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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは複数の薬剤を含む、対象において創傷治癒を増強する
ための医薬組成物であって、前記ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは複数の薬剤が、ＣＯ
Ｘ７Ａ１を標的とする、ＲＮＡｉ剤、アンチセンスオリゴヌクレオチド、および阻害抗体
からなる群から選択されるものである医薬組成物。
【請求項２】
対象が哺乳動物である、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
哺乳動物がヒトである、請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
創傷の部位に投与される、請求項１から３のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項５】
対象に投与することにより、投与部位でＡＣＴＡ２およびＣＯＬ１Ａ１遺伝子の発現が阻
害される、請求項１から４のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項６】
アンチセンスオリゴヌクレオチドがＲＮＡである、請求項１から５のいずれか一項に記載
の医薬組成物。
【請求項７】
ＲＮＡｉ剤が二本鎖ＲＮＡである、請求項１から５のいずれか一項に記載の医薬組成物。
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【請求項８】
ＲＮＡｉ剤がｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、またはｍｉＲＮＡ前駆体である、請求項１から５
のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
さらにＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮ
Ｆ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＴＳＰＹＬ５
、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、Ａ
ＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻
害する１つまたは複数の薬剤を含む、請求項１から８のいずれか一項に記載の医薬組成物
。
【請求項１０】
ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８
０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡ
Ｈ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ
２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻害する
１つまたは複数の薬剤が核酸である、請求項９に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
核酸がＲＮＡである、請求項１０に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
ＲＮＡが二本鎖ＲＮＡである、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
ＲＮＡがｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、またはｍｉＲＮＡ前駆体である、請求項１１に記載の
医薬組成物。
【請求項１４】
ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８
０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡ
Ｈ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ
２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻害する
１つまたは複数の薬剤がタンパク質である、請求項９に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
タンパク質が抗体である、請求項１４に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは複数の薬剤を含む対象において創傷治癒を増強するた
めのキットであって、前記ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは複数の薬剤が、ＣＯＸ７Ａ
１を標的とする、ＲＮＡｉ剤、アンチセンスオリゴヌクレオチド、および阻害抗体からな
る群から選択されることを特徴とするキット。
【請求項１７】
アンチセンスオリゴヌクレオチドがＲＮＡである、請求項１６に記載のキット。
【請求項１８】
ＲＮＡｉ剤が二本鎖ＲＮＡである、請求項１６に記載のキット。
【請求項１９】
ＲＮＡｉ剤がｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、またはｍｉＲＮＡ前駆体である、請求項１６に記
載のキット。
【請求項２０】
さらにＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮ
Ｆ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＴＳＰＹＬ５
、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、Ａ
ＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻
害する１つまたは複数の薬剤を含む、請求項１６から１９のいずれか一項に記載のキット
。
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【請求項２１】
ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８
０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡ
Ｈ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ
２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻害する
１つまたは複数の薬剤が核酸である、請求項２０に記載のキット。
【請求項２２】
核酸がＲＮＡである、請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
ＲＮＡが二本鎖ＲＮＡである、請求項２２に記載のキット。
【請求項２４】
ＲＮＡがｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、またはｍｉＲＮＡ前駆体である、請求項２２に記載の
キット。
【請求項２５】
ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８
０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡ
Ｈ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ
２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻害する
１つまたは複数の薬剤がタンパク質である、請求２０に記載のキット。
【請求項２６】
タンパク質が抗体である、請求項２５に記載のキット。
【請求項２７】
１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻害する核酸がアンチセンスオリゴヌクレオ
チドである、請求項２１に記載のキット。
【請求項２８】
１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻害する核酸がアンチセンスオリゴヌクレオ
チドである、請求項１０に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、内容全体が参照により本明細書に組み込まれる米国仮特許出願第６１／８３
１，４２１号の優先権を主張する。
【０００２】
　本発明の分野は、組織再生の分野および体細胞が組織を再生させる能力を得るようなそ
れらの再プログラミングに関する。
【背景技術】
【０００３】
　胚性幹細胞（ヒトＥＳ細胞（「ｈＥＳ」細胞）を含む「ＥＳ」細胞）を含む始原幹（Ｐ
Ｓ）細胞および限定されるものではないが、ｉＰＳ、ＥＧ、ＥＣ、ＩＣＭ、胚盤葉上層、
またはＥＤ細胞などの関連する始原幹細胞（ヒトｉＰＳ、ＥＧ、ＥＣ、ＩＣＭ、胚盤葉上
層、またはＥＤ細胞を含む）のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの単離および増殖などの、幹細胞技術
における進歩は、医学研究の重要な新しい領域である。ＰＳ細胞は、未分化の状態で増殖
された後、複雑な組織を含む、ヒト身体中の任意かつ全ての細胞型に分化するように誘導
される証明された能力を有する。これらのＰＳ細胞の多くは、未分化状態では天然でテロ
メラーゼ陽性であり、それによって、これらの細胞を大規模に拡張させ、次いで、遺伝的
に改変し、クローン的に拡張することができる。これらの細胞の多くのテロメアの長さは
、精子ＤＮＡ（約１０～１８ｋｂのＴＲＦ長）において観察されるものと同等である。こ
れらの不死化細胞株から誘導される分化細胞は、それらが分化するにつれてテロメラーゼ
の触媒成分（ＴＥＲＴ）の発現の抑制を示し始めるが、それにもかかわらず、依然として
長い初期テロメア長を示し、胎児または成体由来組織と比較して長い複製能力を示す細胞
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を提供する。これは、例えば、細胞の機能障害の結果生じる多くの疾患が、様々な分化し
た型のｈＥＳ由来細胞の投与による処置の影響を受けやすいという予測をもたらした（Ｔ
ｈｏｍｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８２：１１４５～１１４７頁（１９９８））。
【０００４】
　核移植研究により、体細胞に分化した細胞を、胚性幹（「ＥＳ」）細胞（Ｃｉｂｅｌｌ
ｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　１６：６４２～６４６頁（１９９８））または胚
由来（「ＥＤ」）細胞のものなどのＰＳ細胞のような状態に戻るように形質転換すること
ができることが示されている。体細胞核移植（「ＳＣＮＴ」）と呼ばれることが多い、除
核卵母細胞への体細胞のゲノムの導入およびその後の、ＥＳ様細胞を得るための再構築さ
れた胚の培養によるか、または体細胞を転写調節因子を用いて再プログラミングする分析
的再プログラミング技術（参照により本明細書に組み込まれる、「Ｉｍｐｒｏｖｅｄ　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ　Ａｎｉｍａｌ　Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃ
ｅｌｌｓ」の表題の２００６年８月３日に出願されたＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２００
６／０３０６３２を参照されたい）などによる、体細胞を全能性ＥＳ細胞様状態に戻るよ
うに再プログラミングするための技術の開発が記載されている。これらの方法は、患者の
核遺伝子型を有する始原由来体細胞を移植するための潜在的な方法を提供する（Ｌａｎｚ
ａら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　５：９７５～９７７頁（１９９９））。潜在的
には、この技術は、移植片拒絶に関する問題に取り組むことができる。
【０００５】
　ＳＣＮＴおよび分析的再プログラミング技術に加えて、雌性発生および雄性発生の使用
を含む、移植片拒絶の問題に取り組むための他の技術が存在する（１９９９年１０月２８
日に出願された米国特許出願第６０／１６１，９８７号；２０００年１０月２７日に出願
された同第０９／６９７，２９７号；２００１年１１月２９日に出願された米国特許出願
第０９／９９５，６５９号；２００３年２月２７日に出願された米国特許出願第１０／３
７４，５１２号；２０００年１０月２７日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ００／２
９５５１を参照されたい；これらの開示はその全体が参照により本明細書に組み込まれる
）。単為生殖と指定された雌性発生の型の場合、配偶子ドナーに対して外来の抗原を用い
ることなく多能性幹細胞を製造することができ、従って、拒絶なしに移植することができ
る細胞の製造において有用である。さらに、単為生殖幹細胞株を、ＨＬＡハプロタイプに
関して幹細胞バンクの複雑性を低減させるためにＨＬＡ領域（または非ヒト動物の対応す
るＭＨＣ領域）においてホモ接合性の細胞株のバンク中で集合させることができる。
【０００６】
　さらに、ＨＬＡ領域（または非ヒト動物の対応するＭＨＣ領域：参照により組み込まれ
る、「Ｔｏｔｉｐｏｔｅｎｔ，　Ｎｅａｒｌｙ　Ｔｏｔｉｐｏｔｅｎｔ　ｏｒ　Ｐｌｕｒ
ｉｐｏｔｅｎｔ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ　Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ　ｏｒ　Ｈｅ
ｍｉｚｙｇｏｕｓ　ｆｏｒ　Ｏｎｅ　ｏｒ　Ｍｏｒｅ　Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌ
ｉｔｙ　Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｇｅｎｅｓ」の表題の、２００６年１０月２０日に出願された
ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０４０９８５を参照されたい）において半接合性
である細胞株または前記細胞株のバンクを生成することができる。半接合性細胞株のバン
クは、通常の哺乳動物ＭＨＣ遺伝子プールにおいて固有の複雑性を低減させるだけでなく
、前記抗原の発現全体を除去することなく、その発現を低減させることによって、ナチュ
ラルキラー応答を刺激しないために前記抗原の遺伝子用量も低減させるという利点を提供
する。
【０００７】
　ＰＳ細胞を所望の細胞型に分化させることに関しては、ヒト胚性前駆細胞株の系列をク
ローン的に単離する能力は、傷を残さない様式で皮膚などの組織を再生させるのに有用な
出生前パターンの遺伝子発現を示す新規な高度に精製された細胞系列を増殖させるための
手段を提供する。そのような細胞型は、研究において、および細胞に基づく療法の製造の
ための重要な用途を有する（それぞれ参照により本明細書に組み込まれる、「Ｎｏｖｅｌ
　Ｕｓｅｓ　ｏｆ　Ｃｅｌｌｓ　ｗｉｔｈ　Ｐｒｅｎａｔａｌ　Ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｏｆ
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　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」の表題の、２００６年４月１１日に出願されたＰＣ
Ｔ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０１３５１９；「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｔｏ　Ａｃｃｅｌ
ｅｒａｔｅ　ｔｈｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏｖｅｌ　Ｃｅｌｌ　Ｓｔｒａｉｎ
ｓ　ｆｒｏｍ　Ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｓ　
Ｏｂｔａｉｎｅｄ　Ｔｈｅｒｅｂｙ」の表題の、２００６年１１月２１日に出願された米
国特許出願第１１／６０４，０４７号；および「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｔｏ　Ａｃｃｅｌｅｒ
ａｔｅ　ｔｈｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏｖｅｌ　Ｃｅｌｌ　Ｓｔｒａｉｎｓ　
ｆｒｏｍ　Ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ｏｂ
ｔａｉｎｅｄ　Ｔｈｅｒｅｂｙ」の表題の、２００９年７月１６日に出願された米国特許
出願第１２／５０４，６３０号を参照されたい）。それにもかかわらず、外因性細胞の投
与が有効ではない哺乳動物において組織を再生させるための改善された方法が依然として
必要である。
【０００８】
　哺乳動物種とは対照的に、いくつかの動物種は、組織再生（ＴＲ）のための完全に先天
的な能力を示す。プラナリア、ヒトデなどの後生動物、およびアホロートルなどのいくつ
かの両生類種の場合、組織が脳または心筋のものなどの大部分が有糸分裂後の細胞から構
成される場合であっても、生物の即死をもたらさない多くの傷害が、典型的には、傷を残
さない、または比較的傷を残さない様式で、組織の残りの細胞からの標的組織の再生によ
って修復される能力を有するような完全な再生能力が動物内に存在する。ヒトを含む通常
の哺乳動物種においてではなく、いくつかの動物においてそのような再生が起こるのを可
能にする分子機構は現在公知ではない。そのような分子機構の同定は、ｉｎ　ｖｉｖｏで
細胞および組織に分子機構を導入することによって、外傷または、限定されるものではな
いが、加齢変性疾患などの変性疾患に罹患した組織の修復を容易にし、ならびに組織再生
における研究を容易にすることができる「誘導組織再生」（ｉＴＲ）を引き起こすための
新規方法の発明を容易にする。ｉＴＲの効果を、組織損傷および再生の文脈で研究する哺
乳動物モデル、ならびにｉＴＲの方法を適用して、前記疾患のための治療戦略としてのｉ
ＴＲの能力を研究することができる動物における多様な疾患モデルをもたらす突然変異遺
伝子バックグラウンドを含む、多様な遺伝子バックグラウンドを用いるトランスジェニッ
ク哺乳動物モデルが企図される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　ある特定の実施形態において、本発明は、対象またはｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて組織ま
たは臓器の再生を増強するのに有用な方法および組成物を提供する。他の実施形態におい
て、本発明は、対象またはｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて組織または臓器の再生を阻害するた
めの方法および組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　いくつかの実施形態において、本発明は、対象に、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、
Ｎｂｌａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１、ＬＯＣ７２
８７５５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０
、ＳＩＸ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される１つまたは複数の遺伝子または遺
伝子産物を投与することを含む、対象において組織または臓器再生を増強する方法を提供
する。
【００１１】
　他の実施形態において、本発明は、対象に、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌ
ａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１、ＬＯＣ７２８７５
５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩ
Ｘ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される１つまたは複数の遺伝子の発現を阻害す
る１つまたは複数の薬剤を投与することを含む、対象において組織または臓器再生を阻害
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する方法を提供する。
【００１２】
　さらに他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、Ｐ
ＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、Ｚ
ＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ
１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２
、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子を投与することを含む、対象に
おいて組織または臓器再生を阻害する方法を提供する。
【００１３】
　さらに他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、Ｐ
ＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、Ｚ
ＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ
１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２
、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子の発現を阻害する１つまたは複
数の薬剤を投与することを含む、対象において組織または臓器再生を増強する方法を提供
する。
【００１４】
　ある特定の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１によりコードされる遺
伝子または遺伝子産物を投与することを含む、対象において組織または臓器再生を阻害す
る方法を提供する。
【００１５】
　他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは複数の
薬剤を投与することを含む、対象において組織または臓器再生を増強する方法を提供する
。
【００１６】
　さらに他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１によりコードされる遺
伝子または遺伝子産物と、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ
２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ
３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰ
Ｓ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つまた
は複数の遺伝子とを投与することを含む、対象において組織または臓器再生を阻害する方
法を提供する。
【００１７】
　さらに他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは
複数の薬剤と、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５
１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡ
ＬＡＤＬ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯ
ＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺
伝子または遺伝子産物を阻害する１つまたは複数の薬剤とを投与することを含む、対象に
おいて組織または臓器再生を増強する方法を提供する。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞を、ＰＣＤＨＨＢ２
、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯ
ＸＤ１、ＬＯＣ７２８７５５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、
ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩＸ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される１つまたは複
数の遺伝子または遺伝子産物と接触させることを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて組織ま
たは臓器再生を増強する方法を提供する。
【００１９】
　他の実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞を、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣ
ＤＨＢ１７、Ｎｂｌａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１
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、ＬＯＣ７２８７５５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ
７９１１２０、ＳＩＸ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される１つまたは複数の遺
伝子の発現を阻害する１つまたは複数の薬剤と接触させることを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
において組織または臓器再生を阻害する方法を提供する。
【００２０】
　さらに他の実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞を、ＣＯＭＴ、ＴＲ
ＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００
Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＣＯＸ７Ａ１、Ｔ
ＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳ
ＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子と接触させ
ることを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて組織または臓器再生を阻害する方法を提供する
。
【００２１】
　さらに他の実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞を、ＣＯＭＴ、ＴＲ
ＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００
Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＣＯＸ７Ａ１、Ｔ
ＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳ
ＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子の発現を阻
害する１つまたは複数の薬剤と接触させることを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて組織ま
たは臓器再生を増強する方法を提供する。
【００２２】
　ある特定の実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞を、ＣＯＸ７Ａ１に
よりコードされる遺伝子または遺伝子産物と接触させることを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏに
おいて組織または臓器再生を阻害する方法を提供する。
【００２３】
　他の実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞を、ＣＯＸ７Ａ１を阻害す
る１つまたは複数の薬剤と接触させることを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて組織または
臓器再生を増強する方法を提供する。
【００２４】
　さらに他の実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞を、ＣＯＸ７Ａ１に
よりコードされる遺伝子または遺伝子産物ならびにＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳ
ＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮ
Ｆ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ
５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡ
から選択される１つまたは複数の遺伝子と接触させることを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにお
いて組織または臓器再生を阻害する方法を提供する。
【００２５】
　さらに他の実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞を、ＣＯＸ７Ａ１を
阻害する１つまたは複数の薬剤ならびにＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨ
ＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ
、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰ
Ｓ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択さ
れる１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物を阻害する１つまたは複数の薬剤と接触さ
せることを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて組織または臓器再生を増強する方法を提供す
る。
【００２６】
　いくつかの実施形態において、本発明は、ＣＯＸ７Ａ１の阻害剤を対象に投与すること
を含む、対象において皮膚を再生させる方法を提供する。
【００２７】
　さらなる実施形態において、本発明は、ＣＯＸ７Ａ１を阻害するｓｉＲＮＡ分子を対象
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に投与することを含む、対象において皮膚を生成させる方法を提供する。
【００２８】
　さらなる実施形態において、本発明は、上皮細胞などの細胞に、ＣＯＸ７Ａ１を阻害す
るｓｉＲＮＡ分子を対象に投与することを含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて皮膚の生成を
増強する方法を提供する。
【００２９】
　他の実施形態において、本発明は、胚細胞を、ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは複数
の薬剤と接触させることを含む、胚細胞中で発現される１つまたは複数の遺伝子の細胞中
での発現を増強する方法を提供する。
【００３０】
　さらに他の実施形態において、本発明は、胚細胞を、ＣＯＸ７Ａ１を阻害するｓｉＲＮ
Ａと接触させることを含む、胚細胞中で発現される１つまたは複数の遺伝子の細胞中での
発現を増強する方法を提供する。
【００３１】
　ある特定の実施形態において、本発明は、細胞を、ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは
複数の薬剤と接触させることを含む、細胞中でのＫＲＴ１７発現を増強する方法を提供す
る。
【００３２】
　さらなる実施形態において、本発明は、細胞を、ＣＯＸ７Ａ１を阻害するｓｉＲＮＡと
接触させることを含む、細胞中でのＫＲＴ１７発現を増強する方法を提供する。
【００３３】
　ある特定の実施形態において、本発明は、細胞を、ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは
複数の薬剤と接触させることを含む、細胞中でのＡＣＴＡ２およびＣＯＬ１Ａ１発現を阻
害する方法を提供する。
【００３４】
　さらなる実施形態において、本発明は、細胞を、ＣＯＸ７Ａ１を阻害するｓｉＲＮＡと
接触させることを含む、細胞中でのＡＣＴＡ２およびＣＯＬ１Ａ１発現を阻害する方法を
提供する。
【００３５】
　さらなる実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１の遺伝子または遺伝子産
物を投与することを含む、がんを処置する方法を提供する。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、本発明は、対象に、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、
Ｎｂｌａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸｌ、ＤＲＤｌｌＰ、ＦＯＸＤｌ、ＬＯＣ７２
８７５５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０
、ＳＩＸ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される１つまたは複数の遺伝子または遺
伝子産物を投与することを含む、対象において創傷治癒を増強する方法を提供する。
【００３７】
　他の実施形態において、本発明は、対象に、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌ
ａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸｌ、ＤＲＤｌｌＰ、ＦＯＸＤｌ、ＬＯＣ７２８７５
５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩ
Ｘ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される１つまたは複数の遺伝子の発現を阻害す
る１つまたは複数の薬剤を投与することを含む、対象において創傷治癒を阻害する方法を
提供する。
【００３８】
　さらに他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、Ｐ
ＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、Ｚ
ＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ
１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２
、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子を投与することを含む、対象に
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おいて創傷治癒を阻害する方法を提供する。
【００３９】
　さらに他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、Ｐ
ＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、Ｚ
ＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ
１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２
、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子の発現を阻害する１つまたは複
数の薬剤を投与することを含む、対象において創傷を治癒させる方法を提供する。
【００４０】
　ある特定の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１によりコードされる遺
伝子または遺伝子産物を投与することを含む、対象において創傷治癒を阻害する方法を提
供する。
【００４１】
　他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは複数の
薬剤を投与することを含む、対象において創傷治癒を増強する方法を提供する。
【００４２】
　さらに他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１によりコードされる遺
伝子または遺伝子産物ならびにＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、Ｌ
ＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮ
ＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、Ｆ
ＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つ
または複数の遺伝子を投与することを含む、対象において創傷治癒を阻害する方法を提供
する。
【００４３】
　さらに他の実施形態において、本発明は、対象に、ＣＯＸ７Ａ１を阻害する１つまたは
複数の薬剤ならびにＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５
２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、Ｎ
ＡＡＬＡＤＬ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、Ｅ
ＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数
の遺伝子または遺伝子産物を阻害する１つまたは複数の薬剤を投与することを含む、対象
において創傷治癒を増強する方法を提供する。
【００４４】
　ある特定の実施形態において、本発明は、図１に開示される遺伝子によりコードされる
１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産物と、好適な担体とを含む医薬組成物を提供する
。
【００４５】
　他の実施形態において、本発明は、図１に開示される遺伝子によりコードされる複数の
遺伝子または遺伝子産物と、好適な担体とを含む医薬組成物を提供する。
【００４６】
　さらなる実施形態において、本発明は、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌａ１
０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１、ＬＯＣ７２８７５５、
ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩＸ１
、ＯＸＴＲ、ＷＳＢ１、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２
０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３
、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰ
Ｓ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択さ
れる１つまたは複数の非相同遺伝子または異種遺伝子を発現するトランスジェニック動物
を提供する。
【００４７】
　さらに他の実施形態において、本発明は、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、
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ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８
０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１
８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、および
ＭＡＯＡから選択される遺伝子により発現される１つまたは複数の遺伝子または遺伝子産
物と、少なくとも１つの容器とを含むキットを提供する。
【００４８】
　さらに他の実施形態において、本発明は、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌａ
１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１、ＬＯＣ７２８７５５
、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩＸ
１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される遺伝子により発現される１つまたは複数の
遺伝子または遺伝子産物と、少なくとも１つの容器とを含むキットを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００４９】
【図１】胎児および成体由来体細胞と比較したｈＥＳ由来クローン胚前駆細胞中での示差
的発現により同定されたＴＲ阻害およびＴＲ活性化遺伝子を示す図である。（Ａ）胎児ま
たは成体由来体細胞型中では発現されるが、クローン胚前駆細胞中ではより低レベルで発
現されるか、または発現されないＴＲ阻害遺伝子。（Ｂ）クローン胚前駆細胞中では発現
されるが、胎児または成体由来体細胞型中ではより低レベルで発現されるか、または発現
されないＴＲ活性化遺伝子。
【図２】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ
分析により決定されたＰＣＤＨＢ２遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に
向かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型
、５４５の多様なクローン胚前駆（ＥＰ）細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒト
ｉＰＳ細胞株である。
【図３】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ
分析により決定されたＰＣＤＨＢ１７遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右
に向かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞
型、５４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株であ
る。
【図４】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ
分析により決定されたＲＡＢ３１Ｐ遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に
向かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型
、５４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株である
。
【図５】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ
分析により決定されたＤＬＸ１遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に向か
って、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型、５
４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株である。
【図６】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ
分析により決定されたＳＩＸ１遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に向か
って、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型、５
４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株である。
【図７】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ
分析により決定されたＤＲＤ１１Ｐ遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に
向かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型
、５４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株である
。
【図８】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ
分析により決定されたＣＯＭＴ遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に向か
って、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型、５
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４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株である。
【図９】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ
分析により決定されたＴＲＩＭ４遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に向
かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型、
５４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株である。
【図１０】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレ
イ分析により決定されたＬＯＣ２０５２５１遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左
から右に向かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な
体細胞型、５４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞
株である。
【図１１】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレ
イ分析により決定されたＺＮＦ２８０Ｄ遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から
右に向かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細
胞型、５４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株で
ある。
【図１２】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレ
イ分析により決定されたＮＡＡＬＡＤＬ１遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左か
ら右に向かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体
細胞型、５４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株
である。
【図１３】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレ
イ分析により決定されたＣＯＸ７Ａ１遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右
に向かって、１４の多様な血液細胞型、１１５の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞
型、５４５の多様なＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株および１７のヒトｉＰＳ細胞株であ
る。
【図１４】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレ
イ分析により決定されたＣＡＴ遺伝子に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に向か
って、１４の多様な血液細胞型、１０１の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型、８
４の多様なＥＰ細胞株、および４のヒトＥＳ細胞株である。
【図１５】多様な成体および胚細胞型においてＩｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレ
イ分析により決定された原発性神経芽腫ｃＤＮＡ、クローン：Ｎｂｌａ１０５２７遺伝子
に関するＲＦＵ値を示す図である。左から右に向かって、１４の多様な血液細胞型、１０
１の３つ全部の胚葉に由来する多様な体細胞型、８４の多様なＥＰ細胞株、および４のヒ
トＥＳ細胞株である。
【図１６】ＣＯＸ７Ａ１を発現するヒト新生児包皮線維芽細胞を、本明細書に記載のｉｎ
　ｖｉｔｒｏ創傷修復アッセイを用いて、対照と比較してＣＯＸ７Ａ１転写物のサイレン
シング後のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの再生についてアッセイした。Ａ）対照試料ならびにｉＴ
Ｒ阻害遺伝子ＣＯＸ７Ａ１転写物が下方調節された試料について、０日目および１日目に
創傷領域内の代表的な視野中で細胞数を計数した。Ｂ）対照試料からの代表的な視野の画
像。Ｃ）ＣＯＸ７Ａ１　ｓｉＲＮＡ視野からの代表的な視野の画像。
【図１７】ＣＯＸ７Ａ１を発現するヒト新生児包皮線維芽細胞を、本明細書に記載のｉｎ
　ｖｉｔｒｏ創傷修復アッセイを用いて、対照と比較してＣＯＸ７Ａ１転写物のサイレン
シング後のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの再生についてアッセイした。Ａ）相対的なＡＣＴＡ２発
現が、対照およびＣＯＸ７Ａ１が下方調節された細胞中で示される。Ｂ）相対的なＣＯＬ
１Ａ１発現が、対照およびＣＯＸ７Ａ１が下方調節された細胞中で示される。
【発明を実施するための形態】
【００５０】
　略語
　ｃＧＭＰ　　　　－　現行医薬品適正製造基準
　ＣＮＳ　　　　　－　中枢神経系
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　ＤＭＥＭ　　　　－　ダルベッコ改変イーグル培地
　ＤＭＳＯ　　　　－　ジメチルスルホキシド
　ＤＰＢＳ　　　　－　ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水
　ＥＣ　　　　　　－　胎生期癌
　ＥＣ細胞　　　　－　胎生期癌細胞；ｈＥＣ細胞は、ヒト胎生期癌細胞である。
　ＥＣＭ　　　　　－　細胞外マトリックス
　ＥＤ細胞　　　　－　胚由来細胞；ｈＥＤ細胞は、ヒトＥＤ細胞である。
　ＥＤＴＡ　　　　－　エチレンジアミン四酢酸
　ＥＧ細胞　　　　－　胚性生殖細胞；ｈＥＧ細胞は、ヒトＥＧ細胞である。
　ＥＳ細胞　　　　－　胚性幹細胞；ｈＥＳ細胞は、ヒトＥＳ細胞である。
　ＦＡＣＳ　　　　－　蛍光活性化細胞選別
　ＦＢＳ　　　　　－　ウシ胎仔血清
　ＧＭＰ　　　　　－　医薬品適正製造基準
　ｈＥＤ細胞　　　－　ヒト胚由来細胞
　ｈＥＧ細胞　　　－　ヒト胚性生殖細胞は、胎児組織の始原生殖細胞から誘導される幹
細胞である。
　ｈｉＰＳ細胞　　－　ヒト人工多能性幹細胞は、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ＯＣＴ４、ＭＹ
Ｃ、またはＮＡＮＯＧ、ＬＩＮ２８、ＯＣＴ４、およびＳＯＸ２などのｈＥＳ特異的転写
因子への曝露後に体細胞から得られるｈＥＳ細胞と類似する特性を有する細胞である。
　ＨＳＥ　　　　　－　ヒト皮膚等価物は、細胞と、試験目的のため、または創傷修復の
促進における治療適用のために製造された生物学的または合成マトリックスとの混合物で
ある。
　ＩＣＭ　　　　　－　哺乳動物胚盤胞段階の胚の内部細胞塊。
　ｉＰＳ細胞　　　－　人工多能性幹細胞は、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ＯＣＴ４、ＭＹＣ、
またはＮＡＮＯＧ、ＬＩＮ２８、ＯＣＴ４、およびＳＯＸ２などのＥＳ特異的転写因子へ
の曝露後に体細胞から得られるｈＥＳ細胞と類似する特性を有する細胞である。
　ｉＴＲ　　　　　－　誘導組織再生
　ＬＯＨ　　　　　－　ヘテロ接合性の喪失
　ＭＥＭ　　　　　－　最少必須培地
　ＮＴ　　　　　　－　核移植
　ＰＢＳ　　　　　－　リン酸緩衝生理食塩水
　ＰＮＳ　　　　　－　末梢神経系
　ＰＳ線維芽細胞　－　瘢痕形成前線維芽細胞は、妊娠初期の皮膚から誘導されるか、ま
たはＥＤ細胞が瘢痕形成なしに皮膚創傷の迅速な治癒を促進する点で出生前パターンの遺
伝子発現を示すＥＤ細胞から誘導される線維芽細胞である。
　ＲＦＵ　　　　　－　相対蛍光単位
　ＳＣＮＴ　　　　－　体細胞核移植
　ＳＦＭ　　　　　－　無血清培地
　ＴＲ　　　　　　－　組織再生
【００５１】
　定義
　用語「分析的再プログラミング技術」とは、体細胞の遺伝子発現パターンを、ｉＰＳ、
ＥＳ、ＥＤ、ＥＣまたはＥＧ細胞のものなどの、より多能性の高い状態のものに再プログ
ラミングするための様々な方法を指し、再プログラミングは、複数の個別のステップで起
こり、体細胞の卵母細胞への移植およびその卵母細胞の活性化に単に依るものではない（
それぞれの開示が参照により本明細書に組み込まれる、２００１年１１月２６日に出願さ
れた米国特許出願第６０／３３２，５１０号；２００２年１１月２６日に出願された同第
１０／３０４，０２０号；２００３年１１月２６日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ
０２／３７８９９；２００５年８月３日に出願された米国特許出願第６０／７０５６２５
号；２００５年８月２０日に出願された米国特許出願第６０／７２９１７３号；２００６



(13) JP 6529486 B2 2019.6.12

10

20

30

40

50

年７月５日に出願された米国特許出願第６０／８１８８１３号、２００６年８月３日に出
願されたＰＣＴ／ＵＳ０６／３０６３２を参照されたい）。
【００５２】
　本明細書で用いられる用語「抗体」は、免疫グロブリンまたはその一部を意味し、供給
源、生成方法、または他の特徴と関係なく、抗原結合部位を含む任意のポリペプチドを包
含する。この用語は、例えば、ポリクローナル、モノクローナル、一特異的、多特異的、
ヒト化、一本鎖、キメラ、合成、組換え、ハイブリッド、突然変異、およびＣＤＲ移植抗
体を含む。抗体の一部は、抗原に結合することができる任意の断片、例えば、Ｆａｂ、Ｆ
（ａｂ’）２、Ｆｖ、ｓｃＦｖを含んでもよい。
【００５３】
　用語「割球／桑実胚細胞」とは、哺乳動物胚中の割球もしくは桑実胚細胞またはこれら
の細胞の分化した誘導体を含むさらなる細胞を含むか、もしくは含まないｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏで培養された割球もしくは桑実胚細胞を指す。
【００５４】
　用語「遺伝子Ｘを発現する細胞」、「遺伝子Ｘが細胞（もしくは細胞集団）中で発現さ
れる」、またはその等価物は、特定のアッセイプラットフォームを用いる細胞の分析が陽
性の結果を提供したことを意味する。その逆もまた真である（すなわち、遺伝子Ｘを発現
しない細胞、または等価物は、特定のアッセイプラットフォームを用いる細胞の分析が陰
性の結果を提供したことを意味する）。かくして、本明細書で記載される任意の遺伝子発
現の結果は、示される遺伝子に関するアッセイプラットフォーム（または複数のプラット
フォーム）において用いられる特定のプローブまたは複数のプローブに関係する。
【００５５】
　用語「細胞株」とは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖および拡張することができる細胞の死す
べき集団または不死の集団を指す。
【００５６】
　用語「細胞再構成」とは、機能的細胞を得るための細胞質へのクロマチンの核の移植を
指す。
【００５７】
　用語「クローン」とは、全て元の単一の細胞から誘導され、他の細胞を含有しない細胞
集団への単一の細胞の拡張から得られる細胞集団を指す。
【００５８】
　用語「コロニーｉｎ　ｓｉｔｕ分化」とは、コロニーを未分化の幹細胞株として増殖さ
せた培養容器からコロニーを除去するか、または分離させることなく、ｉｎ　ｓｉｔｕで
細胞（例えば、ｈＥＳ、ｈＥＧ、ｈｉＰＳ、ｈＥＣまたはｈＥＤ）のコロニーを分化させ
ることを指す。コロニーｉｎ　ｓｉｔｕ分化は、胚様体を形成させる中間ステップを用い
ないが、それにもかかわらず、胚様体形成または撹拌培養の使用などの他の凝集技術の後
、コロニーｉｎ　ｓｉｔｕ分化の期間があってもよい。
【００５９】
　用語「細胞質ブレブ」とは、無傷の、または透過処理されたが、そうでなければ無傷の
細胞膜により結合したが、核を含まない細胞の細胞質を指す。
【００６０】
　多能性幹細胞から本発明の方法により作製される細胞を参照して用いられる場合、用語
「分化した細胞」とは、親となる多能性幹細胞と比較した場合に分化する能力が低下した
細胞を指す。本発明の分化した細胞は、さらに分化することができる細胞を含む（すなわ
ち、それらは最終的に分化していなくてもよい）。
【００６１】
　用語「直接的分化」とは、当業界で公知の任意の方法を用いて、未分化の細胞株として
ｈＥＳ細胞などの単離された未分化幹細胞を単離する、および／または増殖させる中間状
態なしに直接的に未分化状態に再プログラミングされた、以下の細胞型のいずれか：割球
細胞、桑実胚細胞、ＩＣＭ細胞、ＥＤ細胞、または体細胞を分化させるプロセスを指す。
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直接的分化の非限定例は、記載されたようなヒトＥＳ細胞株の生成なしの、ＥＤ細胞の培
養物および誘導中での無傷のヒト胚盤胞の培養物である（Ｂｏｎｇｓｏら、１９９４、Ｈ
ｕｍａｎ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　９：２１１０頁）。
【００６２】
　用語「発生の胚段階」とは、細胞、組織または動物の発生の出生前段階、特に、胎児お
よび成体細胞と比較した細胞の発生の胚段階を指す。ヒト種の場合、胚から胎児発生への
移行は、出生前発生の約８週で起こり、マウスにおいては、それは約１６日で起こり、ラ
ット種においては、約１７．５日で起こる。
【００６３】
　用語「胚性幹細胞」（ＥＳ細胞）とは、未分化状態（例えば、その種のＥＳ細胞に特異
的なＴＥＲＴ、ＯＣＴ４、およびＳＳＥＡおよびＴＲＡ抗原を発現する）を維持しながら
、細胞株として連続的に継代された胚盤胞、割球、または桑実胚の内部細胞塊から誘導さ
れる細胞を指す。ＥＳ細胞を、精子もしくはＤＮＡを用いる卵細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏで
の受精、核移植、単為生殖から、または当業界で公知のようなＭＨＣ領域中での半接合性
もしくはホモ接合性を用いてｈＥＳ細胞を作成する手段により誘導することができる。Ｅ
Ｓ細胞は、全ての体細胞型ならびに移植前の胚に移植された場合は生殖系列細胞に分化す
ることができる細胞と歴史的に定義されてきたが、ヒトを含む多くの種に由来する候補Ｅ
Ｓ培養物は、典型的には、生殖系列分化には寄与せず、従って、「ＥＳ様細胞」と呼ばれ
る。ヒトＥＳ細胞は、実際には「ＥＳ様」であると一般に考えられるが、本出願において
、本発明者らはＥＳ細胞株とＥＳ様細胞株の両方をいうためにＥＳ細胞の用語を用いる。
【００６４】
　用語「ヒト胚由来」（「ｈＥＤ」）細胞とは、内部細胞塊、胎盾、もしくは胚盤葉上層
のものを含む、割球由来細胞、桑実胚由来細胞、胚盤胞由来細胞、または原始内胚葉、外
胚葉、中胚葉、および神経堤を含む、初期胚の他の全能性もしくは多能性幹細胞ならびに
通常のヒト発生の最初の８週の等価物と相関するが、細胞株として継代されたｈＥＳ細胞
から誘導される細胞を含まない分化状態までのその誘導体を指す（例えば、Ｔｈｏｍｓｏ
ｎの米国特許第７，５８２，４７９号；第７，２１７，５６９号；第６，８８７，７０６
号；第６，６０２，７１１号；第６，２８０，７１８号；および第５，８４３，７８０号
を参照されたい）。ｈＥＤ細胞を、精子もしくはＤＮＡを用いる卵細胞の受精、核移植、
もしくはクロマチン移植、単為生殖により単為生殖生物を形成するように誘導された卵細
胞、分析的再プログラミング技術により生成された埋込み前の胚から、またはＨＬＡ領域
中での半接合性もしくはホモ接合性を用いてｈＥＳ細胞を作成するための手段により誘導
することができる。
【００６５】
　用語「ヒト胚性生殖細胞」（ｈＥＧ細胞）とは、体内の様々な組織に分化することがで
きる、卵母細胞および精原細胞などの胎児組織の始原生殖細胞または成熟中もしくは成熟
した生殖細胞から誘導される多能性幹細胞を指す。ｈＥＧ細胞はまた、雌性発生または雄
性発生手段、すなわち、多能性細胞が、雄または雌起源のＤＮＡのみを含有する卵母細胞
から誘導され、従って、全て雌由来または雄由来のＤＮＡを含む方法により生成される多
能性幹細胞から誘導することもできる（１９９９年１０月２８日に出願された米国特許出
願第６０／１６１，９８７号；２０００年１０月２７日に出願された同第０９／６９７，
２９７号；２００１年１１月２９日に出願された同第０９／９９５，６５９号；２００３
年２月２７日に出願された同第１０／３７４，５１２号；２０００年１０月２７日に出願
されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ／００／２９５５１を参照されたい；これらの開示はその
全体が参照により本明細書に組み込まれる）。
【００６６】
　用語「ヒト胚性幹細胞」（ｈＥＳ細胞）とは、ヒトＥＳ細胞を指す（例えば、Ｔｈｏｍ
ｓｏｎの米国特許第７，５８２，４７９号；第７，２１７，５６９号；第６，８８７，７
０６号；第６，６０２，７１１号；第６，２８０，７１８号；および第５，８４３，７８
０号を参照されたい）。
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【００６７】
　用語「ヒトｉＰＳ細胞」とは、免疫不全マウス中に移植された場合に３つ全部の胚葉を
形成する能力を含む、ｈＥＳ細胞と類似する特性を有する細胞を指し、ここで、前記ｉＰ
Ｓ細胞は、脱分化因子、例えば、ｈＥＳ細胞特異的転写因子の組合せ：ＫＬＦ４、ＳＯＸ
２、ＭＹＣ、およびＯＣＴ４またはＳＯＸ２、ＯＣＴ４、ＮＡＮＯＧ、およびＬＩＮ２８
への曝露後に変化した体細胞系列の細胞から誘導される。脱分化因子の任意の都合の良い
組合せを用いて、ｉＰＳ細胞を生成することができる。前記ｉＰＳ細胞を、当業界で公知
のようなレトロウイルス、レンチウイルスもしくはアデノウイルスベクターなどのベクタ
ーを介する、または例えば、透過処理もしくは他の技術によるタンパク質としての因子の
導入を介するこれらの遺伝子の発現により生成することができる。そのような例示的方法
の説明については、全てその全体が参照により本明細書に組み込まれる、２００６年８月
３日に出願されたＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０３０６３２；米国特許出願第
１１／９８９，９８８号；２０００年６月３０日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２
０００／０１８０６３；２０００年１２月１５日に出願された米国特許出願第０９／７３
６，２６８号；２００４年４月２３日に出願された米国特許出願第１０／８３１，５９９
号；および米国特許出願公開第２００２０１４２３９７号（「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　
Ａｌｔｅｒｉｎｇ　Ｃｅｌｌ　Ｆａｔｅ」の表題の出願番号第１０／０１５，８２４号）
；米国特許出願公開第２００５００１４２５８号（「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ａｌｔｅ
ｒｉｎｇ　Ｃｅｌｌ　Ｆａｔｅ」の表題の出願番号第１０／９１０，１５６号）；米国特
許出願公開第２００３００４６７２２号（「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ　
ｍａｍｍａｌｓ　ｕｓｉｎｇ　ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｄｏｎｏｒ　ｃｈｒｏｍａｔ
ｉｎ　ｏｒ　ｄｏｎｏｒ　ｃｅｌｌｓ」の表題の出願番号第１０／０３２，１９１号）；
ならびに米国特許出願公開第２００６０２１２９５２号（「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｃ
ｌｏｎｉｎｇ　ｍａｍｍａｌｓ　ｕｓｉｎｇ　ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｄｏｎｏｒ　
ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　ｏｒ　ｄｏｎｏｒ　ｃｅｌｌｓ」の表題の出願番号第１１／４３９
，７８８号）を参照されたい。
【００６８】
　用語「ＩＣＭ細胞」とは、哺乳動物胚の内部細胞塊の細胞または周囲の栄養外胚葉細胞
を含むか、もしくは含まないｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養された内部細胞塊の細胞を指す。
【００６９】
　用語「誘導組織再生」とは、胎児または成体哺乳動物細胞が、本明細書に記載のような
ヒトの手の介入なしには再生が起こらない組織への損傷後に機能的組織を再生させること
ができるような前記細胞の分子組成を変化させるための本発明の方法の使用を指す。
【００７０】
　用語「単離された」とは、（ｉ）通常はヒトの手を含むプロセスにより、通常は天然に
見出される少なくともいくつかの他の物質から分離された、（ｉｉ）人工的に生成された
（例えば、化学的に合成された）、および／または（ｉｉｉ）人工的な環境もしくは状況
（すなわち、通常は天然には見出されない環境もしくは状況）中に存在する物質を指す。
【００７１】
　用語「ｉＴＲ因子」とは、天然ではＴＲを可能にしない組織中でＴＲをもたらす様式で
ＴＲ活性化因子およびＴＲ阻害因子のレベルを変化させる分子を指す。
【００７２】
　用語「ｉＴＲ遺伝子」とは、発現が変化した場合、通常は誘導組織再生を行うことがで
きない組織中でそのような再生を引き起こすことができる遺伝子を指す。
【００７３】
　用語「核酸」は、「ポリヌクレオチド」と互換的に用いられ、様々な実施形態において
、ＤＮＡおよびＲＮＡなどのヌクレオシドの天然ポリマー、ならびにヌクレオシドまたは
ヌクレオシド類似体の非天然ポリマーを包含する。いくつかの実施形態においては、核酸
は、標準ヌクレオシドを含む（Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ、Ｕと省略される）。他の実施形態におい
て、核酸は、１つまたは複数の非標準ヌクレオシドを含む。いくつかの実施形態において
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、１つまたは複数のヌクレオシドは、非天然ヌクレオシドまたはヌクレオチド類似体であ
る。核酸は、改変塩基（例えば、メチル化塩基）、改変糖（２’－フルオロリボース、ア
ラビノース、もしくはヘキソース）、改変リン酸基またはヌクレオシドもしくはヌクレオ
シド類似体の間の他の結合（例えば、ホスホロチオエートもしくは５’－Ｎ－ホスホルア
ミダイト結合）、ロックド核酸、またはモルホリノを含んでもよい。いくつかの実施形態
において、核酸は、ＤＮＡおよびＲＮＡ中のように、ホスホジエステル結合により連結さ
れるヌクレオシドを含む。いくつかの実施形態においては、少なくともいくつかのヌクレ
オシドは、非ホスホジエステル結合により連結される。核酸は、一本鎖、二本鎖、または
部分二本鎖であってもよい。少なくとも部分二本鎖核酸は、１つまたは複数の突出、例え
ば、５’および／または３’突出を有してもよい。研究または治療目的のためのＲＮＡ干
渉（ＲＮＡｉ）、アプタマー、またはアンチセンスに基づく分子の文脈において有用であ
ることが当業界で公知の核酸改変（例えば、非標準ヌクレオシドの使用を含む、ヌクレオ
シドおよび／または骨格改変）は、本発明の様々な実施形態における使用について企図さ
れる。例えば、Ｃｒｏｏｋｅ，ＳＴ（ｅｄ．）　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ｄｒｕｇ　ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ：　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，　ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ，　ａｎｄ　ａｐｐ
ｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ：ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、２００８；Ｋｕｒ
ｒｅｃｋ，Ｊ．（ｅｄ．）　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓ，　ＲＳＣ　ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｃｉｅｎｃｅｓ．　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ：
Ｒｏｙａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、２００８を参照されたい。い
くつかの実施形態においては、改変は、同じ長さおよび鎖性のＲＮＡまたはＤＮＡと比較
して、例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏで、核酸の半減期および／または安定性を増大させる。い
くつかの実施形態において、改変は、同じ長さおよび鎖性のＲＮＡまたはＤＮＡと比較し
て核酸の免疫原性を低下させる。いくつかの実施形態において、核酸の一方または両方の
鎖中のヌクレオシドの５％～９５％が改変される。改変は、均一に、または非均一に位置
してもよく、改変の位置（例えば、中央の近く、末端の近く、または末端に、交互に、な
ど）を、所望の特性を増強するように選択することができる。核酸は、検出可能な標識、
例えば、蛍光染料、放射性原子などを含んでもよい。「オリゴヌクレオチド」とは、例え
ば、典型的には約４～約６０ヌクレオチド長の比較的短い核酸を指す。本明細書でポリヌ
クレオチドを参照する場合、両方のＤＮＡ、ＲＮＡ、ならびにそれぞれ一本鎖および二本
鎖形態の両方（およびそれぞれの一本鎖分子の相補体）が提供されることが理解される。
本明細書で用いられる「ポリヌクレオチド配列」とは、ポリヌクレオチド材料自体および
／または特定の核酸を生化学的に特徴付ける配列情報（すなわち、塩基に関する略語とし
て用いられる文字の連続）を指す。本明細書で提示されるポリヌクレオチド配列は、別途
指摘しない限り、５’から３’の方向に提示される。
【００７４】
　用語「オリゴクローン」とは、形態または同じ培養物中の他の細胞のものとは異なる分
化マーカーの存在もしくは非存在などの類似する特徴を共有すると考えられる細胞の小集
団、典型的には、２～１０００個の細胞を起源とする細胞集団を指す。オリゴクローン細
胞は、これらの共通の特徴を共有しない細胞から単離され、増殖を可能にされ、類似する
細胞の元の集団から本質的に完全に誘導される細胞の集団を生成する。
【００７５】
　用語「多能性幹細胞」とは、２つ以上の分化した細胞型に分化することができる動物細
胞を指す。そのような細胞としては、ｈＥＳ細胞、割球／桑実胚細胞およびその誘導され
たｈＥＤ細胞、ｈｉＰＳ細胞、ｈＥＧ細胞、ｈＥＣ細胞、ならびに間葉系幹細胞、神経幹
細胞、および骨髄由来幹細胞を含む成体由来細胞が挙げられる。多能性幹細胞は、遺伝的
に改変されていても、または遺伝的に改変されていなくてもよい。遺伝的に改変された細
胞は、卵内でのその同定を容易にする蛍光タンパク質などのマーカーを含んでもよい。
【００７６】
　用語「ポリペプチド」とは、アミノ酸のポリマーを指す。用語「タンパク質」および「
ポリペプチド」は、本明細書では互換的に用いられる。ペプチドは、典型的には約２～約



(17) JP 6529486 B2 2019.6.12

10

20

30

40

50

６０アミノ酸長の比較的短いポリペプチドである。本明細書で用いられるポリペプチドは
、典型的には、標準アミノ酸（すなわち、タンパク質中に最も一般的に見出される２０種
のＬ－アミノ酸）を含有する。しかしながら、ポリペプチドは、ある特定の実施形態にお
いて、当業界で公知の１つもしくは複数の非標準アミノ酸（天然もしくは非天然であって
もよい）および／またはアミノ酸類似体を含有してもよい。ポリペプチド中の１つまたは
複数のアミノ酸を、例えば、炭水化物基、リン酸基、脂肪酸基、コンジュゲーション、官
能化などのためのリンカーなどの化学的実体の付加により改変することができる。共有的
または非共有的に結合した非ポリペプチド部分を有するポリペプチドは、依然として「ポ
リペプチド」と考えられる。ポリペプチドを、天然の供給源から精製する、組換えＤＮＡ
技術を用いて生成する、従来の固相ペプチド合成などの化学的手段により合成することが
できる。本明細書で用いられる用語「ポリペプチド配列」または「アミノ酸配列」は、ポ
リペプチド材料自体および／またはポリペプチドを生化学的に特徴付ける配列情報（すな
わち、アミノ酸名に関する略語として用いられる文字または三文字コードの連続）を指し
てもよい。本明細書に提示されるポリペプチド配列は、別途指摘しない限り、Ｎ末端から
Ｃ末端の向きに提示される。ポリペプチドは、環状であるか、または環状部分を含有して
もよい。天然ポリペプチドが本明細書で考察される場合、本発明はその任意のアイソフォ
ームに関する実施形態（例えば、ｍＲＮＡの選択的スプライシングもしくは編集の結果と
して、または遺伝子の異なる対立遺伝子、例えば、１つもしくは複数の単一ヌクレオチド
多型によって異なる対立遺伝子の結果として（典型的には、そのような対立遺伝子は参照
またはコンセンサス配列と少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上同一
である）、同じ遺伝子から生じる異なるタンパク質）を包含することが理解されるであろ
う。ポリペプチドは、分泌のため、もしくは特定の細胞内コンパートメント（例えば、核
）にそれを標的化する配列および／または翻訳後改変もしくは分解のためにポリペプチド
を標的化する配列を含んでもよい。ある特定のポリペプチドを、翻訳後切断または成熟ポ
リペプチドになる他のプロセッシングを受ける前駆体として合成することができる。いく
つかの例においては、そのような切断は、特定の活性化事象の際にのみ起こってもよい。
関連する場合、本発明は、前駆体ポリペプチドに関する実施形態および成熟型のポリペプ
チドに関する実施形態を提供する。
【００７７】
　用語「プールされたクローン」とは、細胞集団を生成する２つ以上のクローン集団を、
クローン集団と類似する、遺伝子発現のマーカーなどの、均一なマーカーと組み合わせる
ことにより得られる細胞集団を指すが、全ての細胞が同じ元のクローンから誘導された集
団は指さない。前記プールされたクローン系は、単一の、または混合された遺伝子型の細
胞を含んでもよい。プールされたクローン系は、クローン系が比較的早く分化するか、ま
たはその増殖寿命を早く望ましくない方法で変化させる場合に特に有用である。
【００７８】
　用語「出生前」とは、動物が子宮から離れて生存することができない前の胎盤哺乳動物
の胚発生の段階を指す。
【００７９】
　用語「始原幹細胞」とは、３つ全部の一次胚葉：内胚葉、中胚葉、および外胚葉、なら
びに神経堤の細胞に分化することができる多能性幹細胞を集合的に指す。従って、始原幹
細胞の例としては、限定されるものではないが、ヒトまたは非ヒト哺乳動物ＥＳ細胞また
は細胞株、割球／桑実胚細胞ならびにその誘導されたＥＤ細胞、ｉＰＳ、およびＥＧ細胞
が挙げられる。
【００８０】
　用語「精製された」とは、薬剤または実体（例えば、化合物）が天然で結合するか、ま
たは元々生成された場合に多くの成分から分離された薬剤または実体（例えば、化合物）
を指す。一般に、そのような精製は、ヒトの手の動作を含む。精製された薬剤または実体
は、部分的に精製される、実質的に精製される、または純粋であってもよい。そのような
薬剤または実体は、例えば、少なくとも５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５
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％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または９９％を超えて純粋であ
ってもよい。いくつかの実施形態においては、核酸またはポリペプチドは、それが調製物
中に存在する、それぞれ、全核酸またはポリペプチド材料の少なくとも７５％、８０％、
８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、またはそれ以上を占めるよ
うに精製される。純度は、例えば、乾燥重量、クロマトグラフィートレーシング上のピー
クのサイズ、分子存在量、ゲル上でのバンドの強度、もしくは分子存在量と相関する任意
のシグナルの強度、または任意の当業界で許容される定量方法に基づくものであってもよ
い。いくつかの実施形態においては、水、バッファー、イオン、および／または低分子（
例えば、ヌクレオチドもしくはアミノ酸などの前駆体）が、場合により、精製された調製
物中に存在してもよい。精製された分子を、他の物質（例えば、他の細胞材料）からそれ
を分離することにより、または所望の純度を達成するような様式でそれを生成することに
より調製することができる。いくつかの実施形態においては、精製された分子または組成
物は、任意の当業界で許容される精製方法を用いて調製される分子または組成物を指す。
いくつかの実施形態においては、「部分的に精製された」とは、細胞により生成される分
子が、最早細胞内には存在しない、例えば、細胞が溶解され、場合により、少なくともい
くらかの細胞材料（例えば、細胞壁、細胞膜、細胞オルガネラ）が除去されていることを
意味する。
【００８１】
　用語「ＲＮＡ干渉」（ＲＮＡｉ）は、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）が、配列特異的分解
またはｄｓＲＮＡの鎖に対する相補性を有する対応するｍＲＮＡの翻訳抑制を誘発する現
象を指すように用いられる。ｄｓＲＮＡの鎖とｍＲＮＡとの相補性は、１００％である必
要はないが、遺伝子発現の阻害を媒介するのに十分であることだけが必要である（「サイ
レンシング」または「ノックダウン」とも呼ばれる）ことが理解される。例えば、相補性
の程度は、鎖が（ｉ）ＲＮＡ誘導性サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）中でのｍＲＮＡの
切断を誘導する；または（ｉｉ）ｍＲＮＡの翻訳抑制を引き起こすことができるようなも
のである。ある特定の実施形態においては、ＲＮＡの二本鎖部分は、約３０ヌクレオチド
長未満、例えば、１７～２９ヌクレオチド長である。ある特定の実施形態において、ｄｓ
ＲＮＡの第１の鎖は、標的ｍＲＮＡと少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、また
は１００％相補的であり、ｄｓＲＮＡの他方の鎖は、第１の鎖と少なくとも８０％、８５
％、９０％、９５％、または１００％相補的である。哺乳動物細胞中では、ＲＮＡｉは、
適切な二本鎖核酸を細胞中に導入するか、または細胞中で核酸を発現させた後、ｄｓＲＮ
Ａを得るために細胞内でプロセッシングすることにより達成することができる。ＲＮＡｉ
を媒介することができる核酸は、本明細書では「ＲＮＡｉ剤」と呼ばれる。ＲＮＡｉを媒
介することができる例示的な核酸は、短いヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、低分子干渉Ｒ
ＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、およびマイクロＲＮＡ前駆体である。これらの用語は周知であり、
当業界でのその意味と一致して本明細書で用いられる。ｓｉＲＮＡは、典型的には、互い
にハイブリダイズして二本鎖を形成する２つの別々の核酸鎖を含む。それらを、ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏで、例えば、標準的な核酸合成技術を用いて合成することができる。ｓｉＲＮＡ
は、典型的には、それぞれの鎖中に１６～３０、例えば、１６、１７、１８、１９、２０
、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、または３０ヌクレオチド（
ｎｔ）を有する二本鎖オリゴヌクレオチドであり、ここで、二本鎖オリゴヌクレオチドは
、１５～２９ヌクレオチド長の二本鎖部分を含み、鎖の一方もしくは両方は、例えば、１
～５ヌクレオチド長の３’突出を含むか、または一方もしくは両方の末端は、平滑であっ
てもよい。いくつかの実施形態においては、ｓｉＲＮＡは、１９～２５ｎｔ、例えば、２
１～２３ヌクレオチド長の鎖を含み、ここで、一方または両方の鎖は、１～２ヌクレオチ
ドの３’突出を含む。ｓｉＲＮＡの二本鎖部分の一方の鎖（「ガイド鎖」または「アンチ
センス鎖」と呼ばれる）は、ｍＲＮＡ中の標的領域と実質的に相補的（例えば、少なくと
も８０％以上、例えば、８５％、９０％、９５％、または１００％）であり（例えば、３
、２、１、または０個の不一致のヌクレオチドを有する）、他の二本鎖部分は、第１の二
本鎖部分と実質的に相補的である。ある特定の実施形態においては、ガイド鎖は、ｍＲＮ
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Ａ中の標的領域と１００％相補的であり、他のパッセンジャー鎖は第１の二本鎖部分と１
００％相補的である（様々な実施形態において、ガイド鎖の３’突出部分は、存在する場
合、ガイド鎖がｍＲＮＡにハイブリダイズする場合、ｍＲＮＡと相補的であっても、また
はなくてもよいことが理解される）。いくつかの実施形態においては、ｓｈＲＮＡ分子は
、ステムループを含む核酸分子であり、ここで、二本鎖ステムは１６～３０ヌクレオチド
長であり、ループは約１～１０ヌクレオチド長である。ｓｉＲＮＡは、様々な改変ヌクレ
オシド、ヌクレオシド類似体を含んでもよく、化学的または生物学的に改変された塩基、
改変された骨格などを含んでもよい。限定されるものではないが、ＲＮＡｉにとって有用
であると当業界で認識される任意の改変を用いることができる。いくつかの改変は、安定
性、細胞取込み、効力などの増大をもたらす。いくつかの改変は、免疫原性またはクリア
ランスの低下をもたらす。ある特定の実施形態においては、ｓｉＲＮＡは、約１９～２３
（例えば、１９、２０、２１、２２、または２３）ヌクレオチド長の二本鎖、および、場
合により、デオキシリボヌクレオチドから構成されていてもよい１～５ヌクレオチド長の
１つまたは２つの３’突出を含む。ｓｈＲＮＡは、主に非自己の相補領域により隔てられ
た２つの相補部分を含有する一本鎖核酸を含む。相補部分はハイブリダイズして二本鎖構
造を形成し、非自己相補領域は二本鎖の一方の鎖の３’末端と他方の鎖の５’末端とを接
続するループを形成する。ｓｈＲＮＡは細胞内プロセッシングを受けてｓｉＲＮＡを生成
する。典型的には、ループは、１～８、例えば、２～６ヌクレオチド長である。
【００８２】
　マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）は、配列特異的様式で遺伝子発現を阻害する、約２１～
２５ヌクレオチド（哺乳動物系において）の小さい、天然の、非コード、一本鎖ＲＮＡで
ある。それらは、順に、より大きい前駆体（プレｍｉＲＮＡ）から生成される不完全な相
補性の１つまたは複数の領域を含むことが多い二本鎖を含有する短いヘアピン（約７０ヌ
クレオチド長）を含んでなる特徴的な二次構造を有する前駆体（プレｍｉＲＮＡ）から細
胞内で生成される。天然のｍｉＲＮＡは、典型的には、その標的ｍＲＮＡと部分的にのみ
相補的であり、翻訳抑制により作用することが多い。本発明のある特定の実施形態におい
ては、内因性ｍｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡ前駆体上でモデリングされたＲＮＡｉ剤が有用
である。例えば、一方の鎖が、１つまたは複数の不一致または突出部で標的ｍＲＮＡにハ
イブリダイズし、ｍｉＲＮＡとその標的ｍＲＮＡにより形成される二本鎖を模倣するよう
に、ｓｉＲＮＡを設計することができる。そのようなｓｉＲＮＡを、ｍｉＲＮＡ模倣体ま
たはｍｉＲＮＡ様分子と呼ぶことができる。ｍｉＲＮＡ模倣体は、構造が天然ｍｉＲＮＡ
前駆体のものを模倣する前駆体核酸によりコードされていてもよい。
【００８３】
　ある特定の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、ｓｉＲＮＡ（例えば、互いにハイブリダ
イズすることができる２つの別々の鎖として）、ｓｈＲＮＡ、またはマイクロＲＮＡ前駆
体の転写のための鋳型を含むベクター（例えば、プラスミドまたはウイルス）である。典
型的には、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、またはｍｉＲＮＡ前駆体をコードする鋳型は、当業
界で公知のように、発現制御配列（例えば、プロモーター）に作動可能に連結される。そ
のようなベクターを用いて、鋳型を、脊椎動物細胞、例えば、哺乳動物細胞中に導入し、
ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、またはｍｉＲＮＡ前駆体の一過的または安定な発現をもたらす
ことができる。前駆体（ｓｈＲＮＡまたはｍｉＲＮＡ前駆体）は、細胞内でプロセッシン
グされて、ｓｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡを生成する。
【００８４】
　一般に、ｓｉＲＮＡなどの低分子ＲＮＡｉ剤を化学的に合成するか、または後にハイブ
リダイズする２つの別々の鎖として、もしくは後にプロセッシングされてｓｉＲＮＡを生
成するｓｈＲＮＡとして、ＤＮＡ鋳型からｉｎ　ｖｉｔｒｏもしくはｉｎ　ｖｉｖｏで転
写させることができる。特に、改変を含むものなどのＲＮＡｉ剤の多くは、化学的に合成
される。オリゴヌクレオチドのための化学的合成方法は、当業界で周知である。
【００８５】
　本明細書で用いられる用語「低分子」は、質量が約２キロダルトン（ＫＤａ）未満であ
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る有機分子である。いくつかの実施形態において、低分子は、約１．５ＫＤａ未満、また
は約１ＫＤａ未満である。いくつかの実施形態においては、低分子は、約８００ダルトン
（Ｄａ）、６００Ｄａ、５００Ｄａ、４００Ｄａ、３００Ｄａ、２００Ｄａ、または１０
０Ｄａ未満である。多くの場合、低分子は、少なくとも５０Ｄａの質量を有する。いくつ
かの実施形態においては、低分子は、複数の炭素－炭素結合を含有し、１つもしくは複数
のヘテロ原子および／またはタンパク質との構造的相互作用（例えば、水素結合）にとっ
て重要な１つもしくは複数の官能基、例えば、アミン、カルボニル、ヒドロキシル、もし
くはカルボキシル基、いくつかの実施形態においては、少なくとも２つの官能基を含有し
てもよい。低分子は、１つまたは複数の上記官能基で置換されていてもよい、１つもしく
は複数の環式炭素もしくは複素環構造および／または芳香族もしくはポリ芳香族構造を含
むことが多い。いくつかの実施形態においては、低分子は、非ポリマーである。いくつか
の実施形態においては、低分子は、アミノ酸ではない。いくつかの実施形態においては、
低分子は、ヌクレオチドではない。いくつかの実施形態においては、低分子は、サッカリ
ドではない。
【００８６】
　用語「対象」は、任意の多細胞動物であってもよい。対象は、脊椎動物、例えば、哺乳
動物または鳥類であってもよい。哺乳動物の例としては、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、
げっ歯類（例えば、マウス、ラット、ウサギ）、有蹄動物（例えば、ヒツジ、ウシ、ウマ
、ヤギ種）、イヌ、およびネコが挙げられる。対象は、例えば、実験、診断、および／も
しくは治療目的で化合物を送達しようとする個体または試料が得られるか、もしくは診断
手順が実施される個体（例えば、組織損傷を評価する、および／または本発明の化合物の
効果を評価するために用いられる試料または手順）であってもよい。
【００８７】
　用語「組織損傷」は、細胞、組織、臓器、または他の身体構造に対する任意の型の損傷
または傷害を指すために本明細書で用いられる。この用語は、様々な実施形態において、
疾患に起因する変性、身体的外傷または手術に起因する損傷、有害物質への曝露により引
き起こされる損傷、ならびに細胞、組織、臓器、または他の身体構造の構造および／また
は機能におけるその他の破壊を包含する。
【００８８】
　用語「組織再生」または「ＴＲ」とは、喪失、損傷、または変性後の、組織、臓器、も
しくは他の身体構造、またはその一部の少なくとも部分的な再生、置き換え、回復、また
は再増殖を指し、ここで、本発明に記載の方法がなかったら、前記組織再生は、起こらな
かったであろう。組織再生の例としては、組織または臓器が組織もしくは臓器の正常なサ
イズまたは傷害もしくは疾患の前のそのサイズに近くなるような、傷害された、または疾
患を有する臓器のサイズおよび細胞数の増大と共に、軟骨、骨、筋肉、腱、および靱帯の
再増殖を含む、切断された指または手足の再増殖、傷害または疾患に起因して喪失した骨
、軟骨、皮膚、または筋肉の再増殖（傷を残さなくてもよいか、またはそうでなくてもよ
い）が挙げられる。組織型に応じて、組織再生は、例えば、元々存在する細胞および／も
しくは組織の再配置（例えば、細胞移動による）、成体体性幹細胞もしくは他の前駆細胞
の分裂およびその子孫の少なくともいくつかの分化、ならびに／または細胞の脱分化、分
化転換、および／もしくは増殖などの、様々な異なる機構により生じ得る。
【００８９】
　用語「ＴＲ活性化因子遺伝子」とは、胎児および成体細胞においては発現を欠くが、発
生の胚性期における発現はＴＲを容易にする遺伝子を指す。
【００９０】
　用語「ＴＲ阻害因子遺伝子」とは、胎児および成体動物における発現がＴＲを阻害する
遺伝子を指す。
【００９１】
　対象に関する用語「処置する」、「処置すること」、「処置」、「療法」、「治療」お
よび類似する用語は、対象の医学的および／または外科的管理を提供することを指す。処
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置は、限定されるものではないが、対象に化合物または組成物（例えば、細胞組成物など
の医薬組成物）を投与することを含んでもよい。本発明による対象の処置は、典型的には
、例えば、組織損傷に罹患したか、または組織損傷に罹患することが予想される対象（例
えば、手術を受ける対象）における再生を促進するために行われる。本明細書で用いられ
る処置は、予防、および疾患または状態と関連する１つまたは複数の症状の低減を含む。
処置の効果は、一般に、組織損傷後の再生の増大、瘢痕形成の低減、および／もしくは構
造的もしくは機能的転帰の改善（処置の非存在下での結果と比較した）を含んでもよく、
ならびに／または変性疾患の重症度もしくは進行における逆転もしくは低減を含んでもよ
い。
【００９２】
　特定のポリペプチドに適用される用語「バリアント」とは、１つまたは複数のアミノ酸
変化、例えば、付加、欠失、および／または置換によりそのようなポリペプチド（「元の
ポリペプチド」と呼ばれることもある）とは異なるポリペプチドを指す。元のポリペプチ
ドは、天然ポリペプチド（例えば、ヒトもしくは非ヒト動物に由来する）またはそれと同
一なポリペプチドであることもある。バリアントは、天然のものであってもよいか、また
は例えば、組換えＤＮＡ技術もしくは化学的合成を用いて作出することができる。付加は
、ポリペプチド内への挿入またはＮもしくはＣ末端での付加であってもよい。いくつかの
実施形態において、置換、欠失、または付加されるアミノ酸の数は、例えば、約１～３０
個、例えば、約１～２０個、例えば、約１～１０個、例えば、約１～５個、例えば、１、
２、３、４、または５個であってもよい。いくつかの実施形態においては、バリアントは
、配列が少なくとも５０アミノ酸、少なくとも１００アミノ酸、少なくとも１５０アミノ
酸以上から元のポリペプチドの全長までにわたって元のポリペプチドの配列と相同である
（しかし、元のポリペプチドと配列において同一ではない）ポリペプチドを含み、例えば
、バリアントポリペプチドの配列は、少なくとも５０アミノ酸、少なくとも１００アミノ
酸、少なくとも１５０アミノ酸以上から元のポリペプチドの全長までにわたって、元のポ
リペプチドの配列と少なくとも５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０
％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上同一である。いくつかの実施形態にお
いては、バリアントは、元のポリペプチドの長さの少なくとも５０％、６０％、７０％、
８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、
９８％、９９％、または１００％にわたって、元のポリペプチドと少なくとも５０％、６
０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９
５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５％以上同一であるポリペプチドを含む
。いくつかの実施形態においては、バリアントは、少なくとも１つの機能または構造ドメ
イン、例えば、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）のＣｏｎｓｅｒｖｅｄ
　Ｄｏｍａｉｎ　Ｄａｔａｂａｓｅ（ＣＤＤ）などにおいて同定されるドメイン、例えば
、ＮＣＢＩキュレーテッドドメインを含む。
【００９３】
　いくつかの実施形態においては、バリアントまたは断片の１つの、１つより多い、また
は全ての生物学的機能または活性は、元の分子の対応する生物学的機能または活性のもの
と実質的に類似する。いくつかの実施形態においては、機能的バリアントは、元のポリペ
プチドの活性の少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、
８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上、例えば、ほぼ同等の活
性を保持する。いくつかの実施形態においては、バリアントの活性は、元の分子の活性の
約１００％、約１２５％、または約１５０％までである。他の非限定的な実施形態におい
ては、特定の効果をもたらすのに必要とされるバリアントの量または濃度が、その効果を
もたらすのに必要とされる元の分子の量または濃度の０．５～５倍以内である場合、バリ
アントまたは断片の活性は、元の分子の活性と実質的に類似すると考えられる。
【００９４】
　いくつかの実施形態においては、バリアント中のアミノ酸「置換」は、あるアミノ酸を
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、類似する構造的および／または化学的特性を有する別のアミノ酸と置き換える結果、す
なわち、保存的アミノ酸置き換えである。「保存的」アミノ酸置換を、関与する残基の側
鎖のサイズ、極性、電荷、可溶性、疎水性、親水性、および／または両親媒性などの様々
な特性のいずれかにおける類似性に基づいて作製することができる。例えば、非極性（疎
水性）アミノ酸としては、アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、グリシン、プロ
リン、フェニルアラニン、トリプトファンおよびメチオニンが挙げられる。極性（親水性
）、中性アミノ酸としては、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパラギン
、およびグルタミンが挙げられる。正に荷電した（塩基性）アミノ酸としては、アルギニ
ン、リシンおよびヒスチジンが挙げられる。負に荷電した（酸性）アミノ酸としては、ア
スパラギン酸およびグルタミン酸が挙げられる。特定の基内で、ある特定の置換は、特定
の目的のもの、例えば、イソロイシンによるロイシンの置き換え（もしくはその逆）、ト
レオニンによるセリンの置き換え（もしくはその逆）、またはグリシンによるアラニンの
置き換え（もしくはその逆）であってもよい。勿論、非保存的置換も同様に機能を保持し
ながら適合することが多い。いくつかの実施形態においては、置換または欠失は、活性に
とって重要なアミノ酸を変化または欠失させない。挿入または欠失は、約１～２０アミノ
酸、例えば、１～１０アミノ酸のサイズであってもよい。いくつかの例において、より大
きいドメインを、機能に実質的に影響させることなく除去することができる。本発明のあ
る特定の実施形態において、バリアントの配列を、天然酵素の配列に対する全部で５、１
０、１５、または２０アミノ酸以下の付加、欠失、または置換を作製することにより取得
することができる。いくつかの実施形態においては、ポリペプチド中の１％、５％、１０
％、または２０％以下のアミノ酸は、元のポリペプチドと比較した挿入、欠失、または置
換である。様々な種間で保存されたアミノ酸残基は保存されていないアミノ酸よりも活性
にとって重要である可能性がより高いため、アミノ酸残基を、対象の活性を除去するか、
または実質的に低下させることなく、置き換える、付加する、または欠失させることがで
きることを決定する際の指針を、特定のポリペプチドの配列を、相同ポリペプチド（例え
ば、他の生物に由来する）のものと比較し、高い相同性の領域（保存された領域）中で作
製されたアミノ酸配列変化の数を最小化することによるか、またはアミノ酸を、相同配列
中に見出されるものと置き換えることにより得ることができる。
【００９５】
　いくつかの実施形態においては、ポリペプチドのバリアントは、非相同ポリペプチド部
分を含む。非相同部分は、元のポリペプチド中には存在しないか、またはそれと相同では
ない配列を有することが多い。非相同部分は、例えば、５～約５，０００アミノ酸長、ま
たはそれ以上であってもよい。いくつかの実施形態においては、それは５～約１，０００
アミノ酸長である。いくつかの実施形態においては、非相同部分は、異なるポリペプチド
中に見出される配列、例えば、機能的ドメインを含む。いくつかの実施形態においては、
非相同部分は、ポリペプチドを精製する、発現させる、可溶化する、および／または検出
するのに有用な配列を含む。いくつかの実施形態においては、非相同部分は、ポリペプチ
ド「タグ」、例えば、親和性タグまたはエピトープタグを含む。例えば、タグは、親和性
タグ（例えば、ＨＡ、ＴＡＰ、Ｍｙｃ、６ＸＨｉｓ、Ｆｌａｇ、ＧＳＴ）、蛍光または発
光タンパク質（例えば、ＥＧＦＰ、ＥＣＦＰ、ＥＹＦＰ、セルリアン、ＤｓＲｅｄ、ｍＣ
ｈｅｒｒｙ）、溶解度向上タグ（例えば、ＳＵＭＯタグ、ＮＵＳ　Ａタグ、ＳＮＵＴタグ
、またはバクテリオファージＴ７のＯｃｒタンパク質のモノマー変異体）であってもよい
。例えば、Ｅｓｐｏｓｉｔｏ　ＤおよびＣｈａｔｔｅｒｊｅｅ　ＤＫ．Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉ
ｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．；１７（４）：３５３～８頁（２００６）を参照されたい。
いくつかの実施形態においては、タグは、複数の機能を果たしてもよい。タグは、比較的
小さいことが多く、例えば、数個のアミノ酸から約１００アミノ酸長までの範囲である。
いくつかの実施形態においては、タグは、１００アミノ酸長未満であり、例えば、約５０
０アミノ酸長まで、またはそれ以上である。いくつかの実施形態においては、ポリペプチ
ドは、ＮまたはＣ末端に位置するタグを、例えば、ＮまたはＣ末端融合物として有する。
ポリペプチドは、複数のタグを含んでもよい。いくつかの実施形態においては、６ＸＨｉ
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ｓタグとＮＵＳタグが、例えば、Ｎ末端に存在する。いくつかの実施形態においては、タ
グを、例えば、プロテアーゼによりポリペプチドから除去することができるように、タグ
は切断性である。いくつかの実施形態においては、これは、元のポリペプチドと相同な部
分をコードする配列と、タグとの間にプロテアーゼ切断部位をコードする配列を含有させ
ることにより達成される。プロテアーゼの例としては、例えば、トロンビン、ＴＥＶプロ
テアーゼ、第Ｘａ因子、ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎプロテアーゼなどが挙げられる。いくつ
かの実施形態においては、「自己切断性」タグが用いられる。例えば、ＰＣＴ／ＵＳ０５
／０５７６３を参照されたい。タグをコードする配列を、ポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドに関して５’または３’（または両方）に配置することができる。いくつか
の実施形態においては、タグまたは他の非相同配列は、ポリペプチドリンカーにより残り
のポリペプチドから隔てられる。例えば、リンカーは、短いポリペプチド（例えば、１５
～２５アミノ酸）であってもよい。リンカーは、セリン、グリシン、および／またはアラ
ニンなどの小さいアミノ酸残基から構成されることが多い。非相同ドメインは、膜貫通ド
メイン、分泌シグナルドメインなどを含んでもよい。
【００９６】
　本発明のある特定の実施形態においては、場合により、非相同部分を含まない、断片ま
たはバリアントは、存在する場合、その３次元構造（実際の構造または予測される構造）
を元のポリペプチドの構造に重ね合わせた場合、重複の体積が元のポリペプチドの構造の
全体積の少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９
０％であるような、元のポリペプチドに対する十分な構造的類似性を有する。断片または
バリアントの部分的または完全な３次元構造を、タンパク質を結晶化することにより決定
することができ、これを標準的な方法を用いて行うことができる。あるいは、これも標準
的な方法を用いて、ＮＭＲ溶液構造を作成することができる。ＭＯＤＥＬＥＲ（Ｓａｌｉ
，Ａ．およびＢｌｕｎｄｅｌｌ，ＴＬ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２３４、７７９～８１
５頁、１９９３）などのモデリングプログラム、または任意の他のモデリングプログラム
を用いて、予測構造を作成することができる。関連ポリペプチドの構造または予測構造が
利用可能である場合、モデルはその構造に基づいていてもよい。ＰＲＯＳＰＥＣＴ－ＰＳ
ＰＰプログラムスイートを用いることができる（Ｇｕｏ，ＪＴら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．３２（ウェブサーバー発行）：Ｗ５２５～５頁、Ｊｕｌ．１、２００４
）。本発明の実施形態がポリペプチドのバリアントに関するものである場合、バリアント
をコードするポリヌクレオチドが提供されることが理解されるであろう。
【００９７】
　用語「ベクター」は、例えば、核酸分子の細胞中への進入を媒介する、例えば、導入す
る、輸送することなどができる核酸またはウイルスもしくはその一部（例えば、ウイルス
キャプシドもしくはゲノム）を指すために本明細書で用いられる。ベクターが核酸である
場合、導入される核酸分子は、一般に、ベクター核酸分子に連結される、例えば、その中
に挿入される。核酸ベクターは、自己複製を指令する配列（例えば、複製起点）を含んで
もよく、または宿主細胞ＤＮＡ中への核酸の一部もしくは全部の組込みを可能にするのに
十分な配列を含んでもよい。有用な核酸ベクターとしては、例えば、ＤＮＡもしくはＲＮ
Ａプラスミド、コスミド、および天然もしくは改変ウイルスゲノムもしくはその一部また
はウイルスキャプシド中にパッケージングすることができる核酸（ＤＮＡもしくはＲＮＡ
）が挙げられる。典型的には、プラスミドベクターは、複製起点と、１つまたは複数の選
択マーカーとを含む。プラスミドは、ウイルスゲノムの一部または全部（例えば、ウイル
スプロモーター、エンハンサー、プロセッシングまたはパッケージングシグナルなど）を
含んでもよい。核酸分子を細胞中に導入するために用いることができるウイルスまたはそ
の一部は、ウイルスベクターと呼ばれる。有用なウイルスベクターとしては、アデノウイ
ルス、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、レンチウイルス、ワクシニアウイルスおよ
び他のポックスウイルス、ヘルペスウイルス（例えば、単純ヘルペスウイルス）、および
その他が挙げられる。ウイルスベクターは、宿主細胞中に導入された場合に感染性ウイル
スの生成のための十分なウイルス遺伝子情報を含有しても、またはしなくてもよい、すな
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わち、ウイルスベクターは、複製欠損であってもよく、そのような複製欠損ウイルスベク
ターは、治療的使用にとって好ましいものであってもよい。十分な情報がない場合、必要
ではないが、それを宿主細胞により、または細胞中に導入される別のベクターにより供給
することができる。導入される核酸は、天然の、もしくは改変されたウイルスゲノムもし
くはその一部に含有させることができるか、または別の核酸分子としてウイルスもしくは
ウイルスキャプシド内に存在してもよい。ウイルスキャプシド中にパッケージングするこ
とができる核酸の転写を指令するのに十分な、ならびに／または宿主細胞ゲノム中に組み
込むことができる核酸を生じる、および／もしくは感染性ウイルスを生じるのに十分な、
典型的には、ウイルス遺伝子情報を含む、ウイルスゲノムの一部または全部を含むある特
定のプラスミドベクターも、当業界ではウイルスベクターと呼ばれることがあることが理
解される。ベクターは、ベクターで形質転換された、またはトランスフェクトされたか、
またはされていない細胞の同定および／または選択における使用にとって好適なマーカー
をコードする１つまたは複数の核酸を含んでもよい。マーカーとしては、例えば、抗生物
質に対する耐性もしくは感受性を増大もしくは低下させるタンパク質（例えば、ピューロ
マイシン、ヒグロマイシンもしくはブラスチシジンなどの抗生物質に対する耐性を付与す
るタンパク質をコードする抗生物質体制遺伝子）または他の化合物、活性が当業界で公知
のアッセイにより検出可能である酵素（例えば、ベータ－ガラクトシダーゼもしくはアル
カリホスファターゼ）、および形質転換またはトランスフェクトされた細胞の表現型に検
出可能に影響するタンパク質またはＲＮＡ（例えば、蛍光タンパク質）が挙げられる。発
現ベクターは、作動可能に連結された核酸の転写を指令するのに十分な、調節配列、例え
ば、プロモーターなどの発現制御配列を含むベクターである。調節配列はまた、エンハン
サー配列または上流の活性化因子配列を含んでもよい。ベクターは、場合により、５’リ
ーダーまたはシグナル配列を含んでもよい。ベクターは、場合により、切断および／もし
くはポリアデニル化シグナルならびに／または３’非翻訳領域を含んでもよい。ベクター
は、発現させようとする核酸のベクター中への導入を容易にするための、制限酵素のため
の１つまたは複数の適切に配置された部位を含むことが多い。発現ベクターは、発現のた
めの十分なｃｉｓ作用エレメントを含む；発現にとって必要とされるか、または役立つ他
のエレメントを、宿主細胞により、またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ発現系中で供給することがで
きる。
【００９８】
　様々な技術を、核酸分子を細胞中に導入するために用いることができる。そのような技
術としては、リン酸カルシウム、陽イオン脂質、陽イオンポリマーなどの化合物を用いる
化学物質により容易になるトランスフェクション、リポソーム媒介性トランスフェクショ
ン、エレクトロポレーション、粒子ボンバードメント、またはマイクロインジェクション
などの非化学的方法、および対象の核酸分子を含有するウイルスによる感染（「形質導入
」と呼ばれることもある）が挙げられる。ベクターを取込み、典型的には、核酸を発現す
る細胞の同定および／または選択のためにマーカーを用いることができる。細胞を適切な
培地中で培養して、そのような細胞を選択し、場合により、安定な細胞株を確立すること
ができる。
【００９９】
　本発明をより詳細に説明する前に、本発明が記載される特定の実施形態に限定されず、
そのようなものとして、勿論、変化してもよいことが理解されるべきである。また、本発
明の範囲は、添付の特許請求の範囲によってのみ限定されるため、本明細書で用いられる
用語は、特定の実施形態だけを説明するためのものであり、限定を意図するものではない
ことも理解されるべきである。
【０１００】
　値の範囲が提供される場合、文脈が別途明確に指示しない限り、下限の単位の１０分の
１までのそれぞれの介在する値、その範囲の上限と下限の間およびその記述される範囲中
の任意の他の記述される値または介在する値が、本発明に包含されることが理解される。
これらの小さい方の範囲の上限および下限は、小さい方の範囲に独立に含まれ、また、記
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述される範囲中の任意の特に排除される限界によって、本発明に包含される。記述される
範囲が限界の一方または両方を含む場合、これらの含まれる限界の一方または両方を含ま
ない範囲も、本発明に含まれる。
【０１０１】
　ある特定の範囲は、用語「約」を前に付けた数値と共に本明細書で提示される。用語「
約」は、それが先行する正確な数、ならびにこの用語が先行する数に近いか、またはそれ
に近似的である数に関する文字による支援を提供するために本明細書で用いられる。ある
数が特に記載される数に近いか、またはそれに近似的であるかどうかを決定する際に、近
いか、または近似的な記載されない数は、それが提示される文脈において、特に記載され
る数の実質的な等価物を提供する数であってもよい。
【０１０２】
　別途定義されない限り、本明細書で用いられる全ての技術用語および科学用語は、本発
明が属する当業界における通常の知識を有する者によって一般的に理解されるのと同じ意
味を有する。本明細書に記載のものと類似するか、または等価である任意の方法および材
料を、本発明の実施または試験において用いることもできるが、代表的な例示的方法およ
び材料をここで説明する。
【０１０３】
　本明細書および添付の特許請求の範囲で用いられる場合、単数形「ａ」、「ａｎ」およ
び「ｔｈｅ」は、文脈が別途明確に指示しない限り、複数の指示対象を含むことに留意さ
れたい。さらに、特許請求の範囲を、任意選択の要素を排除するために下書きすることが
できることに留意されたい。そのようなものとして、この記述は、特許請求の範囲の要素
の記載と関連する、「単に」、「のみ」などの排他的な用語の使用、または「負の」限定
の使用のための先行詞として働くことが意図される。
【０１０４】
　本開示を読む際に当業者には明らかであるように、本明細書に記載および例示される個
々の実施形態はそれぞれ、本発明の範囲または精神から逸脱することなく、他のいくつか
の実施形態のいずれかの特徴から容易に分離するか、またはそれと組み合わせることがで
きる個別の構成要素および特徴を有する。任意の記載される方法を、記載される事象の順
序で、または論理的に可能である任意の他の順序で実行することができる。
【０１０５】
　発明の詳細な説明
　本発明は、胚性期においてＴＲを授ける遺伝子発現パターンが失われた、ヒトなどの哺
乳動物種における発生の胎児、新生児、幼児、または成体期において体細胞ｉＴＲを実施
するのに有用な化合物、組成物、および方法を提供する。一態様において、本発明は、霊
長類種、より特には、ヒト種を含む哺乳動物種においてＴＲを調節する遺伝子を同定する
方法を提供し、ここで、前記遺伝子は、発生の胎児および成体段階と比較して発生の胚性
段階で示差的に発現される、ｍＲＮＡおよび非コードＲＮＡまたは前記ＲＮＡ中のスプラ
イスバリアントをコードする遺伝子の発現を比較することにより同定される。より特には
、前記方法は、胎児および成体細胞（胚から胎児発生への転移点の後）と比較して、発生
の出生前段階、特に、発生の胚性期（胚から胎児発生への転移点の前）において複数の多
様な体細胞型中で示差的に発現されるｍＲＮＡおよび非コードＲＮＡをコードする遺伝子
を同定する。ヒト種の場合、胚から胎児発生への転移は、出生前発生の約８週で起こり、
マウスにおいては、それは約１６日で起こり、ラット種においては、約１７．５日で起こ
る。
【０１０６】
　本発明の別の態様において、哺乳動物発生の胚性期に特異的な遺伝子発現パターンを示
す、多能性幹細胞由来クローン、オリゴクローン、プールされたクローン、またはプール
されたオリゴクローン胚性前駆細胞株を、コードおよび非コードＲＮＡの供給源として使
用し、胎児または成体由来供給源に由来する細胞および組織中でコードおよび非コードＲ
ＮＡを比較して、発生の胚性期における細胞と比較して、胎児および成体組織におけるＴ
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ＲおよびＴＲの抑制を調節する、ｍＲＮＡおよび非コードＲＮＡをコードする遺伝子また
は前記遺伝子中のスプライスバリアントを同定する。
【０１０７】
　本発明の別の態様において、発生の胚性期において多様な型の体細胞中で示差的に発現
される転写調節遺伝子を、ＴＲに参画することができない成体細胞型などの、胚性期後の
発生段階における多様な体細胞型と比較して、スプライスバリアントにおける変化の発現
の変化が成体哺乳動物における組織再生能力の抑制を引き起こす遺伝子を同定する。いく
つかの実施形態においては、発現または抑制がｉＴＲを行うことができる遺伝子を同定す
る方法は、クローン、オリゴクローン、またはプールされたクローンもしくはプールされ
たオリゴクローンｈＰＳ細胞由来胚性前駆細胞株のトランスクリプトームを、胚性前駆細
胞中で一般的に発現される遺伝子を同定するための多様な型の成体由来細胞もしくは組織
のトランスクリプトームまたは成体由来細胞中では発現されないか、もしくは顕著により
低レベルで発現される胚性前駆細胞中のＲＮＡスプライスバリアント、もしくはあるいは
、クローン、オリゴクローン、またはプールされたクローンもしくはプールされたオリゴ
クローンｈＰＳ細胞由来胚性前駆細胞株中では発現されないか、もしくは顕著により低レ
ベルで発現されるスプライスバリアントを含むＲＮＡと比較することを含む。別の実施形
態においては、両方とも、成体由来細胞と比較して胚性前駆細胞中でより高レベルで発現
され、また、発がんに関与する候補ｉＴＲ遺伝子、または両方とも、成体由来細胞と比較
して胚性前駆細胞中でより低レベルで発現され、また、腫瘍抑制に関与する遺伝子は、候
補ｉＴＲ遺伝子として同定される。
【０１０８】
　別の態様において、本発明は、特定の細胞および組織型の再生のために最適化された因
子および／またはリプレッサーの組合せを同定するための多様な細胞および組織型におい
てｉＴＲ遺伝子の組合せをスクリーニングする方法を提供する。
【０１０９】
　別の態様において、本発明は、培養細胞中でのｉＴＲ遺伝子の発現を改変して、そうで
なければ十分なＴＲを受けることができない組織中に移植された場合に、それらがｉＴＲ
に参画することができる状態にまでそれらを回復する方法を提供する。
【０１１０】
　本発明の別の態様において、限定されるものではないが、ヒト遺伝子ＴＥＲＴなどの、
テロメラーゼ触媒成分を、体細胞の増殖能力を拡張することによってＴＲを容易にするた
めに、ＴＲを誘導しようとする標的細胞または組織中で一過的に発現させる。本発明の別
の態様において、ヒト遺伝子ＴＥＲＴを含む、テロメラーゼ触媒成分を、細胞を不死化す
ることなく体細胞の増殖能力を拡張するために標的細胞または組織中で一過的に発現させ
る（構成的に発現させるのとは反対である）。
【０１１１】
　別の態様において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｖｏの細胞中でｉＴＲ遺伝子の発現を改変し
て、それらがｉＴＲに参画することができる状態にまでそれらを回復させる方法を提供す
る。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ遺伝子発現を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで改変する
。
【０１１２】
　別の態様において、本発明は、ＴＲ活性の候補モジュレータを同定する方法であって、
（ｉ）（ａ）精製された状態の、または他の分子との混合物中のＴＲ活性の候補モジュレ
ータ；（ｂ）体細胞が遺伝子発現の胚性パターンとは反対に遺伝子発現の胎児または成体
パターンを発現する、ＴＲを行うことができない前記細胞；（ｃ）体細胞内、または胎児
および成体段階と比較して発生の胚性期における体細胞中で示差的に調節される遺伝子の
プロモーターがリポーター遺伝子の発現を駆動する、ＴＲを行うことができない前記細胞
の抽出物内に存在するリポーター構築物を含む組成物を提供すること；ならびに（ｉｉ）
候補モジュレータがリポーター遺伝子の発現に影響するかどうかを決定することを含み、
候補モジュレータの非存在下での遺伝子の発現と比較して変化したリポーター遺伝子の発
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現が、化合物がｉＴＲ活性をモジュレートすることを示す、前記方法を提供する。
【０１１３】
　いくつかの実施形態においては、ＴＲの候補モジュレータを同定する方法は、対象に、
ＴＲのモジュレータと同定された候補化合物を投与することをさらに含む。好適な対象は
、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、有蹄動物ならびにウシ、ヒツジ、ウマ、ヤギ、ブタなど
の他の農業用動物、ネコまたはイヌなどの家庭用動物およびマウス、ラット、ウサギ、モ
ルモットなどのげっ歯類などの哺乳動物を含む、任意の動物を含む。
【０１１４】
　いくつかの実施形態においては、化合物を同定する方法は、対象に該化合物を投与する
ことをさらに含む。いくつかの実施形態においては、対象は、非ヒト動物、例えば、ＴＲ
または創傷治癒のためのモデルとして役立つ非ヒト動物である。いくつかの実施形態にお
いては、対象は、ヒトである。
【０１１５】
　別の態様において、本発明は、（ａ）ｉＴＲのモジュレータ；および（ｂ）薬学的に許
容される担体を含む医薬組成物を提供する。
【０１１６】
　当業界の技術の範囲内にある、細胞生物学、細胞培養、分子生物学、微生物学、組換え
核酸（例えば、ＤＮＡ）技術、免疫学などのある特定の従来技術は、本発明の態様におい
て有用であり得る。ある特定のこれらの技術の非限定的記載は、以下の刊行物中に見出さ
れる：Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．ら（ｅｄｓ．）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ、およびＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ、全てＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．，　ｅｄｉｔｉｏｎｓ
　ａｓ　ｏｆ　２００８；Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｒｕｓｓｅｌｌ、およびＳａｍｂｒｏｏｋ
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、３
．ｓｕｐ．ｒｄ　ｅｄ．、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、２００１；Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ
．およびＬａｎｅ，Ｄ．、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、１９８８；Ｂｕｒｎｓ，Ｒ．、Ｉｍｍｕｎｏｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ）　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ；３ｒｄ　ｅｄ．、２００５、Ｍｏｎｏｃｌｏ
ｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｐ．Ｓｈ
ｅｐｈｅｒｄおよびＣ　Ｄｅａｎ、ｅｄｓ．、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ、２０００）；Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，Ｒ．Ｉ．、「Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉ
ｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ、Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ」、５
ｔｈ　ｅｄ．、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｈｏｂｏｋｅｎ，ＮＪ、２００５
）。
【０１１７】
　ＴＲモジュレーションおよびｉＴＲモジュレータ
　本発明は、ｉＴＲモジュレータおよびその使用方法を提供する。本発明は、ｉＴＲモジ
ュレータを同定するのに有用な組成物および方法をさらに提供する。いくつかの態様にお
いて、本発明は、前記ｉＴＲモジュレータの濃度を変化させる薬剤を、それを必要とする
多細胞生物に投与することを含む、再生を増強する方法を提供する。
【０１１８】
　アホロートルにおける切断された手足の再生、またはプラナリアにおける全身断片の再
生などの完全なＴＲのための能力を示す原始的動物は、通常の胚発生を単に繰り返すこと
によってそうする。マウスおよびヒトなどの哺乳動物における前記ＴＲ耐性の無能性は、
胎児発生から胚状態への転移に対してそれらを耐性にするある特定の胚遺伝子転写の変化
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により引き起こされる。ＴＲ耐性動物におけるある特定のこれらの胚特異的遺伝子の回復
のための方法であって、それにより、形成中心因子に対する応答性、複雑な組織再生の誘
導および瘢痕形成の同時的低減などの、任意の組織における再生のための能力を誘導する
前記方法が本明細書で提供される。
【０１１９】
　ある特定の遺伝子はこれらの種における正常組織および再生組織において示差的に発現
され、いくつかの遺伝子はそのような組織の再生にとって必要であると同定されたが、さ
もなければＴＲを行うことができない動物の組織（哺乳動物の組織など）中の動物の細胞
を、組織自体が再生することができる状態に戻るように再プログラミングするのに十分で
ある遺伝子は、単独でも、または他の遺伝子と組み合わせても、報告されていない。従っ
て、発現されるか、またはあるいは抑制される場合、哺乳動物細胞および組織中で誘導組
織再生（ｉＴＲ）を引き起こすのに十分である遺伝子を同定するための組成物および方法
、ならびにｉｎ　ｖｉｖｏの哺乳動物種、特に、Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ種の組織中で
そのような再生を誘導または抑制するための組成物および方法が、当業界において必要で
ある。
【０１２０】
　胎児および成体動物における発現がＴＲを阻害する遺伝子を、本明細書では「ＴＲ阻害
因子」と命名し、胎児および成体細胞中では発現を欠くが、発生の胚性期における発現は
ＴＲを容易にする遺伝子を、本明細書では「ＴＲ活性化因子」と命名する。集合的に、Ｔ
Ｒ阻害因子遺伝子およびＴＲ活性化因子遺伝子を、本明細書ではｉＴＲ遺伝子と命名する
。ＴＲを誘導する様式でＴＲ活性化因子およびＴＲ阻害因子のレベルを変化させる分子を
、本明細書では「ｉＴＲ因子」と命名する。ｉＴＲ遺伝子およびｉＴＲ遺伝子のタンパク
質産物は、イソギンチャクから哺乳動物まで、動物において保存されていることが多い。
いくつかの異なる動物に由来する、ｉＴＲ遺伝子によりコードされるタンパク質配列、お
よびｉＴＲ遺伝子をコードする核酸（例えば、ｍＲＮＡ）の配列が、当業界で公知であり
、例えば、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉ
ｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）で利用可能なものなどの公共的に利用可能なデータベ
ースに見出すことができる。
【０１２１】
　ＴＲ阻害遺伝子ＣＯＸ７Ａ１は、正常組織中の上皮細胞とは反対に、間質細胞中で主に
発現されることが観察された。しかしながら、新生物の場合、この遺伝子は骨肉腫および
軟骨肉腫などの多くの間質性がんにおいて下方調節されることが観察された。これは、Ｗ
ａｒｂｕｒｇ効果として知られる、がんにおける解糖の増加の観察と一致している。ＴＲ
遺伝子は、成体におけるがんを一部防止するために、胚から胎児発生への転移において変
化するため、間質性腫瘍中でのＣＯＸ７Ａ１の抑制は、間質細胞を胚状態に復帰させ、発
がんを容易にし得る。間質性腫瘍におけるＣＯＸ７Ａ１の外因性発現は、従って、治療効
果を有する。
【０１２２】
　本発明は、ｉＴＲ遺伝子をモジュレートするいくつかの異なる方法およびｉＴＲ遺伝子
を調節するのに有用な様々な異なる化合物を提供する。一般に、ｉＴＲ因子は、例えば、
低分子、核酸、オリゴヌクレオチド、ポリペプチド、ペプチド、脂質、炭水化物などであ
ってもよい。本発明のいくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、細胞により生成さ
れたＴＲ阻害因子ＲＮＡの量を減少させることにより、および／またはＴＲ阻害因子遺伝
子の活性レベルを低下させることにより阻害する。ＴＲ阻害因子を標的化する場合、ＴＲ
阻害因子遺伝子の生成物のレベルを低下させる因子を同定し、研究および療法において使
用する。前記ＴＲ阻害因子遺伝子は、図１Ａに列挙されるＴＲ阻害因子遺伝子のいずれか
１つまたは組合せであってもよい。細胞によるＴＲ阻害因子ＲＮＡ合成の合成を阻害する
ことにより（「ＴＲ阻害因子遺伝子発現を阻害すること」とも言われる）、例えば、ＴＲ
阻害因子遺伝子をコードするｍＲＮＡの量を減少させることにより、またはＴＲ阻害因子
遺伝子をコードするｍＲＮＡの翻訳を減少させることにより、ＴＲ阻害因子遺伝子ＲＮＡ



(29) JP 6529486 B2 2019.6.12

10

20

30

40

50

の量を減少させることができる。前記因子は、限定されるものではないが、図１Ａに列挙
されるＴＲ阻害因子遺伝子内の配列を標的化するＲＮＡｉであってもよい。
【０１２３】
　本発明のいくつかの実施形態においては、ＴＲ阻害因子遺伝子発現は、ＲＮＡ干渉（Ｒ
ＮＡｉ）により阻害される。当業界では公知のように、ＲＮＡｉは、遺伝子と一致する配
列を有する二本鎖ＲＮＡの細胞中での存在が、典型的には、遺伝子から転写されるｍＲＮ
Ａの切断または翻訳抑制の結果として、遺伝子の発現の配列特異的阻害をもたらすプロセ
スである。ＲＮＡｉによる発現の阻害を引き起こすのに有用な化合物（「ＲＮＡｉ剤」）
としては、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、短いヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、マイ
クロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、およびｍｉＲＮＡ様分子が挙げられる。
【０１２４】
　ヒトおよびマウスＴＲ阻害因子遺伝子発現を阻害するｓｉＲＮＡの配列の例は、実施例
に提供される。当業者であれば、一度、哺乳動物ＴＲ阻害因子遺伝子、例えば、ヒトＴＲ
阻害因子遺伝子を同定したら、前記ＴＲ阻害因子遺伝子の発現を阻害するのに有用な、Ｒ
ＮＡｉ剤、例えば、ｓｉＲＮＡのための配列を容易に設計することができる。いくつかの
実施形態においては、そのような配列を選択して、「オフターゲット」（ｏｆｆ－ｔａｒ
ｇｅｔ）効果を最小化する。例えば、ＴＲ阻害因子遺伝子ｍＲＮＡ中に存在し、対象の種
において発現される他のｍＲＮＡ中に存在しない（または対象の種のゲノム中に存在しな
い）配列と相補的である配列を用いることができる。位置特異的化学的改変を用いて、潜
在的なオフターゲット効果を低減することができる。いくつかの実施形態においては、Ｔ
Ｒ阻害因子遺伝子ｍＲＮＡに対して標的化された、少なくとも２つの異なるＲＮＡｉ剤、
例えば、ｓｉＲＮＡを、組み合わせて用いる。いくつかの実施形態においては、マイクロ
ＲＮＡ（人工的に設計されたマイクロＲＮＡであってもよい）を用いて、ＴＲ阻害因子遺
伝子発現を阻害する。
【０１２５】
　本発明のいくつかの実施形態においては、ＴＲ阻害因子遺伝子発現を、ＴＲ阻害因子遺
伝子をコードするｍＲＮＡと完全に、または実質的に相補的である一本鎖オリゴヌクレオ
チドを含むアンチセンス分子を用いて阻害する。このオリゴヌクレオチドは、ＴＲ阻害因
子遺伝子ｍＲＮＡにハイブリダイズし、例えば、ＲＮａｓｅＨによるｍＲＮＡの分解また
は立体障害による翻訳の遮断をもたらす。本発明の他の実施形態においては、ＴＲ阻害因
子遺伝子発現を、リボザイムまたは三本鎖核酸を用いて阻害する。
【０１２６】
　本発明のいくつかの実施形態においては、ＴＲ阻害因子は、ＴＲ阻害因子タンパク質の
少なくとも１つの活性を阻害する。ＴＲ阻害因子タンパク質を、ＴＲ阻害因子タンパク質
と物理的に相互作用する化合物と接触させることにより、ＴＲ阻害因子活性を低下させる
ことができる。そのような化合物は、例えば、ＴＲ阻害因子タンパク質の構造を変化させ
る（例えば、それを共有的に改変することによる）および／またはＴＲ阻害因子タンパク
質と、コファクターもしくは基質などの１つもしくは複数の他の分子との相互作用を遮断
することができる。いくつかの実施形態においては、阻害または減少は、参照レベル（例
えば、対照レベル）の少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３
５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８
５％、９０％、９５％、または９９％の低下であってもよい。対照レベルは、ＴＲ阻害因
子の非存在下で生じる前記因子のレベルであってもよい。例えば、ＴＲ因子は、ＴＲ阻害
因子タンパク質のレベルを、試験される条件下、前記因子の非存在下で生じるレベルの９
５％、９０％、８５％、８０％、７５％、７０％、６５％、６０％、５５％、５０％、４
０％、３０％、２５％、２０％、１０％、または５％以下にまで低下させることができる
。いくつかの実施形態においては、ＴＲ阻害因子のレベルを、試験される条件下、前記因
子の非存在下で生じるレベルの７５％またはそれ以下にまで低下させる。いくつかの実施
形態においては、ＴＲ阻害因子のレベルを、試験される条件下、前記因子の非存在下で生
じるレベルの５０％またはそれ以下にまで低下させる。いくつかの実施形態においては、
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ＴＲ阻害因子のレベルを、試験される条件下、前記因子の非存在下で生じるレベルの２５
％またはそれ以下にまで低下させる。いくつかの実施形態においては、ＴＲ阻害因子のレ
ベルを、試験される条件下、ｉＴＲ因子の非存在下で生じるレベルの１０％またはそれ以
下にまで低下させる。いくつかの場合、対照レベルと比較したモジュレーション（例えば
、阻害または減少）のレベルは、統計的に有意である。本明細書で用いられる場合、「統
計的に有意」とは、適切な統計的検定（例えば、ＡＮＯＶＡ、ｔ検定など）を用いた場合
に、０．０５未満のｐ値、例えば、０．０２５未満のｐ値または０．０１未満のｐ値を指
す。
【０１２７】
　本発明のいくつかの実施形態においては、ある化合物は、ＴＲ阻害因子タンパク質を直
接阻害する、すなわち、その化合物は、ＴＲ阻害因子と、ｉＴＲ因子との物理的相互作用
（結合）を含む機構によってＴＲ阻害因子タンパク質を阻害する。例えば、ｉＴＲ因子へ
のＴＲ阻害因子の結合は、反応を触媒するＴＲ阻害因子の能力を阻害する、および／また
はＴＲ阻害因子活性部位を閉塞させることができる。様々な化合物を用いて、ＴＲ阻害因
子を直接阻害することができる。ＴＲ阻害因子を直接阻害する例示的化合物は、例えば、
低分子、抗体、またはアプタマーであってもよい。
【０１２８】
　本発明のいくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、ＴＲ阻害因子に共有結合する
。例えば、化合物は、酵素活性に必要とされるアミノ酸残基を改変することができる。い
くつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、ＴＲ阻害因子のアミノ酸側鎖と反応する、
アルデヒド、ハロアルカン、アルケン、フルオロホスホネート（例えば、アルキルフルオ
ロホスホネート）、ミカエルアクセプター、フェニルスルホネート、メチルケトン、例え
ば、ハロゲン化メチルケトンまたはジアゾメチルケトン、フルオロホスホネート、ビニル
エステル、ビニルスルホン、またはビニルスルホンアミドなどの１つまたは複数の反応性
官能基を含む。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子阻害因子は、ＴＲ阻害因子と
物理的に相互作用する化合物を含み、該化合物は、反応性官能基を含む。いくつかの実施
形態においては、ＴＲ阻害因子と物理的に相互作用する化合物の構造を、反応性官能基を
含有するように改変する。いくつかの実施形態においては、化合物は、ＴＲ阻害因子基質
類似体または転移状態類似体を含む。いくつかの実施形態においては、化合物は、ＴＲ阻
害因子活性部位の中で、またはその近くでＴＲ阻害因子と相互作用する。
【０１２９】
　他の実施形態においては、ｉＴＲ因子は、ＴＲ阻害因子および／またはＴＲ阻害因子と
ＴＲ阻害因子基質とを含有する複合体に非共有結合する。いくつかの実施形態においては
、ｉＴＲ因子は、ＴＲ阻害因子の活性部位に非共有結合する、および／またはＴＲ阻害因
子活性部位への接近のための基質と競合する。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因
子は、試験される条件下で、例えば、リン酸緩衝生理食塩水などの生理的に許容される溶
液中で、約１０－３Ｍ以下、例えば、１０－４Ｍ以下、例えば、１０－５Ｍ以下、例えば
、１０－６Ｍ以下、１０－７Ｍ以下、１０－８Ｍ以下、または１０－９Ｍ以下のＫｄでＴ
Ｒ阻害因子に結合する。結合親和性を、例えば、当業界で公知のような、表面プラズモン
共鳴（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅシステムを用いる）、等温滴定熱量測定、または競合的結
合アッセイを用いて測定することができる。いくつかの実施形態においては、阻害因子は
、ＴＲ阻害因子基質類似体または転移状態類似体を含む。
【０１３０】
　ＴＲ活性化因子の活性を増加させる場合、図１Ｂに列挙されるＴＲ活性化因子遺伝子の
組合せのいずれか１つを用いることができる。これらの遺伝子の生成物のレベルを、本明
細書に記載のベクターを用いて導入することができる。
【０１３１】
　ｉＴＲ因子に関するリポーターに基づくスクリーニングアッセイ
　本発明は、発現が、ＣＯＸ７Ａ１などの本明細書に記載のＴＲ活性化因子遺伝子の１つ
により駆動されるＧＦＰなどのマーカーを含む（ａ）リポーター分子を用いてｉＴＲ因子
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を同定するための方法を提供する。本発明は、試験化合物がＴＲ活性化因子遺伝子の発現
に影響するかどうか、および／またはＴＲ阻害遺伝子の発現を阻害するかどうかを決定す
ることを含むスクリーニングアッセイを提供する。本発明はさらに、前記方法を実行する
のに有用なリポーター分子および組成物を提供する。一般に、本発明の方法を用いて同定
される化合物は、それぞれ、ＴＲ活性化因子または阻害因子の増加または減少をもたらす
任意の機構によって作用することができる。
【０１３２】
　リポーター分子、細胞、および膜
　一般に、本発明のリポーター分子において有用な検出部分としては、検出可能な蛍光、
化学発光、または生物発光シグナルを生成またはクエンチする光放出または光吸収化合物
が挙げられる。いくつかの実施形態においては、ＴＲ活性化因子遺伝子の活性化またはＴ
Ｒ阻害遺伝子の阻害は、液体媒体中への検出部分の放出を引き起こし、媒体（またはその
試料）中に存在する放出された検出部分により生成またはクエンチされたシグナルが検出
される。いくつかの実施形態においては、得られるシグナルは、検出部分の特性の変化を
引き起こし、そのような変化は、例えば、光シグナルとして検出することができる。例え
ば、シグナルは、検出部分によって電磁放射（例えば、スペクトルの赤外部、可視部もし
くはＵＶ部内の波長を有する放射）の放出または吸収を変化させることができる。いくつ
かの実施形態においては、リポーター分子は蛍光または発光部分を含み、第２の分子は蛍
光または発光部分をクエンチするクエンチャーとして働く。そのような変化を、当業界で
公知の装置および方法を用いて検出することができる。
【０１３３】
　本発明のいくつかの実施形態においては、リポーター分子は、細胞により発現され得る
遺伝子をコードする分子であり、検出部分は、例えば、検出可能なポリペプチドを含む。
かくして、いくつかの実施形態においては、リポーター分子は、緑色、青色、サファイア
色、黄色、赤色、オレンジ色、およびシアン色蛍光タンパク質ならびにその誘導体（例え
ば、増強ＧＦＰ）などの蛍光ポリペプチド；モノマー赤色蛍光タンパク質および「ｍＦｒ
ｕｉｔｓ」として公知のものなどの誘導体、例えば、ｍＣｈｅｒｒｙ、ｍＳｔｒａｗｂｅ
ｒｒｙ、ｍＴｏｍａｔｏなど、ならびにエクオリンなどの発光タンパク質を含むポリペプ
チドである（いくつかの実施形態においては、蛍光または発光は、１つまたは複数のさら
なる分子、例えば、カルシウムイオンなどのイオンおよび／またはセレンテラジンなどの
補欠分子族の存在下で生じることが理解される）。いくつかの実施形態においては、検出
部分は、蛍光、発光、着色、またはさもなければ検出可能な生成物を生成するための基質
に対して作用する酵素を含む。検出部分として働き得る酵素の例としては、ルシフェラー
ゼ；ベータ－ガラクトシダーゼ；西洋わさびペルオキシダーゼ；アルカリホスファターゼ
などが挙げられる（酵素は、反応生成物を検出することによって検出されることが理解さ
れる）。いくつかの実施形態においては、検出部分は、標識（例えば、蛍光標識）された
抗体などの第２の薬剤を用いて容易に検出することができるポリペプチドを含む。例えば
、ＨＡ、Ｍｙｃ、または様々な他のペプチドタグに結合する蛍光標識された抗体が利用可
能である。かくして、本発明は、検出部分を直接検出することができる（すなわち、それ
が第２の薬剤との相互作用を必要とせずに検出シグナルを生成する）実施形態と、検出部
分が第２の薬剤と相互作用（例えば、結合および／または反応）し、そのような相互作用
が、例えば、検出シグナルの生成をもたらすことによるか、または第２の薬剤が直接検出
可能であるために、検出部分を検出可能にする実施形態とを包含する。検出部分が第２の
薬剤と相互作用して、検出シグナルを生成する実施形態においては、検出部分は第２の薬
剤と反応することができ、第２の薬剤によって作用して、検出シグナルを生成する。多く
の実施形態において、シグナルの強度は、例えば、評価される試料、または画像化される
領域中に存在する検出部分の量を示す。いくつかの実施形態においては、検出部分の量は
、場合により、シグナル強度に基づいて、例えば、相対または絶対ベースで定量される。
【０１３４】
　本発明は、本発明のリポーターポリペプチドをコードする配列を含む核酸を提供する。
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いくつかの実施形態においては、核酸は、本発明のリポーターポリペプチドの前駆体ポリ
ペプチドをコードする。いくつかの実施形態においては、ポリペプチドをコードする配列
は、ポリペプチドをコードするｍＲＮＡの転写を指令するのに適切な発現制御エレメント
（例えば、プロモーターまたはプロモーター／エンハンサー配列）に作動可能に連結され
る。本発明はさらに、核酸を含む発現ベクターを提供する。適切な発現制御エレメントの
選択は、例えば、核酸を発現させようとする細胞型および種に基づくものであってもよい
。当業者であれば、適切な発現制御エレメントおよび／または発現ベクターを容易に選択
することができる。いくつかの実施形態においては、発現制御エレメントは、調節可能、
例えば、誘導可能または抑制可能である。細菌細胞における使用にとって好適なプロモー
ターの例としては、例えば、Ｌａｃ、Ｔｒｐ、ａｒａＢＡＤ（例えば、ｐＢＡＤベクター
中）、Ｔ７またはＴ３などのファージプロモーターが挙げられる。哺乳動物細胞中での発
現を指令するのに好適な発現制御配列の例としては、例えば、ＳＶ４０の初期および後期
プロモーター、アデノウイルスもしくはサイトメガロウイルス極初期プロモーター、また
はウイルスプロモーター／エンハンサー配列、レトロウイルスＬＴＲ、哺乳動物遺伝子、
例えば、アクチン、ＥＦ－１アルファ、ホスホグリセリン酸キナーゼなどに由来するプロ
モーターもしくはプロモーター／エンハンサー、Ｔｅｔ－ＯｎおよびＴｅｔ－Ｏｆｆシス
テム（テトラサイクリンおよびドキシサイクリンなどの類似体により調節可能）などの調
節可能（例えば、誘導可能または抑制可能）な発現システムおよびホルモン受容体リガン
ド（例えば、ステロイドであっても、またはなくてもよいステロイド受容体リガンド）、
金属により調節されるシステム（例えば、メタロチオネインプロモーター）などの低分子
により調節することができる他のものが挙げられる。
【０１３５】
　本発明はさらに、そのような核酸および／またはベクターを含む細胞および細胞株を提
供する。いくつかの実施形態においては、細胞は、真核細胞、例えば、真菌、植物、また
は動物細胞である。いくつかの実施形態においては、細胞は、脊椎動物細胞、例えば、哺
乳動物細胞、例えば、ヒト細胞、非ヒト霊長類細胞、またはげっ歯類細胞である。細胞は
、以下に記載の任意の細胞であってもよい。ある特定の実施形態においては、細胞は、ク
ローン細胞またはオリゴクローン細胞であってもよい。いくつかの実施形態においては、
細胞は、ＥＳ細胞またはｉＰＳ細胞などの、多能性幹細胞から得られた前駆細胞であって
もよい。いくつかの実施形態においては、細胞は、いくつかの細胞株、例えば、培養物中
で無制限に増殖する能力を獲得した（例えば、テロメラーゼの触媒成分の構成的発現など
の、突然変異または遺伝子操作の結果として）、確立されたか、または不死化された細胞
株である。いくつかの細胞株が当業界で公知であり、本発明において用いることができる
。哺乳動物細胞株としては、例えば、ＨＥＫ－２９３（例えば、ＨＥＫ－２９３Ｔ）、Ｃ
ＨＯ、ＮＩＨ－３Ｔ３、ＣＯＳ、およびＨｅＬａ細胞株が挙げられる。いくつかの実施形
態においては、細胞株は、腫瘍細胞株である。他の実施形態においては、細胞は、非腫瘍
形成性であり、および／または腫瘍から誘導されない。いくつかの実施形態においては、
細胞は、接着細胞である。いくつかの実施形態においては、非接着細胞が用いられる。い
くつかの実施形態においては、細胞は、細胞型のものであるか、または発現されるＴＲ活
性化因子遺伝子または発現されないＴＲ阻害因子遺伝子のサブセットを天然で有すること
が示された細胞株が用いられる。細胞が１つまたは複数のＴＲ活性化因子または阻害因子
遺伝子を欠く場合、細胞を遺伝子操作して、そのようなタンパク質を発現させることがで
きる。いくつかの実施形態においては、本発明の細胞株は、単一の細胞の子孫である。例
えば、細胞の集団に、リポーターポリペプチドをコードする核酸をトランスフェクトし、
単一の細胞に由来するコロニーを選択し、培養物中で拡張することができる。いくつかの
実施形態においては、細胞に、リポーター分子をコードする発現ベクターを一過的にトラ
ンスフェクトする。細胞に、トランスフェクション効率について制御するための、場合に
より異なる検出可能なポリペプチドを発現する制御プラスミドを同時トランスフェクトし
てもよい（例えば、アッセイの複数回の実行による）。
【０１３６】
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　ＴＲ活性化因子およびＴＲ阻害因子のポリペプチドおよび核酸
　ＴＲ活性化因子およびＴＲ阻害因子の遺伝子を、図１に列挙する。本発明の方法におい
て有用なＴＲ活性化因子およびＴＲ阻害因子ポリペプチドを、様々な方法により取得する
ことができる。いくつかの実施形態においては、ポリペプチドを、組換えＤＮＡ技術を用
いて生成する。組換えタンパク質発現のための標準的な方法を用いることができる。ＴＲ
活性化因子またはＴＲ阻害因子遺伝子をコードする核酸を、例えば、該遺伝子を発現する
細胞から（例えば、ＰＣＲもしくは他の増幅方法によるか、またはクローニングによる）
、または化学的合成、もしくはｃＤＮＡ配列ポリペプチド配列に基づくｉｎ　ｖｉｔｒｏ
での転写により容易に取得することができる。当業者であれば、遺伝子コードの縮重性の
ため、遺伝子は多くの異なる核酸配列によってコードされていてもよいことを知っている
であろう。場合により、配列は、選択される宿主細胞中での発現のためにコドン最適化さ
れる。遺伝子を、細菌、真菌、動物、もしくは植物細胞または生物中で発現させることが
できる。遺伝子を、それを天然で発現する細胞から、またはタンパク質をコードする核酸
が一過的もしくは安定に導入された細胞、例えば、遺伝子をコードする発現ベクターを含
有する細胞から単離することができる。いくつかの実施形態においては、遺伝子は、培養
物中の細胞により分泌され、培養培地から単離される。
【０１３７】
　本発明のいくつかの実施形態においては、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子ポリペプ
チドの配列を、本発明のスクリーニング方法において用いる。天然のＴＲ活性化因子また
はＴＲ阻害因子ポリペプチドは、ゲノムがＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子ポリペプチ
ドをコードする任意の種、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、げっ歯類などに由来するもので
あってもよい。配列が天然のＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子と同一であるポリペプチ
ドは、本明細書では「天然ＴＲ活性化因子／阻害因子」と呼ばれることもある。本発明に
おいて有用なＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子ポリペプチドは、分泌シグナル配列また
はその一部を含んでも、または含まなくてもよい。例えば、ヒトＴＲ活性化因子またはＴ
Ｒ阻害因子のアミノ酸２０～４９６（または異なる種のＴＲ活性化因子もしくはＴＲ阻害
因子の対応するアミノ酸）を含むか、またはそれからなる成熟ＴＲ活性化因子またはＴＲ
阻害因子を用いることができる。
【０１３８】
　いくつかの実施形態においては、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子のバリアントまた
は断片を含むか、またはそれからなるポリペプチドを用いる。ＴＲ活性化因子またはＴＲ
阻害因子バリアントは、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子と比較して、１つまたは複数
のアミノ酸置換、付加、または欠失によって異なるポリペプチドを含む。いくつかの実施
形態においては、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子バリアントは、ヒトＴＲ活性化因子
もしくはＴＲ阻害因子の少なくともアミノ酸２０～４９６またはマウスＴＲ活性化因子も
しくはＴＲ阻害因子のアミノ酸２０～５０３の少なくとも５０％、６０％、７０％、８０
％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％にわた
って、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子（例えば、ヒトまたはマウスに由来する）の少
なくともアミノ酸２０～４９６と、少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％
、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上同一であるポリペプチドを含む。いくつ
かの実施形態においては、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子バリアントは、ヒトＴＲ活
性化因子もしくはＴＲ阻害因子の少なくともアミノ酸２０～４９６またはマウスＴＲ活性
化因子もしくはＴＲ阻害因子のアミノ酸２０～５０３と、少なくとも８０％、８５％、９
０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上同一であるポリペプチドを含む。い
くつかの実施形態においては、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子ポリペプチドは、ヒト
ＴＲ活性化因子もしくはＴＲ阻害因子の少なくともアミノ酸２０～４９６またはマウスＴ
Ｒ活性化因子もしくはＴＲ阻害因子のアミノ酸２０～５０３と、少なくとも８０％、８５
％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上同一であるポリペプチドを含
む。ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子バリアントまたは断片をコードする核酸を、例え
ば、部位特異的突然変異誘発を用いて、例えば、天然ＴＲ活性化因子もしくはＴＲ阻害因
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子をコードするＤＮＡを改変することにより、または他の標準的な方法により容易に生成
し、それを用いてＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子バリアントまたは断片を生成するこ
とができる。例えば、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子をコードする配列を、非相同部
分をコードする配列を提供するベクター中にクローニングすることにより、融合タンパク
質を生成することができる。いくつかの実施形態においては、タグ付けされたＴＲ活性化
因子またはＴＲ阻害因子を用いる。例えば、いくつかの実施形態においては、６ＸＨｉｓ
タグを、例えば、そのＣ末端に含むＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子ポリペプチドを用
いる。
【０１３９】
　試験化合物
　様々な試験化合物を、ｉＴＲ因子を同定するための本発明の方法において用いることが
できる。例えば、試験化合物は、低分子、ポリペプチド、ペプチド、核酸、オリゴヌクレ
オチド、脂質、炭水化物、抗体、またはハイブリッド分子であってもよい。化合物を、天
然の供給源から取得するか、または合成的に生成することができる。化合物は、少なくと
も部分的に純粋であってもよいか、または成分が少なくとも一部未知であるか、もしくは
特徴付けられていない抽出物もしくは他の種類の混合物中に存在してもよい。抽出物また
はその画分を、例えば、植物、動物、微生物、海洋生物、発酵培養液（例えば、土壌、細
菌または真菌発酵培養液）などから生成することができる。いくつかの実施形態において
は、化合物コレクション（「ライブラリー」）を用いる。ライブラリーは、例えば、１０
０～５００，０００の化合物、またはそれ以上を含んでもよい。化合物はマルチウェルプ
レート（例えば、３８４ウェルプレート、１５９６ウェルプレートなど）中に配置される
ことが多い。それらを溶媒（例えば、ＤＭＳＯ）中に溶解するか、または乾燥形態で、例
えば、粉末もしくは固体として提供することができる。合成、半合成、および／または天
然の化合物のコレクションを試験することができる。化合物ライブラリーは、構造的に関
連する、構造的に異なる、または構造的に関連しない化合物を含んでもよい。化合物は、
人工のもの（ヒトにより発明された構造を有し、自然には見出されない）または天然のも
のであってもよい。いくつかの実施形態においては、ライブラリーは、他の薬物探索プロ
グラムにおいて「ヒット」もしくは「リード」として同定された少なくともいくつかの化
合物および／またはその誘導体を含む。化合物ライブラリーは、天然の生成物および／ま
たは非指向的もしくは指向的合成有機化学を用いて作成された化合物を含んでもよい。化
合物ライブラリーは、低分子ライブラリーであることが多い。対象となる他のライブラリ
ーとしては、ペプチドまたはペプトイドライブラリー、ｃＤＮＡライブラリー、抗体ライ
ブラリー、およびオリゴヌクレオチドライブラリーが挙げられる。ライブラリーは、焦点
を合わせたものであってもよい（例えば、同じコア構造を有する、同じ前駆体から誘導さ
れる、または少なくとも１つの共通の生化学的活性を有する化合物から主に構成される）
。
【０１４０】
　化合物ライブラリーは、ＴｏｃｒｉｓＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ、Ｎａｎｏｓｙｎ、Ｂｉｏ
Ｆｏｃｕｓなどのいくつかの商業的供給業者、および政府機関から入手可能である。例え
ば、Ｕ．Ｓ．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ（ＮＩＨ）
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ　Ｐｒｏｇｒａｍの構成要素であるＭｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ　Ｓｍａｌｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙ
（ＭＬＳＭＲ）は、例えば、高効率スクリーニング（ＨＴＳ）アッセイにおける使用のた
めの既知および未知の生物活性を有する３００，０００を超える化学的に異なる化合物の
コレクションを同定、獲得、維持、および配布するために設計されている（ｈｔｔｐ：／
／ｍｌｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｍｌｉ／を参照されたい）。ＮＩＨ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃ
ｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＮＣＣ）は、ヒト臨床試験における使用の歴史を有する約４５０の
低分子の塗布されたアレイである。これらの化合物は、既知の安全プロファイルを有する
薬物のようなものである。いくつかの実施形態においては、「認可されたヒト薬物」を含
む化合物のコレクションが試験される。「認可されたヒト薬物」は、ＵＳ　Ｆｏｏｄ　ａ
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ｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｓ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ａｇｅｎｃｙ、または上市を許可する前に治療剤の少なくと
も安全性を評価するのを担う同様の機関などの政府規制当局により、ヒトの処置における
使用のために認可された化合物である。試験化合物は、例えば、抗新生物剤、抗細菌剤、
抗ウイルス剤、抗真菌剤、抗原虫剤、抗寄生虫剤、抗鬱剤、抗精神病剤、麻酔剤、抗狭心
症剤、抗高血圧剤、抗不整脈剤、抗炎症剤、鎮痛剤、抗血栓剤、制吐剤、免疫調節剤、抗
糖尿病剤、脂質もしくはコレステロール低下剤（例えば、スタチン）、抗痙攣剤、抗凝固
剤、抗不安剤、催眠剤（睡眠誘導剤）、ホルモン剤、または抗ホルモン剤などであっても
よい。いくつかの実施形態においては、化合物は、少なくともいくらかの前臨床もしくは
臨床開発を受けたか、または「薬物のような」特性を有すると決定もしくは予測されたも
のである。例えば、試験化合物は、第Ｉ相臨床試験または非ヒト動物における少なくとも
前臨床試験を完了し、安全性および許容性のエビデンスを示したものであってもよい。
【０１４１】
　いくつかの実施形態においては、試験化合物は、用いられる濃度で、またはいくつかの
実施形態においては、用いられる濃度よりも最大で１０倍、１００倍、もしくは１，００
０倍高い濃度で、該化合物を投与することができる生物の細胞および／または該化合物を
試験することができる細胞に対して実質的に非毒性的である。例えば、細胞生存能力およ
び／もしくは増殖に対して統計的に有意な効果がないか、または生存能力もしくは増殖の
低下は、様々な実施形態においては、１％、５％、もしくは１０％以下であってもよい。
細胞傷害性および／または細胞増殖に対する効果を、任意の様々なアッセイを用いて評価
することができる。例えば、ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ、ＭＴＴ、ＭＴＳ、ＸＴＴ、およびＣ
ｅｌｌＴｉｔｒｅ　Ｇｌｏアッセイなどの細胞代謝アッセイ、細胞膜完全性アッセイ、細
胞性ＡＴＰに基づく生存能力アッセイ、ミトコンドリアリダクターゼ活性アッセイ、Ｂｒ
ｄＵ、ＥｄＵ、またはＨ３－チミジン取込みアッセイを用いることができる。いくつかの
実施形態においては、試験化合物は、当業界で公知であるか、もしくは使用される細胞培
養培地、例えば、脊椎動物、例えば、哺乳動物細胞を培養するのに好適な培養培地に見出
される化合物ではないか、または、試験化合物が当業界で公知であるか、もしくは使用さ
れる細胞培養培地に見出される化合物である場合、試験化合物は、本発明の方法において
用いられる場合に異なる、例えば、より高い濃度で用いられる。
【０１４２】
　アッセイの実施および制御の態様
　上記の様々な本発明のスクリーニングアッセイは、試験化合物が活性なＴＲ阻害因子の
レベルを阻害するか、または活性なＴＲ活性化因子のレベルを増加させるかどうかを決定
することを含む。リポーター分子の発現のための好適な細胞は、上記の通りである。
【０１４３】
　本発明のアッセイを実施する際に、アッセイ成分（例えば、細胞、ＴＲ活性化因子また
はＴＲ阻害因子ポリペプチド、および試験化合物）を、典型的には、複数の容器または他
の容器に分注する。細胞を含有することができる任意の種類の容器または品物を用いるこ
とができる。本発明の多くの実施形態においては、容器は、マルチウェルプレート（「マ
イクロウェルプレート」、「マイクロタイタープレート」などとも呼ばれる）のウェルで
ある。説明のために、用語「ウェル」は、本発明のスクリーニングを実施するために用い
ることができる任意の種類の容器または品物、例えば、アッセイ成分を含有することがで
きる任意の容器または品物を指すために用いられる。本発明は、ウェルの使用またはマル
チウェルプレートの使用に限定されないことが理解されるべきである。いくつかの実施形
態においては、複数の物理的に分離された空洞（または他の閉じ込め特性）が基質中に、
または基質上に存在する任意の製品を用いることができる。例えば、アッセイ成分を、液
滴中に閉じ込めることができ、場合により、表面上に配置し、場合により、マイクロ流体
デバイスなどのチャンネル中の個別の位置に液滴を閉じ込める耐水性物質により分離する
ことができる。
【０１４４】
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　一般に、アッセイ成分を、任意の順序でウェルに添加することができる。例えば、細胞
を最初に添加し、選択された期間（例えば、６～４８時間）にわたって培養物中で維持し
た後、試験化合物および標的ＴＲ活性化因子もしくはＴＲ阻害因子ポリペプチドを添加す
るか、または細胞を発現構築物と共にウェルに添加することができる。いくつかの実施形
態においては、化合物をウェルに添加した後、細胞のポリペプチドを添加する。いくつか
の実施形態においては、リポーターポリペプチドの発現を、細胞を塗布した後、場合によ
り、試験化合物のウェルへの添加の後に誘導する。いくつかの実施形態においては、リポ
ーター分子の発現は、細胞に、リポーターポリペプチドをコードする発現ベクターをトラ
ンスフェクトすることにより達成される。いくつかの実施形態においては、細胞は、リポ
ーターポリペプチドを発現するように予め遺伝子操作されている。いくつかの実施形態に
おいては、リポーター分子の発現は、調節可能な発現制御エレメントの制御下にあり、リ
ポーター分子の発現の誘導は、細胞と、発現を誘導する（または活性化する）薬剤とを接
触させることにより達成される。
【０１４５】
　細胞、試験化合物、またはポリペプチドを含むアッセイ組成物は、試験化合物が（その
活性を阻害する試験化合物の非存在下で）標的ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子のレベ
ルまたは活性の増加または低下を引き起こし得る好適な期間にわたって維持される。添加
される細胞の数、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子ポリペプチドの量、および試験化合
物の量は、例えば、容器のサイズ、細胞型などの因子に依存し、当業者であれば決定する
ことができる。いくつかの実施形態においては、ＴＲ活性化因子またはＴＲ阻害因子ポリ
ペプチドのモル濃度と試験化合物との比は、１：１０～１０：１である。いくつかの実施
形態においては、細胞の数、試験化合物の量、および組成物を維持する時間の長さは、試
験化合物の非存在下での選択された期間後に容易に検出可能なレベルのシグナルとなるよ
うに選択することができる。いくつかの実施形態においては、細胞は、化合物の添加の時
点で、約２５％～７５％、例えば、約５０％の集密である。いくつかの実施形態において
は、１，０００～１０，０００個の細胞／ウェル（例えば、約５，０００個の細胞／ウェ
ル）を、９６ウェルプレート中、ウェルあたり約１００μｌの培地中に播種する。他の例
示的な実施形態においては、細胞を、３８４ウェルプレート中、ウェルあたり５００～２
，０００（例えば、約１０００）個の細胞で約３０μｌ～５０μｌの培地中に播種する。
いくつかの実施形態においては、化合物を、複数の濃度で（例えば、２～１０の異なる濃
度）および／または複数回（例えば、２～１０回）試験する。いくつか、または全て異な
る濃度の複数回を実施することができる。いくつかの実施形態においては、候補ＴＲ因子
は、０．１μｇ／ｍｌ～１００μｇ／ｍｌ、例えば、１μｇ／ｍｌ～１０μｇ／ｍｌの濃
度で用いられる。いくつかの実施形態においては、候補ＴＲ因子は、複数の濃度で用いら
れる。いくつかの実施形態においては、化合物は、播種の６時間～１日（２４ｈ）後に細
胞に添加される。
【０１４６】
　本発明の化合物スクリーニングおよび／または特性評価方法のいずれかのいくつかの態
様において、試験化合物は、所定の濃度を達成するのに十分な量でアッセイ組成物に添加
される。いくつかの実施形態においては、濃度は、最大で約１ｎＭである。いくつかの実
施形態においては、濃度は、約１ｎＭ～約１００ｎＭである。いくつかの実施形態におい
ては、濃度は、約１００ｎＭ～約１０μＭである。いくつかの実施形態においては、濃度
は、少なくとも１０μＭ、例えば、１０μＭ～１００μＭである。アッセイ組成物を、そ
の最後の成分の添加後に様々な期間にわたって維持することができる。ある特定の実施形
態においては、アッセイ成分は、全ての成分の添加後、約１０分～約４日、例えば、１時
間～３日、例えば、２時間～２日、または任意の介在する範囲または特定の値、例えば、
約４～８時間、維持される。複数の異なる時点を試験することができる。試験化合物のさ
らなるアリコートを、そのような期間内にアッセイ組成物に添加することができる。いく
つかの実施形態においては、細胞を、その型の細胞を培養するのに適切な細胞培養培地中
で維持する。いくつかの実施形態においては、無血清培地を用いる。いくつかの実施形態
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においては、アッセイ組成物は、細胞培養培地の代わりに、細胞膜の完全性および、場合
により、細胞生存能力を維持するのに適合する生理的に許容される液体を含む。アッセイ
を実施するための少なくとも十分な期間にわたって、適切なオスモル濃度を有し、そうで
なければ、細胞膜の合理的な完全性および、場合により、細胞生存能力を維持するのに適
合する限り、任意の好適な液体を用いることができる。活性なＴＲ活性化因子のレベルの
増加またはＴＲ阻害因子の低下を示す１つまたは複数の測定を、インキュベーション期間
の間または後に行うことができる。
【０１４７】
　いくつかの実施形態においては、それぞれ、典型的には既知の同一性（例えば、構造お
よび／または配列）の個々の化合物を、複数のウェルのそれぞれに添加する。いくつかの
実施形態においては、２つ以上の化合物を、１つまたは複数のウェルに添加してもよい。
いくつかの実施形態においては、未知の同一性の１つまたは複数の化合物を試験すること
ができる。続いて、同一性を、当業界で公知の方法を用いて決定することができる。
【０１４８】
　様々な実施形態において、本発明の前記アッセイ方法は、高効率スクリーニング（ＨＴ
Ｓ）実行の影響を受けやすい。いくつかの実施形態においては、本発明のスクリーニング
アッセイは、高効率または超高効率である（例えば、Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ，Ｐ．Ｂ．、Ｃ
ｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｌ．１９９８、２：５９７頁；Ｓｕｎｄｂｅｒｇ
，Ｓ　Ａ、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０００、１１：４７頁を参照
されたい）。高効率スクリーニングは、例えば、同時に、高い効率で多数の化合物を試験
することを含むことが多い。例えば、数万または数十万の化合物を、短期間に、例えば、
数時間から数日で日常的にスクリーニングすることができる。いくつかの実施形態におい
ては、ＨＴＳは、１日あたり１，０００～１００，０００の化合物の試験を指す。いくつ
かの実施形態においては、超高効率とは、１日あたり１００，０００を超える化合物、例
えば、１日あたり最大で１００万以上の化合物中でのスクリーニングを指す。本発明のス
クリーニングアッセイを、マルチウェル形式、例えば、９６ウェル、３８４ウェル形式、
１，５３６ウェル形式、または３，４５６ウェル形式で実行することができ、自動化にと
って好適である。いくつかの実施形態においては、マイクロウェルプレートの各ウェルを
用いて、異なる試験化合物に対して別々のアッセイを実行するか、または濃度もしくはイ
ンキュベーション時間効果を観察しようとする場合、複数のウェルは単一の化合物の試験
試料を含有してもよく、場合により、少なくともいくつかのウェルを空のままにするか、
または対照もしくは複製物として用いる。典型的には、本明細書に開示されるアッセイの
ＨＴＳ実行は、自動化の使用を含む。いくつかの実施形態においては、１つまたは複数の
ロボットを含む統合ロボットシステムは、化合物、細胞および／または試薬添加、混合、
インキュベーション、ならびに読出しまたは検出のための複数のアッセイステーションの
間にアッセイマイクロウェルプレートを輸送する。いくつかの態様において、本発明のＨ
ＴＳシステムは、多くのプレートを同時に調製、インキュベート、および分析することが
できる。好適なデータ処理および制御ソフトウェアを用いることができる。高効率スクリ
ーニング実行は、当業界で周知である。いかなる意味でも本発明を限定するものではない
が、本発明のＨＴＳの実施形態において適用することができるある特定の一般原理および
技術は、Ｍａｃａｒｒｏｎ　Ｒ　＆　Ｈｅｒｔｚｂｅｒｇ　Ｒ　Ｐ．　Ｄｅｓｉｇｎ　ａ
ｎｄ　ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｓｃｒ
ｅｅｎｉｎｇ　ａｓｓａｙｓ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．、５６５：１～３
２頁、２００９および／またはＡｎ　Ｗ　Ｆ　＆　Ｔｏｌｌｉｄａｙ　Ｎ　Ｊ．、Ｉｎｔ
ｒｏｄｕｃｔｉｏｎ：　ｃｅｌｌ－ｂａｓｅｄ　ａｓｓａｙｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｔｈ
ｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．　４８
６：１～１２頁、２００９、および／またはこれらのいずれかに記載の参考文献に記載さ
れている。例示的な方法はまた、Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）、Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｐ．Ｊａｎｚｅｎ（２００２）およびＨｉ
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ｇｈ－Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒ
ｙ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ）（２００６）にも開示されている。
【０１４９】
　さらなる化合物は、例えば、初期ヒットと比較して１つもしくは複数の改善された薬物
動態および／もしくは薬力学的特性を有するか、または単に異なる構造を有してもよい。
「改善された特性」は、例えば、化合物を、本明細書に記載の１つまたは複数の目的にと
ってより有効にするか、またはより好適にすることができる。いくつかの実施形態におい
ては、例えば、化合物は、対象の分子標的（例えば、ＴＲ活性化因子もしくはＴＲ阻害因
子遺伝子産物）に対するより高い親和性、非標的分子に対するより低い親和性、より高い
溶解度（例えば、増大した水溶性）、増大した安定性（例えば、血液、血漿、および／も
しくは消化管中での）、体内での増大した半減期、増大したバイオアベイラビリティ、な
らびに／または減少した副作用などを有してもよい。ヒト構造の経験的な改変（例えば、
関連する構造を有する化合物を合成し、それらを無細胞もしくは細胞に基づくアッセイに
おいて、または非ヒト動物中で試験すること）により、および／またはコンピュータによ
るアプローチを用いて、最適化を達成することができる。そのような改変は、いくつかの
実施形態においては、１つまたは複数の特性を予測的に変化させるための医薬品化学の確
立された原理を使用することができる。いくつかの実施形態においては、「ヒット」であ
る１つまたは複数の化合物を同定し、体系的な構造変化にかけて、ヒットと構造的に関連
する化合物（例えば、精製されたリード化合物）の第２のライブラリーを作出する。次い
で、第２のライブラリーを、本明細書に記載の方法のいずれかを用いてスクリーニングす
ることができる。
【０１５０】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は改変されるか、または安定性（例えば、
血清中での）を増強する、半減期を増加させる、毒性もしくは免疫原性を低下させる、ま
たはさもなければ、化合物に対して望ましい特性を付与する部分を含む。
【０１５１】
　ｉＴＲ因子の使用
　医薬組成物
　ｉＴＲ因子は、様々な異なる使用を有する。そのような使用の非限定例は、本明細書で
考察される。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、臓器または組織の再生を増
強するために用いられる。増強された再生にとって好適な臓器および組織の例としては、
手足、指、軟骨、心臓、血管、骨、食道、胃、肝臓、胆嚢、膵臓、腸、直腸、肛門、内分
泌腺（例えば、甲状腺、副甲状腺、副腎、膵臓の内分泌部）、皮膚、毛包、胸腺、脾臓、
骨格筋、局所的に損傷した心筋、平滑筋、脳、脊髄、末梢神経、卵巣、卵管、子宮、膣、
乳腺、精巣、精管、精嚢、前立腺、陰茎、咽頭、喉頭、気管、気管支、肺、腎臓、尿管、
膀胱、尿道、眼（例えば、網膜、角膜）、または耳（例えば、コルチ器官）が挙げられる
。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、間質層、例えば、組織の柔組織を支持
する結合組織の再生を増強するために用いられる。いくつかの実施形態においては、ｉＴ
Ｒ因子は、手術、例えば、疾患を有するか、もしくは損傷した組織、臓器、または手足、
指などの他の構造の少なくとも一部の除去を必要とする手術の後の再生を増強するために
用いられる。例えば、そのような手術は、肝臓、肺、腎臓、胃、膵臓、腸、乳腺、卵巣、
精巣、骨、手足、指、筋肉、皮膚などの少なくとも一部を除去するものであってもよい。
いくつかの実施形態においては、手術は、腫瘍を除去するためのものである。いくつかの
実施形態においては、ｉＴＲ因子は、外傷、手術、疾患、および熱傷の後の皮膚の傷を残
さない再生を促進するために用いられる。
【０１５２】
　再生の増強は、様々な実施形態において、以下のいずれか１つまたは複数を含んでもよ
い：（ａ）再生速度の増大；（ｂ）再生の程度の増大；（ｃ）再生する組織または臓器ま
たは他の身体構造における適切な構造（例えば、形状、パターン、組織構造、組織極性）
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の確立の促進；（ｄ）機能を保持する、および／または回復させる様式での新しい組織の
増殖の促進。再生を増強するためのｉＴＲ因子の使用は特に興味深いが、本発明は、再生
の検出可能な増強を必ずしももたらすことなく、一般的に修復または創傷治癒を増強する
ためのｉＴＲ因子の使用を包含する。かくして、本発明は、修復または創傷治癒を増強す
る方法であって、ｉＴＲ因子を、本明細書に記載の方法のいずれかに従ってそれを必要と
する対象に投与する前記方法を提供する。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は
、創傷を治癒させるか、または対象の自然の創傷治癒能力を増強するために用いられる。
例えば、ｉＴＲ因子を用いて、創傷をより速く治癒させるか、またはそれを用いて、傷を
形成することなく創傷を治癒させることができる。
【０１５３】
　いくつかの実施形態においては、本発明は、それを必要とする対象中で再生を増強する
方法であって、有効量のｉＴＲ因子を対象に投与することを含む前記方法を提供する。い
くつかの実施形態においては、化合物（例えば、ｉＴＲ因子）の有効量は、参照値（例え
ば、好適な対照値）と比較した場合、損傷された組織の再生の速度または程度の増大をも
たらす量である。いくつかの実施形態においては、参照値は、化合物の非存在下（場合に
より、プラセボの投与を含む）での再生の予想される（例えば、平均または代表）速度ま
たは程度である。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子の有効量は、化合物の非存
在下での予想される（例えば、平均または代表）構造的または機能的転帰と比較した場合
、改善された構造的および／または機能的転帰をもたらす量である。いくつかの実施形態
においては、化合物、例えば、ｉＴＲ因子の有効量は、増強された芽体形成および／また
は減少した瘢痕形成をもたらす。再生の程度または速度を、例えば、再生された組織の寸
法または体積に基づいて評価することができる。構造的および／または機能的転帰を、例
えば、視覚的検査（場合により、顕微鏡またはＸ線、ＣＴスキャン、ＭＲＩスキャン、Ｐ
ＥＴスキャンなどの画像化技術の使用を含む）に基づいて、および／または組織、臓器、
もしくは他の身体部分により正常に行われる１つもしくは複数の生理学的プロセスもしく
はタスクを行う、そのような組織、臓器、もしくは他の身体部分の能力を評価することに
より評価することができる。典型的には、改善された構造的転帰は、ｉＴＲ因子を用いる
処置の非存在下で予想される（例えば、平均または典型的な結果）構造的転帰と比較して
、正常な構造（例えば、正常な健康な個体中に存在する場合、組織損傷または構造の前に
存在していた構造）をより密接に類似するものである。当業者であれば、機能に関する適
切なアッセイまたは試験を選択することができる。いくつかの実施形態においては、対照
値と比較した再生の速度または程度の増大は、統計的に有意（例えば、０．０５未満のｐ
値、もしくは０．０１未満のｐ値）である、および／または臨床的に意義がある。いくつ
かの実施形態においては、対照値と比較した構造的および／または機能的転帰の改善は、
統計的に有意である、および／または臨床的に意義がある。「臨床的に意義がある改善」
とは、医師または外科医の健全な判断内で、対照に対して意味のある利益（例えば、処置
を価値のあるものにするのに十分な利益）を提供する改善を指す。多くの実施形態におい
て、特定の種の対象に投与される（例えば、治療目的で）、ｉＴＲモジュレータ、例えば
、ｉＴＲ因子は、その種の対象において発現される内因性ＴＲ遺伝子をモジュレートする
、例えば、阻害する化合物である。例えば、対象がヒトである場合、典型的には、ヒトＴ
Ｒ阻害因子遺伝子産物の活性を阻害し、ヒトＴＲ活性化因子遺伝子産物の活性を活性化す
る化合物を投与することができる。
【０１５４】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、例えば、熱傷（温度もしくは化学的）
、擦過傷、または皮膚喪失を含む他の状況、例えば、壊疽性筋膜炎もしくは電撃性紫斑病
などの感染の後に、皮膚再生を増強するために用いられる。いくつかの実施形態において
は、熱傷は、第二度または第三度熱傷である。いくつかの実施形態においては、皮膚喪失
の領域は、少なくとも１０ｃｍ２の面積を有する。一態様において、ｉＴＲ因子は、移植
された皮膚の再生を増強する。一態様において、ｉＴＲ因子は、過剰の、および／または
病的な創傷収縮または瘢痕形成を減少させる。
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【０１５５】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、例えば、癒着不能骨折、インプラント
固定、歯周もしくは歯槽堤形成術、頭蓋顔面手術、または新しい骨の生成が適切と考えら
れる他の状態などの状況において、骨再生を増強するために用いられる。いくつかの実施
形態においては、ｉＴＲ因子は、骨再生が望まれる部位に適用される。いくつかの実施形
態においては、ｉＴＲ因子は、骨移植材料中に組み込まれるか、またはそれと共に用いら
れる。骨移植材料は、様々なセラミック材料およびタンパク質性材料を含む。骨移植材料
は、自己骨（例えば、腸骨稜、腓骨、肋骨などから収獲された骨）、死体からの同種異系
骨、および異種骨を含む。合成骨移植材料は、リン酸カルシウム（例えば、ヒドロキシア
パタイトおよびリン酸三カルシウム）などのセラミック、バイオガラス、および硫酸カル
シウム、ならびにダイマー化骨マトリックス（ＤＢＭ）などのタンパク質性材料を含む。
ＤＢＭを、皮質骨を粉砕（一般に、１００～５００μｍの篩過粒径）した後、粉砕された
組織を塩酸（一般に、０．５～１Ｎ）で処置することにより調製することができる。いく
つかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、１つまたは複数の骨移植材料と一緒に対象に
投与される。ｉＴＲ因子を、骨移植材料と混合するか（ｉＴＲ因子と骨移植材料とを含む
組成物中で）、または例えば、移植片の配置後に別々に投与することができる。いくつか
の実施形態においては、本発明は、ｉＴＲ因子を含む骨ペーストを提供する。骨ペースト
は、それらを空隙、ギャップ、空洞、亀裂などの骨欠損中に導入することができるような
好適な稠度および組成を有する生成物であり、そのような欠損を継ぎ合わせるか、もしく
は埋めるために用いられるか、または存在する骨構造に適用される。骨ペーストは、典型
的には、ユーザーが様々な形状に操作および成型することができるような十分な展性を有
する。そのような処置の望ましい転帰は、骨形成がペーストを置き換えるように起こり、
例えば、ペーストを適用した形状を保持することである。骨ペーストは、新しい骨形成の
ための支持構造を提供し、骨形成を促進する物質を含有してもよい。骨ペーストは、１つ
または複数の上記のセラミックまたはタンパク質性骨移植材料（例えば、ＤＢＭ、ヒドロ
キシアパタイト）に加えて、材料に対してペーストまたはパテのような稠度を付与する１
つまたは複数の成分、例えば、ヒアルロン酸、キトサン、アミロペクチンなどのデンプン
成分を含有することが多い。
【０１５６】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、未分化間葉細胞からの骨前駆細胞の形
成および／もしくは動員を増強する、ならびに／または新しい骨を形成する細胞（骨芽細
胞）への骨前駆細胞の分化を増強する。
【０１５７】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、例えば、対象において骨再生を増強す
るために、骨減少症または骨粗鬆症の対象に投与される。
【０１５８】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、関節（例えば、線維性、軟骨性、また
は滑膜関節）の再生を増強するために用いられる。いくつかの実施形態においては、関節
は、椎間板である。いくつかの実施形態においては、関節は、臀部、膝、肘、または肩関
節である。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、歯および／または歯周組織ま
たは構造（例えば、歯髄、歯周靱帯、歯、歯周骨）の再生を増強するために用いられる。
【０１５９】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、細胞と共に対象に投与される。ｉＴＲ
因子と細胞とを、別々に、または同じ組成物中で投与することができる。別々に投与され
る場合、それらを同じか、または異なる位置に投与することができる。細胞は、様々な実
施形態においては、自己、同種異系、または異種であってもよい。細胞は、前駆細胞また
は幹細胞、例えば、成体幹細胞を含んでもよい。本明細書で用いられる場合、幹細胞は、
少なくとも以下の特性：（ｉ）自己再生、すなわち、未分化状態を依然として維持しなが
ら数サイクルの細胞分裂を通過する能力；および（ｉｉ）多能性または多分化能、すなわ
ち、いくつかの異なる細胞型（例えば、特定の組織または臓器の多くの、ほとんどの、ま
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たは全ての異なる細胞型）の子孫を生成する能力を有する細胞である。成体幹細胞は、非
胚性組織（例えば、胎児、出生後、または成体組織）を起源とする幹細胞である。本明細
書で用いられる用語「前駆細胞」は、多能性である細胞および完全には分化しないが、多
能性幹細胞よりも分化した細胞を包含する。そのようなより分化した細胞（胚性前駆細胞
から生じてもよい）は、胚性前駆細胞と比較して低下した自己再生能力を有する。いくつ
かの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、間葉前駆細胞、神経前駆細胞、内皮前駆細胞、
毛包前駆細胞、神経堤前駆細胞、乳腺幹細胞、肺前駆細胞（例えば、気管支肺胞幹細胞）
、筋肉前駆細胞（例えば、衛星細胞）、脂肪由来前駆細胞、上皮前駆細胞（例えば、ケラ
チノサイト幹細胞）、および／または造血前駆細胞（例えば、造血幹細胞）と共に投与さ
れる。いくつかの実施形態においては、細胞は、人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）、また
はｉＰＳ細胞から少なくとも部分的に分化した細胞を含む。いくつかの実施形態において
は、前駆細胞は、成体幹細胞を含む。いくつかの実施形態においては、少なくともいくら
かの細胞は、分化した細胞、例えば、軟骨細胞、骨芽細胞、ケラチノサイト、肝細胞であ
る。いくつかの実施形態においては、細胞は、筋芽細胞を含む。
【０１６０】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、対象への投与後にｉｎ　ｓｉｔｕで重
合するか、または架橋されるようになるか、または相転移を受け、典型的には、ヒドロゲ
ルを形成する１つまたは複数の化合物を含む組成物（例えば、溶液）中で投与される。組
成物は、モノマー、ポリマー、開始剤、架橋剤などを含んでもよい。組成物を、再生が必
要とされ、ｉＴＲ因子が時間と共に放出されるゲルをｉｎ　ｓｉｔｕで形成する領域に適
用する（例えば、注射筒を用いる）ことができる。例えば、体液中のイオンとの接触によ
るか、または温度もしくはｐＨの変化によるか、または光によるか、または反応性前駆体
を混合する（例えば、マルチバレル注射筒を用いる）ことにより、ゲル化を誘発すること
ができる。例えば、米国特許第６，１２９，７６１号；Ｙｕ　Ｌ、Ｄｉｎｇ　Ｊ．Ｉｎｊ
ｅｃｔａｂｌｅ　ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ　ａｓ　ｕｎｉｑｕｅ　ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　ｍ
ａｔｅｒｉａｌｓ．　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　Ｒｅｖ．３７（８）：１４７３～８１頁（２０
０８））を参照されたい。いくつかの実施形態においては、ヒドロゲルは、ヒアルロン酸
またはヒアルロン酸とコラーゲンＩ含有ヒドロゲル、例えば、本明細書に記載のＨｙＳｔ
ｅｍ－Ｃである。いくつかの実施形態においては、組成物は、細胞をさらに含む。
【０１６１】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、テロメラーゼの触媒成分を発現するベ
クターと共に対象に投与される。ベクターを、別々に、または同じ組成物中で投与しても
よい。別々に投与される場合、それらを同じか、または異なる位置で投与することができ
る。ベクターは、処置される組織と同じ種に由来するか、または別の種に由来するテロメ
ラーゼ触媒成分を発現することができる。ｉＴＲ因子と、テロメラーゼ触媒成分との前記
同時投与は、標的組織が高齢の対象に由来するものであり、対象がヒトである場合に特に
有用である。
【０１６２】
　他の本発明の方法は、損傷に起因する組織または臓器喪失を修復するか、または置き換
えるための、生きている、機能的な組織、臓器、または細胞を含有する組成物のｅｘ　ｖ
ｉｖｏでの生成におけるｉＴＲ因子の使用を含む。例えば、個体（将来のレシピエントで
ある、同じ種の個体、または異なる種の個体）から取り出された細胞または組織を、場合
により、マトリックス、足場（例えば、三次元足場）または鋳型（例えば、生体適合性の
、場合により、生分解性の材料、例えば、ＨｙＳｔｅｍ－Ｃなどのポリマーを含む）と共
に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養し、機能的な組織または臓器へのそれらの発生を、ｉＴＲ因
子を接触させることにより促進することができる。足場、マトリックス、または鋳型は、
コラーゲン、ヒアルロン酸、もしくはアルギネート（もしくはこれらのいずれかの化学的
に改変された誘導体）などの天然タンパク質、または乳酸、カプロラクトン、グリコール
酸などの合成ポリマーもしくはコポリマー、または自己集合性ペプチド、または心臓弁、
腸粘膜、血管、および気管などの組織から誘導される脱細胞処理されたマトリックスから
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少なくとも一部構成されていてもよい。いくつかの実施形態においては、足場は、ヒドロ
ゲルを含む。足場は、ある特定の実施形態においては、時間と共に足場から拡散すること
ができるｉＴＲ因子で被覆するか、または含浸させることができる。ｅｘ　ｖｉｖｏでの
生成の後、組織または臓器を、対象中に、または対象上に移植する。例えば、組織または
臓器を、埋込むか、または皮膚などのある特定の組織の場合、体表面上に置くことができ
る。組織または臓器は、ｉｎ　ｖｉｖｏで発生し続けてもよい。いくつかの実施形態にお
いては、少なくとも部分的にｅｘ　ｖｉｖｏで生成される組織または臓器は、膀胱、血管
、骨、筋膜、肝臓、筋肉、皮膚パッチなどであってもよい。好適な足場は、例えば、細胞
外マトリックス（ＥＣＭ）を模倣する。場合により、ｉＴＲ因子は、ｅｘ　ｖｉｖｏで生
成された組織または臓器の移植の前、間、および／または後に対象に投与される。いくつ
かの態様において、生体適合性材料は、用いられる濃度でｉｎ　ｖｉｔｒｏで細胞に対し
て実質的に非毒性的であるか、または生きている対象に投与される材料の場合、用いられ
る量および位置で対象の細胞に対して実質的に非毒性的であり、対象に対する有意な有害
な、もしくは望ましくない効果、例えば、免疫反応もしくは炎症反応、許容できない瘢痕
組織形成などを惹起しないか、もしくは引き起こさない材料である。ある特定の生体適合
性材料は、少ない割合、典型的には、約５％、１％、０．５％、または０．１％未満の対
象においてそのような有害反応を惹起することができる。
【０１６３】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子で被覆されたか、または含浸されたマトリ
ックスまたは足場を、場合により、細胞と共に、再生を必要とする対象中に埋込む。マト
リックスまたは足場は、再生が望まれる組織または臓器の形状にあってもよい。細胞は、
以下に記載の任意の細胞、例えば、そのような組織もしくは臓器に対して生じる１つもし
くは複数の型および／またはそのような組織もしくは臓器中に見出される型の幹細胞であ
ってもよい。
【０１６４】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、組織損傷の部位に直接的に、またはそ
の近くに投与される。「組織損傷の部位に直接的に」は、組織損傷の部位に化合物もしく
は組成物を注入すること、または組織損傷の部位に化合物もしくは組成物を拡散させるこ
と、注ぎ入れること、もしくはそうでなければ、直接接触させることを包含する。いくつ
かの実施形態においては、投与が、組織損傷の部位の眼に見えるか、もしくはさもなけれ
ば明確な端部から最大約１０ｃｍ離れたところで、または損傷された組織もしくは臓器内
に少なくとも一部は位置する血管（例えば、動脈）に対して行われる場合、投与は「組織
損傷の部位の近く」と考えられる。「組織損傷の部位の近く」での投与は、時には、損傷
された臓器内であるが、損傷が明らかではない位置での投与である。いくつかの実施形態
においては、組織、臓器、または他の構造の損傷または喪失の後、ｉＴＲ因子は、組織、
臓器、または他の構造の残りの部分に適用される。いくつかの実施形態においては、ｉＴ
Ｒ因子は、失われた部分の再生を増強するために、身体に結合したままである切断された
指または手足の末端に適用される。いくつかの実施形態においては、切断された部分は、
外科的に再結合され、ｉＴＲ因子は創傷のいずれか、または両方の面に適用される。いく
つかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、移植された臓器またはその一部の生着または
治癒または再生を増強するために投与される。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因
子は、神経再生を増強するために用いられる。例えば、ｉＴＲ因子を、切断された神経中
に、例えば、近位および／または遠位断端の近くに注入することができる。いくつかの実
施形態においては、ｉＴＲ因子は、神経末端および介在するギャップが入っている生物ま
たは合成材料から構成される管である、人工神経導管内に配置される。
【０１６５】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、毛包の生成および／または毛髪の増殖
を促進するために用いられる。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、通常は毛
髪を形成しない上皮細胞からの毛包の再生を誘発する。いくつかの実施形態においては、
ｉＴＲ因子は、男性または女性における脱毛、薄毛、および部分的または完全なはげを処
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置するために用いられる。いくつかの実施形態においては、はげは、頭頂部、後頭部、お
よび／または頭側部などの毛髪が増殖することが多い場所の毛髪がないか、または本質的
にないか、または毛髪を失っている状態である。いくつかの実施形態においては、薄毛は
、正常もしくは平均よりも毛髪が少ないか、またはいくつかの実施形態においては、個体
が過去に有していたものよりも毛髪が少ないか、またはいくつかの実施形態においては、
個体が望ましいと考えるよりも毛髪が少ない状態である。いくつかの実施形態においては
、ｉＴＲ因子は、眉毛またはまつげの増殖を促進するために用いられる。いくつかの実施
形態においては、ｉＴＲ因子は、アンドロゲン性脱毛症または「男性型はげ」（男性でも
女性でも罹り得る）を処置するために用いられる。いくつかの実施形態においては、ｉＴ
Ｒ因子は、頭皮上の斑状の脱毛を含む円形脱毛症、全ての頭髪の喪失を含む完全脱毛症、
または頭部および身体からの全ての毛髪の喪失を含む全身性脱毛症を処置するために用い
られる。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、毛髪の増殖が望まれる部位、例
えば、頭皮または眉領域に適用される。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、
まつげの増殖を促進するために、まぶたの端部に、またはその近くに適用される。いくつ
かの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、液体製剤中で適用される。いくつかの実施形態
においては、ｉＴＲ因子は、クリーム、軟膏、ペースト、またはゲル中で適用される。い
くつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、熱傷、手術、化学療法、または毛髪もしく
は毛髪を担持する皮膚の喪失を引き起こす他の事象の後の毛髪増殖を増強するために用い
られる。
【０１６６】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子または複数のｉＴＲ因子は、若い機能を再
生するために、加齢変性的変化に罹患する組織に投与される。前記加齢変性的変化として
は、限定されるものではないが、例えば、加齢黄斑変性、冠動脈疾患、骨粗鬆症、骨壊死
、心不全、肺気腫、末梢動脈疾患、声帯萎縮、脱毛、アルツハイマー病、パーキンソン病
、皮膚潰瘍、および他の加齢変性疾患が挙げられる。いくつかの実施形態においては、前
記ｉＴＲ因子は、細胞寿命を延長するためのテロメラーゼの触媒成分を発現するベクター
と同時投与される。
【０１６７】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子または複数のｉＴＲ因子は、化学療法、放
射線、または毒素などの損傷に起因して失われたか、または損傷された細胞の置き換えを
増強するために投与される。いくつかの実施形態においては、そのような細胞は、固形臓
器および組織の間質細胞である。
【０１６８】
　本発明の処置方法は、対象にとって再生の増強が有益である疾患または状態に罹患して
いるか、またはそのリスクがある対象を同定または提供するステップを含んでもよい。い
くつかの実施形態においては、対象は、組織または臓器に対する傷害（例えば、物理的外
傷）または損傷を経験している。いくつかの実施形態においては、損傷は、手足または指
に対するものである。いくつかの実施形態においては、対象は、心血管系、消化器系、内
分泌系、骨格筋系、胃腸系、肝臓系、外皮系、神経系、呼吸器系、または泌尿器系に影響
する疾患に罹患する。いくつかの実施形態においては、組織損傷は、軟骨、骨、心臓、血
管、食道、胃、肝臓、胆嚢、膵臓、腸、直腸、肛門、内分泌腺、皮膚、毛包、歯、歯茎、
唇、鼻、口、胸腺、脾臓、骨格筋、平滑筋、関節、脳、脊髄、末梢神経、卵巣、卵管、子
宮、膣、乳腺、精巣、精管、精嚢、前立腺、陰茎、咽頭、喉頭、気管、気管支、肺、腎臓
、尿管、膀胱、尿道、眼（例えば、網膜、角膜）、または耳（例えば、コルチ器官）など
の、組織、臓器、または構造に対するものである。
【０１６９】
　いくつかの実施形態においては、化合物または組成物は、対象が組織損傷（例えば、傷
害または心筋梗塞もしくは脳卒中などの急性疾患に関連する事象）に罹患した後、約２、
４、８、１２、２４、４８、７２、または９６時間以内に少なくとも１回、および場合に
より、その後少なくとも１回、対象に投与される。いくつかの実施形態においては、化合
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物または組成物は、対象が組織損傷に罹患した後、約１～２週間、２～６週間、または６
～１２週間以内に少なくとも１回、および場合により、その後少なくとも１回、対象に投
与される。
【０１７０】
　本発明のいくつかの実施形態においては、例えば、皮膚を除去すること、再生もしくは
ｄｅ　ｎｏｖｏでの発生が望まれる部位で少なくともいくつかの組織を除去すること、再
生もしくはｄｅ　ｎｏｖｏでの発生が望まれる関節もしくは骨表面を摩耗させること、お
よび／または対象に別の型の創傷を負わせることにより、失われる、または形成不全の組
織、臓器、または構造の再生またはｄｅ　ｎｏｖｏでの発生を刺激するか、または容易に
するのに有用であり得る。組織損傷後の再生の場合、損傷された組織の少なくともいくら
かを除去する（例えば、外科的切除または創面切除による）ことが望ましい。いくつかの
実施形態においては、ｉＴＲ因子は、そのような除去または摩耗の部位に、またはその近
くに投与される。
【０１７１】
　いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、組織または臓器が先天的障害、例えば
、遺伝的疾患の結果として少なくとも一部存在しない対象において、そのような組織また
は臓器の生成を増強するために用いられる。多くの先天的形成不全は、手足または指など
の、様々な組織、臓器、または身体構造の形成不全または非存在をもたらす。他の例にお
いては、組織、臓器、または他の身体構造の形成不全をもたらす発達障害は、誕生後に明
らかとなる。いくつかの実施形態においては、ｉＴＲ因子は、組織、臓器、または他の身
体構造の増殖または発生を刺激するために、そのような組織、臓器、または他の身体構造
の形成不全または非存在に罹患する対象に投与される。いくつかの態様において、本発明
は、組織、臓器、または他の身体構造の形成不全または先天的非存在に罹患する対象にお
いてそのような組織、臓器、または他の身体構造の生成を増強する方法であって、ｉＴＲ
因子を対象に投与することを含む前記方法を提供する。いくつかの実施形態においては、
ｉＴＲ因子は、誕生前に、すなわち、子宮内で対象に投与される。再生に関する本明細書
に記載の本発明の様々な態様および実施形態は、組織、臓器、または他の身体構造のその
ようなｄｅ　ｎｏｖｏでの生成にも適用可能であり、本発明の範囲内に包含される。
【０１７２】
　いくつかの態様において、ｉＴＲ因子は、新しい組織増殖が、そのような組織が以前に
は存在しなかった位置で有用である任意の様々な状況において組織の生成を増強するため
に用いられる。例えば、関節の間の骨組織の生成は、脊髄または他の関節の融合の文脈に
おいて有用であることが多い。
【０１７３】
　ｉＴＲ因子を、再生に関する様々な動物モデルにおいて試験することができる。一態様
において、ｉＴＲのモジュレータを、マウス種において試験する。例えば、マウスを傷つ
けることができる（例えば、組織断片の切開、切断、離断、または除去による）。ｉＴＲ
因子を、創傷の部位および／または除去された組織断片に適用し、再生に対するその効果
を評価する。脊椎動物ＴＲのモジュレータの効果を、組織または臓器再生に関する様々な
脊椎動物モデルにおいて試験することができる。例えば、（Ｍａｔｈｅｗ　ＬＫ、Ｕｎｒ
ａｖｅｌｉｎｇ　ｔｉｓｓｕｅ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙｓ　ｕｓｉ
ｎｇ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ．　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．　２８２（４
８）：３５２０２～１０頁（２００７））に記載のように、ゼブラフィッシュにおいてヒ
レの再生を評価することができ、これは手足再生のためのモデルとして役立ち得る。心臓
、肺、骨格筋、骨などの組織および臓器の再生に対する処置の効果を試験するのに有用な
げっ歯類、イヌ、ウマ、ヤギ、魚類、両生類、および他の動物モデルが広く利用可能であ
る。例えば、筋骨格再生のための様々な動物モデルが、Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇ　Ｐａｒｔ
　Ｂ　Ｒｅｖ．１６（１）（２０１０）で考察されている。肝臓再生の研究のための一般
的に用いられる動物モデルは、げっ歯類の肝臓のより大きい部分の外科的除去を含む。肝
臓再生のための他のモデルとしては、急性もしくは慢性肝臓傷害または四塩化炭素などの
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毒素により引き起こされる肝不全が挙げられる。いくつかの実施形態においては、毛髪再
生または皮膚創傷の治癒のためのモデルは、例えば、マウスから皮膚のパッチを切り出す
ことを含む。毛包、毛髪増殖、再上皮化、腺形成などの再生を評価することができる。
【０１７４】
　本明細書に開示される、ならびに／または本明細書に記載の方法および／もしくはアッ
セイシステムを用いて同定される化合物および組成物を、経口的、鼻内的、皮下的、筋肉
内的、静脈内的、動脈内的、非経口的、腹腔内的、くも膜下的、気管内的、眼内的、舌下
的、経膣的、直腸的、皮膚的に、または例えば、エアロゾルとして吸入によるなどの任意
の好適な手段により投与することができる。選択される特定の様式は、勿論、選択される
特定の化合物、処置される特定の状態および治療効能にとって必要とされる用量に依存す
る。一般的に言えば、本発明の方法は、臨床的に許容できない（例えば、医学的または獣
医学的に許容できない）有害効果を引き起こすことなく許容されるレベルの効能をもたら
す任意の様式を意味する、医学的または獣医学的に許容される任意の投与様式を用いて実
行することができる。１つまたは複数の化合物の好適な調製物、例えば、実質的に純粋な
調製物を、１つまたは複数の薬学的に許容される担体または賦形剤と組み合わせて、対象
への投与にとって好適な適切な医薬組成物を生成することができる。そのような薬学的に
許容される組成物は、本発明の態様である。用語「薬学的に許容される担体または賦形剤
」は、組成物の活性成分の生物活性または有効性を有意に阻害せず、それが用いられるか
、または投与される濃度で宿主に対して過度に毒性的ではない担体（この用語は、担体、
媒体、希釈剤、溶媒、ビヒクルなどを包含する）または賦形剤を指す。他の薬学的に許容
される成分も同様に組成物中に存在してもよい。薬学的に活性な化合物の製剤のための好
適な物質およびその使用は、当業界で周知である（薬学的に許容される物質および様々な
型の医薬組成物を調製する方法に関するさらなる考察については、例えば、「Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」、Ｅ．Ｗ．Ｍａｒｔ
ｉｎ、１９ｔｈ　Ｅｄ．、１９９５、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．：　Ｅａ
ｓｔｏｎ，　Ｐａ．、およびＲｅｍｉｎｇｔｏｎ：　Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　
Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ．　２１ｓｔ　Ｅｄｉｔｉｏｎ．　Ｐｈｉｌ
ａｄｅｌｐｈｉａ，　Ｐａ．　Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋ
ｉｎｓ、２００５などの、より最近のエディションまたはバージョンを参照されたい）。
さらに、本発明の化合物および組成物を、対象となる特定の疾患または状態の処置のため
の当業界で用いられる任意の化合物または組成物と組み合わせて用いることができる。
【０１７５】
　医薬組成物は、典型的には、その意図される投与経路と適合するように製剤化される。
例えば、非経口投与のための調製物としては、滅菌水性または非水性溶液、懸濁液、およ
び乳濁液が挙げられる。水性担体としては、水、アルコール性／水性溶液、乳濁液または
懸濁液、例えば、生理食塩水および緩衝化媒体、例えば、塩化ナトリウム溶液、リンゲル
デキストロース、デキストロースおよび塩化ナトリウム、乳酸加リンゲル液が挙げられる
。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、オリーブ油など
の植物油、およびオレイン酸エチルなどの注射可能な有機エステル、固定油、ポリエチレ
ングリコール、グリセリン、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒；保存剤、例えば
、ベンジルアルコールまたはメチルパラベンなどの抗細菌剤；アスコルビン酸または亜硫
酸水素ナトリウムなどの酸化防止剤；エチレンジアミン四酢酸などのキレート剤；酢酸塩
、クエン酸塩またはリン酸塩などのバッファー、および塩化ナトリウムまたはデキストロ
ースなどの等張性の調整のための薬剤である。ｐＨを、塩酸または水酸化ナトリウムなど
の、酸または塩基を用いて調整することができる。そのような非経口調製物を、ガラスま
たはプラスチック製のアンプル、使い捨て注射筒または複数用量バイアル中に封入するこ
とができる。
【０１７６】
　経口投与のために、化合物を、活性化合物と、当業界で周知の薬学的に許容される担体
とを組み合わせることにより容易に製剤化することができる。そのような担体により、本
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発明の化合物を、錠剤、ピル、糖衣錠、カプセル、液体、ゲル、シロップ、スラリー、懸
濁液などとして製剤化することができる。経口剤形のための好適な賦形剤は、例えば、ラ
クトース、スクロース、マンニトール、またはソルビトールなどの糖などの充填剤；例え
ば、トウモロコシデンプン、小麦デンプン、米デンプン、ジャガイモデンプン、ゼラチン
、トラガカントゴム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボ
キシメチルセルロースナトリウム、および／またはポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）など
のセルロース調製物である。
【０１７７】
　吸入による投与のために、本発明の組成物を、好適な推進剤、例えば、二酸化炭素、フ
ルオロカーボンなどの気体を含有する加圧容器もしくはディスペンサ、またはネブライザ
から、エアロゾルスプレーの形態で送達することができる。液体または乾燥エアロゾル（
例えば、乾燥粉末、大多孔粒子など）を用いることができる。本発明はまた、鼻スプレー
または他の形態の鼻投与を用いる組成物の送達も企図する。
【０１７８】
　局所適用のために、医薬組成物を、そのような組成物中での使用にとって好適な１つま
たは複数の薬学的に許容される担体中に懸濁または溶解された活性成分を含有する好適な
軟膏、ローション、ゲル、またはクリーム中で製剤化することができる。
【０１７９】
　眼への局部送達のために、薬学的に許容される組成物を、例えば、点眼剤、もしくは軟
膏における使用のために、または例えば、注射による眼内投与のために、等張性のｐＨ調
整された滅菌生理食塩水中の溶液または微粉化懸濁液として製剤化することができる。
【０１８０】
　医薬組成物を、経粘膜または経皮送達のために製剤化することができる。経粘膜または
経皮投与のために、浸透させようとする障壁にとって好適な浸透剤を、製剤中で用いるこ
とができる。そのような浸透剤は、当業界で一般に公知である。本発明の医薬組成物を、
坐剤として（例えば、ココアバターおよび他のグリセリドなどの従来の坐剤基剤を用いる
）、または直腸送達のための停留浣腸として製剤化することができる。
【０１８１】
　いくつかの実施形態においては、組成物は、制御放出製剤、インプラント、マイクロカ
プセル化された送達システムなどの、身体からの迅速な排出に対して活性薬剤を保護する
ことが意図される１つまたは複数の薬剤を含む。組成物は、安定性（例えば、消化管もし
くは血流中での）を改善する、および／または吸収を増強するための薬剤を含有してもよ
い。化合物を、粒子、例えば、マイクロ粒子またはナノ粒子中にカプセル封入または含有
させることができる。エチレン酢酸ビニル、ポリアンヒドリド、ポリグリコール酸、ＰＬ
ＧＡ、コラーゲン、ポリオルトエステル、ポリエーテル、およびポリ乳酸などの、生分解
性、生体適合性ポリマーを用いることができる。そのような製剤の調製のための方法は、
当業者には明らかである。例えば、限定されるものではないが、いくつかの粒子、脂質、
および／またはポリマーに基づく送達システムが、ｓｉＲＮＡの送達について当業界で公
知である。本発明は、そのような組成物の使用を企図する。リポソームまたは他の脂質に
基づく粒子を、薬学的に許容される担体として用いることもできる。
【０１８２】
　そのような組成物中での使用のための医薬組成物および化合物を、規制当局によって規
定された標準、基準、または指針を満たす条件下で製造することができる。例えば、その
ような組成物および化合物を、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って製造する、および／また
はヒトに投与される医薬品にとって好適な品質管理手順にかけ、薬学的、外科的、または
他の治療的に有用な製品の規制を担う政府の規制機関により認可されたラベルと共に提供
することができる。
【０１８３】
　処置目的で対象に投与される場合、本発明の医薬組成物は、好ましくは、それらが投与
される疾患または状態を処置するのに十分な時間および量で投与される。活性薬剤の治療
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効能および毒性を、細胞培養物または実験動物中での標準的な薬学的手順により評価する
ことができる。細胞培養アッセイおよび動物試験から得られるデータを、ヒトまたは他の
対象における使用にとって好適な用量範囲を製剤化するのに用いることができる。ヒト投
与のための異なる用量を、当業界で公知のようにヒトにおける臨床試験においてさらに試
験することができる。用いられる用量は、最大許容用量またはそれより低用量であっても
よい。医薬組成物中の活性薬剤の治療有効用量は、約０．００１ｍｇ／ｋｇ体重～約１０
０ｍｇ／ｋｇ体重、約０．０１～約２５ｍｇ／ｋｇ体重、約０．１～約２０ｍｇ／ｋｇ体
重、約１～約１０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲内にあってもよい。他の例示的用量としては、例
えば、約１μｇ／ｋｇ～約５００ｍｇ／ｋｇ、約１００μｇ/ｋｇ～約５ｍｇ/ｋｇが挙げ
られる。いくつかの実施形態においては、単回用量を投与するが、他の実施形態において
は、複数用量を投与する。当業者であれば、任意の特定の環境における適切な用量は、用
いられる薬剤の効力に依存し、場合により、特定のレシピエントのために調整することが
できることを理解できる。対象のための特定の用量レベルは、用いられる特定の薬剤の活
性、特定の疾患または状態およびその重症度、対象の年齢、体重、一般的健康などの様々
な因子に依存してもよい。投与の容易性および用量の均一性のために、単位剤形中で、医
薬組成物、特に、経口または非経口組成物のためのものを製剤化することが望ましい。本
明細書で用いられる用語である単位剤形とは、処置しようとする対象のための単回用量と
して適する物理的に個別の単位を指す；それぞれの単位は、適切な薬学的に許容される担
体と共に、所望の治療効果をもたらすように計算された所定量の活性薬剤を含有する。治
療レジメンは、数日、数週間、数ヶ月、または数年に及んでもよい長期間にわたる、複数
用量、例えば、単位剤形の投与を含んでもよいことが理解される。対象は、１日に１回も
しくは複数回の用量を受容してもよいか、または処置期間内に、１日おきに、またはそれ
より少ない頻度で用量を受容してもよい。例えば、投与は、二週間毎、毎週などであって
もよい。投与は、例えば、組織もしくは臓器の適切な構造および／もしくは機能が少なく
とも部分的に回復するまで、ならびに／または化合物の継続的投与がさらなる再生もしく
は改善を促進すると考えられなくなるまで継続してもよい。いくつかの実施形態において
は、対象は、彼または彼女自身に、本発明の組成物の１つまたは複数の用量を投与する。
【０１８４】
　いくつかの実施形態においては、２つ以上の化合物または組成物を、例えば、再生を増
強するために、組み合わせて投与する。組み合わせて投与される化合物または組成物を、
同じ組成物中で一緒に、または別々に投与することができる。いくつかの実施形態におい
ては、「組み合わせた」投与は、第１および第２の化合物または組成物の投与に関して、
（ｉ）第２の化合物の用量が、不活性な形態に代謝されたか、もしくは体内から排出され
た第１の薬剤の最近に投与された用量の９０％を超えて前に投与される；または（ｉｉ）
第１および第２の化合物の用量が互いに４８、７２、９６、１２０、もしくは１６８時間
以内に投与される、または（ｉｉｉ）薬剤が重複する時間中に投与される（例えば、連続
的もしくは間欠的輸注による）；または（ｉｖ）前記のいずれかの組合せとなるように実
施される投与を意味する。いくつかの実施形態においては、２つ以上のｉＴＲ因子、また
はテロメラーゼの触媒成分とｉＴＲ因子とを発現するベクターを投与する。いくつかの実
施形態においては、ｉＴＲ因子を、再生および極性を促進するのに有用な、１つまたは複
数の増殖因子、増殖因子受容体リガンド（例えば、アゴニスト）、ホルモン（例えば、ス
テロイドもしくはペプチドホルモン）、またはシグナリング分子との組合せと組み合わせ
て投与する。特に有用なものは、本発明の方法を用いて生成されるものなどの再生能力を
有する細胞を形成させるのに有用な形成中心分子である。いくつかの実施形態においては
、増殖因子は、上皮増殖因子ファミリーメンバー（例えば、ＥＧＦ、ニューレグリン）、
線維芽細胞増殖因子（例えば、ＦＧＦ１～ＦＧＦ２３のいずれか）、肝細胞増殖因子（Ｈ
ＧＦ）、神経増殖因子、骨形態形成タンパク質（例えば、ＢＭＰ１～ＢＭＰ７のいずれか
）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、ｗｎｔリガンド、ｗｎｔアンタゴニスト、レチノイ
ン酸、ＮＯＴＵＭ、フォリスタチン、ソニックヘッジホッグ、または他の形成中心因子で
ある。
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【０１８５】
　当業者であれば、本明細書に記載の本発明の特定の実施形態に対する多くの等価物を、
日常的な実験を超えないものを用いて認識または確認することができる。本発明の範囲は
、明細書または本明細書に記載の詳細に限定されることを意図されるものではない。「ａ
」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」などの冠詞は、それとは反対に示されるか、またはそうで
なければ文脈から明らかでない限り、１または１より多いことを意味してもよい。ある特
定の本発明の方法は、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで細胞の集団を用
いて実行されることが多い。かくして、「細胞（ａ　ｃｅｌｌ）」に対する参照は、細胞
が、細胞集団、例えば、実質的に遺伝的に同一である細胞を含むか、またはそれからなる
集団のメンバーである実施形態を含むと理解されるべきである。しかしながら、本発明は
、本発明の方法が個々の細胞に適用される実施形態を包含する。かくして、「細胞（ｃｅ
ｌｌｓ）」に対する参照は、細胞集団内の個々の細胞に適用される実施形態および個々の
単離された細胞に適用される実施形態を含むと理解されるべきである。
【０１８６】
　あるグループの１つまたは複数のメンバーの間に「または」を含む特許請求の範囲また
は明細書は、１つ、１つより多い、または全部のグループメンバーが、それとは反対に示
されるか、またはそうでなければ文脈から明らかでない限り、所与の生成物またはプロセ
ス中に存在する、その中で用いられる、またはそうでなければそれと関連する場合に満た
されると考えられる。本発明は、グループの正確に１つのメンバーが、所与の生成物また
はプロセス中に存在する、その中で用いられる、またはそうでなければそれと関連する実
施形態を含む。本発明はまた、１つより多いか、または全部のグループメンバーが、所与
の生成物またはプロセス中に存在する、その中で用いられる、またはそうでなければそれ
と関連する実施形態も含む。本明細書に記載の全ての実施形態は、本発明の全ての異なる
態様に適用可能であることが企図される。また、任意の実施形態を、適切な場合はいつで
も、１つまたは複数の他のそのような実施形態と自由に組み合わせることができることも
企図される。さらに、本発明は、１つまたは複数の請求項（元の請求項であっても、その
後の追加された請求項であっても）に由来する、１つまたは複数の限定、要素、条項、記
述用語などが別の請求項（元の請求項であっても、その後に追加された請求項であっても
）に導入される全ての変化、組合せ、および順列を包含することが理解されるべきである
。例えば、別の請求項に依存する任意の請求項を、同じ基本請求項に依存する任意の他の
請求項に見出される１つまたは複数の要素または限定を含むように改変し、異なる請求項
中に存在する要素に言及する任意の請求項を、そのような請求項と同じ基本請求項に依存
する任意の他の請求項に見出される１つまたは複数の要素または限定を含むように改変す
ることができることが理解されるべきである。さらに、請求項が組成物を記載する場合、
本発明は、例えば、本明細書に開示される方法に従って該組成物を作製する方法、および
例えば、本明細書に開示される目的のために、該組成物を用いる方法を提供する。請求項
が方法を記載する場合、本発明は、該方法を実施するのに好適な組成物、および該組成物
を作製する方法を提供する。また、請求項が組成物を作製する方法を記載する場合、本発
明は、別途示されない限り、または当業者が矛盾もしくは不一致が生じることを認識しな
い限り、本発明の方法に従って作製された組成物および該組成物を使用する方法を提供す
る。要素が一覧として、例えば、マーカッシュ形式で提示される場合、該要素のそれぞれ
のサブグループも開示され、任意の要素をグループから除去することができる。簡潔にす
るために、これらの実施形態のほんのいくつかが本明細書に特に記載されたが、本発明は
、全てのそのような実施形態を含む。また、一般に、本発明、または本発明の態様が特定
の要素、特徴などを含むと記載される場合、ある特定の本発明の実施形態または本発明の
態様は、そのような要素、特徴などからなるか、または本質的にからなることも理解され
るべきである。
【０１８７】
　本明細書で数値範囲が記載される場合、本発明は、終点が含まれる実施形態、両方の終
点が排除される実施形態、および一方の終点が含まれ、他方が排除される実施形態を含む
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。別途示さない限り、両方の終点が含まれると見なされるべきである。さらに、別途示さ
ないか、またはそうでなければ文脈および当業者の理解から明らかでない限り、範囲とし
て表される値は、文脈が別途明確に記述しない限り、範囲の下限の単位の１０分の１まで
の、本発明の異なる実施形態における記述された範囲内の任意の特定の値またはサブ範囲
と見なすことができる。「Ｘ未満」、「Ｘより大きい」、または「少なくともＸ」などの
語句が用いられる場合（ここで、Ｘは数字またはパーセンテージである）、範囲の下限ま
たは上限として任意の合理的な値を選択することができることが理解されるべきである。
また、数値の一覧が本明細書で記述される場合（「少なくとも」を前置しても、またはし
なくても）、本発明は、任意の介在する値または一覧中の任意の２つの値により定義され
る範囲に関する実施形態を含むこと、および最も低い値を最小値とし、最大の値を最大値
とすることができることも理解される。さらに、数字、例えば、パーセンテージの一覧に
「少なくとも」が前置される場合、この用語は一覧中のそれぞれの数字に適用される。数
値に「約」または「およそ」が前置される本発明の任意の実施形態について、本発明は、
正確な値が記載される実施形態を含む。数値に「約」または「およそ」が前置されない本
発明の任意の実施形態について、本発明は、値に「約」または「およそ」が前置される実
施形態を含む。「およそ」または「約」は一般に、別途記述されないか、またはそうでな
ければ文脈から明らかでない限り、数が、いずれかの向き（その数よりも大きいか、また
は小さい）に１％またはいくつかの実施形態においては、５％またはいくつかの実施形態
においては、１０％の範囲内にあることを含む（例えば、そのような数が可能な値の１０
０％を許容できないほど超える場合）。本明細書で用いられる「組成物」は、別途示さな
い限り、１つまたは１つより多い成分を含んでもよい。例えば、「活性化因子またはＴＲ
活性化因子を含む組成物」は、ＴＲ活性化因子の活性化因子からなるか、もしくは本質的
にからなるか、または１つもしくは複数のさらなる成分を含有してもよい。別途示さない
限り、本発明の任意の実施形態における阻害因子またはＴＲ阻害因子（または本明細書に
記載の他の化合物）を、ＴＲ活性化因子の活性化因子の存在を含む１つまたは複数のさら
なる成分を含む組成物中で用いるか、または投与することができる。
【０１８８】
　キット
　本発明のある特定の実施形態は、図１中の１つもしくは複数の遺伝子または図１中の遺
伝子によりコードされる１つもしくは複数の遺伝子産物を含むキットを提供する。一実施
形態において、キットは、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌａ１０５２７、ＲＡ
Ｂ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１、ＬＯＣ７２８７５５、ＡＦＦ３、Ｆ２
ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩＸ１、ＯＸＴＲ、お
よびＷＳＢ１から選択される遺伝子または１つもしくは複数の遺伝子によりコードされる
遺伝子産物を含む。他の実施形態においては、キットは、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ
、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ
、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、Ｉ
ＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡ
Ｔ２、およびＭＡＯＡから選択される遺伝子または１つもしくは複数の遺伝子によりコー
ドされる遺伝子産物を含む。さらに他の実施形態において、キットは、ＰＣＤＨＨＢ２、
ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸ
Ｄ１、ＬＯＣ７２８７５５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、Ｌ
ＯＣ７９１１２０、ＳＫＩ、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される遺伝子または複数
の遺伝子によりコードされる遺伝子産物を含む。さらなる実施形態において、キットは、
ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８
０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、Ｃ
ＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯ
ＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される遺伝子または複数の
遺伝子によりコードされる遺伝子産物を含む。
【０１８９】
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　いくつかの実施形態においては、キットは、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌ
ａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１、ＬＯＣ７２８７５
５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩ
Ｘ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される１つまたは複数の遺伝子の発現を阻害す
る１つまたは複数の薬剤を含んでもよい。他の実施形態においては、キットは、ＣＯＭＴ
、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ
１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＣＯＸ７Ａ
１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、
ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される１つまたは複数の遺伝子の発
現を阻害する１つまたは複数の薬剤を含んでもよい。さらに他の実施形態において、キッ
トは、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１
、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１、ＬＯＣ７２８７５５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、Ｃ
ＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩＸ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選
択される複数の遺伝子の発現を阻害する複数の薬剤を含んでもよい。他の実施形態におい
ては、キットは、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯＣ２０５２
５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬＴ３、ＮＡ
ＡＬＡＤＬｌ、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、ＲＰＳ７、
ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選択される複
数の遺伝子の発現を阻害する複数の薬剤を含んでもよい。
【０１９０】
　いくつかの実施形態においては、キットは、ＰＣＤＨＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、Ｎｂｌ
ａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１１Ｐ、ＦＯＸＤ１、ＬＯＣ７２８７５
５、ＡＦＦ３、Ｆ２ＲＬ２、ＭＮ１、ＣＢＣＡＱＨ０３　５、ＬＯＣ７９１１２０、ＳＩ
Ｘ１、ＯＸＴＲ、およびＷＳＢ１から選択される１つもしくは複数の遺伝子または１つも
しくは複数の遺伝子によりコードされる遺伝子産物に結合する薬剤を提供する。他の実施
形態においては、キットは、ＣＯＭＴ、ＴＲＩＭ４、ＣＡＴ、ＰＳＭＤ、ＳＨＭＴ、ＬＯ
Ｃ２０５２５１、ＺＮＦ２８０Ｄ、Ｓ１００Ａ６、ＭＧＭＴ、ＺＮＦ２８０Ｄ、ＤＹＮＬ
Ｔ３、ＮＡＡＬＡＤＬｌ、ＣＯＸ７Ａ１、ＴＳＰＹＬ５、ＩＡＨ１、Ｃ１８ｏｒｆ５６、
ＲＰＳ７、ＦＤＰＳ、ＥＬＯＶＬ６、ＩＮＳＩＧ１、ＡＣＡＴ２、およびＭＡＯＡから選
択される１つもしくは複数の遺伝子または１つもしくは複数の遺伝子によりコードされる
遺伝子産物に結合する薬剤を提供する。１つまたは複数の遺伝子に結合する薬剤は、該遺
伝子または該遺伝子によりコードされる遺伝子産物の発現を阻害してもよい。薬剤は、タ
ンパク質、例えば、抗体であってもよい。薬剤は、ＤＮＡ分子、ｍＲＮＡ分子、ｓｉＲＮ
Ａ分子、ｄｓＲＮＡ分子などのＲＮＡ分子などの核酸であってもよい。
【０１９１】
　キットの内容物を、１つまたは複数の容器中に提供することができる。キットの内容物
を、溶液中で、例えば、ＰＢＳまたは脱イオン水などの好適なバッファー中で提供するこ
とができる。あるいは、キットの内容物を、乾燥形態、例えば、凍結乾燥形態で提供する
ことができる。
【０１９２】
　方法
　以下に記載の方法に加えて、傷を残さない再生能力に対応する遺伝子発現の胚性パター
ンを有する細胞の生成および使用において有用な方法を、「Ｎｏｖｅｌ　Ｕｓｅｓ　ｏｆ
　Ｃｅｌｌｓ　Ｗｉｔｈ　Ｐｒｅｎａｔａｌ　Ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ」の表題の２００６年４月１１日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ
２００６／０１３５１９；「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｔｏ　Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ　ｔｈｅ　Ｉ
ｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏｖｅｌ　Ｃｅｌｌ　Ｓｔｒａｉｎｓ　ｆｒｏｍ　Ｐｌｕｒ
ｉｐｏｔｅｎｔ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ｏｂｔａｉｎｅｄ　Ｔｈ
ｅｒｅbｙ」の表題の２００６年１１月２１日に出願された米国特許出願第１１／６０４
，０４７号；および「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｔｏ　Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ　ｔｈｅ　Ｉｓｏｌ
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ａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏｖｅｌ　Ｃｅｌｌ　Ｓｔｒａｉｎｓ　ｆｒｏｍ　Ｐｌｕｒｉｐｏ
ｔｅｎｔ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ｏｂｔａｉｎｅｄ　Ｔｈｅｒｅ
ｂｙ」の表題の２００９年７月１６日に出願された米国特許出願第１２／５０４，６３０
号に見出すことができ、それぞれその全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１９３】
　ヒアルロネートおよびコラーゲンヒドロゲルの調製
　ＨｙＳｔｅｍ－Ｃ（ＢｉｏＴｉｍｅ、Ａｌａｍｅｄａ、ＣＡ、ＵＳＡ）を、製造業者の
説明書に従って再構成させる。簡単に述べると、ＨｙＳｔｅｍ成分（チオール改変ヒアル
ロナン、１０ｍｇ）を、約２０分かけて１．０ｍｌの脱気した脱イオン水に溶解して、１
％ｗ／ｖ溶液を調製する。Ｇｅｌｉｎ－Ｓ成分（チオール改変ゼラチン、１０ｍｇ）を、
１ｍｌの脱気した脱イオン水に溶解して、１％ｗ／ｖ溶液を調製し、ＰＥＧＤＡ（ＰＥＧ
ジアクリレート、１０ｍｇ）を、０．５ｍｌの脱気した脱イオン水に溶解して、２％ｗ／
ｖ溶液を調製する。次いで、ＨｙＳｔｅｍ（１ｍｌ、１％ｗ／ｖ）を、使用直前にＧｅｌ
ｉｎ－Ｓ（１ｍｌ、１％ｗ／ｖ）と混合する。ペレット化された細胞を、上記の最近調製
されたＨｙＳｔｅｍ：Ｇｅｌｉｎ－ｓ（１：１ｖ／ｖ）ミックス中に再懸濁する。架橋剤
ＰＥＧＤＡ、２．０×１０７細胞／ｍｌの最終濃度の細胞懸濁液の添加の際に、細胞／マ
トリックス組合せを標的組織中に注入する。
【０１９４】
　ＲＮＡｉ
　例えば、限定されるものではないが、ｄｓＲＮＡを、フランキングするＴ７プロモータ
ーを含むＰＣＲ生成鋳型を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏでの転写反応（Ｐｒｏｍｅｇａ）から
調製し、フェノール抽出およびエタノール沈降により精製し、水中での再懸濁後にアニー
リングする。無傷の実験動物に、手術の２時間後に１回目の注入から開始する誘導組織傷
害後、３日連続で３０ｎＬのｄｓＲＮＡを４回注入する。
【実施例】
【０１９５】
(実施例１）
　ｈＥＳ、ｉＰＳ、およびクローンＥＰ細胞株中での遺伝子発現を、多様な胎児および成
体由来体細胞型と比較することによるｉＴＲ遺伝子の同定
　Ｉｌｌｕｍｉｎａ遺伝子発現マイクロアレイ分析を、１４の多様な血液細胞型、３つ全
ての胚葉に由来する１１５の多様な胎児および成体由来体細胞型、５４５の多様なクロー
ンｈＥＳ由来およびｉＰＳ由来ＥＰ細胞株、１２のｈＥＳ細胞株ならびに１７のヒトｉＰ
Ｓ細胞株を含む、多様な成体および胚細胞型において実施した。胎児／成体由来細胞中の
各プローブの平均ＲＦＵ値を、クローンＥＰ細胞株中での対応する平均と比較し、２セッ
トのうちの１つにおける比較的均一により高い発現を示すプローブを同定した。図１、お
よび図２～１５に示されるように、これらの遺伝子は、酸化的リン酸化（ＣＯＸ７Ａ１）
における公知の役割を有する因子、ＳＩＸ１およびＤＬＸ１として、ならびに細胞内での
他の多様な活性を有する転写因子である。１００の値より下のＲＦＵ値は、バックグラウ
ンドシグナル（すなわち、検出可能な発現がない）と考えられる。
【０１９６】
(実施例２）
　トランスジェニックマウスにおけるｉＴＲ遺伝子の改変および成体動物におけるｉＴＲ
に関するアッセイ。
　遺伝子：ＣＡＴ、ＣＯＭＴ、ＣＯＸ７Ａ１、ＤＬＸ１、ＤＲＤ１ＩＰ、ＬＯＣ２０５２
５１　ＮＡＡＬＡＤＬ１、ＰＣＤＨＢ２、ＰＣＤＨＢ１７、原発性神経芽腫ｃＤＮＡ、ク
ローン：Ｎｂｌａ１０５２７、ＲＡＢ３ＩＰ、ＳＩＸ１、ＴＲＩＭ４、およびＺＮＦ２８
０Ｄの発現の胚性パターンを、個別に誘導するか、または切開された耳たぶおよび他の体
細胞組織中での組織再生の増加に対するその効果を実証するために組み合わせて誘導する
。
【０１９７】
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(実施例３）
　ｉＴＲ遺伝子のモジュレーションによるヒト間質組織再生のｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ
。
　ｉＴＲ誘導遺伝子を上方調節するか、またはｉＴＲ阻害遺伝子を下方調節する再生能力
を、本明細書に記載のｉｎ　ｖｉｔｒｏ創傷修復アッセイを用いてアッセイすることがで
きる。簡単に述べると、スクラッチテストを記載のように用いた（Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　２、３２９～３３３頁（２００７）　Ｌｉａｎｇ　ＣＣら、「Ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ　ｓｃｒａｔｃｈ　ａｓｓａｙ：ａ　ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ　ａｎｄ　ｉｎｅｘｐ
ｅｎｓｉｖｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｍｉｇｒａ
ｔｉｏｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」）。このアッセイは、本明細書に記載の他の胎児および成
体由来間質細胞と同等のレベルでＣＯＸ７Ａ１を発現するヒト新生児包皮線維芽細胞（Ｘ
ｇｅｎｅ　Ｃｏｒｐ、Ｓａｕｓａｌｉｔｏ　ＣＡ）を用いた。線維芽細胞を、０．１％ゼ
ラチンで予め被覆された６ウェルプレート中で培養された１０％ＦＢＳを添加したＤＭＥ
Ｍ培地を用いて集密となるまで増殖させた後、加湿されたインキュベータ中、５％Ｏ２お
よび１０％ＣＯ２と共に培養した。
【０１９８】
　以下の試薬を０日目で用いて、ｉＴＲ阻害遺伝子ＣＯＸ７Ａ１の発現を変化させた：
　－　ＳＭＡＲＴｐｏｏｌ：ＯＮ－ＴＡＲＧＥＴｐｌｕｓ　ＣＯＸ７Ａ１　ｓｉＲＮＡ、
５ｎｍｏｌｅ（Ｄｈａｒｍａｃｏｎ、カタログ番号Ｌ－０１３１５２－０２－０００５）
　－　ＯＮ－ＴＡＲＧＥＴｐｌｕｓ非標的化プール、５ｎｍｏｌｅ（Ｄｈａｒｍａｃｏｎ
、カタログ番号Ｄ－００１８１０－１０－０５）
　－　ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ１トランスフェクション試薬、０．７５ｍＬ（Ｄｈａｒｍａ
ｃｏｎ、カタログ番号Ｔ－２００１－０２）
　－　無血清、無抗生物質の基本培地
　－　無抗生物質完全培地。
【０１９９】
　非標的化プールｓｉＲＮＡとオンターゲット（ＣＯＸ７Ａ１）ｓｉＲＮＡプールとの両
方のストック溶液（１００μＭ）を、５ｎｍｏｌｅへの５０μｌの滅菌水の添加により調
製した。次いで、非標的化およびオンターゲットｓｉＲＮＡの５μＭ溶液を、滅菌水を用
いる希釈の際に調製した。５０μｌのそれぞれの５μＭ　ｓｉＲＮＡ溶液を、４５０μｌ
の無血清培地（ＤＭＥＭ培地＋ｇｌｕｔａｍａｘ　２ｍＭ）を含有する２つのそれぞれの
標識されたマイクロ遠心管に添加し、それぞれ合計５００μｌにした。
【０２００】
　トランスフェクション試薬を、２０９０μｌの無血清培地（ＤＭＥＭ＋ｇｌｕｔａｍａ
ｘ　２ｍＭ）中への１１０μｌの添加の際に調製した。ボルテックス、遠心分離および５
分静置した後、５００μｌのトランスフェクションミックスを、５００μｌの（ａ）非標
的化ｓｉＲＮＡミックス（対照）および（ｂ）オンターゲットｓｉＲＮＡミックスに添加
した。試薬（それぞれ１ｍｌ）を、ピペットで上下することにより混合した。
【０２０１】
　培養されたＸｇｅｎｅ包皮線維芽細胞の増殖培地を、吸引により除去し、ＰＢＳで洗浄
した後、１．６ｍｌの無抗生物質増殖培地を６ウェルプレートの各ウェルに供給した後、
トランスフェクションを開始した。次いで、４００μｌの（ａ）トランスフェクション剤
非標的化ｓｉＲＮＡ対照、（ｂ）オンターゲットトランスフェクション剤ミックスを添加
して、２ｍｌ／処理ウェルを得た。ｓｉＲＮＡの最終濃度は５０ｎＭであった。プレート
を回して均等な分布を確保し、５％Ｏ２および１０％ＣＯ２で６時間、加湿されたインキ
ュベータ中に入れた。
【０２０２】
　６時間後、プレートをインキュベータから取り出し、各ウェルの中心部に２００μｌの
ピペットチップを用いて「スクラッチ」を作製した。次いで、プレートをＰＢＳで２回洗
浄し、新鮮な増殖培地（３ｍｌ／ウェル）を供給し、インキュベータ中に戻した。４ｘで
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写真を撮影し、Ｄ０（「スクラッチ」の直後）、Ｄ１およびＤ２で細胞移動、増殖、およ
び形態を観察した。ＲＮＡを、その後のｑＰＣＲ分析のために２日目および４日目で抽出
した。
【０２０３】
　図１６に示されるように、ｉＴＲ阻害遺伝子ＣＯＸ７Ａ１の下方調節は、三次元組織構
造の顕著に改善された再生を引き起こし、対照体細胞と比較して、加速された速度で再生
が起こった。試料に由来するＲＮＡを抽出し、それぞれ、瘢痕化創傷床における間質細胞
の筋線維芽収縮応答および線維性瘢痕化応答に関与する遺伝子であるＡＣＴＡ２およびＣ
ＯＬ１Ａ１の転写物の相対レベルに関してＰＣＲによりアッセイした。図１７に示される
ように、新生児包皮線維芽細胞は、三次元ヒト組織の再生の増大をもたらし、同時に、瘢
痕形成応答の減少を示しながら再生をもたらすＣＯＸ７Ａ１の下方調節と一致するＡＣＴ
Ａ２およびＣＯＬ１Ａ１の発現を減少させることにより、ｉＴＲ阻害遺伝子ＣＯＸ７Ａ１
の下方調節に応答した。
【０２０４】
　ＣＯＸ７Ａ１に加えて、単一で、または組み合わせて用いられる本明細書に記載の他の
ｉＴＲモジュレータを、ＣＯＸ７Ａ１に置換して、三次元組織構造の再生および組織損傷
に対する線維性瘢痕形成応答の減少についてｉｎ　ｖｉｔｒｏでアッセイする。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図１７】
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