）として市販のものを入手可能）
及びジエチレングリコールモノエチルエーテルオレエート（SoftcutolRTMとして市販のも
のを入手可能）などの親水性のエーテル；ポリオキシ35ひまし油、ポリオキシ40硬化ひま
し油等のポリエチレンひまし油誘導体；ポリエチレングリコール、特に、PEG 300 及び P
EG 400などの低分子量ポリエチレングリコール、並びに、PEG-8 カプリル酸／カプリン酸
グリセリド（LabrasolRTMとして市販のものを入手可能）などのポリエチレングリコール
誘導体；DMSOなどのアルキルメチルスルホキシド；2-ピロリドン及びN-メチル-2-ピロリ
ドンなどのピロリドン；並びにDMA。数多くの可溶化剤を、吸収促進剤としても作用させ
ることができる。単一の可溶化剤を本調合物に取り入れてもよく、あるいは、可溶化剤の
混合物をそこに取り入れてもよい。
【０２６７】
　適した乳化剤及び共乳化剤には、限定はしないが、マイクロ乳液調合物に関して解説さ
れた乳化剤及び共乳化剤がある。乳化剤には、例えば、プロピレングリコール、グリセロ
ール、イソプロピルミリステート、ポリプロピレングリコール-2 (PPG-2)ミリスチルエー
テルプロピオネート等がある。
【０２６８】
　限定はしないが、アントラニレート、ベンゾフェノン（特にベンゾフェノン-3）、カン
フル誘導体、桂皮酸（例えばオクチルメトキシ桂皮酸）、ジベンゾイルメタン（例えばブ
チルメトキシジベンゾイルメタン）、p-アミノ安息香酸（PABA）及びこれらの誘導体、及
びサリチル酸塩（例えばオクチルサリチレート）を含め、例えば抗炎症剤、鎮痛薬、抗微
生物剤、抗カビ剤、抗生物質、ビタミン、抗酸化剤、及び、サンスクリーン調合物に通常
見られる日光遮断剤など、他の活性な作用物質を処方に含めてもよい。
【０２６９】
　いくつかの局所用調合物においては、活性な作用物質は、当該調合物のほぼ０．２５重
量％乃至７５重量％の範囲、好ましくは当該調合物のほぼ０．２５重量％乃至３０重量％
の範囲、より好ましくは当該調合物のほぼ０．５重量％乃至１５重量％の範囲、そして最
も好ましくは当該調合物のほぼ
１．０重量％乃至１０重量％の範囲の量、存在する。
【０２７０】
　局所用皮膚治療用組成物は、その粘性や、消費者が意図する用途に合うような適した容
器に梱包することができる。例えばローション又はクリームは、ビン又はロール・ボール
・アプリケータや、あるいは、推進剤で駆動されるエーロゾル装置又は指で操作するのに
適したポンプを備えた容器に、梱包することができる。組成物がクリームである場合は、
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それを単に変形不能のビン、又は、チューブ又はフタ付きのビンなどの絞り出しビンに保
存することができる。更に本組成物を、米国特許第5,063,507号に解説されたものなどの
カプセルに容れてもよい。従って、ここで定義する通りに美容上許容可能な組成物を含有
する密閉された容器も提供される。
【０２７１】
　ある代替的な実施態様では、経口又は非経口投与用の医薬調合物が提供されるが、この
場合、当該調合物に、上述したような活性化性化合物を含有するマイクロ乳液を含めても
よいが、経口又は非経口による薬物投与に特に適した代替的な薬学的に許容可能な担体、
賦形剤、添加剤等を含めてもよい。選択的には、作用物質を含有するマイクロ乳液を、改
変を行うことなく概ね上に記載した通りに経口又は非経口投与してもよい。
【０２７２】
　作用物質の投与の後に、例えばここで解説した遺伝子のたんぱく質又は転写産物レベル
、あるいは、NAD+、NADH 又はニコチンアミドのレベルを測定するなど、対象においてあ
る一つの因子を測定してもよい。ある例示的な実施態様では、例えば生検を得るなどして
、対象への作用物質投与後に対象から細胞を得、生検中の該因子を判定する。代替的には
、血漿中生物マーカなどの生物マーカを追跡してもよい。細胞は対象のいずれの細胞であ
ってもよいが、作用物質を局所投与する場合には、当該細胞は、投与部位の近位に位置す
る細胞であることが好ましい。
【０２７３】
　観察してもよい他の因子には、老化の徴候、体重、肥満度、血糖レベル、血中脂質レベ
ル、及び、ここで解説する疾患又は状態を観察するために測定してもよいいずれか他の因
子、がある。
【０２７４】
８．　キット
　更にここでは、老化、アポトーシスを調節したり、ここで解説するものなどの疾患を治
療したりするキットを含め、治療用のキットのなどのキットも提供される。あるキットは
、ここで解説された一種以上の作用物質と、そして選択的には細胞を本作用物質に接触さ
せるための器具とを含むであろう。器具には、シリンジ、ステント、及び、作用物質を対
象に導入したり、あるいは、それを対象の皮膚に適用したりするための他の器具が含まれ
る。
【０２７５】
　更に、あるキットは、組織試料中などのたんぱく質又は転写産物レベルなど、上記のも
のなどの因子を測定する成分も含むであろう。
【０２７６】
　他のキットには、老化関連疾患、体重増加、肥満、インシュリン耐性、糖尿病、癌、こ
れらの前駆症状又はこれらの二次状態を有する、又は発症する可能性を診断するためのキ
ットがある。あるキットは、NPT1、PNC1、NMA1、NMA2、NNMT、NNT1、NAMPRT、NMNAT、NMA
T-1 及びNMAT-2 の活性又は発現レベル、あるいはNAD+、NADH、ニコチンアミド及び／又
は、NAD＋再利用経路中の他の中間化合物のレベルを測定するための作用物質を含むであ
ろう。
【０２７７】
　スクリーニング検定のためのキットも提供される。キットの例は、ここで解説したたん
ぱく質、又は、その生物学的活性部分、あるいはこのようなものを含む細胞又は細胞抽出
物など、スクリーニング検定を行なうための一種以上の作用物質を含むものである。これ
らのキットのいずれも、使用に関する指示も含むであろう。
【０２７８】
　更に本発明を以下の実施例で描出することとするが、以下の実施例はいずれの態様でも
限定的なものと捉えられてはならない。（本出願全体を通じて引用された参考文献、発行
済み特許、公開済み特許出願及びGenBank受託番号を含む）全参考文献の内容を、引用を
もってここに援用することを明示しておく。
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【０２７９】
　本発明の実施にあたっては、他に明示しない限り、当業者に公知の、細胞生物学、細胞
培養、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、組換えDNA、及び免疫学の従
来技術を利用することになるであろう。このような技術は文献に十二分に解説されている
。例えばMolecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed.,
ed. by Sambrook, Fritsch and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press:
1989); DNA Cloning, Volumes I and II (D. N. Glover ed., 1985); Oligonucleotide
Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Mullis et al. U.S. Patent No: 4,683,195;
Nucleic Acid Hybridization(B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984);
Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984);
Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized
Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular
Cloning (1984); the treatise, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc.,
N.Y.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller and M. P. Calos
eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Methods In Enzymology, Vols. 154
and 155 (Wu et al. eds.), Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology
(Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook Of
Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds.,
1986); Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y., 1986)を参照されたい。
【０２８０】
実施例
実施例１：　核内NAD＋再利用経路を操作して老化を遅らせる
　栄養物質を枯渇させた酵母は、NAD＋依存的ヒストンデアセチラーゼSir2pの活性を必要
とする著しい寿命の延びを示す。ここで我々は、NAD＋再利用経路にとって重要なニコチ
ネートホスホリボシルトランスフェラーゼをコードするNPT1の量を増すと、Sir依存的サ
イレンシングが増加し、そのrDNA遺伝子座が安定化し、酵母複製寿命が最高６０％、延び
ることを示す。NPT1及びSIR2は両者とも、ヒートショックに対する耐性をもたらすことか
ら、これらの遺伝子は、細胞生存を促進する上でより一般的な態様で作用することが実証
される。我々は、Npt1と、以前には特徴付けられていなかった再利用経路酵素Nma2が両者
とも核内で濃縮されていることを示し、著しい量のNAD＋がこのオルガネラで再生される
ことを示唆する。再利用経路遺伝子PNC1、NMA1 及び
NMA2 のコピーが付加的にあるとテロメア及びrDNAサイレンシングが増加することから、
複数の段階がこの経路の速度に影響することが示唆される。SIR2依存的プロセスはNPT1の
添加により亢進するが、定常状態NAD＋レベル及び NAD+/NADH 比は変わらないままである
。この発見は、酵母寿命の延びは、定常状態レベルの単純な増加ではなくSir2にとっての
NAD＋の利用能の増加により促進されているのではないかということを示唆するものであ
る。我々は、NAD＋再利用経路を通るフラックスの増加がSir2依存的な寿命の延びを担っ
ているというモデルを提案する。
【０２８１】
実験の手法
　プラスミド及び株　－　この研究で用いた株を表２に挙げる。 W303AR5 sir3::URA3 (1
6)、W303AR5 sir4::HIS3、W303AR5 sir2::TRP1 及び PSY316AT は（41）に解説されてい
る。 PSY316AT 中のSIR2の削除を ScaI/PvuII linearized pC369 (41)を用いて行なった
。 JS209、JS241、JS237 及び JS218 はJ. Smith (42)からの提供である。NPT1のコーデ
ィング領域と上流配列の1.1kbを PCR (43) で増幅し、2.4 kb の産物断片を pRS306 ベー
スのベクタ pSP400に  NotI 及び SacI （L. Guarente氏、M.I.T.からの提供）間と、2μ
ベースのベクタ pDB20
(44) 中にサブクローニングしてそれぞれ pSPNPT1及びpDBNPT1 を作製した。
【０２８２】



(57) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

【表２】



(58) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

【０２８３】
　NPT1の付加的なコピーを URA3 遺伝子座に、StuIで直線化したプラスミドpSPNPT1
を用いて組み込んだ。まず組込み体を PCRで識別した。次に NPT1 コピー数を、サザンブ
ロットで NPT1 及び ACT1 DNA をプローブすることで判定した NPT1 バンドの濃度をACT1
 バンドに
ImageQuant ソフトウェア
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA)を用いて比較した。SIR2 の付加的なコピーを持つ
株は、 XcmI で直線化したプラスミド p306SIR2 又は p305SIR2 (17) を組み込むことで
作製された。高コピーの
SIR2を2μベースのプラスミドであるp2μSIR2（L. Pillus氏、 UCSDより提供）に導入し
た。それぞれStuI 及び XcmI で直線化したpRS306 又は pRS305 (45) を組み込むことで
、W303AR5 を形質転換させて Ura+ 及びLeu+ 原栄養性にした。ADE2 消失事象を起こした
コロニーを選抜することにより YDS1595 をW303AR5 から作製した。YDS1595 をStuI切断p
RS402 (ADE2 遺伝子を持つ) で形質転換させて YDS1596を作製した。W303cdc25-10 はS. 
Lin氏 (M.I.T) (19)からの提供だった。解説された通りに（46）野生型遺伝子をkanr マ
ーカで置換することにより、NPT1 欠失株である YDS1580を作製した。PNC1/YGL037
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のコーディング領域及び650bp上流領域を PCRでゲノムDNAから増幅した。その1350 bp の
SacI/NotI
断片をベクタ pSR400 中にクローニングして pSPYGL037を作製した。 NMA2/YGR010のコー
ディング領域及び500bp上流をPCRでゲノム・テンプレートから増幅し、1730 bp のSacI/N
otI 断片をpSP400 中にクローニングして、pSPYGR010を作製した。NMA1/YLR328
のコーディング領域及び450
bp 上流をゲノム・テンプレートからPCR により増幅し、その2150 bp 断片をpRS306 中に
クローニングして p306YLR328を作製した。QNS1/YHR074 のコーディング領域及び600bp上
流をPCRで増幅し、2.8 kb のSacI/NotI 断片を pSP400 中にクローニングして pSPYHR074
を作製した。PNC1/YGL037、NMA1/YLR328、 NMA2/YGR010、及び QNS1/YHR074
の付加的なコピーを
W303AR5 及びPSY316AT のURA3 遺伝子座に形質転換により組み込んだ。増幅されたDNA は
すべて、変異がないことを配列決定により確認されている。
【０２８４】
　HAタグ付きNPT1 を、tag-kanr 組込み法 (47) を株 W303AR5 及び W303cdc25-10で用い
て作製した (19)。緑色蛍光たんぱく質 (GFP) カセットをNpt1、Nma1 及びNma2のカルボ
キシ末端に解説された通りに導入した(48)。タグ付きのこのたんぱく質の官能性を rDNA 
サイレンシングを検定することにより確認した。
【０２８５】
　寿命の判定　－　複製寿命の判定を記載された通りに行なった (16)。他に記載しない
限り、１回の実験当たり最小４０個の細胞を用いて、細胞はYPD培地 (1% 酵母抽出物、2%
 バクトペプトン、2% グルコース w/v) で成長させた。各実験は個別に少なくとも２回、
行なわれた。寿命の統計上有意な差はウィルコキソン順位和検定を用いて判定された。信
頼度が９５％より高いときに、差を「異なる」と述べている。
【０２８６】
　mRNA 及びたんぱく質の判定　－　ノーザン及びウェスタン・ブロットは標準的な技術
を用いて行なわれた。NPT1 転写産物はNPT1 遺伝子の完全解放読み取り枠から得られたプ
ローブを用いて検出された。 ACT1 mRNA は完全長 ACT1プローブ（G. Fink氏から提供、M
.I.T）を用いて検出された。HA エピトープはモノクローナル抗体HA.11 （CRP社製、カリ
フォルニア州リッチモンド）を用いて検出された。アクチンはモノクローナル抗体 MAB15
01R（Chemicon社製、カリフォルニア州テメキュラ）を用いて検出された。
【０２８７】
　酵母検定及びGFP 局在化　－　他に明示しない限り、酵母株は30℃ で成長させた。リ
ボゾームDNA遺伝子座でのサイレンシングの程度は２つの検定を用いて判定された。 ADE2
 サイレンシング検定については、細胞を合成完全(SC) 培地(1.67% 酵母窒素ベース、2% 
グルコース、40 mg/l のヒスチジン、ウリジン、トリプトファン、アデニン及びロイシン
) で３日間、予め成長させた。細胞をSD 培地に再懸濁させ、リン酸緩衝生理食塩水で１
０倍に連続希釈し、アデニンを欠くSC培地上にスポットした。MET15 サイレンシング検定
はPb2+含有プレート上で前に解説された通りに行なわれた (42)。テロメア・サイレンシ
ングは 0.7 mg/l アデニンを含有するSC培地上で検定された。細胞を３日間、成長させ、
４℃で３日間、置いて着色を増強した。ヒートショック検定は基本的に解説された通りに
行なわれた (14)。限られたヒスチジン(20 mg/ml)を加えたSC完全培地上で株を一晩、成
長させ、1x105 cells/ml になるまで3 ml の同じ培地で希釈し、５日間、成長させた。培
養物を１０倍に呼気済み培地で希釈し、５５℃で１時間、インキュベートし、ＳＣプレー
ト上にスポットした。リボゾームのDNA組換え速度は前に解説された通りに判定された (4
9)。少なくとも 10,000個のコロニーを各株について調べ、各実験は三重にして行なわれ
た。
【０２８８】
　NAD+ 及びNADH の判定は、他所で解説された通りに測定された (50)。GFPたんぱく質発
現細胞を対数期中期まで YPD培地又はYPD 低グルコース (0.5% w/v) で成長させた後、20
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した。画像をニコン社製E600の蛍光顕微鏡で１０×の倍率で取り込み、フォトショップ 6
.0 ソフトウェアを用いて解析した。
【０２８９】
結果
　NPT1の量増加は寿命を増すが、定常状態 NAD+レベルは増さない　－　SIR2 は酵母では
寿命の制限成分であり、触媒作用には NAD+ を要する。E. coliでの研究で、PncBが、NAD
＋を再循環させる再利用経路中の速度制限ステップを触媒することが示されている
(35,37,38)。我々は、酵母 pncB ホモログである NPT1のコピーが付加的にあると、Sir2
に対するNAD＋産生が増えるかどうか、ひいては酵母寿命が延びるかどうかを疑問に思っ
た。NPT1 をURA3 遺伝子座にその天然プロモータ制御下で組み込んだ。次に、NPT1の１つ
又は４つのタンデム・コピーを持つ株をサザン・ブロット法で識別した。我々はその結果
の遺伝子型をそれぞれ2xNPT1 及び5xNPT1 と言及する。
【０２９０】
　複製寿命検定に向けて、細胞を少なくとも２日間、新鮮な酵母抽出物／ペプトン／グル
コース (YPD) 培地上で成長させて、これらが検定前のカロリ制限条件から確実に回復し
ているようにした。その後、以前には萌芽のなかった母細胞から出まれた娘細胞を、マイ
クロ操作で取り出し、計数した。図１Ａに示すように、2xNPT1 株は野生型株よりも平均
して最高４０％、長く生き、そして5xNPT1 株は驚くべきことに最高６０％長く、生きた
。NPT1で誘導された寿命の延びは、sir2 欠失で完全に損なわれ、SIR2 のコピーが付加的
にあってもあまり促進されなかった（図１Ｂ）ことから、NPT1 により提供される寿命の
延びはSir2により媒介されていることが示された。
【０２９１】
　最近、低グルコース培地（
(0.5% w/v)で成長させた野生型細胞が、 標準(2%) グルコース培地で成長させたものより
も著しく長い平均寿命を有することが示された(19,32)。図１Ｃに示すように、低グルコ
ース培地では、5xNPT1 株の寿命は野生型株よりもさほど長くなかった。NPT1 及び低グル
コースの効果が相加的でなかったという事実は、２つの措置が同じ経路を通じて作用する
ことを示唆している。
【０２９２】
　生化学研究ではSir2にはNAD＋がコファクタとして必要であることが示されている。こ
のことから、複製寿命はNAD＋レベルの増加により延びるのではないかという仮説が導か
れた。この考えと合致して、NAD+ レベルは年老いた細胞で著しく増加していることが示
されており、これはおそらくは老化に対する防御としてか、あるいは、代謝活性低下の結
果としてであろう
(50)。今日までのところ、いずれの長命の株においてもNAD＋の細胞内レベルは報告され
ていない。我々は 2xNPT1 株における定常状態NAD＋レベル及びNAD+/NADH 比が野生型と
は大きく異ならなかったことを見出した（表１）。また我々は Dsir2 及び 2xNPT1 Dsir2
 株を調べたが、やはり、野生型とは何の違いも見出せず、 NAD+ レベルの増加を検出で
きなかったことはSir2活性が原因ではないことが示唆された。
【０２９３】
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【表１】

【０２９４】
　NPT1 及び SIR2 はヒートショックに対する耐性は高めるが、他のストレスに対する耐
性は高めない　－　Ｃ．エレガンス及びドゥロソフィラインシュリン/IGF-1 経路の成分
に変異があると、動物はコントロールの最高２倍まで長生きする
(5)。Ｃ．エレガンスでは、この長寿はストレス耐性と結び付いている
(4)。対照的に、ドクロソフィラでホモ接合型になると寿命を最高５０％延ばす
chico 変異があっても、ヒートショックに対しても、又は酸化的ストレスに対しても防御
が起きない
(51)。Ｃ．エレガンスにおけるsir2.1 による寿命の延長とストレス耐性との間の関係は
調べられていないが、酵母ではSir2/3/4 複合体がこのような応答に関与しているとの証
拠がある。酵母
sir4-42 変異は複製寿命を延ばすだけでなく、飢餓及びヒートショックへの耐性も高める
 (52)。これにより、SIR2 長寿経路はストレス体制にも影響するのではないかという可能
性が浮かび上がる。
【０２９５】
　これを追求するために、我々は、NPT1 及びSIR2 の余分がコピーがるとヒートショック
、飢餓、及びメチルメタンスルホネート (MMS) 又はパラコートへの暴露 を含め、多種の
ストレスへの耐性がもたらされるかどうかを調べた。MMS はDNA損傷物質であり、多種のD
NA 病変を引き起こすが、他方パラコートは反応性酸素種を生じさせることにより酸化的
ストレスを誘導する。NPT1、SIR2のいずれか又は両者のコピーが付加的にあっても、パラ
コート又はMMSに対する耐性が提供されず、またこれらは静止期で生存する能力を亢進す
ることもなかった。
【０２９６】
　ヒートショック耐性を検定するために、NPT1 又は SIR2 の付加的なコピーを持つ株を
静止期までＳＣ培地中で成長させ、５５℃で１時間、ヒートショックを与えた後、１０倍
連続希釈液にしてＳＣプレート上にスポットした。図２Ａに示すように、
NPT1 又はSIR2 のコピーを付加的に一個持つ株は、他の同質遺伝子型の野生型コントロー
ル株よりもヒートショックに対して著しく耐性であった。NPT1 及び SIR2 の相加的な効
果は見たところなく、これらの遺伝子が同じ経路で作用することと合致した。この表現型
のより定量的な測定値を提供するために、株にヒートショックを１時間、与え、コロニー
一個ずつにしてプレートし、２４時間後のコロニー数を、未処理の試料のパーセンテージ
として採点した。図２Ｂに示すように、NPT1 及び SIR2又は両者の付加的なコピーがある
と、我々の先の発見と合致して、野生型よりも最高８倍、長い生存が提供された。
【０２９７】
　付加的なNPT1があるとサイレンシング及びrDNA安定性が増す　－　我々は、付加的なNP
T1がもたらすSIR2依存的寿命伸長の分子基盤を判定したいと望んだ。簡単なモデルでは、
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NPT1の量が増すとNAD＋再利用経路が刺激され、ひいてはSir2活性が増すのではないかと
予測される。従って我々は、NPT1 の付加的なコピーがrDNA遺伝子座でのサイレンシング
及び安定性の SIR2依存的プロセスに及ぼす効果を調べた。
【０２９８】
　NPT1 がrDNA サイレンシングに及ぼす効果を判定するために、我々は ADE2 又はMET15 
マーカのいずれかをrDNA 遺伝子座に組み込ませた株を用いた (RDN1)。我々は2つのマー
カ遺伝子を用いて我々が観察した効果が単にアデニン又はメチオニンの生合成変化を原因
とするものでないことを確認した。 ADE2 のサイレンシングの結果、アデニンを欠く培地
上では細胞の成長が鈍化し、アデニン量の限られたプレート上では赤色の色素が蓄積する
。MET15 がサイレントになると、Pb2+含有培地上で茶色の色素が産生される。SIR2 の付
加的なコピーを持つ株が比較のために含まれた。ADE2検定（図３Ａ、アデニン上の成長を
アデニン無しの場合の成長と比較する）及び MET15 検定（図３Ｂ）では、2xNPT1
株は野生型よりも高レベルのrDNA サイレンシングを示した。NPT1 の付加的なコピーを2x
SIR2
株に導入してもサイレンシングは更には増加しなかったことから、やはり、これら２つの
遺伝子が同じ経路にあることと合致した。高コピーの2μベースのプラスミド上にSIR2 及
び NPT1を持つ株も、rDNA サイレンシング・レベルの増加を示した（図３Ｂ及びＣ）。NP
T1 のコピーが付加的にあると sir3 及び sir4 ヌル株でもサイレンシングが増加した（
図３Ｃ）。高コピー
NPT1 は、 sir3 株ではrDNAサイレンシングに破壊的な効果を有していたが、他方、この
効果は sir4 株では観察されなかった。これは、 sir4 変異体はSir2 をrDNAに再局在化
させるという事実で説明することができ、このことが高レベルのNpt1と拮抗するのではな
いかと考えられる。NPT1 の付加的なコピーがsir2 変異体であると、rDNA サイレンシン
グに僅かな増加があったが、これは SIR2-依存的なサイレンシングよりもかなり弱かった
。この見かけの増加の基盤は不明である。これがサイレンシングに対する全体的な効果で
あったかどうかを判定するために、我々はテロメア遺伝子座でのサイレンシングを調べた
。 NPT1 の付加的なコピーを、ADE2マーカを５番染色体のサブテロメア領域に挿入してあ
るPSY316ATに導入した(53)。図３Ｄに示すように、 NPT1 の付加的なコピーがあると、テ
ロメアのサイレンシングが
SIR2-依存的に増加した。
【０２９９】
　rDNA の不安定性は酵母複製老化の主要な原因であることが示されている。 NPT1 がこ
の遺伝子座での安定性を増加することにより寿命を延ばすのかどうかを検査するために、
我々は、 rDNA 組換えの速度を2xNPT1 及び2xSIR2 株で判定した。これは、rDNAに挿入さ
れたADE2マーカの消失速度を測定することにより行なわれた。図３Ｅに示すように、 NPT
1 の付加的なコピーがあると、2xSIR2 及び 2xNPT1 2xSIR2 株と同様に、rDNA 組換えが
２分の１に減少した。sir2 を 2xNPT1 株から削除すると rDNA 組換えは劇的に増加して 
sir2 ヌル株のレベルにまでなった（図３Ｆ）。これらの結果は、 NPT1 はSir2のrDNA組
換え阻害能を増すことにより複製寿命を延ばすというモデルと合致する。
【０３００】
　NPT1 の付加的なコピーに伴うrDNAサイレンシング増加を説明するあり得る説の一つは
、これらの株でのテロメア
Sir2がrDNAに再局在化して、テロメアのサイレンシングが消失するというものである。我
々は、NPT1 の付加的なコピーがあるとテロメアのサイレンシングSIR2-依存的に増加する
ということを示し、寿命の延びの機序としてのテロメアからのSir2の再局在化に反論した
。もう一つの可能な説明は、付加的な
NPT1 があるとSir2発現が上方調節されるというものである。我々はウェスタン・ブロッ
ト法によりSir2の定常状態レベルが付加的な NPT1に応答しても変化しないことを見出し
た。rDNAサイレンシングの増加の３番目の可能性は、付加的な
NPT1 が全体的な Sir2 活性を刺激するというものである。現在ではこの活性をin vivoで
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測定することはできないが、この考えは、付加的なNPT1があると、これまで調べられたSI
R2-依存的プロセスのどれもが亢進されるという我々の発見と合致する。
【０３０１】
　カロリ制限は NPT1 発現又は局在化を変化させない　－　付加的な NPT1 及びカロリ制
限は、同じ経路を通じて寿命を延ばすようであることを考え、我々は、カロリ制限がNPT1
発現を増すことに作用するのかどうかを検査した。三重項ヘマグルチニン・エピトープ(3
xHA) (SEQ ID NO: 49) タグをNpt1のカルボキシ末端に、3xHA-カナマイシン耐性カセット
を天然型NPT1 遺伝子座 （3xHAタグは SEQ ID NO: 49に開示された通り）に組み込むこと
により、加えた。我々は、その野生型レベルのrDNAサイレンシング維持能を検定すること
により、その融合たんぱく質が機能的であることを確認した。次に、NPT1 レベルを、ブ
ルコース培地 (0.5%) 上で成長させた株と、カロリ制限を遺伝的模倣と考えられる長命の
cdc25-10 株で判定した (19)。図４Ａ及びＢに示すように、 NPT1 発現の増加は mRNA レ
ベルでも、又はたんぱく質レベルでも検出されなかった。実際、低グルコース条件下では
、常にNPT1発現に最高２分の１の減少が観察された。我々はヒートショック後でも、ある
いはMMSもしくはパラコートへの暴露後でも NPT1 発現に大きな変化は検出しなかった（
図４Ｃ及びＤ）。我々はカロリ制限がNPT1発現を上方調節することに寿命を増すのではな
いと結論する。
【０３０２】
　NPT1 発現はカロリ制限に応答して亢進されるわけではないとして、我々は、このたん
ぱく質の活性が他の手段により調節されている可能性を調べた。具体的には、我々は、完
全又は低グルコース培地で成長させた生きた細胞中の GFPタグ付きNpt1 の細胞レベル下
局在を調べた。驚くべきことに、Npt1は細胞全体に観察されたが、大半の細胞の核内でこ
のたんぱく質の見かけの濃縮があった（図４Ｅ）。排除された大きな領域は液胞に相当し
た。これらの発見から、NAD＋の再部分が核内で再生されているという興味深い可能性が
持ち上がる。低グルコース培地では、Npt1-GFP の局在化パターンに変化はなく、カロリ
制限に応答したNpt1 の総体的な再局在化がないことを示唆している。
【０３０３】
　NAD＋再利用経路全体が核内区画に存在するという我々の仮説を考えると、この経路の
他の酵素もNpt1と同様な局在化パターンを示すであろうと予測せざるを得ない。細菌の再
利用経路に基づくと、
NPT1 のすぐ下流のステップはニコチネートモノヌクレオチドアデニリルトランスフェラ
ーゼ (NaMAT)により触媒されるものと予測される。他の種由来のNaMATと同様な相同性を
持つ二つの酵母ORF YLR0328 及び YGR010があり、それらはそれぞれ NMA1 及びNMA2と指
名されている。これら２つのたんぱく質の位置を特定するために、 GFPカセットを各ORF
の停止コドンの前にインフレームで組み込んでＣ末端融合体を作製した。図４Ｆに示すよ
うに、Nma2-GFP は大半の細胞の核内に、Npt1-GFPと同一のパターンで濃縮していた。こ
の発見は、NADプラスがニコチンアミドから完全に核内で再循環しているという我々の仮
説を更に裏付けるものである。Nma1 の局在化パターンは発現レベルが低いために判定で
きなかった。
【０３０４】
　NAD＋再利用経路中の他の推定長寿遺伝子の同定　－　 Nma2 がNpt1と同様な局在を示
すという発見に促されて、我々は、NAD＋再利用経路中の他の遺伝子が、過剰発現した場
合のNpt1に同様な効果を有するかどうかを調べた。NAD＋再利用経路中の細菌遺伝子は詳
細に研究されているが、Ｓ．セレビジエでは、この経路の鍵となる遺伝子のいくつかはま
だ特徴付けられていない。最近同定された遺伝子であるPNC1は、ニコチンアミドのニコチ
ン酸への転化を触媒するニコチナミダーゼをコードしており、このステップは NPT1のす
ぐ上流である。上に論じたように、２つの遺伝子 NMA1 及び NMA2 は、NPT1のすぐ下流の
ステップを触媒する NaMNATををコードしている。細菌では、この経路の次のステップで
あるNAD+の生成が NAD シンセターゼにより触媒される。まだ特徴付けられていないORFで
ある QNS1/YHR074は、NAD シンセターゼに対して高い相同性を示す。これらの再利用経路
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遺伝子のそれぞれを単一のコピーとしてW303AR5 及びPSY316AT のURA3 遺伝子座に組み込
み、前述したようにサイレンシングについて検定した。PNC1、NMA1 又は
NMA2 のいずれかの付加的なコピーがあると rDNA 及びテロメアのサイレンシングが 2xNP
T1 株と同様なレベルまで増加する（図５Ｂ及びＣ）。対照的に、QNS1の付加的なコピー
が あっても rDNA サイレンシング（図５Ｂ）にも、又はテロメアのサイレンシングにも
何の効果もなかった。上で論じたように、これらの結果はこの経路の速度に影響し得る複
数のステップがあること、そして二つのホモログNMA1 及び NMA2 が重複する機能を有し
ていると考えられることを示している。
【０３０５】
議論
　NPT1 はNAD＋を再循環させる酵母再利用経路の鍵となる成分であるSir2のコファクタを
コードしている。我々は、
NPT1 の付加的なコピーがあると寿命が最高６０％、SIR2-依存的に増すことを示した。酵
母の寿命はNAD＋レベルの増加と関連していそうだということが提案されている。しかし
ながら我々は、NPT1の付加的なコピーを持つ株において定常状態NAD＋レベルは変化がな
いことを示した。更に、NAD+/NADH
比も野生型細胞と同様であることから、全細胞レドックス状態も劇的に変化しているわけ
でないことが示される。
【０３０６】
　また我々はsir2 変異体が野生型 NAD+ レベルを有することを示したが、これは、Sir2 
はNAD+の主要な消費因子ではないことを意味する。にもかかわらず、そのNAD+

のニコチンアミドへの転化能により、Sir2 は再利用経路を通るフラックス増加に応答的
であるはずである（図６）。このように、 NAD+ の定常状態レベルは一定であるが、この
分子のターンオーバーは上昇するのかも知れない。そのGFP-タグ付き酵素の局在化では、
NAD＋再利用経路中の酵素のうちの少なくとも二つが核内に濃縮していることが示された
。これと一致して、Nma1 及び Nma2 は、高スループットのツーハイブリッド・スクリー
ニングにより、核内局在配列(NLS)の受容体として作用するたんぱく質であるSrp1と相互
作用することが示された
(54)。この同じツーハイブリッド・スクリーニングで、Nma1 及び Nma2 がそれら自体と
、そして互いに相互作用できることも示されている。おそらくNma たんぱく質は、バシラ
ス-サチリス（原語：Bacillus subtilis） NaMNAT (55)と同様に二量体として存在するか
、あるいはメタノコッカス－ジャナスキイ（原語：
Methanococcus jannaschii ）(56) 及びメタノバクテリウム－テルモオートトロフィカム
（原語： Methanobacterium
thermoautotrophicum ）NaMNATs (57)と同様に六量体として存在するのかも知れない。NM
A1 又はNMA2 のいずれを破壊した株も生存すること (58)には注目する価値があり、コレ
ラが機能的に重複していることが論じられる。
【０３０７】
　脊椎動物において、NaMNAT/NMNAT
活性は主に、生きた肝臓抽出物の核内区画で観察され (59)、この経路の核内区画化が真
核細胞の全般的な特性ではないかということが示唆される。この再利用経路をクロマチン
の近くに有することで、たんぱく質のサイレンシングに向けてNAD＋が急速に再生可能に
なっているのかも知れない。あるいは、これにより、核内NAD＋プールの変化を通じて多
種の核活動の調和が可能になっているのかも知れない。これらの仮説の検証は容易な課題
ではないが、細胞内NAD＋の分子プローブが開発されれば大きな助けとなるであろう。
【０３０８】
　酵母及び多くの後生生物では、数多くの長命の変異体がストレス耐性増加を示す。しか
しながら、寿命は延ばすがストレスからは余り防御をもたらさないような変異の例が数多
くあり、この関係が簡単ではないことが示される(4)。例えば、酵母においては、cdc25-1
0 変異によりもたらされる寿命の延びには、ヒートショック耐性が伴わない
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(19)。我々は、 NPT1 又は SIR2 の付加的なコピーがあると寿命は延びるが MMS、パラコ
ート又は飢餓に対する防御が提供されないことを示した。このように、Ｓ．セレビジエに
おいては、長寿はストレス耐性の一般的増加とは関係がない。我々が、長寿と関連するこ
とを見つけた唯一のストレス関連表現型はヒートショック耐性である。
sir2D 株での遺伝子発現のゲノム・ワイド解析に基づき、Sir2 は三つのサイレント遺伝
子座以外にある遺伝子を調節することが提案されて(60)いるが、この解釈は議論を呼んで
いる
(61)。この解釈が正しいのであれば、我々が 2xNPT1 及び2xSIR2 株で観察したヒートシ
ョック耐性は、ヒートショック耐性を抑制する遺伝子のSir2-媒介性サイレンシングが原
因であるということもあり得る。
【０３０９】
　細菌においては、Npt1ホモログPncB は NAD+ 再利用経路の律速段階を触媒するsalvage
 pathway (35,37,38)。この研究で我々は、 PNC1、NPT1、NMA1 又は NMA2 の付加的なコ
ピーがあると、いずれも rDNA 及びテロメアのサイレンシングを増加させることを示す。
それが意味するのは、酵母においては、複数の段階がこの経路の速度に影響している可能
性である。このような提案は、大半の代謝経路を通るフラックスが、単一の律速段階でな
く複数の酵素により制御されているという観察に基づく理論である代謝制御分析と一致す
る
(62)。この再利用経路の全ての遺伝子のうちで、QNS1 のみがサイレンシングに対して何
の効果も有さなかったことから、これがこの経路のうちで基質の利用能の制限を受ける唯
一の酵素であることが示唆される。
これはおそらく、予測される
Qns1の基質であるデスアミド-NAD+が、この再利用経路の外にあるソースから提供できな
い唯一の中間物であるという事実が原因であろう（図６を参照されたい）。
【０３１０】
　酵母及び後生生物においては、Sir2ファミリーのメンバーが複数あるが、そのうちの多
くがNAD+-依存的脱アセチル化酵素であることが示されている（あるいは予測される）(24
,63)。この発見を、いくつかの Sir2 ファミリー・メンバーが 細胞質内にあるという事
実と組み合わせると (64,65)、可逆性のアセチル化は、以前に考えられているよりも遥か
に重要な調節機序ではないかということが示唆される
(66)。これにより NAD+ 再利用経路は、このグループのエフェクタたんぱく質の活性を細
胞エネルギ状態に応答して調和させる枢軸位置に置かれる。
【０３１１】
　今や、寿命の調節には保存された経路があることが広く受け容れられている(4,5)。こ
の保存の程度はＣ．エレガンス
sir-2.1 の付加的なコピーがあってもこの生物の寿命を延びるという発見で例証されてい
る
(31)。我々の発見で、酵母においていくつかの
SIR2-依存的プロセスはNAD＋再利用経路の操作により亢進することができたが、このこと
はより高等な生物にとっても真実であろう。我々は我々が調べたいずれのゲノムにも
NPT1 ホモログを特定したが、そのすべてが、サルモネラではリン酸化したときに触媒作
用を大きく刺激する保存領域をヒスチジン残基の周りに持つ
(67)。この調節形態により、変異やNpt1活性を増す低分子のデザインが可能になっている
のであろう。まとめると、我々の発見は、Npt1及び該再利用経路の他のメンバーは、カロ
リ制限の有益な効果を模倣するである低分子にとって魅力的なターゲットであることを示
すものである。
【０３１２】
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【０３１３】
実施例２：　ニコチンアミドによるゲノム不安定性の増加及び老化の加速
　サッカロミセス-セレビジエ（原語：Saccharomyces cerevisiae ）Sir2 たんぱく質はN
AD+-依存的ヒストン脱アセチル化酵素であり、転写サイレンシング、ゲノム安定性及び寿
命において重要な役割を果たす。Sir2のヒトホモログであるSIRT1は、p53腫瘍抑制因子の
活性を調節し、アポトーシスを阻害する。Sir2 脱アセチル化反応は、２つの生成物：O-
アセチル-ADP-リボース及び、ニコチンアミドというニコチン酸の前駆体であり、ナイア
シン／ビタミンB３の一つの形を生じる。我々はここでニコチンアミドが酵母のサイレン
シングを完全に消失させ、複製寿命をsir2 変異体のそれまで短縮することを示す。ニコ
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チン酸でなくニコチンアミドは、酵母のテロメア、rDNA及び接合型遺伝子座でのサイレン
シングを強力に阻害する。ニコチンアミドはまた、rDNA遺伝子座の不安定性を増し、酵母
寿命をsir2 変異体のそれまで短縮する。ニコチンアミドは更にG1停止期細胞でのサイレ
ンシングも消失させることから、継続的なSir2活性がサイレンシングの維持に必要である
ことが実証される。ニコチンアミドの存在下では、Sir2 はもはや、テロメアとも、又は
接合型遺伝子座とも結び付かず、rDNAと結び付く。ニコチンアミドの存在下ではSir2 は
もはテロメア及び接合型遺伝子座のクロマチンとも共沈殿せず、しかしSir2 の局在パタ
ーンに変化はない。我々は生理的濃度のニコチンアミドが Sir2 及びSIRT1の両者を非競
合的に阻害することを
in vitroで示す。ニコチンアミドによるSIRT1の阻害の程度 (IC50 < 50 μM) はこのクラ
スのたんぱく質で最も効果的な公知の阻害剤に等しいか、あるいはそれより良好である。
我々は、ニコチンアミド及び NAD+ がSir2に同時に結合することで触媒作用を阻害できる
ことを提案し、ニコチンアミドによりSir2の阻害が生理学的に重要であることを論じる。
【０３１４】
　我々は、核内ニコチンアミドがin vivoのSir2活性に負の調節を及ぼしている可能性を
論じる。我々の発見は、ニコチンアミドの臨床上の使用には慎重な配慮が必要であること
を示すものである。
【０３１５】
実験の手法
　酵母検定　－　本研究で用いられた酵母株をすべて、表３に挙げる。他に記載しない限
り、細胞は３０℃でYPD培地 (1% 酵母抽出物、2%バクトペプトン、2% グルコース w/v) 
上で成長させた。リボゾームDNA遺伝子座でのサイレンシングの程度を、RDN1::MET15 株
をPb2+-含有培地（0.3% ペプトン、0.5% 酵母抽出物、4% グルコース、0.02% (w/v) 酢酸
アンモニウム、0.07% Pb(NO3)2
及び2% 寒天）上で成長させることにより、判定した。ADE2-ベースのテロメア及び HM遺
伝子座サイレンシング検定を、前述したように（実施例１を参照されたい）行なった。リ
ボゾームDNA組換え頻度は前に記載された通り
(44')に判定された。
【０３１６】
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【０３１７】
　複製寿命の判定は前述された通り (25')にマイクロ操作で行なわれた。最小４０個の細
胞を１回の実験辺り調べ、各実験は個別に少なくとも二回、行なわれた。寿命の統計学的
有意差はウィルコキソンンの順列和検定を用いて判定された。差は信頼度が９５％を越え
たときに有意であると記載した。
【０３１８】
　GFP蛍光は、蛍光活性化セルソーティング (FACS) により FACSCaliburフローサイトメ
ータ（カリフォルニア州Becton Dickinson社）を用いて前述された(45')通りに行なわれ
た。G1-停止期実験については、細胞を10μg/ml アルファ因子で３時間、処理した。DNA
含有量はヨウ化プロピジウム（Sigma社）で染色された固定細胞のFACS分析により、前述
された通りに(45')判定された。典型的には一試料辺り20,000個の細胞を分析した。デー
タの獲得及び分析はCELLQuest ソフトウェア (Becton Dickenson社)を用いて行なわれた
。
【０３１９】
　蛍光顕微鏡法及びクロマチン免疫沈降法　－　GFP 蛍光を、合成完全 (SC)培地 (1.67%
 酵母窒素基剤、2% グルコース、それぞれ40 mg/リットルのヒスチジン、ウリジン、トリ
プトファン、アデニン及びロイシン)中で対数期まで成長させた生きた細胞中で観察した
。画像を Nikon Eclipse E600 顕微鏡を用い、1000X の倍率でキャプチャし、Scion Imag
e ソフトウェアで解析した。クロマチン免疫沈降法 (ChIP) を前述された(45') 通りに、
表２に挙げたプライマ・ペアを用いて行なった
(46')。PCR反応は、予め清澄させた全細胞抽出物からの投入DNAの1/5000 又は1/12500 希
釈液と、免疫沈降させたDNAの1/50 希釈液を用いた50μlの容量にして行なわれた。PCRの
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パラメータは以下の通りだった。 CUP1 及び 5S rDNA プライマ・ペアには、 26 サイク
ルの PCR を、５５℃のアニーリング温度にして行なった。Tel 0.6、Tel 1.4 及び HM プ
ライマ・ペアには、５０℃のアニーリング温度にした３２サイクルを用いた。PCR産物は
、2.3%アガロース・ゲルで電気泳動法により分離し、臭化エチジウム染色法で視覚化した
。
【０３２０】
【表４】

【０３２１】
　In vitro脱アセチル化検定　－　組換えGST タグ付き酵母 Sir2p (D. Moazed氏より提
供)及び組換えヒトSIRT1 (47') を脱アセチル化酵素活性についてHDAC 蛍光活性検定／薬
物発見キット (AK-500, BIOMOL Research Laboratories)を用いて検定した。この検定シ
ステムにより、ヒストン基質の脱アセチル化時に顕色剤で処理すると蛍光シグナルを検出
することができる。蛍光は蛍光分析リーダ (Cytofluor II 400 series PerSeptive Biosy
stems) で、励起を360 nm にし、放出検出を 460 nmに設定して測定された。反応液は5μ
gの GST-Sir2 又は2.5μgのSIRT1を、250μMのアセチル化ヒストン基質、
1 mM DTT 及び記載した通りの一定範囲のNAD+

濃度と一緒にインキュベートしたものを50μlの検定緩衝液に入れたものから成った。酵
母及びヒトたんぱく質との反応はそれぞれ３０℃及び３７℃で、３０分間、行なわれた。
阻害物質検定については、反応を200μMのNAD+

と、 ニコチンアミド (0、50、150 又は300μM) (Sigma社)、又は、50μMの以下の阻害剤
；ニコチン酸(Sigma社)、シルチノール、M15  (Chembridge社)、スプリトミシン (47)、T
SA  (BIOMOL社)のうちのいずれかとの存在下で行なわせた。  
【０３２２】
結果
　ニコチンアミドはrDNA、テロメア及び接合型遺伝子座でのサイレンシングを消失させる
。ニコチンアミドはSir2脱アセチル化の産物であり、NAD＋再利用経路における重要な基
質である。NAD＋生合成を操作するとSir2依存的活性に影響することができるという我々
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の前の観察に基づき（実施例１を参照されたい）、我々はどんな効果をNAD＋前駆体はサ
イレンシングに対して有するのかを調べたいと考えた。ADE2 又はMET15 マーカのいずれ
かをrDNA 遺伝子座 (RDN1) に組み込ませて持つ株を調べた。
ADE2 をサイレントにすると、アデニンを制限したプレート上で赤色色素の蓄積が起こる
が、他方、MET15 をサイレントにすると、茶色の色素をPb2+-含有培地上で生じる。我々
は２つのマーカ遺伝子を用いて、我々が観察した効果が単にアデニン又はメチオニン生合
成の変化が原因でないことを確認した。SIR2 (2X SIR2) の余分な一個のコピーを持つか
、あるいはSIR2 (sir2::TRP1)を欠く株を、それぞれサイレンシングの増加及びサイレン
シングの欠如用にコントロールとして含めた。図８Ａに示すように、5 mM ニコチンアミ
ドの存在下で成長させた場合、サイレンシングは完全に損なわれる。この遺伝子座でのAD
E2 マーカのサイレンシングはニコチンアミドの添加でも同様に失われた。
【０３２３】
　ニコチンアミドの効果がrDNAに特異的なものかどうか、あるいはそれが他のへテロクロ
マチン領域に影響するのかどうかを検査するために、我々はテロメアでのサイレンシング
を調べた。テロメアのサイレンシングを観察するために、我々は、ADE2 遺伝子が５番染
色体に右腕のサブテロメア領域（Y’）に組み込まれた株を用いた
(22')。アデニンを制限したプレートでは、ADE2マーカがまだらに発現するためにコロニ
ーは赤／白の部分を有する。5 mM ニコチンアミドの存在下では、コロニーは白色であり
、抑制が完全に失われていることが実証された（図８Ｂ）。また我々は接合型遺伝子のサ
イレンシングも観察し、ニコチンアミドがこの遺伝子座でもサイレンシングを完全に消失
させることを見出した。
【０３２４】
　NAD＋再利用経路の中間物であるニコチン酸は、ニコチンアミドに構造上、似ている（
図９Ｂを参照されたい）。ニコチン酸は酵母細胞に効率的に取り込まれるが、この化合物
の特異的トランスポータであるTna1が最近、同定された (48',49')。上記の検定のそれぞ
れにおいて、我々は、5 mM のニコチン酸が Sir2-依存的サイレンシングに及ぼす効果を
調べ、いずれの場合でも、ニコチン酸は何ら効果を有さないことを見出した。
【０３２５】
　ニコチンアミドはゲノム安定性を増し、酵母寿命を縮める。　－　
我々は、上記のサイレンシング消失が Sir2 活性の阻害が原因であるものかどうかを判定
したと考えた。そうであればニコチンアミドで処理された細胞はsir2D 株を模倣するはず
である。機能的 Sir2 を欠く酵母は、rDNA組換え頻度の増加を示す。rDNA遺伝子座での A
DE2 マーカの消失を野生型、2X SIR2 及びsir2 株で、ニコチンアミドの存在下及び非存
在下で観察した。図９Ａに示すように、野生型及び2X SIR2 細胞をニコチンアミドで処理
すると、sir2 変異体と同様に、マーカ消失頻度が最高７倍に増加した。重要なことに、
この
sir2 株を処理してもそれ以上組換えは増えず、観察されたマーカの消失はSir2の阻害が
原因であるかどうかには議論が生じる。
【０３２６】
　rDNA遺伝子座の不安定性が、酵母複製老化の主要な原因であると示されている(25',26'
)。そこで我々は、ニコチンアミドの酵母寿命に対する効果を調べた。細胞を２日間、新
鮮な酵母YPD 培地で成長させて、これらが検定前にカロリ制限条件から完全に回復してい
ることを確実にした。次に、前には未萌芽の母細胞から出芽した娘細胞をマイクロ操作で
取り出し、計数した。図９Ｃは、野生型（三角）及び短命のsir2 変異型 (丸)の両者の代
表的な寿命曲線を示す。5 mMの ニコチンアミドを含有する培地で成長させた細胞（塗り
つぶしたダイヤモンド）は、平均で野生型の最高４５％の寿命を有し、これは
sir2 変異株に匹敵した。sir2 株をニコチンアミドで処理して寿命をそれ以上、縮まなか
った（四角）。これらの結果とは対照的に、我々は、5 又は 50 mMのニコチン酸の存在下
では複製寿命に何の有害効果も観察しなかった（図９Ｄ、それぞれ塗りつぶした及び開放
したダイヤモンド）。



(75) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

【０３２７】
　ニコチンアミドは非分裂細胞でサイレンシングを阻害する　－　サイレントなクロマチ
ンドメインの再樹立には、Ｓ期を５回、通過することが必要で (50')であるが、そのトリ
ガはDNA複製ではないようである (51',52')。温度感受性 SIR3 対立遺伝子を用いた実験
では、Sir2/3/4
複合体の存在が、細胞周期全体を通じてサイレントな状態を維持するには必要であること
が示されている
(50')。我々は、 ニコチンアミドが周期中の細胞でサイレントなドメインを抑制解除し、
複製寿命を減衰することを示した。我々は、ニコチンアミド処理が同様な効果を、周期か
ら出たG1停止期の細胞のサイレンシングに対しても有するかどうかを疑問に思った。我々
は、GFP レポータを HMR 遺伝子座に組み込ませて含有することで、ニコチンアミドが単
個細胞の
HM サイレンシングに対して及ぼす効果を定量できるようにした株を用いた。我々はまず
、周期中の細胞でこの系をバリデートした。図１０Ａに示すように、GFPはこの遺伝子座
でのサイレンシングの程度が高いために、未処理細胞では発現しなかった。しかしながら
、5 mM ニコチンアミドに６０分間置いた後では、我々は発現レベルの劇的な増加を観察
し、この増加は９０分後ではさらに著明なものとなった（図１０Ａ、それぞれ二番目及び
三番目のパネル）。
【０３２８】
　サイレンシングのより定量的な測定値を得るために、細胞を蛍光活性化セルソーティン
グ（FACS）で分析した。図１０Ｂの上側２枚のパネルはsir4 及び野生株の非同期培養株
のGFP発現プロファイルを示す。SIR4 を欠失させるとテロメア及び接合型遺伝子座のSIR
複合体が破壊され、Sir2 がこれらの部位から再配分されてrDNA遺伝子座に向かった。こ
のように、sir4 株のプロファイルはHMR 遺伝子座の完全な抑制解除を表している。図１
０Ｂはニコチンアミド中の野生型細胞が成長したことから、sir4 変異体に比較して、こ
の遺伝子座が完全に抑制解除されていることを示す（三番目のパネル）。5 mM のニコチ
ン酸又は構造上関連するキノリン酸（デノボNADプラス合成経路の基質）で処理した細胞
では、GFP発現に何の増加も示さなかった（図１０Ｂ、下側二枚のパネル）から、この脱
サイレンシング効果はニコチンアミドに特異的であることが実証された。
【０３２９】
　この検定系を用い、我々は、非周期中細胞のヘテロクロマチンに対するニコチンアミド
の効果を観察することができた。GFP導入遺伝子を含有する MATa 株から HMLα遺伝子座
を欠失させて、a及びα遺伝子の共発現が原因で細胞がG1停止期を確実に出ないようにし
た。αインしによる処理でG1に停止させた後、細胞を 5 mM ニコチンアミドに暴露して F
ACS で３０分毎に調べた。図１０Ｃは、ニコチンアミドの存在下及び非存在下における、
停止細胞の発現プロファイルを示す。驚くべきことに、G1で停止した細胞は、ニコチンア
ミドで処理された場合にサイレンシングの消失を示した。FACS でDNA含有量を測定すると
、この細胞は実験期間の間G1のままとどまったことが確認された（図１０Ｃ、右側コラム
）。これらの結果は、外因性のニコチンアミドが非分裂細胞においてもサイレントなクロ
マチンを抑制解除することを実証するものであり、ヘテロクロマチンが不安定で動的な構
造であることを示唆している。これはまた、ヒストンが継続的に脱アセチル化しているこ
とが、サイレンシングの維持には必須であることも示している。
【０３３０】
　ニコチンアミドはSir2にテロメア及び接合型遺伝子座からは解離させるが、rDNAからは
解離させない。我々は、ニコチンアミドがヘテロクロマチンを三つのサイレント部位全て
で抑制解除することを酵母で示した。我々の観察を説明するもので最も確かなものは、Si
r2がニコチンアミドの触媒作用により失活したというものであるが、Sir2が脱局在化した
か、あるいはその発現が下方調節されたというのもあり得る。後者の可能性に対処するた
めに、我々はニコチンアミド (1-5 mM) の存在下でSir2たんぱく質レベルを判定し、これ
らに変化がないことを見出した。次に、我々は、GFPでタグされたSir2の局在化に対する
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ニコチンアミドの効果を調べた。同一に対数基培養株を 5 mM ニコチンアミド の存在下
又は非存在下で２時間、成長させ、この間にGFP-Sir2の局在化を蛍光顕微鏡法により観察
した。通常の条件下では、Sir2 は核周辺近傍の異なる焦点位置に観察することができる
が、この各焦点は複数のテロメアのクラスタを表す (53')。 sir2 変異体のバックグラウ
ンドでは、Sir3 がテロメアから放出されて、拡散した核内パターンを示す（図１１Ａ）
。この株をSirの脱局在化の基準として役立てた。ニコチンアミドの中での成長中に、我
々は、処理済み細胞がサイレントな遺伝子座の最大の抑制解除を示す時点である二時間後
ですら、Sir2-GFPパターンに何の変化も観察しなかった（図１１Ｃ及びＤ）。また我々は
、Sirサイレンシング複合体の残りの二つのメンバーである Sir3 及び Sir4を調べた。図
５Ｅ及びＧは、非処理細胞における、それぞれSir3-GFP 及びGFP-Sir4 の局在化パターン
を示す。5 mM ニコチンアミドで２時間処理しても、これらのたんぱく質のいずれでも、G
FP蛍光のパターンは変化しなかった（図１１Ｆ及びＨ）。これらの結果は、Sir2を阻害し
てもSIR複合体の総体的な再局在化は起きないことを初めて示すものである。
【０３３１】
　ニコチンアミドの存在下におけるSir2及びサイレント遺伝子座の間の関係をより密接に
調べるために、我々はクロマチン免疫沈降法 (ChIP) を処理細胞及び非処理細胞の両者に
対して行なった。sir2 変異株と、非サイレントCUP1 遺伝子をコントロールとして役立て
た。図１２は、5S rDNA-特異的プライマ・ペアを用いた投入及び免疫沈降後のDNAからのP
CR産物を示す。細胞を5 mM ニコチンアミド で処理しても、これらのプライマを用いて得
られたPCR産物の量に変化はなかった（レーン５及び６を参照されたい）ことから、
Sir2 はこの化合物の存在下でもrDNAに結び付いたままであることが実証されたい。
【０３３２】
　次に我々は、Sir2 と、６サイレントな HMRα遺伝子座、並びに、６番染色体の右側テ
ロメア由来 DNA 0.6 及び 1.4 kb との結び付きを調べた。 ニコチンアミドの存在下では
、何のPCR 産物も、 HMRに特異的なプライマを用いても得られなかった。同様に、サブテ
ロメアDNA に特異的なプライマを用いてニコチンアミド処理細胞から得られる産物量も、
バックグラウンドに同等だった。これらの結果は、Sir2 が、ニコチンアミドで処理され
た細胞中の
HMR とも、又はサブテロメアDNAとも結び付かないことを実証している。これはおそらく
、rDNAでのRENT複合体と、テロメア及び接合型遺伝子座におけるヘテロ三量体型SIR複合
体におけるSir2の役割の基本的な違いを反映したものであろう。
【０３３３】
　ニコチンアミドは、in
vitroの酵母Sir2及びヒトSIRT1の両者の強力な非競合的阻害剤である　－　Sir2 はニコ
チンアミドに応答して脱局在化することも、あるいは下方調節されることもなかったため
、我々の結果を説明する最も可能性ある解釈は、この化合物が Sir2 脱アセチル化酵素の
直接的な阻害剤として作用した、というものだった。これを更に調べるために、そしてニ
コチンアミドにより誘導される脱サイレンシングの機序のより深い理解を得るために、我
々は様々な量のこの化合物の存在下でSir2活性をin vitroで直接、測定した。 我々は、
ヒストン基質の脱アセチル化時に蛍光シグナルを生じる新規なクラス
III HDAC 活性検定を用いた。アセチル化した基質及びNAD+と一緒にインキュベートした
場合には、組換えGSTタグ付きSir2 は、酵素なし及びNAD＋なしのコントロールよりも１
０倍大きな強力な蛍光シグナルを生じる。この検定を用い、我々はニコチンアミドの脱ア
セチル化阻害能を多様な濃度のNAD+の存在下で検査した。データの二重回帰ラインウィー
バー-バーク・プロット（図１３Ａ）では、ニコチンアミドがこの反応の強力な非競合的
阻害剤であることが示される。同様な結果は最近、Hst2という、細胞質にある Sir2 ホモ
ログでも得られた(54')。我々はニコチンアミドの阻害効果を、より高等な真核生物のSir
2 ホモログにまで延ばせるかどうかを判定したいと望んだ。このように、我々は、ニコチ
ンアミド
がヒ in vitroでヒトSIRT1も阻害できるかどうかを調べた。我々は組換えSIRT1を用いて
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この基質の脱アセチル化を様々な濃度のニコチンアミド及びNAD+の存在下で観察した。Si
r2と同様、そのデータのラインウィーバー-バーク・プロットは、ニコチンアミドはSIRT1
も非競合的に阻害することを示した（図１３Ｂ）。これらの結果は、ニコチンアミドはSi
r2/SIRT1への結合をめぐってNAD+と競合することにより脱アセチル化を阻害するのではな
いこと、そして
ニコチンアミド 及びNAD+ は同時にこの酵素に結合することができることを意味している
。
【０３３４】
　最近、いくつかのグループが、Sir2-様たんぱく質を阻害する化合物を
in vitro 及びin vivo で単離した(55',56')。それらの中にはシルチノール、M15及びス
プリトミシンがある。これらの化合物は、低分子ライブラリの高スループットの表現型ス
クリーニングで、サイレンシングの阻害剤として単離されたが、そのいずれも、SIRT1活
性の阻害能についてはまだ調べられていない。これらの化合物の阻害効果をニコチンアミ
ドのそれに比較するために、我々は、組換えSIRT1活性を、50μMのこれらの阻害剤のそれ
ぞれの存在下で測定した。更に我々は、クラス I/II HDAC 阻害剤TSAも陰性コントロール
として含めた。図１３Ｃに示すように、ニコチンアミドはSIRT1 を IC50<50μMという、
我々が検査した他の阻害剤のそれに等しいか、又は低い数値で阻害した。我々のin vivo 
での結果を更に裏付けるものとして、我々は、構造上関連する化合物であるニコチン酸が
in vitro でSIRT1の活性に何の効果も有さないことを示した（図１３Ｃ）。
【０３３５】
議論
　我々は、Sir2脱アセチル化反応の生成物であるニコチンアミドが、 in vivo 及び in v
itroの両方でSir2活性の強力な阻害剤であることを示した。外因性ニコチンアミドを酵母
細胞に添加すると三つのサイレントな遺伝子座すべてが抑制解除され、そのリボゾームDN
A遺伝子座での不安定性が増し、酵母寿命をsir2 変異体のそれまで縮める。ニコチンアミ
ド処理細胞のrDNA 不安定性及び短い寿命表現型は、sir2 変異で増強されなかったことは
、これらの表現型がSir2 阻害の結果であることを示している。重要なことに、これらの
結果は更に、rDNA不安定性及び寿命は他の酵母Sir2 ファミリー・メンバーであるHstたん
ぱく質の影響を受けないことも示している。
【０３３６】
　我々は最近、NAD+

再利用経路遺伝子の余分なコピーを持つ株がサイレンシングの増加を示し、長命であるが
、これらは定常状態 NAD+ 又はNADH レベルの増加を有さないことを示した（実施例１を
参照されたい）。我々は、長寿は、NAD+ 利用能の局所的な増加か、又はこの再利用経路
を通るフラックスの増加により媒介されるものとの仮説を建てた。後者のモデルは、NAD+

 のニコチンアミドへのSir2 ファミリー・メンバー及び／又はNMNアデニリルトランスフ
ェラーゼを介した継続的な再循環があるであろうことを意味している。我々は、ニコチン
アミドがG1停止期細胞のサイレンシングを消失させることを示し、Sir2活性がヘテロクロ
マチンの維持には構成的に必要であること、そしてSir2 はNAD+ 非周期中細胞でも消費す
ることを論じる。これは、サイレントになったHML遺伝子座のe MATα遺伝子がスプリトミ
シンで処理されたG1細胞で発現するという最近のBedelov らによる発見とも合致する (56
')。
【０３３７】
　ニコチンアミドを細胞に添加しても、われわれの調べたSir-GFP 融合たんぱく質のいず
れの局在化パターンも変化しない（図１１）。このことは、Sir2がその活性とは独立にそ
の局在化を維持する相互作用があることを示唆している。ChIP を用いたより緊密な調査
では、この化合物の存在下では、Sir2 は、たとえrDNAに結合したままでも、それはテロ
メア又は接合型遺伝子座のいずれとも結び付かないことを示される（図１２）。Net1とい
う、RENT複合体のDNA結合サブユニットがSir2とは独立にクロマチンに結合することがで
きることが以前に示されている
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(57')。これらの発見は、この複合体がSir2脱アセチル化酵素活性の非存在下でリボゾー
ムDNA上で集合できることを示すものである。対照的に、我々は、ヘテロ三量体型のSir2/
3/4 複合体がSir2触媒活性の非存在下でクロマチン上で集合できないことを示す。これら
の結果は、触媒として不活性のSir2変異体を用いた２つの他のグループから出た最近のデ
ータと合致する
(46',58')。両方のグループとも、触媒ドメイン（His-364）の保存ヒスチジンに変異があ
ると Sir2 がテロメア及び接合型遺伝子座と相互作用することを阻むことを
in vivoで見出した。しかしながら、これらの変異がSir2の他のたんぱく質との相互作用
能にも影響する可能性が残る。我々の結果は、Sir2の脱アセチル化酵素活性が、テロメア
及び接合型遺伝子座とのその適正な結合に必要であることを結論的に示すものである。
【０３３８】
　我々は、ニコチンアミドが酵母Sir2及びヒトのホモログSIRT1の両方の脱アセチル化酵
素を強く阻害することを
in vitroで示した。 ニコチンアミドがSir2を阻害するのに非競合的に作用するのではな
いという事実は、この化合物が結合をめぐってNAD+と競合しないことを示唆するものであ
る。Sir2脱アセチル化の反応機序と、原始Sir2ホモログの結晶構造を調べると、可能な阻
害機序の手がかりが提供される。Sir2触媒性の脱アセチル化は、結び付いていると考えら
れる２つの加水分解ステップから成る。ニコチンアミドをNAD+のADP-リボース部分 に接
続しているグリコシド結合の開裂に続き、アセチル基とリジンとの間のC-N結合が開裂す
る。最近の構造解析では、Sir2酵素が２箇所の空間的に離れた
NAD+ 結合部位s（Ｂ部位及びＣ部位）を含有し、その両者が触媒作用に関与していること
が示されている (59')。本著者は、アセチルリジンの存在下で、Ｂ部位に結合したNAD+ 
はコンホメーション変化を起こしてニコチンアミド基をＣ部位の近くに来させ、そこでそ
れが開裂するのだということを提案する。その後、この反応のADP-リボース生成物はＢ部
位に戻り、そこでアセチルリジンの脱アセチル化が起きるのである。我々は、高い濃度で
は、ニコチンアミドは内側のＣ部位に結合してこれを遮断し、このことがコンホメーショ
ン変化や、その後のNAD+の開裂を妨げるのだと提案する。この説は、この化合物の阻害様
式の非競合性を説明するであろう。
【０３３９】
　我々は、ニコチンアミドの効力は、我々の検定で用いられた最も効果的なライブラリ単
離化合物のそれに匹敵することを示した。SIRT1がin vitroでこのような低濃度のニコチ
ンアミドにより阻害されるという事実から、この様式の阻害が生理的には重要なのだとい
う可能性が持ち上がる。哺乳動物組織中のニコチンアミドのレベルは、11-400μmの範囲
内にあることが報告されている (39',60'-62')。最近、脳脊髄液中のニコチンアミドのレ
ベルが高い精度で54.2μMという(63')、ここで報告されるニコチンアミドの IC50 と同様
な数値であることが判定された。我々は、細胞内ニコチンアミド・レベルの変動が、
in vivoでのSir2たんぱく質の活性を直接、制御しているではないかと提案するものであ
る。これらの変動が、ひいては、ニコチンアミドの代謝に関与する酵素による調節を受け
るのであろう。
【０３４０】
　酵母 PNC1 遺伝子は、NAD+依存的脱アセチル化酵素を調節する鍵となる位置にあるニコ
チナミダーゼをコードしている。Pnc1は、ニコチンアミドをニコチン酸に転化させること
により、この阻害剤のレベルを減らし、NAD+が再生される速度を刺激しているのかも知れ
ない（図７を参照されたい）。興味深いことに、
PNC1 はストレスやカロリ制限を模倣する条件に応答して最も高く誘導される遺伝子の一
つである
(64',65')。更に、PNC1 は、その転写産物が細胞周期依存的な変動を起こす唯一の再利用
経路酵素をコードしている
(66')。 PNC1 のレベルはM/G1では最も高く、そしてＳ期では急激に落ちる。興味深いこ
とに、これは
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Sir-依存的サイレンシングの確立と一致する (51',52',67')。これらの事実から、高レベ
ルのPnc1がＳ期後か、あるいは、ストレス及びカロリ制限条件下で、ニコチンアミドの阻
害効果を取り除くことによりサイレンシングを誘導しているという可能性が浮かび上がる
。PNC1 のコピーが余分に一個あるとSir2-依存的サイレンシングが増すという我々の以前
の発見（実施例１を参照されたい）は、このモデルの更なる裏付けとなるものである。細
胞内ニコチンアミド・レベルが細胞周期、ストレス又はカロリ制限中に変化するのかどう
かを判定することが興味深いであろう。
【０３４１】
　ニコチンアミド及びニコチン酸は多様な状態を自己治療するために高用量（最高 10 g/
日）で用いられる (41')。両者とも、ビタミンＢ３の形であると考えられ、しばしば交換
可能に用いられているが、ニコチンアミドは副作用が見かけ上ないために多くの場合で好
まれるようになった。加えて、ニコチンアミドは現在、癌の再発及びインシュリン依存的
（Ｉ型糖尿病）を防止する療法として治験中である。ニコチンアミドがヘテロクロマチン
を、非周期中の細胞においてでも破壊することがあり得ることを明らかに実証する我々の
結果は、ヒトでニコチンアミド療法を長期行なった場合に有害な結果があるかも知れない
という懸念が持ち上がる。
【０３４２】
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【０３４３】
実施例３：　ニコチン酸は結合しないが、ニコチンアミドはSir2のＣポケットに結合する
　ニコチンアミドを、NAD+に結合させたアルケオグロブス-フルギドゥス（原語：Archaeo
globus fulgidus） のSir2(Sir2-Af1) の結晶構造にドッキングさせた (Protein Data Ba
nk ID code 1ICI, Min et al. (2001). Crystal
structure of a SIR2 homolog-NAD complex. Cell 105, 269-279)。まずそれを Sir2-Af1
のC部位に QUANTA
(MSI, Inc.)を用いて手動でドッキングさせた。次に、エネルギ最小化計算を CHARMM (Br
ooks et al. (1983) J. Comput. Chem. 4, 187-217) で、Sir2-Af1 及び NAD+ (F = 2.4 
Kcal/mol.Å2)の調和定数を用いて行なった。図１４Ａ－Ｃは PYMOL (DeLano, W.L. 
The PyMOL Molecular Graphics System (2002) DeLano Scientific, San
Carlos, CA, USA)を用いて作製された。
【０３４４】
　これらの研究は、ニコチンアミドがSir2 を阻害すること（図１４Ａ－Ｃを参照された
い) 、そして残基 D101（即ち酸性）が存在するために、ニコチン酸のSir2のＣポケット
へのドッキングが妨げられるために、ニコチン酸はSir2を阻害しないことを示している。
【０３４５】
実施例４：　PNC1 は寿命の延びを媒介する
　図１７Ａに示すように、PNC1 はNAD+再利用経路でアミド加水分解を触媒してニコチン
アミドをニコチン酸に転化させる（図１７Ｂ）。大半の野生型酵母株は２１－２３回の分
裂という平均寿命を有し、最大の寿命は最高４０回の分裂である。カロリ制限（0.5%のグ
ルコース）又はヒートストレス（３７℃）を与えた野生型株は非処理細胞（それぞれ2.0%
 グルコース又は３０℃） よりも長い寿命を示した（図１７Ｃ及びＤ）。sir2D 株は短い
寿命を有し、前の報告12,13と合致するが、カロリ制限も熱もこの株の寿命を延ばさなか
った（図１７Ｃ及びＤ）。pnc1D 株はこれらの条件のいずれでも寿命の延びを示さなかっ
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たことから、
PNC1 は寿命の延びに必要であることが実証される。
【０３４６】
　驚くべきことに、非ストレス条件下（2% グルコース、３０℃）では、PNC1 (5xPNC1) 
のコピーを付加的に持つ株は野生型よりも７０％長く生き、いくつかの細胞は７０回分裂
を超えて生き、これはこの生物で報告された最も長い寿命の延びである（図１７Ｅ）。カ
ロリ制限もヒートストレスもそれ以上、5xPNC1 株の寿命を増さなかった。5xPNC1 のバッ
クグラウンドで SIR2 を欠失させると寿命が sir2D 株のそれにまで縮んだ（図１７Ｅ）
。 pnc1D sir2D
二重変異体は、sir2D 変異体と同様な寿命を有しており（図１７Ｅ）、その寿命はグルコ
ース制限の影響を受けなかった。これは、PNC1 及び SIR2 が同じ経路で機能すること、
そしてt PNC1 は
SIR2を通じて寿命を増すことを示すものである。
【０３４７】
　このように、これらの結果は、PNC1 が、カロリ制限及びヒートストレスの両者による
寿命の延びに必要であること、そして、付加的なPNC1 があればこれらの刺激を模倣する
には充分であることを実証している。我々のモデルによれば、PNC1 のコピーが付加的に
あると、ニコチンアミドが枯渇し、それによりSir2の阻害が外れて寿命が延びるのである
。
【０３４８】
実施例５：　PNC1発現はストレス条件に応答して増す
　Ｓ．セレビジエを様々なストレス条件下でインキュベートし、PNC1の発現レベルをウェ
スタン・ブロットで測定した。2%グルコース完全培地（YPD）で成長させた酵母細胞で測
定された PNC1量を１と設定した。下の表および図１８は、この基準発現レベルと比較し
たときの様々な成長条件における倍誘導を示す：
【０３４９】
【表５】

【０３５０】
　窒素制限によりPNC1発現が大きく誘導されたことも示されている。上記の「ストレス条
件」、即ち0.2%グルコース完全培地（YPD）でない、の全てがＳ．セレビジエの寿命を延
ばす（カロリ制限）ため、アミノ酸制限、塩ストレス及びヒートストレスを含め、PNC1の
増加は検査したすべての条件で、そして酵母寿命を延ばすことが公知の全ての条件で、寿
命の延びと相関する（図１８Ｃ）。ストレス応答（Gash）のゲノム・ワイドなmRNAプロフ
ァイルを分析すると、PNC1がこの生物においてストレス及び飢餓に応答して最も応答性の
高い遺伝子の一つであることが示された。PNC1レベルは、cAMPを低下させることによりカ
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ロリ制限を模倣する cdc25-10 対立遺伝子を持つ細胞でも大きく誘導された（図１８B）
。
【０３５１】
　　この応答が環境ストレスに特異的なものかどうかを検査するために、我々はPnc1レベ
ルを、NAD＋のデノボ合成に必要ではあるがカロリ制限による寿命の延びには必要でない
BNA6/QPT1を欠失させた株で調べた12。この変異体では Pnc1レベルに変化はなかった（図
１８Ｂ）。ウェスタン・ブロット法では、処理細胞から採った抽出物中の Pnc1 活性は P
nc1 レベルに相関した（図１８Ｄ）ことから、これらの細胞でニコチンアミド加水分解が
増加していることが実証された。このように、PNC1 は、寿命を延ばす刺激によりその発
現が調節される一番目の酵母長寿遺伝子である。
【０３５２】
　従って、ここで更に解説する通りに、PNC1レベルを増加させて細胞の寿命を延ばす、又
は、それらをストレスから防御する方法は、細胞内の天然事象を模倣するものである。
【０３５３】
実施例６：　付加的なPNC1は急性ストレスに対する耐性をもたらす
　他の種における寿命とストレス耐性との間の強い関係を念頭に、我々は、PNC1が付加的
にあっても、ある範囲のストレスに対して耐性がもたらされるかどうかを検査した。よく
特徴付けられている酵母のストレス耐性検査は、細胞の高濃度の塩許容能をである26。我
々は、5xPNC1 株が高レベルのNaCl (600 mM) 及びLiCl (200 mM) の両者に対して野生型
よりも劇的に耐性であることを見出した（図１９Ａ）。また我々は、紫外線照射(5 mJ/cm
2)によるDNA損傷後の生存率も検査し、やはり、付加的なPNC1があると耐性がもたらされ
たことを見出した（図１９Ｂ）。ミトコンドリアDNAの損傷が哺乳動物の老化との関係を
示唆されている27ため、我々は更に、付加的なPNC1による、この種類のストレスからの防
御能も調べた。絶対呼吸条件下（炭素源として3% グリセロール）では、5xPNC1 細胞は野
生型よりも臭化エチジウムによるミトコンドリア変異誘発に対してより耐性であった（図
１９Ｃ）。5xPNC1 株のLiCl に対する耐性増加は SIR2に依存的だった。驚くべきことに
、この株のNaCl、紫外線及び臭化エチジウム
に対する耐性は SIR2 とは独立だった（図１９Ａ－Ｃ）。これらの結果は、 PNC1が長寿
及びストレス耐性を促進することを実証するものであり、そしてSIR2
はこの遺伝子の唯一の下流エフェクタではないことを示唆している。このように、ニコチ
ンアミドはSir2以外のたんぱく質を調節している可能性が高い。
【０３５４】
実施例７：　多種のストレス条件下におけるPNC1の細胞内局在化
　我々は前に、NAD+再利用経路の二つの酵素、Npt1 (ニコチンアミドホスホリボシルトラ
ンスフェラーゼ) 及び Nma2 (ニコチネートモノヌクレオチドアデニリルトランスフェラ
ーゼ)が核内に濃縮していることを示した23。我々はもう一つの再利用経路酵素である Pn
c1が同様な細胞内分布を有するかどうかを調べた。驚くべきことに、完全2% グルコース
培地上で、Pnc1-GFP は細胞質、核、及び一個の細胞当り３から６箇所の離散した細胞質
内焦点位置に観察された（図２０Ａ）。カロリ制限のある、又はストレスを受けた細胞は
、蛍光強度に劇的な増加を示し、ウェスタンのデータと合致した。興味深いことに、アミ
ノ酸制限又は塩ストレス条件下では、このパターンは変わり、蛍光は主に焦点位置に局在
していた（図２０Ｂ）。このことは、Pnc1の局在化は異なるストレスにより個別の方法で
調節されることを示している。
【０３５５】
　該焦点位置の正体を判定するために、我々はPnc1-GFPと共局在化する細胞内マーカを探
した。我々はペルオキソソーム標的化赤色蛍光たんぱく質（REP）との著しい重複を観察
した（図２０Ｃ）。更に、該Pnc1-GFP 遺伝子座は 、ペルオキシソームを形成できない p
ex6D変異体ではもはや観察されなかった（図２０Ｄ）。我々のストレス研究ではPnc1のペ
ルオキシソームへの局在化は調節を受けていると考えられることを示すため、我々は、こ
のオルガネラへのその輸入を担うトランスポータを同定しようとした。Pex5 は大半のペ
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ルオキシソーム性たんぱく質を輸入するが、Pnc1 のペルオキシソームへの局在化には、
余り用いられることのないトランスポータ Pex7 が必要であった（図２０Ｄ）。核より外
側の部位へのPnc1の局在化は、ニコチンアミドがSir2以外のたんぱく質を調節することを
示した我々のストレス結果と合致する。ペルオキシソーム局在化は特に興味深い。なぜな
ら、これらのオルガネラは反応性酸素種の主要なソースであり、哺乳動物の老化に関与が
示唆されてきたからである28,29。加えて、脂質代謝のうちの数多くの重要なステップが
ペルオキシソーム内で起き、最近、脂質シグナリングが塩許容に関係付けられている26。
付加的なPNC1があるときの塩耐性は、Pnc1のペルオキシソーム機能の結果かも知れない。
【０３５６】
実施例８：　寿命及びストレス耐性は、細胞内ニコチンアミドにより負の調節を受ける
　我々のモデルの予測の一つは、細胞内ニコチンアミド・レベルを何とかして操作すれば
、Sir2活性を変化させるのに充分なはずである、というものである。Sir2活性のよくある
指標は、rDNA (RDN1) に挿入されたレポータ遺伝子がサイレントになる程度である。NAD+
レベルがサイレンシング効果に影響する可能性を除外するために、我々は細胞内ニコチン
アミド・レベルを、NAD+再利用経路の外にある遺伝子を用いて操作することを試みた。ヒ
トにおいて、ニコチンアミド代謝の主要な経路はニコチンアミド N-メチルトランスフェ
ラーゼ (NNMT)30を通じてである。NNMT はニコチンアミドを転化させてN’-メチルニコチ
ンアミドにするが、このN’-メチルニコチンアミドは腎臓を通じて排出される31。相同性
により、我々はＳ．セレビジエNNMT遺伝子を同定し、これを NNT1と命名した。Nnt1 は哺
乳動物NNMTコア・ドメインに対して 23% 同一であり30 、S-アデノシルメチオニン(SAM)-
依存的メチルトランスフェラーゼ32の四つのシグナチャー・モチーフを含有する。
【０３５７】
　NNT1 を欠失させるとPNC133 の欠失と同様な脱サイレンシング表現型が起きた（図２１
Ａ）。これらの結果は、rDNAサイレンシングが外因性ニコチンアミドの存在下で失われる
という我々の発見と合致する（実施例２）。予想通り、付加的な
NNT1 を持つ株は、付加的なPNC123を持つ株と同様にサイレンシングの増加を示した。我
々は、寿命、ストレス耐性及びSir2活性は、細胞内ニコチンアミドやNNT1のレベルの変化
により調節され得ると結論する。NNT1 は PNC1 表現型を模倣できるが、PNC1とは異なり
、その発現は、寿命を延ばす刺激によって見かけ上、調節されることはない25ことは注目
に値する。
【０３５８】
　我々は、 PNC1 を、細胞内ニコチンアミドを枯渇させることにより細胞の寿命及びスト
レス耐性を増すカロリ制限及びストレス応答性遺伝子として同定した（図２Ｂ）。我々は
、カロリ制限による寿命の延びが、特異的な調節遺伝子により調和される能動的な細胞防
御応答の結果であることを示す。この機序の魅力的な特徴は、それが細胞のホメオスタシ
スに関与する基本的なコファクターであるNAD+に基づかないことである。
【０３５９】
　まだ我々は、ニコチンアミド代謝に関与する遺伝子がどのようにして多くの急性ストレ
スに対する耐性をもたらすのかは知らない。おそらくは、Pnc1増加の利益は進化の代償と
して生じたのであろうが、いかなる淘汰上の不利益も我々は見出していない。我々のスト
レス及び局在化の両者の結果とも、ニコチンアミドにより調節される複数のエフェクター
があることを意味している。ニコチンアミドによるSir2阻害の酵素学に基づくと（実施例
２及び34）、NAD＋を二段階の反応で開裂させるたんぱく質が考えられる候補である。例
には、Sir2 (Hst1-4) のホモログ及び Tpt1、折り畳まれていないたんぱく質応答を促進
するNAD+-依存的2'-ホスホトランスフェラーゼ、がある35。ニコチンアミド代謝が変化し
た細胞の発現プロファイリングは、これらのエフェクタや、ストレス耐性の下流の経路の
同定に役立つはずである。
【０３６０】
　哺乳動物では、ニコチンアミドの代謝とストレス耐性との間の関係の証拠がある。Poly
（アデノシンジホスフェート-リボース）ポリメラーゼ-1



(87) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

(PARP) はNAD+

を開裂させて
poly(ADP-リボース) をアクセプタたんぱく質に共有結合させる核内酵素である。この二
段階の反応によりニコチンアミドが生じるが、このニコチンアミドが阻害効果をPARP-1 
に及ぼして自己調節を可能にしている36。PARP酵素は、DNA 損傷の修復、テロメア長の調
節、ヒストンの修飾、及びICAM-1及び窒素酸化物シンターゼ36を含む鍵となるたんぱく質
の転写レベルでの調節を含め、数多くの細胞機能への関与が示唆されてきた。我々の結果
は、PARP 酵素が、ニコチンアミド代謝により全体的ストレス応答の一部として調節を受
けていると考えられることを示している。ニコチンアミドは更にヒト
SIRT1 を in vitro （実施例２）及び in vivoの両者で阻害する17。SIRT1 は p53 活性
を負に制御するが、このことはニコチンアミド・レベルがアポトーシス及びDNA修復を調
節している可能性を示唆するものである17,18。これと合致して、ヒト細胞及び組織でのN
NMTの発現は腫瘍発生37 及び放射線抵抗性と相関する38。
【０３６１】
実施例９：　実施例４－８の材料及び方法
　培地及び株：　全ての株は、他に述べた場合を除き、３０℃で完全 2.0% (w/v)グルコ
ース (YPD) 培地で成長させた。すべての実験で、我々は栄養要求性マーカが株間で一致
していることを、空のベクタを組み込むことにより、確認した。欠失はすべて、kanMX6 P
CR-ベースの技術39 を用いて作られ、PCRで確認された。PNC1 の付加的なコピーを前述し
た通りに組み込んだ23。開放読み取り枠全体及び700 塩基のNNT1 (YLR285w) 上流配列を
ゲノムDNA から PCRにより pSP400 40中にクローニングし、配列決定し、酵母ゲノム中に
前に解説された通りに組み込んだ23。組み込まれた遺伝子のコピー数はサザンブロット法
で判定された。GFPカセットをインフレームで天然PNC1 遺伝子の3'側末端に前に解説され
た通りに導入した39。RFP-PTS1 プラスミド(pSG421) はS.J. Gould 氏(Johns Hopkins U.
)からの提供だった。PSY316AT由来株を寿命分析及びストレス耐性検定に用いた。PSY316A
Tから得た株 (MATa、ura3-53 leu2-3,112 his3-D200
ade2-1,01 can1-100 ADE2-TEL V-R): pnc1D (YDS1741)、sir2D (YDS1750)、5xPNC1 (YDS1
853)、5xPNC1 sir2D (YDS1851)、pnc1D sir2D (YDS1853)。 W303由来株をウェスタンブロ
ット分析、蛍光顕微鏡法及びSIR2 依存的サイレンシング検定に用いた。W303 (MATa、ade
2-1、leu2-3,112、can1-100、trp1-1、ura3-52、his3-11,15、RDN1::ADE2、RAD5) 由来株
には：
PNC1-GFP (YDS1742),  pnc1D (YDS1911), nnt1D (YDS1747), 2xPNC1
(YDS1588), 2xNNT1 (YDS1926), ADE2 (YDS1596)がある。 以下の株は PNC1-GFP (YDS1742
)から得られた:  bna6D (YDS1857)、pSG421 (YDS1916)、pex6D (YDS1869)、pex5D (YDS18
70) 及び pex7D (YDS1871) 。 cdc25-10 株はL Guarente氏 (M.I.T.)からの提供だった。
【０３６２】
　酵母検定は以下の通りに行なわれた。寿命測定を前述した通りに23 行なったが、例外
としてヒートストレス実験では、株を各剥離ごとに３７℃でインキュベートした。ストレ
ス耐性検定は中間対数期細胞を用いて行なわれた。サイレンシングは前に解説した通りに
検定された23。
【０３６３】
　たんぱく質発現解析は以下の通りに行なわれた。株を予め、提示した条件下で処理し、
中間対数期まで成長させた。ウェスタンブロットを前述した通り23 に全細胞抽出物（75
μg）を用いて行なった。たんぱく質を抗GFP 抗体 (Santa Cruz社) 又は抗アクチン抗体(
Chemicon社)を用いて検出した。蛍光顕微鏡画像を同じ露出(1 s) で１００倍の倍率で Ha
mamatsu Orca100 CCD カメラを用いて取り込み、 Openlab ソフトウェアで処理した。
【０３６４】
　ニコチナミダーゼ活性検定を以下の通りに行なった。予め処理された中間対数期培養物
から得られた抽出物中のPnc1の活性を前に解説された通りに判定した41。簡単に説明する
と、0.16 mg のたんぱく質を 0 又は8 mM ニコチンアミドのいずれかと一緒に４５分間、
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３０℃で、10 mM
Tris pH 7.5、150 mM NaCl 及び 1 mM MgCl2 から成る最終体積 400μlにしてインキュベ
ートした。
Pnc1 活性は、反応性生物であるアンモニアの最終濃度をSigma社製アンモニア診断キット
を用いて測定することにより、判定された。基線アンモニアは、ニコチンアミドなしのコ
ントロールを減算することにより、斟酌された。ニコチンアミド活性は、生じたアンモニ
アnmol／/分/mg 総たんぱく質として表された。Pnc1 活性は、 pnc1D 株のバックグラウ
ンド値を減算することにより得られた (0.06 ± 0.004 nmol/分/mg)。
【０３６５】
実施例４－９の参考文献：
1.            Masoro,
E. J. Exp Gerontol 35, 299-305.
(2000).
2.         Masoro,
E. J. Exp Gerontol 33, 61-6. (1998).
3.         Kirkwood,
T. B. & Holliday, R. Proc R Soc Lond
B Biol Sci 205, 531-46. (1979).
4.         Holliday,
R. Food Bioessays 10, 125-7. (1989).
5.         Kenyon,
C. Cell 105, 165-168 (2001).
6.         Guarente,
L. & Kenyon, C. Nature 408,
255-62. (2000).
7.         Kaeberlein, M. &
Guarente, Genetics 160, 83-95.
(2002).
8.         Jiang et al. Faseb J 14, 2135-7. (2000).
9.         Swiecilo et al. Acta Biochim Pol 47, 355-64 (2000).
10.       Sinclair,
D. A. Mech Ageing Dev in press.
(2002).
11.       Moazed,
D. Curr Opin Cell Biol 13, 232-8. (2001).
12.       Lin et al. Science 289, 2126-8. (2000).
13.       Kaeberlein et al. Genes Dev 13, 2570-80. (1999).
14.       Sinclair,
D. A. & Guarente, L. Cell 91,
1033-42. (1997).
15.       Tissenbaum, H. A. &
Guarente, L. Nature 410, 227-30. (2001).
16.       Rogina
et al. Science, in press (2002).
17.       Vaziri,
H. et al. Cell 107, 149-59. (2001).
18.       Luo,
J. et al. Cell 107, 137-48. (2001).
19.       Smith,
J. S. et al. Proc Natl Acad Sci U S A



(89) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

97, 6658-63. (2000).
20.       Imai
et al. Nature 403, 795-800 (2000).
21.       Tanny,
J. C. & Moazed, D. Proc Natl Acad Sci
U S A 98, 415-20. (2001).
22.       Landry,
J. et al.Proc Natl Acad Sci U S A 97,
5807-11. (2000).
23.       Anderson, R. M. et al. J Biol Chem 277, 18881-90. (2002).
24.       Bitterman et al. J. Biol. Chem. in press (2002).
25.       Gasch, A. P. et al. Mol Biol Cell 11, 4241-57. (2000).
26.       Betz et al. Eur J Biochem 269, 4033-9. (2002).
27.       Melov,
S. Ann N Y Acad Sci 908, 219-25.
(2000).
28.       Masters,
C. J. & Crane, D. I. Mech Ageing Dev
80, 69-83. (1995).
29.       Perichon
et al. Cell Mol Life Sci 54, 641-52.
(1998).
30.       Aksoy
et al. J Biol Chem 269, 14835-40.
(1994).
31.       Matsubara
et al. Neurotoxicol Teratol 24, 593.
(2002).
32.       Niewmierzycka,
A. & Clarke, S.J Biol Chem 274, 814-24.
(1999).
33.       Sandmeier
et al. Genetics 160, 877-89. (2002).
34.       Landry
et al. Biochem Biophys Res Commun
278, 685-90. (2000).
35.       Spinelli
et al. J Biol Chem 274, 2637-44.
(1999).
36.       Virag,
L. & Szabo, C. Pharmacol Rev 54,
375-429. (2002).
37.       Lal,
A. et al. Cancer Res 59, 5403-7.
(1999).
38.       Kassem
et al. Int J Cancer 101, 454-60.
(2002).
39.       Longtine,
M. S. et al. Yeast 14, 953-61.



(90) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

(1998).
40.       Mills
et al. Cell 97, 609-20. (1999).
41.          Ghislain
et al. Yeast 19, 215-224. (2002). 
【０３６６】
実施例１０：　ヒトニコチンアミド
メチルトランスフェラーゼ (NMNAT) はヒト細胞に放射線抵抗性をもたらす
　NMNAT (EC
2.1.1.1; CAS 登録番号 9029-74-7)は ニコチンアミド N-メチルトランスフェラーゼとも
呼ばれ、反応S-アデノシル-L-メチオニン + ニコチンアミド = S-アデノシル-L-ホモシス
テイン + 1-メチルニコチンアミドを触媒する酵素である（更に Cantoni
(1951) J. Biol. Chem. 203-216を参照されたい）。放射線感受性ヒト細胞でヒトNMNATが
過剰発現するとこの細胞の放射線抵抗性が増すことが見出された。
【０３６７】
実施例１１：　PBEF レベルはカロリ制限中のラットの血清で上方調節される
　本実施例では、PBEFがカロリ制限を行なっているラット血清中に高レベル、存在するこ
とを解説する。
【０３６８】
　オスのFischer-344
(F344) ラットをGerontology
Research Center （メリーランド州ボルチモア、GRC）で交配し、この動物育成施設で育
成した。離乳（２週間）からラットを個々に標準的なプラスチック製ケージに容れ、床材
はベータ・チップ・ウッドとした。コントロール動物には NIH-31標準食を適宜（AL）、
与えた。生後１ヶ月齢で、カロリ制限（CR）した動物にビタミン及びミネラル補強した形
の同じ食餌を
、前週にALラットが消費したより40% レベル少なくして（重量で）与えた。フィルタろ過
し、酸性化した水は全グループで得られた。この飼育施設は２５℃の温度、相対湿度は50
% 、 12/12 時間の明／暗周期（光は 6:00 a.m.) に維持された。血清はすべて、絶食し
た麻酔下の動物から得られた。ラットを麻酔し、２１番ゲージのカテーテルを尾の静脈に
挿入した。その後、1.5 ml の全血を採集し、凝固 (20-30 分)させた後、２０分間、2500
rpmで遠心分離した。AL 又はCR 試料から採った血清を遠心管から取り出し、プールした
。２つの異なるプールの AL 血清及び２つの異なるプールの CR 血清を分析した。各プー
ルした試料から採った２マイクロリットルの血清を、SDSを含有する試料緩衝液中で５分
間、沸騰させることで変性させた後、ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（PAGE）にかけ
た。たんぱく質をPVDFメンブレン (Immobilon（登録商標）-P、Sigma社、P2938)に移し、
その後これを１時間、室温で 5% 脱脂粉乳のTBST溶液で遮断した。次にブロットを、NAMP
RTモノクローナル又はポリクローナル抗体（Oberdan Leo博士より提供)を0.5% 乳に入れ
てTBSTで希釈した 1:1000 希釈液で１時間、室温でプローブした。TBSTで５分間、３回洗
浄した後、ブロットを、適当な二次抗体を0.5% 乳溶液中の西洋わさびペルオキシダーゼ 
(Amersham
Biosciences Anti-Mouse NA931V、又はr Molecular Probes Anti-Rabbit G21234) に結合
させてTBSTに溶かしたものでプローブした。TBSTで１０分間、３回洗浄した後、ブロット
を化学発光により ECL 試薬 (Amersham Biosciences, RPN2105) を用いて視覚化し、X線
フィルム (Kodak BioMax XAR、1651454)で検出した。
【０３６９】
　その結果を図２２に示すが、この図では、カロリ制限したラットの血清中の高レベルの
NAMPRTを示す。
【０３７０】
実施例１２：　PBEFレベルはストレス条件に応答して上方調節される
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　この実施例では、PBEFが、MEF細胞で血清飢餓及び酸化ストレスにより、そして心筋細
胞で血清飢餓及び低酸素により、上方調節されることを示す。
【０３７１】
　心筋細胞を１乃至２日齢のラットからNeonatal Cardiomyocyte Isolation System (Wor
thington Biochemical 社)を用いて調製し、 5% FCS、10% ウマ血清（HS）を含有するRPM
I 1640 培地を入れた 60 mm ペトリ皿で７２時間、培養した。次に、培地を取り出し、血
清を加えた、又は加えない培地に取り替えた。低酸素状態の場合、細胞を95% N2/5% CO2
を飽和させた３７℃の気密箱内に１８時間、置いた。Ｏ２飽和度は0.1% (Ohmeda 酸素モ
ニタ、タイプ5120)だった。酸素正常状態の場合、細胞を37°C/5% CO2
インキュベータ内に１８時間、入れておいてから採集した。MEFは、前に記載された通り
に、妊娠マウスの13.5日齢胚から作製された (Razani et al., 2001)。コントロールMEF
細胞を 10% FCS、1% ペニシリン／ストレプトマイシン/0.5% フンギゾンを補ったDMEMで
２４時間、培養した。細胞を飢餓状態にするために、 MEFをPBSで洗浄し、2% BSA, 1% ペ
ニシリン／ストレプトマイシン/0.5% フンギゾンを含有するDMEM中で２４時間、培養した
。更に酸化ストレス処理を施した細胞を、150マイクロモルのH2O2 を含有する同じ培地で
１又は３時間、培養してから採集した。
【０３７２】
　図２３及び２４に示すその結果は、NAMPRTが血清枯渇、酸化ストレス及び低酸素により
上方調節されることを示している。
【０３７３】
実施例１３：　PBEF 転写はマウスのin vivo で絶食させることで上方調節される
　８匹のオスの
Sprague-Dawley マウス、を各グループ（コントロール対絶食）当り４匹にして用い、絶
食によるNAMPRT遺伝子調節を比較した。コントロールマウスには適宜、Research Diets社
 により調製された78%のショ糖食を与えた。実験マウスは４８時間、絶食させてからと殺
した。新鮮な肝臓組織を取り出し、小さな切片にし、 DNAlater試薬に浸してRNA調製を開
始するまで４℃で保存した。
【０３７４】
　全RNAはトリゾール（Invitrogen社）によりメーカの推奨するプロトコルに従って組織
から単離された。1μgのRNAをcDNAへの逆転写のプレートとして用いた。リアルタイムPCR
 LightCycler RT-PCR (Roche Molecular Biochemicals社) で非特異的 LightCycler DNA 
Master SYBR Green 染料を用いて行なってPCR産物を観察した。相対的NAMPRT mRNA コピ
ーをβ-アクチンのそれに正規化した。NAMPRT
断片を増幅するために用いたプライマは：AAATCCGCTCGACACTGTCCTGAA (SEQ ID NO: 23)、
 TTGGGATCAGCAACTGGGTCCTTA
(SEQ ID NO: 24)だった。β-アクチン断片を増幅するために用いたプライマは TTCCTCCCT
GGAGAAGAGCTATGA (SEQ ID NO: 25)、TACTCCTGCTTGCTGATCCACATC (SEQ ID
NO: 26)だった。
【０３７５】
　図２５に示すその結果は、NAMPRT転写は、非絶食マウスに比較して絶食マウスでは上方
調節されていることを示している。
【０３７６】
均等物
　当業者であれば、ごく慣例的な実験を用いるのみで、ここに記載された本発明の具体的
な実施態様の均等物を数多く認識され、又は確認できることであろう。このような均等物
は以下の請求の範囲の包含するところと意図されている。
 
【図面の簡単な説明】
【０３７７】
【図１】図１は、NPT1 の量が増えるとカロリ制限を模倣することにより老化が遅れるこ
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とを示す。細胞分裂停止までに各母細胞から生じる娘細胞の数を計数することにより寿命
を判定した(7,10)。細胞は完全グルコース培地上で最小４８時間、予め成長させた。Ａ、
　2%のグルコースを加えた培地上の野生型 (PSY316AT、丸)、2xNPT1(YDS1544、ダイヤモ
ンド) 及び 5xNPT1 (YDS1548、三角) の死亡率曲線を。平均寿命はそれぞれ 21.9、30.8 
及び35.1 世代だった。Ｂ、2%グルコース培地上の野生型 (PSY316AT、丸)、sir2::TRP1 (
YDS1594、下向き三角)、 2xNPT1 (YDS1544、四角)、sir2::TRP1 2xNPT1 (YDS1573、ダイ
ヤモンド) 及び5xNPT1 2xSIR2 (YDS1577、上向き三角) の死亡率曲線。平均寿命はそれぞ
れ23.7、14.4、13.9、31.0 及び 31.9 世代だった。Ｃ，　野生型の2%グルコース上 (PSY
316AT、丸) 及び 0.5% グルコース培地上 (PSY316AT、四角) 並びに 2xNPT1 の0.5% グル
コース培地上 (YDS1544、三角)の死亡率曲線。 平均寿命はそれぞれ21.9、31.7 及び 34.
5 世代だった。
【図２】図２は、 NPT1 及び SIR2 がヒートショックに対する耐性を提供することを示す
。Ａ、株をジオーキシック（原語：diauxic）シフト後から３日間、ＳＣ培地で成長させ
、５５℃で１時間、インキュベートしてから、ＳＣプレート上に１０倍希釈液にしてプレ
ートした。Ｂ、株をＡの通りに処理し、ＳＣ上に低密度でプレートした。２４時間後に生
じたコロニーを計数し、未処理の試料から生じたコロニーのパーセンテージで表した。数
値は三つの独立した実験の平均を表す (+/- s.d.)。株： W303AR URA3 (YDS1568)、W303A
R URA3 LEU2 (YDS1563) 及びW303AR、2xNPT1-URA3 (YDS1503)、2xSIR2-URA3 (YDS1572) 
及び 2xNPT1-URA3 2xSIR2-LEU2 (YDS1561) の同質遺伝子由来株。
【図３】図３は、サイレンシング及びrDNA安定性が増すことを示す。Ａ、ADE2 マーカを 
rDNA に持つ株をＳＣプレート上で予め成長させ、１０倍連続希釈液にしてＳＣプレート
上にスポットした。アデニンを欠く培地上での成長遅延により、サイレンシングが示され
ている。株：W303-1A ADE2 (YDS1596)、W303-1A RDN1::ADE2 (W303AR5) 及び W303AR5 由
来株 2xNPT1 (YDS1503)、2xSIR2 (YDS1572) 及び 2xNPT1 2xSIR2 (YDS1561)。Ｂ、JS237 
の同型由来株を0.07% PbNO3 を含有するリッチな培地に画線し５日間３０℃でインキュベ
ートすることにより、rDNA 遺伝子座にある MET15 のサイレンシングを検定した。茶色の
色素の蓄積によりサイレンシングの増加が示されている。関係する遺伝子型：met15D (JS
209)、MET15 (JS241)、RND1::MET15 (JS237)、sir2::TRP1 (JS218)、2xSIR2 (YDS1583)、
2mSIR2 (YDS1522)、npt1D::kanr (YDS1580)、2xNPT1 (YDS1581) 及び 2mNPT1 (YDS1493)
。Ｃ、rDNA遺伝子座にある ADE2 マーカのサイレンシングを、以下のバックグラウンド：
野生型 (W303AR5、YDS1503、YDS1496)、sir2::TRP1 (YDS878、YDS1504、YDS1494)、sir3:
:HIS3 (YDS924、YDS1505、YDS1587)、及び sir4::HIS3 (YDS882、YDS1506、YDS1495)に 1
xNPT1、2xNPT1、及び 2μNPT1 を持つ株で判定した。Ｄ、テロメアに ADE2 マーカを持つ
株を、限られた量のアデニンを含有するSC培地上に画線した。赤色の色素の蓄積によりサ
イレンシングの増加が示されている。関係する遺伝子型： (PSY316AT)、2xNPT1 (YDS1544
)、5xNPT1 (YDS1548)、5xNPT1 2xSIR2 (YDS1577) 及び 5xNPT1 SIR2::TRP1 (YDS1573).si
r2::TRP1 (YDS1594)。Ｅ、Ａの株を、rDNA遺伝子座に組み込まれたADE2 マーカの消失速
度を調べることにより、rDNA安定性について検定した。細胞をYPD 培地上にプレートし、
１回目の細胞分裂でのマーカ消失事象を反映する、半扇型になったコロニーの頻度を測定
した。10,000個を越えるコロニーを各株について調べ、各実験を三重にして行なった。一
回の細胞分裂当りの平均組換え頻度  (+/- s.d.) を示す。Ｆ、野生型 (W303AR)、sir2::
TRP1 (YDS878) 及び 2xNPT1 sir2::TRP1  (YDS1504) 株のリボゾームDNA組み換え率。検
定は（Ｅ）の通りに行なわれた。
【図４】図４は、カロリ制限及びストレスに応答した NPT1 の発現を示す。Ａ、3xHA(SEQ
 ID NO: 49) タグ配列をインフレームで、W303AR5 (YDS1531) 及び W303cdc10-25 (YDS15
37)の天然NPT1 ORFの の３‘側末端に挿入した。細胞をYPD培地で３０℃で成長させ、記
載された通りに処理した。 NPT1 mRNA のレベルを、YPD (0.5% 及び 2.0% グルコース)中
で成長させた W303AR5と、YPD (2% グルコース)で成長させた W303cdc25-10 について調
べた。 1.8 kb のNPT1 転写産物を検出し、レベルをアクチン (ACT1) コントロールに正
規化した。同様な結果は、PSY316 株バックグラウンドでも得られた（図示せず）。Ｂ、
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Ａの培養物からのたんぱく質抽出物をウェスタンブロット法で分析して、HA-タグ付きNpt
1 をα-ＨＡ抗体を用いて検出した。53kD 及び 40 kDの二本のバンドがNpt1-HA 株で検出
され、タグのないコントロール株では何のバンドも検出されなかった（図示せず）。アク
チン・レベルを充填コントロールとして役立てた。同様な結果は、PSY316株バックグラウ
ンドでも得られた（図示せず）。Ｃ、NPT1 mRNA のレベルを野生型 W303AR5 (YDS1531) 
対数期培養株で、以下： MMS  (0.02% v/v)、パラコート (5mM)、又はヒートショック (5
5°C)に暴露してから１時間後に調べた。Ｄ、Ｃの培養物のタンパク質抽出株をＢの通り
に分析した。Ｅ及びＦ、緑色蛍光タンパク質 (GFP) をインフレームでW303AR5 (それぞれ
YDS1611 及び YDS1624)の天然 NPT1 及び NMA2 ORF の３’側に挿入した。細胞を３０℃
のYPD培地で対数期中期まで成長させ、生きたまま撮影した。画像を重ねると、GFP(緑色)
 及び Hoechst DNA 染料（偽の赤色） が重なった領域は黄色に見える。
【図５】図５は、NAD＋再利用経路中の多重制限成分を示す。Ａ、Ｓ．セレビジエにおけ
るNAD＋生合成中の、サルモネラの公知のステップに基づく推定ステップ。各ステップを
媒介すると考えられる酵母遺伝子をイタリックで示す。NaMN、ニコチン酸モノヌクレオチ
ド；NaAD、デスアミド-NAD+ ；NaM、ニコチンアミド； Na、ニコチン酸。Smith et al. (
2000)から適合させたもの。 Ｂ、株ADE2 (YDS1596)、野生型 (W303AR5)、2xNPT1 (YDS150
3)、2xPNC1 (YDS1588)、2xNMA2 (YDS1589)、2xNMA1 (YDS1590)、及び 2xQNS1 (YDS1614)
におけるrDNA遺伝子座にあるADE2のサイレンシング。アデニンを欠く培地上の成長遅延に
より、サイレンシングの増加が示されている。Ｃ、テロメアにADE2マーカを持つ株を、制
限量のアデニンを含有するＳＣ培地上に画線した。赤色の色素の蓄積によりサイレンシン
グが示されている。検査された株：野生型 (PSY316AT)、2xNPT1 (YDS1544)、5xNPT1 (YDS
1548)、sir2::TRP1 (YDS1594)、2xPNC1 (YDS1591)、2xNMA2 (YDS1592) 及び 2xNMA1 (YDS
1593)。
【図６】図６は、NAD＋再利用経路を通るフラックスの増加による寿命の延びのモデルを
示す。Sir2 及び Hst1-4などのタイプＩＩＩヒストン脱アセチル化酵素は、NAD+ をニコ
チンアミドに転化することで、この再利用経路の鍵となる段階を触媒する。PNC1、NPT1、
NMA1 及び NMA2 の付加的なコピーがあると、NAD+再利用経路を通るフラックスが増加し
てSir2活性が刺激され、寿命が増す。 QNS1 のコピーが付加的にあってもサイレンシング
は増加しない。なぜなら、この経路の他のステップとは異なり、その基質は再利用経路の
外のソースから供給され得ず、従って反応が限られるからである。略語：NAD+、ニコチン
アミドアデニンジヌクレオチド；NaMN、ニコチン酸モノヌクレオチド；NaAD、デスアミド
-NAD+。
【図７】図７はNAD＋再利用経路を示す。Sir2により生じるニコチンアミドはPnc1により
ニコチン酸に転化させるが、その後３段階でNAD＋に戻される。略語：NAD+、ニコチンア
ミドアデニンジヌクレオチド；NaMN、ニコチン酸モノヌクレオチド；NaAD、デスアミド-N
AD+。
【図８】図８は、ニコチンアミドがテロメア及びrDNAサイレンシングを阻害することを示
す。Ａ、rDNA 遺伝子座でのサイレンシングを JS237 (RDN1::MET15) の同種遺伝子型由来
株を 0.07% PbNO3と、0、1、又は5 mM ニコチンアミドのいずれかとを含有するリッチな
培地に画線することにより、検定した。MET15 マーカのサイレンシングは茶色の色素の蓄
積で示されている。 RDN1::MET15 株での一個の暗褐色のコロニーはマーカ消失事象を表
す。関係する遺伝子型：met15D (JS209)、MET15 (JS241)、RDN1::MET15 (JS237)、sir2::
TRP1 (JS218)、2xSIR2 (YDS1583)。Ｂ、 ADE2 マーカをテロメアに持つ株を、限られた量
のアデニンと、0 又は5 mM ニコチンアミドのいずれかとを含有するSC培地上に画線した
。ADE2 マーカがサイレントになると赤色の色素が蓄積する。関係する遺伝子型： (PSY31
6AT)、W303-1A ADE2 (YDS1596) 及び W303-1A ade2 (YDS1595)。
【図９】図９は、ニコチンアミドがrDNA 組換えを増し酵母寿命を縮めることを示す。Ａ
、株を、rDNA遺伝子座に組み込まれたADE2マーカの消失速度を調べることで、rDNA安定性
について検定した。細胞を、5 mM ニコチンアミド (NAM) を加えた、又は加えない2%グル
コースYPD培地にプレートし、一回目の細胞分裂でのマーカ消失事象を反映する、半扇形
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になったコロニの頻度を測定した。10,000個を越えるコロニーを各株について調べ、各実
験を三重にして行なった。一回の細胞分裂当りの平均組換え頻度  (+/- s.d.) を示す。
関係する株： W303-1A RDN1::ADE2 (W303AR5) 及びW303AR5 由来株 2xSIR2 (YDS1572) 及
び sir2::TRP1 (YDS878)。Ｂ、ニコチンアミド (NAM) 及びニコチン酸 (NA)の構造の比較
。Ｃ及びＤ、細胞分裂停止までに各母細胞が生じる娘細胞を計数することにより、寿命を
判定した(68',69')。細胞は完全グルコース培地上で最小４８時間、予め成長させた。Ｃ
、野生型 (PSY316AT) 及び sir2::TRP1 (YDS1594) 株の 0 又は 5 mM ニコチンアミド (N
AM)上における死亡率曲線。平均寿命はそれぞれ wt: 22.4、12.1 及び  sir2: 12.1、11.
7 だった。Ｄ、Ｃからの野生型及びsir2 株の、0、5 mM 又は50 mM ニコチン酸 (NA)の存
在下における死亡率曲線。平均寿命はwt: 22.4、26、25 及び sir2: 12.1、12.2だった。
【図１０】図１０は、ニコチンアミドが周期中及びＧ１停止期の両者でサイレントな接合
型遺伝子座（HMR）を抑制解除することを示す。Ａ、ADH 駆動性GFP 転写産物をHMR 遺伝
子座 (YDS970)に組み込ませて含有するPSY316 細胞を、３０℃の YPD培地で対数期中期ま
で成長させ、 5 mM ニコチンアミド (NAM) で提示した時間、処理した。細胞を生きたま
ま、撮影した。Ｂ、株 YDS970又は同質遺伝子型株sir4D 変異体 (YDS1499) を 5 mM ニコ
チンアミド (NAM)、5 mM ニコチン酸 (NA) 又は 5 mM キノリン酸 (QA)のいずれかで処理
した。蛍光活性化セルソーティング（FACS）で細胞を分析して ADH-GFP 発現の程度を判
定した。Ｃ、株YDS970(YDS1005)の MATa 由来株からHML を欠失させ、10μg/ml アルファ
因子で３時間、処理した。その後細胞を5 mM ニコチンアミドの存在下で提示した時間、
成長させ、FACS で上述の通りに調べた。細胞周期の進行を各時点で、ヨウ化プロピジウ
ム染色された細胞の FACS 分析により観察した。
【図１１】図１１は、ニコチンアミドがSirタンパク質の局在化を変化させないことを示
す。 SIR2-GFP (YDS1078) (C 及び D)、SIR3-GFP (YDS1099) (E 及び F)、又は GFP-SIR4
 (YDS1097) (G 及び H) のいずれかを含有する野生型株と、SIR3-GFP (YDS1109) (A 及び
 B)を発現する同質遺伝子型のsir2由来株とを、5 mM ニコチンアミドの存在下で２時間、
成長させた。GFP蛍光を生きた細胞で検出した。
【図１２】図１２は、Sir2がニコチンアミドの存在下ではテロメア由来のDNAとも、ある
いは接合型遺伝子座由来のDNAとも結合しないことを示す。Ａ及びＢ、ポリクローナルα-
Sir2抗体を用いたクロマチン免疫沈降法を、sir2 (YDS878) (A) 又は野生型 (W303AR5) (
B) 株 のいずれかから採った抽出物で、5 mM ニコチンアミド (NAM)の存在下で行なった
。全細胞抽出物及び免疫沈降させたクロマチンから採った両方の投入DNAのPCR増幅を示す
。PCR は、 CUP1 遺伝子 (一番上のパネル)、5S rDNA (２番目のパネル)、HMR 遺伝子座
（３番目のパネル）、又はテロメア由来のサブテロメアDNA 1.4 及び 0.6 kb （一番下の
パネル）に特異的なプライマ・ペアを用いて行なわれた。プライマの配列を表４に挙げる
。
【図１３】図１３は、ニコチンアミドがin vitro で酵母 Sir2 及びヒトSIRT1の強力な非
競合的阻害剤であることを示す。Ａ、組換えGST-タグ付きSir2 をアセチル化した基質と
一緒に、３０分間、３０℃で 1 mM DTT、200、350、500 又は 750μMの NAD+及び提示し
た濃度のニコチンアミドの存在下でインキュベートした。顕色剤を加えて反応を終了させ
、試料を分光法で分析した（励起を360 nm そして放出を 460 nmに設定)。実験は三重に
して行なわれた。データは、任意の蛍光単位 (AFUs) min-1 対 NAD+ (mM)のラインウィー
バー－バーク二重逆数プロットで示す。Ｂ、実験はＡの通りに行なわれたが、例外として
、組換えヒトSIRT1を用い、反応は３７℃で行なわれた。Ｃ、脱アセチル化反応を三重に
して2.5μgの SIRT1、1 mM DTT、200μM NAD+ と、50μMの水ブランク、DMSO ブランク、
ニコチン酸、シルチノール、M15、スプリトミシン又はニコチンアミドを用いて行なわせ
た。反応は３７℃で３０分間、行なわせ、蛍光はＡの通りに測定された。
【図１４】図１４Ａ－Ｃは、ニコチンアミドが Sir2-Af1の保存Ｃポケットにドッキング
することを示す。（Ａ）左側のパネルは、Sir2-Af1の表面画像の前面図を示し、結合した
NAD+ を紫色で、そして赤色の矢印はアセチル-リジン結合トンネルを指している。Ｃ部位
は点線の濃い青緑色の曲線で示す。右側のパネルは破線に沿って切断し、その垂直軸周り



(95) JP 2008-529502 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

に９０度回転させた該タンパク質を示す。Ｃ部位の保存残基の表面は濃い青緑色になって
いる。（Ｂ）Ａの右側パネルに描かれた黒色の矩形の近接図面であり、Sir2-Af1のＣポケ
ット深くにドッキングしたニコチンアミドを示す。（Ｃ）Ｃポケットの保存残基に取り囲
まれた、ドッキングしたニコチンアミド(緑色)の立体図を示す。推定上の相互作用は、水
素結合（青色）、静電的結合（マゼンタ）及びファンデルワールス（黄色）結合を含め、
破線で示されている。
【図１５】図１５は、NPT1ホモログ（それぞれ出現の順序でSEQ ID NOS 41-44）のアライ
メントを示す。
【図１６】図１６は、PNC1ホモログ（それぞれ出現の順序でSEQ ID NOS 16、45-48、及び
 4）のアライメントを示す。
【図１７】図１７Ａ－Ｅは、カロリ制限及びヒートストレスが寿命をPNC1-依存的に延ば
すことを示す。 (A)Pnc1 はニコチンアミドのニコチン酸への転化を触媒する。  (B) 酵
母において NAD+ はトリプトファンからデノボ合成され、ニコチンアミドから NAD+再利
用経路を通じて再循環させられる。 (C) グルコース制限による寿命の延びには、PNC1 が
必要である。2.0%(w/v) グルコースを含有する完全培地の上での平均寿命は：野生型、(2
1.6); pnc1D、(19.1); sir2D、(14.2)だった。0.5% グルコース上での平均寿命は：野生
型、(32.7); pnc1D、(18.1); sir2D、(14.7)だった。 (D) 弱いストレスへの暴露による
寿命の延び。３０℃では、平均寿命は：野生型、(19.4); pnc1D、(18.5); sir2D、(12.0)
だった。平均寿命は：野生型、(23.4); pnc1D、(17.5); sir2D、(10.6)だった。(E)  PNC
1 が付加的にあると寿命がSIR2-依存的に延びる。2.0% グルコース/30℃での平均寿命：
野生型、(19.7); 5xPNC1、(36.1); sir2D、(14.2); 5xPNC1 sir2D、(15.1); pnc1Dsir2D
、(14.4)だった。
【図１８】図１８Ａ－Ｄは、Pnc1レベル及び活性がカロリ制限及びストレスに応答して上
昇することを示す。  (A) 抗-GFP抗体を用いた酵母全細胞抽出物中のPnc1-GFPの検出。ア
クチン・レベルが充填コントロールとして含まれている。抽出物は、2.0%、0.5% 又は 0.
1% グルコース (w/v)を加えた完全培地で成長させた対数期中期野生型株から作製された
。(B)  対数期中期野生型のcdc25-10 又はbna6D 株から採られた抽出物中で、上記の通り
に検出された Pnc1-GFP レベル。  (C) 対数期中期野生型株から採られた抽出物中の、上
述の通りの Pnc1-GFPレベルの検出。培養物は以下の条件下で成長させた：完全培地（処
理なし）、規定培地(SD)、アミノ酸 (a.a.) 制限 (非必須アミノ酸を欠くSD )、塩ストレ
ス (NaCl、300 mM)、ヒートストレス (37℃)、ソルビトール (1M)。  (D)提示した条件下
で成長させた対数期中期野生型株の細胞抽出物から採ったPnc1によるニコチンアミドの脱
アミン化の測定。図示の数値は三つの独立した実験の平均である。活性は、生じたアンモ
ニアの nmol ／分／総タンパク質で表されており、± s.d: 2.0% グルコース 0.90 ± 0.
26、0.1% グルコース 4.38 ± 0.43、37℃ 3.28 ± 0.32、ソルビトール (1 M) 3.75 ± 
0.65。
【図１９】図１９Ａ－Ｃは、PNC1 が急性ストレスに対する耐性をもたらすことを示す。
（Ａ）付加的なPNC1 があると塩ストレスへの耐性がもたらされる。対数期中期コロニー
の細胞を 600 mM NaCl 又は 200 mM LiCl を含有する完全培地上にならし、４日間、２５
℃でインキュベートした。標準的な酵母培地(2% グルコース、25℃)上では、野生型、5xP
NC1、又は5xPNC1 sir2D 株間の成長速度に何の検出可能な違いもなかった。（Ｂ）付加的
な PNC1 があると紫外線誘導性損傷からSIR2 とは独立に防御される。対数期中期培養株
の細胞を低密度で完全培地にプレートし、紫外線 (5 mJ/cm2、254nm)に暴露した。３０℃
の暗室内で３日間、成長させた後のコロニ形成能により、生存率を判定した。数値は生存
率± s.e. で表す。(C) PNC1 は SIR2とは独立な防御をミトコンドリアDNA 損傷に対して
もたらす。完全 3% (v/v) グリセロール培地及び10μg/ml 臭化エチジウム (EtBr)上に画
線した対数期細胞のミクロコロニー分析。少なくとも１００個のミクロコロニーを３日後
に２つの独立した実験で計数した。コロニー一個当りの細胞数± s.e. は：野生型 6.92 
± 0.06、5xPNC1 18.72 ± 0.53、及び5xPNC1 sir2D 16.15 ± 2.82だった。臭化エチジ
ウムを加えた完全2% (w/v) グルコース培地上のこれらの株間には、成長に何の違いも検
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【図２０】図２０Ａ－Ｄは、Pnc1-GFPが細胞質及び核に局在化しており、ペルオキシソー
ムに濃縮されていることを示す。（Ａ） Pnc1-GFP蛍光が、 2.0% グルコース（制限なし
）、又は0.5% もしくは 0.1% グルコース (Glu)を含有する完全培地で成長させた対数期
中期野生型株から採った細胞で検出された。（Ｂ）以下の条件下で成長させた野生型株か
ら採った細胞中のPnc1-GFP の検出：アミノ酸 (a.a) 制限 (非必須網の段を欠くSD)、塩
ストレス (300 mM NaCl)、ヒートストレス (37℃)。（Ｃ）対数期中期野生型株から採っ
た細胞中のPnc1-GFP (緑色) 及び RFP-PTS1 (Peroxisomal TargetingSignal 1) (red) の
同時局在化。黄色は重複を示す。株は、蛍光の視覚化が簡単になるように0.5% グルコー
スを含有する培地で成長させた。（Ｄ）ペルオキソソーム変異株、pex6D、pex5D 及び pe
x7Dの対数期中期株から採った細胞中のPnc1-GFPの局在化。株は、蛍光の視覚化を促進す
るために0.5% グルコースを含有する完全培地で成長させた。画像はすべて、１秒という
同じ露出にして撮影された。
【図２１】図２１Ａ－Ｂは、ニコチンアミド代謝を操作すると SIR2 依存的サイレンシン
グに提供が出ることを示す。（Ａ）サイレンシングを測定するために、ADE2 レポータを
リボゾームDNA(rDNA) 遺伝子座に組み込んだ。この系では、アデニンを欠く培地での成長
増加はADE2 サイレンシングの低下を示している。株を１０倍連続希釈液にして、アデニ
ンを加えた、又は加えないプレート上にスポットした。Ade+ 株をコントロールとして役
立てた。（Ｂ）ニコチンアミドによる寿命及びストレス耐性の調節のモデル。カロリ制限
、熱及び浸透圧ストレスを含む非対応の環境刺激を長寿及びストレス耐性の共通経路への
入力値として役立てた。細胞は、ニコチンアミドをニコチン酸に転化させる酵素をコード
するPNC1の転写を誘導することにより、これらの入力値に対する応答を調和させる。Sir2
の阻害を軽減し、長寿を促進することに加え、ニコチンアミドを枯渇させると、ストレス
耐性やおそらくは他の細胞内ストレスにも関与する数多くの付加的な標的タンパク質が活
性化する。
【図２２】図２２は、細胞外NAMPRTタンパク質レベルが、カロリ制限を施したラットの血
清中で高くなっていることを示す。
【図２３】図２３Ａは、処置なし、血清枯渇、又はH2O2による酸化的ストレスを加えたME
F細胞中のNAMPRT及びベータ-チューブリンの細胞内レベルを示すウェスタン・ブロットで
ある。図２３Ｂは、図２３Ａのウェスタン・ブロットから採った細胞内NAMPRTの相対的レ
ベルを示す図である。
【図２４】図２４Ａは、処置なし、血清枯渇又は低酸素に暴露した心筋細胞中の細胞内NA
MPRT又はGAPDHのレベルを示すウェスタン・ブロットである。図２４Ｂは、図２４Ａのウ
ェスタン・ブロットから採ったNAMPRTの相対的レベルを示す図である。
【図２５】図２５は、通常食のマウスと４８時間絶食マウスの細胞で、リアルタイムRT-P
CRで測定したときのNAMPRTのmRNAの相対的コピー数を、ベータ-アクチンmRNAコピー数に
比較して示すヒストグラムである。
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