
(57)【要約】
本発明は、平滑筋細胞関連疾患の治療のため、またその細胞の活性化および増殖を阻害す
るための、副甲状腺ホルモンに関連したタンパク質変異体の使用に関連する。本方法を多
様な組織において使用して、平滑筋の活性化（これは平滑筋の過剰な増殖をもたらす）に
よって発現する疾病および疾患に関する治療および予防的な軽減効果をもたらすことがで
きる。例えば、脈管構造において使用された場合、本発明の方法を用いて血管形成後の再
狭窄を治療することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク 質 変 異 体 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 化 合 物 で あ り 、
（ a） 化 合 物 の 機 能 的 核 移 行 シ グ ナ ル が 欠 失 し て い る ；
（ b） 血 管 平 滑 筋 細 胞 に お け る 化 合 物 の 過 剰 発 現 が 、 該 化 合 物 非 存 在 下 で 観 察 さ れ る リ ン
酸 化 さ れ た 免 疫 反 応 性 網 膜 芽 細 胞 腫 ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル と 比 較 し て 、 リ ン 酸 化 さ れ た 免 疫
反 応 性 網 膜 芽 細 胞 腫 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 低 下 さ せ る ； お よ び
（ c） 血 管 平 滑 筋 細 胞 に お け る 化 合 物 の 過 剰 発 現 が 、 該 化 合 物 非 存 在 下 で 観 察 さ れ る 免 疫
反 応 性 p27kip1ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル と 比 較 し て 、 免 疫 反 応 性 p27kip1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル
を 上 昇 さ せ る
と い う 特 徴 を 有 す る 、 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 を コ ー ド す る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 2記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 酸 分 子 と 動 作 可 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 3記 載 の ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 4記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 4記 載 の ベ ク タ ー を 含 む ウ ィ ル ス 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス で あ る 、 請 求 項 6記 載 の ウ ィ ル ス 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 11記 載 の 抗 体 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 4記 載 の 核 酸 分 子 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 6記 載 の ウ ィ ル ス を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 化 合 物 を 調 製 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
（ a） 化 合 物 の 発 現 を 提 供 す る よ う な 条 件 下 で 、 核 酸 を 含 む 請 求 項 5記 載 の 細 胞 を 培 養 す る
工 程 ； お よ び
（ b） 発 現 さ れ た 化 合 物 を 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含
む 方 法 ：
（ a） 試 料 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 化 合 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 、 試 料 に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ c） 化 合 物 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 し 、 そ れ に よ り 試 料 中 の 化 合 物 の 存 在
ま た は 量 を 決 定 す る 工 程 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 2記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を
含 む 方 法 ：
（ a） 試 料 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ を 、 試 料 に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ c） 核 酸 分 子 に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 決 定 し 、 そ れ に よ り 試 料 中 の 核 酸 分
子 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法
：
（ a） 化 合 物 と 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ b） 化 合 物 が 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 に お け る 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 十 分 な 量 の 、 請 求 項 1
記 載 の 化 合 物 を 、 こ の よ う な 治 療 ま た は 予 防 の 望 ま れ る 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 が 、 子 宮 線 維 腫 （ uterine fibroid tumor） 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 に お け る 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 十 分 な 量 の 、 請 求 項 4
記 載 の 核 酸 を 、 こ の よ う な 治 療 ま た は 予 防 の 望 ま れ る 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 が 、 子 宮 線 維 腫 、 前 立 腺 肥 大 症 、 気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る
門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患
、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 請 求 項 8記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書
を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 請 求 項 12記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書
を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 請 求 項 13記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書
を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 請 求 項 14記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書
を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 化 合 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 工 程 で あ っ て 、 化 合 物
が 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 と 少 な く と も 90%同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 化 合 物 で あ る 、 工
程 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 、 請 求 項 12記 載 の 抗 体 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 、 請 求 項 6記 載 の ウ ィ ル ス を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 工
程 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方
法 ：
請 求 項 1記 載 の 化 合 物 の 発 現 ま た は 活 性 化 を 調 整 す る 少 な く と も 一 つ の 化 合 物 を 哺 乳 動 物
に 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 が 、 子 宮 線 維 腫 （ uterine fibroid tumor） 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 す る 薬 剤 を 製 造 す る た め の 化 合 物 の 使 用 で あ り 、 化 合 物
が 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 で あ る 、 使 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法
：
（ a） 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 候 補 化 合 物 と 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 の 間 に 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 候 補
化 合 物 と 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ c） 複 合 体 の 共 結 晶 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 複 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程
；
（ d） X線 回 折 に よ っ て 複 合 体 の 構 造 原 子 座 標 を 決 定 す る 工 程 ； お よ び
（ e） 複 合 体 の 構 造 を モ デ リ ン グ し て 、 候 補 化 合 物 の 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 へ の 結 合 を 決 定
す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 化 合 物 お よ び 請 求 項 36記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 被 験 化 合 物 の 、 結 晶 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法
：
（ a） 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 候 補 化 合 物 と 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 の 間 に 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 候 補
化 合 物 と 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ c） 核 磁 気 共 鳴 分 析 法 ま た は 質 量 分 析 法 に よ り 複 合 体 の 結 合 ま た は 構 造 を 決 定 す る 工 程
； お よ び 任 意 で
（ d） 複 合 体 の 構 造 を モ デ リ ン グ す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 、 請 求 項 2記 載 の 化 合 物 、 請 求 項 4記 載 の 化 合 物 、 請 求 項 6記 載 の 化
合 物 、 お よ び 請 求 項 9記 載 の 化 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 合 物 で コ ー テ ィ ン グ さ れ
た 表 面 を 含 む 、 装 置 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 パ ッ チ 、 ス テ ン ト 、 お よ び カ テ ー テ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 39記 載 の 装 置
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。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 被 験 者 に 請 求 項 39記
載 の 装 置 を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 が 、 子 宮 線 維 腫 （ uterine fibroid tumor） 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク 質 変 異 体 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 化 合 物 で あ り 、 機 能 的 核
移 行 シ グ ナ ル を 有 し か つ PTHrP（ 112-139） 領 域 中 に 一 つ ま た は 複 数 の 改 変 ア ミ ノ 酸 を 有 す
る 、 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 PTHrP（ 112-139） 領 域 中 の ア ミ ノ 酸 の 改 変 が 、 欠 失 、 置 換 、 お よ び 誘 導 体 化 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク 質 変 異 体 ペ プ チ ド を 含 む 化 合 物 で あ り 、 機 能 的 核 移 行 シ
グ ナ ル を 有 し か つ 配 列 番 号 ： 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 お よ び 12か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 、 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 47記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 核 酸 分 子 に 動 作 可 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 48記 載 の ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 49記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 49記 載 の ベ ク タ ー を 含 む ウ ィ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス で あ る 、 請 求 項 51記 載 の ウ ィ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 54記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 55記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 請 求 項 56記 載 の 抗 体 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 49記 載 の 核 酸 分 子 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 請 求 項 52記 載 の ウ ィ ル ス を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
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　 化 合 物 を 調 製 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
（ a） 化 合 物 の 発 現 を 提 供 す る よ う な 条 件 下 で 、 核 酸 を 含 む 請 求 項 47記 載 の 細 胞 を 培 養 す
る 工 程 ； お よ び
（ b） 発 現 さ れ た 化 合 物 を 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含
む 方 法 ：
（ a） 試 料 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 化 合 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 、 試 料 に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ c） 化 合 物 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 し 、 そ れ に よ り 試 料 中 の 化 合 物 の 存 在
ま た は 量 を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 47記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を
含 む 方 法 ：
（ a） 試 料 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ を 、 試 料 に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ c） 核 酸 分 子 に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 決 定 し 、 そ れ に よ り 試 料 中 の 核 酸 分
子 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法
：
（ a） 化 合 物 と 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ b） 化 合 物 が 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 に お け る 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 十 分 な 量 の 、 請 求 項 44
記 載 の 化 合 物 を 、 こ の よ う な 治 療 ま た は 予 防 の 望 ま れ る 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 が 、 子 宮 線 維 腫 （ uterine fibroid tumor） 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
被 験 者 に お け る 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 十 分 な 量 の 、 請 求 項 49
記 載 の 核 酸 を 、 こ の よ う な 治 療 ま た は 予 防 の 望 ま れ る 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 が 、 子 宮 線 維 腫 （ uterine fibroid tumor） 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 請 求 項 53記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書
を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 請 求 項 57記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書
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を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 請 求 項 58記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書
を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 請 求 項 59記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書
を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 化 合 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 工 程 で あ っ て 、 化 合 物
が 、 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 と 少 な く と も 90%同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 化 合 物 で あ る 、
工 程 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 、 請 求 項 54記 載 の 抗 体 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 、 請 求 項 51記 載 の ウ ィ ル ス を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 工
程 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方
法 ：
請 求 項 44記 載 の 化 合 物 の 発 現 ま た は 活 性 化 を 調 整 す る 少 な く と も 一 つ の 化 合 物 を 哺 乳 動 物
に 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 が 、 子 宮 線 維 腫 （ uterine fibroid tumor） 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請
求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ る 、 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 す る 薬 剤 を 製 造 す る た め の 化 合 物 の 使 用 で あ り 、 化 合 物
が 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 で あ る 、 使 用 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法
：
（ a） 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 候 補 化 合 物 と 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 の 間 に 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 候
補 化 合 物 と 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ c） 複 合 体 の 共 結 晶 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 複 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程
；
（ d） X線 回 折 に よ っ て 複 合 体 の 構 造 原 子 座 標 を 決 定 す る 工 程 ； お よ び
（ e） 複 合 体 の 構 造 を モ デ リ ン グ し て 、 候 補 化 合 物 の 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 へ の 結 合 を 決
定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 化 合 物 お よ び 請 求 項 81記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 被 験 化 合 物 の 、 結 晶 調 製 物 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法
：
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（ a） 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 候 補 化 合 物 と 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 の 間 に 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 候
補 化 合 物 と 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ c） 核 磁 気 共 鳴 分 析 法 ま た は 質 量 分 析 法 に よ り 複 合 体 の 結 合 ま た は 構 造 を 決 定 す る 工 程
； お よ び 任 意 で
（ d） 複 合 体 の 構 造 を モ デ リ ン グ す る 工 程 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 請 求 項 44記 載 の 化 合 物 、 請 求 項 46記 載 の 化 合 物 、 請 求 項 47記 載 の 化 合 物 、 請 求 項 48記 載
の 化 合 物 、 請 求 項 51記 載 の 化 合 物 、 お よ び 請 求 項 54記 載 の 化 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 化 合 物 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 表 面 を 含 む 、 装 置 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 パ ッ チ 、 ス テ ン ト 、 お よ び カ テ ー テ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 84記 載 の 装 置
。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 被 験 者 に 請 求 項 84記
載 の 装 置 を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 が 、 子 宮 線 維 腫 （ uterine fibroid tumor） 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 86記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 86記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
連 邦 政 府 後 援 の 研 究 に お け る 政 府 の 権 利 に 関 す る 記 述
　 本 発 明 の 開 発 に 関 わ る 研 究 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 、 国 立 衛 生 研 究 所 か ら の 助 成 金 NIDDK R-
01 55081号 に よ り 、 全 体 的 ま た は 部 分 的 に 援 助 さ れ て い る 。 従 っ て ア メ リ カ 合 衆 国 政 府 は
、 当 出 願 の 権 利 を 一 部 所 有 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 平 滑 筋 細 胞 の 表 現 型 の 柔 軟 性 に よ り 、 こ の 筋 肉 細 胞 系 統 が 、 尿 生 殖 器 お よ び 消 化 管 に 加
え 、 動 脈 壁 、 子 宮 、 呼 吸 器 、 肝 臓 を 含 む 多 数 の 組 織 に お け る 様 々 な 機 能 を 補 助 す る こ と が
可 能 に な る 。 従 っ て 、 過 剰 な 細 胞 増 殖 の 原 因 と な る 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 は 、 多 種 多 様 な 病
理 的 状 態 を 引 き 起 こ す 原 因 と な り 得 る 。 こ の よ う な 状 態 に は 、 子 宮 線 維 腫 、 前 立 腺 肥 大 症
、 気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 膀 胱 疾 患 、 肺 高 血 圧 お よ び 全 身 性 動 脈 性 高
血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 な ら び に 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 、 冠 状 動 脈 性 心 臓 疾 患
、 血 栓 症 、 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 、 腸 お よ び 子 宮 の 平 滑 筋 腫 お よ び 平 滑 筋 肉 腫 な ど の 平 滑 筋 新
生 物 、 な ら び に 代 用 血 管 お よ び 移 植 器 官 の 閉 塞 性 疾 患 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア テ ロ ー ム 硬 化 性 の 冠 状 動 脈 性 心 臓 疾 患 お よ び 末 梢 血 管 の 障 害 は 、 先 進 国 の 住 民 た ち に
対 し 、 健 康 お よ び 経 済 面 で 莫 大 な 負 担 を 課 し て い る 。 そ し て 、 肥 満 と 糖 尿 病 の 世 界 的 な 増
加 、 お よ び 先 進 国 人 口 の 高 齢 化 に よ り 、 こ の 問 題 が さ ら に 深 刻 化 す る こ と が 広 く 予 想 さ れ
る 。 冠 動 脈 疾 患 の 治 療 お よ び 心 筋 梗 塞 の 予 防 の 支 柱 の 一 つ は 冠 動 脈 血 管 形 成 術 で あ り 、 末
梢 血 管 、 腎 血 管 、 お よ び 頚 動 脈 組 織 を 含 む 他 の 動 脈 系 で の 当 技 術 の 一 般 的 な 適 用 が 進 ん で
い る （ Klugherz et al., Nat. Biotechnol. 18(11)： 1181 (2000)； Morice et al., N. E
ngl. J. Med. 346(23)： 1773 (2002)； Schnyder et al., N. Engl. J. Med. 345(22)： 15
93（ 2001） ） 。 血 管 形 成 術 は 極 め て 効 果 的 で は あ る が 、 現 在 は 初 期 お よ び 後 期 の 両 方 の 機
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能 不 全 に よ り 制 限 さ れ て い る 。 冠 状 動 脈 お よ び 末 梢 血 管 の 疾 患 の 血 管 形 成 術 を 用 い た 治 療
は 増 加 し て い る 。 血 管 形 成 術 を 受 け た 患 者 の 約 20-50%で 、 再 狭 窄 に よ る 後 期 機 能 不 全 が 起
こ っ て い る 。 後 期 機 能 不 全 は 一 般 的 に 、 動 脈 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 、 お よ び 動 脈 壁 中 膜 の 平 滑
筋 層 か ら 、 内 腔 へ の 動 脈 平 滑 筋 細 胞 の 移 動 に よ り 生 じ る 現 象 で あ る 、 動 脈 の 再 狭 窄 に 起 因
す る 。 動 脈 平 滑 筋 細 胞 は 内 腔 に 、 新 生 内 膜 と 呼 ば れ る 新 し い 動 脈 層 を 形 成 す る 。 新 生 内 膜
は 、 血 管 平 滑 筋 （ VSM） 細 胞 と 、 そ れ ら に よ り 分 泌 さ れ た 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 成 り 、
時 間 と と も に 膨 張 し て 最 終 的 に 血 管 形 成 さ れ た 動 脈 の 内 腔 を 狭 め る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 改 変 さ れ た 平 滑 筋 増 殖 に よ り 生 じ る 疾 患 を 予 防 お よ び 治 療 す る 方 法 が 、 当 技 術 分 野 に お
い て 引 き 続 き 必 要 と さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 改 変 さ れ た 平 滑 筋 増 殖 を 特 徴 と す る 病 状 を 有 す る 被 験 者 の 、 予 防 お よ び 治 療
上 の 処 置 の 方 法 に 加 え 、 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 お よ び 平 滑 筋 の 増 殖 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る 特
性 を 有 す る 平 滑 筋 細 胞 調 節 （ SMCM） 組 成 に 関 連 し て い る 。 さ ら に 詳 し く は 、 組 成 は 、 副 甲
状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク 質 変 異 体 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 あ る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク 質 変 異 体 の ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む SMCM化 合 物 を 含 ん で お り 、 こ こ で 化 合 物 は 、 （ a） 機 能 的 核 移 行 シ グ ナ ル を 欠 い て
お り ； （ b） 血 管 平 滑 筋 細 胞 に お け る 化 合 物 の 過 剰 発 現 に よ り 、 化 合 物 非 存 在 下 で 観 察 さ
れ る 免 疫 反 応 性 網 膜 芽 細 胞 腫 ポ リ ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 レ ベ ル と 比 較 し て 、 免 疫 反 応 性 網 膜
芽 細 胞 腫 ポ リ ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 レ ベ ル が 低 下 し ； か つ （ c） 血 管 平 滑 筋 細 胞 に お け る 化
合 物 の 過 剰 発 現 に よ り 、 化 合 物 非 存 在 下 で 観 察 さ れ る 免 疫 反 応 性 p27kip1ポ リ ペ プ チ ド の
レ ベ ル と 比 較 し て 、 免 疫 反 応 性 p27kip1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 増 加 し 、 こ れ ら の SMCM化
合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 む 。 ま た 、 変 異 体 、 類 似 体 、 同 族 体 、 ま た
は ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 、 お よ び そ れ ら を 組 み 込 ん だ 小 分 子 も
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク 質 変 異 体 の ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む SMCM化 合 物 を 含 ん で お り 、 こ こ で 化 合 物 は 、 機 能 的 核 移 行 シ グ ナ ル を 有 し 、 ま た PT
HrP（ 112-139） 領 域 に お い て 一 つ ま た は 複 数 の 改 変 ア ミ ノ 酸 を 有 し て い る 。 一 つ の 態 様 に
お い て 、 PTHrP（ 112-139） 領 域 に お け る ア ミ ノ 酸 の 改 変 は 、 欠 失 、 置 換 、 お よ び 誘 導 体 化
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 さ ら に こ の よ う な SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 変 異 体 、 類 似 体 、 同 族 体 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片
、 お よ び そ れ ら を 組 み 込 ん だ 小 分 子 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 SMCM変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 機 能 的 核 移 行 シ グ ナ ル 、 お よ び 配 列 番
号 ： 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 お よ び 12か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 有 し て
い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 。
さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た 核 酸 は ベ ク タ ー で あ り 、 ま た ベ ク タ ー は 、 核 酸 に 動
作 可 能 的 に 連 結 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 任 意 的 に 含 み 、 こ こ で プ ロ モ ー タ ー に よ り 核 酸 分
子 の 発 現 が 起 こ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 誘 発 性 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様
に お い て 、 ベ ク タ ー は 、 原 核 細 胞 や 真 核 細 胞 な ど 、 望 ま し く は 哺 乳 動 物 の 細 胞 、 ま た は さ
ら に 望 ま し く は ヒ ト 細 胞 な ど の 、 細 胞 に 変 換 さ れ る 。 ま た さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 ベ ク
タ ー は 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 に 感 染 力 が あ り 、 ウ ィ ル ス に 感 染 し た 動 物 に お け る SMCM化 合 物 ポ
リ ペ プ チ ド 発 現 の 原 因 と な る 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ウ ィ ル ス は
ア デ ノ ウ ィ ル ス で あ る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ ィ ル ス 、 ま た は 抗 体 、 免 疫 特 異 的 に
SMCM化 合 物 に 結 合 す る 抗 体 の 断 片 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 有 す る 薬 学 的 組 成 物
を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 に 、 薬 学 的 SMCM組 成 、 SMCM化 合
物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 免 疫 特 異 的 に SMCM化 合 物 に 結 合 す る 抗 体 、 SMCM化 合 物
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ ィ ル ス 、 お よ び 内 容 物 の 使 用 説 明 書 が 入 っ て い る
キ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 へ の 抗 体 、 ま た は 免 疫 特 異 的 に SMCM化
合 物 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 断 片 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 Fab、 （ F
ab） 2、 Fvま た は Fc断 片 の よ う な 、 し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 抗 体 の 断 片 で あ る 。 別 の
態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 ま た 別 の 態 様 に お い て
、 抗 体 ま た は そ の 断 片 は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 体 ま
た は SMCM化 合 物 に 免 疫 特 異 的 な 抗 体 断 片 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 ま た さ
ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は SMCM化 合 物 の 核 酸 配
列 を 有 す る 薬 学 的 組 成 物 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 の 調 製 方 法 、 す な わ ち SMCM化 合 物 の 発
現 に 備 え た 状 態 に お い て 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 細 胞 を 培 養 す る 段 階 、 お よ
び 発 現 さ れ た SMCM化 合 物 を 回 収 す る 段 階 を 有 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の SMCM化 合 物 の 存 在 ま た は そ の 量 を 決 定 す
る 方 法 、 す な わ ち 試 料 を 提 供 し 、 そ の 試 料 に 抗 体 ま た は SMCM化 合 物 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 断 片 を 接 触 さ せ 、 SMCM化 合 物 に 結 び つ い た 抗 体 の 存 在 、 ま た は そ の 量 を 決 定 し 、 そ
れ に よ り 試 料 中 の SMCM化 合 物 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 段 階 を 有 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の
存 在 ま た は そ の 量 を 決 定 す る 方 法 、 す な わ ち 試 料 を 提 供 し 、 そ の 試 料 に 核 酸 分 子 と 混 成 さ
れ る 核 酸 プ ロ ー ブ を 接 触 さ せ 、 核 酸 分 子 と 混 成 さ れ た プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 決 定 し 、
そ れ に よ り 試 料 中 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は そ の 量 を 決 定 す る 段 階 を 有 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 に 結 合 す る 候 補 化 合 物 の 同 定 方 法 、 す な わ ち
化 合 物 に SMCM化 合 物 を 接 触 さ せ 、 候 補 化 合 物 が SMCM化 合 物 と 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る
段 階 を 有 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 平 滑 筋 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 、 す な
わ ち 、 被 験 者 に お け る 平 滑 筋 増 殖 関 連 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 十 分 な 量 の SMCM化 合
物 を 、 治 療 ま た は 予 防 の 望 ま れ る 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に
お い て 、 平 滑 筋 増 殖 関 連 疾 患 は 、 子 宮 線 維 腫 、 前 立 腺 肥 大 症 、 気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け
る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾
患 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い
て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 組 織 分 化 要 因 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 十
分 な 量 の 、 SMCMを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 こ の よ う な 治 療 ま た は 予 防 の 望 ま れ る
被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 平 滑 筋 増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 含 む 。
一 つ の 態 様 に お い て 、 被 験 者 は ヒ ト で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 被 験 者 は 動 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 、 す
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な わ ち 病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の SMCM化 合 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と か ら 成
る 方 法 を 含 む 。 こ こ で 化 合 物 は 、 SMCM化 合 物 と 少 な く と も 90%同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 、 す な わ ち
病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 、 抗 体 も し く は SMCM化 合 物 に 免 疫 特 異 性 の 抗 体 の 断
片 、 ま た は SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ ィ ル ス を 、 哺 乳 動 物 に 投 与
す る こ と か ら 成 る 方 法 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 平 滑 筋
増 殖 関 連 疾 患 を 治 療 す る 方 法 、 す な わ ち SMCM化 合 物 の 発 現 ま た は 活 性 化 を 調 整 す る 少 な く
と も 一 つ の 化 合 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 含 む 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て
、 平 滑 筋 増 殖 関 連 疾 患 は 、 子 宮 線 維 腫 、 前 立 腺 肥 大 症 、 気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈
圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 、 お
よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ る 化 合 物
を 提 供 し 、 こ こ で 化 合 物 は SMCM化 合 物 で あ る 。 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 平 滑 筋 細 胞 増
殖 関 連 疾 患 の 医 薬 用 薬 剤 製 造 に お け る 化 合 物 の 使 用 法 を 提 供 し 、 こ こ で 化 合 物 は SMCM化 合
物 で あ る 。 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 の 治 療 方 法 、 す な わ
ち 病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 、 SMCMを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ ィ
ル ス を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と か ら 成 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 と 結 合 す る 候 補 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 、 す な
わ ち 候 補 化 合 物 を 提 供 し 、 被 験 化 合 物 と SMCM化 合 物 と の 間 に 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条
件 下 で 候 補 化 合 物 に SMCM化 合 物 を 接 触 さ せ 、 複 合 体 の 共 結 晶 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で
複 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 複 合 体 の 構 造 原 子 座 標 を X線 回 折 に よ り 決 定 し 、 か つ 複
合 体 の 模 型 を 作 っ て 候 補 化 合 物 の SMCM化 合 物 へ の 結 合 を 決 定 す る 段 階 を 有 す る 方 法 を 含 む
。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 候 補 化 合 物 と SMCM化 合 物 の 結 晶 調 製 物 を 含 む 。 別 の 態 様
に お い て 、 複 合 体 は 結 晶 化 は さ れ な い が 、 核 磁 気 分 光 ま た は 質 量 分 析 に か け ら れ 、 複 合 体
の 結 合 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ ィ ル ス 、 お よ び SMCM化 合 物 に 免 疫 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 合 物 で コ ー テ ィ ン グ さ れ
た 表 面 を 含 む 装 置 を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 装 置 は 、 パ ッ チ 、 ス テ ン ト 、 お よ び
カ テ ー テ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 哺 乳 動 物 に お け る 平
滑 筋 細 胞 の 増 殖 に 関 連 す る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 、 す な わ ち SMCM化 合 物 、 SMCM化 合 物 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ ィ ル ス 化 合
物 、 お よ び SMCM化 合 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 物 質 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 表 面 を 含 む 装 置 に 、 被 験 者 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 を
提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 平 滑 筋 細 胞 増 殖 関 連 疾 患 は 、 子 宮 線 維 腫 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 動 脈 高 血 圧 、 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 膀 胱 疾 患 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
。 別 の 態 様 に お い て 、 被 験 者 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
I.　 定 義
　 「 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク 質 」 （ PTHrP） と い う 用 語 は 、 合 成 ま た は 組 み 換 え PTH
rPに 加 え 、 天 然 に 存 在 す る PTHrPを 含 ん で い る 。 さ ら に 「 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク
質 」 と い う 用 語 は 、 対 立 遺 伝 子 の 変 異 体 、 種 の 変 異 体 、 お よ び 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 の 変 異 体
を 含 む 。 こ の 用 語 は PTHrP様 の 生 物 活 性 を 有 し た ペ プ チ ド 類 似 薬 の 小 分 子 を 含 む PTHrPの 断
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片 の 他 に 、 全 長 の PTHrPを も 指 す 。 PTHrPに は 、 ヒ ト PTHrP（ hPTHrP） 、 ウ シ PTHrP（ bPTHrP
） 、 お よ び ラ ッ ト PTHrP（ rPTHrP） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 」 と は 、 側 鎖 pK値 が 7よ り 大 き い 親 水 性 ア ミ ノ
酸 の こ と を い う 。 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 は 通 常 、 ヒ ド ロ ニ ウ ム イ オ ン の 関 係 か ら 、 生 理 的 pHで 、
プ ラ ス 帯 電 し た 側 鎖 を 有 す る 。 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ た 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 ア ル ギ ニ
ン 、 リ ジ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン が 含 ま れ る 。 ま た 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ て い な い 塩 基 性 ア ミ ノ
酸 の 例 に は 、 非 環 式 ア ミ ノ 酸 で あ る オ ル ニ チ ン 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 2,4-ジ ア ミ
ノ 酪 酸 お よ び ホ モ ア ル ギ ニ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 被 験 者 」 と は 、 望 ま し く は 、 ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 で あ り 、 ま た
家 畜 （ 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ な ど ） 、 農 業 用 の 家 畜 （ 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ マ な ど ）
お よ び 実 験 動 物 （ 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト な ど ） で あ る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 、 化 合 物 の 「 有 効 量 」 と は 、 目 的 と す る 治 療 お よ び /ま た は 予 防
効 果 を 達 成 す る の に 十 分 な 量 、 例 え ば 、 上 述 の TGF-β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド に
関 連 し た 疾 病 な ど の 、 治 療 を 受 け る 疾 病 に 関 連 し た 症 状 を 予 防 す る ま た は 軽 減 す る こ と の
で き る 量 を い う 。 被 験 者 に 投 与 さ れ る 化 合 物 の 量 は 、 疾 病 の 種 類 お よ び 重 症 度 、 な ら び に
全 身 の 健 康 状 態 、 年 齢 、 性 別 、 体 重 お よ び 薬 に 対 す る 耐 性 な ど の 個 々 の 性 質 に よ る 。 こ れ
は ま た 疾 病 の 段 階 、 重 症 度 、 お よ び 種 類 に も よ る 。 熟 練 し た 技 術 者 で あ れ ば 、 こ れ ら の 、
ま た そ の 他 の 要 因 に 基 づ い て 適 切 な 用 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 治 療 ま た
は 予 防 効 果 を あ げ る の に 十 分 な 本 発 明 の SMCM化 合 物 、 ま た は 本 発 明 の SMCM化 合 物 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 量 は 、 体 重 1キ ロ に つ き 1日 約 0.000001 mgか ら 、 体 重 1キ ロ に
つ き 1日 約 10,000 mgで あ る 。 望 ま し く は 、 用 量 の 範 囲 は 、 体 重 1キ ロ に つ き 1日 約 0.0001 m
gか ら 、 体 重 1キ ロ に つ き 1日 約 100 mgで あ る 。 典 型 的 に は 、 PTHrPま た は 本 発 明 の SMCM化 合
物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む 、 治 療 ま た は 予 防 効 果 を あ げ る の に 十 分 な
ウ ィ ル ス 性 の 担 体 （ た と え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス ） の 有 効 量 が 、 1 pfu/mlか ら 1× 10 1 4  pfu/ml
の 範 囲 の 濃 度 で 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 治 療 ま た は 予 防 効 果 を あ げ る ウ
ィ ル ス 性 の 担 体 の 有 効 量 が 、 1 pfu/mlか ら 1× 10 1 4  pfu/mlの 範 囲 の 濃 度 で 投 与 さ れ る 。 ま
た 本 発 明 の 化 合 物 を 、 そ れ ぞ れ の 組 み 合 わ せ 、 ま た は 一 つ ま た は 複 数 の 他 の 治 療 用 化 合 物
と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 化 合 物 と は 異 な る が 、 そ れ ら
の 本 質 的 な 特 性 を 保 持 し た 化 合 物 を 指 す 。 こ れ の 非 限 定 的 な 例 と し て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 ま た は 一 般 に 変 性 変 異 体 と し て 知 ら れ て い る 対 照 化 合 物 に 対 し 、 保 存 的 置 換 を 有 し て い
る ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 が あ る 。 変 異 体 の 別 の 非 限 定 的 な 例 と し て 、 構 造 的 に は 異 な る が 、
例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 の N-末 端 伸 長 、 C-末 端 伸 長 、 ま た は 切 断 な ど 、 本 発 明 の 化 合 物
と 同 じ 活 性 領 域 を 有 す る 化 合 物 が あ る 。 通 常 、 変 異 体 は 本 発 明 の 化 合 物 と 総 体 的 に 非 常 に
類 似 し て お り 、 多 く の 領 域 に お い て 同 一 で あ る 。 従 っ て 、 変 異 体 は 、 コ ー ド 領 域 、 非 コ ー
ド 領 域 の 交 互 、 ま た は そ の 両 方 の 変 更 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 配 列 の 同 一 性 」 と い う 用 語 は 、 比 較 す る 特 定 の 範 囲 に わ た り 、
二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 残 基 毎 に 同 一 で あ る 度 合 い を 意 味
す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 配 列 の 同 一 性 の 割 合 」 は 、 比 較 領 域 内 に わ た る 最 適 に 位 置 合 わ
せ さ れ た 2つ の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 計 算 さ れ る 。 す な わ ち 、 両 方 の 配 列 に 同 一 の
核 酸 塩 基 （ 例 え ば A、 T、 C、 G、 U、 ま た は 核 酸 の 場 合 1） が 現 れ て い る 位 置 の 数 を 決 定 し 、
合 致 し て い る 位 置 数 を 得 、 合 致 し た 位 置 数 を 比 較 す る 領 域 中 の 位 置 数 （ ウ ィ ン ド ウ サ イ ズ
） で 割 っ て そ の 結 果 に 100を か け る こ と に よ り 配 列 の 同 一 性 の 割 合 が 得 ら れ る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 実 質 的 な 同 一 性 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 性
を 意 味 し 、 こ こ で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 比 較 領 域 内 に わ た る 対 照 配 列 と 比 較 し て 少 な く と
も 80パ ー セ ン ト の 配 列 の 同 一 性 、 望 ま し く は 少 な く と も 85の 同 一 性 、 ま た し ば し ば 90か ら
95パ ー セ ン ト の 配 列 の 同 一 性 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 99パ ー セ ン ト の 配 列 の 同 一 性 の
あ る 配 列 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る Δ NLS SMCMお よ び Δ NLS PTHrPと い う 用 語 は 、 同 じ も の を 意 味 す
る も の と 解 釈 さ れ 、 「 PTHrPの NLS欠 失 構 築 物 」 ま た は 「 Δ -NLS」 と い う 用 語 と 同 義 に 使 用
さ れ て い る 。 図 9お よ び 図 10、 ま た そ れ ら の 図 の 説 明 に 関 し て 使 用 さ れ て い る NLSと は 、 PT
HrPの NLS欠 失 構 築 物 を 過 剰 発 現 し て い る A-10細 胞 を 意 味 す る 。 「 ad-Δ NLS」 と は 、 ア デ ノ
ウ ィ ル ス に 発 現 し た PTHrPの NLS欠 失 構 築 物 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 出 願 全 般 に 引 用 さ れ て い る 参 考 文 献 は 、 そ の 全 て が 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま
れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
II.　 概 要
　 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 関 連 タ ン パ ク 質 （ PTH様 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 刺 激 タ ン パ ク 質 （ PTHrP
） と し て も 知 ら れ る ） は 、 も と は 悪 性 液 性 高 カ ル シ ウ ム 血 症 の 原 因 と な る 体 液 要 因 の 研 究
に お い て 同 定 さ れ た も の で あ る （ Philbrick et al., Physiol Rev. 76 (1)： 127（ 1996）
； Clemens et al., Br. J. Pharmacol. 134 (6)： 1113（ 2001） ） 。 PTHrPは 動 脈 壁 で 調 製
さ れ 、 血 管 の 外 傷 、 バ ル ー ン の 膨 張 お よ び 血 管 収 縮 薬 に よ っ て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、
血 管 平 滑 筋 （ VSM） の 弛 緩 薬 と し て 作 用 す る 。 PTHrPは 現 在 、 哺 乳 動 物 の 発 達 、 カ ル シ ウ ム
イ オ ン 輸 送 、 細 胞 増 殖 お よ び 細 胞 死 の 制 御 に お い て 様 々 な 役 割 を 果 た す 、 広 く 分 布 し た パ
ラ ク リ ン 、 オ ー ト ク リ ン 、 イ ン ト ラ ク リ ン お よ び 内 分 泌 の 要 因 と し て 知 ら れ て い る （ Phil
brick et al., Physiol Rev. 76 (1)： 127（ 1996） ； Clemens et al., Br. J. Pharmacol
. 134 (6)： 1113（ 2001） ） 。 PTHrPは ま た 88-106の 領 域 に 核 ・ 核 小 体 移 行 シ グ ナ ル （ NLS
） を 有 し て い る 。 こ れ ら の 役 割 は 生 存 の た め に 重 要 で あ る 。 実 際 に 、 PTHrP遺 伝 子 の 破 壊
は 、 マ ウ ス の 胎 児 致 死 の 原 因 と な る （ Karaplisお よ び Kronenberg, Vitam. Horm. 52： 177
（ 1996） ） 。 PTHrPを 調 製 す る 組 織 の 一 つ に 動 脈 壁 の VSM細 胞 が あ る 。
　
　
　
　
　
　
　
PTHrPは 、 全 身 的 に 注 射 さ れ た 場 合 、 強 力 な 血 管 拡 張 剤 お よ び 血 圧 降 下 剤 と な る こ と が わ
か っ て い る 。
　
　
　
　
　
さ ら に 、 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス の 動 脈 壁 に お け る PTHrPま た は そ の 受 容 体 の 過 剰 発 現 は 、
一 酸 化 窒 素 お よ び 環 状 AMPに よ り 介 さ れ る 低 血 圧 の 原 因 と な る 。
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血 管 拡 張 剤 と し て の 役 割 に 加 え 、 PTHrPは ま た イ ン ビ ボ 、 イ ン ビ ト ロ 両 方 に お い て 、 動 脈
平 滑 筋 の 増 殖 速 度 を 調 整 す る も の と 見 ら れ て い る （ Massfelder et al., Proc Natl Acad 
Sci USA 94 (25)： 13630（ 1997） ； de Miguel et al., Endocrinology 142 (9)： 4096（ 2
001） ） 。 血 管 平 滑 筋 細 胞 に お け る PTHrPの 過 剰 発 現 に よ り 増 殖 が 促 進 さ れ る こ と が わ か っ
て い る （ Massfelder et al., Proc Natl Acad Sci USA 94 (25)： 13630（ 1997） ； de Mig
uel et al., Endocrinology 142 (9)： 4096（ 2001） ） 。 一 方 、 PTHrP遺 伝 子 が 破 壊 に よ り
、 マ ウ ス 胎 児 の 動 脈 壁 に お け る 細 胞 周 期 が 減 速 さ れ る （ Massfelder et al., Proc Natl A
cad Sci USA 94 (25)： 13630（ 1997） ； de Miguel et al., Endocrinology 142 (9)： 409
6（ 2001） ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 、 PTHrPの VSMの 増 殖 を 促 進 す る 能 力 は 、 無 傷 の 核 移 行 シ グ ナ ル 、 ま た は イ ン ポ ー チ
ン β を 含 む NSL（ 核 輸 送 機 構 の 成 分 と 相 互 作 用 す る 標 準 的 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 古 典 的 な 二 分
配 列 ） （ 図 1） の 存 在 に 一 部 依 存 す る （ Massfelder et al., Proc Natl Acad Sci USA 94 
(25)： 13630（ 1997） ； de Miguel et al., Endocrinology 142 (9)： 4096（ 2001） ； Hend
erson et al., Mol Cell Biol. 15 (8)： 4064（ 1995） ； Nguyenお よ び Karaplis, J. Cell
. Biochem. 70 (2)： 193（ 1998） ） 。 PTHrPの mRNAは 2つ の 代 替 的 翻 訳 開 始 点 を 含 み 、 そ の
う ち の 一 つ は 、 PTHrPの 翻 訳 の 産 物 を 結 果 と し て 起 こ る 開 口 分 泌 と と も に 分 泌 経 路 に 方 向
付 け る 機 能 性 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の す ぐ 上 流 に あ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 内 の 二 つ 目 の 翻 訳 開
始 点 を 使 用 す る こ と も で き る （ Henderson et al., Mol Cell Biol. 15 (8)： 4064（ 1995
） ； Nguyenお よ び Karaplis, J. Cell. Biochem. 70 (2)： 193（ 1998） ） 。 こ の 後 者 の 翻
訳 開 始 点 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 分 裂 さ せ て 、 PTHrPの 翻 訳 の 産 物 を 細 胞 質 へ と 方 向 付 け
、 そ こ で NLSと 協 調 し て 、 こ れ を 核 へ と 方 向 付 け る 。 そ の 結 果 、 NLSが 存 在 す る か 否 か に よ
っ て 、 PTHrPが 有 糸 分 裂 誘 発 性 ま た は 抗 有 糸 分 裂 誘 発 性 の い ず れ か を 有 す る こ と が 以 前 に
実 証 さ れ て い る 。 野 生 型 （ WT） PTHrPの 過 剰 発 現 は 、 VSM細 胞 数 、 お よ び PTHrPの 核 内 へ の
進 入 に 関 連 し た 、 ト リ チ ウ ム 化 し た チ ミ ジ ン の VSM培 養 内 へ の 組 み 込 み の 著 し い 増 加 の 原
因 と な る （ Massfelder et al., Proc Natl Acad Sci USA 94 (25)： 13630（ 1997） ； de M
iguel et al., Endocrinology 142 (9)： 4096（ 2001） ） 。 一 方 、 欠 失 し た NLS（ Δ -NSL-P
THrP） を 含 む PTHrPの 過 剰 発 現 は 、 こ の 反 対 の 結 果 を 引 き 起 こ し 、 VSM細 胞 に お け る 増 殖 が
減 速 さ れ 、 ま た PTHrPの 核 へ の 経 路 が 絶 た れ る こ と に な る  （ Massfelder et al., Proc Na
tl Acad Sci USA 94 (25)： 13630（ 1997） ； de Miguel et al., Endocrinology 142 (9)
： 4096（ 2001） ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 PTHrPは 血 管 形 成 に 対 す る 新 生 内 膜 の 反 応 に 関 わ っ て い る 。 PTHrPが 血 管 形 成 さ れ た 冠 状
動 脈 の 動 脈 平 滑 筋 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と は 繰 り 返 し 実 証 さ れ て い る （ Philbric
k et al., Physiol Rev. 76 (1)： 127（ 1996） ； Clemens et al., Br. J. Pharmacol. 13
4 (6)： 1113（ 2001） ） 。 さ ら に PTHrPは 、 冠 状 動 脈 バ イ パ ス 移 植 時 に 切 除 さ れ る ア テ ロ ー
ム 硬 化 性 ヒ ト 冠 状 動 脈 に お い て も ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。
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さ ら に ま た PTHrPは 、 VSM細 胞 の 増 殖 を 双 方 向 的 に 調 整 す る こ と が で き る （ Massfelder et 
al., Proc Natl Acad Sci USA 94 (25)： 13630（ 1997） ； de Miguel et al., Endocrinol
ogy 142 (9)： 4096（ 2001） ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 以 下 の 例 は 例 示 目 的 の み の た め に 提 供 さ れ た も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と
を 意 図 し た も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
III.　 本 発 明 の 組 成 物
A.　 平 滑 筋 細 胞 調 節 化 合 物
　 本 発 明 は 、 PTHrPの 誘 導 体 で あ り 、 平 滑 筋 細 胞 の 機 能 を 調 節 す る 平 滑 筋 細 胞 調 節 （ SMCM
） 化 合 物 を 提 供 す る 。 こ の よ う な SMCM組 成 物 は 、 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 網
膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 （ pRp） の リ ン 酸 化 、 p27kip1タ ン パ ク 質 の 調 節 、 お よ び 平 滑 筋 細 胞
の 増 殖 の 原 因 と な る 、 PTHrPの PTHrP対 象 分 子 へ の 結 合 な ど の 、 平 滑 筋 の 細 胞 活 性 化 の 阻 害
が 望 ま れ る 場 合 に 、 被 験 者 に 投 与 さ れ る こ と が 適 し て い る 。 子 宮 線 維 腫 、 前 立 腺 肥 大 症 、
気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 お よ び 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 症 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 な ど の 病 理 的 状 態 は 、 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化
、 お よ び 平 滑 筋 細 胞 の 過 剰 増 殖 の 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の SMCM化 合 物
は 、 例 え ば 子 宮 線 維 腫 、 前 立 腺 肥 大 症 、 気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 肺 お
よ び 全 身 性 動 脈 性 高 血 圧 、 膀 胱 疾 患 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管
の 再 狭 窄 な ど の 、 平 滑 筋 の 活 性 化 お よ び 平 滑 筋 の 過 剰 増 殖 に よ っ て 発 現 す る 疾 患 の 予 防 処
置 、 ま た は 治 療 上 の 処 置 に お い て 有 用 で あ る 。 平 滑 筋 の 活 性 化 お よ び 平 滑 筋 細 胞 の 過 剰 増
殖 の 部 分 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 化 合 物 を 提 供 す る こ と も 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は PTHrPの ポ リ ペ プ チ ド 誘 導 体 で 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 多 数 の 腫 瘍 お
よ び そ の 他 の 組 織 に よ り 調 製 さ れ た 、 139以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る タ ン パ ク 質 で あ る 。 さ
ら に 、 本 発 明 の SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 企 図 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ヒ ト PTHrPの 遺 伝 子 構 造 に は 、 複 数 の エ ク ソ ン 、 お よ び mRNAの 形 成 中 に ス プ ラ イ シ ン グ
パ タ ー ン を 入 れ 替 え る 複 数 の 部 位 が 含 ま れ る 。 139、 141、 お よ び 173の ア ミ ノ 酸 の タ ン パ
ク 質 産 物 が 生 産 さ れ 、 そ の 他 の 分 子 形 態 は 、 使 用 可 能 な 内 部 の 切 断 部 位 に お け る 組 織 特 異
的 切 断 に 起 因 す る 。 ヒ ト PTHrPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ BT007178[gi： 30583194]
； 配 列 番 号 ： 1） を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

10

20

30

40

(15) JP 2006-508646 A 2006.3.16



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ヒ ト PTHrPポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ AAP35842[gi： 30583195]） ； 配 列 番 号 ： 2） を
表 2に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 核 移 行 シ グ ナ ル （ NLS） を 含 む PTHrPポ リ ペ プ チ ド を 、 細 胞 核 へ と 方 向 付 け る こ と が で き
る 。 PTHrP中 の NLSは 、 例 え ば ア ル ギ ニ ン お よ び リ ジ ン な ど 、 二 連 の 、 ア ミ ノ 酸 の 複 数 塩 基
配 列 で あ る 。 ヒ ト PTHrP中 の NLS配 列 は 、 表 2お よ び 表 3に お い て 太 字 で ハ イ ラ イ ト さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の SMCM化 合 物 に は 、 機 能 性 の PTHrP NLS（ Δ NLS SMCM） が
欠 け て い る 。 概 説 す る と 、 こ れ ら の SMCM化 合 物 は 、 NLSの 認 識 に よ っ て SMCM発 現 細 胞 の 核
へ と 方 向 付 け さ れ る こ と が な い 。 変 異 体 、 類 似 体 、 同 族 体 、 ま た は 種 の 同 族 体 な ど 、 こ れ
ら の 化 合 物 の 断 片 も ま た そ れ ら の 変 性 型 と 同 様 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 Δ NLS SMCM化 合 物 は
、 例 え ば 配 列 番 号 ： 3お よ び 13な ど 、 NLS配 列 内 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 一 つ 、 二 つ 、 三 つ
ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む こ と が で き る 。 置 換 に は 天 然 ア ミ ノ 酸 、 非 天 然 ア ミ
ノ 酸 、 d-ア ミ ノ 酸 お よ び l-ア ミ ノ 酸 、 お よ び そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。 Δ NL
S SMCM化 合 物 で は 、 配 列 番 号 ： 3お よ び 13の NLSの 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 す る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 PTHrP（ 107-139） の カ ル ボ キ シ 末 端 配 列 を 表 4に 示 す （ 配 列 番 号 ： 4； de Miguel et al.
, Endocrinology 142： 4096-4105（ 2001） ） 。 107か ら 111の カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 は 、
種 間 で よ く 保 存 さ れ て お り 、 太 字 で ハ イ ラ イ ト さ れ て い る 。 例 え ば Ser119、 Ser130、 Thr1
32、 Ser133、 お よ び Ser138な ど 、 下 線 の つ い た セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン ア ミ ノ 酸 残 基 は 、
例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 リ ン 酸 化 、 O-グ リ コ シ ル 化 （ 例 え ば N-ア セ チ ル ガ ラ
ク ト サ ミ ン な ど ） 、 お よ び ア シ ル 化 な ど の 、 翻 訳 後 修 飾 の 可 能 性 の あ る 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 は PTHrP（ 112-139） の カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 で 改 変 さ れ る
（ Δ C末 端 SMCM） 。 変 異 体 、 類 似 体 、 同 族 体 、 ま た は 例 え ば 種 の 同 族 体 な ど の 、 こ れ ら の
化 合 物 の 断 片 も ま た こ れ ら の 変 性 型 と 同 様 、 本 発 明 に 含 ま れ て い る 。 本 発 明 の Δ C末 端 SMC
M化 合 物 に は 機 能 性 の NLSが 含 ま れ て い る 。 Δ C末 端 SMCM化 合 物 で は 、 PTHrP（ 112-139） 領
域 内 に お い て 、 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 す る 可 能 性 が あ る 。 PTHrP（ 112-139） 領
域 に お け る 代 表 的 な 欠 失 に は 、 表 5に 要 約 さ れ た 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 含 ま れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 Δ C末 端 SMCM化 合 物 は 、 PTHrP（ 112-139） 領 域 内 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 、 一 つ 、 二 つ
、 三 つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む こ と が で き る 。 置 換 に は 、 天 然 ア ミ ノ 酸 、 非
天 然 ア ミ ノ 酸 、 d-ア ミ ノ 酸 お よ び l-ア ミ ノ 酸 、 お よ び そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ
る 。 PTHrP（ 112-139） 領 域 に お い て 単 基 、 二 基 、 ま た は 三 基 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 伴 う 代 表 的
な ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 6に 要 約 さ れ た 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 置 換 さ れ た 残 基 に は 下 線 が 引 か れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 の SMCM化 合 物 に は 天 然 ア ミ ノ 酸 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 、 d-ア ミ ノ 酸 お
よ び l-ア ミ ノ 酸 、 な ら び に そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明
の 化 合 物 に 、 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ て い な い 、 一 般 的 に 見 ら れ る ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 。 こ れ
ら の 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ て い な い ア ミ ノ 酸 は 、 β -ア ラ ニ ン （ β -Ala） な ら び に 3-ア ミ ノ
プ ロ ピ オ ン 酸 （ Dap） 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 （ Dpr） 、 4-ア ミ ノ 酪 酸 お よ び そ の 他 ；
α -ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 （ Aib） ； ε -ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 （ Aha） ； δ -ア ミ ノ 吉 草 酸 （ Ava） ； N-
メ チ ル グ リ シ ン ま た は サ ル コ シ ン （ MeGly） ； オ ル ニ チ ン （ Orn） ； シ ト ル リ ン （ Cit） ； t
-ブ チ ル ア ラ ニ ン （ t-BuA） ； t-ブ チ ル グ リ シ ン （ t-BuG） ； N-メ チ ル イ ソ ロ イ シ ン （ Melle
） ； フ ェ ニ ル グ リ シ ン （ Phg） ； シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ラ ニ ン （ Cha） ； ノ ル ロ イ シ ン （ Nle）
； 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン （ 2-Nal） ； 4-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe（ 4-Cl） ） ； 2-フ ル オ
ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe（ 2-F） ） ； 3-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe（ 3-F） ） ； 4-フ
ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe（ 4-F） ） ； ペ ニ シ ラ ミ ン （ Pen） ； 1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ
イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 （ Tic） ； β -2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン （ Thi） ； メ チ オ ニ ン ス ル ホ
キ シ ド （ MSO） ； ホ モ ア ル ギ ニ ン （ hArg） ； N-ア セ チ ル リ ジ ン （ AcLys） ； 2,3-ジ ア ミ ノ 酪
酸 （ Dab） ； 2,3-ジ ア ミ ノ 酪 酸 （ Dbu） ； p-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe（ pNH2） ） ； N-
メ チ ル バ リ ン （ MeVal） ； ホ モ シ ス テ ィ ン （ hCys） お よ び ホ モ セ リ ン （ hSer） な ど の 、 そ
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の 他 の オ メ ガ ア ミ ノ 酸 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 SMCM化 合 物 の 天 然 に 存 在 し な い
変 異 体 は 、 突 然 変 異 誘 発 技 術 、 ま た は 直 接 的 合 成 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 本 発 明 の SMCM化 合
物 は 、 N末 端 も し く は C末 端 ま た は N末 端 と C末 端 の 両 方 で キ ャ ッ プ 構 造 が 付 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 の ペ グ 化 、 ま た は 例 え ば リ ジ ン 残 基 な ど の 反 応 性 の 側 鎖 を 含 む 任 意
の ア ミ ノ 酸 残 基 に お け る 分 岐 の よ う な 、 改 変 が 行 わ れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 は 配 列 番 号 ： 2-12の 類 似 体 ま た は 同 族 体 を 含 む 。 本 発
明 の 化 合 物 は 、 配 列 番 号 ： 2-12と 同 族 で 、 例 え ば 望 ま し く は 50%以 上 の ア ミ ノ 酸 の 同 一 性
、 よ り 望 ま し く は 、 75%以 上 の ア ミ ノ 酸 の 同 一 性 、 そ し て さ ら に 望 ま し く は 90%以 上 の ア ミ
ノ 酸 の 同 一 性 を 有 す る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 配 列 の 同 一 性 は 、 デ フ ォ ル ト 設 定 さ れ た パ ラ メ ー タ を 内 蔵 し た 配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （
Sequence Analysis Software Package of the Genetics Computer Group, University of
 Wisconsin Biotechnology Center（ ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー セ ン タ ー 、
ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス コ ン ピ ュ ー タ グ ル ー プ の 配 列 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ ） 、 1710 Univers
ity Avenue, Madison, Wis. 53705） を 使 用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 対 照 配 列 と の 同 一 性 が 100%未 満 で あ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 場 合 、 同 一 で な い 位 置 は 、 必
ず と い う わ け で は な い が 、 望 ま し く は 対 照 配 列 の 保 存 的 置 換 で あ る 。 保 存 的 置 換 は 通 常 、
以 下 の 群 内 の 置 換 を 含 む ： グ リ シ ン お よ び ア ラ ニ ン ； バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン お よ び ロ イ シ
ン ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 ； ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン ； セ リ ン お よ び
ト レ オ ニ ン ； リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン ； お よ び フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び チ ロ シ ン 。 こ の よ
う に 、 対 応 す る 親 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と の 、 配 列 、 構 造 、 機 能 、 お よ び 抗 原 性 ま た
は そ の 他 の 機 能 に お け る 同 族 性 が 維 持 さ れ る よ う な 状 態 で 変 異 し た 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド
が 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 は 、 例 え ば 分 子 特 性 が お お む ね 類 似 し て い る
ア ミ ノ 酸 間 で の 変 化 な ど の 、 ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 変 化 を 伴 っ た 突 然 変 異 で あ り 得 る 。 例 え ば
、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン お よ び イ ソ ロ イ シ ン な ど の 脂 肪 族 基 内 で の 交 換 は 保 存 的 で
あ る と 見 な さ れ る 。 ま た こ れ ら の う ち の 一 つ と グ リ シ ン と の 置 換 が 保 存 的 で あ る と 見 な さ
れ る こ と も あ る 。 そ の 他 の 保 存 的 交 換 と し て 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 塩 な
ど の 脂 肪 族 基 内 ； ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン な ど の ア ミ ド 基 内 ； セ リ ン お よ び ト レ オ
ニ ン な ど の ヒ ド ロ キ シ ル 基 内 ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン お よ び ト リ プ ト フ ァ ン な ど の
芳 香 族 基 内 ； リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン な ど の 塩 基 性 基 内 ； お よ び メ チ オ ニ ン
お よ び シ ス テ イ ン な ど の 硫 黄 含 有 基 内 で の 置 換 が 含 ま れ る 。 メ チ オ ニ ン お よ び ロ イ シ ン な
ど の 基 内 で の 置 換 が 保 存 的 と 見 な さ れ る こ と も あ る 。 好 適 な 保 存 的 置 換 基 に は 、 ア ス パ ラ
ギ ン 酸 塩 -グ ル タ ミ ン 酸 塩 ； ア ス パ ラ ギ ン -グ ル タ ミ ン ； バ リ ン -ロ イ シ ン -イ ソ ロ イ シ ン ；
ア ラ ニ ン -バ リ ン ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン -チ ロ シ ン ； お よ び リ ジ ン -ア ル ギ ニ ン な ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 全 体 を 長 く す る 挿 入 を 含 む 、 配 列 の 変 更 を 有 す る 化 合 物 を
も 提 供 し 、 こ こ で 化 合 物 は 、 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク
質 （ pRp） の リ ン 酸 化 、 p27kip1タ ン パ ク 質 の 調 節 、 お よ び 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 の 原 因 と な る
、 PTHrPの PTHrP対 象 分 子 へ の 結 合 な ど の 平 滑 筋 の 細 胞 活 性 化 の 阻 害 の よ う な 、 適 切 な 平 滑
筋 細 胞 調 節 特 性 を 維 持 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 NLS領 域 ま た は PTHrP（ 112-139） カ ル
ボ キ シ 末 端 領 域 内 の 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 置 換 さ れ る 残 基 と 同 様 の 物 理 的 お
よ び /ま た は 化 学 的 特 性 を 有 す る 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ る 。 望 ま し く は 、 保 存 ア
ミ ノ 酸 置 換 は 、 以 下 に よ り 詳 し く 説 明 さ れ る よ う に 、 あ る ア ミ ノ 酸 が 、 同 一 の 指 定 さ れ た
分 類 内 に 含 ま れ る 別 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ た も の で あ る 。 挿 入 、 欠 失 、 お よ び 置 換 は 、 そ
れ ら に よ り 化 合 物 の 機 能 特 性 が 侵 さ れ な い 場 合 に 適 切 で あ る 。 改 変 さ れ た 化 合 物 の 機 能 性
は 、 以 下 に 説 明 す る 、 改 変 さ れ た 化 合 物 の SMCM様 の 特 性 を 分 析 す る た め に 設 計 さ れ た 、 生
体 外 お よ び イ ン ビ ボ の ア ッ セ イ 法 に 基 づ い て 分 析 さ れ る 。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
B.　 SMCM核 酸 配 列
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 そ の 変 性 変 異 体 を 含 む SMCMポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 一 つ ま た は
複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 従 っ て 、 本 発 明 の SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 、
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 低 い 状 態 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る 核 酸 配 列 は 、 本 発 明 の
範 囲 内 に あ る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 約 20-40塩 基 の 核 酸 配 列 の 、 一 般 的 な プ レ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 洗 浄 手 順 は 以 下 の 通 り で あ る ： （ 1）
プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ： 変 性 し た 対 象 DNAを 含 む ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー を 、 5
× デ ン ハ ル ト 溶 液 、 6× SSC（ 10 Nの NaOHで pH7.0に 調 節 さ れ た 、 800 mlの H 2 O中 の 175 gの N
aCl、 88.2 gの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム か ら 成 る 20× SSC） 、 0.1％  SDS、 お よ び 100 mg/mlの 変
性 し た サ ケ 精 子 の DNA中 で 、 55 ℃ で 3-4時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 、 （ 2） ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン ： プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 の フ ィ ル タ ー と プ ロ ー ブ を 、 42 ℃ で 14-
48時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 、 （ 3） 洗 浄 ： 6× SSCと 0.1％  SDS中 、 室 温 で 15分 間 の 洗 浄
を 三 回 、 続 い て 6× SSCと 0.1％  SDS中 、 55 ℃ で 、 1-1.5分 間 最 終 洗 浄 す る 。 他 の こ れ に 相
当 す る 手 順 、 た と え ば ホ ル ム ア ミ ド な ど の 有 機 溶 媒 の 使 用 な ど 、 が 当 技 術 分 野 に お い て よ
く 知 ら れ て い る 。 標 準 的 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 状 態 は 、 一 般 的 な 分 子 生 物 学 ク ロ ー ニ ン グ
の テ キ ス ト に お い て よ く 特 徴 付 け ら れ て い る 。 Molecular Cloning A Laboratory Manual,
 2nd Ed.,ed., Sambrook, Fritschお よ び Maniatis（ Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss： 1989） ； DNA Cloning, Volumes Iお よ び II（ D. N. Glovered., 1985） ； Oligonucleo
tide synthesis（ M. J. Gait ed., 1984） ； Nucleic Acid Hybridization （ B. D. Hames
 & S. J. Higgins eds, 1984） 参 照 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 同 じ 対 立 遺 伝 子 の 変 異 体 、 つ ま り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ た も
の と 同 一 、 同 族 ま た は 関 連 し た PTHrPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 天 然 に 存 在 す る 変 性 形 態 を 含 む 。 一 方 、 天 然 に 存 在 し な い 変 異 体 は 、 当 技 術 分 野 に
お い て 周 知 の 突 然 変 異 誘 発 技 術 、 ま た は 直 接 合 成 技 術 に よ っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
C.　 SMCM組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に は 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク
タ ー が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 換 え 発 現 の た め 、 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 を 含 む 核 酸 が 、 以 下 に 説 明 さ れ る
よ う に 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 組 み 換 え DNA技 術 に よ り 、 適 切 な ク ロ ー ン ベ ク タ ー 、 ま た は
発 現 ベ ク タ ー （ す な わ ち 、 挿 入 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 に 必 要 な
要 素 を 含 む ベ ク タ ー ） 中 に 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 一 般 的 に 、 組 み 換 え DNA技 術 に 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド の 形 態 を と る こ と が
多 い 。 本 明 細 書 に お い て 、 プ ラ ス ミ ド が ベ ク タ ー の 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 形 態 で あ
る と し て 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 は 同 義 に 使 用 さ れ て い る 。 し か し な が ら 本
発 明 は 、 同 等 の 機 能 を す る ウ ィ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 複 製 不 全 の レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ
ウ ィ ル ス お よ び ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス ） の よ う な 、 理 論 的 に プ ラ ス ミ ド で は な い 発 現 ベ ク タ
ー の 形 態 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 こ れ ら の ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 、 被 験 者 を 感 染
さ せ 、 そ の 被 験 者 に お け る 化 合 物 の 発 現 を 可 能 に す る （ Becker et al., Meth. Cell Biol
. 43： 161-89（ 1994） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 に お け る 核 酸 の 発 現 に 適 し た 形 態 の 、 SMCM
化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 み 、 こ れ は 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が  、 発 現 さ れ る 核 酸 配 列
に 動 作 可 能 な 状 態 で 連 結 し た 、 宿 主 細 胞 が 発 現 に 使 用 さ れ る こ と に 基 づ い て 選 択 さ れ た 、
一 つ ま た は 複 数 の 制 御 配 列 を 含 ん で い る こ と を 意 味 す る 。 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内 に お い
て 、 「 動 作 可 能 的 に 連 結 す る 」 と は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 （ 例 え ば 生 体 外 転 写 /翻 訳 シ
ス テ ム 、 ま た は ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 場 合 の 宿 主 細 胞 に お け る ） ヌ ク レ オ チ ド
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配 列 を 発 現 さ せ る よ う な 方 法 で 制 御 配 列 に 連 結 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 制 御 配 列 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び そ の 他 の 発 現 制 御 要 因
（ 例 え ば ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ） を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 こ の よ う な 制 御 配 列 に つ
い て は 、 例 え ば Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY： METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Ac
ademic Press, San Diego, Calif.（ 1990） の 中 で 説 明 さ れ て い る 。 制 御 配 列 に は 、 多 様
な 宿 主 細 胞 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 築 物 的 発 現 を 目 的 と す る も の 、 お よ び 特 定 の 宿
主 細 胞 の み に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 目 的 と す る も の （ 例 え ば 組 織 特 異 的 制 御 配
列 ） が 含 ま れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 が 、 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 の 選 択 や 、 目 的 と す る ポ リ
ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル な ど の 要 因 に 依 存 す る こ と が 、 当 技 術 分 野 に 精 通 し た 技 術 者 に よ っ
て 認 め ら れ て い る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ 、 こ こ で 説 明 さ れ る よ
う な 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば SMCM化 合 物 お よ び SMCM由 来 の 融
合 ポ リ ペ プ チ ド な ど ） を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
D.　 SMCMを 発 現 す る 宿 主 細 胞
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 一 つ ま た は 複 数 の SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 、 SMCMを 発
現 す る 宿 主 細 胞 に 関 連 し て い る 。 本 発 明 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核
細 胞 に お い て 、 SMCM化 合 物 を 発 現 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば SMCM化 合 物 は
、 大 腸 菌 （ E. coli） の よ う な 細 菌 性 細 胞 、 昆 虫 細 胞 （ バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を
使 用 す る ） 、 例 え ば 酵 母 、 酵 母 菌 な ど の 真 菌 細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 の 細 胞 に お い て 発 現 さ
れ る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 に つ い て は 、 Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY： METHODS IN 
ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif.（ 1990） 中 に さ ら に 詳 し く 説 明 さ
れ て い る 。 一 方 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 例 え ば T7プ ロ モ ー タ ー 制 御 配 列 お よ び T7ポ リ
メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 生 体 外 で 転 写 お よ び 翻 訳 す る こ と が で き る 。 SMP2プ ロ モ ー タ ー は 、
平 滑 筋 細 胞 内 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に お い て 有 用 で あ る （ Qian et al., Endocrinology 1
40 (4)： 1826（ 1999） ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 原 核 細 胞 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は ほ と ん ど の 場 合 、 融 合 ま た は 非 融 合 ポ リ ペ プ チ
ド の い ず れ か の 発 現 を 目 指 す 、 構 造 的 ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー に よ り 、
大 腸 菌 （ E. coli） に お い て 起 こ る 。 融 合 ベ ク タ ー は 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 通 常
組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に 多 数 の ア ミ ノ 酸 を 追 加 す る 。 こ の よ う な 融 合 ベ ク タ
ー は 一 般 的 に 次 の 三 つ の 目 的 を 果 た す ： （ i） 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 増 加 さ せ る
； （ ii） 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 溶 解 性 を 増 進 さ せ る ； お よ び （ iii） ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 に お い て 配 位 子 と し て 機 能 す る こ と に よ り 、 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 助 け る 。 し
ば し ば 、 融 合 発 現 ベ ク タ ー に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 の 切 断 部 が 融 合 部 分 と 組 み 換 え ポ リ
ペ プ チ ド と の 接 合 部 に 導 入 さ れ 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 後 の 、 融 合 部 分 か ら の 組 み 換 え
ポ リ ペ プ チ ド の 分 離 を 可 能 に す る 。 こ の よ う な 酵 素 、 お よ び そ れ ら と 同 族 の 認 識 配 列 に 、
Xa因 子 、 ト ロ ン ビ ン お よ び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。 典 型 的 融 合 発 現 ベ ク タ ー に 、 ポ
リ ペ プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド Aと そ れ ぞ れ 結 合 し た グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ GST） 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド Aと そ れ ぞ れ 結 合 し た マ ル ト ー ス E
を 目 的 の 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド と 融 合 さ せ る pGEX（ Pharmacia Biotech Inc； Smithお よ び
Johnson, 1988. Gene 67： 31-40） や 、 pMAL（ New England Biolabs, Beverly, Mass.） お
よ び pRIT5（ Pharmacia, Piscataway, N. J.） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 適 切 な 誘 発 性 の 非 融 合 大 腸 菌 （ E. coli） 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て 、 pTrc（ Amrann et a
l., Gene 69： 301-315（ 1988） ） お よ び pET 11d（ Studier et al., GENE EXPRESSION TEC
HNOLOGY： METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif.（ 1990） 60-
89） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド を タ ン パ ク 質 分 解 的 に 切 断 す る 能 力 が 損 な わ れ た 宿 主 細 菌 中 で ポ
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リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と は 、 大 腸 菌 （ E. coli） に お け る 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド 発 現
を 最 大 化 す る 一 つ の 方 法 で あ る 。 Gottesman, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY： METHODS IN 
ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif.（ 1990） 119-128参 照 。 別 の 方 法 と
し て 、 各 ア ミ ノ 酸 の 個 々 の コ ド ン が 、 例 え ば 大 腸 菌 （ E. coli） の よ う な 発 現 宿 主 に お い
て 選 択 的 に 使 用 さ れ る も の と な る よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る 核 酸 の 核 酸 配 列 を
変 更 す る こ と が 挙 げ ら れ る （ Wada, et al., Nucl. Acids Res. 20： 2111-2118（ 1992） 参
照 ） 。 本 発 明 の こ の よ う な 核 酸 配 列 の 変 更 は 、 標 準 DNA合 成 技 術 に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 SMCM発 現 ベ ク タ ー は 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 酵 母 菌 、 サ ッ カ ロ マ
イ セ ス セ ル ヴ ィ シ エ に 発 現 す る ベ ク タ ー の 例 に は 、 pYepSec1（ Baldari, et al., EMBO J.
 6： 229-234（ 1987） ） 、 pMFa（ Kurjanお よ び Herskowitz, Cell 30： 933-943（ 1982） ）
、 pJRY88（ Schultz et al., Gene 54： 113-123（ 1987） ） 、 pYES2（ InVitrogen Corporat
ion, San Diego, Calif.） 、 お よ び picZ（ InVitrogen Corp, San Diego, Calif.） が 含 ま
れ る 。 一 方 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 昆 虫 細 胞 に SMCMを 発 現 さ せ る こ
と が で き る 。 pAcシ リ ー ズ （ Smith, et al., Mol. Cell. Biol. 3： 2156-2165（ 1983） ）
お よ び pVLシ リ ー ズ （ Lucklowお よ び Summers, Virology 170： 31-39（ 1989） ） を 含 む 、 培
養 さ れ た 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば SF9細 胞 ） 中 で 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め に バ キ ュ ロ ウ
ィ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 哺 乳 動 物
細 胞 に 発 現 さ れ る 。 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー の 例 に 、 pCDM8（ Seed, Nature 329： 842-846
（ 1987） ） お よ び pMT2PC（ Kaufman, et al., EMBO J. 6： 187-195（ 1987） ） が 含 ま れ る
。 哺 乳 動 物 の 細 胞 中 で 使 用 さ れ た 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー の 制 御 機 能 は 、 し ば し ば ウ ィ ル ス 制
御 成 分 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 例 え ば 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る プ ロ モ ー タ ー は 、 ポ リ オ ー マ
、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 2、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、 お よ び シ ミ ア ン ウ ィ ル ス 40に 由 来 す る 。 そ
の 他 の 適 切 な 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 の 両 方 の た め の 発 現 組 織 に つ い て は 、 Sambrook, et
 al., MOLECULAR CLONING： A LABORATORY MANUAL. 2nd ed., Cold Spring Harbor Labora
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989の 第 16
お よ び 17章 を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の 細 胞 型 に お け る 核 酸 の
発 現 を 選 択 的 に 指 定 す る こ と が で き る （ 例 え ば 組 織 特 異 的 制 御 成 分 は 、 核 酸 の 発 現 に 使 用
さ れ る ） 。 組 織 特 異 的 制 御 成 分 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の も の で あ る 。 適 切 な 組 織 特
異 的 プ ロ モ ー タ ー の 非 限 定 的 な 例 と し て 、 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー （ 肝 臓 特 異 的 ； Pinker
t, et al., Genes Dev. 1： 268-277（ 1987） ） 、 リ ン パ 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ Calameお よ
び Eaton, Adv. Immunol. 43： 235-275（ 1988） ） 、 T細 胞 受 容 体 の 特 定 の プ ロ モ ー タ ー （ W
inotoお よ び Baltimore, EMBO J. 8： 729-733（ 1989） ） お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Banerji,
 et al., Cell 33： 729-740（ 1983） ； Queenお よ び Baltimore, Cell 33： 741-748（ 1983
） ） 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト プ ロ モ ー タ ー ： Byrn
eお よ び Ruddle, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86： 5473-5477（ 1989） ） 、 膵 臓 特 異 的 プ
ロ モ ー タ ー （ Edlund, et al., Science 230： 912-916（ 1985） ） 、 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 ヨ ー ロ ッ パ 公 開 公 報
第 264,166号 ） が 含 ま れ る 。 例 え ば ネ ズ ミ の ホ メ オ テ ィ ッ ク （ hox） プ ロ モ ー タ ー （ Kessel
お よ び Gruss, Science 249： 374-379（ 1990） ） お よ び α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン プ ロ モ ー タ ー
（ Campesお よ び Tilghman, Genes Dev. 3： 537-546（ 1989） ） の よ う な 発 達 調 節 の プ ロ モ
ー タ ー も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス 方 向 で 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 本 発 明 の DNA
分 子 を 含 む 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 す な わ ち 、 DNA分 子 は 、 （ DNA分 子 の 転 写
に よ る ） SMCM mRNAの ア ン チ セ ン ス で あ る RNA分 子 の 発 現 を 可 能 に す る よ う な 形 で 、 制 御 配
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列 に 動 作 可 能 な 状 態 で 連 結 し て い る 。 多 様 な 細 胞 型 に お け る ア ン チ セ ン ス RNA分 子 の 連 続
的 発 現 を 目 的 と す る 、 ア ン チ セ ン ス 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 核 酸 に 動 作 可 能 な 状 態 で 連
結 し た 制 御 配 列 を 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス RNAの 構 造 的 、 組 織 特 異
的 ま た は 細 胞 型 に 特 異 的 な 発 現 を 目 的 と す る 、 ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は エ ン
ハ ン サ ー 、 ま た は 制 御 配 列 を 選 択 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 組 み
換 え プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド ま た は 高 性 能 な 調 節 領 域 の 制 御 の 下 で ア ン チ セ ン ス 核 酸 を
調 製 す る 弱 毒 化 ウ ィ ル ス の 形 態 を と り 、 そ の 活 性 は ベ ク タ ー が 導 入 さ れ る 細 胞 の タ イ プ に
よ り 決 定 さ れ る .ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 を 使 用 し た 遺 伝 子 発 現 の 調 整 の 説 明 に つ い て は 、 Wei
ntraub, et al., "Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis," Review
s-Trends in Genetics, Vol. 1 (1) 1986を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 本 発 明 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 に 関 連 し て
い る 。 「 宿 主 細 胞 」 お よ び 「 組 み 換 え 宿 主 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 こ こ で は 同 義 に 使 用 さ れ
て い る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 特 定 の 被 験 者 の 細 胞 だ け で な く 、 そ の よ う な 細 胞 の 子 孫 ま た は
潜 在 的 子 孫 を も 意 味 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 変 異 ま た は 環 境 の 影 響 な ど に よ り 、 後 に 続
く 世 代 に あ る 種 の 改 変 が 起 こ る こ と が あ る た め 、 こ れ ら の 子 孫 が 事 実 上 親 細 胞 と 同 一 で は
な く て も 、 こ こ に 使 用 さ れ て い る 用 語 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 の ど ち ら で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 SMCMは 、 大 腸
菌 （ E. coli） の よ う な 細 菌 性 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 、 ま た は （ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー
の 卵 巣 細 胞 （ CHO） ま た は COS細 胞 の よ う な ） 哺 乳 動 物 の 細 胞 な ど に お い て 発 現 さ れ る 。 そ
の 他 の 適 切 な 宿 主 細 胞 が 、 当 技 術 分 野 に 精 通 し た 技 術 者 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ベ ク タ ー DNAを 、 従 来 の 変 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に よ り 、 原 核 細 胞 ま た は
真 核 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 変 換 」 お よ び 「 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 外 来 の 核 酸 （ 例 え ば DNA） を 宿 主 中 に 導 入 す る 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム 共 沈 法 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 共 沈 法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 媒 介 の 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 な ど を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 認 め ら れ て
い る 様 々 な 技 術 を 意 味 す る 。 宿 主 細 胞 の 変 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 適 切 な 方 法 に
つ い て は 、 Sambrook, et al.（ MOLECULAR CLONING： A LABORATORY MANUAL. 2nd ed., Col
d Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Har
bor, N.Y., 1989） 、 お よ び そ の 他 の 実 験 マ ニ ュ ア ル を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 哺 乳 動 物 の 細 胞 の 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に つ い て 、 発 現 ベ ク タ ー お よ び 使 用 さ
れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に よ り 、 細 胞 の ご く 一 部 分 の み が 外 来 DNAを そ の ゲ ノ ム 中
に 組 み 込 む こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 成 分 を 同 定 し か つ 選 択 す る た め 、 選 択 可 能 マ ー
カ ー （ 例 え ば 抗 体 に 対 す る 耐 性 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 通 常 、 対 象 と な る 遺 伝 子 と と も
に 宿 主 細 胞 内 に 導 入 さ れ る 。 様 々 な 選 択 可 能 マ ー カ ー と し て 、 G418、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン お
よ び メ ト ト レ キ サ ー ト な ど の 薬 物 に 耐 性 を 与 え る も の が 含 ま れ る 。 選 択 可 能 マ ー カ ー を コ
ー ド す る 核 酸 を 、 SMCMを コ ー ド す る ベ ク タ ー と 同 じ ベ ク タ ー 上 の 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 、 ま
た は 異 な る ベ ク タ ー 上 に 導 入 す る こ と が で き る 。 導 入 さ れ た 核 酸 に よ り 安 定 に ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 薬 剤 の 選 別 に よ り 同 定 で き る （ 例 え ば 、 選 択 可 能 マ ー カ ー 遺 伝
子 を 組 み 入 れ た 細 胞 は 生 き 残 る が 、 そ の 他 の 細 胞 は 死 亡 す る ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 培 養 液 中 の 原 核 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 の よ う な 、 本 発 明 の 化 合 物 を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 組 み
換 え SMCMを 調 製 （ す な わ ち 発 現 ） す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 つ の 態 様 に お い て
、 本 方 法 は 、 （ SMCMを コ ー ド す る 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た ） 本 発 明 の 宿 主 細 胞
を 、 SMCMの 調 製 に 適 し た 培 地 で 培 養 す る こ と を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は さ ら に
、 SMCMを 培 地 ま た は 宿 主 細 胞 か ら 単 離 す る 工 程 を 含 む 。 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 は 、
当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 イ オ ン 交 換 精 製 技 術 、 ま た は 例 え ば 化 合 物 に 対 す る 抗 体
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に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 技 術 を 含 む 。 本 発 明 の 化 合 物 に 対 す る 抗 体 の 調 製 方 法 を 以 下 に
説 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
IV.　 SMCM化 合 物 の 調 製
A.　 SMCM化 合 物 の ペ プ チ ド 合 成
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 例 え ば 固 相 ま た は 液 相 ペ プ チ ド 合 成 の よ う な 標 準 的 ペ プ チ ド 合 成
技 術 を 用 い 、 SMCM化 合 物 を 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 SMCM化 合 物 は 、 例
え ば 当 技 術 分 野 で 周 知 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い て 、 個 体 の 支 持 体 ま た は 溶 液 中 で 化 学 的
に 合 成 さ れ る 。 Fields, G.B.（ 1997） Solid-Phase Peptide Synthesis. Academic Press,
 San Diego参 照 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 SMCM化 合 物 は 、 Fmoc（ 塩 基 に 不 安 定 な 保 護 基 ） ま た は Boc（ 酸 に 不 安 定 な α -ア ミ ノ 保 護
基 ） ペ プ チ ド 合 成 の い ず れ か に よ り 調 製 さ れ る 。 合 成 の 後 SMCM化 合 物 は 、 例 え ば C-18、 C-
8、 お よ び C-4カ ラ ム 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 相 互 作 用 に 基 づ い た ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー を 使 用 し た 、 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 HPLCの よ う な 標 準 的 ポ リ ペ プ チ ド 精 製 技 術 、 ま た は そ の 他 の ポ リ ペ プ チ
ド 精 製 方 法 を 用 い た 適 切 な 精 製 法 に よ り 、 実 質 的 に 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は そ の 他 の 化 学 物
質 の な い 状 態 に さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
B.　 組 み 換 え DNA技 術 を 使 用 し た SMCM化 合 物 の 産 出
　 別 の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 は 、 組 み 換 え DNA技 術 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 細
菌 、 酵 母 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ま た は 真 核 細 胞 に お け る 化 合 物 の 過 剰 発 現 は 、 十 分 な 量 の 化
合 物 を 産 出 す る 。 例 え ば 反 応 混 合 物 、 ま た は 細 胞 溶 解 液 、 ま た は そ の 他 の 未 精 製 の 部 分 な
ど 、 異 質 成 分 か ら 成 る 混 合 物 か ら の 化 合 物 の 精 製 は 、 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 精 製 法 の よ う な 、 当
技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 行 わ れ る 。 こ れ ら は 、 切 断 可 能 な 、 ま た は そ う で な け れ ば 不
活 性 の エ ピ ト ー プ ま た は 配 列 に 、 融 合 と さ れ て い る SMCM化 合 物 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 促
進 さ れ る 。 精 製 方 法 、 お よ び 発 現 系 の 選 択 は 当 技 術 に 精 通 し た 技 術 者 に は 周 知 の も の で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 対 応 す る 化 合 物 が （ 構 造 的 に 、 ま た は 組
織 の 分 化 も し く は 発 達 の 特 定 な 段 階 に お い て 、 ま た は 病 状 に お い て 、 の い ず れ か ） 選 択 的
に 発 現 さ れ て い る 組 織 の マ ー カ ー と し て 、 分 析 、 特 性 描 写 、 ま た は 治 療 用 の 、 組 み 換 え 化
合 物 の 発 現 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の 化 合 物 の 組 み 換 え 発 現 に 関 し て 、 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 全 体 、 ま た は そ の 一 部 を 含 む 核 酸 が 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー （ す な わ ち 、 挿 入
さ れ た ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 の た め に 必 要 な 成 分 を 含 む ベ ク タ ー ） に 挿 入
さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 制 御 成 分 は 異 種 の も の で あ る （ す な わ ち 天 然 遺 伝 子 プ
ロ モ ー タ ー で は な い ） 。 一 方 、 必 要 な 転 写 お よ び 翻 訳 シ グ ナ ル は 、 遺 伝 子 お よ び /ま た は
そ れ ら の フ ラ ン キ ン グ 領 域 の 天 然 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 提 供 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 様 々 な 宿 主 ベ ク タ ー 組 織 が 、 ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の 発 現 に 使 用 さ れ る 。 こ れ に は 、 （ i
） ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス な ど に 感 染 し た 哺 乳 動 物 の 細 胞 組 織 ； （ ii） バ キ
ュ ロ ウ ィ ル ス な ど に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 組 織 ； （ iii） 酵 母 ベ ク タ ー を 含 む 酵 母 、 ま た は （ i
v） バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 DNA、 プ ラ ス ミ ド DNA、 ま た は コ ス ミ ド DNAに 転 換 し た 細 菌 が 含 ま
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 使 用 さ れ る 宿 主 ベ ク タ ー 組 織 に よ り 、 多 く の 適 切 な 転 写
お よ び 翻 訳 成 分 の う ち い ず れ か 一 つ が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 で 提 供 さ れ る よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー 内 の プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー 配 列 に は 、
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植 物 、 動 物 、 昆 虫 、 ま た は 菌 類 の 制 御 配 列 が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 酵 母 お よ び そ の 他 の 菌
類 か ら の プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー 成 分 （ 例 え ば GAL4プ ロ モ ー タ ー 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 ホ ス ホ グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー ） を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 も し く は 他 に 、 動 物 の 転 写 調 節 領
域 、 例 え ば （ i） 膵 臓 細 胞 内 で 活 性 で あ る イ ン ス リ ン 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Hanahan, et al., 
Nature 315： 115-122（ 1985） 参 照 ） ； （ ii） リ ン パ 細 胞 内 で 活 性 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン
遺 伝 子 調 節 領 域 （ Grosschedl, et al., Cell 38： 647-658（ 1984） 参 照 ） ； （ iii） 肝 臓
内 で 活 性 で あ る ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Pinckert, et al., Genes and Dev 1： 268-2
76（ 1987） 参 照 ） ； （ iv） 脳 の オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 細 胞 内 で 活 性 で あ る ミ エ リ ン 塩 基 性
ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Readhead, et al., Cell 48： 703-712（ 1987） 参 照 ） ； お
よ び （ v） 視 床 下 部 内 で 活 性 で あ る ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Mason, 
et al., Science 234： 1372-1378（ 1986） 参 照 ） な ど が 含 ま れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー ま た は そ の 誘 導 体 に は 、 例 え ば ヒ ト ま た は 動 物 の ウ ィ ル ス （ 例 え ば ワ ク シ
ニ ア ウ ィ ル ス ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス ） ； 昆 虫 ウ ィ ル ス （ 例 え ば バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ） ； 酵 母
ベ ク タ ー ； バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー （ 例 え ば ラ ム ダ フ ァ ー ジ ） ； プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
お よ び コ ス ミ ド ベ ク タ ー な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 挿 入 さ れ た 対 象 と な る 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 、 ま た は 目 的 と す る 特 定 の 方 法 で 配 列 に よ
り コ ー ド さ れ た 、 発 現 ペ プ チ ド を 改 変 ま た は プ ロ セ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 株 が 選 択 さ れ る 。
加 え て 、 あ る 種 の プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 は 、 選 択 さ れ た 宿 主 株 内 に お け る 特 定 な 誘 導 因
子 の 存 在 に よ り 増 加 さ れ 、 そ れ に よ り 遺 伝 子 組 み 換 え さ れ た 化 合 物 の 発 現 の 制 御 が 促 進 さ
れ る 。 さ ら に 、 異 種 の 宿 主 細 胞 は 、 発 現 さ れ た ペ プ チ ド の 、 翻 訳 お よ び 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン
グ お よ び 改 変 （ 例 え ば グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 な ど ） の 性 質 、 お よ び そ の た め の 特 定 の メ
カ ニ ズ ム を 有 し て い る 。 適 切 な 細 胞 系 ま た は 宿 主 組 織 は 、 従 っ て 、 異 質 ペ プ チ ド の 目 的 の
改 変 お よ び プ ロ セ シ ン グ の 遂 行 を 確 実 に す る よ う に 選 択 さ れ る 。 例 え ば 細 菌 組 織 内 で の ペ
プ チ ド 発 現 は 、 非 グ リ コ シ ル 化 コ ア ペ プ チ ド の 産 出 に 使 用 さ れ 、 そ の 一 方 哺 乳 動 物 の 細 胞
内 で の 発 現 は 、 異 種 ペ プ チ ド の 「 天 然 」 グ リ コ シ ル 化 を 確 実 に す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
C.　 SMCM由 来 の キ メ ラ 化 合 物 ま た は 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 の 調 製
　 本 発 明 の 、 SMCM由 来 の キ メ ラ 化 合 物 ま た は 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 は 、 当 技 術 分 野 で 周
知 の 標 準 的 組 み 換 え DNA技 術 に よ り 産 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド
配 列 を コ ー ド す る DNA断 片 は 、 例 え ば 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 用 の 平 滑 末 端 終 端 も し く は ね じ れ
型 末 端 終 端 、 適 切 な 端 末 を 提 供 す る た め の 制 限 酵 素 消 化 、 必 要 に 応 じ た 付 着 端 の 穴 埋 め 、
望 ま し く な い 結 合 を 避 け る た め の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 お よ び 酵 素 結 合 な ど を 使
用 し た 、 従 来 の 技 術 に 基 づ い て イ ン フ レ ー ム に ま と め て 結 合 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、
自 動 DNA合 成 機 を 含 む 従 来 の 技 術 に よ り 、 融 合 遺 伝 子 が 合 成 さ れ る 。 一 方 、 後 に キ メ ラ 遺
伝 子 配 列 を 調 製 す る た め に ア ニ ー ル お よ び 再 増 幅 さ れ る 、 二 つ の 連 続 し た 遺 伝 子 断 片 間 に
、 相 補 的 な 突 出 部 を 生 じ さ せ る ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 遺 伝 子 断 片 の PCR増 幅 が
行 わ れ る （ Ausubel, et al., (eds.) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John W
iley & Sons, 1992参 照 ） 。 さ ら に 、 融 合 部 分 を す で に コ ー ド し た 多 く の 発 現 ベ ク タ ー が
市 販 さ れ て い る （ 例 え ば GSTポ リ ペ プ チ ド ） 。 SMCMを コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 、 イ ン フ レ ー
ム に 連 結 す る よ う に 、 SMCMを コ ー ド す る 核 酸 を こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
D.　 SMCM化 合 物 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ の 作 製
　 加 え て 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 断 片 の ラ イ ブ ラ リ を 使 用 し て 、 SMCM化 合 物 の
変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び そ の 後 の 選 択 の た め の 、 SMCM断 片 の 集 合 を 産 出 す る こ と が
で き る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 二 本 鎖 の PCR断 片 を 、
一 つ の 分 子 に つ き お よ そ 一 回 だ け し か 切 断 （ nicking） が 起 こ ら な い 様 な 状 況 下 で ヌ ク レ
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ア ー ゼ に よ っ て 処 理 し 、 二 本 鎖 DNAを 変 性 さ せ 、 DNAを 再 生 さ せ て 別 々 の 切 断 部 分 か ら 得 ら
れ た セ ン ス /ア ン チ セ ン ス ペ ア を 含 む 二 本 鎖 DNAを 形 成 し 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ で の 処 理 に よ っ
て 再 生 さ れ た 二 本 鎖 か ら 一 本 鎖 部 分 を 取 り 除 き 、 そ の 結 果 得 ら れ た 断 片 ラ イ ブ ラ リ を 発 現
ベ ク タ ー に 結 合 さ せ る と こ に よ っ て 、 コ ー ド 配 列 断 片 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と が で き
る 。 こ の 方 法 に よ り 、 N-末 、 C-末 、 お よ び 様 々 な 大 き さ の SMCM化 合 物 の 内 部 断 片 を コ ー ド
す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 点 突 然 変 異 ま た は 切 り 詰 め に よ り 作 製 さ れ た 組 み 合 わ せ の ラ イ ブ ラ リ の 遺 伝 子 産 物 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 ま た 選 択 さ れ た 特 性 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 に つ い て cDNAラ イ ブ ラ リ
の ス ク リ ー ニ ン グ を す る た め の 、 数 多 く の 技 術 が 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 こ の
よ う な 技 術 は 、 SMCM化 合 物 の 組 み 合 わ せ の 突 然 変 異 誘 発 に よ り 作 製 さ れ た DNAラ イ ブ ラ リ
の 、 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 可 能 で あ る 。 大 き な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ
で き る ハ イ ス ル ー プ ッ ト の 分 析 法 に 修 正 可 能 な 、 も っ と も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 技 術 に は 典
型 的 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー へ の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ の ク ロ ー ニ ン グ
、 そ の 結 果 得 ら れ る ベ ク タ ー ラ イ ブ ラ リ を 適 切 な 細 胞 へ 形 質 転 換 す る こ と 、 な ら び に 目 的
の 活 性 を 検 出 す る 条 件 下 で 組 み 合 わ せ 遺 伝 子 の 発 現 で あ っ て 、 こ の 検 出 に よ っ て 検 出 さ れ
た 産 物 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 単 離 が 容 易 に な る 、 発 現 。 ラ イ ブ ラ リ に お け る 機
能 的 な 変 異 体 の 頻 発 度 を 高 め る 新 し い 技 術 で あ る 、 再 帰 的 集 合 突 然 変 異 誘 発 （ Recursive 
ensemble mutagenesis（ REM） ） を 、 SMCM化 合 物 の 変 異 体 を 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ 試 験
と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 Arkinお よ び Yourvan, Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 89： 7811-7815（ 1992） ； お よ び Delgrave, et al., Polypeptide Engineering 6： 327
-331（ 1993） 参 照 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 SMCM化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ は ま た 変 性 し た 一 連 の 潜 在 的 SMCM化 合 物 配 列 が 、 個 々 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は そ の 中 に 一 連 の SMCM化 合 物 配 列 を 含 む 、 （ 例 え ば フ ァ ー ジ 提 示 法 の た め の
） 一 連 の よ り 大 き な 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 に 発 現 可 能 と な る よ う に 、 例 え ば 合 成 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 遺 伝 子 配 列 と 酵 素 的 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 変 性
し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 潜 在 的 SMCM変 異 体 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る た め の
、 多 様 な 方 法 が 存 在 す る 。 変 性 し た 遺 伝 子 配 列 の 科 学 的 合 成 を 自 動 DNA合 成 機 で 行 う こ と
が で き る 。 合 成 さ れ た 遺 伝 子 は 次 に 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 結 合 す る 。 変 性 し た 一 連 の 遺 伝
子 を 使 用 す る こ と に よ り 、 一 つ の 混 合 物 に お け る 、 潜 在 的 な SMCM化 合 物 配 列 の 目 的 の 一 連
を コ ー ド す る 全 て の 配 列 を 供 給 す る こ と が 可 能 と な る 。 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 方
法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の も の で あ る 。 Narang Tetrahedron 39： 3（ 1983） ； Itakur
a, et al., Annu. Rev. Biochem. 53： 323（ 1984） ； Itakura, et al., Science 198： 10
56（ 1984） ； Ike, et al., Nucl. Acids Res. 11： 477（ 1983） 参 照 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
E.　 抗 SMCM化 合 物 抗 体
　 本 発 明 は 、 抗 SMCM化 合 物 抗 体 を 産 生 す る 免 疫 原 と し て の 使 用 に 適 し た 、 ポ リ ペ プ チ ド お
よ び ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 化 合 物 を 提 供 す る 。 化 合 物 は 、 二 重 特 異 性 ま た は そ の 他 の 多
価 抗 体 を 含 む 、 抗 体 全 体 、 お よ び 本 発 明 の 任 意 の SMCM化 合 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る Fv、
Fabま た は （ Fab） 2の よ う な 抗 体 断 片 を 産 生 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 単 離 さ れ た SMCMポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 、 ま た は そ の 断 片 の 一 部 分 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ
び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 の 標 準 的 技 術 に よ っ て SMCM化 合 物 ま た は PTHrPポ リ ペ プ チ ド ま
た は PTHポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る よ う な 、 抗 体 を 産 生 す る 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る 。 全 長
の PTHrPポ リ ペ プ チ ド が 使 用 さ れ る 、 ま た は ま た 一 方 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 ま た は SMCM
断 片 を 含 む 化 合 物 の 免 疫 原 と し て の 使 用 法 も 提 供 し て い る 。 SMCM化 合 物 ペ プ チ ド は 、 配 列
番 号 ： 4に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 四 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 ま た SMCM化 合
物 の エ ピ ト ー プ を 包 含 し て 、 ペ プ チ ド に 対 し て 調 製 さ れ た 抗 体 が 、 PTHrPポ リ ペ プ チ ド 、 P
THポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は SMCM化 合 物 と 特 異 的 な 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る よ う に す る 。 望 ま し
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く は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 5、 8、 10、 15、 20、 ま た は 30の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む
。 使 用 法 に よ っ て 、 ま た 当 技 術 分 野 に 精 通 し た 技 術 者 に 周 知 の 方 法 に よ る と 、 よ り 長 い 抗
原 性 ペ プ チ ド の 方 が 、 よ り 短 い 抗 原 性 ペ プ チ ド よ り も 望 ま し い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 包 含 さ れ た 少 な く と も 一 つ の エ ピ ト ー
プ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 表 面 に 位 置 す る SMCM化 合 物 の 一 領 域 （ 例 え ば 親 水 性 の 領 域 ） で あ る
。 抗 体 の 調 製 を 目 的 と す る 方 法 と し て 、 フ ー リ エ 変 換 の 有 無 に 関 わ ら ず 、 例 え ば Kyte Doo
little法 ま た は Hopp Woods法 を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 、 親 水 性 お よ
び 疎 水 性 の 領 域 を 示 す ハ イ ド ロ パ シ ー プ ロ ッ ト 法 を 行 う こ と が で き る （ い ず れ も 完 全 な も
の と し て 、 本 明 細 書 に お い て 参 照 用 に 取 り 入 れ ら れ て い る 、 Hoppお よ び Woods, Proc. Nat
. Acad. Sci. USA 78： 3824-3828（ 1981） ； Kyteお よ び Doolittle I 157： 105-142（ 1982
） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る よ う に 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 成 分 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 の 形 成 に お い て 、 SMCM化 合 物 ま た は そ の 誘 導 体 を 、 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と が で き
る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ヒ ト SMCMポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 開 示 さ れ て い る 。 配 列 番
号 ： 4-12の SMCM化 合 物 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 ま た は 同
族 体 に 対 す る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め に 、 当 技 術
分 野 で 知 ら れ て い る 様 々 な 手 順 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の い く つ
か に つ い て 、 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て 、 様 々 な 宿 主 動 物 （ 例 え ば ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 、
ま た は そ の 他 の 動 物 ） に 天 然 ポ リ ペ プ チ ド 、 も し く は そ の 合 成 変 異 体 、 ま た は こ れ ら の 誘
導 体 を 注 射 す る こ と に よ っ て 免 疫 性 を 与 え る こ と が で き る 。 適 切 な 免 疫 原 の 調 製 は 、 例 え
ば 組 み 換 え 技 術 に よ っ て 発 現 さ れ た SMCM化 合 物 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た SMCM化 合 物 を 含
む こ と が で き る 。 調 製 は さ ら に 、 ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。 免 疫 反 応 を 高 め る た め に 使 用 さ れ
る 多 様 な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 （ 完 全 お よ び 不 完 全 ） フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 ミ ネ ラ ル ジ
ェ ル （ 例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） 、 界 面 活 性 物 質 （ 例 え ば リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク
ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ イ ル エ マ ル ジ ョ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど ）
、 カ ル メ ッ ト ・ ゲ ラ ン 桿 菌 （ BCG） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム パ ル ヴ ム な ど の ヒ ト ア ジ ュ
バ ン ト 、 ま た は 同 様 の 免 疫 活 性 化 化 合 物 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 必 要 に 応
じ 、 PTHrPま た は SMCM化 合 物 に 対 抗 す る 抗 体 分 子 を 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 血 液 ） か ら 単 離 し 、 I
gG画 分 を 得 る た め の ポ リ ペ プ チ ド Aク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 、 周 知 の 技 術 に よ っ て さ ら
に 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 特 定 の SMCM化 合 物 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 ま た は 同 族 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 調 製 に 、 連 続 的 継 代 細 胞 系 培 養 に よ る 抗 体 分 子 の 調 製 を 提 供 す る 、 任 意 の 技 術
を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 技 術 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Kohler & Milstein 
Nature 256： 495-497（ 1975） 参 照 ） ； ト リ オ ー マ 法 ； ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Kozb
or, et al., Immunol. Today 4： 72（ 1983） 参 照 ） 、 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調
製 す る EBVハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Cole, et al., 1985.　 In： MONOCLONAL ANTIBODIES AND CA
NCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 本 発 明 の 実 施 に 使 用 さ れ 得 る 、 お よ び ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を
使 用 し て （ Cote, et al., Proc Natl Acad Sci USA 80： 2026-2030（ 1983） 参 照 ） ま た は
生 体 外 で 、 EBウ ィ ル ス に よ り ヒ ト の B細 胞 を 変 換 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ う る （ Cole, e
t al., 1985. In： MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., p
p. 77-96参 照 ） 。 上 記 の 引 用 は そ れ ぞ れ 完 全 な も の と し て 、 本 明 細 書 に お い て 参 照 用 に 組
み 込 ま れ て い る 。 合 成 デ ン ド ロ メ リ ッ ク ツ リ ー (dendromeric trees)を 例 え ば リ ジ ン の よ
う な 反 応 性 ア ミ ノ 酸 側 鎖 に 加 え て 、 SMCM化 合 物 の 免 疫 原 性 の 特 質 を 高 め る こ と が で き る 。
CPGジ ヌ ク レ オ チ ド 法 を 使 用 し て 、 SMCM化 合 物 化 合 物 の 免 疫 原 性 の 特 質 を 高 め る こ と も で
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き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 こ れ ら の 技 術 を SMCM化 合 物 に 特 異 的 な 一 本 鎖 抗 体 の 産 出 に 適 応 す る こ
と が で き る （ 米 国 特 許 第 4,946,778号 参 照 ） 。 加 え て 、 こ れ ら の 方 法 を Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ
の 構 築 物 に 適 応 さ せ て （ Huse, et al., Science 246： 1275-1281（ 1989） 参 照 ） 、 例 え ば
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 ま た は 同 族 体 な ど の SMCM化 合 物 に 対 す る 特
異 性 を 有 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル Fab断 片 の 迅 速 で 効 果 的 な 同 定 を 可 能 に す る こ と が で き る
。 非 ヒ ト 性 抗 体 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 に よ り 、 「 ヒ ト 化 」 す る こ と が で き る 。 米 国
特 許 第 5,225,539号 参 照 。 SMCM化 合 物 へ の イ デ ィ オ タ イ プ を 含 む 抗 体 断 片 は 、 （ i） 抗 体 分
子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 調 製 さ れ る F（ ab'） 2断 片 ； （ ii） F（ ab'） 2断 片 の ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 の 還 元 に よ っ て で き る Fab断 片 ； （ iii） パ パ イ ン お よ び 還 元 化 合 物 に よ る 抗 体 の 処
置 に よ っ て で き る Fab断 片 ； お よ び （ iv） Fv断 片 な ど を 含 み 、 ま た こ れ ら に 限 定 さ れ な い
、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 技 術 に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 加 え て 、 ヒ ト 性 お よ び 非 ヒ ト 性 の 両 方 の 部 分 を 含 む 、 標 準 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 作 ら
れ る 、 キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の よ う な 組 換 え 抗 SMCM化 合 物 抗 体 は 、
本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 こ の よ う な キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 国 際 出 願
第 PCT/US86/02269号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 184,187号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 171,496号 ； 欧 州 特 許 出
願 第 173,494号 ； PCT国 際 公 開 公 報 第 86/01533号 ； 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； 第 5,225,539号
； 欧 州 特 許 出 願 第 125,023号 ； Better, et al., Science 240： 1041-1043（ 1988） ； Liu, 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84： 3439-3443（ 1987） ； Liu, et al., J. Immuno
l. 139： 3521-3526（ 1987） ； Sun, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84： 214-218（
1987） ； Nishimura, et al., Cancer Res. 47： 999-1005（ 1987） ； Wood, et al., Natur
e 314： 446-449（ 1985） ； Shaw, et al., J. Natl. Cancer Inst. 80： 1553-1559（ 1988
） ） ； Morrison Science 229： 1202-1207（ 1985） ； Oi, et al. Bio Techniques 4： 214
（ 1986） ； Jones, et al., Nature 321： 552-525（ 1986） ； Verhoeyan, et al., Science
 239： 1534（ 1988） ； お よ び Beidler, et al., J. Immunol. 141： 4053-4060（ 1988） な
ど で 説 明 さ れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ り 産 生 さ れ
て も よ い 。 上 述 の 引 用 は そ れ ぞ れ 完 全 な も の と し て 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て
い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 に 対 す る 目 的 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
に 使 用 さ れ る 方 法 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 反 応 吸 着 測 定 法 （ ELISA） 、 お よ び そ の 他 の 当 技 術
分 野 に お い て 既 知 の 免 疫 を 介 し た 技 術 を 含 み 、 ま た こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 SMCM化 合 物 ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の ド メ イ ン に 特 異 性 の あ る 抗 体 の 選 択 は 、 そ の よ
う な ド メ イ ン を 有 す る SMCM化 合 物 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 に 結 合 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 生 成 に
よ り 促 進 さ れ る 。 従 っ て 、 SMCM化 合 物 ま た は そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 ま た は 同 族 体 の 内
部 の 目 的 と す る ド メ イ ン に 特 異 的 で あ る 抗 体 も ま た 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 PTHrPポ リ ペ プ チ ド ま た は SMCM化 合 物 の 局 在 化 お よ び /ま た は 計 量 に 関 連 す る 、 当 技 術 分
野 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 に 、 抗 SMCM化 合 物 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 適 切
な 生 理 学 的 試 料 内 の PTHrPポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル ま た は SMCM化 合 物 レ ベ ル の 測 定 に お け る 使
用 、 診 断 法 に お け る 使 用 、 ポ リ ペ プ チ ド の 画 像 化 に お け る 使 用 な ど ） 。 所 定 の 態 様 に お い
て 、 抗 体 由 来 の 結 合 ド メ イ ン を 含 む SMCM化 合 物 ま た は そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 ま た は 同
族 体 に 対 す る 抗 体 が 、 薬 理 的 に 活 性 で あ る 化 合 物 （ 以 後 「 治 療 剤 」 と 呼 ぶ ） と し て 使 用 さ
れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 抗 SMCM化 合 物 抗 体 （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー ま た は 免 疫 沈 降 法 な ど の 標 準 的 技 術 に よ っ て SMCM化 合 物 ま た は PTHrPポ リ ペ プ チ ド を 単
離 す る た め に 使 用 で き る 。 抗 SMCM化 合 物 抗 体 は 、 細 胞 か ら の 天 然 PTHrPポ リ ペ プ チ ド 、 お
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よ び 宿 主 細 胞 中 に 発 現 し た 組 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た SMCM化 合 物 の 精 製 を 促 進 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 抗 SMCM化 合 物 抗 体 を 使 用 し て 、 PTHrPポ リ ペ プ チ ド ま た は SMCM化 合 物 の
量 お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 、 （ 例 え ば 細 胞 溶 解 液 ま た は 細 胞 上 清 に お い て ） PTHr
Pポ リ ペ プ チ ド ま た は SMCM化 合 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。 抗 SMCM化 合 物 抗 体 を 使 用 し て
、 診 断 上 、 臨 床 実 験 の 手 順 の 一 部 と し て 、 組 織 中 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 観 察 す る 、 例 え
ば 所 定 の 治 療 計 画 の 効 能 を 決 定 す る こ と が で き る 。 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 に 連 結 さ せ る （
す な わ ち 物 理 的 に 結 合 さ せ る ） こ と に よ り 、 検 出 を 促 進 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物
質 の 例 と し て 、 様 々 な 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 、 お よ び 放
射 性 物 質 が 含 ま れ る 。 適 切 な 酵 素 の 例 に は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 含 ま
れ ； 適 切 な 補 欠 分 子 族 の 複 合 体 の 例 に は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ・
ビ オ チ ン が 含 ま れ ； 適 切 な 蛍 光 物 質 の 例 に は ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ
レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン
、 塩 化 ダ ン シ ル ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン が 含 ま れ ； 発 光 物 質 の 例 と し て は ル ミ ノ ー ル が 含
ま れ ； 生 物 発 光 物 質 の 例 に は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 お よ び エ ク オ リ ン が 含 ま れ
、 か つ 適 切 な 放 射 性 物 質 の 例 に は 、 3 2 P、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 3 3 P、 1 4 C、 1 3 C、 ま た は 3 Hが
含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
V.　 SMCM化 合 物 の 生 物 活 性
A.　 PTHrPの 生 物 作 用
　 PTHrPは 、 胎 児 の 骨 の 発 達 お よ び 成 人 の 生 理 機 能 に 、 重 要 な 発 達 上 の 影 響 を 及 ぼ す 。 マ
ウ ス に お け る PTHrP遺 伝 子 （ ま た は PTH受 容 体 の 遺 伝 子 ） の 同 型 （ homozygous） ノ ッ ク ア ウ
ト は 、 動 物 が 軟 骨 異 形 成 に 類 似 し た 重 度 の 骨 格 変 形 を 持 っ て 生 ま れ る 、 致 死 的 奇 形 の 原 因
と な る 。 脳 、 膵 臓 、 心 臓 、 肺 、 乳 房 組 織 、 胎 盤 、 内 皮 細 胞 、 お よ び 平 滑 筋 を 含 む 、 多 数 の
異 な る 細 胞 の 種 類 が PTHrPを 産 生 す る 。 動 物 の 胎 児 に お い て 、 PTHrPは 経 胎 盤 カ ル シ ウ ム 輸
送 を 引 き 起 こ し 、 か つ 高 濃 度 の PTHrPが 乳 房 組 織 で 産 生 さ れ 、 乳 汁 中 に 分 泌 さ れ る 。 例 え
ば 、 ヒ ト お よ び ウ シ の 乳 汁 に は 非 常 に 高 濃 度 の ホ ル モ ン が 含 ま れ て い る が 、 後 者 の 生 物 学
的 意 義 は 知 ら れ て い な い 。 PTHrPは ま た 、 子 宮 の 収 縮 、 お よ び そ の 他 の 組 織 部 分 に 分 類 さ
れ る 生 物 機 能 に も 関 与 し て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 PTHrPは 、 臨 界 の ア ミ ノ 端 末 に お い て PTHと 有 意 義 な 相 同 性 を 持 つ た め 、 PTHに 見 ら れ る
の と よ く 似 た 効 能 を も っ て 、 PTH/PTHrP受 容 体 と 結 合 し 、 か つ 活 性 化 す る 。 し か し な が ら
、 PTHrPが 骨 量 全 体 の 発 達 に 重 要 で あ る こ と か ら 、 PTHで は な く PTHrPが 骨 量 の 主 要 な 生 理
的 調 節 因 子 で あ る と 見 ら れ て い る 。 こ れ を 実 証 す る べ く 、 骨 芽 細 胞 で PTHrP遺 伝 子 に 傷 害
の あ る 、 し か し 成 人 の 骨 に お け る 正 常 な PTHレ ベ ル を 有 す る マ ウ ス を 使 用 し た 、 条 件 付 の
遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト に よ り 、 成 人 骨 内 で の PTHrPの 産 生 が 局 所 的 に 阻 止 さ れ た 。 PTHrPが
欠 乏 す る と 、 こ れ ら の マ ウ ス は 骨 粗 し ょ う 症 を 発 症 し 、 骨 芽 細 胞 由 来 の PTHrPが 骨 芽 細 胞
の 機 能 を 促 進 す る こ と に よ り 、 骨 に お け る 同 化 作 用 の 効 果 を あ げ る こ と を 実 証 し た 。 参 照
用 に 組 み 込 ま れ て い る 、 Karaplis, A.C.「 Conditional Knockout of PTHrP in Osteoblas
ts Leads to Premature Osteoporosis」 ； Abstract 1052, Annual Meeting of the Ameri
can Society for Bone and Mineral Research, September 2002, San Antonio, TX； J Bo
ne Mineral Res, (Suppl 1), pp S138, 2002を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 500ア ミ ノ 酸 の PTH/PTHrP受 容 体 （ PTH1受 容 体 と し て も 知 ら れ る ） は 、 グ ル カ ゴ ン 、 セ ク
レ チ ン 、 お よ び 血 管 活 性 腸 管 ペ プ チ ド の 受 容 体 を 含 む 、 GCPRの サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。
細 胞 外 領 域 は ホ ル モ ン 結 合 に 関 与 し 、 か つ ホ ル モ ン の 活 性 化 の 後 、 細 胞 内 ド メ イ ン は Gタ
ン パ ク 質 の サ ブ ユ ニ ッ ト と 結 合 し 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー を 通 し て ホ ル モ ン の シ グ ナ ル を 細
胞 の 応 答 へ と 伝 達 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 第 2の PTH受 容 体 （ PTH2受 容 体 ） は 、 脳 、 膵 臓 、 お よ び そ の 他 の 組 織 に 発 現 さ れ る 。 そ の
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ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び そ の 結 合 パ タ ー ン 、 な ら び に PTHお よ び PTHrPへ の 促 進 応 答 は 、 PTH1受
容 体 の も の と は 異 な る 。 PTH/PTHrP受 容 体 は PTHお よ び PTHrPに 対 し て 同 等 に 反 応 す る が 、 P
TH2受 容 体 は PTHの み に 反 応 す る 。 こ の 受 容 体 の 内 因 性 の リ ガ ン ド は 、 チ ュ ー ブ 状 の 漏 斗 型
ペ プ チ ド 39ま た は TIP39で あ る と 思 わ れ る 。 PTH2受 容 体 -TIP39系 の 生 理 学 的 意 義 は 、 ま だ
定 義 さ れ て い な い 。 近 年 、 39個 の ア ミ ノ 酸 の 視 床 下 部 の ペ プ チ ド で あ る 、 チ ュ ー ブ 状 の 漏
斗 型 ペ プ チ ド （ TIP-39） が 特 徴 づ け ら れ 、 PTH2受 容 体 の 天 然 リ ガ ン ド で あ る と 見 込 ま れ て
い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 PTH1お よ び PTH2受 容 体 は 、 進 化 的 時 間 を 魚 ま で さ か の ぼ る こ と が で き る 。 ゼ ブ ラ フ ィ ッ
シ ュ の PTH1お よ び PTH2受 容 体 は 、 PTHお よ び PTHrPに 対 し 、 ヒ ト の PTH1お よ び PTH2受 容 体 に
対 す る の と 同 じ 選 択 的 反 応 を 示 す 。 構 造 お よ び 機 能 の 進 化 的 保 存 性 は 、 こ れ ら の 受 容 体 に
対 す る 独 特 の 生 物 学 的 役 割 を 示 唆 し て い る 。 Gsク ラ ス の Gタ ン パ ク 質 は 、 PTH/PTHrP受 容 体
を 、 環 状 AMPを 生 成 す る 酵 素 で あ る ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ に 結 合 さ せ 、 そ の 結 果 プ ロ テ イ
ン キ ナ ー ゼ Aを 活 性 化 す る 。 Gqク ラ ス の Gタ ン パ ク 質 と の 連 結 に よ り 、 ホ ル モ ン 作 用 が イ ノ
シ ト ー ル リ ン 酸 （ 例 え ば IP3） お よ び DAGを 生 成 す る 酵 素 で あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cと 結 合 さ
れ 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cが 活 性 化 さ れ 、 細 胞 内 部 の カ ル シ ウ ム が 放 出 さ れ る 。 ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た PTH/PTHrP受 容 体 を 使 用 し た 研 究 に よ り 、 PTHお よ び PTHrPに よ り 刺 激 さ れ た 経
路 の 多 様 性 が 明 確 に 説 明 さ れ 、 PTH/PTHrP受 容 体 を 、 一 つ よ り 多 く の Gタ ン パ ク 質 お よ び 二
次 メ ッ セ ン ジ ャ ー キ ナ ー ゼ 経 路 に 連 結 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。 特 徴 付 け が 不 十 分 な 二 次
メ ッ セ ン ジ ャ ー 反 応 （ 例 え ば MAPキ ナ ー ゼ の 活 性 化 ） は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cま た は ア デ ニ ル
酸 シ ク ラ ー ゼ の 刺 激 （ 後 者 は し か し な が ら 、 PTHお よ び PTHrPの 、 最 も 強 く 、 最 良 に 特 徴 付
け ら れ た 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で あ る ） と は 無 関 係 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 環 状 AMP、 IP3、 DAG、 な ら び に ECFカ ル シ ウ ム お よ び リ ン 酸 イ オ ン の 転 位 ま た は 骨 細 胞 の
機 能 に 決 定 的 な 変 化 を も た ら す 細 胞 内 Ca 2 + の 細 胞 内 濃 度 を 高 め る 、 生 化 学 的 処 置 の 詳 細 は
知 ら れ て い な い 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ Aお よ び C） の 刺 激 、 お よ び 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム 輸
送 は 、 様 々 な 、 ホ ル モ ン 特 異 的 な 組 織 の 反 応 に 関 連 し て い る 。 こ れ ら の 反 応 に は 、 リ ン 酸
塩 お よ び 重 炭 酸 塩 の 輸 送 の 阻 害 、 カ ル シ ウ ム 輸 送 の 促 進 、 お よ び 腎 臓 に お け る 腎 性 1a-ヒ
ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 活 性 化 が 含 ま れ る 。 骨 に お け る 反 応 に は 、 コ ラ ー ゲ ン 合 成 へ の 効 能 ； ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ク エ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、
お よ び グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 活 性 の 増 大 ； DNA、 タ ン パ ク 質 、 お よ び リ
ン 脂 質 の 合 成 ； カ ル シ ウ ム お よ び リ ン 酸 塩 の 輸 送 ； お よ び 局 所 的 サ イ ト カ イ ン 増 殖 因 子 の
放 出 が 含 ま れ る 。 最 終 的 に は 、 こ れ ら の 生 化 学 的 事 象 は 、 骨 の 代 謝 回 転 お よ び カ ル シ ウ ム
の 恒 常 性 に お け る 統 合 し た ホ ル モ ン 反 応 を も た ら す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
B.　 SMCM化 合 物 の 効 能 の 測 定
　 SMCM化 合 物 は 、 平 滑 細 胞 活 性 化 の 阻 害 剤 と し て 機 能 す る 。 平 滑 筋 の 活 性 化 を 調 節 す る こ
と の で き る 、 本 発 明 の SMCM化 合 物 の 合 成 、 選 択 、 お よ び 使 用 は 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 に
あ る 。 例 え ば 、 周 知 の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 、 平 滑 筋 細 胞 の 活
性 化 を 調 節 す る 分 子 事 象 を 促 進 す る た め の 種 々 の 候 補 SMCM化 合 物 の 効 能 を 決 定 す る こ と が
で き る 。 Lester et al., Endocrine Rev. 10： 420-36（ 1989） 参 照 。 さ ら に 、 図 7に 示 さ
れ た 、 例 え ば サ イ ク リ ン E、 cdk2、 サ イ ク リ ン A、 サ イ ク リ ン D1、 お よ び cdk4/6の よ う な 、
細 胞 の 活 性 化 お よ び 増 殖 の 分 子 マ ー カ ー の 活 性 、 改 変 ま た は 発 現 を 測 定 す る よ う に 開 発 さ
れ た 、 任 意 の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 、 本 発 明 の SMCM化 合 物 の 活
性 を 評 価 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 例 え ば Δ NLS SMCM化 合 物 の よ う な 、 分 泌 型 SMCMの 活 性 は 、 イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法 を
使 用 し て 評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 骨 芽 細 胞 の 特 性 を 備 え 、 ラ ッ ト 由 来 ま た は ヒ ト
由 来 の い ず れ か の PTHrPの 受 容 体 を 有 す る 永 久 細 胞 株 で あ る 骨 芽 細 胞 様 の 細 胞 を 使 用 す る
こ と が で き る 。 適 切 な 骨 芽 細 胞 様 の 細 胞 に は 、 ROS 17/2（ Jouishomme et al., Endocrino
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logy, 130： 53 60（ 1992） ） 、 UMR 106（ Fujimori et al., Endocrinology, 130： 29 60
（ 1992） ） 、 お よ び ヒ ト 由 来 の SaOS-2（ Fukuyama et al., Endocrinology, 131： 1757 17
69（ 1992） ） が 含 ま れ る 。 細 胞 系 は 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル （ Rockville, MD） の Ame
rican Type Culture Collectionか ら 入 手 可 能 で あ り 、 標 準 仕 様 の 培 養 培 地 で 維 持 す る こ
と が で き る 。 加 え て 、 ヒ ト PTH1ま た は PTH2受 容 体 を 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た
ヒ ト の 胎 児 の 腎 細 胞 （ HEK 293） を 、 イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 す る こ と も
で き る （ Pines et al., Endocrinology, 135： 1713-1716（ 1994） ） 。 さ ら に 、 A-10血 管
平 滑 筋 細 胞 発 現 を 、 SMCMと PTH/PTHrP受 容 体 と の イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法 に 使 用 す る こ
と が で き る （ De Miguel et al., Endocrinology, 142： 4096-105（ 2001） ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 イ ン ビ ト ロ 機 能 ア ッ セ イ 法 に つ い て 、 濃 度 域 内 の SMCM化 合 物 候 補 で あ る Δ NSL SMCM化 合
物 を 培 養 液 中 の 細 胞 に 、 PTHrPポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 の 存 在 下 、 お よ び 不 在 下 で
接 触 さ せ 、 例 え ば 、 細 胞 内 の 環 状 AMPの 蓄 積 の 促 進 、 ま た は プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cの 酵 素 活
性 の 増 加 （ ど ち ら も 従 来 の ア ッ セ イ 法 で 容 易 に 観 察 す る こ と が で き る ） の よ う な 、 受 容 体
に 連 結 し た 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 分 子 の 活 性 化 の 促 進 を 評 価 す る こ と に よ り 、 SMCMの 活 性 を
試 験 す る こ と が で き る 。 Jouishomme et al., Endocrinology, 130： 53-60（ 1992） ； Abou
-Samra et al., Endocrinology, 125： 2594 2599（ 1989） ； Fujimori et al., Endocrino
logy, 128： 3032 3039（ 1991） ； Fukuyama et al., Endocrinology, 134： 1851 1858（ 19
94） ； Abou-Samra et al., Endocrinology, 129： 2547 2554（ 1991） ； お よ び Pines et a
l., Endocrinology, 135： 1713-1716（ 1994） 参 照 。 cAMP定 量 の 方 法 、 細 胞 の 取 り 扱 い 法
、 お よ び ア ッ セ イ 法 の セ ッ ト ア ッ プ に 関 す る 詳 し い 手 順 は 、 Sistane et al., Pharmacope
ial Forum 20： 7509-7520（ 1994） に 説 明 さ れ て い る 。 PTHrP作 用 の そ の 他 の パ ラ メ ー タ は
、 細 胞 質 内 の カ ル シ ウ ム お よ び ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル の 増 加 、 p27kipの 発 現 、 網 膜 芽 細 胞 腫
タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 、 ト リ チ ウ ム 化 し た チ ミ ジ ン の 取 り 込 み 、 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 活 性 の 変 化 を 含 む 。 細 胞 の 増 殖 を 、 SMCM機 能 の 指 標 と し て 観 察 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 PTHrPの 変 異 体 化 合 物 の 免 疫 学 的 局 在 決 定 は 、 Massfelder et al., Proc. Nat’ l Acad.
 Sci. USA 94： 13630-635（ 1997） に 説 明 さ れ て い る 要 領 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 実 施 例 1お よ び 実 施 例 3に 示 さ れ る よ う に 、 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 お よ び p27kip1タ ン
パ ク 質 な ど の 分 子 マ ー カ ー の リ ン 酸 化 と 同 様 に 、 細 胞 の 増 殖 速 度 を 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド
す る ベ ク タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た A-10 VSM細 胞 で 観 察 し て 、 細 胞 の 活 性 化
に 対 す る SMCMポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 の 影 響 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 生 物 活 性 、 す な わ ち SMCM化 合 物 の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 特 性 は 、 平 滑 筋 細 胞
の 活 性 化 を 測 定 す る た め に 開 発 さ れ た 、 従 来 型 の 任 意 の イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 明
ら か に す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 、 SMCM候 補 化 合 物 は 、
実 施 例 2、 4、 お よ び 5に 説 明 さ れ る よ う に 、 ラ ッ ト 、 ブ タ 、 ま た は ウ サ ギ に お け る 新 生 内
膜 の 過 形 成 を 組 成 す る 能 力 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
VI.　 薬 学 的 組 成 物
　 SMCMを コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 SMCMポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ベ ク タ
ー の ウ ィ ル ス 担 体 、 お よ び 本 発 明 の 抗 SMCM化 合 物 抗 体 （ 本 明 細 書 で は 「 活 性 化 合 物 」 と も
呼 ば れ て い る ） 、 お よ び そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 お よ び 同 族 体 を 、 投 与 に 適 し た 薬 学 的
組 成 物 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 一 般 的 に 、 核 酸 分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 ま た は 抗 体 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で い る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 薬 学
的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 と は 、 薬 剤 投 与 に 適 合 し た 、 あ り と あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ
ィ ン グ 、 抗 菌 性 お よ び 抗 真 菌 性 の 化 合 物 、 な ら び に 等 張 化 合 物 お よ び 吸 収 遅 延 化 合 物 な ど
を 含 ん で い る 。 適 切 な 担 体 に つ い て は 、 本 明 細 書 に お い て 参 照 用 に 組 み 込 ま れ て い る 、 当
技 術 分 野 の 標 準 的 参 考 書 で あ る 「 Remington's Pharmaceutical Sciences」 の 最 新 版 に 説

10

20

30

40

50

(30) JP 2006-508646 A 2006.3.16



明 さ れ て い る 。 こ の よ う な 担 体 ま た は 希 釈 剤 の 好 適 な 例 と し て 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン ガ
ー 溶 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 、 お よ び 5％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 不 揮 発 性 油 の よ う な 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 非 水 性 の 媒 質 も ま た 使 用 す る こ と が
で き る 。 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 に 対 す る 、 こ の よ う な 媒 体 お よ び 化 合 物 の 使 用 は 、 当 技 術 分
野 に お い て 周 知 で あ る 。 従 来 型 の 媒 体 ま た は 化 合 物 が 活 性 化 合 物 と 混 合 で き な い 場 合 を 除
い て 、 そ れ ら の 組 成 物 中 で の 使 用 が 企 図 さ れ る 。 補 助 的 な 活 性 化 合 物 も ま た 、 組 成 物 に 組
み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 対 象 と す る 投 与 経 路 に 適 合 す る よ う に 製 剤 化 さ れ る 。 投 与 経
路 の 例 に は 、 例 え ば 静 脈 、 皮 内 、 皮 下 な ど の 非 経 口 、 経 口 （ 例 え ば 吸 入 ） 、 経 皮 （ す な わ
ち 局 所 ） 、 経 粘 膜 、 お よ び 直 腸 投 与 な ど が 含 ま れ る 。 非 経 口 、 皮 内 、 ま た は 皮 下 用 に 使 用
さ れ る 溶 液 ま た は 懸 濁 液 に は 以 下 の 成 分 が 含 ま れ る ： 注 射 用 蒸 留 水 、 生 理 食 塩 水 、 不 揮 発
性 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 そ の 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 な ど の 抗 菌 性 化 合 物
； ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た は 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム な ど の 酸 化 防 止 剤 ； エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢
酸 （ EDTA） な ど の キ レ ー ト 化 合 物 （ cheating compound） ； 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 ま た は リ
ン 酸 塩 な ど の 緩 衝 剤 、 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は デ キ ス ト ロ ー ス な ど の 張 度 を 調 節 す る
化 合 物 。 pHは 、 塩 化 水 素 酸 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 酸 ま た は 塩 基 に よ り 調 節 で き る
。 非 経 口 製 剤 は 、 ア ン プ ル 、 使 い 捨 て 注 射 器 、 ま た は ガ ラ ス 製 ま た は プ ラ ス テ ィ ッ ク 製 の
多 回 用 量 バ イ ア ル 内 に 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 注 射 用 に 適 し た 薬 学 的 組 成 物 に は 、 滅 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 の も の ） ま た は 分 散 液 、 お よ び
滅 菌 注 射 用 水 溶 液 ま た は 分 散 液 の 即 席 調 剤 の た め の 滅 菌 粉 剤 が 含 ま れ る 。 静 脈 内 へ の 投 与
に 適 し た 担 体 に は 、 生 理 食 塩 水 、 静 菌 性 の 水 、 ク レ モ フ ォ ー ル （ Cremophor）  ELTM（ BASF
、 Parsippany, N.J.） ま た は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） が 含 ま れ る 。 全 て の 場 合 に お
い て 、 組 成 物 は 無 菌 性 で な く て は な ら ず 、 注 射 針 を 通 過 し や す い 程 度 の 流 動 体 で な く て は
な ら な い 。 ま た こ れ ら は 製 造 お よ び 保 管 の 条 件 下 で 安 定 し て い な く て は な ら ず 、 バ ク テ リ
ア お よ び 菌 類 な ど の 微 生 物 の 汚 染 作 用 か ら 保 護 さ れ て い な く て は な ら な い 。 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 、 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 を 含 む 、 溶 媒 ま た は 分 散 媒
で あ り 得 る 。 レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ の 使 用 に よ り 、 分 散 剤 の 場 合 は 既 定 の 粒 子 の サ
イ ズ の 維 持 に よ り 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 、 適 切 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が で き
る 。 微 生 物 の 作 用 は 、 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
、 お よ び チ メ ロ サ ー ル な ど の 様 々 な 抗 菌 性 お よ び 抗 真 菌 性 の 化 合 物 に よ っ て 防 止 す る こ と
が で き る 。 多 く の 場 合 、 組 成 物 に 、 例 え ば 糖 質 、 マ ニ ト ー ル や ソ ル ビ ト ー ル な ど の 多 価 ア
ル コ ー ル 、 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 性 の 化 合 物 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 例 え ば モ
ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど の 、 吸 収 を 遅 ら せ る 化 合 物 を 組 成 物 に 含
め る こ と に よ っ て 、 注 入 可 能 な 組 成 物 の 吸 収 時 間 を 長 引 か せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 滅 菌 注 射 液 は 、 所 要 量 の 活 性 化 合 物 （ 例 え ば SMCM化 合 物 ま た は 抗 SMCM化 合 物 抗 体 ） を 、
上 記 に 列 挙 さ れ た 成 分 の 一 つ ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ と 共 に 適 切 な 溶 媒 中 に 加 え 、 必 要
に 応 じ て そ の 後 フ ィ ル タ ー 滅 菌 を 行 う こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 一 般 に 、 分 散 剤 は 、 活 性
化 合 物 を 塩 基 性 分 散 媒 お よ び 上 記 に 列 挙 さ れ た そ の 他 の 所 要 の 成 分 を 含 む 滅 菌 媒 質 に 加 え
る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 滅 菌 注 射 液 を 調 製 す る た め の 滅 菌 粉 剤 の 場 合 は 、 調 製 法 は 真
空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ り 、 こ れ ら に よ り 、 活 性 成 分 、 お よ び あ ら か じ め フ ィ ル タ ー 滅
菌 さ れ た そ れ ら の 溶 液 か ら の 任 意 の 追 加 的 な 所 望 の 成 分 が 生 産 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 経 口 用 の 組 成 物 は 通 常 不 活 性 の 希 釈 剤 ま た は 食 用 の 担 体 を 含 む 。 こ れ ら は ゼ ラ チ ン カ プ
セ ル の 中 に 入 れ ら れ る か 、 錠 剤 に 圧 縮 さ れ る 。 経 口 治 療 の 投 与 の た め 、 活 性 化 合 物 を 賦 形
剤 に 加 え 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ま た は カ プ セ ル な ど の 形 態 で 使 用 す る こ と が で き る 。 経 口 用
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の 組 成 物 は ま た 、 マ ウ ス ウ ォ ッ シ ュ に 使 用 さ れ る 液 体 担 体 を 使 用 し て 調 製 す る こ と が で き
る 。 こ こ で 液 体 担 体 中 の 化 合 物 は 口 に 含 ま れ た 後 、 吐 き 出 さ れ る か ま た は 飲 み 込 ま れ る 。
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 結 合 用 の 化 合 物 、 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト 物 質 が 、 組 成 物 の 一 部
と し て 含 ま れ る こ と も あ る 。 錠 剤 、 丸 薬 、 カ プ セ ル 、 お よ び ト ロ ー チ な ど に は 、 以 下 の 成
分 ま た は 同 様 の 性 質 の 化 合 物 が 含 ま れ て い て も よ い ： 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト
ゴ ム 、 も し く は ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 ； デ ン プ ン も し く は 乳 糖 な ど の 賦 形 剤 ； ア ル ギ ン 酸
、 プ リ モ ゲ ル （ Primogel） 、 も し く は コ ー ン ス タ ー チ な ど の 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ
シ ウ ム も し く は ス テ ロ ー テ ス （ Sterotes） な ど の 潤 滑 剤 ； コ ロ イ ド 状 二 酸 化 ケ イ 素 な ど の
流 動 促 進 剤 ； ス ク ロ ー ス も し く は サ ッ カ リ ン な ど の 甘 味 剤 ； ま た は ペ パ ー ミ ン ト 、 メ チ ル
サ リ チ ル 酸 、 も し く は オ レ ン ジ 香 味 料 な ど の 香 味 剤 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 吸 入 用 の 投 与 の 場 合 、 化 合 物 は 、 二 酸 化 炭 素 の よ う な ガ ス な ど の 適 切 な 噴 射 剤 を 含 ん だ
加 圧 容 器 も し く は デ ィ ス ペ ン サ ー ま た は 噴 霧 器 か ら の エ ア ゾ ー ル ス プ レ ー の 形 態 で 供 給 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 全 身 投 与 は 、 経 粘 膜 的 ま た は 経 皮 的 な 手 段 で あ っ て も よ い 。 経 粘 膜 的 投 与 ま た は 経 皮 的
投 与 に つ い て 、 バ リ ア を 透 過 す る の に 適 し た 浸 透 剤 が 組 成 物 中 に 使 用 さ れ て い る 。 こ れ ら
の 浸 透 剤 は 当 技 術 分 野 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る も の で 、 例 え ば 経 粘 膜 的 投 与 用 と し て は 、
界 面 活 性 剤 、 胆 汁 塩 、 お よ び フ シ ジ ン 酸 の 誘 導 体 な ど が 含 ま れ る 。 経 粘 膜 的 投 与 は 、 鼻 腔
用 ス プ レ ー ま た は 座 薬 の 使 用 に よ っ て 行 わ れ て も よ い 。 経 皮 的 投 与 に つ い て 、 活 性 化 合 物
は 、 当 技 術 分 野 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る よ う に 、 軟 膏 、 塗 り 薬 、 ジ ェ ル 、 ま た は ク リ ー ム
な ど の 形 態 で 製 剤 化 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 化 合 物 は ま た 、 座 薬 （ 例 え ば カ カ オ バ タ ー お よ び そ の 他 の グ リ セ リ ド の よ う な 従 来 か ら
の 座 薬 担 体 を 使 用 し た も の ） 、 ま た は 直 腸 供 給 用 の 停 留 浣 腸 な ど の 形 態 で 薬 学 的 組 成 物 と
し て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 活 性 化 合 物 は 、 イ ン プ ラ ン ト お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル の 中 に 入 れ
た 送 達 シ ス テ ム を 含 む 放 出 制 御 性 の 製 剤 な ど の 、 化 合 物 を 体 内 か ら の 急 速 な 排 出 か ら 保 護
す る 担 体 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無 水 物 （ polyanhydride） 、 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 な ど の 、 生 体 分 解 性
、 生 体 適 合 性 の ポ リ マ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 製 剤 の 調 製 法 は 、 当 業 者 に
は 明 ら か な も の で あ る 。 物 質 は ま た 、 Alza Corporationお よ び Nova Pharmaceuticals, In
c.か ら 市 販 さ れ て い る 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 （ ウ ィ ル ス 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
よ る 、 感 染 細 胞 を 標 的 と し た リ ポ ソ ー ム を 含 む ） を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と し て 使 用
す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 米 国 特 許 第 4,522,811号 に 説 明 さ れ て い る よ う な 、 当 業 者 に
は 既 知 の 方 法 に よ っ て 調 製 で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 投 与 が 容 易 で 用 量 を 一 定 化 で き る 単 位 用 量 剤 形 で 経 口 ま た は 非 経 口 用 の 組 成 物 を 製 剤 す
る こ と は 、 特 に 有 益 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 単 位 用 量 剤 形 と は 、 治 療 を 受 け る 被 験
者 へ の 単 位 用 量 に 合 わ せ た 物 理 的 に 分 離 し た 単 位 の こ と を 指 し 、 各 単 位 に は 、 所 定 の 薬 学
的 担 体 に 付 随 し て 、 目 的 と す る 治 療 効 果 を あ げ る よ う に 計 算 さ れ た 規 定 量 の 活 性 化 合 物 が
含 ま れ て い る 。 本 発 明 の 単 位 用 量 剤 形 の 詳 述 は 、 活 性 化 合 物 に 独 特 の 特 性 、 お よ び 達 成 さ
れ る べ き 特 定 の 治 療 効 果 、 お よ び 個 体 を 治 療 す る た め の 活 性 化 合 物 を 化 合 す る 技 術 に 特 有
の 限 界 の 影 響 を 受 け 、 か つ そ れ ら に 直 接 依 存 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 を ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し 、 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 静 脈 注 射 、 局 所 投 与 （ 米 国 特 許 第 5,328,470号 参 照
） 、 ま た は 定 位 注 射 （ Chen, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91： 3054-3057（ 1994
） 参 照 ） に よ り 被 験 者 に 送 達 さ れ る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー の 薬 学 的 調 剤 に は 、 適 切 な 希 釈
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剤 中 の 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー が 含 ま れ 、 ま た は 遺 伝 子 送 達 用 の 媒 質 が 埋 め 込 ま れ た 持 続 放 出
性 の 基 質 を 含 む こ と も あ る 。 ま た は 、 完 全 な 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー が 、 例 え ば レ ト ロ ウ ィ ル
ス ベ ク タ ー の よ う な 組 換 え 細 胞 か ら 原 型 を 保 っ て 産 生 さ れ る 場 合 、 薬 学 的 調 剤 に は 、 遺 伝
子 送 達 シ ス テ ム を 作 り 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 細 胞 が 含 ま れ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 投 与 の 説
明 書 と と も に 容 器 、 パ ッ ケ ー ジ 、 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー 内 に 同 梱 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
VII.　 疾 病 お よ び 疾 患 の 治 療
A.　 本 発 明 の 組 成 物 の 予 防 お よ び 治 療 用 の 使 用
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は 、 被 験 者 の 様 々 な 疾 患 （ 「 疾 病 お よ び 疾 患 」 の 項 参 照 ） に 関 連 す
る 、 予 防 お よ び 治 療 へ の 潜 在 的 応 用 に お い て 有 用 で あ る 。 （ 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ て い な
い 被 験 者 と 比 較 し て ） 平 滑 筋 細 胞 の 生 物 活 性 の 活 性 化 お よ び そ の 増 殖 の レ ベ ル が 高 ま る こ
と を 特 徴 と す る 疾 病 お よ び 疾 患 は 、 治 療 ま た は 予 防 の た め に 投 与 す る こ と の で き る 、 活 性
に ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る （ す な わ ち 低 減 さ せ る ま た は 阻 害 す る ） SMCM基 盤 の 治 療 化 合 物 に よ
っ て 治 療 で き る 。 使 用 可 能 な 治 療 化 合 物 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ 、 ま た こ れ ら に 限 定 さ
れ な い ： （ i） 前 述 の SMCM化 合 物 、 ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 断 片 ま た は 同 族 体 ； （ ii
） PTHrPま た は SMCM化 合 物 に 対 す る 抗 SMCM化 合 物 抗 体 ； （ iii） SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ； （ iv） SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 含 む ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 投 与
； ま た は （ v） 前 述 の 化 合 物 と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 間 の 相 互 作 用 を 変 化 さ せ る モ ジ ュ レ
ー タ （ す な わ ち 阻 害 剤 、 作 動 剤 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 模 倣 体 ま た は 本 発 明 の ペ プ チ ド に 特 異
的 な 抗 体 を さ ら に 含 む ア ン タ ゴ ニ ス ト ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 患 者 の 組 織 試 料 （ 例 え ば 生 検 組 織 な ど か ら 得 ら れ た も の ） を 採 取 し 、 そ の RNAレ ベ ル ま
た は ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル 、 構 造 お よ び /ま た は 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は 前 述 の ポ
リ ペ プ チ ド の mRNA） の 活 性 に つ い て イ ン ビ ト ロ で ア ッ セ イ し て 、 SMCM化 合 物 ポ リ ペ プ チ ド
お よ び /ま た は RNAを 定 量 化 す る こ と に よ り 、 レ ベ ル の 増 減 を 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る
。 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫
沈 降 と そ れ に 続 く ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 電 気 泳 動 、
免 疫 細 胞 化 学 な ど ） 、 お よ び /ま た は mRNAの 発 現 を 検 出 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ア
ッ セ イ 法 （ ノ ー ザ ン 解 析 （ Northern assay） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど ） が 含 ま れ 、 ま た そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る cDNAは 遺 伝 子 治 療 に お い て 有 用 で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド SMCM化 合
物 は 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 被 験 者 に 投 与 さ れ た 場 合 に 有 用 で あ る 。 非 限 定 的 な 例
と し て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 後 述 の 「 疾 病 お よ び 疾 患 」 の 項 に 記 さ れ て い る 疾 患 を 有 す る
患 者 の 治 療 に 効 能 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
i.　 予 防 方 法
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 SMCM化 合 物 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 含 む ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 、 ま た は 平 滑 筋 細 胞 の 活 性
化 お よ び 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る SMCM化 合 物 模 倣 体 を 、 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 被 験
者 に お け る 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 お よ び 増 殖 に 関 す る 疾 病 ま た は 疾 患 を 予 防 す る 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 例 え ば 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 任 意 の 診 断 ま た は 予 防 ア ッ セ イ 法 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ
せ に よ り 、 平 滑 筋 細 胞 の 異 常 な 活 性 化 お よ び 増 殖 が 原 因 と な る ま た は そ れ ら に よ っ て も た
ら さ れ る 疾 病 に か か る 危 険 性 の 高 い 被 験 者 を 同 定 す る こ と が で き る 。 疾 病 ま た は 疾 患 を 予
防 し 、 ま た は そ の 進 行 を 遅 ら せ る た め に 、 こ の 異 常 の 特 徴 で あ る 症 状 が 現 れ る 前 に SMCM化
合 物 を 予 防 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 異 常 の 種 類 に よ り 、 例 え ば 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 お
よ び 増 殖 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 、 SMCM化 合 物 、 SMCM化 合 物 模 倣 体 、 SMCM
化 合 物 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 有 す る ウ ィ ル ス 、 ま た は 抗 SMCM化 合 物 抗 体 な ど 、 本 明 細 書
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に 説 明 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 基 づ く 適 切 な 化 合 物 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
ii.　 治 療 方 法
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に は 、 治 療 を 目 的 と し た 、 被 験 者 に お け る 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 お よ び
増 殖 の 阻 害 方 法 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 調 節 方 法 は 、 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 お よ び 細 胞 の 増 殖
を 阻 害 す る 本 発 明 の 化 合 物 を 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 核 酸 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、
抗 SMCM化 合 物 抗 体 、 ま た は SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 含 む ウ ィ ル ス な ど の 、 平 滑
筋 細 胞 の 活 性 化 お よ び 増 殖 を 阻 害 す る 化 合 物 に つ い て は 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る 。 こ れ
ら の 方 法 は イ ン ビ ト ロ で （ 例 え ば 細 胞 を SMCM化 合 物 と と も に 培 養 す る ） 、 ま た は イ ン ビ ボ
で （ 例 え ば 被 験 者 に SMCM化 合 物 を 投 与 す る ） 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 本 発 明 は
、 平 滑 筋 の 異 常 な 活 性 化 お よ び 増 殖 に よ り 発 現 す る 疾 病 ま た は 疾 患 に か か っ て い る 個 体 を
治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 SMCM化 合 物 （ 例 え ば 本 明 細 書
に 説 明 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 ） 、 ま た は 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 を
阻 害 す る SMCM化 合 物 の 組 み 合 わ せ の 投 与 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ０ 】
B.　 SMCMに 基 づ い た の 治 療 の 生 物 学 的 効 果 の 決 定
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に お い て 、 適 切 な イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ ア ッ セ イ が 実 施 さ れ 、
SMCMに 基 づ い た 特 定 の 治 療 の 効 果 、 お よ び そ の 投 与 に よ り 被 験 者 の 罹 患 組 織 の 治 療 の 徴 候
が 現 れ た か 否 か が 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 様 々 な 特 定 の 態 様 に お い て 、 患 者 の 疾 患 に 関 連 す る 代 表 的 な 細 胞 の 種 類 に よ り イ ン ビ ト
ロ ア ッ セ イ を 行 い 、 所 定 の SMCMに 基 づ い た 治 療 が 細 胞 種 に お い て 目 的 と す る 効 果 を 挙 げ た
か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 治 療 法 に 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 ヒ ト の 被 験 者 に お い て
試 験 す る 前 に 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ニ ワ ト リ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ウ サ ギ な ど を 含 む が そ れ ら に 限
定 さ れ な い 、 適 切 な 動 物 モ デ ル 系 に お い て 試 験 さ れ う る 。 同 様 に 、 イ ン ビ ボ の 試 験 で も 、
ヒ ト の 被 験 者 に 投 与 す る 前 に 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 動 物 モ デ ル 系 が 使 用 さ れ
う る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
C.　 疾 病 お よ び 疾 患
　 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 は 多 数 の 疾 病 に 関 連 し て お り 、 そ れ ら の 全 て が 平 滑 筋 細 胞 増 殖 の 発 達
（ 調 節 剤 ） に よ る 影 響 を 受 け る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば 、 平 滑 筋
細 胞 の 活 性 化 お よ び 平 滑 筋 細 胞 の 過 剰 増 殖 の 結 果 で あ る と 考 え ら れ て い る 、 子 宮 線 維 腫 、
前 立 腺 肥 大 症 、 気 管 支 喘 息 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 、 膀 胱 疾 患 、 肺 お よ び 全 身 性 動
脈 性 高 血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 な ど の 、 平 滑 筋
細 胞 の 異 常 な 活 性 化 に 関 連 し た 疾 患 に か か る 危 険 性 の 高 い （ ま た は こ れ ら の 影 響 を 受 け や
す い ） 被 験 者 、 ま た は こ の よ う な 疾 患 を 有 す る 被 験 者 を 治 療 す る 、 予 防 的 お よ び 治 療 的 な
両 方 の 方 法 を 提 供 す る 。 PTHrPは 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 お よ び 増 殖 に よ っ て 発 現 す る 疾 患 に
関 連 し て お り 、 従 っ て SMCM化 合 物 は 、 PTHrPの 発 現 を 介 す る 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 お よ び 増
殖 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は 、 子 宮 平 滑 筋 腫 （ 線 維 腫 ま た は 筋 腫 ） の 予 防 ま た は 治 療 上 の 処 置
に お い て 有 用 で あ る 。 子 宮 平 滑 筋 腫 （ 線 維 腫 ま た は 筋 腫 ） は 、 ヒ ト の 子 宮 の 良 性 腫 瘍 で あ
り 、 子 宮 の 平 滑 筋 細 胞 か ら 発 達 す る 。 M. Yoshidaら は 、 PTHrPが 子 宮 平 滑 筋 腫 上 で 、 オ ー
ト ク リ ン /パ ラ ク リ ン 式 の 細 胞 増 殖 の 局 所 的 修 飾 因 子 と し て 作 用 す る こ と を 実 証 し た （ End
ocr J； 46 (1)： 81-90（ 1999） ） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は 、 前 立 腺 癌 お よ び 前 立 腺 肥 大 の 予 防 ま た は 治 療 上 の 処 置 に お い て
有 用 で あ る 。 年 配 の 男 性 の 最 も 一 般 的 な 疾 病 の 一 つ で あ る 、 良 性 前 立 腺 過 形 成 （ BPH） は
、 間 質 細 胞 の 異 常 増 殖 を 特 徴 と し て お り 、 前 立 腺 間 質 の 主 要 細 胞 成 分 は 、 SMCよ り 成 っ て
い る （ Shapiro E, et al., J Urol 147： 1167-1170（ 1992） ） 。 加 え て 、 SMCの 増 殖 お よ
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び 伸 張 は 、 BPHに よ り 二 次 的 に 発 生 す る 膀 胱 の 流 出 路 閉 塞 の 重 要 な 一 因 で あ る （ Tenniswoo
d MP, et al., Cancer Metast Rev 11： 197-220（ 1992） ） 。 さ ら に 、 PTHrPは 、 前 立 腺 癌
お よ び 良 性 前 立 腺 過 形 成 の 両 方 に お い て 発 現 し （ Asadi F et al., Hum Pathol. 27(12)：
1319-23（ 1996） ） 、 加 え て PTHrPは 前 立 腺 癌 細 胞 の 増 殖 を 増 進 さ せ 、 ま た そ の 溶 骨 効 果 を
促 進 す る （ Tover Sepulveda VA, Falzon M. Mol Cell Endocrinol.； 204(1-2)： 51-64（ 2
003） ） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は 、 肝 硬 変 に お け る 門 脈 圧 亢 進 症 の 予 防 ま た は 治 療 上 の 処 置 に お い
て 有 用 で あ る 。 肝 臓 に お い て 、 亜 広 汎 性 （ submassive） 壊 死 後 の 再 生 お よ び 様 々 な 胆 汁 鬱
滞 性 肝 疾 患 が 、 胆 管 数 の 著 し い 増 加 に 付 随 し て 起 こ る 。 正 常 な 生 検 3件 、 胆 汁 鬱 滞 性 肝 疾
患 11件 、 限 局 性 結 節 性 過 形 成 6件 、 お よ び 再 生 肝 3件 を 含 む 、 様 々 な ヒ ト の 肝 臓 に お け る PT
HrPの 免 疫 組 織 化 学 的 発 現 の 研 究 で 、 T. Roskamsら （ Histopathology； 23(1)： 11-9（ 1993
） ） は 、 PTHrPが 胆 管 細 胞 内 に 局 在 化 し て い る こ と を 発 見 し た 。 こ れ は 、 ヒ ト の 反 応 性 胆
管 の 増 殖 お よ び /ま た は 分 化 に お け る こ の ホ ル モ ン の 役 割 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は 、 膀 胱 の 疾 病 の 予 防 ま た は 治 療 上 の 処 置 に お い て 有 用 で あ る 。 PT
HrPは 、 神 経 因 性 膀 胱 障 害 を 含 む 、 膀 胱 疾 患 に 関 与 し て い る 。 Vaidyanathan Sら （ Spinal 
Cord; 38(9)： 546-51（ 2000） ） は 、 非 神 経 因 性 膀 胱 の 上 皮 が 、 PTHrPに 対 し 免 疫 染 色 を 全
く 示 さ な い 、 ま た は 示 し た と し て も 非 常 に か す か な 陽 性 染 色 で あ る こ と を 実 証 し た 。 こ れ
に 対 し て 、 神 経 因 性 膀 胱 障 害 の 膀 胱 の 上 皮 で は 、 PTHrPに 対 す る 陽 性 の 免 疫 染 色 が は る か
に 頻 繁 に 観 察 さ れ た 。 高 血 圧 の 特 徴 で あ る 血 管 中 膜 の 肥 厚 は 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 （ VSMC） の
肥 大 お よ び 過 形 成 に 関 連 し て い る （ Nolan BP et al., Am J Hypertens.； 16(5Pt1)： 393-
400（ 2003） ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は 、 気 管 支 喘 息 の 予 防 ま た は 治 療 上 の 処 置 に お い て 有 用 で あ る 。 SM
 Puddicombeら （ Am J Respir Cell Mol Biol. 28(1)： 61-8（ 2003） ） は 、 喘 息 に お い て
、 p21（ waf） の 過 剰 発 現 が 細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 に 影 響 を 与 え る こ と を 実 証 し た 。 SMCの
増 殖 は 喘 息 に 大 き な 影 響 を 与 え 得 る 。 喘 息 患 者 の 気 道 に 起 こ る よ り 長 期 に わ た る 構 造 の 変
化 は SMCの 過 形 成 お よ び 肥 大 に よ り 促 進 さ れ る た め 、 SMCの 増 殖 は 喘 息 に 大 き な 影 響 を 与 え
る （ Freyer AM., Am J Respir Cell Mol Biol.； 25 (5)： 569-76（ 2001） ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は 、 肺 お よ び 動 脈 性 の 高 血 圧 症 の 予 防 ま た は 治 療 上 の 処 置 に お い て
有 用 で あ る 。 肺 高 血 圧 症 は 、 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 、 お よ び 特 に 新 生 内 膜 中 へ の 移 行 に 伴 う 血
管 の 構 築 お よ び 機 能 の 変 化 を 特 徴 と す る 、 進 行 が 急 速 で 、 ま た 致 命 的 と な り 得 る 疾 病 で あ
る （ Rabinovitch, Cardiovasc Res. 34： 268-272（ 1997） ； Nichols et al., Endocrinol
ogy 119： 349（ 1986） ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の SMCM化 合 物 は 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 お よ び 血 管 形 成 後 の 血 管 の 再 狭 窄 の
予 防 ま た は 治 療 上 の 処 置 に お い て 有 用 で あ る 。 SMCの 増 殖 お よ び 移 行 は 、 新 生 内 膜 形 成 の
原 因 と な る 血 管 形 成 後 の 再 狭 窄 （ Segev A, et al., Cardiovasc Res； 53(1)： 232-41（ 20
02） を 含 む 、 循 環 器 疾 患 の 病 理 生 態 学 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 広 く 認 め ら れ て
い る （ Martinez-Gonzalez J et al., Circ Res.； 92 (1)： 96-103（ 2003） ） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
VIII.　 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 検 出 方 法
　 以 下 に さ ら に 詳 し く 説 明 さ れ る よ う に 、 （ 例 え ば 遺 伝 子 治 療 へ の 応 用 に お け る 宿 主 細 胞
中 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に よ り ） SMCM化 合 物 を 発 現 さ せ る 、 ま た は （ 例 え ば 生 物 学 的 試 料
中 の ） SMCM mRNAま た は SMCM遺 伝 子 中 の 遺 伝 的 損 傷 を 検 出 す る 、 お よ び PTHrPま た は SMCM化
合 物 の 活 性 を 調 節 す る た め に 、 本 発 明 の 化 合 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 SMCMポ
リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 、 PTHrPま た は SMCM化 合 物 の 活 性 ま た は 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 ま た は
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 か つ PTHrPポ リ ペ プ チ ド の 産 生 不 足 ま た は 過 剰 産 生 、 ま た は P
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THrP野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 異 常 な 活 性 を 有 す る PTHrPポ リ ペ プ チ ド 形 態 の 産 生 を
特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 を す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 SMCM化 合 物 抗 体 を 使 用 し
て 、 単 離 さ れ た PTHrPま た は SMCM化 合 物 を 検 出 し 、 か つ そ れ ら の 活 性 を 調 節 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ お よ
び 上 記 に 説 明 さ れ た 治 療 に お け る そ れ ら の 使 用 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 新 規 の 化 合 物 を 含 む
。
【 ０ １ ４ １ 】
A.　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 本 発 明 は 、 モ ジ ュ レ ー タ 、 す な わ ち 候 補 化 合 物 、 被 験 化 合 物 、 ま た は （ 例 え ば ペ プ チ ド
、 ペ プ チ ド 模 倣 体 、 小 分 子 、 ま た は そ の 他 の 薬 剤 の よ う な ） SMCM化 合 物 ま た は PTHrPポ リ
ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 、 ま た は 例 え ば SMCM化 合 物 ま た は PTHrPポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま
た は 活 性 化 に 刺 激 的 ま た は 阻 害 効 果 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 （ 本 明 細 書 で は 「 ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 」 と も 呼 ば れ る ） を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ る
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 同 定 さ れ る 化 合 物 を も 含 む 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 ま た は PTHrPポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 生 物 活 性 部
分 に 結 合 す る 、 ま た は そ れ ら の 活 性 を 調 節 す る 候 補 化 合 物 ま た は 被 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る ア ッ セ イ 法 を 含 む 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ； 空 間 的 に ア ド レ ス
可 能 な 平 行 な 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ； 形 状 解 析 を 必 要 と す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ 法 ； 「 一
ビ ー ズ 、 一 化 合 物 （ one-bead one-compound） 」 ラ イ ブ ラ リ 法 ； お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 選 択 を 使 用 し た 合 成 ラ イ ブ ラ リ 法 な ど を 含 む 、 当 技 術 分 野 に お い て 知
ら れ て い る ラ イ ブ ラ リ 法 の 組 み 合 わ せ に よ る 多 数 の ア プ ロ ー チ の 任 意 の も の に よ っ て 得 る
こ と が で き る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ア プ ロ ー チ は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ に 限 定 さ れ て い る が
、 他 の 4つ の ア プ ロ ー チ は 化 合 物 の ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 、 ま た は 小 分 子 ラ イ
ブ ラ リ に 適 用 す る こ と が で き る 。 Lam, 1997. Anticancer Drug Design 12： 145参 照 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 真 菌 、 細 菌 、 ま た は 藻 類 の 抽 出 物 の よ う な 、 化 学 お よ び /ま た は 生 物 学 的 混 合 物 の ラ イ
ブ ラ リ は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の も の で あ り 、 当 業 者 に 既 知 の も の に 加 え 、 本 明 細 書 に 説 明
さ れ る 任 意 の ア ッ セ イ 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 分 子 ラ イ ブ ラ リ の 合 成 方 法 の 例
は 、 例 え ば 、 DeWitt, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90： 6909（ 1993） ； Erb, et
 al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91： 11422（ 1994） ； Zuckermann, et al., J. Med. 
Chem. 37： 2678（ 1994） ； Cho, et al., Science 261： 1303（ 1993） ； Carrell, et al.,
 Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33： 2059（ 1994） ； Carell, et al., Angew. Chem. Int 
Ed. Engl. 33： 2061（ 1994） ； お よ び Gallop, et al., J. Med. Chem. 37： 1233（ 1994）
な ど の 科 学 文 献 中 に 見 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ は 、 溶 液 中 （ 例 え ば 、 Houghten, Biotechniques 13： 412-421（ 199
2） ） 、 ま た は ビ ー ズ 上 （ Lam, Nature 354： 82-84（ 1991） ） 、 チ ッ プ 上 （ Fodor, Nature
 364： 555-556（ 1993） 、 細 菌 （ Ladner、 米 国 特 許 第 5,223,409号 ） 、 胞 子 （ Ladner、 米 国
特 許 第 5,233,409号 ） 、 プ ラ ス ミ ド （ Cull, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89： 18
65-1869（ 1992） ） 、 ま た は フ ァ ー ジ 上 （ Scottお よ び Smith, Science 249： 386-390（ 199
0） ； Devlin, Science 249： 404-406（ 1990） ； Cwirla, et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 87： 6378-6382（ 1990） ； Felici, J. Mol. Biol. 222： 301-310（ 1991） ； Ladner
、 米 国 特 許 第 5,233,409号 ） に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 化 合 物 の 、 SMCMポ リ ペ プ チ ド の 活 性 化 を 調 節 す る 能 力 は 、 例 え ば SMCM化 合 物 が そ の SMCM
化 合 物 の 標 的 分 子 と 結 合 す る 、 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す
る こ と が で き る 。 標 的 分 子 と は SMCM化 合 物 が 結 合 す る ま た は 相 互 作 用 す る 分 子 の こ と で 、
例 え ば SMCMと 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 に あ る 分 子 、 第 2の 細 胞 の
表 面 に あ る 分 子 、 細 胞 外 環 境 に あ る 分 子 、 細 胞 膜 の 内 壁 面 に 付 随 す る 分 子 、 細 胞 質 分 子 、
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ま た は 核 内 に あ る 分 子 な ど で あ る 。 SMCM化 合 物 の 標 的 分 子 は 、 非 SMCM化 合 物 分 子 の こ と も
、 ま た は 本 発 明 の SMCM化 合 物 の こ と も あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 の 標 的 分 子
は 、 細 胞 外 の シ グ ナ ル （ 例 え ば 機 械 的 シ グ ナ ル 、 ま た は 化 学 的 シ グ ナ ル 、 例 え ば PTHrP受
容 体 分 子 の よ う な 分 裂 誘 発 性 の 標 的 分 子 と 結 合 さ れ る こ と に よ っ て 発 生 す る シ グ ナ ル ） が
細 胞 膜 を 通 り 細 胞 内 に 伝 達 す る こ と を 促 進 す る 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 成 分 で あ る 。 標 的 は
、 例 え ば 、 触 媒 活 性 を 有 す る 第 2の 細 胞 内 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 下 流 シ グ ナ ル 分 子 と 細 胞
の 活 性 化 お よ び 増 殖 と の 関 連 を 促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 こ
れ ら の 相 互 作 用 、 お よ び 説 明 さ れ た ア ッ セ イ 法 に よ り 測 定 さ れ る 、 結 果 的 に 起 こ る 生 物 学
的 反 応 を 、 ア ゴ ナ イ ズ ま た は ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 SMCMポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 が 、 SMCM化 合 物 の 標 的 分 子 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 は 、
上 記 に 説 明 さ れ た 直 接 結 合 を 測 定 す る 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 SMCM
化 合 物 の 標 的 分 子 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 は 、 標 的 分 子 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ
っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 標 的 分 子 の 活 性 は 、 標 的 の 細 胞 性 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー （ す な わ
ち 細 胞 内 の Ca 2 + 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 IP3な ど ） の 誘 発 を 検 出 す る こ と 、 標 的 お よ び
適 切 な 基 質 の 触 媒 ・ 酵 素 活 性 を 検 出 す る こ と 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ
な ど の 検 出 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 に 動 作 可 能 的 に 連 結 し た 、 SMCMに 反 応 す る 調
節 成 分 を 含 む ） の 誘 発 を 検 出 す る こ と 、 ま た は 、 例 え ば 細 胞 の 生 存 、 分 化 、 ま た は 増 殖 な
ど の 細 胞 応 答 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 SMCM化 合 物 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 分 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 被 験 化 合 物 が SMCMポ リ ペ プ チ ド 、 SMCM化 合 物 、 ま た は そ
れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 に 結 合 す る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 無 細 胞 ア ッ セ イ 法 で
あ る 。 被 験 化 合 物 の SMCM化 合 物 へ の 結 合 は 、 上 述 の 要 領 で 直 接 的 、 ま た は 間 接 的 に 決 定 で
き る 。 こ の よ う な 態 様 の 一 つ に お い て 、 ア ッ セ イ 法 は 、 SMCM化 合 物 ま た は そ の 生 物 学 的 に
活 性 な 部 分 を 、 SMCMと 結 合 し て ア ッ セ イ 混 合 物 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 化 合 物 と 接
触 さ せ 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 被 験 化 合 物 が SMCM化 合 物 と 相 互 作 用 す
る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 ん で お り 、 こ こ で 、 被 験 化 合 物 が SMCM化 合 物 と 相 互 作 用 す る 能
力 の 決 定 に は 、 既 知 の 化 合 物 と 比 較 し た 、 被 験 化 合 物 の 、 SMCMま た は そ れ ら の 生 物 学 的 に
活 性 な 部 分 に 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 を 決 定 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 SMCM化 合 物 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活
性 な 部 分 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 被 験 化 合 物 が SMCM化 合 物 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な
部 分 の 活 性 を 調 節 す る （ 例 え ば 刺 激 ま た は 阻 害 す る ） 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 無 細 胞
ア ッ セ イ 法 で あ る 。 被 験 化 合 物 が SMCMの 活 性 を 調 節 す る 能 力 は 、 例 え ば 、 上 述 の 直 接 結 合
を 測 定 す る 方 法 の 一 つ に よ り 、 SMCM化 合 物 が SMCM化 合 物 の 標 的 分 子 と 結 合 す る 能 力 を 決 定
す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ う る 。 代 替 的 な 態 様 に お い て 、 被 験 化 合 物 が SMCM化 合 物 の 活 性
を 調 節 す る 能 力 は 、 SMCM化 合 物 が さ ら に SMCM化 合 物 の 標 的 分 子 を 調 節 す る 能 力 を 測 定 す る
こ と に よ っ て 決 定 さ れ う る 。 例 え ば 、 適 切 な 基 質 上 の 標 的 分 子 の 触 媒 /酵 素 活 性 は 上 述 の
要 領 で 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 無 細 胞 ア ッ セ イ 法 は 、 SMCM化 合 物 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 分 を 、 SMCM化 合 物 と の 結 合 に よ り 試 験 化 合 物 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 化 合 物 に
接 触 さ せ 、 試 験 化 合 物 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 被 験 化 合 物 が SMCM化 合 物 と 相 互 作 用 す る
能 力 を 決 定 す る こ と を 含 ん で お り 、 こ こ で 、 被 験 化 合 物 が SMCM化 合 物 と 相 互 作 用 す る 能 力
の 決 定 に は 、 SMCM化 合 物 が SMCM化 合 物 の 標 的 分 子 に 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 、 ま た は SMCM化
合 物 が SMCM化 合 物 の 標 的 分 子 の 活 性 を 調 節 す る 能 力 を 決 定 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 上 述 の ア ッ セ イ 法 の 二 つ 以 上 の 態 様 に お い て は 、 ア ッ セ イ 法 の 自 動 化 を 提 供 す
る こ と に 加 え 、 SMCM化 合 物 ま た は そ の 標 的 分 子 を 固 定 し て 、 一 つ ま た は 両 方 の ポ リ ペ プ チ
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ド の 、 複 合 体 を 形 成 し て い な い 形 態 か ら の 複 合 体 を 形 成 し て い る 形 態 の 単 離 を 促 進 す る こ
と が 望 ま れ る 。 被 験 化 合 物 の SMCM化 合 物 へ の 結 合 、 ま た は 候 補 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在
下 に お け る SMCM化 合 物 と 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 反 応 物 を 含 む こ と の で き る 任 意 の 容 器 内 で
起 こ り 得 る 。 こ の よ う な 容 器 の 例 と し て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 試 験 管 、 お よ び マ
イ ク ロ 遠 心 機 管 が 含 ま れ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 一 つ ま た は 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド が 基 質
に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 領 域 を 追 加 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ う る 。 例 え ば 、
GST-SMCM融 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は GST標 的 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ
ー ス ビ ー ズ （ Sigma Chemical, St. Louis, MO） ま た は グ ル タ チ オ ン 誘 導 体 化 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト 上 に 吸 着 さ れ 、 次 に 被 験 化 合 物 ま た は 被 験 化 合 物 お よ び 非 吸 着 標 的 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は SMCM化 合 物 の い ず れ か と 結 合 し 、 混 合 物 が 複 合 体 の 形 成 を 促 進 す る 条 件 下 （
例 え ば 塩 お よ び pHの 生 理 学 的 条 件 下 ） で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、
ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 非 結 合 成 分 、 ビ ー ズ の 場 合 は 固
定 さ れ た 基 質 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に （ 例 え ば 上 述 の 要 領 で ） 決 定 さ れ た 複 合 体 な ど が 除
去 さ れ る 。 一 方 、 複 合 体 を 基 質 か ら 分 離 し 、 標 準 的 技 術 を 使 用 し て SMCM化 合 物 の 結 合 ま た
は 活 性 レ ベ ル を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 基 質 上 に 固 定 す る 、 そ の 他 の 技 法 を 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に
お い て 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 SMCM化 合 物 ま た は そ の 標 的 分 子 の い ず れ か を 、 ビ
オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 接 合 に よ っ て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ニ ル 化
さ れ た SMCM化 合 物 ま た は 標 的 分 子 は 、 ビ オ チ ン NHS（ N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ニ ミ ド ） か ら 、
当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 技 術 （ 例 え ば ビ オ チ ニ ル 化 キ ッ ト 、 Pierce Chemicals, Ro
ckford, III） を 使 用 し て 調 製 さ れ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 96ウ ェ ル
プ レ ー ト （ Pierce Chemical） の ウ ェ ル 内 に 固 定 化 さ れ る 。 ま た は 、 SMCM化 合 物 ま た は 標
的 分 子 に 対 し 反 応 性 は あ る が 、 SMCM化 合 物 が そ の 標 的 分 子 へ 結 合 す る こ と は 妨 げ な い よ う
な 抗 体 が 、 プ レ ー ト の ウ ェ ル 、 非 結 合 標 的 ま た は 抗 体 と の 接 合 に よ り ウ ェ ル 中 に 閉 じ 込 め
ら れ た SMCM化 合 物 に 対 し て 誘 導 体 化 さ れ る 。 GST固 定 複 合 体 に つ い て 上 記 に 説 明 さ れ た 方
法 に 加 え 、 こ の よ う な 複 合 体 の 検 出 方 法 に は 、 SMCM化 合 物 ま た は 標 的 分 子 に 関 連 し た 酵 素
活 性 の 検 出 に 依 存 し た 、 酵 素 関 連 の ア ッ セ イ 法 と と も に 、 SMCM化 合 物 ま た は 標 的 分 子 に 対
し て 反 応 性 の あ る 抗 体 を 使 用 し た 複 合 体 の 免 疫 検 出 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 の 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ は 、 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ
、 細 胞 に お け る SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 測 定 す る 方 法 に お い て 同 定 さ れ る
。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 、 候 補 化 合 物 の
不 在 下 で の SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 こ の 比 較 に 基 づ く と
、 候 補 化 合 物 は 、 SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ と し て 同 定 さ れ る
。 例 え ば 、 SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 候 補 化 合 物 の 不 在 下 よ り も 存 在 下 に お
い て 多 い （ す な わ ち 統 計 的 に 著 し く 多 い ） 場 合 、 候 補 化 合 物 は SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 の 促 進 物 質 と し て 同 定 さ れ る 。 ま た は 、 SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
が 、 候 補 化 合 物 の 不 在 下 よ り も 存 在 下 に お い て 少 な い （ 統 計 的 に 著 し く 少 な い ） 場 合 、 候
補 化 合 物 は SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 阻 害 物 質 と し て 同 定 さ れ る 。 細 胞 に お
け る SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、 SMCM mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 検 出
に つ い て 本 明 細 書 で 説 明 さ れ た 方 法 に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 SMCM化 合 物 は 、 SMCM（ 「 SMCM結 合 分 子 」 ま た は 「 SM
CM-bp」 ） と 結 合 ま た は 相 互 作 用 し 、 か つ SMCMの 活 性 を 調 節 す る ポ リ ペ プ チ ド な ど の 他 の
分 子 を 同 定 す る た め の 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド （ two-hybrid） ア ッ セ イ ま た は ス リ ー ハ イ ブ リ
ッ ド （ three hybrid） ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,283,317号 ； Zervos, et al., Cel
l 72： 223-232（ 1993） ； Madura, et al., J. Biol. Chem. 268： 12046-12054（ 1993） ；
Bartel, et al., Biotechniques 14： 920-924（ 1993） ； Iwabuchi, et al., Oncogene 8
： 1693-1696（ 1993） ； お よ び Brent WO 94/10300参 照 ） に お い て 、 「 ベ イ ト （ bait） ポ リ
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ペ プ チ ド 」 と し て 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な SMCM結 合 分 子 は ま た 、 例 え ば SMCM経 路 の 上 流 ま
た は 下 流 成 分 と し て 、 SMCM化 合 物 に よ る シ グ ナ ル の 伝 播 に 関 連 す る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド （ two-hybrid） シ ス テ ム は 、 分 離 可 能 な DNAの 結 合 お よ び 活 性 化 ド メ
イ ン か ら 成 る 、 ほ と ん ど の 転 写 因 子 の モ ジ ュ ラ ー と し て の 性 質 に 基 づ く 。 概 説 す る と 、 ア
ッ セ イ 法 は 、 二 つ の 異 な る DNA構 築 物 を 用 い る 。 一 つ の 構 築 物 に お い て 、 SMCM化 合 物 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 は 、 既 知 の 転 写 因 子 （ 例 え ば GAL-4） の DNA結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝
子 と 融 合 す る 。 他 の 構 築 物 に お い て 、 未 同 定 の ポ リ ペ プ チ ド （ 「 プ レ イ （ prey） 」 ま た は
「 試 料 」 ） を コ ー ド す る 、 DNA配 列 の ラ イ ブ ラ リ か ら 得 ら れ た DNA配 列 は 、 既 知 の 転 写 因 子
の 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 融 合 す る 。 「 ベ イ ト 」 お よ び 「 プ レ イ 」 ポ リ ペ プ
チ ド の 、 イ ン ビ ボ に お け る 、 SMCM依 存 の 複 合 体 を 形 成 す る 、 相 互 作 用 が 可 能 な 場 合 、 転 写
因 子 の DNA結 合 お よ び 活 性 化 ド メ イ ン は 、 極 め て 近 く ま で 接 近 さ れ る 。 こ の 近 接 性 に よ り
、 転 写 因 子 と 反 応 す る 、 転 写 制 御 部 位 に 動 作 可 能 的 に 連 結 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば
LacZ） の 転 写 が 可 能 に な る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 検 出 さ れ 、 機 能 的 転 写 因 子 を 含 む
細 胞 コ ロ ニ ー が 単 離 さ れ 、 こ れ は SMCM化 合 物 と 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ク
ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 を 得 る の に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 SMCM化 合 物 の 原 子 座 標 に 関 し た 構 造 情 報 を 含 む シ ス テ ム が 、
例 え ば X線 回 折 な ど の 生 物 物 理 学 的 技 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 SMCM化 合 物 と 化 合 物 と
の 間 の 結 合 が 、 X線 回 折 に よ っ て 評 価 さ れ 、 例 え ば 標 的 ポ リ ペ プ チ ド /薬 剤 複 合 体 な ど の SM
CM化 合 物 複 合 体 の X線 結 晶 構 造 が 決 定 さ れ う る 。 ま た は 、 化 合 物 が SMCM化 合 物 と 結 合 し た
後 に 観 察 さ れ る 化 学 シ フ ト の 変 化 を 分 析 す る た め に 、 NMRを 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な ア プ ロ ー チ は 、 化 合 物 を SMCM化 合 物 と の 結 合 作 用 に 基 づ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た
め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 前 述 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た SMCM化 合 物 、 お よ び
本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る 治 療 に お け る そ れ ら の 使 用 に 関 連 し て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
B.　 検 出 試 験 法
i.　 SMCM発 現 の 検 出
　 生 体 試 料 中 の SMCM化 合 物 の 存 在 の 有 無 を 検 出 す る 例 示 的 な 方 法 に は 、 被 験 者 か ら 生 体 試
料 を 採 取 す る こ と と 、 生 体 試 料 を 化 合 物 、 す な わ ち SMCM化 合 物 、 ま た は SMCM化 合 物 の 存 在
が 生 体 試 料 中 で 検 出 さ れ る よ う に SMCM化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば mRNA、 ゲ ノ ム DNA
） を 検 出 す る こ と の で き る 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ と と が 含 ま れ る 。 SMCM mRNAま た は ゲ ノ
ム DNAを 検 出 す る 化 合 物 は SMCM mRNAま た は ゲ ノ ム DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る
、 標 識 化 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ で あ る 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 少 な く と も 5、 15、 30、 50
、 100、 250、 ま た は 500ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ が あ り 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で SMCM mR
NAま た は ゲ ノ ム DNAと 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 適 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う
な 、 全 長 の SMCM核 酸 、 ま た は そ の 一 部 分 で あ る 。 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る そ の
他 の 適 切 な プ ロ ー ブ に つ い て 、 本 明 細 書 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 SMCM化 合 物 を 検 出 す る 化 合 物 の 例 に 、 SMCM化 合 物 と 結 合 す る こ と の で き る 、 SMCM化 合 物
に 対 し て 作 ら れ た 抗 体 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 の つ い た 抗 体 が あ る 。 抗 体 は ポ リ ク ロ
ー ナ ル で も 良 い が 、 よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る 。 完 全 な 抗 体 ま た は そ の 断 片 （
例 え ば Fabま た は F(ab')2） を 使 用 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 関 し 、 「 標 識
さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 検 出 可 能 な 物 質 を プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に つ な げ る （ す な わ ち 物 理
的 に 連 結 さ せ る ） こ と に よ る 直 接 的 な 標 識 化 、 そ し て 直 接 標 識 さ れ た 別 の 化 合 物 と の 反 応
性 に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 間 接 的 な 標 識 化 を 包 含 す る こ と を 意 図 し て い る 。 間 接 的 標
識 化 の 例 に は 、 蛍 光 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 を 使 用 し 、 ま た 蛍 光 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン で 検 出 さ れ る よ う に DNAプ ロ ー ブ を 末 端 標 識 す る こ と に よ る 一 次 抗 体 の 検 出 が 含 ま れ る

10

20

30

40

50

(39) JP 2006-508646 A 2006.3.16



。 「 生 体 試 料 」 と い う 用 語 に は 、 被 験 者 か ら 単 離 さ れ た 組 織 、 細 胞 、 お よ び 生 体 液 、 お よ
び 被 験 者 中 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 、 お よ び 生 体 液 が 含 ま れ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 検 出 方
法 を 使 用 し て 、 イ ン ビ ボ に 加 え イ ン ビ ト ロ で 、 生 体 試 料 中 の SMCM mRNA、 ポ リ ペ プ チ ド 、
ま た は ゲ ノ ム DNAを 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ で の SMCM mRNA検 出 法 に は
、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Northern） お よ び イ ン サ イ チ ュ ー （ in situ） ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 生 体 外 で の SMCM化 合 物 の 検 出 技 法 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 反
応 吸 着 測 定 法 （ ELISA） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 降 法 、 お よ び 免 疫 蛍 光 法 が 含 ま れ
る 。 ま た イ ン ビ ト ロ で の SMCMゲ ノ ム DNAの 検 出 技 法 に は サ ザ ン （ Southern） ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 イ ン ビ ボ で の SMCM化 合 物 の 検 出 技 法 は 、 標 識 さ れ た 抗 SM
CM抗 体 の 被 験 者 へ の 導 入 を 含 む 。 例 え ば 抗 体 を 、 被 験 者 に お け る 存 在 お よ び 位 置 を 標 準 的
画 像 技 術 に よ っ て 検 出 で き る 放 射 性 マ ー カ ー で 標 識 す る こ と が で き る 。 一 つ の 態 様 に お い
て 、 生 体 試 料 は 、 被 験 者 か ら の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を 含 む 。 ま た は 、 生 体 試 料 は 、 被 験 者 か
ら の mRNA、 ま た は ゲ ノ ム DNA分 子 を 含 む こ と も あ る 。 好 適 な 生 体 試 料 は 、 従 来 の 方 法 に よ
り 被 験 者 か ら 単 離 さ れ た 抹 消 血 白 血 球 試 料 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は さ ら に 、 対 照 被 験 者 か ら 得 ら れ る 対 照 試 料 を 採 取 す る こ と
、 SMCM化 合 物 、 mRNAま た は ゲ ノ ム DNAの 存 在 が 生 体 試 料 中 で 検 出 さ れ る よ う に 、 対 照 試 料
を 化 合 物 、 す な わ ち SMCM化 合 物 、 mRNA、 ま た は ゲ ノ ム DNAを 検 出 す る こ と の で き る 化 合 物
に 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 対 照 試 料 に お け る SMCM化 合 物 、 mRNAま た は ゲ ノ ム DNAの 存 在 と
、 被 験 試 料 に お け る SMCM化 合 物 、 mRNAま た は ゲ ノ ム DNAの 存 在 と を 比 較 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 生 体 試 料 中 の SMCM化 合 物 の 存 在 の 検 出 キ ッ ト 、 お よ び そ の 使 用 説 明 書 を
包 含 す る 。 例 え ば キ ッ ト に は 、 標 識 さ れ た 化 合 物 、 す な わ ち 生 体 試 料 に お け る SMCM化 合 物
ま た は mRNAを 検 出 す る こ と の で き る 化 合 物 ； 試 料 中 の SMCM化 合 物 の 量 を 測 定 す る 手 段 ； お
よ び 試 料 中 の SMCM化 合 物 の 量 と 標 準 値 と を 比 較 す る 手 段 が 含 ま れ う る 。 化 合 物 を 、 適 切 な
容 器 内 に 包 装 す る こ と が で き る 。 キ ッ ト に は さ ら に 、 SMCM化 合 物 ま た は 核 酸 の 検 出 キ ッ ト
の 使 用 説 明 書 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
IX.　 SMCM化 合 物 の 遺 伝 子 治 療
　 本 発 明 は ま た 、 ベ ク タ ー に 連 結 し た 核 酸 分 子 を コ ー ド す る SMCM化 合 物 を 提 供 す る 。 ベ ク
タ ー は 自 己 複 製 型 の ベ ク タ ー で あ る か 、 ま た は 複 製 能 力 の な い ベ ク タ ー で あ り う る 。 ベ ク
タ ー は 遺 伝 子 治 療 法 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 複 製 能 力 の な い ベ ク タ ー
の 一 例 に LNL6が あ る （ Miller, A. D. et al., Bio Techniques 7： 980-990（ 1989） ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 、 平 滑 筋 細 胞 の 活 性 化 お よ び 増 殖 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る SMCM化 合 物 の 特 定 の 細
胞 種 に お け る 、 発 現 ベ ク タ ー の イ ン ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 発 現 を 特 徴 と す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 SMCM化 合 物 の 発 現 構 築 物 は 、 SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を イ ン ビ ボ
で 効 率 的 に 細 胞 に 供 給 す る こ と の で き る 、 任 意 の 生 物 学 的 に 有 効 な 担 体 に 含 ま れ て 投 与 さ
れ う る 。 こ れ ら の ア プ ロ ー チ に は 、 組 換 え レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ
ィ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス 、 お よ び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス -1を 含 む ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 、
ま た は 組 換 え 細 菌 プ ラ ス ミ ド ま た は 真 核 生 物 プ ラ ス ミ ド へ の 被 験 者 の 遺 伝 子 の 挿 入 が 含 ま
れ る 。 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 細 胞 に 直 接 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 プ ラ ス ミ ド DNAは 、 例
え ば 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム 、 ま た は 誘 導 体 化 さ れ た （ 例 え ば 抗 体 と 結 合 し た ） ポ リ リ シ ン 結
合 体 、 グ ラ ミ シ ジ ン S、 人 工 ウ ィ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 、 ま た は そ の 他 の 細 胞 内 の 担 体 の 助 け
を 借 り て 、 お よ び 遺 伝 子 構 築 物 の 直 接 的 注 入 、 ま た は イ ン ビ ボ で 行 わ れ る CaPO 4 沈 殿 に よ
っ て 送 達 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ベ ク タ ー に 挿 入 す る 任 意 の 方 法 を
使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば ど ち ら も 本 明 細 書 に お い て 参 照 用 に 組 み 込 ま れ て い る 、 Sa
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mbrook et al.,「 Molecular Cloning： A Laboratory Manual」 , Cold Spring Harbor Lab
oratory, Cold Spring Harbor, N.Y.（ 1989） お よ び Ausubel et al.,「 Current Protocol
s in Molecular Biology」 , J. Wiley & Sons, N.Y.（ 1992） を 参 照 の こ と 。 従 来 の ベ ク
タ ー は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 特 定 の SMCM化 合 物 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
動 作 可 能 的 に 連 結 し た 、 適 切 な 転 写 /翻 訳 制 御 シ グ ナ ル か ら 成 る 。 プ ロ モ ー タ ー ・ エ ン ハ
ン サ ー は ま た 、 SMCM化 合 物 の 発 現 を 制 御 す る た め に 使 用 さ れ る こ と も あ る 。 プ ロ モ ー タ ー
の 活 性 化 は 組 織 特 異 的 で あ る か 、 ま た は 代 謝 産 物 ま た は 投 与 さ れ た 物 質 に よ り 誘 発 さ れ て
も よ い 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー に は 、 天 然 E2Fプ ロ モ ー タ ー 、 サ イ ト メ ガ
ロ ウ ィ ル ス 最 初 期 プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー （ Karasuyama et al., J. Exp. Med., 169
： 13（ 1989） ） ； ヒ ト β -ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー （ Gunning et al., Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 84： 4831（ 1987） ） ； マ ウ ス 乳 癌 ウ ィ ル ス の 長 い 末 端 反 復 （ MMTV LTR） に 存 在
す る グ ル コ コ ル チ コ イ ド 誘 発 性 プ ロ モ ー タ ー （ Klessig et al., Mol. Cell. Biol., 4： 1
354（ 1984） ） ； モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ ィ ル ス の 長 い 末 端 反 復 配 列 （ MuLV LTR） （ Weiss
 et al.,「 RNA Tumor Viruses」 , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
, N.Y.（ 1985） ） ； SV40初 期 領 域 プ ロ モ ー タ ー （ Bernoistお よ び Chambon, Nature, 290：
304（ 1981） ） ； ラ ウ ス 肉 腫 ウ ィ ル ス （ RSV） の プ ロ モ ー タ ー （ Yamamoto et al., Cell, 2
2： 787（ 1980） ） ； 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス （ HSV） チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー （ Wagne
r et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78： 1441（ 1981） ） ； ア デ ノ ウ ィ ル ス プ ロ モ ー
タ ー （ Yamada et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82： 3567（ 1985） ） が 含 ま れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 腫 瘍 細 胞 の 遺 伝 子 治 療 に 使 用 さ れ る 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に 適 合 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー に は 、
例 え ば プ ラ ス ミ ド ； ト リ 、 ネ ズ ミ 、 お よ び ヒ ト の レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー ； ア デ ノ ウ ィ ル
ス ベ ク タ ー ； ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス ベ ク タ ー ； お よ び 非 複 製 型 ポ ッ ク ス ウ ィ ル ス が 含 ま れ る 。
特 に 、 複 製 不 全 の 組 換 え ウ ィ ル ス は 、 複 製 不 全 ウ ィ ル ス の み を 産 生 す る パ ッ ケ ー ジ 細 胞 株
に お い て 生 成 さ れ る 。 「 Current Protocols in Molecular Biology」 ： Sections 9.10-9.
14（ Ausubel et al., eds.） , Greene Publishing Associates, 1989を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 遺 伝 子 移 入 シ ス テ ム に 使 用 さ れ る 特 定 の ウ ィ ル ス ベ ク タ ー が 、 近 年 良 好 に 確 立 さ れ て き
て い る 。 例 え ば 、 Madzak et al., J. Gen. Virol., 73： 1533-36（ 1992： パ ポ バ ウ ィ ル ス
SV40） ； Berkner et al, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158： 39-61（ 1992： ア デ ノ
ウ ィ ル ス ） ； Moss et al., Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158： 25-38（ 1992： ワ ク
シ ニ ア ウ ィ ル ス ） ； Muzyczka, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158： 97-123（ 1992：
ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス ） ； Margulskee, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158： 67-93（ 19
92： 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス （ HSV） お よ び エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ ィ ル ス （ HBV） ） ； Miller
, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158： 1-24（ 1992： レ ト ロ ウ ィ ル ス ） ； Brandyopadh
yay et al., Mol. Cell. Biol., 4： 749-754（ 1984： レ ト ロ ウ ィ ル ス ） ； Miller et al.,
 Nature, 357： 455-450（ 1992： レ ト ロ ウ ィ ル ス ） ； Anderson, Science, 256： 808-813（
1992： レ ト ロ ウ ィ ル ス ） を 参 照 の こ と 。 こ れ ら は 全 て 本 明 細 書 に お い て 参 照 用 に 組 み 込 ま
れ て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 潜 在 的 治 療 遺 伝 子 を 既 定 の 細 胞 集 団 に 移 入 す る 、 い く つ か の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 例 え
ば 、 Mulligan, Science, 260： 920-31（ 1993） 参 照 。 こ れ ら の 方 法 に は 以 下 の も の が 含 ま
れ る ： （ 1） 直 接 的 遺 伝 子 移 入 法 （ 例 え ば 、 Wolff et al., Science 247： 1465-68（ 1990
） 参 照 ） ； （ 2） リ ポ ソ ー ム を 介 し た DNA移 入 法 （ 例 え ば 、 Caplen et al., Nature Med., 
3： 39-46（ 1995） ； Crystal, Nature Med., 1： 16-17（ 1995） ； Gaoお よ び Huang, Bioche
m. Biophys. Res. Comm., 179： 280-85（ 1991） 参 照 ） ； （ 3） レ ト ロ ウ ィ ル ス を 介 し た DN
A移 入 法 （ 例 え ば 、 Kav et al., Science, 262： 117-19（ 1993） ； Anderson, Science., 2
56： 808-13（ 1992） 参 照 ） ； （ 4） DNAウ ィ ル ス を 介 し た DNA移 入 法 で 、 こ の ウ ィ ル ス に は
ア デ ノ ウ ィ ル ス （ 好 ま し く は Ad-2ま た は Ad-0に 基 づ く ベ ク タ ー ） 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ 好

10

20

30

40

50

(41) JP 2006-508646 A 2006.3.16



ま し く は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 基 づ く ベ ク タ ー ） 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 、 お よ び パ ル ボ ウ
ィ ル ス （ 好 ま し く は 「 不 完 全 な 」 ま た は 非 自 立 性 の パ ル ボ ウ ィ ル ス に 基 づ く ベ ク タ ー 、 よ
り 好 ま し く は ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス に 基 づ く ベ ク タ ー 、 最 も 好 ま し く は AAV-2に 基 づ く ベ ク
タ ー ） が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 Ali, et al., Gene Therapy 1： 367-84（ 1994） ； 参 照 に よ
り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 米 国 特 許 第 4,797,368号 、 お よ び 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 込 ま れ て い る 米 国 特 許 第 5,139,941号 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 目 的 の 遺 伝 子 を 移 入 す る た め の 特 定 の ベ ク タ ー シ ス テ ム の 選 択 は 、 様 々 な 要 因 に 依 存 す
る 。 一 つ の 重 要 な 要 因 は 、 標 的 と な る 細 胞 集 団 の 特 性 で あ る 。 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は
広 く 研 究 さ れ 、 遺 伝 子 治 療 の 応 用 に 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
X.　 装 置 の コ ー テ ィ ン グ 剤 と し て の SMCM組 成 物 の 使 用
　 本 発 明 は ま た 、 表 面 が 上 述 の 組 成 物 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 、 通 常 管 状 構 造 （ 例 え ば ら せ
ん 状 の も の も 含 む ） を 含 む 、 ス テ ン ト お よ び カ テ ー テ ル を 提 供 す る 。 ス テ ン ト は 、 通 常 円
筒 形 の 骨 組 み （ scaffolding） で あ り 、 疾 病 過 程 （ 例 え ば 腫 瘍 の 増 殖 な ど ） の た め に 狭 窄
し た り 、 外 形 が 不 規 則 で あ っ た り 、 遮 断 さ れ て い た り 、 ま た は 閉 塞 し て い る 体 内 の 導 管 （
例 え ば 胆 管 な ど ） 、 ま た は 体 内 の 導 管 の 一 部 に 、 導 管 の 閉 鎖 ま た は 再 閉 鎖 を 防 ぐ た め に 挿
入 さ れ る 。 ス テ ン ト は 、 挿 入 さ れ た 体 内 に お け る 導 管 の 壁 を 物 理 的 に 押 し 開 け て お く 働 き
を す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ゲ ル /溶 質 の 相 互 作 用 、 溶 質 の 充 填 、 お よ び 放 出 の 動 力 学 の 意 味 に お け る 局 所 的 薬 剤 送
達 シ ス テ ム と し て の 使 用 が 研 究 さ れ た 、 市 販 の ポ リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )[PEO]お よ び ポ リ (
ア ク リ ル 酸 )[PAA]ゲ ル で コ ー テ ィ ン グ さ れ た バ ル ー ン 血 管 形 成 カ テ ー テ ル を 使 用 す る こ と
が で き る （ Gehrke et al.,「 Intelligent Materials & Novel Concepts for Controlled 
Release Technologies」 、 S. Dinhお よ び J. DeNuzzio, Eds., ACS Symposium Series, Wa
shington, D.C., 728, 43-53（ 1999） ） 。 PEOゲ ル コ ー ト に お け る タ ン パ ク 質 の 充 填 は 、
充 填 用 溶 液 中 へ 溶 解 性 デ キ ス ト ラ ン を 加 え る こ と に よ り 約 二 倍 に な る 。 例 え ば SMCM化 合 物
、 ま た は SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ウ ィ ル ス な ど の 溶 質 の ゲ ル コ
ー テ ィ ン グ か ら の 放 出 は 、 抵 抗 の 原 因 が ゲ ル お よ び 境 界 層 で あ る と し て も 、 拡 散 律 則 と な
る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 例 え ば 食 道 ス テ ン ト 、 血 管 ス テ ン ト 、 胆 管 ス テ ン ト 、 膵 臓 ス テ ン ト 、 尿 管 お よ び 尿 道 ス
テ ン ト 、 涙 管 ス テ ン ト 、 耳 管 （ Eustachiana tube） ス テ ン ト 、 卵 管 ス テ ン ト お よ び 気 管 /
気 管 支 ス テ ン ト 、 血 管 カ テ ー テ ル お よ び 尿 道 カ テ ー テ ル な ど を 含 む 、 多 様 な ス テ ン ト お よ
び カ テ ー テ ル が 本 発 明 の 文 脈 上 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ス テ ン ト お よ び カ テ ー テ ル は 、 商 業 的 供 給 源 か ら 容 易 に 手 に 入 れ る こ と も で き 、 ま た は
よ く 知 ら れ て い る 技 法 に よ り 製 造 す る こ と も で き る 。 ス テ ン ト の 代 表 的 な 例 に は 、 「 ヒ ド
ロ ゲ ル 粘 着 剤 （ Hydrogel Adhesive） 」 と 題 す る 米 国 特 許 第 4,768,523号 、 「 拡 張 可 能 な 管
腔 内 グ ラ フ ト 、 な ら び に 拡 張 可 能 な 管 腔 内 グ ラ フ ト 移 植 の 方 法 お よ び 器 具 （ Expandable I
ntraluminal Graft, and Method and Apparatus for Implanting and Expandable Intral
uminal Graft） 」 と 題 す る 米 国 特 許 第 4,776,337号 、 「 血 管 内 ス テ ン ト お よ び 供 給 シ ス テ
ム （ Endovascular Stent and Delivery System） 」 と 題 す る 米 国 特 許 第 5,041,126号 、 「
留 置 ス テ ン ト お よ び 使 用 法 （ Indwelling Stent and Method of Use） 」 と 題 す る 米 国 特 許
第 5,052,998号 、 「 軸 長 が 安 定 し て い る 自 己 拡 張 性 人 工 器 官 （ Self-Expanding Prosthesis
 Having Stable Axial Length） 」 と 題 す る 米 国 特 許 第 5,064,435号 、 「 医 療 用 不 水 溶 性 ポ
リ サ ッ カ ラ イ ド ヒ ド ロ ゲ ル フ ォ ー ム （ Water-insoluble Polysaccharide Hydrogel Foam f
or Medical Applications） 」 と 題 す る 米 国 特 許 第 5,089,606号 、 「 中 空 導 管 用 ニ チ ノ ー ル
ス テ ン ト （ Nitinol Stent Hollow Body Conduits） 」 と 題 す る 米 国 特 許 第 5,147,370号 、
「 留 置 ス テ ン ト （ Indwelling Stent） 」 と 題 す る 米 国 特 許 第 5,176,626号 、 「 生 体 分 解 性
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高 分 子 管 腔 内 の 密 封 方 法 （ Biodegradable polymeric Endoluminal Sealing Process） 」
と 題 す る 米 国 特 許 第 5,213,580号 な ど に 説 明 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ス テ ン ト お よ び カ テ ー テ ル は 、 SMCM化 合 物 の 組 成 物 、 ま た は SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 含 む ウ ィ ル ス に よ り 、 以 下 の
例 を 含 む 多 様 な 方 法 で コ ー テ ィ ン グ さ れ る ： （ a） 装 置 に SMCM化 合 物 を 直 接 添 加 す る （ 例
え ば ス テ ン ト に ポ リ マ ー /薬 剤 フ ィ ル ム を 吹 き 付 け る か 、 ま た は ス テ ン ト を ポ リ マ ー /薬 剤
溶 液 中 に 浸 す ） 、 （ b） 後 に SMCM化 合 物 を 吸 収 す る ヒ ド ロ ゲ ル の よ う な 物 質 で 装 置 を コ ー
テ ィ ン グ す る 、 （ c） SMCM化 合 物 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 糸 （ ま た は 糸 に 形 作 ら れ た ポ リ マ
ー 自 体 ） を 装 置 構 造 に 織 り 込 む （ d） 装 置 を SMCM化 合 物 か ら 成 る も し く は SMCM化 合 物 で コ
ー テ ィ ン グ さ れ た ス リ ー ブ も し く は メ ッ シ ュ の 中 に 挿 入 す る 、 ま た は （ e） 装 置 自 体 を SMC
M化 合 物 で 構 成 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 組 成 物 は 、 収 納 中 お よ び 挿 入 時 に
、 装 置 に し っ か り と 付 着 し て い な く て は な ら な い 。 ま た 好 ま し く は 、 収 納 中 、 挿 入 前 、 ま
た は 体 内 で 拡 張 し た 後 に 体 温 ま で 温 ま っ た 時 、 SMCM化 合 物 は 、 分 解 し て は な ら な い 。 さ ら
に 好 ま し く は 、 装 置 は SMCM化 合 物 の 一 様 な 配 分 に よ り 、 滑 ら か に む ら な く コ ー テ ィ ン グ さ
れ て い な く て は な ら な い 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 の 中 で 、 SMCM化 合 物 の 放 出 は 一 様 で 、 予
測 可 能 で な く て は な ら ず 、 か つ い っ た ん 分 散 さ れ た ら 装 置 の 周 辺 の 組 織 に ま で 広 が っ て も
よ い 。 血 管 ス テ ン ト お よ び カ テ ー テ ル に つ い て 、 上 述 の 性 質 に 加 え 、 SMCM化 合 物 の 組 成 物
は 、 ス テ ン ト ま た は カ テ ー テ ル に よ り 、 血 栓 形 成 を 起 こ し た り （ 凝 血 の 原 因 と な る ） 、 ま
た は 血 流 中 の 著 し い 乱 流 の 原 因 と な る （ コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い 場 合 の ス テ ン ト の み の
場 合 以 上 に ） よ う な こ と が あ っ て は な ら な い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 パ ッ チ は ま た 、 ウ ィ ル ス 担 体 の 有 無 に 関 わ ら ず 、 SMCM化 合 物 ま た は SMCM化 合 物 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 材 料 か ら 調 製 さ れ う る 。 例 え ば パ ッ チ の 材 料 と し て 、 こ れ ら
に 限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば 、 ゼ ル フ ォ ー ム ま た は ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル （ PVA） 、 ま た
は そ の 他 の 適 切 な 材 料 が 使 用 さ れ う る 。 こ の よ う な パ ッ チ を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 使 用 し
て 、 細 胞 に 接 触 し た 際 に SMCM化 合 物 ま た は SMCM化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送
達 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
XI.　 構 造 ベ ー ス の 合 理 的 な 薬 剤 設 計 の た め の シ ス テ ム お よ び 方 法
　 上 述 の SMCM化 合 物 は 、 細 胞 の 活 性 化 お よ び 平 滑 筋 細 胞 の 過 度 な 増 殖 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す
る 。 結 晶 ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し た 構 造 ベ ー ス の 薬 剤 設 計 の 方 法 は 、 少 な く と も 、 ど ち ら も
Uppenbergに よ る 米 国 特 許 第 6,329,184号 お よ び 第 6,403,330号 に 説 明 さ れ て い る 。 タ ン パ
ク 質 結 晶 の 成 長 を 高 め る た め に X線 投 影 お よ び 回 折 を 使 用 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 6,468,3
46号 （ Arnowitz, et al.） に 説 明 さ れ て い る 。 ブ ラ ッ グ 反 射 の 自 動 選 択 方 法 お よ び そ の た
め の 機 器 、 ま た 結 晶 の 方 向 性 を 自 動 的 に 決 定 す る シ ス テ ム に つ い て は 、 米 国 特 許 第 6,198,
796号 （ Yokoyama, et al.） に 説 明 さ れ て い る 。 構 造 を 決 定 す る た め の 1 3 C、 1 5 N、 お よ び 2

Hに よ る NMRの た め の タ ン パ ク 質 の 調 製 方 法 お よ び 標 識 方 法 は 、 米 国 特 許 第 6,376,253号 （ A
nderson, et al.） に 説 明 さ れ て い る 。 巨 大 ま た は 複 合 タ ン パ ク 質 の NMR分 光 法 に つ い て は
、 米 国 特 許 第 6,198,281号 （ Wand, et al.） に 説 明 さ れ て い る 。 標 的 生 体 分 子 の リ ガ ン ド
を 設 計 す る た め の 核 磁 気 共 鳴 の 使 用 は 、 米 国 特 許 第 5,989,827号 （ Fesik, et al.,） に 説
明 さ れ て い る 。 核 磁 気 共 鳴 に よ る SMCM化 合 物 の 合 理 的 薬 剤 設 計 の 方 法 に は 以 下 の 工 程 が 含
ま れ る ： （ a） 二 次 元 の 1 5 N/ 1 H NMR相 関 分 光 法 を 使 用 し た 、 標 的 分 子 （ PTHrP受 容 体 な ど ）
に 対 す る 潜 在 的 リ ガ ン ド で あ る 候 補 SMCM化 合 物 を 同 定 す る 工 程 ； （ b） 候 補 SMCM化 合 物 を
標 的 分 子 に 結 合 さ せ る こ と に よ る 二 元 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 、 な ら び に （ c） 二 元 複 合 体
の 三 次 元 的 構 造 、 お よ び そ れ に よ る 標 的 分 子 上 の 候 補 SMCM化 合 物 の 空 間 的 方 向 性 を 決 定 す
る 工 程 。 X線 結 晶 学 に よ る 骨 形 成 タ ン パ ク 質 模 倣 体 の 合 理 的 な 薬 剤 設 計 法 も 同 様 な 方 法 で
行 わ れ る が 、 標 的 分 子 （ ま た は 複 合 体 の 共 結 晶 ） に 対 す る 潜 在 的 リ ガ ン ド で あ る 候 補 SMCM
化 合 物 の 結 晶 を 形 成 し 、 X線 照 射 後 の 原 子 の 反 射 の デ ー タ セ ッ ト を 得 る こ と に よ り 、 構 造
デ ー タ が ま ず 得 ら れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ て い る 内 容 か ら 見 て 、 当 業
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者 に と っ て 既 知 の も の で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 候 補 SMCM化 合 物 は 次 に 精 製 さ れ 、 標 的 分 子 に 対 す る 候 補 SMCM化 合 物 の 親 和 性 が 高 め ら れ
る 。 精 製 に は 、 SMCM化 合 物 の 抑 制 （ constraining） お よ び 環 化 、 ま た は 立 体 配 座 の 制 限 を
引 き 起 こ す 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 の 組 み 入 れ が 含 ま れ る 。 抑 制 、 環 化 、 ま た は 堅 化 さ れ た SMCM
化 合 物 は 合 成 的 に 調 製 し て も よ く 、 SMCM化 合 物 の 配 列 の 少 な く と も 二 つ の 位 置 に お い て 、
架 橋 を 形 成 す る 処 置 の 後 に SMCM化 合 物 を 抑 制 、 環 化 、 ま た は 堅 化 す る た め の 架 橋 が 可 能 な
化 学 官 能 基 を 提 供 す る ア ミ ノ 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 類 似 体 が 挿 入 さ れ て い る 。 環 化 は 、 回 転 誘
発 の ア ミ ノ 酸 が 組 み 込 ま れ た 場 合 に 有 利 に 働 く 。 SMCM化 合 物 を 架 橋 す る こ と の で き る ア ミ
ノ 酸 の 例 に は 、 ジ ス ル フ ィ ド を 形 成 す る シ ス テ イ ン 、 ラ ク ト ン ま た は ラ ク タ ム を 形 成 す る
ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び 遷 移 金 属 を キ レ ー ト し 、 架 橋 を 形 成 す る γ -カ ル ボ キ シ ル -グ ル タ
ミ ン 酸 （ Gla） （ Bachem） の よ う な キ レ ー ト 剤 な ど が あ る 。 保 護 γ -カ ル ボ キ シ ル グ ル タ ミ
ン 酸 は 、 Zee-Chengお よ び Olson（ Biophys. Biochem. Res. Commun., 94： 1128-1132（ 198
0） ） に よ っ て 説 明 さ れ た 合 成 法 を 改 変 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ う る 。 ペ プ チ ド 配 列 に
架 橋 可 能 な 少 な く と も 二 つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む SMCM化 合 物 は 、 ペ プ チ ド を 架 橋 し て 、 抑 制 、
環 化 ま た は 堅 化 さ れ た SMCM化 合 物 を 形 成 す る よ う に 、 例 え ば ジ ス ル フ ィ ド を 形 成 す る た め
の シ ス テ イ ン 残 基 の 酸 化 、 ま た は キ レ ー ト を 形 成 す る た め の 金 属 イ オ ン の 添 加 な ど の 処 理
を 受 け る こ と が あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 本 発 明 は 、 体 系 的 に 架 橋 を 形 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 四 つ の シ ス テ イ ン 残 基 が ペ
プ チ ド 配 列 に 組 み 込 ま れ て い る 場 合 、 異 な る 保 護 基 が 使 用 さ れ う る （ Hiskey,「 The Pepti
des： Analysis, Synthesis, Biology」 , Vol. 3, Grossお よ び Meienhofer, eds., Academ
ic Press： New York, pp. 137-167（ 1981） ； Ponsanti et al., Tetrahedron, 46： 8255-
8266（ 1990） ） 。 シ ス テ イ ン の 最 初 の 対 が 脱 保 護 さ れ て 酸 化 さ れ 、 次 に 二 番 目 の セ ッ ト が
脱 保 護 さ れ て 酸 化 さ れ う る 。 こ の よ う に 、 規 定 の セ ッ ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 が 形 成 さ れ う
る 。 ま た は 、 架 橋 が 異 な る 化 学 的 性 質 と な る よ う に 、 シ ス テ イ ン の 対 、 お よ び キ レ ー ト 性
ア ミ ノ 酸 類 似 体 の 対 が 組 み 込 ま れ う る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 は 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ
ン -3-カ ル ボ ン 酸 （ Kazmierski et al., J. Am. Chem. Soc., 113： 2275-2283（ 1991） ）
； (2S,3S)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 (2S,3R)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 (2R,3S)-メ チ
ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び (2R,3R)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Kazmierskiお よ び Hruby,
 Tetrahedron Lett.（ 1991） ） ； 2-ア ミ ノ テ ト ラ ヒ ド ロ ナ フ タ レ ン -2-カ ル ボ ン 酸 （ Landi
s, Ph. D. Thesis, University of Arizona（ 1989） ） ； ヒ ド ロ キ シ -1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド
ロ イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 塩 （ Miyake et al., J. Takeda Res. Labs, 43： 53-76（ 19
89） ） ； β -カ ル ボ リ ン （ Dお よ び L） （ Kazmierski, Ph. D. Thesis, University of Ariz
ona（ 1988） ） ； HIC（ ヒ ス チ ジ ン イ ソ キ ノ リ ン カ ル ボ ン 酸 ） （ Zechel et al., Int. J. P
ep. Protein Res., 43（ 1991） ） ； な ら び に HIC（ ヒ ス チ ジ ン 環 状 尿 素 ） な ど の 特 定 の 立
体 構 造 モ チ ー フ を 導 入 す る た め 、 SMCM化 合 物 に 組 み 込 ま れ る 。 ア ミ ノ 酸 類 似 体 お よ び ペ プ
チ ド 模 倣 体 は 、 ペ プ チ ド に 組 み 込 ま れ 、 限 定 さ れ な い が 以 下 を 含 む 特 定 の 二 次 構 造 を 誘 発
、 ま た は 支 持 す る ： LL-Acp-(LL-3-ア ミ ノ -2-プ ロ ペ ニ ド ン -6-カ ル ボ ン 酸 )、 β タ ー ン 誘 発
性 ジ ペ プ チ ド 類 似 体 （ Kemp et al., J. Org. Chem. 50： 5834-5838（ 1985） ） ； 類 似 体 を
含 む β シ ー ト （ Kemp et al., Tetrahedron Lett. 29： 5081-5082（ 1988） ） ； 類 似 体 を 含
む β タ ー ン （ Kemp et al., Tetrahedron Lett. 29： 5057-5060（ 1988） ） ； 類 似 体 を 含 む
へ リ ッ ク ス （ Kemp et al., Tetrahedron Lett. 29： 4935-4938（ 1988） ） ； 類 似 体 を 含 む
γ タ ー ン （ Kemp et al., J. Org. Chem. 54： 109： 115（ 1989） ） ； な ら び に 以 下 の 参 考
文 献 に 提 供 さ れ た 類 似 体 ： Nagaiお よ び Sato, Tetrahedron Lett. 26： 647； 14650（ 1985
） ； DiMaio et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. p. 1687（ 1989） ； さ ら に 、 Gly-Ala
タ ー ン 類 似 体 （ Kahn et al., Tetrahedron Lett. 30： 2317（ 1989） ） ； ア ミ ド 結 合 イ ソ
エ ー テ ル （ isoetere） （ Jones et al., Tetrahedron Lett. 29： 3853-3856（ 1988） ） テ

10

20

30

40

50

(44) JP 2006-508646 A 2006.3.16



ト ラ ゾ ー ル （ tretazol） （ Zabrocki et al., J. Am. Chem. Soc. 110： 5875-5880（ 1988
） ） ； DTC（ Samanen et al., Int. J. Protein Pep. Res., 35： 501： 509（ 1990） ） ； な
ら び に Olson et al., J. Am. Chem. Sci. 112： 323-333（ 1990） お よ び Garvey et al., J
. Org. Chem. 56： 436（ 1990） に 説 明 さ れ て い る 類 似 体 。 構 造 的 に 制 限 の あ る β タ ー ン の
模 倣 体 お よ び β バ ル ジ 、 お よ び そ れ ら を 含 ん で い る ペ プ チ ド に つ い て は 、 1995年 8月 8日 に
Kahnに 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,440,013号 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 い っ た ん SMCM化 合 物 （ ま た は そ の 精 製 物 ） の 三 次 元 構 造 が 決 定 さ れ る と 、 GRAM、 DOCK、
ま た は AUTODOCKな ど の ド ッ キ ン グ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し た コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ に よ っ て
そ の （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト と し て の ） 治 療 の 潜 在 能 力 を 試 験 す る こ と が で き
る 。 SMCM化 合 物 お よ び そ の 結 合 複 合 体 の 三 次 元 構 造 の 解 明 を 支 援 す る た め に 使 用 さ れ う る
コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に は 、 QUANTA、 CHARMM、 INSIGHT、 SYBYL、 MACROMODE、 お よ び ICM
、 MOLMOL、 RASMOL、 お よ び GRASPが 含 ま れ る （ Kraulis, J. Appl. Crystallogr. 24： 946-
950（ 1991） ） 。 こ れ ら の プ ロ グ ラ ム 、 お よ び そ の 他 の プ ロ グ ラ ム の 全 て と 言 わ な い ま で
も ほ と ん ど が イ ン タ ー ネ ッ ト を 通 し て ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ か ら 入 手 で き る 。 SMCM化 合 物
の 合 理 的 設 計 に は 、 改 変 さ れ た SMCM化 合 物 の 形 状 お よ び 化 学 構 造 が SMCM化 合 物 と そ の リ ガ
ン ド の 間 の 相 互 作 用 を ど の 程 度 補 完 、 ま た は 干 渉 す る か を 解 明 す る た め の 、 改 変 さ れ た SM
CM化 合 物 に 対 す る 潜 在 的 物 質 の コ ン ピ ュ ー タ に よ る フ ィ ッ テ ィ ン グ が 含 ま れ る 。 例 え ば PT
HrP結 合 部 の よ う な 、 SMCM化 合 物 の 標 的 分 子 に 対 す る 、 潜 在 的 治 療 用 SMCM化 合 物 の 誘 引 性
、 反 発 性 、 お よ び 立 体 障 害 を 評 価 す る た め に も 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と
が で き る 。 一 般 に 、 こ れ ら の 特 性 は 結 合 抑 制 の 強 さ と 一 致 し て い る た め 、 適 合 が 強 い （ 例
え ば 立 体 障 害 が 少 な い 、 お よ び /ま た は 誘 引 力 が 強 い ） ほ ど 、 潜 在 的 治 療 用 SMCM化 合 物 の
効 能 が 高 く な る 。 さ ら に 、 SMCM化 合 物 の 設 計 が 特 異 的 で あ る ほ ど 、 関 連 す る SMCMの 標 的 分
子 と 干 渉 し な い 傾 向 が 強 い 。 こ の た め 他 の 標 的 物 と の 望 ま し く な い 相 互 作 用 に よ る 潜 在 的
副 作 用 が 最 小 化 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 初 め に 、 例 え ば 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に よ り 作 成 さ れ た ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ
リ （ Scottお よ び Smith, Science, 249： 386-390（ 1990） ； Cwirla et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci., 87： 6378-6382（ 1990） ； Devlin et al., Science, 249： 404-406（ 1990）
） ま た は 化 学 ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 潜 在 的 治 療 用 SMCM化 合 物 を 得 る こ と が
で き る 。 こ の よ う に し て 選 択 さ れ た 治 療 用 の 候 補 SMCM化 合 物 は 次 に 、 一 つ ま た は 複 数 の 見
込 み の あ る 潜 在 的 治 療 用 SMCM化 合 物 が 同 定 さ れ る ま で 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ プ ロ グ ラ
ム に よ っ て 体 系 的 に 改 変 さ れ る 。 こ の よ う な 分 析 法 が 、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 開 発 に
効 果 が あ る こ と が わ か っ て い る （ Lam et al., Science 263： 380-384（ 1994） ； Wlodawer
 et al., Ann. Rev. Biochem. 62： 543-585（ 1993） ； Appelt, Perspectives in Drug Di
scovery and Design 1： 23-48（ 1993） ； Erickson, Perspectives in Drug Discovery an
d Design 1： 109-128（ 1993） ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 こ の よ う な コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ は 、 そ の う ち の い ず れ の 一 つ も が 有 用 な 薬 剤 に つ な
が る 可 能 性 の あ る 、 無 数 の 本 質 的 に 無 作 為 の 化 学 的 改 変 と は 対 照 的 に 、 有 限 数 の 合 理 的 化
学 的 改 変 の 選 択 を 可 能 に す る 。 そ れ ぞ れ の 化 学 的 改 変 は 、 追 加 的 な 化 学 的 工 程 を 必 要 と す
る 。 こ れ は 、 有 限 数 の 化 合 物 の 合 成 に つ い て は 適 当 で あ る が 、 全 て の 可 能 性 の あ る 改 変 が
合 成 を 必 要 と す る 場 合 に は 、 直 ち に 手 に 負 え な く な る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 三
次 元 構 造 解 析 法 お よ び コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ を 使 用 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の 多 数 の 候
補 SMCM化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 か つ 無 数 の SMCM化 合 物 を 手 を か け
て 合 成 す る こ と な く 、 候 補 と 思 わ れ る 少 数 の SMCM化 合 物 を 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 治 療 用 の 候 補 SMCM化 合 物 は 次 に 、 SMCM化 合 物 標 的 ま た は そ の 断 片 に 結 合 す る 能 力 に つ い
て 、 任 意 の 標 準 的 結 合 ア ッ セ イ （ ハ イ ス ル ー プ ッ ト 結 合 ア ッ セ イ を 含 む ） に よ り 試 験 さ れ
る 。 ま た は 、 SMCM化 合 物 、 PTHrPの 生 物 活 性 、 ま た は 他 の 分 裂 誘 発 性 の 化 合 物 /刺 激 を 調 節
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す る （ 阻 害 、 ま た は 刺 激 す る ） 能 力 に つ い て 、 潜 在 的 薬 剤 を 試 験 す る こ と が で き る 。 適 切
な 潜 在 的 薬 剤 が 同 定 さ れ た 場 合 は 、 リ ガ ン ド と 治 療 用 候 補 SMCM化 合 物 と の 間 に 形 成 さ れ た
結 合 複 合 体 上 で 、 二 番 目 の 構 造 解 析 を 任 意 に 行 う こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い
る 全 て の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 関 し 、 治 療 用 候 補 SMCM化 合 物 の 構 造 に つ い て の さ ら な
る 緻 密 化 が 通 常 必 要 と さ れ 、 そ れ ら は 、 例 え ば X線 結 晶 学 ま た は NMRに よ る さ ら な る 構 造 分
析 を 含 む 、 特 定 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 提 供 さ れ る 任 意 お よ び /ま た は 全 て
の 工 程 の 連 続 的 な 反 復 に よ っ て 行 わ れ う る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 非 限 定 的 に 例 示 す る こ と を 意 図 し た も の で あ る
。 引 用 さ れ て い る 全 て の 参 考 文 献 は 完 全 な も の と し て 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
て い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
実 施 例 1 PTHrPの カ ル ボ キ シ 末 端 に お け る SER119、 SER130、 THR132、 お よ び SER138は 、 VSM
細 胞 増 殖 の 活 性 化 に 必 要 で あ る
I.　 概 要
　 研 究 の 初 期 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 NLSは 核 タ ー ゲ テ ィ ン グ に 必 要 で あ る が 、 単 独 で
は 増 殖 を 刺 激 す る の に 十 分 で は な い こ と を 実 証 し た 。 こ れ に は 、 PTHrP（ 107-139） 領 域 を
重 要 な も の と し て 定 義 す る 未 精 製 の マ ッ ピ ン グ を 伴 う 、 PTHrPの カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 が 必
要 と さ れ る （ Massfelder et al., Proc Natl Acad Sci USA 94 (25)： 13630（ 1997） ； de
 Miguel et al., Endocrinology 142 (9)： 4096（ 2001） ） 。 従 っ て 、 NLSお よ び カ ル ボ キ
シ 末 端 を 含 む PTHrP（ 88-139） が 、 VSM細 胞 増 殖 の 刺 激 に 必 要 と さ れ る 全 て で あ る 。 こ れ ら
の 研 究 の 目 標 は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 を よ り 精 密 に マ ッ ピ ン グ す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
II.　 方 法
A.　 PTHrP変 異 体 の 構 築
i.　 PTHrP欠 失 変 異 体
　 PTHrP欠 失 構 築 物 は 、 初 期 テ ン プ レ ー ト と し て プ ラ ス ミ ド pGEM-3に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た
ヒ ト PTHrP（ -36/+139） の cDNAを 使 用 し て 、 Massfelderお よ び そ の 共 同 研 究 者 （ Massfelde
r et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94： 13630-35（ 1997） ） に よ っ て 先 に 記 載 さ れ
た よ う に 作 製 さ れ た 。 構 築 物 の 全 て が 、 メ チ オ ニ ン を コ ー ド す る コ ド ン で 始 ま り 、 翻 訳 を
可 能 に す る 。 免 疫 細 胞 化 学 的 検 出 用 に 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン （
HA） に 対 応 す る C末 端 に お い て 、 エ ピ ト ー プ タ グ を 有 し て い る 。 そ れ ぞ れ は 、 mRNAを 安 定
化 さ せ る た め （ mRNAの 分 解 を 促 進 す る 天 然 PTHrP 3'-UTR AUUUA不 安 定 モ チ ー フ を 置 換 す る
た め ） 、 な ら び に 、 転 写 終 了 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 、 お よ び ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル を 提 供 す
る た め 、 ヒ ト β -グ ロ ビ ン 3'非 翻 訳 領 域 （ UTR） を 含 ん で い る 。 配 列 の 確 認 は 、 DNAシ ー ケ
ン シ ン グ に よ り 行 わ れ た 。 構 築 物 は 次 に 、 pLJベ ク タ ー に お い て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ （ M
assfelder et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94： 13630-635（ 1997） ） 、 以 下 に 説
明 す る よ う に 、 A-10細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
ii.　 ア ラ ニ ン 変 異 体
　 図 1に 示 さ れ る 構 築 物 は 、 初 期 テ ン プ レ ー ト と し て プ ラ ス ミ ド pcDNA-3+に ク ロ ー ニ ン グ
さ れ た ヒ ト PTHrP（ -36/+139） の cDNAを 使 用 し て 、 De Miguelお よ び そ の 共 同 研 究 者 （ De M
iguel et al., Endocrinology, 142： 4096-105（ 2001） ） に よ り 先 に 説 明 さ れ た 、 イ ン ビ
ト ロ 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ っ て 作 ら れ た 。 そ れ ぞ れ は 、 mRNAを 安 定 化 さ せ る た め （ RNA
の 分 解 を 促 進 す る 天 然 PTHrP 3'UTR AUUUAの 不 安 定 モ チ ー フ を 置 換 す る た め ） 、 な ら び に
、 転 写 の 終 了 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 、 お よ び ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル を 提 供 す る た め 、 ヒ ト β
-グ ロ ビ ン 3'UTRを 含 ん で い る 。 構 築 物 は ま た 、 現 在 の 研 究 で は 使 用 さ れ て い な い が 、 以 前
に 、 A-10細 胞 に お け る PTHrPの 局 在 化 に 効 果 が 無 く 、 ま た は 機 能 的 効 果 を 有 さ な い こ と が
実 証 さ れ て い る （ De Miguel et al., Endocrinology, 142： 4096-105（ 2001） ） 、 ヘ マ グ
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ル チ ニ ン （ HA） タ グ を 含 ん で い る 。 配 列 の 確 認 は 、 DNAシ ー ケ ン シ ン グ に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
B.　 イ ン ビ ト ロ の 転 写 お よ び 翻 訳
　 PTHrPの 様 々 な 変 異 体 の イ ン ビ ト ロ に お け る 転 写 お よ び 翻 訳 の 効 率 を 評 価 す る た め 、 転
写 結 合 お よ び 翻 訳 結 合 し た ウ サ ギ の 網 状 赤 血 球 溶 解 物 シ ス テ ム （ Promega Corp., Madison
, WI） に お い て 、 pGEM-3プ ラ ス ミ ド 内 の 1μ gの 各 構 築 物 を 、 製 造 業 者 に よ る 説 明 書 に 従 っ
て 転 写 お よ び 翻 訳 し た 。 [ 3 H]リ ジ ン で 標 識 さ れ た 翻 訳 産 物 は 、 A-10に お い て SDS-PAGEに よ
り 20％  ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ト リ ス -グ リ シ ン ゲ ル に 分 析 さ れ 、 次 に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー を 使 用 し て 試 験 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
C.　 細 胞 培 養 、 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 お よ び 細 胞 数 の 測 定
　 ラ ッ ト 胎 児 の 胸 大 動 脈 に 由 来 す る VSM細 胞 系 A-10を American Type Culture Collection
社 （ Rockville, MD） か ら 購 入 し た 。 細 胞 は 、 4.5 g/リ ッ ト ル の グ ル コ ー ス 、 10％  FBS、 1
00 U/mlの ペ ニ シ リ ン 、 100 μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び 2 mMの L-グ ル タ ミ ン を
含 む DMEM中 で 培 養 さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 前 に 、 A-10細 胞 を 1.5× 105/ウ
ェ ル の 濃 度 で 6ウ ェ ル プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 各 プ ラ ス ミ ド 1 μ gお よ び 10 μ ｌ
の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD） を 含 む 無 血 清 培 地
中 で 、 37 ℃ で 6時 間 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 一 過 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た
め 、 24時 間 の 回 復 の 後 、 細 胞 を ガ ラ ス チ ェ ン バ ー ス ラ イ ド 上 に 再 添 加 し （ Lab Tek, Nalge
 Nunc International, Naperville, IL） 、 48時 間 後 に 免 疫 染 色 し た （ 以 下 参 照 ） 。 250 
μ g/mlの ジ ェ ネ テ ィ シ ン （ G418, Life Technologies, Inc.） で の 処 理 に よ り 、 安 定 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 各 構 築 物 に つ き 5～ 12個 の 別 々 の ク ロ ー
ン を 選 択 し 、 増 殖 さ せ 、 下 記 に 記 載 さ れ た よ う に PTHrP構 築 物 の 発 現 を 分 析 し た 。 ク ロ ー
ン は 250 μ g/mlの G418の 存 在 下 で 、 継 続 的 に 培 養 さ れ た 。 通 常 、 そ れ ぞ れ の 構 築 物 に 由 来
す る 個 々 の ク ロ ー ン に つ い て 三 回 か ら 四 回 の 成 長 曲 線 が 、 各 構 築 物 に つ き 合 計 で 七 回 か ら
十 二 回 の 成 長 曲 線 が 実 施 さ れ た 。 本 方 法 は 、 細 胞 増 殖 お よ び 細 胞 生 存 に 対 す る PTHrPの 複
合 効 果 を 評 価 す る が 、 本 シ ス テ ム に お け る PTHrPの 効 果 は 、 ト リ チ ウ ム 化 チ ミ ジ ン 取 り 込
み 反 応 （ Massfelder et al., Proc. National Acad. Sci. USA, 94： 13630-635（ 1997）
） お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 し て 決 定 さ れ た 増 殖 を 主 に 反 映 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
D.　 PTHrP免 疫 放 射 線 分 析 法
　 異 な る PTHrP構 築 物 に よ り 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 、 ま た は 異 な る ア デ ノ ウ
ィ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ た A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た PTHrPを 、 PTHrP（ 1-36） に
特 異 的 な 、 二 つ の 位 置 で の （ two-site） 免 疫 放 射 線 分 析 法 （ IRMA） を 使 用 し て 、 コ ン フ ル
エ ン ト の 24時 間 馴 化 培 地 に お い て 測 定 し た （ Massfelder et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 94： 13630-635（ 1997） ； De Miguel et al., Endocrinology, 142： 4096-105（ 20
01） ） 。 ア ッ セ イ 法 の 検 出 限 界 は 0.5 pMで あ る 。 細 胞 抽 出 液 中 の PTHrPの 測 定 の た め 、 細
胞 を 100 mmの 培 養 プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ン フ ル エ ン ト に な っ た ら 、 室 温 で PB
Sに よ り 細 胞 を 洗 浄 し 、 1 ％  Igepal CA-630（ Sigma, St. Louis, MO） 、 0.5％  デ オ キ シ
コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％  SDS、 100 μ g/mlの PMSF、 45 μ g/mlの ア プ ロ チ ニ ン 、 お よ び
1 mMの オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ sodium orthovanadate） を 含 む PBS中 に 氷 上 で 再 懸
濁 し た 。 こ れ ら を 1秒 間 ず つ 10回 超 音 波 分 解 し 、 氷 上 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 4 
℃ で 10分 間 10,000× gで 遠 心 分 離 し た 。 細 胞 抽 出 液 で あ る 上 清 を 、 上 記 で 説 明 し た PTHrP（
1-36） IRMAを 使 用 し て 、 PTHrP免 疫 反 応 性 に つ い て 分 析 す る 。 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド 法 に 基 づ
い て タ ン パ ク 質 を 測 定 し 、 結 果 を pmol/mg抽 出 タ ン パ ク 質 と し て 表 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
E.　 統 計
　 成 長 曲 線 の 統 計 学 的 分 析 を 、 Student-Newman-Keuls改 変 法 （ modification） に よ る 一 元
配 置 分 散 分 析 を 使 用 し て 行 っ た 。 全 て の 値 は 平 均 ± SEMと し て 表 さ れ る 。 0.05に 等 し い 、
ま た は そ れ 以 下 の 「 P」 値 は 有 意 と 見 な さ れ る 。
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【 ０ １ ９ １ 】
III.　 PTHrP変 異 体 を 使 用 し た PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 領 域 の マ ッ ピ ン グ
　 ア ミ ノ 酸 （ 107-111） 、 （ 112-120） 、 （ 121-130） お よ び （ 131-139） か ら な る 部 分 の 欠
失 が 調 製 さ れ （ 図 1） 、 ラ ッ ト の 動 脈 平 滑 筋 系 で あ る A-10に 、 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン さ れ た 。 保 存 性 が そ れ ほ ど 高 く な い （ 112-139） 領 域 に 比 べ 、 （ 107-111） 領 域 は 哺 乳 動
物 種 間 で 非 常 に 高 度 に 保 存 さ れ て い る た め 、 欠 失 用 と し て 選 択 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 先 に 報 告 さ れ て い る よ う に （ Massfelder et al., Proc Natl Acad Sci U S A., 94： 13
630-635（ 1997） ； de Miguel et al., Endocrinology, 142： 4096-105（ 2001） ） 、 野 生
型 PTHrP（ WT） の 過 剰 発 現 は 、 ベ ク タ ー 単 独 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 （ 図 2） と
比 較 し て 、 A-10細 胞 の 成 長 を 刺 激 す る 。 驚 く べ き こ と に 、 図 2に 示 さ れ る よ う に 、 そ の 強
度 な 進 化 的 保 存 性 に も か か わ ら ず 、 （ 107-111） 領 域 の 欠 失 は 、 野 生 型 PTHrP構 築 物 で 、 す
な わ ち WT陽 性 実 験 対 照 群 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 観 察 さ れ る PT
HrPを 介 し た 刺 激 と 比 較 し て 、 PTHrPを 介 し た VSM細 胞 増 殖 の 刺 激 に 対 し て 有 害 な 影 響 を 与
え な か っ た 。 同 様 に 驚 く べ き こ と に は 、 例 え ば Δ 112-120、 Δ 121-130、 お よ び Δ 131-139
の よ う な 他 の 三 つ の 欠 失 変 異 体 そ れ ぞ れ は 、 PTHrPを 介 し た VSM細 胞 増 殖 の 刺 激 を 本 質 的 に
完 全 に 阻 害 し た （ 図 2） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 NetPhos 2.0デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し た PTHrP（ 112-139） カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 の 分 析 に よ
り 、 Ser119、 Ser130、 Thr132、 Ser133、 お よ び Ser138は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン キ ナ ー ゼ IIお よ
び /ま た は プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cの リ ン 酸 化 基 質 と し て の 役 目 を 潜 在 的 に 果 た す こ と が 示 さ
れ た （ 図 3） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 各 部 分 に お け る ア ラ ニ ン 置 換 変 異 体 は 、 こ れ ら の セ
リ ン お よ び ト レ オ ニ ン が す べ て ア ラ ニ ン に 変 異 し た 六 番 目 の 構 築 物 と と も に 個 別 に 調 製 さ
れ 、 A-10細 胞 に 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た （ 図 4） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 図 5に 示 さ れ る よ う に 、 Ser133は PTHrPに よ る VSM細 胞 の 増 殖 の 刺 激 に 必 要 と さ れ て い な
い 。 つ ま り 、 Ser133の ア ラ ニ ン へ の 変 換 は 、 増 殖 に 対 し 悪 影 響 を 及 ぼ さ ず 、 こ れ ら の 細 胞
は 、 野 生 型 PTHrPを 過 剰 発 現 し た A-10細 胞 と 同 様 の 速 度 で 、 か つ 、 ベ ク タ ー の み で ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 よ り も 早 く 成 長 し た 。 こ れ に 対 し 、 ア ラ ニ ン 結 合 変 異 体 と 同 様
、 他 の 四 つ の カ ル ボ キ シ 末 端 PTHrP変 異 体 は そ れ ぞ れ 、 野 生 型 PTHrPに よ り 駆 動 さ れ る 増 殖
を 、 本 質 的 に 完 全 に 阻 害 し た 。 従 っ て 、 PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 、 Ser
119、 Ser130、 Thr132お よ び Ser138は み な 、 PTHrPに よ る VSM細 胞 増 殖 の 刺 激 に 不 可 欠 で あ
る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン が PTHrPを 調 製 で き な い た め に カ ル ボ キ シ 末 端 PTHrP変 異 体 が A-10細
胞 に お い て 増 殖 を 刺 激 で き な い と い う 可 能 性 を 排 除 す る た め に 、 上 記 に 使 用 さ れ た 各 構 築
物 の 三 つ 以 上 の ク ロ ー ン の PTHrPを 調 製 す る 能 力 を 、 細 胞 抽 出 液 お よ び 細 胞 馴 化 培 地 の 両
方 で 試 験 し て 、 三 回 ま た は 四 回 分 析 し た 。 PTHrPは 、 上 述 の PTHrP（ 1-36） 免 疫 放 射 線 分 析
法 に よ り 分 析 さ れ た 。 図 6に 見 ら れ る よ う に 、 使 用 さ れ た 個 々 の 構 築 物 に よ り 、 野 生 型 PTH
rP発 現 細 胞 に お い て 見 ら れ る も の と 同 程 度 に 容 易 に 測 定 で き る PTHrPが 産 生 さ れ （ 点 線 は
ア ッ セ イ 法 の 検 出 限 界 が 0.5 pMで あ る こ と を 表 し て い る ） 、 か つ そ れ ぞ れ 、 ベ ク タ ー で ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 よ り も は る か に 多 く の PTHrPを 生 産 し た 。 馴 化 培 地 お よ び
細 胞 抽 出 液 の 分 析 に よ り 、 全 て が 同 等 の レ ベ ル で 発 現 し て い る こ と が 示 さ れ た の で （ 図 6
） 、 従 っ て 、 カ ル ボ キ シ 末 端 PTHrP変 異 体 が A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 に お い て 増 殖 を 刺 激 で き
な い こ と は 、 構 築 物 の 効 果 が 無 い こ と や 過 少 発 現 に 起 因 し た も の で は な い 。 ま と め る と 、
こ れ ら の 結 果 は 、 PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 の セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン 残 基 が 生 理 的 機 能 を 有
し 、 か つ 、 例 え ば リ ン 酸 化 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン な ど の O-グ リ コ シ ル 化 、 お よ び ア
シ ル 化 な ど の 翻 訳 後 修 飾 、 ま た は そ の 他 の 翻 訳 後 修 飾 の 重 要 な 対 象 で あ る こ と を 、 初 め て
示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
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実 施 例 2 ラ ッ ト の 頚 動 脈 新 生 内 膜 形 成 に 対 す る PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 の 影 響 の イ ン
ビ ボ に お け る 測 定
　 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119
-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-HA、 お よ び A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 ； ま た は
Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-HA、 お よ
び A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど 異 な る PTHrP構
築 物 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 、 ま た は 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、
こ の よ う な PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 構 築 物 を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス に
感 染 し た 、 A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 な ど の 宿 主 細 胞 か ら 単 離 さ れ た PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド
が 、 バ ル ー ン に よ る 血 管 損 傷 ラ ッ ト モ デ ル に 及 ぼ す 影 響 が 試 験 さ れ た 。 例 え ば 、 体 重 450-
600 gの 成 体 雄 性 Sprague-Dawley系 ラ ッ ト を 、 ケ タ ミ ン （ 体 重 1 kgに つ き 150 mg） お よ び
キ シ ラ ジ ン （ 体 重 1 kgに つ き 15 mg） の 腹 腔 注 射 に よ り 麻 酔 す る 。 首 の 切 開 の 後 、 2Fフ ォ
ガ テ ィ ー （ Fogarty） バ ル ー ン カ テ ー テ ル （ Baxter, Irvine, CA） を 、 動 脈 切 開 に よ り 左
総 頚 動 脈 に 挿 入 す る 。 損 傷 を 確 実 に 適 切 で 再 現 可 能 な も の に す る た め 、 較 正 さ れ た 加 圧 装
置 で バ ル ー ン カ テ ー テ ル を 2気 圧 で 5分 間 膨 ら ま せ る 。 バ ル ー ン を 三 回 前 後 に 動 か し た 後 、
取 り 出 す 。 プ ラ ス チ ッ ク 製 の カ テ ー テ ル （ 27 l/2ゲ ー ジ ） を 外 頚 動 脈 切 開 に よ り 導 入 し 、
総 頚 動 脈 を PBSで 洗 浄 し た 後 、 適 切 な 賦 形 剤 の み 、 PTHrPタ ン パ ク 質 （ 体 重 1 kgに つ き 0.00
0001 mgか ら 100,000 mgの タ ン パ ク 質 ） を 含 む 賦 形 剤 、 も し く は カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PTH
rPタ ン パ ク 質 （ 体 重 1 kgに つ き 0.000001 mg か ら 100,000 mgの タ ン パ ク 質 ） を 含 む 賦 形 剤
、 ま た は 、 PTHrPタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 体 重 1 kgに つ き 0.000001 mg
か ら 100,000 mgの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） 、 ま た は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PTHrPタ ン パ ク 質
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 体 重 1 kgに つ き 0.000001 mgか ら 100,000 mgの ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ） を 含 む 賦 形 剤 を 導 入 す る 。 ま た は 、 PTHrP（ 1 pfu/mlか ら 1× 10 1 4  pfu/ml） を
コ ー ド す る 適 切 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 、 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PTHrP（ 1 pfu/m
lか ら 1× 10 1 4  pfu/ml） を 含 む 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス 担 体 を 投 与 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 例 え ば 、 組 み 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス 株 ス ト ッ ク は 解 凍 か ら 2時 間 以 内 に 使 用 す る 。 1 pfu/m
lか ら 1× 10 1 4  pfu/mlの ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 50μ l（ AdLacZま た は AD-カ ル ボ キ シ 末 端 P
THrP変 異 体 ） 、 ま た は DMEMを 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の カ テ ー テ ル を 通 し て 、 損 傷 し た 単 離 さ れ
た 総 頚 動 脈 部 分 に 注 入 す る 。 15分 後 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ま た は DMEMを 吸 引 す る 。 近 接 部 の 外
頚 動 脈 を 結 紮 し 、 総 頚 動 脈 お よ び 内 部 頚 動 脈 を 通 る 血 流 を 回 復 さ せ る 。 バ ル ー ン に よ る 損
傷 の 二 週 間 後 、 対 側 性 の 対 照 群 動 脈 （ 損 傷 も ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 も 受 け て い な い ） 、 お よ
び 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 さ れ て い な い （ DMEM） ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 さ れ た （ Ad-Lac
Zま た は Ad-カ ル ボ キ シ 末 端 PTHrP変 異 体 ） バ ル ー ン に よ る 損 傷 を 負 っ た 動 脈 を 採 取 し 、 4 
℃ で 48時 間 、 4％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 内 に 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク に 包 埋 し 、 切 断
し て （ 5 gm） 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 、 ま た は フ ォ ン ・ ギ ー ゼ ン 法 （ Von Giesen
） の い ず れ か に よ っ て 染 色 し て 内 弾 性 板 お よ び 外 弾 性 板 （ internal and external elasti
c lamina） を 露 呈 す る 。 画 像 を 得 、 NIHイ メ ー ジ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 新 生 内 膜 お よ び 中
膜 の 断 面 積 を 測 定 し 、 面 積 比 を 計 算 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 賦 形 剤 の み を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の
比 率 と 比 較 し た 、 カ ル ボ キ シ 末 端 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受
け た 血 管 に お け る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 減 少 は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PTHrPに 抗 再 狭
窄 効 果 が あ る こ と を 表 し て い る 。 同 様 に 、 賦 形 剤 の み を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け た 血
管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 と 比 較 し た 、 カ ル ボ キ シ 末 端 PTHrP変 異 体 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 与 え ら れ て い る 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お
け る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 減 少 は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PTHrPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に 抗 再 狭 窄 効 果 が あ る こ と を 表 し て い る 。 さ ら に 、 カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PTHrP
を コ ー ド し な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む ウ ィ ル ス 担 体 を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受
け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 と 比 較 し た 、 カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PT
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HrPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む ウ ィ ル ス 担 体 を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を
受 け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 減 少 は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PT
HrPに 抗 再 狭 窄 効 果 が あ る こ と を 表 し て い る 。 処 理 群 の 間 で 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の
比 率 の 違 い を 評 価 す る た め に 、 Student T-テ ス ト が 使 用 さ れ る 。 0.05に 等 し い 、 ま た は そ
れ 以 下 の 「 P」 値 は 有 意 と 見 な さ れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
実 施 例 3 VSM細 胞 に お け る 、 PTHrPに 応 答 し た G 1 /Sへ の 細 胞 周 期 の 変 換 は 、 主 要 G 1 チ ェ ッ ク
ポ イ ン ト 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 で あ る pRbの リ ン 酸 化 に 関 連 し て い る
I.　 概 要
　 研 究 の 初 期 に 、 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 数 お よ び ト リ チ ウ ム 化 し た チ ミ ジ ン の 取 り 込 み 法 （
Massfelder et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94： 13630-635（ 1997） ） に よ っ て 評
価 さ れ た よ う に 、 VSM細 胞 に お け る 野 生 型 PTHrPの 過 剰 発 現 が 、 細 胞 増 殖 の 速 度 を 速 め る こ
と を 実 証 し た 。 さ ら に 、 PTHrPの 分 裂 誘 発 効 果 ま た は 抗 分 裂 誘 発 効 果 は 、 細 胞 か ら 分 泌 さ
れ て 細 胞 へ の 結 合 に よ り PTH/PTHrP受 容 体 を 活 性 化 す る か ど う か 、 ま た は 、 PTHrPが 核 移 行
シ グ ナ ル （ NLS） に よ り 細 胞 核 へ と 方 向 付 け ら れ て そ こ で 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る 分 子 事 象 が
誘 発 さ れ る か ど う か に 依 存 し て い る 。 NLSは PTHrP分 子 の 中 間 領 域 内 の 複 数 塩 基 性 ア ミ ノ 酸
領 域 で あ る 。 こ れ ら の 研 究 の 目 的 は 、 PTHrPの 過 剰 発 現 に よ る 細 胞 周 期 活 性 化 の 基 礎 を 成
す 分 子 メ カ ニ ズ ム を 決 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
II.　 方 法
A.　 組 み 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス
　 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ Invitrogen, Carlsbad, CA） 、 ヒ ト PTHrP（ -36か ら 139） 、 お よ
び NLS欠 失 ヒ ト PTHrPを コ ー ド す る ア デ ノ ウ ィ ル ス が 、 テ キ サ ス 州 ダ ラ ス 市 、 テ キ サ ス 大 学
南 西 医 療 セ ン タ ー （ University of Texas Southwestern in Dallas, TX） の Christopher 
Newgard博 士 に よ っ て 供 与 さ れ た Ad.5構 築 物 を 使 用 し て 、 先 に 報 告 さ れ た よ う に （ Garcia-
Ocana et al., J. Biol. Chem., 278： 343-51（ 2003） ） 調 製 さ れ た （ Becker et al., Me
thods Cell Biol., 43： 161-89（ 1994） ） 。 感 染 多 重 度 （ MOI） は 、 OD 2 6 0 を 使 用 し た 分 光
光 度 法 お よ び プ ラ ー ク 測 定 法 に よ り 決 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
B.　 細 胞 周 期 分 析
　 細 胞 周 期 の 分 布 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 測 定 し た 。 ベ ク タ ー の み で 安 定 に ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 指 数 的 に 増 殖 し て い る A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 で あ る WT-PTHrPま た は
Δ NLS-PTHrPを 、 72時 間 、 血 清 飢 餓 状 態 に 置 い た 。 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 10％  FBS完 全 DMEM
に よ り 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 細 胞 を 採 取 し 、 ト リ プ シ ン 化 し て 、 PBSで
洗 浄 し 、 70％  エ タ ノ ー ル 中 、 4 ℃ で 少 な く と も 一 晩 培 養 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を
行 う 日 に 、 固 定 し た 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 沈 殿 さ せ て 、 50μ g/mlの ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 、 1
00U/mlの RNase Aお よ び 1 g/Lの グ ル コ ー ス を 含 む 染 色 用 PBS溶 液 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 染 色
さ れ た 細 胞 を 、 30 μ mの ナ イ ロ ン 製 の メ ッ シ ュ を 通 し て ろ 過 し 、 DNA内 容 物 を Becton-Dick
insonフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
C.　 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析
　 細 胞 の 抽 出 液 を 調 製 し て 、 標 準 的 な 方 法 に よ り イ モ ビ ロ ン P膜 に イ ム ノ ブ ロ ッ ト し て ト
ラ ン ス フ ァ ー す る 、 7.5％  SDS-PAGEに よ っ て 分 析 し た （ Stuart et al., Am. J. Physiol.
 Endocrinol. Metab., 279： E60-7（ 2000） 。 リ ン 酸 化 さ れ た 形 態 、 お よ び 脱 リ ン 酸 化 さ
れ た 形 態 の 免 疫 反 応 性 の pRbタ ン パ ク 質 測 定 の た め 、 pRbお よ び ppRbの 両 方 を 認 識 す る 、 一
次 抗 pRb抗 体 （ Pharmingen, San Diego, CA） を 使 用 し た 。 免 疫 反 応 性 α -チ ュ ー ブ リ ン 、
免 疫 反 応 性 p27、 お よ び 免 疫 反 応 性 ア ク チ ン の タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 測 定 に は 、 一 次 抗 α -チ
ュ ー ブ リ ン 抗 体 （ Oncogene（ 商 標 ）  Research Products, EMD Bioscience, Inc., San Di
ego, CA, USA） 、 一 次 抗 p27抗 体 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA)、 お よ び 一
次 抗 ア ク チ ン 抗 体 （ Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA） を そ れ ぞ
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れ 使 用 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
D.　 PTHrP免 疫 放 射 線 分 析 法
　 異 な る PTHrP構 築 物 に よ り 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 、 ま た は 異 な る ア デ ノ ウ
ィ ル ス に 感 染 し た A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た PTHrPを 、 PTHrP（ 1-36） に 特 異 的 な
二 つ の 位 置 で の 免 疫 放 射 線 分 析 法 （ IRMA） を 使 用 し て 、 コ ン フ ル エ ン ト で 得 ら れ た 24時 間
馴 化 培 地 中 で 測 定 し た （ Massfelder et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94： 13630-6
35（ 1997） ； De Miguel et al., Endocrinology, 142： 4096-105（ 2001） ） 。 本 ア ッ セ イ
法 の 検 出 限 界 は 0.5 pMで あ る 。 細 胞 抽 出 液 中 の PTHrPの 測 定 の た め 、 細 胞 を 100 mmの 培 養
プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ン フ ル エ ン ト に な っ た ら 、 室 温 で PBSに よ り 細 胞 を 洗
浄 し 、 1 ％  Igepal CA-630（ Sigma, St. Louis, MO） 、 0.5％  デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 0.1％  SDS、 100 μ g/mlの PMSF、 45 μ g/mlの ア プ ロ チ ニ ン 、 お よ び 1 mMの オ ル ト バ ナ
ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む PBS中 に 氷 上 で 再 懸 濁 し た 。 こ れ ら を 1秒 間 ず つ 10回 超 音 波 分 解 し
、 氷 上 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 に 4 ℃ で 10分 間 10,000× gで 遠 心 分 離 し た 。 細
胞 抽 出 液 で あ る 上 清 を 、 上 記 で 説 明 し た PTHrP（ 1-36） IRMAを 使 用 し て 、 PTHrP免 疫 反 応 性
に つ い て 分 析 す る 。 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド 法 に 基 づ い て タ ン パ ク 質 を 測 定 し 、 結 果 を pmol/mg
抽 出 タ ン パ ク 質 と し て 表 す 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
III.　 PTHrPの 過 剰 発 現 は pRbタ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 を 刺 激 し 、 か つ A-10 VSM増 殖 に お け る
血 清 誘 発 性 G1/G0停 止 を 無 効 に す る
　 図 7に 示 さ れ る よ う に （ か つ Hupfeldお よ び Weiss, Am J Physiol Endocrinol Metab 281
： E207-E216（ 2001） に 概 説 さ れ て い る よ う に ） 、 VSMお よ び そ の 他 細 胞 に お け る G1-か ら -
S相 へ の 移 行 は 、 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 （ Rb） の リ ン 酸 化 を 伴 い 、 こ れ に よ り S相 転 写 因
子 で あ る E2Fへ の 阻 害 効 果 が 生 じ 、 よ っ て 有 糸 分 裂 に 必 要 な 初 期 遺 伝 子 の 転 写 が 引 き 起 こ
さ れ る （ Hiebert et al., Genes Dev, 6： 177-18（ 1992） ） 。 G1サ イ ク リ ン （ サ イ ク リ ン
D1、 サ イ ク リ ン E） と 複 合 し た 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ （ CDK2、 CDK4、 お よ び CDK6）
は 、 G1の 間 に Rbを リ ン 酸 化 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 周 期 移 行 の 運 動 事 象 を 開 始 さ せ る 。 サ イ
ク リ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 因 子 （ CKI） は 、 サ イ ク リ ン /CDK複 合 体 の 活 性 を 調 整 し 、 そ の た め G1
相 か ら S相 へ の 進 行 に 重 大 な 影 響 を 与 え る こ と が わ か っ て い る 。 p21Waf1/Cip1お よ び p27Ki
p1を 含 む CKIの Cip/Kipフ ァ ミ リ ー は 、 G1相 に お け る サ イ ク リ ン /CDK複 合 体 の 活 性 を 阻 害 す
る こ と が で き る （ Sherr, Cell 73： 1059-1065（ 1993） ） が 、 こ れ ら の 分 子 に つ い て の 最
近 の 研 究 に よ り 、 こ れ ら が 、 あ る 種 の 条 件 下 で 、 サ イ ク リ ン D依 存 性 お よ び サ イ ク リ ン E依
存 性 の キ ナ ー ゼ の ア セ ン ブ リ に 必 要 と さ れ る こ と が わ か っ て い る （ Cheng et al., EMBO J
 18： 1571-1583（ 1999） ； Donjerkovic et al., Cell Res 10： 1-16（ 2000） ； Weiss et 
al., J Biol Chem 275： 28340（ 2000） ） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 細 胞 周 期 分 析 は 、 図 8Aに 示 さ れ る よ う に 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム に よ る 標 準 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー 解 析 を 使 用 し て 行 わ れ る 。 図 に 示 さ れ て い る よ う に 、 24時 間 の 血 清 飢 餓 状 態 に よ
り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い A-10細 胞 に お い て 本 質 的 に 完 全 な 増 殖 の 停 止 が 起
こ り 、 血 清 を 加 え る こ と に よ り 細 胞 周 期 が 再 開 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 す な わ ち 、 血 清 飢 餓 条 件 下 で 成 長 し た A-10 VSM細 胞 は 、 大 部 分 の 細 胞 が G0で 、 少 数 が S
お よ び G2Mに あ る 状 態 で 、 緩 や か な 速 度 で 増 殖 す る 。 血 清 を 添 加 し た 後 、 A-10細 胞 は 増 殖
を 開 始 し 、 Sお よ び G2Mの 両 方 に あ る 細 胞 の 割 合 が 著 し く 増 加 す る 。 こ れ に 対 し 、 野 生 型 PT
HrPを 過 剰 発 現 す る A-10 VSM細 胞 は 、 血 清 飢 餓 状 態 で も 減 速 せ ず （ 図 8A） 、 血 清 が 十 分 に
あ る A-10 VSM細 胞 よ り も 速 い 速 度 で 増 殖 す る 。 血 清 の 添 加 に よ り 増 殖 の 速 度 が よ り 加 速 さ
れ る こ と は な い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 で あ る 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 （ pRb） は 、 VSM細 胞 増 殖 の 重 要 な 調
整 因 子 で あ る こ と が わ か っ て い る （ Stuart et al., Am J Physiol Endocrinol Metab. 27
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9： E60-7（ 2000） お よ び そ の 参 考 文 献 ） 。 分 裂 誘 発 性 刺 激 に 応 答 し た pRbの リ ン 酸 化 お よ
び 不 活 性 化 に よ り 、 G 1 /S移 行 お よ び 増 殖 が 起 こ る 。 pRbの リ ン 酸 化 の 阻 害 は 、 VSM細 胞 に お
け る 細 胞 周 期 の 停 止 、 お よ び 増 殖 阻 害 の 原 因 と な る 。 さ ら に G 1 進 行 中 の Rbの リ ン 酸 化 は 、
そ の ポ イ ン ト を 超 え る と 細 胞 が DNA合 成 を 始 め る G 1 制 限 ポ イ ン ト を 通 過 す る 移 行 と 同 時 に
起 こ る 。 こ れ ら の 理 由 の た め 、 お よ び 、 pRbの 低 リ ン 酸 化 が 、 細 胞 表 面 受 容 体 と 相 互 作 用
す る 細 胞 外 PTHrP（ 1-36） の 抗 分 裂 誘 発 性 効 果 に 関 係 し て い る た め （ Stuart et al., Am J
 Physiol Endocrinol Metab. 279： E60-7（ 2000） ） 、 核 PTHrP駆 動 性 の VSM細 胞 増 殖 に 応
答 す る pRbの リ ン 酸 化 状 態 が 、 本 研 究 に よ り 決 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 図 8Bに お い て 、 Rbの リ ン 酸 化 は 、 pRb抗 体 （ Pharmingen, San Diego, CA） を 使 用 し て ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 試 験 さ れ た 。 下 部 の パ ネ ル に お い て β チ ュ ー ブ リ ン は 装 填 用 の 対
照 群 と し て 示 さ れ て い る 。 ま た 示 さ れ た よ う に 、 正 常 な A-10細 胞 に お い て 、 血 清 が 枯 渇 し
た 状 態 （ -FBS） で あ る か 血 清 が 十 分 に あ る 状 態 （ +S） で あ る か に 関 わ ら ず 、 pRbの 大 部 分
は 脱 リ ン 酸 化 形 態 で あ っ た 。 こ れ に 対 し て 、 野 生 型 PTHrPを 過 剰 発 現 す る A-10細 胞 は 、 血
清 が 十 分 に あ る 状 態 で 成 長 す る か 血 清 飢 餓 状 態 で 成 長 す る か に 関 わ ら ず 、 ppRbと し て 表 さ
れ る pRbの 構 造 的 リ ン 酸 化 を 示 し た 。 pRbの 高 リ ン 酸 化 に 関 連 し て 、 野 生 型 PTHrPの 過 剰 発
現 が Sお よ び G 2 /Mチ ェ ッ ク ポ イ ン ト に お け る 細 胞 周 期 の 進 行 を 誘 発 す る と い う 観 察 は 、 こ
れ ら の 以 前 の 観 察 と 一 致 し て お り 、 か つ 、 WT-PTHrPを 過 剰 発 現 す る A-10細 胞 へ の [ 3 H]チ ミ
ジ ン 組 み 込 み の 促 進 を 表 す 本 発 明 者 ら の 先 の 結 果 と 一 致 し て い る （ Massfelder et al., P
roc Natl Acad Sci USA 94： 13630-5（ 1997） ） 。 こ れ ら の 研 究 は 、 PTHrPの 核 の 存 在 が pR
bの リ ン 酸 化 の 原 因 と な る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ま た こ れ は 、 PTHrPが 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 サ イ ク リ ン D-cdk4、 pRb、 お よ び E2F経 路
を 介 し て 作 用 す る こ と 、 お よ び こ の 作 用 が 血 清 由 来 増 殖 因 子 に 依 存 し な い こ と を 実 証 し て
い る 。 PTHrPを 過 剰 発 現 す る A-10 VSM細 胞 に お い て 観 察 さ れ た pRbの 構 造 的 リ ン 酸 化 は 、 PT
HrPが 、 例 え ば サ イ ク リ ン D-cdk4経 路 な ど 、 上 流 活 性 因 子 と し て 機 能 す る こ と を 示 唆 し て
い る （ 図 7も 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 図 9Aに 示 さ れ る よ う に 、 対 照 群 A-10 VSM細 胞 は 、 大 部 分 の 細 胞 が G0で 少 数 が Sお よ び G2M
に あ る 状 態 で 、 緩 や か な 速 度 で 増 殖 す る 。 こ れ に 対 し て 、 野 生 型 PTHrPタ ン パ ク 質 を 過 剰
発 現 す る た め に 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た A-10 VSM細 胞 は 、 速 い 速 度 で 増 殖 し 、
Sお よ び G2Mの 両 方 に あ る 細 胞 の 割 合 は 、 対 照 群 の A-10 VSM細 胞 と 比 較 し て 著 し く 増 加 す る
。 核 タ ー ゲ テ ィ ン グ の 消 失 に 伴 い 、 PTHrP NLS欠 失 変 異 体 に よ る A-10 VSM細 胞 の 安 定 な ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 G1/G0で の 細 胞 の ほ ぼ 完 全 な 停 止 の 原 因 と な る 。 実 際 に 、 Sお
よ び G2Mに お け る 細 胞 の 割 合 は 、 対 照 群 の A-10 VSM細 胞 で 観 察 さ れ る Sお よ び G2Mに お け る
細 胞 の 割 合 よ り も 低 い 。 図 9Bに 示 さ れ る よ う に 、 PTHrP NLS欠 失 変 異 体 タ ン パ ク 質 を 過 剰
発 現 す る VSM細 胞 に お い て 見 ら れ る 増 殖 の 停 止 は 、 脱 リ ン 酸 化 形 態 の pRbタ ン パ ク 質 の 存 在
に 関 連 し て い る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 p27kip1タ ン パ ク 質 は 、 G1か ら Sへ の 移 行 を 制 御 す る 中 心 的 な 調 節 分 子 と し て ま す ま す 認
め ら れ て い る （ Stuart et al., Am J Physiol Endocrinol Metab, 279： E60-E67（ 2000）
） 。 正 常 な 細 胞 に お い て 、 p27kip1の レ ベ ル は 細 胞 が 静 止 状 態 と な る の に 伴 っ て 増 加 し 、
細 胞 周 期 の 再 開 に よ り 突 然 減 少 す る （ Toyoshima et al., Cell, 78： 67-74（ 1994） ） 。 p
27kip1の 誘 発 は ま た 、 抗 分 裂 誘 発 性 刺 激 に 応 答 し た 細 胞 周 期 の 停 止 を 調 整 す る と 思 わ れ る
（ Durand et al., Curr Biol 8： 431-440（ 1998） ； Matsuo et al., Oncogene 16： 3337-
3343（ 1998） ； Polyak et al., Genes Dev 8： 9-22（ 1994） ） 。 Katoら （ Cell 79： 487-4
96（ 1994） ） は 、 cAMPが 、 サ イ ク リ ン D1ま た は cdk4の レ ベ ル を 変 更 せ ず に p27kip1を 誘 発
す る こ と に よ り 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 -1に 刺 激 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る G1の 増 殖 停 止
の 原 因 と な る こ と を 最 初 に 明 ら か に し た 。 興 味 深 い こ と に 、 Sheaffら に よ る 研 究 （ Genes 
Dev 11： 1464-1478（ 1997） ） に よ り 、 p27kip1の レ ベ ル が サ イ ク リ ン E-cdk2複 合 体 そ の も
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の に よ っ て 翻 訳 後 に 制 御 さ れ る こ と が 証 明 さ れ た 。 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 サ イ ク リ ン E-
cdk2複 合 体 の 蓄 積 は 、 p27kipの リ ン 酸 化 に よ る 細 胞 周 期 の 進 行 を 促 進 し 、 こ れ に よ り 細 胞
か ら の p27kip1の 除 去 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 A-10 VSM細 胞 に お け る p27kip1の 発 現 に 対 す る 、 野 生 型 PTHrPの 過 剰 発 現 お よ び PTHrP NL
S欠 失 変 異 体 の 影 響 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 試 験 さ れ た （ 図 10） 。 図 10に 示 さ
れ る よ う に 、 A-10 VSM細 胞 は 免 疫 反 応 性 の p27kip1タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 。 A-10 VSM細 胞
に お け る PTHrPタ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 は 、 対 照 群 の A-10細 胞 に お い て 見 ら れ る 免 疫 反 応 性
の p27kip1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 免 疫 反 応 性 の p27kip1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 有
意 に 減 少 さ せ る 。 こ れ に 対 し 、 A-10 VSM細 胞 が PTHrP NLS欠 失 変 異 体 タ ン パ ク 質 を 過 剰 発
現 す る よ う に 操 作 す る こ と に よ り 、 対 照 群 の A-10 VSM細 胞 ま た は 野 生 型 PTHrPタ ン パ ク 質
を 過 剰 発 現 す る A-10 VSM細 胞 の い ず れ か に お い て 見 ら れ る 免 疫 反 応 性 の p27kip1タ ン パ ク
質 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 免 疫 反 応 性 の p27kip1レ ベ ル を 有 意 に 増 加 さ せ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
実 施 例 4 NLS欠 損 PTHrPの ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝 子 の 送 達 は 、 動 脈 の 再 狭 窄 を 阻 害 す る
I.　 概 要
　 上 述 の 如 く 、 本 発 明 者 ら は 、 完 全 な PTHrPが VSM増 殖 の 強 力 な 活 性 因 子 で あ る 一 方 、 NLS
の 欠 如 し た PTHrPに 関 し て は 反 対 の こ と が 言 え る こ と を こ れ ま で に 実 証 し て い る 。 NLSの 欠
如 し た PTHrPは 、 VSM増 殖 の 強 力 な 阻 害 因 子 で あ る （ Massfelder et al., Proc Natl Acad 
Sci USA 94(25)： 13630（ 1997） ； de Miguel et al., Endocrinology 142(9)： 4096（ 200
1） ） 。 以 下 の 研 究 に お い て 、 ラ ッ ト お よ び ブ タ の 血 管 形 成 モ デ ル を 使 用 し て 、 血 管 の 再
狭 窄 な ど の よ う な 平 滑 筋 の 増 殖 に よ り 生 じ る 疾 患 に お け る 、 PTHrP NLS欠 失 変 異 体 の 治 療
的 可 能 性 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
II.　 方 法
A.　 頚 動 脈 血 管 形 成 の ラ ッ ト モ デ ル
　 ケ タ ミ ン （ 体 重 1 kgに つ き 150 mg） お よ び キ シ ラ ジ ン （ 体 重 1 kgに つ き 15 mg） の 腹 腔
内 注 射 に よ り 麻 酔 さ れ た 、 体 重 450 g～ 600 gの 成 体 雄 性 Sprague-Dawley系 ラ ッ ト の 左 総 頚
動 脈 に 、 バ ル ー ン に よ る 損 傷 お よ び ア デ ノ ウ ィ ル ス 感 染 を 行 っ た 。 首 の 切 開 の 後 、 2Fフ ォ
ガ テ ィ ー バ ル ー ン カ テ ー テ ル （ Baxter, Irvine, CA） を 、 動 脈 切 開 に よ り 左 総 頚 動 脈 に 挿
入 し た 。 損 傷 を 確 実 に 適 切 で 再 現 可 能 な も の に す る た め 、 較 正 さ れ た 加 圧 装 置 で バ ル ー ン
カ テ ー テ ル を 2気 圧 で 5分 間 膨 ら ま せ た 。 バ ル ー ン を 三 回 前 後 に 動 か し た 後 、 取 り 出 し た 。
プ ラ ス チ ッ ク 製 の カ テ ー テ ル （ 27 l/2ゲ ー ジ ） を 外 頚 動 脈 切 開 に よ り 導 入 し 、 ア デ ノ ウ ィ
ル ス を 導 入 す る 前 に 総 頚 動 脈 を PBSで 洗 浄 し た 。 組 み 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ス ト ッ ク を 、 解
凍 か ら 2時 間 以 内 に 使 用 し た 。 10 1 0  pfu/mlの ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 50μ l（ AdLacZま た
は AdΔ NLS） ま た は DMEMを 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の カ テ ー テ ル を 通 し て 、 損 傷 し た 単 離 さ れ た
総 頚 動 脈 部 分 に 注 入 し た 。 15分 後 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ま た は DMEMを 吸 引 し た 。 近 接 部 の 外 頚
動 脈 を 結 紮 し 、 総 頚 動 脈 お よ び 内 部 頚 動 脈 を 通 る 血 流 を 回 復 さ せ た 。 バ ル ー ン に よ る 損 傷
の 二 週 間 後 、 対 側 性 （ 右 ） の 対 照 群 の 動 脈 （ 損 傷 も ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 も 受 け て い な い ）
、 お よ び ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 さ れ て い な い （ DMEM） ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 さ れ た （ Ad
-LacZま た は Ad-Δ NLS） 、 バ ル ー ン 損 傷 を 負 っ た （ 左 ） 動 脈 を 採 取 し 、 4 ℃ で 48時 間 、 4％
 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 内 に 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク に 包 埋 し 、 切 断 し て （ 5 μ m） 、
ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 、 ま た は フ ォ ン ・ ギ ー ゼ ン 法 の い ず れ か に よ っ て 染 色 し て
内 弾 性 板 お よ び 外 弾 性 板 を 示 し た 。 画 像 を 得 、 NIHイ メ ー ジ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 新 生 内
膜 お よ び 中 膜 の 断 面 積 を 測 定 し 、 面 積 比 を 計 算 し た 。 Student T-テ ス ト を 使 用 し て 、 処 理
群 で 認 め ら れ た 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 統 計 的 有 意 性 を 評 価 し た 。 0.05に 等 し い 、 ま た は そ れ
以 下 の 「 P」 値 は 有 意 と 見 な さ れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
B.　 ブ タ の 動 脈 損 傷 モ デ ル
　 NLS PTHrP変 異 体 遺 伝 子 （ Ad-Δ NLS） を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ り 、 ま た は レ ポ ー タ ー
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遺 伝 子 （ Ad-LacZ） に よ り 、 国 産 ハ ン プ シ ャ ー （ Hampshire） 種 の ブ タ （ 15 kg） の 腸 骨 動
脈 に 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス を 介 し た 遺 伝 子 移 入 を 行 っ た 。 ケ タ ミ ン （ 体 重 1 kgに つ き 20 mg）
お よ び キ シ ラ ジ ン （ 2 mg/kg） で 鎮 静 さ せ た 後 、 ブ タ に 挿 管 し イ ソ フ ル レ ン /NOで 麻 酔 し た
。 滅 菌 外 科 技 術 に よ り 、 #3フ レ ン チ ・ バ ル ー ン カ テ ー テ ル を 、 内 腸 骨 動 脈 を 通 っ て 腸 骨 動
脈 内 に 挿 入 し 、 2気 圧 ま で 5分 間 膨 ら ま せ た 。 動 脈 部 分 を 5 mLの 生 理 食 塩 水 で 濯 い だ 。 組 み
換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ス ト ッ ク を 、 解 凍 か ら 2時 間 以 内 に 使 用 し た 。 10 1 0  pfu/mlの ア デ ノ ウ
ィ ル ス ベ ク タ ー を 1 ml（ Ad-LacZま た は Ad-Δ NLS） 、 ま た は DMEMを 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の カ
テ ー テ ル を 介 し て 、 損 傷 を 受 け た 、 単 離 さ れ た 腸 骨 動 脈 部 分 に 注 入 し た 。 30分 後 、 ア デ ノ
ウ ィ ル ス ま た は DMEMを 吸 引 し た 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 後 、 カ テ ー テ ル を 除 去 し 、 動 脈 の 流
れ を 回 復 さ せ た 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 の 3週 間 後 に 動 物 を と 殺 し 、 腸 骨 動 脈 の 血 管 形 成 さ
れ た 部 分 を 、 陰 性 正 常 対 照 群 部 分 と し て 使 用 さ れ た よ り 遠 位 の 部 分 と と も に 採 取 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 採 取 し た 血 管 組 織 を 4 ℃ で 48時 間 、 4％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 内 に 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン
ブ ロ ッ ク に 包 埋 し 、 切 断 し （ 5 μ m） 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 、 ま た は フ ォ ン ・
ギ ー ゼ ン 法 の い ず れ か に よ っ て 染 色 し て 、 内 弾 性 板 お よ び 外 弾 性 板 を 示 し た 。 画 像 を 得 、
NIHイ メ ー ジ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 新 生 内 膜 お よ び 中 膜 の 断 面 積 を 測 定 し 、 面 積 比 を 計 算
し た 。 Student T-テ ス ト を 使 用 し て 、 処 理 群 で 認 め ら れ た 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 統 計 的 有 意
性 を 評 価 す る 。 0.05に 等 し い 、 ま た は そ れ 以 下 の 「 P」 値 は 有 意 と 見 な さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
C.　 組 み 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー
　 デ ュ ー ク 大 学 （ Duke University） の Dr. Chris Newgardか ら 入 手 し た 、 Elaお よ び Elbが
欠 失 し た 複 製 不 全 Ad5ア デ ノ ウ ィ ル ス を 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ AdLacZ） 、 野 生 型 PTHrP
（ Ad-WT） 、 ま た は 、 NLS（ AdΔ NLS） 構 築 物 が 欠 失 し た PTHrPを 発 現 す る よ う に 操 作 し 、 こ
れ ら の 研 究 に 使 用 し た 。 Beckerお よ び そ の 共 同 研 究 者 に よ っ て 説 明 さ れ た よ う に （ Becker
 et al., Meth. Cell Biol. 43： 161-89（ 1994） ） 、 三 つ の 複 製 不 全 の 組 み 換 え ア デ ノ ウ
ィ ル ス ベ ク タ ー を 構 築 し 、 増 殖 さ せ 、 か つ 精 製 し た 。 配 列 の 確 認 は 、 DNAシ ー ケ ン シ ン グ
に よ り 行 わ れ た 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 5血 清 型 か ら 調 製 さ れ た も の で 、 E
1お よ び E3領 域 に 欠 失 を 含 ん で お り 、 そ れ に よ り 複 製 不 能 と な っ て い る 。 三 つ の ア デ ノ ウ
ィ ル ス ベ ク タ ー （ Ad） に は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る 、 N
LS配 列 の 欠 失 し た PTHrPを コ ー ド す る ベ ク タ ー (AdΔ NLS)が 含 ま れ る 。 実 験 の 対 照 群 と し て
は 、 cDNA挿 入 が 欠 失 し た ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で あ る AdLacZが 使 用 さ れ る 。 三 番 目 の ア
デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で あ る Ad-WTは 野 生 型 PTHrPを コ ー ド す る 。 ウ ィ ル ス ス ト ッ ク は 0.45
μ mの フ ィ ル タ ー で 滅 菌 さ れ 、 MOI 2500で の A-10 VSM細 胞 の 感 染 に よ り 、 複 製 可 能 な ウ ィ
ル ス の 存 在 が 評 価 さ れ た （ 図 11参 照 ） 。 こ れ ら の 実 験 で 使 用 さ れ た ウ ィ ル ス ス ト ッ ク の な
か で 、 複 製 可 能 な ウ ィ ル ス を 生 じ た も の は な か っ た 。 こ れ ら の ウ ィ ル ス ス ト ッ ク は 、 滴 定
濃 度 10 1 0 ～ 10 1 4 プ ラ ー ク 形 成 ユ ニ ッ ト (pfu)/mlま で 希 釈 さ れ 、 -20 ℃ で 保 存 さ れ て 、 使 用
前 に 氷 上 で 解 凍 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
III.　 NLS欠 損 PTHrPの ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝 子 の 送 達 は 、 ラ ッ ト の 動 脈 損 傷 モ デ ル に お け る
動 脈 の 再 狭 窄 を 阻 害 す る
　 ラ ッ ト の 頚 動 脈 に お い て 、 VSM細 胞 で の PTHrP遺 伝 子 の 発 現 は 、 バ ル ー ン 血 管 形 成 に 応 答
し た 新 生 内 膜 の 形 成 中 に 著 し く 増 加 す る （ Stuart et al., Am J Physiol Endocrinol Met
ab. 279： E60-7（ 2000） ） 。 ヒ ト の 冠 状 動 脈 に お い て 、 冠 状 動 脈 の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化
症 部 位 に あ る VSM細 胞 は PTHrPを 過 剰 発 現 す る （ Nakayama et al., Biochem Biophys Res C
ommun. 200： 1028-35（ 1994） ） 。 Ishikawaら （ Atherosclerosis. 152： 97-105（ 2000）
） は 近 年 、 PTHrP（ 1-34） の 局 所 投 与 が 、 動 脈 損 傷 の あ る ラ ッ ト 腸 骨 動 脈 モ デ ル に お い て
、 非 閉 塞 性 ポ リ エ チ レ ン カ フ に よ っ て 誘 発 さ れ る 内 膜 の 肥 厚 を 阻 害 す る こ と を 実 証 し た 。
こ れ ら の 観 察 は 、 動 脈 壁 内 で 局 所 的 に 産 生 さ れ た PTHrPが 、 損 傷 に 対 す る 動 脈 の 応 答 に お
い て 何 ら か の 役 割 を 果 た し て い る こ と を 暗 示 し て い る が 、 そ の 役 割 が 何 で あ る か は 定 義 し
て い な い 。 NLSの 欠 如 し た PTHrPが VSM増 殖 の 強 力 な 阻 害 因 子 で あ る と い う 本 発 明 者 ら の 先
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の 所 見 は 、 頚 動 脈 の 血 管 形 成 時 に ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ り 動 脈 壁 に 送 達 さ れ た Δ NLS-PTHrP
が 、 新 生 内 膜 過 形 成 の 予 防 に お け る 治 療 効 力 を 有 す る か 否 か と い う 疑 問 を 投 げ か け た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 初 期 の 研 究 が 行 わ れ て 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ AdLacZ） 、 野 生 型 PTHrP（ AdWT） ま た は
NLSの 欠 失 し た PTHrP（ AdΔ NLS） を 発 現 す る ア デ ノ ウ ィ ル ス が 、 培 養 中 の A-10 VSM細 胞 を
効 果 的 に 形 質 導 入 す る こ と が 確 認 さ れ 、 図 11に ま と め ら れ た 。 図 11Aに 示 さ れ る よ う に 、 A
dLacZウ ィ ル ス を 、 感 染 多 重 度 （ MOI） ＝  0、 1250、 ま た は 2500で 、 ラ ッ ト の A-10 VSM培 養
細 胞 に 15分 間 導 入 し 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 48時 間 後 に β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 視 覚 化 し
た 。 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 活 発 な 発 現 が MOI 2500で の A-10 VSM細 胞 の 感 染 と と も に
認 め ら れ た 。 そ の た め 、 三 つ の 全 て の ウ ィ ル ス を MOI 2500で 15分 間 A-10 VSM細 胞 に 導 入 し
、 48時 間 後 に PTHrPの 産 生 を 試 験 し 、 先 に 詳 し く 説 明 さ れ た よ う に （ 図 11B； 実 施 例 1も 参
照 ） 、 PTHrP免 疫 放 射 線 分 析 法 に よ り 定 量 化 し た 。 NLSの 欠 失 は 、 PTHrPの 核 の 侵 入 を 阻 害
す る （ Massfelder et al., Proc Natl Acad Sci USA 94 (25)： 13630（ 1997） ； de Migue
l et al., Endocrinology 142 (9)： 4096（ 2001） ） が 、 ペ プ チ ド の PTHrP（ 1-36） 領 域 の
産 生 、 ま た は 分 泌 は 阻 害 し な い 。 従 っ て 、 こ の 分 析 法 は NLS欠 失 構 築 物 に よ る PTHrPの 産 生
の 測 定 法 と し て 機 能 す る 。 図 11Bに 示 さ れ る よ う に 、 野 生 型 お よ び NLS欠 失 型 の PTHrP両 方
に よ る A-10 VSM細 胞 の 感 染 は 、 こ れ ら の 細 胞 に お け る 可 測 的 な PTHrPの 産 生 を も た ら す 。
す な わ ち 、 AdLacZま た は AdΔ NLSア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 培 養 中 の A-10 VSM細 胞 の 形
質 導 入 に 対 し 有 効 か つ 効 果 的 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 動 脈 の 再 狭 窄 に 対 す る Ad-Δ -NLS-PTHrPの 過 剰 発 現 の 影 響 を イ ン ビ ボ で 評 価 す る た め 、
上 述 の よ う に 、 ラ ッ ト の 標 準 的 な 頚 動 脈 血 管 形 成 再 狭 窄 モ デ ル を 使 用 し た （ 方 法 の 章 を 参
照 さ れ た い ） 。 図 12Bに 示 さ れ る よ う に 、 バ ル ー ン 血 管 形 成 は 、 対 側 性 の 対 照 群 頚 動 脈 （
図 12A） に は 存 在 し な い 、 著 し い 動 脈 再 狭 窄 お よ び 新 生 内 膜 形 成 を 誘 発 す る 。 同 様 に 、 血
管 形 成 と そ の 後 に 続 く AdLacZの 投 与 に よ り 、 同 程 度 の 再 狭 窄 お よ び 新 生 内 膜 形 成 が 起 こ る
（ 図 12C） 。 劇 的 に 対 照 的 に 、 血 管 形 成 と そ れ に 続 く Ad-Δ -NLS-PTHrPア デ ノ ウ ィ ル ス の 投
与 は 、 こ の モ デ ル に お け る 動 脈 の 再 狭 窄 を 本 質 的 に 完 全 に 抑 制 す る （ 図 12D） 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 こ れ ら の 研 究 の 反 復 に よ り 統 計 的 評 価 が 可 能 に な り 、 こ れ を 以 下 の 表 7に ま と め 、 か つ
図 13に グ ラ フ で 表 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*  = p < 0.0025; * *  = p < 0.0001
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 血 管 形 成 の み 、 ま た は 血 管 形 成 と そ れ に 続 く AdLacZに よ る 治 療 は 、 新 生 内 膜 の 著 し い 形
成 の 原 因 と な る 。 こ れ に 対 し て 、 血 管 形 成 と そ れ に 続 く Ad-Δ -NLS-PTHrPに よ る 治 療 は 、
動 脈 の 再 狭 窄 を 本 質 的 に 完 全 に （ 95%） 阻 害 す る 。 総 合 す る と 、 こ れ ら の 研 究 は PTHrP、 特
に NLS欠 失 型 の PTHrPが 動 脈 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 、 移 行 、 お よ び マ ト リ ク ス の 分 泌 に 関 連 し た
疾 患 に お け る 治 療 的 恩 典 を 有 す る こ と を 実 証 し て い る 。 こ の 方 法 を 同 様 に ヒ ト の 冠 状 動 脈
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お よ び 末 梢 動 脈 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 仮 説 の よ う に 、 血 管 形 成 時 の 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 構 築 物 を 使 用 し た Δ NLS-PTHrPの 送 達 は
、 動 脈 損 傷 後 の 新 生 内 膜 の 過 形 成 の 発 生 を 著 し く 抑 制 す る 。 こ の 新 生 内 膜 の 形 成 に 対 す る
抑 制 反 応 は 、 量 的 に は 多 く 、 統 計 的 に 有 意 で 、 復 元 性 も 高 い 。 Ad-lacZウ ィ ル ス の 並 行 投
与 に は 独 立 し た 効 果 が な か っ た た め 、 こ の 効 果 は Δ NLS-PTHrPの み の 属 性 で あ る と 思 わ れ
る 。 重 要 な こ と に 、 血 管 形 成 時 に Δ NLS-PTHrPを 15分 間 送 達 す る 方 法 は 、 血 管 形 成 を 受 け
て い る ヒ ト に お い て も 使 用 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 特 定 の 理 論 に 拘 束 さ れ る わ け で は な い が 、 Ad-Δ NLSが 新 生 内 膜 の 形 成 を 阻 害 す る メ カ ニ
ズ ム に つ い て 、 二 つ の 一 般 的 な 仮 説 が あ る 。 ま ず 、 PTHrPに お け る NLSの 欠 失 に よ り PTHrP
の 核 の 標 的 化 が 阻 害 さ れ 、 そ の た め 細 胞 周 期 を 駆 動 す る 能 力 が 阻 害 さ れ る 。 し か し な が ら
、 上 述 の よ う に 、 Δ NLS-PTHrPの 過 剰 発 現 も ま た PTHrP（ 1-36） の 分 泌 を 増 進 す る 原 因 と な
る 。 上 記 の よ う に 、 VSM細 胞 上 の G結 合 PTH1受 容 体 に 作 用 し て ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ を 刺 激
す る PTHrP（ 1-36） は 、 VSM増 殖 の 強 力 な 阻 害 因 子 で あ る （ Massfelderお よ び Helwig, Endo
crinology. 140： 1507-10（ 1999） ； Clemens et al., Br J Pharmacol. 134： 1113-36（ 2
001） ； Massfelder et al., Proc Natl Acad Sci USA 94： 13630-5（ 1997） ； Stuart et 
al., Am J Physiol Endocrinol Metab. 279： E60-7（ 2000） ） 。 従 っ て 、 こ の 筋 書 き に よ
る と 、 Δ NLS-PTHrPの 過 剰 発 現 に よ り 、 VSM増 殖 へ の 核 PTHrP刺 激 の 除 去 、 お よ び 細 胞 表 面
の PTH1受 容 体 を 介 し た VSM増 殖 の 阻 害 に つ な が る PTHrP（ 1-36） の 分 泌 の 増 進 の 二 つ の 結 果
が も た ら さ れ る 。 理 論 的 に は 、 Δ NLS-PTHrPの 過 剰 発 現 が 優 性 ネ ガ テ ィ ブ な 状 態 で 作 用 し
て い る 場 合 に は 、 二 番 目 の 筋 書 き も 有 効 と な る 。 こ の よ う な 場 合 、 Δ NLS-PTHrPは 内 因 性 P
THrPの 核 へ の 侵 入 を 抑 制 し 、 内 因 性 PTHrPが 細 胞 周 期 の 進 行 を 刺 激 す る の を 阻 害 す る よ う
働 く 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
IV.　 NLS欠 損 PTHrPの ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝 子 送 達 は 、 ブ タ の 動 脈 損 傷 モ デ ル に お け る 動 脈
の 再 狭 窄 を 阻 害 す る
　 動 脈 再 狭 窄 に 対 す る Ad-Δ -NLS-PTHrPの 過 剰 発 現 の 影 響 を イ ン ビ ボ で 評 価 す る た め 、 上
述 の よ う に 、 ブ タ の 腸 骨 動 脈 再 狭 窄 モ デ ル を 使 用 し た （ 方 法 の 章 を 参 照 さ れ た い ） 。 図 14
の 中 央 パ ネ ル に 示 さ れ る よ う に 、 バ ル ー ン 血 管 形 成 は 、 著 し い 動 脈 の 再 狭 窄 お よ び 新 生 内
膜 の 形 成 を 誘 発 す る 。 同 様 に 、 血 管 形 成 と そ の 後 に 続 く AdLaczの 投 与 に よ り 、 同 程 度 の 再
狭 窄 お よ び 新 生 内 膜 形 成 が 起 こ る （ 図 14、 左 パ ネ ル ） 。 劇 的 に 対 照 的 に 、 血 管 形 成 と そ れ
に 続 く AdΔ NLSア デ ノ ウ ィ ル ス の 投 与 は 、 こ の モ デ ル に お け る 動 脈 の 再 狭 窄 を 本 質 的 に 完
全 に 阻 害 す る （ 図 14、 右 パ ネ ル ） 。 実 際 に 、 AdΔ NLSア デ ノ ウ ィ ル ス の 投 与 に よ り 、 AdLac
Z ア デ ノ ウ ィ ル ス （ N/M=0.887） で 治 療 さ れ た 血 管 で 見 ら れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 と の 比 率 と
比 較 し て 、 90%を 上 回 る 新 生 内 膜 と 中 膜 と の 比 率 （ N/M=0.053） の 減 少 が も た ら さ れ る 。 こ
の 研 究 は 、 PTHrP、 特 に NLS欠 失 型 の PTHrPが 動 脈 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 、 移 行 、 お よ び マ ト リ
ク ス の 分 泌 に 関 連 す る 疾 患 に お け る 治 療 的 恩 典 を 有 す る こ と を 実 証 し て い る 。 さ ら に こ れ
ら の 発 見 に よ り 、 ラ ッ ト の 動 脈 損 傷 モ デ ル に お け る 観 察 が 確 認 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
実 施 例 5 ウ サ ギ の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 に 対 す る PTHrP変 異 体 の 影 響 の イ ン ビ ボ 測 定
　 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119
-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 、 お よ び NLS PTH
rP欠 失 変 異 体 ； ま た は Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA、 A1
32-HA、 A133-HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 、 も し く は NLS PTHrP欠 失 変 異 体 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど 異 な る PTHrP構 築 物 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
た 、 ま た は 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 こ の よ う な PTHrP変 異 体 構 築 物 を 含 む ア
デ ノ ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス に 感 染 し た 、 例 え ば A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 な ど の 宿 主 細 胞 か
ら 単 離 さ れ た PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の 、 ウ サ ギ の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 モ デ ル に 対
す る 影 響 に つ い て 、 Simariお よ び そ の 共 同 研 究 者 （ Simari et al., Clin. Invest., 98：
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225-35（ 1996） ） に よ り 説 明 さ れ て い る 要 領 で 試 験 し た 。 概 説 す る と 、 NZWウ サ ギ を ケ タ
ミ ン （ 35 mg/kg 筋 肉 内 投 与 ） お よ び キ シ ラ ジ ン （ 5 mg/kg、 筋 肉 内 投 与 ） で 鎮 静 し 、 挿 管
す る 。 麻 酔 は イ ソ フ ル レ ン に よ り 維 持 す る 。 手 術 の 前 に 、 血 液 化 学 、 血 清 コ レ ス テ ロ ー ル
、 お よ び ト リ グ リ セ リ ド レ ベ ル の 測 定 を 行 う （ Roche Biomedical Laboratories, Nutley,
 NJ） 。 右 大 腿 動 脈 の 外 科 的 露 出 お よ び 動 脈 切 開 を 行 い 、 3-フ レ ン チ ・ フ ォ ガ テ ィ ー バ ル
ー ン カ テ ー テ ル （ Baxter Healthcare Corp., Mundelein, IL） を 総 腸 骨 動 脈 に 挿 入 す る 。
バ ル ー ン を 右 腸 骨 動 脈 で 膨 ら ま せ て 、 三 回 取 り 出 す 。 右 大 腿 動 脈 を 遠 位 で 結 紮 し 、 切 開 を
閉 じ る 。 術 後 、 と 殺 す る ま で 、 ウ サ ギ に 0.5％  コ レ ス テ ロ ー ル お よ び 2.3％  ピ ー ナ ッ ツ 油
を 含 む 高 脂 肪 食 餌 を 与 え る 。 全 て の 動 物 に 、 10 mg/kgの ア ス ピ リ ン を 週 三 回 与 え る 。 剥 離
損 傷 お よ び コ レ ス テ ロ ー ル 給 餌 か ら 3週 間 後 、 二 匹 の ウ サ ギ を と 殺 し 、 腸 骨 動 脈 を 分 析 し
て ア テ ロ ー ム 硬 化 症 病 巣 の 程 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 最 初 の 血 管 損 傷 の 3週 間 後 、 右 腸 骨 動 脈 に 血 管 形 成 の バ ル ー ン 損 傷 を 与 え る 。 血 清 コ レ
ス テ ロ ー ル お よ び ト リ グ リ セ リ ド レ ベ ル を 測 定 す る 。 中 腹 部 を 切 開 し 、 末 梢 大 動 脈 お よ び
総 腸 骨 動 脈 を 単 離 す る 。 腸 骨 動 脈 の 側 枝 を 単 離 し 結 紮 す る 。 末 梢 大 動 脈 切 開 に よ り 2～ 2.7
5 mmの バ ル ー ン 血 管 形 成 カ テ ー テ ル （ SciMed, BSC, Maple Grove, MN） を 右 腸 骨 動 脈 に 挿
入 す る 。 血 管 形 成 バ ル ー ン を 6気 圧 ま で 1分 間 膨 ら ま せ 、 し ぼ ま せ る 。 バ ル ー ン の 膨 張 と 収
縮 を 二 回 繰 り 返 す 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 試 験 薬 に よ る 血 管 の 治 療 を 、 バ ル ー ン カ テ ー テ ル を 損 傷 部 位 の ご く 近 位 の 位 置 ま で 引 き
抜 く こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 動 脈 部 分 を 一 時 的 結 紮 に よ り 単 離 し て 、 5 mlの リ ン 酸 緩 衝 生
理 食 塩 水 で 濯 ぎ 、 そ の 後 、 適 切 な 賦 形 剤 の み 、 ま た は PTHrPタ ン パ ク 質 （ 体 重 1 kgに つ き 0
.000001 mg -100,000 mgの タ ン パ ク 質 ） を 含 む 賦 形 剤 、 ま た は 変 異 体 PTHrPタ ン パ ク 質 （
体 重 1 kgに つ き 0.000001 mg -100,000 mgの タ ン パ ク 質 ） を 含 む 賦 形 剤 ； ま た は PTHrPタ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 体 重 1 kgに つ き 0.000001 mg-100,000 mgの ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ） も し く は 変 異 体 PTHrPタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 体 重 1 kg
に つ き 0.000001 mg-100,000 mgの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） を 含 む 賦 形 剤 を 挿 入 す る 。 ま た は 、
例 え ば PTHrP（ 1 pfu/mlか ら 1× 10 1 4  pfu/ml） ま た は 変 異 体 PTHrP（ 1 pfu/mlか ら 1× 10 1 4  
pfu/ml） を コ ー ド す る 適 切 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ
ル ス 担 体 を 投 与 す る 。 例 え ば 、 組 み 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス 株 は 、 解 凍 か ら 2時 間 以 内 に 使 用
す る 。 1 pfu/mlか ら 1× 10 1 4  pfu/mlの ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 50μ l（ AdLacZま た は Ad-PT
HrP変 異 体 ） 、 ま た は DMEMを 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の カ テ ー テ ル を 通 し て 、 損 傷 し た 単 離 さ れ
た 総 頚 動 脈 部 分 に 注 入 す る 。 15分 後 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ま た は DMEMを 吸 引 す る 。 近 位 外 部 頚
動 脈 を 結 紮 し 、 総 頚 動 脈 お よ び 内 部 頚 動 脈 の 血 流 を 回 復 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 治 療 の 3週 間 後 、 対 側 性 の 対 照 群 の 動 脈 （ 損 傷 も ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 も 受 け て い な い も
の ） 、 お よ び ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 を 受 け て い な い （ DMEM） 、 ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 を
受 け た （ Ad-LacZま た は Ad-PTHrP変 異 体 ） 、 バ ル ー ン に よ る 損 傷 の あ る 動 脈 を 採 取 し 、 こ
れ ら を 4％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 4 ℃ で 48時 間 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク に 包 埋 し 、
切 断 し て （ 5 μ m） 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 、 ま た は フ ォ ン ・ ギ ー ゼ ン 法 の い ず
れ か に よ り 染 色 し て 内 弾 性 板 お よ び 外 弾 性 板 を 表 す 。 画 像 を 得 、 NIHイ メ ー ジ プ ロ グ ラ ム
を 使 用 し て 新 生 内 膜 お よ び 中 膜 の 断 面 図 を 分 析 し 、 面 積 比 を 計 算 す る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 賦 形 剤 の み を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 と
の 比 率 と 比 較 し た 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お
け る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 減 少 は 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド に 抗 再 狭 窄 効 果 が あ る こ
と を 表 し て い る 。 同 様 に 、 賦 形 剤 の み を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お い て 観 察
さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 と の 比 率 と 比 較 し た 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 与 え ら れ て い る 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お け る 新 生 内 膜 と 中 膜 と の 比 率
の 減 少 は 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド に 抗 再 狭 窄 効 果 が あ る こ と を 表 し て い る 。 さ ら に 、
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変 異 体 PTHrPを コ ー ド し な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む ウ ィ ル ス 担 体 を 投 与 さ れ た 血
管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 と 比 較 し た 、 変 異 体 PTHr
Pを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む ウ ィ ル ス 担 体 を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受
け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 減 少 は 、 変 異 体 PTHrPに 抗 再 狭 窄 効
果 が あ る こ と を 表 し て い る 。 処 理 群 の 間 で 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 違 い を 評 価
す る た め に 、 Student T-テ ス ト が 使 用 さ れ る 。 0.05に 等 し い 、 ま た は そ れ 以 下 の 「 P」 値
は 有 意 と 見 な さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
実 施 例 6 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の ウ サ ギ に 対 す る 、 ス テ ン ト に よ り 送 達 さ れ た PTHrP変
異 体 の 影 響 の イ ン ビ ボ 測 定
　 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119
-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 、 お よ び NLS PTH
rP欠 失 変 異 体 ； ま た は Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA、 A1
32-HA、 A133-HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 も し く は NLS PTHrP欠 失 変 異 体 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 異 な る PTHrP構 築 物 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
た 、 ま た は 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 こ の よ う な PTHrP変 異 体 構 築 物 を 含 む ア
デ ノ ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス に 感 染 し た 、 A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 な ど の 宿 主 細 胞 か ら 単 離
さ れ た PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ス テ ン ト に よ り 送 達 さ れ た 、 バ ル ー ン に よ る 血 管 損
傷 モ デ ル の ラ ッ ト に 及 ぼ す 影 響 が 試 験 さ れ る （ Rogers et al., Circulation 91： 2995-30
01（ 1995） ） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 鉄 製 の 網 目 の 檻 に 個 々 に 入 れ 、 ウ サ ギ 固 形 飼 料 と 無 制 限 の 水 を 与 え た 、 体 重 3か ら 4 kg
の ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド シ ロ ウ サ ギ （ Millbrook Farm Breeding Labs） を 、 35 mg/kgの ケ タ ミ
ン （ Aveco Co） の 筋 肉 内 投 与 お よ び 4 mg/kgの ナ ト リ ウ ム ネ ン ブ タ ー ル （ Abbott Laborato
ries） の 静 脈 注 射 に よ り 麻 酔 す る 。 各 大 腿 動 脈 を 露 出 さ せ 結 紮 し て 、 動 脈 切 開 を 通 っ て 腹
大 動 脈 に 逆 行 し 、 三 回 膨 ら ま せ て 取 り 出 さ れ た 3Fバ ル ー ン 塞 栓 摘 除 カ テ ー テ ル （ Baxter H
ealthcare Corp, Edwards Division） に よ っ て 、 腸 骨 動 脈 の 内 皮 細 胞 を 取 り 除 く 。 短 い 縦
ブ リ ッ ジ （ MULTI-LINK, Advanced Cardiovascular Systems） に よ っ て つ な げ ら れ た 一 連
の 波 形 の リ ン グ の 形 状 を し た 、 長 さ 7 mmの ス テ ン レ ス 鉄 製 の ス テ ン ト を 、 3mmの 血 管 形 成
バ ル ー ン （ Advanced Cardiovascular Systems） 上 に 同 軸 に 取 り 付 け 、 動 脈 切 開 に よ り 各
腸 骨 動 脈 に 逆 行 さ せ 、 2気 圧 か ら 10気 圧 ま で 10秒 間 膨 ら ま せ る こ と に よ っ て 広 げ る 。 四 つ
の ス テ ン ト は 、 厚 さ 3 μ mの 25%（ w/v） の プ ル ロ ニ ッ ク F-127ゲ ル 溶 液 （ BASF Wyandotte C
o., Wyandotte, MI, USA） に よ っ て コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 別 の 四 つ の ス テ ン ト は 、 PTHrPタ
ン パ ク 質 （ 体 重 1 kgに つ き 0.000001 mg-100, 000 mgの タ ン パ ク 質 ） を 含 む 賦 形 剤 が 溶 解
し て い る 同 一 の ゲ ル 溶 液 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ま た 別 の 四 つ の ス テ ン ト は 、 変 異 体 PTHrP
タ ン パ ク 質 （ 体 重 1 kgに つ き 0.000001 mg-100, 000 mgの タ ン パ ク 質 ） を ふ く ん だ 賦 形 剤
が 溶 解 し て い る 同 一 の ゲ ル 溶 液 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 。 あ る い は 、 四 つ の ス テ ン ト は
、 厚 さ 3 μ mの 25%（ w/v） の プ ル ロ ニ ッ ク F-127ゲ ル 溶 液 （ BASF Wyandotte Co., Wyandott
e, MI, USA） に よ っ て コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 別 の 四 つ の ス テ ン ト は 、 PTHrPタ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 0.000001 mg/ml-100,000 mg/mlの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） を 含 む
賦 形 剤 が 溶 解 し て い る 同 一 の ゲ ル 溶 液 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ま た 別 の 四 つ の ス テ ン ト は 、
変 異 体 PTHrPタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 0.000001 mg/ml-100,000 mg/ml
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） を 含 む 賦 形 剤 が 溶 解 し て い る 同 一 の ゲ ル 溶 液 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て
い る 。 PTHrP（ 1 pfu/mlか ら 1× 10 1 4  pfu/ml） ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 PTHrP（ 1 pfu/
mlか ら 1× 10 1 4  pfu/ml） を コ ー ド す る 適 切 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む 例 え ば ア デ ノ
ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス 担 体 を 、 ゲ ル 中 に 混 合 す る 。 ス テ ン ト が 入 れ ら れ て お ら ず 、 バ
ル ー ン の 取 り 出 し に よ る 損 傷 の み を 有 す る 四 つ の 腸 骨 動 脈 も ま た 採 取 さ れ 、 組 織 学 的 分 析
の た め に 処 理 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 ウ サ ギ へ の 、 手 術 の 1日 前 か ら 飲 料 水 中 に ア ス ピ リ ン （ Sigma Chemical Co） 0.07 mg/mL
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の 投 与 を 開 始 し て 、 実 験 中 は 1日 の 投 与 量 約 5 mg/kgを 達 成 し 、 手 術 時 に は 標 準 的 な 抗 凝 血
剤 で あ る ヘ パ リ ン （ 100 U/kg、 Elkin-Sinn Inc） を 1回 の 静 脈 注 射 に よ り 与 え る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 バ ル ー ン に よ る 損 傷 の 2週 間 後 、 腸 骨 動 脈 を 採 取 す る 。 ナ ト リ ウ ム ネ ン ブ タ ー ル の 静 脈
注 射 に よ る 深 い 麻 酔 の も と で 、 下 大 静 脈 の 放 血 と 、 そ れ に 続 く 左 心 室 穿 刺 法 に よ る 乳 酸 リ
ン ゲ ル 液 で の 潅 流 を 行 う 。 両 方 の 腸 骨 動 脈 を 切 除 し 、 4％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 4 ℃ で
48時 間 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク に 包 埋 し 、 切 断 し て （ 5 gm） 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び
エ オ シ ン 、 ま た は フ ォ ン ・ ギ ー ゼ ン 法 の い ず れ か に よ り 染 色 し て 内 弾 性 板 お よ び 外 弾 性 板
を 表 す 。 画 像 を 得 、 NIHイ メ ー ジ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 新 生 内 膜 お よ び 中 膜 の 断 面 図 を 分
析 し 、 面 積 比 を 計 算 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ス テ ン ト と 賦 形 剤 を 含 む ゲ ル 、 ま た は ス テ ン ト と ゲ ル の み 、 ま た は ス テ ン ト の み を 投 与
さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 と の 比 率 と 比 較 し た 、
PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ゲ ル で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ス テ ン ト を 投 与 さ れ た 血 管 形
成 術 を 受 け た 血 管 に お け る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 減 少 は 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド に
抗 再 狭 窄 効 果 が あ る こ と を 表 し て い る 。 同 様 に 、 ス テ ン ト と 賦 形 剤 を 含 む ゲ ル 、 ま た は ス
テ ン ト と ゲ ル の み 、 ま た は ス テ ン ト の み を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お い て 観
察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 と の 比 率 と 比 較 し た 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ゲ ル で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ス テ ン ト を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け
た 血 管 に お け る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 減 少 は 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 抗 再 狭 窄 効 果 が あ る こ と を 表 し て い る 。 さ ら に 、 変 異 体 PTHrPポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド し な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む ウ ィ ル ス 担 体 と 混 合 し た ゲ ル で コ ー
テ ィ ン グ さ れ た ス テ ン ト を 投 与 さ れ た 血 管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内
膜 と 中 膜 と の 比 率 と 比 較 し た 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
構 築 物 を 含 む ウ ィ ル ス 担 体 と 混 合 し た ゲ ル で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ス テ ン ト を 投 与 さ れ た 血
管 形 成 術 を 受 け た 血 管 に お い て 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 と の 比 率 の 減 少 は 、 変 異 体 PTHr
Pを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ ィ ル ス 担 体 に 抗 再 狭 窄 効 果 が あ る こ と を 表 し て
い る 。 処 理 群 の 間 で 観 察 さ れ る 新 生 内 膜 と 中 膜 の 比 率 の 違 い を 評 価 す る た め に 、 Student 
T-テ ス ト が 使 用 さ れ る 。 0.05に 等 し い 、 ま た は そ れ 以 下 の 「 P」 値 は 有 意 と 見 な さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
実 施 例 7 SMCMで コ ー テ ィ ン グ さ れ た 装 置 の 調 製
　 以 下 の 実 験 に 使 用 さ れ る 試 薬 お よ び 機 材 に は 、 （ 様 々 な 業 者 か ら 販 売 さ れ て い る 、 例 え
ば 「 Strecker」 ス テ ン ト の よ う な 医 療 用 ス テ ン ト ） お よ び 保 持 用 の 器 材 、 キ ャ ッ プ (プ ラ
ス チ ッ ク 挿 入 タ イ プ )付 き の 20 mlの ガ ラ ス シ ン チ レ ー シ ョ ン 容 器 、 TLCア ト マ イ ザ ー 、 窒
素 ガ ス タ ン ク 、 ガ ラ ス 試 験 管 （ 1 ml以 上 、 各 種 サ イ ズ ） 、 ガ ラ ス ビ ー カ ー (各 種 サ イ ズ )、
パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト 、 ピ ン セ ッ ト 、 ポ リ カ プ ロ ラ ク ト ン (「 PCL」 --分 子 量 10,000か ら 20,0
00； Polysciences)、 SMCM化 合 物 、 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 Δ 112-120、 Δ 12
1-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ
キ シ 末 端 変 異 体 、 お よ び NLS PTHrP欠 失 変 異 体 ； ま た は Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139
、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 も
し く は NLS PTHrP欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 異 な る PTHrP構 築 物 で 安
定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 、 ま た は 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 こ の よ う
な PTHrP変 異 体 構 築 物 を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス に 感 染 し た 、 A-10血 管 平 滑
筋 細 胞 な ど の 宿 主 細 胞 か ら 単 離 さ れ た PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 、 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル （
「 EVA」 --洗 浄 済 み --上 記 参 照 ） ； ポ リ （ DL） 乳 酸 （ 「 PLA」 --分 子 量 15,000か ら 25,000；
Polysciences） 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン （ 「 DCM」 --HPLC用 、 Fisher Scientific） な ど が 含 ま れ
る 。 当 然 の こ と な が ら こ れ ら の 手 順 を 用 い て 、 限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば ス テ ン ト お よ び
カ テ ー テ ル な ど の 多 数 の 異 な る 種 類 の 装 置 の 表 面 を コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
A.　 ス プ レ ー ス テ ン ト 法
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　 3 mmの 波 形 直 径 、 長 さ 約 3 cmの イ ン タ ー リ ー ビ ン グ 金 属 ワ イ ヤ ー ス テ ン ト を 使 用 す る 一
般 的 な 方 法 を 以 下 に 説 明 す る 。 ス テ ン ト の 直 径 が よ り 大 き な 場 合 、 使 用 さ れ る ポ リ マ ー /
薬 剤 溶 液 を よ り 多 量 に す る 。 簡 単 に 言 う と 、 十 分 な 量 の ポ リ マ ー を 20 mlの ガ ラ ス シ ン チ
レ ー シ ョ ン 容 器 に 直 接 測 り 入 れ 、 十 分 な 量 の DCMを 加 え て 2 ％ (w/v)溶 液 を 作 る 。 容 器 に キ
ャ ッ プ を し て 、 ポ リ マ ー を 溶 解 さ せ る た め に 手 で 混 ぜ 合 わ せ る 。 次 に ス テ ン ト を 、 蒸 留 フ
ラ ス コ ス タ ン ド （ retort stand)に ナ イ ロ ン で 結 び つ け 、 垂 直 配 向 に 組 み 立 て る 。 こ の ス
テ ン ト 保 持 器 の 位 置 を ド ラ フ ト の 床 か ら 上 方 に 6～ 12イ ン チ 離 し て 、 適 切 な 支 持 体 （ 例 え
ば 逆 さ ま に お い た 2000 mlの ガ ラ ス ビ ー カ ー ） の 上 に 置 き 、 水 平 方 向 に ス プ レ ー で き る よ
う に す る 。 自 動 ピ ペ ッ ト を 使 用 し 、 適 切 な 量 （ 最 低 5ml） の 2％  ポ リ マ ー 溶 液 を 、 別 々 の 2
0 mlの ガ ラ ス シ ン チ レ ー シ ョ ン 容 器 に 移 す 。 適 切 な 量 の SMCM化 合 物 す な わ ち 、 例 え ば 、 こ
れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA
、 A132-HA、 A133-HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 、 お よ び NLS PTHrP欠 失 変 異 体
； ま た は Δ 112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-
HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 も し く は NLS PTHrP欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド な ど 異 な る PTHrP構 築 物 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 、 ま た は こ の
よ う な PTHrP変 異 体 構 築 物 を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス に 感 染 し た 、 A-10血 管
平 滑 筋 細 胞 な ど の 宿 主 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 、 PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 溶 液 に 加 え 、 手
で 振 っ て 溶 解 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ス プ レ ー の 調 製 の た め 、 容 器 の キ ャ ッ プ を 取 り 除 き 、 TLCア ト マ イ ザ ー の 円 筒 部 分 （ の
み ） を ポ リ マ ー 溶 液 中 に 浸 す 。 ア ト マ イ ザ ー の タ ン ク を こ の 手 順 に 使 用 す る 必 要 が な い こ
と に 注 意 さ れ た い 。 20 mlの ガ ラ ス 容 器 が タ ン ク の 役 割 を 果 た す 。 窒 素 タ ン ク を ア ト マ イ
ザ ー の ガ ス の 注 入 口 に 接 続 す る 。 噴 霧 お よ び ス プ レ ー が 始 ま る ま で 、 圧 力 を 徐 々 に 上 げ る
。 圧 力 を 記 録 し 、 作 業 を 通 し て こ の 圧 力 を 使 用 す る 。 ス テ ン ト を ス プ レ ー す る た め 、 ス プ
レ ー と ス プ レ ー の 間 に 15秒 間 の 乾 燥 時 間 を あ け 、 5秒 間 の 振 動 ス プ レ ー を 施 す 。 5回 ス プ レ
ー を 施 し た 後 、 ス テ ン ト を 90° 回 転 さ せ 、 ス テ ン ト の 次 の 部 分 に ス プ レ ー を す る 。 ス テ ン
ト の 全 て の 面 に ス プ レ ー が 施 さ れ る ま で 、 こ れ を 繰 り 返 す 。 乾 燥 し て い る 間 は 、 ガ ス ラ イ
ン を 指 で つ ま ん で ス プ レ ー の も れ を 防 ぐ 。 ス テ ン ト 上 に 適 切 な 量 の ポ リ マ ー が 堆 積 す る ま
で ス プ レ ー を 続 け る 。 量 は 、 イ ン ビ ボ に お け る 特 定 の ス テ ン ト の 用 途 に 依 存 し う る 。 量 を
決 定 す る た め に は 、 ス プ レ ー を 完 了 し ス テ ン ト を 乾 燥 さ せ た 後 に ス テ ン ト の 重 量 を 測 る 。
最 終 重 量 か ら ス テ ン ト の 元 の 重 量 を 引 く こ と に よ り 、 ス テ ン ト に 塗 布 さ れ た ポ リ マ ー （ お
よ び パ ク リ タ キ セ ル ） の 重 量 が 得 ら れ る 。 コ ー テ ィ ン グ さ れ た ス テ ン ト は 、 密 封 容 器 内 に
保 存 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
B.　 デ ィ ッ ピ ン グ さ れ た ス テ ン ト の 作 製
　 3 mmの 波 形 直 径 、 長 さ 約 3 cmの イ ン タ ー リ ー ビ ン グ 金 属 ワ イ ヤ ー ス テ ン ト を 使 用 す る 一
般 的 な 方 法 を 以 下 に 説 明 す る 。 ス テ ン ト の 直 径 が よ り 大 き い 場 合 、 よ り 大 き な サ イ ズ の 試
験 管 内 で 、 ポ リ マ ー /薬 剤 溶 液 を よ り 多 量 に 使 用 す る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 2 gの EVAを 20mlの ガ ラ ス シ ン チ レ ー シ ョ ン 容 器 に 測 り い れ 、 20 mlの DCMを 加 え る 。 容 器
に キ ャ ッ プ を し 、 2時 間 置 い て 溶 解 さ せ る （ 溶 解 を 助 け る た め 、 頻 繁 に 手 で 振 る ） 。 規 定
の 重 量 の パ ク リ タ キ セ ル を 1 mlの ガ ラ ス 試 験 管 に 直 接 測 り 入 れ 、 0.5 mlの ポ リ マ ー 溶 液 を
加 え る 。 ガ ラ ス パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 、 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い が 、 Δ
112-120、 Δ 121-130、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-HA、 A138-H
A PTHrPカ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 、 お よ び NLS PTHrP欠 失 変 異 体 ； ま た は Δ 112-120、 Δ 121-1
30、 Δ 131-139、 AC-HA、 A119-HA、 A130-HA、 A132-HA、 A133-HA、 A138-HA PTHrPカ ル ボ キ
シ 末 端 変 異 体 、 も し く は NLS PTHrP欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 異 な
る PTHrP構 築 物 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 、 ま た は 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 は さ
れ な い が 、 こ の よ う な PTHrP変 異 体 構 築 物 を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス に 感 染
し た 、 例 え ば A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 な ど の 宿 主 細 胞 か ら 単 離 さ れ た PTHrP変 異 体 ポ リ ペ プ チ
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ド を 、 ポ リ マ ー 溶 液 を 穏 や か に 前 後 に 動 か す こ と に よ っ て 溶 解 さ せ る 。 い っ た ん こ れ ら の
物 質 が 適 切 に 混 合 さ れ る か ま た は 溶 解 さ れ た ら 、 試 験 管 を ほ ぼ 水 平 な 位 置 に 保 持 す る （ ポ
リ マ ー 溶 液 は 粘 着 性 な の で 流 出 し な い ） 。 ピ ン セ ッ ト を 使 っ て ス テ ン ト を 試 験 管 内 の 底 ま
で し っ か り 挿 入 す る 。 試 験 管 の 開 口 部 を 水 平 面 よ り わ ず か 下 ま で 傾 け て ポ リ マ ー を 含 む 溶
液 を 試 験 管 の ほ ぼ 開 口 部 ま で 流 し 、 試 験 管 を 水 平 面 の わ ず か 上 ま で 戻 す 。 試 験 管 内 で ス テ
ン ト を ゆ っ く り 回 転 さ せ な が ら 、 ス テ ン ト を ゆ っ く り 抜 き 取 る （ 約 30秒 ） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ス テ ン ト を 垂 直 な 位 置 に 保 持 し て 乾 燥 さ せ る 。 密 封 孔 が は じ け る こ と が あ る た め 、 ポ リ
マ ー の 連 続 シ ー ト に は 穴 が 開 い て い る 。 こ れ は 前 述 の デ ィ ッ ピ ン グ 法 を 繰 り 返 す こ と に よ
っ て 改 善 さ れ る が 、 こ の 手 順 を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 さ ら に は じ け る 原 因 と な っ た り 、 ポ
リ マ ー の 蓄 積 が 全 体 的 に 不 均 一 と な る こ と も あ る 。 一 般 に 、 ス テ ン ト は 一 度 だ け デ ィ ッ ピ
ン グ し 、 か つ 、 は じ け て 穴 の 開 い て い な い 部 分 を 切 り 取 る こ と が よ い 。 デ ィ ッ ピ ン グ さ れ
た ス テ ン ト は 、 使 用 す る ま で 密 封 容 器 に 保 存 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
同 等 物
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 の 前 述 の 詳 細 な 説 明 か ら 、 独 特 な 生 物 活 性 ペ プ チ ド に つ い て の 説 明
が さ れ て い る こ と が 明 ら か で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 特 定 の 態 様 に つ い て 詳 細 に 開 示 さ れ
て い る が 、 こ れ は 例 示 の み を 目 的 と し た 一 例 で あ り 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 を 限 定 す る こ
と を 意 図 し た も の で は な い 。 特 に 、 本 発 明 者 ら に よ り 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定
義 さ れ る 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 様 々 な 置 換 、 変 更 、 お よ び 改 変
が 本 発 明 に 加 え ら れ る こ と を が 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、 SMCM類 似 体 、 ま た は 投 与 経 路 の 選 択
な ど は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 態 様 に つ い て の 知 識 の あ る 当 業 者 に と っ て は 日 常 的 な 技 術
と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し た 以 下 の 説 明 に よ り 、 さ ら に 理 解 さ れ よ う 。
【 図 １ 】 使 用 さ れ た 、 ヒ ト 野 生 型 （ WT-HA） PTHrPお よ び PTHrP由 来 の 欠 失 変 異 体 の 概 略 図
で あ る 。 野 生 型 PTHrPに は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 核 局 在 配 列 （ NLS） が 含 ま れ て い る 。
ま た そ れ ぞ れ の 構 築 物 に は 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン （ HA） タ グ も 含 ま れ て い る 。 一 番 目 の 構 築 物
の 上 の 数 値 は 、 PTHrPの 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ に お い て 、 お よ び NLSの 場 合 は PTHrPの 核 タ ー
ゲ テ ィ ン グ に お い て 使 用 さ れ る 、 塩 基 性 の ア ミ ノ 酸 群 の 位 置 を 表 す 。
【 図 ２ 】 PTHrP欠 失 変 異 体 が A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 影 響 を 表 す 折 れ 線 グ ラ フ
で あ る 。 そ れ ぞ れ の ク ロ ー ン の 名 称 に 隣 接 し た 「 n」 は 、 各 成 長 曲 線 が 実 行 さ れ た 回 数 を
表 す 。 そ れ ぞ れ の 構 築 物 に 由 来 す る 三 つ の ク ロ ー ン そ れ ぞ れ に つ き 、 成 長 曲 線 は 3～ 4回 実
行 さ れ て い る 。 エ ラ ー バ ー は 標 準 誤 差 を 表 す 。
【 図 ３ 】 PTHrPの カ ル ボ キ シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 概 略 図 で あ る 。 欠 失 用 に 選 択 さ れ
た 各 カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 は 括 弧 に よ っ て 示 さ れ 、 個 々 の ア ミ ノ 酸 は 一 文 字 コ ー ド を 使 用 し
て 表 さ れ て い る 。 太 字 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ser119、 Ser130、 Thr132、 Ser133、 お よ び Ser138
は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン キ ナ ー ゼ II（ CKII） お よ び /ま た は プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C（ PKC） の リ
ン 酸 化 反 応 基 質 を 表 す 。
【 図 ４ 】 ヒ ト 野 生 型 （ WT-HA） PTHrPお よ び PTHrP由 来 ア ラ ニ ン 置 換 変 異 体 の 概 略 図 を 示 す
。 こ こ で 、 Ser119、 Ser130、 Thr132、 Ser133、 お よ び Ser138の そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 は 、 ア
ラ ニ ン （ A） を コ ー ド す る コ ド ン へ と 突 然 変 異 導 入 し た 。 AC-HA構 築 物 （ ア ラ ニ ン の 組 み 合
わ せ ま た は AC） は 、 ア ラ ニ ン に 変 換 さ れ た こ れ ら の 五 つ の ア ミ ノ 酸 の 全 て を 備 え て い る 。
【 図 ５ 】 PTHrPア ラ ニ ン 置 換 変 異 体 が A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 影 響 を 表 す 折 れ
線 グ ラ フ で あ る 。 そ れ ぞ れ の ク ロ ー ン の 名 称 に 隣 接 し た 「 n」 は 、 各 成 長 曲 線 が 実 行 さ れ
た 回 数 を 表 す 。 そ れ ぞ れ の 構 築 物 に 由 来 す る 三 つ の ク ロ ー ン そ れ ぞ れ に つ き 、 成 長 曲 線 は
3～ 4回 実 行 さ れ て い る 。 エ ラ ー バ ー は 標 準 誤 差 を 表 す 。
【 図 ６ 】 選 択 さ れ た PTHrP変 異 体 が 安 定 A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 ク ロ ー ン に お け る PTHrP（ 1-36
） 産 生 に 及 ぼ す 影 響 を 表 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 PTHrP（ 1-36） 産 生 は 、 放 射 免 疫 測 定 に よ り
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検 出 さ れ て 培 地 （ パ ネ ル A） に お け る 免 疫 反 応 性 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル と し て 表 さ れ る か 、
ま た は 総 細 胞 タ ン パ ク 質 1ミ リ グ ラ ム あ た り の 産 生 PTHrP（ 1-36） の ピ コ モ ル で 表 さ れ る （
pM/mgタ ン パ ク 質 ； パ ネ ル B） 。 エ ラ ー バ ー は 標 準 誤 差 を 表 す 。 点 線 は PTHrP（ 1-36） 0.5 p
Mで の 放 射 免 疫 測 定 の 検 出 限 界 を 示 す 。
【 図 ７ 】 -Δ NLS PTHrPを 介 し た 血 管 平 滑 筋 細 胞 増 殖 阻 害 の メ カ ニ ズ ム を 例 証 す る 概 略 図 で
あ る 。
【 図 ８ 】 PTHrP過 剰 発 現 が 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 （ pRb） の リ ン 酸 化 に 及 ぼ す 影 響 を 図 示
し て い る 。 パ ネ ル Aは 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム に よ る 標 準 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 使 用
し た 細 胞 周 期 分 析 を 表 し て お り 、 こ こ で デ ー タ は 、 DNA含 有 量 の 関 数 と し て の 細 胞 数 と し
て 図 示 さ れ て い る 。 パ ネ ル Bは 、 pRb抗 体 （ Pharmingen, San Diego, CA） に よ っ て 検 出 さ
れ た pRbタ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 反 応 を 表 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 パ ネ ル の 下 部 に は
、 充 填 対 照 群 と し て の β チ ュ ー ブ リ ン が 示 さ れ て い る 。
【 図 ９ 】 PTHrP（ NLS） の NLS欠 失 構 築 物 の 過 剰 発 現 が 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 （ pRb） の リ
ン 酸 化 に 及 ぼ す 影 響 を 図 示 し て い る 。 パ ネ ル Aは 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム に よ る 標 準 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 使 用 し た 細 胞 周 期 分 析 を 表 し て お り 、 こ こ で デ ー タ は 、 DNA含 有 量
の 関 数 と し て の 細 胞 数 と し て 図 示 さ れ て い る 。 パ ネ ル Bは 、 pRb抗 体 （ Pharmingen, San Di
ego, CA） に よ っ て 検 出 さ れ た pRbタ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 反 応 を 表 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で
あ る 。 充 填 対 照 群 と し て は 、 β チ ュ ー ブ リ ン が 使 用 さ れ た （ パ ネ ル 下 部 ） 。
【 図 １ ０ 】 PTHrP（ NLS） の NLS欠 失 構 築 物 の 過 剰 発 現 が p27タ ン パ ク 質 の 発 現 に 及 ぼ す 影 響
を 図 示 し て い る 。 免 疫 反 応 性 p27タ ン パ ク 質 の 細 胞 発 現 レ ベ ル は 、 抗 p27抗 体 を 使 用 し た ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 決 定 さ れ た 。 試 料 充 填 の 対 照 群 と し て は 、 ア ク チ ン が 使 用
さ れ た （ パ ネ ル 下 部 ） 。 免 疫 反 応 性 p27タ ン パ ク 質 が 、 対 照 群 の A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 中 に
発 現 す る 。 そ れ に 対 し て 、 A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 （ WT） 中 の 過 剰 発 現 し た 野 生 型 PTHrPは 、
対 照 群 の A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 中 で 認 め ら れ た 免 疫 反 応 性 p27タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 比
較 し て 、 免 疫 反 応 性 p27タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る 。 一 方 、 A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 中 に 過
剰 発 現 し た NLS PTHrPは 、 対 照 群 の A-10血 管 平 滑 筋 細 胞 中 で 認 め ら れ た 免 疫 反 応 性 p27タ ン
パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 、 免 疫 反 応 性 p27タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 さ せ る 。
【 図 １ １ 】 ア デ ノ ウ ィ ル ス を 発 現 す る β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ ad-lacZ） 、 野 生 型 PTHrP（ a
dWT） 、 ま た は NLSが 欠 失 し た PTHrPを 使 用 し た 、 A-10平 滑 筋 細 胞 （ VSM） の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン を 図 示 し て い る 。 デ ュ ー ク 大 学 （ Duke University） の Dr. Chris Newgardの 好 意 に
よ り 提 供 さ れ た 、 Elaお よ び Elbが 欠 失 し た 複 製 不 全 の Ad5ア デ ノ ウ ィ ル ス が 使 用 さ れ た 。
パ ネ ル Aは 、 ad-lacZウ ィ ル ス に よ り そ れ ぞ れ 0（ 左 ） 、 1250（ 中 央 ） ま た は 2500（ 右 ） の
感 染 多 重 度 （ MOI） で 15分 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ラ ッ ト の A-10 VSM培 養 細 胞 と 、
標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て 48時 間 後 に 可 視 化 さ れ た β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 顕 微 鏡 写 真 を 表
す 。 パ ネ ル Bは 、 A-10 VSM細 胞 を 、 そ れ ぞ れ ad-lacZ、 ad-WT、 ま た は 、 PTHrP（ ad-Δ NLS）
ク ロ ー ン の NLS欠 失 構 築 物 を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ り 、 MOI=2500で 15分 間 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た 48時 間 後 に 観 察 さ れ た 、 免 疫 反 応 性 PTHrP（ 1-36） （ IRMA 1-36と し て も 知 ら
れ る ） 産 生 （ pM） の 棒 グ ラ フ で あ る 。 「 n」 の 値 は 、 実 験 が 繰 り 返 さ れ た 回 数 を 示 し 、 エ
ラ ー バ ー は 標 準 誤 差 を 表 す 。 PTHrP IRMAの 検 出 限 界 が 0.5 pMで あ る PTHrP免 疫 放 射 線 分 析
法 を 使 用 し て 、 馴 化 培 地 中 の PTHrPが 評 価 さ れ た 。
【 図 １ ２ 】 血 管 形 成 お よ び PTHrP遺 伝 子 治 療 が ラ ッ ト の 頚 動 脈 新 生 内 膜 形 成 に 及 ぼ す 影 響
を 例 証 す る 顕 微 鏡 写 真 を 表 す 。 頚 動 脈 部 の 血 管 形 成 お よ び そ れ に 続 く 組 織 学 的 分 析 は 、 本
質 的 に D'Andreaお よ び そ の 共 同 研 究 者 （ D'Andrea et al., Biotech. Histochem. 74 (4)
： 172-80（ 1999） ） に よ り 記 載 さ れ た よ う に 行 わ れ た 。 パ ネ ル Aは 、 正 常 な 対 照 群 血 管 を
示 す 。 パ ネ ル Bは 血 管 形 成 の 2週 間 後 の 血 管 を 示 す 。 パ ネ ル Cは 血 管 形 成 の 2週 間 後 に ad-lac
Zに よ り 処 理 さ れ た 血 管 を 示 す 。 パ ネ ル Dは 血 管 形 成 術 の 2週 間 後 に PTHrP（ ad-Δ NLS） の NL
S欠 失 構 築 物 を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ り 処 理 さ れ た 血 管 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 ラ ッ ト の 頚 動 脈 新 生 内 膜 形 成 へ の 、 血 管 形 成 お よ び PTHrP遺 伝 子 治 療 の 影 響 を
図 示 し て い る 。 「 n」 の 値 は 、 実 験 が 繰 り 返 さ れ た 回 数 を 示 し 、 エ ラ ー バ ー は 標 準 誤 差 を
表 す 。 血 管 形 成 術 の 2週 間 後 、 治 療 さ れ た 頚 動 脈 血 管 と 28本 の 対 側 性 の 対 照 群 頸 動 脈 血 管
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を 、 D'Andreaお よ び そ の 共 同 研 究 者 （ D'Andrea et al., Biotech. Histochem. 74 (4)： 1
72-80（ 1999） ） に よ り 記 載 さ れ た よ う に 採 取 し 、 分 析 し た 。 概 説 す る と 、 対 側 性 の 対 照
群 の 動 脈 （ 損 傷 も ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 も 受 け て い な い も の ） 、 お よ び ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理
を 受 け て い な い （ DMEM） 、 ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 （ ad-LacZま た は ad-Δ -NLS） を 受 け
た バ ル ー ン に よ る 損 傷 の あ る 動 脈 を 採 取 し 、 こ れ ら を 4％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 4 ℃ で
48時 間 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク に 包 埋 し 、 切 断 し て （ 5 gm） 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び
エ オ シ ン 、 ま た は フ ォ ン ・ ギ ー ゼ ン 法 の い ず れ か に よ り 染 色 し て 内 弾 性 板 お よ び 外 弾 性 板
を 表 す 。 画 像 を 得 、 NIHイ メ ー ジ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 新 生 内 膜 お よ び 中 膜 の 断 面 図 を 分
析 し 、 面 積 比 を 計 算 す る 。
【 図 １ ４ 】 血 管 形 成 お よ び PTHrP遺 伝 子 治 療 が ブ タ 頚 動 脈 の 新 生 内 膜 形 成 に 及 ぼ す 影 響 を
図 示 し て い る 。 血 管 形 成 の 2週 間 後 、 治 療 さ れ た 頚 動 脈 の 血 管 と 対 側 性 の 対 照 群 の 頚 動 脈
血 管 を 、 D'Andreaお よ び そ の 共 同 研 究 者 （ D'Andrea et al., Biotech. Histochem. 74 (4
)： 172-80（ 1999） ） に よ り 記 載 さ れ た よ う に 採 取 し 、 分 析 し た 。 概 説 す る と 、 対 側 性 の
対 照 群 の 動 脈 （ 損 傷 も ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 も 受 け て い な い も の ） 、 お よ び ア デ ノ ウ ィ ル ス
処 理 を 受 け て い な い （ DMEM） 、 ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 （ ad-LacZま た は ad-Δ -NLS） を
受 け た 、 バ ル ー ン に よ る 損 傷 の あ る 動 脈 を 採 取 し 、 こ れ ら を 4％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中
4 ℃ で 48時 間 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク に 包 埋 し 、 切 断 し て （ 5 gm） 、 ヘ マ ト キ シ リ ン
お よ び エ オ シ ン 、 ま た は フ ォ ン ・ ギ ー ゼ ン 法 の い ず れ か に よ り 染 色 し て 内 弾 性 板 お よ び 外
弾 性 板 を 表 す 。 画 像 を 得 、 NIHイ メ ー ジ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 新 生 内 膜 お よ び 中 膜 の 断 面
図 を 分 析 し 、 面 積 比 を 計 算 す る 。

10

20

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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