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(57)【要約】
　本出願は、筋細胞における遺伝子発現を調整する方法
及び組成物を提供する。さらに、本出願の組成物を含む
細胞を提供する。
　【選択図】　　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
患者における筋肉損傷を治療する方法であって、患者の筋肉損傷部位に有効量のマイクロ
ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、該ｍｉＲＮＡをコードするベクター、若しくは該ｍｉＲＮＡの阻
害剤又はこれらの組合せを投与することから成り、該ｍｉＲＮＡが筋肉損傷部位における
筋細胞内の遺伝子を標的とする方法。
【請求項２】
前記筋肉損傷が機械的筋肉外傷、筋肉変性疾患、心臓発作又はこれらの組合せである請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
前記患者が哺乳動物である請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記ｍｉＲＮＡが、配列番号１～１１及び配列番号１～１１のいずれかと少なくとも７０
％相同な配列から成る群から選択されるヌクレオチド配列から成る請求項１に記載の方法
。
【請求項５】
前記ｍｉＲＮＡが、ｍｉＲ－１、ｍｉＲ－１３３、ｍｉＲ－２０６、ｍｉＲ－２０８、ｍ
ｉＲ－２２、ｍｉＲ－２６、ｍｉＲ－２９、ｍｉＲ－３０、ｍｉＲ－１２８、ｍｉＲ－１
４３及びｍｉＲ－１４５から成る群から選択される請求項１に記載の方法。
【請求項６】
前記ｍｉＲＮＡが、前記遺伝子の３’非飜訳領域を標的とする請求項１に記載の方法。
【請求項７】
前記ｍｉＲＮＡをコードするベクターが、
（ａ）該ｍｉＲＮＡ分子をコードする核酸分子に作動可能に連結したプロモーター、及び
（ｂ）転写終結配列、
を含む請求項１に記載の方法。
【請求項８】
前記ｍｉＲＮＡの阻害剤が標的ｍｉＲＮＡとハイブリダイズすることができる請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
前記標的ｍｉＲＮＡが、ｍｉＲ－１、ｍｉＲ－１３３、ｍｉＲ－２０６、ｍｉＲ－２０８
、ｍｉＲ－２２、ｍｉＲ－２６、ｍｉＲ－２９、ｍｉＲ－３０、ｍｉＲ－１２８、ｍｉＲ
－１４３及びｍｉＲ－１４５から成る群から選択される請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
前記遺伝子が、筋肉細胞分化遺伝子及び筋肉細胞増殖遺伝子から成る群から選択される請
求項１に記載の方法。
【請求項１１】
前記筋細胞分化遺伝子が、ヒストンジアセチラーゼ４（ＨＤＡＣ４）ポリペプチド又は甲
状腺ホルモン受容体タンパク質２４０（ＴＲＡＰ２４０）ポリペプチドをコードする請求
項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記筋細胞増殖遺伝子が、血清応答因子（ＳＲＦ）ポリペプチドをコードする請求項１０
に記載の方法。
【請求項１３】
第１時点において、ｍｉＲ－１３３及びｍｉＲ－１阻害剤を筋肉損傷部位に共投与し、第
２時点において、ｍｉＲ－１及びｍｉＲ－１３３阻害剤を筋肉損傷部位に共投与する請求
項５に記載の方法。
【請求項１４】
筋細胞分化、増殖又はこの両者を調節する方法であって、筋細胞をｍｉＲＮＡ又は筋細胞
中の遺伝子を標的とするｍｉＲＮＡをコードするベクターと接触させ、これにより筋細胞



(3) JP 2009-519339 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

分化、増殖又は両者を調節可能にする方法。
【請求項１５】
前記調節が阻害である請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記ｍｉＲＮＡが前記遺伝子の飜訳を阻害する請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
前記ｍｉＲＮＡが前記遺伝子の３’非飜訳領域を標的とする請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記ｍｉＲＮＡが、配列番号１～１１及び配列番号１～１１のいずれかと少なくとも７０
％相同な配列から成る群から選択されるヌクレオチド配列から成る請求項１４に記載の方
法。
【請求項１９】
前記ｍｉＲＮＡが、ｍｉＲ－１、ｍｉＲ－１３３、ｍｉＲ－２０６、ｍｉＲ－２０８、ｍ
ｉＲ－２２、ｍｉＲ－２６、ｍｉＲ－２９、ｍｉＲ－３０、ｍｉＲ－１２８、ｍｉＲ－１
４３及びｍｉＲ－１４５から成る群から選択される請求項１４に記載の方法。
【請求項２０】
前記ｍｉＲＮＡをコードするベクターが、
（ａ）該ｍｉＲＮＡ分子をコードする核酸分子に作動可能に連結したプロモーター、及び
（ｂ）転写終結配列、
を含む請求項１４に記載の方法。
【請求項２１】
前記筋細胞分化遺伝子が、ヒストンジアセチラーゼ４（ＨＤＡＣ４）ポリペプチド又は甲
状腺ホルモン受容体タンパク質２４０（ＴＲＡＰ２４０）ポリペプチドをコードする請求
項１４に記載の方法。
【請求項２２】
前記筋細胞増殖遺伝子が、血清応答因子（ＳＲＦ）ポリペプチドをコードする請求項１４
に記載の方法。
【請求項２３】
筋細胞中の遺伝子発現を調節する方法であって、筋細胞を、筋細胞中の遺伝子を標的とす
るｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）又はｍｉＲＮＡをコードするベクターと接触させるこ
とから成る方法。
【請求項２４】
前記調節が阻害である請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
前記ｍｉＲＮＡが前記遺伝子の飜訳を阻害する請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
前記ｍｉＲＮＡが前記遺伝子の３’非飜訳領域を標的とする請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
前記ｍｉＲＮＡが、配列番号１～１１及び配列番号１～１１のいずれかと少なくとも７０
％相同な配列から成る群から選択されるヌクレオチド配列から成る請求項２３に記載の方
法。
【請求項２８】
前記ｍｉＲＮＡが、ｍｉＲ－１、ｍｉＲ－１３３、ｍｉＲ－２０６、ｍｉＲ－２０８、ｍ
ｉＲ－２２、ｍｉＲ－２６、ｍｉＲ－２９、ｍｉＲ－３０、ｍｉＲ－１２８、ｍｉＲ－１
４３及びｍｉＲ－１４５から成る群から選択される請求項２３に記載の方法。
【請求項２９】
前記ｍｉＲＮＡをコードするベクターが、
（ａ）該ｍｉＲＮＡ分子をコードする核酸分子に作動可能に連結したプロモーター、及び
（ｂ）転写終結配列、
を含む請求項２３に記載の方法。
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【請求項３０】
前記遺伝子が、筋肉細胞分化遺伝子及び筋肉細胞増殖遺伝子から成る群から選択される請
求項２３に記載の方法。
【請求項３１】
前記筋細胞分化遺伝子が、ヒストンジアセチラーゼ４（ＨＤＡＣ４）ポリペプチドをコー
ドする請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
前記筋細胞増殖遺伝子が、血清応答因子（ＳＲＦ）ポリペプチドをコードする請求項３０
に記載の方法。
【請求項３３】
筋細胞中の遺伝子発現を阻害する方法であって、該筋細胞をｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮ
Ａ）分子をコードするベクターで形質転換することから成り、該ｍｉＲＮＡ分子が、連続
した１７～２４ヌクレオチドの前記遺伝子の部分配列に少なくとも７０％相同であるヌク
レオチド配列から成る方法。
【請求項３４】
前記ｍｉＲＮＡが前記遺伝子の飜訳を阻害する請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
前記部分配列が前記遺伝子の３’非飜訳領域に局在する請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
前記ｍｉＲＮＡが、配列番号１～１１及び配列番号１～１１のいずれかと少なくとも７０
％相同な配列から成る群から選択されるヌクレオチド配列から成る請求項３３に記載の方
法。
【請求項３７】
前記ｍｉＲＮＡが、ｍｉＲ－１、ｍｉＲ－１３３、ｍｉＲ－２０６、ｍｉＲ－２０８、ｍ
ｉＲ－２２、ｍｉＲ－２６、ｍｉＲ－２９、ｍｉＲ－３０、ｍｉＲ－１２８、ｍｉＲ－１
４３及びｍｉＲ－１４５から成る群から選択される請求項３３に記載の方法。
【請求項３８】
前記ｍｉＲＮＡをコードするベクターが、
（ａ）該ｍｉＲＮＡ分子をコードする核酸分子に作動可能に連結したプロモーター、及び
（ｂ）転写終結配列、
を含む請求項３３に記載の方法。
【請求項３９】
前記遺伝子が、筋肉細胞分化遺伝子及び筋肉細胞増殖遺伝子から成る群から選択される請
求項３３に記載の方法。
【請求項４０】
前記筋細胞分化遺伝子が、ヒストンジアセチラーゼ４（ＨＤＡＣ４）ポリペプチド又は甲
状腺ホルモン受容体タンパク質２４０（ＴＲＡＰ２４０）ポリペプチドをコードする請求
項３９に記載の方法。
【請求項４１】
前記筋細胞増殖遺伝子が、血清応答因子（ＳＲＦ）ポリペプチドをコードする請求項３９
に記載の方法。
【請求項４２】
筋細胞中でｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）分子を発現するベクターであって、
（ａ）該ｍｉＲＮＡ分子をコードする核酸分子に作動可能に連結したプロモーター、及び
（ｂ）転写終結配列、
を含むベクター。
【請求項４３】
発現した前記ｍｉＲＮＡが前記遺伝子の飜訳を阻害する請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
前記ｍｉＲＮＡが前記遺伝子の３’非飜訳領域を標的とする請求項４３に記載の方法。
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【請求項４５】
前記ｍｉＲＮＡが、配列番号１～１１及び配列番号１～１１のいずれかと少なくとも７０
％相同な配列から成る群から選択されるヌクレオチド配列から成る請求項４２に記載の方
法。
【請求項４６】
前記ｍｉＲＮＡが、ｍｉＲ－１、ｍｉＲ－１３３、ｍｉＲ－２０６、ｍｉＲ－２０８、ｍ
ｉＲ－２２、ｍｉＲ－２６、ｍｉＲ－２９、ｍｉＲ－３０、ｍｉＲ－１２８、ｍｉＲ－１
４３及びｍｉＲ－１４５から成る群から選択される請求項４２に記載の方法。
【請求項４７】
前記遺伝子が、筋肉細胞分化遺伝子及び筋肉細胞増殖遺伝子から成る群から選択される請
求項４３に記載の方法。
【請求項４８】
前記筋細胞分化遺伝子が、ヒストンジアセチラーゼ４（ＨＤＡＣ４）ポリペプチド又は甲
状腺ホルモン受容体タンパク質２４０（ＴＲＡＰ２４０）ポリペプチドをコードする請求
項４７に記載の方法。
【請求項４９】
前記筋細胞増殖遺伝子が、血清応答因子（ＳＲＦ）ポリペプチドをコードする請求項４７
に記載の方法。
【請求項５０】
請求項３９に記載のベクター及び該ベクターを筋細胞へ導入するための少なくとも１種の
試薬から成るキット。
【請求項５１】
さらに、前記ベクターを筋細胞へ導入するための取扱説明書を含む請求項５０に記載のキ
ット。
【請求項５２】
請求項４２に記載のベクターを含む筋細胞。
 
 
 
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００５年１２月１２日に出願された米国仮出願６０／７４９，５４４の優
先権を主張し、その内容は引用することによりここに組み込まれているものとする。
　本出願は米国ＮＩＨの助成金Ｒ０１－ＨＬ０７５２５１の支援の下に行われた。従って
、米国政府は本出願に対して権利を有する。
　本出願にかかる発明は、一般的に、筋細胞における遺伝子発現を調節する方法及び組成
物に関し、より詳細には、本出願は、マイクロRNA（microRNA(miRNA)）を用いて、筋細胞
中の遺伝子の発現レベルを調節する方法、及びmiRNAから成る組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　細胞増殖及び分化を調節する分子機構を理解することは、発生生物学の中心課題である
。マイクロRNA（miRNA）は最近発見された種類の約２２ヌクレオチドから成る調節RNAで
あり、転写後に遺伝子調節を行う１，２。ますます多くの事実が、多くの生物過程におけ
るmiRNAの潜在的役割を示している３－８。
　しかし、生物過程におけるmiRNAの役割又は役割を特徴付ける本技術分野へのニーズが
長期間、また継続的にある。本出願は、該技術分野のいくつかのニーズに対処する。
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題及び課題を解決するための手段】
【０００３】
　本概説は、本出願で開示した主題のいくつかの実施態様を紹介し、また多くの場合、こ
れらの実施態様の変形物及び置き換えを紹介する。本概説は多数で、多様な実施態様を単
に例示する。与えられた実施態様の１又は２以上の代表的特徴についての記載は、同様に
例示的である。この様な実施態様は、一般的に既述した特徴を伴う場合も、伴わない場合
もある；同様に、本概説に紹介された又はされないに無関係に、これらの特徴は本出願で
開示した主題の他の実施態様に適用可能である。過度の繰り返しを避けるために、本概説
は、これらの特徴の全ての可能な組合せを紹介しておらず、あるいは示唆してない。
【０００４】
　本出願の一つの実施態様において、患者の筋肉損傷を治療する方法を提供する。いくつ
かの実施態様において、該方法は患者の筋肉損傷部位に有効量のmiRNA又は、該miRNAをコ
ードするベクター又はmiRNAの阻害剤を投与することから成り、該miRNAは筋肉損傷部位に
おける筋細胞中のある遺伝子を標的とする。いくつかの実施態様において、miRNAの阻害
剤は標的miRNAにハイブリダイズすることができ、またいくつかの実施態様において、該
標的miRNAは、miR-1、miR-133、miR-206、miR-208、miR-22、miR-26、miR-29、miR-30、m
iR-128、miR-143及びmiR-145から成る群から選択される。いくつかの特定の実施態様にお
いて、１回目にmiRNA-133 及びmiRNA-1の阻害剤の投与は、組み合わされて筋肉損傷部位
に行われ、第２回目に、miRNA-1 及びmiRNA-133の阻害剤の投与が、組み合わされて筋肉
損傷部位の治療のために行われる。いくつかの実施態様において、筋肉損傷は、機械的筋
肉外傷、筋肉変性障害、心臓発作又はこれらの組合せに起因する。いくつかの実施態様に
おいて、患者は哺乳動物である。
【０００５】
　本出願の別の実施態様において、筋細胞分化、増殖又は両者を調節する方法を提供する
。いくつかの実施態様において、該方法は、筋細胞分化、増殖又はこの両者を調節する方
法であって、筋細胞をｍｉＲＮＡ又は筋細胞中の遺伝子を標的とするｍｉＲＮＡをコード
するベクターと接触させ、これにより筋細胞分化、増殖又は両者を調節可能にすることか
ら成る。いくつかの実施態様において、調節は阻害であり、いくつかの実施態様において
、該miRNAは遺伝子飜訳を阻害する。
　本出願の更に他の実施態様において、筋細胞中の遺伝子の発現を調節する方法を提供す
る。いくつかの実施態様において、該方法は、筋細胞を筋細胞中の遺伝子を標的とするmi
RNA又は該miRNAをコードするベクターと接触させることから成る。いくつかの実施態様に
おいて、調節は阻害であり、いくつかの実施態様において、該miRNAは遺伝子飜訳を阻害
する。
【０００６】
　本出願のさらなる実施態様において、筋細胞中の遺伝子の発現を阻害する方法を提供す
る。いくつかの実施態様において、該方法は、該筋細胞をｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ
）分子をコードするベクターで形質転換することから成り、該ｍｉＲＮＡ分子は、連続し
た１７～２４ヌクレオチドの前記遺伝子の部分配列に少なくとも７０％相同であるヌクレ
オチド配列から成る。但し、miRNAは、該遺伝子に通常存在するチミジンの代わりにウラ
シルを含む。いくつかの実施態様において、miRNAは、遺伝子の飜訳を阻害する。
　本出願の方法のいくつかの実施態様において、用いる該miRNAは、配列番号１～１１の
いずれか及び配列番号１～１１のいずれかと少なくとも７０％相同な配列から成る群から
選択された塩基配列を含む。いくつかの実施態様において、該miRNAは、miR-1、miR-133
、miR-206、miR-208、miR-22、miR-26、miR-29、miR-30、miR-128、miR-143及びmiR-145
から成る群から選択される。さらに、いくつかの実施態様において、該miRNAは、該遺伝
子の３’非飜訳領域を標的とする。
　さらに、該方法のいくつかの実施態様において、miRNAの標的となる該遺伝子は、筋細
胞分化遺伝子（例えば、ヒストンジアセチラーゼ４（HDAC4）ポリペプチド又は甲状腺ホ
ルモン受容体タンパク質２４０(TRAP240)）、筋細胞増殖遺伝子（例えば、血清応答因子(
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SRF)ポリペプチドをコードする遺伝子）及びホルモン関連タンパク質（例えば、甲状腺ホ
ルモン結合タンパク質１(Thrap1)）から成る群から選択される。
【０００７】
　本出願の他の実施態様において、miRNAをコードするベクターが提供される。いくつか
の実施態様において、該ベクターは、該miRNA分子をコードする核酸分子に人工的に連結
したプロモーター及び転写終結配列を含む。更に、いくつかの実施態様において、該ベク
ターは、ベクターを筋細胞に導入するための少なくとも１種類の試薬をさらに含むキット
に取り込まれる。いくつかの実施態様において、該キットは、ベクターを筋細胞に導入す
るための使用説明を更に含む。
　従って、本出願の目的は、miRNAを介する手法を用いて筋細胞の遺伝子発現を調節する
方法を提供することである。この目的は、本出願により、全体的に又は部分的に成就され
る。
　本出願及び無制限の実施例についての以下の研究により、当業者には本出願の上述の目
的、他の目的及び利点は自明となろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　本明細書において、特定のmiRNAが、筋細胞の分化及び／又は増殖に影響する、筋細胞
における特定の遺伝子発現を調節可能であるという決定を開示する。この発見は、本明細
書で開示するように、例えば機械的筋肉外傷、筋肉変性障害及び心臓発作など、様々な原
因の筋肉障害の治療に適用できる。本明細書に開示した発見は、更に、遺伝子に特異性を
有するmiRNAを用いた筋細胞中の１又は２以上の特異的遺伝子の発現調節に適用できて、
また言い換えると、例えば、筋細胞の分化及び／又は増殖のような筋細胞の機能性の調節
に適用できる。本出願で用いられる非限定的miRNAの例としては、miRNA-1、miRNA-133、m
iRNA-206、 miRNA-208が挙げられる。
【０００９】
　例えば、同一染色体座位に密集するmiRNA-1（miR-1）及びmiRNA-133（miR-133）は発生
過程で組織特異的に相伴って転写される。miR―1及びmiR-133は、インビトロ培養筋細胞
及びインビボXenopus胚における骨格筋増殖及び分化を調節する上で別個の役割を果たす
。miR-1は、筋肉遺伝子発現の転写抑制因子である、ヒストンデアセチラーゼ４（HDAC4）
を標的とすることにより、筋形成を促進する。対照的に、miR-133は、血清応答因子（SRF
）を抑制することにより、筋細胞増殖を促進する。これらの結果は、同一miRNAポリシス
トロン由来の共通に転写される２個の成熟miRNAが、別個の生物的機能を果たすことがで
きることを初めて明らかにした。従って、本開示は、miRNAが筋肉遺伝子発現及び胚発生
を制御する転写回路に加わる分子機構を提供する。
【００１０】
　他の非限定的例として、Thrap1発現は同様にmiR-208により調節されている。Thrap1の3
’UTRは、２個の推定miR-208結合部位を含む（図１８）。２個の標的は、Thrap1終止コド
ンの～８０ｂｐ下流に位置し、互いに僅か～５０ｂｐしか離れていない。両標的は、miR-
208のシード領域と完全に相補的である。このThrap1遺伝子は、ユビキタスに発現してい
るTRAP（甲状腺ホルモン受容体タンパク質）複合体の２４０ｋｄサブユニットである、TR
AP240をコード化している。TRAPは、核受容体に対する活性化補助因子である、複数サブ
ユニットタンパク質複合体であり、またTRAPファミリーメンバーは正常な発生に対して重
要である。従って、miR-208は、TRAP240の合成を調節することができ、またホルモン依存
性心筋分化を促進する。
【００１１】
１．一般的考察
　C. elegans幼虫発生の適時性を制御することで、最初に記載されたmiRNAである、lin-4
遺伝子は、lin-14mRNAレベルに顕著な効果を持たず、予想外に、lin-14タンパク質発現を
抑制する２１ヌクレオチド長の非コード性ＲＮＡを産生することが発見された。この小RN
Aがlin-14の３’非飜訳領域（UTR）内の相補的部位を標的にすることが見出された４９，
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５０。この現象は最初遺伝的奇異として処理され、実質的に無視されたが、今や、lin-4
に類似した、miRNAと呼ばれる、何百もの小ＲＮＡが様々な種の遺伝子に存在して、相補
的mRNAの飜訳を調節していると評価されている。最近の報告では、少数のmiRNAが顕著に
様々な生物過程で役割を果たすと示唆されているが、大部分は特徴付けされていない。
【００１２】
１．Ａ．miRNA生合成及び機構
　miRNA生合成に対する一般的モデルは、図１３に示されている。成熟miRNAは～２２ヌク
レオチド（nt）長を持ち、より長い転写物から処理される５１，５２。プライマリーmiRN
A（pri-miRNA）は、独立な転写単位として、RNA POl IIにより転写可能であり、ホスト遺
伝子のスプライスアウトイントロン由来であることができる５３。このmiRNA処理経路は
、ステムループ構造を持つ５４～７０ｎｔ長の中間前駆体－miRNA（pre-miRNA）を作る、
RNAseIIIエンドヌクレアーゼDroshaによるpri-miRNA切断に始まる。Exportin-5はDrosha
切断により残されたスタガードカットを認識し、pre-miRNAを細胞質にRan-GTP依存的に送
り出す５４～６０。細胞質に入ると、pre-miRNAの両鎖は、もう一つのRNAseIII酵素であ
る、Dicerにより、ステムループの元から約２ヘリカルターン離れた箇所で切断される６

１～６３。結果得られる～２２量体RNA２重鎖はDicerにより放出され、単鎖のステムアー
ムが、RISC（RNA－誘導サイレンシング複合体）に取り込まれることができる。RISCは、m
iRNA及びmRNA標的と共に、Argonauteタンパク質ファミリー及びアクセサリー因子のメン
バーを含む、リボヌクレオタンパク質複合体である。ステムアーム２本鎖の相対的熱安定
性が、どちらの鎖がＲＩＳＣに取り込まれるかを決めると考えられている：RISCに入る鎖
は、しばしば５’末端がより不安定な鎖である６４，６５。飜訳阻害は、未知の機構によ
り標的mRNAの3’UTR内の標的配列（複数）に対して相補的なmiRNAにより行われる６６、

６７。一般的に、不完全な相補性は、飜訳抑制をもたらすが、完全又は、準完全相補性は
、mRNA切断をもたらす６８。miRNA生合成の多くの側面、トラフィッキング、RISC集合及
びRISC機能の機構については不明の点が多いが、特定のmiRNAの機能研究及びmiRNA経路構
成成分の遺伝的及び生化学的解析により、miRNAが様々な生物過程において重要であるこ
とが示された。
【００１３】
Ｉ．Ｂ．発生におけるｍｉＲＮＡ
　多細胞有機体の発生には、遺伝的経路の空間的及び時間的調節が必要である。miRNAは
、標的遺伝子の転写後調節により、これらの複雑な遺伝的経路を制御又は微調節すると考
えられている。動物発生におけるmiRNAの必要性を決定する一つの研究法は、miRNAを処理
して成熟した活性型にするために必要な上流酵素である、Dicerの変異体作成であった。
脊椎動物は、全ての脊椎動物miRNAを完全に処理するために必要である、Dicerを１コピー
のみ有すると信じられている６２，６３，６９。マウスにおいて、Dicer機能を欠損させ
ると、７．５日胚（Ｅ）で致死的結果となる６９。Dicer欠損マウスは、原始条痕マーカ
ーＴ（brachury）を発現せず、原腸形成の間に体が構成される前に、発生が停止すること
を示す。特に、マウス肢中胚葉期にDicer機能が条件的に失われると、肢サイズが減少し
またプログラムされた細胞死が増加する７０。母方の接合体のDicer変異体を作ることに
より、ゼブラフィシュのmiRNA形成が完全にブロックされることは、miRNAの欠損は、胚の
軸形成又は多くのタイプの細胞のパターン化には影響しないことを示す。しかしながら、
原腸形成、脳形成、体節発生及び心臓発生における形態形成全ては、異常であることが証
明され、また致死をもたらした７１。まとめると、Dicer機能の遺伝解析は、成熟miRNAは
正常な発生のために必要であることを示唆する。全てのmiRNA機能の除去は参考になるが
、これらはまた、なまくらな道具であり、特定のmiRNAの正確な機能への洞察を提供する
ものではない。
【００１４】
Ｉ．Ｃ．特定のmiRNAの生物的役割
　miRNAが多くの生物過程に関与することを示唆する事実は、益々増加している。脾臓島
細胞において、miR375の過剰発現は、グルコース誘導のインシュリン分泌を抑制するが、
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内因性miR-375の阻害はインシュリン分泌を促進する７２。同様の過剰発現及び阻害戦術
により、ERK5タンパク質発現の調節から、脂肪細胞分化におけるmiR-143の役割が同定さ
れた７３。他の実施例において、５個のmiRNAをコードしている多シストロンのmiRNA遺伝
子は、腫瘍発生と関係する７４。miRNAの他の機能が、血液新生７５、神経細胞分化７６

，７７及びHox遺伝子発現の調節７８，７９において提言されている。
　現在、３００を超える既知のヒトmiRNAがあるが、約１００個のみが生物機能について
何らかの意味で割り当てられている。発生と病理学におけるmiRNAを介した調節の普及性
及び重要性を理解するためには、特定のmiRNAの研究が必要である。本出願は、筋肉分化
と増殖の調節におけるmiRNAの役割について初めて提供する。
【００１５】
Ｉ．Ｄ．心臓発生におけるmiRNA
　心臓発生は、異なる遺伝的プログラムの詳細な調節を必要とする、従って、心臓に多量
存在する、区別を付けて発現するmiRNAが、この複雑な経路を調節するに役立つと推量す
ることは興味深い。この様な、組織特異的な発現パターンは、いくつかのmiRNAについて
本出願に開示する。miR-1及びmiR-133は骨格筋及び心臓筋組織の両者に発現するが、miR-
208は心筋組織のみに検知される。本明細書開示以前には、これら筋特異的miRNAの機能は
明かではなかった。
【００１６】
Ｉ．Ｅ．miRNA標的の同定
　特定のmiRNAの標的を同定することは、調節経路におけるこれらmiRNＡの役割の理解を
容易にする。大部分の動物miRNAはこれらの標的部位に対して不完全に相補的であり、こ
のことは動物miRNA標的部位を同定する上で単純なホモロジー探索を用いることを妨げる
。この障害を克服するために、いくつかの計算方法が開発され、これらは新しい動物miRN
A標的を予想するための基準として、既知のmiRNA標的の保存配列及び特徴を取り込んだ８

０～８５。例えば、大部分のmiRNAは、“シード”領域と呼ばれる、有効な標的部位内の
第２及び第８ヌクレオチドの間に高い相補性を示すことが、いくつかのアルゴリズムでは
考慮されている。いくつかの場合、miRNAの３’末端の相補性が、弱い５’末端結合を埋
め合わせるので、他のアルゴリズムでは考慮されていない。これらのアルゴリズムではま
た、隣接する領域に対し、２又は２以上の種を越えた標的保存配列による予想を評価する
。この種の計算方法により、いくつかの哺乳動物miRNA標的部位が成功裏に予想できた。
どの様な特定のmiRNAに対して為される予想も、常に間違いなくファルスポジティブを作
り出す。しかしながら、この様な予想は仮説ジェネレーター（生成系）として極めて重要
である。どの様な予想でも、実験的に証明できて、また関連した生物学的状況に置くこと
ができる。
【００１７】
Ｉ．Ｆ．重要性
　現在、miRNA指向性抑制の背後の詳細な分子機構を理解するために、またmiRNA発現を解
析し標的部位を同定するためのより良いツールを開発するために、また調節経路内の特定
のmiRNAに対する生物学的に適切な役割を定めるために、miRNA研究におけるいくつかの活
溌な領域が在る。
　心臓発生及び病理学は複雑な遺伝的経路の調節と密接に関係しており、これらの経路を
理解するために多くの試みが為されてきた。大部分の研究は、転写因子の役割及び心臓遺
伝子転写に要求される調節エンハンサー配列に焦点が向けられてきた。心臓遺伝子発現の
調節は、極めて複雑であることが分かり、個々の心臓遺伝子は、心臓における非常に制限
された発現パターンを指令する、多種の独立したエンハンサーにより調節される。転写後
レベルでの他の調節レイヤーが加わることで、潜在的に、miRNAのこの複雑さはさらに劇
的に増加した。本出願は、一つには、心筋及び骨格筋遺伝子発現が如何に調節されている
かについての新しい理解を提供し、治療及び、研究にこれらの発見の応用を開示する。更
に、本明細書で開示した筋分化と増殖のmiRNA調節に関連する発見により、同様に他の経
路におけるmiRNAの機能を理解するためのモデルとして役立つ。
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【００１８】
ＩＩ．定義
　便宜上、明細書、実施例及び添付した請求の範囲に用いられる幾つかの用語を此処に集
めた。以下の用語は当業者に良く理解されていると信ずるが、以下の定義を、本出願の説
明に供するために示す。
　異なって定義しなければ、本明細書で用いられる全ての技術的及び科学的用語は、本出
願が属するこの分野の当業者には一般的に理解されている意味と同一である。本明細書に
記載した方法、デバイス、材料と等価なこれら全てを、本出願の実行又は試験に用いるこ
とができるが、代表的な方法、デバイス及び材料についてこれから説明する。
　長年にわたる特許法協定に従い、原文の“不定冠詞－ある（ａ、ａｎ）”“定冠詞－そ
の（ｔｈｅ）”は、請求の範囲を含め本出願で用いられる場合、“１又は２以上”を意味
する。従って、本明細書で“ある（ａ，ａｎ，）”その（
ｔｈｅ）”、に言及した場合、１又は２以上（少なくとも１の）の本書の文法的目的物を
示す。実施例のために、“ある成分”は１成分又は１以上の成分を表わす。
　本明細書で用いるように、値又は質量、重量、時間、容積、濃度、パーセンテージに関
する場合、用語“約”は、本出願を実行する上で以下の変動が適切であるように、特定の
値から、幾つかの実施態様では、±２０％又は±１０％、いくつかの実施態様では±５％
、いくつかの実施態様では±１％、いくつかの実施態様では、±０．５％、いくつかの実
施態様では±０．１％の変動を含む。もし別に指定しない場合、本明細書及び請求の範囲
で用いる構成要素、反応条件、等々の量を表現する全ての数は、全ての実施例において、
用語“約”により、修正されていると理解すべきである。従って、これに反すると指示し
ない限り、本明細書及び添付した請求の範囲に示された数字上のパラメーターは、本出願
で得られる所望の特性に依存して変化する様に、近似的である。
【００１９】
　本明細書で用いるように、用語“アミノ酸”及び“アミノ酸残基”は、互換性があり、
２０個の自然に存在するアミノ酸及び類似体、誘導体及びこれらの同族体（即ち、様々な
側鎖を持つアミノ酸類縁体、前記のいずれかの全ての立体異性体）の何れかを表わす。従
って、用語“アミノ酸”は、自然又は合成を問わず、アミノ基官能性及び酸官能性を持ち
、自然に存在する高分子に含まれ得る、全ての分子を包含する。
　アミノ酸はポリペプチドをペプチド結合の部分で化学消化（加水分解）して作ることが
できる。本明細書に記載するアミノ酸残基は幾つかの実施態様では“Ｌ”異性体型である
。しかしながら、希望の機能特性がポリペプチドに保持される限り、Ｌ－アミノ酸残基を
“Ｄ”異性体型の残基で置き換えることができる。NH2は、ポリペプチドのアミノ末端に
存在する自由アミノ基を表わす。COOHは、ポリペプチドのカルボキシ末端に存在する自由
カルボキシ基を表わす。標準的ポリペプチド命名法を守りながら、アミノ酸残基の略号を
本明細書に示す表に示した。
　本明細書に、化学式で示した全てのアミノ酸残基配列は、通常のアミノ末端からカルボ
キシ末端の方向について、左より右への方向で表わすことを注意する。更に、用語“アミ
ノ酸”及び“アミノ酸残基”は、修飾型の及び異常なアミノ酸を含む様に広く定義されて
いる。
【００２０】
　更に、アミン酸残基配列の初め又は終わりのダッシュは、１又は２以上のアミノ酸残基
の配列へのペプチド結合又はNH2の様なアミノ末端基又はアセチル基又はCOOHの様なカル
ボキシ末端基への共有結合を示すことを注意する。
　本明細書に用いるように、用語“細胞”は、通常の生物的意味で用いられる。いくつか
の実施態様では、細胞は、例えば、脊椎動物のような有機体に存在する。細胞は、真核生
物（例えば、骨格筋又は心筋のような、筋細胞）又は原核生物（例えば、バクテリア）で
あり得る。細胞は、体細胞系又は生殖細胞系由来であり、全能性、多能性又は何らかの程
度分化した、分裂性又は非分裂性であり得る。また細胞は、誘導型又は生殖体又は胚、肝
細胞又は完全に分化した細胞を含みうる。
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　本明細書で用いるように、用語“ホスト細胞”及び“組み換えホスト細胞”は、互換性
があり、本出願の構成物（例えば、miRNAをコードする発現ベクターのような）の組成物
が導入された細胞（例えば、筋細胞）を表わす。更に、この用語は、発現構築物が最初導
入された特定の細胞ばかりでなく、この様な細胞の子孫又は潜在的子孫を表わす。突然変
異又は環境からの影響により、継代中にある種の変化が生じる可能性があり、この様な子
孫は、実際、親細胞とは同一でないかも知れないが、尚、本明細書で用いられる用語の範
囲内に含まれる。
【００２１】
　本明細書で用いるように、用語“遺伝子”は、例えば、ポリペプチドをコードする構造
遺伝子を含む、がそれに制限されない、核酸配列のような、ＲＮＡをコードする核酸を表
わす。用語“遺伝子”は、また広く、生物機能と結びついた如何なるDNAの断片でも表わ
す。従って、用語“遺伝子”は、コードする配列；プロモーター領域；転写調節配列；調
節タンパク質に対する特異的認識配列である、非発現DNA断片；例えば本出願の見本であ
るmiRNAにより標的とされ、結合されるmRNAの３’非飜訳領域に転写されるDNA断片のよう
な、遺伝子発現に寄与する部分である非発現DNA断片；希望するパラメーターを持つよう
デザインされたDNA断片；又はこれらの組合せを含むがこれらに制限されない配列を含む
。ある遺伝子は様々な方法で得ることができて、生物試料からのクローニング、既知の又
は予想される配列情報による合成及び１又は２以上の存在する配列由来の組み換えが含ま
れる。
【００２２】
　当業者は理解するように、遺伝子は概して、コード鎖及び非コード鎖を含む。本明細書
で用いるように、用語“コード鎖”及び“センス鎖”は互換性があり、遺伝子産物に飜訳
されるmRNAと同じヌクレオチド配列を持つ核酸配列を表わす。やはり、当業者が理解する
ように、コード鎖及び／又はセンス鎖がDNA分子を表わすために用いられる場合、このコ
ード／センス鎖は、対応するmRNAに存在するウリジン残基の変わりにチミジン残基を含む
。さらに、コード／センス鎖をDNA分子を表わすために用いる場合、コード／センス鎖は
、プロモーター、エンハンサー、イントロンを含むがこれに制限されない、mRNAに含まれ
てない付加的因子を含むことができる。同様に、用語“鋳型鎖”及び“アンチセンス鎖”
は、互換性があり、コード／センス鎖に相補的な核酸配列を表わす。しかしながら、例え
ばmiRNA遺伝子のようにポリペプチド産物をコードしてない遺伝子に対して、用語“コー
ド鎖”が、miRNAを含む鎖を表わすために用いられる。この使用法において、miRNAを含む
鎖は、miRNA前駆体に関してはセンス鎖であり、他方、標的ＲＮＡに関してはアンチセン
ス鎖である（即ち、標的RNAに対してアンチセンスである配列をmiRNAは含むので、miRNA
は標的RNAとハイブリダイズする。）
【００２３】
　本明細書で用いるように、用語“相補性”及び”相補的な”は伝統的なWatson-Crick型
又は他の非伝統的タイプの相互作用により、他の核酸と１又は２以上の水素結合を形成す
ることができる核酸を表わす。本出願の核酸分子に関連して、核酸分子が相補的配列と結
合する自由エネルギーは、いくつかの実施態様において、核酸の関係機能がリボヌクレア
ーゼ活性を進行可能にするに充分である。例えば、あるmiRNA前駆体のセンス及びアンチ
センス鎖の間の相補性の程度は、miRNA前駆体のmiRNAを含む鎖と標的核酸配列の間の相補
性の程度と同じ又は異なる可能性がある。核酸分子に対する結合自由エネルギーの測定は
当分野ではよく知られている。Freier他、198631; Turner他、198732を参照のこと。
　本明細書で用いるように、用語“パーセント相補性”、“パーセント同一性”及び“パ
ーセント同一”は、本明細書では互換性があり、第２の核酸配列と水素結合（例えば、Wa
tson-Crick塩基対）を形成する、ある核酸分子における連続残基の割合を表わす（例えば
、１０塩基対の中５，６，７，８，９，１０塩基対は、５０％，６０％，７０％，８０％
，９０％及び１００％相補性である）。用語“１００％相補性”、“全面的相補性”及び
“完全相補性”は、核酸配列の連続残基の全てが、第２の核酸配列の同数の連続残基と水
素結合をすることができることを示す。miRNAは約１７～２４ｎｔであり、また５ミスマ
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ッチ（即ち、１，２，３，４又は５ミスマッチ）は、遺伝子発現のmiRNAを指向する調節
の間、一般的に許容されるので、あるmiRNA及び標的となるRNAの間の少なくとも約７０％
パーセント相補性は、miRNAが、標的RNAを導く遺伝子の発現を調節するために十分である
。
【００２４】
　用語“遺伝子発現”は、一般的に、生物的に活性なポリペプチドがDNA配列より作られ
細胞内で生物活性を示す生物過程を表わす。従って、遺伝子発現は、転写及び飜訳過程を
伴うが、遺伝子又は遺伝子産物の生物活性に影響する転写後及び翻訳後の過程を伴う。こ
れらの過程は、RNA合成、RNAプロセシング、RNA輸送及びポリペプチド合成、ポリペプチ
ド輸送及びポリペプチドの翻訳後修飾を含むが、これらに制限されない。さらに、細胞内
のタンパク質―タンパク質相互作用に影響する過程が、本明細書に定義した遺伝子発現に
影響を与える可能性がある。
　しかしながら、例えば、miRNA遺伝子のように、タンパク質産物をコードしてない遺伝
子の場合、用語“遺伝子発現”は、前駆体miRNAが遺伝子から作られる過程を表わす。タ
ンパク質をコードする遺伝子に対するＲＮＡポリメラーゼIIにより行われる転写とは異な
り、miRNA遺伝子の転写産物はタンパク質を作るために飜訳されないが、一般的に、この
過程は転写と呼ばれる。それでもなお、miRNA遺伝子から成熟したmiRNAの合成は、本明細
書で用いるように用語“遺伝子発現”に含まれる。
【００２５】
　本明細書で用いるように、用語“単離した”は、他の核酸、タンパク質、脂質、炭化水
素及び／又は、細胞物質又は合成媒体と通常結合している、他の物質から実質的に遊離し
た分子を表わす。従って、用語“単離した核酸”は、自然又は合成由来又はその組合せの
リボ核酸分子又はデオキシリボ核酸分子（例えば、ゲノムDNA、cDNA、mRNA、miRNAその他
）を表し、この核酸分子は（１）“単離した核酸”が自然で見られる細胞と結合していな
い又は（２）自然で連結してないポリヌクレオチドと作動可能に連結している。同様に、
用語“単離したポリペプチド”は、幾つかの実施態様では、組み換えDNA又はRNAから合成
された又は合成由来の又はこれらの何らかの組合せによる、ポリペプチドを表し、このポ
リペプチドは、（１）自然で通常見出されるタンパク質と結合してない、（２）本来そこ
に存在する細胞から単離された、（３）同じ細胞由来の他のタンパク質から遊離している
、（４）異なる種の細胞により発現される又は（５）自然に存在しない物である。
　用語“単離した”は、“単離した細胞”という文脈で用いる場合、例えば、器官、組織
又は有機体の一部として、自然の環境から取り除かれた細胞を表わす。
【００２６】
　本明細書で用いるように、用語“標識”及び“標識された”はプローブ分子に分光学的
に、放射線学的に及び他の方法で検出可能な分子部分を結合させることを表わす。従って
、用語“標識”又は“標識した”は、ポリペプチドのような分子に検出可能なマーカーを
任意に共有結合的に又は非共有結合的に取り込む又は結合することを表わす。ポリペプチ
ドを標識する様々な方法は、当技術分野で既知であり、使用できる。ポリペプチドの標識
の実施例としては、以下の標識があるが、これらに制限されない：放射性同位元素、蛍光
標識、重原子、酵素標識又はレポーター遺伝子、化学発光基、ビオチニル基、第２のレポ
ーターにより認識される所定のポリペプチドエピトープ（例えば、ロイシンジッパー対配
列、抗体の結合位置、金属結合領域、エピトープタグ）。いくつかの実施態様において、
標識には様々な長さのスペーサーアームを結合して、潜在的な立体障害を減少させる。
【００２７】
　本明細書で用いるように、用語“調節する”は、生化学的実体の、どんな又は全ての科
学的及び生物的活性又は特性を増加、減少又は他の如何なる変化も表わすことが可能であ
る。例えば、用語“調節する”は、発現、レベル又は活性が、調節因子がない場合に観測
される値より大きい又は小さいと言うように、遺伝子の発現レベル又は１又は２以上のタ
ンパク質又はタンパク質サブユニットをコードしているRNA分子又は等価なRNA分子のレベ
ルを変化させること；又は上方制御又は下方制御された１又は２以上のタンパク質又はタ
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ンパク質サブユニットの活性を表視、その結果発現、レベル又は活性は、調節因子なしで
観測される結果より大きい又は小さい。例えば、用語“調節する”は、“阻害する”又は
“抑制する”ということを意味するが、語“調節する”はこの定義に制限されない。
【００２８】
　本明細書で用いる、用語“調節”は、ある応答の上方制御（即ち、活性化又は刺激）及
び下方制御（即ち、阻害又は抑制）を表わす。従って、用語“調節”は、機能特性又は生
物活性又はプロセス（例えば、酵素活性又は受容体結合）と関連して用いる場合、上方制
御（例えば、活性化、刺激化）、下方制御（例えば、阻害又は抑制）の能力を表わす又は
そうでなければ、この様な特性、活性又はプロセスの性質を変化させる。ある実施例では
、この様な調節は、シグナル伝達経路の活性化の様な、連続した特定のでき事であり得る
及び／又は特定の細胞型だけに表れうる。
【００２９】
　用語“調節因子”は、調節を行うことができる、ポリペプチド、核酸、高分子、複合体
、分子、小分子、化合物、種又はその他（自然に又は非自然に存在）又は、バクテリア、
植物、菌類又は動物細胞又は動物組織からの単離物を表わす。アッセイ系に加えることに
より、調節因子は、機能的特性、生物活性又は生物過程又はこれらの組合せ（例えば、作
用薬、部分的拮抗剤、部分的作用薬、反作用薬、拮抗剤、抗生物質、細菌感染又は細菌増
殖の阻害剤、等々）の阻害剤又は活性剤（間接的又は直接的）として可能な活性に対して
評価される。このようなアッセイにおいて、多くの調節因子が一度で探索できる。調節因
子の活性は、既知、未知又は部分的既知である。
　調節因子は、選択的又は非選択的である。本明細書で用いるように、用語“選択的”は
、調節因子の文脈（例えば、阻害剤）で用いられる場合、測定しうる又はさもなければ、
調節因子が、生物的に対応して、他の類似であるが同一ではない分子（例えば、興味の対
象としての標的RNAと同じ遺伝子ファミリーのメンバー由来のRNA）と比べて、一つの分子
（例えば、興味の対象としての標的RNA）と相互作用の様式が異なることを表わす。
【００３０】
　選択的調節因子と考える調節因子に対して、標的との相互作用の性質は、標的に関連し
た他の分子（例えば、標的自体以外のファミリーメンバーからの転写物）との相互作用を
完全に排除するものではないと理解すべきである。言い方を変えると、用語、選択的調節
因子は、興味ある遺伝子からのmRNA転写物にのみ結合して、関連するファミリメンバーか
らの転写物には結合しない分子に制限されることを意図してない。この用語は、興味のあ
る遺伝子からの及び関連するファミリーメンバーからの、転写物と相互作用することがで
きる調節因子を含むことを意図するが、しかしながらこれに関しては、ファミリーメンバ
ーと比較して標的との相互作用を変えて、生物的に該当する結果をもたらすような条件を
デザインすることは可能である。この様な条件としては、調節因子とファミリメンバーの
間で配列が同一でない場合及び、いくつかの調節因子を発現するが全てのファミリーメン
バーを発現しない、特定の組織又は細胞型において調節因子を使用する場合を含むが、こ
れに限定されない。後者の条件下で、もしある調節因子が標的と相互作用し、生物的に対
応する効果をもたらすならば、ある調節因子は所定の組織における所定の標的に対して選
択的であるかも知れないが、この場合、他の組織においては、さらなるファミリーメンバ
ーが発現して、この調節因子が標的と相互作用しても、他のファミリーメンバーが存在す
るために、この調節因子が組織から“抜き取”られてしまい、生物効果を全くもたらさな
いこともあり得る。
【００３１】
　選択的調節因子と同定されると、調節因子は、他の分子（例えば、興味ある遺伝子と関
連する遺伝子のmRNA転写物）と結合する様式とは異なる様式で（例えば、より強く）、一
分子（例えば、興味ある遺伝子のあるmRNA転写物）と結合する。本明細書で用いるように
、この調節因子は、この調節因子が結合する他のいくつかの可能な分子と比較してより強
く結合する分子に対して“選択的結合”又は“優先的結合”を示すという。
　本明細書で用いるように、用語“阻害”、“抑制”、“下方制御”及びこれらの文法的
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言い換えは互換性があり、遺伝子産物（例えば、ポリペプチド）、遺伝子発現、ポリヌク
レオチドの活性（例えば、miRNA）又は１又は２以上の遺伝子産物をコードするRNAのレベ
ルが、本出願を実行しない場合観察されるレベル以下に減少する。
【００３２】
　いくつかの実施態様において、miRNA分子による阻害は、標的RNAの定常状態の発現レベ
ルの減少に帰結する。いくつかの実施態様において、miRNA分子による阻害は、標的の発
現レベルを下方制御できない不活性な又は弱力化した分子存在下で観測されるレベル以下
の標的遺伝子の発現をもたらす。いくつかの実施態様において、本出願のmiRNA分子によ
る遺伝子発現の阻害は、miRNA分子存在下での方が非存在下の場合よりも大きい。いくつ
かの実施態様において、遺伝発現の阻害は、遺伝子によりコードされたmRNAの分解速度の
促進と結びついている（例えば、miRNAを介する遺伝子発現の阻害）。いくつかの実施態
様において、本出願のmiRNAによる阻害は、標的遺伝子からの遺伝子産物の、miRNA非存在
下で観測されるレベル以下の、発現レベルをもたらす。
【００３３】
　いくつかの実施態様において、例えば内在性miRNAの様な、miRNAはmiRNA阻害剤により
阻害される可能性があり、miRNAが阻害されてない場合の遺伝子発現レベル（例えば、遺
伝子産物の産生）と比較して、miRNAによる標的となった遺伝子発現レベルの増加をもた
らす。本明細書で用いるように、用語“miRNA阻害剤”及び“miRNAの阻害”は互換性があ
り、miRNAの活性を阻害する分子を表わす。
【００３４】
　いくつかの実施態様において、miRNA阻害剤は、特定の条件下で、特定の標的miRNAとハ
イブリダイズするポリヌクレオチドであり、これにより標的miRNAの活性を阻害する。miR
NA阻害剤が標的miRNAとハイブリダイズする条件としては、例えば、生理学状態がある。
標的miRNAポリヌクレオチドに対するmiRNA阻害剤ポリヌクレオチド配列の相補性に基づき
、miRNA阻害剤は標的miRNAとより多く又はより少ない度合いでハイブリダイズする。いく
つかの実施態様において、miRNAは、標的miRNAの全て又は部分と完全に相補的である又は
不完全に相補的であり、例えば、標的miRNAに対して９９％、９８％、９７％、９６％、
９５％、９０％、８０％又は７０％相補性が挙げられ、当業者により一般的に理解されて
いるように、これらは特定の応用によるものであり、また特異性の必要性による。miRNA
阻害剤は、特定の条件セットの下で、標的miRNA活性の要求量を阻害するために必要なこ
とは、標的miRNAと相補性を共有しさえすればよい。本出願に用いられるmiRNA阻害剤の実
施例としては、2’-O-メチルポリヌクレオチドのような修飾ポリヌクレオチドが含まれる
が、これに制限されない。代表的、非限定の実施例は、表２及び表３に示し、2’-O-メチ
ル-miR-1，2’-O-メチル－miR-133及び2’-O-メチル－miR-208が挙げられ、これらは有意
に、それぞれ、miR-1，miR-133又はmiR-208の活性を特異的に阻害できる。
【００３５】
　本明細書で用いるように、用語“突然変異”は伝統的な内包的意味を保ち、核酸又はポ
リペプチド配列における、遺伝による、自然発生による又は導入された変化を表し、当業
者に一般的に既知の意味で用いられる。
　本明細書でも用いるように、用語“筋細胞”は、広く、全ての発生段階にある全ての種
類の筋肉細胞を表わす。従って、“筋細胞”は、例えば筋芽細胞のような、未分化の筋肉
細胞及び例えば、最終分化した管状筋細胞のような分化した筋肉細胞の両者を含む。“筋
細胞”はまた、線状筋肉細胞（例えば、骨格筋細胞）、平滑筋細胞（例えば、小腸筋肉細
胞）及び心臓筋肉細胞を含むが、これらに制限されない、様々な組織型の筋肉細胞を含む
。さらに、本明細書で用いる“筋細胞”は、種特異的ではない。
　目的物に対して使われる、用語“自然に生ずる”は、ある目的物が自然に見出されるこ
とを表わす。例えば、自然源から単離ができて、実験室でヒトにより意図的に改変されて
無い、有機体（微生物を含め）に存在するポリペプチド又はポリヌクレオチド配列は、自
然に生ずる。しかしながら、本明細書で用いる用語によると、人の手による全ての操作は
、“自然に生ずる”対象物を“単離した”対象物にすることができる。
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【００３６】
　本明細書で用いるように、用語“核酸”、“ポリヌクレオチド”及び“核酸分子”は、
デオキシリボ核酸（DNA），リボ核酸（RNA），オリゴヌクレオチド、ポリメラーゼ連鎖反
応（PCR）により作られた断片及び結合、切断、エンドヌクレアーゼ作用及びエキソヌク
レアーゼ作用のいずれかにより作られた断片のいずれかを表わす。核酸は、（デオキシヌ
クレオチド及びリボヌクレオチドのような）自然に存在するヌクレオチド又は自然に存在
するヌクレオチドの類似体（例えば、自然に存在するヌクレオチドのα－エナンチオマ型
）又は両者の組合せである、モノマーを含むことができる。修飾されたヌクレオチドには
、糖部分及び／又はピリミジン又はプリン塩基部分の修飾があることができる。糖修飾と
しては、例えば、１又は２以上の水酸基をハロゲン、アルキル基、アミン及びアジド基に
よる置き換えが挙げられる又は糖はエーテル又はエステルとして官能化できる。さらに、
糖部分全体は、アザ糖及び炭素環式糖類似体のような、立体的に及び電子的に同様な構造
により置き換えることができる。塩基部分の修飾の実施例としては、アルキル化プリン及
びピリミジン、アシル化プリン及びピリミジン又は既知の複素環置換体が挙げられる。核
酸モノマーは、ホスホジエステル結合又は類似の結合により連結できる。ホスホジエステ
ル結合の類似体としては、ホスホロチオリン酸、ホスホロジチオリン酸、ホスホロセレノ
アート、ホスホロジセレノアート、ホスホロアニロチオアート、ホスホロアニリダート、
ホスホラミダート等々が挙げられる。用語“核酸”はまた、いわゆる“ペプチド核酸”も
含み、これは、ポリアミン骨格に結合した自然又は修飾核酸塩基を含む。核酸は、１本鎖
又は２本鎖である。
【００３７】
　用語“作動可能に連結”は、２個の核酸領域の関係を記載する場合、これらの領域が意
図したやり方で機能することを許容するような並列を表わす。例えば、コードする配列に
“作動可能に連結”したコントロール配列は結合した結果、適切な分子（例えば、インデ
ューサー及びポリメラーゼ）がコントロール又は調節配列に結合した時、コート配列は、
コントロール配列と両立する条件の下に行われる様に発現する。従って、いくつかの実施
態様において、用語“作動可能に連結”は、コード配列の転写がプロモーターによりコン
トロール及び調節されるやりかたで、コード配列に結合したプロモーターを表わす。コー
ド配列にプロモーターを作動可能に連結する技術は、当技術分野で既知である；興味ある
コード配列に対する詳細な方向及び位置は、とりわけ、プロモーターの特定の性質に依存
する。
【００３８】
　従って、用語“作動可能に連結”は、ヌクレオチド配列の転写がそのプロモーター領域
によりコントロール及び調節されるように、ヌクレオチド配列に結合したプロモーター領
域を示す。同様に、ヌクレオチド配列は、作動可能に連結したプロモーターの“転写コン
トロール”の下にあると言われる。ヌクレオチド配列へのプロモーター領域の作動可能な
連結の技術は当技術分野で既知である。
　用語“作動可能に連結”はまた、ヌクレオチド配列の転写の終結が、転写終結配列によ
りコントロールされるように、ヌクレオチド配列と連結した転写終結配列を表わすことが
できる。いくつかの実施態様において、転写終結配列は、ＲＮＡポリメラーゼIIIによる
転写を、終結配列、ＴＴＴＴＴＴＴの第３番目又は４番目Ｔで終結させる配列を含む。従
って、合成初期の小転写物は、３’末端に３又は４Ｕを有する。
【００３９】
　２個の核酸又はタンパク質配列において、用語“パーセント同一性”及び“パーセント
同等”は、比較し、以下の配列比較アルゴリズムの一つ又は目視を用いて測定し、最大の
一致があるようにアラインした時、いくつかの実施態様では、少なくとも６０％の、また
いくつかの実施態様では、少なくとも７０％の、またいくつかの実施態様では、少なくと
も８０％の、またいくつかの実施態様では、少なくとも８５％の、またいくつかの実施態
様では、少なくとも９０％の、またいくつかの実施態様では、少なくとも９５％の、また
いくつかの実施態様では、少なくとも９６％の、またいくつかの実施態様では、少なくと
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も９８％の、またいくつかの実施態様では、少なくとも９９％のヌクレオチド又はアミノ
酸残基同一性を有する、２又は３以上の配列又は部分配列を表わす。パーセント同一性は
、いくつかの実施態様では少なくとも１０残基長の配列領域にわたって存在し、またいく
つかの実施態様では少なくとも２０残基長の配列領域にわたって存在し、またいくつかの
実施態様では少なくとも５０残基長の配列領域にわたって存在し、またいくつかの実施態
様では少なくとも１００残基長の配列領域を越えて存在し、またいくつかの実施態様では
少なくとも１５０残基長の配列領域にわたって存在する。いくつかの実施態様において、
パーセント同一性は、コード領域又は全miRNAの様な、所与の領域の全長にわたって存在
する。
【００４０】
　配列比較のために、一般的には１配列を参照配列として用い、これに対してテスト配列
を比較する。配列比較アルゴリズムを用いる場合、テスト配列及び参照配列を計算機にイ
ンプットし、必要なら配列座標をデザインし、また配列アルゴリズムプログラムパラメー
ターを指定する。その後、指定されたプログラムパラメーターに基づき、配列比較アルゴ
リズムにより、参照配列に対するテスト配列のパーセント配列同一性が計算される。
　比較のための配列の最適アラインメントは、例えば、Smith & Waterman、198133に記載
されている局所相同性アルゴリズム；Needleman & Wunsch、197034に記載されている相同
性アラインメントアルゴリズム；Pearson & Lipman、198835に記載されている類似性探索
方法；これらのアルゴリズムの計算機化した実行(Accelrys、Inc.、San Diego、Californ
ia、United States of America から入手可能なGCG(R) Wisconsin
Package(R),中のGAP、BESTFIT、FASTA及びTFASTA)又は目視で行うことができる。一般的
には、Ausubel 他、198936を参照のこと。
【００４１】
　パーセント配列同一性及び配列類似性の測定に適したアルゴリズムの１実施例は、BLAS
Tアルゴリズムであり、これはAltschul 他.、199037に記載されている。BLAST解析を行う
ためのソフトウェアは、the World Wide Web を経由してNational Center for Biotechno
logy Informationから公共的に入手可能である。このアルゴリズムには、最初、クエリー
配列に、長さＷのショートワード（short word）を特定することにより、高スコア配列対
（high scoring
sequence pairs、HSP）を同定する、この高スコア配列対はデータベース配列における同
じ長さのワードとアラインした時、ある正値閾値スコア（positive-valued threshold sc
ore）Ｔと一致する又はＴを満足させる。Ｔは近隣ワードスコア閾値（neighborhood word
 score threshold）３７を表わす。これらの最初の近隣ワードヒットは、これらを含むも
っと長いHSPを見出すための探索を始めるためのシードとして働く。その後、ワードヒッ
トは累積するアライメントスコアが増加するに従い、各配列の両方向に伸長される。ヌク
レオチド配列に対し、パラメーターＭ（一致する残基対に対する報酬スコア；常に＞０）
及びＮ（ミスマッチ残基に対するペナルティスコア；常に＜０）を用いて、累積スコアが
計算される。アミノ酸配列に対して、累積スコアを計算するために、スコアリングマトリ
ックスを用いる。累積アラインメントスコアが到達最大値より量Ｘだけ低下した場合、各
方向へのワードヒットの伸長は停止する又は１又は２以上の負のスコアリング残基アライ
ンメントの蓄積により累積スコアはゼロ又はゼロ以下になり又はどちらかの配列の終わり
となる。BLASTアルゴリズムパラメーターＷ、Ｔ及びＸはアラインメントの感度及びスピ
ードを決定する。BLASTNプログラム（ヌクレオチド配列に対する）は、ワード長（Ｗ）を
１１として、期待値（Ｅ）を１０として、カットオフを１００として、Ｍ＝５，Ｎ＝－４
及び両鎖の比較を初期設定、として用いる。アミノ酸配列に対して、BLASTPプログラムを
、ワード長（Ｗ）を３，期待値（Ｅ）を１０及びBLOSUM62スコアリングマトリックスを初
期設定として用いる３８。
【００４２】
　パーセント配列同一性に加えて、BLASTアルゴリズムはまた、２個の配列間の類似性の
統計解析を行う。Karlin 及びAltschul 199339を参照のこと。BLASTアルゴリズムで提供
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される類似性の１測定は、最小和確率（smallest sum
probability、Ｐ（Ｎ））であり、これは２個のヌクレオチド又はアミノ酸配列間の一致
が偶然生ずる確率の表示を提供する。例えば、もし、参照核酸配列に対してテスト核酸配
列の比較の最小和確率が、いくつかの実施態様で、約０．１以下，またいくつかの実施態
様で、約０．０１以下、またいくつかの実施態様で、約０．００１以下であるならば、テ
スト核酸配列は参照配列と類似すると考える。
【００４３】
　２個のヌクレオチド配列の文脈において、用語“実質的に同一”は、以下の配列比較ア
ルゴリズムの一つ又は目視により測定し、最大一致のために比較し、またアラインした時
、いくつかの実施態様において、少なくとも７０％、またいくつかの実施態様において、
少なくとも７５％、またいくつかの実施態様において、少なくとも８０％、またいくつか
の実施態様において、少なくとも８５％、またまたいくつかの実施態様において、少なく
とも９０％、またいくつかの実施態様において、少なくとも９５％、またいくつかの実施
態様において、少なくとも９７％、またいくつかの実施態様において、少なくとも９９％
ヌクレオチド同一性を持つ、２又は３以上の配列又は部分配列を表わす。一実施例におい
て、少なくとも１７残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、ま
た少なくとも１８残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また
少なくとも１９残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少
なくとも２０残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少な
くとも２１残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なく
とも２２残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくと
も２３残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも
２４残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも２
５残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも２６
残基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも２７残
基のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも３０残基
のヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも５０残基の
ヌクレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも７５残基のヌ
クレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも１００残基のヌ
クレオチド配列において、いくつかの実施態様において、また少なくとも１５０残基のヌ
クレオチド配列において、また他の実施例において全長のコード配列を含むヌクレオチド
配列において、実質的同一性がある。いくつかの実施態様において、多様性配列は実質的
に同一な配列である。用語“多型性”は、集合において、２又は３以上の遺伝的に決定さ
れた代替えの配列又は対立遺伝子が生ずることを表わす。対立遺伝子の差異は、１塩基対
ほど小さいことも可能である。しかしながら、当業者は、多型性配列は同じ遺伝子に対応
すると認識している。
【００４４】
　２個のヌクレオチド配列が実質的に同一である他の兆候は、ストリンジェントな条件で
、２個の分子が互いに特異的に又は実質的にハイブリダイズする事である。核酸ハイブリ
ダイゼーションの文脈において、比較される２個の核酸配列を、“プローブ配列”及び“
テスト配列”と表わすことができる。“プローブ配列”は参照核酸分子であり、また“テ
スト配列”は異種類の核酸分子の集合の中に見出される、テスト核酸分子である。
　ハイブリダイザーション研究又は検定に使われるヌクレオチド配列の実施例としては、
いくつかの実施態様において、本出願の核酸分子の少なくとも約１４から４０ヌクレオチ
ド配列に相補的又は類似したプローブ配列が含まれる。一実施例として、プローブは、与
えられた遺伝子の１４から２０ヌクレオチド又は、望む場合、より長く、３０，４０，５
０，６０，１００，２００，３００又は５００ヌクレオチド又は全長に至る長さまで含ま
れる。この様な断片は、例えば、化学合成、核酸増幅技術の適用、組み換え産物のための
組み換えベクターに選択した配列を導入して、直接断片を合成するにより、直ちに調整す
ることができる。
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【００４５】
　用語“に対して標的とする”は、“に対して特異的にハイブリダイズする”を含み、こ
れはストリンジェントな条件で、特定のヌクレオチド配列が、複雑な核酸混合物（例えば
、全細胞DNA又はRNA）に存在する場合、特定のヌクレオチド配列に対してのみ分子が結合
、２重鎖になる又はハイブリダイズすることを表わす。
　非限定的例として、ハイブリダイゼーションは、少なくとも約１時間，２時間，５時間
，１２時間，２４時間の間、５ｘ SSC、４ｘ SSC、３ｘ SSC、２ｘ SSC、１ｘ SSC又は 
０．２ｘ SSC中で行うことができる（SSC緩衝液及び他のハイブリダイゼーション条件の
記述について、Sambrook 及びRussell、2001を参照）。ハイブリダイゼーションの温度を
、反応のストリンジェンシーに合わせて増加することができて、例えば、約２５℃（室温
）から約４５℃、５０℃、５５℃、６０℃又は６５℃までである。ハイブリダイゼーショ
ン反応は、ストリンジェンシーに影響を与える他の試薬を含むことができて；例えば、５
０％ホルムアミド存在下のハイブリダイゼーションは、ある温度におけるハイブリダイゼ
ーションのストリンジェンシーを増加させる。
【００４６】
　ハイブリダイゼーション反応に続いて、単一ステップ又は２，又は３以上の洗浄ステッ
プが行われ、洗浄ステップは、同一又は異なる塩度及び温度で行われる。例えば、洗浄温
度は、ストリンジェンシーと合わせるために、約２５℃（室温）から約４５℃、５０℃、
５５℃、６０℃、６５℃又はより高温まで上昇できる。洗浄ステップは、界面活性剤、例
えば、SDS存在下で行うことができる。例えば、ハイブリダイゼーションに続いて、２ｘ 
SSC，０．１％ SDS中で６５℃、２回、各約２０分の洗浄ステップ及び付加的に０．２ｘ 
SSC，０．１％ SDS中で６５℃、２回、各約２０分の洗浄ステップを行うことができる。
【００４７】
　以下は、本出願の参照ヌクレオチド配列と実質的に同一であり、相同なヌクレオチド配
列をクローンするために用いる、ハイブリダイゼーション及び洗浄条件の実施例である：
一つの実施例において、プローブヌクレオチド配列を標的ヌクレオチド配列と、７％ドデ
シル硫酸ナトリウム（SDS），０．５Ｍ NaPO4，１ｍｍエチレンジアミンテトラ酢酸（EDT
A）中５０℃でハイブリダイズして、２Ｘ SSC，０．１％ SDS中５０℃で洗浄する；いく
つかの実施態様において、プローブ及びテスト配列を、７％ドデシル硫酸ナトリウム（SD
S），０．５Ｍ NaPO4，１ｍｍエチレンジアミンテトラ酢酸（EDTA）中５０℃でハイブリ
ダイズして、１Ｘ SSC，０．１％ SDS中５０℃で洗浄する；いくつかのプローブ及びテス
ト配列を７％ドデシル硫酸ナトリウム（SDS），０．５Ｍ NaPO4，１ｍｍエチレンジアミ
ンテトラ酢酸（EDTA）中５０℃でハイブリダイズして、０．５Ｘ SSC，０．１％ SDS中５
０℃で洗浄する；いくつかの実施態様において、プローブ及びテスト配列を、７％ドデシ
ル硫酸ナトリウム（SDS），０．５Ｍ NaPO4，１ｍｍエチレンジアミンテトラ酢酸（EDTA
）中５０℃でハイブリダイズして、０．１Ｘ SSC，０．１％ SDS中５０℃で洗浄する；さ
らに他の実施例において、プローブ及びテスト配列を、７％ドデシル硫酸ナトリウム（SD
S），０．５Ｍ NaPO４，１ｍｍエチレンジアミンテトラ酢酸（EDTA）中５０℃でハイブリ
ダイズして、０．１Ｘ SSC，０．１％ SDS中６５℃で洗浄する。
【００４８】
　さらなるストリンジェントハイブリダイゼーション条件の例としては、５０％ホルムア
ミド、１０Ｘ
Denhardt（０．２％フィコール、０．２％ポリビニルピロリドン、０．２％仔牛血清アル
ブミン）及び２００ｍｇ／ｍｌの、例えば切断したサケ精子ＤＮＡのような、変性担体DN
A，から成る又はのみから成る溶液を用いて４２℃における一晩のハイブリダイゼーショ
ンに続く、２回の２Ｘ
SSC，０．１％ SDS中６５℃各約２０分洗浄ステップ及び２回の０．２Ｘ SSC，０．１％ 
SDS中６５℃各約２０分の洗浄ステップが挙げられる。
　ハイブリダイゼーションには、（１）溶液中の２種の核酸のハイブリダイゼーション又
は（２）溶液中の１種の核酸と、例えばフィルターのような、固体支持体に結合した核酸
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とのハイブリダイゼーションが挙げられる。１核酸が固体支持体上にある場合、ハイブリ
ダイゼーションの前にプレハイブリダイゼーションが行われることができる。プレハイブ
リダイゼーションは、（相補的ポリヌクレオチド鎖なしに）ハイブリダイゼーションと同
じ溶液及び同じ温度で少なくとも、約１時間、３時間又は１０時間行うことができる。
　従って、本開示の吟味に際して、ストリンジェンシー条件は、当業者には既知である又
は不必要な実験なしに、当業者により決定できる３６，４０～４４。
【００４９】
　用語“に実質的にハイブリダイスする”はプローブ核酸分子及び標的核酸分子の間の相
補的なハイブリダイゼーションを表し、また軽微なミスマッチを含む、望みのハイブリダ
イゼーションを得るために、ハイブリダイゼーション溶液のストリンジェンシーを減少さ
せる。
　用語“表現形質”は、細胞又は有機体の全体としての物理的、生化学的及び生理学的性
質を表し、例えば、どれか一つの遺伝形質を持つこと又はどれかの遺伝形質グループをも
つことである。従って、表現形質は、細胞又は有機体内で、遺伝子発現に由来し、また観
測可能又は検定可能な遺伝形質を表わす。
【００５０】
　本明細書で、互換性を持って使われる、用語“ポリペプチド”、“タンパク質”及び“
ペプチド”は２０タンパク質アミノ酸又はアミノ酸類似体のポリマーを表し、大きさ又は
機能を問わない。“タンパク質”はしばしば、比較的大きなポリペプチドを参照して用い
られ、“ペプチド”は、小さなポリペプチドを参照して用いられるが、当該分野において
、これらの用語は重なって居り、変わる。本明細書で用いる、用語“ポリペプチド”は、
特別な注意書きがなければ、ペプチド、ポリペプチド及びタンパク質を表わす。本明細書
で用いるように、用語“タンパク質”、“ポリペプチド”及び“ペプチド”は、遺伝子産
物を表わす場合、互換性がある。用語“ポリペプチド”は、酵素を含め全てのタンパク質
を包含する。従って、ポリペプチドの例としては、遺伝子産物、自然に存在するタンパク
質、ホモログ（ある一つの共通祖先から進化した遺伝子）、オルソログ（共通祖先からの
遺伝によって２つの生物に存在する遺伝子）、パラログ（重複により、ある生物に２つ以
上コピーが存在する遺伝子）、断片及び、他の同等物、変異物及びこれらの類似体が挙げ
られる。
【００５１】
　用語“ポリペプチド断片”又は“断片”は、参照ポリペプチドに対して用いられた場合
、参照ポリペプチド自体と比較してアミノ酸残基が欠失したポリペプチドを表し、その場
合、残余のアミノ酸配列は、参照ポリペプチドの対応する位置と通常同一である。この様
な欠失は、参照ポリペプチドのアミノ末端又はカルボキシ末端又は両末端で生ずることが
できる。通常断片の長さは、少なくとも、５、６、８，又は１０アミノ酸であり又は少な
くとも１４アミノ酸であり、少なくとも、２０，３０，４０又は５０アミノ酸であり又は
少なくとも７５アミノ酸であり又は少なくとも１００，１５０，２００，３００，５００
残基長又はより多くのアミノ酸である。断片は、参照タンパク質の１又は２以上の生物活
性を有することができる。さらに、断片は、特定の領域の部分断片を含むことができて、
この部分断片はそれが由来する領域の機能を保持する。
【００５２】
　本明細書で用いるように、用語“プライマー”は、いくつかの実施態様において、２又
は３以上のデオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドから成る配列、いくつかの実
施態様では、３以上の、いくつかの実施態様では８以上の及びいくつかの実施態様では、
少なくとも約２０ヌクレオチド以上のエクソン又はイントロン領域ヌクレオチドを表わす
。この様なオリゴヌクレオチドの長さは、いくつかの実施態様において、１０から３０塩
基である。
【００５３】
　用語“精製した”は、圧倒的に多く存在する、目的化学種を表わす（例えば、モルベー
スで、組成物の中で他の化学種より多く存在する）。“精製した分画”は、目的化学種が
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存在する全ての化学種の中で少なくとも約５０％（モルベースで）含まれる組成物である
。溶液又は懸濁物中で化学種の純度を決定する上で、化学種が溶けている又は分散してい
る、溶媒又はマトリクスは通常含まれず；代わりに、溶解した又は分散した化学種（興味
の対象を含め）のみ考慮する。一般的に、精製した組成物は、組成物中に存在する全ての
化学種の約８０％以上含む又は存在する全ての化学種の８５％、９０％、９５％、９９％
又はそれ以上含む１化学種であろう。組成物は本質的に単一化学種を含み、精製した目的
化学種は、実質的に同一性（汚染化学物質は従来型の検出方法では、組成物中に検出でき
ない）を持つことができる。ポリペプチドの純度は、当業者に既知の多くの方法で決定で
きて、例えば、アミノ末端アミノ酸配列解析、ゲル電気泳動及び質量分析法がある。
【００５４】
　“参照配列”は、配列比較のためのベースとして用いる定義済みの配列である。参照配
列は、例えば、全長のヌクレオチド又はアミノ酸配列の断片のような、より長い配列の部
分集合であり得る又は完全配列を含む。２個のタンパク質は、（１）それぞれ２個の蛋白
質間で類似した配列（即ち、完全長タンパク質配列の一部）を含み及び（２）２個の蛋白
質間で相違する配列を含むので、２個（又は３個以上）のタンパク質の配列比較は、一般
的に“比較窓”（上記本明細書で定義）上で２個のタンパク質の配列を比較することで行
われ、局所領域の配列類似性を同定し、比較することができる。
【００５５】
　用語“調節配列”は、本明細書を通して用いられる総称的な用語であり、開始シグナル
、エンハンサー、レギュレーター、プロモーター及び終結配列のようなポリヌクレオチド
配列を表し、これらは作動的に連結しているコード又は非コード配列の発現に影響を及ぼ
すために必要又は望ましい。調節配列の例は、Goeddel、199045に記載されており、また
、例えば、シミアンウィルス（SV40）,アデノウィルス又はサイトメガロウィルス最初期
プロモーター、ＣＭＶ最小プロモーター、lacシステム、trpシステム、TAC又はTRCシステ
ム、発現がT7RNAポリメラーゼで行われるＴ７プロモーター、ラムダファージの主要オペ
レーター及びプロモーター領域、fdコートタンパク質のコントロール領域、例えば、３－
ホスホグリセラートキナーゼ又は他の解糖系酵素のプロモーター、例えば、Pho5の様な、
酸ホスファターゼ野プロモーター、酵母ａ－接合因子のプロモーター、バキュオロウィル
ス系の多面体プロモーター及び原核及び真核細胞又はこれらのウィルスの遺伝子発現をコ
ントロールすると知られている他の配列及びこれらの様々な組合せ、が挙げられる。この
ようなコントロール配列の性質及び使用はホスト有機体により異なる。原核生物における
このようなコントロール配列としては、プロモーター、リボソーマル結合部位及び転写終
結配列が挙げられる。用語“調節配列”は、最小限、存在することで発現に影響を与えう
る構成要素を含むことを意図し、さらに例えば、存在することでリーダー配列及び融合パ
ートナー配列にとって有利となる構成要素を含むことができる。
【００５６】
　ある種の実施態様において、ポリヌクレオチド配列の転写は、発現が想定されている細
胞型中のポリヌクレオチドの発現を制御する、プロモーター配列（又は他の調節配列）の
制御下に在る。またポリヌクレオチドは、自然に存在する形のポリヌクレオチドの発現を
調節する配列と同じ又は異なる調節配列の制御下にあることも可能であると理解すべきで
あろう。いくつかの実施態様において、プロモーター配列は、CMV最小プロモーター、筋
肉クレアチンキナーゼ（MCK）及びα―ミオシン重鎖（MHC）プロモーターから成る群から
選択される。例えば、骨格筋中での遺伝子発現を制御する、筋肉クレアチンキナーゼ（MC
K）プロモーターは例えば、現在入手可能な遺伝子導入（トランスジェニック）技術を用
いて骨格筋を含む組織中のmiR-1,miR-133,又はmiR-206のようなmiRNAを発現するために用
いることができる。どのようなプロモーター（例えば、本明細書に提示された）に対して
も、同定された全プロモーターを使う必要はなく、その機能的誘導体を使うことができる
ことは、理解されている。本明細書で用いるように、用語“機能的誘導体”は、他の、作
動的に結合した核酸分子の転写を制御するに充分な配列を含む核酸配列を表わす。従って
、“機能的誘導体“は、本明細書で定義したように、最小プロモーターとして機能するこ
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とができる。
【００５７】
　ポリヌクレオチド配列の転写終結は、通常作動的に結合した転写終結配列（例えば、Ｒ
ＮＡポリメラーゼIII終結配列）により調節される。ある例では、転写終結は、正しいmRN
Aポリアデニル化にも関係する。３’非転写制御DNA配列は、いくつかの実施態様では、約
５０から約１０００、またいくつかの実施態様では、約１００から約１０００ヌクレオチ
ド塩基対を含み、また転写及び飜訳終結配列を含む。いくつかの実施態様において、RNA
ポリメラーゼIII終結配列は、ヌクレオチド配列ＴＴＴＴＴＴＴを含む。
【００５８】
　用語“レポーター遺伝子”は、その存在又は活性を直ちに検出できるタンパク質をコー
ドしているヌクレオチド配列を含む核酸を表し、この様なタンパク質として、ルシフェラ
ーゼ、蛍光性タンパク質（例えば、緑色蛍光性タンパク質）、クロランフェニコールアセ
チルトランスフェラーゼ、β―ガラクトシダーゼ、分泌性胎盤アルカリホスファターゼ、
β―ラクタマーゼ、ヒト成長ホルモン及び他の分泌性酵素レポーターがある、がこれらに
制限されない。一般的に、レポーター遺伝子は、ホスト細胞では例えば、直接蛍光分析、
放射性同位元素又は細胞の分光学的分析によって、また一般的にシグナル解析のために細
胞を殺す必要がなしに、細胞分析により検出可能な、他の方法では産生できないポリペプ
チドをコード化する。ある場合には、レポーター遺伝子は、酵素をコード化し、この酵素
は、ホスト細胞の蛍光特性に変化を与え、この変化が定性的、定量的又は半定量的機能又
は転写活性化により検出できる。酵素の例としては、エステラーゼ、β－ラクタマーゼ、
ホスファターゼ、パーオキシダーゼ、プロテアーゼ、（組織プラスミノーゲン活性化因子
又はウロキナーゼ）及び、当業者に既知又は将来開発される適切な発色性の又は蛍光性の
基質により検出可能な、他の酵素が挙げられる。
【００５９】
　本明細書で用いるように、用語“配列決定”は、従来型の手動又は自動化実験技術を用
いて、DNA,RNA又はタンパク質標的試料の核酸又はアミノ酸の規則正しい線状の配列を決
定することを表わす。
　本明細書で用いるように、用語“実質的に純粋”は、ポリヌクレオチド又はポリペプチ
ドが、自然状態で結合している、配列又は分子及び分離の際に用いる分子を実質的に含ま
ないことを表わす。用語“実質的に含まない”は、試料が自然状態では結合している材料
及び化合物を、いくつかの実施態様において、試料が少なくとも５０％、いくつかの実施
態様において、試料が少なくとも７０％、いくつかの実施態様において、試料が８０％、
いくつかの実施態様において、試料が９０％含まないことを表わす。
　本明細書で用いるように、用語“標的細胞”は、その細胞の中に核酸配列又はポリペプ
チドを導入すること又は非修飾細胞に、標準的として知られている状態に変化を与えるこ
とを望む細胞を表わす。標的細胞に導入される核酸配列は、様々な長さがある。さらに、
核酸配列は、標的細胞中に、プラスミドの成分又は他のベクター又は裸の配列として導入
することができる。
【００６０】
　本明細書で用いるように、用語“標的遺伝子”は、本出願の方法及び組成物を用いて、
変化させる標的となる遺伝子を表わす。従って、標的遺伝子は、発現レベルが、mRNA又は
ポリペプチドレベルで、miRNAにより下方調節される、核酸配列を含む。同様に、用語“
標的RNA”又は“標的mRNA”はmiRNAが結合して、標的遺伝子の発現を変化させようとする
、標的遺伝子の転写物を表わす。標的遺伝子は、細胞由来の遺伝子、内因性遺伝子、トラ
ンスジーン（導入遺伝子）又は病原体遺伝子、例えばその感染後細胞内に存在するウィル
ス、のような外因性遺伝子である。標的遺伝子を含む細胞は、例えば、植物、動物、原生
動物、ウィルス、バクテリア又は菌類のような如何なる有機体由来でも可能であり又は含
有され得る。
【００６１】
　本明細書で用いるように、用語“転写”は、RNAポリメラーゼ及び遺伝子の相互作用を
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伴う細胞過程を表し、この遺伝子は、遺伝子のコード配列に存在する構造的情報の、RNA
としての、発現を調節する。この過程は、次のステップを伴うが、これらに制限されない
：（ａ）転写開始；（ｂ）転写伸長；（ｃ）転写スプライシング；（ｄ）転写物キャッピ
ング；（ｅ）転写終結；（ｆ）転写物ポリアデニル化；（ｇ）転写物の核外移動；（ｈ）
転写物校正；（ｉ）及び転写物の安定化。
【００６２】
　本明細書で用いるように、用語“転写因子”は細胞質の又は核のタンパク質を表し、こ
れらは遺伝子に結合し又は遺伝子のRNA転写物に結合し又は、入れ替わって遺伝子又はRNA
転写物に結合する他のタンパク質に結合して、遺伝子の発現を調節する。この様な変化は
、さらに、他の機構によりやり遂げることができる；“遺伝子に対する転写因子”の本質
は、何らかの方法で、遺伝子の転写物のレベルを変化させる因子に関する。
　用語“トランスフェクション”は、例えば、発現ベクターのような核酸の受容細胞への
導入を表し、これは、ある場合、核酸を介した遺伝子移動を伴う。用語“形質転換”は、
外来性核酸を細胞に取り込む結果として、細胞の遺伝子型が変わる過程を表わす。例えば
、形質転換細胞は、本出願のmiRNAを発現することができる。
【００６３】
　本明細書で用いるように、“有意”又は“有意性”は、２個又は３個以上の存在物間に
無作為ではない関係がある確率の統計学的解析に関する。関係が“有意”であるか又は“
有意性”を持つか、持たないか決定するために、データの統計的操作を行い、“ｐ－値”
として表される確率を計算する。ユーザーが定義したカットオフ値以下のｐ－値は、有意
であると考えられる。ある実施例において、０．０５に等しいか、以下であるｐ－値、い
くつかの実施態様において、０．０１以下であり、いくつかの実施態様において、０．０
０５以下であり、またいくつかの実施態様において、０．００１以下であるｐ－値は、有
意であることを示す。
【００６４】
　本明細書で用いるように、用語“標的RNA”は、変化の標的であるＲＮＡ分子（例えば
、遺伝子産物をコードしているmRNA分子）を表わす。いくつかの実施態様において、標的
ＲＮＡは標的遺伝子によりコードされている。同様に、用語“標的部位”は、標的部位に
相補的なアンチセンス鎖内の配列を含むmiRNA構築物を介した切断の“標的となる”標的R
NA内の配列を表わす。また同様に、用語“標的細胞”は、miRNAの導入を意図している、
標的ＲＮＡを発現する細胞を表わす。標的細胞は、いくつかの実施態様において筋細胞で
ある。
【００６５】
　miRNAは、あるRNA分子に対して充分なヌクレオチド同一性を有するならば、miRNA及び
該RNA分子が相互作用するという条件下で、該RNA分子の発現を変化させると期待されてい
る該ＲＮＡ分子を“標的”とする。いくつかの実施態様において、相互作用は筋細胞の中
で発生する。いくつかの実施態様で、相互作用は、生理的条件下で生ずる。本明細書で用
いるように、用語“生理学的条件”は、筋細胞が対象の部分又は対象組織の部分又はイン
ビトロで増殖するとにかかわらず、筋細胞中のインビボ条件を表わす。従って、本明細書
に用いるように、用語“生理学的条件”は、筋細胞が対象の部分又はインビトロでの生育
下に筋細胞が暴露される条件下での筋細胞中の条件を表わす。
【００６６】
　本明細書で用いるように、用語“検知し得るレベルの切断”は、標的RNAのランダム分
解により生ずるRNAのバックグラウンド以上の切断産物の検知を可能にするに充分な、標
的RNAの切断（及び切断したＲＮＡ産物の生成）の程度を表わす。標的RNＡの少なくとも
１～５％由来のmiRNAを介した切断生成物の産生は、大部分の検知方法のバックグラウン
ド以上の検知に充分である。
【００６７】
　用語“マイクロRNA”及び“miRNA”は互換性があり、プリmiRNA，プレmiRNA又は機能的
等価物から作られる約１７～２４ヌクレオチドの核酸分子を表わす。外因的に供給された
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miRNAとsiRNAの文脈では、この差異は多かれ少なかれ人工的であるが、miRNAは短鎖干渉R
NA（siRNA）と対比される。記憶すべき差異は、miRNAは必然的に本明細書で記載した、ヘ
アピン分子に対するヌクレアーゼ活性の産物であり、siRNAは、完全２重鎖RNA分子又はヘ
アピン分子から作られ得る。一般的に、mi-RNAに関するさらなる情報及び既知の発刊され
たmiRNAのデータベース及びデータベースを採掘するための探索技術は、参照文献として
取り込まれている、Wellcome Trust Sanger Institute miRBase::Sequence
に見出すことができる。また、参照文献として取り込まれている、The microRNA Registr
y, Griffiths-Jone S, NAR, 2004, 32, Database
Issue, D109-D111を参照されたい。
【００６８】
　本明細書で用いるように、用語“RNA”は、少なくとも１リボヌクレオチド残基を含む
分子を表わす。“リボヌクレオチド”は、β-D-リボフラノース分子の２’位置に水酸基
を持つヌクレオチドを意味する。この用語は、２重鎖RNA，単鎖ＲＮＡ，２重鎖及び単鎖
領域を有するRNA，部分的に精製したRNAのような分離したＲＮＡ，実質的に精製したRNA
，合成RNA及び遺伝子組み換えで産生したRNAを含む。従って、RNAは、mRNA転写物、miRNA
及びmiRNA前駆体及びsiRNAを含むが、これらに制限されない。本明細書で用いるように、
用語“RNA”は、また自然のRNAと比べ、付加、欠失、置換及び／又は１又は２ヌクレオチ
ド以上の変化により変わった改変RNA又は、RNA類縁物質を含むことを意図する。この様な
改変は、RNA末端又は内部に、例えば、RNAの１又は２以上のヌクレオチドに、非ヌクレオ
チド材料の付加を含むことができる。本出願のRNA分子のヌクレオチドは、自然に存在し
ないヌクレオチド又は化学的に合成したヌクレオチド又はデオキシヌクレオチドのような
鎖を作らないヌクレオチドを含むことができる。これらの改変RNAは、自然に存在するRNA
の類縁物質と呼ばれる。
【００６９】
　本明細書で用いるように、用語“２重鎖RNA”は、少なくともRNAの一部が２重鎖を形成
するWatson-Crick塩基対にあるRNA分子を表わす。従って、この用語は、完全に２重鎖又
は部分的に２重鎖であるＲＮＡ分子を含むと理解すべきである。２重鎖ＲＮＡの例として
は、分子間ハイブリダイゼーションにより部分的に又は完全に２重鎖である少なくとも２
本の区別可能なRNA鎖を含む分子を含むが、これに制限されない。さらに、この用語は、
分子内ハイブリダイゼーションにより、２重鎖領域（例えば、ヘアピン）を形成できる単
一RNA分子を含むことを意図する。従って、本明細書に用いるように、用語“分子間ハイ
ブリダイゼーション”及び“分子内ハイブリダイゼーション”は、２重鎖形成を伴うヌク
レオチドが、それぞれ、異なる分子上に存在又は同一分子上に存在する２重鎖分子を表わ
す。
【００７０】
　本明細書で用いるように、用語“２重鎖領域”は、ヌクレオチド間の水素結合により２
重鎖コンフォメーションをもつ核酸分子のどれかの領域及び当業者に理解されている他の
どれかの核酸２重鎖を表し、この水素結合は、シトシンとグアノシン間、アデノシンとチ
ミジン間、アデノシンとウラシル間の水素結合を含むがこれらに制限されない。２重鎖領
域の長さは、連続した約１５塩基対から数千塩基対に及ぶことができる。いくつかの実施
態様において、２重鎖領域は少なくとも１５塩基対であり、またいくつかの実施態様にお
いて、２重鎖領域は１５～３００塩基対であり、またいくつかの実施態様において、２重
鎖領域は１５塩基対から約６０塩基対である。上記の様に、２重鎖領域の形成は、分子間
ハイブリダイゼーション（即ち、２又は３以上の明確なRNA分子を含む）又は分子内ハイ
ブリダイゼーションを介した、相補的RNA鎖（例えば、センス鎖及びアンチセンス鎖）の
ハイブリダイゼーションの結果であり、後者のハイブリダイゼーションは、単一RNA分子
が、同じRNA分子内に互いにハイブリダイズできる自己相補的な領域を持つ場合に生ずる
ことが可能である。これらの自己相補的領域は、一般的にショートストレッチのヌクレオ
チド（例えば、約５～１０ヌクレオチド）で隔てられており、分子内ハイブリダイゼーシ
ョンにより当分野において“ヘアピン”又は“ステムループ構造”と呼ばれるものを形成
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する。
【００７１】
ＩＩＩ．核酸
　本出願に基づき使われる核酸分子は、筋細胞遺伝子産物をコードする核酸分子及び本出
願に基づき筋細胞遺伝子（例えば、miRNA核酸分子）の発現を変化させるために使われる
核酸分子を含む。従って、本出願に基づき使われる核酸は、上記核酸分子を含むが、これ
らに制限されない。例えば。本明細書で用いられる核酸分子は、miR-1（ＵＧＧＡＡＵＧ
ＵＡＡＡＧＡＡＧＵＡＵＧＵＡ; 配列番号1)、miR-133（ＵＵＧＧＵＣＣＣＣＵＵＣＡＡ
ＣＣＡＧＣＵＧＵ; 配列番号2)、miR-206（ＵＧＧＡＡＵＧＵＡＡＧＧＡＡＧＵＧＵＧＵ
ＧＧ; 配列番号3)、miR-208（ＡＵＡＡＧＡＣＧＡＧＣＡＡＡＡＡＧＣＵＵＧＵ; 配列番
号4)、miR-22（ＡＡＧＣＵＧＣＣＡＧＵＵＧＡＡＧＡＡＣＵＧＵ; 配列番号5)、miR-26（
ＵＵＣＡＡＧＵＡＡＵｙＣＡＧＧＡＵＡＧＧｙ（Ｕ）; 配列番号6)、miR-29（ＵＡＧＣＡ
ＣＣＡＵｙＵＧＡＡＡＵＣｒＧＵ（ｋＵＵ）; 配列番号7)、miR-30（ｙｋＵｗｍＡｓｗｙ
ｓｓｈｈｓｗｙＵｖｎｖｖ（ｂＣ）; 配列番号8)、miR-128（ＵＣＡＣＡＧＵＧＡＡＣＣ
ＧＧＵＣＵＣＵＵＵｙ; 配列番号9)、miR-143（ＵＧＡＧＡＵＧＡＡＧＣＡＣＵＧＵＡＧ
ＣＵＣＡ; 配列番号10)及びmiR-145（ＧＵＣＣＡＧＵＵＵＵＣＣＣＡＧＧＡＡＵＣＣＣＵ
Ｕ; 配列番号11);本明細書上記の配列と実質的に同一な配列（例えば、いくつかの実施態
様において、配列番号１～１１の何れかに対し少なくとも、70%、80%、85%、90%、91%、9
2%、93%、94%、95%、96%、97%、98%又は99％相同な配列）；及びこれらの配列の部分配列
及び伸長配列が含まれる。本出願は、開示した核酸配列を含む遺伝子、cDNA，キメラ遺伝
子及びベクターを含む。
　本明細書の上記又は他の箇所で用いた１文字ヌクレオチドコードは、本明細書に参考文
献として組み込まれた、WIPO Standard ST.25（1998)、Appendix 2、表１、(M.P.E.P. 24
22,表１)に従う。特に、以下の１文字コードは、表１に示した対応するヌクレオチドを表
わす。括弧（例えば、（ｎ））内のヌクレオチドは、ヌクレオチドが存在又は不在であり
得ることを示すことを意図する。さらに、図２１は、配列番号５～１１に示すヌクレオチ
ド置換に基づく配列番号５～１１に対し可能な個々の配列を示す。
【００７２】
　表１：１文字ヌクレオチド略号
【表１】

【００７３】
　本明細書に開示した方法に用いられるヌクレオチド配列の例は、互いに相補的な配列を
含み、互いに相補的な領域は、いくつかの実施態様では少なくとも約１５から３００塩基
対の２重鎖を、またいくつかの実施態様においては、少なくとも約１５～２４塩基対の２
重鎖を形成する。２重鎖の１鎖は、本出願の核酸分子の核酸配列を有する少なくとも約１
５連続塩基を有する核酸配列を含む。ある実施例において、２重鎖の１鎖は、１５，１６
，１７又は１８ヌクレオチドを含む核酸配列を含み又は望むならば１９，２０，２１，２
２，２３，２４，２５，２６，２７，２８，２９又は３０ヌクレオチドのようなさらに長
い配列又は本明細書に記載した核酸配列のどれかの全体長までを含む。このような断片は
、容易に、例えば、化学合成による断片の直接合成、核酸増幅技術の応用又は組み換え産
生のために選択した配列を組み換えベクターに組み入れることにより合成できる。用語“
に対して特異的にハイブリダイズする”とは、その配列が（例えば、全細胞DNA又はRNAの
ような）複雑な核酸混合物中に存在する場合、ある分子がストリンジェントな条件下で特
定のヌクレオチド配列に対して結合、２重鎖形成又はハイブリダイズすることを表わす。
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【００７４】
　用語“部分配列（サブシクエンス）”は、より長い核酸又はアミノ酸配列の或る部分を
含む核酸分子又はアミノ酸分子の配列を表わす。配列の例としては、ヌクレアーゼ作用の
後成熟miRNAとなるヌクレオチド又はmiRNA前駆体の１本鎖領域を含む、がこれらに制限さ
れない、pri-miRNA又はpre-miRNA（“miRNA前駆体”）の２重鎖領域の部分を含む配列が
ある。
　用語“伸長した配列”は、核酸に取り込まれたヌクレオチド（又は他の類似した分子）
の付加を表わす。例えば、あるポリメラーゼ（例えば、あるDNAポリメラーゼ）は核酸分
子の３’末端に配列を付加することができる。さらに、ヌクレオチド配列は、プロモータ
ー、プロモーター領域、エンハンサー、ポリアデニル化シグナル、イントロン配列、付加
的な制限酵素部位、多重クローニング部位及び他のコード領域などの、他のDNA配列と結
合できる。
【００７５】
　本出願の核酸は、クローン化、合成、組み換え変換、突然変異化可能であり又はこれら
の技術の組合せの対象となる。核酸を単離するための標準的組み換えＤＮＡ及び分子クロ
ーニング技術は、当分野では既知である。例えば、非限定の方法は、Silhavy 他、198446

; Ausubel 他、198936; Glover 及びHames、199547;
及びSambrook 及びRussell、200140に記載されている。塩基対変化、欠失又は小さな挿入
を作り出す部位特異的突然変異化もまた、出版物（例えば、Adelman他、198348; Sambroo
k 及びRussell、200140）により例示されているように、当技術分野では既知である。
【００７６】
ＩＶ，miRNA－発現ベクター
　本出願のいくつかの実施態様において、miRNA分子又はmiRNA前駆体分子は、核酸ベクタ
ー（あるいは、一般的に“組み換えベクター”又は“発現ベクター”と表される）に挿入
された転写単位から発現する。ベクターは、miRNAをコードする核酸分子を筋細胞に運搬
し、特定の遺伝子を標的とするために使うことができる。組み換えベクターは、例えば、
DNAプラスミド又はウィルスベクターであることができる。様々な発現ベクターが、当分
野で既知である。発現ベクターは、発現を希望する細胞種を含むが、これに限定されない
、いくつかの因子をベースとして適切に選択される。
　用語“ベクター”は、これに連結した他の核酸を輸送できる核酸分子を表わす。ベクタ
ーは、連結した核酸の自律的複製及び発現可能なベクターを含む。作動可能に連結した遺
伝子の発現をコントロールできるベクターを本明細書では“発現ベクター”と呼ぶ。一般
的に、組み換え技術で用いられる発現ベクターは、しばしばプラスミドの形である。しか
しながら、本出願は、同等の機能を持ち、これに関してその後当技術分野では既知となっ
た発現ベクターの他の形を含むよう意図している。
【００７７】
　本明細書で用いられる、用語“発現ベクター”は、適切なホスト細胞中で特定のヌクレ
オチド配列の発現をコントロールできるヌクレオチド配列を表し、転写終結配列に作動可
能に連結した所定のヌクレオチド配列に、作動可能に連結したプロモーターを含む。この
用語は、また一般的に、ヌクレオチド配列の正常な飜訳に必要な配列を含む。所定のヌク
レオチド配列を含む構築物は、キメラであることができる。この構築物は、また、自然に
存在するが、異種発現に有用な組み換え型で得られる物である。ヌクレオチド配列が正常
に発現するようデザインされた付加的な全ての配列を含む、所定のヌクレオチド配列は、
また“発現カセット”とも表される。
【００７８】
　本明細書で用いる、用語“異種遺伝子”、“異種DNA配列”、“異種ヌクレオチド配列
”、“外因性核酸分子”又は、“外因性DNA部分”は、各々意図したホスト細胞に対して
異種由来の配列又はもし同種由来の場合は、元々の形を改変した配列を表わす。従って、
ホスト細胞中の異種遺伝子は、特定のホスト細胞に対して内因性であるが、改変した遺伝
子を含み、改変は、例えば、突然変異剤により又は自然の転写制御配列からの分離による
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。この用語はまた、自然に存在するヌクレオチド配列の多数コピーで生ずる非自然遺伝子
を含む。従って、本用語は細胞にとって、異質又は異種のDNA部分又は細胞に対しては同
種であるが、ホスト細胞核酸中の、成分が元々見出されるものではない位置にあるDNA部
分を表わすことができる。
　用語“プロモーター”又は“プロモーター領域”の各々は、コード配列に対し５’に位
置し、コード配列転写の制御機能をする遺伝子内のヌクレオチド配列を表わす。プロモー
ター領域は転写開始部位を含み、さらに、１又は２以上の転写制御要素を含むことができ
る。いくつかの実施態様において、本出願の方法は、RNAポリメラーゼIIIプロモーターを
用いる。
【００７９】
　“最小プロモーター”は、基礎レベルの転写が行われるために必要な最小要素を持つヌ
クレオチド配列である。従って、最小プロモーターは、完全なプロモーターではなく、実
験系において構築したレポーターの基礎レベルの転写を制御することができるプロモータ
ーの部分配列である。最小プロモーターは、サイトメガロウィルス（CMV）最小プロモー
ター、ヘルペスシンプレックスウィルスチミジンキナーゼ（HSV-tk）最小プロモーター、
シミアンウィルス４０（SV40）最小プロモーター、ヒトβ－アクチン最小プロモーター、
ヒトEF2最小プロモーター、アデノウィルスE1B最小プロモーター及び熱ショックタンパク
質（hsp）７０最小プロモーターを含むが、これらに限定されない。最小プロモーターは
、しばしば１又は２以上の転写制御要素と共に増加して、作動可能に連結した遺伝子の転
写に影響する。例えば、細胞型特異的又は組織特異的転写制御要素は、最小プロモーター
に付加できて、作動的に連結したヌクレオチド配列の転写を細胞型特異的又は組織特異的
に制御する、組み換えプロモーターを作り出す。本明細書で用いるように、用語“最小プ
ロモーターは、またRNAポリメラーゼIIIプロモーター（例えば、Ｈ１，7SL，５Ｓ又はＵ
６プロモーター）、アデノウィルスVA1プロモーター、Vaultプロモーター、テロメラーゼ
RNAプロモーター及びtRNA遺伝子プロモーターを含むが、これらに限定されない、本明細
書で開示したプロモーターの機能的誘導体を含む。
【００８０】
　異なるプロモーターは、転写制御因子の異なった組合せである。遺伝子が細胞内で発現
しているかいないかと言うことは、遺伝子プロモーターを作り上げる特定の転写制御要素
及び細胞の核内に存在する異なる転写要素の組合せに依存する。従って、プロモーターは
しばしば、インビボ又はインビトロの機能的活性により、“構成的”、“組織特異的”、
“細胞型特異的”又は“誘導的”と分類される。例えば、構成的プロモーターは、有機体
の様々な細胞型（いくつかの実施態様において、全ての細胞型）における遺伝子の転写を
制御することができるプロモーターである。構成的プロモーターの例としては、ある種の
構成的又は“ハウスキーピング”機能をコードする以下の遺伝子に対するプロモーターを
含む：ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ（HPRT），ジヒドロフォレート
リダクターゼ（DHFR；（Scharfmann他、1991）、アデノシンデアミナーゼ、ホスホグリセ
リン酸塩キナーゼ（PGK），ピルビン酸塩キナーゼ、ホスホグリセリン酸塩ムターゼ、β
－アクチンプロモーター（例えば、Williams他、1993参照）及び当業者に既知の他の構成
的プロモーター。他方、“組織特異的”又は“細胞型特異的”プロモーターは、有機体の
いくつかの組織又は細胞型における転写を制御するが、いくつかの組織又は細胞型におい
て不活性である。組織特異的プロモーターの例としては、本明細書の以下でより詳細に記
載するプロモーター及び、当業者に既知の他の組織特異的及び細胞型特異的プロモーター
を含む。
　プロモーターの文脈で用いると、本明細書で用いる、用語“連結した”は、作動的に連
結したヌクレオチド配列の転写を共に制御する、プロモーター因子への物理的な近傍を表
わす。
【００８１】
　本明細書で用いる、用語“転写制御配列”又は“転写制御要素”は各々、制御的転写因
子に対して応答できる、プロモーター領域中のヌクレオチド配列を表わす。応答性は、転
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写アウトプットの減少又は増加を含むことができて、また転写制御要素を含むヌクレオチ
ド配列に対する転写因子の結合を介している。いくつかの実施態様において、転写制御配
列は、転写終結配列であり、あるいは、本明細書では、転写終結シグナルと表わす。
　用語“転写因子”は、転写制御要素及び転写の細胞成分と相互作用することにより、一
般的に、遺伝子発現を変化させるタンパク質を表し、ＲＮＡポリメラーゼ、転写関連因子
（ＴＡＦ），クロマチン改造タンパク質及び遺伝子転写に影響する他の関連するタンパク
質を含む。
【００８２】
Ｖ．筋細胞における遺伝子発現を変化させる方法
　本出願は、筋細胞における遺伝子発現を特異的に変化させる方法を提供する。いくつか
の実施態様において、この方法は、筋細胞と、筋細胞中の遺伝子を標的とするmiRNA又はm
iRNAをコードするベクターとの接触を含む。筋細胞中の１又は２以上の特定の遺伝子を標
的とすることで、筋細胞の機能又は発生（例えば、分化）を高度に特異的に操作すること
が可能となる。従って、いくつかの実施態様において、本出願は、さらに、筋細胞と、筋
細胞機能又は発生を変化することができる筋細胞中の遺伝子を標的とするmiRNAと接触さ
せることにより、筋細胞機能又は発生を操作する方法を提供する。
　いくつかの実施態様において、特定の遺伝子を標的とするmiRNAは、配列番号１～１１
のいずれかに示された配列と、少なくとも約７０％，８０％，８５％，９０％，９１％，
９２％，９３％，９４％，９５％，９６％，９７％，９８％，又は９９％相同な配列を有
するmiRNAを含む、miR-1、miR-133、miR-206、miR-208、miR-22、miR-26、miR-29、miR-3
0、miR-128、miR-143及びmiR-145（それぞれ、配列番号１～１１)から成る群から選択さ
れる。
　もしあるmiRNAが、あるＲＮＡ分子と十分類似したヌクレオチド配列を有し、miRNAとRN
A分子が相互作用するに十分な条件下で、このRNA分子の発現を変化させると予期されるな
らば、このmiRNAは該RNA分子を“標的とする”。いくつかの実施態様において、この相互
作用は、筋細胞内で行なわれる。いくつかの実施態様において、この相互作用は、生理的
条件下で行なわれる。本明細書で用いるように、用語“生理的条件”とは、この筋細胞が
患者又は患者組織の一部であろうと又はこの筋細胞がインビトロで生育しようとを問わず
、筋細胞中のインビボ条件を表わす。従って、本明細書で用いるように、用語“生理的条
件”は有機体の一部として又はインビトロでの生育であろうと、筋細胞が曝される条件下
で、筋細胞内の条件を表わす。
【００８３】
　いくつかの実施態様において、標的となる遺伝子は、筋細胞分化遺伝子又は筋細胞増殖
遺伝子であり、また発現されると、それぞれ、筋細胞分化及び／又は増殖を変化させるこ
とができる。いくつかの実施態様において、標的遺伝子は、筋細胞分化及び／又は増殖を
阻害する遺伝子産物を発現することができる。従って、１又は２以上のこれらの分化及び
／又は増殖標的遺伝子の発現を、miRNAにより標的として阻害すると、処置した筋細胞の
分化及び／又は増殖が増すことができる。本出願の非限定実施態様例において、筋細胞分
化遺伝子は、ヒストンジアセチラーゼ４（HDAC4）ポリペプチド又は甲状腺ホルモン受容
タンパク質２４０（TRAP240）をコード化することができて、また筋細胞増殖遺伝子は、
血清応答因子（SRF）ポリペプチドをコード化することができる。
　１又は２以上の筋細胞分化又は増殖遺伝子の発現を、本明細書に開示したmiRNAの中の
１個を用いて、阻害するために標的とすることができる。例えば、miRNA miR-1及びmiRNA
-133はそれぞれ特異的にHDAC4及びSRFの３’非飜訳領域を標的とし、またこれらの遺伝子
によりコードされる遺伝子産物の発現を阻害する。従って、本出願のいくつかの実施態様
において、筋細胞の分化は、筋細胞を、HDAC4をコードする遺伝子を標的とするmiR-1と接
触させることにより増加するが、接触によりHDAC4の発現を実質的に阻害し、筋細胞分化
を増す。同様に、本出願のいくつかの実施態様において、筋細胞を、SRFをコードする遺
伝子を標的とするmiR-133と接触させることにより、筋細胞増殖を増すことができるが、
接触によりSRFの発現を実質的に阻害し、筋細胞増殖を増す。
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【００８４】
ＶＩ．治療方法
　いくつかの実施態様において、本出願は、患者の筋肉損傷を処置する治療方法を提供す
る。本明細書に開示するように、miRNAは遺伝子を標的とすることにより、遺伝子発現を
変化させることができる。特に、筋細胞分化及び／又は増殖を阻害する機能を有する遺伝
子産物を発現する遺伝子は、miRNAの標的となり、これらの遺伝子の発現は阻害され、筋
細胞分化及び／又は増殖がもたらされる。さらに、miRNA阻害剤は、内因性miRNAを標的と
し、特定の遺伝子産物の発現の相対的な増加をもたらし、筋損傷を治療するために有用と
なる。さらに、miRNA及び／又はmiRNA阻害剤の組合せを筋損傷に共投与することにより、
損傷の治癒を最適化することができる。筋細胞分化及び／又は増殖の増加は、損傷した筋
組織の治癒上又は失われた筋組織の再増殖の促進上、有用であることができる。
　従って、本出願のいくつかの実施態様において、患者の筋肉損傷を治療する方法は、患
者の筋肉損傷部位に有効量の、筋肉損傷部位の筋細胞中の遺伝子を標的とするmiRNA、こ
のmiRNAをコードするベクター、miRNAの阻害剤又はこれらの組合せを投与することを含む
。
　筋肉発生及び比較しうる筋肉増殖及び／又は損傷後の治癒は、段階的に生ずる。代表的
な段階としては、未分化筋細胞増殖、その後、筋肉組織中の成熟した細胞への筋細胞の分
化が続く。従って、筋肉損傷部位における筋肉組織の修復には、損傷部位への、未分化筋
細胞の増殖を促進する、miRNA及び／又はmiRNA阻害剤の良く調整された投与及び損傷部位
への、増殖した筋細胞の成熟した機能性筋肉組織への分化を促進する、miRNA及び／又はm
iRNA阻害剤の投与が役立つ。
【００８５】
　本明細書に開示するように、例えば、miR-1及びmiR-133の各々は、骨格筋増殖及び分化
を調節する上で別個の役割を果たすと判断された。miR-133はSRFの抑制により筋細胞増殖
を促進する。対照的に、miR-1は、筋肉遺伝子発現の転写抑制体である、HDAC4を標的とし
て、筋細胞分化を促進する。従って、本出願の非限定的で、代表的な実施態様において、
損傷部位における筋細胞増殖を促進するために、第１時点において、miR-133及びmiR-1阻
害剤（例えば、2’-O－メチルmiR-1）を筋肉損傷部位に最初共投与する。次ぎに、第２時
点において、miR-1及びmiR-133阻害剤（例えば、2’-O-メチル-miR-133）を筋肉損傷部位
に共投与し、増殖した筋細胞の分化を増した。多種のmiRNA及び／又はmiRNA阻害剤の時間
的に調整した共投与により、筋肉損傷からの回復をさらに改善することができる。
　いくつかの実施態様において、筋肉損傷は、機械的筋肉外傷、筋肉変性疾患、心臓発作
又はこれらの組合せに起因する。機械的筋肉外傷は、例えば、筋肉組織が切り取られ又は
裂かれる、自動車事故又は刺し傷のような鈍力外傷に起因する可能性がある。例えば、非
限定的、筋肉変性疾患としては、筋肉ジストロフィー（例えば、Duchenne筋肉ジストロフ
ィー（DMD））、運動ニューロン疾患（例えば、筋萎縮性側索硬化症（ALS））、炎症性ミ
オパチ（例えば、皮膚筋炎（DM））、神経筋接合部疾患（例えば、重症筋無力症（MG））
、内分泌性ミオパシー（例えば、甲状腺機能促進ミオパシー（HYPTM））及び代謝筋肉疾
患（例えば、ホスホリラーゼ欠乏症（MPD））がある。例えば、非限定的、心臓発作筋肉
損傷としては、心筋梗塞及び心筋再潅流障害がある。
【００８６】
　いくつかの実施態様において、特定の遺伝子を標的とするmiRNAは、配列番号１～１１
のいずれかに示された配列と、少なくとも約７０％，８０％，８５％，９０％，９１％，
９２％，９３％，９４％，９５％，９６％，９７％，９８％又は ９９％相同な配列を有
するmiRNAを含む、miR-1、miR-133、miR-206、miR-208、miR-22、miR-26、miR-29、miR-3
0、miR-128、miR-143及びmiR-145（それぞれ、配列番号１～１１)から成る群から選択さ
れる。いくつかの実施態様において、この遺伝子は、筋細胞分化遺伝子（例えば、HDAC4
又はTRAP240をコードする）又は筋細胞増殖遺伝子（例えば、SRFをコードする）である。
　本出願の治療方法に関しては、好ましい患者は脊椎動物患者である。好ましい脊椎動物
は、温血動物である：好ましい温血脊椎動物は哺乳動物である。好ましい哺乳動物は最も
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好ましくは、ヒトである。本明細書で用いるように、用語“患者”は、ヒト及び動物患畜
を含む。従って、獣医の治療上の使用が、本出願に従って提供される。
【００８７】
　従って、本出願は、ヒト及びシベリアトラのような絶滅危機にあることにより重要な哺
乳動物；ヒトの消費のために農場で飼われている動物のような、経済的重要性を持つ哺乳
動物；及び／又はペット又は動物園で飼われている動物のような、ヒトにとって社会的に
重要な哺乳動物の治療を提供する。この様な動物の例としては以下の動物があるが、これ
らに制限されない：ネコ及びイヌのような肉食動物；ピッグ、ホッグ及び野生イノシシの
ような豚；ウシ、雄牛、羊、キリン、シカ、ヤギ、バイソン及びラクダのような反芻動物
及び／又は有蹄動物；及びウマ。また、鳥類の治療が提供され、絶滅の危機にある及び／
又は動物園で飼われている鳥類の治療及びヒトにとって経済的重要性があるので、ニワト
リ、特に家禽、例えば、シチメンチョウ、チキン、アヒル、ガチョウ、ギニア家禽等々が
含まれる。従って、また、家畜の治療が提供され、家畜豚、反芻動物、有蹄動物、ウマ（
競技用ウマ）、家禽等々が含まれる。
【００８８】
　患者にmiRNA又はmiRNAをコードするベクターを投与する適切な方法としては、全身投与
、非経口投与（血管内、筋肉内、動脈内投与を含む）、経口投与、舌下投与、皮下投与、
吸入、気管内滴注、外科的埋植、経皮投与、局部注射及び超高速注射／照射等があるが、
これらに制限されない。適用可能なところでは、連続輸液は標的部位での薬剤蓄積を促進
することができる。
　本出願に従って使用される投与の特定の様式は、様々な因子に依存し、これらの因子と
しては、使用されるmiRNA及び／又はベクター担体、治療する健康状態の重篤度及び投与
後の活性化合物の代謝又は除去機構が挙げられるが、これらに制限されない。
【００８９】
　本明細書で用いる用語“有効量”は、測定しうる生物的応答（例えば、筋細胞分化及び
／又は増殖の増加）を生み出すに充分な治療薬組成物（例えば、miRNA又はmiRNAをコード
するベクターを含む組成物）の量を表わす。本出願の治療組成物中の活性化合物の実際の
用量は、特定の患者及び／又は応用に対して、望ましい治療応答を達成するために有効な
活性化合物量を投与するために変わりうる。選択した用量レベルは、様々な因子によって
変わり得て、これらの因子としては、治療組成物の活性、処方、投与の経路、他の薬剤又
は治療との組合せ、治療すべき健康状態の重篤度及び治療する患者の物理的状態及び病歴
が挙げられる。好ましくは、最小容量が投与される、また用量は最小有効量に対して、用
量規定毒性なしに増量される。有効用量の決定及び修正及びこの様な修正の時期及び方法
は、当業者に委ねられる。
【実施例】
【００９０】
　以下の実施例は本出願の様式を説明するために含まれている。本開示と、当業者の一般
レベルを考慮すると、当業者は、以下の実施例は例示を意図したもので、無数の変化、修
正及び交換を、本出願の範囲を離れることなく、行うことができることを理解するであろ
う。
【００９１】
実施例１
　骨格筋増殖及び分化における、microRNA（miRNA）の潜在的関与を理解するために、確
立したミクロアレイ解析９を用いて、骨格筋分化の間のmiRNAの発現を解析した。C2C12筋
芽細胞株は、培養液から血清が除去されると、筋芽細胞は最終的に分化した管状筋細胞に
誘導され得る様に、筋芽細胞がインビトロで忠実に骨格筋分化を模倣するので１０－１２

、C2C12筋芽細胞を用いた。分化したC2C12筋芽細胞／管状筋細胞において、検査したmiRN
Aのある分画の発現は上方制御したことを見出した（図１ａ及び図６）。分化した筋芽細
胞におけるmiR-1及びmiR-133の発現上昇は、ノーザンブロット解析で確認した（図１ｂ及
び図７）。
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【００９２】
実施例２
　miR-1及びmiR-133は、成体心臓及び骨格筋組織において特異的に発現するが、検査した
他の組織では発現しない（図１ｃ及び図８）。しかしながら、哺乳動物発生における特定
miRNAの時間分布については殆ど知られてない。従って、マウス胚及び新生児におけるmiR
-1及びmiR-133の発現を調べた。miR-1及びmiR-133は、E13.5及びE16.5胚の発生過程の心
臓及び骨格筋において、非常に低レベル発現する（図１ｄ及び図８）。miR-1及びmiR-133
の発現量の増加が、新生児心臓及び骨格筋で観察されたが、なお成体のものより有意に低
レベルである（図１ｅ及び図８）。これらのデータは、大多数のmiRNAは発生過程の比較
的後期に発現されるという、zebrafishにおける知見１６と一致する。
【００９３】
実施例３
　miR-1及びmiR-133両者は、マウス第２染色体（９．３ｋｂ分離）及び第１８染色体（２
．５ｋｂ分離）上に共にクラスターしている（図９及び参考文献１４）。miR-1又はmiR-1
33配列を含む～３００ｂｐゲノム遺伝子プローブを用いて、ノーザンブロット解析を行っ
た（図９ａ～図９ｅ）。第１８染色体由来のmiR-1及びmiR-133プローブは、心臓及び骨格
筋から単離した全RNAより～６ｋｂの単一の最初の転写体を検知し（図９ｂ及び図９ｃ）
、このことはmiR-1及びmiR-133は実際に共に転写されることを示す。第２染色体由来のmi
R-1及びmiR-133プローブが心臓及び骨格筋から～１０ｋｂの転写体を検知したが、miR-13
3プローブはまた～４．５ｋｂ及び～２．２ｋｂの２個のさらなる転写体とハイブリダイ
ズした、一方miR-1プローブもまた主要な～６ｋｂ転写体を検知した（図９ｄ及び図９ｅ
）、このことは転写後プロセッシングが行われている可能性を示唆する。まとめると、こ
れらのデータは、心臓及び骨格筋特異的miR-1及びmiR-133の発現が最初の転写段階で指令
されていることを示す。
【００９４】
実施例４
　第２染色体及び第１８染色体miR-1及びmiR-133クラスターの転写を制御する制御要素は
恐らく保存されていると推定した。従って、塩基配列解析を行い、第２染色体及び第１８
染色体両者の上のmiR-1/133クラスターの約５０ｋｂ上流にある、高度に保存された領域
（～２ｋｂ）を同定した（図１０）。第２染色体由来のこのゲノム断片を用いて、トラン
スジェニックXenopus中のdsRedレポーター遺伝子の発現を促進させて、トランス遺伝子の
心臓及び骨格筋特異的発現を見出した（図１０）。
【００９５】
実施例５
　骨格筋におけるmiR-1及びmiR-133の機能を検定するために、最初動物細胞中でのmiR-1
及びmiR-133の過剰発現を試みた。ノーザンブロット解析及び、miR-1及びmiR-133に対す
る相補的配列をdsRedコード配列の下流にクローンした、miR-1及びmiR-133“センサー”
１７を用いて、両miRNAの発現と活性をテストし、確認した（図１１及び非表示データ）
。C2C12筋芽細胞にmiR-1及びmiR-133をトランスフェクトし、トランスフェクト後、細胞
を増殖培地（GM）中に保つ又は分化培地（DM）に移した。miR-1は、それぞれ、初期及び
後期筋発生マーカーであるミオゲニン及びミオシン重鎖（MHC）及びMyoD、Mef2及び骨格
筋α―アクチンを含む、他の筋発生マーカーの発現の増加が示すように、強く筋形成を促
進した（図２ａ～図２ｅ、図２ｉ、図２ｊ及び表２）。miR-1は対数期増殖条件（図２ｃ
）及び分化条件（図２，図２ｄ、図２ｅ）の両条件に維持された細胞の筋発生マーカー遺
伝子発現を誘導した。ホスホヒストンＨ３発現の顕著な減少によりマークされるように（
図２，図２ｃ、図２ｅ及び表２）、miR-1により誘導された筋発生分化の加速は、また細
胞増殖の減少を伴う。特に注意すべきことは、骨格筋細胞において内因的に発現しないGF
Pコントロール又はmiR-208の過剰発現は、効果を示さないので、miR-1誘導の筋形成は特
異的である（図２ａ～図２ｅ）。さらに、miR-1“シード”配列に導入された突然変異は
、筋発生遺伝子発現の活性化能を失う（図２ｄ～図２ｅ）。これに対し、miR-133の過剰
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発現は、ミオゲニン及びMHCの発現を抑制し（図２ａ～図２ｅ及び表２）、また筋芽細胞
増殖を促進する（図２ｃ～図２ｅ及び表２）。対照は効果が無く、また導入した突然変異
は、miR-133の機能を除去したので、再び、miR-133の筋芽細胞増殖への効果は特異的であ
る（図２ａ～図２ｅ、図２ｊ）。
【００９６】
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【表２】

【００９７】
　C2C12筋芽細胞に、miRNAの機能を阻害すると報告されている１８～１９、miR-1又はmiR
-133に対しアンチセンスな2’-O－メチル阻害オリゴ（又は対照GFP及びmiR-208）をトラ
ンスフェクトするという逆の実験も行った。miR-1阻害剤をトランスフェクトした細胞は
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、筋発生マーカーの減少及びホスホヒストンＨ３の増加で示されるように、筋形成の阻害
及び筋芽細胞増殖阻害を示した（図２ｆ～図２ｉ及び表２）。筋芽細胞増殖及び分化の阻
害におけるmiR-133の役割と一致して、miR-133の阻害により、筋形成は促進し、細胞増殖
は阻害されるという、逆の効果を引き起こした（図２ｆ～図２ｊ及び表２）。これに反し
て、対照2’-O－メチル阻害剤は効果が無かった（図２ｆ～図２ｊ）。上記の結果からの
結論は、miR-1及びmiR-133は、骨格筋増殖と分化において別個の働きを有すると言うこと
である：miR-1は筋芽細胞分化を促進するのに対し、miR-133は筋芽細胞増殖を促進する。
【００９８】
実施例６
　miR-1及びmiR-133の両者が、大部分の動物種、Drosophilaからヒトまでに存在すること
は、進化の過程で保存されていることを示唆する。miR-1及びmiR-133のインビボの骨格筋
及び心臓発生に対する効果をテストするために、XenopusにおけるmiR-1及びmiR-133のコ
ピーを同定し、誤発現によりこれらの機能を検査した。１細胞期にmiR-1を導入すると、
非注入又はmiGFP注入対照と比較して、劇的に軸柱の短縮、前部構造の減少及び背面―腹
部軸に沿う体長の増加が生じた（ｎ＞４５，独立した２実験）（図３）。miR-1注入胚に
おいて体節は形成したが（図３）、抗体染色全組織標本及び連続切片から、組織は非常に
無秩序化し、分節した構造に発生することができなかった（図３ｅ、図３ｆ、図３ｊ）。
心臓組織は、組織学的、トロポミオシン染色（図３ｆ、図３ｊ）及び心臓アクチン染色に
より検査すると、完全に欠如する。これらの欠陥に加えて、ホスホヒストンＨ３染色の劇
的な減少が見られ（図３ｉ～図３ｋ）、このことは、筋細胞増殖及び分化の制御上におけ
るmiR-1の本質的役割と一致する。miR-133の誤発現もまた、前部構造の減少及び体節発生
の欠陥をもたらすが、miR-1と比較して、前部―後部長の減少は小幅であり、胚体欠陥は
、体節形成が欠ける胚のより後部又は前部の外観において特に重篤である（図３ｇ、図３
ｈ）。さらに、miR-133胚において、非常に無秩序で、心臓係蹄又は心室形成を欠くが、
心臓組織はしばしば形成される（図３ｇ、図３ｈ、図３ｋ）。まとめると、これらのデー
タによると、正常な骨格筋及び心臓発生のためには、miR-1及びmiR-133の正しいタイミン
グ及びレベルが必要である。
【００９９】
実施例７
　HDAC4は、その3’UTRに２個の自然発生の推定miR-1部位を有し、これは脊椎動物種にお
いて進化上保存されている（図１２）。同様に、哺乳動物SRF遺伝子の3’UTRに、２個の
保存されたmiR-133結合部位が存在し（図１２）、これはインビボ及びインビトロの筋肉
増殖及び分化に重要な役割りを演ずることが示されている１１，２４，２５。
　マウスSRF及びHDAC4の3’UTRをルシフェラーゼレポーター遺伝子に連結し、これらの構
築物をトランスフェクションコントロールにより哺乳動物細胞にトランスフェクトした。
miR-1の異所性過剰発現により、HDAC4 3’UTRルシフェラーゼレポーター遺伝子は抑制さ
れ、他方、miR-133はSRF 3’UTRルシフェラーゼレポーター遺伝子の発現を阻害した（図
４ａ）。これに対し、miR-1又はmiR-133“シード”配列に導入した突然変異により、この
ような抑制は除去され、作用の特異性を示す（図４ａ）。
【０１００】
　上記レポーターをC2C12筋芽細胞にトランスフェクトし、細胞分化の前後にルシフェラ
ーゼ活性を測定すると、レポーター活性は、分化した細胞で劇的に抑制されていることが
分かり（図４ｂ）、内因性miR-1及びmiR-133のレベルが上がると、レポーター遺伝子を抑
制することを示す。内因性miR-1及びmiR-133の効果及び特異性は、miRNA“センサー”に
よりモニターした（図１１）。これに対し、筋肉分化の指示薬であるMCK-lucレポーター
のルシフェラーゼ活性は分化した筋細胞で増加した（図４ｂ）。さらに、miR-1の過剰発
現は、増殖条件（図４ｃ）及び分化条件（図４ｅ）におけるC2C12細胞中の内因性HDAC4タ
ンパク質の下方制御をもたらしたが、他方miR-133は、内因性SRFタンパク質の発現を抑制
した（図４ｃ、図４ｅ）。これに対し、SRF及びHDAC4のmRNAレベルは、これらのmiRNAに
より変わらなかった（図４ｄ）ので、miRNAは主に飜訳を阻害することにより、これらの
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標的遺伝子の機能を抑制するという考えを支持する。miR-1又はmiR-133に対してアンチセ
ンスな2’-O－メチルオリゴを適用すると、これらは、mRNAレベルへの効果なしに（図４
ｆ）、それぞれHDAC4又はSRFのタンパク質レベルに働いた抑制を除去した（図４ｇ）。
【０１０１】
　HDAC4及びSRFが、骨格筋遺伝子発現を調節する上で、miR-1又はmiR-133の同系の標的で
あることを重ねて証明するために、SRF又はHDCA4を発現するプラスミドのコトランスフェ
クションがmiRNAを介した筋形成を“抑制”するかどうかテストした。実際、図４ｈに示
すように、筋発生遺伝子のmiR-133により誘導された抑制は、SRFの過剰発現により部分的
に逆転した。一方、HDAC4は、miR―1の骨格筋遺伝子発現への効果を弱めた（図４ｈ）。
【０１０２】
　miR-1及びmiR-133依存的骨格筋増殖及び分化へのHDAC4及びSRFが潜在的に関与すること
に一致して、内因性HDAC4及びSRFタンパク質レベルは筋原性分化マーカーの発現上昇及び
細胞分裂指標マーカーであるホスホヒストンＨ３発現の減少を伴い、分化したC2C12細胞
において下方制御された（図４ｉ及び図７ｄ）。SRF及びHDAC4タンパク質の発現レベルの
減少は、miR-1及びmiR-133の発現上昇を伴った（図４ｉと図１ｂを比較）。まとめると、
これらのデータから、miR-1及びmiR-133は、それぞれ特異的にHDAC4及びSRFタンパク質レ
ベルを抑制し、そのことは逆に、これらのmiRNAの筋芽細胞増殖及び分化を調節する効果
に（少なくとも部分的に）寄与することが分かる。
【０１０３】
　心筋及び骨格筋特異的miR-1及びmiR-133が特徴付けられ、骨格筋増殖と分化を調節する
これらの機能が示された。重要なことに、同一染色体上にクラスターし、また単一転写物
として同時に転写される、miR-1及びmiR-133は、異なる標的遺伝子を阻害することで達せ
られる明確な生物的機能を持った、２個の独立した、成熟miRNAとなることが分かった。
このことは、複雑な分子機構にmiRNAが関与することを示す。興味あることに、miR-1及び
miR-133の組織特異的発現はmyoD及びSRFにより調節されるが８、SRF発現は、miR-133で抑
制されることである。従って、これらの知見はmiRNAが細胞増殖及び分化を調節する調節
経路に関与する、ネガティブ調節ループを明らかにする。
【０１０４】
実施例１～７の材料と方法
ミクロアレイによるMicroRNA発現の解析
　全RNAを、１０％仔牛胎児血清（FBS）（Sigma）及び１％ペニシリン／ストレプトマイ
シン（Invitrogen、Carlsbad、California、U.S.A.）を添加したDulbecco改変Eagle培地(
DMEM)（Sigma Chemical Co.、St. Louis、Missouri、U.S.A.）から成る増殖培地（GM）中
又は、２％ウマ血清（Sigma）を添加した
DMEM（Sigma）から成る分化培地（DM）で培養したC2C12細胞より、異なる時点で（DMに移
した最初の日を０日目とカウントし、０．１．３．及び５日目）単離した。ミクロアレイ
ハイブリダイゼーションは記載されているように行い、データ解析した９．要約すると、
２．５μｇ単離RNAを、RNAリガーゼを用いて５’－リン酸－シチジルウリジルCy3-3’（D
harmacon、Inc.、Lafayette、Colorado、U.S.A）で標識し、ALEXA647(R)（Cy5)（Molecul
ar Probes、Eugene、Oregon、U.S.A）で標識した124microRNAに対してオリゴヌクレオチ
ドプローブの０．５ｍＭ混合物とディスポーザブルチャンバー（MJ Research、Reno、Nev
ada、U.S.A.; パート数 SLF-0601）の中でハイブリダイズした。正規化した自然対数デー
タを遺伝子により階層的にクラスター化しヒートマップとしてプロットした。シグナルの
範囲は、－４倍から＋４倍であった。黄色は培地と比べた高発現を示し、また青色は低発
現を示す。
【０１０５】
ノーザンブロット解析
　全RNAをC2C12細胞、マウス胚又は成体組織より、TRIZOL(R)試薬（Invitrogen）を用い
て単離した。miRNAのノーザンブロット解析のために、PEGを用いて、サイズの大きなRNA
を除いた。要約すると、３０μｇの各全RNA試料を５ｘPEG溶液と１：１で混合し、氷上に
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１０分間置いた。１０分後、４℃で、最高速度で遠心し、上清を新チューブに移した。次
ぎに、RNAを２．５容量の１００％EtOHを加えて沈殿させ、３０分、最高速度で遠心した
。miRNAに対するノーザンブロット解析は、記載のように行った１３。プローブとして用
いたmiR-1及びmiR-133オリゴヌクレオチド配列を表３に示した。ノーザンブロット解析は
miRNAの初期の転写体を検出するために用い、各試料から２０μｇ全ＲＮＡを用いて、記
載のように行った２８。miR-1及びmiR-133に対するゲノム断片は、PCRでクローン化し、
プローブとして用いた。
 
【０１０６】
【表３】
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【０１０７】
miR-1及びmiR-133のクローニングと発現
　マウス第２番染色体及び第１８染色体（ｃｈ２及びｃｈ１８）由来のmiR-1及びmiR-133
前駆体にたいするゲノム断片は、マウスゲノムDNAを鋳型（PCRプライマーについては、上
記表３を参照）として用い、PCR増幅した。PCR産物は、pcDNATM(+)３．１ベクター（Invi
trogen）にクローン化し、miRNAの発現は、発現ベクターを哺乳動物細胞（COS7、10T1/2
又はC2C12）にトランスフェクトして測定し、ノーザンブロット解析で検知した。
【０１０８】
細胞培養、インビトロ筋形成分化及びルシフェラーゼレポーター検定
　記載１２のように、C2C12筋芽細胞を培養し、また筋形成を誘導した。一時的トランス
フェクション＝ルシフェラーゼレポーター検定は記載１２，２６のように行った。miRNA
二重鎖及びmiR-1、miR-133、miR-208 及びGFPに対してアンチセンスな2’-O－メチルオリ
ゴリボヌクレオチドは、Dharmacon（配列については表３参照）より購入した。これらは
、哺乳動物細胞中にLIPOFECTAMINETM（Invitrogen）トランスフェクション（２００ｎＭ
）又はAmaxa Biosystems（Gaithersburg、Maryland、U.S.A.)　NUCLEOFECTOR(R) システ
ム（５mｇ）を用いて電気穿孔により導入した。
　3’-UTRルシフェラーゼレポーター構築のために、pGL3－対照ベクター（Promega、Madi
son、Wisconsin、U.S.A.）の多重クローニング部位を取り除き、ルシフェラーゼ遺伝子の
下流に置いた。マウスHDACV4及びSRFの3’UTRは、PCR増幅し、改変したpGL3対照ベクター
にクローン化し、構築物SRF-3’UTR 及びHDAC4-3’UTRを得た（ＰＣＲプライマー配列に
ついては表３を参照）。ルシフェラーゼレポーター検定は、記載２６のように行った。
【０１０９】
ウェスタンブロットと免疫染色
　ウェスタンブロットは既に記載２７のように行った。以下の抗体を用いた：抗ミオゲニ
ン; SRF; MEF2; HDAC4;及びb-チューブリン（Santa Cruz Biotechnology、Santa Cruz、C
alifornia、U.S.A.); 及びホスホヒストン H3（Upstate Biotechnology、Lake Placid、N
ew York、U.S.A.)。筋縞のある筋肉特異的ＭＨＣを認識する、MF20抗体は、DSHB（Univer
sity
of Iowa、Iowa City、Iowa、U.S.A）より得た。
　免疫染色のために、１２ウェルプレート中の処理したC2C12細胞を４％ホルムアルデヒ
ドで、５分間、３７℃で、固定し、その後０．１％　NP40/PBS溶液に１５分間、ＲＴで移
した。一次抗体は、３％BSAを含む０．１％　NP40-PBS中で2時間次の濃度でインキュベー
トした：抗ミオゲニン（１：２０稀釈）、抗ホスホヒストンH3(1:100稀釈)、MF20(1:10稀
釈)。二次抗体フルオレッセイン抗マウス／ラビット（１：１００稀釈;Vector Laborator
ies、Burlingame、California、U.S.A.）は、３％BSAを含む０．１％NP40-PBSに、１時間
、３７℃で加えた。DAPIを室温で、５分間加えた。PBSで数回洗浄後、細胞を蛍光顕微鏡
観察に付した。全ウェルをカバーする１０視野を拾い、緑色蛍光ポジティブ細胞及びDAPI
染色の全細胞を各ウェル毎にそれぞれ計数した。
【０１１０】
ＲＴ－ＰＣＲ解析
　RT-PCRは、本質的に記載２７に従って行った。全RNAをC2C12細胞からTRIZOL(R)試薬（I
nvitrogen）を用いて単離し、２，０μｇ分量をランダムヘキサマー及びMMLV逆転写酵素
（Invitrogen）を用いて、cDNAに逆転写した。各場合、増幅のために２．５％cDNAプール
を用い、PCRを２４～２８サイクル行った。PCRプライマーの配列は、表３に見出すことが
できる。
【０１１１】
Xenopus胚注入及びトランスジェネシス
　Xenopus laevis胚の取得及び培養のために、標準的手法を用いた。DNA構築物をKpnIに
より線型にし、トランスジェニック胚をKroll & Amaya２８に記載された方法に従い作成
した。。トランスジーンの発現は、Leica MZFLIII顕微鏡下で解析した。miRNAの調整及び
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Xenopusへの注入は、実質的に既述２９のように行った。しかしながら、RNAは注入前にキ
ャップしなかった。免疫組織全標本解析は、記載３０のように行った。
【０１１２】
実施例８
　miR-208は、ヒト、マウス及びラット間で保存されている心臓特異的miRNAである（図１
４）。ノーザンブロット解析により、miR-208発現は、発生的に調節されていることが分
かった（図１５）。ノーザンブロットは、ステージの決まったマウス組織から調整し、mi
R-208に相補的な放射性標識したプローブで探知した。miR-208レベルは、E13.5、E16.5及
び新生期心臓と比較し成体マウス心臓において顕著に高かった。miR-208は、心筋α－ミ
オシン重鎖（α-MHC）遺伝子のイントロンをホストとしている（図１４）。２個の心筋重
鎖イソ型の一つ、α-MHCはマウス発生過程で弱く発現するが、その後、成体マウス心臓で
は、支配的なイソ型になる。miR-208及びα-MHCは、共に、心臓特異的であり、また逆鎖
から転写され、このことは、miR-208はα-MHCイントロンから処理された物であり、α-MH
C転写と並行して発現されることを示唆する。
【０１１３】
実施例９
　心筋細胞におけるmiR-208のインビトロ機能を調べるために、新生児ラット心筋細胞を
選んだが、その理由は、この細胞は心臓細胞の形態学的、生化学的及び電気生理学的特徴
の研究のために良く特徴の分かったインビトロモデルであるからである。新生児胃心筋細
胞は、誕生後の複製能を失わず；大多数が細胞分裂を行いまたインビトロ及びインビボで
増殖し、心臓遺伝子発現もまた活性化している。miR-208は、初期の発生段階に比べて成
体心臓で高く発現しているので、心筋細胞分化を促進すると思われる。心臓におけるmiR-
208機能を測定するために、このモデル系が心筋形成プログラムへのmiR-208発現及び阻害
の効果を研究するために用いられた。
【０１１４】
インビトロモデル系
　培養心筋細胞は、心臓研究において、最も広く用いられる実験モデルの一つである。小
哺乳動物より心筋細胞の調整は、全動物研究と比較して経済的であり、信頼性があり、ま
た幅の広い実験が可能となる。経済的及び技術的理由から、心筋細胞は新生児ラットより
最も普通に分離される。ラット心筋細胞は、小さな修正を伴い、本質的に既述の記載８６

通り行った。
　機能的、成熟したmiRNAは、miRNA前駆体配列プラス隣接した～１５０ヌクレオチドの転
写を制御するRNA PolIIプロモーター配列を用いて、異所的に発現することができる。得
られたRNA転写物は、miRNAプロセスマシーンに認識され、飜訳抑制を調節できる完全に機
能的なmiRNAとなる。miR―208前駆体配列及び隣接領域をマウスゲノムDNAからPCR増幅し
、この断片をアデノウィルスベクターに挿入し、miR-208を発現する組み換えアデノウィ
ルスを得た（Ad-208）。ノーザンブロット解析により、単離し、Ad-208の濃度を上げなが
ら感染させた、心筋細胞中でmiR-208発現が用量依存的に増加することが分かった（図１
６）。この道具を、インビトロでの心筋表現形質に対するmiR-208過剰発現の効果の研究
のために用いることができる。
【０１１５】
異所性miR-208発現の解析
　miR-208発現の変化が増殖に効果を持つか調べるために、細胞計数検定を行った。心筋
細胞を低密度でプレートし、Ad-208を感染させた。心筋細胞研究において、アデノウィル
スは大きな成功を伴って、頻繁に用いられているが、アデノウィルス感染により引き起こ
される間接効果をコントロールするために、細胞をAd-208と同じ感染多重度（MOI）のAd-
GFPで感染させた。両ウィルスは緑色蛍光タンパク質（GHP）を発現するので、感染効率は
落射蛍光顕微鏡によりコントロールした。
　細胞は感染前及び感染後２４，４８，７２及び９６時間後明視野下で計数した。１０視
野の細胞を、各時点、両条件について、計数した。細胞計数データに統計解析を適用した
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。視野当たり計数した細胞数の平均値が、各時点で、Ad-208及びAd-GFP感染間で、有意に
異なる確率をStudent　片側ｔ－テストを用いて決定し、一方、Student　ペアｔ－検定に
より、各感染に対して計数した細胞数平均値が、各時点間で有意に異なる確率を決定した
。どの両平均値でも有意に異なる確率が、９５％以上又は９５％に等しいならば、これら
の差異は有意であると考えられる。
【０１１６】
　細胞計数検定は、ホスホヒストンＨ３抗体を用いた細胞分裂指数の決定及びBrdU取り込
みによるDNA合成する細胞の割合決定の研究で補完された。miR-208過剰発現が細胞死を引
き起こす可能性を排除するために、固定した細胞をTUNEL染色した。心筋細胞増殖に対す
るAd-208感染の結果の可能性は、細胞数の減少、増加又は不変である。理論により制限さ
れなければ、miR-208は通常分化した成体心筋細胞で高度に発現しているので、miR-208発
現は、対照に比べてゆっくりとした心筋増殖を示す可能性がある。
　Nkx2.5、MEF2C、GATA4、ミオカルジン及びTBX5を含め１セットの心臓転写因子は、初期
分化しつつある心筋細胞において発現しており、これらを心臓分化の初期遺伝子マーカー
にしている。α-MHC、β-MHC、α-CA及びMLV2Vのような心筋特異的収縮性タンパク質は、
心筋細胞の最終分化マーカーである。これらの心臓遺伝子の幾つかは、発生過程で区別を
付けて調節されている。例えば、β-MHCは胚心臓において高度に発現されているが、新生
後、下方制御される、これに対しα-MHCは、反対の発現パターンを持つ。心臓遺伝子発現
調節に、miR-208が役割を果たしているか調べるために、新生児ラット心筋細胞における
心臓マーカー遺伝子発現の調節に対して、異所性miR-208発現が効果を持つか調べた。理
論により制限されることなしに、miR-208発現は胎児遺伝子発現を減少させる及び／又は
成体心臓遺伝子の発現を促進することが予想される。
【０１１７】
　半定量的逆転写PCR（RT-PCR）法を用いて、Ad-208対Ad-GFP感染新生児ラット心筋細胞
における様々な心臓マーカー遺伝子のmRNA転写物レベルの相対値を解析した。cDNAライブ
ラリーは、従来の技術を用いて感染心筋細胞から単離したRNAから作成した。殆ど全ての
組織で大量に発現するGAPDHを増幅し、cDNAレベルを正規化するために用いた。全てのPCR
プライマーセットは、１又は２以上のイントロンをカバーする産物を増幅するよう設計し
たが、この産物は、もしコンタミネートしたDNAが在るならば、より長いPCR増幅産物を作
ることができる。さらに、購入可能な抗体を用いて、様々な心臓マーカーのタンパク質発
現レベルを、ウェスタンブロット解析を用いて、調べたが、これは、タンパク質発現レベ
ルに何らかの変化がある場合、mRNA転写レベルと対応するかどうか調べるためである。
　miR-208の心臓遺伝子発現への効果の研究に加えて、転写因子及び構造成分を含む様々
な心臓タンパク質の局在性に対する何らかの影響が在るか調べた。Ad-208感染心筋細胞の
観測によると、これらの細胞は、Ad-GFP感染心筋細胞と異なる形態を示すことが示唆され
た（図１６ｂ）。Ad-208感染心筋細胞は、Ad-GFP感染心筋細胞と比べて“丸形”のようで
ある。
　Ad-208及びAd-GFP感染心筋細胞を、ガラスカバースリップ上で固定し、適切な一次抗体
及び２次抗体でプローブし、核染色し、顕微鏡分析のためにスライドに取り付けた。
【０１１８】
miR-208不活性化
　miR-208過剰発現研究と並行して、miR-208に対してアンチセンスな2’-O-メチルオリゴ
ヌクレオチドを用いたmiR-208阻害効果を研究した。2’-O-メチルオリゴヌクレオチドは
、ｍｉＲＮＡ機能の配列特異的及び不可逆的阻害剤として、化学量論的に、働く。このmi
RNA阻害系を心筋細胞に適用した。アンチセンスmiR-208 2’-O-メチルオリゴヌクレオチ
ド又は、対照として、ランダム2’-O-メチルオリゴヌクレオチドを、カチオン性脂質試薬
又は、代わりとして、電気穿孔により、心筋細胞にトランスフェクトした。アンチセンス
miR-208配列を直接ルシフェラーゼ遺伝子の３’に結合して構築したレポーター（luc-miR
-208－センサー）を対照として用いて、miR-208機能を阻害するための系の有効性をテス
トした。mRMA及びタンパク質レベル及びタンパク質局在性を、miR-208過剰発現研究に記
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載した様に研究した。
【０１１９】
実施例１０
　miR-208は肺心臓において弱く発現し、この発現は、成体心臓において劇的に増加する
。本実施例において、miR-208機能は、心臓発生において又は成体心臓において、どちら
の遺伝子調節により重要であるか解析した。胚においてmiR-208は弱く発現するので、発
生過程において、miR-208は、重要でないように見えると主張できるかも知れない。この
主張に反して、発生過程において、ある遺伝子過程を調節するためには、正確なmiR-208
用量が決定的であるかも知れない。さらに、成体段階と比較して発生過程で弱く発現する
ホスト遺伝子α-MHCのノックアウトマウスは、、miR-208の発現がこれらの動物に影響を
及ぼすか否か知られてないが、胚期致死性である８７。成体心臓において検知されたmiR-
208の高発現は、この遺伝子の重要な機能は発生後期であることを示すかも知れない。こ
の種の問題を片づけるために、miR-208機能の研究のために２種のマウスモデルを作成し
た：miR-208ノックアウトマウス及び条件付でmiR-208を過剰発現するトランスジェニック
マウスである。
【０１２０】
miR-208ノックアウトマウスのデザイン
　miR-208について機能的にゼロであるマウスをデザインし、このホスト遺伝子α-MHC発
現に影響なく作成する。miR-208ノックアウトマウス由来の胚幹細胞の作成は、３段階過
程である：標的を狙うベクターの作成；相同組み換えによる胚幹細胞へのDNA配列の導入
；及び胚幹細胞由来の遺伝的に改変したマウスの作成である。関係するmiRNAは、シード
領域の配列相同性によりファミリーにグループ分けする。これらのファミリーは、インビ
ボにおけるこれらの遺伝子解析を複雑にする可能性のある、同一遺伝子の発現を重複して
調節するであろう。miR-208のシード領域は、他の既知のmiRNAと、系統樹においてクラス
ターせず、miR-208を適切なmiRNAノックアウト候補としている。
　miR-208を標的とする構築物は、線型DNA断片と環状プラスミドの間の相同組み換えを用
いる８８，８９、リコンビニアリングと呼ばれる方法を用いて作られる。環状プラスミド
は、内部にmiR-208が確かに存在する、α-MHC遺伝子の６～７ｋｂ断片を含むことができ
る。線型DNA断片は、２２ｎｔのmiR-208配列をloxPに挟まれた（floxed）選択カセットで
置き換えるようデザインした２本の相同的アームを含む。環状プラスミドで形質転換した
バクテリアに線型DNA断片を電気穿孔し、その後、線型断片によりコードされた抵抗性を
用いて、組み換えコロニーを選択する。得られた構築物を、相同組み換えによりＥＳ細胞
を標的とするために用いる。PCRベースのスクリーニング又はサザンブロッティングを用
いて、異形接合のES細胞が同定できたら、胚盤胞注入によりキメラを作るために用いる。
今回開示したノックアウトデザインは、α-MHCのイントロン内の外因性ＤＮＡの小さなフ
ットプリントしか残さず、α-MHCの転写又はα-MHC mRNAのスプライシングパターンは、
影響を受けず残ることを保証する。
【０１２１】
条件付トランスジェニックマウスデザイン
　条件付トランスジェニックマウス法を図１７に図示した。条件付トランスジェニックア
プローチは、２個のトランスジーンを含む２成分系である。一方のトランスジーンは、mi
R-208（tet208)をコードし、他方のトランスジーンは、そのプロモーター内の調節配列と
結合することによりmiR-208トランスジーンを活性化する、トランスアクティベータ（tTA
)をコードする。tTAの結合は、ドキシサイクリン（DOX)が存在する時は常に阻害され(即
ち、“tet-オフ”）、従って、DOX処理により、miR-208トランスジーンの一時的調節を可
能にする。
　miR-208トランスジーンに対しホモ接合のマウスコロニーを確立する。tet208マウスは
、tTAトランスジーンを含むトランスジェニックマウスと掛け合わせ、研究のための二重
トランジェニックを作成する。メンデル遺伝を仮定すると、４子孫の中の１子孫は、二重
トランスジェニックであり、またtTAが発現するところではどこでもmiR-208を発現する。
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tTA発現を調節するために、α-MHCプロモーターを用いる。α-MHCプロモーターは、良く
特徴付けられており、また初期発生において組織特異的発現を正しく調節するに充分であ
る９０。tTAを発現させるためのα-MHCプロモーターの使用は、内因性miR-208は通常α-M
HC遺伝子内のイントロン由来であるので、二重トランスジェニック動物における内因性mi
R-208のように、同じ組織中のmiR-208量を増加させる。tTA発現を調節するためにマウス
α-MHCプロモーターを使用する、トランスジェニックマウス系統は、存在し、成功裏に、
使用されてきた９１，９２。tet208トランスジェニックマウス系統は、発生過程の胚又は
成体マウス心臓、において独立にmiR-208発現の用量効果の研究を可能にする。通常のト
ランスジェニックマウスにおける初期胚致死性は、研究のために利用可能な発生過程で停
止した胚の数を非常に制限し、また表現形質解析を妨げる。条件付方法により、二重トラ
ンスジェニックマウスにおける、初期のmiR208過剰発現は致死性と証明されたので、miR-
208トランスジーン発現を遅らすことができる。
【０１２２】
解析
　特異的な解析は、表現形質がどの様に現れるかに依存する。一般的に、発生過程の胚及
び／又は成体における潜在的表現形質を特徴付けるために、組織学的及び生化学的研究方
法が受け入れられる。心臓は、全体の異常について吟味され、より微妙な発生的欠陥を同
定できるように組織学的解析のために切片にされる。欠陥の可能性は、無数にあり、中隔
形成の欠陥から心房の肥厚まで全てが含まれる。表現形質は、電気生理学的に特徴付けら
れる、収縮性の欠陥でもあり得ると言うことも同様に可能である。
【０１２３】
実施例１１
　miR-208の直接の分子標的の同定は、生物機能に内在する機構を理解することを容易に
する。標的の予想は、インビトロ及びインビボマウスモデルにおけるmiR-208機能の研究
に関係する補足的観察に使われる。
　理論に制約されることなく、Thrap1発現はmiR-208により調節されると仮定する。Thrap
1の3’UTRには、２個の予期したmiR-208結合部位が含まれる（図１８）。２個の標的は、
Thrap1終止コドンの～８０ｂｐ下流に位置し、互いに～５０ｂｐのみ隔てられている。両
標的は、miR-208のシード領域と完全に相補的である。このThrap1遺伝子は、遍在的に発
現する９３、TRAP（甲状腺ホルモン受容体タンパク質）複合体の２４０ｋｄサブユニット
をコードしている。TRAPは、核受容体のコアクチベーターである、多サブユニットタンパ
ク質の複合体である。TRAPは最初、甲状腺ホルモン核受容体として特徴付けられた９４。
Thrap1は特徴付けられてないが、他のTRAPサブユニットを欠くと核受容体シグナリングに
影響を与えることが示された。マウスにおけるTRAP220の遺伝子除去は心臓及び神経系発
生を損ねるが、TRAP230及びTRAP240のDrosophila相同体は正常な複眼―触角原基発生のた
めに要求される９５，９６。Trap2と呼ばれる、Trap1に非常に類似した遺伝子の突然変異
が、先天的心臓欠陥である大動脈転位９７の患者に発見された。従って、TRAPファミリー
メンバーは、正常な発生にとって重要である。特に興味のあることは、甲状腺ホルモンは
心臓収縮性に非常な効果を有するので、miR-208の標的としてのThrap1である。
【０１２４】
　甲状腺ホルモンは、心筋イソ型切り替えとリンクしている。心筋細胞において、甲状腺
ホルモンは、同時にβ-MHC発現を阻害しつつ９８，９９、α-MHC mRNAの急速な蓄積をひ
きおこす。いくつかのポジティブに作用する甲状腺応答因子（TRE）は、α-MHCプロモー
ター内に局在し、ネガティブに作用する半TREはβ-MHCプロモーター内に局在することが
同定された１００，１０１。α-MHC及びβ-MHC遺伝子は、第１４番染色体上に直列に並び
、これらは、異なる速度でATPを機械的仕事に転換する、２個の心筋重鎖イソ型をコード
し、またこれらのタンパク質発現比は、心臓筋節（sarcomere）の収縮性に影響する：α-
MHCは“早く”、一方β-MHCは“おそく”。これらの発現は、発生学的に調節される。マ
ウス及びラットにおいて、β-MHCは、後期胎児期において優性的で在るが、生後間もない
時期よりα-MHCは優性的に成体心臓イソ型となる。この移行は、生後間もない時期に生ず
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る甲状腺ホルモンの急激な循環により恐らく引き起こされる９８。ウサギ及びヒトのよう
な、より大きな哺乳動物では、β-MHCが優性的な成体心臓イソ型である。しかしながら、
α-MHC及びβ-MHC遺伝子のプロモーターは、マウスとヒト間で高度に保存され、これらは
同様に調節されていることを示唆する。α-MHCイントロンにmiR-208が由来するとして、
理論に制約されなければ、miR-208は、TRAP複合体の成分を標的とすることにより、心筋
重鎖イソ型比を調節するネガティブフィードバックループにおいて、甲状腺ホルモンシグ
ナリングの組織特異的な阻害剤として働く可能性がある（図１９）。
【０１２５】
　最初のスクリーニング研究の質問は、miR-208の過剰発現が、3’UTRにおける標的部位
と予想されるレポーター遺伝子の発現を下方制御するかどうかである。Trap1 3’UTRを、
構成的に発現するルシフェラーゼレポーターのコード配列の後に直接挿入した。結果から
、miR-208はTrap1 UTRを標的とすることが示唆される（図１８）。この観察を確認するた
めに、Trap1 UTR内の２個の推定標的部位のシード領域に、独立に及び組み合わせて、突
然変異をおこさせた。突然変異したポリヌクレオチドをテストして、これらがmiR-208を
介する抑制を解除するかどうか測定した。
　これまでの研究から、甲状腺ホルモンは、心筋細胞においてα-MHC鎖発現を転写的に活
性化し、またβ-MHC発現を阻害する９８，９９，１０２。心筋細胞にAd-208を感染させて
、miR-208発現が甲状腺ホルモンシグナリングを阻害するかどうか、α―MHC及びβ-MHCの
転写物及びタンパク質レベルを監視することにより測定する。miR-208によるα-MHC発現
の阻害は、間接的に、miR-208は甲状腺ホルモンシグナリング経路の成分を標的とすると
言う仮説を支持する。
　予想した標的をさらに確認するために、miR-208発現がmiR-208ノックアウト及びmiR-20
8トランスジェニックマウスモデルからの、心臓中のmRNA又はタンパク質レベルを減少さ
せるかどうか測定できる。標的タンパク質に対する特異的抗体が用いられる。ヒトThrap1
は、商品として購入可能である。マウス研究において効果的でなかったら、マウスThrap1
特異的抗体を作成する。
【０１２６】
miR-208のさらなる標的候補
　レポーター研究のために、Thrap1に加えて、４個の他の興味あるmiR-208の推定標的を
直接ルシフェーラーゼ遺伝子にクローニングした。該3’UTRはSP3（Sp3 トランス作用 転
写因子3)、EYA4（眼欠失相同体4)、CSNK2A2（カゼインキナーゼ2、アルファプライムポリ
ペプチド)及びTTN（Titin)由来である。
　SP3タンパク質発現は、miR-208発現と反対である；SP3はGCボックスを含む様々なプロ
ポーターと相互作用する転写因子である１０３，１０４，１０５。SP3タンパク質は、胎
児マウス心臓において直ちに検知されるが、成体心臓では僅かに検知される。SP3とmiR-2
08の反対の発現パターンは、miR-208がSP3飜訳を調節することを形式上可能にする。
　EYA4は、ヒト心臓の病理学との確立したリンクを考えると、miR-208の興味ある潜在的
標的である。拡張した心ミオパシー及び関連する心臓故障を引き起こすヒトEYA4中に、突
然変異が同定された１０６，１０７。EYA4は、sine-oculisファミリー(Six1-Six6)メンバ
ー及びDach転写因子と相互作用し、遺伝子活性化を起こす転写コアクチベーターである１

０８，１０９。ヒト突然変異の特徴付けは、弱力化したEYA4レベルが、ヒト心臓故障の形
態学的及び血行特性をもたらす１０６と同様に、zebrafishにおける仕事により支持され
た。現在、EYA4の潜在的下流心臓遺伝子は同定されてない。
　CSNK2A2は、DNA複製、基礎的及び誘導転写の調節、飜訳及び代謝の調節１１０，１１１

に関係する、広汎に発現しているタンパク質セリン／スレオニンキナーゼである。様々な
遺伝的経路を調節する潜在力を持つCSNK2A2に興味が持たれる。
【０１２７】
　EYA4同様、TTNは、心臓血管機能及び病理学と関連することが確立しているので、TTNは
また、興味あるmiR-208の標的候補である。TTNは、心臓及び骨格筋組織の両者に発現する
巨大筋節タンパク質であり、また筋節集合体及び力の伝達に重要である。TTNの突然変異
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は、肥大性及び拡大性心臓ミオパシーと関係してきた。心臓及び骨格筋機能に対するTTN
の要求を仮定すると、miR-208が強くTTN発現を調節することが疑わしくなるが、一つの筋
節遺伝子（即ちα-MHC）は、他の筋節遺伝子（即ちTTN）の発現を微調整し、心筋細胞の
収縮性を調節すると言う可能性がある。
　推定標的遺伝子の3’UTRは、ポーター検定によりテストし、これがmiR-208を介した抑
制を与えるかどうか測定した。候補遺伝子を、推定標的部位を突然変異させること及びmi
R-208抑制が減少したかどうかテストすることで、さらに特徴付けた。標的候補の最初の
レポータースクリーニングの後、転写及びタンパク質レベルで、インビトロmiR-208過剰
発現が、候補遺伝子発現へおよぼす効果を、心筋細胞を用いて解析した。様々な標的の生
物的関連性を、インビボにおいて、miR-208ノックアウト及び誘導性トランスジェニック
マウスモデルを用いて、研究した。インビトロ及びインビボにおける、潜在的miR-208標
的の解析により、標的予想が正しいと確認し、心臓におけるmiR-208により調節される遺
伝子経路を理解するために、生物学的関連性を確認した。
【０１２８】
実施例１２
　生きる過程で、骨格筋は、損傷を受け、繰り返し修復される。筋肉再生は、経年変化の
過程で、運動機能を維持し、またDuchenne筋肉ジストロフィーのような神経筋肉疾患にお
ける臨床的症状の出現を遅らせる。この組織修復能力は、成熟筋繊維の基底膜と筋細胞膜
の間に局在する衛星細胞と呼ばれる幹細胞様細胞の一部により与えられる。損傷を受ける
と、衛星細胞は細胞周期に再び入り、増殖し、その後細胞周期から出て、静止衛星細胞プ
ールを更新する又は成熟筋繊維に分化する。細胞増殖及び分化プログラムの両者は筋形成
に極めて重要である。
本出願は、miRNAは、筋肉細胞の増殖及び分化に対し応答することを示すデータを提供す
る。
【０１２９】
方法
　Yan他１１４に従い、カルジオトキシンを、６週齢の雄C57BL/6マウスの前脛骨筋（TA）
に注入した。筋肉を注入後３日目に採取した。非注入TA筋を対照として用いた。全RNAをT
A筋から単離し、５μｇをmicroRNAのミクロアレイ解析のために用いた。
結果
　図２０Ａ及び図２０Ｂは、カルジオトキシン注入（損傷）又は非注入（対照）前脛骨筋
（TA）からのmiRNAアレイ発現データである。正規化した自然対数データは、遺伝子によ
り、階層的にクラスター化し、またヒートマップとしてプロットした。シグナルの範囲は
、―４倍から＋４倍であった。明るい陰影は、培地に比較し高発現を示し、また暗い陰影
は、低発現を示す。図２０Ａは損傷した筋肉における下方制御したmiRNAを表し、図２０
Ｂは、損傷を受けた筋肉における上方制御したmiRNAを表わす。
【０１３０】
実施例１３
骨格筋衛星細胞は、成熟、多核筋肉繊維の細胞膜と周囲の基底膜の間の１群の小単核細胞
である。衛星細胞は、長い間、成体骨格筋の前駆細胞と考えられてきた。最近の知見によ
ると、衛星細胞は、不均質であり、幹細胞様能力を持つという考えを支持する。これらの
細胞は、静止状態で維持されるが、一度活性化されると、大規模に増殖し、分化及び再生
又は筋肉組織の修復を行う筋芽細胞のプールを形成する。
　正常状態において、衛星細胞を不活性な休止状態に保つ経路及び分子機構、ならびにこ
れらの細胞が、筋肉損傷に応答して筋肉再生を促進するためにどの様に活性化するかにつ
いては、明らかにされ始めた。対となるボックス／ホメオドメイン転写因子のファミリー
メンバーである、Pax3及びPax7が，衛生細胞関係骨格筋再生過程を介して、重要で、明確
な役割を果たすことが示されてきた。しかしながら、衛生細胞の維持及び活性化の過程で
、Ｐａｘタンパク質の発現が、どのように調節するかについては、はっきりしない。興味
深いことに、Pax3及びPax7の発現は、分化しつつある筋芽細胞において下方制御されてい
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る。より重要なことに、C2C12筋芽細胞におけるPax3及びPax7の異所性過剰発現は、この
細胞の分化を阻害する。これらの観察により、衛星細胞の休止及び自己再生、ならびに筋
芽細胞増殖及び分化は、タイトな転写及び転写後調節の下に置かれていることが示唆され
る。
さらに、脳由来の神経栄養因子（BDNF）は、骨格筋衛星細胞において発現され、筋芽細胞
分化を阻害する。Pax7及びBDNFの両者は、miR-1/206の推定標的であり、miR-1/206は骨格
筋衛生細胞調節において重要な役割を果たすことを関係付けていることが見出され、本明
細書において開示されている。
【０１３１】
衛星細胞における確立したmiRNA過剰発現及び検知システム
　異所的に衛星細胞内で効率よくmiRNAを過剰発現させるために、レトロウィルスベース
の過剰発現システムを適用した。miR-1及びmiR-206に隣接したゲノム配列（約３００～４
００ｂｐ）は、ネズミ科幹細胞ウィルス（MSCV）由来のレトロウィルスベクター内におい
て、スプライスドナー（SD）及びスプライスアクセプター（SA）と隣接し、このレトロウ
ィルス内に、miRNA-SDSA配列の下流に緑色蛍光タンパク質（GFP）をコードする配列が局
在する。この様にして、ｍｉＲ－１／２０６及びＧＦＰは、同時に発現し、GFPの発現はm
iR-1/206発現の優れた指標として役立つ（図２３）。
　衛星細胞内のmiRNAの発現及び阻害効果を追跡するために、dsRed遺伝子の発現が、構成
的に活性なCMVプロモーターの転写調節下にある、“miRNAセンサー”を作成した。miR-1/
206の相補的配列を、dsRedレポーター遺伝子の３’に連結し、MSCV由来レトロウィルスベ
クターに挿入して、機能性miRNAがdsRedタンパク質の飜訳を抑制するようにした（図２２
）。このシステムを用いて、衛星細胞におけるmiRNAの発現及び阻害効果を正確に検出す
ることができて、提供されたこのシステムは、骨格筋内でのmiRNA機能のさらなる研究の
ための強力な道具となる。
【０１３２】
Pax7及びBDNFは、衛星細胞におけるmiR-1/206の調節標的である
　Pax7及びBDNF遺伝子が、これらの3’UTRに高度に保存されたmiR-1/206標的部位を含む
ことを発見した（図２４，２５，２６）。これら3’UTR配列を、ルシフェラーゼレポータ
ー中にクローニングし、該miRNAによりこれらレポーターが抑制されたかどうかテストし
た。図２４に示すように、miR-1及びmiR-206は、これらのレポーターを強く抑制した。mi
RNAを介した抑制は、保存されたｍｉＲＮＡ結合配列が突然変異された場合、消失し、抑
制の特異性を示す。これらのデータより、miR-1/206は、筋肉細胞及び／又はこれらの前
駆体の増殖及び分化を、重要な標的遺伝子を抑制することにより調節することができるこ
とが示唆される。
【０１３３】
単一骨格筋筋繊維から衛星細胞の単離
　衛星細胞は、成体骨格筋前駆細胞であり、誕生後の生育及び再生に応答的である。理論
に制限されることなく、miRNAもまた、衛星細胞のレギュレーターであると仮定できる。
この仮説をテストするために、新生児又は成体マウスの後ろ肢又は仕切り板骨格筋から衛
星細胞を単離した。最も混ざり気のない衛星細胞群を産生し、再現性ある結果を提供する
、単一筋繊維より、衛星細胞の単離ができる。これらの衛星細胞は、培地にbFGFが含まれ
る場合、未分化の状態で維持することができて、この培地には、Pax7の発現及び他の衛星
細胞マーカーが検出できる。しかしながら、インビトロの骨格筋分化過程に正確に類似し
て、これらは、増殖因子bFGFの除去により、誘導されて筋芽細胞及び管状筋細胞に分化す
る（図２８）。
【０１３４】
miR-1/206は、衛星細胞の増殖を阻害する
　骨格筋前駆細胞におけるmiR-1/206の機能を定義するために、成体マウスの単一筋繊維
から単離した衛星細胞を２４ウェル組織培養プレートに置き、ｍｉＲ－１／２０６を該細
胞に、SDSAベクターベースのレトロウィルスを用いて、導入する。異所的に発現したmiRN
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Aの発現及び活性を、いくつかの方法で追跡する：ノーザンブロット解析を、miR-1の発現
を検知して、定量的に測定するために適用した。miR-1/206活性もまた、“センサー”レ
ポーターを用いて追跡するが、この“センサー”レポーターは、miR-1/206に対する相補
的配列をdsRedレポーター遺伝子の３’方向にクローニングする。
増殖検定において、培養衛星細胞は、採取１時間前に、BrdUで標識した。次ぎに該細胞を
固定し、増殖細胞は、BrdUポジティブ染色細胞を計数して測定した。図２７に示すように
、衛星細胞におけるmiR-1/206過剰発現は、これらの増殖を阻害する。
【０１３５】
miR-1/206は、衛星細胞の分化を促進する
　分化動特性解析のために、単一筋繊維からの衛星細胞をコラーゲンで被覆した２４ウェ
ルプレート上、DMEMプラス２０％FBS及び１０ｎｇ／ｍｌのbFGF中にプレートした。細胞
密度は約５ｘ１０３細胞／ｃｍ２であり、またｍｉＲ－１／２０６レトロウィルス又は対
照レトロウィルスで感染させた。培地よりｂＦGＦが取り除かれると、衛星細胞は自然に
細胞周期から出て、分化する。図２８及び図２９に示すように、miR-1及びmiR-206の過剰
発現は、衛星細胞の分化を促進し、分化動特性を加速する。
　まとめると、本実施例に示したデータは、miR-1及びmiR-206は、骨格筋衛星細胞の増殖
及び分化過程を調節する上で重要な役割をはたすことを示す。骨格筋再生及び修復過程に
おける衛星細胞の重要な機能を考えると、理論で制限されることなく、miR-1、miR-206及
びmiR-133は、骨格筋再生に重要であることが示唆される（図３０）。
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　本出願の様々な詳細は、本出願の範囲を超えることなく、変えることが出来ることに留
意すべきである。さらに、既に記載した内容は、例証のためのみであり、制限を意図した
ものではない。
【図面の簡単な説明】
【０１３７】
【図１】図１ａ～図１ｅは、発生過程での心筋及び骨格筋におけるmiR-1 及びmiR-133の
発現についてのデータを図示する。　図１ａは、それぞれ、増殖培地(GM)又は分化培地(D
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M)中で培養したC2C12筋芽細胞からの、０，１，３及び５日目のmiRNAアレイの発現データ
を示す。正規化した自然対数データを、遺伝子により階層的にクラスター化し、ヒートマ
ップとしてプロットする。シグナルの範囲は、－４倍から＋４倍である。培地と比較して
、黄色は、高発現を示し、青色は低発現を示し、また分化培地で上方制御されたmiRNAノ
ードのみ示す。　図１ｂは、それぞれ、GM又はDM中で、０，１，３及び５日間培養したC2
C12筋芽細胞から分離した全RNAを用いた、miR-1及びmiR-133発現のノーザンブロット解析
を示す。tRNAをローディングコントロールとして用いた。　図１ｃは成体マウス組織中の
miR-1及びmiR-133発現のノーザンブロット解析を示す。　図１ｄはマウス１３．５日目（
E13.5）及び１６．５日目（E16.5）胚組織中のmiR-1及びmiR-133発現のノーザンブロット
解析を示す。　図１ｅはマウス新生児組織中のmiR-1及びmiR-133発現のノーザンブロット
解析を示す。胚及び新生児RNAとの比較のために成体心筋及び骨格筋から同量の全RNAをブ
ロットにローディングした（図１ｄ及び図１ｅ）。
【図２】図２ａ～図２ｊはmiR-1及びmiR-133による筋芽細胞増殖及び分化を調節すること
を示すデータを示す。増殖培地（GM）中で培養したC2C12筋芽細胞に、GFPを対照として、
miR-1及びmiR-133に対する二重鎖miRNAを電気穿孔により導入した。　図２ａ～図２ｅは
、細胞をトランスフェクション後２４時間GM中で連続的に培養し、その後分化培地（DM）
に移し１２時間後、ミオゲニンに対する免疫染色を行い（図２ａ）又は３６時間後、MHC
に対する免疫染色を行った（図２ｂ）実験結果を示す。GM中で培養したC2C12筋芽細胞に
、GFPを対照として、miR-1、miR-133（又は図示したこれらの変異体）又は miR-208に対
する二重鎖miRNAを電気穿孔で導入し、２４時間培養後：図示した抗体を用いたウェスタ
ンブロッティング（図２ｃ）；又は細胞をDMに２４時間移し図示した遺伝子についてRT-P
CRを行った（図２ｄ）；又は細胞をDMに２４時間移動し図示した抗体を用いたウェスタン
ブロッティングを行った（図２ｅ）。　図２ｆ～図２ｈは、GM中で培養したC2C12筋芽細
胞に、GFPを対照として、miR-1、miR-133又はmiR-208に対してアンチセンスな2’-O-メチ
ルオリゴヌクレオチドを電気穿孔した実験結果を示す。トランスフェクション後、細胞を
２４時間GM中で培養し、DMに移動し：１２時間後ホスホヒストンH3に対して免役染色（図
２ｆ）；又は２４時間後図示した遺伝子に対するRT-PCRを行い（図２ｇ）；又は２４時間
後図示した抗体によるウェスタンブロットを行った（図２ｈ）。　図２ｉ及び図２ｊは、
GM中で培養したC2C12筋芽細胞に、二重鎖miRNA又は図示した2’-O-メチルアンチセンスオ
リゴヌクレオチド阻害剤を電気穿孔により導入した実験結果を示す。細胞をトランスフェ
クション後２４時間GM中で培養し、その後DMに移し，１２時間後ミオゲニン（図２ｉ）又
はホスホヒストンH3（図２ｊ）、に対する免疫染色を行った。ポジティブに染色された細
胞を計数し、データをGFP対照（１００％）に対する相対発現レベルとして提示する。
【図３】図３ａ～図３ｋは、インビボにおけるmiR-1及びmiR-133による心筋及び骨格筋の
分化のコントロールを示すデータを示す。　図３ａ～図３ｈはXenopus胚実験からのデー
タを示す。Xenopus非注入由来（図３ａ及び図３ｂ）、GFP RNA対照注入由来（図３ｃ及び
図３ｄ）、miR-1-注入由来（図３ｅ及び図３ｆ）又はmiR-133注入由来（図３ｇ及び３ｈ
）のXenopus胚を抗トロポミオシンで染色し、ステージ３２を明視野下（図３ａ、図３ｃ
、図３ｅ及び図３ｇ）又は蛍光下（図３ｂ、図３ｄ、図３ｆ及び図３ｈ）に示す。心臓組
織に染色が欠けていること（図３ｂ及び図３ｄ、Ｈ矢印）及び体節の崩壊（図３ｆ及び図
３ｈ、Ｓ矢印）に注目のこと。　図３ｉ～図３ｋは、Xenopus胚の横断面からのデータを
示す。非注入由来（図３ｉ）、miR-1-注入由来（図３ｊ）又はmiR-133注入由来（図３ｋ
）胚のステージ３２の心臓位置に対応するXenopus胚横断面を抗トロポミオシンで染色し
、体節（Ｓ矢印）及び心臓組織（Ｈ矢印）を視覚化し、抗ホスホヒストンＨ３（赤）で染
色しＳ期細胞を視覚化した。各セットの注入は少なくとも２回独立に行い、表現形質は、
全マウント免疫染色により記録した少なくとも５０の胚の少なくとも９０％について観測
したものである。
【図４】図４ａ～図４ｉは、骨格筋中のmiR-1及びmiR-133標的遺伝子の同定を示すデータ
である。　図４ａは、miR-133及びmiR-1によるSRF及びHDAC4 3’UTRの抑制を示すデータ
である。マウスSRF 3’UTR（SRF-3’-UTR)からのmiR-133相補部位又はマウスHDAC4 3’UT
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R（HDAC4-3’-UTR)からのmiR-1相補部位又はmiR-133（miR-133-luc)又はmiR-1（miR-1-lu
c)の完全アンチセンス配列を含むルシフェラーゼレポーターを、図示したようなmiRNA発
現ベクター又はこれらの変異体と共にトランスフェクションした。ルシフェラーゼ活性を
トランスフェクション後４８時間に測定した。データは、少なくとも３回の独立したデュ
プリケート実験の平均値±s.d.を示す（＊Ｐ＜０．０５）。　図４ｂはC2C12筋芽細胞に
トランスフェクトしたSRF-3’-UTR、HDAC4-3’-UTR及びMCK-lucルシフェラーゼレポータ
ーの結果を示すデータを表わす。GMに２４時間維持した細胞（GM），又は１日目にDMに移
した細胞（DM1）又は３日目に移した細胞（DM3）のルシフェラーゼ活性を測定した。　図
４ｃ～図４ｅは、GM中で培養し、GFPを対照として、図示する二重鎖miRNA（又はその変異
体）又はmiR-208を電気穿孔導入したC2C12筋芽細胞の結果を示すデータを表わす。トラン
フェクション後細胞を２４時間GM中で培養し：抗SRF及び抗HDAC4抗体を用いてウェスタン
ブロッティングし（図４ｃ）；細胞を２４時間DMに移し、図示した遺伝子についてRT-PCR
を行い（図４ｄ）；細胞をDMに２４時間移動し、図示した抗体を用いてウェスタンブロッ
ティングを行った。GM中で培養したC2C12筋芽細胞に、図示した2’-O-メチルアンチセン
スオリゴヌクレオチド阻害剤を電気穿孔により導入した（図４ｅ）。　図４ｆ及び図４ｇ
は、トランスフェクト後２４時間GMで培養し、その後２４時間DMに移した細胞について：
図示した遺伝子についてRT-PCRを行い（図３ｆ）；及び図示した抗体を用いて、ウェスタ
ンブロッティングを行った（図４ｇ）、結果を示す。　図４ｈは、GM中で培養し、図示し
た二重鎖miRNA又は／及び図示したようなSRF又はHDAC4に対する発現プラスミドを電気穿
孔導入したC2C12筋芽細胞の結果を示すデータを表わす。細胞をトランスフェクション後
、２４時間ＧＭ中で培養した。DMに移した２４時間後に、図示した抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングを行った。　図４ｉは、GM中で培養又はDM中に０，１，３，又は５日間
培養したC2C12筋芽細胞の結果を示すデータを表わす。
【図５】図５は、miＲ-1及びmiR-133を介した骨格筋増殖及び分化の調節に対するモデル
を示す。
【図６】図６は、それぞれ、増殖培地（GM）又は分化培地（DM）に０，１，３及び５日間
培養したC2C12筋芽細胞からのmiRNAアレイ発現データからの解析データを示す。正規化し
た自然対数データは、遺伝子により階層的にクラスター化しており、ヒートマップとして
プロットされる。シグナル範囲は－４倍から＋４倍である。明るい陰影は、培地と比べて
高発現を示し、暗い陰影は低発現を示す。
【図７】図７ａ～図７ｄは、C2C12細胞におけるmiR-1、miR-133及び骨格筋分化マーカー
遺伝子の発現データを示す。　図７ａ及び図７ｂは、増殖培地（GM）又は分化培地（DM）
に０，１，３及び５日間培養したC2C12筋芽細胞からの全RNAを用いたmiR-1（図７ａ）及
びmiR-133（図７ｂ）の発現のノーザンブロッティング解析を示す。成熟miRNA及びその前
駆体（Pre）の両者が図示されている。tRNAをローディング対照として用いた。　図７ｃ
は骨格筋分化マーカー遺伝子の半定量的RT-PCR解析を示す。GAPDHを等量ローディングの
対照として用いた。　図７ｄは、骨格筋分化マーカーの発現を示す。C2C12筋芽細胞を増
殖培地（GM）又は分化培地（DM）に０，１，３及び５日間培養し、細胞単離物について、
図示した抗体を用いて、ウェスタンブロットを行った。β－チューブリンをローディング
対照として用いた。
【図８】図８ａ～８ｆは成体マウス及び全過程分化における心筋及び骨格筋中のmiR-1及
びmiR-133の発現データを示す。ノーザンブロット解析は、成体マウス中のmiR-1の発現（
図８ａ）及びmiR-133の発現（図８ｄ）を示す。マウス１３．５日胚（E13.5）及び１６．
５日胚（E16.5）組織のmiR-1の発現（図８ｂ）及びmiR-133の発現（図８ｅ）をノーザン
ブロット解析が示す。比較のために、成体心筋及び骨格筋から得た等量の全RNAもまたブ
ロットにロードした。マウス新生児組織のmiR-1の発現（図８ｃ）及びmiR-133の発現（図
８ｆ）をノーザンブロット解析で示す。比較のために、成体心筋及び骨格筋から得た等量
の全RNAもまたブロットにロードした。成熟miRNA及びこれらの前駆体（Pre）の両者を図
示する。tRNAをローディング対照として用いた。
【図９】図９ａ～図９ｅは心筋及び骨格筋中のmiR-1及びmiR-133初期転写物の発現を示す



(55) JP 2009-519339 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

データである。　図９ａはマウス第２及び第１８染色体にクラスターするmiR-1及びmiR―
133遺伝子を示す。図９ｂ～図９ｅで用いたノーザンブロットのためのプローブを示す。
　図９ｂ～図９ｅは、第２染色体（図９ｄ及び図９ｅ）及び第１８染色体（図９ｂ及び図
９ｃ）からのmiR-1（図９ｃ及び図９ｅ）及びmiR-133の初期転写物発現（図９ｂ及び図９
ｃ）のノーザンブロット解析のデータを示す。図示した成体マウス組織から２０μｇの全
RNAを用いた。
【図１０】図１０ａ～図１０ｇは、miR-1及びmiR-133エンハンサーが心筋及び骨格筋中の
レポーター遺伝子発現を制御できることを示すデータである。　図１０ａは、ステージ２
８におけるdsRedを説明する体節（Ｓ矢印）発現に連結したマウスmiR-1及びmiR-133ゲノ
ム配列に対するトランスジェニックXenopus laevisのデータを示す。　図１０ｂは、ステ
ージ４６（下方胚）及び負対照（非トランスジェニック、Ct，上方胚）のmiR-1及びmiR―
133を含有するトランスジーン（導入遺伝子）を担う、明視野下の、トランスジェニック
（Tg）Xenopus laevisを示す。　図１０ｃは図１０ｂに示す同一胚を蛍光下に置いた写真
である。　図１０ｄは、図１０ｂにおけるトランスジェニック胚の明視野下の高倍率顕微
鏡写真であり、心臓（Ｈ矢印）及び鰓弓（BA矢印）における導入遺伝子の発現を示す。　
図１０ｅは、図１０ｂにおけるトランスジェニック胚の蛍光下の高倍率顕微鏡写真であり
、心臓（Ｈ矢印）及び鰓弓（BA矢印）における導入遺伝子の発現を示す。　図１０ｆは、
ステージ４６トランスジェニック胚の高倍率顕微鏡写真であり、体節（Ｓ矢印）における
導入遺伝子の発現を示す。　図１０ｇは、マウス第２染色体からのmiR―1/133エンハンサ
ーのゲノムDNA配列（配列番号８２）を示す。推定上のMEF2部位及びCArGボックスを選び
出し、またこれらの部位における変異を示した。
【図１１】図１１ａ～図１１ｈは、C2C12細胞において、miR―133によるmiR-133センサー
の抑制を示すデータを示す。安定的にmiR-133センサーを発現するC2C12細胞に、GFP（対
照）、野生型miR-133（miR-133）、変異体miR-133(miR-133mut)に対する発現ベクターを
形質導入し、ここで“シード”配列は変異している又はmiR-133発現ベクターと2’-O-メ
チルアンチセンスオリゴ（miR-133＋2’-O-メチル）の組合せである。細胞を分化培地に
移動し１２時間後、位相差（Ｐ／Ｃ）（図１１ａ～図１１ｄ）又は蛍光顕微鏡を用いて、
ｄｓＲｅｄレポーター遺伝子（図１１ｅ～図１１ｈ）の発現を示す画像を得た。各条件下
の細胞を採取しdsRedレポーター遺伝子の発現を、FACS解析を用いて定量化した（下段パ
ネル）。曲線下の空白領域は細胞の自動フルオレセイン染色を示し、曲線下の縞領域はds
-Red発現を示す。
【図１２】図１２はHDAC4及びSRF遺伝子の3’UTRにおけるmiR―1及びmiR-133標的部位の
配列を示す。上段パネル：脊椎動物種ヒト（配列番号２４）、チンパンジー（配列番号２
５）、マウス（配列番号２６）、ラット（配列番号２７）、イヌ（配列番号２８）及びニ
ワトリ（配列番号２９）からの保存されたHDAC4 3’UTR配列及びこれら配列とmiR-1（配
列番号１）及びmiR-206（配列番号３）とのアラインメント。下段パネル：ヒト（配列番
号：３０及び３１）及びラット（配列番号３２及び３３）からのSRF 3’UTR配列及びこれ
らの配列とmiR-133とのアラインメント。上記の場合、保存された塩基配列を記載する。
【図１３】図１３は、miRNA生合成のモデルを示す。（Ａ）RNAポリメラーゼIIにより、核
内でpri-miRNAが転写され、（Ｂ）これらはステムループを含むpre-miRNAにDrosha（ドロ
ーシャ）により処理される。（Ｃ）Exportin-5（エクスポルチン－５）が、Droshaにより
残された３’オーバーハングを認識し、pre-miRNAを細胞質に運び出し、ここで（Ｄ）Dic
er（ダイサー）がステムループ以下のpre-miRNAを切断し、～２２ヌクレオチドの二本鎖
配列を作る。（Ｅ）単鎖がRISCに取り込まれ、（Ｆ）このRISCはmRNAの３’非飜訳領域内
の相補配列を認識し、飜訳抑制又はmRNA切断により遺伝子発現を調節する。
【図１４】図１４ａ～図１４ｃは、miR-208ゲノムを表わす。図１４ａは、mFoldを用いて
折りたたまれたマウス前駆体miR-208配列（配列番号３４）及び右側に、成熟したmiR-208
配列（配列番号３５）を示す。図１４ｂは、マウス（配列番号：３５）、ラット（配列番
号３６）及びヒト（配列番号３７）前駆体miR-208配列のアラインメントを示す。成熟miR
-208配列を図１４Ａの右上に示す。星印は完全配列保存を表わす。図１４ｃは、α-MHCイ
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ントロン由来のmiR-208を示す。マウスmiR-208はα-MHCのイントロン２９中に位置する。
同様にヒトmiR-208はα-MHCのイントロン２８中に在る。
【図１５】図１５ａ～図１５ｃは、miR-208が発生過程で調節されることを示すデータで
ある。異なるマウス組織からの全RNAをブロットし、miR-208に相補的な５’－放射標識し
たオリゴデオキシヌクレオチドで検出した。ゲル上への等量の全RNAローディングをトラ
ンスファー前のエシジウムブロマイド染色により確認した。　図１５ａは、miR-208が心
臓特異的であることを示すデータである。上方のシグナルはpre-miR-208転写物であり、
下方のシグナルは成熟２２ヌクレオチドである。　図１５ｂは、成体心筋及び骨格筋に相
対的な、新生児マウスからの組織中のmiR-208発現のデータを示す。　図１５ｃは、成体
心筋及び骨格筋に相対的な、E13.5及びE16.5マウスからの様々な組織中のmiR-208発現の
データを示す。
【図１６】図１６ａ及び図１６ｂは、心筋細胞における異所性miR-208発現のデータを示
す。図１６ａは放射標識miR-208にアンチセンスなオリゴヌクレオチドを用いて検出した
、Ad-GFP又はAd-208を感染させた心筋細胞から調整したノーザンブロットを示す。図１６
ｂは、MOI 1及びMOI 10で感染させた心筋細胞のエピ蛍光顕微鏡写真を示す。
【図１７】図１７は本明細書で開示した条件トランスジェニックシステムの概略図を示す
。２系統の独立したトランスジェニックマウス株を用いた：一系統はα-MHCプロモーター
の制御下のtTA-VP16融合タンパク質発現し、第２系統はCMV最小プロモーター制御下のmiR
-208導入遺伝子を含む。CMV最小プロモーターは直接上流に位置する数個の繰り返しテト
ラサイクリンオペロン（tetO）を有する。該２系統を互いに交配させ、二重にトランスジ
ェニックなマウスを、メンデル遺伝型を仮定して、４匹に１匹得た。二重にトランスジェ
ニックなマウスにデオキシサイクリン（DOX）を投与すると、tTA-VP16タンパク質はDOXと
結合し、miR-208の転写が阻害される。もしDOXが無いと、tTAタンパク質はtetOコンカテ
マーを結合させ、VP16領域はCMV最小プロモーターからのmiR-208転写誘導をすることがで
きる。心臓特異的標的遺伝子発現は、DOX添加又は回収により作動オン又はオフすること
ができる。James 他 Am J Physiol 273: H2105-H2118からの引用を参考文献に取り込む。
【図１８】図１８ａ～図１８ｃは、miR-208標的Thrap1を示すグラフ及び配列アラインメ
ントである。アンチセンスmiR-208配列（miR-208センサー）又はHemoglobin-β(Hbb)及び
甲状腺ホルモン結合タンパク質１（Thrap1）（図１８ａ）の3’UTR又は４コピーのThrap1
 3’UTR（図１８ｂ）からの推定miR-208結合部位と結合したルシフェラーゼレポーターを
ルシフェラーゼ遺伝子の下流に直接結合させ、２９３Ｔ細胞に、増加量のpCDNA3.1 miR-2
08と共に同時形質導入行った。miR-208センサー、Thrap1及び４ｘTrap1レポーターは用量
依存的に抑制され、他方負対照のCSNKは有意には変化しなかった。図１８ｃは、成熟miR-
208配列（配列番号４）がヒト（配列番号３８）及びマウス（配列番号３９）Thrap1遺伝
子の3’UTR内の推定miR-208標的部位に結合することを示す。両推定標的内の完全に保存
された標的シード領域（miR-208の５’末端の第２から第８番目のヌクレオチド）に注目
。
【図１９】図１９は、miR-208による心臓ミオシン重鎖イソ型切り替え制御のモデルを示
す。甲状腺ホルモン核受容体（TR）は、α-MHC及びβ-MHC遺伝子のプロモーター内の甲状
腺受容体因子（TRE）配列に結合する。該α-MHCプロモーターは、２個のＴＲが結合した
全長TREを含むが、他方β-MHCは１個のＴＲが半ＴＲＥに結合したものを有する。TR単量
体及び二量体の両者は、TRコファクターであるTRAP複合体とヘテロ二量体化する。甲状腺
ホルモン（Ｔ３）はTRに結合し、β-MHCの転写を阻害するが、α-MHC発現を誘導する。mi
R-208は、α-MHCタンパク質と同時に発現し、TRAP複合体の最大のサブユニットである、T
hrap1の飜訳を制御すると予想されている。miR-208は、T3シグナリングを阻害することに
より心臓ミオシン重鎖イソ型発現を制御する、ネガティブフィードバックループの成分で
あると信じられている。
【図２０】図２０ａ及び図２０ｂは、損傷／再生骨格筋のmiRNAアレイ解析からのデータ
を示す。図２０ａは、損傷筋肉中で下方制御されるmiRNAからのデータを示す。図２０ｂ
は、損傷筋肉中で上方制御されるmiRNAからのデータを示す。
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【図２１】図２１は配列番号６～９の配列例を示す。
【図２２】図２２はmiRNAセンサーを用いた分化する骨格筋衛星細胞中のmiR-1発現を示す
データである。miR-1センサー（dsRed::miR-1）又は変異センサー（dsRed::miR-1-Mut）
を安定して発現する衛星細胞は、bFGFが除かれた分化培地に移動すると誘導されて分化し
、蛍光を用いて得られた画像は、ｄｓＲｅｄレポーター遺伝子（dsRed::miR-1）又は筋肉
分化マーカー遺伝子であるミオシン重鎖（MF20）の発現を示す。センサーが発現する分化
細胞においてdsRed発現が低いことは、これらの細胞でmiR-1の発現があることを示す。DA
PIは細胞核を染色する。
【図２３】図２３ａ及び図２３ｂは、miR-1/206発現システム（図２３ａ）及びmiR-1/206
センサー（図２３ｂ）の確立を示すデータである。図２３ａは、miR-1/206及びGFPタンパ
ク質の発現のための、発現構築物の概略図を示す（図２３ａ，左パネル）。ノーザンブロ
ット解析により、miR-1の発現を示す（図２３ａ，右パネル）。図２３ｂは２９３細胞に
おけるmiR-1/206センサーのmiR-1による抑制を示す。miR-1/206センサーを恒常的に発現
する２９３細胞は、miR-1/206（SDSA::miR-1)に対する発現ベクターで形質変換し、また
位相差（２９３細胞）又は蛍光を用いて得られた画像によりdsRedレポーター遺伝子（dsR
ed::miR-1）又はmiRNA::GFP（SDSA::miR-1)又は両者のオーバーレイ（Overlay）の発現を
示す。dsRedセンサー及びmiR-1の発現は排他的であり、miR-1は特異的にセンサーレポー
ターの発現を抑制すること示す。
【図２４】図２４Ａ及び２４ＢはmiR-1/206によるPaX7及びBDNF 3’UTRの抑制を示すデー
タである。図２４ＡはマウスPaX7 UTR(配列番号40～41)とMiR-1(配列番号１)及びmiR-206
（配列番号３）との配列アラインメントを示すデータである。図２４Ｂは、マウスPaX7 3
’UTR（Luc-PaX7::UTR)又はその変異体（Luc-PaX7::UTR-M）又はBDNF 3’UTR（Luc-BDNF:
:UTR)又はその変異体(Luc-BDNF::UTR-M)のいずれかを含むルシフェラーゼレポーターを、
図示したmiRNA発現ベクターと、コトランスフェクトすることを示すグラフを開示する。
ルシフェラーゼ活性は、トランスフェクト４８時間後測定した。データは、少なくとも独
立した３回のデュプリケート実験の平均値±s.d.を示す。miR-1/206は、PaX7及びBDNF 3
’UTRレポーターの発現を強く抑制することに注目。
【図２５】図２５Ａ～図２５ＣはmiR-1/206が、衛星細胞のPaX7の発現を阻害するがPaX3
の発現を阻害しないことを示す。図２５ＡはPaX7発現のノーザンブロット解析であり、Pa
X7mRNAの転写レベルは3’UTRにより阻害されないことを示す。図２５ＢはPaX3ではなくPa
X7タンパク質レベルがmiR-1/206過剰発現衛星細胞において低いことを示すウェスタンブ
ロット解析である。図２５Ｃは、位相差顕微鏡（位相／コントラストパネル）又は蛍光顕
微鏡で得た画像であり、骨格筋衛星細胞におけるPaX7又はPaX3タンパク質（PaX7及びPaX3
パネル）又はmiRNA::GFP（SDSA::miR-1/206パネル）又はオーバーレイ（Overlayパネル）
の発現を示す。PaX3ではなく、PaX7の発現がmiR-1/206により阻害されることに注目。
【図２６】図２６は、miR-1/206が衛星細胞においてGDNFではなくBDNFの発現を阻害する
ことを示す。位相差顕微鏡（位相／コントラストパネル）又は蛍光顕微鏡で得た画像が、
骨格筋衛星細胞における、BDNF又はGDNFタンパク質（BDNF及びGDNFパネル）又はmiRNA::G
FP（SDSA::miR-1/206パネル）又はオーバーレイ（Overlayパネル）の発現を示す。GDNFで
はなく、BDNFの発現がmiR-1/206により阻害されることに注目。
【図２７】図２７Ａ及び図２７Ｂは、miR-1/206が衛星細胞増殖を阻害することを示す。
図２７Ａは，位相差顕微鏡又は蛍光顕微鏡を用いて得た衛星細胞の画像であり、BrdU（Br
dUパネル）又はmiRNA::GFP（SDSA::miR-1+206パネル）でマークした細胞増殖インデック
スを示す。miR-1/206過剰発現衛星細胞において、BrdUポジティブ細胞が少ないことが観
測される。図２７ＢはBrdUポジティブ染色細胞を対照及びmiR-1/206過剰発現細胞におい
て計数した実験結果を示し、データを、BrdUポジティブ細胞と全細胞の比で表わす。
【図２８】図２８Ａ及び２８Ｂは、miR-1/206が衛星細胞分化を促進することを示す。図
２８Ａ及び２８Ｂは，miR-1/206（SDSA-miR-1+206）又はＧＦＰ（対照）を恒常的に過剰
発現する衛星細胞を、bFGFを除いた分化培地に２４時間（図２８Ａ）又は４８時間（図２
８Ｂ）移し、抗ミオシン重鎖（MyHC）抗体を用いて免疫染色した実験結果を示す。miR-1/
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【図２９】図２９は、miR-1/206過剰発現が衛星細胞分化を促進する時間変化を示す実験
結果である。miR-1/206(■：黒の四角)又はGFP（対照：黒の菱形）を過剰発現する衛星細
胞を増殖培地で培養する又はbFGFを除いた分化培地に、異なる時点（０，１２，２４，３
６及び４８時間）で移し、ミオシン重鎖（MyHC）ポジティブ細胞を計数した。結果をMyHC
ポジティブ細胞と全細胞の比で示した。
【図３０】図３０は、骨格筋衛星細胞増殖と分化を調節するmiR-1/206のモデルを示す。
【０１３８】
表の簡単な説明
　表１は、本明細書で用いるヌクレオチドの１文字略語の一覧である。
　表２は、筋原細胞増殖及び分化へのmiR-1及びmiR-133の効果である。増殖培地（GM）で
培養したC2C12筋芽細胞に、miR-1、miR-133に対する二重鎖miRNA又は2’-O－メチルアン
チセンスオリゴ又はネガティブ対照としてGFPを電気穿孔導入した。３６時間後、GMを分
化培地（DM）に８，１２，２４時間移し、細胞をミオゲニン、ホスホヒストンH3及びミオ
シン重鎖（MHC）に対する抗体を用いて免疫染色解析を行った。ランダムに選んだ視野か
ら選んだ５０００個のDAPI染色細胞からポジティブ細胞を計数した。検定を、独立した３
回行い比較しうる結果を得た。
　表３は、本明細書で開示したオリゴヌクレオチドの名称及び配列を示す。
【０１３９】
配列表の簡単な説明
　配列一覧では、とりわけ、様々なmiRNA、特にmiR-1、miR-133、miR-206、miR-208、miR
-22、miR-26、miR-29、miR-30、miR-128、miR-143及びmiR-145（それぞれ、配列番号１～
１１）及び本明細書で開示した追加的ポリヌクレオチド配列を開示する。いくつかの実施
例では、RNA配列は、DNAの形で表わす（即ち、ウラシルの変わりにチミジンを示す）。こ
れらの配列は、これらのDNA配列のRNA転写物に対応することを意図している（即ち、各Ｕ
をＴで置き換えて）ことを理解すべきである。
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