
(57)【要約】
本発明は、真核及び原核細胞の寿命を調節したり、細胞を熱ショックなどの特定のストレ
スから保護するための方法及び組成物を提供するものである。方法の１つは、細胞内の NA
D＋再利用経路を通る流れを、例えば、 NPT1、 PNC1、 NMA1及び NMA2から成る群より選択さ
れる１つ以上のタンパク質のレベル又は活性を調節するなどにより、調節するステップを
含む。別の方法は、細胞内のニコチンアミドのレベルを調節するステップを含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 の 寿 命 又 は そ の ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 内 の NAD＋ 再 利 用 経
路 を 通 る 流 れ を 調 節 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
NAD＋ 再 利 用 経 路 を 調 節 す る 前 記 ス テ ッ プ が 、 NPT1、 PNC1、 NMA1 及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 調 節 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
調 節 が 増 加 さ せ る こ と で あ り 、 前 記 方 法 が 、 NPT1、 PNC1、 NMA1 及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
NPT1、 PNC1、 NMA1 及 び NMA2 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 少 な く と
も １ つ の 核 酸 、 又 は 、 細 胞 内 の 前 記 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 加 さ せ る た め に 充 分
な 、 少 な く と も そ の 一 部 分 、 を 細 胞 内 に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ 】
NPT1、 PNC1、 NMA1 及 び NMA2 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 少 な く と も ５ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は 、 細 胞 内 の 前 記 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ
を 増 加 さ せ る た め に 充 分 な 、 少 な く と も そ の 一 部 分 、 を 細 胞 内 に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 む
、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
NPT1、 PNC1、 NMA1 及 び NMA2 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 、 又
は 、 細 胞 内 の 前 記 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 加 さ せ る た め に 充 分 な 、 少 な く と も そ
の 一 部 分 、 を 細 胞 内 に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
細 胞 の 寿 命 又 は そ の ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド
の レ ベ ル を 調 節 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
調 節 が 増 加 さ せ る こ と で あ り 、 前 記 方 法 が 、 細 胞 を ニ コ チ ン ア ミ ド 又 は そ の 類 似 体 に 接 触
さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
細 胞 の 寿 命 を 、 少 な く と も 約 ４ ０ ％ 、 延 ば す 、 請 求 項 ２ 又 は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 細 胞 が in vitroに あ る 、 請 求 項 １ 又 は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 細 胞 が 酵 母 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ス ト レ ス が 熱 シ ョ ッ ク 浸 透 圧 ス ト レ ス ； DNA損 傷 性 作 用 因 子 ； 不 適 切 な 塩 レ ベ ル ； 不 適 切
な 窒 素 レ ベ ル 、 又 は 不 適 切 な 栄 養 レ ベ ル で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 調 節 す る ス テ ッ プ が 、 基 本 的 に NAD＋ 及 び NADHの 定 常 状 態 レ
ベ ル を 変 え ず に 行 わ れ る 、 請 求 項 １ 又 は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
細 胞 の 寿 命 又 は そ の ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 特 定 す る 方 法 で あ っ て 、
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　 （ ｉ ） NPT1、 PNC1、 NMA1、 NMA2、 NNMT、 NAMPRT、 NMNAT-1、 及 び NMNAT-2 か ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 を 、 検 査 化 合 物 に 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 活 性 に 影 響 す る の に 充 分 で
あ ろ う 時 間 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ）  前 記 酵 素 の 活 性 を 判 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 但 し こ の 場 合 、 前 記 検 査 化 合
物 の 非 存 在 下 に 比 較 し た と き の 、 前 記 検 査 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 酵 素 の 活 性 の 違 い は 、
前 記 検 査 化 合 物 が 、 細 胞 の 寿 命 又 は そ の ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 で あ る こ と を 示 す
、 ス テ ッ プ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
細 胞 の 寿 命 、 又 は 、 そ の ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 特 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） NPT1、 PNC1、 NMA1、 NMA2、 NNMT、 NAMPRT、 NMNAT-1、 及 び NMNAT-2 か ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 調 節 核 酸 を 、 レ ポ ー タ 遺 伝 子 に 作 動 上 連 結 さ せ て 含 む 細 胞 又 は
ラ イ セ ー ト を 、 検 査 化 合 物 に 、 前 記 転 写 調 節 核 酸 に 影 響 す る の に 充 分 で あ ろ う 時 間 、 接 触
さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ）  前 記 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 判 定 す る ス テ ッ プ
で あ っ て 、 但 し こ の 場 合 、 前 記 検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 に 比 較 し た と き の 、 前 記 検 査 化 合 物
の 存 在 下 で の 前 記 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の レ ベ ル 又 は 活 性 の 違 い は 、 前 記 検 査 化 合 物 が 、 細 胞 の
寿 命 、 又 は 、 そ の ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 で あ る こ と を 示 す 、 ス テ ッ プ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
細 胞 を 前 記 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 細 胞 の 寿 命 又 は そ の ス ト レ ス 耐 性 が 調 節
さ れ た か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７ 又 は １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 の 阻 害 剤 を 特 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） コ ン ピ ュ ー タ ・ モ デ リ ン グ ・ ア プ リ ケ ー シ ョ ン に 、 分 子 又 は 分 子 複 合 体 の 一 組 の
構 造 座 標 を 提 供 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 分 子 又 は 分 子 複 合 体 が 、 Ｃ ポ ケ ッ ト を 含 む Si
r2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 少 な く と も 一 部 分 を 含 む 、 ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ・ モ デ リ ン グ ・ ア プ リ ケ ー シ ョ ン に 、 あ る 化 学 的 実 体 の 一 組
の 構 造 座 標 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 化 学 的 実 体 が 、 前 記 分 子 又 は 分 子 複 合 体 に 結 合 す る 又 は 干 渉 す る と 予 測
さ れ る 阻 害 剤 で あ る か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 分 子 又 は 分 子 複 合 体 に 結
合 又 は 干 渉 す る こ と は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 の 潜 在 的 阻 害 の 指 標 で あ る 、 ス テ ッ
プ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 化 学 的 実 体 が ニ コ チ ン ア ミ ド の 類 似 体 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 の 阻 害 剤 を 特 定 す る 方 法 で あ っ て
　 （ ｉ ） 少 な く と も Ｃ ポ ケ ッ ト を 含 む Sir2フ ァ ミ リ の タ ン パ ク 質 を 、 検 査 化 合 物 に 、 前 記
検 査 化 合 物 が 前 記 Sir2フ ァ ミ リ の タ ン パ ク 質 の Ｃ ポ ケ ッ ト に お そ ら く は 結 合 す る の に 充 分
な 時 間 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 の 活 性 を 判 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 但 し こ の 場 合 、 前 記 検 査 化 合
物 の 非 存 在 下 に 比 べ た と き に 、 前 記 検 査 化 合 物 の 存 在 下 で 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 低 い
こ と は 、 前 記 検 査 化 合 物 が 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 の 阻 害 剤 で あ る こ と を 示 す 、 ス
テ ッ プ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
対 象 の 細 胞 死 又 は 老 化 に 関 連 す る 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 死 又 は 老 化
に 易 罹 患 性 又 は 罹 患 性 の 細 胞 に お い て NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 加 さ せ る 、 又 は 、
細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 下 げ る 作 用 薬 を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与 す る ス テ
ッ プ を 含 む 、 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ３ 】
細 胞 の 寿 命 を 下 げ る 、 又 は 細 胞 を ス ト レ ス に 対 し て よ り 感 受 性 と す る こ と が 有 益 で あ る よ
う な 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 の NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 減 ら す
、 又 は 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 増 加 さ せ る 作 用 薬 を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に
投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
　 生 理 学 的 研 究 や 、 よ り 最 近 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の DNAア レ イ 解 析 に よ り 、 老 化 は 複 雑
な 生 物 学 的 プ ロ セ ス で あ る こ と が 裏 付 け ら れ て い る 。 対 照 的 に 、 モ デ ル 生 物 で の 遺 伝 子 研
究 で は 、 生 物 の 環 境 又 は 遺 伝 子 の 構 成 に 比 較 的 小 さ な 変 化 が あ っ て も 、 老 化 プ ロ セ ス が 劇
的 に 遅 く な る こ と が 実 証 さ れ て い る 。 例 え ば 、 数 多 く の 多 様 な 生 物 の 寿 命 は 、 単 に カ ロ リ
制 限 と 呼 ば れ る 食 餌 療 法 で カ ロ リ 摂 取 を 制 限 す る だ け で 、 大 き く 延 ば す こ と が で き る （ １
－ ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 な ぜ 単 純 な 変 化 が 、 こ の よ う な 深 遠 な 効 果 を 老 化 な ど の 複 雑 な プ ロ セ ス に も た ら す の で
あ ろ う か ？ す べ て の 真 核 生 物 は 、 老 化 の 速 度 を 支 配 し て い る 驚 く べ き 保 存 さ れ た 調 節 系 を
持 つ と い う 画 が 浮 か び つ つ あ る 。  こ の よ う な 調 節 系 は 、 資 源 を 、 成 長 及 び 生 殖 か ら 、 ス
ト レ ス 耐 性 を も た ら す 経 路 へ と 方 向 修 正 す る こ と に よ り 、 生 物 が 逆 境 を 生 き 延 び ら れ る よ
う に す る た め に 、 進 化 の 過 程 で 生 じ た の か も 知 れ な い （ ４ ， ６ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 老 化 の 調 節 因 子 の 解 明 で 特 に 有 用 で あ る こ と が 判 明 し た モ デ ル の 一 つ は 、 出 芽 酵 母 、 Ｓ
． セ レ ビ ジ エ （ 原 語 ： S. cerevisiae） で あ る 。 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の 複 製 寿 命 は 、 典 型 的 に
は 、 個 々 の 「 母 細 胞 」 が 生 ず る 「 娘 細 胞 」 の 出 芽 の 数 で あ る と 定 義 さ れ て い る （ ７ ） 。 母
細 胞 は 、 大 き さ の 増 加 、 細 胞 周 期 の 鈍 化 、 仁 の 肥 大 、 定 常 状 態 NAD＋ レ ベ ル の 増 加 、 糖 新
生 及 び エ ネ ル ギ 貯 蔵 の 増 加 、 テ ロ メ ア 及 び 接 合 型 遺 伝 子 座 に お け る サ イ レ ン ト 状 態 が 失 わ
れ る こ と に よ る 不 稔 性 を 含 め 、 年 齢 依 存 的 な 変 化 を 起 こ す （ ８ － １ ３ ） 。 酵 母 寿 命 の 別 の
尺 度 は 、 暦 老 化 と し て 知 ら れ 、 非 分 裂 細 胞 の 集 団 が 、 栄 養 物 質 を 絶 た れ た と き に 生 存 し た
状 態 に 留 ま る 時 間 の 長 さ で あ る （ １ ４ ） 。 暦 寿 命 の 増 加 は 、 熱 シ ョ ッ ク 及 び 酸 化 ス ト レ ス
に 対 す る 耐 性 の 高 ま り と 相 関 関 係 に あ り 、 細 胞 成 分 へ の 損 傷 の 累 積 が 、 こ の 種 類 の 老 化 の
大 き な 原 因 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ １ ４ ， １ ５ ） 。 複 製 老 化 及 び 暦 老 化 の 間 の 重 複
の 程 度 は 、 現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 酵 母 複 製 老 化 の 原 因 の 一 つ は 、 反 復 し た リ ボ ゾ ー ム DNA（ rDNA） 遺 伝 子 座 の 不 安 定 性 か
ら 生 ず る こ と が 示 さ れ て い る （ １ ６ ） 。 こ の 不 安 定 性 の た め に 、 複 製 は す る が 分 裂 し て 娘
細 胞 に な る こ と が で き な い ERCと 呼 ば れ る 環 状 の 形 の rDNAが 生 ず る 。 最 終 的 に は 、 ERCは 10
00コ ピ ー を 越 え る ま で 蓄 積 し 、 こ れ が 、 必 須 な 転 写 及 び ／ 又 は 複 製 因 子 を 滴 定 し て し ま う
こ と で 、 細 胞 を 致 死 さ せ る と 考 え ら れ て い る （ １ ６ － １ ８ ） 。 カ ロ リ 制 限 又 は fob1 欠 失
な ど 、 DNA組 換 え を 減 ら す 療 法 が 、 複 製 寿 命 を 延 ば す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 酵 母 に お い て 老 化 の 鍵 と な る 調 節 物 質 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ NA
D＋ ） 依 存 的 デ ア セ チ ラ ー ゼ で あ る Sir2サ イ レ ン シ ン グ タ ン パ ク 質 （ １ ７ ） で あ る （ ２ １
－ ２ ４ ） 。 Sir2は 、 テ ロ メ ア 及 び ２ つ の サ イ レ ン ト 接 合 型 遺 伝 子 座 に お い て 、 サ イ レ ン ト
な ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 形 成 を 触 媒 す る ヘ テ ロ 三 量 体 型 Sir2/3/4複 合 体 の 一 成 分 で あ る （ ２
５ ） 。 Sir2は ま た 、 rDNA遺 伝 子 座 で の サ イ レ ン ト 状 態 や 終 期 か ら 出 る の に 必 要 な RENT複 合
体 の 一 成 分 で も あ る 。 さ ら に こ の 複 合 体 に つ い て は 、 Pol Iに よ る rRNAの 転 写 を 直 接 刺 激
し た り 、 仁 構 造 の 調 節 に 関 与 し て い る こ と が 最 近 示 さ れ て い る （ ２ ８ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 生 化 学 的 研 究 で は 、 Sir2、 は ヒ ス ト ン H3及 び H4の ア ミ ノ 末 端 の テ イ ル を 容 易 に 脱 ア セ チ
ル 化 し て 、 1-O-ア セ チ ル -ADP-リ ボ ー ス 及 び ニ コ チ ン ア ミ ド を 形 成 さ せ る こ と が で き る こ
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と が 示 さ れ て い る （ ２ １ － ２ ３ ， ２ ９ ） 。 SIR2 の コ ピ ー を 付 加 的 に 持 つ 株 は 、 rDNAサ イ
レ ン ト 状 態 の 増 加 や （ ３ ０ ） 、 30%長 い 寿 命 を 示 す （ １ ７ ） 。 最 近 で は 、 Ｃ ． エ レ ガ ン ス
（ 原 語 ： C. elegans） の SIR2相 同 体 で あ る sir-2.1の コ ピ ー が 付 加 的 に あ る と 、 こ の 生 物
の 寿 命 が 大 き く 延 び る こ と が 示 さ れ て い る （ ３ １ ） 。 こ の こ と は 、 老 化 の た め の SIR依 存
的 調 節 経 路 は 進 化 の 早 い 段 階 で 生 じ 、 よ く 保 存 さ れ て き た こ と を 意 味 し て い る （ ４ ） 。  
酵 母 の 寿 命 も 、 後 生 動 物 の そ れ と 同 様 に 、 カ ロ リ 制 限 に 似 た 介 入 に よ り 引 き 延 ば さ れ て い
る （ １ ９ ， ３ ２ ） 。 グ ル コ ー ス 応 答 性 cAMP（ ア デ ノ シ ン 3,5-モ ノ ホ ス フ ェ ー ト ） -依 存 的
（ PKA） 経 路 の 活 性 を 減 ら す 変 異 は 、 野 生 型 細 胞 で は 寿 命 を 延 ば す が 、 変 異 sir2 株 で は 延
ば さ な い こ と か ら 、 SIR2 は 、 カ ロ リ 制 限 経 路 の 下 流 に あ る 鍵 と な る 成 分 で あ る こ と が 分
か る （ １ ９ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 大 半 の 生 物 で は 、 ２ つ の NAD＋ 生 合 成 経 路 が あ る （ 図 １ を 参 照 さ れ た い ） 。 NAD+は 、 ト
リ プ ト フ ァ ン か ら de novo合 成 さ れ た り 、 ま た 、 ニ コ チ ン ア ミ ド か ら NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通
る ４ つ の 段 階 を 経 て 再 循 環 す る 場 合 が あ る 。 細 菌  NAD＋ 再 利 用 経 路 の 一 番 目 の 段 階 で は 、
ニ コ チ ン ア ミ ド の ニ コ チ ン 酸 及 び ア ン モ ニ ア へ の 加 水 分 解 が 、 pncA 遺 伝 子 産 物 に よ り 触
媒 さ れ る （ ３ ３ ） 。 pncAに 対 し て 相 同 性 の Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の 遺 伝 子  YGL037は 最 近 、 名 称 P
NC1 (SGD)を 与 え ら れ て い る （ ３ ４ ） 。 S.セ レ ビ ジ エ で は NPT1遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る
ニ コ チ ン 酸 ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 こ の 反 応 か ら の ニ コ チ ン 酸 を ニ コ チ ン
酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド  (NaMN)に 転 化 さ せ る （ ３ ５ － ３ ８ ） 。 こ の 時 点 で 、 NAD＋ 再 利 用 経 路
及 び de novo NAD＋ 経 路 が 一 つ に な り 、 NaMNが 、 デ ス ア ミ ド -NAD＋ （ NaAD） に 、 ニ コ チ ン
酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (NaMNAT) に よ り 転 化 さ せ ら れ る 。 S.
セ レ ビ ジ エ で は 、 YLR328（ ３ ９ ） と 、 特 徴 付 け が ま だ 済 ん で い な い ORFで あ る YGR010と い
う 、 細 菌  NaMNAT遺 伝 子 に 対 し て 相 同 性 を 持 つ ２ つ の 推 定 ORFが あ る （ ２ ３ ， ３ ９ ） 。 我 々
は こ れ ら ２ つ の ORFを そ れ ぞ れ NMA1 及 び NMA2と 言 及 す る 。 サ ル モ ネ ラ で は 、 NAD＋ の 再 生
の 最 終 段 階 は 、 NADシ ン セ タ ー ゼ に よ り 触 媒 さ れ る （ ４ ０ ） 。 ま だ 特 徴 付 け の 済 ん で い な
い ORFの QNS1は 、 NAD シ ン セ タ ー ゼ を コ ー ド し て い る と 予 測 さ れ る （ ２ ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 酵 母 で は 、 NPT1に ヌ ル 変 異 が あ る と 、 定 常 状 態 の NAD＋ レ ベ ル が 、 最 高 ２ 分 の １ に 減 少
し て （ ２ ３ ） 、 カ ロ リ 制 限 に よ り も た ら さ れ る 長 寿 が 損 な わ れ る （ １ ９ ） 。 カ ロ リ 制 限 が
複 製 寿 命 を ど の よ う に 延 ば す か を 説 明 す る 現 在 の 仮 説 の 一 つ は 、 代 謝 活 性 の 低 下 が 、 NAD
＋ レ ベ ル の 増 加 を 引 き 起 こ し 、 こ う し て Sir2 活 性 を 刺 激 す る 、 と い う も の で あ る  （ Camp
isi, 2000 及 び Guarente, 2000に レ ビ ュ ー ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 転 写 の サ イ レ ン ト 状 態 は 、 ゲ ノ ム 中 の 異 な る 部 位 で の ク ロ マ チ ン の 遺 伝 性 の 修 飾 に 関 係
し て い る 。 サ イ レ ン ト 状 態 と は 、 そ れ が プ ロ モ ー タ 非 特 異 的 で あ り 、 し ば し ば ゲ ノ ム 遺 伝
子 座 全 体 を 包 含 す る 場 合 に 長 距 離 リ プ レ ッ シ ョ ン と 呼 ば れ る (１ ’ ， ２ ’ ） 。 酵 母 で は 、
よ り 高 等 な 真 核 生 物 の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン と 同 様 に 、 DNAの こ の よ う な サ イ レ ン ト 領 域 に は
、 幅 広 い 修 飾 が 起 き 易 い （ ３ ’ ） 。 こ れ ら の 修 飾 で 最 も よ く な さ れ た 研 究 の 中 に 、 ヒ ス ト
ン の 可 逆 的 ア セ チ ル 化 が あ る （ ４ ， ５ に レ ビ ュ ー ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 状 態 に 影 響 す る ２ つ の 種 類 の 酵 素 が あ る ： ヒ ス ト ン ア セ チ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HAT） 及 び 対 抗 す る ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ （ HDAC） で あ る 。 ゲ ノ ム の
よ り 転 写 活 性 な 区 域 と 比 較 す る と 、 ク ロ マ チ ン の サ イ レ ン ト 領 域 内 に あ る ヒ ス ト ン は 、 特
に コ ア ・ ヒ ス ト ン H3及 び H4の NH 2 末 端 テ イ ル 上 で 、 低 ア セ チ ル 化 し て い る こ と が 知 ら れ て
い る （ ６ ’ ） 。 ３ つ の ク ラ ス の ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ が 解 説 さ れ て お り 、 ま た 、 酵 母 タ
ン パ ク 質 に 対 す る 相 同 性 に 基 づ い て 分 類 さ れ て い る 。 ク ラ ス Ｉ （ Rpd3様 ） 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ
（ Hda1様 ） の タ ン パ ク 質 は 、 阻 害 剤 ト リ コ ス タ チ ン Ａ （ Ｔ Ｓ Ａ ） へ の そ れ ら の 感 受 性 に よ
り 特 徴 付 け ら れ て い る （ ７ ， ８ ） 。 こ の 阻 害 剤 を 用 い た 研 究 で は 、 細 胞 周 期 、 分 化 、 及 び
ア ポ ト ー シ ス の 調 節 因 子 の 発 現 へ の こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 関 与 を 含 め 、 こ れ ら の 細 胞 内 で
の 働 き に 関 し て 豊 富 な 情 報 が 得 ら れ た （ ９ ’ に レ ビ ュ ー ） 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 酵 母 Sir2 は 、 ク ラ ス Ｉ Ｉ Ｉ  HDACの 始 祖 フ ァ ミ リ で あ る 。 Sir2様 デ ア セ チ ラ ー ゼ は TSA
に よ っ て 阻 害 さ れ ず 、 NAD＋ 依 存 的 で あ る と い う 固 有 の 特 徴 を 有 す る （ １ ０ ’ － １ ３ ’ ）
。 こ の ク ラ ス の タ ン パ ク 質 は 、 細 菌 か ら ヒ ト ま で 、 幅 広 い 種 類 の 生 物 に 見 ら れ る 。 酵 母 の
Hst2及 び ヒ ト の SIRT2と い う 少 な く と も ２ 種 の Sir2相 同 体 が 細 胞 質 に 局 在 し て お り 、 ヒ ト S
IRT1は 最 近 、 p53を 脱 ア セ チ ル 化 の 標 的 と す る こ と が 示 さ れ た （ １ １ ’ １ ３ ’ － １ ５ ’ ）
。 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の フ ァ ミ リ の メ ン バ の す べ て が 、 ヒ ス ト ン 又 は 他 の 核 内 基 質 に 特 異
的 と い う 訳 で は な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 サ イ レ ン ト 情 報 調 節 因 子 （ SIR） と い う こ の 用 語 は 、 当 初 、 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ で 接 合 型 遺
伝 子 座 （ HML及 び HMR） の 抑 制 に 必 要 な 一 揃 い の 非 必 須 遺 伝 子 を 言 う た め に 造 語 さ れ た （ １
６ ’ ） 。 酵 母 で の サ イ レ ン ト 状 態 は ま た 、 テ ロ メ ア 及 び リ ボ ゾ ー ム DNA（ rDNA） 遺 伝 子 座
で も 観 察 さ れ て い る （ ２ ’ ， １ ７ ’ ） 。 接 合 型 遺 伝 子 座 と 、 酵 母 テ ロ メ ア の ポ リ （ TG 1 - 3
） 管 で の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 形 成 は 、 Sir2、 Sir3 及 び Sir4（ １ ８ ， １ ９ ） の ヘ テ ロ 三 量
体 型 複 合 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 rDNA遺 伝 子 座 に お い て は 、 Sir2は 、 Net1及 び Cdc14を 含
む RENT（ regulator of nuleolar
silencing and telophase exit） 複 合 体 の 一 部 で あ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の う ち で 、 Si
r2は 、 こ れ ら ３ つ の サ イ レ ン ト 領 域 す べ て で 、 サ イ レ ン ト 状 態 に と っ て 不 可 欠 な 唯 一 の 因
子 で あ る （ ２ ２ ’ － ２ ４ ’ ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 酵 母 rDNA遺 伝 子 座  (RDN1) は 、 100-200 回 タ ン デ ム に 反 復 し た 9 kbの ユ ニ ッ ト か ら 成 り
、 リ ボ ゾ ー ム RNAを コ ー ド し て い る 。 酵 母 の 老 化 の 主 要 な 原 因 は 、 染 色 体 外 rDNA環 （ ERC）
の 切 り 出 し に つ な が る 、 こ れ ら の 反 復 間 の 組 換 え か ら 生 ず る （ ２ ５ ’ － ２ ７ ’ ） こ と が 示
さ れ て い る 。 ERCは 複 製 は す る が 分 離 し て 娘 細 胞 に な る こ と は で き ず 、 従 っ て 細 胞 分 裂 時
に は 指 数 関 数 的 に 増 幅 さ れ る 。 ERCは 、 古 い 細 胞 の 酵 母 ゲ ノ ム 全 体 の そ れ よ り も 大 き な DNA
含 有 量 に な る ま で 蓄 積 す る こ と が あ り 、 必 須 な 転 写 及 び ／ 又 は 複 製 因 子 を 滴 定 す る こ と に
よ り 、 細 胞 を 致 死 さ せ る と 考 え ら れ て い る （ ２ ８ ’ ） 。 Sir2 は 、 rDNAに 一 体 化 さ れ た Pol
 II転 写 型 遺 伝 子 を サ イ レ ン ト 状 態 に す る が 、 こ の 遺 伝 子 座 で の そ の 主 な 働 き は 、 組 換 え
を 抑 制 す る こ と で あ る と の 証 拠 が あ る 。 SIR2 を 欠 失 さ せ る と rDNAサ イ レ ン ト 状 態 が 消 え
、 マ ー カ 遺 伝 子 が rDNAの 外 で 組 換 え ら れ る 頻 度 が １ ０ 倍 に 増 加 す る （ ２ ９ ’ ） 。 そ の 結 果
、 ERCの 形 成 が 増 し 、 寿 命 が 劇 的 に 短 縮 さ れ る （ ２ ９ ’ ， ３ ０ ’ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Sir2は 酵 母 の 長 寿 を 制 限 す る 一 要 素 で あ る 。 SIR2遺 伝 子 の コ ピ ー が 余 分 に 一 つ で も あ る
と 、 組 換 え が 抑 制 さ れ て 寿 命 が ４ ０ ％ 延 び る （ ２ ６ ’ 、 ３ １ ’ 、 ３ ２ ’ ） 。 最 近 、 SIR2が
、 検 査 さ れ た 生 物 す べ て で 寿 命 を 延 ば す 療 法 で あ る カ ロ リ 制 限 に よ り も た ら さ れ る 寿 命 の
延 び （ ３ １ ” ） に 必 須 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 Sir2相 同 体 で あ る  sir2.1 を 多 量
に 投 与 す る と 、 線 虫 Ｃ ． エ レ ガ ン ス の 寿 命 が 延 び る こ と が 示 さ れ て お り （ ３ ３ ’ ） 、 最 も
近 い ヒ ト の 相 同 体 SIRT1は 、 p53の 脱 ア セ チ ル 化 を 通 じ て ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る こ と が 示
さ れ て い る （ ３ ４ ’ ， ３ ５ ’ ） 。 こ れ ら の 発 見 は 、 Sir2及 び そ の 相 同 体 は 、 細 胞 及 び 生 物
レ ベ ル で 生 存 を 調 節 す る 保 存 さ れ た 役 割 を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 最 近 、 Sir2様 デ ア セ チ ラ ー ゼ の 生 化 学 的 性 質 に 大 き な 洞 察 が 得 ら れ た （ ３ ６ ’ に レ ビ ュ
ー ） 。 In vitroで は 、 Sir2 は 、 ヒ ス ト ン H4の リ ジ ン 16に 、 そ し て ヒ ス ト ン H3の リ ジ ン 9及
び 14に 対 し て 特 異 性 を 有 す る （ １ ０ ’ 、 １ ２ ’ 、 １ ３ ’ ） 。 TSA感 受 性 HDACは コ フ ァ ク タ
を 要 せ ず に 脱 ア セ チ ル 化 を 触 媒 す る が 、 Sir2反 応 に は NAD＋ が 必 要 で あ る 。 こ れ に よ り 、
こ の 共 基 質 の 利 用 能 の 違 い を 通 じ て 、 Sir2の 活 性 の 調 節 が 可 能 に な っ て い る （ １ ０ ’ － １
３ ’ ） 。 Sir2の 脱 ア セ チ ル 化 は 、 NDA＋ の ADP-リ ボ ー ス 成 分 を ニ コ チ ン ア ミ ド に 繋 げ て い
る 高 エ ネ ル ギ グ リ コ シ ド 結 合 の 切 断 に 接 続 し て い る 。 切 断 が 起 き る と 、 Sir2は 、 ア セ チ ル
基 の ADP-リ ボ ー ス へ の 移 動 を 触 媒 す る （ １ ０ ’ ， １ １ ’ ， １ ５ ’ ， ３ ７ ’ ） 。 こ の 移 動 反
応 の 生 成 物 は O-ア セ チ ル -ADP-リ ボ ー ス と い う 、 新 規 な 代 謝 産 物 で あ り 、 こ れ が 、 細 胞 周
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期 で の 遅 れ ／ 遮 断 を 引 き 起 こ し た り 、 胚 の 卵 子 成 熟 を 引 き 起 こ す こ と が 最 近 、 示 さ れ た （
３ ８ ’ ） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 脱 ア セ チ ル 化 の 他 方 の 産 物 は 、 ニ コ チ ン 酸 の 前 駆 物 質 で あ り 、 ビ タ ミ ン B3の 一 つ の 形 で
あ る ニ コ チ ン ア ミ ド で あ る （ ３ ９ ’ ） 。 高 用 量 の ニ コ チ ン ア ミ ド 及 び ニ コ チ ン 酸 が し ば し
ば 、 不 安 、 変 形 性 関 節 症 、 精 神 病 を 含 む あ る 範 囲 の 状 態 を 自 己 治 療 す る た め に 交 換 可 能 に
用 い ら れ て お り 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は 現 在 、 癌 及 び Ｉ 型 糖 尿 病 の 治 療 法 と し て 臨 床 治 験 中 で
あ る （ ４ ０ ’ ） 。 こ れ ら の 治 療 に 用 い ら れ る 高 用 量 の 長 期 安 全 性 は 疑 問 視 さ れ て お り （ ４
１ ’ ） 、 こ れ ら の 化 合 物 の 分 子 レ ベ ル で の 効 果 の 可 能 性 は 明 ら か で は な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
発 明 の 概 要
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 内 の NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 調 節 す る ス テ ッ
プ を 含 む 、 細 胞 の 寿 命 や そ の ス ト レ ス へ の 耐 性 を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 本
方 法 は 、 細 胞 内 の NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 細 胞 の 寿 命
を 増 加 又 は 延 命 さ せ る こ と 、 又 は 、 そ の ス ト レ ス へ の 耐 性 を 増 す こ と を 含 む も の で あ ろ う
。 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ の 調 節 は 、 NAD＋ 及 び NADHの 定 常 状 態 レ ベ ル を 基 本 的 に 変 え
る こ と な く 、 そ し て 基 本 的 に は 細 胞 内 の NAD＋ ／ NADH比 を 維 持 す る こ と に よ り 、 起 こ さ せ
ら れ よ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ は 、 NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら
成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む で あ ろ う
。 該 方 法 は 、 細 胞 内 に 、 NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の 核 酸 、 又 は 、 あ る 遺 伝 子 の 少 な く と も ５ 個 の コ ピ ー を 含 む
核 酸 、 を 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 む も の で も よ い 。 代 替 的 に は 、 該 方 法 は 、 細 胞 内 に 、 NPT1
、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 を 導 入 す る
ス テ ッ プ を 含 む も の で も よ い 。 該 方 法 は 、 細 胞 を 、 NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら 成 る 群
よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 上 方 調 節 す る 作 用 薬 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い
。 該 細 胞 は 少 な く と も 約 40%長 く 生 き る 場 合 、 又 は 少 な く と も 約 60%長 く 生 き る 場 合 も あ る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 細 胞 内 の NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、
例 え ば 熱 シ ョ ッ ク 、 浸 透 圧 ス ト レ ス 、 DNA損 傷 性 作 用 因 子 （ 例 え ば 紫 外 線 ） 、 及 び 適 切 で
な い 窒 素 レ ベ ル な ど の ス ト レ ス に 対 す る 細 胞 の 耐 性 を 増 す 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 細 胞 の 寿 命 を 調 節 す る ス テ ッ プ は 、 細 胞 内 の サ イ レ ン ト 状 態 を 調 節
す る ス テ ッ プ を 含 む 。 サ イ レ ン ト 状 態 に は 、 テ ロ メ ア の サ イ レ ン ト 状 態 や 、 rDNAの 組 換 え
が 含 ま れ よ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 そ の 寿 命 を 延 ば す こ と の で き る 、 あ る い は 、 そ れ を ス ト レ ス か ら 保 護 す る こ と の で き る
細 胞 は 、 酵 母 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 、 又 は 、 細 菌 細 胞 な ど の 原 核 細 胞 で あ っ て よ い 。 当 該 細
胞 は  in vitro に あ っ て も 、 又 は in vivoに あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 細 胞 の 寿 命 又 は そ の ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る ス テ ッ プ は 、 細 胞 内 の
ニ コ チ ン ア ミ ド の 量 を 調 節 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 例 え ば 、 細 胞 の 寿 命 を 低 下 さ せ る ス テ ッ
プ 、 又 は 、 細 胞 を ス ト レ ス に よ り 感 受 性 に す る ス テ ッ プ は 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ
ベ ル を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。 こ れ は 、 細 胞 を 、 約 １ 乃 至 ２ ０ ｍ Ｍ 、 好 ま し
く は 約 ２ 乃 至 １ ０ ｍ Ｍ の 量 の ニ コ チ ン ア ミ ド に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。 細 胞
内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 生 合 成 に 関 与 す る 酵 素 の レ ベ ル 又 は 活
性 を 増 し た り 、 又 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド を 分 解 又 は 失 活 さ せ る 酵 素 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 減 ら
す こ と に よ っ て も 、 増 加 さ せ ら れ よ う 。 ニ コ チ ン ア ミ ド を 失 活 さ せ る 酵 素 に は ； PNC1； ニ
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コ チ ン ア ミ ド  N-メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ NNMT 及 び NNT1） ； ニ コ チ ン ア ミ ド ホ ス ホ リ
ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ NAMPRT） ； NPT1 及 び そ の ヒ ト 相 同 体 ； 並 び に 選 択 的 に ニ コ
チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ  （ NMNAT-1 及 び 2） ； NMA1 
及 び 2 並 び に そ の ヒ ト 相 同 体 、 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 反 対 に 、 細 胞 の 寿 命 を 増 す ス テ ッ プ 、 又 は 、 細 胞 を ス ト レ ス に よ り 耐 性 に す る （ 即 ち 感
受 性 を 低 く す る ） ス テ ッ プ は 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 低 下 さ せ る ス テ ッ プ を
含 ん で も よ い 。 こ れ は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 生 合 成 に 関 与 す る 酵 素 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 減 ら
し た り 、 又 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド を 分 解 又 は 失 活 さ せ る 酵 素 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 す こ と に
よ っ て 、 達 成 さ れ よ う 。 従 っ て 、 細 胞 の 寿 命 又 は ス ト レ ス 耐 性 を 増 す ス テ ッ プ は 、 NPT1、
PNC1、 NMA1、 NMA2、 NNMT、 NAMPRT、 NMNAT-1、 及 び NMNAT-2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン
パ ク 質 の 活 性 又 は 発 現 レ ベ ル を 増 す こ と に よ っ て 、 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 細 胞 の 寿 命 又 は そ の ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 特 定 す る 方 法 を
提 供 す る 。 本 方 法 は 、 NPT1、 PNC1、 NMA1、 NMA2、 NNMT、 NAMPRT、 NMNAT-1、 及 び NMNAT-2 
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 を 、 検 査 化 合 物 に 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 に 影 響 す
る の に 充 分 で あ ろ う 時 間 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ）  前 記 酵 素 の 活 性 を 判 定 す る
ス テ ッ プ で あ っ て 、 但 し こ の 場 合 、 前 記 検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 に 比 較 し た と き の 、 前 記 検
査 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 酵 素 の 活 性 の 違 い は 、 前 記 検 査 化 合 物 が 、 細 胞 の 寿 命 又 は そ の
ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 で あ る こ と を 示 す 、 ス テ ッ プ と 、 を 含 む 。 さ ら に 本 方 法 は
、 細 胞 を 前 記 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 細 胞 の 寿 命 が 調 節 さ れ た か ど う か を 判
定 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で も よ い 。 さ ら に 本 方 法 は 、 細 胞 を 前 記 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る
ス テ ッ プ と 、 細 胞 の ス ト レ ス 耐 性 が 調 節 さ れ た か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で も
よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 の 寿 命 、 又 は 、 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス に 対 す る そ の
耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 特 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 NPT1、 PNC1、 NMA1、 NMA2、
NNMT、 NAMPRT、 NMNAT-1、 及 び NMNAT-2 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 調 節 核 酸
を 、 レ ポ ー タ 遺 伝 子 に 作 動 上 連 結 さ せ て 含 む 細 胞 又 は ラ イ セ ー ト を 、 検 査 化 合 物 に 、 前 記
転 写 調 節 核 酸 に 影 響 す る の に 充 分 で あ ろ う 時 間 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 レ
ポ ー タ 遺 伝 子 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 判 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 但 し こ の 場 合 、 前 記 検 査 化
合 物 の 非 存 在 下 に 比 較 し た と き の 、 前 記 検 査 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の レ
ベ ル 又 は 活 性 の 違 い は 、 前 記 検 査 化 合 物 が 、 細 胞 の 寿 命 、 又 は 、 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス に
対 す る そ の 耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 で あ る こ と を 示 す 、 ス テ ッ プ と 、 を 含 む 。 さ ら に 本 方 法
は 、 細 胞 を 前 記 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 細 胞 の 寿 命 が 調 節 さ れ た か ど う か を
判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で も よ い 。 さ ら に 本 方 法 は 、 細 胞 を 前 記 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ
る ス テ ッ プ と 、 細 胞 の ス ト レ ス 耐 性 が 調 節 さ れ た か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 例 え ば 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 調 節 す る 低 分 子 な ど の 作 用 薬 を 特 定 す
る 方 法 も 、 こ こ で 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 （ ｉ ） 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル に 感 受 性
の あ る レ ポ ー タ ・ コ ン ス ト ラ ク ト を 含 む 細 胞 又 は 細 胞 ラ イ セ ー ト を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、
（ ｉ ｉ ） 前 記 細 胞 を 検 査 作 用 薬 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 検 査 作 用 薬 に 接
触 さ せ た 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 判 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 検 査 作 用 薬
で 処 理 さ れ て い な い 細 胞 に 比 較 し た と き の 、 前 記 検 査 作 用 薬 で 処 理 さ れ た 細 胞 内 の ニ コ チ
ン ア ミ ド の レ ベ ル の 違 い は 、 前 記 検 査 作 用 薬 が 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 調 節 す
る こ と を 示 す 、 ス テ ッ プ と 、 を 含 ん で よ い 。 当 該 細 胞 は 、 さ ら に 、 DNA結 合 因 子 に 結 合 で
き る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ を 、 レ ポ ー タ 遺 伝 子 に 作 動 上 連 結 さ せ て 含 ん で も
よ い 。 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ 及 び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド な ど 、
ニ コ チ ン ア ミ ド 感 受 性 酵 素 の 少 な く と も NAD＋ 結 合 ポ ケ ッ ト を 含 ん で よ い 。 前 記 異 種 ポ リ
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ペ プ チ ド は 、 転 写 因 子 の 転 写 活 性 化 ド メ イ ン で あ っ て よ い 。 本 方 法 は さ ら に 、 細 胞 を 前 記
検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 細 胞 の 寿 命 又 は そ の ス ト レ ス 耐 性 が 調 節 さ れ た か ど
う か を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 範 囲 に は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 の 阻 害 剤 を 特 定 す る コ ン ピ ュ ー
タ 支 援 さ れ た 方 法 も 入 る 。 本 方 法 は 、 （ ｉ ） コ ン ピ ュ ー タ ・ モ デ リ ン グ ・ ア プ リ ケ ー シ ョ
ン に 、 分 子 又 は 分 子 複 合 体 の 一 組 の 構 造 座 標 を 提 供 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 分 子 又 は
分 子 複 合 体 が 、 Ｃ ポ ケ ッ ト を 含 む Sirフ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 少 な く と も 一 部 分 を 含 む 、 ス テ
ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ・ モ デ リ ン グ ・ ア プ リ ケ ー シ ョ ン に 、 あ る 化 学 的 実 体
の 一 組 の 構 造 座 標 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 化 学 的 実 体 が 、 前 記 分 子 又 は 分
子 複 合 体 に 結 合 す る 又 は 干 渉 す る と 予 測 さ れ る 阻 害 剤 で あ る か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ
で あ っ て 、 前 記 分 子 又 は 分 子 複 合 体 に 結 合 又 は 干 渉 す る こ と は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の
活 性 の 潜 在 的 阻 害 の 指 標 で あ る 、 ス テ ッ プ と 、 を 含 む 。 前 記 化 学 的 実 体 は 、 ニ コ チ ン ア ミ
ド の 類 似 体 で あ っ て も よ い 。 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 の 阻 害 剤 を 特 定 す る た め の 別 の
方 法 は 、 （ ｉ ） 少 な く と も 前 記 Ｃ ポ ケ ッ ト を 含 む Sir2フ ァ ミ リ の タ ン パ ク 質 を 、 検 査 化 合
物 に 、 前 記 検 査 化 合 物 が 前 記 Sir2フ ァ ミ リ の タ ン パ ク 質 の Ｃ ポ ケ ッ ト に お そ ら く は 結 合 す
る の に 充 分 な 時 間 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 の 活 性 を 判 定 す る ス テ ッ
プ と 、 を 含 み 、 但 し こ の 場 合 、 前 記 検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 に 比 べ た と き に 、 前 記 検 査 化 合
物 の 存 在 下 で 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 低 い こ と は 、 前 記 検 査 化 合 物 が 、 Sir2フ ァ ミ リ ・
メ ン バ の 活 性 の 阻 害 剤 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 対 象 に お け る 細 胞 死 （ 例 え ば ア ポ ト ー シ ス ） に 関 連 す る 疾 患 を 治 療
又 は 防 止 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 方 法 は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 す
、 あ る い は 、 細 胞 死 に 易 罹 患 性 の 又 は 罹 患 性 の 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 減 ら す 、
作 用 薬 を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 疾 患 は 慢 性 で も 又 は 急 性 で
も よ く 、 そ の 中 に は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 脳 卒 中 及 び 心 筋 梗 塞 が あ る 。 寿
命 を 延 ば す 又 は ス ト レ ス 耐 性 を 増 す た め の 本 発 明 の 方 法 は 、 さ ら に 、 例 え ば 美 容 目 的 な ど
、 老 化 を 減 ら す た め に も 用 い る こ と が で き る 。 該 作 用 薬 は 、 局 所 又 は 全 身 投 与 す る こ と が
で き る 。 寿 命 を 延 ば す 又 は ス ト レ ス 耐 性 を 増 す 方 法 は 、 例 え ば 移 植 前 の 臓 器 又 は 組 織 な ど
、 対 象 に と っ て 外 部 の 細 胞 、 組 織 又 は 臓 器 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 細 胞 の 寿 命 を 減 ら す こ と 、 あ る い は 、 細 胞 を ス ト レ ス 感 受 性 に す る こ
と が 有 益 で あ る よ う な 疾 患 を 治 療 又 は 防 止 す る 方 法 も 提 供 す る 。 こ の よ う な 疾 患 に は 、 例
え ば 癌 及 び 自 己 免 疫 疾 患 な ど 、 細 胞 が 望 ま し く な い も の で あ る 場 合 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 以 外 の 生 物 の 寿 命 及 び ス ト レ ス 耐 性 を 調 節 す る た め に
も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 方 法 を 微 生 物 及 び 植 物 に 用 い る こ と が で き る 。 具 体 的
に は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 低 下 さ せ る 化 学 物 質 で 植 物 を 処 理
す る こ と に よ り 、 あ る い は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 又 は 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 調 節
す る 遺 伝 子 を 遺 伝 子 修 飾 す る こ と に よ り 、 高 い 塩 、 干 ば つ 又 は 疾 病 に 対 す る こ れ ら の 耐 性
を 増 す こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 酵 母 細 胞 の 寿 命 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ NAD） ＋ 再 利
用 経 路 （ 図 １ に 示 す ） を 通 る 流 れ を 増 す こ と に よ り 、 少 な く と も 約 60%、 延 長 で き る と い
う 発 見 に 少 な く と も 基 づ く も の で あ る 。 加 え て 、 こ こ で は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ
の こ の よ う な 増 加 は 、 基 本 的 に は NAD＋ 及 び NADHレ ベ ル の 増 加 な し に 、 ま た 基 本 的 に は 、 N
AD＋ ／ NADH定 数 の 比 を 維 持 す る こ と に よ り 、 起 き る こ と が 示 さ れ た 。 実 施 例 で 示 す よ う に
、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 し 、 ま た そ れ に よ り 、 細 胞 の 寿 命 を 増 す に は 、 例 え ば N
PT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2な ど 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 付 加 的 な コ ピ ー を 細
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胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 可 能 で あ る 。 さ ら に 実 施 例 で は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ
を 増 す と 、 熱 シ ョ ッ ク な ど 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス か ら 酵 母 細 胞 が 保 護 さ れ る こ と も 示 さ れ
て い る 。 加 え て 、 PNC1を 過 剰 発 現 さ せ る と 、 サ イ レ ン ト 状 態 、 寿 命 や ス ト レ ス 耐 性 が 増 し
、 例 え ば 紫 外 線 （ Ｕ ． Ｖ ． ） 及 び 臭 化 エ チ ジ ウ ム 及 び 浸 透 圧 ス ト レ ス に よ り 引 き 起 こ さ れ
る DNA損 傷 か ら 細 胞 が 保 護 さ れ る 。 他 方 、 PNC1を 欠 失 さ せ る と 寿 命 が 延 び 、 細 胞 が ス ト レ
ス に 感 受 性 と な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は 酵 母 に お い て サ イ レ ン ト 状 態 を 阻 害 し 、 ま た そ れ に
よ り 細 胞 の 寿 命 を 減 少 さ せ る と い う 発 見 に も 、 少 な く と も 基 づ く 。 ニ コ チ ン ア ミ ド は 、 細
胞 を ス ト レ ス に 対 し よ り 感 受 性 に す る こ と も 示 さ れ た 。 具 体 的 に は 、 細 胞 か ら の ニ コ チ ン
ア ミ ド の 分 泌 に 関 与 す る 酵 素 で あ る ニ コ チ ン ア ミ ド メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ NNMT） が
過 剰 発 現 す る と 、 サ イ レ ン ト 状 態 が 刺 激 さ れ 、 こ う し て 寿 命 が 延 び 、 ス ト レ ス （ 例 え ば 放
射 線 曝 露 ） へ の 耐 性 が 増 し た が 、 こ の 酵 素 を 欠 失 さ せ る と 、 反 対 の 効 果 が あ っ た こ と が 示
さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 NAD＋ 再 利 用 経 路 及 び サ イ レ ン ト 事 象 が 、 原 核 生 物 か ら 真 核 生 物 ま で 、 強 く 保 存 さ れ て
い る こ と に 少 な く と も 基 づ く と 、 本 発 明 の 方 法 は 、 酵 母 細 胞 に 加 え 、 真 核 細 胞 及 び 原 核 細
胞 ま で 応 用 可 能 で あ る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
１ ． 　
　 こ こ で 用 い ら れ る 以 下 の 用 語 及 び 文 言 は 、 以 下 に 記 載 す る 意 味 を 有 す る も の と す る 。 他
に そ う で な い と 明 示 し な い 限 り 、 こ こ で 用 い ら れ た 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は す べ て 、 本 発
明 が 属 す る 当 業 の 当 業 者 が 通 常 理 解 す る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 単 数 形 「 一 つ の （ 原 語 ： a） 」 、 「 一 つ の （ 原 語 ： an） 」 及 び 「 そ の （ 原 語 ： the） 」 は
、 こ こ で は 、 文 脈 が 明 ら か に そ う で な い と 明 言 し な い 限 り 、 複 数 へ の 言 及 も 包 含 す る も の
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 DNA又 は RNAな ど の 核 酸 に 関 し て こ こ で 用 い る 場 合 の 用 語 「 単 離 さ れ た 」 は 、 巨 大 分 子 の
天 然 源 に 存 在 す る 、 そ れ ぞ れ 他 の DNA又 は RNAか ら 分 離 さ れ た 分 子 を 言 う 。 こ こ で 用 い る 場
合 の 単 離 さ れ た と い う 用 語 は 、 さ ら に 、 組 換 え DNA技 術 に よ り 作 製 さ れ た 場 合 に は 細 胞 物
質 、 ウ ィ ル ス 物 質 、 又 は 培 地 を 、 あ る い は 、 化 学 合 成 さ れ た 場 合 に は 化 学 的 前 駆 体 又 は 他
の 化 学 物 質 を 、 実 質 的 に 含 ま な い よ う な 核 酸 又 は ペ プ チ ド を 言 う 。 さ ら に 、 「 単 離 さ れ た
核 酸 」 と は 、 天 然 で は 断 片 と し て 生 じ ず 、 ま た 、 天 然 状 態 で は 見 ら れ な い で あ ろ う 、 核 酸
断 片 も 包 含 す る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 用 語 「 単 離 さ れ た 」 は ま た 、 こ こ で は 、 他 の 細
胞 タ ン パ ク 質 か ら 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 言 う た め に 用 い ら れ て お り 、 精 製 済 み 及 び 組
換 え の ポ リ ペ プ チ ド の 両 者 を 包 含 す る こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 細 胞 の NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 調 節 す る 」 と は 、 例 え ば 図 １ に 示 す よ う に 、 NAD
＋ 再 利 用 経 路 に よ り 生 ず る NAD＋ 分 子 の 数 を 増 加 又 は 減 少 さ せ る よ う な 作 用 を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 核 酸 」 と は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA） 、 及 び 適 当 な 場 合 に は
リ ボ 核 酸 （ RNA） な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 言 う 。 こ の 用 語 は 、 さ ら に 、 均 等 物 と し て 、
ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 か ら 作 製 さ れ た RNA又 は DNAの 類 似 体 や 、 解 説 中 の 実 施 態 様 に 該 当 す る
場 合 、 一 本 鎖 （ 例 え ば セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス ） 及 び 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 包 含 す る
も の と 、 理 解 さ れ ね ば な ら な い 。 EST、 染 色 体 、 cDNA、 mRNA、 及 び rRNAは 、 核 酸 と 言 及 さ
れ る こ と の あ る 分 子 の 代 表 例 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 文 言 「 遺 伝 子 に 対 応 す る 核 酸 」 と は 、 例 え ば 、 当 該 遺 伝 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る こ と の で き る 核 酸 な ど 、 遺 伝 子 を 検 出 す る た め に 使 用 で き る 核 酸 を 言 う 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 パ ー セ ン ト 、 同 一 」 と は 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 又 は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 配
列 同 一 性 を 言 う 。 同 一 性 は 、 比 較 を 目 的 と し て ア ラ イ メ ン ト し て も よ い 各 配 列 中 の 一 箇 所
を 比 較 す る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ 決 定 す る こ と が で き る 。 比 較 さ れ た 配 列 中 で 同 等 な 位 置
が 、 同 じ 塩 基 又 は ア ミ ノ 酸 で 占 め ら れ て い た 場 合 、 そ れ ら の 分 子 は そ の 位 置 に お い て 同 一
で あ る こ と に な る 。 同 等 な 部 位 が 同 じ 又 は 類 似 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 立 体 及 び ／ 又 は 電
子 上 の 性 質 で 類 似 ） で 占 め ら れ て い る 場 合 、 そ れ ら の 分 子 を 、 そ の 位 置 に お い て 相 同 （ 類
似 ） で あ る と 言 及 す る こ と が で き る 。 相 同 性 、 類 似 性 又 は 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ に よ る
表 現 と は 、 比 較 さ れ た 配 列 に 共 通 の 位 置 に あ る 同 一 又 は 類 似 の ア ミ ノ 酸 の 数 の 関 数 を 言 う
。 FASTA、 BLAST、 又 は ENTREZを 含 め 、 多 様 な ア ラ イ ン メ ン ト ・ ア ル ゴ リ ズ ム 及 び ／ 又 は プ
ロ グ ラ ム を 用 い て よ い 。 FASTA及 び BLASTは 、 GCG配 列 解 析 パ ッ ケ ー ジ （ ウ ィ ス コ ン シ ン 州
マ ジ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 ） の 一 部 と し て 入 手 可 能 で あ り 、 デ フ ォ ル ト を 設 定 す る な
ど し て 用 い る こ と が で き る 。 ENTREZは 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ズ ダ 、 米 国 国 立 保 健 研 究 所 、
ナ シ ョ ナ ル ・ ラ イ ブ ラ リ ・ オ ブ ・ メ デ ィ シ ン 、 ナ シ ョ ナ ル ・ セ ン タ ー ・ フ ォ ー ・ バ イ オ テ
ク ノ ロ ジ ー ・ イ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 通 じ て 入 手 可 能 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ２ つ の 配
列 の 同 一 率 は 、 例 え ば 各 ア ミ ノ 酸 の ギ ャ ッ プ を 、 そ れ が あ た か も こ れ ら ２ つ の 配 列 間 の 単
一 の ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド ミ ス 対 合 で あ る か の よ う に 重 み を 付 け て 、 ギ ャ ッ プ ・ ウ ェ
イ ト を １ に し た Ｇ Ｃ Ｇ プ ロ グ ラ ム に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 ア ラ イ メ ン ト の 他 の 技 術
は 、 Methods in
Enzymology, vol. 266: Computer Methods for Macromolecular Sequence Analysis
(1996), ed. Doolittle, Academic Press, Inc., a division of Harcourt Brace &
Co., San Diego, California, USAに 解 説 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 配 列 中 の ギ ャ ッ プ を
許 す ア ラ イ メ ン ト ・ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 配 列 を ア ラ イ メ ン ト す る と よ い 。 ス ミ ス ・ ウ ォ ー
タ ー マ ン は 、 配 列 ア ラ イ メ ン ト 時 に ギ ャ ッ プ を 許 す 種 類 の ア ル ゴ リ ズ ム の 一 つ で あ る 。

: 173-187 (1997)を 参 照 さ れ た い 。 さ ら に 、 ニ ー ド ル マ ン 及 び ワ ン シ
ュ の ア ラ イ メ ン ト 法 を 用 い た GAPプ ロ グ ラ ム を 用 い て も 、 配 列 を ア ラ イ メ ン ト す る こ と が
で き る 。 代 替 的 な 検 索 戦 略 は 、 MASPARコ ン ピ ュ ー タ で 作 動 す る MPSRCHソ フ ト ウ ェ ア を 用 い
る も の で あ る 。 MPSRCHは ス ミ ス ・ ウ ォ ー タ ー マ ン の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 配 列 を 超 並 列 コ
ン ピ ュ ー タ で 採 点 す る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 関 係 の 遠 い 対 合 を 探 し 出 す 能 力 が 高 く 、 特 に
小 さ な ギ ャ ッ プ 及 び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ラ ー に 寛 容 で あ る 。 核 酸 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 を 用 い る と 、 タ ン パ ク 質 及 び DNAの 両 方 の デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と が で き る 。 個
々 の 配 列 を 持 つ デ ー タ ベ ー ス は 、 上 記 の Methods in
Enzymology, ed. Doolittleに 解 説 さ れ て い る 。 デ ー タ ベ ー ス に は 、 Genbank、 EMBL、 及 び
日 本 の DNAデ ー タ ベ ー ス (DDBJ)が あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ こ で は 細 胞 の 「 寿 命 」 又 は 「 寿 命 」 と 交 換 可 能 に 用 い ら れ て い る 「 複 製 寿 命 」 と は 、
個 々 の 「 母 細 胞 」 が 生 む 娘 細 胞 の 数 を 言 う 。 他 方 、 「 暦 老 化 」 と は 、 非 分 裂 細 胞 の 集 団 が
、 栄 養 物 質 を 絶 た れ た と き に 生 存 し た ま ま 留 ま る 時 間 の 長 さ を 言 う 。 細 胞 の 寿 命 は 、 少 な
く と も 約 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 又 は 20%乃 至 70%の 間 、 30%乃 至 60%の 間 、 40及 び 60% 
の 間 、 又 は そ れ 以 上 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 増 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ 」 又 は 「 Sir2タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ・ メ ン バ 」 と は 、 Ｓ ． セ レ ビ
ジ エ Sir2 タ ン パ ク 質 や 、 例 え ば ヒ ト 相 同 体 hSIRT1、 gSIRT2、 hSIRT3、 hSIRT4、 hSIRT5、 h
SIRT6及 び hSIRT7な ど 、 Sir2及 び Sir-2.1に 実 質 的 な 構 造 類 似 性 を 有 す る あ ら ゆ る ヒ ス ト ン
デ ア セ チ ラ ー ゼ を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 低 分 子 」 と は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 約 5kD未 満 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 4kD未 満 の 分
子 量 を 有 す る 組 成 物 を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 低 分 子 は 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ
チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 糖 、 脂 質 又 は 他 の 有 機 （ 炭 素 を 含 有 す る ） 又 は 無 機 の 分 子
で あ っ て よ い 。 数 多 く の 製 薬 業 が 、 こ こ で 解 説 す る 検 定 法 の い ず れ か に よ り ス ク リ ー ニ ン
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グ す る こ と の で き る 、 化 学 的 及 び ／ 又 は 生 物 学 的 混 合 物 、 し ば し ば 真 菌 、 細 菌 、 又 は 藻 類
抽 出 物 の 広 汎 な ラ イ ブ ラ リ を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 テ ン プ レ ー ト 核 酸 の 標 的 部 位 に 対 す る プ ロ ー ブ の 「 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と
い う 用 語 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル が 明 白 に 解 釈 で き る よ う に 、 プ ロ ー ブ が
主 に 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 言 う 。 こ こ で さ ら に 解 説 す る よ う に 、 特 異 的 な ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 き る よ う な 条 件 は 、 相 同 領 域 の 長 さ 、 該 領 域 の GC含 有 量 、 ハ イ ブ
リ ッ ド の 融 解 温 度 「 Tm」 に 応 じ て 様 々 で あ る 。 従 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 及 び 洗 浄 液 の 塩 含 有 量 、 酸 性 度 、 及 び 温 度 に 応 じ て 様 々 で あ ろ
う 。  
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ス ト レ ス 」 と は 、 成 長 、 発 生 又 は 生 殖 に と っ て 至 適 で な い あ ら ゆ る 条 件 を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 あ る ポ リ ペ プ チ ド の 「 バ リ ア ン ト 」 と は 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 異 な る よ う な 、 当
該 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 言 う 。 バ リ ア ン ト は 、 「 保 存 的 」
変 更 を 有 し て い て も よ く 、 こ の 場 合 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 類 似 の 構 造 上 又 は 化 学 的 性 質
（ 例 え ば ロ イ シ ン の イ ソ ロ イ シ ン へ の 置 換 ） を 有 す る も の で あ る 。 バ リ ア ン ト は 、 「 非 保
存 的 」 変 更 （ 例 え ば グ リ シ ン の ト リ プ ト フ ァ ン へ の 置 換 ） を 有 し て い て も よ い 。 同 様 な 小
さ な 変 更 に は 、 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 又 は 挿 入 あ る い は 両 者 も 含 ま れ よ う 。 生 物 学 的 又 は 免 疫 学
的 活 性 を 損 な う こ と な く 、 ど の ア ミ ノ 酸 残 基 を 置 換 、 挿 入 又 は 欠 失 さ せ ら れ る か を 判 断 す
る 上 で の 指 針 は 、 当 業 で 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ・ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば LASERGENEソ フ ト ウ ェ
ア （ DNASTAR） を 用 い て 見 つ け ら れ よ う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 文 脈 で 用 い ら れ る 場 合 の 用 語 「 バ リ ア ン ト 」 は 、 あ る 特 定 の 遺
伝 子 又 は そ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 係 す る そ れ を 包 含 す る も の で
あ ろ う 。 こ の 定 義 に は 、 さ ら に 、 例 え ば 「 対 立 遺 伝 子 」 、 「 ス プ ラ イ ス 」 、 「 種 」 又 は 「
多 型 」 バ リ ア ン ト も 含 ま れ よ う 。 ス プ ラ イ ス ・ バ リ ア ン ト は 、 基 準 分 子 に 対 し て 有 意 な 同
一 性 を 有 す る だ ろ う が 、 一 般 的 に は 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中 の エ キ ソ ン の 選 択 的 ス プ ラ イ
シ ン グ が 原 因 で 、 よ り 多 い 又 は 少 な い 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と だ ろ う 。 相 当 す
る ポ リ ペ プ チ ド は 、 付 加 的 な 機 能 ド メ イ ン を 持 っ て い た り 、 又 は 、 ド メ イ ン を 無 く し て い
る で あ ろ う 。 種 バ リ ア ン ト と は 、 一 つ の 種 と 別 の 種 と で 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ
る 。 そ の 結 果 で き る ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 相 互 に 有 意 な ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 し て い る
だ ろ う 。 多 型 上 の ば ら つ き と は 、 あ る 種 の 個 体 間 で の 特 定 の 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の ば ら つ き で あ る 。 多 型 バ リ ア ン ト は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 一 個 の 塩 基 分 、 異 な る
よ う な 「 単 一 塩 基 多 型 」 （ SNP） も 包 含 す る で あ ろ う 。 SNPの 存 在 は 、 例 え ば あ る 特 定 の 集
団 、 疾 患 状 態 、 又 は 疾 患 状 態 へ の 傾 向 の 指 標 で あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 用 語 「 脂 肪 族 の 」 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 直 線 状 、 分 枝 状 、 環 状 の ア ル カ ン 、 ア ル ケ ン 、
又 は ア ル キ ン を 言 う 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に お け る 脂 肪 族 の 基 は 直 線 状 又 は
分 枝 状 で あ り 、 １ 個 乃 至 約 ２ ０ 個 の 炭 素 原 子 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 用 語 「 ア ル キ ル 」 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 直 鎖 ア ル キ ル 基 、 分 枝 鎖 ア ル キ ル 基 、 シ ク ロ ア
ル キ ル （ 脂 環 式 ） 基 、 ア ル キ ル 置 換 シ ク ロ ア ル キ ル 基 、 及 び シ ク ロ ア ル キ ル 置 換 ア ル キ ル
基 を 含 む 、 飽 和 脂 肪 族 の 基 を 包 含 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 直 鎖 又 は 分 枝 鎖 ア ル キ
ル は 、 そ の 主 鎖 に 約 ３ ０ 個 以 下 の 炭 素 原 子 （ 例 え ば 直 鎖 の 場 合 は Ｃ １ － Ｃ ３ ０ 、 分 枝 鎖 の
場 合 は Ｃ ３ － Ｃ ３ ０ ） 、 そ し て 代 替 的 に は 約 ２ ０ 個 以 下 の 炭 素 原 子 、 を 有 す る 。 同 様 に 、
シ ク ロ ア ル キ ル は 、 そ の 環 構 造 内 に 約 ３ か ら 約 １ ０ 個 の 炭 素 原 子 、 そ し て 代 替 的 に は そ の
環 構 造 に 約 ５ 、 ６ 又 は ７ 個 の 炭 素 を 有 す る も の で あ る 。 用 語 「 ア ル キ ル 」 は ま た 、 ハ ロ 置
換 ア ル キ ル も 包 含 す る も の と 、 定 義 し て お く 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 用 語 「 ア ラ ル キ ル 」 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 ア リ ー ル 基 （ 例 え ば 芳 香 族 又 は ヘ テ ロ 芳 香 族
の 基 ） で 置 換 さ れ た ア ル キ ル 基 を 言 う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 ア ル ケ ニ ル 」 及 び 「 ア ル キ ニ ル 」 と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 上 に 説 明 し た ア ル
キ ル に 対 し 、 長 さ 及 び 可 能 な 置 換 の 点 で 類 似 で あ る が 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 一 個 の 二 重 又
は 三 重 結 合 を 含 む よ う な 不 飽 和 脂 肪 族 の 基 を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 炭 素 数 を 他 に 特 に 明 示 し て い な い 場 合 、 「 低 級 ア ル キ ル 」 は 、 上 に 定 義 し た 通 り の 、 し
か し １ 個 か ら 約 １ ０ 個 の 炭 素 、 代 替 的 に は １ 個 か ら 約 ６ 個 の 炭 素 原 子 を そ の 主 鎖 構 造 に 有
す る よ う な ア ル キ ル 基 を 言 う 。 同 様 に 、 「 低 級 ア ル ケ ニ ル 」 及 び 「 低 級 ア ル キ ニ ル 」 も 同
様 な 鎖 の 長 さ を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 用 語 「 ヘ テ ロ 原 子 」 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 炭 素 又 は 水 素 以 外 の あ ら ゆ る 元 素 の 原 子 を 言
う 。 ヘ テ ロ 原 子 の 例 に は 、 硼 素 、 窒 素 、 酸 素 、 リ ン 、 硫 黄 及 び セ レ ン が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 用 語 「 ア リ ー ル 」 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 ５ － 、 ６ － 及 び ７ － 員 環 の 単 一 環 芳 香 族 の 基 を
言 い 、 こ の 基 に は ゼ ロ か ら ４ 個 の ヘ テ ロ 原 子 が 含 ま れ て い て も よ く 、 例 え ば ベ ン ゼ ン 、 ピ
ロ ー ル 、 フ ラ ン 、 チ オ フ ェ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 オ キ サ ゾ ー ル 、 チ ア ゾ ー ル 、 ト リ ア ゾ ー ル
、 ピ ラ ゾ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、 ピ ラ ジ ン 、 ピ リ ダ ジ ン 及 び ピ リ ミ ジ ン 等 で あ る 。 環 構 造 内 に ヘ
テ ロ 原 子 を 有 す る よ う な ア リ ー ル 基 は さ ら に 「 ア リ ー ル ヘ テ ロ 環 」 又 は 「 ヘ テ ロ 芳 香 族 」
と 言 及 さ れ る 場 合 も あ る 。 芳 香 族 の 環 は 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 環 位 で 、 例 え ば ハ ロ ゲ ン 、
ア ジ ド 、 ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル 、 シ ク ロ ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ
ル 、 ア ル コ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 ニ ト ロ 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 、 イ ミ ノ 、 ア ミ ド 、 ホ ス ホ ネ ー ト 、
ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 カ ル ボ ニ ル 、 カ ル ボ キ シ ル 、 シ リ ル 、 エ ー テ ル 、 ア ル キ ル チ オ 、 ス ル ホ
ニ ル 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 ケ ト ン 、 ア ル デ ヒ ド 、 エ ス テ ル 、 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 芳 香 族 又 は ヘ
テ ロ 芳 香 族 の 部 分 、 － Ｃ Ｆ ３ 、 － Ｃ Ｎ 等 、 上 述 し た よ う な 置 換 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い
。 「 ア リ ー ル 」 と い う 用 語 に は 、 さ ら に 、 二 つ 又 は そ れ 以 上 の 炭 素 が 二 つ の 隣 り 合 っ た 環
に 共 通 で あ る （ こ れ ら の 環 が 「 縮 合 し て い る 」 ） よ う な 二 つ 又 は そ れ 以 上 の 環 を 有 す る と
共 に 、 環 の う ち の 少 な く と も 一 つ が 芳 香 族 で あ り 、 例 え ば そ の 他 の 環 は シ ク ロ ア ル キ ル 、
シ ク ロ ア ル ケ ニ ル 、 シ ク ロ ア ル キ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 及 び ／ 又 は 、 ヘ テ ロ シ ク リ ル で あ る よ
う な 、 多 環 式 の 系 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 、 及 び と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 そ れ ぞ れ 1,2-、 1,3-、 及 び 1,4-
二 置 換 ベ ン ゼ ン を 言 う 。 例 え ば 1,2-ジ メ チ ル ベ ン ゼ ン 及 び オ ル ト -ジ メ チ ル ベ ン ゼ ン と い
う 名 称 は 同 義 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 ヘ テ ロ シ ク リ ル 」 又 は 「 ヘ テ ロ 環 式 の 基 」 と い う 用 語 は 、 当 業 で 公 知 で あ り 、 環 構 造
が １ 個 か ら ４ 個 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む よ う な 、 ３ 員 環 か ら 約 １ ０ 員 環 構 造 、 代 替 的 に は ３ 員
環 か ら 約 ７ 員 環 を 言 う 。 ヘ テ ロ 環 は ま た 多 環 式 で あ っ て も よ い 。 ヘ テ ロ シ ク リ ル 基 に は 、
例 え ば 、 チ オ フ ェ ン 、 チ ア ン ト レ ン 、 フ ラ ン 、 ピ ラ ン 、 イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 ク ロ メ ン 、 キ
サ ン テ ン 、 フ ェ ノ キ サ ン テ ン 、 ピ ロ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ピ ラ ゾ ー ル 、 イ ソ チ ア ゾ ー ル 、
イ ソ キ サ ゾ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、 ピ ラ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 ピ リ ダ ジ ン 、 イ ン ド リ ジ ン 、 イ ソ イ
ン ド ー ル 、 イ ン ド ー ル 、 イ ン ダ ゾ ー ル 、 プ リ ン 、 キ ノ リ ジ ン 、 イ ソ キ ノ リ ン 、 キ ノ リ ン 、
フ タ ラ ジ ン 、 ナ フ チ リ ジ ン 、 キ ノ キ サ リ ン 、 キ ナ ゾ リ ン 、 チ ノ リ ン 、 プ テ リ ジ ン 、 カ ル バ
ゾ ー ル 、 カ ル ボ リ ン 、 フ ェ ナ ン ト リ ジ ン 、 ア ク リ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 フ ェ ナ ン ト ロ リ ン 、
フ ェ ナ ジ ン 、 フ ェ ナ ル サ ジ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン 、 フ ラ ザ ン 、 フ ェ ノ キ サ ジ ン 、 ピ ロ リ ジ ン
、 オ キ ソ ラ ン 、 チ オ ラ ン 、 オ キ サ ゾ ー ル 、 ピ ペ リ ジ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 モ ル ホ リ ン 、 ラ ク ト
ン 、 ア ゼ チ ジ ノ ン 及 び ピ ロ リ ジ ノ ン な ど の ラ ク タ ム 、 ス ル タ ム 、 ス ル ト ン 等 が 含 ま れ る 。
ヘ テ ロ 環 式 の 環 は 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 位 置 で 、 上 述 し た よ う な 置 換 基 、 例 え ば ハ ロ ゲ ン
、 ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル 、 シ ク ロ ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア
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ミ ノ 、 ニ ト ロ 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 、 イ ミ ノ 、 ア ミ ド 、 ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 カ ル
ボ ニ ル 、 カ ル ボ キ シ ル 、 シ リ ル 、 エ ー テ ル 、 ア ル キ ル チ オ 、 ス ル ホ ニ ル 、 ケ ト ン 、 ア ル デ
ヒ ド 、 エ ス テ ル 、 一 個 の ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 一 個 の 芳 香 族 又 は ヘ テ ロ 芳 香 族 の 部 分 、 － Ｃ Ｆ

３ 、 － Ｃ Ｎ 等 で 置 換 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 ポ リ シ ク リ ル 」 又 は 「 多 環 式 の 基 」 と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 複 数 の 環 が 「 縮
合 環 で あ る 」 な ど 、 二 つ 又 は そ れ 以 上 の 炭 素 が 二 つ の 隣 り 合 っ た 環 に 共 通 で あ る よ う な 二
つ 又 は そ れ 以 上 の 環 （ 例 え ば シ ク ロ ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア ル ケ ニ ル 、 シ ク ロ ア ル キ ニ ル 、 ア
リ ー ル 及 び ／ 又 は ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 な ど ） を 言 う 。 隣 り 合 っ て い な い 原 子 を 通 じ て 接 合 さ
れ た 環 は 「 架 橋 」 環 と 呼 ば れ る 。 多 環 の 環 の そ れ ぞ れ は 、 例 え ば ハ ロ ゲ ン 、 ア ル キ ル 、 ア
ラ ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル 、 シ ク ロ ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 ニ ト ロ 、
ス ル フ ヒ ド リ ル 、 イ ミ ノ 、 ア ミ ド 、 ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 カ ル ボ ニ ル 、 カ ル ボ
キ シ ル 、 シ リ ル 、 エ ー テ ル 、 ア ル キ ル チ オ 、 ス ル ホ ニ ル 、 ケ ト ン 、 ア ル デ ヒ ド 、 エ ス テ ル
、 一 個 の ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 一 個 の 芳 香 族 又 は ヘ テ ロ 芳 香 族 の 部 分 、 － Ｃ Ｆ ３ 、 － Ｃ Ｎ 等 と
い っ た 上 述 し た よ う な 置 換 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　  こ こ で 用 い ら れ る 「 炭 素 環 」 と い う 用 語 は 、 当 業 で 公 知 で あ り 、 環 の 各 原 子 が 炭 素 で
あ る よ う な 芳 香 族 又 は 非 芳 香 族 の 環 を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 ニ ト ロ 」 と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 － Ｎ Ｏ ２ を 言 い 、 用 語 「 ハ ロ ゲ ン 」 は 当 業
で 公 知 で あ り 、 － Ｆ 、 － Ｃ ｌ 、 － Ｂ ｒ 又 は － Ｉ を 言 い 、 「 ス ル フ ヒ ド リ ル 」 と い う 用 語 は
当 業 で 公 知 で あ り 、 － Ｓ Ｈ を 言 い 、 「 ヒ ド ロ キ シ ル 」 と い う 用 語 は － Ｏ Ｈ を 意 味 し 、 そ し
て 「 ス ル ホ ニ ル 」 と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 － Ｓ Ｏ ２ － を 言 う 。 「 ハ リ ド 」 は ハ ロ
ゲ ン の 対 応 す る 陰 イ オ ン を 指 し 、 「 プ ソ イ ド ハ リ ド 」 は 、 コ ッ ト ン 及 び ウ ィ ル キ ン ソ ン に
よ る 「  の ５ ６ ０ に 記 載 さ れ た 定 義 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 ア ミ ン 」 及 び 「 ア ミ ノ 」 と い う 用 語 は 、 当 業 で 公 知 で あ り 、 置 換 さ れ て い な い 及 び 置
換 さ れ た ア ミ ン の 両 方 を 言 い 、 例 え ば 、 一 般 式 ：
【 ０ ０ ６ １ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ 但 し 式 中 、 Ｒ ５ ０ 、 Ｒ ５ １ 及 び Ｒ ５ ２ は そ れ ぞ れ 個 別 に 一 個 の 水 素 、 一 個 の ア ル キ ル 、
一 個 の ア ル ケ ニ ル 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｒ ６ １ を 表 す か 、 又 は Ｒ ５ ０ 及 び Ｒ ５ １ は 、 こ れ ら
が 結 合 し た Ｎ 原 子 と 一 緒 に 捉 え る と 、 環 構 造 内 に ４ 個 か ら ８ 個 の 原 子 を 有 す る ヘ テ ロ 環 を
完 成 す る も の で あ り 、 Ｒ ６ １ は 一 個 の ア リ ー ル 、 一 個 の シ ク ロ ア ル キ ル 、 一 個 の シ ク ロ ア
ル ケ ニ ル 、 一 個 の ヘ テ ロ 環 、 又 は 一 個 の 多 環 を 表 し 、 そ し て ｍ は ゼ ロ か 、 又 は １ か ら ８ ま
で の 間 の 一 整 数 で あ る ） で 表 す こ と が で き る 部 分 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 Ｒ ５
０ 又 は Ｒ ５ １ の 一 方 の み が 、 一 個 の カ ル ボ ニ ル で あ っ て も よ く 、 例 え ば Ｒ ５ ０ 、 Ｒ ５ １ 及
び こ の 窒 素 が 一 緒 に な っ て 一 個 の イ ミ ド を 形 成 し て い な い 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｒ ５ ０ 及
び Ｒ ５ １ （ 及 び 選 択 に 応 じ て Ｒ ５ ２ ） は そ れ ぞ れ 個 別 に 一 個 の 水 素 、 一 個 の ア ル キ ル 、 一
個 の ア ル ケ ニ ル 、 又 は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｒ ６ １ を 表 す 。 こ の よ う に 、 「 ア ル キ ル ア ミ ン 」
と い う 用 語 は 、 置 換 さ れ た 又 は 置 換 さ れ て い な い 一 個 の ア ル キ ル を そ れ に 結 合 さ せ て 有 す
る 、 上 に 定 義 し た 通 り の 一 個 の ア ミ ン 基 を 意 味 し 、 即 ち Ｒ ５ ０ 及 び Ｒ ５ １ の 少 な く と も 一
方 は 一 個 の ア ル キ ル 基 で あ る 。

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-535342 A 2005.11.24

Advanced Inorganic Chemistry」



【 ０ ０ ６ ３ 】
　 用 語 「 ア シ ル ア ミ ノ 」 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 一 般 式 ：
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
（ 但 し 式 中 、 Ｒ ５ ０ は 上 に 定 義 し た 通 り で あ り 、 そ し て Ｒ ５ ４ は 一 個 の 水 素 、 一 個 の ア ル
キ ル 、 一 個 の ア ル ケ ニ ル 、 又 は 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｒ ６ １ （ 但 し 式 中 、 ｍ 及 び Ｒ ６ １ は 上
に 定 義 し た 通 り で あ る ） を 表 す ） で 表 す こ と の で き る 部 分 を 言 う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 ア ミ ド 」 と い う 用 語 は ア ミ ノ 置 換 カ ル ボ ニ ル と し て 当 業 で 認 識 さ れ て お り 、 一 般 式 ：
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ 但 し 式 中 、 Ｒ ５ ０ 及 び Ｒ ５ １ は 上 に 定 義 し た 通 り で あ る ） に よ っ て 表 す こ と の で き る 部
分 を 包 含 す る 。 本 発 明 に お い て ア ミ ド の い く つ か の 実 施 例 に は 不 安 定 な 可 能 性 の あ る イ ミ
ド は 含 ま れ な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 ア ル キ ル チ オ 」 と い う 用 語 は 、 そ れ に 硫 黄 ラ ジ カ ル を 結 合 さ せ て 有 し た 、 上 に 定 義 し
た 通 り の ア ル キ ル 基 を 言 う 。 好 適 な 実 施 例 で は 、 「 ア ル キ ル チ オ 」 部 分 は 、 － Ｓ － ア ル キ
ル 、 － Ｓ － ア ル ケ ニ ル 、 － Ｓ － ア ル キ ニ ル 、 及 び － Ｓ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｒ ８ （ 但 し 式 中 、
、 ｍ 及 び Ｒ ８ は 上 に 定 義 し た と お り で あ る ） の う ち の 一 つ で 表 さ れ る 。 代 表 的 な ア ル キ ル
チ オ 基 に は 、 メ チ ル チ オ 、 エ チ ル チ オ 等 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 カ ル ボ ニ ル 」 と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 一 般 式 ：
【 ０ ０ ７ １ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
（ 但 し 式 中 、 Ｘ ５ ０ は 一 個 の 結 合 で あ る か 、 又 は 一 個 の 酸 素 又 は 一 個 の 硫 黄 を 表 し 、 そ し
て Ｒ ５ ５ 及 び Ｒ ５ ６ は 一 個 の 水 素 、 一 個 の ア ル キ ル 、 一 個 の ア ル ケ ニ ル 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ
－ Ｒ ６ １ 、 又 は 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 を 表 し 、 Ｒ ５ ６ は 一 個 の 水 素 、 一 個 の ア ル キ ル 、 一
個 の ア ル ケ ニ ル 又 は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｒ ６ １ （ 但 し こ の 式 中 、 ｍ 及 び Ｒ ６ １ は 上 に 定 義 し
た と お り で あ る ） を 表 す ） で 表 す こ と の で き る よ う な 部 分 を 含 む も の で あ る 。 Ｘ ５ ０ が 一
個 の 酸 素 で あ り 、 そ し て Ｒ ５ ５ 又 は Ｒ ５ ６ が 水 素 で な い 場 合 、 こ の 式 は 一 個 の 「 エ ス テ ル
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」 を 表 す こ と に な る 。 Ｘ ５ ０ が 一 個 の 酸 素 で あ り 、 Ｒ ５ ５ が 上 に 定 義 し た 通 り で あ る 場 合
、 こ の 部 分 は こ こ で は カ ル ボ キ シ ル 基 と 言 及 さ れ て お り 、 特 に Ｒ ５ ５ が 一 個 の 水 素 で あ る
場 合 、 こ の 式 は 「 カ ル ボ ン 酸 」 を 表 す も の で あ る 。 Ｘ ５ ０ が 一 個 の 酸 素 で あ り 、 そ し て Ｒ
５ ６ が 水 素 で あ る 場 合 、 こ の 式 は 「 ギ 酸 」 を 表 す こ と に な る 。 一 般 的 に は 、 上 の 式 の 酸 素
原 子 が 硫 黄 に 置 換 さ れ た 場 合 、 こ の 式 は 「 チ オ ー ル カ ル ボ ニ ル 」 基 を 表 す こ と に な る 。 Ｘ
５ ０ が 一 個 の 硫 黄 で あ り 、 Ｒ ５ ５ 又 は Ｒ ５ ６ が 水 素 で な い 場 合 、 こ の 式 は 「 チ オ ー ル エ ス
テ ル 」 を 表 す も の で あ る 。 Ｘ ５ ０ が 一 個 の 硫 黄 で あ り 、 Ｒ ５ ５ が 水 素 で あ れ ば 、 こ の 式 は
「 チ オ ー ル カ ル ボ ン 酸 」 を 表 す 。 Ｘ ５ ０ が 一 個 の 硫 黄 で あ り 、 Ｒ ５ ６ が 水 素 で あ る 場 合 、
こ の 式 は 「 チ オ ー ル ギ 酸 」 を 表 す こ と に な る 。 他 方 、 Ｘ ５ ０ が 一 個 の 結 合 で あ り 、 そ し て
Ｒ ５ ５ が 水 素 で な い 場 合 、 上 の 式 は 一 個 の 「 ケ ト ン 」 基 を 表 す も の で あ る 。 Ｘ ５ ０ が 一 個
の 結 合 で あ り 、 そ し て Ｒ ５ ５ が 水 素 で あ る 場 合 、 上 の 式 は 「 ア ル デ ヒ ド 」 基 を 表 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 ア ル コ キ シ ル 」 又 は 「 ア ル コ キ シ 」 と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 一 個 の 酸 素 ラ ジ
カ ル を そ れ に 結 合 さ せ て 有 す る 、 上 に 定 義 し た 通 り の ア ル キ ル 基 を 言 う 。 代 表 的 な ア ル コ
キ シ ル 基 に は 、 メ ト キ シ 、 エ ト キ シ 、 プ ロ ピ ル オ キ シ 、 ｔ － ブ ト キ シ 等 が あ る 。 「 エ ー テ
ル 」 は 一 個 の 酸 素 に よ っ て 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ た 二 つ の 炭 化 水 素 で あ る 。 従 っ て 、 ア
ル キ ル を エ ー テ ル に す る よ う な ア ル キ ル の 置 換 基 は 、 例 え ば 、 － Ｏ － ア ル キ ル 、 － Ｏ － ア
ル ケ ニ ル 、 － Ｏ － ア ル キ ニ ル 、 － Ｏ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｒ ６ １ （ 但 し 式 中 、 ｍ 及 び Ｒ ６ １ は
上 に 説 明 し た 通 り で あ る ） で 表 す こ と が で き る も の な ど 、 ア ル コ キ シ ル で あ る か 、 又 は ア
ル コ キ シ ル に 似 て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 い ず れ か の 構 造 に お い て ２ 箇 所 以 上 あ る よ う な 、 例 え ば ア ル キ ル 、 m、 n等 の 各 表 現 の 定
義 は 、 同 じ 構 造 の 他 の 箇 所 で の そ の 定 義 と は 独 立 で あ る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ト リ フ リ ル 、 ト シ ル 、 メ シ ル 、 及 び ノ ナ フ リ ル と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 そ れ ぞ
れ ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ニ ル 、 p-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル 、 メ タ ン ス ル ホ ニ ル 、 及 び ノ ナ
フ ル オ ロ ブ タ ン ス ル ホ ニ ル 基 を 言 う 。 ト リ フ レ ー ト 、 ト シ レ ー ト 、 メ シ レ ー ト 、 及 び ノ ナ
フ レ ー ト と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 そ れ ぞ れ ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ネ ー ト エ ス
テ ル 、 p-ト ル エ ン ス ル ホ ネ ー ト エ ス テ ル 、 メ タ ン ス ル ホ ネ ー ト エ ス テ ル 、 及 び ノ ナ フ ル オ
ロ ブ タ ン ス ル ホ ネ ー ト エ ス テ ル 官 能 基 、 及 び こ れ ら の 官 能 基 を 含 有 す る 分 子 を 言 う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｍ ｅ 、 Ｅ ｔ 、 Ｐ ｈ 、 Ｔ ｆ 、 Ｎ ｆ 、 Ｔ ｓ 、 及 び Ｍ ｓ と い う 略 語 は 、 そ れ ぞ れ メ チ ル 、 エ チ
ル 、 フ ェ ニ ル 、 ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ニ ル 、 ノ ナ フ ル オ ロ ブ タ ン ス ル ホ ニ ル 、 ｐ － ト
ル エ ン ス ル ホ ニ ル 、 及 び メ タ ン ス ル ホ ニ ル を 表 す 。 当 業 の 有 機 化 学 者 が 用 い る 省 略 の よ り
包 括 的 な リ ス ト は 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ オ ー ガ ニ ッ ク ・ ケ ミ ス ト リ の 各 巻 の 第 一 版 に 見 ら
れ る が 、 こ の リ ス ト は 典 型 的 に は 、 ス タ ン ダ ー ド ・ リ ス ト ・ オ ブ ・ ア ブ リ ビ エ ー シ ョ ン ズ
と い う 標 題 の 表 で 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に 含 ま れ た い く つ か の 化 合 物 は 、 特 定 の 幾 何 学 的 も し く は 立 体 異 性 学 的
形 状 で 存 在 し て い て も よ い 。 加 え て 、 本 発 明 の ポ リ マ は 光 学 的 に 活 性 で あ っ て も よ い 。 本
発 明 は 、 cis-及 び trans-異 性 体 、 R-及 び S-エ ナ ン チ オ マ ー 、 ジ ア ス テ レ オ マ ー 、 (D)-異 性
体 、 （ L)-異 性 体 、 こ れ ら の ラ セ ミ 混 合 体 、 及 び こ れ ら の 他 の 混 合 体 を 含 め 、 あ ら ゆ る こ
の よ う な 化 合 物 を 、 本 発 明 の 範 囲 に 入 る も の と 、 考 え る 。 更 な る 非 対 称 の 炭 素 原 子 が ア ル
キ ル 基 な ど の 置 換 基 に 存 在 し て い て も よ い 。 こ の よ う な 異 性 体 や 、 そ れ ら の 混 合 物 は す べ
て 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の あ る 化 合 物 の 特 定 の エ ナ ン チ オ マ ー を 欲 し い 場 合 、 こ れ は 非 対 称 合 成
又 は キ ラ ル 補 助 に よ る 誘 導 法 で 調 製 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 そ の 結 果 得 ら れ た ジ ア ス
テ レ オ マ ー 混 合 物 を 分 離 し 、 補 助 基 を 開 裂 さ せ て 所 望 の 純 粋 な エ ナ ン チ オ マ ー を 得 る 。 あ
る い は 、 分 子 が ア ミ ノ な ど の 塩 基 性 の 官 能 基 を 含 有 す る 場 合 、 又 は カ ル ボ キ シ ル な ど の 酸
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性 の 官 能 基 を 含 有 す る 場 合 、 適 し た 光 学 的 に 活 性 な 酸 又 は 塩 基 で ジ ア ス テ レ オ マ ー の 塩 を
形 成 し た 後 、 こ の よ う に 形 成 さ れ た ジ ア ス テ レ オ マ ー を 、 当 業 で 公 知 の 分 別 晶 出 又 は ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 し た 後 、 純 粋 な エ ナ ン チ オ マ ー を 回 収 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 「 置 換 」 又 は 「 で 置 換 さ れ た 」 に は 、 こ の よ う な 置 換 が 、 置 換 さ れ た 原 子 及 び 置 換 基 に
と っ て 可 能 な 原 子 価 に 従 っ た も の で あ り 、 そ の 置 換 の 結 果 、 例 え ば 、 転 位 、 環 化 、 除 去 、
、 又 は 他 の 反 応 な ど の 変 換 を 自 発 的 に は 行 わ な い 化 合 物 な ど 、 安 定 し た 化 合 物 が で き る と
い う 、 暗 黙 の 前 提 が 含 ま れ る も の と 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 「 置 換 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 さ ら に 、 有 機 化 合 物 の あ ら ゆ る 許 容 で き る 置 換 基 を 含 む
も の と し て 考 察 さ れ て い る 。 広 い 意 味 で は 、 こ の 許 容 可 能 な 置 換 基 に は 、 有 機 化 合 物 の 非
環 式 及 び 環 式 、 枝 分 か れ 式 及 び 非 枝 分 か れ 式 、 炭 素 環 式 及 び ヘ テ ロ 環 式 、 芳 香 族 及 び 非 芳
香 族 の 基 が 含 ま れ る 。 置 換 基 の 例 に は 、 例 え ば 、 上 に 説 明 し た も の が あ る 。 許 容 可 能 な 置
換 基 は 、 適 し た 有 機 化 合 物 に と っ て は 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 で あ っ て も よ く 、 同 じ 又 は 異 な
る も の で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 窒 素 な ど の ヘ テ ロ 原 子 は 水 素 置 換 基 、
及 び ／ 又 は 、 そ の ヘ テ ロ 原 子 の 原 子 価 を 満 た す 、 こ こ に 説 明 し た 有 機 化 合 物 の い ず れ の 許
容 可 能 な 置 換 基 を 有 し て い て も よ い 。 本 発 明 は 、 い か な る 態 様 で も 、 有 機 化 合 物 の 許 容 可
能 な 置 換 基 に よ っ て 限 定 さ れ る と は 意 図 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 化 学 元 素 は 、 ハ ン ド ブ ッ ク ・ オ ブ ・ ケ ミ ス ト リ ー ・ ア ン ド ・ フ
ィ ジ ッ ク ス 、 第 ６ ７ 版 、 １ ９ ８ ６ － ８ ７ 、 表 紙 内 側 の Ｃ Ａ Ｓ バ ー ジ ョ ン の 元 素 周 期 表 に 基
づ い て 表 さ れ て い る 。 さ ら に 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 「 炭 化 水 素 」 と い う 用 語 は 少 な く と
も 一 つ の 水 素 及 び 一 個 の 炭 素 原 子 を 有 す る あ ら ゆ る 許 容 可 能 な 化 合 物 を 含 む も の と し て 考
察 さ れ て い る 。 広 い 態 様 で は 、 こ の 許 容 可 能 な 炭 化 水 素 に は 、 非 環 式 及 び 環 式 、 枝 分 か れ
式 及 び 非 枝 分 か れ 式 、 炭 素 環 式 及 び ヘ テ ロ 環 式 、 芳 香 族 及 び 非 芳 香 族 の 、 置 換 さ れ て い て
も 、 又 は 置 換 さ れ て い な く と も よ い 有 機 化 合 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 い ず れ か の 構 造 に お い て ２ 箇 所 以 上 あ る よ う な 、 例 え ば ア ル キ ル 、 m、 n、 p等 の 各 表 現
の 定 義 は 、 同 じ 構 造 の 他 の 箇 所 で の そ の 定 義 と は 独 立 で あ る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 類 」 と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 組 成 物 中 に 含 ま
れ た も の な ど を 含 め 、 比 較 的 に 非 毒 性 の 無 機 及 び 有 機 酸 添 加 塩 類 を 言 う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 」 と い う 用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 当 該 組 成 物 又 は そ の 成 分
を 身 体 の 一 臓 器 又 は 一 部 分 か ら 、 身 体 の 別 の 臓 器 又 は 一 部 分 に 運 ぶ 又 は 輸 送 す る こ と に 関
与 す る 、 例 え ば 液 体 又 は 固 体 の 充 填 剤 、 希 釈 剤 、 医 薬 品 添 加 物 、 溶 媒 又 は 封 入 剤 な ど の 薬
学 的 に 許 容 可 能 な 材 料 、 組 成 物 又 は 賦 形 剤 を 言 う 。 各 担 体 は 、 当 該 組 成 物 及 び そ の 成 分 に
対 し て 適 合 性 が あ り 、 か つ 、 患 者 に と っ て 有 害 で な い と い う 意 味 で 「 許 容 可 能 」 で な け れ
ば な ら な い 。 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と し て 役 立 て る こ と の で き る 材 料 の い く つ か の 例 に
は 、 （ １ ） ラ ク ト ー ス 、 グ ル コ ー ス 及 び ス ク ロ ー ス な ど の 糖 類 、 （ ２ ） コ ー ン ス タ ー チ 及
び い も で ん ぷ ん な ど の で ん ぷ ん 、 （ ３ ） カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 エ チ ル
セ ル ロ ー ス 及 び セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト な ど 、 セ ル ロ ー ス 及 び そ の 誘 導 体 、 （ ４ ） 粉 末 ト ラ
ガ カ ン ト 、 （ ５ ） 麦 芽 、 （ ６ ） ゼ ラ チ ン 、 （ ７ ） タ ル ク 、 （ ８ ） コ コ ア バ タ ー 及 び 座 薬 用
ろ う な ど の 医 薬 品 添 加 物 、 （ ９ ） ピ ー ナ ッ ツ 油 、 綿 実 油 、 紅 花 油 、 ご ま 油 、 オ リ ー ブ 油 、
コ ー ン 油 及 び 大 豆 油 な ど の 油 脂 類 、 （ １ ０ ） プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル な ど の グ リ コ ー ル 、 （
１ １ ） グ リ セ リ ン 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の ポ リ
オ ー ル 、 （ １ ２ ） オ レ イ ン 酸 エ チ ル 及 び ラ ウ リ ル 酸 エ チ ル な ど の エ ス テ ル 、 （ １ ３ ） 寒 天
、 （ １ ４ ） 水 酸 化 マ グ ネ シ ウ ム 及 び 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 緩 衝 剤 、 （ １ ５ ） ア ル ギ ン
酸 、 （ １ ６ ） 無 発 熱 源 水 、 （ １ ７ ） 等 張 性 生 理 食 塩 水 、 （ １ ８ ） リ ン ガ ー 液 、 （ １ ９ ） エ
チ ル ア ル コ ー ル 、 （ ２ ０ ） リ ン 酸 緩 衝 液 、 及 び （ ２ １ ） 薬 剤 調 合 に 用 い ら れ る そ の 他 の 非
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毒 性 の 適 合 性 物 質 、 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 「 全 身 投 与 」 、 「 全 身 的 に 投 与 す る 」 、 「 末 梢 投 与 」 及 び 「 末 梢 的 に 投 与 す る 」 と い う
用 語 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 患 者 の 全 身 に 入 り 、 従 っ て 代 謝 及 び そ の 他 の 同 様 な プ ロ セ ス を
受 け る よ う な 、 例 え ば 皮 下 投 与 な ど 、 中 枢 神 経 系 に 直 接 投 与 す る 以 外 の 方 法 で 当 該 の 組 成
物 、 治 療 薬 又 は 他 の 他 の 材 料 を 投 与 す る こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 用 語 「 非 経 口 投 与 」 及 び 「 非 経 口 的 に 投 与 す る 」 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 多 く の 場 合 注 射
に よ る 、 腸 内 及 び 局 所 投 与 以 外 の 投 与 形 態 を 言 い 、 限 定 的 な 意 味 は な い が 、 そ の 中 に は 、
静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 鞘 内 、 嚢 内 、 眼 窩 内 、 心 臓 内 、 皮 内 、 腹 腔 内 、 経 気 管 、 皮 下 、
表 皮 下 、 関 節 内 、 被 膜 下 、 く も 膜 下 、 髄 腔 内 及 び 胸 骨 内 注 射 及 び 輸 注 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
２ ． 　
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 す こ と に よ り 、 細 胞 の 寿 命 を 増 す
、 及 び ／ 又 は 、 細 胞 を 特 定 の ス ト レ ス か ら 保 護 す る 。 こ れ は 、 例 え ば 、  NPT1、 PNC1、 NMA
1及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 な ど 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 に 関 与 す る 少 な く
と も １ つ の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 す こ と に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 、 例 え ば 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 で の 発 現 を 命 令 す る 転 写 調 節
配 列 に 作 動 的 に 連 結 さ れ た 、 当 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 細 胞 内 に 導 入 す る な ど に
よ り 、 こ の 細 胞 内 で 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 内 で 核 酸 を 発 現 さ せ る 方 法 や 、 そ の た
め の 適 し た 転 写 調 節 配 列 は 当 業 で 公 知 で あ る 。 代 替 的 に は 、 タ ン パ ク 質 を 、 通 常 は リ ポ ソ
ー ム な ど の 細 胞 内 へ の 当 該 タ ン パ ク 質 の 進 入 を 容 易 に す る ベ ク タ の 存 在 下 で 、 細 胞 内 に 導
入 す る こ と が で き る 。 さ ら に タ ン パ ク 質 を 、 そ の 目 的 用 の 経 細 胞 輸 送 ペ プ チ ド に 連 結 す る
こ と も で き る 。 さ ら に 他 の 方 法 で は 、 内 因 性 遺 伝 子 の 発 現 を 刺 激 す る 作 用 薬 を 細 胞 に 接 触
さ せ る 。 こ の よ う な 作 用 薬 は 、 こ こ で さ ら に 解 説 す る よ う に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の ニ コ チ ン 酸 ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ NPT1） を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 や 、 そ れ に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ 及 び ２ に 記
載 す る 。 NPT1は ま た 「 LSR2」 と し て も 知 ら れ る 。 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の NPT1の 完 全 cDNAと 、 コ
ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ 及 び ２ に 記 載 さ れ て い る 通 り に 、 GenBank登
録 番 号 NC 001147 及 び AAB59317に 提 供 さ れ て い る 。 登 録 番 号 L11274 及 び AAB59317は ま た
、 そ れ ぞ れ Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に も 言 及 し て い る よ う で あ る
。 細 菌 で の NPT1相 同 体 は PncB（ 35、 37及 び 38） で あ る 。 E. coliの  NPT1は GenBank登 録 番
号 J05568と し て 提 供 さ れ て い る 。 そ の ヒ ト ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ Ge
nBank 登 録 番 号  BC006284 及 び AAH06284、 並 び に そ れ ぞ れ  X71355 及 び CAA50490、 AAH324
66 及 び BC032466 に 提 供 さ れ て お り 、 Chong et al. (1993)
Genomics 18:355に 解 説 さ れ て い る 。 該 ヒ ト ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ
配 列 番 号 １ ３ 及 び １ ４ に も 記 載 し て お く （ 並 び に GenBank登 録 番 号 BC032466に 相 当 す る ）
。 該 ヒ ト タ ン パ ク 質 は 、 さ ら に 、 「 腎 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 輸 送 タ ン パ ク 質 」 と も 言 及 さ れ て
い る 。 マ ウ ス NPT1ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 GenBank 登 録 番 号 X77241 及 び CAA54
459に 提 供 さ れ て お り 、 Chong et al. (1995)
Am. J. Physiol. 268:1038に 解 説 さ れ て い る 。 マ ウ ス NPT1の プ ロ モ ー タ 領 域 は  GenBank登
録 番 号  AF361762と し て 提 供 さ れ て お り 、 Soumounou et al. (2001)
Am J. Physiol. 281: F1082に 解 説 さ れ て い る 。 NPT1は ま た 、 番 号 3957135で イ メ ー ジ （ 原
語 ： IMAGE） ク ロ ー ン と し て も 記 載 さ れ て い る 。 NPT1相 同 体 の ア ラ イ メ ン ト を 図 １ ５ に 示
す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の PNC1を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 そ れ に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク
質 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ３ 及 び ４ に 記 載 さ れ て い る が 、 そ れ ぞ れ GenBank登 録 番 号 NC 00
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1139 及 び NP 011478に 相 当 す る 。 PNC1は 、 細 菌 タ ン パ ク 質 pncAの 酵 母 相 同 体 で あ り 、 ニ
コ チ ン ア ミ ド の ニ コ チ ン 酸 及 び ア ン モ ニ ア へ の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 。 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の PN
C1は 、 解 法 読 み 取 り 枠 （ ORF）  YGL037と も 言 及 さ れ 、 Ghislain et al. (2002)
Yeast 19:215に 解 説 さ れ て い る 。 ナ ン キ ン マ メ （ Arachis hypogaea） PNC1の ヌ ク レ オ チ ド
及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 GenBank登 録 番 号 M37636及 び AAB06183に 提 供 さ れ て お り 、 Buffard e
t al. (1990)
PNAS 87:8874に 解 説 さ れ て い る 。 ヒ ト 相 同 体 の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ
れ GenBank登 録 番 号 BC017344及 び AAH17344、 そ れ ぞ れ AK027122 及 び NP 078986； そ れ ぞ れ
XM 041059及 び XP 041059； 並 び に そ れ ぞ れ NM 016048及 び  NP 057132に 提 供 さ れ て い
る 。 ヒ ト PNC1の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ５ 及 び １ ６ に 挙 げ
て あ る が 、 GenBank登 録 番 号 BC017344に 相 当 す る 。 ヒ ト 、 ハ エ 及 び Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の PNC1
の ア ラ イ メ ン ト を 図 １ ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ NMA1を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 、 そ れ に コ ー ド さ れ た タ ン パ
ク 質 は 、 そ れ ぞ れ GenBank 登 録 番 号  NC 001144.2 及 び NP 013432に 相 当 す る 、 そ れ ぞ れ
配 列 番 号 ５ 及 び ６ に 記 載 さ れ て い る 。 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ NMA1は 、 Smith et al.
(2000) PNAS 97:6658に 解 説 さ れ た ORF YLR328に 相 当 す る 。 NMA1は 、 細 菌 NaMNAT 遺 伝 子 の
Ｓ ． セ レ ビ ジ エ 相 同 体 で あ る 。 ヒ ト 相 同 体 の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ
GenBank 登 録 番 号 NM 022787 及 び NP 073624； そ れ ぞ れ AK026065及 び BAB15345； そ れ ぞ
れ AF459819 及 び AAL76934； そ れ ぞ れ XM 087387 及 び XP 087387； 並 び に そ れ ぞ れ AF3455
64及 び AAK52726、 並 び に NP 073624； AAL76934； NP 073624； 及 び AF314163に 提 供 さ れ て
い る 。 ヒ ト NMA1の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ７ 及 び １ ８ に 記
載 さ れ て お り 、 GenBank 登 録 番 号  NM 022787に 相 当 す る 。 イ メ ー ジ （ 原 語 ： IMAGE） ク ロ
ー ン は 、 番 号 4874147及 び HRCク ロ ー ン hrc08458に 提 供 さ れ て い る 。 細 菌 相 同 体 は 、 例 え ば
Zhang et al.
(2002) Structure 10:69に 解 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ NMA2を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 、 そ れ に コ ー ド さ れ た タ ン パ
ク 質 は 、 そ れ ぞ れ GenBank 登 録 番 号 NC 001139及 び NP 011524に 相 当 す る 、 そ れ ぞ れ 配 列
番 号 ７ 及 び ８ に 記 載 さ れ て い る 。 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ NMA2は 、 Emanuelli et al.
(1999) FEBS Lett. 455:13に 解 説 さ れ た ORF YGR010に 相 当 す る 。 NMA2は 、 細 菌 NaMNAT遺 伝
子 の Ｓ ． セ レ ビ ジ エ 相 同 体 で あ る 。 ヒ ト 相 同 体 の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ
ぞ れ GenBank 登 録 番 号 NM 015039及 び NP 055854に 提 供 さ れ て い る 。 ヒ ト NMA2の ヌ ク レ オ
チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ９ 及 び ２ ０ に 記 載 さ れ て お り 、 GenBank 登
録 番 号  NM 015039に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 完 全 長 タ ン パ ク 質 や 、 こ の よ う な 完 全 長 タ ン パ ク 質 又 は そ の 一 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 を
、 こ こ で 解 説 さ れ た 本 方 法 に 従 っ て 使 用 で き る こ と は 、 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。 タ ン パ
ク 質 の 一 部 分 は 、 好 ま し く は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 で あ る と よ い 。 生 物 学 的 に 活 性 な
部 分 は 、 当 業 で 公 知 の 方 法 に 従 う と 共 に 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 観 察 で き る 検 定 法 を
用 い て 、 特 定 す る こ と が で き る 。 NPT1タ ン パ ク 質 の 活 性 を 判 定 す る た め の 検 定 法 は 、 例 え
ば Pescanglini et
al. (1994) Clin. Chim. Acta 229: 15-25 及 び Sestini et al. (2000) Archives of Bio
chem. Biophys.
379:277に 解 説 さ れ て い る 。 PNC1タ ン パ ク 質 の 活 性 を 判 定 す る た め の 検 定 法 は 、 例 え ば Ghi
slain et al. Yeast
19:215に 解 説 さ れ て い る 。 NMA1及 び NMA2タ ン パ ク 質 の 活 性 を 判 定 す る た め の 検 定 法 は 、 例
え ば 上 記 の Sestini et al.に 解 説 さ れ て い る 。 代 替 的 に は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 の 活 性
を 、 細 胞 の 寿 命 が 判 定 さ れ る よ う な 検 定 法 で 検 査 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 に 、 NP
T1、 PNC1、 NMA1又 は NMA2タ ン パ ク 質 の 一 部 分 を コ ー ド す る 配 列 の 一 つ 以 上 の コ ピ ー を 含 む
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核 酸 、 又 は 、 コ ン ト ロ ー ル 核 酸 、 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 該 細 胞 の 寿 命 を 比 較 す る 。 前 記
タ ン パ ク 質 の う ち の 一 つ の 一 部 分 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 寿 命 の 方 が 長 い こ と は
、 前 記 タ ン パ ク 質 の 当 該 部 分 が 、 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 で あ る こ と の 指 標 で あ る 。 細 胞 の
寿 命 を 判 定 す る た め の 検 定 法 は 当 業 で 公 知 で あ る が 、 こ こ で も さ ら に 解 説 さ れ て い る 。 具
体 的 に は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 寿 命 を 判 定 す る た め の 検 定 法 は 、 例 え ば Cell Growth,
Differentiation and Senescence: A Practical Approach.  George P. Studzinski （ ed
.） に 解 説 さ れ た 通 り に 行 う こ と が で き る 。 寿 命 を 測 定 す る 代 わ り に 、 あ る タ ン パ ク 質 の
あ る 部 分 が 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 で あ る か を 判 断 す る た め に 、 熱 シ ョ ッ ク な ど の 特 定 の ス
ト レ ス に 対 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 耐 性 を 測 定 す る こ と も で き る 。 特 定 の ス ト レ ス に
対 す る 耐 性 を 測 定 す る 方 法 は 当 業 で 公 知 で あ る が 、 こ こ で も さ ら に 解 説 さ れ て い る 。 具 体
的 に は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 、 熱 シ ョ ッ ク に 対 す る 耐 性 を 判 定 す る 検 定 法 は 、 例 え ば  Bunelli
 et al. (1999)
Exp. Cell Res. 262: 20に 解 説 さ れ た 通 り に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 NPT1、 PNC1、 NMA1又 は NMA2 タ ン パ ク 質 の 部 分 に 加 え 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 挿
入 又 は 追 加 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 な ど 、 他 の バ リ ア ン ト も 、 そ の タ ン パ ク 質 が 生 物 学 的 に
活 性 で あ る こ と を 条 件 に 、 用 い る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 の 変 化 の 例 に は 、 保 存 的 ア ミ ノ
酸 置 換 が あ る 。 他 の 変 化 に は 、 非 天 然 で 生 ず る ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 が あ る 。 NPT1、 PNC1、 NM
A1又 は NMA2を コ ー ド す る 核 酸 に 、 高 い 又 は 中 程 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に コ ー ド さ れ て い る と 共 に 、 生 物 学 的 に 活 性 で あ る タ ン パ ク 質 も 使 用
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 NPT1、 PNC1、 NMA1又 は NMA2を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 、 ６ ５ ℃ の
0.2 乃 至 1×  SSCと い う ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 高 い 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 後 ６ ５
℃ の 0.2× SSCで 洗 浄 さ れ る 核 酸 を 用 い る こ と が で き る 。 NPT1、 PNC1、 NMA1又 は NMA2を コ ー
ド す る 遺 伝 子 に 、 室 温 の 6× SSCと い う ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 低 い 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し 、 そ の 後 室 温 の 2× SSCで 洗 浄 さ れ る 核 酸 を 用 い る こ と も で き る 。 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 に は 、 ４ ０ 又 は ５ ０ ℃ の 3× SSC、 続 い て ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 又 は
６ ５ ℃ の 1又 は 2× SSCで の 洗 浄  、 が あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 度 を さ ら に 高 め る 、 例 え ば １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 又
は ５ ０ ％ な ど 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 存 在 下 で 行 う こ と が で き る 。 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン の 理 論 及 び 実 際 は 、 例 え ば S. Agrawal (ed.)
Methods in Molecular Biology, volume 20に 解 説 さ れ て お り 、 ま た 、 Tijssen (1993) La
boratory
Techniques in biochemistry and molecular biology-hybridization with nucleic
acid probesの 例 え ば 第 １ 部 第 ２ 章 “ Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays,”  Els
evier, New
York は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る 基 本 的 な 指 針 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 例 と し て の タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も 約 50%、 70%、 80%、 90%、 好 ま し く は 少 な く と も 約
95%、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 98%、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99% の 相
同 性 又 は 同 一 性 を 、 野 生 型 NPT1、 PNC1、 NMA1又 は NMA2 タ ン パ ク 質 あ る い は そ の 一 ド メ イ
ン 、 例 え ば 触 媒 ド メ イ ン 、 に 対 し て 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 他 の 例 と し て の タ ン パ ク
質 は 、 例 え ば こ こ に 解 説 さ れ た も の な ど 、 野 生 型 NPT1、 PNC1、 NMA1又 は NMA2核 酸 に 対 し て
少 な く と も 約 90%、 好 ま し く は 少 な く と も 約 95%、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 98%
、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99%、 相 同 又 は 同 一 で あ る 核 酸 に コ ー ド さ れ た も の で
あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 経 細 胞 輸 送 ペ プ チ ド に 融 合 し た タ ン パ ク 質 な
ど 、 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 さ ら に 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 精 製 及 び ／ 又 は
検 出 に 使 用 で き る 異 種 ペ プ チ ド を 含 ん で も よ い 。
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【 ０ ０ ９ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 非 天 然 で 生 じ る タ ン パ ク 質 バ リ ア ン ト を 用 い る 。 こ の よ う な バ リ ア
ン ト は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ 以
上 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 向 上 又 は 増 加 さ せ る 。 こ れ は 例 え ば 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の う ち
の 一 つ の 、 酵 素 活 性 な ど の 活 性 を 増 加 さ せ る 化 合 物 に 細 胞 を 接 触 さ せ る な ど に よ り 、 達 成
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 を 特 定 す る た め の 検 定 法 に つ い て は 、 こ こ で さ ら に
解 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 、 細 胞 内 の NAD＋ 、 NADHの レ ベ ル 、
及 び NAD/NADH比 を 実 質 的 に 変 え る こ と な く 、 増 加 さ せ る 。 NAD＋ 及 び NADHの レ ベ ル や 、 こ
れ ら ２ つ の 分 子 間 の 比 は 、 例 え ば 実 施 例 で 解 説 す る 通 り に 、 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 哺 乳 動 物 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト へ 、 あ る い は こ れ ら の 細 胞 へ 導 入 す る た
め の い ず れ の 手 段 も 、 本 発 明 の 多 様 な コ ン ス ト ラ ク ト を 目 的 の レ シ ピ エ ン ト に 送 達 す る た
め に 、 本 発 明 の 実 施 に 適 合 さ せ て よ い 。 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 DNAコ ン ス ト ラ ク ト
を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 細 胞 に 送 達 、 即 ち 「 裸 の 」 DNAで 送 達 す る か 、 又 は 、 コ
ロ イ ド 状 分 散 系 と の 複 合 体 に 入 れ て 細 胞 に 送 達 す る 。 コ ロ イ ド 状 の 系 に は 、 巨 大 分 子 複 合
体 、 ナ ノ カ プ セ ル 、 マ イ ク ロ ス フ ェ ア 、 ビ ー ズ 、 並 び に 、 水 中 油 乳 濁 液 、 ミ セ ル 、 混 合 ミ
セ ル 、 及 び リ ポ ソ ー ム を 含 む 脂 質 ベ ー ス の 系 、 が あ る 。 本 発 明 の 好 適 な コ ロ イ ド 状 の 系 は
、 脂 質 と 複 合 体 形 成 し た 、 又 は 、 リ ポ ソ ー ム で 調 合 さ れ た 、 DNAで あ る 。 前 者 の ア プ ロ ー
チ で は 、 脂 質 な ど を 用 い た DNAの 調 合 前 に 、 ま ず 所 望 の DNAコ ン ス ト ラ ク ト を 持 つ 導 入 遺 伝
子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 、 発 現 に 向 け て 実 験 的 に 最 適 化 し て も よ い （ 例 え ば 、 5'側 非 翻
訳 領 域 に イ ン ト ロ ン を 含 め て 、 不 要 な 配 列 を 削 除 す る な ど ）  (Felgner, et
al., Ann NY Acad Sci 126-139, 1995)。 次 に 、 多 様 な 脂 質 又 は リ ポ ソ ー ム 物 質 を 用 い た D
NAの 調 合 を 、 公 知 の 方 法 及 び 材 料 を 用 い て 行 い 、 レ シ ピ エ ン ト 哺 乳 動 物 に 送 達 す る 。 例 え
ば Canonico et al,
Am J Respir Cell Mol Biol 10:24-29, 1994； Tsan et al, Am J Physiol 268；  Alton e
t al.,
Nat Genet. 5:135-142, 1993 及 び カ ー ソ ン ら に よ る 米 国 特 許 第 5,679,647号 を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 リ ポ ソ ー ム の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 、 解 剖 学 的 及 び 機 械 的 因 子 に 基 づ い て 分 類 す る こ と が で
き る 。 解 剖 学 的 分 類 は 、 例 え ば 器 官 特 異 的 、 細 胞 特 異 的 、 及 び オ ル ガ ネ ラ 特 異 的 な ど 、 選
択 性 の レ ベ ル に 基 づ く も の で あ る 。 機 械 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 そ れ が 受 動 的 で あ る か 、 又
は 、 能 動 的 で あ る か に 基 づ き 、 区 別 す る こ と が で き る 。 受 動 的 な タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 リ ポ
ソ ー ム が 、 洞 様 毛 細 血 管 を 含 有 す る 、 器 官 内 の 細 網 内 皮 細 胞 （ RES） の 細 胞 に 分 散 す る と
い う 天 然 の 傾 向 を 利 用 す る 。 他 方 、 能 動 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 糖 、
糖 脂 質 、 又 は タ ン パ ク 質 な ど の 特 異 的 リ ガ ン ド に リ ポ ソ ー ム を 結 合 さ せ た り 、 あ る い は 、
天 然 で 起 き る 局 在 部 位 以 外 の 器 官 及 び 細 胞 種 へ の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 成 功 さ せ る た め に 、 リ
ポ ソ ー ム の 組 成 又 は 大 き さ を 変 え る こ と に よ る 、 リ ポ ソ ー ム の 変 更 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 標 的 決 定 さ れ る 送 達 系 の 表 面 を 、 多 種 の 方 法 で 修 飾 し て も よ い 。 リ ポ ソ ー ム 性 の 標 的 決
定 さ れ た 送 達 系 の 場 合 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ・ リ ガ ン ド が 、 リ ポ ソ ー ム 二 重 層 と の 安 定 な 結 合
を 維 持 で き る よ う に 、 脂 質 の 基 を リ ポ ソ ー ム の 脂 質 二 重 層 に 導 入 す る こ と が で き る 。 多 種
の 連 結 基 を 用 い て 、 脂 質 の 鎖 を タ ー ゲ テ ィ ン グ ・ リ ガ ン ド に 結 び 付 け る こ と が で き る 。 裸
の DNAや 、 又 は 、 リ ポ ソ ー ム な ど の 送 達 賦 形 剤 に 結 合 さ せ た DNAを 、 対 象 の 複 数 の 部 位 に 投
与 す る こ と が で き る （ 下 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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　 本 発 明 の 好 適 な 方 法 で は 、 DNAコ ン ス ト ラ ク ト を ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ を 用 い て 送 達 す る 。
導 入 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子 治 療 で 有 用 な 多 種 の ウ ィ ル ス ベ ク タ 、 例 え ば 組 換 え レ ト ロ ウ ィ ル ス
、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス （ AAV） 、 及 び 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス － １ な ど 、 の い
ず れ に 導 入 し て も 、 あ る い は 、 組 換 え 細 菌 又 は 真 核 細 胞 プ ラ ス ミ ド に 導 入 し て も よ い 。 多
種 の ウ ィ ル ス ベ ク タ を 本 発 明 の 実 施 に 用 い て よ い が 、 AAV-及 び ア デ ノ ウ ィ ル ス を ベ ー ス に
し た ア プ ロ ー チ が 特 に 有 利 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ は 、 外 因 性 遺 伝 子 を in vivoで 、 特
に ヒ ト に 輸 送 さ せ る た め に 選 択 さ れ る 組 換 え 遺 伝 子 送 達 系 で あ る と 、 広 く 理 解 さ れ て い る
。 ウ ィ ル ス ベ ク タ の 選 択 及 び 使 用 に 関 す る 以 下 の 付 加 的 な 指 針 は 、 現 場 の 医 師 に と っ て 助
け と な る で あ ろ う 。 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 本 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト の こ の よ う な 実 施 態 様
は 、 多 種 の in vivo及 び ex vivoで の 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ル で の 使 用 に 向 け 、 特 に 考 察 さ れ
た と こ ろ で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 で 有 用 な ウ ィ ル ス 遺 伝 子 送 達 系 は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 由 来 ベ ク タ を 利 用 す る も の で
あ る 。 36 kBの 直 線 状 の 二 本 鎖 DNAウ ィ ル ス で あ る ア デ ノ ウ ィ ル ス の 遺 伝 子 構 造 の 知 見 に よ
り 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス DNA中 の 大 き な 断 片 を 、 最 大 8 kBの 外 来 配 列 に 置 換 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 レ ト ロ ウ ィ ル ス と は 対 照 的 に 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス DNAを ホ ス ト 細 胞 内 に 感 染 さ せ て も
、 染 色 体 へ の 組 込 み は 起 き な い 。 な ぜ な ら 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス DNAは 、 潜 在 的 な 遺 伝 毒 性 な
し で エ ピ ソ ー ム と し て 複 製 す る こ と が で き る か ら で あ る 。 さ ら に 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 構 造
上 安 定 で あ り 、 ま た 、 広 汎 な 増 幅 後 で も 、 ゲ ノ ム 再 編 成 が 検 出 さ れ た こ と は な い 。 ア デ ノ
ウ ィ ル ス は 、 ほ ぼ す べ て の 上 皮 細 胞 に 、 そ れ ら の 細 胞 周 期 段 階 に 関 係 な く 感 染 す る こ と が
で き る 。 こ れ ま で の と こ ろ 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 感 染 は 、 例 え ば ヒ ト の 急 性 呼 吸 器 疾 患 な ど 、
関 係 が あ る の は 軽 度 の 疾 患 の み で あ る よ う で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 そ の ゲ ノ ム が 中 程 度 の 大 き さ で あ る こ と 、 操 作 が 簡 便 で あ る こ と 、
高 力 価 で あ る こ と 、 標 的 細 胞 範 囲 が 広 い こ と 、 及 び 感 染 性 が 高 い こ と 、 の た め に 、 遺 伝 子
輸 送 ベ ク タ と し て の 使 用 に 特 に 適 し て い る 。 こ の ウ ィ ル ス 粒 子 は 比 較 的 に 安 定 で あ り 、 精
製 及 び 濃 縮 に 適 合 し て お り 、 そ し て 上 述 し た よ う に 、 感 染 範 囲 を 制 限 す る た め に 修 飾 す る
こ と も で き る 。 加 え て 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 成 長 及 び 操 作 が 容 易 で あ り 、 in vitro及 び in v
ivoで 幅 広 い ホ ス ト 範 囲 を 示 す 。 こ の グ ル ー プ の ウ ィ ル ス は 、 例 え ば 10 9 乃 至 10 1 1 プ ラ ー ク
形 成 単 位 （ PFU） /mlな ど 、 高 力 価 で 得 る こ と が で き 、 ま た こ れ ら は 感 染 性 が 高 い 。 ア デ ノ
ウ ィ ル ス の 生 命 周 期 に は 、 ホ ス ト 細 胞 ゲ ノ ム へ の 組 込 み は 必 要 で は な い 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス
・ ベ ク タ に よ り 送 達 さ れ る 外 来 遺 伝 子 は エ ピ ソ ー ム 性 で あ る た め 、 ホ ス ト 細 胞 へ の 遺 伝 毒
性 が 低 い 。 野 生 型 ア デ ノ ウ ィ ル ス の ワ ク チ ン 接 種 研 究 で は 、 副 作 用 が 報 告 さ れ た こ と は な
く  (Couch et al.,
1963; Top et al., 1971)、 in vivo遺 伝 子 輸 送 ベ ク タ と し て の 安 全 性 や 、 治 療 上 の 可 能 性
が 実 証 さ れ て い る 。 さ ら に 、 外 来 DNAを 運 ぶ ア デ ノ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム の 能 力 は 、 他 の 遺 伝 子
送 達 ベ ク タ に 比 較 し て 大 き い （ 最 高 ８ キ ロ ベ ー ス ） （ 上 記 の Berkner et al.； Haj-Ahmand
 and
Graham (1986) J. Virol. 57:267） 。 現 在 用 い ら れ て お り 、 従 っ て 本 発 明 で 好 適 な 大 半 の
複 製 欠 陥 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ は 、 ウ ィ ル ス E1及 び E3遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 欠 失 さ せ て
あ る が 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝 物 質 の ８ ０ ％ も が 残 さ れ た も の で あ る （ 例 え ば  Jones et al
.,
(1979) Cell 16:683; 上 記 の Berkner et al.； 及 び Graham et al., in Methods in Molec
ular Biology, E.J. Murray, Ed. (Humana,
Clifton, NJ, 1991) vol. 7. pp. 109-127を 参 照 さ れ た い ） 。 本 発 明 の 挿 入 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 発 現 を 、 例 え ば E1A プ ロ モ ー タ 、 主 要 後 期 プ ロ モ ー タ  (MLP)及 び 関 連 す る リ
ー ダ 配 列 、 ウ ィ ル ス E3プ ロ モ ー タ 、 又 は 外 因 的 に 加 え ら れ た プ ロ モ ー タ 配 列 の 制 御 下 に 置
く こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス の ゲ ノ ム は 、 目 的 の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド し て い る が 、 正 常 な 溶 解 に よ る
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ウ ィ ル ス 生 命 周 期 で の 複 製 能 と い う 点 で 不 活 性 化 さ せ て あ る よ う に 、 操 作 す る こ と が で き
る （ 例 え ば Berkner et al.,
(1988) BioTechniques 6:616; Rosenfeld et al., (1991) Science 252:431-434; and
Rosenfeld et al., (1992) Cell 68:143-155を 参 照 さ れ た い ） 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス 株 Ad型  5
 dl324又 は 他 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 株 （ 例 え ば Ad2、 Ad3、 Ad7等 ） を 由 来 と す る 適 し た ア デ ノ
ウ ィ ル ス ベ ク タ は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 非 分 裂 細 胞 に 感 染 で き
ず 、 ま た 気 道 上 皮  (上 記 の Rosenfeld et al.,
(1992) )、 内 皮 細 胞  (Lemarchand et
al., (1992) PNAS USA 89:6482-6486)、 肝 細 胞  (Herz and Gerard, (1993) PNAS USA
90:2812-2816) 及 び 筋 細 胞  (Quantin et al.,
(1992) PNAS USA 89:2581-2584)を 含 め 、 幅 広 い 細 胞 種 を 感 染 さ せ る た め に 用 い る こ と が
で き る た め に 、 特 定 の 状 況 で 有 利 な 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 さ ら に ア デ ノ ウ ィ ル ス は 細 胞 種 特 異 的 に す る こ と が で き 、 即 ち 、 限 ら れ た 種 類 の 細 胞 し
か 感 染 せ ず 、 及 び ／ 又 は 、 制 限 さ れ た 種 類 の 細 胞 で し か 、 導 入 遺 伝 子 を 発 現 し な い よ う に
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の ウ ィ ル ス は 、 １ ９ ９ ７ 年 １ ２ 月 １ ６ 日 に 発 行 さ れ た ヘ ン
ダ ー ソ ン 氏 及 び シ ュ ア ー 氏 に よ る 米 国 特 許 第 5,698,443号 に 解 説 さ れ て い る よ う に 、 標 的
ホ ス ト 細 胞 に よ り 特 異 的 に 調 節 さ れ る 転 写 開 始 領 域 の 転 写 制 御 下 に あ る 遺 伝 子 を 含 む 。 こ
の よ う に 、 複 製 コ ン ピ テ ン ト ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 E1A又 は E1Bな ど 、 複 製 に 必 要 な タ ン パ ク
質 の 合 成 を 調 節 す る た め の 細 胞 特 異 的 応 答 配 列 を 挿 入 す る な ど に よ り 、 特 定 の 細 胞 に 制 限
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 数 多 く の ア デ ノ ウ ィ ル ス タ イ プ の DNA配 列 が Genbankか ら 入 手 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト
ア デ ノ ウ ィ ル ス タ イ プ 5は GenBank登 録 番 号 M73260を 有 す る 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス DNA配 列 は 、
現 在 同 定 さ れ て い る ４ ２ 種 の ヒ ト ア デ ノ ウ ィ ル ス ・ タ イ プ の い ず れ か ら も 得 ら れ よ う 。 多
種 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 株 が 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル の ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー
・ コ レ ク シ ョ ン か ら 、 又 は 数 多 く の 商 業 的 及 び 学 術 的 ソ ー ス か ら の 要 請 に よ り 、 入 手 可 能
で あ る 。 こ こ で 解 説 す る 通 り の 導 入 遺 伝 子 は 、 い ず れ の ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ 及 び 送 達 プ
ロ ト コ ル に も 、 制 限 消 化 、 末 端 の リ ン カ 連 結 又 は 充 填 、 及 び 連 結 に よ り 、 導 入 で き よ う 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス 産 生 細 胞 株 に は 、 例 え ば カ ダ ン ら の PCT/US95/15947 (WO
96/18418)； コ ヴ ェ ス デ ィ ら の  PCT/US95/07341
(WO 95/346671)； イ ム ラ ー ら の PCT/FR94/00624
(WO94/28152)； ペ ロ コ ー デ ッ ト ら の PCT/FR94/00851
(WO 95/02697)、 ワ ン ら の PCT/US95/14793
(WO96/14061) に 解 説 さ れ て い る よ う に 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝 子 E1、 E2a、 及 び E4 DNA配 列
の う ち の 一 つ 以 上 を 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち の 一 つ 以 上 を 変 異 又 は 欠 失 さ せ て あ る ア デ ノ
ウ ィ ル ス ベ ク タ を パ ッ ケ ー ジ す る た め に 、 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 送 達 に 有 用 な さ ら に 別 の ウ ィ ル ス ベ ク タ 系 は ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス
（ AAV） で あ る 。 ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス は 、 天 然 で 生 ず る 欠 陥 ウ ィ ル ス で あ り 、 ア デ ノ ウ ィ
ル ス 又 は 疱 疹 ウ ィ ル ス な ど の 別 の ウ ィ ル ス を 、 効 率 的 な 複 製 及 び 増 殖 生 命 周 期 の た め の ヘ
ル パ ウ ィ ル ス と し て 必 要 と す る （ レ ビ ュ ー に つ い て は 、 Muzyczka et al.,
Curr. Topics in Micro. and Immunol. (1992) 158:97-129を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 Ａ Ａ Ｖ は 、 い ず れ の 疾 患 の 原 因 と も 関 連 付 け ら れ て い な い 。 Ａ Ａ Ｖ は 形 質 転 換 性 で も 、
又 は 腫 瘍 発 生 性 ウ ィ ル ス で も な い 。 Ａ Ａ Ｖ の ヒ ト 細 胞 系 の 染 色 体 へ の 組 込 み は 、 当 該 細 胞
の 成 長 上 の 性 質 又 は 形 態 学 的 特 徴 に 、 何 ら 有 意 な 変 化 も 起 こ さ せ な い 。 Ａ Ａ Ｖ の こ れ ら の
性 質 か ら も 、 潜 在 的 に 有 用 な ヒ ト 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ と し て の そ の 使 用 が 推 奨 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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　 Ａ Ａ Ｖ は ま た 、 そ の DNAを 肺 上 皮 細 胞 な ど の 非 分 裂 細 胞 に 組 み 込 ま せ る こ と が で き 、 ま
た 高 頻 度 で 安 定 な 組 込 み を 示 す 数 少 な い ウ ィ ル ス の 一 つ で も あ る （ 例 え ば Flotte et al.,
 (1992)
Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356; Samulski et al., (1989) J. Virol.
63:3822-3828; and McLaughlin et al., (1989) J. Virol. 62:1963-1973を 参 照 さ れ た い
） 。 ３ ０ ０ 塩 基 対 と い う 小 さ な Ａ Ａ Ｖ を 含 有 す る ベ ク タ を パ ッ ケ ー ジ し 、 組 み 込 ま せ る こ
と が で き る 。 外 因 性 DNAの た め の ス ペ ー ス は 、 約 4.5kbに 限 ら れ て い る 。 Tratschin et al.
,
(1985) Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260に 解 説 さ れ た も の な ど の Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ を 、 DNAを 細
胞 内 に 導 入 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 多 種 の 核 酸 が 、 様 々 な 細 胞 種 に Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ
を 用 い て 導 入 さ れ て き た （ 例 え ば Hermonat et al.,
(1984) PNAS USA 81:6466-6470; Tratschin et al., (1985) Mol. Cell. Biol.
4:2072-2081; Wondisford et al., (1988) Mol. Endocrinol. 2:32-39; Tratschin et
al., (1984) J. Virol. 51:611-619; and Flotte et al., (1993) J. Biol. Chem.
268:3781-3790を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 典 型 的 に 用 い ら れ て い る Ａ Ａ Ｖ ベ ー ス の 発 現 ベ ク タ は 、 制 限 部 位 を フ ラ ン ク す る 145 ヌ
ク レ オ チ ド Ａ Ａ Ｖ 反 転 末 端 反 復 配 列 （ Ｉ Ｔ Ｒ ） を 含 有 す る が 、 該 制 限 部 位 は 、 利 用 可 能 な
該 制 限 部 位 を 直 接 用 い る か 、 又 は 、 制 限 酵 素 で 当 該 導 入 遺 伝 子 を 切 断 し 、 両 端 を 平 滑 末 端
に し た 後 、  適 し た DNAリ ン カ を 連 結 し 、 制 限 消 化 し 、 該 Ｉ Ｔ Ｒ 間 の 部 位 に 連 結 す る と い っ
た 方 法 に よ り 、 当 該 導 入 遺 伝 子 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ
の 能 力 は 約 4.4kbで あ る  (Kotin, R.M.,
Human Gene Therapy 5:793-801, 1994 and Flotte, et al. J. Biol.Chem.
268:3781-3790, 1993)。
【 ０ １ １ ４ 】
　 Ａ Ａ Ｖ ス ト ッ ク は 、 Samulski et al.
(1989) J. Virol. 63:3822が 解 説 し た よ う に pAAV/Adを 用 い る こ と で 改 良 し た Hermonat an
d
Muzyczka (1984) PNAS 81:6466に 解 説 さ れ た 通 り に 作 製 す る こ と が で き る 。 ウ ィ ル ス の 濃
縮 及 び 精 製 は 、 Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ の in vivo発 現 の 最 初 の 報 告 （ Flotte, et al. J.Biol.
Chem. 268:3781-3790, 1993） で 用 い ら れ た よ う に 、 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 で の バ ン デ ィ ン グ
や 、 又 は 、 O'Riordan et al., WO97/08298に 解 説 さ れ た よ う な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 精 製 な ど
、 報 告 さ れ た 方 法 に よ り 、 行 う こ と が で き る 。 Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ の in vitroパ ッ ケ ー ジ ン グ の
た め の 方 法 も 利 用 で き 、 粒 子 内 に パ ッ ケ ー ジ さ れ る DNAの 大 き さ に 制 限 が な い と い う 長 所
が あ る 。 （ ツ ォ ウ ら の １ ９ ９ ７ 年 １ １ 月 １ ８ 日 発 行 の 米 国 特 許 第 5,688,676号 を 参 照 さ れ
た い ） 。 こ の 手 法 は 、 無 細 胞 パ ッ ケ ー ジ ン グ 抽 出 物 の 調 製 を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ア デ ノ ウ ィ ル ス － Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ の 代 表 例 は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス の 一 部 分 と 、
プ ロ モ ー タ の 制 御 下 で 所 定 の 導 入 遺 伝 子 を フ ラ ン ク す る Ａ Ａ Ｖ 由 来 の 5'及 び 3'側 Ｉ Ｔ Ｒ 配
列 と を 含 む 核 酸 を 含 有 す る ア デ ノ ウ ィ ル ス ・ カ プ シ ド で あ る 。 例 え ば ウ ィ ル ソ ン ら の 国 際
特 許 出 願 公 報 No. WO 96/13598を 参 照 さ れ た い 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ は 、 ホ ス ト 細 胞
へ の 高 力 価 の 導 入 遺 伝 子 送 達 と 、 rep遺 伝 子 の 存 在 下 で 導 入 遺 伝 子 を ホ ス ト 細 胞 染 色 体 内
へ 安 定 に 組 み 込 ま せ る 能 力 と を 特 徴 と す る 。 こ の ウ ィ ル ス は 、 ほ と ん ど す べ て の 細 胞 種 に
感 染 す る こ と が で き （ そ の ア デ ノ ウ ィ ル ス 配 列 に よ り 可 能 ） 、 ホ ス ト 細 胞 ゲ ノ ム に 、 安 定
で 長 期 に 導 入 遺 伝 子 を 組 み 込 ま せ る （ Ａ Ａ Ｖ 配 列 に よ り 可 能 ） こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ の ベ ク タ で 用 い ら れ る ア デ ノ ウ ィ ル ス 核 酸 配 列 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ウ ィ ル ス 粒 子 を 作 製
す る た め に ヘ ル パ ウ ィ ル ス の 使 用 が 必 要 に な る 最 小 限 の 配 列 量 か ら 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝
子 を ご く 選 択 さ れ た 部 分 の み 欠 失 さ せ た も の ま で 幅 広 く 、 ま た こ の 欠 失 さ せ た 遺 伝 子 産 物
は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に よ り ハ イ ブ リ ッ ド ウ ィ ル ス プ ロ セ ス で 提 供 さ せ る こ と が で き る
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。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド ウ ィ ル ス に は 、 （ 複 製 開 始 点 と し て 機 能 す る ） ア デ ノ ウ ィ ル ス の
5'側 及 び 3'側 反 転 末 端 反 復 （ ITR） 配 列 を 含 め る こ と が で き る 。 使 用 で き る Ad5ゲ ノ ム の 左
側 末 端 の 配 列 （ 5'） 配 列 は 、 通 常 の ア デ ノ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム の 塩 基 対 1か ら 約 36ま で 延 び （
さ ら に 、 マ ッ プ 単 位 0-1と 言 及 さ れ る ） 、 5' 側 ITR及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ ／ エ ン ハ ン サ ド メ
イ ン を 含 む も の で あ る 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド ウ ィ ル ス の 3' 側 ア デ ノ ウ ィ ル ス 配 列 は 、 約 580
ヌ ク レ オ チ ド の 右 側 末 端 の 3' 側 ITR配 列 （ ア デ ノ ウ ィ ル ス の 約 35,353塩 基 対 か ら 末 端 ま で
、 約 マ ッ プ 単 位 98.4-100と 言 及 さ れ る ） を 含 む 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ の 調 製 は 、 ウ ィ ル ソ ン ら の 公 開 済 み の Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 WO/96/13598、 標
題 「 Hybrid
Adenovirus-AAV Virus and Method of Use Thereof」 に さ ら に 詳 述 さ れ て い る 。 本 発 明 の
実 施 に あ た っ て 有 用 で あ ろ う ア デ ノ ウ ィ ル ス 及 び ハ イ ブ リ ッ ド ア デ ノ ウ ィ ル ス -Ａ Ａ Ｖ 技
術 に 関 す る 更 な る 詳 細 な 指 針 に つ い て は 、 導 入 遺 伝 子 の 導 入 の た め の 方 法 や 材 料 、 当 該 導
入 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ウ ィ ル ス の 増 殖 及 び 精 製 、 並 び に 細 胞 及 び 哺 乳 動 物 を ト ラ ン ス
フ ェ ク ト す る 際 の そ の 使 用 を 含 め 、 さ ら に 、 ウ ィ ル ソ ン ら の WO 94/28938、 WO 96/13597 
及 び WO 96/26285、 並 び に そ こ で 引 用 さ れ た 文 献 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ を 作 製 す る た め に は 、 目 的 の 核 酸 を ウ ィ ル ス ゲ ノ ム 内 に 特 定 の ウ
ィ ル ス 配 列 の 代 わ り に 挿 入 す る こ と で 、 複 製 欠 陥 ウ ィ ル ス を 作 製 す る 。 ビ リ オ ン を 作 製 す
る に は 、 gag、 pol、 及 び env遺 伝 子 は 含 有 す る が 、 LTR及 び psi成 分 を 持 た な い パ ッ ケ ー ジ
ン グ 細 胞 系 を 作 製 す る （ Mann et al. (1983)
Cell 33:153） 。 ヒ ト cDNAを レ ト ロ ウ ィ ル ス LTR及 び psi配 列 と 一 緒 に 含 有 す る 組 換 え プ ラ
ス ミ ド を こ の 細 胞 系 に （ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 な ど に よ り ） 導 入 す る と 、 該 psi配 列 に
よ り 、 当 該 組 換 え プ ラ ス ミ ド の RNA転 写 産 物 を ウ ィ ル ス 粒 子 内 に パ ッ ケ ー ジ さ せ 、 そ の 後
、 培 地 中 に 分 泌 さ せ る こ と が で き る （ Nicolas and
Rubenstein (1988) “ Retroviral
Vectors” , In: Rodriguez
and Denhardt ed. Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and their Uses.
Stoneham:Butterworth; Temin, (1986) “ Retrovirus Vectors for Gene Transfer: Effi
cient
Integration into and Expression of Exogenous DNA in Vertebrate Cell Genome” , In
:
Kucherlapati ed. Gene Transfer. New York: Plenum Press; 上 記 の Mann et al., 1983
） 。 次 に 、 該 組 換 え レ ト ロ ウ ィ ル ス を 含 有 す る 培 地 を 採 集 し 、 選 択 的 に は 濃 縮 し 、 遺 伝 子
輸 送 に 用 い る 。 レ ト ロ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ は 幅 広 い 細 胞 種 に 感 染 す る こ と が で き る 。 組 込 み
及 び 安 定 な 発 現 に は 、 ホ ス ト 細 胞 の 分 裂 が 必 要 で あ る （ Paskind et al. (1975)
Virology 67:242） 。 こ の 局 面 は 、 PVRの 治 療 に 特 に 関 係 す る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の ベ ク タ
に よ り 、 増 殖 す る 細 胞 の 選 択 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ が 可 能 と な り 、 即 ち 、 PVR対 象 の 眼 に お い
て こ れ ら は 唯 一 増 殖 性 の も の で あ る た め 、 網 膜 上 皮 の 細 胞 の 選 択 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ が 可 能
と な る か ら で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 レ ト ロ ウ ィ ル ス を 用 い る 際 の 大 き な 必 須 事 項 は 、 特 に 細 胞 集 団 内 で 野 生 型 ウ ィ ル ス が 拡
が る 可 能 性 に 関 す る 、 そ れ ら の 使 用 上 の 安 全 性 を 確 実 に す る こ と で あ る 。 複 製 欠 陥 レ ト ロ
ウ ィ ル ス し か 産 生 し な い 特 化 細 胞 系 （ 「 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 」 と 呼 ば れ る ） の 開 発 に よ り
、 遺 伝 子 治 療 用 の レ ト ロ ウ ィ ル ス の 実 用 性 が 増 し 、 欠 陥 レ ト ロ ウ ィ ル ス は 、 遺 伝 子 治 療 を
目 的 と し た 遺 伝 子 輸 送 で の 使 用 に 関 し て よ く 特 徴 付 け ら れ て い る （ レ ビ ュ ー に つ い て は Mi
ller, A.D.
(1990) Blood 76:271を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の よ う に 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス コ ー デ ィ ン グ 配 列
（ gag、 pol、 env） の う ち の 一 部 が 、 転 写 活 性 化 因 子 な ど 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 核 酸 に 置 換 さ れ た こ と で 、 当 該 レ ト ロ ウ ィ ル ス が 複 製 欠 陥 に な っ て い る よ う な 組 換 え
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レ ト ロ ウ ィ ル ス を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の 後 こ の 複 製 欠 陥 レ ト ロ ウ ィ ル ス を ビ リ オ ン
に パ ッ ケ ー ジ す る と 、 こ の ビ リ オ ン を 用 い て 、 標 準 的 な 技 術 に よ り ヘ ル パ ウ ィ ル ス の 使 用
を 通 じ て 標 的 細 胞 を 感 染 さ せ る こ と が で き る 。 組 換 え レ ト ロ ウ ィ ル ス を 作 製 し た り 、 in v
itro又 は in vivoの 細 胞 を こ の よ う な ウ ィ ル ス に 感 染 さ せ る た め の プ ロ ト コ ル は 、 Current
 Protocols
in Molecular Biology, Ausubel, F.M. et al., (eds.) Greene Publishing
Associates, (1989), Sections 9.10-9.14 及 び 他 の 標 準 的 な 実 験 室 用 手 引 き に 見 る こ と
が で き る 。 適 し た レ ト ロ ウ ィ ル ス の 例 に は 、 当 業 者 に 公 知 の pLJ、 pZIP、 pWE 及 び  pEMが
あ る 。 好 適 な レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ は pSR MSVtkNeo
(Muller et al. (1991) Mol. Cell Biol. 11:1785 及 び pSR MSV(XbaI) (Sawyers et
al. (1995) J. Exp. Med. 181:307) 及 び そ の 由 来 株 で あ る 。 例 え ば 、 ク ラ ッ ク ソ ン ら に
よ る PCT/US96/09948に 解 説 さ れ て い る よ う に 、 こ れ ら の ベ ク タ の 両 方 に あ る 固 有 の BamHI
部 位 は 、 ベ ク タ を BamHIで 消 化 す る こ と で 取 り 除 く こ と が で き 、 Klenowで 充 填 し 、 再 連 結
す れ ば 、 そ れ ぞ れ pSMTN2 及 び pSMTX2を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 環 境 栄 養 性 及 び 両 栄 養
性 レ ト ロ ウ ィ ル ス 系 の 両 方 を 調 製 す る た め に 適 し た パ ッ ケ ー ジ ン グ ウ ィ ル ス 系 の 例 に は 、
Crip、 Cre、 2 及 び Amが あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 レ ン チ ウ ィ ル ス を 含 む レ ト ロ ウ ィ ル ス は 、 多 種 の 遺 伝 子 を 、 神 経 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 網 膜
細 胞 、 内 皮 細 胞 、 リ ン パ 球 、 筋 原 細 胞 、 肝 細 胞 、 骨 髄 細 胞 を 含 む 数 多 く の 様 々 な 細 胞 種 に
、 in vitro 及 び ／ 又 は  in vivo で 導 入 す る た め に 用 い ら れ て き た （ 例 え ば Federico (19
99)
Curr. Opin. Biotechnol. 10:448; Eglitis et al., (1985) Science 230:1395-1398;
Danos and Mulligan, (1988) PNAS USA 85:6460-6464; Wilson et al., (1988) PNAS
USA 85:3014-3018; Armentano et al., (1990) PNAS USA 87:6141-6145; Huber et al.,
(1991) PNAS USA 88:8039-8043; Ferry et al., (1991) PNAS USA 88:8377-8381;
Chowdhury et al., (1991) Science 254:1802-1805; van Beusechem et al., (1992)
PNAS USA 89:7640-7644; Kay et al., (1992) Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et
al., (1992) PNAS USA 89:10892-10895; Hwu et al., (1993) J. Immunol. 150:4104-411
5;
米 国 特 許 第 4,868,116号 ； 米 国 特 許 第 4,980,286号 ； PCT出 願 WO 89/07136; PCT 出 願 WO 89/
02468； PCT出 願  WO 89/05345； 及 び PCT出 願  WO 92/07573に よ る レ ビ ュ ー を 参 照 さ れ た い
） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 さ ら に 、 ウ ィ ル ス 粒 子 の 表 面 上 の ウ ィ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る こ と に
よ り 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス の 感 染 範 囲 、 ひ い て は レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ー ス の ベ ク タ の 感 染 範 囲 を
制 限 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ 例 え ば PCT公 報 WO93/25234、 WO94/06920
、 及 び WO94/11524を 参 照 さ れ た い ） 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ の 感 染 範 囲 の 改 変 の
た め の 戦 略 に は ： 細 胞 表 面 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を ウ ィ ル ス envタ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る  (R
oux et al.,
(1989) PNAS USA 86:9079-9083; 
Julan et al., (1992) J. Gen Virol 73:3251-3255; and Goud et al., (1983)
Virology 163:251-254)； あ る い は 細 胞 表 面 リ ガ ン ド を ウ ィ ル ス envタ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ
る  (Neda et al., (1991) J. Biol. Chem. 266:14143-14146)方 法 が あ る 。 結 合 は 、 タ ン
パ ク 質 又 は 他 の 多 様 体 と の 化 学 的 架 橋 の 形 （ 例 え ば envタ ン パ ク 質 を ア シ ア ロ 糖 タ ン パ ク
質 に 転 化 さ せ る ラ ク ト ー ス な ど ） や 、 融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 一 本 鎖 抗 体 ／ env融 合 タ ン
パ ク 質 ） を 作 製 す る こ と に よ っ て も よ い 。 こ の 技 術 は 、 特 定 の 組 織 種 に 感 染 を 制 限 又 は 方
向 付 け る た め に 有 用 で あ る が 、 環 境 栄 養 性 ベ ク タ を 両 栄 養 性 ベ ク タ に 変 換 す る た め に も 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送 達 す る た め に 使 用 で き る 他 の ウ ィ ル ス ベ ク タ 系 は 、 例 え
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ば 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス （ １ ９ ９ ７ 年 ５ 月 ２ ０ 日 に 発 行 さ れ た ウ ー ら の 米 国 特 許 第 5,631,236
号 、 及 び ニ ュ ー ロ ベ ッ ク ス 社 に よ る WO 00/08191） な ど の 疱 疹 ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ
ル ス （ Ridgeway (1988)
Ridgeway, “ Mammalian
expression vectors,”  In: Rodriguez R L, Denhardt D T, ed. Vectors: A survey of 
molecular
cloning vectors and their uses. Stoneham: Butterworth,; Baichwal and Sugden
(1986) “ Vectors for gene
transfer derived from animal DNA viruses: Transient and stable expression of
transferred genes,”  In: Kucherlapati
R, ed. Gene transfer. New York: Plenum Press; Coupar et al. (1988) Gene,
68:1-10） 、 及 び い く つ か の RNAウ ィ ル ス か ら 得 ら れ て き た 。 好 適 な ウ ィ ル ス に は 、 ア ル フ
ァ ウ ィ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ ィ ル ス 、 ア レ ナ ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 、 ポ リ オ ウ ィ ル ス
等 が あ る 。 こ れ ら は 、 多 種 の 哺 乳 動 物 細 胞 に と っ て い く つ か の 魅 力 的 な 特 徴 を 持 つ （ Frie
dmann (1989)
Science, 244:1275-1281 ; 上 記 の Ridgeway, 1988； 上 記 の Baichwal and Sugden, 1986；
Coupar et al., 1988; Horwich et al.(1990) J.Virol.,
64:642-650） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 例 え ば NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な バ リ ア ン ト か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 な ど 、 あ る タ ン パ ク 質 の 、 本 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 な ど が 投
与 さ れ た 対 象 の 細 胞 に お け る 発 現 は 、 例 え ば こ の 患 者 か ら 細 胞 試 料 を 得 、 コ ン ト ロ ー ル 試
料 に 比 較 し た と き の 該 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 判 定 す る こ と な ど に よ り 、 判 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な バ リ ア ン ト を 、 そ れ が 標 的 細
胞 に 到 達 し 、 そ の 細 胞 膜 を 透 過 す る よ う に 対 象 に 投 与 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 原 核 生 物 又 は
真 核 生 物 あ る い は こ れ ら の 細 胞 で 合 成 さ せ 、 当 業 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 精 製 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 、 ラ ッ ト 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母
細 胞 、 及 び 植 物 細 胞 で 合 成 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 網 状 赤 血
球 ラ イ セ ー ト 又 は 麦 芽 抽 出 物 な ど 、 無 細 胞 抽 出 物 中 で 合 成 す る こ と も で き る 。 タ ン パ ク 質
の 精 製 は 、 例 え ば ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法 な ど 、 多 種 の 方 法 で 行 う こ と が で き る （ 例 え ば Robe
rt K Scopes “ Protein
Purification: Principles and Practice”  Third Ed. Springer-Verlag, N.Y. 1994を 参
照 さ れ た い ） 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 ポ リ ペ プ チ ド を 、 約 ６ 個 の 連 続 し た ヒ ス チ ジ ン 残 基
か ら 成 る エ ピ ト ー プ ・ タ グ を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 作 製 す る 。 こ う し て 、 こ の 融 合
ポ リ ペ プ チ ド を 、 Ni＋ ＋ カ ラ ム 上 で 精 製 す る こ と が で き る 。 前 記 タ グ と 当 該 ポ リ ペ プ チ ド
と の 間 に プ ロ テ ア ー ゼ 部 位 を 挿 入 す る こ と に よ り 、 本 ペ プ チ ド を Ni＋ ＋ カ ラ ム 上 で 精 製 後
に 前 記 タ グ を 取 り 外 す こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 市 販 の ベ ク タ 及
び ア フ ィ ニ テ ィ ・ マ ト リ ッ ク ス は 市 販 の も の を 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は 、 そ れ ら を 上 述 し た よ う に リ ポ ソ ー ム と 混 合 す る こ と に よ り 、 行
う こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム の 表 面 を 、 当 該 リ ポ ソ ー ム を 、 所 望 の 生 理 学 的 位 置 に 標 的 決
定 す る 分 子 を 加 え る こ と で 修 飾 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 細 胞 膜 を タ ン パ ク 質 が 透 過 す る 速 度 が 高 め ら れ る よ う に 、 そ れ を 修
飾 す る 。 例 え ば 、 本 ポ リ ペ プ チ ド を 、 細 胞 に よ る 本 ペ プ チ ド の 取 り 込 み な ど の 「 経 細 胞 輸
送 」 を 促 進 す る 第 二 の ペ プ チ ド に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 ペ プ チ
ド は 、 例 え ば in vitroで 細 胞 に 急 速 に 取 り 込 ま れ る 部 分 で あ る 、 HIVト ラ ン ス ア ク チ ベ ー
タ （ TAT） タ ン パ ク 質 の 残 基 37-62又 は 48-60に 相 当 す る フ ラ グ メ ン ト な ど 、 TATの 一 部 分 で
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あ る （ Green and
Loewenstein, (1989) Cell 55:1179-1188） 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 内 部 移 行 ペ プ チ ド
は ド ゥ ロ ソ フ ィ ラ -ア ン テ ナ ペ デ ィ ア （ 原 語 ： Drosophila
antennapedia） タ ン パ ク 質 又 は そ の 相 同 体 を 由 来 と す る 。 こ の ホ メ オ タ ン パ ク 質 ア ン テ ナ
ペ デ ィ ア の 60個 の ア ミ ノ 酸 長 の ホ メ オ ド メ イ ン は 、 生 体 膜 を 通 っ て 転 位 し 、 そ れ が 結 合 し
た 相 手 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 転 位 さ せ る の に 便 利 で あ る こ と が 実 証 さ れ て い る 。 こ の よ う
に 、 経 細 胞 輸 送 の た め に 、 ポ リ ペ プ チ ド を 、 ド ゥ ロ ソ フ ィ ラ -ア ン テ ナ ペ デ ィ ア の 約 ア ミ
ノ 酸 42-58か ら 成 る ペ プ チ ド 又 は そ れ よ り 短 い フ ラ グ メ ン ト に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。
例 え ば Derossi et al.
(1996) J Biol Chem 271:18188-18193; Derossi et al. (1994) J Biol Chem
269:10444-10450; and Perez et al. (1992) J Cell Sci 102:717-722を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 細 胞 内 で の 量 を 減 少 さ せ る 。 こ れ は 、 例 え ば NAD
＋ 再 利 用 経 路 、 又 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド を 生 成 す る 他 の 経 路 の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る な ど
に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 の 阻 害 は 、 例 え ば こ こ で さ ら に 解 説 す る よ う に 、
ニ コ チ ン ア ミ ド を 生 成 す る NAD＋ 再 利 用 経 路 遺 伝 子 に 対 し て RNAiを 行 う な ど に よ り 、 実 施
す る こ と が で き る 。 ま た 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の de novo合 成 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 阻 害 す る こ
と も で き る 。 例 え ば 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル は 、 ポ リ （ ア デ ノ シ ン ジ ホ ス フ ェ ー
ト -リ ボ ー ス ） ポ リ メ ラ ー ゼ -1 (PARP)の レ ベ ル 又 は 活 性 を 調 節 す る こ と に よ り 、 調 節 す る
こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 PARPは ニ コ チ ン ア ミ ド を 生 成 す る た め 、 こ の 酵 素 の レ ベ ル 又
は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ り 、 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞
内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル は ま た 、 NADを 切 断 し て ニ コ チ ン ア ミ ド に す る グ リ コ ヒ ド ロ ラ
ー ゼ （ 例 え ば ヒ ト CD38、 好 中 球 な ど の 免 疫 細 胞 の 表 面 上 で 発 現 す る 細 胞 外 酵 素 ； gi:45026
65 及 び GenBank登 録 番 号 NP 001766） の レ ベ ル 又 は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と で も 、 減 ら す こ
と が で き よ う 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 de novoニ コ チ ン ア ミ ド 合 成 経 路 を 阻 害 す る こ と で も 、 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル
を 下 げ ら れ よ う 。 こ の 経 路 に 関 与 す る 遺 伝 子 に は 、 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ の BNA遺 伝 子 （ BNA1-6
） が あ る 。 代 替 的 に は 、 ポ リ （ ア デ ノ シ ン ジ ホ ス フ ェ ー ト -リ ボ ー ス ） ポ リ メ ラ ー ゼ （ PAR
P） フ ァ ミ リ ・ メ ン バ 、 例 え ば PARP-1及 び PARPv 並 び に タ ン キ ラ ー ゼ （ 原 語 ： tankyrase）
を 阻 害 し て も 、 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 下 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ま た 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ・ ト ラ ン ス ポ ー タ の レ ベ ル 又 は 活 性 を 下 げ て も 、 細 胞 内 に 輸 入 さ
れ る ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 下 げ る こ と が で き る 。 例 え ば 酵 母 で は 、 ニ コ チ ン 酸 は Tna1
 （ ニ コ チ ン 酸 ／ ニ コ チ ン ア ミ ド  モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 ） タ ン パ ク 質 に よ り 輸 送 さ れ る 。
酵 母 TNA1の ヒ ト 相 同 体 は 、 以 下 の GenBank登 録 番 号 を 有 す る ： gi:9719374及 び AAF97769； g
i:6912666及 び NP 036566； gi:18676562及 び AB84933； gi:12718201及 び CAC28600； gi:192
63934 及 び AAH25312； gi:9966811及 び NP 065079； 及 び gi:22761334 及 び BAC11546。 調 節
可 能 な 他 の ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ン ス ポ ー タ に は 、 細 菌 及 び ハ エ の ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ン ス ポ ー
タ や 、 そ れ に 対 し て 相 同 な 以 下 の ヒ ト 遺 伝 子 が あ る ： gi:8923160 及 び NP 060164； gi:14
336678 及 び AAK61212； gi: 22749231及 び NP 0689812； 及 び gi: 18603939 及 び XP 09152
5。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 代 替 的 に は 、 例 え ば ニ コ チ ン ア ミ ド メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と も 言 及 さ れ る ニ コ チ ン
ア ミ ド  N-メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ NNMT； EC 2.1.1.1； CAS 登 録 番 号 9029-74-7） な ど
、 ニ コ チ ン ア ミ ド を 代 謝 、 分 解 又 は 阻 害 す る 酵 素 の 活 性 を 刺 激 し た り 、 又 は レ ベ ル を 増 加
さ せ る な ど し て も 、 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 低 下 さ せ た り 、 あ る い は ニ コ チ ン ア ミ ド を 失
活 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 酵 素 は 、 反 応 S-ア デ ノ シ ル -L-メ チ オ ニ ン ＋ ニ コ チ ン ア ミ ド
＝ S-ア デ ノ シ ル -L-ホ モ シ ス テ イ ン ＋ 1-メ チ ル ニ コ チ ン ア ミ ド を 触 媒 し て 、 細 胞 か ら の ニ
コ チ ン ア ミ ド の 排 出 を 促 進 す る （ さ ら に Cantoni (1951) J.
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Biol. Chem. 203-216を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の ヒ ト 酵 素 は NNMTと 呼 ば れ 、 そ の 完 全 な 配 列
は 、 GenBank 登 録 番 号  U08021に 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 は 配 列 番 号 ９ に 、 そ し
て タ ン パ ク 質 の 場 合 は 配 列 番 号 １ ０ に 、 見 る こ と が で き る （ Aksoy et al. (1994)
J. Biol. Chem. 269:14835 ） 。 こ の 酵 素 の 酵 母 の も の は NNT1（ YLR258wと も 言 及 ） と 言 及
さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド を 代 謝 す る こ と で 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 下 げ る さ ら に 別 の 酵 素 は
、 ニ コ チ ン ア ミ ド ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ NAMPRT; E.C.2.4.2.12） で あ る 。
 そ の ヒ ト 遺 伝 子 は さ ら に プ レ -B-細 胞 コ ロ ニ 促 進 因 子 （ PBEF） と も 呼 ば れ 、 そ の 配 列 は Ge
nBank 登 録 番 号 NP 005737； NM 005746； AAH20691； 及 び BC020691で 入 手 す る こ と が で き
る 。 ヒ ト NAMPRT (BC020691)
の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ １ 及 び １ ２ と し て 提 供 す る 。 酵 母
及 び ヒ ト の 細 胞 で は 、 そ れ ぞ れ NPT1又 は そ の ヒ ト 相 同 体 の レ ベ ル を 増 加 さ せ る と 、 ニ コ チ
ン ア ミ ド レ ベ ル を 下 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド を 代 謝 し 、 そ し て そ れ に よ り ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 例 え ば 下 げ る な
ど 調 節 す る で あ ろ う 別 の 酵 素 は 、 ヒ ト 細 胞 中 の ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド  (NMN) 
ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る 。 こ の ヒ ト 酵 素 は 、 NMNAT-1(E.C.2.7.7.18)と 言 及
さ れ て い る 。 以 下 の GenBank 登 録 番 号 が こ の ヒ ト 酵 素 に 提 供 さ れ て い る ： NP 073624； NM
022787； AAL76934； AF459819； 及 び NP 073624； AF314163。 こ の 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト は

、 NMNAT-2 (KIAA0479)で あ り 、 そ の ヒ ト 型 は GenBank 登 録 番 号 NP 055854 及 び NM 01503
9に 見 る こ と が で き る （ Raffaelli et al. (2002)
Biochem Biophys Res Commun 297:835） 。 酵 母 細 胞 に お い て 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 で 均 等 な
酵 素 は ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ １ 及 び ２ （ そ れ ぞ れ NMA1
及 び NMA2） (E.C. 2.7.7.1)で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 増 加 さ せ る と ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル が 低 下 す る で あ ろ う さ ら に 別 の 酵 素 は 、 リ ボ ー ス -5
-ホ ス フ ェ ー ト を 転 化 し て NPT1の 基 質 で あ る PRPPに す る ホ ス ホ リ ボ シ ル ピ ロ ホ ス フ ェ ー ト
（ PRPP） シ ン タ ー ゼ （ PRPS） で あ る 。 以 下 の GenBank 登 録 番 号 ： gi:4506127 及 び NP 002
755（ Prps1） ； gi:4506129 及 び NP 002756 （ Prps2） ； gi:20539448； gi:4506133 及 び N
P 002758 （ Prps 関 連 タ ン パ ク 質 ２ ） ； gi:24418495 及 び  Q14558（ Prps関 連 タ ン パ ク 質
１ ） ； gi:17644236 及 び CAD18892； gi:2160401 及 び BAA05675（ Prpsア イ ソ フ ォ ー ム １ ）
； 並 び に gi:2160402及 び BAA05676 （ Prpsア イ ソ フ ォ ー ム ２ ） を 有 す る い く つ か の 関 連 す
る 酵 素 が あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 下 げ る と 、 DNA損 傷 修 復 が 刺 激 さ れ る な ど 、 他 の 利 点
も あ る よ う で あ る 。 実 際 、 PARP は ニ コ チ ン ア ミ ド に よ り 調 節 さ れ て い る （ ニ コ チ ン ア ミ
ド は PARPの 負 の 調 節 を す る ） 。 こ の よ う に 、 例 え ば さ ら に こ こ で 解 説 す る よ う に 、 細 胞 内
の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 調 節 す る と 、 PARPの 活 性 が 調 節 さ れ る で あ ろ う 。 従 っ て 、 PA
RPは 、 DNAの 損 傷 修 復 、 テ ロ メ ア の 長 さ の 調 節 、 及 び ヒ ス ト ン 修 飾 な ど 、 数 多 く の 細 胞 機
能 に 関 与 し て い る た め 、 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 調 節 す る と 、 こ れ ら の 活 性 を 調 節 す る こ
と に な る で あ ろ う 。 例 え ば 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 低 下 さ せ る と 、 PARPの 活 性 が
上 昇 し て 、 細 胞 の DNA損 傷 修 復 機 序 が さ ら に 亢 進 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 哺 乳 動 物 細 胞 及 び 酵 母 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 に 応 用 す る こ と に 加 え 、 本 方
法 は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ が 植 物 中 に も 存 在 す る と い う 事 実 に 少 な く と も 基 づ き 、 植 物
細 胞 に も 応 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 植 物 及 び 植 物 細 胞 の 寿 命 を 延 ば し た
り 、 過 剰 な 塩 条 件 な ど の ス ト レ ス に 対 し 植 物 及 び 植 物 細 胞 を よ り 耐 性 に す る 方 法 も 提 供 す
る も の で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 酵 母 及 び 哺 乳 動 物 系 中 の 、 こ こ で 細 胞 の 寿 命 及 び ／ 又 は ス
ト レ ス 耐 性 を 増 す と し て 解 説 さ れ た タ ン パ ク 質 に 実 質 的 に 相 同 な 植 物 細 胞 中 の タ ン パ ク 質
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の レ ベ ル 又 は 活 性 を 調 節 す る な ど に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 植 物 細 胞
中 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 、 具 体 的 に は 他 の 真 核 細 胞 で の そ れ ら の レ ベ ル の 調 節 に 関
し て こ こ で 解 説 さ れ た よ う に 、 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 核 酸 は 当 業 で 公 知 の 方 法 に 従 っ
て 植 物 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 例 え ば 、 以 下 は 、 細 胞 内 の NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ 又 は ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 調
節 す る た め に 調 節 す る こ と の で き る 、 上 述 し た 遺 伝 子 に 相 同 な シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidop
sis
thalainia ） 由 来 の 遺 伝 子 で あ る 。 酵 母 PNC1の 相 同 体 ： gi 18401044 NP 566539.1（ 推 定
上 の ヒ ド ロ ラ ー ゼ ） ； gi 15237256 NP 1977131； 及 び gi 15237258 NP 197714.1。 酵 母 N
PT1の 相 同 体 ： gi 2026021
AAM13003.； gi 15234571 NP 195412.1; gi 25054896 AAN71931.1； 及 び gi 15227832 NP
179923.1。 酵 母 NMA1/2の 相 同 体 ： gi 22327861 NP 200392.2 及 び gi 9758615

BAB09248.1。 酵 母 NNT1 (YL285W)の 相 同 体 ； gi 20197178
AAC14529； gi 22325900 NP 565619.2； gi 15219438 NP 177475.1 （ 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク
質 ） ； gi 12324311
AA652120.1； gi:22330409 NP 683465； gi:15240506 NP 199767; gi 8778835 AAF79834.
1； 及 び gi 15231011 NP 188637。 ヒ ト NNMTの 相 同 体 ： gi 15238203 NP 196623。 酵 母 QNS
1 （ NAD＋ 再 利 用 経 路 で は NMA1/2の 下 流 の 遺 伝 子 ） の 相 同 体 ： gi:15221990 NP 175906。
酵 母 BNA6の 相 同 体 ： gi:18379203 NP 565259 及 び gi:21555686
AAM63914。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ が こ れ ら の 原 核 生 物 に も 存 在 す る と い う 事 実 に
基 づ き 、 原 核 生 物 な ど の 微 生 物 の 寿 命 や ス ト レ ス 耐 性 を 増 す た め に も 用 い る こ と が で き る
。 　 　 　
【 ０ １ ３ ８ 】
３ ． 　
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の
発 現 レ ベ ル 又 は 活 性 を 細 胞 内 で 減 少 さ せ る 。 こ れ は 、 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 作
用 薬 を 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る 。 作 用 薬 は 、 対 応 す る 遺 伝 子 の
プ ロ モ ー タ に 直 接 又 は 間 接 的 に 作 用 し て 、 そ の 転 写 を 減 少 又 は 阻 害 す る よ う な 低 分 子 で あ
っ て も よ い 。 さ ら に 作 用 薬 は 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 で あ っ て
も よ い 。 さ ら に 作 用 薬 は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 三 重 分 子 又 は siRNAで あ っ て も よ い 。 さ ら
に 他 の 作 用 薬 は 、 例 え ば ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 、 又 は 、 細 胞 内 抗 体 、 又 は 、 当 該
タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 に 干 渉 す る 他 の タ ン パ ク 質 な ど 、 を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 。 こ
の よ う な 方 法 は 当 業 で 公 知 で あ る 。 方 法 の 例 を 以 下 に 紹 介 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 細 胞 内 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る 方 法 の 一 つ は 、 細 胞 内 に 、 標 的 遺 伝 子 又 は RN
Aの 少 な く と も 一 部 分 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 分 子 を 導 入 す る 方 法 で あ る 。 こ こ で 用 い ら
れ る 「 ア ン チ セ ン ス 」 核 酸 と は 、 標 的 RNAの う ち で 、 例 え ば そ の 翻 訳 開 始 領 域 な ど の 配 列
特 異 的 （ 例 え ば 非 poly A） な 部 分 に 、 コ ー デ ィ ン グ 及 び ／ 又 は 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 何 ら
か の 配 列 相 補 性 の た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る 核 酸 を 言 う 。 本 発 明 の ア ン チ
セ ン ス 核 酸 は 、 二 本 鎖 又 は 一 本 鎖 の 、 RNA又 は DNAあ る い は そ の 修 飾 又 は 誘 導 体 で あ る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ く 、 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 制 御 可 能 な 態 様 で 直 接
投 与 す る こ と も 、 あ る い は 、 標 的 RNAの 翻 訳 を 混 乱 さ せ る た め に 充 分 な 制 御 可 能 な 量 、 導
入 さ れ た 外 因 性 の 配 列 を 転 写 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 内 で 産 生 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 少 な く と も ６ ヌ ク レ オ チ ド で あ る と よ く 、 そ し て 好 ま
し く は （ ６ 乃 至 約 ２ ０ ０ 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 の ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る と
よ い 。 具 体 的 な 局 面 で は 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  は 、 少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 少
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細 胞 の 寿 命 を 減 ら す 、 又 は 、 特 定 の ス ト レ ス に 対 し て そ れ を よ り 感 受 性 と す る 方 法



な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 少 な く と も ２ ０ ０ ヌ ク
レ オ チ ド で あ る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は DNAで も 、 又 は RNAで も 、 あ る い は そ の キ メ ラ 混
合 物 又 は 誘 導 体 又 は 修 飾 さ れ た 形 で あ っ て も 、 一 本 鎖 で も 、 又 は 二 本 鎖 で も よ い 。 該 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 又 は リ ン 酸 骨 格 で 修 飾 す る こ と が で き る 。 該 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 ペ プ チ ド な ど の 他 の 付 属 基 や 、 又 は 、 細 胞 膜 を 横 切 っ た 輸 送 を 促 す
作 用 薬 （ 例 え ば Letsinger et al.,
1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 6553-6556; Lemaitre et al., 1987, Proc.
Natl. Acad. Sci. 84: 648-652: PCT Publication No. WO 88/09810, published Dec.
15, 1988を 参 照 さ れ た い ） 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 惹 起 さ れ る 切 断 剤 （ 例 え ば Krol e
t al., 1988,
BioTechniques 6: 958-976を 参 照 さ れ た い ） 又 は イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 （ 例 え ば Zon, 1988,
 Pharm. Res. 5: 539-549を 参 照 さ れ た い ） を 含 め て も よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の あ る 好 適 な 局 面 で は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 好 ま し く は 一 本 鎖
DNAと し て 提 供 す る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 構 造 上 の い ず れ の 位 置 で も 、 当 業 で
公 知 の 構 成 成 分 で 修 飾 し て よ い 。 例 え ば 、 該 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 限 定 は
し な い が 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 5-ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ヨ ー ド ウ ラ シ
ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 4-ア セ チ ル シ ト シ ン 、 5-（ カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ ル メ
チ ル ） ウ ラ シ ル 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ リ ジ ン 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ
ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 ベ ー タ -D-ガ ラ ク ト シ ル ケ オ シ ン 、 イ ノ シ
ン 、 N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 1-メ チ ル グ ア ニ ン 、 1-メ チ ル イ ノ シ ン 、 2,2-ジ メ チ ル
グ ア ニ ン 、 2-メ チ ル ア デ ニ ン 、 2-メ チ ル グ ア ニ ン 、 3-メ チ ル シ ト シ ン 、 5-メ チ ル シ ト シ ン
、 N6-ア デ ニ ン 、 7-メ チ ル グ ア ニ ン 、 5-メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ ア ミ ノ
メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 ベ ー タ -D-マ ン ノ シ ル ケ オ シ ン 、 5'-メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル
ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 2-メ チ ル チ オ -N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル -5
-オ キ シ 酢 酸  (v)、 ワ イ ブ ト キ ソ シ ン 、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 ケ オ シ ン 、 2-チ オ シ ト シ ン 、 5
-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 2-チ オ ウ ラ シ ル 、 4-チ オ ウ ラ シ ル 、 5-メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ
ル -5-オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸  (v)、 5-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ
ル 、 3-(3-ア ミ ノ -3-N-2-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル )ウ ラ シ ル 、 (acp3)w、 及 び 2,6-ジ ア ミ ノ プ リ
ン か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 修 飾 塩 基 部 分 を 含 ん で よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 限 定 は し な い が 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 2-フ ル
オ ロ ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ル ロ ー ス 、 及 び ヘ キ ソ ー ス か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も
１ つ の 修 飾 糖 部 分 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ
チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ー ル ア ミ ド チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ー ル ア ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ ー ル ジ ア ミ デ
ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 及 び ホ ル ム ア セ タ ー ル 又 は こ
れ ら の 類 似 体 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 修 飾 リ ン 酸 骨 格 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 2-α -ア ノ メ リ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る 。 α -ア ノ メ リ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 相 補 的 な RNAと 特 異 的 な 二 本 鎖 ハ イ
ブ リ ッ ド を 形 成 す る が 、 こ の 場 合 、 通 常 の β -ユ ニ ッ ト と は 対 照 的 に 、 ス ト ラ ン ド 同 士 は
互 い に 並 行 に 延 び る （ Gautier et al.,
1987, Nucl. Acids Res. 15:6625-6641） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 例 え ば ペ プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 惹 起 さ れ る 架 橋
剤 輸 送 剤 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 惹 起 さ れ る 切 断 剤 等 の 別 の 分 子 に 結 合 さ せ て も よ い
。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 「 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 」 で あ っ て よ い 。 PNAと は 、 少 な く と も 約 5
ヌ ク レ オ チ ド 長 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ジ ン が 末 端 に 来 た ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド 骨
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格 に 連 結 さ せ て 含 む ア ン チ セ ン ス 分 子 又 は 抗 遺 伝 子 作 用 薬 を 言 う 。 該 末 端 の リ ジ ン は 、 当
該 組 成 物 に 可 溶 性 を も た ら す 。 PNAは 、 相 補 的 な 一 本 鎖 DNA又 は RNAに 優 先 的 に 結 合 し て 転
写 産 物 の 伸 長 を 停 止 さ せ る も の だ が 、 PEG化 し て そ れ ら の 細 胞 内 で の 寿 命 を 延 ば し て も よ
い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 標 的 RNA種 の 少 な く と も 一 部 分 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 を
含 む 。 し か し な が ら 、 絶 対 的 な 相 補 性 は 、 好 ま し い な が ら も 必 要 で は な い 。 こ こ で 言 う 場
合 の 、 あ る RNAの 少 な く と も 一 部 分 に 対 し て 「 相 補 的 な 」 配 列 と は 、 当 該 RNAと ハ イ ブ リ ダ
イ ズ で き て 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る こ と が で き る よ う に 充 分 な 相 補 性 を 有 す る 配 列 を 意 味
す る 。 こ う し て 、 二 本 鎖 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 場 合 に は 、 二 本 鎖 DNAの 一 本 の 鎖 を 検 査 し て
も 、 あ る い は 三 本 鎖 形 成 を 検 定 し て も よ い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 能 は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 相
補 性 の 程 度 及 び 長 さ の 両 方 に 依 存 す る で あ ろ う 。 一 般 的 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が
長 い ほ ど 、 標 的 RNAに 対 し て よ り 多 く の 塩 基 対 ミ ス 対 合 を 含 有 す る 可 能 性 が あ り 、 そ れ で
も 尚 、 安 定 な 二 本 鎖 （ 又 は 、 状 況 に 応 じ て は 三 本 鎖 ） を 形 成 す る で あ ろ う 。 当 業 者 で あ れ
ば 、 標 準 的 な 手 法 を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ 後 の 複 合 体 の 融 解 点 を 判 定 す る こ と に よ り 、 許
容 可 能 な ミ ス 対 合 の 程 度 を 確 認 す る こ と が で き る 。 標 的 RNAの 翻 訳 を 阻 害 す る 上 で 有 効 で
あ ろ う ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 量 は 、 標 準 的 な 検 定 技 術 に よ り 、 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 次 に 、 合 成 さ れ た ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 制 御 さ れ た 態 様 で 細 胞 に 投 与 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 当 該 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 そ れ ら が 細 胞 に 取
り 込 ま れ る で あ ろ う 制 御 さ れ た レ ベ ル で 、 細 胞 の 成 長 環 境 に 配 置 す る こ と が で き る 。 ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み は 、 当 業 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 支 援 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 あ る 代 替 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 、 外 因 性 配 列 か ら の 転 写 に よ
り 、 細 胞 内 で 制 御 可 能 に 発 現 さ せ る 。 例 え ば 、 ベ ク タ が 細 胞 に 取 り 込 ま れ る よ う に そ れ を
in vivoに 導 入 す る こ と が で き 、 こ の 細 胞 内 で ベ ク タ 又 は そ の 一 部 分 が 転 写 さ れ る と 、 本
発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 （ RNA） が 生 じ る 。 こ の よ う な ベ ク タ は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を コ
ー ド す る 配 列 を 含 有 す る で あ ろ う 。 こ の よ う な ベ ク タ は 、 そ れ が 転 写 さ れ て 所 望 の ア ン チ
セ ン ス RNAを 生 じ る こ と が で き る 限 り 、 エ ピ ソ ー ム 性 の ま ま で も 、 あ る い は 、 染 色 体 に 組
み 込 ま せ る こ と も で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ は 、 当 業 で 標 準 的 な 組 換 え DNA技 術 に よ り 、
作 製 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ は 、 哺 乳 動 物 細 胞 で の 複 製 及 び 発 現 に 用 い ら れ る 、 プ ラ ス
ミ ド で も 、 ウ ィ ル ス で も 、 又 は 当 業 で 公 知 の 他 の も の で あ っ て も よ い 。 ア ン チ セ ン ス RNA
を コ ー ド す る 配 列 の 発 現 は 、 目 的 の 細 胞 で 作 用 す る こ と が 当 業 で 公 知 の い ず れ の プ ロ モ ー
タ に よ る も の で も よ い 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ は 誘 導 性 で も 、 あ る い は 構 成 的 で も よ い 。
最 も 好 ま し く は 、 プ ロ モ ー タ は 、 当 該 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 制 御 さ れ た 発 現
を 達 成 す る た め に 、 外 因 性 の 成 分 を 投 与 す る こ と で 制 御 可 能 又 は 誘 導 可 能 で あ る と よ い 。
こ の よ う な 制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ に は 、 Tet プ ロ モ ー タ が あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に 利 用 で き
る 他 の プ ロ モ ー タ に は 、 限 定 は し な い が ： SV40初 期 プ ロ モ ー タ 領 域 （ Bernoist and
Chambon, 1981, Nature 290: 304-310） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ ィ ル ス の 3'側 の 長 い 末 端 反 復 配 列
に 含 ま れ た プ ロ モ ー タ （ Yamamoto et al.,
1980, Cell 22: 787-797） 、 疱 疹 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ （ Wagner et al., 1981, P
roc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
78: 1441-1445） 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 調 節 配 列 （ Brinster et al.,
1982, Nature 296: 39-42） 等 が あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 多 種 の 癌 の た め の ア ン チ セ ン ス 治 療 が 臨 床 段 階 に あ り 、 文 献 で 広 汎 に 論 じ ら れ て き た 。
リ ー ド 氏 は 、 腫 瘍 に お け る Bcl-2遺 伝 子 を 狙 っ た ア ン チ セ ン ス 治 療 ： 腫 瘍 細 胞 系 で 遺 伝 子
輸 送 を 媒 介 と し て Bcl-2を 過 剰 発 現 さ せ る と 、 数 多 く の 種 類 の 癌 薬 に 対 す る 抵 抗 性 が も た
ら さ れ た こ と を レ ビ ュ ー し て い る （ Reed, J.C., N.C.I.
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(1997) 89:988-990） 。 rasの ア ン チ セ ン ス 阻 害 剤 の 臨 床 開 発 の 可 能 性 は 、 Cowsert, L.M.,
 Anti-Cancer
Drug Design (1997) 12:359-371に 論 じ ら れ て い る 。 そ の 他 に も 、 重 要 な ア ン チ セ ン ス ・
タ ー ゲ ッ ト に は 、 白 血 病 （ Geurtz, A.M., Anti-Cancer
Drug Design (1997) 12:341-358） ； ヒ ト C-refキ ナ ー ゼ （ Monia, B.P., Anti-Cancer Dru
g Design
(1997) 12:327-339） ； 及 び プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ （ McGraw et al., Anti-Cancer Drug D
esign (1997)
12:315-326が あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 細 胞 内 の 特 定 の mRNA又 は ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 、 リ ボ ザ イ ム 、 又
は 、 リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る 核 酸 を 導 入 す る こ と に よ り 、 低 下 さ せ る 。 mRNA転 写 産 物 を 触
媒 作 用 に よ り 切 断 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た リ ボ ザ イ ム 分 子 を 細 胞 に 導 入 す る か 、 又 は 細
胞 で 発 現 さ せ る よ う に し て も 、 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る （ 例 え ば Sarver et 
al.,
1990, Science 247:1222-1225 及 び 米 国 特 許 第 5,093,246号 を 参 照 さ れ た い ） 。 良 く 用 い
ら れ て い る リ ボ ザ イ ム ・ モ チ ー フ の 一 つ は ハ ン マ ー ヘ ッ ド で あ り 、 こ の ハ ン マ ー ヘ ッ ド に
対 し て は 、 基 質 配 列 の 要 件 は 小 さ い 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド ・ リ ボ ザ イ ム の デ ザ イ ン は 、 Usman 
et al.,
Current Opin. Struct. Biol. (1996) 6:527-533に 開 示 さ れ て い る 。 ウ ス マ ン 氏 は ま た 、
リ ボ ザ イ ム の 治 療 的 用 途 も 論 じ て い る 。 リ ボ ザ イ ム は さ ら に 、  Long et al.,
FASEB J. (1993) 7:25; Symons, Ann. Rev. Biochem. (1992) 61:641;
Perrotta et al., Biochem. (1992) 31:16-17; Ojwang et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) (1992) 89:10802-10806； 及 び 米 国 特 許 第 5,254,678号 に 解 説 さ
れ た 通 り に 調 製 及 び 使 用 す る こ と も で き る 。 HIV-I RNAの リ ボ ザ イ ム に よ る 切 断 は 、 米 国
特 許 第 5,144,019号 に 解 説 さ れ て い る 。 リ ボ ザ イ ム を 用 い て RNAを 切 断 す る 方 法 は 米 国 特 許
第 5,116,742号 に 解 説 さ れ て お り 、 そ し て リ ボ ザ イ ム の 特 異 性 を 増 す 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5
,225,337号 及 び Koizumi et al.,
Nucleic Acid Res. (1989) 17:7059-7071に 解 説 さ れ て い る 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 構 造 中 の リ
ボ ザ イ ム 断 片 の 調 製 及 び 使 用 も 、 Koizumi et
al., Nucleic Acids Res. (1989) 17:7059-7071に 解 説 さ れ て い る 。 ヘ ア ピ ン 構 造 中 の リ
ボ ザ イ ム 断 片 の 調 製 及 び 使 用 は 、 Chowrira and
Burke, Nucleic Acids Res. (1992) 20:2835に 解 説 さ れ て い る 。 リ ボ ザ イ ム は さ ら に 、 Da
ubendiek and
Kool, Nat. Biotechnol. (1997) 15(3):273-277に 解 説 さ れ て い る よ う に 、 ロ ー リ ン グ 転
写 （ 原 語 ： rolling
transcription） で も 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 遺 伝 子 発 現 を 減 少 さ せ る 又 は 阻 害 す る 別 の 方 法 は 、 配 列 特 異 的 mRNA分 解 を 媒 介 す る 二 本
鎖 小 干 渉 RNA（ siRNA） を 導 入 す る 方 法 で あ る 。 RNA干 渉 （ RNAi） は 、 動 物 及 び 植 物 に お け
る 配 列 特 異 的 な 転 写 後 遺 伝 子 の サ イ レ ン ト 状 態 の プ ロ セ ス で あ り 、 サ イ レ ン ト に な る 遺 伝
子 に 対 し て 配 列 上 相 同 な 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） に よ り 惹 起 さ れ る 。 in vivoで は 、 長 い dsRNA
が リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ に よ り 切 断 さ れ て 21及 び 22ヌ ク レ オ チ ド の siRNAが 生 じ る 。 21-
ヌ ク レ オ チ ド の siRNA二 本 鎖 は 、 ヒ ト の 胚 性 腎 （ ２ ９ ３ ） 及 び HeLa細 胞 を 含 め 、 様 々 な 哺
乳 動 物 細 胞 系 で 内 因 性 及 び 異 種 の 遺 伝 子 の 発 現 を 特 異 的 に 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て い る （
Elbashir et al. Nature
2001 ;411(6836):494-8） 。 従 っ て 、 細 胞 中 の 遺 伝 子 の 翻 訳 は 、 そ の 細 胞 を 、 約 15乃 至 30
ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 18乃 至 21ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 19乃 至 21ヌ ク
レ オ チ ド の 長 さ を 有 す る 短 い 二 本 鎖 RNAに 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 阻 害 す る こ と が で き る
。 代 替 的 に は 、 こ の よ う な siRNA、 又 は 、 代 謝 さ れ て siRNAに な る ヘ ア ピ ン RNAを コ ー ド す

10

20

30

40

50

(33) JP 2005-535342 A 2005.11.24



る ベ ク タ を 標 的 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る （ 例 え ば McManus et al. (2002)
RNA 8:842; Xia et al. (2002) Nature Biotechnology 20:1006; 及 び Brummelkamp et
al. (2002) Science 296:550を 参 照 さ れ た い 。 使 用 可 能 な ベ ク タ は 、 例 え ば  OligoEngine
社 の 名 称 pSuper RNAi シ ス テ ム T M な ど 、 市 販 の も の を 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 さ ら に 遺 伝 子 発 現 は 、 標 的 遺 伝 子 の 調 節 領 域 （ 即 ち 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ 及 び ／ 又 は エ ン ハ
ン サ ） に 相 補 的 な デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を タ ー ゲ テ ィ ン グ し て 、 身 体 内 の 標 的 細
胞 中 の 遺 伝 子 の 転 写 を 妨 げ る 三 重 ら せ ん 構 造 を 形 成 さ せ る こ と で も 、 減 少 さ せ る こ と が で
き る （ 概 略 的 に は  Helene, C. 1991,
Anticancer Drug Des., 6(6):569-84; Helene, C., et al., 1992, Ann, N.Y. Accad. Sc
i.,
660:27-36; and Maher, L.J., 1992, Bioassays 14(12):807-15を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 RNAア プ タ マ （ 原 語 ： aptamer） を 細 胞 内 に 導 入 又 は 細 胞 内 で 発 現
さ せ る こ と が で き る 。 RNAア プ タ マ は 、 Tat 及 び Rev RNA (Good et
al., 1997, Gene Therapy 4: 45-54) な ど の タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が
で き る 、 そ れ ら に 対 す る 特 異 的 RNAリ ガ ン ド で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 減 少 さ せ る さ ら に 別 の 方 法 は 、 細 胞 内 に ド ミ ナ ン ト ・ ネ
ガ テ ィ ブ 変 異 体 を 導 入 す る 方 法 で あ る 。 ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 変 異 ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ
の ポ リ ペ プ チ ド が 通 常 相 互 作 用 す る 相 手 で あ る 分 子 と 相 互 作 用 す る こ と で 、 そ の 分 子 を め
ぐ っ て 競 合 す る が 、 そ れ は 生 物 学 的 に 不 活 性 で あ る た め 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活
性 を 阻 害 す る で あ ろ う 。 あ る タ ン パ ク 質 の ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 は 、 例 え ば 当 該
ポ リ ペ プ チ ド の 基 質 結 合 ド メ イ ン 、 触 媒 ド メ イ ン 、 又 は 細 胞 局 在 化 ド メ イ ン を 変 異 さ せ る
な ど に よ り 、 作 製 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 変 異 ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 産 生 さ せ る と
よ い 。 こ の よ う な 効 果 を 有 す る 点 変 異 が 作 製 さ れ て い る 。 加 え て 、 多 様 な 長 さ の 様 々 な ポ
リ ペ プ チ ド を 、 あ る タ ン パ ク 質 の 末 端 に 融 合 さ せ る と 、 ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 を
生 じ さ せ る こ と が で き る 。 ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 を 作 製 す る た め に 一 般 的 戦 略 を
利 用 す る こ と が で き る 。 Herskowitz, Nature
(1987) 329:219-222を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の タ
ン パ ク 質 の 活 性 を 低 下 さ せ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の う ち の 一 つ の 酵 素
活 性 な ど の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 に 細 胞 を 接 触 さ せ る な ど に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な 化 合 物 を 特 定 す る た め の 検 定 法 は 、 さ ら に こ こ で 解 説 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド か 、 又 は 、 実 質 的 に 同 じ 生 物 学 的 活 性 を 有 す る そ の
バ リ ア ン ト に 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 内 の NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 減 少
さ せ る 。 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 細 胞 を 、 約 0.1 mM 乃 至 約 100 mM、 好 ま し く は 約 1 mM 
乃 至 約 20mM、 さ ら に よ り 好 ま し く は 2 mM 乃 至 約 10 mM、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 5 mMの 量
の ニ コ チ ン ア ミ ド に 接 触 さ せ る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド は 市 販 の も の を 入 手 可 能 で あ る （ 例 え ば
実 施 例 で 提 供 し た 供 給 源 を 参 照 さ れ た い ） 。 細 胞 を ニ コ チ ン ア ミ ド に 、 所 望 の 効 果 を 果 た
さ せ る た め に 充 分 な 時 間 、 接 触 さ せ る 。  例 え ば 、 細 胞 を 少 な く と も 約 ６ ０ 分 間 又 は 少 な
く と も 約 ２ ４ 時 間 、 ニ コ チ ン ア ミ ド に 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 細 胞 を ニ コ チ ン ア
ミ ド に 継 続 的 に 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド に 加 え 、 細 胞 を そ の 類 似 体 に 接 触 さ せ る こ と も で き る 。 類 似 体 の 例 に は
、 抗 結 核 剤 と し て 販 売 さ れ て い る ピ ラ ジ ン ア ミ ド が あ る 。 類 似 体 は 、 所 望 の 活 性 を 有 す る
も の に つ い て 、 類 似 体 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る な ど に よ り
、 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 寿 命 を 測 定 す る た め の 検 定 法 を 用 い る こ と が で き る 。
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代 替 的 に は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 類 似 体 や 、 又 は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の Ｃ ポ ケ ッ ト と 相
互 作 用 す る 作 用 薬  を 、 さ ら に こ こ で 解 説 す る よ う に 、 合 理 的 な 薬 物 デ ザ イ ン に よ り 同 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド の 類 似 体 又 は 誘 導 体 の 例 に は 、 式 Ｉ ：
【 ０ １ ５ ９ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
【 ０ １ ６ ０ 】
の 化 合 物 が あ り 、 但 し 式 中 、
　 Lは O、 NR、 又 は Sで あ り ；
　 Rは ア ル キ ル 又 は フ ェ ニ ル で あ り ；
　 R 1 は -NH 2  、 -O-ア ル キ ル 、 -N(R) 2 、 又 は -NH(R)で あ り ； そ し て
　 Hetは ヘ テ ロ ア リ ー ル 又 は ヘ テ ロ シ ク ロ ア ル キ ル で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 使 用 し て も よ い 具 体 的 な 類 似 体 に は 、 式 Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 Lは Oで
あ る ） ； 式 Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 R 1 は -NH 2 で あ る ） ； 式 Ｉ 及 び 付 属 の 定
義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 Het は 、 ピ リ ジ ン 、 フ ラ ン 、 オ キ サ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 チ ア
ゾ ー ル 、 イ ソ キ サ ゾ ー ル 、 ピ ラ ゾ ー ル 、 イ ソ チ ア ゾ ー ル 、 ピ リ ダ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 ピ ラ
ジ ン 、 ピ ロ ー ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 1:4 ジ オ キ サ ン 、 1,3,5-ト リ オ キ サ ン 、 ピ ロ リ ジ
ン 、 ピ ペ リ ジ ン 、 及 び ピ ペ ラ ジ ン か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ） ； 式 Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化
合 物 （ 但 し 式 中 、 Hetは ピ リ ジ ン で あ る ） ； 式 Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 Lは
Oで あ り 、 そ し て R 1 は -NH 2 で あ る ） ； 式 Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 Lは Oで あ
り 、 Hetは ピ リ ジ ン で あ る ） ； 式 Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 R 1 は -NH 2 で あ り
、 そ し て Hetは ピ リ ジ ン で あ る ） ； 並 び に 式 Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 Lは O
で あ り 、 R 1 は -NH 2 で あ り 、 そ し て Hetは ピ リ ジ ン で あ る ） 、 が あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 使 用 で き る ニ コ チ ン ア ミ ド の 他 の 類 似 体 又 は 誘 導 体 の 例 に は 、 式 Ｉ Ｉ ：
【 ０ １ ６ ３ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ４ 】
の 化 合 物 が あ り 、 但 し 式 中 、
　 L は O、 NR、 又 は Sで あ り ；
　 R は ア ル キ ル 又 は フ ェ ニ ル で あ り ；
　 R 1 は -NH 2 、 -O-ア ル キ ル 、 -N(R) 2 、 又 は -NH(R)で あ り ；
　 X は H、 ア ル キ ル 、 -O-ア ル キ ル 、 OH、 ハ ロ ゲ ン 化 物 、 又 は NH 2 で あ り ； そ し て
　 n は １ 以 上 ４ 以 下 の 整 数 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 用 い て よ い 具 体 的 な 類 似 体 に は 、 式 Ｉ Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 Lは Oで あ
る ） ； 式 Ｉ Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 R 1 は -NH 2 で あ る ） ； 式 Ｉ Ｉ 及 び 付 属 の
定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 Xは Hで あ り 、 nは ４ で あ る ） ； 式 Ｉ Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物
（ 但 し 式 中 、 L は Oで あ り 、 そ し て R 1 は -NH 2 で あ る ） ； 式 Ｉ Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （
但 し 式 中 、 Lは Oで あ り 、 X は Hで あ り 、 そ し て nは ４ で あ る ） ； 式 Ｉ Ｉ 及 び 付 属 の 定 義 の 化

10

20

30

40

50

(35) JP 2005-535342 A 2005.11.24



合 物 （ 但 し 式 中 、 R 1 は -NH 2 で あ り 、 Xは Hで あ り 、 そ し て nは ４ で あ る ） ； 並 び に 式 Ｉ Ｉ 及
び 付 属 の 定 義 の 化 合 物 （ 但 し 式 中 、 Lは Oで あ り 、 R 1  は -NH 2 で あ り 、 Xは Hで あ り 、 そ し て n
は ４ で あ る ） が あ る 。 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 さ ら に 、 こ こ で 解 説 さ れ た 化 合 物 の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 及 び プ ロ ド ラ ッ グ を 用 い て も
よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 一 般 的 に は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の い ず れ の 阻 害 剤 も 、 細 胞 の 寿 命 を 減 ら す た め に 用
い る こ と が で き る 。 好 適 な 阻 害 剤 は 、 例 え ば ニ コ チ ン ア ミ ド 又 は そ の 類 似 体 な ど 、 Sir2フ
ァ ミ リ ・ メ ン バ の Ｃ ポ ケ ッ ト に 結 合 す る 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 代 替 的 に は 、 細 胞 の 寿 命 を 減 ら し た り 、 あ る い は 、 細 胞 を ス ト レ ス に よ り 感 受 性 と す る
こ と が 望 ま し い よ う な 細 胞 で 、 ニ コ チ ン ア ミ ド を 産 生 す る 酵 素 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 加 さ
せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 中 又 は de novo合 成 経 路 中 の ニ コ チ ン ア ミ ド
の 生 合 成 に 関 与 す る 酵 素 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 代 表 的 な 酵 素 は 前
の 項 で 上 に 記 載 さ れ て い る 。 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 増 加 さ せ る さ ら に 別 の 方
法 に は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド を 失 活 又 は 分 解 す る 酵 素 、 例 え ば 酵 母 及 び ヒ ト の ニ コ チ ン ア ミ ド
メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； ヒ ト 細 胞 の ニ コ チ ン ア ミ ド ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ 上 に 論 じ た ） 、 及 び 、 酵 母 NPT1 又 は そ の ヒ ト 相 同 体 （ や は り 上 に 解 説 し た ） 、 を 阻
害 す る 方 法 が あ る 。 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 又 は タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る 方 法 は 、 さ ら に こ こ
で 解 説 さ れ て お り 、 ま た 当 業 で 公 知 で も あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 NADを 切 断 し て ニ コ チ ン ア ミ ド に す る グ リ コ ヒ ド ロ ラ ー ゼ の
レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て も 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 増 加 さ せ
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ・ ト ラ ン ス ポ ー タ の レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 加 さ せ
て も 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 増 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 細 胞 の 寿 命 又 は ス ト レ ス へ の そ れ ら の 耐 性 は 、 植 物 細 胞 や 微 生 物 に お い て も 、 上 で 解 説
さ れ た 遺 伝 子 に 相 当 す る 植 物 遺 伝 子 を 調 節 す る こ と に よ り 、 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 遺 伝 子 に つ い て は 、 前 の 項 で 解 説 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ １ 】
４ ． 　

　 作 用 薬 に は 、 低 分 子 、 例 え ば 低 有 機 分 子 、 又 は い ず れ か の 生 物 学 的 巨 大 分 子 、 一 本 鎖 も
し く は 二 本 鎖 の 、 DNAも し く は RNAな ど の 核 酸 ； タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド ； 多 糖 ； 脂 質 ； 又
は こ れ ら の 分 子 的 組 合 せ 、 が あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 細 胞 の 寿 命 又 は 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス に 対 す る そ の 耐 性 を 調 節 す る
化 合 物 を 特 定 す る 方 法 は 、 （ ｉ ） NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ
ン パ ク 質 を 検 査 化 合 物 に 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 活 性 に 影 響 を 与 え る の に 充 分 で あ ろ う 時 間 、
接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 酵 素 の 活 性 を 判 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 こ の 場 合
、 前 記 検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 に 比 較 し た と き の 、 前 記 検 査 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 酵 素 の
活 性 の 違 い は 、 前 記 検 査 化 合 物 が 、 細 胞 の 寿 命 を 調 節 す る 化 合 物 で あ る こ と を 示 す 、 ス テ
ッ プ と 、 を 含 む 。 本 方 法 に は 、 さ ら に 、 細 胞 を 前 記 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
細 胞 の 寿 命 が 調 節 さ れ た か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ と 、 を 含 め て も よ い 。 代 替 的 に は 、
本 方 法 は さ ら に 、 細 胞 を 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 例 え ば 熱 シ ョ ッ ク 、 浸 透 圧
ス ト レ ス 、 高 温 、 カ ロ リ 制 限 、 DNA損 傷 作 用 因 子 （ 例 え ば 紫 外 線 及 び ミ ト コ ン ド リ ア 変 異
誘 発 源 臭 化 エ チ ジ ウ ム ） 、 不 適 切 な 窒 素 条 件 な ど の 特 定 の ス ト レ ス に 対 す る 細 胞 の 耐 性 が
調 節 さ れ た か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で も よ い 。 酵 素 の 活 性 を 判 定 す る ス テ ッ
プ は 、 こ こ で さ ら に 解 説 す る よ う に 行 う こ と が で き る 。 そ れ に は さ ら に 、 細 胞 の 寿 命 や 、
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細 胞 内 の NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ 又 は ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 調 節 す る 作 用
薬 を 特 定 す る 方 法



熱 シ ョ ッ ク 、 浸 透 圧 ス ト レ ス 等 に 対 す る そ の 耐 性 に 及 ぼ さ れ る 、 検 査 化 合 物 の 影 響 を 測 定
す る ス テ ッ プ を 含 め る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 理 解 さ れ る よ う に 、 さ ら に 上 記 の 検 定 法 は 、 上 に 解 説 し た も の な ど 、 上
記 の タ ン パ ク 質 の う ち の 一 つ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 又 は バ リ ア ン ト を 用 い て 行 う こ と も
で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 一 部 分 は そ の 触 媒 部 位 か ら 構 成 さ れ た も の で も よ い 。 Ｓ ．
セ レ ビ ジ エ 及 び ヒ ト NPT1の 触 媒 部 位 は 、 約 ア ミ ノ 酸 209位 か ら 240位 の 間 に 位 置 し て い る 。
Ｓ ． セ レ ビ ジ エ PNC1の 触 媒 部 位 は 、 約 ア ミ ノ 酸 150乃 至 186位 に 位 置 し て い る 。 ヒ ト NMNAT
（ NMA1及 び NMA2の 相 同 体 ） の 触 媒 部 位 は 、 約 ア ミ ノ 酸 100乃 至 110位 と 、 280乃 至 310位 と に
位 置 し て い る （ 両 方 の 配 列 と も 、 活 性 部 位 に 寄 与 す る ） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 の 寿 命 又 は 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス に 対 す る そ の 耐 性
を 調 節 す る 化 合 物 を 特 定 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 方 法 は 、 （ ｉ ） レ ポ ー タ 遺 伝
子 に 作 動 的 に 連 結 さ れ た 、 NPT1、 PNC1、 NMA1及 び NMA2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の
転 写 調 節 核 酸 を 含 む 細 胞 又 は ラ イ セ ー ト を 、 検 査 化 合 物 に 、 前 記 転 写 調 節 核 酸 に 影 響 を 与
え る の に 充 分 で あ ろ う 時 間 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の レ ベ
ル 又 は 活 性 を 判 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 に 比 較 し た と き の 、
前 記 検 査 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の レ ベ ル 又 は 活 性 の 違 い は 、 前 記 検 査 化
合 物 が 、 細 胞 の 寿 命 又 は 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス に 対 す る そ の 耐 性 を 調 節 す る 化 合 物 で あ る
こ と を 示 す 、 ス テ ッ プ と 、 を 含 む 。 さ ら に 本 方 法 は 、 細 胞 を 前 記 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る
ス テ ッ プ と 、 前 記 細 胞 の 寿 命 が 調 節 さ れ た か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で も よ い
。 さ ら に 本 方 法 は 、 細 胞 を 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 熱 シ ョ ッ ク な ど の 特 定 の
ス ト レ ス に 対 す る 前 記 細 胞 の 耐 性 が 調 節 さ れ た か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で も
よ い 。 転 写 調 節 核 酸 は 当 業 で 公 知 で あ る か 、 あ る い は 、 当 業 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 容 易
に 単 離 す る こ と が で き る 。 前 記 の レ ポ ー タ 遺 伝 子 は 、 そ の 発 現 を 蛍 光 活 性 化 セ ル ・ ソ ー テ
ィ ン グ な ど に よ り 検 出 す る こ と の で き る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い れ ば 、 い ず れ の 遺 伝 子
で あ っ て も よ い 。 細 胞 は 原 核 細 胞 で も 、 又 は 真 核 細 胞 で も よ い 。 ラ イ セ ー ト は 、 当 業 で 公
知 の 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ た 、 細 胞 の 完 全 ラ イ セ ー ト で も 、 又 は 、 そ れ は 、 細 胞 ラ イ セ ー
ト の 画 分 で あ っ て も 、 又 は 、 数 種 の 細 胞 ラ イ セ ー ト の 組 合 せ で も 、 又 は 、 細 胞 ラ イ セ ー ト
の 画 分 の 組 合 せ で あ っ て も よ い 。 ラ イ セ ー ト に は 、 さ ら に 、 一 種 以 上 の 組 換 え タ ン パ ク 質
が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 も 提 供 す る も の で あ
る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 細 胞 内 の  ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 増 加 又 は 減 少 さ せ る 酵 素 を 調
節 す る 作 用 薬 を 特 定 す る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。 酵 素 の 例 は こ こ で 解 説 さ れ て い る 。 検
定 は 、 基 本 的 に は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 調 節 す る 作 用 薬 の 特 定 に 関 し て 上 述 し た 通 り に 行
う こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
５ ． 　
　 こ こ で 示 す よ う に 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は Sir2及 び ヒ ト SRT1を 阻 害 す る 。 ま た 、 ニ コ チ ン ア
ミ ド は Sir2の Ｃ ポ ケ ッ ト に 結 合 す る こ と に よ り 、 Sir2を 非 競 合 的 に 阻 害 す る こ と も 示 さ れ
て い る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 合 理 的 な 薬 物 デ ザ イ ン な ど に 基 づ い て 、 Sir2や 、 Ｃ ポ ケ ッ ト
を 含 む Sir2フ ァ ミ リ の タ ン パ ク 質 の 他 の メ ン バ の 阻 害 剤 で あ る ニ コ チ ン ア ミ ド の 類 似 体 も
特 定 す る た め の 検 定 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 特 定 の 細 胞 の 寿 命 を 減 ら す と 有 益 で あ ろ う 状 態 を 治 療 す る な ど の た
め に 、 細 胞 の 寿 命 を 減 ら す た め に 使 用 で き る 作 用 薬 を 特 定 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る
。 こ の よ う な 実 施 態 様 の 一 つ は 、 Ｃ ポ ケ ッ ト を 含 む Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 少 な く と も 一
部 分 の 三 次 元 座 標 を 含 む デ ー タ ・ セ ッ ト を 用 い 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 阻 害 剤 と し て 用
い ら れ る 作 用 薬 を 特 定 す る 方 法 を 包 含 す る 。 Sir2相 同 体 の 結 晶 構 造 は Min et al. (2001)
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Sir2及 び Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 阻 害 剤 を 特 定 す る 方 法



Cell 105 269に 解 説 さ れ て お り 、 そ の 構 造 は Protein Data Bank
ID code 1ICIに 提 供 さ れ て い る 。 Ｃ ポ ケ ッ ト は ヒ ト SIRT1の 約 ア ミ ノ 酸 70-90位 及 び 127-16
7位 に 位 置 す る 。 Sir2の Ｃ ポ ケ ッ ト は 、 約 ア ミ ノ 酸 250-270位 及 び 310-350位 に 位 置 す る 。
当 該 の 座 標 は 、 さ ら に 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 又 は そ の 類 似 体 の 座 標 を 含 ん で い て も よ い 。 あ る
具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 当 該 の 三 次 元 座 標 は 、 Sir2相 同 体 の も の で あ る 。 他 の 実 施 態 様 で
は 、 検 定 法 は 、 Ｃ ポ ケ ッ ト を 含 む Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 少 な く と も 一 部 分 を ニ コ チ ン ア
ミ ド 類 似 体 な ど の 化 合 物 と 同 時 晶 析 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。 同 時 晶 析 は 、 NAD＋ の 存 在 下
で あ っ て も 、 又 は 非 存 在 下 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 潜 在 的 な 作 用 薬 は 、 少 な く と も Ｃ ポ ケ ッ ト を 含 む Sir2フ ァ ミ リ ・ メ
ン バ の 一 部 分 の 三 次 元 座 標 で 合 理 的 な 薬 物 デ ザ イ ン を 行 う こ と に よ り 、 選 択 さ れ る 。 上 述
し た よ う に 、 選 択 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ・ モ デ リ ン グ と 連 携 し て 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ
う し て 、 潜 在 的 作 用 薬 を Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ と 接 触 さ せ 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性
を 判 定 す る （ 例 え ば 測 定 す る ） 。 潜 在 的 作 用 薬 は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ に つ い て 判 定 さ
れ た 活 性 に 減 少 が あ る と き に 、 Sir2フ ァ ミ リ を 阻 害 す る 作 用 薬 と し て 、 特 定 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 Ｃ ポ ケ ッ ト を 潜 在 的 作 用 薬 に 結 合 さ せ て 含 む 、 Si
r2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 少 な く と も 一 部 分 を 含 有 す る 補 足 的 結 晶 を 調 製 す る ス テ ッ プ を さ ら
に 含 む 。 好 ま し く は 、 該 補 足 的 結 晶 は 、 原 子 座 標 の 決 定 の た め に 、 実 質 的 に ５ ． ０ オ ン グ
ス ト ロ ー ム よ り 良 好 な 分 解 能 に 、 よ り 好 ま し く は ３ ． ５ オ ン グ ス ト ロ ー ム と 同 等 又 は そ れ
よ り 良 好 な 分 解 能 に 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ３ ． ３ オ ン グ ス ト ロ ー ム と 同 等 又 は そ れ よ り
良 好 な 分 解 能 に 、 Ｘ 線 を 効 果 的 に 回 折 さ せ る と よ い 。 こ う し て 、 補 足 的 結 晶 の 三 次 元 座 標
は 分 子 置 換 解 析 で 決 定 さ れ 、 第 二 世 代 作 用 薬 は 、 こ の 補 足 的 結 晶 に つ い て 決 定 さ れ た 三 次
元 座 標 に よ る 合 理 的 薬 物 デ ザ イ ン を 行 う こ と に よ り 、 選 択 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の 選 択
を コ ン ピ ュ ー タ ・ モ デ リ ン グ と 連 携 し て 行 う と よ い 。 第 二 世 代 作 用 薬 は ニ コ チ ン ア ミ ド の
類 似 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 　 容 易 に 明 白 な は ず だ が 、 補 足 的 結 晶 の 三 次 元 構 造 は 、 分 子 置 換 解 析 又 は 多 重 波 長 異 常
分 散 又 は 多 重 同 型 置 換 に よ り 、 決 定 す る こ と が で き る 。 こ う し て 、 当 該 の 補 足 的 結 晶 に つ
い て 決 定 さ れ た 三 次 元 構 造 を 用 い た 合 理 的 薬 物 デ ザ イ ン を 、 好 ま し く は コ ン ピ ュ ー タ ・ モ
デ リ ン グ と 関 連 さ せ て 行 う こ と に よ り 、 候 補 薬 物 を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ う し て 、 候
補 薬 物 を 、 数 多 く の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 で 、 こ こ に 例 示 し た 標 準 的 な 生 化 学 的 方 法
を 用 い て 、 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 さ ら に 本 方 法 は 、 第 二 世 代 作 用 薬 を 、 異 な る 種 の Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ 又 は そ の 部 分 に
接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 前 記 他 の 種 の Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ 又 は そ の 部 分 の 活 性 を 判 定 （
例 え ば 測 定 ） す る ス テ ッ プ と を 含 む こ と が で き る 。 こ う し て 、 第 一 の 種 の Sir2フ ァ ミ リ ・
メ ン バ で 観 察 さ れ た も の に 比 較 し て 、 他 の 種 の Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 に 有 意 に 少 な
い 変 化 （ ２ 以 上 の 因 数 ） が あ っ た と き に 、 前 記 第 一 の 種 の Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 基 本 的
に 特 異 的 な 阻 害 剤 と し て 用 い ら れ る 作 用 薬 と し て 、 潜 在 的 作 用 薬 が 特 定 さ れ る 。 好 ま し く
は 、 他 の 種 の 活 性 に 全 く 変 化 が 観 察 さ れ な い か 、 又 は 代 替 的 に は ご く 僅 か な （ 即 ち １ ５ ％
未 満 ） 変 化 が 観 察 さ れ る と よ い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 あ る 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 の 阻 害 剤 を 特 定 す る た め の 、 コ
ン ピ ュ ー タ 支 援 さ れ た 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 方 法 は 、 Ｃ ポ ケ ッ ト を 含 む Sir2フ ァ
ミ リ ・ メ ン バ の 少 な く と も 一 部 分 を 含 む 分 子 又 は 分 子 複 合 体 の 一 組 の 構 造 座 標 を コ ン ピ ュ
ー タ ・ モ デ リ ン グ ・ ア プ リ ケ ー シ ョ ン に 提 供 す る ス テ ッ プ と ； ニ コ チ ン ア ミ ド の 類 似 体 な
ど の 化 学 的 実 体 の 一 組 の 構 造 座 標 を 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ・ モ デ リ ン グ ・ ア プ リ ケ ー シ ョ ン に
提 供 す る ス テ ッ プ と ； 前 記 化 学 的 実 体 が 、 前 記 分 子 又 は 分 子 複 合 体 に 結 合 又 は 干 渉 す る と
予 測 さ れ る 阻 害 剤 で あ る か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 分 子 又 は 分 子 複 合 体
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に 結 合 又 は 干 渉 す る こ と は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 の 潜 在 的 阻 害 の 指 標 で あ る 、 ス
テ ッ プ と 、 を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 化 学 的 実 体 が 、 当 該 の 分 子 又 は 分 子 複 合 体 に 結 合 又
は 干 渉 す る と 予 測 さ れ る 阻 害 剤 で あ る か ど う か を 判 定 す る ス テ ッ プ が 、 前 記 化 学 的 実 体 と
当 該 分 子 又 は 分 子 複 合 体 の 結 合 ポ ケ ッ ト と の 間 で 嵌 合 操 作 を 行 っ た 後 に 、 該 嵌 合 操 作 の 結
果 を コ ン ピ ュ ー タ 解 析 し て 、 前 記 化 学 的 実 体 と 前 記 結 合 ポ ケ ッ ト の 間 の 結 合 を 定 量 す る ス
テ ッ プ を 含 む と よ い 。 さ ら に 本 方 法 は 、 化 学 的 実 体 の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る ス
テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。 さ ら に 本 方 法 は 、 潜 在 的 阻 害 剤 を 提 供 又 は 合 成 し 、 次 に こ の 潜 在
的 阻 害 剤 を 検 定 し て 、 そ れ が Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 活 性 を 阻 害 す る か ど う か を 判 定 す る
ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ の 阻 害 剤 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る も
の で あ り 、 本 方 法 は 、 あ る 化 学 的 実 体 を 化 学 的 又 は 酵 素 的 に 合 成 し て 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ
ン バ の 活 性 の 阻 害 剤 を 生 成 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 但 し 前 記 化 学 的 実 体 は 、 例 え ば 上 述 し た
よ う に 、 コ ン ピ ュ ー タ で 支 援 さ れ た プ ロ セ ス の 間 に デ ザ イ ン さ れ た も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ と 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 又 は そ の 類 似 体 と の 間 の 複
合 体 の 表 現 を 含 む 装 置 も 提 供 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 装 置 の 一 つ は 、 コ ン ピ ュ ー タ ・
メ モ リ 内 に 該 複 合 体 の 表 示 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 該 コ ン ピ ュ ー
タ は 、 当 該 複 合 体 の 原 子 座 標 を 含 む 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ で 符 号 化 さ れ た デ ー タ 記 憶
材 料 を 含 有 す る 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ 記 憶 媒 体 を 含 む 。 本 コ ン ピ ュ ー タ は 、 さ ら に 、
前 記 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ を 処 理 す る た め の 指 示 を 記 憶 す る た め の ワ ー キ ン グ メ モ リ
と 、 前 記 作 業 記 憶 及 び 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ 記 憶 媒 体 の 両 方 に 接 続 し て 、 前 記 機 械 読
み 取 り 可 能 な デ ー タ を 処 理 し て 該 複 合 体 の 三 次 元 表 現 に す る 中 央 処 理 装 置 と を 含 ん で も よ
い 。 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 該 コ ン ピ ュ ー タ は さ ら に 、 前 記 中 央 処 理 装 置 に 接 続 し て 前
記 三 次 元 表 現 を 表 示 す る 表 示 装 置 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ５ 】
６ ． 　
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ を 増 加 さ せ る 、 又 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド
レ ベ ル を 減 少 さ せ る ス テ ッ プ を 用 い て 、 細 胞 の 寿 命 を 増 し 、 細 胞 を 少 な く と も 特 定 の in v
itroで の ス ト レ ス か ら 保 護 す る 。 例 え ば 、 培 養 細 胞 を 、 例 え ば よ り 長 時 間 増 殖 さ せ る な ど
の た め に 、 こ こ で 解 説 さ れ た 通 り に 処 理 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 培 養 で は ご く 限 ら れ
た 寿 命 し か 持 た な い こ と が 知 ら れ て い る 初 代 細 胞 培 養 株 （ 即 ち 、 ヒ ト な ど の 生 物 か ら 得 ら
れ た 細 胞 ） に 特 に 有 用 で あ る 。 例 え ば NPT1、 PNC1、 NMA1、 NMA2、 ニ コ チ ン ア ミ ド N-メ チ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ NNMT及 び NNT1） 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ NAMPRT） 、 及 び 選 択 的 に は ヒ ト ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ （ NMNAT、 NMAT-1及 び 2） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ 以 上 の 遺 伝 子 の 一 つ 以
上 の 付 加 的 な コ ピ ー を 組 み 込 む な ど に よ り 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て こ の よ う な 細 胞 を 処 理
す る と 、 培 養 で 細 胞 が 生 き た 状 態 に 維 持 さ れ る 時 間 量 が 増 加 す る で あ ろ う 。 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ
） 細 胞 及 び 多 能 細 胞 や 、 そ れ ら か ら 分 化 し た 細 胞 も 、 該 細 胞 又 は そ れ ら の 後 代 細 胞 を よ り
長 時 間 培 養 で き る よ う に 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 改 変 す る こ と が で き る 。 細 胞 の 初 代 培 養
物 、 Ｅ Ｓ 細 胞 、 多 能 細 胞 及 び そ れ ら の 後 代 細 胞 は 、 例 え ば 細 胞 に 対 し て 特 定 の 生 物 学 的 効
果 を 有 す る 化 合 物 を 特 定 し た り 、 あ る い は 、 細 胞 に 対 し て 化 合 物 の 毒 性 を 検 査 す る （ 即 ち
細 胞 毒 性 検 定 ） た め に 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 長 時 間 保 存 し よ う と す る 細 胞 を 、 こ こ で 解 説 し た 通 り に 処 理 す る 。
当 該 細 胞 は 、 例 え ば 血 球 、 又 は 組 織 又 は 器 官 な ど の 懸 濁 液 中 の 細 胞 で あ っ て も よ い 。 例 え
ば 、 あ る 個 体 に 投 与 す る た め に 個 体 か ら 採 集 さ れ た 血 液 を 、 例 え ば 血 球 を 長 時 間 保 存 す る
な ど の た め に 、 本 発 明 に 従 っ て 処 理 す る こ と が で き る 。 寿 命 を 延 ば す た め 、 及 び ／ 又 は 、
そ れ ら を 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス か ら 保 護 す る た め に 処 理 し て も よ い 他 の 細 胞 に は 、 例 え ば
（ 肉 な ど ） 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 な ど 、 消 費 用 の 細 胞 や 、 又 は （ 例 え ば 野 菜 な ど ） 植
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物 細 胞 が あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ヒ ト 又 は 他 の 哺 乳 動 物 な ど の 対 象 か ら 得 ら れ た 細 胞 を 、 本 発 明 の 方
法 に 従 っ て 処 理 し た 後 、 同 じ 又 は 異 な る 対 象 に 投 与 す る 。 従 っ て 、 移 植 片 と し て 用 い る た
め に ド ナ ー か ら 得 ら れ た 細 胞 又 は 組 織 を 、 移 植 の レ シ ピ エ ン ト に 投 与 す る 前 に 、 こ こ で 解
説 し た よ う に 処 理 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 骨 髄 細 胞 を 対 象 か ら 得 、 ex vivo で 処 理 し
て そ れ ら の 寿 命 を 延 ば し 、 細 胞 を 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス か ら 保 護 し て か ら 、 レ シ ピ エ ン ト
に 投 与 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 骨 髄 な ど の 移 植 片 の 細 胞 に 、 NPT1、
PNC1、 NMA1、 NMA2、 NMNAT、 NNT1、 NAMPRT、 及 び 選 択 的 に NMAT-1又 は 2か ら 成 る 群 よ り 選 択
さ れ る 一 つ 以 上 の 遺 伝 子 の 一 つ 以 上 の コ ピ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 該 移 植 片 は 、 器 官
、 組 織 又 は 疎 性 細 胞 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 細 胞 を in vivo で 処 理 し て 、 そ れ ら の 寿 命 を 増 す 、 及 び ／ 又
は 、 そ れ ら を 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス か ら 保 護 す る 。 例 え ば 、 上 皮 細 胞 な ど の 皮 膚 を 、 こ こ
で 解 説 す る よ う に 処 理 す る こ と に よ り 、 皮 膚 を 皺 の 発 生 な ど の 老 化 か ら 保 護 す る こ と が で
き る 。 あ る 例 示 的 な 実 施 態 様 で は 、 NPT1、 PNC1、 NMA1、 NMA2、 NMNAT、 NNT1、 NAMPRT、 及
び 選 択 的 に NMAT-1又 は 2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 を 増 加 さ せ る
こ と の で き る 化 合 物 を 含 む 医 薬 又 は 美 容 組 成 物 に 、 皮 膚 を 接 触 さ せ る 。 別 の 実 施 態 様 で は
、 NPT1、 PNC1、 NMA1、 NMA2、 NMNAT、 NNT1、 NAMPRT及 び 選 択 的 に NMAT-1 又 は 2か ら 成 る 群
よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 、 あ る い は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 と 、 前 記
核 酸 又 は タ ン パ ク 質 を 当 該 細 胞 に 送 達 す る た め の 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 に 、 皮 膚 細 胞 を 接
触 さ せ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 化 合 物 、 核 酸 及 び タ ン パ ク 質 は ま た 、 注 射 な ど に よ り 対 象 の 組 織 又 は 器 官 に 、 細 胞 の 寿
命 を 延 ば す 、 又 は 、 特 定 の ス ト レ ス か ら 細 胞 を 保 護 す る た め に 、 送 達 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 作 用 薬 を 、 例 え ば 概 略 的 に は そ の 細 胞 の 寿 命 を 増 し
、 そ の 細 胞 を 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス か ら 保 護 す る な ど の た め に 、 対 象 に 投 与 す る 。 例 え ば
、 作 用 薬 を 食 品 添 加 物 と し て 対 象 に 摂 取 さ せ る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 こ の よ
う な 作 用 薬 は 、 複 合 ビ タ ミ ン 剤 の 成 分 で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 細 胞 の 寿 命 を 延 ば し 、 そ れ ら を ス ト レ ス か ら 保 護 す る 作 用 薬 は 、 細 胞 死 に 関 連 す る 慢 性
疾 患 な ど や 、 神 経 細 胞 死 又 は 筋 細 胞 死 に 関 連 す る 疾 患 な ど 、 細 胞 死 か ら 細 胞 を 保 護 す る た
め な ど 、 疾 患 の 治 療 の た め に 対 象 に 投 与 す る こ と も で き る 。 疾 患 の 例 に は パ ー キ ン ソ ン 病
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 羊 水 栄 養 性 側 索 硬 化 症 、 及 び 筋 ジ ス ト ロ フ ィ が あ る
。 こ の よ う な 場 合 、 本 作 用 薬 を 、 細 胞 死 が 起 き そ う な 組 織 又 は 器 官 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 こ の よ う な 作 用 薬 を 、 さ ら に 、 例 え ば 脳 卒 中 又 は 心 筋 梗 塞 に 罹 患 し た 対 象 や 、 又 は 、 脊
髄 損 傷 を 被 っ た 対 象 な ど 、 器 官 又 は 組 織 に 急 性 の 損 傷 を 被 っ た 対 象 に 投 与 す る こ と も で き
る 。 作 用 薬 は ま た 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 を 修 復 す る た め に も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 DNAの 修 復 も 、 ニ コ チ ン ア ミ ド に よ っ て 阻 害 さ れ る た め 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ
ル を 下 げ る 作 用 薬 を 用 い て 、 細 胞 内 の DNA修 復 を 促 進 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 例 え ば
紫 外 線 及 び 臭 化 エ チ ジ ウ ム な ど 、 DNA損 傷 を 惹 起 し か ね な い 条 件 に 曝 さ れ る 細 胞 を 、 そ れ
ら を 、 こ の DNA損 傷 作 用 因 子 へ の 曝 露 前 、 曝 露 中 及 び ／ 又 は 曝 露 後 に 、 細 胞 内 の ニ コ チ ン
ア ミ ド レ ベ ル を 下 げ る 作 用 薬 に 接 触 さ せ る こ と で 、 保 護 で き よ う 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 を 酵 母 細 胞 に 応 用 す る 。 酵 母 細 胞 の 寿 命 を 延 ば し 、 そ
れ ら を 特 定 の 種 類 の ス ト レ ス か ら 保 護 す る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 状 況 に は 、 酵 母 を 用 い
て 、 例 え ば ビ ー ル 、 ヨ ー グ ル ト を 作 製 し た り 、 パ ン を 作 製 す る 製 パ ン な ど の 加 工 が あ る 。
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寿 命 の 長 い 酵 母 を 用 い る と 、 用 い る 酵 母 量 を 減 ら せ た り 、 あ る い は 、 酵 母 を よ り 長 時 間 、
活 性 に 保 つ こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 細 胞 の 寿 命 を 減 ら し た り 、 あ る い は 、 熱 シ ョ ッ ク 、 放 射 性 活 性 、 浸 透
圧 ス ト レ ス 、 紫 外 線 な ど に よ る DNA損 傷 な ど の 特 定 の ス ト レ ス に 対 し て そ れ を よ り 感 受 性
と す る 方 法 も 提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 細 胞 の 寿 命 を 減 ら す こ と が 好 ま し い 場 合 な ら
、 い つ で も 用 い る こ と が で き る 。 方 法 の 例 に は 、 NPT1、 PNC1、 NMA1、 NMA2、 NMNAT、 NNT1
、 NAMPRT、 及 び 選 択 的 に NMAT-1又 は 2か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル 又 は
活 性 を 下 げ る ス テ ッ プ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 別 の 方 法 は 、 例 え ば ニ コ チ ン ア ミ ド に 細 胞 を 接 触 さ せ る 、 あ る い は 、 例 え ば NPT1、 PNC1
、 NMA1、 NMA2、 NMNAT、 NNT1、 NAMPRT、 及 び 選 択 的 に NMAT-1又 は 2の レ ベ ル 又 は 活 性 を 減 少
さ せ る な ど 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 生 合 成 を 刺 激 す る 酵 素 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 増 加 さ せ る 、 又 は
、 ニ コ チ ン ア ミ ド を 阻 害 又 は 分 解 す る 酵 素 の レ ベ ル 又 は 活 性 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 細
胞 内 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。 細 胞 の 寿 命 を 減 ら し た り 、
あ る い は 特 定 の ス ト レ ス に そ れ を よ り 感 受 性 と し た い よ う な 状 況 の 例 に は 、 癌 、 自 己 免 疫
疾 患 、 又 は 、 対 象 の 細 胞 を 消 失 さ せ る こ と が 好 ま し い よ う な 他 の い ず れ か の 状 況 、 の 治 療
が あ る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド 、 又 は 、 本 発 明 の 他 の 化 合 物 も し く は 作 用 薬 を 、 腫 瘍 な ど 、 望 ま
し く な い 細 胞 を 含 有 す る 領 域 に 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に こ れ ら の 方 法 は 、 例 え
ば い ぼ 、 ほ く ろ 又 は 及 び 線 維 腫 な ど 、 非 悪 性 腫 瘍 の 細 胞 を 消 失 さ せ た り 、 あ る い は 望 ま し
く な い 細 胞 を そ れ 以 上 増 殖 さ せ な い よ う に す る た め に も 、 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、
ニ コ チ ン ア ミ ド を い ぼ に 注 射 す る こ と が で き 、 あ る い は 代 替 的 に は 、 い ぼ に 塗 る 医 薬 組 成
物 中 に 含 め る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 細 胞 の 寿 命 を 減 ら し た り 、 あ る い は 、 特 定 の ス ト レ ス に 対 す る そ れ ら の 感 受 性 を 増 す 方
法 は 、 酵 母 感 染 性 対 象 な ど 、 酵 母 に 応 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ニ コ チ ン ア ミ ド な ど
の 作 用 薬 を 含 む 組 成 物 を 、 酵 母 感 染 の 位 置 に 応 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 こ こ で 解 説 す る よ う に 治 療 し て も よ い 対 象 に は 、 真 核 生 物 、 例 え ば ヒ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ
、 ウ マ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 、 マ ウ ス 、 及 び ラ ッ ト な ど の 哺 乳 動 物 、 が
含 ま れ る 。 治 療 し て よ い 細 胞 に は 、 真 核 細 胞 、 例 え ば 上 に 解 説 し た 対 象 由 来 の も の 、 又 は
、 植 物 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 及 び 細 菌 細 胞 な ど の 原 核 細 胞 、 が あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
７ ． 　
　 化 合 物 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 細 胞 及 び 他 の 組 成 物 を 、 当 業 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 対 象 に
投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 又 は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子
は 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ を 用 い る な ど し て 、 上 に 解 説 し た 通 り に 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る
。 細 胞 は 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ な ど の 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 な ど 、 付 随 す る 方 法 を 伴 っ て も よ い
、 対 象 に 移 植 片 を 投 与 す る 方 法 に 従 っ て 、 投 与 す る こ と が で き る 。 医 学 的 処 方 の 一 般 的 原
則 に つ い て は 、 Cell Therapy:
Stem Cell Transplantation, Gene Therapy, and Cellular Immunotherapy, by G.
Morstyn & W. Sheridan eds, Cambridge University Press, 1996; and
Hematopoietic Stem Cell Therapy, E. D. Ball, J. Lister & P. Law, Churchill
Livingstone, 2000を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 を 、 以 下 の 実 施 例 に よ り 描 出 す る が 、 以 下 の 実 施 例 を 何 ら 限 定 的 な も の と
捉 え ら れ て は な ら な い 。 （ 本 出 願 全 体 を 通 じ て 引 用 さ れ た 参 考 文 献 、 発 行 済 み 特 許 、 公 開
済 み 特 許 出 願 を 含 む ） 全 引 用 文 献 の 内 容 を 、 引 用 を も っ て こ こ に 援 用 す る こ と を 明 示 し て
お く 。
【 ０ ２ ０ １ 】

10

20

30

40

50

(41) JP 2005-535342 A 2005.11.24

医 薬 組 成 物 及 び 方 法



　 本 発 明 の 実 施 に あ た っ て は 、 そ う で な い と 明 示 し な い 限 り 、 当 業 の 平 均 的 技 術 水 準 で あ
る 、 細 胞 生 物 学 、 細 胞 培 養 、 分 子 生 物 学 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 換 え
DNA、 及 び 免 疫 学 の 常 法 を 用 い る こ と に な る で あ ろ う 。 こ の よ う な 技 術 は 、 文 献 に 十 二 分
に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば Molecular Cloning
A Laboratory Manual, 2n d  Ed., ed. by Sambrook, Fritsch and Maniatis
(Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989); DNA Cloning, Volumes I and II (D.
N. Glover ed., 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Mullis
et al. U.S. Patent No: 4,683,195; Nucleic Acid Hybridization(B. D. Hames &
S. J. Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames & S.
J. Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss,
Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A
Practical Guide To Molecular Cloning (1984); the treatise, Methods In
Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors For Mammalian
Cells (J. H. Miller and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory);
Methods In Enzymology, Vols. 154 and 155 (Wu et al. eds.), Immunochemical
Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press,
London, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir
and C. C. Blackwell, eds., 1986); Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
実 施 例
実 施 例 １ ： 　
　 栄 養 を 枯 渇 さ せ た 酵 母 は 、 NAD＋ 依 存 的 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ で あ る Sir2pの 活 性 を 必
要 と す る 著 し い 寿 命 の 伸 長 を 示 す 。 そ こ で 我 々 は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 に と っ て 重 要 な ニ コ
チ ン 酸 ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る NPT1を 増 量 投 与 す る と 、 Sir2依 存
的 サ イ レ ン ト 状 態 が 増 し 、 そ の rDNA遺 伝 子 座 が 安 定 化 し て 、 酵 母 の 複 製 寿 命 が 最 高 ６ ０ ％
延 び る こ と を 示 す 。 NPT1及 び SIR2は 両 者 と も 、 熱 シ ョ ッ ク に 対 す る 耐 性 を 提 供 す る が 、 こ
の こ と は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 、 細 胞 生 存 を 促 進 す る た め に よ り 一 般 的 な 態 様 で 作 用 す る こ
と を 示 す も の で あ る 。 我 々 は 、 Npt1や 、 ま だ 特 徴 付 け ら れ て い な い 再 利 用 経 路 酵 素 で あ る
Nma2は 両 者 と も 、 核 内 に 濃 縮 さ れ て い る こ と を 示 し 、 か な り の 量 の NAD＋ が こ の オ ル ガ ネ
ラ 内 で 再 生 さ れ て い る こ と を 示 唆 す る 。 再 利 用 経 路 遺 伝 子 の PNC1、 NMA1及 び NMA2 の コ ピ
ー が 増 す と 、 テ ロ メ ア 及 び rDNAサ イ レ ン ト 状 態 も 増 す こ と か ら 、 多 段 階 の ス テ ッ プ が こ の
経 路 の 速 度 に 影 響 を 与 え て い る こ と が 分 か る 。 SIR2-依 存 的 プ ロ セ ス は 付 加 的 な NPT1に よ
り 高 め ら れ る が 、 定 常 状 態 NAD＋ レ ベ ル 及 び NAD＋ ／ NADH 比 は 変 化 し な い ま ま で あ る 。 こ
の 発 見 か ら 、 酵 母 寿 命 の 延 び は 、 Sir2に と っ て の NAD＋ 利 用 能 が 高 ま る と 、 定 常 状 態 レ ベ
ル が 単 純 に 増 す こ と が 原 因 で は な い が 、 促 進 さ れ る の で は な い か と 思 わ れ る 。 そ こ で 我 々
は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ の 増 加 が 、 寿 命 の Sir2依 存 的 延 び を 担 っ て い る と の モ デ
ル を 提 案 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 験 の 手 法
　 プ ラ ス ミ ド 及 び 株 　 － 　 こ の 研 究 で 用 い ら れ る 株 を 表 ２ に 挙 げ る 。 W303AR5 sir3::URA3
（ １ ６ ） 、 W303AR5
sir4::HIS3、 W303AR5
sir2::TRP1 及 び PSY316ATが 解 説 さ れ て い る （ ４ １ ） 。 PSY316ATで の SIRの 欠 失 を 、 ScaI/P
vuIIで 直 線 化 さ せ た pC369を 用 い て 行 っ た （ ４ １ ） 。 JS209、 JS241、 JS237 及 び JS218は Ｊ
． ス ミ ス 氏 か ら 提 供 さ れ た （ ４ ２ ） 。 NPT1の コ ー デ ィ ン グ 領 域 及 び 1.1kbの 上 流 配 列 を PCR
で 増 幅 し （ ４ ３ ） 、 2.4 kbの 産 物 断 片 を 、 pRS306ベ ー ス の ベ ク タ pSP400の NotI と SacI （
M.I.T.大 の Ｌ ． ガ ラ ン テ 氏 に よ り 提 供 ） の 間 と 、  2μ ベ ー ス の ベ ク タ pDB20と に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し て （ ４ ４ ） 、 そ れ ぞ れ pSPNPT1及 び pDBNPT1 を 生 じ さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
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【 表 ２ 】
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【 ０ ２ ０ ５ 】
　 NPT1 の 更 な る コ ピ ー を URA3 遺 伝 子 座 に 、 StuIで 直 線 化 さ せ た プ ラ ス ミ ド pSPNPT1を 用
い て 組 み 込 ん だ 。 組 込 み 体 を ま ず PCRで 特 定 し た 。 次 に 、 NPT1 コ ピ ー 数 を 、 NPT1 及 び  AC
T1 DNAを サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト で プ ロ ー ブ し て 判 定 し た 。 NPT1 バ ン ド の 濃 度 を 、 ACT1 バ ン ド
に 、 ImageQuant ソ フ ト ウ ェ ア （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ニ ー ベ ー ル 、 モ ラ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ
ミ ッ ク ス 社 ） を 用 い て 比 較 し た 。 SIR2の 付 加 的 な コ ピ ー を 持 つ 株 を 、 XcmIで 直 線 化 さ せ た
プ ラ ス ミ ド p306SIR2 又 は p305SIR2（ １ ７ ） を 組 み 込 む こ と に よ り 、 作 製 し た 。 高 コ ピ ー
の SIR2 を 2μ ベ ー ス の プ ラ ス ミ ド p2μ SIR2 （ Ｕ Ｃ Ｓ Ｄ 大 、 Ｌ ． ピ ル ス 氏 よ り 提 供 ） に 導
入 し た 。 そ れ ぞ れ  StuI 及 び XcmIで 直 線 化 さ せ た pRS306 又 は pRS305（ ４ ５ ） を 組 み 込 む
こ と に よ り 、 W303AR5を Ura＋ 及 び Leu＋ 原 栄 養 性 に 形 質 転 換 さ せ た 。 ADE2消 失 事 象 の 起 き
た コ ロ ニ を 選 抜 す る こ と に よ り 、 YDS1595を W303AR5か ら 作 製 し た 。 YDS1595を 、 StuIで 切
断 さ れ た pRS402 （ ADE2 遺 伝 子 を 持 つ ） で 形 質 転 換 さ せ て YDS1596を 作 製 し た 。 W303cdc25
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-10 は Ｓ ． リ ン 氏 （ M.I.T） か ら の 提 供 だ っ た （ １ ９ ） 。 NPT1欠 失 株 で あ る YDS1580を 、 こ
の 野 生 型 遺 伝 子 を kan r  マ ー カ に 、 解 説 さ れ た 通 り に 置 換 す る こ と で 作 製 し た （ ４ ６ ） 。 P
NC1/YGL037 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 及 び 650bp上 流 を PCRに よ り ゲ ノ ム DNAか ら 増 幅 し た 。 1350
 bp の SacI/NotI断 片 を ベ ク タ pSR400内 に ク ロ ー ニ ン グ し て pSPYGL037を 作 製 し た 。 NMA2/Y
GR010 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 及 び 500bp上 流 を PCRに よ り ゲ ノ ム ・ テ ン プ レ ー ト か ら 増 幅 し 、
1730 bpの SacI/NotI断 片 を pSP400内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て pSPYGR010を 作 製 し た 。 NMA1/
YLR328 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 及 び 450 bpの 上 流 を ゲ ノ ム ・ テ ン プ レ ー ト か ら PCRに よ り 増 幅
し 、 2150 bp の 断 片 を pRS306中 に ク ロ ー ニ ン グ し て p306YLR328を 作 製 し た 。 QNS1/YHR074 
の コ ー デ ィ ン グ 領 域 及 び 600bp上 流 を PCRに よ り 増 幅 し 、 2.8 kbの SacI/NotI 断 片 を pSP400
中 に ク ロ ー ニ ン グ し て pSPYHR074を 作 製 し た 。 PNC1/YGL037、 NMA1/YLR328、 NMA2/YGR010、
及 び QNS1/YHR074 の 付 加 的 な コ ピ ー を 、 W303AR5 及 び PSY316AT の URA3遺 伝 子 座 に 形 質 転
換 に よ り 組 み 込 ん だ 。 増 幅 さ れ た 全 て の DNAに 変 異 が な い こ と を 配 列 決 定 で 確 認 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 HAタ グ 付 き NPT1を 、 tag-kan r 組 込 み 法 （ ４ ７ ） を 株 W303AR5及 び W303cdc25-10で 用 い て
作 製 し た （ １ ９ ） 。 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） カ セ ッ ト を 、 Npt1、 Nma1及 び Nma2の カ ル
ボ キ シ 末 端 に 、 解 説 さ れ た 通 り に 導 入 し た （ ４ ８ ） 。 タ グ 付 け さ れ た タ ン パ ク 質 の 機 能 性
を rDNAサ イ レ ン ト 状 態 を 検 定 す る こ と で 確 認 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 寿 命 の 判 定 　 － 　 複 製 寿 命 の 判 定 を 解 説 さ れ た 通 り に 行 っ た （ １ ６ ） 。 細 胞 を 、 他 に 明
示 し な い 限 り YPD 培 地 （ 1% 酵 母 抽 出 物 、 2% バ ク ト ペ プ ト ン 、 2% グ ル コ ー ス  w/v） 上 で
、 １ 実 験 当 た り 最 低 ４ ０ 個 の 細 胞 を 用 い て 行 っ た 。 各 実 験 を 少 な く と も 個 別 に ２ 回 、 行 っ
た 。 寿 命 の 統 計 学 的 有 意 差 は 、 ウ ィ ル コ キ ソ ン の 順 位 和 検 定 を 用 い て 判 定 さ れ た 。 差 は 、
信 頼 度 が ９ ５ ％ よ り 高 い と き に 差 で あ る と し て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 mRNA 及 び タ ン パ ク 質 の 判 定 　 － 　 ノ ー ザ ン 及 び ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を 常 法 を 用 い て
行 っ た 。 NPT1 転 写 産 物 を 、 NPT1 遺 伝 子 の 完 全 開 放 読 み 取 り 枠 か ら 得 ら れ た プ ロ ー ブ を 用
い て 検 出 し た 。 ACT1 mRNA を 完 全 長 ACT1プ ロ ー ブ （ Ｍ ． Ｉ ． Ｔ ． 大 の Ｇ ． フ ィ ン ク 氏 か ら
提 供 ） を 用 い て 検 出 し た 。 HAエ ピ ト ー プ ・ タ グ を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 HA.11（ カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 リ ッ チ モ ン ド 、 CRP社 ） を 用 い て 検 出 し た 。 ア ク チ ン は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  MAB1
501R（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 テ メ キ ュ ラ 、 ケ ミ コ ン 社 ） で 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 酵 母 検 定 及 び GFP位 置 確 認 　 － 　 酵 母 株 を 他 に 記 載 し な い 限 り ３ ０ ℃ で 成 長 さ せ た 。 リ
ボ ゾ ー ム DNA遺 伝 子 座 で の サ イ レ ン ト 状 態 の 程 度 を 、 ２ つ の 検 定 法 を 用 い て 判 定 し た 。 ADE
2 の サ イ レ ン ト 状 態 に 関 す る 検 定 で は 、 細 胞 を 合 成 完 全 （ SC） 培 地 （ 1.67% 酵 母 窒 素 基 剤
、 2% グ ル コ ー ス 、 40 mg/lの ヒ ス チ ジ ン 、 ウ リ ジ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ア デ ニ ン 及 び ロ イ
シ ン ） で ３ 日 間 、 予 備 成 長 さ せ た 。 細 胞 を SD培 地 に 再 懸 濁 さ せ 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で
１ ０ 倍 に 連 続 希 釈 し た 後 、 ア デ ニ ン を 欠 く SC培 地 に ス ポ ッ ト し た 。 MET15 の サ イ レ ン ト 状
態 に 関 す る 検 定 は 、 前 に 解 説 し た 通 り に Pb 2 ＋ 含 有 プ レ ー ト で 行 わ れ た （ ４ ２ ） 。 テ ロ メ
ア の サ イ レ ン ト 状 態 は 、 0.7 mg/l の ア デ ニ ン を 含 有 す る SC培 地 上 で 検 定 さ れ た 。 細 胞 を
３ 日 間 、 成 長 さ せ 、 ４ ℃ で ３ 日 間 置 い て 、 着 色 を 強 め た 。 熱 シ ョ ッ ク 検 定 は 、 基 本 的 に は
解 説 さ れ た 通 り に 行 わ れ た （ １ ４ ） 。 染 色 を 、 ヒ ス チ ジ ン を 制 限 （ 20mg/ml） し た SC完 全
培 地 上 で 一 晩 、 予 備 成 長 さ せ 、 1× 10 5 細 胞 /mlに な る よ う に 3mlの 同 じ 培 地 で 希 釈 し 、 ５ 日
間 、 成 長 さ せ た 。 培 養 物 を 、 換 気 し た 培 地 で １ ０ 倍 に 希 釈 し 、 ５ ５ ℃ で １ 時 間 、 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 SCプ レ ー ト に ス ポ ッ ト し た 。 リ ボ ゾ ー ム DNA組 換 え 率 を 前 に 解 説 さ れ た 通 り に
判 定 し た （ ４ ９ ） 。 少 な く と も 10,000個 の コ ロ ニ を 各 株 毎 に 調 べ 、 各 実 験 は 三 重 に し て 行
わ れ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 NAD＋ 及 び NADH の 判 定 は 、 他 の 箇 所 で 解 説 し た 通 り に 測 定 さ れ た （ ５ ０ ） 。 GFP融 合 体
を 発 現 す る 細 胞 を 中 対 数 期 ま で YPD培 地 又 は YPD低 グ ル コ ー ス （ 0.5% w/v） で 成 長 さ せ た 後
に 、 20μ Mの  Hoechst 33342
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DNA株 （ シ グ マ 社 ） を 含 有 す る PBSで ５ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 画 像 を １ ０ ０ 倍 の 倍 率
で ニ コ ン E600蛍 光 顕 微 鏡 で 撮 像 し 、 フ ォ ト シ ョ ッ プ 6.0ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 解 析 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
結 果
　 NPT1 を 増 量 投 与 す る と 寿 命 は 延 び る が 定 常 状 態 NAD＋ レ ベ ル は 上 が ら な い 　 － 　 SIR2 
は 、 酵 母 の 寿 命 の 制 限 要 素 で あ り 、 触 媒 に は NAD＋ を 必 要 と す る 。 E. coli で の 研 究 で は
、 PncB は 、 NAD＋ を 循 環 さ せ る 再 利 用 経 路 中 の 律 速 段 階 を 触 媒 す る （ ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ８ ）
こ と が 示 さ れ た 。 我 々 は 、 酵 母  pncB 相 同 体 で あ る
NPT1の コ ピ ー が 付 加 的 に あ る と 、 Sir2に 対 す る NAD＋ 産 生 が 増 し 、 ひ い て は 酵 母 寿 命 が 延
び る か ど う か を 疑 問 に し た 。 NPT1 を 、 URA3 遺 伝 子 座 に そ の 天 然 プ ロ モ ー タ の 制 御 下 に 置
い て 組 み 込 ん だ 。 次 に 、 NPT1の １ つ 又 は ４ つ の タ ン デ ム ・ コ ピ ー を 持 つ 株 を サ ザ ン ・ ブ ロ
ッ ト 法 で 特 定 し た 。 我 々 は そ の 結 果 得 ら れ た 遺 伝 子 型 を そ れ ぞ れ 2xNPT1 及 び 5xNPT1 と 言
及 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 複 製 寿 命 検 定 に つ い て は 、 細 胞 を 少 な く と も ２ 日 間 、 新 鮮 な 酵 母 抽 出 物 ／ ペ プ ト ン ／ グ
ル コ ー ス （ YPD） 培 地 で 成 長 さ せ る こ と で 、 こ れ ら が 検 定 前 に カ ロ リ 制 限 条 件 か ら 確 実 に
充 分 に 回 復 し て い る よ う に し た 。 次 に 、 前 に 発 芽 し て い な い 母 細 胞 か ら 萌 芽 し た 娘 細 胞 を
顕 微 操 作 し て 取 り 出 し 、 採 点 し た 。 図 １ Ａ に 示 す よ う に 、 2xNPT1 株 は 、 野 生 型 株 よ り も
平 均 最 高 ４ ０ ％ 長 く 生 存 し 、 そ し て 5xNPT1 株 は 、 驚 く べ き こ と に 最 高 ６ ０ ％ 、 長 く 生 存
し た 。 NPT1で 誘 導 さ れ た 寿 命 の 延 び は 、 sir2を 欠 失 さ せ る と 完 全 に 失 わ れ 、 SIR2の 付 加 的
な コ ピ ー が あ っ て も 有 意 に は 向 上 し な か っ た （ 図 １ Ｂ ） こ と か ら 、 NPT1 に よ り も た ら さ
れ た 寿 命 の 延 び は Sir2に よ り 媒 介 さ れ て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 最 近 、 低 グ ル コ ー ス 培 地 （ 0.5% w/v） で 成 長 さ せ た 野 生 型 細 胞 は 、 標 準 的 （ 2%） グ ル コ
ー ス 培 地 で 成 長 さ せ た も の よ り も 、 有 意 に 長 い 平 均 寿 命 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る （ １
９ 、 ３ ２ ） 。 図 １ Ｃ に 示 す よ う に 、 低 グ ル コ ー ス 培 地 上 で は 、 5xNPT1 株 の 寿 命 は 、 野 生
型 株 よ り も 有 意 に は 長 く な か っ た 。 NPT1 及 び 低 グ ル コ ー ス の 影 響 が 相 加 的 で な い と い う
事 実 は 、 ２ つ の 養 生 法 は 同 じ 経 路 を 通 じ て 作 用 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 生 化 学 的 研 究 で は 、 Sir2は NAD＋ を コ フ ァ ク タ と し て 要 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の
こ と か ら 、 複 製 寿 命 は NAD＋ レ ベ ル が 上 が る と 延 び る の で は な い か と の 仮 説 が 導 か れ た 。
こ の 考 え と 一 致 す る よ う に 、 NAD＋ レ ベ ル は 、 老 化 し た 細 胞 で は 著 し く 上 昇 し て お り 、 お
そ ら く は 、 老 化 に 対 す る 防 御 と し て か 、 あ る い は 、 代 謝 活 性 の 低 下 が 原 因 で あ る （ ５ ０ ）
。 今 日 ま で の と こ ろ 、 長 寿 株 の NAD＋ の 細 胞 内 レ ベ ル が 報 告 さ れ た こ と は な い 。 我 々 は 、 2
× NPT1株 で の 定 常 状 態 NAD＋ レ ベ ル  及 び NAD＋ ／ NADH比 は 、 野 生 型 と 有 意 に 異 な ら な い こ
と を 見 出 し た （ 表 １ ） 。 さ ら に 我 々 は 、 Dsir2 及 び 2xNPT1 Dsir2 株 も 調 べ た が 、 や は り
、 野 生 型 か ら 何 の 違 い も 見 出 さ ず 、 NAD＋ レ ベ ル の 増 加 を 検 出 で き な か っ た こ と は 、 Sir2
の 活 性 が 原 因 で は な い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ６ 】
　 NPT1 及 び SIR2は 熱 シ ョ ッ ク に 対 す る 耐 性 を 増 す が 他 の ス ト レ ス に 対 す る 耐 性 は 増 さ な
い 　 － 　  Ｃ ． エ レ ガ ン ス 及 び ド ゥ ロ ソ フ ィ ラ の イ ン シ ュ リ ン ／ IGF-1経 路 の 成 分 に 変 異 が
あ る と 、 動 物 は コ ン ト ロ ー ル の 最 高 ２ 倍 も 長 く 生 き る こ と が で き る （ ５ ） 。 Ｃ ． エ レ ガ ン
ス で は 、 こ の 長 寿 は ス ト レ ス 耐 性 に 関 係 し て い る （ ４ ） 。 対 照 的 に 、 ホ モ 接 合 型 で は 最 高
５ ０ ％ 、 寿 命 が 延 び る ド ゥ ロ ソ フ ィ ラ で の chico変 異 は 、 熱 シ ョ ッ ク か ら も 、 酸 化 ス ト レ
ス か ら も 保 護 し な い （ ５ １ ） 。 Ｃ ． エ レ ガ ン ス で の sir2.1 の 寿 命 の 延 び と ス ト レ ス 耐 性
と の 関 係 が 調 べ ら れ た こ と は な い が 、 Sir2/3/4 複 合 体 が こ の よ う な 応 答 に 関 与 し て い る
の で な い か と い う 証 拠 が 酵 母 で 上 が っ て い る 。 酵 母 sir4-42変 異 が あ る と 、 複 製 寿 命 が 延
び る だ け で な く 、 飢 餓 及 び 熱 シ ョ ッ ク へ の 耐 性 も 増 す （ ５ ２ ） 。 こ の こ と か ら 、 SIR2長 寿
経 路 が ス ト レ ス 耐 性 に も 影 響 を 与 え て い る 可 能 性 が 浮 か び 上 が る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 こ れ を 明 ら か に す る た め に 、 我 々 は 、 NPT1及 び SIR2の コ ピ ー が 余 分 に あ る と 、 熱 シ ョ ッ
ク 、 飢 餓 及 び メ チ ル メ タ ン ス ル ホ ネ ー ト （ MMS） 又 は パ ラ コ ー ト へ の 曝 露 を 含 む 多 種 の ス
ト レ ス に 対 す る 耐 性 が も た ら さ れ る か ど う か を 調 べ た 。 MMSは 、 多 種 の DNA病 変 を 引 き 起 こ
す DNA損 傷 物 質 で あ り 、 他 方 パ ラ コ ー ト は 、 反 応 性 の 酸 素 種 を 生 じ る こ と に よ り 酸 化 ス ト
レ ス を 誘 導 す る 。 NPT1、 SIR2、 又 は 両 者 の コ ピ ー が 付 加 的 に あ っ て も 、 パ ラ コ ー ト に 対 し
て も 、 MMSに 対 し て も 耐 性 が も た ら さ れ ず 、 ま た 、 こ れ ら が 静 止 期 で の 生 存 能 を 高 め る こ
と も な か っ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 熱 シ ョ ッ ク 耐 性 を 検 定 す る た め に 、 NPT1又 は SIR2 の 付 加 的 な コ ピ ー を 持 つ 株 を 、 SC培
地 で 静 止 期 ま で 成 長 さ せ 、 １ 時 間 ５ ５ ℃ で 熱 シ ョ ッ ク を 与 え た 後 、 １ ０ 倍 連 続 希 釈 液 に し
て SCプ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト し た 。 図 ２ Ａ に 示 す よ う に 、 NPT1 又 は  SIR2 の 付 加 的 な コ ピ
ー を １ つ 持 つ 株 は 、 他 の 点 で 同 質 遺 伝 子 型 の 野 生 型 コ ン ト ロ ー ル 株 よ り も 、 熱 シ ョ ッ ク に
対 し て 、 著 し く 耐 性 で あ っ た 。 NPT1及 び SIR2の 相 加 的 効 果 は 見 ら れ ず 、 こ れ ら ２ つ の 遺 伝
子 が 同 じ 経 路 で 作 用 す る こ と と 合 致 し た 。 こ の 表 現 型 の よ り 定 量 的 な 測 定 値 を 出 す た め に
、 株 に １ 時 間 、 熱 シ ョ ッ ク を 与 え 、 コ ロ ニ 一 個 ず つ に な る よ う に プ レ ー ト し 、 ２ ４ 時 間 後
の コ ロ ニ の 数 を 、 未 処 理 の 試 料 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 採 点 し た 。 図 ２ Ｂ に 示 す よ う に 、
NPT1 及 び SIR2、 又 は 両 者 の 付 加 的 な コ ピ ー に よ り 、 野 生 型 の 最 高 ６ 倍 の 生 存 率 が 提 供 さ
れ 、 我 々 の 先 の 発 見 と 一 致 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 NPT1 が 付 加 的 に あ る と 、 サ イ レ ン ト 状 態 及 び rDNA安 定 性 が 高 ま る 　 － 　 我 々 は 、 付 加
的 な NPT1に よ り も た ら さ れ る SIR2依 存 的 寿 命 の 延 び の 分 子 基 盤 を 判 定 し た い と 思 っ た 。 単
純 な モ デ ル で 、 NPT1を 増 量 投 与 す る と 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 が 刺 激 さ れ 、 ひ い て は Sir2活 性
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が 増 す こ と が 予 測 さ れ る 。 従 っ て 我 々 は 、 NPT1の 付 加 的 な コ ピ ー が あ っ た と き に 、 サ イ レ
ン ト 状 態 や 、 rDNA遺 伝 子 座 で の 安 定 性 の SIR2依 存 的 プ ロ セ ス に 対 し て 及 ぼ さ れ る 影 響 を 調
べ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 NPT1 が rDNAサ イ レ ン ト 状 態 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ る た め に 、 我 々 は 、 ADE2 又 は MET15 マ
ー カ を rDNA遺 伝 子 座 （ RDN1） に 組 み 込 ん で あ る 株 を 用 い た 。 我 々 は 、 我 々 が 観 察 し た 影 響
が 、 単 に ア デ ニ ン 又 は メ チ オ ニ ン の 生 合 成 の 変 化 を 原 因 と し な い こ と を 確 認 す る た め に 、
２ つ の マ ー カ 遺 伝 子 を 用 い た 。 ADE2が サ イ レ ン ト 状 態 に な る と 、 ア デ ニ ン を 欠 く 培 地 上 で
は 細 胞 成 長 が 鈍 化 し 、 ア デ ニ ン を 制 限 し た プ レ ー ト 上 で は 赤 色 の 色 素 が 蓄 積 す る 。 MET15
が サ イ レ ン ト 状 態 に な る と 、 Pb 2 ＋ 含 有 培 地 上 で 茶 色 の 色 素 が 生 じ る 。 SIR2の 付 加 的 な コ
ピ ー を 持 つ 株 が 、 比 較 の た め に 含 ま れ た 。 2xNPT1株 は 、 ADE2検 定 （ 図 ３ Ａ 、 ア デ ニ ン 上 で
の 成 長 を 、 ア デ ニ ン な し で の 成 長 と 比 較 さ れ た い ） 及 び MET15検 定 （ 図 ３ Ｂ ） で 野 生 型 よ
り も 高 い レ ベ ル の rDNAサ イ レ ン ト 状 態 を 示 し た 。 付 加 的 な NPT1の コ ピ ー を 2xSIR2株 に 導 入
し て も 、 サ イ レ ン ト 状 態 は そ れ 以 上 増 加 せ ず 、 や は り 、 こ れ ら ２ つ の 遺 伝 子 が 同 じ 経 路 上
に あ る こ と と 一 致 し た 。 SIR2 及 び  NPT1 を 高 コ ピ ー 数 の 2μ ベ ー ス の プ ラ ス ミ ド 上 に 持 つ
株 も 、 高 い レ ベ ル の rDNAサ イ レ ン ト 状 態 を 示 し た （ 図 ３ Ｂ 及 び Ｃ ） 。 NPT1 の 付 加 的 な コ
ピ ー が あ る と 、 sir3 及 び sir4 ヌ ル 株 で も サ イ レ ン ト 状 態 が 増 し た （ 図 ３ Ｃ ） 。 高 コ ピ ー
の NPT1 は rDNAサ イ レ ン ト 状 態 に 対 し て  sir3 株 で は 破 壊 的 効 果 を 有 し て い た が 、 こ の 効
果 は 、 sir4 株 で は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ は 、 sir4 変 異 体 が Sir2を rDNAに 再 局 在 さ せ る
と い う 事 実 で 説 明 で き 、 こ れ が 高 レ ベ ル の Npt1に 対 抗 す る の か も 知 れ な い 。 sir2 変 異 体
で は NPT1の 付 加 的 な コ ピ ー が あ る こ と で 、 SIR2依 存 的 サ イ レ ン ト 状 態 よ り も 相 当 に 弱 い rD
NAサ イ レ ン ト 状 態 に 僅 か な 増 加 が 起 き た 。 こ の 見 か け の 増 加 の 基 礎 は 不 明 で あ る 。 こ れ が
サ イ レ ン ト 状 態 に 対 す る 全 体 的 な 影 響 で あ る か ど う か を 判 断 す る た め に 、 我 々 は テ ロ メ ア
遺 伝 子 座 で の サ イ レ ン ト 状 態 を 調 べ た 。 ５ 番 染 色 体 の サ ブ テ ロ メ ア 領 域 に ADE2マ ー カ が 挿
入 さ れ た PSY316ATに 、 NPT1の 付 加 的 な コ ピ ー を 導 入 し た （ ５ ３ ） 。 図 ３ Ｄ に 示 す よ う に 、
NPT1 の 付 加 的 な コ ピ ー が あ る こ と で 、 テ ロ メ ア の サ イ レ ン ト 状 態 が SIR2依 存 的 な 態 様 で
増 加 し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 rDNAの 不 安 定 性 が 、 酵 母 複 製 老 化 の 主 な 原 因 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 NPT1 が 、 こ
の 遺 伝 子 座 で の 安 定 性 を 増 す こ と に よ り 寿 命 を 延 ば す か ど う か を 検 査 す る た め に 、 我 々 は
、 2xNPT1 及 び 2xSIR2 株 で rDNA組 換 え 率 を 判 定 し た 。 こ れ は 、 rDNAに 挿 入 さ れ た ADE2マ ー
カ の 消 失 率 を 測 定 す る こ と に よ り 行 わ れ た 。 図 ３ Ｅ に 示 す よ う に 、 NPT1 の コ ピ ー が 付 加
的 に あ る と 、 rDNA組 換 え が 、 2xSIR2 及 び 2xNPT1 2xSIR2
株 と 同 様 に ２ 分 の １ に 減 少 し た 。 sir2 を 2xNPT1 株 か ら 欠 失 さ せ る と 、 rDNA 組 換 え は 劇
的 に 増 加 し て sir2 ヌ ル 株 の レ ベ ル に な っ た （ 図 ３ Ｆ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 NPT1が 、 Sir2
の rDNA組 換 え 阻 害 能 を 増 す こ と に よ り 複 製 寿 命 を 延 ば す と い う モ デ ル と 一 致 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 NPT1の コ ピ ー が 付 加 的 に あ る と rDNAサ イ レ ン ト 状 態 が 増 す 理 由 を 説 明 す る 可 能 な 解 釈 の
１ つ は 、 こ れ ら の 株 で は テ ロ メ ア の Sir2が rDNAに 再 局 在 し 、 そ の 結 果 テ ロ メ ア の サ イ レ ン
ト 状 態 が 失 わ れ る の で は な い か 、 と い う も の で あ る 。 我 々 は 、 NPT1の コ ピ ー が 付 加 的 に あ
る と 、 テ ロ メ ア の サ イ レ ン ト 状 態 が SIR2依 存 的 な 態 様 で 増 す こ と を 示 し 、 テ ロ メ ア か ら の
Sir2の 再 局 在 が 、 寿 命 の 延 び の 機 序 で あ る と の 説 に 異 論 を 述 べ る 。 も う 一 つ の 可 能 性 あ る
解 釈 は 、 付 加 的 な NPT1は Sir2の 発 現 を 上 方 調 節 す る と い う も の で あ る 。 我 々 は 、 ウ ェ ス タ
ン ・ ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 Sir2の 定 常 状 態 レ ベ ル は 付 加 的 な NPT1に 応 答 し て 変 化 し な い こ と
を 見 出 し た 。 rDNAサ イ レ ン ト 状 態 の 増 加 に 関 す る 三 番 目 の 可 能 性 は 、 付 加 的 な  NPT1 が 全
体 的 Sir2活 性 を 刺 激 す る と い う も の で あ る 。 現 在 で は こ の 活 性 を in vivoで 測 定 す る こ と
は で き な い が 、 こ の 考 え は 、 付 加 的 な NPT1 は こ れ ま で 調 べ ら れ た SIR2依 存 的 プ ロ セ ス の
そ れ ぞ れ を 亢 進 さ せ る と い う 我 々 の 発 見 と 合 致 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 カ ロ リ 制 限 は NPT1 発 現 も 局 在 化 も 変 化 さ せ な い 　 － 　 付 加 的 な NPT1及 び カ ロ リ 制 限 が
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あ る と 同 じ 経 路 を 通 じ て 寿 命 が 延 び る よ う で あ る と 考 え ら れ る こ と か ら 、 我 々 は 、 カ ロ リ
制 限 が NPT1の 発 現 を 増 す こ と に よ り 作 用 す る の か ど う か を 検 査 し た 。 3× HA-カ ナ マ イ シ ン
耐 性 カ セ ッ ト を 天 然 NPT1遺 伝 子 座 に 組 み 込 む こ と に よ り 、 三 重 の ヘ マ グ ル チ ニ ン ・ エ ピ ト
ー プ （ 3xHA） ・ タ グ を Npt1の カ ル ボ キ シ 末 端 に 加 え た 。 我 々 は こ の 融 合 タ ン パ ク 質 が 機 能
的 で あ る こ と を 、 野 生 型 レ ベ ル の rDNAサ イ レ ン ト 状 態 を 維 持 す る 上 で の そ の 能 力 を 検 定 す
る こ と に よ り 、 確 認 し た 。 次 に NPT1 レ ベ ル を 、 (0.5%） グ ル コ ー ス 培 地 上 で 成 長 さ せ た 株
と 、 カ ロ リ 制 限 の 遺 伝 学 的 ミ ミ ッ ク と 考 え ら れ る 長 寿 cdc25-10株 と で 判 定 し た （ １ ９ ） 。
図 ４ Ａ 及 び Ｂ に 示 す よ う に 、 NPT1の 発 現 に は mRNAレ ベ ル で も 、 又 は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で も
、 増 加 は 検 出 さ れ な か っ た 。  実 際 、 低 グ ル コ ー ス 条 件 下 で は 、 例 外 な く 最 高 ２ 分 の １ の
減 少 が  NPT1 の 発 現 で 観 察 さ れ た 。 熱 シ ョ ッ ク 又 は MMSも し く は パ ラ コ ー ト へ の 曝 露 後 、 N
PT1発 現 に 有 意 な 変 化 は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 ４ Ｃ 及 び Ｄ ） 。 そ こ で 我 々 は 、 カ ロ リ 制 限
は NPT1発 現 を 上 方 調 節 す る こ と に よ り 寿 命 を 増 す の で は な い と 結 論 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 NPT1 の 発 現 が カ ロ リ 制 限 に 応 答 し て 高 め ら れ な か っ た こ と か ら 、 我 々 は こ の タ ン パ ク
質 の 活 性 が 他 の 手 段 の 調 節 を 受 け て い る 可 能 性 を 調 べ た 。 具 体 的 に は 、 我 々 は 、 完 全 又 は
低 グ ル コ ー ス 培 地 で 成 長 さ せ た 生 存 細 胞 に お け る GFPタ グ 付 き Npt1の 細 胞 レ ベ ル 下 局 在 を
調 べ た 。 驚 い た こ と に 、 Npt1は 細 胞 全 体 に 観 察 さ れ 、 こ の タ ン パ ク 質 の 明 白 な 濃 縮 が 大 半
の 細 胞 の 核 内 に あ っ た （ 図 ４ Ｅ ） 。 排 除 さ れ て い た 大 き な 領 域 は 液 胞 に 相 当 す る 。 こ れ ら
の 発 見 か ら 、 NAD＋ の 大 部 分 が 核 内 で 再 生 さ れ て い る と い う 興 味 深 い 可 能 性 が 浮 か び 上 が
る 。 低 グ ル コ ー ス 培 地 で は 、 Npt1-GFPの 局 在 パ タ ー ン に 変 化 は な く 、 カ ロ リ 制 限 に 応 答 し
た Npt1の 相 対 的 再 局 在 化 は な い こ と が 分 か る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 全 NAD＋ 再 利 用 経 路 が 核 内 の 区 画 に 存 在 す る と 仮 定 す る と 、 こ の 経 路 の 他 の 酵 素 も 、 Npt
1と 同 様 の 局 在 パ タ ー ン を 示 す で あ ろ う と 予 測 で き る 。 細 菌 の 再 利 用 経 路 に 基 づ く と 、 NPT
1 の す ぐ 下 流 の ス テ ッ プ は 、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
（ NaMAT） に よ り 触 媒 さ れ て い る と 予 測 さ れ る 。 他 の 種 由 来 の NaMATに 類 似 の 相 同 性 を 持 つ
２ つ の 酵 母 ORF、 YLR0328 及 び YGR010が あ り 、 我 々 は そ れ ぞ れ を NMA1及 び NMA2と 名 付 け た
。 こ れ ら ２ つ の タ ン パ ク 質 の 位 置 確 認 を す る た め に 、 GFPカ セ ッ ト を 各 ORFの 停 止 コ ド ン の
前 に フ レ ー ム 内 で 組 み 込 ん で 、 C末 端 融 合 体 を 作 製 し た 。 図 ４ Ｆ に 示 す よ う に 、 Nma2-GFP
は 、 大 半 の 細 胞 の 核 内 に 、 Npt1-GFPの そ れ と 同 一 の パ タ ー ン で 濃 縮 し て い た 。 さ ら に こ の
発 見 は 、 NAD＋ は 、 完 全 に 核 内 で ニ コ チ ン ア ミ ド か ら 再 循 環 す る と い う 我 々 の 仮 説 を 裏 付
け る も の で あ る 。 Nma1の 局 在 パ タ ー ン は 、 発 現 レ ベ ル が 低 い た め に 判 定 で き な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 NAD＋ 再 利 用 経 路 中 の 他 の 推 定 寿 命 遺 伝 子 の 同 定 　 － 　 Nma2 が Npt1と 同 様 の 局 在 を 示 す
と い う 発 見 に 促 さ れ て 、 我 々 は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 中 の 他 の 遺 伝 子 も 、 過 剰 発 現 し た と き
に Npt1と 同 様 な 効 果 を 有 す る か ど う か を 検 査 し た 。 NAD＋ 再 利 用 経 路 に あ る 細 菌 遺 伝 子 は
詳 細 に 研 究 さ れ て い る が 、 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ で は 、 こ の 経 路 で 鍵 と な る 遺 伝 子 の い く つ か は
特 徴 付 け が 済 ん で い な い 。 最 近 同 定 さ れ た 遺 伝 子 で あ る PNC1は 、 NPT1の す ぐ 上 流 の ス テ ッ
プ で あ る 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の ニ コ チ ン 酸 へ の 転 化 を 触 媒 す る ニ コ チ ン ア ミ ダ ー ゼ を コ ー ド
し て い る 。 上 に 論 じ た よ う に 、 ２ つ の 遺 伝 子 NMA1 及 び NMA2 が 、 NPT1の す ぐ 下 流 の ス テ ッ
プ を 触 媒 す る NaMNATを コ ー ド し て い る 。 細 菌 で は 、 こ の 経 路 の 次 の ス テ ッ プ で あ る NAD＋

の 生 成 は 、 NADシ ン セ タ ー ゼ に よ り 触 媒 さ れ て い る 。 特 徴 付 け の 済 ん で い な い ORFで あ る QN
S1/YHR074は NADシ ン セ タ ー ゼ に 高 い 相 同 性 を 示 す 。 こ れ ら の 再 利 用 経 路 の 遺 伝 子 の そ れ ぞ
れ が 、 単 一 の コ ピ ー と し て W303AR5 及 び PSY316AT の URA3遺 伝 子 座 に 組 み 込 ま れ 、 前 に 解
説 し た よ う に サ イ レ ン ト 状 態 に つ い て 検 定 さ れ た 。 PNC1、 NMA1又 は NMA2の い ず れ か の 付 加
的 な コ ピ ー が あ る と 、 rDNA及 び テ ロ メ ア の サ イ レ ン ト 状 態 が 増 加 し て 、 2xNPT1株 の そ れ と
同 様 な レ ベ ル に な っ た （ 図 ５ Ｂ 及 び Ｃ ） 。 対 照 的 に 、 QNS1 の 付 加 的 な コ ピ ー が あ っ て も
、 rDNA（ 図 ５ Ｂ ） の サ イ レ ン ト 状 態 に も テ ロ メ ア の サ イ レ ン ト 状 態 に も 、 何 の 影 響 も な か
っ た 。 下 に 論 じ る よ う に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の 経 路 の 速 度 に 影 響 す る 複 数 の ス テ ッ プ が
あ る こ と 、 そ し て 、 ２ つ の 相 同 体 NMA1及 び  NMA2 が 重 複 す る 機 能 を 有 す る 可 能 性 が あ る こ

10

20

30

40

50

(51) JP 2005-535342 A 2005.11.24



と 、 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
議 論
　 NPT1 は 、 Sir2の コ フ ァ ク タ で あ る NAD＋ を 再 循 環 さ せ る 酵 母 再 利 用 経 路 の 鍵 と な る 成 分
を コ ー ド し て い る 。  我 々 は 、 NPT1 の 付 加 的 な コ ピ ー が あ る と 、 寿 命 が 最 高 60%、 SIR2依
存 的 な 態 様 で 増 す こ と を 示 し た 。 酵 母 の 寿 命 は 高 い NAD＋ レ ベ ル と 関 係 が あ る 可 能 性 が 提
案 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 我 々 は 、 NPT1 の 付 加 的 な コ ピ ー を 持 つ 株 で は 、 定 常 状 態
の NAD＋ レ ベ ル は 変 化 が な い こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 NAD＋ ／ NADH比 も 、 野 生 型 細 胞 に 同 様
で あ る こ と か ら 、 全 細 胞 レ ド ッ ク ス 状 態 は 劇 的 に は 変 化 し て い な い こ と が 分 か る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 さ ら に 我 々 は 、 sir2 変 異 体 は 野 生 型 の NAD＋ レ ベ ル を 有 す る た め 、 Sir2は NAD＋ の 主 要
な 消 費 物 質 で は な い こ と が 分 か る こ と を 示 し た 。 に も 係 わ ら ず 、 NAD＋ を ニ コ チ ン ア ミ ド
に 転 化 す る そ の 能 力 が あ る た め 、 Sir2は 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ の 増 加 に 対 し て 応 答 性 で あ
る は ず で あ る （ 図 ６ ） 。 こ の よ う に 、 NAD＋ の 定 常 状 態 レ ベ ル は 一 定 の ま ま で あ る が 、 こ
の 分 子 の タ ー ン オ ー バ ー が 上 昇 す る の か も 知 れ な い 。 GFPで 標 識 さ れ た 酵 素 の 局 在 か ら 、 N
AD＋ 再 利 用 経 路 中 の 酵 素 の う ち の 少 な く と も ２ つ が 、 核 内 に 濃 縮 し て い る こ と が 分 か っ た
。 こ れ と 一 致 し て 、 Nma1 及 び Nma2 は 、 高 ス ル ー プ ッ ト の ２ 種 ハ イ ブ リ ッ ド ・ ス ク リ ー ニ
ン グ 法 に よ り 、 核 内 局 在 配 列 （ NLS） の 受 容 体 と し て 作 用 す る タ ン パ ク 質 で あ る Srp1と 相
互 作 用 す る こ と が 示 さ れ て い る （ ５ ４ ） 。 同 じ ２ 種 ハ イ ブ リ ッ ド ・ ス ク リ ー ニ ン グ で 、 Nm
a1及 び Nma2は そ れ ら 同 士 の 間 で も 、 ま た 相 互 の 間 で も 相 互 作 用 す る こ と が で き る こ と も 見
出 さ れ て い る 。 お そ ら く Nmaタ ン パ ク 質 は 、 バ シ ラ ス -サ チ リ ス （ Bacillus subtilis
） NaMNAT （ ５ ５ ） の 場 合 と 同 様 に 二 量 体 と し て 存 在 す る か 、 メ タ ノ コ ッ カ ス -ジ ャ ナ ス チ
イ （ Methanococcus
jannaschii） （ ５ ６ ） 及 び  メ タ ノ バ ク テ リ ウ ム -テ ル モ オ ー ト ト ロ フ ィ カ ム （ Methanobac
terium Thermoautotrophicum
） （ ５ ７ ） NaMNATの 場 合 と 同 様 に 六 量 体 と し て 存 在 す る 。 NMA1 又 は NMA2 の い ず れ か を 破
壊 し た 株 は 生 存 し て お り （ ５ ８ ） 、 こ れ ら は 機 能 的 に 重 複 し て い る こ と が 論 じ ら れ る こ と
に 注 目 さ れ た い 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 脊 椎 動 物 に お い て は 、 NaMNAT/NMNAT活 性 は 主 に 、 肝 細 胞 抽 出 物 の 核 画 分 に 観 察 さ れ （ ５
９ ） 、 当 該 経 路 の 核 内 区 画 化 は 、 真 核 細 胞 全 般 の 性 質 で あ ろ う こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 こ
の 再 利 用 経 路 が ク ロ マ チ ン の 近 傍 に あ る こ と に よ り 、 サ イ レ ン ト 状 態 に す る タ ン パ ク 質 の
た め に NAD＋ を 急 速 に 再 生 で き る の か も 知 れ な い 。 あ る い は 、 核 内 の NAD＋ プ ー ル を 変 更 す
る こ と に よ り 、 多 種 の 核 内 活 性 を 調 和 可 能 に し て い る の か も 知 れ な い 。 こ れ ら の 仮 説 を 検
証 す る こ と は 簡 単 な 作 業 で は な い で あ ろ う が 、 細 胞 内 NAD＋ に 関 す る 分 子 プ ロ ー ブ が 開 発
さ れ れ ば 、 大 き く 助 け と な る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 酵 母 及 び 数 多 く の 後 生 動 物 で は 、 多 く の 長 命 な 変 異 体 が ス ト レ ス 耐 性 の 増 加 を 示 し て い
る 。 し か し な が ら 、 寿 命 は 延 ば す が ス ト レ ス か ら の 保 護 は 小 さ く な る よ う な 変 異 の 例 が 数
多 く あ り 、 こ の 関 係 が 単 純 で は な い こ と を 示 し て い る （ ４ ） 。 例 え ば 、 酵 母 で は 、 cdc25-
10 の 変 異 に よ り も た ら さ れ る 寿 命 の 延 び に は 、 熱 シ ョ ッ ク 耐 性 は 伴 わ な い （ １ ９ ） 。 我
々 は 、 NPT1 又 は SIR2 の コ ピ ー が 付 加 的 に あ る と 寿 命 は 延 び る が 、 MMS、 パ ラ コ ー ト 又 は
飢 餓 か ら の 保 護 は 提 供 し な い こ と を 示 し た 。 こ の よ う に 、 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ で は 、 寿 命 は ス
ト レ ス 耐 性 の 全 体 的 増 加 に は 関 係 し て い な い 。 寿 命 に 相 関 す る と 我 々 が 見 出 し た 唯 一 の ス
ト レ ス 関 連 表 現 型 は 熱 シ ョ ッ ク 耐 性 で あ る 。 sir2D 株 で の 遺 伝 子 発 現 の ゲ ノ ム ・ ワ イ ド 解
析 に 基 づ き 、 Sir2は 、 ３ つ の サ イ レ ン ト 遺 伝 子 座 に あ る も の 以 外 の 遺 伝 子 を 調 節 し て い る
と 提 案 さ れ て い る （ ６ ０ ） が 、 こ の 解 釈 は 論 議 を 呼 ん で い る （ ６ １ ） 。 こ の 解 釈 が 正 し い
と す る と 、 我 々 が  2xNPT1 及 び 2xSIR2株 で 観 察 し た 熱 シ ョ ッ ク 耐 性 は 、 熱 シ ョ ッ ク 耐 性 を
抑 制 す る 遺 伝 子 の 、 Sir2を 媒 介 と し た サ イ レ ン ト 状 態 が 原 因 で あ る と 考 え る の が 妥 当 で あ
る 。
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【 ０ ２ ３ １ 】
　 細 菌 で は 、 Npt1相 同 体 PncB は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 の 律 速 段 階 を 触 媒 し て い る （ ３ ５ 、 ３
７ 、 ３ ８ ） 。 こ の 研 究 で は 、 我 々 は 、  PNC1、 NPT1、 NMA1 又 は NMA2 す べ て の 付 加 的 な コ
ピ ー が rDNA及 び テ ロ メ ア の サ イ レ ン ト 状 態 を 増 加 さ せ る こ と を 示 す 。 そ れ が 意 味 す る も の
は 、 酵 母 に お い て は 複 数 の 段 階 プ が 経 路 の 速 度 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る と い う こ と で
あ る 。 こ の よ う な 提 案 は 、 大 半 の 代 謝 経 路 を 通 る 流 れ は 、 単 一 の 律 速 段 階 で は な く 、 複 数
の 酵 素 に よ り 制 御 さ れ て い る と い う 観 察 に 基 づ く 理 論 で あ る 代 謝 制 御 分 析 と 一 致 す る （ ６
２ ） 。 当 該 の 再 利 用 経 路 中 の す べ て の 遺 伝 子 の 中 で も 、 QNS1 だ け は 、 サ イ レ ン ト 状 態 に
対 し て 何 の 影 響 も な か っ た こ と か ら 、 そ れ が 当 該 経 路 中 で 、 基 質 利 用 能 の 制 限 を 受 け る 唯
一 の 酵 素 で あ る こ と が 分 か る 。 こ れ は お そ ら く 、 デ ス ア ミ ド -NAD＋ で あ る Qns1に と っ て 予
測 さ れ る 基 質 は 、  こ の 再 利 用 経 路 の 外 の 供 給 源 か ら は 供 給 で き な い 唯 一 の 中 間 体 で あ る
と い う 事 実 が 原 因 で あ ろ う （ 図 ６ を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 酵 母 及 び 後 生 生 物 で は 、 Sir2フ ァ ミ リ に は 複 数 の メ ン バ が あ る が 、 そ の 多 く は 、 NAD＋
依 存 的 デ ア セ チ ラ ー ゼ で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ 又 は 予 測 さ れ て い る ） （ ２ ４ 、 ６ ３ ）
。 こ の 発 見 を 、 い く つ か の Sir2フ ァ ミ リ ・ メ ン バ は 細 胞 質 内 に あ る （ ６ ４ 、 ６ ５ ） と い う
事 実 と 組 み 合 わ せ る と 、 可 逆 的 な ア セ チ ル 化 が 、 以 前 に 考 え ら れ た よ り も 遙 か に よ り 支 配
的 な 調 節 機 序 で あ ろ う と い う こ と が 分 か る （ ６ ６ ） 。 こ う 考 え る と 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 は
、 細 胞 の エ ネ ル ギ 状 態 に 応 答 す る こ の グ ル ー プ の エ フ ェ ク タ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 和 さ せ
る 中 枢 位 置 に 来 る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 今 や 、 寿 命 の 調 節 の た め の 保 存 さ れ た 経 路 が あ る こ と が 広 く 受 け 容 れ ら れ て い る （ ４ 、
５ ） 。 こ の 保 存 の 程 度 は 、 Ｃ ． エ レ ガ ン ス sir-2.1の 付 加 的 な コ ピ ー が あ っ て も 、 そ の 生
物 の 寿 命 が 延 び る と い う 発 見 で 例 示 さ れ る （ ３ １ ） 。 我 々 の 発 見 は 、 酵 母 に お い て 、 い く
つ か の SIR2依 存 的 プ ロ セ ス は NAD＋ 再 利 用 経 路 を 操 作 す る こ と で 向 上 さ せ る こ と が で き る
こ と を 示 す が 、 こ の こ と は 、 よ り 高 等 な 生 物 に と っ て も 真 実 で あ ろ う 。 我 々 は 、 我 々 が 調
べ た 全 て の ゲ ノ ム で NPT1 相 同 体 を 同 定 し た が 、 そ の い ず れ も 、 ヒ ス チ ジ ン 残 基 の 周 り に
保 存 度 の 高 い 領 域 を 持 ち 、 こ の 領 域 は 、 サ ル モ ネ ラ で は 、 リ ン 酸 化 し た と き に 触 媒 作 用 を
大 き く 刺 激 す る も の で あ る （ ６ ７ ） 。 こ の 形 態 の 調 節 に よ り 、 Npt1活 性 を 増 す よ う な 変 異
又 は 低 分 子 の デ ザ イ ン が 可 能 で あ ろ う 。 ま と め る と 、 我 々 の 発 見 で は 、 Npt1及 び 当 該 再 利
用 経 路 の 他 の メ ン バ は 、 カ ロ リ 制 限 の 有 益 な 効 果 を 模 倣 す る で あ ろ う 低 分 子 の た め の 魅 力
的 な タ ー ゲ ッ ト で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
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【 ０ ２ ３ ５ 】
実 施 例 ２ ： 　
　 サ ッ カ ロ ミ セ ス -セ レ ビ ジ エ （ Saccharomyces
cerevisiae） Sir2 タ ン パ ク 質 は 、 転 写 の サ イ レ ン ト 状 態 、 ゲ ノ ム 安 定 性 及 び 寿 命 に お い
て 重 要 な 役 割 を 果 た す NAD＋ 依 存 的 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ で あ る 。  Sir2の ヒ ト 相 同 体 SI
RT1は 、 p53腫 瘍 抑 制 因 子 の 活 性 を 調 節 し 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 。 Sir2脱 ア セ チ ル 化 反
応 は ２ つ の 生 成 物 を 生 じ る ： O-ア セ チ ル -ADP-リ ボ ー ス と 、 ニ コ チ ン 酸 の 前 駆 体 で あ り 、
ナ イ ア シ ン ／ ビ タ ミ ン B3の １ つ の 形 で あ る ニ コ チ ン ア ミ ド で あ る 。 我 々 は 、 こ こ で 、 ニ コ
チ ン ア ミ ド は 酵 母 の サ イ レ ン ト 状 態 を 完 全 に 損 な い 、 複 製 寿 命 を sir2変 異 体 の そ れ ま で 縮
め る こ と を 示 す 。 ニ コ チ ン ア ミ ド は 、 酵 母 の テ ロ メ ア 、 rDNA及 び 接 合 型 遺 伝 子 座 で サ イ レ
ン ト 状 態 を 強 く 阻 害 す る が 、 ニ コ チ ン 酸 は し な い 。 ニ コ チ ン ア ミ ド は ま た 、 rDNA遺 伝 子 座
の 不 安 定 性 を 高 め 、 酵 母 の 寿 命 を sir2 変 異 体 の そ れ ま で 縮 め る 。 さ ら に ニ コ チ ン ア ミ ド
は 、 G1期 停 止 細 胞 で サ イ レ ン ト 状 態 を 損 な う こ と か ら 、 継 続 的 な Sir2 活 性 が サ イ レ ン ト
状 態 の 維 持 に は 必 要 で あ る こ と が 分 か る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 で は 、 Sir2は も は や テ
ロ メ ア と も 、 接 合 型 遺 伝 子 座 と も 結 び 付 か ず 、 rDNAと は 結 び 付 い た ま ま で あ る 。 Sir2は 、
ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 で は 、 も は や テ ロ メ ア 及 び 接 合 型 遺 伝 子 座 で 、 ク ロ マ チ ン と 同 時
免 疫 沈 降 し な い が 、 Sir2局 在 パ タ ー ン は 変 わ ら な い 。 我 々 は 、 in vitroで 生 理 濃 度 の ニ コ
チ ン ア ミ ド が Sir2及 び SIRT1の 両 方 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。 ニ コ チ ン ア ミ ド (IC 5 0 ＜ 50μ M
） に よ る SIRT1 の 阻 害 の 程 度 は 、 こ の ク ラ ス の タ ン パ ク 質 の 大 半 の 有 効 な 既 知 の 阻 害 剤 と
等 し い か 、 又 は よ り 良 好 で あ る 。 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 及 び NAD＋ は Sir2に 同 時 に 結 合
し て 触 媒 作 用 を 防 ぐ こ と が で き る こ と を 提 案 し 、 ニ コ チ ン ア ミ ド に よ る Sir2の 阻 害 は 生 理
学 的 に 適 切 で あ る 可 能 性 を 論 じ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 我 々 は 、 核 内 ニ コ チ ン ア ミ ド が in vivoで Sir2活 性 の 負 の 調 節 を し て い る 可 能 性 を 論 じ
る 。 我 々 の 発 見 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 臨 床 上 の 使 用 に は 慎 重 な 配 慮 を せ ね ば な ら な い と 示
唆 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
実 験 の 手 法
　 酵 母 検 定 　 － 　 こ の 研 究 で 用 い た 全 て の 酵 母 株 を 表 ３ に 挙 げ る 。 細 胞 は 、 他 に 記 載 し な
い 限 り 、 ３ ０ ℃ で YPD培 地 （ 1% 酵 母 抽 出 物 、 2% バ ク ト ペ プ ト ン 、 2% グ ル コ ー ス  w/v） 上
で 成 長 さ せ た 。 リ ボ ゾ ー ム DNA遺 伝 子 座 で の サ イ レ ン ト 状 態 の 程 度 は 、 RDN1::MET15 株 を P
b２ ＋ 含 有 培 地 （ 0.3% ペ プ ト ン 、 0.5% 酵 母 抽 出 物 、 4% グ ル コ ー ス 、 0.02% (w/v) 酢 酸 ア
ン モ ニ ウ ム 、 0.07% Pb(NO 3 ） 2 及 び 2%　 寒 天 ） 上 で 成 長 さ せ る こ と に よ り 判 定 さ れ た 。 ADE
2ベ ー ス の テ ロ メ ア 及 び HM 遺 伝 子 座 の サ イ レ ン ト 状 態 の 検 定 は 、 前 に 解 説 さ れ た 通 り に 行
わ れ た （ 実 施 例 １ を 参 照 さ れ た い ） 。 リ ボ ゾ ー ム DNA組 換 え 頻 度 は 前 に 解 説 さ れ た 通 り に
判 定 さ れ た （ ４ ４ ’ ） 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
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【 表 ３ 】
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【 ０ ２ ３ ９ 】
　 複 製 寿 命 の 判 定 は 、 解 説 し た 通 り に マ イ ク ロ 操 作 に よ り 行 わ れ た （ ２ ５ ’ ） 。 最 小 ４ ０
個 の 細 胞 が １ 回 の 実 験 で 調 べ ら れ 、 各 実 験 は 個 別 に 少 な く と も ２ 回 、 行 わ れ た 。  寿 命 の
統 計 学 的 有 意 差 は 、 ウ ィ ル コ キ ソ ン の 順 位 和 検 定 を 用 い て 判 定 さ れ た 。 差 は 、 信 頼 度 が ９
５ ％ よ り 高 い と き に 差 と し て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 FACSCalibur フ ロ ー ・ サ イ ト メ ー タ （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 社
） を 解 説 さ れ た （ ４ ５ ’ ） 通 り に 用 い た 蛍 光 活 性 化 セ ル ・ ソ ー テ ィ ン グ 法 （ FACS） に よ り
GFP蛍 光 を 定 量 し た 。 G1期 停 止 実 験 に 際 し て は 、 細 胞 を 10μ g/mlの α 因 子 で ３ 時 間 、 処 理
し た 。 DNA含 有 量 を 、 解 説 さ れ た 通 り （ ４ ５ ’ ） に ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ シ グ マ 社 ） で 染
色 さ れ た 固 定 細 胞 の FACS分 析 に よ り 判 定 し た 。 典 型 的 に は １ 試 料 当 た り 、 20,000個 の 細 胞
を 分 析 し た 。 デ ー タ の 獲 得 及 び 解 析 は 、 CELLQuest ソ フ ト ウ ェ ア （ ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン
ソ ン 社 ） を 用 い て 行 わ れ た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 蛍 光 顕 微 鏡 法 及 び ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 　 － 　 GFP蛍 光 を 、 合 成 培 地 （ SC） （ 1.67% 酵 母
窒 素 基 剤 、 2% グ ル コ ー ス 、 そ れ ぞ れ 40 mg/リ ッ ト ル の ヒ ス チ ジ ン 、 ウ リ ジ ン 、 ト リ プ ト
フ ァ ン 、 ア デ ニ ン 及 び ロ イ シ ン ） で 対 数 期 ま で 成 長 さ せ た 生 存 細 胞 で 観 察 し た 。 画 像 を ニ
コ ン ・ エ ク リ プ ス E600顕 微 鏡 を 倍 率 １ ０ ０ ０ × に し て 用 い て 撮 像 し 、 Scionイ メ ー ジ ・ ソ
フ ト ウ ェ ア で 解 析 し た 。 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 （ ChIP） を 、 解 説 さ れ た 通 り （ ４ ５ ’ ） に
、 表 ２ に 挙 げ た プ ラ イ マ 対 を 用 い て 行 っ た （ ４ ６ ’ ） 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 予 め 清 澄 さ せ た 全 細
胞 抽 出 物 由 来 の 入 力 DNAの 1/5000又 は 1/12500希 釈 液 と 、 免 疫 沈 降 さ せ た DNAの 1/50希 釈 液
と を 用 い た 50μ lの 体 積 で 行 わ せ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ パ ラ メ ー タ は 以 下 の 通 り だ っ た 。 CUP1 及 び 5S
 rDNAプ ラ イ マ 対 の 場 合 、 ２ ６ サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ を 、 ５ ５ ℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 で 行 っ た
。 Tel 0.6、 Tel 1.4 及 び HM プ ラ イ マ 対 の 場 合 、 ５ ０ ℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 で の ３ ２ サ イ
ク ル を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 2.3%ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル に よ る ゲ ル 電 気 泳 動 法 で 分 離 し 、 臭
化 エ チ ジ ウ ム 染 色 で 観 察 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ２ ４ ３ 】
　 In vitro 脱 ア セ チ ル 化 検 定 　 － 　  組 換 え GSTタ グ 付 き 酵 母 Sir2p（ Ｄ ． モ ア ゼ ッ ド 氏 よ
り 提 供 ） 及 び 組 換 え ヒ ト SIRT1（ ４ ７ ’ ） を 、 デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て 、 HDAC蛍 光 活
性 検 定 ／ 薬 物 発 見 キ ッ ト （ AK-500、 BIOMOLリ サ ー チ ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 ） を 用 い て 検 定 し
た 。 こ の 検 定 系 に よ り 、 展 開 剤 で 処 理 し た と き に 出 る ヒ ス ト ン 基 質 の 脱 ア セ チ ル 化 に よ る
蛍 光 シ グ ナ ル の 検 出 が 可 能 に な る 。 蛍 光 は 、 蛍 光 分 析 リ ー ダ （ Cytofluor II 400 シ リ ー
ズ 、 PerSeptive バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 ） を 励 起 を 360nmに 設 定 し 、 発 光 検 出 を 460nmに 設 定
し て 測 定 さ れ た 。 反 応 液 を 、 5μ gの GST-Sir2 又 は 2.5μ gの SIRT1の い ず れ か か ら 構 成 し 、
250μ Mの ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン 基 質 、 1mM の DTT 、 及 び 、 解 説 さ れ た 通 り の 一 定 の 範 囲 の NA
D＋ 濃 度 を 50μ l検 定 緩 衝 液 に 溶 か し た も の と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 酵 母 及 び ヒ ト タ
ン パ ク 質 と の 反 応 を 、 そ れ ぞ れ ３ ０ ℃ 及 び ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 行 わ せ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 阻 害 剤 検 定 の 場 合 、 反 応 を 、 200μ M NAD＋ と 、 ニ コ チ ン ア ミ ド （ 0、 50、 150 又 は 300μ
M） （ シ グ マ 社 ） 又 は 50μ Mの 以 下 の 阻 害 剤 ； ニ コ チ ン 酸 （ シ グ マ 社 ） 、 シ ル チ ノ ー ル （ 原
語 ： sirtinol） 、 M15（ ケ ン ブ リ ッ ジ 大 ） 、 ス プ リ ト マ イ シ ン （ ４ ７ ） 、 TSA（ BIOMOL社 ）
の い ず れ か と の 存 在 下 で 行 わ せ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
結 果
　 ニ コ チ ン ア ミ ド は rDNA、 テ ロ メ ア 及 び 接 合 型 遺 伝 子 座 で の サ イ レ ン ト 状 態 を 損 な う 。
ニ コ チ ン ア ミ ド は Sir2脱 ア セ チ ル 化 の 生 成 物 で あ り 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 の 鍵 と な る 基 質 で
あ る 。 NAD＋ 生 合 成 を 操 作 す る と 、 Sir2依 存 的 活 性 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る と い う 我
々 の 前 の 観 察 に 基 づ き （ 実 施 例 １ を 参 照 さ れ た い ） 、 我 々 は 、 ど の よ う な 効 果 を NAD＋ 前
駆 体 が サ イ レ ン ト 状 態 に 対 し て 有 す る か を 調 べ た い と 考 え た 。 ADE2 又 は MET15 マ ー カ を r
DNA遺 伝 子 座 （ RDN1） に 組 み 込 ま せ た 形 で 持 つ 株 を 調 べ た 。 ADE2 が サ イ レ ン ト 状 態 に な と
、 ア デ ニ ン を 制 限 し た プ レ ー ト 上 で は 赤 色 の 色 素 が 蓄 積 す る が 、 MET15 が サ イ レ ン ト 状 態
に な る と 、 Pb 2 ＋ 含 有 培 地 上 で 茶 色 の 色 素 が 生 じ る 。 我 々 は ２ つ の マ ー カ 遺 伝 子 を 用 い て
、 我 々 が 観 察 し た 効 果 が 、 単 に ア デ ニ ン 又 は メ チ オ ニ ン 生 合 成 の 変 化 の 結 果 で は な い こ と
を 確 認 し た 。 SIR2  の コ ピ ー を １ つ 余 分 に 持 つ 株 （ 2X SIR2） 、 又 は 、 SIR2を 欠 く 株 （ sir
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2::TRP1） を 、 そ れ ぞ れ サ イ レ ン ト 状 態 の 増 加 及 び サ イ レ ン ト 状 態 の 消 失 に 関 す る コ ン ト
ロ ー ル と し て 含 め た 。 図 ８ Ａ に 示 す よ う に 、 5 mM ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 で 成 長 さ せ た
と き 、 サ イ レ ン ト 状 態 は 完 全 に 失 わ れ る 。 こ の 遺 伝 子 座 に あ る ADE2 マ ー カ の サ イ レ ン ト
状 態 も 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 添 加 に よ り 同 様 に 失 わ れ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド の 効 果 が rDNAに 特 異 的 な も の か 、 あ る い は 、 そ れ は 他 の 異 質 染 色 性 領 域
に も 影 響 す る の か を 検 査 す る た め に 、 我 々 は テ ロ メ ア で の サ イ レ ン ト 状 態 を 調 べ た 。 テ ロ
メ ア の サ イ レ ン ト 状 態 を 観 察 す る た め に 、 我 々 は 、 ADE2 遺 伝 子 が ５ 番 染 色 体 右 腕 の サ ブ
テ ロ メ ア （ Y'） 領 域 に 組 み 込 ま れ た 株 を 用 い た （ ２ ２ ’ ） 。 ア デ ニ ン を 制 限 し た プ レ ー ト
上 で は 、 コ ロ ニ は 、 ADE2マ ー カ の ふ 入 り の 発 現 の た め に 、 赤 ／ 白 の 部 分 を 有 す る 。 5 mM 
ニ コ チ ン ア ミ ド  の 存 在 下 で は 、 コ ロ ニ は 白 色 で あ り 、 抑 制 の 完 全 な 消 失 が 実 証 さ れ た （
図 ８ Ｂ ） 。 さ ら に 我 々 は 、 接 合 型 遺 伝 子 の サ イ レ ン ト 状 態 も 観 察 し 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は 、
こ の 遺 伝 子 座 で も サ イ レ ン ト 状 態 を 完 全 に 失 わ せ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 NAD＋ 再 利 用 経 路 中 の 中 間 体 で あ る ニ コ チ ン 酸 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド に 構 造 上 似 て い る （
図 ９ Ｂ を 参 照 さ れ た い ） 。 ニ コ チ ン 酸 は 酵 母 細 胞 に 効 率 的 に 取 り 込 ま れ る が 、 こ の 化 合 物
の 特 異 的 ト ラ ン ス ポ ー タ Tna1が 最 近 、 同 定 さ れ た （ ４ ８ ’ 、 ４ ９ ） 。 上 記 の 検 定 の そ れ ぞ
れ に お い て 、 我 々 は 、 5mMの ニ コ チ ン 酸 が Sir2依 存 的 サ イ レ ン ト 状 態 に 及 ぼ す 効 果 を 調 べ
た が 、 い ず れ の 場 合 で も 、 ニ コ チ ン 酸 は 何 の 効 果 も 有 さ な い こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 ニ コ チ ン 酸 は ゲ ノ ム の 不 安 定 性 を 高 め 、 酵 母 寿 命 を 縮 め る 。 我 々 は 、 上 記 の サ イ レ ン ト
状 態 の 消 失 が Sir2活 性 の 阻 害 が 原 因 で あ る か ど う か を 判 断 し た い と 考 え た 。 も し そ う で あ
れ ば 、 ニ コ チ ン ア ミ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 は 、 sir2D 株 を 模 倣 す る は ず で あ る 。 機 能 的 Sir2
を 欠 く 酵 母 は 、 rDNA組 換 え 頻 度 の 増 加 を 示 す 。 rDNA遺 伝 子 座 の ADE2マ ー カ の 消 失 を 野 生 型
、 2X SIR2 及 び sir2 株 で 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で 観 察 し た 。 図 ９ Ａ に
示 す よ う に 、 野 生 型 及 び 2X SIR2 細 胞 を ニ コ チ ン ア ミ ド  で 処 理 し た と こ ろ 、 sir2 変 異 体
の そ れ と 同 様 に 、 マ ー カ 消 失 の 頻 度 が 最 高 ７ 倍 ま で 増 加 し た 。 重 要 な こ と に 、  sir2 株 を
処 理 し て も 、 そ れ 以 上 組 換 え は 増 加 せ ず 、 観 察 さ れ た マ ー カ の 消 失 は 、 Sir2の 阻 害 が 原 因
で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 rDNA遺 伝 子 座 の 不 安 定 性 は 、 酵 母 複 製 老 化 の 主 要 な 原 因 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ ２
５ ’ 、 ２ ６ ’ ） 。 従 っ て 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が 酵 母 寿 命 に 及 ぼ す 効 果 を 調 べ た 。  細
胞 を ２ 日 間 、 新 鮮 な 酵 母 YPD培 地 上 で 成 長 さ せ て 、 そ れ ら が 検 定 前 に 確 実 に カ ロ リ 制 限 条
件 か ら 完 全 に 回 復 し て い る よ う に し た 。 そ の 後 、 前 に 萌 芽 し て い な い 母 細 胞 か ら 萌 芽 し た
娘 細 胞 を マ イ ク ロ 操 作 で 取 り 出 し 、 採 点 し た 。 図 ９ Ｃ は 、 野 生 型 （ 三 角 ） 及 び 短 命 の sir2
 変 異 体 （ 丸 ） の 両 方 の 代 表 的 な 寿 命 曲 線 を 示 す 。 5mMの ニ コ チ ン ア ミ ド を 含 有 す る 培 地 上
で 成 長 さ せ た 細 胞 （ 塗 り つ ぶ し た ダ イ ヤ モ ン ド ） は 、 野 生 型 の そ れ の 平 均 で 最 高 ４ ５ ％ の
寿 命 を 有 し 、 sir2 変 異 体 の そ れ と 同 等 だ っ た 。 該 sir2 株 を ニ コ チ ン ア ミ ド で 処 理 し て も
、 寿 命 は そ れ 以 上 、 縮 ま な か っ た （ 四 角 ） 。 こ れ ら の 結 果 と は 対 照 的 に 、 我 々 は 、 5 又 は
50 mM の ニ コ チ ン 酸 の 存 在 下 で は 、 複 製 寿 命 に 何 の 有 害 な 効 果 も 観 察 し な か っ た （ 図 ９ Ｄ
、 そ れ ぞ れ 塗 り つ ぶ し た ダ イ ア モ ン ド 及 び 開 放 し た ダ イ ア モ ン ド ） 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド は 非 分 裂 細 胞 で サ イ レ ン ト 状 態 を 阻 害 す る 。 サ イ レ ン ト な ク ロ マ チ ン ・
ド メ イ ン を 再 度 確 立 す る に は 、 Ｓ 期 を 通 過 さ せ る こ と が 必 要 （ ５ ０ ’ ） だ が 、 そ れ を 惹 起
す る の は DNA複 製 で は な い よ う で あ る （ ５ １ ’ 、 ５ ２ ’ ） 。 温 度 感 受 性 SIR3 対 立 遺 伝 子 を
用 い た 実 験 で は 、 Sir2/3/4 複 合 体 が 存 在 す る こ と が 、 細 胞 周 期 全 体 を 通 じ て サ イ レ ン ト
な 状 態 を 維 持 す る の に 必 要 で あ る こ と が 分 か る （ ５ ０ ’ ） 。 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が 、
周 期 循 環 中 の 細 胞 の サ イ レ ン ト ・ ド メ イ ン を 抑 制 解 除 し て 複 製 寿 命 を 縮 め る こ と を 示 し た
。 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 処 理 で 、 非 周 期 循 環 中 の G1期 停 止 細 胞 で も サ イ レ ン ト 状 態 に 同
様 な 効 果 が あ る か と 考 え た 。 我 々 は 、 HMR 遺 伝 子 座 に GFPレ ポ ー タ を 組 み 込 ん で 含 有 す る
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株 を 用 い る こ と で 、 単 個 細 胞 に お け る HMサ イ レ ン ト 状 態 に 対 す る ニ コ チ ン ア ミ ド の 効 果 を
定 量 す る こ と が で き た 。 我 々 は ま ず 、 周 期 循 環 中 の 細 胞 で こ の 系 を バ リ デ ー ト し た 。 図 １
０ Ａ に 示 す よ う に 、 GFPは 、 こ の 遺 伝 子 座 で の サ イ レ ン ト 状 態 の 程 度 が 高 い た め に 、 未 処
理 細 胞 で は 発 現 し な か っ た 。 し か し な が ら 、 5 mM の ニ コ チ ン ア ミ ド 中 の ６ ０ 分 後 で は 、
我 々 は 、 発 現 レ ベ ル の 劇 的 な 増 加 を 観 察 し 、 こ れ は ９ ０ 分 後 で は さ ら に 著 明 と な っ た （ 図
１ ０ Ａ 、 そ れ ぞ れ ２ 番 目 及 び ３ 番 目 の パ ネ ル ） 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 サ イ レ ン ト 状 態 の よ り 定 量 的 な 測 定 値 を 得 る た め に 、 細 胞 を 蛍 光 活 性 化 セ ル ・ ソ ー テ ィ
ン グ 法 （ FACS） で 分 析 し た 。 図 １ ０ Ｂ の 上 側 ２ つ の パ ネ ル は sir4 及 び 野 生 型 株 の 異 時 培
養 物 の GFP発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 SIR4 を 欠 失 さ せ る と 、 テ ロ メ ア 及 び 接 合 型 遺 伝 子 座
の SIR複 合 体 が 破 壊 さ れ て 、 こ れ ら の 部 位 か ら 離 れ て rDNAへ と Sir2が 再 分 配 さ れ た 。 こ の
よ う に 、 sir4 株 の プ ロ フ ァ イ ル は 、 HMR 遺 伝 子 座 の 完 全 な 抑 制 解 除 を 表 す も の で あ る 。
図 １ ０ Ｂ は 、 5 mM の ニ コ チ ン ア ミ ド 中 で の 野 生 型 細 胞 の 成 長 が 、 こ の 遺 伝 子 座 の 完 全 な
抑 制 解 除 （ ３ 番 目 の パ ネ ル ） へ と つ な が り 、 sir4 変 異 体 と は 対 照 的 で あ る こ と を 示 す 。 5
 mM の ニ コ チ ン 酸 又 は 構 造 上 関 連 す る キ ノ リ ン 酸 （ de novo NAD＋ 合 成 経 路 で の 基 質 ） で
処 理 さ れ た 細 胞 で は 、 GFP発 現 に 何 の 増 加 も 見 ら れ な か っ た （ 図 １ ０ Ｂ 、 下 側 ２ つ の パ ネ
ル ） こ と か ら 、 こ の 脱 サ イ レ ン ト 効 果 は ニ コ チ ン ア ミ ド に 特 異 的 で あ る こ と が 実 証 さ れ た
。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 こ の 検 定 系 を 用 い て 、 我 々 は 、 非 周 期 循 環 細 胞 に お け る ニ コ チ ン ア ミ ド の 異 種 ク ロ マ チ
ン に 対 す る 効 果 を 観 察 で き た 。 GFP導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る MATa 株 を 、 HMLα 遺 伝 子 座 に つ
い て 欠 失 さ せ て 、 こ れ ら の 細 胞 が 、 a及 び α 遺 伝 子 の 同 時 発 現 の た め に 、 G1期 停 止 を 確 実
に 出 な い よ う に し た 。 α 因 子 で の 処 理 に よ る G1で の 停 止 後 、 細 胞 を 5 mMの ニ コ チ ン ア ミ ド
に 曝 露 し 、 FACSで ３ ０ 分 毎 に 調 べ た 。 図 １ ０ Ｃ は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 及 び 非 存 在 下
に お け る 、 停 止 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 驚 く べ き こ と に 、 Ｇ １ で 停 止 し た 細 胞 は
、 ニ コ チ ン ア ミ ド で 処 理 し た と き に 、 サ イ レ ン ト 状 態 の 消 失 を 見 せ た 。 FACSで DNA含 有 量
を 測 定 す る と 、 こ の 実 験 の 間 中 、 細 胞 が G1期 に 留 ま っ た こ と が 確 認 で き た （ 図 １ ０ Ｃ 、 右
側 コ ラ ム ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 外 因 性 ニ コ チ ン ア ミ ド が 、 非 分 裂 細 胞 に お い て す ら サ イ レ
ン ト ク ロ マ チ ン を 抑 制 解 除 す る こ と を 実 証 す る も の で あ り 、 異 種 ク ロ マ チ ン は 不 安 定 で あ
り 、 動 的 な 構 造 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 ま た こ れ は 、 ヒ ス ト ン が 継 続 的 に 脱 ア セ チ ル
化 し て い る こ と が 、 サ イ レ ン ト 状 態 の 維 持 に と っ て 必 須 で あ る こ と も 示 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド は 、 Sir2に テ ロ メ ア 及 び 接 合 型 遺 伝 子 座 か ら 解 離 さ せ る が 、 rDNAか ら は
解 離 さ せ な い 。 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が 異 種 ク ロ マ チ ン を ３ つ の サ イ レ ン ト な 遺 伝 子 座
す べ て で 抑 制 解 除 す る こ と を 酵 母 で 示 し た 。 我 々 の 観 察 を 説 明 す る 最 も 可 能 性 の あ る 解 釈
は 、 Sir2 は ニ コ チ ン ア ミ ド に よ り 触 媒 と し て 失 活 す る と い う も の だ が 、 こ の 説 は 、 Sir2
が 非 局 在 化 す る 、 あ る い は 、 そ の 発 現 が 下 方 調 節 さ れ る 、 と い う 説 も 可 能 で あ る 。 後 者 の
可 能 性 を 検 討 す る た め に 、 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド （ 1-5mM） の 存 在 下 で の Sir2タ ン パ ク
質 レ ベ ル を 判 定 し 、 こ れ ら に 変 化 は な い こ と を 見 出 し た 。 次 に 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が
GFPタ グ 付 き Sir2の 局 在 化 に 及 ぼ す 効 果 を 調 べ た 。 同 一 な 対 数 期 培 養 株 を 5mMに ニ コ チ ン ア
ミ ド の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で ２ 時 間 成 長 さ せ 、 そ の 間 、 GFP-Sir2の 局 在 を 、 蛍 光 顕 微 鏡 法
で 観 察 し た 。 通 常 の 条 件 下 で は 、 Sir2は 、 核 周 縁 近 傍 の 顕 著 な 焦 点 距 離 に 観 察 す る こ と が
で き 、 各 焦 点 は 、 複 数 の テ ロ メ ア の ク ラ ス タ を 表 す （ ５ ３ ’ ） 。 sir2 変 異 体 の バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド で は 、 Sir3 は テ ロ メ ア か ら 遊 離 し て 、 拡 散 し た 核 内 パ タ ー ン を 示 す （ 図 １ １ Ａ
） 。 こ の 株 を 、 Sirの 非 局 在 化 の 基 準 と し て 役 立 て た 。 ニ コ チ ン ア ミ ド 中 で の 成 長 中 、 我
々 は 、 処 理 さ れ た 細 胞 が サ イ レ ン ト な 遺 伝 子 座 の 最 大 の 抑 制 解 除 を 示 す 時 点 で あ る ２ 時 間
後 で す ら 、 Sir2-GFPパ タ ー ン に 何 の 変 化 も 観 察 し な か っ た （ 図 １ １ Ｃ 及 び Ｄ ） 。 さ ら に 我
々 は 、 Sir3及 び Sir4と い う 他 の ２ つ の Sirサ イ レ ン ト 状 態 複 合 体 の メ ン バ を 調 べ た 。 図 ５
Ｅ 及 び Ｇ は 、 非 処 理 細 胞 に お け る そ れ ぞ れ Sir3-GFP及 び GFP-Sir4の 局 在 パ タ ー ン を 示 す 。
 5 mMの ニ コ チ ン ア ミ ド で ２ 時 間 処 理 し て も 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず れ で も 、 GFP蛍 光
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の パ タ ー ン に 変 化 は 起 き な か っ た （ 図 １ １ Ｆ 及 び Ｈ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Sir2を 阻 害 し て
も 、 SIR複 合 体 の 全 体 的 な 再 局 在 は 起 き な い こ と を 初 め て 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 に お け る Sir2と サ イ レ ン ト 遺 伝 子 座 と の 間 の 関 係 を よ り 詳 細 に
調 べ る た め に 、 我 々 は 処 理 細 胞 及 び 未 処 理 細 胞 の 両 方 に 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 （ ChIP） を
行 っ た 。 sir2 変 異 株 及 び サ イ レ ン ト に な っ て い な い CUP1 遺 伝 子 を コ ン ト ロ ー ル と し て 役
立 て た 。 図 １ ２ は 、 入 力 さ れ 、 免 疫 沈 降 さ せ た DNAの 、 5S rDNA特 異 的 プ ラ イ マ 対 を 用 い た
PCR産 物 を 示 す 。 細 胞 を 5 mMの ニ コ チ ン ア ミ ド で 処 理 し て も 、 こ れ ら の プ ラ イ マ を 用 い て
得 ら れ た PCR産 物 の 量 は 変 わ ら な か っ た （ レ ー ン ５ 及 び ６ を 比 較 さ れ た い ） こ と か ら 、 Sir
2 は 、 こ の 化 合 物 の 存 在 下 で は rDNAと 結 合 し た ま ま で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 次 に 我 々 は 、 Sir2と 、 ６ 番 染 色 体 の サ イ レ ン ト HMRα 遺 伝 子 座 並 び に  右 側 テ ロ メ ア の DN
A 0.6 及 び  1.4 kb と の 結 合 を 調 べ た 。 ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 で は 、 HMRに 特 異 的 な プ
ラ イ マ を 用 い て は 、 何 の PCR産 物 も 得 ら れ な か っ た 。 同 様 に 、 サ ブ -テ ロ メ ア DNAに 特 異 的
な プ ラ イ マ を 用 い て も 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 処 理 細 胞 か ら 得 ら れ る 産 物 量 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド に 等 し か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Sir2は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 で は 、 HMR
に も 、 又 は サ ブ テ ロ メ ア DNAに も 結 合 し て い な い こ と を 実 証 し て い る 。 こ れ は お そ ら く は
、 Sir2が 、 rDNAの RENT複 合 体 で 果 た す 役 割 と 、 テ ロ メ ア 及 び 接 合 型 遺 伝 子 座 の ヘ テ ロ 三 量
体 型 SIR複 合 体 で 果 た す 役 割 と の 基 本 的 な 違 い を 反 映 し て い る の で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド は 、 in vitroで 酵 母 Sir2及 び ヒ ト SIRT1の 両 方 の 強 力 な 非 競 合 的 阻 害 剤
で あ る 。 Sir2は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド に 応 答 し て 非 局 在 化 も せ ず 、 ま た 下 方 調 節 も さ れ な か っ
た た め 、 我 々 の 結 果 を 説 明 す る 最 も 可 能 性 の あ る 解 釈 は 、 こ の 化 合 物 が 、 Sir2デ ア セ チ ラ
ー ゼ 活 性 の 直 接 的 な 阻 害 剤 と し て 作 用 し た と い う も の で あ る 。 こ れ を さ ら に 解 明 し 、 ニ コ
チ ン ア ミ ド に よ り 誘 導 さ れ る サ イ レ ン ト 解 除 機 序 の 見 識 を よ り 深 め る た め に 、 我 々 は 、 様
々 な 量 の こ の 化 合 物 の 存 在 下 で 、 Sir2活 性 を in vitroで 直 接 、 測 定 し た 。 我 々 は 、 ヒ ス ト
ン 基 質 が 脱 ア セ チ ル 化 す る と 蛍 光 シ グ ナ ル を 生 じ る 新 規 な ク ラ ス Ｉ Ｉ Ｉ HDAC 活 性 検 定 法
を 利 用 し た 。 ア セ チ ル 化 し た 基 質 及 び NAD＋ と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 組 換 え GSTタ
グ 付 き Sir2は 、 酵 素 な し 及 び NAD＋ な し の コ ン ト ロ ー ル の １ ０ 倍 大 き な 強 力 な 蛍 光 シ グ ナ
ル を 発 す る 。 こ の 検 定 法 を 用 い て 、 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 、 多 様 な 濃 度 の NAD＋ の 存
在 下 で の 脱 ア セ チ ル 化 阻 害 能 を 調 べ た 。 デ ー タ の 二 重 逆 数 ラ イ ン ウ ィ ー バ ー  ・ バ ー ク ・
プ ロ ッ ト （ 図 １ ３ Ａ ） は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が こ の 反 応 の 強 力 な 非 競 合 的 阻 害 剤 で あ る こ と
を 示 し て い る 。 同 様 な 結 果 は 、 細 胞 質 Sir2相 同 体 で あ る  Hst2に つ い て も 最 近 、 得 ら れ て
い る （ ５ ４ ’ ） 。 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 阻 害 効 果 が 、 よ り 高 等 な 真 核 生 物 の Sir2相 同
体 に も 延 長 で き る か ど う か を 調 べ た い と 考 え た 。 従 っ て 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が ヒ ト SI
RT1も  in vitroで 阻 害 で き る か ど う か を 調 べ た 。 我 々 は 、 組 換 え SIRT1を 用 い 、 多 様 な 濃
度 の ニ コ チ ン ア ミ ド 及 び NAD＋ の 存 在 下 で 基 質 の 脱 ア セ チ ル 化 を 観 察 し た 。 Sir2と 同 様 に
、 デ ー タ の ラ イ ン ウ ィ ー バ ー ・ バ ー ク ・ プ ロ ッ ト は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は SIRT1も 非 競 合 的
な 態 様 で 阻 害 す る こ と を 示 し て い る （ 図 １ ３ Ｂ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は 、
Sir2/SIRT1へ の 結 合 を め ぐ っ て NAD＋ と 競 合 す る こ と に よ り 脱 ア セ チ ル 化 を 阻 害 す る の で
は な い こ と 、 そ し て 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 及 び NAD＋ は こ の 酵 素 に 同 時 に 結 合 で き る こ と 、 を
示 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 最 近 、 い く つ か の グ ル ー プ が 、 Sir2様 タ ン パ ク 質 を in vitro及 び in vivoの 両 方 で 阻 害
す る 化 合 物 を 単 離 し た （ ５ ５ ’ 、 ５ ６ ’ ） 。 こ れ ら の 中 に シ ル チ ノ ー ル 、 M15及 び ス プ リ
ト マ イ シ ン が あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 サ イ レ ン ト 状 態 の 阻 害 剤 と し て 、 低 分 子 ラ イ ブ ラ
リ の 高 ス ル ー プ ッ ト 表 現 型 ス ク リ ー ニ ン グ で 単 離 さ れ た が 、 い ず れ も こ れ ま で の と こ ろ 、
SIRT1活 性 の 阻 害 能 に つ い て は 調 べ ら れ て い な い 。 こ れ ら の 化 合 物 の 阻 害 の 効 験 を 、 ニ コ
チ ン ア ミ ド の そ れ と 比 較 す る た め に 、 我 々 は 、 組 換 え SIRT1活 性 を 50μ Mの こ れ ら の 各 阻 害
剤 の 存 在 下 で 測 定 し た 。 さ ら に 我 々 は 、 ク ラ ス I/II HDAC阻 害 剤 TSA を 陰 性 コ ン ト ロ ー ル
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と し て 含 め た 。 図 １ ３ Ｃ に 示 す よ う に 、 ニ コ チ ン ア ミ ド  は IC 5 0 ＜ 50μ Mで SIRT1を 阻 害 し
、 こ の 値 は 、 検 査 さ れ た 他 の 全 て の 阻 害 剤 の そ れ と 同 等 で あ る か 、 又 は 低 か っ た 。 我 々 の
 in vivo で の 結 果 を さ ら に 裏 付 け る も の と し て 、 我 々 は 、 構 造 上 関 連 す る 化 合 物 で あ る
ニ コ チ ン 酸 が 、 SIRT1の 活 性 に 対 し て in vitroで 何 の 効 果 も 持 た な い こ と を 示 し た （ 図 １
３ Ｃ ） 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
議 論
　 我 々 は 、 Sir2の 脱 ア セ チ ル 化 反 応 の 生 成 物 で あ る ニ コ チ ン ア ミ ド が 、 in vivo及 び in vi
troの 両 方 で Sir2活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る こ と を 示 し た 。 外 因 性 ニ コ チ ン ア ミ ド を 酵 母
細 胞 に 加 え る と 、 ３ つ の サ イ レ ン ト な 遺 伝 子 座 す べ て が 抑 制 解 除 さ れ 、 リ ボ ゾ ー ム DNA遺
伝 子 座 で の 不 安 定 性 が 高 ま り 、 酵 母 寿 命 が sir2 変 異 体 の そ れ ま で 縮 ま る 。 ニ コ チ ン ア ミ
ド で 処 理 さ れ た 細 胞 の 、 rDNAの 不 安 定 性 及 び 短 い 寿 命 と い う 表 現 型 は 、 sir2 変 異 で も 強
ま ら な い こ と は 、 こ れ ら の 表 現 型 が Sir2阻 害 の 結 果 で あ る こ と を 示 し て い る 。 重 要 な こ と
に 、 こ れ ら の 結 果 は さ ら に 、 rDNAの 不 安 定 性 及 び 寿 命 は 、 も う 一 方 の 酵 母 Sir2フ ァ ミ リ ・
メ ン バ で あ る Hstタ ン パ ク 質 の 影 響 を 受 け て い な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 我 々 は 最 近 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 遺 伝 子 の コ ピ ー を 余 分 に 持 つ 株 は 、 サ イ レ ン ト 状 態 の 増
加 を 示 し 、 長 命 で は あ る が 、 こ れ ら の 有 す る 定 常 状 態 NAD＋ 又 は NADHレ ベ ル は 増 え て い な
い こ と を 示 し た （ 実 施 例 １ を 参 照 さ れ た い ） 。 我 々 は 、 寿 命 の 延 び は 、 NAD＋ 利 用 能 の 局
部 的 な 増 加 か 、 又 は 、 当 該 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ の 増 加 に よ り 媒 介 さ れ て い る と 仮 設 し た
。 後 者 の モ デ ル は 、  Sir2 フ ァ ミ リ ・ メ ン バ 及 び ／ 又 は NMNア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ を 通 じ て 、 NAD＋ か ら ニ コ チ ン ア ミ ド へ の 継 続 的 な 再 循 環 が あ る 可 能 性 を 意 味 す る 。 我
々 は ニ コ チ ン ア ミ ド  が 、 G1期 停 止 細 胞 に お い て サ イ レ ン ト 状 態 を 失 わ せ る こ と を 示 し 、 S
ir2活 性 が ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 維 持 の た め に 構 成 的 に 必 要 で あ る こ と 、 そ し て 、 Sir2が NAD
＋ を 、 非 周 期 循 環 細 胞 に お い て も 消 費 す る こ と を 立 証 し た 。 こ れ は 、 サ イ レ ン ト な HML遺
伝 子 座 に あ る MATα 遺 伝 子 は 、 ス プ リ ト マ イ シ ン で 処 理 さ れ た G1期 細 胞 で 発 現 す る と い う
、 ベ デ ロ フ 氏 ら に よ る 最 近 の 発 見 と 合 致 す る （ ５ ６ ’ ） 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 細 胞 に ニ コ チ ン ア ミ ド を 添 加 し て も 、 我 々 が 調 べ た Sir-GFP融 合 タ ン パ ク 質 の い ず れ の
局 在 パ タ ー ン も 変 わ ら な い （ 図 １ １ ） 。 こ れ は 、 Sir2の 局 在 化 を 、 そ の 活 性 と は 独 立 に 維
持 す る 相 互 作 用 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 ChIPを 用 い た 、 よ り 詳 細 な 調 査 で は 、 Sir2が
ま だ rDNAに 結 合 し た ま ま で も 、 そ れ は 、 こ の 化 合 物 の 存 在 下 で は 、 テ ロ メ ア に も 、 又 は 接
合 型 遺 伝 子 座 に も 結 合 し て い な い こ と が 分 か る （ 図 １ ２ ） 。 以 前 に 、 RENT複 合 体 の DNA結
合 サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る Net1は 、 Sir2と は 独 立 に ク ロ マ チ ン に 結 合 で き る こ と が 示 さ れ て い
る （ ５ ７ ’ ） 。 こ れ ら の 発 見 は 、 こ の 複 合 体 が 、 Sir2デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 の 非 存 在 下 で リ
ボ ゾ ー ム DNA上 で 集 合 で き る こ と を 示 す も の で あ る 。 対 照 的 に 、 我 々 は 、 ヘ テ ロ 三 量 体 Sir
2/3/4複 合 体 は 、 Sir2触 媒 活 性 の 非 存 在 下 で は ク ロ マ チ ン 上 で 集 合 で き な い こ と を 示 す 。
こ れ ら の 結 果 は 、 触 媒 と し て 不 活 性 な Sir2変 異 体 を 用 い た 他 の ２ つ の グ ル ー プ か ら 出 た 最
近 の デ ー タ と 一 致 す る （ ４ ６ ’ 、 ５ ８ ’ ） 。 両 方 の グ ル ー プ と も 、 触 媒 ド メ イ ン 中 の 保 存
さ れ た ヒ ス チ ジ ン （ His-364） に 変 異 が あ る と 、 in vivoに お い て 、 Sir2の 、 テ ロ メ ア 及 び
接 合 型 遺 伝 子 座 と の 相 互 作 用 が 妨 げ ら れ る こ と を 見 出 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の
変 異 が 、 Sir2の 他 の タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 能 に も 影 響 す る 可 能 性 が 残 っ て い る 。 我 々 の
結 果 は 、 結 論 的 に は 、 Sir2の デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 が 、 テ ロ メ ア 及 び 接 合 型 遺 伝 子 座 と の そ
の 適 正 な 結 合 に は 必 要 で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が 、 酵 母 Sir2及 び ヒ ト の 相 同 体 SIRT1の 両 方 の デ ア セ チ ラ ー ゼ
活 性 を in vitroで 強 く 阻 害 す る こ と を 示 し た 。 ニ コ チ ン ア ミ ド が 非 競 合 的 に 作 用 し て Sir2
を 阻 害 す る と い う 事 実 は 、 こ の 化 合 物 が 結 合 を め ぐ っ て NAD＋ と 競 合 し な い こ と を 示 唆 し
て い る 。 Sir2脱 ア セ チ ル 化 の 反 応 機 序 や 、 始 生 代 Sir2相 同 体 の 結 晶 構 造 を 調 べ る と 、 考 え
ら れ る 阻 害 機 序 の 鍵 が 得 ら れ る 。 Sir2を 触 媒 と す る 脱 ア セ チ ル 化 は ２ つ の 加 水 分 解 段 階 か
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ら 成 る が 、 こ れ ら の 段 階 は つ な が っ て い る と 考 え ら れ る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド を NAD＋ の ADP-
リ ボ ー ス 部 分 に 接 続 し て い る グ リ コ シ ド 結 合 の 切 断 に 続 き 、 ア セ チ ル 基 と リ ジ ン と の 間 の
C-N結 合 が 切 断 さ れ る 。 最 近 の 構 造 解 析 で は 、 Sir2酵 素 が ２ つ の 空 間 的 に 別 個 の NAD＋ 結 合
部 位 （ Ｂ 部 位 及 び Ｃ 部 位 ） を 含 有 し 、 そ の 両 方 が 触 媒 作 用 に 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ て
い る （ ５ ９ ’ ） 。 本 著 者 は 、 ア セ チ ル リ ジ ン の 存 在 下 で は 、 該 Ｂ 部 位 に 結 合 し た NAD＋ は
、 そ れ が 切 断 さ れ る Ｃ 部 位 近 傍 に ニ コ チ ン ア ミ ド 基 を 来 さ せ る よ う な コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変
化 を 起 こ す こ と が で き る こ と を 提 案 す る 。 こ う し て こ の 反 応 の ADP-リ ボ ー ス 産 物 は Ｂ 部 位
に 戻 り 、 そ こ で ア セ チ ル リ ジ ン の 脱 ア セ チ ル 化 が 起 き る の で あ る 。 我 々 は 、 高 濃 度 で は ニ
コ チ ン ア ミ ド は 内 側 の Ｃ 部 位 に 結 合 す る と 共 に こ の Ｃ 部 位 を 遮 断 す る た め に 、 コ ン ホ メ ー
シ ョ ン 変 化 が 妨 げ ら れ 、 こ う し て NAD＋ の 切 断 も 妨 げ ら れ る の だ と 提 案 す る 。 こ れ が 、 こ
の 化 合 物 の 阻 害 形 態 の 非 競 合 的 な 性 質 を 説 明 す る も の で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 我 々 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 効 力 は 、 我 々 の 検 定 で 用 い ら れ た 大 半 の 有 効 な ラ イ ブ ラ リ か
ら 単 離 さ れ た 化 合 物 の そ れ に 匹 敵 す る こ と を 示 し た 。 SIRT1が こ の よ う な 低 濃 度 の ニ コ チ
ン ア ミ ド に よ り in vitroで 阻 害 さ れ る と い う 事 実 か ら 、 こ の 形 態 の 阻 害 が 生 理 学 的 に 関 連
し て い る 可 能 性 が 浮 か び 上 が る 。 哺 乳 動 物 組 織 中 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル は 、 11乃 至 40
0μ Mの 範 囲 内 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ ３ ０ ’ 、 ６ ０ ’ － ６ ２ ’ ） 。 最 近 、 脳 脊 髄 液
中 の ニ コ チ ン ア ミ ド の レ ベ ル が 、 高 い 精 度 で 54.2μ Mと い う 、 こ こ で 報 告 さ れ た ニ コ チ ン
ア ミ ド に 関 す る IC 5 0 と 同 様 な 数 値 で あ る こ と が 判 定 さ れ た （ ６ ３ ’ ） 。 我 々 は 、 細 胞 内 ニ
コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル の 変 動 が 、 in vivoで は Sir2タ ン パ ク 質 の 活 性 を 直 接 コ ン ト ロ ー ル し
て い る の で は な い か と 提 案 す る 。 こ れ ら の 変 動 は 、 翻 っ て は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 代 謝 に 関 与
す る 酵 素 の 調 節 を 受 け て い る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 酵 母 PNC1 遺 伝 子 は 、 NAD＋ 依 存 的 デ ア セ チ ラ ー ゼ を 調 節 す る た め に 鍵 と な る 配 置 に あ る
ニ コ チ ン ア ミ ダ ー ゼ を コ ー ド し て い る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド を ニ コ チ ン 酸 に 転 化 さ せ る こ と に
よ り 、 Pnc1は 、 こ の 阻 害 剤 の レ ベ ル を 下 げ て 、 NAD＋ が 再 生 さ れ る 速 度 を 刺 激 し て い る よ
う で あ る （ 図 ７ を 参 照 さ れ た い ） 。 興 味 深 い こ と に 、 PNC1 は 、 ス ト レ ス や カ ロ リ 制 限 に
似 た 条 件 に 応 答 す る 最 も 誘 導 性 の 高 い 遺 伝 子 の １ つ で あ る （ ６ ４ ’ 、 ６ ５ ’ ） 。 さ ら に 、
PNC1 は 、 そ の 転 写 産 物 が 細 胞 周 期 依 存 的 に 変 動 す る 唯 一 の 再 利 用 経 路 酵 素 を コ ー ド し て
い る （ ６ ６ ’ ） 。 PNC1 の レ ベ ル は 、 M/G1期 で 最 も 高 く 、 Ｓ 期 で 鋭 く 低 下 す る 。 興 味 深 い
こ と に 、 こ れ は 、 Sir依 存 的 サ イ レ ン ト 状 態 の 確 立 と 一 致 す る （ ５ １ ’ 、 ５ ２ ’ 、 ６ ７ ’
） 。 こ れ ら の 事 実 か ら 、 Ｓ 期 後 や 、 又 は 、 ス ト レ ス 及 び カ ロ リ 制 限 条 件 下 で は 、 高 レ ベ ル
の Pnc1が 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 阻 害 効 果 を 外 す こ と に よ り 、 サ イ レ ン ト 状 態 を 誘 導 し て い る
可 能 性 が 浮 か び 上 が る 。 PNC1 の コ ピ ー が 余 分 に １ つ で も あ る と Sir2依 存 的 サ イ レ ン ト 状
態 が 増 加 す る と い う 我 々 の 以 前 の 発 見 （ 実 施 例 １ を 参 照 さ れ た い ） は 、 こ の モ デ ル の 更 な
る 裏 付 け と な る 。 細 胞 内 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル が 、 細 胞 周 期 、 ス ト レ ス 又 は カ ロ リ 制 限 の
間 に 変 わ る の か ど う か を 判 定 す る こ と が 興 味 深 い で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド 及 び ニ コ チ ン 酸 は 高 用 量 （ 最 高 10g／ 日 ） で 多 様 な 状 態 を 自 己 治 療 す る
た め に 用 い ら れ て い る （ ４ １ ’ ） 。 両 者 と も ビ タ ミ ン B3の 形 で あ る と 考 え ら れ 、 し ば し ば
交 換 可 能 に 用 い ら れ て い る が 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は 、 副 作 用 が 見 か け 上 な い た め に 、 多 く の
場 合 で 好 ま れ る よ う に な っ た 。 加 え て 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は 現 在 、 癌 の 再 発 や イ ン シ ュ リ ン
依 存 性 （ １ 型 ） 糖 尿 病 の 治 療 法 と し て 治 験 中 で あ る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド が 、 た と え 非 周 期 循
環 細 胞 に お い て も ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン を 破 壊 で き る こ と を 明 確 に 実 証 す る 我 々 の 結 果 か ら は
、 ヒ ト に お い て 長 期 に ニ コ チ ン ア ミ ド 治 療 を 続 け る こ と に は 有 害 な 結 果 が あ る か も 知 れ な
い と い う 懸 念 が 浮 か び 上 が る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
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【 ０ ２ ６ ６ 】
実 施 例 ３ ： 　
　 ニ コ チ ン ア ミ ド を 、 NAD＋ に 結 合 し た ア ル カ エ グ ロ ブ ス -フ ル ギ ダ ス （ Archaeoglobus
fulgidus） 由 来 の Sir2（ Sir2-Af1） の 結 晶 構 造 （ タ ン パ ク 質 デ ー タ バ ン ク  ID コ ー ド  1IC
I, Min et al.
(2001). Crystal structure of a SIR2 homolog-NAD complex. Cell 105,
269-279） に 嵌 め 込 ん だ 。 そ れ を ま ず 、 Sir2-Af1の Ｃ 部 位 に 、 QUANTA（ MSI社 ） を 用 い て 手
動 で 嵌 め 込 ん だ 。 次 に 、 エ ネ ル ギ 最 小 化 計 算 を  CHARMM （ Brooks et al.
(1983) J. Comput. Chem. 4, 187-217） に よ り 、 Sir2-Af1及 び NAD＋ （ F = 2.4 Kcal/mol
Å 2 ） の 調 和 定 数 を 用 い て 行 っ た 。 図 １ ４ Ａ － Ｃ を PYMOL（ DeLano, W.L.  The PyMOL Mole
cular Graphics System
(2002) DeLano Scientific, San Carlos, CA, USA） を 用 い て 作 製 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 こ れ ら の 研 究 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が Sir2を 阻 害 す る こ と （ 図 １ ４ Ａ － Ｃ を 参 照 さ れ た い
） 、 そ し て ニ コ チ ン 酸 は 、 残 基 D101（ 即 ち 酸 性 ） が 存 在 す る た め に ニ コ チ ン 酸 が Sir2の Ｃ
ポ ケ ッ ト に 嵌 め 合 う こ と が で き な い た め に 、 Sir2を 阻 害 し な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
実 施 例 ４ ： 　
　 図 １ ７ Ａ に 示 す よ う に 、 PNC1 は ア ミ ド の 加 水 分 解 を 触 媒 し 、 ニ コ チ ン ア ミ ド を ニ コ チ
ン 酸 に NAD＋ 再 利 用 経 路 で 転 化 さ せ る （ 図 １ ７ Ｂ ） 。 大 半 の 野 生 型 酵 母 株 は ２ １ 乃 至 ２ ３
回 の 分 裂 と い う 平 均 寿 命 を 有 し 、 最 大 寿 命 は ４ ０ 回 の 分 裂 で あ る 。 カ ロ リ 制 限 （ 0.5%グ ル
コ ー ス ） 又 は 熱 ス ト レ ス （ ３ ７ ℃ ） を 与 え た 野 生 型 株 は 、 未 処 理 の コ ン ト ロ ー ル （ そ れ ぞ
れ 2.0% グ ル コ ー ス 又 は ３ ０ ℃ ） に 比 較 し て 長 い 寿 命 を 示 し た （ 図 １ ７ Ｃ 及 び Ｄ ） 。 sir2D
 株 は 、 前 の 報 告 と 一 致 し て 短 い 寿 命 を 有 し １ ２ ， １ ３ 、 カ ロ リ 制 限 も 熱 も 、 こ の 株 の 寿
命 を 延 ば さ な か っ た （ 図 １ ７ Ｃ 及 び Ｄ ） 。 pnc1D 株 は 、 こ れ ら の 条 件 下 の い ず れ で も 、 寿
命 の 延 び を 示 さ ず 、 PNC1 が 寿 命 の 延 び に 必 要 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 非 ス ト レ ス 条 件 （ 2% グ ル コ ー ス 、 ３ ０ ℃ ） 下 で は 、  PNC1 の 付 加 的
な コ ピ ー を 持 つ 株 （ 5× PNC1） は 、 野 生 型 よ り も ７ ０ ％ 長 く 生 き 、 い く つ か の 細 胞 は 、 こ
の 生 物 で 報 告 さ れ た 最 長 の 寿 命 の 延 び で あ る ７ ０ 回 を 越 え る 分 裂 回 数 を 生 き た （ 図 １ ７ Ｅ
） 。 カ ロ リ 制 限 も 熱 ス ト レ ス も 、 5× PNC1株 の 寿 命 を そ れ 以 上 、 増 加 さ せ な か っ た 。 5× PN
C1バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で SIR2を 欠 失 さ せ る と 、 寿 命 が sir2D 株 の そ れ ま で 縮 ん だ （ 図 １ ７ Ｅ
） 。  pnc1D
sir2D
二 重 変 異 体 も 、 sir2D 変 異 体 と 同 様 な 寿 命 を 有 し て お り （ 図 １ ７ Ｅ ） 、 そ の 寿 命 は グ ル コ
ー ス 制 限 の 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ の こ と は 、 PNC1 及 び SIR2 は 同 じ 経 路 で 機 能 し 、 PNC1
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ニ コ チ ン ア ミ ド は Sir2の Ｃ ポ ケ ッ ト に 結 合 す る が ニ コ チ ン 酸 は 結 合 し な い

PNC1は 寿 命 の 延 び を 媒 介 す る



 は 寿 命 を SIR2を 通 じ て 延 ば す こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 こ の よ う に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 PNC1が 、 カ ロ リ 制 限 及 び 熱 ス ト レ ス の 両 方 に よ る 寿 命 の
延 び に 必 要 で あ り 、 付 加 的 な PNC1 が あ れ ば 、 こ れ ら の 刺 激 を 模 倣 す る の に 充 分 で あ る こ
と を 実 証 し て い る 。 我 々 の モ デ ル に よ る と 、 PNC1 の 付 加 的 な コ ピ ー が あ る と 、 ニ コ チ ン
ア ミ ド を 枯 渇 さ せ て Sir2の 阻 害 を 緩 和 さ せ る こ と に よ り 、 寿 命 が 延 び る の で あ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
実 施 例 ５ ： 　
　 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ を 様 々 な ス ト レ ス 条 件 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PNC1の 発 現 レ ベ ル を 、 ウ ェ
ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を 行 っ て 測 定 し た 。 2.0%グ ル コ ー ス 完 全 培 地 （ YPD） 中 で 成 長 さ せ た 酵
母 細 胞 で 測 定 さ れ た PNC1の 量 を １ に 設 定 し た 。 下 の 表 及 び 図 １ ８ は 、 こ の 基 準 発 現 レ ベ ル
に 比 較 し た と き の 様 々 な 成 長 条 件 で の フ ォ ー ル ド （ 原 語 ： fold） 誘 導 を 示 す ：
【 ０ ２ ７ ２ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 窒 素 制 限 に よ り 、 PNC1発 現 が 大 き く 誘 導 さ れ た こ と も 示 さ れ た 。 上 記 の 「 ス ト
レ ス 条 件 」 、 即 ち 2.0% グ ル コ ー ス 完 全 培 地  (YPD) 以 外 の 条 件 、 は す べ て 、 Ｓ ． セ レ ビ ジ
エ （ カ ロ リ 制 限 ） の 寿 命 を 延 ば し た た め 、 PNC1の 増 加 は 、 ア ミ ノ 酸 制 限 、 塩 ス ト レ ス 及 び
熱 ス ト レ ス を 含 め 、 酵 母 寿 命 を 延 ば す こ と が 公 知 の 検 査 さ れ た す べ て の 条 件 で 寿 命 の 延 び
と 相 関 す る （ 図 １ ８ Ｃ ） 。 ス ト レ ス 応 答 の ゲ ノ ム ・ ワ イ ド mRNAプ ロ フ ァ イ ル の 解 析 （ Gash
） で は 、 PNC1が 、 こ の 生 物 で ス ト レ ス 及 び 飢 餓 に 応 答 す る 応 答 性 の 最 も 高 い 遺 伝 子 の １ つ
で あ る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に PNC1レ ベ ル は 、 cAMPを 下 げ る こ と に よ り カ ロ リ 制 限 を 模 倣
す る cdc25-10 対 立 遺 伝 子 を 持 つ 細 胞 で も 大 き く 誘 導 さ れ た （ 図 １ ８ Ｂ ） 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 こ の 応 答 が 環 境 ス ト レ ス に 特 異 的 で あ っ た か ど う か を 検 査 す る た め に 、 我 々 は 、 NAD＋

の de novo合 成 に は 必 要 で あ る が 、 カ ロ リ 制 限 に よ る 寿 命 の 延 び に は 必 要 で な い BNA6/QPT1
を 欠 失 さ せ た 株 で Pnc1レ ベ ル を 調 べ た １ ２ 。 こ の 変 異 体 に お い て 、 Pnc1レ ベ ル は 変 わ ら な
か っ た （ 図 １ ８ Ｂ ） 。 処 理 さ れ た 細 胞 か ら の 抽 出 物 中 の Pnc1活 性 は ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト
の Pnc1レ ベ ル と 相 関 し た （ 図 １ ８ Ｄ ） こ と か ら 、 こ れ ら の 細 胞 の ニ コ チ ン ア ミ ド 加 水 分 解
速 度 が 増 し て い る こ と が 実 証 さ れ た 。 こ の よ う に 、 PNC1 は 、 そ の 発 現 が 寿 命 を 延 ば す 刺
激 に よ り 調 節 さ れ る 一 番 目 の 酵 母 寿 命 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 従 っ て 、 PNC1の レ ベ ル を 増 加 さ せ て 細 胞 の 寿 命 を 延 ば す 、 又 は 、 そ れ ら を ス ト レ ス か ら
保 護 す る 方 法 は 、 こ こ で さ ら に 解 説 す る よ う に 、 細 胞 内 の 天 然 の 事 象 を 模 倣 す る も の で あ
る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
実 施 例 ６ ： 　
　 他 の 種 で の 寿 命 と ス ト レ ス 耐 性 と の 間 の 強 い 関 係 に 基 づ き 、 我 々 は 、 PNC1が 付 加 的 に あ
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PNC1の 発 現 は 、 ス ト レ ス 条 件 に 応 答 し て 増 加 す る

PNC1が 付 加 的 に あ る と 急 性 ス ト レ ス に 対 す る 耐 性 が も た ら さ れ る



る と あ る 範 囲 の ス ト レ ス へ の 耐 性 も も た ら さ れ る か ど う か を 検 査 し た 。 酵 母 に お い て よ く
特 徴 付 け ら れ た ス ト レ ス 耐 性 検 査 は 、 細 胞 の 高 塩 濃 度 に 対 す る 耐 性 で あ る ２ ６ 。 我 々 は 、
5× PNC1株 が 高 い レ ベ ル の NaCl（ 600mM） 及 び LiCl（ 200mM） の 両 方 に 対 し て 、 野 生 型 よ り
も 劇 的 に 耐 性 が 高 か っ た こ と を 見 出 し た （ 図 １ ９ Ａ ） 。 さ ら に 我 々 は 、 紫 外 線 照 射 （ 5mJ
／ cm 2 ） に よ る DNA損 傷 後 の 生 存 率 も 調 べ 、 や は り 、 PNC1 が 付 加 的 に あ る と 耐 性 が も た ら
さ れ た こ と を 見 出 し た （ 図 １ ９ Ｂ ） 。 ミ ト コ ン ド リ ア DNAの 損 傷 が 哺 乳 動 物 の 老 化 に 関 係
が あ る と さ れ て い る た め ２ ７ 、 さ ら に 我 々 は 、 付 加 的 な PNC1の こ の 種 類 の ス ト レ ス か ら の
保 護 能 力 も 調 べ た 。 強 制 換 気 条 件 （ 3% グ リ セ ロ ー ル を 炭 素 供 給 源 と す る ） 下 で は 、 5× PN
C1 細 胞 は 、 野 生 型 よ り も 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム に よ る ミ ト コ ン ド リ ア 変 異 誘 発 に 対 し て よ り
耐 性 だ っ た （ 図 １ ９ Ｃ ） 。 5× PNC1 株 の LiClに 対 す る 耐 性 増 加 は SIR2依 存 的 だ っ た 。 驚 く
べ き こ と に 、 こ の 株 の NaCl、 紫 外 線 及 び 臭 化 エ チ ジ ウ ム に 対 す る 耐 性 は 、 SIR2 か ら は 独
立 だ っ た （ 図 １ ９ Ａ － Ｃ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 PNC1 が 長 寿 及 び ス ト レ ス 耐 性 の 両 方 を 促
進 す る こ と を 実 証 し て お り 、 SIR2 が 、 こ の 遺 伝 子 の 唯 一 の 下 流 エ フ ェ ク タ で は な い こ と
を 示 唆 し て い る 。 こ の よ う に 、 ニ コ チ ン ア ミ ド  は Sir2以 外 の タ ン パ ク 質 も 調 節 し て い る
可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
実 施 例 ７ ： 　
　 我 々 は 前 に 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 中 の ２ つ の 酵 素 Npt1（ ニ コ チ ン ア ミ ド ホ ス ホ リ ボ シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 及 び Nma2（ ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ ） が 核 内 に 濃 縮 し て い る こ と を 示 し た ２ ３ 。 我 々 は 、 別 の 再 利 用 経 路 酵 素 で あ る Pnc1が
同 様 な 細 胞 内 分 布 を 有 す る か ど う か を 調 査 し た 。 驚 い た こ と に 、 完 全 2% グ ル コ ー ス 培 地
上 で は Pnc1-GFPは 細 胞 質 、 核 、 及 び 細 胞 一 個 当 た り 3乃 至 6箇 所 の 離 散 し た 細 胞 質 内 焦 点 距
離 に 観 察 さ れ た （ 図 ２ ０ Ａ ） 。 カ ロ リ 制 限 し た 又 は ス ト レ ス を 与 え た 細 胞 は 、 ウ ェ ス タ ン
・ デ ー タ と 一 致 し て 、 蛍 光 輝 度 の 劇 的 な 増 加 を 示 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 ア ミ ノ 酸 制 限 又
は 塩 ス ト レ ス の 条 件 下 で は 、 こ の パ タ ー ン は 変 化 し て お り 、 蛍 光 は 主 に 焦 点 距 離 に 局 在 し
て い た （ 図 ２ ０ Ｂ ） 。 こ の こ と は 、 Pnc1の 局 在 は 、 異 な る ス ト レ ス に よ り 異 な る 方 法 で 調
節 さ れ て い る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 こ の 焦 点 距 離 の 正 体 を 判 定 す る た め に 、 我 々 は 、 Pnc1-GFPと 同 時 局 在 す る 細 胞 内 マ ー カ
を 探 し た 。 我 々 は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム を 標 的 と す る 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (RFP） で 大 き な 重
複 を 観 察 し た （ 図 ２ ０ Ｃ ） 。 さ ら に 、 Pnc1-GFPの 焦 点 距 離 は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム を 形 成 す
る こ と が で き な い  pex6D
変 異 体 で は も は や 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ２ ０ Ｄ ） 。 我 々 の ス ト レ ス 研 究 で は 、 ペ ル オ キ ソ
ソ ー ム へ の Pnc1の 局 在 が 調 節 可 能 か も 知 れ な い こ と が 示 さ れ て い た た め 、 我 々 は 、 こ の オ
ル ガ ネ ラ へ の そ の 輸 入 を 担 う ト ラ ン ス ポ ー タ を 特 定 し よ う と 試 み た 。 Pex5 は ペ ル オ キ シ
ソ ー ム 性 タ ン パ ク 質 の 大 半 を 輸 入 す る が 、 Pnc1の ペ ル オ キ シ ソ ー ム へ の 局 在 に は 、 よ り 利
用 頻 度 の 低 い ト ラ ン ス ポ ー タ Pex7 が 必 要 だ っ た （ 図 ２ ０ Ｄ ） 。 Pnc1の 、 核 よ り 外 側 の 部
位 へ の 局 在 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が Sir2以 外 の タ ン パ ク 質 を 調 節 す る こ と を 実 証 し た 我 々 の
ス ト レ ス 結 果 と 一 致 し て い る 。 ペ ル オ キ シ ソ ー ム へ の 局 在 は 、 こ れ ら の オ ル ガ ネ ラ は 反 応
性 酸 素 種 の 主 要 な 供 給 源 で あ り 、 哺 乳 動 物 の 老 化 へ の 関 与 が 指 摘 さ れ て い る ２ ８ 、 ２ ９ た
め に 、 特 に 興 味 深 い 。 加 え て 、 脂 質 代 謝 の 数 多 く の 重 要 な ス テ ッ プ が ペ ル オ キ シ ソ ー ム 内
で 行 わ れ 、 脂 質 シ グ ナ ル 伝 達 は 最 近 、 塩 耐 性 に も 関 連 付 け ら れ て い る ２ ６ 。 付 加 的 な PNC1
 の 耐 塩 性 は 、 Pnc1の ペ ル オ キ シ ソ ー ム 機 能 の 結 果 か も 知 れ な い 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
実 施 例 ８ ： 　
　 我 々 の 予 測 モ デ ル の １ つ は 、 細 胞 内 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 何 ら か の 方 法 で 操 作 す る と
、 Sir2活 性 を 変 え る に は 充 分 な は ず で あ る と い う も の で あ る 。 Sir2活 性 の 通 常 の 指 標 は 、
rDNA（ RDN1）  に 挿 入 さ れ た レ ポ ー タ 遺 伝 子 が サ イ レ ン ト に な る 程 度 で あ る 。 NAD＋ レ ベ ル
が い ず れ か の サ イ レ ン ト 効 果 を 担 っ て い る 可 能 性 を 除 外 す る た め に 、 我 々 は 、 NAD＋ 再 利
用 経 路 の 外 に あ る 遺 伝 子 を 用 い て 細 胞 内 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル を 操 作 す る こ と を 試 み た 。
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寿 命 及 び ス ト レ ス 耐 性 は 、 細 胞 内 ニ コ チ ン ア ミ ド に よ る 負 の 調 節 を 受 け る



ヒ ト で は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 代 謝 の 主 要 な 経 路 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド  N-メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ （ NNMT） を 通 る ３ ０ 。 NNMTは ニ コ チ ン ア ミ ド を N’ -メ チ ル ニ コ チ ン ア ミ ド に 転 化 さ
せ 、 こ の N'-メ チ ル ニ コ チ ン ア ミ ド が 腎 臓 を 通 じ て 排 出 さ れ る ３ １ 。 我 々 は 、 相 同 性 に よ
り 、 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ NNMT遺 伝 子 を 同 定 し 、 こ の 遺 伝 子 を NNT1と 命 名 し た 。 Nnt1 は 哺 乳 動
物 NNMTコ ア ・ ド メ イ ン に 対 し て 23%同 一 で あ り ３ ０ 、 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン （ SAM） 依 存
的 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の ４ つ の シ グ ナ チ ャ ・ モ チ ー フ を 含 有 す る ３ ２ 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 NNT1 を 欠 失 さ せ る と 、 PNC1 の 欠 失 と 同 様 な サ イ レ ン ト 解 除 表 現 型 が 起 き た ３ ３ （ 図 ２
１ Ａ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 rDNA サ イ レ ン ト 状 態 が 外 因 性 ニ コ チ ン ア ミ ド  の 存 在 下 で 失 わ
れ る と い う 我 々 の 発 見 と 一 致 す る （ 実 施 例 ２ ） 。 予 測 通 り 、 付 加 的 な NNT1 を 持 つ 株 は 、
付 加 的 な PNC1を 持 つ 株 と 同 様 に 、 サ イ レ ン ト 状 態 の 増 加 を 示 し た ２ ３ 。 我 々 は 、 寿 命 、 ス
ト レ ス 耐 性 及 び Sir2活 性 は 、 細 胞 内 ニ コ チ ン ア ミ ド 及 び NNT1の レ ベ ル の 変 更 に よ り 調 節 す
る こ と が で き る と 結 論 す る 。 NNT1 は PNC1 表 現 型 を 模 倣 で き る が 、 PNC1と は 異 な り 、 そ の
発 現 は 、 寿 命 を 延 ば す 刺 激 で は 見 か け 上 、 調 節 さ れ な い こ と は 注 目 に 値 す る ２ ５ 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 我 々 は PNC1 を 、 細 胞 内 ニ コ チ ン ア ミ ド を 枯 渇 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 の 寿 命 及 び ス ト
レ ス 耐 性 を 延 ば す 、 カ ロ リ 制 限 及 び ス ト レ ス 応 答 性 遺 伝 子 で あ る と 特 定 し た （ 図 ２ １ Ｂ ）
。 我 々 は 、 カ ロ リ 制 限 に よ る 寿 命 の 延 び は 、 特 異 的 調 節 遺 伝 子 に よ り 調 和 さ せ ら れ た 能 動
的 な 細 胞 に よ る 防 御 的 応 答 の 結 果 で あ る こ と を 示 す 。 こ の 機 序 の 魅 力 的 な 特 徴 は 、 そ れ が
細 胞 恒 常 性 に 関 与 す る 必 須 コ フ ァ ク タ で あ る NAD＋ の 調 節 に は 基 づ か な い こ と で あ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 我 々 に は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 代 謝 に 関 与 す る 遺 伝 子 が ど の よ う に し て 数 多 く の 急 性 ス ト レ
ス に 対 す る 耐 性 を も た ら す の か は 、 ま だ 不 明 で あ る 。 お そ ら く は 、 Pnc1増 加 と い う 利 益 は
進 化 上 の 代 価 と し て 生 じ た の で あ る が 、 我 々 は ま だ 、 淘 汰 上 の 不 利 益 は 特 定 し て い な い 。
我 々 の ス ト レ ス 及 び 局 在 結 果 の 両 者 で 、 複 数 の ニ コ チ ン ア ミ ド 調 節 性 エ フ ェ ク タ が 存 在 す
る こ と が 示 さ れ て い る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド  に よ る Sir2阻 害 の 酵 素 学 に 基 づ き （ 実 施 例 ２ 及
び ３ ４ ） 、 NAD＋ を ２ 段 階 の 反 応 で 切 断 す る タ ン パ ク 質 が 考 え ら れ る 候 補 で あ る 。 例 に は
、 Sir2 （ Hst1-4） 及 び Tpt1の 相 同 体 、 タ ン パ ク 質 の 変 性 応 答 を 促 進 す る NAD＋ 依 存 的 2'-
ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が あ る ３ ５ 。 ニ コ チ ン ア ミ ド 代 謝 が 変 化 し た 細 胞 の 発 現 プ ロ フ
ァ イ リ ン グ を す れ ば 、 こ れ ら の エ フ ェ ク タ や 、 ス ト レ ス 耐 性 の 下 流 経 路 を 特 定 す る 助 け に
な る は ず で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 哺 乳 動 物 で は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 代 謝 と ス ト レ ス 耐 性 と の 間 の 関 係 の 証 拠 が あ る 。 ポ リ （
ア デ ノ シ ン ジ ホ ス フ ェ ー ト -リ ボ ー ス ） ポ リ メ ラ ー ゼ -1 （ PARP） は 、 ポ リ （ ADP-リ ボ ー ス
） を ア ク セ プ タ タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 さ せ る た め に NAD＋ を 切 断 す る 核 内 酵 素 で あ る 。 こ
の ２ 段 階 の 反 応 は ニ コ チ ン ア ミ ド を 生 じ る が 、 こ の ニ コ チ ン ア ミ ド が 、 PARP-1に 対 し て 阻
害 効 果 を 発 揮 し 、 自 己 調 節 を 可 能 に し て い る ３ ６ 。 PARP酵 素 に つ い て は 、 DNAの 損 傷 修 復
、 テ ロ メ ア 長 の 調 節 、 ヒ ス ト ン 修 飾 、 及 び 、 ICAM-1及 び 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ を 含 む 主 要 な
タ ン パ ク 質 の 転 写 レ ベ ル で の 調 節 を 含 め 、 数 多 く の 細 胞 機 能 と の 関 連 が 示 唆 さ れ て き た ３

６ 。 我 々 の 結 果 は 、 PARP酵 素 が 、 一 般 的 な ス ト レ ス 応 答 の 一 部 と し て ニ コ チ ン ア ミ ド 代 謝
に よ り 調 節 さ れ て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド は さ ら に 、 in vitro （ 実
施 例 ２ ） 及 び  in vivo １ ７ の 両 方 で ヒ ト SIRT1を 阻 害 す る 。 SIRT1 は p53活 性 を 負 に 制 御
す る こ と か ら 、 ニ コ チ ン ア ミ ド レ ベ ル が ア ポ ト ー シ ス 及 び DNA修 復 を 調 節 し て い る １ ７ ，

１ ８ 可 能 性 が 分 か る 。 こ れ と 一 致 し て 、 ヒ ト 細 胞 及 び 組 織 で の NNMTの 発 現 は 、 腫 瘍 発 生 ３

７ 及 び 放 射 線 抵 抗 性 ３ ８ と 相 関 し て い る 。  
【 ０ ２ ８ ４ 】
実 施 例 ９ ： 　
　 培 地 及 び 株 ： 　 全 て の 株 を 、 他 に 記 載 し な い 限 り 、 ３ ０ ℃ の 完 全 2.0% (w/v) グ ル コ ー
ス （ YPD） 培 地 で 成 長 さ せ た 。 実 験 の す べ て で 、 我 々 は 、 空 の ベ ク タ を 組 み 込 む こ と に よ
り 、 確 実 に 株 同 士 の 間 で 栄 養 要 求 性 マ ー カ が 一 致 し て い る よ う に し た 。 欠 失 は す べ て 、 ka
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nMX6 PCRベ ー ス の 技 術 ３ ９ を 用 い て 作 製 さ れ 、 PCRで 確 認 さ れ た 。 PNC1 の 付 加 的 な コ ピ ー
は 、 前 に 解 説 し た 通 り に 組 み 込 ま れ た ２ ３ 。 NNT1 (YLR285w)
の 開 放 読 み 取 り 枠 全 体 及 び 700塩 基 の 上 流 配 列 を 、 ゲ ノ ム DNAか ら PCRに よ り pSP400中 に ク
ロ ー ニ ン グ し ４ ０ 、 配 列 決 定 し 、 酵 母 ゲ ノ ム に 前 に 解 説 し た 通 り に 組 み 込 ん だ ２ ３ 。 組 み
込 ま れ た 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 は 、 サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 で 判 定 さ れ た 。 GFP カ セ ッ ト を 、 天 然
PNC1 遺 伝 子 の ３ ’ 側 に イ ン フ レ ー ム で 前 に 解 説 し た 通 り に 導 入 し た ３ ９ 。 RFP-PTS1プ ラ
ス ミ ド （ pSG421） は Ｓ ． Ｊ ． グ ー ル ド 氏 （ ジ ョ ン ズ ・ ホ プ キ ン ス 大 ） か ら 提 供 さ れ た 。 PS
Y316AT由 来 株 を 寿 命 の 分 析 及 び ス ト レ ス 耐 性 検 定 に 用 い た 。 PSY316ATを 由 来 と す る 株 （ MA
Tα 、 ura3-53
leu2-3,112 his3-D200 ade2-1,01 can1-100
ADE2-TEL V-R): pnc1D (YDS1741） 、 sir2D (YDS1750)、 5xPNC1 (YDS1853)、 5xPNC1 sir2D
 (YDS1851)、 pnc1D sir2D (YDS1853)。 W303由 来 株 を ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 、 蛍 光 顕
微 鏡 法 及 び SIR2 依 存 的 サ イ レ ン ト 状 態 検 定 法 に 用 い た 。 W303 (MATa,
ade2-1, leu2-3,112, can1-100, trp1-1, ura3-52, his3-11,15, RDN1::ADE2, RAD5)
を 由 来 と す る 株 に は ： PNC1-GFP (YDS1742)、 pnc1D (YDS1911)、 nnt1D (YDS1747)、 2xPNC1
 (YDS1588)、 2xNNT1 (YDS1926)、 ADE2 (YDS1596)が 含 ま れ た 。 以 下 の 株 を PNC1-GFP (YDS1
742)か ら 得 た ：  bna6D (YDS1857),
pSG421 (YDS1916), pex6D (YDS1869), pex5D (YDS1870) 及 び pex7D (YDS1871)。 cdc25-10
 株 は Ｌ ・ ギ ャ ラ ン テ 氏 （ Ｍ ． Ｉ ． Ｔ ． 大 ） か ら 提 供 さ れ た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 酵 母 検 定 法 を 以 下 の 通 り に 行 っ た 。 寿 命 測 定 を 前 に 解 説 し た 通 り に 行 っ た ２ ３ が 、 例 外
と し て 、 熱 ス ト レ ス 実 験 で は 、 株 を 各 剥 離 後 に ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ト レ ス 耐
性 検 定 は 、 対 数 期 中 期 細 胞 を 用 い て 行 わ れ た 。 サ イ レ ン ト 状 態 は 前 に 解 説 し た 通 り に 検 定
さ れ た ２ ３ 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 発 現 分 析 を 以 下 の 通 り に 行 っ た 。 株 を 記 載 し た 条 件 下 で 予 備 処 理 し 、 対 数 期
中 期 ま で 成 長 さ せ た 。 ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 は 、 解 説 し た 通 り に ２ ３ 全 細 胞 抽 出 物 （ ７
５ μ ｇ ） を 用 い て 行 わ れ た 。 タ ン パ ク 質 は 抗 GFP抗 体 （ サ ン タ ク ル ズ 社 ） 又 は 抗 ア ク チ ン
抗 体 （ ケ ミ コ ン 社 ） を 用 い て 検 出 さ れ た 。 蛍 光 顕 微 鏡 画 像 を 、 ハ マ マ ツ  Orca100 CCD カ
メ ラ で 倍 率 を １ ０ ０ × に し て 同 じ 露 出 （ 1s） で 撮 像 し 、 Openlabソ フ ト ウ ェ ア で 処 理 し た
。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 ニ コ チ ン ア ミ ド 活 性 検 定 は 以 下 の 通 り に 行 わ れ た 。 予 備 処 理 さ れ た 対 数 期 中 期 培 養 株 か
ら 得 ら れ た 抽 出 物 中 の Pnc1の 活 性 は 前 に 解 説 し た 通 り に 判 定 さ れ た ４ １ 。 簡 単 に 説 明 す る
と 、 0.16 mg の タ ン パ ク 質 を 0 も し く は 8 mMの ニ コ チ ン ア ミ ド と 一 緒 に ４ ５ 分 間 、 ３ ０ ℃
で 、 10 mM Tris pH 7.5、 150 mM NaCl 及 び 1 mM MgCl 2 か ら 成 る 最 終 体 積 400μ lに し て イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Pnc1活 性 は 、 反 応 生 成 物 で あ る ア ン モ ニ ア の 最 終 濃 度 を 、 シ グ マ ・ ア
ン モ ニ ア ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ・ キ ッ ト を 用 い て 測 定 す る こ と で 判 定 さ れ た 。 ニ コ チ ン
ア ミ ド な し の コ ン ト ロ ー ル を 減 算 す る こ と で 、 基 礎 ア ン モ ニ ア を 斟 酌 し た 。 ニ コ チ ン ア ミ
ド 活 性 を 、 生 じ た ア ン モ ニ ア nmol ／ 分 ／ 総 タ ン パ ク 質 mg で 表 し た 。 Pnc1活 性 は 、 pnc1D 
株 （ 0.06± 0.004 nmol／ 分 ／ mg） の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 値 を 減 算 す る こ と で 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
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【 ０ ２ ８ ９ 】
実 施 例 １ ０ ： 　 ヒ ト

　 NMNAT（ EC 2.1.1.1; CAS 登 録 番 号  9029-74-7） は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド  N-メ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ と も 呼 ば れ 、 反 応 S-ア デ ノ シ ル -L-メ チ オ ニ ン ＋ ニ コ チ ン ア ミ ド ＝ S-ア デ ノ シ
ル -L-ホ モ シ ス テ イ ン ＋ 1-メ チ ル ニ コ チ ン ア ミ ド を 触 媒 す る 酵 素 で あ る （ さ ら に Cantoni (
1951) J.
Biol. Chem. 203-216も 参 照 さ れ た い ） 。 放 射 線 感 受 性 ヒ ト 細 胞 中 で ヒ ト NMNATが 過 剰 発 現
す る と 、 こ の 細 胞 の 放 射 線 抵 抗 性 が 増 す こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
均 等 物
　 当 業 者 で あ れ ば 、 ご く 慣 例 的 な 実 験 に よ っ て 、 こ こ に 解 説 し た 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施 態
様 の 均 等 物 を 数 多 く 、 認 識 し 、 又 は 確 認 で き る こ と で あ ろ う 。 こ の よ う な 均 等 物 は 以 下 の
請 求 の 範 囲 の 包 含 す る と こ ろ と 、 意 図 さ れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ９ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 NPT1を 増 量 投 与 す る と 、 カ ロ リ 制 限 を 模 倣 す る こ と に よ り 老 化 が 遅 れ る
こ と を 示 す 。 寿 命 は 、 細 胞 分 裂 停 止 前 に 各 母 細 胞 が 生 じ る 娘 細 胞 の 数 を 採 点 す る こ と に よ
り 、 判 定 さ れ た （ ７ ， １ ０ ） 。 細 胞 は 完 全 グ ル コ ー ス 培 地 上 で 最 低 ４ ８ 時 間 、 予 め 成 長 さ
せ た 。 Ａ は 、 野 生 型  (PSY316AT、 丸 ） 、 2xNPT1（ YDS1544、 ダ イ ヤ モ ン ド ） 及 び 5xNPT1 （
YDS1548、 三 角 ） の 2% グ ル コ ー ス を 加 え た 培 地 上 で の 死 亡 曲 線 を 示 す 。 平 均 寿 命 は そ れ ぞ
れ 21.9、 30.8 及 び 35.1世 代 だ っ た 。 Ｂ は 、 野 生 型 （ PSY316AT、 丸 ） 、 sir2::TRP1 （ YDS1
594、 下 向 き 三 角 ） 、 2xNPT1 （ YDS1544、 四 角 ） 、 sir2::TRP1 2xNPT1 （ YDS1573、 ダ イ ヤ
モ ン ド ） 及 び  5xNPT1 2xSIR2（ YDS1577、 上 向 き 三 角 ） の 2% グ ル コ ー ス 培 地 上 で の 死 亡 曲
線 を 示 す 。 平 均 寿 命 は そ れ ぞ れ 23.7、 14.4、 13.9、 31.0 及 び 31.9 世 代 だ っ た 。 Ｃ は 、 2%

10

20

30

40

50

(76) JP 2005-535342 A 2005.11.24

ニ コ チ ン ア ミ ド メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ  (NMNAT) は ヒ ト 細 胞 の 放
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 グ ル コ ー ス （ PSY316AT、 丸 ） 及 び 0.5% グ ル コ ー ス 培 地 （ PSY316AT、 四 角 ） 上 の 野 生 型 、
及 び 0.5% グ ル コ ー ス  培 地 （ YDS1544、 三 角 ） 上 の 2xNPT1 の 死 亡 曲 線 を 示 す 。 平 均 寿 命 は
そ れ ぞ れ 21.9、 31.7 及 び 34.5 世 代 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 NPT1 及 び SIR2 が 熱 シ ョ ッ ク に 対 す る 耐 性 を 提 供 す る こ と を 示 す 。 Ａ で
は 、 株 を 、 デ ィ オ ー キ シ ー 移 相 後 ３ 日 間 Ｓ Ｃ 培 地 で 成 長 さ せ 、 ５ ５ ℃ で １ 時 間 、 イ ン キ ュ
ベ ー ト し て か ら 、 １ ０ 倍 希 釈 に し て Ｓ Ｃ プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し た 。 Ｂ で は 、 株 を Ａ の 通
り に 処 理 し 、 Ｓ Ｃ プ レ ー ト 上 に 低 密 度 に な る よ う に プ レ ー ト し た 。 ２ ４ 時 間 後 に 生 じ た コ
ロ ニ を 採 点 し 、 未 処 理 試 料 か ら 生 じ た コ ロ ニ の パ ー セ ン テ ー ジ で 表 し た 。 数 値 は 、 ３ つ の
個 別 の 実 験 の 平 均 を 表 す （ ＋ ／ － s.d.） 。 株 ： W303AR URA3(YDS1568)、 W303AR URA3LEU2 
(YDS1563) 並 び に W303AR、 2xNPT1-URA3 (YDS1503)、 2xSIR2-URA3 (YDS1572)及 び 2xNPT1-U
RA32xSIR2-LEU2 (YDS1561)の 同 質 遺 伝 子 型 由 来 体 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 付 加 的 な NPT1 が あ る と サ イ レ ン ト 状 態 及 び rDNA安 定 性 が 増 す こ と を 示
す 。 Ａ で は 、 rDNAに ADE2 マ ー カ を 持 つ 株 を Ｓ Ｃ プ レ ー ト 上 で 予 備 成 長 さ せ 、 １ ０ 倍 連 続
希 釈 液 に し て Ｓ Ｃ プ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト し た 。 ア デ ニ ン を 欠 く 培 地 で は 成 長 の 遅 延 に よ り
サ イ レ ン ト 状 態 の 増 加 が 示 さ れ て い る 。 株 ： W303-1A ADE2(YDS1596)、 W303-1A RDN1::ADE
2(W303AR5) 並 び に W303AR5 由 来 体  2xNPT1(YDS1503)、 2xSIR2 (YDS1572)及 び 2xNPT1 2xSI
R2(YDS1561)。 Ｂ で は 、 rDNA遺 伝 子 座 に あ る  MET15 の サ イ レ ン ト 状 態 を 、 JS237の 同 質 遺
伝 子 型 由 来 体 を 、 0.07% PbNO 3 を 含 有 す る 栄 養 培 地 に 画 線 し 、 ５ 日 間 ３ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト す る こ と に よ り 、 検 定 し た 。 茶 色 の 色 素 の 蓄 積 に よ り 、 サ イ レ ン ト 状 態 の 増 加 が 示 さ
れ て い る 。 関 連 す る 遺 伝 子 型 ： met15D (JS209)、 MET15 (JS241)、  RND1::MET15 (JS237)
、 sir2::TRP1 (JS218)、 2xSIR2 (YDS1583)、 2mSIR2 (YDS1522)、 npt1D::kan r  (YDS1580)
、 2xNPT1(YDS1581) 及 び  2mNPT1 (YDS1493)。 Ｃ で は 、 rDNA遺 伝 子 座 に あ る ADE2 マ ー カ の
サ イ レ ン ト 状 態 を 、 1xNPT1、 2xNPT1、 及 び ２ μ NPT1 を 以 下 の バ ッ ク グ ラ ン ド で 持 つ 株 で
判 定 し た ： 野 生 型  （ W303AR5、 YDS1503、 YDS1496)、  sir2::TRP1 (YDS878、 YDS1504、 YDS
1494)、 sir3::HIS3 (YDS924、 YDS1505、 YDS1587)、 及 び  sir4::HIS3 (YDS882、 YDS1506、
YDS1495)。 Ｄ で は 、 ADE2 マ ー カ を テ ロ メ ア に 持 つ 株 を 制 限 量 の ア デ ニ ン を 含 有 す る Ｓ Ｃ
培 地 上 に 画 線 し た 。 赤 色 の 色 素 の 蓄 積 に よ り サ イ レ ン ト 状 態 の 増 加 が 示 さ れ て い る 。 関 連
す る 遺 伝 子 型 ：  (PSY316AT)、 2xNPT1(YDS1544)、 5xNPT1(YDS1548)、 5xNPT1 2xSIR2(YDS15
77) 及 び 5xNPT1 SIR2::TRP1(YDS1573). sir2::TRP1 (YDS1594)。 Ｅ で は 、 Ａ の 株 を 、 rDNA
遺 伝 子 座 に 組 み 込 ま れ た ADE2マ ー カ の 消 失 率 を 調 べ る こ と に よ り 、 rDNA安 定 性 に つ い て 検
定 し た 。 細 胞 を YPD培 地 上 に プ レ ー ト し 、 一 回 目 の 細 胞 分 裂 で の マ ー カ 消 失 事 象 を 反 映 し
た 半 円 弧 型 の コ ロ ニ の 頻 度 を 測 定 し た 。 10,000個 を 越 え る コ ロ ニ を 各 株 に つ い て 調 べ 、 各
実 験 を 三 重 に し て 行 っ た 。 細 胞 分 裂 一 回 当 た り の 平 均 組 換 え 頻 度 （ ＋ ／ － s.d.） を 示 す 。
Ｆ は 、 野 生 型  (W303AR)、 sir2::TRP1 (YDS878) 及 び  2xNPT1sir2::TRP1  (YDS1504) 株 の
リ ボ ゾ ー ム DNA組 換 え 率 を 示 す 。 検 定 は （ Ｅ ） の 通 り に 行 わ れ た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 カ ロ リ 制 限 及 び ス ト レ ス に 応 答 し た NPT1 の 発 現 を 示 す 。 Ａ で は 、 3xHA 
タ グ 配 列 を 、 W303AR5 （ YDS1531）  及 び  W303cdc10-25（ YDS1537） の 天 然 NPT1 ORFの 3'側
末 端 に イ ン フ レ ー ム で 挿 入 し た 。 細 胞 を ３ ０ ℃ の YPD 培 地 で 成 長 さ せ 、 解 説 さ れ た 通 り に
処 理 し た 。 NPT1 mRNA の レ ベ ル を 、 YPD（ 0.5% 及 び 2.0% グ ル コ ー ス ） で 成 長 さ せ た W303A
R5 と 、 YPD（ 2% グ ル コ ー ス ） で 成 長 さ せ た W303cdc25-10で 調 べ た 。 1.8 kbの  NPT1 転 写
産 物 を 検 出 し 、 レ ベ ル を ア ク チ ン  (ACT1) コ ン ト ロ ー ル に 正 規 化 し た 。 同 様 な 結 果 を PSY3
16 株 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ 図 示 せ ず ） で 得 た 。 Ｂ で は 、 Ａ の 培 養 株 か ら の タ ン パ ク 質 抽 出
物 を ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 で 分 析 し て 、 HAタ グ 付 き Npt1を α -HA 抗 体 を 用 い て 検 出 し た
。 53 kD 及 び 40 kD の ２ つ の バ ン ド が Npt1-HA 株 で に 検 出 さ れ 、 タ グ の つ い て い な い コ ン
ト ロ ー ル 株 に は バ ン ド は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 示 せ ず ） 。 ア ク チ ン レ ベ ル を 充 填 コ ン ト ロ
ー ル と し て 役 立 て た 。 同 様 な 結 果 を PSY316株 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で 得 た （ 図 示 せ ず ） 。 Ｃ で
は 、 NPT1 mRNA の レ ベ ル を 、 野 生 型  W303AR5(YDS1531) 対 数 期 培 養 株 で 、 以 下 ： MMS  (0.
02% v/v)、 パ ラ コ ー ト  (5mM)、 又 は 熱 シ ョ ッ ク （ 55° C） へ の 曝 露 後 １ 時 間 で 調 べ た 。 Ｄ
で は 、 Ｃ の 培 養 株 の タ ン パ ク 質 抽 出 物 を Ｂ の 通 り に 分 析 し た 。 Ｅ 及 び Ｆ で は 、 緑 色 蛍 光 タ
ン パ ク 質 （ GFP） 配 列 を 、 W303AR5（ そ れ ぞ れ YDS1611 及 び YDS1624） の 天 然 NPT1 及 び NMA2
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 ORFの 3'側 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 挿 入 し た 。 細 胞 を ３ ０ ℃ の YPD培 地 で 対 数 期 中 期 ま で 成
長 さ せ 、 生 き た 状 態 で 撮 影 し た 。 GFP（ 緑 色 ） 及 び Hoechst DNA 染 料 （ 偽 性 赤 色 ） の 重 複
領 域 は 、 組 合 せ 画 像 で は 黄 色 に 見 え る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 の 複 数 の 制 限 成 分 を 示 す 。 Ａ は 、 サ ル モ ネ ラ で 公 知 の
ス テ ッ プ に 基 づ く 、 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ で の NAD＋ 生 合 成 の 推 定 ス テ ッ プ を 示 す 。 各 ス テ ッ プ
を 媒 介 し て い る と 考 え ら れ る 酵 母 遺 伝 子 を イ タ リ ッ ク で 示 す 。 NaMN、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク
レ オ チ ド ； NaAD、 デ ス ア ミ ド -NAD + ； NaM、 ニ コ チ ン ア ミ ド ； Na、 ニ コ チ ン 酸 。 Smith et a
l.(2000)か ら 適 合 。 Ｂ は 、 株 ADE2 (YDS1596)、 野 生 型  (W303AR5)、 2xNPT1(YDS1503)、 2xP
NC1(YDS1588)、 2xNMA2(YDS1589)、 2xNMA1(YDS1590)、 及 び 2xQNS1(YDS1614)で の rDNA遺 伝
子 座 で の ADE2の サ イ レ ン ト 状 態 を 示 す 。 サ イ レ ン ト 状 態 の 増 加 は 、 ア デ ニ ン を 欠 く 培 地 上
で 成 長 遅 延 に よ り 示 さ れ て い る 。 Ｃ で は 、 テ ロ メ ア に ADE2 マ ー カ を 持 つ 株 を 、 制 限 量 の
ア デ ニ ン を 含 有 す る Ｓ Ｃ 培 地 上 に 画 線 し た 。 サ イ レ ン ト 状 態 は 赤 色 色 素 の 蓄 積 で 示 さ れ て
い る 。 検 査 さ れ た 株 ： 野 生 型  (PSY316AT)、 2xNPT1(YDS1544)、 5xNPT1(YDS1548)、 sir2::T
RP1 (YDS1594)、 2xPNC1(YDS1591)、 2xNMA2(YDS1592) 及 び  2xNMA1(YDS1593)。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ の 増 加 に よ る 寿 命 の 延 び の モ デ ル を 示 す 。 S
ir2 及 び Hst1-4 な ど の タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ は 、 NAD＋ を ニ コ チ ン ア ミ ド
に 転 化 す る こ と に よ り 、 こ の 再 利 用 経 路 で 重 要 な ス テ ッ プ を 触 媒 す る 。 PNC1、 NPT1、 NMA1
及 び NMA2 の コ ピ ー が 付 加 的 に あ る と 、 NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 る 流 れ が 増 加 し 、 そ れ に よ り
Sir2活 性 が 刺 激 さ れ て 寿 命 が 増 す 。 QNS1 の 付 加 的 な コ ピ ー が あ っ て も サ イ レ ン ト 状 態 は
増 加 し な い 。 な ぜ な ら 、 こ の 経 路 の 他 の ス テ ッ プ と は 異 な り 、 そ の 基 質 は こ の 再 利 用 経 路
の 外 に あ る 供 給 源 か ら は 提 供 さ れ ず 、 従 っ て こ の 反 応 に 限 界 が あ る か ら で あ る 。 略 語 ： NA
D＋ 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド ； NaMN、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ； NaA
D、 デ ス ア ミ ド -NAD＋ 。
【 図 ７ 】 図 ７ は NAD＋ 再 利 用 経 路 を 示 す 。 Sir2に よ り 生 じ る ニ コ チ ン ア ミ ド は Pnc1に よ り
ニ コ チ ン 酸 に 転 化 さ れ 、 次 に NAD＋ に 、 と ３ 段 階 で 戻 さ れ る 。  略 語 ： NAD＋ 、  ニ コ チ ン ア
ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド ； NaMN、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ； NaAD、 デ ス ア ミ ド -N
AD＋ 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が テ ロ メ ア 及 び rDNAの サ イ レ ン ト 状 態 を 阻 害 す る こ と を
示 す 。 Ａ で は 、 rDNA遺 伝 子 座 で の サ イ レ ン ト 状 態 を 、 JS237 (RDN1::MET15)の 同 質 遺 伝 子
型 由 来 株 を 、 0.07% PbNO 3 及 び 0、 1、 も し く は 5 mMの ニ コ チ ン ア ミ ド を 含 有 す る 栄 養 培 地
上 に 画 線 す る こ と で 検 定 し た 。 MET15 マ ー カ の サ イ レ ン ト 状 態 が 、 茶 色 の 色 素 の 蓄 積 で 示
さ れ て い る 。 RDN1::MET15 株 の 一 個 の 暗 褐 色 の コ ロ ニ は マ ー カ 消 失 事 象 を 表 す も の で あ る
。 関 連 す る 遺 伝 子 型 ：  met15D (JS209)、 MET15 (JS241)、 RDN1::MET15 (JS237)、 sir2::T
RP1 (JS218)、 2xSIR2(YDS1583)。 Ｂ で は 、 テ ロ メ ア に ADE2 マ ー カ を 持 つ 株 を 、 制 限 量 の
ア デ ニ ン と 、 0 も し く は 5 mM の ニ コ チ ン ア ミ ド を 含 有 す る Ｓ Ｃ 培 地 上 に 画 線 し た 。  ADE2
 マ ー カ が サ イ レ ン ト 状 態 に な る と 、 赤 色 の 色 素 が 蓄 積 す る 。 関 連 す る 遺 伝 子 型 ： (PSY316
AT)、 W303-1A ADE2(YDS1596) 及 び W303-1A ade2(YDS1595)。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が rDNA組 換 え を 増 加 さ せ 、 酵 母 寿 命 を 縮 め る こ と を 示 す
。 Ａ で は 、 rDNA遺 伝 子 座 に 組 み 込 ま れ た ADE2マ ー カ の 消 失 率 を 調 べ る こ と に よ り 、 rDNA安
定 性 に つ い て 株 を 検 定 し た 。 細 胞 を 5 mMの ニ コ チ ン ア ミ ド （ NAM） を 加 え た 、 又 は 加 え な
い 2% グ ル コ ー ス  YPD培 地 に プ レ ー ト し 、 一 回 目 の 細 胞 分 裂 時 の マ ー カ 消 失 事 象 を 反 映 す
る 半 円 弧 型 の コ ロ ニ の 頻 度 を 測 定 し た 。 10,000 個 を 越 え る コ ロ ニ を 各 株 に つ い て 調 べ 、
各 実 験 を 三 重 に し て 行 っ た 。 一 回 の 細 胞 分 裂 毎 の 平 均 組 換 え 頻 度 （ ＋ ／ － s.d.） を 示 す 。
関 連 す る 株 ： W303-1A RDN1::ADE2(W303AR5) 並 び に W303AR5 由 来 体  2xSIR2 (YDS1572)及
び sir2::TRP1 (YDS878)。 Ｂ で は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド （ NAM） 及 び ニ コ チ ン 酸 （ NA） の 構 造 の
比 較 を 示 す 。 Ｃ 及 び Ｄ で は 、 細 胞 分 裂 停 止 前 の 各 母 細 胞 か ら 生 じ た 娘 細 胞 の 数 を 採 点 す る
こ と に よ り 、 寿 命 を 判 定 し た （ ６ ８ ’ ６ ９ ） 。 細 胞 を 最 低 ４ ８ 時 間 、 完 全 グ ル コ ー ス 培 地
上 で 予 備 成 長 さ せ た 。 Ｃ は 、 野 生 型  (PSY316AT) 及 び sir2::TRP1 (YDS1594) 株 の 0 又 は 5
 mM ニ コ チ ン ア ミ ド （ NAM） 中 で の 死 亡 曲 線 を 示 す 。 平 均 寿 命 は そ れ ぞ れ  wt: 22.4、 12.1
 及 び  sir2: 12.1、 11.7 だ っ た 。 Ｄ は 、 Ｃ の 野 生 型 及 び sir2株 の 0、 5 mM 又 は 50 mM の
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ニ コ チ ン 酸 （ NA） の 存 在 下 で の 死 亡 曲 線 を 示 す 。 平 均 寿 命 は wt: 22.4、 26、 25 及 び sir2:
 12.1、 12.2だ っ た 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が 、 周 期 循 環 中 及 び G1期 停 止 細 胞 の 両 方 に お い て サ
イ レ ン ト な 接 合 型 遺 伝 子 座 （ HMR） を 抑 制 解 除 す る こ と を 示 す 。 Ａ で は 、 HMR遺 伝 子 座 （ YD
S970） に ADH作 動 性 GFP転 写 産 物 を 含 有 す る PSY316 細 胞 を 、 ３ ０ ℃ の YPD培 地 で 対 数 期 中 期
ま で 成 長 さ せ 、 5 mMの ニ コ チ ン ア ミ ド  (NAM) で 提 示 し た 時 間 、 処 理 し た 。 細 胞 を 生 き た
状 態 で 撮 影 し た 。 Ｂ で は 、 株 YDS970 又 は 同 質 遺 伝 子 型  sir4D 変 異 体 (YDS1499) を 5 mM 
の ニ コ チ ン ア ミ ド  (NAM)、 5 mMの ニ コ チ ン 酸  (NA) 又 は 5 mM の キ ノ リ ン 酸  (QA)の い ず れ
か で 処 理 し た 。 細 胞 を 蛍 光 活 性 化 セ ル ・ ソ ー テ ィ ン グ  (FACS) で 分 析 し て 、 ADH-GFP 発 現
の 程 度 を 判 定 し た 。 Ｃ で は 、 株 YDS970の   MATa由 来 体  (YDS1005)を  HMLに つ い て 欠 失 さ せ
、 10μ g/ml α 因 子 で ３ 時 間 、 処 理 し た 。 次 に 細 胞 を 5 mM の ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 で 提
示 し た 時 間 、 成 長 さ せ 、 FACSで 上 記 の 通 り に 調 べ た 。 細 胞 周 期 の 進 行 を 、 各 時 点 で 、 ヨ ウ
化 プ ロ ピ ジ ウ ム 染 色 さ れ た 細 胞 の FACS分 析 に よ り 観 察 し た 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド が Sirタ ン パ ク 質 の 局 在 を 変 化 さ せ な い こ と を 示 す
。 SIR2-GFP (YDS1078) (C 及 び  D)、 SIR3-GFP (YDS1099) (E 及 び  F)、 又 は GFP-SIR4 (YD
S1097) (G 及 び  H) の い ず れ か を 含 有 す る 野 生 型 株 と 、 SIR3-GFP (YDS1109) (A 及 び B)を
発 現 す る 同 質 遺 伝 子 型 sir2由 来 体 を ２ 時 間 、 5 mM の ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 で 成 長 さ せ
た 。 GFP蛍 光 を 生 存 細 胞 で 検 出 し た 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 Sir2が 、 ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 で は 、 テ ロ メ ア 由 来 の DNAと も 、
接 合 型 遺 伝 子 座 由 来 の DNAと も 結 合 し な い こ と を 示 す 。 Ａ 及 び Ｂ で は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル α -
Sir2 抗 体 を 用 い た ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 を 、 sir2 (YDS878) (A)又 は 野 生 型  (W303AR5) (B)
株 か ら の 抽 出 物 に 対 し 、 5 mM ニ コ チ ン ア ミ ド  (NAM)の 存 在 下 で 行 っ た 。 全 細 胞 抽 出 物 と
、 免 疫 沈 降 後 の ク ロ マ チ ン の 両 方 を 由 来 と す る 入 力 DNAの Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 示 す 。 PCR は 、 CUP
1 遺 伝 子 （ 一 番 上 の パ ネ ル ） 、 5S rDNA （ ２ 番 目 の パ ネ ル ） 、 HMR 遺 伝 子 座 （ ３ 番 目 の パ
ネ ル ） 、 又 は テ ロ メ ア の う ち の サ ブ テ ロ メ ア  DNA 1.4 及 び  0.6 kb （ 一 番 下 の パ ネ ル ）
に 特 異 的 な プ ラ イ マ 対 を 用 い て 行 わ れ た 。 プ ラ イ マ の 配 列 を 表 ４ に 挙 げ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド は 、 in vitroに お い て 酵 母 Sir2及 び ヒ ト SIRT1の 強
力 な 非 競 合 的 阻 害 剤 で あ る こ と を 示 す 。 Ａ で は 、 組 換 え GSTタ グ 付 き Sir2を 、 ア セ チ ル 化
基 質 と 一 緒 に ３ ０ 分 間 、 ３ ０ ℃ で 、  1 mM の DTT、 200、 350、 500 も し く は 750μ Mの NAD＋

及 び 提 示 し た 濃 度 の ニ コ チ ン ア ミ ド の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 展 開 剤 を 添 加 す る こ
と で 反 応 を 停 止 さ せ 、 試 料 を 蛍 光 分 析 法 （ 励 起 は  360 nm に 設 定 し 、 発 光 は 460 nm） で 分
析 し た 。 実 験 は 三 重 に し て 行 っ た 。 デ ー タ は 、 任 意 蛍 光 単 位 （ AFU） 分 - 1 、 対 、 NAD＋ （ μ
M） の ラ イ ン ウ ィ ー バ ー ・ バ ー ク 二 重 逆 数 プ ロ ッ ト と し て 示 さ れ て い る 。 Ｂ で は 、 実 験 を
Ａ の 通 り に 行 っ た が 、 例 外 と し て 、 組 換 え ヒ ト SIRT1を 用 い 、 反 応 は ３ ７ ℃ で 行 わ れ た 。
Ｃ で は 、 脱 ア セ チ ル 化 反 応 を 三 重 に し て 、 2.5μ gの SIRT1、 1 mM DTT、 200μ M NAD＋ と 、  
50μ Mの 水 空 試 験 、 DMSO空 試 験 、 ニ コ チ ン 酸 、 シ ル チ ノ ー ル 、 M15、 ス プ リ ト マ イ シ ン 又 は
ニ コ チ ン ア ミ ド の い ず れ か と で 行 っ た 。 反 応 を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 行 わ せ 、 蛍 光 を Ａ の 通
り に 測 定 し た 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ Ａ － Ｃ は 、 Sir2-Af1の 保 存 さ れ た Ｃ ポ ケ ッ ト に 嵌 め 合 わ せ た ニ コ チ ン ア
ミ ド を 示 す 。 （ Ａ ） 左 側 の パ ネ ル は 、 結 合 し た NAD＋ を 紫 色 に し 、 ア セ チ ル -リ ジ ン 結 合 ト
ン ネ ル を 赤 色 の 矢 印 で 指 し 示 し た 、 Sir2-Af1の 表 面 図 の 前 面 図 を 示 す 。 Ｃ 部 位 は 、 破 線 の
緑 が か っ た 青 の 曲 線 で 描 か れ て い る 。 右 側 の パ ネ ル は 、 破 線 を 通 っ て 切 断 し 、 そ の 垂 直 軸
に 沿 っ て ９ ０ 度 回 転 さ せ た 該 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 Ｃ 部 位 の 保 存 さ れ た 残 基 の 表 面 は 緑 が か
っ た 青 に 着 色 さ れ て い る 。 （ Ｂ ） Ａ の 右 側 の パ ネ ル で 描 か れ た 黒 い 矩 形 の 近 接 図 で あ り 、
Sir2-Af1の Ｃ ポ ケ ッ ト に 深 く 嵌 め 合 わ さ れ た ニ コ チ ン ア ミ ド を 示 す 。 （ Ｃ ） Ｃ ポ ケ ッ ト の
保 存 さ れ た 残 基 に 取 り 囲 ま れ た 、 嵌 め 合 わ さ れ た ニ コ チ ン ア ミ ド （ 緑 色 ） の 立 体 図 を 示 す
。 推 定 上 の 相 互 作 用 を 破 線 で 示 し 、 水 素 結 合 （ 青 色 ） 、 静 電 的 （ マ ゼ ン タ ） 及 び フ ァ ン デ
ル ワ ー ル ス （ 黄 色 ） が 含 ま れ て い る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 NPT1相 同 体 の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 PNC1相 同 体 の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
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【 図 １ ７ 】 図 １ ７ Ａ － Ｅ は 、 カ ロ リ 制 限 及 び 熱 ス ト レ ス が 、 PNC1-依 存 的 な 態 様 で 寿 命 を
延 ば す こ と を 示 す 。 （ Ａ ） は 、 Pnc1が ニ コ チ ン ア ミ ド の ニ コ チ ン 酸 へ の 転 化 を 触 媒 す る こ
と を 示 す 。 （ Ｂ ） は 、 酵 母 で は 、 NAD＋ は 、 ト リ プ ト フ ァ ン か ら de novo 合 成 さ れ 、 ニ コ
チ ン ア ミ ド か ら NAD＋ 再 利 用 経 路 を 通 じ て 再 循 環 す る こ と を 示 す 。 （ Ｃ ） は 、 グ ル コ ー ス
制 限 に よ る 寿 命 の 延 び に は 、 PNC1が 必 要 で あ る こ と を 示 す 。 2.0% (w/v) グ ル コ ー ス を 含
有 す る 完 全 培 地 上 の 平 均 寿 命 は ： 野 生 型 、 (21.6); pnc1D, (19.1); sir2D, (14.2)だ っ た
。  0.5% グ ル コ ー ス 上 の 平 均 寿 命 は ： 野 生 型 、 (32.7); pnc1D, (18.1); sir2D, (14.7)だ
っ た 。 （ Ｄ ） は 、 穏 や か な 熱 ス ト レ ス へ の 曝 露 に よ る 寿 命 の 延 び を 示 す 。 ３ ０ ℃ の と き の
平 均 寿 命 は ： 野 生 型 、 (19.4); pnc1D, (18.5); sir2D, (12.0)だ っ た 。 ３ ７ ℃ の と き の 平
均 寿 命 は ： 野 生 型 、 (23.4); pnc1D, (17.5); sir2D, (10.6)だ っ た 。 （ Ｅ ） 付 加 的 な  PNC
1 が あ る と 寿 命 が SIR2依 存 的 な 態 様 で 延 び る こ と を 示 す 。 2.0% グ ル コ ー ス /30° C上 の 平
均 寿 命 は ： 野 生 型 、 (19.7); 5xPNC1,(36.1); sir2D, (14.2); 5xPNC1 sir2D, (15.1); pn
c1D?sir2D, (14.4)だ っ た 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ Ａ － Ｄ は 、 Pnc1 レ ベ ル 及 び 活 性 は カ ロ リ 制 限 及 び ス ト レ ス に 応 答 し て
上 昇 す る こ と を 示 す 。 （ Ａ ） は 、 抗 GFP抗 体 を 用 い た 、 酵 母 全 細 胞 抽 出 物 中 の Pnc1-GFPの
検 出 を 示 す 。 ア ク チ ン レ ベ ル が 充 填 コ ン ト ロ ー ル と し て 含 ま れ て い る 。 抽 出 物 は 、 2.0%、
0.5% 又 は  0.1% グ ル コ ー ス  (w/v)を 加 え た 完 全 培 地 で 成 長 さ せ た 対 数 期 中 期 野 生 型 培 養
株 か ら 作 製 さ れ た 。 （ Ｂ ） は 、 対 数 期 中 期 野 生 型 、 cdc25-10 又 は  bna6D 培 養 株 か ら の 抽
出 物 で 、 上 述 し た 通 り に 検 出 さ れ た Pnc-1GFPレ ベ ル を 示 す 。 （ Ｃ ） は 、 対 数 期 中 期 野 生 型
培 養 株 か ら の 抽 出 物 、 で 上 述 し た 通 り に 検 出 さ れ た Pnc-1GFPを 示 す 。 培 養 株 を 以 下 の 条 件
で 成 長 さ せ た ： 完 全 培 地 （ 処 理 な し ） 、 合 成 培 地 （ SD） 、 ア ミ ノ 酸 （ a.a.） 制 限  （ 非 必
須 ア ミ ノ 酸 を 欠 く SD） 、 塩 ス ト レ ス （ NaCl, 300 mM)、 熱 ス ト レ ス （ ３ ７ ℃ ） 、 ソ ル ビ ト
ー ル （ 1M） 。 （ Ｄ ） は 、 提 示 し た 条 件 下 で 成 長 さ せ た 対 数 期 中 期 野 生 型 培 養 株 の 細 胞 抽 出
物 か ら の Pnc1に よ る ニ コ チ ン ア ミ ド 脱 ア ミ ン 化 の 測 定 を 示 す 。 示 し た 数 値 は 、 ３ つ の 個 別
の 実 験 の 平 均 で あ る 。 活 性 は 、 生 じ た ア ン モ ニ ア nmol／ 分 ／ 総 タ ン パ ク 質 の mg、 ± s.d: 2
.0% グ ル コ ー ス  0.90± 0.26、 0.1% グ ル コ ー ス  4.38± 0.43、 ３ ７ ℃  3.28± 0.32、 ソ ル ビ
ト ー ル  (1 M) 3.75± 0.65。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ Ａ － Ｃ は 、 PNC1 が 急 性 ス ト レ ス に 対 す る 耐 性 を も た ら す こ と を 示 す 。
（ Ａ ） は 、 付 加 的 な PNC1 が 塩 ス ト レ ス に 対 す る 耐 性 を も た ら す こ と を 示 す 。 対 数 期 中 期
コ ロ ニ か ら の 細 胞 を 600 mM NaCl 又 は 200 mM LiCl を 含 有 す る 完 全 培 地 上 に 塗 り 、 ４ 日 間
、 ２ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 準 酵 母 培 地 （ 2% グ ル コ ー ス 、 ２ ５ ℃ ） に は 、 野 生 型
、 5xPNC1、 又 は  5xPNC1 sir2D 株 間 で 成 長 速 度 に 検 出 可 能 な 違 い は な か っ た 。 （ Ｂ ） は 、
付 加 的 な PNC1 が 紫 外 線 で 誘 導 さ れ る 損 傷 か ら SIR2 独 立 な 態 様 で 保 護 す る こ と を 示 す 。 対
数 期 中 期 培 養 株 か ら の 細 胞 を 低 密 度 で 完 全 培 地 に プ レ ー ト し 、 紫 外 線 （ 5 mJ/cm 2 、 254nm
） に 曝 露 し た 。 暗 室 で ３ ０ ℃ で ３ 日 間 成 長 さ せ た 後 に コ ロ ニ を 形 成 す る 能 力 に よ り 、 生 命
力 を 判 定 し た 。 数 値 は 、 生 命 力 有 り の パ ー セ ン ト ± s.e. で 表 さ れ て い る 。 （ Ｃ ） は 、 PNC
1 が 、 ミ ト コ ン ド リ ア DNA損 傷 か ら の SIR2独 立 な 保 護 を 提 供 す る こ と を 示 す 。 完 全 3% (v/v
) グ リ セ ロ ー ル 培 地 及 び 10μ g/ml 臭 化 エ チ ジ ウ ム （ EtBr） 上 に 画 線 し た 対 数 期 細 胞 の ミ
ク ロ コ ロ ニ 分 析 。 少 な く と も 100個 の ミ ク ロ コ ロ ニ を ２ つ の 別 個 の 実 験 で ３ 日 後 に 採 点 し
た 。 コ ロ ニ 一 個 当 た り の 細 胞 数 ± s.e.は ： 野 生 型 6.92± 0.06、 5xPNC1 18.72± 0.53、 及 び
5xPNC1 sir2D 16.15± 2.82だ っ た 。 EtBrを 加 え た 、 完 全 2% (w/v) グ ル コ ー ス 培 地 上 の こ
れ ら の 株 の 間 に 成 長 の 違 い は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ Ａ － Ｄ は 、 Pnc1-GFPが 細 胞 質 及 び 核 内 に 局 在 し て お り 、 ペ ル オ キ シ ソ ー
ム に 濃 縮 し て い る こ と を 示 す 。 （ Ａ ） で は 、 Pnc1-GFP 蛍 光 を 、 2.0% グ ル コ ー ス  （ 制 限
な し ） 、 又 は 0.5% も し く は 0.1% グ ル コ ー ス  (Glu)を 含 有 す る 完 全 培 地 で 成 長 さ せ た 対 数
期 中 期 野 生 型 培 養 株 か ら 採 取 し た 細 胞 で 検 出 し た 。 （ Ｂ ） で は 、 以 下 の 条 件 下 で 成 長 さ せ
た 野 生 型 培 養 株 か ら の 細 胞 中 の Pnc1-GFPの 検 出 を 示 す ： ア ミ ノ 酸 （ a.a.） 制 限 （ 非 必 須 ア
ミ ノ 酸 を 欠 く SD） 、 塩 ス ト レ ス （ 300 mM NaCl） 、 熱 ス ト レ ス （ ３ ７ ℃ ） 。 （ Ｃ ） で は 、
対 数 期 中 期 野 生 型 培 養 株 か ら の 細 胞 中 の Pnc1-GFP（ 緑 色 ） 及 び RFP-PTS1（ eroxisomal a
rgeting ignal 1） （ 赤 色 ） の 同 時 局 在 を 示 す 。 黄 色 は 重 複 を 示 す 。 培 養 株 を 0.5% グ ル コ
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ー ス を 含 有 す る 完 全 培 地 で 成 長 さ せ て 、 蛍 光 の 観 察 を 容 易 に で き る よ う に し た 。 （ Ｄ ） で
は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 変 異 株 、 pex6D、 pex5D 及 び  pex7Dの 対 数 期 中 期 培 養 株 か ら の 細 胞
中 の Pnc1-GFPの 局 在 を 示 す 。 培 養 株 を 、 0.5% グ ル コ ー ス を 含 有 す る 完 全 培 地 中 で 成 長 さ
せ て 、 蛍 光 の 観 察 を 向 上 さ せ る よ う に し た 。 画 像 は す べ て 、 １ 秒 と い う 同 じ 露 出 で 撮 影 さ
れ た 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ Ａ － Ｂ は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 代 謝 を 操 作 す る と 、 SIR2 依 存 的 サ イ レ ン ト
状 態 に 影 響 が あ る こ と を 示 す 。 （ Ａ ） で は 、 サ イ レ ン ト 状 態 を 測 定 す る た め に 、 ADE2 レ
ポ ー タ を 、 リ ボ ゾ ー ム DNA（ rDNA） 遺 伝 子 座 に 組 み 込 ん だ 。 こ の 系 で は 、 ア デ ニ ン を 欠 く
培 地 上 で の 成 長 増 加 が 、 ADE2 サ イ レ ン ト 状 態 の 低 下 の 指 標 と な る 。 株 を １ ０ 倍 連 続 希 釈
液 に し て 、 ア デ ニ ン を 加 え た 、 又 は 加 え な い プ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト し た 。 Ade＋ 株 を コ ン
ト ロ ー ル と し て 役 立 て た 。 （ Ｂ ） は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド に よ る 寿 命 及 び ス ト レ ス 耐 性 の 調 節
の モ デ ル を 示 す 。 カ ロ リ 制 限 、 熱 及 び 浸 透 圧 ス ト レ ス を 含 む 異 種 の 環 境 刺 激 は 、 寿 命 及 び
ス ト レ ス 耐 性 の 共 通 の 経 路 へ の 入 力 と し て 働 く 。 細 胞 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド を ニ コ チ ン 酸 に
転 化 す る 酵 素 を コ ー ド す る PNC1の 転 写 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の 入 力 へ の 応 答 を 調
和 さ せ る 。 ニ コ チ ン ア ミ ド を 枯 渇 さ せ る と 、 Sir2の 阻 害 を 緩 和 し 、 寿 命 を 促 進 す る だ け で
な く 、 ス ト レ ス 耐 性 及 び お そ ら く は 他 の 細 胞 内 プ ロ セ ス に 関 与 す る 数 多 く の 更 な る 標 的 タ
ン パ ク 質 が 活 性 化 す る 。
【 配 列 表 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ Ａ 】 【 図 １ ０ Ｂ 】
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【 図 １ ０ Ｃ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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