
(57)【要約】
　本発明は、神経変性疾患、虚血現象及び中枢神経系傷害の診断及び治療、並びに組織外
傷に又は慢性若しくは急性変性的変化に起因するか否かに関わらず、損傷を受けた神経細
胞組織に伴う症候及び兆候の改善又は軽減のための組成物及び方法を提供する。本発明は
、具体的には、アネキシンＩＩの発現が、酸化的ストレスによって引き起こされるアポト
ーシスに関与しているという発見及びアンチセンスアネキシンＩＩ　ＲＮＡ及びアネキシ
ンＩＩ　ｓｉＲＮＡが細胞をこのアポトーシスから保護したという発見に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 神 経 変 性 疾 患 又 は 中 枢 神 経 系 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 に 、 治 療 的 有 効 量 の ア ネ キ シ ン Ｉ
Ｉ 阻 害 剤 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 前 記 患 者 に 投 与 し て 、 こ れ に よ り 、 前 記 患 者 を 治 療 す る こ
と を 含 む 、 神 経 変 性 疾 患 又 は 中 枢 神 経 系 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 神 経 変 性 疾 患 が 発 作 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 神 経 変 性 疾 患 が 、 高 血 圧 、 高 血 圧 性 脳 血 管 疾 患 、 全 身 性 低 血 圧 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、
癲 癇 、 う つ 病 、 Ａ Ｌ Ｓ 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 及 び Ｈ Ｉ Ｖ に よ っ て 誘 導
さ れ る 認 知 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 に 、 該 患 者 を 治 療 す る 投 薬 量 で 、 及 び 該 患 者 を 治
療 す る 期 間 に わ た っ て 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 治 療 的 有 効 量 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 前 記
患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 傷 害 が Ｔ Ｂ Ｉ で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 傷 害 が 脊 髄 傷 害 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 傷 害 が 、 動 脈 瘤 の 破 裂 、 心 停 止 、 心 臓 性 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 頭 部 外 傷 、 発
作 及 び 腫 瘍 か ら の 出 血 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 が 、 小 化 学 的 化 合 物 ニ ト ロ プ ロ シ ド ナ ト リ ウ ム 又 は ト リ ホ ス
チ ン Ａ Ｇ １ ０ ２ ４ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 が 、 図 １ に 記 さ れ て い る 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に 対 す る ア ン チ
セ ン ス 配 列 で あ る 配 列 を 有 す る 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 阻 害 剤 が 、 図 ３ に 記 さ れ て い る 配 列 （ 配 列 番 号 ３ 又 は 配 列 番 号 ４ ） を 有 す る ア ン チ
セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 が ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 表 １ な い し ３ の 何 れ か １ つ に 記 載 さ れ て い る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 が 、 配 列 番 号 １ ２ な い し １ ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 表
１ に 記 載 さ れ て い る 配 列 を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 阻 害 剤 が 、 構 造 ：
　 ５ ’ （ Ｎ ） ｘ － Ｚ ３ ’ 　 　 　 （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ）
　 ３ ’ 　 Ｚ ’ － （ Ｎ ’ ） ｙ ５ ’ 　 （ セ ン ス 鎖 ）
（ 各 Ｎ 及 び Ｎ ’ は 、 そ の 糖 残 基 に お い て 修 飾 さ れ て も よ く 、 又 は 修 飾 さ れ な く て も よ い リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 （ Ｎ ） ｘ 及 び （ Ｎ ’ ） ｙ は 、 連 続 す る 各 Ｎ 又 は Ｎ ’ が 、 共 有 結 合
に よ っ て 、 次 の Ｎ 又 は Ｎ ’ に 連 結 さ れ て い る オ リ ゴ マ ー で あ り 、
　 ｘ 及 び ｙ の 各 々 は 、 １ ９ な い し ４ ０ の 整 数 で あ り ；
　 Ｚ 及 び Ｚ ’ の 各 々 は 、 存 在 し 、 又 は 存 在 し な い こ と が で き る が 、 存 在 す る 場 合 に は 、 ｄ
Ｔ ｄ Ｔ で あ り 、 そ れ が 存 在 す る 鎖 の ３ ’ 末 端 に 共 有 結 合 さ れ て お り ；
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（ Ｎ ） Ｘ の 配 列 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む 。 ）
【 請 求 項 １ ５ 】
（ Ｎ ） ｘ の 配 列 が 、 表 １ 、 ２ 及 び ３ 中 に 存 在 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 の １ 又 は 複 数 を 含 む 、
請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 が 、 配 列 番 号 ５ 又 は 配 列 番 号 ６ に よ っ て コ ー ド さ れ る ド ミ ナ
ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド 、 Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 出 願 公 開 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ４ ０ ４ ／ １ ８ ４ ４ 号 の ペ プ チ ド
＃ ４ １ 又 は Ｓ － ニ ト ロ ソ グ ル タ チ オ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 が 、 請 求 項 ９ な い し １ ６ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 阻 害 剤 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 に お け る 回 復 を 促 進 又 は 強 化 す る た め の 医 薬 の 調
製 の た め の 、 治 療 的 有 効 量 の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 神 経 変 性 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 に お け る 回 復 を 促 進 又 は 強 化 す る た め の 医 薬 の 調 製 の
た め の 、 治 療 的 有 効 量 の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 構 造
　 ５ ’ （ Ｎ ） ｘ － Ｚ ３ ’ （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ）
　 ３ ’ 　 Ｚ ’ － （ Ｎ ’ ） ｙ ５ ’ （ セ ン ス 鎖 ）
（ 各 Ｎ 及 び Ｎ ’ は 、 そ の 糖 残 基 に お い て 修 飾 さ れ て も よ く 、 又 は 修 飾 さ れ な く て も よ い リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 （ Ｎ ） ｘ 及 び （ Ｎ ’ ） ｙ は 、 連 続 す る 各 Ｎ 又 は Ｎ ’ が 、 共 有 結 合
に よ っ て 、 次 の Ｎ 又 は Ｎ ’ に 連 結 さ れ て い る オ リ ゴ マ ー で あ り 、
　 ｘ 及 び ｙ の 各 々 は 、 １ ９ な い し ４ ０ の 整 数 で あ り ；
　 Ｚ 及 び Ｚ ’ の 各 々 は 、 存 在 し 、 又 は 存 在 し な く て も よ い が 、 存 在 す る 場 合 に は 、 ｄ Ｔ ｄ
Ｔ で あ り 、 そ れ が 存 在 す る 鎖 の ３ ’ 末 端 に 共 有 結 合 さ れ て お り ；
（ Ｎ ） Ｘ の 配 列 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む 。 ） 　
【 請 求 項 ２ ２ 】
（ Ｎ ） ｘ の 配 列 が 、 表 １ 、 ２ 及 び ３ 中 に 存 在 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 の １ 又 は 複 数 を 含 む 、
請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ｘ ＝ ｙ ＝ １ ９ で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 化 合 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 特 許 出 願 は 、 ２ ０ ０ ４ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 ６ ０ ／ ５ ５ ６ ７ ２
４ 号 の 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ り 、 米 国 仮 特 許 出 願 第 ６ ０ ／ ５ ５ ６ ７ ２ ４ 号 は 、 参 照 に
よ り 、 そ の 内 容 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 虚 血 現 象 及 び 中 枢 神 経 系 傷 害 の 診 断 及 び 治 療 の 分 野 に 関 す る
。
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 脳 の 虚 血
　 外 傷 及 び 卒 中 な ど の 脳 傷 害 は 、 西 洋 社 会 に お け る 死 亡 率 及 び 身 体 障 害 の 主 な 原 因 で あ る
。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 外 傷 性 脳 傷 害 （ Ｔ Ｂ Ｉ ； ｔ ｒ ａ ｕ ｍ ａ ｔ ｉ ｃ 　 ｂ ｒ ａ ｉ ｎ 　 ｉ ｎ ｊ ｕ ｒ ｙ ） は 、 現 代 社
会 に お け る 入 院 及 び 身 体 障 害 の 最 も 深 刻 な 理 由 の 一 つ で あ る 。 Ｔ Ｂ Ｉ が 外 傷 直 後 に 発 生 す
る 一 次 損 傷 及 び 外 傷 か ら 数 日 の 間 に 発 生 す る 二 次 損 傷 に 分 類 さ れ 得 る こ と が 、 臨 床 的 な 経
験 に よ っ て 示 唆 さ れ て い る 。 現 行 の Ｔ Ｂ Ｉ の 治 療 は 、 手 術 か 、 あ る い は 主 と し て 対 症 療 法
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 脳 血 管 疾 患 は 、 主 に 、 中 年 及 び 晩 年 に 発 生 す る 。 脳 血 管 疾 患 は 、 毎 年 、 ア メ リ カ で 約 ２
０ 万 人 の 死 亡 の 原 因 と な っ て い る と と も に 、 か な り の 神 経 性 身 体 障 害 を 引 き 起 こ し て い る
。 卒 中 の 発 生 は 、 年 齢 と と も に 増 加 し 、 人 口 の 中 で 急 速 に 増 大 し て い る 層 で あ る 多 く の 高
齢 者 に 影 響 を 与 え て い る 。 こ れ ら の 疾 病 は 、 虚 血 － 梗 塞 又 は 脳 内 出 血 の 何 れ か を 引 き 起 こ
す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 卒 中 は 、 中 断 さ れ た 血 液 供 給 の 結 果 と し て 生 じ る 急 性 の 神 経 傷 害 で あ り 、 脳 に 対 し て 損
傷 を も た ら す 。 多 く の 脳 血 管 疾 患 は 、 局 所 的 な 神 経 の 欠 損 の 突 発 的 な 発 症 と し て 生 じ る 。
欠 損 は 、 固 定 化 さ れ た 状 態 を 保 つ 場 合 も あ り 得 、 又 は 、 改 善 し 、 若 し く は 徐 々 に 悪 化 し て
、 通 常 、 虚 血 の 中 心 部 に 不 可 逆 的 な 神 経 損 傷 を も た ら す の に 対 し て 、 周 辺 部 の 神 経 的 機 能
障 害 は 、 治 療 可 能 で あ り 、 及 び ／ 又 は 可 逆 的 で あ り 得 る 。 長 期 間 の 虚 血 は 、 明 白 な 組 織 壊
死 を も た ら す 。 脳 浮 腫 が 続 発 し 、 そ の 後 ２ な い し ４ 日 に わ た っ て 進 行 す る 。 梗 塞 の 領 域 が
大 き け れ ば 、 浮 腫 は 、 そ の 付 随 す る 結 果 の 全 て を 伴 う か な り の 腫 瘤 効 果 を 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 周 辺 部 の 神 経 細 胞 を 死 滅 か ら 救 出 す る た め に 、 神 経 保 護 薬 が 開 発 さ れ て い る が 、 有 効 性
が 明 ら か と な っ て い る も の は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 神 経 細 胞 組 織 へ の 損 傷 は 、 重 い 身 体 障 害 及 び 死 を も た ら す こ と が 可 能 で あ る 。 損 傷 の 程
度 は 、 傷 害 さ れ た 組 織 の 位 置 及 び 程 度 に よ っ て 主 に 影 響 を 受 け る 。 急 性 発 作 に 応 答 し て 活
性 化 さ れ る 内 在 性 カ ス ケ ー ド は 、 機 能 転 帰 に お い て 役 割 を 果 た す 。 損 傷 を 最 小 限 に 抑 え 、
制 限 し 、 及 び ／ 又 は 回 復 す る た め の 努 力 は 、 臨 床 的 な 結 果 を 改 善 す る 大 き な 可 能 性 を 秘 め
て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 ２ つ の 重 鎖 （ ｐ ３ ６ 、 ア ネ キ シ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。
） と ２ つ の 軽 鎖 （ ｐ １ ０ 又 は ｐ １ １ 、 Ｓ － １ ０ ０ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 ） を 含
有 す る 四 量 体 で あ る 。 ア ネ キ シ ン は 、 カ ル シ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 結 合 し 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ
ン 変 換 に お い て 、 補 因 子 と し て 機 能 す る 。 膜 貫 通 ア ネ キ シ ン は 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化
因 子 （ 組 織 及 び ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 の 両 方 ） を 結 合 し 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン の プ ラ ス ミ ン へ の 変
換 を 、 最 大 １ ５ 倍 活 性 化 す る (Cesarman GM, Guevara CA, Hajjar KA:An endothelial cel
l receptor for plasminogen/tissue plasminogen activator(t-PA).II. Annexin II-med
iated enhancement of t-PA-dependent plasminogen activation. J Biol Chem. 1994 Au
g 19; 269(33):21198-203; Hajjar KA, Jacovina AT, Chacko J.:An endothelial cell r
eceptor for plasminogen/tissue plasminogen activator. I. Identity with Annexin I
I. J Biol Chem. 1994 Aug 19; 269(33):21191-7.; Kim J, Hajjar KA.:Annexin II:a pl
asminogen-plasminogen activator co-receptor. Front Biosci. 2002 Feb 1; 7:d341-8.
)。 さ ら に 、 ア ネ キ シ ン は 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン の プ ロ セ ッ シ ン グ の さ ら な る 工 程 に 影 響 を
与 え 、 プ ラ ス ミ ン 還 元 酵 素 と し て 機 能 す る (Kwon M, Caplan JF, Filipenko NR, Choi KS,
 Fitzpatrick SL, Zhang L, Waisman DM:Identification of Annexin II heterotetramer
 as a plasmin reductase. J Biol Chem. 2002 Mar 29; 277(13):10903-11. Epub 2002 J
an 07.)。 ア ネ キ シ ン の 精 製 及 び 酵 素 反 応 に お け る そ の 使 用 は 、 記 載 さ れ て い る (Choi KS,
 Fitzpatrick SL, Filipenko NR, Fogg DK, Kassam G, Magliocco AM, Waisman DM:“ Reg
ulation of plasmin-dependent fibrin clot lysis by annexin II heterotetramer” , J
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 Biol Chem. 2001 Jul 6;276(27):25212-21(Epub 2001 Apr 23)。 さ ら に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ
Ｉ は 、 内 皮 細 胞 の 表 面 上 で 、 ｔ Ｐ Ａ 及 び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン に 対 す る 繊 維 素 溶 解 促 進 共 同 受
容 体 と し て 働 き 、 プ ラ ス ミ ン の 生 成 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 プ ラ ス ミ ン の 生 成 に よ る 、 又 は プ ラ ス ミ ン に よ っ て 仲 介 さ れ る 、 他
の メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 化 に よ っ て 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 通 じ て
、 癌 細 胞 の 浸 潤 能 に 寄 与 し 得 る 。 細 胞 内 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 細 胞 増 殖 及 び 分 化 に 関 与 し て
い る こ と が 推 測 さ れ て い る 。 骨 髄 環 境 中 で 分 泌 さ れ る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 破 骨 細 胞 形 成 へ
の 関 与 が 推 測 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 ク ロ ム 親 和 性 顆 粒 が 形 質 膜 に 付 着
さ れ る 際 に 、 ク ロ ム 親 和 性 顆 粒 に 密 接 に 付 随 し て ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ が 見 出 さ れ る 副 腎 ク ロ ム
親 和 性 細 胞 の 分 泌 経 路 へ の 関 与 が 推 測 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 肺 胞 上 皮 Ｉ Ｉ 型 細 胞 か ら の 層 状 体 の エ キ ソ サ イ ト ー シ ス の
間 に 、 （ ア ラ キ ド ン 酸 と 相 乗 的 に ） 膜 融 合 に 関 与 す る (Chattopadhyay S, Sun P, Wang P,
 Abonyo B, Cross NL, Liu L.:Fusion of lamellar body with plasma membrane is driv
en by the dual action of Annexin II tetramer and arachidonic acid. J Biol Chem. 
2003 Oct 10; 278(41):39675-83. Epub 2003 Aug 05.)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 単 量 体 と し て 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 に 関 与 し て い る 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の Ｎ 末
端 は 、 Ｃ Ｒ Ｍ １ － 経 路 に 対 す る 、 Ｌ ｅ ｕ に 富 む 核 外 移 行 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｅ Ｓ ） を 含 有 す る 。
核 で は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 細 胞 周 期 依 存 性 に リ ン 酸 化 さ れ て お り 、 リ ン 酸 化 が 核 外 移 行
を 制 御 し て い る 可 能 性 が あ る 。 Ｎ Ｅ Ｓ の 変 異 に よ る 強 制 的 な 核 保 持 は 、 細 胞 増 殖 の 減 少 を
も た ら す (Liu J, Rothermund CA, Ayala-Sanmartin J, Vishwanatha JK.:Nuclear Annexi
n II negatively regulates growth of LNCaP cells and substitution of ser 11 and 2
5 to glu prevents nucleo-cytoplasmic shuttling of Annexin II. BMC Biochem. 2003 
Sep 9; 4(1):10.)。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 発 現 の 疾 病 関 連 パ タ ー ン
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 原 発 性 膵 臓 癌 細 胞 、 胃 癌 組 織 中 で 過 剰 発 現 さ れ て お り 、 こ の 過 剰 発
現 は 予 後 の 不 良 と 相 関 し て い る 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 発 現 は 、 前 立 腺 癌 中 で は 喪 失 し て い る
（ Ｌ ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 上 記 参 照 ） 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 軽 鎖 は 、 細 胞 表 面 上 で プ ロ カ テ
プ シ ン Ｂ （ 腫 瘍 中 で 上 方 制 御 さ れ て い る 。 ） を 結 合 し 、 そ の プ ロ セ ッ シ ン グ を 促 進 す る (R
oshy S, Sloane BF, Moin K.:Pericellular cathepsin B and malignant progression. C
ancer Metastasis Rev. 2003 Jun-Sep; 22(2-3):271-86.)。 さ ら に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 軽
鎖 は 、 Ｂ 型 肝 炎 ポ リ メ ラ ー ゼ を 結 合 し 、 そ の 機 能 を 調 節 す る (Choi J, Chang JS, Song MS
, Ahn BY, Park Y, Lim DS, Han YS.:Association of hepatitis B virus polymerase wi
th promyelocytic leukemia nuclear bodies mediated by the S100 family protein p11
 Biochem Biophys Res Commun. 2003 Jun 13; 305(4):1049-56.)。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 上 記 文 献 は 何 れ も 、 神 経 毒 性 現 象 と 関 連 し て ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ に 対 す る 役 割 を 開 示 し て お
ら ず 、 特 に 、 発 作 な ど の 神 経 変 性 疾 患 の 診 断 若 し く は 治 療 も 開 示 し て い な い 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 組 織 外 傷 又 は 慢 性 若 し く は 急 性 の 変 性 的 変 化 に 起 因 す る も の で あ る と 否 と を
問 わ ず 、 損 傷 を 受 け た 神 経 組 織 を 伴 う 症 候 及 び 兆 候 を 改 善 又 は 軽 減 す る た め の 組 成 物 及 び
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 特 に 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 を 活 性 成 分 と し て 含 み 、 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 希 釈 剤 又 は 担 体 を さ ら に 含 む 、 １ 又 は 複 数 の 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 さ ら な る 実 施 形 態 は 、 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 に 、 中 枢 神 経 系 へ の 損 傷 を
軽 減 す る の に 十 分 な 投 薬 量 で 、 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 中 枢 神 経 系 に 対 す る
傷 害 を 患 っ た 患 者 お け る 中 枢 神 経 系 へ の 損 傷 を 軽 減 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 実 施
形 態 は 、 神 経 変 性 疾 患 又 は 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 に お い て 回 復 を 促 進 又 は
強 化 す る た め の 医 薬 の 調 製 の た め の 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 化 学 的 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 、 対 象 に お い て 神 経 変 性 疾 患 又 は 虚 血 現 象 を 診 断 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ て い る 好 ま し い 方 法 、 材 料 及 び 例 は 例 示 に す ぎ ず 、 限 定 を 意
図 す る も の で は な い 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 材 料 及 び 方 法 と 類 似 又 は 均 等 な 材 料 及 び
方 法 を 、 本 発 明 の 実 施 又 は 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 特 徴 及
び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 及 び 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 、 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 幾 つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 組 織 外 傷 又 は 急 性 及 び 慢 性 の 変 性 的 変 化 に
起 因 す る も の で あ る と 否 と を 問 わ ず 、 損 傷 を 受 け た 神 経 組 織 を 伴 う 症 候 及 び 兆 候 を 改 善 又
は 軽 減 す る た め の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 小 分 子 、 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の あ る 種 の 側 面 は 、 組 織 の 損 傷 又 は 変 性 を 低 減 し 、 又 は 完 全 に 縮 小 す る 薬 学 的
組 成 物 を 提 供 す る 。 さ ら な る 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 外 傷 虚 血 現 象 後 の 機 能 的 な 改 善 を
も た ら す 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 効 果 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ
Ｉ の 発 現 を 阻 害 す る 因 子 を 投 与 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 発 現 が 、 酸 化 的 ス ト レ ス に よ っ て 誘 導 さ れ る ア
ポ ト ー シ ス に 関 与 し て い る こ と 、 並 び に ア ン チ セ ン ス ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ア ネ キ シ
ン Ｉ Ｉ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 、 こ の ア ポ ト ー シ ス か ら 細 胞 を 保 護 す る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な い が 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 が 、 虚 血 現 象 の 間 に 生 じ る 神 経
細 胞 の 神 経 毒 性 ス ト レ ス 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 可 能 で あ る こ と 、 こ の た め 、 前 記 虚 血
現 象 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 損 傷 の 抑 制 に 寄 与 し 得 る こ と を 、 出 願 人 は 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 ア ポ ト ー シ ス 」 と い う 用 語 は 、 膜 に 結 合 さ れ た 粒 子 へ の ク ロ マ チ ン の 断 片 化 、 細 胞 骨
格 及 び 膜 構 造 の 変 化 並 び に 、 他 の 細 胞 に よ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の そ の 後 の 貪 食 作 用 を も た
ら す 、 内 蔵 さ れ た 細 胞 死 プ ロ グ ラ ム の 実 行 と し て 、 具 体 的 に 定 義 さ れ る 。 さ ら に 、 本 用 語
は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 虚 血 性 疾 患 病 変 （ 例 え ば 、 血 管 の 収 縮 又 は 閉 塞 に よ っ て 一 般
的 に 引 き 起 こ さ れ る 、 身 体 の 臓 器 、 組 織 又 は 体 の 一 部 へ の 、 血 液 供 給 の 減 少 を 伴 う 虚 血 性
疾 患 、 例 え ば 、 心 筋 梗 塞 及 び 卒 中 ） を 含 む も の と 理 解 さ れ る 。 「 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死
」 と い う 用 語 も 、 「 ア ポ ト ー シ ス 」 と 互 換 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て
使 用 さ れ る 場 合 、 本 用 語 は 、 細 胞 死 が 、 厳 密 に 、 上 記 ア ポ ト ー シ ス プ ロ セ ス に よ る も の で
あ る か 否 か を 問 わ ず 、 さ ら に 広 く 、 神 経 細 胞 死 を 包 含 す る も の と 解 釈 す べ き で あ る こ と を
理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 」 と い う 用 語 は 、 「 カ ル パ ク チ ン Ｉ 」 、
「 リ ポ コ ル チ ン ２ 」 、 「 ク ロ モ ビ ン デ ィ ン ８ 」 、 「 ｐ ３ ６ 」 及 び 「 胎 盤 抗 凝 固 タ ン パ ク 質
Ｉ Ｖ （ 「 Ｐ Ａ Ｐ － Ｉ Ｖ 」 ） 」 の 別 称 で も 知 ら れ る 、 任 意 の 生 物 、 好 ま し く は ヒ ト に 由 来 す
る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に 類 似 の 生 物 活 性 を 有 す る そ の
相 同 体 （ ラ ッ ト 及 び マ ウ ス の 相 同 体 を 含 む 。 ） 及 び 断 片 を 表 す 。 本 分 野 に お い て 周 知 で あ
る （ 例 え ば 、 Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley a
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nd Sons, Baltimore, Maryland(1988), 1995 及 び 1998年 に 改 訂 ） 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 下 で 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 に 結 合 す る 核 酸 配 列 に よ
っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も 、 本 用 語 に よ っ て 包 含 さ れ る 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 図 １ 及 び ２ に 記 載 さ れ て い る 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の
具 体 的 な 断 片 に は 、 図 ２ に 示 さ れ て い る 配 列 の ア ミ ノ 酸 １ － ５ ０ 、 ５ １ － １ ０ ０ 、 １ ０ １
－ １ ５ ０ 、 １ ５ １ － ２ ０ ０ 、 ２ ０ １ － ２ ５ ０ 、 ２ ５ １ － ３ ０ ０ 及 び ３ ０ １ － ３ ３ ９ が 含 ま
れ る 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の さ ら に 具 体 的 な 断 片 に は 、 図 ２ に 示 さ れ て い る 配 列 の ア ミ ノ 酸 ２
５ － ７ ４ 、 ７ ５ － １ ２ ４ 、 １ ２ ５ － １ ７ ４ 、 １ ７ ５ － ２ ２ ４ 、 ２ ２ ５ － ２ ７ ４ 、 ２ ７ ５ －
３ ２ ４ 及 び ３ ２ ５ － ３ ３ ９ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 参 照 番 号 が 、 よ り 長 い ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ５ ０ ８ ４ ５ ３ ８ ７ （
バ リ ア ン ト １ ） 、 ５ ０ ８ ４ ５ ３ ８ ５ （ バ リ ア ン ト ２ ） 及 び 、 こ れ ら よ り 短 い 同 じ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ５ ０ ８ ４ ５ ３ ８ ９ （ バ リ ア ン ト ３ ） で あ る ３ つ の 異 な る ス プ ラ イ ス バ リ
ア ン ト に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 少 な く と も ２ つ の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド が 存 在 す る
。 図 １ に 示 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト ２ （ ｇ ｉ － ５ ０ ８ ４ ５
３ ８ ５ ） 及 び ス プ ラ イ ス ３ （ ｇ ｉ － ５ ０ ８ ４ ５ ３ ８ ９ ） の Ｏ Ｒ Ｆ で あ る 。 こ れ ら の バ リ ア
ン ト は 、 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト １ （ ｇ ｉ － ５ ０ ８ ４ ５ ３ ８ ７ ） と は 、 そ れ ら の Ｏ Ｒ Ｆ の ５
’ 末 端 が 僅 か に 異 な っ て お り 、 こ れ ら の バ リ ア ン ト ２ 及 び ３ は 、 ５ ’ － Ｕ Ｔ Ｒ が 互 い に 異
な っ て い る 。 図 １ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ３ ３ ９ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 図 ２ を
参 照 。 こ れ ら の バ リ ア ン ト 及 び 他 の 任 意 の 類 似 の 微 量 バ リ ア ン ト は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ
ペ プ チ ド の 定 義 及 び こ れ ら を コ ー ド す る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 定 義 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 学 的 効 果 」 又 は 「 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 生 物 活 性 」 と は 、 ア ポ ト ー シ
ス に お け る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 効 果 を 意 味 し 、 本 明 細 書 で は 、 「 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 誘 導 性 ア ポ
ト ー シ ス 」 と も 称 さ れ 、 こ れ は 、 直 接 的 又 は 間 接 的 で あ り 得 、 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な
い が 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス に よ っ て 誘 導 さ れ た ア ポ ト ー シ ス に 対 す る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 効 果
が 含 ま れ る 。 間 接 的 な 効 果 に は 、 ア ポ ト ー シ ス を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与
す る 複 数 の 分 子 の う ち の １ つ に 結 合 し 、 又 は 該 分 子 対 し て 効 果 を 有 す る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ が
含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 」 と は 、 上 述 さ れ て い る よ う に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 学 的 効
果 を 抑 制 又 は 低 下 さ せ る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 又 は 小 化 学 的 化 合 物 で
あ る と 否 と を 問 わ ず 、 任 意 の 分 子 を 意 味 す る 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 は 、 と り わ け 、 ア ン
チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム な ど の 、
ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー の 阻 害 剤 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 転 写 ／ 翻 訳 の 阻 害 剤 で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 は 、 治 療 的 有 効 量 の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 （ ニ ト ロ プ ル シ ド ナ ト リ ウ ム
な ど の 小 化 学 的 化 合 物 （ Ｌ ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｅ ｕ ｒ ． 　 Ｊ ． 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． 　
２ ６ ９ ， 　 ４ ２ ７ ７ － ４ ２ ８ ６ （ ２ ０ ０ ２ ） ） 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 分 泌 を 阻 害 す る チ ロ シ
ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 Ｔ ｙ ｒ ｐ ｈ ｏ ｓ ｔ ｉ ｎ 　 Ａ Ｇ １ ０ ２ ４ （ Ｚ ｈ ａ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｊ
Ｂ Ｃ 　 ２ ７ ８ ， 　 ６ ： ４ ２ ０ ５ － ４ ２ １ ５ （ ２ ０ ０ ３ ） ） と し て も よ い 。 ） ； 図 １ に 示 さ
れ て い る 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に 対 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 配 列 を 有 し 、 図 ３ に 示 さ れ
て い る 配 列 の う ち の １ つ （ 配 列 番 号 ３ 又 は 配 列 番 号 ４ ） を 必 要 に 応 じ て 有 す る 連 続 ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 図 １ に 示 さ れ
て い る 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に 対 す る セ ン ス 配 列 で あ り 、 且 つ 前 記 配 列 に 対 す る ド ミ ナ ン ト
ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 有 し 、 図 ４ に 示 さ れ て い る 配 列 の う ち の １ つ （ 配
列 番 号 ５ 又 は 配 列 番 号 ６ ） を 必 要 に 応 じ て 有 す る 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む セ ン ス ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は サ イ レ ン シ ン グ Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） と し て 機 能
し 、 表 １ － ３ 、 特 に 表 １ に 記 載 さ れ て い る 配 列 の １ つ を 必 要 に 応 じ て 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ
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チ ド ； こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 何 れ か を 含 む ベ ク タ ー ； ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ
ド な ど の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ 又 は 配 列 番 号 ６ に よ っ て コ ー ド さ れ る ペ プ チ
ド 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 結 合 す る こ と が 見 出 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 出 願 公 開 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ４ ０ ４ ／
１ ８ ４ ４ 号 の ペ プ チ ド ＃ ４ １ 、 Ｓ － ニ ト ロ ソ グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｎ Ｏ ； 　 Ｌ ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　
ａ ｌ ． ， 　 Ｅ ｕ ｒ ． 　 Ｊ ． 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． 　 ２ ６ ９ ， 　 ４ ２ ７ ７ － ４ ２ ８ ６ （ ２ ０ ０
２ ） ） 又 は と り わ け 、 「 Pietropaolo & Compton:Direct interaction between human cyt
omegalovirus glycoprotein B and cellular Annexin II J Virol 1997, 71:9803-9807」
に 開 示 さ れ て い る 抗 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 抗 体 な ど の 抗 体 、 必 要 に 応 じ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 、 活 性 成 分 と し て 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。 薬 学 的 組
成 物 は 、 さ ら に 、 希 釈 剤 又 は 担 体 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 治 療 的 有 効 量 を 、 神 経 変 性 疾 患 及 び ／ 又
は 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 該 患 者 を 治 療 す
る こ と を 含 む 、 神 経 変 性 疾 患 及 び ／ 又 は 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 を
治 療 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 投 与 は 、 定 期 的 と し て も よ い 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 は 、
ニ ト ロ プ ロ シ ド ナ ト リ ウ ム な ど の 小 化 学 的 化 合 物 （ Ｌ ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｅ ｕ ｒ ． 　
Ｊ ． 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． 　 ２ ６ ９ ， 　 ４ ２ ７ ７ － ４ ２ ８ ６ （ ２ ０ ０ ２ ） ） 又 は ア ネ キ シ ン
Ｉ Ｉ 分 泌 を 阻 害 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 Ｔ ｙ ｒ ｐ ｈ ｏ ｓ ｔ ｉ ｎ 　 Ａ Ｇ １ ０ ２ ４ （ Ｚ ｈ
ａ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｊ Ｂ Ｃ 　 ２ ７ ８ ， 　 ６ ： ４ ２ ０ ５ － ４ ２ １ ５ （ ２ ０ ０ ３ ） ） と し
て も よ い 。 ） ； 図 １ に 示 さ れ て い る 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に 対 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る
配 列 を 有 し 、 図 ３ に 示 さ れ て い る 配 列 の う ち の １ つ （ 配 列 番 号 ３ 又 は 配 列 番 号 ４ ） を 必 要
に 応 じ て 有 す る 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 又 は 図 １ に 示 さ れ て い る 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に 対 す る セ ン ス 配 列 で あ り 、 且 つ 前
記 配 列 に 対 す る ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 有 し 、 図 ４ に 示 さ れ て
い る 配 列 の う ち の １ つ （ 配 列 番 号 ５ 又 は 配 列 番 号 ６ ） を 必 要 に 応 じ て 有 す る 連 続 ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は サ イ レ ン シ ン グ Ｒ Ｎ Ａ
（ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） と し て 機 能 し 、 表 １ － ３ 、 特 に 表 １ の 配 列 番 号 ｚ － ｚ に 記 載 さ れ て い る 配
列 の １ つ を 必 要 に 応 じ て 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 何 れ か を
含 む ベ ク タ ー ； ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド な ど の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ５
又 は 配 列 番 号 ６ に よ っ て コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 結 合 す る こ と が 見 出 さ
れ た Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 出 願 公 開 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ４ ０ ４ ／ １ ８ ４ ４ 号 の ペ プ チ ド ＃ ４ １ 、 Ｓ － ニ ト ロ ソ
グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｎ Ｏ ； 　 Ｌ ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｅ ｕ ｒ ． 　 Ｊ ． 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ
． 　 ２ ６ ９ ， 　 ４ ２ ７ ７ － ４ ２ ８ ６ （ ２ ０ ０ ２ ） ） 又 は と り わ け 、 「 Pietropaolo & Comp
ton:Direct interaction between human cytomegalovirus glycoprotein B and cellular
 Annexin II J Virol 1997, 71:9803-9807」 に 開 示 さ れ て い る 抗 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 抗 体 な ど
の 抗 体 、 必 要 に 応 じ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） と し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の 側 面 で は 、 神 経 変 性 疾 患 又 は 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 に お い て 回 復 を
促 進 又 は 強 化 す る た め の 医 薬 の 調 製 の た め の 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 （ 上 に 詳 述 さ れ て い
る 阻 害 剤 の 何 れ か な ど ） の 治 療 的 有 効 量 の 使 用 が さ ら に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 （ 上 述 の よ う な ） 病 変 又 は 疾 病 を 制 御 す る 処 置 を 必 要 と し て い る 患
者 に 、 治 療 的 有 効 量 の 少 な く と も １ つ の 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 少 な く と も １ つ の ア ン チ セ ン ス
（ Ａ Ｓ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 前 記 核 酸 配 列 に 対 す る 少 な く と も １ つ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ア
ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 配 列 若 し く は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 に 対 し て 誘 導 さ れ た ド ミ ナ ン ト ネ ガ
テ ィ ブ ペ プ チ ド ） 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 又 は 上 記 阻 害
剤 の 何 れ か を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 こ の よ う な 処 置 を 必 要 と し て い る 患 者 に お け る （ 上
述 の よ う な ） 病 変 又 は 疾 病 を 制 御 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 化 学 的 化 合 物 」 、 「 小 分 子 」 、 「 化 学 的 分 子 」 、 「 小 化 学 的 分 子 」 及 び 「 小 化 学 的 化
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合 物 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 互 換 的 に 使 用 さ れ 、 合 成 的 に 製 造 さ れ て も よ く 、
又 は 天 然 の 採 取 源 か ら 取 得 さ れ て も よ い 、 典 型 的 に は 、 ２ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 、 よ り 好 ま
し く は １ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 又 は ６ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 任 意 の 種 類 の 化 学
的 部 分 を 表 す も の と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 両
種 の 組 み 合 わ せ か ら 構 成 さ れ る 任 意 の 分 子 、 す な わ ち 、 と り わ け 、 塩 基 グ ア ニ ジ ン （ ｇ ｕ
ａ ｎ ｉ ｄ ｉ ｎ ｅ ） 、 シ ト シ ン 、 チ ミ ジ ン 、 ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル 又 は イ ノ シ ン の ２ 以 上 を 含
む 任 意 の 分 子 を 表 す 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た
ヌ ク レ オ チ ド 及 び 合 成 ヌ ク レ オ チ ド 又 は こ れ ら の 化 学 的 類 縁 体 が 含 ま れ 得 る 。 本 用 語 は 、
「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 が 含 み 、 及 び 「 核 酸 」 を 包 含 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 的
に は 、 約 ７ ５ か ら １ ０ ， ０ ０ ０ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド 、 必 要 に 応 じ て 、 約 １ ０ ０ か ら ３ ，
５ ０ ０ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 一 般 的 に は 、 ２ な い し
７ ５ ヌ ク レ オ チ ド か ら 伸 長 す る ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 を 表 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 ア ン チ セ ン ス （ Ａ Ｓ ） 」 又 は 「 ア ン チ セ ン ス 断 片 」 と い う 用 語 は 、 阻 害 的 ア ン チ セ ン
ス 活 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 意 味 し 、 該 活 性 は 、 対 応 す る 遺 伝 子 （ こ の 場 合 に
は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ） の 内 在 性 ゲ ノ ム コ ピ ー の 発 現 の 減 少 を 引 き 起 こ す 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ
Ａ Ｓ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ａ Ｓ の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可
能 と す る た め に 、 十 分 な 長 さ の 配 列 と 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ て い る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝
子 の 配 列 内 に 存 在 す る 配 列 に 対 す る 十 分 な 相 同 性 と を 有 す る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 Ａ Ｓ の 配 列 は 、 目 的 の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 相 補 し 、 Ｒ Ｎ Ａ ： Ａ Ｓ 二
重 鎖 を 形 成 す る た め に 設 計 さ れ る 。 こ の 二 重 鎖 の 形 成 は 、 関 連 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ セ ッ シ
ン グ 、 ス プ ラ イ シ ン グ 、 輸 送 又 は 翻 訳 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 あ る 種 の Ａ
Ｓ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ れ ら の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た と き に 、 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ
ア ー ゼ Ｈ 活 性 を 示 す こ と が 可 能 で あ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 解 を も た ら す （ Calabretta et al, 
1996:Antisense strategies in the treatment of leukemias. Semin Oncol. 23(1):78-8
7） 。 そ の 場 合 に は 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ は 、 二 重 鎖 の Ｒ Ｎ Ａ 成 分 を 切 断 し 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の さ ら
な る 分 子 と さ ら に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に 、 Ａ Ｓ を 放 出 で き る 可 能 性 を 秘 め て い る 。 さ
ら な る 作 用 様 式 は 、 転 写 的 に 不 活 性 で あ り 得 る 三 重 螺 旋 を 形 成 す る た め に 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
と Ａ Ｓ の 相 互 作 用 か ら 得 ら れ る 。 具 体 的 な Ａ Ｓ 断 片 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る ア ネ キ
シ ン Ｉ Ｉ の 具 体 的 な 断 片 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の Ａ Ｓ で あ る 。 本 発 明 の Ａ Ｓ 断 片 は 、 必 要 に
応 じ て 、 図 ３ に 図 示 さ れ て い る 配 列 又 は そ の 相 同 的 配 列 を 有 す る 。 具 体 的 な Ａ Ｓ 断 片 は 、
上 記 さ れ て い る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 具 体 的 な 断 片 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の Ａ Ｓ で あ る 。 Ａ Ｓ 断
片 の 送 達 に つ い て は 、 実 施 例 １ ２ を 参 照 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 多 く の 総 説 が 、 ア ン チ セ ン ス （ Ａ Ｓ ） 技 術 及 び そ の 治 療 的 可 能 性 の 主 要 な 側 面 を 網 羅 し
て い る (Wright & Anazodo, 1995. Antisense Molecules and Their Potential For The T
reatment Of Cancer and AIDS. Cancer J. 8:185-189)。 こ の 技 術 の 化 学 的 側 面 (Crooke, 
1995:Progress in antisense therapeutics Hematol Pathol. 1995;9(2):59-72.;Uhlmann
 et al, 1990 )、 細 胞 的 側 面 (Wagner, 1994:Gene inhibition using antisense oligodeo
xynucleotides. Nature. 1994 Nov 24;372(6504):333-5.)及 び 治 療 的 側 面 (Hanania, et a
l, 1995:Recent advances in the application of gene therapy to human disease. Am 
J Med. 1995 Nov;99(5):537-52. ;Scanlon, et al, 1995:Oligonucleotide-mediated mod
ulation of mammalian gene expression. FASEB J. 1995 Oct;9(13):1288-96.　 ;Gewirtz
, 1993:Oligodeoxynucleotide-based therapeutics for human leukemias. Stem Cells. 
1993 Oct;11 Suppl 3:96-103)に 関 す る 総 説 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現 に お け る ア ン チ セ ン ス 介 入 は 、 合 成 Ａ Ｓ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
使 用 に よ っ て 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る （ Lefebvre-d’ Hellencourt et al, 1995. Immun
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omodulation by cytokine antisense oligonucleotides. Eur. Cytokine Netw. 6:7.; Ag
rawal, 1996、 Antisense oligonucleotides:towards clinical trials, TIBTECH, 14:376
.; Lev-Lehman et al., 1997. Antisense Oligomers in vitro and in vivo. In Antisen
se Therapeutics, A. Cohen and S. Smicek, eds(Plenum Press, New York)） を 参 照 ） 。
Ａ Ｓ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 目 的 の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 相 補 し 、 Ｒ Ｎ Ａ ： Ａ Ｓ 二 重 鎖 を 形
成 す る た め に 設 計 さ れ る 。 こ の 二 重 鎖 の 形 成 は 、 関 連 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ス
プ ラ イ シ ン グ 、 輸 送 又 は 翻 訳 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 あ る 種 の Ａ Ｓ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 そ れ ら の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た と き に 、 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ Ｈ
活 性 を 示 す こ と が 可 能 で あ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 解 を も た ら す （ (Calabretta et al, 1996:An
tisense strategies in the treatment of leukemias. Semin Oncol. 23(1):78） 。 そ の
場 合 に は 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ は 、 二 重 鎖 の Ｒ Ｎ Ａ 成 分 を 切 断 し 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の さ ら な る 分 子 と
さ ら に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に 、 Ａ Ｓ を 放 出 で き る 可 能 性 を 秘 め て い る 。 さ ら な る 作 用
様 式 は 、 転 写 的 に 不 活 性 で あ り 得 る 三 重 螺 旋 を 形 成 す る た め に 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と Ａ Ｓ の 相
互 作 用 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 配 列 標 的 セ グ メ ン ト は 、 該 配 列 が 、 そ れ ら の
相 補 的 テ ン プ レ ー ト と の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 二 重 鎖 の 形 成 に と っ て 重 要 な 、 適 切 な エ ネ ル
ギ ー 関 連 特 性 を 示 し 、 自 己 二 量 体 化 又 は 自 己 相 補 化 に 対 し て 低 い 可 能 性 を よ う に 選 択 さ れ
る （ Ａ ｎ ａ ｚ ｏ ｄ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 １ ９ ９ ６ ） 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 融 解 温 度
、 自 由 エ ネ ル ギ ー 特 性 を 決 定 し 、 潜 在 的 な 自 己 二 量 体 化 形 成 及 び 自 己 相 補 的 特 性 を 推 測 す
る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム Ｏ Ｌ Ｉ Ｇ Ｏ （ Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ 　 Ｓ ｏ
ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ ， 　 Ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 ３ ． ４ ） を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 プ ロ グ ラ ム
は 、 こ れ ら の ２ つ の パ ラ メ ー タ （ 自 己 二 量 体 形 成 及 び 自 己 相 補 性 の 可 能 性 ） の 定 量 的 推 測
の 決 定 を 可 能 と し 、 「 可 能 性 な し 」 又 は 「 若 干 の 可 能 性 」 又 は 「 実 質 的 に 完 全 な 可 能 性 」
と い う 示 唆 を 与 え る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ で 可 能 性 な し と い う 推 測 を 有 す る こ
の プ ロ グ ラ ム 標 的 セ グ メ ン ト の 使 用 が 選 択 さ れ る 。 し か し な が ら 、 カ テ ゴ リ ー の う ち の １
つ で は 、 「 若 干 の 可 能 性 」 を 有 す る セ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 分 野 に お
い て 公 知 で あ る よ う に 、 選 択 に お い て は 、 パ ラ メ ー タ の バ ラ ン ス が 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 類 縁 的 な 置 換 が 機 能 に 実 質 的 に 影 響 を 与 え な い よ う に 、 必 要 と さ
れ る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 分 野 で 公 知 で あ る と お り に 、 選 択 に お い て 、 パ ラ メ ー タ の バ ラ ン ス が 使 用 さ れ る 。 さ
ら に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 、 類 縁 の 置 換 が 機 能 に 実 質 的 に 影 響 を 与 え な い よ う に 、 必 要
に 応 じ て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 効 果 的 で あ る 濃 度 で 有 意 な 毒
性 を 通 常 示 さ ず 、 動 物 で は 、 十 分 な 薬 動 力 学 的 半 減 期 を 示 し （ Agrawal, 1996. Antisense
 oligonucleotides towards clinical trials, TIBTECH, 14:376） 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 で
あ る 。 ア ン チ セ ン ス に よ っ て 誘 導 さ れ た 、 細 胞 発 達 と 関 連 す る 機 能 喪 失 表 現 型 が 、 グ リ ア
細 胞 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ａ Ｐ ） に つ い て 、 ニ ワ ト リ 中 で の 蓋 板 （ ｔ ｅ ｃ ｔ ａ ｌ 　
ｐ ｌ ａ ｔ ｅ ） 形 成 の 確 立 に つ い て （ Ｇ ａ ｌ ｉ ｌ ｅ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 １ ９ ９ １ ． 　 Ｊ ．
　 Ｃ ｅ ｌ ｌ ． 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ， 　 １ １ ２ ： １ ２ ８ ５ ． ） 、 神 経 外 胚 葉 培 養 物 中 で の 細 胞 の 不
均 一 性 の 維 持 に 対 し て 必 要 な Ｎ － ｍ ｙ ｃ タ ン パ ク 質 (epithelial vs. neuroblastic cells
, which differ in their colony forming abilities, tumorigenicity and adherence)(
Rosolen et al., 1990. Cancer Res. 50:6316.; Whitesell et al., 1991. Episome-gene
rated N-myc antisense RNA restricts the differentiation potential of primitive n
euroectodermal cell lines. Mol. Cell. Biol. 11:1360.)に つ い て 示 さ れ た 。 分 裂 促 進
的 及 び 血 管 新 生 的 特 性 を 有 す る 塩 基 性 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ ｂ Ｆ ｇ Ｆ ） の ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 阻 害 は 、 飽 和 的 及 び 特 異 的 な 様 式 で 、 神 経 膠 腫 細 胞 に お い て 、 増 殖 の
８ ０ ％ を 抑 制 し た (Morrison, 1991. Suppression of basic fibroblast growth factor e
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xpression by antisense oligonucleotides inhibits the growth of transformed human
 astrocytes. J. Biol. Chem. 266:728.)。 疎 水 性 で あ る の で 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 リ ン 脂 質 膜 と 、 良 好 に 相 互 作 用 す る （ Akhter et al, 1991. Interactions o
f antisense DNA oligonucleotide analogs with phospholipid membranes(liposomes) N
uc. Res. 19:5551-5559） 。 細 胞 の 形 質 膜 と の 相 互 作 用 に 引 き 続 き 、 そ れ ら は 、 特 異 的 な
受 容 体 の 関 与 を 予 測 さ れ る 飽 和 的 な 機 序 で （ Ｙ ａ ｋ ｕ ｂ ｏ ｖ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ， 　 １ ９ ８ ９ ．
　 Ｐ Ｎ Ａ Ｓ 　 Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ６ ： ６ ４ ５ ４ ） 、 生 き た 細 胞 中 へ 、 能 動 的 （ 又 は 受 動 的 に ） 輸 送
さ れ る （ Loke et al, 1989. Characterization of oligonucleotide transport into liv
ing cells. PNAS USA 86:3474.） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 リ ボ ザ イ ム 」 と は 、 Ｒ Ｎ Ａ 触 媒 能 を 有 し （ 総 説 に つ い て は 、 Ｃ ｅ ｃ ｈ 参 照 ） 、 標 的 Ｒ
Ｎ Ａ 中 の 特 異 的 部 位 を 切 断 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に 従 え ば 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る リ ボ ザ イ ム は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻
害 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 ア ン チ セ ン ス 療 法 が 、 化 学 両 論 的 考 察 に よ っ て 制 限 さ
れ る 場 合 に 、 必 要 で あ る か も し れ な い （ Ｓ ａ ｒ ｖ ｅ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 １ ９ ９ ０ ， 　 Ｇ
ｅ ｎ ｅ 　 Ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ａ ｉ ｄ ｓ ， 　 ｐ ｐ ． 　 ３ ０ ５ － ３ ２ ５ ） 。 次 い
で 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 配 列 を 誘 導 し 得 る リ ボ ザ イ ム を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 リ ボ ザ イ
ム に よ っ て 切 断 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 数 は 、 化 学 両 論 に よ っ て 予 測 さ れ る 数 よ り 多 い （ Ｈ ａ
ｍ ｐ ｅ ｌ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｚ ， 　 １ ９ ８ ９ ； 　 Ｕ ｈ ｌ ｅ ｎ ｂ ｅ ｃ ｋ ， 　 １ ９ ８ ７ ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 切 断 を 触 媒 す る 。 グ ル ー プ Ｉ イ ン ト ロ ン
、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｐ 、 肝 炎 δ ウ イ ル ス リ ボ ザ イ ム 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム 及 び タ バ コ 輪 点
ウ イ ル ス サ テ ラ イ ト Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ Ｔ Ｒ Ｓ Ｖ ） の ネ ガ テ ィ ブ ス ト ラ ン ド か ら 最 初 に 得 ら れ た ヘ
ア ピ ン リ ボ ザ イ ム な ど （ Ｓ ｕ ｌ ｌ ｉ ｖ ａ ｎ ， 　 １ ９ ９ ４ ； 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ５ ， ３ ４ ７
号 、 カ ラ ム ４ － ５ ） 、 幾 つ か の リ ボ ザ イ ム 構 造 フ ァ ミ リ ー が 同 定 さ れ て い る 。 後 ２ 者 の フ
ァ ミ リ ー は 、 リ ボ ザ イ ム が ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 複 製 の 間 に 作 製 さ れ た オ リ ゴ マ ー か ら モ ノ
マ ー を 分 離 す る と 考 え ら れ て い る ウ イ ロ イ ド 及 び ウ イ ル ソ イ ド か ら 得 ら れ る （ Ｓ ｙ ｍ ｏ ｎ
ｓ ， 　 １ ９ ８ ９ 　 ａ ｎ ｄ 　 １ ９ ９ ２ ） 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 及 び ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム モ チ ー フ
は 、 遺 伝 子 治 療 用 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス 切 断 に 対 し て 、 最 も 一 般 的 に 適 合 さ れ て い る （ Ｓ
ｕ ｌ ｌ ｉ ｖ ａ ｎ ， １ ９ ９ ４ ） 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る リ ボ ザ イ ム 種 は 、 本 分 野 に お い て 公 知
で あ る と お り に 選 択 さ れ る 。 ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム は 、 現 在 、 臨 床 試 験 中 で あ り 、 好 ま し い
種 類 で あ る 。 一 般 的 に 、 リ ボ ザ イ ム は 、 ３ ０ な い し １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 リ ボ ザ
イ ム の 送 達 は 、 Ａ Ｓ 断 片 及 び ／ 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 送 達 と 類 似 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と は 、 そ の 内 在 性 細 胞 対 応 物 の 遺 伝 子 ／ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 減 少 し 、 又 は 停 止
（ 妨 害 ） す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る 。 本 用 語 は 、 「 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） 」 を 包 含 す る
も の と 理 解 さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） は 、 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） に よ っ
て 媒 介 さ れ る 、 哺 乳 動 物 中 で の 配 列 特 異 的 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の プ ロ セ ス を 表 す
（ Ｆ ｉ ｒ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ， 　 １ ９ ９ ８ ， 　 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ３ ９ １ ， 　 ８ ０ ６ ） 。 植 物 中 で
の 対 応 す る プ ロ セ ス は 、 一 般 に 、 特 異 的 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 又 は Ｒ Ｎ Ａ サ イ レ ン
シ ン グ と 称 さ れ 、 真 菌 で は 、 沈 静 化 （ ｑ ｕ ｅ ｌ ｌ ｉ ｎ ｇ ） と も 称 さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 応 答
は 、 Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 性 サ イ レ ン シ ン グ 複 合 体 （ Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ ） と 一 般 に 称 さ れ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 有
す る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 を 特 徴 と し て も よ く 、 こ れ は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の ア ン チ
セ ン ス 鎖 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 切 断 を 媒 介 す る 。 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の 切 断 は 、
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の ア ン チ セ ン ス 鎖 に 相 補 的 な 領 域 の 中 央 で 起 り 得 る （ Ｅ ｌ ｂ ａ ｓ ｈ ｉ ｒ
　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ 　 ２ ０ ０ １ ， 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ 　 Ｄ ｅ ｖ ． ， 　 １ ５ ， 　 １ ８ ８ ） 。 こ れ ら の 用 語
及 び 提 案 さ れ る 機 序 に 関 す る 最 近 の 情 報 に つ い て は 、 「 Bernstein E., Denli AM., Hanno
n GJ: The rest is silence. RNA. 2001 Nov;7(11):1509-21; and Nishikura K.: A shor
t primer on RNAi: RNA-directed RNA polymerase acts as a key catalyst. Cell. 2001

10

20

30

40

50

(11) JP 2007-530029 A 2007.11.1



 Nov 16;107(4):415-8」 を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ 得 る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 例 は 、 表 １ － ３ に 記 載 さ れ て お り 、 使 用 さ れ る 化 学 的 修 飾 は 、 Ｐ Ｃ Ｔ
特 許 出 願 公 開 Ｗ Ｏ ２ ０ ４ ０ ３ ５ ６ １ ５ 号 （ ａ ｔ ｕ ｇ ｅ ｎ ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 近 年 、 遺 伝 子 を 不 活 化 す る た め の 最 も 効 率 的 な 方 法 の １ つ と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ が 浮 上 し て
き た （ Nature Reviews, 2002, v.3, p.737-47; Nature, 2002, v.418,p.244-51） 。 １ つ
の 方 法 と し て 、 そ れ は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 種 が 特 異 的 な タ ン パ ク 質 複 合 体 に 入 る こ と が 出 来 る 能
力 に 基 づ い て お り 、 次 い で 、 該 複 合 体 に お い て 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 種 は 、 相 補 的 な 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ へ
と 標 的 誘 導 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ を 特 異 的 に 分 解 す る 。 さ ら に 詳 し く 述 べ る と 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｉ
Ｉ Ｉ 型 Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ (DICER, Drosha, etc)(Nature, 2001, v.409, p.363-6; Nature, 200
3, .425, p.415-9)に よ っ て 、 短 い （ １ ７ － ２ ９ ｂ ｐ ） の 阻 害 的 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） へ
と 消 化 さ れ る 。 こ れ ら の 断 片 及 び 相 補 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 特 異 的 な Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ タ ン パ ク 質 複 合 体
に よ っ て 認 識 さ れ る 。 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 に よ っ て 、 完 全 な プ ロ セ ス
に 至 る （ Nature Reviews, 2002, v.3, p.737-47; Curr Opin Mol Ther. 2003 Jun;5(3):2
17-24） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 公 知 の 遺 伝 子 に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 方 法 に 関 す る 開 示 に つ い て は 、 例 え ば 、 「 Chal
k AM, Wahlestedt C, Sonnhammer EL. Improved and automated prediction of effectiv
e siRNA Biochem. Biophys. Res. Commun. 2004 Jun 18;319(1):264-74; Sioud M, Leird
al M., Potential design rules and enzymatic synthesis of siRNAs, Methods Mol Bio
l.2004;252:457-69; Levenkova N, Gu Q, Rux JJ.: Gene specific siRNA selector Bioi
nformatics. 2004 Feb 12;20(3):430-2. and Ui-Tei K, Naito Y, Takahashi F, Haraguc
hi T, Ohki-Hamazaki H, Juni A, Ueda R, Saigo K., Guidelines for the selection of
 highly effective siRNA sequences for mammalian and chick RNA interference Nucle
ic Acids Res. 2004 Feb 9;32(3):936-48。 「 Liu Y, Braasch DA, Nulf CJ, Corey DR.Ef
ficient and isoform-selective inhibition of cellular gene expression by peptide 
nucleic acids Biochemistry, 2004 Feb 24;43(7):1921-7」 を 参 照 さ れ た い 。 修 飾 さ れ た
／ よ り 安 定 な ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 作 製 に つ い て は 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ４ ／ ０ １ ５ １ ０ ７ （ Ａ
ｔ ｕ ｇ ｅ ｎ ） 及 び Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ４ ４ ３ ２ １ 号 （ Ｔ ｕ ｓ ｃ ｈ ｌ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ） 及 び 「 Ｃ ｈ ｉ ｕ
　 Ｙ Ｌ ， 　 Ｒ ａ ｎ ａ 　 Ｔ Ｍ ． 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 ｆ ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｉ ｎ 　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ ： ａ 　 ｃ
ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ 　 ｍ ｏ ｄ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ ， 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 ２ ０ ０ ３ 　
Ｓ ｅ ｐ ； ９ （ ９ ） ： １ ０ ３ ４ －
４ ８ 　 及 び 米 国 特 許 第 ５ ８ ９ ８ ０ ３ １ 号 及 び 第 ６ １ ０ ７ ０ ９ ４ 号 （ Ｃ ｒ ｏ ｏ ｋ ｅ ） を 参 照
さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 細 胞 内 で ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 生 成 す る こ と が 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ を ベ ー ス と し た ベ ク タ ー が 開 発 さ れ
て い る 。 本 方 法 は 、 一 般 に 、 効 率 的 に プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て 、 細 胞 内 で ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成
す る 短 い ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 含 む 。 「 Paddison et al. PNAS 2002, 99:1443-1448; P
addison et al. Genes & Dev 2002, 16:948-958」 ;「 Sui et al. PNAS 2002, 8:5515-552
0」 ;及 び 「 Brummelkamp et al. Science 2002, 296:550-553」 。 こ れ ら の 報 告 は 、 内 在 的
及 び 外 在 的 に 発 現 さ れ た 多 く の 遺 伝 子 を 特 異 的 に 標 的 と す る こ と が 可 能 な ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 生
成 す る た め の 方 法 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 送 達 に つ い て は 、 例 え ば 、 「 Ｓ hen et al(FEBS letters 539: 111-114(20
03)), Xia et al., Nature Biotechnology 20: 1006-1010(2002), Reich et al., Molecu
lar Vision 9: 210-216(2003), Sorensen et al.(J.Mol.Biol. 327: 761-766(2003), Lew
is et al., Nature Genetics 32: 107-108(2002))及 び 「 Simeoni et al., Nucleic Acids
 Research 31, 11: 2717-2724(2003） 」 を 参 照 さ れ た い 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 最 近 、 霊 長 類 で
の 阻 害 に 対 す る 使 用 が 成 功 を 収 め て お り 、 さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 「 Ｔ ｏ ｌ ｅ ｎ ｔ ｉ ｎ
ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｒ ｅ ｔ ｉ ｎ ａ 　 ２ ４ （ １ ） 　 Ｆ ｅ ｂ ｒ ｕ ａ ｒ ｙ 　 ２ ０ ０ ４ 　 ｐ ｐ 　
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１ ３ ２ － １ ３ ８ 」 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
　 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 一 般 的 な 仕 様
　 一 般 的 に は 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 二 本 鎖 構 造 を 含 む リ ボ 核 酸 を 含 み 、 該
二 本 鎖 構 造 は 第 一 の 鎖 と 第 二 の 鎖 を 含 み 、 該 第 一 の 鎖 は 、 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド の 第 一 の 伸
長 を 含 み 、 該 第 一 の 伸 長 は 標 的 核 酸 に 対 し て 少 な く と も 部 分 的 に 相 補 的 で あ り 、 及 び 第 二
の 鎖 は 、 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド の 第 二 の 伸 長 を 含 み 、 該 第 二 の 伸 長 は 標 的 核 酸 に 対 し て 少 な
く と も 部 分 的 に 同 一 で あ り 、 前 記 第 一 の 鎖 及 び ／ 又 は 前 記 第 二 の 鎖 は 、 ２ ’ 位 に 修 飾 を 有
す る 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 複 数 の 群 を 含 み 、 該 鎖 内 に お い て 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ
ド の 各 群 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 隣 接 す る 基 に よ っ て 一 方 又 は 両 方 側 上 で 隣 接 し て お り 、 ヌ ク
レ オ チ ド の 隣 接 す る 群 を 形 成 す る 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド は 、 修 飾 さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド 又
は 前 記 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 と は 異 な る 修 飾 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド の 何 れ か で あ
る 。 さ ら に 、 前 記 第 一 の 鎖 及 び ／ 又 は 前 記 第 二 の 鎖 は 、 前 記 複 数 の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ
ド を 含 ん で も よ く 、 及 び 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 複 数 の 群 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 群 及 び ／ 又 は 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド の 群 は 、 多 数 の ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む こ と が で き 、 そ の 数 は 、 １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド な い し １ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 群
か ら 選 択 さ れ る 。 本 明 細 書 に 明 記 さ れ て い る 任 意 の 範 囲 に 関 連 し て 、 各 範 囲 は 、 該 範 囲 を
規 定 す る ２ つ の 数 字 を 含 む 範 囲 を 規 定 す る た め に 使 用 さ れ る そ れ ぞ れ の 数 字 の 間 に あ る 任
意 の 各 整 数 を 開 示 す る 。 本 事 例 で は 、 こ の た め 、 前 記 群 は 、 １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ２ 個 の
ヌ ク レ オ チ ド 、 ３ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ４ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ６ 個 の
ヌ ク レ オ チ ド 、 ７ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ９ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 及 び １ ０
個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 前 記 第 一 の 鎖 の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の パ タ ー ン は 、 前 記 第 二 の 鎖 の 修 飾 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド の パ タ ー ン と 同 一 で あ っ て も よ く 、 前 記 第 二 の 鎖 の パ タ ー ン と 一 致 し て も よ い 。
さ ら に 、 前 記 第 一 の 鎖 の パ タ ー ン は 、 前 記 第 二 の 鎖 の パ タ ー ン に 対 し て 、 １ 以 上 の ヌ ク レ
オ チ ド だ け シ フ ト し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 述 の 修 飾 は 、 ア ミ ノ 、 フ ル オ ロ 、 メ ト キ シ 、 ア ル コ キ シ 及 び ア ル キ ル を 含 む 群 か ら 選
択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 構 造 は 、 一 方 又 は 両 方 側 が 平 滑 末 端 で あ っ て も よ い 。 よ り 具 体 的 に
は 、 二 本 鎖 構 造 は 、 第 一 の 鎖 の ５ ’ 末 端 及 び 第 二 の 鎖 の ３ ’ 末 端 に よ っ て 規 定 さ れ る 二 本
鎖 構 造 の 側 が 平 滑 末 端 で あ っ て も よ く 、 又 は 前 記 二 本 鎖 構 造 は 、 前 記 第 一 の 鎖 の ３ ’ 末 端
及 び 前 記 第 二 の 鎖 の ５ ’ 末 端 に よ っ て 規 定 さ れ る 二 本 鎖 構 造 の 側 を 平 滑 末 端 と し て も よ い
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら に 、 ２ つ の 鎖 の 少 な く と も １ つ が 、 ５ ’ 末 端 に 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド の 突
出 を 有 し て も よ く 、 こ の 突 出 は 、 少 な く と も １ つ の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 得
る 。 ま た 、 鎖 の 少 な く と も 一 つ が 、 ３ ’ 末 端 に 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド の 突 出 を 必
要 に 応 じ て 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 構 造 の 長 さ は 、 典 型 的 に は 、 約 １ ７ か ら ２ １ ま で 、 よ り 好 ま し く は
１ ８ 又 は １ ９ 塩 基 で あ る 。 さ ら に 、 前 記 第 一 の 鎖 の 長 さ 及 び ／ 又 は 前 記 第 二 の 鎖 の 長 さ は
、 約 １ ５ か ら 約 ２ ３ 塩 基 ま で 、 １ ７ な い し ２ １ 塩 基 及 び １ ８ 又 は １ ９ 塩 基 の 範 囲 を 含 む 群
か ら 、 互 い に 独 立 に 選 択 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 さ ら に 、 前 記 第 一 の 鎖 と 標 的 核 酸 間 の 相 補 性 は 完 全 で あ っ て も よ く 、 又 は 前 記 第 一 の 鎖
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と 前 記 標 的 核 酸 と の 間 で 形 成 さ れ た 二 重 鎖 は 、 少 な く と も １ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で
も よ く 、 前 記 二 本 鎖 構 造 を 形 成 す る 前 記 第 一 の 鎖 及 び 前 記 標 的 核 酸 と の 間 に １ つ の ミ ス マ
ッ チ 又 は ２ つ の ミ ス マ ッ チ が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 幾 つ か の 事 例 で は 、 第 一 の 鎖 と 第 二 の 鎖 の 両 方 が そ れ ぞ れ 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の
少 な く と も １ つ の 群 と ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １ つ の 隣 接 群 を 含 み 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ
オ チ ド の 各 群 は 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 及 び 、 ヌ ク レ オ チ ド の 各 隣 接 群 は
少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 第 一 の 鎖 の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 各 群 は 第 二
の 鎖 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 隣 接 基 と 一 致 し て お り 、 前 記 第 一 の 鎖 の 最 も 末 端 の ５ ’ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 基 の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 前 記 第 二 の 鎖 の 最 も 末 端 の
３ ’ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 隣 接 基 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ
チ ド の 各 群 が 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な っ て も よ く 、 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド の 各 隣 接 群
が 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 さ ら に 、 第 一 の 鎖 上 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 隣 接 群 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド は 、 修 飾 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て ３ ’ 方 向 に 配 置 さ れ た 非 修 飾 ヌ ク レ
オ チ ド で あ り 、 第 二 の 鎖 上 で は 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド は
、 ヌ ク レ オ チ ド の 隣 接 基 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て ５ ’ 方 向 に 配 置 さ れ た 修 飾 ヌ ク
レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら に 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 第 一 の 鎖 は 、 ８ な い し １ ２ 個 、 好 ま し く は ９ な い し １ １ 個 の 、 修
飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 含 ん で も よ く 、 前 記 第 二 の 鎖 は 、 ７ な い し １ １ 個 、 好 ま し く
は ８ な い し １ ０ 個 の 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 記 第 一 及 び 第 二 の 鎖 は 、 特 に 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 非 核 酸 ポ リ マ ー か ら 構
成 さ れ 得 る ル ー プ 構 造 に よ っ て 連 結 さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 ル ー プ 構 造 は 、 核 酸 か ら 構
成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 第 一 の 鎖 の ５ ’ 末 端 は 、 前 記 第 二 の 鎖 の ３ ’ 末 端 に 連 結 さ れ て も
よ く 、 又 は 前 記 第 一 の 鎖 の ３ ’ 末 端 は 、 前 記 第 二 の 鎖 の ５ ’ 末 端 に 連 結 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 具 体 的 な 仕 様
　 本 発 明 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 発 現 を 下 方 制 御 す る 二 本 鎖 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） を 提 供 す る 。 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 セ ン ス 鎖 が ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 か ら 由 来 し 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 が セ ン ス 鎖 に 対 し て 相 補 的 で あ る 二 重 鎖 オ リ ゴ
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 一 般 に 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 か ら の 若 干 の 逸 脱 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 活
性 を 損 な う こ と な く 許 容 さ れ る （ 例 え ば 、 Ｃ ｚ ａ ｕ ｄ ｅ ｒ ｎ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ 　 ２ ０ ０ ３ 　
Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 （ １ １ ） ， 　 ２ ７ ０ ５ － ２ ７ １ ６
を 参 照 。 ） 。 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 破 壊 し て 、 又 は 破 壊 す る こ と な く 、 転 写
後 の 段 階 で 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る 。 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な い が 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 特 異
的 な 切 断 及 び 分 解 の た め に ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 と し て も よ く 、 及 び ／ 又 は 標 的 と さ れ た メ ッ セ
ー ジ か ら の 翻 訳 を 阻 害 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 構 造 （ 構 造 Ａ ） ：
　 ５ ’ （ Ｎ ） ｘ － Ｚ ３ ’ 　 （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ）
　 ３ ’ Ｚ ’ － （ Ｎ ’ ） ｙ ５ ’ （ セ ン ス 鎖 ）
（ 各 Ｎ 及 び Ｎ ’ は 、 そ の 糖 残 基 に お い て 修 飾 さ れ て も よ く 、 又 は 修 飾 さ れ な く て も よ い リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 （ Ｎ ） ｘ 及 び （ Ｎ ’ ） ｙ は 、 連 続 す る 各 Ｎ 又 は Ｎ ’ が 、 共 有 結 合
に よ っ て 、 次 の Ｎ 又 は Ｎ ’ に 連 結 さ れ て い る オ リ ゴ マ ー で あ り 、
　 ｘ 及 び ｙ の 各 々 は 、 １ ９ な い し ４ ０ の 整 数 で あ り ；
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　 Ｚ 及 び Ｚ ’ の 各 々 は 、 存 在 し 、 又 は 存 在 し な い こ と が で き る が 、 存 在 す る 場 合 に は 、 ｄ
Ｔ ｄ Ｔ で あ り 、 そ の 中 に そ れ が 存 在 す る 鎖 の ３ ’ 末 端 に 共 有 結 合 さ れ て お り ；
（ Ｎ ） Ｘ の 配 列 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む 。 ）
　 特 に 、 本 発 明 は 、 （ Ｎ ） ｘ の 配 列 が 、 表 １ 、 ２ 及 び ３ 中 に 存 在 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 の
一 又 は 複 数 を 含 む 、 上 記 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 共 有 結 合 を 通 じ て 連 結 さ れ る 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る こ と が 、
当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。 こ の よ う な 各 共 有 結 合 は 、 各 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ に 沿
っ て 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 、 ホ ス ホ チ オ ア ー ト 結 合 又 は 両 方 の 組 み 合 わ せ と し て も よ い
。 他 の 可 能 な 骨 格 修 飾 は 、 と り わ け 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ７ ， ３ ６ １ 号 ； 第 ６ ， ２ ４ ２ ，
５ ８ ９ 号 ； 第 ６ ， ２ ７ ７ ， ９ ６ ７ 号 ； 第 ６ ， ３ ２ ６ ， ３ ５ ８ 号 ； 第 ５ ， ３ ９ ９ ， ６ ７ ６ 号
； 第 ５ ， ４ ８ ９ ， ６ ７ ７ 号 ； 及 び 第 ５ ， ５ ９ ６ ， ０ ８ ６ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 ｘ 及 び ｙ は 、 好 ま し く は 、 約 １ ９ な い し 約 ２ ７ 、 最 も 好 ま し
く は 約 １ ９ か ら ２ ３ ま で の 間 の 整 数 で あ る 。 本 発 明 の 化 合 物 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ｘ は
ｙ に 等 し く て も よ く （ す な わ ち 、 ｘ ＝ ｙ ） 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ｘ ＝ ｙ ＝ １ ９ 又 は ｘ
＝ ｙ ＝ ２ １ で あ る 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ｘ ＝ ｙ ＝ １ ９ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 一 実 施 形 態 で は 、 Ｚ 及 び Ｚ ’ は 何 れ も 不 存 在 で あ り 、 別 の 実 施 形 態 で
は 、 Ｚ 又 は Ｚ ’ の 一 方 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 一 実 施 形 態 で は 、 化 合 物 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て が 、 そ れ ら の 糖 残
基 中 に 修 飾 が 施 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も １ つ の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の
糖 残 基 が 修 飾 さ れ て お り 、 好 ま し く は ２ ’ 位 が 修 飾 さ れ て い る 。 ２ ’ 位 の 修 飾 は 、 好 ま し
く は 、 ア ミ ノ 、 フ ル オ ロ 、 メ ト キ シ 、 ア ル コ キ シ 及 び ア ル キ ル 基 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る
部 分 の 存 在 を も た ら す 。 本 発 明 で 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ２ ’ 位 の 部 分 は 、 メ ト キ シ
（ ２ ’ － Ｏ － メ チ ル ） で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 化 合 物 の ア ン チ セ ン ス 及 び セ ン ス 鎖 の 両 鎖 中 で 、 交 互
の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 修 飾 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 は ５ ’ 末 端 が リ ン 酸 化 さ れ て お り
、 ３ ’ 末 端 は リ ン 酸 化 さ れ て い て も よ く 、 若 し く は リ ン 酸 化 さ れ て い な く て も よ く 、 並 び
に 、 セ ン ス 鎖 は ５ ’ 末 端 及 び ３ ’ 末 端 が リ ン 酸 さ れ て い て も よ く 、 若 し く は リ ン 酸 化 さ れ
て い な く て も よ い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 の リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド の 糖 残 基 が 修 飾 さ れ て お り 、 セ ン ス 鎖 の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 糖
残 基 は 修 飾 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 細 胞 中 で は 非 修 飾 形 態 で あ り 、 そ の 後 、 適 切 な 修 飾 を 施 し て も よ い
先 述 さ れ た オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か を 発 現 す る こ と が 可 能 な ベ ク タ ー を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 は 、 担 体 中 、 好 ま し く は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 、 本 発 明 の 化 合 物 の 一 又 は
複 数 を 含 む 組 成 物 も 提 供 す る 。 本 組 成 物 は 、 同 一 遺 伝 子 に 対 し て ２ 以 上 の 異 な る ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ の 混 合 物 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 本 発 明 の 別 の 化 合 物 は 、 本 発 明 の １ 以 上 の 化 合 物 （ 構 造 Ａ ） に 共 有 結 合 又 は 非 共 有 結 合
さ れ た 本 発 明 の 上 記 化 合 物 （ 構 造 Ａ ） を 含 む 。 本 化 合 物 は 、 担 体 、 好 ま し く は 、 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 中 に 入 れ て 送 達 し て も よ く 、 本 発 明 の １ 又 は 複 数 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る
た め に 、 内 在 性 細 胞 複 合 体 に よ っ て 細 胞 内 で プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は 、 担 体 と 、 ヒ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 細 胞 中 で の 発 現 を 下 方 制 御 す る の に 有 効 な 量
の １ 又 は 複 数 の 本 発 明 の 化 合 物 と を 含 み 、 該 化 合 物 が （ Ｎ ） Ｘ の 配 列 に 対 し て 実 質 的 に 相
補 的 な 配 列 を 含 む 組 成 物 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 、 本 発 明 の 化 合 物 の 一 又 は 複 数 と 接 触 さ せ る こ と
を 含 む 、 ヒ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 発 現 を 、 対 照 と 比 べ て 少 な く と も ５ ０ ％ 下 方 制 御 す る 方 法
も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 化 合 物 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド を 下 方 制 御 し 、 ア ネ
キ シ ン Ｉ Ｉ の 下 方 制 御 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 機 能 の 下 方 制 御 （ 酵 素 的 ア ッ セ イ 、 又 は 、 と り
わ け 、 固 有 遺 伝 子 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 公 知 の 相 互 作 用 因 子 を 用 い た 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 調
べ て も よ い 。 ） 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 の 下 方 制 御 （ と り わ け 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 又 は 免 疫 沈 降 に よ っ て 調 べ て も よ い 。 ） 及 び ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ｍ Ｒ Ｎ Ａ
発 現 の 下 方 制 御 （ と り わ け 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 イ ン シ チ ュ
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は マ イ ク ロ ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 調 べ て も よ
い 。 ） を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 及 び ／ 又 は 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 に 罹 患 し て い る 患 者 に 、 治
療 的 有 効 量 で 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 し 、 こ れ に よ り 前 記 患 者 を 治 療 す る こ と を 含 む 、 神 経
変 性 疾 患 及 び ／ 又 は 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 に 罹 患 し て い る 患 者 を 治 療 す る 方 法 も 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 及 び ／ 又 は 中 枢 神 経 系 の 病 変 を 患 っ た 患 者 に お い て 回 復 を 促 進
す る た め の 組 成 物 の 調 製 の た め の 、 治 療 的 有 効 量 の 又 は 複 数 の 本 発 明 の 化 合 物 の 使 用 も 提
供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 治 療 」 と い う 用 語 は 、 疾 病 に 付 随 す る 症 候 を 改 善 し 、 重
度 を 軽 減 し 若 し く は 疾 病 を 治 癒 し 、 又 は 疾 病 の 発 生 を 抑 制 す る の に 有 効 な 治 療 用 物 質 の 投
与 を 表 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 化 合 物 は 、 各 末 端 領 域 塩 基 中 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 最 大 ２ 個 が 変 化 さ れ た 相 同 体 を 有 し
て も よ く 、 末 端 領 域 は 、 ４ つ の 末 端 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 表 し 、 例 え ば 、 １ ９ マ ー 配 列 で は
、 塩 基 １ な い し ４ 及 び ／ 又 は １ ６ な い し １ ９ を 表 し 、 ２ １ マ ー 配 列 で は 、 塩 基 １ な い し ４
及 び ／ 又 は １ ８ な い し ２ １ を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 表 １ 、 ２ 及 び ３ に 列 記 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 好 ま し く は 表 １ に 列 記 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を 標 的 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 発 明 の 最 も 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
表 １ に 示 さ れ て い る 阻 害 的 活 性 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 、 ヒ ト ア ネ キ シ
ン Ｉ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 標 的 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 化 合 物 は 、 平 滑 末 端 の １ ９ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち 、
ｘ ＝ Ｙ － １ ９ で あ り 、 Ｚ 及 び Ｚ ’ が と も に 存 在 し な い ） で あ り ； 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の ５ ’ 位 及 び セ ン ス 鎖 の ３ ’ 位 が リ ン 酸 化 さ れ て お り 、 交 互 の リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド が 、 ア ン チ セ ン ス 及 び セ ン ス 鎖 の 両 方 注 で 、 ２ ’ 位 に お い て 修 飾 さ れ て お り 、 ２
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’ 位 の 部 分 が メ ト キ シ （ ２ ’ － Ｏ － メ チ ル ） で あ り 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端
の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 糖 残 基 が 修 飾 さ れ て お り 、 セ ン ス 鎖 の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 の リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド の 糖 残 基 は 修 飾 さ れ て い な い 。 本 発 明 に お い て 最 も 好 ま し い こ の よ う な 化 合 物 は
、 表 １ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 番 号 ５ で あ る 。 こ の 化 合 物 の ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 配 列 番 号 １ ２ を 有 し
、 セ ン ス 鎖 は 配 列 番 号 ７ を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 化 合 物 は 、 表 １ の 他 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る
。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 二 本 鎖 構 造 を 含 み 、 こ の よ う な 二 本
鎖 構 造 は 、  　 　 　  
　 第 一 の 鎖 及 び 第 二 の 鎖 を 含 み 、
　 該 第 一 の 鎖 は 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド の 第 一 の 伸 長 を 含 み 、 該 第 二 の 鎖 は 連 続 的 ヌ ク レ オ チ
ド の 第 二 の 伸 長 と を 含 み 、
　 第 一 の 伸 長 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 相 補 的 で あ る か 、 又 は 同 一 で あ
り 、 前 記 第 二 の 伸 長 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 対 し て 同 一 で あ る か 又 は
相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 第 一 の 伸 長 及 び ／ 又 は 第 二 の 伸 長 は 、 約 １ ４ か ら ４ ０ 個 ま で
の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 １ ８ な い し ３ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ９
か ら ２ ７ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ９ か ら ２ ３ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド 、
特 に 、 約 １ ９ か ら ２ １ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ の よ う な 実 施 形 態 で は 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 １ ７ か ら ４ ０ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド 長 と し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の さ ら な る 核 酸 は 、 配 列 番 号 ７ － ３ ６ ８ の 何 れ か １ つ の 少 な く と も １ ４
個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 、 上 記 第 一 の 伸 長 及 び 第 二 の 伸 長 か ら 構 成 さ
れ る 二 本 鎖 構 造 の 何 れ か の 末 端 に １ ４ 個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 対 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 化 合 物 を 取 得 す る こ と と 、 及 び
　 該 化 合 物 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と と 、
を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 化 合 物 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と を 含 む 、 薬 学 的
組 成 物 を 調 製 す る 方 法 も 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 同 様 に 、 動 物 の 治 療 及 び 世 話 の た め に 獣 医
学 診 療 に お い て 使 用 す る た め の 、 特 に 、 哺 乳 動 物 の 治 療 及 び 世 話 に お い て 使 用 す る た め の
医 薬 及 び 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 薬 学 的 組 成 物 の 調 製 に お い て 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 薬 学 的
に 有 効 な 用 量 で 担 体 と と も に 混 合 さ れ る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 化 合 物 は
、 ス テ ロ イ ド に 、 又 は 脂 質 に 、 又 は 他 の 適 切 な 分 子 に 、 例 え ば 、 コ レ ス テ ロ ー ル に 抱 合 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 直 接 的 に 、 又 は ウ イ ル ス 若 し く は 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と と も に 送 達
す る こ と が 可 能 で あ る 。 直 接 送 達 さ れ る 場 合 、 配 列 は 、 一 般 的 に は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 と
さ れ る 。 あ る い は 、 本 明 細 書 の 以 下 で 論 述 さ れ て い る よ う に 、 配 列 が 細 胞 中 で 発 現 さ れ る
よ う に 、 発 現 カ セ ッ ト 又 は 構 築 物 中 に 配 列 を 取 り 込 ま せ る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 的 に は
、 構 築 物 は 、 標 的 と さ れ る 細 胞 中 で 配 列 を 発 現 可 能 と す る た め に 、 適 切 な 制 御 配 列 又 は プ
ロ モ ー タ ー を 含 有 す る 。 本 発 明 の 化 合 物 の 送 達 の た め に 必 要 に 応 じ て 使 用 さ れ る ベ ク タ ー
は 市 販 さ れ て お り 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 を 送 達 す る 目 的 の た め
に 修 飾 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 １ 又 は 複 数 の ス テ ム 及 び ル ー プ 構 造 （ ス テ ム 領 域 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配
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列 を 含 む 。 ） を 含 む 長 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 典 型 的 に は ２ ５ な い し ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 ） は 、 担 体 中 、 好 ま し く は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 入 れ て 送 達 し て も よ く 、 本 発 明
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 一 又 は 複 数 の さ ら に 小 さ な 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ ） を 産 生 さ せ る た め に 、 内 在 性 細 胞 複 合 体 （ 例 え ば 、 上 記 の よ う な Ｄ Ｒ Ｏ Ｓ Ｈ Ａ 及
び Ｄ Ｉ Ｃ Ｅ Ｒ ） に よ っ て 細 胞 内 で 加 工 さ れ て も よ い こ と も 想 定 さ れ る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 タ ン デ ム ｓ ｈ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 と 名 付 け る こ と が で き る 。 こ の 長 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 一 又 は 複 数 の ス テ ム 及 び ル ー プ 構 造 を 含 む 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 各
ス テ ム 領 域 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の セ ン ス 及 び 対 応 す る ア ン チ セ ン ス ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 配 列
、 好 ま し く は 、 表 １ － ３ 中 に 存 在 す る 配 列 の 一 部 を 含 む 。 特 に 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ
る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 １ つ の 鎖 が 配 列 番 号 ３ － ５ ２ 又 は 配 列 番 号 １ ０ ３ － １ ７ ４ 又 は 配 列 番 号
２ ４ ７ － ２ ９ ５ （ こ れ ら は セ ン ス 鎖 で あ る 。 ） 中 に 記 さ れ た 配 列 を ５ ’ か ら ３ ’ へ と 有 す
る 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 複 数 の 塩 基 が 、 好 ま し く は ２ － Ｏ － メ チ ル 修 飾 に よ っ て 修
飾 さ れ 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ の 相 同 体 （ 各 末 端 領 域 中 の 最 大 ２ 個 の ヌ ク レ オ チ
ド で 、 塩 基 が 変 化 し て い る 。 ） で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 領 域 は 、 １ ９ マ ー 配 列 中 の 塩 基 １ － ４ 及 び ／ 又 は １ ６ － １ ９
（ 下 表 １ 及 び ２ ） 並 び に ２ １ マ ー 配 列 中 の 塩 基 １ － ４ 及 び ／ 又 は １ ８ － ２ １ （ 下 表 ３ ） を
表 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 １ つ の 鎖 が 配 列 番 号 １ ２ － １ ６ 又 は
配 列 番 号 １ １ ９ － ２ ２ ０ 又 は 配 列 番 号 ２ ９ ５ － ３ ６ ８ （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） 中 に 記 さ れ た 配
列 を ５ ’ か ら ３ ’ へ と 有 す る 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ の 相
同 体 （ 各 末 端 領 域 中 の 最 大 ２ 個 の ヌ ク レ オ チ ド で 、 塩 基 が 変 化 し て い る 。 ） で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の よ う に 、 特 定 の 側 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 二 本 鎖 構 造 を 含 み 、 こ の よ
う な 二 本 鎖 構 造 は 、 第 一 の 鎖 及 び 第 二 の 鎖 を 含 み 、 該 第 一 の 鎖 は 、 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド の
第 一 の 伸 長 を 含 み 、 該 第 二 の 鎖 は 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド の 第 二 の 伸 長 を 含 み 、 第 一 の 伸 長 は
、 遺 伝 子 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 相 補 的 で あ る か 、 又 は 同 一 で あ り 、 前 記
第 二 の 伸 長 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 対 し て 同 一 で あ る か 又 は 相 補 的 で
あ る 。 前 記 第 一 の 伸 長 は 、 少 な く と も １ ４ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も １ ８
個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 さ ら に 好 ま し く は １ ９ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は さ ら に は 少 な く と も ２ １
個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 第 一 の 伸 長 は 、 約 １ ４ か ら ４ ０ 個 ま
で の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 １ ８ な い し ３ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 約 １
９ か ら ２ ７ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ９ か ら ２ ３ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 第 二 の 伸 長 は 、 約 １ ４ か ら ４ ０ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド
、 好 ま し く は 約 １ ８ な い し ３ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ９ か ら ２ ７ 個 ま で
の ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ９ か ら ２ ３ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 、 約 １ ９ な
い し ２ １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 第 一 の 伸 長 の 前 記 第 一 の ヌ
ク レ オ チ ド は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 し 、 前 記 第 一
の 伸 長 の 最 後 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド に
対 応 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 第 一 の 伸 長 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １
４ 個 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 み 、 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ７
－ ３ ６ ８ を 含 む 群 か ら 、 好 ま し く は 、 表 １ 中 の 連 続 番 号 １ － ５ 、 表 ２ 中 の １ ０ ０ － １ ０ ７
及 び 表 ３ 中 の １ ７ ４ － １ ８ １ の 何 れ か の 配 列 を 有 す る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 群 か
ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 仕 様 は 、 二 ヌ ク レ オ チ ド ｄ
Ｔ ｄ Ｔ が ３ ’ 末 端 に 共 有 結 合 さ れ 、 及 び ／ 又 は 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド に お い て
、 お そ ら く は 、 ２ ’ － Ｏ － メ チ ル 修 飾 を 含 む 修 飾 で 、 糖 残 基 が 修 飾 さ れ て い る オ リ ゴ リ ボ
ヌ ク レ オ チ ド を 与 え て も よ い 。 さ ら に 、 ２ ’ Ｏ Ｈ 基 は 、 － Ｈ － Ｏ Ｃ Ｈ ３ 、 － Ｏ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ

３ 、 － Ｏ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 － Ｎ Ｈ ２ 及 び － Ｆ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 基 又 は 部 分 に よ
っ て 置 換 さ れ て も よ い 。
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【 ０ ０ ９ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 交 互 の ヌ ク レ オ チ ド 中 で 、 修 飾 さ れ
た 糖 が 両 鎖 中 に 位 置 す る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 特 に 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 末 端 の ５ ’ 及 び ３ ’ ヌ ク レ オ チ ド 中 で 糖 が 非 修 飾 で あ る セ ン ス ス ト ラ ン ド の
１ つ 、 又 は 末 端 の ５ ’ 及 び ３ ’ ヌ ク レ オ チ ド 中 で 糖 が 修 飾 さ れ て い る ア ン チ セ ン ス 鎖 の １
つ を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る べ き さ ら な る 核 酸 は 、 配 列 番 号 ７ － ３ ６ ８ の 何 れ か
１ つ の 少 な く と も １ ４ 個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 、 上 記 第 一 の 伸 長 及 び
第 二 の 伸 長 か ら 構 成 さ れ る 二 本 鎖 構 造 の 何 れ か の 末 端 に １ ４ 個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 塩
基 対 を 含 む 。 本 発 明 の 核 酸 の 長 さ 、 特 に 本 発 明 の こ の よ う な 核 酸 を 形 成 す る 各 伸 長 の 潜 在
的 長 さ に 鑑 み れ ば 、 各 側 に 対 し て 配 列 番 号 １ に 詳 述 さ れ て い る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の コ
ー ド 配 列 に 比 し て 幾 つ か の シ フ ト が 可 能 で あ り 、 こ の よ う な シ フ ト は 、 両 方 向 に 最 大 １ 、
２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 及 び ６ 個 の ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と が で き 、 こ の よ う に し て 生 成 さ れ た 二
本 鎖 核 酸 分 子 も 、 本 発 明 に 属 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 公 知 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に 基
づ い て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 本 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が 可
能 で あ り 、 上 記 様 々 な 修 飾 に よ っ て 安 定 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら な る 情 報 に つ い て
は 、 実 施 例 ４ を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 本 発 明 の 方 法 に 関 連 し て 、 本 発 明 の 方 法 と と も に 使
用 さ れ 得 る 本 発 明 の さ ら な る 阻 害 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 表 １ － ３ 中 に 詳 述 さ れ て い る 配 列 （ １
９ マ ー 及 び ２ １ マ ー ） 中 に 存 在 す る 少 な く と も ７ － １ ４ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 を
好 ま し く は 含 む 一 本 鎖 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 該 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細
胞 内 複 合 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 特 定 の 立 体 構 造 で 二 本 鎖 領 域 を 形 成 し 、 及 び ／ 又 は 含 む こ
と が 可 能 で あ り 、 該 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 阻 害 を 実 施 す る こ と が
可 能 な 、 さ ら に 小 さ な Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 及 び こ の よ う な Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 へ
と 分 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 分 子 な ど の 任
意 の 分 子 （ 適 切 な 核 酸 修 飾 を 有 す る 。 ） が 特 に 望 ま し く 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 全 て
の 使 用 及 び 方 法 の た め に 、 対 応 す る そ れ ら の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と 同 じ 能 力 で 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 何 れ か 、 又 は 内 在 性 細 胞
複 合 体 （ Ｄ Ｉ Ｃ Ｅ Ｒ な ど － 上 記 参 照 ） に よ っ て 加 工 さ れ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 形 成 し 、 若 し く は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 分 子 を 形 成
す る 、 任 意 の 長 い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 典 型 的 に は 、 ２ ５ － ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 さ ） は 、
任 意 の 疾 病 又 は 疾 患 の 治 療 に お い て 使 用 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 よ り 具
体 的 に は 、 本 発 明 は 、 特 に 神 経 変 性 疾 患 又 は 中 枢 神 経 系 疾 患 な ど の 疾 病 又 は 疾 患 に 罹 患 し
た 患 者 に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 一 又 は 複 数 （ 又 は 上
述 の よ う に 、 前 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の １ 若 し く は 複 数 を コ ー ド す る １ 若 し く は 複 数 の 長 い ｄ ｓ Ｒ
Ｎ Ａ ） を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 、 治 療 的 有 効 量 で 投 与 し て 、 こ れ に よ り 前 記 患 者 を 治 療 す る
こ と を 含 む 、 特 に 神 経 変 性 疾 患 又 は 中 枢 神 経 系 疾 患 な ど の 疾 病 又 は 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 を
治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 分 子 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る さ ら な る 疾 患 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て
い る 心 筋 梗 塞 （ Ｍ Ｉ ） 及 び ア ポ ト ー シ ス 関 連 疾 患 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、
ア ポ ト ー シ ス 関 連 疾 患 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 制 御 さ れ な い 、 病 理 的 細 胞 増 殖 、 例 え
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ば 、 と り わ け 癌 、 乾 癬 、 自 己 免 疫 疾 患 を 伴 う 疾 病 又 は 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 、 並 び に
、 虚 血 及 び 適 切 な 血 流 の 欠 如 を 伴 う 疾 病 、 例 え ば 、 心 筋 梗 塞 （ Ｍ Ｉ ） 及 び 卒 中 を 治 療 す る
た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 こ の よ う に 、 こ の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 Ｍ Ｉ に 罹 患 し て い る 患 者 に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻
害 剤 を 治 療 的 有 効 量 で 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 し 、 こ れ に よ り 前 記 患 者 を 治 療 す る
こ と を 含 む 、 Ｍ Ｉ に 罹 患 し て い る 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 阻 害 剤 は 、 ニ ト ロ
プ ロ シ ド ナ ト リ ウ ム な ど の 小 化 学 的 化 合 物 （ Ｌ ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｅ ｕ ｒ ． 　 Ｊ ． 　
Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． 　 ２ ６ ９ ， 　 ４ ２ ７ ７ － ４ ２ ８ ６ （ ２ ０ ０ ２ ） ） 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 分
泌 を 阻 害 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 Ｔ ｙ ｒ ｐ ｈ ｏ ｓ ｔ ｉ ｎ 　 Ａ Ｇ １ ０ ２ ４ （ Ｚ ｈ ａ ｏ 　
ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｊ Ｂ Ｃ 　 ２ ７ ８ ， 　 ６ ： ４ ２ ０ ５ － ４ ２ １ ５ （ ２ ０ ０ ３ ） ） と し て も よ
い 。 ） ； ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 と す る た め に 配 列 番 号
１ に 記 さ れ て い る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 配 列 内 に 存 在 す る 配 列 に 対 し て 十 分 な 長 さ と 相
同 性 の 配 列 を 有 し 、 図 ３ に 示 さ れ て い る 配 列 の う ち の １ つ （ 配 列 番 号 ３ 又 は 配 列 番 号 ４ ）
を 必 要 に 応 じ て 有 す る 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 図 １ に 示 さ れ て い
る 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に 対 す る セ ン ス 配 列 で あ り 、 且 つ 前 記 配 列 に 対 す る ド ミ ナ ン ト ネ ガ
テ ィ ブ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 有 し 、 図 ４ に 示 さ れ て い る 配 列 の う ち の １ つ （ 配 列 番
号 ５ 又 は 配 列 番 号 ６ ） を 必 要 に 応 じ て 有 す る 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 必 要 に 応 じ て 、 表 １ － ３ （ 配 列 番 号 ７ － ３ ６
８ ） 、 特 に 表 １ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 番 号 １ － ５ 、 表 ２ の １ ０ ０ － １ ０ ７ 及 び 表 ３ の １ ７ ４ － １ ８
１ に 記 載 さ れ て い る 配 列 の 何 れ か １ つ と 同 一 の 配 列 を 有 す る 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
何 れ か を 含 む ベ ク タ ー ； ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド な ど の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 配
列 番 号 ５ 又 は 配 列 番 号 ６ に よ っ て コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 結 合 す る こ と
が 見 出 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 出 願 公 開 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ４ ０ ４ ／ １ ８ ４ ４ 号 の ペ プ チ ド ＃ ４ １ 、 Ｓ －
ニ ト ロ ソ グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｎ Ｏ ； 　 Ｌ ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｅ ｕ ｒ ． 　 Ｊ ． 　 Ｂ ｉ ｏ
ｃ ｈ ｅ ｍ ． 　 ２ ６ ９ ， 　 ４ ２ ７ ７ － ４ ２ ８ ６ （ ２ ０ ０ ２ ） ） 若 し く は 、 そ の 配 列 が 図 ２ に
示 さ れ て い る （ 配 列 番 号 ２ ） 連 続 的 ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 内 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 必 要 に 応 じ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 若 し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ；
又 は リ ボ ザ イ ム を 含 ん で も よ い 。 前 記 薬 学 的 組 成 物 は 、 希 釈 剤 又 は 担 体 を さ ら に 含 有 し て
も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 方 法 は 、 Ｍ Ｉ に 罹 患 し て い る 患 者 に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 阻 害
剤 の 何 れ か な ど の 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 治 療 的 有 効 量 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 し 、
こ れ に よ り 前 記 患 者 を 治 療 す る こ と を 含 む 、 Ｍ Ｉ に 罹 患 し て い る 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の ア ポ ト ー シ ス 関 連 疾 病 治 療 の 側 面 は 、 癌 又 は Ｍ Ｉ に 罹 患 し て い る 患 者 の 回 復 を
促 進 す る た め の 医 薬 の 調 製 の た め の 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 治 療 的 有 効 量 の 使 用 も 提 供
す る 。 阻 害 剤 は 、 本 明 細 書 に 詳 述 さ れ て い る 選 択 肢 の 一 又 は 複 数 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 「 癌 」 又 は 「 腫 瘍 」 と は 、 異 常 な 細 胞 の 、 制 御 さ れ て い な い 増 殖 塊 を 表 す 。 こ れ ら の 用
語 に は 、 良 性 又 は 悪 性 で あ り 得 る 原 発 性 腫 瘍 並 び に 体 内 の 他 の 部 位 に 伝 播 し た 二 次 性 腫 瘍
又 は 転 移 の 両 方 が 含 ま れ る 。 癌 タ イ プ の 疾 病 の 例 に は 、 と り わ け 、 癌 腫 （ 例 え ば 、 乳 癌 、
大 腸 癌 及 び 肺 癌 ） 、 Ｂ 細 胞 白 血 病 な ど の 白 血 病 、 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 な ど の リ ン パ 腫 、 神 経 芽
腫 及 び 悪 性 黒 色 腫 等 の 芽 細 胞 腫 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 外 来 細 胞 中 に 異 種 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 取 り 込 み 、 該 断 片 を 発
現 す る 能 力 を 有 す る ベ ク タ ー を 表 す 。 多 く の 原 核 及 び 真 核 発 現 ベ ク タ ー が 公 知 で あ り 、 及
び ／ 又 は 市 販 さ れ て い る 。 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー の 選 択 は 、 当 業 者 の 知 識 の 範 疇 に 属 す る 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る 分 子 を 意 味 し 、 本 用 語 に は 、 ペ プ チ ド
、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド 模 倣 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ペ プ チ ド 模 倣 物 と は 、 天 然 の 親 ペ プ チ ド の 生 物 作 用 を 模 倣 す る こ と が 可 能 で あ る 非 ペ プ
チ ド 構 造 要 素 を 含 有 す る 化 合 物 で あ る 。 ペ プ チ ド 模 倣 物 中 に は 、 酵 素 的 に 切 断 可 能 な ペ プ
チ ド 結 合 な ど の 古 典 的 ペ プ チ ド 特 性 の 幾 つ か が 通 常 存 在 し な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う 用 語 は 、 天 然 に 存 在 す る ２ ０ の ア ミ ノ 酸 の 何 れ か １ つ 、 化 学 的 に 修
飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 （ 下 記 参 照 ） 又 は 合 成 ア ミ ノ 酸 か ら な る 分 子 を 表 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し 、 そ
の 活 性 を 阻 害 す る こ と が 可 能 で あ る か 、 又 は 他 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し 、 完 全 な タ ン パ
ク 質 に 応 答 し て 他 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 の 一 部 を コ ー ド
す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 表 す 。
【 ０ １ １ １ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 と り わ け 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ａ 及 び Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を
表 す 。 こ の 定 義 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ る 。 本 用 語 は
、 完 全 な 抗 体 又 は 抗 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ Ｖ 産 物 抗 体 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 む 抗 体 の 断 片 、 例 え ば 、
Ｆ ｃ 部 分 を 含 ま な い 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 抗 体 の 可 変 抗 原 結 合 ド メ イ ン の み か ら 実 質 的 に な
る 断 片 な ど を 表 す 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 に よ っ て 得 ら れ る 核 酸
配 列 に 対 す る 抗 体 も 表 し 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 用 語 は 、 そ れ ら の 抗 原 又 は 受 容 体 と 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し た 抗 体 断 片 も 包 含
し 、 特 に 、 以 下 の も の が 例 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
（ １ ） Ｆ ａ ｂ 、 抗 体 分 子 の 一 価 抗 原 結 合 断 片 を 含 有 す る 断 片 で あ り 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 一 部
を 生 成 す る た め に 、 完 全 な 抗 体 を 、 酵 素 パ パ イ ン で 消 化 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が
可 能 で あ る ；
（ ２ ） （ Ｆ ａ ｂ ’ ） ２ 、 そ の 後 の 還 元 な し に 、 酵 素 ペ プ シ ン で 完 全 な 抗 体 を 処 理 す る こ と
に よ っ て 得 る こ と が 可 能 な 抗 体 の 断 片 ； （ Ｆ ａ ｂ ’ ２ ） は 、 ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ
っ て 互 い に 固 定 さ れ た ２ つ の Ｆ ａ ｂ 断 片 の 二 量 体 で あ る ；
（ ３ ） Ｆ ｖ 、 ２ つ の 鎖 と し て 発 現 さ れ る 、 軽 鎖 の 可 変 領 域 と 重 鎖 の 可 変 領 域 と を 含 有 す る
遺 伝 子 操 作 さ れ た 断 片 と し て 定 義 さ れ る ；
（ ４ ） 一 本 鎖 抗 体 （ Ｓ Ｃ Ａ ） 、 軽 鎖 の 可 変 領 域 と 、 遺 伝 学 的 に 融 合 さ れ た 一 本 鎖 分 子 と し
て 、 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ た 重 鎖 の 可 変 領 域 と を 含 有 す る 遺 伝 子
操 作 さ れ た 断 片 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 上 の 抗 原
決 定 基 を 意 味 す る 。 エ ピ ト ー プ 決 定 基 は 、 通 常 、 ア ミ ノ 酸 又 は 糖 の 側 鎖 な ど の 分 子 の 化 学
的 に 活 性 な 表 面 基 か ら な り 、 通 常 、 特 異 的 な 三 次 元 構 造 特 性 及 び 特 異 的 な 電 荷 特 性 を 有 す
る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 こ れ ら の 薬 学 的 組 成 物 の 任 意 の １ つ が 、 組 織 外 傷 又 は 慢
性 の 変 性 的 な 変 化 に 起 因 す る も の で あ る と 否 と を 問 わ ず 、 損 傷 を 受 け た 神 経 組 織 に 伴 わ れ
る 症 候 及 び 兆 候 を 改 善 又 は 軽 減 す る た め に 使 用 さ れ る 。 本 実 施 形 態 は 、 中 枢 神 経 系 に 対 す
る 傷 害 を 患 っ た 患 者 に お い て 、 中 枢 神 経 系 に 対 す る 損 傷 を 軽 減 し 、 又 は 回 復 を 促 進 す る の
に 十 分 な 投 薬 量 及 び 期 間 に わ た っ て 、 上 記 薬 学 的 組 成 物 の 何 れ か １ つ を 前 記 患 者 に 投 与 す
る こ と を 含 む 、 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 お け る 中 枢 神 経 系 へ の 損 傷 を 軽 減 し
又 は 回 復 を 促 進 す る 方 法 に 関 す る 。 本 実 施 形 態 は 、 必 要 に 応 じ て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て
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い る 症 状 又 は 傷 害 の 何 れ か の 結 果 と し て 、 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 に 、 ア ネ
キ シ ン Ｉ Ｉ を 阻 害 す る の に 十 分 な 投 薬 量 及 び 期 間 に わ た っ て 、 本 明 細 書 に 例 示 さ れ て い る
よ う に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 治 療 的 有 効 量 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 前 記 患 者 に 投 与 し 、
こ れ に よ っ て 前 記 患 者 を 治 療 す る こ と を 含 む 、 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 を 治
療 す る 方 法 又 は プ ロ セ ス を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 あ る 種 の 神 経 疾 患 （ 例 え ば 、 脳 虚 血 又 は 卒 中 ） で は 、 正 常 な 対 象 に 比 べ て 、 脳 血 液 関 門
（ Ｂ Ｂ Ｂ ） が 比 較 的 開 放 さ れ て い る た め 、 抗 体 を 含 む 巨 大 分 子 な ど の 大 き な 分 子 さ え 、 脳
ま で 透 過 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ に よ っ て 、 そ の 後 、 分 子 が ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ と 相 互 作
用 す る こ と が 可 能 と な る 。 脳 内 へ の 送 達 に 関 す る さ ら に 詳 し い 情 報 は 、 以 下 の 実 施 例 ８ に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 に お い て 、 前 記 薬 学 的 組 成 物 が 軽 減 を 目 的 と し 、 又 は 前 記 薬 学 的 組 成 物
が 回 復 の 促 進 を 試 み る 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 は 、 全 体 的 な 又 は 局 所 的 な 脳 の 発 作 で あ り
得 る （ こ れ に 限 定 さ れ な い ） 虚 血 性 発 作 で あ り 、 前 記 傷 害 は 、 本 明 細 書 中 に 論 述 さ れ て い
る よ う に 、 卒 中 現 象 又 は 外 傷 性 脳 傷 害 で あ り 得 る 。 中 枢 神 経 系 の 傷 害 又 は 外 傷 に 関 す る さ
ら に 詳 し い 情 報 は 、 以 下 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 先 述 の 薬 学 的 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 、 薬 学 的 に 有 効 な 追 加 の 化
合 物 が 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 「 組 み 合 わ せ て 」 と は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 の 投 与 の 前 、 同 時 又
は 後 に 、 薬 学 的 に 有 効 な 追 加 の 組 成 物 が 投 与 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 神 経 の 再 生 を 必 要 と し て い る 対 象 中 に 神 経 の 再 生
を 引 き 起 こ す た め に 、 上 記 薬 学 的 組 成 物 の 任 意 の １ つ が 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 本 実 施 形 態
は 、 損 傷 を 軽 減 し 、 又 は 回 復 を 促 進 す る の に 十 分 な 投 薬 量 及 び 期 間 に わ た っ て 、 神 経 細 胞
の 再 生 を 必 要 と す る 患 者 に 、 上 記 薬 学 的 組 成 物 の 何 れ か １ つ を 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記
患 者 中 に 神 経 細 胞 の 再 生 を 引 き 起 こ す 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 神 経 細 胞 の 変 性 又 は 損 傷 が 関 与 し 、 又 は 推 測 さ れ る 任 意 の 疾
病 、 と り わ け 、 以 下 の 症 状 の 治 療 に 用 途 を 有 す る こ と が 可 能 で あ る 。 高 血 圧 、 高 血 圧 性 脳
血 管 疾 患 、 血 栓 又 は 塞 栓 、 血 管 腫 、 血 液 異 混 和 症 の 場 合 に 発 生 す る よ う な 血 管 の 収 縮 又 は
閉 塞 、 心 停 止 又 は 心 不 全 を 含 む 任 意 の 形 態 の 悪 化 し た 心 機 能 、 全 身 性 低 血 圧 ； 並 び に 卒 中
、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 癲 癇 、 う つ 病 、 Ａ Ｌ Ｓ 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 及 び
他 の 何 ら か の 疾 病 に よ っ て 誘 導 さ れ た 認 知 症 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ に よ っ て 誘 導 さ れ た 認 知 症
な ど ） な ど の 疾 病 。 こ れ ら の 症 状 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 「 神 経 変 性 疾 患 」 と も 称 さ れ る
。 動 脈 瘤 の 破 裂 、 心 停 止 、 心 臓 性 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 脊 髄 外 傷 、 頭 部 外 傷 、 外 傷
性 脳 傷 害 （ Ｔ Ｂ Ｉ ） 、 発 作 、 腫 瘍 か ら の 出 血 な ど の 中 枢 神 経 系 に 対 す る 外 傷 は 、 本 発 明 に
お い て 、 「 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 」 と も 称 さ れ 、 同 じ く 、 本 発 明 の 化 合 物 及 び 組 成 物 を
用 い て 治 療 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 特 に 、 虚 血 性 発 作 、 卒 中 又 は 外 傷
性 脳 傷 害 な ど の 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 患 っ た 患 者 の 治 療 用 医 薬 の 調 製 の た め の 方 法 に
お い て 、 治 療 的 有 効 量 の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 を 使 用 す る こ と を 提 供 す る 。 前 記 阻 害 剤 は
、 ニ ト ロ プ ル シ ド ナ ト リ ウ ム （ Ｌ ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｅ ｕ ｒ ． 　 Ｊ ． 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ
ｍ ． 　 ２ ６ ９ ， 　 ４ ２ ７ ７ － ４ ２ ８ ６ （ ２ ０ ０ ２ ） ） 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 分 泌 を 阻 害 す る
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 Ｔ ｙ ｒ ｐ ｈ ｏ ｓ ｔ ｉ ｎ 　 Ａ Ｇ １ ０ ２ ４ （ Ｚ ｈ ａ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ．
， 　 Ｊ Ｂ Ｃ 　 ２ ７ ８ ， 　 ６ ： 　 ４ ２ ０ ５ － ４ ２ １ ５ （ ２ ０ ０ ３ ） ） な ど の 小 化 学 的 化 合 物
； 図 １ に 示 さ れ て い る 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に 対 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 配 列 を 有 し 、
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図 ３ に 示 さ れ て い る 配 列 の う ち の １ つ （ 配 列 番 号 ３ 又 は 配 列 番 号 ４ ） を 必 要 に 応 じ て 有 す
る 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 図 １ に 示 さ れ て い る 配 列
（ 配 列 番 号 １ ） に 対 す る セ ン ス 配 列 で あ り 、 且 つ 前 記 配 列 に 対 す る ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 有 し 、 図 ４ に 示 さ れ て い る 配 列 の う ち の １ つ （ 配 列 番 号 ５ 又
は 配 列 番 号 ６ ） を 必 要 に 応 じ て 有 す る 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で
あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は サ イ レ ン シ ン グ Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） と し て 機 能 し 、 表 １ －
３ 、 特 に 表 １ に 記 載 さ れ て い る 配 列 の １ つ を 必 要 に 応 じ て 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 何 れ か を 含 む ベ ク タ ー ； ド ミ ナ ン ト ネ ガ
テ ィ ブ ペ プ チ ド な ど の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ 又 は 配 列 番 号 ６ に よ っ て コ ー ド
さ れ る ペ プ チ ド 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 結 合 す る こ と が 見 出 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 出 願 公 開 Ｗ Ｏ ２
０ ０ ４ ０ ４ ／ １ ８ ４ ４ 号 の ペ プ チ ド ＃ ４ １ 、 Ｓ － ニ ト ロ ソ グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｎ Ｏ ； 　 Ｌ
ｉ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｅ ｕ ｒ ． 　 Ｊ ． 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． 　 ２ ６ ９ ， 　 ４ ２ ７ ７ － ４ ２
８ ６ （ ２ ０ ０ ２ ） ） 又 は 上 に 詳 述 さ れ て い る 抗 体 な ど の 抗 体 、 必 要 に 応 じ て ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 若 し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 さ ら に 、 希 釈 剤 又
は 担 体 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 に 従 う 治 療 計 画 は 、 投 与 様 式 、 投 与 の タ イ ミ ン グ 及 び 投 薬 量 の 観 点 で 、 虚 血 性 現
象 又 は 中 枢 神 経 系 傷 害 の 有 害 な 結 果 か ら の 患 者 の 機 能 的 な 回 復 が 改 善 さ れ る よ う に 、 す な
わ ち 、 患 者 の 運 動 技 能 （ 例 え ば 、 姿 勢 、 バ ラ ン ス 、 握 持 又 は 歩 き 方 ） 、 認 知 技 能 、 会 話 及
び ／ 又 は 感 覚 知 覚 （ 視 覚 能 力 、 味 覚 、 嗅 覚 及 び 自 己 受 容 を 含 む 。 ） の 少 な く と も １ つ が 、
本 発 明 の 阻 害 剤 投 与 の 結 果 と し て 改 善 す る 。 こ の よ う に 、 前 記 阻 害 剤 は 、 こ れ ら の 技 能 の
少 な く と も １ つ を 改 善 す る こ と に よ っ て 、 患 者 の 回 復 を 促 進 又 は 補 強 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 の 投 与 は 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 皮 下 又
は 脳 内 を 含 む 、 任 意 の 公 知 の 投 与 経 路 に よ っ て 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 殊 化 さ れ た
製 剤 を 使 用 す れ ば 、 こ れ ら を 、 経 口 的 に 又 は 吸 入 を 介 し て 投 与 す る こ と も 可 能 で あ り 得 る
。 組 成 物 を 必 要 と し て い る 個 体 に 組 成 物 を 投 与 す る た め の 適 切 な 投 薬 及 び 治 療 計 画 は 、 以
下 に 詳 し く 論 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 様 々 な 症 状 の 何 れ か に 起 因 す る 中 枢 神 経 系 傷 害 の 有 害 な 結 果 を 治 療 す る た め
に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 血 栓 、 塞 栓 及 び 全 身 性 低 血 圧 は 、 脳 虚 血 発 作 の 最 も 一 般 的
な 原 因 の １ つ で あ る 。 他 の 傷 害 は 、 高 血 圧 、 高 血 圧 性 脳 血 管 疾 患 、 動 脈 瘤 の 破 裂 、 血 管 腫
、 血 液 異 混 和 症 、 心 不 全 、 心 停 止 、 心 臓 性 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 頭 部 外 傷 、 脊 髄 外
傷 、 発 作 、 腫 瘍 か ら の 出 血 又 は 他 の 血 液 喪 失 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 虚 血 に 発 作 が 伴 う 場 合 に は 、 以 下 に 定 義 さ れ て い る よ う に 、 全 身 的 又 は 局 所 的 な 虚 血 の
何 れ か で あ り 得 る 。 た と え 、 傷 害 か ら か な り 後 に 投 与 が 行 わ れ た 場 合 で さ え 、 本 発 明 の 薬
学 的 組 成 物 の 投 与 は 有 効 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 「 虚 血 性 発 作 」 と は 、 組 織 へ の 血 液 供 給 の 欠 乏 を も た ら す 任 意 の 状 況 を 意 味 す る 。 脳 虚
血 発 作 は 、 脳 へ の 血 液 供 給 の 欠 乏 に 起 因 す る 。 中 枢 神 経 系 の 一 部 で も あ る 脊 髄 は 、 血 流 減
少 に 起 因 す る 虚 血 に 対 し て 、 同 様 に 感 受 性 を 有 す る 。 虚 血 性 発 作 は 、 高 血 圧 、 高 血 圧 性 脳
血 管 疾 患 、 動 脈 瘤 の 破 裂 、 血 栓 又 は 塞 栓 、 血 管 腫 、 血 液 異 混 和 症 の 場 合 に 発 生 す る よ う な
血 管 の 収 縮 又 は 閉 塞 、 心 停 止 又 は 心 不 全 を 含 む 、 任 意 の 形 態 の 悪 化 し た 心 機 能 、 全 身 性 低
血 圧 、 心 停 止 、 心 臓 性 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 脊 髄 外 傷 、 頭 部 外 傷 、 発 作 、 腫 瘍 か ら
の 出 血 又 は そ の 他 の 血 液 喪 失 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 得 る 。 本 発 明 は 、 頭 部 又 は 脊 髄 へ の 打
撃 な ど の 機 械 的 な 力 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 中 枢 神 経 系 に 対 す る 傷 害 を 治 療 す る た め も 有
用 で あ る と 予 測 さ れ る 。 外 傷 に は 、 頭 部 、 頸 部 又 は 脊 柱 の 任 意 の 部 位 又 は 頭 部 、 頸 部 又 は
脊 柱 に 対 す る 付 属 物 と 外 来 物 体 が 外 傷 的 に 接 触 す る こ と に よ っ て 生 じ 得 る な ど 、 擦 り 傷 、
切 開 、 打 撲 、 刺 し 傷 、 圧 迫 な ど の 組 織 損 傷 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 外 傷 性 傷 害 の 他 の 形
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態 は 、 液 体 の 不 適 切 な 蓄 積 に よ っ て 中 枢 神 経 組 織 の 収 縮 又 は 圧 縮 か ら 生 じ 得 る （ 例 え ば 、
正 常 な 脳 脊 髄 液 の 封 鎖 若 し く は 機 能 不 全 若 し く は 硝 子 体 液 産 生 、 代 謝 回 転 若 し く は 容 量 制
御 、 又 は 硬 膜 下 若 し く は 頭 蓋 内 血 腫 若 し く は 浮 腫 ） 。 同 様 に 、 外 傷 性 収 縮 又 は 圧 縮 は 、 転
移 性 又 は 原 発 性 腫 瘍 な ど の 異 常 な 組 織 の 塊 の 存 在 か ら 生 じ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 中 枢 神 経 系 に 関 し て 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 局 所 虚 血 」 と は 、 血 液 を 脳 又 は 脊 髄 へ 供 給
す る 単 一 の 動 脈 の 閉 塞 か ら 生 じ 、 前 記 動 脈 に よ っ て 供 給 さ れ る 領 域 に お け る 細 胞 要 素 す べ
て の 死 滅 （ 頭 蓋 壊 死 （ ｐ ａ ｎ － ｎ ｅ ｃ ｒ ｏ ｓ ｉ ｓ ） ） に 至 る 状 態 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 中 枢 神 経 系 に 関 し て 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 全 体 的 脳 虚 血 」 と は 、 脳 全 体 、 前 脳 、 又 は
脊 髄 へ の 血 流 の 一 般 的 な 減 少 か ら 生 じ 、 こ れ ら の 組 織 全 体 に わ た る 選 択 的 に 脆 弱 な 領 域 に
お い て 神 経 細 胞 を 死 滅 さ せ る 状 態 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 場 合 の 各 々 に お け る 病 理 学 的 状 態
は 、 臨 床 的 な 相 関 現 象 の た め 極 め て 異 な る 。 局 所 虚 血 モ デ ル は 局 所 脳 梗 塞 を 有 す る 患 者 へ
応 用 し 、 一 方 で 全 体 的 虚 血 の モ デ ル は 心 停 止 、 及 び 全 身 性 体 血 圧 の 他 の 原 因 に 類 似 し て い
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 神 経 毒 性 ス ト レ ス 」 と い う 語 は 、 正 常 な 神 経 細 胞 に 対 し て 毒 性
が あ る （ 及 び 前 記 神 経 細 胞 の 死 滅 又 は ア ポ ト ー シ ス を 生 じ る か も し れ な い ） い ず れ か の ス
ト レ ス を 包 含 す る も の と す る 。 こ の よ う な ス ト レ ス は 、 酸 化 的 ス ト レ ス （ 低 酸 素 症 又 は 高
酸 素 症 ） 又 は 虚 血 又 は 外 傷 で あ っ て も よ く 、 及 び ／ 又 は 前 記 ス ト レ ス は 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩
又 は ド ー パ ミ ン 又 は Ａ β タ ン パ ク 質 、 又 は 酸 化 的 ス ト レ ス を 生 じ る 任 意 の 物 質 又 は 処 理 な
ど 、 イ ン ビ ボ で 前 記 細 胞 に 対 し て 毒 性 の あ る 物 質 へ 前 記 細 胞 を 供 す る こ と を 包 含 し て も よ
い 。 前 記 神 経 毒 性 物 質 は 内 因 性 又 は 外 因 性 で あ っ て も よ く 、 神 経 毒 性 と い う 語 は 、 有 機 リ
ン 中 毒 を 含 む さ ま ざ ま な 公 知 の 神 経 毒 素 へ の 暴 露 、 又 は こ の タ イ プ の い ず れ か の 他 の 傷 害
も 包 含 す る も の と す る 。 さ ら に 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス は 、 神 経 変 性 疾 患 に よ っ て 生 じ 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 細 胞 の 再 生 を 必 要 と す る 対 象 に 、 治 療 的 有
効 量 で 活 性 成 分 と し て の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 を 含 み 、 希 釈 剤 又 は 担 体 を さ ら に 含 み 、 必
要 に 応 じ て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 薬 学 的 組 成 物 の い ず れ か で あ る 薬 学 的 組 成 物 を 前 記
対 象 へ 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 神 経 細 胞 の 再 生 を 引 き 起 こ す た め の 方 法 又 は プ ロ セ ス
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 「 ス ク リ ー ニ ン グ 」 実 施 形 態 と し て 本 明 細 書 で 称 さ れ る 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 は 、
ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 種 及 び
／ 又 は 化 合 物 を 得 る た め の 方 法 及 び プ ロ セ ス に 関 す る 。 こ の 実 施 形 態 の あ る 側 面 は 、 ア ネ
キ シ ン Ｉ Ｉ を 発 現 す る 細 胞 を 、 種 及 び ／ 又 は 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と 、 対 照 と 比 較 し て
細 胞 の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る
前 記 種 及 び ／ 又 は 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と と を 含 む 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 、 神
経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 種 及 び ／ 又 は 化 合 物 を 得 る た め の プ ロ
セ ス を 提 供 す る 。 調 べ ら れ て い る 細 胞 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 発 現 す る よ う に 修 飾 さ れ て も
よ く 、 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な い が 、 ア ポ ト ー シ ス は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 存 在 に よ っ て 、
又 は 必 要 に 応 じ て 、 過 酸 化 水 素 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 、 ド ー パ ミ ン 、 Ａ β タ ン パ ク 質 若 し く は
任 意 の 公 知 の 神 経 毒 若 し く は 虚 血 若 し く は 低 酸 素 症 な ど の 神 経 毒 性 処 理 に よ っ て 引 き 起 こ
さ れ る 神 経 毒 性 ス ト レ ス に よ っ て 、 又 は 卒 中 な ど の 神 経 変 性 疾 患 に よ っ て 誘 導 さ れ て も よ
い 。 さ ら に 、 こ の プ ロ セ ス は 、 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ て も よ い 。 次 に 、
前 記 プ ロ セ ス は 、 前 述 の プ ロ セ ス に よ っ て 得 ら れ る 種 若 し く は 化 合 物 又 は そ の 化 学 的 類 縁
体 若 し く は 相 同 体 を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 、 「 発 現 す る よ う に 修 飾 さ れ て い る 」 細 胞 と は 、 形 質 移 入 、 形 質
導 入 、 感 染 、 又 は 前 記 細 胞 に 前 記 望 ま し い 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る そ の 他 の 公 知 の 分 子 生 物 学
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的 方 法 に よ っ て 修 飾 さ れ る 細 胞 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 方 法 を 実 施 す る た め の 材 料 及 び プ
ロ ト コ ー ル は 、 当 業 者 に と っ て 自 明 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 前 記 ス ク リ ー ニ ン グ の 実 施 形 態 の さ ら な る 側 面 は 、
（ ａ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 発 現 す る 細 胞 を 、 複 数 の 種 及 び ／ 又 は 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と 、
（ ｂ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス が 、 対 照 と
比 較 し て 、 前 記 種 及 び ／ 又 は 化 合 物 の 存 在 下 で 調 節 さ れ る か ど う か を 決 定 し 、 も し 調 節 さ
れ て い れ ば
（ ｃ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス の 調 節 が 複
数 の 種 及 び ／ 又 は 化 合 物 に 含 ま れ る そ れ ぞ れ の 種 及 び ／ 又 は 化 合 物 に よ っ て 影 響 さ れ る か
ど う か を 個 別 に 決 定 し 、 こ れ に よ り ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／
又 は ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 種 及 び ／ 又 は 化 合 物 を 同 定 す る こ と 、 を 含 む 、
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 種 及
び ／ 又 は 化 合 物 を 得 る た め に 複 数 の 種 又 は 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る プ ロ セ ス を 提 供 す
る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 前 記 接 触 工 程 に あ る 細 胞 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う に 修 飾 さ れ て
も よ く 、 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な い が 、 ア ポ ト ー シ ス は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 過 剰 発 現 に よ
っ て 、 又 は 前 記 細 胞 を 、 必 要 に 応 じ て 過 酸 化 水 素 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 、 ド ー パ ミ ン 、 Ａ β タ
ン パ ク 質 若 し く は い ず れ か の 公 知 の 神 経 毒 又 は 虚 血 若 し く は 低 酸 素 症 な ど の 神 経 毒 性 処 理
に よ っ て 生 じ る 神 経 毒 性 ス ト レ ス に 供 し た 結 果 と し て 、 又 は 脳 卒 中 な ど の 神 経 変 性 疾 患 に
よ っ て 自 発 的 に 誘 導 さ れ て も よ い 。 さ ら に 、 こ の プ ロ セ ス は 、 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た
め に 使 用 さ れ て も よ い 。 次 に 、 前 記 プ ロ セ ス は 、 前 述 の プ ロ セ ス に よ っ て 同 定 さ れ た 種 若
し く は 化 合 物 又 は そ の 化 学 的 類 縁 体 若 し く は 相 同 体 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す
る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 前 記 プ ロ セ ス は 、 さ ら に 、 改 善 さ れ た 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 生 じ る た め に 、 上 記 プ ロ セ
ス に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る こ と が 明 ら か と な っ た 種 又 は 化 合 物 の 修 飾 と 、 こ の よ
う な 化 合 物 を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と と を 含 ん で も よ い 。 こ の 付 加 的 な 作
用 は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 実 施 形 態 に お い て 開 示 さ れ る プ ロ セ ス の い ず れ か に よ っ て
発 見 さ れ た 化 合 物 を 使 用 し て 実 施 さ れ て も よ く 、 こ れ に よ り 改 善 さ れ た 活 性 を 有 す る 化 合
物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 得 る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 実 施 形 態 は 、
（ ａ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 、 相 互 作 用 因 子 へ の 結 合 を 測 定 す る こ
と と 、
（ ｂ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 を 、 種 又 は 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と 、
及 び
（ ｃ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 、 前 記 相 互 作 用 因 子 へ の 結 合 が 前 記 種
又 は 化 合 物 に よ っ て 影 響 を 受 け る か ど う か を 決 定 す る こ と と 、 を 含 む 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の
生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は （ ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 通 じ て の ） ア ポ ト ー シ ス を 調
節 す る 種 又 は 化 合 物 を 得 る た め の 非 細 胞 ベ ー ス の プ ロ セ ス を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 イ ン ビ ト ロ 系 は 、 と り わ け 過 酸 化 水 素 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 、 ド ー パ ミ ン 、 Ａ β タ ン パ ク 質
又 は 任 意 の 公 知 の 神 経 毒 に よ る 処 理 の 結 果 と し て 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス を 引 き 起 こ す こ と に
よ っ て 誘 導 で き る （ 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な い 。 ） ア ポ ト ー シ ス 条 件 へ 供 さ れ て も よ い
。 さ ら に 、 こ の プ ロ セ ス は 、 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ て も よ い 。 次 に 、 前
記 プ ロ セ ス は 、 前 述 の プ ロ セ ス に よ っ て 得 ら れ る 種 若 し く は 化 合 物 又 は そ の 化 学 的 類 縁 体
若 し く は 相 同 体 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 実 施 形 態 の 別 の 側 面 は 、
（ ａ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 と 、 及 び
（ ｂ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 が 相 互 作 用 す る 相 互 作 用 因 子 と 、
（ ｃ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 と 相 互 作 用 因 子 と の 相 互 作 用 を 測 定 す る
た め の 手 段 と 、
（ ｄ ） ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 前 記 相 互 作 用 因 子 へ の 結 合 が 種 又 は 化
合 物 に よ っ て 影 響 を 受 け る か ど う か を 決 定 す る 手 段 と を 含 む 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ
シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス を 、 細 胞 中 で 調 節
す る 種 又 は 化 合 物 を 得 る た め の キ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 分 子 間 の 相 互 作 用 を 測 定 し 、 該 相 互 作 用 の 強 度 、 親 和 性 、 結 合 活 性 及 び 他 の 因 子 を 決 定
す る 手 段 は 、 本 分 野 で 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Ｌ ｕ ｂ ｅ ｒ ｔ 　 Ｓ ｔ ｒ ｙ ｅ ｒ 、 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ
ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ 、 Ｗ ． Ｈ ． Ｆ ｒ ｅ ｅ ｍ ａ ｎ 　 ＆ 　 Ｃ ｏ 、 第 ５ 版 （ ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 刊 行 ） 、 及
び Ｐ ｅ ｒ ｇ ａ ｍ ｏ ｎ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ に よ っ て 刊 行 さ れ た 様 々 な 著 者 及 び 編 者 に よ る 「 Ｃ ｏ ｍ
ｐ ｒ ｅ ｈ ｅ ｎ ｓ ｉ ｖ ｅ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ａ ｌ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ 」 を 参 照 さ れ た い 。 ）
。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 は 、 配 列 番 号 １ に 含 ま れ る 配 列 又 は そ の 断 片 若 し く は 相 同 体
に 対 応 す る Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 、 又 は 該 配 列 の 一 つ が 部 分 で あ る 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に 対 す る ア
ッ セ イ を 含 む 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は 卒 中 及 び ／ 又 は 癌 へ 供 さ れ た 細 胞 を 診 断 す る
た め の 方 法 又 は プ ロ セ ス に 関 し 、 正 常 対 照 と 比 較 し た と き の 前 記 Ｒ Ｎ Ａ 又 は 発 現 産 物 の 上
方 制 御 に 関 す る 知 見 は 、 こ の よ う な 細 胞 が 神 経 毒 性 ス ト レ ス 及 び ／ 又 は 脳 卒 中 へ 供 さ れ た
可 能 性 を 示 唆 し 、 さ ら に 、 正 常 対 照 と 比 較 し た と き の 前 記 Ｒ Ｎ Ａ 又 は 発 現 産 物 の 下 方 制 御
に 関 す る 知 見 は 、 こ の よ う な 細 胞 が 癌 へ 供 さ れ た か 又 は 癌 性 に な っ た 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 対 照 と 比 較 し た と き の 、 対 象 に お け る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ （ 例 え ば 、 イ
ム ノ ア ッ セ イ に お い て ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 検 出 す る こ と に よ っ て ） 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝
子 （ 例 え ば 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と に よ っ て ） の 発 現 レ ベ
ル の 調 節 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 前 記 対 象 に お い て 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 す る た め の 方 法 又
は プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 対 象 に お い て 、 診 断 さ れ て い る 対 象 は 卒 中 に 罹
患 し た こ と が 疑 わ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 対 照 と 比 較 し た と き の 、 対 象 に お け る ア ネ キ シ ン ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 レ ベ ル の 調 節 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 前 記 対 象 に お い て 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 す る
た め の 方 法 又 は プ ロ セ ス に 関 し 、 前 記 発 現 の 調 節 は 前 記 対 象 に お け る 神 経 変 性 疾 患 の 可 能
性 を 示 唆 し 、 実 際 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 卒 中 を 患 っ て い る と 疑 わ れ る 対 象 に 関 し て 実 施
し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、 （ 図 １ に 記 載 さ れ る も の 、 又 は そ の 断 片 若 し く は 相
同 体 な ど の ） 前 記 ア ネ キ シ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て ア ッ セ イ す る こ
と に よ っ て 、 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 抗 体 を 使 用 す る イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法 に よ
っ て 評 価 で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び イ ム ノ ア ッ セ イ の 両 検 出 は 、 本 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て
実 施 で き る 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル の 測 定 は 、 免 疫 組 織 化 学 （ Microscopy
,Immunohistochemistry and Antigen Retrieval Methods: For Light and Electron Micr
oscopy, M.A.Hayat(Author),Kluwer Academic Publishers, 2002; Brown C.“ Antigen re
trievalmethods for immunohistochemistry” ,Toxicol Pathol 1998; 26(6): 830-831),w
estern blotting(Laemmeli UK:「 Cleavage of structural proteins during the assembl
ey of the head of a bacteriophage T4」 ,Nature 1970; 227: 680-685; Egger & Bienz
“ Protein(western) blotting” ,Mol Biotechnol 1994; 1(3): 289-305),ELISA(Onoratoe
t al.,“ Immunohistochemical and ELISA assays for biomarkers of oxidative stress 
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in aging and disease” ,Ann NY Acad Sci 1998, 20; 854: 277-290),antibody microarr
ay hybridization(Huang, “ detection of multiple proteins in an antibody-based pr
otein microarray system, Immunol Methods 2001 1; 255(1-2):1-13) and targeted mol
ecula
r imaging(Thomas, Targeted Molecular Imaging in Oncology, Kim et al(Eds)., Sprin
ger Verlag, 2001） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル の 測 定 は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 、 切 片 上 ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 法 （ “ Introduction to Fluorescence In Situ Hybridization: Principles a
nd Clinical Applications” , Andreeff & Pinkel(Editors), John Wiley & Sons Inc., 
1999） , polynucleotide microarray and Northern blotting(Trayhurn, “ Northern blo
tting” , Proc Nutr Soc 1996; 55(1B): 583-9; Shifman & Stein, ” A reliable and se
nsitive method for non-radioactive Northern blot analysis of nerve growth factor
 mRNA from brain tissues“ , Journal of Neuroscience Methods 1995; 59: 205-208）
か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ の 診 断 方 法 は 、 と り わ け 脳 卒 中 を 経 験 し た と
疑 わ れ る 患 者 を 診 断 す る た め に 有 用 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 発 現 の 文 脈 に お い て 「 異 常 で あ る 」 と は 、 対 照 と 比 較 し た と き の 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 レ ベ ル が 少 な く と も １ ０ ％ 異 な る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 を 調 節 す る 薬 学 的 組 成 物 の 治 療 的 有 効 量
を 、 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 対 象 に お い て 腫 瘍 又 は 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る 方 法
又 は プ ロ セ ス を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 薬 学 的 組 成 物 の 治 療 的 有 効 量
を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 対 象 に お い て 神 経 変 性 疾 患 を 治 療 す る 方 法 又 は プ ロ セ
ス を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 医 薬 品 の 調 製 に お け る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 調 節 因 子 の 使 用 に つ い て 提 供 し
、 該 医 薬 品 は 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 図 ３ 又 は 図 ４ に 記 載 の 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ を 有 す る 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ 若 し く
は 該 配 列 の い ず れ か １ つ と 又 は 表 １ な い し 表 ３ 、 特 に 表 １ に 開 示 さ れ た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の
い ず れ か と 少 な く と も ７ ０ ％ 相 同 性 の あ る 配 列 と 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か １ つ を
含 む ベ ク タ ー と を 含 む 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 該 ベ ク タ ー は
、 遺 伝 子 療 法 又 は 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ の 目 標 と さ れ る 特 異 的 な 種 類 に 属 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 亢 進 さ せ る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 能 力 に つ い て の ア ネ
キ シ ン Ｉ Ｉ の 使 用 に 関 す る 。 こ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 す べ て 個 別 に 又 は 組 み 合 わ せ
て 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 化 合 物 の 治 療 的 有 効 量 又 は ア ネ キ
シ ン Ｉ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド を 刺 激 す る 化 合 物 の 治 療 的 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す
る こ と に よ っ て 、 前 記 対 象 に お け る 腫 瘍 又 は 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る 方 法 又 は プ ロ セ ス を
提 供 す る 。 こ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は さ ら に 、 腫 瘍 又 は 自 己 免 疫 疾 患 に 罹 患 し て い る 患
者 に お い て 回 復 を 促 進 又 は 亢 進 さ せ る た め の 医 薬 品 の 調 製 の た め の 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 又 は
ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 改 善 さ れ た 治 療 特 性 を 有 す る よ う に す る た め に 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る べ き ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 全 て 、 修 飾 を 施 し て も よ い こ と が 注 目 さ れ る で あ ろ う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
治 療 特 性 を 改 善 す る た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 又 は 類 縁 体 を 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る
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。 改 善 さ れ る 特 性 に は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 の 増 加 及 び ／ 又 は 細 胞 膜 を 透 過 す る 能 力 の 増 加
が 含 ま れ る 。 必 要 と さ れ る 場 合 、 使 用 及 び 送 達 の 方 法 に 必 要 と さ れ る Ａ Ｓ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は リ ボ ザ イ ム の 生 物 活 性 を 干 渉 し な い 、 本 分 野 で 公 知
の 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 が 提 供 さ れ る (Iyer et al., 1990; Eckstein, 
1985; Spitzer and Eckstein, 1988; Woolf et al., 1990; Shaw et al., 1991)。 ヌ ク レ
ア ー ゼ 耐 性 を 増 加 さ せ る た め に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 施 す こ と が で き る 修 飾 に は 、
リ ン 酸 塩 主 鎖 中 の リ ン 又 は 酸 素 の 複 素 原 子 を 修 飾 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ れ ら に は 、 リ ン
酸 メ チ ル 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 及 び モ ル フ ォ リ ノ オ リ ゴ マ ー を 調
製 す る こ と が 含 ま れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 そ れ は 、 ４ 個 な い し ６ 個 の ３ ’ 末 端 ヌ ク
レ オ チ ド 塩 基 間 を 結 合 す る ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 を 有 す る こ と に よ っ て 提 供 さ れ る 。 あ
る い は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 は す べ て の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 を 結 合 す る 。 生 物 活 性 が 保
持 さ れ る が 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 安 定 性 が 実 質 的 に 増 加 す る 場 合 に は 、 本 分 野 で 公 知 の
他 の 修 飾 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 に 対 し て 実 質 的 に 影 響 を 与 え な い 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て の 類 縁
体 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 全 て の 修 飾 を 、 本 発 明 と と も に 使 用 し て も よ い 。 前 記 ヌ
ク レ オ チ ド は 、 自 然 に 存 在 す る か 又 は 合 成 的 に 修 飾 さ れ る 塩 基 か ら 選 択 で き る 。 自 然 に 存
在 す る 塩 基 に は 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ ン 、 チ ミ ン 及 び ウ ラ シ ル が 含 ま れ る 。 ヌ ク
レ オ チ ド の 修 飾 さ れ た 塩 基 に は 、 イ ノ シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ２ － ア ミ ノ ア
デ ニ ン 、 ６ － メ チ ル 、 ２ － ピ ロ ピ ル 及 び 他 の ア ル キ ル ア デ ニ ン 、 ５ － ハ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ －
ハ ロ シ ト シ ン 、 ６ － ア ザ シ ト シ ン 及 び ６ － ア ザ チ ミ ン 、 偽 性 ウ ラ シ ル 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル
、 ８ － ハ ロ ア デ ニ ン 、 ８ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル ア デ ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル ア ル キ
ル ア デ ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル ア デ ニ ン 及 び 他 の ８ 置 換 さ れ た ア デ ニ ン 、 ８ － ハ ロ グ ア ニ
ン 、 ８ － ア ミ ノ グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル グ ア ニ ン 、 ８ － ヒ ド
ロ キ シ ル グ ア ニ ン 及 び 他 の 置 換 さ れ た グ ア ニ ン 、 他 の ア ザ ア デ ニ ン 及 び デ ア ザ ア デ ニ ン 、
他 の ア ザ グ ア ニ ン 及 び デ ア ザ グ ア ニ ン 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ウ ラ シ ル 及 び ５ － ト リ フ
ル オ ロ シ ト シ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 さ ら に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 構 造 が 基 本 的 に 変 化 さ れ 、 治 療 剤 又 は 実 験 用 試 薬 と し て さ ら に
適 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 類 縁 体 を 調 製 で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 の 例 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
（ 又 は Ｒ Ｎ Ａ ） に お け る デ オ キ シ リ ボ ー ス （ 又 は リ ボ ー ス ） リ ン 酸 塩 主 鎖 が ペ プ チ ド に 見
ら れ る も の と 同 様 で あ る ポ リ ア ミ ド 主 鎖 と 置 換 さ れ る 場 合 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） で あ
る 。 Ｐ Ｎ Ａ 類 縁 体 は 、 酵 素 に よ る 分 解 に 耐 性 が あ り 、 生 体 内 又 は イ ン ビ ト ロ で 寿 命 が 延 長
さ れ る こ と が 示 さ れ て き た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｎ Ａ は 、 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 し て Ｄ Ｎ Ａ 分 子
よ り も 強 く 結 合 す る こ と が 示 さ れ て き た 。 こ の 知 見 は 、 前 記 Ｐ Ｎ Ａ 鎖 と 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 と の
間 に 電 荷 反 発 が な い こ と に 起 因 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て で き る 他 の 修 飾 に は 、
ポ リ マ ー 主 鎖 、 環 式 主 鎖 、 又 は 非 環 式 主 鎖 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 で 採 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 又 、 そ れ ら の 治 療 活 性 を 改 善 す る た め に 修 飾 さ れ 、
必 要 に 応 じ て 化 学 的 に 修 飾 さ れ て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 場 合 、 「 化 学 的 に 修
飾 さ れ る 」 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も １ つ が プ ロ セ ッ シ ン グ ま た は 他 の 翻 訳 後 修
飾 な ど の 自 然 な プ ロ セ ス か 、 又 は 本 分 野 で 周 知 の 化 学 的 修 飾 技 術 の い ず れ か に よ っ て 修 飾
さ れ る 場 合 の ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 多 く の 公 知 の 修 飾 の う ち 、 典 型 的 で あ る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 例 に は 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 Ａ Ｄ Ｐ リ ボ シ ル 化 、 グ リ コ
シ ル 化 、 Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー 形 成 、 脂 質 又 は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス チ ル 化
、 ペ グ 化 、 プ レ ニ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、 又 は い ず れ か の 同 様 の プ ロ セ ス が 含 ま
れ る 。 （ 核 酸 配 列 変 化 か ら 生 じ る も の な ど の ） さ ら な る 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド 修 飾 に は 以 下
の も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 「 保 存 的 な 置 換 」 は 、 あ る ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 の 、 前 記 同 一 ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換

10

20

30

40

50

(28) JP 2007-530029 A 2007.11.1



を 指 し 、 ク ラ ス は 、 共 通 の 物 理 化 学 的 ア ミ ノ 酸 側 鎖 特 性 及 び 本 来 見 ら れ る 相 同 性 ポ リ ペ プ
チ ド に お け る 高 頻 度 置 換 に よ っ て 定 義 さ れ 、 そ れ は 例 え ば 、 標 準 的 な デ イ ホ フ 頻 度 交 換 マ
ト リ ク ス 又 は Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ マ ト リ ク ス に よ っ て 決 定 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の ６ つ の 一 般 的
な ク ラ ス は 類 別 さ れ て お り 、 そ れ に は 以 下 の も の が 含 ま れ る 。 す な わ ち 、 ク ラ ス Ｉ （ Ｃ ｙ
ｓ ） 、 ク ラ ス Ｉ Ｉ （ Ｓ ｅ ｒ 、 Ｔ ｈ ｒ 、 Ｐ ｒ ｏ 、 Ａ ｌ ａ 、 Ｇ ｌ ｙ ） 、 ク ラ ス Ｉ Ｉ Ｉ （ Ａ ｓ ｎ
、 Ａ ｓ ｐ 、 Ｇ ｌ ｎ 、 Ｇ ｌ ｕ ） 、 ク ラ ス Ｉ Ｖ （ Ｈ ｉ ｓ 、 Ａ ｒ ｇ 、 Ｌ ｙ ｓ ） 、 ク ラ ス （ Ｉ ｌ ｅ
、 Ｌ ｅ ｕ 、 Ｖ ａ ｌ 、 Ｍ ｅ ｔ ） 、 及 び ク ラ ス Ｖ Ｉ （ Ｐ ｈ ｅ 、 Ｔ ｙ ｒ 、 Ｔ ｒ ｐ ） で あ る 。 例 え
ば 、 Ａ ｓ ｐ の 、 Ａ ｓ ｎ 、 Ｇ ｌ ｎ 、 又 は Ｇ ｌ ｕ な ど の 別 の ク ラ ス Ｉ Ｉ Ｉ 残 基 へ の 置 換 は 保 存
的 な 置 換 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 「 非 保 存 的 な 置 換 」 は 、 あ る ク ラ ス に お け る ア ミ ノ 酸 の 、 別 の ク ラ ス 由 来 の ア ミ ノ 酸 と
の 置 換 を 指 し 、 例 え ば 、 ク ラ ス Ｉ Ｉ 残 基 で あ る Ａ ｌ ａ の 、 Ａ ｓ ｐ 、 Ａ ｓ ｎ 、 Ｇ ｌ ｕ 、 又 は
Ｇ ｌ ｎ な ど の ク ラ ス Ｉ Ｉ Ｉ 残 基 と の 置 換 が あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 「 欠 失 」 は 、 １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 が そ れ ぞ れ 欠 失 す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か に お け る 変 化 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 「 挿 入 」 又 は 「 付 加 」 は 、 自 然 発 生 す る 配 列 と 比 較 し た と き 、 １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド
又 は ア ミ ノ 酸 残 基 の 付 加 を そ れ ぞ れ 生 じ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 変
化 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 「 置 換 」 は 、 異 別 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 に よ る 、 そ れ ぞ れ １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ
ド 又 は ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 指 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 前 記 置 換 は 保 存 的 で あ っ て も よ い
か 又 は 非 保 存 的 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 対 象 に お け る 黄 斑 変 性 症 を 診 断 又 は 検 出 す る の に 使 用 さ れ て も よ い 。 検 出 方 法 は 、
対 象 由 来 の 試 料 に お け る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド に つ い
て の ア ッ セ イ を 典 型 的 に 含 む で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 「 検 出 」 は 、 疾 病 の 検 出 の 方 法 を 指 す 。 こ の 用 語 は 、 疾 病 に 対 す る 素 因 の 検 出 又 は 前 記
疾 病 の 重 度 の 検 出 を 指 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 利 用 さ れ る 「 相 同 体 ／ 相 同 性 」 が 意 味 す る も の は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％
、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の 相 同 性 で あ り 、 有 利 に は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 相 同 性
、 よ り 有 利 に は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 相 同 性 、 さ ら に よ り 有 利 に は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ で
あ り 、 例 え ば 、 少 な く と も 約 ９ ７ ％ 、 約 ９ ８ ％ 、 約 ９ ９ ％ 又 は 約 １ ０ ０ ％ の 相 同 性 で さ え
あ る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド が 本 明 細 書 又 は 前 述 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の 形 式 で 使 用 で き る こ と も 包 含 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 あ る い は 又 は そ れ に 加 え て 、 配 列 に 関 す る 「 相 同 性 」 は 、 ２ つ の 配 列 の う ち の 短 い ほ う
の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 に よ っ て 分 割 さ れ る 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ
酸 残 基 を 有 す る 位 置 の 数 を 指 す こ と が で き 、 こ の 場 合 、 前 記 ２ つ の 配 列 の 配 列 比 較 は Ｗ ｉ
ｌ ｂ ｕ ｒ 及 び Ｌ ｉ ｐ ｍ ａ ｎ ア ル ゴ リ ズ ム （ （ １ ９ ８ ３ ） Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ．
Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ０ ： 　 ７ ２ ６ ） に 従 っ て 決 定 で き 、 例 え ば 、 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ウ ィ
ン ド ウ サ イ ズ 、 ４ ヌ ク レ オ チ ド の 言 語 長 、 ４ つ の 間 隙 ペ ナ ル テ ィ を 使 用 し て 、 配 列 比 較 を
含 む 配 列 デ ー タ の コ ン ピ ュ ー タ 支 援 分 析 及 び 解 釈 は 商 業 上 入 手 可 能 な プ ロ グ ラ ム （ 例 、 Ｉ
ｎ ｔ ｅ ｌ ｌ ｉ ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ （ Ｒ ） Ｓ ｕ ｉ ｔ ｅ ， Ｉ ｎ ｔ ｅ ｌ ｌ ｉ ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 社 ，
Ｃ Ａ ） を 使 用 し て 簡 便 に 実 施 で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 配 列 同 一 性 又 は 相 同 性 の
程 度 と 同 様 で あ る か 又 は 前 記 程 度 を 有 す る と い わ れ る と き 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 中 の チ ミ ジ ン
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（ Ｔ ） は 前 記 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 中 の ウ ラ シ ル （ Ｕ ） と 等 し い と 考 慮 さ れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 の Ｒ
Ｎ Ａ 配 列 は 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 中 の チ ミ ジ ン （ Ｔ ） を ウ ラ シ ル （ Ｕ ） と 置 換 す る こ と に よ っ
て 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 又 は そ の 補 体 か ら 生 じ う る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 そ れ に 加 え て 又 は そ れ に 替 わ る も の と し て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 類 似 性 又 は 相 同 性 は 、 例 え ば
Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ で 利 用 可 能 な Ｂ ｌ ａ ｓ ｔ Ｐ プ ロ グ ラ ム （ Ａ ｌ ｔ ｓ ｃ ｈ ｕ ｌ ほ か 、 Ｎ ｕ ｃ ｌ ． Ａ ｃ
ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ． ２ ５ ： ３ ３ ８ ９ － ３ ４ ０ ２ ） を 使 用 し て 決 定 で き る 。 以 下 の 参 考 文 献 は
、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 の 相 対 的 な 同 一 性 又 は 相 同 性 を 比 較 す る た め の ア ル
ゴ リ ズ ム を 提 供 し 、 そ れ に 加 え て 又 は そ れ に 替 わ る も の と し て 、 前 述 に 関 し て こ れ ら の 参
考 文 献 に お け る 教 示 は ％ 相 同 性 を 決 定 す る の に 使 用 で き る 。 す な わ ち 、 Smithほ か 、 (1981
)Adv.Appl.Math.2:482-489; Smithほ か 、 (1983) Nucl.Acids Res.11:2205-2220; Devereu
xほ か 、 (1984) Nucl. Acids Res.12:387-395; Fengほ か 、 (1987) J.Molec.Evol.25:351-3
60; Higginsほ か 、 (1989)CABIOS 5:151-153;及 び Thompsonほ か 、 (1994) Nucl.Acids Res.
22:4673-4680で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て 、 「 少 な く と も Ｘ ％ の 相 同 性 を 有 す
る こ と 」 は 、 前 記 配 列 が 最 適 に 整 列 さ れ る と き 、 前 記 ２ つ の 配 列 に お け る 同 一 の 残 基 の ％
を 指 す 。 し た が っ て 、 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 ２ つ 以 上 の 最 適 に 整 列 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 の ９ ０ ％ が 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 調 節 の 脈 絡 に お い て 「 調 節 す る 」 と い う 語 の 意 味 は 、 増 大 （ 促 進 、 亢 進 ）
又 は 低 下 （ 防 止 、 阻 害 ） の い ず れ か で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 は 、 実 例 と な る 様 式 で 記 載 さ れ て お り 、 使 用 さ れ た 用 語 法 が 制 限 よ り も む し ろ 記
述 の 言 語 の 本 質 上 に お い て 存 在 す る よ う 企 図 さ れ る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 記 教 示 に 照 ら し て 、 本 発 明 の 多 く の 修 飾 及 び 改 変 が 可 能 で あ る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 願 を 通 じ て 、 米 国 特 許 を 含 む さ ま ざ ま な 刊 行 物 が 、 著 者 及 び 発 行 年 及 び 特 許 番 号 に よ
っ て 引 用 さ れ る 。 こ れ ら の 刊 行 物 及 び 特 許 及 び 特 許 出 願 の 全 開 示 内 容 は 、 本 発 明 が 属 す る
分 野 の 状 態 を よ り 完 全 に 記 載 す る た め に 、 参 照 に よ り 、 本 願 に 組 み 込 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ７ １ 】
　 さ ら な る 詳 述 が な く て も 、 当 業 者 は 前 述 の 記 載 を 使 用 し て 本 発 明 を そ の 最 大 限 ま で 利 用
で き る と 考 え ら れ る 。 そ れ ゆ え 、 以 下 の 好 ま し い 具 体 的 な 実 施 形 態 は 、 前 記 請 求 さ れ た 本
発 明 を 単 に 説 明 す る も の に す ぎ ず 、 い か な る 意 味 で も 限 定 さ れ る こ と の な い よ う に 解 釈 さ
れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の プ ロ ト コ ー ル は 、 特 段 の 記 載 が な け れ ば 、 特 に Sa
mbrookほ か 、 Molecular Cloning: A laboratory manual,Cold Spring Harbor Laboratory
,New York(1989, 1992)及 び Ausubelほ か 、 Current Protocols in Molecular Biology,Joh
n Wiley and Sons,Baltimore,Maryland(1988)に 一 般 的 に 従 う 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 本 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 有 機 合 成 プ ロ ト コ ー ル は 、 特 段 の 記 載 が な け れ ば 、 特 に Ｏ ｒ ｇ
ａ ｎ ｉ ｃ 　 ｓ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｅ ｓ ： 　 第 １ 巻 な い し 第 ７ ９ 巻 、 編 者 不 一 、 J.Wiley,New York
(1941-2003)、 Gewertほ か 、 Organic synthesis workbook,Wiley-VCH,Weinheim(2000)、 Sm
ith & March、 Advanced Organic Chemistry,Wiley-Interscience、 第 ５ 版 （ ２ ０ ０ １ ） に
一 般 的 に 従 う 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 医 薬 品 化 学 的 方 法 は 、 特 段 の 記 載 が な け れ ば 、 特 に Ｐ ｅ ｒ ｇ ａ
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ｍ ｏ ｎ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ に よ っ て 刊 行 さ れ る 著 者 及 び 編 者 不 一 の 「 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｒ ｅ ｈ ｅ ｎ ｓ ｉ ｖ
ｅ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ａ ｌ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ 」 シ リ ー ズ に 一 般 的 に 従 う 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 実 施 例 １ ：
　 卒 中 現 象 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 同 定 － ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ
　 新 薬 発 見 の た め の 第 一 段 階 と し て 、 以 下 の 方 法 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 卒 中 発 症 に 関
与 す る 主 要 な 遺 伝 子 を 同 定 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 構 築 の 概 要
　 マ イ ク ロ ア レ イ を 利 用 し た 差 次 的 遺 伝 子 発 現 に よ っ て 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド が 見 出 さ れ 、 イ ン ビ ボ 及 び イ ン ビ ト ロ モ デ ル の 両 方 に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は 、 卒 中 特 異 的 遺 伝 子 が 濃 縮 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ サ
ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 ） （ 表 Ａ ） を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 構 築 し た
。 そ の 結 果 、 「 卒 中 チ ッ プ 」 は 、 約 １ ０ ， ０ ０ ０ の 低 冗 長 性 卒 中 特 異 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
が 刻 み 込 ま れ た マ イ ク ロ ア レ イ か ら な る 。 チ ッ プ 上 に 印 刷 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 表 Ａ に
記 載 さ れ て い る と お り で あ っ た 。
【 表 Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 各 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｌ 及 び 番 号 に よ っ て 表 さ れ て い る 。 Ｓ Ｄ ラ ッ ト 中 で 中 大 脳 動 脈 閉 塞
（ Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ） を 行 い 、 初 代 神 経 細 胞 は 、 ラ ッ ト 皮 質 の 初 代 神 経 細 胞 で あ る 。 正 常 酸 素 圧 は
、 正 常 な 酸 素 濃 度 を 表 す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ （ タ ク ロ リ ム ス ） は 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ ツ ク バ エ シ ス （ Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｍ
ｙ ｃ ｅ ｓ 　 ｔ ｓ ｕ ｋ ｕ ｂ ａ ｅ ｓ ｉ ｓ ） に よ っ て 産 生 さ れ る 公 知 の 免 疫 抑 制 剤 で あ る 。 Ｆ Ｋ
５ ０ ６ は 、 低 酸 素 に よ っ て 誘 導 さ れ る 神 経 細 胞 の 死 を 遅 延 又 は 抑 制 す る こ と に よ っ て 、 神
経 保 護 活 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ は 、 損 傷 を 受 け た 神 経 細 胞 の 再 増 殖 を 引 き 起 こ
す こ と が で き る 。 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ の 神 経 保 護 活 性 の 基 礎 を 成 す 具 体 的 分 子 機 序 の 多 く は 不 明 で
あ る が 、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン 及 び 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性 の 抑 制 並 び に 発 作 に よ っ て 誘 導 さ
れ る 、 セ ラ ミ ド 及 び Ｆ ａ ｓ シ グ ナ ル の 生 成 の 抑 制 に 関 す る 示 唆 が 存 在 す る 。 本 発 明 に お い
て 、 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ は 、 虚 血 に よ っ て 誘 導 さ れ る 損 傷 に よ っ て 制 御 さ れ る の み な ら ず 、 Ｆ Ｋ －
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５ ０ ６ の 添 加 に よ っ て も 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 特 定 す る の に 役 立 つ 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 発 作 チ ッ プ 上 に 刻 印 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 以 下 の よ う に 構 築 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ａ ） サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ ー ： 虚 血 （ 卒 中 ） モ デ ル は 、 恒 久 的 な 中 大 脳 動 脈 閉 塞
（ Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ） に よ っ て 、 Ｓ Ｄ 及 び Ｓ Ｈ Ｒ ラ ッ ト 中 に 作 製 し た 。 同 じ 系 統 の 対 照 ラ ッ ト は 、
シ ャ ム 手 術 に 供 し た （ Ｓ ｈ ａ ｍ ） 。 各 群 の ラ ッ ト の 半 分 に 、 ０ 時 間 の 時 点 で 、 Ｆ Ｋ ５ ０ ６
処 理 を 与 え た 。 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ラ ッ ト 中 で 発 現 さ れ て い る が
、 シ ャ ム 手 術 さ れ た ラ ッ ト （ Ｍ Ｃ Ａ Ｏ － Ｓ ｙ ａ ｍ ） 中 で は 発 現 さ れ て い な い 遺 伝 子 、 及 び
Ｆ Ｋ ５ ０ ６ で 処 理 さ れ た Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ラ ッ ト で 発 現 さ れ て い る が （ Ｆ Ｋ ５ ０ ６ 処 置 か ら ３ 時 間
及 び ６ 時 間 後 に 採 取 ） 、 Ｍ Ｃ Ａ Ｏ 処 理 さ れ た ラ ッ ト 中 で は 発 現 さ れ て い な い 遺 伝 子 （ ［ Ｍ
Ｃ Ａ Ｏ ＋ Ｆ Ｋ ５ ０ ６ ］ － ［ Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ］ ） を 含 ん で い た 。 発 作 チ ッ プ 中 に 含 ま れ て い る 別 の
ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ７ 日 齢 ラ ッ ト の 仔 の 小 脳 か ら 得 ら れ る 初 代 神 経 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 処 理 か
ら 得 ら れ た 。 こ の 細 胞 を 、 １ ６ 時 間 、 低 酸 素 状 態 （ ０ ． ５ ％ 　 Ｏ ２ ） に 供 し た 。 低 酸 素 状
態 下 の 細 胞 及 び 正 常 酸 素 濃 度 （ 正 常 酸 素 ） 下 の 対 照 細 胞 を 、 ０ 時 間 の 時 点 で 、 Ｆ Ｋ ５ ０ ６
（ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） で 処 理 し 、 １ ６ 時 間 後 に ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ
イ ブ ラ リ ー は 、 低 酸 素 状 態 で Ｆ Ｋ ５ ０ ６ 処 理 さ れ た 細 胞 中 で 発 現 さ れ て い る が 、 正 常 酸 素
状 態 下 で Ｆ Ｋ ５ ０ ６ 処 理 さ れ た 細 胞 中 で 発 現 さ れ て い な い ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 か ら 作 製 さ れ た （
［ 低 酸 素 状 態 ＋ Ｆ Ｋ ５ ０ ６ － ［ 正 常 酸 素 状 態 ＋ Ｆ Ｋ ５ ０ ６ ］ ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ｂ ） 配 列 依 存 性 遺 伝 子 同 定 （ Ｓ Ｄ Ｇ Ｉ ） に よ っ て 作 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 。 こ の 技 術 は
、 本 質 的 に 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ １ ／ ０ ９ ３ ９ ２ 号 に 記 載 さ れ て い る と お り で あ る
。 Ｓ Ｄ Ｇ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｍ Ｃ Ａ Ｏ に 供 さ れ た ラ ッ ト 、 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ に よ る 処 置 か ら ３ 時
間 及 び ６ 時 間 後 の Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ラ ッ ト 、 並 び に Ｆ Ｋ ５ ０ ６ に よ る 処 置 か ら ３ 時 間 及 び ６ 時 間 後
に シ ャ ム 手 術 さ れ た ラ ッ ト の 脳 組 織 か ら 調 製 し た 。 Ｓ Ｄ Ｇ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 イ ン ビ ト ロ
実 験 で 、 低 酸 素 状 態 に １ ６ 時 間 供 さ れ た 初 代 神 経 細 胞 か ら 、 及 び Ｆ Ｋ ５ ０ ６ で 前 処 理 し て
、 低 酸 素 状 態 に １ ６ 時 間 供 さ れ た 初 代 神 経 細 胞 か ら も 調 製 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 こ の よ う に 、 発 作 チ ッ プ の 調 製 に お い て 使 用 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 上 述 の よ
う に 調 製 さ れ た の で 、 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｓ Ｓ Ｈ ） 及 び ／ 又 は 配
列 依 存 性 遺 伝 子 同 定 （ Ｓ Ｄ Ｇ Ｉ ） の 何 れ か に よ っ て 、 発 作 中 で 差 次 的 に 発 現 さ れ て い る ｃ
Ｄ Ｎ Ａ が 濃 縮 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 以 下 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 発 作 チ ッ プ は 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 実 験 に 対 し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 卒 中 チ ッ プ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 当 該 事 象 に 応 答 し て 、 遺 伝 子 を 活 性 化 さ せ 、 又 は 抑 制 さ せ 得 る 発 達 的 、 生 理 的 、 薬 理 学
的 又 は 他 の 合 図 と な る 事 象 に （ こ の 遺 伝 子 発 現 ア レ イ 技 術 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８
０ ７ ， ５ ２ ２ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 ） 、 イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ の 細 胞 を 供 し 、 プ ロ ー ブ
を 作 製 し た 。 プ ロ ー ブ の 作 製 及 び マ イ ク ロ ア レ イ チ ッ プ の 調 査 に お け る そ れ ら の 使 用 は 、
例 え ば 、 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ９ １ ， １ ７ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 以 下 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 発 作 チ ッ プ 上 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 し て 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ は 、 以 下 の 処 置
に よ っ て 処 理 さ れ た 動 物 の 、 対 を 成 す ４ つ の 群 を 使 用 し て 調 製 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 １ ． Ｍ Ｃ Ａ Ｏ に 加 え て 、 Ｆ Ｋ － ５ ０ ６ を 与 え ら れ た 動 物 を 、 １ ． ５ 時 間 、 ３ 及 び ６ 時 間
で 屠 殺 し た 。 こ れ ら の 動 物 の 皮 質 を 取 り 出 し 、 プ ロ ー ブ 作 製 の た め に 使 用 し た 。
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【 ０ １ ８ ８ 】
　 ２ ． Ｍ Ｃ Ａ Ｏ に 加 え て 、 Ｆ Ｋ － ５ ０ ６ を 与 え ら れ た 動 物 を 、 １ ． ５ 時 間 、 ３ 及 び ６ 時 間
で 屠 殺 し た 。 こ れ ら の 動 物 の 同 側 半 球 全 体 （ 手 術 さ れ た 側 ） を 取 り 出 し 、 プ ロ ー ブ 作 製 の
た め に 使 用 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ３ ． Ｍ Ｃ Ａ Ｏ に 加 え て 、 ビ ヒ ク ル を 与 え ら れ た 動 物 は 、 １ ． ５ 、 ３ 、 ６ 、 １ ２ 、 ２ ４ 及
び ４ ８ 時 間 の 時 点 で 屠 殺 し た 。 こ れ ら の 動 物 の 同 側 の 皮 質 を 取 り 出 し 、 プ ロ ー ブ 作 製 の た
め に 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ４ ． Ｍ Ｃ Ａ Ｏ に 加 え て 、 Ｆ Ｋ － ５ ０ ６ を 与 え ら れ た 動 物 は 、 １ ． ５ 、 ３ 、 ６ 、 １ ２ 、 ２
４ 及 び ４ ８ 時 間 の 時 点 で 屠 殺 し た 。 こ れ ら の 動 物 の 同 側 の 皮 質 全 体 を 取 り 出 し 、 プ ロ ー ブ
作 製 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 プ ロ ー ブ を 標 識 し 、 卒 中 チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 こ れ ら の プ ロ ー ブ に 加 え て 、 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 、 Ｃ ｙ ３ で 標 識 さ れ た 共 通 の
対 照 プ ロ ー ブ を 添 加 し た 。 共 通 の 対 照 プ ロ ー ブ は 、 Ｓ Ｄ ４ ラ ッ ト の 全 脳 か ら 抽 出 さ れ た ポ
リ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 混 合 物 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 イ ン シ チ ュ 分 析 の た め の 組 織 の 調 製
　 シ ャ ム 手 術 さ れ た ラ ッ ト の 脳 及 び Ｍ Ｃ Ａ Ｏ に 供 さ れ た 脳 の パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か ら 、 冠
状 切 片 を 調 製 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ｃ － ｆ ｏ ｓ 及 び ｐ ２ １ な ど 、 卒 中 に お い て 影 響 を 受 け る こ と が 知 ら れ て い る 対 照 遺 伝 子
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 並 び に 微 小 管 随 伴 タ ン パ ク 質 ２ （ 神 経 細 胞 の 細 胞 体 及 び 樹 状
突 起 を 染 色 し 、 神 経 細 胞 の 細 胞 骨 格 の 完 全 性 を 示 唆 す る 。 ） Ｇ Ｆ Ａ Ｐ （ グ リ ア 繊 維 随 伴 タ
ン パ ク 質 ） （ こ の 染 色 は 、 星 状 膠 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 ミ エ リ ン 形 成 乏 突 起 膠 細 胞
に 対 し て は 特 異 的 で な く 、 膠 細 胞 細 胞 骨 格 の 完 全 性 を 示 唆 す る 。 ） に よ る 切 片 の 染 色 を 用
い て 、 モ デ ル の 特 徴 を 決 定 し た 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 は 、 以 前 に 報 告
さ れ た 結 果 と 合 致 し て い た 。 こ の よ う に 、 得 ら れ た パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク が イ ン シ チ ュ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 に 対 し て 適 切 で あ る こ と 、 及 び 本 研 究 に 対 し て 前 記 モ デ ル が 適 切
で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 結 果 の 要 約
　 発 作 チ ッ プ の ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 、 ６ 時 間 の Ｍ Ｃ Ａ Ｏ を 行 う と 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 発
現 が 誘 導 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の 誘 導 は 、 ４ ８ 時 間 に 最 大 に 達 し た （ 皮 質 － ３ ． ５
倍 、 半 球 全 体 － ５ ． ５ 倍 ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 イ ン シ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 の 結 果 は 、 上 衣 （ ｅ ｐ ｅ ｎ ｄ ｉ ｍ ａ ｌ ） 細 胞 及
び 髄 膜 上 皮 性 細 胞 中 で 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 が 恒 常 的 に 発 現 さ れ て い る こ と を 示 唆 す る
。 Ｍ Ｃ Ａ Ｏ は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ を 発 現 し て い る 白 血 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ の 蓄 積 を も た ら
す 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 発 現 の 活 性 化 は 、 神 経 細 胞 中 に は 見 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 実 施 例 ２ ：
　 一 般 的 な 方 法
　 分 子 生 物 学 に お け る 一 般 的 な 方 法
　 本 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 具 体 的 に 記 載 さ れ て い な い 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 技 術 は 、
概 ね 、 「 Sambrook et al., Molecular Cloning:A Laboratory Manual, Cold Springs Har
bor Laboratory, New York(1989, 1992), and in Ausubel et al., Current Protocols i
n Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland(1989)」 に 従 っ た 。
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【 ０ １ ９ ８ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 概 ね 、 「 PCR Protocols:A Guide To Methods And
 Applications, Academic Press, San Diego, CA(1990)」 に 従 っ て 行 っ た 。 他 の 核 酸 技 術
を 伴 う 反 応 及 び 操 作 は 、 別 段 の 記 載 が な け れ ば 、 概 ね 、 「 Sambrook et al., 1989, Molec
ular Cloning:A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press」 及 び 米 国
特 許 第 ４ ， ６ ６ ６ ， ８ ２ ８ 号 ； 第 ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 ； 第 ４ ， ８ ０ １ ， ５ ３ １ 号 ； 第 ５
， １ ９ ２ ， ６ ５ ９ 　 号 及 び 第 ５ ， ２ ７ ２ ， ０ ５ ７ 号 （ 参 照 に よ り 、 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
る 。 ） に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 実 施 例 ６ に お い て 、 以 下 で 記 載 さ れ て い る と お り に 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に よ っ て 構 築 さ れ 、 転 写 が 必 要 で あ れ
ば 、 配 列 の 所 望 の 転 写 を 達 成 す る た め に 必 要 な 全 て の 発 現 要 素 を 含 有 す る こ と が 可 能 で あ
る （ さ ら に 詳 細 な 説 明 に つ い て は 、 以 下 の 具 体 的 な 方 法 を 参 照 。 ） 。 異 な る 形 態 の 核 酸 を
回 収 す る た め の 機 構 な ど 、 他 の 有 益 な 特 徴 も ベ ク タ ー 内 に 含 有 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
プ ラ ス ミ ド と し て 、 又 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る の
で 、 フ ァ ジ ミ ド は 、 こ の よ う な 有 益 な ベ ク タ ー の 具 体 的 な 例 で あ る 。 他 の ベ ク タ ー の 例 に
は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス 、 Ｄ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス 、 コ ス ミ ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 リ ポ ソ ー ム 及 び 他 の 組 換 え ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 ベ ク
タ ー は 、 原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 宿 主 系 に お い て 使 用 す る た め の 要 素 を も 含 有 す る こ と が 可
能 で あ る 。 何 れ の 宿 主 系 が 特 定 の ベ ク タ ー に 対 し て 適 合 す る か は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ベ ク タ ー は 、 本 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 方 法 （ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン ； 電 気 穿 孔 ； リ ポ フ ェ ク シ ョ ン ； プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 ； ポ リ ブ レ ン ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン ） の う ち 任 意 の 一 つ に よ っ て 、 細 胞 又 は 組 織 中 に 導 入 さ れ る 。 宿 主 細 胞 は 、 ベ ク タ ー で
形 質 転 換 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 且 つ ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 を 補 助 す る 任 意 の 真 核 細 胞 及
び 原 核 細 胞 と す る こ と が 可 能 で あ る 。 形 質 転 換 の た め の 方 法 は 、 一 般 に 、 「 Sambrook et 
al., Molecular Cloning:A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory, New 
York(1992)」 、 「 Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wil
ey and Sons, Baltimore, Maryland(1989)」 、 「 Chang et al., Somatic Gene Therapy, 
CRC Press, Ann Arbor,MI(1995)」 、 Vega et al., Gene Targeting, CRC Press, Ann Arb
or, MI(1995)」 及 び 「 Gilboa, et al.(1986)」 に 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 安 定 な 又 は 一
過 性 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 及 び 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー
に よ る 感 染 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 中 枢 神 経 系 を 含 む ベ ク タ ー に つ い て は 米 国 特 許 第 ４ ， ８
６ ６ ， ０ ４ ２ 号 を 参 照 し 、 ま た 、 陽 性 － 陰 性 選 択 法 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ６ ４ ，
７ ６ ４ 号 及 び 第 ５ ， ４ ８ ７ ， ９ ９ ２ 号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 免 疫 学 に お け る 一 般 的 な 方 法
　 本 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 具 体 的 に 記 載 さ れ て い な い 免 疫 学 に お け る 標 準 的 な 方 法 は
、 概 ね 、 「 Stites et al.(eds), Basic and Clinical Immunology(8th Edition), Applet
on & Lange, Norwalk, CT(1994)」 及 び 「 Mishell and Shiigi(eds), Selected Methods i
n Cellular Immunology, W.H. Freeman and Co., New York(1980)」 に 従 っ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ
　 一 般 的 に 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 標 本 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ る 好 ま し い イ ム ノ ア ッ セ イ で
あ る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 該 ア ッ セ イ で は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 及
び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 適 宜 、 当 業 者 に 公 知 で あ る よ
う に 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） な ど の 他 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と が 可 能
で あ る 。 利 用 可 能 な イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 特 許 及 び 科 学 的 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 例
え ば 、 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ９ １ ， ９ ３ ２ 号 ； 第 ３ ， ８ ３ ９ ， １ ５ ３ 号 ； 第 ３ ， ８ ５ ０ ， ７ ５
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２ 号 ； 第 ３ ， ８ ５ ０ ， ５ ７ ８ 号 ； 第 ３ ， ８ ５ ３ ， ９ ８ ７ 号 ； 第 ３ ， ８ ６ ７ ， ５ １ ７ 号 ； 第
３ ， ８ ７ ９ ， ２ ６ ２ 号 ； 第 ３ ， ９ ０ １ ， ６ ５ ４ 号 ； 第 ３ ， ９ ３ ５ ， ０ ７ ４ 号 ； 第 ３ ， ９ ８
４ ， ５ ３ ３ 号 ； 第 ３ ， ９ ９ ６ ， ３ ４ ５ 号 ； 第 ４ ， ０ ３ ４ ， ０ ７ ４ 号 ； 第 ４ ， ０ ９ ８ ， ８ ７
６ 号 ； 第 ４ ， ８ ７ ９ ， ２ １ ９ 号 ； 第 ５ ， ０ １ １ ， ７ ７ １ 号 及 び 第 ５ ， ２ ８ １ ， ５ ２ １ 号 並
び に 「 Ｓ ａ ｍ ｂ ｒ ｏ ｏ ｋ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ， 　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ ： Ａ 　 Ｌ
ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ ， 　 Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ ｇ ｓ 　 Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ ， 　 Ｎ
ｅ ｗ 　 Ｙ ｏ ｒ ｋ ， 　 １ ９ ８ ９ 」 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 実 施 例 ３ ：
　 実 験 的 な 検 証 結 果
　 検 証 の た め に 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し た 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す れ ば 、 所 望 の 特 異 的 な ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の レ ベ ル を 阻 害 又 は 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ア ネ キ シ ン の 内 在 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル
を 減 少 さ せ る た め に 、 表 １ で Ｎ ｏ ． ５ と 表 記 さ れ て い る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 効 果
　 Ｒ Ｅ Ｆ － ５ ２ を 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 中 で の ラ ッ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 効 果 は 、 Ｒ ｅ ａ ｌ － Ｔ ｉ ｍ ｅ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 測 定 し た 。 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の 発 現 は
、 基 準 （ 対 照 ） 遺 伝 子 と し て の 役 割 を 果 た す 。
【 表 Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　 明 ら か な よ う に 、 ｓ ｉ Ａ ｎ ｎ － Ｉ Ｉ － ｒ Ｂ （ 図 ５ に 図 示 さ れ て い る ラ ッ ト ア ネ キ シ ン Ｉ
Ｉ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー ） は 、 ラ ッ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 発 現 を ８ ２ ． ８ ％ 減 少 さ せ る
。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ の 効 果 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て も 検 証 さ れ た 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ベ ク タ ー の 形
質 移 入 後 に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 大 幅 に 減 少 す る （ 市 販 の ア ネ キ シ ン Ｉ
Ｉ 抗 体 （ Ｓ ａ ｎ ｔ ａ 　 Ｃ ｒ ｕ ｚ ） を 用 い て 測 定 ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 を 安 定 的 に 形 質 移 入 さ れ た Ｂ ｅ ２ Ｃ 細 胞 中 で の ヒ ト ア ネ キ シ ン Ｉ
Ｉ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 効 果 は 、 Ｒ ｅ ａ ｌ － Ｔ ｉ ｍ ｅ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 測 定 し
た 。 サ イ ク ロ フ ィ リ ン の 発 現 は 、 基 準 （ 対 照 ） 遺 伝 子 と し て の 役 割 を 果 た す 。
【 表 Ｃ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 明 ら か な よ う に 、 ｓ ｉ Ａ ｎ ｎ － Ｉ Ｉ － ｒ Ｂ （ 図 ５ に 図 示 さ れ て い る ヒ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー ） は 、 ラ ッ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 発 現 を ７ ６ ％ 減 少 さ せ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 こ の 効 果 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て も 検 証 さ れ た 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ベ ク タ ー （ ｖ
ａ ｃ ｔ ｏ ｒ ） の 形 質 移 入 後 に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 大 幅 に 減 少 す る （ 市
販 の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 抗 体 （ Ｓ ａ ｎ ｔ ａ 　 Ｃ ｒ ｕ ｚ ） を 用 い て 測 定 ） 。
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【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 活 性 の 重 要 性 の 機 能 喪 失 （ Ｌ Ｏ Ｆ ； Ｌ ｏ ｓ ｓ － ｏ
ｆ － ｆ ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 検 証
　 ａ ） イ ン ビ ボ Ｌ Ｏ Ｆ の 結 果
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の イ ン ビ ボ 送 達 及 び Ｍ Ｃ Ａ Ｏ 実 験 （ 実 施 例 ９ 参 照
） を 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 処 理 さ れ た 脳 組 織 中 で の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 発 現 の 測 定 ：
　 脳 皮 質 及 び 線 条 体 か ら 、 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 調 製 し 、 そ れ ぞ れ 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 及 び 光 学
密 度 測 定 に よ っ て 、 品 質 と 量 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 逆 転 写 酵 素 反 応 を 行 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 産 物 を 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ ｅ ａ ｌ － Ｔ ｉ ｍ ｅ ） に 供 し た
　 脳 の 各 領 域 （ 皮 質 、 線 条 体 ） に つ い て 、 ４ つ の 独 立 し た 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 （ 計 ２ ９ 試 料
） を 行 っ た 。 内 部 対 照 と し て Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ を 使 用 し 、 ア ネ キ シ ン － Ｉ Ｉ と 平 行 し て 検 査 し た
。
【 表 Ｄ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 結 論
　 １ ． Ｍ Ｃ Ａ Ｏ 操 作 の 後 、 ア ネ キ シ ン － Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 １ ０ な い し ３ ０ 倍 増 加 す る
。 例 え ば 、 Ｌ Ｕ Ｃ を 注 入 さ れ た 正 常 ラ ッ ト （ 対 照 ） で は 、 ア ネ キ シ ン － Ｉ Ｉ 発 現 の レ ベ ル
は 、 Ｌ Ｕ Ｃ を 注 入 さ れ た Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ラ ッ ト で の １ ４ ． ８ ４ に 比 べ て ０ ． ３ ９ ３ で あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ２ ． ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 注 入 さ れ た ラ ッ ト で は 、 ア ネ キ シ ン － Ｉ Ｉ 遺 伝 子 発 現 の 顕 著 な 減 少 が
達 成 さ れ た 。 Ｌ Ｕ Ｃ を 注 入 さ れ た Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ラ ッ ト で は 、 ア ネ キ シ ン － Ｉ Ｉ 発 現 の レ ベ ル は
、 Ａ ｎ ｎ － Ｉ Ｉ を 注 入 さ れ た Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ラ ッ ト で の ５ ． ６ ２ に 比 べ て １ ４ ． ８ ４ で あ っ た 。
Ｌ Ｕ Ｃ を 大 量 投 与 さ れ た Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ラ ッ ト で は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 発 現 の レ ベ ル は 、 Ａ ｎ ｎ －
Ｉ Ｉ を 注 入 さ れ た Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ラ ッ ト で の ８ ． ７ ５ に 比 べ て １ ６ ． ４ ６ で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 ３ ． ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 効 果 は 、 皮 質 で は 観 察 さ れ た が 、 線 条 体 で は 観 察 さ れ な か っ た 。 可 能
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な 説 明 ：
　 ｉ ． ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 線 条 体 に 比 べ て 皮 質 へ 、 よ り 効 率 的 に 到 達 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ｉ ｉ ． Ｍ Ｃ Ａ Ｏ 操 作 は 、 （ 皮 質 と は 反 対 に ） 線 条 体 中 で ア ネ キ シ ン の 発 現 を 上 昇 さ せ な
い 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ｉ ｉ ｉ ． 線 条 体 中 の ア ネ キ シ ン の 基 底 レ ベ ル は 極 め て 低 い の で 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 活 性 を 測 定
す る こ と は 困 難 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ｂ ） イ ン ビ ト ロ Ｌ Ｏ Ｆ
　 分 化 を 誘 導 す る た め に 、 ３ ０ μ Ｍ の レ チ ノ イ ン 酸 で 、 ヒ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を
発 現 し た 安 定 な Ｂ ｅ ２ Ｃ 細 胞 を 処 理 し た 。 ６ 日 後 、 細 胞 は 完 全 に 分 化 し 、 ド ー パ ミ ン 及 び
低 酸 素 処 理 に 供 さ れ た 。 細 胞 の 生 存 性 は 、 Ｘ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ （ 代 謝 的 に 活 性 な 細 胞 が 、 テ ト
ラ ゾ リ ウ ム 塩 Ｘ Ｔ Ｔ を 還 元 し て 、 ホ ル マ ザ ン の 橙 色 化 合 物 と す る 能 力 に 基 づ い た 、 細 胞 増
殖 ア ッ セ イ ） を 用 い て 調 べ た 。 色 素 の 強 度 は 、 代 謝 的 に 活 性 な （ 「 生 き た 」 ） 細 胞 の 数 に
比 例 す る 。 （ Ｈ ａ ｎ ｓ ｅ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ， （ １ ９ ８ ９ ） ， 　 Ｊ ． 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． 　 Ｍ
ｅ ｔ ｈ ． 　 １ １ ９ ， 　 ２ ０ ３ － ２ １ ０ ） ） 。 図 ６ に 示 さ れ て い る 結 果 は 、 独 立 し た ４ つ の
実 験 の 要 約 で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 図 ６ か ら 明 ら か な よ う に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 低 酸 素 状 態 及 び ド ー パ ミ ン に
よ っ て 媒 介 さ れ る 細 胞 死 か ら 、 Ｂ ｅ ２ Ｃ 細 胞 を 保 護 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 実 施 例 ４ ：
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 調 製
　 独 自 の ア ル ゴ リ ズ ム と 遺 伝 子 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 公 知 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 用 い て 、 多 く
の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 候 補 の 配 列 を 作 製 し た 。 上 記 仕 様 に 従 う ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 本 質 的 に 、 本 明
細 書 に 記 載 さ れ て い る と お り に 調 製 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 リ ボ 核 酸 （ 又 は デ オ キ シ リ ボ 核 酸 ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成
に 関 し て 本 分 野 で 周 知 で あ る 任 意 の 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 （
特 に 、 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ か ら 入 手 可 能 な ） 市 販 の 機 械 を 使 用 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 配 列 に 従 っ て 調 製 さ
れ る 。 化 学 的 に 合 成 さ れ た 断 片 の 重 複 す る 対 は 、 本 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 連 結 す る こ
と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ２ １ ， ４ ２ ６ 号 参 照 ） 。 鎖 は 別 個 に 合 成 さ れ
、 次 い で 、 管 内 で 互 い に ア ニ ー ル さ せ る 。 次 い で 、 （ 例 え ば 、 一 方 が 過 剰 で あ る た め に ）
ア ニ ー ル さ れ な か っ た 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ を 分 離 す る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 又 は 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 断 片 に 関 連 し て 、 ２ 以 上 の こ の よ う な
配 列 を 合 成 し 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め に 一 緒 に 連 結 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 本 分 野 で 公 知 の 手 法 、 例 え ば 、 「 Usman et al., 1987, J.
 Am. Chem. Soc., 109, 7845 ;Scaringe et al., 1990, Nucleic Acids Res., 18, 5433 
;　 Wincott et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23, 2677-2684 ;and　 Wincott et al., 
1997, Methods Mol. Bio., 74, 59,」 に 記 載 さ れ た 手 法 に よ っ て 合 成 し て も よ く 、 ５ ’ 末
端 の ジ メ ト キ シ ト リ チ ル 及 び ３ ’ 末 端 の ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト な ど の 共 通 の 核 酸 保 護 基 及 び
カ ッ プ リ ン グ 基 を 使 用 し て も よ い 。 修 飾 さ れ た （ 例 え ば 、 ２ ’ － Ｏ － メ チ ル 化 さ れ た ） ヌ
ク レ オ チ ド 及 び 修 飾 さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド が 、 所 望 に 応 じ て 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 別 個 に 合 成 し 、 例 え ば 、 合 成 及 び ／ 又 は 脱 保 護 の 後 、
連 結 に よ っ て （ Moore et al., 1992, Science 256, 9923 ;Draper et al., Internationa
l PCT publication No. WO93/23569 ;Shabarova et al., 1991, Nucleic Acids Research
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 19, 4247 ;Bellon et al., 1997, Nucleosides & Nucleotides, 16, 951 ;Bellon et al
., 1997, Bioconjugate Chem. 8, 204） 、 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 合 成 後
一 緒 に 連 結 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 米 国 特 許 出 願 公 開 Ｕ Ｓ ２
０ ０ ４ ／ ０ ０ １ ９ ０ ０ １ （ Ｍ ｃ Ｓ ｗ ｉ ｇ ｇ ｅ ｎ ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 タ ン デ ム 合 成
法 を 用 い て 合 成 す る こ と も 可 能 で あ り 、 こ の 方 法 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二
重 鎖 の 精 製 を 可 能 と す る 分 離 し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 断 片 又 は 鎖 を 与 え る た め に 後 に 切 断 さ れ る 切
断 可 能 な リ ン カ ー に よ っ て 分 離 さ れ た 単 一 の 連 続 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 又 は 鎖 と し て 、
両 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 鎖 が 合 成 さ れ る 。 リ ン カ ー は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー 又 は 非 ヌ ク レ オ チ
ド リ ン カ ー と す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら な る 情 報 に つ い て は 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ２ ０ ０
４ ／ ０ １ ５ １ ０ ７ 号 （ ａ ｔ ｕ ｇ ｅ ｎ ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 上 述 さ れ て い る よ う に 、 表 １ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ 以 下 ） は 、 交 互 の 糖 が ２ ’ － Ｏ － メ チ ル 修
飾 を 有 す る よ う に 、 す な わ ち 、 交 互 の ヌ ク レ オ チ ド が こ の よ う に し て 修 飾 さ れ る よ う に 構
築 さ れ た 。 こ れ ら の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 一 つ の 鎖 中 で 、 修 飾 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド は 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 及 び １ ９ で あ り 、 反 対 鎖 中
で は 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド で は 、 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 及 び
１ ８ で あ っ た 。 こ の よ う に 、 こ れ ら の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 上 述 の よ う に 、 交 互 の ２ － Ｏ ’ － メ
チ ル 修 飾 を 有 す る 、 平 滑 末 端 の １ ９ マ ー Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 表 ２ 及 び ３ （ 以 下 ） の ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ も 、 こ の よ う に し て 構 築 さ れ る 。 表 ２ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 交 互 の ２ － Ｏ ’ － メ チ ル 修 飾
を 有 す る 、 平 滑 末 端 の １ ９ マ ー Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 表 ３ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 交 互 の ２ － Ｏ ’
－ メ チ ル 修 飾 を 有 す る 、 平 滑 末 端 の ２ １ マ ー Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 表 １ は 、 生 成 さ れ 、 続 い て 合 成 さ れ た 、 遺 伝 子 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ に 対 す る 様 々 な 新 規 ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 詳 し く 記 し て い る 。 こ れ ら の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 幾 つ か を 調 べ た 。 さ ら な る 詳 細 に
つ い て は 、 実 施 例 ３ を 参 照 さ れ た い 。 さ ら な る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ も 、 例 え ば 、 検 査 す べ き 特 異 的
な 新 規 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で Ｈ ｅ Ｌ ａ 又 は Ｈ ａ ｃ ａ ｔ 細 胞 を 形 質 移 入 す る こ と に よ っ て 調 べ る こ と
が 可 能 で あ る 。 次 い で 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ
チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る
。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 任 意 の 一 つ 、 特 に 表 １ に 詳 述 さ れ て い る 活
性 分 子 が 新 規 で あ り 、 本 発 明 の 一 部 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 下 表 １ で は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ １ － ５ の セ ン ス 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ７ － １ １ を 有 し 、 ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ 　 １ － ５ の ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ２ － １ ６ を 有 す る 。 下 表 ２ で は
、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ６ － １ ０ ７ の セ ン ス 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ７ － １ １ ８ を 有 し 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ 　 ６ － １ ０ ７ の ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ １ ９ － ２ ２ ０ を 有 す る 。 下 表 ３
で は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ １ ０ ８ － １ ８ １ の セ ン ス 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ２ ２ １ － ２ ９ ４ を 有 し
、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ０ ８ － １ ８ １ の ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ２ ９ ５ － ３ ６ ８ を
有 す る 。
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【 表 １ 】
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【 表 ２ － １ 】
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【 表 ２ － ２ 】
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【 表 ２ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(42) JP 2007-530029 A 2007.11.1



【 表 ２ － ４ 】
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【 表 ３ － １ 】
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【 表 ３ － ２ 】
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【 表 ３ － ３ 】
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　 抗 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 抗 体 の 調 製
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ に 結 合 す る 抗 体 は 、 完 全 な 状 態 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は こ れ よ り 小 さ な ポ リ
ペ プ チ ド を 含 有 す る 断 片 を 、 免 疫 抗 原 と し て 用 い て 調 製 し て も よ い 。 例 え ば 、 ア ネ キ シ ン
Ｉ Ｉ の Ｎ 末 端 若 し く は Ｃ 末 端 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 他 の 任 意 の 適 切 な ド メ イ ン に 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 動 物 を 免 疫 す る た め に 使 用 さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド は 、 翻 訳 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は 化 学 合 成 か ら 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 所 望 で あ
れ ば 、 担 体 タ ン パ ク 質 に 抱 合 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド に 化 学 的 に 結 合 さ れ る こ の
よ う な 一 般 的 に 使 用 さ れ る 担 体 は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） 、 サ イ
ロ グ ロ ブ リ ン 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 及 び 破 傷 風 ト キ ソ イ ド が 含 ま れ る 。 次 い で
、 動 物 を 免 疫 す る た め に 、 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 所 望 で あ れ ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 そ れ に 対 す る 抗 体
を 産 生 す べ き ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド が 結 合 さ れ た マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し 、 及 び 該 マ ト
リ ッ ク ス か ら 溶 出 す る こ と に よ っ て さ ら に 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 及
び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 及 び ／ 又 は 濃 縮 の た め の 、 免 疫 学 に お い て 一 般 的 な 様 々 な 技
術 が 、 当 業 者 に 公 知 で あ る （ Coligan et al, Unit 9, Current Protocols in Immunology
, Wiley Interscience, 1994） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 あ ら ゆ る 種 類 の 抗 体 （ 断 片 を 含 む 。 ） を 作 製 す る 方 法 が 、 本 分 野 に お い て 公 知 で あ る （
例 え ば 、 「 Harlow and Lane, Antibodies:A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor La
boratory, New York(1988)」 を 参 照 ） 。 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト 中 で 免 疫 原 を 調 製 し 、 抗 体 結
合 を 測 定 し 、 抗 体 を 単 離 す る 全 て の 必 要 な 工 程 を 含 む 免 疫 化 の 方 法 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 取 得 す る 方 法 、 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト 化 は 全 て 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 抗 体 は 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 で あ っ て も よ い 。 抗 体 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 （ Ｅ Ｐ ２ ３ ９ ，
４ ０ ０ ： Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ ９ ９ ６ ７ ； 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ５ ， ５ ３ ９ 号 ； 第 ５ ， ５
３ ０ ， １ ０ １ 号 及 び 第 ５ ， ５ ８ ５ ， ０ ８ ９ 号 ） ベ ニ ア リ ン グ 又 は リ サ ー フ ェ シ ン グ （ EP 5
92,106 ;EP 519,596 ;Padlan, Molecular Immunology 28(4/5):489-498(1991) ;Studnick
a et al., Protein Engineering 7(6):805-814(1994) ;Roguska et al., PNAS 91:969-97
3(1994)） 及 び 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ （ 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ６ ５ ， ３ ３ ２ 号 ） な ど 、 本 分 野 で 公
知 の 様 々 な 技 術 を 用 い て ヒ ト 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 １ つ の 種 （ マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ラ ッ ト 、 ヒ ト な ど ）
か ら 得 ら れ た 抗 体 並 び に キ メ ラ 抗 体 及 び ヒ ト 化 抗 体 な ど 、 ２ （ 以 上 の ） 種 か ら 得 ら れ た 抗
体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 完 全 な ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 患 者 の 治 療 的 処 置 の た め に 特 に 望 ま し い 。 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 か ら 得 ら れ た 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 含
む 本 分 野 で 公 知 の 様 々 な 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 米 国 特 許 第 ４ ， ４ ４ ４
， ８ ８ ７ 号 及 び 第 ４ ， ７ １ ６ ， １ １ １ 号 ； 並 び に Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ ８ ／ ４ ６ ６ ４ ５ 、 Ｗ
Ｏ 　 ９ ８ ／ ５ ０ ４ ３ ３ 、 Ｗ Ｏ 　 ９ ８ ／ ２ ４ ８ ９ ３ 、 Ｗ Ｏ 　 ９ ８ ／ １ ６ ６ ５ ４ 、 Ｗ Ｏ 　 ９ ６
／ ３ ４ ０ ９ ６ 、 Ｗ Ｏ 　 ９ ６ ／ ３ ３ ７ ３ ５ 及 び Ｗ Ｏ 　 ９ １ ／ １ ０ ７ ４ １ も 参 照 さ れ た い （ 各
々 は 、 そ の 全 体 が 、 参 照 に よ り 、 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 ） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 含 む 、 あ ら ゆ る 種 類 の 抗 体 に 関 す る さ ら な る 情 報
は 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ０ ５ ９ ９ ８ 号 に 見 出 す こ と が 可 能 で あ る （ そ の 全 体 が 、 参 照 に よ り 、 本 明
細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 実 施 例 ６ ：
　 ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
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　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 幾 つ か の 方 法 を 用 い て 、 作 製 し て も よ い 。 例 え ば 、
　 １ ） 合 成 的 に ：
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 公 知 配 列 を 使 用 し 、 市 販 の 機 械 を 用 い て 、 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す
る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 ２ ） 組 換 え 法 ：
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 好 ま し い 方 法 は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 、 発 現 ベ ク タ ー ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 コ ー ド さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め に 該 ベ ク タ ー を 有 す る 細 胞 を 培 養 し 、 次 い で 、 得 ら れ た ポ リ ペ
プ チ ド を 精 製 す る こ と で あ り 、 全 て 、 例 え ば 、 「 Marshak et al., “ Strategies for Pro
tein Purification and Characterization A laboratory course manual.”  CSHL Press(
1996)(さ ら に 、 Bibl Haematol. 1965;23:1165-74 Appl Microbiol. 1967 Jul;15(4):851-
6 ;Can J Biochem. 1968 May;46(5):441-4 ;Biochemistry. 1968 Jul;7(7):2574-80 ;Arc
h Biochem Biophys. 1968 Sep 10;126(3):746-72 ;Biochem Biophys Res Commun. 1970 F
eb 20;38(4):825-30)を 参 照 。 」 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 本 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て
実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 異 種 物 質 の 転 写 を 制 御 す る た め の プ ロ モ ー タ ー を 含 む こ と が 可 能 で あ
り 、 選 択 的 な 転 写 を 可 能 と す る た め に 、 構 成 的 又 は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 何 れ か と で あ る
こ と が 可 能 で あ る 。 必 要 な 転 写 レ ベ ル を 得 る た め に 必 要 と さ れ 得 る エ ン ハ ン サ ー を 、 必 要
に 応 じ て 、 含 め る こ と が 可 能 で あ る 。 発 現 ビ ヒ ク ル は 、 選 択 遺 伝 子 を 含 む こ と も 可 能 で あ
る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 ベ ク タ ー は 、 本 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 方 法 の う ち 任 意 の 一 つ に よ っ て 、 細 胞 又 は 組
織 中 に 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 一 般 に 、 「 Sambrook et al., Mol
ecular Cloning:A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory, New York(198
9, 1992)」 、 「 Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
 and Sons, Baltimore, Maryland(1989), Vega et al., Gene Targeting, CRC Press, An
n Arbor, MI(1995), Vectors:A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses,
 Butterworths, Boston MA(1988) and Gilboa et al.(1986)」 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ３ ） 天 然 源 か ら の 精 製 ：
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ は 、 例 え ば 、 抗 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 、 又 は ア ネ キ シ ン
Ｉ Ｉ を 結 合 す る こ と が 知 ら れ た 任 意 の 物 質 を 用 い た マ ト リ ッ ク ス 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー な ど 、 当 業 者 に 公 知 の 多 く の 方 法 を 用 い て 、 （ 組 織 等 の ） 天 然 源 か ら 精 製
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 精 製 は 、 例 え ば 、 「 Marshak et al., “ Strategies for Protein Purificat
ion and Characterization. A laboratory course manual.”  CSHL Press(1996)」 に 記 載
さ れ て い る と お り 、 本 分 野 で 公 知 で あ る よ う に 実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 実 施 例 ７ ：
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 リ ボ 核 酸 又 は デ オ キ シ リ ボ 核 酸 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合
成 に 関 し て 本 分 野 で 周 知 で あ る 任 意 の 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う
な 合 成 は 、 と り わ け 、 「 Beaucage S.L. and Iyer R.P., Tetrahedron 1992 ;48:2223-231
1, Beaucage S.L. and Iyer R.P., Tetrahedron 1993 ;49:6123-6194」 及 び 「 Caruthers 
M.H. et. al., Methods Enzymol. 1987 ;154:287-313」 に 記 載 さ れ て お り 、 チ オ ア ー ト の
合 成 は 、 と り わ け 「 Eckstein F., Annu. Rev. Biochem. 1985 ;54:367-402」 に 記 載 さ れ
て お り 、 RNA分 子 の 合 成 は 、 「 Sproat B., in Humana Press 2005 Edited by Herdewijn P
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. ;Kap. 2:17-31」 に 記 載 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ の 下 流 フ ゜ ロ セ ス は 、 と り わ け 、 「 Pingo
ud A. et. al., in IRL Press 1989 Edited by Oliver R.W.A. ;Kap. 7:183-208」 及 び 「
Sproat B., in Humana Press 2005 Edited by Herdewijn P. ;Kap. 2:17-31(上 記 )」 に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 他 の 合 成 手 順 は 、 本 分 野 に お い て 公 知 で あ り （ 例 え ば 、 Usman et al., 1987, J. Am. C
hem. Soc., 109, 7845 ;Scaringe et al., 1990, Nucleic Acids Res., 18, 5433 ;Winco
tt et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23, 2677-2684 ;及 び Wincott et al., 1997, Met
hods Mol. Bio., 74, 59に 記 載 さ れ て い る 手 順 ） 、 こ れ ら の 手 順 は 、 ５ ’ 末 端 の ジ メ ト キ
シ ト リ チ ル 及 び ３ ’ 末 端 の ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト な ど の 、 一 般 的 な 核 酸 保 護 基 及 び カ ッ プ リ
ン グ 基 を 使 用 し て も よ い 。 修 飾 さ れ た （ 例 え ば 、 ２ ’ － Ｏ － メ チ ル 化 さ れ た ） ヌ ク レ オ チ
ド 及 び 修 飾 さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド が 、 所 望 に 応 じ て 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 別 個 に 合 成 し 、 例 え ば 、 合 成 及 び ／ 又 は 脱 保 護 の 後 、
連 結 に よ っ て （ Moore et al., 1992, Science 256, 9923 ;Draper et al., Internationa
l PCT publication No. WO93/23569 ;Shabarova et al., 1991, Nucleic Acids Research
 19, 4247 ;Bellon et al., 1997, Nucleosides & Nucleotides, 16, 951 ;Bellon et al
., 1997, Bioconjugate Chem. 8, 204） 、 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 合 成 後 に
一 緒 に 連 結 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
（ 特 に 、 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ か ら 入 手 可 能 な ） 市 販 の 機 械 を 使 用 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 配 列 に 従 っ て 調 製
さ れ る こ と が 注 目 さ れ る 。 化 学 的 に 合 成 さ れ た 断 片 の 重 複 す る 対 は 、 本 分 野 で 周 知 の 方 法
を 用 い て 連 結 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ２ １ ， ４ ２ ６ 号 参 照 ） 。
鎖 は 別 個 に 合 成 さ れ 、 次 い で 、 管 内 で 互 い に ア ニ ー ル さ れ る 。 次 い で 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て
、 （ 例 え ば 、 一 方 が 過 剰 で あ る た め に ） ア ニ ー ル さ れ な か っ た 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 分 離 す る 。 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 断 片 に 関 連 し て 、
２ 以 上 の こ の よ う な 配 列 を 合 成 し 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め に 一 緒 に 連 結 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 米 国 特 許 出 願 公 開 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ４ ／ ０ ０ １ ９ ０ ０ １ （ Ｍ ｃ Ｓ ｗ ｉ ｇ ｇ
ｅ ｎ ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 タ ン デ ム 合 成 法 を 用 い て 合 成 す る こ と も 可 能 で あ り 、 こ
の 方 法 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の 精 製 を 可 能 と す る 分 離 し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ 断 片 又 は 鎖 を 与 え る た め に 後 に 切 断 さ れ る 切 断 可 能 な リ ン カ ー に よ っ て 分 離 さ れ た 単 一
の 連 続 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 又 は 鎖 と し て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 鎖 が 合 成 さ れ る 。 リ ン カ ー は 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー 又 は 非 ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー と す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る 別 の 手 段 は 、 そ の 配 列 に 基 づ い て 、 天 然 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 又 は
人 工 的 に 設 計 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 取 得 す る こ と で あ る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 当 業 者 に 周 知
で あ る 適 切 な 標 識 系 を 用 い る こ と に よ っ て 標 識 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｄ ａ ｖ ｉ ｓ ら （ １ ９ ８ ６
） を 参 照 さ れ た い 。 次 い で 、 本 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て λ フ ァ ー ジ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー 又 は プ ラ ス ミ ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の プ ロ ー ブ と し て 、 断 片
を 使 用 す る 。 一 般 的 に は 、 「 Sambrook et al., Molecular Cloning:A Laboratory Manual
, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York(1989), in Ausubel et al., Curren
t Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland(1989)
」 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ に 関 連 す る ク ロ ー ン を 含 有 す る コ ロ ニ ー を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ り
、 こ れ ら の ク ロ ー ン は 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 次 い で 、 完 全 長
配 列 を 同 定 す る た め に 、 新 た に 精 製 さ れ た ク ロ ー ン の 末 端 の 配 列 を 決 定 す る 。 完 全 長 ク ロ
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ー ン の 完 全 な 配 列 決 定 は 、 酵 素 的 消 化 又 は プ リ マ ー ウ ォ ー キ ン グ に よ っ て 行 わ れ る 。 類 似
の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ク ロ ー ン 選 択 ア プ ロ ー チ は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ
る ク ロ ー ン に 適 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に 診 断 作 業 用 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 卒 中 、 神 経 毒 性 ス
ト レ ス 又 は Ｔ Ｂ Ｉ を 受 け て お り 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 過 剰 発 現 さ
れ て お り 、 こ の た め 、 高 レ ベ ル の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 転 写 物 が 存 在 す る 細 胞 を 診 断 す る た め に
使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 癌
の 形 質 転 換 を 受 け て い る 細 胞 を 診 断 す る た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の 場 合 に は
、 先 述 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 過 少 発 現 さ れ て い る で あ ろ う （ 且 つ 、 そ の レ ベ ル は 、 診 断
の た め に 、 正 常 対 象 中 の レ ベ ル に 対 し て 比 較 す る こ と が 可 能 で あ る ） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 実 施 例 ８ ：
　 薬 理 学 及 び 薬 物 送 達
　 本 発 明 の 化 合 物 又 は 薬 学 的 組 成 物 は 、 各 患 者 の 臨 床 症 状 、 治 療 す べ き 疾 病 、 投 与 の 部 位
及 び 方 法 、 投 与 の ス ケ ジ ュ ー ル 、 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 並 び に 医 療 従 事 者 に 公 知 の 他 の
要 素 を 考 慮 に 入 れ な が ら 、 良 質 の 医 療 の た め の 原 則 に 従 っ て 、 投 与 及 び 投 薬 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 こ の よ う に 、 本 明 細 書 に お い て 薬 学 的 に 「 有 効 な 量 」 は 、 本 分 野 に お い て 公 知 で あ る こ
の よ う な 検 討 事 項 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 量 は 、 改 善 さ れ た 生 存 率 若 し く は よ り 迅 速 な 回 復
、 又 は 症 候 の 改 善 若 し く は 消 去 な ど の 改 善 （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ） を 達 成 す る の に 有
効 で な け れ ば な ら ず 、 当 業 者 に よ っ て 、 適 切 な 措 置 と し て 、 そ の 他 の 指 標 が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 治 療 は 、 一 般 的 に は 、 疾 病 過 程 の 長 さ 及 び 薬 物 の 有 効 性 及 び 治 療 さ れ て い る 患 者 の 種 に
比 例 し た 長 さ を 有 す る 。 ヒ ト は 、 本 明 細 書 に 例 示 さ れ て い る マ ウ ス 又 は そ の 他 の 実 験 動 物
よ り 一 般 的 に 長 く 治 療 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 投 与 の 慣 用 的 経 路 の 何 れ か に よ っ て 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 前
記 化 合 物 は 、 化 合 物 と し て 、 又 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と し て 投 与 す る こ と が 可 能 で あ り
、 単 独 で 、 又 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 溶 媒 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 及 び ビ
ヒ ク ル と 組 み 合 わ せ た 活 性 成 分 と し て 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る こ と に 留 意 す べ き で あ る
。 化 合 物 は 、 経 口 、 皮 下 又 は 非 経 口 的 に （ 静 脈 内 、 動 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 及 び 鼻 内 投 与
並 び に 髄 腔 内 及 び 注 入 技 術 を 含 む 。 ） 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 化 合 物 の イ ン プ ラ ン ト
も 有 用 で あ る 。 液 体 形 態 は 、 注 射 用 に 調 製 し て も よ く 、 本 用 語 は 、 皮 下 、 経 皮 、 静 脈 内 、
筋 肉 内 、 髄 腔 内 及 び そ の 他 の 非 経 口 投 与 経 路 を 含 む 。 液 体 組 成 物 に は 、 有 機 共 溶 媒 を 含 む
及 び 含 ま な い 水 溶 液 、 水 性 又 は 油 性 懸 濁 液 、 食 用 油 を 有 す る エ マ ル ジ ョ ン 並 び に 類 似 の 薬
学 的 ビ ヒ ク ル が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 あ る 種 の 状 況 下 で は 、 本 発 明 の 新 規 治 療 に お い て 使 用
す る た め の 組 成 物 は 、 鼻 内 及 び 類 似 の 投 与 の た め に 、 エ ア ロ ゾ ル と し て 形 成 さ れ て も よ い
。 治 療 さ れ て い る 患 者 は 、 温 血 動 物 、 及 び 、 特 に 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 で あ る 。 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 、 溶 媒 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 及 び ビ ヒ ク ル 並 び に イ ン プ ラ ン ト
担 体 は 、 一 般 的 に は 、 本 発 明 の 活 性 成 分 と 反 応 し な い 、 不 活 性 な 無 毒 の 固 体 又 は 液 体 充 填
剤 、 希 釈 剤 又 は 封 入 材 料 を 表 す 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 を 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 単 位 投 薬 注 射 可 能
形 態 （ 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン ） で 一 般 に 調 合 さ れ る 。 注 射 に 適 し た 薬 学 的 製 剤 に は
、 無 菌 水 性 溶 液 又 は 分 散 液 及 び 無 菌 注 射 可 能 溶 液 又 は 分 散 液 中 に 再 構 成 す る た め の 無 菌 粉
末 が 含 ま れ る 。 担 体 は 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 こ れ ら の 適 切 な 混 合 物 及 び
植 物 油 を 含 有 す る 溶 媒 又 は 分 散 溶 媒 と す る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ ２ ５ ０ 】
　 適 切 な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ の 使 用 に よ っ て 、 分 散 の 場 合 に
必 要 と さ れ る 粒 子 サ イ ズ の 維 持 に よ っ て 、 及 び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ っ て 維 持 す る こ と が
可 能 で あ る 。 綿 実 油 、 ゴ マ 油 、 オ リ ー ブ 油 、 大 豆 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ヒ マ ワ リ 油 又 は ピ
ー ナ ッ ツ 油 及 び ミ リ ス チ ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル な ど の エ ス テ ル の よ う な 非 水 性 ビ ヒ ク ル も 、 化
合 物 組 成 物 の た め の 溶 媒 系 と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 抗 微 生 物 防 腐 剤 、
抗 酸 化 剤 、 キ レ ー ト 剤 及 び 緩 衝 剤 な ど 、 組 成 物 の 安 定 性 、 無 菌 性 及 び 等 張 性 を 増 強 す る 様
々 な 添 加 物 を 添 加 す る こ と が 可 能 で あ る 。 微 生 物 の 作 用 の 予 防 は 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク
ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 な ど の 様 々 な 抗 微 生 物 剤 及 び 抗 真 菌 剤 に よ っ て
確 保 す る こ と が 可 能 で あ る 。 多 く の 場 合 、 例 え ば 、 糖 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 を 含
め る こ と が 望 ま し い 。 注 射 可 能 な 薬 学 的 形 態 の 持 続 的 吸 収 は 、 吸 収 を 遅 延 さ せ る 因 子 、 例
え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 及 び ゼ ラ チ ン の 使 用 に よ っ て 実 現 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 に 従 え ば 、 使 用 さ れ る 全 て の ビ ヒ ク ル 、 希 釈 剤 又 は 添 加 物 は
、 化 合 物 と 適 合 的 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 無 菌 注 射 可 能 溶 液 は 、 所 望 に 応 じ て 、 他 の 様 々 な 成 分 と と も に 適 切 な 溶 媒 の 必 要 量 で 、
本 発 明 を 実 施 す る 際 に 使 用 さ れ る 化 合 物 を 取 り 込 む こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 製 剤 は 、 様 々 な ビ ヒ ク ル 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 添 加 物 及 び 希 釈 剤 な ど の 、 任
意 の 適 合 的 担 体 を 含 有 す る 注 射 可 能 製 剤 中 に 入 れ て 、 患 者 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ り 、
又 は 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 徐 放 皮 下 イ ン プ ラ ン ト 若 し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
な ど の 標 的 化 さ れ た 送 達 系 、 ベ ク タ ー 化 さ れ た 送 達 、 イ オ ン ト フ ォ レ ー シ ス 、 ポ リ マ ー マ
ト リ ッ ク ス 、 リ ポ ソ ー ム 及 び 小 球 体 の 形 態 で 、 患 者 に 、 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 送 達 系 の 例 に は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ５ ， １ ８ ２ 号 ； 第 ５ ，
１ ６ ９ ， ３ ８ ３ 号 ； 第 ５ ， １ ６ ７ ， ６ １ ６ 号 ； 第 ４ ， ９ ５ ９ ， ２ １ ７ 号 ； 第 ４ ， ９ ２ ５ ，
６ ７ ８ 号 ； 第 ４ ， ４ ８ ７ ， ６ ０ ３ 号 ； 第 ４ ， ４ ８ ６ ， １ ９ ４ 号 ； 第 ４ ， ４ ４ ７ ， ２ ３ ３ 号
； 第 ４ ， ４ ４ ７ ， ２ ２ ４ 号 ； 第 ４ ， ４ ３ ９ ， １ ９ ６ 号 ； 及 び 第 ４ ， ４ ７ ５ ， １ ９ ６ 号 が 含
ま れ る 。 こ の よ う な 他 の 多 く の イ ン プ ラ ン ト 、 送 達 系 及 び モ ジ ュ ー ル が 、 当 業 者 に 周 知 で
あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 化 合 物 の 薬 理 学 的 製 剤 は 、 患 者 に 、 経 口 的 に 投 与 す る こ と が
可 能 で あ る 。 錠 剤 、 懸 濁 液 、 溶 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 カ プ セ ル 、 粉 末 シ ロ ッ プ な ど の 中 の 化
合 物 を 投 与 す る な ど の 慣 用 法 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 経 口 的 に 又 は 静 脈 内 に こ れ を
送 達 し 、 生 物 活 性 を 保 持 す る 公 知 の 技 術 が 好 ま し い 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 化 合 物 は
、 血 液 レ ベ ル を 適 切 な レ ベ ル に す る た め に 、 静 脈 内 注 射 に よ っ て 最 初 に 投 与 す る こ と が 可
能 で あ る 。 次 い で 、 経 口 剤 形 に よ っ て 患 者 の レ ベ ル が 維 持 さ れ る が 、 上 述 さ れ て い る よ う
に 、 患 者 の 状 態 に 応 じ て 、 他 の 投 与 形 態 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 一 般 的 に 、 ヒ ト に 対 す る 化 合 物 の 活 性 用 量 は 、 １ な い し ２ 週 以 上 、 好 ま し く は 、 ２ ４ な
い し ４ ８ 時 間 の 期 間 に わ た る １ 投 薬 ／ 日 若 し く は ２ 若 し く は ３ 回 以 上 ／ 日 の 投 与 計 画 で 、
又 は １ － ２ 週 以 上 の 期 間 中 連 続 的 な 注 入 に よ っ て 、 １ ｎ ｇ ／ ｋ ｇ か ら 約 ２ ０ － １ ０ ０ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ 体 重 ／ 日 ま で 、 好 ま し く は 約 ０ ． ０ １ ｍ ｇ な い し 約 ２ － １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 ／ 日 の
範 囲 で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 適 応 症 の 幾 つ か に つ い て は 、 長 年 に わ た る 、 又 は
生 涯 に わ た る 治 療 も 想 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 の 最 も 適 切 な 投 与 は 、 治 療 さ れ て い る 傷 害 又 は 疾 病 の 種 類 に 依 存
し 得 る こ と は 自 明 で あ ろ う 。 こ の た め 、 急 性 事 象 の 治 療 は 、 傷 害 の 誘 導 の 後 、 比 較 的 迅 速
に 、 活 性 組 成 物 を 全 身 投 与 す る こ と を 必 要 と す る で あ ろ う 。 一 方 、 慢 性 変 性 損 傷 の 治 療 （
減 少 ） は 、 持 続 的 な 投 薬 計 画 を 必 要 す る 場 合 が あ る 。
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【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 脳 内 へ の 送 達
　 脳 内 へ の 化 合 物 の 送 達 は 、 と り わ け 、 神 経 外 科 的 イ ン プ ラ ン ト 、 血 液 脳 関 門 破 壊 、 脂 質
に よ っ て 媒 介 さ れ る 輸 送 、 担 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る 流 入 若 し く は 流 出 、 血 漿 タ ン パ ク 質 に
よ っ て 媒 介 さ れ る 輸 送 、 受 容 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス 、 吸 収 に よ っ て
媒 介 さ れ る ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス 、 血 液 脳 関 門 で の 神 経 ペ プ チ ド 輸 送 及 び 薬 物 標 的 誘 導 の
た め の 遺 伝 子 工 学 的 「 ト ロ イ の 木 馬 」 な ど 、 幾 つ か の 方 法 に よ っ て 達 成 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 上 記 方 法 は 、 例 え ば 、 「 “ Brain Drug Targeting:the future of brain drug deve
lopment” , W.M. Pardridge, Cambridge University Press, Cambridge, UK(2001)」 に 記
載 さ れ て い る よ う に 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 実 施 例 ９ ：
　 実 験 モ デ ル
　 Ｃ Ｎ Ｓ 傷 害 － Ｃ Ｎ Ｓ 傷 害 を 治 療 す る た め に ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 を 使 用 で き る 可 能 性 を
、 動 物 モ デ ル で 評 価 す る 。 モ デ ル は 、 対 照 動 物 を 、 阻 害 剤 処 理 さ れ た 動 物 と 比 較 す る こ と
に よ っ て 、 様 々 な レ ベ ル の 複 雑 性 を 示 す 。 こ の よ う な 治 療 の 効 果 は 、 臨 床 的 転 帰 、 神 経 学
的 障 害 、 用 量 応 答 及 び 治 療 濃 度 域 の 観 点 で 評 価 さ れ る 。 静 脈 内 又 は 皮 下 又 は 経 口 的 に 、 ア
ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 で 、 試 験 動 物 を 処 理 す る 。 緩 衝 液 又 は 薬 学 的 ビ ヒ ク ル の み で 、 対 照 動
物 を 処 置 す る 。 使 用 さ れ る モ デ ル は 、 以 下 か ら 選 択 し て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 １ ． 閉 鎖 性 頭 部 外 傷 （ Ｃ Ｈ Ｉ ） － 実 験 的 Ｔ Ｂ Ｉ は 、 行 動 的 欠 陥 の 程 度 及 び 度 合 い に 関 連
し て い る 神 経 学 的 及 び 神 経 代 謝 カ ス ケ ー ド に 寄 与 す る 一 連 の 現 象 を 引 き 起 こ す 。 正 中 前 頭
面 中 の 左 半 球 を 覆 う 露 出 さ れ た 頭 蓋 骨 上 に 、 予 め 固 定 さ れ た 高 さ か ら 錘 を 自 由 落 下 さ せ な
が ら 、 麻 酔 下 で 、 Ｃ Ｈ Ｉ を 誘 導 す る （ Ｃ ｈ ｅ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ， 　 Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｔ ｒ ａ ｕ
ｍ ａ 　 １ ３ ， ５ ５ ７ ， １ ９ ９ ６ ） 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 ２ ． 一 過 性 の 中 大 脳 動 脈 閉 塞 （ Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ） － 成 体 の 雄 Ｓ ｐ ｒ ａ ｇ ｕ ｅ 　 Ｄ ａ ｗ ｌ ｅ ｙ ラ
ッ ト ３ ０ ０ な い し ３ ７ ０ ｇ 中 に 、 ９ ０ な い し １ ２ ０ 分 の 一 過 性 局 所 虚 血 を 実 施 す る 。 使 用
さ れ る 方 法 は 、 管 腔 内 縫 合 Ｍ Ｃ Ａ Ｏ で あ る （ Longa et al., Stroke, 30, 84, 1989, and 
Dogan et al., J. Neurochem. 72, 765, 1999） 。 要 約 す れ ば 、 ハ ロ タ ン 麻 酔 下 で 、 ポ リ
－ Ｌ － リ ジ ン で 被 覆 さ れ た ３ － ０ ナ イ ロ ン 縫 合 材 料 を 、 外 頚 動 脈 中 の 穴 を 通 し て 、 右 内 頚
動 脈 （ Ｉ Ｃ Ａ ） 中 に 挿 入 す る 。 右 Ｍ Ｃ Ａ 起 点 （ ２ ０ － ２ ３ ｍ ｍ ） に 、 ナ イ ロ ン 糸 を Ｉ Ｃ Ａ
中 に 押 し 入 れ る 。 ９ ０ な い し １ ２ ０ 分 後 に 抜 糸 し 、 動 物 を 閉 鎖 し 、 回 復 さ せ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 ３ ． 永 久 中 大 脳 動 脈 閉 塞 （ Ｍ Ｃ Ａ Ｏ ） － 閉 塞 は 永 久 、 片 側 性 で あ り 、 Ｍ Ｃ Ａ の 電 気 凝 固
に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 両 方 法 は 、 脳 皮 質 の 同 側 の 局 所 脳 虚 血 を 引 き 起 こ し 、 反 対 側 を 無 傷
の 状 態 の ま ま と す る （ 対 照 ） 。 左 Ｍ Ｃ Ａ は 、 「 Ｔ ａ ｍ ｕ ｒ ａ 　 Ａ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｊ 　
Ｃ ｅ ｒ ｅ ｂ 　 Ｂ ｌ ｏ ｏ ｄ 　 Ｆ ｌ ｏ ｗ 　 Ｍ ｅ ｔ ａ ｂ ． 　 １ ９ ８ １ ； １ ： ５ ３ － ６ ０ 」 に よ っ
て ラ ッ ト に つ い て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 側 頭 頭 蓋 局 部 切 開 術 を 用 い て 露 出 さ れ る 。 微 少
二 極 性 凝 固 を 用 い て 、 Ｍ Ｃ Ａ 及 び そ の レ ン ズ 核 線 条 体 分 岐 を 、 嗅 索 の 内 側 縁 に 対 し て 近 位
側 に 閉 塞 す る 。 傷 を 縫 合 し 、 ２ ６ ℃ な い し ２ ８ ℃ に 加 温 さ れ た 室 内 の 飼 育 ケ ー ジ に 動 物 を
戻 す 。 動 物 の 温 度 は 、 自 動 サ ー モ ス タ ッ ト を 用 い て 、 常 時 一 定 に 保 た れ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 評 価 プ ロ セ ス 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 効 力 は 、 死 亡 率 、 体 重 増 加 、 梗 塞 容 積 、 生 存 し
た 動 物 に お け る 短 期 及 び 長 期 の 臨 床 的 及 び 神 経 生 理 学 的 及 び 行 動 的 （ 摂 食 行 動 を 含 む 。 ）
転 帰 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 梗 塞 容 積 は 、 組 織 学 的 に 評 価 す る (Knight et al., Stroke, 25
, 1252, 1994, and Mintorovitch et al., Magn. Reson. Med. 18, 39, 1991)。 Ｍ Ｃ Ａ Ｏ
後 の 機 能 的 転 帰 を 評 価 す る た め に 、 階 段 試 験 （ Montoya et al., J. Neurosci. Methods 3
6, 219, 1991)又 は Bederson法 に 従 っ た 運 動 障 害 ス ケ ー ル (Bederson et al., Stroke, 17,
 472, 1986)を 使 用 す る 。 異 な る 時 点 に わ た っ て （ 最 長 は ２ ヶ 月 で あ る 。 ） 、 動 物 を 追 跡
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す る 。 各 時 点 （ ２ ４ 時 間 、 １ 週 、 ３ 、 ６ 、 ８ 週 ） で 、 動 物 を 屠 殺 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ４ ％ ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド に よ る 心 臓 灌 流 を 行 う 。 脳 を 取 り 出 し 、 プ ロ セ ッ シ ン グ 及 び パ ラ フ ィ ン 包 埋
の た め に 、 連 続 冠 状 ２ ０ ０ μ ｍ 切 片 を 調 製 す る 。 Ｔ Ｃ Ｃ な ど の 適 切 な 色 素 で 、 切 片 を 染 色
す る 。 コ ン ピ ュ ー タ 化 さ れ た 画 像 分 析 器 を 用 い て 、 こ れ ら の 切 片 中 の 梗 塞 部 位 を 測 定 す る
。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 上 記 動 物 モ デ ル で 例 示 さ れ て い る よ う に ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 処 理 を 使 用 す る こ と に よ
っ て 、 急 性 で あ る と 慢 性 で あ る と を 問 わ ず 、 ヒ ト 脳 傷 害 の 処 置 に 対 す る 新 た な 可 能 性 が 得
ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 実 施 例 １ ０ ：
　 ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム
　 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 、 及 び 、 特 に 、
神 経 毒 性 ス ト レ ス 又 は 神 経 変 性 疾 患 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 及 び 単 離 す る た め の ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 化 合 物 は 、 特 に 、 小 化
学 分 子 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、
ポ リ ペ プ チ ド 及 び ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 及 び 発 現 ベ ク タ ー な ど の 物 質 を 含 む 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 多 種 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 選 択 さ れ る 具 体 的 な ア ッ セ イ は
、 候 補 遺 伝 子 の 活 性 又 は こ れ に よ っ て 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 大 き く 依 存 す る 。
こ の た め 、 候 補 遺 伝 子 の 発 現 産 物 が 酵 素 活 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い れ ば 、 酵 素 活 性 の
阻 害 （ 又 は 刺 激 ） に 基 づ く ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 候 補 ポ リ ペ プ チ ド が 、
リ ガ ン ド 又 は 他 の 相 互 作 用 物 質 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い れ ば 、 ア ッ セ イ は 、 こ の よ う
な 結 合 又 は 相 互 作 用 の 阻 害 を 基 礎 と す る こ と が 可 能 で あ る 。 候 補 遺 伝 子 が 公 知 の 遺 伝 子 で
あ る 場 合 に は 、 そ の 特 性 の 多 く も 公 知 で あ り 得 、 こ れ ら は 、 最 高 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 候 補 遺 伝 子 が 新 規 で あ れ ば 、 そ の 候 補 遺
伝 子 の 活 性 の 阻 害 剤 を 発 見 す る た め に 使 用 す べ き 最 良 の ア ッ セ イ を 決 定 す る た め に 、 何 ら
か の 分 析 及 び ／ 又 は 実 験 が 適 切 で あ る 。 分 析 は 、 そ の 活 性 を 解 明 す る 配 列 中 の ド メ イ ン を
発 見 す る た め に 、 配 列 分 析 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 本 分 野 に お い て 周 知 で あ る よ う に ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 細 胞 を ベ ー ス と し た も の
、 又 は 細 胞 を ベ ー ス と し て い な い も の と す る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 を ベ ー ス と し た ア ッ
セ イ は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 を 用 い て 実 施 さ れ 、 細 胞 を ベ ー ス と し た こ の よ う な
シ ス テ ム は 、 抗 ア ポ ト ー シ ス 機 能 遺 伝 子 で あ る 候 補 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 遺 伝 子 の 発 現 が ア
ポ ト ー シ ス を 抑 制 し 、 又 は そ の 他 、 標 的 細 胞 中 の 細 胞 死 を 抑 制 す る 。 ） の 活 性 を 直 接 測 定
す る た め に 特 に 適 し て い る 。 細 胞 を ベ ー ス と し た こ の よ う な ア ッ セ イ を 実 行 す る １ つ の 方
法 は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 性 （ Ｔ ｅ ｔ 誘 導 性 ） 遺 伝 子 発 現 を 使 用 す る 。 Ｔ ｅ ｔ 誘 導 性 遺
伝 子 発 現 は 、 本 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 「 Ｈ ｏ ｆ ｍ ａ ｎ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ， 　 １
９ ９ ６ ， 　 Ｐ ｒ ｏ ｃ 　 Ｎ ａ ｔ ｌ 　 Ａ ｃ ａ ｄ 　 Ｓ ｃ ｉ 　 ９ ３ （ １ １ ） ： ５ １ ８ ５ － ５ １ ９ ０
」 を 参 照 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 Ｔ ｅ ｔ 誘 導 性 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 ３ ’ Ｌ ｔ ｒ エ ン ハ ン サ ー ／ プ ロ モ ー タ ー レ ト ロ ウ イ ル
ス 欠 失 変 異 体 の 自 己 不 活 性 化 （ Ｓ Ｉ Ｎ ） 機 能 を 取 り 込 む よ う に 設 計 さ れ て い る 。 こ の ベ ク
タ ー の 細 胞 中 で の 発 現 は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 又 は 他 の 活 性 類 縁 体 の 存 在 下 で は 、 事 実 上 検
出 不 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 Ｔ ｅ ｔ の 不 存 在 下 で は 、 誘 導 か ら ４ ８ 時 間 以 内 に 、 発 現
は 、 最 大 限 ま で 作 動 さ れ 、 誘 導 性 レ ト ロ ウ イ ル ス を 保 有 す る 細 胞 の 全 集 団 の 発 現 を 均 一 に
増 加 さ せ 、 こ の た め 、 発 現 が 感 染 細 胞 集 団 内 で 均 一 に 制 御 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 候 補 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 が 特 異 的 な 標 的 タ ン パ ク 質 を リ ン 酸 化 す れ ば 、 こ の レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 産 物 の リ ン 酸 化 は そ の 活 性 化 を 引 き 起 こ し 、 そ の 後 、 発 色 反 応 を 行 う こ と が 可 能 で
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あ る よ う に 、 特 異 的 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 築 物 を 設 計 す る こ と が 可 能 で あ る 。 候 補 遺 伝 子
は 、 上 記 Ｔ ｅ ｔ 誘 導 性 の 系 を 用 い て 、 特 異 的 に 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ り 、 誘 導 さ れ た 遺
伝 子 と 誘 導 さ れ な か っ た 遺 伝 子 の 比 較 が 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 活 性 化 の 指 標 を 与 え る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 類 似 の 間 接 的 な ア ッ セ イ で は 、 候 補 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 中 の
変 化 に 応 答 す る レ ポ ー タ ー 系 を 設 計 す る こ と が 可 能 で あ る 。 レ ポ ー タ ー が 候 補 化 合 物 と の
実 際 の 相 互 作 用 に 対 し て 応 答 す れ ば 、 発 色 反 応 が 起 こ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 活 性 の 阻 害 又 は 刺 激 は 、 特 異 的 な 候 補 プ ロ モ ー タ ー 又 は そ の 他 の 制 御
要 素 を 介 し て 、 そ の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 候 補
遺 伝 子 の 活 性 を 調 節 す る 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 又 は 制 御 要 素 を 、 本 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ
て 規 定 す る 。 特 異 的 な 候 補 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 又 は 制 御 要 素 に よ っ て 調 節 さ れ る レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 を 構 築 す る 。 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 又 は 制 御 因 子 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 レ ポ ー タ ー
を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 実 際 に 連 結 す る 。 レ ポ ー タ ー 活 性 は 、 プ ロ モ ー タ ー 又 は 制 御 要 素 の
特 異 的 活 性 化 に 依 存 す る 。 こ の た め 、 レ ポ ー タ ー の 阻 害 又 は 刺 激 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の
刺 激 ／ 阻 害 の 直 接 的 ア ッ セ イ で あ る 。 例 え ば 、 「 Komarov et al(1999), Science vol 285
, 1733-7」 及 び 「 Storz et al(1999) Analytical Biochemistry, 276, 97-104」 を 参 照 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 細 胞 を ベ ー ス と し な い 様 々 な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ も 、 十 分 、 当 業 者 の 技 術 の 範 疇 に
属 す る 。 例 え ば 、 候 補 タ ン パ ク 質 が キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 場 合 な ど 、 酵 素 活 性 を 測 定 す べ
き 場 合 に は 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 確 定 し 、 標 的 の 特 異 的 リ ン 酸 化 を 追 跡 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 本 ア ッ セ イ は 、 標 的 リ ン 酸 化 の 阻 害 又 は 標 的 リ ン 酸 化 の 刺 激 の う ち 何 れ か を 含 む こ と
が 可 能 で あ り 、 何 れ の タ イ プ の ア ッ セ イ も 、 本 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ 活 性
の 測 定 に つ い て は 、 「 Ｍ ｏ ｈ ｎ ｅ ｙ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ （ １ ９ ９ ８ ） 　 Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ
ｎ ｃ ｅ 　 １ ８ ， 　 ５ ２ ８ ５ 」 及 び 「 Ｔ ａ ｎ ｇ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ （ １ ９ ９ ７ ） 　 Ｊ 　 Ｃ ｌ ｉ ｎ ．
　 Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． 　 １ ０ ０ ， 　 １ １ ８ ０ 」 を 参 照 。 具 体 的 に は 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ の 酵 素 活
性 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ が 、 「 Choi KS, Fitzpatrick SL, Filipenko NR, Fogg DK, 
Kassam G, Magliocco AM, Waisman DM:“ Regulation of plasmin-dependent fibrin clot
 lysis by annexin II heterotetramer” , J Biol Chem. 2001 Jul 6;276(27):25212-21(
Epub 2001 Apr 23)」 に よ っ て 提 供 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ が 酵 素 と 相 互 作
用 し 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 通 じ て 、 そ の 酵 素 的 活 性 を 制 御 す る 可 能 性 が 存
在 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 候 補 ポ リ ペ プ チ ド の 、 相 互 作 用 物 質 と の イ ン ビ ト ロ 相 互 作 用 を 測 定 す る こ と も 可 能 で あ
る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 ビ ー ス 上 に 、 候 補 ポ リ ペ プ チ ド が 固 定 さ れ る 。 受 容 体 リ ガ
ン ド な ど の 相 互 作 用 物 質 を 、 放 射 性 標 識 し 、 添 加 す る 。 放 射 性 標 識 さ れ た 相 互 作 用 物 質 が
ビ ー ズ 上 の 候 補 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す れ ば 、 ビ ー ズ 上 に 担 持 さ れ て い る 放 射 活 性 の 量 （ 候
補 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 に 起 因 す る 。 ） を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 ア ッ セ イ は
、 ビ ー ズ 上 の 放 射 活 性 の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 相 互 作 用 の 阻 害 を 示 す 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 何 れ の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ も 、 ア ッ セ イ 中 で 陽 性 を 検 査 す る 化 学
的 化 合 物 （ 上 述 の と お り ） 又 は 他 の 種 を 同 定 す る 工 程 を 含 む こ と が 可 能 で あ り 、 こ の よ う
に し て 同 定 さ れ た 医 薬 と し て 産 生 す る さ ら な る 工 程 を 含 む こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な
化 合 物 又 は こ れ ら の 化 学 的 類 縁 体 若 し く は 相 同 体 を 含 む 医 薬 は 、 本 発 明 の 一 部 で あ る と 考
え ら れ る 。 ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 又 は 刺 激 に 対 し て 同 定 さ れ た こ の よ う な 全 て の 化 合 物 の 使
用 も 、 本 発 明 の 一 部 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 実 施 例 １ １ ：
　 遺 伝 子 治 療
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 治 療 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 的 又 は 後 天 的 疾 病 又 は
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症 状 の 表 現 型 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 、 目 的 の 遺 伝 的 物 質 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ
） を 宿 主 中 に 伝 達 す る こ と を 表 す 。 目 的 の 遺 伝 的 物 質 は 、 イ ン ビ ボ で の そ の 産 生 が 望 ま れ
る 産 物 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 機 能 的 Ｒ Ｎ Ａ 、 ア ン チ セ ン ス ）
を コ ー ド す る 。 例 え ば 、 目 的 の 遺 伝 的 物 質 は 、 治 療 的 価 値 を 有 す る ホ ル モ ン 、 受 容 体 、 酵
素 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 目 的 の 遺 伝 的
物 質 は 、 自 殺 遺 伝 子 を コ ー ド し て も よ い 。 総 説 と し て は 、 一 般 的 に は 、 教 科 書 「 “ Ｇ ｅ ｎ
ｅ 　 Ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ ｙ ” （ Ａ ｄ ｖ ａ ｎ ｃ ｅ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 ４ ０ ， 　
Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， 　 １ ９ ９ ７ ） 」 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 治 療 は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ キ ソ ビ ボ で 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。 エ キ ソ
ビ ボ で の 遺 伝 子 治 療 に は 、 患 者 か ら の 細 胞 の 単 離 及 び 精 製 、 治 療 的 遺 伝 子 の 導 入 並 び に 遺
伝 的 に 変 化 を 受 け た 細 胞 の 患 者 中 へ の 再 導 入 が 必 要 と さ れ る 。 修 飾 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス
な ど の 複 製 欠 損 ウ イ ル ス は 、 治 療 用 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ア ン チ セ
ン ス 断 片 を 、 こ の よ う な 細 胞 中 に 導 入 す る た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 マ
ウ ス モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ ） は 、 臨 床 遺 伝 子 治 療 試 験 に お け る 周 知 の ベ ク タ
ー で あ る 。 例 え ば 、 「 Ｂ ｏ ｒ ｉ ｓ － Ｌ ａ ｕ ｅ ｒ ｉ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｃ ｕ ｒ ｒ ． 　 Ｏ ｐ
ｉ ｎ ． 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ． 　 Ｄ ｅ ｖ ． ， 　 ３ ， 　 １ ０ ２ － １ ０ ９ （ １ ９ ９ ３ ） 」 を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 こ れ に 対 し て 、 イ ン ビ ボ 遺 伝 子 治 療 は 、 患 者 か ら 細 胞 を 単 離 及 び 精 製 す る こ と を 必 要 と
し な い 。 ア ン チ セ ン ス 断 片 な ど の 治 療 用 遺 伝 子 又 は 断 片 は 、 典 型 的 に は 、 患 者 に 投 与 す る
た め に 、 リ ポ ソ ー ム 中 又 は 「 Ｂ ｅ ｒ ｋ ｎ ｅ ｒ ， 　 Ｋ ． 　 Ｌ ． ， 　 ｉ ｎ 　 Ｃ ｕ ｒ ｒ ． 　 Ｔ ｏ
ｐ ． 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｂ ｉ ｏ ｌ ． 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． ， 　 １ ５ ８ ， 　 ３ ９ － ６ ６ （ １ ９ ９ ２ ）
」 に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う な ア デ ノ ウ イ ル ス 又 は 「 Ｍ ｕ ｚ ｙ ｃ ｚ ｋ ａ ， 　 Ｎ ． ， 　 ｉ
ｎ 　 Ｃ ｕ ｒ ｒ ． 　 Ｔ ｏ ｐ ． 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｂ ｉ ｏ ｌ ． 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． ， 　 １ ５ ８ ， 　 ９
７ － １ ２ ９ （ １ ９ ９ ２ ） 」 及 び 米 国 特 許 第 Ｎ ｏ ． 　 ５ ， ２ ５ ２ ， ４ ７ ９ 号 に 記 載 さ れ て い
る ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） ベ ク タ ー の よ う な 複 製 欠 損 ウ イ ル ス 中 な ど に 「 パ ッ ケ ー
ジ さ れ て 」 い る 。 別 の ア プ ロ ー チ は 、 治 療 用 遺 伝 子 又 は ア ン チ セ ン ス 断 片 な ど の 断 片 が 血
流 又 は 筋 肉 組 織 中 に 直 接 注 射 さ れ る 「 裸 の Ｄ Ｎ Ａ 」 の 投 与 で あ る 。 さ ら に 別 の ア プ ロ ー チ
は 、 治 療 用 遺 伝 子 又 は ア ン チ セ ン ス 断 片 な ど の 断 片 が 、 Ｄ Ｎ Ａ で 被 覆 さ れ た 金 粒 子 を 用 い
た 微 粒 子 銃 に よ っ て 組 織 中 に 導 入 さ れ る 「 裸 の Ｄ Ｎ Ａ 」 の 投 与 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 静 脈 内 注 射 、 局 所 投 与 （ 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ２ ８ ， ４ ７
０ 号 ） に よ っ て 、 又 は 定 位 的 注 射 （ 例 え ば 、 Ｃ ｈ ｅ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ４ ） 　 Ｐ Ｎ
Ａ Ｓ 　 ９ １ ： ３ ０ ５ ４ － ３ ０ ５ ７ を 参 照 。 ） に よ っ て 、 対 象 に 送 達 す る こ と が 可 能 で あ る
。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー の 薬 学 的 調 製 物 は 、 許 容 可 能 な 希 釈 剤 中 に 、 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を
含 む こ と が 可 能 で あ り 、 又 は 、 遺 伝 子 送 達 ビ ヒ ク ル が そ の 中 に 埋 め 込 ま れ た 徐 放 マ ト リ ッ
ク ス を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 組 換 え 細 胞 か ら 、 完 全 な 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー （
例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） を 、 そ の ま ま の 状 態 で 生 産 す る こ と が 可 能 で あ る 場 合
に は 、 薬 学 的 調 製 物 は 、 遺 伝 子 送 達 系 を 産 生 す る 一 以 上 の 細 胞 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 治 療 に 対 し て 有 用 な 細 胞 種 は 、 リ ン パ 球 、 肝 細 胞 、 筋 芽 細 胞 、 繊 維 芽 細
胞 並 び に 網 膜 細 胞 な ど の 眼 の あ ら ゆ る 細 胞 、 上 皮 及 び 内 皮 細 胞 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、
細 胞 は 、 治 療 さ れ る べ き 患 者 か ら 採 取 さ れ た Ｔ リ ン パ 球 、 肝 細 胞 、 眼 の あ ら ゆ る 細 胞 又 は
呼 吸 器 若 し く は 肺 の 上 皮 細 胞 で あ る 。 肺 の 上 皮 細 胞 の 形 質 移 入 は 、 リ ポ ソ ー ム 中 の Ｄ Ｎ Ａ
ベ ク タ ー 、 Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質 複 合 体 又 は 複 製 欠 損 ア デ ノ ウ イ ル ス の 噴 霧 状 （ ｎ ｅ ｕ ｂ ｕ
ｌ ｉ ｚ ｅ ｄ ） の 調 製 物 の 吸 入 を 介 し て 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２
４ ０ ， ８ ４ ６ 号 を 参 照 さ れ た い 。 遺 伝 子 治 療 の 対 象 の 総 説 に つ い て は 、 全 般 的 に 、 教 科 書
「 “ Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ ｙ ” （ Ａ ｄ ｖ ａ ｎ ｃ ｅ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ
　 ４ ０ ， 　 Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， 　 １ ９ ９ ７ ） 」 を 参 照 さ れ た い 。
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【 ０ ２ ７ ８ 】
　 実 施 例 １ ２ ：
　 ア ン チ セ ン ス 断 片 の 治 療 的 送 達
　 本 発 明 の 実 施 に 際 し て は 、 ア ン チ セ ン ス 断 片 を 使 用 し て も よ い 。 ア ン チ セ ン ス 断 片 の 長
さ は 、 好 ま し く は 約 ９ か ら 約 ４ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま で 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約
２ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま で 、 最 も 好 ま し く は 約 ５ ０ か ら 約 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま で で あ
る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 効 果 的 で あ る た め に は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 断 片 は 、 細 胞 膜 を 横 切 っ て 移 動 し な け れ
ば な ら な い 。 一 般 に 、 ア ン チ セ ン ス 断 片 は 、 お そ ら く は 、 特 異 的 な 受 容 体 を 介 し た 取 り 込
み に よ っ て 、 細 胞 膜 を 横 切 る 能 力 を 有 し て い る 。 ア ン チ セ ン ス 断 片 と し て は 、 一 本 鎖 分 子
が あ り 、 こ れ ら は 、 あ る 程 度 疎 水 性 で あ り 、 こ れ に よ っ て 膜 を 通 し た 受 動 拡 散 が 増 強 さ れ
る 。 ア ン チ セ ン ス 断 片 が 膜 を 横 切 る 能 力 を 改 善 す る た め に 、 ア ン チ セ ン ス 断 片 に 修 飾 を 導
入 し て も よ い 。 例 え ば 、 カ ル ボ ン 酸 基 、 エ ス テ ル 基 及 び ア ル コ ー ル 基 な ど の 、 部 分 的 に 不
飽 和 な 脂 肪 族 炭 化 水 素 鎖 及 び 一 以 上 の 極 性 又 は 荷 電 基 を 含 む 基 に Ａ Ｓ 分 子 を 連 結 し て も よ
い 。 あ る い は 、 好 ま し く は 、 膜 向 性 （ ｍ ｅ ｍ ｂ ｒ ａ ｎ ｏ ｔ ｒ ｏ ｐ ｉ ｃ ） ペ プ チ ド で あ る ペ
プ チ ド 構 造 に 、 Ａ Ｓ 断 片 を 連 結 し て も よ い 。 こ の よ う な 修 飾 さ れ た Ａ Ｓ 断 片 は 、 膜 を さ ら
に 容 易 に 貫 通 し （ こ れ は 、 Ａ Ｓ 断 片 の 機 能 に と っ て 不 可 欠 で あ る 。 ） 、 従 っ て 、 そ れ ら の
活 性 を 著 し く 増 強 し 得 る 。 パ ル ミ チ ル 連 結 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 「 Gerster et a
l(1998):Quantitative analysis of modified antisense oligonucleotides in biologic
al fluids using cationic nanoparticles for solid-phase extraction Anal Biochem. 
1998 Sep 10;262(2):177-84」 に よ っ て 記 載 さ れ て お り 、 ゲ ラ ニ オ ー ル 連 結 さ れ た オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド が 、 「 Shoji et al(1998):Enhancement of anti-herpetic activity of ant
isense phosphorothioate oligonucleotides 5’  end modified with geraniol. J Drug 
Target. 1998;5(4):261-73」 に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 膜 向 性 ペ プ チ
ド ） に 連 結 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 は 、 「 Soukchareu
n et al(1998):Use of Nalpha-Fmoc-cysteine(S-thiobutyl) derivatized oligodeoxynuc
leotides for the preparation of oligodeoxynucleotide-peptide hybrid molecules. B
ioconjug Chem. 1998 Jul-Aug;9(4):466-75」 に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 分 子 を あ る 種 の
細 胞 へ 誘 導 し 、 該 細 胞 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み を 増 強 す る 、 ア ン チ セ ン ス 分
子 又 は 他 の 薬 物 の 修 飾 が 、 Ｗ ａ ｎ ｇ （ １ ９ ９ ８ ） に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 的 に 、 薬 学 的 組 成 物 の 形 態 で 提 供 さ
れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 特 に 、 注 射 、 局 所 投 与 又 は 経 口 取 り 込 み に よ る 使 用 の た め の も
の で あ り 、 実 施 例 ８ の 薬 理 学 及 び 薬 物 送 達 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 作 用 機 序 及 び ア ン チ セ ン ス ツ ー ル の 使 用 に 対 す る 現 在 の 技 術 水 準
は 、 「 Kumar et al(1998):Antisense RNA:function and fate of duplex RNA in cells o
f higher eukaryotes. Microbiol Mol Biol Rev. 1998 Dec;62(4):1415-34」 に 概 説 さ れ
て い る 。 こ の 急 速 に 発 展 し て い る 技 術 の 化 学 的 側 面 (Crooke, 1995:Progress in antisens
e therapeutics Hematol Pathol. 1995;9(2):59-72.;Uhlmann et al, 1990 )、 細 胞 的 側
面 (Wagner, 1994:Gene inhibition using antisense oligodeoxynucleotides. Nature. 1
994 Nov 24;372(6504):333-5.)及 び 治 療 的 側 面 (Hanania, et al, 1995:Recent advances 
in the application of gene therapy to human disease. Am J Med. 1995 Nov;99(5):53
7-52. ;Scanlon, et al, 1995:Oligonucleotide-mediated modulation of mammalian gen
e expression. FASEB J. 1995 Oct;9(13):1288-96.;Gewirtz, 1993:Oligodeoxynucleotid
e-based therapeutics for human leukemias. Stem Cells. 1993 Oct;11 Suppl 3:96-103
)に 関 す る 総 説 が 存 在 す る 。 ア ネ キ シ ン 受 容 体 合 成 の 阻 害 に お け る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 使 用 は 、 「 Yeh et al(1998):Inhibition of Annexin receptor synthesis b
y antisense oligonucleotides attenuates OP-1 action in primary cultures of fetal
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 rat calvaria cells. J Bone Miner Res. 1998 Dec;13(12):1870-9」 に 記 載 さ れ て い る
。 電 圧 依 存 性 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル 遺 伝 子 Ｋ ｖ １ ． ４ の 合 成 を 阻 害 す る た め の ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 は 、 「 Meiri et al(1998) Memory and long-term potentiation(
LTP) dissociated:normal spatial memory despite CA1 LTP elimination with Kv1.4 an
tisense. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Dec 8;95(25):15037-42」 に よ っ て 記 載 さ れ
て い る 。 Ｂ ｃ ｌ － ｘ の 合 成 を 阻 害 す る た め の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 は 、
「 Kondo et al(1998):Antisense telomerase treatment:induction of two distinct pat
hways, apoptosis and differentiation. FASEB J. 1998 Jul;12(10):801-11.」 に よ っ て
記 載 さ れ て い る 。 ア ン チ セ ン ス 薬 物 の 治 療 的 使 用 は 、 「 Stix(1998):Shutting down a gen
e. Antisense drug wins approval. Sci Am. 1998 Nov;279(5):46, 50 ;Flanagan(1998) 
Antisense comes of age. Cancer Metastasis Rev. 1998 Jun;17(2):169-76 ;Guinot et 
al(1998) Antisense oligonucleotides:a new therapeutic approach Pathol Biol(Paris
). 1998 May;46(5):347-54」 及 び そ の 中 の 参 考 文 献 に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 比 較 的 短 時
間 の 間 に 、 培 養 さ れ た 初 代 細 胞 及 び 細 胞 株 中 で の Ａ Ｓ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の イ ン ビ ト ロ 使 用
並 び に 特 異 的 な プ ロ セ ス を 抑 制 す る た め に 、 及 び 一 過 性 に 身 体 機 能 を 変 化 さ せ る た め に 、
こ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を イ ン ビ ボ 投 与 す る こ と に 関 し て 多 く の 情 報 が 蓄 積 さ れ た 。
さ ら に 、 現 在 で は 、 ヒ ト で の 効 果 を 予 測 す る た め に 、 イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ 動 物 モ デ ル
並 び に ヒ ト 臨 床 試 験 か ら 十 分 な 経 験 を 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 実 施 例 １ ３ ：
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 治 療 的 送 達
　 哺 乳 動 物 の 細 胞 中 に 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 増 強 及 び 改 善 さ れ た 送 達 を 行 う こ と を 特 別 に 目 的 と
し た 送 達 系 が 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 へ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 効 率 的 な 送 達 用
の ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ー ス の ベ ク タ ー を 記 載 す る 「 Shen et al(FEBS letters 539:111-114(
2003))」 ;Xia et al., Nature Biotechnology 20:1006-1010(2002), Reich et al., Mole
cular Vision 9:210-216(2003), Sorensen et al.(J.Mol.Biol. 327:761-766(2003)（ 陽
イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム を 用 い た 静 脈 内 注 射 及 び ／ 又 は 腹 腔 内 注 射 に よ っ て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 成
体 マ ウ ス に 全 身 送 達 す る た め の 注 射 を 使 用 し た 系 を 考 案 し た 。 ） 、 「 Ｌ ｅ ｗ ｉ ｓ 　 ｅ ｔ 　
ａ ｌ ． ， 　 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 ３ ２ ： １ ０ ７ － １ ０ ８ （ ２ ０ ０ ２ ） 」 （ 迅
速 な 尾 静 脈 （ ｖ ａ ｉ ｎ ） 注 射 に よ る 、 マ ウ ス 中 へ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 効 率 的 な 送 達 の た め の 系
を 開 発 し た 。 ） 、 「 Ｓ ｉ ｍ ｅ ｏ ｎ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ
ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 ３ １ ， 　 １ １ ： ２ ７ １ ７ － ２ ７ ２ ４ （ ２ ０ ０ ３ ） 」 （ 適 切 な 修 飾 を 施 し
て 、 ペ プ チ ド を ベ ー ス と し た 遺 伝 子 送 達 系 Ｍ Ｐ Ｇ を 用 い て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 送 達 し た 。 ） 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 最 近 、 霊 長 類 中 で の 阻 害 の た め の 使 用 に 成 功 を 収 め た 。 さ ら な る 詳 細 に
つ い て は 、 「 Ｔ ｏ ｌ ｅ ｎ ｔ ｉ ｎ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｒ ｅ ｔ ｉ ｎ ａ 　 ２ ４ （ １ ） 　 Ｆ ｅ ｂ
ｒ ｕ ａ ｒ ｙ 　 ２ ０ ０ ４ 　 Ｉ 　 １ ３ ２ － １ ３ ８ 」 を 参 照 さ れ た い 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の た め の 呼 吸
器 製 剤 は 、 Ｄ ａ ｖ ｉ ｓ ら の 米 国 特 許 出 願 ２ ０ ０ ４ ／ ０ ０ ６ ３ ６ ５ ４ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
コ レ ス テ ロ ー ル 抱 合 さ れ た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ 並 び に そ の 他 の ス テ ロ イ ド 及 び 脂 質 抱 合 さ れ た ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） を 、 送 達 の た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 「 Soutschek et al Nature 432
:173-177(2004) Therapeutic silencing of an endogenous gene by systemic administr
ation of modified siRNAs」 及 び 「 Lorenz et al. Bioorg. Med. Chemistry. Lett. 14:4
975-4977(2004) Steroid and lipid conjugates of siRNAs to enhance cellular uptake
 and gene silencing in liver cells」 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 送 達 の た め に 使 用 さ れ 得 る さ ら な る 方 法 は 、 実 施 例 ８ 及 び １ ２ に 記 載 さ れ
て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ８ ５ 】
【 図 １ 】 こ の 図 は 、 ヒ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ 遺 伝 子 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 － 配 列 番 号 １

10

20

30

40

50

(57) JP 2007-530029 A 2007.11.1



を 記 載 す る 。
【 図 ２ 】 こ の 図 は 、 ヒ ト ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 － 配 列 番
号 ２ を 記 載 す る 。
【 図 ３ 】 こ の 図 は 、 ２ つ の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ ア ン チ セ ン ス 断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番
号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ ） を 記 載 す る 。
【 図 ４ 】 こ の 図 は 、 ２ つ の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｉ セ ン ス 断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ５ 及
び 配 列 番 号 ６ ） を 記 載 す る 。
【 図 ５ 】 こ の 図 は 、 機 能 確 証 実 験 の 損 失 の 結 果 を 説 明 す る グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 配 列 表 】
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