
(57)【要約】

ATIIIは、抗凝固活性、抗炎症活性、抗増殖活性、及び

抗新生血管活性を持つセリンプロテアーゼ阻害剤(serpi

n)である。熱傷と煙吸入による肺障害を持つ患者に、協

同的に作用するアンチトロンビンIIIとヘパリンの組み

合わせを肺経由で投与することにより治療する方法に関

する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 に お い て 急 性 肺 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 肺 障 害 が 治 癒 す る よ う に 治 療 的 有 効 量 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIと ヘ パ リ ン と を 吸 入 に よ
り 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 肺 障 害 が 敗 血 性 急 性 肺 障 害 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 肺 障 害 が 急 性 呼 吸 促 迫 症 候 群 (ARDS)で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 肺 障 害 が 、 ウ イ ル ス 性 物 質 へ の 暴 露 に 応 答 し て 生 じ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 生 物 学 的 物 質 が シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ニ ュ ー モ ニ ア （ Pseudomonas pneumonia） で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 肺 障 害 が 、 １ ま た は 複 数 の 煙 お よ び ア ス ベ ス ト に 応 答 し て 生 じ た も の で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIと ヘ パ リ ン と の 組 み 合 わ せ が 超 音 波 ネ ブ ラ イ ザ ー を 用 い て 投 与 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIが 、 血 漿 由 来 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIで あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIが 、 組 み 換 え に よ り 生 成 さ れ た ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIで あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 組 み 換 え に よ り 生 成 さ れ た ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIが 、 遺 伝 子 導 入 に よ り 生 成 さ れ た
ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIで あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 １ 投 与 量 よ り 多 く の ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIが 対 象 に 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIが 体 重 当 た り 約 10-300U/kgの 用 量 で 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIが 体 重 当 た り 約 25-125U/kgの 用 量 で 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 肺 障 害 が 、 ATIIIと ヘ パ リ ン の 両 者 を 用 い て 治 療 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 治 療 さ れ る 肺 障 害 が 、 煙 吸 入 に よ り 引 き 起 こ さ れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 治 療 さ れ る 肺 障 害 が 、 肺 の 熱 傷 に よ り 引 き 起 こ さ れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 を 用 い て ヒ ト の 急 性 肺 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 タ ン
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パ ク 質 は 、 ATIIIを 含 む ト ラ ン ス ジ ー ン DNA構 築 物 に よ り コ ー ド さ れ て い る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 を 用 い て ヒ ト の 急 性 肺 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 タ ン
パ ク 質 は 、 ATIIIを 含 む ト ラ ン ス ジ ー ン DNA構 築 物 に よ り コ ー ド さ れ て お り 、 薬 剤 学 的 に 実
質 的 に 純 粋 な 前 記 タ ン パ ク 質 の 組 成 物 を 有 効 量 の ヘ パ リ ン と 共 に 用 い て 患 者 を 治 療 す る こ
と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ヘ パ リ ン が 血 漿 由 来 の ヘ パ リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ヘ パ リ ン が 組 み 換 え に よ り 生 成 さ れ た ヘ パ リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 組 み 換 え に よ り 生 成 さ れ た ヘ パ リ ン が 、 遺 伝 子 導 入 に よ り 生 成 さ れ た ヘ パ リ ン で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 １ 投 与 量 よ り 多 く の ヘ パ リ ン が 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ヘ パ リ ン が 体 重 当 た り 約 10-300U/kgの 用 量 で 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 　 ヘ パ リ ン が 体 重 当 た り 約 25-125U/kgの 用 量 で 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18記
載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
優 先 権 の 主 張  
　 本 出 願 は 、 2004年 2月 20日 に 受 理 さ れ た 米 国 特 許 出 願 60/546,236号 に 基 づ き 優 先 権 を 主
張 す る も の で あ り 、 そ れ ら の 内 容 を 参 照 と し て 本 明 細 書 中 に 引 用 し て お く 。  
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 炎 症 性 肺 疾 患 に お い て は 、 気 道 に フ ィ ブ リ ン が 観 察 さ れ る 。 肺 胞 に 形 成 さ れ た フ ィ ブ リ
ン は 、 急 性 、 及 び /ま た は 慢 性 の 炎 症 性 肺 疾 患 に み ら れ る 顕 著 な 特 徴 と し て 知 ら れ て い る
。 炎 症 が 起 こ る と 肺 血 管 膜 の 透 過 性 が 亢 進 す る た め 、 血 漿 滲 出 物 が 気 道 に 滲 み 出 る 。 し み
出 た 血 漿 中 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 、 肺 胞 の 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 及 び 上 皮 細 胞 の 表 面 に
発 現 し た 組 織 因 子 に よ り 活 性 化 さ れ 、 そ の 結 果 気 管 中 に ク ロ ッ ト が 形 成 さ れ る 。 気 管 支 内
の フ ィ ブ リ ン は 、 肺 病 理 学 の 観 点 に お い て 様 々 な 役 割 を 持 つ 。 ま ず 、 ガ ス 交 換 を 阻 害 す る
。 本 発 明 で は 、 煙 吸 入 と 肺 炎 の 処 置 を 受 け た ヒ ツ ジ の 気 管 支 及 び 細 気 管 支 の 40%以 上 が 、
フ ィ ブ リ ン を 含 む 円 柱 に よ り ふ さ が れ て い た こ と を 示 し た 。 肺 の 一 部 が ふ さ が れ る と 、 換
気 血 流 ミ ス マ ッ チ に よ り ガ ス 交 換 が 滞 る 。 患 者 を 機 械 で 換 気 し て も 、 肺 の 換 気 部 分 が 過 度
に 広 が り 、 気 圧 障 害 を も た ら す こ と が あ り 得 る 。 二 番 目 に 、 フ ィ ブ リ ン は 表 面 活 性 物 質 の
活 性 を 阻 害 し 、 こ れ に よ り ま た 肺 機 能 が 抑 制 さ れ る 。 ヘ パ リ ン の 噴 霧 療 法 が 気 道 閉 塞 と そ
れ に 続 く 急 性 肺 障 害 を 防 ぐ の に 有 効 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、 噴 霧 状 の ヘ パ リ
ン 単 独 の 投 与 は 、 煙 吸 入 に よ り も た ら さ れ る 急 性 肺 障 害 (ALI)に 有 効 で は な い こ と を 示 唆
す る 報 告 も あ る 。 こ の 矛 盾 は 、 ヘ パ リ ン の 抗 凝 固 能 が ア ン チ ト ロ ン ビ ン 依 存 的 で あ る の に
、 他 の 研 究 で は ア ン チ ト ロ ン ビ ン 活 性 が 正 し く 考 慮 さ れ て お ら ず 、 か つ こ の 障 害 モ デ ル で
は 通 常 ア ン チ ト ロ ン ビ ン レ ベ ル が 健 全 な 生 理 的 レ ベ ル よ り も 下 が る た め で あ る と 考 え ら れ
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 も う 一 つ の タ イ プ の 肺 障 害 で あ る ARDS (急 性 呼 吸 促 迫 症 候 群 )は 、 米 国 救 命 医 療 の お よ
そ １ 割 を 占 め る 深 刻 な 肺 障 害 で あ り 、 集 中 治 療 室 （ ICU） に お け る 罹 病 及 び 死 亡 の 主 要 な
要 因 で あ る 。 ARDSの 病 態 生 理 学 に は 、 炎 症 、 脈 管 漏 出 、 抑 制 不 能 の 凝 固 、 及 び 繊 維 増 加 が
含 ま れ る 。 初 期 の ARDSの 肺 で は 、 ト ロ ン ビ ン の 局 所 的 発 現 と 凝 固 第 Xa因 子 の 酵 素 活 性 は 、
肺 胞 内 の フ ィ ブ リ ン 沈 着 と ヒ ア リ ン 膜 形 成 を も た ら し 、 こ れ が 肺 の 機 能 障 害 を 引 き 起 こ す
。 成 長 因 子 の 活 性 を 通 し て ト ロ ン ビ ン は 肺 の 繊 維 化 も ま た 促 進 し 、 こ れ が 後 期 の ARDSの 問
題 と な っ て い る 。 本 発 明 で は 、 多 く の 患 者 に 多 臓 器 不 全 と 最 終 的 な 死 を も た ら す ARDSの 進
展 、 経 過 に お け る ト ロ ン ビ ン の 役 割 を 解 明 す る た め に 、 急 性 肺 障 害 の モ デ ル が 用 い ら れ た
。  
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン は 、 広 域 抗 生 物 質 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で あ る 。 ア ン チ ト ロ ン
ビ ン III（ ATIII） は 、 抗 凝 固 活 性 を 持 つ セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (serpin)で あ る 。 ATII
Iに よ る ト ロ ン ビ ン と 凝 固 第 Xa因 子 の 阻 害 率 は 、 薬 剤 の ヘ パ リ ン ま た は 血 中 の ヘ パ ラ ン 硫
酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン と 結 合 す る と 、 1000倍 以 上 上 昇 す る 。 ATIIIは 、 ト ロ ン ビ ン -ATIII複
合 体 を 形 成 し て ト ロ ン ビ ン の 働 き を 阻 害 し 、 こ の 複 合 体 は 網 内 系 に よ り 循 環 か ら 排 除 さ れ
る 。 ATIIIは さ ら に 、 既 知 の 全 て の 凝 固 経 路 に 対 し て 阻 害 活 性 を 持 つ 。 ATIIIは ま た 、 ヘ パ
リ ン と 共 に 、 組 織 因 子 -凝 固 第 VII因 子 複 合 体 を 不 活 性 化 す る こ と も で き る 。 AT (ア ン チ ト
ロ ン ビ ン III)は 、 ト ロ ン ビ ン 及 び フ ィ ブ リ ン 形 成 を 阻 害 し 、 内 皮 細 胞 に お け る 接 着 分 子 の
発 現 を 低 下 さ せ る 。 APC (活 性 化 プ ロ テ イ ン C)は 、 凝 固 第 VIIIa因 子 と 凝 固 第 Va因 子 を 阻 害
し 、 内 皮 細 胞 及 び 単 球 の 組 織 因 子 の 発 現 を 低 下 さ せ 、 ト ロ ン ビ ン 産 生 を 抑 制 す る こ と に よ
り PAI-1 と TAFI (ト ロ ン ビ ン 活 性 化 線 溶 抑 制 因 子 )を 阻 害 す る 。 組 み 換 え ヒ ト 可 溶 性 ト ロ
ン ボ モ ジ ュ リ ン  (rhs-TM)は 、 プ ロ テ イ ン Cを 活 性 化 型 (APC)に 変 換 す る こ と が で き る 。  
　 ATIIIは そ の 活 性 サ イ ト に ヘ パ リ ン 結 合 領 域 を 持 つ 。 ヘ パ リ ン 、 他 の グ リ コ サ ミ ノ グ リ
カ ン 、 及 び プ ロ テ オ グ リ カ ン は 、 内 皮 表 面 に 発 現 し 、 高 い 親 和 性 で ATIIIと 結 合 す る 。 ト
ロ ン ビ ン を 不 活 性 化 す る た め に は 、 ATIIIが ヘ パ リ ン と 結 合 す る 必 要 が あ る 。 ヘ パ リ ン の
非 存 在 下 で は 、 ATは 内 皮 表 面 に 結 合 し て 抗 凝 固 物 質 と し て 機 能 す る が 、 同 時 に プ ロ ス タ サ
イ ク リ ン の 放 出 を 刺 激 す る 。 プ ロ ス タ サ イ ク リ ン は 、 血 小 板 凝 集 の 阻 害 能 を 持 ち 、 炎 症 性
サ イ ト カ イ ン の 合 成 を 阻 害 し 、 好 中 球 の 活 性 化 と そ れ に 続 く エ ラ ス タ ー ゼ と 酸 素 の フ リ ー
ラ ジ カ ル 放 出 を 抑 制 す る 。  
　 ヘ パ リ ン は 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン の 阻 害 活 性 を 数 千 倍 も 増 強 す る 。 従 っ て 、 気 道 に ア ン チ
ト ロ ン ビ ン が 適 当 量 な い と 、 エ ア ロ ゾ ル 化 ヘ パ リ ン は フ ィ ブ リ ン の 形 成 を 阻 害 で き ず 、 煙
ま た は 熱 傷 に よ る 肺 障 害 の 治 療 に お い て 何 か し ら の 効 果 を 認 め る こ と は 難 し い 。 本 発 明 で
は 、 我 々 は 、 ヘ パ リ ン と 共 に ア ン チ ト ロ ン ビ ン を 噴 霧 す る こ と が 、 煙 及 び /ま た は 熱 傷 に
よ る 障 害 に 起 因 し た ALIの た め に 有 効 、 か つ 確 か な 治 療 法 で あ る こ と を 示 し 、 こ の よ う な
肺 障 害 を よ り 効 果 的 に 治 療 す る 方 法 を 主 張 す る 。  
　 急 性 、 及 び 慢 性 の 肺 病 に お け る 凝 固 経 路 を 改 変 す る 効 果 が 、 幾 つ か の 人 と 動 物 の 研 究 で
調 べ ら れ て き た 。 本 発 明 に よ れ ば 、 非 常 に 特 異 的 な ト ロ ン ビ ン の 直 接 の 阻 害 剤 、 ア ン チ ト
ロ ン ビ ン IIIの 外 来 的 投 与 は 、 ALIの 動 物 モ デ ル に 効 果 的 で あ る 。 加 え て 、 ヘ パ リ ン が ア ン
チ ト ロ ン ビ ン III-セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 複 合 体 の 形 成 を 亢 進 し 凝 固 プ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る
こ と を 通 し て 、 ALIの 動 物 モ デ ル で は ガ ス 交 換 が 回 復 す る 。 ヘ パ リ ン は ま た 、 マ ウ ス に お
い て ブ レ オ マ イ シ ン が 誘 導 す る 肺 の 線 維 化 も 減 衰 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 こ
の 二 分 子 を 同 時 に 投 与 す る こ と は 、 ALIの 患 者 に 相 乗 的 、 か つ 良 好 な 効 果 を も た ら す 。  
　 LPSが 誘 発 す る 肺 障 害 で は 、 静 脈 投 与 さ れ た ATIII (250units/kg)が 、 血 管 損 傷 、 白 血 球
の 蓄 積 、 及 び 血 管 透 過 性 を 減 少 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。 ヘ パ リ ン 単 独 で は 、 完 全 ま た
は 最 適 に 肺 の 疾 患 を 防 ぐ こ と は 難 し い か も し れ な い 。 ALIと ARDSは 、 肺 の 肺 胞 及 び 間 質 組
織 に お け る 凝 固 活 性 の 増 加 と 線 溶 活 性 の 低 下 に 関 係 が あ る 。 初 期 ALIの 特 徴 で あ る フ ィ ブ
リ ン の 沈 着 は 、 肺 に お け る PAI-1レ ベ ル の 上 昇 と 好 中 球 の 蓄 積 を 伴 う 。 フ ィ ブ リ ン の 沈 着
と 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ る フ ィ ブ リ ン 分 解 産 物 へ の 消 化 は 、 繊 維 芽 細 胞 の 凝 集 と コ ラ ー
ゲ ン の 分 泌 を 刺 激 し 、 肺 線 維 症 へ と 導 く 。 動 物 に お け る 研 究 で は 、 TFPI、 組 織 因 子 -凝 固
第 VIIai因 子 、 ATIII、 可 溶 性 TM、 及 び APCの よ う な 抗 凝 固 薬 の 投 与 に よ り 肺 障 害 が 一 定 の
減 少 を 示 す 。 一 方 、 臨 床 的 研 究 で は 必 ず し も 十 分 な 結 果 は 得 ら れ て い な い 。 ATIIIの 投 与
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は 、 煙 吸 入 と 熱 傷 に よ る 肺 障 害 に 何 ら か の 効 果 を も た ら す こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 フ ィ ブ リ ン 円 柱 に よ る 気 道 閉 塞 は 、 煙 吸 入 が 誘 発 す る 急 性 肺 障 害 (ALI)の 深 刻 な 問 題 で
あ る 。 気 道 円 柱 を 防 ぐ こ と は 、 臨 床 的 成 果 か ら も 重 要 で あ り 得 る 。 我 々 は 、 本 明 細 書 で 、
ATIIIと ヘ パ リ ン の 合 同 投 与 が 、 ヒ ツ ジ の 煙 吸 入 モ デ ル に お け る 気 道 閉 塞 を 防 ぐ の に 有 効
で あ る こ と を 報 告 す る 。 さ ら に 本 発 明 で は 、 ヘ パ リ ン と ア ン チ ト ロ ン ビ ン (ATIII)両 者 の
噴 霧 状 態 で の 利 用 、 及 び 肺 障 害 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ る ヘ パ リ ン と ア ン チ ト ロ ン ビ ン (A
TIII)両 者 が 、 実 験 的 呼 吸 窮 迫 症 候 群 の ガ ス 交 換 の 回 復 に 協 同 的 に 働 く こ と を 教 示 す る 。 A
TIIIと ヘ パ リ ン は 、 敗 血 症 が 誘 発 す る 凝 固 異 常 を 治 療 す る 上 で も 有 用 で あ り 得 る 。 前 述 の
よ う に 、 ヘ パ リ ン は 、 体 内 で 産 生 さ れ る 血 漿 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で あ る ア ン チ ト ロ ン ビ ン
を 強 化 し て 、 ト ロ ン ビ ン 、 凝 固 第 Xa因 子 、 及 び 他 の 凝 固 酵 素 を 阻 害 す る 。 ATIIIが ヘ パ リ
ン と 共 に 供 給 さ れ る 時 、 こ の 組 み 合 わ せ は 協 同 的 に 働 き ト ロ ン ビ ン と フ ィ ブ リ ン の 沈 着 を
阻 害 す る 。  
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 部 分 的 に 、 エ ア ロ ゾ ル 化 し た ア ン チ ト ロ ン ビ ン III(ATIII)が 肺 の 疾 患 、 す な わ
ち 肺 の 炎 症 及 び 障 害 を 治 療 す る の に 有 効 で あ る こ と の 発 見 に 基 づ く も の で あ る 。 本 発 明 を
通 し て 、 エ ア ロ ゾ ル 化 抗 凝 固 薬 を 用 い て フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト を 防 ぐ こ と に よ り 、 熱 傷 及 び
煙 吸 入 の 障 害 を 持 つ 肺 疾 患 の 肺 機 能 が 回 復 す る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 肺 の 疾 患 、 す な わ ち 肺 の 炎 症 及 び 障 害 の 治 療 に は 、 ヘ パ リ ン と ATIII両 者 の 吸
入 に よ る 投 与 が 静 脈 内 投 与 よ り も さ ら に 効 果 的 で あ る 。  
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 か ら 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン と ヘ パ リ ン 、 な ら び に ア ン チ ト ロ ン
ビ ン と ヘ パ リ ン 両 者 を 特 異 的 に エ ア ロ ゾ ル 化 し た も の は 、 ヘ パ リ ン ま た は 他 の 薬 剤 単 独 よ
り も 気 道 閉 塞 を 防 ぐ の に よ り 有 効 な 抗 凝 固 薬 で あ る こ と が 判 明 し た 。 こ れ は 、 煙 吸 入 が 誘
発 す る ヒ ツ ジ の ALIモ デ ル に お い て 、 合 成 ト ロ ン ビ ン 阻 害 剤 に 対 す る エ ア ロ ゾ ル 化 ア ン チ
ト ロ ン ビ ン と ヘ パ リ ン の 効 果 を 調 べ た 時 も 同 様 で あ る こ と が 判 明 し た 。  
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン と ヘ パ リ ン 両 者 の 噴 霧 は 、 気 道 閉 塞 及 び ガ ス 交 換 の 減 衰 を 阻 害 し た 。
加 え て 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン は 抗 炎 症 効 果 を 持 つ よ う で あ り 、 結 果 と し て 煙 及 び /ま た は 熱
傷 に よ る 障 害 を こ う む っ た 時 の 肺 の 炎 症 と そ れ に 続 く 水 腫 形 成 が 減 衰 す る 。  
　 そ れ ゆ え 一 つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 主 に 、 肺 の 疾 患 、 す な わ ち 肺 の 炎 症 及 び /ま た は 障
害 を 伴 う 患 者 を 治 療 す る 方 法 に 関 す る も の で あ り 、 ATIIIと ヘ パ リ ン 両 者 を 、 治 療 的 有 効
量 だ け 吸 入 に よ り 投 与 す る こ と が 含 ま れ る 。 肺 疾 患 と は 、 急 性 、 ま た は 慢 性 的 肺 疾 患 で あ
る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 肺 疾 患 は 急 性 肺 障 害 、 す な わ ち 敗 血 性 急 性 肺 障 害 ま た は ARDS、
あ る い は 気 道 封 鎖 で あ る 。 外 界 の 物 質 、 す な わ ち 生 き た 物 質  (す な わ ち 、 緑 膿 菌 肺 炎 )、
煙 ま た は ア ス ベ ス ト に さ ら さ れ る こ と で 肺 の 障 害 及 び /ま た は 炎 症 が 起 こ り 得 る 。 他 の 実
施 形 態 で は 、 肺 疾 患 と は 、 す な わ ち 肺 ま た は 胸 膜 に お け る 腫 瘍 形 成 、 間 質 性 肺 炎 及 び /ま
た は 器 質 化 胸 膜 炎 で あ り 得 る 。  
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ヘ パ リ ン と ATIIIの 組 成 物 は 、 ジ ェ ッ ト ネ ブ ラ イ ザ ー ま た は 超 音
波 ネ ブ ラ イ ザ シ ス テ ム を 用 い て 、 あ る い は 粉 末 吸 入 シ ス テ ム に よ り 投 与 さ れ る 。 混 合 組 成
物 を 噴 霧 状 態 で 投 与 で き る こ の よ う な シ ス テ ム が 知 ら れ て い る 。  
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ATIIIと は ヒ ト の ATIIIで あ る 。 ATIIIは 、 血 漿 由 来 の も の 、 ま た
は 組 み 換 え に よ る 生 成 物 で あ り 得 る 。 血 漿 由 来 の ATIIIは 市 販 品 が 利 用 で き る 。 好 ま し い
実 施 形 態 で は 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIは 遺 伝 子 導 入 に よ り 生 成 さ れ る 。 す な わ ち 、 ATIIIは
、 牛 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ま た は マ ウ ス と い っ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 用 動 物 由 来 の 乳 か ら 得
ら れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 乳 中 で ATIIIを 生 成 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,843, 70
5号 に 記 述 さ れ て お り 、 そ の 内 容 は 本 明 細 書 中 で も 参 考 文 献 と し て 取 り 込 ま れ て い る 。 同
様 に 、 ヘ パ リ ン も 血 漿 由 来 の も の 、 ま た は 組 み 換 え に よ る 生 成 物 で あ り 得 る 。 血 漿 由 来 の
ヘ パ リ ン は 市 販 品 が 利 用 で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ヘ パ リ ン は 組 み 換 え 体 か ら 生 成
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さ れ る 。  
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 患 者 は 、 ヘ パ リ ン 、 及 び 薬 剤 と し て 認 可 さ れ て い る 基 剤 を 含 む
エ ア ロ ゾ ル 組 成 物 を 投 与 さ れ る 。 薬 剤 と し て 認 可 さ れ て い る 基 剤 の 例 に は 、 水 と 生 理 食 塩
水 が 含 ま れ る 。  
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 患 者 は 、 定 期 的 に ATIIIと ヘ パ リ ン の 両 者 を 吸 入 に よ り 投 与 さ れ
る 。 す な わ ち 、 患 者 は 、 各 分 子 の 薬 物 動 力 学 に 基 づ く 一 定 の 期 間 を 置 い て 、 ATIIIと ヘ パ
リ ン を 投 与 さ れ る 。 例 え ば 、 患 者 は 、 肺 の 炎 症 及 び /ま た は 障 害 の 始 め と 、 次 に 最 初 の 投
与 か ら 一 定 の 期 間 毎 に 、 エ ア ロ ゾ ル ATIIIと ヘ パ リ ン を 投 与 さ れ る 。 す な わ ち 、 患 者 の 必
要 と 各 薬 剤 の 薬 理 学 的 性 質 に 応 じ て 、  1時 間 お き 、 2時 間 お き 、 3時 間 お き 、 4時 間 お き 、 6
時 間 お き 、 日 に 2回 、 ま た は 日 に 3、 4、 5、 6回 と 、 ATIII及 び /ま た は ヘ パ リ ン を 投 与 す る
こ と が で き る 。 投 与 の 間 隔 は 、 約 24、 48、 72、 96、 120、 144、 ま た は 168時 間 に 渡 る こ と
も で き る 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 は 、 患 者 は 、 必 要 に 応 じ て ATIIIと ヘ パ リ ン の 組 み 合 わ せ
を 吸 入 に よ り 投 与 さ れ る 。 す な わ ち 、 肺 の 炎 症 ま た は 障 害 に お け る 、 一 つ ま た は 複 数 の 継
続 /再 発 し た 症 状 の 程 度 に 応 じ て 、 ATIIIが 投 与 さ れ る 。  
　 ATIII、 す な わ ち 遺 伝 子 導 入 で 生 成 さ れ る ATIIIの 有 効 量 は 、 体 重 当 た り お よ そ 1-150 U/
kg、 25-125 U/kg、 50-100 U/kg、 ま た は 60-75 U/kgの 間 で あ り 得 る 。 も う 一 つ の 態 様 で は
、 有 効 量 は 、 お よ そ 1 mg/kg、 5 mg/kg、 10 mg/kg以 上 で 、 か つ お よ そ 150 mg/kg、 100 mg/
kg、 70 mg/kg以 下 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 共 に 組 成 物 を 形 成 す る ヘ パ リ ン の 有 効 量 は 、 体 重 当 た り お よ そ 1-30 U/kg、 2-25 U/kg、
50-100 U/kg、 ま た は 60-75 U/kgの 間 で あ り 得 る 。 も う 一 つ の 態 様 で は 、 有 効 量 は 、 お よ
そ 1 mg/kg、 5 mg/kg、 10 mg/kg以 上 で 、 か つ お よ そ 150 mg/kg、 100 mg/kg、 70 mg/kg以 下
で あ り 得 る 。  
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 疾 患 を 治 療 す る た め 、 す な わ ち 肺 の 炎 症 ま た は 障 害 に 伴 う 一 つ
ま た は 複 数 の 症 状 に 効 果 も た ら す た め に 投 与 さ れ る ATIIIと ヘ パ リ ン を 組 み 合 わ せ た エ ア
ロ ゾ ル の 有 効 量 は 、 同 様 の 効 果 も た ら す た め に 静 脈 注 射 で 投 与 さ れ る ATIIIと ヘ パ リ ン の
有 効 量 の 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%以 下 で あ る 。  
　 本 発 明 に よ る と 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン と ヘ パ リ ン 両 者 の 噴 霧 療 法 は 、 気 道 閉 塞 と ガ ス 交 換
の 減 衰 を 防 ぐ 。 そ れ に 加 え て 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン に は 、 付 加 的 及 び 増 強 的 な 抗 炎 症 効 果 が
あ り 、 結 果 と し て 肺 の 炎 症 と そ れ に 続 く 水 腫 形 成 が よ り 減 衰 す る 。 さ ら に 、 煙 吸 入 及 び /
ま た は 熱 傷 に よ る 肺 障 害 を 治 療 す る た め に ア ン チ ト ロ ン ビ ン と ヘ パ リ ン が 共 に 使 用 さ れ る
時 、 両 者 の 相 乗 効 果 が 現 れ る 。  
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 肺 障 害 を 治 療 す る た め の キ ッ ト が こ の 発 明 の 特 色 で あ る 。 こ
の キ ッ ト に は 、 治 療 的 有 効 量 の エ ア ロ ゾ ル 形 態 の ATIIIと 使 用 説 明 書 が 含 ま れ る の が 好 ま
し い 。 さ ら に こ の エ ア ロ ゾ ル に は 、 薬 剤 と し て 認 可 さ れ て い る 基 剤 が 含 ま れ る の が 好 ま し
い 。 薬 剤 と し て 認 可 さ れ て い る 基 剤 の 例 に は 、 水 と 生 理 食 塩 水 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ATIII、 す な わ ち 遺 伝 子 導 入 で 産 生 さ れ る ATIIIの 有 効 量 は 、 体 重
当 た り お よ そ 10-300 U/kg、 25-125 U/kg、 50-100 U/kg、 ま た は 60-75 U/kgの 間 で あ り 得
る 。 も う 一 つ の 態 様 で は 、 有 効 量 は 、 お よ そ 1 mg/kg、 5 mg/kg、 10 mg/kg以 上 で 、 か つ お
よ そ 150 mg/kg、 100 mg/kg、 70 mg/kg以 下 で あ り 得 る 。  
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト と は 、 急 性 ま た は 慢 性 の 肺 疾 患 を 治 療 す る た め の キ ッ ト
で あ る 。 肺 疾 患 と は 、 急 性 の 肺 障 害 、 す な わ ち 敗 血 性 急 性 肺 障 害 ま た は 急 性 呼 吸 促 迫 症 候
群 (ARDS)で あ る こ と が 好 ま し い 。 肺 の 障 害 及 び /ま た は 炎 症 は 、 外 界 の 物 質 、 す な わ ち 生
き た 物 質  (す な わ ち 、 緑 膿 菌 肺 炎 )、 煙 、 ま た は ア ス ベ ス ト に さ ら さ れ る こ と で 起 こ り 得
る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 肺 の 疾 患 は 、 す な わ ち 肺 ま た は 胸 膜 に お け る 腫 瘍 形 成 、 間 質 性 肺
炎 及 び /ま た は 器 質 化 胸 膜 炎 で あ り 得 る 。  
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 ジ ェ ッ ト ネ ブ ラ イ ザ ー ま た は 超 音 波 ネ ブ ラ イ ザ シ ス テ
ム 、 あ る い は 粉 末 吸 入 シ ス テ ム の 中 に ATIIIと ヘ パ リ ン 組 成 物 を 含 む 。  
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 エ ア ロ ゾ ル 形 態 の ヒ ト ATIIIと ヘ パ リ ン を 含 む 。 ATIII
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は 、 血 漿 由 来 の も の 、 ま た は 組 み 換 え に よ る 生 成 物 で あ り 得 る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、
ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIは 遺 伝 子 導 入 に よ り 生 成 さ れ る 。 す な わ ち 、 ATIIIは 、 牛 、 ヤ ギ 、 ウ
サ ギ 、 ま た は マ ウ ス と い っ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 用 動 物 由 来 の 乳 か ら 得 ら れ る 。 こ れ に
対 し て 、 こ の 発 明 の ヘ パ リ ン は 、 典 型 的 に は イ ン ・ ビ ト ロ （ in vitro） で 組 み 換 え に よ っ
て 生 成 さ れ る 。  
　 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の 実 施 形 態 の 詳 細 は 、 以 下 に 添 付 さ れ た 図 、 及 び 説 明 で 述 べ ら れ
て い る 。 発 明 の 他 の 特 徴 、 目 的 、 及 び 利 点 は 、 説 明 と 図 、 及 び 請 求 か ら 明 ら か で あ る 。 　
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 の 略 号 は 明 細 書 中 に 示 さ れ た 意 味 を 有 す る も の で あ る 。  

体 細 胞 核 移 植 　 　 　 　 　 SCNT 
核 移 植 　 　 　 　 　 　 　 　 NT 
合 成 卵 管 液 　 　 　 　 　 　 SOF 
ウ シ 胎 仔 血 清 　 　 　 　 　 FBS 
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 　 PCR
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 　 　 BSA 
【 ０ ０ １ ０ 】

　 ウ シ － 多 様 な 種 類 の ウ シ ま た は ウ シ 近 縁 種  
　 生 体 液 － 哺 乳 類 、 ト リ 、 両 生 類 、 ま た は 爬 虫 類 の よ う な 生 物 に よ っ て 産 生 さ れ る 水 溶 液
で 、 こ の 水 溶 液 中 の 細 胞 が 分 泌 す る タ ン パ ク 質 を 含 む 。 例 と し て は 、 乳 汁 、 尿 、 唾 液 、 精
液 、 膣 液 、 滑 液 、 リ ン パ 液 、 羊 水 、 血 液 、 汗 、 及 び 涙 を 含 む 。 同 様 に 植 物 に よ り 産 生 さ れ
る 水 溶 液 は 、 例 と し て 、 滲 出 液 と 溢 液 、 木 質 部 、 篩 部 、 樹 脂 、 及 び 果 汁 を 含 む 。  
　 生 体 液 産 生 細 胞 － 生 体 液 に 浸 か っ て 、 生 体 液 中 に タ ン パ ク 質 を 分 泌 し て い る 細 胞 。  
　 生 物 薬 剤 － 任 意 の 治 療 力 の あ る 薬 、 治 療 用 物 質 、 ワ ク チ ン 、 ま た は 任 意 の 医 学 的 に 有 用
な 組 成 物 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 原 材 料 調 製 、 合 成 、 ま た は 製 造 に は 、 微 生 物 、 遺 伝 子 組 み
換 え 技 術 （ キ メ ラ ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 限 定 な し に 含 む ） 、 核 移 植 、 顕 微 注 射
、 ま た は 培 養 細 胞 技 術 の 使 用 が 含 ま れ る 。  
　 ヤ ギ － 多 様 な 種 類 の ヤ ギ ま た は ヤ ギ 近 縁 種 。  
　 コ ー デ ィ ン グ － 一 般 的 に は 、 翻 訳 可 能 な 形 で 存 在 す る 配 列 情 報 を 言 う 。 通 常 は 機 能 的 に
プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ て い る 。 配 列 は 機 能 プ ロ モ ー タ ー に つ な が れ て お り 、 機 能 的 な プ
ロ モ ー タ ー が こ の 配 列 の 転 写 ま た は 発 現 を 増 強 す る 。 ア ン チ セ ン ス 鎖 も ま た 、 同 じ 配 列 を
コ ー ド し て い る と み な さ れ る 。 な ぜ な ら 、 特 に セ ン ス 鎖 の 発 現 を 促 進 す る 配 列 に つ な が れ
て い れ ば 同 じ 配 列 情 報 が 直 ち に 利 用 可 能 な 形 態 で 存 在 す る か ら で あ る 。 情 報 は 、 標 準 的 、
ま た は 改 変 さ れ た 遺 伝 子 コ ー ド を 用 い て 変 え る こ と が で き る 。  
　 発 現 ベ ク タ ー － 遺 伝 学 的 に 設 計 さ れ た プ ラ ス ミ ド 、 ま た は ウ イ ル ス 。 例 え ば 、 バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、
ま た は 人 工 染 色 体 か ら 由 来 し 、 機 能 発 揮 で き る よ う に プ ロ モ ー タ ー に つ な が れ た ATIIIタ
ン パ ク 質 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 、 宿 主 細 胞 に 転 移 さ せ る た め に 用 い ら れ る 。 結 果 と し て 、
組 み 換 え ATIIIタ ン パ ク 質 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 宿 主 細 胞 内 で 発 現 す る 。  
　 機 能 性 タ ン パ ク 質 － 生 物 学 上 、 活 性 、 有 用 性 を 持 つ タ ン パ ク 質 で 、 内 在 的 に 生 成 さ れ る
タ ン パ ク 質 と 類 似 し て い る 。  
　 ス ラ イ ド － 離 し て 固 定 さ れ た 平 行 な 電 極 対 の た め の ガ ラ ス ス ラ イ ド 。 流 し た 電 流 で 活 性
化 さ れ る よ う に 、 細 胞 対 は 電 極 の 間 に 置 か れ る 。  
　 相 同 配 列 － 比 較 し た 場 合 に 類 似 性 を 示 す 遺 伝 配 列 を 言 う 。 核 酸 に お け る 相 同 性 は 通 常 、
当 業 者 に 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 相 同 性 の 測 定 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 を
基 準 と し て 判 別 す る 。 核 酸 配 列 に お け る 実 質 的 な 相 同 性 と は 、 断 片 、 ま た は 相 補 鎖 を 比 較
し た 時 に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 ま た は 欠 失 が 適 度 に 含 ま れ な が ら も 一 致 し た 配 列 と し て 並
べ ら れ る こ と で あ り 、 こ の 時 、 少 な く と も 約 60％ の 残 基 、 通 常 で は 少 な く と も 約 70％ 、 さ
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ら に 一 般 的 に は 少 な く と も 約 80％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 90％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 約 95－ 98％ の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 が 一 致 す る の が 好 ま し い 。 ま た は 、 選 択 的 な ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 、 断 片 が 配 列 ま た は そ の 相 補 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 時 に 実 質
的 な 相 同 性 が あ る と 言 え る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 選 択 性 は 特 異 性 を 全 て な く し た よ
り も 選 択 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る 時 に 生 じ る 。 典 型 的 に は 、 少 な く と も 約 14
ヌ ク レ オ チ ド 以 上 に 渡 る 配 列 に 対 し て 少 な く と も 55%以 上 の 相 同 性 が あ る 時 、 選 択 的 な ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る が 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 65%、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 約 75%、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%の 相 同 性 が あ る の が 好 ま し い 。  
　 リ ー ダ ー 配 列 ま た は 「 シ グ ナ ル 配 列 」 － タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 核 酸 配 列
で 、 ATIIIタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 下 流 に 機 能 発 揮 で き る よ う に つ な げ る と ATI
IIの 分 泌 を 促 す 。 リ ー ダ ー 配 列 は 、 ヒ ト ATIIIの リ ー ダ ー 配 列 、 ま た は 人 工 的 に 作 ら れ た
リ ー ダ ー 配 列 か 、 あ る い は ATIIIの コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 を 促 す の に 使 わ れ る プ ロ モ ー
タ ー と 同 じ 遺 伝 子 、 ま た は 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 他 の タ ン パ ク 質 由 来 の も の で も よ い 。  
　 乳 汁 産 生 細 胞 － 乳 汁 中 に タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞 (す な わ ち 、 哺 乳 類 の 上 皮 細 胞 )。  
　 乳 汁 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー － 乳 汁 中 に タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞 (す な わ ち 、 哺 乳 類 の 上
皮 細 胞 )中 で 遺 伝 子 発 現 を 促 す プ ロ モ ー タ ー 。 例 と し て は 、 カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ ー 、 す な
わ ち α -カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ ー (す な わ ち 、 α S-1カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ ー と α S2-カ ゼ イ ン プ
ロ モ ー タ ー )、 β -カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ ー (す な わ ち 、 ヤ ギ の β -カ ゼ イ ン 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ
ー (DiTullio, BIOTECHNOLOGY 10: 74-77,1992)、 γ -カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ ー 、 及 び κ -カ ゼ
イ ン プ ロ モ ー タ ー ； 乳 性 酸 性 蛋 白 質 （ whey acidic protein： WAP） プ ロ モ ー タ ー (Gorton 
et al., BIOTECHNOLOGY 5: 1183-1187,1987) ; β -ラ ク ト グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー  (Clar
k et al., BIOTECHNOLOGY 7: 487-492, 1989); 及 び α -ラ ク ト グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー (S
oulier et al. , FEBS LETTS. 297: 13,1992)が 在 る 。 ま た 、 こ の 発 明 で は 、 哺 乳 類 の 組
織 で 特 異 的 に 活 性 化 さ れ る プ ロ モ ー タ ー も 含 ま れ 、 こ れ ら も 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス
乳 ガ ン ウ イ ル ス （ mouse mammary tumor virus： MMTV） の 長 い 末 端 反 復 配 列 （ long termin
al repeat： LTR） の プ ロ モ ー タ ー が 在 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 核 移 植 － ド ナ ー 細 胞 由 来 の 核 を 脱 核 し た 卵 母 細 胞 に 移 植 す る ク ロ ー ニ ン グ の 方 法 を 言 う
。  
　 機 能 発 揮 で き る よ う に 連 結 さ れ て い る － 適 切 な 分 子 （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 ）
が 制 御 配 列 に 結 合 し た 時 に 遺 伝 子 発 現 が 促 さ れ る よ う に 、 遺 伝 子 が 一 つ ま た は 複 数 の 制 御
配 列 と 連 結 さ れ て い る こ と 。  
　 ヒ ツ ジ － ヒ ツ ジ に 似 た 種 類 ま た は ヒ ツ ジ 近 縁 種 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 単 為 発 生 － 精 子 の 進 入 な し に 卵 母 細 胞 由 来 の 胚 が 発 生 す る こ と 。  
　 薬 剤 学 的 に 純 粋 － ヒ ト 患 者 を 効 果 的 に 治 療 す る た め の 適 切 な 投 与 、 及 び 明 確 な 生 物 学 的
試 験 に 適 し た 純 度 の タ ン パ ク 質 を 言 う 。 実 質 的 に 薬 剤 学 的 に 純 粋 と は 、 少 な く と も 約 90%
の 純 度 で あ る こ と を 意 味 す る 。  
　 ブ タ － ブ タ に 似 た 種 類 ま た は ブ タ 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 プ ロ モ ー タ ー － 転 写 を 促 す の に 十 分 な 最 小 限 の 配 列 。 本 発 明 に お い て は 、 プ ロ モ ー タ ー
に 依 存 し た 遺 伝 子 発 現 を 、 細 胞 型 特 異 的 、 組 織 特 異 的 、 時 間 特 異 的 に 制 御 す る の に 十 分 な
プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 あ る い は 、 本 来 の 遺 伝 子 の 5'ま た は 3'ま た は イ ン ト ロ ン 配 列 領 域 に 存
在 す る 配 列 の よ う に 外 来 性 の シ グ ナ ル ま た は 物 質 に よ り 誘 導 さ れ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 も ま
た 含 ま れ る 。  
　 タ ン パ ク 質 － 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る よ う に 、 グ リ コ プ ロ テ イ ン 、 及 び 他 に 付 加 物 の
あ る タ ン パ ク 質 も 含 め て 指 す 。 こ れ に は 、 生 理 学 的 機 能 を 保 持 す る 断 片 化 し た 、 ま た は 切
り 取 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド も ま た 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 治 療 的 有 効 量 － 治 療 効 果 の あ る 分 子 、 ま た は そ の 断 片 を 患 者 に 投 与 し た 時 、 そ の 分 子 に
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影 響 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 、 ま た は 刺 激 す る に 足 る 量 。  
　 形 質 転 換 （ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン ） 、 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 ま た は 「 形 質 導 入
（ ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン ） 」 － 外 来 性 分 子 を 細 胞 内 に 導 入 す る た め の 任 意 の 方 法 。 リ ポ フ ェ
ク シ ョ ン 法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ
ョ ン 法 、 核 移 植 (以 下 を 参 照 、 Campbell et al.BIOL. REPROD. 49: 933-942,1993 ; Campb
ell et al., NATURE 385: 810-813,1996)、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈
殿 法 、 形 質 導 入 (す な わ ち 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ま
た は 他 の ウ イ ル ス に よ る 導 入 )、 電 気 穿 孔 法 、 及 び パ ー テ ィ ク ル ガ ン に よ る 形 質 転 換 は 、
当 業 者 に 使 用 さ れ 得 る 既 知 の 方 法 の 内 の 一 部 に す ぎ な い 。  
　 形 質 転 換 細 胞 、 ま た は 形 質 導 入 細 胞 － ATIIIを コ ー ド し た 核 酸 分 子 が 組 み 換 え DNA技 術 に
よ り 導 入 さ れ た 細 胞 （ ま た は そ の 系 譜 の 細 胞 ） 。 核 酸 分 子 は 宿 主 の 染 色 体 中 に 安 定 に 組 み
込 ま れ 得 る 、 ま た は エ ピ ソ ー プ と し て 維 持 さ れ 得 る 。  
　 ト ラ ン ス ジ ー ン － 技 術 を 用 い て 細 胞 に 挿 入 さ れ た 核 酸 分 子 の 任 意 の 断 片 、 ま た は そ の 原
型 で あ り 、 こ の 細 胞 か ら 発 生 し た 動 物 の ゲ ノ ム の 一 部 と な る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ー ン
に は 、 一 部 ま た は 全 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に と っ て 外 在 性 (す な わ ち 、 外 来 性 )で あ
る 遺 伝 子 が 含 ま れ 得 る 。 あ る い は 動 物 の 内 在 性 遺 伝 子 と 相 同 性 を 持 つ 遺 伝 子 を 指 す こ と も
あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク － 技 術 を 用 い て 細 胞 に 挿 入 さ れ た 核 酸 分 子 ま た は そ の 原 型 を 内 に 持
つ 任 意 の 細 胞 。 挿 入 さ れ た 核 酸 分 子 は こ の 細 胞 か ら 発 生 し た 動 物 の ゲ ノ ム の 一 部 と な る 。
 
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 － 他 の も う 一 個 体 の 動 物 に 由 来 す る 遺 伝 物 質 を 実 験 的 に ト ラ ン
ス フ ァ ー し た 生 物 。 結 果 と し て 宿 主 生 物 は 、 自 身 の 遺 伝 子 中 に 既 に あ る 遺 伝 情 報 に 加 え て
、 自 身 の 染 色 体 中 に ト ラ ン ス フ ァ ー さ れ た 遺 伝 子 か ら も 遺 伝 情 報 を 獲 得 す る 。  
　 有 蹄 動 物 － ひ づ め の あ る 典 型 的 な 草 食 性 哺 乳 動 物 、 ま た は そ の 近 縁 種 。 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、
ヤ ギ 、 家 畜 、 及 び ウ マ な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ベ ク タ ー － 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る よ う に 、 (1)宿 主 細 胞 中 で 複 製 が 可 能 で あ り 、 (2)
宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が で き 、 (3)形 質 転 換 し た 細 胞 を 同 定 す る た め の 適 切 な マ ー
カ ー を 含 む プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ DNA、 ま た は 他 の DNA配 列 を 意 味 す る 。  
　 本 発 明 で は 、 エ ア ロ ゾ ル 形 態 の ATIIIと ヘ パ リ ン を 利 用 す れ ば 、 静 脈 注 射 に よ る ATIII単
独 ま た は ヘ パ リ ン 単 独 の 投 与 よ り も 少 な い 量 で ALIが 抑 制 さ れ る こ と が 判 明 し た 。 従 っ て
、 ATIIIを 含 め た エ ア ロ ゾ ル 製 剤 と 、 肺 疾 患 す な わ ち 肺 の 障 害 ま た は 炎 症 を 持 つ 患 者 を 治
療 す る た め に そ の よ う な エ ア ロ ゾ ル 形 態 の ATIIIを 利 用 す る 方 法 が 、 発 明 の 特 色 で あ る 。  
　 噴 霧 状 態 で 共 に 投 与 さ れ る 組 み 換 え ヒ ト ATIIIと ヘ パ リ ン は 、 気 道 閉 塞 を 防 ぎ 、 肺 炎 に
導 く 煙 吸 入 障 害 を 受 け た 後 の ガ ス 交 換 を 回 復 さ せ る の に 有 効 で あ る 。 さ ら に 、 ATIIIは 肺
の 炎 症 と そ れ に 続 く 水 腫 形 成 を 抑 制 す る 。 ATIIIの 量 は 、 静 脈 内 投 与 時 に 必 要 な 量 よ り も
少 な く て 済 む 。 本 明 細 書 で 示 さ れ た デ ー タ 、 及 び 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に よ る と 、 出
血 傾 向 な ど の 害 は 見 ら れ な か っ た 。 従 っ て 、 エ ア ロ ゾ ル 形 態 の ATIIIと ヘ パ リ ン を 噴 霧 す
る 治 療 法 は 、 煙 吸 入 の 治 療 に お い て 、 新 し く 、 か つ い ず れ の 化 合 物 単 独 よ り も 効 果 の 高 い
治 療 法 で あ る 。  
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 治 療 す る 」 ま た は 「 治 療 」 と い う 用 語 は 、 肺 疾 患 に 伴 う 一
つ ま た は 複 数 の 症 状 を 軽 減 、 ま た は 抑 制 す る こ と を 指 す 。 例 え ば 、 肺 の 障 害 、 及 び /ま た
は 炎 症 に お け る 以 下 の よ う な 症 状 で あ る 。 す な わ ち : 1)肺 に お け る ガ ス 交 換 の 減 少 ; 2)肺
の シ ャ ン ト フ ラ ク シ ョ ン の 減 少 ; 3)細 胞 外 フ ィ ブ リ ン の 沈 着 ; 4) 血 管 透 過 性 の 亢 進 ; 5)
サ ー フ ァ ク タ ン ト で あ る リ ポ タ ン パ ク 質 の 沈 着 の 減 少 ; 6) 組 織 の 再 構 築 ; 7) 凝 固 ; 及 び
/ま た は  8)肺 胞 表 面 張 力 の 増 加 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 、 肺 疾 患 を 治 療 す る た め に 有
効 な エ ア ロ ゾ ル 形 態 の ATIII の 量 ま た は 「 治 療 的 有 効 量 」 と は 、 本 明 細 書 で 記 述 さ れ て い
る よ う な 肺 疾 患 を 持 つ 患 者 を 治 癒 、 緩 和 、 軽 減 、 ま た は 回 復 さ せ る た め に 一 回 ま た 複 数 回
投 与 し た 時 に 、 投 薬 し な か っ た 場 合 に 予 想 さ れ る 効 果 を 超 え た 回 復 を 示 す ATIIIエ ア ロ ゾ
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ル の 量 を 指 す 。  
　 ATIIIと ヘ パ リ ン の 組 み 合 わ せ は 、 粉 末 製 剤 と し て 、 ま た は 薬 剤 的 に 認 可 さ れ た 基 剤 と
共 に 投 与 す る こ と が で き る 。 薬 剤 的 に 認 可 さ れ た 基 剤 に は 、 す な わ ち 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 水
、 及 び ア ル コ ー ル が 含 ま れ る 。 薬 剤 と し て の ATIIIと ヘ パ リ ン の エ ア ロ ゾ ル 組 成 物 は 、 さ
ら に 他 の 治 療 薬 （ す な わ ち 、 肺 の 炎 症 ま た は 障 害 を 緩 和 、 抑 制 す る 他 の 薬 剤 ） 、 ま た は 他
の 補 助 的 薬 剤 、 薬 剤 希 釈 液 等 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 発 明 の 組 成 物 は 、 リ ポ ソ ー ム と の
複 合 体 と し て 、 ま た は リ ポ ソ ー ム に 包 ま れ た も の と し て 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。  
　 吸 入 に よ る 投 与 の た め に 、 発 明 の 化 合 物 は 、 適 切 な 高 圧 ガ ス 、 す な わ ち 炭 酸 ガ ス の よ う
な ガ ス を 含 む 加 圧 容 器 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー 、 あ る い は ネ ブ ラ イ ザ ー か ら 出 る エ ア ロ ゾ ル
ス プ レ ー 形 態 で 与 え ら れ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 エ ア ロ ゾ ル 」
と い う 用 語 は 、 十 分 な 粒 子 径 を 持 つ 固 体 ま た は 液 体 微 粒 子 の 空 気 中 に お け る 分 散 を 指 し 、
そ の 結 果 低 い 沈 降 速 度 で 安 定 に 空 気 中 に 浮 遊 す る  (Knight, V., VIRAL AND MYCOPLASMAL 
INFECTIONS OF THE RESPIRATORY TRACT. 1973, Lea and Febiger, Phila. Pa. , pp. 2参
照 )。  
　 ATIIIま た は ヘ パ リ ン の 噴 霧 は 、 ガ ス 圧 ま た は 超 音 波 に よ り な さ れ て も よ い 。 一 般 的 に
言 え ば 、 ネ ブ ラ イ ザ ー は 、 エ ア ロ ゾ ル を 投 与 す る た め の 装 置 で あ る 。 ネ ブ ラ イ ザ ー は 任 意
の 型 で あ っ て よ く 、 そ の 構 造 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 さ ら に こ れ ら の 装 置 は 市 販 品 を 利
用 で き る 。 既 知 の 様 々 な 噴 霧 化 技 術 を 用 い て ATIIIと ヘ パ リ ン を 含 む 溶 液 を 噴 霧 状 に す る
こ と に よ り 、 こ の 発 明 の エ ア ロ ゾ ル を 作 る こ と が で き る 。 噴 霧 化 シ ス テ ム の 一 つ は 、 「 気
液 相 」 シ ス テ ム で あ り 、 こ れ は 液 体 高 圧 ガ ス 中 に 存 在 す る 活 性 成 分 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 か
ら 成 る 。 液 体 と 蒸 気 両 方 の 相 が 加 圧 容 器 中 に 存 在 し て お り 、 容 器 の 弁 を 開 く と 、 溶 液 ま た
は 懸 濁 液 を 含 む 液 体 高 圧 ガ ス が 放 出 さ れ る 。 結 果 と し て 、 細 か い エ ア ロ ゾ ル ミ ス ト 、 ま た
は エ ア ロ ゾ ル ウ ェ ッ ト ス プ レ ー が で き る 。  
　 エ ア ロ ゾ ル を 作 る こ と が 可 能 な ネ ブ ラ イ ザ ー に は 、 小 さ い サ イ ズ の ネ ブ ラ イ ザ ー な ど 、
様 々 な も の が 在 る 。 圧 縮 機 で 動 か さ れ る ネ ブ ラ イ ザ ー に は 、 ジ ェ ッ ト 技 術 が 用 い ら れ て お
り 、 エ ア ロ ゾ ル を 生 み 出 す た め に 圧 縮 空 気 ま た は 医 療 用 酸 素 が 使 わ れ る 。 市 販 品 で 利 用 可
能 な 装 置 は 、 以 下 の 会 社 か ら 入 手 で き る 。 す な わ ち 、 ヘ ル ス ダ イ ン ・ テ ク ノ ロ ジ ー （ Heal
thdyne Technologies） 株 式 会 社 ;イ ン バ ケ ア （ Invacare） 株 式 会 社 ; マ ウ ン テ ン （ Mounta
in） 医 療 機 器 株 式 会 社 .; パ リ ・ レ ス ピ レ ト リ ー （ Pari Respiratory） 株 式 会 社 .; マ ダ ・
メ デ ィ カ ル （ Mada Medical） 株 式 会 社 .; ピ ュ ー リ タ ン ・ ベ ネ ッ ト （ Puritan-Bennet） ; 
シ ュ コ （ Schuco） 株 式 会 社 ; オ ム ロ ン ・ ヘ ル ス ケ ア 株 式 会 社 ; デ ビ ル ビ ス （ DeVilbiss）
・ ヘ ル ス ・ ケ ア 株 式 会 社 ; 及 び ホ ス ピ タ ッ ク 株 式 会 社 で あ る 。 超 音 波 の ネ ブ ラ イ ザ ー 、 す
な わ ち 高 頻 度 で 振 動 し て い る 水 晶 結 晶 板 を 持 つ 超 音 波 型 ネ ブ ラ イ ザ ー も ま た 、 ATIII/ヘ パ
リ ン 組 成 物 を 投 与 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の よ う な ATIIIエ ア ロ ゾ ル の 毒 性 と 治 療 上 の 効 果 は 、 培 養 細 胞 ま た は 実 験 動 物 を 用 い
た 標 準 的 な 薬 剤 処 理 、 す な わ ち LD 5 0 （ 群 の 50%が 致 死 と な る 量 ） 及 び ED 5 0 （ 群 の 50% に 対
し て 治 療 的 有 効 で あ る 量 ） を 求 め る た め の 薬 剤 処 理 か ら 測 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 と 治
療 効 果 間 の 量 比 が 治 療 指 数 で あ り 、 LD 5 0 /ED 5 0 の 比 率 と し て 表 さ れ る 。 高 い 治 療 指 数 を 示
す 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 の 副 作 用 を 示 す 化 合 物 が 使 用 さ れ る こ と も あ り 得 る が 、 一 方 で
非 感 染 細 胞 に 対 す る 潜 在 的 損 害 を 最 小 限 に す る 、 つ ま り 副 作 用 を 抑 制 す る た め に 、 冒 さ れ
た 組 織 部 位 に こ の よ う な 化 合 物 を 的 確 に 投 与 す る シ ス テ ム を 考 案 す る こ と も 必 要 で あ る 。
 
　 培 養 細 胞 試 験 と 動 物 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 使 用 す る 際 の 投 薬 量 の 範 囲 を 決
定 す る の に 用 い ら れ 得 る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 投 薬 量 は 、 好 ま し く は 毒 性 を ほ と ん ど 、 あ
る い は 全 く 持 た ず に ED 5 0 の 量 を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 に 収 ま る と よ い 。 投 薬 量 は 、 こ の 範 囲
に お い て 、 用 い ら れ る 投 薬 の 形 態 と 利 用 さ れ る 投 薬 経 路 に よ り 大 き く 変 わ り 得 る 。 発 明 中
用 い ら れ る 任 意 の 化 合 物 の 治 療 的 有 効 量 は 、 最 初 は 培 養 細 胞 試 験 か ら 見 積 も る こ と が で き
る 。 投 薬 量 は 、 培 養 細 胞 で 求 め ら れ た IC 5 0  (つ ま り 、 症 状 の 半 分 を 阻 害 で き る 試 験 化 合 物
の 濃 度 )を 含 む 循 環 血 漿 濃 度 範 囲 を 得 る こ と が で き る よ う に 動 物 モ デ ル に お い て 調 整 さ れ
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る 。 こ の よ う な 情 報 は 、 ヒ ト に 使 用 さ れ る 量 を よ り 精 確 に 求 め る た め に 使 う こ と が で き る
。 血 漿 中 の レ ベ ル は 、 例 え ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 測 定 さ れ 得 る 。  
　 ATIIIと ヘ パ リ ン の 合 組 成 物 の 投 薬 量 を 求 め る 他 の 方 法 に は 、 ATIIIで 治 療 す る 前 に 、 患
者 体 内 で 循 環 し て い る ATIIIの レ ベ ル を 測 定 す る こ と が 含 ま れ る だ ろ う 。 循 環 し て い る ATI
IIの レ ベ ル を 基 に す れ ば 、 ATIIIの 投 薬 量 を 最 初 の 循 環 レ ベ ル の 50%、 100%、 150%、 250%、
300%と い う 風 に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 投 与 さ れ る エ ア ロ ゾ ル 製 剤 の 量 は 、 典 型 的 に は 体 重 当 た り 約 10 U/kg－ 約 250 U/kgの 範
囲 に あ り 、 好 ま し く は 体 重 当 た り 約 25U/kg－ 約  175 U/kgの 範 囲 に あ る の が よ い 。  
　 当 業 者 な ら ば 、 患 者 を 効 果 的 に 治 療 す る た め に 必 要 な 投 与 量 と タ イ ミ ン グ が あ る 因 子 の
影 響 を 受 け る こ と を 察 知 す る だ ろ う 。 す な わ ち 、 患 者 の 病 気 ま た は 疾 患 の 程 度 、 前 段 階 の
治 療 、 全 般 的 健 康 状 態 及 び /ま た は 年 齢 、 及 び 他 の 病 気 の 有 無 な ど か ら で あ る 。 さ ら に 、
タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 を 治 療 的 有 効 量 を 用 い た 患 者 に は 、 治 療 が 一 回 で
済 む こ と も あ る が 、 好 ま し く は 一 連 の 治 療 が 行 わ れ る の が よ い 。  
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ９ 】
材 料 と 方 法  
材 料  
　 ヒ ト 組 み 替 え ア ン チ ト ロ ン ビ ン (ATIII)は 、 GTC バ イ オ セ ラ ピ ュ ー テ ィ ッ ク （ Biotherap
eutics）  (フ レ ー ミ ン グ ハ ム 、 マ サ チ ュ セ ッ ツ 州 )か ら 提 供 さ れ た 。 組 み 換 え ヘ パ リ ン は
第 一 製 薬 株 式 会 社 (東 京 、 日 本 )か ら 購 入 し た 。 他 の 全 て の 試 薬 は 解 析 用 の 等 級 を 持 つ も の
で あ る 。  
動 物 の 調 製
　 本 文 中 に 報 告 さ れ て い る 実 験 は 、 テ キ サ ス 大 学 医 学 部 の 動 物 実 験 委 員 会 に よ り 認 可 さ れ
た 。 全 て の 動 物 は 、 米 国 生 理 学 会 と 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 に よ り 制 定 さ れ た 指 針 に 従 っ て 扱
わ れ た 。 前 述 し た よ う に 、 実 験 の た め に 24匹 の 雌 ヒ ツ ジ を ハ ロ セ イ ン 麻 酔 下 で 外 科 的 に 調
製 し た 。 基 準 と な る 心 血 管 の デ ー タ を 測 定 し た 後 、 前 述 し た よ う に 、 ヒ ツ ジ は 煙 吸 入 及 び
細 菌 の 点 滴 注 入 に よ り 障 害 を 併 せ て 受 け た 。 こ の 動 物 モ デ ル は 重 篤 な 急 性 肺 障 害 、 及 び ヒ
ト 敗 血 症 で 見 ら れ る 非 常 に 動 的 な 心 血 管 の 反 応 を 示 し た 。  
　 簡 潔 に 述 べ る と 、 ワ タ を 用 い て 煙 を 吸 入 さ せ た  (12呼 吸 を 4回 、  <40 ℃ )後 、 気 管 内 に P
. aeruginosa (5 x109 /kg)を 点 滴 注 入 し た 。 煙 吸 入 と 細 菌 の 点 滴 注 入 の 後 、 動 物 を 4つ の
治 療 群 に 無 作 為 に 分 け た 。 す な わ ち 、 ATIIIと ヘ パ リ ン を 噴 霧 し た 群 ; ATIIIを 噴 霧 し た 群
、 ヘ パ リ ン を 噴 霧 し た 群 、 及 び 対 照 の 生 理 食 生 理 食 塩 水 を 噴 霧 し た 群 で あ る 。 全 て の 動 物
は 、 24時 間 に 渡 る 実 験 の 間 、 100%の 酸 素 で 機 械 的 に 換 気 さ れ た (一 回 呼 吸 気 量 12-15ml/kg
、 30呼 吸 /分 、 PEEP 7.5cmH 2 0)。 一 回 呼 吸 気 量 は 、 PaCO 2 が 正 常 に 維 持 で き る よ う 調 製 さ れ
た 。 赤 血 球 容 積 率 （ ヘ マ ト ク リ ッ ト 値 ） が 上 昇 す る の を 防 ぐ た め に 、 リ ン ガ ー 乳 酸 液 が 十
分 量 注 入 さ れ た 。 最 初 は 2ml/kg/hの リ ン ガ ー 乳 酸 が 注 入 し 、 赤 血 球 容 積 率 （ ヘ マ ト ク リ ッ
ト 値 ） の レ ベ ル を 基 に し て 最 大 10 ml/kg/hま で 注 入 量 を 調 整 し た 。 動 物 の 体 重 (kg)は 、 個
体 間 で 大 き な 違 い は な か っ た 。  
治 療  
　 ヒ ト 組 み 換 え ア ン チ ト ロ ン ビ ン （ rhAT） と 組 み 換 え ヘ パ リ ン は 蒸 留 水 の 中 で 溶 解 し た 。
次 に 、 ATIII/ヘ パ リ ン 溶 液 を 生 理 食 生 理 食 塩 水 と 混 合 し 、 ATIIIと ヘ パ リ ン を 含 む 混 合 溶
液 を 4時 間 毎 に 動 物 に 噴 霧 し た 。 同 様 に 、 対 照 の 群 も 15 mlの 生 理 食 生 理 食 塩 水 を 噴 霧 さ れ
た 。 溶 液 は 、 前 述 し た よ う に 、 気 管 気 管 支 樹 に つ な が っ た 超 音 波 ネ ブ ラ イ ザ ー (ウ ル ト ラ
（ Ultra） -Neb99、 デ ビ ル ビ ス 株 式 会 社 、 サ マ セ ッ ト 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 )に よ り 噴 霧 状 に
さ れ た 。 ネ ブ ラ イ ザ ー か ら 出 る 粒 子 の 直 径 は 4ミ ク ロ ン 以 下 で あ る と 報 告 さ れ て い る 。 噴
霧 療 法 は 障 害 を 与 え て か ら 1時 間 後 に 始 め 、 そ れ 以 後 は 4時 間 置 き に 噴 霧 し た 。  
血 漿 中 NO 2 /NO 3  (NO x )の 測 定  
　 前 述 し た よ う に 、 血 漿 中 の NO x  (一 酸 化 窒 素 代 謝 産 物 全 体 の 量 )の 濃 度 を 化 学 ル ミ ネ セ ン
ス NO 解 析 器  (ア ン テ ッ ク 社 、 7020型 )を 用 い て 測 定 し た 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
血 液 培 養 と 凝 固 要 因  
　 菌 血 症 の 試 験 の た め に 、 動 脈 血 を 培 養 し た (セ プ テ ィ チ ェ ッ ク （ Septi-check） 法 、 ベ ク
ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 、 ス パ ー ク ス 、 メ リ ー ラ ン ド 州 )。 ヘ パ リ ン で 凝 血 防 止 さ れ た 血 の
標 本 は 、 障 害 前 、 及 び 障 害 の 3、 6、 24時 間 後 に 大 腿 動 脈 の カ テ ー テ ル か ら 注 意 深 く 回 収 さ
れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 活 性 凝 固 時 間 を 、 障 害 前 、 障 害 の 12時 間 及 び 24時 間 後 に ヘ モ ク ロ ン 801型  (イ ン タ ー ナ
シ ョ ナ ル ・ テ ク ニ ダ イ ン （ International Technidyne） 株 式 会 社 、 エ ド ソ ン 、 ニ ュ ー ジ ャ
ー ジ ー 州 )を 用 い て 追 跡 し た . 
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン の 試 験 の た め に 、 障 害 前 、 及 び 障 害 の 6、 24時 間 後 に ク エ ン 酸 血 漿 を
集 め た 。 ア ン チ ト ロ ン ビ ン の 活 性 は 、 色 素 生 成 性 の 基 質  (S-2765、 ダ イ ア グ ノ ス テ ィ カ ・
ス タ ゴ （ Diagnostica Stago） 社 、 パ ー シ ッ パ ニ ー 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 )を 用 い て 測 定 し
た 。 デ ー タ は 正 常 な 血 漿 の 標 準 レ ベ ル に 対 す る 百 分 率 で 表 さ れ た 。  
気 道 圧
　 最 大 気 道 圧 と プ ラ ト ー 気 道 圧 は 、 ベ ン チ レ ー タ ー  (サ ー ボ ベ ン チ レ ー タ ー 900C、 ジ ー メ
ン ス エ レ マ 、 ス ウ ェ ー デ ン )を 用 い て 追 跡 し た 。 最 大 気 道 圧 は 気 道 抵 抗 と コ ン プ ラ イ ア ン
ス の 総 和 を 反 映 し 、 プ ラ ト ー 気 道 圧 は 主 に 気 道 コ ン プ ラ イ ア ン ス を 反 映 す る の で 、 我 々 は
、 最 大 気 道 圧 か ら プ ラ ト ー 気 道 圧 を 引 い た (D気 道 圧 )。 従 っ て 、 D気 道 圧 は 気 道 抵 抗 の 指 標
と な る 。  
統 計 学 的 解 析
　 解 析 を 行 う た め に 、 統 計 学 の ソ フ ト ウ ェ ア 、 ス タ ッ ト ビ ュ ー  5.0 (SAS イ ン ス テ ィ チ ュ
ー ト （ Institute） 社 、 ケ ア リ ー 、 ノ ー ス カ ル フ ォ ル ニ ア 州 )を 使 用 し た 。 デ ー タ は 平 均 値
± 標 準 誤 差 と し て 表 し た 。 群 間 の デ ー タ を 比 較 す る た め に 、 テ ュ ー キ ー の 多 重 比 較 と 共 に
反 復 測 定 の 分 散 分 析 (ANOVA) ま た は ANOVAを 用 い た 。 そ こ で は 、 非 対 の デ ー タ を 比 較 す る
ス チ ュ ー デ ン ト ・ ニ ュ ー マ ン ・ ケ ウ ル ス （ Student Newman-Keuls） 検 定 を 用 い て 、 各 時 点
に お け る 適 切 な 群 内 の 比 較 検 定 が 行 わ れ た 。 組 織 学 的 研 究 に お い て は 、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ
ク な マ ン ホ ッ ト ニ ー U検 定 が 行 わ れ た 。 p値 が 0.05以 下 の 場 合 、 統 計 学 的 に 有 意 で あ る と 考
え ら れ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
合 組 成 物 の た め の 方 法
　 長 期 の 実 験 の た め に 、 雌 ヒ ツ ジ が 外 科 的 に 調 製 さ れ た 。 回 復 後 、 ケ タ ミ ン /ハ ロ セ イ ン
に よ る 麻 酔 下 で 、 気 管 開 口 術 が 行 わ れ 、 熱 傷  (全 表 面 積 の 40%、 3度 ) 及 び 吸 入 に よ る 障 害
 (ワ タ に よ る 煙 吸 入 )が 負 わ せ ら れ た 。 ヒ ツ ジ は 、  4 ml/kg/24時 間 の リ ン ガ ー 乳 酸 を 与 え
ら れ 、 強 制 的 に 換 気 さ れ た 。 ヒ ツ ジ は 5つ の 群 に 分 け ら れ た : 1) 障 害 な し 、 治 療 な し (偽
処 置 、 n=6); 障 害 あ り 、 か つ 以 下 の も の に よ る 噴 霧 治 療 2) 生 理 食 塩 水  (生 理 食 塩 水 、  n=
6)、 3) ヘ パ リ ン (Hep、 n=5)、 4) ア ン チ ト ロ ン ビ ン  (AT、 n=5)、 及 び 5) hep+AT (n=5)で
あ る 。 生 理 食 塩 水 、 ヘ パ リ ン (10,000u)、 及 び ア ン チ ト ロ ン ビ ン (290u)が 障 害 を 負 っ た 2時
間 後 か ら 4時 間 お き に 噴 霧 さ れ た 。 実 験 は 48時 間 続 け ら れ た 。  
結 果 と 結 論  
　 偽 処 置 群 の 動 物 で は 心 肺 の 変 動 は 安 定 し て い た 。 生 理 食 塩 水 の 群 で は 、 急 性 肺 障 害 の 顕
著 な 兆 候 が 示 さ れ 、 こ れ は ガ ス 交 換 の 衰 え [PaO 2 /Fi0 2 、 肺 内 シ ャ ン ト  (Qs/Qt)]と 気 道 圧
が 上 昇 し て い る 肺 リ ン パ 管 の 増 加 か ら 明 ら か で あ っ た 。 後 の ヘ パ リ ン ま た は ア ン チ ト ロ ン
ビ ン 単 独 に よ る 治 療 で は 、 こ れ ら の 変 化 に 対 す る 目 立 つ 効 果 は 見 ら れ な か っ た 。 し か し 、
ヘ パ リ ン と ア ン チ ト ロ ン ビ ン を 組 み 合 わ せ た 治 療 で は こ れ ら の 変 化 が 回 復 し た 。 生 理 食 塩
水 を 噴 霧 さ れ た ヒ ツ ジ で は 、 細 気 管 支 肺 法 洗 浄 液 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン の 濃 度 が 減 少 し て い
た 。 以 上 を 考 慮 す る と 、 結 果 は 、 合 組 成 物 の 投 与 が フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト の 停 留 を 防 ぎ 気 道
閉 塞 を 軽 減 す る こ と に よ り 、 熱 傷 と 煙 吸 入 障 害 を 併 せ 持 つ ヒ ツ ジ に お い て 気 道 浄 化 、 ま た
は 肺 機 能 の 回 復 を も た ら し て い る こ と を 示 し て い る 。 ア ン チ ト ロ ン ビ ン と ヘ パ リ ン は 、 混
合 物 と し て エ ア ロ ゾ ル 化 さ れ る と よ り 強 い 効 果 を 発 揮 す る 。 以 下 の 表 1を 参 照 。  
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
結 果  
　 生 理 食 塩 水 で 治 療 さ れ た 群 、 ATIIIで 治 療 さ れ た 群 、 及 び ヘ パ リ ン で 治 療 さ れ た 群 の 一
酸 化 炭 素 ヘ モ グ ロ ビ ン の 最 大 値 (%)か ら 、 全 て の 群 が ほ と ん ど 同 量 の 煙 を 吸 入 し て い た こ
と が 示 唆 さ れ る 。 こ の 24時 間 に 渡 る 実 験 中 に 死 亡 し た 動 物 は い な か っ た 。  
血 液 培 養
　 方 法 の 段 落 で 述 べ た よ う に 、 実 験 期 間 中 、 動 脈 血 の 標 本 を 、 細 菌 培 養 の た め に 数 回 注 意
深 く 回 収 し た 。 P. aeruginosaは 、 障 害 前 の 標 本 全 て で 陰 性 だ っ た 。 こ の 24時 間 に 渡 る 実
験 の 間 、 対 照 の 生 理 食 塩 水 で 治 療 し た 群 の 33% (3/10)で P. aeruginosaが 検 出 さ れ た が 、 A
TIII 及 び ヘ パ リ ン の 群 で は 共 に 検 出 さ れ な か っ た 。 ATIIIと ヘ パ リ ン で 治 療 さ れ た 群 に お
い て も 検 出 率 は 低 か っ た が 、 生 理 食 塩 水 で 治 療 さ れ た 群 と の 統 計 学 的 差 異 は 認 め ら れ な か
っ た 。  
肺 の ガ ス 交 換  
　 全 て の 群 に お い て 、 障 害 の 後 急 に Pa0 2 /FiO 2  (P/F)比 が 著 し く 減 少 し た 。 し か し 、 rhAT
を 噴 霧 さ れ た 群 と ヘ パ リ ン を 噴 霧 さ れ た 群 で は 、 そ の 減 少 の 程 度 は 非 常 に 少 な か っ た (図
、 1 A)。 ATIIIと ヘ パ リ ン に よ る ガ ス 交 換 の 減 衰 は ほ ぼ 同 じ 程 度 だ っ た  (図 、 1A)。 肺 内 シ
ャ ン ト フ ラ ク シ ョ ン は 、 障 害 後 著 し く 増 加 し た が 、 ATIIIま た は ヘ パ リ ン を 噴 霧 さ れ た 群
で は 、 そ の 増 加 の 程 度 は 非 常 に す く な か っ た (図 、 1 B)。  
気 道 圧  
　 実 験 期 間 中 、 最 大 気 道 圧 と プ ラ ト ー 気 道 圧 を ベ ン チ レ ー タ ー を 用 い て 追 跡 し た 。 気 道 抵
抗 を 解 析 す る た め に 、 デ ル タ 気 道 圧 (= [最 大 気 道 圧 ]- [プ ラ ト ー 気 道 圧 ] )を 計 算 し た 。
対 照 で あ る 生 理 食 塩 水 で 治 療 し た 群 で は 、 デ ル タ 気 道 圧 が 徐 々 に 増 加 し た 。 ATIIIで 治 療
し た 群 と ヘ パ リ ン で 治 療 し た 群 で は 、 デ ル タ 気 道 圧 は 増 加 し な か っ た 。 し か し 群 間 に お け
る 統 計 学 的 差 異 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
肺 の 組 織 病 理 学  
　 煙 と 細 菌 に よ る 障 害 か ら 24時 間 後 、 障 害 を 受 け た ヒ ツ ジ の 肺 で 顕 著 な 炎 症 反 応 が 見 受 け
ら れ 、 こ れ は 間 質 及 び 気 腔 に お け る 細 胞 浸 潤 を 特 徴 と し た 。 こ の 浸 潤 は 主 に 好 中 球 か ら 構
成 さ れ て い た 。 間 質 性 水 腫 、 血 管 う っ 血 、 及 び 出 血 も ま た 観 察 さ れ た 。 う っ 血 、 水 腫 、 炎
症 、 及 び 出 血 の 重 症 度 と 範 囲 を 基 に し た 組 織 学 的 評 点 は 、 煙 と 細 菌 を 処 置 さ れ た 後 に 著 し
く 高 く な っ て い た 。 偽 障 害 、 偽 処 置 を 施 さ れ た 偽 処 置 動 物  (n=7)で は 、 個 々 の 全 て の 組 織
病 理 学 的 評 点 は 1.0 ま た は そ れ 以 下 で あ っ た 。  
　 ヘ パ リ ン 単 独 で は 、 対 照 の 生 理 食 塩 水 と ほ と ん ど 同 じ 評 点 を 示 し た 。 興 味 深 い こ と に 、
ATIIIで 治 療 さ れ た 群 、 及 び ヘ パ リ ン で 治 療 さ れ た 群 で は 共 に 、 出 血 の 評 点 は 高 い と い う
よ り む し ろ 低 く な っ て い た 。 全 体 の 組 織 学 的 評 点 を 計 算 し た 。 う っ 血 、 水 腫 、 炎 症 、 及 び
出 血 の 各 々 に 対 し 0(正 常 )か ら 4 (強 い )ま で 評 点 を つ け た の で 、 全 組 織 学 的 評 点 の 最 大 値
は 16と な る 。 ATIIIで 治 療 さ れ た 群 で は 、 著 し く 低 い 評 点 を 示 し た 。 対 照 的 に 、 ヘ パ リ ン
の 噴 霧 で は 全 組 織 学 的 評 点 は 全 く 減 少 し な か っ た 。 偽 障 害 を 受 け た 偽 処 置 群 (n=7)で は 3.3
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± 7で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 中 球 、 剥 が れ た 気 管 支 上 皮 細 胞 、 粘 液 、 及 び フ ィ ブ リ ン の 浸 潤 物 に よ り 、 気 管 支 と 細
気 管 支 が 閉 塞 さ れ た 。 生 理 食 塩 水 で 治 療 さ れ た 群 で は 、 気 管 支 と 細 気 管 支 レ ベ ル で 共 に 横
断 面 積 の 30%以 上 を 占 め る 気 道 閉 塞 が 認 め ら れ た 。 ATIIIの 噴 霧 療 法 は 、 気 管 支 レ ベ ル で 気
道 閉 塞 を 著 し く 阻 害 し た 。  ヘ パ リ ン は 、 気 管 支 と 細 気 管 支 レ ベ ル で 気 道 閉 塞 を 著 し く 阻
害 し た 。 　
肺 乾 湿 重 量 比  
　 偽 障 害 の デ ー タ (乾 湿 重 量 比 =3.70± 0.17、 n=7) と 比 較 す る と 、 肺 乾 湿 重 量 比 は 、 煙 吸
入 と 続 く 細 菌 の 点 滴 注 入 の 24時 間 後 に 著 し く 増 加 し た 。 こ の 増 加 は 、 ATIIIの 噴 霧 療 法 で
著 し く 減 衰 し た が 、 ヘ パ リ ン 単 独 の 噴 霧 療 法 で は 減 衰 し な か っ た 。  
硝 酸 /亜 硝 酸 性 窒 素 (NOx)レ ベ ル の 変 化
　 血 漿 中 の NOxレ ベ ル は 、 障 害 後 、 基 準 レ ベ ル の 2－ 3倍 ま で 増 加 し た 。 ATIII の 群 は 、 最
初 の 3時 間 に 同 様 の 増 加 を 示 し た が 、 そ の 後 は 24時 間 後 ま で 著 し く 低 下 し た  (図 、 6)。 ヘ
パ リ ン の 群 は 、 6－ 15時 間 の 間 は 低 い NOxレ ベ ル の よ う に 見 え た が 、 そ の 後 生 理 食 塩 水 で 治
療 し た 群 と 同 程 度 ま で 増 加 し た 。 ヘ パ リ ン で 治 療 し た 群 と 生 理 食 塩 水 で 治 療 し た 群 の 間 に
統 計 学 的 差 異 は な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
血 球 数 と 凝 固 要 因  
　 白 血 球 と 血 小 板 数 の 基 準 値 は 、 群 間 で 違 わ な か っ た 。 白 血 球 の 数 は 、 障 害 の 24時 間 後 に
著 し く 落 ち 込 ん だ 。  
考 察  
　 気 道 に お け る フ ィ ブ リ ン 形 成 は 、 急 性 /慢 性 の 肺 障 害 に み ら れ る 顕 著 な 特 徴 と し て 知 ら
れ て い る 。 敗 血 症 に お い て は 、 血 管 の 透 過 性 が 亢 進 し 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 含 む 血 漿 が サ
イ ト カ イ ン の 刺 激 に よ り 組 織 因 子 が 発 現 し て い る 気 道 中 に 滲 み 出 る 。 そ の た め 、 フ ィ ブ リ
ノ ー ゲ ン は 容 易 に 気 道 中 で ク ロ ッ ト を 形 成 す る 。 気 道 に お け る フ ィ ブ リ ン 形 成 は 、 二 つ の
方 法 で 肺 障 害 を 引 き 起 こ す 。 ま ず 、 気 道 の 一 部 を 塞 ぎ ガ ス 交 換 を 阻 害 す る 。 ２ 番 目 に 、 フ
ィ ブ リ ン は 表 面 活 性 物 質 の 活 性 を 阻 害 し 肺 拡 張 不 全 を 引 き 起 こ す 。 患 者 ま た は 動 物 が 機 械
的 に 換 気 さ れ て い る 時 、 気 道 閉 塞 も ま た ベ ン チ レ ー タ ー 誘 導 性 の 肺 障 害 を 引 き 起 こ す 。 ま
た 、 肺 の 換 気 さ れ て い る 部 分 が 過 度 に 引 き 延 ば さ れ る こ と に よ り 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 8な
ど の ケ モ カ イ ン が 誘 導 さ れ る 。  
　 我 々 は 、 ヘ パ リ ン の 噴 霧 療 法 が 、 気 道 閉 塞 の 防 止 と ガ ス 交 換 の 回 復 に 有 効 で あ る こ と を
示 し た 。 我 々 は 、 ヘ パ リ ン の 噴 霧 療 法 に よ り 、 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト の 形 成 が 妨 げ ら れ 急 性
肺 障 害 が 減 衰 す る こ と を 確 定 し た 。 し か し な が ら 、 ヘ パ リ ン の 抗 凝 固 能 は ア ン チ ト ロ ン ビ
ン に 依 存 し て い た 。 本 発 明 で は 、 煙 吸 入 、 肺 障 害 、 及 び 肺 炎 を 実 験 動 物 体 内 で 引 き 起 こ し
、 同 じ 障 害 ま た は 病 状 を 持 つ ヒ ト 体 内 で 生 じ て い る こ と を 動 物 体 内 で 模 倣 さ せ た 。 こ の モ
デ ル に お い て 、 血 漿 中 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン 活 性 を 測 定 し 比 較 し た 。  
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 障 害 後 血 漿 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン 活 性 の 基 準 値 は 、 徐 々
に 低 下 し 、 24時 間 後 に お よ そ 50 %ま で 低 下 し た 。 同 様 の 現 象 が 、 熱 傷 ま た は 敗 血 症 の 患 者
で 報 告 さ れ て い る 。 こ の よ う な 状 態 で は 、 ヘ パ リ ン の 効 果 は 見 ら れ な い 。 即 時 請 求 で は 、
我 々 は 、 ATIIIの 注 入 が 肺 障 害 を 治 療 す る 際 に 有 効 で あ っ た こ と を 示 し た 。 こ の 静 脈 内 投
与 の 実 験 に 基 づ き 、 少 量 の ATIIIの 気 道 内 噴 霧 が 静 脈 内 投 与 と 同 様 の 効 果 を 示 し 得 る こ と
が 確 定 し た 。 こ れ が 、 本 実 験 を 計 画 し た 理 由 で あ る 。 ま た 、 我 々 は 、 投 与 し た エ ア ロ ゾ ル
化 ATIIIの 量 （ モ ル ） を 計 算 し 、 同 等 の 抗 ト ロ ン ビ ン 能 を 持 つ ヘ パ リ ン の 効 果 を 試 験 し た
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ア ン チ ト ロ ン ビ ン は 、 主 要 な 生 理 学 的 抗 凝 固 薬 の 一 つ で あ る 。 ト ロ ン ビ ン 、 凝 固 第 Xa因
子 、 凝 固 第 XIa因 子 、 凝 固 第 XIIa因 子 、 及 び 凝 固 第 IXa因 子 と い っ た 様 々 な 凝 固 因 子 を 阻 害
す る 上 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン に は 、 炎 症 を 抑 え る 態 様 も あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 様 々 な 動
物 と 臨 床 実 験 か ら 、 静 脈 内 投 与 さ れ た ア ン チ ト ロ ン ビ ン が 、 敗 血 症 、 エ ン ド ト キ シ ン シ ョ
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ッ ク 、 腎 臓 に お け る 虚 血 再 潅 流 障 害 、 及 び 熱 傷 に 有 益 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 現 在 、 こ の
働 き の ２ つ の 機 構 が 次 の よ う に 考 え ら れ て い る 。 ま ず 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン は 、 内 皮 細 胞 か
ら の プ ロ ス タ サ イ ク リ ン の 放 出 を 促 進 す る 。 プ ロ ス タ サ イ ク リ ン は 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 、
接 着 分 子 の 発 現 、 及 び 血 小 板 の 凝 集 を 阻 害 す る た め 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン は 、 プ ロ ス タ サ イ
ク リ ン を 介 し て 間 接 的 に 炎 症 反 応 を 阻 害 す る 。 ２ 番 目 に 、 シ ン デ カ ン － 4と 呼 ば れ る ア ン
チ ト ロ ン ビ ン 受 容 体 が 最 近 発 見 さ れ た 。 ひ と た び ア ン チ ト ロ ン ビ ン が シ ン デ カ ン － 4に 結
合 す る と 、 核 因 子 κ -Bの 移 動 を 阻 害 し 、 白 血 球 と 内 皮 細 胞 に お け る 炎 症 シ グ ナ ル の 伝 達 を
阻 害 す る 。 従 っ て 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン は NF-κ - Bの 活 性 を 阻 害 す る こ と に よ り 炎 症 過 程 に
直 接 的 な 変 化 を 及 ぼ す 。  
　 ヘ パ リ ン は ト ロ ン ビ ン 活 性 を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 そ の 特 異 性 は 非 常 に 高 い
。 ア ン チ ト ロ ン ビ ン と 比 べ て 、 ヘ パ リ ン は 非 常 に 小 さ い 分 子 で あ り (分 子 量 は 527 Da)、 直
接 ト ロ ン ビ ン を 阻 害 す る 。 ヘ パ リ ン に 抗 炎 症 効 果 が あ る こ と を 示 す 報 告 は ほ と ん ど な い 。
我 々 は 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン と ヘ パ リ ン 間 の こ れ ら の 相 違 は 、 吸 入 に よ る 障 害 に 対 す る 異 な
る 効 果 を 示 し て い る の か も し れ な い と 考 え た 。 本 実 験 で は 、 ATIIIと ヘ パ リ ン の 両 者 は 、
煙 吸 入 と 肺 炎 が も た ら す 気 道 閉 塞 を ほ ぼ 同 程 度 ま で 阻 害 し た 、 表 1参 照 。 結 果 と し て 、 ATI
IIと ヘ パ リ ン の 両 者 に よ り 肺 の ガ ス 交 換 が 減 衰 し た 。 こ れ ら は 混 合 し て 用 い ら れ れ ば 気 道
閉 塞 に 関 し て 相 乗 効 果 を 示 し 、 ヘ パ リ ン は 円 柱 形 成 を 防 ぐ 上 で rhATよ り も 強 い 効 果 を 発 揮
す る 。 ヘ パ リ ン は ATIIIよ り 小 さ く 、 非 タ ン パ ク 性 物 質 な の で 、 取 り 込 ま れ 易 い の か も し
れ な い 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 組 織 病 理 学 的 解 析 か ら 判 明 し た と こ ろ に よ る と 、 ATIII
に よ っ て 組 織 構 造 の 変 化 は 回 復 す る が 、 ヘ パ リ ン で は 回 復 し な か っ た 。 こ の 結 果 と 一 致 し
て 、 ATIIIの 噴 霧 療 法 に よ っ て 肺 乾 湿 重 量 比 は 回 復 し た が ヘ パ リ ン の 噴 霧 で は 回 復 し な か
っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 我 々 は 、 ATIIIと ヘ パ リ ン 両 者 の 抗 凝 固 能 に よ り 気 道 の フ ィ ブ
リ ン 形 成 と ガ ス 交 換 の 減 衰 が 阻 害 さ れ た と 推 測 し た 。 そ れ に 加 え て 、 ATIIIは 抗 炎 症 活 性
を 持 っ て お り 、 肺 の 炎 症 と そ れ に 続 く 肺 の 水 腫 形 成 を 防 止 す る 。 ATIIIで 治 療 し た 群 は 、
ヘ パ リ ン で 治 療 し た 群 と 比 べ て 白 血 球 数 が そ れ ほ ど 急 激 に 減 少 せ ず 、 こ れ も ま た ATIIIが
炎 症 反 応 を 阻 害 す る こ と を 示 唆 し て い る 。  
　 ATIIIと ヘ パ リ ン の 両 者 が 敗 血 症 の 発 病 率 も ま た 低 下 さ せ る こ と は 、 本 発 明 の 一 部 で あ
る 。 気 道 が 閉 塞 さ れ て い る 時 は 、 細 菌 の 浄 化 が 妨 げ ら れ 、 換 気 さ れ な い 閉 鎖 部 位 は 細 菌 の
温 床 と な り や す い 。 従 っ て 、 気 道 閉 塞 の 阻 害 が 、 ガ ス 交 換 の み で な く 細 菌 の 全 身 へ の 侵 入
と 敗 血 症 に も 有 益 で あ る と 考 え ら れ る 。  
　 一 酸 化 窒 素 物 (NO)形 成 の 指 標 で あ る 血 漿 中 の NOxの 増 加 は 、 エ ア ロ ゾ ル 化 rhATに よ り 著
し く 抑 制 さ れ る 。 NOは 、 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 （ nitric oxide synthase： NOS） の 3種 類 の
ア イ ソ フ ォ ー ム か ら 合 成 さ れ る 。 内 皮 NOS(eNOS)と 神 経 NOS(nNOS)は 構 成 的 な NOS(cNOS)と
し て 知 ら れ 、 全 て の 細 胞 で 発 現 し て い る 。 3番 目 の ア イ ソ フ ォ ー ム は 、  誘 導 性  NOS (iNOS
)と 呼 ば れ て い る 。 I NOSは 、 組 織 壊 死 因 子 -α と い っ た 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に よ り 誘 導 さ
れ る 。 本 実 験 で は 、 ATIIIは 特 に 後 半 12時 間 に NOの 形 成 を 阻 害 し た が 、 最 初 の 12時 間 に は
阻 害 し な か っ た 。 こ れ は ATIIIが iNOSの 発 現 を 阻 害 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 我 々 は
、 肺 胞 の マ ク ロ フ ァ ー ジ だ け で な く 肺 胞 の 上 皮 細 胞 も iNOSを 発 現 す る こ と を 示 し た 。 ア ン
チ ト ロ ン ビ ン は NFκ Bの 活 性 を 阻 害 す る こ と が 報 告 さ れ て い る の で 、 我 々 は 、 噴 霧 さ れ た A
TIIIが 気 道 上 皮 細 胞 に お け る iNOSの 発 現 を 阻 害 し て い る と 考 え た 。  
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ATIIIの 全 体 量 が 、 以 前 の 静 脈 内 投 与 実 験 で 定 め ら れ た 量 の 半 分 で あ っ た と し て も (Mura
kami (2001) AM. J. RESP. CRIT. CARE MED. 163: A553参 照 )、 結 果 は 静 脈 内 へ の 点 滴 注
入 よ り も 効 果 的 で あ っ た 。 有 害 作 用 は 観 察 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 エ ア ロ ゾ ル 化 ATIIIは
、 ヒ ツ ジ に お け る 煙 吸 入 及 び 肺 炎 に 伴 う 敗 血 性 急 性 肺 障 害 に 有 益 で あ る 。  
　 こ の 発 明 の 多 く の 実 施 形 態 を 記 述 し て き た 。 そ れ に も 関 わ ら ず 、 こ の 発 明 の 意 図 と 視 野
の 範 囲 内 で 様 々 な 改 変 が な さ れ 得 る こ と は 容 易 に 理 解 で き る 。 ゆ え に 、 以 下 の 請 求 の 範 囲
の 中 に は 他 の 実 施 形 態 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 関 す る 本 発 明 の 方 法 に よ る と 、 体 細 胞 核 移 植 に 適 し た ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク の 初 代 細 胞 株 (ヤ ギ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ま た は 任 意 の ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動
物 い ず れ か 由 来 )は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 核 酸 の 構 築 物 (例 え ば 、 ヒ ト α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン
－ β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン タ ン パ ク 質 を 乳 腺 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る よ う な 乳 腺 特 異 的 ト ラ ン
ス ジ ー ン )を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。  ト ラ ン ス ジ ー ン の 構 築 物
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は 、 選 別 マ ー カ ー (ネ オ マ イ シ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン
、 ゼ オ シ ン 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 ま た は 他 の 任 意 の 選 別 可 能 な マ ー カ ー な ど )を 含 む か 、
ま た は 培 養 細 胞 中 で 選 別 マ ー カ ー を 発 現 で き る 構 築 物 と 共 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。  
　 こ の 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 制 御 配 列 に 機 能 発 揮 で き る よ う に
連 結 さ れ た 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー の 多 く が 市 販 品
を 利 用 す る こ と が で き 、 他 に も 適 切 な ベ ク タ ー が 当 業 者 に よ り 容 易 に 調 製 可 能 で あ る 。 「
機 能 発 揮 で き る よ う に 連 結 さ れ て い る 」 ま た は 「 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 」 と は 、 宿 主 生
物 内 で 核 酸 配 列 が 発 現 で き る よ う な 様 式 で 、 核 酸 分 子 が 制 御 配 列 に つ な が れ て い る こ と を
意 味 す る 。 制 御 配 列 は 当 該 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド ま た
は タ ン パ ク 質 を 生 成 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 ゆ え に 、 「 制 御 配 列 」 と い う 用 語 に は 、 プ ロ
モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 及 び Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZY
MOLOGY 185, (ア カ デ ミ ッ ク 出 版 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 (1990))に 記 載 さ れ て
い る 他 の 発 現 制 御 配 列 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 来 の 制 御 配 列 、 ま た は 形 質 転 換 さ れ た 宿 主
細 胞 中 に 存 在 す る 制 御 配 列 を 使 用 す る こ と が で き る 。  
　 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 が 、 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 の 種 類 、 及 び /ま た は 発 現 さ せ た い タ
ン パ ク 質 タ イ プ の よ う な 要 素 に 依 存 す る こ と が あ る こ と は 容 易 に 理 解 で き る 。 例 え ば 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 を 、 原 核 細 胞 、 真 核 細 胞
、 ま た は 両 方 に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー に つ な げ る こ と で 生 成 さ れ る  (研 究 室 マ ニ ュ ア ル 、 第
二 版 、 編 集 、 Sambrook et al. (コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー （ Cold 
Spring Harbor Laboratory） 出 版 、 1989) 16と 17章 )) 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 も と め る 核 酸 構 築 物 の 組 み 換 え 体 で あ る コ ロ ニ ー を 選 別 し た 後 、 細 胞 を 単 離 、 増 殖 さ せ
る 。 同 時 に 既 知 の 手 法 に 従 っ て 、 半 量 を 長 期 保 存 の た め に 冷 凍 し た 。 選 別 さ れ た ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 系 統 は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の 手 法 (PCR、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 FISH)
を 用 い て 性 質 を 調 べ る こ と が で き る 。 目 的 の 二 元 機 能 性 タ ン パ ク 質 の 核 酸 構 築 物 は 、 適 切
な コ ピ ー 数 と 通 常 一 つ の 挿 入 サ イ ト  (同 じ 技 術 が 複 数 の 挿 入 サ イ ト に 使 用 さ れ 得 る こ と も
考 え ら れ る が )を 持 ち 、 こ の 核 酸 構 築 物 を 含 む 細 胞 系 統 は 、 当 業 者 に 知 ら れ る 体 細 胞 核 移
植 の プ ロ ト コ ル に お い て 核 体 ド ナ ー と し て 用 い ら れ る 。 核 移 植 、 受 容 動 物 へ の 胚 の 移 植 、
妊 娠 を 経 て 、 生 き た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 子 孫 が 得 ら れ る 。 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 子
孫 は 通 常 、 特 定 の 染 色 体 の 一 カ 所 だ け に ト ラ ン ス ジ ー ン が 挿 入 さ れ て お り 、 他 方 の 相 同 染
色 体 の 同 じ 箇 所 に 挿 入 は な い 。 従 っ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 子 は ト ラ ン ス ジ ー ン を ヘ テ
ロ で 持 っ て お り 、 ホ モ 接 合 体 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 出 す る た め に は 少 な く と も 連
続 し た 2世 代 の 育 種 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
生 体 液 か ら の ATlIIタ ン パ ク 質 の 精 製  
　 発 明 の ATIIIタ ン パ ク 質 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と い っ た 標 準 的 な タ ン パ
ク 質 精 製 技 術 (す な わ ち 、  Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, 
John Wiley & Sons, New York, NY, 1998; ま た  Lubon et al. , UNITED STATES PATENT:
 5,831, 141参 照 )、 ま た は タ ン パ ク 質 精 製 に 習 熟 し た 当 業 者 に 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用
い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 の 生 体 液 か ら 精 製 さ れ 得 る 。 単 離 し た 後 は 、 す な わ ち 高 速
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC;す な わ ち 、  Fisher, LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMI
STRY AND MOLECULAR BIOLOGY, Work と Burdon編 、 エ ル ゼ ビ ア 、 1980参 照 )、 及 び /ま た は
十 字 流 ろ 過 を 用 い て 、 必 要 な ら ば ATIIIタ ン パ ク 質 を さ ら に 精 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
精 製 し た 後 は 、 ATIII タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も 純 度 80%、 好 ま し く は 純 度 90%、 よ り 好 ま
し く は 純 度 95%、 さ ら に よ り 好 ま し く は 純 度 99%で あ る の が よ い 。  
動 物 の プ ロ モ ー タ ー  
　 哺 乳 類 の 組 織 中 で ATIIIを 発 現 さ せ る た め に 有 用 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 ATIIIを 乳 汁
中 に 分 泌 さ せ る プ ロ モ ー タ ー な ら ば ど れ で も 利 用 で き る が 、 乳 汁 タ ン パ ク 質 と い っ た 哺 乳
類 特 異 的 な ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 本 来 促 進 す る よ う な プ ロ モ ー タ ー が 在 る 。 こ れ に は 、 す
な わ ち 、 乳 性 酸 性 タ ン パ ク 質 （ whey acidic protein： WAP） α Sl-カ ゼ イ ン 、 α S2-カ ゼ イ
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ン 、 β -カ ゼ イ ン 、 κ -カ ゼ イ ン 、 β -ラ ク ト グ ロ ビ ン 、 α -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン  (す な わ ち 、
Drohan etal.,米 国 特 許 第 5,589, 604号 ; Meade etal.,米 国 特 許 第 4,873, 316号 ; 及 び Kar
atzas et al. ,米 国 特 許 第 5,780, 009号 参 照 )の 発 現 を 本 来 促 進 す る プ ロ モ ー タ ー 、 及 び
米 国 特 許 第 5,750, 172号 に 記 載 さ れ て い る 他 の プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 ネ ズ ミ の 主 要 な
乳 性 タ ン パ ク 質 で あ る 乳 性 酸 性 タ ン パ ク 質 (WAP;ジ ェ ン バ ン ク 受 託 番 号 XO1153)は 、 妊 娠 と
哺 乳 期 間 の 後 期 に 主 に 乳 腺 で 強 く 発 現 す る  (Hobbs et al. , J.BIOL. CHEM. 257: 3598-3
605,1982)。 必 要 な 哺 乳 類 gland特 異 的 プ ロ モ ー タ ー に つ い て の さ ら な る 情 報 は 以 下 を 参 照
の こ と 。 す な わ ち 、 Richards et al. , J.BIOL. CHEM. 256: 526-532,1981 (ラ ッ ト 、 α -
ラ ク ト ア ル ブ ミ ン ); Campbell et al., NUCLEIC ACIDS RES. 12: 8685-8697,1984 (ラ ッ
ト 、 WAP); Jones et al. , J.BIOL. CHEM. 260: 7042-7050,1985 (ラ ッ ト 、 β -カ ゼ イ ン )
 ; Yu-Lee & Rosen, J. BIOL. CHEM. 258: 10794- 10804,1983 (ラ ッ ト 、 γ -カ ゼ イ ン ); 
Hall, BIOCHEM. J. 242: 735-742,1987 (ヒ ト 、 α -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン ); Stewart,NUCLEIC
 ACIDS RES. 12: 3895-3907,1984 (ウ シ 、 α -sl と κ -カ ゼ イ ン cDNAs); Gorodetsky et a
l. , GENE 66: 87-96,1988 (ウ シ 、 β -カ ゼ イ ン ) ; Alexander et al., EUR. J. BIOCHEM
. 178: 395-401,1988 (ウ シ 、 κ -カ ゼ イ ン ); Brignon etal., FEBS LETT. 188: 48-55,19
77 (ウ シ 、 α -S2カ ゼ イ ン ); Jamieson et al. , GENE61 : 85-90,1987, Ivanov et al., 
BIOL. CHEM. Hoppe-Seyler 369: 425-429,1988と Alexander etal., NUCLEIC ACIDS RES. 
17: 6739,1989 (ウ シ 、 β -ラ ク ト グ ロ ビ ン ) ; 及 び  Vilotte et al., BIOCHIMIE 69: 609
-620,1987 (ウ シ 、 α -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン )。  
　 様 々 な 乳 汁 タ ン パ ク 質 の 構 造 と 機 能 は 、 Mercier と  Vilotte, J. DAIRY Sci. 76: 3079
-3098,1993で 概 説 さ れ て い る 。 も し 、 最 適 な 発 現 の た め に 付 加 的 な 周 辺 配 列 が 有 用 な ら ば
、 こ の よ う な 配 列 は プ ロ ー ブ 配 列 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 異 な る 生 物 に 由 来 す る 乳
腺 特 異 的 制 御 配 列 は 、 既 知 の 同 種 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 同 種 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体
を プ ロ ー ブ に し て 、 こ の よ う な 生 物 由 来 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り
獲 得 で き る 。  
　 ATIIIの 発 現 と 乳 汁 へ の 分 泌 に 有 用 な シ グ ナ ル 配 列 は 、 乳 汁 特 異 的 な シ グ ナ ル 配 列 で あ
る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 乳 汁 特 異 的 シ グ ナ ル 配 列 、 つ ま り 乳 汁 中 に 分 泌 さ れ る 産 物 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 の 中 か ら 選 ば れ る の が 好 ま し い 。 乳 汁 特 異 的 シ グ ナ ル 配 列 は 、 上 記 の 乳 汁 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー に 関 す る も の で あ る こ と が 理 想 的 で あ る 。 こ の 発 明 に と っ て シ グ ナ ル 配 列
の 長 さ は 重 要 で は な い 。 必 要 な の は 、 そ の 配 列 が す な わ ち 哺 乳 類 の 組 織 に お い て ATIIIの
分 泌 を 促 す の に 十 分 な 長 さ を 持 っ て い る こ と で あ る 。 例 え ば 、 カ ゼ イ ン 、 す な わ ち α -、
β -、 γ -、 ま た は κ -カ ゼ イ ン 、 β -ラ ク ト グ ロ ビ ン 、 乳 性 酸 性 タ ン パ ク 質 、 及 び ラ ク ト ア
ル ブ ミ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 は 本 発 明 に 有 用 で あ る 。 他 の 分 泌 タ ン パ
ク 質 、 す な わ ち 肝 臓 、 腎 臓 、 ま た は 膵 臓 か ら 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 も
ま た 用 い る こ と が で き る 。  
　 ト ラ ン ス ジ ー ン 産 物 を 尿 中 に 分 泌 さ せ る 任 意 の プ ロ モ ー タ ー も 使 用 さ れ 得 る が 、 泌 尿 組
織 に お け る 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 に 有 用 な プ ロ モ ー タ ー は 、 ウ ロ
プ ラ キ ン と ウ ロ モ ジ ュ リ ン の プ ロ モ ー タ ー で あ る (Kerr et al., NAT. BlOTECHNOL. 16: 7
5-79,1998 ; Zbikowska, et al. , BIOCHEM. J. 365: 7-11,2002 ; 及 び Zbikowski etal.
, TRANSGENIC RES. 11: 425-435,2002)。  
　 ト ラ ン ス ジ ー ン 産 物 を 血 中 に 分 泌 さ せ る 任 意 の プ ロ モ ー タ ー も 使 用 さ れ 得 る が 、 血 液 生
成 ま た は 血 清 生 成 細 胞 (す な わ ち 、 肝 臓 上 皮 細 胞 )に よ る 血 中 へ の ATIIIの 分 泌 と 発 現 に 有
用 な プ ロ モ ー タ ー は 、 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー で あ る (す な わ ち 、 Shen etal., DNA 8: 10
1-108,1989 ; Tan etal., DEV. BIOL. 146: 24- 37,1991 ; McGrane et al. , TIBS 17: 
40-44,1992 ; Jones et al. , J. BIOL. CHEM. 265: 14684-14690,1990 ; 及 び  Shimada 
et al. , FEBS LETTERS 279: 198-200,1991参 照 )。  
　 精 液 に お け る ATIIIの 発 現 に 有 用 な プ ロ モ ー タ ー は 、 米 国 特 許 第 6,201, 167号 に 記 載 さ
れ て い る 。 有 用 な ト リ 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 卵 白 ア ル ブ ミ ン の プ ロ モ ー タ ー と ア ポ タ ン パ
ク B（ apo-B） の プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 他 の ト リ 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー も 当 業 者 に 知 ら れ て い
る 。 卵 白 ア ル ブ ミ ン の プ ロ モ ー タ ー は ATIIIを 発 現 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き 、 こ の A
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TIIIは 卵 の 卵 白 中 に 蓄 積 さ れ る 。 apo-Bの プ ロ モ ー タ ー も ま た 、 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド を
肝 臓 で 発 現 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き 、 そ の 場 合 ポ リ ペ プ チ ド は 最 終 的 に 卵 黄 に 蓄 積
さ れ る 。 次 の よ う な 理 由 で 、 ト リ 卵 は 大 量 の 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に 適 し
た 媒 体 で あ る : (1)各 卵 内 に 大 量 の タ ン パ ク 質 が 封 入 さ れ る 、 (2)卵 は 健 康 な 組 織 を 侵 さ ず
に 回 収 し 易 く 、 長 期 間 保 存 で き る 、 及 び (3) 卵 は 無 菌 状 態 の た め 、 乳 汁 と 異 な り 細 菌 で 汚
染 さ れ な い 。 と り わ け 、 ト リ は 各 卵 当 た り 、 卵 管 中 に 50%以 上 の 卵 白 ア ル ブ ミ ン を 含 む ア
ル ブ ミ ン を 3グ ラ ム 産 生 す る こ と が で き る 。 肝 臓 (血 清 リ ポ タ ン パ ク 質 )で も さ ら に 3グ ラ ム
が 産 生 さ れ 、 卵 黄 に 蓄 積 す る 。 加 え て 、 ト リ は 進 化 的 に 哺 乳 動 物 と 隔 た っ て い る た め 、 通
常 、 哺 乳 類 の タ ン パ ク 質 を 免 疫 学 的 に 認 識 し な い 。 そ の た め 、 ト リ に お け る ATIIIの 発 現
が 、 ト リ の 生 存 と 健 康 に 害 を な す 影 響 を 与 え る こ と は ほ と ん ど な い と 考 え ら れ る 。  
　 発 明 の 方 法 中 で 用 い ら れ る 他 の プ ロ モ ー タ ー と し て 、 誘 導 プ ロ モ ー タ ー が 在 る 。 一 般 的
に 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 は 、 ほ と ん ど の 真 核 生 物 の 発 現 系 に お い て 構 成 的 に 発 現 す る 。 誘
導 プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 付 加 す る こ と で 、 ATIIIの 過 剰 発 現 に 対 す る 時
間 的 ま た は 空 間 的 な 制 御 が 可 能 と な り 、 発 現 の も う 一 つ の 機 構 を 提 供 す る こ と に な る 。 誘
導 プ ロ モ ー タ ー に は 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 、 メ タ ロ チ オ ニ ン 、 及 び MMTV-LTRが 在 り 、 一 方
誘 導 エ ン ハ ン サ ー 配 列 に は 、 エ ク ジ ソ ン 、 ム リ ス テ ロ ン A、 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン /ド キ シ
サ イ ク リ ン の エ ン ハ ン サ ー が 在 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 テ ト -オ ン （ Tet-On） 及 び テ ト -オ フ （ Tet-Off） 遺 伝 子 発 現 シ ス テ ム  (ク ロ ン テ ッ ク )は
、 こ の 発 明 の 方 法 で 有 用 な 誘 導 系 の 一 つ の 例 で あ る 。 こ の シ ス テ ム で は 、 オ ン (構 成 的 に
オ フ 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン に よ り 誘 導 )ま た は オ フ (構 成 的 に オ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン ま た は
ド キ シ サ イ ク リ ン に よ り 抑 制 )の い ず れ か の 様 式 で ATIIIの 発 現 を 維 持 す る た め に テ ト ラ サ
イ ク リ ン (Tc) に 応 答 す る 配 列 を 使 用 す る 。 形 質 転 換 し た 細 胞 を 容 易 に 同 定 す る た め に 、
選 別 可 能 な マ ー カ ー を ATIIIト ラ ン ス ジ ー ン の 中 に 組 み 込 む こ と も で き る 。 選 別 可 能 な マ
ー カ ー は 、 一 般 的 に は 劣 性 と 優 性 と い う ２ つ の 機 能 的 部 類 に 分 け る こ と が で き る 。 劣 性 の
マ ー カ ー は 、 通 常 、 宿 主 細 胞 (「 マ ー カ ー 」 の 産 物 ま た は 機 能 を 欠 失 し て い る 細 胞 )で 生 成
さ れ な い 産 物 を コ ー ド し た 遺 伝 子 で あ る 。 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵
素 （ DHFR） 、 ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル 基 転 移 酵 素 (APRT)、 及 び ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ
ス ホ リ ボ シ ル 基 転 移 酵 素 (HGPRT)の マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 こ の 部 類 に 入 る 。 優 性 の マ ー カ ー
に は 、 成 長 を 抑 制 す る 化 合 物  (抗 生 物 質 、 薬 剤 )に 対 す る 抵 抗 性 を も た ら す 産 物 、 及 び /ま
た は 代 謝 制 限 の あ る 環 境 で 宿 主 細 胞 の 成 長 を 可 能 と す る 産 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 含 ま れ
る 。 こ の 部 類 の 中 で 一 般 に 用 い ら れ る マ ー カ ー に は 、 メ ト ト レ キ サ ー ト に 対 す る 抵 抗 性 を
も た ら す DHFR遺 伝 子 の 変 異 体 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 /キ サ ン チ ン を 含 む 培 地 中 で 宿 主 細 胞 の
成 長 を 可 能 に す る キ サ ン チ ン -グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル 基 転 移 酵 素 の gpt遺 伝 子 ； 及 び G418
, ゲ ン タ マ イ シ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 及 び ネ オ マ イ シ ン に 対 す る 抵 抗 性 を も た ら す ア ミ ノ グ
リ コ シ ド  3'-リ ン 酸 転 移 酵 素 の neo 遺 伝 子 が 在 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
核 酸 ベ ク タ ー  
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 発 明 は 、 本 明 細 書 で 記 述 さ れ て い る 任 意 の 核 酸 分 子 を 含
む ベ ク タ ー 、 ま た は 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー に 関 係 が あ る 。 本 明 細 書 で は 、 ベ ク タ ー は 、 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAま た は RNAを 増 幅 す る た め 、 及 び /ま た は SSTRタ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る DNAを 発 現 す る た め に 用 い ら れ る 。 ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ
ド 、 エ ピ ソ ー ム 、 ウ イ ル ス 粒 子 ま た は ウ イ ル ス 、 及 び 組 み 込 み 可 能 な DNA断 片 (つ ま り 、 相
同 組 み 換 え に よ っ て 宿 主 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る こ と が 可 能 な 断 片 )な ど が 含 ま れ る 。 ウ イ
ル ス 粒 子 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス 、 ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス
、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 微 小 粒 子 、 及 び ネ ー キ ッ ド DNAな ど が 含 ま れ る 。 様 々 な 実 施 形 態 に お
い て 、 標 的 リ ガ ン ド を 用 い て 主 に 特 定 の 細 胞 型 、 ま た は 細 胞 集 団 に 発 現 を 限 定 す る こ と が
あ り 得 る 。 発 現 ベ ク タ ー に は 、 pcDNA3 (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )と pSVL (フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ
オ テ ク )な ど が 含 ま れ る 。 他 の 発 現 ベ ク タ ー に は 、 pSPORT(登 録 商 標 )ベ ク タ ー 、 pGEM(登 録
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商 標 )ベ ク タ ー (プ ロ メ ガ ),pPROEXベ ク タ ー (登 録 商 標 ) (LTI、 ベ セ ズ ダ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 )
, ブ ル ー ス ク リ プ ト (Bluescript)(登 録 商 標 )ベ ク タ ー (ス ト ラ タ ジ ー ン ), pQE. (登 録 商 標
)ベ ク タ ー (キ ア ゲ ン )、 pSE420(登 録 商 標 ) (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )、 及 び YES2(登 録 商 標 )(イ
ン ビ ト ロ ジ ェ ン )が 在 る 。 発 現 構 築 物 は 、 内 在 性 ま た は 外 在 性 の 発 現 制 御 DNA配 列 、 及 び 転
写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 機 能 発 揮 で き る よ う に 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る タ ン
パ ク 質 を 含 み 得 る 。 多 く の ベ ク タ ー で は 、 挿 入 す る 核 酸 の 長 さ に 制 限 が あ る た め 、 よ り 小
さ い リ ポ ー タ ー 、 ま た は リ ポ ー タ ー 構 築 物 を 挿 入 す る の が 好 ま し い と い っ て も よ い 。 例 え
ば 、 ソ マ ト ス タ チ ン 受 容 体 カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 全 て 、 ま た は 一 部 を 欠 失 し た も の が 使 わ れ
得 る 。 発 現 制 御 の DNA配 列 に は 、 一 般 的 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー タ ー
、 及 び 制 御 因 子 結 合 サ イ ト が 含 ま れ 、 通 常 は 発 現 構 築 物 を 発 現 す る 系 に 基 づ い て 選 ば れ る
。  
　 プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー 配 列 は 、 一 般 的 に は 遺 伝 子 発 現 を 増 加 す る 能 力 を 持 つ も
の と し て 選 別 さ れ る 。 一 方 、 オ ペ レ ー タ ー 配 列 は 、 一 般 的 に は 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 能 力
を 持 つ も の と し て 選 別 さ れ る 。 発 明 の 発 現 構 築 物 は 、 構 築 物 を 持 つ 宿 主 細 胞 を 同 定 す る こ
と が で き る 一 つ ま た は 複 数 の 選 別 マ ー カ ー を コ ー ド し た 配 列 も ま た 含 み 得 る 。 発 現 構 築 物
は 、 宿 主 細 胞 中 で 相 同 組 み 換 え を 促 す 配 列 も ま た 含 み 得 る 。 様 々 な 実 施 形 態 に お い て 、 構
築 物 は 、 宿 主 細 胞 に お け る 複 製 に 必 要 な 配 列 も ま た 含 む 得 る 。  
　 様 々 な 具 体 例 と し て の 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー が 、 本 明 細 書 で 列 挙 さ れ て い る  (Pear
seと Takor, 1979; Nylen and Becker, 1995)。 完 全 な 一 覧 で は な い が 、 こ れ ら の プ ロ モ ー
タ ー は 、 こ の 発 明 の 、 あ る 実 施 形 態 に お い て 使 用 さ れ 得 る プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー
の 型 の 具 体 例 で あ る 。 本 発 明 で 有 用 な 他 の プ ロ モ ー タ ー は 、 当 業 者 に は 容 易 に 分 か る だ ろ
う 。  
　 誘 導 プ ロ モ ー タ ー に は 、 MTIIだ け で な く 、 MMTV (mouse mammary tumor virus)、 c-jun
、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ス ト ロ メ リ シ ン 、 マ ウ ス MX遺 伝 子 、 GRP78遺 伝 子 、 α -2-マ ク ロ グ ロ ブ リ
ン 、 ビ メ ン チ ン 、 MHC ク ラ ス I遺 伝 子  H-2 kB、 HSP70、 プ ロ リ フ ェ リ ン 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、
及 び 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン -α が 含 ま れ る 。 細 胞 ま た は 組 織 特 異 的 発 現 は 、 細 胞 特 異 的 エ ン
ハ ン サ ー 、 及 び /ま た は プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 実 現 す る こ と が で き る  (一 般 的 に は 以 下 を
参 照 、 Huber et al. , ADV. DRUG DELIVERY REVIEWS 17: 279-292,1995) 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 発 現 構 築 物 は 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 産 物 の た め に 利 用 さ れ 得 る が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を コ ー ド す る SSTRタ ン パ ク 質 を 単 に 増 幅 す る た め に も ま た 、 利 用 さ れ 得 る 。 幾 つ か
の 実 施 形 態 で は 、 ベ ク タ ー と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 発 現 制 御 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 機 能 発 揮 で き る よ う に 連 結 さ れ て い る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド 、 及 び ウ イ ル ス DNAベ ク タ ー と い っ た 自 律 的 に 複 製
す る 組 み 換 え 発 現 構 築 物 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 可 能 な DNA構 築 物 で あ っ て も よ く
、 そ の 中 で は SSTRタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 が 、 適 切 な 宿 主 に お け る SSTRタ ン パ ク 質 の
発 現 に 効 果 的 で あ る 適 切 な 制 御 配 列 に 機 能 的 に 連 結 ま た は 結 合 さ れ て い る 。 DNA領 域 は 、
そ れ ら が 互 い に 機 能 的 に 関 係 が あ る 場 合 は 、 機 能 発 揮 で き る よ う に 連 結 ま た は 結 合 さ れ て
い る 。 例 え ば 、 あ る プ ロ モ ー タ ー は 、 も し そ れ が あ る 配 列 の 転 写 を 制 御 す る 場 合 は 、 そ の
コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 機 能 発 揮 で き る よ う に 連 結 ま た は 結 合 さ れ て い る 。 ベ ク タ ー の 増 幅 に
発 現 制 御 領 域 は 必 要 な い が 、 む し ろ 、 宿 主 中 で 複 製 で き る 能 力 を 持 つ た め の 複 製 起 点 と 、
形 質 転 換 体 を 容 易 に 認 め る た め の 選 別 遺 伝 子 の み が 必 要 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー に お け る 制
御 配 列 の 必 要 性 は 、 使 用 す る 宿 主 と 形 質 転 換 の 方 法 に 依 存 し て 変 わ る 。 一 般 的 に 、 制 御 配
列 は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 を 制 御 す る た め の 随 意 の オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 適 切 な mRNAリ
ボ ゾ ー ム 結 合 サ イ ト を コ ー ド す る 配 列 、 及 び 転 写 ・ 翻 訳 の 終 止 を 制 御 す る 配 列 を 含 む 。  
　 様 々 な 実 施 形 態 で は 、 ベ ク タ ー は 、 宿 主 生 物 に 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー を 含 み 得 る 。 プ
ロ モ ー タ ー の 配 列 は 、 原 核 生 物 、 真 核 生 物 、 合 成 、 ま た は ウ イ ル ス に 由 来 す る も の で あ り
得 る 。 適 切 な 原 核 生 物 の 配 列 の 例 と し て は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ で あ る ラ ム ダ の プ ロ モ ー
タ ー が 在 る  (THE BACTERIOPHAGE LAMBDA、 Hershey, A. D., Ed. , コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ
・ ハ ー バ ー （ Cold Spring Harbor） 出 版 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー （ Cold Sprin
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g Harbor） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 (1973); LAMBDA II、 Hendrix, R. W. , Ed.,コ ー ル ド ・ ス プ
リ ン グ ・ ハ ー バ ー （ Cold Spring Harbor） 出 版 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー （ Cold
 Spring Harbor） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 (1980); 及 び 、  Benoist etal., The trp, recA,heat
 shock, and lacZ promoters of E. coli and the SV40 early promote, NATURE, 290: 3
04-310,(1981)。 プ ロ モ ー タ ー は 、 他 に も マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル
ス の 長 い 末 端 反 復 配 列 、 マ ロ ニ ー ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 極 初 期 プ ロ モ ー タ ー
、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス 、 ラ ウ ス 腫 瘍 ウ イ ル ス 、 ヒ ト の ア ク チ ン 、 ヒ ト の ミ オ シ ン
、 ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン 、 ヒ ト 筋 肉 の ク レ ア チ ン 、 及 び ヒ ト の メ タ ロ チ オ ニ ン な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 他 の 制 御 配 列 も ま た 、 ベ ク タ ー に 含 ま れ 得 る 。 適 切 な 制 御 配 列 の 例 は 、 フ ァ ー ジ  MS-2
の レ プ リ カ ー ゼ 遺 伝 子 、 及 び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ラ ム ダ の cII遺 伝 子 の シ ャ イ ン -ダ ル ガ
ル ノ 配 列 に 代 表 さ れ る SSTRタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 直 接 の 下 流 に 持 つ シ ャ イ ン -ダ ル
ガ ル ノ 配 列 は 、 結 果 と し て 成 熟 し た SSTRタ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す
る の に 適 し た マ ー カ ー を 含 む こ と が で き る 。 用 い る 宿 主 の 形 質 転 換 は 、 当 業 の 専 門 家 に よ
く 知 ら れ て お り 、 前 述 の Sambrookら に 記 載 さ れ て い る 様 々 な 技 術 の 中 の 任 意 の 一 つ を 用 い
て 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 複 製 起 点 も ま た 、 外 在 性 起 点 を 含 む ベ ク タ ー の 構 築 物 か ら 供 給 さ れ る か 、 あ る い は 宿 主
細 胞 染 色 体 中 の 複 製 機 構 に よ り 供 給 さ れ 得 る 。 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 の 染 色 体 中 に 組 み 込 ま
れ た の な ら ば 、 後 者 の 機 構 に あ て は ま る と い っ て も よ い 。 あ る い は 、 ウ イ ル ス の 複 製 起 点
を 持 つ ベ ク タ ー を 用 い る よ り む し ろ 、 選 別 マ ー カ ー と SSTRタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを
一 緒 に 形 質 転 換 す る 共 形 質 転 換 の 手 法 を 用 い る こ と に よ り 、 哺 乳 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と
が で き る 。 適 切 な マ ー カ ー の 例 は 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 ま た は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ で あ る
 (米 国 特 許 第 4,399, 216号 参 照 )。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 SSTR2タ ン パ ク 質 と い っ た リ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 融 合 物 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 、 慣 習 的 な 技 術 に 従 っ て ベ ク タ ー DNAと 結 合 さ れ る 。 こ の 技 術 に は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の
た め の 末 端 の 平 滑 化 ま た は 相 補 的 な 一 本 鎖 領 域 を も つ DNA末 端 の 作 製 、 適 切 な 末 端 を 供 給
す る た め の 制 限 酵 素 処 理 、 適 切 な ら ば 相 補 的 な 一 本 鎖 領 域 を も つ DNA末 端 の 充 填 、 望 ま し
く な い 連 結 を 避 け る た め の ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 及 び 適 切 な リ ガ ー ゼ に よ る ラ
イ ゲ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 操 作 技 術 は 、 前 述 の Sambrookら に 明 ら か に さ れ て お
り 、 同 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 哺 乳 類 の 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 Okay
ama et al., MOL. CELL.BIOL., 3: 280, (1983); Cosman et al., MOL. IMMUNOL. , 23: 
935, (1986); 及 び 、  Cosman et al., NATURE, 312: 768, (1984)で 明 ら か に さ れ て い る
。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ト ラ ン ス ジ ー ン の 構 築 物 は 、 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に リ ー ダ ー 配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。
リ ー ダ ー 配 列 と は 、 タ ン パ ク 質 の 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 核 酸 配 列 で あ り 、 発 明 に お け
る ATIIIタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 上 流 に 機 能 的 に 連 結 す れ ば 、 ATIIIの 分 泌 を 導
く 。 リ ー ダ ー 配 列 は 、 ATIIIを コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 転 写 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー と 同
じ 遺 伝 子 (例 え ば 、 乳 汁 特 異 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 )か ら 得 ら れ る こ と も あ る 。
代 わ り に な る べ き も の と し て 、 ヒ ト ATIIIタ ン パ ク 質 の 本 来 の 分 泌 シ グ ナ ル  (ジ ェ ン バ ン
ク の ア ミ ノ 酸 1-19受 託 番 号  V01514)を コ ー ド す る リ ー ダ ー 配 列 が 利 用 さ れ 得 る 。  
治 療 上 の 利 用  
　 本 明 細 書 に お け る 混 合 物 は 、 こ れ ら 培 養 組 織 を 扱 う イ ン ・ ビ ト ロ （ in vitro） で の 利 用
に 用 い ら れ る の が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 混 合 物 は イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） の 適 用 に お
い て も ま た 効 果 的 で あ る 。 イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） に お け る 投 与 の や り 方 に 依 存 し て 、 使
用 さ れ る 混 合 物 は 、 固 体 状 、 半 固 体 ま た は 液 体 状 、 す な わ ち 錠 剤 、 丸 薬 、 粉 末 、 カ プ セ ル
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、 ゼ リ ー 、 軟 膏 、 液 体 、 懸 濁 液 な ど の 形 態 で 投 薬 さ れ 得 る 。 混 合 物 は 、 正 確 な 投 与 量 を 一
回 で 投 与 す る の に 適 切 な 単 位 用 量 形 態 で 投 与 さ れ る の が 好 ま し い 。 混 合 物 は ま た 、 必 要 な
処 方 に 応 じ て 、 薬 剤 的 に 認 可 さ れ た 基 剤 ま た は 希 釈 液 を も 含 み 、 こ れ ら は 動 物 ま た は ヒ ト
に 投 与 す る 薬 剤 混 合 物 を 処 方 す る た め に 通 常 用 い ら れ る 水 性 の 賦 形 剤 と し て 定 義 さ れ る 。
希 釈 液 は 、 ヒ ト の α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン の 生 物 学 的 活 性 に 影 響 し な い よ う な も の が 選 ば れ
る 。 こ の よ う な 希 釈 液 の 例 と し て は 、 蒸 留 水 、 生 理 的 食 生 理 食 塩 水 、 リ ン ガ ー 液 、 ブ ド ウ
糖 液 、 及 び ハ ン ク 液 が あ る 。 同 じ 希 釈 液 は 、 凍 結 乾 燥 し た ヒ ト の α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン を
戻 す の に 使 用 さ れ 得 る 。 加 え て 、 医 薬 組 成 物 も ま た 、 他 の 医 薬 物 質 、 薬 剤 物 質 、 基 剤 、 ア
ジ ュ バ ン ト 、 非 毒 性 、 非 治 療 的 、 非 免 疫 原 性 の 安 定 剤 な ど を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 希 釈 液
ま た は 基 剤 の 有 効 な 量 と は 、 成 分 の 溶 解 性 、 生 物 学 的 活 性 な ど に 関 し て 薬 剤 的 に 認 可 さ れ
た 処 方 を 満 た す た め に 都 合 の よ い 量 で あ る 。  
　 本 明 細 書 の 組 成 物 は 、 エ ア ロ ゾ ル と し て 、 噴 霧 剤 と し て 、 肺 経 由 で 、 非 経 口 的 ま た は 経
口 的 に 投 与 さ れ 得 る 。 さ ら に 煙 吸 入 及 び /ま た は 熱 傷 に よ る 急 性 肺 障 害 に 用 い る 他 の シ ス
テ ム に 適 し た 形 態 で ヒ ト の 患 者 に 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
細 菌 に お け る 発 現  
　 細 菌 を 利 用 す る た め に 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 機 能 的 プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 機 能 的 な 読 み
取 り 枠 の 中 に 適 切 な 翻 訳 開 始 お よ び 終 止 シ グ ナ ル 、 及 び 目 的 の タ ン パ ク 質 が コ ー ド さ れ て
い る 構 造 的 DNA配 列 を 挿 入 す る こ と に よ り 構 築 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 、 一 つ ま た は 複 数 の 表
現 型 と し て 選 択 可 能 な マ ー カ ー と 、 ベ ク タ ー を 維 持 す る た め 、 必 要 な ら ば 宿 主 内 で 増 幅 さ
せ る た め の 複 製 起 点 を 含 み 得 る 。 形 質 転 換 に 適 切 な 原 核 生 物 宿 主 に は 、 大 腸 菌 （ E. coli
） 、 枯 草 菌 （ Bacillus subtilis） 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ Salmonella typhimurium） 及 び 一
般 的 な シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 属 の 様 々 な 種 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 属 の 放 線 菌 （ Str
eptomyces） 、 及 び ブ ド ウ 状 球 菌 （ Staphylococcus） が 含 ま れ 、 他 の も の も 選 択 肢 の 一 つ
と し て 利 用 さ れ 得 る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 原 核 生 物 宿 主 は 大 腸 菌 （ E. coli.）
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 細 菌 性 ベ ク タ ー と は 、 例 え ば 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は コ ス ミ ド を 土
台 と す る も の で あ る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 選 別 可 能 な マ ー カ ー と 市 販 品 の プ ラ ス ミ ド に
由 来 す る 複 製 起 点 を 含 む こ と が で き る 。 市 販 品 の プ ラ ス ミ ド に は 通 常 、 よ く 知 ら れ た ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 pBR322 (ATCC 37017)の 配 列 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 市 販 の ベ ク タ ー
に は 、 例 え ば 、 GEM 1 (プ ロ メ ガ ・ バ イ オ テ ッ ク 、 マ デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 米 国 )
、 pBs、 フ ァ ー ジ ス ク リ プ ト 、 Psi174、 pブ ル ー ス ク リ プ ト （ Bluescript） 、 SK、 pBs KS、
pNH8a、 pNH16a、 pNH18a、 pNH46a (ス ト ラ タ ジ ー ン )； pTrc99A、 pKK223-3、 pKK233-3、 pKK
232-8、 pDR540、 及 び pRIT5 (フ ァ ル マ シ ア )が 含 ま れ る 。 こ の 発 明 で は 、 好 ま し い ベ ク タ
ー は THEPt7I発 現 ベ ク タ ー で あ る 。  
　 こ れ ら 「 土 台 」 と な る 配 列 区 間 は 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 及 び 発 現 す る 構 造 配 列 に 連 結 さ
れ る 。 細 菌 性 プ ロ モ ー タ ー に は 、 lac、 T3、 T7、 ラ ム ダ PR ま た は PL、 trp、 及 び araが 在 る
。 T7が こ こ で は 好 ま し い 細 菌 性 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。  
　 適 切 な 宿 主 株 へ 形 質 転 換 し 、 適 切 な 細 胞 密 度 に 達 す る ま で 宿 主 株 の 増 殖 さ せ た 後 、 用 い
ら れ た プ ロ モ ー タ ー が 適 切 な 手 法 (す な わ ち 、 温 度 変 換 ま た は 化 学 誘 導 )に よ り 抑 制 解 除 /
誘 導 さ れ 、 さ ら な る 期 間 細 胞 は 培 養 さ れ る 。 細 胞 は 、 通 常 遠 心 に よ り 回 収 さ れ 、 物 理 的 ま
た は 化 学 的 手 法 に よ り 破 壊 さ れ る 。 得 ら れ た 粗 抽 出 物 は 、 さ ら に 精 製 さ れ る た め に 保 存 さ
れ る 。  
真 核 細 胞 に お け る 発 現  
　 様 々 な 哺 乳 類 の 培 養 細 胞 系 も ま た 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る の に 用 い る こ と が
で き る 。 哺 乳 類 の 発 現 系 の 例 と し て は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 陰 性 (TK)及 び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ
ボ シ ル 転 移 酵 素 陰 性 (APRT)細 胞 と い っ た 選 別 さ れ た マ ウ ス L細 胞 が 含 ま れ る 。 他 の 例 と し
て は 、  Gluzman, Cell 23: 175 (1981)に 記 載 さ れ て い る サ ル 腎 臓 繊 維 芽 細 胞 の COS-7系 統
、 及 び 親 和 性 ベ ク タ ー の 発 現 が 可 能 な 他 の 細 胞 系 統 、 例 え ば C127、 3T3、 CHO、 HeLa、 及 び
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BHK細 胞 系 統 が 含 ま れ る 。 特 に 、 酵 母 に 関 し て は 、 Saccharomyces属 、 Kluyveromyces属 、 P
ichia属 、 Schwanniomyces属 、 ま た は Hansenula属 の 酵 母 に つ い て の 記 載 が あ り 得 る 。 本 発
明 で 使 用 で き る フ ァ ー ジ の 中 で は 、 特 に Aspergillus ssp、 ま た は Trichoderma sspに つ い
て の 記 載 が あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 哺 乳 類 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー と エ ン ハ ン サ ー 、 及 び 任 意 の
必 要 な リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ イ ス ド ナ ー と ア ク セ プ タ ー 部 位
、 転 写 終 結 配 列 、 及 び 5'上 流 に 位 置 す る 非 翻 訳 配 列 を 含 み 得 る 。 SV40ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 由
来 の DNA配 列 、 例 え ば 、 SV40 オ リ ジ ン 、 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ス プ ラ イ ス 、
及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 は 、 必 要 な 非 翻 訳 性 遺 伝 配 列 を 提 供 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。  
　 哺 乳 類 の プ ロ モ ー タ ー は 、 β -カ ゼ イ ン 、 β -ラ ク ト グ ロ ビ ン 、 乳 性 酸 性 プ ロ モ ー タ ー を
含 み 、 他 に も 、 HSV チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 初 期 及 び 後 期  SV40、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の 長 い
末 端 反 復 配 列 （ LTRs） 、 及 び マ ウ ス の メ タ ロ チ オ ニ ン -1の プ ロ モ ー タ ー が 在 る 。 哺 乳 類 の
ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 pWLneo、 pSV2cat、 pOG44、 pXTI、 pSG (ス ト ラ タ ジ ー ン ) pSVK3、
pBPV、 pMSG、 及 び pSVL(フ ァ ル マ シ ア )が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お け る 哺 乳 類 の 発
現 ベ ク タ ー は pUCIG- METで あ る 。 選 別 可 能 な マ ー カ ー に は CAT (ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 転
移 酵 素 )が 在 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 観 点 か ら 使 用 で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 様 々 な 方 法 で 調 製 可 能 で あ る 。 一 般 的
に は 、 そ れ ら は 、 読 み 取 り 枠 の 中 で 、 各 機 能 を 担 う ポ リ ペ プ チ ド の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を つ
な ぎ 合 わ せ る こ と に よ り 得 ら れ る 。 後 者 は 、 当 業 者 の 技 術 を 用 い て 、 例 え ば 、 細 胞 性 メ ッ
セ ン ジ ャ ー RNAs (mRNAs)か ら 直 接 的 に 、 ま た は 相 補 DNA(cDNA)ラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ
ン グ し 直 す こ と に よ り 単 離 さ れ る 。 あ る い は 、 こ れ ら は 完 全 な 合 成 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ
っ て も よ い 。 さ ら に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は そ の 後 、 前 記 配 列 の 派 生 物 ま た は 変 異 体 を 得 る
こ と を 目 的 と し て 、 遺 伝 子 工 学 の 技 術 な ど に よ り さ ら に 改 変 さ れ る こ と も あ る こ と が 理 解
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
治 療 に 用 い る 組 成 物  
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 薬 剤 と し て 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る 既 知 の 方 法 に 従 っ て 処 方 す
る こ と が で き る 。 そ れ に よ る と 、 発 明 し た 分 子 、 ま た は そ れ ら の 機 能 的 派 生 物 は 、 薬 剤 と
し て 認 可 さ れ た 基 剤 と 共 に 、 混 合 用 添 加 物 の 中 で 混 合 さ れ る 。 適 切 な 賦 形 剤 及 び そ の 処 方
は 、 他 の ヒ ト タ ン パ ク 質 、 す な わ ち ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 め て 、 記 述 さ れ て い る 。 例 え
ば 、 効 果 的 に 投 与 さ れ 薬 剤 と し て 認 可 さ れ る 混 合 物 を 作 る た め に 、 こ の よ う な 組 成 物 に は
、 一 つ ま た は 複 数 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 適 当 量 の 基 剤 が 含 ま れ る 。  
　 本 発 明 に お け る 医 薬 組 成 物 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 生 理 学 的 に 認 可 さ れ た 基 剤 ま た は 賦 形
剤 を 用 い た 慣 習 的 な や り 方 で 処 方 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 二 元 機 能 性 分 子 と そ れ ら の
生 理 学 的 に 認 可 さ れ た 塩 化 物 、 及 び 溶 媒 和 物 は 、  (口 ま た は 鼻 の い ず れ か を 通 し た )吸 入
ま た は 通 気 、 あ る い は 経 口 、 口 腔 経 由 、 非 経 口 、 ま た は 直 腸 経 由 で 投 与 で き る よ う に 処 方
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 経 口 投 与 の た め の 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 薬 剤 と し て 認 可 さ れ た 賦 形 剤 を 用 い て 慣 習 的
な 手 法 で 調 製 さ れ た 錠 剤 ま た は カ プ セ ル で あ っ て も よ い 。 薬 剤 と し て 認 可 さ れ て い る 賦 形
剤 の 例 と し て は 、 結 合 物 質  (す な わ ち 、 ゲ ル 化 す る 前 の ト ウ モ ロ コ シ 澱 粉 、 ポ リ ビ ニ ル ピ
ロ リ ド ン ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ); 増 量 剤  (す な わ ち 、 ラ ク ト ー ス
、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス ま た は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム ); 潤 滑 剤  (す な わ ち 、 ス テ ア リ ン 酸 マ
グ ネ シ ウ ム 、 滑 石 、 ま た は 珪 石 粉 ); 錠 剤 分 解 物 質  (す な わ ち 、 馬 鈴 薯 澱 粉 ま た は デ ン プ
ン グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ); あ る い は 湿 潤 剤 (す な わ ち 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム )な ど
が 在 る 。 錠 剤 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て も よ い 。 経 口 投 与 の た
め の 液 体 調 合 剤 は 、 例 え ば 、 溶 液 、 シ ロ ッ プ ま た は 懸 濁 液 の 形 態 を と り 得 る 。 あ る い は 、
使 用 前 に 水 ま た は 他 の 適 切 な 賦 形 剤 を 用 い て 調 製 さ れ る 乾 燥 物 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う

10

20

30

40

50

(23) JP 2007-533657 A 2007.11.22



な 液 体 調 合 剤 は 、 薬 剤 と し て 認 可 さ れ た 添 加 物 を 用 い て 慣 習 的 な 手 法 で 調 製 さ れ 得 る 。 薬
剤 と し て 認 可 さ れ た 添 加 物 の 例 と し て は 、 懸 濁 化 剤  (す な わ ち 、 ソ ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、
 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ま た は 水 素 添 加 さ れ た 食 用 脂 );乳 濁 化 剤 (す な わ ち 、 レ シ チ ン ま た は ア
カ シ ア )； 非 水 性 賦 形 剤  (す な わ ち 、 扁 桃 油 、 エ ス テ ル 油 、 エ チ ル ア ル コ ー ル ま た は 分 画
さ れ た サ ラ ダ 油 ); 及 び 防 腐 剤  (す な わ ち 、  メ チ ル ま た は プ ロ ピ ル -p-ハ イ ド ロ キ シ ベ ン
ゾ ア ー ト 、 ま た は ソ ル ビ ン 酸 )な ど が 在 る 。 調 合 剤 も 、 適 当 な ら ば 塩 バ ッ フ ァ ー 、 矯 味 剤
、 着 色 剤 、 甘 味 料 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 経 口 投 与 の た め の 調 合 剤 は 、 活 性 化 し た 化 合 物 が 適 度 に 放 出 す る よ う に 処 方 す る こ と が
で き る 。 口 腔 投 与 の た め に は 、 組 成 物 は 慣 習 的 な や り 方 で 処 方 さ れ る 錠 剤 ま た は ト ロ ー チ
剤 の 形 態 を と っ て も よ い 。  
　 吸 入 に よ り 投 与 す る た め に 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 二 機 能 性 分 子 は 、 適 切 な 高 圧 ガ ス を 用
い た 加 圧 容 器 ま た は ネ ブ ラ イ ザ ー か ら 放 出 さ れ る 、 便 利 な エ ア ロ ゾ ル ス プ レ ー の 形 態 を と
る 。 適 切 な 高 圧 ガ ス の 例 と し て は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ
ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン -e、 炭 酸 ガ ス 、 ま た は 他 の 適 切 な ガ ス が 在 る 。 加 圧 さ
れ た エ ア ロ ゾ ル の 場 合 は 、 メ ー タ ー 量 を 見 な が ら 弁 を 調 節 す る こ と に よ り 単 位 投 薬 量 を 噴
出 す る こ と が で き る 。 呼 吸 用 マ ス ク ま た は 吸 入 器 内 で 使 用 さ れ る ゼ ラ チ ン の カ プ セ ル と カ
ー ト リ ッ ジ は 、 化 合 物 の 粉 末 状 混 合 物 と ラ ク ト ー ス ま た は 澱 粉 と い っ た 適 切 な 粉 末 ベ ー ス
を 含 ん で 処 方 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 発 明 の 組 成 物 で あ る 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 非 経 口 投 与 の た め 、 注 入 、 す な わ ち ボ ー ラ ス
静 注 ま た は 連 続 注 入 用 に 処 方 す る こ と が で き る 。 注 入 の た め の 処 方 は 、 防 腐 剤 を 添 加 さ れ
た 単 位 用 量 形 態 、 す な わ ち ア ン プ ル 内 、 ま た は 複 数 回 の 用 量 を 含 む 容 器 内 に 含 ま れ る も の
と し て 提 供 さ れ 得 る 。 組 成 物 は 、 懸 濁 液 、 溶 液 、 ま た は 油 中 乳 濁 液 、 ま た は 水 性 賦 形 剤 と
い っ た 形 態 を と り 、 懸 濁 化 剤 、 安 定 化 剤  及 び /ま た は 分 散 化 剤 と い っ た 処 方 物 質 を 含 み 得
る 。 あ る い は 、 活 性 化 成 分 は 、 使 用 前 に 適 切 な 賦 形 剤 、 す な わ ち 発 熱 物 質 を 含 ま な い 滅 菌
水 を 用 い て 構 成 さ れ る 粉 末 の 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 化 合 物 は ま た 、 坐 薬 ま た は 停 留 浣 腸 の よ う な 直 腸 に 投 与 さ れ る 組 成 物 と し て 処 方 さ れ る
。 す な わ ち コ コ ア バ タ ー ま た は 他 の グ リ セ リ ド と い っ た 慣 習 的 な 座 剤 基 剤 を 含 ん で 処 方 さ
れ 得 る 。  
　 前 述 の 処 方 に 加 え て 、 二 機 能 性 分 子 は ま た 、 デ ポ ー 製 剤 と し て 処 方 さ れ 得 る 。 こ の よ う
に 長 期 間 活 性 を 持 つ 処 方 は 、 (例 え ば 、 皮 下 ま た は 筋 内 へ の )埋 め 込 み 、 あ る い は 筋 内 注 射
に よ り 投 与 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 化 合 物 は 、 適 切 な 重 合 体 、 ま た は 疎 水 性 物 質 (例
え ば 、 認 可 さ れ た 油 中 の 乳 濁 液 )、 ま た は イ オ ン 交 換 樹 脂 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き 、
あ る い は 溶 け に く い 塩 と い っ た 難 溶 性 誘 導 物 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 組 成 物 は 、 必 要 で あ れ ば 、 活 性 の あ る 成 分 を 持 つ 一 回 ま た は 複 数 回 分 の 単 位 用 量 形 態 を
含 ん だ 容 器 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー に 入 れ ら れ て 提 供 さ れ 得 る 。 容 器 に は 、 例 え ば 、 金 属 ま
た は 透 明 小 型 包 装 の よ う な プ ラ ス チ ッ ク 箔 が 含 ま れ 得 る 。 容 器 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー に は
、 投 与 の 際 の 説 明 書 が 同 封 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
参 考 文 献 と し て 引 用 お よ び 取 り 込 ま れ た 文 献
【 参 考 文 献 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 図 １ 】 核 移 植 を 介 し て ク ロ ー ン 動 物 を 作 出 す る 方 法 に つ い て の 一 般 的 な 図 式 。
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【 図 １ 】
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