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【誤訳訂正書】
【提出日】平成22年12月24日(2010.12.24)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【書類名】　明細書
【発明の名称】　非ランゲルハンス島組織における調節された膵臓ホルモンを誘導する方
法
【特許請求の範囲】
　　【請求項１】　非膵臓細胞において膵臓ホルモン産生が必要な被験体における膵臓関
連障害を処置するための医薬の製造のための、膵臓および十二指腸のホメオボックス－１
（ＰＤＸ－１）ポリペプチド、または膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ
－１）ポリペプチドをコードする核酸の使用であって、ここで該非膵臓細胞は、筋細胞、
脾細胞、腎細胞、血球、皮膚細胞または肝細胞から選択される、使用。
　　【請求項２】　前記医薬は、前記被験体における膵島遺伝子発現プロフィールを誘導
するように適合されている、請求項１に記載の使用。
　　【請求項３】　前記膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペ
プチドをコードする核酸は、ＤＮＡ分子である、請求項１～２のいずれか１項に記載の使
用。
　　【請求項４】　前記膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペ
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プチドをコードする核酸は、プラスミドもしくはウイルスベクター中に存在するか、また
はウイルス中に被包されている、請求項１～３のいずれか１項に記載の使用。
　　【請求項５】　前記ウイルスは肝臓向性である、請求項４に記載の使用。
　　【請求項６】　前記膵臓ホルモンは、インスリン、グルカゴンおよびソマトスタチン
からなる群より選択される、請求項１～５のいずれか１項に記載の使用。
　　【請求項７】　前記膵島遺伝子は、インスリン、グルカゴン、ソマトスタチンおよび
プロインスリンコンバターゼ１／３からなる群より選択される、請求項２に記載の使用。
　　【請求項８】　前記膵臓ホルモンはインスリンである、請求項１～７のいずれか１項
に記載の使用。
　　【請求項９】　前記膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペ
プチド、または膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチドを
コードする核酸は、肝性インスリンレベルおよび血清インスリンレベルを増加させる、請
求項１～８のいずれか１項に記載の使用。
　　【請求項１０】　前記被験体はげっ歯動物またはヒトである、請求項１～９のいずれ
か１項に記載の使用。
　　【請求項１１】　前記膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリ
ペプチド、または膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチド
をコードする核酸は、トランスフェクション薬剤と共同した投与のためのものである、請
求項１～１０のいずれか１項に記載の使用。
　　【請求項１２】　前記膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリ
ペプチド、または膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチド
をコードする核酸は、腹腔内送達、皮下送達、経鼻送達、静脈内送達、経口送達および経
皮送達からなる群より選択される経路による投与のためのものである、請求項１～１１の
いずれか１項に記載の使用。
　　【請求項１３】　前記膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリ
ペプチド、または膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチド
をコードする核酸は、静脈内投与のためのものである、請求項１２に記載の使用。
　　【請求項１４】　前記膵臓障害は糖尿病である、請求項１～１３のいずれか１項に記
載の使用。
　　【請求項１５】　前記細胞は肝細胞である、請求項１～１４のいずれか１項に記載の
使用。
　　【請求項１６】　請求項１～１４のいずれか１項において特定される医薬であって、
該医薬は、膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチドをコー
ドする核酸を含む核酸発現ベクターを含み、該ベクターは、筋細胞、脾細胞、腎細胞、血
球、皮膚細胞または肝細胞から選択される特定の細胞型において優先的に該核酸の発現を
指向することができるウイルスベクターである、医薬。
　　【請求項１７】　筋細胞、脾細胞、腎細胞、血球、皮膚細胞または肝細胞における膵
島細胞表現型を誘導または増強するインビトロでの方法であって、該方法は、該細胞と、
膵臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチド、または膵臓およ
び十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチドをコードする核酸とを、該
細胞における膵島表現型を誘導または増強するに十分な量において接触させる工程を包含
する、方法。
　　【請求項１８】　筋細胞、脾細胞、腎細胞、血球、皮膚細胞または肝細胞における膵
臓ホルモン生成を誘導するためのインビトロでの方法であって、該方法は、該細胞と、膵
臓および十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチド、または膵臓および
十二指腸のホメオボックス－１（ＰＤＸ－１）ポリペプチドをコードする核酸とを接触さ
せる工程を包含し；ここで該細胞は、被験体に導入されるためのものであり、導入された
場合には、該被験体において膵臓ホルモン生成を誘導する、方法。
　　【請求項１９】　前記細胞は肝細胞である、請求項１７または１８に記載の方法、
　　【請求項２０】　前記膵臓ホルモンはインスリンである、請求項１７～１９のいずれ
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か１項に記載の方法。
　　【請求項２１】　請求項１７～２０のいずれか１項に記載の方法によって得ることが
できる、膵臓ホルモン生成を示す筋細胞、脾細胞、腎細胞、血球、皮膚細胞または肝細胞
。
【発明の詳細な説明】
　　　【０００１】
　（関連出願）
　本出願は、１９９９年６月１日提出のＵＳＳＮ６０／１３７，１４３および２０００年
４月１９日提出のＵＳＳＮ６０／１９８，５３２に対して優先権を主張する。これらの出
願の内容は、本明細書中でその全体において参考として援用される。
　　　【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、一般に、膵臓の内分泌表現型を誘導する方法、および非内分泌組織における
膵臓ホルモンの産生を含む機能に関し、特に内分泌関連障害の処置のための方法および薬
学的組成物に関する。
　　　【０００３】
　（発明の背景）
　内分泌の膵臓は、主に、ペプチドホルモングルカゴン、インスリン、ソマトスタチンお
よび膵臓のポリペプチドを合成し、そして分泌する島細胞からなる。インスリン遺伝子発
現は、特定の転写因子によって部分的に媒介される制御機構を介して、哺乳動物膵臓の膵
島β細胞に限定される。他の細胞において、インスリン、他の膵臓ホルモンおよび特定の
ペプチダーゼ遺伝子は、転写的にサイレントである。ホメオドメインタンパク質ＰＤＸ－
１（膵臓および十二指腸のホメオボックス遺伝子－１、また、ＩＤＸ－１、ＩＰＦ－１、
ＳＴＦ－１またはＩＵＦ－１としても公知）は、膵島の発達および機能の調節における中
心的な役割を果たす。ＰＤＸ－１は、直接的または間接的のいずれかで、種々の遺伝子の
島細胞特異的発現（例えば、インスリン、グルカゴン、ソマトスタチン、プロインスリン
コンバターゼ１／３（ＰＣ１／３）、ＧＬＵＴ－２およびグルコキナーゼ）に関与する。
さらに、ＰＤＸ－１は、グルコースに対する応答におけるインスリン遺伝子の転写を媒介
する。
　　　【０００４】
　（発明の要旨）
　本発明は、肝臓における膵臓および十二指腸のホメオボックス（ｈｏｍｏｂｏｘ）遺伝
子１（ＰＤＸ－１）の異所性の発現が、サイレントな膵臓ホルモン遺伝子の発現およびプ
ロセシング機構（これは、プロホルモンを成熟した生物学的に活性なホルモンへと転換す
る）を誘導するという発見に部分的に基づく。
　　　【０００５】
　本発明は、被験体における膵臓ホルモン（例えば、インスリン、グルカゴン、およびソ
マトスタチン）のレベルを誘導する方法を提供する。１つの局面において、この方法は、
その必要がある被験体に、ＰＤＸの発現または活性を増加する化合物を、被験体における
膵臓ホルモンの産生を誘導するのに十分な量で投与する工程を包含する。別の局面におい
て、この方法は、膵臓ホルモンを発現し得る細胞を提供する工程、この細胞を、ＰＤＸの
発現または活性を増加する化合物と接触させる工程、およびこの細胞を被験体に導入する
工程を包含し、これによって被験体における膵臓ホルモンの産生を誘導する。
　　　【０００６】
　被験体における膵臓関連障害（例えば、糖尿病）を処置する方法もまた、本発明におい
て提供される。この方法は、被験体に、ＰＤＸ発現を増加する化合物の治療的有効量を投
与する工程を包含する。
　　　【０００７】
　別の局面において、本発明は、被験体において膵島遺伝子発現プロフィールを誘導する
方法を提供する。この方法は、その必要がある被験体に、ＰＤＸの発現または活性を増加
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する化合物を、膵島遺伝子の発現を誘導するのに十分な量で投与する工程を包含する。
　　　【０００８】
　本発明のなおさらなる局面は、細胞における膵島細胞の表現型を誘導または増大する方
法である。この方法は、細胞を、この細胞において膵島細胞の表現型を誘導または増大す
るのに十分な量の、ＰＤＸの発現または活性を増加する化合物と接触させる工程を包含す
る。
　　　【０００９】
　ＰＤＸ発現を増加する化合物および薬学的に受容可能なキャリアを含む薬学的組成物も
また、含まれる。
　　　【００１０】
　他に規定しない限り、本明細書中で使用される全ての技術および科学的な用語は、本発
明が属する分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書中に
記載される方法および材料と同様の、または等価な方法および材料が、本発明の実施また
は試験において使用され得るが、適切な方法および材料は、以下に記載される。本明細書
中で言及される全ての刊行物、特許出願、特許および他の参考文献は、その全体において
参考として援用される。コンフリクトの場合において、本明細書（規定を含む）が規制す
る。さらに、材料、方法および実施例は、単なる例示であり、そして限定するようには意
図されない。
　　　【００１１】
　本発明の他の特色および利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から明らかで
ある。
　　　【００１２】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、肝臓における膵臓および十二指腸のホメオボックス遺伝子１（ＰＤＸ－１）
の異所性発現が、肝臓細胞におけるランゲルハンス島細胞の表現型を誘導し、そして膵臓
ホルモンの発現、産生およびプロセシングを生じるという発見に一部基づく。ＰＤＸ－１
はまた、ＩＤＸ－１、ＩＰＦ－１、ＳＴＦ－１およびＩＵＦ－１としても公知であり、こ
れらのすべてを、本明細書中で集合的に「ＰＤＸ」という。さらに、本発明は、膵臓障害
の処置のための方法および薬学的組成物を提供する。
　　　【００１３】
　その種々の局面および実施形態において、本発明は、ＰＤＸ発現または活性を増大する
化合物を用いて被験体に投与する工程、あるいはこのような化合物と細胞とを接触させる
工程を包含する。この化合物は、例えば、（ｉ）ＰＤＸポリペプチド；（ｉｉ）ＰＤＸポ
リペプチドをコードする核酸；（ｉｉｉ）ＰＤＸポリペプチドをコードする核酸の発現を
増大する核酸ならびにその誘導体、フラグメント、アナログおよびホモログであり得る。
ＰＤＸポリペプチドをコードする核酸の発現を増大する核酸としては、例えば、プロモー
ター、エンハンサーが挙げられる。この核酸は、内因性または外因性のいずれかであり得
る。
　　　【００１４】
　本明細書中で使用される場合、用語「核酸」は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたは
ゲノムＤＮＡ）、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して作
製された、ＤＮＡまたはＲＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体、フラグメントおよ
びホモログを含むことが意図される。この核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり得る。
好ましくは、この核酸はＤＮＡである。ＰＤＸポリペプチドをコードする核酸の発現を増
大する核酸としては、例えば、プロモーター、エンハンサーが挙げられる。この核酸は、
内因性または外因性のいずれかであり得る。
　　　【００１５】
　ＰＤＸをコードする核酸の適切な供給源としては、例えば、それぞれＧｅｎＢａｎｋ受
託番号Ｕ３５６３２およびＡＡＡ８８８２０として入手可能なヒトＰＤＸ核酸（およびそ
のコードされたタンパク質配列）が挙げられる。他の供給源としては、ラットのＰＤＸ核
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酸が挙げられ、そしてタンパク質配列は、それぞれＧｅｎＢａｎｋ受託番号Ｕ３５６３２
およびＡＡＡ１８３５５において示される。これは、本明細書中でその全体において参考
として援用される。さらなる供給源としては、ゼブラフィッシュのＰＤＸ核酸が挙げられ
、そしてタンパク質配列は、それぞれＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＡＦ０３６３２５およびＡ
ＡＣ４１２６０において示される。これは、本明細書中でその全体において参考として援
用される。
　　　【００１６】
　化合物は、被験体に、直接的（すなわち、被験体は、核酸または核酸含有ベクターに直
接的に曝露される）または間接的（すなわち、細胞を、まずインビトロで核酸を用いて形
質転換し、次いで、被験体に移植する）のいずれかで投与され得る。例えば、１つの実施
形態において、哺乳動物細胞を、被験体から単離し、そしてＰＤＸ核酸をインビトロで単
離された細胞に導入する。細胞を、適切な哺乳動物被験体に再導入する。好ましくは、こ
の細胞を、自己の被験体に導入する。化合物の投与経路としては、例えば、非経口投与、
静脈内投与、皮内投与、皮下投与、経口投与（例えば、吸入）、経皮（局所）投与、経粘
膜投与および直腸投与が挙げられ得る。１つの実施形態において、この化合物は、静脈内
投与される。好ましくは、この化合物は、腎臓嚢（ｃａｐｓｕｌｅ）の下に移植されるか
、または門脈に注射される。
　　　【００１７】
　細胞は、膵臓ホルモンを産生し得る任意の細胞（例えば、筋肉、脾臓、腎臓、血液、皮
膚、膵臓または肝臓）であり得る。１つの実施形態において、この細胞は、ランゲルハン
ス島細胞として機能し得る（すなわち、膵臓ホルモン（好ましくは、細胞外刺激によるイ
ンスリン）を蓄積し、プロセスし、そして分泌する）。別の実施形態において、この細胞
は肝細胞（すなわち、肝臓細胞）である。さらなる実施形態において、この細胞は、全能
性（ｔｕｔｉｐｏｎｔ）または多能性である。代替の実施形態において、この細胞は、造
血幹細胞、胚性幹細胞または好ましくは、肝性幹細胞である。
　　　【００１８】
　被験体は、好ましくは哺乳動物である。哺乳動物は、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、マ
ウス、ラット、イヌ、ネコ、ウマまたは雌ウシであり得る。
　　　【００１９】
　（膵臓ホルモン産生を誘導する方法）
　種々の局面において、本発明は、被験体において膵臓ホルモン産生を誘導する方法を提
供する。例えば、この方法は、被験体に、ＰＤＸの発現または活性を増加させる化合物を
、膵臓ホルモン産生を誘導するに十分な量で投与することを包含し得る。
　　　【００２０】
　別の局面において、この方法は、細胞を被験体から提供すること、この細胞を、膵臓ホ
ルモン産生を増加させるに十分な量の、ＰＤＸ発現を増加させる化合物と接触させること
、およびこの細胞を被験体に導入することを包含する。１つの実施形態において、膵臓ホ
ルモン産生は、被験体に細胞を導入する際に、インビトロおよびインビボで起こる。代替
の実施形態において、膵臓ホルモン産生は、被験体に細胞を導入する際に、インビボで起
こる。
　　　【００２１】
　膵臓ホルモンは、例えば、インスリン、グルカゴン（ｇｌｕｃｏｇｏｎ）、ソマトスタ
チンまたは島アミロイドポリペプチド（ＩＡＰＰ）であり得る。インスリンは、肝性イン
スリンまたは血清インスリンであり得る。別の実施形態において、膵臓ホルモンは、肝性
インスリンである。代替の実施形態において、膵臓ホルモンは、血清インスリンである（
すなわち、例えばグルコースの利用、炭水化物、脂肪およびタンパク質の代謝を促進し得
る、インスリンの完全にプロセシングされた形態）。
　　　【００２２】
　いくつかの実施形態において、膵臓ホルモンは、「プロホルモン」形態である。他の実
施形態において、膵臓ホルモンは、このホルモンの、完全にプロセシングされた、生物学



(6) JP 2003-500457 A5 2011.2.17

的に活性な形態である。他の実施形態において、膵臓ホルモンは、調節制御下にある。す
なわち、このホルモンの分泌が、内因的に産生された膵臓ホルモンと同様に、栄養制御下
かつホルモン制御下にある。例えば、本発明の１つの局面において、ホルモンは、グルコ
ースの調節制御下にある。
　　　【００２３】
　化合物に曝露される（すなわち、接触される）細胞集団は、任意数の細胞（すなわち、
１つ以上の細胞）であり得、そしてインビトロ、インビボ、またはエキソビボで、提供さ
れ得る。
　　　【００２４】
　（膵臓関連障害を処置または予防する方法）
　被験体における膵臓関連障害の徴候を処置する（すなわち、予防または遅延させる）方
法もまた、本発明に含まれる。種々の局面において、この方法は、ＰＤＸの発現または活
性を調節する化合物を被験体に投与する工程を包含する。「調節する」は、ＰＤＸの発現
または活性の増加または減少を含むことを意味する。好ましくは、調節は、被験体におけ
るＰＤＸの発現または活性を膵臓障害に罹患しない被験体に類似するレベルまたは同一の
レベルまで変化させることを生じる。他の局面において、この方法は、ランゲルハンス島
細胞機能（例えば、インスリン、ソマトスタチンまたはグルカゴンを発現し得る）を有す
る非膵臓細胞を誘導する化合物を被験体に投与する工程を包含する。１つの実施形態にお
いて、化合物は、ＰＤＸの発現または活性を調節する。
　　　【００２５】
　膵臓障害は、膵臓に関連する任意の障害であり得る。例えば、方法は、膵臓のホルモン
不全（例えば、糖尿病）、インスリノーマおよび高血糖を処置するに有用であり得る。本
質的には、病因論的にＰＤＸ活性と関連する任意の障害は、処置可能であると考えられる
。
　　　【００２６】
　治療的に使用される場合、本明細書中に記載されるＰＤＸ調節化合物は、本明細書中で
「治療薬」という。治療薬の投与の方法としては、皮内、筋肉内、腹腔内、静脈内、皮下
、鼻腔内、硬膜外、および経口の経路が挙げられるが、これらに限定されない。本発明の
治療薬は、任意の都合よい経路によって（例えば、注入またはボーラス注射によって、上
皮または皮膚粘膜層（例えば、口腔粘膜、直腸および腸管の粘膜など）を通じた吸収によ
って）投与され得、そして他の生物学的活性剤とともに投与され得る。投与は、全身性ま
たは局所性であり得る。さらに、任意の適切な経路（脳室内注射および髄腔内注射を含む
）によって治療薬を中枢神経系に投与することは有利であり得る。脳室内注射は、リザー
バーに結合した脳室内カテーテル（例えば、Ｏｍｍａｙａリザーバー）によって容易にさ
れ得る。肺への投与はまた、吸入器または噴霧器、およびエアロゾル剤を備える処方物の
使用によって利用され得る。処置が必要な領域に治療薬を局所的に投与することもまた所
望され得る；これは、例えば（限定の目的ではないが）、外科手術中の局所注入、局所的
適用、注射、カテーテルの方法、坐剤の方法、または移植の方法によって達成され得る。
種々の送達系が公知であり、そして例えば、以下を含む本発明の治療薬を投与するために
使用され得る：（ｉ）リポソーム、微粒子、微小カプセルへのカプセル化；（ｉｉ）治療
薬を発現し得る組換え細胞；（ｉｉｉ）レセプター媒介エンドサイトーシス（例えば、Ｗ
ｕおよびＷｕ、１９８７．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４４３２を参照
のこと）；（ｉｖ）レトロウイルス、アデノウイルスまたは他のベクターなどの一部とし
ての治療薬核酸の構築物。本発明の１つの実施形態において、治療薬は、ビヒクル（特に
、リポソーム）中で送達され得る。リポソームにおいて、本発明のタンパク質は、他の薬
学的に受容可能なキャリアに加えて、ミセル、不溶性単層、液晶、または水溶液中の層状
の層として凝集した形態で存在する両親媒性剤（例えば、脂質）と組合せられる。リポソ
ーム処方物に適切な脂質は、以下を含むがこれらに限定されない：モノグリセリド、ジグ
リセリド、スルファチド、リゾレシチン、リン脂質、サポニン、胆汁酸など。このような
リポソーム処方物の調製は、例えば、米国特許第４，８３７，０２８号；および米国特許
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第４，７３７，３２３号（これらの全てが本明細書中に参考として援用される）に開示さ
れるように、当技術分野のレベル内である。さらに別の実施形態において、治療薬は、制
御された放出系（例えば、送達ポンプ（例えば、Ｓａｕｄｅｋら、１９８９　Ｎｅｗ　Ｅ
ｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３２１：５７４を参照のこと）および半透性のポリマー物質（例え
ば、Ｈｏｗａｒｄら、１９８９．Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ　７１：１０５を参照のこと）
を含む）で送達され得る。さらに、制御された放出系は、治療標的（例えば、脳）の近傍
に置かれ得、従って、全身性用量の画分のみが要求される。例えば、Ｇｏｏｄｓｏｎ、Ｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓ
ｅ　１９８４（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃｃａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＬ）を参照のこと。
　　　【００２７】
　本発明の特定の実施形態において、治療薬がタンパク質をコードする核酸である場合、
治療薬核酸は、インビボで投与され、適切な核酸発現ベクターの一部として構築される工
程およびそれが細胞内になるように投与される工程によって（例えば、レトロウイルスベ
クターの使用、直接注射、微粒子ボンバードメントの使用、脂質または細胞表面レセプタ
ーまたはトランスフェクション剤による被覆によって）、または核へ侵入することが公知
のホメオボックス様ペプチド（例えば、Ｊｏｌｉｏｔら、１９９１．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１８６４－１８６８を参照のこと）に連結されて投
与される工程などによって、そのコードするタンパク質の発現を促進し得る。あるいは、
核酸治療薬は、細胞内へ導入され得、そして同種組換えまたはエピソームの残存によって
、発現のために宿主細胞ＤＮＡ内に組み込まれ得る。
　　　【００２８】
　本明細書中で使用されるように、用語「治療的有効量」は、意義のある患者の利点（す
なわち、処置、治癒、予防もしくは関連する医療状態の改善、または処置、治癒、予防も
しくはこのような状態の改善の割合の増加）を示すに十分である薬学的組成物の活性成分
または方法のそれぞれの総量を意味する。個々の活性成分に適用され、単独で投与される
場合、この用語は、その成分をいう。組み合わせに適用される場合、この用語は、連続的
か同時にかのいずれで組み合わせて投与されても治療効果を生じる活性成分の結合した量
をいう。
　　　【００２９】
　特定の障害または状態の処置に効果的である本発明の治療薬の量は、その障害または状
態の特性に依存し、そして平均的な当業者による標準的な医療技術によって決定され得る
。さらに、インビトロアッセイは、必要に応じて利用され、最適な用量範囲を同定するに
役立ち得る。処方物において利用されるべき正確な用量はまた、投与の経路、および疾患
または障害の全体的な重篤度に依存し、そして開業医の判断およびそれぞれの患者の環境
に従って決定されるべきである。最終的には、担当医は、個々の患者それぞれを処置する
ための量で本発明のタンパク質の量を決定する。最初は、担当医は、低用量の本発明のタ
ンパク質を投与し、そして患者の応答を観察する。本発明のタンパク質のより多い用量は
、患者に最適な治療効果が得られるまで投与され得、その時点で用量はそれ以上増加され
ない。しかし、本発明の治療薬の静脈内投与について適切な用量範囲は、一般に体重１キ
ログラム（Ｋｇ）当たり約２０～５００マイクログラム（μｇ）の活性化合物である。鼻
腔内投与について適切な用量範囲は、一般に約０．０１ｐｇ／ｋｇ体重～１ｍｇ／ｋｇ体
重である。効果的な用量は、インビトロまたは動物モデル試験系由来の用量応答曲線から
外挿され得る。坐剤は、体重の０．５％～１０％の範囲で一般に活性成分を含み；経口処
方物は、好ましくは１０％～９５％の活性成分を含む。
　　　【００３０】
　本発明の治療薬を使用する静脈内治療の持続は、処置される疾患の重篤度および個々の
患者それぞれの状態および潜在的な特有の応答に依存して変動する。本発明のタンパク質
のそれぞれの適用の持続は、連続静脈投与の１２～２４時間の範囲である。最終的には、
担当医は、本発明の薬学的組成物を使用する静脈内治療の適切な持続を決定する。
　　　【００３１】
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　細胞はまた、増殖させるため、またはこのような細胞に対する所望の効果もしくはこの
ような細胞における所望の活性を産生させるために、本発明の治療薬またはタンパク質の
存在下でエクソビボで培養され得る。次いで、処置された細胞は、インビボでの治療目的
のために導入され得る。
　　　【００３２】
　（ランゲルハンス島細胞表現型を誘導する方法）
　本発明はまた、細胞に１つ以上のランゲルハンス島細胞表現型を誘導または増加する方
法を含む。１つの実施形態において、膵臓細胞表現型は、非ランゲルハンス島細胞型にお
いて誘導される。この方法は、ランゲルハンス島細胞表現型（例えば、β、αおよびδラ
ンゲルハンス島細胞）を誘導または増加するに十分な量でランゲルハンス島細胞特異的転
写因子を調節する化合物を細胞に接触させる工程を包含する。好ましくは、化合物は、Ｐ
ＤＸ発現、産生または活性を増加する。好ましくは、方法は、ランゲルハンス島β細胞表
現型を誘導する。
　　　【００３３】
　「ランゲルハンス島細胞表現型」によって、ランゲルハンス島細胞に代表的な１つ以上
の特性（すなわち、ホルモン産生、プロセシング、分泌顆粒における貯蔵、栄養的および
ホルモン的に調節された分泌または特徴的なランゲルハンス島細胞遺伝子発現のプロファ
イル）を示す細胞が意味される。ランゲルハンス島細胞表現型は、例えば、膵臓ホルモン
（例えば、インスリン、ソマトスタチンまたはグルカゴン）の産生を測定することによっ
て決定され得る。ホルモン産生は、当該分野において公知の方法（例えば、免疫アッセイ
、ウエスタンブロッティング、レセプター結合アッセイ）によって決定され得るか、また
は糖尿病宿主での移植における高血糖を改善する能力によって機能的に決定され得る。
　　　【００３４】
　細胞は、ランゲルハンス島細胞表現型を発現し得る任意の細胞（例えば、筋肉、脾臓、
腎臓、皮膚、膵臓、または肝臓）であり得る。１つの実施形態においては、細胞は、ラン
ゲルハンス島細胞としての機能（すなわち、膵臓ホルモン（好ましくは、細胞外の引き金
におけるインスリン）の貯蔵、進行および分泌）が可能である。別の実施形態において、
細胞は肝細胞（すなわち、肝臓の細胞）である。さらなる実施形態においては、細胞は、
全能性（ｔｕｔｉｐｏｎｔ）または多能性である。代替の実施形態において、細胞は造血
幹細胞、胚性幹細胞または好ましくは肝性幹細胞である。
　　　【００３５】
　化合物に曝露される（すなわち接触される）細胞集団は、任意の数の細胞（すなわち、
１以上の細胞）の細胞であり、そしてインビトロ、インビボまたはエクソビボで提供され
得る。
　　　【００３６】
　（ランゲルハンス島遺伝子発現プロファイルを導入する方法）
　本発明はまた、被験体または細胞においてランゲルハンス島遺伝子発現プロファイルを
導入または増加する方法を含む。「膵臓遺伝子発現プロファイル」によって、非内分泌の
組織において通常転写的にはサイレントな１つ以上の遺伝子（例えば、ＰＣ１／３、イン
スリン、グルカゴンまたはソマトスタチン）を含むことが意味される。この方法は、ラン
ゲルハンス島遺伝子発現プロファイルまたは内分泌遺伝子発現プロファイルを誘導するに
十分な量でＰＤＸ発現または活性を増加する化合物を被験体に投与する工程を包含する。
１つの実施形態において、この方法は、被験体にＰＣ１／３遺伝子発現を誘導する。
　　　【００３７】
　膵臓遺伝子発現プロファイルの誘導は、当業者に周知の技術を使用して検出され得る。
例えば、膵臓ホルモンＲＮＡ配列は、例えば、ノーザンブロットハイブリダイゼーション
分析、逆転写に基づくポリメラーゼ連鎖反応のような増幅ベースの検出法またはマイクロ
アレイチップ分析による全身性の検出で検出され得る。あるいは、発現はまた、タンパク
質レベルで（すなわち、遺伝子によってコードされるポリペプチドのレベルを測定するこ
とによって）測定され得る。特定の実施形態において、ＰＣ１／３遺伝子またはタンパク
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質の発現は、プロホルモンがその活性な成熟形態へプロセスする際の活性によって決定さ
れ得る。このような方法は、当該分野において周知であり、そして例えば、遺伝子によっ
てコードされるタンパク質に対する抗体に基づく免疫アッセイ、またはプロセスしたプロ
ホルモンのＨＰＬＣを含む。
　　　【００３８】
　（ＰＤＸにより調整される遺伝子を同定する方法）
　本発明はまた、ＰＤＸにより調整される核酸を同定する方法を含む。この方法は、ＰＤ
Ｘ活性または発現を調整する化合物に曝された試験細胞集団中の１つ以上の核酸の発現を
測定することを含む。次いで、試験細胞集団中の核酸配列の発現を、参照細胞集団（これ
はこの化合物に曝されたことがないか、またはいくつかの実施形態ではこの化合物に曝さ
れた細胞集団である）中の核酸配列の発現と比較する。比較は、同時かまたは時間的に別
個の時間に測定された試験および参照試料について実施され得る。後者の例は、編集され
た発現情報、例えば、種々の薬剤の投与後の既知の配列の発現レベルについて情報をアセ
ンブルしている配列データベースの使用である。例えば、化合物の投与後の発現レベルの
変化が、ＰＤＸ核酸のようなコントロール薬剤の投与後に核酸配列において観察される発
現変化と比較され得る。
　　　【００３９】
　化合物に曝されなかった参照細胞集団における核酸配列の発現と比較した、試験細胞集
団における核酸配列の発現の変化は、この核酸の発現がＰＤＸにより調整されることを示
す。
　　　【００４０】
　試験細胞は、ＰＤＸにより調整され得る任意の組織，例えば、膵臓、肝臓、脾臓、また
は腎臓から採取され得る。１つの実施形態では、細胞は、非内分泌組織由来である。好ま
しくは、細胞は肝臓組織である。
　　　【００４１】
　好ましくは、この参照細胞集団中の細胞は、試験細胞にできるだけ類似の組織型、例え
ば、肝臓組織に由来する。いくつかの実施形態では、コントロール細胞は、試験細胞と同
じ被験体から、例えば、この試験細胞の起源の領域の近傍にある領域に由来する。その他
の実施形態では、このコントロール細胞集団は、アッセイされたパラメータまたは条件が
既知の細胞に由来する分子情報のデータベースに由来する。
　　　【００４２】
　核酸の発現は、当該分野で公知の任意の方法を用いてＲＮＡレベルで測定され得る。例
えば、これらの配列の１つ以上を特異的に認識するプローブを用いるノーザンハイブリダ
イゼーション分析を用い、遺伝子発現を決定し得る。あるいは、発現は、逆転写を基礎に
したＰＣＲアッセイを用いて測定され得る。発現はまた、すなわち、遺伝子産物によって
コードされるポリペプチドのレベルを測定することによりタンパク質レベルで測定され得
る。このような方法は当該分野で周知であり、そして例えば、これら遺伝子によりコード
されるタンパク質に対する抗体を基礎にする免疫アッセイを包含する。
　　　【００４３】
　遺伝子発現における変化が遺伝子増幅または欠失をともなうとき、試験および参照集団
における配列比較は、試験および参照細胞集団中の調査されたＤＮＡ配列の相対量を比較
することによりなされ得る。
　　　【００４４】
　本発明はまた、このスクリーニング法により同定されるＰＤＸ調整核酸、およびそのよ
うに同定されたＰＤＸ調整核酸を含む薬学的組成物を含む。
　　　【００４５】
　（ＰＤＸ組換え発現ベクターおよび宿主細胞）
　本発明の別の局面は、ＰＤＸタンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログ
またはホモログをコードする核酸を含むベクター、好ましくは発現ベクターに関する。本
明細書で用いられる用語「ベクター」は、これに連結された別の核酸を輸送し得る核酸分
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子をいう。ベクターの１つの型は「プラスミド」であり、これは、付加的なＤＮＡセグメ
ントが連結され得る直線状または環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。別の型のベクターは
ウイルスベクターであり、ここでは付加的なＤＮＡセグメントは、ウイルスゲノム中に連
結され得る。特定のベクターは、それらが導入される宿主細胞中で自己複製し得る（例え
ば、細菌の複製起点を有する細菌ベクターおよびエピソーム性哺乳動物ベクター）。その
他のベクター（例えば、非エピソーム性哺乳動物ベクター）は、宿主細胞中への導入に際
し宿主細胞のゲノム中に組み込まれ、そしてそれによって宿主ゲノムとともに複製する。
さらに、特定のベクターは、それらが作動可能に連結する遺伝子の発現を指向し得る。こ
のようなベクターは、本明細書では「発現ベクター」と称される。一般に、組換えＤＮＡ
技法において有用な発現ベクターは、しばしばプラスミドの形態である。本明細書では、
「プラスミド」および「ベクター」は交換可能に用いられ得る。なぜなら、このプラスミ
ドは、ベクターの形態で最も普通に用いられるからである。しかし、本発明には、ウイル
スベクターのようなその他の形態の発現ベクターを含むことが意図され（例えば、複製欠
損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）、これらは等価な機能を
供する。さらに、いくつかのウイルスベクターは、特異的または非特異的いずれかで特定
の細胞型を標的にし得る。
　　　【００４６】
　本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞中で核酸の発現に適切な形態にある本発明の
核酸を含み、これは、この組換え発現ベクターが、発現される核酸配列に作動可能に連結
される、発現のために用いられる宿主細胞を基礎にして選択された１つ以上の調節配列を
含むことを意味する。組換え発現ベクター内で、「作動可能に連結される」は、目的のヌ
クレオチド配列が、ヌクレオチド配列の発現を可能にする様式で（例えば、インビトロ転
写／翻訳系中、またはベクターが宿主細胞中に導入されるとき宿主細胞中）、調節配列（
単数または複数）に連結されることを意味する。用語「調節配列」は、プロモーター、エ
ンハンサーおよびその他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含
むことが意図される。このような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ；ＧＥＮＥ　ＥＸ
ＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧ
Ｙ　１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ
　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｆ．（１９９０）中に記載されている。調節配列は、多くの型の宿
主細胞中でヌクレオチド配列の構成的発現を行う配列、および特定の宿主細胞中でのみヌ
クレオチド配列の発現を行う配列（例えば、組織特異的調節配列）を含む。発現ベクター
の設計が、形質転換される宿主細胞の選択、所望のタンパク質の発現のレベルなどのよう
な因子に依存し得ることは、当業者により認識される。本発明の発現ベクターは、宿主細
胞中に導入され、それによって本明細書で記載されるような核酸によりコードされる、融
合タンパク質またはペプチドを含むタンパク質またはペプチドを産生し得る（例えば、Ｐ
ＤＸタンパク質、ＰＤＸの変異体形態、融合タンパク質など）。
　　　【００４７】
　本発明の組換え発現ベクターは、原核細胞または真核細胞におけるＰＤＸの発現のため
に設計され得る。例えば、ＰＤＸは、Ｅ．ｃｏｌｉのような細菌細胞、昆虫細胞（バキュ
ロウイルス発現ベクターを用いる）、酵母細胞または哺乳動物細胞中で発現され得る。適
切な宿主細胞は、Ｇｏｅｄｄｅｌ；ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＴＥＣＨＮＯＬＯ
ＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｆ．（１９９０）中でさらに論議されている。ある
いは、組換え発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およびＴ７ポリメラー
ゼを用いてインビトロで転写および翻訳され得る。
　　　【００４８】
　原核生物におけるタンパク質の発現は、融合または非融合タンパク質のいずれかの発現
を行う構成的または誘導性プロモーターを含むベクターを用い、Ｅ．ｃｏｌｉ中で最もし
ばしば実施される。融合ベクターは、その中にコードされる多くのアミノ酸をタンパク質
に付加する（通常組換えタンパク質のアミノ末端に）。代表的には、このような融合ベク
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ターは３つの目的を供する：（１）組換えタンパク質の発現を増加するため；（２）組換
えタンパク質の溶解性を増加するため；および（３）アフィニティー精製におけるリガン
ドとして作用することによって組換えタンパク質の精製を補助するためである。しばしば
、融合発現ベクターでは、タンパク質分解切断部位が、融合成分と組換えタンパク質との
接続部に導入され、融合成分からの組換えタンパク質を分離し、引き続く融合タンパク質
の精製を可能にする。このような酵素、およびそれらの同種の認識配列は、第Ｘａ因子、
トロンビンおよびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベクターは、グルタチオン
Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合性タンパク質、またはプロテイン
Ａをそれぞれ標的組換えタンパク質に融合する、ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ　Ｉｎｃ；ＳｉｍｔｈおよびＪｏｈｎｓｏｎ（１９８８）Ｇｅｎｅ　６７：３１
－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ、Ｍａ
ｓｓ．）およびｐＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、Ｎ．Ｊ．）を
含む。
　　　【００４９】
　適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例は、ｐＴｒｃ（Ａｍｒａｎｎら（１
９８８）Ｇｅｎｅ　６９：３０１－３１５）およびｐＥＴ　１１ｄ（Ｓｔｕｄｉｅｒら、
ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮ
ＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａ
ｌｆ．（１９９０）６０－８９）を含む。
　　　【００５０】
　Ｅ．ｃｏｌｉ中の組換えタンパク質発現を最大にする１つの戦略は、組換えタンパク質
をタンパク質分解的に切断する能力を損傷した宿主細胞中でタンパク質を発現することで
ある。Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ、ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ
　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５、Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１
２８を参照のこと。別の戦略は、発現ベクター中に挿入される核酸の核酸配列を、各アミ
ノ酸に対する個々のコドンがＥ．ｃｏｌｉ中で優先的に利用されるコドン（Ｗａｄａら（
１９９２）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０：２１１１－２１１８）であるよ
うに改変することである。本発明の核酸配列のこのような改変は、標準的なＤＮＡ合成技
法により実施され得る。
　　　【００５１】
　別の実施形態では、ＰＤＸ発現ベクターは酵母発現ベクターである。酵母Ｓ．ｃｅｒｅ
ｖｉｓｉａｅにおける発現のためのベクターの例は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉ
ら（１９８７）ＥＭＢＯ　Ｊ　６：２２９－２３４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨ
ｅｒｓｋｏｗｉｔｚ、（１９８２）Ｃｅｌｌ　３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（
Ｓｃｈｕｌｔｚら（１９８７）Ｇｅｎｅ　５４：１１３－１２３）、ｐＹＥＳ２（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．）、およ
びｐｉｃＺ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．）を
含む。
　　　【００５２】
　あるいは、ＰＤＸは、バキュロウイルスベクター発現ベクターを用いて昆虫細胞中で発
現され得る。培養昆虫細胞（例えばＳＦ９細胞）中のタンパク質の発現に利用可能なバキ
ュロウイルスベクターは、ｐＡｃシリーズ（Ｓｍｉｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ
　Ｂｉｏｌ　３：２１５６－２１６５）およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳ
ｕｍｍｅｒｓ（１９８９）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７０：３１－３９）を含む。
　　　【００５３】
　なお別の実施形態では、本発明の核酸は、哺乳動物ベクターを用いて哺乳動物細胞中で
発現される。哺乳動物発現ベクターの例は、ｐＣＤＭ８（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕ
ｒｅ　３２９：８４０）およびｐＭＴ２ＰＣ（Ｋａｕｆｍａｎら（１９８７）ＥＭＢＯ　
Ｊ　６：１８７－１９５）を含む。哺乳動物細胞中で用いられるとき、発現ベクターの制
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御機能は、しばしばウイルス調節エレメントにより提供される。例えば、従来用いられて
いるプロモーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルスおよびシミ
アンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の両方に適切なその他の
発現系については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ
：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＮＵＡＬ．第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．、１９８９
の１６章および１７章を参照のこと。
　　　【００５４】
　別の実施形態では、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型において優先的に核
酸の発現を行い得る（例えば、組織特異的調節エレメントを用いて核酸を発現する）。組
織特異的調節エレメントは当該分野で公知である。適切な組織特異的プロモーターの非制
限的な例は、アルブミンプロモーター（肝臓特異的；Ｐｉｎｋｅｒｔら（１９８７）Ｇｅ
ｎｅｓ　Ｄｅｖ　１：２６８－２７７）、リンパ特異的プロモーター（Ｃａｌａｍｅおよ
びＥａｔｏｎ（１９８８）Ａｄｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　４３：２３５－２７５）、特にＴ細
胞レセプターのプロモーター（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）ＥＭ
ＢＯ　Ｊ　８：７２９－７３３）および免疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉら（１９８３）
Ｃｅｌｌ　３３：７２９－７４０；ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８３）Ｃ
ｅｌｌ　３３：７４１－７４８）、ニューロン特異的プロモーター（例えば、神経フィラ
メントプロモーター；ＢｙｒｎｅおよびＲｕｄｄｌｅ（１９８９）ＰＮＡＳ　８６：５４
７３－５４７７）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２３０：９１２－９１６）、および乳腺特異的プロモーター（例えば、乳清プロモー
ター；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出願公開第２６４，１６６号）を含む
。発生的に調節されるプロモーターもまた包含される。例えば、マウスｈｏｘプロモータ
ー（ＫｅｓｓｅｌおよびＧｒｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３７４－３７
９）およびα－フェトプロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉｌｇｈｍａｎ（
１９８９）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ　３：５３７－５４６）。
　　　【００５５】
　本発明はさらに、発現ベクター中にアンチセンス配向でクローン化された本発明のＤＮ
Ａ分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、このＤＮＡ分子は、ＰＤＸ　ｍ
ＲＮＡに対してアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現を（このＤＮＡ分子の転写によって
）可能にする様式で調節配列に作動可能に連結されている。アンチセンス配向でクローン
化された核酸に作動可能に連結される調節配列は、種々の細胞型においてこのアンチセン
スＲＮＡ分子の連続的発現を行うよう選択され得、例えば、ウイルスプロモーターおよび
／またはエンハンサー、または調節配列がアンチセンスＲＮＡの構成的、組織特異的また
は細胞型特異的発現を行うよう選択され得る。このアンチセンス発現ベクターは、組換え
プラスミド、ファージミドまたは弱毒化ウイルスの形態であり得、ここでは、アンチセン
ス核酸が、高効率調節領域の制御下で産生され、その活性は、ベクターが導入される細胞
型によって決定され得る。アンチセンス遺伝子を用いる遺伝子発現の調節の論議について
は、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら、「Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ＲＮＡ　ａｓ　ａ　ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　ｔｏｏｌ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ」Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｔｒｅ
ｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。
　　　【００５６】
　本発明の別の局面は、本発明の組換え発現ベクターが導入された宿主細胞に関する。用
語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で交換可能に用いられる。この
ような用語は、特定の被験体細胞をいうのみならず、このような細胞の子孫または可能な
子孫をいうことが理解される。継承する世代において変異または環境の影響のいずれかに
起因して特定の改変が生じ得るので、このような子孫は、実際、親細胞と同一でないかも
知れないが、本明細書で用いられるときこの用語の範囲内になお含まれる。さらに、宿主
細胞は、一旦ＰＤＸを発現すると調整され得、そして元の特徴を維持し得るか、または失
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い得る。
　　　【００５７】
　宿主細胞は任意の原核細胞または真核細胞であり得る。例えば、ＰＤＸタンパク質は、
Ｅ．ｃｏｌｉのような細菌細胞、昆虫細胞、酵母または（チャイニーズハムスター卵巣細
胞（ＣＨＯ）またはＣＯＳ細胞のような）哺乳動物細胞中で発現され得る。あるいは、宿
主細胞は、未成熟哺乳動物細胞（すなわち、多能幹細胞）であり得る。宿主細胞はまた、
その他のヒト組織に由来し得る。その他の適切な宿主細胞は当業者に公知である。
　　　【００５８】
　ベクターＤＮＡは、原核細胞または真核細胞中に、従来の形質転換、形質導入、感染ま
たはトランスフェクション手法により導入され得る。本明細書で用いる用語「形質転換」
、「形質導入」、「感染」および「トランスフェクション」は、宿主細胞中に外来核酸（
例えば、ＤＮＡ）を導入するための種々の当該分野で認識された技法をいうことが意図さ
れ、これには、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈殿、ＤＥＡＥ－デキストラン
－媒介トランスフェクション、リポフェクション、またはエレクトロポレーションが含ま
れる。さらに、トランスフェクションは、トランスフェクション薬剤により媒介され得る
。「トランスフェクション薬剤」により、宿主細胞中にＤＮＡの取り込みを媒介する任意
の化合物、例えば、リポソームを含むことを意味する。宿主細胞を形質転換またはトラン
スフェクトするために適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯ
ＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＮＵＡＬ．第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．、
１９８９）、およびその他の実験室マニュアル中に見出され得る。
　　　【００５９】
　トランスフェクションは、「安定」（すなわち、宿主ゲノム中への外来ＤＮＡの組込み
）または「一過性」（すなわち、ＤＮＡは宿主細胞中のエピソームで発現する）であり得
る。
　　　【００６０】
　哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションのために、用いる発現ベクターおよびトラ
ンスフェクション技法に依存して、細胞の小フラクションのみが外来ＤＮＡをそれらのゲ
ノム中に組込み得、ＤＮＡの残りはエピソームのままであることが知られている。これら
の組込み体を同定および選択するために、一般に、選択マーカー（例えば、抗生物質に対
する耐性）をコードする遺伝子が目的の遺伝子とともに宿主細胞中に導入される。種々の
選択マーカーは、Ｇ４１８、ハイグロマイシンおよびメトトレキセートのような薬物に対
する耐性を付与するものを含む。選択マーカーをコードする核酸は、ＰＤＸをコードする
のと同一ベクター上で宿主細胞中に導入され得るか、または別のベクター上で導入され得
る。導入された核酸で安定にトランスフェクトされた細胞は、薬物選択により同定され得
る（例えば、選択マーカー遺伝子を取り込んだ細胞は生存しその他の細胞は死滅する）。
別の実施形態では、ＰＤＸにより調整された細胞またはトランスフェクトされた細胞は、
内因性レポーター遺伝子の発現の誘導により同定される。特定の実施形態では、プロモー
ターは、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）の発現を駆動するインスリンプロモーターで
ある。
　　　【００６１】
　１つの実施形態では、ＰＤＸ核酸はウイルスベクター中に存在する。別の実施形態では
、ＰＤＸ核酸はウイルス中にカプセル化される。いくつかの実施形態では、ウイルスは、
好ましくは種々の組織型の多能細胞（例えば、造血幹細胞、ニューロン幹細胞、肝性幹細
胞または胚性幹細胞）に感染し、好ましくはウイルスは肝臓向性である。「肝臓向性」に
より、ウイルスが、特異的または非特異的のいずれかで、好ましくは肝臓の細胞を標的に
する能力を有することを意味する。さらなる実施形態では、ウイルスは、調整された肝炎
ウイルス、ＳＶ－４０、またはエプスタイン－バーウイルスである。なお、さらに別の実
施形態では、ウイルスはアデノウイルスである。
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　　　【００６２】
　（遺伝子治療）
　本発明の１つの局面において、ＰＤＸポリペプチドをコードする核酸（単数または複数
）、あるいはそれらの機能的誘導体は、遺伝子治療の方法により投与される。遺伝子治療
とは、被験体への特定の核酸の投与によって行われる治療をいう。本発明の局面において
、その核酸は、そのコードされるペプチドを生成し、これは次いで、上記の疾患または障
害（例えば、糖尿病）の機能を調節することによって治療効果を発揮するように機能する
。当該分野で利用可能な遺伝子治療に関連する任意の方法論が本発明の実施において使用
され得る。例えば、以下を参照のこと：Ｇｏｌｄｓｐｉｅｌ，ｅｔ　ａｌ．，１９９３．
Ｃｌｉｎ　Ｐｈａｒｍ　１２：４８８－５０５。
　　　【００６３】
　好ましい実施形態において、この治療剤は、ＰＤＸポリペプチドまたはそのフラグメン
ト、誘導体もしくはアナログのうち任意の１つ以上を発現する発現ベクターの部分である
核酸を、適切な宿主内に含む。特定の実施形態において、そのような核酸は、ＰＤＸポリ
ペプチドのコード領域に作動可能に連結されたプロモーターを有する。このプロモーター
は、誘導性または構成的であり得、そして必要に応じて組織特異的であり得る。そのプロ
モーターは、例えば、ウイルス起源または哺乳動物起源であり得る。別の特定の実施形態
において、コード配列（および任意の他の所望の配列）がゲノム中の所望の部位で相同組
換えを促進する領域に隣接する核酸分子を使用し、従って、核酸の染色体内発現を提供す
る。例えば、以下を参照のこと：Ｋｏｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈｉｅｓ，１９８９．
Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８６：８９３２－８９３５。なお別の
実施形態において、送達される核酸は、エピソーム性のままであり、そして内因性でかつ
そうでなければサイレントな遺伝子を誘導する。
　　　【００６４】
　患者への治療核酸の送達は、直接（すなわち、患者は、核酸または核酸含有ベクターに
直接曝露される）か、または間接的（すなわち、細胞がまず核酸にインビトロで接触され
、次いで患者に移植される）であり得る。これらの２つのアプローチは、それぞれインビ
ボまたはエキソビボの遺伝子治療として知られる。本発明の特定の実施形態において、核
酸は、インビボで直接投与され、そこで発現されて、コードされる産物が産生される。こ
れは、以下を含むがそれらに限定されない、当該分野で公知の多数の方法のいずれかによ
り達成され得る：適切な核酸発現ベクターの一部としてその核酸を構築すること、および
そのものをそれが細胞内に存在するような様式で投与すること（例えば、欠失もしくは弱
毒化したレトロウイルスまたは他のウイルスベクターを用いて感染させることによる；以
下を参照のこと：米国特許第４，９８０，２８６号）；裸のＤＮＡを直接注射すること；
微粒子ボンバードメントを用いること（例えば、「ＧｅｎｅＧｕｎ（登録商標）」Ｂｉｏ
ｌｉｓｔｉｃ、ＤｕＰｏｎｔ）；脂質でその核酸をコーティングすること；会合する細胞
表面レセプター／トランスフェクト剤を用いること；リポソーム、微粒子もしくは微小カ
プセル中にカプセル化すること；それを核へと侵入することが知られるペプチドと連結し
て投与すること；またはそれをレセプター媒介エンドサイトーシスの素因があるリガンド
へと連結して投与することによる（例えば、以下を参照のこと：Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ，１
９８７．Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２６２：４４２９－４４３２）。これを使用して、目
的のレセプターを特異的に発現する細胞型を「標的化（ｔａｒｇｅｔ）」し得る、などで
ある。
　　　【００６５】
　本発明の実施における遺伝子治療に対するさらなるアプローチは、エレクトロポレーシ
ョン、リポフェクション、リン酸カルシウム媒介トランスフェクション、ウイルス感染な
どのような方法による、インビトロ組織培養物中の細胞へ遺伝子を移入する工程を包含す
る。一般に、移入の方法論は、細胞に選択マーカーを同時に移入することを包含する。次
いで、この細胞を、選択圧（例えば、抗生物質耐性）の下に置いて、移入される遺伝子を
取り込み、そして発現中である細胞の単離を容易にする。次いで、この細胞を、患者に送
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達する。特定の実施形態において、得られた組換え細胞のインビボ投与の前に、その核酸
を以下を含むがそれらに限定されない、当該分野において公知の任意の方法によって細胞
へと導入する：トランスフェクション、エレクトロポレーション、微小注入、目的の核酸
配列を含むウイルスベクターもしくはバクテリオファージベクターを用いた感染、細胞融
合、染色体媒介遺伝子移入、マイクロセル媒介遺伝子移入、スフェロプラスト融合、なら
びにレシピエント細胞に必要な発達機能および生理学的機能がその移入によって破壊され
ないことを保証する類似の方法論。例えば、以下を参照のこと：Ｌｏｅｆｆｌｅｒ　ａｎ
ｄ　Ｂｅｈｒ，１９９３．Ｍｅｔｈ　Ｅｎｚｙｍｏｌ　２１７：５９９－６１８。選択さ
れた技術は、その細胞へその核酸を安定に移入することを提供するはずである。その結果
、その核酸はその細胞によって発現され得る。好ましくは、その移入された核酸は、その
細胞の子孫によって遺伝保持されそして発現され得る。代替の実施形態において、移入さ
れた核酸は、エピソーム性のままであり、そしてそうでなければサイレントな内因性核酸
の発現を誘導する。
　　　【００６６】
　本発明の好ましい実施形態において、得られた組換え細胞は、以下を含むがそれらに限
定されない、当該分野において公知の様々な方法によって患者へと送達され得る：上皮細
胞の注射（例えば、皮下）、組換え皮膚細胞の皮膚移植片としての患者への適用、および
組換え血球（例えば、造血幹細胞または前駆細胞）または肝臓細胞の静脈内注射。使用が
意図される細胞の総量は、所望の効果、患者の状態等に依存し、そして当業者によって決
定され得る。
　　　【００６７】
　核酸が遺伝子治療の目的で導入され得る細胞は、任意の所望の利用可能な細胞型を包含
し、そして異種（ｘｅｎｏｇｅｎｅｉｃ）、異種（不均質、ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｃ）
、同種（ｓｙｎｇｅｎｅｉｃ）、または自己性であり得る。細胞型としては、以下が挙げ
られるがそれらに限定されない：分化した細胞（例えば、上皮細胞、内皮細胞、ケラチノ
サイト、線維芽細胞、筋肉細胞、肝細胞および血球）、または種々の幹細胞もしくは前駆
細胞、特に胚性心筋細胞、肝性幹細胞（国際特許公開ＷＯ　９４／０８５９８）、神経幹
細胞（Ｓｔｅｍｐｌｅ　ａｎｄ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ，１９９２，Ｃｅｌｌ　７１：９７３
－９８５）、造血幹細胞または前駆細胞（例えば、骨髄、臍帯血、末梢血、胎児肝臓等か
ら得られる）。好ましい実施形態において、遺伝子治療のために利用される細胞は、患者
に対し自己性である。
　　　【００６８】
　（薬学的組成物）
　化合物（例えば、本発明のＰＤＸポリペプチド、ＰＤＸポリペプチドをコードする核酸
またはＰＤＸポリペプチドをコードする核酸の発現を増加させる核酸（本明細書において
また、「活性化合物」ともいう））、ならびにそれらの誘導体、フラグメント、アナログ
およびホモログは、投与に適切な薬学的組成物へと取り込まれ得る。そのような組成物は
、代表的に、核酸分子、またはタンパク質、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。
本明細書において使用される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」とは、薬学的投与に
適合する、任意のおよびすべての溶媒、拡散媒体、コーティング、抗細菌剤および抗真菌
剤、等張性剤および吸収遅延剤などを含むことが意図される。適切なキャリアは、当該分
野における標準的な参考書である、最新版のＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓに記載されている。これは、本明細書において参考とし
て援用される。そのようなキャリアまたは希釈剤の好ましい例としては、以下が挙げられ
るがそれらに限定されない：水、生理食塩水、リンゲル液、デキストロース溶液、および
５％ヒト血清アルブミン。リポソームおよび非水性ビヒクル（例えば、不揮発油）もまた
使用され得る。薬学的に活性な物質のためのそのような媒体および薬剤は、当該分野にお
いて周知である。その活性化合物に対して不適合である従来の媒体または薬剤の範囲を除
き、組成物におけるそれらの使用が意図される。補助的活性化合物もまた、その組成物に
取り込まれ得る。
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　　　【００６９】
　本発明の薬学的組成物は、それが意図する投与経路に適合するように処方される。投与
経路の例としては、以下が挙げられる：非経口、例えば、静脈内、皮内、皮下、経口（例
えば、吸入）、経皮（局所的）、経粘膜、および直腸投与。非経口、皮内、または皮下の
適用のために使用される溶液または懸濁液としては、以下の成分が挙げられ得る：注射用
の水、生理食塩水、不揮発油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコ
ールまたは他の合成溶媒のような滅菌希釈剤；ベンジルアルコールまたはメチルパラベン
のような抗細菌剤；アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウムのような抗酸化剤；エチレ
ンジアミン四酢酸のようなキレート剤；酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸塩のような緩衝
剤、および塩化ナトリウムまたはデキストロースのような等張性の調整のための薬剤。ｐ
Ｈは、酸または塩基（例えば、塩酸または水酸化ナトリウム）を用いて調整され得る。非
経口調製物は、硝子またはプラスチックでできた、アンプル、使い捨てのシリンジ、また
は複数用量バイアル中に封入され得る。
　　　【００７０】
　注射可能な使用のために適切な薬学的組成物としては、以下が挙げられる：滅菌水溶液
（水溶性の場合）または分散物、および滅菌注射用溶液または分散物の即座調製物のため
の滅菌粉末。静脈内投与のために適切なキャリアは、生理食塩水、静菌水、Ｃｒｅｍｏｐ
ｈｏｒ　ＥＬTM（ＢＡＳＦ，Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ，Ｎ．Ｊ．）またはリン酸緩衝化生理
食塩水（ＰＢＳ）を含む。すべての場合、その組成物は、滅菌でなければならず、そして
容易なシリンジ処理性が存在する程度に流動性であるべきである。この組成物は、製造お
よび保存の条件下で安定でなければならず、そして細菌および真菌のような微生物の夾雑
作用に対して保存しなければならない。そのキャリアは、例えば、以下を含む溶媒または
分散媒体であり得る：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、および液体ポリエチレングリコールなど）、およびそれらの適切な混合物。
適切な流動性は、例えば、レシチンのようなコーティングの使用により、分散物の場合に
おいて必要とされる粒子径を維持することにより、および表面活性剤の使用により、維持
され得る。微生物の作用の予防は、種々の抗細菌剤および抗真菌剤（例えば、パラベン、
クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサールなど）によって達成され
得る。多くの場合、等張剤（例えば、糖、ポリアルコール（例えば、マンニトール、ソル
ビトール）、塩化ナトリウム）を組成物中に含むことが好ましい。注射用の組成物の長期
の吸収は、吸収を遅らせる薬剤（例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン
）をその組成物中に含ませることによって実施され得る。
　　　【００７１】
　滅菌注射溶液は、活性化合物（例えば、ＰＤＸポリペプチドまたはＰＤＸコード核酸）
を、必要とされる量で、適切な溶媒中において、必要に応じて上記の成分の１またはその
組合せとともに、取り込ませること、続いて、濾過滅菌をすることによって調製され得る
。一般に、分散物は、上記のもの由来の基本となる分散媒体および必要とされる他の成分
を含む、滅菌ビヒクル中に活性化合物を取り込ませることによって調製される。滅菌注射
溶液の調製のための滅菌粉末の場合において、調製方法は真空乾燥および凍結乾燥であり
、これは、予め濾過滅菌したその溶液から活性成分およびさらなる所望の成分の粉末を得
る。
　　　【００７２】
　経口組成物は、一般に、不活性の希釈剤またはその可食のキャリアを含む。それらは、
ゼラチンカプセル中に封入され得、または錠剤へと圧縮され得る。経口治療投与の目的の
ために、活性化合物は、賦形剤と共に取り込まれ得、そして錠剤、トローチまたはカプセ
ルの形態で使用され得る。経口組成物はまた、マウスウォッシュとして使用するための流
体キャリアを用いて調製され得る。ここで、流体キャリア中のこの化合物は、経口適用し
、そして口の中で滞留（ｓｗｉｓｈ）され、そして喀痰されるかまたは飲み込まれる。薬
学的に適合性の結合剤および／またはアジュバント材料は、その組成物の一部として含ま
れ得る。この錠剤、丸剤、カプセル、トローチなどは、任意の以下の成分または類似の性
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質の化合物を含み得る：結合剤（例えば、微結晶性セルロース、ガム、トラガカント、ま
たはゼラチン）；賦形剤（例えば、デンプンまたはラクトース）、崩壊剤（例えば、アル
ギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅｌまたはコーンスターチ）；滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグ
ネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ）；滑り剤（ｇｌｉｄａｎｔ）（たとえば、コロイド二
酸化ケイ素）；甘味剤（例えば、スクロースまたはサッカリン）；または香味料（例えば
、ペパーミント、サリチル酸メチルまたはオレンジ香味料）。
　　　【００７３】
　吸入による投与のために、これらの化合物は、加圧された容器またはディスペンサーか
らのエアロゾルスプレーの形態で送達され、この加圧された容器またはディスペンサーは
、適切な噴霧体（例えば、二酸化炭素のような気体）、または噴霧器を含む。
　　　【００７４】
　全身投与はまた、経粘膜的手順または経皮的手順によってであり得る。経粘膜的投与ま
たは経皮的投与のために、浸透されるバリアに適切な浸透剤が、処方物において使用され
る。このような浸透剤は、一般に、当該分野で公知であり、そして、このような浸透剤に
は、例えば、経粘膜的投与のために、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体が
挙げられる。経粘膜投与は、鼻スプレーまたは坐薬の使用を介して達成され得る。経皮的
投与のために、活性化合物が、一般に当該分野で公知である軟膏（ｏｉｎｔｍｅｎｔ）、
軟膏、ジェルまたはクリームに処方される。
　　　【００７５】
　これらの化合物はまた、直腸送達のための坐薬（例えば、カカオ脂および他のグリセリ
ドのような従来の坐薬ベースとともに）または保持浣腸の形態で調製され得る。
　　　【００７６】
　１つの実施形態において、活性化合物は、身体からの急速な排出に対してこの化合物を
保護するキャリア（例えば、制御放出処方物）とともに調製され、このキャリアは、移植
片およびマイクロカプセル化送達系を含む。生分解性の、生体適合性ポリマー（例えば、
エチレンビニルアセテート、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルト
エステルおよびポリ乳酸）が使用され得る。このような処方物を調製するための方法は、
当業者に明らかである。これらの物質は、Ａｌｚａ　ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏ
ｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃから商業的に得られ得る。リポソーム懸
濁液（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体を用い感染された細胞に標的化されたリ
ポソームを含む）はまた、薬学的に受容可能なキャリアとして使用され得る。これらは、
例えば、米国特許第４，５２２，８１１号（これは、本明細書中で参考として、全面的に
援用される）に記載されるように、当業者に公知の方法に従って調製され得る。
　　　【００７７】
　投与の容易さおよび投薬の均一性のために、経口または非経口組成物を投薬単位形態で
処方することは、特に有利である。本明細書中で使用される場合、投薬単位形態は、処置
される被験体に対して、単位投薬として適する物理的に個別の単位をいい；各単位は、必
要とされる薬学的キャリアと関連して、所望の治療効果を発生するように計算された所定
の量の活性化合物を含む。本発明の投薬単位形態のための仕様は、活性化合物の固有の特
徴および達成される特定の治療効果によって影響され、そしてこれらに直接依存する。
　　　【００７８】
　本発明の核酸分子はベクターに挿入され得、そして遺伝子治療ベクターとして使用され
得る。遺伝子治療ベクターは、例えば、米国特許第５，７０３，０５５号に記載されるよ
うに、多くの経路のいずれかによって被験体に送達され得る。従って、送達はまた、例え
ば、静脈内注射、局所的投与（米国特許第５，３２８，４７０号を参照のこと）、または
定位注射（例えば、Ｃｈｅｎら（１９９４）ＰＮＡＳ　９１：３０５４－３０５７を参照
のこと）を含み得る。遺伝子治療ベクターの薬学的調製物は、受容可能な希釈剤中に遺伝
子治療ベクターを含み得るか、または遺伝子送達ビヒクルが埋め込まれる徐放マトリック
スを含み得る。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターが組換え細胞（例えば、レトロウイ
ルスベクター）からインタクトに生成される場合、薬学的調製物は、遺伝子送達系を生成
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する１つ以上の細胞を含み得る。
　　　【００７９】
　薬学的組成物を、投与のための説明書とともに、容器、パックまたはディスペンサー中
に含み得る。
　　　【００８０】
　本発明は、さらに、以下の実施例に記載され、これらは、本特許請求の範囲に記載され
る本発明の範囲を制限しない。
　　　【００８１】
　（特定の実施例）
　（実施例１：組換えアデノウイルス）
　ＡｄＣＭＶＰＤＸ－１を、Ｒ．Ｓｅｉｊｆｆｅｒｓら、Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　
１４０：１１３３（１９９９）によって記載されるように構築した。これは、ＳＴＦ－１
　ｃＤＮＡ（ｐＡＣＣＭＶｐＬｐＡベクターのＢａｍＨ１部位に連結されたＰＤＸ－１の
ラットホモログ）を含む。
　　　【００８２】
　ＡｄＣＭＶβ－ｇａｌは、β－ガラクトシダーゼに対する核限局化シグナルを含む。
　　　【００８３】
　ＡｄＣＭＶ－ｈＩｎｓは、異種サイトメガロウイルスプロモーターの制御下でヒトイン
スリンｃＤＮＡを含む。
　　　【００８４】
　ＡｄＲＩＰ－１－ｈＩｎｓは、ラットインスリンプロモーター１（ＲＩＰ－１）の制御
下でヒトインスリンｃＤＮＡを含む。ＲＩＰ－１は、４１０塩基のラットインスリン－１
遺伝子の５’隣接ＤＮＡ領域である。
　　　【００８５】
　（実施例２：ＰＤＸ－１誘導内因性インスリン遺伝子発現の決定および異所的に同時送
達されるインスリンプロモーターの活性化）
　肝臓における異所性ＰＤＸ－１発現の効果を評価するために、雄性Ｂａｌｂ／ｃおよび
Ｃ５７ＢＬ／６マウス（１１～１４週齢）の尾静脈に、２×１０9プラーク形成単位（０
．２ｍｌの生理食塩水中）のＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１組換えアデノウイルスを注射した。
コントロールとして、同様に、マウスにＡｄＣＭＶ－β－ｇａｌ、またはＡｄＣＭＶ－ｈ
ＩｎｓおよびＡｄＲＩＰ－１－ｈＩｎｓ組換えアデノウイルスを注射した。これらの動物
を、空調した環境中、１２時間の明／暗サイクル下、普通の非制約的な食事のもとにおき
、そしてウイルス投与の１週間後に屠殺した。全ＲＮＡの単離のため、肝臓、脾臓、膵臓
および腎臓を切除し、そして直ちに液体窒素中で冷凍し、そして－７０℃で保存した。
　　　【００８６】
　ＰＤＸ－１およびインスリン遺伝子発現を、ＲＴ－ＰＣＲによって決定した。全ＲＮＡ
を、ＲＮＡｚｏｌ（ＣＩＮＮＡ－ＢＩＯＴＥＸ）を使用して冷凍組織から単離した。ＲＮ
Ａサンプルを１０μｌのＤＮａｓｅＩ（Ｐｒｏｍｅｇａ）により処理した。ｃＤＮＡを、
１μｇの無ＤＮＡの全ＲＮＡおよび０．５μｇのオリゴ（ｄＴ）15を使用して、逆転写に
よって調製した。以下の表１に記載されるようなプライマーおよびＰＣＲ条件を使用して
、１．５μｌのＲＴ反応物を増幅した。ＰＣＲを、ＧｅｍｅＡｍｐ　ＰＣＲシステム２４
００（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）で行い、そして産物を、１．７％アガロースゲルで分
離した。別個のＰＣＲ反応を、逆転写酵素を使用せずに各ＲＮＡサンプルについて行い、
増幅された産物は、ＤＮＡ混入に起因しないことを保証した。プライマーを、マウスホモ
ログではなく異所性ラットＰＤＸ－１発現のみを検出するように設計した。ｍＩ－２増幅
のためのプライマーは、異なるエキソン上に位置する。サンプルの変性の第１工程は、全
ての増幅遺伝子について同一であった（９４℃で１分間）。
　　　【００８７】
　全ＲＮＡの分析は、ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１の投与は、主に肝臓におけるＰＤＸ－１の
発現を生じることを示した。同じマウス由来の脾臓、膵臓および腎臓は、ＲＴ－ＰＣＲに
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よる試験の結果、ＰＤＸ－１のラットホモログに対して陰性であることが分かった。
　　　【００８８】
　異所性ラットＰＤＸ－１メッセージについて陽性であると試験された７５％（３５匹の
うち２５匹）のマウスは、ｍＩ－２遺伝子を発現し、一方、３５％のマウスは、ｍＩ－１
遺伝子を発現した（図１）。ｍＩ－２とｍＩ－１との間の発現の相違が、同一性または肝
細胞を発現するＰＤＸ－１中に存在する転写因子のレベルにより差次的に影響を受けるｍ
Ｉ－１プロモーターに起因するか否かを決定するために、ＡｄＲＩＰ－Ｉ－ｈＩｎｓ組換
えアデノウイルスを、上記のように、ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１と共に、マウスに同時送達
した。図１に示されるように、ＰＤＸ－１が内因性ｍＩ－２の発現のみを誘導する肝臓に
おいて、これはまたインスリン－１プロモーター（ＲＩＰ－１）の速度を活性化した。こ
れは、異なるレベルのＤＮＡメチル化または異なるクロマチン構造は、肝臓におけるＰＤ
Ｘ－１の発現による内因性ｍＩ－１発現の活性化の低効率の原因であり得ることを示唆す
る。さらに、これらのデータは、ＰＤＸと共に同時送達された場合、肝臓におけるβ細胞
特異的インスリンプロモーターを活性化する能力を示す。
　　　【００８９】
　内因性マウスインスリンおよび異所性ヒトインスリン遺伝子の発現は、それぞれ、同じ
濃度のコントロール組換えアデノウイルスＡｄＣＭＶ－β－ｇａｌ、またはＡｄＣＭＶ－
ｈＩｎｓおよびＡｄＲＩＰ－１ｈＩｎｓを用いる処理により誘導しなかった（ｎ＝２０）
。これらの結果は、ＰＤＸ－１が必須であり、そして内因性インスリン遺伝子の発現を誘
導し、膵臓外組織においてＲＩＰ－１を活性化するのに十分であることを示す。
　　　【００９０】
　（実施例３：インビボにおけるＰＤＸ－１誘導ソマトスタチン遺伝子発現の決定および
タンパク質産生）
　動物を、実施例２に記載されるように、組換えアデノウイルスで処置した。ソマトスタ
チン遺伝子発現を、表１に記載される条件に従って、実施例２に記載されるように、ＲＴ
－ＰＣＲにより決定した。
　　　【００９１】
　図３に示されるように、ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１で処置したマウスの肝臓は、ソマトス
タチン遺伝子発現を示した。ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１で処置したマウスは、免疫化学によ
り分析された肝臓組織において、ソマトスタチンタンパク質について陽性染色を示した。
ＡｄＣＭＶ－β－ｇａｌで処置したマウスは、ソマトスタチンを発現しなかった。
　　　【００９２】
　（実施例４：ＰＤＸ－１誘導グルカゴン遺伝子発現の決定）
　動物を、実施例２に記載されるようにＡｄＣＭＶＰＤＸ－１組換えアデノウイルスで処
置した。グルカゴン遺伝子発現を、表１に記載されるような条件およびプライマーを使用
して、実施例２に記載されるようにＲＴ－ＰＣＲにより決定した。
　　　【００９３】
　図３に示されるように、ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１で処置したマウスの肝臓は、グルカゴ
ン遺伝子発現を示した。ＡｄＣＭＶ－β－ｇａｌで処置したマウスは、グルカゴンを発現
しなかった。
　　　【００９４】
　（実施例５：プロホルモンコンバターゼ１／３誘導遺伝子発現の決定）
　動物を、実施例２に記載されるように、組換えアデノウイルスで処置した。オリゴ（ｄ
Ｔ）15の代わりに、遺伝子特異的オリゴヌクレオチド（ＴＣＣＡＧＧＴＧＣＣＴＡＣＡＧ
ＧＡＴＴＣＴＣＴ；配列番号１）を使用して、ｃＤＮＡを逆転する以外は、実施例２に記
載されるようにして、プロホルモンコンバターゼ１／３（ＰＣ１／３）遺伝子発現をＲＴ
－ＰＣＲによって決定した。図３に示されるように、ＰＤＸ－１で処置した動物由来の肝
臓のみがＰＣ１／３発現の誘導を示し、Ｋｅｘｉｎファミリープロテアーゼのメンバー、
ＰＣ１／３発現は、調節された分泌経路を有する内分泌および神経内分泌細胞に制限され
る。まとめると、産生されたホルモンを細胞内画分内に保持する能力は、ホルモン産生、
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プロセシング、貯蔵および分泌のための調節された経路の誘導を含む内分泌表現型のＰＤ
Ｘ－１依存性誘導を示唆する。
　　　【００９５】
　表１：ＰＤＸ－１誘導遺伝子発現の決定のためのＲＴ－ＰＣＲ分析
　　　【００９６】
【表１】

　（実施例６：肝臓におけるＰＤＸ－１誘導性プロインスリン合成）
　動物を、実施例２に記載したように組換えアデノウイルスで処理した。肝臓、脾臓、膵
臓、および腎臓を切開した。免疫組織化学染色のために、組織の一部を４％ホルムアルデ
ヒド中で固定し、そしてパラフィン中に包埋した。残りの肝臓および膵臓組織を、ＩＲＩ
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含量のＲＩＡ測定のために、７０％エタノール－０．１８Ｎ　ＨＣｌ中でホモジナイズし
、凍結乾燥し、そしてＰＢＳ（リン酸緩衝化生理食塩水）中に再懸濁した。
　　　【００９７】
　（免疫組織化学）
　パラフィン包埋した組織の５μｍ切片を、脱パラフィン化し、３％Ｈ2Ｏ2中でインキュ
ベートし、次いで、ブロッキング溶液中でのインキュベーションの前に、抗原の回収のた
めにクエン酸緩衝液中でマイクロ波を照射する（ＰＤＸ－１検出）か、またはブロッキン
グ溶液に直ちに曝す（インスリン検出）（ＨｉｓｔｏｍｏｕｓｅTM－ＳＰキット、Ｚｙｍ
ｅｄ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）かのいずれかを行った。
　　　【００９８】
　ＰＤＸ－１検出：切片を、カエルＰＤＸ－１のＮ末端部分に対して惹起された抗血清と
ともに４℃で一晩インキュベートした。
　　　【００９９】
　インスリン検出：切片を、モノクローナル抗ヒトインスリン（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ－Ｌｏ
ｕｉｓ　ＭＯ）とともに３７℃で１時間インキュベートした。
　　　【０１００】
　スライドを、二次ビオチン化ＩｇＧに３０分間さらし、ストレプトアビジン－ペルオキ
シダーゼ中でインキュベートし、その後、色素原－ペルオキシド溶液で処理した。
　　　【０１０１】
　ＰＤＸ－１で処理したマウスからの肝臓切片の免疫組織化学分析は、肝細胞核の３０～
６０％におけるホメオプロテインの発現を示し、肝細胞の０．１～１％が（プロ）インス
リンについて陽性に染色された。コントロールＡｄＣＭＶ　β－ｇａｌ処理肝臓は、（プ
ロ）インスリンについて陽性に染色されなかったが、β－ガラクトシダーゼ活性は、核の
５０％で明白であった。ＡｄＣＭＶ－ｈＩｎｓによって処理したマウス由来の肝臓は、肝
臓切片においてインスリンについて陽性に染色されなかったが、同じマウスからの血清Ｉ
ＲＩは、ＰＤＸ－１処理マウスにおける血清ＩＲＩレベルと同様に、３倍増加した。イン
スリンでなくＰＤＸ－１の異所性発現が（プロ）インスリンについての陽性の免疫染色を
生じたという事実は、細胞の調節の誘導を示唆し、これは、肝細胞の小さな亜集団中でイ
ンスリン保持を支持し、（分泌ベシクルは調節された経路に属し、これは内分泌細胞に特
徴的であるが肝細胞に特徴的ではない）、これは、β－細胞表現型に向かってシフトし得
る。
　　　【０１０２】
　（ラジオイムノアッセイ）
　肝臓のインスリンｍＲＮＡがタンパク質に有効に翻訳されるか否かを決定するために、
ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）によって、肝臓組織由来の抽出物中で免疫反応性インス
リン（ＩＲＩ）含量を試験した。ＲＴ－ＰＣＲ（図１）によってインスリン遺伝子発現に
ついて陽性であると試験されたＰＤＸ－１処理したマウスからの肝臓は、コントロールウ
イルスによって処理された動物の肝臓よりも約２５倍高いＩＲＩを含んでいた（表２）。
ＰＤＸ－１処理した肝臓由来の抽出物中の平均ＩＲＩレベルは、２０．７±３．９７μＵ
／ｍｇ　タンパク質であったが、コントロール肝臓においては、ＩＲＩはわずか０．７８
±０．２５μＵ／ｍｇ　タンパク質であった。コントロール肝臓サンプルにおいて測定さ
れるインスリンのバックグラウンドレベルは、おそらく、この器官中に豊富に存在するそ
のレセプターへの結合したインスリン（膵臓起源）を表す。ＰＤＸ－１処理した肝臓抽出
物中で検出されたＩＲＩは、膵臓抽出物中で検出されたレベルの１％未満であった（表２
）が、ＰＤＸ－１処理したマウス中の血清ＩＲＩレベルは、コントロールと比較してほぼ
３倍高かった（それぞれ、３２３±４８．４対１１８．２±２３．７μＵ／ｍｌ（表２）
）。このことは、インスリンが合成され、そしてその大部分が血流に分泌されることを示
す。これらのデータは、分子的操作によって誘導されるインスリン遺伝子発現が、首尾良
くプロ／ホルモンの特異的肝産生に翻訳されることを示す。
　　　【０１０３】
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　ＰＤＸ－１処理肝臓において検出される免疫反応性インスリンは、膵臓抽出物中でのＩ
ＲＩレベルの１％未満であった（表２）。肝臓抽出物におけるラジオイムノアッセイ（Ｒ
ＩＡ）によって決定されたＩＲＩ値は、この器官における実際のインスリン産生を低く見
積もり得る。ＲＩＡのために本発明者らが使用した抗体は、プロセスされたホルモンに優
先的に結合し、そしてプロインスリン（これは、肝細胞において主として存在すると予測
され、そして膵臓においてはより低い含量である）とは６０％のみの交差反応性を有する
。
　　　【０１０４】
　（実施例７：血糖レベルおよび血清インスリンレベル）
　動物を、実施例２に記載したように組換えアデノウイルスで処理した。屠殺する前に、
グルコース濃度の決定のために（Ａｃｃｕｔｒｅｎｄ（登録商標）ＧＣ、Ｂｏｅｈｒｉｎ
ｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、およびラジオイムノ
アッセイによるインスリンレベルの決定のために（Ｃｏａｔ－ａ－ｃｏｕｎｔ，ＤＰＣ，
Ｌｏｓ－Ａｎｇｅｌｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ、ラットインスリン標準物（Ｌｉｎｃｏ）を使用
、使用した抗インスリン抗体は、ヒトプロインスリンと６０％のみの交差反応性を有する
）、血液を下大静脈から採取した。
　　　【０１０５】
　ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１組換えアデノウイルスによって処置されたマウスは、低血糖症
ではなかったが、しかし、それらの血液グルコースレベルは、ＡｄＣＭＶ－β－ｇａｌま
たはＡｄＣＭＶ－Ｌｕｃによって処理されたマウスのレベルよりも有意に低かった［それ
ぞれ、１９７±１１．２対２２８±１５．７４ｍｇ／ｄｌ］（表２）。血漿免疫反応性イ
ンスリンレベルは、コントロールに比較したＰＤＸ－１処理マウスにおいて有意に高かっ
た［それぞれ、３２３±４８．４対１１８．２±２３．７μＵ／ｍｌ］（表２）。
　　　【０１０６】
　ＰＤＸ－１処理マウスにおける血清ＩＲＩレベルの３倍の増加は、ＰＤＸ－１処理肝臓
抽出物において実証された肝臓ＩＲＩ含量における２５倍の増加をそれ自体で説明し得な
い（表２）。従って、肝臓プロ／インスリン含量における増加は、局所産生に起因する。
　　　【０１０７】
　（表２：血清および肝臓抽出物における血液グルコースおよび免疫応答性インスリン（
ＩＲＩ）レベル）
　　　【０１０８】
【表２】

　（実施例８：インスリン関連ペプチドのＨＰＬＣ分析）
　動物を実施例２に記載されるように組換えアデノウイルスで処理した。肝臓および膵臓
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を解剖し、そして７０％エタノール－０．１８Ｎ　ＨＣｌ中でホモジナイズし、凍結乾燥
し、そしてＨＰＬＣ分析のために０．１Ｍ　ＨＣｌ－０．１％ＢＳＡ中に再懸濁した。
　　　【０１０９】
　肝臓および膵臓抽出物由来のインスリン関連ペプチドを、Ｌｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒ　１
００ＲＰ－１８カラム（Ｍｅｒｃｋ，Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）およびＧｒ
ｏｓｓら、によって記載される溶出条件を使用して逆相ＨＰＬＣによって分離した。１ｍ
ｌの画分を０．１ｍｌの０．１％ＢＳＡ（水中）を含むチューブに収集し、Ｓｐｅｅｄ－
Ｖａｃ装置内で乾燥し、そしてＲＩＡによるペプチド決定のために１ｍｌのＲＩＡ緩衝液
（ＰＢＳ中、０．１％ＢＳＡ）内に再構成した。ラットまたはヒトインスリン標準のいず
れかを用いてモルモット抗ブタインスリン抗体（Ｌｉｎｃｏ，Ｓｔ　Ｃｈａｒｌｅｓ，Ｍ
Ｏ）を使用し、マウスまたはヒトＩＲＩをそれぞれ決定した。
　　　【０１１０】
　ＰＤＸ－１処理マウス由来の肝臓ＩＲＩ含量のＨＰＬＣ分析によって、十分にプロセシ
ングされたｍＩ－１およびｍＩ－２への５９±７％（ｎ＝３）の転換が明らかになった。
比較すると、膵臓抽出物は８５±５％（ｎ＝３）の成熟インスリンを含んだが（図２）、
ヒトインスリン（ＡｄＣＭＶ－ｈＩｎｓ）の異所性発現は、ほとんどの抽出されたＩＲＩ
が未成熟のインスリンであった１つの肝臓を除いて肝臓細胞におけるＩＲＩの保有を生じ
なかった。これは、トランスフェクトされたＦＡＯ細胞における以前の観察と一致する。
このＦＡＯ細胞において、インスリン遺伝子産物の保有は観察されず、そしてそれのほと
んどは構成的分泌経路によって分泌された。これらのデータは、以下のことを実証する：
肝臓における異所性ＰＤＸ－１の発現は、誘発されたプロホルモンをプロセシングし得る
内分泌組織の特徴である細胞性機構を誘発し、そしてプロインスリンのみが肝臓で異所的
に発現される場合には誘導されない。従って、肝臓細胞における、異所性ＰＤＸ－１発現
による伸展したβ細胞表現型を誘導する。
　　　【０１１１】
　（実施例９：肝臓プロ／インスリン産生の生物学的活性）
　糖尿病マウスにおけるＰＤＸ－１誘導性肝臓インスリン産生の血液グルコースレベルを
調節する能力を研究した。Ｃ５７ＢＬ／６マウスを、２００ｍｇ／ｋｇの腹腔内ＳＴＺ注
入の２４時間後、ケトアシドーシスを有する糖尿病（＞６００ｍｇ／ｄｌ）にした。ＳＴ
Ｚ注入の２４～２８時間後、マウスを、尾静脈を介して投与されたＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－
１またはＡｄＣＭＶβ－ｇａｌ（コントロール）組換えアデノウイルス（生理食塩水溶液
中）のいずれかで処理した。図４に示されるように、ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１処理マウス
は、組換えアデノウイルス処理の２日後に始まる約６００から２００～３００ｍｇ／ｄｌ
への血液グルコースレベルにおける漸進的な減少を示した。対照的に、アデノウイルス処
理の１～３日後、コントロールＡｄＣＭＶβ－ｇａｌ処理マウスにおいて、高血糖症が持
続し、そして試験された２２匹のうちの１２匹が死んだという死亡の増加率を伴い、重度
のケトアシドーシスを有した。さらに、両方の群は高血糖症の誘発後に重量を減少し、そ
してマウスが屠殺されるまでそれを回復しなかった。まとめると、データは以下のことを
実証する：ＰＤＸ－１の発現は、β細胞の機能が除去されているマウスにおける高血糖症
を回復する肝臓において、成熟な生物学的に活性なインスリン産生を十分に誘導する。
　　　【０１１２】
　（実施例１０：異所性ＰＤＸ－１発現によるインスリンプロモーターのインビトロ活性
化）
　ＰＤＸ－１は、組換えアデノウイルスＡｄＲｉｐ－１ｈＩｎｓと同時誘導された場合（
ここでは、ヒトインスリン発現がラットインスリン－１プロモーターにより送達される）
に、ラットインスリン－１プロモーターを活性化する。（実施例２および図１を参照のこ
と）。ＰＤＸ－１は、ラット肝臓細胞において、インビトロでラットインスリンプロモー
ター１を活性化するのに十分であることが示された。初代培養物は、成熟肝細胞および胎
児肝細胞がコラーゲン－１上で培養される場合に、無血清の既知組成培地中で組織培養皿
を被覆した。プレーティング２日後、細胞をＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１＆ＡｄＲＩＰ－１ｈ
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Ｉｎｓか、またはＡｄＣＭＶ　β－ｇａｌ＆ＡｄＲＩＰ－１ｈＩｎｓのいずれかで処理し
た。アデノウイルス処理の４８時間後、総ＲＮＡを抽出し、そしてプロインスリン遺伝子
発現を実施例２に記載のとおり評価した。
　　　【０１１３】
　ＰＤＸ－１は、異所的に発現されたＲＩＰ－ｈＩｎｓ（組換えアデノウイルスを介して
導入された、ヒトインスリンを駆動する、ラットインスリンプロモーター－１（このプロ
モーターの４１０ｂｐｓ））を活性化したが、β－ｇａｌは、このような能力を有さなか
った（図５）。
　　　【０１１４】
　（実施例１１：肝細胞における内因性ソマトスタチン遺伝子発現のインビトロ誘導）
　胎児（Ｅ１４－Ｆｉｓｈｅｒ－３４４ラット）から単離した肝細胞の初代培養物を培養
し、そして実施例９に記載のように組換えアデノウイルスにより処理した。表１に記載の
ようなプライマーおよびＲＴ－ＰＣＲ条件を用い、実施例２に記載のように、逆転写した
総ＲＮＡサンプル中で、ソマトスタチン遺伝子発現を検出した。
　　　【０１１５】
　このデータにより、肝細胞におけるインビトロの異所性ＰＤＸ－１発現は、インビトロ
で、内因性の発現を誘導するか、さもなければ肝細胞におけるサイレントなソマトスタチ
ン遺伝子発現を誘導することが実証される（図６）。
　　　【０１１６】
　（実施例１２：肝細胞における内因性インスリン遺伝子発現のインビトロ誘導）
　胎児（Ｅ１４－Ｆｉｓｈｅｒ－３４４ラット）の初代培養物を培養し、そして実施例１
０に記載のように、組換えアデノウイルスにより処理した。表１に記載のようなプライマ
ーおよびＲＴ－ＰＣＲ条件を用い、実施例２に記載のように、逆転写した総ＲＮＡサンプ
ル中で、ラットインスリン１遺伝子発現を検出した。
　　　【０１１７】
　このデータにより、胎児の肝細胞の初代培養物におけるインビトロの異所性ＰＤＸ－１
発現は、内因性の発現を誘導するか、さもなければサイレントなインスリン発現を誘導す
ることが実証される（図６）。
　　　【０１１８】
　（実施例１３：肝臓細胞における異所性ＰＤＸ－１発現は、内分泌細胞および神経内分
泌細胞の細胞内区画の特徴を誘導し、産生されたホルモンの保持およびそのホルモンの分
泌の調節を可能にする）
　実施例２に記載のように、マウスをＡｄ－ＣＭＶｈＩｎｓまたはＡｄＣＭＶＰＤＸ－１
のいずれかで処理した。処理により血清ＩＲＩは３倍に増大し、肝臓細胞によるヒトイン
スリン産生が実証された（図１）。ＡｄＣＭＶＰＤＸ－処理でのみ、免疫細胞化学で、イ
ンスリンタンパク質に陽性の細胞を検出した。さらに、肝臓抽出物のＨＰＬＣ分析により
、肝臓抽出物中でごくわずかなレベルのＩＲＩを検出した（その全てが、ＡｄＣＭＶＰＤ
Ｘ－１処理マウスでの２５倍増大に比べて、Ａｄ－ＣＭＶｈＩｎｓ処理マウスでは未プロ
セスであった）。さらに、ＡｄＣＭＶＰＤＸ－１処理マウスで産生されたインスリンの５
９％がプロセスされていた。さらに、ＡｄＣＭＶＰＤＸ－１で処理した肝臓のみがプロホ
ルモンプロセス化酵素ＰＣ１／３の誘導を示した。この酵素は、インスリンプロセス化貯
蔵および分泌調節についての経路を調節し得る細胞にのみ特徴付けられる。これらのデー
タにより、ＰＤＸが肝臓細胞においてインスリンの分泌調節を誘導することが実証される
。
　　　【０１１９】
　（実施例１４：ＰＤＸにより調節された核酸の同定）
　ＰＤＸにより調節された核酸は、異所性ＰＤＸ発現により同定される。膵臓組織に比べ
て、コントロールの処理されたランゲルハンス島外の組織において発現されない核酸は、
ＰＤＸにより調節されている。このように同定されたこれらの核酸を治療用化合物として
用いて、膵臓関連障害を処置する。
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　　　【０１２０】
　標的遺伝子の同定を以下のいずれかにより実施する：サブトラクティブライブラリー、
市販のマイクロアレイＣｈｉｐ（Ｉｎｃｙｔｅ、またはＡｆｆｉｍｅｔｒｉｘ）、または
メンブレンハイブリダイゼーション（ＣＬＯＮＴＥＣＨ．ＡｔｌａｓTM発現アレイ、また
はＭｕｌｔｉｐｌｅ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ（ＭＴＮ（登録商標））Ｂｌｏｔ
）。製造業者の指示に従って、処理した組織からのＲＮＡの単離、その精製、およびｃＤ
ＮＡプローブ合成を実施する。
　　　【０１２１】
　ＰＤＸ処理した非ランゲルハンス島組織において発現され、そしてまたランゲルハンス
島プローブ化メンブレンまたはチップに存在するが、コントロールの処理した非ランゲル
ハンス島組織には存在しない遺伝子は、直接および間接のＰＤＸ標的遺伝子である。この
遺伝子は、島細胞特徴プロフィールの遺伝子発現を示す。直接か間接かの識別については
、図７にしめすような、電気移動度偏移アッセイ（ｅｌｅｃｔｒｏｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｓ
ｈｉｆｔ　ａｓｓａｙ（ＥＭＳＡ））により、候補の標的遺伝子プロモーター分析によっ
て、およびプロモーターフットプリンティングによって解明される（Ｓａｍｂｒｏｏｋら
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第
２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）に記載のとおり）。
　　　【０１２２】
　（実施例１５：宿主組織において所望される異所的に発現された遺伝子の調節された発
現の誘導）
　この実施例は、任意のレポーター、さらにインシュリンの調節された発現の誘導を例示
する。ＰＤＸが非ランゲルハンス島組織においてインシュリンプロモーターを活性化し、
そしてそのグルコースおよび増殖因子を感知する能力を媒介する場合、任意の追加のプロ
モーターは、グルコースおよび増殖因子によって同様に調節される。従って、本発明は、
他の非内分泌組織由来の、多数の分泌された／または分泌されていない因子（例えば、イ
ンシュリンプロモーターによって駆動され、従ってそれらの転写および調節された分泌を
制御するグルカゴン、成長ホルモン、ステロイドホルモンなど）の発現を栄養学的におよ
びホルモン学的に調節するために利用され得る（図７）。
　　　【０１２３】
　（実施例１６：Ｂ細胞または島細胞の特異的な転写因子の階層におけるＰＤＸ位置の同
定）
　この実施例は、β細胞または島細胞の特異的な転写因子の階層におけるＰＤＸ位置の同
定を例示する。ランゲルハンス島において発現されるが、肝臓における異所性ＰＤＸ－１
発現によって誘導されない全ての転写因子は、肝臓のような非内分泌膵臓組織におけるよ
り包括的な、完全に近い～完全なβ細胞表現型の誘導のためのＰＤＸと協同し得る。肝臓
における島細胞特異的な転写因子の誘導された発現の検出は、適切なプライマーおよび条
件を使用して、実施例２におけるように実施され、それらの例は、表１に示される。
　　　【０１２４】
　実施例２に従ってポジティブな転写因子の活性を分析するための追加の方法は、フット
プリンティングによって実施される。
　　　【０１２５】
　（エレクトロ移動度シフトアッセイ（ＥＭＳＡ））：核抽出物（３～４μｇのタンパク
質）を、１０％グリセロール、１５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ（ｐＨ　７．９）、１５０ｍＭ　Ｋ
Ｃｌ、５ｍＭ　ＤＴＴおよび０．３μｇのポリｄＩｄＣ、ポリｄＡｄＴ（ＳＩＧＭＡ　Ｓ
ｔ－Ｌｏｕｉｓ　ＭＯ）を含有するＤＮＡ結合混合物中に、１０分間氷上でインキュベー
トした。最初のインキュベーション後、約０．２ｎｇのプローブをさらに２５分間のイン
キュベーションのために氷上に加えた。結合反応は、ネーティブ４％ポリアクリルアミド
ゲル上で分析した。
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　　　【０１２６】
　（オリゴヌクレオチド（プローブ））合成二本鎖オリゴヌクレオチドを、ＤＮＡポリメ
ラーゼのＫｌｅｎｏｗフラグメントを使用して、［α32Ｐ］ＡＴＰで末端標識した。オリ
ゴヌクレオチドＡ３／Ａ４の配列は、インシュリンプロモーター５’ＧＡＴＣＴＧＣＣ　
ＣＣＴＴＧＴＴＡＡＴＡＡＴＣＴＡＡＴＧ３’（配列番号２４）上のＰＤＸ－１結合部位
（それらの１つ）のための例である。Ａ１（インシュリンプロモーター上のさらなるＰＤ
Ｘ－１結合部位）についての配列は、５’ＧＡＴＣＣＧＣＣＣＴＴＡＡＴＧＧＧＣＣＡＡ
ＡＣＧＧＣＡ－３’（配列番号２５）である。この標識したオリゴを、図７に記載される
ように、エレクトロ移動度シフトアッセイのためのプローブとして使用する。ＰＤＸ－１
の同一性は、プロモーター上の同族座位に結合するＰＤＸ－１を妨げるか、またはｐｄｘ
－１＋標識したプローブのみを含むものと比べてＰＡＧＥ（抗体＋ｐｄｘ－１＋プローブ
）上で分離した複合体の分子量を増加する特異的抗体を使用して、スーパーシフト（ｓｕ
ｐｅｒｓｈｉｆｔ）によって二重と評価される（図７の最後の２本のレーン）。
　　　【０１２７】
　（等価物）
　本発明の特定の実施形態の前述の詳細な説明から、膵臓ホルモン産生を誘導する特定の
方法が記載されていることが明らかである。特定の実施形態が本明細書中に詳細に開示さ
れるが、これは、例示のみの目的で実施例の様式で行なわれ、以下の添付の特許請求の範
囲を限定することは意図されない。特に、種々の置換、変更、および改変が、本特許請求
の範囲によって規定される本発明の精神および範囲から逸脱することなく、本発明に対し
て行なわれ得ることが本発明者によって考慮される。
【図面の簡単な説明】
　　【図１】
　図１は、アデノウイルス処置後の、マウスインスリンＩ（ｍＩ－１）、マウスインスリ
ンＩＩ（ｍＩ－２）、ヒトインスリン、ＰＤＸ－１およびβ－アクチンについての、Ｂａ
ｌｂ／ｃマウス肝臓組織におけるｍＲＮＡの検出を示す図である（ＲＴ－ＰＣＲにより決
定した）。レーン１：ＤＮＡなし（ＰＣＲのネガティブコントロール）；レーン２～６：
ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１処置したマウスからの肝臓；レーン７、８：ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ
－１　＋　ＡｄＲＩＰ－１－ｈＩｎｓ処置したマウスからの肝臓；レーン９～１１：コン
トロールＡｄＣＭＶ－β－ｇａｌ　＋　ＡｄＲＩＰ－１－ｈＩｎｓ処置したマウスからの
肝臓；レーン１２、１３：ＡｄＣＭＶ－ｈＩｎｓ処置したマウスからの肝臓；レーン１４
：正常なマウス膵臓。
　　【図２】
　図２は、マウス組織から抽出したインスリン関連ペプチドのＨＰＬＣ溶出プロフィール
の例示である。パネルＡは、ＰＤＸ－１処置したマウスの膵臓からのプロフィールを示す
。パネルＢは、ＰＤＸ－１処置したマウスの肝臓からのプロフィールを示す。
　　【図３】
　図３は、ＲＴ－ＰＣＲにより決定される、ＰＤＸ－１（ソマトスタチン　Ｓｏｍａｔｏ
）、プロインスリンコンバターゼＰＣ１／３（ＰＣ１／３）、グルカゴン（Ｇｌｕｃｇ）
およびβ－アクチンについてのｍＲＮＡの検出を示す図である：ＰＤＸ－１およびコント
ロール処置したマウスから抽出した全ＲＮＡを、ＰＣ１／３特異的プライマーを使用して
逆転写した。レーン１～３：ＡｄＣＭＶ－ＰＤＸ－１により処置したマウス；レーン４～
５：ＡｄＣＭＶ－β－ｇａｌにより処置したマウス；レーン６：膵臓；レーン７：ｃＤＮ
Ａなし（ＰＣＲのコントロール）。
　　【図４】
　図４は、マウス肝臓における異所性ＰＤＸ－１発現が、ＳＴＺ誘導高血糖症を寛解する
ことを示す図である：１２～１３週齢のＣ５７ＢＬ／６雄性マウスをクエン酸緩衝液中の
２２０ｍｇ／ｋｇのＳＴＺにより処置した。３６～４８時間後、ＳＴＺ処置マウスをＡｄ
ＣＭＶＰＤＸ－１により注射するか（ｎ＝１５匹のマウス）、またはコントロールとして
ＡｄＣＭＶβ－ｇａｌにより注射した（ｎ＝２２、しかし、ＳＴＺ処置の３～５日後に１
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２匹が死亡し、ＳＴＺ処置の６～７日後にさらに３匹のマウスが死亡した）。ＡｄＣＭＶ
ＰＤＸ－１処置に際して、死亡率は生じなかった。各処置は、２００μｌ生理食塩水中の
２×１０9ＰＦＵ（プラーク形成単位）の組換えアデノウイルスの全身注射を含んだ。グ
ルコースレベルを、眼の静脈から採取した血液において決定した。
　　【図５】
　図５は、培養中の成熟肝細胞における異所性ＰＤＸ発現が、インスリンプロモーター（
ラットインスリン－１プロモーター）を活性化すること（これは、ＡｄＲＩＰｈＩｎｓに
よって同じ細胞へ同時送達される）を示す図である。ヒトインスリンは図１におけるよう
に検出される。レーン１：ＡｄＣＭＶ　ＰＤＸ－１　＋　ＡｄＲＩＰ　ｈＩｎｓにより処
置された細胞、レーン２：ＡｄＣＭＶβ－ガラクトシダーゼ＋ＡｄＲＩＰ　ｈＩｎｓ、レ
ーン３：コントロール。
　【図６】
　図６は、胎仔Ｆｉｓｈｅｒラット（Ｅ１４）肝細胞の一次単層培養物におけるインスリ
ン１およびソマトスタチン遺伝子発現の誘発を示す図である。胎仔肝細胞は、妊娠の１４
日目でＦｉｓｈｅｒ３４４ラット胚から単離し、そしてコラーゲンで被覆した組織培養デ
ィッシュ上にプレーティングした。細胞を２～５ＭＯＩ（感染多重度＝１細胞あたりのウ
イルス粒子数）のＡｄＣＭＶＰＤＸ－１により感染させた。全ＲＮＡをウイルス処置の４
日後に培養物から抽出し、そしてＲＴ－ＰＣＲにより、ソマトスタチン遺伝子発現につい
て分析した。ＲＮＡを、オリゴ（ｄＴ）15プライマーを使用して、図１におけるように逆
転写し、そしてＰＣＲによる増幅を、表１に述べるようなプライマーおよび条件を使用し
て実施した。レーン１～３：ＰＤＸ－１により処置した細胞からの例、レーン４～６：未
処置サンプル（コントロール）；レーン７：ＤＮＡなし、ＰＣＲ産物を１．７％アガロー
スゲル電気泳動上で分離した。
　　【図７】
　図７は、インスリンプロモーター上のＡ３／Ａ４部位へのＰＤＸ－１結合のグルコース
調節に対するＧＬＵＴ２およびＧＫ過剰発現の効果を示す図である。中間継代のＲＩＮ－
３８細胞を、未処置（レーン１）、ＡｄＣＭＶ－ＧＬＵＴ２またはＡｄＣＭＶ－ＧＫで処
置（レーン３、４）、またはコントロールＡｄＣＭＶＣＡＴで処置（レーン５）について
研究した。ウイルス処置の４８時間後、核抽出物を調製し、そしてＥＭＳＡ分析を、プロ
ーブとしてＡ３／Ａ４配列を使用して実施した。最後の２つのレーン：１μｌの抗ＰＤＸ
－１抗体（Ｃ．Ｗｒｉｇｈｔからの提供物）を核抽出物（＋）に添加し、そして複合体形
成をブロックした。免疫前の血清を核抽出物（－）（ＰＤＸ－１が、実際にインスリンプ
ロモーターの所定の部分に結合したタンパク質であることを認識するのに使用される）に
添加した。
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