
(57)【要約】
本発明は、新規の薬学的組成物を提供する。該組成物は、幾つかの態様において、オリゴ
ヌクレオチドを含み、神経変性疾患の治療に及びダメージをうけた神経組織および神経変
性疾患と関連する症状の減少に使用しえる。前記疾患の治療のための方法も提供される。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 二 本 鎖 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 1鎖 は 、 5’ か ら 3’ に 配 列 番 号 3～ 24に 記 載 さ
れ た 配 列 を 有 し て い る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド 又 は 各 端 領 域 で 前 記 ヌ ク レ オ チ ド の 2つ ま で
に お い て 1塩 基 （ a base） が 変 更 さ れ た そ の ホ モ ロ グ を 具 備 す る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
。
【 請 求 項 ２ 】
　 二 本 鎖 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 1鎖 は 、 5’ か ら 3’ に 配 列 番 号 25～ 45に 記 載
さ れ た 配 列 を 有 し て い る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド 又 は 各 端 領 域 で 前 記 ヌ ク レ オ チ ド の 2つ ま
で に お い て 1塩 基 （ a base） が 変 更 さ れ た そ の ホ モ ロ グ を 具 備 す る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 5’ か ら 3’ に 配 列 番 号 46～ 66に 記 載 さ れ た 配 列 を 有 し て
い る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の ホ モ ロ グ を 具 備 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 3に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 具 備 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 3に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド あ る い は 請 求 項 4に 記 載 の ベ ク タ ー を 具 備 す る 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 被 験 者 の 神 経 変 性 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 を 治 療 す る た め に 、 前 記 被
験 者 に 治 療 上 効 果 的 な 量 の BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー を 含 ん で い る 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と
を 備 え る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 薬 学 的 組 成 物 が 、 遺 伝 子 BMP2Aの 発 現 を コ ン ト ロ ー
ル と 比 較 し て 少 な く と も 50%ま で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 請 求 項 3に 記 載
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー が BMP2A siRNAで あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 siRNAが 請 求 項 1に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 siRNAが 請 求 項 2に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 siRNAが 、 表 1、 ID番 号 1～ 2、 4～ 6、 14～ 16お よ び
18～ 22に 記 載 さ れ る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 6～ 13の 何 れ か 1項 に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 疾 患 が 脳 卒 中 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 医 薬 の 調 製 に お け る BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 調 製 に お け る 、 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 15ま た は 16に 記 載 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー が ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 17に 記 載 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 請 求 項 3に 記
載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 15ま た は 16に 記 載 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー が BMP2A siRNAで あ る
使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 19に 記 載 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 siRNAが 請 求 項 1に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 19に 記 載 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 siRNAが 請 求 項 2に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 配 列 が 配 列 番 号 46～ 66に 記 載 さ れ る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 が 配 列 番 号 3～ 45に 記 載 さ れ る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 22ま た は 23に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 22ま た は 23に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 24に 記 載 の ベ ク タ ー お よ び
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 具 備 す る 薬 学 的 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 中 枢 神 経 系 の 虚 血 お よ び 神 経 毒 性 イ ベ ン ト の 治 療 の 分 野 に 関 す る 。
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 脳 の 虚 血 　
外 傷 （ trauma） お よ び 脳 卒 中 （ stroke） な ど の 脳 損 傷 （ Brain injury） は 、 西 欧 社 会 に お
け る 死 亡 率 お よ び 能 力 障 害 （ disability） の 主 要 な 原 因 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 外 傷 性 脳 損 傷 (TBI； Traumatic brain injury)は 、 現 代 社 会 に お け る 入 院 お よ び 能 力 障
害 に 関 す る 最 も 重 大 な 原 因 の 1つ で あ る 。 臨 床 上 の 経 験 か ら 次 の 事 項 が 示 唆 さ れ て い る 、
そ の 事 項 と は 、 TBIを 、 損 傷 直 後 に 発 生 す る 一 次 的 な ダ メ ー ジ 、 そ し て 損 傷 後 数 日 間 に 発
生 す る 二 次 的 な ダ メ ー ジ に 分 類 し 得 る こ と で あ る 。 TBIの 現 行 の 療 法 は 、 外 科 又 は 他 の 主
に 対 症 な も の （ symptomatic） で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 脳 血 管 疾 患 は 、 人 生 の 中 期 お よ び 後 期 に 優 勢 に 発 生 す る 。 そ れ ら が 原 因 で 各 年 米 国 で 約
200,000が 死 亡 し 、 同 様 に 相 当 数 の 神 経 的 な 能 力 障 害 の 原 因 と な っ て い る 。 脳 卒 中 の 発 生
率 は 、 年 齢 と 共 に 増 加 し 、 多 く の 老 人 に 影 響 す る （ 人 口 に お い て 急 速 に 増 加 し て い る セ グ
メ ン ト ） 。 こ れ ら の 疾 患 は 、 虚 血 梗 塞 （ ischemia-infarction） ま た は 頭 蓋 内 出 血 （ intra
cranial hemorrhage） の 原 因 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 脳 卒 中 は 、 血 液 供 給 の 中 断 に よ っ て 生 じ る 急 性 の 神 経 損 傷 で あ り 、 脳 の 発 作 （ insult）
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を 生 じ る 。 大 抵 の 脳 血 管 疾 患 は 、 焦 点 性 の 神 経 欠 陥 （ focal neurologic deficit） の 突 然
の 発 症 と し て 呈 さ れ る 。 前 記 欠 陥 は 固 定 さ れ て 残 る か （ remain fixed） 、 或 い は 、 そ れ は
改 善 す る か 又 は 進 行 的 に 悪 化 し 、 虚 血 病 巣 （ ischemic focus） の コ ア で 不 可 逆 性 の 神 経 ダ
メ ー ジ に 至 る で あ ろ う 。 他 方 で 、 境 界 域 （ penumbra） に お け る 神 経 的 な 機 能 不 全 は 、 治 療
可 能 お よ び ／ ま た は 可 逆 性 で あ ろ う 。 虚 血 の 期 間 が 長 期 化 す る こ と に よ っ て 、 明 ら か （ fr
ank） な 組 織 の ネ グ ロ ー シ ス を 生 じ る 。 脳 浮 腫 （ Cerebral edema） が 、 次 の 2か ら 4日 に 続
い て 生 じ 、 そ し て 進 行 す る 。 梗 塞 の 領 域 が 大 き い 場 合 、 浮 腫 は 顕 著 な 質 量 効 果 （ mass eff
ect） を 全 て の そ れ に 付 随 す る 結 果 と 共 に 生 じ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 神 経 保 護 薬 （ Neuroprotective drug） が 、 境 界 域 の ニ ー ロ ン を 死 か ら レ ス キ ュ ー さ せ る
試 験 に お い て 開 発 さ れ て い る 、 し か し 、 今 の と こ ろ 有 効 で あ る と 証 明 さ れ た も の は な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ニ ュ ー ロ ン 組 織 に 対 す る ダ メ ー ジ に よ っ て 、 重 篤 な 能 力 障 害 お よ び 死 へ と 至 る 可 能 性 が
あ る 。 ダ メ ー ジ の 程 度 は 、 位 置 お よ び 傷 害 さ れ た 組 織 の 範 囲 に よ っ て 主 に 影 響 さ れ る 。 急
性 発 作 へ の 応 答 に お い て 活 性 化 さ れ る 内 在 性 の カ ス ケ ー ド が 、 機 能 の 転 帰 （ outcome） に
影 響 す る 。 最 小 化 さ せ る 努 力 と し て 、 ダ メ ー ジ の 限 定 （ limit） お よ び ／ ま た は 逆 転 （ rev
erse） が 、 臨 床 転 帰 を 緩 和 さ せ る こ と に 大 き な 潜 在 力 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 BMP2A　
骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 （ Bone morphogenic protein） は 、 BMP I/IIヘ テ ロ 二 量 体 レ セ プ タ
ー と 結 合 し 、 SMADお よ び NF-カ ッ パ b経 路 を 活 性 化 す る こ と に 作 用 し え る 。 NF-カ ッ パ Bの TG
Fベ ー タ 活 性 化 キ ナ ー ゼ  (TAK1)を 介 し た 活 性 化 は 、 プ ロ ア ポ ト ー シ ス 　 シ グ ナ ル （ proapo
ptotic signal） を 供 給 す る 〔 Kimura N, Matsuo R, Shibuya H, Nakashima K, Taga T: B
MP2-induced apoptosis is mediated by activation of the TAK1-p38 kinase pathway t
hat is negatively regulated by Smad6. J Biol Chem. 2000 Jun 9;275(23):17647-52〕
。 BMPが PKC依 存 性 の 経 路 を 介 し て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る と の 証 拠 も 存 在 す る 〔 Hay E, L
emonnier J, Fromigue O, Marie PJ: Bone morphogenetic protein-2 promotes osteobla
st apoptosis through a Smad-independent, protein kinase C-dependent signaling pa
thway. J Biol Chem. 2001 Aug 3;276(31):29028-36.〕 。 BMP-2は 、 脳 の 発 生 の 異 な る 段
階 で 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 〔 Stull ND, Jung JW, Iacovitti L: Induction of a dopam
inergic phenotype in cultured striatal neurons by bone morphogenetic proteins. B
rain Res Dev. 2001 Sep 23;130(1):91-8; Gratacos E, Checa N, Alberch J: Bone morp
hogenetic protein-2, but not bone morphogenetic protein-7, promotes dendritic gr
owth and calbindin phenotype in cultured rat striatal neurons. Neuroscience. 200
1;104(3):783-90; Nakashima K, Takizawa T, Ochiai W, Yanagisawa M, Hisatsune T, N
akafuku M, Miyazono K, Kishimoto T, Kageyama R, Taga T: BMP2-mediated alteration
 in the developmental pathway of fetal mouse brain cells from neurogenesis to as
trocytogenesis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 May 8;98(10):5868-73.〕 。 一 次 ヒ ト
頭 蓋 冠 骨 芽 細 胞 （ primary human calvaria osteoblasts） に お い て ＆ 不 死 化 さ れ た ヒ ト 新
生 児 頭 蓋 冠 骨 芽 細 胞 に お い て 、 BMP2Aは ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る 。 BMP2ア ポ ト ー シ ス の 作
用 に 関 連 す る 機 構 の 研 究 は 、 BMP2Aが Bax/Bcl-2比 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 そ の う
え 、 BMP2Aは 、 ミ ト コ ン ド リ ア の チ ト ク ロ ム Cの サ イ ト ゾ ル へ の 放 出 を 増 加 さ せ る 。 加 え て
、 こ れ ら の 発 見 と 矛 盾 す る こ と な く 、 BMP2Aは カ ス パ ー ゼ -9&カ ス パ ー ゼ -3、 -6&-7活 性 を
増 加 さ せ る 。 BMP2Aの プ ロ ア ポ ト ー シ ス 効 果 は 、 PKC依 存 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 WO 2002022871は 、 新 規 の ヒ ト 骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 2が 、 骨 粗 鬆 症 （ osteoporosis） の
治 療 、 診 断 、 又 は 臨 床 経 過 の 予 測 に 有 用 で あ る こ と を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 US 6245889は 、 新 規 の 精 製 さ れ た 骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 -4が 、 骨 （ bone） の 治 療 （ 例 え
ば 、 骨 粗 鬆 症 ） ま た は 軟 骨 欠 陥 （ cartilage defect） に 、 骨 お よ び ／ ま た は 軟 骨 の 形 成 の
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誘 導 に 、 同 様 に 、 創 傷 治 癒 （ wound healing） お よ び 関 連 す る 組 織 の 修 復 （ repair） に 有
用 で あ る こ と を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 US 6150328は 、 骨 お よ び ／ ま た は 軟 骨 形 成 を 誘 導 す る た め の 方 法 を 開 示 し て い る ； 該 方
法 は 、 創 傷 治 癒 お よ び 組 織 修 復 の た め に 、 BMPを コ ー ド し て い る DNAで 形 質 転 換 し た 細 胞 を
培 養 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ た 、 精 製 さ れ た 骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と を 含
む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 WO 2000017360は 、 新 規 の 変 異 型 の シ ス チ ン ノ ッ ト （ cystine knot） 成 長 因 子 タ ン パ ク
質 に 関 し 、 こ れ は 1以 上 の 変 異 サ ブ ユ ニ ッ ト を 具 備 し 、 疾 患 （ 例 え ば 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症
お よ び 甲 状 腺 癌 ） の 治 療 お よ び 予 防 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 US 5618924は 、 骨 お よ び 軟 骨 欠 陥 な ど を 治 療 す る た め の 、 タ ン パ ク 質  BMP-2Aお よ び BMP
-2Bを 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 US 5631142は 、 創 傷 治 癒 お よ び 組 織 修 復 に お い て 骨 ま た は 軟 骨 産 生 を 誘 導 す る た め に 有
用 な 、 ヒ ト 骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 2Aま た は 2Bの 細 胞 培 養 に お け る 製 造 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 WO 9309229は 、 骨 欠 陥 （ bone defects） の 治 療 、 骨 損 傷 の 治 癒 お よ び 創 傷 治 癒 に 有 用 な
、 組 換 え 型 の ヘ テ ロ -二 量 体 の BMPタ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 US 5166058は 、 骨 ま た は 軟 骨 形 成 お よ び 創 傷 治 癒 を 誘 導 さ せ る た め の BMP-2Aお よ び BMP-
2Bを 産 生 さ せ る こ と に 使 用 さ れ る 、 骨 誘 導 性 タ ン パ ク 質 （ osteo-inductive proteins） を
コ ー ド 化 し て い る DNAを 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 US 5013649は 、 骨 お よ び 軟 骨 の 再 形 成 の 刺 激 （ 例 え ば 、 創 傷 治 癒 お よ び 組 織 修 復 ） に 有
用 な 、 骨 誘 導 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 し て い る 新 し い DNA配 列 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 WO 9403600は 、 哺 乳 類 中 の 組 織 の 再 生 お よ び 組 織 障 害 を 診 断 す る た め の 、 形 態 形 成 タ ン
パ ク 質 可 溶 性 複 合 体 （ a morphogenic protein soluble complex） に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 WO 2001053486は 、 良 性 ま た は 悪 性 の 腫 瘍 、 白 血 病 、 お よ び リ ン パ 球 悪 性 腫 瘍 （ lymphoi
d malignancies） 、 炎 症 性 の 、 血 管 原 性 の 、 お よ び 免 疫 性 の 障 害 の 治 療 に 有 用 な 、 PROポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 し て い る ３ ５ 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 US 5863758は 、 マ ト リ ッ ク ス に イ ン プ ラ ン ト さ れ た 際 に 軟 骨 お よ び 骨 形 成 を 誘 導 す る こ
と が で き る 、 骨 欠 陥 を 修 復 す る た め に 有 用 な 、 プ レ プ ロ 形 態 （ prepro form） の 哺 乳 類 の
骨 原 性 タ ン パ ク 質 （ osteogenic proteins） を コ ー ド 化 し て い る 核 酸 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 US 5958441は 、 遊 走 性 前 駆 細 胞 （ migratory progenitor cells） の 流 入 （ influx） 、 増
殖 、 お よ び 分 化 を 許 容 す る 、 哺 乳 類 の た め の イ ン プ ラ ン ト （ Implant） を 提 供 し 、 こ れ は
哺 乳 類 に お け る 軟 骨 内 骨 形 成 （ endochondral bone formation） を 誘 導 す る た め に 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 US 5714589は 、 混 合 物 か ら の 骨 原 性 タ ン パ ク 質 の 抽 出 を 記 載 し て お り 、 二 量 体 の 骨 原 性
タ ン パ ク 質 (s)の サ ブ ユ ニ ッ ト (s)と し て 有 用 な 新 規 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 特 異 的 な 抗 体 を 用
い て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 US 5468845は 、 骨 原 性 タ ン パ ク 質 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 に 関 し 、 こ れ は 骨 原 性 タ ン パ
ク 質 の 精 製 に 使 用 さ れ る （ お よ び 抗 原 タ ン パ ク 質 と し て ） 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 US 5266683は 、 マ ト リ ッ ク ス に 関 連 し た 際 に 、 軟 骨 お よ び 軟 骨 内 骨 形 成 を 誘 導 す る 新 し
い 純 粋 な 哺 乳 類 の 骨 原 性 タ ン パ ク 質 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 WO 8800205は 骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 を 開 示 し て お り 、 こ れ は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 取 得
（ obtd.） さ れ 、 そ し て 軟 骨 お よ び 骨 形 成 （ cartilage and bone formation） に 使 用 さ れ
る ； 並 び に 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 US 5354557は 、 骨 生 成 （ osteogenesis） を 誘 導 す る た め の イ ン プ ラ ン ト 可 能 （ implanta
ble） な 装 置 に 関 し 、 こ れ は 非 グ リ コ シ ル 化 型 の 二 量 体 で ジ ス ル フ ィ ド 連 結 し た 骨 原 性 タ
ン パ ク 質 を 含 有 し て い る 多 孔 性 マ ト リ ッ ク ス を 具 備 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 の 文 献 は 、 BMP2の 神 経 毒 性 イ ベ ン ト に 関 連 す る 役 割 を 又 は 神 経 変 性 疾 患 （ 例 え ば 、
と り わ け 脳 卒 中 ） の 診 断 も し く は 治 療 、 及 び 疑 い な く BMP2Aの こ れ ら の 疾 患 に 関 連 す る 役
割 を 開 示 し て い な い 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 組 織 外 傷 に よ る 結 果 で あ ろ う と 、 慢 性 ま た は 急 性 の 変 性 変 化 （ degenerative
 changes） に よ る も の で あ ろ う と 、 ダ メ ー ジ を う け た ニ ュ ー ロ ン 組 織 と 関 連 す る 症 状 ま た
は 徴 候 （ signs） を 緩 和 （ alleviation） ま た は 減 少 さ せ る た め の 、 組 成 物 お よ び 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 特 に 、 本 発 明 の 幾 つ か の 態 様 は 、 活 性 成 分 と し て BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー を 含 み 、 さ ら に 薬
学 的 に 許 容 さ れ る 希 釈 剤 ま た は 担 体 を 含 む 1以 上 の 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 付 加 的 な 態 様 は 、 中 枢 神 経 系 に 対 し て 損 傷 を 受 け た 患 者 に お い て 中 枢 神 経 系 へ の ダ メ ー
ジ を 減 少 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る ； 該 方 法 は 、 前 記 患 者 に 薬 学 的 組 成 物 を 前 記 ダ メ ー
ジ を 減 少 さ せ る た め に 十 分 な 用 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 。 な お 別 の 態 様 は 、 中 枢 神 経 系 に
対 し て 損 傷 を 受 け た 患 者 に お い て 回 復 （ recovery） を 促 進 す る 又 は 増 強 す る た め の 医 薬 の
調 製 に お け る 、 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 幾 つ か の 態 様 に よ る 好 ま
し い イ ン ヒ ビ タ ー は 、 siRNA分 子 お よ び 中 和 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 付 加 的 な 態 様 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 変 調 す る 化 学 物 質 （ chemical compound） を 同 定 す る
た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 （ neurodegenrative disease） ま た は 虚 血 性 イ ベ
ン ト を 診 断 す る た め の プ ロ セ ス （ process） が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 以 下 に 記 載 さ れ る 好 適 な 方 法 、 材 料 （ materials） お よ び 例 は 、 単 な る 例 示 で あ り 、 限
定 さ れ る こ と を 意 図 し て い な い ； 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る も の と 類 似 す る 又 は 均 等 な 材 料
お よ び 方 法 を 、 本 発 明 の 実 施 （ practice） に 又 は 試 験 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の
他 の 特 性 （ features） お よ び 利 点 （ advantages） は 、 以 下 の 詳 細 な 記 載 か ら 及 び 請 求 項 か
ら 明 ら か で あ る 。
【 発 明 の 詳 細 な 記 載 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 態 様 の 幾 つ か に お い て 、 組 織 外 傷 に よ る 結 果 で あ ろ う と 、 急 性 ま た は 慢
性 の 変 性 変 化 （ degenerative changes） に よ る も の で あ ろ う と 、 ダ メ ー ジ を う け た ニ ュ ー
ロ ン 組 織 と 関 連 す る 症 状 ま た は 徴 候 （ signs） を 緩 和 （ alleviation） ま た は 減 少 さ せ る た
め の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 小 分 子 （ small molecule
s） 、 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 特 定 の 側 面 は 、 組 織 ダ メ ー ジ ま た は 変 性 を
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減 少 さ せ る 又 は 更 に 完 全 に 縮 小 （ even completely diminish） さ せ る 薬 学 的 組 成 物 を 提 供
す る 。 付 加 的 な 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 外 傷 性 の 虚 血 性 イ ベ ン ト 後 に 機 能 的 な 改 善 へ と
至 ら せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 効 果 は 、 BMP2Aの 生 物 活 性 ま た は BMP2Aの 発 現 を 阻 害 す
る 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 は 、 BMP2Aの 発 現 が 過 酸 化 水 素 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス （ こ れ は
酸 化 的 ス ト レ ス に よ り 生 じ る ） に 関 与 す る こ と 、 及 び ア ン チ セ ン ス 　 BMP2A　 RNAが 細 胞 を
こ の ア ポ ト ー シ ス か ら 保 護 し た こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 理 論 に 拘 泥 す る こ と な く 、 出 願 人 は 次 の 事 項 を 提 案 す る 、 そ の 事 項 と は 、 BMP2Aイ ン ヒ
ビ タ ー が 、 虚 血 性 イ ベ ン ト の 間 に 生 じ る ニ ュ ー ロ ン の 神 経 毒 性 -ス ト レ ス 誘 発 性 ア ポ ト ー
シ ス （ neurotoxic-stress induced apoptosis） を 予 防 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ ゆ え
前 記 虚 血 性 イ ベ ン ト に よ り 生 じ る ダ メ ー ジ を 予 防 す る こ と に 寄 与 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 ア ポ ト ー シ ス 」 の 用 語 は 、 組 み 込 ま れ た 細 胞 死 プ ロ グ ラ ム の 遂 行 と 具 体 的 （ particul
arly） に 規 定 さ れ る ； こ れ に よ っ て 、 膜 結 合 粒 子 へ の ク ロ マ チ ン 断 片 化 、 細 胞 の 細 胞 骨 格
お よ び 膜 構 造 に お け る 変 化 、 及 び 引 続 い て 他 の 細 胞 に よ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の フ ァ ゴ サ イ
ト ー シ ス が 生 じ る 。 し か し な が ら 、 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る よ う に 、 次 の よ う に 理 解 す べ
き で あ る ； つ ま り 、 細 胞 死 が 上 記 の ア ポ ト ー シ ス の プ ロ セ ス に 厳 密 （ strictly） で あ る か
ど う か に か か わ ら ず 、 本 用 語 は ニ ュ ー ロ ン の 細 胞 死 を よ り 広 く 包 含 す る と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 BMP2A」 の 用 語 は 、 任 意 の 生 物 体 、 好 ま し く は ヒ ト （ man） に
由 来 す る 、 BMP2A遺 伝 子 の 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の ホ モ ロ グ （ マ ウ ス の ホ モ ロ グ
を 含 む ） 及 び 類 似 す る 生 物 活 性 を 有 し て い る 断 片 を 意 味 す る 。 ま た 、 当 該 技 術 分 野 に お い
て 既 知 の 高 度 に 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 （ 例 え ば 、  Ausubel et al., Curre
nt Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (198
8), updated in 1995 and 1998） で 、 BMP2A遺 伝 子 に 結 合 す る 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド 化 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド も 、 本 用 語 に 包 含 さ れ る 。 BMP2Aの cDNA配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 図 1
お よ び 2に そ れ ぞ れ 記 載 さ れ て い る 。 BMP2Aの 特 定 断 片 に は 、 図 2に 示 さ れ る 配 列 の ア ミ ノ
酸 1～ 50, 51～ 100, 101～ 150, 151～ 200, 201～ 250, 251～ 300, 301～ 350 お よ び  351～ 3
96が 含 ま れ る 。 BMP2Aの さ ら な る 特 定 断 片 に は 、 図 2に 示 さ れ る 配 列 の ア ミ ノ 酸 25～ 74, 75
～ 124, 125～ 174, 175～ 224, 225～ 274, 275～ 324, 325～ 374 お よ び  375～ 396が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 BMP2Aの 用 語 は 本 明 細 書 に お い て 最 も 使 用 さ れ る が 、 全 て の 例 示 的 な 態 様 に 関 し て 、 BMP
タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー が 、 前 記 BMPフ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 が 本 明 細 書 に 記
載 の BMP2A生 物 活 性 を 所 有 す る か ぎ り 、 BMP2Aを 効 率 的 に 置 換 す る こ と 、 或 い は BMP2Aに 関
連 し て （ in conjunction with） 又 は 加 え て 作 用 す る こ と が 可 能 で あ る と 理 解 さ れ る べ き
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 BMP2Aの 生 物 学 的 効 果 （ biological effect of BMP2A） 」 ま た は 「 BMP2A生 物 学 的 効 果
（ BMP2A biological activity） 」 は 、 ア ポ ト ー シ ス に お け る BMP2Aの 効 果 を 意 味 し 、 ま た
本 願 発 明 で 「 BMP2A誘 発 性 ア ポ ト ー シ ス （ BMP2A-induced apoptosis） 」 と も 称 さ れ 、 直 接
的 又 は 間 接 的 な も の で あ っ て も よ く 、 理 論 に 拘 泥 す る こ と な く 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス に よ っ
て 誘 発 さ れ る ア ポ ト ー シ ス に お け る BMP2Aの 効 果 を 含 む 。 間 接 的 な 効 果 に は 、 ア ポ ト ー シ
ス を 生 じ る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 、 幾 つ か の 分 子 の １ つ に 結 合 す る 又 は そ れ
に 効 果 を 有 し て い る BMP2Aを 含 む ； し か し 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー （ BMP2A inhibitor） 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 で あ ろ う と 、 又 は 小 化 学 物 質 （ small chemical compound） で あ
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ろ う と 、 上 記 で 説 明 さ れ た と お り の BMP2Aの 生 物 学 的 効 果 を 予 防 す る 又 は 減 少 さ せ る 任 意
の 分 子 を 意 味 す る 。 ま た 、 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー は 、 BMP2Aプ ロ モ ー タ ー の 又 は BMP2A転 写 ／
翻 訳 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ っ て も よ い （ 例 え ば 、 と り わ け 、 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 、 siRNA、
ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 1側 面 は 、 活 性 成 分 と し て BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー を 治 療 的 に 効 果 的 な 量 で 含 む 薬 学
的 組 成 物 を 提 供 し 、 こ れ は 小 化 学 物 質 ;ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 図 1(配 列 番 号 1)に 記
載 の 配 列 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 配 列 を 有 し て い る 、 自 由 選 択 で 配 列 番 号 46～ 66
)に 記 載 の 配 列 を 有 し て い る 、 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し て い る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 又 は 小 さ な 干 渉 性 RNA(siRNA)と し て 機 能 す る 、 自 由 選 択 で 配 列 番 号 3～ 45に
記 載 の 配 列 を 有 し て い る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 を 具 備
し て い る ベ ク タ ー （ 好 ま し く は 、 発 現 ベ ク タ ー ） 、 並 び に ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 と り わ
け 、 Sclerostin(Kusu et al., Sclerostin is a novel secreted osteoclast-derived bo
ne morphogenetic protein (BMP) antagonist with unique ligand specificity, JBC, 2
003)、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 （ 自 由 選 択 で ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は 中 和 抗 体 ） で あ っ て も よ い 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 さ ら に 希
釈 剤 ま た は 担 体 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 化 学 物 質 （ chemical compound） 」 、 「 小 分 子 （ small molecule） 」 、 「 化 学 分 子 （ c
hemical molecule） 」 、 「 小 化 学 分 子 （ small chemical molecule） 」 、 お よ び 「 小 化 学
物 質 （ small chemical compound） 」 の 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 互 換 的 に 使 用 さ れ 、 合 成 に
よ っ て 製 造 さ れ え る 又 は 天 然 の 供 給 源 か ら 取 得 さ れ え る 、 典 型 的 に は 2000ダ ル ト ン 未 満 、
よ り 好 ま し く は 1000ダ ル ト ン 未 満 ま た は 更 に 600ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 、 任 意 の
特 定 の タ イ プ の 化 学 成 分 （ chemical moieties） を 意 味 す る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 用 語 は 、 DNAヌ ク レ オ チ ド 、 RNAヌ ク レ オ チ ド 又 は 両 方 の タ イ プ
の 組 み 合 わ せ か ら 構 成 さ れ る 任 意 の 分 子 を 意 味 し 、 即 ち 、 そ れ は ２ 以 上 の 塩 基 、 と り わ け
グ ア ニ ジ ン 、 シ ト シ ン 、 チ ミ ジ ン 、 ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル 、 ま た は イ ノ シ ン を 含 む 。 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド お よ び 合 成 ヌ ク レ
オ チ ド 、 又 は そ の 化 学 的 な ア ナ ロ グ を 含 み え る 。 前 記 用 語 は 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 を
含 み 、 「 核 酸 」 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ア ン チ セ ン ス （ antisense） 」 (AS)ま た は 「 ア ン チ セ ン ス 断 片 」 の 用 語 は 、 阻 害 性 の
ア ン チ セ ン ス 活 性 を 有 し て い る 核 酸 断 片 を 意 味 し 、 該 活 性 は 、 対 応 す る 遺 伝 子 (こ の ケ ー
ス で は BMP2A） の 内 在 性 ゲ ノ ム コ ピ ー （ endogenous genomic copy） の 発 現 の 減 少 を 生 じ る
。 ASの 配 列 は 、 所 望 の 標 的 mRNAに 相 補 （ complement） す る 及 び RNA:AS二 本 鎖 を 形 成 す る た
め に 設 計 さ れ る 。 こ の 二 重 鎖 形 成 （ duplex formation） は 、 関 連 性 の あ る mRNAの プ ロ セ シ
ン グ 、 ス プ ラ イ シ ン グ 、 輸 送 ま た は 翻 訳 を 阻 止 す る こ と が で き る 。 そ の う え 、 特 定 の ASヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ れ ら の 標 的 mRNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 際 、 細 胞 の RNaseH活 性 を 惹 起
す る こ と が で き 、 こ れ に よ っ て mRNA分 解 を 生 じ る (Calabretta et al, 1996: Antisense s
trategies in the treatment of leukemias. Semin Oncol. 23(1):78-87） 。 こ の ケ ー ス
に お い て 、 RNase Hは 、 二 本 鎖 の RNAコ ン ポ ー ネ ン ト を 切 断 し 、 前 記 ASを 潜 在 的 に 放 出 し て
、 前 記 標 的 RNAの 付 加 的 な 分 子 と さ ら に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 付 加 的 な 作 用
様 式 は 、 ASと ゲ ノ ム DNAと が 相 互 作 用 し て 、 転 写 的 に 不 活 性 と な る 三 重 ラ セ ン 体 を 形 成 す
る こ と か ら 生 じ る 。 本 発 明 の AS断 片 は 、 自 由 選 択 で 図 3に 示 さ れ る 配 列 又 は そ の 相 同 的 な
配 列 を 有 す る 。 特 定 の AS断 片 は 、 上 記 の BMP2Aの 特 定 断 片 を コ ー ド 化 し て い る DNAの ASで あ
る 。 AS断 片 の 送 達 に 関 し て は 、 例 8を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 小 さ な 干 渉 性 RNA（ small interfering RNA） 」 (siRNA)は 、 遺 伝 子 ／ そ の 内 在 性 の 又
は 細 胞 の 対 応 物 の mRNAの 発 現 を 減 少 さ せ る 又 は 抑 制 （ 阻 止 ） す る RNA分 子 を 意 味 す る 。 本
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発 明 の 文 脈 に お い て 、 BMP2A siRNAは 、 BMP2A遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る siRN
Aで あ る 。 前 記 用 語 は 、 「 RNA干 渉 （ RNA interference） 」 (RNAi)お よ び 「 二 本 鎖 （ double
-stranded RNA） 」 (dsRNA） を 包 含 す る と 理 解 さ れ る 。 更 に 、 前 記 用 語 は 、 多 彩 （ a wide 
array of） な 可 能 な 修 飾 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る も の ） に よ っ て 修 飾 さ れ た 塩 基
を 含 有 す る 、 siRNA分 子 を 含 む と 理 解 さ れ る 。 こ れ ら の 用 語 お よ び 提 唱 さ れ た 機 構 の 最 近
の 情 報 に 関 し て は 、 文 献 〔  Bernstein E., Denli AM., Hannon GJ: The rest is silence
. RNA. 2001 Nov;7(11):1509-21; Nishikura K.: A short primer on RNAi: RNA-directe
d RNA polymerase acts as a key catalyst. Cell. 2001 Nov 16;107(4):415-8; and PCT
 publication WO 01/36646 (Glover et al） 〕 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の siRNAsの 一 般 的 な 仕 様 　
一 般 に 、 本 発 明 に 使 用 さ れ る siRNAsは 二 本 鎖 構 造 を 具 備 し て い る リ ボ 核 酸 を 具 備 し 、 前 記
二 本 鎖 構 造 は 第 １ 鎖 お よ び 第 ２ 鎖 を 具 備 し 、 前 記 第 １ 鎖 は 近 接 ヌ ク レ オ チ ド （ contiguous
 nucleotides） の 第 １ ス ト レ ッ チ （ first stretch） を 具 備 し 、 そ し て 、 該 第 １ ス ト レ ッ
チ は 標 的 核 酸 と 少 な く と も 部 分 的 に 相 補 的 （ complementary） で あ り 、 前 記 第 ２ 鎖 は 近 接
ヌ ク レ オ チ ド の 第 ２ ス ト レ ッ チ （ second stretch） を 具 備 し 、 そ し て 、 該 第 ２ ス ト レ ッ チ
は 標 的 核 酸 と 少 な く と も 部 分 的 に 同 一 （ identical） で あ り 、 前 記 第 １ 鎖 お よ び ／ ま た は
前 記 第 ２ 鎖 は 2'-ポ ジ シ ョ ン に 修 飾 を 有 し て い る 複 数 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 具 備
し 、 鎖 内 で 各 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド は １ ま た は 双 方 の 側 を フ ラ ン キ ン グ グ ル ー プ （
a flanking group） の ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 挟 ま れ （ flanked） 、 前 記 フ ラ ン キ ン グ グ ル
ー プ の ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 し て い る フ ラ ン キ ン グ ヌ ク レ オ チ ド は 無 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 又 は
前 記 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 と は 異 な る 修 飾 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド の 何 れ か で あ る 。
更 に 、 前 記 第 1鎖 お よ び ／ ま た は 前 記 第 2鎖 は 、 前 記 複 数 の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し え る
及 び 前 記 複 数 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し え る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 前 記 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は グ ル ー プ の フ ラ ン キ ン グ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 幾 つ か の ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し て も よ く 、 そ の 数 は １ ヌ ク レ オ チ ド か ら １ ０ ヌ ク レ オ
チ ド を 具 備 し て い る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の 範 囲 に
関 連 し て 、 次 の 事 項 が 理 解 さ れ る 、 そ の 事 項 と は 、 各 範 囲 が 、 前 記 の 範 囲 を 規 定 し て い る
前 記 の 2つ の 数 字 （ figures） を 含 ん で い る 範 囲 を 規 定 す る た め に 使 用 さ れ る 、 夫 々 の 数 字
の 間 の 任 意 の 個 々 の 整 数 （ integer） を 開 示 す る こ と で あ る 。 こ の ケ ー ス に お い て 、 前 記
グ ル ー プ は 、 １ ヌ ク レ オ チ ド 、 ２ ヌ ク レ オ チ ド 、 ３ ヌ ク レ オ チ ド 、 ４ ヌ ク レ オ チ ド 、 ５ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ６ ヌ ク レ オ チ ド 、 ７ ヌ ク レ オ チ ド 、 ８ ヌ ク レ オ チ ド 、 ９ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ
び １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 前 記 第 1鎖 の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の パ タ ー ン は 、 前 記 第 2鎖 の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の パ タ ー ン
と 同 じ で あ り 、 そ し て 前 記 第 2鎖 の パ タ ー ン と 整 列 （ align） し う る 。 さ ら に 、 前 記 第 1鎖
の パ タ ー ン は 、 前 記 第 2鎖 の パ タ ー ン と 、 相 対 的 （ relative to） に 1以 上 の ヌ ク レ オ チ ド
に よ っ て シ フ ト し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 上 記 で 議 論 さ れ た 修 飾 は 、 ア ミ ノ 、 フ ル オ ロ 、 メ ト キ シ 、 ア ル コ キ シ 、 お よ び ア ル キ ル
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 siRNAの 二 本 鎖 構 造 は 、 １ ま た は 双 方 の 側 が ブ ラ ン ト エ ン ド に さ れ え る 。 よ り 具 体 的 に
は 、 前 記 二 本 鎖 構 造 は 、 前 記 第 1鎖 の 5'端 お よ び 前 記 第 2鎖 の 3'端 で 規 定 さ れ る 、 二 本 鎖 構
造 側 で ブ ラ ン ト エ ン ド に さ れ て も よ い 。 或 い は 、 前 記 二 本 鎖 構 造 は 、 前 記 第 1鎖 の 3'端 お
よ び 前 記 第 2鎖 の 5'端 で 規 定 さ れ る 、 二 本 鎖 構 造 側 で ブ ラ ン ト エ ン ド に さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 付 加 的 に 、 2つ の 鎖 の 少 な く と も 1つ は 、 5'端 で 少 な く と も 1つ ヌ ク レ オ チ ド の オ ー バ ー
ハ ン グ を 有 し て も よ い ； 前 記 オ ー バ ー ハ ン グ は 、 少 な く と も 1つ の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ
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チ ド か ら な っ て い て も よ い 。 ま た 、 少 な く と も 前 記 鎖 の 1つ は 、 3'端 で 少 な く と も 1つ ヌ ク
レ オ チ ド の オ ー バ ー ハ ン グ を 自 由 選 択 で 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 siRNAの 二 本 鎖 構 造 の 長 さ は 、 典 型 的 に は 約 17～ 24、 よ り 好 ま し く は 18ま た は 19塩 基 で
あ る 。 更 に 、 前 記 第 1鎖 の 長 さ お よ び ／ ま た は 前 記 第 2鎖 の 長 さ は 、 互 い に 独 立 に 、 約 15～
約 23塩 基 、 17～ 21塩 基 、 お よ び 18ま た は 19塩 基 の 範 囲 を 具 備 し て い る 群 か ら 選 択 さ れ え る
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 付 加 的 に 、 前 記 第 1鎖 と 前 記 標 的 核 酸 と の 間 の 相 補 性 は 、 完 全 （ perfect） で あ っ て も よ
い 。 或 い は 、 前 記 第 1鎖 と 前 記 標 的 核 酸 と の 間 で 形 成 さ れ る 二 重 鎖 （ duplex） は 、 前 記 二
本 鎖 構 造 を 形 成 し て い る 前 記 第 1鎖 と 前 記 標 的 核 酸 と の 間 で 1ミ ス マ ッ チ ま た は 2ミ ス マ ッ
チ が 存 在 す る 、 少 な く と も  15 ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 幾 つ か の ケ ー ス に お い て 、 前 記 第 1鎖 お よ び 前 記 第 2鎖 の 双 方 は 、 少 な く と も 1グ ル ー プ
の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド と 少 な く と も 1フ ラ ン キ ン グ グ ル ー プ の ヌ ク レ オ チ ド を 各 々 具 備 し ；
各 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 1ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し ； 少 な く と も 1ヌ ク
レ オ チ ド を 具 備 し 、 前 記 第 1鎖 の 各 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 伴 っ て い る 、 各 フ ラ ン
キ ン グ グ ル ー プ の ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 第 2鎖 上 の フ ラ ン キ ン グ グ ル ー プ の ヌ ク レ オ チ ド
と 整 列 さ れ ； 前 記 第 1鎖 の 最 も 端 の 5'ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド
の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 前 記 第 2鎖 の 最 も 端 の 3'ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 フ ラ ン キ ン グ グ ル
ー プ の ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 各 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド は 、 単 一 ヌ ク
レ オ チ ド （ a single nucleotide） か ら な っ て も よ く 、 お よ び ／ ま た は 、 各 フ ラ ン キ ン グ
グ ル ー プ の ヌ ク レ オ チ ド は 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド か ら な っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 更 に 、 次 の 事 項 が 可 能 で あ る ； そ の 事 項 と は 、 第 1鎖 で フ ラ ン キ ン グ グ ル ー プ の ヌ ク レ
オ チ ド を 形 成 し て い る ヌ ク レ オ チ ド が 、 非 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 こ れ が 前 記 グ ル ー プ
の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 し て い る ヌ ク レ オ チ ド と 比 較 し て 3'方 向 に 配 置 さ れ る こ と 、 並
び に 、 第 2鎖 で 前 記 グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 し て い る ヌ ク レ オ チ ド が 、 修 飾 ヌ
ク レ オ チ ド で あ り 、 こ れ が 前 記 フ ラ ン キ ン グ グ ル ー プ の ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 し て い る ヌ ク
レ オ チ ド と 比 較 し て 5'方 向 に 配 置 さ れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 更 に 、 siRNAの 第 1鎖 は 、 8～ 12、 好 ま し く は 、 9～ 11の グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 具
備 し て も よ い ； ま た 、 第 2鎖 は 、 7～ 11、 好 ま し く は 、 8～ 10の グ ル ー プ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ
ド を 具 備 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 第 1鎖 お よ び 第 2鎖 を ル ー プ 構 造 で 連 結 し え る 、 こ れ は 非 核 酸 ポ リ マ ー （ 例 え ば 、 と り わ
け 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） か ら 構 成 さ れ て も よ い 。 代 わ り に 、 ル ー プ 構 造 は 、 核 酸 か
ら 構 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら に 、 siRNAの 第 1鎖 の 5'端 （ 5'-terminus） は 、 第 2鎖 の 3'端 に 連 結 さ れ え る 。 或 い は
、 第 1鎖 の 3'端 は 、 第 2鎖 の 5'端 に 連 結 さ れ え る 。
　 本 発 明 の siRNAsの 特 別 な 仕 様 　
特 に 、 本 発 明 に 使 用 さ れ る siRNAsは 、 1鎖 が 5’ か ら 3’ に 配 列 番 号 3～ 24に 記 載 さ れ る 配 列
を 有 し て い る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド （ こ れ ら は セ ン ス 鎖 で あ る ） （ こ こ で 複 数 の 塩 基 が 修
飾 さ れ て も よ く 、 好 ま し く は 2-O-メ チ ル 修 飾 さ れ る ） 、 又 は そ の ホ モ ロ グ 〔 こ こ で 各 端 領
域 で 前 記 ヌ ク レ オ チ ド の 2つ の ヌ ク レ オ チ ド ま で に お い て 、 1塩 基 （ a base） が 変 更 さ れ る
〕 を 具 備 す る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 領 域 は 、 19-mer配 列 に お い て 、 塩 基 1～ 4お よ び ／ ま た は
16～ 19を 意 味 す る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 使 用 さ れ る siRNAsは 、 1鎖 が 5’ か ら 3’ に 配 列 番 号 25～ 45に 記 載 さ れ
る 配 列 を 有 し て い る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） 又 は 各 端 領 域 で 前 記 ヌ ク レ
オ チ ド の 2つ ま で に お い て 1塩 基 （ a base） が 変 更 さ れ た そ の ホ モ ロ グ を 具 備 す る オ リ ゴ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 従 っ て 、 特 定 の 側 面 に お い て 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 二 本 鎖 構 造 を 具 備 す る ； 係 る
二 本 鎖 構 造 は 第 １ 鎖 お よ び 第 ２ 鎖 を 具 備 す る ； 前 記 第 １ 鎖 は 近 接 ヌ ク レ オ チ ド の 第 １ ス ト
レ ッ チ を 具 備 し 、 前 記 第 ２ 鎖 は 近 接 ヌ ク レ オ チ ド の 第 ２ ス ト レ ッ チ を 具 備 す る ； 前 記 第 １
ス ト レ ッ チ は 遺 伝 子 BMP2Aを コ ー ド 化 し て い る 核 酸 配 列 と 相 補 的 で あ る か 又 は 同 一 で あ る
か の 何 れ か で あ り 、 前 記 第 ２ ス ト レ ッ チ は BMP2Aを コ ー ド 化 し て い る 核 酸 配 列 と 同 一 で あ
る か 又 は 相 補 的 で あ る か の 何 れ か で あ る 。 前 記 第 １ ス ト レ ッ チ は 、 少 な く と も  14 ヌ ク レ
オ チ ド 、 好 ま し く は  少 な く と も  18 ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び な お よ り 好 ま し く は  19 ヌ ク レ
オ チ ド 又 は 少 な く と も  21 ヌ ク レ オ チ ド 同 等 を 具 備 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 前 記 第 １
ス ト レ ッ チ は 、 約 14～ 40ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 18～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く
は 約 19～ 27ヌ ク レ オ チ ド お よ び 最 も 好 ま し く は 約 19～ 23ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 す る 。 特 定 の
態 様 に お い て 、 前 記 第 ２ ス ト レ ッ チ は 、 約 14～ 40ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 18～ 30ヌ ク
レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 約 19～ 27ヌ ク レ オ チ ド お よ び 最 も 好 ま し く は 約 19～ 23ヌ ク レ オ
チ ド 又 は 約 19～ 21ヌ ク レ オ チ ド 同 等 を 具 備 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 前 記 第 １ ス ト レ ッ
チ の 第 1ヌ ク レ オ チ ド は BMP2Aを コ ー ド 化 し て い る 核 酸 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 （ corres
ponds） し 、 前 記 第 １ ス ト レ ッ チ の 最 後 の ヌ ク レ オ チ ド は BMP2Aを コ ー ド 化 し て い る 核 酸 配
列 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 前 記 第 １ ス ト レ ッ チ は 、 少 な く と も
14の 近 接 ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 具 備 し 、 係 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 配 列 番 号 3～ 45を 含 む 群 か ら 、 好 ま し く は 表 1の 任 意 の シ リ ア ル ナ ン バ ー 1～ 2, 4～ 6, 14
～ 16お よ び 18～ 22の 配 列 を 有 し て い る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 。
本 発 明 に 使 用 さ れ る siRNA分 子 の 付 加 的 な 仕 様 は 、 ジ ヌ ク レ オ チ ド dTdTが 3’ 端 に 共 有 結 合
性 に 結 合 す る 、 お よ び ／ ま た は 少 な く と も 1ヌ ク レ オ チ ド に お い て 、 糖 残 基 が お そ ら く （ p
ossibly） 2’ -O-メ チ ル 修 飾 を 含 む 修 飾 で 修 飾 さ れ る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し え
る 。 さ ら に 、 2’  OH基 は 、 -H-OCH 3 , -OCH 2 CH 3 , -OCH 2 CH 2  CH 3 , -NH 2 , お よ び  
-Fを 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 基 ま た は 成 分 （ moiety） で 置 換 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 更 に 、 本 発 明 に 使 用 さ れ る siRNAsは 、 ヌ ク レ オ チ ド を 変 更 す る こ と に お い て 修 飾 糖 が 両
鎖 に 配 置 さ れ る 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 特 に 、 前 記 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 セ ン ス 鎖 の 1つ を 具 備 し て も よ い （ こ こ で 前 記 糖 は 端 の 5’ お よ び 3’ ヌ ク レ オ
チ ド が 非 修 飾 で あ る ） 、 又 は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 1つ を 具 備 し て も よ い （ こ こ で 前 記 糖 は 端
の 5’ お よ び 3’ ヌ ク レ オ チ ド が 修 飾 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 使 用 さ れ る 更 な る 核 酸 は 、 配 列 番 号 3～ 45の 任 意 の 1つ の 、 少 な く と も
14近 接 ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 14近 接 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 対 を 上 記 の 第 １ ス ト レ ッ チ
お よ び 第 2ス ト レ ッ チ か ら 構 成 さ れ る 二 本 鎖 構 造 の 任 意 の 端 に 具 備 す る 。 当 業 者 に よ っ て
次 の 事 項 が 理 解 さ れ る だ ろ う 、 そ の 事 項 と は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 及 び 特 に 本 発 明 に よ る
係 る 核 酸 を 形 成 し て い る 個 々 の ス ト レ ッ チ の 潜 在 的 な 長 さ に よ っ て 、 配 列 番 号 1に 詳 細 に
記 載 さ れ る BMP2A遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 と 比 較 し て 、 幾 つ か の シ フ ト （ some shifts） が 各 側
に 対 し て 可 能 で あ る こ と 、 こ れ に よ っ て こ の よ う に 作 出 さ れ た 二 本 鎖 分 子 も 本 発 明 の 範 囲
内 で あ ろ う こ と で あ る 。 siRNAsの 調 製 に お け る 情 報 は 、 例 3に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の siRNAsと 関 連 し て 、 幾 つ か の 態 様 お よ び 方 法 が 提 供 さ れ る 。 一 態 様 は 、 二 本 鎖
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 好 ま し く は 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ） を 提 供 す る ； こ こ で 1鎖 は
、 5’ か ら 3’ に 配 列 番 号 3～ 24に 記 載 さ れ た 配 列 を 有 し て い る 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド 又 は
各 端 領 域 で 前 記 ヌ ク レ オ チ ド の 2つ ま で に お い て 1塩 基 （ a base） が 変 更 さ れ た そ の ホ モ ロ
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グ を 具 備 す る 。 さ ら に 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 好 ま し く は 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド ） で あ っ て 、 1鎖 が 5’ か ら 3’ に 配 列 番 号 25～ 45に 記 載 さ れ る 配 列 を 有 し て い る 連 続 的
な ヌ ク レ オ チ ド 又 は 各 端 領 域 で 前 記 ヌ ク レ オ チ ド の 2つ ま で に お い て 1塩 基 （ a base） が 変
更 さ れ た そ の ホ モ ロ グ を 具 備 す る も の が 提 供 さ れ 、 任 意 の こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し て い る ベ ク タ ー （ 好 ま し く は 、 発 現 ベ ク タ ー ） と し
て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 前 記 二 本 鎖 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 願 発 明 に お い て
開 示 さ れ る 様 々 な コ ン デ ィ シ ョ ン の 治 療 の た め の （ 特 に 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 の た め の ） 医
薬 の 調 製 に 使 用 し え る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 薬 学 的 組 成 物 も 、 本 発 明 の 一 部 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 更 に 提 供 さ れ る 発 明 は 、 被 験 者 の 神 経 変 性 疾 患 （ 例 え ば 、 脳 卒 中 ） を 治 療 す る 方 法 を 提
供 し 、 該 方 法 は 、 前 記 被 験 者 を 治 療 す る た め に 、 前 記 被 験 者 に 治 療 上 効 果 的 な 量 の BMP2A
イ ン ヒ ビ タ ー を 含 ん で い る 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 備 え る 。 前 記 薬 学 的 組 成 物 は 、
BMP2A siRNA（ 例 え ば 、 上 記 の 任 意 の 二 本 鎖 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ） で あ る オ リ ゴ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 遺 伝 子 BMP2Aの 発 現 を コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 少 な く と も 50%ま で ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み え る 。 特 に 、 前 記 siRNAは 、 表 1に 記
載 さ れ る 配 列 （ ID番 号 1～ 2, 4～ 6, 14～ 16 お よ び  18～ 22） を 有 し え る 。 薬 学 的 組 成 物 は
、 さ ら に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 み え る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 発 現 ベ ク タ ー 」 の 用 語 は 、 外 来 細 胞 中 で 異 種 性 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 取 込 む 及 び 発 現 す る 能
力 を 有 す る ベ ク タ ー を 意 味 す る 。 多 く の 原 核 生 物 性 お よ び 真 核 生 物 性 の 発 現 ベ ク タ ー が 、
既 知 で あ る お よ び ／ ま た は 商 業 的 に 利 用 可 能 で あ る 。 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー の 選 択 は 、 当 業
者 の 知 識 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る 分 子 を 意 味 す る 。 ま た 、 該 用 語 に は 、 ペ
プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク ス （ peptidomimetics）
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク ス は 、 天 然 の 親 ペ プ チ ド （ natural parent peptide） の 生 物 学 的
作 用 を 模 倣 す る 能 力 を 有 す る 非 ペ プ チ ド 性 の 構 造 要 素 （ non-peptidic structural elemen
ts） を 含 有 し て い る 化 合 物 で あ る 。 酵 素 的 に 切 断 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 （ enzymatically sc
issille peptidic bonds） な ど の 古 典 的 な ペ プ チ ド 特 性 は 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク ス に 通
常 は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 」 の 用 語 は 、 20の 天 然 の ア ミ ノ 酸 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 （ 以 下 を 参
照 さ れ た い ） 、 ま た は 合 成 ア ミ ノ 酸 の 何 れ か 1つ か ら な る 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 「 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド （ dominant negative peptide） 」 の 用 語 は 、 完 全 な
タ ン パ ク 質 （ full protein） と 相 互 作 用 し 、 そ の 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る 又 は 他 の タ
ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し 、 完 全 な タ ン パ ク 質 と の 反 応 に お い て 、 そ れ ら の 活 性 を 阻 害 す る こ
と が で き る 、 タ ン パ ク 質 の 一 部 を コ ー ド 化 す る cDNA断 片 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 抗 体 」 の 用 語 は 、 と り わ け IgG, IgM, IgD, IgA, お よ び  IgE 抗 体 を 意 味 す る 。 前 記
規 定 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 こ の 用 語 は 、 抗 GPCRV産
物 抗 体 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で い る 抗 体 の 抗 体 全 体 ま た は 断 片 を 意 味 し て お り 、 例 え
ば 、 Fc部 分 を 欠 い た 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 基 本 的 に 可 変 の み か ら な る 断 片 、 前 記 抗 体 の 抗 原 結
合 ド メ イ ン な ど で あ る 。 ま た 、 「 抗 体 」 の 用 語 は 、 cDNAワ ク チ ン 接 種 に よ っ て 得 ら れ た 核
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酸 配 列 に 対 す る 抗 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た 、 前 記 用 語 は 特 定 の 抗 体 断 片 を も 包 含 す る ； 該 抗 体 断 片 は 、 そ れ ら の 抗 原 ま た は レ
セ プ タ ー と 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 を 維 持 し 、 と り わ け 以 下 に 例 示 さ れ る も の で あ る 、 即 ち
：
　 (1) Fab, 抗 体 分 子 の 一 価 の 抗 原 結 合 断 片 を 含 有 す る 断 片 で あ っ て 、 抗 体 全 体 を 酵 素 パ
パ イ ン で 消 化 し て 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 一 部 を 生 じ る こ と に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 断
片 ；
(2)(Fab’ ) 2 , 抗 体 全 体 を 酵 素 ペ プ シ ン で 処 理 す る こ と に よ っ て 、 引 続 い て 還 元 す る こ と
な く 取 得 す る こ と が で き る 抗 体 の 断 片 ； F(ab’ 2)は 、 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 共
に 支 持 さ れ る 2つ の Fab断 片 の ダ イ マ ー で あ る ；
(3)Fv, 2つ の 鎖 と し て 発 現 さ れ た 軽 鎖 の 可 変 領 域 お よ び 重 鎖 の 可 変 領 域 を 含 有 し て い る 遺
伝 的 に 設 計 さ れ た 断 片 と し て 規 定 さ れ る ； お よ び
(4)単 鎖 抗 体 (SCA； Single chain antibody), 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー で 遺 伝 的 に 融
合 さ れ た 単 鎖 分 子 と し て 連 結 さ れ た 軽 鎖 の 可 変 領 域 お よ び 重 鎖 の 可 変 領 域 を 含 有 し て い る
遺 伝 的 に 設 計 さ れ た 断 片 と し て 規 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 に 使 用 さ れ る 「 エ ピ ト ー プ 」 の 用 語 は 、 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 上 の 抗 原 決 定 基 を 意
味 す る 。 エ ピ ト ー プ 決 定 基 （ Epitopic determinants） は 、 通 常 で は ア ミ ノ 酸 ま た は 糖 側
鎖 な ど の 分 子 の 化 学 的 に 活 性 な 表 面 基 （ surface groupings） か ら な り 、 通 常 で は 特 異 的
な 3次 元 構 造 特 性 同 様 に 特 異 的 な 荷 電 特 性 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 本 願 に お い て 開 示 さ れ る 薬 学 的 組 成 物 の 何 れ か 1つ が 、 組 織
外 傷 に よ る 結 果 で あ ろ う と 、 慢 性 の 変 性 変 化 に よ る も の で あ ろ う と 、 ダ メ ー ジ を う け た ニ
ュ ー ロ ン 組 織 と 関 連 す る 症 状 ま た は 徴 候 を 緩 和 ま た は 減 少 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 本 態
様 は 、 神 経 変 性 疾 患 を 治 療 す る 又 は 中 枢 神 経 系 に 対 す る ダ メ ー ジ を 減 少 さ せ る 又 は 中 枢 神
経 系 に 損 傷 を 受 け た 患 者 の 回 復 を 促 進 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 患 者 に 上 記 の 薬 学 的 組
成 物 の 何 れ か 1つ を 、 前 記 ダ メ ー ジ を 減 少 さ せ る た め 又 は 回 復 を 促 進 す る た め に 十 分 な 用
量 お よ び 期 間 で 投 与 す る こ と を 備 え 、 こ れ に よ っ て 患 者 が 治 療 さ れ る 。 さ ら に 本 態 様 は 、
中 枢 神 経 系 に （ 任 意 で 本 願 に 記 載 さ れ る コ ン デ ィ シ ョ ン ま た は 損 傷 の 何 れ か の 結 果 と し て
） 損 傷 を 受 け た 患 者 を 治 療 す る 方 法 ま た は プ ロ セ ス を 提 供 し 、 該 方 法 ま た は プ ロ セ ス は 、
患 者 に 治 療 上 効 果 的 な 量 の BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー （ 本 願 に お い て 例 示 さ れ た よ う な ） を 含 ん
で い る 薬 学 的 組 成 物 を 、 BMP2Aを 阻 害 す る た め に 十 分 な 用 量 お よ び 期 間 で 投 与 す る こ と を
備 え 、 こ れ に よ っ て 患 者 が 治 療 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 当 該 技 術 分 野 に お い て 次 の 事 項 が 既 知 で あ る ； そ の 事 項 と は 、 あ る 種 の 神 経 疾 患 (例 え
ば 、 脳 虚 血 ま た は 脳 卒 中 )に お い て 、 血 液 脳 関 門 (BBB)が 正 常 被 験 者 の も の と 比 較 し て 相 対
的 に 解 放 さ れ て お り 、 こ の た め 分 子 の 脳 へ の 進 入 が 抗 体 を 含 む 高 分 子 （ macromolecules）
な ど の 大 き な 分 子 で さ え も 可 能 で あ り 、 こ れ に よ っ て 該 分 子 と BMP2Aと の 相 互 作 用 が 続 い
て 認 容 さ れ る だ ろ う こ と で あ る 。 脳 へ の 送 達 に 関 す る 更 な る 情 報 は 、 以 下 の 例 7に 提 供 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 に お い て 、 前 記 薬 学 的 組 成 物 が 減 少 を 意 図 す る 又 は 前 記 薬 学 的 組 成 物 が
回 復 を 促 進 す る こ と を 試 み る 中 枢 神 経 系 へ の 損 傷 は 、 虚 血 性 エ ピ ソ ー ド （ ischemic episo
de） で あ り 、 こ の エ ピ ソ ー ド は 全 体 的 な 又 は 限 局 的 な 大 脳 エ ピ ソ ー ド で あ っ て も よ い が 、
こ れ に 限 定 さ れ な い ； 前 記 損 傷 は 、 本 願 発 明 に お い て 議 論 さ れ た 脳 卒 中 イ ベ ン ト ま た は 外
傷 性 脳 損 傷 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に お い て  、 付 加 的 な 薬 学 的 に 効 果 的 な 化 合 物 は 、 上 述 の 薬 学 的 組 成
物 と 共 に 投 与 さ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 「 と 共 に （ in conjunction with） 」 は 、 付 加 的 な 薬 学 的 に 効 果 的 な 化 合 物 が 、 イ ン ヒ
ビ タ ー の 投 与 に 対 し 、 事 前 に 、 同 時 に 、 又 は 引 続 い て 投 与 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 付 加 的 な 態 様 に お い て 、 上 記 の 薬 学 的 組 成 物 の 何 れ か 1つ が 、 そ れ を 必 要 と す
る 被 験 者 に お け る ニ ュ ー ロ ン の 再 生 を 生 じ さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 本 態 様 は 、
ニ ュ ー ロ ン の 再 生 を そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 生 じ さ せ る た め の 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 前
記 患 者 に 上 記 の 薬 学 的 組 成 物 の 何 れ か 1つ を 、 前 記 ダ メ ー ジ を 減 少 さ せ る た め 又 は 回 復 を
促 進 す る た め に 十 分 な 用 量 お よ び 期 間 で 投 与 す る こ と を 備 え る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 ニ ュ ー ロ ン の 変 性 ま た は ダ メ ー ジ が 関 与 （ involved） す る 又
は 寄 与 （ implicated） す る 任 意 の 疾 患 の 治 療 に 適 用 を 有 し て も よ い 。 こ れ は 、 例 え ば 、 と
り わ け 次 の コ ン デ ィ シ ョ ン で あ る 、 即 ち ： 高 血 圧 症 、 高 血 圧 性 の 脳 血 管 疾 患 （ cerebral v
ascular disease） 、 動 脈 瘤 の 破 裂 、 血 栓 ま た は 塞 栓 の ケ ー ス で 発 生 す る よ う な 血 管 の 狭
窄 （ constriction） ま た は 閉 塞 （ obstruction） 、 血 管 腫 （ angioma） 、 血 液 悪 液 質 （ bloo
d dyscrasias） 、 心 臓 の 停 止 （ arrest） ま た は 不 全 （ failure） を 含 む 心 機 能 障 害 （ compr
omised cardiac function） の 任 意 の 形 態 、 全 身 性 低 血 圧 、 心 停 止 、 心 原 性 シ ョ ッ ク （ car
diogenic shock） 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 脊 髄 外 傷 （ spinal cord trauma） 、 頭 部 外 傷 （ head
 trauma） 、 発 作 （ seizure） 、 腫 瘍 か ら の 出 血 ； 並 び に 脳 卒 中 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 て ん か
ん 、 う つ 病 （ Depression） 、 ALS、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン テ ィ ン グ ト ン 病 お よ び 任 意 の
他 の 疾 患 誘 発 性 の 痴 呆 （ 例 え ば 、 HIV誘 発 性 の 痴 呆 な ど ） な ど の 疾 患 で あ る 。 こ れ ら の コ
ン デ ィ シ ョ ン は 、 本 願 発 明 に お い て 、 「 神 経 変 性 疾 患 （ neurodegenerative diseases） 」
と も 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 請 求 さ れ る 発 明 の 一 態 様 は 、 中 枢 神 経 系 に 損 傷 （ 例 え ば 、 と り わ け 、 虚 血 性 エ ピ ソ ー ド
、 脳 卒 中 ま た は 外 傷 性 脳 損 傷 ） を 受 け た 患 者 を 治 療 す る た め の 医 薬 を 製 造 す る プ ロ セ ス へ
の 治 療 上 効 果 的 な 量 の BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 を 提 供 す る 。 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 小 化
学 物 質 ;ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 図 1(配 列 番 号 1)に 記 載 さ れ る 配 列 に 対 し て ア ン チ セ
ン ス 配 列 で あ る 配 列 を 有 し て い る 、 自 由 選 択 で 配 列 番 号 46～ 66に 記 載 の 配 列 を 有 し て い る
、 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し て い る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 小 さ な 干 渉
性 RNA(siRNA)と し て 機 能 す る 、 自 由 選 択 で 配 列 番 号 3～ 45に 記 載 の 配 列 を 有 し て い る 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 本 願 発 明 に お い て 記 載 さ れ る 二 本 鎖 構 造 ； こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 任 意 を 具 備 し て い る ベ ク タ ー 、 並 び に ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 と り わ け Sclerostin(
上 記 を 参 照 さ れ た い )、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 （ 自 由 選 択 で ポ リ ク
ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は 中 和 抗 体 ） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 治 療 措 置 （ treatment regimen） が 、 投 与 様 式 （ administration mode） 、
投 与 の タ イ ミ ン グ 、 お よ び 用 量 に 関 連 し て 実 施 さ れ 、 そ れ に よ っ て 虚 血 性 イ ベ ン ト ま た は
中 枢 神 経 系 損 傷 の 有 害 な 帰 結 （ adverse consequences） か ら の 患 者 の 機 能 的 な 回 復 が 改 善
さ れ る ； 即 ち 、 少 な く と も 1つ の 患 者 の 運 動 技 能 (例 え ば 、 姿 勢 、 バ ラ ン ス 、 握 り 、 ま た は
歩 調 )、 認 知 技 能 、 ス ピ ー チ 、 お よ び ／ ま た は 感 覚 知 覚 (視 覚 的 な 能 力 、 味 覚 、 嗅 覚 、 お よ
び 固 有 受 容 性 感 覚 を 含 む ） が 、 本 発 明 に し た が っ た イ ン ヒ ビ タ ー 投 与 の 結 果 と し て 改 善 さ
れ る 。 従 っ て 、 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 少 な く と も 1つ の こ れ ら の 技 能 を 改 善 す る こ と に よ
っ て 患 者 の 回 復 を 促 進 す る 又 は 増 強 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 に よ る BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー を 具 備 し て い る 薬 学 的 組 成 物 の 投 与 は 、 任 意 の 既 知 の
投 与 経 路 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 、 こ れ に は 静 脈 内 、 動 脈 内 、 皮 下 、 ま た は 大 脳 内
（ intracerebrally） の 投 与 が 含 ま れ る 。 特 殊 な 製 剤 を 用 い る こ と に よ っ て 、 こ れ ら を 経
口 的 に 又 は 吸 入 を 介 し て 投 与 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 組 成 物 を そ れ を 必 要 と す る 個 体 に
投 与 す る た め の 適 切 な 用 量 お よ び 治 療 措 置 は 、 以 下 で 詳 細 に 議 論 さ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 を 使 用 し て 、 任 意 の 様 々 な コ ン デ ィ シ ョ ン か ら 生 じ る 、 中 枢 神 経 系 損 傷 の 有 害 な
結 果 を 治 療 す る こ と が で き る 。 血 栓 、 塞 栓 、 お よ び 全 身 性 の 低 血 圧 は 、 大 脳 の 虚 血 性 エ ピ
ソ ー ド の 最 も 一 般 的 な 原 因 で あ る 。 他 の 損 傷 は 、 高 血 圧 症 、 高 血 圧 性 の 脳 血 管 疾 患 、 動 脈
瘤 の 破 裂 、 血 管 腫 、 血 液 悪 液 質 、 心 不 全 （ cardiac failure） 、 心 停 止 、 心 原 性 シ ョ ッ ク
、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 頭 部 外 傷 、 脊 髄 外 傷 、 発 作 、 腫 瘍 か ら の 出 血 、 ま た は 他 の 失 血 に よ っ
て 生 じ え る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 虚 血 が 脳 卒 中 と 関 連 す る 場 合 、 以 下 に 規 定 さ れ る 全 体 的 な 又 は 限 局 的 な 虚 血 で あ っ て も
よ い 。 本 発 明 に よ る 薬 学 的 組 成 物 の 投 与 が 、 た と え 投 与 を 損 傷 後 の か な り 後 に 行 っ て も 効
果 的 で あ る こ と が 信 じ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 「 虚 血 性 エ ピ ソ ー ド （ ischemic episode） 」 は 、 組 織 へ の 血 液 の 供 給 の 欠 乏 （ deficien
t） に 至 る 任 意 の 状 況 を 意 味 す る 。 大 脳 の 虚 血 性 エ ピ ソ ー ド は 、 脳 へ の 血 液 供 給 の 欠 乏 か
ら 生 じ る 。 脊 髄 （ こ れ も 中 枢 神 経 系 の 一 部 で あ る ） は 、 縮 小 し た 血 流 か ら 生 じ る 虚 血 に 同
等 に 感 受 性 で あ る 。 虚 血 性 エ ピ ソ ー ド は 、 高 血 圧 症 、 高 血 圧 性 の 脳 血 管 疾 患 、 動 脈 瘤 の 破
裂 、 血 栓 ま た は 塞 栓 の ケ ー ス で 発 生 す る よ う な 血 管 の 狭 窄 ま た は 閉 塞 、 血 管 腫 、 血 液 悪 液
質 、 心 臓 の 停 止 ま た は 不 全 を 含 む 心 機 能 障 害 の 任 意 の 形 態 、 全 身 性 低 血 圧 、 心 停 止 、 心 原
性 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 脊 髄 外 傷 、 頭 部 外 傷 、 発 作 、 腫 瘍 か ら の 出 血 、 ま た は 他 の
失 血 に よ っ て 生 じ え る 。 本 発 明 が 、 機 械 的 な 力 （ 例 え ば 、 頭 部 ま た は 脊 椎 へ の 打 撃 ） に よ
っ て 生 じ る 中 枢 神 経 系 へ の 損 傷 を 治 療 す る た め に 有 用 で あ る こ と が 期 待 さ れ る 。 外 傷 に は
、 組 織 発 作 （ tissue insult） 、 例 え ば 、 摩 耗 （ abrasion） 、 切 開 （ incision） 、 挫 傷 （ c
ontusion） 、 穿 刺 、 圧 迫 （ compression） 、 な ど 、 頭 部 、 首 、 ま た は 脊 柱 の 任 意 の 部 位 へ
の 又 は こ れ ら の 付 属 物 へ の 外 来 物 体 （ foreign object） の 外 傷 性 接 触 か ら 生 じ え る も の が
関 与 し 得 る 。 外 傷 性 損 傷 の 他 の 形 態 は 、 液 体 の 不 適 切 な 蓄 積 （ 例 え ば 、 正 常 な 脳 脊 髄 液 ま
た は 硝 子 体 液 の 産 生 の 遮 断 ま た は 機 能 不 全 、 タ ー ン オ ー バ ー 、 ま た は 容 量 制 御 （ volume r
egulation） 、 ま た は 硬 膜 下 若 し く は 頭 蓋 内 の 血 腫 も し く は 浮 腫 ） に よ る CNS組 織 の 狭 窄 ま
た は 圧 迫 か ら 生 じ え る 。 同 様 に 、 外 傷 性 の 狭 窄 ま た は 圧 迫 は 、 異 常 な 組 織 （ 例 え ば 、 転 移
性 ま た は 原 発 性 の 腫 瘍 ） の 塊 の 存 在 か ら 生 じ え る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 願 発 明 に お い て 中 枢 神 経 系 に 関 連 し て 使 用 さ れ る 「 限 局 的 な 虚 血 （ focal ischemia）
」 は 、 次 の コ ン デ ィ シ ョ ン を 意 味 す る 、 そ の コ ン デ ィ シ ョ ン と は 、 脳 も し く は 脊 髄 液 へ 血
液 を 供 給 す る 単 一 の 動 脈 の 閉 塞 か ら 生 じ 、 そ の 動 脈 に よ っ て 供 給 さ れ る 領 域 に お け る 全 て
の 細 胞 要 素 の 死 〔 汎 ネ グ ロ ー シ ス （ pan-necrosis） 〕 を 生 じ る コ ン デ ィ シ ョ ン で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 願 発 明 に お い て 中 枢 神 経 系 に 関 連 し て 使 用 さ れ る 「 全 体 的 な 虚 血 （ global ischemia
） 」 は 、 次 の コ ン デ ィ シ ョ ン を 意 味 す る 、 そ の コ ン デ ィ シ ョ ン と は 、 脳 全 体 、 前 脳 、 も し
く は 脊 髄 液 へ の 血 流 の 一 般 的 な 減 少 か ら 生 じ 、 こ れ ら の 組 織 を 通 し て 選 択 的 に 脆 弱 な 領 域
中 の ニ ュ ー ロ ン の 死 を 生 じ る コ ン デ ィ シ ョ ン で あ る 。 こ れ ら の ケ ー ス の 各 々 に お け る 病 理
は 、 臨 床 的 に 関 連 す る も の と し て 、 全 く 異 な っ て い る 。 限 局 的 な 虚 血 の モ デ ル は 限 局 的 な
脳 梗 塞 を 有 す る 患 者 に 適 用 さ れ 、 全 体 的 な 虚 血 の モ デ ル は 心 停 止 お よ び 全 身 性 の 低 血 圧 と
類 似 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 願 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 「 神 経 毒 性 ス ト レ ス （ neurotoxic stress） 」 の 用 語 は 、
正 常 な 神 経 細 胞 に 毒 性 で あ る （ ま た 、 そ れ ら の 死 ま た は ア ポ ト ー シ ス を 生 じ え る ） 任 意 の
ス ト レ ス を 包 含 す る こ と を 意 図 し て い る 。 係 る ス ト レ ス は 酸 化 的 ス ト レ ス (低 酸 素 症 ま た
は 高 酸 素 症 )ま た は 虚 血 ま た は 外 傷 で あ っ て も よ く 、 お よ び ／ ま た は 、 そ れ に は 細 胞 を イ
ン ビ ボ で 細 胞 に 毒 性 で あ る 物 質 （ 例 え ば 、 グ ル タ ミ ン 酸 も し く は ド ー パ ミ ン も し く は Aβ
タ ン パ ク 質 、 ま た は 酸 化 的 ス ト レ ス を 生 じ る 物 質 も し く は 処 理 ） へ と 供 試 す る こ と が 関 与
し え る 。 神 経 毒 性 の 物 質 は 内 在 性 ま た は 外 来 性 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 神 経 毒 性 （ neurot
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oxic） の 用 語 は 、 様 々 な 既 知 の 神 経 毒 性 物 質 （ 有 機 リ ン 中 毒 、 又 は こ の タ イ プ の 任 意 の 他
の 発 作 を 含 む ） へ の 暴 露 を 包 含 す る こ と が 意 図 さ れ る 。 加 え て 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス は 、 神
経 変 性 疾 患 に よ っ て 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 付 加 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ニ ュ ー ロ ン の 再 生 を そ れ を 必 要 と す る 被 験 者 に お い
て 生 じ さ せ る 方 法 ま た は プ ロ セ ス を 提 供 し 、 こ れ は 前 記 患 者 に 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ
と を 含 む 。 該 薬 学 的 組 成 物 は 、 活 性 成 分 と し て BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー を 治 療 上 効 果 的 な 量 で
含 み 、 さ ら に 希 釈 剤 ま た は 担 体 お よ び 自 由 選 択 で 本 願 発 明 に 記 載 さ れ る 任 意 の 薬 学 的 組 成
物 で あ る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 「 ス ク リ ー ニ ン グ （ screening） 」 の 態 様 と し て 本 願 発 明 に お い て 称 さ れ る 本 発 明 の 付
加 的 な 態 様 は 、 BMP2Aの 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 、 お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス を 変
調 す る 種 （ species） お よ び ／ ま た は 化 学 物 質 を 取 得 す る た め の 方 法 お よ び プ ロ セ ス に 関
す る 。 本 態 様 の 1側 面 は 、 BMP2Aの 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 、 お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー
シ ス を 変 調 す る 種 お よ び ／ ま た は 化 学 物 質 を 取 得 す る た め の プ ロ セ ス を 提 供 し 、 該 プ ロ セ
ス は 、 BMP2Aを 発 現 し て い る 細 胞 を 種 お よ び ／ ま た は 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と 、 コ ン ト
ロ ー ル と 比 較 し て 、 前 記 細 胞 の BMP2Aの 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 、 お よ び ／ ま た は ア
ポ ト ー シ ス を 変 調 す る 前 記 種 お よ び ／ ま た は 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と と を 備 え る 。 試
験 さ れ る 細 胞 は 、 修 飾 さ れ て BMP2Aを 発 現 し え る 。 ま た 、 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な い が
、 ア ポ ト ー シ ス は 、 BMP2Aの 存 在 に よ っ て 、 又 は 神 経 毒 性 ス ト レ ス に よ っ て 、 任 意 で 過 酸
化 水 素 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ド ー パ ミ ン 、 Aβ タ ン パ ク 質 ま た は 任 意 の 既 知 の 神 経 毒 ま た は 神
経 毒 性 処 理 、 例 え ば 、 虚 血 も し く は 低 酸 素 症 （ hypoxia） の 存 在 に よ っ て 、 又 は 神 経 変 性
疾 患 （ 例 え ば 、 脳 卒 中 ） に よ っ て 誘 導 さ れ え る 。 加 え て 、 本 プ ロ セ ス は 、 薬 学 的 組 成 物 を
調 製 す る た め に 使 用 し 得 る 。 前 記 プ ロ セ ス は 、 上 記 の プ ロ セ ス に よ っ て 取 得 さ れ た 種 お よ
び ／ ま た は 化 合 物 又 は そ の 化 学 的 な ア ナ ロ グ も し く は ホ モ ロ グ を 、 薬 学 的 に 認 容 さ れ る 担
体 と 混 合 す る こ と を 備 え る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 願 発 明 に 使 用 さ れ る 「 修 飾 さ れ て 発 現 す る （ modified to express） 」 細 胞 は 次 の 事
項 を 意 味 す る 、 そ の 事 項 と は 、 そ の 細 胞 が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン
、 感 染 、 ま た は 前 記 細 胞 に 所 望 の 遺 伝 子 を 発 現 せ し め る 任 意 の 他 の 既 知 の 分 子 生 物 学 的 方
法 に よ っ て 修 飾 さ れ る こ と で あ る 。 係 る 方 法 を 実 施 す る た め の 、 材 料 お よ び プ ロ ト コ ー ル
は 、 当 業 者 に 明 白 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 態 様 の 付 加 的 な 側 面 は 、 BMP2Aの 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 、 お よ び
／ ま た は ア ポ ト ー シ ス を 変 調 す る 種 お よ び ／ ま た は 化 学 物 質 を 取 得 す る プ ロ セ ス を 提 供 し
、 該 プ ロ セ ス は 以 下 を 備 え る 、 即 ち ：
　 (a)BMP2Aを 発 現 し て い る 細 胞 を 複 数 の 種 お よ び ／ ま た は 化 学 物 質 と 接 触 さ せ る こ と と ；
(b)BMP2Aの 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 、 お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス が 、 前 記 種 お よ び
／ ま た は 化 学 物 質 の 存 在 下 で 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 変 調 さ れ る か ど う か を 決 定 す る
こ と と ； そ う で あ る 場 合 、
(c)BMP2Aの 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 、 お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス の 変 調 が 、 前 記 複
数 の 種 お よ び ／ ま た は 化 学 物 質 に 含 ま れ る 各 々 の 種 お よ び ／ ま た は 化 学 物 質 に よ っ て 影 響
さ れ る か ど う か を 別 々 に 決 定 す る こ と と 、 そ れ に よ っ て BMP2Aの 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト
レ ス 、 お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス を 変 調 す る 種 お よ び ／ ま た は 化 学 物 質 を 同 定 す る こ と
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 接 触 工 程 に お け る 細 胞 は 、 修 飾 さ れ て BMP2A遺 伝 子 を 発 現 し え る 。 ま た 、 理 論 に 拘 泥 す
る こ と な く 、 ア ポ ト ー シ ス は 、 BMP2A過 剰 発 現 に よ っ て 自 然 発 生 的 （ spontaneously） に 誘
導 さ れ 得 る 、 又 は 細 胞 を 神 経 毒 性 ス ト レ ス へ と 供 試 し た 結 果 と し て 、 任 意 で 過 酸 化 水 素 、
グ ル タ ミ ン 酸 、 ド ー パ ミ ン 、 Aβ タ ン パ ク 質 ま た は 任 意 の 既 知 の 神 経 毒 ま た は 神 経 毒 性 処
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理 、 例 え ば 、 虚 血 も し く は 低 酸 素 症 （ hypoxia） に よ っ て 、 又 は 神 経 変 性 疾 患 （ 例 え ば 、
脳 卒 中 ） に よ っ て 生 じ え る 。 加 え て 、 本 プ ロ セ ス は 、 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め に 使 用
し 得 る 。 前 記 プ ロ セ ス は 、 上 記 の プ ロ セ ス に よ っ て 同 定 さ れ た 種 お よ び ／ ま た は 化 合 物 を
或 い は そ の 化 学 的 な ア ナ ロ グ ま た は ホ モ ロ グ を 、 薬 学 的 に 認 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と
を 備 え る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 前 記 プ ロ セ ス は 、 ア ポ ト ー シ ス を 変 調 す る こ と が 認 め ら れ た 種 ま た は 化 合 物 の 、 上 記 プ
ロ セ ス に よ り 改 善 し た 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 産 生 す る 修 飾 、 お よ び 係 る 化 合 物 を 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と を 付 加 的 に 備 え る 。 こ の 付 加 的 な 作 用 は 、 本 発 明 の ス ク リ
ー ニ ン グ 態 様 に 開 示 さ れ た 任 意 の プ ロ セ ス に よ っ て 発 見 さ れ た 化 合 物 で 実 施 さ れ う る も の
で あ り 、 こ れ に よ っ て 改 善 さ れ た 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 具 備 し て い る 薬 学 的 組 成 物 が 取 得
さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 更 に 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 態 様 は 、 BMP2Aの 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス 、 お よ び ／
ま た は ア ポ ト ー シ ス （ BMP2Aを 通 じ た ） を 変 調 す る 種 お よ び ／ ま た は 化 合 物 を 取 得 す る た
め の イ ン ビ ト ロ 非 細 胞 ベ ー ス の プ ロ セ ス を 提 供 し 、 該 方 法 は 以 下 を 備 え る 、 即 ち ：
　 (a)BMP2Aま た は BMP2A遺 伝 子 の 相 互 作 用 体 へ の 結 合 を 測 定 す る こ と と ；
(b)BMP2Aま た は BMP2A遺 伝 子 を 前 記 種 ま た は 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と ； お よ び
(c)BMP2Aま た は BMP2A遺 伝 子 の 前 記 相 互 作 用 体 へ の 結 合 が 前 記 種 ま た は 化 合 物 に よ っ て 影
響 さ れ る か ど う か を 決 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 イ ン ビ ト ロ 系 で ア ポ ト ー シ ス 条 件 が 試 験 さ れ る 、 こ の 試 験 は 、 理 論 に 拘 泥 す る こ と な く
、 と り わ け 、 過 酸 化 水 素 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ド ー パ ミ ン 、 Aβ タ ン パ ク 質 、 ま た は 任 意 の 既
知 の 神 経 毒 で の 処 理 の 結 果 と し て 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス を 生 じ る こ と に よ っ て 誘 導 さ せ る こ
と が で き る 。 加 え て 、 本 プ ロ セ ス は 、 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め に 使 用 し 得 る 。 前 記 プ
ロ セ ス は 、 上 記 の プ ロ セ ス に よ っ て 同 定 さ れ た 種 お よ び ／ ま た は 化 合 物 或 い は そ の 化 学 的
な ア ナ ロ グ ま た は ホ モ ロ グ を 、 薬 学 的 に 認 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と を 備 え る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 態 様 の 別 の 側 面 は 、 細 胞 に お け る BMP2Aま た
は BMP2A遺 伝 子 の 生 物 活 性 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス を 変 調 す る 種
お よ び ／ ま た は 化 合 物 を 取 得 す る た め の キ ッ ト で あ り 、 以 下 を 備 え る 、 即 ち ：
　 (a)BMP2Aま た は BMP2A遺 伝 子 ； お よ び
(b)BMP2Aま た は BMP2A遺 伝 子 が 相 互 作 用 す る 相 互 作 用 体 ；
(c)BMP2Aま た は BMP2A遺 伝 子 の 前 記 相 互 作 用 体 と の 相 互 作 用 を 測 定 す る た め の 手 段 ； お よ
び
(d)BMP2Aま た は BMP2A遺 伝 子 の 前 記 相 互 作 用 体 へ の 結 合 が 前 記 種 ま た は 化 合 物 に よ っ て 影
響 さ れ る か ど う か を 決 定 す る 手 段 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 分 子 間 の 相 互 作 用 を 測 定 す る 並 び に 力 （ strength） 、 親 和 性 、 結 合 活 性 （ avidity） お
よ び 相 互 作 用 の 他 の パ ラ メ ー タ を 決 定 す る 手 段 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る （ 例
え ば 、  Lubert Stryer, Biochemistry, W H Freeman & Co.; 5th edition (April 2002);
 and "Comprehensive Medicinal Chemistry", by various authors and editors, publis
hed by Pergamon Pressを 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 付 加 的 な 態 様 は 、 神 経 毒 性 ス ト レ ス お よ び ／ ま た は 脳 卒 中 お よ び ／ ま た は 癌 を
被 っ た 細 胞 を 診 断 す る た め の 方 法 ま た は プ ロ セ ス に 関 し 、 該 方 法 は 、 図 1の 配 列 又 は そ の
断 片 ま た は ホ モ ロ グ に 対 応 す る RNAを 又 は 前 記 配 列 の 1つ が 一 部 （ a part） で あ る 遺 伝 子 の
発 現 産 物 を ア ッ セ イ す る こ と を 備 え 、 前 記 RNAま た は 発 現 産 物 の 正 常 コ ン ト ロ ー ル と 比 較
し た ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 所 見 が 、 係 る 細 胞 が 神 経 毒 性 ス ト レ ス お よ び ／ ま た は 脳 卒
中 を 被 っ た こ と の 尤 度 （ likelihood） を 表 し 、 さ ら に 前 記 RNAま た は 発 現 産 物 の 正 常 コ ン
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ト ロ ー ル と 比 較 し た ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 所 見 が 、 係 る 細 胞 が 癌 を 被 っ た こ と 又 は 癌
性 （ cancerous） に な っ た こ と の 尤 度 （ likelihood） を 表 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 被 験 者 に お け る BMP2A（ 例 え ば ： BMP2Aを 免
疫 ア ッ セ イ で 検 出 す る こ と に よ っ て ） 又 は BMP2A遺 伝 子 （ 例 え ば ： BMP2Aを コ ー ド 化 し て い
る mRNAを 検 出 す る こ と に よ っ て ） の 発 現 レ ベ ル の 変 調 を 検 出 す る こ と を 備 え た 、 被 験 者 に
お け る 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 す る た め の 方 法 ま た は プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て 、
診 断 さ れ る 被 験 者 は 、 脳 卒 中 を 経 験 し た と 疑 わ れ る 被 験 者 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 被 験 者 の 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 す る 方 法 ま た は プ ロ セ ス に 関 す る ；
該 方 法 ま た は プ ロ セ ス は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 前 記 被 験 者 に お け る BMPポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 レ ベ ル の 変 調 を 検 出 す る こ と を 備 え 、 他 方 で 発 現 の 前 記 変 調 は 、 前 記 被 験 者 に お
け る 神 経 変 性 疾 患 の 尤 度 の 指 標 で あ る ； 実 際 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 脳 卒 中 を 経 験 し た こ
と が 疑 わ れ る 被 験 者 で 実 施 し え る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、 前 記 BMPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 し て い る mRNAを ア
ッ セ イ す る こ と に よ っ て （ 例 え ば 、 図 1に 記 載 の も の 、 又 は そ の 断 片 又 は ホ モ ロ グ ） 、 又
は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 検 出 す る 抗 体 を 用 い る イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法 に よ っ て 評 価 す る こ と が
で き る 。 mRNAお よ び イ ム ノ ア ッ セ イ の 双 方 の 検 出 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に
よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 BMP2ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル の 測 定 は 、 免 疫 組 織 化 学  (Micr
oscopy, Immunohistochemistry and Antigen Retrieval Methods: For Light and Electr
on Microscopy, M.A. Hayat (Author), Kluwer Academic Publishers, 2002; Brown C.: 
"Antigen retrieval methods for immunohistochemistry", Toxicol Pathol 1998; 26(6)
: 830-1)、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法  (Laemmeli UK: "Cleavage of structural proteins du
ring the assembley of the head of a bacteriophage T4", Nature 1970;227: 680-685;
 Egger & Bienz, "Protein (western) blotting", Mol Biotechnol 1994; 1(3): 289-305
)、 ELISA (Onorato et al., "Immunohistochemical and ELISA assays for biomarkers o
f oxidative stress in aging and disease", Ann NY Acad Sci 1998 20; 854: 277-90)
、 抗 体  マ イ ク ロ ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (Huang, "detection of multiple protei
ns in an antibody-based protein microarray system, Immunol Methods 2001 1; 255 (
1-2): 1-13)お よ び 標 的 分 子 の イ メ ー ジ ン
グ (Thomas, Targeted Molecular Imaging in Oncology, Kim et al (Eds） ., Springer V
erlag, 2001） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 BMP2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル の 測 定 は 、 次 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 、
即 ち ： RT-PCR分 析 、 in-situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  ("Introduction to Fluorescence I
n Situ Hybridization: Principles and Clinical Applications", Andreeff & Pinkel (
Editors), John Wiley & Sons Inc., 1999)、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ お よ び ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ (Trayhurn, "Northern blotting", Proc Nutr Soc 1996; 55(1B): 
583-9; Shifman & Stein, "A reliable and sensitive method for non-radioactive Nor
thern blot analysis of nerve growth factor mRNA from brain tissues", Journal of 
Neuroscience Methods 1995; 59: 205-208） で あ る 。 こ の 診 断 法 は 、 と り わ け 脳 卒 中 を 経
験 し た こ と が 疑 わ れ る 患 者 を 診 断 す る た め に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 発 現 の 前 後 関 係 に お い て 、 「 異 常 （ abnormal） 」 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し
た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル に お い て 、 少 な く と も 10%の 差 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 腫 瘍 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る 方 法 ま た は プ ロ
セ ス を 提 供 し 、 該 方 法 ま た は プ ロ セ ス は 、 前 記 被 験 者 に BMP2Aの 生 物 活 性 を 変 調 す る 治 療
上 効 果 的 な 量 の 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 備 え る 。
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【 ０ １ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 を 治 療 す る 方 法 ま た は プ ロ セ ス を 提 供
し 、 該 方 法 ま た は プ ロ セ ス は 、 前 記 被 験 者 に BMP2Aの 生 物 活 性 を 阻 害 す る 治 療 上 効 果 的 な
量 の 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 備 え る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 医 薬 の 調 製 に お け る BMP2Aモ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 を 提 供 す る ； 該 医
薬 は 、 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 に 使 用 し え る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 付 加 的 な 態 様 は 、 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 し て い る siRNA分 子 〔 そ の 配 列
は 表 1(配 列 番 号 3～ 45)に 示 さ れ る 〕 、 又 は 前 記 siRNAを 具 備 し て い る ベ ク タ ー （ 好 ま し く
は 、 発 現 ベ ク タ ー ） を 提 供 す る 。 前 記 ベ ク タ ー は 、 薬 物 送 達 に 特 に 適 し て い る だ ろ う 。 通
常 は 、 siRNA分 子 お よ び ベ ク タ ー 運 搬 性 siRNA（ the vector borne siRNA） の 双 方 は 、 神 経
変 性 疾 患 お よ び ／ ま た は 神 経 毒 性 コ ン デ ィ シ ョ ン の 治 療 に お け る 治 療 剤 と し て 使 用 す る こ
と が で き る 。 siRNAsの 治 療 送 達 に 関 し て は 、 例 9を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 配 列 番 号 46～ 66に 記 載 さ れ る 配 列 又 は 少 な く と も 70%そ の 配 列 と
相 同 的 な 、 好 ま し く は 少 な く と も 80%そ の 配 列 と 相 同 的 な 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90%
ま た は 95%そ の 配 列 と 相 同 的 な 配 列 を 有 し て い る 連 続 的 な ア ミ ノ 酸 を 具 備 し て い る 実 質 的
に 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 お よ び 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 具 備 す る ベ ク タ ー （ 好
ま し く は 、 発 現 ベ ク タ ー ） を 提 供 す る 。 前 記 ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 治 療 ま た は タ ー ゲ テ ィ ン
グ を 目 的 と す る 特 定 タ イ プ の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 増 強 す る 能 力 に 関 す る BMP2Aの 使 用 に 関 す る 。 こ
の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 腫 瘍 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 を 、 前 記 被 験 者 に 治
療 的 に 効 果 的 な 量 の 化 学 物 質 を 投 与 す る こ と に よ っ て 治 療 す る 方 法 ま た は プ ロ セ ス を 提 供
す る ； こ こ で 前 記 化 学 物 質 は 、 BMP2A、 ま た は BMP2A cDNA、 ま た は 治 療 的 に 効 果 的 な 量 の
、 BMP2A cDNAま た は ポ リ ペ プ チ ド を 刺 激 す る 化 学 物 質 を 、 全 て を 別 々 に 又 は 組 合 せ て 具 備
す る 。 こ の 側 面 に お い て 、 さ ら に 本 発 明 は 、 腫 瘍 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 を 罹 患 し て い る 患 者
の 回 復 を 促 進 す る 又 は 増 強 さ せ る た め の 医 薬 の 調 製 の た め の 、 BMP2Aま た は BMP2A cDNAを
具 備 し て い る ベ ク タ ー の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 「 保 存 的 な 置 換 （ conservative substitution） 」 の 用 語 は 、 1ク ラ ス （ one class） の
ア ミ ノ 酸 の 、 同 じ ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 を 意 味 し 、 こ こ で ク ラ ス は 、 例 え ば 、 標 準
の Dayhoff頻 度 交 換 マ ト リ ッ ク ス ま た は BLOSUMマ ト リ ッ ク ス に よ っ て 規 定 さ れ る よ う な 、
共 通 の 物 理 化 学 的 な ア ミ ノ 酸 側 鎖 特 性 お よ び 天 然 で 見 つ か る 相 同 的 な タ ン パ ク 質 に お け る
高 い 置 換 頻 度 と に よ っ て 規 定 さ れ る 。 6つ の 一 般 的 な ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 側 鎖 は 、 以 下 に 分
類 さ れ る も の を 含 む 、 即 ち ： ク ラ ス I(Cys)； ク ラ ス II(Ser, Thr, Pro, Ala, Gly)； ク ラ
ス III(Asn, Asp, Gln, Glu)； ク ラ ス IV(His, Arg, Lys)； ク ラ ス V(Ile, Leu, Val, Met)
； お よ び ク ラ ス VI(Phe, Tyr, Trp） で あ る 。 例 え ば 、 Aspの 別 の ク ラ ス III残 基 （ 例 え ば 、
Asn, Gln, ま た は  Glu） で の 置 換 は 、 保 存 的 な 置 換 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 「 非 保 存 的 な 置 換 （ non-conservative substitution） 」 の 用 語 は 、 1ク ラ ス （ one clas
s） の ア ミ ノ 酸 の 、 別 の ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 で の 置 換 を 意 味 し ； 例 え ば 、 Ala（ ク ラ ス II残 基
） の 、 ク ラ ス III残 基 （ 例 え ば 、 Asp, Asn, Glu, ま た は  Gln） で の 置 換 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 「 化 学 的 に 修 飾 さ れ た （ Chemically modified） 」 は 、 本 発 明 の 産 物 を 意 味 す る 場 合 、
少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 天 然 の プ ロ セ ス （ 例 え ば 、 プ ロ セ シ ン グ ま た は 他 の 翻 訳
後 修 飾 ） に よ っ て 又 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 化 学 修 飾 技 術 に よ っ て 修 飾 さ れ る 産 物
（ ポ リ ペ プ チ ド ） を 意 味 す る 。 多 く の 既 知 の 修 飾 の 、 典 型 的 で あ る が 包 括 的 （ inclusive
） で は な い 例 に は 、 以 下 が 含 ま れ る 、 即 ち ： ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 ADP-リ ボ
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シ ル 化 、 糖 鎖 形 成 、 GPIア ン カ ー 形 成 、 脂 質 ま た は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 性 の 付 着 、 ア セ
チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 （ myristlyation） 、 ペ グ 化 （ pegylation） 、 プ レ ニ ル 化 、 リ ン
酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、 ま た は 任 意 の 類 似 す る プ ロ セ ス で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 「 削 除 （ deletion） 」 の 用 語 は 、 そ れ ぞ れ 1以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 が
天 然 の も の と 比 較 し て 非 存 在 （ absent） で あ る 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 分 子 の 何 れ
か の 配 列 に お け る 変 化 を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 「 挿 入 （ insertion） 」 ま た は 「 付 加 （ addition） 」 の 用 語 は 、 天 然 の 分 子 と 比 較 し て
、 そ れ ぞ れ 1以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の 付 加 を 生 じ る 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ア ミ ノ 酸 分 子 の 配 列 に お け る 変 化 を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 「 置 換 （ substitution） 」 の 用 語 は 、 1以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の 、 そ
れ ぞ れ 異 な る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 に よ る 交 換 （ replacement） を 意 味 す る 。 ア ミ
ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 前 記 置 換 は 、 保 存 的 ま た は 非 保 存 的 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 に 使 用 さ れ る 「 ホ モ ロ グ （ homolog） ／ ホ モ ロ ジ ー （ homology） 」 は 、 少 な く と
も 約  70%、 好 ま し く は 少 な く と も 約  75% ホ モ ロ ジ ー 、 有 利 に は 少 な く と も 約  80% ホ モ ロ
ジ ー 、 よ り 有 利 に は 少 な く と も 約  90% ホ モ ロ ジ ー 、 さ ら に よ り 有 利 に は 少 な く と も 約  95
%、 例 え ば 、 少 な く と も 約  97%、 約 98%、 約 99%ま た は 約 100% ホ モ ロ ジ ー 同 等 を 意 味 す る 。
ま た 、 本 発 明 は 、 次 の 事 項 を 包 含 す る 、 そ の 事 項 と は 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び
ポ リ ペ プ チ ド が 、 本 願 発 明 の 同 じ 様 式 （ fashion） 又 は 上 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ
リ ペ プ チ ド に 使 用 す る こ と が で き る こ と で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 配 列 に 関 し て 代 替 的 に 又 は 付 加 的 に 「 ホ モ ロ ジ ー 」 は 、 2つ の 配 列 の う ち 短 い ほ う の ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で 割 ら れ る 、 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基
の ポ ジ シ ョ ン の 数 を 意 味 す る こ と が で き る ； こ こ で 、 2つ の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 Wil
burお よ び Lipmanの ア ル ゴ リ ズ ム ((1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:726)に し た が
っ て 決 定 す る こ と が で き る ； 一 例 を 挙 げ る と 、 20ヌ ク レ オ チ ド の ウ ィ ン ド ウ サ イ ズ （ wind
ow size） 、 4ヌ ク レ オ チ ド の ワ ー ド 長 （ word length） 、 お よ び 4の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー
（ gap penalty） を 用 い た 配 列 デ ー タ の コ ン ピ ュ ー タ 補 助 的 な 分 析 お よ び 解 釈 （ ア ラ イ ン
メ ン ト を 含 む ） を 、 商 業 的 に 利 用 可 能 な プ ロ グ ラ ム (例 え ば 、 Intelligenetics T M  Suite, 
Intelligenetics Inc., CA） を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 RNA配 列 が DNA配 列 に 類 似 す
る と 又 は 特 定 の （ a degree of） 配 列 同 一 性 ま た は ホ モ ロ ジ ー を 有 す る と い え る 場 合 、 前
記 DNA配 列 に お け る チ ミ ジ ン (T)は 、 前 記 RNA配 列 に お け る ウ ラ シ ル (U)と 等 し い （ equal）
と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 の RNA配 列 は 、 DNA配 列 又 は そ の 相 補 物 （ complements） か
ら 、 前 記 DNA配 列 に お け る チ ミ ジ ン (T)を ウ ラ シ ル (U)で 置 換 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 付 加 的 に 又 は 代 替 的 に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 類 似 度 ま た は 相 同 性 を 、 一 例 を 挙 げ る と 、 Blas
tPプ ロ グ ラ ム (Altschul et al., Nucl. Acids Res. 25:3389-3402)お よ び NCBIで 利 用 可 能
な も の を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 次 の 文 献 は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基
の 相 対 的 な 同 一 性 ま た は 相 同 性 を 比 較 す る た め の ア ル ゴ リ ズ ム を 提 供 す る ； ま た 、 付 加 的
に 又 は 代 替 的 （ alternatively） に 、 前 述 の 事 項 に 関 連 し て 、 こ れ ら の 文 献 に お け る 教 示
は 、 パ ー セ ン ト ホ モ ロ ジ ー （ percent homology） を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
： （  Smith et al., (1981) Adv. Appl. Math. 2:482-489; Smith et al., (1983) Nucl.
 Acids Res. 11:2205-2220; Devereux et al., (1984) Nucl. Acids Res. 12:387-395; F
eng et al., (1987) J. Molec. Evol. 25:351-360; Higgins et al., (1989) CABIOS 5:1
51-153; and Thompson et al., (1994) Nucl. Acids Res. 22:4673-4680） 。 .
　 ア ポ ト ー シ ス 変 調 の 前 後 関 係 に お い て 「 変 調 （ modulates） 」 の 用 語 は 、 増 加 （ 促 進 、
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増 加 ） ま た は 減 少 （ 阻 止 、 阻 害 ） の 何 れ か を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 例 示 的 に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 使 用 さ れ る 専 門 用 語 （ terminology） は 、
限 定 す る も の で は な く 、 記 述 の 単 語 の 本 質 （ nature of words of description） で あ る こ
と を 意 図 し て い る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 明 ら か に 、 本 発 明 の 多 く の 修 飾 お よ び 変 形 （ variations） が 、 上 記 の 教 示 に 照 ら し て 可
能 で あ る 。 従 っ て 、 添 付 さ れ る 特 許 請 求 の 範 囲 の 請 求 項 の 範 囲 内 で 、 本 明 細 書 中 に 具 体 的
に 記 載 さ れ た 以 外 で も 本 発 明 を 実 施 し 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 出 願 の 全 体 に お い て 、 様 々 な 文 献 （ 米 国 特 許 を 含 む ） が 、 著 者 名 及 び 年 お よ び 番 号 で
表 示 し た 特 許 に よ り 参 照 さ れ る 。 こ れ ら 文 献 お よ び 特 許 お よ び 特 許 出 願 の 開 示 の 全 体 は 、
当 該 発 明 が 属 す る 技 術 の 状 況 を よ り 完 全 に 記 載 す る た め に 、 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る こ と
に よ っ て 本 出 願 に 援 用 さ れ る 。
【 例 】
【 ０ １ ２ ６ 】
　 更 に 労 作 （ elaboration） す る こ と な く 、 当 業 者 は 上 記 の 記 載 を 用 い て 本 発 明 を そ の 完
全 な 程 度 に ま で 利 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 以 下 の 好 適 で 具 体 的 な 態 様 は 、 単 な る 例
示 で あ る と 解 釈 さ れ 、 請 求 さ れ る 発 明 を い か よ う に も 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 具 体 的 に 記 載 さ れ な い 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 標 準 の 分 子 生 物 学 プ
ロ ト コ ー ル は 、 基 本 的 に は 次 の 文 献 、 す な わ ち 、  Sambrook et al., Molecular cloning:
 A laboratory manual, Cold Springs Harbor Laboratory, New-York (1989, 1992),お よ
び  Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, 
Baltimore, Maryland (1988)に 一 般 的 に し た が っ て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 中 に 具 体 的 に 記 載 さ れ な い 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 標 準 の 有 機 合 成 プ ロ
ト コ ー ル は 、 基 本 的 に は 次 の 文 献 、 す な わ ち 、  Organic syntheses: Vol.1- 79, editors
 vary, J. Wiley, New York, (1941 - 2003); Gewert et al., Organic synthesis workb
ook, Wiley-VCH, Weinheim (2000); Smith & March, Advanced Organic Chemistry, Wile
y-Interscience; 5th edition (2001)に 一 般 的 に し た が っ て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 具 体 的 に 記 載 さ れ な い 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 標 準 の 医 薬 品 化 学 法
は 、 基 本 的 に は 様 々 な 著 者 お よ び 編 者 に よ る シ リ ー ズ 「 Comprehensive Medicinal Chemis
try」 に 一 般 的 に し た が っ て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 [例 1]　
Be2C細 胞 に お け る 低 酸 素 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス に 重 要 な 遺 伝 子 と し て の 、 BMP2Aの 同 定
新 規 の 創 薬 へ の 第 一 段 階 と し て 、 神 経 毒 性 で ス ト レ ス 誘 発 性 の ア ポ ト ー シ ス に 関 与 す る 重
要 な 遺 伝 子 が 、 本 発 明 者 に よ る 直 接 的 な 機 能 的 選 択 （ 機 能 的 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ） に よ っ て
同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 機 能 的 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ト ー タ ル の 細 胞 性 cDNAを レ ト ロ
ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 作 出 さ れ た 。 係 る ラ イ ブ ラ リ ー の
ク ロ ー ン は 、 完 全 長 cDNAを セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス の 方 向 性 で 含 有 し え る 、 或 い は cDNA
断 片 は 、 ア ン チ セ ン ス RNAと し て 転 写 さ れ る 、 又 は ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 様 式 で 作 用 す る
こ と が で き る 短 い ポ リ ペ プ チ ド と し て 翻 訳 さ れ る 。 前 記 cDNAが ア ン チ セ ン ス 方 向 で 又 は 短
い ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ る 場 合 、 結 果 は 適 合 す る 内 在 性 の 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 の 阻
害 に 至 る だ ろ う 。 プ ラ ス ミ ド DNAプ ー ル は 、 細 菌 か ら 調 製 さ れ 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー を 選 ん
だ 哺 乳 類 の レ ト ロ ウ イ ル ス の パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 へ と 導 入 す る た め に 使 用 さ れ る 。 レ ス キ
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ュ ー さ れ た 組 換 え 型 レ ト ロ ウ イ ル ス 混 合 物 を 、 標 的 Be2Cヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 の ト ラ ン ス
ダ ク シ ョ ン に さ ら に 使 用 し た 。 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る cDNA断
片 は 、 特 定 の 内 在 性 の 遺 伝 子 の 発 現 を 又 は 係 る 遺 伝 子 に よ っ て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 機
能 を 、 潜 在 的 に 阻 害 ま た は 刺 激 し え る 。 Be2C細 胞 の プ ー ル を 、 G418選 択 に 供 試 し 、 次 に レ
チ ノ イ ン 酸 処 理 に よ っ て ニ ュ ー ロ ン 分 化 を 誘 導 し た 。 次 に 分 化 型 Be2C細 胞 を 、 ド ー パ ミ ン
お よ び ／ ま た は 低 酸 素 (酸 素 欠 乏 )お よ び ／ ま た は グ ル タ ミ ン 酸 で 、 90%ア ポ ト ー シ ス に 至
る 濃 度 で 処 理 し た 。 こ の よ う に 、 前 記 細 胞 は 特 定 の 選 択 プ ロ セ ス に 供 試 さ れ た ； 該 プ ロ セ
ス に お い て 、 幾 つ か の 遺 伝 子 の 活 性 が 、 前 記 細 胞 が 特 定 の 表 現 型 （ 例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス
表 現 型 ） を 示 す た め に 必 要 で あ り 、 特 定 の 誘 導 処 理 （ 例 え ば 、 ド ー パ ミ ン 処 理 ） 後 に 、 そ
れ を 実 験 的 に 追 跡 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 細 胞 死 ） 。 重 要 な 遺 伝 子 の 発 現 が 阻 害 さ れ
る 場 合 、 前 記 表 現 型 は そ の 細 胞 に 関 し て 示 さ れ な い （ ア ポ ト ー シ ス 表 現 型 に お い て 、 前 記
細 胞 は 死 細 胞 の バ ッ ク グ ラ ン ド で 生 存 し 、 こ こ で は 前 記 遺 伝 子 が 阻 害 さ れ て い な い ） 。 選
択 プ ロ セ ス は 、 ま さ に こ れ ら の タ イ プ の 細 胞 （ ラ イ ブ ラ リ cDNA発 現 に よ っ て 生 存 す る も の
） の 選 択 を 許 容 す る 。 こ れ の 次 に 、 生 存 し た 細 胞 に 認 め ら れ る 発 現 ベ ク タ ー 中 に 存 在 す る
cDNA断 片 の 、 RT-PCRお よ び シ ー ク エ ン シ ン グ 同 定 が 行 わ れ る 。 こ れ ら の cDNA断 片 の 同 一 性
は 、 阻 害 さ れ た 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 群 の 同 一 性 の 指 標 で あ っ た ； そ れ ゆ え 、 そ れ ら が ア ポ
ト ー シ ス 表 現 型 の 発 生 に 要 求 さ れ る 重 要 な 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ た 。 直 接 的 な 機 能 的 プ ロ
フ ァ イ リ ン グ 法 に お い て 、 こ れ ら の 同 定 さ れ た 断 片 は 更 な る 分 析 の た め の 候 補 者 と し て 使
用 さ れ た 。 こ の よ う な レ ス キ ュ ー す る cDNA断 片 の 1つ は 、 BMP2A　 cDNAに 属 し て お り 、 ア ン
チ セ ン ス 方 向 性 で 発 現 さ れ て い た 。 従 っ て 、 そ の 活 性 は 、 内 在 性 の BMP2A遺 伝 子 の 通 常 の
機 能 を 、 損 な わ せ た （ compromised） 又 は ブ ロ ッ ク さ せ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 [例 2]　
実 験 的 な バ リ デ ー シ ョ ン 結 果
BMP2Aが 神 経 毒 性 ス ト レ ス に 関 与 す る こ と に 関 す る バ リ デ ー シ ョ ン は 、 BMP2A siRNAを 用 い
て 行 わ れ た 。 siRNAを 利 用 す る こ と に よ っ て 、 特 定 の 所 望 の mRNAの レ ベ ル を 阻 害 ま た は 低
下 さ せ る こ と が で き る 。 Ｉ Ｄ 番 号 1を 有 す る 表 1の siRNA(以 下 を 参 照 さ れ た い )を 使 用 し て
、 BMP2Aの 内 在 性 mRNAレ ベ ル を 成 功 裏 に 低 下 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ヒ ト BMP2A遺 伝 子 発 現 に お け る siRNAの 効 果 　
効 果 は 、 Real-Time-PCRに よ っ て 測 定 さ れ た 。 サ イ ク ロ フ ィ リ ン Aの 発 現 は 、 参 照 （ コ ン ト
ロ ー ル ） 遺 伝 子 と し て 作 用 す る 。
【 表 Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 認 め ら れ る と お り 、 siBMP2-hA（ 図 3に 示 さ れ る BMP2A siRNAを 具 備 す る ベ ク タ ー ） は 、
ヒ ト BMP2Aの 発 現 を 60%に ま で 低 下 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に 関 す る BMP2A活 性 の 重 要 性 の 機 能 喪 失 バ リ デ ー シ ョ ン （ Loss-of-functio
n validation） 　
細 胞 の ド ー パ ミ ン で の 処 理 は 、 酸 化 的 ス ト レ ス の 発 生 （ 虚 血 も 伴 う 特 性 ） に 至 る 。 BMP2A
の 酸 化 的 ス ト レ ス 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス に お け る 関 与 を バ リ デ ー ト （ validate） す る た め に
、 BE2C細 胞 を BMP2A siRNAに 感 染 さ せ た （ レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は レ ン チ ウ イ ル ス に よ っ て
） 。 前 記 細 胞 を 、 次 に ド ー パ ミ ン ま た は 過 酸 化 水 素 で の 処 理 に さ ら に 供 試 し た 。 ス ト レ ス
条 件 は 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を （ し か し 、 こ の ア ポ ト ー シ ス は 、 有 意 に 、 非
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常 に 縮 小 さ れ て い た ） 及 び BMP2A siRNAを 含 有 す る 細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を 生 じ さ せ た （ 図 5
を 参 照 さ れ た い ） 。 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 お よ び BMP2A siRNAを 含 有 し て い る 細 胞 は 、 通 常 の
培 養 条 件 に お い て 同 等 に 生 存 可 能 で あ っ た 。 生 存 度 を 、 XTT分 析 に よ っ て 試 験 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 [例 3]　
BMP2A siRNAsの 調 製
独 自 の ア ル ゴ リ ズ ム お よ び 遺 伝 子 BMP2A(配 列 番 号 1)の 既 知 の 配 列 を 用 い て 、 潜 在 的 な siRN
Asの 配 列 を 発 生 さ せ た 。 上 記 の 仕 様 に よ る siRNA分 子 を 、 基 本 的 に 本 明 細 書 に 記 載 の 通 り
に 調 製 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の siRNAsは 、 リ ボ 核 酸 性 (ま た は デ オ キ シ リ ボ 核 酸 性 )の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合
成 に 関 す る 技 術 に お い て 周 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 商 業
的 に 利 用 可 能 な 機 械 (と り わ け 、 ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム か ら 利 用 可 能 で あ る )を 使 用 す
る こ と が で き る ； 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 配 列 に し た が っ て 調
製 さ れ る 。 化 学 的 に 合 成 さ れ た 断 片 の オ ー バ ー ラ ッ プ ペ ア （ Overlapping pairs） は 、 当
該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,121,426号 を 参 照 さ れ た い ） を 用
い て 連 結 す る こ と が で き る 。 前 記 の 鎖 （ strands） は 、 別 々 に 合 成 さ れ 、 そ し て 次 に チ ュ
ー ブ 中 で 互 い に ア ニ ー ル さ れ る 。 次 に 、 二 本 鎖 の siRNAsは 、 ア ニ ー ル し な か っ た （ 例 え ば
、 そ れ ら の 一 方 の 過 剰 の た め に ） 一 本 鎖 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら HPLCで 分 離 さ れ る 。 本
発 明 の siRNAsま た は siRNA断 片 に 関 連 し て 、 2以 上 の 係 る 配 列 を 、 本 発 明 に 使 用 す る た め に
、 合 成 し 、 共 に 連 結 （ linked） さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の siRNA分 子 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 処 置 （ 例 え ば 、  Usman et al., 19
87, J. Am. Chem. Soc., 109, 7845; Scaringe et al., 1990, Nucleic Acids Res., 18,
 5433;　  Wincott et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23, 2677-2684; and　 Wincott et
 al., 1997, Methods Mol. Bio., 74, 59、 に 記 載 の 処 置 ） に よ っ て 合 成 し え る 、 ま た 、
通 常 の 核 酸 の 保 護 お よ び カ ッ プ リ ン グ 基 （ 例 え ば 、 5’ 端 で の ジ メ ト キ シ ト リ チ ル お よ び 3
’ 端 で の ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト ） を 利 用 し 得 る 。 修 飾 さ れ た (例 え ば 、 2’ -O-メ チ ル 化 )ヌ ク レ
オ チ ド お よ び 無 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド が 、 所 望 に よ り 導 入 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 或 い は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 別 々 に 合 成 し 、 合 成 後 に 共 に 接 合 （ joined） さ せ る こ と
が で き る ； こ れ は 例 え ば 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て (Moore et al., 1992, Science 256, 
9923; Draper et al., International PCT publication No. WO93/23569; Shabarova et 
al., 1991, Nucleic Acids Research 19, 4247; Bellon et al., 1997, Nucleosides & N
ucleotides, 16, 951; Bellon et al., 1997, Bioconjugate Chem. 8, 204)、 又 は 合 成 お
よ び ／ ま た は 脱 保 護 に 続 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の siRNA分 子 は 、 米 国 特 許 出 願 公 開 番 号 US2004/0019001 (McSwiggen)に 記
載 の 通 り 、 タ ン デ ム 合 成 法 （ tandem synthesis methodology） を 介 し て 合 成 す る こ と が で
き る ； こ こ で 、 双 方 の siRNA鎖 は 、 別 々 の siRNA断 片 を 提 供 す る た め に 引 き 続 い て 切 断 さ れ
る 切 断 可 能 な リ ン カ ー に よ っ て 引 き 離 さ れ た 単 一 の 近 接 （ contiguous） す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 断 片 も し く は 鎖 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 siRNAデ ュ プ レ ッ ク ス の 精 製 を 許 容 す る 鎖
（ strands） と し て 合 成 さ れ る 。 前 記 リ ン カ ー は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー ま た は 非 ヌ
ク レ オ チ ド リ ン カ ー で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 更 な る 情 報 に 関 し て は 、 PCT公 開 番 号 WO2004/015107(ATUGEN)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ １ 】
上 記 の よ う に 、 表 1（ 下 記 ） の siRNAsは 、 交 互 の 糖 （ alternate sugars） が 2’ -O-メ チ ル
修 飾 を 有 す る よ う に 構 築 さ れ る （ 即 ち 、 交 互 の ヌ ク レ オ チ ド は こ の よ う に 修 飾 さ れ た ） 。
こ れ ら の 好 適 な 態 様 に お い て 、 siRNAの 一 方 の 鎖 に お い て 、 修 飾 型 ヌ ク レ オ チ ド は 番 号 1,3
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,5,7,9,11,13,15,17お よ び 19で あ っ た 、 逆 側 （ opposite） の 鎖 に お い て 、 修 飾 型 ヌ ク レ オ
チ ド は 番 号 2,4,6,8,10,12,14,16お よ び 18で あ っ た 。 従 っ て 、 こ れ ら の siRNAsは ブ ラ ン ト
エ ン ド の 19-mer RNA分 子 に 、 上 記 の よ う な 交 互 の 2-0’ -メ チ ル 修 飾 （ alternate 2-0’ -me
thyl modifications） を 伴 う も の で あ る 。
【 表 １ － １ 】
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【 表 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 1は 、 独 自 （ proprietary） の ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 発 生 さ せ た 19-mer siRNAsを 含 ん
で い る 。 こ れ ら の siRNAsの な か で 、 好 適 な 分 子 は 、 ID番 号 1,2,4,5,6,14,15,16,18,19,20,
21お よ び 22を 有 し て い る 。 一 態 様 に お い て 、 ID番 号 1お よ び 2の 分 子 は 、 非 常 に 好 適 で あ り
、 本 明 細 書 中 で 詳 細 に 説 明 さ れ る バ リ デ ー シ ョ ン 実 験 に お い て 使 用 さ れ た 。 上 記 の 表 1に
お い て 、 siRNAs　 1～ 22の セ ン ス 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 3～ 24を 有 し 、 siRNAs　 1～ 22の
ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 25～ 45を 有 す る こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 [例 4]　
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抗 BMP2A抗 体 の 調 製
BMP2Aに 結 合 す る 抗 体 は 、 免 疫 抗 原 と し て 、 イ ン タ ク ト （ intact） な ポ リ ペ プ チ ド 又 は よ
り 小 さ い ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て い る 断 片 を 用 い て 調 製 し 得 る 。 例 え ば 、 BMP2Aの Nも し く
は C末 端 ま た は 任 意 の 他 の 適 切 な ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と が 望 ま
し い 。 動 物 を 免 疫 す る た め に 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 翻 訳 さ れ た cDNAま た は 化 学 合 成
に 由 来 す る も の で あ っ て も よ い （ こ れ を 、 必 要 に 応 じ て 、 担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ
と が で き る ） 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に 化 学 的 に 連 結 さ れ る 通 常 に 使 用 さ れ る 担 体 に は
、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン (KLH)、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)
お よ び テ タ ヌ ス ト キ ソ イ ド が 含 ま れ る 。 結 合 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 に 動 物 を 免 疫 す る
た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 必 要 に 応 じ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 更 に 精 製 す る こ と が で き
る （ 例 え ば 、 前 記 抗 体 を 産 生 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 結 合 さ せ た マ ト リ ッ ク
ス へ と 結 合 さ せ て 、 そ し て 溶 出 さ せ る こ と に よ っ て ） 。 当 業 者 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 同 様 に
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 お よ び ／ ま た は 濃 縮 に 関 す る 免 疫 学 に お け る 通 常 の 様 々 な 技 術
を 知 っ て い る (Coligan et al, Unit 9, Current Protocols in Immunology, Wiley Inter
science, 1994)。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 全 て の タ イ プ の 抗 体 （ 断 片 を 含 む ） を 作 出 す る た め の 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既
知 で あ る （ 例 え ば  Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring H
arbor Laboratory, New York (1988)を 参 照 さ れ た い ） 。 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト に 免 疫 原 を
調 製 す る こ と に 必 要 な 全 て の 工 程 を 含 む 免 疫 化 の 方 法 、 抗 体 結 合 を 決 定 す る こ と 、 抗 体 の
単 離 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る 方 法 、 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト 化 は 、 全 て 当
業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 前 記 抗 体 は 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は ヒ ト 抗 体 で あ っ て も よ い 。 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い
て 既 知 の 様 々 な 技 術 を 用 い て ヒ ト 化 す る こ と が で き る 、 こ の 技 術 に は 、 CDR-移 植 (EP239,4
00: PCT 公 開 WO91/09967; 米 国 特 許 第 5,225,539;5,530,101; お よ び 5,585,089)、 ベ ニ ヤ
リ ン グ （ veneering） ま た は リ サ ー フ ェ ー シ ン グ （ resurfacing） (EP 592,106; EP 519,59
6; Padlan, Molecular Immunology 28(4/5):489-498 (1991); Studnicka et al., Protei
n Engineering 7(6):805-814 (1994); Roguska et al., PNAS 91:969-973 (1994))、 お よ
び チ ェ ー ン 　 シ ャ ッ フ リ ン グ （ chain shuffling） (米 国 特 許 第 5,565,332号 )が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 規 定 さ れ た よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 1種 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ラ
ッ ト 、 ヒ ト 、 な ど )か ら 由 来 す る 抗 体 、 同 様 に 2（ ま た は 、 そ れ 以 上 ） の 種 （ 例 え ば 、 キ メ
ラ お よ び ヒ ト 化 抗 体 ） か ら 由 来 す る 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 中 和 抗 体 （ Neutralizing antibodies） は 、 上 記 で 議 論 し た 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と
が で き る ； こ れ は お そ ら く 生 存 ア ッ セ イ な ど に よ り 中 和 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 付 加 的
な 工 程 を 伴 う 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 完 全 な ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 患 者 の 治 療 上 の 処 置 に 特 に 望 ま し い 。 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 配 列 に 由 来 す る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 含 む 、 当 該
技 術 分 野 に お い て 既 知 の 様 々 な 方 法 に よ っ て 作 出 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 4,444,88
7お よ び 4,716,111;お よ び PCT公 開 番 号 WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/1
6654, WO 96/34096, WO 96/33735, お よ び WO 91/10741;（ こ れ ら の 各 々 は 、 本 明 細 書 中 に
参 照 に よ っ て 援 用 さ れ る ） を も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 全 て の タ イ プ の 抗 体 に 関 す る 付 加 的 な 情 報 （ ヒ ト 化 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 お よ び 抗 体 断 片 を
含 む ） は 、 WO01/05998（ こ れ は 、 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ っ て 、 そ の 全 体 が 援 用 さ れ る ） に
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認 め ら れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 [例 5]　
ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
ポ リ ペ プ チ ド は 、 幾 つ か の 方 法 を 介 し て 産 生 し え る 、 例 え ば ：
　 1)合 成 的 :　
合 成 ポ リ ペ プ チ ド は 、 BMP2Aの 既 知 配 列 を 用 い て 、 商 業 的 に 利 用 可 能 な 機 械 を 用 い て 作 出
で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 2)組 換 え 法 :　
BMP2Aポ リ ペ プ チ ド を 作 出 す る 好 適 な 方 法 は 、 BMP2A遺 伝 子 の cDNAを 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン し 、 前 記 ベ ク タ ー を 保 持 し て い る 細 胞 を コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド が 発 現 さ れ る よ う に 培 養 し 、 そ し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と で あ り 、 全
て は 、 例 え ば 、 文 献 〔 Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and Cha
racterization. A laboratory course manual." CSHL Press (1996)〕 〔 加 え て 、  Bibl H
aematol. 1965;23:1165-74 Appl Microbiol. 1967 Jul;15(4):851-6; Can J Biochem. 19
68 May;46(5):441-4; Biochemistry. 1968 Jul;7(7):2574-80; Arch Biochem Biophys. 1
968 Sep 10;126(3):746-72; Biochem Biophys Res Commun. 1970 Feb 20;38(4):825-30）
.を 参 照 さ れ た い 〕 に 記 載 さ れ る よ う な 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 を 用 い て 実 施 さ
れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 異 種 性 物 質 （ heterologous material） の 転 写 を コ ン ト ロ ー ル す る た
め の プ ロ モ ー タ ー を 含 む こ と が で き る 、 選 択 的 な 転 写 を 許 容 す る た め の 構 成 的 な 又 は 誘 導
性 の プ ロ モ ー タ ー の 何 れ か で あ っ て も よ い 。 必 要 な 転 写 レ ベ ル を 得 る た め に 必 要 と さ れ る
エ ン ハ ン サ ー を 、 自 由 選 択 で 含 め る こ と が で き る 。 ま た 、 発 現 ビ ヒ ク ル （ expression veh
icle） は 、 選 択 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ベ ク タ ー は 、 当 該 技 術 に お い て 既 知 の 様 々 な 方 法 の 何 れ か に よ っ て 細 胞 ま た は 組 織 に 導
入 す る こ と が で き る 。 係 る 方 法 は 、 一 般 に 文 献 〔 Sambrook et al., Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory, New York (1989, 1992), in A
usubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Balt
imore, Maryland (1989), Vega et al., Gene Targeting, CRC Press, Ann Arbor, MI (1
995), Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Butterworth
s, Boston MA (1988) and Gilboa et al. (1986)〕 に 記 載 さ れ て い る 事 項 に 見 つ け る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 3)天 然 の 供 給 源 か ら の 精 製 :　
BMP2Aは 、 天 然 の 供 給 源 (例 え ば 、 組 織 )か ら 、 例 え ば :抗 BMP2A抗 体 で の 免 疫 沈 降 、 又 は BMP
2Aに 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 任 意 の 分 子 で の マ ト リ ッ ク ス 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー な ど の 、 当 該 技 術 に お け る 通 常 の 技 術 を 有 す る 当 業 者 に 知 ら れ る 多 く の 方 法
を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 精 製 は 、 例 え ば 、 文 献 〔  Marshak et al., "Strategies for Protein Purif
ication and Characterization. A laboratory course manual." CSHL Press (1996） 〕
に 記 載 の よ う な 、 当 該 技 術 で 知 ら れ た と お り に 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 [例 6]　
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製
対 象 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 商 業 的 に 利 用 可 能 な DNA合 成 機 お よ び 図 1に 記 載 の 配 列 (
配 列 番 号 1)又 は そ の 断 片 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た 断
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片 の オ ー バ ー ラ ッ プ ペ ア は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,12
1,426号 を 参 照 さ れ た い ） を 用 い て 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 図 1ま た は 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） を 単 離 す る 別 の 手 段 は 、
そ の 配 列 に 基 い て 、 天 然 ま た は 人 工 的 に 設 計 さ れ た DNA断 片 を 得 る こ と で あ る 。 こ の DNA断
片 は 、 適 切 な 標 識 化 シ ス テ ム の 手 段 に よ っ て 標 識 さ れ る 〔 こ の 手 段 は 、 当 該 技 術 に お け る
当 業 者 に 周 知 で あ り ； 例 え ば 、 Davis et al.(1986） を 参 照 さ れ た い 〕 。 前 記 断 片 を 、 次
に プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 、 lambdaフ ァ ー ジ cDNAラ イ ブ ラ リ ま た は プ ラ ス ミ ド cDNAラ イ ブ
ラ リ を 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い て ス ク リ ー ン す る ； 一 般 に , Sambrook et 
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
, New York (1989), in Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Jo
hn Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 cDNAプ ロ ー ブ に 関 連 す る ク ロ ー ン を 含 有 す る コ ロ ニ ー を 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、
そ れ ら の ク ロ ー ン は 、 既 知 の 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。 次 に 新 し く 精 製 さ れ た
ク ロ ー ン の 端 （ ends） を 、 完 全 長 配 列 を 同 定 す る た め に シ ー ク エ ン ス す る 。 完 全 長 ク ロ ー
ン の 完 全 な シ ー ク エ ン シ ン グ は 、 酵 素 消 化 ま た は プ ラ イ マ ー ウ ォ ー キ ン グ に よ っ て 実 施 さ
れ る 。 類 似 す る ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ク ロ ー ン 選 択 ア プ ロ ー チ を 、 ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ
か ら の ク ロ ー ン に 適 用 す る こ と が で き る 。 全 体 の 天 然 の cDNAま た は 遺 伝 子 配 列 （ そ の 任 意
の 対 立 形 質 バ リ エ ー シ ョ ン を 含 む ） は 、 全 て 図 1ま た は 3の 同 定 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
関 し て 上 記 で 議 論 し た の と 同 じ 有 用 性 を 有 し て い る だ ろ う 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 図 1、 3も し く は 4の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ の 断 片 、 又 は 表 1の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 と り わ け （ inter alia） 診 断 的 な 作 業 の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
そ れ ら を 使 用 し て 、 特 定 の 細 胞 の 診 断 を す る こ と が で き る 。 該 細 胞 は 、 脳 卒 中 、 神 経 毒 性
ス ト レ ス ま た は TBIを 経 験 し 、 こ れ に よ っ て 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 過 剰 発 現 さ れ 、
そ れ ゆ え に 高 い レ ベ ル の mRNA遺 伝 子 転 写 物 が 存 在 す る 。 加 え て 、 そ れ を 使 用 し て 、 特 定 の
細 胞 の 診 断 を す る こ と が で き る 、 該 細 胞 は 、 癌 性 の 形 質 転 換 を 経 験 し 、 上 述 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ が 過 剰 発 現 さ れ て い る で あ ろ う 細 胞 で あ る （ そ し て 、 そ の レ ベ ル を 、 診 断 の 目 的 に 関
し て 正 常 被 験 者 に お け る レ ベ ル と 比 較 す る こ と が で き る ） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 [例 7]　
薬 理 学 お よ び 薬 物 送 達 （ drug delivery）
本 発 明 の 化 合 物 ま た は 薬 学 的 組 成 物 は 、 優 良 医 療 規 範 （ good medical practice） に 準 拠
し 、 個 々 の 患 者 の 臨 床 状 態 、 治 療 さ れ る 疾 患 、 投 与 の 部 位 お よ び 方 法 、 投 与 の ス ケ ジ ュ ー
リ ン グ 、 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 、 お よ び 医 療 従 事 者 に 知 ら れ る 他 の 因 子 を 考 慮 し て 、 投
与 お よ び 用 量 設 定 （ dosed） さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 願 の 目 的 に 関 し て 、 薬 剤 的 に 「 効 果 的 な 量 （ effective amount） 」 は 、 当 該 技 術 分 野
に お い て 既 知 の 考 慮 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 前 記 量 は 、 改 善 （ improvement） を 達 成 す る た
め に 効 果 的 で な け れ ば な ら な い ； 該 改 善 に は 、 生 存 率 の 改 善 、 よ り 急 速 な 回 復 、 又 は 症 状
（ symptoms） お よ び 当 業 者 に よ っ て 適 切 な 測 定 対 象 と し て 選 択 さ れ る よ う な 他 の 指 標 （ in
dicators） の 改 善 も し く は 除 去 （ elimination） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 治 療 は 、 一 般 的 に 範 囲 （ a length） を 有 し て お り 、 こ の 範 囲 は 、 疾 患 経 過 （ disease pr
ocess） 及 び 薬 物 有 効 性 及 び 治 療 さ れ る 患 者 種 （ patient species） の 範 囲 に 比 例 （ propor
tional） す る 。 ヒ ト は 、 本 明 細 書 中 に 例 示 さ れ る マ ウ ス ま た は 他 の 実 験 動 物 よ り も 一 般 的
に 長 く 治 療 さ れ る こ と が 注 意 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 任 意 の 従 来 の 投 与 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 前 記 化 合 物
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は 、 化 合 物 と し て 又 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と し て 投 与 で き る こ と 及 び 単 独 で 又 は 薬 学 的
に 許 容 さ れ る 担 体 、 溶 媒 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び ビ ヒ ク ル と 組 合 せ た 活
性 成 分 と し て 投 与 で き る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 化 合 物 は 、 経 口 、 皮 下 、 又 は 非 経 口 で
投 与 さ れ 、 こ れ に は 静 脈 内 、 動 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 お よ び 鼻 腔 内 投 与 、 同 様 に ク モ 膜
下 腔 内 （ intrathecal） お よ び 輸 液 技 術 が 含 ま れ る 。 化 合 物 の イ ン プ ラ ン ト （ Implants）
も 、 有 用 で あ る 。 液 剤 （ Liquid forms） は 注 射 の た め に 調 製 さ れ て も よ く 、 こ の 用 語 は 、
皮 下 、 経 皮 （ transdermal） 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 ク モ 膜 下 腔 内 、 お よ び 他 の 非 経 口 投 与 経
路 を 含 む 。 前 記 液 体 組 成 物 は 、 水 性 の 溶 液 を 含 み 、 こ れ は 有 機 共 溶 媒 （ organic cosolven
ts） 、 水 性 ま た は 油 性 の 懸 濁 物 、 食 用 油 と の エ マ ル ジ ョ ン 、 同 様 に 類 似 す る 薬 学 的 ビ ヒ ク
ル を 有 す る 及 び 有 さ な い 。 加 え て 、 特 定 の 環 境 下 に お い て 、 本 発 明 の 新 規 治 療 に 使 用 す る
た め の 組 成 物 は 、 鼻 内 な ど の 投 与 の た め に 、 エ ア ロ ゾ ル と し て 処 方 し 得 る 。 治 療 さ れ る 患
者 は 、 温 血 動 物 で あ り 、 特 に ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 で あ る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 溶 媒 、
希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び ビ ヒ ク ル 、 同 様 に イ ン プ ラ ン ト 担 体 は 、 一 般 的 に
不 活 性 、 非 毒 性 の 固 体 ま た は 液 体 の フ ィ ラ ー （ fillers） 、 希 釈 剤 、 ま た は 封 入 物 質 （ enc
apsulating material） を 意 味 し て お り 、 本 発 明 の 活 性 な 成 分 と 反 応 し な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 を 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 、 そ れ は 一 般 的 に 単 位 用 量 （ a unit dosage
） の 注 射 可 能 な 形 態 （ 溶 液 、 懸 濁 物 、 エ マ ル ジ ョ ン ） に 処 方 さ れ る 。 注 射 に 適 切 な 薬 学 的
製 剤 （ pharmaceutical formulations） に は 、 無 菌 の 水 性 溶 剤 ま た は 無 菌 の 注 射 可 能 な 溶
剤 も し く は 分 散 剤 中 に 再 構 成 す る た め の 無 菌 の 粉 剤 が 含 ま れ る 。 前 記 担 体 は 、 溶 媒 ま た は
分 散 媒 体 （ dispersing medium） で あ っ て も よ く 、 こ れ は 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ
オ ー ル (例 え ば 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど )
、 適 切 な そ の 混 合 物 、 お よ び 野 菜 オ イ ル な ど を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 適 切 な 流 動 性 (fluidity)を 、 例 え ば 、 レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ の 使 用 に よ っ て 、 分
散 剤 の ケ ー ス に お い て 要 求 さ れ る 粒 子 サ イ ズ の 維 持 に よ っ て 、 及 び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ
っ て 、 維 持 す る こ と が で き る 。 非 水 系 の ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 綿 実 オ イ ル 、 ゴ マ オ イ ル 、 オ リ
ー ブ オ イ ル 、 ダ イ ズ オ イ ル 、 コ ー ン オ イ ル 、 ヒ マ ワ リ オ イ ル 、 ま た は ピ ー ナ ッ ツ オ イ ル 、
お よ び エ ス テ ル 、 例 え ば イ ソ プ ロ ピ ル ミ リ ス チ ン 酸 エ ス テ ル を 、 化 合 物 組 成 物 の た め の 溶
媒 系 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 前 記 組 成 物 の 安 定 性 、 無 菌 性 （ sterility）
、 お よ び 等 張 性 を 増 強 す る 様 々 な 添 加 物 （ 抗 菌 性 保 存 剤 、 抗 酸 化 剤 、 キ レ ー ト 剤 、 お よ び
緩 衝 剤 が 含 ま れ る ） を 、 添 加 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 活 動 の 阻 止 は 、 様 々 な 抗 細 菌 性
お よ び 抗 真 菌 性 の 薬 剤 （ 例 え ば 、 パ ラ ベ ン （ parabens） 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル
、 ソ ル ビ ン 酸 な ど ） に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 等 張 性 剤 （ isotonic a
gents） 、 例 え ば 、 糖 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む こ と が 望 ま し い 。 注 射 可 能 剤 の 長 期 吸 収 は
、 吸 収 を 遅 延 さ せ る 薬 剤 （ 例 え ば 、 ア ル ミ ニ ウ ム 　 モ ノ ス テ ア レ ー ト お よ び ゼ ラ チ ン ） の
使 用 に よ っ て 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 に よ る と 、 使 用 さ れ た 任 意
の ビ ヒ ク ル 、 希 釈 剤 、 ま た は 添 加 物 は 、 前 記 化 合 物 と 適 合 性 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 無 菌 の 注 射 可 能 溶 液 は 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 利 用 さ れ る 化 合 物 を 、 所 望 に よ り 様 々 な
他 の 成 分 を 有 す る 要 求 量 の 適 切 な 溶 媒 に 導 入 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 製 剤 は 、 任 意 の 適 合 性 の 担 体 、 例 え ば 、 様 々 な ビ ヒ ク ル 、 ア ジ ュ バ ン ト
、 添 加 物 、 お よ び 希 釈 剤 を 含 有 し て い る 注 射 可 能 製 剤 中 で 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る ；
或 い は 、 本 発 明 に 利 用 さ れ る 化 合 物 は 、 遅 延 放 出 性 （ slow release） の 皮 下 イ ン プ ラ ン ト
ま た は 標 的 設 定 さ れ た （ targeted） 送 達 シ ス テ ム 、 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ベ ク タ
ー 性 送 達 （ vectored delivery） 、 イ オ ン 泳 動 （ iontophoretic） 、 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス
、 リ ポ ソ ー ム 、 お よ び ミ ク ロ ス フ ェ ア （ microspheres） の 形 態 で 患 者 に 非 経 口 的 に 投 与 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 に 有 用 な 送 達 シ ス テ ム の 例 に は 、 米 国 特 許 第 5,225,182; 5,169,3
83; 5,167,616; 4,959,217; 4,925,678; 4,487,603; 4,486,194; 4,447,233; 4,447,224;
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 4,439,196;お よ び 4,475,196が 含 ま れ る 。 多 く の 他 の 係 る イ ン プ ラ ン ト 、 送 達 シ ス テ ム 、
お よ び モ ジ ュ ー ル は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 に 利 用 さ れ る 化 合 物 の 薬 学 的 製 剤 は 、 患 者 に 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 従
来 の 方 法 、 例 え ば 、 錠 剤 、 懸 濁 剤 、 液 剤 、 エ マ ル ジ ョ ン 剤 、 カ プ セ ル 、 粉 剤 、 シ ロ ッ プ な
ど に お い て 前 記 化 合 物 を 投 与 す る こ と は 、 利 用 可 能 （ usable） で あ る 。 そ れ を 経 口 的 に 又
は 静 脈 的 に 送 達 し 、 生 物 活 性 を 保 持 す る 既 知 の 技 術 が 、 好 適 で あ る 。 一 態 様 に お い て 、 本
発 明 の 化 合 物 は 、 血 液 レ ベ ル を 適 切 な レ ベ ル へ 変 化 さ せ る た め に 、 静 脈 注 射 に よ っ て 最 初
に 投 与 す る こ と が で き る 。 患 者 の レ ベ ル は 次 に 経 口 剤 形 （ oral dosage form） に よ り 維 持
さ れ る が 、 投 与 の 他 の 形 態 を 患 者 の 状 態 に 応 じ て 上 記 で 指 摘 し た と お り に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 通 常 は 、 ヒ ト に 対 す る 化 合 物 の 作 用 用 量 （ active dose） は 、 1ng/kg～ 約 20～ 100mg/kg
体 重 ／ 日 、 好 ま し く は 約 0.01 mg～ 約 2～ 10mg/kg体 重 ／ 日 の 範 囲 で 、 １ 用 量 ／ 日 又 は ２ 若
し く は ３ 若 し く は そ れ 以 上 の 回 数 ／ 日 の 措 置 で 、 1～ 2週 以 上 、 好 ま し く は 24～ 48hrsの 期
間 で あ る 、 或 い は 1～ 2週 以 上 の 期 間 の 連 続 的 な 輸 液 に よ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 の 最 も 適 切 な 投 与 が 、 治 療 さ れ る 損 傷 ま た は 疾 患 の タ イ プ に 依 存
す る こ と が 理 解 さ れ る 。 従 っ て 、 急 性 期 イ ベ ン ト （ acute event） の 治 療 に は 、 損 傷 の 誘
発 後 に 比 較 的 迅 速 な 活 性 組 成 物 の 全 身 投 与 が 必 要 で あ ろ う 。 他 方 で 、 慢 性 の 変 性 性 ダ メ ー
ジ （ degenerative damage） の 治 療 （ 縮 小 ） は 、 持 続 性 の 投 与 措 置 を 必 要 と す る だ ろ う 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー の 脳 へ の 送 達 　
化 合 物 (核 酸 ま た は siRNAを 含 む 化 合 物 を 含 む )の 脳 へ の 送 達 は 、 幾 つ か の 方 法 に よ っ て 達
成 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ は 例 え ば 、 と り わ け 、 神 経 外 科 的 イ ン プ ラ ン ト 、 血 液 脳 関
門 破 壊 、 脂 質 媒 介 性 輸 送 、 担 体 媒 介 性 の 流 入 ま た は 流 出 、 血 漿 タ ン パ ク 質 -媒 介 性 の 輸 送
、 レ セ プ タ ー 媒 介 性 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス 、 吸 収 媒 介 性 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス 、 血 液
脳 関 門 で の ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド 輸 送 、 お よ び 薬 物 タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め の 遺 伝 的 に 操 作 さ れ
た 「 ト ロ イ の 木 馬 （ Trojan horses） 」 で あ る 。 上 記 方 法 は 、 文 献 〔  "Brain Drug Target
ing: the future of brain drug development", W.M. Pardridge, Cambridge University
 Press, Cambridge, UK (2001） 〕 に 記 載 さ れ て い る と お り に 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 [例 8]　
ア ン チ セ ン ス 断 片 の 治 療 的 な 送 達
本 発 明 の 実 施 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 断 片 を 使 用 し て も よ い 。 ア ン チ セ ン ス 断 片 の 長 さ は
、 好 ま し く は 約 9～ 約 4,000ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 約 20～ 約 2,000ヌ ク レ オ チ ド 、
最 も 好 ま し く は 約 50～ 約 500ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 効 果 的 で あ る た め に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 断 片 は 、 細 胞 膜 を 横 切 っ て 往 来 し な け れ ば
な ら な い 。 一 般 的 に 、 ア ン チ セ ン ス 断 片 は 、 明 ら か に 特 定 の レ セ プ タ ー を 介 し た 取 込 み に
よ る 、 細 胞 膜 を 横 切 る 能 力 を 有 す る 。 ア ン チ セ ン ス 断 片 は 一 本 鎖 分 子 （ single-stranded 
molecules） な の で 、 そ れ ら は あ る 程 度 ま で 疎 水 性 で あ り 、 こ れ に よ っ て 膜 を 通 じ た 受 動
的 拡 散 が 増 強 さ れ る 。 修 飾 を ア ン チ セ ン ス 断 片 に 導 入 し て 、 膜 を 横 切 る そ の 能 力 を 改 善 し
得 る 。 一 例 を 挙 げ る と 、 前 記 AS分 子 は 、 部 分 的 に 不 飽 和 の 脂 肪 族 炭 化 水 素 鎖 お よ び １ 以 上
の 極 性 ま た は 荷 電 基 （ 例 え ば 、 カ ル ボ ン 酸 基 、 エ ス テ ル 基 、 お よ び ア ル コ ー ル 基 ） を 含 む
基 に 連 結 さ れ て も よ い 。 代 わ り に 、 AS断 片 は ペ プ チ ド 構 造 に 連 結 さ れ て も よ く 、 こ れ は 好
ま し く は 膜 向 性 ペ プ チ ド （ membranotropic peptides） で あ る 。 係 る 修 飾 AS断 片 は 、 膜 を
よ り 容 易 に 貫 通 す る ； こ の 事 項 は そ れ ら の 機 能 に 重 要 な も の で あ り 、 結 果 的 に そ れ ら の 活
性 を 有 意 に 増 強 し 得 る 。 パ ル ミ チ ル 連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Gerster等 〔 Gerster et 
al (1998): Quantitative analysis of modified antisense oligonucleotides in biolo

10

20

30

40

50

(30) JP 2007-517498 A 2007.7.5



gical fluids using cationic nanoparticles for solid-phase extraction. Anal Bioch
em. 1998 Sep 10;262(2):177-84〕 に よ っ て 記 載 さ れ た 。 ゲ ラ ニ オ ー ル 連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 Shoji等 〔 Shoji et al (1998): Enhancement of anti-herpetic activity of 
antisense phosphorothioate oligonucleotides 5' end modified with geraniol. J Dru
g Target. 1998;5(4):261-73〕 に よ っ て 記 載 さ れ た 。  ペ プ チ ド に 連 結 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド （ 例 え ば 、 膜 向 性 ペ プ チ ド ） 、 及 び そ れ ら の 調 製 は 、 Soukchareun等 〔 Soukchare
un et al (1998): Use of Nalpha-Fmoc-cysteine(S-thiobutyl) derivatized oligodeoxy
nucleotides for the preparation of oligodeoxynucleotide-peptide hybrid molecules
. Bioconjug Chem. 1998 Jul-Aug;9(4):466-75に よ っ て 記 載 さ れ た 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 の
又 は 特 定 の 細 胞 に 対 し て 前 記 分 子 を 標 的 と し 、 前 記 細 胞 に よ る 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
取 込 み を 増 強 す る 他 の 薬 剤 の 修 飾 は 、 Wang (1998） に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 に 薬 学 的 組 成 物 の 形 態 で 提 供 さ れ る
。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 と り わ け 、 注 射 、 局 所 投 与 、 経 口 摂 取 に よ る 使 用 に 関 す る も の で あ
る （ 更 な る 情 報 に 関 し て は 例 ７ を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス RNAの 作 用 機 構 お よ び ア ン チ セ ン ス ツ ー ル （ antisense tools） の 使 用 に お
け る 技 術 の 現 状 は 、 Kumar等 〔 Kumar et al (1998): Antisense RNA: function and fate 
of duplex RNA in cells of higher eukaryotes. Microbiol Mol Biol Rev. 1998 Dec;62
(4):1415-34〕 が 論 評 し て い る 。 こ の 急 速 に 発 展 し て い る 技 術 に お い て 議 論 が な さ れ て お
り 、 そ れ に は 化 学 的 な (Crooke, 1995: Progress in antisense therapeutics. Hematol P
athol. 1995;9(2):59-72. ; Uhlmann et al, 1990 )、 細 胞 の (Wagner, 1994: Gene inhib
ition using antisense oligodeoxynucleotides. Nature. 1994 Nov 24;372(6504):333-5
.)お よ び 治 療 上 の (Hanania, et al, 1995: Recent advances in the application of gen
e therapy to human disease. Am J Med. 1995 Nov;99(5):537-52.; Scanlon, et al, 19
95: Oligonucleotide-mediated modulation of mammalian gene expression. FASEB J. 1
995 Oct;9(13):1288-96. ; Gewirtz, 1993: Oligodeoxynucleotide-based therapeutics 
for human leukemias. Stem Cells. 1993 Oct;11 Suppl 3:96-103)側 面 に お け る も の が 存
在 す る 。 BMPレ セ プ タ ー 合 成 の 阻 害 に お け る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 は 、 Y
eh等 〔 Yeh et al (1998): Inhibition of BMP receptor synthesis by antisense oligon
ucleotides attenuates OP-1 action in primary cultures of fetal rat calvaria cell
s. J Bone Miner Res. 1998 Dec;13(12):1870-9〕 に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 電 位 依 存 性
カ リ ウ ム チ ャ ン ネ ル 遺 伝 子 Kv1.4の 合 成 を 阻 害 す る た め の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 使 用 は 、 Meiriら 〔 Meiri et al (1998) Memory and long-term potentiation (LTP) 
dissociated: normal spatial memory despite CA1 LTP elimination with Kv1.4 antise
nse. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Dec 8;95(25):15037-42〕 に よ っ て 記 載 さ れ て い
る 。 Bcl-xの 合 成 を 阻 害 す る た め の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 使 用 は 、 Kondoら 〔 Ko
ndo et al (1998): Antisense telomerase treatment: induction of two distinct path
ways, apoptosis and differentiation. FASEB J. 1998 Jul;12(10):801-11〕 に よ っ て 記
載 さ れ て い る 。 ア ン チ セ ン ス 薬 物 の 治 療 上 の 使 用 は 、 Stixら 〔 Stix (1998): Shutting do
wn a gene. Antisense drug wins approval. Sci Am. 1998 Nov;279(5):46, 50; Flanaga
n (1998) Antisense comes of age. Cancer Metastasis Rev. 1998 Jun;17(2):169-76; G
uinot et al (1998) Antisense oligonucleotides: a new therapeutic approach Pathol
 Biol (Paris） . 1998 May;46(5):347-54〕 、 お よ び そ の 文 献 中 の 引 用 に お い て 議 論 さ れ
て い る 。 相 対 的 に 短 い 時 間 内 で 豊 富 な 情 報 （ ample information） が 、 培 養 さ れ た 初 代 細
胞 お よ び 細 胞 株 に お け る ASヌ ク レ オ チ ド 配 列 の イ ン ビ ト
ロ 使 用 、 同 様 に 、 係 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 、 一 過 性 の 様 式 で 特 定 の プ ロ セ ス を 抑 制 す る こ
と 及 び 身 体 機 能 を 変 化 さ せ る こ と に 対 す る イ ン ビ ボ 投 与 に 関 し て 蓄 積 さ れ て い る 。 更 に 、
動 物 モ デ ル に お け る 及 び ヒ ト 有 効 性 を 予 測 す る た め の ヒ ト 臨 床 試 験 に お け る 十 分 な 経 験 が
、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ の 結 果 か ら 現 在 利 用 可 能 で あ る 。
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【 ０ １ ７ ６ 】
　 新 規 の BMP2Aア ン チ セ ン ス 断 片 （ こ れ は 、 薬 学 的 組 成 物 に お い て 活 性 成 分 と し て 使 用 し
得 る ） お よ び 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 表 2に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。 一 態 様 に お い て 、 ID No1(配
列 番 号 46)の ア ン チ セ ン ス 断 片 が 好 適 で あ る ； も と よ り 本 ア ン チ セ ン ス 断 片 が 使 用 さ れ て
、 遺 伝 子 BMP2Aが 神 経 毒 性 誘 発 性 ア ポ ト ー シ ス （ neurotoxic-induced apoptosis） に 関 与
し て い る と 同 定 さ れ た 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ７ 】
　 [例 9]　
siRNAの 治 療 上 の 送 達
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siRNAの 哺 乳 類 細 胞 へ の 増 強 お よ び 改 善 さ れ た 送 達 を 特 異 的 に 目 的 と し た 送 達 シ ス テ ム が
、 開 発 さ れ て い る 。 Shenら (FEBS letters 539:111-114 (2003))は ア デ ノ ウ イ ル ス に 基 づ
く ベ ク タ ー を 記 載 し て お り 、 こ れ は siRNAsを 哺 乳 類 細 胞 に 効 率 的 に 送 達 す る 。 ウ イ ル ス に
基 づ く siRNA送 達 シ ス テ ム に お け る 更 な る 詳 細 は 、 Xiaら 〔 Xia et al., Nature Biotechno
logy 20: 1006-1010 (2002); and Reich et al., Molecular Vision 9: 210-216 (2003）
〕 中 に 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Sorensenら （ J.Mol.Biol. 327: 761-766 (2003)) は 、 成 体 マ ウ ス へ の siRNAsの 全 身 送
達 の た め の 注 射 に 基 づ く シ ス テ ム を 考 案 し た 、 こ れ は リ ポ ソ ー ム に 基 づ く 静 脈 注 射 お よ び
／ ま た は 腹 腔 内 注 射 に よ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 急 速 な 尾 静 脈 注 射 に よ る 、 siRNAの マ ウ ス へ の 効 率 的 な 送 達 の た め の シ ス テ ム も 、 開 発
さ れ て い る （ Lewis et al., nature genetics 32: 107-108 (2002)） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 更 に 、 ペ プ チ ド に 基 づ く 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム MPG（ 以 前 、 DNAタ ー ゲ テ ィ ン グ に 使 用 さ れ
た ） は 、 siRNAsに 効 果 的 で あ る よ う に 修 飾 さ れ た 〔 Simeoni et al., Nuclaic Acids Rese
arch 31, 11: 2717-2724 (2003)〕 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 siRNAsの 送 達 の た め の 付 加 的 な 方 法 は 、 AS断 片 の 送 達 の 見 出 し で 例 ８ に 記 載 に 記 載 さ れ
て い る 。 siRNAsを 含 む 薬 剤 の 用 量 お よ び 処 方 は 、 例 ７ で 議 論 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 [例 10]　
実 験 モ デ ル
Ｃ Ｎ Ｓ 損 傷 　 ― 　 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー の 、 CNS損 傷 を 治 療 す る た め の 使 用 の 可 能 性 が 、 動 物
モ デ ル で 評 価 さ れ る 。 前 記 モ デ ル は 、 様 々 な レ ベ ル の 複 雑 性 を 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 を イ ン
ヒ ビ タ ー 処 理 動 物 に 対 し て 比 較 す る こ と に よ っ て 示 し て い る 。 係 る 治 療 の 有 効 性 は 、 臨 床
予 後 、 神 経 欠 陥 （ neurological deficit） 、 用 量 応 答 性 （ dose-response） お よ び 治 療 濃
度 域 （ therapeutic window） に 関 し て 評 価 さ れ る 。 検 査 動 物 は 、 BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー で 静
脈 内 ま た は 皮 下 ま た は 経 口 的 （ per os） に 治 療 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル 動 物 は 、 緩 衝 剤 ま た
は 薬 学 的 ビ ヒ ク ル の み で 処 理 さ れ る 。 使 用 す る モ デ ル は 、 以 下 か ら 選 択 さ れ て も よ い 、 即
ち ：
　 1.閉 鎖 頭 部 損 傷 (CHI； Closed Head Injury)　 ― 　 実 験 的 な TBIは 、 神 経 学 的 お よ び 神 経
代 謝 的 （ neurometabolic） な カ ス ケ ー ド に 寄 与 す る 一 連 の イ ベ ン ト を 生 じ る 、 こ れ は 行 動
的 欠 陥 （ behavioral deficits） の 程 度 （ degree） お よ び 限 度 （ extent） に 関 連 す る 。 CHI
を 麻 酔 下 で 誘 発 さ せ る 、 中 央 管 状 平 面 （ midcoronal plane） に お い て 左 半 球 を 覆 っ て い る
暴 露 さ せ た 頭 蓋 に 対 し て 、 ウ エ イ ト を 既 定 の 高 さ か ら 自 由 落 下 さ せ る 〔 Chen et al, J. N
eurotrauma 13, 557, 1996〕 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 2.一 過 性 の 中 大 脳 動 脈 閉 塞 (MCAO； middle cerebral artery occlusion)　 ― 　 90～ 120
分 間 の 一 過 性 の 限 局 的 な 虚 血 が 成 体 雄 性 Sprague Dawleyラ ッ ト （ 300-370gr） で 実 施 さ れ
る 。 実 施 さ れ る 方 法 は 、 腔 内 縫 合 （ intraluminal suture MCAO） で あ る 〔 Longa et al., 
Stroke, 30, 84, 1989, and Dogan et al., J. Neurochem. 72, 765, 1999〕 。 要 約 す る
と 、 ハ ロ タ ン 麻 酔 下 で 、 ポ リ -L-リ ジ ン で コ ー ト さ れ た 3-0-ナ イ ロ ン 縫 合 物 質 が 、 右 の 内
頚 動 脈 (ICA； internal carotid artery)へ 外 頚 動 脈 （ external carotid artery） 中 の 孔
を 通 し て 挿 入 さ れ る 。 前 記 ナ イ ロ ン 糸 は 、 右 の MCA起 点 に 対 す る ICAへ と 推 し 進 め ら れ る (2
0～ 23mm） 。 90～ 120分 間 後 、 前 記 糸 を 引 張 り 、 前 記 動 物 を 閉 鎖 し 、 そ し て 回 復 さ せ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 3.永 続 的 な 中 大 脳 動 脈 閉 塞 (MCAO)　 ― 　 閉 塞 は 永 続 的 で あ り 、 一 側 性 （ unilateral） で
あ り 　 ― 　 MCAの 電 気 凝 固 法 に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 両 方 の 方 法 に よ っ て 、 脳 皮 質 の 同 側 （ i
psilateral side） の 限 局 的 な 脳 虚 血 に 至 り 、 反 対 側 は 無 傷 で 残 存 す る （ コ ン ト ロ ー ル ）
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。 左 の MCAは 、 一 時 的 な 頭 蓋 骨 切 除 （ craniectomy） を 介 し て 暴 露 さ れ る 〔 Tamura A.et al
., J Cereb Blood Flow Metab. 1981;1:53-60に よ っ て ラ ッ ト に 関 し て 記 載 さ れ た と お り
〕 。 MCA及 び そ の レ ン ズ 核 線 状 体 分 岐 （ lenticulostriatal branch） は 、 嗅 索 の 内 側 縁 （ m
edial border） に 近 接 し て 、 微 小 二 極 性 凝 固 （ microbipolar coagulation） を 伴 っ て 閉 塞
さ れ る 。 創 傷 は 縫 合 さ れ 、 そ し て 動 物 は 26゜ C～ 28゜ Cに 温 め ら れ た ホ ー ム ケ ー ジ に 戻 さ れ
る 。 動 物 の 温 度 は 、 自 動 サ ー モ ス タ ッ ト で 常 に 維 持 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 評 価 プ ロ セ ス 　
BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー の 有 効 性 は 、 死 亡 率 、 重 量 増 加 、 梗 塞 容 量 、 短 期 お よ び 長 期 の 臨 床 お
よ び ニ ュ ー ロ フ ィ ジ コ ロ ジ カ ル （ neurophysichological） お よ び 行 動 （ 食 餌 行 動 を 含 む ）
の 転 帰 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 梗 塞 容 積 は 、 組 織 学 的 に 評 価 さ れ る （ Knight et al., Strok
e, 25, 1252, 1994, and Mintorovitch et al., Magn. Reson. Med. 18, 39, 1991） 。 階
段 検 査 (Montoya et al., J. Neurosci. Methods 36, 219, 1991)ま た は Bedersonの 方 法 (B
ederson et al., Stroke, 17, 472, 1986)に よ る 運 動 能 力 障 害 ス ケ ー ル が 実 施 さ れ て 、 MC
AOに 続 く 機 能 的 な 転 帰 が 評 価 さ れ る 。 動 物 は 異 な る 時 点 で 追 跡 さ れ 、 最 長 の も の は 2ヶ 月
で あ る 。 各 時 点 (24h, 1週 , 3, 6, 8週 )で 、 動 物 は 屠 殺 さ れ 、 4%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ PBS中
） で 心 臓 灌 流 （ cardiac perfusion） が 実 施 さ れ る 。 脳 が 除 去 さ れ 、 連 続 的 な 冠 状 の 200μ
m切 片 が 処 理 さ れ 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 の た め に 調 製 さ れ る 。 前 記 切 片 は 、 TCCな ど の 適 切 な 染
料 で 染 色 さ れ る 。 梗 塞 領 域 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 化 イ メ ー ジ 分 析 器 を 用 い て 、 こ れ ら の 切 片
に お い て 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 上 記 の 動 物 モ デ ル に お い て 例 示 さ れ た よ う な BMP2Aイ ン ヒ ビ タ ー 治 療 の 利 用 に よ っ て 、
急 性 で あ る か 又 は 慢 性 で あ る か に か か わ ら ず 、 ヒ ト の 脳 損 傷 の 治 療 に 関 す る 新 た な 可 能 性
が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 [例 11]　
ス ク リ ー ニ ン グ 　 シ ス テ ム
BMP2遺 伝 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 活 性 を 変 調 （ modulate） さ せ る 化 合 物 を 、 特 に 神
経 毒 性 ス ト レ ス ま た は 神 経 変 性 疾 患 を 変 調 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る こ と 及 び 分 離 す る こ と
に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 使 用 し 得 る 。 選 抜 す べ き 化 合 物 に は 、 と り わ け 小 化 学
分 子 （ small chemical molecules） 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ
ン ス DNAま た は RNA分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 、 お よ び 発 現 ベ ク タ ー
な ど の 物 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 多 く の タ イ プ の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 選 ば れ た 特 定 の ア
ッ セ イ は 、 候 補 遺 伝 子 又 は そ れ に よ っ て 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 大 き く 依 存 す る
。 従 っ て 、 候 補 遺 伝 子 の 発 現 産 物 が 酵 素 活 性 を 有 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 場 合 、 前 記
酵 素 活 性 の 阻 害 （ 又 は 刺 激 ） に 基 づ く ア ッ セ イ が 使 用 で き る 。 候 補 ポ リ ペ プ チ ド が リ ガ ン
ド ま た は 他 の 相 互 作 用 体 （ interactor） に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 場 合 、 前 記 ア ッ セ
イ は 係 る 結 合 ま た は 相 互 作 用 の 阻 害 に 基 づ く も の で あ っ て も よ い 。 候 補 遺 伝 子 が 既 知 の 遺
伝 子 で あ る 場 合 、 そ の 特 性 の 多 く も 知 ら れ て い る 。 そ し て 、 こ れ ら を 使 用 し て 、 最 適 な ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 決 定 す る こ と が で き る 。 候 補 遺 伝 子 が 新 規 の 場 合 、 あ る 種 の 分 析
お よ び ／ ま た は 実 験 は 、 そ の 候 補 遺 伝 子 の 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー を 発 見 す る こ と に 使 用 さ れ
る 最 適 な ア ッ セ イ を 決 定 す る た め に 適 し て い る 。 前 記 分 析 に は 、 そ の 活 性 を 説 明 す る 配 列
中 の ド メ イ ン を 発 見 す る た め の 配 列 分 析 が 関 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る と お り 、 前 記 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 細 胞 準 拠
（ cell-based） 又 は 非 細 胞 準 拠 （ non-cell-based） で あ っ て も よ い 。 前 記 細 胞 準 拠 ア ッ セ
イ は 、 真 核 細 胞 （ 例 え ば 、 Hela細 胞 ） を 用 い て 実 施 さ れ る 。 そ し て 、 係 る 細 胞 準 拠 シ ス テ
ム は 、 候 補 遺 伝 子 の 活 性 を 直 接 的 に 測 定 す る た め に 特 に 関 連 す る も の で あ る 。 該 遺 伝 子 は
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抗 ア ポ ト ー シ ス 性 の 機 能 遺 伝 子 で あ る 、 即 ち 、 前 記 遺 伝 子 の 発 現 は 、 標 的 細 胞 に お け る ア
ポ ト ー シ ス を 予 防 す る （ prevents） 又 は 細 胞 死 を 予 防 す る 。 係 る 細 胞 準 拠 ア ッ セ イ を 試 験
す る 一 様 式 は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 性 (Tet誘 導 性 )遺 伝 子 発 現 を 使 用 す る こ と で あ る 。 T
et誘 導 性 の 遺 伝 子 発 現 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 〔 例 え ば  Hofmann et al, 19
96, Proc Natl Acad Sci 93(11):5185-5190を 参 照 さ れ た い 〕 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 Tet誘 導 性 の レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 3'Ltrエ ン ハ ン サ ー /プ ロ モ ー タ ー レ ト ロ ウ イ ル ス 欠 失
変 異 株 の 自 己 不 活 化 (SIN； Self-inactivating)特 性 が 導 入 さ れ る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
細 胞 中 で の 本 ベ ク タ ー の 発 現 は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン ま た は 他 の 活 性 な ア ナ ロ グ の 存 在 下 で
は 事 実 上 は 検 出 不 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 Tetの 非 存 在 下 で 、 発 現 は 誘 導 後 の 48時 間
以 内 で 最 大 ま で 誘 導 さ れ 、 誘 導 性 の レ ト ロ ウ イ ル ス を 保 持 す る 細 胞 の 全 集 団 の 発 現 を 一 様
（ uniform） に 増 加 さ せ る 。 従 っ て 、 こ の 事 項 は 、 発 現 が 感 染 し た 細 胞 集 団 内 で 一 様 に 制
御 さ れ る こ と を 指 摘 し て い る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 候 補 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 が 特 定 の 標 的 蛋 白 質 を リ ン 酸 化 す る 場 合 、 特 異 的 な レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 構 築 物 を 次 の よ う に 設 計 で き る ； つ ま り 、 本 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産 物 の リ ン 酸 化 が そ
の 活 性 を 生 じ る よ う に 設 計 で き る （ こ れ に 呈 色 反 応 が 続 い て も よ い ） 。 候 補 遺 伝 子 は 、 上
記 で 議 論 し た Tet誘 導 シ ス テ ム を 用 い て 特 異 的 に 誘 導 す る こ と が で き る ； 誘 導 性 　 対 　 非
誘 導 性 の 遺 伝 子 の 比 較 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 活 性 化 の 尺 度 （ measure） を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 類 似 す る 間 接 的 な ア ッ セ イ に お い て 、 レ ポ ー タ ー シ ス テ ム を 設 計 す る こ と が で き 、 こ れ
は 候 補 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 に お け る 変 化 に 反 応 す る 。 前 記 レ ポ ー タ ー が 前
記 候 補 タ ン パ ク 質 と の 実 際 の 相 互 作 用 に 反 応 す る 場 合 、 呈 色 反 応 が 生 じ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ま た 、 当 業 者 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 活 性 の 阻 害 ま た は 刺 激 を 、 特 定 の 候 補 プ ロ モ ー タ ま
た は 他 の 制 御 エ レ メ ン ト を 介 し た そ の 発 現 レ ベ ル の 変 調 （ modulation） に よ っ て 測 定 す る
こ と が で き る 。 候 補 遺 伝 子 の 活 性 を コ ン ト ロ ー ル す る 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー ま た は 制 御 エ レ
メ ン ト は 、 当 該 技 術 に お い て 周 知 の 方 法 に よ っ て 規 定 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 構 築 さ
れ 、 こ れ は 特 異 的 な 候 補 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー ま た は 制 御 エ レ メ ン ト に よ っ て コ ン ト ロ ー ル
さ れ る 。 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー ま た は 制 御 因 子 を 含 有 し て い る DNAは 、 前 記 レ ポ ー タ ー を
コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に 実 際 に 連 結 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー 活 性 は 、 プ ロ モ ー タ ー ま た は 制 御
エ レ メ ン ト の 特 異 的 な 活 性 化 に 依 存 す る 。 従 っ て 、 前 記 レ ポ ー タ ー の 阻 害 ま た は 刺 激 は 、
前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 刺 激 ／ 阻 害 の 直 接 的 な ア ッ セ イ で あ る ； 例 え ば 、 文 献 〔 Komarov 
et al (1999), Science vol 285.1733-7 and Storz et al (1999) Analytical Biochemis
try, 276, 97-104〕 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 様 々 な 非 細 胞 準 拠 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 当 該 技 術 に お け る 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内
で あ る 。 例 え ば 、 酵 素 活 性 が 測 定 さ れ る べ き 場 合 （ 例 え ば 、 候 補 タ ン パ ク 質 が キ ナ ー ゼ 活
性 を 有 す る 場 合 ） 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 規 定 す る こ と が で き 、 そ し て 標 的 の 特 異 的 な リ ン 酸
化 を 追 跡 す る こ と が で き る 。 前 記 ア ッ セ イ に は 、 標 的 リ ン 酸 化 の 阻 害 ま た は 標 的 リ ン 酸 化
の 刺 激 が 関 与 す る こ と が 可 能 で あ り 、 双 方 の タ イ プ の ア ッ セ イ は 当 該 技 術 に お い て 周 知 で
あ る ； 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 に 関 し て は 文 献 〔 Mohney et al (1998) J.Neuroscien
ce 18, 5285 and Tang et al (1997) J Clin. Invest. 100, 1180〕 を 参 照 さ れ た い 。 こ
の 事 項 は 既 知 の 酵 素 活 性 を 有 し て い な い BMP2の ケ ー ス に お い て は 関 連 性 が な い が 、 BMP2は
酵 素 と 結 合 し 、 そ の 酵 素 活 性 を タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 を 通 し て 制 御 す る 可 能 性 が 存 在 す る
。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ま た 当 業 者 は 、 候 補 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 体 と の イ ン ビ ト ロ 相 互 作 用 を 測 定 す る こ と
が で き る 。 こ の 選 抜 に お い て 、 前 記 候 補 ポ リ ペ プ チ ド は ビ ー ズ 上 に 固 定 化 さ れ る 。 相 互 作
用 体 （ 例 え ば 、 レ セ プ タ ー 　 リ ガ ン ド ） は 、 放 射 性 の 標 識 を さ れ 、 そ し て 添 加 さ れ る 。 そ
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れ が ビ ー ズ 上 で 候 補 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 場 合 、 前 記 ビ ー ズ に 保 持 さ れ る （ 候 補 タ ン パ
ク 質 と の 相 互 作 用 に よ り ） 放 射 活 性 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 前 記 ア ッ セ イ は 、 ビ ー ズ
の 放 射 活 性 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 相 互 作 用 の 阻 害 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 、 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 化 学 物 質 （ 上 記 の と お り ） 又 は 前 記
ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 試 験 さ れ た 他 の 種 を 同 定 す る 工 程 を 含 み え る 及 び そ
の よ う に 同 定 さ れ た も の を 医 薬 と し て 製 造 す る 更 な る 工 程 を も 含 み え る 。 係 る 化 合 物 を 含
む 医 薬 、 ま た は 化 学 的 な ア ナ ロ グ 又 は そ の ホ モ ロ グ は 、 本 発 明 の 一 部 で あ る と 考 え ら れ る
。 ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 ま た は 刺 激 に 関 し て 同 定 さ れ た 任 意 の 係 る 化 合 物 の 使 用 も 、 本 発 明
の 一 部 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 [例 12]　
遺 伝 子 治 療
本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 治 療 （ gene therapy） 」 の 用 語 は 、 遺 伝 性 ま た は 後 天 性
の 疾 患 ま た は コ ン デ ィ シ ョ ン の 表 現 型 を 治 療 す る 又 は 予 防 す る た め の 、 所 望 の 遺 伝 物 質 (
た と え ば 、 DNAま た は RNA)の 宿 主 へ の 導 入 を 意 味 す る 。 所 望 の 遺 伝 物 質 は 、 産 物 (た と え ば
、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 機 能 的 な RNA、 ア ン チ セ ン ス )を コ ー ド し 、 イ ン
ビ ボ で 産 生 さ れ る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば 、 所 望 の 遺 伝 物 質 は 、 治 療 上 の 価 値 を 有 す る 、
ホ ル モ ン 、 レ セ プ タ ー 、 酵 素 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が で き る 。
或 い は 、 所 望 の 遺 伝 物 質 は 、 自 殺 遺 伝 子 を コ ー ド 化 し て も よ い 。 一 般 的 な 総 説 に 関 し て は
、 「 遺 伝 子 治 療 」  (Advances in Pharmacology 40, Academic Press, 1997） を 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 治 療 は 、 イ ン ビ ボ ま た は エ キ ソ ビ ボ で 実 施 す る こ と が で き る 。 エ キ ソ ビ
ボ の 遺 伝 子 治 療 に は 、 患 者 細 胞 の 分 離 お よ び 精 製 、 治 療 遺 伝 子 の 導 入 、 お よ び 遺 伝 的 に 変
更 さ れ た 細 胞 を 前 記 患 者 に 戻 す 導 入 が 要 求 さ れ る 。 複 製 欠 陥 性 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 修 飾 さ
れ た レ ト ロ ウ イ ル ス ） を 使 用 し て 、 治 療 上 の BMP2A cDNAま た は BMP2Aア ン チ セ ン ス 断 片 を
係 る 細 胞 へ と 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ウ ス モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス (MMLV)は 、
臨 床 的 な 遺 伝 子 治 療 試 験 に お け る 周 知 の ベ ク タ ー で あ る 。 例 え ば 、 文 献 〔  Boris-Lauerie
 et al., Curr. Opin. Genet. Dev., 3, 102-109 (1993） 〕 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 対 照 的 に 、 イ ン ビ ボ 遺 伝 子 治 療 は 、 患 者 の 細 胞 の 分 離 お よ び 精 製 を 要 求 し な い 。 治 療 上
の 遺 伝 子 ま た は 断 片 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 断 片 ） は 、 典 型 的 に は 患 者 へ の 投 与 に 関 し て
リ ポ ソ ー ム 又 は 複 製 欠 陥 性 ウ イ ル ス 中 に 「 パ ッ ケ ー ジ さ れ る 」 ； こ の よ う な ウ イ ル ス は 、
例 え ば 、 Berkner〔 Berkner, K. L., in Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158, 39-66 (
1992)〕 に よ っ て 記 載 さ れ た よ う な ア デ ノ ウ イ ル ス ま た は Muzyczka〔 Muzyczka, N., in Cu
rr. Top. Microbiol. Immunol., 158, 97-129 (1992)〕 お よ び 米 国 特 許 第 5,252,479号 に
よ っ て 記 載 さ れ た よ う な ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス で あ る 。 別 の ア プ ロ ー チ は 「 裸 の DNA（ naked
 DNA） 」 の 投 与 で あ り 、 該 投 与 で は 治 療 上 の 遺 伝 子 ま た は 断 片 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 断
片 ） が 血 流 ま た は 筋 肉 組 織 に 直 接 的 に 注 射 さ れ る 。 な お 別 の ア プ ロ ー チ は 、 「 裸 の DNA」
の 投 与 に お い て 、 治 療 上 の 遺 伝 子 ま た は 断 片 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 断 片 ） が 標 的 組 織 に
前 記 DNAで コ ー ト さ れ た 金 粒 子 を 用 い た 微 粒 子 衝 突 に よ っ て 導 入 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 、 例 え ば 、 静 脈 注 射 、 局 所 投 与 （ 米 国 特 許 第 5,328,470号 を 参 照
さ れ た い ） に よ っ て 又 は 定 位 的 注 射 （ stereotactic injection） に よ っ て 被 験 者 に 送 達 す
る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Chen et al. (1994) PNAS 91:3054-3057を 参 照 さ れ た い ） 。 遺
伝 子 治 療 ベ ク タ ー の 薬 剤 的 製 剤 は 、 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 、 認 容 さ れ る 希 釈 剤 に 含 ま せ て
も よ い 、 又 は 遺 伝 子 送 達 ビ ヒ ク ル が 埋 め こ ま れ た 遅 延 放 出 性 マ ト リ ッ ク ス を 含 ま せ て も よ
い 。 或 い は 、 完 全 な 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー を リ コ ン ビ ナ ン ト 細 胞 か ら 無 傷 （ intact） で 産 生
さ せ る こ と が で き る 場 合 （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） 、 薬 学 的 製 剤 は 遺 伝 子 送 達
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シ ス テ ム を 産 生 す る 1以 上 の 細 胞 を 含 み え る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 治 療 に 有 用 な 細 胞 タ イ プ に は 、 リ ン パ 球 、 肝 細 胞 、 筋 芽 細 胞 （ myoblast
s） 、 線 維 芽 細 胞 、 並 び に 網 膜 細 胞 、 上 皮 お よ び 内 皮 細 胞 な ど の 眼 の 任 意 の 細 胞 が 含 ま れ
る 。 好 ま し く は 、 前 記 細 胞 は 、 治 療 さ れ る 患 者 か ら と っ た Tリ ン パ 球 、 肝 細 胞 、 眼 の 任 意
の 細 胞 ま た は 呼 吸 器 （ respiratory） ま た は 肺 （ pulmonary） の 上 皮 細 胞 で あ る 。 肺 の 上 皮
細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 リ ポ ソ ー ム 、 DNA－ タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 複 製 欠 陥 性
ア デ ノ ウ イ ル ス に お け る DNAベ ク タ ー の ネ ブ ラ イ ザ ー 製 剤 （ a neubulized preparation）
の 吸 入 を 介 し て 生 じ 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,240,846を 参 照 さ れ た い 。 遺 伝 子 治 療 の
問 題 の 総 説 に 関 し て は 、 一 般 的 に 「 遺 伝 子 治 療 」 (Advances in Pharmacology 40, Academ
ic Press, 1997)を 参 照 さ れ た い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ２ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 BMP2A遺 伝 子 (配 列 番 号 1)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す ；
【 図 ２ 】 図 2は 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 2)を 示 す ;
【 図 ３ 】 図 3は 、 機 能 喪 失 バ リ デ ー シ ョ ン 実 験 の 結 果 を 説 明 す る グ ラ フ で あ る 。
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