
(57)【要約】
虚血損傷組織の幹細胞分化を刺激する方法は、虚血損傷組織で VEGFの濃度を高めるステッ
プと、虚血損傷組織の VEGFの濃度を高める一方で、虚血損傷組織での幹細胞の濃度を高め
るステップとを有する。

JP 2006-509043 A 2006.3.16



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 の 幹 細 胞 分 化 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 虚 血 損 傷 組 織 は 、 第 １ の 濃 度 の 幹 細 胞 と 第 １ の 濃 度 の VEGFと を 含 み 、 前 記 方 法 は 、
　 前 記 第 １ の 濃 度 か ら 第 ２ の 濃 度 へ 前 記 虚 血 損 傷 組 織 内 の VEGF濃 度 を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ
と 、
　 前 記 第 １ の 濃 度 か ら 第 ２ の 濃 度 へ 前 記 虚 血 損 傷 組 織 内 の 幹 細 胞 の 濃 度 を 増 加 さ せ る ス テ
ッ プ と を 有 し 、 前 記 虚 血 損 傷 組 織 内 の 前 記 VEGFの 濃 度 が 高 く な る 間 に 、 前 記 幹 細 胞 の 濃 度
が 高 く な る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 幹 細 胞 の 濃 度 を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ が 、 前 記 幹 細 胞 を 骨 髄 か ら 前 記 虚 血 損 傷 組 織 の
末 梢 血 へ 動 員 す る 作 用 因 子 の 投 与 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 幹 細 胞 を 骨 髄 か ら 前 記 虚 血 損 傷 組 織 の 末 梢 血 へ 動 員 す る 作 用 因 子 が 、 サ イ ト カ イ ン
、 ケ モ カ イ ン 、 お よ び 化 学 療 法 薬 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 作 用 因 子 が G-CSFを 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 幹 細 胞 数 を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ が 、 幹 細 胞 を 末 梢 血 に 注 射 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 VEGFの 濃 度 を 増 加 さ せ る ス テ ッ プ が 、 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ し て 虚 血 損 傷 組 織 で VEGFを 発 現
さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 細 胞 が 、 遺 伝 子 治 療 を 用 い て VEGF発 現 に 影 響 を 及 ぼ さ れ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ 】
　 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 生 体 外 で 培 養 さ れ 、 虚 血 損 傷 組 織 に 導 入 さ
れ た 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 培 養 す る 前 に 、 処 置 を 受 け る 被 験 体 か ら 収
集 さ れ た 自 己 由 来 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 虚 血 損 傷 組 織 の 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 は 、 第 １ の 濃 度 の SDF-1を 含 み 、 さ ら に 、
虚 血 損 傷 組 織 中 の VEGFの 濃 度 が 増 加 す る 間 、 第 2の 濃 度 に 虚 血 損 傷 組 織 中 の SDF-1濃 度 を 第
１ の 濃 度 か ら 増 や す ス テ ッ プ を 更 に 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 中 の SDF-1濃 度 は 、 SDF-1を 発 現 す る た め に 虚 血 損 傷 組 織 で 細 胞 に 影 響 を 及
ぼ す こ と に よ っ て 増 加 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 細 胞 は 、 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て SDF-1を 発 現 す る た め に 影 響 を 受
け 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー が SDF-1を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 SDF-1を 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 生 体 外 で 培 養 さ れ 、 虚 血 損 傷 組 織 に 導 入
さ れ た 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 SDF-1を 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 培 養 す る 前 に 、 処 置 を 受 け る 被 験 体 か ら
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収 集 さ れ た 自 己 由 来 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 SDF-1を 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 前 記 虚 血 損 傷 組 織 の 自 生 細 胞 を 含 む 、 請
求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で 幹 細 胞 の 分 化 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 、 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 内 で VEGFを 発 現 す る た め に 影
響 を 受 け た 細 胞 を 導 入 す る ス テ ッ プ と 、
　 前 記 幹 細 胞 を 骨 髄 か ら 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 の 末 梢 血 に 動 員 す る 作 用 因 子 を 投 与 し
、 前 記 VEGFが 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で 発 現 さ れ る 間 、 前 記 骨 髄 か ら 前 記 末 梢 血 へ 前 記
幹 細 胞 が 動 員 さ れ る ス テ ッ プ と を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 骨 髄 か ら 虚 血 損 傷 組 織 の 末 梢 血 へ の 幹 細 胞 の 動 員 を 引 き 起 こ す 作 用 因 子 は 、 サ イ ト カ イ
ン 、 ケ モ カ イ ン 、 お よ び 化 学 療 法 薬 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 作 用 因 子 が G-CSFを 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 細 胞 が 、 VEGF発 現 の た め に 遺 伝 子 治 療 を 用 い て 影 響 を 及 ぼ さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 及 ぼ さ れ る 前 記 細 胞 が 、 発 現 ベ ク タ ー に よ る 形 質 移 入 を 受
け 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー は VEGFを コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 VEGFを 発 現 す る た め に 前 記 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ す 前 に 、 生 体 外 で 細 胞 を 培 養 す る ス テ ッ プ
を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 培 養 に 先 だ っ て 、 処 置 を 受 け る 被 験 体 か ら
収 集 さ れ た 自 己 由 来 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 は 、 第 １ の 濃 度 の VEGFを 含 み 、 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を
受 け る 前 記 細 胞 は 、 第 １ の 濃 度 か ら 第 ２ の 濃 度 へ 、 虚 血 損 傷 組 織 で VEGFの 濃 度 を 高 め る 、
請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 内 の VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 前 記 細 胞 が 、 前 記 虚
血 損 傷 組 織 で SDF-1を 発 現 す る た め に さ ら に 影 響 を 受 け る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 細 胞 が 、 発 現 ベ ク タ ー を 生 体 外 で 前 記 細 胞 に 導 入 さ れ る こ と で 、 SDF-1を 発 現 す る
た め に 影 響 を 受 け て お り 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー が SDF-1を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １
７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で の 幹 細 胞 分 化 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、
　 て 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で VEGFを 発 現 す る た め に 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 移 入 さ
れ た 骨 格 筋 芽 細 胞 を 、 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 導 入 す る ス テ ッ プ と 、
　 前 記 幹 細 胞 を 骨 髄 か ら 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 の 末 梢 血 へ 動 員 す る コ ロ ニ ー 刺 激 因 子
を 投 与 し 、 前 記 VEGFが 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で 発 現 さ れ て い る 間 、 前 記 幹 細 胞 が 前 記
骨 髄 か ら 前 記 末 梢 血 へ 動 員 さ れ る ス テ ッ プ と を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 骨 髄 か ら 動 員 さ れ た 前 記 幹 細 胞 が 、 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法
。

10

20

30

40

50

(3) JP 2006-509043 A 2006.3.16



【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 幹 細 胞 分 化 が 、 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で の 組 織 再 生 を 促 進 す る 、 請 求 項 ２ ７ に
記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 幹 細 胞 分 化 を 刺 激 す る 方 法 に 関 し 、 特 に 細 胞 に 基 づ く VEGF送 達 を 用 い て 幹 細
胞 分 化 を 刺 激 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 治 療 的 血 管 新 生 に よ っ て 、 虚 心 型 心 筋 症 お よ び 他 の 虚 血 性 症 候 群 の 治 療 に 対 す る 可 能 性
が 得 ら れ る 。 虚 血 性 心 疾 患 を 処 置 す る た め の 治 療 的 血 管 新 生 は 、 い く つ か の 動 物 モ デ ル と
冠 動 脈 血 管 再 生 術 に 不 適 な 患 者 で の ヒ ト 試 行 治 験 と で 有 効 性 が 示 さ れ た 。 ヒ ト 治 験 で 試 験
さ れ る 血 管 新 生 因 子 と し て 、 FGF-1、 FGF-2、 お よ び FGF-4と 、 VEGFの い く つ か の 多 様 な イ
ソ 型 と が 挙 げ ら れ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 血 管 新 生 因 子 処 置 の た め の 最 適 送 達 方 法 は 、 ま だ
決 定 さ れ て い な い 。 持 続 的 か つ 無 秩 序 な 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF） の 生 産 は 、 動 物 モ デ ル
で は 望 ま し く な い 悪 影 響 が あ る た め 、 局 所 か つ 一 時 的 な 発 現 は 、 全 身 効 果 を 最 小 化 す る 試
み と し て 好 ま し い （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 管 新 生 因 子 の 送 達 の た め に 臨 床 集 団 で 検 討 さ れ る 戦 略 と し て 、 静 脈 内 ま た は 冠 内 注 射
を 通 し て の タ ン パ ク 質 の 送 達 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 冠 内 注 射 、 あ る い は タ ン パ ク 質 、 裸 の DN
A、 ま た は 血 管 新 生 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス の 心 筋 内 直 接 注 射 が 挙 げ ら れ
た （ 非 特 許 文 献 ３ － ８ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 VEGFタ ン パ ク 質 の 冠 内 送 達 戦 略 は 、 充 分 な 心 筋 血 管 再 生 を 得 る 上 で 要 求 さ れ る 高 用 量 に
反 応 し て 生 ず る 低 血 圧 等 の 全 身 毒 性 に よ っ て 制 限 さ れ る （ 非 特 許 文 献 ９ － １ ０ ） 。 裸 の DN
Aは 、 循 環 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 急 速 な 分 解 の た め 、 心 筋 へ の 直 接 注 射 を 必 要 と す る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Freedman, S. B. & Isner, J. M., Ann Intern Med 2002; 136 (1): 54
-71
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Lee et al., Circulation 2000; 102 (8): 898-901
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Udelson, J. E., et al., Circulation 2000; 102 (14): 1605-1610
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Simons, M., et al., Chronos NA. Circulation 2002; 105 (7): 788-7
93
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Grines, C. L., et al. Circulation 2002; 105 (11): 1291-1297
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Laham, R. J., et al., Circulation 1999; 100 (18): 1865-1871
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Vale, P. R., et al., Circulation 2001; 103 (17): 2138-2143
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Rosengart T. K., et al. Circulation 1999; 100 (5): 468-474
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Hariawala M. D., et al., J. Surg. Res. 1996; 63 (1): 77-82
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Lopez, J. J., et al. Am. J. Physiol. 1997; 273 (3 Pt 2): H1317
-H1323
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 虚 血 損 傷 組 織 の 幹 細 胞 分 化 を 刺 激 す る 方 法 に 関 す る 。 虚 血 損 傷 組 織
は 、 第 １ の 濃 度 の 幹 細 胞 と 、 第 １ の 濃 度 の VEGFと を 含 む 。 こ の 方 法 で は 、 虚 血 損 傷 組 織 中
の VEGFの 濃 度 を 第 １ の 濃 度 か ら 第 ２ の 濃 度 へ 高 め る こ と が で き る 。 虚 血 損 傷 組 織 中 の 幹 細
胞 の 濃 度 を 第 １ の 濃 度 か ら 第 ２ の 濃 度 へ 高 め る こ と が で き る 。 虚 血 損 傷 組 織 中 の VEGFの 濃
度 を 増 加 さ せ な が ら 、 幹 細 胞 の 濃 度 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 幹 細 胞 数 の 増 加 は 、 骨 髄 か ら 虚 血 損 傷 組 織 の 末 梢 血 へ の 幹
細 胞 の 動 員 を 引 き 起 こ す 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 末 梢 血 に 幹 細 胞 を 注 射 す
る こ と に よ っ て 、 お こ な わ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 骨 髄 か ら 虚 血 損 傷 組 織 の 末
梢 血 へ の 幹 細 胞 の 動 員 を 引 き 起 こ す 薬 剤 を 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 お よ び 化 学 療 法
薬 か ら な る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の よ り 好 ま し い 態 様 で は 、 上 記 薬 剤 は 、
顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G-CSF） を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 VEGFの 濃 度 を 高 め る ス テ ッ プ は 、 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ し て 虚 血 損
傷 組 織 で VEGFを 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 遺 伝 子 治 療 を 用 い る こ と で 、 細 胞 に 影 響 を 与 え て
VEGFを 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 の 好 ま し い 方 法 は 、 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 に 形
質 移 入 す る こ と を 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 VEGFを コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 む こ と が で き る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、
生 体 外 で 培 養 さ れ て 虚 血 損 傷 組 織 に 導 入 さ れ た 細 胞 を 含 む 。 培 養 細 胞 は 、 培 養 に 先 立 っ て
、 処 置 さ れ る 被 験 体 か ら 収 集 さ れ た 自 己 由 来 の 細 胞 を 含 む こ と が で き る 。 も う 一 つ の 態 様
に お い て 、 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 虚 血 損 傷 組 織 由 来 の 自 生 細 胞 を 含
む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 虚 血 損 傷 組 織 は 第 １ の 濃 度 の SDF-1を 含 む こ と が で
き る 。 虚 血 損 傷 組 織 中 の VEGFの 濃 度 を 増 加 さ せ な が ら 、 虚 血 損 傷 組 織 の SDF-1の 濃 度 を 第 1
の 濃 度 か ら 第 2の 濃 度 ま で 高 め る こ と が で き る 。 虚 血 損 傷 組 織 中 の SDF-1濃 度 は 、 虚 血 損 傷
組 織 内 の 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ し て SDF-1を 発 現 さ せ る こ と で 、 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 細 胞 に
影 響 を 及 ぼ し て SDF-1を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 SDF-1を コ ー ド す る 核
酸 を 含 む こ と が で き る 。 SDF-1を 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 生 体 外 で 培 養 さ れ
て 虚 血 損 傷 組 織 に 導 入 さ れ た 細 胞 を 含 む こ と が で き る 。 SDF-1を 発 現 す る た め に 影 響 を 受
け る 細 胞 は 、 培 養 に 先 だ っ て 、 処 置 さ れ る 被 験 体 か ら 収 集 さ れ た 自 己 由 来 の 細 胞 を さ ら に
含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 SDF-1を 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 虚 血 損 傷 組
織 由 来 の 自 生 細 胞 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 虚 血 損 傷 組 織 で VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を
受 け る 細 胞 は 、 虚 血 損 傷 組 織 で SDF-1を 発 現 す る た め に 、 さ ら に 影 響 を 受 け る こ と が で き
る 。 細 胞 は 、 SDF-1を 発 現 す る た め に 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 影 響 を
受 け る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 VEGFを コ ー ド す る 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で 幹 細 胞 分 化 を 刺 激 す る 方 法 に 関 す
る 。 こ の 方 法 で は 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 細 胞 を 導 入 す る こ と が で き る 。 細 胞 に 影 響 を
及 ぼ す こ と で 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で VEGFを 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 骨 髄 か ら 梗 塞 を
起 こ し た 心 筋 層 の 末 梢 血 ま で 幹 細 胞 を 動 員 す る 薬 剤 を 、 投 与 す る こ と が で き る 。 梗 塞 を 起
こ し た 心 筋 層 で VEGFが 発 現 さ れ て い る 間 、 幹 細 胞 は 骨 髄 か ら 末 梢 血 ま で 移 動 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 骨 髄 か ら 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 の 末 梢 血 へ の 幹 細 胞 の 動 員 を 生
じ う る 薬 剤 は 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 お よ び 化 学 療 法 薬 か ら な る 群 か ら 選 択 で き る
。 好 ま し く は 、 上 記 薬 剤 は 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子  (G-CSF)を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で VEGFを 発 現 さ せ る た め に 、 遺 伝 子
治 療 を 使 用 し て 細 胞 が 影 響 を 受 け る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 は 、 VEGFを 発 現 さ せ る た め
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に 発 現 ベ ク タ ー で 細 胞 に 影 響 を 与 え る こ と を 含 む こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 VEGFを
コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に よ れ ば 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で VEGFを 発 現 す る 細 胞 は 、 そ
の 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 へ の 導 入 に 先 立 っ て 、 生 体 外 で 培 養 さ れ た 細 胞 を 含 む 。 さ ら な る
態 様 で は 、 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け る 細 胞 は 、 培 養 に 先 立 っ て 、 処 置 さ れ る 被 験
体 か ら 収 集 し た 自 己 由 来 の 細 胞 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 は 、 第 １ の 濃 度 の VEGFを 含 む こ と が で き
る 。 VEGFを 発 現 す る た め に 影 響 を 受 け た 細 胞 は 、 虚 血 損 傷 組 織 中 の VEGFの 濃 度 を 第 1の 濃
度 か ら 第 2の 濃 度 に 高 め る こ と が き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で VEGFを 発 現 す る た め
に 影 響 を 受 け た 細 胞 は 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で SDF-1を 発 現 す る た め に さ ら に 影 響 を 受
け る こ と が で き る 。 細 胞 に 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と で 、 細 胞 が 影 響 を 受 け て SDF-1を
発 現 す る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 SDF-1を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 の 組 織 再 生 を 促 進 す る た め に 、 梗 塞 を
起 こ し た 心 筋 層 の 幹 細 胞 分 化 を 刺 激 す る 方 法 に 関 す る 。 本 方 法 で は 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋
層 に 骨 格 筋 芽 細 胞 を 導 入 す る こ と が で き る 。 骨 格 筋 芽 細 胞 に 発 現 ベ ク タ ー を 形 質 移 入 す る
こ と で 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で VEGFを 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 骨 髄 か ら 梗 塞 を 起 こ し
た 心 筋 層 の 末 梢 血 ま で 前 記 幹 細 胞 を 動 員 す る コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 を 、 投 与 す る こ と が で き る
。 VEGFが 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で 発 現 さ れ て い る 間 、 幹 細 胞 を 骨 髄 か ら 末 梢 血 に 動 員 す る
こ と が で き る 。 骨 髄 か ら 動 員 さ れ る 幹 細 胞 は 、 心 筋 細 胞 に 分 化 し う る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 特 徴 は 、 添 付 す る 図 面 を 参 照 に し て 以 下 の 説 明 を 読 む こ と に よ っ て 、
本 発 明 に 関 連 す る 当 業 者 に と っ て 、 明 ら か に な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 全 て の 専 門 用 語 は 、 こ の 発 明 が 属 す る 技
術 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る も の と 同 じ 意 味 を 持 つ 。 分 子 生 物 学 の 一
般 に よ く 理 解 さ れ て い る 定 義 を 、 例 え ば 、 Rieger et al., Glossary of Genetics: Class
ical and Molecular, 5th edition, Springer-Verlag : New York, 1991; お よ び Lewin, 
Genes V, Oxford University Press: New York, 1994に 見 い だ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 従 来 の 分 子 生 物 学 技 術 に 関 連 す る 方 法 が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て い る 。 そ の よ う な 技
術 は 周 知 で あ っ て 、 方 法 論 に 関 す る 学 術 論 文 に 詳 述 さ れ て お り 、 そ の よ う な 学 術 論 文 と し
て 、 例 え ば 、 Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, ed. Samb
rook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. , 19
89; お よ び Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene Pub
lishing and Wiley-interscience, New York, 1992 (定 期 的 改 訂 あ り )が 挙 げ ら れ る 。 核
酸 の 化 学 合 成 法 が 、 例 え ば Beaucage and Carruthers, Tetra. Letts. 22: 1859-1862,198
1, お よ び Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc. 103: 3185, 1981で 議 論 さ れ て い る 。 核
酸 の 化 学 合 成 は 、 例 え ば 、 市 販 の 自 動 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 で お こ な う こ と が で き
る 。 免 疫 学 的 方 法 （ 例 え ば 、 抗 原 特 異 的 抗 体 、 免 疫 沈 降 、 お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ ）
は 、 例 え ば 、 Current Protocols in Immunology, ed. Coligan et al., John Wiley & So
ns, New York, 1991; お よ び  Methods of Immunological Analysis, ed. Masseyeff et a
l., John Wiley & Sons, New York, 1992に 記 載 さ れ て い る 。 従 来 の 遺 伝 子 導 入 法 お よ び
遺 伝 子 治 療 法 も ま た 、 本 発 明 で の 使 用 に 適 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Gene Therapy: 
Principles and Applications, ed. T. Blackenstein, Springer Verlag, 1999; Gene Th
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erapy Protocols (Methods in Molecular Medicine), ed. P. D. Robbins, Humana Press
, 1997; お よ び Retro-vector for Human Gene Therapy, ed. C. P. Hodgson, Springer V
erlag, 1996を 参 照 す る こ と 。  
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 虚 血 損 傷 組 織 を 再 生 さ せ る た め に 虚 血 損 傷 組 織 の 幹 細 胞 分 化 を 刺 激 す る 方 法
に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 虚 血 か ら （ 例 え ば 、 数 週 間 ） 時 間 の 経 過 し た 時 点 で 虚 血 損 傷
組 織 を 処 置 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
上 記 方 法 は 、 哺 乳 類 被 験 体 内 の 虚 血 損 傷 組 織 に 対 し て 多 能 性 幹 細 胞 の 遊 走 を 動 員 す る こ と
を 含 む 。 本 発 明 に 記 載 さ れ る 多 能 性 幹 細 胞 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 刺 激 さ れ て 別 の 細 胞
に 分 化 し う る 任 意 の 細 胞 で あ る 。 多 能 性 幹 細 胞 の 一 例 と し て 、 心 筋 細 胞 に 分 化 し う る 造 血
幹 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 哺 乳 類 被 験 体 と し て 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 サ ル
、 類 人 猿 、 ウ サ ギ 、 牛 等 の 任 意 の 哺 乳 類 が 挙 げ ら れ る 。 哺 乳 類 被 験 体 は 、 成 体 、 幼 若 動 物
、 お よ び 新 生 仔 （ 児 ） を 含 む 発 生 の 任 意 の 段 階 に あ り 得 る 。 ま た 、 哺 乳 類 被 験 体 は 発 生 の
胎 児 段 階 に あ る も の も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 と し て 、 組 織 へ の 血 液 供 給 が 不 足 す る こ と で 損 傷 を 受 け た い ず れ か の 組 織
を 挙 げ る こ と が で き る 。 血 液 供 給 の 不 足 は 、 血 液 を 供 給 し て い る 動 脈 の 閉 塞 も し く は 狭 窄
に 、 ま た は 組 織 か ら 還 流 す る 静 脈 の 閉 塞 も し く は 狭 窄 に 起 因 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 虚 血 損 傷 組 織 と し て 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 が 挙 げ ら れ る 。 本 発
明 で 用 い ら れ る 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 と は 、 梗 塞 性 の 心 筋 組 織 、 梗 塞 性 の 心 筋 組 織 の 末 梢
組 織 （ 例 え ば 、 末 梢 血 管 組 織 の 場 合 、 骨 格 筋 組 織 ） 、 な ら び に 梗 塞 性 の 心 筋 組 織 お よ び 梗
塞 性 の 心 筋 組 織 の 末 梢 組 織 の 両 方 を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 虚 血 か ら 時 間 が 経 過 し た 時 点 で 、 第 1の 数 の 多 能 性 幹 細 胞 は 虚 血 損 傷 組 織 を 通 行 す る 。
よ り 多 く の 幹 細 胞 が 虚 血 傷 害 を 通 行 す る よ う に 、 幹 細 胞 の こ の 第 の 一 数 を 増 加 さ せ る こ と
が で き る 。 虚 血 損 傷 組 織 を 通 行 す る 幹 細 胞 数 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 虚 血 損 傷 組 織 は
再 生 す る こ と が で き る 。 な ぜ な ら 、 虚 血 損 傷 組 織 に あ る よ り 多 く の 多 能 性 幹 細 胞 が 、 虚 血
損 傷 組 織 を 再 び 埋 め て （ す な わ ち 、 移 植 ） 部 分 的 に ま た は 完 全 に 正 常 機 能 を 修 復 す る こ と
が で き る 細 胞 に 分 化 す る こ と が で き る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 上 記 方 法 は 、 虚 血 損 傷 組 織 内 の 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF） の 濃
度 を 、 第 １ の 濃 度 か ら 該 第 １ の 濃 度 よ り も 十 分 に 高 い 第 ２ の 濃 度 へ 高 め る ス テ ッ プ を 含 む
。 虚 血 損 傷 組 織 内 で の VEGFの 第 １ の 濃 度 は 、 虚 血 か ら 時 間 の 経 過 し た 時 点 （ す な わ ち 、 数
週 間 ） で の 虚 血 性 傷 害 組 織 で 一 般 に 認 め ら れ る VEGF濃 度 で あ る 。 VEGF濃 度 は 、 虚 血 か ら 時
間 の 経 過 し た 時 点 に 虚 血 傷 害 組 織 で 一 般 に 発 現 さ れ る VEGFの 量 か ら 、 虚 血 損 傷 組 織 で の VE
GFの 発 現 を 上 方 制 御 す る こ と に よ っ て 、 虚 血 性 傷 害 組 織 で 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 で の 血 管 内 皮 増 殖 因 子 の 濃 度 を 増 加 さ せ る と 、 生 理 的 食 塩 水 を 用 い た 対 照
と 比 較 し て 虚 血 損 傷 組 織 中 の 血 管 密 度 が 増 加 す る 。 虚 血 損 傷 組 織 で 発 現 さ れ る VEGFが 、 虚
血 損 傷 組 織 の 幹 細 胞 分 化 お よ び 再 生 を 刺 激 す る と い う 知 見 も 得 ら れ た 。 例 え ば 、 梗 塞 を 起
こ し た 心 筋 層 で 発 現 し た VEGFが 、 動 員 さ れ た 幹 細 胞 を 心 筋 細 胞 に 分 化 さ せ る と い う 知 見 が
得 ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 虚 血 損 傷 組 織 の 末 梢 血 で の 多 能 性 幹 細 胞 の 濃 度 （ す な わ ち 、 数 ） が 第
１ の 濃 度 か ら 第 １ の 濃 度 よ り 十 分 に 大 き な 第 2の 濃 度 ま で 増 加 す る よ う に 、 虚 血 損 傷 組 織
に 幹 細 胞 を 動 員 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 。 第 １ の 濃 度 の 幹 細 胞 は 、 虚 血 か ら 時 間 が 経 過
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し た 時 点 で 末 梢 血 で 典 型 的 に 見 い だ さ れ る 幹 細 胞 の 濃 度 と な り う る 。 虚 血 損 傷 組 織 中 の VE
GFの 濃 度 が 増 加 す る 間 に 末 梢 血 で の 幹 細 胞 の 濃 度 が 増 加 す る 限 り に お い て 、 VEGFの 濃 度 が
虚 血 損 傷 組 織 で 上 方 制 御 さ れ る 前 に 、 ま た は 、 そ の 後 に 、 末 梢 血 で の 幹 細 胞 の 濃 度 を 増 加
さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 本 方 法 は 虚 血 損 傷 組 織 に 向 か う よ う に 多 能 性 幹 細 胞
を 誘 発 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 虚 血 損 傷 組 織 で の SDF-1タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 、 第 １
の 濃 度 か ら 該 第 １ の 濃 度 よ り も 十 分 に 高 い 第 ２ の 濃 度 へ 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 多 能 性
幹 細 胞 を 虚 血 損 傷 組 織 へ 向 か わ す こ と が で き る 。 SDF-1タ ン パ ク 質 の 第 １ の 濃 度 は 、 虚 血
（ 例 え ば 、 心 筋 梗 塞 ） か ら 時 間 の 経 過 し た 時 点 （ す な わ ち 、 数 週 間 ） で 、 虚 血 損 傷 組 織 （
例 え ば 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 )で 典 型 的 に 見 ら れ る SDF-1タ ン パ ク 質 の 濃 度 で あ る 。 SDF-
1タ ン パ ク 質 の 第 2の 濃 度 は 、 第 １ の 濃 度 の SDF-1タ ン パ ク 質 よ り 十 分 に 大 き く な り う る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 SDF-1タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 、 虚 血 損 傷 組 織 で の SDF-1タ ン パ ク 質 の 発 現 を 上 方 制 御 す る こ
と に よ り 、 心 筋 梗 塞 か ら 時 間 の 経 過 し た 時 点 で 虚 血 損 傷 組 織 に て 典 型 的 に 発 現 さ れ る SDF-
1タ ン パ ク 質 の 量 か ら 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 虚 血 損 傷 組 織 の VEGF-1の 濃 度 が 増 加 し 、
そ の 一 方 で 虚 血 損 傷 組 織 中 の SDF-1濃 度 が 増 加 す る と と も に 末 梢 血 で の 幹 細 胞 の 濃 度 が 増
加 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に よ れ ば 、 虚 血 損 傷 組 織 で 発 現 さ れ る VEGFは 、 新 し い 側 副 血 管 の 成
長 を 誘 発 す る こ と が で き る 血 管 内 皮 増 殖 因 子 の フ ァ ミ リ ー の う ち の 1つ で あ る 。 VEGFは 、
血 管 透 過 性 活 性 を 持 つ 特 異 的 血 管 新 生 成 長 因 子 で あ り 、 表 皮 細 胞 を ほ ぼ 排 他 的 に 標 的 に す
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 で 発 現 さ れ る VEGFは 、 VEGF遺 伝 子 の 発 現 産 物 で あ る 。 本 発 明 に も と づ い て
使 用 さ れ る 好 ま し い VEGFと し て 、 VEGF-1（ 別 名 VEGF-A） お よ び 他 の 構 造 的 に 相 同 な VEGF、
例 え ば VEGF-2（ VEGF-C） 、 VEGF-3（ VEGF-B） 、 VEGF-D、 VEGF-E、 お よ び 胎 盤 成 長 因 子 が 挙
げ ら れ る 。 VEGF-1の 既 知 の イ ソ 型 は 、 例 え ば 、 121、 138、 162、 165、 182,189、 お よ び 206
ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の イ ソ 型 は 、 そ れ ぞ れ 、 VEGF-121、 VEGF-165、 VEGF
-162、 VEGF-182、 VEGF-189、 お よ び VEGF-206と 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の イ ソ 型 の 分 裂 促
進 お よ び ヘ パ リ ン 結 合 活 性 は 異 な る 。 本 発 明 に も と づ い て 使 用 さ れ る VEGF-1の 好 ま し い イ
ソ 型 は 、 VEGF-165で あ る 。 列 挙 さ れ て い な い VEGF-1の 他 の イ ソ 型 お よ び VEGFの 他 の ホ モ ロ
グ も ま た 、 本 発 明 に も と づ い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の VEGFは 、 上 記 VEGFの う ち の 1つ と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ こ と が で き る 。 本
発 明 の VEGFは 、 上 記 VEGF（ 例 え ば VEGFの フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 、 お よ び 誘 導 体 ） の う ち の
1つ の 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 変 異 体 と し て 、 例 え ば 天 然 VEGF遺 伝 子 （ す な わ
ち 、 天 然 に 生 ず る 哺 乳 類 VEGFを コ ー ド す る 天 然 に 生 ず る 核 酸 ） か ら 天 然 に 生 ず る 対 立 遺 伝
子 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 VEGF遺 伝 子 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 型 に よ
っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 天 然 VEGF遺 伝 子 の 非 自 然 的 に 生 ず る 変 異 体 に よ っ
て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 VEGF変 異 体 は 、 天 然 VEGFと １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 に お い て 異 な る ペ プ チ ド 配 列 を 持 つ 。 そ
の よ う な 変 異 体 の ペ プ チ ド 配 列 は 、 天 然 VEGFの １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 、 ま た は
置 換 を 特 徴 と す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 の 挿 入 は 、 好 ま し く は 約 １ な い し ４ 個 の 連 続 し
た ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 欠 失 は 好 ま し く は 約 １ な い し １ ０ 個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 か ら な る 。
本 発 明 に も と づ く 変 異 体 VEGFは 、 実 質 的 に 天 然 VEGFの 機 能 的 作 用 を 維 持 し て い る 。 好 ま し
い VEGFタ ン パ ク 質 変 異 体 は 、 サ イ レ ン ト ま た は 保 存 的 変 異 を 特 徴 と す る 本 発 明 の 範 囲 内 で
核 酸 分 子 を 発 現 す る こ と に よ っ て 作 ら れ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 １ 種 類 以 上 の 特 定 の モ チ ー フ お よ び ／ ま た は ド メ イ ン 、 ま た は 任 意 の サ イ ズ に 対 応 し て
い る VEGFフ ラ グ メ ン ト は 、 本 発 明 の 対 象 と す る 範 囲 内 で あ る 。 VEGFの 単 離 ペ プ チ ジ ル 部 分
は 、 そ の よ う な ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 の 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト か ら 組 換 え に よ っ
て 生 産 さ れ る ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 加 え て 、 フ ラ グ メ ン
ト は 従 来 の メ リ ー フ ィ ー ル ド 固 相 f-Mocま た は t-Bocケ ミ ス ト リ ー の よ う な 公 知 技 術 を 使 用
し て 、 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 VEGFの 変 異 体 は 、 VEGFの 組 換 え 型 を 含 む こ と も で き る 。 本 発 明 に よ っ て 好 ま れ る 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド は 、 VEGFに 加 え て 、 哺 乳 類 VEGFを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 と 少 な く と も
８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 持 つ 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 VEGF変 異 体 は 、 天 然 VEGFの 機 能 的 作 用 を 恒 常 的 に 発 現 す る タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト 型 を
含 む こ と が で き る 。 他 の VEGF変 異 体 と し て 、 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ 標 的 配 列 を 変 え る 突 然
変 異 に よ る タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 に 対 し て 耐 性 を 有 す る も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 が 、 VEGFの １ 種 類 以 上 の 機 能 的 作 用 を 持 っ て い る 変 異 体 に 帰 着
す る か ど う か は 、 変 異 体 を VEGF機 能 的 な 活 性 用 に 試 験 す る こ と に よ っ て 、 直 ち に 決 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 VEGFを コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 哺 乳 類 の VEGFを コ ー ド す る 非
天 然 の 核 酸 に 関 す る 。 そ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 RNAの 形 で ま た は DNA（ 例 え ば 、 相 補 DNA、
ゲ ノ ム DNA、 お よ び 合 成 DNA） の 形 で あ っ て も よ い 。 DNAは 、 二 重 鎖 ま た は 単 鎖 で あ っ て も
よ く 、 単 鎖 で あ る 場 合 、 コ ー ド （ セ ン ス ） 鎖 ま た は 非 コ ー ド （ ア ン チ セ ン ス ） 鎖 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 他 の 核 酸 分 子 は 、 天 然 VEGF遺 伝 子 の 変 異 体 （ 例 え ば 、 天 然 VEGFの フ ラ
グ メ ン ト 、 類 似 体 、 お よ び 誘 導 体 を コ ー ド す る も の ） で あ る 。 そ の よ う な 変 異 体 は 、 例 え
ば 、 VEGF遺 伝 子 の 天 然 に 生 ず る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 天 然 VEGF遺 伝 子 の ホ モ ロ グ 、 ま た は 天
然 VEGF遺 伝 子 の 非 天 然 に 生 じ る 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 天 然 VEGF遺 伝
子 と １ 種 類 以 上 の 塩 基 が 異 な る 核 酸 配 列 を 持 つ 。 例 え ば 、 そ の よ う な 変 異 体 の 核 酸 配 列 は
、 天 然 VEGF遺 伝 子 の １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 付 加 、 ま た は 置 換 を 特 徴 と す る こ と
が で き る 。 核 酸 の 挿 入 は 、 好 ま し く は 約 １ な い し １ ０ 個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な り
、 欠 失 は 、 好 ま し く は 約 １ な い し ３ ０ 個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 適 用 で は 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 保 存 的 と は い え な い ほ ど の 変 化 を 引 き 起 こ
す ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を 作 る こ と で 、 実 質 的 な 構 造 変 化 を 示 す 変 異 体 VEGF を 生 成 す る こ と
が で き る 。 そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 置 換 の 例 と し て 、 （ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド 主 鎖 構 造 ； （ ｂ
） ポ リ ペ プ チ ド の 電 荷 ま た は 疎 水 性 ； あ る い は （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 大 部 分 （ バ ル ク ） 、
に お け る 変 化 を 引 き 起 こ す よ う な も の が 挙 げ ら れ る 。 通 常 、 タ ン パ ク 質 特 性 で 最 も 大 き な
変 化 を 生 ず る と 思 わ れ る ヌ ク レ オ チ ド 置 換 は 、 コ ド ン で 非 保 存 的 変 化 を 引 き 起 こ す 。 タ ン
パ ク 質 構 造 の 大 き な 変 化 が 起 き る 可 能 性 が あ る コ ド ン 変 化 の 実 施 例 は 、 (a)疎 水 性 残 基 （
例 え ば 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ま た は ア ラ ニ ン ） に 対 し
て （ ま た は そ れ に よ っ て ） 、 親 水 性 残 基 （ 例 え ば 、 セ リ ン ま た は ス レ オ ニ ン ） ； （ ｂ ） 任
意 の 他 の 残 基 に 対 し て （ ま た は そ れ に よ っ て ） 、 シ ス テ イ ン ま た は プ ロ リ ン ； （ ｃ ） 負 に
帯 電 し た 残 基 （ 例 え ば 、 グ ル タ ミ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン ） に 対 す る （ ま た は そ れ に よ っ て
） 、 正 に 帯 電 し た 側 鎖 を 持 つ 残 基 （ 例 え ば 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ま た は ヒ ス チ ジ ン ） ；
あ る い は （ ｄ ） 側 鎖 を 持 た な い 残 基 （ 例 え ば 、 グ リ シ ン ） に 対 し て （ ま た は そ れ に よ っ て
） か さ ば っ た 側 鎖 を 持 つ 残 基 （ 例 え ば 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） の 、 そ れ ぞ れ 置 換 を 引 き 起 こ
す も の で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の VEGF遺 伝 子 の 天 然 に 生 ず る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 天 然 VEGF遺 伝 子 と 少
な く と も ７ ５ ％ 配 列 同 一 性 を 持 つ 哺 乳 類 組 織 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 天 然 VEGFに 構
造 類 似 性 が あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 本 発 明 の 範 囲 内 の 天 然 VEGFの ホ モ ロ グ は 、 天
然 の 遺 伝 子 と 少 な く と も 75%の 配 列 同 一 性 を 持 つ 他 の 種 か ら 単 離 さ れ る 核 酸 で あ っ て 、 天
然 VEGFに 構 造 類 似 性 が あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 公 的 な 、 お よ び ／ ま た は 私 有 の 核
酸 デ ー タ ベ ー ス を 、 天 然 VEGF遺 伝 子 に 高 い パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 持 つ 他 の 核 酸 分 子 を 同
定 す る た め に 、 検 索 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 非 自 然 的 に 生 ず る VEGF変 異 体 は 、 自 然 界 で 生 ず る こ と の な い 核 酸 （ 例 え ば 、 ヒ ト の 手 に
よ っ て 作 ら れ た も の ） で あ り 、 天 然 VEGF遺 伝 子 と 少 な く と も 75%の 配 列 同 一 性 を 持 ち 、 天
然 VEGFに 構 造 類 似 性 が あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 非 自 然 的 に 生 ず る VEGF遺 伝 子 変 異
体 の 例 と し て 、 天 然 VEGFの フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る も の 、 厳 密 な 条 件 下 で 天 然 VEGF遺 伝
子 ま た は 天 然 VEGF遺 伝 子 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の 、 天 然 VEGF遺 伝 子 ま た は 該 天
然 VEGF遺 伝 子 の 相 補 体 と 少 な く と も ６ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 共 有 す る も の 、 さ ら に VEGFを コ
ー ド す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の VEGFの フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 は 、 天 然 VEGFの ア ミ ノ 酸 残 基 を
コ ー ド す る 。 天 然 VEGFの フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 を コ ー ド ま た は 該 核 酸 と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 天 然 VEGFの フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 該 核 酸 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 本 発 明 の 種 々 の 態 様 で 用 い る こ と が で
き る 。 天 然 VEGFの フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 は 、 完 全 長 の 天 然 VEGF遺 伝 子 ま た は そ の
変 異 体 の 酵 素 的 消 化 （ 例 え ば 、 制 限 酵 素 を 用 い て ） ま た は 化 学 的 分 解 に よ っ て 、 作 製 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 記 の 核 酸 の う ち の 1つ に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 、 本 発 明 で 用 い る
こ と も で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 核 酸 は 、 厳 密 さ が 低 い 条 件 、 厳 密 さ が 中 程 度 の 条 件 、
ま た は 厳 密 さ が 高 い 条 件 の 下 で 、 上 記 の 核 酸 の う ち の 1つ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 VEGF融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 を 、 本 発 明 で 使 う こ と も 可 能 で あ る 。 そ
の よ う な 核 酸 は 、 適 当 な 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ た 時 に VEGF融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う な
構 築 物 （ 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー ） を 調 製 す る こ と に よ っ て 作 ら れ る 。 例 え ば そ の よ う な 構
築 物 は 、 適 当 な 発 現 系 で の 構 築 物 の 発 現 が 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る よ う に 、 VEGFを コ ー
ド す る 第 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も う 一 つ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 第 2の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と イ ン フ レ ー ム で 連 結 す る こ と に よ っ て 作 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNAも し く は RNA、 ま た は そ れ ら の キ メ ラ 混 合 物 、 誘 導
体 、 ま た は 修 飾 変 異 体 で あ っ て よ く 、 単 鎖 ま た は 二 重 鎖 で あ っ て よ い 。 そ の よ う な オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 ま た は リ ン 酸 骨 格 に お い て 修 飾 す る こ と が で き 、 そ
れ に よ っ て 、 例 え ば 、 分 子 の 安 定 性 や ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 を 改 善 す る 。 本 発 明 に 包
含 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 生 体 内 で 細 胞 受 容 体 を 標 的 に す る た
め ） 等 の 他 の 付 加 基 、 ま た は 細 胞 膜 を 越 え る 輸 送 を 促 進 す る 作 用 物 質 を 、 付 加 的 に 含 む も
の で あ っ て も よ い 。 こ の た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 も う 一 つ の 分 子 （ 例 え ば 、 ペ プ
チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 架 橋 因 子 、 輸 送 因 子 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
誘 発 切 断 因 子 ） と 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。  
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 標 的 細 胞 へ VEGFの 発 現 を 高 め る 作 用 因 子 を 導 入 す る こ と で
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、 虚 血 損 傷 組 織 で の VEGFの 発 現 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 と し て 、 虚 血 損 傷 組
織 に あ る そ れ ら の 細 胞 ま た は 作 用 因 子 の 導 入 後 に 虚 血 損 傷 組 織 に 移 植 さ れ る 生 体 外 細 胞 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 生 体 外 細 胞 は 、 該 細 胞 が 移 植 さ れ る べ き 組 織 と 生 体 適 合 性 が あ る 任 意 の 細 胞 で あ る 。 こ
れ ら の 細 胞 は 好 ま し く は 、 処 置 す べ き 被 験 体 か ら 収 集 さ れ る 細 胞 （ す な わ ち 、 自 己 由 来 細
胞 ） で あ り 、 移 植 に 先 立 っ て 培 養 さ れ る 。 自 己 由 来 細 胞 が 好 ま し い 理 由 は 、 移 植 に 対 す る
細 胞 の 生 体 適 合 性 を 増 加 さ せ て 、 拒 絶 反 応 の 可 能 性 を 最 小 化 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 が 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 を 含 む 場 合 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 移 植 さ れ る
細 胞 と し て 、 例 え ば 、 自 己 由 来 細 胞 、 培 養 骨 格 筋 芽 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 お よ
び 骨 髄 由 来 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 へ の 移 植 に と っ て 好 ま し い 細 胞 は 、
骨 格 筋 芽 細 胞 で あ る 。 筋 芽 細 胞 は 、 骨 格 筋 の 再 生 能 を 維 持 し 、 ス ト レ ス 期 間 中 に 増 殖 し て
筋 管 に 分 化 す る こ と で 、 最 終 的 に 収 縮 可 能 な 筋 繊 維 を 形 成 す る 。 心 筋 に 移 植 さ れ る 筋 芽 細
胞 は 、 筋 管 形 成 を 起 こ し 、 細 胞 周 期 か ら 脱 し て 生 き 残 る 。 機 能 的 な 研 究 に よ っ て 、 心 筋 に
筋 芽 細 胞 を 移 植 し た 後 で の 局 所 収 縮 性 お よ び 伸 展 性 の 改 善 が 示 さ れ た 。 骨 格 筋 芽 細 胞 は 、
筋 繊 維 基 底 膜 下 で 容 易 に 収 集 で き 、 培 養 し て 細 胞 系 を 増 大 さ せ た 後 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋
層 に 移 植 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ウ ス を 被 験 体 と し て 用 い た 場 合 、 該 被 験 体 の 後 脚
か ら 骨 格 筋 芽 細 胞 を 収 集 し て 培 養 し た 後 、 そ の 被 験 体 の 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 へ 移 植 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　  VEGFの 発 現 を 増 加 さ せ る た め に 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ る 作 用 因 子 は 、 細 胞 へ の 導 入 と 該
細 胞 で の 複 製 が 可 能 で 、 か つ 組 換 え 核 酸 構 築 物 （ 概 し て DNA構 築 物 ） に 組 み 込 み 可 能 な 天
然 ま た は 合 成 の VEGF核 酸 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 構 築 物 は 、 好 ま し く は 、 所 定 の
標 的 細 胞 で ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 が で き る 複 製 系 お よ び 配 列 を
含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 他 の 作 用 因 子 を 標 的 細 胞 に 導 入 に し て 、 標 的 細 胞 の VEGFレ ベ ル を 高 め る こ と も で き る 。
例 え ば 、 VEGFを コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 転 写 を 増 加 さ せ る 作 用 因 子 、 VEGFを コ ー ド し て い
る mRNAの 翻 訳 を 増 加 さ せ る 作 用 因 子 、 お よ び ／ ま た は VEGFを コ ー ド し て い る mRNAの 分 解 を
減 少 さ せ る 作 用 因 子 を 使 用 し て 、 VEGFレ ベ ル を 増 加 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 内 の 遺
伝 子 か ら の 転 写 率 の 増 大 は 、 VEGFを コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 上 流 に 外 来 の プ ロ モ ー タ を 導
入 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 異 種 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る エ ン ハ ン サ の 使 用 も 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 作 用 因 子 を 所 定 の 標 的 細 胞 に 導 入 す る 好 ま し い 方 法 と し て 、 遺 伝 子 治 療 が 包 含 さ れ る 。
遺 伝 子 治 療 と は 、 生 体 内 ま た は イ ン ビ ト ロ で 細 胞 か ら 治 療 用 産 物 を 発 現 す る た め の 遺 伝 子
移 入 を い う 。 本 発 明 に も と づ く 遺 伝 子 治 療 は 、 生 体 内 ま た は イ ン ビ ト ロ で 所 定 の 標 的 細 胞
か ら VEGFを 発 現 さ せ る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 1つ の 方 法 は 、 VEGFを コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 使 用
す る 。 「 ベ ク タ ー 」 （ 時 に 遺 伝 子 送 達 ま た は 遺 伝 子 移 入 用 「 運 搬 体 」 と 呼 ば れ る 」 ） と は
、 イ ン ビ ト ロ ま た は 生 体 内 で 、 所 定 の 標 的 細 胞 に 送 達 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い
る 巨 大 分 子 ま た は 分 子 の 複 合 体 の こ と を い う 。 送 達 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遺 伝 子 治
療 で 重 要 な コ ー ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ
ー （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ 「 Ad」 ） 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ AAV） 、 お よ び レ ト ロ ウ
イ ル ス ） 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 他 の 脂 質 を 含 有 す る 複 合 体 、 さ ら に 所 定 の 標 的 細 胞 へ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 送 達 の 媒 介 と な る こ と が で き る そ の 他 の 巨 大 分 子 複 合 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ベ ク タ ー は 、 さ ら に 遺 伝 子 送 達 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 発 現 を 調 整 、 さ も な け れ ば 標 的 細

10

20

30

40

50

(11) JP 2006-509043 A 2006.3.16



胞 に 有 益 な 性 質 を 提 供 す る 他 の 構 成 要 素 ま た は 機 能 性 を 含 む こ と も で き る 。 他 の 構 成 要 素
と し て 、 例 え ば 、 細 胞 へ の 結 合 ま た は 標 的 化 に 影 響 を 及 ぼ す 構 成 要 素 （ 細 胞 型 ま た は 組 織
特 異 的 結 合 を 調 節 す る 構 成 要 素 を 含 む ） ； 細 胞 に よ る ベ ク タ ー 核 酸 の 取 り 込 み に 影 響 を 及
ぼ す 構 成 要 素 ;取 り 込 み の 後 、 細 胞 内 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 局 在 化 に 影 響 す る 構 成 要 素 （
例 え ば 核 移 行 を 調 節 す る 作 用 因 子 ） ;お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 影 響 す る 構 成 要 素
、 が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 構 成 要 素 は 、 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て 送 達 さ れ
た 核 酸 を 取 り 込 ん で 発 現 し て い る 細 胞 の 検 出 ま た は 選 択 に 使 用 し う る 検 出 可 能 お よ び ／ ま
た は 選 択 可 能 な マ ー カ ー ） を 含 む 場 合 も あ り 得 る 。 そ の よ う な 構 成 要 素 は 、 ベ ク タ ー の 本
来 の 特 徴 （ 例 え ば 、 結 合 お よ び 取 り 込 み を 媒 介 す る 構 成 要 素 ま た は 機 能 性 を 持 つ 一 定 の ウ
イ ル ス 性 ベ ク タ ー の 使 用 ） と し て 提 供 さ れ る こ と が で き 、 ま た は ベ ク タ ー を 修 飾 す る こ と
で そ の よ う な 機 能 性 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 選 択 マ ー カ ー は 、 ポ ジ テ ィ ブ （ 正 ） の 作 用 性 、 ネ ガ テ ィ ブ （ 負 ） の 作 用 性 、 ま た は 二 作
用 性 で あ る 。 ポ ジ テ ィ ブ 選 択 マ ー カ ー は 、 マ ー カ ー を 担 持 す る 細 胞 を 選 択 可 能 と し 、 一 方
ネ ガ テ ィ ブ 選 択 マ ー カ ー は 、 マ ー カ ー を 担 持 す る 細 胞 を 選 択 的 に 除 去 す る こ と を 可 能 に す
る 。 二 作 用 性 （ す な わ ち 、 ポ ジ テ ィ ブ ／ ネ ガ テ ィ ブ ） を 含 む そ の よ う な 様 々 な マ ー カ ー 遺
伝 子 が 記 述 さ れ て い る (例 え ば 、 Lupton, S., WO 92/08796（ 1992年 5月 29日 公 開 ） ; お よ
び Lupton, S., WO 94/28143（ 1994年 12月 8日 公 開 ） を 参 照 す る こ と )。 そ の よ う な マ ー カ
ー 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子 治 療 の 状 況 で 有 利 で あ り え る 付 加 的 な 制 御 の 手 段 を 提 供 す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 多 く の 種 類 が 公 知 で あ り 、 一 般 に 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い る ベ ク タ ー と し て 、 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 脂 質 を ベ ー ス と し た ベ ク タ ー 、
お よ び 標 的 細 胞 に 対 し て 本 発 明 に お け る ヌ ク レ オ チ ド を 送 達 す る こ と が で き る 他 の ベ ク タ
ー が 挙 げ ら れ る 。 上 記 ベ ク タ ー は 、 標 的 ベ ク タ ー 、 特 に 標 的 細 胞 （ 例 え ば 、 心 筋 細 胞 ） に
優 先 し て 結 合 す る 標 的 ベ ク タ ー で あ る 。 本 発 明 で 使 用 す る た め の 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 所
定 の 標 的 細 胞 に 対 す る 毒 性 が 低 く 、 組 織 ま た は 細 胞 特 異 的 な か た ち で 治 療 に 有 効 な 量 か ら
な る VEGFの 産 生 を 誘 導 す る ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 現 在 好 ま し い ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ａ ｄ ） ま た は ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル
ス （ AAV） に 由 来 す る 。 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト ・ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー が 使 わ れ て は い る が 、 好
ま し く は 組 換 え 型 の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は ヒ ト で 複 製 不 能 で あ る 。 ベ ク タ ー が ア デ ノ ウ イ
ル ス で あ る 場 合 、 好 ま し く は VEGFを コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に 操 作 可 能 な 状 態 で 連 結 さ れ た
プ ロ モ ー タ を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 か つ ヒ ト で 複 製 不 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 本 発 明 で の 使 用 に と っ て 好 ま し い 。 な ぜ な ら 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス ・ ベ ク タ ー は （ １ ） 標 的 細 胞 で 効 率 の 高 い 遺 伝 子 発 現 を お こ な う 能 力 が あ る こ と 、
（ ２ ） 比 較 的 多 量 の 異 種 （ 非 ウ イ ル ス ） DNAに 対 応 す る こ と が で き る か ら で あ る 。 組 換 え
ア デ ノ ウ イ ル ス の 好 ま し い 形 態 は 、 「 無 気 力 な （ gutless） 」 、 「 高 容 量 の 」 、 お よ び 「
ヘ ル パ ー 依 存 性 の 」 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー で あ る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー の 特 徴 は 、 例
え ば 、 （ １ ） ウ イ ル ス を コ ー ド し て い る す べ て ま た は ほ と ん ど の 配 列 （ ウ イ ル ス タ ン パ ク
質 を コ ー ド し て い る 配 列 ） の 欠 失 、 （ ２ ） ウ イ ル ス の DNA複 製 に 必 要 な ウ イ ル ス 逆 方 向 末
端 反 復 （ Ｉ Ｔ Ｒ ） 、 （ ３ ） 最 大 で ２ ８ ～ ３ ２ ｋ ｂ の 「 外 来 性 」 ま た は 「 異 種 」 の 配 列 （ 例
え ば 、 SDF-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 ） 、 お よ び （ ４ ） 感 染 性 カ プ シ ド に ウ イ ル ス ・
ゲ ノ ム を パ ッ ケ ー ジ ン グ す る の に 必 要 で あ る ウ イ ル ス DNAパ ッ ケ ー ジ ン グ 配 列 、 で あ る 。
特 に 心 筋 細 胞 に 関 し て は 、 そ の よ う な 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー の 好 ま し い 変 異 体
は 、 組 織 （ 例 え ば 心 筋 細 胞 ） 特 異 的 エ ン ハ ン サ を 含 み 、 ま た プ ロ モ ー タ が VEGF遺 伝 子 に 操
作 可 能 な 状 態 で 連 結 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ａ Ａ Ｖ を ベ ー ス と す る ベ ク タ ー は 、 所 定 の 標 的 細 胞 に 対 す る 高 い 形 質 導 入 効 率 を 示 し 、
部 位 特 異 的 な か た ち で 標 的 ゲ ノ ム に 統 合 さ れ る こ と か ら 、 有 利 で あ る 。 組 換 え Ａ Ａ Ｖ ベ ク
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タ ー の 使 用 に つ い て は 、 Tal, J. , J. Biomed. Sci. 7: 279-291,2000 な ら び に Monahan 
and Samulski, 遺 伝 子 治 療  7: 24-30,2000に 、 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し い Ａ Ａ Ｖ ベ
ク タ ー は 、 VEGF核 酸 に 操 作 可 能 な 状 態 で 連 結 さ れ た 組 織 （ 例 え ば 、 心 筋 ） ま た は 細 胞 （ 例
え ば 、 心 筋 細 胞 ） 特 異 的 プ ロ モ ー タ を 含 む 少 な く と も １ つ の カ セ ッ ト に 隣 接 す る 一 対 の Ａ
Ａ Ｖ 逆 方 向 末 端 反 復 を 含 む 。 Ｉ Ｔ Ｒ 、 プ ロ モ ー タ 、 お よ び VEGF遺 伝 子 を 含 む Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ
ー の DNA配 列 は 、 標 的 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に も と づ い て 使 用 し う る 他 の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー と し て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
（ Ｈ Ｓ Ｖ ） を ベ ー ス と し た ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 １ 種 類 以 上 の 即 初 期 遺 伝 子 （ Ｉ Ｅ ） が
欠 失 し た Ｈ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー が 有 利 で あ る 。 な ぜ な ら 、 Ｈ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー は 一 般 に 無 細 胞 毒 性 で
あ り 、 標 的 細 胞 で の 潜 伏 期 に 類 似 し た 状 態 を 持 続 し 、 所 定 標 的 細 胞 の 効 率 的 な 形 質 導 入 を
も た ら す か ら で あ る 。 組 換 え Ｈ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー は 、 約 ３ ０ ｋ ｂ の 異 種 核 酸 を 組 み 込 む こ と が
で き る 。 好 ま し い Ｈ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー は 、 （ １ ） Ｈ Ｓ Ｖ １ 型 か ら 設 計 さ れ 、 （ ２ ） Ｉ Ｅ 遺 伝 子
が 欠 失 し 、 （ ３ ） VEGF核 酸 に 操 作 可 能 な 状 態 で 連 結 し た 組 織 （ 例 え ば 、 心 筋 ） 特 異 的 プ ロ
モ ー タ を 含 む 、 Ｈ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー で あ る 。 Ｈ Ｓ Ｖ 単 位 複 製 配 列 ベ ク タ ー も 、 本 発 明 の 種 々 の
方 法 で 有 用 で あ る と 思 わ れ る 。 典 型 的 に は 、 Ｈ Ｓ Ｖ 単 位 複 製 配 列 ベ ク タ ー は 長 さ が 約 １ ５
ｋ ｂ で あ り 、 ウ イ ル ス 複 製 開 始 点 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス （ 例 え ば C型 レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び レ ン チ ウ イ ル ス ） も 本 発 明 で も 使 用
可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー が マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （
Ｍ Ｌ Ｖ ） に 基 づ く も の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 Hu and Pathak, Pharmacol. Rev. 52: 4
93-511, 2000 お よ び Fong et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 17: 1-60,200
0を 参 照 す る こ と 。 Ｍ Ｌ Ｖ を ベ ー ス と す る ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 代 わ り に 最 大 で 8
kbの 異 種 （ 治 療 用 ） DNAを 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 異 種 DNAは 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ と SD
F-1核 酸 と を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 対 す る 送 達 の 方 法 で は 、 そ
れ が 心 筋 特 異 的 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド を コ ー ド す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 使 用 す る 可 能 性 の あ る 追 加 の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ
Ｉ Ｖ ） を ベ ー ス と し た ベ ク タ ー を 含 む 複 製 不 能 な レ ン チ ウ イ ル ス を ベ ー ス と し た ベ ク タ ー
で あ る 。 例 え ば 、 Vigna and Naldini, J. Gene Med. 5: 308-316,2000 お よ び Miyoshi et
 al., J. Virol. 72: 8150-8157,1998を 参 照 す る こ と 。  レ ン チ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、
活 発 に 分 裂 し て い る 細 胞 と 分 裂 し て い な い 細 胞 と の 両 方 に 感 染 す る 能 力 を 有 す る 点 で 、 有
利 で あ る 。 ま た 、 レ ン チ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー に よ っ て 、 ヒ ト 上 皮 細 胞 も 効 率 高 く 形 質 導 入
さ れ る 。  
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い る レ ン チ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト （ SIVを 含 む ） レ ン チ
ウ イ ル ス に 由 来 す る も の で あ っ て も よ い 。 好 ま し い レ ン チ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 VEGF遺
伝 子 に 操 作 可 能 な 状 態 で 連 結 し た 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ （ 例 え ば 、 心 筋 ） と 同 様 に ベ ク タ
ー 増 殖 の た め に 必 要 な 核 酸 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 元 の ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 末 端 反 復 配 列
、 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 、 ポ リ プ リ ン 配 列 、 ａ ｔ ｔ 部 位 、 お よ び キ ャ プ シ ド 形 成 部 位 を 含 む
も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 任 意 の 適 当 な レ ン チ ウ イ ル ス ・ カ プ シ ド に パ ッ ケ ー ジ ン グ
す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 つ の 粒 状 タ ン パ ク 質 を 、 異 な る ウ イ ル ス 由 来 の 別 の も の に 置 き
換 え る こ と を 、 「 シ ュ ー ド タ イ ピ ン グ （ pseudotyping） 」 と い う 。 ベ ク タ ー ・ カ プ シ ド は
、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｌ Ｖ ） ま た は 水 疱 性 口 炎 ウ イ ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） を 含 む 他 の ウ イ
ル ス に 由 来 す る ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ ・ タ ン パ ク 質 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 Ｖ Ｓ Ｖ の
GTP結 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と で 、 高 い ベ ク タ ー 力 価 が 得 ら れ 、 ベ ク タ ー ・ ウ イ ル ス
粒 子 の 安 定 性 が よ り 高 く な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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　 ア ル フ ァ ・ ウ イ ル ス を ベ ー ス と す る ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス （ SFV）
と シ ン ド ビ ス ・ ウ イ ル ス （ SIN） と か ら 作 ら れ る ベ ク タ ー ） が 、 本 発 明 で も 使 用 す る こ と
が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 ア ル フ ァ ・ ウ イ ル ス の 使 用 に つ い て は 、 Lundstrom, K., Int
ervirology 43: 247-257,2000 and Perri et al., Journal of Virology 74: 9802-9807,
2000に 記 載 さ れ て い る 。 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 一 般 に レ プ リ コ ン と し て 知 ら れ
て い る 形 態 で 構 築 さ れ る 。 レ プ リ コ ン は 、 (1)RNA複 製 の た め に 必 要 な ア ル フ ァ ・ ウ イ ル ス
遺 伝 因 子 と （ ２ ） 異 種 核 酸 （ 例 え ば 、 VEGF核 酸 を コ ー ド し て い る も の ） と を 含 む も の で あ
っ て も よ い 。 ア ル フ ァ ウ ィ ル ス ・ レ プ リ コ ン 内 で 、 異 種 核 酸 と 組 織 特 異 的 （ 例 え ば 、 心 筋
） プ ロ モ ー タ ま た は エ ン ハ ン サ と を 操 作 可 能 な 状 態 で 連 結 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 組 換 え 体 複 製 不 能 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 有 利 で あ る 。 な ぜ な ら 、 そ れ ら は 高
レ ベ ル の 異 種 （ 治 療 用 ） 遺 伝 子 発 現 の 能 力 を 有 し 、 ま た 幅 広 い 範 囲 の 所 定 の 標 的 細 胞 に 感
染 す る こ と が で き る か ら で あ る 。 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン は 、 ビ リ オ ン 表 面 に 、 同
族 の 結 合 相 手 を 発 現 す る 所 定 の 標 的 細 胞 に 選 択 的 に 結 す る 機 能 的 異 種 リ ガ ン ド ま た は 結 合
ド メ イ ン を 提 示 す る こ と に よ り 、 特 定 の 細 胞 型 （ 例 え ば 、 心 筋 細 胞 ） を 標 的 と す る こ と が
可 能 で あ る 。 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン は 、 潜 伏 期 を 確 立 す る こ と で 、 所 定 の 標 的 細
胞 に お い て 長 期 に わ た る 異 種 核 酸 発 現 を 確 立 す る こ と が 可 能 で あ る 。 レ プ リ コ ン は 、 標 的
細 胞 で 一 時 的 な 異 種 核 酸 発 現 を 示 す こ と も 可 能 で あ る 。 好 ま し い ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ ベ ク
タ ー ま た は レ プ リ コ ン は 、 非 細 胞 壊 死 性 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 と 互 換 性 を 持 つ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー の 多 く に お い て 、 複 数 の プ ロ モ ー タ を
ベ ク タ ー に 取 り 込 む こ と で 、 該 ベ ク タ ー に よ っ て 複 数 の 異 種 遺 伝 子 を 発 現 さ せ ら れ る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 ベ ク タ ー は 標 的 細 胞 か ら VEGF遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 容 易 に す る シ グ ナ ル
・ ペ プ チ ド ま た は 他 の 部 分 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ２ つ の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 系 の 有 利 な 性 質 を 組 合 せ る た め に 、 ハ イ ブ リ ッ ド ・ ウ イ ル ス
・ ベ ク タ ー を 用 い て VEGF核 酸 を 標 的 組 織 （ 例 え ば 、 心 筋 ） へ 送 達 さ せ る こ と が 可 能 で あ る
。 ハ イ ブ リ ッ ド ・ ベ ク タ ー を 構 築 す る た め の 標 準 的 な 技 術 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 そ の
よ う な 技 術 は 、 例 え ば 、 Sambrook, et al., In Molecular Cloning : A laboratory manu
al. Cold Spring Harbor, N. Y. ま た は 組 換 え 体 DNA技 術 に つ い て 述 べ て い る 多 く の 実 験
マ ニ ュ ア ル に 見 い だ す こ と が で き る 。 Ａ Ａ Ｖ と ア デ ノ ウ イ ル ス Ｉ Ｔ Ｒ と の 組 合 せ を 含 む ア
デ ノ ウ イ ル ス ・ カ プ シ ド 内 の 二 重 鎖 Ａ Ａ Ｖ ゲ ノ ム を 用 い て 、 細 胞 に 形 質 導 入 を お こ な う こ
と が 可 能 で あ る 。 別 の 変 異 体 で は 、 Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ ー を 「 無 気 力 な 」 、 「 ヘ ル パ ー 依 存 性 」
、 ま た は 「 高 容 量 」 型 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー に 入 れ る こ と が 可 能 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ
ル ス /AAVハ イ ブ リ ッ ド ・ ベ ク タ ー は 、 Lieber et al., J. Virol. 73: 9314- 9324,1999で
議 論 さ れ て い る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス /ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ハ イ ブ リ ッ ド ・ ベ ク タ ー は 、 Zheng e
t al., Nature Biotechnol. 18: 176-186,2000で 議 論 さ れ て い る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス に 含 ま
れ る レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ゲ ノ ム を 、 標 的 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ん で 、 安 定 な VEGF遺 伝 子 発 現 を
も た ら す こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 VEGF遺 伝 子 の 発 現 と ベ ク タ ー の ク ロ ー ン 化 と を 容 易 に す る 他 の 核 酸 配 列 要 素 に つ い て 、
さ ら に 考 察 す る 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ の 上 流 に エ ン ハ ン サ が 存 在 す る こ と 、 ま た は コ ー ド
領 域 の 下 流 に タ ー ミ ネ ー タ ー が 存 在 す る こ と で 、 発 現 を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 標 的 化 の た め に 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ を 用 い る こ と も 検 討 す る 。 例 え ば
、 虚 血 損 傷 組 織 が 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 を 含 む 場 合 、 左 室 ミ オ シ ン L鎖 -2（ MLC 2 ｖ ） ま た
は ミ オ シ ン 重 鎖 （ MHC） の 組 織 特 異 的 転 写 制 御 配 列 を 導 入 遺 伝 子 （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス
構 築 物 内 の VEGF-165遺 伝 子 ） に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 導 入 遺 伝 子 に そ の よ う な 組 織 特
異 的 転 写 制 御 配 列 を 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 導 入 遺 伝 子 発 現 を 心 室 性 心 筋 細 胞 に 限 定 す
る こ と が で き る 。 MLC z v ま た は MHCプ ロ モ ー タ を 使 用 し て 、 生 体 内 で 導 入 遺 伝 子 を 送 達 す る
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こ と に よ っ て 、 心 筋 細 胞 （ 心 臓 内 で の 内 皮 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 お よ び 繊 維 芽 細 胞 で 付 随 す
る 発 現 無 し ） 単 独 が 血 管 新 生 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 血 管 形 成 を 促 進 す る VEGF-165） の 十 分 な
発 現 を 提 供 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 発 現 を 心 筋 細 胞 に 限 定 す る こ と も ま た 、 う っ 血 性 心 不 全 を 処 置 す る た め の 遺 伝 子 移 入 の
有 用 性 に 関 し て 、 利 点 が あ る 。 発 現 を 心 臓 に 限 定 す る こ と に よ っ て 、 非 心 臓 性 の 組 織 で の
血 管 形 成 の 潜 在 的 に 有 害 な 効 果 を 回 避 す る 。 加 え て 、 心 臓 の 細 胞 の う ち 筋 細 胞 は 、 急 激 な
代 謝 回 転 を 受 け な い こ と か ら 、 最 も 長 い 導 入 遺 伝 子 発 現 を お こ な う 可 能 性 が あ る 。 そ れ 故
に 、 内 皮 細 胞 で 起 こ る よ う に 、 細 胞 分 裂 お よ び 細 胞 死 に よ り 発 現 が 減 少 す る こ と は な い だ
ろ う 。 内 皮 特 異 的 な プ ロ モ ー タ は 、 こ の 目 的 の た め に す で に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を ベ ー ス と す る 方 法 に 加 え て 、 非 ウ イ ル ス 性 の 方 法 は VEGF遺 伝 子 を
所 定 の 標 的 細 胞 に 導 入 す る 際 に 用 い ら れ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 に も と づ く 好 ま し い
非 ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 送 達 法 は 、 VEGF核 酸 を 細 胞 に 導 入 す る た め に プ ラ ス ミ ド DNAを 使 用 す
る 。 プ ラ ス ミ ド を ベ ー ス と し た 遺 伝 子 送 達 方 法 は 、 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 合 成 遺 伝 子 導 入 分 子 を 、 プ ラ ス ミ ド DNA（ た と え ば 心 筋 特 異 的 プ ロ モ ー タ に 操 作 可 能 な
状 態 で 連 結 し た VEGFコ ー ド 配 列 ） と と も に 多 分 子 凝 集 体 が 形 成 さ れ る よ う に 、 設 計 す る こ
と が で き る 。 こ れ ら の 凝 集 体 は 、 所 定 の 標 的 細 胞 （ 例 え ば 、 心 筋 細 胞 ） と 結 合 す る よ う に
設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 陽 イ オ ン 両 親 媒 性 物 質 （ リ ポ ・ ポ リ ア ミ ン お よ び 陽 イ オ ン 脂 質 を 含 む ） は 、 所 定 の 標 的
細 胞 （ 例 え ば 、 心 筋 細 胞 ） へ の 受 容 体 非 依 存 的 な VEGF核 酸 導 入 を 与 え る た め に 用 い ら れ て
も よ い 。 ま た 、 事 前 に 形 成 さ れ た 陽 イ オ ン ・ リ ポ ソ ー ム ま た は 陽 イ オ ン 脂 質 を プ ラ ス ミ ド
DNAと 混 合 し て 、 細 胞 形 質 移 入 複 合 体 を 形 成 す る こ と も で き る 。 陽 イ オ ン 脂 質 形 成 を 伴 う
方 法 は 、 Felgner et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. 772: 126-139,1995 お よ び Lasic and 
Templeton, Adv. Drug Delivery Rev. 20: 221-266,1996に 概 説 さ れ て い る 。 遺 伝 子 送 達
の た め に 、  DNAは 、 両 親 媒 性 陽 イ オ ン ・ ペ プ チ ド に 連 結 す る こ と も で き る (Fominaya et a
l., J. Gene Med. 2: 455-464,2000)。  
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ウ イ ル ス を ベ ー ス に し た 構 成 要 素 お よ び 非 ウ イ ル ス を ベ ー ス と し た 構 成 要 素 の 両 方 を 伴
う 方 法 を 、 本 発 明 に も と づ い て 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 治 療 用 遺 伝 子 送 達 の た
め の エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ・ ウ イ ル ス （ EBV） を ベ ー ス と し た プ ラ ス ミ ド が 、 Cui et al., G
ene Therapy 8: 1508-1513,2001に 記 載 さ れ て い る 。 そ の 上 、 ア デ ノ ウ イ ル ス に 連 結 す る D
NA/リ ガ ン ド ／ ポ リ カ チ オ ン 添 加 剤 を 伴 う 方 法 が 、 Curiel, D. T., Nat. Immun. 13: 141-
164,1994に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 VEGFの 発 現 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 、 必 要 に 応 じ て 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 （ 例 え ば 生
理 食 塩 水 ） を 含 む 注 射 可 能 な 製 剤 の 形 で 、 標 的 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る 。 他 の 医 薬 用
担 体 、 製 剤 形 態 、 お よ び 投 薬 量 を 本 発 明 に も と づ い て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 標 的 細 胞 が 虚 血 損 傷 組 織 の 細 胞 を 含 む 場 合 、 ベ ク タ ー の 送 達 は 、 幹 細 胞 分 化 の 効 果 的 刺
激 を 可 能 に す る 程 度 の VEGFの 発 現 に 充 分 な 量 で 、 蛍 光 透 視 に よ る 誘 導 下 、 ツ ベ ル ク リ ン ・
シ リ ン ジ を 用 い た 直 接 注 射 に よ っ て 、 お こ な わ れ る 。 ベ ク タ ー を 直 接 、 虚 血 損 傷 組 織 に 注
射 す る こ と に よ っ て 、 む し ろ 効 果 的 に 遺 伝 子 を 標 的 と す る こ と が で き 、 ま た 組 換 え 体 ベ ク
タ ー の 損 失 を 最 小 に す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 種 の 注 射 は 、 所 望 の 数 の 細 胞 （ 特 に 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 の 心 筋 細 胞 ） の 局 所 的 形
質 移 入 を 可 能 に す る こ と で 、 遺 伝 子 導 入 の 治 療 効 力 を 最 大 に し 、 ま た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質
に 対 す る 炎 症 反 応 の 可 能 性 を 最 小 化 す る 。 虚 血 損 傷 組 織 は 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 を 含 む 場
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合 、 例 え ば 心 筋 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ を 用 い る こ と で 、 心 筋 細 胞 に 限 局 し た 発 現 を 安 全 に
可 能 に す る 。 し た が っ て 、 こ の こ と で の 導 入 遺 伝 子 の 送 達 は 、 例 え ば 、 左 心 室 （ LV） の 細
胞 で 、 標 的 遺 伝 子 発 現 を 結 果 と し て 生 ず る こ と が で き る 。 周 知 の 他 の 技 術 を 、 梗 塞 を 起 こ
し た 心 筋 層 の 標 的 細 胞 に ベ ク タ ー を 移 植 す る た め に 、 用 い る こ と も で き る 。  
【 ０ ０ ８ １ 】
　 標 的 細 胞 が 、 虚 血 損 傷 組 織 に 後 で 移 植 さ れ る 培 養 細 胞 で あ る 場 合 、 培 地 に 対 し て 直 接 注
射 す る こ と で ベ ク タ ー を 送 達 す る こ と が で き る 。 細 胞 に 形 質 移 入 さ れ た VEGFを コ ー ド す る
核 酸 は 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ と エ ン ハ ン サ を 含 む 任 意 の 適 当 な 調 節 配 列 に 対 し て 操 作 可
能 状 態 で 、 連 結 す る こ と が で き る 。 続 い て 形 質 移 入 さ れ た 所 定 の 標 的 細 胞 を 、 周 知 の 移 植
技 術 、 例 え ば ツ ベ ル ク リ ン ・ シ リ ン ジ を 用 い て 直 接 的 に 冠 内 注 射 す る こ と で 、 虚 血 損 傷 組
織 に 移 植 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 が 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 を 含 む 場 合 、 標 的 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 処 置 さ れ
る 被 験 体 か ら 収 集 さ れ て 、 生 体 外 で 培 養 さ れ る 自 己 由 来 細 胞 で あ る 。 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋
層 に 対 し て 、 最 初 に 標 的 細 胞 を 生 体 外 で 形 質 移 入 し 、 続 い て 形 質 移 入 し た 所 定 の 標 的 細 胞
を 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 対 し て 移 植 す る こ と で 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 の 炎 症 反 応 の 可
能 性 が 最 小 化 さ れ 、 ま た 左 心 系 性 の 機 能 が 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に ベ ク タ ー を 直 接 注 射
す る 方 法 と 比 較 し て 、 改 良 さ れ た こ と が 判 明 し た 。 こ の 改 善 が ア デ ノ ウ イ ル ス 注 射 と 典 型
的 に 関 係 し て い る 炎 症 反 応 の 欠 如 か ら 生 じ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の VEGFは 、 任 意 の 適 当 な 長 さ の 時 間 に わ た っ て 標 的 細 胞 内 で 発 現 す る こ と が 可 能
で あ り 、 こ の よ う な 発 現 に は 一 時 的 な 発 現 と 、 安 定 で 長 期 に わ た る 発 現 と が 含 ま れ る 。 好
ま し い 実 施 形 態 で は 、 VEGF核 酸 が 適 当 か つ 所 定 の 時 間 に わ た っ て 治 療 量 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 治 療 量 と は 、 医 学 的 に 望 ま し い 結 果 を 、 治 療 を う け て い る 動 物 ま た は ヒ ト で 得 る こ と が
で き る 量 で あ る 。 医 学 分 野 で 周 知 の よ う に 、 任 意 の 一 匹 の 動 物 ま た は １ 人 の ヒ ト に 対 す る
投 薬 量 は 、 被 験 体 の サ イ ズ 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 投 与 さ れ る 特 定 の 組 成 物 、 性 、 投 与 の 時 間
お よ び 経 路 、 健 康 状 態 、 お よ び 並 列 し て 投 与 さ れ る 他 の 薬 物 等 、 多 く の 因 子 に 依 存 す る 。
タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 ま た は 小 分 子 の 特 異 的 な 投 薬 量 は 、 後 述 す る 実 験 的 方 法 を 使 用 し て い
る 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 VEGF発 現 が 一 時 的 ま た は 長 期 で あ る と な か ろ う と 、 虚 血 損 傷 組 織 で 発 現 さ れ た VEGFの 濃
度 を 制 限 し て 、 血 管 腫 ま た は 血 管 内 皮 細 胞 か ら 派 生 し た 血 管 内 腫 瘍 の 形 成 を 予 防 す る こ と
が 求 め ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 被 験 体 の 虚 血 損 傷 組 織 の 末 梢 血 に あ る 幹 細 胞 の 濃 度
は 、 末 梢 血 へ の 幹 細 胞 の 動 員 を 誘 導 す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 増 加 さ せ る こ と が で
き る 。 幹 細 胞 は 、 末 梢 血 で 幹 細 胞 濃 度 を 増 加 さ せ る た め に 、 多 数 の 作 用 因 子 を 用 い て 被 験
体 の 末 梢 血 に 動 員 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 哺 乳 類 被 験 体 の 末 梢 血 で 幹 細 胞 数 を 増 加
さ せ る た め に 、 多 能 性 幹 細 胞 を 骨 髄 か ら 動 員 さ せ る 薬 剤 を 、 被 験 体 に 投 与 す る こ と が で き
る 。 そ の よ う な 作 用 因 子 は 数 多 く 知 ら れ て お り 、 例 と し て 、 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 顆 粒 球
コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G-CSF） 、 顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ ・ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF） 、
イ ン タ ー ロ イ キ ン （ IL） -7、 IL-3、 IL-12、 幹 細 胞 因 子 （ SCF） 、 お よ び flt-3リ ガ ン ド ；
ケ モ カ イ ン 、 例 え ば IL-8、 IL-10、 Mip-1a、 お よ び Groβ 、 な ら び に サ イ ク ロ ホ ス ア ミ ド （
Ｃ ｙ ） お よ び パ ク リ タ キ セ ル の 化 学 療 法 薬 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 作 用 因 子 は 、 幹 細 胞 動
員 を 達 成 す る 時 間 枠 、 動 員 さ れ た 幹 細 胞 の タ イ プ 、 お よ び 効 率 が 異 な る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 動 員 因 子 は 、 被 験 体 に 動 員 因 子 を 直 接 注 射 す る こ と に よ っ て 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、
VEGF発 現 が 虚 血 損 傷 組 織 で 上 方 制 御 さ れ た 後 、 動 員 因 子 が 投 与 さ れ る 。 し か し 、 VEGF発 現
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が 上 方 制 御 さ れ る 前 に 、 動 員 因 子 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 好 ま し い 動 員 因 子 は 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 例 え ば G-CSF） で あ る 。 マ ウ ス 被 験 体 の G-CSF
の 典 型 的 投 薬 量 は 、 約 ５ 日 な い し 約 １ ０ 日 間 に わ た っ て １ 日 あ た り 約 １ ２ ５ μ ｇ ／ ｋ ｇ で
あ る 。 VEGF発 現 が 上 方 制 御 さ れ た 後 、 G-CSF因 子 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 あ る い は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る よ う に 、 末 梢 血 に 特 定 幹 細 胞 （ す な わ ち 、 MAPC） を
注 射 す る こ と に よ っ て 、 末 梢 血 で の 幹 細 胞 の 濃 度 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 虚 血 損 傷 組 織 で 発 現 さ れ る SDF-1タ ン パ ク 質 （ ま た
は SDF-1ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 SDF-1遺 伝 子 の 発 現 産 物 で あ る 。 い く つ か の 異 な る 哺 乳 類 （ 例
え ば 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び ネ コ ） の SDF-1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 知 ら れ
て い る 。 SDF-1タ ン パ ク 質 は 、 上 記 し た 天 然 の 哺 乳 類 SDF-1タ ン パ ク 質 の う ち の 1つ と 同 一
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の SDF-1タ ン パ ク 質 を 、 哺 乳 類 SDF-1タ ン パ ク 質 の 変 異 体 （ 例 え ば 哺 乳 類 SDF-1遺
伝 子 の フ ラ グ メ ン ト 、 ア ナ ロ グ 、 お よ び 誘 導 体 ） と す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 変 異 体
と し て 、 例 え ば 、 天 然 SDF-1遺 伝 子 （ す な わ ち 、 天 然 に 生 ず る 哺 乳 類 SDF-1タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 天 然 に 生 ず る 核 酸 ） の 天 然 に 生 ず る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド 、 天 然 SDF-1遺 伝 子 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス 型 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、
天 然 SDF-1遺 伝 子 の ホ モ ロ グ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 天 然 SDF-1遺 伝 子
の 非 天 然 の 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 が 挙 げ ら れ る 。  
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 SDF-1タ ン パ ク 質 変 異 体 は 、 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 と １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 に お い て 異 な る
ペ プ チ ド 配 列 を 持 つ 。 そ の よ う な 変 異 体 の ペ プ チ ド 配 列 は 、 SDF-1タ ン パ ク 質 の １ つ 以 上
の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 、 ま た は 置 換 を 特 徴 と す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 挿 入 は 、 好 ま
し く は 約 １ な い し ４ 個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 欠 失 は 好 ま し く は 約 １ な い し １ ０ 個
の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 変 異 体 DF-1タ ン パ ク 質 は 、 実 質 的 に 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質
機 能 的 作 用 を 維 持 す る 。 好 ま し い SDF-1タ ン パ ク 質 変 異 体 は 、 サ イ レ ン ト ま た は 保 存 的 変
化 を 特 徴 と す る 本 発 明 の 範 囲 内 で 核 酸 分 子 を 発 現 す る こ と に よ っ て 作 ら れ る 。  
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 １ 種 類 以 上 の 特 定 の モ チ ー フ お よ び ／ ま た は ド メ イ ン に ま た は 任 意 の サ イ ズ に 対 応 し て
い る SDF-1タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 SDF-1タ ン パ ク 質 の 単 離 さ
れ た ペ プ チ ジ ル 部 分 は 、 そ の よ う な ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 の 対 応 す る フ ラ グ メ ン
ト か ら 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 ま た
、 従 来 の メ リ ー フ ィ ー ル ド 固 相 f-Mocま た は t-Bocケ ミ ス ト リ ー の よ う な 公 知 技 術 を 使 用 し
て 、 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト を 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の SDF-1
タ ン パ ク 質 は 、 フ ラ グ メ ン ト の 重 な り な し で 所 望 の 長 さ の フ ラ グ メ ン ト に 任 意 に 分 け ら れ
る か 、 あ る い は 好 ま し く は 所 望 の 長 さ の 重 な り 合 う フ ラ グ メ ン ト に 分 け る こ と が 可 能 で あ
る 。 フ ラ グ メ ン ト を 組 換 え 的 に 生 産 す る こ と が で き 、 ま た 試 験 す る こ と で 、 天 然 SDF-1タ
ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る こ と が で き る そ れ ら の ペ プ チ ジ ル ・ フ ラ グ メ ン ト を
同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 SDF-1タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 、 SDF-1タ ン パ ク 質 の 組 換 え 型 を 含 む こ と も で き る 。 本 発 明
に よ っ て 好 ま れ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 SDF-1タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 哺 乳 類 SDF-1を コ ー
ド す る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 と 少 な く と も ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 持 つ こ と が で き る 核 酸 に よ っ
て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 SDF-1タ ン パ ク 質 変 異 体 は 、 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 の 機 能 的 作 用 を 恒 常 的 に 発 現 す る タ ン
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パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト 型 を 含 む こ と が で き る 。 他 の SDF-1タ ン パ ク 質 変 異 体 は 、 例 え ば 、 プ
ロ テ ア ー ゼ 標 的 配 列 を 変 え る 突 然 変 異 に よ っ て タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 に 対 し て 抵 抗 性 を 持
つ も の を 含 む こ と が で き る 。 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 が 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 の １
種 類 以 上 の 機 能 的 作 用 を 持 っ て い る 変 異 体 に 帰 着 す る か ど う か は 、 変 異 体 を 天 然 SDF-1タ
ン パ ク 質 機 能 的 作 用 に つ い て 試 験 す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 SDF-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と SDF-1タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 非 天 然 核 酸 と に 関 す る 。 そ の よ う な 核 酸 分 子 が 、 RNAの 形 ま た は DNA（ 例 え ば
相 補 DNA、 ゲ ノ ム DNAと 合 成 DNA） の 形 を と る こ と が で き る 。 DNAは 二 重 鎖 ま た は 一 本 鎖 で よ
く 、 も し も 一 本 鎖 で あ る 場 合 は コ ー ド （ セ ン ス ） 鎖 ま た は 非 コ ー ド （ ア ン チ セ ン ス ） 鎖 で
よ い 。 SDF-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る コ ー ド 配 列 は 、 ジ ェ ン バ ン ク 寄 託 番 号 （ GenBank Acc
ession No.） AF189724、 ジ ェ ン バ ン ク 寄 託 番 号 AF209976、 ジ ェ ン バ ン ク 寄 託 番 号 L120029
、 お よ び ジ ェ ン バ ン ク 寄 託 番 号 NM022177に 示 さ れ る 核 酸 配 列 と 同 一 で あ る と 考 え ら れ る 。
そ れ は 、 遺 伝 暗 号 （ 遺 伝 コ ー ド ） の 冗 長 性 ま た は 縮 退 の 結 果 と し て 、 そ の よ う な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド と 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 異 な る コ ー ド 配 列 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 で 、 SDF-1を コ ー ド す る 他 の 核 酸 分 子 は 、 天 然 SDF-1の 変 異 体 （ 例 え ば 天
然 SDF-1タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト 、 ア ナ ロ グ 、 お よ び 誘 導 体 を コ ー ド す る も の ） で あ る
。 そ の よ う な 変 異 体 を 、 例 え ば 、 天 然 SDF-1遺 伝 子 の 天 然 に 生 ず る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 天
然 SDF-1遺 伝 子 の ホ モ ロ グ 、 ま た は 天 然 SDF-1遺 伝 子 の 人 工 的 な 変 異 体 と す る こ と が で き る
。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 天 然 SDF-1遺 伝 子 と １ つ 以 上 の 塩 基 に お い て 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と を 持 つ 。 例 え ば 、 そ の よ う な 変 異 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 天 然 SDF-1遺 伝 子 の １ つ
以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 付 加 、 ま た は 置 換 を 特 徴 と す る こ と が で き る 。 核 酸 挿 入 は 、
好 ま し く は 約 １ な い し １ ０ 個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 、 欠 失 は 好 ま し く は 約 １ な
い し １ ０ 個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 他 の ア プ リ ケ ー シ ョ ン で は 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 保 存 的 と は い え な い ほ ど の ヌ
ク レ オ チ ド 置 換 を 作 る こ と で 、 実 質 的 な 構 造 変 化 を 示 す 変 異 体 SDF-1タ ン パ ク 質 を 生 成 す
る こ と が で き る 。 そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 置 換 の 例 と し て 、 （ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド 主 鎖 構 造
； （ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド の 電 荷 ま た は 疎 水 性 ； あ る い は （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 大 部 分 （ バ ル
ク ） 、 で の 変 化 を 引 き 起 こ す ヌ ク レ オ チ ド 置 換 が 挙 げ ら れ る 。 通 常 、 タ ン パ ク 質 特 性 で 最
も 大 き な 変 化 を 生 ず る と 思 わ れ る ヌ ク レ オ チ ド 置 換 は 、 コ ド ン で 非 保 存 的 変 化 を 引 き 起 こ
す 。 タ ン パ ク 質 構 造 の 大 き な 変 化 が 起 き る 可 能 性 が あ る コ ド ン 変 化 の 実 施 例 は 、 (a)疎 水
性 残 基 （ 例 え ば 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ま た は ア ラ ニ ン
） に 対 し て （ ま た は そ れ に よ っ て ） 、 親 水 性 残 基 （ 例 え ば 、 セ リ ン ま た は ス レ オ ニ ン ） ；
（ ｂ ） 任 意 の 他 の 残 基 に 対 し て （ ま た は そ れ に よ っ て ） 、 シ ス テ イ ン ま た は プ ロ リ ン ； （
ｃ ） 負 に 帯 電 し た 残 基 （ 例 え ば 、 グ ル タ ミ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン ） に 対 す る （ ま た は そ れ
に よ っ て ） 、 正 に 帯 電 し た 側 鎖 を 持 つ 残 基 （ 例 え ば 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ま た は ヒ ス チ
ジ ン ） ； あ る い は （ ｄ ） 側 鎖 を 持 た な い 残 基 （ 例 え ば 、 グ リ シ ン ） に 対 し て （ ま た は そ れ
に よ っ て ） か さ ば っ た 側 鎖 を 持 つ 残 基 （ 例 え ば 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） の 、 そ れ ぞ れ 置 換 を
引 き 起 こ す も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 天 然 SDF-1遺 伝 子 の 天 然 に 生 ず る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 天 然 SDF-1遺 伝
子 と 少 な く と も ７ ５ ％ 配 列 同 一 性 を 持 つ 哺 乳 類 組 織 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 天 然 SD
F-1タ ン パ ク 質 に 構 造 類 似 性 が あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 本 発 明 の 範 囲 内 の 天 然 SDF
-1遺 伝 子 の ホ モ ロ グ は 、 天 然 の 遺 伝 子 と 少 な く と も ７ ５ %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 他 の 種 か ら
単 離 さ れ る 核 酸 で あ っ て 、 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 に 構 造 類 似 性 が あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 。 公 的 な 、 お よ び ／ ま た は 私 有 の 核 酸 デ ー タ ベ ー ス を 、 天 然 SDF-1遺 伝 子 に 高 い パ
ー セ ン ト 配 列 同 一 性 （ 例 え ば 、 ７ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 ） を 持 つ 他 の 核 酸 分 子 を 同 定 す る た
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め に 、 検 索 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 非 自 然 的 に 生 ず る SDF-1変 異 体 は 、 自 然 界 で 生 ず る こ と の な い 核 酸 （ 例 え ば 、 ヒ ト の 手
に よ っ て 作 ら れ た も の ） で あ り 、 天 然 SDF-1遺 伝 子 と 少 な く と も 75%の 配 列 同 一 性 を 持 ち 、
天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 に 構 造 類 似 性 が あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 非 自 然 的 に 生 ず る S
DF-1遺 伝 子 変 異 体 の 例 と し て 、 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る も の 、
厳 密 な 条 件 下 で 天 然 SDF-1遺 伝 子 ま た は 天 然 SDF-1遺 伝 子 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も
の 、 天 然 SDF-1遺 伝 子 ま た は 該 天 然 SDF-1遺 伝 子 の 相 補 体 と 少 な く と も ６ ５ ％ の 配 列 同 一 性
を 共 有 す る も の 、 さ ら に SDF-1融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 は 、 天 然 SDF-1
タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 。 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド
す る 核 酸 ま た は よ り 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 ま た は ア ン チ セ
ン ス 分 子 と し て 、 使 用 す る こ と が で き る 。 天 然 SDF-1タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド
す る 核 酸 ま た は 該 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 本 発 明 の 種 々
の 態 様 で 用 い る こ と が で き る 。 天 然 SDF-1の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 の 作 製 を 、 完
全 長 の 天 然 SDF-1遺 伝 子 ま た は そ の 変 異 体 の 酵 素 的 消 化 （ 例 え ば 、 制 限 酵 素 を 用 い て ） ま
た は 化 学 的 分 解 に よ っ て 、 お こ な う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
上 記 の 核 酸 の う ち の 1つ に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 、 本 発 明 で 用 い る こ
と も で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 核 酸 は 、 厳 密 さ が 低 い 条 件 、 厳 密 さ が 中 程 度 の 条 件 、 ま
た は 厳 密 さ が 高 い 条 件 の 下 で 、 上 記 の 核 酸 の う ち の 1つ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き
、 そ れ ら は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 SDF-1融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 を 、 本 発 明 で 使 う こ と も 可 能 で あ る 。
そ の よ う な 核 酸 は 、 適 当 な 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ た 時 に SDF-1融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ
う な 構 築 物 （ 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー ） を 調 製 す る こ と に よ っ て 作 ら れ る 。 例 え ば そ の よ う
な 構 築 物 は 、 適 当 な 発 現 系 で の 構 築 物 の 発 現 が 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る よ う に 、 SDF-1
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も う 一 つ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い
る 第 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と イ ン フ レ ー ム で 連 結 す る こ と に よ っ て 作 ら れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNAも し く は RNA、 ま た は そ れ ら の キ メ ラ 混 合 物 、 誘 導
体 、 ま た は 修 飾 変 異 体 で あ っ て も よ く 、 単 鎖 ま た は 二 重 鎖 で あ っ て よ い 。 そ の よ う な オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 ま た は リ ン 酸 骨 格 の 部 分 で 修 飾 す る こ と が で き 、
そ れ に よ っ て 、 例 え ば 、 分 子 の 安 定 性 や ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 を 改 善 す る 。 本 発 明 に
包 含 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 生 体 内 で 細 胞 受 容 体 を 標 的 に す る
た め ） 等 の 他 の 付 加 基 、 ま た は 細 胞 膜 を 越 え る 輸 送 を 促 進 す る 作 用 物 質 を 、 付 加 的 に 含 む
も の で あ っ て も よ い 。 こ の た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 も う 一 つ の 分 子 （ 例 え ば 、 ペ
プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 架 橋 因 子 、 輸 送 因 子 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 誘 発 切 断 因 子 ） と 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 虚 血 損 傷 組 織 の SDF-1の 発 現 を 、 虚 血 損 傷 組 織 へ の
導 入 細 胞 に よ っ て 、 上 方 制 御 す る こ と が で き る 。 虚 血 損 傷 組 織 へ の 細 胞 の 導 入 は 、 虚 血 損
傷 組 織 で の SDF-1タ ン パ ク 質 の 発 現 を 上 方 制 御 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス 被 験 体 の 梗 塞 を 起 こ
し た 心 筋 層 に 移 植 さ れ た 骨 格 筋 芽 細 胞 は 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 へ の 骨 格 筋 芽 細 胞 移 植 後
の 約 1時 間 か ら 移 植 後 約 7日 未 満 ま で に 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で SDF-1タ ン パ ク 質 の 発 現
を 上 方 制 御 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 に 移 植 す る こ と が で き る 細 胞 の 種 類 は 、 細 胞 が 移 植 さ れ る こ と に な っ て い
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る 組 織 で 生 体 適 合 性 を 示 す 任 意 の 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 好 ま し く は 処 置 を 受 け る
被 験 体 か ら 収 集 さ れ て （ す な わ ち 、 自 己 由 来 細 胞 ） 、 移 植 に 先 だ っ て 培 養 さ れ る 。 自 己 由
来 細 胞 は 、 移 植 に 際 し て 細 胞 の 生 体 適 合 性 を 増 加 さ せ て 拒 絶 反 応 の 可 能 性 を 最 小 化 す る た
め に 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 が 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 を 含 む 場 合 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 移 植 さ れ る
細 胞 と し て 、 例 え ば 、 自 己 由 来 細 胞 、 培 養 骨 格 筋 芽 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 お よ
び 骨 髄 由 来 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 へ の 移 植 に と っ て 好 ま し い 細 胞 は 、
骨 格 筋 芽 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 SDF-1タ ン パ ク 質 の 発 現 を 上 方 制 御 す る た め に 虚 血 損 傷 組 織 に 導 入 さ れ る 細 胞 は 、 VEGF
を 発 現 す る た め に 虚 血 損 傷 組 織 に 導 入 さ れ る 細 胞 と 同 一 で あ る か 、 ま た は 異 な る 細 胞 で あ
っ て よ い 。 VEGFを 発 現 す る 虚 血 損 傷 組 織 細 胞 に 導 入 さ れ る こ と で VEGF濃 度 が 上 昇 す る 場 合
、 VEGFを 発 現 す る 細 胞 は 、 好 ま し く は 虚 血 損 傷 組 織 で の SDF-1タ ン パ ク 質 発 現 を 上 方 制 御
す る の に 用 い ら れ る 細 胞 と 同 一 で あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス の 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 移 植 さ
れ た 場 合 に VEGFを 発 現 す る 移 植 さ れ た 骨 格 筋 細 胞 は 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 へ の 骨 格 筋 芽
細 胞 の 移 植 後 約 1時 間 か ら 移 植 後 約 7日 未 満 ま で に 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で SDF-1タ ン パ
ク 質 の 一 時 的 発 現 を 生 ず る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 標 的 細 胞 で SDF-1タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 さ せ る 作 用 因 子
を 所 定 の 標 的 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 SDF-1タ ン パ ク 質 の 発 現 は 上 方 制 御 さ れ る 。
標 的 細 胞 と し て 、 虚 血 損 傷 組 織 内 の 細 胞 、 ま た は 被 験 体 か ら 収 集 し て 培 養 し た 自 己 由 来 細
胞 と い っ た 生 体 外 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 生 体 外 細 胞 を 、 VEGFを 発 現 す る た
め に 虚 血 損 傷 組 織 に 導 入 さ れ る 細 胞 お よ び ／ ま た は SDF-1の 一 時 的 発 現 を 生 ず る た め に 虚
血 損 傷 組 織 に 導 入 さ れ る 細 胞 と す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 お よ び 上 記 に も と づ い て 、 作 用 因 子 は 、 細 胞 内 へ の 導 入 お よ び 複 製 を お こ な う こ
と が 可 能 な 組 換 え 核 酸 構 築 物 （ 概 し て DNA構 築 物 ） に 組 み 込 ま れ る 天 然 の 核 酸 ま た は 合 成
さ れ た 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 構 築 物 は 、 好 ま し く は 、 所 定 の 標 的 細 胞 内 で
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 が で る 複 製 系 と 配 列 と を 有 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 標 的 組 織 で SDF-1タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 増 加 さ せ る た め に 、 他 の 作 用 因 子 を 標 的 細 胞 に 導
入 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 SDF-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 を 増 加 さ せ る
作 用 因 子 は 、 SDF-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAの 翻 訳 を 増 加 さ せ 、 お よ び ／ ま た は SDF-1
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAの 分 解 を 減 少 さ せ る 作 用 因 子 は 、 SDF-1タ ン パ ク 質 レ ベ ル を
増 加 さ せ る た め に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 内 で の 遺 伝 子 か ら の 転 写 率 を 増 や す こ と
は 、 SDF-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 上 流 に 外 来 性 の プ ロ モ ー タ を 導 入 す る こ と に
よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 異 種 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る エ ン ハ ン サ を 用 い る こ と も 可
能 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 作 用 因 子 を 所 定 の 標 的 細 胞 に 導 入 す る 好 ま し い 方 法 は 、 遺 伝 子 治 療 の 使 用 を 伴 う 。 本 発
明 に も と づ く 遺 伝 子 治 療 を 用 い て 、 生 体 内 ま た は 生 体 外 で 所 定 の 標 的 細 胞 か ら SDF-1タ ン
パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 遺 伝 子 治 療 方 法 は 、 SDF-1を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の 使 用 を 伴 う 。 使 用 す る こ と が で き る ベ ク タ ー の 実 施 例 と し て 、 ウ
イ ル ス ・ ベ ク タ ー （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ad） 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ AAV） 、 お よ び
レ ト ロ ウ イ ル ス ） 、 リ ポ ソ ー ム 、 な ら び に 他 の 脂 質 含 有 複 合 体 、 さ ら に 所 定 の 標 的 細 胞 へ
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 送 達 の 媒 介 と な る こ と が で き る そ の 他 の 高 分 子 複 合 体 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ベ ク タ ー は 、 さ ら に 遺 伝 子 送 達 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 発 現 を 調 整 す る 構 成 要 素 ま た は 機
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能 性 、 ま た は さ も な け れ ば 標 的 細 胞 に 有 益 な 性 質 を 提 供 す る 他 の 構 成 要 素 ま た は 機 能 性 を
含 む こ と も で き る 。 そ う い っ た 他 の 構 成 要 素 は 、 上 で 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 SDF-1タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー と し て 、 本 発 明 に も と づ く ヌ ク レ オ チ ド を
標 的 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 脂 質 ベ ー ス の ベ ク タ ー 、 お よ び 他
の ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 ベ ク タ ー は 、 標 的 ベ ク タ ー 、 特 に 優 先 し て 特 異 的 な 細 胞 種 と 結
合 す る 標 的 ベ ク タ ー で あ っ て よ い 。 本 発 明 の 好 ま し い ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 低 い 毒 性 を
標 的 細 胞 に 示 し て 、 組 織 特 異 的 方 法 で SDF-1タ ン パ ク 質 の 治 療 的 に 有 用 な 量 の 生 産 を 誘 導
す る も の で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 現 在 の と こ ろ 、 好 ま し い ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ad） ま た は ア デ ノ 随
伴 ウ イ ル ス （ AAV） に 由 来 す る 。 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト ・ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー の 両 方 を 使 用 す
る こ と が で き る 、 し か し 、 好 ま し く は 、 組 換 え 体 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は ヒ ト で 複 製 欠 損 で
あ る 。 ベ ク タ ー が ア デ ノ ウ イ ル ス で あ る 場 合 、 該 ベ ク タ ー は 好 ま し く は 、 SDF-1タ ン パ ク
質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に プ ロ モ ー タ を 操 作 可 能 な 状 態 で 連 結 さ せ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む と と も に 、 ヒ ト で は 複 製 欠 損 で あ る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の 、 上 記 し た ウ イ ル ス お よ
び 非 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 含 む 他 の ベ ク タ ー も ま た 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 と 互 換 性 を 持 つ 多 く の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー で 、 ２ つ 以 上 の プ ロ モ ー タ を ベ
ク タ ー が 含 む こ と で 、 複 数 の 異 種 遺 伝 子 を ベ ク タ ー に よ っ て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 さ
ら に 、 ベ ク タ ー は シ グ ナ ル ・ ペ プ チ ド ま た は 標 的 細 胞 か ら SDF-1遺 伝 子 産 物 の 分 泌 を 促 進
す る 他 の 部 分 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ２ つ の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 系 の 有 利 な 特 性 を 組 合 せ る た め に 、 ハ イ ブ リ ッ ド ・ ウ イ ル ス
・ ベ ク タ ー を 用 い て 標 的 組 織 （ 例 え ば 、 心 筋 ） に SDF-1核 酸 を 送 達 し て も よ い 。 ハ イ ブ リ
ッ ド ・ ベ ク タ ー を 構 築 す る た め の 標 準 技 術 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ
の 上 流 に エ ン ハ ン サ が 、 ま た は 翻 訳 領 域 の 下 流 に タ ー ミ ネ ー タ ー が 存 在 す る こ と で 、 発 現
を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 組 織 特 異 的 ま た は 薬 物 調 節 可 能 な プ ロ モ ー タ は 、 SDF-1遺
伝 子 に 融 合 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ を ア デ ノ ウ イ ル ス ・ 構 築
物 に 融 合 さ せ る こ と で 、 導 入 遺 伝 子 の 発 現 が 特 定 の 細 胞 種 に 限 定 さ れ る か （ 例 え ば 、 心 室
性 心 筋 細 胞 ） 、 ま た は 特 定 の 薬 物 （ 例 え ば 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン ） に 反 応 す る 。 遺 伝 子 発 現
の 有 効 性 と 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ と に よ っ て 提 供 さ れ る 特 異 性 の 程 度 を 、 本 発 明 の 組 換 え
ア デ ノ ウ イ ル ス 系 を 用 い て 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 が 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で あ る 場 合 、 SDF-1遺 伝 子 の 生 体 内 送 達 の 際 に 、
心 筋 細 胞 に の み に 向 け ら れ た （ す な わ ち 、 心 臓 内 の 血 管 内 皮 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 お よ び 繊
維 芽 細 胞 の 同 時 発 現 無 し ） 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ の 使 用 は 、 治 療 的 な 処 置 の た め の SDF-1
タ ン パ ク 質 の 十 分 な 発 現 が 与 え ら れ る 。 発 現 を 心 筋 細 胞 に 限 定 す る こ と は ま た 、 CHFの 治
療 の た め の 遺 伝 子 導 入 の 有 用 性 に 関 し て も 、 利 点 を 有 す る 。 加 え て 、 心 筋 細 胞 は 急 速 な 代
謝 回 転 を 受 け な い こ と か ら 、 心 筋 細 胞 に よ っ て 最 も 長 い 導 入 遺 伝 子 発 現 が 与 え ら れ る 可 能
性 が あ り 、 従 っ て 血 管 内 皮 細 胞 で 起 こ る よ う な 細 胞 分 裂 お よ び 細 胞 死 に よ る 発 現 の 減 少 は
起 こ ら な い と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を ベ ー ス と す る 方 法 に 加 え て 、 SDF-1遺 伝 子 を 所 定 の 標 的 細 胞 に 導
入 す る 際 に 、 ウ イ ル ス に 基 づ か な い 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 に も と づ く ウ
イ ル ス に 基 づ か な い 好 ま し い 遺 伝 子 送 達 法 で は 、 SDF-1核 酸 を 細 胞 に 導 入 す る た め に 、 プ
ラ ス ミ ド DNAが 使 用 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド ・ ベ ー ス の 遺 伝 子 送 達 方 法 は 、 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
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　 ウ イ ル ス ・ ベ ー ス お よ び 非 ウ イ ル ス ・ ベ ー ス の 構 成 要 素 の 両 方 を 含 む 方 法 を 、 本 発 明 に
も と づ い て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 治 療 的 な 遺 伝 子 送 達 の た め の エ プ ス タ イ
ン ・ バ ー ・ ウ イ ル ス （ EBV） を ベ ー ス と し た プ ラ ス ミ ド が 、 Cui et al., Gene Therapy 8:
 1508-1513,2001に 記 載 さ れ て い る 。 加 え て 、 ア デ ノ ウ イ ル ス に 連 結 す る DNA/リ ガ ン ド ／
ポ リ カ チ オ ン 添 加 剤 を 必 要 と す る 方 法 が 、 Curiel, D. T. , Nat. Immun. 13: 141-164,19
94に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 SDF-1の 発 現 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 、 必 要 に 応 じ て 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 （ 例 え ば
生 理 食 塩 水 ） を 含 む 注 射 可 能 な 製 剤 の 形 で 、 標 的 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る 。 他 の 医 薬
用 担 体 、 製 剤 形 態 、 お よ び 投 薬 量 を 本 発 明 に も と づ い て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ベ ク タ ー の 送 達 は 、 有 効 性 の 高 い 治 療 を 可 能 と す る 程 度 の SDF-1タ ン パ ク 質 の 発 現 に 充
分 な 量 で 、 蛍 光 透 視 に よ る 誘 導 下 、 ツ ベ ル ク リ ン ・ シ リ ン ジ を 用 い た 直 接 注 射 に よ っ て 、
お こ な わ れ る 。 虚 血 損 傷 組 織 に ベ ク タ ー を 直 接 注 射 す る こ と に よ っ て 、 む し ろ 効 果 的 に 遺
伝 子 を 標 的 と す る こ と が で き 、 組 換 え 体 ベ ク タ ー の 損 失 を 最 小 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。
こ の 種 の 注 射 も 、 所 望 の 数 の 細 胞 の 局 所 的 形 質 移 入 を 可 能 に す る こ と で 、 遺 伝 子 導 入 の 治
療 効 力 を 最 大 に し 、 ま た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 対 す る 炎 症 反 応 の 可 能 性 を 最 小 化 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 は 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 を 含 む 場 合 、 心 筋 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ を 用 い て
、 例 え ば 、 心 筋 細 胞 に 限 ら れ て い る 発 現 を 安 全 に 可 能 に す る こ と が 可 能 で あ る 。 し た が っ
て 、 例 え ば 、 こ の こ と で の 導 入 遺 伝 子 の 送 達 は 、 左 心 室 の 細 胞 で 、 標 的 遺 伝 子 発 現 を 結 果
と し て 生 ず る こ と が で き る 。 周 知 の 他 の 技 術 を 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 の 標 的 細 胞 に ベ ク
タ ー を 移 植 す る た め に 、 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 標 的 細 胞 が 、 虚 血 損 傷 組 織 に 後 で 移 植 さ れ る 培 養 細 胞 で あ る 場 合 、 培 地 に 対 し て 直 接 注
射 す る こ と で ベ ク タ ー を 送 達 す る こ と が で き る 。 細 胞 に 形 質 移 入 さ れ る SDF-1を コ ー ド す
る 核 酸 を 、 心 筋 特 異 的 プ ロ モ ー タ と エ ン ハ ン サ と を 含 む 任 意 の 適 当 な 調 節 配 列 に 対 し て 操
作 可 能 状 態 で 、 連 結 す る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ２ ６ 】
　 続 い て 形 質 移 入 さ れ た 所 定 の 標 的 細 胞 を 周 知 の 移 植 技 術 、 例 え ば ツ ベ ル ク リ ン ・ シ リ ン
ジ を 用 い た 直 接 注 射 で 、 虚 血 損 傷 組 織 に 移 植 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 標 的 細 胞 を
最 初 に 形 質 移 入 し 、 続 い て 形 質 移 入 さ れ た 所 定 の 標 的 細 胞 を 、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 に 移
植 す る こ と よ り 、 虚 血 損 傷 組 織 に ベ ク タ ー を 直 接 注 射 し た 場 合 と 比 較 し て 、 梗 塞 を 起 こ し
た 心 筋 層 の 炎 症 反 応 の 可 能 性 が 最 小 化 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の SDF-1核 酸 は 、 任 意 の 適 当 な 長 さ の 時 間 に わ た っ て 標 的 細 胞 内 で 発 現 す る こ と
が 可 能 で あ り 、 こ の よ う な 発 現 に は 一 時 的 な 発 現 と 、 安 定 で 長 期 に わ た る 発 現 と が 含 ま れ
る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 SDF-1核 酸 が 適 当 か つ 所 定 の 時 間 に わ た っ て 治 療 量 で 発 現 さ
れ る 。 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 ま た は 小 分 子 の 特 異 的 な 投 薬 量 を 、 以 下 に 説 明 す る 実 験 方 法 を
用 い て 当 業 者 に よ り 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 SDF-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー に よ る 形 質 移 入 が な さ れ て い な い 細 胞 が 、 梗 塞
を 起 こ し た 心 筋 層 に 移 植 さ れ る 場 合 と 同 様 に 、 SDF-1発 現 は 一 時 的 で あ っ て も よ い 。 一 方
、 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 が SDF-1タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 移 入 さ れ る か
、 あ る い は SDF-1タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 ベ ク タ ー に よ り 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 が 梗 塞 を 起 こ し
た 心 筋 層 に 移 植 さ れ る 場 合 と 同 様 に 、 SDF-1タ ン パ ク 質 発 現 が 長 期 で あ っ て も よ い 。  
【 ０ １ ２ ９ 】
　 長 期 の SDF-1発 現 は 有 利 で あ る 。 そ の 理 由 は 、 G-CSFま た は 他 の い く つ か の 動 員 作 用 因 子
に よ り 、 細 胞 を 移 植 し た 手 術 ま た は 処 置 か ら 離 れ た 時 点 で 、 幹 細 胞 の 濃 度 の 増 加 を 可 能 と
す る こ と で あ る 。 G-CSFが 動 員 因 子 で あ る 場 合 、 好 中 球 数 の 著 し い 増 加 が 起 こ り 、 数 日 ま
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た は 数 週 間 後 で は な い が 、 手 術 の 前 後 の 期 間 で は 負 の 効 果 を 生 ず る 。 さ ら に 、 長 期 ま た は
慢 性 的 な 上 方 制 御 SDF-1タ ン パ ク 質 発 現 は 、 幹 細 胞 動 員 で 多 数 の 試 み を 可 能 に さ せ る と 思
わ れ る 。 ま た 、 SDF-1タ ン パ ク 質 で の 慢 性 的 上 方 制 御 に よ っ て 、 幹 細 胞 の 動 員 を 必 要 と す
る こ と な く 、 末 梢 血 か ら 虚 血 損 傷 組 織 に 対 し て 幹 細 胞 が 長 期 に わ た っ て 誘 導 （ ホ ー ミ ン グ
） さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
［ 実 施 例 ］
　 以 下 の 一 連 の 実 施 例 に よ っ て 、 本 発 明 を さ ら に 例 証 す る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 例 証 す る
た め に 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 い か な る 形 で あ れ 本 発 明 の 範 囲 ま た は 内 容 を 制 限 す る も
の と し て 解 釈 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　
－ － MI後 の 8週 間 の G-CSFに よ る 幹 細 胞 動 員 の 効 果 － －
　 確 立 さ れ た 虚 心 型 心 筋 症 の ラ ッ ト で G-CSFに よ る 幹 細 胞 動 員 が 心 筋 再 生 を 導 く か ど う か
確 認 す る た め に 、 Ｍ Ｉ 後 ８ 週 目 の ラ ッ ト に 対 し て 、 組 換 え ヒ ト G-CSF（ 腹 腔 内 注 射 を 介 し
て １ ２ ５ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 を ５ 日 間 ） ま た は 生 理 食 塩 水 の い ず れ か を ラ ン ダ ム に 与 え た 。 骨
髄 刺 激 を 検 査 す る た め に 、 G-CSF療 法 を 開 始 し て ５ 日 後 に 採 血 し た と こ ろ 、 生 理 食 塩 水 （
１ １ ． ８ ＋ ４ ． ０ 細 胞 ／ μ ｌ ） 療 法 と 比 較 し て 、 G-CSF（ ３ ７ ． ３ ＋ ５ ． ３ 細 胞 ／ μ ｌ ）
に よ る 白 血 球 数 が ３ 倍 に な っ た 。 5-ブ ロ モ 2'-デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ BrdU） を 、 心 筋 内 の 任
意 の 増 殖 細 胞 を 標 識 す る た め に G-CSF投 与 後 の 最 終 日 か ら 初 め て 全 体 で １ ４ 日 間 に わ た っ
て 投 与 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 １ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 そ れ ぞ れ 、 生 理 食 塩 水 ま た は G-CSF（ LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 の １
２ 週 間 ） 投 与 ４ 週 間 後 の 梗 塞 領 域 （ ａ ） と 短 化 分 画 （ ｂ ） と に お け る Ｂ ｒ Ｕ 陽 性 細 胞 の 数
を 示 す 。 細 胞 数 は 、 １ mm 2 あ た り の 細 胞 で あ る 。 デ ー タ は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 （ s.d)　 ｎ
＝ ６ ～ ８ ／ 群 を 表 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 ２ ヶ 月 間 の G-CSF投 与 は 、 梗 塞 領 域 （ 図 １ ａ ） 内 で の BrdU陽 性 細 胞
数 の 増 加 に は 至 ら な い か 、 ま た は 梗 塞 領 域 （ デ ー タ 不 図 示 ） 中 で の 血 管 形 成 の 欠 如 ま た は
心 筋 ミ オ シ ン 陽 性 細 胞 に よ っ て 決 定 さ れ る 有 意 な 心 筋 層 の 再 生 を も た ら す こ と は な か っ た
。 LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 １ ２ 週 間 、 こ れ ら の 動 物 は 約 １ ０ ％ 未 満 （ 標 準 ＞ ６ ０ ％ ） の 有 意
の 対 照 動 物 で の 短 絡 分 画 に よ る 顕 著 な 心 筋 疾 患 を 示 し た 。 LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 ８ 週 間 、 G
-CSFに 応 答 し た 著 し い 心 筋 再 生 の 組 織 学 的 根 拠 の 欠 如 に 合 致 し て 、 G-CSFに よ る 収 縮 期 機
能 の 有 意 性 の あ る 回 復 は 、 見 ら れ な か っ た （ 図 １ ｂ ） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
－ － 幹 細 胞 動 員 に 先 立 つ SKMB移 植 の 虚 血 損 傷 組 織 に 対 す る 効 果 － －
　 心 筋 梗 塞 時 と 時 間 的 に か け 離 れ た 心 筋 層 は 、 幹 細 胞 動 員 に 応 じ て 心 筋 再 生 の た め に 最 適
化 さ れ る と い う 仮 説 を 検 証 す る た め に 、 骨 格 筋 芽 細 胞 移 植 を LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 8週 で 実
行 し た 。 動 物 に 対 し て 、 梗 塞 境 界 領 域 内 に ２ ０ ０ ， ０ ０ ０ SKMB/注 射 を 投 与 し た 。 初 期 の
仮 説 は 、 幹 細 胞 誘 導 （ ホ ー ミ ン グ ） に 関 与 す る 遺 伝 子 発 現 に 対 す る 戦 略 と し て 、 移 植 さ れ
た SKMBを 用 い る こ と が 可 能 で あ る と い う も の で あ っ た の で 、 対 照 と し て 、 SKMBに 対 し て 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス を 形 質 移 入 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 図 ２ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 細 胞 移 植 後 ４ 週 間 （ LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 １ ２ 週 ） で の 梗 塞 領
域 に お け る BrdU+細 胞 数 に 対 す る 骨 格 筋 芽 細 胞 （ SKMB)移 植 の 効 果 を 示 す 。 デ ー タ は 、 平 均
値 ± 標 準 偏 差 （ s.d） ｎ ＝ ６ ～ ８ ／ 群 を 表 す 。  
【 ０ １ ３ ６ 】
　 G-CSFが 存 在 し な い 場 合 、 梗 塞 性 の 心 臓 へ の SKMBの 導 入 は 、 梗 塞 領 域 へ の BrdU-陽 性 細 胞
の 取 り 込 み を 有 意 に 増 加 さ せ る も の で は な か っ た 。 し か し 、 SKMB移 植 と G-CSFと を 組 合 せ
る こ と で 、 ４ 週 後 の 梗 塞 領 域 に お け る BrdU陽 性 細 胞 の 著 し い 増 加 を も た ら し た （ 図 ２ ａ ）
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。 ま た 、 G-CSFま た は SKMB移 植 の い ず れ か 一 方 の み を 受 け た 動 物 と 比 較 し て 、 併 用 療 法 を
受 け た 動 物 は 、 生 理 的 食 塩 水 の 対 照 に 比 べ て 短 化 分 画 （ 図 ２ ｂ ） に お い て 著 し い 増 加 を 経
験 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 梗 塞 領 域 の BrdU-陽 性 細 胞 が 骨 髄 か ら 生 じ た か 、 心 筋 層 か ら の 分 裂 し た 内 生 細 胞 で あ っ
た か ど う か 決 定 す る た め に 、 LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 ８ 週 で 、 SKMBの 移 植 お よ び G-CSFの 開 始
に 先 立 つ ６ 日 前 か ら 始 め て ５ 日 間 に わ た っ て BrDUが 投 与 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 ３ ａ は 、 BrdUで 染 色 さ れ た 骨 髄 （ Ｂ Ｍ ） が 、 複 数 の 動 物 か ら 培 養 さ れ た Ｂ Ｍ 細 胞 の ほ
ぼ １ ０ ０ ％ 染 色 で あ る こ と が 認 め ら れ た こ と を 示 し て い る 。 図 ３ ｂ で は 、 BrdU投 与 後 ５ 日
目 に 未 処 理 の 心 筋 層 で 、 な ん ら 有 意 な BrdU+細 胞 は 見 ら れ な い こ と を 示 し て い る 。 デ ー タ
は 、 各 動 物 （ １ 群 あ た り ｎ ＝ ６ ～ ８ ） の 身 元 を 隠 さ れ た ２ 人 の 観 測 者 に よ っ て 、 定 量 化 さ
れ た 陽 性 細 胞 の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 （ s.d） を 表 し て い る 。 ス ケ ー ル ・ バ ー は 、 ２ ５ μ Ｍ を
表 す 。 こ れ に よ っ て 、 心 筋 層 に な ん ら か の 有 意 の BrdU標 識 を 行 う こ と 無 し に 、 骨 髄 内 の 細
胞 に 対 す る 標 識 を も た ら し た （ １ ７ ． ５ ± ２ ． ９ 陽 性 細 胞 ／ ｍ ｍ ２ ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 図 ３ ｃ は 、 本 発 明 に も と づ く 治 療 法 で 評 価 さ れ る 梗 塞 領 域 内 で 増 加 し た BrdU+細 胞 を 示
す 。
　 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 SKMBと G-CSFを 受 け た そ れ ら の 動 物 だ け は 、 梗 塞 領 域 内 で の Brd
U陽 性 細 胞 数 が 著 し く 増 加 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 BrdU陽 性 細 胞 が 骨 髄 に 起 因 し て 、 併
用 療 法 の 後 で 梗 塞 領 域 に 戻 っ た （ ホ ー ミ ン グ ） と い う 概 念 と 整 合 し て い る 。 ま た 、 デ ー タ
は SKMB移 植 が 心 筋 層 へ の 幹 細 胞 の ホ ー ミ ン グ の た め に 必 要 な シ グ ナ ル を 再 確 立 す る こ と も
サ ポ ー ト す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
－ － 梗 塞 組 織 に 誘 導 さ れ る 幹 細 胞 に か か わ る シ グ ナ ル 伝 達 分 子 － －
　 SKMB移 植 に よ っ て 組 織 の 「 刺 激 」 に よ る MIの ８ 週 間 後 に 循 環 細 胞 が 梗 塞 組 織 に 移 植 さ れ
る と い う 観 察 は 、 幹 細 胞 誘 導 （ ホ ー ミ ン グ ） の 潜 在 的 な 媒 介 因 子 の 評 価 を 促 し た 。 間 質 細
胞 由 来 因 子 １ （ SDF-1） が 骨 髄 に お け る 造 血 性 輸 送 お よ び 幹 細 胞 誘 導 を 媒 介 し 、 骨 髄 で 帰
っ て い る 造 血 輸 送 と 幹 細 胞 の 媒 介 と な る こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 MIで の 幹 細 胞
移 植 お よ び SKMB移 植 に 応 じ る 潜 在 的 シ グ ナ ル 分 子 と し て の そ の 役 割 が 評 価 さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 図 4は 、 心 筋 梗 塞 後 で の 時 間 の 関 数 と し て 間 質 細 胞 由 来 因 子 １ （ SDF-1） 発 現 を 現 し て い
る RT-PCRを 示 し て い る 写 真 で あ る 。 基 線 で は SDF-1発 現 が な く 、 MIの 後 で １ な い し ２ ４ 時
間 目 で 増 加 し た 。 SDF-1発 現 は 、 MI後 24時 間 な い し 7日 間 の 間 に そ の 存 在 が 認 め ら れ な い 状
態 に 戻 り 、 MI後 30日 、 存 在 し な い ま ま で あ る 。 SDF-1発 現 は 、 MI後 30日 （ 30+） で 実 行 さ れ
る SKMB移 植 の 72時 間 後 に 繰 り 返 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 し た が っ て 、 RT-PCRに よ っ て 、 SDF-1発 現 が １ な い し ２ ４ 時 間 観 察 さ れ た が 、 LADラ イ ゲ
ー シ ョ ン 後 、 ０ 、 ７ ま た は ３ ０ 日 で は 認 め ら れ な か っ た 。 SDF-1発 現 は SKMBに よ っ て 誘 発
さ れ て 、 移 植 の 72時 間 後 に 観 察 さ れ た が 、 偽 の 手 術 を 施 さ れ た 動 物 で は 観 察 さ れ な か っ た
（ デ ー タ 示 さ ず ） 。 同 じ 試 料 の GAPDHの た め の PCRは 、 相 補 DNAが 全 て の 試 料 で 完 全 な こ と
を 証 明 し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 SKMB移 植 に 応 じ て の SDF-1発 現 の 増 加 は 、 リ ア ル タ イ ム PCR
（ デ ー タ 示 さ ず ） に よ っ て 確 認 さ れ た 。 リ ア ル タ イ ム PCRは 、 GAPDHレ ベ ル が 群 間 で 同 程 度
の こ と を 明 ら か に し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 SDF-1が 梗 塞 領 域 へ の BrdU陽 性 細 胞 の 移 植 の 媒 介 と な っ た か ど う か 評 価 す る た め に 、 対
照 心 臓 繊 維 芽 細 胞 ま た は SDF-1発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 安 定 し て 形 質 移 入 さ れ た 心 臓 繊 維 芽
細 胞 が LADラ イ ゲ ー シ ョ ン の 後 ４ 週 目 に 心 筋 層 に 移 植 さ れ た 。 １ ０ 日 後 、 内 生 SDF-1の 遺 伝
子 発 現 の 下 方 制 御 を 可 能 と す る た め に 、 G-SCF投 与 の 最 終 日 に 開 始 し て 、 G-CSFを ５ 日 間 投
与 し 、 同 様 に BrdUを ５ 日 間 投 与 し た 。

10

20

30

40

50

(24) JP 2006-509043 A 2006.3.16



【 ０ １ ４ ４ 】
　 図 ５ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 心 臓 繊 維 芽 細 胞 移 植 後 ５ 日 間 に わ た る G-CSF投 与 の 存 在 下 ま た
は 非 存 在 下 で SDF-1発 現 ベ ク タ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 下 で 安 定 し て 形 質 移 入 さ れ た 心 臓 繊
維 芽 細 胞 の 移 植 後 ４ 週 間 、 梗 塞 領 域 内 の （ ａ ） Brｄ U＋ 細 胞 お よ び （ ｂ ） CD117+細 胞 の 数
を 示 す も の で あ る 。 デ ー タ は 、 各 動 物 の 身 元 を 隠 さ れ た ２ 人 の 観 測 者 に よ っ て 、 定 量 化 さ
れ た 陽 性 細 胞 の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 （ s.d） を 表 し て い る 。 １ 群 あ た り ｎ ＝ ３ ～ ５ 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 図 ５ ｃ は 、 SDF-1／ G-CSF処 理 し て CD117+で 染 色 し た 動 物 の 写 真 で あ る 。 ス ケ ー ル ・ バ ー
は 、 ２ ５ μ Ｍ を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 SDF-1が G-CSFに 応 答 し て 傷 つ い た 心 筋 層 に 誘 導 さ れ る 幹 細 胞 を 誘 発 す る の に 十 分 で あ る
こ と と 整 合 し て 、 心 臓 繊 維 芽 細 胞 を 発 現 す る SDF-1が 移 植 さ れ た 心 臓 は 、 梗 塞 領 域 全 体 に
及 ぶ BrdU-陽 性 細 胞 の 数 の 3倍 を 超 え る 増 加 が あ る こ と を 明 ら か に し た 。 対 照 心 臓 繊 維 芽 細
胞 を 受 け た 動 物 は 、 対 照 と の 違 い が な い BrdUシ グ ナ ル を 示 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
－ － BrdU陽 性 細 胞 の 同 定 － －
　 我 々 は 、 梗 塞 領 域 の 中 で BrdU細 胞 の ア イ デ ン テ ィ テ ィ を 決 定 す る た め に 、 免 疫 蛍 光 法 を
実 行 し た 。 CD45の 抗 体 染 色 は 、 細 胞 移 植 お よ び G-CSF投 与 に 応 答 し て 、 BrdU陽 性 細 胞 の ５
％ 未 満 が 白 血 球 で あ る こ と を そ れ ぞ れ 示 し て い る 。 心 臓 ミ オ シ ン BrdU陽 性 細 胞 は 、 SKMB存
在 下 ま た は 非 存 在 下 で G-CSFに よ り 処 理 、 ま た は 心 臓 繊 維 芽 細 胞 移 植 に よ っ て 処 理 さ れ た
動 物 の 梗 塞 領 域 で 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
－ － MIに 続 く 心 血 管 新 生 お よ び LV機 能 遅 延 に 対 す る VEGF発 現 SKMBお よ び G-CSFの 効 果 － －
　 SKMB移 植 お よ び G-CSFに よ る 骨 髄 刺 激 の 組 合 せ を 受 け 取 っ た 動 物 で の Brｄ U-陽 性 細 胞 の
増 加 数 に も か か わ ら ず 、 梗 塞 領 域 に あ る 血 管 密 度 の 増 加 ま た は 心 筋 細 胞 数 の 増 加 は 、 観 察
さ れ な か っ た 。 し た が っ て 、 我 々 は SKMB移 植 お よ び G-CSF投 与 へ の VEGF過 剰 発 現 の 付 加 的
効 果 を 検 討 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 図 ６ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 （ ａ ） SKMBま た は （ ｂ ） VEGF発 現 SKMBの 細 胞 移 植 に よ る LADラ
イ ゲ ー シ ョ ン と そ れ に 続 く G-CSFを 用 い た 幹 細 胞 の 動 員 後 、 １ ２ 週 目 に 、 梗 塞 領 域 の 免 疫
組 織 化 学 が BrdU＋ 細 胞 （ 白 抜 き 矢 印 ） と 心 筋 ミ オ シ ン 発 現 細 胞 （ ベ タ 矢 印 ） と の 両 方 を 明
ら か に し た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 図 ６ ｃ は 、 非 処 置 対 照 に 対 比 し て LV機 能 の 改 善 を 示 す 。 デ ー タ は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 （
s.d)　 ｎ ＝ ６ ～ ８ ／ 群 を 表 す 。 ス ケ ー ル ・ バ ー は １ ０ μ Mを 表 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 VEGF165発 現 SKMBの 移 植 は 、 MI後 ８ 週 目 に お こ な わ れ 、 生 理 食 塩 水 対 照 と 比 較 し た 梗 塞
領 域 で の 血 管 密 度 の 増 加 を も た ら し た （ そ れ ぞ れ ４ ４ ． １ ±  ５ ． ２ 対 １ ７ ． ７ ± ２ ． ８
血 管 ／ ｍ ｍ ２ ； VEGF-165 対  生 理 食 塩 水 ） 。 さ ら に ま た 、 VEGF-165の 発 現 と G-CSFに よ る
幹 細 胞 動 員 の 組 合 せ は 、 心 筋 再 生 と 整 合 し た 、 心 臓 ミ オ シ ン 発 現 細 胞 に よ る 梗 塞 領 域 の 再
増 殖 を 導 い た （ 図 ６ ａ ） 。 短 化 分 画 で 測 定 さ れ る よ う に 、 VEGF-165発 現 の SKMBへ の 追 加 は
有 意 に LV機 能 も 増 加 さ せ た （ 図 ６ ｂ ） 。 VEGF-165発 現 SKMBの 移 植 と 、 G-CSFの 投 与 と 組 み
合 わ せ た SKMB移 植 と い う 、 処 置 戦 略 の 間 の 短 化 分 画 で の 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た （ デ ー
タ 示 さ ず ） 。
【 ０ １ ５ ２ 】
［ 方 　 法 ］
－ － LADラ イ ゲ ー シ ョ ン － －
　 全 て の 動 物 の プ ロ ト コ ル は 、 動 物 研 究 委 員 会 の 承 認 を 得 て 、 全 て の 動 物 を ク リ ー ブ ラ ン
ド ・ ク リ ニ ッ ク 財 団 の AAALAC動 物 施 設 に 収 容 し た 。 動 物 を ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム
（ 50mg/kg） で 麻 酔 し 、 挿 管 し 、 圧 力 循 環 さ れ た 齧 歯 動 物 換 気 装 置 （ ケ ン ト ・ サ イ エ ン テ
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ィ フ ィ ッ ク 社 、 RSP1002） を 使 用 し て 、 1分 に つ き 80の 呼 吸 で 、 大 気 で 通 気 し た 。 前 壁 MIの
誘 発 は 、 外 科 用 顕 微 鏡 （ ラ イ カ M500） を 用 い て 、 左 前 下 行 枝 （ LAD） 動 脈 の ラ イ ゲ ー シ ョ
ン に よ っ て 、 ル イ ス ・ ラ ッ ト （ 150-175gの オ ス ） で お こ な っ た 。  
【 ０ １ ５ ３ 】
－ － 二 次 元 超 音 波 心 臓 検 査 － －
　 二 次 元 超 音 波 心 臓 検 査 は 、 LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 5～ 7日 、 お よ び 8週 目 、 ま た SKMB移 植
後 ４ 週 目 に 、 セ コ イ ア （ Sequoia)C256(ア キ ュ ー ソ ン （ Acuson） ） を 入 出 力 と し て １ ５ MH
ｚ の 一 次 元 配 列 ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー を 用 い て お こ な っ た 。 ラ ッ ト を 、 各 々 の 心 エ コ ー 図 の
た め に ケ タ ミ ン （ 50mg/kg） で 、 軽 く 鎮 静 さ せ た 。 LV寸 法 と 肉 厚 の 定 量 化 の た め に 、 我 々
は 異 な る ラ ッ ト で 同 じ 解 剖 学 的 位 置 か ら 一 貫 し た 測 定 が で き る よ う 、 乳 頭 筋 の 直 下 で 、 中
央 LVか ら 短 軸 表 示 で デ ジ タ ル 的 に 二 次 元 ク リ ッ プ と m-モ ー ド 画 像 と を 記 録 し た 。 測 定 は 、
オ フ ラ イ ン で プ ロ ソ ル ブ （ ProSolve） を 使 用 し 、 目 隠 し し た ２ 人 の 観 察 者 を 別 々 に し て お
こ な っ た 。 各 々 の 動 物 に 対 し て 各 々 の 測 定 を 6回 繰 り 返 し 、 無 作 為 に 選 択 さ れ た ３ つ か ら
、 ｍ モ ー ド が 、 処 置 腕 に 対 し て 目 隠 し さ れ た 観 察 者 に よ っ て 記 録 さ れ た ５ つ を 切 り 取 る 。
LV機 能 の 測 定 と し て 、 短 化 分 画 を M-Mode記 録 か ら 算 出 し た 。 短 化 分 画 （ %） =（ LVEDD-LVES
D） /LVEDD*100、 式 中 、 LVEDDは 左 室 拡 張 末 期 径 、 LVESDは 左 室 収 縮 末 期 径 で あ る 。 寸 法 は
、 乳 頭 筋 の 直 下 の レ ベ ル で 、 短 軸 表 示 か ら 前 壁 と 後 壁 と の 間 で 測 定 さ れ た 。 加 え て 、 前 壁
肉 厚 は 、 拡 張 終 期 で 測 定 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
－ － 細 胞 調 製 な ら び に 細 胞 お よ び ウ イ ル ス 送 達 － －
　 骨 格 筋 芽 細 胞 を 数 匹 の ル イ ス ・ ラ ッ ト （ ハ ー ラ ン ・ ラ ボ ） の 後 脚 か ら 収 集 し 、 175mｌ 培
養 瓶 （ フ ァ ル コ ン ） で 平 板 培 養 し 、 10%の ウ シ 胎 仔 血 清 、 300mg/ｌ の  ECGS、 な ら び に 抗 生
物 質 で あ る ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び オ フ ロ キ サ シ ン を 含 む DMEM中 で 増 殖 さ
せ た 。 一 旦 75%の 集 密 が 達 成 さ れ る と 、 分 化 を 回 避 す る た め に 細 胞 の 継 代 を お こ な っ た 。
細 胞 移 植 よ り 前 の 日 に 、 精 製 さ れ た 筋 芽 細 胞 は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ・ プ ロ モ ー タ の 制
御 下 の VEGF-165ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 対 照 ） を 発 現 し て い る 複 製 欠 損 の ア デ ノ ウ イ ル ス
に よ っ て 108pfu/mlで 形 質 移 入 さ れ た 。 移 植 当 日 に 、 筋 芽 細 胞 を ト リ プ シ ン で 収 集 し 、 遊
離 し て い る ウ イ ル ス 粒 子 の す べ て を 除 去 す る た め し っ か り と Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 移 植 直 前 に
再 構 成 さ れ た 。 つ ぎ に 、 動 物 を 麻 酔 し 、 通 気 し 、 梗 塞 領 域 を 直 接 視 覚 化 す る た め に 、 側 方
胸 壁 切 開 を 施 し た 。 約 １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 が 一 匹 の 動 物 あ た り 、 ５ カ 所 に 注 射 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
心 臓 繊 維 芽 細 胞 を 、 数 匹 の 成 体 ラ ッ ト 心 臓 か ら 収 集 し て 、 SKMBと 同 様 に 平 板 培 養 し た 。 心
筋 梗 塞 の 24時 間 後 に 心 臓 か ら 取 り 出 さ れ た 全 RNAか ら SDF-1を 、 発 現 ベ ク タ ー PCDNA3.1に ク
ロ ー ニ ン グ し た （ 順 方 向 -（ NOT-1） -AATAAGAAATGCGGCCGCATGGACGCCAAGGTCGTCGCTGTGCTGGC
C;逆 方 向 -（ Xba-1） -TCTAGACTTGTTTAAGGCTTTGTCCAGGTACTCTTGGA。 SDF-1 PCDNA3.1発 現 ベ
ク タ ー で 安 定 に 形 質 移 入 さ れ た 心 臓 繊 維 芽 細 胞 は 、 ネ オ マ イ シ ン で 選 択 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
－ － 幹 細 胞 動 員 － －
　 組 換 え 体 ヒ ト G-CSF（ 125ug/kg） の 投 与 は 、 骨 格 筋 芽 細 胞 移 植 日 か ら 開 始 し て 5日 間 、 腹
膜 内 （ i. p.） 注 射 に よ っ て お こ な っ た 。 完 全 血 球 算 定 と 差 分 デ ー タ （ バ イ エ ル 、 ADVIA）
は 、 移 植 後 の 第 ０ 日 、 ５ 日 、 １ ４ 日 、 お よ び ２ １ 日 目 に 得 ら れ た 。 細 胞 増 殖 の 累 積 的 な 範
囲 を 測 定 す る た め に 、 第 ５ 日 目 か ら 開 始 し て １ ４ 日 間 、 50mg/kgの BrdUを 腹 膜 内 （ i. p.）
注 射 し 、 G-CSFに よ っ て 誘 発 さ れ る い か な る 増 殖 性 幹 細 胞 の BrdU標 識 を も 可 能 に し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
－ － 組 織 学 的 分 析 － －
細 胞 移 植 を お こ な っ た 4週 間 に ラ ッ ト を 安 楽 死 さ せ て 該 ラ ッ ト の 心 臓 を 収 集 し て 、 ヒ ス ト
・ チ ョ イ ス  (Amresco Inc., Solon, OH)に よ る 潅 流 固 定 法 の 後 に LV長 軸 に 対 し て 垂 直 な 3
つ の 等 分 画 に 区 分 し た 。 中 央 心 室 お よ び 先 端 部 分 を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 い く つ か の 6μ
ｍ 厚 切 片 は 免 疫 組 織 化 学 の た め に 利 用 さ れ た 。 心 筋 ミ オ シ ン （ ケ ミ コ ン ） 、 CD45（ ケ ミ コ
ン ） 、 Factor VIll（ ケ ミ コ ン ） 、 CD117（ サ ン タ ク ル ス ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ） 、 お よ び
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BrdU（ ベ ク タ ー ・ ラ ボ ） に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し た 。 FITCま た は ビ オ チ ン に
よ る 標 識 を つ け た 二 次 抗 体 が 、 使 わ れ た 。 定 量 化 の た め に 、 梗 塞 領 域 内 の 5つ の 切 片 は 、
陽 性 細 胞 お よ び 血 管 密 度 つ い て 分 析 し た 。 BrdU抗 原 提 示 に つ い て の 我 々 の プ ロ ト コ ル の HC
I処 置 が 3つ の 異 な る CD117抗 体 が 認 識 す る 核 抗 原 決 定 基 の 発 現 に 帰 着 し た の で 、 我 々 は CD1
17と BrdUと の 二 重 標 識 を 実 行 す る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
－ － PCR分 析 － －
　 RT-PCR分 析 は 、 時 間 の 関 数 と し て LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 お よ び SKMB移 植 後 に 、 ラ ッ ト 心
臓 か ら 単 離 さ れ た 全 RNAに 対 し て お こ な っ た 。 全 RNAを 、 グ ア ニ ジ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
-セ シ ウ ム ・ ク ロ ラ イ ド 法 に よ っ て 、 組 織 か ら 抽 出 し た 。 ラ ッ ト SDF-1に 対 し て 特 異 的 な プ
ラ イ マ ー （ 順 方 ： TTGCCAGCACAAAGACACTCC;逆 方 向 ： CTCCAAAGCAAACCGAA TACAG、 予 想 さ れ
る 産 物 243塩 基 対 、 40サ イ ク ル ） を 用 い 、 GAPDH（ 順 方 向 ： CCCCTGGCCAAGGTCATCCA;逆 方 向
： CGGAAGGCCATGCCAGTGAG、 予 想 さ れ る 産 物 238塩 基 対 、 ２ 0サ イ ク ル ） 。 リ ア ル タ イ ム PCR
（ パ ー キ ン ・ エ ル マ ー 、 ABIプ リ ズ ム 7700） を 用 い て 、 PCR産 物 SDF-1（ 順 方 向 ： ATGCCCCTG
CCGATTCTTTG；  逆 方 向 ： TGTTGTTGCTTTTCAGCCTTGC（ 予 想 さ れ る 産 物 116塩 基 対 ） ） お よ び
上 記 の GAPDHへ の SYBR-グ リ ー ン の 取 り 込 み を 用 い て 、 梗 塞 お よ び 移 植 心 臓 内 で の 発 現 増 加
を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
－ － ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 － －
　 VEGF-165を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 は 、 ゲ ン ・ ベ ッ ク 社 （ Gen Vec（ Inc） （ Ga
ithersburg博 士 ） ） か ら 寛 容 に い た だ い た 。 手 短 に 言 う と 、 293細 胞 を ア メ リ カ ン ・ タ イ
プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ ATCC CRL. 1573） か ら 入 手 し 、 10%の ウ シ 血 清 を 加 え た
ダ ル ベ ッ コ の 改 質 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM） で 維 持 し た 。 E1-お よ び E3-ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク
タ ー AdVEGF-165は 、 左 端 逆 転 末 端 反 復 （ ITR） に 隣 接 し た ユ ニ ー ク 制 限 部 位 で シ ャ ト ル ベ
ク タ ー ・ プ ラ ス ミ ド を 直 線 化 す る こ と に よ っ て 得 ら れ 、 Clal消 化 さ れ た H5dl324 DNAと 同
時 に 293細 胞 に 形 質 移 入 さ せ た 。 ２ 度 の 連 続 し た プ ラ ー ク 精 製 の 後 、 ベ ク タ ー ・ ス ト ッ ク
を 293細 胞 上 で 増 殖 さ せ 、 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 上 で 3度 の 連 続 し た バ ン ド 形 成 を 通 し て 精 製 し
た 。 精 製 ウ イ ル ス を 、 10mMの Tris、 pH 7.8、 150mMの NaCl、 10mMの MgC1 2 、 お よ び 3%の ス ク
ロ ー ス を 含 む 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し 、 使 用 ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 導 入 遺 伝 子 発 現 は 、
サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 最 初 期 プ ロ モ ー タ の 制 御 下 に あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
－ － 統 計 的 解 析 － －
デ ー タ は 、 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ SEM)と し て 示 さ れ る 。 群 の 間 の 比 較 は 、 Student ｔ 検 定 に
よ っ て な さ れ た 。
【 ０ １ ６ １ 】

－ － 左 心 室 機 能 に 対 す る 骨 格 筋 芽 細 胞 移 植 の 効 果 － －
　 血 管 密 度 と LV機 能 へ の SKMB自 家 移 植 の 効 果 は 、 SKMB発 現 VEGF-165が 梗 塞 領 域 の 有 意 な 新
血 管 新 生 と 左 心 室 機 能 の 改 良 に 導 い た か ど う か 決 定 す る た め に 検 討 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 LADラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 心 筋 梗 塞 後 ８ 週 で 、 周 囲 梗 塞 領 域 に 対 し て 、 100
万 SKMB（ n=6） ま た は 生 理 食 塩 水 （ n=7） の い ず れ か を 均 等 に ５ 回 に 分 け て 注 射 し た 。 4週
後 に 、 LV機 能 を 心 エ コ ー 図 に よ っ て 短 化 分 画 と し て 定 量 化 し 、 心 臓 を 収 集 し た 。 脈 管 構 造
を 第 VIII因 子 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 同 定 し 、 血 管 密 度 を 梗 塞 領 域 の 全 体 を 通 じ て 定 量 化 し
た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 図 ７ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 こ の 実 験 か ら 得 た デ ー タ を グ ラ フ 表 示 し た も の で あ る 。 デ ー タ
は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 （ s.d.） を 表 す 。 *P < 0.01. 
【 ０ １ ６ ４ 】
　 デ ー タ は 、 LADラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 心 筋 梗 塞 の ８ 週 間 後 に 周 囲 梗 塞 領 域
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へ の SKMBの 移 植 が 梗 塞 領 域 の 新 血 管 新 生 を 結 果 と し て 生 じ な か っ た こ と を 示 し て い る （ 7a
） 。 し か し 、 SKMB移 植 の 結 果 と し て 、 、 LV機 能 の 、 僅 か で は あ る が （ ～ 20%） 統 計 学 的 に
有 意 の 増 加 が 、 乳 頭 筋 の レ ベ ル で の 短 化 分 画 と し て 測 定 さ れ た (6.8± 1.0% 対 8.1± 1. 1%,
 P < 0.01) (7b)。
【 ０ １ ６ ５ 】
－ － 細 胞 を ベ ー ス と し た お よ び 直 接 的 な ア デ ノ ウ イ ル ス VEGF送 達 に 応 じ た 新 血 管 新 生 － －
　 直 接 的 な ウ イ ル ス 注 射 間 の 血 管 新 生 反 応 を 、 ウ イ ル ス に よ る 形 質 移 入 が お こ な わ れ た SK
MBの 移 植 と 比 較 し た 。 各 々 の 事 例 （ LADラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 心 筋 梗 塞 8週 後
） で 周 囲 梗 塞 領 域 に 対 し て 、 1x10７  pfuの AdVEGF-165 (n=4)、 も し く は 、 AdLuc（ n=3） ま
た は AdVEGF-165（ n=6） で 形 質 移 入 さ れ た 100万 の SKMBの い ず れ か を 均 等 に ５ 回 に 分 け て 注
射 し た 。 脈 管 構 造 は 第 VIII因 子 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 同 定 さ れ 、 血 管 密 度 の 定 量 は 、 乳 頭
筋 の レ ベ ル 以 下 で ち ょ う ど 得 ら れ る 組 織 切 片 の 染 色 さ れ た 第 VIII因 子 染 色 血 管 を 計 数 す る
こ と に よ っ て お こ な っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 図 ８ は 、 VEGF-165を 発 現 す る 細 胞 の 移 植 に よ る 血 管 密 度 と 比 較 し て 、 直 接 ア デ ノ ウ イ ル
ス 注 射 に よ る 梗 塞 領 域 内 の 血 管 密 度 を 表 す 。 デ ー タ は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 （ s.d.） を 表 す
。  *P < 0. 05。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 血 管 密 度 の 著 し い 増 加 は 、 VEGF-165の ア デ ノ ウ イ ル ス 注 射 ま た は VEGF-165発 現 SKMBに よ
る 細 胞 移 植 の い ず れ か を 受 け た 動 物 で 観 察 さ れ た 。 血 管 腫 形 成 に つ い て 、 い ず れ の 処 置 戦
略 に よ っ て も 著 し い 肉 眼 的 ま た は 組 織 学 的 所 見 が な か っ た 。 直 接 ウ イ ル ス 注 射 と 比 較 し て
、 細 胞 移 植 で 治 療 さ れ た 動 物 の 血 管 密 度 の 有 意 に よ り 大 き な 増 加 も 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 図 ９ （ ａ ～ ｆ ） は 、 AdLUCで 形 質 移 入 さ れ た １ ０ ０ 万 SKMB（ A、 D） 、 1x10７ pfu AdVEGF-
165（ B、 E） 、 ま た は AdVEGF-165で 形 質 移 入 さ れ た １ ０ ０ 万 SKMB（ C、 F） を 周 囲 梗 塞 領 域
に 均 等 に 5回 に 分 け て 注 射 し た ４ 週 後 の 、 梗 塞 領 域 の 代 表 的 な 切 片 の 写 真 で あ る 。 (A-C) H
 & E 染 色 お よ び  (D-F) 第 VIII因 子 の 免 疫 組 織 学 的 化 学 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 図 ９ （ ａ ～ ｆ ） の 中 の 写 真 は 、 SKMB移 植 後 の 梗 塞 領 域 が 比 較 的 に 無 血 管 性 で あ る こ と を
示 す （ 図 ９ （ ａ お よ び d） ） 。 増 加 し た 血 管 密 度 の 発 現 の い ず れ の モ ダ リ テ ィ ー 結 果 に も
よ る VEGF-165治 療 後 の 新 血 管 新 生 は 、 毛 細 管 と 小 さ い 細 動 脈 の 数 の 増 加 に よ っ て 特 徴 づ け
ら れ た （ 図 ９ （ b、 c、 e、 お よ び f） ） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 図 １ ０ （ aお よ び b） は 、  (a) 1x10 7 　 pfu AdVEGF-165ま た は （ ｂ ） 1x10 7  pfu AdVEGF-1
65 で 形 質 移 入 さ れ た １ ０ ０ 万 SKMBを 等 し く ５ 回 に 分 け て 注 射 し た 4週 後 の 、 周 囲 梗 塞 領 域
の 代 表 的 な H＆ E染 色 片 を 表 す 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 処 置 4週 後 、 ア デ ノ ウ イ ル ス を 注 射 さ れ た 動 物 の 周 囲 梗 塞 領 域 は 、 一 貫 し て 炎 症 性 浸 潤
（ 図 １ ０ ａ ） で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の よ う な 炎 症 は 、 VEGF-165発 現 SKMBに よ る 移 植 を
受 け た い ず れ の 動 物 で も 認 め ら れ な か っ た （ 図 １ ０ ｂ ） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
－ － 改 良 さ れ た 左 心 室 機 能 を も た ら す VEGFの 細 胞 を ベ ー ス と す る 送 達 － －
　 直 接 的 な ウ イ ル ス 注 射 ま た は 細 胞 を ベ ー ス と す る VEGF-165の 発 現 が 、 改 良 さ れ た LV機 能
を 導 く か ど う か 決 定 す る た め に 、 心 筋 梗 塞 8週 後 、 生 理 食 塩 水 、 1x10７ pfuの AdVEGF-165（
n=4） 、 AdLuc（ n=3） ま た は AdVEGF-165（ n=6） で 形 質 移 入 さ れ た 100万 の SKMBの い ず れ か
を 周 囲 梗 塞 領 域 に 均 等 に ５ 回 に 分 け て 注 射 し た 。 LV機 能 を 、 心 エ コ ー 図 に よ っ て 4週 後 に
定 量 化 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 図 １ １ （ aお よ び b） は 、 (A)短 化 分 画 （ %） ま た は （ B） 生 理 食 塩 水 対 照 と の 対 比 と し て
表 し た LV機 能 を 表 す 。 デ ー タ は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 （ s.d.)を 現 す 。  *P<0.01。
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 研 究 の た め に 使 用 さ れ る LADラ イ ゲ ー シ ョ ン ・ モ デ ル は 、 短 化 分 画 で 著 し い 減 少 を も
た ら し た 。 VEGF-165を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス の 直 接 注 射 を で 受 け た 心 臓 と 比 較 し て 、
VEGF-165を 発 現 す る 細 胞 に よ る 移 植 を 受 け た 心 臓 で 、 LV機 能 の 著 し い 増 加 が 認 め ら れ た （
図 １ １ ａ ） 。 さ ら に ま た 、 VEGF-165発 現 SKMBの 移 植 で 見 ら れ る LV機 能 の 改 善 は 、 SKMB単 独
の 移 植 で 見 ら れ る よ り 、 有 意 に 大 き い か っ た （ 図 １ １ ｂ ） 。 VEGF-165コ ー ド 化 ア デ ノ ウ イ
ル ス の 直 接 注 射 に よ る 血 管 密 度 の 著 し い 増 加 に も か か わ ら ず 、 生 理 食 塩 水 注 射 単 独 と 比 較
し た LV機 能 の 改 善 は 、 こ の 処 置 戦 略 で は 認 め ら れ な か っ た （ 図 １ １ ｂ ） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 こ れ ら の 第 ２ シ リ ー ズ の 実 験 か ら の デ ー タ は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び 細 胞 を ベ ー ス と す
る VEGF-165送 達 の 両 方 が 梗 塞 領 域 内 で 新 血 管 新 生 （ そ れ ぞ れ の SKMB単 独 と 比 較 し た 血 管 密
度 の 増 加 が ５ ０ ± ７ ％ お よ び １ ４ ５ ± ２ ９ ％ で あ る ） を 誘 発 す る こ と を 証 明 す る 。 細 胞 を
ベ ー ス と す る VEGF-165送 達 で は 、 た と え SKMB送 達 単 独 （ １ ９ ． １ ± １ ０ ． ７ ％ ） と 比 較 し
て も 、 心 機 能 の 顕 著 な 増 加 が 得 ら れ た が 、 ア デ ノ ウ イ ル ス に よ る 送 達 で は そ う で は な か っ
た （ 生 理 的 食 塩 水 か ら な る 対 照 と 比 較 し て 短 化 分 画 で そ れ ぞ れ ６ ９ ． １ ± ８ ． ２ ％ お よ び
１ ． ５ ± ５ ． ８ ％ の 増 加 ） 。 こ れ ら の 第 ２ シ リ ー ズ の 実 験 か ら の デ ー タ は 、 さ ら に VEGFの
細 胞 を ベ ー ス と す る 送 達 が 直 接 的 な ア デ ノ ウ イ ル ス 注 射 よ り も 改 善 さ れ た 処 置 効 果 を 導 く
こ と を 証 明 し て お り 、 SKMB移 植 を 考 慮 す る と き 、 す で に 発 達 し た ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ
ー が 補 助 的 療 法 と し て 潜 在 的 に 使 わ れ る こ と が で き た こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ れ ら の ア プ ロ ー チ の 両 方 と も VEGFの 局 所 一 時 的 発 現 を も た ら し 、 本 研 究 の 全 て の 動 物
は VEGFコ ー ド 化 ア デ ノ ウ イ ル ス を １ ｘ １ ０ ７ ｐ ｆ ｕ 用 い る こ と で 最 終 的 に 治 療 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
 著 し い 新 血 管 新 生 が 、 両 方 の VEGF送 達 戦 略 で 梗 塞 領 域 の 全 体 を 通 じ て 見 ら れ 、 左 心 室 機
能 の わ ず か な 増 加 は 、 SKMB単 独 で 治 療 し た 動 物 に 観 察 さ れ た 。 VEGF-165発 現 SKMBの 移 植 は
、 有 意 に よ り 大 き な 血 管 密 度 の 増 加 と 、 短 化 分 画 に よ っ て 定 量 化 さ れ た LV機 能 の ～ ７ ０ ％
増 加 を も た ら し た 。 一 方 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ コ ー ド 化 VEGF-165の 注 射 に よ り 、 梗 塞 領
域 の 範 囲 内 の 血 管 密 度 が 増 加 し た に も か か わ ら ず 、 こ の 治 療 は 、 LV機 能 の 改 善 を も た ら す
こ と は な か っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 並 列 的 に SKMBと VEGFと を 使 用 す る こ と で 観 察 さ れ る LV機 能 の 相 乗 的 な 改 善 の た め の 潜 在
的 機 構 は 、 骨 髄 か ら の 血 液 幹 細 胞 （ HSC） 放 出 を 誘 導 す る VEGFの 能 力 に 関 す る も の で あ る
と 考 え ら れ る 。 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF） 投 与 は 、 マ ウ ス で CD34+造 血 性 幹 細 胞 を 動 員 す
る こ と が 示 さ れ 、 新 血 管 新 生 の 増 強 を も た ら し た 。 両 方 の 送 達 戦 略 が HSC放 出 に 類 似 し て
い る 可 能 性 が あ る 。 し か し 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 注 射 に 典 型 的 に 伴 う （ そ し て VEGF-165発 現 SK
MBの 移 植 に は 伴 わ な い ） 炎 症 反 応 が な い 場 合 、 心 筋 層 に 入 る HSCは 、 心 臓 筋 細 胞 に 分 化 す
る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
［ 方 　 法 ］
－ － LADラ イ ゲ ー シ ョ ン － －
　 全 て の 動 物 の プ ロ ト コ ル は 、 動 物 研 究 委 員 会 の 承 認 を 得 て 、 全 て の 動 物 を ク リ ー ブ ラ ン
ド ・ ク リ ニ ッ ク 財 団 の AAALAC動 物 施 設 に 収 容 し た 。 動 物 を ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム
（ 50mg/kg） で 麻 酔 し 、 挿 管 し 、 圧 力 循 環 さ れ た 齧 歯 動 物 換 気 装 置 （ ケ ン ト ・ サ イ エ ン テ
ィ フ ィ ッ ク 社 、 RSP1002） を 使 用 し て 、 1分 に つ き 80の 呼 吸 で 、 大 気 で 通 気 し た 。 前 壁 MIの
誘 発 は 、 外 科 用 顕 微 鏡 （ ラ イ カ M500） を 用 い て 、 左 前 下 行 枝 （ LAD） 動 脈 の ラ イ ゲ ー シ ョ
ン に よ っ て 、 ル イ ス ・ ラ ッ ト （ 150-175gの オ ス ） で お こ な っ た 。  
【 ０ １ ８ ０ 】
－ － 二 次 元 超 音 波 心 臓 検 査 － －
　 二 次 元 超 音 波 心 臓 検 査 は 、 LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 5～ 7日 、 お よ び 8週 目 、 ま た SKMB移 植
後 、 ４ 週 目 に 、 ま た セ コ イ ア （ Sequoia)C256(ア キ ュ ー ソ ン （ Acuson） ） を 入 出 力 と し て
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１ ５ MHｚ の 一 次 元 配 列 ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー を 用 い て お こ な っ た 。 ラ ッ ト を 、 各 々 の 心 エ コ
ー 図 の た め に ケ タ ミ ン （ 50mg/kg） で 、 軽 く 鎮 静 さ せ た 。 LV寸 法 と 肉 厚 の 定 量 化 の た め に
、 我 々 は 異 な る ラ ッ ト で 同 じ 解 剖 学 的 位 置 か ら 一 貫 し た 測 定 が で き る よ う 、 乳 頭 筋 の 直 下
で 、 中 央 LVか ら 短 軸 表 示 で デ ジ タ ル 的 に 二 次 元 ク リ ッ プ と m-モ ー ド 画 像 と を 記 録 し た 。 測
定 は 、 オ フ ラ イ ン で プ ロ ソ ル ブ （ ProSolve） を 使 用 し 、 目 隠 し し た ２ 人 の 観 察 者 を 別 々 に
し て お こ な っ た 。 各 々 の 動 物 に 対 し て 各 々 の 測 定 を 6回 繰 り 返 し 、 無 作 為 に 選 択 さ れ た ３
つ か ら 、 ｍ モ ー ド が 、 処 置 腕 に 対 し て 目 隠 し さ れ た 観 察 者 に よ っ て 記 録 さ れ た ５ つ を 切 り
取 る 。 LV機 能 の 測 定 と し て 、 短 化 分 画 を M-Mode記 録 か ら 算 出 し た 。 短 化 分 画 （ %） =（ LVED
D-LVESD） /LVEDD*100、 式 中 、 LVEDDは 左 室 拡 張 末 期 径 、 LVESDは 左 室 収 縮 末 期 径 で あ る 。
乳 頭 筋 の 直 下 の レ ベ ル で 、 短 軸 表 示 か ら 前 壁 と 後 壁 と の 間 で 寸 法 が 測 定 さ れ た 。 加 え て 、
前 壁 肉 厚 は 、 拡 張 終 期 で 測 定 さ れ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
－ － 細 胞 調 製 な ら び に 細 胞 お よ び ウ イ ル ス 送 達 － －
　 骨 格 筋 芽 細 胞 を 数 匹 の ル イ ス ・ ラ ッ ト （ ハ ー ラ ン ・ ラ ボ ） の 後 脚 か ら 収 集 し 、 175mｌ 培
養 瓶 （ フ ァ ル コ ン ） で 平 板 培 養 し 、 10%の ウ シ 胎 仔 血 清 、 300mg/i ECGS、 な ら び に 抗 生 物
質 で あ る ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び オ フ ロ キ サ シ ン を 含 む DMEM中 で 増 殖 さ せ
た 。 一 旦 75%の 集 密 が 達 成 さ れ る と 、 分 化 を 回 避 す る た め に 細 胞 の 継 代 を お こ な っ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 細 胞 移 植 前 日 に 、 精 製 さ れ た 筋 芽 細 胞 を 、 CMVプ ロ モ ー タ に よ る 制 御 下 で VEGF-165ま た
は ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 対 照 ） を 発 現 す る 1x10 7  pfu/mlの 複 製 欠 損 、 E1、 E3欠 失 ア デ ノ ウ イ ル
ス で 形 質 移 入 し た 。 移 植 当 日 に 、 筋 芽 細 胞 を ト リ プ シ ン で 収 集 し 、 い っ さ い の 遊 離 ウ イ ル
ス 粒 子 を 除 去 す る た め に し っ か り と PBSで 洗 浄 し て 、 移 植 直 前 に 再 構 成 し た 。 つ ぎ に 、 動
物 を 麻 酔 し 、 通 気 し 、 梗 塞 領 域 を 直 接 視 覚 化 す る た め に 、 側 方 胸 壁 切 開 を 施 し た 。 約 １ ｘ
１ ０ ６ 細 胞 が 一 匹 の 動 物 あ た り 、 ５ カ 所 に 注 射 さ れ た 。 同 様 に 、 周 囲 梗 塞 へ の 直 接 的 な ウ
イ ル ス 注 射 は 、 ５ 回 に 分 け て 各 々 ０ ． ２ ｘ １ ０ ７ ｐ ｆ ｕ 注 射 す る こ と に よ っ て 達 成 し た 。
各 々 の 注 射 の ボ リ ュ ー ム は 、 100μ ｌ で あ っ た 。 全 て の 実 験 で は 、 周 囲 梗 塞 領 域 の 左 側 の
境 界 に 沿 っ て 注 射 を ２ 回 、 右 側 の 境 界 に 沿 っ て ２ 回 お こ な っ た 。 周 囲 梗 塞 領 域 の Ｌ Ｖ 頂 点
で ５ 回 目 の 注 射 が お こ な わ れ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
－ － ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 － －
　 VEGF-165を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 は 、 ゲ ン ・ ベ ッ ク 社 （ Gen Vec（ Inc） （ Ga
ithersburg医 学 博 士 ） ） か ら 寛 容 に も い た だ い た 。 手 短 に 言 う と 、 293細 胞 を ア メ リ カ ン
・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ ATCC CRL. 1573） か ら 入 手 し 、 10%の ウ シ 血 清 を
加 え た ダ ル ベ ッ コ の 改 質 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM） で 維 持 し た 。 E1-お よ び E3-欠 失 ア デ ノ ウ イ
ル ス ・ ベ ク タ ー AdVEGF-165は 、 左 端 逆 転 末 端 反 復 （ ITR） に 隣 接 し た ユ ニ ー ク 制 限 部 位 で
シ ャ ト ル ベ ク タ ー ・ プ ラ ス ミ ド を 直 線 化 す る こ と に よ っ て 得 ら れ 、 Clal消 化 さ れ た H5dl32
4 DNAと 同 時 に 293細 胞 に 形 質 移 入 さ せ た 。 ２ 度 の 連 続 し た プ ラ ー ク 精 製 の 後 、 ベ ク タ ー ・
ス ト ッ ク を 293細 胞 上 で 増 殖 さ せ 、 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 上 で 3度 の 連 続 し た バ ン ド 形 成 を 通 し
て 精 製 し た 。 精 製 ウ イ ル ス を 、 10mMの Tris、 pH 7.8、 150mMの NaCl、 10mMの MgC1 2 、 お よ び
3%の ス ク ロ ー ス を 含 む 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し 、 使 用 ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 導 入 遺 伝 子
発 現 は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 最 初 期 プ ロ モ ー タ の 制 御 下 に あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
－ － 組 織 学 的 分 析 － －
　 細 胞 移 植 の 4週 間 後 に 、 ラ ッ ト を 安 楽 死 さ せ て 該 ラ ッ ト の 心 臓 を 収 集 し て 、 ヒ ス ト ・ チ
ョ イ ス  (Amresco Inc., Solon, OH)に よ る 潅 流 固 定 法 の 後 に 、 LV長 軸 に 対 し て 垂 直 な 3つ
の 等 分 画 に 区 分 し た 。 中 央 心 室 の 部 分 を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 乳 頭 筋 の 直 下 で 6μ ｍ 厚 の
切 片 を 分 析 の た め に 得 た 。 切 片 を 、 組 織 学 分 析 の た め に ヘ モ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン で
染 色 し た 。 血 管 識 別 を 助 け る た め に 、 切 片 を 第 VIII因 子 （ サ ン タ ク ル ス ・ バ イ オ テ ク ノ ロ
ジ ー ） に 対 す る 抗 体 お よ び HRP標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 。 こ れ ら の 切
片 を 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し た 。 血 管 は 、 各 々 の 動 物 の 身 元 を 隠 さ れ た 熟 練 し た 観
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察 者 に よ っ て 、 各 々 の 動 物 の 梗 塞 領 域 の 全 体 を 通 じ て 計 数 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
－ － 統 計 分 析 － －
　 デ ー タ は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 （ s.d.） で 表 し た 。 群 間 の 比 較 は 、 Ｓ ｔ ｕ ｄ ｅ ｎ ｔ 　 ｔ －
検 定 に よ っ て お こ な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 生 理 的 食 塩 水 ま た は G-CSFを 投 与 し て ４ 週 間 後 （ LADラ イ
ゲ ー シ ョ ン 後 １ ２ 週 間 ） に 梗 塞 領 域 （ ａ ） お よ び 短 化 分 画 （ ｂ ） 内 で の BrdU陽 性 細 胞 の 数
を そ れ ぞ れ 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 細 胞 移 植 ４ 週 間 後 （ LADラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 １ ２ 週 間 ） の
梗 塞 領 域 内 で の BrdU+細 胞 計 数 に 対 す る 骨 格 筋 芽 細 胞 （ SKMB） 移 植 の 効 果 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 BrdU投 与 ５ 日 後 の （ ａ ） BrdU染 色 さ れ た 骨 髄 と （ ｂ ） 未
処 理 の 心 筋 層 と を 示 す 写 真 で あ る 。 図 ３ ｃ は 、 本 発 明 に も と づ く 治 療 に よ っ て 評 価 さ れ る
梗 塞 領 域 内 で 増 加 し た BrdU+細 胞 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 心 筋 梗 塞 後 の 時 間 の 関 数 と し て の 間 質 由 来 因 子 （ SDF-1） 発 現 を 示 す Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ の 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 心 臓 繊 維 芽 細 胞 移 植 後 ５ 日 間 に わ た る G-CSF投 与 の 存 在
下 ま た は 非 存 在 下 で 、 SDF-1発 現 ベ ク タ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 下 で 安 定 的 に 形 質 移 入 さ れ
た 心 臓 繊 維 芽 細 胞 を 移 植 し た ４ 週 間 後 に お け る 、 梗 塞 領 域 内 の （ ａ ） BrdU+細 胞 お よ び （
ｂ ） CD117+細 胞 の 数 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 　 図 ５ ｃ は 、 SDF-1/G-CSF処 理 動 物 の CD117+染
色 の 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ （ ａ お よ び ｂ ） は 、 G-CSFを 用 い た 細 胞 動 員 に 続 く （ ａ ） SKMBま た は （ ｂ ） V
EGF発 現 SKMBの 細 胞 移 植 に よ る LADラ イ ゲ ー シ ョ ン ２ 週 間 後 の Ｂ ｒ Ｕ ＋ 細 胞 と 心 臓 ミ オ シ ン
発 現 細 胞 と を 現 す 梗 塞 領 域 の 免 疫 組 織 化 学 を 示 す 写 真 で あ る 。 図 ６ ｃ は 、 VEGF過 剰 発 現 な
し で 左 心 室 機 能 関 連 細 胞 療 法 の 改 善 を 示 し て い る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 図 7（ aお よ び b） は 、 SKMB移 植 の 前 後 に 血 管 密 度 (a)と 左 心 室 機 能 （ b） と を 比 較
し て い る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 直 接 的 な ア デ ノ ウ イ ル ス 注 射 と VEGF-165を 発 現 す る 細 胞 の 移 植 と の 後 で
血 管 密 度 を 比 較 し て い る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ （ ａ ～ ｆ ） は 、 周 囲 梗 塞 領 域 へ 、 AdLUC（ a、 ｄ ） 、 lx10 7  pfuの AdVEGF-165
（ b、 e） 、 AdVEGF-165で 形 質 移 入 さ れ た 100万 SKMB（ c、 f） 、 を 均 等 に ５ 回 に 分 け て 注 射
し た ４ 週 間 後 の 、 梗 塞 領 域 の 代 表 的 セ ク シ ョ ン を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ （ aお よ び b） は 、 均 等 に ５ 回 に 分 け て 注 射 し た (a) 1 pfu AdVEGF-165 
お よ び (b) lx10 7  pfu AdVEGF-165に よ っ て 形 質 移 入 さ れ た １ ０ ０ 万 SKMBの 注 射 ４ 週 間 後 に
、 周 囲 梗 塞 領 域 で の 炎 症 性 浸 潤 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ （ aお よ び b） は 、 （ ａ ） 短 化 分 画 （ ％ ） お よ び （ ｂ ） 生 理 的 食 塩 水 対 照
と の 対 比 と し て 表 さ れ る 、 左 心 室 （ Ｌ Ｖ ） 機 能 に 対 す る VEGF-165発 現 SKMBの 移 植 の 効 果 を
示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 7月 11日 (2005.7.11)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 虚 血 損 傷 組 織 を 治 療 す る た め の 薬 物 で あ っ て 、
　 虚 血 損 傷 組 織 で VEGFを 発 現 す る よ う に 影 響 を 受 け た 細 胞 と 、
　 虚 血 損 傷 組 織 で VEGFが 発 現 し て い る 間 に 虚 血 損 傷 組 織 で の 幹 細 胞 濃 度 を 増 大 さ せ る た め
の 作 用 因 子 と 、
　 を 含 む 薬 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 細 胞 が 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 で VEGFを 発 現 す る よ う 影 響 を 受 け て い る 間 に 前 記 作 用
因 子 が 幹 細 胞 を 骨 髄 か ら 末 梢 血 へ 動 員 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 薬 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 因 子 が 、 虚 血 損 傷 組 織 の 末 梢 血 に 注 入 さ れ た 成 体 多 能 性 幹 細 胞 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 薬 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 梗 塞 を 起 こ し た 心 筋 層 が 第 1の 濃 度 の VEGFを 含 み 、 VEGFを 発 現 す る よ う に 影 響 を 受
け た 前 記 細 胞 が VEGFの 濃 度 を 前 記 第 1の 濃 度 か ら 第 2の 濃 度 へ と 上 昇 さ せ る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 1に 記 載 の 薬 物 。
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