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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の臓器または組織における炎症状態を処置するための組成物であって、
　該臓器または組織の修復を誘導する、および／または、該臓器または組織の機能を改善
するための、カルシウム／カルモジュリン依存性プロテインキナーゼキナーゼ１（ＣＡＭ
ＫＫ１）タンパク質、該ＣＡＭＫＫ１タンパク質をコードする核酸を含むベクター、該Ｃ
ＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むベクターで改変された細胞、または、該細胞の培養に
よる馴化培地を含む、組成物。
【請求項２】
　前記臓器または組織が、心臓、肝臓、腎臓、脳、脊椎、肺、小腸、大腸、動脈、関節、
軟骨、皮膚、またはそれらのあらゆる組合せである、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記臓器または組織が、前記心臓または心筋である、請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　前記ベクターが、プラスミドまたはウイルスベクターである、請求項１に記載の組成物
。
【請求項５】
　前記ＣＡＭＫＫ１タンパク質が、ＣＡＭＫＫ１　１－４１３トランケート型、Ｔ１０８
Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１、Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１、または、Ｔ１０８Ａ／Ｓ４
５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を含む、請求項１に記載の組成物。
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【請求項６】
　前記タンパク質、ベクター、細胞、または馴化培地が、全身投与されるか、炎症を起こ
した組織に直接投与されるか、または炎症を起こした組織の周辺に投与される、請求項１
に記載の組成物。
【請求項７】
　前記細胞が、間葉系幹細胞である、請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
　前記炎症状態が、急性心筋梗塞、心不全、末梢動脈疾患、卒中、肝疾患、虚血性腎疾患
、多発性硬化症、外傷性脳損傷、脊髄の損傷、移植片対宿主疾患（ＧＶＨＤ）、糖尿病、
慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、関節リウマチ、固形臓器移植による傷害、整形外科の傷
害、軟骨障害、創傷、またはそれらのあらゆる組合せである、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　１つまたは複数の追加の再生療法を投与することをさらに含む、請求項１に記載の組成
物。
【請求項１０】
　前記１つまたは複数の再生療法が、骨髄に由来する間葉系幹細胞、脂肪組織、胎盤組織
、臍帯、ホウォートンゼリー、月経血、幹細胞、Ｍ２マクロファージ、単球、またはそれ
らのあらゆる組合せである、請求項９に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記幹細胞が、神経前駆細胞、内皮前駆細胞、臓器特異的な内因性幹細胞、またはそれ
らのあらゆる組合せである、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記臓器特異的な内因性幹細胞が、心臓のｃｋｉｔ＋細胞である、請求項１１に記載の
組成物。
【請求項１３】
　前記ＣＡＭＫＫ１タンパク質が、ヒトＣＡＭＫＫ１タンパク質、ヒトＣＡＭＫＫ１　１
－４１３トランケート型、ヒトＴ１０８Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１、ヒトＳ４５９Ａ突然変
異ＣＡＭＫＫ１、または、ヒトＴ１０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１から選択さ
れる、請求項１に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記核酸が、ヒトＣＡＭＫＫ１、ヒトＣＡＭＫＫ１　１－４１３トランケート型、ヒト
Ｔ１０８Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１、ヒトＳ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１、または、ヒト
Ｔ１０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１から選択されるタンパク質をコードする、
請求項１に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１４年１２月１日付けで出願された米国仮出願第６２／０８６，０２６
号の優先権を主張し、その開示は参照によりその全体が組み入れられる。
【０００２】
　本開示は、新規の再生治療剤としてのカルシウム／カルモジュリン依存性プロテインキ
ナーゼキナーゼ１（ＣＡＭＫＫ１）の使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　虚血は、身体の局所的な部分において血流が完全に遮断されているかまたは顕著に低減
され、結果的に無酸素状態、低減された基質の供給および代謝産物の蓄積を引き起こして
いる状態である。長期の虚血は、影響を受けた組織の萎縮、変性、アポトーシス、および
壊死を引き起こす。
【０００４】
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　炎症は、初期の傷害の原因に加えて傷害の結果生じる壊死細胞／組織を排除することを
目的とした保護的応答である。しかしながら、関節炎などの一部の疾患において、炎症は
、傷害がなくても起こる。長期の炎症は、組織破壊、線維症、および／または壊死の原因
となる可能性がある。
【０００５】
　再生医療の目標は、損傷を受けた組織の置き換えおよび内因性の修復経路の誘導を介し
て、治癒を誘導し、傷害後の線維症および瘢痕形成を予防することである。
【発明の概要】
【０００６】
　患者の臓器または組織における虚血または炎症状態を処置する方法であって、該臓器ま
たは組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加を誘導することを含む、方法が本明細書で
開示される。
【０００７】
　要約、加えて以下の詳細な説明は、添付の図面と併せて読めばさらに理解される。開示
された方法を例示する目的で、本方法の例示的な実施形態の図面が示されるが、本方法は
、開示された具体的な実施形態に限定されない。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１Ａ－１Ｄ】開示された方法で使用するための例示的なベクターマップを例示する図
である。図１Ａ）ｈＣａｍＫＫ１の完全ベクター。図１Ｂ）ｈＣａｍＫＫ１のトランケー
トされた構成ベクター。図１Ｃ）ｍｙｃ　ｈＣａｍＫＫ１の完全ベクター。図１Ｄ）ｍｙ
ｃ　ｈＣａｍＫＫ１のトランケートされた構成ベクター。
【図２】指定された処置を用いた、ＬＡＤ結紮および２００万個のＭＳＣから濃縮された
馴化培地の注入の２週間後における心臓の機能を表す図である。データは、個々の動物の
代表的なものである。－は、平均を表す。
【図３】ＣＡＭＫＫ１経路の例示的な図解を示す図である。
【図４】細胞中でのＣＡＭＫＫ１発現の例示的な分析を表す図であり、対照（対照または
ＣＤＮＡＤＡｂ２）と比較してＤＡＢ２発現（ｓｉＲＮＡＤａｂ２）が減少している。
【図５Ａ】ＬＡＤ結紮ならびに指定された処置からの馴化培地および細胞の注入の１４日
後における心臓の機能を表す図である。データは、平均±標準偏差（グループ１つ当たり
ｎ＝４～８匹の動物）を表す。
【図５Ｂ】スクランブル（対照ｓｉＲＮＡ）またはｓｉＲＮＡ：ＣＡＭＫＫ１のいずれか
で前処置およびトランスフェクトされたＭＳＣの移植の１４日後にマッソントリクローム
染色で測定した場合の、コラーゲンを発現する左心室の領域のパーセント±標準偏差を表
す図である。各データカラム上の４ｍｍ切片の代表的な顕微鏡写真は、各処置群からの動
物から撮影されたものである。データは、平均±標準偏差として提示される。対照ＭＳＣ
と比較して、＊＊Ｐ＜０．０５。
【図５Ｃ】ＡＭＩの１４日後における境界ゾーンにおける血管密度を表す図である。代表
的な免疫蛍光染色の共焦点像。内皮細胞染色であって、イソレクチン（緑色）、対応する
統合された画像：小麦胚芽アグルチニン（赤色）およびＤＡＰＩ（青色）ならびに血管密
度の数値を含む。データは、平均±ＳＥＭ（血管／ｍｍ２、グループ１つ当たりｎ＝３）
を表す。生理食塩水グループに対して、＊Ｐ＜０．０５。
【図６】ＣＡＭＫＫ１をコードするプラスミドとのＬＡＤ結紮後のラットの処置からの例
示的な結果を表す図である。改善された心臓の機能を、処置後の１週間および２週間、ビ
ヒクル（生理食塩水またはグルコース処置）と比較して観察した。白色のバー：生理食塩
水またはグルコース処置；黒色のバー：ＣＡＭＫＫ１プラスミドＤＮＡ処置。
【図７】ＡＭＩのげっ歯類モデルにおける駆出率に対するＣＡＭＫＫ１（ＤＮＡ）の過剰
発現の作用を例示する図である。３０匹の動物を、直接のＬＡＤ結紮によって前壁心筋梗
塞の状態にした。ＬＡＤの結紮後、動物をランダム化し、０．５ｍｇのＣＡＭＫＫ１プラ
スミドまたは生理食塩水を５回に分割した５０～１００μｌの注入で注入した。ＬＡＤ結



(4) JP 6893873 B2 2021.6.23

10

20

30

40

50

紮後１週間、２週間、および８週間に、動物は心エコー検査を受け、心臓の傍胸骨の長軸
像に基づき駆出率を計算した。ＬＡＤ結紮、薬物注入および心エコー検査を実行する全て
の研究者は、全動物の処置群に対して盲検化された。（プラセボの場合、ｎ＝１２；ＣＡ
ＭＫＫ１の場合、ｎ＝１５）。プラセボには生理食塩水が注入された。平均±ＳＤ。
【図８Ａ－８Ｂ】ＡＭＩのげっ歯類モデルにおける駆出率に対する、ＭＳＣおよびＭＳＣ
馴化培地でのＭＳＣにおけるＣＡＭＫＫ１（ＤＮＡ）の過剰発現の作用を例示する図であ
る。対照は、マーカーｃＤＮＡでトランスフェクトされたＭＳＣであった。ＡＭＩの１、
２および５週間後に心エコー検査を実行した。Ｙ軸は、ＥＦ（％）、平均±ＳＤである。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　開示された方法は、本開示の一部を形成する添付の図面と共に以下の詳細な説明を参照
することより容易に理解することができる。開示された方法は、本明細書に記載されるお
よび／または示される具体的な方法に限定されず、本明細書で使用される用語は、特定の
実施形態を単なる一例として記載する目的のためであり、特許請求された方法を限定する
ことを意図しないことが理解される。
【００１０】
　同様に、具体的な別段の明記がない限り、改善に関する可能性のあるメカニズムまたは
作用機序または理由についてのあらゆる記載は、単に例示的なものを意味し、開示された
方法は、このようなあらゆる示唆された改善に関するメカニズムまたは作用機序または理
由が正しいかまたは正しくないかによって制約されないものとする。
【００１１】
　本明細書で別々の実施形態の文脈において明確化のために記載されている開示された方
法の特定の特徴はまた、単一の実施形態と組み合わせて提供され得ることが理解されるも
のとする。逆に言えば、単一の実施形態の文脈において簡略的に記載されている開示され
た方法の様々な特徴もまた、別々に、またはあらゆる下位の組合せの形態で提供され得る
。
【００１２】
　本明細書で使用される場合、単数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」、および「
その（ｔｈｅ）」は、複数形を含む。
【００１３】
　本開示全体にわたり以下の略語が使用される：ＡＭＩ（急性心筋梗塞）；ＣＡＭＫＫ１
（カルシウム／カルモジュリン依存性プロテインキナーゼキナーゼ１）；Ｄａｂ２（非機
能性相同体（ｄｉｓａｂｌｅｄ　ｈｏｍｏｌｏｇ）２）；ＭＳＣ（間葉系幹細胞）。
【００１４】
　本記載の態様に関する様々な用語が、明細書および特許請求の範囲全体にわたり使用さ
れる。このような用語は、別段の指定がない限り、当技術分野におけるそれらの通常の意
味が与えられるものとする。他の具体的に定義された用語は、本明細書に提供される定義
と一致するように解釈されるものとする。
【００１５】
　本明細書で使用される場合、「核酸」は、少なくとも２つの共有結合で連結されたヌク
レオチドまたはヌクレオチド類似体サブユニットを含有するポリヌクレオチドを指す。核
酸は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）、またはＤＮＡもしくはＲＮＡ
の類似体であってもよい。ヌクレオチド類似体は市販されており、このようなヌクレオチ
ド類似体を含有するポリヌクレオチドを調製する方法は公知である（Ｌｉｎら（１９９４
）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２：５２２０～５２３４；Ｊｅｌｌｉｎｅｋら（１
９９５）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３４：１１３６３～１１３７２；Ｐａｇｒａｔｉｓ
ら（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１５：６８～７３）。核酸は、一
本鎖、二本鎖、またはそれらの混合物であってもよい。本明細書における目的に関して、
別段の規定がない限り、核酸は二本鎖であるか、または文脈から明らかである。
【００１６】
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　本明細書で使用される場合、「処置すること」および類似の用語は、虚血または炎症状
態による症状の重症度および／または頻度を低減すること、虚血または炎症状態の症状お
よび／または前記症状の根本的な原因を排除すること、虚血または炎症状態の症状および
／またはそれらの根本的な原因の頻度または見込みを低減すること、ならびに虚血または
炎症状態によって直接的または間接的に引き起こされる損傷を改善または補修することを
指す。
【００１７】
　用語「患者」は、本明細書で使用される場合、あらゆる動物、特定には哺乳動物を意味
することが意図される。したがって、本方法は、ヒトおよび非ヒト動物に適用可能である
が、好ましくはマウス、ラット、およびヒトと共に使用され、最も好ましくはヒトと共に
使用される。
【００１８】
　本明細書で使用される場合、「ＣＡＭＫＫ１のレベルの増加」は、患者の臓器または組
織に正常に存在する量より多くの、患者の臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１タンパク
質の量を意味する。
【００１９】
　患者の臓器または組織における虚血または炎症状態を処置する方法であって、該臓器ま
たは組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加を誘導することを含む、方法が本明細書で
開示される。
【００２０】
　ＣＡＭＫＫ１（カルシウム／カルモジュリン依存性プロテインキナーゼキナーゼ１；Ｕ
ｎｉＰｒｏｔＫＢ番号Ｑ８Ｎ５Ｓ９で公知のヒトＣＡＭＫＫ１）は、カルシウムによって
引き起こされるシグナル伝達カスケードに属し、多数の細胞プロセスに関与する。ＣＡＭ
ＫＫ１は、Ｓｅｒ／ＴｈｒプロテインキナーゼファミリーおよびＣａｍＫＫサブファミリ
ーに属するトランスフェラーゼであり、心臓、膵臓、扁桃核（ａｍｙｇｄａｌｅ）、視床
下部、前立腺および肺で発現される。ＣＡＭＫＫ１は、それらのアミノ酸Ｔｈｒ（１７７
）およびＴｈｒ（１９６）をそれぞれリン酸化することによってＣａｍＫ１およびＣａｍ
Ｋ４を活性化する。ＣＡＭＫＫ１活性は、それ自身、Ｃａ２＋／カルモジュリンによる制
御に晒され、ＣＡＭＫＫ１の活性は、ＰＫＡ（ｃＡＭＰ依存性プロテインキナーゼ）によ
りリン酸化されると減少し、Ｃａ（２＋）／カルモジュリンの存在下におけるＰＫＡとの
インキュベーションによって増加するが、その非存在下では減少する。このＰＫＡによる
ＣＡＭＫＫ１のリン酸化および阻害は、ｃＡＭＰ依存性シグナル伝達経路とＣａ２＋依存
性シグナル伝達経路とのバランスを調節することに関与する。ＣＡＭＫＫ１の核酸配列お
よびアミノ酸配列は、それぞれ配列番号１および２に記載される。
【００２１】
　当業者は、虚血状態および炎症状態が多数の異なる臓器または組織で起こる可能性があ
ることを認識している。例えば、虚血状態は、心臓、肝臓、腎臓、脳、脊椎、肺、小腸、
大腸、および動脈で起こる可能性がある。同様に、炎症状態は、心臓、肝臓、腎臓、脳、
脊椎、肺、腸、動脈、関節、軟骨、および皮膚で起こる可能性がある。したがって、患者
の臓器または組織における虚血または炎症状態を処置する方法であって、該臓器または組
織は、心臓、肝臓、腎臓、脳、脊椎、肺、小腸、大腸、動脈、関節、軟骨、皮膚、または
それらのあらゆる組合せである、方法が開示される。一部の実施形態において、本方法は
、心臓における虚血または炎症状態を処置するのに使用することができる。一部の実施形
態において、本方法は、心筋における虚血または炎症状態を処置するのに使用することが
できる。一部の実施形態において、本方法は、肝臓における虚血または炎症状態を処置す
るのに使用することができる。一部の実施形態において、本方法は、腎臓における虚血ま
たは炎症状態を処置するのに使用することができる。一部の実施形態において、本方法は
、脳における虚血または炎症状態を処置するのに使用することができる。一部の実施形態
において、本方法は、脊椎における虚血または炎症状態を処置するのに使用することがで
きる。一部の実施形態において、本方法は、肺における虚血または炎症状態を処置するの
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に使用することができる。一部の実施形態において、本方法は、小腸における虚血または
炎症状態を処置するのに使用することができる。一部の実施形態において、本方法は、大
腸における虚血または炎症状態を処置するのに使用することができる。一部の実施形態に
おいて、本方法は、動脈における虚血または炎症状態を処置するのに使用することができ
る。一部の実施形態において、本方法は、関節における虚血または炎症状態を処置するの
に使用することができる。一部の実施形態において、本方法は、軟骨における虚血または
炎症状態を処置するのに使用することができる。一部の実施形態において、本方法は、皮
膚における虚血または炎症状態を処置するのに使用することができる。一部の実施形態に
おいて、本方法は、上記の臓器または組織のいずれかにおける虚血または炎症状態を処置
するのに使用することができる。
【００２２】
　臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルを増加させるのに好適な技術としては、
これらに限定されないが、ＣＡＭＫＫ１タンパク質を投与すること、ＣＡＭＫＫ１をコー
ドする核酸を含むベクターを投与すること、増加したレベルのＣＡＭＫＫ１を生産するよ
うに改変された細胞を投与すること、ＣＡＭＫＫ１のレベルの増加がもたらされるように
改変された細胞の培養物からの馴化培地を投与すること、またはそれらのあらゆる組合せ
が挙げられる。
【００２３】
　前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、例えば、ＣＡＭＫＫ１タ
ンパク質を前記臓器または組織に投与することによって達成することができる。好適なＣ
ＡＭＫＫ１タンパク質は、野生型ＣＡＭＫＫ１または構成的に活性なＣＡＭＫＫ１を含む
。一部の態様において、前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、前
記臓器または組織に野生型ＣＡＭＫＫ１タンパク質を投与することによって達成すること
ができる。例えば、前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、前記臓
器または組織に野生型ＣＡＭＫＫ１タンパク質を投与することによって達成することがで
き、野生型ＣＡＭＫＫ１タンパク質は、配列番号２に記載される。他の態様において、前
記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、構成的に活性なＣＡＭＫＫ１
を投与することによって達成することができる。構成的に活性なＣＡＭＫＫ１は、ＣＡＭ
ＫＫ１　１－４１３トランケート型を含んでいてもよい。前記臓器または組織におけるＣ
ＡＭＫＫ１のレベルの増加は、前記臓器または組織にＣＡＭＫＫ１　１－４１３トランケ
ート型を投与することによって達成することができ、ＣＡＭＫＫ１　１－４１３トランケ
ート型は、配列番号４に記載される。代替として、構成的に活性なＣＡＭＫＫ１は、Ｔ１
０８Ａ突然変異、Ｓ４５９Ａ突然変異、またはＴ１０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫ
Ｋ１を含んでいてもよい。前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、
前記臓器または組織にＴ１０８Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を投与することによって達成する
ことができ、Ｔ１０８Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１は、配列番号６に記載される。前記臓器ま
たは組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、前記臓器または組織にＳ４５９Ａ突然
変異ＣＡＭＫＫ１を投与することによって達成することができ、Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡ
ＭＫＫ１は、配列番号８に記載される。前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベ
ルの増加は、前記臓器または組織にＴ１０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を投与
することによって達成することができ、Ｔ１０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１は
、配列番号１０に記載される。プロテインキナーゼＡによるＣＡＭＫＫ１のリン酸化は、
ＣＡＭＫＫ１活性を阻害する。それゆえに、例えばこれらの残基の１つまたは複数を除去
すること（例えば、トランケーションを介して）またはＴｈｒ１０８およびＳｅｒ４５９
をアラニンに突然変異させることによる構成的に活性でありリン酸化可能ではないＣＡＭ
ＫＫ１の構築が、より強力な治療剤をもたらす可能性がある。
【００２４】
　前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、ＣＡＭＫＫ１をコードす
る核酸を含むベクターを前記臓器または組織に投与することによって達成することができ
る。ベクターは、プラスミドまたはウイルスベクターを含んでいてもよい。一部の態様に
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おいて、臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、ＣＡＭＫＫ１をコード
する核酸を含むプラスミドを投与することによって達成することができる。他の態様にお
いて、臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、ＣＡＭＫＫ１をコードす
る核酸を含むウイルスベクターを投与することによって達成することができる。核酸は、
野生型ＣＡＭＫＫ１または構成的に活性なＣＡＭＫＫ１をコードしてもよい。一部の態様
において、臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、野生型ＣＡＭＫＫ１
をコードする核酸を含むプラスミドまたはウイルスベクターを投与することによって達成
することができる。例えば、臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、配
列番号１に記載のＣＡＭＫＫ１を含むプラスミドまたはウイルスベクターを投与すること
によって達成することができる。他の態様において、臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ
１のレベルの増加は、構成的に活性なＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むプラスミドま
たはウイルスベクターを投与することによって達成することができる。構成的に活性なＣ
ＡＭＫＫ１は、ＣＡＭＫＫ１　１－４１３トランケート型を含んでいてもよい。例えば、
臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、配列番号３に記載のＣＡＭＫＫ
１　１－４１３トランケート型を含むプラスミドまたはウイルスベクターを投与すること
によって達成することができる。代替として、構成的に活性なＣＡＭＫＫ１は、Ｔ１０８
Ａ突然変異、Ｓ４５９Ａ突然変異、またはＴ１０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１
を含んでいてもよい。例えば、臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、
配列番号５に記載のＴ１０８Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を含むプラスミドまたはウイルスベ
クターを投与することによって達成することができる。臓器または組織におけるＣＡＭＫ
Ｋ１のレベルの増加は、配列番号７に記載のＳ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を含むプラ
スミドまたはウイルスベクターを投与することによって達成することができる。臓器また
は組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、配列番号９に記載のＴ１０８Ａ／Ｓ４５
９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を含むプラスミドまたはウイルスベクターを投与することによ
って達成することができる。
【００２５】
　開示された方法で使用するための好適なベクターは、遺伝子送達および／または遺伝子
発現をさらに調節するか、またはそれ以外の方法で標的化細胞に有益な特性を提供する要
素または機能性を含んでいてもよい。このような他の要素としては、例えば、細胞との結
合または細胞の標的化に影響を与える要素（細胞型または組織特異的結合を媒介する要素
を含む）；細胞によるベクターの取り込みに影響を与える要素；取り込み後の細胞内にお
ける核酸の局在化に影響を与える要素（例えば核局在化を媒介する薬剤）；および核酸の
発現に影響を与える要素が挙げられる。このような要素は、ベクターの天然の特徴として
提供されることもあり（例えば結合および取り込みを媒介する要素または機能性を有する
特定のウイルスベクターの使用）、またはベクターは、このような機能性を提供するよう
に改変されてもよい。またこのような要素は、マーカー、例えばベクターを取り込んで、
ベクターによって送達された核酸を発現している細胞を検出または選択するのに使用でき
る検出可能および／または選択可能なマーカーも含む。選択可能マーカーとしては、例え
ば、アンピシリンおよびカナマイシンが挙げられる。一部の態様において、選択可能マー
カーは、ベクターから除去されていてもよい。
【００２６】
　好適なウイルスベクターとしては、これらに限定されないが、アデノウイルス（Ａｄ）
、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）、単純疱疹ウイルス（ＨＳＶ）、レトロウイルス、レン
チウイルス、およびアルファウイルスに由来するものが挙げられる。ヒトおよび非ヒトウ
イルスベクターの両方を使用することができる。ヒトウイルスベクターが使用される実施
形態において、ウイルスベクターは、ヒトにおいて複製欠損になるように改変されてもよ
い。
【００２７】
　ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むベクターは、構成的に活性なプロモーター、組織
特異的なプロモーター、または薬物誘導性プロモーター下にあってもよい。例えば、組織
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特異的なプロモーターをＣＡＭＫＫ１をコードする核酸に融合させて、特定の組織へのそ
の発現を制限することができる。
【００２８】
　ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸は、これらに限定されないが、トランスフェクションお
よびエレクトロポレーションを含む当技術分野において公知の技術によって細胞に導入す
ることができる。ベクターは、トランスフェクションまたはエレクトロポレーション効率
を改善するように改変されてもよい。
【００２９】
　図１Ａ～図１Ｄに例示的なベクターマップを例示する。
【００３０】
　前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、増加したレベルのＣＡＭ
ＫＫ１を生産するように改変された細胞を投与することによって達成することができる。
細胞は、例えば、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むベクターで細胞を改変すること、
ＣＡＭＫＫ１の発現を誘導する薬剤で細胞を改変すること、またはそれらの組合せにより
、増加したＣＡＭＫＫ１のレベルを有するように改変されてもよい。上記で論じられたよ
うに、ＣＡＭＫＫ１タンパク質は、野生型または構成的に活性なＣＡＭＫＫ１であっても
よい。細胞は、配列番号２に記載の野生型ＣＡＭＫＫ１タンパク質を発現するように改変
されてもよい。細胞は、配列番号４に記載のＣＡＭＫＫ１　１－４１３タンパク質を発現
するように改変されてもよい。細胞は、配列番号６に記載のＴ１０８Ａ突然変異ＣＡＭＫ
Ｋ１を発現するように改変されてもよい。細胞は、配列番号８に記載のＳ４５９Ａ突然変
異ＣＡＭＫＫ１を発現するように改変されてもよい。細胞は、配列番号１０に記載のＴ１
０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を発現するように改変されてもよい。
【００３１】
　一部の実施形態において、前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は
、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むベクターで改変されている細胞を投与することに
よって達成することができる。ベクターは、プラスミドまたはウイルスベクターを含んで
いてもよい。一部の態様において、細胞は、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むプラス
ミドで改変されてもよい。他の態様において、細胞は、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を
含むウイルスベクターで改変されてもよい。上記で論じられたように、プラスミドまたは
ウイルスベクターは、野生型または構成的に活性なＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含ん
でいてもよい。細胞は、野生型ＣＡＭＫＫ１タンパク質をコードする核酸を含むプラスミ
ドまたはウイルスベクターで改変されてもよく、核酸は、配列番号１に記載される。細胞
は、ＣＡＭＫＫ１　１－４１３タンパク質をコードする核酸を含むプラスミドまたはウイ
ルスベクターで改変されてもよく、核酸は、配列番号３に記載される。細胞は、Ｔ１０８
Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１タンパク質をコードする核酸を含むプラスミドまたはウイルスベ
クターで改変されてもよく、核酸は、配列番号５に記載される。細胞は、Ｓ４５９Ａ突然
変異ＣＡＭＫＫ１タンパク質をコードする核酸を含むプラスミドまたはウイルスベクター
で改変されてもよく、核酸は、配列番号７に記載される。細胞は、Ｔ１０８Ａ／Ｓ４５９
Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１タンパク質をコードする核酸を含むプラスミドまたはウイルスベ
クターで改変されてもよく、核酸は、配列番号９に記載される。
【００３２】
　他の実施形態において、前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、
ＣＡＭＫＫ１の発現を誘導する薬剤で改変された細胞を投与することによって達成するこ
とができる。好適なＣＡＭＫＫ１の発現を誘導するための薬剤としては、これらに限定さ
れないが、ＴＧＦ－β、ｍｉＲ１４５、Ｄａｂ２阻害剤、またはそれらのあらゆる組合せ
が挙げられる。一部の態様において、細胞は、ＴＧＦ－βで改変され、前記臓器または組
織に投与されてもよい。他の態様において、細胞は、ｍｉＲ１４５で改変され、前記臓器
または組織に投与されてもよい。例えば、細胞は、配列番号１７に記載のｍｉＲ１４５で
改変され、前記臓器または組織に投与されてもよい。他の態様において、細胞は、例えば
Ｄａｂ２のｓｉＲＮＡなどのＤａｂ２阻害剤で改変され、前記臓器または組織に投与され
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てもよい。好適なＤａｂ２のｓｉＲＮＡとしては、配列番号１１および１２、配列番号１
３および１４、または配列番号１５および１６として記載されるセンスおよびアンチセン
ス鎖を含むＤａｂ２のｓｉＲＮＡが挙げられる。例えば、細胞は、配列番号１１および１
２として記載されるＤａｂ２のｓｉＲＮＡで改変され、前記臓器または組織に投与されて
もよい。細胞は、配列番号１３および１４として記載されるＤａｂ２のｓｉＲＮＡで改変
され、前記臓器または組織に投与されてもよい。例えば、細胞は、配列番号１５および１
６として記載されるＤａｂ２のｓｉＲＮＡで改変され、前記臓器または組織に投与されて
もよい。
【００３３】
　前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、ＣＡＭＫＫ１のレベルの
増加がもたらされるように改変された細胞の培養物からの馴化培地を投与することによっ
て達成することができる。細胞の培養物は、例えば、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含
むベクターで細胞を改変すること、ＣＡＭＫＫ１の発現を誘導する薬剤で細胞を改変する
こと、またはそれらの組合せにより、増加したＣＡＭＫＫ１のレベルを有するように改変
されてもよい。一部の実施形態において、前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレ
ベルの増加は、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むベクターで改変されている細胞の培
養物からの馴化培地を投与することによって達成することができる。ベクターは、プラス
ミドまたはウイルスベクターを含んでいてもよい。一部の態様において、細胞の培養物は
、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むプラスミドで改変されてもよい。他の態様におい
て、細胞の培養物は、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むウイルスベクターで改変され
てもよい。本方法は、配列番号１に記載の野生型ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むプ
ラスミドまたはウイルスベクターで改変された細胞の培養物からの馴化培地を投与するこ
とを含んでいてもよい。本方法は、配列番号３に記載のＣＡＭＫＫ１　１－４１３をコー
ドする核酸を含むプラスミドまたはウイルスベクターで改変された細胞の培養物からの馴
化培地を投与することを含んでいてもよい。本方法は、配列番号５に記載のＴ１０８Ａ突
然変異ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むプラスミドまたはウイルスベクターで改変さ
れた細胞の培養物からの馴化培地を投与することを含んでいてもよい。本方法は、配列番
号７に記載のＳ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むプラスミドまたは
ウイルスベクターで改変された細胞の培養物からの馴化培地を投与することを含んでいて
もよい。本方法は、配列番号９に記載のＴ１０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を
コードする核酸を含むプラスミドまたはウイルスベクターで改変された細胞の培養物から
の馴化培地を投与することを含んでいてもよい。
【００３４】
　他の実施形態において、前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加は、
ＣＡＭＫＫ１の発現を誘導する薬剤で改変された細胞の培養物からの馴化培地を投与する
ことによって達成することができる。好適なＣＡＭＫＫ１の発現を誘導するための薬剤と
しては、これらに限定されないが、ＴＧＦ－β、ｍｉＲ１４５、Ｄａｂ２阻害剤、または
それらのあらゆる組合せが挙げられる。図３で示されるように、ＴＧＦ－βは、ｍｉＲ－
１４５の上方制御を引き起こし、ｍｉＲ－１４５の上方制御は、ＤＡＢ２の下方制御を引
き起こし、ＤＡＢ２の下方制御は、ＣＡＭＫＫ１の上方制御を引き起こす。一部の態様に
おいて、細胞の培養物は、ＴＧＦ－βで改変されてもよい。例えば、細胞の培養物は、好
適な時間にわたりＴＧＦ－βと共にインキュベートされてもよく、馴化培地またはその部
分は、回収されてもよく、馴化培地は、前記臓器または組織に投与されてもよい。他の態
様において、細胞の培養物は、ｍｉＲ１４５で改変されてもよい。例えば、細胞の培養物
は、ｍｉＲ１４５でトランスフェクトされてもよく、馴化培地またはその部分は、回収さ
れてもよく、馴化培地は、前記臓器または組織に投与されてもよい。細胞の培養物は、配
列番号１７に記載のｍｉＲ１４５でトランスフェクトされてもよく、馴化培地またはその
部分は、回収されてもよく、馴化培地は、前記臓器または組織に投与されてもよい。他の
態様において、細胞の培養物は、例えばＤａｂ２のｓｉＲＮＡなどのＤａｂ２阻害剤で改
変されてもよい。細胞の培養物は、Ｄａｂ２のｓｉＲＮＡでトランスフェクトされてもよ
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く、馴化培地またはその部分は、回収されてもよく、馴化培地は、前記臓器または組織に
投与されてもよい。細胞の培養物は、配列番号１１および１２として記載されるＤａｂ２
のｓｉＲＮＡでトランスフェクトされてもよく、馴化培地またはその部分は、回収されて
もよく、馴化培地は、前記臓器または組織に投与されてもよい。細胞の培養物は、配列番
号１３および１４として記載されるＤａｂ２のｓｉＲＮＡでトランスフェクトされてもよ
く、馴化培地またはその部分は、回収されてもよく、馴化培地は、前記臓器または組織に
投与されてもよい。細胞の培養物は、配列番号１５および１６として記載されるＤａｂ２
のｓｉＲＮＡでトランスフェクトされてもよく、馴化培地またはその部分は、回収されて
もよく、馴化培地は、前記臓器または組織に投与されてもよい。
【００３５】
　増加したレベルのＣＡＭＫＫ１を生産するように改変された細胞、または馴化培地が得
られる細胞の培養物は、間葉系幹細胞であってもよい。
【００３６】
　タンパク質、ベクター、細胞、または馴化培地は、全身投与されてもよいし、虚血もし
くは炎症を起こした組織に直接投与されてもよいし、または虚血もしくは炎症を起こした
組織の周辺に投与されてもよい。全身投与に好適な技術としては、経腸投与または非経口
投与（注入、点滴、または埋め込み）が挙げられる。タンパク質、ベクター、細胞、また
は馴化培地は、例えば、経口、硬膜外、大脳内、脳室内、動脈内、関節内、心臓内、筋肉
内、病巣内、腹腔内、クモ膜下、静脈内、皮下に、またはそれらのあらゆる組合せで投与
することができる。
【００３７】
　虚血または炎症状態は、急性心筋梗塞、心不全、末梢動脈疾患、卒中、肝疾患、虚血性
腎疾患、多発性硬化症、外傷性脳損傷、脊髄の損傷、移植片対宿主疾患（ＧＶＨＤ）、糖
尿病、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、関節リウマチ、固形臓器移植による傷害、整形外
科の傷害、軟骨障害、創傷、またはそれらのあらゆる組合せであり得る。したがって、開
示された方法は、上記の列挙された患者の臓器または組織のいずれかにおける虚血または
炎症状態を、前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加を誘導することに
よって処置するのに使用することができる。
【００３８】
　開示された方法は、１つまたは複数の追加の再生療法を投与することをさらに含んでい
てもよい。好適な追加の再生療法としては、これらに限定されないが、骨髄に由来する間
葉系幹細胞、脂肪組織、胎盤組織、臍帯、ホウォートンゼリー（Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓ　Ｊ
ｅｌｌｙ）、月経血、幹細胞、Ｍ２マクロファージ、単球、またはそれらのあらゆる組合
せが挙げられる。幹細胞は、神経前駆細胞、内皮前駆細胞、臓器特異的な内因性幹細胞、
またはそれらのあらゆる組合せであってもよい。一部の態様において、本方法は、神経前
駆細胞を投与することをさらに含んでいてもよい。一部の態様において、本方法は、内皮
前駆細胞を投与することをさらに含んでいてもよい。一部の態様において、本方法は、内
因性幹細胞、例えば心臓のｃｋｉｔ＋細胞を投与することをさらに含んでいてもよい。一
部の態様において、本方法は、上記の幹細胞のあらゆる組合せを投与することをさらに含
んでいてもよい。
【実施例】
【００３９】
　以下の実施例は、本明細書で開示された実施形態の一部をさらに説明するために提供さ
れる。実施例は、開示された実施形態を例示することを意図しており、限定を意図しない
。
【００４０】
　増殖因子であるトランスフォーミング増殖因子ベータ（ＴＧＦ－β）でのＭＳＣの前処
置は、細胞の免疫抑制および血管新生促進活性を増加させ、再生能力の強化をもたらした
（図２）。ＡＭＩのげっ歯類モデルにおいて、ＴＧＦ－βで処置したＭＳＣから収集され
た馴化培地を心臓に送達した。未処置のＭＳＣからの馴化培地の送達と比較して、改善さ
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れた心臓の機能が記録された。
【００４１】
　受容体結合後、ＭＳＣ細胞のＴＧＦ－β処置は、マイクロＲＮＡであるｍｉＲ１４５の
増加によって媒介される、非機能性相同体２（Ｄａｂ２）、ＴＧＦ－β１受容体アダプタ
ータンパク質の発現の減少をもたらした（図３）。また、ｓｉＲＮＡを使用してＭＳＣに
おいてＤａｂ２発現を減少させることも、ＡＭＩのげっ歯類モデルにおいて心臓に送達さ
れた場合の未処置のＭＳＣからの馴化培地と比較して、トランスフェクトされた細胞から
収集された馴化培地によって心臓の機能において改善された利益をもたらした（図２）。
対照およびＤａｂ２：ｓｉＲＮＡでトランスフェクトされたＭＳＣにおける特異的なケモ
カインおよび増殖因子のレベルを比較したところ、ＦＧＦ－２、ＰＤＧＦ－ｂ、ＩＧＦ－
１、ＳＤＦ－１またはＳＦＲＰ－２における差は観察されなかった（データ示さず）。
【００４２】
　ＭＳＣの強化されたセクレトームをもたらす分子メカニズムを同定するために、Ｉｌｌ
ｕｍｉｎａ遺伝子アレイスクリーニングを実行して、Ｄａｂ－２の下方制御の３つの異な
るメカニズム：ＴＧＦ－β処置、ｍｉＲ１４５でのトランスフェクション、およびＤａｂ
２に対するｓｉＲＮＡでのトランスフェクションに応答する、未処置の細胞と比較した遺
伝子の変化を同定した。この実験において、処置された細胞（ＴＧＦ－β、ｍｉｒ１４５
、またはｓｉＲＮＡ　Ｄａｂ２）または未処置の細胞からのｃＲＮＡサンプルを、Ｉｌｌ
ｕｍｉｎａのＲａｔ－Ｒｅｆ１２発現ＢｅａｄＣｈｉｐにハイブリダイズさせた。
【００４３】
　簡単に言えば、標識されたｃＲＮＡサンプルを、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＲａｔＲｅｆ－１
２発現ＢｅａｄＣｈｉｐにハイブリダイズさせ、これをＩｌｌｕｍｉｎａ　Ｂｅａｄｓｔ
ａｔｉｏｎ　ＧＸ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ、ＵＳＡ）を使用して
スキャンした。各ＢｅａｄＣｈｉｐは、国立バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ
）の参照配列（ＲｅｆＳｅｑ）データベースから選択された２２，５２３種のプローブを
含有する。マイクロアレイ画像を、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｂｅａｄｓｔｕｄｉｏソフトウェ
ア（Ｉｌｌｕｍｉｎａ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ、ＵＳＡ）を使用して分析し、強度デ
ータを正規化した。
【００４４】
　差次的に発現された遺伝子を選択するために、ウェルチの２つのサンプルのｔ検定を実
行した。結果を変化倍率および検出ｐ値と組み合わせて、差次的に発現された遺伝子を同
定した。具体的には、選択基準は、３回の反復にわたる検出ｐ値の合計が０．１未満かま
たはそれに等しいこと、平均ｐ値が０．０５未満かまたはそれに等しいこと、および対照
と処置されたサンプルとの間の変化倍率が１．５より大きいかまたはそれに等しいことを
含む。加えて、集合演算を実行して、共通して脱制御された分子を同定した。
【００４５】
　差次的に発現される遺伝子の同定後、これらの遺伝子および対応する発現値を含有する
データセットを、インジェヌイティーシステムズパスウェイ分析（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ａｎａｌｙｓｉｓ、ＩＰＡ）ソフトウェア（Ｉｎｇｅ
ｎｕｉｔｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｒｅｄｗｏｏｄ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）にアップロードした。
ＴＧＦβ１、ｍｉＲ－１４５およびＤａｂ２に加えてこれらの差次的に発現された遺伝子
を、ＩＰＡにおける目的分子としてマークした。目的分子をシードとして利用し、インジ
ェヌイティーナレッジベースにおけるそれらと他の分子との関係を同定し、２つの分子間
の生物学的な関係（ノード）が有向エッジとして表されるネットワークのセット（有向グ
ラフ）に提示した。加えて、ＩＰＡを使用して機能性および既知のパスウェイの分析を行
った。目的分子およびその密接に関連した遺伝子を分析し、過剰に提示された機能性グル
ープおよび既知のパスウェイを同定した。これらの遺伝子と機能性グループまたは既知の
パスウェイとの間の関連の重要性を、目的分子とグループ／パスウェイとの間の関連が単
なる偶然と説明される確率を決定するフィッシャーの正確確率検定を使用して得られたｐ
値を使用して測定した。この研究では、０．０５のカットオフ閾値を使用した。
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【００４６】
　未処置の細胞と比較して、処置された細胞から２３種の共通する有意な（ｐ＜０．０５
）差次的に発現された遺伝子（＞１．５倍の差）が同定された（表１）。パスウェイ分析
により、ｍｉＲ１４５、ＴＧＦ－βシグナル伝達およびｄａｂ－２下方制御下流において
、１つの遺伝子、すなわちカルシウム／カルモジュリン依存性プロテインキナーゼキナー
ゼ１（ＣＡＭＫＫ１）が同定され、これは、本明細書においてＭＳＣのセクレトームおよ
び機能を調節することが示される。独立した実験により、Ｄａｂ２の下方制御はＣＡＭＫ
Ｋ１発現の上方制御を引き起こし、ＣＡＭＫＫ１タンパク質における上方制御と関連して
いることが確認された（図４）。
【００４７】
【表１】

【００４８】
　リアルタイムＰＣＲを実行して、Ｄａｂ２の下方制御は、培養物中のＭＳＣによるＣＡ
ＭＫＫ１の上方制御を引き起こすことを確認した（データ示さず）。ウェスタンブロット
分析から、この上方制御は、ＣＡＭＫＫ１タンパク質発現の増加に関連していたことが確
認された（データ示さず）。
【００４９】
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　これまで、ＣＡＭＫＫ１が、内因性の再生経路を誘導または強化することに関与するこ
とは実証されていなかった。ＭＣＳセクレトームの調節におけるＣＡＭＫＫ１の役割を実
証するために、ＣＡＭＫＫ１のｓｉＲＮＡでのトランスフェクションによりＭＳＣにおい
てＣＡＭＫＫ１発現を下方制御した。図５Ａのデータは、ＬＡＤ結紮時に梗塞部の境界ゾ
ーンに２００万個のＭＳＣまたは２００万個のＭＳＣから濃縮された馴化培地（ｃｏｎｄ
ｉｔｉｏｎ　ｍｅｄｉａ）を注入することにより、ＭＳＣが媒介する左心室の機能の保護
の阻害が起こることを示し、具体的には、ＡＭＩの１４日後にそれぞれ心臓の機能の３０
％および２０％の増加を示す。しかしながら、ＣＡＭＫＫ１の非存在下で、ＭＳＣまたは
ＭＳＣ馴化培地の注入に応答する心臓の機能の有意な増加はみられない（図５Ａ）。ＣＡ
ＭＫＫ１の非存在がどのようにＭＳＣ注入に対する心筋の応答を変更したかの理解を始め
るために、ＭＳＣおよびＭＳＣ馴化培地の注入に応答するコラーゲン沈着の面積および血
管密度を定量した。対照ＭＳＣと比較した、ＣＡＭＫＫ１：ｓｉＲＮＡでトランスフェク
トされたＭＳＣに応答するコラーゲン沈着の増加（図５Ｂ）および血管密度増加の鈍化（
図５Ｃ）が観察された。これらのデータは、ＣＡＭＫＫ１の調節こそが、複数のメカニズ
ムを介する可能性があるＭＳＣセクレトームおよびそれに続く心筋の修復を変更すること
を実証する。重要なことに、ＴＧＦ－β１で前処置されたＭＳＣにおけるＣＡＭＫＫ１の
下方制御は、これらの細胞からの馴化培地（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ）も不活性化した（
データ示さず）。
【００５０】
　ＭＳＣにおけるＣＡＭＫＫ１発現によって調節されるパラクリン因子の定義を始めるた
めに、スクランブルまたはＣＡＭＫＫ１：ｓｉＲＮＡでトランスフェクトされたＭＳＣか
らの馴化培地をアッセイした。培地を、トランスフェクションの２４時間後から始めて２
４時間馴化した。心臓内注入を想定して培地を濃縮した。濃縮された馴化培地を、ナイロ
ンベースのサイトカインアレイを使用してアッセイした。ＣＡＭＫＫ１の上方制御は治癒
を促進するという仮説と一致して、ＣＡＭＫＫ１の下方制御は、そのうち４種が炎症性細
胞動員に関する５種のサイトカインの上方制御を引き起こした。
【００５１】
　ＣＡＭＫＫ１経路の活性化が他の細胞型の強化された再生能力をもたらすことができる
かどうかを試験するために、ＣＭＶプロモーターの下流にＣＡＭＫＫ１をコードするプラ
スミドを開発し、これを利用して、ＣＡＭＫＫ１活性の上方制御が改善された心臓の機能
をもたらすことができることを実証した。ＬＡＤ結紮によりげっ歯類でＡＭＩを誘導した
後、ＣＡＭＫＫ１をコードするプラスミド（ＫＣＰ－ＣＡＭＫＫ１）またはビヒクルを心
臓の梗塞周辺の領域に直接注入した。１週間および２週間後に心臓の機能を測定したとこ
ろ、心エコー検査で測定した場合、ＫＣＰ－ＣＡＭＫＫ１で処置した動物において、ビヒ
クル（生理食塩水またはグルコース）で処置した動物と比較して心臓の機能の改善がもた
らされた（図６）。総合すると、データから、ＣＡＭＫＫ１の過剰発現を介したＣＡＭＫ
Ｋ１シグナル伝達経路の活性化は、心臓において強化された再生をもたらすことが実証さ
れる。
【００５２】
　ＣＡＭＫＫ１の上方制御が組織修復を誘導するのに十分かどうかを決定するために、対
照およびＣＡＭＫＫ１を過剰発現するＭＳＣならびに対照およびＣＡＭＫＫ１を過剰発現
するＭＳＣからの馴化培地を用いた研究を実行した。図８Ａおよび図８Ｂのデータは、Ｍ
ＳＣにおけるＣＡＭＫＫ１の過剰発現は、ＡＭＩにおけるＭＳＣおよびＭＳＣ馴化培地の
機能を強化したことを実証する。
【００５３】
　ＭＳＣの非存在下におけるＣＡＭＫＫ１過剰発現が、ＡＭＩの設定で左心室に対してＭ
ＳＣ様の作用をもたらすことができるかどうかを、ＣＡＭＫＫ１を過剰発現させるのにＣ
ＭＶプロモーターを使用したｃＤＮＡ発現ベクターを生成することによって評価した。プ
ラスミドｃＤＮＡの５×１００ｕｇの注入を、ＬＡＤ結紮時に梗塞部の境界ゾーンの周辺
に送達した。ＡＭＩ後の時間の関数としてのＬＶ機能を定量した。図７で示されるように
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、ＭＳＣの非存在下におけるＣＡＭＫＫ１過剰発現は、ＬＶ機能の有意な保護または回復
をもたらした。
【００５４】
　図５ＢおよびＣに表示された実験の最後における組織の組織学的な分析（データ示さず
）から、ＣＡＭＫＫ１は一貫して、
　－　マッソントリクローム染色によって測定した場合、梗塞のサイズおよび心筋線維化
の減少；
　－　梗塞部の境界ゾーンにおける血管密度の増加
をもたらしたことが実証された。
【００５５】
　ＣＡＭＫＫ１発現時において、ＳＤＦ－１またはＳＤＦ－１に対するＣＡＭＫＫ１の作
用はない（データ示さず）。ＣＡＭＫＫ１アプローチは、ＳＤＦ－１に対して、十分相乗
的であり過剰ではない潜在能力を有するようである。
【００５６】
要約
　本明細書で開示されたように、ＣＡＭＫＫ１は、ＭＳＣ機能の主要な制御因子であるこ
とが同定された。ＳＤＦ－１：ＣＸＣＲ４軸およびＣＡＭＫＫ１が、誘導された発現に関
して分子のオーバーラップがないという事実により、ＣＡＭＫＫ１およびＳＤＦ－１の組
合せが、最も明白には急性傷害において相乗効果を有するはずであることが予想され、慢
性の組織傷害においてもその可能性があることを示唆する。
【００５７】
　開示された方法は、ＭＳＣを含む複数の細胞型から再生のセクレトーム（分泌された分
子）の強化を誘導する。理論に縛られるつもりはないが、増加したレベルのＣＡＭＫＫ１
は、ＣＡＭＫＫ１を発現するそれらの細胞から分泌された因子の変更を介して機能的な利
益の強化をもたらすと考えられる。このセクレトーム誘導は、新規の再生治療剤として使
用することができる。
【００５８】
　当業者であれば、好ましい実施形態に多数の変更および改変をなすことができること、
およびこのような変更および改変は、本発明の本質から逸脱することなくなすことができ
ることを理解しているものと考えられる。それゆえに、添付の特許請求の範囲は、本発明
の趣旨および範囲内に含まれるこのような全ての等価な変形を網羅することが意図される
。
【００５９】
　この文書で引用または記載される特許、特許出願、および公報それぞれの開示は、ここ
での参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【００６０】
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実施形態
　以下の実施形態の列挙は、以前の記載を置き換えたりまたはそれらに優先したりするの
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ではなく、それらを補完するためのものであることが意図される。
　実施形態１．患者の臓器または組織における虚血または炎症状態を処置する方法であっ
て、該臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加を誘導することを含む、方法
。
　実施形態２．前記臓器または組織が、心臓、肝臓、腎臓、脳、脊椎、肺、小腸、大腸、
動脈、関節、軟骨、皮膚、またはそれらのあらゆる組合せである、実施形態１に記載の方
法。
　実施形態３．前記臓器または組織が、心臓または心筋である、実施形態２に記載の方法
。
　実施形態４．前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加が、ＣＡＭＫＫ
１タンパク質を前記臓器または組織に投与することによって達成される、前述の実施形態
のいずれか一つに記載の方法。
　実施形態５．前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加が、ＣＡＭＫＫ
１をコードする核酸を含むベクターを前記臓器または組織に投与することによって達成さ
れる、前述の実施形態のいずれか一つに記載の方法。
　実施形態６．ベクターが、プラスミドまたはウイルスベクターである、実施形態５に記
載の方法。
　実施形態７．前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加が、増加したレ
ベルのＣＡＭＫＫ１を生産するように改変された細胞を投与することによって達成される
、前述の実施形態のいずれか一つに記載の方法。
　実施形態８．前記臓器または組織におけるＣＡＭＫＫ１のレベルの増加が、ＣＡＭＫＫ
１のレベルの増加がもたらされるように改変された細胞の培養物からの馴化培地を投与す
ることによって達成される、前述の実施形態のいずれか一つに記載の方法。
　実施形態９．細胞が、ＣＡＭＫＫ１をコードする核酸を含むベクターで改変された、実
施形態７または８に記載の方法。
　実施形態１０．ベクターが、プラスミドまたはウイルスベクターを含む、実施形態９に
記載の方法。
　実施形態１１．細胞が、ＣＡＭＫＫ１の発現を誘導する薬剤で改変された、実施形態７
または８に記載の方法。
　実施形態１２．薬剤が、ＴＧＦ－β、ｍｉＲ１４５、Ｄａｂ２阻害剤、またはそれらの
あらゆる組合せである、実施形態１１に記載の方法。
　実施形態１３．Ｄａｂ２阻害剤が、Ｄａｂ２のｓｉＲＮＡである、実施形態１２に記載
の方法。
　実施形態１４．ＣＡＭＫＫ１が、構成的に活性なＣＡＭＫＫ１である、前述の実施形態
のいずれか一つに記載の方法。
　実施形態１５．構成的に活性なＣＡＭＫＫ１が、ＣＡＭＫＫ１　１－４１３トランケー
ト型を含む、実施形態１４に記載の方法。
　実施形態１６．構成的に活性なＣＡＭＫＫ１が、Ｔ１０８Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１、Ｓ
４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１、またはＴ１０８Ａ／Ｓ４５９Ａ突然変異ＣＡＭＫＫ１を
含む、実施形態１４に記載の方法。
　実施形態１７．タンパク質、ベクター、細胞、または馴化培地が、全身投与されるか、
虚血もしくは炎症を起こした組織に直接投与されるか、または虚血もしくは炎症を起こし
た組織の周辺に投与される、前述の実施形態のいずれか一つに記載の方法。
　実施形態１８．細胞が、間葉系幹細胞である、前述の実施形態のいずれか一つに記載の
方法。
　実施形態１９．虚血または炎症状態が、急性心筋梗塞、心不全、末梢動脈疾患、卒中、
肝疾患、虚血性腎疾患、多発性硬化症、外傷性脳損傷、脊髄の損傷、移植片対宿主疾患（
ＧＶＨＤ）、糖尿病、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、関節リウマチ、固形臓器移植によ
る傷害、整形外科の傷害、軟骨障害、創傷、またはそれらのあらゆる組合せである、前述
の実施形態のいずれか一つに記載の方法。
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　実施形態２０．１つまたは複数の追加の再生療法を投与することをさらに含む、前述の
実施形態のいずれか一つに記載の方法。
　実施形態２１．１つまたは複数の再生療法が、骨髄に由来する間葉系幹細胞、脂肪組織
、胎盤組織、臍帯、ホウォートンゼリー、月経血、幹細胞、Ｍ２マクロファージ、単球、
またはそれらのあらゆる組合せである、実施形態２０に記載の方法。
　実施形態２２．幹細胞が、神経前駆細胞、内皮前駆細胞、臓器特異的な内因性幹細胞、
またはそれらのあらゆる組合せである、実施形態２１に記載の方法。
　実施形態２３．臓器特異的な内因性幹細胞が、心臓のｃｋｉｔ＋細胞である、実施形態
２２に記載の方法。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図１Ｄ】
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