
(57)【要約】
　修飾ヌクレオチド若しくは元のヌクレアーゼ内で天然型アミノ酸に対して置換される非
天然型のアミノ酸残基を少なくとも１つ備える複数の修飾ヌクレアーゼを有する抗ウイル
ス性組成物が提供される。また、この組成物の使用方法並びに本組成物を所定量投与する
ためのキットが提供される。

JP 2007-532666 A 2007.11.15



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ を 備 え る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 前 記 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 が 、 非 天 然 型 ア ミ
ノ 酸 残 基 で あ り 、
　 該 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 天 然 型 ア ミ ノ 酸 と 置
換 さ れ 、
　 前 記 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ よ り も 大 き な 加 水 分 解 活 性 を 備 え る こ
と を 特 徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 置 換 さ れ た 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 、 ケ ト ン 側 鎖 基 若 し く は チ オ ー ル 側 鎖 基 を 備 え る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 、 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 若 し く は Ｃ 末 端 に
位 置 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン を 結 合 す る 核 酸 基 質 を 備 え る 配 列 の 適 切 な 位 置 に 前 記 非 天 然 型 ア
ミ ノ 酸 が 位 置 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 置 換 さ れ た 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 多 価 側 鎖 基 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
４ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ と 比 較 し て 、 前 記 核 酸 基 質 に 対 す る 高
い 親 和 性 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 適 切 な 位 置 に 配
さ れ 、
　 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ に 対 す る 結 合 ド メ イ ン を 備
え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 モ ジ ュ レ ー タ が 、 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 阻 害 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
７ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 モ ジ ュ レ ー タ が 、 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス
性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 置 換 さ れ た 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 大 き な 中 性 の 側 鎖 基 若 し く は 電 荷 が 付 加 さ れ
た 側 鎖 基 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ケ ト ン 側 鎖 基 若 し く は 前 記 チ オ ー ル 側 鎖 基 が 、 中 性 の 立 体 障 害 成 分 若 し く は 多 価 成
分 に 共 有 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 中 性 の 立 体 障 害 成 分 が 、 大 き な 有 機 成 分 若 し く は ポ リ マ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ １ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 多 価 成 分 が 、 デ ン ド リ マ ー 、 帯 電 し た 金 の ナ ノ 粒 子 、 多 価 側 鎖 を 備 え る 非 天 然 型 ア
ミ ノ 酸 残 基 、 一 価 側 鎖 を 備 え る 天 然 型 及 び 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 の オ リ ゴ マ ー 、 マ ン ノ ー
ス － ６ － リ ン 酸 残 基 及 び マ ン ノ ー ス － ６ － リ ン 酸 残 基 の オ リ ゴ マ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 前 記 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ と 比 較 し て 、 前 記 モ ジ ュ レ ー タ の 存 在
下 に お け る 核 酸 基 質 に 対 す る 加 水 分 解 活 性 が 大 き い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 又 は １ １
記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 生 体 起 源 の ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記
載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 哺 乳 類 、 両 生 類 、 細 菌 、 昆 虫 及 び 植 物 の 生 体 起 源 の ヌ ク レ ア
ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ SWISS PROT P24855を 参
照 ） 及 び ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ SWISS PROT P00639を 参 照 ） か ら 選 択 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 若 し く は ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の Ｄ Ｎ Ａ 結
合 ド メ イ ン 内 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 前 記 残 基 及 び 位 置 が 、 Arg(R)9又 は G
ln(Q)9、 Glu(E)13、 Thr(T)14、 Ser(S)43、 His(H)44、 Asn(N)74、 Arg(R)111、 Asn(N)170、
Ser(S)206、 Thr(T)207及 び Tyr(Y)211を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 抗 ウ イ
ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 修 飾 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ が 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ よ り も 少 な く と も 約 ３ 倍 大
き な 加 水 分 解 活 性 を 備 え 、
　 前 記 基 質 が 、 二 本 鎖 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル
ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 モ ジ ュ レ ー タ が 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 活 性 の 阻 害 物 質 で あ り 、
　 前 記 モ ジ ュ レ ー タ が 、 Ｇ ア ク チ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 、 １ ７ 乃 至 １ ９ い ず
れ か に 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 、 大 き な 中 性 の 側 鎖 基 或 い は 電 荷 が 付 加 さ れ た 側 鎖 基 を 備 え 、
　 前 記 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 、 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 若 し く は ウ シ デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の Ｇ ア ク チ ン 結 合 ド メ イ ン 内 の 残 基 で あ る と と も に ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｉ 若 し く は ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の Ｇ ア ク チ ン 結 合 ド メ イ ン 内 に 位 置
し 、
　 前 記 残 基 及 び 前 記 位 置 が 、 His(H)44、 Leu(L)45、 Val(V)48、 Gly(G)49、 Leu(L)52、 Asp(
D)53、 Asn(N)56、 His(H)64若 し く は Tyr(Y)65、 Val(V)66、 Val(V)67、 Ser(S)68、 Glu(E)69
、 Ser(S)94、 Tyr(Y)96及 び Ala(A)114か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 又 は ２ ０ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 修 飾 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ と 比 較 し て 、 生 理 学 的 濃 度 の
Ｇ ア ク チ ン の 存 在 下 に お い て 、 少 な く と も 約 １ ０ 倍 高 い 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 加 水 分 解 活
性 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 、 ２ ０ 又 は ２ １ い ず れ か に 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 修 飾 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ が 、 前 記 元 の ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （
Q11RU/E13KU ( 2 + ) /N74KU ( 2 + ) /A114FU ( k e t o ) ） の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 位 置 で の 残 基 に お け る 置
換 に よ り 得 ら れ
　 前 記 RUは 、 非 天 然 型 ホ モ ア ル ギ ニ ン で あ り 、
　 前 記 KU ( 2 + ) は 、 ２ つ の 正 電 荷 で 帯 電 さ れ た 側 鎖 ア ミ ノ 基 を 備 え る 非 天 然 型 リ ジ ン で あ り
、
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　 前 記 FU ( k e t o ) は 、 ケ ト ン 基 を 運 搬 す る 非 天 然 型 p－ ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残
基 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ 、
　 前 記 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 が 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ SWISS 
PROT P07998参 照 ） 、 ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ （ SWISS PROT P00656参 照 ） 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｉ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ 誘 導 体 及 び ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
Ｓ 誘 導 体 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ が モ ジ ュ レ ー タ に 対 す る 結 合 ド メ イ ン を 備 え 、
　 前 記 モ ジ ュ レ ー タ が 、 内 因 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 （ Ｒ Ｉ ） で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 修 飾 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ と 比 較 し て 、 生 理 学 的 濃 度 の 前 記
内 因 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 の 存 在 下 に お い て 、 少 な く と も ３ 倍 以 上 の 大 き さ の 一 本
鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性
組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 、 大 き な 中 性 の 側 鎖 基 或 い は 電 荷 が 付 加 さ れ た 側 鎖 基 を 備 え 、
　 前 記 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 前 記 内 因 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 の
結 合 ド メ イ ン 内 の 残 基 及 び 位 置 で あ り 、
　 該 残 基 及 び 位 置 が 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ の Lys(K)1, Lys(K)7, Gln(Q)11, Asn(N)71, Asp(
E)111及 び Arg(R)85乃 至 Arg(N)94か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ か ら な る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 修 飾 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ が 、 元 の ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ K1FU ( k e t o ) /Q11A/
N71A/E111A） か ら 選 択 さ れ る 位 置 に お け る 置 換 物 を 備 え 、
　 前 記 FU ( k e t o ) が 、 ケ ト ン 基 を 運 搬 す る 非 天 然 型 p－ ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残
基 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 修 飾 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ が 、 置 換 物 を 備 え 、
　 該 置 換 物 が 、 元 の ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ K1FU ( k e t o ) /Q11A） の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 位
置 １ 乃 至 １ ５ を 備 え る ペ プ チ ド 断 片 の 位 置 及 び ア ミ ノ 酸 （ N71A/G89FU ( k e t o ) /E111A内 の 位
置 ２ １ 乃 至 １ ２ ４ を 備 え る 切 り 取 ら れ た Ｓ プ ロ テ イ ン の 位 置 か ら 選 択 さ れ 、
　 前 記 FU ( k e t o ) が 、 ケ ト ン 基 を 運 搬 す る 非 天 然 型 p－ ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残
基 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 抗
ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 分 子 ス カ ホ ー ル ド で あ り 、
　 該 分 子 ス カ ホ ー ル ド が 、 核 酸 基 質 に 対 す る 少 な く と も １ つ の 認 識 ド メ イ ン と 、 核 酸 基 質
の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 に 対 す る 少 な く と も １ つ の 触 媒 ド メ イ ン を 備 え る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 分 子 ス カ ホ ー ル ド が 、 合 成 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 或 い は ペ プ チ ド デ ン ド リ
マ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 合 成 ペ プ チ ド が 、 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ り 、
　 該 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 加 水 分 解 的 に 作 用 す る ア ミ ノ 酸 （ Arg, Asp, Cys, His, 
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Lys, Ser, Tyr及 び Trp） を 備 え 、
　 前 記 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド が 更 に 、 ア ミ ノ 酸 （ Ala, Gly, Leu, Phe） を 備 え る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 ジ ペ プ チ ド 若 し く は ト リ ペ プ チ ド で あ り 、
　 該 ジ ペ プ チ ド 若 し く は ト リ ペ プ チ ド が 、 Ser-His, His-Asp, Cys-His, Ser-His-Asp, Se
r-His-Gly, Ser-His-His及 び His-Phe-Aspか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ３ ３ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド が ヘ ク サ ペ プ チ ド で あ り 、
　 該 ヘ ク サ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 備 え 、
　 該 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Gly-Phe-Ser-Leu-His-Ala (Seq. ID NO:10)、 Phe-Ser-Phe-Leu-His
-Ala（ Seq. ID NO:11） 及 び Ser-Ser-Phe-Leu-His-Ala （ Seq. ID NO:12） か ら 選 択 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 ウ ン デ カ ペ プ チ ド で あ り 、
　 該 ウ ン デ カ ペ プ チ ド が 、 Ser-Gly-Gly-His-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-His-Phe (Seq. ID NO:
14), Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-His-Phe (Seq. ID NO:15), Ser-Gly-Gly-Ar
g-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Phe (SEQ ID NO:16)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 分 子 ス カ ホ ー ル ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、
　 前 記 核 酸 認 識 ド メ イ ン 及 び 前 記 触 媒 ド メ イ ン が 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 単 位 に 埋 設 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 触 媒 ド メ イ ン が 、 特 に 、 加 水 分 解 性 金 属 と 結 合 し 、
　 該 加 水 分 解 性 金 属 が 、 ラ ン タ ニ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス
性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 加 水 分 解 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、
　 該 加 水 分 解 ポ リ ペ プ チ ド が 、 TERRRQQLDKDGDGTIDEREIKIHFQNKRAKIK (SEQ ID NO:4), TER
RRFDKDQNGYIGAADLRHVKIWFQNKRAKIK (SEQ ID NO:5), TERRRFRVFDKDGNGYISAAEKIWFQNKRAKIK
 (SEQ ID NO:6), TRRRRFSLFDKDGDGTITTKEEVWFQNRRMKWK (SEQ ID NO:7)及 び DEKRPRTAFSGEQ
LARLKREFNENRYLTERRRLRVFDKDGNGFISAAEKIWFQNKRAKIKKST (SEQ ID NO:8)か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 分 子 ス カ ホ ー ル ド が 、 多 数 の 付 着 部 位 を 備 え る 高 分 子 担 体 で あ り 、
　 該 高 分 子 担 体 が 、 核 酸 認 識 ド メ イ ン と 触 媒 ド メ イ ン を 備 え 、
　 こ れ ら 核 酸 認 識 ド メ イ ン と 触 媒 ド メ イ ン が 、 高 分 子 担 体 の 別 の 部 位 に 固 定 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 核 酸 認 識 ド メ イ ン が 、 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 及 び ヘ ア
ピ ン ポ リ ア ミ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス
性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 触 媒 ド メ イ ン が 、 金 属 結 合 ペ プ チ ド 又 は 合 成 金 属 複 合 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ４ ０ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 金 属 結 合 ペ プ チ ド が 、 Zn(II)結 合 ペ プ チ ド （ Asp-Pro-Asp-Glu-Leu-Glu-His-Ala-Al
a-Lys-His-Glu-Ala-Ala-Ala-Lys-CONH2  (Seq. ID NO:9)） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
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４ ２ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 合 成 金 属 複 合 体 が 、 ジ セ リ ウ ム 複 合 体 （ Ce 2 (HXTA=5-メ チ ル -2-ヒ ド ロ キ シ -1.3-キ
シ レ ン -a,a-ジ ア ミ ン -N,N,N',N'-四 酢 酸 )） 、 ポ リ ア ル コ ー ル と 大 環 状 リ ガ ン ド の ラ ン タ
ニ ド 複 合 体 、 ポ リ ア ミ ン リ ガ ン ド の Co(III)複 合 体 、 Fe(II)ブ レ オ マ イ シ ン 複 合 体 、 カ ナ
マ イ シ ン と ネ ア ミ ン の Cu(II)複 合 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４
３ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 化 学 式 Nuc-(T b ) r で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 前 記 Nucは 、 少 な く と も １ つ の 標 的 リ ガ ン ド (T b ) r と 共 有 結 合 す る ヌ ク レ ア ー ゼ を 備 え 、
　 前 記 bは 、 前 記 リ ガ ン ド の 種 類 に 関 連 す る １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 rは 、 各 種 の リ ガ ン ド の 量 に 関 係 す る １ 乃 至 ４ の 整 数 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 ウ
イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 化 学 式 Nuc-Hで 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 前 記 Nucは 、 非 極 性 成 分 Ｈ と 共 有 結 合 す る ヌ ク レ ア ー ゼ を 備 え 、
　 前 記 Ｈ は 、 ア ル キ ル 鎖 か ら な る 炭 化 水 素 、 ア リ ル 鎖 か ら な る 炭 化 水 素 、 置 換 さ れ た ア ル
キ ル 鎖 か ら な る 炭 化 水 素 及 び 置 換 さ れ た ア リ ル 鎖 か ら な る 炭 化 水 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 化 学 式 Nuc-H-(T b ) r で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 組 成 物 を 備 え 、
　 該 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 組 成 物 は 更 に 、 少 な く と も １ つ の 標 的 リ ガ ン ド (T b ) r と 共 有 結 合 し
、
　 前 記 bは 、 前 記 リ ガ ン ド の 種 類 に 関 連 す る １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 rは 、 各 種 の リ ガ ン ド の 量 に 関 係 す る １ 乃 至 ４ の 整 数 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 ウ
イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 化 学 式 (Nuc a ) q -P n -Hで 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ 成 分 (Nuc a ) q を 備 え 、
　 前 記 aは 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 種 類 に 関 連 す る １ 乃 至 ３ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 qは 、 各 ヌ ク レ ア ー ゼ の 量 に 関 連 す る １ 乃 至 ５ ０ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 Nucは 、 nユ ニ ッ ト の モ ノ マ Pの ポ リ マ ー P n に 共 有 結 合 し 、
　 前 記 nは １ 乃 至 ２ ０ ０ ０ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 P n は 、 非 極 性 成 分 Hに 共 有 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 化 学 式 (T b ) r -P m -Hで 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 少 な く と も １ つ の 標 的 リ ガ ン ド (T b ) r を 備
え 、
　 前 記 リ ガ ン ド は 、 mユ ニ ッ ト の モ ノ マ Pの ポ リ マ ー P m に 共 有 結 合 し 、
　 前 記 mは 、 １ 乃 至 ２ ０ ０ ０ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 P m は 、 非 極 性 成 分 Hに 共 有 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 化 学 式 (Nuc a ) q  - P n -H- P m  -(T

b ) r で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 組 成 物 を 備 え 、
　 該 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 組 成 物 が 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 組 成 物 に 共 有 結 合 し て な る こ と を 特
徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 化 学 式 [(Nuc a ) q  - P n -H] i -D-[H- P m  -(T

b ) r ] k で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て
、
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　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 請 求 項 ４ ８ 又 は 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の い ず れ か の 組 成 物 を 備 え
、
　 前 記 i及 び kは 、 前 記 組 成 物 の 種 類 そ れ ぞ れ の 量 に 関 係 す る １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ り 、
　 各 組 成 物 は 、 更 に 、 非 極 性 成 分 Hを 介 し て 疎 水 性 コ ア 基 盤 Dに 非 共 有 結 合 し 、
　 前 記 Dは 、 修 飾 さ れ た デ ン ド リ マ ー で あ り 、 長 く 形 成 さ れ た 疎 水 性 コ ア を 備 え る こ と を
特 徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 化 学 式 (Nuc a ) q -P n -H-L

a
( + ) で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、

　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) に 共 有 結 合 し 、
　 該 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) は 、 塩 基 対 合 の 能 力 を 備 え 、
　 前 記 L a ( + ) は 、 そ れ ぞ れ 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) と
混 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 化 学 式 (T b ) r -P m -H-L

b
( + ) で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、

　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 塩 基 対 合 の 能 力 を 備 え る 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る 修
飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L b ( + ) に 共 有 結 合 さ れ 、
　 前 記 L b ( + ) は 、 そ れ ぞ れ 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L b ( - ) と
混 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 化 学 式 [(Nuc a ) q -P n -H-L

a
( + ) ] k -[(L

a
( - ) ) k -D c -(L

b
( - ) ) i ]-[L

b
( + ) -H-P m -(T

b ) r ] i で 表 さ れ
る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 前 記 i及 び kは 、 前 記 組 成 物 の 種 類 そ れ ぞ れ の 量 に 関 係 す る １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 L a ( + ) 及 び L b ( + ) は 、 そ れ ぞ れ 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド L a ( - ) 又 は L b ( - ) と 混 成 し 、
　 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 又 は L b ( - ) は 、 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D c に 共 有 結 合 し 、
　 該 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D c は 、 有 限 数 の 付 着 部 位 を 備 え 、
　 前 記 cは 、 付 着 部 位 の 数 で あ る と と も に ４ 乃 至 ６ ４ の 整 数 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ５ ２ 又 は ５ ３ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 化 学 式 [(Nuc a ) q  - P n -H] k -D s - L

a
( + ) で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、

　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 組 成 物 を 複 数 備 え 、
　 該 複 数 の 組 成 物 は 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D s に 共 有 結 合 し 、
　 該 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D s は 、 有 限 数 の 付 着 部 位 を 備 え 、
　 前 記 sは 、 付 着 部 位 の 数 で あ る と と も に ４ 乃 至 ６ ４ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 D s は 、 更 に 、 塩 基 対 合 の 能 力 を 備 え る 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 修 飾 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) に 共 有 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 化 学 式 [(T b ) r -P m -H] i -D s - L

b
( + ) で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、

　 該 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 組 成 物 を 複 数 備 え 、
　 該 複 数 の 組 成 物 は 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D s に 共 有 結 合 し 、
　 前 記 sは 、 付 着 部 位 の 数 で あ る と と も に ４ 乃 至 ６ ４ の 整 数 で あ り 、
　 前 記 D s は 、 更 に 、 塩 基 対 合 の 能 力 を 備 え る 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 修 飾 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) に 共 有 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 化 学 式 {[(Nuc a ) q  - P n -H] k -D s - L

a
( + ) } j -[L

a
( - ) ] j -D c -[L

b
( - ) ] f -{[ L

b
( + ) -D s  - [H- P n

 -(T b ) q ]} f で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ っ て 、
　 前 記 j及 び 前 記 fは 、 各 成 分 の 量 に 関 連 す る と と も に １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ り 、
　 各 組 成 物 は 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 又 は L b ( - ) に 接 続 し 、
　 こ れ ら 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 又 は L b ( - ) は 、 塩 基 対 合 並 び に こ れ ら に 相 補 的 に 対
応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) 又 は L b ( + ) に 混 成 す る こ と の 能 力 を 備 え る 特 異 な ヌ ク レ オ
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チ ド 配 列 を 備 え 、
　 前 記 L a ( - ) 及 び L b ( - ) は 、 更 に 、 有 限 数 の 付 着 部 位 を 備 え る 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D c に 共
有 結 合 し 、
　 前 記 cは 、 D c の 付 着 部 位 の 数 で あ る と と も に ４ 乃 至 ６ ４ の 整 数 で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ５ ５ 又 は ５ ６ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ Nucが 、 野 生 型 の 未 変 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア
ー ゼ 、 化 学 的 且 つ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 生 体 起 源 の ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ５ 又 は ４ ６ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 ポ リ マ ー が 、 PEG[ポ リ (エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル )]、 PEG-PLA(ポ リ 乳 酸 )、 PEG-PLGA(
ポ リ 乳 酸 グ リ コ ー ル 酸 )及 び PEG-PLLA(ポ リ Ｌ 乳 酸 )、 HPMA[N-(2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル )メ タ
ア ク リ ル ア ミ ド ]コ ポ リ マ ー 及 び PEI[ポ リ (エ チ レ ン イ ミ ン )]か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 ポ リ マ ー が 、 直 線 状 、 分 岐 状 、 叉 状 或 い は 星 型 形 状 の 構 造 を 備 え る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ５ ９ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 少 な く と も １ つ の 加 水 分 解 可 能 な 架 橋 剤 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ 又 は ４ ９
記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D c 又 は D s が デ ン ド リ マ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ５
乃 至 ５ ７ い ず れ か に 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 デ ン ド リ マ ー が 、 ポ リ （ ア ミ ド ア ミ ン ） (PAMAM)、 PAMAM(エ チ レ ン ジ ア ミ ン -EDA)及
び ポ リ （ リ ジ ン ） デ ン ド リ マ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ 記
載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a , b ( + ) 及 び L a , b ( - ) そ れ ぞ れ が 、 Locked Nucleic Aci
ds (LNA)（ 登 録 商 標 ） 、 架 橋 化 核 酸 （ BNA） 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)、 ビ ス ペ プ チ ド 核 酸 （ bi
s-PNA） 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ hypNA） 、 セ リ ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ SerNA
） 、 ヘ ア ピ ン ポ リ ア ミ ド 、 モ ル ホ リ ノ ・ オ リ ゴ 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ PS） オ リ ゴ 及 び ピ
ロ リ ジ ン － ア ミ ド ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ミ ミ ッ ク (POM)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ５ ２ 又 は ５ ３ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 及 び L b ( - ) が 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は そ れ ぞ れ に 対
応 す る 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) 又 は L b ( + ) を 備 え 、
　 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 及 び L b ( - ) が 更 に 、 二 官 能 性 （ bi-functional） 化 学 試 薬 に
結 合 し 、
　 該 化 学 試 薬 は 、 混 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 間 に 、 共 有 結 合 を 形 成 す る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ６ ４ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 二 官 能 性 化 学 試 薬 が 、 不 活 性 な 化 学 基 を 備 え 、 該 化 学 基 が 、 前 記 混 成 さ れ た オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 共 有 結 合 に 対 し て 活 性 化 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 抗 ウ
イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 不 活 発 な 化 学 基 が 、 芳 香 族 の β -ク ロ ロ エ チ ル ・ ア ル キ ル 化 し た 基 を 備 え 、
　 該 芳 香 族 の β -ク ロ ロ エ チ ル ・ ア ル キ ル 化 し た 基 が 、 隣 接 す る ホ ル ミ ル 残 基 に よ り 抑 制
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
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　 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 用 い て 前 記 ホ ル ミ ル 残 基 を 低 減 し て い る 間 に 前 記 芳 香 族 の β
-ク ロ ロ エ チ ル ・ ア ル キ ル 化 し た 基 が 化 学 的 に 活 性 化 し 、 前 記 混 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 間 の 前 記 共 有 結 合 が 形 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組
成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 不 活 発 な 化 学 基 が 、 光 能 動 的 な 架 橋 剤 で あ り 、
　 該 架 橋 剤 が 、 ア ジ ド 、 ソ ラ レ ン 又 は ポ ル フ ィ リ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 不 活 発 な ア ジ ド 架 橋 剤 、 ソ ラ レ ン 架 橋 剤 又 は ポ ル フ ィ リ ン 架 橋 剤 が 更 に 、 光 活 性 化
し 、 前 記 混 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 共 有 結 合 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
６ ９ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 標 的 リ ガ ン ド T b が 、 ウ イ ル ス 性 核 酸 に 対 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 特 異 的 な 結 合 親 和 力
を 有 す る オ リ ゴ マ ー の 群 か ら 選 択 さ れ 、
　 該 群 が 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 、 ビ ス ペ プ チ ド 核 酸 （ bis-PNA） 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ・
ペ プ チ ド 核 酸 （ hypNA） 、 セ リ ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ SerNA） 、 Locked Nucleic Acids (LNA)
（ 登 録 商 標 ） 、 架 橋 化 核 酸 （ BNA） 、 ヘ ア ピ ン ポ リ ア ミ ド 、 モ ル ホ リ ノ ・ オ リ ゴ 、 ホ ス ホ
ロ チ オ エ ー ト （ PS） オ リ ゴ 及 び ピ ロ リ ジ ン － ア ミ ド ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ミ ミ ッ ク (POM)
及 び ジ ン ク フ ィ ン ガ ー の 配 列 を 備 え る オ リ ゴ ペ プ チ ド か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４
６ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 標 的 リ ガ ン ド T b が 、 配 列 特 異 的 な 核 酸 結 合 タ ン パ ク 質 の 群 か ら 形 成 さ れ 、 該 核 酸 結
合 タ ン パ ク 質 が 、 設 計 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ ZFP） 及 び 高 ア ル ギ ニ ン ペ プ
チ ド か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 標 的 リ ガ ン ド T b が 、 膜 透 過 型 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 若 し く は ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 膜 透 過 型 の ペ プ チ ド が 、 塩 基 性 ポ リ (Arg)及 び ポ リ (Lys)ペ プ チ ド 、 ア ル ギ ニ ン 及 び
リ ジ ン 残 基 の 非 天 然 型 類 似 体 を 含 有 す る 塩 基 性 ポ リ (Arg)及 び ポ リ (Lys) ペ プ チ ド 、 遺 伝
子 由 来 の 高 Arg(R)/Lys(K)ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７
３ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 塩 基 性 ポ リ (Arg)ペ プ チ ド が 、 ６ 乃 至 １ ０ の Arg残 基 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ７ ４ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 高 Arg(R)/Lys(K)ペ プ チ ド が 、 YGRKKRPQRRR(HIV TAT4 7 - 5 7 ; SEQ ID NO: 17)、 RQIKI
WFQNRRMKWKK (シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ ア ン テ ナ ペ デ ィ ア (ANTp16); SEQ ID NO 18)、 RRWRRWWR
RWWRRWRR(W/R; SEQ ID NO 19)、 CWK 1 8 (AlkCWK 1 8 ; SEQ ID NO:20)、 K 1 8 WCCWK 1 8 (Di-CWK 1 8 ;
 SEQ ID NO:21)、 WTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL(ト ラ ン ス ポ ー タ ン ; SEQ ID NO 22)、 GLFE
ALEELWEAK(DipaLytic; SEQ ID NO:23)、 K 1 6 GGCRGDMFGCAK 1 6 RGD(K 1 6 RGD; SEQ ID NO: 24)
、 K 1 6 GGCMFGCGG(P1; SEQ ID NO:25)、 K 1 6 ICRRARGDNPDDRCT (P2; SEQ ID NO: 26)、 KKWKMR
RNQFWVKVQRbAK(B)bA (P3; SEQ ID NO 27)、 VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFTRQKYNKRA (P3a; SEQ 
ID NO: 28)、 IGRIDPANGKTKYAPKFQDKATRSNYYGNSPS (P9.3; SEQ ID NO:29)、 KETWWETWWTEWS
QPKKKRKV(Pep-1; SEQ ID NO: 30)、 PLAEIDGIELTY (Plae; SEQ ID NO:31)、 K 1 6 GGPLAEIDGI
ELGA (Kplae; SEQ ID NO:32)、 K 1 6 GGPLAEIDGIELCA (cKplae; SEQ ID NO: 33)、 GALFLGFLG
GAAGSTMGAWSQPKSKRKV (MGP; SEQ ID NO 34)、 WEAK(LAKA) 2 LAKH(LAKA) 2 LKAC (HA2; SEQ ID
 NO: 35)、 (LARL) 6 NHCH 3  (LARL4 6 ; SEQ ID NO 36)、 KLLKLLLKLWLLKLLL(Hel-11-7; SEQ ID
 NO 37)、 (KKKK) 2 GGC (KK; SEQ ID NO: 38)、 (KWKK) 2 GCC (KWK; SEQ ID NO: 39)、 (RWRR)
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2 GGC (RWR; SEQ ID NO: 40)、 PKKKRKV (SV40 NLS7; SEQ ID NO 41)、 PEVKKKRKPEYP (NLS1
2; SEQ ID NO:42)、 TPPKKKRKVEDP (NLS12a; SEQ ID NO:43)、 GGGGPKKKRKVGG (SV40 NLS13
; SEQ ID NO 44)、 GGGFSTSLRARKA (AV NLS13; SEQ ID NO: 45)、 CKKKKKKSEDEYPYVPN (AV 
RME NLS 17; SEQ ID NO: 46)、 CKKKKKKKSEDEYPYVPNFSTSLRARKA (AV FP NLS28; SEQ ID NO
 47)、 LVRKKRKTEEESPLKDKDAKKSKQE (SV40 N1 NLS24; SEQ ID NO:48)及 び K 9 K 2 K 4 K 8 GGK 5 (Lo
ligmer; SEQ ID NO: 49)か ら な る ペ プ チ ド の 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７
４ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 膜 透 過 型 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 HSV-1テ グ メ ン ト タ ン パ ク 質 VP22、 核 外 輸 送 シ グ ナ ル (
NES)と 融 合 し た HSV-1テ グ メ ン ト タ ン パ ク 質 VP22r、 大 腸 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン の Ｂ － サ ブ ユ
ニ ッ ト EtxB (H57S)、 非 毒 化 さ れ た エ キ ソ ト キ シ ン A (ETA)及 び こ れ ら の 類 似 体 か ら な る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 標 的 リ ガ ン ド T b が 、 ウ イ ル ス 性 宿 主 細 胞 （ T-CSR） の 宿 主 細 胞 (T-CSR)に よ り 発 現 さ
れ た 宿 主 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ CSR） の リ ガ ン ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 T-CSRが 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド ・ デ キ サ メ タ ゾ ン 及 び そ の 他 物 質 を 備 え る ス テ ロ イ
ド 誘 導 体 の 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 T-CSRが 、 ヘ パ ラ ン 硫 酸 レ セ プ タ ー 結 合 ペ プ チ ド HPV31 L1 Gta: GYRARPKFKAGKR (SE
Q ID NO:53)、 HPV 45 L1 Ctb: RPAKRVRIRSKK (SEQ ID NO: 54)、 hpv-16l1 Cta: SSTSTTAK
RKKRKL (SEQ ID NO: 55)、 HPV-16 L2 Ct: MLRKRRKRL (SEQ ID NO:56)、 HPV-16 L2 Nt: MR
HKRSAKRTKRA (SEQ ID NO:57)の 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス 性 の 核 カ プ シ ド タ ン パ ク 質 か ら
由 来 す る ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 T-CSRが 、 Tペ プ チ ド : ASTTTNYT (SEQ ID NO:1)及 び D-Ala-T-ペ プ チ ド -ア ミ ド (DAPT
A)か ら な る ウ イ ル ス 性 の 外 膜 タ ン パ ク 質 由 来 の 合 成 ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 前 記 T-CSRが 、 葉 酸 誘 導 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成
物 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 前 記 T-CSRが 、 更 に 、 リ ガ ン ド 宿 主 レ セ プ タ ー を 備 え 、
　 該 リ ガ ン ド 宿 主 レ セ プ タ ー が 、 単 糖 類 ： Ｄ － マ ン ノ ー ス 、 Ｄ － グ ル コ ー ス 、 Ｌ － ガ ラ ク
ト ー ス 、 Ｌ － フ コ ー ス （ 6-デ オ キ シ ガ ラ ク ト ー ス ） 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 Ｎ － ア
セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ シ ア ル 酸 ） 及 び Ｎ － ア セ チ ル ム ラ ミ
ン 酸 、 Ｄ － マ ン ノ ー ス － ６ － リ ン 酸 塩 の よ う な 炭 素 ６ 部 位 を 占 め る Ｌ － フ コ ー ス 及 び Ｄ －
マ ン ノ ー ス の 誘 導 体 、 Ｌ － フ コ シ ル － ラ ク ト ー ス 、 Ｄ － マ ン ニ ト ー ル 、 マ ン ナ ン 及 び こ れ
ら の 類 似 体 の 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 前 記 標 的 リ ガ ン ド T b が 、 CSR誘 導 体 で あ り 、
　 該 CSR誘 導 体 が 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 細 胞 の メ ン ブ レ ン 上 に 発 現 し た ウ イ ル ス 性 の 糖 タ ン
パ ク 質 に 対 す る 結 合 親 和 力 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成
物 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 CSR誘 導 体 が 、 CD4又 は CD8又 は 他 の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ８ ４ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 CSR誘 導 体 が 、 CXCR4又 は CCR5又 は 他 の ケ モ カ イ ン レ セ プ タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-532666 A 2007.11.15



る 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 前 記 標 的 リ ガ ン ド T b が 、 プ レ ニ ル 化 標 的 シ ス テ イ ン の 阻 害 物 質 で あ り 、
　 前 記 プ レ ニ ル 化 標 的 シ ス テ イ ン が 、 ウ イ ル ス 性 タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 近 傍 に CX 1 X 2 X 3 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
前 記 プ レ ニ ル 化 阻 害 物 質 が 偽 ペ プ チ ド を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 抗 ウ イ
ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 薬 剤 と し て 使 用 可 能 な 緩 衝 剤 を 更 に 備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ４ ５ い ず れ か
に 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 野 生 型 出 芽 ウ イ ル ス 、 自 然 に 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス 及 び 抗 ウ イ ル ス 療 法 の 過 程 で 発
生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ウ イ ル ス 性 因 子 と の
感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 被 験 者 内 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 予 防 及 び 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ を 投 与 す る 段 階 を 備 え 、
　 該 ヌ ク レ ア ー ゼ が 野 生 型 ウ シ 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 若 し く は 野 生 型 ウ シ 膵 臓
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ で な い こ と を 条 件 と し て 、 該 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 前 記 ウ イ ル ス 性 因 子 の
ビ リ オ ン 内 で 発 見 さ れ る よ う な ウ イ ル ス 性 の 核 酸 の 遺 伝 子 形 態 に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る
加 水 分 解 活 性 を 備 え る ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 野 生 型 出 芽 ウ イ ル ス 、 自 然 に 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス 及 び 抗 ウ イ ル ス 療 法 の 過 程 で 発
生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ウ イ ル ス 性 因 子 と の
感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 被 験 者 内 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 予 防 及 び 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 は 、 複 数 の ヌ ク レ ア ー ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 投 与
す る 段 階 を 備 え 、
　 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 、 前
記 ウ イ ル ス 性 因 子 の ビ リ オ ン 内 で 発 見 さ れ る よ う な ウ イ ル ス 性 の 核 酸 の 遺 伝 子 形 態 に 対 し
て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 野 生 型 出 芽 ウ イ ル ス 、 自 然 に 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス 及 び 抗 ウ イ ル ス 療 法 の 過 程 で 発
生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ウ イ ル ス 性 因 子 と の
感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 被 験 者 内 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 予 防 及 び 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 は 、 少 な く と も １ つ の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗
ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 を 備 え 、
　 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 前 記 ウ イ ル ス 性 因 子 の ラ イ フ サ イ ク ル 内 で 発 見 さ れ る よ う な ウ イ ル ス
性 核 酸 の 少 な く と も １ つ の 複 製 中 間 体 の 形 態 に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備
え る 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 ウ イ ル ス 性 疾 患 を 治 療 す る た め に 投 与 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る ウ イ ル ス 耐 性 の 増 大
を 防 止 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 は 、 複 数 の ヌ ク レ ア ー ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 投 与
す る 段 階 を 備 え 、
　 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 、 前
記 ウ イ ル ス 性 因 子 の ビ リ オ ン 内 で 発 見 さ れ る よ う な ウ イ ル ス 性 の 核 酸 の 遺 伝 子 形 態 に 対 し
て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 酵 素 で あ り 、
　 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 、 前
記 ウ イ ル ス 性 因 子 の ラ イ フ サ イ ク ル 内 で 発 見 さ れ る よ う な ウ イ ル ス 性 核 酸 の 少 な く と も １
つ の 複 製 中 間 体 の 形 態 に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 酵 素 で あ る こ と を
特 徴 と す る 方 法 。
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【 請 求 項 ９ ４ 】
　 被 験 者 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 治 療 す る と と も に 治 療 の た め 投 与 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ 以 外 の
抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 に 対 す る ウ イ ル ス 耐 性 の 増 大 を 防 止 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 が 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 組 成 物 と と も に 抗 ウ
イ ル ス 性 薬 剤 を 投 与 す る 段 階 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 ウ イ ル ス 感 染 が 要 因 と な っ て 生 じ た 被 験 者 の 非 ウ イ ル ス 性 疾 患 を 予 防 並 び に 治 療 す る 方
法 で あ っ て 、
　 該 方 法 が 、 少 な く と も １ つ の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ
由 来 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 非 ウ イ ル ス 性 疾 患 に 対 抗 す る 治 療 薬 を 投 与 す る 段 階 を 備 え る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 前 記 抗 ウ イ ル ス 性 治 療 剤 が 、 ウ イ ル ス 侵 入 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス 集 合 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス 性 Ｄ
Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス 性 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス 性 プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス 性 イ ン テ グ ラ ー ゼ 阻 害 剤 及 び ウ イ ル ス 排 出 の 阻 害 剤 か ら な る 抗 ウ イ
ル ス 性 組 成 物 の 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 組 成 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
９ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 非 ウ イ ル ス 性 の 疾 患 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 多 発 性 硬 化 症 （ Ｍ Ｓ ） 及
び 加 齢 に よ る 認 知 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 神 経 変 性 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ９ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 前 記 疾 患 が 、 複 数 の ウ イ ル ス 性 因 子 に よ り 引 き 起 こ さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ０
乃 至 ９ ５ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 前 記 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 人 、 動 物 、 バ ク テ リ ア 、 植 物 及 び 人 工 由 来 の 野 生 型
ヌ ク レ ア ー ゼ 、 人 、 動 物 、 バ ク テ リ ア 、 植 物 及 び 人 工 由 来 の 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ の 遺 伝 子
工 学 的 に 作 り 出 さ れ た 一 般 若 し く は 特 殊 変 異 体 及 び 人 、 動 物 、 バ ク テ リ ア 、 植 物 及 び 人 工
由 来 の 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ の 化 学 的 及 び 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 一 般 的 若 し く は 特 殊 変 異 体 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ０ 乃 至 ９ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 前 記 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｉ 及 び Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 若 し く は 一 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス そ れ ぞ れ で あ り 、
　 前 記 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ
ル ー プ Ｉ Ｉ の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク
レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ０ 乃 至 ９ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 ウ イ ル ス 性 因 子 が そ れ ぞ れ グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｖ 及 び Ｖ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 （ ＋ ）
Ｒ Ｎ Ａ 若 し く は 一 本 鎖 （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ り 、
　 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、
グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ
及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ９ ０ 乃 至 ９ ５ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 前 記 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 逆 転 写 酵 素 （ Ｒ Ｔ ） を 有 す る s/s(+)RNAウ イ ル
ス で あ り 、
　 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ
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ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び
グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９
０ 乃 至 ９ ５ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 前 記 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 逆 転 写 酵 素 （ Ｒ Ｔ ） を 有 す る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス で あ り 、
　 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ
ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ
ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ０ 乃 至 ９ ５ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 前 記 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の 一 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 逆 転 写 酵 素 を 有 す る ss(+)RNAウ イ ル ス 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ
の 逆 転 写 酵 素 を 有 す る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 複 数 の ウ イ ル ス で
あ り 、
　 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ
ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び
グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ０ 乃 至 ９ ５
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 前 記 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ss(+)RNA、 グ
ル ー プ Ｖ の ss(-)RNAウ イ ル ス 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 逆 転 写 酵 素 を 有 す る ss(+)RNA及 び グ ル ー プ
Ｖ Ｉ Ｉ の 逆 転 写 酵 素 を 有 す る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ 、
　 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、
グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク
レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ０ 乃 至 ９ ５ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 化 学 的 及 び 遺 伝 的 に 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ を 構 成 す る 新 し い 組 成 物 に 関 す る 。 こ の
修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ウ イ ル ス 複 製 周 期 中 に 存 在 す る ウ イ ル ス 核 酸 を 分 裂 さ せ る こ と を 目
的 と す る も の で あ る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 加 水 分 解 特 性 の 利 用 方 法 に 関 す る
。 こ の ヌ ク レ ア ー ゼ の 加 水 分 解 特 性 は 人 間 、 動 物 及 び 植 物 の ウ イ ル ス に 起 因 す る 病 気 の 予
防 及 び 治 療 に 用 い ら れ る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ウ イ ル ス 性 疾 患 を 引 き 起 こ し か ね な い 現 存 の 及 び 新 生 の 生 命 の 予 防 並 び に 治 療 の た め の
安 全 で 有 効 な 抗 ウ イ ル ス 薬 に 対 す る 必 要 性 が 高 ま っ て い る 。 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ
は バ ク テ リ ア ウ イ ル ス 、 ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 及 び ア デ ノ ウ イ ル
ス に 感 染 し た 細 胞 内 に あ る 二 本 鎖 ウ イ ル ス DNAの 合 成 及 び 複 製 を 阻 害 す る 。 デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ Iは 、 ゲ ノ ム 細 胞 DNAの 合 成 と 処 理 細 胞 の 統 合 に は 影 響 を 及 ぼ さ な い （ Trukha
chev and Salganik, Virology 33, 552, 1967; Salganik et al., Dokl. Akad. Nauk SSS
R (Proc. USSR Acad. Sci.） 180: 1473-1476, 1968; Lapik, et al., Pharmac. Toxicol.
 2: 210, 1970; Salganik., Current Trends in Life Sciences, 12: 115-119, 1984)。
ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aは 、 ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る こ と が 証 明 さ れ て き た 。 こ の
ウ イ ル ス の 複 製 は イ ン フ ル エ ン ザ 、 ダ ニ 媒 介 脳 炎 と ポ リ オ 及 び ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 内
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に お い て 行 わ れ る （ LeClerc, Nature 177:578-579(1956); Salganik, Crrent Trends in 
Life Sciences, 12: 115-123, 1984） 。 抗 ヒ ト ヘ ル ペ ス 及 び 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス の 野 生 型 ウ
シ 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I並 び に 抗 ダ ニ 媒 介 脳 炎 及 び 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
の ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの 治 療 効 果 が 臨 床 実 験 に お い て 実 証 さ れ た 。 （ Salganik et
 al., Nature 214, 100, 1967; Gutarov et al., Zhurn. Nevropath. Psychiatry. 11, 7
5-78, 1976; Glukhov et al., Arch. Neurol. 33: 598-603, 1976） 。 二 本 鎖 パ ル ボ ウ イ
ル ス に 抗 す る 性 質 を 持 つ ウ シ 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 両 方 の ウ イ ル ス に 感 染 し た
犬 の 治 療 に お い て 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ て き た 。 こ の 二 本 鎖 DNAパ ル ボ ウ イ ル ス は 一
本 鎖 リ ボ 核 酸 パ ラ 混 合 ウ イ ル ス に 抗 す る 性 質 を 持 つ ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ と 結 合 し て
い る 。 （ 米 国 特 許 第 5,484,589号 　 権 利 者 ： Salganik）
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ノ ー ザ ン レ オ パ ー ド フ ロ ッ グ （ ヒ ョ ウ ガ エ ル ） の 卵 母 細 胞 及 び 胚 子 か ら 単 離 さ れ た 細 胞
障 害 性 オ ン コ ナ ー ゼ （ 登 録 商 標 ） な ど の 特 定 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 並 び に ウ シ 種 子 の リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ A（ BSリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ） も ま た 細 胞 培 養 内 の HIV－ Iの 複 製 を 中 程 度 に 阻 害 し
て い る こ と が 示 さ れ て き た 。 （ Youle, et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA 91, No. 13:
6012-6016, 1994; Saxena, et al. J. Biol. Chem. 271: 20783-20788, 1996; Huang, et
 al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:2678-2681, 1999）
【 ０ ０ ０ ４ 】
野 生 型 ウ シ 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び 野 生 型 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの 抗 ウ
イ ル ス 特 性 に 関 す る こ れ ら の 研 究 は 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ の 短 所 に は 焦 点 を あ て て い な い 。
こ の 短 所 と は 例 え ば 内 因 性 の タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 高 い 脆 弱 性 、 低 い 細 胞 取 込 み 率 、 短
い 半 減 期 な ど の こ と で あ る 。 さ ら に は 、 こ れ ら の 研 究 は 抗 ウ イ ル ス 治 療 法 の 主 要 な 問 題 点
に は 焦 点 を あ て て い な い 。 こ の 問 題 点 と は 、 例 え ば ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 治 療 中 に お け る ウ
イ ル ス へ の 抵 抗 力 向 上 の 可 能 性 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ５ ,４ ８ ４ ,５ ８ ９ 号
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 抗 ウ イ ル ス 核 酸 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び 抗 ウ イ ル ス 核 酸 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの 加
水 分 解 特 性 利 用 に 対 す る 初 期 の 取 り 組 み は 、 感 染 細 胞 内 の 二 本 鎖 ウ イ ル ス ゲ ノ ム DNAあ る
い は 一 本 鎖 ウ イ ル ス ゲ ノ ム RNAを 対 象 と す る こ と に 限 定 さ れ て い た 。 し か し な が ら 対 象 と
さ れ た ウ イ ル ス の 複 製 周 期 の 過 程 に お い て 出 現 す る 中 間 体 の ウ イ ル ス 核 酸 の 多 様 な 形 態 は
考 慮 さ れ て い な か っ た 。 こ の 中 間 体 の ウ イ ル ス 核 酸 の 多 様 な 形 態 と は 、 例 え ば 直 線 状 の 、
環 状 の あ る い は ス ー パ ー コ イ ル 状 の 二 本 鎖 DNA（ ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ）  、 一 本 鎖 DNA（ ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ
） 、  二 本 鎖 RNA、 一 本 鎖 RNA、 及 び ハ イ ブ リ ッ ド RNA-DNAな ど の こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 説 明 さ れ る 実 施 形 態 の う ち １ つ は 、 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ を 備 え る 抗 ウ イ ル ス
性 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸
が 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 該 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ
ノ 酸 配 列 中 の 天 然 型 ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ 、 前 記 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 前 記 元 の ヌ ク レ ア ー
ゼ よ り も 大 き な 加 水 分 解 活 性 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 で あ る 。
　 置 換 さ れ る 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 は 、 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ケ ト ン 若 し く は チ オ ー ル 側
鎖 基 で あ る 。
　 一 般 的 に 、 非 天 然 型 の ア ミ ノ 酸 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 若 し く は Ｃ 末
端 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン を 結 合 す る 核 酸 基 質 を 備 え る 配 列 の 適 切
な 位 置 に 前 記 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 位 置 す る 。 一 般 的 に 、 置 換 さ れ た 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基
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は 、 多 価 側 鎖 基 を 備 え る 。 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ と 比 較 し て 、 核 酸 基 質
に 対 す る 高 い 親 和 性 を 備 え る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 の
適 切 な 位 置 に 配 さ れ 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ に 対 す る 結
合 ド メ イ ン を 備 え る 。 こ の 実 施 形 態 に 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 モ ジ ュ レ ー タ は 、 ヌ ク
レ ア ー ゼ 活 性 の 阻 害 物 質 で あ る 。 例 え ば 、 こ の モ ジ ュ レ ー タ は 、 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 置
換 さ れ た 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 大 き な 中 性 の 側 鎖 基 若 し く は 電 荷 が 付 加 さ れ た 側 鎖 基
で あ る 。 ケ ト ン 側 鎖 基 若 し く は チ オ ー ル 側 鎖 基 は 、 中 性 の 立 体 障 害 成 分 （ steric hindran
ce moiety） 若 し く は 多 価 成 分 に 共 有 結 合 す る 。 中 性 の 立 体 障 害 成 分 が 、 大 き な 有 機 成 分
若 し く は ポ リ マ ー で あ り 、 多 価 成 分 が 、 デ ン ド リ マ ー 、 帯 電 し た 金 の ナ ノ 粒 子 、 多 価 側 鎖
を 備 え る 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 、 単 価 イ オ ン 化 さ れ た 側 鎖 を 備 え る 天 然 型 及 び 非 天 然 型 ア
ミ ノ 酸 残 基 の オ リ ゴ マ ー 、 マ ン ノ ー ス － ６ － リ ン 酸 残 基 及 び マ ン ノ ー ス － ６ － リ ン 酸 残 基
の オ リ ゴ マ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ と 比 較 し て 、 モ ジ ュ レ ー タ の 存 在 下
に お け る 核 酸 基 質 に 対 し て 大 き な 加 水 分 解 活 性 を 発 揮 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 元 の
ヌ ク レ ア ー ゼ は 生 体 起 源 で あ り 、 例 え ば 、 こ の 生 体 起 源 は 、 哺 乳 類 、 両 生 類 、 細 菌 、 昆 虫
及 び 植 物 の 生 体 起 源 の ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 例 示 的 に 示 さ れ る 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｉ （ SWISS PROT P24855を 参 照 ） 及 び ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ SWISS P
ROT P00639を 参 照 ） か ら 選 択 さ れ る 。 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 若 し く は ウ シ デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 内 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の
残 基 及 び 位 置 は 、 Arg(R)9又 は Gln(Q)9、 Glu(E)13、 Thr(T)14、 Ser(S)43、 His(H)44、 Asn(
N)74、 Arg(R)111、 Asn(N)170、 Ser(S)206、 Thr(T)207及 び Tyr(Y)211を 備 え る 。 修 飾 デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ よ り も 少 な く と も 約 ３ 倍 大 き な 加 水 分 解 活
性 を 備 え 、 基 質 は 、 二 本 鎖 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 モ ジ ュ レ ー タ は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 活 性 の 阻 害 物 質
で あ り 、 例 え ば 、 こ の モ ジ ュ レ ー タ は 、 Ｇ ア ク チ ン で あ る 。 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 は 、 大 き な
中 性 の 側 鎖 基 或 い は 電 荷 が 付 加 さ れ た 側 鎖 基 を 備 え 、 こ の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 は 、 ヒ ト デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 若 し く は ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の Ｇ ア ク チ ン 結 合 ド メ
イ ン 内 の 残 基 で あ る と と も に ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 若 し く は ウ シ デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の Ｇ ア ク チ ン 結 合 ド メ イ ン 内 に 位 置 し 、 残 基 及 び 位 置 は 、 His(H)44、 Leu(
L)45、 Val(V)48、 Gly(G)49、 Leu(L)52、 Asp(D)53、 Asn(N)56、 His(H)64若 し く は Tyr(Y)65
、 Val(V)66、 Val(V)67、 Ser(S)68、 Glu(E)69、 Ser(S)94、 Tyr(Y)96及 び Ala(A)114か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ で あ る 。 修 飾 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 元 の ヌ ク
レ ア ー ゼ と 比 較 し て 、 生 理 学 的 濃 度 の Ｇ ア ク チ ン の 存 在 下 に お い て 、 少 な く と も 約 １ ０ 倍
高 い 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 。
　 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 修 飾 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は 、 置 換 物 を 備 え 、 こ の
置 換 物 は 、 元 の ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ Q11RU/E13KU ( 2 + ) /N74KU ( 2 + ) /A114FU ( k
e t o ) ） の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 位 置 で の 残 基 内 に 存 す る 。 こ こ で 、 RUは 、 非 天 然 型 ホ モ ア ル ギ
ニ ン で あ り 、 KU ( 2 + ) は 、 ２ つ の 正 電 荷 で 帯 電 さ れ た 側 鎖 ア ミ ノ 基 を 備 え る 非 天 然 型 リ ジ ン
で あ り 、 FU ( k e t o ) は 、 ケ ト ン 基 を 運 搬 す る 非 天 然 型 p－ ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
残 基 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 様 ヌ ク レ ア ー ゼ の 群
か ら 選 択 さ れ 、 こ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 様 ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 は 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ
（ SWISS PROT P07998参 照 ） 、 ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ （ SWISS PROT P00656参 照 ） 、 ヒ ト
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ 誘 導 体 及 び ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ の リ ボ ヌ ク
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レ ア ー ゼ Ｓ 誘 導 体 か ら な る 。 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 モ ジ ュ レ ー タ に 対 す る 結 合 ド メ イ ン を
備 え る 。 こ の モ ジ ュ レ ー タ は 、 阻 害 物 質 で あ り 、 内 因 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 （ Ｒ Ｉ
） で あ る 。 修 飾 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ と 比 較 し て 、 生 理 学 的 濃 度 の 内 因
性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 の 存 在 下 に お い て 、 少 な く と も ３ 倍 以 上 の 大 き さ の 一 本 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ に 対 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 。 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 は 、 大 き な 中 性 の 側 鎖 基 或 い は 電
荷 が 付 加 さ れ た 側 鎖 基 で あ り 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 内 因 性 リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 の 結 合 ド メ イ ン 内 の 残 基 及 び 位 置 で あ り 、 残 基 及 び 位 置 が 、 元 の ヌ ク レ
ア ー ゼ の Lys(K)1, Lys(K)7, Gln(Q)11, Asn(N)71, Asp(E)111及 び Arg(R)85～ Arg(N)94か
ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ か ら な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 修 飾 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は 、 元 の ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ K1FU ( k e t o ) /Q11A/N71A
/E111A） か ら 選 択 さ れ る 位 置 に お け る 置 換 物 を 備 え る 。 こ こ で 、 FU ( k e t o ) は 、 ケ ト ン 基 を
運 搬 す る 非 天 然 型 p－ ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で あ る 。
　 修 飾 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ が 、 置 換 物 を 備 え 、 こ の 置 換 物 は 、 元 の ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ Ｉ （ K1FU ( k e t o ) /Q11A） の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 位 置 １ 乃 至 １ ５ を 備 え る ペ プ チ ド 断 片 の
位 置 及 び ア ミ ノ 酸 （ N71A/G89FU ( k e t o ) /E111A内 の 位 置 ２ １ 乃 至 １ ２ ４ を 備 え る 切 り 取 ら れ
た Ｓ プ ロ テ イ ン の 位 置 か ら 選 択 さ れ る 。 こ こ で 、 FU ( k e t o ) は 、 ケ ト ン 基 を 運 搬 す る 非 天 然
型 p－ ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 元 の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 人 工 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。 人 工 的 ヌ
ク レ ア ー ゼ は 、 分 子 ス カ ホ ー ル ド で あ り 、 こ の 分 子 ス カ ホ ー ル ド が 、 核 酸 基 質 に 対 す る 少
な く と も １ つ の 認 識 ド メ イ ン と 、 核 酸 基 質 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 に 対 す る 少
な く と も １ つ の 触 媒 ド メ イ ン を 備 え る 。
　 他 の 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 分 子 ス カ ホ ー ル ド は 、 合 成 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド オ リ ゴ
マ ー 或 い は ペ プ チ ド デ ン ド リ マ ー で あ る 。 合 成 ペ プ チ ド は 、 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ
り 、 こ の 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 加 水 分 解 的 に 作 用 す る ア ミ ノ 酸 （ Arg, Asp, Cys, H
is, Lys, Ser, Tyr及 び Trp） を 備 え る 。 更 に 、 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 （ Al
a, Gly, Leu, Phe） を 備 え る 。 こ の 実 施 形 態 に お い て 、 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 ジ ペ
プ チ ド 若 し く は ト リ ペ プ チ ド で あ り 、 こ の ジ ペ プ チ ド 若 し く は ト リ ペ プ チ ド は 、 Ser-His,
 His-Asp, Cys-His, Ser-His-Asp, Ser-His-Gly, Ser-His-His及 び His-Phe-Aspか ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 。 一 例 に お い て 、 加 水 分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド を ヘ キ サ ペ プ チ ド と す る こ と
が で き る 。 こ の ヘ キ サ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 備 え 、 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Gly-Phe-
Ser-Leu-His-Ala (Seq. ID NO:10)、 Phe-Ser-Phe-Leu-His-Ala（ Seq. ID NO:11） 及 び Ser
-Ser-Phe-Leu-His-Ala （ Seq. ID NO:12） か ら 選 択 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 加 水
分 解 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 ウ ン デ カ ペ プ チ ド で あ り 、 こ の ウ ン デ カ ペ プ チ ド は 、 Ser-Gly-Gl
y-His-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-His-Phe (Seq. ID NO:14), Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-G
ly-Gly-His-Phe (Seq. ID NO:15), Ser-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Phe (SEQ
 ID NO:16)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ れ ら の 実 施 形 態 に お い て 、 分 子 ス カ ホ ー ル ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 核 酸 認 識 ド メ
イ ン 及 び 前 記 触 媒 ド メ イ ン が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 単 位 に 埋 設 さ れ る 。 更 に 、 触 媒 ド メ イ
ン が 、 特 に 、 加 水 分 解 性 金 属 と 結 合 し 、 こ の 加 水 分 解 性 金 属 は 、 ラ ン タ ニ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 加 水 分 解 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 こ の 加 水 分 解
ポ リ ペ プ チ ド が 、 TERRRQQLDKDGDGTIDEREIKIHFQNKRAKIK (SEQ ID NO:4), TERRRFDKDQNGYIG
AADLRHVKIWFQNKRAKIK (SEQ ID NO:5), TERRRFRVFDKDGNGYISAAEKIWFQNKRAKIK (SEQ ID NO:
6), TRRRRFSLFDKDGDGTITTKEEVWFQNRRMKWK (SEQ ID NO:7)及 び DEKRPRTAFSGEQLARLKREFNENR
YLTERRRLRVFDKDGNGFISAAEKIWFQNKRAKIKKST (SEQ ID NO:8)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 般 的 に 、 分 子 ス カ ホ ー ル ド は 、 多 数 の 付 着 部 位 を 備 え る 高 分 子 担 体 で あ り 、 こ の 高 分
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子 担 体 は 、 核 酸 認 識 ド メ イ ン と 触 媒 ド メ イ ン を 備 え 、 こ れ ら 核 酸 認 識 ド メ イ ン と 触 媒 ド メ
イ ン が 、 高 分 子 担 体 の 別 の 部 位 に 固 定 さ れ る 。 核 酸 認 識 ド メ イ ン は 、 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 及 び ヘ ア ピ ン ・ ポ リ ア ミ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 触
媒 ド メ イ ン は 、 金 属 結 合 ペ プ チ ド 又 は 合 成 金 属 複 合 体 で あ る 。
　 更 に 、 金 属 結 合 ペ プ チ ド は 、 Zn(II)結 合 ペ プ チ ド （ Asp-Pro-Asp-Glu-Leu-Glu-His-Ala-
Ala-Lys-His-Glu-Ala-Ala-Ala-Lys-CONH2  (Seq. ID NO:9)） で あ る 。 合 成 金 属 複 合 体 は 、
ジ セ リ ウ ム 複 合 体 （ Ce 2 (HXTA=5-メ チ ル -2-ヒ ド ロ キ シ -1.3-キ シ レ ン -a,a-ジ ア ミ ン -N,N,N
',N'-四 酢 酸 )） 、 ポ リ ア ル コ ー ル と 大 環 状 リ ガ ン ド の ラ ン タ ニ ド 複 合 体 、 ポ リ ア ミ ン リ ガ
ン ド の Co(III)複 合 体 、 Fe(II)ブ レ オ マ イ シ ン 複 合 体 、 カ ナ マ イ シ ン と ネ ア ミ ン の Cu(II)
複 合 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 化 学 式 Nuc-(T b ) r で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 Nucは
、 少 な く と も １ つ の 標 的 リ ガ ン ド (T b ) r と 共 有 結 合 す る ヌ ク レ ア ー ゼ を 備 え る 。 こ こ で 、 b
は 、 リ ガ ン ド の 種 類 に 関 連 す る １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ り 、 rは 、 各 種 の リ ガ ン ド の 量 に 関 係
す る １ 乃 至 ４ の 整 数 で あ る 。
　 こ れ に 関 連 し て 、 化 学 式 (T b ) r -P m -Hで 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 こ の 抗
ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 少 な く と も １ つ の 標 的 リ ガ ン ド (T b ) r を 備 え 、 こ の リ ガ ン ド は 、 mユ
ニ ッ ト の モ ノ マ ー Pの ポ リ マ ー P m に 共 有 結 合 す る 。 こ こ で 、 mは 、 １ 乃 至 ２ ０ ０ ０ の 整 数 で
あ る 。 ま た 、 P m は 、 非 極 性 成 分 Hに 共 有 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 化 学 式 Nuc-Hで 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 Nucは 、 非
極 性 成 分 Ｈ と 共 有 結 合 す る ヌ ク レ ア ー ゼ を 備 え る 。 Ｈ は 、 ア ル キ ル 鎖 か ら な る 炭 化 水 素 、
ア リ ル 鎖 か ら な る 炭 化 水 素 、 置 換 さ れ た ア ル キ ル 鎖 か ら な る 炭 化 水 素 及 び 置 換 さ れ た ア リ
ル 鎖 か ら な る 炭 化 水 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 こ れ に 関 連 し て 、 化 学 式 Nuc-H-(T b ) r で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 抗 ウ
イ ル ス 性 組 成 物 は 、 少 な く と も １ つ の 標 的 リ ガ ン ド (T b ) r と 共 有 結 合 す る 。 こ こ で 、 bは 、
前 記 リ ガ ン ド の 種 類 に 関 連 す る １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ り 、 rは 、 各 種 の リ ガ ン ド の 量 に 関 係
す る １ 乃 至 ４ の 整 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 化 学 式 (Nuc a ) q -P n -Hで 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 こ
の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ 成 分 (Nuc a ) q を 備 え る 。 こ こ で
、 aは 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 種 類 に 関 連 す る １ 乃 至 ３ の 整 数 で あ り 、 qは 、 各 ヌ ク レ ア ー ゼ の 量
に 関 連 す る １ 乃 至 ５ ０ の 整 数 で あ る 。 Nucは 、 nユ ニ ッ ト の モ ノ マ ー Pの ポ リ マ ー P n に 共 有
結 合 す る 。 こ こ で 、 nは １ 乃 至 ２ ０ ０ ０ の 整 数 で あ り 、 P n は 、 非 極 性 成 分 Hに 共 有 結 合 す る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 化 学 式 (Nuc a ) q  - P n -H- P m  -(T

b ) r で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物
が 示 さ れ る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 上 記 の ２ つ の 組 成 物 を 備 え 、 こ れ ら 組 成 物 が 、
互 い に 共 有 結 合 す る 。
　 こ れ に 関 連 し て 、 化 学 式 [(Nuc a ) q  - P n -H] i -D-[H- P m  -(T

b ) r ] k で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス
性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 こ こ で 、 i及 び kは 、 前 記 組 成 物 の 種 類 そ れ ぞ れ の 量 に 関 係 す る １ 乃
至 ８ の 整 数 で あ る 。 各 組 成 物 は 、 更 に 、 非 極 性 成 分 Hを 介 し て 疎 水 性 コ ア 基 盤 Dに 非 共 有 結
合 す る 。 こ こ で 、 Dは 、 修 飾 さ れ た デ ン ド リ マ ー で あ り 、 長 く 形 成 さ れ た 疎 水 性 コ ア を 備
え る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 述 と 同 様 に 、 本 明 細 書 に お い て 、 化 学 式 (Nuc a ) q -P n -H-L

a
( + ) で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性

組 成 物 が 示 さ れ る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) に 共 有 結
合 す る 。 ま た ｈ 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) は 、 塩 基 対 合 の 能 力 を 備 え る 。 更 に 、 L a (
+ ) は 、 そ れ ぞ れ 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) と 混 成 す る
。
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　 更 に 、 化 学 式 (T b ) r -P m -H-L
b
( + ) で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 こ の 抗 ウ イ

ル ス 性 組 成 物 は 、 塩 基 対 合 の 能 力 を 備 え る 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る 修 飾 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド L b ( + ) に 共 有 結 合 さ れ る 。 L b ( + ) は 、 そ れ ぞ れ 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L b ( - ) と 混 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 更 に 、 本 明 細 書 に お い て 、 上 記 の 組 成 物 に 従 う 化 学 式 [(Nuc a ) q -P n -H-L

a
( + ) ] k -[(L

a
( - ) )

k -D c -(L
b
( - ) ) i ]-[L

b
( + ) -H-P m -(T

b ) r ] i で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 こ こ で
、 i及 び kは 、 前 記 組 成 物 の 種 類 そ れ ぞ れ の 量 に 関 係 す る １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ る 。 L a ( + ) 及
び L b ( + ) は 、 そ れ ぞ れ 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 又 は L b

( - ) と 混 成 す る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 又 は L b ( - ) は 、 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D c に
共 有 結 合 す る 。 こ の 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D c は 、 有 限 数 の 付 着 部 位 を 備 え る 。 こ こ で 、 c
は 、 付 着 部 位 の 数 で あ る と と も に ４ 乃 至 ６ ４ の 整 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 化 学 式 [(Nuc a ) q  - P n -H] k -D s - L

a
( + ) で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 こ の

抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 複 数 の 上 記 の 組 成 物 を 備 え る 。 こ の 複 数 の 組 成 物 は 多 価 分 子 ス カ
ホ ー ル ド D s に 共 有 結 合 す る 。 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D s は 、 有 限 数 の 付 着 部 位 を 備 え る 。 こ
こ で 、 sは 、 付 着 部 位 の 数 で あ る と と も に ４ 乃 至 ６ ４ の 整 数 で あ る 。 更 に D s は 、 塩 基 対 合
の 能 力 を 備 え る 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) に 共 有 結
合 す る 。
　 上 記 実 施 形 態 の い ず れ か に お い て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ Nucが 、 野 生 型 の 未 変 性 ヌ ク レ ア ー ゼ
、 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 、 化 学 的 且 つ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 生 体 起 源 の ヌ ク レ ア
ー ゼ 及 び 人 工 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 化 学 式 [(T b ) r -P m -H] i -D s - L

b
( + ) で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。 こ の 抗 ウ

イ ル ス 性 組 成 物 は 、 上 記 の 組 成 物 を 複 数 備 え る 。 こ の 複 数 の 組 成 物 は 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル
ド D s に 共 有 結 合 す る 。 こ こ で 、 sは 、 付 着 部 位 の 数 で あ る と と も に ４ 乃 至 ６ ４ の 整 数 で あ
る 。 更 に 、 D s は 、 塩 基 対 合 の 能 力 を 備 え る 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 修 飾 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド L a ( + ) に 共 有 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 化 学 式 {[(Nuc a ) q  - P n -H] k -D s - L

a
( + ) } j -[L

a
( - ) ] j -D c -[

L b ( - ) ] f -{[ L
b
( + ) -D s  - [H- P n  -(T

b ) q ]} f で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 示 さ れ る 。
こ こ で 、 j及 び fは 、 各 成 分 の 量 に 関 連 す る と と も に １ 乃 至 ８ の 整 数 で あ る 。 各 組 成 物 は 、
修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 又 は L b ( - ) に 接 続 し 、 こ れ ら 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - )
又 は L b ( - ) は 、 塩 基 対 合 並 び に こ れ ら に 相 補 的 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) 又 は L b

( + ) に 混 成 す る こ と の 能 力 を 備 え る 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る 。 更 に 、 L a ( - ) 及 び L b

( - ) は 、 有 限 数 の 付 着 部 位 を 備 え る 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D c に 共 有 結 合 す る 。 こ こ で 、 cは
、 D c の 付 着 部 位 の 数 で あ る と と も に ４ 乃 至 ６ ４ の 整 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 の 実 施 形 態 の い ず れ か に お い て 、 上 述 の ポ リ マ ー が 、 PEG[ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー
ル )]、 PEG-PLA(ポ リ 乳 酸 )、 PEG-PLGA(ポ リ 乳 酸 グ リ コ ー ル 酸 )及 び PEG-PLLA(ポ リ Ｌ 乳 酸 )
、 HPMA[N-(2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル )メ タ ア ク リ ル ア ミ ド ]コ ポ リ マ 及 び PEI[ポ リ (エ チ レ ン
イ ミ ン )]か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の ポ リ マ ー は 、 直 線 状 、 分 岐 状 、 叉 状 或 い は 星 型
形 状 の 構 造 を 備 え る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 少 な く と も １ つ の 加 水 分 解 可 能 な 架 橋 剤 を
備 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド D c 又 は D s は 、 デ ン ド リ マ ー で あ る 。
例 え ば 、 こ の デ ン ド リ マ ー は 、 ポ リ （ ア ミ ド ア ミ ン ） (PAMAM)、 PAMAM(エ チ レ ン ジ ア ミ ン -
EDA)及 び ポ リ （ リ ジ ン ） デ ン ド リ マ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
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　 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に お い て 、 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a , b ( + ) 及 び L a , b ( - ) そ れ ぞ
れ が 、 Locked Nucleic Acids (LNA)（ 登 録 商 標 ） 、 架 橋 化 核 酸 （ BNA） 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PN
A)、 ビ ス ペ プ チ ド 核 酸 （ bis-PNA） 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ hypNA） 、 セ リ
ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ SerNA） 、 ヘ ア ピ ン ・ ポ リ ア ミ ド 、 モ ル ホ リ ノ ・ オ リ ゴ 、 ホ ス ホ ロ チ
オ エ ー ト （ PS） オ リ ゴ 及 び ピ ロ リ ジ ン － ア ミ ド ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ミ ミ ッ ク (POM)で あ
る 。
　 本 明 細 書 に お い て は 総 じ て 、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( - ) 及 び L b ( - ) が 若 し く は そ れ ぞ れ
の 相 補 的 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a ( + ) 又 は L b ( + ) が 、 特 異 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 即
ち 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 治 療 を 受 け る 被 験 者 か ら 発 見 さ れ な い も の で あ る ） を 備 え
る 。 さ ら に 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 二 官 能 性 （ bi-functional） 化 学 試 薬 に 結 合 し 、
こ の 化 学 試 薬 は 、 混 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 間 に 、 共 有 結 合 を 形 成 す る 。 こ の 二 官
能 性 化 学 試 薬 は 、 不 活 発 な 化 学 基 を 備 え る こ と も で き る 。 こ の 化 学 基 は 、 混 成 さ れ た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 共 有 結 合 に 対 し て 活 性 化 す る 。 こ の 不 活 発 な 化 学 基 は 、 芳 香 族 の β
-ク ロ ロ エ チ ル ・ ア ル キ ル 化 し た 基 を 備 え 、 こ の 芳 香 族 の β -ク ロ ロ エ チ ル ・ ア ル キ ル 化 し
た 基 が 、 隣 接 す る ホ ル ミ ル 残 基 に よ り 抑 制 さ れ 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 用 い て ホ ル ミ
ル 残 基 を 低 減 し て い る 間 に 、 芳 香 族 の β -ク ロ ロ エ チ ル ・ ア ル キ ル 化 し た 基 が 化 学 的 に 活
性 化 し 、 混 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 共 有 結 合 が 形 成 さ れ る 。
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 不 活 発 な 化 学 基 が 、 光 能 動 的 な 架 橋 剤 で あ る 。 こ の 架 橋 剤 は
、 ア ジ ド 、 ソ ラ レ ン 又 は ポ ル フ ィ リ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 不 活 発 な ア ジ ド 架 橋 剤 、 ソ ラ レ ン 架 橋 剤 又 は ポ ル フ ィ リ ン
架 橋 剤 は 、 更 に 、 光 活 性 化 し 、 混 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 共 有 結 合 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 リ ガ ン ド T b は 、 ウ イ ル ス 核 酸 に 対 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 特
異 的 な 結 合 親 和 力 を 有 す る オ リ ゴ マ ー の 群 か ら 選 択 さ れ 、 こ の 群 は 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA
） 、 ビ ス ペ プ チ ド 核 酸 （ bis-PNA） 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ hypNA） 、 セ リ
ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ SerNA） 、 Locked Nucleic Acids (LNA)（ 登 録 商 標 ） 、 架 橋 化 核 酸 （ B
NA） 、 ヘ ア ピ ン ・ ポ リ ア ミ ド 、 モ ル ホ リ ノ ・ オ リ ゴ 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ PS） オ リ ゴ 及
び ピ ロ リ ジ ン － ア ミ ド ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ミ ミ ッ ク (POM)及 び ジ ン ク フ ィ ン ガ ー の 配 列
を 備 え る オ リ ゴ ペ プ チ ド か ら な る 。 標 的 リ ガ ン ド T b は 、 配 列 特 異 的 な 核 酸 結 合 タ ン パ ク 質
の 群 か ら 形 成 さ れ て も よ い 。 こ の 核 酸 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 設 計 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ タ ン
パ ク 質 （ ZFP） 及 び 高 ア ル ギ ニ ン ペ プ チ ド か ら な る 。
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 標 的 リ ガ ン ド T b は 、 膜 透 過 型 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 若 し く は ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。 こ の 膜 透 過 型 の ペ プ チ ド は 、 塩 基 性 ポ リ (Arg)及 び ポ リ (Lys)ペ プ チ ド 、
ア ル ギ ニ ン 及 び リ ジ ン 残 基 の 非 天 然 型 類 似 体 を 含 有 す る 塩 基 性 ポ リ (Arg)及 び ポ リ (Lys) 
ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 由 来 の 高 Arg(R)/Lys(K)ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 塩 基 性 ポ
リ (Arg)ペ プ チ ド は 、 ６ 乃 至 １ ０ の Arg残 基 を 含 有 す る 。
　 上 記 し た 実 施 形 態 に お い て 、 高 Arg(R)/Lys(K)ペ プ チ ド は 、 YGRKKRPQRRR(HIV TAT4 7 - 5 7 ;
 SEQ ID NO: 17)、 RQIKIWFQNRRMKWKK (シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ ア ン テ ナ ペ デ ィ ア (ANTp16); S
EQ ID NO 18)、 RRWRRWWRRWWRRWRR(W/R; SEQ ID NO 19)、 CWK 1 8 (AlkCWK 1 8 ; SEQ ID NO:20)
、 K 1 8 WCCWK 1 8 (Di-CWK 1 8 ; SEQ ID NO:21)、 WTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL(ト ラ ン ス ポ ー タ
ン ; SEQ ID NO 22)、 GLFEALEELWEAK(DipaLytic; SEQ ID NO:23)、 K 1 6 GGCRGDMFGCAK 1 6 RGD(
K 1 6 RGD; SEQ ID NO: 24)、 K 1 6 GGCMFGCGG(P1; SEQ ID NO:25)、 K 1 6 ICRRARGDNPDDRCT (P2; 
SEQ ID NO: 26)、 KKWKMRRNQFWVKVQRbAK(B)bA (P3; SEQ ID NO 27)、 VAYISRGGVSTYYSDTVKG
RFTRQKYNKRA (P3a; SEQ ID NO: 28)、 IGRIDPANGKTKYAPKFQDKATRSNYYGNSPS (P9.3; SEQ ID
 NO:29)、 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV(Pep-1; SEQ ID NO: 30)、 PLAEIDGIELTY (Plae; SEQ ID
 NO:31)、 K 1 6 GGPLAEIDGIELGA (Kplae; SEQ ID NO:32)、 K 1 6 GGPLAEIDGIELCA (cKplae; SEQ
 ID NO: 33)、 GALFLGFLGGAAGSTMGAWSQPKSKRKV (MGP; SEQ ID NO 34)、 WEAK(LAKA) 2 LAKH(L
AKA) 2 LKAC (HA2; SEQ ID NO: 35)、 (LARL) 6 NHCH 3  (LARL4 6 ; SEQ ID NO 36)、 KLLKLLLKLWL
LKLLL(Hel-11-7; SEQ ID NO 37)、 (KKKK) 2 GGC (KK; SEQ ID NO: 38)、 (KWKK) 2 GCC (KWK; 
SEQ ID NO: 39)、 (RWRR) 2 GGC (RWR; SEQ ID NO: 40)、 PKKKRKV (SV40 NLS7; SEQ ID NO 4
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1)、 PEVKKKRKPEYP (NLS12; SEQ ID NO:42)、 TPPKKKRKVEDP (NLS12a; SEQ ID NO:43)、 GGG
GPKKKRKVGG (SV40 NLS13; SEQ ID NO 44)、 GGGFSTSLRARKA (AV NLS13; SEQ ID NO: 45)、
CKKKKKKSEDEYPYVPN (AV RME NLS 17; SEQ ID NO: 46)、 CKKKKKKKSEDEYPYVPNFSTSLRARKA (
AV FP NLS28; SEQ ID NO 47)、 LVRKKRKTEEESPLKDKDAKKSKQE (SV40 N1 NLS24; SEQ ID NO:
48)及 び K 9 K 2 K 4 K 8 GGK 5 (Loligmer; SEQ ID NO: 49)か ら な る ペ プ チ ド の 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 膜 透 過 型 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 HSV-1テ グ メ ン ト タ ン パ ク 質 VP22
、 核 外 輸 送 シ グ ナ ル (NES)と 融 合 し た HSV-1テ グ メ ン ト タ ン パ ク 質 VP22r、 大 腸 菌 エ ン テ ロ
ト キ シ ン の Ｂ － サ ブ ユ ニ ッ ト EtxB (H57S)、 非 毒 化 さ れ た エ キ ソ ト キ シ ン A (ETA)及 び こ れ
ら の 類 似 体 か ら な る 。
　 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 を 低 減 若 し く は 避 け る た
め に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ｄ ア ミ ノ 酸 を 備 え る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 全
て の 或 い は 略 全 て の Ｄ ア ミ ノ 酸 を 備 え る も の で あ っ て も よ い こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 標 的 リ ガ ン ド T b は 、 宿 主 細 胞 の Ｔ 細 胞 （ T-CSR） 、 即 ち 、 ウ イ ル ス 宿 主 細 胞 （ T-CSR） に
よ り 発 現 さ れ た 宿 主 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ CSR） の リ ガ ン ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 ス テ ロ イ ド 及 び 模 倣 剤 或 い は こ れ ら の 誘 導 体 に 対 す る レ セ プ
タ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る 。 レ セ プ タ ー は 、 コ ル チ ゾ ー ル 、 コ ル チ コ ス テ ロ ン 、 グ ル コ コ ル
チ コ イ ド ・ デ キ サ メ タ ゾ ン な ど の ス テ ロ イ ド に 対 す る も の で あ っ て も よ い 。
　 T-CSRは 、 ヘ パ ラ ン 硫 酸 レ セ プ タ ー 結 合 ペ プ チ ド HPV31 L1 Gta: GYRARPKFKAGKR (SEQ ID
 NO:53)、 HPV 45 L1 Ctb: RPAKRVRIRSKK (SEQ ID NO: 54)、 hpv-16l1 Cta: SSTSTTAKRKKR
KL (SEQ ID NO: 55)、 HPV-16 L2 Ct: MLRKRRKRL (SEQ ID NO:56)、 HPV-16 L2 Nt: MRHKRS
AKRTKRA (SEQ ID NO:57)の 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス の 核 カ プ シ ド タ ン パ ク 質 か ら 由 来 す
る ペ プ チ ド で あ る 。
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 T-CSRは 、 Tペ プ チ ド : ASTTTNYT (SEQ ID NO:1)及 び D-Ala-T-ペ
プ チ ド -ア ミ ド (DAPTA)か ら な る ウ イ ル ス の 外 膜 タ ン パ ク 質 由 来 の 合 成 ペ プ チ ド か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 。
　 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 T-CSRは 、 葉 酸 誘 導 体 で あ る 。
　 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 T-CSRは 、 更 に 、 リ ガ ン ド 宿 主 レ セ プ タ ー を 備 え る 。 こ の
リ ガ ン ド 宿 主 レ セ プ タ ー は 、 単 糖 類 ： Ｄ － マ ン ノ ー ス 、 Ｄ － グ ル コ ー ス 、 Ｌ － ガ ラ ク ト ー
ス 、 Ｌ － フ コ ー ス （ 6-デ オ キ シ ガ ラ ク ト ー ス ） 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 Ｎ － ア セ チ
ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ シ ア ル 酸 ） 及 び Ｎ － ア セ チ ル ム ラ ミ ン 酸
、 Ｄ － マ ン ノ ー ス － ６ － リ ン 酸 塩 の よ う な 炭 素 ６ 部 位 を 占 め る Ｌ － フ コ ー ス 及 び Ｄ － マ ン
ノ ー ス の 誘 導 体 、 Ｌ － フ コ シ ル － ラ ク ト ー ス 、 Ｄ － マ ン ニ ト ー ル 、 マ ン ナ ン 及 び こ れ ら の
類 似 体 の 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 リ ガ ン ド T b が 、 CSR誘 導 体 で あ り 、 こ の CSR誘 導 体 が 、 ウ イ
ル ス 感 染 し た 細 胞 の メ ン ブ レ ン 上 に 発 現 し た ウ イ ル ス の 糖 タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 親 和 力
を 備 え る 。 例 え ば 、 CSR誘 導 体 は 、 CD4又 は CD8な ど の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー で あ る 。
　 更 に 、 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 標 的 リ ガ ン ド T b は 、 プ レ ニ ル 化 標 的 シ ス テ イ ン の 阻 害
物 質 で あ り 、 こ の プ レ ニ ル 化 標 的 シ ス テ イ ン が 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 の Ｃ 末 端 近 傍 に CX 1 X 2 X 3
を 含 む 。 即 ち 、 プ レ ニ ル 化 阻 害 物 質 で あ る 。 プ レ ニ ル 化 阻 害 物 質 は 、 更 に 、 偽 ペ プ チ ド を
備 え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 こ れ ら の 組 成 物 の い ず れ か は 、 更 に 、 薬 剤 と し て 使 用 可 能
な 緩 衝 剤 を 更 に 備 え る こ と が で き る 。 上 記 何 れ か の 或 い は 上 記 の 複 数 の 組 成 物 を 一 回 当 た
り 一 定 量 で 投 与 す る キ ッ ト も 本 明 細 書 で 示 さ れ 、 必 要 に 応 じ て 、 使 用 に 関 す る 説 明 も 示 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 と し て 、 本 明 細 書 中 に は 、 少 な く と も １ つ の ウ イ ル ス 性 因 子 と の
感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 被 験 者 内 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 予 防 及 び 治 療 す る 方 法 が 示 さ れ る
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。
　 該 方 法 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 組 み 合 わ せ を 投 与 す る 段 階 を 備 え る 。 そ し て 、 こ れ ら の ヌ ク
レ ア ー ゼ は 、 ウ イ ル ス 核 酸 の 複 製 の 遺 伝 的 若 し く は 中 間 的 形 態 を 標 的 と す る 。 一 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス の 複 製 は 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ mRNA） の 出 現 に よ り
生 ず る 。 し た が っ て 、 特 定 の メ カ ニ ズ ム 或 い は 理 論 に 制 限 さ れ る こ と な し に 、 ウ イ ル ス 核
酸 に 適 当 な 形 態 を 特 に 分 解 す る よ う に 標 的 化 さ れ た 異 な る ヌ ク レ ア ー ゼ の 組 み 合 わ せ は 、
本 発 明 に 係 る 方 法 の 抗 ウ イ ル ス 作 用 を 増 大 さ せ る 。 同 様 に 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 複 製
は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 出 現 に よ り 生 ず る 。 適 切 な ヌ ク レ ア ー
ゼ の 組 み 合 わ せ は 、 抗 ウ イ ル ス 作 用 を 生 じ せ し め る 。 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 複 製 は 、 二
本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ と 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 合 成 に よ り 生 ず る 。 適 切 な ヌ ク レ ア ー ゼ の 組 み 合 わ せ は 、 相
乗 作 用 的 な 抗 ウ イ ル ス 作 用 を 生 じ せ し め る 。 逆 転 写 酵 素 を 持 つ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 ハ イ ブ
リ ッ ド Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 中 間 形 態 を 生 み 出 す 。 リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 分 解 す る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び
二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 す る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 組 み 合 わ せ は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 ウ イ ル ス 作
用 を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 野 生 型 出 芽 ウ イ ル ス 、 自 然 に 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル
ス 及 び 抗 ウ イ ル ス 療 法 の 過 程 で 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な
く と も １ つ の ウ イ ル ス 性 因 子 と の 感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 被 験 者 内 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を
予 防 及 び 治 療 す る 方 法 が 示 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ を 投 与 す る 段 階 を 備 え る 。
ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 野 生 型 ウ シ 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 若 し く は 野 生 型 ウ シ 膵 臓 リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ で な い こ と を 条 件 と し て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ウ イ ル ス 性 因 子 の ビ リ オ ン
内 で 発 見 さ れ る よ う な ウ イ ル ス 核 酸 の 遺 伝 子 形 態 に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性
を 備 え る ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 野 生 型 出 芽 ウ イ ル ス 、 自 然 に 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル
ス 及 び 抗 ウ イ ル ス 療 法 の 過 程 で 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な
く と も １ つ の ウ イ ル ス 性 因 子 と の 感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 被 験 者 内 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を
予 防 及 び 治 療 す る 方 法 が 示 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 複 数 の ヌ ク レ ア ー ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー
ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 を 備 え る 。 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ 若
し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 ウ イ ル ス 性 病 原 体 の ビ リ オ ン 内 で 発 見
さ れ る よ う な ゲ ノ ム 形 態 の ウ イ ル ス 核 酸 と 、 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 核 酸 の 複 製 中 に 生 じ る 中 間
形 態 の 核 酸 に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 野 生 型 出 芽 ウ イ ル ス 、 自 然 に 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル
ス 及 び 抗 ウ イ ル ス 療 法 の 過 程 で 発 生 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な
く と も １ つ の ウ イ ル ス 性 因 子 と の 感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 被 験 者 内 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を
予 防 及 び 治 療 す る 方 法 が 示 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 少 な く と も １ つ の 抗 ウ イ ル ス ヌ ク レ ア ー
ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 を 備 え る 。 ヌ ク レ ア ー
ゼ は 、 ウ イ ル ス 性 因 子 の ラ イ フ サ イ ク ル 内 で 発 見 さ れ る よ う な ウ イ ル ス 核 酸 の 少 な く と も
１ つ の 複 製 中 間 体 の 形 態 に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 被 験 者 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 治 療 す る 方 法 が 示 さ れ る 。
対 象 と な る 被 験 者 は 、 ウ イ ル ス 感 染 し て お り 、 こ の ウ イ ル ス は 、 抗 ウ イ ル ス 性 治 療 薬 剤 に
対 し て 増 大 し た 耐 性 を 備 え る 。 薬 剤 は 、 一 般 的 に 、 本 発 明 に 係 る 治 療 に 用 い ら れ る 方 法 に
よ り 投 与 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ よ り も 低 い 分 子 量 を 有 す る 化 学 療 法 薬 で あ る 。 薬 剤 に 対 し て
耐 性 を 有 す る ウ イ ル ス は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 ウ イ ル ス 性 活 性 に 影 響 を 受 け や す い 。 な ぜ な
ら 、 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 薬 剤 耐 性 ウ イ ル ス 突 然 変 異 体 内 の ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 内 の 既 存 或 い
は 潜 在 的 な 変 質 を 生 じ さ せ る こ と な し に 、 ウ イ ル ス 核 酸 を 分 解 す る か ら で あ る 。 こ の た め
、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 増 大 す る 可 能 性 は 極 め て 低 く 、 或 い は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対
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す る 耐 性 の 増 大 は ほ と ん ど 生 じ え ず 、 ウ イ ル ス の 薬 剤 耐 性 突 然 変 異 体 は 本 明 細 書 中 で 示 さ
れ る ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 に 影 響 を 受 け や す い も の と な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 被 験 者 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 治 療 す る と と も に 治 療 の た
め 投 与 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ 以 外 の 抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 に 対 す る ウ イ ル ス 耐 性 の 増 大 を 防 止 す
る 方 法 が 示 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の
組 成 物 と と も に 抗 ウ イ ル ス 性 薬 剤 を 投 与 す る 段 階 を 備 え る 。
　 こ の 実 施 形 態 に 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 性 治 療 剤 は 、 ウ イ ル ス 侵 入 阻 害
剤 、 ウ イ ル ス 集 合 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス 逆 転
写 酵 素 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス イ ン テ グ ラ ー ゼ 阻 害 剤 及 び ウ イ ル
ス 排 出 の 阻 害 剤 か ら な る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 の 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 組 成 物
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス 感 染 が 要 因 と な っ て 生 じ た 被 験 者 の 非 ウ イ ル
ス 性 疾 患 を 予 防 並 び に 治 療 す る 方 法 が 示 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 少 な く と も １ つ の 抗 ウ イ ル
ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 非 ウ イ ル ス
性 疾 患 に 対 抗 す る 治 療 薬 を 投 与 す る 段 階 を 備 え る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 の 方 法 に 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 疾 患 は 、 複 数 の ウ イ ル ス 性 因 子 に よ り 引 き 起
こ さ れ る 。
　 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 人 、 動 物 、 バ ク テ リ ア 、
植 物 及 び 人 工 由 来 の 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 人 、 動 物 、 バ ク テ リ ア 、 植 物 及 び 人 工 由 来 の 野
生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ の 遺 伝 子 工 学 的 に 作 り 出 さ れ た 一 般 若 し く は 特 殊 変 異 体 及 び 人 、 動 物 、
バ ク テ リ ア 、 植 物 及 び 人 工 由 来 の 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ の 化 学 的 及 び 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 一
般 若 し く は 特 殊 変 異 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 更 に 、 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス 性 因 子 は 、 グ ル ー プ Ｉ 及 び Ｉ Ｉ の 二 本 鎖
Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 若 し く は 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス そ れ ぞ れ で あ り 、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー
ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異
的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特
異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 更 に 、 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス 性 因 子 が そ れ ぞ れ グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｖ
及 び Ｖ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ 若 し く は 一 本 鎖 （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ り
、 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の 一 本
鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル
ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び
グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 更 に 、 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 逆 転 写 酵 素 を
持 つ s/s(+)RNAウ イ ル ス で あ り 、 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク
レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工
的 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 更 に 、 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ 逆 転 写 酵 素 （ Ｒ Ｔ ） ウ イ ル ス （ dsDNA RT viruses） で あ り 、 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ
Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ
、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的
ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的
ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 更 に 、 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の ss(+)RNA逆 転 写 酵 素 及 び
グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 逆 転 写 酵 素 ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 複 数 の ウ イ
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ル ス で あ り 、 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ
Ｉ Ｉ の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー
ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー
ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら 選 択 さ れ る 。
　 更 に 、 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス 性 因 子 が 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ss(+)RNA、 グ ル ー プ Ｖ の ss(-)RNAウ イ ル ス 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の ss(+)RNA
逆 転 写 酵 素 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 逆 転 写 酵 素 ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ 、 ヌ ク レ
ア ー ゼ が 、 グ ル ー プ Ｉ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ
特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ
の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ
ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の 組 成 物 の い ず れ か に 使 用 さ れ る キ ッ ト が 本 明 細 書 中 に 示 さ れ る 。 本 発 明 の 組 成 物
に 追 加 し て 示 さ れ た 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 容 器 を 備 え 、 使 用 の た め
の 説 明 書 を 有 す る 。 組 成 物 は 、 薬 剤 に 使 用 可 能 な 緩 衝 剤 、 担 体 或 い は 塩 と と も に 用 い ら れ
て も よ く 、 １ 回 当 た り に 一 定 量 の 組 成 物 が 提 供 さ れ る 形 態 を 採 用 す る こ と も で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 の 或 い は 他 の 関 連 す る 問 題 点 に 関 し て は 、 本 発 明 の 様 々 な 実 施 形 態 を 通 じ て 説 明 さ
れ る 。 本 発 明 の 一 部 は 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 に 対 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 手 法 に
関 連 し 、 こ の 方 法 は 、 ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル の 過 程 に お い て 生 ず る ウ イ ル ス 核 酸 の 多 数 の
中 間 形 態 を 考 慮 し た も の で あ り 、 ヌ ク レ ア ー ゼ を 主 体 と し た 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 の 選 択 さ
れ た 組 み 合 わ せ を 投 与 す る こ と に よ り な さ れ る 。 こ の ヌ ク レ ア ー ゼ を 主 体 と し た 抗 ウ イ ル
ス 性 組 成 物 は 、 複 数 の ウ イ ル ス 核 酸 に 対 抗 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 は 、 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 に も 関 連 す る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 化 学 的 且 つ
遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 様 々 な ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 。 こ の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ウ
イ ル ス 核 酸 の 異 な る 形 態 を 標 的 と し 、 生 理 学 的 状 態 、 延 長 さ れ た 半 減 期 、 高 い 細 胞 吸 収 、
低 い 免 疫 原 性 、 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 細 胞 内 阻 害 剤 及 び 細 胞 内 分 解 に 対 す る 耐 性 の 下
、 向 上 し た 加 水 分 解 活 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 に 関 す る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 人
間 、 細 菌 、 植 物 及 び 人 工 的 な 由 来 物 （ 例 え ば 、 半 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ
な ど ） の 様 々 な 種 類 の ヌ ク レ ア ー ゼ か ら 得 ら れ る 。 こ れ ら ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ
Ａ 及 び ／ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の 形 態 に 対 し て 加 水 分 解 活 性 を 発 揮 す る 。 本 明 細 書 中 で 示 さ れ る 抗 ウ
イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 野 生 型 の 未 変 性 の ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 組 み 換 え 型 の ヌ ク レ ア ー ゼ
、 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 、 半 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ
を 備 え る 。 こ れ ら ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル の 過 程 で 生 ず る ウ イ ル ス 核 酸 の
特 定 の 形 態 に 対 し て 加 水 分 解 活 性 を 発 揮 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ７ つ の 異 な る グ ル ー プ に
分 け ら れ る 。 こ の 分 類 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 好 適 な 基 質 ウ イ ル ス 核 酸 の 構 造 に し た が っ て な
さ れ る 。 ウ イ ル ス は 、 バ ル チ モ ア に よ り 提 案 さ れ た 分 類 に し た が っ て 分 け ら れ 、 ウ イ ル ス
核 酸 の 構 造 及 び ウ イ ル ス の 複 製 の 異 な る パ タ ー ン に し た が っ て 、 ７ つ の 基 本 的 に 異 な る グ
ル ー プ と さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 示 さ れ る ７ つ の ヌ ク レ ア ー ゼ の グ ル ー プ が 、 以 下 の よ う に 分 類 さ れ る
。
　 （ １ ） 二 本 鎖 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ （ dsDNA） に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え
る ヌ ク レ ア ー ゼ 。 こ の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 デ オ キ シ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 仲 間 で あ り 、 こ の 仲 間
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に は 、 ヒ ト デ オ キ シ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 及 び ウ シ デ オ キ シ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 、 デ オ キ シ ヌ ク レ ア
ー ゼ α 、 β 、 γ な ど 及 び こ れ ら の 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た 変 異 体 が 含 ま れ る 。
　 （ ２ ） 一 本 鎖 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ （ ssDNA） に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え
る ヌ ク レ ア ー ゼ 。 例 え ば 、 哺 乳 類 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｇ （ endoG） 、 Basidiobolus hapt
osporusか ら の 細 胞 外 菌 性 ヌ ク レ ア ー ゼ Bh1、 マ ン グ ・ ビ ー ン ・ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び こ れ ら の
化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た 変 異 体 で あ る 。
　 （ ３ ） 一 本 鎖 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ （ ssRNA） に 対 す る 好 適 な 加 水 分 解 活 性 を 備 え る ヌ ク レ ア
ー ゼ 。 例 え ば 、 野 生 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 様 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び こ れ ら の 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に
増 強 さ れ た 変 異 体 で あ る 。
　 （ ４ ） Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る ヌ
ク レ ア ー ゼ 。 例 え ば 、 野 生 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ 様 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び こ れ ら の 化 学 的 ／ 遺
伝 的 に 増 強 さ れ た 変 異 体 で あ る 。
　 （ ６ ） 核 酸 の 全 て の 形 態 に 対 し て 加 水 分 解 活 性 を 有 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 。 こ れ に は 、 例 え
ば 、 Serratia marcescensか ら の ベ ン ゾ ナ ー ゼ （ 登 録 商 標 ） 、 Cunninghamella echinulata
か ら の ヌ ク レ ア ー ゼ Ｃ Ｉ 及 び こ れ ら の 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た 変 異 体 が 含 ま れ る 。
　 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 形 態 の ウ イ ル ス 核 酸 に 対 し て 、 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 が
予 め 設 計 さ れ て な る 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 。 こ の ヌ ク レ ア ー ゼ は 必 然 的 に 上 記 の ６ つ の 抗 ウ
イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ の グ ル ー プ の い ず れ に 属 す る こ と が で き る 。 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ は
、 更 に 、 ペ プ チ ド 及 び 偽 ペ プ チ ド を 含 有 す る 生 理 学 的 ヌ ク レ ア ー ゼ と し て も 分 類 す る こ と
が で き る 。 こ の ペ プ チ ド 及 び 偽 ペ プ チ ド は 、 核 酸 分 解 活 性 を 発 揮 す る 。 こ の 核 酸 分 解 活 性
は 、 核 酸 分 解 ジ ペ プ チ ド ・ 核 酸 分 解 ト リ ペ プ チ ド に よ り 実 証 さ れ る 。 こ の 核 酸 分 解 ジ ペ プ
チ ド ・ 核 酸 分 解 ト リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 Ser-His,Ser-His-Asp或 い は セ リ ウ ム Ce (IV)の
四 価 イ オ ン な ど に よ り 生 ず る 金 属 イ オ ン 複 合 体 の 触 媒 活 性 に 基 づ く 化 学 的 ヌ ク レ ア ー ゼ で
あ る 。 セ リ ウ ム Ce (IV)の 四 価 イ オ ン は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 加 水 分 解 に 対 す る 最 も 有 効 な 金 属
イ オ ン の う ち の １ つ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 一 部 は 、 未 変 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 し た 変 異 体 に 関 す る 。 こ
の 変 異 体 は 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 を 備 え 、 こ の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 選 択 さ れ た 位
置 に お い て 天 然 ア ミ ノ 酸 残 基 と 置 換 さ れ る 。 こ の よ う な 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た 未 変
性 ヌ ク レ ア ー ゼ の 変 異 体 は 、 増 大 し た 核 酸 分 解 活 性 及 び ／ 又 は 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す
る 耐 性 及 び ／ 又 は ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 こ こ で 、 増 強 さ れ た 未 変
性 ヌ ク レ ア ー ゼ の 変 異 体 は 、 生 理 学 的 状 態 に お け る 最 小 の 細 胞 毒 性 に お け る 最 大 の 加 水 分
解 活 性 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 が 示 さ れ 、 こ の 変 異 体 は 、
ウ イ ル ス 核 酸 の 特 定 の 形 態 に 対 し て 一 層 高 い 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 。 こ の 変 異 体 は 、 基 質
若 し く は 阻 害 物 質 の ヌ ク レ ア ー ゼ 結 合 ド メ イ ン 内 に 位 置 す る １ 若 し く は そ れ 以 上 の 中 性 ア
ミ ノ 酸 或 い は 負 の 電 荷 を 付 加 さ れ た 自 然 に 生 ず る ア ミ ノ 酸 或 い は 「 天 然 型 」 ア ミ ノ 酸 の 置
換 に よ り 得 ら れ る 。 こ の 置 換 は 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 非 天 然 的 に 生 ず る ア ミ ノ 酸 或 い は
「 非 天 然 型 」 ア ミ ノ 酸 或 い は 正 の 電 荷 を 多 数 付 加 さ れ た 側 鎖 若 し く は 大 き な 中 性 の 側 鎖 若
し く は ケ ト ン 基 を 運 搬 す る 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 用 い る も の で あ る 。
　 ケ ト ン 基 は 、 そ の 後 に 生 ず る 小 さ な 分 子 量 の 多 価 化 学 成 分 或 い は 立 体 障 害 成 分 （ 例 え ば
大 き な 分 子 量 の 高 分 子 担 体 ） の 付 着 の た め に 導 入 さ れ 、 こ れ に よ り 、 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 タ
ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 増 大 し た 抵 抗 性 、 増 大 し た 半 減 期 及 び 細 胞 吸 収 を 備 え る こ と と な る
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 関 連 す る 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 抗 ウ イ ル
ス 性 組 成 物 は 、 グ ル ー プ （ グ ル ー プ Ｉ の dsDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の s
sRNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ ） 内 の 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た も の で あ る 。
　 グ ル ー プ Ｉ の dsDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 高 い 加 水 分 解 活 性 及 び ア ク チ ン 耐 性 を 備 え
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る ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 特 殊 突 然 変 異 体 に よ り 例 示 さ れ る 。 こ の ヒ ト デ オ キ シ
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 特 殊 突 然 変 異 体 は 、 以 下 の 置 換 に よ り 得 ら れ る 。
　 ５ つ の 追 加 的 正 電 荷 （ +5） を 有 す る 置 換 物 Q11RU/E13KU ( 2 + ) /N74KU ( 2 + ) /A114FU ( k e t o ) と
置 換 さ れ る 。 こ こ で 、 RUは 非 天 然 型 ホ モ ア ル ギ ニ ン で あ り 、 KU ( 2 + ) は 、 ２ つ の 正 の 電 荷 が
付 加 さ れ た 側 鎖 ア ミ ノ 基 を 備 え る 非 天 然 型 リ ジ ン で あ り 、 FU ( k e t o ) は 、 ケ ト ン 基 を 搬 送 す
る p－ ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で あ る 。
　 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の ssRNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 （ Ｒ Ｉ ） に
よ り 例 示 さ れ る 。 こ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 置 換 物 K1FU ( k e t o ) /Q11A/N71A/E111Aに よ り 得
ら れ る ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 特 殊 変 異 体 、 切 り 取 ら れ た Ｓ ペ プ チ ド （ ア ミ ノ 酸 配 列 に
お け る 位 置 １ 乃 至 １ ５ を 備 え る 断 片 ） か ら な る ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ （ こ れ は 置 換 物 K1
FU ( k e t o ) /Q11Aに よ り 得 ら れ る ） 、 切 り 取 ら れ た Ｓ プ ロ テ イ ン （ 残 基 ２ １ － １ ２ ４ の ア ミ
ノ 酸 残 基 断 片 ） （ こ れ は 置 換 物 N71A/G89FU ( k e t o ) /E111Aに よ り 得 ら れ る ） の 特 殊 変 異 体 で
あ り 耐 性 を 備 え る と と も に 非 毒 性 で あ る 。 こ こ で 、 FU ( k e t o ) は 、 ケ ト ン 基 を 有 す る p－ ア
セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 更 に 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 に お い て 開 示 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 多 価 の
「 シ ェ ル ・ コ ア 」 デ ン ド リ マ ー 複 合 体 を 備 え る 。 「 シ ェ ル 」 デ ン ド リ マ ー は 、 多 数 の 非 機
能 的 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ ポ リ マ ー 複 合 体 若 し く は 標 的 リ ガ ン ド を 運 搬 す る 。 １ 若 し
く は そ れ 以 上 の シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー が 、 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー と 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク 結
合 を 通 じ て 結 合 す る 。 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク 結 合 は 、 デ ン ド リ マ ー と 共 有 結 合 す る 相 補 的 な
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 対 の 間 に 生 ず る 。 シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー は 化 学 的 に 修 飾 さ れ 、 相 補
的 な 対 間 に 後 に 生 ず る 共 有 結 合 の 形 成 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 更 な る 実 施 形 態 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 未 変 性 の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ
及 び ヘ テ ロ 型 の 二 官 能 性 ポ リ マ ー と 共 有 結 合 し た 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た 抗 ウ イ ル ス
性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 備 え る 。 こ の ヘ テ ロ 型 の 二 官 能 性 ポ リ マ ー は 、 直 接 的 に 或 い は デ ン ド リ
マ ー 又 は 星 形 ポ リ マ ー と い っ た 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド を 介 し て 、 様 々 な 作 用 を も た ら す 多
数 の 標 的 リ ガ ン ド と 結 合 す る 。
　 高 分 子 担 体 に よ り 搬 送 さ れ る 標 的 リ ガ ン ド は 、 （ ａ ） ウ イ ル ス 性 核 細 胞 の 選 択 さ れ た 部
位 に 配 列 特 異 的 な 親 和 性 を 備 え る オ リ ゴ マ ー を 有 す る 。 ウ イ ル ス 性 核 細 胞 と し て 、 ペ プ チ
ド 核 酸 （ PNA: peptide nucleic acid） 、 モ ル ホ リ ノ 及 び ピ ロ リ ジ ン ・ ア ミ ド ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ミ ミ ッ ク （ pyrrolidine-amid oligonucleotid mimic） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
ヘ ア ピ ン ・ ポ リ ア ミ ド 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 更 に 、 高 分 子 担 体 に よ り 搬 送 さ れ る 標 的 リ ガ ン ド は 、 （ ｂ ） 膜 透 過 型 の ペ プ チ ド （ MPP:
 membrane permeating peptide） を 備 え る 。 膜 透 過 型 の ペ プ チ ド に は 、 ポ リ Arg/Lysペ プ
チ ド 、 HIV-TAT由 来 の 高 Arg含 有 ペ プ チ ド 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア 、 非 毒 化 さ れ た エ キ ソ ト キ シ
ン Ａ (extoxin A) (ETA)な ど や 核 局 在 シ グ ナ ル (NLS: nuclear localization signal)／ 核
外 輸 送 シ グ ナ ル （ NES: nuclear export signal） が 含 ま れ る 。
　 更 に 、 高 分 子 担 体 に よ り 搬 送 さ れ る 標 的 リ ガ ン ド は 、 （ ｃ ） 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー 認 識 リ
ガ ン ド （ T-CSR） を 備 え る 。 こ の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー 認 識 リ ガ ン ド （ T-CSR） は 、 ウ イ ル ス
の 主 要 宿 主 細 胞 の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ CSR: cell surface receptor） に 対 す る 高 い 結 合
親 和 性 を 発 揮 す る 。 こ の 宿 主 細 胞 と し て 、 ８ ア ミ ノ 酸 Ｔ ペ プ チ ド （ １ 文 字 ア ミ ノ 酸 コ ー ド
で は ASTTNYT： SEQ ID NO:1） 及 び Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ の 外 膜 タ ン パ ク 質 gp120由 来 の 他 の 短 い 合 成
タ ン パ ク 質 及 び 他 の ウ イ ル ス 蛋 白 質 由 来 の 他 の 短 い 合 成 タ ン パ ク 質 を 挙 げ る こ と が で き る
。 ま た 、 こ の 宿 主 細 胞 は 、 HIV gp120断 片 （ 残 基 413-434） を 備 え る 部 分 的 な ア ミ ノ 酸 配 列
相 同 性 を 保 有 し 、 CD4レ セ プ タ ー を 含 有 す る 主 要 宿 主 T細 胞 を 標 的 化 す る 。
　 更 に 、 高 分 子 担 体 に よ り 搬 送 さ れ る 標 的 リ ガ ン ド は 、 （ ｄ ） CD4な ど の 細 胞 表 面 レ セ プ
タ ー を 備 え る 。 こ の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー は 、 リ ガ ン ド と し て 用 い ら れ 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞
の メ ン ブ レ ン 上 に 発 現 し た gp120と い っ た 糖 タ ン パ ク 質 を 標 的 化 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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　 更 な る 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性
組 成 物 は 、 修 飾 さ れ た リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ を 備 え る 。 こ の 修 飾 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ は 、 略
等 し い 分 子 量 の ２ つ の 複 合 間 に 形 成 さ れ る 非 共 有 核 酸 分 解 複 合 体 の 形 態 で あ る 。 こ の ２ つ
の 複 合 体 の う ち 第 １ の 複 合 体 は 、 11.5kDaの ヒ ト Ｓ タ ン パ ク 質 （ 21-124） で あ り 、 20kDaの
標 的 高 分 子 担 体 に 共 有 結 合 す る 。 第 ２ の 複 合 体 は 2kDaの ヒ ト Ｓ ペ プ チ ド （ 1-15） で あ り 、
30kDaの 標 的 高 分 子 担 体 に 共 有 結 合 す る 。 各 高 分 子 担 体 は 、 膜 透 過 型 ペ プ チ ド Arg(R)8及 び
標 的 ウ イ ル ス 核 酸 の 保 護 さ れ た ド メ イ ン に 相 補 的 な bis-PNAに 共 有 結 合 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 組
成 物 は 、 PEG-DNase-RNase Sを 備 え 、 略 等 し い 分 子 量 の ２ つ の 複 合 体 の 間 に 形 成 さ れ る 非
共 有 核 酸 分 解 複 合 体 の 形 態 で あ る 。 こ の ２ つ の 複 合 体 の う ち 第 １ の 複 合 体 は 、 11kDaの ヒ
ト Ｓ プ ロ テ イ ン （ 21-124） で あ り 、 31kDaの ヒ ト DNase I及 び 20kDaの 標 的 高 分 子 担 体 に 共
有 結 合 す る 。 第 ２ の 複 合 体 は 2kDaの ヒ ト Ｓ ペ プ チ ド （ 1-15） で あ り 、 60kDaの 標 的 高 分 子
担 体 に 共 有 結 合 す る 。 各 高 分 子 担 体 は 、 膜 透 過 型 ペ プ チ ド Arg(R)8及 び 標 的 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ
Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な bis-PNAに 共 有 結 合 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 多 機 能 性 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 抗 ウ
イ ル ス 性 組 成 物 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 高 分 子 担 体 に 共 有 結 合 す る 標 的 リ ガ ン ド を 備 え る 。
高 分 子 担 体 は 、 多 価 デ ン ド リ マ ー 及 び 「 シ ェ ル 」 デ ン ド リ マ ー － 「 コ ア 」 デ ン ド リ マ ー 複
合 体 を 備 え る 。 デ ン ド リ マ ー の 末 端 基 は 化 学 的 に 修 飾 さ れ 、 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 備 え る 。 こ の 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 混 成 作 用 を 受 け 、 後 に 相 補 的 な オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド と と も に 共 有 結 合 を 形 成 す る 。 こ の 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク
レ ア ー ゼ 及 び 標 的 リ ガ ン ド 及 び ／ 又 は 他 の 分 岐 型 デ ン ド リ マ ー と 結 合 す る 。 ２ つ の 相 補 的
な 塩 基 対 合 し た オ リ ゴ ・ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ・ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 共 有 結
合 は 、 倍 フ ァ ン ク シ ョ ナ ル 試 薬 を 用 い る こ と に よ り な さ れ る 。 こ の ２ つ の 試 薬 と し て 、 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 異 性 作 用 的 な ポ リ ア ル キ ル 化 試 薬 （ N,N,N'-ト リ -(β -ク ロ ロ エ
チ ル )-N'-(p-ホ ル ミ ル フ ェ ニ ル )プ ロ ピ レ ン ジ ア ミ ン -1,3） (N,N,N'-tri-(β -chloroethyl
)-N'-(p-formylphenyl)propylene diamine-1,3)を 例 示 す る こ と が で き る 。 こ の 試 薬 は 、
オ リ ゴ ・ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ・ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 一 方 に 、 高 い 反 応
性 を 有 す る 脂 肪 族 の β -ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ノ 基 を 通 じ て 付 着 す る 。 潜 在 的 に 活 性 を 有 す る
芳 香 族 の ア ル キ ル 化 基 の 反 応 度 は 、 隣 接 す る ホ ル ミ ル 残 基 に よ り 強 く 阻 害 さ れ る 。 水 素 化
ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 用 い て ホ ル ミ ル 残 基 を 低 減 し て い る 間 に 、 そ の 活 性 化 作 用 に よ り 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 対 合 の 後 、 こ の 基 は 、 必 要 に 応 じ て 、 活 性
化 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 人 間 及 び 人 間 を 除 く 動 物 、 昆 虫 及 び 植 物 の ウ イ ル ス 性
疾 患 に 対 す る 予 防 方 法 並 び に 治 療 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 本 発 明 に 係 る 方 法 は 、 ウ イ ル ス
・ グ ル ー プ 特 異 的 「 カ ク テ ル 」 を 用 い る も の で あ る 。 こ の 「 カ ク テ ル 」 に は 、 ヌ ク レ ア ー
ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 含 ま れ る 。 こ の ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 に
は 、 本 発 明 を 制 限 す る も の で は な い が 、 本 発 明 に 係 る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 も 含 ま れ 、 各 抗
ウ イ ル ス 性 「 カ ク テ ル 」 は 、 標 的 ウ イ ル ス の 複 製 サ イ ク ル の 間 に 生 ず る ウ イ ル ス 核 酸 の 特
定 の 中 間 複 製 形 態 に 対 し て 加 水 分 解 活 性 を 備 え る ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に よ り 引 き 起 こ さ れ る ウ イ ル ス 性 疾
患 の 予 防 及 び 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 グ ル ー プ Ｉ の dsDNAウ イ ル ス (
二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ： double strands virus)及 び グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ssDNAウ イ ル ス (一 本
鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ： single strand virus)で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 グ ル ー プ Ｉ の dsDNA特
異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ssDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ssRNA特 異
的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク
レ ア ー ゼ （ こ れ ら は 、 本 発 明 に 係 る 「 ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 」 に 従 う ） か ら 選 択 さ れ る 抗 ウ
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イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 他 の も う １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に よ り 引 き 起 こ さ れ る ウ
イ ル ス 性 疾 患 に 対 す る 予 防 及 び 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 こ の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に は 、 グ ル ー プ
Ｉ Ｉ Ｉ の dsRNAウ イ ル ス 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ss(+)RNAウ イ ル ス 及 び グ ル ー プ Ｖ の ss(-)RNAウ
イ ル ス が 含 ま れ る 。 こ の 方 法 は 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の dsRNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ
Ｉ Ｖ の ssRNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ っ て グ ル ー プ Ｉ の dsDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら 選 択
さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ が 付 加 さ れ た も の 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ssDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル
ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ （ こ れ ら は 、
本 発 明 に 係 る 「 ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 」 に 従 う ） か ら な る ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ る
抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 更 に 他 の も う １ つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の ss(+)RNA RTウ イ
ル ス に よ り 引 き 起 こ さ れ る ウ イ ル ス 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、
グ ル ー プ Ｉ の dsDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ssDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル
ー プ Ｉ Ｖ の ssRNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ の RNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア
ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ （
こ れ ら は 、 本 発 明 に 係 る 「 ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 」 に 従 う ） か ら な る ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら
選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 更 に 他 の も う １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の dsDNA RTウ イ ル ス
に よ り 引 き 起 こ さ れ る ウ イ ル ス 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 グ ル
ー プ Ｉ の dsDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ssDNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ
Ｉ Ｉ Ｉ の dsRNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ssRNA特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ
Ｖ の RNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及
び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ （ こ れ ら は 、 本 発 明 に 係 る 「 ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類
」 に 従 う ） か ら な る ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 以 外 の 抗 ウ イ ル ス 性 治 療 薬 に 対 す る ウ
イ ル ス 耐 性 の 増 大 を 防 止 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ ア ー
ゼ 若 し く は ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 組 成 物 と と も に 抗 ウ イ ル ス 性 治 療 薬 を 投 与 す る 段 階 を 備 え
る 。 治 療 の た め に 投 与 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 治 療 薬 は 、 ウ イ ル ス 侵 入 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス 集 合
阻 害 剤 、 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 、 ウ
イ ル ス プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 ウ イ ル ス イ ン テ グ ラ ー ゼ 阻 害 剤 及 び ウ イ ル ス 排 出 の 阻 害 剤 か
ら な る 抗 ウ イ ル ス 性 化 合 物 の 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 の た め の 抗 ウ イ ル ス 性 治 療 用 組 成 物 並 び に ウ
イ ル ス 特 異 的 方 法 を 提 供 す る 。
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る
も の で あ る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 様 々 な 高 分 子 担 体 と 共 有 結 合 す る 。 抗 ウ
イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 哺 乳 類 、 両 生 類 、 細 菌 及 び 植 物 か ら の 由 来 物 の 野 生 型 ヌ ク レ ア
ー ゼ 及 び 化 学 的 及 び ／ 又 は 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 並 び に １ 若 し く は そ れ 以 上 の
核 酸 の 構 造 的 形 態 に 対 す る 増 強 さ れ た 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 人 工 由 来 物 の ヌ ク レ ア ー ゼ を
備 え る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 化 学 的 及 び 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ 、 生 物 学 的 利 用 可 能 性 、 低 濃 度 の
ウ イ ル ス 核 酸 に 対 す る 加 水 分 解 活 性 及 び 強 力 な ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 に 対 す る 耐 性 が 高 め
ら れ る 。
　 標 的 化 さ れ た 多 価 高 分 子 担 体 － ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 は 、 ウ イ ル ス 核 酸 の 特 定 の 形 態 を 標
的 化 し 、 こ の 特 定 の 形 態 に 対 し て 最 大 限 に 加 水 分 解 性 の 分 解 を も た ら す こ と に よ り 、 抗 ウ
イ ル ス 作 用 を 生 じ さ せ る 。 こ の ウ イ ル ス 核 酸 の 特 定 の 形 態 は 、 感 染 細 胞 内 部 で の ウ イ ル ス
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複 製 サ イ ク ル の 過 程 で 生 ず る も の で あ る 。 こ の 結 果 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 の 合 成 及 び ウ イ ル ス
複 製 が 遮 断 さ れ る 。
　 標 的 化 さ れ た 高 分 子 担 体 は 高 分 子 量 の 分 子 ス カ ホ ー ル ド を 備 え る 。 こ の 分 子 ス カ ホ ー ル
ド は 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い が 、 親 水 性 ポ リ マ ー 、 星 形 ポ リ マ ー 、 ブ ロ ッ ク 共 重
合 体 或 い は 様 々 な 機 能 を 有 す る 標 的 リ ガ ン ド と 共 有 結 合 し た デ ン ド リ マ ー を 含 む 。
　 標 的 リ ガ ン ド は 、 抗 ウ イ ル ス 性 の ヌ ク レ ア ー ゼ － ポ リ マ ー 複 合 体 を 宿 主 細 胞 に 向 け る よ
う に 作 用 す る 。 こ れ に よ り 、 リ ガ ン ド は 、 細 胞 及 び 核 酸 の 吸 収 力 を 高 め 、 ウ イ ル ス 核 酸 に
対 す る 配 列 特 異 的 結 合 親 和 力 を 備 え る も の と な る 。 多 価 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ － 高 分
子 複 合 体 は 、 感 染 細 胞 内 部 の ウ イ ル ス 核 酸 を 標 的 化 し 、 最 大 限 に 加 水 分 解 性 の 分 解 作 用 を
発 揮 す る 。 ま た 、 こ の 多 価 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ － 高 分 子 複 合 体 は 、 内 因 性 プ ロ テ ア
ー ゼ か ら 保 護 す る ヌ ク レ ア ー ゼ を も た ら す 。 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 血 漿 及 び 細 胞 内 部 両
方 で 観 察 可 能 で あ る 。 こ の 結 果 、 多 価 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ － 高 分 子 複 合 体 は 、 高 い
細 胞 吸 収 性 、 長 い 半 減 期 、 低 減 し た 免 疫 原 性 並 び に 低 減 し た 細 胞 毒 性 を も た ら す こ と と な
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 、 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 の 使 用 方 法 も 提 供 す る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 野
生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 並 び に 高 分 子 担 体 に 共 有 結
合 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 組 成 物 で あ る 。 本 発 明 に 係 る 使 用 方 法 は 、 ウ イ ル ス に よ り 引 き
起 こ さ れ る ウ イ ル ス 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 の た め の も の で あ る 。 こ こ で 、 ウ イ ル ス は 、 バ
ル チ モ ア に よ る 分 類 に し た が っ て 、 ７ つ の グ ル ー プ に 分 け ら れ る 。
　 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 に 係 る 使 用 方 法 は 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス 核 酸 を 標 的 化
す る 段 階 を 備 え る 。 こ の １ 若 し く は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス 核 酸 は 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 内 部 で
の ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル の 過 程 で 生 じ る も の で あ る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 ネ イ キ ッ ド ヌ
ク レ ア ー ゼ （ naked nuclease） 及 び １ 若 し く は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス 核 酸 の 特 定 の 形 態 に 対
し て 高 い 加 水 分 解 活 性 を 発 揮 す る 様 々 な ヌ ク レ ア ー ゼ － ポ リ マ ー 複 合 体 両 方 の 特 別 に 選 択
さ れ た 組 み 合 わ せ に よ り 最 大 限 に 加 水 分 解 性 の 分 解 が 引 き 起 こ さ れ る 。 ウ イ ル ス 核 酸 の 特
定 の 形 態 に は 、 一 本 鎖 、 二 本 鎖 、 ハ イ ブ リ ッ ド や 特 定 の ウ イ ル ス の 複 製 の 過 程 で 現 れ る ウ
イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ の 他 の 形 態 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス の 複 製 の 抑 制 に 対 す る 多 く の 標 的 化 手 法 を 備 え る が 、 様 々 な 種 類 の
ウ イ ル ス 及 び こ れ に 関 連 す る ヌ ク レ ア ー ゼ の 特 性 が 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 （ 定 義 ）
　 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 ヌ ク レ ア ー ゼ （ nuclease） 」 及 び 「 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ
（ antiviral nuclease） 」 と の 語 は 、 少 な く と も １ つ の 形 態 の ウ イ ル ス 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ
Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ ） に 対 し て 加 水 分 解 活 性 を 有 す る 酵 素 の こ と を い う 。
　 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ に は 、 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 野 生
型 ヌ ク レ ア ー ゼ の 相 同 体 、 ヒ ト 、 動 物 、 細 菌 、 及 び 植 物 由 来 の 化 学 的 及 び 遺 伝 的 に 修 飾 さ
れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ジ ペ プ チ ド ／ ト リ ペ プ チ ド 、 核 酸 に 対 し て 加 水 分 解 活 性 を 有 す る 偽 ペ
プ チ ド 、 及 び そ の 他 の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 、 ヌ ク レ ア
ー ゼ に は 、 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ の 二 量 体 、 三 量 体 、 及 び よ り
高 次 の オ リ ゴ マ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 組 成 物 」 と の 語 は 、 野 生 型 又 は 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ
ア ー ゼ 、 又 は 高 分 子 担 体 と 複 合 体 を 形 成 し た ヌ ク レ ア ー ゼ を そ の 成 分 の 一 つ と し て 含 む 任
意 の 組 成 物 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 被 験 者 （ subject） 」 と は 、 ウ イ ル ス 性 因 子 に よ り 感 染 可 能 な ヒ ト 、 及 び 任 意 の 動 物
、 実 用 的 に 重 要 な 植 物 或 い は 微 生 物 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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　 「 ウ イ ル ス 性 因 子 」 と は 、 ウ イ ル ス 、 プ ロ ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ 、 及 び そ の 他 の 任 意 の ウ
イ ル ス 様 微 生 物 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 核 酸 の 「 特 定 の 形 態 」 と は 、 ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル 中 に 現 れ る 直 線 状 、 環 状 又 は ス ー パ
ー コ イ ル 状 の 、 或 い は 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の こ と を い う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 ウ イ ル ス 核 酸 を 標 的 と す る ヌ ク レ ア ー ゼ 」 と の 語 は 、 ウ イ ル ス 核 酸 の 特 定 の 形 態 に 対
し て よ り 優 れ た 加 水 分 解 活 性 を 有 す る と と も に 、 標 的 と な る ウ イ ル ス 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 と 結 合 す る 特 別 な 能 力 を 有 す る リ ガ ン ド と 、 直 接 的 に 又 は 高 分 子 担 体 を 介 し て 間 接 的
に 共 有 結 合 し た 1若 し く は そ れ 以 上 の ヌ ク レ ア ー ゼ の こ と を い う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 ヌ ク レ ア ー ゼ 一 般 変 異 体 （ common mutant nuclease） 」 と は 、 少 な く と も １ つ の 一 般
的 な 又 は 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 別 の 一 般 的 な 或 い は 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 と 置 換 さ れ た ヌ
ク レ ア ー ゼ 変 異 体 の こ と を い う 。 「 ヌ ク レ ア ー ゼ 一 般 変 異 体 」 は 、 典 型 的 に は 無 作 為 の 又
は 部 位 特 異 的 の 変 異 誘 発 に よ り 生 成 さ れ 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 天 然 型 ア ミ ノ 酸 構 成 ブ ロ
ッ ク が 置 換 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 ヌ ク レ ア ー ゼ 特 殊 変 異 体 （ uncommon mutant nuclease） 」 と は 、 少 な く と も １ つ の 天
然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 「 特 殊 な （ uncommon） 」 又 は 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 と 置 換 さ れ た ヌ
ク レ ア ー ゼ 変 異 体 の こ と を 言 う 。 ２ ０ の 天 然 型 Ｌ － ア ミ ノ 酸 残 基 の 特 徴 が 十 分 に 解 析 さ れ
て い る 。 「 特 殊 な ア ミ ノ 酸 残 基 」 と の 語 に は 、 無 制 限 に 全 て の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば
β － ア ミ ノ 酸 及 び δ － ア ミ ノ 酸 な ど ） 、 無 制 限 に 全 て の Ｄ － ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば Ｄ － セ リ ン
、 Ｄ － ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 Ｎ － メ チ ル － Ｄ ア ス パ ラ ギ ン 酸 な ど ） 、 天 然 に は 殆 ど 存 在 し な い
ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン （ formyl-methionine） 、 セ レ ノ シ ス テ イ ン （ selenocystein） が 含 ま
れ る 。 Ｄ － ア ミ ノ 酸 は 、 細 菌 か ら 哺 乳 類 ま で 様 々 な 生 物 体 に 微 量 に 含 ま れ る 天 然 型 ア ミ ノ
酸 で あ り （ Yang, et al., FEBS letters 552(2-3): 95-98, 2003） 、 ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン
（ RajBhandary, J. Bacteriol. 176, 547, 1994） と セ レ ノ シ ス テ イ ン （ A. Bock, et al.
, Mol. Microbiol. 5, 515, 1991） は 、 特 定 の 生 物 体 に お け る 翻 訳 中 に パ ン ク チ ュ エ ー シ
ョ ン ・ シ グ ナ ル に 対 す る 反 応 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 「 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 （ non-natural amino acid） 」 と の 語 は 、 天 然 型 ア ミ ノ 酸 の 類 似 体
で あ っ て 天 然 に は 生 物 中 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 の こ と を い う 。 こ れ ら 類 似 体 は 、 一 価 の 若
し く は 多 価 の 側 鎖 、 分 枝 の 側 鎖 、 及 び そ の 他 の 方 法 で 修 飾 さ れ た 側 鎖 が 得 ら れ る よ う に 化
学 的 に 修 飾 さ れ る 。 一 般 的 な 変 異 誘 発 方 法 は 、 ２ ０ の 一 般 的 な ア ミ ノ 酸 に 限 っ て 使 用 で き
る 。 一 方 で 多 く の 場 合 、 プ ロ テ オ ー ム （ Krshenbaum et al., Chem.BiolChem. 3:235(2002
); Doring et al. Science 292:501, 2001） を 用 い る と 、 一 般 的 な ア ミ ノ 酸 の 構 造 に 近 い
類 似 体 を 競 合 的 に 組 み 込 む こ と が 従 来 よ り 可 能 で あ る 。 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 含 む ヌ ク レ ア
ー ゼ は 、 生 合 成 技 術 及 び 半 合 成 技 術 を 用 い て 生 産 で き る 。 こ の よ う な 合 成 技 術 と し て 例 え
ば 、 ア ン バ ー コ ド ン 抑 制 方 法 （ amber codon suppression method） が 挙 げ ら れ る 。 非 天 然
型 ア ミ ノ 酸 と の 語 に は 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た 側 鎖 基 を 有 す る 天 然 型 ア ミ ノ 酸 の 誘 導 体 が 含
ま れ る が 、 こ れ に は 限 定 さ れ な い 。 化 学 的 修 飾 さ れ た 側 鎖 基 と し て は 、 多 価 側 鎖 基 、 立 体
障 害 側 鎖 基 、 ケ ー ジ 化 側 鎖 基 、 及 び そ の 他 の 方 法 で 化 学 的 に 修 飾 さ れ た 側 鎖 基 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 ケ ト ン 修 飾 （ keto-modified） 」 ヌ ク レ ア ー ゼ と の 語 は 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば
ケ ト 基 を 有 す る p－ フ ェ ニ ル － ア ラ ニ ン 及 び ｍ － フ ェ ニ ル － ア ラ ニ ン ） を 部 位 特 異 的 に 組
み 込 む こ と に よ り 得 ら れ る ヌ ク レ ア ー ゼ 特 殊 変 異 体 の こ と を い う 。 ケ ト ン 基 の 独 特 な 反 応
性 に よ り 、 ケ ト ン 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 、 又 は セ ミ カ ル
バ ミ ド 誘 導 体 な ど の 多 様 な 薬 剤 に よ り 選 択 的 に 修 飾 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 「 チ オ ー ル 修 飾 （ thiol-modified） 」 ヌ ク レ ア ー ゼ と の 語 は 、 チ オ ー ル 基 を 含 む 天 然 型
ア ミ ノ 酸 又 は 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 の い ず れ か を 部 位 特 異 的 に 組 み 込 む こ と に よ り 得 ら れ る ヌ
ク レ ア ー ゼ 一 般 変 異 体 及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 特 殊 変 異 体 の こ と を い う 。 チ オ ー ル 基 を 含 む ア ミ
ノ 酸 と し て は 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 、 セ レ ノ シ ス テ イ ン 、 及 び そ の 他 の 非 天 然 の シ ス テ イ ン
誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 「 ケ ト ン － チ オ ー ル 修 飾 （ keto-thiol-modified） 」 ヌ ク レ ア ー ゼ と の 語 は 、 少 な く と
も ２ つ の 反 応 部 分 を 部 位 特 異 的 に 置 換 す る こ と に よ り 得 ら れ る ヌ ク レ ア ー ゼ 特 殊 変 異 体 の
こ と を 言 う 。 ２ つ の 部 分 と は 、 p－ フ ェ ニ ル － ア ラ ニ ン 及 び ｍ － フ ェ ニ ル － ア ラ ニ ン な ど
の ケ ト ン 基 を 含 む 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 と 、 シ ス テ イ ン 、 セ レ ノ シ ス テ イ ン 、 及 び 非 天 然 型 シ
ス テ イ ン 誘 導 体 な ど の チ オ ー ル 基 を 有 す る 天 然 型 ア ミ ノ 酸 及 び 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 「 ア ル キ ル （ alkyl） 」 鎖 、 「 ア リ ル （ aryl） 」 鎖 、 「 置 換 ア ル キ ル （ substituted alk
yl） 」 鎖 、 及 び 「 置 換 ア リ ル （ substituted aryl） 」 鎖 と の 語 は 、 １ ， ２ － ジ ス テ ア リ ル
３ － ｓ ｎ － グ リ セ ロ ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-p
hosphatidyl ethanolamine（ DSPE） ） 、 DSPEの ラ ウ リ ル 類 似 体 、 ミ リ ス ト イ ル 類 似 体 、 パ
ル ミ ト イ ル 類 似 体 、 ス テ ア ロ イ ル 類 似 体 、 オ レ オ イ ル 類 似 体 、 及 び リ ネ オ イ ル 類 似 体 、 脂
肪 酸 な ど の 炭 化 水 素 及 び リ ン 脂 質 の こ と を い う が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 一 価 の （ singly-charged） 」 と の 語 は 、 生 理 学 的 pＨ に お い て 、 正 味 電 荷 が ＋ １ か ら
－ １ で あ る こ と を い う 。 一 価 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ホ モ ア ル ギ ニ ン 、 ホ モ リ ジ ン
、 ジ ア ミ ノ ブ タ ン 酸 （ Diaminobutanoic acid （ Dab） ） （ Shakkottai, et al. J. Biol. 
Chem., Vol. 276, Issue 46, 43145-43151, November 16, 2001） な ど を 例 示 で き る が こ
れ ら に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 多 価 の （ multiply-charged） 」 と の 語 は 、 生 理 学 的 pＨ に お い て 、 正 味 電 荷 が ＋ １ よ
り 大 き い こ と 及 び － １ よ り 小 さ い こ と を い う 。 多 価 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 と し て は ＋ １ か ら
＋ ３ の 正 の 電 荷 を 有 す る リ ジ ン 、 － ２ の 負 の 電 荷 を 有 す る ジ ア ス パ ラ ギ ン 酸 な ど を 例 示 で
き る が こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 「 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 含 有 酵 素 （ antiviral complex containing enzyme (Ａ Ｃ Ｅ ） 」
と の 語 は 、 少 な く と も １ つ の 標 的 リ ガ ン ド 或 い は 送 達 促 進 リ ガ ン ド と 共 有 結 合 さ れ た 酵 素
、 或 い は 少 な く と も １ つ の 高 分 子 担 体 と 共 有 結 合 さ れ た 酵 素 、 或 い は こ れ ら を 任 意 に 組 合
せ た も の （ 例 え ば こ れ に は 限 ら な い が 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 標 的 リ ガ ン ド 又 は 送 達 促 進
リ ガ ン ド を 有 す る １ 若 し く は そ れ 以 上 の 多 価 の 高 分 子 担 体 ） の こ と を い う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 「 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ （ artifical nuclease） 」 と の 語 は 、 基 質 核 酸 に 対 す る 少 な く と も
１ つ の 認 識 ド メ イ ン と 、 核 酸 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 の た め の 少 な く と も １ つ
の 触 媒 ド メ イ ン を 含 む 半 合 成 分 子 ス カ ホ ー ル ド 又 は 合 成 分 子 ス カ ホ ー ル ド を 有 す る ヌ ク レ
ア ー ゼ の こ と を い う 。
こ の 分 子 ス カ ホ ー ル ド は 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド デ ン ド リ マ ー 、 偽 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 そ の 他 の 任 意 の 生 物 学 的 ポ リ マ ー 或 い は 合 成 ポ リ マ ー 、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 有 す
る こ と が で き る 。 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ の 触 媒 ド メ イ ン は 、 生 物 学 的 な も の で あ っ て も 、 或 い
は 無 機 的 化 学 的 な も の で あ っ て も よ い 。 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ の バ ッ ク ボ ー ン と し て 用 い ら れ
る 合 成 ポ リ マ ー は 、 触 媒 成 分 と し て 、 複 数 の 有 機 的 又 は 無 機 的 官 能 基 を 含 む こ と が で き る
（ Suh,Acc.Chem.Res.36:562-570,2003） 。 無 機 的 触 媒 ド メ イ ン と し て は 例 え ば 、 人 工 ヌ ク
レ ア ー ゼ の 核 酸 認 識 ド メ イ ン と 共 有 結 合 又 は 非 共 有 結 合 さ れ た ラ ン タ ニ ド ・ イ オ ン 又 は そ
れ ら の 複 合 体 （ Yamamoto et al. Nuc. Ac. Res., 31(15):4497-4502,2003;Welch et al.,
PNAS,100(7):3752-3730,2003） な ど の 加 水 分 解 性 金 属 を 例 示 で き る 。 核 酸 ベ ー ス 触 媒 と し
て は 、 ヒ ス タ ジ ン の 側 鎖 イ ミ ダ ゾ ー ル 基 を 例 示 で き る 。 生 理 学 的 ｐ Ｈ に お い て 、 ヒ ス タ ジ
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ン は プ ロ ト ン の 供 与 体 又 は 受 容 体 と し て 働 く こ と が で き る （ Gray, Enzye Catalyzed Reac
tions, Van nostrand Reinhold, London, pp.264-271, 1971; Galburt, et al., Nat. St
ruct. Biolo, 6:1096-1099, 1999; Van der Woerd, et al., Structure 9:133-144, 2001
） 。 い く つ か の 非 天 然 型 ヒ ス タ ジ ン 誘 導 体 は 、 ヒ ス タ ジ ン の 立 体 因 子 と 同 一 の 又 は 類 似 の
立 体 因 子 を 有 す る が 、 酸 性 度 と 求 核 性 に 関 し て は 異 な る 性 質 を 有 す る 。 既 知 の ヒ ス タ ジ ン
誘 導 体 と し て は 、 β － （ １ ， ２ ， ３ － ト リ ア ゾ ー ル － ４ － ｙ ｌ ） － Ｄ Ｌ － ア ラ ニ ン （ ２ ）
、 β － （ １ ， ２ ， ４ － ト リ ア ゾ ー ル － ３ － ｙ ｌ ） － Ｄ Ｌ － ア ラ ニ ン （ ３ ） 、 β － （ １ ， ２
， ３ ， ４ － ト リ ア ゾ ー ル － ５ － ｙ ｌ ） － Ｄ Ｌ － ア ラ ニ ン （ ４ ） な ど を 例 示 で き る 。 こ れ ら
の 中 に は 、 生 体 内 で タ ン パ ク 質 に 効 率 的 に 組 み 込 ま れ る も の が 含 ま れ る （ Ikeda, et al.,
 Protein Engineering 16: 699-706, 2003） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 「 化 学 的 ／ 遺 伝 的 （ chemically/genetically） 」 に 修 飾 又 は 操 作 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ と
の 語 は 一 般 的 に 、 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 一 般 変 異 体 及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 特 殊 変 異
体 、 加 水 分 解 性 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 と プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 、 及 び 口 腔 内 で の 生 物
学 的 利 用 能 を 高 め る た め に 更 に 化 学 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 誘 導 体 の こ と を い う 。 本
明 細 書 中 に お い て 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 に は 、 自 然 の （ 自 然 か ら 単 離 さ れ た ） 又 は 組 換 え 型
の ヌ ク レ ア ー ゼ と 野 生 型 の ヌ ク レ ア ー ゼ が 含 ま れ る の に 加 え て 、 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 操 作 さ
れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 、 半 合 成 及 び 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び 様 々 な 標 的 リ ガ ン ド を 有 す る ヌ ク
レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。 標 的 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 多 価 の 高 分 子 担 体 と 共 有 結 合 し て い る 。 高
分 子 担 体 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ ・ ベ ー ス の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 の 半 減 期 を 延 ば し 、 プ ロ テ ア ー
ゼ に よ る 分 解 に 対 す る 抵 抗 性 を 向 上 さ せ 、 免 疫 原 性 及 び 毒 性 を 低 減 す る 。 標 的 指 向 化 部 分
は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ ・ ベ ー ス 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 に 感 染 細 胞 を 標 的 と さ せ る た め の ア ド レ ス
を 提 供 す る と と も に 、 高 い 細 胞 吸 収 量 及 び 核 吸 収 量 を 提 供 し 、 ま た ヌ ク レ ア ー ゼ を 、 感 染
細 胞 の 細 胞 質 内 又 は 核 内 に 存 在 す る ウ イ ル ス 特 異 的 核 酸 と 、 そ れ ら の 複 製 中 間 体 に 作 用 さ
せ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 （ ウ イ ル ス の 分 類 ）
　 ウ イ ル ス は 、 そ の ビ リ オ ン 内 に 存 在 す る 核 酸 の 形 態 に よ り 大 ま か に 分 類 で き る 。 近 年 の
分 類 法 で は 、 ゲ ノ ム 内 容 が ウ イ ル ス 複 製 方 法 に 及 ぼ す 影 響 が 重 視 さ れ て い る 。 「 Virus Ta
xonomy」 に よ る と 、 ビ リ オ ン 内 の 核 酸 の 構 造 と 基 本 的 な 複 製 パ タ ー ン に 基 づ い て 、 ウ イ ル
ス は ７ つ の グ ル ー プ に 分 類 さ れ る 。 ウ イ ル ス は 、 David Baltimoreに よ り 考 案 さ れ た 方 法
（ 本 明 細 書 中 に お い て は 「 Baltimore分 類 法 」 と い う ） （ Virus Taxonomy, H.V. van rege
nmortel, et al. (Eds.), Seventh Report of the International Committee on Taxonom
y of Viruses, Academic Press, 1024 pp., 2000, San Diego, New York; Cann, Princip
les of Molecular Virology, Academic Press, 3r s  Ed. 2001, App.2） に 従 っ て 分 類 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 （ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ）
　 多 く の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 核 内 で 複 製 し 、 細 胞 構 造 に 依 存 し て 転 写 と タ ン パ ク 質 合 成 を
行 う 。 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス は 例 外 的 に 、 細 胞 質 内 で 複 製 し 、 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 複 製 の た め に 宿
主 細 胞 の 酵 素 を 用 い る 。 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に は 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 及 び ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 グ ル ー プ Ｉ の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス と し て は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 科 の 非 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル
ス （ 例 え ば ヒ ト ア デ ノ ウ イ ル ス Ｃ ） 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス 科 の 非 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス （ 例
え ば ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス ） 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 科 （ 例 え ば シ ン プ レ
ッ ク ス ウ イ ル ス 属 、 ワ リ セ ロ ウ イ ル ス 属 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 属 、 ロ ゼ オ ラ ウ イ ル ス 属
、 リ ン ホ ク リ プ ト ウ イ ル ス 属 ／ エ プ ス タ イ ン － バ ー ル ウ イ ル ス 属 ） の エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル
ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 科 の エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス （ 例 え ば 天 然 痘 を 引 き 起 こ す 痘 瘡 ウ イ ル
ス 、 哺 乳 類 と 鳥 類 に 感 染 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ） を 例 示 で き る 。 こ の グ ル ー プ に は 更 に
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、 昆 虫 に 感 染 す る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 科 、 ポ リ ド ナ ウ イ ル ス 科 、 及 び フ ィ コ ド ナ ウ イ ル ス 科
の ウ イ ル ス 、 及 び そ の 他 の ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 単 成 分 の 直 鎖 状 又 は 環 状 ゲ ノ ム を 有 す る 。 ゲ ノ ム の サ イ ズ は 、 ポ
リ ド ナ ウ イ ル ス で は ５ ｋ ｂ ｐ （ kilobase pair、 キ ロ ベ ー ス ペ ア ー ） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス で
は ３ ０ 乃 至 ３ ８ ｋ ｂ ｐ 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 及 び ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で は 約 ２ ０ ０ ｋ ｂ ｐ 、 ポ
ッ ク ス ウ イ ル ス 及 び フ ィ コ ド ナ ウ イ ル ス で は ３ ０ ０ ｋ ｂ ｐ 以 上 で あ る 。 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス の 複 製 は 細 胞 ゲ ノ ム に 関 す る 半 保 存 複 製 に よ り 行 わ れ る 。 真 核 生 物 の ウ イ ル ス で は 、 複
製 は 主 に 核 内 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ 依 存
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び そ の 他 の 細 胞 酵 素 を 用 い て 行 わ れ る 。 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 複
製 は 宿 主 の Ｄ Ｎ Ａ 複 製 機 構 に 完 全 に 依 存 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ウ イ ル ス ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ は 細 胞 分 裂 の Ｓ 期 及 び Ｇ ２ 期 に 産 生 さ れ る 。 し か し な が ら 、 ポ ッ ク
ス ウ イ ル ス 及 び バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 一 部 （ 顆 粒 症 グ ル ー プ ） 、 イ リ ド ウ イ ル ス の 複 製 は 、
細 胞 周 期 の そ の 他 の 時 期 に も 、 細 胞 質 内 の ウ イ ル ス 特 異 的 な 封 入 体 内 に お い て 、 ウ イ ル ス
ゲ ノ ム が コ ー ド さ れ た 酵 素 （ 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ） を 用 い て 行 わ れ る 。 こ れ ら の ウ
イ ル ス に 関 し て は 以 下 の 複 製 段 階 が 特 定 さ れ て い る 。 ま ず 、 宿 主 の 酵 素 に よ る ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ
の 第 １ 複 製 が 行 わ れ る 。 次 に 初 期 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 と 調 節 蛋 白 の 合 成 が 行 わ れ る 。 次 に 、 宿
主 の 酵 素 の 補 助 を 受 け て ウ イ ル ス ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 が 行 わ れ る 。 次 に ウ イ ル ス 調 節 蛋 白 の
制 御 下 で 後 期 転 写 が 行 わ れ る 。 次 に 初 期 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 と 後 期 ウ イ ル ス 構 造 蛋 白 の 合 成 が
行 わ れ る 。 最 後 に 構 造 蛋 白 と ウ イ ル ス ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ が 集 合 し て 成 熟 ビ リ オ ン を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 複 製 中 の ウ イ ル ス ｄ ｓ
Ｄ Ｎ Ａ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 領 域 、 及 び 中 間 状 態 ま で 転 写 さ れ た ウ イ ル ス ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 加 水
分 解 特 性 を 有 す る １ 若 し く は そ れ 以 上 の ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ り 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス の 複 製 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に は 、 非 エ ン ベ ロ ー プ パ ル ボ ウ イ ル ス 及 び サ ー コ ウ
イ ル ス が 含 ま れ る 。 こ れ ら 哺 乳 類 の ウ イ ル ス に 加 え て 、 鳥 類 に 感 染 す る シ ル コ 様 ウ イ ル ス
、 及 び 植 物 に 感 染 す る ジ ェ ミ ニ ウ イ ル ス 及 び バ ナ ナ 萎 縮 病 関 連 ウ イ ル ス （ Banana Bunchy 
Top-Related Viruses（ Ｂ Ｂ Ｔ Ｒ Ｖ ） ） が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 直 鎖
状 Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム 、 一 重 環 状 、 二 重 環 状 、 或 い は 多 重 環 状 の Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 有 す る こ と が で
き る 。 こ れ ら の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム は 全 て サ イ ズ が 小 さ く 、 サ ー コ ウ イ ル
ス で は ３ ｋ ｂ 、 パ ル ボ ウ イ ル ス で は ４ 乃 至 ５ ｋ ｂ 、 ジ ェ ミ ニ ウ イ ル ス で は ２ ． ７ 乃 至 ５ ．
４ ｋ ｂ 、 Ｂ Ｂ Ｔ Ｒ Ｖ で は ５ 乃 至 ６ ｋ ｂ で あ る 。 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 核 内 に お け る 複 製 に
つ い て 以 下 の よ う な 段 階 が 特 定 さ れ て い る 。 ま ず 感 染 直 後 に （ － ） セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 鎖 が 形 成
さ れ る 。 次 に 「 複 製 可 能 形 態 」 中 間 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ が 形 成 さ れ る 。 次 に 宿 主 酵 素 に よ り ｄ ｓ Ｄ
Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト が 転 写 さ れ る 。 次 に 調 節 蛋 白 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 初 期 翻 訳 が 行 わ れ
る 。 ウ イ ル ス ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ の 「 ロ ー リ ン グ サ イ ク ル （ rolling cycle） 」 型 転 写 が 行 わ れ る
。 次 に ウ イ ル ス 調 節 蛋 白 の 制 御 下 で 後 期 転 写 が 行 わ れ る 。 次 に 後 期 ウ イ ル ス 構 造 蛋 白 が 合
成 さ れ る 。 最 後 に ウ イ ル ス ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ と ウ イ ル ス 構 造 蛋 白 が 集 合 し て 成 熟 ビ リ オ ン を 形 成
す る 。 パ ル ボ ウ イ ル ス 属 の ウ イ ル ス の 一 部 （ 例 え ば ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ） は 、 霊 長 類 宿 主
内 に お い て 確 実 に 生 存 す る た め に 、 二 相 性 の ラ イ フ サ イ ク ル を 発 展 さ せ て き た 。 二 相 性 の
ラ イ フ サ イ ク ル に お い て は 、 増 殖 性 感 染 の た め に 、 無 関 係 な ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ヘ ル パ ー ・ ウ イ ル
ス （ ア デ ノ ウ イ ル ス 又 は ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ） が 必 要 と さ れ る （ Muzyczka et al., In Fiel
ds Virology, 4th Edn, pp. 2327-2359, 2001,. D.M. Knipe et al., Eds., Philadelphi
a: Lippincott Williams & Wilkins） 。 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス が 存 在 し な い 場 合 、 Ａ Ａ Ｖ タ イ
プ ２ （ Ａ Ａ Ｖ － ２ ） は ヒ ト ク ロ モ ソ ー ム １ ９ 上 の 特 定 部 位 へ の 優 先 的 な 組 込 み に よ り 潜 伏
期 を 確 立 す る （ Huser & Heilbronn J Gen Virol 84: 133-137, 2003, Kotin et al., Pro
c Natl Acad Sci USA 87:2211-2215, 1990） 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 中 間 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び ｓ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 好 ま し い 加 水 分 解 作 用 を 有 す る １ 若 し く は そ れ 以 上 の ヌ ク レ ア ー ゼ を 用
い て 処 理 す る こ と に よ り ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 （ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ）
　 多 く の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 細 胞 質 内 で 複 製 す る 。 例 外 的 に オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス （ 例 え ば
イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ウ イ ル ス ） は 核 内 で 複 製 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で は 、 ウ イ ル ス
遺 伝 子 発 現 の メ カ ニ ズ ム は Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 含 む 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 と 根 本 的 に 異 な る 。
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ す な わ ち ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス す な わ
ち ア ン チ セ ン ス ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び ウ イ ル ス 蛋 白 質 又 は ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す
る ポ ジ テ ィ ブ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ か ら 構 成 さ れ る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ 複 製 段 階 は Ｒ Ｎ Ａ 依 存 的
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ RNA-dependent RNA polymerases（ Ｒ ｄ Ｒ ｐ ｓ ） ） に よ り 触 媒 さ れ
る 。 Ｒ Ｎ Ａ 依 存 的 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ウ イ ル ス の コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ポ リ メ ラ
ー ゼ 、 ヘ リ カ ー ゼ ） と 、 い く つ か の 宿 主 因 子 に よ り 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に は 、 非 エ ン ベ ロ ー プ 型 レ オ ウ イ ル ス 、 ビ ル ナ ウ
イ ル ス 、 パ ル テ ィ テ ィ ウ イ ル ス 、 ト テ ィ ウ イ ル ス 、 及 び ク リ プ ト ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。 レ
オ ウ イ ル ス は 動 物 、 植 物 、 及 び 昆 虫 に 感 染 す る 。 ビ ル ナ ウ イ ル ス は 脊 椎 動 物 及 び 非 脊 椎 動
物 に 感 染 す る 。 パ ル テ ィ テ ィ ウ イ ル ス は 主 に 菌 類 に 感 染 す る 。 ト テ ィ ウ イ ル ス は 菌 類 、 原
生 動 物 、 及 び 昆 虫 に 感 染 す る 。 ク リ プ ト ウ イ ル ス は 植 物 中 に 存 在 し 、 明 ら か に 種 子 又 は 花
粉 を 介 し て 伝 染 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 単 一 コ ン ポ ー ネ ン ト ・ ウ イ ル ス の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム 又 は 複 数 コ ン ポ ー ネ ン ト ・ ウ イ ル ス
の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の サ イ ズ は 、 パ ル テ ィ テ ィ ウ イ ル ス 、 ビ ル ナ ウ イ ル ス 、 及 び ト テ ィ ウ
イ ル ス で は ４ 乃 至 ７ ｋ ｂ ｐ で あ り 、 レ オ ウ イ ル ス で は ２ ０ 乃 至 ２ ７ ｋ ｂ ｐ で あ る 。 レ オ ウ
イ ル ス は １ つ の カ プ シ ド 内 に １ ０ 乃 至 １ ２ セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 有 す る 。 感 染 初 期 に
お い て 、 部 分 的 に コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い サ ブ ウ イ ル ス （ subvirus） 粒 子 内 で 、 ウ イ ル
ス 特 異 性 転 写 酵 素 に よ る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の 転 写 が 行 わ れ る 。 初 期 転 写 の 結 果 と し て 複 数
の ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 合 成 さ れ る 。 ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ は 、 細 胞 質 内 に 放 出 さ れ る と 、 構 造
蛋 白 の 合 成 を コ ー ド す る 後 期 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し て 、 及 び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 の た め の テ ン プ レ ー ト
と し て 働 く 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 は 新 た に 形 成 さ れ た カ プ シ ド 内 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 以 下 の 複 製 段 階 が 特 定 さ れ て い る 。 部 分 的 に 開 口 し た カ プ シ ド 内
に お い て 、 ウ イ ル ス 特 異 的 転 写 酵 素 に よ る ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 初 期
転 写 が 行 わ れ る 。 次 に ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 細 胞 質 内 に 搬 出 さ れ る 。 次 に 細 胞 質 内 に お い て
ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 翻 訳 さ れ る と と も に ウ イ ル ス の 調 節 蛋 白 及 び ウ イ ル ス の 初 期 構 造 蛋 白
が 蓄 積 さ れ る 。 次 に ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ と ウ イ ル ス 蛋 白 が 未 成 熟 ビ リ オ ン 内 に 集 合 す る 。 次
に 、 非 成 熟 ビ リ オ ン 内 の ウ イ ル ス Ｒ ｄ Ｒ ｐ に よ り 、 ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 相 補 的 ｓ ｓ （ － ）
Ｒ Ｎ Ａ を 介 し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 複 製 さ れ る 。 次 に ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 第 二 の 転 写 が 行 わ れ る 。 次 に
ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 翻 訳 さ れ 、 後 期 構 造 ウ イ ル ス 蛋 白 が 蓄 積 さ れ る 。 ゲ ノ ム ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と
構 造 蛋 白 が 成 熟 ビ リ オ ン 内 に 集 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に は 、 非 エ ン ベ ロ ー プ 型 ウ イ ル ス （ ピ コ ル ナ
ウ イ ル ス 、 カ リ チ ウ イ ル ス 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 及 び 一 般 的 な 感 冒 ウ イ ル ス ） 、 及 び エ ン ベ
ロ ー プ 型 ウ イ ル ス （ ニ ド ウ イ ル ス 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス ／ Ｓ Ａ Ｒ Ｓ 、 フ ラ ヴ ィ 属 ウ イ ル ス 、 Ｃ
型 肝 炎 ウ イ ル ス ／ Ｈ Ｃ Ｖ 、 ト ガ 属 ウ イ ル ス な ど ） 、 植 物 の ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ブ ロ モ ウ イ
ル ス 、 コ モ ウ イ ル ス 、 ポ テ ィ ウ イ ル ス 、 タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス ／ Ｔ Ｍ Ｖ な ど ） 、 昆 虫 の
ウ イ ル ス （ ノ ダ ウ イ ル ス 、 テ ト ラ ウ イ ル ス ） 、 菌 類 の ウ イ ル ス （ バ ル ナ ウ イ ル ス ） が 含 ま
れ る 。 ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 単 成 分 の 或 い は 複 数 成 分 の ゲ ノ ム の サ イ ズ は 、 バ ル ナ
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ウ イ ル ス で は ５ ｋ ｂ 未 満 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 及 び フ ラ ビ ウ イ ル ス で は ７ 乃 至 １ ２ ｋ ｂ 、 コ
ロ ナ ウ イ ル ス で は 非 分 節 の 状 態 で ２ ７ 乃 至 ３ １ ｋ ｂ で あ る 。 コ ロ ナ ウ イ ル ス は 人 間 の 体 内
で 重 症 急 性 呼 吸 器 症 候 群 （ Severe Acute Respiratory Syndrome（ Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ） ） を 引 き 起
こ す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ れ ら の ウ イ ル ス ゲ ノ ム は ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し て 働 き 、 宿 主 細 胞 に 感 染 し た 後 に 翻 訳 さ れ る 。
し か し な が ら ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 形 態 と サ ブ ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ が 多 く の ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 。 こ の よ う な ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス と し
て は 、 Ｔ Ｍ Ｖ 等 の 植 物 ウ イ ル ス の 大 部 分 、 い く つ か の ピ ル コ マ 様 昆 虫 ウ イ ル ス 、 及 び コ ロ
ナ ウ イ ル ス を 例 示 で き る 。 ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 感 染 細 胞 の 細 胞 質 内 で 複 製 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 複 製 過 程 は 次 の 段 階 を 含 む 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し て ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 翻 訳 さ れ 、 Ｒ ｄ Ｒ ｐ の
早 期 産 生 が 行 わ れ る 。 次 に Ｒ ｄ Ｒ ｐ に よ り ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト 上 で ｓ ｓ （ － ）
Ｒ Ｎ Ａ が 合 成 さ れ 、 こ れ に 伴 い 膜 関 連 複 製 複 合 体 （ replicative complex（ Ｒ Ｃ ） ） が 形
成 さ れ 、 ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ が 膜 結 合 型 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 産 生 さ れ る ゲ ノ ム 長 ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 形 態 と な る 。 例 え ば 、 ト ガ ウ イ ル ス 科 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 属 の シ ン ビ ス ウ イ ル ス
（ Sindbis virus（ Ｓ Ｉ Ｎ ） ） は 、 ３ つ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 中 間 複 製 形 態 を 有 す る 。 １ つ は 完 全
長 ゲ ノ ム で あ り 、 残 り の ２ つ は そ れ ぞ れ 、 最 初 の ３ 分 の ２ の ゲ ノ ム （ 非 構 造 領 域 ） と 、 残
り の ３ 分 の １ の ゲ ノ ム （ 構 造 領 域 ） に 対 応 す る 。 次 に 複 数 の ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
、 及 び ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ が 合 成 さ れ る 。 次 に ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ と ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 、 及 び 構
造 蛋 白 の 合 成 が 行 わ れ る 。 最 後 に 構 造 蛋 白 と ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 集 合 し て 成 熟 ビ リ オ ン を
形 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 グ ル ー プ Ｖ の ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に は 、 エ ン ベ ロ ー プ 型 一 本 鎖 （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス （ モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の フ ィ ロ ウ イ ル ス 科 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス
科 ） 、 複 数 鎖 （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス （ オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 、 ブ ニ ヤ ウ イ ル ス 科 、 ア レ
ナ ウ イ ル ス 科 ） が 含 ま れ る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の サ イ ズ は 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 で は １ １ ～
１ ９ ｋ ｂ 、 ６ か ら ８ 分 節 の オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス （ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ） で は １ ０ ～
１ ４ ｋ ｂ 、 ３ 分 節 の ブ ニ ヤ ウ イ ル ス で は １ １ ～ ２ ０ ｋ ｂ で あ る 。 し か し な が ら ｓ ｓ （ － ）
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 よ り 高 度 な 真 核 生 物 に の み 直 接 感 染 す る 。 ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
は ま た 、 い く つ か の 昆 虫 と 宿 主 植 物 の 間 の 密 接 な 関 係 の 結 果 、 植 物 に 感 染 す る こ と も で き
る 。 ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 宿 主 細 胞 の 細 胞 質 内 に お い て 複 製 す る 。 例 外 的 に オ ル ソ
ミ ク ソ ウ イ ル ス は 宿 主 細 胞 の 核 内 に お い て 複 製 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 以 下 の 複 製 過 程 が 特 定 さ れ て い る 。 ま ず ウ イ ル ス Ｒ ｄ Ｒ ｐ に よ り ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ の 第
一 の 転 写 が 行 わ れ る の に 伴 い 主 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 産 生 さ れ る 。 同 時 に 、 複
製 複 合 体 （ replicative complex（ Ｒ Ｃ ） ） が 形 成 さ れ る の に 伴 い Ｒ Ｃ 内 に お い て ｓ ｓ （
＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 部 分 的 に ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 形 態 と な る 。 次 に 完 全 長 ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ 及 び 子 孫 ｓ
ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ が 産 生 さ れ る 。 子 孫 ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ か ら 第 ２ の 転 写 が 行 わ れ る 。 次 に 構
造 蛋 白 が 翻 訳 さ れ 、 蓄 積 さ れ る 。 次 に ヌ ク レ オ カ プ シ ド が 集 合 し 成 熟 す る 。 最 後 に 、 ウ イ
ル ス の エ ン ベ ロ ー プ 蛋 白 を 含 む 宿 主 の 膜 を 介 し て ヌ ク レ オ カ プ シ ド が 出 芽 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 上 記 の 複 製 過 程 に よ る と 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 複 製 中 、 中 間 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ は 合 成 さ れ な
い 。 し か し な が ら 、 相 補 的 ウ イ ル ス ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 産 生 の 実 験 的 証 拠 が 生 体 内 及 び 生 体 外 に 存
在 す る 。 相 補 的 ウ イ ル ス ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 産 生 に お い て 、 リ ン パ 球 性 脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス （ lymp
hocytic choriomeningitis virus（ Ｌ Ｃ Ｍ Ｖ ） ） （ Klenerman, et al., Letters to Natu
re, 390: 298-301, 1997） 、 ポ リ オ 、 及 び 麻 疹 ウ イ ル ス （ Zhdanov, Nature 256: 471-473
, 1975） な ど の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 内 に 存 在 す る 内 在 性 逆 転 写 酵 素 （ reverse 
transcriptase（ Ｒ Ｔ ） ） が 用 い ら れ る 。 内 在 性 Ｒ Ｔ は そ の 他 の 感 染 性 ウ イ ル ス 由 来 の 逆
転 写 Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 分 か っ て い る （ Zhdanov, Nature 256: 4
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71-473, 1975） 。 内 在 性 Ｒ Ｔ 源 と し て は 、 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 又 は そ の 他 の 様 々 な 散
在 反 復 配 列 （ Wiener et al., A. Rev. Biochem. 55, 631-661, 1986） を 例 示 で き る 。 こ
の よ う な 内 在 性 ソ ー ス か ら の 逆 転 写 物 は 哺 乳 類 の ゲ ノ ム に お い て は １ ０ ％ ～ ２ ０ ％ を 占 め
る （ Coffin, in Reverse Transcriptase, pp.445-479, 1993, Eds. Skalka and Gough, C
old Spring Harbor Lab Press, NY） 。 内 在 性 ト リ 白 血 病 ウ イ ル ス （ endogenous avian le
ukosis virus（ Ａ Ｌ Ｖ － Ｅ ） ） と ト リ 白 血 病 ウ イ ル ス （ avian leukosis virus（ Ａ Ｌ Ｖ ）
） の 存 在 に 起 因 す る 低 い Ｒ Ｔ 活 性 も ま た ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 基 質 （ chicken embryonic fibr
oblast substrate） に お い て 観 察 さ れ た （ Hussain et al., Journal of Virology, Janua
ry 77(2):1105-1111, 2003; Johnson and Heneine, J. Virol. 75(8): 3605-3612, 2001
） 。 ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 基 質 は 、 麻 疹 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 、 及 び 黄 熱 病 の ワ ク チ ン 作 製 に 用 い
ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 作 用 は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ
と デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 増 強 さ れ る 。 驚 く べ き こ と に 、
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ と リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 ウ マ 脳 炎
ウ イ ル ス の 複 製 に 対 す る 強 い 抑 制 効 果 が 得 ら れ る （ 実 施 例 ４ ０ 参 照 ） 。 そ の 他 の Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス の 複 製 中 に 中 間 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ が 生 じ る こ と は 、 こ の 知 見 と 同 様 の も の と み な し う
る 。 本 明 細 書 中 に お い て 「 中 間 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 」 と の 文 言 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 及 び Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス を 含 む 任 意 の ウ イ ル ス の 複 製 サ イ ク ル 中 に 合 成 さ れ る ウ イ ル ス 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ の こ
と を い う 。 ウ イ ル ス 学 の 当 業 者 の 間 で は 、 中 間 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ が 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ラ イ
フ サ イ ク ル に お け る Ｒ Ｔ 作 用 の 産 物 で あ る と 一 般 的 に 考 え ら れ て い る が 、 本 明 細 書 中 に お
け る 「 中 間 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 」 と の 文 言 は い か な る 特 定 の 合 成 メ カ ニ ズ ム に も 限 定 さ れ る も
の で は な い 。 む し ろ 、 「 中 間 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 」 と は 、 産 生 の 方 法 に 関 わ ら ず 、 ウ イ ル ス 複
製 に お い て 観 察 さ れ る 全 て の 種 の ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ を 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 そ の 他 の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 内 の 内 在 性 Ｒ Ｔ 作 用 又 は そ の 他 の 未 知 の 要 因 を
原 因 と し て 中 間 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ が 出 現 す る 可 能 性 が あ る た め 、 本 発 明 の 組 成 物 の 一 つ の 実
施 形 態 と し て 、 グ ル ー プ Ｉ の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス と グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に
対 す る 核 酸 分 解 活 性 を 有 す る ヌ ク レ ア ー ゼ の 組 み 合 わ せ が 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 組 成 物
は 結 果 と し て 全 て の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 「 カ ク テ ル 」 と な る 。 し た が っ て
、 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び 中 間 ウ イ ル ス ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 及 び
ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 好 ま し い 加 水 分 解 作 用 を 有 す る １ 若 し く は そ れ 以 上 の ヌ ク レ ア ー ゼ を
用 い て 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 及 び ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス の 複 製 を 抑 制 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 （ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 逆 転 写 （ Reverse Transcribed（ Ｒ Ｔ ） ） ウ イ ル ス ）
　 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に は 、 エ ン ベ ロ ー プ 型 レ ト ロ ウ イ ル ス 科 に 属
す る ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 レ ン チ ウ イ ル ス 属 、 ア ル フ ァ レ ト ロ ウ イ ル ス 属 、 ガ ン マ レ ト ロ ウ
イ ル ス 属 、 ベ ー タ レ ト ロ ウ イ ル ス 属 、 デ ル タ ウ イ ル ス 属 の ウ イ ル ス な ど が 含 ま れ る 。 レ ン
チ ウ イ ル ス 属 の ウ イ ル ス の 例 と し て は 、 ヒ ト に 感 染 す る ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ human im
munodeficiency virus（ Ｈ Ｉ Ｖ ） ） 、 サ ル に 感 染 す る サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ simian imm
unodeficiency virus（ Ｓ Ｉ Ｖ ） ） 、 ヒ ツ ジ に 感 染 す る ビ ス ナ マ エ デ ィ ウ イ ル ス （ visna-m
aedi virus（ Ｖ Ｉ Ｓ Ｎ Ａ ） ） 、 ウ マ に 感 染 す る ウ マ 伝 染 性 貧 血 ウ イ ル ス （ equine infecti
ous anemia virus（ Ｅ Ｉ Ａ Ｖ ） ） が 挙 げ ら れ る 。 ア ル フ ァ レ ト ロ ウ イ ル ス 属 の 例 と し て は
、 ト リ 白 血 病 ウ イ ル ス （ avian leucosis virus（ Ａ Ｌ Ｖ ） ） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Roue
s sarcoma virus（ RSV） ） が 挙 げ ら れ る 。 ガ ン マ レ ト ロ ウ イ ル ス 属 の 例 と し て は 、 ネ コ 白
血 病 ウ イ ル ス （ feline leukemia virus（ Ｆ Ｌ Ｕ ） ） 、 マ ロ ニ ー ・ ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス
（ Maloney murine leukemia virus（ Ｍ Ｏ Ｖ Ｅ ） ） が 挙 げ ら れ る 。 ベ ー タ レ ト ロ ウ イ ル ス
属 の 例 と し て は 、 哺 乳 類 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス （ mammalian mouse mammary tumor virus（
Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ ） ） 及 び メ イ ソ ン ・ フ ァ イ ザ ー ・ モ ン キ ー ・ ウ イ ル ス （ Mason-Pfizer monkey vi
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rus（ Ｍ Ｐ Ｍ Ｖ ） ） が 挙 げ ら れ る 。 デ ル タ ウ イ ル ス 属 は 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス （ hum
an T-lymphotropic virus（ Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ ） ） 及 び ス プ ー マ ウ イ ル ス （ ヒ ト ・ ス プ ー マ ・ レ ト
ロ ・ ウ イ ル ス ） （ Spumavirus（ human spumaretrovirus） ） に 代 表 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス ビ リ オ ン は 標 的 細 胞 膜 と 融 合 し て 、 細 胞 質 内 に ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 放 出 す
る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の そ れ ぞ れ は 、 ２ つ の ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 。 逆 転 写 物 （ reve
rse transcript（ Ｒ Ｔ ） ） は レ ト ロ ウ イ ル ス の ウ イ ル ス ゲ ノ ム と 関 連 し て お り 、 ウ イ ル ス
Ｒ Ｎ Ａ は 逆 転 写 の た め の テ ン プ レ ー ト と し て 働 く 。 全 て の レ ト ロ ウ イ ル ス は ４ つ の 遺 伝 子
を コ ー ド す る 。 ４ つ の 遺 伝 子 は 、 gag、  pro 、 pol 、 及 び envと 呼 ば れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル
ス の ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の サ イ ズ は ７ ， ０ ０ ０ ～ １ １ ， ０ ０ ０ ｂ で あ り 、 Ｈ Ｉ Ｖ ゲ ノ
ム の サ イ ズ は ９ ， ７ ４ ９ ｂ で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 以 下 の 複 製 過 程 が 特 定 さ れ て い る 。 細 胞 質 内 で 、 ビ リ オ ン 関 連 Ｒ Ｔ に よ り ビ リ オ ン ｓ ｓ
（ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 が 行 わ れ 、 結 果 と し て 中 間 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 が 産
生 さ れ る 。 次 に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ に よ り Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 内 の Ｒ Ｎ Ａ の 消 化 が 行 わ
れ る 。 次 に Ｒ Ｔ に よ り 、 残 り の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ が 、 末 端 反 復 配 列 を 有 す る 直 鎖 状 又 は 環 状 ｄ ｓ
Ｄ Ｎ Ａ の 形 態 に 複 製 さ れ る 。 次 に ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ が 核 内 に 移 入 さ れ る 。 次 に 組 込 み 酵 素 に よ り
、 直 鎖 状 プ ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ が 宿 主 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ 内 に 組 込 ま れ る 。 次 に 宿 主 の 酵 素 に よ り
、 組 込 ま れ た ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 及 び 転 写 が 行 わ れ 、 そ れ に 伴 い 子 孫 ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 産
生 さ れ る 。 次 に 後 期 構 造 蛋 白 が 翻 訳 及 び 蓄 積 さ れ る 。 次 に タ ン パ ク 質 と 子 孫 ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ
Ｎ Ａ が 集 合 し て ウ イ ル ス 核 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 。 次 に 細 胞 膜 を 介 し て ウ イ ル ス が 出 芽 す
る 。 出 芽 中 に 、 ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 が ビ リ オ ン 内 に 組 込 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は １ 若 し く は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 中
間 ハ イ ブ リ ッ ド Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 、 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 好 ま
し い 加 水 分 解 作 用 を 有 す る ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｒ Ｔ ウ イ ル ス の 複 製
を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｒ Ｔ ウ イ ル ス と し て 例 え ば 、 エ ン ベ ロ ー プ 型 の ヘ パ ド ナ
ウ イ ル ス 科 の ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る 。 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 科 に は Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ hapeti
tis B virus（ Ｈ Ｂ Ｖ ） ） が 含 ま れ る 。 以 下 に 述 べ る よ う に 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ に は ま た 、
独 特 の 生 態 を 有 す る 非 エ ン ベ ロ ー プ 型 デ ル タ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ hepatitis delta virus（
Ｈ Ｄ Ｖ ） ） が 含 ま れ る 。 デ ル タ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 複 製 及 び 伝 播 に は 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の
存 在 が 不 可 欠 で あ る 。 Ｈ Ｄ Ｖ は 共 有 結 合 に よ り 閉 環 し た ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ 分 子 か ら な る １
， ６ ７ ８ ベ ー ス の ゲ ノ ム を 有 す る 。 こ の ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 広 範 囲 の 分 子 内 塩 基 対
形 成 に よ り 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 桿 状 構 造 に 似 た 構 造 に 折 畳 ま れ て い る 。 多 く の 植 物 ウ イ ル ス に
つ い て 二 重 ロ ー リ ン グ ・ サ ー ク ル ・ モ デ ル と し て 知 ら れ て い る メ カ ニ ズ ム を 用 い て 、 １ つ
の 開 始 点 か ら 両 方 の Ｒ Ｎ Ａ が 転 写 さ れ る 。 そ の 他 の ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス と 同 様 に 、
Ｈ Ｄ Ｖ は そ の 複 製 過 程 に お い て 中 間 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｒ Ｔ ウ イ ル ス に つ い て 次 の ウ イ ル ス 複 製 過 程 が 特 定 さ れ て い る 。 ウ イ ル ス
の ヌ ク レ オ カ プ シ ド が 細 胞 質 内 に 入 っ て 細 胞 の 核 に 達 す る 。 環 状 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ が 合 成 さ れ る
と と も に （ ＋ ） Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 間 隙 が 修 復 さ れ る 。 こ の 結 果 共 有 結 合 に よ り 閉 環 し た （ covale
ntly closed circular） ス ー パ ー コ イ ル 状 Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ る 。 次 に Ｃ Ｃ Ｃ テ ン プ レ ー ト が
転 写 さ れ 、 ４ つ の ウ イ ル ス ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 得 ら れ る 。 こ れ ら の ウ イ ル ス ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ
Ｎ Ａ は そ の 後 細 胞 質 に 輸 送 さ れ る 。 次 に 新 た な ウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド 内 に お い て 逆 転
写 が 行 わ れ る 。 Ｃ Ｃ Ｃ － Ｄ Ｎ Ａ 、 開 環 状 Ｒ Ｃ － Ｄ Ｎ Ａ 、 直 鎖 状 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ と ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、
及 び ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ の 形 態 で 複 製 中 間 体 が 産 生 さ れ る 。 次 に Ｄ Ｎ Ａ が 転 写 さ れ て 、 宿 主
Ｄ Ｎ Ａ 依 存 的 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 合 成 さ れ る 。 次
に 細 胞 質 内 に お い て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 翻 訳 さ れ る 。 次 に ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ
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及 び ウ イ ル ス 蛋 白 が 蓄 積 さ れ る 。 次 に ウ イ ル ス 蛋 白 質 と ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 相 互 作 用 し 、
蓄 積 物 が 集 合 す る 。 次 に ビ リ オ ン 内 に お い て 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｔ に よ り ｓ ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ が 、
中 間 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 に 逆 転 写 さ れ る 。 次 に リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｈ に よ り Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド か ら Ｒ Ｎ Ａ が 除 去 さ れ る 。 ビ リ オ ン Ｒ Ｔ に
よ り Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 が 、 ギ ャ ッ プ を 有 す る と と も に 中 間 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ を 備 え る 環 状 ｄ
ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ る 。 最 後 に ビ リ オ ン が 成 熟 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び ／ 又 は 中 間 ウ イ ル ス
・ ハ イ ブ リ ッ ド Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 、 環 状 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 直 鎖 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び ｓ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 加 水 分 解 作 用 を 有 す る １ 若 し く は そ れ 以 上 の ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り ｄ ｓ Ｄ
Ｎ Ａ 　 Ｒ Ｔ ウ イ ル ス の 複 製 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。 「 ヘ ル パ ー 」 Ｈ Ｖ Ｂ と 関 連 し た Ｈ
Ｄ Ｖ を 抑 制 す る た め に は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 加 水 分 解 作 用 を 有 す る 更 に 別 の ヌ ク レ ア ー
ゼ が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 要 約 す る と 、 ウ イ ル ス は そ の Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の 形 態 に よ り ７ つ の グ ル ー プ に 分
類 さ れ 、 そ れ ぞ れ の グ ル ー プ に よ り 引 き 起 こ さ れ る ウ イ ル ス 性 疾 患 の 治 療 の た め の 組 成 物
及 び 治 療 方 法 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ の 異 な る 中 間 形 態 の 性 質 に 基 づ い て 、 異 な る 戦 略 が
必 要 と さ れ る 。 多 く の 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ の 中 間 形 態 は 複 数 存 在 す る 。
　 （ 表 １ ） Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 及 び Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 例
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
尚 、 表 中 ＊ 印 は 分 節 ゲ ノ ム の 全 体 の サ イ ズ で あ る こ と を 表 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 実 施 形 態 は 、 複 製 中 の ウ イ ル ス 核 酸 の 異 な る 中 間 形 態 を 標 的 と す る ヌ ク
レ ア ー ゼ の 性 質 に 基 づ い て ウ イ ル ス の 複 製 を 抑 制 す る た め の 複 数 標 的 ア プ ロ ー チ を 提 供 す
る 。 以 下 で は 、 関 連 す る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 と 、 そ れ ら の 特 徴 的 特 性 の 説 明
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を 行 う 。
【 ０ １ １ １ 】
　 （ ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 ）
　 ２ つ の 異 な る 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ） 内 の 糖 成 分 、 リ ボ ー ス 、 又 は デ オ キ シ リ ボ ー ス
の 間 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 に 対 す る 加 水 分 解 攻 撃 の 特 異 性 に 基 づ い て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ を
大 別 で き る 。 し た が っ て 、 こ れ ら 酵 素 は ま ず デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ と リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ に 分 類 さ れ た （ Kunitz, J. Gen. Physiol 24: 15, 1940） 。 い く つ か の 細 菌 の エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ と 、 毒 液 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ は Ｒ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ の 両 方 を 加 水 分 解 す る （ Shmi
dt, in Chargaff and Davidson (eds.), The Nucleic Acids, Vol. 1, Academic Press, 
1955） が 、 こ こ で は 、 Kunitzに よ り 提 案 さ れ た デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ と リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ へ の 分 類 を 用 い る 。 Ｄ Ｎ Ａ と Ｒ Ｎ Ａ の 様 々 な 形 態 に 対 す る ヌ ク レ ア ー ゼ の 加 水 分 解 作
用 が 大 き く 異 な る こ と か ら 、 新 た な 分 類 法 が 提 案 さ れ た 。 こ の 分 類 で は 、 基 質 の 構 造 的 特
異 性 が 考 慮 さ れ る 。 構 造 的 特 異 性 と し て は 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ が １ 本 鎖 又 は ２ 本 鎖
で あ る か 、 ハ イ ブ リ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ や Ｄ Ｎ Ａ の Ａ － 、 Ｂ － 、 及 び Ｚ － 高 次 構 造 の 存 在
、 マ イ ナ ー ・ グ ロ ー ブ ・ ド メ イ ン に お け る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 切 断
な ど の 切 断 特 性 な ど （ Mishra, Nucleases:Molecular Biology and Applications, John W
illey & Sons, Hoboken, NJ, 2002, Ch.1） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 明 細 書 中 に お い て 、 治 療 用 途 に 用 い ら れ る 抗 ウ イ ル ス 剤 と し て の ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類
は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 特 性 、 例 え ば 、 生 物 学 的 ソ ー ス 及 び 基 質 核 酸 （ す な わ ち 、 ウ イ ル ス 複
製 サ イ ク ル 中 に 生 み 出 さ れ る ウ イ ル ス ゲ ノ ム と 核 酸 中 間 体 ） の 構 造 や 特 異 性 に 基 づ い て 行
わ れ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ は 更 に 、 作 用 機 序 に し た が っ て エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と エ ク ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ に 下 位 分 類 さ れ る 。 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 複 数 の 内 部 部 位 で 切
断 す る の に 対 し て 、 エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ は １ つ の ヌ ク レ オ チ ド を Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’
又 は ５ ’ 末 端 か ら 連 続 的 に 切 断 す る 。 ま た 、 こ の 分 類 に 関 係 す る 事 実 と し て 、 右 巻 き 又 は
拡 張 Ｂ － Ｄ Ｎ Ａ を 形 成 す る ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル 中 に 細 胞 内 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ
イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る と き 以 外 は ウ イ ル ス ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ が 保 護 さ れ な い 状 態 で 現 わ れ る こ と
が 挙 げ ら れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド は Ａ タ イ プ ら せ ん 体 で あ る 。 Ｂ － Ｄ Ｎ Ａ は 通
常 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 前 に Ａ － Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ な け れ ば な ら な い 。 第 ３ の 形 態 で あ る Ｚ
－ Ｄ Ｎ Ａ は Ｂ － Ｄ Ｎ Ａ よ り 長 く 、 逆 の ね じ れ を 有 す る 左 巻 き ら せ ん 体 で あ る （ Calladine 
and Drew, Understanding DNA, Academic, London, 1997） 。 多 く の 天 然 又 は 人 工 の ヌ ク
レ ア ー ゼ は Ｂ － ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 選 択 的 核 酸 分 解 活 性 を 有 す る 。 例 外 的 に リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ Ｈ は 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ タ イ プ Ａ ら せ ん 体 内 の Ｒ Ｎ Ａ を 特 に 標 的 と す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 説 明 す る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 野 生 型 で 未 変 性 の ヌ ク レ ア ー ゼ と
、 組 換 え 型 の 天 然 ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む 。 組 換 え 型 の 天 然 ヌ ク レ ア ー ゼ と は す な わ ち 、 化 学
的 ／ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 天 然 の ヌ ク レ ア ー ゼ で あ っ て 、 結 合 親 和 性 と 加 水 分 解 活 性 が 増 強
さ れ る こ と に よ り 、 抑 制 剤 及 び 内 在 性 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る ヌ ク レ ア ー ゼ の 抵 抗 性 が 向 上
さ れ て い る 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は ま た 、 人 工 ヌ ク レ ア ー
ゼ を 含 み 、 人 口 ヌ ク レ ア ー ゼ に は 、 ウ イ ル ス 核 酸 の 特 殊 な 形 態 に 対 し て 加 水 分 解 活 性 を 有
す る よ う に 生 物 学 的 半 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 化 学 的 半 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。 抗 ウ
イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ れ ら に 適 し た 基 質 の 性 質 と 形 態 に 従 っ て ７ つ の グ ル ー プ に 分
類 さ れ る 。 こ れ ら の 基 質 は 、 ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル 中 に 現 わ れ る 様 々 な 形 態 の ウ イ ル ス 核
酸 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 グ ル ー プ に Ｉ ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 選 択 的 な 加
水 分 解 活 性 を 有 す る 酵 素 で あ る 。 こ の グ ル ー プ に は 、 野 生 型 で 未 変 性 の ヌ ク レ ア ー ゼ と 、
組 換 え 型 の 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 、 哺 乳 類 、 細 菌 、 又 は 植 物 由 来 の デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ 様 ヌ ク レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。 こ の 組 換 え 型 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 直 鎖 状 に 本 さ Ｄ Ｎ
Ａ 、 ニ ッ ク の 入 っ た 環 状 の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は ス ー パ ー コ イ ル 状 の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 分 解 す
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る 。 こ の グ ル ー プ の ヌ ク レ ア ー ゼ と し て 例 え ば 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ フ ァ ミ リ ー
、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ α 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ β 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ γ 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ フ ァ ミ リ ー 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ 様 酸 性
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ DNase II-like Acid DNase（ Ｄ Ｌ Ａ Ｄ ） ） 、 エ ク ソ ヌ ク レ ア
ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ 及 び こ れ ら に 類 す る も の 、 及 び 二 本 鎖 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の た め 配 列 特 異 的 認 識 ド
メ イ ン を 内 部 に 持 つ 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 グ ル ー プ Ｉ を 代 表 す る ２ つ の ヌ ク レ
ア ー ゼ で あ る ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ と ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ の 主
な 特 徴 を 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ヒ ト 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は 弱 ア ル カ リ 性 （ 例 え ば 、 約 ｐ Ｈ ６ ～ ９ ． ５ ） の
条 件 で 最 適 な 活 性 を 有 す る 。 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 最 適 な 活 性 に は 、 Mg 2 + 、 Mn 2 +

、 Ca 2 + な ど の 二 価 カ チ オ ン の 存 在 が 必 要 で あ る 。 生 理 的 濃 度 の ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 及
び リ ン 酸 塩 の 存 在 下 で は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 活 性 は 低 下 す る 。 例 え ば ヒ ト デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ５ ０ ｍ Ｍ の NaClで は ５ ０ ％ の 活 性 を 保 つ の に 対 し て 、 生 理 的
濃 度 （ １ ５ ０ － ２ ０ ０ ｍ Ｍ の NaCl） で は そ の 活 性 が １ ０ ％ 以 下 と な る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 費 変 性 の 野 生 型 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 加 水 分 解 作 用 強 度 が 生 体 内 に お い て 制 限
さ れ る 他 の 要 因 は 、 ヒ ト の 血 清 中 に Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と で あ る 。 血 清 中
の 典 型 的 濃 度 （ 約 ３ ． ２ ＋ ／ － １ ． ４ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） に お い て 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
Ｉ の 潜 在 的 阻 害 物 質 で あ る ア ク チ ン の 存 在 を 主 な 原 因 と し て 、 内 在 性 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ Ｉ は 、 内 在 性 血 清 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 非 常 に 低 い 、 又 は 検 出 不 可 能 な レ ベ ル の 核 酸
分 解 活 性 を 有 す る 。 薬 学 的 研 究 に よ り 、 ヒ ト 血 清 中 に 存 在 す る ２ ５ ～ ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の
内 在 性 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 検 出 可 能 な レ ベ ル の 触 媒 作 用 を 得 る た め に は 、 野 生 型 組 換 え 型 ヒ ト
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 血 清 中 濃 度 は 、 最 低 で も ５ ０ ～ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 必 要 で あ
る こ と が わ か っ て い る （ Prince, et al., Clin. Exp. Immunol. 113(2):289-96, 1998）
。 単 量 体 の Ｇ － ア ク チ ン 及 び 重 合 体 の Ｆ － ア ク チ ン を 含 む ア ク チ ン の 総 濃 度 は 、 正 常 な ヒ
ト 血 清 中 で は １ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ で あ る と 報 告 さ れ て い る （ Pan, et al., J. Biol. Chem.,
 273:18374-18381, 1998） 。 ヒ ト の 血 漿 中 濃 度 と し て は こ れ よ り 少 し 低 い 濃 度 （ ３ ０ － ５
０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） が 報 告 さ れ て い る （ Mejean et al., J. Immuno. Methods 99:129-135, 19
87） 。 Ｇ － ア ク チ ン 、 ４ ２ ｋ Ｄ ａ の 構 造 蛋 白 、 及 び ３ １ ｋ Ｄ ａ の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ Ｉ が Ｋ ｉ １ ０ － ９ Ｍ の 複 合 体 を 形 成 す る （ Lazarides, et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 71:4742-4746, 1994; Ulmer, et al. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 93:9225-8229, 
1996） 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 組 換 え 型 ヒ ト ｒ ｈ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 変 異 体 が 、 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ １ ／
０ ０ ４ １ ３ ６ ０ 号 （ 出 願 人 ： Lazarus et al.　 出 願 日 ： ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 １ ５ 日 ） 及 び 米
国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ２ ／ ０ １ ７ ３ ０ ２ ５ 号 （ 出 願 人 ： Lazarus and Pan　 出 願 日 ： ２ ０ ０
２ 年 １ １ 月 ２ １ 日 ） に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 向 上 さ れ た 活 性 を 有 し 、 生 理
的 濃 度 の 塩 類 の 存 在 下 で ア ク チ ン に よ る 阻 害 の 影 響 を 受 け に く い 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 基
質 核 酸 と Ｇ － ア ク チ ン の 結 合 に 関 与 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 、 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 近 傍 に
変 異 を 有 す る 。 Ｇ － ア ク チ ン が ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 、 ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｉ 、 マ ウ ス デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 、 ウ サ ギ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の
潜 在 的 阻 害 物 質 で あ る の に 対 し て 、 両 生 類 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は Ｇ － ア ク チ ン に
よ り 影 響 さ れ な い 。 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ と ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ
に お い て ア ク チ ン 結 合 を 担 う 残 基 Ｙ ６ ５ 、 Ｖ ６ ７ 、 及 び Ａ １ １ ４ は 、 両 生 類 デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ に は 保 存 さ れ て い な い （ Paudel and Liao, J.Biol.Chem.261:16012-16017
,1986;Yasuda T. et al. J.Biochem.(Tokyo)108:393-398,1990） 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ヒ ト 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は ２ ８ ２ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 糖 タ ン パ ク 質 で あ り
、 Ｎ １ ８ 及 び Ｎ １ ０ ６ 位 置 に ２ つ の ア ス パ ラ ギ ン 連 鎖 の グ リ コ シ ル 化 部 位 を 有 す る 。 こ の
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酵 素 は ２ ２ の シ グ ナ ル ア ミ ノ 酸 （ MW 2197.7Da） と ２ ６ ０ の チ ェ ー ン ア ミ ノ 酸 （ MW 29253.
9Da） か ら な り 、 シ グ ナ ル 内 に 陽 性 の ア ル ギ ニ ン 残 基 と 陽 性 の リ ジ ン 残 基 を 有 し 、 チ ェ ー
ン （ Ｋ ２ 、 Ｋ １ ５ 、 Ｋ ５ ０ 、 Ｋ ７ ７ 、 Ｋ １ ５ ７ 、 Ｋ ２ ６ ０ ） 内 に １ ３ の 陽 性 の ア ル ギ ニ ン
酸 残 基 （ Ｒ ３ １ 、 Ｒ ４ １ 、 Ｒ ７ ３ 、 Ｒ ７ ９ 、 Ｒ ８ ５ 、 Ｒ １ １ １ 、 Ｒ １ １ ７ 、 Ｒ １ ２ １ 、 Ｒ
１ ２ ６ 、 Ｒ １ ７ ７ 、 Ｒ １ ８ ５ 、 Ｒ ２ １ ３ 、 Ｒ ２ ２ ２ ） 、 チ ェ ー ン 内 に １ ２ の 陰 性 グ ル タ ミ
ン 酸 残 基 （ Ｅ ） 、 チ ェ ー ン 内 に ２ ２ の 陰 性 ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Ｄ ） 残 基 を 有 す る 。 結 果 と し
て 、 ２ ８ ２ の ア ミ ノ 酸 （ MW 31, 451.6 Da） の 天 然 の ヒ ト 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
Ｉ （ ref. SWISS PROT P24855） に つ い て 、 電 荷 の 合 計 （ ２ ＋ １ ３ ＋ ６ － １ ２ － ２ ２ ） は －
１ ３ の 負 の 電 荷 と な る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ヒ ト 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は ま た 、 マ ン ノ ー ス － ６ － リ ン 酸 （ mannose-6-ph
osphate（ Ｍ － ６ － Ｐ ） ） 残 基 を 含 む 。 Ｍ － ６ － Ｐ 残 基 は ２ つ の グ リ コ シ ル 化 部 位 （ ２ つ
の ア ス パ ラ ギ ン 残 基 Asn-106及 び Asn-18） に 存 在 す る 。 ヒ ト 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ Ｉ は 、 カ チ オ ン 非 依 存 性 マ ン ノ ー ス － ６ ― リ ン 酸 受 容 体 （ CI-MPR） に 対 し て 非 常 に 強 い
結 合 親 和 力 を 有 す る （ Cacia et al., Biochemistry 37:15154-15161, 1998） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ヒ ト 内 在 性 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ が 、 細 胞 膜 上 に 存 在 す る CI-MPRの 結 合 を 介
し て ヒ ト の 生 体 細 胞 内 に 入 る こ と が 最 近 明 ら か に さ れ て い る （ Oliveri, et al., Eur.J. 
Immun. 34:273-279,2004） 。 対 照 的 に ウ シ 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は 、 １ つ の 部
位 Asn-18に お い て グ リ コ シ ル 化 さ れ る （ Liao, et al., J. Biol. Chem. 248:1489-1493, 
1973） 。 ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は 高 マ ン ノ ー ス と ハ イ ブ リ ッ ド オ リ ゴ 糖 を 含 み
、 ハ イ ブ リ ッ ド オ リ ゴ 糖 は シ ア ル 酸 を 含 む （ Salmikow, et al., J. Biol. Chem. 245:568
5-5690, 1970） 。 し か し 、 ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ に は Ｍ － ６ － Ｐ 残 基 は 存 在 し
な い （ Cacia et al., Biochemistry 37:15154-15161,1998） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 実 施 形 態 に お い て 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ
、 及 び そ の 他 の ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む 高 分 子 複 合 体 を 説 明 す る 。 こ れ ら 高 分 子 複 合 体 に お い
て 、 高 分 子 化 合 物 は 、 CI-MPR細 胞 表 面 受 容 体 （ 実 施 例 ３ 参 照 ） を 標 的 と す る 複 数 の マ ン ノ
ー ス － ６ － リ ン 酸 （ Ｍ － ６ － Ｐ ） 残 基 を 含 む よ う に 修 飾 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ は ３ ４ ４ の ア ミ ノ 酸 （ MW38 kDa） か ら な る エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ で あ り 、 約 ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ５ ． ０ の 範 囲 内 で 最 適 に 機 能 し 、 必 ず し も ２ 価 カ チ オ
ン を 必 要 と し な い 。 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ と
同 様 に Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る 。 こ の と き ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ は ２ 本 鎖 の カ ッ ト
で は な く １ 本 鎖 の ニ ッ ク を 生 み 出 す （ Baker et al., Gene 215:281-289(1998)） 。 お そ ら
く は 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ を 直 接 損 傷 す る こ と に よ り 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ は 細 胞 ア ポ ト
ー シ ス を 助 長 又 は 誘 発 す る が 、 最 近 の デ ー タ に よ り デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 過 剰 発 現
は 生 体 内 で 細 胞 死 を 引 き 起 こ す に は 至 ら な い こ と が 示 さ れ て い る （ Evans et al. Gene 29
5:61-70, 2002） 。 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ 酵 素 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 貪 食 媒 介 排 除 に 用 い
ら れ る （ Evans et al., Gene 295:61-70, 2002, MvIlroy et al., Genes Dev. 14:549-55
8, 2000） 。 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ は リ ー ダ ー ペ プ チ ド を 有 し 、 こ の リ ー ダ ー ペ
プ チ ド は 、 小 胞 体 内 へ の 酵 素 の 挿 入 を 促 進 す る （ Lyon et al., Gene 252:147-154, 2000;
Shiokawa and Tanuma, Biochem.Biophys. Res. Commun. 247:864-869, 1998; Baker et a
l., Gene 215:281-289, 1998） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 組 織 特 異 的 な 発 現 パ タ ー ン を 有 す る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ と 異 な り 、 デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ は あ ら ゆ る 組 織 に 分 布 し て い る （ Krieser et al., Gene 269: 205-21
6(2001)） 。 こ の こ と は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ の 役 割 が 、 食 作 用 と Ｄ Ｎ Ａ 喰 殺
（ cannibalism） の 後 に Ｄ Ｎ Ａ の 分 解 す る こ と で あ る と の 説 と 整 合 し て い る 。 デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ フ ァ ミ リ ー に は 、 酸 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば 、 哺 乳 類 デ オ キ シ リ ボ ヌ
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ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ 様 酸 性 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ DNase II-like acid DNase（ Ｄ Ｌ Ａ Ｄ
） ） が 含 ま れ る 。 Ｄ Ｌ Ａ Ｄ は 、 ４ ０ ． ７ ｋ Ｄ ａ の 塩 基 性 細 胞 質 タ ン パ ク 質 で あ り 、 デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ と ３ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 が 一 致 し て い る 。 Ｄ Ｌ Ａ Ｄ は 哺 乳 類 の 肝 臓 に
お い て 発 現 す る （ Shiokawa and Tamura, Nucl. Acid Res. 27(20):4083-4089, 1999） 。
酸 性 条 件 下 で デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ が 示 す 高 い 核 酸 分 解 活 性 は 、 本 発 明 に よ り 提
供 さ れ る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 の 特 徴 で あ る 。 エ ン ド
ソ ー ム の ウ イ ル ス 貪 食 と 外 因 的 な デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ が 同 時 に 作 用 す る こ と に
よ り 、 酸 性 二 次 リ ソ ソ ー ム 内 の ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の 加 水 分 解 的 消 化 が 促
進 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ に は 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 優 先 的
加 水 分 解 活 性 を 有 す る 酵 素 が 含 ま れ る 。 グ ル ー プ Ｉ Ｉ ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に は
例 え ば 、 １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と し て 、 野 生 型 の 未 変 性 の ヌ ク レ ア ー ゼ 、 野 生 型 の 組 換 え ヌ ク レ ア
ー ゼ 、 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た Basidiobolus haptosporus由 来 の Ｂ ｈ １ ヌ ク レ ア ー ゼ
、 マ ン グ ・ ビ ー ン ・ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Mung Bean nuclease） 、 及 び こ れ ら に 類 す る も の 、 及
び １ 本 鎖 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の た め の 特 殊 な 配 列 特 異 的 認 識 ド メ イ ン を 内 部 に 有 す る 人 工 ヌ ク
レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の 代 表 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る ヒ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ Ｇ と 真 菌 の Ｂ ｈ １ ヌ ク レ ア ー ゼ の 特 徴 を 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ヒ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｇ （ endoG） （ 糖 類 非 特 異 性 の ２ ９ ｋ Ｄ ａ の 酵 素 ） は ｓ ｓ Ｄ Ｎ
Ａ 及 び ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 強 い 加 水 分 解 活 性 を 示 す 。 こ の 酵 素 は ミ ト コ ン ド リ ア 内 の 主 要
な ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 原 因 で あ る 。 こ の 酵 素 は 、 カ ス パ ー ゼ 非 依 存 的 ア ポ ト ー シ ス の 間 に
ミ ト コ ン ド リ ア の 膜 間 の 空 間 か ら 放 出 さ れ る （ Parrish, et al. Nature 412: 90-94, 200
1; Liu, et al., Nature 412:95-99, 2001） 。 EndoGは 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て よ り 、 １ 本
鎖 基 質 核 酸 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 高 い 加 水 分 解 活 性 を 有 す る （ Cote and R
uiz-Carrillo, Science 261:765-769, 1993;Ikeda, et al., Biochem Biophys.Res Comm.
 235:291-294, 1997） 。 EndoGは 二 価 カ チ オ ン と し て Ｍ ｇ ２ ＋ 、 Ｍ ｎ ２ ＋ の い ず れ か を 必
要 と す る 。 尚 、 EndoGは 二 価 カ チ オ ン と し て Ｃ ａ ２ ＋ を 用 い る こ と は で き な い （ Ruiz-Carr
illo and Renaud, EMBO J. 6:401-407, 1987; Gershenson, et al. Nucleic Acid Res 23
:88-97, 1995） 。 EndoGは 二 相 性 の 最 適 ｐ Ｈ （ ｐ Ｈ ９ ． ０ 及 び ｐ Ｈ ７ ． ０ ） を 有 す る 。 End
oGは 、 生 理 的 一 価 カ チ オ ン 強 度 が 約 １ ５ 倍 に 抑 制 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 フ ァ ー ス ト ・ ヒ ッ ト ・ キ ネ テ ィ ッ ク ス に よ り 、 ス ー パ ー コ イ ル 状 の プ ラ ス ミ ド が 、 endo
Gの 作 用 に よ り 一 本 鎖 ニ ッ ク に よ り 弛 緩 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る （ Widlak, et al.J.Bio
l.Chem.276(51):48404-48409,2001） 。 endoGは 生 体 内 で ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ （ ｍ ｔ Ｄ Ｎ
Ａ ） に 対 し て 重 要 な ニ ッ ク 化 機 能 を 発 揮 す る 。 一 方 で ミ ト コ ン ド リ ア 因 子 は 、 酵 素 の 活 性
を 調 節 す る と と も に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 一 本 鎖 成 分 の 切 断 を 防 止 す る 。 ミ ト コ ン ド リ ア 因 子 と
し て は 、 特 異 的 膜 リ ン 脂 質 、 ポ リ ア ミ ン 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 （ single strande
d DNA-binding protein（ Ｓ Ｓ Ｂ ） ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 ミ ト コ ン ド リ ア 内 膜 の 主 要 な 成
分 で あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン と ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン は 、 生 体 内 で 、 精 製 En
doGの 活 性 を 刺 激 し て ５ 倍 ～ １ ０ 倍 に 高 め る こ と が 示 さ れ て い る 。 ス ペ ル ミ ン も ま た 、 ５
～ １ ０ ０ μ Ｍ の 低 い 濃 度 に お い て は 、 こ の 酵 素 の 活 性 を 刺 激 し て 、 約 ４ 倍 に 高 め る 。 ス ペ
ル ミ ン は ま た 、 ５ ０ ０ μ Ｍ の 濃 度 に お い て は 、 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ と ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ の 分 解 の 大 部 分 を
抑 制 す る （ Ikeda, et al. J. Biochem. Mol. Biol. Biophys. 6(1):17021,2002） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ の グ ル ー プ の 他 の 代 表 例 と し て 、 Ｂ ｈ １ ヌ ク レ ア ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 Ｂ ｈ １ ヌ ク レ ア
ー ゼ は 、 Basidiobolus haptosporus（ Basidiobolus ranarum） か ら 単 離 さ れ る 細 胞 外 ヌ ク
レ ア ー ゼ で あ る 。 Basidiobolus haptosporusは 接 合 菌 綱 ハ エ カ ビ 目 に 属 す る 菌 類 で あ る 。
こ の 雑 菌 は 世 界 中 に 広 く 分 布 し て お り 、 爬 虫 類 、 両 生 類 、 及 び 一 部 の 哺 乳 類 の 腸 内 容 物 中
に 見 出 さ れ る 。 一 本 鎖 核 酸 と 二 本 鎖 核 酸 の 一 本 鎖 領 域 に 対 し て 高 い 選 択 性 を 有 す る 一 本 鎖
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特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 微 生 物 、 植 物 、 及 び 動 物 中 に 広 く 分 布 し て い る 。 し か し な が ら 、
マ ン グ ・ ビ ー ン ・ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 コ ウ ジ カ ビ 由 来 の Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ウ ム ・ シ
ト リ ナ ム （ Penicillium citrinum） 由 来 の Ｐ １ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 Alteromonas espejiana、
ア カ パ ン カ ビ （ Neurospora crassa） 、 Ustilago maydis由 来 の Ｂ ａ ｌ ３ １ ヌ ク レ ア ー ゼ 及
び そ の 他 少 数 の 一 本 鎖 特 異 的 酵 素 し か そ の 特 性 が 十 分 に 決 定 さ れ て い な い （ Shishido et 
al., Single-strand-specific nucleases. In Nucleases, Linn, S.M., Lloyd, R.S. & R
oberts, R.J., Eds） ,2 n d  Ed, pp. 155-185, 1985） .Cold Spring Harbor Laboratory Pr
ess, Cold Spring Harbor, New York） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 多 く の 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 最 適 ｐ Ｈ を 有 す る と と も に 、 活 性 状 態 を 保 つ た め
に 金 属 イ オ ン を 必 要 と す る 。 こ の こ と は 、 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ の 生 理 的 条 件 下 で の
使 用 を 困 難 に し て い る 。 Ｂ ｈ １ ヌ ク レ ア ー ゼ は ３ ０ ｋ Ｄ ａ の メ タ ロ プ ロ テ イ ン で あ り 、 活
性 状 態 を 保 つ た め に 必 ず し も 金 属 イ オ ン を 必 要 と し な い 。 ま た Ｂ ｈ １ ヌ ク レ ア ー ゼ は 一 本
鎖 Ｄ Ｎ Ａ 対 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 高 度 に 選 択 的 な 加 水 分 解 活 性 を 有 す る 。 し か し な が ら 、
そ の 他 の い く つ か の 一 本 鎖 特 異 的 酵 素 と 同 様 に Ｂ ｈ １ ヌ ク レ ア ー ゼ は 高 濃 度 に お い て は 、
二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を ゆ っ く り と 消 化 す る こ と が で き る 。 塩 濃 度 が ヌ ク レ ア ー ゼ Ｂ ｈ １ の ｓ ｓ デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に 及 ぼ す 影 響 と し て 、 Ｂ ｈ １ の ｓ ｓ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 は NaCl又 は KClの 濃 度 が ２ ５ ～ ５ ０ ｍ Ｍ 付 近 で 最 大 に 達 す る こ と が 分 か っ て い る 。
し か し な が ら 、 NaClの 塩 濃 度 が １ ５ ０ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ の 生 理 学 的 濃 度 に お い て 、 Ｂ ｈ １ は 最
大 活 性 の 約 ３ ５ ％ の 活 性 を 示 し た （ Desai and Shankar, Eur.J.Biochem. 267, 5123-5135
, 2000） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に は 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 優 先 的 加
水 分 解 活 性 を 有 す る 酵 素 が 含 ま れ る 。 こ の グ ル ー プ に は 、 野 生 型 の 未 変 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 、
野 生 型 の 組 換 え ヌ ク レ ア ー ゼ 、 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ 様 ヌ
ク レ ア ー ゼ 、 及 び 二 本 鎖 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 特 殊 配 列 特 異 的 認 識 ド メ イ ン を 内 部 に 有
す る 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。 こ の グ ル ー プ を 代 表 す る ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 哺 乳 類 リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ 及 び ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 特 徴 を 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 哺 乳 類 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 エ ン ド リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、
多 様 な 変 異 や 真 核 生 物 及 び 原 核 生 物 の 減 衰 経 路 に 関 与 す る （ Aravind et al., Methods En
zymol 341:3-28, 2001） 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に は ま た 、 ヒ ト ダ
イ サ ー （ human Dicer） も 含 ま れ る 。 ヒ ト ダ イ サ ー は 、 ２ １ ８ ｋ Ｄ ａ の 多 領 域 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ で あ り 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ （ SiRNAs） に 処 理 し 、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ
Ｎ Ａ ｉ ） の 過 程 に お い て 特 定 の 遺 伝 子 を 抑 制 す る 役 割 を 担 う 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー は 、 調 節 ミ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ の 前 駆 体 か ら の 切 除 を 触 媒 す る （ Provost, et al
., EMBO J. 21(21):5864-5874, 2002; Zhang, et al., EMBO J. 21(21):5875-5885,2002
） 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 は 、 特 徴 的 配 列 （ Ｈ Ｎ Ｅ Ｒ Ｌ Ｅ Ｆ Ｌ Ｇ Ｄ Ｓ ； Ｓ Ｅ
Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ） を 含 み 、 そ の 分 子 量 は ２ ５ ～ ５ ５ ｋ Ｄ ａ で あ る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
（ Drosophila） 及 び エ レ ガ ン ス 線 虫 （ Caenorhabditis elegans） な ど の 種 で は 、 リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ヌ ク レ ア ー ゼ は こ の 配 列 の ２ つ の コ ピ ー を 含 む （ Filippov, et al., Gene
 (Amst.)245, 213-221, 2000） 。 こ の こ と は 、 い く つ か の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ
ク 質 が 、 単 量 体 と し て 活 性 触 媒 中 心 を 形 成 で き る こ と を 示 唆 し て い る 。 サ イ ン 配 列 の 欠 失
及 び 変 異 は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ヌ ク レ ア ー ゼ の 触 媒 活 性 を 失 わ せ る 或 い は 低 下 さ せ
る （ Nicholson, Prog. Nucleic Acids Res. Mol. Biol. 52, 1-65, 1996） 。 大 腸 菌 （ Esc
herichia coli） で は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ は ５ ２ ｋ Ｄ ａ の ホ モ 二 量 体 を 形 成 し （ Dun
n, J. Biol. Chem. 251, 3807-3814, 1976） 、 二 価 の 金 属 イ オ ン （ 好 ま し く は Ｍ ｇ ２ ＋ ）
を 必 要 と す る （ Dunn and Boye, Eds., Ribonuclease III, The enzymes (New York, Acad
emic Press):485-499, 1982） 。
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【 ０ １ ３ １ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ （ 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ４
４ ９ ４ １ 号 　 出 願 人 ： Grooke） は 、 前 駆 体 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ （ pre-ribosomal proces
sing） （ Wu, et al., J Biol Chem 275:36957-36965(2000)） に 関 与 す る 複 数 の ド メ イ ン
を 含 む １ ６ ０ ｋ Ｄ ａ （ ア ミ ノ 酸 数 １ ３ ７ ４ ） の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 数 ４ ２ ５ ： 残 基 ９ ４ ９ － １ ３ ７ ４ ） は タ ン パ ク 質 の カ ル
ボ キ シ 末 端 に 位 置 し 、 線 虫 （ C. elegans） リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ 、 酵 母 菌 リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ 、 細 菌 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ の 相 同 体 で あ る 。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ
は プ ロ リ ン に 富 む ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 数 １ － ２ ２ ０ ） と 、 セ リ ン と ア ル ギ ニ ン に 富 む ド メ
イ ン （ ア ミ ノ 酸 数 ２ ２ １ － ４ ７ ０ ） を ア ミ ノ 末 端 近 傍 に 備 え る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 外 因 性 の 「 Ｒ Ｎ Ａ 様 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 補 助 を 受 け て 人 工 的 に 形 成 さ れ た 二 本 鎖 領
域 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ に よ る 切 断 が 説 明 さ れ て き た （ Wu et al., J. Biol. Chem. 
273:2532-2542, 1998、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ９ ８ ， ０ ３ １ 号 及 び 第 ６ ， １ ０ ７ ， ０ ９ ４ 号 （
出 願 人 ： Crooke） ） 。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 複 数 の 相 同 体 が 、
ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 相 同 体 と と も に 開
示 さ れ て き た （ 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ４ ４ ９ ４ １ 号 　 出 願 人 ： Crooke） ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に は 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 優 先 的 加 水
分 解 活 性 を 有 す る 酵 素 が 含 ま れ る 。 こ の グ ル ー プ に は 、 野 生 型 の 未 変 性 の ヌ ク レ ア ー ゼ 、
野 生 型 の 組 換 え ヌ ク レ ア ー ゼ 、 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 様 ヌ ク レ
ア ー ゼ 、 及 び ウ イ ル ス 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 特 殊 配 列 特 異 性 認 識 ド メ イ ン を 内 部 に 有 す る
人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の 代 表 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ は で あ る ウ シ 膵 臓 リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 及 び ヒ ト 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 相 対 的 特 性 を 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ は 、 ２ ６ の シ グ ナ ル ア ミ ノ 酸 （ Ｍ Ｗ ＝ ２ ７ ８ ８ ． ６ ） と 、
１ ２ ４ の チ ェ ー ン ア ミ ノ 酸 （ Ｍ Ｗ ＝ １ ３ ， ６ ９ ０ ． ２ Ｄ ａ ） か ら な り 、 １ つ の 陽 性 ア ル ギ
ニ ン 残 基 と １ つ の 陽 性 リ ジ ン 残 基 を シ グ ナ ル 内 に 有 し 、 ４ つ の 陽 性 ア ル ギ ニ ン 残 基 を チ ェ
ー ン （ Ｒ １ ０ 、 Ｒ ３ ３ 、 Ｒ ３ ９ ， Ｒ ８ ５ ） 内 に 有 し 、 １ ０ の 陽 性 リ ジ ン 残 基 を チ ェ ー ン （
Ｋ １ 、 Ｋ ７ 、 Ｋ ３ １ 、 Ｋ ３ ７ 、 Ｋ ４ １ 、 Ｋ ６ １ 、 Ｋ ６ ６ 、 Ｋ ９ １ 、 Ｋ ９ ８ 、 Ｋ １ ０ ４ ） 内
に 有 し 、 ５ つ の 陰 性 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を チ ェ ー ン （ Ｅ ） 内 に 有 し 、 ５ つ の 陰 性 ア ス パ ラ ギ
ン 酸 残 基 を チ ェ ー ン （ Ｄ ） 内 に 有 す る 。 結 果 と し て 、 １ ５ ０ の ア ミ ノ 酸 （ Ｍ Ｗ １ ６ ， ４ ７
８ ． ８ Ｄ ａ ） の 未 変 性 の ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ （ ref. SWISS PROT P00656） に 関 し
て 、 電 荷 の 合 計 （ ２ ＋ ４ ＋ １ ０ － ５ － ５ ） は ＋ ６ の 正 の 電 荷 と な る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ
は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 す る 。 特 に 、 ピ リ ミ ジ ン 塩 基 （ 例 え ば
ウ ラ シ ル ） と 、 ヒ ス チ ジ ン 残 基 Ｈ １ ２ 及 び Ｈ １ １ ９ と 関 連 す る ２ 段 階 の 反 応 を 介 し て 連 鎖
し た 結 合 を 加 水 分 解 す る 。 以 下 の 残 基 の 側 鎖 は 、 酵 素 の 活 性 ド メ イ ン を 形 成 す る 。 す な わ
ち 、 His12、 Lys41、 Val43、 Asn44、 Thr45、 His19、 Phe120、 Asp121、 Ser123で あ る （ Rain
es, Chem. Rev.98:1045-1065,1998） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 「 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ ribonuclease inhibitor（ Ｒ Ｉ ） ） 」 と 呼 ば れ る リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Ａ の 強 力 な 阻 害 物 質 は 、 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 で あ り 、 哺 乳 類 細 胞 の サ イ ト ゾ
ル 中 の タ ン パ ク 質 の 約 ０ ． ０ １ ％ を 構 成 す る （ Blackburn and Moore, Enzymes XV: 317-4
33, 1982） 。 ２ ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 群 が 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ と Ｒ Ｉ の 接 触 に 関 与
す る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ は 、 Ala20残 基 と Ser21残 基 の 間 で サ ブ チ リ シ ン 又 は プ ロ テ ア ー
ゼ Ｋ に よ り 切 断 さ れ る 。 こ の 結 果 酵 素 的 に 活 性 な リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ が 産 生 さ れ る 。 リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ は 、 Ｓ － ペ プ チ ド （ 残 基 １ － ２ ０ ） と Ｓ － タ ン パ ク 質 （ 残 基 ２ １ － １ ２ ４
の 密 に 結 合 し た 非 共 有 結 合 複 合 体 を 含 む 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ の 全
て の 活 性 を 有 す る （ Richards and Bithayathil, J.Biol.Chem. 234:1459-1465, 1959） 。
ウ シ Ｓ － ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 残 基 １ － １ ５ （ Lys(K)-Glu(E)-Thr(T)-Ala(A)3 -Lys(K)-Phe(F)
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-Glu(E)-Arg(R)-Gln(Q)-His(H)-Met(M)-Asp(D)-Ser(S)(SEQ.ID No:3)は 、 高 い 親 和 力 Ｋ ｄ

＜ １ ０ － ９ を 有 す る 完 全 に 活 性 な リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Sを 再 構 築 で き る （ Kim and Raines, P
rotein Sci.2:348-356, 1993） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ の グ ル ー プ の も う 一 つ の 代 表 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ヒ ト 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ で あ
る 。 ヒ ト 膵 臓 ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は ウ シ 膵 臓 ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 相 同 体 で あ る と 考 え ら れ て い る
（ Seno, et al., Biochem.Biophys.Acta 1218:466-468,1994;Beintema,et al. Anal.Bioc
hem. 136:48-64, 1984） ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ と 約 ７ ０ ％ の
相 同 性 を 有 す る と と も に 、 ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ と 同 様 の キ ー 構 造 と 触 媒 残 基 を 有 す る
（ Weickmann, et al., Biochemistry 20:1272-1278(1981)） 。 ヒ ト ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は 、 リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ が 中 性 残 基 を 有 す る 位 置 に お い て 、 代 わ り に ６ つ の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 を 有
す る 。 特 に 、 Arg(R)4及 び Lys(K)102は 、 Ｒ Ｎ Ａ の た め の 結 合 部 位 付 近 に 位 置 す る 。 更 に 、
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 内 の 陰 性 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 Asp(D)38は 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に お い
て は 中 性 の グ リ シ ン Gly(G)38に よ り 置 換 さ れ て い る 。 こ れ ら の 位 置 の 近 傍 に は 、 両 方 の 酵
素 に 共 通 の Arg(K)39が 位 置 す る （ Libonatti and Sorrentino, Mehod Enzymol. 341:234-2
48,2001） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 加 水 分 解 活 性 は 、 イ オ ン 強 度 と 二 価 イ オ ン に よ り 個 別 に 影 響 さ れ
る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ と 比 べ て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は ４ つ の ア ミ ノ 酸 カ ル ボ キ シ ル 末
端 延 長 を 有 す る （ Sorrentino and Libonatti, Arch.Biochem.Biophys.312:340-348, 1992
; Sorrentino, et al., J. Biol.Chem. 267:14859-14865,1992） 。 生 理 的 塩 類 濃 度 下 で 、
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ に 比 し て 約 ５ ０ ０ 倍 の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 に 対
す る 酵 素 活 性 を 有 す る 。 強 い 局 所 的 陽 性 電 位 が 、 二 本 鎖 を 非 安 定 化 す る と 推 論 さ れ て い る
。 （ Sorrentino and Libonatti, FEBBS Lett, 404, 1-5, 1997） 。 完 全 に 酵 素 的 に 活 性 な
ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ は 、 合 成 又 は ク ロ ー ン Ｓ － ペ プ チ ド （ 残 基 １ － １ ５ （ SEQ ID NO:
60） : Lys(K)-Glu(E)-Ser(S)-Arg(R)-Ala(A)-Lys(K)2 -Phe(F)-QRQ-His(H)-Met(M)-Asp(D)
-Ser(S)及 び ク ロ ー ン 切 断 型 ヒ ト Ｓ － タ ン パ ク 質 （ ２ １ － １ ２ ４ ） ） を 組 み 合 わ せ る こ と
に よ り 再 構 築 で き る 。 ヒ ト Ｓ － ペ プ チ ド と ヒ ト Ｓ － タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 は
ヒ ト 胎 盤 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ た （ Dubel, Tumor Targeting 4:37-46, 1999） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 非 免 疫 原 生 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ と リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ 由 来 の 抗 ウ
イ ル ス 性 組 成 物 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に よ り 引 き 起 こ さ れ る ウ イ ル ス 性 疾 患 の 治 療 及 び 予 防
に 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 潜 在 的 宿 主 細 胞 に 非 常 に 高 濃 度 の ヒ ト Ｓ － ペ プ チ ド を 予 防 的 に 添
加 す る こ と が で き る 。 ヒ ト Ｓ － ペ プ チ ド は 高 分 子 量 の 親 水 性 高 分 子 体 （ 例 え ば Ｐ Ｅ Ｇ ） と
結 合 し 、 特 殊 な リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス の 場 合 葉 酸 塩 ） を 用 い て ウ イ ル ス 宿 主
細 胞 の 受 容 体 を 標 的 と す る 。 ま た ヒ ト Ｓ － ペ プ チ ド は 、 膜 貫 通 性 の ペ プ チ ド （ 例 え ば Poly
(Arg)ペ プ チ ド 、 HIV-TAT 4 3 - 4 9 等 を 有 す る 。 こ の よ う な Ｓ － ペ プ チ ド － Ｐ Ｅ Ｇ 結 合 は 、 半
減 期 が 長 い こ と 、 強 い タ ン パ ク 分 解 性 を 有 す る こ と 、 及 び 細 胞 吸 収 量 が 大 き い こ と を 特 徴
と す る 。 い か な る 特 定 の 理 論 又 は メ カ ニ ズ ム に よ ら な く て も 、 非 免 疫 原 性 の 加 水 分 解 的 に
非 活 性 の Ｓ － ペ プ チ ド － Ｐ Ｅ Ｇ 複 合 物 を 更 に 多 量 に 吸 収 し て も 、 非 感 染 細 胞 に お い て は 、
重 大 な 副 作 用 は 起 こ ら な い 。 次 の 段 階 に お い て 、 Ｓ － ペ プ チ ド － Ｐ Ｅ Ｇ 複 合 体 と 同 じ 分 子
量 と 半 減 期 を 有 し 、 同 じ 葉 酸 塩 リ ガ ン ド と ポ リ （ Arg） ぺ プ チ ド の 標 的 と な る ヒ ト Ｓ － タ
ン パ ク 質 ― Ｐ Ｅ Ｇ 複 合 体 を 投 与 す る 。 こ の 二 重 標 的 技 術 に よ り 、 完 全 に 活 性 な リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ Ｓ の 非 標 的 細 胞 内 に お け る 再 構 築 を 低 減 し 、 副 作 用 を 低 減 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の グ ル ー プ は 更 に ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 、 ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｓ 、 及 び ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ そ れ ぞ れ の 一 般 変 異 体 及 び 特 殊 変 異 体 を 含 む 。
こ れ ら の 変 異 体 は 、 未 変 性 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 、 及 び リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ Ｓ と 比 べ て 、 Ｒ Ｉ に 対 し て よ り 低 い 結 合 親 和 力 を 示 す 一 方 で 、 高 い 酵 素 活 性 と 低 い
細 胞 毒 性 を 保 っ て い る 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 少 な く と も １ つ の 置 換 を 含 み 、 例 え ば 保 存 さ
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れ た ヌ ク レ ア ー ゼ Ｒ Ｉ 結 合 ド メ イ ン が 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ て い る 。 非 天 然
型 ア ミ ノ 酸 と し て は 例 え ば 、 大 型 の 中 性 側 鎖 或 い は 大 型 の 荷 電 側 鎖 、 又 は ケ ト 基 を 含 む ア
ミ ノ 酸 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 及 び ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ に お い て 保 存 さ れ て い る Ｒ Ｉ 結 合
ド メ イ ン は 、 切 断 さ れ た Ｓ － ペ プ チ ド 領 域 （ Lys(K)1-Ser(S)15） 内 に 位 置 す る ３ つ の ア ミ
ノ 酸 Lys(K)1、  Lys(K)7、 及 び Gln(Q)11と 、 Ｓ － プ ロ テ イ ン 領 域 に 位 置 す る ２ つ の ア ミ ノ
酸 Asn(N)71及 び Asp(E)111と 、 ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 間 の 第 ２ ル ー プ 領 域 内 に 位 置 す
る １ ０ の ア ミ ノ 酸 Arg(R)85-Asn(N)94を 含 む 。 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 特 殊 変 異
体 の 例 と し て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 （ ribonuclease inhibitor（ Ｒ Ｉ ） ） 抵 抗 性 で
且 つ 非 毒 性 の ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 特 殊 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 変 異 体 は 、 遺 伝 子 工
学 的 手 法 を 用 い て 置 換 物 K1FU ( k e t o ) /Q11A/N71A/E111Aを 生 み 出 す こ と に よ り 得 ら れ る 。 グ
ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 特 殊 変 異 体 の 他 の 例 と し て 、 切 断 型 Ｓ － ペ プ チ ド （ １ － １
５ の ア ミ ノ 酸 残 基 断 片 ） か ら な る ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ が 挙 げ ら れ る 。 こ の ヒ ト リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ Ｓ は 、 置 換 物 K1FU ( k e t o ) /Q11Aに よ り 得 ら れ る 。 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特
異 的 特 殊 変 異 体 の 更 に 別 の 例 と し て 、 切 断 型 Ｓ － タ ン パ ク 質 （ 残 基 ２ １ － １ ２ ４ の ア ミ ノ
酸 残 基 断 片 ） が 挙 げ ら れ る 。 こ の 切 断 型 Ｓ － タ ン パ ク 質 は 、 置 換 物 N71A/G89FU ( k e t o ) /E11
1Aに よ り 得 ら れ る 。 尚 、 式 中 FU ( k e t o ) は 、 ケ ト 基 を 有 す る 非 天 然 型 ｐ － ア セ チ ル － Ｌ － フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 を 表 す 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 グ ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に は 、 基 質 と し て の Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ
ブ リ ッ ド に 対 し て 選 択 的 な 酵 素 活 性 を 有 す る 酵 素 が 含 ま れ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー に は 、 野 生
型 で 未 変 性 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ フ ァ ミ リ ー の ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び 組 換 え 型 の 化 学 的 ／ 遺
伝 的 に 修 飾 さ れ た リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ フ ァ ミ リ ー の ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ
が 含 ま れ る 。 こ れ ら ヌ ク レ ア ー ゼ の そ れ ぞ れ は 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 内
の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 配 列 特 異 的 認 識 ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 グ ル ー プ Ｖ の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ２ 種 類 の 哺 乳 類 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ （ タ イ
プ １ 及 び タ イ プ ２ ） に よ り 代 表 さ れ 、 こ れ ら の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ は 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ へ
テ ロ 二 本 鎖 内 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 加 水 分 解 す る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ 酵 素 は 、 全 て の 生 物 体 で 確
認 さ れ て い る （ Stein & Hausen, Science 166, 393-395, 1969、  Cathala et al. J. Bio
l. Chem. 254, 7353-7361, 1979、 Frank, et al., J. Biol. Chem 379, 1407-1412, 1998
、 frank, et al., FEBS Letters, 450, 251-256, 1999、 Ohtani et al., Biochemistry, 
38: 605-618,1999） 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ 酵 素 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 内 で も 確 認 さ れ て い る
（ Moelling, et al., Nat. New Biol. 234, 240-243, 1971） 。 原 核 生 物 に お い て 、 リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ の ３ つ の 種 類 （ Ｈ １ 、 Ｈ ２ 、 及 び Ｈ ３ ） が 確 認 さ れ て い る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ Ｈ １ 及 び Ｈ ２ は 大 部 分 の 配 列 に お い て 相 同 性 を 有 す る の に 対 し て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ
１ 及 び Ｈ ３ は 、 そ の 二 価 カ チ オ ン と 基 質 選 択 性 が 類 似 し て い る （ Wu, et al., J. Bio. Ch
em., 274 (40):28270-28278, 1999） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 と 配 列 比 較 が 利 用 可 能 に な る 以 前 は 、 真 核 生 物 の リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ Ｈ 酵 素 は 、 そ の 精 製 特 徴 に し た が っ て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ プ １ と リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ Ｈ タ イ プ ２ に 分 類 さ れ た （ Busen and Hausen, Eur. J. Biochem. 52:179-190, 1975
） 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ プ １ は 活 性 を 発 揮 す る た め に Ｍ ｇ ２ ＋ 又 は Ｍ ｎ ２ ＋ イ オ ン を
必 要 と し 、 ｎ ― エ チ ル － マ レ イ ミ ド 等 の ス ル フ ヒ ド リ ル 試 薬 の 存 在 下 で 活 性 を 保 つ 。 対 照
的 に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ プ ２ は 、 Ｍ ｇ ２ ＋ イ オ ン の 存 在 下 で の み そ の 活 性 を 発 揮 し 、
Ｍ ｎ ２ ＋ イ オ ン や ス ル フ ヒ ド リ ル 試 薬 に よ り 抑 制 さ れ る 。 哺 乳 類 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ
プ １ 及 び タ イ プ ２ 酵 素 は 、 多 様 な 哺 乳 類 の 組 織 か ら 単 離 さ れ 、 生 化 学 的 な 特 性 が 明 ら か に
さ れ て き た 。 こ の よ う な 組 織 と し て 、 子 ウ シ の 胸 腺 （ Buesen, J. Viol. Chem. 255:9434-
9443, 1980; Vonwirth, et al., Experientia, 46(3):319-321, 1990） 、 マ ウ ス 細 胞 （ Ma
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sutani, et al.  J. Biol. Chem. 265:10210-10216, 1990） 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 （ Kane, Bioc
hemistry 27:3187-3190, 1988） 、 ヒ ト の 赤 白 血 病 細 胞 （ Eder and Walder, J. Biol. Che
m. 266, 6472-6479, 1991） 、 及 び ヒ ト の 胎 盤 （ Frank, et al., Nucleic Acids Res. 22:
 5247-5254, 1994） が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ト の 胎 盤 か ら 採 取 さ れ て ほ ぼ 均 一 に 精 製 さ れ た リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ プ ２ は 、 分 子 量 が 約 ３ ３ ｋ Ｄ ａ で 、 ｐ Ｈ ６ ． ５ ～ ｐ Ｈ １ ０ の 範 囲 で 最
適 な 活 性 を 示 し 、 ｐ Ｈ ８ ． ５ ～ ｐ Ｈ ９ で 比 較 的 低 い 活 性 を 示 す 。 こ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ
タ イ プ ２ は ま た 、 Ｍ ｇ ２ ＋ イ オ ン の 存 在 を 必 要 と し 、 Ｍ ｎ ２ ＋ イ オ ン と ｎ － エ チ ル － マ レ
イ ミ ド 等 の ス ル フ ヒ ド リ ル に よ り 抑 制 さ れ る （ Frank, et al., Nucleic Acids Res. 22: 
5247-5254, 1994） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 参 考 と し て 、 大 腸 菌 （ E. coli） リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ １ は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ プ
１ に 属 す る （ Itaya, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8587-8591,1990） 。 一 方 で 、 大 腸
菌 （ E. coli） リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ ２ は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ プ ２ に 属 す る （ Davis et 
al., Science 252: 88-95, 1991） 。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ １ は 大 腸 菌 リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ Ｈ １ と 同 種 で あ る が 、 そ の 生 化 学 的 特 性 は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ プ ２ と 類 似 し て い る
。 一 方 で 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ ２ は 大 腸 菌 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ ２ と 同 種 で あ る が 、 そ
の 生 化 学 的 特 性 は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ タ イ プ １ と 類 似 し て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 2つ の ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ 遺 伝 子 が ク ロ ー ン 化 さ れ 、 発 現 さ れ て い る 。 す な わ ち 、
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ １ （ Wu et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 8, 53-61, 1998
及 び 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ １ ４ ４ ４ ９ ６ 号 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ３ 年 ７ 月 ３ １ 日 　 出 願
人 ： Crooke et al.） 及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ ２ （ Frank, et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. U.S.A. 9, 12872-12877, 1998; Carritelli and Crouch, Genomics 53:307-311, 1998
） で あ る 。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ １ は ２ ８ ６ の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質 で あ り 、 ヒ
ト の あ ら ゆ る 細 胞 及 び 組 織 に お い て 発 現 す る 。 ヒ ト ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
酵 母 菌 、 大 腸 菌 、 ニ ワ ト リ 、 及 び マ ウ ス と 強 い 相 同 性 を 示 す 。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ ２
酵 素 は ２ ９ ９ の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質 で 、 質 量 の 測 定 値 は 、 ３ ３ ． ４ ｋ Ｄ ａ で あ る
。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ ２ 酵 素 は ヒ ト の あ ら ゆ る 細 胞 及 び 組 織 に お い て 発 現 す る （ Fran
k, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 9, 12872-12877, 1998） 。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ Ｈ ２ は 、 エ レ ガ ン ス 線 虫 、 酵 母 菌 、 枯 草 菌 、 及 び 大 腸 菌 由 来 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ
２ に 対 し て 強 い ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る （ Wu et al., Antisense Nucleic Acid Drug
 Dev. 8, 53-61, 1998; Ohtani et al., Biochemistry, 38: 605-618, 1999） 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に は 、 全 て の 核 酸 に 対 し て 非 選 択 性 の 加 水 分 解 活
性 を 有 す る 酵 素 が 含 ま れ る 。 こ の グ ル ー プ に 含 ま れ る 酵 素 と し て 、 Benzonaze（ 登 録 商 標
） 、 セ ラ チ ア 菌 （ Serratia marcescens） か ら 単 離 さ れ る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Eaves and
 Jeffries J. Bact. 85: 273-278, 1963; Nestle and Roberts, J. Biol. Chem. 244 521
9-5225, 1969） 、 ク ス ダ マ カ ビ （ Cunninghamella echinulata） か ら 単 離 さ れ る ヌ ク レ ア
ー ゼ Ｃ Ｉ （ Ho, et al., Eur. J. Biochem. 256:112-118, 1998） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 Benzonaze（ 登 録 商 標 ） は 、 核 酸 を ５ ’ － 一 リ ン 酸 塩 末 端 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 長 さ 約
２ ～ ５ ベ ー ス ） に 分 解 す る （ Nestle and Roberts, J. Biol. Chem. 244 5219-5225, 1969
; Janning, et al., Rapid Commun. Mass. Spectrom. 8:1035-1040, 1994） 。 こ の ヌ ク レ
ア ー ゼ は 核 酸 鎖 の ほ ぼ 全 て の 位 置 で 切 断 を 行 う 能 力 を 有 す る が 、 い く つ か の 配 列 選 択 性 を
有 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Meiss, et al., Biochemistry 34:11979-11988, 1995） 。 こ
の 酵 素 は Ｇ Ｃ に 富 ん だ 領 域 を 選 び 、 d(A)/d(T)路 を 避 け る 。 構 造 的 に こ の 酵 素 は 同 じ ２ ４
５ の ア ミ ノ 酸 か ら な る ３ ０ ｋ Ｄ ａ の サ ブ ユ ニ ッ ト ２ つ か ら な る 。 こ の 酵 素 は 、 ｐ Ｈ ６ ～ ｐ
Ｈ １ ０ （ 最 適 ｐ Ｈ は ｐ Ｈ ８ ～ ｐ Ｈ ９ ） 、 ０ ℃ ～ ４ ２ ℃ （ 最 適 温 度 は ３ ７ ℃ ） に お い て 機 能
性 を 有 し す る 。 こ の 酵 素 は 、 そ の 活 性 を 発 揮 す る た め に 、 １ ～ １ ０ ｍ Ｍ （ １ ～ ２ ｍ Ｍ が 最
適 ） の 範 囲 の 濃 度 の Ｍ ｇ ２ ＋ を 必 要 と す る 。 し か し な が ら 、 一 価 カ チ オ ン （ Ｎ ａ ＋ 、 Ｋ ＋
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な ど ） の 高 濃 度 （ ＞ １ ５ ０ ｍ Ｍ ） 存 在 下 に お い て は そ の 活 性 は 抑 制 さ れ る （ 相 対 的 活 性 が
約 ７ ５ ％ 低 下 ） 。 こ の よ う な 濃 度 は 、 生 理 的 条 件 に お い て 典 型 的 に み ら れ る 。 Benzonaze
（ 登 録 商 標 ） は Novagen社 、 Epicentre社 、 及 び そ の 他 の 供 給 業 者 か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Cunninghamella echinulata var. echinulata由 来 の ヌ ク レ ア ー ゼ Ｃ Ｉ は 、 一 本 鎖 及 び
二 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ を 、 ほ ぼ 等 し い 開 裂 速 度 で 分 解 す る 。 核 酸 の 二 本 鎖 を 分 解 す る
と き 、 こ の 酵 素 は 、 一 方 の 鎖 を 認 識 し て こ の 鎖 に お い て 開 裂 を 起 こ し 、 他 方 の 鎖 は 分 解 し
な い 。 こ の ヌ ク レ ア ー ゼ は Ｍ ｇ ２ ＋ 又 は Ｍ ｎ ２ ＋ 二 価 カ チ オ ン を 必 要 と し 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ な ど
の 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 に よ り 抑 制 さ れ る 。 こ の 酵 素 は 、 ｐ Ｈ ＝ ７ ． ０ ～ ８ ． ５ で 、 １ ０
ｍ Ｍ の Ｍ ｇ ２ ＋ 又 は ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｎ ２ ＋ の い ず れ か の 存 在 下 に お い て 最 適 な 活 性 を 有 し 、 Ｃ
ａ ２ ＋ イ オ ン の み の 存 在 下 に お い て は １ ０ ０ 分 の １ の 低 い 活 性 を 示 す 。 こ の 酵 素 の 活 性 は
ｐ Ｈ ６ ． ０ 以 下 に お い て 大 幅 に 低 下 す る 。 こ の 酵 素 は 、 高 温 で よ り 高 い 活 性 を 示 す 。 最 適
温 度 は 、 Ｍ ｎ ２ ＋ 存 在 下 で は ５ ５ ℃ 、 Ｍ ｇ ２ ＋ 存 在 下 で は ５ ０ ℃ で あ る （ Ho, et al., Eu
r. J. Biochem. 256:112-118, 1998） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ に は 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 形 態 の ウ イ ル ス 核 酸 に
対 し て 選 択 的 活 性 を 有 す る よ う に 予 め 設 計 さ れ た 酵 素 的 化 合 物 が 含 ま れ る 。 天 然 の 酵 素 の
加 水 分 解 機 能 を 模 し た 人 工 の 生 物 学 的 又 は 化 学 的 核 酸 開 裂 剤 が 開 発 さ れ て き た （ Sigman e
t al., Chem. Rev. 93:2295-2316, 1993; Komiyama and Sumaoka, Curr. Opin. Chem Bio
l.2:751-757, 1998; Kramer, Coord. Chem. Rev. 182:243-261, 1999; Ott and Kramer, 
Appl. Microbiol. Biotechnol, 52:761-767, 1999; Franklin, Curr. Opin. Chem. Biol.
 5:201-208, 2001） 。 人 工 的 核 酸 開 裂 剤 の 例 と し て 、 核 酸 分 解 活 性 を 示 す ペ プ チ ド 及 び 偽
ペ プ チ ド 、 加 水 分 解 活 性 を 有 す る 化 学 的 ヌ ク レ ア ー ゼ （ 例 え ば ラ ン タ ニ ド イ オ ン 複 合 体 ）
な ど が 挙 げ ら れ る （ Wan, et al. Chin. Sci. Bull. 45(22): 2017-2028, 2000; Sigman e
t al., Chem Rev. 93:2295-2316, 1993） 。 合 成 ポ リ マ ー が 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ の バ ッ ク ボ
ー ン と し て 用 い ら れ て き た 。 人 工 メ タ ロ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 Cysの Cu(II)複 合 体 を 架 橋 さ れ
た ポ リ ス チ レ ン に 無 作 為 に 付 加 す る こ と に よ り 得 ら れ る （ Jung, et al., J. Am. Chem. S
oc. 120:12008-12016, 1998; Suh, Acc. Chem. Res. 36:562-570, 2003） 。 ペ プ チ ド ・ バ
ッ ク ボ ー ン 又 は 非 ペ プ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン を 用 い た 完 全 に 合 成 の 分 子 も ま た ヌ ク レ ア ー ゼ
模 倣 薬 と し て 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 核 酸 や タ ン パ ク 質 な ど の 複 数 種 類 の 天 然 の 基 質 に 対 し て 加 水 分 解 に よ る 開 裂 活 性 を 有 す
る 短 い ペ プ チ ド は Ser-Hisで あ る （ Li, et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry 8(12
):2675-2680, 2000） 。 セ リ ル － ヒ ス チ ジ ン （ Seryl-histidine（ S-H） ） ジ ペ プ チ ド と 、
セ リ ル － ヒ ス チ ジ ン － ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Seryl-histidine-aspartate（ S-H-D） ） ト リ ペ プ
チ ド は 、 一 本 鎖 及 び 二 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ の 分 子 を 非 特 異 的 に 開 裂 で き る の で 、 ウ イ
ル ス 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 尚 、 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は
、 直 鎖 状 、 環 状 、 又 は ス ー パ ー コ イ ル 状 の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 タ ン パ ク 質 ベ ー ス の ヌ ク レ ア ー ゼ の 設 計 に お い て 、 天 然 の 酵 素 活 性 部 位 か ら 取 り 出 さ れ
た 触 媒 基 、 又 は 同 様 の 触 媒 特 性 を 有 す る 他 の ペ プ チ ド ・ ベ ー ス の 物 質 を 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ
の 活 性 基 と し て 選 択 で き る 。 例 え ば 、 ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 す る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ の 模 倣 薬
は 、 ２ ～ ４ の イ ミ ダ ゾ ー ル 基 （ Breslow and labelle, J. Am. Chem. Soc. 108(10):2625,
 1986; Breslow, Acc. Chem. Res. 24(11): 317, 1991） を 、 ア ク リ ジ ン （ Lorente, et a
l. Tetrahedron Letters 37(25):4417, 1996） な ど の 干 渉 物 質 と 結 合 さ せ る こ と に よ り 得
ら れ る 。 選 択 し た 部 位 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 相 補 物 質 を 有 す る リ ボ ザ イ ム 模 倣 薬 は 、 部 位
特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ 切 断 を 行 う こ と が で き る （ Ciesiolka et al., Eur.J., Bioch.204, 575-581
, 1992） 。
【 ０ １ ５ ２ 】
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　 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 核 酸 結 合 ド メ イ ン と 金 属 結 合 ド メ イ ン の ２ つ の ド メ イ ン を 備 え る
ポ リ ペ プ チ ド と し て 設 計 さ れ る こ と が で き る 。 核 酸 結 合 ド メ イ ン は 、 核 酸 配 列 と 特 異 的 に
結 合 す る 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 と す る こ と が で き る 。 こ の 核 酸 配 列 と し て 例 え ば 、 ウ イ ル ス
の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 、 Ｂ
－ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は こ れ ら に 類 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 金 属 結 合 ド メ イ ン は 、 核
酸 結 合 ド メ イ ン 内 に 位 置 す る こ と が で き る 。 金 属 結 合 ド メ イ ン は 、 任 意 の 金 属 、 例 え ば Ca
(II)、 Eu(II)、 Zn(II)、 Cr(IV)、 Cd(II)、 Ce(III)、 Fe(III)、 Co(III)、 Cu(III)に 結 合 す
る 。 ま た 好 ま し く は 金 属 結 合 ド メ イ ン は 、 ラ ン タ ニ ド な ど の 加 水 分 解 性 金 属 に 結 合 す る 。
加 水 分 解 性 ポ リ ペ プ チ ド と し て 例 え ば 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 或 い は こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の
触 媒 的 活 性 部 分 が 挙 げ ら れ る （ 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ２ ／ ０ １ ４ ６ ７ ８ ８ 号 　 出 願 人 ： Fr
anklin） 。 尚 こ の 出 願 の 内 容 の 全 て は 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 込 ま れ る ） 。 す な わ ち TE
RRRQQLDKDGDGTIDEREIKIHFQNKRAKIK (Seq ID NO: 4)、 TERRRfdkdqngyigaadlrhvkiwfqnkrak
ik (Seq ID NO: 5)、 TERRRfrvfdkdgngyisaaekiwfqnkeakik (Seq ID NO: 6) 、 TERRRRfslf
dkdgdgtittkeevwfqnrrmkwk (Seq ID NO: 7)、 dekrprtafsgeqlarlkrefnenrylterrrlrvfdkd
gngfisaaekiwfqnkrakikkst(Seq ID NO: 8)で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 ロ ジ ウ ム 複 合 体 に 繋 ぎ 止 め
ら れ た Ｚ ｎ ２ ＋ 結 合 ペ プ チ ド Ｐ １ Asp-Pro-Asp-Glu-leu-Glu-His-Ala-Ala-Lys-His-Glu-Al
a-Ala-Ala-Lys-CONH2 (SEQ ID NO:9)は 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 を 加
水 分 解 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Copeland, et al., Biochemistry 41:343-356, 2002; F
itzsimmons and Barton, J. Am. Chem. Soc. 119: 3379-3380, 1997） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 化 学 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び そ の 他 の 金 属 複 合 対 を ベ ー ス と す る 人 工 的 核 酸 開 裂 剤 は 更 に 、
遊 離 基 又 は 酸 化 的 開 裂 、 或 い は リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 加 水 分 解 の い ず れ の 作 用 機 序 を 有 す
る か に 従 っ て 、 ２ つ の 主 な グ ル ー プ に 分 け ら れ る 。 い く つ か の 遊 離 基 開 裂 剤 （ 例 え ば EDTA
-Fe 2 + 及 び Cu(phen) 2

+ ） 及 び そ の 他 の 遷 移 金 属 ベ ー ス の 化 合 物 は 、 過 酸 化 水 素 と の フ ェ ン
ト ン 反 応 に よ り 発 生 し た ヒ ド ロ キ シ ラ ジ カ ル を 有 す る 水 素 原 子 を 抽 出 す る （ Wan et al., 
Chin.Sci. Bull., 45:2017-2028 (2000)） 。 い く つ か の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 特 定 の 形 態
の Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 特 異 的 加 水 分 解 活 性 を 有 す る 。 Cu(phen) 2

+ の 遊 離 基 開
裂 活 性 は 、 右 巻 き 二 本 鎖 Ｂ － Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 特 異 性 を 有 し 、 よ り 幅 が 広 く 扁 平 な 二 本 鎖 Ａ
－ Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 反 応 性 は Ｂ － Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 反 応 性 よ り も 約 ６ ～ ７ 倍 低 く 、 左 巻 き 二 本
鎖 Ｚ － Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 反 応 性 は Ｂ － Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 反 応 性 よ り も 約 ５ ０ 倍 低 い （ Kuwabara
, et al., Biochemistry, 25 (23): 7401(1986)） 。 こ の 化 合 物 は ま た 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に
対 し て も 有 効 で あ る が 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て は 反 応 性 を 有 さ な い （ Murakawa, et al., 
Nucleic Acid Res. 17(130):5361, 1989） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 天 然 型 ヌ ク レ ア ー ゼ と 同 様 に 、 酸 化 メ カ ニ ズ ム を 用 い る 人 工 的 核 酸 開 裂 剤 よ り も 、 リ ン
酸 ジ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 人 工 的 核 酸 開 裂 剤 の ほ う が 、 医 療 的 用 途 に は 好 ま
し い 。 加 水 分 解 開 裂 は レ ド ッ ク ス 活 性 反 応 物 を 必 要 と し な い か ら 、 鎖 の 末 端 が 酵 素 に よ り
退 け ら れ る こ と が な い 。 更 に 、 酸 化 作 用 に よ り 高 反 応 性 で 拡 散 性 の 遊 離 基 と 、 金 属 oxenes
が 生 み 出 さ れ る （ Sigman et al., Chem. Rev. 93:2295-2316, 1993） 。 し か し な が ら 、 金
属 イ オ ン 複 合 体 な ど の 化 学 的 ヌ ク レ ア ー ゼ が 潜 在 的 に 細 胞 毒 性 を 有 す る 一 方 で 、 こ れ ら の
ヌ ク レ ア ー ゼ は 野 生 の 動 物 、 鳥 類 、 昆 虫 、 植 物 内 で ウ イ ル ス 感 染 の 治 癒 の た め に 実 際 に 用
い ら れ て い る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ラ ン タ ニ ド に よ る Ｒ Ｎ Ａ の 金 属 イ オ ン 促 進 加 水 分 解 が 知 ら れ て い る （ Rordorf and Kear
ns, Biopolymers 15:1491-1504, 1976; Magda, et al., J. Am.Chem. Soc.116:7439-7440
, 1994; Hall, et al., Chem. Biol. 1:185-190, 1994） 。 ま た 遷 移 金 属 に よ る Ｒ Ｎ Ａ の
金 属 イ オ ン 加 水 分 解 も 知 ら れ て い る （ Hegg. et al., Inorg. Chem. 36:1715-1718, 1997;
 Chapman et al., J. Am. Chem. Soc. 117:5462-5469, 1995及 び Morrow, et al., Inorg.
 Chem. 31:16-20, 1992） 。 ２ ’ － ヒ ド ロ キ シ ル リ ボ ー ス 環 は Ｒ Ｎ Ａ の 加 水 分 解 に 対 す る
反 応 性 を Ｄ Ｎ Ａ の 約 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 倍 に 高 め る 。 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ウ イ
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ル ス Ｒ Ｎ Ａ の 部 位 特 異 的 開 裂 に 用 い ら れ る こ と が で き る （ Thompson, et al. Biorg. Chem
. 23: 471-481, 1995） 。 酸 化 的 開 裂 剤 （ Zheng, et al., J. Am. Chem. Soc 118:2320-23
25, 1996)と 加 水 分 解 性 開 裂 剤 （ Brown et al., Nature 303: 543-546, 1983） の い ず れ も
、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る よ り 一 般 的 に 反 応 性 が 低 い 。 特 定 の メ カ
ニ ズ ム 又 は 理 論 に は 制 限 さ れ な い が 、 こ れ ら の 相 違 点 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の 構 造 的 特 徴 を 原
因 と し て い る と 考 え ら れ る 。 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に は 、 Ｂ － Ｄ Ｎ Ａ に 比 べ て は る か に 深 く て 幅 の
狭 い 主 溝 を 有 す る Ａ タ イ プ の 二 重 ら せ ん が 用 い ら れ る 。 結 果 と し て 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す
る 薬 剤 の 多 く が ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 で き な い 。 更 に 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ と 比 べ て
柔 軟 性 が 低 い 。 し た が っ て 、 基 質 の 配 向 性 に よ り ２ ’ － Ｏ Ｈ の 加 水 分 解 を 抑 制 す る こ と が
で き る （ Kolasa, et al. Inorg. Chem. 32: 3983-84, 1993） 。 し か し な が ら 、 い く つ か
の サ イ ズ の 小 さ い 遷 移 金 属 複 合 体 （ 例 え ば Cu([9]aneN 3 )Cl 2 ） は 、 ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ の 両 方 の 開 裂 に 有 効 で あ る （ Hegg, et al., Inorg. Chem. 36:1715-1718, 1997） 。 ウ
イ ル ス 核 酸 を 標 的 と す る オ リ ゴ マ ー を 含 む と と も に 柔 軟 な 構 造 骨 格 を 有 す る 二 官 能 性 の Ｐ
Ｅ Ｇ に 付 加 さ れ た Cu([9]aneN 3 )Cl 2 複 合 体 は 、 ウ イ ル ス 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 開 裂 に 使 用 可 能 で
あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 さ れ た Fe(III)/EDTA複 合 体 は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 選 択 的 に 加 水
分 解 で き る （ Brown et al., Nature, 303, 543-546, 1985） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 部 位 選 択 的 Ｒ Ｎ Ａ 加 水 分 解 に は 、 ア ク リ ジ ン ・ テ ザ ー ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 用 い ら れ
、 ア ク リ ジ ン ・ テ ザ ー ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る と と も に 標 的 リ ン 酸
ジ エ ス テ ル 結 合 を 活 性 化 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Ciesolka et al., Eur. J. Biochem 2
04, 583-589, 1992） 。 ア ク リ ジ ン 含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 形 成 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ の バ
ル ジ 部 位 は そ の 後 、 非 結 合 性 の ラ ン タ ニ ド に よ り 選 択 的 に 加 水 分 解 さ れ る （ Kuzuya, et a
l. J. Am. Chem. Xoc. 124:6887-6894, 2002; Husken, et al., Biochemistry 35:16591-
16600, 1996; Michailovski et al., Biochemie, 78, 131-138, 1996） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 金 属 イ オ ン 複 合 体 に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 加 水 分 解 開 裂 は よ り 困 難 で あ る 。 こ れ は 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ン
酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が 、 生 理 的 条 件 下 に お い て 、 比 較 的 高 い 安 定 性 を 有 す る か ら で あ る （ Wi
lliams, et al. Acc. Chem. Res. 32:485-493, 1999; Westheimer, F.H. Science 235: 1
173-1178, 1987） 。 本 明 細 書 中 で 説 明 す る 多 く の 天 然 型 ヌ ク レ ア ー ゼ が ウ イ ル ス に 抗 す る
目 的 に 使 用 可 能 で あ る が 、 Ｄ Ｎ Ａ を 特 定 の 対 象 配 列 に 結 合 し 、 天 然 型 ヌ ク レ ア ー ゼ と 同 程
度 の 速 度 で Ｄ Ｎ Ａ を 加 水 分 解 的 に 切 断 可 能 な 低 分 子 の 薬 剤 の 設 計 は 、 引 き 続 き 重 要 な 課 題
で あ る 。 こ れ ま で の と こ ろ 、 遷 移 金 属 ま た は ラ ン タ ニ ド 金 属 に 完 全 に 依 存 し て Ｄ Ｎ Ａ を 加
水 分 解 的 に 切 断 す る 低 分 子 量 分 子 は 極 少 数 し か 報 告 さ れ て い な い （ Branum, J. Am. Chem.
 Soc., 123:1898-1904, 2001; Sreedhara and Cowan, J. Biol. Inorg. Chem., 6:337-34
7, 2001） 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 低 分 子 ラ ン タ ニ ド Ln(III)イ オ ン 複 合 体 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 加 水 分 解 の た め の 触 媒 中 心 と し て
の 実 用 に 適 し て い る （ Franklin, Curr. Opin. Chem. Biol. 5:201-208, 2001） 。 セ リ ウ
ム Ce(IV)イ オ ン は 、 水 性 条 件 下 で 、 四 価 の 酸 化 状 態 と な る こ と が 可 能 な ラ ン タ ニ ド で あ る
。 Ce(IV)は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 加 水 分 解 に 対 し て 最 も 有 効 な 金 属 イ オ ン の 一 つ で あ り 、 Ln(III
)イ オ ン と 比 べ て ２ ０ ～ １ ０ ０ ０ 倍 大 き い Ｄ Ｎ Ａ 加 水 分 解 速 度 を 有 す る （ Komiyama, Che. 
Comm: 1443-1451, 1999） 。 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 部 位 選 択 的 加 水 分 解 は 、 Ce(IV)/EDTA複 合 体 が
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 非 常 に 大 き な 基 質 選 択 性 を 有 す る こ と に よ り 可 能 と な っ て い る 。 修
飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 、 標 的 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に バ ル ジ 又 は ギ ャ ッ プ を 有 す る 一 本 鎖
構 造 は 、 非 結 合 性 Ce(IV)/EDTA複 合 体 に 適 し た 基 質 で あ る （ Kitamura and Komiyama, Nucl
eic Acid Res. 30(19): 102-108, 2002） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 要 約 す る と 、 動 物 、 昆 虫 、 細 菌 、 又 は 植 物 由 来 の 未 変 性 の 及 び ／ 又 は 修 飾 さ れ た ヌ ク レ
ア ー ゼ 、 及 び 本 明 細 書 中 で 説 明 す る 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 核 酸 の 加 水 分 解 に よ っ て 抗 ウ イ
ル ス 活 性 を 有 す る と と も に 、 特 定 形 態 の ビ リ オ ン 核 酸 、 又 は 本 明 細 書 中 で 説 明 す る 動 物 、

10

20

30

40

50

(49) JP 2007-532666 A 2007.11.15



細 菌 、 植 物 の ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 複 製 中 に 生 成 す る 中 間 ウ イ ル ス 核 酸 に 対 し て 作 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 含
む よ う に 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ る 。 部 位 特 異 的 に 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 内 に
組 込 む た め に は 、 従 来 半 合 成 的 手 法 が 用 い ら れ て き た 。 こ の 手 法 で は 、 タ ン パ ク 質 断 片 が
ペ プ チ ド 固 相 合 成 に よ り 合 成 さ れ る 。 こ の と き の タ ン パ ク 質 断 片 は 、 化 学 的 に 結 合 さ れ た
断 片 （ Dawson, et al. Science 266, 776-779, 1994） で あ っ て も 、 酵 素 的 に 結 合 さ れ た
断 片 （ Southworth, et al. BioTechniques 27:110-120, 1999） で あ っ て も よ い 。 半 合 成
的 手 法 の 使 用 は 一 般 的 に 、 分 子 量 が １ ０ ｋ Ｄ ａ 以 下 の タ ン パ ク 質 の 合 成 に 限 定 さ れ て い る
（ Merrifield, Science 232: 341, 1986; Jackson et al., Science 266, 243, 1994; da
wson and Kent, Annu. Rev. Biochem., 69: 923, 2000） 。 発 現 タ ン パ ク 質 結 合 法 （ expre
ssed protein ligation（ Ｅ Ｐ Ｌ ） ） に よ る と 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 含 む 分 子 量 の 大 き な
遺 伝 的 に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 又 は 、 合 成 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 含 む 低 分 子 の タ ン パ ク
質 の 化 学 的 結 合 が 可 能 で あ る （ Miur, et al. Proc. Nat. Ac. Sci., USA 95:6705-6710, 
1998; Hoffman and Miur, Current Opinion in Biotech. 13: 297-303, 2002） 。 Ｅ Ｐ Ｌ
に お い て 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の チ オ エ ス テ ル 修 飾 Ｃ 末 端 は 合 成 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 シ ス テ イ
ン に 結 合 さ れ る 。 し た が っ て 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 の 組 込 み は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端
へ の 組 込 み に 限 定 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ア ン バ ー ・ コ ド ン 抑 制 に 基 づ く 生 体 内 に お け る 生 合 成 法 が 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ
ク 質 に 部 位 特 異 的 に 組 込 む こ と を 可 能 に す る た め に 開 発 さ れ て き た （ Noren, et al. Scie
nce 244: 182-188, 1989; Bain, et al., J. Am. Chem. Soc. 11:8013-8014, 1989） 。 こ
の 手 法 に は 、 ア ン バ ー 抑 制 因 子 と し て 所 望 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 を 用 い て 化 学 的 に 修 飾
さ れ た ア ミ ノ ア シ ル ｔ Ｒ Ｎ Ａ が 用 い ら れ る 。 こ の 手 法 に お い て 、 結 果 と し て 得 ら れ る ａ ａ
ｕ － ｔ Ｒ Ｎ Ａ は 、 所 望 の 部 位 に ア ン バ ー ・ ス ト ッ プ ・ コ ド ン （ amber stop codon（ Ｕ Ａ Ｇ
） ） を 有 す る 所 望 の 遺 伝 子 を 含 む ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ と と も に 試 験 管 内 に 加 え ら れ る 。 ア
ン バ ー ・ コ ド ン の み が 抑 制 に 使 用 可 能 で あ る か ら 、 こ の 手 法 に よ る と 、 一 種 の み の 非 天 然
型 ア ミ ノ 酸 を 所 望 の タ ン パ ク 質 に 組 込 む こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 手 法 を 用 い て 、 ケ ト ン ・
ハ ン ド ル 含 有 ア ミ ノ 酸 （ ketone handle-containing amino acid） は 生 体 内 に お い て 、 タ
ン パ ク 質 内 に 部 位 特 異 的 に 組 込 ま れ た 後 、 低 分 子 フ ル オ ロ フ ォ ア と ビ オ チ ン 誘 導 体 を 用 い
て 修 飾 さ れ る （ Wang et al., Proc. Nat. Ac. Sci. USA 100(1):56-61, 2003; Cornish, 
et al., J. Am. Chem. Soc. 118:8150-8151, 1996） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 シ ス テ イ ン の 反 応 性 チ オ ー ル 基 は タ ン パ ク 質 修 飾 の た め に 広 く 用 い ら れ て き た 。 タ ン パ
ク 質 修 飾 の 例 と し て は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ に 対 す る 葉 酸 の 付 加 （ 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ８ ０
， ９ ９ １ 号 　 権 利 者 ： Raines　 ２ ０ ０ １ 年 ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 多 価 成 分 の 付 加 （ 米
国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ２ ／ ０ １ ２ ７ ６ ９ ５ 号 　 出 願 人 ： Davies他 　 ２ ０ ０ ２ 年 ） 、 様 々 な 生
物 物 理 学 的 な プ ロ ー ブ の 付 加 （ Gaietta, et al., Science 296:503-507, 2000） が 挙 げ ら
れ る 。 し か し な が ら １ よ り 多 い シ ス テ イ ン 残 基 が タ ン パ ク 質 内 に 存 在 す る こ と と 、 遊 離 チ
オ ー ル の 存 在 下 で ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 形 成 さ れ る と き に 交 換 反 応 が 起 き る こ と に よ り 、 シ
ス テ イ ン 残 基 と の 部 位 選 択 的 反 応 は し ば し ば 複 雑 化 さ れ る 。 直 交 性 の 反 応 性 を 有 す る 非 天
然 型 ア ミ ノ 酸 が 利 用 可 能 で あ る こ と に よ り 、 一 つ の シ ス テ イ ン を 部 位 特 異 的 に 修 飾 で き な
い 場 合 や 、 或 い は ２ つ の 異 な る 部 位 特 異 的 修 飾 が 必 要 で あ る 場 合 に も 、 タ ン パ ク 質 の 部 位
特 異 的 修 飾 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ２ つ の 異 な る 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 の 部 位 特 異 的 挿 入 を 可 能 に す る 技 術 と し て 、 ４ 塩 基 コ ド
ン を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 、 同 属 の ４ 塩 基 ア ン チ コ ド ン を 有 す る 化 学 的 に ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ
た 変 異 体 ｔ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す る 方 法 が 用 い ら れ て き た （ Moore, et al., J. Mol. Biol. 298
: 195-209, 2000） 。 こ の 手 法 に よ り 、 ２ つ の 異 な る 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 に 挿
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入 す る こ と が 可 能 と な っ た （ Hohsaka, et al., J. Amer Chem Soc 121: 12194-12195, 19
99; Hohsaka and Sisido, Curr. Opin Chem Biol 6: 809-815, 2002） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 化 学 的 に ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ た 抑 制 因 子 ｔ Ｒ Ｎ Ａ を 哺 乳 類 細 胞 内 に 移 入 す る 一 般 的 に 使
用 可 能 な 方 法 と し て 、 ア ン バ ー ・ コ ド ン 及 び オ ー カ ー ・ コ ド ン の ２ つ の 抑 制 因 子 を 用 い る
方 法 が 行 わ れ て き た 。 こ れ ら コ ド ン は チ ロ シ ン を 用 い て ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ た 大 腸 菌 ｔ Ｒ
Ｎ Ａ の コ ド ン で あ る 。 ２ つ の 抑 制 因 子 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 試 薬 で あ る Effecteneを 用 い て
細 胞 内 に 移 入 さ れ る 。 活 性 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ・ ア セ チ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 、 同
時 に 移 入 さ れ た 内 部 部 位 に ア ン バ ー ・ コ ド ン 又 は オ ー カ ー ・ コ ド ン を 有 す る ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル ・ ア セ チ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 か ら 発 現 さ れ た （ Kohrer, et al., Proc
 Nat Acad Sci. 98:14310-14315, 2001; Kowal, et al. Proc.Nat Acad Sci 98:2268-227
3, 2001） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 生 体 内 に お け る 生 合 成 方 法 を 用 い る と 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 用 い た タ ン パ ク 質 修 飾 が 可
能 で あ る 。 拡 張 遺 伝 コ ー ド （ expanded genetic code（ Ｅ Ｇ Ｃ ） ） 技 術 に よ り 、 遺 伝 的 に
コ ー ド さ れ た 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 、 真 核 生 物 （ 例 え ば Saccharomyces cerevisiae） に 組 込
む こ と （ Chin et al., Science, 201:964-967, 2003） 、 及 び 原 核 生 物 （ 例 え ば 大 腸 菌 ）
に 組 込 む こ と （ Wang, et al., Science 292:498, 2001; Doring et al., Sience 292:501
-504, 2001） が 可 能 に な る 。 Ｅ Ｇ Ｃ 技 術 で は 、 抑 制 因 子 ｔ Ｒ Ｎ Ａ － コ ド ン の 対 と 、 非 天 然
型 ア ミ ノ 酸 が 組 込 ま れ た ア ミ ノ ア シ ル － ｔ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 酵 素 （ ａ ａ Ｒ Ｓ ） が 新 た に 生 成 さ れ
る 。 新 た な ｔ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ａ ａ Ｒ Ｓ は 、 ク ロ ス ア ミ ノ ア シ ル 化 を 防 止 す る た め に 、 細 胞 内 に
存 在 す る 内 在 性 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ａ ａ Ｒ Ｓ に 対 し て 直 交 性 で な け れ ば な ら な い 。 ま た 、 こ れ ら
ｔ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ａ ａ Ｒ Ｓ は 、 翻 訳 装 置 に 対 し て 十 分 に 機 能 す る 必 要 が あ る （ Wang and Shult
z, Chem. Comm. 1, 2002） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ の 技 術 を 用 い て 、 新 規 な 機 能 性 を 有 す る １ ３ 以 上 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 大 腸 菌 内 に コ
ー ド さ れ た （ Wang, ph. D. Thesis, UC Berkeley, 2002） 。 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 と し て 例 え
ば 、 多 用 途 の ケ ト 基 を 有 す る ｐ － ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン が 挙 げ ら れ る 。 こ の 多
用 途 の ケ ト 基 は 、 ヒ ド ラ ジ ン 基 を 含 む 任 意 の 成 分 を 用 い た そ の 後 の 化 学 的 修 飾 に お い て 、
独 特 な 化 学 的 ハ ン ド ル と し て 働 く （ Wang et al., Proc. Nat. Ac. Sci. USA 100:56, 200
3） 。 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ ア シ ル － ｔ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 酵 素 ／ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 対 を 用 い た Ｅ Ｇ
Ｃ 法 は 、 真 核 生 物 （ Saccharomyces cerevisae） の 細 胞 に も 応 用 さ れ て い る （ Hughes, Fun
ct. Integr. Genomics 2:199, 2002） 。 直 交 性 対 と し て 、 大 腸 菌 由 来 の ア ン バ ー 抑 制 因 子
チ ロ シ ル － ｔ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 酵 素 (Tyr-RS)と tRNA C U A の 対 が 選 択 さ れ た 。 Tyr-RSと tRNA C U A の 両
方 が S. cerevisaeに コ ー ド さ れ て い る と き 、 大 腸 菌 Tyr-RSは 大 腸 菌 tRNA C U A を 効 率 的 に ア
ミ ノ ア シ ル 化 す る 。 し か し な が ら 、 こ の 対 は S. cerevisaeの 細 胞 質 ｔ Ｒ Ｎ Ａ を ア ミ ノ ア シ
ル 化 し な い 。 加 え て 、 S. cerevisaeア ミ ノ ア シ ル － ｔ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 酵 素 に 対 し て は 不 十 分 な
基 質 で あ る 。 ま た 、 大 腸 菌 チ ロ シ ル ｔ Ｒ Ｎ Ａ C U A は 、 S. cerevisae内 の タ ン パ ク 質 翻 訳 に
お い て 効 率 的 に 機 能 す る （ Edwards, et al. Proc. Nat. Ac Sci. USA 88:1153, 1991） 。
更 に 、 大 腸 菌 は 翻 訳 メ カ ニ ズ ム を 持 た ず 、 し た が っ て ｔ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 し た 非 天 然 型 ア ミ ノ
酸 を 校 正 し な い 。 直 交 性 の 大 腸 菌 Tyr-RSア ミ ノ 酸 の 特 異 性 を 変 化 さ せ て 、 こ の Tyr-RSア ミ
ノ 酸 が 大 腸 菌 tRNA C U A を 所 望 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 用 い て ア ミ ノ ア シ ル 化 す る よ う に す る
た め に 、 例 え ば 、 ケ ト ・ ハ ン ド ル を 有 し 、 内 在 性 ア ミ ノ 酸 Tys-RSを 有 さ な い ｐ － ア セ チ ル
－ Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン が 、 １ ｍ Ｍ の ｐ － ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 の 存 在 下
で 、 変 異 並 び に 成 長 を 促 さ れ た 。 結 果 と し て 、 天 然 型 ア ミ ノ 酸 に 対 す る よ り も 、 ｐ － ア セ
チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 対 し て 高 い 活 性 を 有 す る こ と か ら 、 変 異 体 Tyr-RSが 選 択 さ
れ た 。 ナ ン セ ン ス コ ド ン TAGに 応 じ て 、 ケ ト 官 能 基 を 有 す る ｐ － ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン を 含 む ５ つ の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 が 、 高 い 忠 実 度 で 効 率 的 に タ ン パ ク 質 内 に 組 込 ま
れ た （ Chin et al., Chem & Biol. 10:511-519, 2003; Chin et al., Science, 301:964-
967, 2003） 。
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【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 説 明 す る よ う に 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を ヌ ク レ ア ー ゼ に コ ー ド す る こ と に よ り
、 哺 乳 類 細 胞 中 で 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 し て 目 的 に 適 っ た 変 化 を 起 こ す こ と が 可
能 に な る 。 し た が っ て 、 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 ウ イ ル ス 特 性 、 例 え ば 、 ヌ
ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 の 存 在 下 に お け る ウ イ ル ス 核 酸 に 対 す る 加 水 分 解 性 が 、 生 体 内 で 直 接
的 に 機 能 で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 酵 素 の 触 媒 活 性 に 影 響 す る 重 要 な 要 素 の 一 つ は 、 酵 素 と そ の 基 質 が 離 れ た 状 態 で の 酵 素
と 基 質 の 間 の 静 電 気 的 相 互 作 用 で あ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ の 荷 電 ア ミ ノ 酸 残 基 と そ の プ ロ テ イ
ン 阻 害 物 質 の 間 の 、 又 は ヌ ク レ ア ー ゼ と そ の 基 質 の 荷 電 バ ッ ク ボ ー ン の 間 の こ の よ う な 相
互 作 用 は 、 物 理 的 接 触 が 起 こ る 前 に 、 又 は 荷 電 成 分 が 何 ら か の 立 体 障 害 の た め に 物 理 的 に
互 い に 非 接 触 状 態 で あ る と き に 開 始 す る 。 「 カ チ オ ン 化 さ れ た 」 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ Ｉ （ ＋ ５ の 電 荷 の 変 化 を 引 き 起 こ す 変 異 を 有 す る ） の ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ バ ッ ク ボ ー ン
上 の 負 に 帯 電 し た リ ン 酸 塩 に 対 す る 局 所 的 な 静 電 気 的 引 力 が 増 す と 、 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た
酵 素 が 、 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ へ の 結 合 に お い て 有 効 に 作 用 す る よ う に な る 。 こ の よ う な 結 合 は
、 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の 血 中 濃 度 又 は 感 染 細 胞 内 に お け る 濃 度 が 低 い 場 合 に も 起 き る 。 Ｂ 型 肝
炎 ウ イ ル ス な ど の 最 も 攻 撃 的 に 複 製 す る ウ イ ル ス の 場 合 で さ え も 、 例 え ば 、 最 大 Ｄ Ｎ Ａ 濃
度 が １ ０ １ ０ コ ピ ー ／ ｍ Ｌ に 達 す る Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ hepatitis B（ Ｈ Ｂ Ｖ ） ） の 場 合
も 、 ６ ｋ ｂ の Ｈ Ｂ Ｖ Ｄ Ｎ Ａ の 重 量 濃 度 は ３ ３ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 以 下 で あ る 。 Ｈ Ｖ Ｂ Ｄ Ｎ Ａ の 最 大
濃 度 は 、 人 体 に お け る 内 在 性 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ の 典 型 的 な 濃 度 の 下 限 と ほ ぼ 等 し く 、 ２ ５ ｎ ｇ ／
ｍ Ｌ ～ ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ で あ る （ Pan, et al., J. Biol. Chem. 273, No 29: 18374-381,
 1998） 。 大 き な ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム （ １ ， ２ ２ ９ ｋ ｂ ｐ ） を 有 す る ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ
ル ス （ cytomegalovirus（ Ｃ Ｍ Ｖ ） ） の 場 合 、 最 大 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 は 、 １ ０ ５ コ ピ ー ／ ｍ Ｌ を
超 え ず 、 し た が っ て Ｃ Ｍ Ｖ の Ｄ Ｎ Ａ の 重 量 濃 度 は １ ２ ｐ ｇ ／ ｍ Ｌ 以 下 と な る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 有 す る 抗
ウ イ ル ス 性 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 上 記 の ご と く 、 生 体 内 で 遺 伝
子 コ ー ド 技 術 に よ り 及 び ／ 又 は 生 体 外 で 半 合 成 に よ り 作 り 出 さ れ る 。 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ は
非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 こ の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 と し て 例 え ば 、 天 然 の レ シ ン の 側 鎖 よ り
も 高 い 正 の 電 荷 を 有 す る 大 型 の 側 鎖 を 備 え る 多 価 リ ジ ン （ Bioorg. & Med. Che. 7:2985-2
990, 1999） 、 及 び ／ 又 は ケ ト 基 を 有 す る 非 天 然 型 ｐ － ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
残 基 （ 後 の 化 学 的 修 飾 に お い て 有 用 で あ る ） 、 及 び ／ 又 は セ レ ノ シ ス テ イ ン 、 ホ モ ア ル ギ
ニ ン 、 及 び ／ 又 は １ 若 し く は そ れ 以 上 の Ｄ － ア ミ ノ 酸 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 グ ル ー プ Ｉ の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ の 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ の 例 と
し て 、 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 置 換 物 Q11R/E12KU ( 2 + ) /N74KU ( 2 + ) /A114FU ( k e t o
) ( + 5 ) に よ り 得 ら れ る 高 活 性 ア ク チ ン 抵 抗 性 特 殊 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 特 殊 変 異 体 は
、 未 変 性 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ よ り ５ 大 き い 正 の 電 荷 を 有 す る 。 尚 、 式 中 KU ( 2 + )

は 正 の 電 荷 ２ の 側 鎖 ア ミ ン 基 を 有 す る 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 FU ( k e t o ) は ケ ト 基 を 有 す
る 非 天 然 型 ｐ － ア セ チ ル － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 を 表 す 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ の 例 と し て 、 ヒ ト リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の 置 換 物 K1FU ( k e t o ) /Q11A/N71A/E111Aに よ り 得 ら れ る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
阻 害 物 質 （ ribonuclease inhibitor（ Ｒ Ｉ ） ） 抵 抗 性 の 非 毒 性 特 殊 変 異 体 、 置 換 物 K1FU ( k
e t o ) /Q11Aに よ り 得 ら れ る 切 断 型 Ｓ － ペ プ チ ド （ １ ～ １ ５ の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 断 片 ）
か ら な る ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び 置 換 物 N71A/G89FU ( k e t o ) /E111Aに よ り 得 ら れ る 切 断
型 Ｓ － タ ン パ ク 質 （ ２ １ ～ １ ２ ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 断 片 ） か ら な る ヒ ト リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 尚 、 式 中 FU ( k e t o ) は ケ ト 基 を 有 す る 非 天 然 型 ｐ － ア セ チ ル － Ｌ － フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 を 表 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 化 学 的 ／ 遺 伝 的 修 飾 し た
物 質 に は 、 半 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。 こ の 半 合 成 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 自 然 な 化 学 的 連
結 に よ っ て 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た ペ プ チ ド が 別 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 に Ｃ 末 端 チ オ エ
ス テ ル 残 基 及 び Ｎ 末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 用 い て 連 結 さ れ る こ と に よ り （ Dawson, et al., 
Science 266:776-779, 1994） 、 或 い は イ ン テ イ ン が 仲 介 す る タ ン パ ク 質 連 結 に よ り 得 ら
れ る 。 イ ン テ イ ン が 仲 介 す る タ ン パ ク 質 連 結 に お い て は 、 連 結 部 位 に シ ス テ イ ン 残 基 が 必
要 と さ れ （ Evans, et al. Protein Sci. 7, 2256-2264, 1998） 、 Ｃ 末 端 チ オ エ ス テ ル は
、 標 的 タ ン パ ク 質 と イ ン テ イ ン か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 が チ オ ー ル 試 薬 の 存 在 下 で 切 断 さ
れ る こ と に よ り 作 り 出 さ れ る （ Arnold, et al., The Scientific World Journal 2: 1823
-1827, 2002） 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 加 水 分 解 性 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ の
加 水 分 解 性 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド の 例 と し て 、 少 な く と も １ つ の 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 非 天
然 型 ア ミ ノ 酸 残 基 に よ り 置 換 さ れ た ジ ペ プ チ ド （ Ser-His、 His-Asp、 Cys-His） 、 ト リ ペ
プ チ ド （ Ser-His-Asp、 Ser-His-Gly、 Ser-His-His、 His-Phe-Asp、 His-Lys-His） 、 テ ト
ラ ペ プ チ ド （ Glu-His-Asp-His） 、 ヘ キ サ ペ プ チ ド （ Gly-Phe-Ser-Leu-His-Ala(SEQ ID NO
:10） 、 Phe-Ser-Phe-Leu-His-Ala(SEQ ID NO:11)、 Ser-Ser-Phe-Leu-His-Ala(SEQ ID NO:
12))、 オ ク タ ペ プ チ ド （ Arg-Arg-Trp-His-Arg-Leu-Lys-Glu(SEQ ID NO: 13)） 、 ウ ン デ カ
ペ プ チ ド （ Ser-Gly-Gly-His-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-His-Phe(SEQ ID NO: 14)、 Ser-Gly-Gl
y-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-His-Phe(SEQ ID NO: 15)、 Ser-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-His-Gl
y-Gly-His-Phe(SEQ ID NO:16） )が 挙 げ ら れ る 。 こ の 置 換 と し て 、 Ser/L-Ser及 び D-methyl
-Asp/L-Asp、 Phe/FU ( k e t o )  及 び そ の 他 の 置 換 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 置 換 の 結 果 、 オ
リ ゴ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 性 と 経 口 で の 生 物 学 的 利 用 能 が 向 上 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 未 変 性 の 又 は 修 飾 さ れ た ジ ペ プ チ ド ／ ポ リ
ペ プ チ ド 、 ヘ キ サ ペ プ チ ド 、 及 び ウ ン デ カ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 感 染 細
胞 内 の 無 防 備 な ウ イ ル ス 核 酸 を 標 的 と す る 高 分 子 量 の 高 分 子 担 体 と 共 有 結 合 し て い る 。 こ
の よ う な 酵 素 を 備 え る 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 （ antiviral complexes with enzymes（ Ａ Ｃ Ｅ
） ） は 、 治 療 効 率 が 高 い こ と 、 タ ン パ ク 質 分 解 抵 抗 性 が 強 い こ と 、 半 減 期 が 長 い こ と 、 免
疫 原 性 が 低 い こ と 、 及 び 細 胞 吸 収 量 が 大 き い こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 高 分 子 担 体 と 、 タ ン パ ク 質 化 学 の 分 野 で 既 知 の １ 若 し く
は そ れ 以 上 の 複 数 の ル ー ト を 介 し て 結 合 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 高 分 子 担 体 は 、 １ つ 若 し く
は 複 数 の 分 子 ス カ ホ ー ル ド を 備 え 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ と 様
々 な 標 的 成 分 を こ の 分 子 ス カ ホ ー ル ド に 付 着 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 高 分 子 担 体 の 例 と
し て 、 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） （ poly(ethylene glycol)（ Ｐ Ｅ Ｇ ） ） 、 Ｈ Ｐ Ｍ Ａ （
ポ リ － ［ Ｎ － ２ （ ２ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル ） メ タ ク リ ル ア ミ ド ］ （ Poly-[N-2(2-hydroxyp
ropyl)methacrylamide]） ） 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 デ ク ス ト ラ ン 、 ポ リ ビ ニ ル
ア ル コ ー ル 、 ポ リ － １ ， ３ － ジ オ キ ソ ラ ン 、 ポ リ － １ ， ３ ， ６ － ト リ オ キ サ ン 、 ポ リ プ ロ
ピ レ ン ・ オ キ シ ド 、 ポ リ （ エ チ レ ン ／ プ ロ ピ レ ン ・ グ リ コ ー ル ） 、 エ チ レ ン ／ マ レ イ ン 酸
無 水 物 共 重 合 体 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ オ キ シ ド ／ エ チ レ ン 酸 化 物 共 重 合 体 、 ポ リ エ チ レ ン ・
グ リ コ ／ リ ン ゴ 酸 共 重 合 体 、 Ｐ Ｅ Ｇ 誘 導 体 （ 例 え ば PEG-[NH2] n ） 、 PEG-[Lys] n  、 PEI、 PA
MAM、 PAMAM(EDA)な ど の 共 重 合 体 、 ポ リ （ リ ジ ン ） デ ン ド リ マ ー 、 及 び ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例
え ば 、 ポ リ （ Lys-Glu） 、 ポ リ （ Lys-Ala-Glu-Tyr） な ど ） の 重 合 体 や 共 重 合 体 、 及 び タ ン
パ ク 質 （ 例 え ば ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど ） 、 或 い は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に 好 適 に 使 用 可 能 な 高 分 子 担 体 は 、 分 子 量 が ２ ０ ０ ｋ Ｄ ａ 以 下 の PEG、 P
EG誘 導 体 、 PAMAMデ ン ド リ マ ー 及 び そ の 誘 導 体 、 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 PEG及 び
PEG誘 導 体 に 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 抵 抗 性 が 増 強 さ れ 、 タ ン パ ク 質 重
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合 体 の 水 力 学 的 半 径 が 増 加 し た 結 果 と し て 循 環 半 減 期 が 顕 著 に 向 上 さ れ 、 抗 原 性 、 免 疫 原
性 、 及 び 毒 性 が 低 減 さ れ 、 溶 解 度 、 熱 安 定 性 及 び 機 械 的 安 定 性 が 向 上 さ れ て い る こ と が 分
か っ て い る （ Chapman, Adv Drug Del Rev 54:531-545, 2002; Harris, Ed., Poly(Ethyle
ne Glycol) Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications, Plenum Press, NY
, 1991） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 を 高 分 子 担 体 に 付 着 す る 方 法 は 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 基 の ε － ア ミ ノ 基 、
ヒ ス チ ジ ン の 環 状 ア ミ ン 基 、 又 は タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 残 基 の α ア ミ ノ 酸 基 を ア ミ ド 基 に 非
選 択 的 に 変 換 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 こ の ア ミ ド 基 は そ の 後 、 正 の 電 荷 を 失 う （ Abchov
sky et al., J. Biol. Chem. 252: 3571-3581 & 3582-3586, 1977; Harris, Ed., Poly(E
thylene Glycol) Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications, Plenum Pres
s, NY, 1991; Zalipsky, Bioconj. Chem. 6:150-165, 1995; Francis et al., Int. J. H
ematol. 68:1-18, 1998） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 任 意 の タ ン パ ク 質 に つ い て 潜 在 的 付 着 部 位 が 複 数 あ る と 、 修 飾 の 度 合 が 一 定 せ ず 、 タ ン
パ ク 質 － 重 合 体 複 合 体 内 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 は 大 き く 低 下 す る 。 例 え ば 、 ス ー パ ー オ
キ シ ド ・ ジ ス ム タ ー ゼ と PEGの 非 選 択 的 結 合 に よ り 、 修 飾 さ れ た 酵 素 の い く つ か の 分 画 を
不 活 性 化 し た （ McGoff et al., ChemPharm. Bull. 36:3079-3091, 1988） 。 合 成 PEG2-IFN
と ε － ア ミ ノ 基 の 枝 分 か れ 状 態 の ｍ Ｐ Ｅ Ｂ ２ － Ｎ Ｈ Ｓ （ ω -N-hydroxysuccinimidyl ester
） を 介 す る 複 合 体 は 、 約 ｐ Ｈ ９ に お い て 、 遊 離 型 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 生 体 内 に お け る 抗
ウ イ ル ス 活 性 の 約 ７ ％ の み を 保 っ た （ Bailon, et al., Bioconj. Chem. 12:195-202,2001
） 。 こ の ε － ア ミ ノ 基 と し て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α ― ２ ａ （ interferon　 α － ２ ａ （ Ｉ Ｎ
Ｆ ） ） の ４ つ の ア ミ ノ 基 Lys 3 1 、 Lys 1 2 1 、 Lys 1 3 1 、 Lys 1 3 4 の う ち の １ つ が 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 重 合 体 へ の タ ン パ ク 質 の 部 位 特 異 的 結 合 、 例 え ば シ ス テ イ ン の 部 位 特
異 的 誘 導 体 化 に よ る 結 合 は 、 タ ン パ ク 質 － 重 合 体 の 複 合 体 に お け る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的
活 性 が 、 予 測 容 易 か つ 一 般 的 に 高 い レ ベ ル と な る 。 リ ジ ン に 比 べ て 、 シ ス テ イ ン が タ ン パ
ク 質 内 に 現 れ る 頻 度 は 低 い 。 リ ジ ン が タ ン パ ク 質 内 に 現 れ る 頻 度 が 全 て の 残 基 の ５ ． ７ ％
で あ る の に 対 し て 、 シ ス テ イ ン が 現 れ る 頻 度 は １ ． ７ ％ で あ る 。 多 く の 場 合 、 シ ス テ イ ン
は 、 二 重 ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 制 限 さ れ る 。 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ り タ ン パ ク 質 内 に 導
入 さ れ た １ つ の シ ス テ イ ン は 、 マ レ イ ミ ド を ベ ー ス と す る 或 い は ハ ロ ア セ タ ミ ド を ベ ー ス
と す る チ オ ー ル 特 異 的 試 薬 に よ り 誘 導 体 化 さ れ る こ と が で き る （ Goodson et al., Biotec
hnology 8, 343-346, 1990; Chikoti et al., Bioconjugate Chem. 5, 504-507, 1994; M
essmore, et al. J. Am. Che. Soc. 117 (31):8057-8060, 1995） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 他 の 手 法 で は 、 ポ リ マ ー を タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 に 付 着 さ せ る 。 例 え ば 、 Ｎ
末 端 セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン を 選 択 的 に 酸 化 さ せ て 、 対 応 す る ア ル デ ヒ ド と し た 後 、 ヒ ド ラ
ジ ン 、 ア ル コ キ シ ア ミ ン 、 又 は ヒ ド ラ ジ ド 誘 導 体 と カ ッ プ リ ン グ す る （ Geoghegan and St
rogh, Bioconjugate Shem. 3, 138-146, 1992） 。 最 近 で は 、 １ つ の ア ル デ ヒ ド 基 を 有 す
る PEG（ mPEG-CHO） が 、 組 換 え ヒ ト G-CSF（ 造 血 性 障 害 の 治 療 に 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 ） 及
び ヒ ト 白 血 球 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 結 合 さ れ た 。 ヒ ト 白 血 球 イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 一 般 的 に 、
コ ン セ ン サ ス ・ イ ン タ ー フ ェ ロ ン IFN-conと 呼 ば れ る （ 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ９
６ ４ ０ ０ 号 　 出 願 日 ： ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 ２ ２ 日 　 出 願 人 ： Kinstler） ） 。 こ の 反 応 に お い て
、 ア ル コ キ シ ル 化 条 件 を 酸 性 度 ｐ Ｈ ４ ． ０ に 下 げ て 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 の α ア ミ ノ
基 を 選 択 的 に 活 性 化 す る 。 ６ ｋ ｄ ａ の PEGが Ｎ 末 端 に 結 合 し て な る C-CSFは 、 生 体 内 で ６ ８
％ の 活 性 を 保 つ 。 一 方 で 、 PEGが リ ジ ン 及 び Ｎ 末 端 ア ミ ン の 両 方 に 対 し て 非 選 択 的 に 結 合
し た 同 じ タ ン パ ク 質 は そ の 活 性 の ２ １ ％ し か 維 持 で き な い 。 Ｎ 末 端 修 飾 の 有 利 性 は 蛋 白 質
ご と に 異 な り 、 １ ２ ｋ Ｄ ａ の Ｐ Ｅ Ｇ が そ の Ｎ 末 端 に 結 合 し て な る IFN-conは ２ ０ ％ の 生 体
内 活 性 し か 維 持 で き な い こ と が 示 さ れ て い る （ 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ９ ６ ４ ０ ０
号 　 出 願 日 ： ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 ２ ２ 日 　 出 願 人 ： Kinstler） 。

10

20

30

40

50

(54) JP 2007-532666 A 2007.11.15



【 ０ １ ８ １ 】
　 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 PEG誘 導 体 、 例 え ば ω － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ サ キ ニ ミ ジ ル ・ エ ス テ ル － Ｐ
Ｅ Ｇ － プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド （ ω -N-hydroxysuccinimidyl ester-PEG-propionaldehyde（
NHS-PEG-CHO） ） 及 び 多 価 高 分 子 担 体 を 、 本 発 明 の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 様 々 な 薬
剤 輸 送 増 強 リ ガ ン ド へ 結 合 す る た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 弱 ア ル カ リ 性 条 件 下 （ 約 ｐ Ｈ
８ ． ０ ） で 、 Ｎ Ｈ Ｓ 基 を リ ジ ン 末 端 リ ガ ン ド の ε － ア ミ ノ 基 に 結 合 す る こ と が で き る 。 ま
た 、 酸 性 度 約 ｐ Ｈ ５ ． ０ の 条 件 下 で 、 Ｃ Ｈ Ｏ 基 を ヌ ク レ ア ー ゼ Ｎ 末 端 の α － ア ミ ノ 基 に 結
合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 Ｃ 末 端 の 部 位 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｇ 誘 導 体 化 は 従 来 、 短 い 合 成 ペ プ チ ド を 用 い て 行 わ れ て き た 。
β ペ プ チ ド （ β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の ４ ０ ～ ４ ３ の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク
質 分 解 性 断 片 ） が 、 PAP Tenta-Gel（ 登 録 商 標 ） の 標 準 Ｆ ｍ ｏ ｃ プ ロ ト コ ル に し た が っ て
、 ３ ｋ Ｄ ａ の Ｐ Ｅ Ｇ と 、 そ の Ｃ 末 端 を 介 し て 結 合 さ れ て き た （ Burkoth et al., J. Am. C
hem. Soc.120:7655-7656, 1998; Bayer and Rapp in Poly(Ethylen Glycol) Chemistry: 
Biotechnical and Biomedical Applications, M. Harris Rd, Plenum Press, NY pp. 325
-345, 1992） 。 固 相 戦 略 及 び 液 相 戦 略 の そ れ ぞ れ を 用 い て 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 放 出 因 子 （
human growth hormone-releasing factor（ ｈ Ｇ Ｒ Ｆ ） ） 類 似 体 が 、 Ｃ 末 端 に お い て ペ グ
化 さ れ た 。 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド は 、 (Gly) 2 -Cys-NH 2 ス ペ ー サ （ 固 有 の 生 物 学 的 活 性 を 変 化
さ せ な い こ と が 分 か っ て い る ） を 用 い て 伸 長 さ れ 、 Ｘ 試 薬 及 び ジ チ オ ピ リ ジ ル － Ｐ Ｅ Ｇ 試
薬 を 用 い て Ｃ 末 端 に お い て ペ グ 化 さ れ た （ Campbell, et al., J. Pept. Res. 49:527-537
,1997） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 Ｃ 末 端 に (Gly) n -Cys延 長 を 有 す る 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た ヌ
ク レ ア ー ゼ の Ｃ 末 端 修 飾 が 、 Ｓ － シ ア ノ シ ス テ イ ン （ S-cyanocysteine） (Cys-CN)変 換 化
学 を 用 い て 行 わ れ た 。 Ｃ 末 端 に ペ プ チ ド (Gly) m -Cys（ ｍ は ２ か ら ４ の 数 ） が 付 加 さ れ た 遺
伝 的 修 飾 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ が 、 固 体 樹 脂 上 で 固 定 化 さ れ た ア ミ ノ 基 末 端 Ｐ
Ｅ Ｇ に 共 有 結 合 さ れ た 。 重 合 体 を 有 す る こ の ア ミ ノ 基 は 、 複 数 ア ー ム の 分 枝 状 R-[PEG-NH 2
] n 、 [PEG-Lys] n 、 NH 2 末 端 デ ン ド リ マ ー 、 PEI-PEG共 重 合 体 、 及 び そ の 他 の 重 合 体 を 備 え る
こ と が で き る 。 こ の 反 応 に お い て 、 Ｃ 末 端 の シ ス テ イ ン 残 基 の 切 断 が 起 き る 。 タ ン パ ク 質
内 の 遊 離 シ ス テ イ ン 残 基 の Ｓ － シ ア ノ シ ス テ イ ン （ S-cyanocysteine(Cys-CN)） 残 基 へ の
変 換 は 、 ２ － ニ ト ロ － ５ － チ オ シ ア ン 安 息 香 酸 試 薬 を 用 い て 、 穏 や か な 条 件 下 で 行 わ れ る
（ NTCB; Takenawa, et al. J. Biochem. 123:1137-1144, 1998; Jacobson, et al., J. B
iol. Chem. 248(19):6583-6591, 1973; Degani and Patchornik, J. Org. Chem. 36:2727
, 1971） 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 関 連 す る 実 施 形 態 は 、 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ を 提 供 す る 。 こ の ヌ ク
レ ア ー ゼ は 、 そ の Ｎ 末 端 又 は ／ 及 び Ｃ 末 端 が ヒ ト ア ル ブ ミ ン と 融 合 さ れ た ヒ ト ア ル ブ ミ ン
融 合 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。 ヒ ト ア ル ブ ミ ン 融 合 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は
、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を Ｈ Ａ の 内 部 領 域 に 挿 入 す る こ と に よ っ て も 生 み 出 さ れ る こ
と が 可 能 で あ る 。 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ （ 例 え ば 、 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ
， デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ α 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ β 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ γ 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ ， ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ な ど ） の 融 合 は 、 米 国 特 許
出 願 第 ２ ０ ０ ３ ０ １ ７ １ ２ ６ ７ 号 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ３ 年 １ １ 月 １ １ 日 　 出 願 人 ： Rosen, e
t al.） の 方 法 を 用 い て 実 行 で き る 。 こ の 文 献 の 内 容 は 全 て 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 込
ま れ る 。 こ の 方 法 は 、 様 々 な ヒ ト ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 し て 使 用 で き る 。 ヒ ト ア
ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ０ １ ７ １ ２ ６ ７ 号 の 表 Ｉ に 挙 げ
ら れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 成 長 ホ ル モ ン 、 イ ン タ ー ロ イ
キ ン － ２ 、 カ ル シ ト ニ ン な ど を 例 示 で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、
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未 変 性 の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び ／ 又 は 化 学 的 ／ 遺 伝 的 に 増 強 さ れ た 抗 ウ イ ル ス 性
ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。 こ れ ら の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 高 分 子 化 合 物 と
共 有 結 合 さ れ る 。 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 重 合 体 は 、 直 接 に 又 は 多 価 の 分 枝 ス カ ホ ー ル ド （ 例 え
ば デ ン ド リ マ 又 は 星 型 重 合 体 ） を 介 し て 、 様 々 な 機 能 を 有 す る 複 数 の 標 的 リ ガ ン ド と 結 合
さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 多 価 の 分 子 ス カ ホ ー ル ド か ら な る 「 シ ェ ル ・ コ ア 」 複 合 体 と
、 こ の よ う な 複 合 体 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 多 価 分 子 「 シ ェ ル 」 ス カ ホ ー ル ド の 末 端 基 （
例 え ば PAMAＭ デ ン ド リ マ ） は 、 部 位 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む よ う に 化 学 的 に 修 飾
さ れ る 。 こ の 部 位 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 受 け た 後 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド と 共 有 結 合 を 形 成 す る 。 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド は 、
同 様 に 修 飾 さ れ た 「 コ ア 」 デ ン ド リ マ ー に 結 合 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 オ リ ゴ ・ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ・ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド そ れ ぞ れ の 相 補 的 塩 基
対 を 形 成 す る 共 有 結 合 は 、 二 官 能 性 試 薬 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 二 官 能 性 試 薬 の 例 と
し て 、 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 ポ リ ア ル キ ル 化 剤 で あ る Ｎ ， Ｎ ， Ｎ ’ － ト リ － （ β － ク ロ ロ エ チ
ル ） － Ｎ ’ － （ ｐ － ホ ル ミ ル フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ レ ン ジ ア ミ ン － １ ， ３ が 挙 げ ら れ る 。 こ の
試 薬 は 、 オ リ ゴ ・ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ・ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド に 、 高 反 応 性 脂
肪 族 β ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ノ 基 を 介 し て 結 合 さ れ る 。 潜 在 的 に 活 性 な 芳 香 族 ア ル キ ル 化 基 の
反 応 性 は 、 隣 接 す る ホ ル ミ ル 基 に よ り 抑 制 さ れ る 。 芳 香 族 ア ル キ ル 化 基 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 塩 基 対 形 成 の 後 必 要 な と き に 活 性 化 さ れ る 。 こ の 活 性 化 は 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ
ウ ム を 用 い て ホ ル ミ ル 基 を 還 元 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 好 適 な 例
と し て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 か つ 非 毒 性 の ロ ッ ク さ れ た 核 酸 （ Locked Nucleic Acids（ LN
A） ） が 挙 げ ら れ る が 、 任 意 の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を こ の 目 的 で 使 用 可 能 で あ る 。 Ｌ Ｎ Ａ は 、 ２ ’ － 酸 素 及 び ４ ’ 炭 素 原 子 間 の メ チ
レ ン 架 橋 に よ り 、 糖 － リ ン 酸 塩 バ ッ ク ボ ー ン 内 の リ ボ ー ス 分 子 が 構 造 的 に 制 限 さ れ た 二 環
性 Ｒ Ｎ Ａ 類 似 体 で あ る （ Koshkin, et al;. Tetrahedron 54） 3607-3630, 1998; Koshkin,
 et al. J. Am. Chem. Soc. 120: 13252-13253, 1998） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 標 的 化 リ ガ ン ド は 、 ウ イ ル ス 核 酸 の 標 的 配 列 に 対 し て 部 位 特 異 的 に 修 飾 さ れ た オ リ ゴ マ
ー を 含 む こ と が で き る 。 標 的 化 リ ガ ン ド は 更 に 、 以 下 の う ち １ 若 し く は そ れ 以 上 を 含 む こ
と が で き る 。 す な わ ち 、 ｂ ｓ － Ｐ Ｎ Ａ を 含 む ペ プ チ ド 核 酸 （ peptide nucleic acids（ Ｐ
Ｎ Ａ ） ） 、 一 本 鎖 及 び 二 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ と 安 定 し た 二 本 鎖 を 形 成 可 能 な ロ ッ ク 又
は 架 橋 さ れ た 核 酸 （ Locked or bridged nucleic acids（ Ｌ Ｎ Ａ ／ Ｂ Ｎ Ａ ） ） 、 二 本 鎖 及
び 一 本 鎖 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 及 び ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ と 部 位 特 異 的 に 結 合 す る ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト
・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 基 に よ り に 互 い に 結 合 さ れ た モ ル フ ォ リ ノ ・
ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る と と も に ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と 安 定 し た 部 位 特 異 的 複 合 体 を 形 成 し た モ ル フ
ォ リ ノ ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｓ － Ｄ Ｎ Ａ （ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ） 、 相 補 的 ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 及
び ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 非 常 に 高 い 親 和 性 を 有 す る と と も に Ｄ Ｎ Ａ 及 び そ の 他 の オ リ ゴ マ ー
と 比 べ て Ｒ Ｎ Ａ に 動 力 学 的 結 合 特 異 性 を 示 す ピ ロ リ ジ ン ・ ア ミ ド ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 模
倣 薬 Ｐ Ｏ Ｍ 、 ヘ ア ピ ン ・ ポ リ ア ミ ド 、 一 本 鎖 及 び 二 本 鎖 ウ イ ル ス 核 酸 に 対 す る 結 合 親 和 性
を 有 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ・ ペ プ チ ド （ Koizumi et al., Nucleic Acids Res. 31, 3267-
3273, 2003; Hickman, et al., Chem Commun. 32:2251-2252, 2000） 、 及 び 新 規 な 種 類 の
修 飾 ペ プ チ ド 核 酸 （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ hydroxyproline pepti
de nucleic acids（ HypNA） ） 、 セ リ ン ・ ペ プ チ ド 核 酸 （ serine peptide nucleic acids
（ SerNA） ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 の 単 量 体 、 ホ モ 二 量 体 、 及 び ヘ テ ロ 二 量 体 、 並 び
に こ れ ら の ホ モ 重 合 体 及 び ヘ テ ロ 重 合 体 、 及 び そ の 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 例 え
ば 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ５ ９ ７ ８ ９ 号 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ３ 年 ３ 月 ２ ７ 日 、 Efimov
, et al.） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
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　 リ ボ ー ス 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス 、 ２ ’ － ４ ’ － 環 状 リ ボ ー ス 、 ペ ン ト ー ス の そ の 他 の 誘 導
体 、 或 い は こ れ ら に 類 す る も の と 結 合 さ れ た 標 準 的 塩 基 （ 例 え ば 、 ア デ ニ ン 、 チ ミ ン 、 ウ
ラ シ ル 、 シ ト シ ン 、 グ ア ニ ン な ど ） 、 リ ボ ー ス 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス 、 ２ ’ － ４ ’ － 環 状 リ
ボ ー ス 、 ペ ン ト ー ス の そ の 他 の 誘 導 体 、 或 い は こ れ ら に 類 す る も の と 結 合 さ れ た 天 然 及 び
合 成 の 微 量 塩 基 （ 例 え ば ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 擬 ウ ラ シ ル （ pseudourac
il） 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ワ イ ブ ト シ ン 、 ５ ’ ― ウ ラ シ ル 、 ５ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ５ － メ チ
ル シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ ’ － Ｏ － メ チ ル シ ト シ ン 、 １ － Ｎ － メ チ ル ア デ ノ シ
ン 、 ２ ， ２ － Ｎ － ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 及 び こ れ ら に 類 す る も の ） を
用 い て ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る と き 、 こ れ ら は リ
ン 酸 化 さ れ る 。 ペ ン ト ー ス ２ － Ｏ － ４ ’ － Ｃ － メ チ レ ン 架 橋 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド か ら な る
オ リ ゴ ・ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ・ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ロ ッ ク さ れ た 核 酸 （ locked nucleic a
cid（ Ｌ Ｎ Ａ ） ） 又 は 架 橋 さ れ た 核 酸 （ bridged nucleic acid（ Ｂ Ｎ Ａ ） ） を 形 成 す る （ P
etersen and Wengel, Trends in Bioche. 21, 74-81, 2003） 。 ２ － Ｏ － ４ ’ － Ｃ － エ チ
レ ン 架 橋 核 酸 （ ethylene-bridged nucleic acids（ Ｅ Ｎ Ａ ） ） は 、 Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 相
補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 特 に 強 く 塩 基 対 化 さ れ る （ Koizumi et al., Nucleic Acid
s Res. 31, 3267-3273, 2003） 。 Ｐ Ｎ Ａ 、 Ｌ Ｎ Ａ ／ Ｂ Ｎ Ａ 、 Ｅ Ｎ Ａ 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト
及 び ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト ・ オ リ ゴ ・ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 及 び ホ ス ホ ラ
ミ デ ー ト ・ ポ リ ・ ヌ ク レ オ チ ド は ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 で あ る 。 一 本 鎖 及 び 二 本 鎖 ウ イ ル ス
Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有
す る ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 標 的 化 リ ガ ン ド は 、 組 成 物 中 で 標 的 化
作 用 を 発 揮 す る 。 す な わ ち 、 こ の よ う な 標 的 リ ガ ン ド は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 又 は ヌ ク レ
ア ー ゼ 重 合 体 複 合 体 を 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 内 の ウ イ ル ス 核 酸 に 作 用 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 標 的 ウ イ ル ス 核 酸 の 加 水 分 解 の た め の 標 的 化 リ ガ ン ド と し て の 役 割
に 加 え て 、 配 列 特 異 的 オ リ ゴ マ ー は 様 々 な 経 路 を 介 し て 独 自 の 抗 ウ イ ル ス 作 用 を 示 す 。 例
え ば 、 こ れ に は 限 ら な い が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ／ ２ ’ － Ｏ － メ チ ル ・ バ ッ ク ボ ー ン を 有
す る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 リ ボ ー ス を ２ ’ ― 位 置 に お い て メ
チ ル 化 す る と 、 毒 性 の 副 作 用 を 大 幅 に 低 減 し 、 抗 ウ イ ル ス 性 効 力 を 高 め る こ と が で き る 。
例 え ば 、 ｇ ｐ １ ２ ０ と Ｃ Ｄ ４ の 間 の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り （ Kuwasaki, et a
l., J. Antimicrob. Chemo. 51:813-819, 2003; Stein, et al., J. AIDS 4: 686-93, 19
91） 、 或 い は 、 内 在 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ に よ る 標 的 核 酸 配 列 の 分 解 を 引 き 起 こ す こ と に
よ り （ Mishra, et al., Bioche. Pharm. 61:467-76, 2001） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス １ （
human immunodeficiency virus 1（ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ） ） が 抑 制 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 形 成 に よ る 翻 訳 段 階 の 阻 害 に 加 え て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ホ ス ホ ロ チ
オ エ ー ト ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 非 部 位 特 異 的 方 法 で 急 性 感 染 細 胞 内 の Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 増
殖 を 阻 止 す る こ と が 分 か っ て い る （ Matsukura, et al., Proc. Nat. Ac. Sci., USA 84: 
7706-10, 1987） 。 こ の 非 部 位 特 異 的 な 増 殖 阻 止 は 、 逆 転 写 酵 素 （ reverse trascriptase
（ Ｒ Ｔ ） ） の 阻 害 に よ り 行 わ れ る （ Bioziau, et al., Proc. Nat. Ac. Sci., USA 89:768
-72, 1992; Majumdar et al, Biochem. 28:1340-6, 1989） 。 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 含 有 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ト リ 骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス （ avian myeloblastosis virus（ Ａ Ｍ Ｖ ）
） Ｒ Ｔ 、 Ｐ ｏ ｌ Ｉ （ ク レ ノ ウ 断 片 ） 、 ヒ ト ポ リ メ ラ ー ゼ α 、 β 、 及 び γ （ Marshall, et a
l., Proc. Nat. Ac. Sci., USA 89:6265-6269, 1992; Gao, et al., J. Biol. Chem. 264
: 11521-11526, 1989） 、 及 び ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 並 び に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ （ Gao, 
et al., Mol. Pharmc. 41:223-229, 1992） 。 グ ア ニ ン に 富 ん だ 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 ｇ ｐ １ ２ ０ ／ Ｃ Ｄ ４ 相 互 作 用 又 は Ｈ Ｉ Ｖ 組 込 み 酵 素 活 性 を 妨 げ る （ Jing Expert Opin
. Investigate. Drugs 9: 1777-1785, 2000） 。 こ れ ら の オ リ ゴ マ ー は グ ア ニ ン の 環 状 四
量 体 （ G-quartetes） に よ り 安 定 化 さ れ た 四 量 体 を 形 成 し 、 抗 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 活 性 を 発 揮 す る
（ Jing, et al., J. Biol. Chem. 275, 3421-30, 2000） 。
【 ０ １ ９ ２ 】
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　 本 発 明 の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 組 成 物 の 例 と し て 、 膜 透 過 型 ペ プ チ ド （ membra
ne permeating peptide（ Ｍ Ｐ Ｐ ） ） が 挙 げ ら れ る 。 Ｍ Ｐ Ｐ は 、 巨 大 分 子 ヌ ク レ ア ー ゼ と
、 ヌ ク レ ア ー ゼ と 重 合 体 の 複 合 体 の 細 胞 内 輸 送 を 促 進 す る 。 ポ リ （ ア ル ギ ニ ン ） ベ ー ス の
Ｍ Ｐ Ｐ が 様 々 な 化 合 物 の 上 皮 細 胞 （ 例 え ば 、 皮 膚 、 消 化 管 、 肺 上 皮 、 及 び こ れ ら に 類 す る
も の ） 上 で の 輸 送 を 促 進 す る 薬 剤 担 体 と し て 提 案 さ れ て き た （ 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／
０ ０ ８ ３ ２ ５ ６ 号 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 、 出 願 人 ： Rothbard, et al.） ） 。 Ｍ Ｐ Ｐ は
、 様 々 な 外 来 性 分 子 の 細 胞 内 輸 送 の た め の 担 体 分 子 と し て 用 い ら れ て き た 。 外 来 性 分 子 と
し て は 、 例 え ば 、 膜 透 過 性 の 低 い 小 さ な 生 体 活 性 分 子 （ 例 え ば 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ （ Roth
bard et al., Nat. Med. 6:1253-1257, 2000） 及 び オ リ ゴ Ｄ Ｎ Ａ （ Astriab-Fisher et al
., Biochem. Pharmacal. 60:83-90, 2000） 、 及 び 分 子 量 １ ２ ０ ｋ Ｄ ａ 以 下 の タ ン パ ク 質
（ Schwarz, et al., Science, 285:1569-1572, 1999） 、 直 径 ４ ５ ｎ ｍ の 磁 気 ビ ー ズ （ Lew
in, et al. Nat. Biotechno. 18:410414, 2000） 、 及 び 直 径 ２ ０ ０ ｎ ｍ の リ ポ ソ ー ム （ To
rchilin, et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 98:8786-8791, 2001） を 例 示 で き る 。 Ｍ
Ｍ Ｐ の 例 と し て は 、 こ れ に は 限 ら な い が 、 ポ リ （ Arg/Lys） ペ プ チ ド 、 Ｎ Ｉ Ｖ － Ｔ Ａ Ｔ 由
来 の ア ル ギ ニ ン ・ リ ッ チ ・ ペ プ チ ド 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア 、 Ｅ Ｔ Ａ 、 核 局 在 シ グ ナ ル （ nucl
ear localization signals） 、 核 外 輸 送 シ グ ナ ル （ nuclear export signals） が 挙 げ ら れ
る 。 核 局 在 シ グ ナ ル 、 核 外 輸 送 シ グ ナ ル の 例 と し て は 、 HIV TAT 4 7 - 5 7 : YGRKKRPQRRR (SEQ
 ID NO: 17)、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ ア ン テ ナ ペ デ ィ ア （ ANTp16） :RQIKIWFQNRRMKK(SEQ ID 
NO: 18)、 W/R: RRWRRWWRRWWRRWRR (SEQ ID NO. 19)、 AlkCWK 1 8 : CWK 1 8 (SEQ ID NO. 20)、
Di-CWK 1 8 : K 1 8 WCCWK 1 8 (SEQ ID NO. 21)、 ト ラ ン ス ポ ル タ ン （ transportan） : WTLNSAGYLL
GKINLKALAALLAKKIL (SEQ ID NO. 22)、 DipaLytic: GLFEALEELWEAK (SEQ ID NO:23)、 K 1 6 R
GD: K 1 6 GGCRGDMFGCAK 1 6 RGD (SEQ ID NO. 24)、 P1: K 1 6 GGCMFGCGG (SEQ ID NO. 25)、 P2: 
K 1 6 ICRRARGDNPDDRCT (SEQ ID NO. 26)、 P3: KKWKMRRNQFWVKVQRbAK(B)bA (SEQ ID NO. 27)
、 P3a: VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFTRQKYNKRA (SEQ ID NO: 28)、 P9.3: IGRIDPANGKTKYAPKFQD
KATRSNYYGNSPS (SEQ ID NO. 29)、 Pep-1: KETWWETWWTEWSQPKKKRKV (SEQ ID NO: 30)、 Pla
e: PLAEIDGIELTY (SEQ ID NO: 31)、 Kplae: K 1 6 GGPLAEIDGIELGA (SEQ ID NO: 32 )、 cKpl
ae: K 1 6 GGPLAEIDGIELCA (SEQ ID NO: 33 )、 MGP: GALFLGFLGGAAGSTMGAWSQPKSKRKV (SEQ I
D NO: 34 )、 HA2: WEAK(LAKA) 2 LAKH(LAKA) 2 LAKC (SEQ ID NO: 35 )、 LARL4 6 : (LARL) 6 N
HCH 3 ) (SEQ ID NO: 36 )、 Hel-11-7: KLLKLLLKLWLLKLLL (SEQ ID NO: 37 )、 KK: (KKKK) 2
GGC (SEQ ID NO: 38 )、 KWK: (KWKK) 2 GCC (SEQ ID NO: 39 )、 RWR: (RWRR) 2 GGC (SEQ ID 
NO: 40 )、 SV40NLS7: PKKKRKV (SEQ ID NO: 41 )、 NLS12: PEVKKKRKPEYP (SEQ ID NO: 42
 )、 NLS12a: TPPKKKRKVEDP (SEQ ID NO: 43 )、
SV40 NLS13: GGGGPKKKRKVGG (SEQ ID NO: 44 )、 AV NLS13: GGGFSTSLRARKA (SEQ ID NO: 
45 )、 AV RME NLS17: CKKKKKKSEDEYPYVPN (SEQ ID NO: 46 )、 AV FP NLS28: CKKKKKKKSED
EYPYVPNFSTSLRARKA (SEQ ID NO: 47 )、 SV40 N1 NLS24: LVRKKRKTEEESPLKDKDAKKSKQE (SE
Q ID NO: 48 )、 及 び Loligomer: K 9 K 2 K 4 G 8 GK 5  (SEQ ID NO: 49 )が 挙 げ ら れ る 。 Ｍ Ｐ Ｐ
の 特 性 つ い て は 、 Futaki et al, J. Mol. Recognit. 16:260-264, 2003、  Fischer, et a
l., J. Biol. Chem, 279(13): 12625-12635, 2004、  Wedia and Dowdy, Curr. Protein P
ept. Sci. 4: 97-104, 2003、 及 び Prochiantz, Curr. Opin. Cell. Biol. 12: 400-406, 
2000、 Schwartz and Zhang, Curr. Opin. Mol. Therap. 2(2): 162-167, 2000に 概 説 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 Ｐ Ｎ Ａ － Ｐ Ｅ Ｇ 複 合 体 で あ る Ｐ Ｎ Ａ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｒ ８ 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｄ Ｓ Ｈ 、 及 び Ｐ
Ｎ Ａ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｄ Ｓ Ｐ Ｅ を 用 意 し 、 細 胞 培 養 液 に 直 接 添 加 す る こ と に よ り 、 ヒ ト 細 胞 へ の
取 り 込 み を 試 験 す る 。 カ バ ー ガ ラ ス 上 で 成 長 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を 、 そ れ ぞ れ の Ｐ Ｎ Ａ － Ｐ
Ｅ Ｇ 複 合 体 ５ μ Ｍ を 用 い て 無 血 清 培 地 で 一 晩 培 養 し た 後 固 定 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 検 査 す る 。
３ つ の 化 合 物 Ｐ Ｎ Ａ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｄ Ｓ Ｈ 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｒ ８ 、 及 び Ｐ Ｎ Ａ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｄ
Ｓ Ｐ Ｅ の 全 て が 、 核 内 で は な く 細 胞 質 内 に 分 布 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は
、 Ｒ ８ と い っ た Ｍ Ｐ Ｐ を 含 む 複 合 体 の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み に エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 経 路 が
使 用 さ れ る こ と を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 細 胞 透 過 性 ペ プ チ ド と 、 細 胞 透 過 性 ペ プ チ ド
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と ペ プ チ ド 核 酸 の 複 合 体 の 細 胞 内 移 行 に エ ン ド サ イ ト ー シ ス が 関 与 し て い る こ と を 示 す （
Richard et al., J. Biol. Chem. 278(1):585-590, 2003、  Console, et al., J. biol.,
 Chem., 278(37): 35109-35114, 2003、 及 び Drin, et al., J. Biol. Chem., 278(33): 3
1192-31201, 2003） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 組 成 物 に 対 す る 標 的 化 リ ガ ン ド は 更 に 、 細 胞 表
面 レ セ プ タ ー 認 識 リ ガ ン ド （ Ｔ － Ｃ Ｓ Ｒ ） を 含 む こ と が で き る 。 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー 認 識
リ ガ ン ド は 特 定 の ウ イ ル ス の 宿 主 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た 宿 主 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ cell s
urface receptors（ Ｃ Ｓ Ｒ ） ） に 対 し て 高 い 結 合 親 和 力 を 示 す リ ガ ン ド を 認 識 す る 。 Ｔ －
Ｃ Ｓ Ｒ の 例 と し て 、 ８ つ の ア ミ ノ 酸 か ら な る Ｔ ペ プ チ ド （ ASTTTNYT; SEQ ID NO: 1） 及 び
そ の 他 の 短 い 合 成 ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 短 い 合 成 ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ の エ ン ベ ロ ー
プ タ ン パ ク 質 ｇ ｐ １ ２ ０ 及 び そ の 他 の ウ イ ル ス 蛋 白 質 由 来 の 合 成 ペ プ チ ド で 、 Ｈ Ｉ Ｖ ｇ ｐ
１ ２ ０ 断 片 （ 残 基 ４ １ ４ － ４ ３ ４ ） に 対 し て 部 分 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 Ｃ Ｄ ４
レ セ プ タ ー を 含 む 一 次 宿 主 Ｔ 細 胞 を 標 的 と す る （ Chersi et. al., Viral. Immunol. 12(4
):547-554, 2000; Pert, et al., Proc. Nat. Acad. Sci., USA 83:9254-9258, 1986） 。
ウ イ ル ス 特 異 的 Ｔ － Ｃ Ｓ Ｒ の 別 の 例 と し て 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 型 １ ６ カ プ シ ド タ ン
パ ク 質 中 の 正 の 電 荷 を 有 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 ヘ パ リ ン 及 び Ｄ Ｎ Ａ 結 合
配 列 を 含 む よ う に 合 成 さ れ た こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 と し て 、 ヘ
パ ラ ン 硫 酸 レ セ プ タ ー を 介 す る 標 的 細 胞 の 細 胞 質 内 へ 薬 剤 輸 送 の 役 割 を 果 た す 。 こ の よ う
な ペ プ チ ド は 、 一 度 細 胞 の 核 内 に 入 る と 、 核 局 在 因 子 （ nuclear localization factor（ N
LS） ） と し て 働 く （ Bousarghin, et al., J. Gen. Virol. 84:157-164, 2003） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 複 合 体 に 有 用 な Ｔ Ｃ Ｒ の 更 に 別 の 例 と し て 、 カ チ オ ン 非 依 存 性 の マ ン ノ ー ス －
リ ン 酸 塩 レ セ プ タ ー （ mannose-phosphate receptors） を 標 的 と す る マ ン ノ ー ス － ６ － リ
ン 酸 塩 （ mannose-6-phosphate（ Ｍ － ６ － Ｐ ） が 挙 げ ら れ る 。 ２ つ の Ｍ － ６ － Ｐ レ セ プ タ
ー 、 す な わ ち ４ ６ ｋ Ｄ ａ の カ チ オ ン 依 存 性 Ｍ Ｐ Ｒ （ Cation-dependent MPR（ Ｃ Ｄ － Ｍ Ｐ Ｒ
） ） と 、 ３ ０ ０ ｋ Ｄ ａ の カ チ オ ン 非 依 存 性 Ｍ － ６ － Ｐ ／ イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 Ｉ Ｉ （ insu
lin-like growth factor-II（ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ ） ） レ セ プ タ ー （ Ｃ Ｉ － Ｍ Ｐ Ｒ ） は 内 在 性 膜
糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ｃ Ｉ － Ｍ Ｐ Ｒ 細 胞 質 外 ド メ イ ン は 、 ２ つ の 別 個 の Ｍ － ６ － Ｐ 結 合 部
位 と 、 １ つ の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ 結 合 部 位 を 含 む 。 一 方 で Ｃ Ｄ － Ｍ Ｐ Ｒ は １ つ の Ｍ － ６ － Ｐ 結 合
部 位 を 含 み 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ と 結 合 し な い （ Ghosh, et al., Nature 4:202-212, 2003） 。
両 方 の レ セ プ タ ー は 、 細 胞 膜 上 に 非 共 有 結 合 二 量 体 と し て 存 在 す る 。 こ れ ら の 二 量 体 に よ
り 、 Ｍ － ６ － Ｐ 残 基 に 対 し て 多 価 で あ る リ ガ ン ド の 高 親 和 性 結 合 が 可 能 に な る （ Byrd, et
 al., J. Biol. Chem. 275:18638-18656, 2000） 。 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 マ ン ノ ー ス
－ ６ － リ ン 酸 塩 に よ り 修 飾 さ れ た 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ （ glycoprotein D（ ｇ Ｄ ） ） を 含 む 。 こ
の ｇ Ｄ は 、 Ｃ Ｉ － Ｍ Ｐ Ｒ と Ｃ Ｄ － Ｍ Ｐ Ｒ の 両 方 に 活 発 に 結 合 す る 。 Ｈ Ｓ Ｖ は 、 異 な る 複 数
の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー を 順 番 に 用 い て 細 胞 に 入 る 。 Ｈ Ｓ Ｖ は 最 初 、 細 胞 膜 上 に 多 く 存 在 す
る 成 分 で あ る ヘ パ ラ ン 硫 酸 の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン （ glycosaminoglycan（ Ｇ Ａ Ｇ ） ） と
コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン に 吸 収 さ れ る 。 （ Shieh, et al., J. Cell. 
Biol. 116:1273-1281, 1992; Leduc, et al., Abstract C-90 of the 18t h  Intern. Herp
es Workshop, 1993） 。 そ の 後 Ｈ Ｓ Ｖ は 、 Ｍ Ｐ Ｒ な ど の 他 の レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る （ B
runetti, et al., J. Virol. 69(6): 3517-3528, 1995） 。 Ｍ Ｐ Ｒ は Ｈ Ｓ Ｖ の 細 胞 内 へ の
侵 入 を 助 け る 。 細 胞 表 面 に お い て ほ ぼ 例 外 な く ク ラ ス リ ン 被 覆 小 窩 に 見 ら れ る Ｍ Ｐ Ｒ も ま
た 、 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ に 加 え て 、 細 胞 外 の リ ソ ソ ー ム 酵 素 と 結 合 し 、 こ れ
ら の 酵 素 を エ ン ド ソ ー ム と リ ソ ソ ー ム に 作 用 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る （ Oliveri, et al
., Eur. J. Immunol. 34:273-279, 2004; Ghosh, et al., Nature 4:202-212,2003） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 Ｔ － Ｃ Ｓ Ｒ の 更 に 別 の 例 と し て 、 葉 酸 標 的 葉 酸 塩 レ セ プ タ ー － α （ folate receptor-α
（ Ｆ Ｒ － α ） ） が 挙 げ ら れ る 。 こ の レ セ プ タ ー は 、 ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ フ ィ ロ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、
マ ー ル ブ ル グ （ Marburg（ Ｍ Ｂ Ｇ ） ） 及 び エ ボ ラ （ ebola（ Ｅ Ｂ Ｏ ） ） ） の 細 胞 内 侵 入 に お
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け る 重 要 な 補 助 因 子 で あ る と 特 定 さ れ て い る （ Chan, et al., Cell 106:117-126, 2001）
。 Ｔ － Ｃ Ｓ Ｒ の 更 に 別 の 例 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感 染 に お い て 生 じ る 。 イ ン フ ル エ
ン ザ ウ イ ル ス 感 染 は 、 ウ イ ル ス の 赤 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 と シ ア ル 酸 含 有 細 胞 レ セ プ タ ー
の 間 の 相 互 作 用 に よ り 開 始 さ れ る （ Mochalova, et al. virology 313(2):473-480, 2003
） 。 シ ア ル 酸 結 合 配 列 を 含 む 合 成 ペ プ チ ド は 、 標 的 化 リ ガ ン ド と し て 働 い て 、 抗 ウ イ ル ス
性 ヌ ク レ ア ー ゼ を ウ イ ル ス 宿 主 細 胞 に 作 用 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 相 互 作 用 は 、 他 の 多
く の 結 合 シ ス テ ム と 少 な く と も 同 程 度 、 或 い は そ れ よ り 高 い 程 度 の 炭 水 化 物 － タ ン パ ク 質
特 異 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 治 療 薬 の 標 的 化 導 入 の た め の 炭 水 化 物 リ ガ ン ド に つ い て は 、 例
え ば Davis et al., Curr. Opin. Drug. Disc. & Dev. 5(2): 279-288, 2002、 Rihova, Ad
v. Drug Deliv. Rev. 29: 273-289, 1998、 及 び Yamazaki, et al., Adv. Drug Deliv Rev
. 43:225-244, 2000に 概 説 さ れ て い る 。 こ の よ う な 相 互 作 用 に は 、 タ ン パ ク 質 と ポ リ ペ プ
チ ド の 両 方 （ Opanasopit, et al. Am J. Physiol Gastrointest Liver Physiol 280:G879
-G889, 2001） 及 び 他 の 小 分 子 を 含 む Ｈ Ｐ Ｍ Ａ の よ う な 非 天 然 型 ポ リ マ （ Julyan, et al.,
 J. Control Release 57:281-290, 1999） が 関 与 し て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 高 分 子 担 体 に よ り 輸 送 さ れ る 標 的 化 リ ガ ン ド は 、 感 染 細 胞 の 膜 上 で 発 現 し た ウ イ ル ス 糖
タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 親 和 力 を 有 す る １ 若 し く は そ れ 以 上 の 様 々 な 細 胞 表 面 レ
セ プ タ ー （ cell surface receptors） 自 体 も 備 え る 。 こ の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー の 例 と し て
、 Ｔ ４ 細 胞 レ セ プ タ ー Ｃ Ｄ ４ 、 コ レ セ プ タ Ｃ Ｃ Ｒ ５ 及 び Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ が 挙 げ ら れ る 。 Ｃ Ｃ Ｒ
５ 及 び Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 糖 タ ン パ ク 質 ｇ ｐ １ ２ ０ Ｃ Ｓ Ｒ に 対 し て 親 和 性 を 有 し 、 Ｈ Ｉ
Ｖ 感 染 細 胞 膜 及 び そ の 他 の ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 の 膜 上 で 発 現 す る 。 葉 酸 塩 レ セ プ タ ー
（ folate receptor α （ Ｆ Ｒ α ） ） を 、 マ ー ル ブ ル グ （ Marburg（ Ｍ Ｂ Ｇ ） ） ウ イ ル ス 又
は エ ボ ラ （ Ebola（ Ｅ Ｂ Ｏ ） ） ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 を 標 的 化 す る た め に 用 い る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 現 存 す る 有 用 な 抗 ウ イ ル ス 剤 は 比 較 的 少 数 で あ り 、 こ れ ら 薬 剤 に 作 用 さ れ や す い ウ イ ル
ス も 少 数 で あ る 。 ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル の 特 定 の 面 に 作 用 す る 有 効 な 抗 ウ イ ル ス 剤 の 開 発
は 、 耐 性 ウ イ ル ス 株 の 急 速 な 進 化 に よ り 深 刻 に 妨 げ ら れ て い る 。 ウ イ ル ス の 耐 性 に よ り 、
抗 ウ イ ル ス 治 療 が 失 敗 す る 頻 度 が 増 す だ け で な く 、 そ の 後 の 治 療 の 有 効 性 も 制 限 さ れ る 。
更 に 、 薬 剤 耐 性 に 対 抗 し よ う と い う 試 み か ら 、 複 雑 で 且 つ 効 果 と 毒 性 の 強 い 薬 剤 の 投 与 が
行 わ れ る よ う に な っ て い る 。 抗 ウ イ ル ス 剤 へ の 耐 性 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ に 限 ら れ た 問 題 で は な く 、
抗 ウ イ ル ス 剤 が 開 発 さ れ て き た 全 て の ウ イ ル ス （ 例 え ば ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ
ル ス 、 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス な ど ） に つ い て 見 ら れ る 問 題 で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 試 験 管 レ ベ ル で は 、 全 て の ウ イ ル ス の 全 て の 既 存 の 治 療 剤 に 対 す る 耐 性 を 当 業 者 に 既 知
の 簡 単 な 方 法 で 観 察 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ の 抗 ウ イ ル ス 剤 に つ い て 、 徐 々 に 高
濃 度 の 薬 剤 を 用 い た 培 地 で ウ イ ル ス を 増 殖 さ せ る こ と に よ り 観 察 可 能 で あ る 。 抗 ウ イ ル ス
性 治 療 剤 に 対 す る ウ イ ル ス の 耐 性 は 、 治 療 を 受 け た 患 者 と 新 た に 感 染 し た 患 者 の い ず れ か
ら も 単 離 さ れ て い る 。 ウ イ ル ス 耐 性 の メ カ ニ ズ ム と し て 、 点 突 然 変 異 、 組 換 え 、 遺 伝 子 増
幅 が 挙 げ ら れ る 。 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム に お け る 突 然 変 異 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に
お け る 突 然 変 異 と 比 べ て 高 い 頻 度 で 発 生 す る 。 こ れ は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ と 異 な り 、 校 正 メ カ ニ ズ ム を 有 さ な い か ら で あ る 。 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ の 逆 転
写 酵 素 は １ ０ ０ ０ の コ ピ ー さ れ た 塩 基 中 、 平 均 で １ つ の エ ラ ー を 生 じ る 。 よ っ て 、 １ つ の
感 染 個 体 に お い て 、 １ 日 あ た り 約 １ ０ ０ 億 の 単 一 点 突 然 変 異 体 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ が 生 み 出 さ
れ る 。 他 に も 、 異 な る 株 の ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 組 み 替 え ら れ る こ と に よ り 、 遺 伝 的 変 異 が
生 み 出 さ れ る 。 こ れ は 、 異 な る 株 の ２ つ の ウ イ ル ス が 同 時 に 同 じ 細 胞 に 感 染 し て 、 こ れ ら
ウ イ ル ス の 転 写 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト が 、 子 孫 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 組 み 替 え ら れ る と き に 起
き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 １ つ の 薬 剤 に 対 す る 高 い レ ベ ル の 耐 性 は 、 単 一 の 突 然 変 異 が 原 因 と 考 え ら れ る 。 例 え ば
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、 Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ 感 染 個 体 に 対 し て ラ ミ ブ ジ ン 又 は ネ ビ ラ ピ ン を 用 い て 単 剤 療 法 を 行 う と 、 １
ヶ 月 程 度 の 治 療 で 高 い レ ベ ル の 耐 性 が 生 ま れ る 。 そ の 他 の い く つ か の 抗 ウ イ ル ス 剤 の 場 合
、 耐 性 の 発 生 に は 、 ２ つ 又 は ３ つ の 突 然 変 異 が 重 な る と い う よ り 複 雑 な 条 件 が 必 要 で あ る
。 こ の よ う な 例 と し て 例 え ば 、 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 薬 剤 （ 例 え ば ジ ド ブ ジ ン 及 び い く つ か の プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 ） を 用 い て 単 剤 治 療 を 行 う と 、 ６ ヶ 月 又 は そ れ 以 上 が 経 過 後 に 耐 性 が 発 生 す る
。 い く つ か の 場 合 、 １ つ の 薬 剤 に 対 す る 耐 性 を 発 生 さ せ る 突 然 変 異 は 、 そ の ウ イ ル ス を 他
の 抗 ウ イ ル ス 剤 に 感 作 さ れ る ウ イ ル ス に 変 え る こ と が あ る 。 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｒ Ｎ Ａ の
Ｒ Ｔ 位 置 １ ８ ４ で の 突 然 変 異 は 、 ラ ミ ノ ブ ジ ン に 対 す る 高 い レ ベ ル の 耐 性 を 生 じ さ せ る が
、 同 時 に そ の ウ イ ル ス を ジ ブ ド ジ ン に 感 作 さ れ る ウ イ ル ス に 変 え る 。 こ の こ と は 、 ジ ド ブ
ジ ン と ラ ミ ブ ジ ン を 組 み 合 わ せ た 治 療 の 基 礎 と な っ て い る 。 Ｈ Ｉ Ｖ に 関 す る 初 期 の 研 究 に
よ り 、 ジ ド ブ ジ ン 耐 性 Ｈ Ｉ Ｖ は 複 製 能 力 が 低 下 し て お り 、 薬 剤 の 影 響 を 受 け な い 野 生 種 の
ウ イ ル ス 株 と 比 べ て 感 染 力 が 低 い こ と が 示 さ れ て い る 。 そ れ 以 来 、 薬 剤 耐 性 Ｈ Ｉ Ｖ の 感 染
は 、 性 的 な 垂 直 感 染 で 非 経 口 の 経 路 で の 感 染 が 観 察 さ れ て い る 。 薬 剤 耐 性 変 異 ウ イ ル ス は
、 Ｈ Ｉ Ｖ 抗 体 陽 転 直 後 の 個 体 に お い て も 観 察 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ヌ ク レ ア ー ゼ ・ ベ ー ス の 抗 ウ イ ル ス 製 剤 の 最 も 際 立 っ た 特 徴 は 、 変 異 に よ り 、 用 い ら れ
る 薬 剤 に 対 す る 耐 性 に 関 与 す る ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 又 は ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 内 の ヌ ク レ オ チ ド の 順
序 が 変 わ っ て も 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と で あ る 。 ヌ ク レ
ア ー ゼ は 、 保 護 さ れ て い な い ウ イ ル ス 核 酸 を 損 傷 す る こ と に よ り ウ イ ル ス を 殺 す 。 ウ イ ル
ス 核 酸 の 損 傷 は 、 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 及 び ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 間 の リ ン 酸 ジ エ
ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 ウ イ ル ス 核 酸 内 に お け る リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結
合 と ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 結 合 の 置 換 に は 、 ウ イ ル ス 核 酸 の 合 成 に 関 与 す る 数 十 種 類 の ウ イ
ル ス 酵 素 と 細 胞 酵 素 の 両 方 の 性 質 に 大 き な 変 化 が 必 要 で あ る 。 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ
を 従 来 の 単 剤 療 法 の 処 方 計 画 に 用 い る と 、 薬 剤 耐 性 変 異 体 の 発 生 を 引 き 起 こ す か 、 或 い は
こ れ ら の 薬 剤 耐 性 変 異 体 の 生 存 及 び ／ 又 は 感 染 の 機 会 を 低 減 す る 。 一 方 で 、 単 剤 療 法 で 抗
ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い る と 、 ２ 若 し く は ３ 種 の 従 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 薬 剤 を 用 い る
併 用 療 法 と 比 べ て 毒 性 が 低 い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 動 物 、 昆 虫 、 及 び 植 物 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 治 療 す る た め
の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 ウ イ ル ス ・ グ ル ー プ に 特 異 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来
の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 、 従 来 の 単 剤 療 法 の 投 与 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。 こ の 方
法 は 、 薬 剤 耐 性 変 異 体 の 発 生 を 完 全 に 防 止 し 、 又 は 薬 剤 耐 性 変 異 体 の 生 存 及 び ／ 又 は 感 染
の 機 会 を 低 減 す る 。 一 方 で 、 こ の よ う な 治 療 方 法 は 、 ２ 若 し く は ３ 種 の 抗 ウ イ ル ス 性 薬 剤
を 用 い る 従 来 の 併 用 療 法 と 比 べ て 毒 性 が 低 い 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 動 物 、 昆 虫 、 及 び 植 物 の ウ イ ル ス 性 疾 患 を 治 療 す る た め
の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 ウ イ ル ス ・ グ ル ー プ に 特 異 的 な 「 カ ク テ ル 」 が 投
与 さ れ る 。 こ の カ ク テ ル は 、 本 発 明 の ヌ ク レ ア ー ゼ 由 来 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 の 混 合 物 を
含 む 。 抗 ウ イ ル ス 性 カ ク テ ル の そ れ ぞ れ は 、 複 製 、 す な わ ち 標 的 と な る ウ イ ル ス の ラ イ フ
サ イ ク ル の 間 に 生 じ る １ 若 し く は そ れ 以 上 の 様 々 な 中 間 複 製 形 態 の ウ イ ル ス 核 酸 に 対 す る
加 水 分 解 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 グ ル ー プ Ｉ の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス が 引 き 起 こ す ウ イ ル ス 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 予 防 及 び
治 療 は 、 グ ル ー プ Ｉ の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的
ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的
ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選
択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 投 与 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ の グ ル
ー プ は 、 本 明 細 書 中 に 説 明 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ 分 類 法 に し た が っ て 定 め ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
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　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 又 は グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ
ｓ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 引 き 起 こ す ウ イ ル ス 性 疾 患 を 予 防 及 び 治 療 す る た め の 方 法 を 提
供 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ
Ｉ Ｉ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ
、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る
ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ が 投 与 さ れ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ
の グ ル ー プ は 、 本 明 細 書 中 に 説 明 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 法 に し た が っ て 定 め ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 実 施 形 態 は 、 グ ル ー プ Ｖ の ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 引 き 起 こ す ウ
イ ル ス 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ
Ｉ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ
ル ー プ Ｉ Ｖ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る ヌ
ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ が 投 与 さ れ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ の
グ ル ー プ は 、 本 明 細 書 中 に 説 明 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 法 に し た が っ て 定 め ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ ｓ ｓ （ － ） Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｒ Ｔ ウ イ ル ス が 引 き 起 こ す
ウ イ ル ス 性 疾 患 を 予 防 及 び 治 療 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 グ ル ー プ
Ｉ の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ
ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び グ ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク
レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー
ゼ か ら な る ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ が 投 与 さ れ る 。 ヌ
ク レ ア ー ゼ の グ ル ー プ は 、 本 明 細 書 中 で 説 明 す る ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 法 に し た が っ て 定 め
ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 実 施 形 態 は 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｒ Ｔ ウ イ ル ス が 引 き 起 こ す
ウ イ ル ス 性 疾 患 を 予 防 及 び 治 療 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 グ ル ー プ
Ｉ の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ の ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ
ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｉ Ｖ の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 ヌ ク レ
ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ の ハ イ ブ リ ッ ド 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 グ ル ー プ Ｖ Ｉ の 非 特 異 的 ヌ ク レ
ア ー ゼ 、 及 び グ ル ー プ Ｖ Ｉ Ｉ の 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る ヌ ク レ ア ー ゼ の 群 か ら 選 択 さ れ
る 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ が 投 与 さ れ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ の グ ル ー プ は 、 本 明 細 書 中 に 説
明 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 法 に し た が っ て 定 め ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 上 記 し た 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 非 経 口 投 与 （ 皮 下 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 ） さ
れ る 。 例 え ば 、 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 吸 入 用 の エ ア ロ ゾ ル と し て 投 与 、 鼻 腔 内 投 与
、 或 い は 点 眼 薬 と し て 投 与 さ れ た り 、 局 所 的 に 皮 膚 の ウ イ ル ス 病 変 部 に 対 し て 、 例 え ば 肛
門 及 び 膣 を 介 し て 用 い ら れ る 。 経 口 投 与 の 場 合 、 こ の 例 の 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 は 、 当 該 分
野 で 既 知 の 方 法 に よ り 修 飾 さ れ る こ と も 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ９ ８ ， ５
１ ５ 号 （ 権 利 者 ： Pate, et al.　 登 録 日 ： １ ９ ９ ７ 年 １ ２ 月 １ ６ 日 ） 、 米 国 特 許 出 願 第 ２
０ ０ ３ ／ ０ ０ ８ ７ ８ ０ ８ 号 （ 出 願 人 ： Soletero, et al.　 出 願 日 ： ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 ８ 日 ）
を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 （ 医 薬 品 組 成 物 ）
　 本 発 明 の 様 々 な 実 施 形 態 に お い て 、 治 療 上 有 効 な 量 の 本 明 細 書 中 で 説 明 す る 抗 ウ イ ル ス
性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 有 す る 組 成 物 を 含 む 医 薬 品 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 説 明 す
る 全 て の 医 薬 品 組 成 物 を 、 組 成 物 の 徐 放 、 局 所 的 な 運 搬 、 全 身 へ の 運 搬 の た め の 薬 剤 又 は
デ バ イ ス を 備 え る よ う に 、 或 い は 備 え な い よ う に 処 方 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 医 薬 品
組 成 物 に 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 又 は 賦 形 剤 を 添 加 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 担 体
と し て 、 こ れ に は 限 ら な い が 、 生 理 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 、 水 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、
及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。 配 合 は 投 与 形 態 に 応 じ て 選 択 さ れ る 。 本 明 細 書 中
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に お い て 、 「 有 効 量 （ effective amount） 」 と は 、 治 療 剤 の 量 或 い は 複 数 の 治 療 剤 を 組 合
せ た 薬 剤 の 量 に つ い て 、 認 め ら れ る 医 療 上 の 目 的 、 こ の 場 合 す な わ ち ウ イ ル ス 感 染 の 症 状
の 緩 和 を 達 成 す る の に 十 分 な 量 の こ と を い う 。 本 明 細 書 中 で 説 明 す る よ う に 、 有 効 量 は 、
経 験 の あ る 当 業 者 が 定 ま っ た 方 法 に し た が っ て 関 連 す る パ ラ メ ー タ を 測 定 す る こ と に よ り
、 経 験 的 に 決 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 説 明 す る 組 成 物 は 更 に 、 湿 潤 剤 又 は 乳 化 剤 、 或 い は ｐ Ｈ 緩 衝 剤 を 含 む こ と
が で き る 。 こ の 組 成 物 は 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 液 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 、 徐 放 性 製 剤 、 或
い は 散 剤 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 ト リ グ リ セ リ ド な ど の 伝 統 的 な 結
合 剤 及 び 担 体 を 用 い て 、 座 薬 と し て 処 方 さ れ る こ と が で き る 。 経 口 投 与 の た め の 製 剤 は 、
マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 デ ン プ ン 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ
シ ウ ム な ど の 標 準 的 な 担 体 を 含 む こ と が で き る 。 様 々 な 既 知 の 輸 送 シ ス テ ム を 、 本 発 明 の
組 成 物 の 投 与 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 輸 送 シ ス テ ム と し て 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー
ム 、 微 粒 子 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 内 へ の 封 入 、 及 び こ れ に 類 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 常 法 に 従 っ て 、 例 え ば 人 へ の 皮 下 投
与 に 適 し た 医 薬 組 成 物 と し て 製 剤 化 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 皮 下 投 与 の た め の 組 成 物 は 、 無
菌 且 つ 等 張 の 水 性 緩 衝 液 で あ る 。 必 要 な 場 合 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 可 溶 化 剤 と 、 注 射 す る
部 位 の 痛 み を 緩 和 す る 局 所 麻 酔 薬 を 含 む こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 組 成 物 の 成 分 は 、 個 別
に 又 は １ 回 の 単 位 投 与 量 に 混 合 し た 状 態 で 用 意 さ れ る 。 こ の 投 与 形 態 と し て は 、 凍 結 乾 燥
粉 末 又 は 密 閉 容 器 （ 例 え ば ア ン プ ル 又 は 小 袋 （ sachette） ） に 格 納 さ れ た 水 分 を 含 ま な い
濃 縮 物 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 密 閉 容 器 は 、 例 え ば 活 性 物 質 の 量 を 表 示 す る 。 組 成 物 が 注 入 に
よ り 投 与 さ れ る 場 合 、 組 成 物 は 、 無 菌 の 製 薬 等 級 純 水 、 緩 衝 液 、 又 は 生 理 食 塩 水 が 入 っ た
注 入 ビ ン （ infusion bottle） を 用 い て 調 剤 さ れ る 。 組 成 物 が 注 射 に よ り 投 与 さ れ る 場 合
、 注 射 用 の 無 菌 水 又 は 生 理 食 塩 水 の ア ン プ ル を 用 意 し て 、 投 与 前 に 成 分 を 混 合 す る 。 本 発
明 の 組 成 物 は 、 そ の 成 分 を 様 々 に 変 え る こ と が で き る が 、 活 性 成 分 を 重 量 で 約 ０ ． ５ ％ ～
１ ０ ％ 含 む 座 薬 と し て 、 又 は 活 性 成 分 を 重 量 で １ ０ ％ ～ ９ ５ ％ 含 む 経 口 製 剤 と し て 調 製 さ
れ る こ と が で き る 。 １ 日 の 服 用 量 は 一 回 で 服 用 さ れ て も 、 少 量 の 投 与 量 ご と に 複 数 に 分 け
て 、 １ 日 に 数 回 投 与 さ れ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に お い て 、 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル （ dosing schedule） と は 、 任 意 の 組 成 物 を 投
与 す る 手 順 を 示 す 。 こ の 組 成 物 は 例 え ば 、 本 明 細 書 で 説 明 す る １ 若 し く は そ れ 以 上 の 生 体
内 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 を 有 効 な 用 量 含 む 。 組 成 物 は 一 回 で 投 与 さ れ る か 、 或 い は 適 切 な
間 隔 を 開 け て 、 例 え ば １ 回 の 投 与 か ら 次 の 投 与 ま で 一 日 以 内 に 投 与 さ れ る 。 ま た こ の 組 成
物 は 、 複 数 の 組 成 物 を 組 み 合 わ せ た 製 剤 と し て 投 与 さ れ る か 、 或 い は 個 別 に 投 与 さ れ る 。
投 与 ス ケ ジ ュ ー ル と は 更 に 、 単 位 時 間 あ た り 、 例 え ば １ 日 あ た り に 輸 送 さ れ る 組 成 物 の 量
と 、 そ れ ぞ れ の 組 成 物 が 投 与 さ れ る 時 間 の 長 さ 又 は 期 間 を 表 す 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 ウ イ ル ス 感 染 を 予 防 或 い は 治 療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
こ の 方 法 に お い て 、 こ の 予 防 又 は 治 療 方 法 を 必 要 と す る 被 験 者 に 、 本 明 細 書 中 で 説 明 す る
少 な く と も １ 種 の ヌ ク レ ア ー ゼ 含 有 組 成 物 を 含 む 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 を 備 え る 。 そ れ ぞ
れ の 組 成 物 は 感 染 ユ ニ ッ ト の 数 を 低 減 す る の に 十 分 な 量 含 ま れ る 。 ま た こ の 方 法 は 、 ウ イ
ル ス 特 異 的 核 酸 ま た は 感 染 ユ ニ ッ ト の 量 、 或 い は ウ イ ル ス 特 異 的 タ ン パ ク 質 含 有 量 を 決 定
す る 段 階 を 備 え る 。 有 効 な 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 量 の 決 定 は 、 ウ イ ル ス 学 の 専 門 家 に 既 知 で あ
る よ う に 、 組 織 検 の 標 本 又 は 培 養 標 本 中 の 細 胞 の 細 胞 蛍 光 、 組 織 標 本 又 は 細 胞 標 本 の Ｓ Ｄ
Ｓ ゲ ル 上 の タ ン パ ク 質 バ ン ド の 蛍 光 、 ウ イ ル ス が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の 機 能 の 測 定 に よ
り 行 わ れ る 。 本 明 細 書 中 で 説 明 す る 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 こ の 組 成 物 の 投 与 前 に
測 定 さ れ る ウ イ ル ス 負 荷 と 比 べ て 、 被 験 者 の ウ イ ル ス 負 荷 が 低 減 さ れ る 。 例 え ば 、 こ の 組
成 物 の 投 与 に よ り 、 組 成 物 の 投 与 前 に 測 定 さ れ る ウ イ ル ス 負 荷 と 比 べ て 約 ５ ０ ％ 、 又 は ７
０ ％ の ウ イ ル ス 負 荷 が 低 減 さ れ る 。
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【 ０ ２ １ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 中 和 物 又 は 塩 の 形 態 に 調 製 可 能 で あ る 。 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 と し
て は 、 遊 離 ア ミ ノ 基 を 含 む 塩 が 挙 げ ら れ る 。 遊 離 ア ミ ノ 基 と し て は 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸
、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 な ど に 由 来 の も の が 挙 げ ら れ る 。 ま た 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 と し て 更
に 、 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 を 含 む 塩 が 挙 げ ら れ る 。 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 と し て は 、 ナ ト リ ウ
ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 水 酸 化 第 二 鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ エ
チ ル ア ミ ン 、 ２ － エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど に 由 来 の も の が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 特 定 の ウ イ ル ス に 関 す る 治 療 に 有 効 な 本 発 明 の 治 療 剤 の 量 は 、 ウ イ ル ス の 性 質 に 基 づ い
て 、 標 準 的 な 臨 床 技 術 に よ り 決 定 さ れ る 。 製 剤 中 に 用 い ら れ る 正 確 な 用 量 は 、 投 与 経 路 と
疾 患 又 は 障 害 の 程 度 に 基 づ い て 、 医 療 術 者 の 判 断 と そ れ ぞ れ の 患 者 の 環 境 に し た が っ て 決
定 さ れ る べ き で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 の サ ン プ ル ・ レ ベ ル を 常 法 に
よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 薬 理 学 の 当 業 者 で あ れ ば 、 試 験 管 レ ベ ル の 試 験 系 、 動 物 又 は
動 物 モ デ ル の 試 験 系 か ら 導 か れ る 服 用 量 － 反 応 曲 線 か ら 有 効 な 用 量 を 推 測 可 能 で あ る 。 被
験 者 に 投 与 さ れ る 組 成 物 の 投 与 量 は 、 種 間 の 既 知 の 差 異 に 合 わ せ て 調 節 さ れ る 。 こ の 調 節
に は 、 吸 収 、 分 配 、 循 環 中 の 半 減 期 キ ネ テ ィ ク ス 、 代 謝 、 排 泄 、 及 び 本 明 細 書 中 で 説 明 す
る 実 施 形 態 の 組 成 物 が 有 す る 毒 性 に つ い て の 基 準 を 含 む 標 準 的 デ ー タ を 用 い る 。 通 常 の 適
切 な 投 与 量 は 、 そ れ ぞ れ の 活 性 化 合 物 に つ い て 、 体 重 １ キ ロ グ ラ ム １ 日 当 た り 約 ０ ． ０ １
マ イ ク ロ グ ラ ム ～ 約 １ ０ ， ０ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム で あ る 。 体 重 １ キ ロ グ ラ ム １ 日 当 た り の
投 与 量 を 、 例 え ば 、 約 ０ ． ０ １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｋ ｇ ～ 約 １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｋ ｇ 、 約 ０
． １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｋ ｇ ～ 約 １ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｋ ｇ 、 約 １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｋ ｇ ～
約 ５ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｋ ｇ 、 或 い は 約 １ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｋ ｇ ～ 約 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
と す る 。 し た が っ て 一 般 的 に 適 切 な 投 与 量 は 、 体 重 １ ｋ ｇ １ 日 当 た り 約 ０ ． ０ １ マ イ ク ロ
グ ラ ム ／ ｋ ｇ ～ 約 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 医 薬 品 の パ ッ ク 又 は キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の 医 薬 品 の パ ッ ク
又 は キ ッ ト は 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 容 器 を 備 え 、 こ の 容 器 は １ 若 し く は そ れ 以 上 の 成 分
か ら な る 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に よ り 満 た さ れ る 。 こ の よ う な パ ッ ク 又 は キ ッ ト 内 に は 、 本
発 明 の ヌ ク レ ア ー ゼ 組 成 物 の 単 位 投 与 量 が 入 っ た 容 器 が 配 さ れ る 。 こ の よ う な 容 器 に 、 例
え ば 、 使 用 説 明 書 、 或 い は 医 薬 品 又 は 生 物 学 的 製 剤 の 製 造 、 使 用 、 又 は 販 売 を 規 制 す る 行
政 機 関 に よ り 規 定 さ れ た 書 式 の 注 意 書 な ど の 資 料 を 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 こ の 注 意
書 に は 、 ヒ ト へ の 投 与 を 目 的 と す る 製 造 、 使 用 、 販 売 を 、 こ の 行 政 機 関 が 認 可 し て い る こ
と が 示 さ れ る 。 投 与 形 態 と し て は 静 脈 注 入 が 好 ま し い た め 、 単 位 投 与 量 の 薬 剤 は 、 注 入 ボ
ト ル 又 は バ ッ グ に 予 め パ ッ ク さ れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 別 途 記 載 の な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 、 本 発 明 の
技 術 分 野 の 当 業 者 が 一 般 的 に 理 解 す る の と 同 じ 意 味 を 持 つ も の と す る 。 本 発 明 の 実 施 に 際
し て 本 明 細 書 中 に 説 明 す る の と 同 様 の 或 い は 同 等 の 方 法 及 び 材 料 を 用 い る こ と が で き る 。
本 発 明 の 様 々 な 実 施 形 態 を 十 分 に 説 明 し た が 、 別 の 実 施 形 態 を 以 下 の 実 施 例 及 び 請 求 の 範
囲 に 例 示 す る 。 こ れ ら の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 範 囲 を 更 に 限 定 す る も の で は な い 。 全 て の
引 用 文 献 の 内 容 は 全 て 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 込 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ ）
　 （ 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 搬 送 す る ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 ポ リ マ ー 、 標 的 オ リ ゴ マ ー 及
び 膜 透 過 型 ペ プ チ ド か ら な る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 ）
　 本 実 施 例 で は 、 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 Nuc-P f n -(T

b ) r の 準 備 に つ い て 説 明 す る 。 こ こ で b,k
=1,2で あ り 、 r=1で あ る 。 ま た 、 Nは 、 本 明 細 書 中 で 示 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 類 中 の グ ル
ー プ の う ち １ つ か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ で あ り 、 標 的 ウ イ ル ス の 遺 伝 子 核 酸 若 し く は
中 間 核 酸 に 対 し て 優 先 的 に 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ の 一 例 と し て は
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、 組 み 換 え 型 ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ TURBO DNase（ 登 録 商 標 ） ； TDNase） を 挙
げ る こ と が で き る 。 こ の 組 み 換 え 型 ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ TURBO DNase（ 登 録
商 標 ） ； TDNase） は 、 Ambion社 （ カ タ ロ グ 番 号 ： ２ ２ ３ ９ ） か ら 入 手 可 能 で あ る 。 こ の 組
み 換 え 型 ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ 、 ウ イ ル ス dsDNAへ の 親 和 力
並 び に ウ イ ル ス dsDNAへ の 加 水 分 解 活 性 が 高 め ら れ て い る 。 尚 、 dsDNAに 対 し て 優 先 的 に 作
用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 他 の 天 然 型 ヌ ク レ ア ー ゼ 或 い は 人 工 的 ヌ ク レ ア ー ゼ が 本 実 施
例 に 用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 親 水 性 を 有 す る ヘ テ ロ 型 の ト リ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル 分 岐 ポ リ マ ー P f n  (f
=2)の 一 の 末 端 に 共 有 結 合 す る 。 こ の 分 岐 ポ リ マ ー P f n は 、 多 数 の モ ノ マ ー nを 備 え 、 n=1-2
000で あ る 。 ま た 、 ２ つ の 標 的 リ ガ ン ド T 1 及 び T２ が 分 岐 の 枝 に 共 有 結 合 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 親 水 性 の 高 分 子 担 体 P f n は 、 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る ヌ ク レ ア ー ゼ の タ ン パ ク 質 分 解
を 防 ぐ 。 ま た 、 溶 解 度 及 び 半 減 期 を 増 大 さ せ る と と も に 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 の 細 胞 及 び 核
の 吸 収 性 を 増 大 さ せ る 。 こ の よ う な 作 用 を 生 じ せ し め る こ と の で き る 親 水 性 ポ リ マ ー は 、
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG: polyethylene glycol） 及 び 他 の ポ リ ア ル キ レ ン オ キ サ イ
ド 、 ポ リ （ NH-2-(ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル )グ ル タ ミ ン ） （ PHEG: poly (NH-2-(hydroxypropyl
)glutamine)、 ポ リ （ n-2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル ） メ タ ク リ ル ア ミ ド (HPMA: poly(n-2-hydor
oxypropyl)methacrylamide)及 び そ の 他 の も の を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ポ リ マ ー は 、 加 水 分 解 可 能 な リ ン ケ ー ジ を 備 え て も よ い 。 こ れ に よ り 、 細 胞 内 で の 加 水
分 解 が 可 能 と な り 、 活 性 化 合 物 の 放 出 が 促 進 さ れ る 。 好 適 な 加 水 分 解 可 能 な リ ン ケ ー ジ は
、 例 え ば 、 カ ル ボ ン 酸 塩 エ ス テ ル 及 び リ ン 酸 塩 エ ス テ ル 、 ア セ タ ー ル 、 イ ミ ン 、 オ ー ソ エ
ス テ ル 、 エ ノ ー ル エ ー テ ル 、 ジ ケ タ ン ア セ タ ー ル （ diketane acetal） 、 ケ タ ー ル 、 無 水
物 な ど を 含 む 。 こ の よ う な ポ リ マ ー 内 の リ ン ケ ー ジ の 形 成 は 、 本 技 術 分 野 で 当 業 者 が 実 行
す る 所 定 の 有 機 合 成 技 術 を 用 い て な さ れ る 。 親 水 性 を 有 す る ヘ テ ロ 型 の ト リ フ ァ ン ク シ ョ
ナ ル ポ リ マ P n を 例 示 す る と 、 分 岐 型 の 2× 20kDa PEG 2 を 挙 げ る こ と が で き る 。 分 岐 型 の 2×
20kDa PEG 2 は 、 「 胴 体 部 」 の 末 端 に ア ル デ ヒ ド 基 を 有 し 、 分 岐 部 末 端 に サ ク シ ニ ル ア ミ ド
基 (NHS)及 び マ レ イ ミ ド 基 (MAL)を 備 え る （ CHO-PEG 2 -(NHS;MAL)） 。 変 更 形 態 と し て 、 MAL
の 代 わ り に 、 よ り 安 定 し た ビ ニ ル サ ル ホ ン （ VS: vinylsulfone） を 用 い る こ と も 出 来 る 。
　 ヘ テ ロ 型 の ト リ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル 分 岐 型 の 2× 20 kDaの (ブ チ ル ア ル デ ヒ ド )-PEG 2 -(N-ヒ
ド ロ キ シ -サ ク シ ニ ミ ジ ル -エ ス テ ル ;マ レ イ ミ ド )： CHO-PEG 2 -(NHS;MAL)は 、 サ ン バ イ オ 社
（ 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 オ リ ン ダ ） で 特 別 注 文 し て 合 成 す る こ と に よ り 入 手 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 T 1 は 、 膜 透 過 型 ペ プ チ ド （ MPP: membrane penetrating peptide） の 群 か ら 選 択 さ れ る
。 膜 透 過 型 ペ プ チ ド に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 Dア ル ギ ニ ン 残 基 や Lア ル ギ ニ ン 残 基
や HIV-TAT 4 3 - 4 9 由 来 の 高 ア ル ギ ニ ン ペ プ チ ド 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア 4 3 - 4 8 (Antennapedia 4 3 - 4
8 )、 ト ラ ン ス ポ ー タ ン (transportan)、 ペ ネ ト レ イ チ ン (penetratin)な ど を 含 む 塩 基 性 ペ
プ チ ド が 含 ま れ る 。 こ れ ら は 、 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 物 の 高 い 細 胞 吸 収 性 を も た ら す 。 膜 透 過
型 ペ プ チ ド T 1 と し て 、 リ ジ ン -末 端 ポ リ -Argナ ノ ペ プ チ ド Lys-Arg8 (K-R8)を 例 示 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 T 2 は 、 標 的 ウ イ ル ス 核 酸 に 対 す る 配 列 特 異 的 結 合 親 和 力 を 備 え る オ リ ゴ マ ー の 群 か ら 選
択 さ れ る 。 標 的 ウ イ ル ス 核 酸 と し て 、 限 定 す る も の で は な い が 、 PNA、 LNA、 ホ ス ホ ロ チ オ
、 モ ル ホ リ ノ 、 ポ リ ア ミ ド 及 び 感 染 細 胞 内 部 の 一 の 位 置 で の ウ イ ル ス 核 酸 の 標 的 化 さ れ た
加 水 分 解 性 の 分 解 を も た ら す こ と の で き る 他 の ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 オ リ ゴ マ ー を 挙 げ る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 配 列 特 異 的 オ リ ゴ マ ー T 2 と し て 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 対 し て 相 補 的 な 陽 イ オ ン 性 bis-
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PNAを 例 示 す る こ と が で き る 。 こ の 陽 イ オ ン 性 bis-PNAは 、 ヌ ク レ オ チ ド 含 有 複 合 体 を ウ イ
ル ス dsDNAへ 向 け 、 最 大 限 の 加 水 分 解 性 の 分 解 を も た ら す よ う に 設 計 さ れ る 。 ワ ク シ ニ ア
ウ イ ル ス （ VV: vaccinia virus） は 、 ゲ ノ ム の ウ イ ル ス dsDNAを 匿 う も の で あ り 、 標 的 ウ
イ ル ス と し て 例 示 的 に 用 い ら れ る が 、 他 の ウ イ ル ス が 本 実 施 例 の 組 成 物 に よ り 不 活 性 化 さ
れ て も よ い 。 本 実 施 例 の 組 成 物 は 、 適 切 な ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 標 的 化 さ れ た ウ イ ル ス 核 酸 の
領 域 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る オ リ ゴ マ ー を 搬 送 す る 。
　 相 補 的 な オ リ ゴ マ ー bis-PNAは 、 J-擬 似 シ ト シ ン （ J-pseudocytosine） を 用 い て 、 標 準
的 な 技 術 で 修 飾 さ れ る （ Synthesis, Properties and Potential Applications, Bioorgan
ic & Medicinal Chemistry, 1996, 4, 5-23; Kuhn et al., Nucl. Acids Res. 26: 582-5
87, 1998） 。 ま た 、 相 補 的 な オ リ ゴ マ ー bis-PNAは 、 逆 層 HPLCに よ っ て 純 化 さ れ る 。 ま た
、 相 補 的 な オ リ ゴ マ ー bis-PNAは 、 MALDI-TOF質 量 分 析 に よ り 特 徴 付 け ら れ る （ Egholm et 
al.,Nucl. Acid Res. 23: 217-222, 1995） 。 Cys末 端 修 飾 陽 イ オ ン 性 bis-PNA（ f-Cys-JT 2
J 2 T 5 -(Lys-aha) 2 -Lys-T 5 C 2 T 2 C-LysNH 2 （ SEQ ID NO:50） 　 こ こ で 、 Jは 擬 似 シ ト シ ン で あ
る ） は 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の dsDNAの TK遺 伝 子 の 領 域 を 伴 う 安 定 し た 複 合 体 を 形 成 す る
よ う に 設 計 さ れ る 。 例 え ば 、 bis-PNAは 、 10-merの ホ モ プ リ ン 鎖 GA 2 G 2 A 5 （ SEQ ID NO:51）
に 対 し て 相 補 的 な 配 列 を 備 え る 。 こ の ホ モ プ リ ン 鎖 GA 2 G 2 A 5 は 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス TK遺
伝 子 の 公 表 さ れ た 配 列 に 従 う も の で あ る （ GenBank No. J02425; Hruby, et al., Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 80:3411-3415,1983） 。
　 bis-PNAの 第 １ の 鎖 に お い て 、 「 C」 で 示 さ れ る シ ト シ ン は 、 「 J」 で 示 さ れ る 擬 似 シ ト
シ ン に よ り 置 換 さ れ 、 生 理 学 的 pHで の dsDNAへ の bis-PNAの 結 合 親 和 力 が 高 め ら れ る (Kuhn,
 et al., J. Mol. Biol. 286:1337-1345, 1999)。
　 正 の 電 荷 を 付 加 さ れ た フ レ キ シ ブ ル リ ン カ は 、 ２ つ の リ ジ ン -6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 複 合
体 を 含 み 、 こ の 複 合 体 は 、 (Lys-aha) 2 で 示 さ れ る 。 こ の フ レ キ シ ブ ル リ ン カ の 導 入 に よ り
、 生 理 学 的 な 塩 濃 度 で の ウ イ ル ス DNAに 対 す る 陽 イ オ ン 性 bis-PNAの 結 合 親 和 力 が 高 め ら れ
る （ Kuhn, et al., Nucleic Acids Res..26:582-587,1998） 。
　 陽 イ オ ン 性 の bis-PNAの N末 端 も 蛍 光 及 び シ ス テ イ ン ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 こ れ は 、 「 f-
Cys」 で 表 さ れ る 。 複 合 体 の ウ イ ル ス 感 染 細 胞 内 へ の 浸 透 を 後 押 し す る た め に 、 蛍 光 Cy3（
Amersham Pharmacia #PA23001） は 、 シ ス テ イ ン の ア ミ ノ 基 と 結 合 す る 。 蛍 光 付 加 の た め
に 、 5μ gの Cys-bis-PNAが 0.1Mの 炭 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH 9.0 体 積 ： 35μ L） 内 で 希 釈 さ れ る
。 1 mgの Cy3蛍 光 が 30μ Lの H 2 O内 で 溶 解 さ れ る 。 15μ Lの 蛍 光 が Cys-bis-PNA溶 解 液 に 添 加
さ れ 、 混 合 物 が 室 温 暗 室 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 第 １ の 結 合 段 階 の 間 、 CHO-PEG-(NHS;MAL)の NHS基 は 、 若 干 塩 基 性 pH（ 例 え ば 、 約 pH 7.5
） に お い て 、 リ ジ ン -末 端 オ ク タ -ア ル ギ ニ ン ・ 膜 透 過 型 ペ プ チ ド K-R8の ε ア ミ ノ 基 と 反 応
す る 。 こ の 結 果 、 CHO-PEG-(R8, VS)の 情 報 と な る 。 そ の 後 、 遊 離 MAL基 は 、 中 性 pHに お い
て 、 Cys末 端 bis-PNAの SH基 と 選 択 的 に 反 応 す る 。 CHO-PEG-(R8,bis-PNA)の ブ チ ル ア ル デ ヒ
ド CHO基 は 、 酸 性 pH（ 例 え ば 、 約 pH 5.0） に お い て 、 N末 端 α ア ミ ノ 基 と 反 応 し 、 結 果 物 と
し て 、 TDNase-PEG-R8, bis-PNA複 合 体 を 生 ず る 。 酸 性 pHは 、 ブ チ ル ア ル デ ヒ ド と N末 端 ア
ミ ノ 基 と の 反 応 を 促 進 す る 。 ブ チ ル ア ル デ ヒ ド が 選 択 さ れ た 理 由 は 、 ブ チ ル ア ル デ ヒ ド が
、 プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド と 比 べ て 、 軽 い 酸 性 状 態 の 下 で 選 択 可 能 で あ り 、 ア セ ト ア ル デ ヒ
ド よ り も 塩 基 性 媒 体 内 で 高 い 安 定 性 を 備 え る か ら で あ る (米 国 特 許 第 ５ ， ９ ３ ２ ， ４ ６ ２
号 を 参 照 　 権 利 者 　 Harris, et al.　 登 録 日 ： １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 ３ 日 )。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 そ の 後 、 結 果 と し て 生 じ た 75kDaの 複 合 体 （ TDNase(31kDa)-PEG(40KDa)-R8(1.5kDa)-bis
-PNA(2.5KDa)） が 分 離 さ れ 、 断 片 化 さ れ る 。 そ し て 酵 素 活 性 及 び 他 の 特 定 の 特 性 が 化 学 分
析 さ れ る 。 回 収 さ れ た 断 片 内 の ヌ ク レ ア ー ゼ の 濃 度 は 、 １ ． ３ ４ の 減 衰 係 数 を 用 い て 280n
mで の 吸 光 度 に よ り 評 価 さ れ る 。 複 合 体 は 更 に 、 例 え ば 、 7.5 % SDS-PAGE上 で の 電 気 泳 動
法 に よ り 更 に 解 析 さ れ 、 ク マ シ ー ブ ル ー を 用 い て 染 色 さ れ 、 純 度 を 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 75 kDaの 抗 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 複 合 体 は 細 胞 に よ り 回 収 さ れ 、 細 胞 質 に 局 在 す る も の と
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な る 。 細 胞 質 に お い て 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の 複 製 が 生 ず る 。 細 胞 核 内 へ の 拡 散 は 、 75 k
Daの 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 の 大 き な 流 体 力 学 半 径 に よ り 抑 制 若 し く は 低 減 さ れ る 。 大 き な 総
分 子 量 及 び こ れ に 伴 う 大 き な 流 体 力 学 半 径 を 備 え る ヌ ク レ ア ー ゼ -ポ リ マ ー 複 合 体 が 同 様
に 準 備 さ れ る 。 こ れ ら 組 成 物 の 均 等 物 も 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 属 す る も の で あ る 。 大 き な
ポ リ マ ー 複 合 体 は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 様 ヌ ク レ ア ー ゼ （ RNase-like nuclease） と と も に
有 用 で あ る 。 な ぜ な ら 、 ほ と ん ど 全 て の RNAを 含 有 す る ウ イ ル ス （ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル
ス を 除 く ） は 、 細 胞 質 内 部 で 複 製 す る か ら で あ る 。 加 え て 、 ポ リ マ ー 複 合 体 は 、 抗 ウ イ ル
ス 性 化 合 物 を 細 胞 核 内 へ 浸 透 さ せ る こ と が で き る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 様 ヌ ク レ ア ー
ゼ （ DNase-like nuclease） を 伴 っ て 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に て 示 さ れ る が 如 く 、 デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 含 有 化 合 物 の 核 内 蓄 積 を 更 に 促 進 す る た め に 、 MPPに 代 え て 若 し く は M
PPに 付 加 し て 、 核 局 在 因 子 （ NLS） が 標 的 成 分 と し て 、 多 価 構 造 体 内 で 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 （ 実 施 例 ２ ）
　 （ 多 数 の 核 酸 分 解 性 ジ ペ プ チ ド ・ ト リ ペ プ チ ド 、 標 的 オ リ ゴ マ ー 及 び 膜 透 過 型 ペ プ チ ド
を 搬 送 す る ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 ポ リ マ ー を 備 え る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 ）
　 本 実 施 例 に 関 連 し て 、 化 学 式 (Nuc a ) q -P n -(T

b ) r で 表 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 の 準 備 に
つ い て 説 明 す る 。 こ こ で 、 a, b, q, r = 1-8で あ る 。 尚 、 多 数 の ヌ ク レ ア ー ゼ N及 び 膜 透
過 型 ペ プ チ ド Tは 、 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 高 分 子 担 体 P n  (n = 1-2000)に 共 有 結 合 す る 。 末 端 D
ア ミ ノ 酸 D-Ser-His-D-Aspを 含 有 す る ト リ ペ プ チ ド Ser-His-Aspの 非 天 然 型 同 族 体 が ヌ ク レ
ア ー ゼ と し て 例 示 さ れ る 。 こ の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 DNA及 び RNAに 対 す る 核 酸 分 解 活 性 を 備 え
る （ Li et al., Bioorg.Medic. Chem 8: 2675-2680, 2000） 。
　 組 成 物 の 標 的 オ リ ゴ マ ー Tは 、 例 え ば 、 15-merの ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA 1 5 ） （ Cys-3'-TCCCA
GGCTCAGATC-5' (SEQ ID NO:52)） と す る こ と が で き る 。 こ の 標 的 オ リ ゴ マ ー は 、 HIV-Iウ
イ ル ス ssRNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 の TAR(trans-activation-response： ト ラ ン ス 活 性 応 答
)の ヘ ア ピ ン 成 分 と 特 に 混 成 す る よ う に 設 計 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。 PNA 1 5 は 、
更 に 、 3'末 端 に 対 応 す る 配 列 端 部 で 単 一 の Cysア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 P
NA 1 5 は 、 TATプ ロ テ イ ン と TARの 相 互 作 用 を 遮 断 し 、 生 体 外 で の ウ イ ル ス 複 製 を 中 断 し た （
Mayhood, et al. Biochemistry 39: 11532-11539, 2000; Kashik et al., J. Virology 7
6: 3881-3891, 2002） 。
　 P n に お い て 、 nは 例 え ば 、 684で あ り 、 複 合 体 は 30kDaの ８ 本 の ア ー ム を 有 す る ヘ テ ロ 型
二 官 能 性 PEG（ VS-PEG-[NH 2 ] 8 -VS） で あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 核 酸 分 解 ト リ ペ プ チ ド D-Ser-His-D-Asp（ 一 文 字 ア ミ ノ 酸 コ ー ド で は SHD） の 高 分 子 担 体
の ア ミ ノ 基 へ の 化 学 結 合 が 行 わ れ 、 D-Aspの カ ル ボ キ シ ル 基 を 介 し て 、 ペ プ チ ド が 既 知 の
活 性 方 向 で 結 合 す る こ と を 確 か な も の と す る 。
　 ジ ペ プ チ ド Ser-His及 び ト リ ペ プ チ ド Ser-His-Aspが 同 様 の 核 酸 分 解 活 性 を 示 す の で 、 ト
リ ペ プ チ ド の Asp残 基 の C末 端 を 担 体 に 接 続 す る こ と は 、 核 酸 分 解 活 性 に 影 響 を 与 え な い も
の と 考 え ら れ る 。
　 ２ つ の Dア ミ ノ 酸 を 含 有 す る と と も に N末 端 t-Bocを 保 護 す る ト リ ペ プ チ ド （ t-Boc-D-Ser
-His-D-Asp） は 、 Invitrogen Corporation（ 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ド ） に よ り
特 別 注 文 で 合 成 さ せ る こ と に よ り 入 手 す る こ と が で き る 。 30kDaの ８ 本 の ア ー ム を 有 す る
ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 PEG（ VS-PEG-[NH 2 ] 8 ） は 、 Nektar Therapeutics社 （ 米 国 ア ラ バ マ 州 バ
ー ミ ン ガ ム ） に よ り 特 別 注 文 で 合 成 す る こ と に よ り 入 手 可 能 で あ る 。
　 ビ オ チ ニ ル 化 ト リ ペ プ チ ド と 高 分 子 担 体 VS-PEG-[NH 2 ] 8 の ア ミ ノ 基 と の 比 率 は 5:1と す る
こ と が で き る 。 カ ッ プ リ ン グ 試 薬 は EDAC(1-Ehyl-3-(3-dimethyl-amino-propyl)carbodiim
ide hydrochloride)（ 1-エ チ ル -3-3-ジ メ チ ル -ア ミ ノ -プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩
） で あ る 。 EDACは 、 Uptima社 か ら 入 手 可 能 で あ る （ Uptima@interchim.com） 。 EDACは 、 D-
Asp残 基 の ２ つ の カ ル ボ キ シ ル 基 に 対 す る 活 性 化 剤 で あ り 、 ８ 本 の ア ー ム を 有 す る PEGの １
級 ア ミ ン と ア ミ ド 結 合 を 形 成 す る 。
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【 ０ ２ ３ １ 】
　 結 果 物 と し て 得 ら れ る 複 合 体 PNA 1 5 -PEG-[SHD] 8 -R8は ８ つ の ト リ ペ プ チ ド SHDを 含 有 す る
。 こ の ト リ ペ プ チ ド は 、 ゲ ノ ム の ssRNA、 中 間 RNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド 及 び 基 質 と し て の dsDN
Aを 伴 っ て 、 加 水 分 解 性 の ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 備 え る 。 ま た 、 複 合 体 PNA 1 5 -PEG-[SHD] 8 -R8
は 、 ２ つ の 標 的 リ ガ ン ド Cys-末 端 PNA 1 5 を 備 え る 。 こ の 標 的 リ ガ ン ド Cys-末 端 PNA 1 5 は 、 宿
主 細 胞 内 部 の HIV RNAの TAR成 分 に 対 し て 高 い 結 合 親 和 力 を 備 え る 。 更 に 、 複 合 体 PNA 1 5 -PE
G-[SHD] 8 -R8は 、 膜 透 過 型 ペ プ チ ド Cys-R8を 備 え 、 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 の 細 胞 吸 収 性 を 高
め る 。 両 標 的 リ ガ ン ド 内 の 末 端 Cys残 基 の SH基 は 、 ８ 本 の ア ー ム を 有 す る 二 官 能 性 PEGの ２
つ の 末 端 VS基 と 加 水 分 解 的 に 安 定 し た 結 合 を 形 成 す る た め に 用 い ら れ る 。
　 PEGの よ う な 親 水 性 の ポ リ マ ー は 、 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 、 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ
に よ る タ ン パ ク 質 分 解 か ら 保 護 す る 。 ま た 、 細 胞 及 び ヌ ク レ ア ー ゼ の 吸 収 性 、 溶 解 性 及 び
抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 の 半 減 期 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 （ 実 施 例 ３ ）
　 （ 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 有 す る と と も に 多 数 の ア ー ム を 備 え る 複 合 体 内 で 使 用
す る た め の ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 標 的 「 ア ー ム 構 造 」 の 準 備 ）
　 本 実 施 例 に お い て 、 「 ア ー ム 構 造 」 (Nuc a ) q -P n -Rと (T

b ) r -P n -L ( + ) の 合 成 に つ い て 説 明
さ れ る 。 こ こ で 、 P n に 関 し て 、 用 語 「 n」 は １ か ら 約 ２ ０ ０ ０ ま で の 整 数 を 意 味 す る 。 ポ
リ マ ー P n は 直 線 状 若 し く は 分 岐 し た ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 PEG(bi-PEG)で あ る 。 「 R」 は 、 配 列
特 異 的 な 化 学 的 に 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L ( + ) で あ り 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 受 け 、 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド 上 で 、 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L ( - )
と 共 有 結 合 す る こ と と な る 。 そ し て 、 (Nuc a ) q -P n -Rと (T

b ) r -P n -L ( + ) と の ア ー ム 構 造 及 び
修 飾 デ ン ド リ マ ー D-L ( - ) を 用 い る 多 数 の ア ー ム を 有 す る 共 有 結 合 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 が 形
成 さ れ る 。 修 飾 デ ン ド リ マ ー D-L ( - ) に 関 し て は 、 以 下 の 実 施 例 ７ に て 詳 述 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 関 連 す る 実 施 例 に お い て 、 「 R」 は 反 応 性 を 有 す る 結 合 成 分 で あ る 。 限 定 す る も の で は
な い が 、 こ の よ う な 結 合 成 分 と し て 、 ア ル デ ヒ ド (CHO)、 マ レ イ ミ ド （ MAL） 、 ビ ニ ル ス ル
ホ ン (VS)、 ヒ ド ラ ジ ン （ HZ） 、 サ ク シ ネ ー ト (NHS)及 び カ ル ボ ン 酸 （ COOH） 基 を 挙 げ る こ
と が で き 、 こ れ ら は 、 N-P(n) Rと T i -P(n)-Rの 構 造 及 び 化 学 的 に 修 飾 さ れ た デ ン ド リ マ （
以 下 、 実 施 例 ６ に お い て 詳 述 さ れ る ） を 用 い た 多 数 の ア ー ム を 有 す る 共 有 結 合 抗 ウ イ ル ス
性 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 「 R」 は 、 疎 水 性 成 分 Hで あ る 。 そ し て 、 (Nuc a ) q -P n -Hと (T

b ) r -
P n -H構 造 体 及 び 疎 水 性 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー G0(C 1 2 )を 用 い た 非 共 有 結 合 の 多 数 の ア ー ム を
備 え る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 が 形 成 さ れ る （ こ の こ と に 関 し て は 、 実 施 例 ５ で 説 明 さ れ る ）
。 こ こ で 、 用 語 (T b ) r に 関 し て 、 「 b」 並 び に 「 r」 は １ か ら 約 ８ の 数 で あ り 、 (T b ) r は 、 標
的 ウ イ ル ス 核 酸 の 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ
う な 標 的 成 分 を 表 す 。 標 的 成 分 Tは 、 修 飾 PNAの よ う な 類 似 体 や 塩 基 性 ア ル ギ ニ ン ペ プ チ ド
、 塩 基 性 高 リ ジ ン ペ プ チ ド 、 核 局 在 シ グ ナ ル や 核 外 輸 送 シ グ ナ ル （ NLS又 は NES） 、 宿 主 細
胞 表 面 レ セ プ タ ー (CSR)に 対 す る 特 異 的 親 和 性 を 備 え る 標 的 リ ガ ン ド T-CSR、 オ リ ゴ サ ッ カ
リ ド 及 び ポ リ サ ッ カ リ ド 、 リ ン 脂 質 な ど か ら 作 り 出 す こ と が で き る 。 本 実 施 例 に お い て 説
明 さ れ た 標 的 bi-PEG複 合 体 は 、 以 下 に 示 す 種 類 の 標 的 リ ガ ン ド を 備 え る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 修 飾 さ れ た 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 準 備 さ れ る 。 各 修 飾 さ れ た 配 列 特 異 的 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 的 ウ イ ル ス 核 酸 の 領 域 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え る
。 ヘ テ ロ 型 の 二 官 能 性 PEG複 合 体 は 、 配 列 特 異 的 オ リ ゴ マ ー に 共 有 結 合 す る １ つ の 末 端 を
有 す る 。 配 列 特 異 的 オ リ ゴ マ ー は ウ イ ル ス DNA及 び RNAを 標 的 化 す る 。 更 に 、 ヘ テ ロ 型 の 二
官 能 性 PEG複 合 体 は 、 抗 ウ イ ル ス 性 デ ン ド リ マ ー を 備 え 、 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 デ ン ド リ マ ー
は 、 ポ リ マ ー の 第 ２ 末 端 に 共 有 結 合 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
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　 こ の 実 施 例 は 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の TK遺 伝 子 に 対 し て 相 補 的 な bis-PNAを 特 色 と す る
。 し か し な が ら 、 以 下 に 示 す 種 類 の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ も が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲
の 中 で 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド に は 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)、 ウ イ
ル ス ssDNA及 び ssRNAに 安 定 し た 二 本 鎖 を 形 成 す る Locked Nucleic Acids (LNA)（ 登 録 商 標
） 並 び に 架 橋 化 核 酸 （ BNA） 、 ウ イ ル ス dsDNAや dsRNAの プ リ ン 鎖 と 安 定 し た 複 合 体 を 形 成
す る 陽 イ オ ン 性 の ホ モ ピ リ ミ ジ ン bis-PNA、 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン -PNA(HypNA: hydroxypr
oline-PNA)な ど の 新 規 な PNA類 似 体 、 セ リ ン -PNA(SerNA: serine-PNA)（ セ リ ン -PNAに は 、
米 国 特 許 出 願 2003/0059789 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ３ 年 ３ 月 ２ ７ 日 　 出 願 人 ： Efimov et al.）
に 開 示 さ れ る そ れ ら の モ ノ マ ー 、 二 量 体 、 ポ リ マ ー が 含 ま れ る ） 、 ウ イ ル ス dsDNAの マ イ
ナ ・ グ ル ー ブ を 標 的 化 す る 配 列 特 異 的 ヘ ア ピ ン ・ ポ リ ア ミ ド 、 ウ イ ル ス ssRNAを 標 的 化 す
る モ ル ホ リ ノ ・ オ リ ゴ (Summerton and Weller, Anti-sense & Nucleic Acid Drug Develo
pment 7: 187-195, 1997)、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ PS） オ リ ゴ 、 ssRNAの ssDNA上 の 動 力 学
的 に 選 択 的 な 結 合 を 備 え る ピ ロ リ ジ ン ア ミ ド ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ミ ミ ッ ク （ POM:pyrr
olidine-amide oligonucleotide mimic） 、 DNA若 し く は RNA特 異 性 を 有 す る ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー （ Friesen et al., Nature Structural Biology Vol.5, No7: 543-546, 1998） 及 び
ウ イ ル ス 核 酸 と 安 定 し た 配 列 特 異 的 複 合 体 を 形 成 す る 能 力 を 有 す る 他 の 修 飾 オ リ ゴ マ ー が
含 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 同 数 の 塩 基 を 備 え る 従 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 比 べ て 、 PNA分 子 は 、 相 補 的 な RNA及 び
DNAに 対 し て ５ ０ ～ １ ０ ０ 倍 高 い 親 和 性 を 有 す る （ Nilesen et al., Science 254: 1497-1
500, 1991; Hanvey et al., Science: 258: 1481-1485, 1992） 。 修 飾 さ れ た 陽 イ オ ン 性 b
is-PNAは 、 鎖 置 換 複 合 体 の 形 成 を 介 し て 、 生 理 学 的 状 態 に お い て 、 二 本 鎖 核 酸 の 結 合 に 関
し て 、 高 い 結 合 効 率 を 備 え る 。 こ こ で 、 鎖 置 換 複 合 体 は 、 内 部 の bis-PNA-DNA螺 旋 状 及 び
実 質 的 に 一 本 鎖 状 （ 非 相 補 的 ） の DNA鎖 を 備 え る （ Egholm, et al. Nucleic Acid Res. 23
:, 217-222,1995; Griffith et al. J. Am. Chem. Soc. 117:831-832,1995） 。 ワ ク シ ニ
ア ウ イ ル ス の TK遺 伝 子 に 対 し て 標 的 化 さ れ た 陽 イ オ ン 性 の bis-PNAは 以 下 の 如 く し て 準 備
さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 膜 透 過 型 ペ プ チ ド (MPP: membrane penetrating peptide)を 備 え る ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 PEG
複 合 体 が 合 成 さ れ る 。 膜 透 過 型 ペ プ チ ド は 、 細 胞 質 内 へ 及 び 上 皮 組 織 を 横 切 っ て ／ 内 部 へ
大 き な タ ン パ ク 質 を 搬 送 す る 。 こ の 実 施 例 は 、 MPP組 成 物 に 特 徴 付 け ら れ 、 MPP組 成 物 は 、
ポ リ （ D-Arg） ８ 量 体 R8 (poly(D-Arg)octamer R8)、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア 4 3 - 4 8  (AP 4 3 - 4 8 : A
ntennapedia 4 3 - 4 8 )及 び HIV TAT 4 9 - 5 7 を 備 え る 。 し か し な が ら 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 或 い は 類
似 体 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ン な ど の 高 ア ル ギ ニ ン ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 、 ペ ネ ト ラ チ ン （ pe
netratin） 及 び こ れ ら に 類 す る も の を 含 有 す る 他 の 塩 基 性 ペ プ チ ド も 本 発 明 の 技 術 的 範 囲
に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 シ ス テ イ ン 末 端 膜 透 過 型 ペ プ チ ド C-R8は 、 １ つ の Ｌ シ ス テ イ ン 及 び ９ つ の Dア ル ギ ニ ン
残 基 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア 4 3 - 4 8 及 び TAT 4 9 - 5 7 ペ プ チ ド か ら な る 。 シ ス テ イ ン 末 端 膜 透 過 型
ペ プ チ ド C-R8は 、 米 国 特 許 出 願 2002/012719810（ 出 願 人 Rothbard, et al） に 説 明 さ れ る
よ う な 標 準 的 な 固 相 の Fmoc化 学 反 応 を 用 い て 自 動 ペ プ チ ド 合 成 装 置 ABI433に よ り 合 成 さ れ
る 。
　 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア 4 3 - 4 8 は 、 pH7.0で 、 5kDaの MAL-PEG-DSPEの MAL基 に 共 有 結 合 す る 。 結
果 と し て 生 ず る ３ つ の 搬 送 性 向 上 ト ラ ン ス ポ ー タ R8-PEG-DSPE、 TAT 4 3 - 4 9 -PEG-DSPE及 び ア
ン テ ナ ペ デ ィ ア 4 3 - 4 8 -PEG-DSPEの 細 胞 の 膜 透 過 率 は 、 Jurkat細 胞 （ ヒ ト T細 胞 ） 及 び 米 国
特 許 出 願 2002/012719810（ 出 願 人 ： Rothbard, et al） に 説 明 さ れ る マ リ ン B細 胞 （ CH27）
を 用 い て 細 胞 ア ッ セ イ に よ り 比 較 さ れ る 。
　 R8-PEG-DSPEは 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア 4 3 - 4 8 -PEG-DSPEと 比 較 し て 、 約 ５ ０ 倍 速 く 細 胞 内 に
侵 入 し 、 TAT 4 3 - 4 9 -PEG-DSPEと 比 較 し て 、 約 １ ０ ０ 倍 速 く 細 胞 内 に 侵 入 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
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　 核 局 在 シ グ ナ ル は 、 い く つ か の 未 変 性 の ウ イ ル ス 蛋 白 質 内 に 見 出 さ れ る 自 然 に 生 ず る ペ
プ チ ド 配 列 で あ る 。 核 局 在 シ グ ナ ル は 、 細 胞 質 か ら 細 胞 核 へ の 大 き な タ ン パ ク 質 の 搬 送 を
仲 介 す る 。 NLS（ 核 局 在 シ グ ナ ル ） の 典 型 的 な ペ プ チ ド 配 列 は 、 い く つ か の 塩 基 性 ア ミ ノ
酸 を 含 む 。 本 実 施 例 で 特 徴 付 け ら れ る NLSは ７ つ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド PKKKRKV (SEQ ID N
O:41)で あ る 。 こ の NLSは 、 SV40ラ ー ジ T抗 原 か ら の モ ノ パ ー タ イ ト （ monopartite） で あ る
。
　 し か し な が ら 、 多 く の 他 の 機 能 性 NLS配 列 を 本 発 明 に 使 用 す る こ と は 可 能 で あ り 、 こ の
よ う な NLS配 列 も 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 属 す る も の で あ る 。 こ の よ う な NLS配 列 と し て 、 １
２ 個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド PEVKKKRKPEYP(SEQ ID NO:42　 米 国 特 許 第 6,312,956号 （ 権 利 者
： Lane） 　 本 特 許 の 内 容 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る )、 SV40ラ ー ジ T抗 原 の １
３ 個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド GGGGPKKKRKVGG (SEQ ID NO:44)（ Lanford, Cell 37:801-813, 
1984） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス NLSの １ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド GGGFSTSLRARKA (SEQ ID NO: 4
5)、 ア デ ノ ウ イ ル ス レ セ プ タ 仲 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス （ RME: receptor mediate endocyto
sis） タ ン パ ク 質 の １ ７ 個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド CKKKKKKSEDEYPYVPN (SEQ ID NO: 46)、 ア
デ ノ ウ イ ル ス 繊 維 タ ン パ ク 質 の ２ ８ 個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド CKKKKKKKSEDEYPYVPNFSTSLRAR
KA (SEQ ID NO 47)（ Tkachenko, et al., J. Am. Chem Soc. 125: 4700-4701 (2003)） 、
SV40 N1タ ン パ ク 質 か ら の バ イ パ ー タ イ ト NLSの ２ ４ 個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド LVRKKRKTEEES
PLKDKDAKKSKQE (SEQ ID NO:48) (Dingwall et al., Trends Biochem. Sci. 16(12):478-8
1 (1991))、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 、 ポ リ オ マ ウ イ ル ス ラ ー ジ T抗 原 、 ヒ ス ト ン 、 c-myc（ 米
国 特 許 第 5,115,096号 （ 権 利 者 ： Shoyab et al） 　 本 特 許 の 内 容 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し
て 組 み 込 ま れ る ） 及 び MAX(米 国 特 許 第 5,115,096号 　 （ 権 利 者 ： Brent et al） 　 本 特 許 の
内 容 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る )を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 NLSを R8-PEG-NHSに 結 合 す る た め に 、 余 っ た リ ジ ン が N末 端 に 付 加 さ れ る （ Chan and Whi
te, Fmoc solid phase peptide synthesis. A Practical Approach, Oxford University 
Press, 2000） 。 ２ つ の 複 合 体 R8-PEG-NLS及 び R8-PEG-DSPEが 実 施 例 １ 及 び 実 施 例 ２ の 如 く
合 成 さ れ る 。 そ し て 、 こ れ ら は 、 細 胞 培 養 物 に 添 加 さ れ た 後 、 細 胞 吸 収 性 及 び 核 吸 収 性 両
方 に つ い て 試 験 さ れ る 。
　 カ バ ー ス リ ッ プ 上 で 成 長 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 が 5μ Mの 各 複 合 体 と と も に 、 血 清 が 存 し な い
培 地 内 で 一 晩 中 培 養 さ れ 、 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ り 固 定 化 さ れ る と と も に 試 験 さ れ る 。
　 R8-PEG-DSPEは 細 胞 質 内 で 分 散 し 、 核 に 存 在 し な い こ と が 判 明 す る 。 一 方 で 、 R8-PEG-NL
Sは 主 に 核 内 で 蓄 積 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 宿 主 細 胞 に 対 し て 高 い 結 合 親 和 力 を 発 揮 す る T-CSR標 的 リ ガ ン ド が 準 備 さ れ る 。
　 HIV-Iの 外 膜 タ ン パ ク 質 か ら 由 来 す る 配 列 を 備 え る ペ プ チ ド T（ ASTTNYT: SEQ ID NO: 1
） が T-CSRと し て 合 成 さ れ る 。 こ の T-CSRは 、 CD4レ セ プ タ ー を 含 有 す る HIV主 要 宿 主 細 胞 を
標 的 と す る 。 ペ プ チ ド Tは 、 C末 端 に て 追 加 の リ ジ ン 或 い は シ ス テ イ ン 残 基 を 介 し て bi-PEG
に 結 合 さ れ る 。 そ し て 、 必 要 と さ れ る 反 応 基 （ NH 2 ア ミ ノ 基 、 ε ア ミ ノ 基 、 SHチ オ ー ル 基
） を も た ら す 。
　 ウ イ ル ス 特 異 的 T-CSRの 他 の も う １ つ の 例 と し て 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 型 の １ ６ カ
プ シ ド タ ン パ ク 質 L1及 び L2の 正 の 電 荷 を 付 加 さ れ た 配 列 か ら 由 来 す る 合 成 ペ プ チ ド を 挙 げ
る こ と が で き る 。 こ の 合 成 ペ プ チ ド は 、 ヘ パ ラ ン 硫 酸 レ セ プ タ ー （ 例 え ば 、 HPV31 L1 Cta
: GYRARPKFKAGKR (SEQ ID NO:53)、 HPV 45 L1 Ctb: RPAKRVRIRSKK (SEQ ID NO: 54)、 hpv
-16l1 Cta: SSTSTTAKRKKRKL (SEQ ID NO: 55)、 HPV-16 L2 Ct: MLRKRRKRL (SEQ ID NO:56
)、 HPV-16 L2 Nt: MRHKRSAKRTKRA (SEQ ID NO:57)な ど ） に 対 し て 高 い 結 合 親 和 力 を 発 揮
す る （ Bousarghin, et al. J.Gen. Virol. 84: 157-164, 2003） 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 含 ま れ る T-CSRの 他 の も う １ つ の 例 と し て 、 葉 酸 或 い は プ テ ロ イ
ル グ ル タ ミ ン 酸 、 パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 成 分 に 対 し て メ チ レ ン 橋 に よ り 結 合 す る プ テ リ ジ ン
環 を 備 え る ビ タ ミ ン を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の ビ タ ミ ン は 、 ア ミ ド 結 合 を 介 し て グ ル タ
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ミ ン 酸 残 基 に 結 合 す る 。
　 葉 酸 は 、 真 核 性 細 胞 の 生 存 並 び に 成 長 に 必 要 と さ れ る 。 細 胞 葉 酸 の 吸 収 は 、 少 な く と も
２ つ の 独 立 し た 輸 送 メ カ ニ ズ ム に よ り 仲 介 さ れ る （ Weitman et al., Cancer Res. 52:339
6-3401, 1992; Ross et al., Cancer , 1994 73(9), 2432-2443, 1994） 。 低 減 さ れ た 葉
酸 は 、 低 い 親 和 性 （ K m 値 は 1-10μ Mの 範 囲 で あ る ） の 担 体 ア ニ オ ン 輸 送 シ ス テ ム を 介 し て
内 在 化 す る 。 こ の 担 体 ア ニ オ ン 輸 送 シ ス テ ム は 、 略 全 て の 細 胞 内 で 観 察 す る こ と が で き る
。 葉 酸 及 び 5-メ チ ル テ ト ラ ハ イ ド ロ フ ォ レ ー ト （ 5-methyl tetrahydrofolate） は 、 高 い
結 合 性 （ K d 値 は 、 10-100nMの 範 囲 で あ る ） を 備 え る 膜 結 合 型 葉 酸 結 合 タ ン パ ク 質 を 介 し て
細 胞 内 に 侵 入 可 能 で あ る 。 こ の 葉 酸 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 グ リ コ シ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル ・ イ
ノ シ ト ー ル （ glycosyl-phosphatidyl-inositol） 成 分 を 介 し て 細 胞 膜 に 固 定 さ れ る 。 多 く
の 細 胞 に お い て 、 葉 酸 の 獲 得 は 、 葉 酸 レ セ プ タ ー （ FR-α ） を 介 し て な さ れ 、 38-39KDaの
グ リ コ シ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル ・ イ ノ シ ト ー ル （ GPI: glycosyl-phosphatidyl-inositol）
に 結 合 し た 葉 酸 結 合 タ ン パ ク 質 （ FBP: folate binding protein） が 発 現 す る 。 こ の 葉 酸
結 合 タ ン パ ク 質 は 、 生 理 学 的 量 の 葉 酸 に 結 合 す る 。 葉 酸 は 、 ナ ノ モ ル 範 囲 の 高 い 親 和 性 を
備 え る （ Antony, Annu Rev Nutr 16:501-521, 1996） 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 葉 酸 レ セ プ タ ー α （ FR-α : folate receptor-alpha） が 、 フ ィ ル ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 マ
ー ル ブ ル グ (MGB: Marburg)ウ イ ル ス 及 び エ ボ ラ （ EBO: Ebola） ウ イ ル ス ） に よ る 細 胞 侵 入
の 有 意 な 共 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の よ う な フ ィ ロ ウ イ ル ス は 死 を も た ら す 出 血 熱
を 生 じ せ し め る （ Chan et al., J. Virol. 74: 4933-4937, 2000） 。 MGB及 び EBOウ イ ル ス
に 感 染 し た 細 胞 は 、 FR-α レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 に 確 実 に 感 染 す る だ け で な く 、 感 染
細 胞 内 で 発 現 し た FR-α レ セ プ タ ー も 、 MBG及 び EBOウ イ ル ス の 糖 タ ン パ ク 質 （ GP: glycopr
otein） に 誘 引 さ れ る 細 胞 間 の 融 合 若 し く は 融 合 細 胞 形 成 を 促 進 す る 。
　 更 に は 、 FR-α 及 び 溶 解 可 能 な FBPが 、 こ れ ら の メ ン ブ レ ン 上 に MBG若 し く は EBO GPを 発
現 さ せ る 感 染 細 胞 に 結 合 す る こ と が 判 明 し て い る 。 ま た 、 葉 酸 並 び に ウ シ FBPは 、 FR-α を
発 現 す る 細 胞 内 に フ ィ ロ ウ イ ル ス が 侵 入 す る こ と を 抑 制 可 能 で あ る こ と が 判 明 し て い る （
Chan, et al., Cell 106: 117-126, 2001） 。 外 因 性 分 子 の 細 胞 吸 収 は 、 こ の よ う な 分 子
と 葉 酸 の 結 合 に よ り 高 め ら れ る （ Wedeking, et al.に よ る 米 国 特 許 出 願 （ ２ ０ ０ １ 年 ） 及
び 米 国 特 許 第 6,280,991（ 権 利 者 ： Raines） （ ２ ０ ０ １ 年 ） 参 照 ） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ る 複 合 体 に 対 す る 有 益 な T-CSRの 他 の も う １ つ は 、 マ ン ノ ー ス -6-リ ン
酸 塩 （ M-6-P: mannose-6-phosphate） 残 基 で あ る 。 こ の 残 基 は 、 カ チ オ ン 非 依 存 性 マ ン ノ
ー ス -リ ン 酸 塩 レ セ プ タ ー （ MPR） を 標 的 化 す る 。 ２ つ の M-6-Pレ セ プ タ ー は 、 カ チ オ ン 依
存 性 CD-MPRと カ チ オ ン 非 依 存 性 CI-MPRで あ る 。 非 共 有 結 合 二 量 体 が 、 M-6-P残 基 に 対 し て
多 価 で あ る リ ガ ン ド の 高 い 結 合 親 和 性 を 可 能 と す る に つ れ て 、 こ れ ら カ チ オ ン 依 存 性 CD-M
PRと カ チ オ ン 非 依 存 性 CI-MPRは 、 細 胞 膜 上 に 現 れ る （ Byrd, et al., J. Biol. Chem. 275
: 18638-18656, 2000） 。
　 本 明 細 書 に 示 さ れ る 複 合 体 に 対 す る T-CSRの 他 の も う １ つ の 例 と し て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ
、 内 皮 細 胞 の サ ブ セ ッ ト 、 平 滑 筋 細 胞 、 網 膜 色 素 上 皮 、 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 骨 髄 性 細
胞 、 カ ポ ジ 肉 腫 細 胞 な ど に 発 現 す る マ ン ノ ー ス レ セ プ タ を 標 的 化 す る マ ン ノ ー ス を 挙 げ る
こ と が で き る （ Stahl & Ezekovits, Curr Opin Immunol. 10:50-55,1998参 照 ） 。 Man-PEI
-PEG及 び （ M-6-P） -PEI-PEG複 合 体 は 、 マ ン ノ ー ス -ポ リ リ ジ ン 複 合 体 に 対 し て 説 明 さ れ る
方 法 （ Erbacher, et al., Hum. Gene Ther 7:721-729, 1996） 及 び マ ン ノ ー ス -PEI複 合 体
に 対 し て 説 明 さ れ る 方 法 （ Diebold, et al. J. Biol Chem 274(27): 19087-19094, 1999
） と 同 様 の 方 法 で 合 成 可 能 で あ る 。 NH 2 -PEG-MALに よ り 終 端 化 さ れ た 分 岐 PEIを 備 え る ヘ テ
ロ 型 二 官 能 性 ・ ジ ブ ロ ッ ク PEI-PEG-MAL共 重 合 体 の 合 成 は 、 文 献 （ Petersen et al., J. A
m. Chem Soc., 277(44):41613-41623, 2002） 内 で 説 明 さ れ る マ ク ロ ス ト ッ パ ・ ル ー ト （ m
acrostopper route） を 介 し て 実 行 さ れ た 。 カ ッ プ リ ン グ 剤 と し て マ ン ノ ピ ラ ノ シ ル フ ェ
ニ ル ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト を 用 い て 、 フ ェ ニ ル イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト の ブ リ ッ ジ （ itc） を
介 し て 、 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 共 重 合 体 分 岐 PEI-PEG-MALの 遊 離 ア ミ ノ 基 に 結 合 し た マ ン ノ ー
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ス 又 は マ ン ノ ー ス -6-リ ン 酸 塩 を 有 す る 。 そ し て 、 Man-itc-PEG若 し く は (Man-6-P)-its-PE
Gを 得 る 。
　 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 分 岐 （ NH 2 ） k － PEG-MAL（ kは 整 数 ８ で あ る ） は 、 単 一 の 終 端 マ レ イ ミ
ド （ MAL: maleimide） 又 は ビ ニ ル ス ル ホ ン （ VS:vinylsulfone） 基 及 び 多 数 の 終 端 遊 離 ア
ミ ノ 基 NH 2 を 備 え る 。 こ の ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 分 岐 （ NH 2 ） k － PEG-MALは 、 Nektar Therapeut
ics, Incか ら 入 手 可 能 で あ る 。
　 0.33 mLの 水 に 溶 解 し た 25 mgの (NH 2 ) 8 -PEG-MALを 0.2 mLの ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド に 溶 解
し た 25mLの マ ン ノ ピ ラ ノ シ ル フ ェ ニ ル と ２ ４ 時 間 反 応 さ せ 、 そ の 後 、 4mLの 水 で 希 釈 し 、 0
.5Mの 塩 化 ナ ト リ ウ ム で 調 製 し 、 サ ン プ ル を カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ Bio-Rad Mac
roprep High S, 塩 勾 配 0.5か ら 3 M NaCl） に か け 、 150mMの NaClに 対 し て 透 析 を す る こ と
に よ り 、 結 合 が な さ れ る 。 複 合 体 は 、 ニ ン ヒ ド リ ン ア ッ セ イ を 用 い る こ と に よ り 、 PEGの
内 容 に つ い て 解 析 さ れ る （ Cotton, et al., Current protocols in Human Genetics, pp.
 12.3.1-12.3.33, John Wiley and Sons, NY, 1996） 。 ま た 、 レ ゾ ル シ ノ ー ル 硫 酸 法 を 用
い て マ ン ノ ー ス の 内 容 が ア ッ セ イ さ れ る （ Diesla, et al., Anal. Biochem. 175:525-530
, 1988） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ CSR: cell surface receptor） は 、 高 分 子 担 体 に よ り 搬 送 さ れ 結
合 さ れ た 標 的 リ ガ ン ド に 対 し て 設 計 さ れ 、 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 結 合 親 和
力 を 備 え る 様 々 な 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ CSR: cell surface receptor） を 有 す る こ と が で
き る 。 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 は 、 感 染 し た 細 胞 の メ ン ブ レ ン 上 に 発 現 す る 。 様 々 な 細 胞 表
面 レ セ プ タ ー と し て 、 例 え ば 、 T4細 胞 レ セ プ タ ー CD4、 HIV感 染 細 胞 の メ ン ブ レ ン 上 に 発 現
す る HIV糖 タ ン パ ク 質 gp120/CSXに 対 し て 親 和 性 を 備 え る コ レ セ プ タ CCR5及 び CXCR4及 び 他
の 宿 主 細 胞 レ セ プ タ ー を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 他 の 例 と し て 挙 げ る こ と の で き る CSRは 、 葉 酸 レ セ プ タ ー α （ FR-α :folate receptor-
α ） の ペ プ チ ド 誘 導 体 を 含 み 、 こ の ペ プ チ ド 誘 導 体 は 、 マ ー ル ブ ル グ (MGB: Marburg)ウ イ
ル ス 又 は エ ボ ラ （ EBO: Ebola） ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 を 標 的 化 す る こ と が で き る 。
　 更 に 他 の 例 と し て 挙 げ る こ と の で き る CSRは 、 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 に 対 し て 高 い 親 和
性 を 備 え る CI-MPRの い く つ か の ペ プ チ ド 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 共 有 結 合 し た 標 的 成 分 (T b ) r を 備 え る bi-PEG複 合 体 は 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 抗 ウ イ ル
ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 有 す る 多 価 複 合 体 を ウ イ ル ス 感 染 細 胞 に 向 け る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 （ 実 施 例 ４ ）
　 （ 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 並 び に 疎 水 性 成 分 を 搬 送 す る ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 ポ リ マ ー を
備 え る 標 的 リ ガ ン ド の 共 有 結 合 複 合 体 の 準 備 ）
　 本 実 施 例 に お い て 、 組 成 物 Nuc-P n -H及 び (T b ) r -P n -Hの 準 備 に つ い て 説 明 す る 。 こ こ で 、
Nucは 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ り 、 T b は 実 施 例 ３ で 説 明 さ れ た 標 的 リ ガ ン ド で あ る
。 ま た 、 P n は ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 親 水 性 ポ リ マ ー で あ り 、 Hは 、 疎 水 性 成 分 で あ る 。 こ の 疎
水 性 成 分 は 、 実 施 例 ５ に て 説 明 さ れ る 疎 水 性 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー Dと 結 合 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ に 起 因 す る タ ン パ ク 質 分 解 か ら
抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 保 護 す る よ う に 作 用 す る ポ リ マ ー を 備 え る 複 合 体 に よ り 高 め
ら れ る 。 こ の ポ リ マ ー は 、 溶 解 性 、 細 胞 吸 収 性 並 び に 半 減 期 を 増 大 さ せ る 。 多 く の 親 水 性
ポ リ マ ー が 、 こ れ ら 機 能 を 発 揮 す る 能 力 を 備 え る が 、 こ の よ う な 親 水 性 ポ リ マ ー と し て 、
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG: polyethylene glycol） 及 び 他 の ポ リ ア ル キ レ ン オ キ サ イ
ド 、 ポ リ （ NH-2-(ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル )グ ル タ ミ ン （ PHEG: poly(NH-2(hydroxypropyl)glu
tamine)、 ポ リ （ n-2-ヒ ド ロ キ シ -プ ロ ピ ル ） メ タ ク リ ル ア ミ ド （ HPMA: poly(n-2-hydroxy
-propyl)methacrylamid） な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 ポ リ マ ー は 加 水 分 解 性 の リ ン ケ ー ジ を 含 有 し 、 細 胞 内 で 加 水 分 解 可 能 で あ る 。 こ れ に よ
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り 、 活 性 化 合 物 が 放 出 さ れ る こ と と な る 。 適 切 な 加 水 分 解 性 の リ ン ケ ー ジ は 、 例 え ば 、 カ
ル ボ ン 酸 塩 及 び リ ン 酸 塩 エ ス テ ル 、 ア セ タ ー ル 、 イ ミ ン 、 オ ー ソ エ ス テ ル 、 ア ミ ン 、 エ ノ
ー ル エ ー テ ル 、 ジ ケ タ ン ア セ タ ー ル （ diketane acetal） 、 ケ タ ー ル 、 無 水 物 な ど を 含 む
。 ポ リ マ ー 内 で の こ の よ う な リ ン ケ ー ジ の 形 成 は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 所 定 の 有 機 合
成 技 術 を 用 い る こ と に よ り な さ れ る 。
　 本 実 施 例 で は 、 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 PEGを 備 え る ヌ ク レ ア ー ゼ の 共 有 結 合 構 造 体 の 準 備 に
つ い て 説 明 す る が 、 同 一 の 方 法 を 、 ウ イ ル ス 核 酸 を 標 的 化 す る 特 別 に 修 飾 さ れ た 配 列 特 異
的 オ リ ゴ マ ー 、 膜 透 過 型 ペ プ チ ド 及 び 他 の 標 的 成 分 を 備 え る bi-PEGの 共 有 結 合 複 合 体 の 準
備 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 野 生 型 ウ シ 膵 臓 RNase Aに よ り 例 示 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 Ambion社 （ 米 国 テ キ サ ス 州
オ ー ス チ ン ） か ら 入 手 可 能 で あ る 。 RNaseは 、 一 本 鎖 ウ イ ル ス RNAを 優 先 的 に 分 解 す る 。 同
様 の 方 式 で ポ リ マ ー と 結 合 す る 他 の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 人 、 動 物 、 バ ク テ リ ア 、 植 物 及 び 人
工 由 来 の 野 生 型 、 組 み 換 え 型 或 い は 化 学 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む 。
　 選 択 さ れ た ポ リ マ ー は 、 ２ つ の ア ー ム を 備 え る 2× 10 kDaの 分 岐 状 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 PEG
で あ り 、 こ の ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 PEGは 、 一 の ア ー ム 上 に 1,2-ジ パ ル ミ ト イ ル -sn-グ リ セ ロ  
3-ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ DSPE: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero 3-phosphatidy
l ethanolamine） を 備 え 、 他 の ア ー ム 上 に プ ロ ピ ニ ル ア ル デ ヒ ド の CHO基 を 備 え る 。 こ の
よ う に し て 得 ら れ る ポ リ マ ー は 、 略 式 で 、 DSPE-PEG-CHOで 現 わ す こ と が で き 、 こ れ は 、 Ne
ktar Corpよ り 入 手 可 能 で あ る 。 様 々 な 種 類 の 脂 肪 酸 の う ち 、 DSPEの ラ ウ リ ル 、 ミ リ ス ト
イ ル 、 パ ル ミ ト イ ル 、 ス テ ア ロ イ ル 、 オ レ オ イ ル 及 び リ ネ オ イ ル （ lineoyl） 類 似 体 を 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 CHO試 薬 は 、 酸 性 の pH 5.0-6.0の 環 境 下 で 、 RNase Aの Lys(K)1の N末 端 ア ミ ノ 基 と 反 応 す
る 。 DSPE-PEG-CHO試 薬 と RNase Aの 比 率 を 1:1と し 、 pH 5.0の 環 境 下 で 反 応 が 行 わ れ る 。 こ
れ ら の 状 態 は 、 高 い 分 子 量 の 付 加 化 合 物 を 備 え る タ ン パ ク 質 よ り も む し ろ 、 タ ン パ ク 質 に
対 し て 単 一 の PEGを 有 す る タ ン パ ク 質 の 再 生 に 最 適 な も の で あ る 。 非 修 飾 プ ロ テ イ ン は 、
再 利 用 す る こ と も で き る 。 複 合 体 は 、 断 片 化 さ れ 、 断 片 は 、 酵 素 活 性 及 び 他 の 特 性 の 調 査
の た め に ア ッ セ イ さ れ る 。 最 終 生 成 物 の 濃 度 は 、 減 衰 係 数 1.34を 用 い て 、 近 紫 外 線 吸 収 に
よ り 評 価 さ れ る 。 ま た 、 7.5 %の SDS-PAGE上 の 電 気 泳 動 に よ り 、 複 合 体 は 解 析 さ れ 、 ク マ
シ ー ブ ル ー で 染 色 さ れ 、 純 度 が 決 定 さ れ る 。 (T i ) r -P(n)-H複 合 体 が 同 様 の 方 法 で 得 ら れ る
。 N-P(n)-H複 合 体 及 び (T i ) r -P(n)-H複 合 体 は と も に 、 長 く 形 成 さ れ た 疎 水 性 コ ア ・ デ ン ド
リ マ ー を 備 え る 非 共 有 結 合 複 合 体 内 で 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 （ 実 施 例 ５ ）
　 （ 多 価 疎 水 性 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー と 非 共 有 結 合 す る 多 数 の ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 構 造 体 を 備
え る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 ）
　 本 実 施 例 に お い て 、 多 数 の ア ー ム を 備 え る 抗 ウ イ ル ス 性 複 合 体 ／ 多 価 抗 ウ イ ル ス 性 複 合
体 [(Nuc a ) q  - P

f
n -H] i -D-[H- P

f
m  -(T

b ) r ] k の 準 備 に つ い て 説 明 さ れ る 。 こ こ で 、 「 i」 及
び 「 k」 は 、 １ か ら ８ の 整 数 で あ る 。
　 複 合 体 は 、 「 ア ー ム 構 造 体 」 Nuc - P n -H及 び T- P n  Hは 、 「 核 」 と な る 多 価 分 子 ス カ ホ
ー ル ド Dを 備 え る 。 「 ア ー ム 構 造 体 」 は 、 ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 親 水 性 ポ リ マ ー P f n 及 び P f m を
備 え る 。 こ の 親 水 性 ポ リ マ ー は 、 実 施 例 １ で 説 明 し た よ う に 、 「 PEG」 に よ り 表 さ れ る 。
こ こ で 、 「 n」 及 び 「 m」 は 、 １ か ら ２ ０ ０ ０ の 整 数 で あ る 。 ポ リ マ ー P f n 及 び P f m の 一 端 部
は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ Nuc又 は 標 的 リ ガ ン ド T（ 例 え ば 、 実 施 例 ４ で 示 す よ う な PNA、 MPP、 NLS
、 T-CSR又 は CSRで あ る ） の い ず れ か に 共 有 結 合 す る 。 そ の 一 方 で 、 ポ リ マ ー の 他 端 部 は 、
疎 水 性 の 「 結 合 」 成 分 Hに 共 有 結 合 す る 。 こ の 結 合 成 分 Hと し て 、 ジ パ ル ミ ト イ ル -sn-グ リ
セ ロ  3-ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ DSPE: dipalmitoyl-sn-glycero 3-phosphatid
yl ethanolamine） な ど の リ ン 脂 質 を 例 示 で き る 。 こ の リ ン 脂 質 は 、 粘 着 性 を 有 す る 疎 水
性 脂 肪 酸 を 備 え る DSPEの ラ ウ リ ル 、 ミ リ ス ト イ ル 、 パ ル ミ ト イ ル 、 ス テ ア ロ イ ル 、 オ レ オ
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イ ル 及 び リ ネ オ イ ル （ lineoyl） 類 似 体 を 備 え る こ と が で き る 。
　 疎 水 性 成 分 Hの 存 在 に よ り 、 多 数 の ア ー ム を 備 え る 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 ／ 多 価 抗 ウ イ ル
ス 性 組 成 物 の 形 成 が 仲 介 さ れ る 。
　 各 構 造 体 Nuc - P n -H又 は T- P n  Hは 、 疎 水 性 相 互 作 用 を 介 し て 、 疎 水 性 の 分 子 ス カ ホ ー
ル ド Dに 結 合 す る 。 多 価 分 子 ス カ ホ ー ル ド Dは 、 本 実 施 例 に お い て 、 長 く 形 成 さ れ た コ ア PA
MAMデ ン ド リ マ ー G 0 (C 1 2 )と し て 例 示 さ れ る （ Watkins, et al., Langmuir 13: 3136-3141,
 1997） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 疎 水 基 Hを 含 有 す る 「 ア ー ム 構 造 体 」 は 、 両 親 媒 性 で あ る 。 な ぜ な ら 、 ア ー ム 構 造 体 が
、 水 中 で の 溶 解 度 に 関 し て 略 異 な る ２ つ の 部 分 を 有 す る か ら で あ る 。 親 水 性 の 部 分 A-PEG
は 、 極 性 頭 部 で あ る 一 方 、 こ の 極 性 頭 部 の 反 対 側 の 尾 部 （ DSPE） は 疎 水 性 で あ り 、 こ の 尾
部 は 脂 肪 酸 の 非 極 性 鎖 に よ り 形 成 さ れ る 。 こ の 脂 肪 酸 は 、 脂 質 親 和 体 で あ る 。
　 両 親 媒 性 複 合 体 が 、 複 合 体 の 親 水 性 A-PEGと 疎 水 性 DSPEの 部 分 の 量 に よ り 、 相 対 的 貢 献
度 に お い て 十 分 に 相 違 す る も の で あ っ て も よ い 。 親 水 性 ・ 親 油 性 バ ラ ン ス （ HLB: hydroph
ile-lipophile balance） と し て 示 さ れ る パ ラ メ ー タ は 、 便 利 な 手 段 で あ り 、 こ れ ら の 界
面 作 用 の 面 か ら こ れ ら の 貢 献 を ラ ン ク 付 け 可 能 と な る （ Adamson, Physical Chemistry of
 Surface: 505-507, 1976, 3r d  Ed., John Wiley and Sons, New York） 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 様 々 な 複 合 体 の 両 親 媒 性 は 、 こ れ ら 複 合 体 の 免 疫 原 性 に 影 響 す る 。 両 親 媒 性 化 合 物 の HL
Bは 、 化 合 物 を 投 与 さ れ た 被 験 者 の 免 疫 反 応 に 影 響 す る 。 ２ ０ を 超 え る 高 い HBLを 有 す る 両
親 媒 性 複 合 体 は 、 非 常 に 低 い 免 疫 反 応 を 生 じ せ し め る こ と が 判 明 し て い る （ Waltrous-Pel
tier, et al. Pharm. Res. 9: 1177-1183, 1992） 。 そ の 一 方 で 、 ２ よ り 下 の 低 い HBLを 備
え る 複 合 体 は 、 炎 症 細 胞 、 と り わ け マ ク ロ フ ァ ー ジ の 蓄 積 を 引 き 起 こ す （ Hunter, et al.
 AIDS Res. Hum. Retrovir. 10, S95-S98, 1994） 。 水 性 溶 液 中 に お い て 、 DSPE分 子 の 非
極 性 ア ル キ ル 基 は 、 互 い に 接 着 す る （ Finney, 「 Hydration Processes in Biology」 , ed
. M.C. Bellissent-Funel, IOS Prss, 115-124, 1999） 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 実 施 例 ３ で 説 明 し た よ う な 親 水 性 ポ リ マ ー P n を 備 え る 複 合 体 は 、 結 果 と し て 、 内 因 性 プ
ロ テ ア ー ゼ に よ る タ ン パ ク 質 分 解 か ら 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ を 保 護 す る と と も に 、 溶
解 性 、 細 胞 吸 収 性 及 び 半 減 期 を 増 加 さ せ る 。 (Nuc a ) q  - P

f
n -H及 び H- P f m  -(T

b ) r 構 造 体 の
両 親 媒 性 特 性 は 、 細 胞 膜 へ の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 の 浸 透 を 調 節 す る 。 ま た 、 (Nuc a ) q  - P

f

n -H及 び H- P f m  -(T
b ) r 構 造 体 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 追 加 的 な 保 護 を も た ら す 。

　 ヌ ク レ ア ー ゼ と し て 、 ウ シ 膵 臓 RNase Aを 例 示 す る こ と が で き 、 こ の ウ シ 膵 臓 RNase Aは
、 優 先 的 に 一 本 鎖 ウ イ ル ス RNAに 対 し て 作 用 す る 加 水 分 解 活 性 を 備 え る 。 し か し な が ら 、
人 、 動 物 、 バ ク テ リ ア 、 植 物 及 び 人 工 由 来 の 野 生 型 、 組 み 換 え 型 若 し く は 化 学 的 に 修 飾 さ
れ た ヌ ク レ ア ー ゼ が 同 様 の 方 法 で ポ リ マ ー と 結 合 す る 形 態 も 採 用 可 能 で あ る 。 好 適 な ポ リ
マ ー と し て 、 一 の ア ー ム 上 に 1,2-ジ パ ル ミ ト イ ル -sn-グ リ セ ロ  3-ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ
ー ル ア ミ ン （ DSPE: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero 3-phosphatidyl ethanolamine） を 備 え
る と と も に 、 他 の ア ー ム 上 に 、 プ ロ ピ ニ ル ア ル デ ヒ ド の CHO基 、 MAL基 又 は NHS基 を 備 え る
ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 PEGを 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の ポ リ マ ー は 、 DSPE-PEG-CHO, DSPE-PEG-
MAL, DSPE-PEG-NHSの 略 称 で 示 す こ と が で き 、 こ の ポ リ マ ー は 、 Nektar Corporation, Inc
.よ り 供 給 さ れ る 。
　 CHO基 は 、 酸 性 pH環 境 下 に お い て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ -細 胞 標 的 ペ プ チ ド の N末 端 と 選 択 的 に
反 応 す る 。 NHS基 は 、 K-R8の リ ジ ン の ε -ア ミ ノ 基 と 反 応 す る 。 ま た MALは 、 実 施 例 １ で 説
明 し た よ う に 、 中 性 若 し く は 弱 塩 基 性 の pH環 境 下 に お い て 、 PNA又 は 細 胞 標 的 リ ガ ン ド （ T
-CSF） の SH基 と 反 応 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 複 数 の (Nuc a ) q  -PEG-DSPEと (T

b ) r  -PEG-DSPE構 造 体 の 混 合 体 は 、 活 性 成 分 を 備 え る 。 活
性 成 分 と し て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ Nuc a や 標 的 リ ガ ン ド T b を 例 示 で き る 。 こ こ で 、 「 q」 及 び 「 r
」 は 、 １ か ら ８ の 整 数 で あ る 。
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　 こ の 混 合 体 は 、 同 時 に 、 DSPEを 備 え る 水 性 溶 液 中 に 導 入 さ れ 、 疎 水 性 コ ア ・ デ ン ド リ マ
ー と と も に 疎 水 性 会 合 を 形 成 す る 。 こ の 結 果 、 多 価 ア ー ム － コ ア 構 造 体 の 混 合 物 が 得 ら れ
る 。 こ の 多 価 ア ー ム － コ ア 構 造 体 は 、 組 成 物 の 不 規 則 な 分 布 及 び 不 規 則 な 頭 部 基 の 量 を 備
え る 。
　 本 実 施 例 は 、 後 に 生 ず る 結 合 手 順 に つ い て 説 明 す る 。 こ の 手 順 は 、 フ ェ ー ズ ・ マ ト リ ッ
ク ス を 備 え る と と も に 、 多 価 組 成 物 を 作 り 出 す 。 多 価 組 成 物 は 、 ４ つ の 異 な る 活 性 成 分 （
単 一 の ヌ ク レ ア ー ゼ -ウ シ DNase I、 ３ つ の 標 的 リ ガ ン ド -PNA、 R8及 び 長 く 形 成 さ れ た 疎 水
性 コ ア ・ ポ リ （ ア ミ ド ア ミ ン ） デ ン ド リ マ ー G 0 (C 1 2 )に よ り 代 表 さ れ る Dと 疎 水 性 結 合 中 の
葉 酸 ） を 備 え る 。 656 Daの デ ン ド リ マ ー G 0 (C 1 2 )は 、 ４ つ の 活 性 表 面 NH 2 及 び 12CH 2 基 を 含
有 す る 。 こ の ４ つ の 活 性 表 面 NH 2 及 び 12CH 2 基 は 、 内 部 に メ チ レ ン を 主 要 成 分 と す る 疎 水 性
コ ア を 備 え る 。 こ の よ う な 656 Daの デ ン ド リ マ ー G 0 (C 1 2 )は 、 Dendritech, Inc（ 米 国 ミ シ
ガ ン 州 ミ ッ ド ラ ン ド ） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 5 kDaの DSPE-PEG-CHOと DSPE-PEG-NHSの 複 合 体 は 、 そ れ ぞ れ 、 A活 性 成 分 と 共 有 結 合 し 、
結 果 と し て 、 (Nuc a ) q  -PEG-DSPEと (T

b ) r  -PEG-DSPEの 複 合 体 が 得 ら れ る 。 こ こ で 、 Nuc１

は DNase I若 し く は 他 の ヌ ク レ ア ー ゼ で あ り 、 は 、 T 1 は K-PNAで あ り 、 T 2 は K-R8で あ り 、 T 3

は K葉 酸 （ FA: folic acid） で あ る 。
　 DSPE-PEG-NHSの NHS末 端 は 、 リ ジ ン 修 飾 活 性 成 分 の 終 端 リ ジ ン 基 と 反 応 す る 。 G 0 (C 1 2 )疎
水 性 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー は 、 そ の 後 、 2 kDaの PEGリ ン カ を 介 し て 、 固 相 の 「 シ ー ド 」 マ ト
リ ッ ク ス （ seed matrix） と 共 有 結 合 す る 。 「 シ ー ド 」 マ ト リ ッ ク ス は 、 化 学 的 に 不 活 性
な PEGを 主 成 分 と す る 親 水 基 を 備 え る （ Grotli, et al., J.Combin. Chem. 2000, 108-119
, 2000; Buchardt and Meldal, Chemically Inert Hydrophilic Resin for Solid Phase 
Organic Synthesis. Tetrahedron Lett. 39: 8695-8698, 1998） 。
　 そ の 後 、 「 -PEG-DSPE」 複 合 体 が 、 追 加 さ れ 、 疎 水 性 DSPE尾 部 の G 0 (C 1 2 )デ ン ド リ マ ー の
疎 水 性 コ ア と の 非 共 有 結 合 が 可 能 と な る 。 G 0 (C 1 2 )デ ン ド リ マ ー は 、 親 水 性 の 固 相 マ ト リ
ッ ク ス に 共 有 結 合 し て い る 。
　 (Nuc a ) q  -PEG-DSPEと (T

b ) r  -PEG-DSPEの 複 合 体 そ れ ぞ れ が 、 固 定 化 さ れ た デ ン ド リ マ ー
の 濃 度 と の 濃 度 比 が １ ： １ と な る よ う に 導 入 さ れ る 。 複 合 体 の う ち １ つ が 、 核 固 定 化 さ れ
た デ ン ド リ マ ー の う ち １ つ の 平 均 適 量 で 疎 水 的 に 結 合 す る と 、 非 結 合 状 態 の ま ま の 複 合 体
は 洗 い 流 さ れ る 。 こ の 手 順 が 繰 り 返 さ れ 、 順 次 、 疎 水 性 相 互 作 用 に よ り 、 異 な る 若 し く は
類 似 の 機 能 の 複 合 体 を 結 合 す る 。 最 後 に 、 「 シ ー ド 」 デ ン ド リ マ ー 及 び PEGを 主 体 と し た
マ ト リ ッ ク ス は 、 標 準 的 な 技 術 に よ り 開 裂 さ れ る 。 疎 水 性 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー に 結 合 す る
活 性 成 分 の 量 が 、 4-6を 超 え な い と き に 上 記 の 技 術 は 使 用 に 適 す る も の と い え る 。 他 の 方
法 で は 、 反 応 時 間 が 非 常 に 長 く な る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 （ 実 施 例 ６ ）
　 （ 多 価 デ ン ド リ マ ー と 共 有 結 合 す る 多 数 の ヘ テ ロ 型 二 官 能 性 構 造 体 を 備 え る 抗 ウ イ ル ス
性 組 成 物 ）
　 本 実 施 例 は 、 多 数 の 構 造 体 (Nuc a ) q  -PEG-Rと (T

b ) r  -PEG-Rに つ い て 説 明 す る 。 こ こ で a=
2で あ り 、 q=1で あ り 、 r=1で あ る 。 ま た 「 b」 は 約 ３ の 整 数 で あ る 。 多 数 の 構 造 体 (Nuc a ) q  
-PEG-Rと (T b ) r  -PEG-Rは 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た デ ン ド リ マ ー D S H に 共 有 結 合 す る 。 こ こ で
、 Nuc 1 は 組 み 換 え 型 ヒ ト DNase Iで あ り 、 Nuc 2 は ヒ ト RNase Iの Sペ プ チ ド （ Sp: S-peptide
） 又 は 組 み 換 え 型 Sプ ロ テ イ ン 誘 導 体 （ SP） の い ず れ か で あ る 。 T 1 は HIV-1の REV遺 伝 子 に
対 し て 標 的 化 さ れ た bis-PNAで あ り 、 T 2 は R8膜 透 過 型 ペ プ チ ド で あ り 、 T 3 は 実 施 例 ３ で 説
明 さ れ た Man-6-Pの よ う な T-CSRで あ る 。 こ こ で 、 「 R」 は ビ ニ ル ス ル ホ ン 基 （ VS: vinylsu
lfone group） で あ り 、 デ ン ド リ マ ー は 、 G-2 PAMAMデ ン ド リ マ ー D S H で あ り 、 こ の デ ン ド
リ マ ー は 化 学 的 に 修 飾 さ れ 、 反 応 性 の 末 端 SH基 を 含 有 す る 。
　 Sp-DNase-PEG-VS、 SP-PEG-VS、 bis-PNA-PEG-VS及 び R8-PEG-VS構 造 体 は 、 実 施 例 １ 乃 至
３ に 説 明 し た よ う に し て 準 備 さ れ る 。 チ オ ー ル 修 飾 さ れ た D S H を 得 る た め に 、 NH 2 末 端 PAMA
M G-2デ ン ド リ マ ー が 、 窒 素 で パ ー ジ ン グ さ れ た ５ mMの イ ミ ノ チ オ ラ ン HCｌ 及 び PBS中 の 1 
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mMの EDTAで 処 理 さ れ 、 デ ン ド リ マ ー 表 面 ア ミ ン を ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 変 換 す る 。 60分 間 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 窒 素 パ ー ジ ン グ 下 で 行 い 、 PBSに 対 し て 反 応 混 合 物 が 透 析 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 SH修 飾 さ れ た デ ン ド リ マ ー D S H は 、 そ の 後 、 2 kDaの PEGリ ン カ を 介 し て 固 相 の 「 シ ー ド
」 マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 さ れ る 。 「 シ ー ド 」 マ ト リ ッ ク ス は 、 実 施 例 ４ で 述 べ た 如 く 、 化
学 的 に 不 活 性 な PEGを 主 体 と し た 親 水 基 で あ る 。
　 (Nuc 1 , T b )-PEG-VS複 合 体 は 、 順 次 添 加 さ れ 、 親 水 性 固 相 マ ト リ ッ ク ス 上 で 固 定 化 さ れ
た デ ン ド リ マ ー の SH末 端 基 と の VS基 の 共 有 結 合 を 可 能 と す る 。 (Nuc a , T b )-PEG-VS複 合 体
そ れ ぞ れ は 、 固 定 化 さ れ た デ ン ド リ マ ー の 濃 度 に 対 し て 、 １ ： １ の 濃 度 比 率 で 導 入 さ れ た
。 (Nuc a , T b )-PEG-VS複 合 体 の う ち １ つ が 、 各 固 定 化 さ れ た デ ン ド リ マ ー に 対 し て １ つ に
平 均 的 な 量 で 共 有 結 合 し 、 結 合 し な い 複 合 体 は 洗 い 流 さ れ る 。 こ の 手 順 が 繰 り 返 さ れ 、 後
の 手 順 で ３ つ の 複 合 体 全 て が 共 有 結 合 す る 。 最 後 に 固 定 化 デ ン ド リ マ ー と PEGを 主 体 と す
る マ ト リ ッ ク ス の 間 の 共 有 結 合 が 標 準 的 な 技 術 で 開 裂 さ れ る 。 デ ン ド リ マ ー に 結 合 す る 活
性 成 分 の 量 が 約 ４ 又 は ５ を 超 え な い と き に 、 上 記 の 技 術 の 使 用 は 適 し た も の と い え る 。 他
の 方 法 で は 、 反 応 時 間 が 長 す ぎ る も の と な る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 Dow Chemical and Dendritech, Incに よ り 供 給 さ れ る PAMAMデ ン ド リ マ ー に 加 え て 、 他
の 抗 ウ イ ル ス 性 デ ン ド リ マ ー も 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 含 ま れ 、 本 発 明 に 使 用 可 能 で あ る 。
ま た 、 こ の よ う な デ ン ド リ マ ー の 均 等 物 と し て 、 ス ル ホ ン 酸 含 有 成 分 又 は ト リ メ チ ル ア ン
モ ニ ウ ム 含 有 成 分 と 結 合 す る ポ リ ア ミ ド ア ミ ン 又 は ポ リ リ ジ ン デ ン ド リ マ ー （ 米 国 特 許 第
6,190,650号 　 権 利 者 ： Matthews及 び Holan, 2003） 及 び SPL-2999の よ う な Starpharma Ltd
.に よ り 提 供 さ れ る ポ リ （ リ ジ ン ） Starburst（ 登 録 商 標 ） を 挙 げ る こ と が で き る 。 SPL-29
99は 、 化 学 式 BHAlys15lys16(NHCSNHNaphth-3,6-diSO3Na)32(BHA:benzhydrylamine（ ベ ン
ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン ） 及 び 分 子 量 16,615 Daを 備 え 、 ヘ ル ペ ス 単 純 ウ イ ル ス HSVに 対 し て 活 性
を 示 す （ Gong et al, Antiviral Research 55:319-329,2002） 。 更 に は 、 上 記 デ ン ド リ マ
ー の 均 等 物 と し て 、 SPL-7013を 挙 げ る こ と が で き る 。 SPL-7013は 、 HIVに 対 し て 活 性 を 示
す 。 加 え て 、 上 記 デ ン ド リ マ ー の 均 等 物 と し て 、 デ ン ド リ マ ー 様 星 形 ポ リ マ ー な ど を 挙 げ
る こ と が で き る （ Trollsas et al., Polymer Preprints 41(1): 258-259, 2000） 。
　 PAMAM、 PAMAM(EDA)及 び ポ リ （ リ ジ ン ） デ ン ド リ マ ー は 、 多 様 な ウ イ ル ス に 対 し て 、 生
体 外 活 性 を 示 す 。 多 様 な ウ イ ル ス に は 、 ヘ ル ペ ス 単 純 ウ イ ル ス （ Bourne, et al., Antimi
crobial Agents and Chemotherapy, 44(9): 2471-2474, 2000） 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル
ス 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ RSV: respiratory syncytial virus） （ Barn
ard, et al, Antivir. Res. 34: A88, 1997） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV: human immu
nodeficiency virus） (Witrouw, et al., Antiviral Research 41: A25, 1999)な ど が 含
ま れ る 。
　 本 実 施 例 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 Sペ プ チ ド 、 Sp-DNase-PEG-D-PEG-(Tb ) r 及 び Sタ ン パ
ク 質 、 SP-PEG-D-PEG-(T b ) r を 備 え る 。 本 実 施 例 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 、 RNase核 酸 分 解
活 性 及 び DNase核 酸 分 解 活 性 を 備 え る 非 共 有 複 合 体 (T b ) r  -PEG-D-PEG-(RNase S)-DNase-PE
G-D-PEG-(T b ) r を 形 成 し て も よ い 。 こ れ に よ り 、 HIVの 遺 伝 子 ssRNA及 び 中 間 dsDNAの 両 方 、
HIVの 遺 伝 子 dsDNA及 び 中 間 ssRNA並 び に い く つ か の 他 の RT依 存 性 ウ イ ル ス を 標 的 化 す る 目
的 に お い て 、 本 実 施 例 の 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 は 魅 力 的 な も の と な る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 （ 実 施 例 ７ ）
　 （ 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 搬 送 す る 「 コ ア 」 デ ン ド リ マ ー の 準 備 ）
　 本 実 施 例 は 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た 「 コ ア 」 デ ン ド リ マ ー の 準 備 に つ い て 説 明 す る 。 こ の
コ ア ・ デ ン ド リ マ ー は 、 多 数 の 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L ( - ) を 含 有 す る 。 こ の よ う
な L ( - ) 修 飾 デ ン ド リ マ ー は 、 更 に 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 多
数 の (Nuc a ,T b )-P n -L ( + ) 、 k=1-8の 直 線 状 構 造 体 若 し く は モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル の 「 シ ェ ル
」 デ ン ド リ マ ー (Nuc a ,T b )-P n -D S -L ( + ) の い ず れ か と 共 有 結 合 を 形 成 す る 。 こ れ ら そ れ ぞ れ
は 、 上 述 の コ ア ・ デ ン ド リ マ ー の L ( - ) オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち １ つ の 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ
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ク レ オ チ ド L ( + ) を 備 え る 。
　 Dendritech, Inc. (米 国 ミ シ ガ ン 州 ミ ッ ド ラ ン ド )か ら 入 手 さ れ た G-4 PAMAMデ ン ド リ マ
の 0.1 Mの 水 性 溶 液 が 、 窒 素 パ ー ジ さ れ た 5 mMの 2-イ ミ ノ チ オ ラ ン HCl（ MW=138 Da） 又 は P
ierce社 （ 米 国 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） か ら 入 手 さ れ た Traut's Reagent (TR)及 び 、 P
BS中 の 1 mM EDTAで 、 pH=8.0の 環 境 下 で 処 理 さ れ 、 デ ン ド リ マ ・ ア ミ ン 末 端 で ス ル フ ヒ ド
リ ル 基 を 導 入 す る 。 代 わ り に 、 SPDP（ MW=312Da、 N-サ ク シ ニ ミ ジ ル  3-[2-ピ リ ジ ル ジ チ オ
]プ ロ ピ オ ネ ー ト ） （ N-succinimidyl 3-[2-pyridyldithio]propionate） が 同 一 の 目 的 で
用 い ら れ て も よ い （ 米 国 特 許 出 願 2002/0187198　 出 願 人 ： Lee） 。 結 果 と し て 、 SH修 飾 さ
れ た 「 コ ア 」 デ ン ド リ マ ー D S H =D c -NH-C-(CH 2 ) 3 -SHと な る 。
　 デ ン ド リ マ ー D S H は 、 2 kDaの PEGリ ン カ を 介 し て 、 固 相 の 「 シ ー ド 」 マ ト リ ッ ク ス に 固
定 化 さ れ る 。 こ の シ ー ド マ ト リ ッ ク ス は 、 実 施 例 ４ で 説 明 し た よ う に 、 化 学 的 に 不 活 性 な
PEGを 主 体 と す る 親 水 基 を 備 え る 。 L ( - ) -PEG-VS複 合 体 は 、 順 次 添 加 さ れ 、 親 水 性 の 固 相 マ
ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 さ れ た デ ン ド リ マ ー の SH末 端 基 と の VS基 の 共 有 結 合 を 可 能 と す る 。 L (
- ) -PEG-VS複 合 体 そ れ ぞ れ は 、 固 定 化 さ れ た デ ン ド リ マ ー の 濃 度 に 対 し て １ ： １ の 濃 度 比
で 導 入 さ れ る 。 L ( - ) -PEG-VS複 合 体 の う ち １ つ は 、 各 固 定 化 さ れ た デ ン ド リ マ ー に 対 し て
１ つ の 平 均 的 な 量 で 共 有 結 合 し 、 結 合 し な い 複 合 体 は 洗 い 流 さ れ る 。 こ の 手 順 が 繰 り 返 さ
れ 、 順 次 ３ つ の 複 合 体 が 共 有 結 合 す る 。 最 後 に 、 固 定 化 さ れ た デ ン ド リ マ ー と PEGを 主 体
と す る マ ト リ ッ ク ス と の 間 の 共 有 結 合 が 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 開 裂 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 （ 実 施 例 ８ ）
　 （ 多 数 の ア ー ム を 備 え る モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル 「 シ ェ ル 」 デ ン ド リ マ ー の 準 備 ）
　 多 数 の ア ー ム を 有 す る モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル 「 シ ェ ル 」 デ ン ド リ マ ー の 準 備 が 、 多 数 の
モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル (Nuc a ) q -PEG-L ( + ) 又 は (T b ) r -PEG- L ( + ) ア ー ム 構 造 体 を PAMAM G-2デ
ン ド リ マ ー に 結 合 す る こ と に よ り な さ れ る 。 結 合 さ れ た ア ー ム 構 造 体 そ れ ぞ れ は 、 配 列 特
異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L ( + ) を 備 え る 。 こ の 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L ( + ) は 、 Lock
ed Nucleic Acid（ 登 録 商 標 ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド LNA ( + ) に よ り 例 示 さ れ る 。 こ の Locked 
Nucleic Acid（ 登 録 商 標 ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド LNA ( + ) は 、 G-2デ ン ド リ マ ー に 共 有 結 合 し
た 多 数 の 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド LNA ( - ) の う ち １ つ に 相 補 的 で あ る 。 G-2 PAMAMデ
ン ド リ マ ー は 、 Dendritech, Inc.（ 米 国 ミ シ ガ ン 州 ミ ッ ド ラ ン ド ） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
G-2 PAMAMデ ン ド リ マ ー は 修 飾 さ れ 、 実 施 例 ７ で 説 明 し た よ う な 末 端 L a ( - ) 及 び L x ( + ) オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 。 各 モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル G-2「 シ ェ ル 」 デ ン ド リ マ ー D s は 、
少 な く と も １ つ の L x ( + ) を 備 え 、 こ の L x ( + ) は 、 実 施 例 ７ で 説 明 し た よ う な G-3「 コ ア 」 デ
ン ド リ マ ー に 共 有 結 合 し た 多 数 の L x ( - ) オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち １ つ に 相 補 的 で あ る 。
そ れ か ら 多 数 の (Nuc a ) q -PEG-L ( + ) 及 び (T b ) r -PEG- L ( + ) 構 造 体 は 対 応 す る 相 補 的 L a , b ( - ) と
ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 受 け 、 モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル [(Nuc a ) q -P
EG-L a ( + ) -L ( - ) ] z -Ds- L

x
( + ) と な る 。

【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ４ 種 類 の モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル 「 シ ェ ル 」 G2デ ン ド リ マ ー が 合 成 さ れ る 。 １ つ は 、 [(N a

) q -PEG-L
a  ( - ) ] 4 - L

a
( + ) -D s - L

x
( + ) で あ り （ a=1, q=8） 、 他 の ４ つ は 、 [(T b ) r -PEG- L

b
( +

) ] 4 -L
b
( - ) -D s -L

x
( + ) で あ る （ b=1-4） 。 こ れ ら そ れ ぞ れ は 、 特 有 の L x ( + ) を 備 え る （ x=1-5

） 。 x=1-5そ れ ぞ れ に つ い て 、 以 下 の デ ン ド リ マ ー が 合 成 さ れ る 。
（ １ ） 核 酸 分 解 デ ン ド リ マ ー [(SHD) 8 -PEG)] 4 -D

1 -LNA ( 3 ' - 5 ' ) 。 こ の デ ン ド リ マ ー は 、 ４ つ
の 「 重 合 ア ー ム 」 を 運 搬 し 、 こ の 重 合 ア ー ム そ れ ぞ れ は 、 ８ つ の 核 酸 分 解 ト リ ペ プ チ ド Se
r-His-Aspを 運 搬 す る 。
（ ２ ） ウ イ ル ス 核 酸 標 的 デ ン ド リ マ ー （ PNA-PEG） 4 -D s -L ( 3 ' - 5 ' ) 。 こ の デ ン ド リ マ ー は 、
４ つ の 「 重 合 ア ー ム 」 を 運 搬 す る 。 ４ つ の 重 合 ア ー ム そ れ ぞ れ は 、 標 的 化 さ れ た ウ イ ル ス
核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な PNAを 運 搬 す る 。
（ ３ ） 膜 透 過 型 デ ン ド リ マ ー （ R8） 4 -D

4 -LNA ( 3 ' - 5 ' ) 。 こ の デ ン ド リ マ ー は 、 ４ つ の 「 重
合 ア ー ム 」 を 運 搬 す る 。 ４ つ の 重 合 ア ー ム そ れ ぞ れ は 、 単 一 の 膜 透 過 型 ペ プ チ ド R8を 運 搬
す る 。
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（ ４ ） 核 局 在 デ ン ド リ マ ー 。 こ の デ ン ド リ マ ー は 、 ８ つ の 「 重 合 ア ー ム 」 を 運 搬 す る 。 ８
つ の 重 合 ア ー ム そ れ ぞ れ は 、 核 局 在 シ グ ナ ル （ NLS: nuclear localization signal） を 運
搬 す る 。
（ ５ ） 宿 主 標 的 デ ン ド リ マ ー （ T-CSR） 4 -D

5 -LNA ( 3 ' - 5 ' ) 。 こ の デ ン ド リ マ ー は 、 ４ つ の 「
重 合 ア ー ム 」 を 運 搬 す る 。 ４ つ の 重 合 ア ー ム そ れ ぞ れ は 、 単 一 の マ ン ノ ー ス -6-リ ン 酸 塩
残 基 を 運 搬 す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 実 施 例 ５ に お い て 説 明 さ れ た 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 各 モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル 「 シ ェ
ル 」 デ ン ド リ マ ー が 、 独 自 の 特 徴 的 な LNA ( 3 ' - 5 ' ) を 備 え る 。 こ の LNA ( 3 ' - 5 ' ) は 、 コ ア 「 G-
3」 デ ン ド リ マ ー に 結 合 し た 多 数 の LNA ( 5 ' - 3 ' )

ｋ の う ち １ つ と 相 補 的 で あ る 。 こ こ で 、 「 K
」 は １ か ら 約 ５ の 整 数 で あ る 。 相 補 的 な LNA ( 3 ' - 5 ' ) と LNA ( 5 ' - 3 ' ) の 対 は 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ
ッ ク の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 受 け 、 次 の 実 施 例 ９ で 説 明 さ れ る よ う に 、 LNA ( 5 ' - 3 ' ) に
結 合 し た 「 休 止 し た 」 基 （ dormant group） が 活 性 化 す る と き 、 共 有 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 （ 実 施 例 ９ ）
　 （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の ２ つ の 相 補 的 オ リ ゴ マ ー の そ の 後 の 共 有 結 合 ）
　 本 実 施 例 は 、 ２ つ の オ リ ゴ 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ 様 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 様
分 子 の 共 有 結 合 の た め の 方 法 を 説 明 す る 。 こ の 共 有 結 合 の た め の 方 法 は 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ
ッ ク の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 に 行 わ れ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 活 性 抗 ウ イ ル ス 性 成 分
を 運 搬 す る 多 数 の 多 ア ー ム 型 「 シ ェ ル 」 デ ン ド リ マ ー と 「 コ ア 」 デ ン ド リ マ ー の 共 有 結 合
が も た ら さ れ る 。
　 各 シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー は 、 １ 若 し く は そ れ 以 上 の 修 飾 さ れ た オ リ ゴ マ ー を 備 え る 。 こ
の 修 飾 さ れ た オ リ ゴ マ ー は 、 LNA（ Locked Nucleic Acid（ 登 録 商 標 ） ） 、 BNA（ 架 橋 化 核
酸 ： Bridged Nucleic Acid） 、 PNA (ペ プ チ ド 核 酸 : Peptid Nucleic Acid:)な ど を 備 え る
。 こ れ ら は 、 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー に 共 有 結 合 し た 多 数 の オ リ ゴ マ ー の う ち １ つ に 相 補 的 で
あ る 。 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー に お け る 相 補 的 オ リ ゴ マ ー は 、 多 官 能 性 試 薬 を 用 い て 、 化 学 的
に 修 飾 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 の ２ つ の 相 補 的 オ リ ゴ マ ー の 間 の 共 有 結 合 の 形
成 が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 多 官 能 性 試 薬 は 、 ２ 若 し く は そ れ 以 上 の 高 反 応 性 化 学 基 を 含 む 。 化 学 基 の う ち １ つ は 、
活 性 化 す る ま で 、 非 活 性 若 し く は 休 止 し た 状 態 を 保 つ 。 他 の 化 学 基 は 、 永 続 的 に 活 性 を 示
す 。 こ の 活 性 を 有 す る 基 は 、 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー に 結 合 し た 相 補 的 オ リ ゴ マ ー に 試 薬 を 結
合 す る た め に 用 い ら れ る 。 コ ア 及 び 相 補 的 シ ェ ル オ リ ゴ マ ー の 間 で ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ た 後 、 コ ア ・ オ リ ゴ マ ー 上 の 休 止 し た 活 性 基 が 活 性 化 し
、 結 果 と し て 、 ２ つ の 相 補 的 オ リ ゴ マ ー 間 で 共 有 結 合 を 生 ず る 。
　 本 実 施 例 に お い て 、 多 官 能 性 試 薬 N,N,N'-tri-(β -ク ロ ロ エ チ ル )-N-(p-ホ ル ミ ル フ ェ ニ
ル )プ ロ ピ レ ン ジ ア ミ ン -1,3(TFP)が 用 い ら れ 、 提 案 さ れ る 技 術 が 実 行 さ れ る 。
　 ２ つ の 高 い 反 応 性 を 有 す る 脂 肪 族 の （ β -ク ロ ロ エ チ ル ） ア ミ ノ 基 が 用 い ら れ 、 コ ア ・
デ ン ド リ マ ー の 相 補 的 オ リ ゴ マ ー の う ち １ つ に 試 薬 を 結 合 す る 。 第 ３ の 休 止 状 態 の 若 し く
は 潜 在 的 に 活 性 を 有 す る 芳 香 族 の （ β -ク ロ ロ エ チ ル ） ア ミ ノ 基 の 反 応 度 が 、 隣 接 す る ホ
ル ミ ル 基 に よ り 強 く 抑 制 さ れ る 。 修 飾 コ ア ・ オ リ ゴ マ ー と そ の 相 補 的 シ ェ ル オ リ ゴ マ ー の
間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ た 後 、 コ ア ・ オ リ ゴ マ ー 上 の 休 止 し た 状 態 に あ る 反
応 基 が 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 用 い て 低 減 す る こ と に よ り 活 性 化 す る 。 こ の 結 果 、 相
補 的 コ ア ・ オ リ ゴ マ ー と シ ェ ル オ リ ゴ マ ー の 共 有 結 合 が な さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 ２ つ の 脂 肪 族 の 基 を 用 い て の コ ア ・ オ リ ゴ マ ー へ の 多 官 能 性 試 薬 の 結 合 は 、 50%メ タ ノ
ー ル ／ 5 mMト リ ス 塩 酸 内 （ pH 7.5 室 温 で 10-15分 間 ） で 行 わ れ る 。 反 応 混 合 物 は 、 0.8 mM
の TFPと 1 mL当 た り 50-100μ gの オ リ ゴ ／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 。 修 飾 さ れ た オ リ ゴ
／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 エ タ ノ ー ル を 用 い て 沈 殿 さ れ （ 20℃ で 、 2時 間 ） 、 遠 心 分 離 機 に
か け ら れ る 。 ペ レ ッ ト が 10 mMの ト リ ス 塩 酸 （ pH 7.5） 内 で 溶 解 さ れ る 。 非 結 合 状 態 の 試
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薬 を 除 去 す る 為 に 、 反 応 物 か ら の オ リ ゴ ／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 溶 液 が 、 平 衡 さ れ た セ フ ァ ロ
ー ス G-50カ ラ ム に 供 給 さ れ 、 10 mMの ト リ ス 塩 酸 を 用 い て 溶 離 さ れ る 。 TFP処 理 さ れ た オ リ
ゴ ／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の パ ー セ ン テ ー ジ を 見 積 も る た
め に 、 後 者 が サ ン プ ル と し て 加 水 分 解 さ れ る （ １ Mの NaOH, 18時 間 , 37℃ ） 。 そ し て 、 修
飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 及 び 修 飾 さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド が ペ ー パ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に
よ り 解 析 さ れ る 。 修 飾 さ れ た 相 補 的 オ リ ゴ マ ー 及 び 非 修 飾 の 相 補 的 オ リ ゴ マ ー が そ の 後 、
実 施 例 ５ で 説 明 し た よ う に 、 そ れ ぞ れ に 対 応 す る コ ア ・ デ ン ド リ マ ー 及 び シ ェ ル ・ デ ン ド
リ マ ー に 共 有 結 合 す る 。 修 飾 さ れ た コ ア ・ オ リ ゴ マ ー と 非 修 飾 の 相 補 的 シ ェ ル オ リ ゴ マ ー
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 休 止 状 態 の ク ロ ロ エ チ ル 基 が 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム
を 最 終 濃 度 が 10 mMに な る ま で 溶 液 に 添 加 す る こ と に よ り 活 性 化 す る 。 そ し て 、 混 合 物 は
、 ４ 時 間 ４ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ の 手 順 に よ り 得 ら れ た 共 有 結 合 し た シ ェ ル －
コ ア ・ デ ン ド リ マ ー は 、 多 価 基 盤 （ 多 価 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム ） と し て 、 本 発 明 の 抗 ウ イ ル ス
性 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び リ ガ ン ド の 搬 送 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ ０ ）
　 （ 多 価 コ ア － シ ェ ル 共 有 結 合 複 合 体 を 形 成 す る た め の 自 己 相 補 型 修 飾 LNAを 搬 送 す る コ
ア 及 び シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー の 準 備 ）
　 本 実 施 例 は 、 多 数 の シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー D s と 単 一 の コ ア ・ デ ン ド リ マ ー D c の 間 の 共 有
結 合 複 合 体 に つ い て 説 明 す る 。 こ れ ら デ ン ド リ マ ー は 修 飾 さ れ 、 こ れ ら の 末 端 基 に お い て
相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 各 シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー は 、 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド D s -L

a , b
( + ) の 単 一 の 配 列 を 運 搬 す る 。

こ の 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド D s -L
a , b

( + ) は 、 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a , b ( - ) -D s の う ち １ つ
と 相 補 的 で あ る 。 こ の 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L a , b ( - ) -D s は 、 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー D c に
結 合 す る 。 結 合 数 nは 約 ５ 個 で あ る 。 各 シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド L ( + )
は 、 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー の 対 応 す る 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド L ( - ) と 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 受 け る 。 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド L ( - ) は 、 化 学
的 に 修 飾 さ れ 、 追 加 の 休 止 状 態 の 基 を 含 有 す る 。 こ の 追 加 の 休 止 状 態 の 基 は 、 化 学 的 に 活
性 化 さ れ 、 ２ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 間 に 共 有 結 合 を 形
成 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド L ( + ) と L ( - ) の 化 学 的 組 成 物 は 、 例 え ば 、 Locked Nucleic Acid（ 登
録 商 標 ） （ LNA） で あ る 。 LNAは 、 核 酸 類 似 体 の 新 規 な 分 類 で あ り 、 構 造 的 に RNAヌ ク レ オ
チ ド に 類 似 す る 。 「 locked nucleic acid」 と の 用 語 は 、 メ チ レ ン リ ン カ の 存 在 に よ る フ
ラ ノ ー ス 環 の 構 造 的 制 約 を 強 調 す る た め に 作 り 出 さ れ た も の で あ る 。 メ チ レ ン リ ン カ は 、
2'-O部 位 を 4''-C部 位 に 結 合 し 構 造 的 に 標 準 的 RNAモ ノ マ ー を 摸 倣 さ せ る も の で あ る 。 LNA
オ リ ゴ マ ー は 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク の 塩 基 対 合 則 に 従 い 、 相 補 的 LNA及 び 相 補 的 DNA及 び RN
Aに 混 成 す る 。 こ の 相 補 的 LNA及 び 相 補 的 DNA及 び RNAは 、 十 分 な 熱 安 定 性 と 選 択 性 を 備 え る
。 相 補 的 LNA/LNAの 二 本 鎖 は 、 他 の 核 酸 二 本 鎖 よ り も 高 い 安 定 性 を 示 す （ Koshkin, et al.
 J. Am. Chem. Soc., 120: 13252-13260, 1998） 。
　 自 己 相 補 型 シ ス テ イ ン 末 端 LNA 12-mersが Proligo, LLC（ 米 国 コ ロ ラ ド 州 ボ ル ダ ） に よ
り 合 成 さ れ る 。 こ の Proligo, LLCは 、 以 下 の 構 造 を 備 え る 。
　 LNA ( + ) : 5'-Cys-TAATACGACTCA-3'(SEQ ID NO: 58)及 び LNA ( - ) : 3'-ATTATGCTGAGTCys-5'
 (SEQ ID NO: 59)で あ る 。
　 自 己 相 補 型 シ ス テ イ ン 末 端 LNA 12 mersと 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ つ の 対 が 合 成 さ
れ 、 コ ア 及 び シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 デ ン ド リ マ ー は 、 ナ ノ ス ケ ー ル の 高 分 子 共 有 結 合 コ ア － シ ェ ル 集 合 体 で あ り 、 規 則 正 し
く 配 置 さ れ た 原 子 、 繰 り 返 し 分 岐 ユ ニ ッ ト （ モ ノ マ ー ） 及 び 末 端 官 能 基 を 備 え る 。 末 端 官
能 基 は 、 焦 点 又 は コ ア の 官 能 基 を 取 り 囲 む （ Tomalia et al, Pure Appl. Chem., 72(12):
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 2343-2358, 2000） 。 こ の 構 造 の た め 、 デ ン ド リ マ ー は 、 機 能 的 モ ジ ュ ー ル と し て 作 用 し
、 正 確 に 設 計 さ れ た 治 療 薬 に 対 す る 障 害 を 構 築 す る 。
　 第 ３ 世 代 ポ リ ア ミ ド ア ミ ン （ PAMAM: polyamidoamine） G-3デ ン ド リ マ ー は 、 ３ ２ 個 の 表
面 第 １ 級 ア ミ ン 基 を 含 有 す る 。 第 ３ 世 代 ポ リ ア ミ ド ア ミ ン （ PAMAM: polyamidoamine） G-3
デ ン ド リ マ ー は 、 コ ア ・ デ ン ド リ マ ー と し て 選 択 さ れ る 。
　 ５ つ の 第 １ 世 代 PAMAM G-1デ ン ド リ マ ー そ れ ぞ れ は 、 ８ つ の 表 面 第 １ 級 ア ミ ン 基 を 含 有
す る 。 ５ つ の 第 １ 世 代 PAMAM G-1デ ン ド リ マ ー は 、 シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー と し て 用 い ら れ
る （ Tomalia et al., Pure andApplied Chemistry 72, 2343-2358, 2000） 。 コ ア ・ デ ン
ド リ マ ー は 、 固 体 の 親 水 基 に 束 縛 さ れ る （ Grotli, et al. J. Combi. Chem. 2000, 108-1
19, 2000） ; Buchardt, et al. Tetrahedron Lett. 39: 8695-8698, 1998)。
　 NH 2 末 端 G3デ ン ド リ マ ー の 表 面 第 １ 級 ア ミ ン は 、 実 施 例 ７ で 説 明 し た よ う に 、 Traut's試
薬 を 用 い て 修 飾 さ れ 、 ３ ２ 個 の SH基 を 有 す る D S H を 得 る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 2kDaの PEG誘 導 体 LNA k -PEG-MALそ れ ぞ れ は 、 特 徴 的 な LNA k を 備 え る （ kは ５ の 値 を 有 す る
） 。 2kDaの PEG誘 導 体 LNA k -PEG-MALは 、 以 下 の 手 法 で 束 縛 さ れ た コ ア ・ デ ン ド リ マ ー D M A L
の 遊 離 SH基 に 結 合 さ れ る 。
　 1:1の 濃 度 比 で 添 加 さ れ た 第 １ の LNA 1 ( + ) の 結 合 は 18℃ の 温 度 で 最 初 の 15分 間 行 わ れ る 。
そ の 一 方 で 、 ５ つ の LNA全 て の 結 合 が 18℃ の 温 度 で 2時 間 行 わ れ る 。 し か し な が ら 、 後 の LN
Aオ リ ゴ マ ー の 添 加 は 、 60-64時 間 後 の ヘ プ タ ／ オ ク タ デ ン ド リ マ 複 合 体 の 混 合 物 の 形 成 に
伴 い 、 漸 近 的 に ゆ っ く り と な る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 多 数 の シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー と 単 一 の コ ア ・ デ ン ド リ マ ー の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 並 び に そ の 後 の 共 有 結 合 形 成 は 、 ５ つ の モ ノ フ ァ ン ク シ ョ ナ ル PAMAM G-2デ ン ド リ マ ー D

s
k を 用 い て 行 わ れ る 。 各 シ ェ ル ・ デ ン ド リ マ ー は 、 LNA k ( - ) の 単 一 の 複 製 を 搬 送 す る 。 LNA
k
( - ) の 単 一 の 複 製 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 備 え 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ５ つ の LNA k ( + )

の う ち １ つ と 相 補 的 で あ る （ kは 1-5の 値 を 有 す る ） 。 ５ つ の LNA k ( + ) は 、 コ ア PAMAM G-3デ
ン ド リ マ ー D c と 共 有 結 合 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 （ 実 施 例 １ １ ）
　 （ RNaseの 制 御 さ れ た 放 出 を も た ら す 抗 ウ イ ル ス 性 組 成 物 mPEG-RNase I）
　 溶 解 並 び に 分 解 可 能 な メ ト キ シ -ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル サ ク シ ニ ル コ ハ ク 酸 エ ス テ
ル (mPEG-SS: methoxy-polyethylene glycol succinyl succinate)の ヒ ト RNase Iへ の 結 合
は 、 溶 解 液 中 へ の 結 合 ヌ ク レ ア ー ゼ の 制 御 可 能 な 放 出 を も た ら す と と も に タ ン パ ク 質 分 解
へ の 耐 性 及 び RNaseの 細 胞 取 込 み 率 を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 分 解 可 能 な PEG誘 導 体 は 、 加 水 分 解 性 の 不 安 定 な 基 を 備 え る 。 分 解 可 能 な PEG誘 導 体 は 、
例 え ば 、 サ ク シ ニ ミ ジ ル コ ハ ク 酸 エ ス テ ル （ mPEG-SS） で あ る 。 mPEG-SS活 性 エ ス テ ル は 、
タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 と 急 速 に 反 応 し 、 ア ミ ド 結 合 （ -CO-NH-） を 形 成 す る 。 こ の 結 合 は
、 急 速 な 加 水 分 解 並 び に ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の mPEGの 分 離 を 受 け る 。 急 速 す ぎ る 加 水 分 解 を
避 け る た め に 、 mPEGサ ク シ ニ ミ ジ ル 炭 酸 塩 が 用 い ら れ る （ J. M. Harris, 米 国 特 許 出 願 20
01/0021763 A1を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 野 生 型 の 組 換 ヒ ト RNase Iが 25 mg/mLの 濃 度 で 、 蒸 留 水 内 に 溶 解 さ れ 、 セ フ ァ デ ッ ク ス G
-25カ ラ ム （ 1.6× 14.0 cm） 内 の 10 mMの CaCl 2 に 供 給 さ れ る 。 溶 離 の 間 、 2.0-2.2 mLの 少
量 が 回 収 さ れ 、 280 nmの 波 長 で 光 学 的 密 度 が 計 測 さ れ る 。 280 nmで の 高 い 光 学 的 濃 度 を 備
え る 少 量 の 液 が 結 合 さ れ る 。 溶 液 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 約 6.5 mg/mLで あ る 。
　 1.4 mLの ゲ ル 濾 過 に よ り 精 製 さ れ た 10 mMの CaCl 2 中 の 0.8 mgの RNase Iに 、 136.8mLの 0.
25Mの リ ン 酸 塩 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ PPB: phosphate potassium buffer） 及 び 0.6 mLの 蒸 留 水
中 の pH 8.0及 び 127.4 mLの プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 PMSF（ 0.8 mg/mL） の 混 合 液 が 添 加 さ れ 、
最 終 体 積  2mLを 得 る 。 溶 液 は 、 遠 心 分 離 機 に か け ら れ 、 浄 化 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(80) JP 2007-532666 A 2007.11.15



【 ０ ２ ７ ８ 】
　 浄 化 さ れ た RNase Iに 対 し て 、 64 mgの mPEG-SS（ ２ つ の 部 分 中 ） が 添 加 さ れ る 。 混 合 物
が ５ 分 間 か き 混 ぜ ら れ 、 室 温 で １ ５ 分 間 ゆ っ く り と 振 動 が 与 え ら れ る 。 そ の 後 、 溶 液 は 、
セ フ ァ デ ッ ク ス G-75カ ラ ム （ 1.6× 3.0 cm） に 供 給 さ れ る 。 サ ン プ ル は 、 5 mMの CaCl 2 を 用
い て 溶 離 さ れ る 。 そ し て 、 2.0-2.4mLの 少 量 の 溶 液 が 回 収 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 量 が 、 280 n
mの 波 長 で 、 分 光 光 度 法 を 用 い て 検 知 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 回 収 さ れ た 少 量 の 溶 液 は 、 氷 浴 に さ ら さ れ 、 ペ グ 化 さ れ た RNase I (5-15 mg)を 備 え る
一 定 分 量 の サ ン プ ル が 、 1.5 mLの PPB及 び ア セ ト ン （ 0.3 mg/mL） 中 の 0.5 mLの フ ル オ レ ス
カ ミ ン の 混 合 液 中 に 希 釈 さ れ る 。 混 合 液 の 蛍 光 度 が 、 475 nmの 励 起 波 長 で 計 測 さ れ る 。 タ
ン パ ク 質 中 の 第 １ 級 ア ミ ノ 基 の 量 は タ ン ジ ェ ン ト 角 に 比 例 す る 。 RNase Iの ペ グ 化 の 比 率
の 蛍 光 度 に よ る 計 測 は 、 ほ ん の 1-2の リ ジ ン 残 基 が ペ グ 化 （ pegylation） さ れ 、 空 間 的 障
害 因 子 が 、 残 存 す る リ ジ ン 残 基 に 対 す る タ ン パ ク 質 構 造 に よ り 作 ら れ る こ と を 示 す 。 ヒ ト
RNase Iの ペ グ 化 は 、 ssRNAコ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 性 効 果 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 （ 実 施 例 １ ２ ）
　 （ ヒ ト DNase Iの 多 価 (mc: multiple-charged)組 換 変 異 体 の dsDNAに 対 す る 向 上 さ れ た 加
水 分 解 活 性 ）
　 本 実 施 例 は 、 高 分 子 量 の salmon DNA（ Sigma Corp社 ： 米 国 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） の
分 解 を 示 す 。 高 分 子 量 の salmon DNAは 、 ア ミ ノ 酸 置 換 物 を 有 す る 、 多 価 （ mc: multi-char
ged） mcDNase Iの 以 下 に 示 す 組 換 形 態 そ れ ぞ れ を 備 え る 。
　 （ １ ） mcDNase (+2)。 こ れ は 置 換 物 E13R/N74Kを 備 え 、 置 換 物 E13R/N74Kは 、 ２ つ の 追 加
の 電 荷 を 与 え る 。
　 （ ２ ） mcDNase (+3)。 こ れ は 、 置 換 物 E13R/N74K/T205Kを 備 え 、 置 換 物 E13R/N74K/T205K
は 、 ３ つ の 追 加 の 電 荷 を 与 え る 。
　 （ ３ ） mcDNase (+5)。 こ れ は 、 ５ つ の 置 換 物 E13R/T14K/H44R/N74K/T205Kを 備 え る 。 こ
れ ら 置 換 物 は 、 ５ つ の 追 加 的 な 電 荷 を 与 え る 。
　 （ ４ ） DNase Iの 抗 ア ク チ ン 形 態 （ 本 明 細 書 中 、 「 arDNase」 (+1)と 称 す る ） 。 こ れ は 、
１ つ の 追 加 の 電 荷 を 与 え る 置 換 物 A114Rを 備 え 、 ア ク チ ン の 阻 害 効 果 に 対 す る 抗 性 を 与 え
る 。
　 （ ５ ） mc/arDNase (+6)の 高 活 性 ／ 抗 ア ク チ ン 形 態 。 こ れ は 、 置 換 物 E13R/T14K/H44R/N7
4K/T205K/A114Rを 備 え 、 こ れ ら は 、 ６ つ の 追 加 の 電 荷 を 与 え る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ ph 7.5、 DNA濃 度 5 ng/mL） 中 の 標 的 dsDNAは 、 生 体 内 に お け る 感 染 細
胞 中 の ウ イ ル ス 性 DNAの ピ ー ク 濃 度 に 近 似 し て い る 。 こ の 濃 度 は 、 血 清 (約 25-250 ng/mL)
中 の 内 因 性 宿 主 DNAの 典 型 的 な 濃 度 よ り も 低 い 水 準 で あ る （ Pan, et al., J. Biol. Chem.
 273, No 29: 18374-18381, 1998） 。
　 DNase活 性 の 標 準 的 な ア ッ セ イ は 、 酸 不 溶 性 の DNAポ リ マ ー （ 冷 却 さ れ た 2.25mol/Lの 過
塩 素 酸 に よ り 沈 殿 可 能 で あ る ） の 非 沈 殿 製 酸 化 可 溶 性 断 片 へ の 変 換 に 基 づ く 。 こ の 断 片 は
、 λ =260 nmで の 分 光 光 度 法 に よ る 計 測 に お い て 20 bp若 し く は そ れ 以 下 の 長 さ で あ る （ De
wez, et al., Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 31, 793-797, 1993） 。
　 5 kbpの dsDNA(500μ g/mL)の 50%可 溶 化 に 必 要 と さ れ る 代 表 時 間 の ３ 倍 の 時 間 を か け て 、
mc及 び mc/ar-DNase (+1か ら +6)の 正 電 荷 変 異 体 そ れ ぞ れ に よ り 実 行 さ れ た 結 果 が 、 野 生 型
ヒ ト DNase Iに よ り 分 解 さ れ た 同 一 の 5kbp dsDNAの 50%可 溶 化 時 間 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 正 の 電 荷 を 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 に よ る 中 性 ア ミ ノ 酸 の 置 換 物 を 有 す る 多 価 組 換 型 ヒ ト mc
DNase Iの 様 々 な 形 態 が 、 野 生 型 DNase Iと 比 較 し て 、 ヒ ト の 血 清 の 存 在 下 に お い て 、 dsDN
Aに 対 す る 高 い 加 水 分 解 活 性 を 有 す る こ と を 表 １ の デ ー タ は 示 し て い る 。 更 に 、 DNase Iに
ア ク チ ン 抗 性 を も た ら す 置 換 物 A114Rは 、 DNase I加 水 分 解 活 性 を 増 加 さ せ る 。 こ の こ と は
、 ヒ ト の 血 清 中 の Gア ク チ ン の 存 在 に 起 因 す る も の と 推 測 さ れ る 。
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【 ０ ２ ８ ３ 】
　 （ 表 １ ）
　 （ 未 変 性 DNase I、 多 価 （ mc: multi-charged） DNase I及 び DNase Iの ア ク チ ン 抗 性 (ar:
 actin-resistant)形 態 に よ る ヒ ト の 血 清 中 の dsDNAの 加 水 分 解 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 （ 実 施 例 １ ３ ）
　 （ フ ェ ン ト ン 様 反 応 （ Fenton-like reaction） を 介 し て 、 DNA及 び RNAを 標 的 化 す る 化 学
的 ヌ ク レ ア ー ゼ が 核 酸 を 開 裂 す る ）
　 多 く の 遷 移 金 属 複 合 体 が 、 酸 化 的 損 傷 を 被 る こ と が 可 能 で あ り 、 フ ェ ン ト ン 様 反 応 を 介
し て DNA及 び RNAを 開 裂 で き る 。 H 2 O 2 及 び ア ス コ ル ビ ン 酸 と い っ た 電 子 供 与 体 の 存 在 下 に お
い て 、 化 学 的 ヌ ク レ ア ー ゼ Fe(III)-BABEは 、 大 量 の ヒ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル を 作 り 出 し 、 ウ
イ ル ス DNA及 び RNAの 酸 化 的 加 水 分 解 を も た ら す 。 DNA及 び RNAに 対 す る 同 様 の 効 果 は 、 Fe(I
I)-EDTA及 び Cu(II)グ ル タ チ オ ン 又 は グ リ シ ン -グ リ シ ン -リ ジ ン 複 合 体 に 対 し て も 観 察 で
き る 。 こ れ ら 複 合 体 の い く つ か は 、 も し ウ イ ル ス 核 酸 を 標 的 化 す る な ら ば 、 効 果 的 な 抗 ウ
イ ル ス 性 薬 剤 と し て 作 用 す る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 FE(II)-EDTA、 過 酸 化 水 素 並 び に 電 子 供 与 体 と し て の ア ス コ ル ビ ン 酸 （ Fe-HP-AA） の 相
互 作 用 に よ り 誘 発 さ れ た フ ェ ン ト ン 様 反 応 を 介 し て 発 生 し た 反 応 性 酸 素 種 に よ る DNA及 び R
NAの 分 解 が 表 ２ Aに 示 さ れ る 。 RNA及 び DNAの 加 水 分 解 は 、 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ pH 7.2） 、 0
.1 mMの Fe(II)-EDTA、 0.25 mM及 び 0.1 mMの ア ス コ ル ビ ン 酸 内 で 、 ３ ０ 分 間 ３ ７ ℃ の 温 度
で 決 定 さ れ る （ こ の こ と は 、 Dewez, et al., Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 31, 
793-797, 1993で 述 べ ら れ て い る も の と 同 様 で あ る ） 。 Fe(II)複 合 体 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 は
表 ２ Bに 示 さ れ る 。 TCD 5 0 /mL内 で 発 現 し た ウ イ ル ス 複 製 は 、 実 施 例 １ ４ で 説 明 さ れ る 如 く
ア ッ セ イ さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 （ 表 ２ A）
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 （ 表 ２ B）
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 （ 実 施 例 １ ４ ）
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　 （ DNase-PEGと 比 較 し た DNase-PEG-PNAの 高 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 ）
　 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 水 素 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 PNA分 子
及 び プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 PNA分 子 の 生 成 は 、 様 々 な リ ガ ン ド を 標 的 ウ イ ル ス DNA及 び RNA分 子
に 向 け る メ カ ニ ズ ム を も た ら す 。 遺 伝 子 DNAに 相 補 的 な PNA及 び 病 原 性 ウ イ ル ス を 複 製 す る
中 間 RNAの 形 態 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ を 標 的 DNA及 び RNA分 子 に 搬 送 す る た
め に 用 い ら れ る 。 こ れ に よ り 、 こ れ ら 核 酸 の 加 水 分 解 並 び に 病 原 性 ウ イ ル ス の 複 製 の 抑 制
が な さ れ る 。
　 相 互 作 用 に 立 体 的 に 利 用 可 能 な ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス （ VV: vaccinia virus） DNAの ４ つ
の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な 18-merの bis-PNAの N末 端 リ ジ ン 残 基 を 備 え る 分 子 が
、 実 施 例 １ で 示 す 如 く 、 分 岐 し た 2× 20 kDaの PEGと ヒ ト DNase I (DNase)と 結 合 す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 VVに 対 し て 標 的 化 さ れ た こ れ ら 構 造 体 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 非 修 飾 の 野 生 型 ヒ ト DNase 
I及 び PEGと 結 合 し た DNase Iの 抗 ウ イ ル ス 活 性 と 比 較 さ れ る 。 PNAの 標 的 作 用 は 表 ３ に 示 す
デ ー タ に よ り 示 さ れ る 。 VV複 製 に 対 す る 修 飾 DNase Iの 効 果 を ア ッ セ イ す る た め に 、 １ ０
％ の 不 活 性 の ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS: fetal bovine serum） を 備 え る 199/Eagle's培 地 （ 45% 
+ 45%） 内 で 宿 主 細 胞 が 成 長 さ れ る 。 成 長 培 地 199は 細 胞 を 維 持 す る た め に 用 い ら れ る 。 ウ
イ ル ス 複 製 速 度 に 対 す る 酵 素 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 100 TCD 5 0 /0.1 mLの サ イ ト メ ガ ロ ウ イ
ル ス (CMV: cytomegalovirus)を 接 種 さ れ た 細 胞 培 養 物 に 投 与 さ れ る 酵 素 の 影 響 に よ り 決 定
さ れ る 。 DNaseは 、 500 KuU/mLの 量 で 投 与 さ れ る 。 CMV接 種 細 胞 は 、 mcDNase及 び nbDNaseで
処 理 さ れ 、 ３ ７ ℃ で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 そ の 後 、 細 胞 は 冷 凍 さ れ 、 滴 定 濃 度
が 決 定 さ れ る と と も に log TCD/0.1 mLで 表 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 （ 表 ３ ）
　 （ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス に 対 す る 修 飾 DNase Iの 抗 ウ イ ル ス 活 性 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　 デ ー タ は 、 DNaseが 効 果 的 で あ る 一 方 で 、 非 修 飾 DNaseと 比 較 し て 、 PEG-DNaseが よ り 一
層 効 果 的 で あ り 、 (PNA) 2 -PEG-DNaseが 更 に 効 果 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 （ 実 施 例 １ ５ ）
　 （ R8-PEG-DNaseが ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス （ VV: vaccinia virus） に 対 す る 増 大 し た 抗 ウ イ
ル ス 活 性 を 生 じ せ し め る ）
　 ウ シ DNase I(DNase)、 DNase-PEG及 び DNase-PEG-R8複 合 体 の 細 胞 吸 収 性 が HepG2細 胞 株 （
ヒ ト 肝 細 胞 癌 細 胞 ATCC, No-HB-8065） を 用 い て 評 価 さ れ る 。 HepG2細 胞 は 、 ５ ６ ℃ で ３ ０
分 間 熱 不 活 性 化 さ れ た １ ０ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS: fetal bovine serum） を 備 え る 199/E
agle's培 地 （ 45 % + 45 %） 内 で 、 ３ ７ ℃ の 温 度 で 成 長 さ れ た 。 製 造 者 指 示 書 （ Pierce, I
nc. 米 国 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） に し た が っ て 、 蛍 光 ロ ー ダ ミ ン (*)を 用 い て 標 識 化
さ れ る 。 *DNase-PEG-K-R8の HepG2細 胞 内 へ の 浸 透 が 、 ３ ７ ℃ で の DMEM内 に お け る HepG2細
胞 の ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 の *DNase及 び *DNase-PEGの 浸 透 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 蛍 光 光 度 計 を 用 い て の 細 胞 浸 透 走 査 に よ り 、 DNase-PEG-R8の HepG2細 胞 内 へ の 吸 収 が 、 D
Nase-PEG及 び DNase単 独 の 場 合 の 吸 収 よ り も 有 意 に 高 い こ と が 示 さ れ る （ 表 ４ A） 。 修 飾 DN
aseの VV複 製 へ の 影 響 を 調 べ る た め に 、 １ ０ ％ の 不 活 性 の ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS: fetal bovi
ne serum） を 備 え る 199/Eagle's培 地 （ 45% + 45%） 内 で 細 胞 が 成 長 さ れ る 。 細 胞 を 維 持 す
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る た め に 、 成 長 培 地 199が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 DNase由 来 の 組 成 物 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 細 胞 培 養 物 内 に 投 与 さ れ た 酵 素 が 与 え る 100 T
CD 5 0 /0.1mLの VVを 接 種 さ れ た ウ イ ル ス 細 胞 の 複 製 速 度 へ の 影 響 を 解 析 す る こ と に よ り 決 定
さ れ る 。 DNaseは 、 500KuU/mLの 量 、 投 与 さ れ る 。 VVを 接 種 し た 細 胞 は 、 DNase及 び DNase複
合 体 で 処 理 さ れ 、 ３ ７ ℃ の 温 度 で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 そ の 後 、 細 胞 は 冷 凍 さ
れ 、 VVの 滴 定 濃 度 が 決 定 さ れ 、 log TCD/0.1 mLで 表 さ れ る 。 DNase複 合 体 の 抗 ウ イ ル ス 活
性 は 、 表 ４ Bに 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 （ 表 ４ Ａ ）
　 （ HepG2無 傷 細 胞 並 び に ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス VVに 感 染 し た HepG2細 胞 内 へ の ロ ー ダ ミ ン 標
識 化 *DNase, PEG-*DNase及 び PEG-*DNase-R8複 合 体 の 細 胞 吸 収 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 （ 表 ４ Ｂ ）
　 （ DNase, PEG-DNase及 び PEG-DNase-R8複 合 体 の HepG2細 胞 内 で の ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の
複 製 に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 （ 実 施 例 １ ６ ）
　 （ R8-PNA-PEG-DNaseと R8-PNA-PEG-RNaseを 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と に 起 因 す る ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス （ VV: vaccinia virus） の 複 製 に 対 す る 相 乗 的 抑 制 作 用 ）
　 ウ イ ル ス RNAの 中 間 形 態 が VV DNAの 複 製 の 間 現 れ る の で 、 MPP-PEG-PNA-DNaseと MPP-PEG-
PNA-RNaseの 組 み 合 わ せ た 効 果 は 、 こ れ ら 調 剤 を 別 個 に 与 え る と き よ り も 、 VVの 複 製 に 対
し て 一 層 強 い 抑 制 作 用 を も た ら す 。
　 MPP-PEG-PNA-RNase及 び MPP-PNA-PEG-DNase複 合 体 は 、 実 施 例 １ に て 説 明 し た よ う に 準 備
さ れ る 。 複 製 の 間 の ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス (VV: vaccinia virus)は 、 中 間 mRNA分 子 を 形 成 す
る 。 こ の 中 間 mRNA分 子 は 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 を コ ー ド 化 す る 。
　 修 飾 DNase I（ こ れ は 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 DNAを 分 解 す る ） 及 び 修 飾 RNase（ こ れ は 、 中 間
ウ イ ル ス RNAを 分 解 す る ） の 組 み 合 わ せ は 、 表 ５ に 示 す 如 く 、 VVに 対 す る DNaseの 抗 ウ イ ル
ス 活 性 を 有 意 に 向 上 さ せ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 （ 表 ５ ）
　 （ DNase-PEG-PNA-R8及 び RNase-PEG-PNA-R8を 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と に 起 因 す る ワ ク
シ ニ ア ウ イ ル ス (vv: vaccinia virus)の 複 製 へ の 抗 ウ イ ル ス 作 用 ）

10

20

30

40

(84) JP 2007-532666 A 2007.11.15



　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 （ 実 施 例 １ ７ ）
　 （ HIV複 製 に 対 す る 複 合 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び
ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Hの 合 成 阻 害 作 用 ）
HIV複 製 は 、 ウ イ ル ス 性 ゲ ノ ム RNAの 逆 転 写 酵 素 に よ っ て 起 こ る 。 そ し て HIVの 複 製 は 、 RNA
/DNAハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 。 RNAは 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Hに よ り 分 解 さ れ や す い 。 １ 本 鎖
DNAは 複 製 さ れ る 。 そ し て ２ 本 鎖 DNAは 宿 主 ゲ ノ ム へ と 統 合 さ れ る 。 こ の １ 本 鎖 DNA及 び ２
本 鎖 DNAは 、 DNA依 存 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 転 写 さ れ る 。 新 し く 出 現 し た mRNAは 翻 訳 さ
れ 、 逆 転 写 酵 素 （ RT） 及 び カ プ シ ド タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 RNA/DNAハ イ ブ
リ ッ ド 分 子 内 に 存 在 す る RNAを 分 解 す る た め の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ H、 RNA/DNAハ イ ブ リ ッ ド
内 に あ り RNAの 加 水 分 解 後 に 残 る １ 本 鎖 DNAを 分 解 す る た め の セ リ ン ・ ヒ ス チ ジ ン ・ ア ス パ
ラ ギ ン 酸 な ど の １ 本 鎖 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ２ 本 鎖 DNAを 分 解 す る こ と が で き る デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び RNAを 分 解 す る た め の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 複 合 体 は 、 共 に 作
用 し て 強 力 な 抗 HIV複 合 体 を 作 り 出 す 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て い る 実 施 形 態 は 、 前 記 抗 HIV複 合 体 の 有 効 性 を 証 明 し て い る 。 M
T-4細 胞 が ９ ６ ウ ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー ト 内 で 培 養 さ れ る 。 こ の 培 養 は １ ０ パ ー セ ン ト の
加 熱 不 活 性 化 し た FBS、 ３ ０ ０ μ g/mLの L-グ ル タ ミ ン 及 び １ ０ ０ μ g/mLの ス ト レ プ ト マ イ
シ ン が 添 加 さ れ た イ ー グ ル 培 地 で 行 わ れ る 。 さ ら に MT-４ 細 胞 は 、 細 胞 懸 濁 液 （ ２ × １ ０
６ cells per mL） を ウ イ ル ス 懸 濁 液 と 混 合 さ せ る こ と に よ り 感 染 す る 。 感 染 の 多 重 度 （ MO
I） は ０ ． ２ で あ る 。 こ の 混 合 物 は 、 ウ イ ル ス 吸 着 の た め に １ 時 間 摂 氏 ３ ７ 度 で 培 養 さ れ
る 。 感 染 細 胞 は そ の 後 、 新 た な 完 全 培 地 を 追 加 す る こ と で １ ミ リ リ ッ ト ル 当 た り 濃 度 ５ ×
１ ０ ５ 細 胞 ま で 薄 め ら れ る 。 さ ら に こ の 感 染 細 胞 は 、 ５ パ ー セ ン ト の 二 酸 化 炭 素 空 気 内 に
お い て 摂 氏 ３ ７ 度 で 培 養 さ れ る 。 こ の 培 養 は 、 ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト 中 の ヌ ク レ ア
ー ゼ の 各 種 化 合 物 が あ る 場 合 又 は な い 場 合 と で 行 わ れ る 。 こ の 実 験 は そ れ ぞ れ の 濃 度 で ３
回 ず つ 行 わ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 も 同 様 の 状 況 下 で 培 養 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 （ 表 ６ ）
　 （ 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ の 化 合 物 が 有 す る 抗 HIV活 性 ）
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【 ０ ３ ０ １ 】
　 （ 実 施 例 １ ８ ）
　 （ HIVは ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 治 療 に 対 す る 耐 性 を 形 成 し な い ）
　 エ イ ズ 患 者 治 療 に 使 用 さ れ る 薬 に 対 す る 耐 性 を 有 す る HIV臨 床 分 離 株 の 発 現 は 、 エ イ ズ
治 療 に お い て 極 め て 重 要 な 問 題 の う ち の 一 つ で あ る 。 AZTか ら 発 生 す る ヌ ク レ オ チ ド 類 似
体 、 非 ヌ ク レ オ チ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 （ NNRT） 並 び に HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 最 終 的
に HIV耐 性 を 誘 発 し 、 こ れ ら の 治 療 活 性 を 低 減 さ せ る 。 一 般 的 に 、 薬 剤 耐 性 は 遺 伝 子 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 変 更 す る 変 異 体 に 起 因 し て 増 大 す る 。 こ の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
、 HIV構 造 を コ ー ド 化 す る 。 HIV構 造 と は 、 例 え ば 抗 HIV薬 を 対 象 と す る 逆 転 写 酵 素 （ RT）
又 は HIVプ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 阻 害 薬 と 対 照 的 に ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ウ イ ル ス 核 酸 を 分 解 す る 。 ま た ヌ ク レ ア ー ゼ は リ ン
酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 分 裂 さ せ る 。 こ の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 内 で の 突 然 変 異 変 更 に 関 わ ら ず ヌ ク レ オ チ ド 間 で 起 こ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 内
部 の 化 学 的 性 質 の 変 化 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 有 す る そ の よ う な 結 合 を 必 要 と す
る が 、 突 然 変 異 に よ っ て は 不 可 能 で あ る 。 複 製 す る た め に 、 ウ イ ル ス 核 酸 は 、 保 護 タ ン パ
ク 質 か ら 分 離 す る 。 し た が っ て ウ イ ル ス 核 酸 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 加 水 分 解 作 用 に 影 響 さ れ
や す い 。 そ し て 、 配 列 変 化 を 伴 う 突 然 変 異 体 が 生 存 す る 可 能 性 は ほ と ん ど な い 。 本 実 施 例
に お け る 実 施 形 態 は 、 こ の 考 え を 証 明 す る た め に 行 わ れ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 感 染 し た MT-４ 細 胞 は 野 生 型 HIV-1(HXB2)に 感 染 す る 。 感 染 し た MT-4細 胞 は そ の 後 、 低 濃
度 の AZT又 は 本 発 明 に お け る 核 酸 分 解 組 成 物 RDPに さ ら さ れ る 。 こ の RDPは ヒ ト リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ PEG-PNA-R8+ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-PNA-R8+合 成 核 分 散 ト リ ペ プ チ ド D-
Ser-His-Asp(P)か ら 形 成 さ れ る 。 実 施 例 １ で 述 べ た よ う に ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 PRG、 R８ 及 び
PNAと 共 有 結 合 し て い る 。 子 孫 ウ イ ル ス が 回 収 さ れ 、 AZTあ る い は RDPの い ず れ か の 濃 度 が
増 加 さ せ な が ら MT細 胞 内 で 連 続 的 に 継 代 さ れ た 。 各 継 代 後 に 回 収 し た ウ イ ル ス の AZT又 は R
DPに 対 す る 感 受 性 が 、 CD４ ＋ Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 内 で 行 わ れ た プ ラ ー ク 減 少 分 析 に よ り 測 定 さ れ
た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 後 に 続 く 継 代 中 に 徐 々 に ウ イ ル ス が 増 殖 す る こ と か ら 明 ら か な よ う に 、 耐 性 ウ イ ル ス の
出 現 が AZT処 理 細 胞 内 で 観 測 さ れ る 。 AZT処 理 MT４ 細 胞 内 の HIV-1第 ４ 継 代 ま で に 、 IC 5 0 値
は ５ ０ μ Mを 上 回 る 。 よ り 高 濃 度 の AZTで 試 験 す る と 、 ウ イ ル ス の 第 ６ 継 代 に お け る IC 5 0 値
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は ２ ５ ０ μ Mを 上 回 り 、 1000倍 以 上 の 感 受 性 を 示 す 。 対 照 的 に 、 RDPに 対 す る 耐 性 の 増 加 は
、 第 １ ０ 継 代 に お い て も 観 測 さ れ な い 。 こ こ で 示 さ れ た デ ー タ は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る
耐 性 は 長 期 間 の 治 療 後 で さ え 増 大 し な い と い う 考 え を 立 証 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 投 与 さ れ た 薬 に よ る HIV-1の 阻 害 を 研 究 の た め に 、 細 胞 が 、 感 染 多 重 度 （ MOI） 0.1 TCID

5 0  per cellで 接 種 さ れ る 。 ま た 細 胞 は 、 2倍 に 連 続 希 釈 し た 薬 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト
（ 10 4  cells per well） の 3つ の ウ ェ ル に 分 配 さ れ る 。 MTT染 色 還 元 法 に よ り 測 定 さ れ る よ
う に 、 薬 物 処 理 さ れ な い 細 胞 は 7日 目 に 完 全 に 消 滅 す る 。 表 7に 示 す ご と く 継 代 を 重 ね る ご
と に AZTに 対 す る ウ イ ル ス の 脆 弱 性 は 顕 著 に 低 下 す る 一 方 で 、 各 継 代 後 の ウ イ ル ス が 依 然
と し て RDPに 感 染 し や す い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 プ ラ ー ク 減 少 ア ッ セ イ で 使 用 す る CD４ ＋ を 発 現 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 と し て は （ Larder et 
al., Lancet 243, 1731-1734, 1989） に 説 明 さ れ る の と 同 様 の も の を 用 い る 。 す な わ ち 、
単 層 細 胞 を 含 む ２ ４ ウ ェ ル の 培 養 皿 に 、 培 地 内 で 様 々 な 濃 度 の 抗 ウ イ ル ス 薬 中 の ウ イ ル ス
を 接 種 す る 。 １ つ の 希 釈 度 に つ き ２ つ の ウ ェ ル が 準 備 さ れ る 。 そ し て プ ラ ー ク 減 少 の 割 合
は 、 薬 剤 を 使 用 し な い コ ン ト ロ ー ル の 値 に 基 づ い て 決 定 さ れ る 。 IC 5 0 は メ デ ィ ア ン 効 果 プ
ロ ッ ト を 用 い て 計 算 さ れ る 。 表 ７ に 示 さ れ る よ う に 、 HIV-1感 染 細 胞 培 地 は 、 AZT及 び RDP
の 濃 度 を 増 加 さ せ な が ら 連 続 的 に 継 代 さ れ る 。 薬 物 濃 度 は 、 前 の 継 代 の ウ イ ル ス 複 製 の 程
度 に 基 づ い て 決 定 さ れ る 。 表 は 、 AZTを 用 い た 培 養 で は AZT耐 性 HIV-1が 出 現 す る が 、 RDPを
用 い た 培 養 で は 耐 性 ウ イ ル ス が 出 現 し な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 （ 表 ７ ）
　 （ 試 験 管 内 に お い て HIV-1の AZTに 対 す る 耐 性 が 段 階 的 に 増 大 す る が 、 RDPに 対 す る 耐 性
は 増 大 し な い ）
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 （ 実 施 例 １ ９ ）
　 （ HIVタ ン パ ク 質 gp120と 相 互 作 用 す る CD４ 表 面 レ セ プ タ ー を 結 合 さ せ る と 、 HIVに 対 す
る PEG-デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の ウ イ ル ス 活 性 が 活 発 に な る ）
　 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ り 標 的 化 さ れ た 宿 主 細 胞 の 多 く は 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー を 示
す 。 宿 主 細 胞 は 、 特 定 の ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ リ ポ タ ン パ ク 質 に 対 す る 高 い 結 合 親 和 力 を
有 す る 。 こ の 特 定 の ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ リ ポ タ ン パ ク 質 は 、 ウ イ ル ス 融 合 に 関 連 し て い
る 。 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー は 、 感 染 細 胞 の 細 胞 膜 上 に 発 現 さ れ る 。 T４ リ ン パ 球 の CD4表 面 レ
セ プ タ ー は HIVタ ン パ ク 質 gp120に 強 い 親 和 性 を 有 す る 。 本 実 施 例 で は 、 ウ シ デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-CD4複 合 体 が 、 HIV感 染 細 胞 内 の 化 合 物 を よ り 高 い 濃 度 に す る こ と を 表 し
て い る 。 ま た 本 実 施 例 で は 、 ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-CD4複 合 体 が 、 デ オ キ シ
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEGと 比 較 し て よ り 強 力 な 抗 HIV活 性 を 有 す る こ と も 示 し て い る 。 表 ８ の
デ ー タ は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-CD4治 療 が 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG治 療
と 比 較 し て 、 ２ つ の HIV生 成 物 、 す な わ ち RT及 び p24の 量 の 減 少 に つ な が る こ と を 示 し て い
る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 （ 表 ８ ）
　 （ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG複 合 体 へ の CD4 CSRの 結 合 は 、 抗 HIV活 性 を 増 大 さ せ る
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）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ １ ０ 】
　 （ 実 施 例 ２ ０ ）
　 （ 鼻 腔 内 、 経 口 又 は そ の 他 の 経 口 で の ヌ ク レ ア ー ゼ 投 与 に よ る エ イ ズ 又 は そ の 他 の ウ イ
ル ス 性 疾 患 の 予 防 ）
　 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 胃 腸 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 有 す る よ う に 修 飾 さ れ
る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 経 口 、 鼻 腔 内 又 は そ の 他 の 経 口 経 路 で 投 与 さ れ る
。 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る ヌ ク レ ア ー ゼ の 耐 性 は 、 PEG及 び 疎 水 性 物 質 の 結 合 に よ り
得 ら れ る 。 疎 水 性 物 質 と は 、 例 え ば DSPE及 び ／ 又 は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 な ど で あ る 。 私 た
ち は 、 ペ グ 化 さ れ た ベ ン ゾ ナ ー ゼ の エ ア ロ ゾ ル 吸 入 が 、 RNAパ ラ ・ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル
ス 及 び DNAア デ ノ ウ イ ル ス の そ れ ぞ れ に 感 染 し た 子 牛 内 の 感 染 拡 大 を 阻 止 あ る い は 軽 減 す
る こ と を 証 明 す る 。 ベ ン ゾ ナ ー ゼ と は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 及 び リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 の こ と で あ る 。 ま た 、 ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-DSPE＋ ヒ
ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-DSPEの 組 成 物 は 、 被 験 者 た ち が 呼 吸 器 系 疾 患 を 発 症 し な い よ う に
す る こ と も 証 明 し て い る 。 こ の 呼 吸 器 系 疾 患 は 、 DNAア デ ノ ウ イ ル ス 及 び RNAイ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス の 感 染 に 起 因 し て い る 。 RNA及 び DNAの 両 方 を 分 解 す る 他 の 酵 素 の 組 成 物 が 、 例
え ば 錠 剤 な ど の 経 口 投 与 に よ る エ イ ズ 予 防 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 組 成 物 は
、 例 え ば (D-Ser-His-D-Asp)-PEG-DSPEな ど で 、 PEG及 び 疎 水 性 物 質 を 結 合 さ せ る こ と に よ
り 胃 腸 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 有 す る よ う に 修 飾 さ れ て い る 。 こ の 疎 水 性 物 質 と は 、
例 え ば DSPE及 び ／ 又 は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 な ど で あ る 。 薬 投 与 の 別 の 手 段 は 、 ヌ ク レ ア ー
ゼ の エ ア ロ ゾ ル 吸 入 で あ る 。 こ の 手 段 は 、 上 述 し て い る 通 り 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る
耐 性 の た め に 処 方 さ れ て い る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 （ 実 施 例 ２ １ ）
　 （ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 し た マ ウ ス 内 の 修 正 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの 抗 ウ イ ル ス
活 性 ）
　 マ ウ ス の 肺 内 の 複 製 に 適 し た イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A/Aichi/2/68/H3N2が 、 本 実 施 例
の 実 施 形 態 に お い て 使 用 さ れ る 。 ウ イ ル ス 力 価 は 、 5.0 log LD 5 0 で あ る 。 マ ウ ス （ 体 重 １
５ グ ラ ム か ら １ ７ グ ラ ム ） が 、 各 グ ル ー プ ２ ０ 体 ず つ に 分 け ら れ 、 0.05 mL中 10 LD 5 0 の ウ
イ ル ス を 鼻 腔 内 投 与 に よ り 摂 取 さ れ る 。 感 染 後 マ ウ ス は 、 2000UA/g重 量 の ウ シ リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ A（ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ） 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG又 は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG-R8を 腹
腔 内 投 与 あ る い は 鼻 腔 内 投 与 に よ り 治 療 さ れ る 。 感 染 後 第 １ 日 目 、 第 3日 目 、 及 び 第 5日 目
に 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 調 合 液 が 投 与 さ れ る 。 そ し て 15日 間 に 渡 っ て マ ウ ス が 観 察 さ れ る 。
同 様 の 方 法 で 、 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス に ハ ン ク ス 液 が 投 与 さ れ る 。 実 施 例 １ ３ で 示 さ れ て い
る 通 り 、 生 存 マ ウ ス 及 び 生 存 マ ウ ス 肺 内 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 力 価 が 、 測 定 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 表 ９ で 示 さ れ て い る よ う に 、 生 存 マ ウ ス 及 び マ ウ ス 肺 内 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 力 価
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が 、 治 療 効 果 の 基 準 と し て 使 用 さ れ る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-R
8は 、 ウ イ ル ス 力 価 の 低 下 及 び 生 存 率 の 増 加 に 効 果 的 だ っ た 。 こ れ は 最 も 効 果 的 な 薬 で あ
る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-R8を 用 い た 場 合 だ っ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 （ 表 ９ ）
　 （ 腹 腔 内 経 路 （ i.p.） 又 は 鼻 腔 内 経 路 （ i.n.） で 投 与 さ れ た イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を
接 種 さ れ た マ ウ ス 内 の 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ １ ４ 】
　 （ 実 施 例 ２ ２ ）
　 （ 遺 伝 子 組 み 換 え プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 （ pr） ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iに 対 す る PEG、 RNA及
び R８ の 結 合 は 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス （ WNV） へ の ヌ ク レ ア ー ゼ 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 向 上 さ せ る
。 ）
　 組 み 換 え ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I（ RNase） 、 遺 伝 子 組 み 換 え プ ロ テ ー ゼ 耐 性 を 有 す る pr
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 prリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG、 prリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG-R8及 び 一 本 鎖 RNA
西 ナ イ ル ウ イ ル ス に 対 す る 耐 性 を 有 す る prリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG-PNA-R8が 研 究 さ れ て い
る 。 R８ 及 び PNAは そ れ ぞ れ 合 成 に よ っ て 作 ら れ て い た 。 R８ 及 び PNAは 、 一 本 鎖 RNA西 ナ イ
ル ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 選 択 部 位 に あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 を 備 え る 。 そ
し て R8お よ び PNAは 、 実 施 例 １ で 述 べ ら れ て い る よ う に 、 PEGに 結 合 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 一 本 鎖 RNA WNVに 対 す る 耐 性 の あ る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 prリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 PEG-prリ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 MPP-PEG-rリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び MPP-PEG-rリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PNAの ウ イ
ル ス 活 性 が 研 究 さ れ て い る 。 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン に よ り WNV
及 び 新 生 ラ ビ ッ ト の 腎 細 胞 （ RKC） の 単 層 培 養 地 が 、 入 手 さ れ た 。 細 胞 培 地 は 0.5ラ ク ト ア
ル ブ ミ ン 加 水 分 解 物 及 び ハ ン ク ス 培 地 （ 45%+45%） 並 び に 10パ ー セ ン ト の FBSか ら 構 成 さ れ
て い る 。 維 持 培 地 は FBSを 含 ま な い 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 prリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 PEG-prリ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 MPP-PEG-rリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び PNA-prリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG-PEG-rリ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PNAは 一 本 鎖 RNA WNVに 対 す る 耐 性 を 有 し て い る 。 ま た こ れ ら の 抗 ウ イ ル
ス 効 果 が 比 較 さ れ て い る 。 表 1の 実 験 デ ー タ は 、 prリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG-PNA-R8複 合 体 が
西 ナ イ ル ウ イ ル ス へ の 最 も 高 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。 抗 ウ イ ル
ス 複 合 体 の 投 与 は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 単 位 （ Unit of RNase Activity） に お い て 発 現
さ れ る 。 全 て の 値 は 4回 の 複 製 測 定 の 平 均 値 で あ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 （ 表 １ ０ ）
　 （ 西 ナ イ ル ウ イ ル ス に 耐 性 を 有 す る 修 飾 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iの 抗 ウ イ ル ス 効 果 ）
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【 ０ ３ １ ７ 】
　 （ 実 施 例 ２ ３ ）
　 (FMDウ イ ル ス に 対 す る 耐 性 を 有 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 組 成 物 の 抗 ウ イ ル ス 効 果 )
　 口 蹄 病 （ FMD） は 多 く の 国 に お い て 、 多 数 の 動 物 の 間 で 急 速 に 広 ま っ て い る 。 そ し て 何
千 も の 動 物 の 死 亡 又 は 犠 牲 及 び 多 大 な 経 済 的 損 失 を 引 き 起 こ し て い る 。 FMDは 、 一 本 鎖 RNA
（ FMDV） に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。 複 製 の 間 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 一 本 鎖 RNAは 、 二 本 鎖 RNA形 へ
と 転 換 さ れ る 。 二 本 鎖 RNAは 、 翻 訳 さ れ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 備 え る 。 さ ら に 二 本 鎖 RNAは
、 転 写 さ れ 子 孫 ウ イ ル ス 一 本 鎖 RNAを 合 成 す る 。 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 及 び 子 孫 ウ イ ル ス 一
本 鎖 RNAは 、 FMDビ リ オ ン へ と 集 め ら れ る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 表 1は 、 ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A、 溶 解 一 本 鎖 RNA及 び ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ III又 は ベ ン
ゾ ナ ー ゼ （ 商 標 登 録 ） の 併 用 が 、 大 き な 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 呈 す る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 二
本 鎖 RNAを 分 解 す る こ と を 目 的 と す る 。 さ ら に こ れ ら の 酵 素 の 併 用 は 、 個 々 の 酵 素 を 別 々
に 投 与 す る 場 合 と 比 較 し て 、 よ り 大 き な 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 呈 す る 。 PEGに 対 す る 酵 素 の 結
合 は 、 さ ら に 併 用 治 療 の 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 （ 表 １ １ ）
　 （ 試 験 管 内 FMDウ イ ル ス 複 製 に お け る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIの 併
用 治 療 の 相 乗 効 果 ）
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 （ 実 施 例 ２ 4）
　 （ FMDウ イ ル ス に 感 染 し た 家 畜 と 接 触 し た 動 物 の FMD予 防 ）
　 多 数 の 動 物 の 間 で 急 速 に 広 ま っ て い る 口 蹄 病 （ FMD） の 予 防 は 、 一 般 的 に 感 染 動 物 及 び
感 染 動 物 と 接 触 し た 動 物 を 隔 離 し た り 殺 し た り す る こ と で 達 成 さ れ て い る 。 私 た ち は 、 FM
Dの 症 状 を 見 せ て い な い 病 気 の ラ ビ ッ ト と 接 触 し た 動 物 の 予 防 的 治 療 が 、 ラ ビ ッ ト の 疾 病
進 行 を 効 果 的 に 予 防 す る こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ の 予 防 的 治 療 は 、 ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ A（ RNase） 及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG複 合 体 の 両 方 を 投 与 す る こ と で 行 わ れ る 。 実 施
例 は ま た 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの 予 防 的 効 果 と 比 較 し て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEGの 予 防 的
効 果 を 向 上 さ せ る こ と も 示 し て い る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 0-typeの FMDVが 、 ア ー ル 培 地 内 の 0.5%ラ ク ト ア ル ブ ミ ン 加 水 分 解 物 で 希 釈 さ れ る 。 そ し
て 0-typeの FMDVが 皮 下 注 射 さ れ る （ 1000LD 5 0 FMDVを 皮 下 注 射 に よ り 接 種 し た 後 3時 間 以 内
の 500UAの ヌ ク レ ア ー ゼ A） 。 表 12は 、 単 回 投 与 が テ ン ジ ク ネ ズ ミ 内 の FMDの 進 行 を 、 十 分
に 予 防 す る こ と を 示 し て い る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ の 予 防 的 効 果 は 、 酵 素 の 単 回 投 与 後 少 な く と
も 4時 間 持 続 す る 。 そ の 一 方 で リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEGの 予 防 的 効 果 は 、 投 与 後 約 100時 間 持

10

20

30

40

50

(90) JP 2007-532666 A 2007.11.15



続 す る 。 40匹 の テ ン ジ ク ネ ズ ミ が 、 皮 下 注 射 に よ る 500UAリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEGの 単 回 投
与 で 前 処 理 を 施 さ れ た 後 、 FMDウ イ ル ス に 感 染 さ せ ら れ る 。 そ れ ら 40匹 の テ ン ジ ク ネ ズ ミ
の 内 、 2匹 の み が FMDを 進 行 さ せ た 。 こ の こ と は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 単 回 投 与 後 FMDを 進
行 さ せ る テ ン ジ ク ネ ズ ミ が ８ 匹 い る こ と と 比 較 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル の グ ル ー プ に お い て
は 、 40匹 全 て が 、 ウ イ ル ス 接 種 後 FMDの 全 身 症 状 を 現 す 。 最 重 要 事 項 と し て 、 感 染 動 物 及
び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 処 理 動 物 は 全 て 、 以 下 の 反 復 性 感 染 直 後 の FMDに 対 す る 耐 性 を 有 す る
。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 （ 表 １ ２ ）
　 （ FMDウ イ ル ス に 感 染 し た 動 物 内 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEGの 予 防
的 効 果 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 （ 実 施 例 ２ ５ ）
　 （ 多 価 （ mc） ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iは 、 二 本 鎖 DNA単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 対
す る 耐 性 を 有 す る 増 強 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 試 験 管 内 で 示 す 。 ）
　 実 施 例 は 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 対 す る 耐 性 を 有 す る 多 価 組 み 換 え ヒ ト 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ I（ mcDNase） を 用 い た 治 療 に よ り 、 飛 躍 的 に 高 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 が 得 ら れ る
こ と を 示 し て い る 。 こ の こ と は 、 野 生 型 組 み 換 え ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I（ DNase
） を 用 い て 得 ら れ る 抗 ウ イ ル ス 活 性 と 比 較 し て 、 よ り 高 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 が 得 ら れ る こ と
を 示 し て い る 。 mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iは 、 好 適 な 二 本 鎖 DNA基 質 に 対 す る 加 水 分 解
活 性 の 増 大 を 特 徴 と す る 。 さ ら に mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iは 、 Gア ク チ ン 、 つ ま り デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iの 強 力 阻 害 剤 へ の 結 合 親 和 性 の 著 し い 低 下 も 特 徴 と す る 。 組 み
換 え mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iは 、 ６ 箇 所 に お い て ア ミ ノ 酸 の 置 換 物 E13CR 2 + /T14K/H4
4R/N74K/T205K/A114CR2 + を 有 す る 。 さ ら に 、 組 み 換 え mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iは 、
ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て ８ 個 の 追 加 正 電 荷 を 備 え る 。 そ こ で は 、 T14、 H44、 N74及 び T295の
ア ミ ノ 酸 が 、 一 価 の 陽 性 リ ジ ン と 置 換 さ れ る 。 E13、 A114ア ミ ノ 酸 は 、 Cys（ C） 残 基 と 置
換 さ れ る 。 Cys（ C） 残 基 は 、 二 価 の 陽 性 化 学 試 薬 2-bis（ ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ） エ チ
ル ・ チ オ ー ル （ CR 2 + ） に よ り 修 飾 さ れ た 結 果 生 じ た 化 学 物 質 を 含 ん で い る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 タ イ プ １ (HSV-１ )、 5.5logTCD 5 0 /0.1mLの 力 価 及 び 細 胞 培 養 地 H
EP-２ が ATCCか ら 入 手 さ れ た 。 細 胞 は 、 10パ ー セ ン ト の 不 活 性 化 ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS） と と
も に 199/イ ー グ ル 培 地 （ 45%+45%） で 培 養 さ れ る 。 細 胞 を 維 持 す る た め に 、 成 長 培 地 199が
使 用 さ れ る 。 酵 素 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 ウ イ ル ス 複 製 速 度 の 影 響 に よ り 決 定 さ れ た 。 こ の
ウ イ ル ス 複 製 速 度 は 、 酵 素 の 異 な る 用 量 投 薬 に よ り 影 響 さ れ た 。 酵 素 は 、 細 胞 培 地 に 加 え
ら れ 、 複 製 割 合 が 100TCD 5 0 /0.1 mLの HVS-1と と も に 接 種 さ れ る 。 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ 及 び mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 10UA/mL、 100UA/mL、 500UA/mL及 び 1000UA/mLの 量 で
そ れ ぞ れ 投 与 さ れ る 。 mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ で 前 処
理 を 施 さ れ た HEP-2細 胞 は 、 HSV-１ と と も に 接 種 さ れ る 。 さ ら に HEP-２ 細 胞 は 、 摂 氏 ３ ７
度 下 で ４ ８ 時 間 培 養 さ れ る 。 そ の 後 、 細 胞 は 凍 結 さ れ HVS-1力 価 が 測 定 さ れ logTCD/0.1mL
と し て 表 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 HSV-１ に 対 す る 耐 性 を 有 す る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー
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ゼ （ +８ ） の 抗 ウ イ ル ス 効 果 が 、 表 １ ３ 中 に 示 さ れ て い る 。 デ ー タ は 、 mcデ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ 及 び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 そ れ ぞ れ の 濃 度 に 対 し て 両 方 の HSV力 価 を
低 減 さ せ る こ と に 効 果 的 で あ る こ と を 表 し て い る 。 さ ら に 、 mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
は 、 そ れ ぞ れ の 濃 度 に お い て デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ よ り も 効 果 的 で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 （ 表 １ ３ ）
　 ヒ ト mcデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ +８ ） 及 び ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iの 抗 HSV-
1活 性
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 （ 実 施 例 ２ ６ ）
　 （ 二 本 鎖 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス に 対 す る 耐 性 を 有 す る ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I
の 耐 ア ク チ ン 変 異 体 の 増 強 抗 ウ イ ル ス 活 性 ）
　 野 生 型 組 み 換 え ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ DNase） と 比 較 し て 、 単 一 置 換 物 Ala 1
14/CR 2 + を 有 す る ヒ ト デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ +2） （ arDNase） の ア ク チ ン 耐 性 変 異
体 及 び 多 価 変 異 体 （ 実 施 例 ２ ５ 参 照 ） は 、 阻 害 ア ク チ ン を 含 む 酵 素 の 相 互 作 用 を 低 下 さ せ
る 。 実 施 例 は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ サ イ ト メ ガ ロ ・ ウ イ ル ス （ CMV） に 対 す る 増 強 さ れ た 抗 ウ イ
ル ス 活 性 を 保 有 す る こ と を 示 し て い る 。 CMV（ 伝 染 力 価 5.5logTCD 5 0 /0.1mL） 及 び 細 胞 培 地
HEP-2が ATCCか ら 入 手 さ れ る 。 細 胞 は 、 １ ０ パ ー セ ン ト の 不 活 性 ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS） と と
も に 199/イ ー グ ル 培 地 （ 45%+45%） に お い て 培 養 さ れ る 。 細 胞 を 維 持 す る た め に 、 成 長 培
地 １ ９ ９ が 使 用 さ れ る 。 酵 素 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の ウ イ ル ス 複 製 速 度 に 対
す る 効 果 の 程 度 に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び arデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 細 胞 培 地 に 加 え ら れ る 。
こ の 細 胞 培 地 は 、 10UA/ｍ L、 50UA/ｍ L、 100UA/ｍ L 及 び 500UA/ｍ L量 の 100TCD 5 0 /0.1mLの C
MVを 接 種 さ れ て い る 。 HEP-2細 胞 を 接 種 さ れ た CMVは 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び arデ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て 処 理 さ れ 、 摂 氏 37度 下 で 48時 間 培 養 さ れ る 。 そ の 後 、 細
胞 は 凍 結 さ れ る 。 表 １ ４ 中 で 示 さ れ る よ う に 、 CMV力 価 が 測 定 さ れ logTCD/0.1mLと し て 表
さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 デ ー タ は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び arデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 双 方 が CMV力 価
を 低 減 さ せ る の に 有 効 で あ る こ と を 示 し て い る 。 使 用 さ れ て い る そ れ ぞ れ の 濃 度 に お い て
、 arデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ よ り も 有 効 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 （ 表 １ ４ ）
　 （ ヒ ト arデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 CMV活 性 ）
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【 ０ ３ ３ １ 】
　 （ 実 施 例 ２ ７ ）
　 （ 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス I（ HSV-I） の 複 製 に お け る D-Ser-His-D-Asp-PEG-R8及 び D-Ser-
His-D-Aspの 阻 害 効 果 ）
　 表 １ ５ の デ ー タ は 、 生 体 外 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス Ｉ （ HSV-1） に 対 す る 核 酸 ト リ ペ プ チ
ド の 抗 ウ イ ル ス 活 性 及 び 著 し く 増 強 さ れ た 抗 ウ イ ル ス 活 性 P 3 を 示 し て い る 。 拡 散 ト リ ペ プ
チ ド は 、 非 天 然 型 Dア ミ ノ 酸 D-Ser-His-D-Aspを 運 搬 し 、 ま た P 3 は 、 PEG及 び メ ン ブ レ ン と
共 有 結 合 し て い る 。 こ の PEG及 び メ ン ブ レ ン は 、 ペ プ チ ド R8を 貫 通 し て お り 、 ペ プ チ ド R8
と は P-PEG-R8で あ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 （ 表 １ ５ ）
　 （ HSV-1の 複 製 に お け る ト リ ペ プ チ ド P 3 及 び P-PEG-R8の 抗 ウ イ ル ス 効 果 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 （ 実 施 例 ２ ８ ）
　 （ ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aは 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス の 複 製 阻 害 に お い て は 、 二 本 鎖 RN
Aレ オ ウ イ ル ス の 複 製 阻 害 に お い て よ り も 有 効 で あ る 。 ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aは 、 一 本 鎖
RNAに 対 す る 優 先 的 加 水 分 解 活 性 を 有 す る 。 ）
　 実 施 例 は 、 ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 二 本 鎖 RNAレ オ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る の と 比
較 し て 、 よ り 有 効 的 に 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。 ウ
シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aは 、 一 本 鎖 RNA基 質 に 対 す る 優 先 的 加 水 分 解 活 性 を 示 す 。
組 み 換 え ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A及 び 置 換 物 A20Pを 有 す る 組 み 換 え ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
の 派 生 物 の プ ロ テ ア ー ゼ （ prRNase） に 対 す る 耐 性 を 比 較 す る と 、 同 様 の 効 果 が 観 察 さ れ
る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A（ 200UA） は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の 力 価 を 5.8logTCD/0.1mLか ら 1.5 l
ogTCD/0.1mLま で 低 減 さ せ る 。 一 方 レ オ ウ イ ル ス の 力 価 は 、 5.0TCD 5 0 /0.1mLか ら 4.0 TCD 5 0
/0.1mLま で 低 減 さ せ る 。 両 ウ イ ル ス は 、 ラ ク ト ア ル ブ ミ ン 及 び 199培 地 か ら 成 る 培 地 内 の H
EP-2細 胞 で 培 養 さ れ る 。 ラ ク ト ア ル ブ ミ ン 及 び 199培 地 は 、 同 量 の １ ０ パ ー セ ン ト の FBSを
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補 給 さ れ て い る 。 １ ０ セ ン チ メ ー ト ル の プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト 内 の 単 層 HEP-2に 、 100TCD 5
0 /0.1mLの コ ロ ナ ウ イ ル ス 又 は レ オ ウ イ ル ス が 接 種 さ れ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ウ イ ル ス 吸
着 の ６ ０ 分 後 に 培 地 に 追 加 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 （ 表 １ ６ ）
　 （ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの 一 本 鎖 コ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 二 本 鎖 RNAレ
オ ウ イ ル ス に 対 す る 活 性 よ り も 大 き い 。 ）
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 （ 実 施 例 ２ ９ ）
　 （ ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIは 、 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス の 複 製 よ り も 二 本 鎖 RNAレ オ
ウ イ ル ス の 複 製 を 大 幅 に 阻 害 す る 。 ）
　 実 施 例 は 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIが 、 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス の 複 製 よ り も 二 本 鎖
レ オ ウ イ ル ス の 複 製 を 大 幅 に 阻 害 す る こ と を 証 明 し て い る 。 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIは
、 一 本 鎖 RNAと 比 較 し て 二 本 鎖 RNAに 対 す る 優 先 的 加 水 分 解 活 性 を 有 す る （ 表 １ ７ 参 照 ） 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 （ 表 １ ７ ）
　 （ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIは 、 二 本 鎖 RNAレ オ ウ イ ル ス の 複 製 を 効 果 的 に 阻 害 す る が 、 一 本
鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス の 複 製 は 阻 害 し な い 。 ）
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 （ 実 施 例 ３ ０ ）
　 （ 二 本 鎖 RNAに 対 す る ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIの 相 乗 抗 ウ
イ ル ス 活 性 ）
　 二 本 鎖 RNAウ イ ル ス （ 例 え ば レ オ ウ イ ル ス ナ な ど ） が 複 製 す る 間 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 二 本
鎖 RNAは 保 護 さ れ な い 状 態 で あ り 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIに よ り 分 解 さ れ や す い 。 さ ら に リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aに よ り 分 解 さ れ や す い 中 間 体 一 本 鎖 RNAが 、 合 成 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 実 施 例 は 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIと ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iと の 混 合 を 有 す る 治 療 的
化 合 物 の 投 与 が 、 等 量 の 酵 素 的 ユ ニ ッ ト （ UA/mL） 活 性 を 別 々 に こ れ ら の 酵 素 を 投 与 す る
場 合 と 比 較 し て 、 二 本 鎖 RNAの 複 製 に 対 し て さ ら に 強 い 抗 ウ イ ル ス 性 を も た ら す こ と を 示
し て い る （ 表 １ ８ 参 照 ） 。 本 実 施 例 で 使 用 さ れ る レ オ ウ イ ル ス の 原 料 調 製 物 は 、 5.5logCP
D 5 0 /0.1mL力 価 で あ る 。 ウ イ ル ス は 、 ラ ク ト ア ル ブ ミ ン か ら 成 る 培 地 内 の HEP-2細 胞 中 で 培
養 さ れ る 。 ラ ク ト ア ル ブ ミ ン か ら な る 培 地 と は 、 つ ま り １ ０ パ ー セ ン ト の FBSを 補 給 さ れ
た 等 量 の １ ９ ９ 培 地 で あ る 。 １ ０ セ ン チ メ ー ト ル の プ ラ ス チ ッ ク 皿 内 の 単 層 HEP-2に 、 100
CPD 5 0 /0.1mLの レ オ ウ イ ル ス が 接 種 さ れ る 。 ウ イ ル ス 吸 着 の ６ ０ 分 後 に 、 ヌ ク レ ア ー ゼ が
、 培 地 に 加 え ら れ る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
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　 （ 表 １ ８ ）
　 （ 二 本 鎖 RNAレ オ ウ イ ル ス に 対 す る 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iお よ び ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ IIIの 化 合 物 の 相 乗 抗 ウ イ ル ス 活 性 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 （ 実 施 例 ３ １ ）
（ ヒ ト ヌ ク レ ア ー ゼ I（ iprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ） の RI耐 性 変 異 体 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 変 異
体 は 、 野 生 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iよ り も 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 し て 活 性 を 有 す る 。
）
　 実 施 例 は 、 野 生 型 （ wt） ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iの 変 異 体 と 比 較 し て 、 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ Iの 遺 伝 子 組 み 換 え RI耐 性 変 異 体 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 変 異 体 が 、 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ
ウ イ ル ス に 対 す る 耐 性 を 有 す る 高 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 顕 著 に 発 揮 す る こ と を 表 し て い る 。
（ 表 １ ９ 参 照 ） 。 遺 伝 子 組 み 換 え RI耐 性 変 異 体 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 変 異 体 は 、 ヒ ト リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ I内 に あ り 、 ア ミ ノ 酸 置 換 物 Q11A/A20P/N71A/E111Aを 有 す る 。 実 験 の 条 件 は
、 前 回 の 実 施 例 に お い て 述 べ た と お り で あ る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 （ 表 １ ９ ）
　 （ 組 み 換 え RI耐 性 iprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A及 び 組 み 換 え プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 iprリ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ Aは 、 野 生 型 （ wt） リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aよ り も 、 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス の 複 製 を
効 果 的 に 阻 害 す る 。 ）
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 （ 実 施 例 ３ ２ ）
　 （ ベ ン ゾ ナ ー ゼ 、 す な わ ち DNA及 び RNAに 対 す る 加 水 分 解 活 性 を 供 う ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 一
本 鎖 DNAウ イ ル ス 、 二 本 鎖 DNAウ イ ル ス 、 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス 及 び 二 本 鎖 RNAウ イ ル ス の 複 製
を 阻 害 す る 。 ）
　 実 施 例 は 、 細 菌 性 ヌ ク レ ア ー ゼ ベ ン ゾ ナ ー ゼ （ 商 標 登 録 ） が 二 本 鎖 DNAワ ク シ ニ ア ウ イ
ル ス の 複 製 、 一 本 鎖 DNAパ ラ ボ ウ イ ル ス の 複 製 、 二 本 鎖 RNAレ オ ウ イ ル ス の 複 製 及 び 一 本 鎖
RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。 ベ ン ゾ ナ ー ゼ は 、 一 本 鎖 DNA、 一
本 鎖 RNA、 二 本 鎖 DNA及 び 二 本 鎖 RNAの そ れ ぞ れ の 基 質 に 対 し て 高 い 加 水 分 解 活 性 を 有 す る
（ 表 ２ ０ 参 照 ） 。 細 胞 培 養 実 験 の 条 件 は 、 前 の 実 施 例 で 述 べ た と お り で あ る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 （ 表 ２ ０ ）
　 （ ベ ン ゾ ナ ー ゼ は 一 本 鎖 DNAウ イ ル ス の 複 製 、 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス の 複 製 、 二 本 鎖 DNAウ
イ ル ス の 複 製 及 び 二 本 鎖 RNAウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る 。 ）
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【 ０ ３ ４ ４ 】
　 （ 実 施 例 ３ ３ ）
　 （ iprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ PEG-R8は 一 本 鎖 RNAに 対 し て iprヌ ク レ ア ー ゼ よ り も 高 い 抗 ウ イ
ル ス 活 性 を 示 す ）
　 ヒ ト リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I（ riprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ） の 遺 伝 子 組 み 換 え RI耐 性 変 異 体 及 び
遺 伝 子 組 み 換 え プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 変 異 体 は 、 置 換 物 Q11A/A20P/N71A/E111Aを 有 し て お り 、
PEG― R8と 共 有 結 合 し て い る 。 こ の 遺 伝 子 組 み 換 え RI耐 性 変 異 体 及 び 遺 伝 子 組 み 換 え プ ロ
テ ア ー ゼ 耐 性 変 異 体 は 、 野 生 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iよ り も 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 し
て 強 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 発 揮 す る 。 Riprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iの N末 端 ア ミ ン へ の 2x10kDa CH
O-PEG-R8の 結 合 は 、 実 施 例 １ で 述 べ ら れ た 手 順 の と お り pH 5.0で 行 わ れ る 。 修 飾 iprリ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ （ 25mg） が 、 蒸 留 水 内 で 溶 解 さ れ る 。 さ ら に 、 こ の 溶 解 さ れ た 修 飾 iprリ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ を 、 10ｍ Lの 塩 化 カ ル シ ウ ム 中 の セ フ ァ デ ッ ク ス G-25カ ラ ム （ 1.6x14.0cm）
に ア プ ラ イ す る 。 2.0ｍ Lか ら 2.2ｍ Lの 留 分 を 採 取 さ し 、 280nmに お け る 光 学 濃 度 を 計 測 す
る 。 280nmに お い て 高 い 光 学 濃 度 を 有 す る 留 分 が 混 合 さ れ る 。 こ の 溶 液 は 、 約 6.5mg/ｍ Lの
タ ン パ ク 質 濃 度 を 有 す る 。 0.25Mリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ （ PPB） 136.8ml、 蒸 留 水 0.6mL中
の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 PMSF（ 0.8mg/mL） pH8.0及 び 127.4mLの 混 合 液 が 、 ゲ ル ろ 過 さ れ る こ
と に よ り 精 製 さ れ 、 iprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I（ 1.4 mLの 10 mM CaCl 2 中 に 8mg） に 加 え ら れ る
（ 最 終 量 2mL） 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 懸 濁 液 が 、 遠 心 分 離 機 に か け ら れ 浄 化 さ れ る 。 上 清 が 、 セ フ ァ デ ッ ク ス G-75カ ラ ム （ 1.
6 X 3.0 cm） に ア プ ラ イ さ れ る 。 そ の 後 、 生 成 物 が 、 5mMの 塩 化 カ ル シ ウ ム （ 留 分 2.0mLか
ら 2.4mL） と と も に 溶 離 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 含 有 量 が 、 280nmに お け る 波 長 を 測 定 す る こ と
に よ っ て 決 定 さ れ 、 生 成 物 は ４ ℃ で 貯 蔵 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 上 述 の よ う に ペ グ 化 さ れ た リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I（ 5-15mg） の ア リ コ ー ト は 、 1.5ｍ Lの リ
ン 酸 バ ッ フ ァ pH7.5内 で 希 釈 さ れ る 。 さ ら に ア セ ト ン （ 0.3mg/mL） 中 の 蛍 光 （ ＊ ） 0.5mLが
追 加 さ れ る 。 そ し て 混 合 液 の 蛍 光 量 が 、 475nmの 励 起 波 長 を 使 用 し て 計 測 さ れ る 。 蛍 光 量
と タ ン パ ク 質 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ が 作 成 さ れ る 。 そ し て 傾 斜 角 度 が 比 較 さ れ る 。 こ の 比
較 は 、 タ ン パ ク 質 内 の 第 一 級 ア ミ ノ 基 量 に 比 例 す る 角 度 の 正 接 を 用 い て 行 わ れ る 。 ロ ー ダ
ミ ン 標 識 iprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iペ グ 化 割 合 が 、 フ ル オ レ ス カ ミ ン に よ り 計 測 さ れ る 。 こ の
計 測 は 、 一 つ の 2x10kda PEGが iprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iと 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。 標 識 i
pr＊ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG-R8（ ＊ は 蛍 光 を 示 す ） は 、 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 す る
抗 ウ イ ル ス 効 果 を 発 揮 す る 。 こ の 抗 ウ イ ル ス 効 果 は 、 ipr＊ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び ＊ リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ Iが 発 揮 す る 抗 ウ イ ル ス 効 果 よ り 強 力 で あ る （ 表 ２ １ 参 照 ） 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 （ 表 ２ １ ）
　 （ 一 本 鎖 RNAコ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 す る ヒ ト iprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I-PEG-R8の 増 強 抗 ウ イ ル
ス 活 性 と iprリ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iと の 比 較 ）
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＊ は 蛍 光 ラ ベ ル を 示 す 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 （ 実 施 例 ３ ４ ）
（ 修 飾 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 植 物 の 抗 ウ イ ル ス 治 療 ）
　 農 業 に お い て 、 ウ イ ル ス 感 染 は 多 大 な 経 済 的 損 失 を 引 き 起 こ す 原 因 と な る 。 多 く の 既 知
の 植 物 ウ イ ル ス は RNAゲ ノ ム を 有 す る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ IIIの よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ れ ぞ れ 一 本 鎖 RNA及 び 二 本 鎖 RNAに 対 し て 優
先 的 加 水 分 解 活 性 を 発 揮 す る 。 そ し て ベ ン ゾ ナ ー ゼ な ど の 非 特 異 性 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 RNA
及 び DNAの 双 方 を 分 解 す る 。 本 明 細 書 中 で 記 載 し て い る よ う に 、 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 化 学 修
飾 さ れ 且 つ 遺 伝 子 操 作 さ れ る こ と に よ り 、 組 成 物 が 得 ら れ る 。 こ の 組 成 物 は 、 増 強 さ れ た
加 水 分 解 特 性 と 内 因 性 の プ ロ テ ア ー ゼ 及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 か ら の 保 護 作 用 を 有 す る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 実 施 例 は 、 ベ ン ゾ ナ ー ゼ （ BNase） に よ る ジ ャ ガ イ モ 頂 端 分 裂 組 織 の 治 療 が 、 ウ イ ル ス
に 感 染 し て い な い ジ ャ ガ イ モ の 収 穫 高 を 増 大 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 PEG及 び R8が ベ ン
ゾ ナ ー ゼ と 結 合 し 、 ベ ン ゾ ナ ー ゼ -PEG-R8複 合 体 が 得 ら れ る 。 こ の ベ ン ゾ ナ ー ゼ -PEG-R8複
合 体 は 、 多 く の 植 物 ウ イ ル ス に 対 す る 増 強 さ れ た 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 発 揮 す る 。 植 物 ウ イ ル
ス に 感 染 し た ジ ャ ガ イ モ へ の ベ ン ゾ ナ ー ゼ -PEG-R8の 投 与 は 、 ウ イ ル ス の な い ジ ャ ガ イ モ
の 収 穫 を も た ら す 。 ム ラ シ ゲ ・ ス ク ー グ 培 地 （ MSM） の 乾 燥 成 分 が 、 蒸 留 水 90mL内 で 溶 解
さ れ 、 高 圧 蒸 気 殺 菌 法 に よ り 滅 菌 さ れ る 。 ム ラ シ ゲ ・ ス ク ー グ 培 地 （ MSM） は 、 100mLの 培
地 を 準 備 す る こ と が 必 要 で あ る 。 ベ ン ゾ ナ ー ゼ が 、 100,000 Kunitzユ ニ ッ ト /10 mLの 培 地
に 追 加 さ れ る 。 有 効 量 内 の 無 菌 性 凍 結 乾 燥 ベ ン ゾ ナ ー ゼ が 、 滅 菌 蒸 留 水 10mL中 で 溶 解 さ れ
る 。 培 地 が 摂 氏 ４ ５ 度 ま で 冷 却 さ れ る と 、 ベ ン ゾ ナ ー ゼ 溶 液 （ 10mL） が 加 え ら れ た 。 ２ ０
パ ー セ ン ト の 無 菌 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 溶 液 0.5mLが 、 100ｍ Lの 栄 養 培 地 に 加 え ら れ る 。 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ mPEG-NHS,MW 10 kDa） 及 び K-R８ が 、 実 施 例 １ で 述 べ た 手 順 に 従 っ
て ベ ン ゾ ナ ー ゼ と 共 有 結 合 す る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 （ 表 １ ２ ）
　 （ 野 生 型 ベ ン ゾ ナ ー ゼ 及 び 修 飾 ベ ン ゾ ナ ー ゼ に よ る ジ ャ ガ イ モ 頂 端 分 裂 組 織 の 治 療 は 、
ウ イ ル ス に 感 染 し て い な い ジ ャ ガ イ モ 数 を 増 加 さ せ る ）
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ １ 】
　 （ 実 施 例 ３ ５ ）
　 （ 修 飾 抗 ウ イ ル ス 性 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 家 畜 の ウ イ ル ス 疾 病 治 療 ）
多 数 の DNAウ イ ル ス 及 び RNAウ イ ル ス が 、 家 畜 の 中 で 疾 病 を 引 き 起 こ し て い る 。 多 大 な 経 済
的 損 失 は 、 ウ シ ・ ア デ ノ ウ イ ル ス 、 豚 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル
ス 、 豚 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ウ シ 伝 染 性 鼻 器 官 炎 な ど の ウ イ ル ス 性 疾 病 に 起 因 す る 。 今 日 、
こ れ ら の 疾 病 の 治 療 あ る い は 予 防 に 対 す る 薬 は な い 。 本 発 明 者 は 、 細 胞 培 地 内 の 家 畜 ウ イ
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ル ス に 対 す る ポ リ マ ー に 修 飾 さ れ た デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 潜 在 的 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 示 す デ ー タ を 得 た 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 （ 実 施 例 ３ ６ ）
　 （ 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ の 投 与 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 家 禽 ウ イ ル ス の 複 製 及 び Ｒ Ｎ Ａ 家 禽 ウ イ ル ス の 複
製 を 阻 害 し 、 家 禽 の ウ イ ル ス 疾 病 を 予 防 し 且 つ 治 療 す る 。 ）
　 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 、 鳥 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 家 禽 ジ フ テ リ ア 及 び そ の 他 の 家 禽 ウ イ ル ス な
ど の Ｒ Ｎ Ａ 鳥 ウ イ ル ス 及 び Ｄ Ｎ Ａ 鳥 ウ イ ル ス は 、 伝 染 性 の 高 い ウ イ ル ス 疾 病 に 関 連 し て い
る 。 こ の ウ イ ル ス 疾 病 は 、 有 効 な 予 防 法 及 び 治 療 法 の な い 伝 染 性 疾 病 を 引 き 起 こ す 。 本 発
明 に よ る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ 並
び に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な 野 生 型 ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ニ ワ ト リ 、
七 面 鳥 及 び そ の 他 の 鳥 の ウ イ ル ス 治 療 に 投 与 さ れ る 。 本 発 明 に よ る ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ベ ン
ゾ ナ ー ゼ 、 Ser-His及 び Ser-His-Aspな ど の オ リ ゴ ペ プ チ ド 及 び ヌ ク レ オ チ ド 特 性 を 備 え る
遷 移 金 属 化 合 物 な ど の 科 学 的 ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む 。 20羽 の ニ ワ ト リ を 1グ ル ー プ に す る 。
こ の ニ ワ ト リ を 、 生 理 食 塩 水 で 溶 解 し た ジ ペ プ チ ド D-Ser-His又 は ト リ ペ プ チ ド D-Ser-His
-FD-Aspの エ ア ロ ゾ ル で 処 理 す る 。 こ の 処 理 は 3日 間 、 1日 に 2度 行 わ れ る 。 一 方 で コ ン ト ロ
ー ル ニ ワ ト リ は 、 生 理 食 塩 水 で 処 理 さ れ る 。 全 て の ニ ワ ト リ が 鳥 ア デ ノ ウ イ ル ス に 感 染 す
る 。 全 て の コ ン ト ロ ー ル ニ ワ ト リ は 、 気 管 支 炎 を 発 症 し て 死 ぬ 。 一 方 で 、 D-Ser-His及 び D
-Ser-His-D-Aspで 処 理 し た 20羽 の う ち 生 存 ニ ワ ト リ は 、 そ れ ぞ れ 18羽 及 び 19羽 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 （ 実 施 例 ３ ７ ）
　 （ ミ ツ バ チ ウ イ ル ス 性 麻 痺 の 伝 染 を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス か ら ミ ツ バ チ を 保 護 す る た め の
修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ の 投 与 ）
　 経 済 的 観 点 か ら 重 要 で あ る 多 数 の 昆 虫 に は 、 た と え ば ミ ツ バ チ 、 カ イ コ 及 び 生 物 農 薬 と
し て 生 育 さ れ て い る 昆 虫 が あ る 。 こ れ ら の 昆 虫 が 、 昆 虫 ウ イ ル ス に 起 因 す る 伝 染 病 に よ り
死 ん で い る 。 こ れ ら の 伝 染 病 に 対 す る 保 護 方 法 は 、 現 在 存 在 し な い 。 本 発 明 者 は 、 修 飾 ヌ
ク レ ア ー ゼ の 保 護 作 用 が 、 ミ ツ バ チ 飼 育 場 に お い て 圧 倒 的 な 影 響 を も た ら す こ と を 示 す デ
ー タ を 得 た 。 修 飾 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ミ ツ バ チ 麻 痺 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｖ ） に 起 因 す る 疾 病 に 対
す る 保 護 作 用 を 有 す る 。 Ｈ Ｂ Ｖ Ｐ は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 含 有 性 ウ イ ル ス で あ る （ Bailey, J. Inv
erteb. Pathol. 7:132-135 1965） 。 そ れ ゆ え 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る ヌ ク レ ア
ー ゼ の 投 与 は 、 致 死 性 の 疾 病 を 引 き 起 こ す Ｈ Ｂ Ｖ Ｐ か ら ミ ツ バ チ を 保 護 す る 働 き を す る 。
野 生 型 ベ ン ゾ ナ ー ゼ 及 び 修 飾 ベ ン ゾ ナ ー ゼ 並 び に ウ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ の Ｈ Ｂ Ｖ Ｐ ウ イ
ル ス 性 麻 痺 に 対 す る 保 護 作 用 が 、 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 Ｈ Ｂ Ｖ Ｐ の 感 染 力 価 は 10 - 8  per mLで あ る 。 ミ ツ バ チ は ウ イ ル ス 性 感 光 乳 剤 を 飼 料 と す
る こ と で 感 染 す る 。 ミ ツ バ チ は 、 ウ イ ル ス 接 種 ３ 時 間 前 に 生 理 溶 液 で 希 釈 さ れ た 酵 素 の エ
ア ロ ゾ ル を 吹 き 付 け ら れ る 。 表 ２ ３ は 、 呼 吸 孔 を 通 し て 酵 素 が 体 液 及 び 細 胞 に 浸 透 す る こ
と を 示 し て い る 。 ウ イ ル ス 接 種 6時 間 後 の 処 置 は 、 ミ ツ バ チ の 疾 病 進 行 を 依 然 と し て 防 い
だ 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 （ 表 ２ ３ ）
　 （ ウ イ ル ス 性 麻 痺 か ら ミ ツ バ チ を 保 護 す る ベ ン ゾ ナ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ 、 ベ ン ゾ
ナ ー ゼ -PEG及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ -PEGを 用 い た 処 理 ）

10

20

30

40

(98) JP 2007-532666 A 2007.11.15



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 （ 実 施 例 ３ ８ ）
　 （ 野 生 型 ベ ン ゾ ナ ー ゼ 又 は 修 飾 ベ ン ゾ ナ ー ゼ を 用 い た カ イ コ の 処 理 は 、 カ イ コ の ウ イ ル
ス 性 核 多 角 体 病 の 進 行 を 防 ぐ 。 ）
　 核 多 角 体 病 は 、 農 業 分 野 に 破 壊 的 な 影 響 を も た ら す ウ イ ル ス 性 疾 病 で あ る 。 放 射 線 療 法
と 同 様 に 耐 性 に 従 っ て 選 択 的 に ヌ ク レ ア ー ゼ を 使 用 す る こ と は 、 こ の 疾 病 に 対 す る こ れ ら
の 保 護 法 は 効 果 が な い と い う 観 点 か ら 汎 用 さ れ て い な い 。 ベ ン ゾ ナ ー ゼ （ BNase） 500UA/m
Lの カ イ コ へ の 噴 射 は 、 本 明 細 書 中 で は 、 無 毒 で 且 つ 核 多 角 体 病 の 進 行 か ら カ イ コ を 保 護
す る と 考 え ら れ る 。 ベ ン ゾ ナ ー ゼ -PEG複 合 体 は 、 野 生 型 ベ ン ゾ ナ ー ゼ と 比 較 し て 、 増 強 さ
れ た 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 発 揮 す る （ 表 ２ ４ 参 照 ） 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 （ 表 ２ ４ ）
　 （ ベ ン ゾ ナ ー ゼ 及 び ベ ン ゾ ナ ー ゼ -PEGを 用 い た 感 染 性 ウ イ ル ス 性 多 角 体 病 か ら の カ イ コ
の 保 護 ）
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 （ 実 施 例 ３ ９ ）
　 （ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 白 血 病 ウ イ ル ス に 感 染 し た Ａ Ｋ Ｒ マ ウ ス 内 で 促 進 さ れ
る リ ン パ 性 白 血 病 の 進 行 を 阻 害 す る 。 ）
　 Ａ Ｋ Ｒ マ ウ ス 内 の 白 血 病 は 、 白 血 病 ウ イ ル ス を 保 有 す る マ ウ ス に よ っ て 促 進 さ れ る こ と
は 周 知 で あ る 。 月 齢 ６ ～ ８ ヶ 月 の Ａ Ｋ Ｒ マ ウ ス の リ ン パ 系 組 織 は 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス
を 有 す る 。 さ ら に こ の Ａ Ｋ Ｒ マ ウ ス の リ ン パ 系 組 織 は 、 白 血 病 を 自 然 に 進 行 さ せ る 。 体 重
１ グ ラ ム あ た り 5,000KuUの ウ シ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ 及 び ウ シ Ｔ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ の Ａ Ｋ Ｒ マ ウ ス s.c.へ の 投 与 は 、 白 血 病 の 進 行 を 防 ぐ と 考 え ら れ る 。 こ の 投 与 は
、 隔 日 1ヶ 月 間 行 わ れ る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び Ｔ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 処 理 効 果 を 研 究 す る た め
に 、 リ ン パ 性 白 血 病 の 兆 候 の あ る 月 齢 9～ １ ０ ヶ 月 の Ａ Ｋ Ｒ マ ウ ス に お い て 実 験 が 行 わ れ
る 。 リ ン パ 節 、 胸 腺 、 肝 臓 及 び 脾 臓 の 大 き さ の 顕 著 な 増 大 及 び リ ン パ 系 組 織 に お け る 高 い
分 裂 指 数 が 、 こ れ ら の マ ウ ス 内 で 観 察 さ れ る 。 処 理 グ ル ー プ は 、 そ れ ぞ れ ２ ４ 匹 の マ ウ ス
を 有 し 、 一 方 で コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ は 、 １ ９ 匹 の マ ウ ス を 有 す る 。 5,000KuU/g重 量 の デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I及 び Tデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 、 ４ 日 ご と s.c.に 投 与 す る 。
こ の 投 与 は 、 リ ン パ 系 組 織 及 び 分 裂 指 数 を 正 常 値 ま で 減 少 さ せ 、 さ ら に は マ ウ ス の 寿 命 を
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伸 ば す 結 果 と な る 。 し か し な が ら 、 表 ２ ５ で 示 さ れ る よ う に 、 マ ウ ス に お い て は 、 デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 投 与 よ り Tデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 投 与 の ほ う が 、 よ り 高 い 効 果 が
得 ら れ る 。 ま た Tデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 投 与 よ り Tデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG投 与
の ほ う が 、 よ り 高 い 効 果 が 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 （ 表 ２ ５ ）
　 （ AKRマ ウ ス に お け る ウ イ ル ス 性 リ ン パ 性 白 血 病 に 関 し て の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
及 び Tデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ １ 】
　 （ 実 施 例 ４ ０ ）
　 （ 一 本 鎖 RNA馬 脳 炎 ウ イ ル ス に お け る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A治 療 及 び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ 治 療 の 併 用 ）
　 実 施 例 は 、 一 本 鎖 RNA馬 脳 炎 ウ イ ル ス 治 療 に お け る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ の 併 用 に よ る 増 強 効 果 を 示 し て い る 。 併 用 治 療 の 効 果 を さ ら に 増 大 さ せ る た
め に 、 酵 素 が ペ グ 化 さ れ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEG及 び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ -PEGが 適
用 さ れ る 。 相 補 的 ウ イ ル ス 性 一 本 鎖 DNA生 成 物 に は 、 内 因 性 逆 転 写 酵 素 が 関 与 す る 。 内 因
性 逆 転 写 酵 素 は 、 RNAウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 内 に あ る 。 RNAウ イ ル ス と は た と え ば 、 リ ン
パ 球 性 脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス （ LCMV; Klenerman, et al., Letters to Nature, 390: 298-3
01, 1997） 、 ポ リ オ 及 び 麻 疹 ウ イ ル ス で あ る （ Zhdanov, Nature 256: 471-473, 1975） 。
い か な る 具 体 的 な 理 論 及 び 作 用 に よ り 限 定 さ れ る こ と な く 、 内 因 性 RTは 、 他 の 感 染 ウ イ ル
ス か ら 生 じ る RNAを 逆 転 写 す る こ と が で き る （ Zhdanov, Nature 256: 471-473, 1975） 。 R
Tの 発 生 源 は 、 内 因 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 又 は 別 の 散 在 物 質 と な り 得 る （ Wiener et al., A. R
ev. Biochem. 55, 631-661, 1986） 。 そ の よ う な 内 因 性 発 生 源 か ら 生 じ る 逆 転 写 物 は 、 哺
乳 類 ゲ ノ ム の １ ０ ～ ２ ０ パ ー セ ン ト を 占 め る こ と に な る （ Coffin, in Reverse Transcrip
tase, pp.445-479, 1993, Eds. Skalka and Gough, Cold Spring Harbor Lab Press, NY
） 。 内 因 性 ト リ 白 血 病 ウ イ ル ス （ ALV-E） 及 び 内 因 性 ト リ ウ イ ル ス （ EAV） の 存 在 に 起 因 す
る 低 水 準 RT活 性 が 同 様 に 、 ト リ 胎 児 線 維 芽 細 胞 基 質 内 で 検 知 さ れ た 。 こ の ト リ 胎 児 線 維 芽
細 胞 基 質 は 、 麻 疹 ワ ク チ ン 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ワ ク チ ン 及 び 黄 熱 病 ワ ク チ ン の 生 成 に 使 用 さ
れ る （ Hussain et al., Journal of Virology, January 77 (2): 1105-1111, 2003; John
son and Heneine, J. Virol. 75 (8): 3605-3612, 2001） 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iと リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aと の 併 用 に よ る 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス に
対 す る 耐 性 を 有 す る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの 抗 ウ イ ル ス 効 果 の 増 強 が 、 本 明 細 書 中 で 示 さ れ
て い る 。 意 外 な こ と だ が 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Iと リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aと の 併 用 治 療
は 、 馬 脳 炎 ウ イ ル ス の 複 製 に お い て 同 時 阻 害 効 果 を 生 む （ 表 ２ ６ 参 照 ） 。 こ れ ら の 併 用 は
、 他 の RNAウ イ ル ス と 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な 酵
素 及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な 酵 素 の 双 方 を 用 い た 併 用 投 与 治 療 は 、 他 の RNAウ イ ル ス
へ の 治 療 、 RNAウ イ ル ス と RNA RTウ イ ル ス の 重 感 染 の 治 療 及 び RNAウ イ ル ス と DNA RTウ イ ル
ス の 重 感 染 の 治 療 に 関 す る 可 能 性 を 有 す る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 （ 表 ２ ６ ）
　 （ 一 本 鎖 馬 脳 炎 ウ イ ル ス の 治 療 に 対 す る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び リ ボ ヌ ク レ ア ー
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ゼ の 併 用 治 療 に よ る 同 時 阻 害 効 果 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 配 列 表 】
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