
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】神経変性疾患の治療に有用な組換えウイルス、該組換えウイルスを含んで成る組
成物の提供。
【解決手段】組換えウイルスのゲノム中に挿入された、核タンパク質であるｐ５３の活性
に拮抗できるｐ５３タンパク質の突然変異状態をコードする核酸、および／またはｐ５３
のＤＮＡに結合する部位の全部または一部を含んでなる核酸、および／または転写または
翻訳レベルでｐ５３タンパク質の発現レベルを減少させることができるアンチセンス核酸
を含んで成る、組換えウイルス。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 組 換 え ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 中 に 挿 入 さ れ た 、 ｐ ５ ３ の 活 性 に 拮 抗 で き る ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質
の 突 然 変 異 状 態 を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の 核 酸 、 お よ び ／ ま た は ｐ ５ ３ の Ｄ Ｎ Ａ へ の
結 合 の た め の 部 位 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 ん で 成 る 核 酸 、 お よ び ／ ま た は 転 写 ま た は 翻 訳 レ
ベ ル で ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 含 ん
で 成 る 、 組 換 え ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ － 随 伴 ウ イ ル ス ま た は ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 組 換 え ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ア デ ノ ウ イ ル ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 組 換 え ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 酸 が 配 列 番 号 ２ の 全 部 ま た は 一 部 、 あ る い は そ の 活 性 変 異 体 を 含 ん で 成 る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 換 え ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ｐ ５ ３ の Ｄ Ｎ Ａ へ 結 合 す る た め の 部 位 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 ん で 成 る 二 本 鎖 核 酸 、
　 ｐ ５ ３ の 活 性 と 拮 抗 す る こ と が で き る ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 状 態 を コ ー ド す る 核
酸 、 お よ び
　 転 写 ま た は 翻 訳 レ ベ ル で ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と が で き る ア ン
チ セ ン ス 核 酸 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 、 数 種 の 同 一 の 、 ま た は 異 な る 核 酸 を 含 ん で 成 る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 換 え ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ 】
　 欠 陥 ウ イ ル ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ な い し ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 換
え ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 少 な く と も １ つ の 組 換 え ウ イ ル ス を 含 ん で 成
る 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 に お け る 医 薬 組 成 物 お よ び そ の 使 用 に 関 す る 。 よ り
詳 細 に は 、 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 の た め の 核 酸 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス ま た は そ の 使 用 に 関 す
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 は 53kDaの 核 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 天 然 の ｐ ５ ３ を コ ー ド す る 野 生 型
遺 伝 子 は 、 抗 癌 活 性 を 有 す る ［ 総 説 と し て 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ]。 特 に 、 野 生 型 ｐ
５ ３ タ ン パ ク 質 は 様 々 な 発 癌 遺 伝 子 を 組 み 合 わ せ て 感 染 さ せ た 囓 歯 動 物 の 繊 維 芽 細 胞 中 に
、 形 質 転 換 座 の 形 成 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 こ の 遺 伝 子 の 欠 失 お よ び ／ ま た は 突 然 変 異
誘 発 に よ り 変 異 さ せ た 状 態 は 、 こ れ に 反 し て ほ と ん ど の ヒ ト の 癌 の 発 生 に 関 与 し て い る ［
例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ]。 こ の 突 然 変 異 し た 状 態 は ｒ ａ ｓ 発 癌 遺 伝 子 と 一 緒 に 作 用 し
て 、 ネ ズ ミ 繊 維 芽 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 理 由 か ら 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質
ま た は そ の 遺 伝 子 が 癌 の 治 療 の た め の 標 的 と し て 広 く 研 究 さ れ て き た 。 さ ら に 例 え ば 、 非
特 許 文 献 ３ は 、 虚 血 性 マ ウ ス の 脳 に ｐ ５ ３ 発 現 を 記 載 し た 。 し か し 、 こ の 発 現 が 神 経 変 性
ま た は そ れ に 平 行 す る 症 状 の 症 例 を 構 成 し て い る か ど う か を 示 す こ れ ら の 結 果 は 何 ら 記 載
さ れ て い な い 。 さ ら に 、 こ の 文 献 中 に は 、 考 察 、 ま た は 治 療 的 取 り 組 み に つ い て の 何 ら 示
唆 さ れ て い な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Oren、 FASEB J.6(1992) 3169
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Baker et al.、 Science 244(1989)217
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【 非 特 許 文 献 ３ 】 Chopp et al., Biochem.Biophys.Res.Com 182(1992)1201
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 一 部 は 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 が 神 経 変 性 の メ デ ィ エ ー タ ー を 構 成 す る と い う 実 証
に 基 づ き 完 成 さ れ た 。 ま た 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 少 な く と も 部 分 的 に 阻 害 で き る 化
合 物 を 使 用 す る と 、 ニ ュ ー ロ ン の 死 の 過 程 を 遮 断 す る こ と が で き る 、 と い う 証 明 に 基 づ き
完 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 神 経 変 性 の 分 子 機 構 を 研 究 す る た め に 、 出 願 人 は モ デ ル と し て ｐ ５ ３ 遺 伝 子 の 発 現 を 不
活 性 化 し た マ ウ ス を 使 用 し た ［ 例 え ば 、 Donehowerら 、 Nature 356(1992) 215］ 。 こ れ ら
の マ ウ ス に 不 可 逆 的 な 病 巣 虚 血 性 実 験 を 行 い 、 そ し て 梗 塞 の 容 量 を 対 照 の 野 生 型 マ ウ ス で
観 察 さ れ る 容 量 と 比 較 し た （ 同 じ 系 統 、 同 じ 性 別 、 同 じ 年 齢 、 同 じ 供 給 元 ） 。 得 ら れ た 結
果 は 、 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 を 発 現 し な い マ ウ ス の 虚 血 後 の 梗 塞 の 容 量 は 、 統 計 的 に 有 意 に 減 少 す
る こ と を 示 し た （ 20％ ） （ 実 施 例 を 参 照 に さ れ た い ） 。 出 願 人 は 、 抗 － ｐ ５ ３ ア ン チ セ ン
ス の 使 用 に よ り 、 皮 質 細 胞 培 養 物 に 対 す る グ ル タ ミ ン 酸 － 誘 導 死 を 減 少 さ せ る こ と が で き
る こ と も 実 証 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 が 神 経 変 性 に お い て メ デ ィ エ ー タ
ー 的 役 割 を 果 た す こ と を 示 し て お り 、 こ れ は 従 来 技 術 で 報 告 さ れ て い な い 観 察 で あ り 、 そ
し て こ の タ ン パ ク 質 の こ の 活 性 を 制 御 す る こ と に よ り 、 ニ ュ ー ロ ン の 死 を 撃 退 す る こ と が
可 能 に な る 。 し た が っ て こ の ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 、 そ の 遺 伝 子 お よ び そ れ に 相 互 作 用 で き る
す べ て の 因 子 は 、 神 経 変 性 過 程 の 治 療 に お い て 、 新 規 の 薬 理 学 上 の 標 的 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 部 分 的 に は 、 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 の た め に 、 ｐ ５ ３ 活 性 を 少 な く と
も 部 分 的 に 遮 断 す る こ と が で き る 化 合 物 の 使 用 か ら 成 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 主 題 は 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 を 目 的 と す る 医 薬 組 成 物
の 調 製 用 に 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 少 な く と も 部 分 的 に 阻 害 す る 化 合 物 の 使 用 か ら 成
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 少 な く と も 部 分 的 に 阻 害 す る こ と が
で き る 化 合 物 は 、 （ i） 転 写 、 翻 訳 ま た は 翻 訳 後 の レ ベ ル で ｐ ５ ３ の 合 成 に 、 あ る い は （ i
i） ｐ ５ ３ の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 結 合 に 作 用 す る 化 合 物 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 合 成 に 対 し て 作 用 す る 化 合 物 の 中 で 、 転 写 ま た は 翻 訳 レ ベ ル で ｐ ５
３ の 発 現 を 減 少 ま た は 抑 制 す る こ と が で き る 、 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 挙 げ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 そ の よ う な 配 列 は 、 ま さ に ｐ ５ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る も の で あ り 、 そ し て そ の タ ン パ ク 質
へ の 翻 訳 に 作 用 す る も の で あ り ： そ れ ら は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 欧 州 特 許 出 願 公
開 第 092 574号 、 同 231 495号 、 国 際 公 開 第 92/03568号 、 同 91/13080号 明 細 書 に 記 載 さ れ た
よ う な 、 合 成 、 化 学 修 飾 等 )、 あ る い は 例 え ば 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 140 308号 明 細 書 に 記 載
さ れ た 技 術 に 従 い 、 ｐ ５ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 選 択 的 に 相 互 反 応 す る こ と が で き る Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 そ の よ う な 配 列 は ｐ ５ ３ を コ ー ド す る 遺 伝 子 に も 対 す る も の で あ り 、 そ し て そ の Ｒ Ｎ Ａ
へ の 転 写 に 作 用 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 こ れ ら の 配 列 は 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 （ ｐ ５ ３
構 造 遺 伝 子 ） に 対 し 、 ま た は 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 （ 転 写 を 調 節 す る 領 域 、 エ キ ソ ン 等 ） に
対 す る も の で あ っ て よ い 。 そ の よ う な 配 列 は 例 え ば 、 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 558 634号 、 国
際 公 開 第 91/06626号 、 同 92/10590号 、 同 93/10820号 明 細 書 等 に 記 載 さ れ た よ う な 条 件 下 で
調 製 で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 ｐ ５ ３ の Ｄ Ｎ Ａ へ の 結 合 に 作 用 す る 化 合 物 の 中 で 、 特 に ｐ ５ ３ 拮 抗 物 質 、 ま た は ｐ ５ ３
と 相 互 作 用 で き 、 か つ こ の よ う に ｐ ５ ３ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き
る タ ン パ ク 質 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ に 関 し て 、 本 質 的 に 不 活 性 な 突 然 変 異 し た 状 態
か ら 成 る ｐ ５ ３ の 陰 性 優 性 突 然 変 異 体 を 挙 げ る こ と が で き 、 こ れ は Ｄ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る
た め に 野 生 型 タ ン パ ク 質 と 競 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば そ の よ う な 突 然 変 異 体 は p53Va1
135突 然 変 異 体 で あ り 、 ま た は Michalovitzら [J. Cell. Bioch.45(1991) 22]に 記 載 さ れ て
い る 他 の 形 態 の も の で あ る 。 こ れ ら は 好 ま し く は 、 本 発 明 の 枠 内 で こ れ ら の 突 然 変 異 体 を
イ ン ビ ボ で 発 現 で き る 遺 伝 的 構 築 物 の 状 態 で 使 用 す る よ う に で き る 。 ｐ ５ ３ の Ｄ Ｎ Ａ へ の
結 合 を 少 な く と も 部 分 的 に 阻 害 す る こ と が で き る 他 の 化 合 物 は 、 ｐ ５ ３ が Ｄ Ｎ Ａ へ 結 合 す
る た め の 部 位 を 再 生 す る 二 本 鎖 核 酸 か ら 成 る ［ El-Deiryら 、 Nature 1(1992) 45;Kernら 、
Science 252,1708;Friedmanら 、 PNAS 90(1993) 3319]。 出 願 人 は 、 そ の よ う な 核 酸 が 細 胞
中 に 存 在 す る 転 写 因 子 を 複 合 体 化 で き 、 そ れ ら が 内 因 性 の 部 位 に 結 合 す る こ と を 防 ぐ こ と
が で き 、 し た が っ て そ の 転 写 活 性 を 遮 断 す る こ と が で き る こ と を ま さ に 示 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 好 適 な 態 様 で は 、 本 発 明 の 枠 内 で 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 ｐ ５ ３ の Ｄ Ｎ Ａ へ の 結 合 の た め
の 部 位 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 ん で 成 る 二 本 鎖 核 酸 で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 こ の 核 酸 は 配 列
番 号 ２ の 全 部 ま た は 一 部 、 あ る い は そ の 活 性 変 異 体 を 含 ん で 成 る 。 活 性 変 異 体 と い う 用 語
は 、 本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 へ の 結 合 特 性 が 保 存 さ れ た 配 列 番 号 ２ の 任
意 の 変 異 体 を 言 う 。 そ の よ う な 変 異 体 は 配 列 番 号 ２ の 配 列 の 突 然 変 異 、 欠 失 、 置 換 お よ び
／ ま た は 塩 基 の 付 加 、 続 い て こ の 結 合 活 性 を イ ン ビ ト ロ で 確 認 す る こ と に よ り 得 る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 他 の 好 適 な 態 様 で は 、 本 発 明 の 枠 内 で 使 用 す る 化 合 物 は 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 活 性 と 拮
抗 で き る ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 し た 状 態 を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 好 適 な 態 様 で は 、 本 発 明 の 枠 内 で 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 転 写 ま た は 翻 訳 レ ベ ル で
、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 。 よ
り 好 ま し く は 、 こ れ は ｐ ５ ３ 細 胞 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 害 で き る ア ン チ セ ン ス リ ボ 核 酸 を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス は 配 列 番 号 １ の 配 列 に 表 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 核 酸 は 、 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 動 物 に 注 射 さ れ た 後 に 、 神 経 変 性 の 予 防 を 誘 導 す る 、
ま た は 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 特 に 、 こ れ は 国 際 公 開 第 90/11092号 明 細 書
に 記 載 さ れ た 手 法 に 従 い 、 裸 の Ｄ Ｎ Ａ 状 態 で 注 射 す る こ と が で き る 。 ま た 、 例 え ば Ｄ Ｅ Ａ
Ｅ － デ キ ス ト ラ ン ［ Paganoら 、 J.Virol.1(1967) 891]と 、 核 タ ン パ ク 質 ［ カ ネ ダ ら 、 Scie
nce 243(1989)375]と 、 脂 質 ［ Felgnerら 、 PNAS 84(1987) 7413]と の 複 合 体 の 状 態 で 、 リ
ポ ソ ー ム ［ Fraleyら 、 J.Biol.Chem.255(1980) 10431]等 の 状 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 枠 内 で 使 用 さ れ る 核 酸 は ベ ク タ ー の 一 部 を 形 成 す る 。 そ の よ う な
ベ ク タ ー の 使 用 は 、 ま さ に 処 理 す る 細 胞 中 へ の 核 酸 の 投 与 を 増 大 す る こ と が で き 、 そ し て
ま た 該 細 胞 中 で の ベ ク タ ー の 安 定 性 を 上 昇 さ せ 、 持 続 性 の 阻 害 効 果 を 得 る こ と を 可 能 に す
る 。 さ ら に 、 同 じ ベ ク タ ー 中 に 数 種 の 核 酸 配 列 を 導 入 す る こ と も 可 能 で あ り 、 こ れ は ま た
は 治 療 の 効 力 を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 使 用 す る ベ ク タ ー は 、 動 物 細 胞 、 好 ま し く は ヒ ト 神 経 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が で き る
か ぎ り 、 様 々 な 起 源 で あ っ て よ い 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ
イ ル ス 、 ア デ ノ － 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 等 か ら 選 択 で き る ウ イ ル ス
が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ れ に 関 し て 、 本 発 明 の 主 題 は そ の ゲ ノ ム 中 に 挿 入 さ れ る 、 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 活 性 と
拮 抗 す る こ と が で き る ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 し た 状 態 を コ ー ド す る 核 酸 、 な ら び に
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／ ま た は ｐ ５ ３ の Ｄ Ｎ Ａ へ の 結 合 部 位 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 ん で 成 る 核 酸 、 な ら び に ／ ま
た は ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 転 写 ま た は 翻 訳 レ ベ ル で 減 少 さ せ る こ と が で き る ア
ン チ セ ン ス 核 酸 を 含 ん で 成 る 任 意 の 組 換 え ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ － 随 伴 ウ イ ル ス
等 か ら 選 択 で き る 。 好 ま し く は 組 換 え ウ イ ル ス は 、 特 に ア デ ノ ウ イ ル ス の よ う な 神 経 細 胞
を 感 染 で き る ウ イ ル ス で あ る 。 ヘ テ ロ ロ ガ ス な 核 酸 配 列 を 組 込 ん だ ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス ま た は Ａ Ａ Ｖ に 由 来 す る ベ ク タ ー は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る ［ Akliら 、 Nature
 Genetics 3(1993) 224;Stratford-Perricaudetら 、 Human Gene Therapy 1(1990) 241;欧
州 特 許 出 願 公 開 第 185 573号 明 細 書 、 Levereoら 、 Gene 101(1991)195;Le Gal la Salleら
、 Science 259(1993)988;Roemerお よ び Friedmann,Eur.J.Biochem.208(1992)211;Dobsonら
、 Neuron 5(1990)353;Chioccaら 、 New Biol.2(1990) 739;ミ ヤ ノ ハ ラ ら 、 New Biol.4(199
2) 238;国 際 特 許 出 願 公 開 第 91/18088号 明 細 書 ]。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 有 利 に は 、 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス は 欠 陥 ウ イ ル ス で あ る 。 “ 欠 陥 ウ イ ル ス ” と い う 用
語 は 、 標 的 細 胞 中 で 複 製 で き な い ウ イ ル ス を 言 う 。 し た が っ て 一 般 的 に 、 本 発 明 の 枠 組 み
中 で 使 用 さ れ る 欠 陥 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 感 染 細 胞 中 で 少 な く と も 該 ウ イ ル ス の 複 製 に 必
要 な 配 列 が 欠 け て い る 。 こ れ ら の 領 域 は 除 去 さ れ る （ 完 全 に 、 ま た は 部 分 的 に ） か 、 あ る
い は 非 機 能 的 に さ れ る か 、 あ る い は 他 の 配 列 、 特 に 核 酸 に 置 き 換 え ら れ る こ と が で き る 。
こ れ に も か か わ ら ず 欠 陥 ウ イ ル ス は 好 ま し く は そ の ゲ ノ ム 中 に ウ イ ル ス 粒 子 の 被 包 化 に 必
要 な 配 列 を 保 存 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 欠 陥 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス に 組 込 ん だ 状 態 で 使 用 す る こ と が 特 に 有
利 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 実 際 、 構 造 お よ び 特 性 が か な り 変 化 し た 様 々 な 血 清 型 が 存 在 す る が 、 こ れ ら は ヒ ト 、 そ
し て 特 に 免 疫 抑 制 個 体 に 対 し て 病 原 性 で は な い 。 さ ら に 、 こ れ ら の ウ イ ル ス は 感 染 し た 細
胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ ず 、 そ し て 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ の 巨 大 な 断 片 を 組 み 込 む こ と が で き る 。
様 々 な 血 清 型 の 中 で も 、 ２ ま た は ５ 型 ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ａ ｄ ２ ま た は Ａ ｄ ５ ） が 、 本 発 明
の 枠 組 み 内 で 好 ま し い 。 Ａ ｄ ５ ア デ ノ ウ イ ル ス の 場 合 に は 、 複 製 に 必 要 な 配 列 は Ｅ １ Ａ お
よ び Ｅ １ Ｂ 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 特 別 な 態 様 は 、 少 な く と も 上 記 の ２ つ の 核 酸 を 含 ん で 成 る ベ ク タ ー 、 特 に ウ イ
ル ス ベ ク タ ー か ら 成 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 欠 陥 組 換 え ウ イ ル ス は 、 欠 陥 ウ イ ル ス と と り わ け 上 記 定 義 の 核 酸 配 列 を 持 つ プ
ラ ス ミ ド と の 間 の 相 同 組 換 え に よ り 調 製 で き る ［ Levreroら 、 Gene 101(1991) 195;Graham
EMBO J.3(12)(1984) 2917)。 相 同 組 換 え は 、 該 ウ イ ル ス お よ び プ ラ ス ミ ド を 適 当 な 細 胞 系
中 に 同 時 － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 後 に 生 成 さ れ る 。 使 用 す る 細 胞 系 は 組 換 え の 危 険 性
を 回 避 す る よ う に 、 好 ま し く は 組 換 え 状 態 で （ i） 該 要 素 に よ り 形 質 転 換 で き る べ き で あ
り 、 そ し て （ ii） 欠 陥 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 部 分 を 相 補 で き る 配 列 を 含 む べ き で あ る 。 欠 陥
組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス の 調 製 に 使 用 で き る 系 の 例 と し て 、 特 に そ の ゲ ノ ム 中 に Ad5ア デ ノ
ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 左 部 を 組 み 込 ん だ (12％ )ヒ ト 胚 腎 臓 系 293［ Graham ら 、 J.Gen.Virol.
36(1977) 59］ を 挙 げ る こ と が で き る 。 欠 陥 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス の 調 製 に 使 用 で き る 系
の 例 と し て 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｐ 系 を 挙 げ る こ と が で き る ［ Danosお よ び Mulligan,PNAS 85(1988) 64
60］ 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 次 に 操 作 し た ウ イ ル ス を 従 来 の 分 子 生 物 学 的 技 術 に よ り 回 収 し 、 そ し て 精 製 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 本 発 明 の 主 題 は 、 少 な く と も １ つ の 上 記 定 義 の 組 換 え ウ イ ル ス を 含 ん で 成 る 医 薬 組
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成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 局 所 、 経 口 、 非 経 口 、 鼻 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 ま た は 目 内 投
与 等 の た め に 配 合 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し く は 、 医 薬 組 成 物 は 、 注 射 す る こ と が で き る 配 合 物 の た め に 医 薬 的 に 許 容 で き る
賦 形 剤 を 含 む 。 こ れ ら は 特 に 塩 溶 液 （ リ ン 酸 一 ナ ト リ ウ ム ま た は 二 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト
リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム ま た は マ グ ネ シ ウ ム 等 、 あ る い は そ の よ う な 塩 の 混 合 物 ）
、 滅 菌 水 、 等 張 液 ま た は 乾 燥 組 成 物 、 特 に 凍 結 乾 燥 し た 組 成 物 で あ っ て よ く 、 こ れ ら は 場
合 に 応 じ て 滅 菌 水 ま た は 生 理 塩 溶 液 の 添 加 に よ り 、 注 射 溶 液 が 構 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 投 与 に 使 用 さ れ る 核 酸 （ 配 列 ま た は ベ ク タ ー ） の 用 量 は 、 様 々 な パ ラ メ ー タ ー 、 そ し て
特 に 使 用 す る 投 与 様 式 、 関 連 す る 病 因 、 発 現 す る 核 酸 、 あ る い は 所 望 す る 治 療 期 間 に 従 い
調 整 で き る 。 一 般 的 に 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス に 関 し て 、 こ れ ら は 10 4 － 10 1 4 pfu/ml、 好
ま し く は 10 6 － 10 1 0 pfu/mlの 用 量 の 状 態 で 配 合 さ れ 、 そ し て 投 与 さ れ る 。 pfuと い う 用 語 は
（ "plaque forming unit:プ ラ ー ク 形 成 単 位 ” )は 、 ウ イ ル ス 溶 液 の 感 染 力 に 相 当 し 、 そ し
て 適 当 な 細 胞 培 養 物 を 感 染 さ せ 、 そ し て 一 般 的 に 48時 間 後 に 感 染 細 胞 の プ ラ ー ク 数 を 測 定
す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 ウ イ ル ス 溶 液 の pfu力 価 を 決 定 す る た め の 技 術 は 文 献 に 詳 細
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 そ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め に 、 そ し て 特 に
虚 血 症 、 低 酸 素 症 、 無 酸 素 症 、 低 血 糖 症 、 て ん か ん 性 の 発 作 あ る い は 大 脳 お よ び 脊 髄 外 傷
に 合 併 す る 神 経 変 性 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め に 、 ま た は ハ ン チ ン グ ト ン 舞 踏 病 、
ア ル ツ ハ イ マ ー 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 ま た は 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予
防 の た め に 、 ヒ ト に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 以 下 の 説 明 を す る も の で あ っ て 制 限 す る も の で は な い 実 施 例 に よ り よ り 完 全 に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
一 般 的 な ク ロ ー ニ ン グ 技 法
　 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 的 抽 出 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 遠 心 、 ア ガ ロ ー
ス お よ び ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 電 気 溶 出 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 精 製 、 タ ン パ ク 質 の
フ ェ ノ ー ル ま た は フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 生 理 的 媒 質 中 で の Ｄ Ｎ Ａ の エ タ ノ ー ル
ま た は イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 殿 、 大 腸 菌 の 形 質 転 換 等 の 分 子 生 物 学 で 従 来 か ら 使 用 さ れ て い
る 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 文 献 に 豊 富 に 記 載 さ れ て い る ［ Maniatisら 、 “ モ レ キ ュ
ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 、 ア  ラ ボ ラ ト リ ー マ ニ ュ ア ル :Molecular Cloning,aLaboratory Manual
"コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー (Cold Spring Harbor Laboratory)、 コ ー ル
ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 N.Y.,1982;Ausubel F.M.ら 、 （ 編 集 ） 、 “ 分 子 生 物 学 の 最 新 の 方
法 ： Current Protocolsin Molecular Biology” 、 ジ ョ ン  ウ ィ リ ー  ア ン ド  サ ン (John Wi
ley & Sons） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1987］ 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 pBR322型 お よ び pUC型 の プ ラ ス ミ ド な ら び に M13シ リ ー ズ の フ ァ ー ジ は 、 市 販 さ れ て い る
も の で あ る （ ベ セ ス ダ リ サ ー チ ラ ボ ラ ト リ ー ズ ： Bethesda Research Laboratories)。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を そ の 大 き さ に 従 い ア ガ ロ ー ス ま た は ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 フ ェ ノ ー ル ま た は フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 混 合 物 で 抽
出 し 、 エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 そ し て フ ァ ー ジ T4 DNAリ ガ ー ゼ (バ イ オ ラ ボ ズ :Biolabs)の
存 在 下 で 、 供 給 元 の 推 奨 に 従 い イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 5'粘 着 末 端 の フ ァ イ リ ン グ は 、 大 腸 菌 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ （ バ イ オ ラ ボ ズ )の ク レ ノ
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ー 断 片 で 、 供 給 元 の 仕 様 に 従 い 行 う こ と が で き る 。 3'粘 着 末 端 の 破 壊 は 、 フ ァ ー ジ T4 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ (バ イ オ ラ ボ ズ )の 存 在 下 で 、 製 造 元 の 推 奨 に 従 い 行 う 。 5'粘 着 末 端 の 破 壊 は
、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ で 制 御 さ れ た 処 理 に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 合 成 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド に よ る イ ン ビ ト ロ 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 は 、 Tayl
orら に よ り 開 発 さ れ た 方 法 [Nucleic Acids Res. (1985)8749-8764]に 従 い 、 ア マ ル シ ャ
ム （ Amersham)に よ り 販 売 さ れ て い る キ ッ ト を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 酵 素 的 増 幅 、 い わ ゆ る Ｐ Ｃ Ｒ ［ olymerase-catalysed hain eaction：
ポ リ メ ラ ー ゼ － 触 媒 連 鎖 反 応 、 Saiki R.K.ら 、 Science (1985)1350-1354； Mullis K.B
.お よ び Faloona F.A., Meth.Enzym. (1987)335-350]法 は 、 “ Ｄ Ｎ Ａ サ ー マ ル サ イ ク ラ
ー ” （ パ ー キ ン エ ル マ ー シ ー タ ス ： Perkin Elmer Cetus)を 使 用 し て 、 製 造 元 の 仕 様 に 従
い 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 確 認 は Sangerら に よ り 開 発 さ れ た 方 法 [Proc.Natl.Acad.Sci.USA,
(1977)5463-5467]に よ り 、 ア マ ル シ ャ ム が 市 販 し て い る キ ッ ト を 使 用 し て 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
＜ 実 施 例 ＞
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
ｐ ５ ３ 遺 伝 子 抑 制 に よ る 、 虚 血 性 に さ れ た マ ウ ス 中 の 梗 塞 容 量 の 減 少 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 の 抑 制 が 虚 血 性 と な っ た マ ウ ス 中 の 梗 塞 の 容 量 に 対 し て 及
ぼ す 効 果 を 記 載 す る 。 そ の た め に 、 中 大 動 脈 を 閉 鎖 す る こ と に よ り マ ウ ス に 虚 血 を 誘 発 し
、 そ し て 梗 塞 の 容 量 を 測 定 し 、 そ し て 次 に 比 較 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
手 順 ： 動 物 （ C57/Blc 9か ら 12週 齢 の オ ス マ ウ ス 、 ゲ ン フ ァ ー ム 、 デ ン マ ー ク ； 野 生 型 　
ホ モ 接 合 体 ま た は Δ ｐ ５ ３ ） を 、 酸 素 、 亜 酸 化 窒 素 お よ び 1.8％ ハ ロ タ ン の 混 合 物 で 麻 酔
を か け 、 全 手 術 工 程 中 、 こ の 条 件 下 に 維 持 し た 。 直 腸 の 温 度 を 37℃ ＋ ／ － 0.5に 、 加 熱 カ
バ ー で 維 持 し た 。 左 中 大 脳 動 脈 を 、 二 極 性 ク リ ッ プ で 電 気 凝 固 法 に よ り 麻 痺 さ せ た 。 傷 を
縫 い 合 わ せ 、 そ し て 動 物 を 30℃ の 部 屋 に 24時 間 置 き 、 餌 と 水 は 自 由 に 摂 取 さ せ た 。 24時 間
後 、 動 物 を 頸 部 切 断 に よ り 屠 殺 し た 。 脳 を 取 り 出 し 、 -30℃ の イ ソ ペ ン タ ン 浴 に 浸 し 、 そ
し て 次 に -80℃ に 保 存 し た 。 40μ mの 組 織 片 を -20℃ の 低 温 保 持 装 置 中 で 、 500μ m毎 の 割 合
で 、 梗 塞 が 現 れ た と こ ろ か ら そ れ が 消 失 す る よ う に 作 成 し た 。 こ れ ら の 切 片 を 次 に Cresyl
 バ イ オ レ ッ ト で 染 色 し た 。 梗 塞 の 容 量 は 画 像 分 析 に よ り 測 定 す る 。 統 計 的 分 析 は 、 様 々
な 値 の 同 質 性 を 確 認 し た 後 、 独 立 し た 群 に つ い て ス テ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ り 行 う 。 様 々
な 値 が 同 質 で は な か っ た 場 合 、 Wilcoxonの 非 パ ラ メ ー タ ー 試 験 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

： 得 ら れ た 結 果 を 以 下 の 表 に 表 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 を 発 現 し て い な い マ ウ ス 中 の 虚 血 後 の 梗 塞 容 量 が 、 20％
の オ ー ダ ー で 減 少 し た こ と を 示 す 。 し た が っ て こ れ ら の 結 果 は 、 ｐ ５ ３ 活 性 の 抑 制 が 神 経
変 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
皮 質 ニ ュ ー ロ ン の 初 期 培 養 物 の グ ル タ ミ ン 酸 塩 に よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 死 の 、 抗 － ｐ ５ ３ ア
ン チ セ ン ス 核 酸 に よ る 抑 制
　 こ の 実 施 例 は 、 初 期 培 養 物 中 の 胚 性 ラ ッ ト 皮 質 ニ ュ ー ロ ン に つ い て 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 に
よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 死 に 対 す る 、 抗 － ｐ ５ ３ ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 効 果 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 グ ル タ ミ ン 酸 塩 は 中 枢 神 経 系 を 刺 激 す る 主 要 な 神 経 伝 達 物 質 で あ る 。 し か し 、 異 常 に 長
時 間 、 ま た は 生 理 的 濃 度 よ り も 高 濃 度 の グ ル タ ミ ン 酸 塩 に さ ら さ れ る と 、 エ キ シ サ イ ト ト
キ シ テ ィ ー （ excitotxity)と 呼 ば れ る 神 経 毒 性 を 起 こ す こ と が あ る [Olney Adv. Exp. Med
.Biol.203(1986) 631]。 多 く の 実 験 に 関 す る 論 争 は 、 こ の 種 の 毒 性 が 虚 血 、 低 酸 素 症 、 低
血 糖 症 、 て ん か ん 性 発 作 、 あ る い は 大 脳 外 傷 に 伴 う 神 経 変 性 の 原 因 で あ る こ と を 示 唆 し て
い る ［ Choi,J.Neurobiol.23(1992)1261]。 こ の エ キ シ サ イ ト ト キ シ テ ィ ー は 、 ハ ン チ ン グ
ト ン 舞 踏 病 ［ Youngら 、 Science 241(1988)981]、 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 疾 患 ［ Kohら 、 Bra
in Res.533(1990) 315； Mattsonら ； J.Neurosci.12(1992) 376]の よ う な 疾 患 の 病 因 に も
関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 実 施 例 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 の 毒 性 作 用 が 、 ｐ ５ ３ タ
ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 減 少 で き る ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 存 在 に よ り 部 分 的 に 抑 制 さ れ る こ
と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 調 製 お よ び 配 列 ： ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 全 自 動 ヌ ク
レ オ チ ド 合 成 器 に よ り 合 成 し た （ Maniatis） 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 次 の と お り で
あ る ： ５ '－ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ － ３ '（ 配 列 番 号 １ ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 抑 制 の 研 究 ： 胎 児 性 の ウ イ ス タ ー  ラ ッ ト 皮 質 細 胞 （ E17)を 、 Dichterの 方 法 に 従 い 単 離
し ［ Brain Res.149(1978) 279]、 6-ウ ェ ル Costarプ レ ー ト で 、 10μ g/mlの イ ン ス リ ン 、 10
μ g/mlの ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 10ng/mlの 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 10nMの プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 1
nMの ト リ ヨ ー ド サ イ ロ ニ ン を 含 む DMEM培 地 中 (ダ ル ベ ッ コ の 改 良 イ ー グ ル 培 地 ） で 培 養 し (
35分 間 、 6× 10 5 細 胞 ／ プ レ ー ト ） 、 そ し て オ ー ブ ン 中 （ 37℃ 、 5％ CO 2 ） で 保 存 し た 。 2μ M
の 上 記 抗 -ｐ ５ ３ ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 、 接 種 中 、 お よ び 次 に １ 日 お よ び ２ 日 目 に 培 養 物 へ
加 え た 。 グ ル タ ミ ン 酸 塩 （ 5mM） を ２ 日 目 に 投 与 し 、 同 時 に 抗 － ｐ ５ ３ ア ン チ セ ン ス 核 酸
を 投 与 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 塩 に よ り 誘 導 さ れ た 毒 性 を 培 養 24時 間 後 に 、 Manthorpeら に よ
り 記 載 さ れ た 方 法 [Dev Brain.res25(1986) 191]に 従 い 、 ミ ト コ ン ド リ ア 活 性 を 測 定 す る
こ と に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ に 表 す 。 こ れ ら は 、 抗 － ｐ ５ ３ ア ン チ セ ン ス 核 酸 が グ ル タ ミ ン 酸 塩
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に 誘 導 さ れ た 毒 性 を 約 25％ ま で 減 少 で き る こ と を 明 ら か に 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 皮 質 ニ ュ ー ロ ン の 初 期 培 養 物 に 対 す る 、 抗 － ｐ ５ ３ ア ン チ セ ン ス 核 酸 に よ る 、 グ
ル タ ミ ン 酸 に よ り 誘 導 さ れ た 細 胞 死 の 阻 害 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ 】
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【 配 列 表 】
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