
(57)【要約】
本発明は eNOSポリペプチドまたは該 eNOSポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを使
用して細胞内の eNOS活性を調節することによる重症肢虚血 (CLI)の新規の予防、診断また
は治療方法を提供する。本発明の方法に使用するための、野生型および変異型 eNOSポリペ
プチド、それに該ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドが、提供される。本発明の
変異型 eNOSポリペプチドは、細胞内でリン酸化されている哺乳動物 eNOSの機能性ドメイン
内のある位置に対応する、少なくとも 1つの変異を有する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 、 哺 乳 動 物 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
有 効 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 重 症 肢 虚 血 (CLI)治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 :1で あ る 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 細 胞 内 で リ ン 酸 化 さ れ て い る ヒ ト eNOSの 一 ア ミ ノ 酸 残 基 に
対 応 す る 位 置 に 少 な く と も 1つ の 変 異 を 含 む 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 変 異 を 含 む 請 求 項 4
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 変 異 を 含 む 請 求 項
4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 第 1変 異 を 、 ま た ア
ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 第 2変 異 を 、 そ れ ぞ れ 含 む 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 第 1変 異 を 、 ア ミ ノ
酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 第 2変 異 を 、 ま た ア ミ ノ 酸 残 基 2に 対 応 す る 位 置 に 第 3変 異 を
、 そ れ ぞ れ 含 む 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 の 変 異 は Ala、 Val、 Leuま た は Ileへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で
あ る 請 求 項 6、 7ま た は 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 の 変 異 は Aspへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 請 求 項 6、 7ま た
は 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 2に 対 応 す る 位 置 の 変 異 は Alaへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 請 求 項 8に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 の 度 合 い が 基 準 ポ リ ペ プ チ ド に 比 し て 加 減 さ れ て い る 請 求
項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 基 準 ポ リ ペ プ チ ド に 比 し て カ ル モ ジ ュ リ ン に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ
ィ ー を 高 め て い る 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド の Ca + + -カ ル モ ジ ュ リ ン 仲 介 刺 激 で Ca + + 依 存 性 が 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ
ド に 比 し て 低 下 し て い る 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ ド に 比 し て 、 よ り 高 い eNOS活 性 を 有 す る 請 求 項
4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 活 性 が NOの 生 成 で あ る 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 活 性 が 還 元 酵 素 活 性 で あ る 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 基 準 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が ヒ ト eNOSの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る か 、 ま た は ヒ ト eNOS
の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す る 請 求 項 12、 13、 14、 15、 16ま た は 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 基 準 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 :1で あ る か 、 ま た は 配 列 番 号 :1に 由 来 す る
請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が ヒ ト eNOSの ア ミ ノ 酸 配 列 と 実 質 的 に 相 同 で あ る 請 求
項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 配 列 と 95～ 99%の 配 列 相 同 性
を 有 す る 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー で あ
り 、 該 核 酸 配 列 は 該 eNOSが 細 胞 中 で 発 現 す る よ う 、 少 な く と も 1つ の 調 節 配 列 へ と 作 動 可
能 に 連 結 さ れ て い る 請 求 項 1ま た は 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 核 酸 配 列 が プ ロ モ ー タ ー へ と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 組 換 え ベ ク タ ー が ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 治 療 が 患 者 細 胞 中 の eNOS活 性 を 調 節 す る ス テ ッ プ を 含 む 請 求 項 1ま た は 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 細 胞 が 内 皮 細 胞 で あ る 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 細 胞 が 骨 髄 由 来 細 胞 で あ る 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 患 者 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 前 ・ 中 ・ 後 に 、 1つ ま た は 複 数 の 血 管 新 生 因 子 を 投 与
す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 請 求 項 1ま た は 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 血 管 新 生 因 子 が HGF、 VEGF、 FGF、 内 皮 成 長 因 子 、 上 皮 成 長 因 子 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、
TGF-ア ル フ ァ 、 TGF-ベ ー タ 、 PDGF、 TNA-ア ル フ ァ ま た は IGF、 Del-1か ら な る 血 管 新 生 因 子
群 よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 投 与 が 患 者 細 胞 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ex vivo導 入 を 含 む 請 求 項 1ま た は 4に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 投 与 が 患 者 の 病 変 組 織 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の デ リ バ リ ー を 含 む 請 求 項 1ま た は 4に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 投 与 が 患 者 の 末 梢 血 管 系 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の デ リ バ リ ー を 含 む 請 求 項 1ま た は 4に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 デ リ バ リ ー は 患 者 肢 筋 へ の 筋 内 注 射 ま た は 動 脈 内 注 射 に よ る 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 量 投 与
す る ス テ ッ プ を 含 む 血 管 新 生 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 細 胞 内
で リ ン 酸 化 さ れ て い る 哺 乳 動 物 eNOSの 一 ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と も 1つ の
変 異 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ６ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 量 投 与
す る ス テ ッ プ を 含 む 微 小 血 管 機 能 障 害 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動
物 細 胞 内 で リ ン 酸 化 さ れ て い る 哺 乳 動 物 eNOSの 一 ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と
も 1つ の 変 異 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 量 投 与
す る ス テ ッ プ を 含 む 重 症 肢 虚 血 (CLI)の 治 療 方 法 で あ っ て 、 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動
物 細 胞 内 で リ ン 酸 化 さ れ て い る 哺 乳 動 物 eNOSの 一 ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と
も 1つ の 変 異 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 変 異 を 含 み 、 ま た
該 変 異 は Ala、 Val、 Leuま た は Ileへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 請 求 項 35、 36ま た は 37に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 変 異 を 含 み 、 ま た
該 変 異 は Aspへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 請 求 項 35、 36ま た は 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が
　 (i) ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 、 Ala、 Val、 Leuま た は Ileへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で
あ る 第 1変 異 を 、 ま た
　 (ii) 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 、 Aspへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 第
2変 異 を 、
そ れ ぞ れ 含 む 請 求 項 1、 35、 36ま た は 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド が
　 (i) ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 、 Ala、 Val、 Leuま た は Ileへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で
あ る 第 1変 異 を 、
　 (ii) 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 、 Aspへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 第
2変 異 を 、 ま た
　 (iii) 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 2に 対 応 す る 位 置 に 、 Alaへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 第 3
変 異 を 、
そ れ ぞ れ 含 む 請 求 項 1、 35、 36ま た は 37に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は eNOSポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 細 胞 中 の eNOS活 性 を 調 節
す る こ と に よ る 重 症 肢 虚 血 (CLI)の 予 防 、 診 断 ま た は 治 療 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 で は 該 方
法 に 使 用 す る た め の 野 生 型 お よ び 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 末 梢 動 脈 閉 塞 性 疾 患 (PAOD)の 罹 患 率 は 米 国 で は 約 12%で あ る 。 初 期 PAOD(跛 行 )は 運 動 に
伴 う 虚 血 性 筋 肉 痛 を 特 徴 と す る 。 PAODの 進 行 に よ る 重 症 肢 虚 血 (CLI)は 安 静 時 の 低 血 流 量
・ 酸 素 供 給 量 と そ れ に 伴 う 安 静 時 の 筋 肉 痛 お よ び 難 治 性 皮 膚 潰 瘍 ま た は 壊 疽 を 特 徴 と し [R
issanen et al., Eur. J. Clin. Invest. 31:651-666(2001); Dormandy and Rutherford,
 J. Vasc. Surg. 31:S1-S296 (2000)]、 ま た 年 間 1万 人 に つ き 少 な く と も 5～ 10人 を 見 舞 う
と 推 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 POAD/跛 行 患 者 の 治 療 に は 動 脈 硬 化 危 険 因 子 の 管 理 、 運 動 、 さ ら に は Cilastozolま た は P
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entoxyfyllineに よ る 薬 物 療 法 な ど が あ る [Robeer et al., Eur. J. Vasc. Endovasc. Sur
g. 15:36-43 (1998)]。 症 状 が 持 続 す る よ う な ら 、 跛 行 、 安 静 時 痛 お よ び /ま た は 難 治 性 虚
血 性 潰 瘍 の 治 療 に 経 皮 経 管 的 血 管 形 成 術 (PTA)を 行 う 場 合 も あ る 。 PTAは 腸 骨 動 脈 お よ び 浅
大 腿 動 脈 の 短 期 狭 窄 ま た は 閉 塞 に 最 も 適 す る 。 1年 開 存 率 は 80～ 90%で あ る 。 さ ら に び ま ん
性 疾 患 の 患 者 で は 外 科 的 な 血 行 再 建 術 が 推 奨 さ れ る 。 大 動 脈 大 腿 動 脈 バ イ パ ス 術 お よ び 大
腿 膝 窩 動 脈 バ イ パ ス 術 の 5年 開 存 率 は そ れ ぞ れ 90%、 70%で あ る [前 掲 Dormandy and Rutherf
ord, (2000)]。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し 、 外 科 的 お よ び イ ン タ ー ベ ン シ ョ ン 的 な 血 行 再 建 術 の 進 歩 に も か か わ ら ず 、 虚 血
性 疼 痛 /潰 瘍 を 主 訴 と す る 患 者 の 20～ 30%は び ま ん 性 遠 位 血 管 疾 患 の た め 外 科 的 な 血 行 再 建
術 ま た は 血 管 形 成 術 に な じ ま な い か 、 ま た は そ う し た 療 法 が 失 敗 に 終 わ る し 、 ま た 現 行 薬
物 療 法 は 進 行 CLI患 者 の 救 肢 に は ほ と ん ど 無 効 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 そ う し た 患 者 の 、 大 切 断 を 回 避 し た 場 合 の 1年 後 の 生 存 率 は 50%未 満 で あ る 。 さ ら に 、 切
断 を 必 要 と す る 高 齢 患 者 は し ば し ば 全 身 的 な 健 康 状 態 が 不 良 で あ り 、 手 術 の 危 険 が 相 対 的
に 高 く 、 ま た 長 期 的 な 予 後 も 不 良 で あ る [前 掲 Dormandy and Rutherford, (2000)]。 ア ン
ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 阻 害 剤 お よ び ス タ チ ン は 虚 血 実 験 モ デ ル で は 血 流 を 増 進 す る と 報 告
さ れ て い る が 、 現 在 使 用 さ れ て い る 薬 物 で 新 血 管 形 成 を 促 進 す る も の は 一 つ も な い [Fabre
 et al., Circulation 99:3043-3049 (1999); Kureishi et al., Nat Med 6:1004-1010 (
2000)]。 従 っ て 、 改 良 型 の CLI治 療 対 策 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 虚 血 性 疾 患 に 対 す る 1つ の 新 た し い 治 療 対 策 で は 、 血 管 形 成 を 刺 激 す る 成 長 因 子 を 使 用
し て 局 所 的 な 血 管 成 長 の 増 進 を は か る [前 掲 Rissanen et al. (2001); Yla-Herttuala et 
al., Lancet 355: 213-222 (2000); Isner et al., J. Clin. Invest. 103-1231-1236 (1
999); Rutanen et al., Curr. Cardiol. Report 3:29-36 (2001)]。 血 管 成 長 は 血 管 発 生 (
vasculogenesis)、 血 管 新 生 (angiogenesis)、 動 脈 形 成 (arteriogenesis)に 分 け る こ と が
で き る 。 血 管 発 生 は 血 管 芽 細 胞 /内 皮 前 駆 細 胞 (EPCs)に 由 来 す る 胎 児 期 の in situ血 管 形 成
を い う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 血 管 新 生 は 分 化 内 皮 細 胞 (ECs)の 増 殖 と 遊 走 の 結 果 と し て の 、 既 存 毛 細 血 管 か ら の 新 血
管 の 形 成 を い う [Risau et al., Nature 386: 671-674 (1997)]。 動 脈 形 成 は 既 存 細 動 脈 の
吻 合 に 由 来 す る 筋 性 側 副 血 管 の in situ形 成 を い う [Schaper et al., Circ Res 79:911-91
9 (1996)]。 し か し 、 内 因 性 の 血 管 新 生 お よ び 動 脈 形 成 で は CLIに お け る 血 流 量 お よ び 酸 素
供 給 量 の 減 少 を 十 分 に 補 え な い 。 血 管 形 成 を 刺 激 す る 成 長 因 子 の デ リ バ リ ー は CLI治 療 の
た め の 治 療 対 策 の 追 加 に は な る が 、 成 長 因 子 に よ る 血 管 新 生 の 増 進 は 加 齢 、 動 脈 硬 化 お よ
び そ の 他 の 新 血 管 危 険 因 子 に よ る 内 皮 機 能 障 害 の た め に 限 定 さ れ る お そ れ が あ る と の 証 拠
が 強 ま っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 (eNOS; 別 名 ecNOSま た は NOS 3)は 重 要 な 調 節 /仲 介 因 子 と し
て 血 管 新 生 に 関 与 す る と さ れ て き た 。 ニ ト ロ プ ル シ ド な ど の よ う な 一 酸 化 窒 素 (NO)供 与 剤
は 内 皮 細 胞 の 増 殖 と 遊 走 を 促 進 す る が 、 NOS阻 害 剤 は こ れ ら の 過 程 を 抑 制 す る [Ziche et a
l., J. Clin. Invest. 9:2036-2044 (1994); Morbidelli et al., Am. J. Physiol. 270:
H411-H415 (1996)]。 種 々 の 研 究 か ら eNOS欠 損 マ ウ ス (eNOS-KO)で は 血 管 新 生 お よ び 創 傷 治
癒 に 障 害 が 及 ぶ こ と が 判 明 し た 。 Leeら は 外 植 体 の 動 脈 を 使 用 し て 内 皮 細 胞 の 遊 走 、 増 殖
お よ び 分 化 に は eNOSが 必 要 で あ る こ と を in vitroで 立 証 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の 研 究 成 果 は 、 eNOS-KOマ ウ ス の 皮 下 注 入 マ ト リ ゲ ル (Matrigel)プ ラ グ 中 へ の 毛 細 血
管 形 成 の 減 少 を 立 証 す る こ と に よ り 、 in vivoで 確 認 さ れ た 。 eNOS-KOマ ウ ス で は 切 除 創 治
癒 も 著 し く 遅 れ た が 、 こ れ は 創 傷 修 復 に 関 連 す る 血 管 新 生 過 程 に お け る 内 皮 NOの 役 割 を 際
立 た せ る も の で あ る [Lee et al., Am. J. Physiol. 277:H1600-H1608 (1999)]。 後 肢 虚 血
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を 外 科 的 に 誘 発 し た 後 の eNOS-KOマ ウ ス で は 著 し い 血 管 新 生 障 害 が 明 ら か に な っ た 。 後 肢
虚 血 を 外 科 的 に 誘 発 し た ウ サ ギ に Lア ル ギ ニ ン (NOSの 基 質 )を 投 与 す る と 血 管 新 生 が 著 し く
改 善 し た が 、 こ れ は 虚 血 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 血 管 新 生 で 果 た す 内 皮 NOの 役 割 を 確 認 す
る も の で あ る [Murohara et al., J. Clin. Invest. 101: 2567-2578 (1998)]。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 前 述 の よ う に 、 虚 血 に 呼 応 し た 血 管 新 生 は 加 齢 や 内 皮 機 能 障 害 に よ り 妨 げ ら れ る お そ れ
が あ る と の 証 拠 も 強 ま っ て い る 。 動 物 モ デ ル で は 内 皮 NO放 出 の 減 少 や 成 長 因 子 発 現 の 減 衰
に 起 因 す る 可 能 性 の 高 い 血 管 新 生 障 害 も 観 測 さ れ た [Rivard et al., Circulation 99: 11
1-120(1996); Van Belle et al., Circulation 96:2667-2674 (1997)]。 ラ ッ ト 後 肢 虚 血
モ デ ル で は 、 ホ モ シ ス テ イ ン 血 症 や 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 な ど の 危 険 因 子 は 、 お そ ら く 内
皮 由 来 NOの バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー を 低 下 さ せ る た め で あ ろ う 、 血 管 新 生 を 弱 め る こ と
が 示 さ れ た [Duan et al., Circulation 102:III 370-III 376 (2000)]。
【 ０ ０ １ １ 】
　 従 っ て 、 効 果 的 な CLI治 療 法 が 求 め ら れ て い る 。 虚 血 肢 の NOバ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー
を 高 め る よ う な 、 CLI治 療 の た め の 遺 伝 子 療 法 が 開 発 さ れ れ ば 、 損 な わ れ て い た 血 管 新 生
の 促 進 、 既 存 微 小 血 管 機 能 障 害 の 改 善 、 既 存 血 管 の 血 管 運 動 (拡 張 )活 性 の 回 復 、 お よ び 既
存 側 副 血 管 の 再 モ デ ル 化 /成 熟 (動 脈 形 成 )へ の 寄 与 な ど 、 多 様 な 機 序 を 通 じ て 虚 血 を 治 す
こ と も 可 能 に な る か も し れ な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は eNOSポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
使 用 し た 重 症 肢 虚 血 (CLI)の 予 防 、 診 断 ま た は 治 療 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す
れ ば 、 細 胞 中 の eNOS活 性 を 、 eNOS活 性 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 を 改 善 す る 方 向 へ と 、 調
節 す る こ と が で き る 。 特 に 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す れ ば 、 虚 血 肢 中 の 局 所 的 な NO産 生 を 増 加
さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 中 の eNOS活 性 を 、 虚 血 肢 中 の NO産 生 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 ま た
は 障 害 を 改 善 す る 方 向 へ と 、 調 節 す る こ と が で き る 。 従 っ て 本 発 明 は 、 治 療 を 必 要 と す る
患 者 に 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異 型 も し く は そ う し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る こ と に よ り 患 部 組 織 の NOレ ベ ル を 上 昇 さ せ る よ う な 遺 伝 子 治
療 の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 一 態 様 で は 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 、 哺 乳 動 物 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む CLI治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 CLIの 症 状 た と え ば 微 小 血 管 の 機 能 障 害 、 潰 瘍 治 癒 お よ び 血 管 新 生 を
治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 一 態 様 で は 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 、 eNOSポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 血 管 新 生 の 治 療 方 法
を 提 供 す る が 、 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 細 胞 内 で リ ン 酸 化 さ れ て い る 哺 乳 動 物 eNOS
の 一 ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と も 1つ の 変 異 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。 本 発
明 は 一 実 施 態 様 で は 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 有 効 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 微 小 血 管 の 機 能 障 害 を 改 善 す る 方 法 を 提 供 す る
が 、 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 細 胞 内 で リ ン 酸 化 さ れ て い る 哺 乳 動 物 eNOSの 一 ア ミ ノ
酸 残 基 に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と も 1つ の 変 異 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 関 連 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド お よ び eNOS
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の
好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 野 生 型 ま た は 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 種 を コ ー
ド す る ポ リ ペ プ チ ド な ど で あ る 。 コ ー ド さ れ る eNOSポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 eNOSポ リ ペ プ
チ ド で あ る の が 好 ま し く 、 ま た ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド で あ る の が 最 も 好 ま し い 。 一 態 様 で
は 、 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :1に よ っ て コ ー ド さ れ る ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド で あ る
。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ
れ る ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 第 1変 異 を
、 ま た 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 第 2変 異 を 、 そ れ ぞ れ 有 す る 。
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ
れ る ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 第 1変 異 を
、 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 第 2変 異 を 、 ま た 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ
酸 残 基 2に 対 応 す る 位 置 に 第 3変 異 を 、 そ れ ぞ れ 有 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 好 ま し く は 、 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 の 変 異 は Ala、 Gly、 Val、 Le
u、 Ile、 Pro、 Phe、 Tyr、 Trp、 Met、 Ser、 Cys、 Glu、 Asn、 Gln、 Lys、 Argま た は Hisへ の
ア ミ ノ 酸 置 換 で あ り 、 Ala、 Val、 Leuま た は Ileへ の 置 換 で あ る の が な お 好 ま し く 、 ま た Al
aま た は Valへ の 置 換 で あ る の が 最 も 好 ま し い ; 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る
位 置 の 変 異 は Aspへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る ; ま た 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 2に 対 応 す る 位
置 の 変 異 は Alaへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 。
　 態 様 に よ っ て は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー
ド さ れ る ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 の 度 合 い が 基 準 ポ リ ペ プ チ ド に 比 し て 加 減 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 態 様 に よ っ て は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー
ド さ れ る ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド は 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ ド に 比 し て 、 よ り 高 い eNOS活 性 を 有
す る 。 該 ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド は 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ ド に 比 し て 、 よ り 高 い NO産 生 、 カ ル
モ ジ ュ リ ン に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー お よ び /ま た は 還 元 酵 素 活 性 を 有 す る の が 好 ま し
い 。 該 ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド は 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ ド に 比 し て 、 よ り 高 い NO産 生 を 有 す る
の が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 態 様 に よ っ て は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー
ド さ れ る ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド は 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ ド に 比 し て 、 よ り 低 い eNOS活 性 (た
と え ば 該 ポ リ ペ プ チ ド の Ca + + -カ ル モ ジ ュ リ ン 仲 介 刺 激 に お け る 、 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ ド
に 比 し て 、 よ り 低 い Ca + + 依 存 性 )を 有 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト eNOSポ リ
ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 と 実 質 的 に 相 同 で あ る eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 :1の
ア ミ ノ 酸 配 列 と 95～ 99%の 配 列 相 同 性 を 有 す る eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 eNOSポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を コ ー ド す る 組 換 え ベ ク タ ー で あ る 。 一 態 様 で は 該 核 酸 配 列
は 、 該 eNOSが 細 胞 中 で 発 現 す る よ う 、 少 な く と も 1つ の 調 節 配 列 へ と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ
て い る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も 1つ の 調 節 配 列 は プ ロ モ ー タ ー た と え ば CMVプ ロ モ ー タ ー
で あ る 。 一 態 様 で は 、 該 組 換 え ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー で あ る 。
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に よ る 治 療 は 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 細 胞 中 の eNOS活 性 の
調 節 に よ る 。 該 細 胞 は 内 皮 細 胞 で あ る の が 好 ま し く 、 ヒ ト 内 皮 細 胞 で あ る の が よ り 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 態 様 で は 本 発 明 の 方 法 は 、 ヒ ト 野 生 型 ま た は 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 へ の 投 与 前 ・ 中 ・ 後 に 、 1つ ま た は 複 数 の 血
管 新 生 因 子 を 投 与 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 。 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な 血 管
新 生 因 子 は HFG、 VEGF、 FGF、 内 皮 成 長 因 子 、 上 皮 成 長 因 子 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、 TGF-ア
ル フ ァ 、 TGF-ベ ー タ 、 PDGF、 TNA-ア ル フ ァ ま た は IGF、 Del-1な ど が 非 限 定 的 な 例 で あ る が
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、 FGFで あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 患 者 の 細 胞 に ex
 vivoで 導 入 す る こ と に よ り 投 与 す る 。 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好
適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 患 者 の 病 変 組 織 に 、 ま た は 周 辺 血 管 系 に 導 入 す る こ と に よ り 投 与
す る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 好 適 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 患 者 の 肢 筋 へ の 筋 内 注 射
ま た は 動 脈 内 注 射 に よ り 投 与 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 別 の 態 様 で は 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に eNOSポ リ ペ プ チ ド を 有 効 量 投 与 す る ス
テ ッ プ を 含 む 重 症 肢 虚 血 (CLI)の 治 療 方 法 を 提 供 す る が 、 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物
細 胞 内 で リ ン 酸 化 さ れ て い る 哺 乳 動 物 eNOSの 一 ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と も
1つ の 変 異 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 の 方 法 へ の 使 用 に 好 適 な eNOSポ リ ペ プ チ ド は
好 ま し く は 、 ヒ ト eNOSで あ り 、 ま た 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495ま た は 1177に 対 応 す る
位 置 に 少 な く と も 1つ の 変 異 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 へ の 使 用 に 好 適 な eNOSポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸
残 基 495ま た は 1177に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と も 1つ の 変 異 を 有 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 へ の 使 用 に 好 適 な eNOSポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸
残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 第 1変 異 を 、 ま た 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置
に 第 2変 異 を 、 そ れ ぞ れ 有 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 へ の 使 用 に 好 適 な eNOSポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸
残 基 495に 対 応 す る 位 置 に 第 1変 異 を 、 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 に 第
2変 異 を 、 ま た 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 2に 対 応 す る 位 置 に 第 3変 異 を 、 そ れ ぞ れ 有 す る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し く は 、 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 の 変 異 は Ala、 Gly、 Val、 Le
u、 Ile、 Pro、 Phe、 Tyr、 Trp、 Met、 Ser、 Cys、 Glu、 Asn、 Gln、 Lys、 Argま た は Hisへ の
ア ミ ノ 酸 置 換 で あ り 、 Ala、 Val、 Leuま た は Ileへ の 置 換 で あ る の が な お 好 ま し く 、 ま た Al
aま た は Valへ の 置 換 で あ る の が 最 も 好 ま し い ; 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る
位 置 の 変 異 は Aspへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る ; ま た 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 2に 対 応 す る 位
置 の 変 異 は Alaへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 。
　 本 発 明 自 体 は も と よ り 本 発 明 の 以 上 の よ う な 目 的 や 他 の 目 的 、 そ の 様 々 な 特 徴 に つ い て
は 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し な が ら 以 下 の 説 明 を 読 め ば 、 さ ら に 理 解 が 進 む で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 重 症 肢 虚 血 (CLI)治 療 の た め の 新 規 対 策 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 eNOSポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る CLI予 防 、 診 断 お よ び 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
本 発 明 の 方 法 を 使 用 す れ ば 、 細 胞 中 の eNOS活 性 を 、 eNOS活 性 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 を
改 善 す る 方 向 へ と 、 調 節 す る こ と が で き る 。 特 に 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す れ ば 、 虚 血 肢 中
の 局 所 的 な NO産 生 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 中 の eNOS活 性 を 、 虚 血 肢 中 の NO産 生 の
低 下 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 を 改 善 す る 方 向 へ と 、 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 従 っ て 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 様 々 な 機 序 を 通 じ て 、 た と え ば 1)血 管 新 生 の 刺 激 、
2)微 小 血 管 の 機 能 障 害 の 改 善 、 3)既 存 血 管 の 血 管 運 動 (血 管 拡 張 )活 性 の 回 復 、 お よ び 4)既
存 側 副 血 管 の 再 モ デ ル 化 /成 熟 (動 脈 形 成 )な ど を 通 じ て 、 病 変 組 織 の NOレ ベ ル を 高 め 、 も
っ て 根 底 に あ る CLIの 病 態 生 理 を 標 的 に す る た め の 、 新 規 治 療 対 策 を 提 供 す る 。 結 果 と し
て も た ら さ れ る 皮 膚 、 筋 肉 双 方 へ の 血 流 量 と 酸 素 供 給 量 の 改 善 は 、 安 静 時 痛 の 緩 和 や 虚 血
性 潰 瘍 の 治 癒 に つ な が る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 野 生 型 eNOSよ り も 効 き 目 が 強 い と い う 可 能
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性 も あ る 。 特 異 的 な 活 性 は 変 異 型 eNOS酵 素 の ほ う が 著 し く 大 き い た め で あ る 。 加 え て 、 eN
OSポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は カ ル シ ウ ム に よ る 厳 密 な 調 節 が 可 能 で あ り 、 抗 oxLDL(酸 化 低 密 度
リ ポ タ ン パ ク 質 )性 、 抗 加 齢 性 で あ る 。 従 っ て 、 遺 伝 子 療 法 に 本 発 明 の eNOS組 成 物 を 使 用
す れ ば 、 「 過 剰 投 与 」 に 伴 う 毒 性 を 成 長 因 子 と は 対 照 的 に ご く わ ず か に 抑 え る こ と が で き
る 。
　 本 発 明 で 引 用 す る 参 考 文 献 は 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 専 門 用 語 、 学 術 用 語 の 意 味 は 特 に 断 ら な い 限 り 当 業 者 の 常 識 の 範 囲
内 の 意 味 と す る 。 本 明 細 書 で は 技 術 上 周 知 の 様 々 な 方 法 に 言 及 す る 。 本 明 細 書 で 言 及 す る
そ う し た 公 知 方 法 を 開 示 し て い る 出 版 物 等 の 資 料 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に そ の 全 体 が 、 あ
た か も そ の 全 文 が 開 示 さ れ る か の よ う に 、 組 み 込 ま れ る 。 組 換 え DNA技 術 の 一 般 原 理 を 開
示 し て い る 標 準 参 考 著 作 に は 、 Sambrook, J., et al. (1989) Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Planview, N.Y.; McP
herson, M.J., Ed. (1991) Directed Mutagenesis: A Practical Approach, IRL Press, 
Oxford; Jones, J. (1992) Amino Acid and Peptide Synthesis, Oxford Science Public
ations, Oxford; Austen, B.M. and Westwood, O.M.R. (1991) Protein Targeting and S
ecretion, IRL Press, Oxfordな ど が あ る 。 本 発 明 の 実 施 に は 技 術 上 周 知 の 任 意 好 適 の 原
料 お よ び /ま た は 方 法 が 使 用 可 能 で あ る が 、 好 ま し い 原 料 お よ び /ま た は 方 法 を 開 示 す る 。
以 下 の 説 明 と 実 施 例 で 言 及 す る 原 料 、 試 薬 等 は 特 に 断 ら な い 限 り 商 業 供 給 元 か ら 入 手 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 本 明 細 書 で は 、 全 長 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、 ま た は ペ プ チ ド を
い う 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の eNOS断 片 ま た は ペ プ チ ド は eNOS活 性 た と え ば NO産
生 能 を 保 持 す る 。 し か し 、 eNOS活 性 の レ ベ ル は 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ ド に 比 し て (た と え ば
全 長 ま た は 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド に 比 し て )加 減 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 変 種 」 は 本 明 細 書 で は 、 そ れ ぞ れ 基 準 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (た と え ば 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )に
比 し て 一 次 、 二 次 ま た は 三 次 構 造 が 異 な る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を い う 。
た と え ば 基 準 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 と は 異 な る 変 異 ま た は 修 飾 を 含 む よ う な ア ミ ノ 酸 ま
た は 核 酸 配 列 で あ る 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 eNOSの 変 種 は 異 な る ア イ ソ フ ォ ー ム ま た は 多
型 で も よ い 。 変 種 は 、 技 術 上 周 知 の 方 法 を 用 い て 単 離 ま た は 生 成 し た 天 然 型 、 合 成 型 、 組
換 え 型 ま た は 化 学 修 飾 型 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 変 異 」 は 本 明 細 書 で は 、 そ れ ぞ れ 基 準 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (た と え ば 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )と
比 較 し た 場 合 の 一 次 、 二 次 ま た は 三 次 構 造 の 、 天 然 型 、 合 成 型 、 組 換 え 型 ま た は 化 学 修 飾
型 の 変 化 ま た は 差 異 を い う 。 そ う し た 変 異 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 技 術 上 周 知 の 方 法 を 用 い て 単 離 ま た は 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は そ の 文 法 的 等 価 物 (た と え ば eNOS変 異 型 、 変 異 型 eNO
S、 eNOS変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド 変 異 型 )は 、 哺 乳 動 物 eNOSの 機 能 性 ド メ イ
ン 内 の あ る 位 置 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 中 に 少 な く と も 1つ の 変 化 ま た は 変 異 を 有 す る eNO
Sポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 ま た は 変 種 を い う 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 該 変 異 は ヒ ト e
NOS(配 列 番 号 :1)の ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ り 、 該 ア ミ ノ 酸 置
換 は 好 ま し く は Alaま た は Valへ の 置 換 で あ る 。 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 eNOSポ
リ ペ プ チ ド の 活 性 を 基 準 eNOSポ リ ペ プ チ ド に 比 し て 加 減 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド の 「 機 能 性 ド メ イ ン 」 は 本 明 細 書 で は 、 eNOS活 性 に 関 連 す る 該 ポ リ ペ
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プ チ ド 中 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 部 位 ま た は 領 域 を い い 、 そ の 非 限 定 的 な 例 は タ ン パ ク 質
結 合 ド メ イ ン (た と え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ド メ イ ン 、 キ ナ ー ゼ 結 合 ド メ イ ン 、 ま た は リ
ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン )、 リ ン 酸 化 部 位 、 ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 、 還 元 酵 素 ド メ イ ン 、 ま た は
活 性 化 部 位 な ど で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 eNOS活 性 」 は 本 明 細 書 で は 、 細 胞 内 で の 該 酵 素 に 関 連 す る 任 意 の 活 性 を い い 、 た と え
ば NO産 生 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 、 血 管 新 生 の 刺 激 、 微 小 血 管 機 能 障 害 の 改 善 、 既 存 血 管 の
血 管 運 動 (血 管 拡 張 )活 性 の 回 復 、 既 存 側 副 血 管 の 再 モ デ ル 化 /成 熟 (動 脈 形 成 )な ど を 非 限
定 的 に 含 む 。 eNOS活 性 は ま た 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 す る 任 意 の 生 物 ま た は 細 胞 活 性 、 特
に eNOSポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 ド メ イ ン に 関 連 す る 任 意 の そ う し た 活 性 で も よ い 。 eNOS活 性
は ま た 、 た と え ば 前 記 の ま た は 公 知 の eNOS活 性 の う ち 任 意 の 活 性 の 調 節 を 非 限 定 的 に 含 む
該 酵 素 に 関 連 す る 活 性 の 調 節 で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 eNOS活 性 の 「 調 節 」 は 本 明 細 書 で は 、 そ う し た 活 性 の 増 進 、 減 退 、 誘 発 ま た は 抑 制 を い
う 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 eNOS活 性 の そ う し た 増 進 、 減 退 、 誘 発 ま た は 抑 制 は 基 準 分 子 た
と え ば 野 生 型 ま た は 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 相 対 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 疾 患 」 、 「 病 態 」 ま た は 「 障 害 」 は 本 明 細 書 で は 、 eNOS活 性 の 調 節 に よ っ て 改 善 す る
こ と が で き る 患 者 の 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 内 の 望 ま し く な い 状 態 を い う 。 eNOSは た と え ば
血 管 新 生 、 血 管 拡 張 、 免 疫 調 節 、 血 小 板 凝 集 阻 害 、 平 滑 筋 の 弛 緩 な ど を 非 限 定 的 に 含 む 多
様 な 生 理 過 程 に 関 与 し て い る 。 従 っ て 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 内
の eNOS活 性 を 調 節 す れ ば 、 本 明 細 書 で 開 示 す る よ う に 、 疾 患 、 病 態 ま た は 障 害 を 改 善 す る
こ と が で き る 。
　 「 患 者 」 は 本 明 細 書 で は 哺 乳 動 物 で あ り 、 ま た ヒ ト で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　
　 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 (eNOS; 別 名 ecNOSま た は NOS3)は 3つ の 既 知 NO合 成 酵 素 ア イ ソ
フ ォ ー ム の う ち の 1つ で あ る 。 eNOSは た と え ば 血 管 内 皮 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 血 小 板 、 種 々 の
平 滑 筋 お よ び 免 疫 系 細 胞 た と え ば T細 胞 、 好 中 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど で 発 見 さ れ て
い る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 明
細 書 で 開 示 す る 任 意 の 細 胞 ま た は 組 織 に 由 来 し て よ い が 、 内 皮 細 胞 に 由 来 す る の が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 任 意 の 哺
乳 動 物 た と え ば ヒ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ に 由
来 し て よ い が 、 ヒ ト に 由 来 す る の が 好 ま し い 。 本 明 細 書 は 一 般 に ヒ ト eNOS(配 列 番 号 :1)お
よ び そ の 変 異 型 の 使 用 に 関 す る 。 し か し 、 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う が 、 本 開 示 は 前 記 の よ
う な 他 の 種 に 由 来 す る eNOSポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に そ の 変 異 型 に
も 、 お よ び /ま た は ヒ ト 以 外 の 他 の 種 を 治 療 す る た め の eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に も 、 等 し く 当 て は ま る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 宿 主 細 胞 に (ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン に よ り )導 入 し そ の 中 で 発
現 さ せ る こ と が で き る eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 任 意 の 形 態 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本
発 明 の 方 法 へ の 使 用 に 好 適 で あ る 。
　 本 発 明 の eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る cDNA、 ま た は eNOSポ リ ペ プ チ ド を 間 断 な く コ ー ド す る cDNAな ど で あ る 。 「 間 断
な く コ ー ド す る 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン ト ロ ン ま た は 他 の 非 コ ー ド 配 列 を 介 在 さ せ て
い る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)と 対 比 し て 連 続 し た ORFを も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を い う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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　 「 遺 伝 子 」 は 本 明 細 書 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 産 生 に 関 与 す る DNA断 片 を 意 味 し 、 コ ー
ド 領 域 の 先 行 領 域 と 後 続 領 域 (リ ー ダ ー と ト レ ー ラ ー )、 そ れ に 個 別 コ ー ド 領 域 (エ ク ソ ン )
間 の 介 在 配 列 (イ ン ト ロ ン )を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の eNOSを コ ー ド す る 単 離 遺
伝 子 (た と え ば ゲ ノ ム ク ロ ー ン )を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 合 成 ま
た は 半 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ で も よ い 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は RN
A、 PNAま た は DNAた と え ば cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 お よ び 合 成 ま た は 半 合 成 DNA、 ま た は そ れ ら
の 組 合 せ で も よ い 。 DNAは 三 本 鎖 、 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 の い ず れ で も よ い し 、 ヘ ア ピ ン 等
の 立 体 構 造 を 含 ん で も よ い 。 RNAの 例 は mRNA、 ポ リ ア デ ニ ル 化 RNA、 全 RNA、 一 本 鎖 ま た は
二 本 鎖 RNAな ど で あ る 。 本 発 明 は DNA/RNA二 本 鎖 も 包 摂 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 eNOSを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 有 し 、 た と え ば ヒ ト ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 eNOSを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 多 数 の 種 で 知 ら れ て お り 、 そ う し た 種 の 例 は ヒ ト [Janssens et al. (1992) J. Biol.
 Chem. 267, 14:512-522]や ウ シ (米 国 特 許 第 5,498,539号 明 細 書 )な ど で あ る 。 本 発 明 の 天
然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は た と え ば 、 野 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア レ ル 変 異 で あ る コ ー ド
配 列 を 有 し て も よ い 。 ア レ ル 変 異 は 周 知 の よ う に 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、
欠 失 ま た は 付 加 を 含 む よ う な 代 替 形 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 一 般 的 に は コ ー ド 化
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い 。 天 然 型 の 一 塩 基 多 型 (SNPs)を 含 む ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 本 発 明 の 方 法 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 天 然 eNOSポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 変 種 で も よ い 。 こ こ で い う ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 変 種 」 は 、
該 変 種 が 野 生 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 1つ の ま た
は 複 数 の 活 性 ま た は 特 性 を 実 質 的 に 保 持 す る こ と を 意 味 す る 。 す な わ ち 変 種 は 、 本 発 明 の
方 法 に よ っ て CLI患 者 の 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 に 導 入 す れ ば 、 CLIの 1つ ま た は 複 数 の 症 状
を 相 当 に 改 善 し う る よ う な ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 変 種 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 野 生 型 、 変 異 型 い ず れ の eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 野 生 型 ま た は 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド の 変
種 (た と え ば 1つ ま た は 複 数 の 欠 失 、 挿 入 、 付 加 、 置 換 、 逆 位 ま た は 短 縮 、 も し く は そ れ ら
の 組 合 せ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド )を コ ー ド す る 。 そ う し た 変 種 ポ リ ペ プ チ ド は 、 保 存 ま た は
非 保 存 ア ミ ノ 酸 好 ま し く は 保 存 ア ミ ノ 酸 と の 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 ん で も
よ い 。 被 置 換 ア ミ ノ 酸 の 全 体 の 電 荷 、 疎 水 性 /親 水 性 、 側 鎖 部 分 お よ び /ま た は 立 体 か さ 高
さ を 保 つ 保 存 的 置 換 の 例 は Gly/Ala、 Val/Ile/Leu、 Asp/Glu、 Lys/Arg、 Asn/Gln、 Thr/Ser
お よ び Phe/Trp/Tyrな ど で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る eNOSを コ ー ド す る 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 、 (i)1つ ま た
は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 別 の ヌ ク レ オ チ ド と 置 換 し て い る 、 ま た は 他 の 形 で 変 異 し て い る
も の 、 (ii) 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 修 飾 さ れ て い て 、 た と え ば 置 換 基 を 含 む も の
、 (iii)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 他 化 合 物 た と え ば 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 半 減 期 を 延 長 す る た
め の 化 合 物 と 融 合 し て い る も の 、 (iv)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド (た と え ば
リ ー ダ ー 配 列 ま た は 分 泌 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 精 製 の た め に 使 用 さ れ る 配 列 を コ ー ド す
る 追 加 ヌ ク レ オ チ ド )が 共 有 結 合 し て い る も の 、 な ど で あ る 。 該 追 加 ヌ ク レ オ チ ド は 異 種
起 源 で も 、 天 然 遺 伝 子 に 固 有 で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 前 記 の タ イ プ (i)に 属 す る 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 多 型 た と え ば 一 塩 基 多 型 (SNPs)
、 ア レ ル 変 異 お よ び 変 異 型 な ど で あ る 。 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は た と え ば 1つ ま た は 複 数
の 付 加 、 挿 入 、 欠 失 、 置 換 、 転 位 、 転 換 、 逆 位 、 染 色 体 転 座 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に 由
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来 す る 変 種 な ど 、 お よ び そ れ ら の 任 意 の 組 合 せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 前 記 の タ イ プ (ii)に 属 す る 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 修 飾 た と え ば 検 出 可 能 マ ー カ ー
(ア ビ ジ ン 、 ビ オ チ ン 、 放 射 性 元 素 、 蛍 光 標 識 お よ び 色 素 、 エ ネ ル ギ ー 移 動 ラ ベ ル 剤 、 エ
ネ ル ギ ー 放 出 ラ ベ ル 剤 、 結 合 パ ー ト ナ ー な ど )ま た は 発 現 、 取 り 込 み 、 カ タ ロ グ 化 、 標 識
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 検 出 お よ び /ま た は 安 定 性 を 改 善 す る 分 子 部 分 な ど の 付 加 な
ど で あ る 。
　 前 記 の タ イ プ (iii)に 属 す る 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 種 々 の 長 さ の polyA + テ ー ル 、 5
’ キ ャ ッ プ 構 造 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ た と え ば イ ノ シ ン 、 チ オ ヌ ク レ オ チ ド な ど
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 前 記 の タ イ プ (iv)に 属 す る 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 多 様 な キ メ ラ 、 ハ イ ブ リ ッ ド ま
た は 融 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 た と え ば 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ ー ド 配 列 お
よ び 同 じ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 で 融 合 さ れ た 追 加 の 非 天 然 ま た は 異 種 コ ー ド 配 列 (た と
え ば リ ー ダ ー 、 シ グ ナ ル 、 分 泌 、 局 在 化 、 酵 素 、 蛍 光 、 抗 生 物 質 耐 性 お よ び 他 の ま た は 診
断 用 ペ プ チ ド )、 ま た は コ ー ド 配 列 お よ び 非 コ ー ド 配 列 た と え ば 5’ 末 端 か 3’ 末 端 の 非 翻
訳 配 列 ま た は コ ー ド 配 列 中 に 分 散 し た 非 コ ー ド 配 列 (イ ン ト ロ ン な ど )を 含 む こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 定
お よ び /ま た は 精 製 を 可 能 に す る マ ー カ ー 配 列 に フ レ ー ム 内 で 融 合 さ れ た コ ー ド 配 列 を 有
し て も よ い 。 該 マ ー カ ー 配 列 は 、 た と え ば 細 菌 宿 主 の 場 合 に は マ ー カ ー に 融 合 さ せ た 成 熟
ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 に 使 用 す る (た と え ば pQE-9ベ ク タ ー に よ っ て 供 給 さ れ る )ヘ キ サ ヒ ス
チ ジ ン 標 識 で も よ い し 、 ま た 哺 乳 動 物 宿 主 た と え ば COS-7細 胞 を 使 用 す る 場 合 に は 、 赤 血
球 凝 集 素 (HA)標 識 で も よ い 。 該 HA標 識 は イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 に 由 来 す
る エ ピ ト ー プ に 相 当 す る [Wilson, I. et al. Cell, 37:767 (1984)]。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 タ イ プ の 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。 た と え ば あ る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 、 RNAse Hな ど の よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 、 in vi
vo安 定 性 の 改 善 と い っ た 所 期 の 目 的 に 応 じ て 種 々 の リ ン ク 手 段 た と え ば エ ス テ ル 、 ス ル フ
ァ ミ ン 酸 、 ス ル フ ァ ミ ド 、 ホ ス ホ ロ チ オ 酸 、 ホ ス ホ ロ ア ミ ド 酸 、 メ チ ル ス ル ホ ン 酸 、 カ ル
バ ミ ン 酸 を 介 し て 結 合 す る こ と が で き る 。 た と え ば 米 国 特 許 第 5,378,825号 明 細 書 を 参 照
。 任 意 所 望 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ た と え ば 6-メ ル カ プ ト グ ア ニ ン 、
8-オ キ ソ グ ア ニ ン な ど を 組 み 込 む こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は あ る
生 物 の 別 の 遺 伝 子 座 に 由 来 す る コ ー ド 配 列 を 、 そ れ が 野 生 型 eNOSと 、 ま た は 別 の 生 物 に 由
来 す る も の と 、 実 質 的 相 同 性 を 有 す る 限 り で 、 有 し て も よ い (た と え ば オ ー ソ ロ グ )。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 コ ー ド 配 列 ま た は 調 節 配 列 の 中 に 位 置 す る 他 の 変 種 配 列 は 、 本 発 明 の eNOSポ リ ペ プ チ ド
の 産 生 を 、 も し く は 機 能 ま た は 活 性 を 、 増 進 す る か も し れ な い 。
　 他 の 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 野 生 型 eNOSを コ ー ド す る 野 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 種 々
の 度 合 い の 配 列 相 同 性 (同 一 性 )を 有 し 、 ま た は 野 生 型 eNOSと 種 々 の 度 合 い の 配 列 相 同 性 (
同 一 性 )を 有 す る 変 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 こ れ は も ち ろ ん 、 該 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 本 発 明 の 方 法 に お い て CLI患 者 に 導 入 さ れ た と き に 、 該 疾 患
の 1つ ま た は 複 数 の 症 状 を 改 善 す る 能 力 を 維 持 す る こ と が 前 提 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 少 な く と も 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 野 生 型 eNOSと 実 質 的 に 相 同 で あ る
か 、 ま た は 実 質 的 な 配 列 相 同 性 (配 列 同 一 性 )を 示 す 。 従 っ て 、 本 発 明 の 範 囲 内 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ の 断 片 は 、 野 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ
ド と の 配 列 相 同 性 (同 一 性 )が 少 な く と も 約 65～ 70%、 好 ま し く は 約 70～ 75%、 75～ 80%、 80
～ 85%ま た は 85～ 90%、 最 も 好 ま し く は 約 90～ 95%ま た は 95～ 99%で あ る よ う な ポ リ ヌ ク レ オ
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チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 は ま た 、 配 列 同 一 性 の 度 合 い は も っ と 低
い も の の 、 該 eNOSが 示 す 1つ ま た は 複 数 の 機 能 ま た は 活 性 を 果 た す に 足 る 配 列 類 似 性 を 有
す る よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 包 摂 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て 「 実 質 的 に 相 同 (の )」 と は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 同 一 性
が 少 な く と も 約 90～ 95%ま た は 95～ 99%で あ る こ と を 意 味 す る 。
　 配 列 に つ い て 「 同 一 性 %」 ま た は 「 %同 一 (の )」 と は 本 明 細 書 で は 、 あ る 比 較 対 象 の 配 列
(比 較 対 象 配 列 )を 特 許 請 求 配 列 ま た は 開 示 配 列 (基 準 配 列 )と 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 後 に 比 較
し て 、 次 式 に 従 っ て 同 一 性 %を 求 め た こ と を 意 味 す る :
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 同 一 性 % = 100[1-C/L)]
　 (式 中 、 Cは 基 準 配 列 と 比 較 対 象 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト 長 に わ た る 基 準 配 列 と 比 較 対 象 配
列 の 間 の 差 異 の 数 で あ る が 、 差 異 を 構 成 す る も の は 、 (i)ア ラ イ ン メ ン ト 後 の 比 較 対 象 配
列 の 中 に 対 応 す る 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 を 欠 く 基 準 配 列 中 の 各 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 (ii)基
準 配 列 中 の 各 ギ ャ ッ プ 、 お よ び (iii)ア ラ イ ン メ ン ト 後 の 比 較 対 象 配 列 中 の 塩 基 ま た は ア
ミ ノ 酸 と は 異 な る 基 準 配 列 中 の 各 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 で あ る ; ま た Rは 比 較 対 象 配 列 と の
ア ラ イ ン メ ン ト 長 に わ た る 基 準 配 列 中 の 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 の 数 で あ り 、 基 準 配 列 中 の ギ
ャ ッ プ は す べ て 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 と し て 計 算 す る 。 )
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 比 較 対 象 配 列 と 基 準 配 列 の 間 に 、 前 記 の 要 領 で 計 算 し た 同 一 性 %が 規 定 の 最 低 同 一 性 %以
上 で あ る よ う な ア ラ イ ン メ ン ト が 存 在 す る 場 合 に は 、 前 記 の 要 領 で 計 算 し た 同 一 性 %が 規
定 の 最 低 同 一 性 %を 下 回 る 可 能 性 の あ る ア ラ イ ン メ ン ト が た と え 存 在 す る と し て も 、 該 比
較 対 象 配 列 は 基 準 配 列 に 対 し て 規 定 の 最 低 同 一 性 %を 有 す る こ と に な る 。
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 基 準 配 列 の う ち 比 較 目 的 の た め に ア ラ イ ン メ ン ト を と る 長 さ は
、 該 基 準 配 列 の 長 さ の 30%以 上 、 好 ま し く は 40%以 上 、 も っ と 好 ま し く は 50%以 上 、 さ ら に
な お 好 ま し く は 60%以 上 、 さ ら に な お 好 ま し く は 70%、 80%ま た は 90%以 上 で あ る 。
　 同 一 性 %ま た は 相 同 性 %に 関 す る 本 明 細 書 の 開 示 は ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に 等
し く 適 用 さ れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 配 列 比 較 と 両 配 列 間 の 同 一 性 ま た は 類 似 性 %の 決 定 は 数 理 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 行 う
こ と が で き る [Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University
 Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.
W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Par
t 1, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Seq
uence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; and S
equence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, 
New York, 1991]。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 そ う し た 数 理 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 非 限 定 的 な 例 は Karlin et al. (1993) Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 90:5873-5877で 開 示 さ れ て い る 。 そ う し た ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Altschul
 et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402で 開 示 の NBLASTお よ び XBLASTプ ロ グ ラ
ム (version 2.0)に 組 み 込 ま れ て い る 。 BLASTお よ び Gapped BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用 す る と
き は 、 各 プ ロ グ ラ ム (た と え ば NBLAST)の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る
。 一 実 施 態 様 で は 、 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ ー を ス コ ア =100、 ワ ー ド 長 =12と し て 設 定 す る こ
と が で き る が 、 変 更 も 可 能 で あ る (た と え ば W=5ま た は W=20)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 両 ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 性 %が GCGソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ 中 の
GAPプ ロ グ ラ ム に 組 み 込 ま れ て い る Needleman et al. (1970)(J. Mol. Biol. 48:444-453)
ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 BLOSUM62マ ト リ ッ ク ス ま た は PAM250マ ト リ ッ ク ス 、 お よ び ギ ャ ッ プ
ウ ェ イ ト 16、 14、 12、 10、 8、 6ま た は 4、 お よ び 長 さ ウ ェ イ ト 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6を 使
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用 し て 決 定 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 両 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 %が GCGソ フ
ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ 中 の GAPプ ロ グ ラ ム I [Devereux et al. (1984) Nucleic Acids Res. 
12(1):387] に よ り 、 NWSgapdna CMPマ ト リ ッ ク ス 、 ギ ャ ッ プ ウ ェ イ ト 40、 50、 60、 70ま た
は 80お よ び 長 さ ウ ェ イ ト 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6を 使 用 し て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 配 列 比 較 に 使 用 さ れ る 数 理 ア ル ゴ リ ズ ム の 別 の 好 ま し い 非 限 定 的 な 例 は Myers and Mill
er, CABIOS (1989)の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 そ う し た ア ル ゴ リ ズ ム は 、 CGC配 列 ア ラ イ ン メ
ン ト ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ る ALIGNプ ロ グ ラ ム (version 2.0)に 組 み 込 ま れ て
い る 。 ALIGNプ ロ グ ラ ム を ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に 使 用 す る と き は 、 PAM120 weight residue
 table、 ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ 12、 お よ び ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 4を 使 用 す る こ と が で き る
。 追 加 の 配 列 解 析 用 ア ル ゴ リ ズ ム も 公 知 で あ り 、 Torellis et al. (1994) Comput. Appl.
 Biosci. 10:3-5で 開 示 さ れ て い る ADVANCEや ADAM、 そ れ に Pearson et al. (1988) PNAS 8
5:2444-8で 開 示 さ れ て い る FASTAな ど が あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 タ ン パ ク 質 配 列 に つ い て 「 実 質 的 に 相 同 (の )」 と は 本 明 細 書 で は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一
性 が 約 90～ 95%ま た は 97～ 99%以 上 で あ る こ と を 意 味 す る 。 実 質 的 に 相 同 の ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 本 発 明 の 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 と 、 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 条 件 下 で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 条 件 は 本 明 細 書 で は 、 た と え ば ブ ロ ッ ト を 一 晩 (た と え ば 12
時 間 以 上 )、 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 、 た と え ば 約 5× SSC、 0.5% SDS、 100μ g/ml
変 性 処 理 サ ケ 精 子 DNAお よ び 50%ホ ル ム ア ミ ド を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 液 中 、 42℃ で
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 意 味 す る 。 ブ ロ ッ ト の 洗 浄 は 、 た と え ば ミ ス マ ッ チ を 5%bp未 満
と し 、 も っ て 同 一 性 95%超 の 配 列 の 選 択 を 可 能 に す る よ う な 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 (た
と え ば 0.1× SSC+0.1%SDS中 、 65℃ で の 30分 間 の 洗 浄 を 2回 )で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 他 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 非 限 定 的 な 例 は 、 30mM NaClお よ び 0.5%SDSを 含 む 緩 衝
水 溶 液 65℃ で の 最 終 洗 浄 な ど で あ る 。 別 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 例 は 、 7% SDS、 0.
5M NaPO 4 (pH 7.1)、 7.1mM EDTA中 、 50℃ で の 、 た と え ば 一 晩 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と
、 そ れ に 続 く 1% SDS溶 液 、 42℃ で の １ 回 ま た は 複 数 回 の 洗 浄 で あ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー 洗 浄 は 許 容 ミ ス マ ッ チ を 5%未 満 と す る が 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 で は 20%ま で の ヌ
ク レ オ チ ド ミ ス マ ッ チ を 許 容 す る 。 こ う し た 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 で の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン も 可 能 で あ る が 、 そ の 場 合 に は ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 、 温 度 お よ び /ま た は 塩 濃 度
を 低 く し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 長 く す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 本 発 明 と 両 立 し う る 限 り で 任 意 の サ イ ズ (た と え ば C
LI患 者 に 導 入 し た と き に 治 療 効 果 を 実 現 す る う え で 有 効 な 任 意 所 望 の サ イ ズ )で よ い 。 た
と え ば 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 全 長 遺 伝 子 産 物 よ り も や や 短 く て も よ い 。 た と え
ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も 約 10、 25、 50、 100、 200、 300、 400、 500、 600、 80
0、 1000ま た は 1200個 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 た
と え ば 融 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ゲ ノ ム 配 列 の 一 部 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 に は
、 全 長 cDNAよ り 長 く て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 任 意 所 望 の 方 法 で 標 識 す る こ と が で き る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は た と え ば 3 2 P、 3 5 S、 3 Hま た は 1 4 Cな ど の 放 射 性 ト レ ー サ ー を 使 用 し て 標 識 す る こ と
が で き る 。 放 射 性 標 識 は 任 意 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 た と え ば 3’ ま た は 5’ 末 端 の 末
端 標 識 で あ る が 、 こ れ に は 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ (ホ ス フ ァ タ
ー ゼ に よ る 脱 リ ン 酸 化 を 伴 う ま た は 伴 わ な い )ま た は リ ガ ー ゼ (標 識 対 象 の 末 端 次 第 )を 用
い る こ と が で き る 。 非 放 射 性 標 識 の 使 用 も 可 能 で あ り 、 そ の 場 合 は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 、 免 疫 学 的 性 質 を も つ 残 基 (抗 原 、 ハ プ テ ン )、 特 定 試 薬 に 対 し 特 異 的 な ア フ ィ ニ テ
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ィ ー を も つ 残 基 (リ ガ ン ド )、 検 出 可 能 な 酵 素 反 応 を 完 了 さ せ る 性 質 を も つ 残 基 (酵 素 ま た
は 補 酵 素 、 酵 素 基 質 、 ま た は 酵 素 反 応 に 関 与 す る 他 の 物 質 )、 ま た は 特 徴 的 な 物 理 的 性 質 (
蛍 光 、 所 望 波 長 で の 発 光 ま た は 吸 光 )を も つ 残 基 な ど を 結 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　
　 本 発 明 は さ ら に 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド と そ の 変 異 型 に 関 す る 。
　 ヒ ト eNOS(た と え ば 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOS)の 好 適 な 変 異 の 非 限 定 的 な 例 は :
　 (a)　 ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る リ ン 酸 化 部 位 の 変 異 、 す な わ ち 該 残 基 の 他 ア ミ ノ 酸
た と え ば Aspへ の 置 換 (S1177D)(国 際 公 開 WO 00/62605号 明 細 書 な ど を 参 照 );
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 (b)　 ア ミ ノ 酸 残 基 2に 対 応 す る ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 の 変 異 、 す な わ ち 該 残 基 の 他 ア ミ ノ
酸 た と え ば Alaへ の 置 換 (G2A)(Sessa et al. (1993), Circulation Research 72, 921-924
な ど を 参 照 )。 ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 変 異 型 の eNOSポ リ ペ プ チ ド は 細 胞 膜 よ り も む し ろ 細 胞
質 中 に 局 在 す る 可 能 性 が あ る 。 そ う し た 変 異 型 は (野 生 型 タ ン パ ク 質 に 比 し て )eNOS/NO産
生 を 抑 制 す る 病 的 刺 激 (oxLDLな ど )に 対 し て 耐 性 で あ る 可 能 性 が あ る 。 そ う し た 性 質 は 、
変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド (ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )の 、 そ う し た 病 的 外 部 刺
激 が 存 在 す る CLIの 治 療 へ の 使 用 に 有 利 か も し れ な い );
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 (c)　 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 部 位 (た と え ば 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 478-522)内 の 変 異 、 す な
わ ち 哺 乳 動 物 細 胞 で は リ ン 酸 化 し て い る と 判 明 し て い る 該 ド メ イ ン 内 の 一 ア ミ ノ 酸 残 基 特
に ア ミ ノ 酸 残 基 495に 対 応 す る 変 異 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 495に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基
の 変 異 は Ala、 Gly、 Val、 Leu、 Ile、 Pro、 Phe、 Tyr、 Trp、 Met、 Ser、 Cys、 Glu、 Gln、 Ly
s、 Argま た は Hisへ の ア ミ ノ 酸 置 換 で あ り 、 Ala、 Val、 Leuま た は Ileへ の 置 換 で あ る の が
な お 好 ま し く 、 ま た Alaま た は Valへ の 置 換 で あ る の が 最 も 好 ま し い 。 そ う し た 変 異 型 は た
と え ば 、 本 明 細 書 に そ の 全 体 が 組 み 込 ま れ る 同 時 係 属 の 米 国 出 願 第 60/403,638号 明 細 書 で
開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 同 時 係 属 の 米 国 出 願 第 60/403,638号 明 細 書 は ま た 、 eNOS活 性 を 増 進 す る よ う な 他 の 種 々
の 変 異 を も 開 示 し て い る 。 そ う し た 変 異 は eNOS分 子 の 前 記 部 位 、 前 記 機 能 性 ド メ イ ン 内 の
他 残 基 、 ま た は 他 の 機 能 性 ド メ イ ン の い ず れ に 位 置 し て も よ い 。
　 eNOSポ リ ペ プ チ ド の 、 変 異 を 導 入 し う る 機 能 性 ド メ イ ン は 解 析 が 十 分 に 進 ん で お り (図 1
)、 そ の 例 は (N末 端 か ら C末 端 へ と 順 に )ミ リ ス ト イ ル 化 コ ン セ ン サ ス 配 列 部 位 、 2つ の パ ル
ミ ト イ ル 化 部 位 、 酸 化 酵 素 ド メ イ ン 、 (た と え ば 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Thr-4
95の )リ ン 酸 化 コ ン セ ン サ ス 配 列 部 位 を 含 む カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 部 位 (た と え ば 配 列 番 号 :1
が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの ア ミ ノ 酸 494-517)、 お よ び (た と え ば 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ
ト eNOSの Ser-1177の )リ ン 酸 化 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 む 還 元 酵 素 ド メ イ ン な ど で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 前 記 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 部 位 、 DPWKGS AAKGTGITRKKT FKEVANAVKISASL MGTVMAKRVKATI(
た と え ば 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 残 基 478-522)に は 、 Thr-495の 置 換 以 外 の さ
ら な る 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。 他 種 の 比 較 可 能 配 列 は 特 に リ ン 酸 化 部 位 の N末 端 側
残 基 が や や 異 な る 可 能 性 が あ る (図 1の 配 列 番 号 S:3-7を 参 照 )。 こ の モ チ ー フ 中 の 各 ア ミ ノ
酸 は 他 の 天 然 ア ミ ノ 酸 19種 の う ち 任 意 の ア ミ ノ 酸 に 、 ま た は 非 天 然 ア ミ ノ 酸 に 、 置 換 す る
こ と が で き る 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 該 変 異 は 保 存 的 変 異 (た と え ば Gly/Ala、 Val/Ile/Le
u、 Asp/Glu、 Lys/Arg、 Asn/Gln、 Thr/Serま た は Phe/Trp/Tyr)で は な い 。 一 実 施 態 様 で は
、 配 列 番 号 :1の Thr-495に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の す ぐ C末 端 側 に 位 置 す る 本 発 明 の eNOSポ
リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 の 残 基 た と え ば 残 基 496ま た は 498は Argま た は Lysへ と 置 換 さ
れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド の 他 の 機 能 性 ド メ イ ン 内 で 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸
が 修 飾 さ れ て い る eNOSポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 た と え ば 1つ ま た は 複 数 の 変 異 を 、 1つ ま
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た は 複 数 の 触 媒 ド メ イ ン (た と え ば 酸 化 酵 素 ま た は 還 元 酵 素 ド メ イ ン )ま た は 調 節 領 域 (た
と え ば 自 己 阻 害 ル ー プ )、 あ る い は 本 明 細 書 で 開 示 の 、 ま た は 公 知 の 、 他 の 任 意 の 機 能 性
ド メ イ ン に 、 導 入 す る こ と が で き る 。 該 追 加 変 異 は 本 明 細 書 で 開 示 の 任 意 の タ イ プ の 変 異
で よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 で 開 示 の 任 意 の 複 数 の 変 異 の 組 合 せ を 有 す る 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド も ま た 本 発 明
に 使 用 可 能 で あ る 。 好 ま し い 実 施 例 で は 、 本 発 明 の 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も
2つ の 機 能 性 ド メ イ ン に 変 異 を 有 し 、 ま た 出 発 ま た は 基 準 ポ リ ペ プ チ ド よ り も 強 い eNOS活
性 を 示 す 。 必 要 な ら 、 1つ の そ う し た 追 加 変 異 を 導 入 、 解 析 し た 後 に 、 同 じ 操 作 を 、 両 機
能 性 ド メ イ ン ま た は 別 の 機 能 性 ド メ イ ン に 第 3変 異 を 導 入 、 解 析 す る ま で 反 復 す る こ と が
で き る 、 等 々 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド の 活 性 (た と え ば NO産 生 の 刺 激 )が 各 変 異
の 追 加 ご と に 増 大 し 続 け る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド は 配 列
番 号 :1の Thr-495お よ び Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に お け る (そ れ ぞ れ Ala、 Val、 Leuま た は I
le好 ま し く は Alaま た は Valへ の 、 お よ び 好 ま し く は Alaへ の )ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び ミ リ ス ト
イ ル 化 部 位 の Glu-2に お け る (好 ま し く は Alaへ の )ア ミ ノ 酸 置 換 の 組 合 せ を 含 む 。 最 も 好 ま
し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は S1177D変 異 と G2A変 異 ; S1177D変 異 と T49
5Vま た は T495A変 異 ; G2A変 異 と T495Vま た は T495A変 異 ; ま た は S1177D変 異 、 G2A変 異 お よ
び T495Vま た は T495A変 異 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の eNOSが ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 に 由 来 す る と き は 、 該 eNOS中 の 比 較 可 能 (相 当 )残 基
を 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 そ う し た 生 物 の 比 較 可 能 残 基 は 技 術 上 周 知 で あ る 。 た と え ば
ヒ ト eNOSの 残 基 495は マ ウ ス で は 残 基 494、 モ ル モ ッ ト で は 残 基 498、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ブ タ で
は 残 基 497、 ラ ッ ト で は 残 基 22、 ウ サ ギ で は 残 基 40に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ う し た 変 異 型 を 生 成 さ せ る 方 法 は 技 術 上 慣 用 、 周 知 で あ り 、 そ の 例 は 相 同 組 換 え 、 部
位 指 定 変 異 法 、 カ セ ッ ト 変 異 法 、 PCR系 変 異 法 な ど で あ る [Sambrook et al., Molecular C
loning, CSH Press (1989)お よ び Kunkel et al. (1985) PNAS 82, 488-492を 参 照 ]。 そ う
し た 変 異 の た め の 出 発 材 料 は 任 意 の 動 物 た と え ば ヒ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 イ ヌ 、 ウ シ
、 ブ タ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 等 に 由 来 す る eNOS cDNAと す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 前 記 の よ う な 変 異 型 が eNOS活 性 の 増 進 を 示 す か ど う か は 種 々 の 標 準 試 験 に よ り 判 定 す る
こ と が で き る 。 各 種 eNOS活 性 の 試 験 が 可 能 で あ り 、 あ る い は 本 発 明 の 遺 伝 子 療 法 を 使 用 し
て CLIの 1つ ま た は 複 数 の 症 状 を 緩 和 す る と い う 変 異 型 eNOSポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 能 力 を 直 接
測 定 す る こ と も で き る (実 施 例 を 参 照 )。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 eNOSは 数 多 く の 生 理 反 応 に お い て 、 L-Argを 反 応 に 関 与 す る 気 体 性 の 第 2メ ッ セ ン ジ ャ ー
分 子 に 変 換 し 、 お よ び /ま た は 調 節 機 能 を 果 た す 。 特 定 の 機 序 に こ だ わ る つ も り は な い が
、 eNOSを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 病 変 細 胞 ま た は 組 織 に 導 入 す る と 、 eNOSが 仲 介 す
る 1つ ま た は 複 数 の 活 性 が CLI症 状 の 緩 和 に 寄 与 す る と の 考 え 方 が 提 唱 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 た と え ば eNOSは 次 の 作 用 を 直 接 ま た は 間 接 に (た と え ば 産 生 す る NOを 通 じ て )仲 介 す る : 
血 管 新 生 の 刺 激 ; 微 小 血 管 機 能 障 害 の 改 善 ; 血 管 拡 張 の 刺 激 ; 側 副 血 管 形 成 の 刺 激 ; 四 肢
末 梢 血 流 の 増 進 ; 肢 壊 死 の 阻 害 ; 皮 膚 潰 瘍 形 成 の 阻 害 ; 皮 膚 潰 瘍 治 癒 の 増 進 ; (血 栓 形 成
に つ な が る )血 小 板 接 着 お よ び 凝 集 の 阻 害 ま た は 防 止 ; 内 皮 細 胞 増 殖 お よ び 遊 走 の 刺 激 ; 
白 血 球 活 性 化 お よ び 接 着 ま た は 平 滑 筋 増 殖 の 阻 害 ; 免 疫 反 応 の 調 節 ; お よ び ス ー パ ー オ キ
シ ド ア ニ オ ン の 消 去 。 こ れ ら や 他 の eNOS活 性 の 試 験 方 法 は 技 術 上 慣 用 周 知 で あ る 。 た と え
ば 側 副 血 管 依 存 性 の 虚 血 肢 に お け る 毛 細 血 管 密 度 ま た は 血 管 運 動 反 応 性 の 向 上 に よ っ て 裏
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付 け ら れ る 肢 壊 死 阻 害 を 測 定 す る 方 法 な ど で あ る [Murohara et al. (1998) J. Clin. Inv
est., 101, 2567-2568な ど を 参 照 ]。 本 明 細 書 実 施 例 を も 参 照 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 eNOS活 性 試 験 用 の 動 物 モ デ ル は 技 術 上 慣 用 周 知 で あ る 。 た と え ば 前 掲 [Murohara et al.
 (1998); Couffinhal et al. (1998); Am J. Pathol 152, 1667-1669; Couffinhal et al
. (1999) Circulation 99, 3188-3198; お よ び 本 明 細 書 実 施 例 を 参 照 。 そ う し た 試 験 の 例
は マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の 外 科 的 後 肢 虚 血 モ デ ル で あ り 、 そ こ で は た と え ば eNOS欠 損 マ ウ ス
に 手 術 で 虚 血 を 起 こ さ せ る 。 前 記 参 考 文 献 で は 後 肢 血 流 お よ び 毛 細 血 管 密 度 の 測 定 方 法 も
開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 本 発 明 は ま た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 、 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ
ー を 含 む 宿 主 細 胞 、 お よ び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 し た 組 換 え ベ ク タ ー
に 関 す る 。 そ う し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 天 然 物 か ら 直 接 単 離 し 、 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に
ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い し 、 人 為 的 に 操 作 し て 天 然 型 ま た は 変 異 型 配 列 を も つ よ う に し て
も よ い 。 DNAを 変 異 さ せ 、 ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 さ せ る 方 法 ま た は 本 明 細 書 で 言 及 す る 他
の 分 子 生 物 学 的 方 法 は 常 法 で あ り 、 種 々 の 教 科 書 や 参 考 書 で 開 示 さ れ て い る 。 た と え ば Sa
mbrook, et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbo
r, N.Y., (1989); Wu et al. Methods in Gene Engineering (CRC Press, New York, NY,
 1997); Recombinant Gene Expression Protocols, in Methods in Molecular Biology, 
Vol. 62 (Tuan, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 1997); Current Protocols in Molecu
lar Biology (Ausubel et al. Eds.) John Wiley & Sons, NY (1994-1999)を 参 照 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は 、 前 述 の よ う な eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 し て 好
適 な 発 現 調 節 配 列 (た と え ば プ ロ モ ー タ ー 及 び /ま た は エ ン ハ ン サ ー )と 作 動 可 能 に 連 結 さ
せ 、 該 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 発 現 す る よ う に し た 発 現 ベ ク タ ー (た と え ば プ ラ ス ミ ド ま た は
ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー )を 含 む 組 換 え コ ン ス ト ラ ク ト に 関 す る 。
　 そ う し た コ ン ス ト ラ ク ト は 、 本 明 細 書 で 開 示 す る よ う な in vivo遺 伝 子 療 法 ま た は ex vi
vo(細 胞 ベ ー ス )遺 伝 子 療 法 の い ず れ か に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 た と え ば ヒ ト 細 胞 用 に 、 好 適 な 発 現 調 節 配 列 た と え ば 真 核 細 胞 ま た は そ の
ウ イ ル ス 中 で 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と が 知 ら れ て い る 構 成 的 ま た は 調 節 性 プ ロ モ ー タ
ー ま た は 他 の 配 列 (エ ン ハ ン サ ー )を 選 択 す る こ と が で き る 。 種 々 の そ う し た 発 現 調 節 配 列
が 技 術 上 周 知 で あ る 。 内 在 性 ま た は 異 種 性 の 発 現 調 節 配 列 が 使 用 可 能 で あ る 。 発 現 調 節 配
列 は 組 織 特 異 的 で も よ い 。 一 実 施 態 様 で は 、 発 現 調 節 配 列 は 高 発 現 遺 伝 子 に 由 来 す る 。 発
現 調 節 配 列 は 任 意 所 望 の 遺 伝 子 か ら 、 た と え ば CAT(ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ )ベ ク タ ー ま た は 他 の 選 択 マ ー カ ー 付 き ベ ク タ ー を 使 用 し て 選 択 す る こ と が で き る 。
そ う し た 選 択 用 の 好 適 な ベ ク タ ー は pKK232-8と pCM7の 2つ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー に 使 用 す る こ と が で き る 好 適 な プ ロ モ ー タ ー は た と え ば 真 核 生
物 プ ロ モ ー タ ー : CMV前 初 期 、 HSVチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 初 期 お よ び 後 期 SV40、 ア デ ノ ウ イ ル
ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 LTRs、 お よ び マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン Iの 各 プ ロ モ ー タ ー な ど で
あ る 。 好 適 な ベ ク タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー の 選 択 は 十 分 に 当 業 者 の レ ベ ル 内 に あ る 。
　 本 発 明 の eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 転 写 は 、 発 現 ベ ク タ ー
へ の エ ン ハ ン サ ー 配 列 の 挿 入 に よ り 増 進 す る こ と が で き る 。 エ ン ハ ン サ ー は 通 常 10～ 300b
pの シ ス エ レ メ ン ト で あ り 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 用 し て 転 写 を 増 進 さ せ る 。 代 表 例 は 複 製 起
点 の 後 期 側 の SV40エ ン ハ ン サ ー 100～ 270bp、 CMV前 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製
起 点 の 後 期 側 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー で あ る 。

10

20

30

40

50

(17) JP 2005-539031 A 2005.12.22

変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え ベ ク タ ー



【 ０ ０ ８ ５ 】
　 一 般 に 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー も ま た 複 製 起 点 を 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー は 翻 訳 開 始 の た め の
リ ポ ソ ー ム 結 合 部 位 、 転 写 終 結 配 列 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ イ ス 供 与 お よ び 受 容 部
位 、 お よ び /ま た は 5末 端 側 の 周 辺 ま た は 非 転 写 配 列 を 含 ん で も よ い 。 所 望 の 非 転 写 遺 伝 要
素 の 提 供 に は SV40ス プ ラ イ ス お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 に 由 来 す る DNA配 列 を 使 用 し て よ
い 。 該 ベ ク タ ー は ま た 、 発 現 増 幅 用 の 好 適 な 配 列 を 含 ん で も よ い 。 さ ら に 発 現 ベ ク タ ー は
好 ま し く は 、 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 選 択 す る た め の 表 現 形 質 (た と え ば 真 核 細 胞 培 養 の
た め の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 ま た は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 )を 与 え る 1つ ま た は 複 数 の 選 択 マ ー
カ ー 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 多 数 の 好 適 な 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 技 術 上 周 知 で あ り 、 市 販 品 も 多 い 。 好 適 な ベ ク タ ー
の 例 は 染 色 体 、 非 染 色 体 お よ び 合 成 DNA配 列 た と え ば SV40誘 導 体 ; バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ; 酵
母 ベ ク タ ー ; プ ラ ス ミ ド と ウ イ ル ス DNAの 組 合 せ に 由 来 す る ベ ク タ ー ; お よ び ワ ク シ ニ ア
ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 TMV、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 オ ー エ ス キ ー 病
ウ イ ル ス な ど の よ う ウ イ ル ス DNAな ど で あ る 。 し か し 宿 主 中 で の 複 製 能 、 生 存 能 を も つ 限
り 他 の 任 意 の ベ ク タ ー を 使 用 し て も よ い 。 好 適 な ク ロ ー ニ ン グ /発 現 ベ ク タ ー は た と え ば
前 掲 の Sambrook et al.や 他 参 考 文 献 で 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 遺 伝 子 療 法 に 特 に 有 用 な 組 換 え ベ ク タ ー の 例 は 、 関 心 の あ る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 運
搬 ま た は 発 現 す る よ う に 構 築 し た 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス な ど で あ る 。 使 用 可 能 な レ ト ロ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー の 例 は 欧 州 特 許 第 0415731号 明 細 書 ; 国 際 公 開 第 WO 90/07936号 、 WO 94/03
622号 、 WO 93/25698号 、 WO 93/25234号 の 各 明 細 書 ; 米 国 特 許 第 5,219,740号 明 細 書 ; 国 際
公 開 第 WO 93/11230号 お よ び WO 93/10218号 の 各 明 細 書 ; Vile and Hart, Cancer Res. 53:
3860-3864 (1993); Vile and Hart, Cancer Res. 53:962-967 (1993); Ram et al., Canc
er Res. 53:83-88 (1993); Takamiya et al., J. Neurosci. Res. 33:493-503 (1992); B
aba et al.,J. Neurosurg. 79:725-735 (1993); 米 国 特 許 第 4,777,127号 明 細 書 ; 英 国 特
許 第 2,200,651号 、 欧 州 特 許 第 0345242号 お よ び 国 際 公 開 第 WO 91/02805号 の 各 明 細 書 で 開
示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 前 記 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト 用 の 好 適 な パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 は 作 製 が
容 易 で あ り (国 際 公 開 第 WO 95/30763号 明 細 書 や WO 92/05266号 明 細 書 な ど を 参 照 )、 組 換 え
ベ ク タ ー 粒 子 産 生 用 の 産 生 系 細 胞 株 (別 名 ベ ク タ ー 細 胞 株 )の 作 製 へ の 使 用 も 容 易 で あ る 。
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 を ヒ ト 親 細 胞 株 (HT1080細 胞 な ど )
ま た は ミ ン ク 親 細 胞 株 か ら 作 製 し 、 も っ て ヒ ト 血 清 中 で の 不 活 性 化 に 耐 え 切 れ る よ う な 組
換 え レ ト ロ ウ イ ル ス の 産 生 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は ま た ア ル フ ァ ウ イ ル ス 系 ベ ク タ ー を 使 用 す る 。 そ う し た ベ ク タ ー は 、 た と え ば
シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 、 セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス (ATCC VR-67; ATCC VR-1247)、 ロ ス 河 ウ イ ル
ス (ATCC VR-373; ATCC VR-1246)、 ベ ネ ズ エ ラ 馬 脳 炎 ウ イ ル ス (ATCC VR-923; ATCC VR-125
0; ATCC VR-1249; ATCC VR-532)な ど を 含 む 多 様 な ウ イ ル ス か ら 構 築 す る こ と が で き る 。
そ う し た ベ ク タ ー 系 の 代 表 例 は 米 国 特 許 第 5,091,309号 、 5,217,879号 、 5,185,440号 の 各
明 細 書 ; お よ び 国 際 公 開 第 WO 92/10578号 、 WO 94/21792号 、 WO 95/27069号 、 WO 95/27044
号 、 WO 95/07994号 の 各 明 細 書 な ど で 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 好 適 な ベ ク タ ー は ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス (AAV)ベ ク タ ー な ど の よ う な パ ル ボ ウ イ ル ス で も
よ い 。 代 表 例 は Srivastava(WO 93/09239); Samulski et al., J. Vir. 63:3822-3828 (19
89); Mendelson et al., Virol. 166:154-165 (1988); Flotte et al., PNAS 90:10613-1
0617 (1993)で 開 示 さ れ て い る AVVベ ク タ ー な ど で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 。 種 々 の 改 良 ア デ ノ ウ イ ル ス
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ベ ク タ ー (た と え ば Ad5ま た は Ad2由 来 )、 特 に 非 複 製 型 ベ ク タ ー お よ び /ま た は 非 ヘ ル パ ー
依 存 型 ウ イ ル ス が 技 術 上 周 知 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 代 表 例 は Berkner, Biote
chniques 6:616; Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991); WO 93/19191; Kolls
 et al., PNAS 215-219 (1994); Kass-Eisler et al., PNAS 90:11498-11502 (1993); Gu
zman et al., Circulation 88:2838-2848 (1993); Guzman et al., Cir. Res. 73: 1202-
1207 (1993); Zabner et al., Cell 75:207-216 (1993); Li et al., Hum. Gene Ther. 4
:403-409 (1993); Cailaud et al., Eur. J. Neurosci. 5: 1287-1291 (1993); Vincent 
et al., Nat. Genet. 5:130-134 (1993); Jaffe et al., Nat. Genet. 1:372-378 (1992)
; Levrero et al., Gene 101:195-202 (1992)で 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 へ の 使 用 が 可 能 な 遺 伝 子 療 法 用 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 は 国 際 公 開 第 WO 94/
12649号 、 WO 93/03769号 、 WO 93/19191号 、 WO 94/28938号 、 WO 95/11984号 お よ び WO 95/0
0655号 の 各 明 細 書 で 開 示 さ れ て い る 。 Curiel, Hum. Gene Ther. 3:147-154 (1992)で 開 示
さ れ て い る ア デ ノ ウ イ ル ス 結 合 (た と え ば 標 的 化 )DNAを 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 好 適 な DNA配 列 を ベ ク タ ー に 挿 入 す る に は 多 様 な 方 法 の う ち 任 意 の も の を 用 い て よ い 。
一 般 に 、 DNA配 列 は 好 適 な 制 限 酵 素 認 識 部 位 に 、 公 知 の 方 法 で 挿 入 す る こ と が で き る 。 そ
う し た あ れ こ れ の 方 法 は 当 業 者 の 範 囲 内 に あ る も の と み な さ れ る 。 本 明 細 書 で 述 べ て い る
あ れ こ れ の 分 子 生 物 学 的 技 術 の た め の 常 法 は す ぐ に 閲 覧 で き る 文 献 た と え ば Sambrook et 
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor,
 N.Y., (1989)な ど で 開 示 さ れ て い る 。 ま た 、 た と え ば ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子 デ リ バ リ ー
担 体 の 構 築 に 有 用 な レ ス キ ュ ー 組 換 え 技 術 に 関 す る Graham et al. (1988) Virology 63, 
614-617を 参 照 。 本 発 明 は ま た 、 前 記 の よ う な コ ン ス ト ラ ク ト を 使 用 し て 種 々 の 方 法 で 遺
伝 子 を 導 入 し た (ま た は ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た )宿 主 細 胞 お よ び 該 細 胞 の 子 孫 に 関 す る [特
に そ う し た 細 胞 が 、 CLI治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 移 植 (ま た は 再 移 植 )し う る 安 定 細 胞 株 を
も た ら す 場 合 ]。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 細 胞 ベ ー ス 遺 伝 子 療 法 の た め の 好 適 な 宿 主 の 非 限 定 的 な 例 は 骨 格 筋 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、
骨 髄 由 来 幹 細 胞 、 血 管 内 皮 前 駆 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 樹 状 細 胞 、 臍 帯 血 由 来 細 胞 、 お よ び 内
皮 細 胞 な ど で あ る 。 宿 主 細 胞 へ の コ ン ス ト ラ ク ト の in vitro導 入 は 任 意 好 適 の 方 法 で 行 う
こ と が で き る 。 た と え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法
、 遺 伝 子 銃 法 、 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 な ど で あ る [Davis, L., Dibner, M., Ba
ttey, I.,　 Basic Methods in Molecular Biology, (1986)]。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 好 適 な 宿 主 株 の 形 質 転 換 と 該 宿 主 株 の 適 正 細 胞 密 度 ま で の 増 殖 に 次 い で 、 必 要 な ら 特 定
プ ロ モ ー タ ー を 適 正 な 手 段 (た と え ば 温 度 シ フ ト ま た は 化 学 誘 導 )に よ っ て 誘 導 し 、 細 胞 を
さ ら な る 期 間 に わ た り 培 養 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 を 導 入 し た 宿 主 細 胞 は 、 (必 要 な ら
ば )プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 し 、 形 質 転 換 細 胞 を 選 択 し 、 本 発 明 遺 伝 子 を 増 幅 し 、 お よ び /ま
た は 細 胞 ベ ー ス 遺 伝 子 療 法 用 に 細 胞 を 増 殖 さ せ る よ う に 適 宜 改 良 し た 通 常 の 栄 養 培 地 で 培
養 す る こ と が で き る 。 温 度 や pHな ど の 細 胞 培 養 条 件 は 、 発 現 用 に 選 択 し た 宿 主 細 胞 に 使 用
し た も の と 同 じ で あ り 、 ま た 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 末 梢 動 脈 閉 塞 性 疾 患 (PAOD)の 進 行 に よ る 重 症 肢 虚 血 (CLI)は 、 と り わ け 進 行 性 の 微 小 循
環 系 機 能 障 害 お よ び 血 管 新 生 障 害 を 特 徴 と す る 。 本 発 明 は 、 野 生 型 ま た は 変 異 型 eNOSポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ う し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て CLI患 者 (
た と え ば Fontaine III 度 ま た は IV度 PAODの 患 者 )を 治 療 し 、 た と え ば 微 小 循 環 系 機 能 障 害
ま た は 血 管 新 生 障 害 、 白 血 球 活 性 化 、 血 小 板 凝 集 、 毛 細 血 管 栓 塞 、 内 皮 機 能 障 害 、 一 酸 化
窒 素 バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー の 低 下 、 内 皮 損 傷 、 フ リ ー ラ ジ カ ル の 放 出 、 組 織 損 傷 、 壊
死 、 安 静 時 痛 、 足 関 節 ま た は 足 趾 収 縮 期 血 圧 の 上 昇 お よ び /ま た は 皮 膚 潰 瘍 な ど を 非 限 定
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的 に 含 む CLIの 1つ ま た は 複 数 の 症 状 を 改 善 す る た め の 遺 伝 子 療 法 に 関 す る 。 そ う し た 療 法
の 効 果 は 損 傷 組 織 の 内 部 ま た は 周 辺 に お け る 血 管 新 生 お よ び /ま た は 血 管 拡 張 お よ び /ま た
は 創 傷 治 癒 の 改 善 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 へ の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の デ リ バ リ ー
は in vivoで (た と え ば 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 患 者 に 直 接 投 与 し て )、
ま た は ex vivoで (た と え ば 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 に 、 た と え ば 治
療 対 象 の 患 者 か ら 採 取 し た 細 胞 ま た は そ れ に 由 来 す る 細 胞 株 も し く は 治 療 対 象 の 患 者 に 由
来 し な い 細 胞 ま た は 細 胞 株 に 導 入 し 、 こ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 患 者 に 導 入 し て )、 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は eNOSを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 量 、 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 担 体 ご
と お よ び /ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 ご と 、 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む
。 「 有 効 量 」 は 本 明 細 書 で は 、 CLIの 1つ ま た は 複 数 の 症 状 た と え ば 本 明 細 書 で 開 示 の 症 状
の 測 定 可 能 ま た は 検 出 可 能 な 減 退 ま た は 阻 害 を 実 現 し う る 量 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ex vivo(細 胞 ベ ー ス )遺 伝 子 療 法 は 常 法 で あ る 。 発 現 可 能 な eNOS遺 伝 子 を 含 む 好 適 な 細
胞 は す で に 開 示 し て い る 。 該 細 胞 の 患 者 へ の 導 入 に は 、 種 々 の 好 適 な 常 法 の う ち 任 意 の 方
法 た と え ば 注 入 、 移 植 (grafting、 transplantation、 implantation)、 静 脈 内 投 与 、 担 体
包 埋 細 胞 の デ リ バ リ ー 、 ま た は 本 明 細 書 で 開 示 す る 種 々 の in vivo投 与 方 法 を 用 い る こ と
が で き る 。 他 の デ リ バ リ ー 促 進 方 法 を 使 用 し て も よ い 。 そ の 非 限 定 的 な 例 は ヒ ア ル ロ ニ ダ
ー ゼ 注 入 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 お よ び ソ ノ ポ レ ー シ ョ ン 法 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 in vivo投 与 で は 、 eNOSを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 前 記 の よ う な コ ン ス ト ラ
ク ト (本 明 細 書 で は 「 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 担 体 」 と も い う )を 、 必 要 と す る 患 者 に 、 任 意 の 常
法 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 コ ン ス ト ラ ク ト の デ リ バ リ ー は 局 所 的 に も 全 身 的 に も 可
能 で あ る 。 好 適 な in vivoデ リ バ リ ー 経 路 は 技 術 上 周 知 で あ り 、 そ の 非 限 定 的 な 例 は 静 脈
内 、 筋 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 動 脈 内 お よ び 経 口 な ど の 方 法 で あ る 。 一 般 的 な 方 法 に つ い て は
、 Jolly, Cancer Gene Therapy 1:51-64 (1994); Kimura, Human Gene Therapy 5:845-85
2 (1994); Connelly, Human Gene Therapy 1:185-193 (1995); お よ び Kaplitt, Nature G
enetics 6:148-153 (1994)な ど を 参 照 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 担 体 は 、 通 常 の 方 法 を 用 い て 通 常 の 製 薬 上 許 容 し う る 賦 形 剤 ま た は 担
体 を 含 む 製 剤 組 成 物 へ と 調 製 す る こ と が で き る 。 薬 剤 の 細 胞 膜 貫 通 を 増 進 す る (浸 透 を 促
進 す る )よ う な 、 ま た は 分 解 し に く く す る よ う な 製 剤 ま た は 賦 形 剤 も ま た 技 術 上 周 知 で あ
る 。 た と え ば (ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の in vivoま た は ex vivo導 入 用 の )デ リ バ リ ー 担 体 は
、 SF-cholま た は DC-cholな ど の コ レ ス テ ロ ー ル 誘 導 体 を 含 む 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム を 使 用 す
る リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 ; 合 成 DNA法 (PINCな ど ); お よ び リ ポ フ ェ ク タ ミ ン に よ る ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 法 な ど を 含 む 多 様 な 常 法 の う ち 任 意 の 方 法 に よ り 標 的 細 胞 に 送 達 し て も よ い
。 一 般 的 な 方 法 は 米 国 特 許 第 5,656,565号 明 細 書 ; Mannino et al. (1988) BioTechniques
 6:682-690お よ び 所 載 の 参 考 文 献 ; お よ び Gao et al. (1991) Biochem Biophys Res Comm
 179:280-285な ど で 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 担 体 を CLI患 者 の 病 態 発 現 部 位 に 対 し 局 所 的 に 投 与
す る 。 そ う し た 局 所 的 な デ リ バ リ ー で は 、 た と え ば 非 病 変 細 胞 ま た は 組 織 に お け る NOの 誘
発 に 由 来 す る 無 用 の 効 果 (た と え ば 副 作 用 )を 避 け る こ と が で き る 。 た と え ば 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 片 方 ま た は 両 方 の 大 腿 動 脈 の 近 位 部 分 に 挿 入 し た カ テ ー テ ル に よ っ て 送
達 し 、 も っ て 該 大 腿 動 脈 か ら の 血 流 を 受 け 取 る 骨 格 筋 細 胞 へ の 導 入 を 図 っ て も よ い (米 国
特 許 第 5,792,453号 明 細 書 な ど を 参 照 )。 末 梢 血 管 系 ま た は 病 変 組 織 た と え ば 骨 格 筋 へ の 直
接 注 入 も ま た 、 隔 離 組 織 灌 流 た と え ば 大 腿 動 脈 と 大 腿 静 脈 の 間 に 閉 回 路 を 設 け る 隔 離 肢 灌
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流 (ILP)と 同 様 に 、 使 用 可 能 で あ る (国 際 公 開 第 WO 01/03728号 明 細 書 な ど を 参 照 )。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 常 法 に よ り 治 療 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 全 身 的 に 投 与 す る が 、 該 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 関 心 の あ る 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 に 誘 導 さ れ る よ う 改 良 し て あ る 。 た と え
ば ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 組 織 特 異 的 な 発 現 調 節 配 列 た と え ば プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ
ー の 制 御 下 に 置 く こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 た と え ば 組 織 特 異 的 な 内 皮 転 写 調 節 配 列 を コ ン ス ト ラ ク ト (た と え ば ア デ ノ ウ イ ル ス コ
ン ス ト ラ ク ト )内 の 導 入 遺 伝 子 (た と え ば 本 発 明 の eNOS遺 伝 子 )へ と 融 合 す れ ば 、 導 入 遺 伝
子 の 発 現 を 内 皮 細 胞 に 限 定 す る こ と が で き る 。 内 皮 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 例 は Tie-2プ ロ
モ ー タ ー [Schlaeger et al. (1997) Proc Natl Acad Sci 1:94(7):3058-63]、 内 皮 プ ロ モ
ー タ ー [Lee et al. (1990) J. Biol. Chem. 265: 10446-10450]、 お よ び eNOSプ ロ モ ー タ
ー [Zhang et al. (1995) J. Biol. Chem. 270(25):15320-6]な ど で あ る 。 Flt-1お よ び Flk
-1プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て も よ い [た と え ば Bu et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:3216-
32622を 参 照 ]。 他 の プ ロ モ ー タ ー 候 補 は 合 成 お よ び 天 然 の 平 滑 筋 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー [た
と え ば Hauser et al. (2000) Mol. Therapy 2:16-24を 参 照 ]; Spc5-12合 成 プ ロ モ ー タ ー [
Li et al. Nature (1999) 17:241-245]お よ び 国 際 公 開 第 WO 99/02737号 明 細 書 な ど で あ る
。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 他 の 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 担 体 お よ び 方 法 を 使 用 し て も よ い が 、 そ の 例 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス
だ け に 結 合 ま た は 非 結 合 し た (た と え ば 標 的 化 し た )ポ リ カ チ オ ン 性 縮 合 DNA[た と え ば Curi
el, Hum. Gene Ther. 3:147-154 (1992)を 参 照 ]; リ ガ ン ド 結 合 DNA[た と え ば Wu, J. Biol
. Chem. 264:16985-16987 (1989)を 参 照 ]; 真 核 細 胞 デ リ バ リ ー 担 体 細 胞 (た と え ば 1994年
5月 9日 出 願 の 米 国 出 願 第 08/240,030号 明 細 書 、 そ れ に 米 国 出 願 第 08/404,796号 明 細 書 を 参
照 ); 光 重 合 ヒ ド ロ ゲ ル 付 着 ; 手 持 ち 型 遺 伝 子 導 入 用 パ ー テ ィ ク ル ガ ン (た と え ば 米 国 特 許
第 5,149,655号 明 細 書 を 参 照 ); 電 離 放 射 線 (米 国 特 許 第 5,206,152号 明 細 書 お よ び 国 際 公 開
第 WO 92/11033号 明 細 書 を 参 照 ); 核 電 荷 中 和 ま た は 細 胞 膜 と の 融 合 な ど で あ る 。 追 加 の ア
プ ロ ー チ は Philip, Mol. Cell Biol. 14:2411-1418 (1994)お よ び Woffendin, Proc. Natl
. Acad. Sci. 91:1582-1585 (1994)で 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 裸 DNAを 使 用 し て も よ い 。 裸 DNAの 導 入 方 法 は 国 際 公 開 第 WO 90/11092号 明 細 書 お よ び 米
国 特 許 第 5,580,859号 明 細 書 な ど で 例 示 さ れ て い る 。 生 物 分 解 性 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 使 用
に よ り 取 込 み 効 率 を 高 め て も よ い 。 DNAを コ ー ト し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ は 、 ビ ー ズ に よ る
エ ン ド サ イ ト ー シ ス 開 始 後 、 細 胞 中 に 効 率 的 に 輸 送 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 ビ ー ズ の 処 理 に
よ り そ の 疎 水 性 を 高 め て 、 エ ン ド ソ ー ム 破 壊 と 細 胞 質 中 へ の DNA放 出 を 促 す よ う に す る こ
と で 、 さ ら に 改 善 を 図 っ て も よ い 。 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 担 体 と し て 機 能 し う る 好 適 な リ ポ ソ
ー ム は た と え ば 米 国 特 許 第 5,422,120号 明 細 書 、 国 際 公 開 第 WO 95/13796号 、 WO 94/23697
号 お よ び WO 91/14445号 の 各 明 細 書 、 な ら び に 欧 州 特 許 第 0524968号 明 細 書 で 開 示 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 使 用 に 好 適 な 非 ウ イ ル ス 性 デ リ バ リ ー 方 法 に は 機 械 的 デ リ バ リ ー シ ス テ ム た と
え ば Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci. 91:11582-11585 (1994)で 開 示 さ れ て い る よ う
な ア プ ロ ー チ も あ る 。 ま た 、 コ ー ド 配 列 や 転 写 産 物 を 光 重 合 ヒ ド ロ ゲ ル 付 着 法 で 送 達 す る
こ と も で き る 。 コ ー ド 配 列 の デ リ バ リ ー に 使 用 し う る 他 の 慣 用 の 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 方 法 に
は 手 持 ち 型 遺 伝 子 導 入 用 パ ー テ ィ ク ル ガ ン (た と え ば 米 国 特 許 第 5,149,655号 明 細 書 を 参 照
); お よ び 電 離 放 射 線 の 使 用 に よ る 導 入 遺 伝 子 の 活 性 化 (米 国 特 許 第 5,206,152号 明 細 書 お
よ び 国 際 公 開 第 WO 92/11033号 明 細 書 を 参 照 )な ど が あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 プ ラ ス ミ ド DNAと の 複 合 体 の 形 成 に よ る (i)急 速 な ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 か ら の プ ラ ス ミ ド の
保 護 、 (ii)骨 格 筋 な ど の 標 的 組 織 へ の イ ン タ ク ト プ ラ ス ミ ド の 分 散 保 持 お よ び (iii)筋 細

10

20

30

40

50

(21) JP 2005-539031 A 2005.12.22



胞 に よ る プ ラ ス ミ ド 取 込 み の 促 進 を 目 的 に 、 ポ リ (Nビ ニ ル ピ ロ リ ド ン )や ポ リ (ビ ニ ル ア ル
コ ー ル )な ど の よ う な PINC (“ protective,interactive,noncondensing” )ポ リ マ ー が す で
に 開 発 さ れ て い る (Mumper et al., 1996; Rolland and Mumper, 1998)。 Mumper et al. (
1998)は 、 該 PINCポ リ マ ー が 血 清 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SEAP)、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン お よ
び ヒ ト IGF-1を 含 む 種 々 の 導 入 遺 伝 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNAの ラ ッ ト で の 骨 格 筋 へ の
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を (10～ 15倍 )増 進 し 発 現 持 続 時 間 を 延 ば す (28日 )こ と を 示 し た
。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Abruzzese et al. (2000)は 、 該 PINCポ リ マ ー が エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン と 組 み 合 せ る
と 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン や 血 管 内 皮 成 長 因 子 (FGG)な ど の よ う な 組 換 え タ ン パ ク 質 の 、 マ ウ
ス 骨 格 筋 か ら の 生 成 と 分 泌 を 100倍 増 進 す る 結 果 と な る こ と を 示 し た 。 Fewell et al. (20
01)は 、 プ ラ ス ミ ド -PINC複 合 体 を 免 疫 不 全 マ ウ ス の 後 肢 筋 に 注 入 し た 後 の ヒ ト 血 液 凝 固 因
子 IXの 長 期 (120日 )の 持 続 的 発 現 を 立 証 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 別 の 態 様 は 前 述 の よ う な 方 法 で あ っ て 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 加 え て 、 1つ ま た は 複 数 の 血 管 新 生 調 節 因 子 を 、 ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 ま た は 該 ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て 、 該 eNOS投 与 前 ・ 中 ・ 後 に 、 投 与 す る さ ら
な る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。 多 数 の そ う し た 血 管 新 生 調 節 因 子 が 技 術 上 周 知 で
あ り 、 非 限 定 的 な 例 は 成 長 因 子 、 転 写 因 子 、 血 管 活 性 物 質 、 化 学 誘 引 分 子 な ど で あ る 。 成
長 因 子 の 例 は HGF、 VEGF(VEGF-2、 VEGF-121、 VEGF-145ま た は VEGF-165な ど )、 FGF(FGF-1、
-2、 -4、 -5な ど )、 内 皮 成 長 因 子 、 上 皮 成 長 因 子 、 血 小 板 由 来 内 皮 成 長 因 子 、 TGF-α 、 TGF
-β 、 PDGF、 TNF-α ま た は IGF、 発 育 に 伴 う 調 節 を 受 け る 内 皮 細 胞 遺 伝 子 座 1(Del-1)な ど で
あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 潜 在 的 な 血 管 新 生 調 節 因 子 の 非 限 定 的 な 例 は 転 写 因 子 (EPAS、 HIFな ど )、 血 管 活 性 物 質 [
カ リ ク レ イ ン 、 C型 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド (CNP)、 B1受 容 体 作 動 薬 な ど ]、 化 学 誘
引 因 子 (GM-CSF、 MCP-1、 IL-8な ど )お よ び 他 ペ プ チ ド (PR-39な ど )で あ る 。 そ う し た 血 管 新
生 因 子 の 、 単 独 で の (ま た は eNOSと の 組 合 せ に よ る )調 製 、 投 与 お よ び 投 与 効 果 試 験 の 各 方
法 は 常 法 で あ る [た と え ば Papapetropoulos et al., (1997) J Clin Invest 100, 3131-31
39; Brock et al., (1991) Am J Pathol 138, 213-221; Ku et al., (1993) Am J Physio
l. 265, H586-592; 国 際 公 開 第 WO 01/03728号 明 細 書 お よ び 該 明 細 書 中 の 参 考 文 献 を 参 照 ]
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 そ う し た 成 長 因 子 は 常 法 に よ り 、 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー (個 別 ベ ク タ ー ま た は 本 発 明 の eNO
Sポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も 発 現 す る ベ ク タ ー )中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る [た と え ば V
EGFを 使 用 す る 筋 内 遺 伝 子 療 法 に よ り 血 管 新 生 を 誘 発 す る 方 法 に つ い て は Rivard et al., 
(1999) Am J Pathol 154, 355-363を 参 照 ]。 血 管 新 生 因 子 の ク ロ ー ン は も ち ろ ん 、 eNOSを
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 本 明 細 書 で 述 べ て い る よ う な 任 意 の 機 能 性 変 種 ま た
は 断 片 と い う 形 を と っ て も よ い が 、 た だ し 保 持 さ れ る 機 能 は 野 生 型 eNOS血 管 新 生 因 子 の 血
管 新 生 機 能 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 血 管 新 生 因 子 を コ ー ド す る 配 列 の イ ン フ レ ー ム ま た は 上 流 で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 宿 主 細
胞 か ら の 分 泌 ま た は 細 胞 膜 へ の 付 着 を 助 長 、 促 進 す る 配 列 を 融 合 す る と 有 利 な 場 合 も あ る
。 そ う し た 好 適 な リ ー ダ ー 配 列 は 技 術 上 周 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 遺 伝 子 デ リ バ リ ー は 骨 格 筋 注 入 法 で あ る 。 虚 血 肢 で の 新 血 管 の 形
成 を 刺 激 す る 血 管 新 生 促 進 遺 伝 子 の 骨 格 筋 注 入 は 、 便 利 で 比 較 的 非 侵 襲 的 な 遺 伝 子 デ リ バ
リ ー 方 法 で あ る 。 骨 格 筋 は 多 核 の 、 細 胞 分 裂 を 終 え た 筋 線 維 で 構 成 さ れ る た め 、 導 入 遺 伝
子 の 効 果 的 、 長 期 的 発 現 を 助 長 す る 可 能 性 が あ る 。 新 血 管 形 成 に は 1～ 2週 間 し か 必 要 で な
い た め 、 治 療 的 な 血 管 新 生 に は 一 過 性 の 遺 伝 子 発 現 で 十 分 で あ る 。 新 生 血 管 が 存 続 す る に
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は も っ と 長 期 に わ た る 成 長 因 子 の 発 現 を 必 要 と す る 場 合 も あ り う る が 、 in vivoデ ー タ が
示 唆 す る と こ ろ に よ れ ば 、 新 生 毛 細 血 管 /動 脈 を 通 じ て ひ と た び 血 流 が 確 立 さ れ る と 、 治
療 用 導 入 遺 伝 子 の 継 続 的 な 発 現 が な く て も こ れ ら の 新 血 管 は 開 通 状 態 を 保 つ (1)。
【 ０ １ １ ５ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 遺 伝 子 デ リ バ リ ー に ア デ ノ ウ イ ル ス を 使 用 す る 。 血 管 新 生 遺 伝 子
実 験 に は 量 産 が 容 易 な ア デ ノ ウ イ ル ス を 使 用 し た 。 該 ウ イ ル ス は 多 様 な 起 源 (臓 器 お よ び
種 )の 分 裂 性 お よ び 非 分 裂 性 細 胞 に 感 染 し 、 ま た 導 入 遺 伝 子 の 一 過 性 発 現 を 可 能 に す る 。
ア デ ノ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 導 入 効 率 は コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス /ア デ ノ ウ イ ル ス 受 容 体 (CAR)お
よ び α v イ ン テ グ リ ン の 有 無 に 負 う 。 ま た 、 成 熟 筋 線 維 の 筋 膜 お よ び 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス
は 筋 肉 へ の 効 果 的 な ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 デ リ バ リ ー を 妨 げ る 物 理 的 障 害 と し て 機 能 す る こ と
が あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 従 っ て 、 消 化 酵 素 に よ る 筋 膜 と 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 透 過 化 処 理 で ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 デ
リ バ リ ー を 増 進 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ に よ る 前 処 理 は ウ イ ル ス ま
た は プ ラ ス ミ ド を 使 用 す る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 増 進 さ せ る 結 果 と な り う る (米 国 特 許 第 6,2
58,791号 明 細 書 )。 加 え て 、 CLI患 者 お よ び 実 験 動 物 の 骨 格 筋 で 生 じ る 炎 症 と 虚 血 性 損 傷 お
よ び 筋 線 維 の 再 生 は ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 デ リ バ リ ー を さ ら に 促 進 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 平 滑 筋 へ の 遺 伝 子 デ リ バ リ ー に プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 使 用 す る 。 平
滑 筋 へ の 非 ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 導 入 の 効 率 を 高 め る た め の ア プ ロ ー チ が い く つ か 開 発 さ れ て
い る 。 た と え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 PINCや PVPな ど ポ リ マ ー に よ る プ ラ ス ミ ド と の
複 合 体 の 形 成 、 お よ び 裸 DNAに よ る 筋 線 維 へ の ア ク セ ス お よ び 浸 透 を 増 進 す る た め の ヒ ア
ル ロ ニ ダ ー ゼ ま た は コ ラ ゲ ナ ー ゼ な ど の 化 合 物 に よ る 前 処 理 な ど で あ る 。 プ ラ ス ミ ド DNA
と ポ リ マ ー と の 複 合 体 の 形 成 は 標 的 組 織 へ の 取 込 み は も ち ろ ん in vivo安 定 性 を も 大 幅 に
改 善 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ポ リ (Nビ ニ ル ピ ロ リ ド ン )や ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )な ど の よ う な PINC (“ protective 
interactive noncondensing” )ポ リ マ ー が 、 プ ラ ス ミ ド DNAと の 複 合 体 の 形 成 に よ る (i)急
速 な ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 か ら の プ ラ ス ミ ド の 保 護 、 (ii)骨 格 筋 な ど の 標 的 組 織 へ の イ ン タ ク
ト プ ラ ス ミ ド の 分 散 保 持 、 お よ び (iii)筋 細 胞 に よ る プ ラ ス ミ ド 取 込 み の 促 進 を 目 的 に す
で に 開 発 さ れ て い る 。 最 近 、 該 PINCポ リ マ ー は い つ く か の 導 入 遺 伝 子 の in vivo発 現 の レ
ベ ル と 持 続 時 間 を 改 善 す る 効 果 の あ る こ と が 示 さ れ た 。 プ ラ ス ミ ド の 再 投 与 が 可 能 で あ る
こ と も 立 証 さ れ た 。
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 遺 伝 子 デ リ バ リ ー に 局 所 的 な カ テ ー テ ル 媒 介 VEGFア デ ノ ウ イ ル ス
遺 伝 子 療 法 を 使 用 す る 。
　 以 下 の 実 施 例 は 説 明 が 目 的 で あ っ て 、 本 発 明 を 何 ら 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ９ 】
　 ．
　 単 一 変 異 型 ま た は 二 重 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 、 eN
OS野 生 型 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 変 異 型 の in vitroお よ び in vivo細 胞 内 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
デ リ バ リ ー お よ び 発 現 の た め に 生 成 し た 。 変 異 は Kunkel部 位 指 定 変 異 誘 発 法 に よ り eNOSポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 直 接 生 成 さ せ た (Kunkel, T.A. PNAS 1985; 82:488-492)。 変 異 の 確
認 を 配 列 解 析 で 行 っ た 。 変 異 型 コ ン ス ト ラ ク ト の cDNAを プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pShuttle-CMV
中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が CMV発 現 カ セ
ッ ト 内 に 収 ま る よ う に し た 。 従 っ て 、 こ れ ら の コ ン ス ト ラ ク ト で は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
CMVプ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ 、 該 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 が 促 進 さ れ る こ と に な っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 単 一 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド で は 、 ヒ ト eNOS(図 1参 照 )の カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 部 位 内 の
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位 置 495に 対 応 す る Thrが Ala、 Aspま た は Valへ と 置 換 し て い る (各 変 異 を そ れ ぞ れ T495A、 T
495D、 T495Vと 命 名 す る )。 二 重 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド で は 、 位 置 1177に 対 応 す る Serが A
spへ と 置 換 し 、 さ ら に 位 置 495に 対 応 す る Thrが Ala、 Aspま た は Valへ と 置 換 し て い る (各 変
異 を そ れ ぞ れ T495A+S1177D、 T495D+S1177D、 T495V+S1177Dと 命 名 す る )。 こ れ ら の 変 異 は
配 列 解 析 で 確 認 し 、 ま た HEK293細 胞 中 で の NO産 生 促 進 能 を 試 験 し た (実 施 例 2お よ び 図 2)。
【 ０ １ ２ １ 】
　 前 記 の 単 一 変 異 型 ま た は 二 重 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー を 、 He et al.(1998) PNAS 95(5), 2509-2514で 開 示 さ れ て い る 方 法 で 生 成 し 、 eNOS
野 生 型 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 変 異 型 の in vitroお よ び in vivo細 胞 内 ウ イ ル ス ベ ク タ ー デ リ
バ リ ー に 使 用 し た 。 (前 記 の よ う な )変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 収 め た pShuttleベ ク タ ー を 大 腸 菌  BJ5183に 、 E1お よ び E3欠 失 Ad5ゲ ノ ム を 収 め た プ ラ
ス ミ ド と 共 に 、 同 時 導 入 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 該 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー バ ッ ク ボ ー ン は 5型 ア デ ノ ウ イ ル ス に 由 来 し た 。 こ の ベ ク タ
ー バ ッ ク ボ ー ン は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 454お よ び 3333の 間 で E1領 域 を 欠
失 し 、 ま た 部 分 欠 失 E3領 域 (ヌ ク レ オ チ ド 30004～ 30750)が 645bpの 外 来 DNAに 置 き 換 わ っ て
い る 。 E1欠 失 部 位 に は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 し て 、 CMVプ ロ モ ー タ ー (-632～ +7)と SV40
ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 作 動 可 能 に 連 結 さ せ 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 次 に 、 結 果 と し て 生 成 す る 、 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル
ス プ ラ ス ミ ド を 制 限 酵 素 解 析 で 選 択 し 確 認 し た 。 対 応 す る ウ イ ル ス は 、 該 プ ラ ス ミ ド か ら
切 り 出 し た 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム を も つ 293細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り レ
ス キ ュ ー し 、 次 い で 293細 胞 中 で 増 幅 し 、 標 準 CsClグ ラ ジ エ ン ト 精 製 法 に よ り 精 製 し 、 HAE
C中 で の NO産 生 試 験 に 使 用 し た (実 施 例 3お よ び 図 3)。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 さ ら に 、 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド NOS1177D (Sessa et al., Yale University)は 配 列 番
号 :1の 還 元 酵 素 ド メ イ ン 内 の ア ミ ノ 酸 残 基 1177に 対 応 す る 位 置 で Aspへ と ア ミ ノ 酸 置 換 し
て い る 。 こ の 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 内 活 性 を 試 験 す る た め に 、 こ の 変 異 型 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 前 記 の よ う な ア デ ノ ウ イ ル ス バ ッ ク ボ ー ン の E1欠 失 位 置 に 挿
入 し た 。 結 果 と し て 生 成 す る 組 換 え ベ ク タ ー Ad5NOS1177Dは 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド NOS11
77Dを コ ー ド す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 該 組 換 え ベ ク タ ー Ad5NOS1177Dを パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に 導 入 し 、 生 成 す る ウ イ ル ス を プ
ラ ー ク 精 製 し 、 次 い で 2回 の 増 幅 に か け た 。 2回 目 の 増 幅 に 由 来 す る ウ イ ル ス を 使 用 し て 3L
バ イ オ リ ア ク タ ー で HEK293細 胞 に 大 規 模 感 染 を 起 こ し た 。 生 成 し た ウ イ ル ス を 次 に 2回 の C
sClグ ラ ジ エ ン ト 分 離 で 精 製 し 、 10mM Tris pH 8.0、 2mM MgCl 2 お よ び 4%シ ョ 糖 に 対 し て 透
析 し た 。 ア リ コ ー ト の 精 製 組 換 え ウ イ ル ス も ま た HAEC中 で の NO産 生 試 験 に 使 用 し た (実 施
例 3、 5お よ び 7を 参 照 )。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 対 照 の Ad5EGFPは 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー で あ り 、 Collateral Therapeuticsが 調 製 し た も の を 、 HEK293細 胞 中 で 増 幅 し
、 FPLCで 精 製 し た 。 次 に こ の 精 製 ウ イ ル ス を PBS pH7.2お よ び 2%シ ョ 糖 に 対 し て 透 析 し た
。 ア リ コ ー ト の 精 製 対 照 ウ イ ル ス を -80℃ で 保 存 し 、 対 照 と し て の 後 続 実 験 へ の 使 用 に 備
え た (実 施 例 5お よ び 7を 参 照 )。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ．
　 HEK293細 胞 中 で の 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 試 験 し 測 定 す る た め に 、 変 異 型 eNOS
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー (実 施 例 1を 参 照 )を 使 用 し て 、 該 変 異 型 ポ
リ ペ プ チ ド を HEK293細 胞 に 導 入 し 発 現 さ せ た 。 ま ず 10% FBS (SeraCare)、 2mM追 加 L-グ ル
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タ ミ ン お よ び 50μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン を 含 む 増 殖 培 地 (Alpha MEM, Gibco 12561-056)を 穴
あ た り 2ml分 注 し た 6穴 プ レ ー ト に HEK293細 胞 を 播 い た 。 約 75%コ ン フ ル エ ン ト に な っ た 時
点 で 細 胞 に 、 T495A、 Thr495Dま た は T495V変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド (実 施 例 1を 参 照 )か 野 生
型 (WT)ヒ ト eNOS(配 列 番 号 :1)か ま た は 両 方 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド シ ャ ト ル ベ ク タ ー で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 WT eNOSま た は 変 異 型 eNOSを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド シ ャ
ト ル ベ ク タ ー 8μ g、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 2000(Invitrogen)60μ lお よ び OptiMEM (Gibco) 200
 lを 混 合 し 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 該 混 合 物 111μ l + OptiMEM 420μ l
を 、 HEK293細 胞 を 含 む 各 穴 に 分 注 し て 行 っ た 。 37℃ で 2.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 各 穴 に 2
mlの 増 殖 培 地 を 加 え た 。
　 2日 後 (37℃ 、 5%CO 2 で の 細 胞 イ ン キ ベ ー シ ョ ン )、 細 胞 の NO産 生 量 を ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス 法
で 測 定 し 、 次 い で 細 胞 を 溶 解 し 、 前 述 の よ う な ELISA法 で 溶 解 液 の eNOSタ ン パ ク 質 濃 度 を
調 べ た 。 NO産 生 量 は eNOSタ ン パ ク 質 の 量 で 標 準 化 し 、 異 種 プ ラ ス ミ ド 間 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 効 率 の 変 動 を 補 正 す る よ う に し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　
　 培 地 を 捨 て 、 各 穴 を 2mlの NO 分 析 用 緩 衝 液  (5mM Na HEPES, 140mM NaCl, 5mM KCl, 1mM
 MgCl 2 , 10mgブ ド ウ 糖 , 10mM CaCl 2 , 5mMア ル ギ ニ ン , pH 7.5)で 2回 洗 浄 し た 。 次 い で こ
の 緩 衝 液 を 100U/mlス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ +40ng/ml VEGF添 加 NO 分 析 用 緩 衝 液  1m
lに 取 り 替 え た 。 穴 を パ ラ フ ィ ン で カ バ ー し 、 37℃ 、 30分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 前
記 緩 衝 液 0.8mlで カ バ ー し 、 細 胞 を Siemens NOA280ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス 検 出 装 置 に か け て メ
ー カ ー の 説 明 書 に 従 っ て NOを 測 定 し た 。 本 物 の NOガ ス を 標 品 と し て 使 用 し た 。 NO測 定 完 了
後 、 細 胞 上 の 残 存 緩 衝 液 を 捨 て 、 細 胞 を 0.6ml 細 胞 溶 解 緩 衝 液  [0.5% NP-40, 50mM Tris-
HCl pH 7.5, 1μ g/mlペ プ チ ス タ チ ン A, 1μ g/mlロ イ ペ プ チ ン , 5μ g/mlア プ ロ チ ニ ン , 24
μ g/ml Pefabloc SC (Boehringer Mannheim)]に 溶 解 し 、 マ イ ナ ス 20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　
　 96穴 ELISAプ レ ー ト (Costar 3590)を 100μ l/穴 の Coating Antibody(ウ サ ギ の ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 eNOS抗 体 )、 5μ g/mlの 50mM炭 酸 Na緩 衝 液 (pH 9.5)で コ ー ト し 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Babco)は 、 ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド の 残 基 599～ 614に
対 応 す る ペ プ チ ド +キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン で 免 疫 し た ウ サ ギ か ら 回 収 し 、 プ
ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス  (Amersham)を 使 用 し て 精 製 し た 。 プ レ ー ト を PBS+0.01% Tween 20
に 溶 解 し た 0.5% I-Block(Tropix) 200μ l/穴 で ブ ロ ッ ク し 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 次 に プ レ ー ト を 350μ l/穴 の PBS+0.5ml/L Tween 20で 3回 洗 浄 し た 。 eNOSを 含 む HEK293
細 胞 溶 解 液 を プ レ ー ト に 加 え 、 細 胞 溶 解 緩 衝 液 で 5～ 10倍 希 釈 し て 終 容 量 を 60μ l/穴 と し
、 室 温 で 1.5～ 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で プ レ ー ト を 350μ l/穴 の PBS+0.5ml/L Twe
en 20で 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 検 出 抗 体 と し て 、 Ref.2で 開 示 の 要 領 で ユ ー ロ ピ ウ ム 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 eNOS抗
体 (Transduction Labs N30020)を 次 の と お り 加 え た : 125ng/mlの ユ ー ロ ピ ウ ム 標 識 抗 体 /W
allac 測 定 緩 衝 液  (Wallac/PerkinElmer 1244-111)、 100μ l/穴 。 プ レ ー ト を 室 温 で 1.5時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に プ レ ー ト を 350μ l/穴 の PBS+0.5ml/L Tween 20で 3回 洗 浄 し た
。 次 い で Wallac 増 強 緩 衝 液  (Wallac/PerkinElmer 1244-105) 100μ l/穴 を 加 え た 。 プ レ
ー ト を プ レ ー ト シ ー ラ ー で 覆 い 、 4℃ で 一 晩 保 存 し 、 次 い で 10分 間 の 混 合 後 、 プ レ ー ト を W
allac 1420 VICTOR 2 マ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ ー (PerkinElmer Life Sciences)で 、 615nmで の
時 間 分 解 蛍 光 を モ ニ タ ー し な が ら 、 読 み 取 っ た [Aberle S. et al., Nitric Oxide 1, 226
 (1997); Meurer J et al., Methods in Enzymology 359, 433-444(2002)]。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 結 果 は 、 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド が HEK293細 胞 中 で NO産 生 を 刺 激 す る こ と 、 ま た T495A
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と T495Vの 単 一 変 異 型 、 お よ び T495A+S1177Dと T495V+S1177Dの 二 重 変 異 型 が 野 生 型 eNOSに
比 し て 高 レ ベ ル の NO産 生 を 刺 激 す る こ と を 示 唆 す る (図 2)。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ．
　 10% FBS添 加 EGM増 殖 培 地 (Cambrex) 4mlを 入 れ た 6穴 プ レ ー ト に ヒ ト 動 脈 内 皮 細 胞 (HAEC)
 350,000個 /穴 を 播 い た 。 細 胞 を 37℃ 、 5%CO 2 で 培 養 し た 。 翌 日 、 野 生 型 ま た は 変 異 型 (Thr
495Ala、 Thr495Asp、 Thr495Valま た は Ser1177Asp)eNOSを コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス (2× 1
0 9 個 の 総 ウ イ ル ス 粒 子 /穴 、 ま た は 約 2× 10 7 個 の 感 染 粒 子 /穴 )を 各 穴 に 加 え た 。 ウ イ ル ス
と の 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 該 培 地 を 捨 て 、 代 わ り に 0.1%ゼ ラ チ ン +30μ Mセ ピ ア
プ テ リ ン (Sigma)添 加 の EBM増 殖 培 地 (Cambrex) 2mlを 加 え た 。 20時 間 後 、 ケ ミ ル ミ ネ セ ン
ス 法 で 細 胞 に よ る NO産 生 を 測 定 し 、 次 い で 細 胞 を 溶 解 し 、 溶 解 液 の eNOSタ ン パ ク 質 濃 度 を
ELISA法 に よ り 後 述 の 要 領 で 測 定 し た 。 NO産 生 量 は eNOSタ ン パ ク 質 の 量 で 標 準 化 し 、 異 な
る 変 異 型 eNOSを 収 め た 異 な る ア デ ノ ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
効 率 の 差 の 結 果 と し て の 発 現 レ ベ ル の 変 動 を 補 正 す る よ う に し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 結 果 は 、 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド が HEK293細 胞 中 で NO産 生 を 刺 激 す る こ と 、 T495Aと T49
5Dの 単 一 変 異 型 が 野 生 型 eNOSに 比 し て 高 レ ベ ル の NO産 生 を 刺 激 す る こ と を 示 唆 す る (図 3)
。 こ の 研 究 結 果 は 実 施 例 2の そ れ と は 異 な る 。 NO放 出 を 刺 激 す る た め に 細 胞 を VEGFで 刺 激
し た の に 対 し て 、 実 施 例 2の 研 究 で は Caイ オ ノ フ ォ ア を 使 用 し て い る か ら で あ る 。 ま た 、
ア デ ノ ウ イ ル ス 注 入 で は プ ラ ス ミ ド DNAに よ る イ ン フ ェ ク シ ョ ン よ り も 細 胞 あ た り eNOSタ
ン パ ク 質 (お よ び NO)産 生 量 が 多 か っ た 。 従 っ て 、 こ の 研 究 で の eNOSの 過 剰 発 現 は 変 異 型 eN
OSポ リ ペ プ チ ド で 観 測 さ れ た NO活 性 レ ベ ル に 寄 与 し た か も し れ な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ヒ ト 動 脈 内 皮 細 胞 は 内 在 性 の 野 生 型 eNOSを 含 む が 、 過 剰 発 現 し た 変 異 型 eNOSか ら の NO産
生 量 は 該 内 在 性 eNOSの そ れ の 約 20倍 で あ る 。 実 施 例 2お よ び 3で 開 示 し た デ ー タ で は 、 NO産
生 量 を eNOSタ ン パ ク 質 の 量 で 標 準 化 し 、 種 々 の 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド が 同 じ 範 囲 内 の 活
性 を も つ よ う に し て い る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ ぴ プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 使 用 し て
種 々 の 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド の 間 で 検 出 さ れ る NO産 生 レ ベ ル は 、 細 胞 内 の 他 の 制 限 因 子
、 た と え ば コ フ ァ ク タ ー の ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー な ど に 規 定 さ れ る と い う 可 能 性 も あ る 。
　 そ こ で 、 HAEC内 の 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 試 験 し て 種 々 の 細 胞 型 に お け る eNOS
発 現 お よ び 活 性 の 効 果 を さ ら に 明 ら か に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ．
　 CLI動 物 モ デ ル を 作 成 す る た め に 、 3～ 12月 齢 の 野 生 型 (WT)お よ び eNOS欠 損 (eNOS-KO)雄
性 マ ウ ス で 片 側 大 腿 動 脈 の 外 科 的 切 除 を 行 っ た (後 述 の 「 材 料 と 方 法 」 を 参 照 )。 浅 後 肢 血
流 の 変 化 を 、 術 前 お よ び 術 後 1、 4、 7、 10、 14、 21お よ び 28日 目 に 、 レ ー ザ ー ド ッ プ ラ ー
灌 流 画 像 (LDPI)シ ス テ ム で 測 定 し た (図 4)。 該 虚 血 肢 に 対 し 定 量 的 血 管 造 影 法 を 術 後 1、 5
お よ び 10日 目 に 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 WTマ ウ ス で は 、 血 流 は 閉 塞 後 第 1週 に 著 し く 損 な わ れ た が 、 28日 目 に は 虚 血 前 ベ ー ス ラ
イ ン レ ベ ル の 80%ま で 回 復 し た 。 し か し eNOS-KOマ ウ ス で は 後 肢 血 流 の 回 復 は 見 ら れ ず (図 4
)、 虚 血 肢 が 壊 死 し た (図 5)。 術 後 10日 目 の 大 き な 側 副 動 脈 の 数 は 妥 当 性 確 認 済 み の 血 管 造
影 ス コ ア 指 数 を 使 用 し て 調 べ る と 、 WT(C57BL/6)マ ウ ス で は eNOS-KOマ ウ ス の 2.6倍 で あ っ
た (図 6)。 術 後 28日 目 に は 、 eNOS-KOマ ウ ス は 壊 死 肢 の 自 然 脱 落 に よ り 虚 血 後 肢 の 下 部 を 喪
失 し た 。 一 方 野 生 型 マ ウ ス で 、 肢 壊 死 の し る し を 示 し た も の は い な か っ た 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 虚 血 肢 の 血 管 新 生 と 組 織 潅 流 に お け る 内 皮 由 来 NOの 重 要 性 を 立 証 し た
。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 虚 血 性 損 傷 の 重 症 度 は 動 脈 切 除 の 部 位 と 長 さ に 、 ま た 大 腿 静 脈 が 無 傷 で 残 る か 切 除 さ れ
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る か の 違 い に も 、 左 右 さ れ る よ う に 見 受 け ら れ た 。 eNOS-KOマ ウ ス で は 、 大 腿 動 脈 お よ び
静 脈 全 体 の 切 除 は 重 症 虚 血 と 短 期 的 な 全 肢 喪 失 を 招 い た 。 大 腿 動 脈 だ け の 切 除 (大 腿 静 脈
は 無 傷 )は も っ と 段 階 的 な 虚 血 性 壊 死 を 招 い た 。 大 腿 動 脈 だ け の 分 節 切 除 は ヒ ト CLIに 似 た
、 そ れ ほ ど 広 範 で は な い 虚 血 性 壊 死 (足 指 ま た は 遠 位 肢 の 喪 失 )を 招 い た (図 7)。
　 後 で こ の モ デ ル を 使 用 し て 、 血 流 と 救 肢 に 対 す る イ ン タ ー ベ ン シ ョ ン の 効 果 を 研 究 し た
。
【 ０ １ ３ ９ 】
　
　 前 述 の CLIモ デ ル を 使 用 し て 、 血 流 の 回 復 と 虚 血 性 損 傷 の 度 合 い が 動 物 の 齢 に 大 き く 依
存 す る こ と を 観 測 し た 。 大 腿 動 脈 の 分 節 切 除 を 行 う と 、 血 流 回 復 の 障 害 と 虚 血 性 壊 死 の 度
合 い は ど ち ら も 若 い ENOS-KOマ ウ ス よ り も 老 い た マ ウ ス の ほ う が ず っ と 重 か っ た 。 3月 齢 の
eNOS-KOマ ウ ス は WT対 照 と 変 わ ら な か っ た 。 14日 目 に 血 流 の 完 全 回 復 が 肉 眼 的 な 病 理 変 化
を 伴 う こ と な く 観 測 さ れ た 。 6月 齢 の マ ウ ス は 血 流 回 復 が 著 し く 遅 れ 、 足 指 に 栄 養 障 害 を
呈 し 、 結 果 的 に 足 を 喪 失 し た 例 も あ る (図 8)。 11～ 12月 齢 で は 、 手 術 直 後 に 足 が 変 色 し 、
術 後 1日 目 で 急 進 行 性 の 壊 死 を 起 こ し 、 術 後 10日 目 で 90%の マ ウ ス が 肢 を 喪 失 す る 結 果 と な
っ た (図 9)。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 肢 喪 失 の 結 果 と し て 、 い く つ か の 実 験 目 標 た と え ば の 定 量 的 血 管 造 影 ま た は LDPI流 量 な
ど は 評 価 で き な く な っ た 実 験 群 も あ る 。 そ の 場 合 に は 、 術 後 1、 4、 7、 10、 14、 21お よ び 2
8日 目 の マ ウ ス の 残 存 足 指 お よ び 脚 を 数 え る こ と に よ り 、 治 療 効 果 を 判 定 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　
　 研 究 に よ っ て は 、 細 胞 へ の 遺 伝 子 デ リ バ リ ー に プ ラ ス ミ ド DNA(pDNA)と エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン を 併 用 し た 。 そ う し た 研 究 を 行 っ た 目 的 は 次 の 項 目 の 最 適 化 に あ っ た : 1)DNA濃
度 、 2)注 入 の 容 量 、 部 位 お よ び 回 数 、 3)エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 条 件 、 4)手 術 と の 関 係 で
み た 治 療 の タ イ ミ ン グ 、 お よ び 5)ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 前 処 理 の 適 用 (図 10お よ び 11)。
　 遺 伝 子 デ リ バ リ ー は WTマ ウ ス に レ ポ ー タ ー (ル シ フ ェ ラ ー ゼ )遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド pL
ucを 使 用 し て 最 適 化 し 、 注 入 後 4日 目 に 内 転 筋 ホ モ ジ ネ ー ト 中 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 か ら
測 定 し た 。 最 良 プ ロ ト コ ー ル も pNOS224(NOS1177D遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド )を eNOS-KOマ ウ
ス に 使 用 し て 試 験 し た 。 こ れ ら の 実 験 で は eNOSレ ベ ル は ウ ェ ス タ ン 法 と eNOS特 異 的 ELISA
法 で 求 め た (図 12)。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ．
　 A.　
　 こ の 研 究 に は 6月 齢 の 雄 性 eNOS-KOマ ウ ス を 使 用 し た 。 マ ウ ス を 大 腿 動 脈 分 節 切 除 後 に 2
つ の 異 な る 治 療 群 (各 群 n=8)へ と 無 作 為 分 配 し た 。 術 後 3日 目 、 上 脚 の 2部 位 (内 転 筋 と 大 腿
四 頭 筋 )に 一 群 に は 空 ベ ク タ ー を 、 他 群 に は (NOS1177Dを 含 む )pNOS224を 、 そ れ ぞ れ エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 で 注 入 し た 。 術 後 1、 4、 7、 10、 14、 21お よ び 28日 目 に 、 上 脚 の LDPI
流 量 測 定 値 お よ び 画 像 を と っ た 。 研 究 終 了 時 の 虚 血 性 壊 死 に よ る 脚 喪 失 率 は 、 空 ベ ク タ ー
治 療 群 (8/8)で は pNOS1177D治 療 群 (4/8)に 比 し て 有 意 に 高 か っ た (p<0.05)。
　 28日 目 に 動 物 を 犠 牲 に し 、 肢 を 収 集 し て 治 療 効 果 の 組 織 形 態 計 測 学 的 評 価 を 行 っ た 。 研
究 終 了 時 の 脚 喪 失 率 は 空 ベ ク タ ー 治 療 群 (8/8)で は pNO224治 療 群 (4/8)に 比 し て 有 意 に 高 か
っ た (p<0.05)(図 13)。 さ ら に 、 pNOS治 療 群 で は 潰 瘍 治 癒 効 果 も 観 測 さ れ た (図 14)。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 B.　
　 第 2の 研 究 に は 11～ 12月 齢 eNOS-KOマ ウ ス を 使 用 し た 。 こ の 月 齢 群 で は 虚 血 性 損 傷 の 重 症
度 と 急 進 行 の た め 、 遺 伝 子 デ リ バ リ ー プ ロ ト コ ー ル を 修 正 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAの 注 入 を
手 術 と 同 じ 日 に 、 (内 転 筋 、 四 頭 筋 、 腓 腹 筋 を 含 む )3部 位 に 対 し て 行 い 、 ま た こ れ ら の 筋
肉 は ベ ク タ ー 注 入 の 20分 前 に 遺 伝 子 導 入 部 位 を ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ で 前 処 理 し た 。 空 ベ ク タ
ー 治 療 群 で は 全 頭 が 術 後 10日 目 ま で に 重 症 型 壊 死 と 自 然 脱 落 の た め 虚 血 後 肢 を 喪 失 し た 。
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CLIに 対 す る 齢 効 果

遺 伝 子 デ リ バ リ ー の 最 適 化

実 施 例 5 eNOS-KOマ ウ ス CLIモ デ ル で の NOS1177D治 療 の 効 果
6月 齢 eNOS-KOマ ウ ス で の 壊 死 予 防 と 血 流 増 大

11～ 12月 齢 eNOS-KOマ ウ ス の 救 肢



一 方 、 pNOS1177D治 療 群 で は LDPI測 定 流 量 が 著 し く 改 善 し 、 ま た 虚 血 性 壊 死 の 重 症 度 が 著
し く 低 下 し 全 肢 の 救 済 が 実 現 し た (図 15、 16お よ び 18～ 21)。
　 こ の プ ロ ト コ ー ル 修 正 は 遺 伝 子 発 現 を 著 し く 改 善 し た (図 17)。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 C.　
　 結 論 と し て 、 後 肢 虚 血 を 外 科 的 に 引 き 起 こ し た eNOS-KOマ ウ ス の pNOS1177Dに よ る 治 療 は
血 流 を 増 大 さ せ 、 虚 血 性 壊 死 を 緩 和 /予 防 し 、 結 果 的 に 救 肢 に つ な が っ た 。 こ れ ら の 結 果
は 、 内 在 性 NOの ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー が 大 き く 損 な わ れ る よ う な 病 態 に は NOS遺 伝 子 デ リ バ
リ ー が 治 療 効 果 を も た ら す と い う 証 明 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ．

　 非 eNOS欠 失 型 の 動 物 モ デ ル で NOS1177Dの 効 果 を 評 価 す る た め に 、 雄 性 成 熟 Sprague-Dawl
eyラ ッ ト で 上 腿 部 に 血 液 を 供 給 す る 内 側 ・ 外 側 大 腿 動 脈 お よ び 全 側 枝 の 結 紮 と 除 去 に よ り
新 規 CLIモ デ ル を 作 成 し た (図 22)。 図 22お よ び 23は 、 術 後 1、 4、 10、 17お よ び 28日 目 の 該
ラ ッ ト CLIモ デ ル の 肉 眼 的 な 病 理 変 化 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 該 ラ ッ ト CLIモ デ ル に お け る 血 管 新 生 の ス コ ア リ ン グ 方 法 を 開 発 し た 。 図 23は
ラ ッ ト CLIモ デ ル の 血 管 造 影 画 像 で あ り 、 正 常 肢 (画 像 の 左 側 )と 虚 血 肢 (画 像 の 右 側 )を 示
す 。 ま た 図 24は ラ ッ ト CLIモ デ ル の 正 常 肢 (画 像 の 左 側 )と 虚 血 肢 (画 像 の 右 側 )に お け る 動
脈 新 生 の 血 管 造 影 ス コ ア リ ン グ 方 法 を 示 す 。 動 脈 新 生 を 定 量 化 す る た め に 、 血 管 造 影 画 像
の 大 腿 部 の 内 側 1/4、 中 間 お よ び 外 側 1/4か ら 始 ま る 3本 の 直 線 を 正 常 肢 、 虚 血 肢 両 方 の 内
側 大 腿 部 に 引 き 、 治 療 内 容 (た と え ば eNOS遺 伝 子 療 法 の 有 無 )を 知 ら せ て い な い 2人 の 別 個
の 研 究 者 に こ れ ら の 線 を 越 え る 動 脈 の 総 数 を 計 算 さ せ た 。 変 動 を 最 小 に 抑 え る た め に 、 こ
の 血 管 造 影 ス コ ア は 左 後 肢 対 右 後 肢 の 総 動 脈 数 比 と し て 表 示 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　
　 ラ ッ ト を 2群 に 分 け 、 手 術 の 直 後 に 各 虚 血 後 肢 の (大 内 転 筋 、 大 腿 四 頭 筋 -内 側 広 筋 、 お
よ び 腓 腹 筋 の )3部 位 に そ れ ぞ れ 1× 10 1 1 -ウ イ ル ス 粒 子 /500 μ l-PBS、 都 合 3× 10 1 1 -ウ イ ル
ス 粒 子 を 、 筋 内 注 入 し た 。 9頭 の ラ ッ ト に は 陰 性 対 照 と し て Ad5EGFP(実 施 例 1)を 注 入 し 、
ま た 9頭 に は 治 療 と し て Ad5NOS1177D(実 施 例 1)を 注 入 し た 。 遺 伝 子 導 入 後 1、 4、 7、 10、 14
お よ び 21日 目 に 血 流 回 復 量 を レ ー ザ ー ド ッ プ ラ ー 潅 流 画 像 法 (LDPI)に よ り 測 定 し た 。 同 時
に 、 手 術 し た 後 肢 の 写 真 を 撮 影 し て 虚 血 性 組 織 損 傷 を 評 価 し た 。 治 療 期 間 終 了 時 に は 血 管
造 影 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 NOS1177D投 与 ラ ッ ト で は 、 血 流 の 回 復 が 術 前 レ ベ ル の 31%(遺 伝 子 療 法 後 1日 目 )か ら 57%(
同 10日 目 )ま で 進 ん だ 。 EGFP対 照 遺 伝 子 を 投 与 し た 対 照 ラ ッ ト で は 、 後 肢 血 流 は わ ず か に
回 復 し た に す ぎ な い (1日 目 30%、 10日 目 37%)、 10日 目 の 両 群 間 p=0.0226(図 25)。
　 NOS治 療 群 の 壊 死 ス コ ア は 図 26に 示 す よ う な 肉 眼 的 病 理 段 階 Ｉ ～ Ｖ に 基 づ い て い る 。 そ
の 結 果 は 、 NOS1177D遺 伝 子 デ リ バ リ ー が eNOS発 現 の 増 進 傾 向 に 伴 い 虚 血 性 壊 死 の 有 意 の 防
止 に つ な が る こ と を 示 唆 す る (10日 目 の ス コ ア は NOS治 療 群 で 1.89、 対 照 群 で 2.89で あ り 、
p=0.014で あ っ た )(図 27)。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 遺 伝 子 導 入 後 14日 目 に 実 施 し た 後 肢 下 部 の 動 脈 造 影 で は 、 Ad5NOS1177D投 与 群
の 側 副 血 管 数 が Ad5EGFP投 与 群 の そ れ を 上 回 っ た (各 血 管 造 影 ス コ ア は 1.21、 0.88で あ り 、
p=0.0147で あ っ た )(図 28)。
　 こ の よ う に 、 ラ ッ ト CLIモ デ ル で の eNOS遺 伝 子 療 法 は 虚 血 性 壊 死 を 防 止 し う る こ と 、 ま
た こ の 治 療 効 果 は 後 肢 で の 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド の in vivo発 現 の 増 進 と 相 関 す る こ と
を 以 上 の 結 果 は 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】

10

20

30

40

50

(28) JP 2005-539031 A 2005.12.22

結 論

実 施 例 6 非 eNOS遺 伝 子 欠 失 ラ ッ ト で の 新 規 CLIモ デ ル の 作 成 と eNOS遺 伝 子 療 法 効 果 の 試
験

外 科 お よ び eNOS遺 伝 子 療 法 プ ロ ト コ ー ル



　
　
　 ど の 実 験 に も 3～ 12月 齢 、 体 重 20～ 55gの eNOS-KO雄 性 成 熟 マ ウ ス (Jackson Laboratory, 
Bar Harbor, ME)を 使 用 し た 。 外 科 手 術 お よ び レ ー ザ ー ド ッ プ ラ ー 灌 流 測 定 で は ラ ッ ト を 1
.5%イ ソ フ ル ラ ン で 麻 酔 し た 。 マ ウ ス へ の 片 側 後 肢 虚 血 の 創 出 に は 外 科 的 処 置 を 用 い た 。
左 後 肢 の 上 部 、 大 腿 動 脈 を 覆 う 皮 膚 を 切 開 し た (2mm)。 大 腿 動 脈 根 部 を 分 離 し 、 す べ て の
側 肢 を 結 紮 し た 。 最 重 度 の 虚 血 性 損 傷 を も た ら す と き は 大 腿 動 脈 お よ び 静 脈 の 結 紮 と 切 除
を 行 っ た 。 他 の 例 で は 静 脈 抜 き の 大 腿 動 脈 の 分 離 、 切 除 を 行 う か 、 ま た は 動 脈 の 分 節 切 除
だ け を 行 っ た (図 “ 1” を 参 照 )。 覆 い の 皮 膚 は 外 科 用 ス テ ー プ ル で 縫 合 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　
　 LDPI法 で 虚 血 (左 )お よ び 正 常 (右 )後 肢 の 灌 流 を 評 価 し た 。 過 剰 な 体 毛 を 後 肢 か ら 除 去 し
た 。 走 査 開 始 前 に 、 マ ウ ス を 37℃ の ヒ ー テ ィ ン グ プ レ ー ト 上 に 置 い て 体 温 変 動 を 最 小 限 に
抑 え た 。 表 示 の 各 時 点 に つ き LDPIに よ り 同 じ 脚 部 位 を 連 続 測 定 し た 。 周 囲 光 及 び 温 度 な ど
の 変 数 を 極 力 少 な く す る た め に 、 灌 流 は 左 /右 後 肢 潅 流 比 と し て 表 示 し た 。 灌 流 解 析 は 、
麻 酔 手 術 前 、 手 術 直 後 、 お よ び 手 術 後 4、 7、 10、 14、 21お よ び 28日 目 に 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　
　 手 術 3日 後 、 マ ウ ス を 1.5%イ ソ フ ル ラ ン で 麻 酔 し 、 手 術 し た 後 肢 の 内 転 筋 と 大 腿 四 頭 筋
に 、 80μ g/50μ lの  pNOS224ま た は 空 プ ラ ス ミ ド /PBSを 、 キ ャ リ パ ー 電 極 (200V/cm, 20ms,
 1Hz, 8 pulses)を 使 用 す る エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 後 に 筋 内 注 入 し た 。
　 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 前 処 理 で は 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 20単 位 を 50μ lの PBSに 溶 解 し て 内 転 筋
、 大 腿 四 頭 筋 お よ び 腓 腹 筋 に 注 入 し 、 そ の 2時 間 後 に 各 筋 肉 に 再 び 、 80μ g/50μ lの pNOS22
4ま た は 空 プ ラ ス ミ ド /PBSを 、 キ ャ リ パ ー 電 極 (200V/cm, 20ms, 1Hz, 8 pulses)を 使 用 す
る エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 後 に 注 入 し た 。
　 ア デ ノ ウ イ ル ス 注 入 で は 、 1× 10 1 1  vp/50μ l-注 射 液 を 大 内 転 筋 に 注 入 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　
　 筋 肉 片 を 切 り 出 し 、 ウ ェ ス タ ン 法 、 ELISA法 ま た は 酵 素 活 性 法 に よ る 解 析 の た め に 処 理
す る と き ま で マ イ ナ ス 80℃ で 保 存 し た 。 組 織 を さ い こ ろ に 切 り 、 25mM Tris pH 7.8、 10%
グ リ セ ロ ー ル 、 0.2% NP40、 Roche Protease Inhibitorミ ニ 錠 剤 (2mM EDTAと セ リ ン お よ び
シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 有 )を 含 む 溶 解 緩 衝 液 を 使 用 し て Kinematic Polytron
ホ モ ジ ナ イ ザ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ 処 理 し た 。 酵 素 活 性 用 コ フ ァ ク タ ー す な わ ち 各 4μ Mの FAD
、 FMN、 BH 4 、 3mM DTT、 3mM CaCl 2 、 0.125μ Mの カ ル モ ジ ュ リ ン も 加 え た 。 ほ と ん ど の 内 転
筋 は 重 量 が 25～ 75mgで あ っ た 。 Eppendorf遠 心 機 に よ る 最 高 速 度 で の 5～ 10分 間 の 遠 心 分 離
後 、 上 清 を 確 保 し 、 ペ レ ッ ト は 50～ 75μ l溶 解 緩 衝 液 を 使 用 し て Duall Ground Glassホ モ
ジ ナ イ ザ ー で 再 び ホ モ ジ ナ イ ズ 処 理 し た 。 2回 目 の 遠 心 分 離 後 、 2回 分 の 上 清 を 合 わ せ た 。
3回 目 の 遠 心 分 離 で 筋 肉 ホ モ ジ ネ ー ト の 終 濃 度 は 100mg/ml、 終 容 量 は 250～ 750μ lと な っ た
。
【 ０ １ ５ ４ 】
　
　 eNOSタ ン パ ク 質 の 濃 度 は R&D Systemsの 特 異 的 ELISAキ ッ ト (cat#DEN00)を 使 用 し て 求 め
た 。 捕 獲 用 抗 体 は 試 験 用 希 釈 液 100μ lを 加 え て 活 性 化 し た 。 50～ 100μ lの 筋 肉 ホ モ ジ ネ ー
ト ま た は eNOS標 品 を 各 穴 に 分 注 し た 。 プ レ ー ト を 室 温 で 2時 間 穏 や か に 混 合 す る か 、 ま た
は マ イ ナ ス 4℃ で 一 晩 保 存 し た 。 各 穴 を 洗 浄 緩 衝 液 (R&D Systems)で 3回 洗 浄 し た 。 200μ l
の 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 を 加 え 、 2時 間 反 応 さ せ た 。 完 全 洗 浄 後 、 200μ l
の 呈 色 試 薬 を 加 え た 。 30分 後 、 0.5N硫 酸 で 反 応 を 停 止 さ せ 、 450nmで 読 み 取 っ た 。 eNOS濃
度 は eNOS標 品 由 来 の 標 準 曲 線 を 使 用 し て 計 算 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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材 料 と 方 法
マ ウ ス 後 肢 手 術

マ ウ ス 後 肢 血 流 の レ ー ザ ー ド ッ プ ラ ー 灌 流 画 像 (LDPI)解 析

マ ウ ス 骨 格 筋 へ の 遺 伝 子 デ リ バ リ ー

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 研 究 の た め の マ ウ ス 骨 格 筋 ホ モ ジ ナ イ ズ 処 理

eNOS特 異 的 ELISA法

NOS活 性 試 験



　 各 筋 肉 ホ モ ジ ネ ー ト ま た は 標 品 60μ lを 、 NADPH、 ア ル ギ ニ ン お よ び 1 4 Cア ル ギ ニ ン を 含
む 反 応 ミ ッ ク ス 20μ lと 、 37℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 。 NADPHの 終 濃 度 は 0.2mM、 5μ Cの 1 4 Cア
ル ギ ニ ン の 終 濃 度 は 20μ Mで あ っ た 。 各 2mMの EDTAと EGTAを 添 加 し た 0.1M酢 酸 ナ ト リ ウ ム pH
5.2緩 衝 液 に 懸 濁 さ せ た AG 50W-樹 脂 で 反 応 物 を ろ 過 し て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 生 成 物 の 1 4 C
シ ト ル リ ン の 放 射 能 を Wallac Micro Betaカ ウ ン タ ー に よ り 、 Microscint-40を 使 用 し て 測
定 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　
　 :
　 各 サ ン プ ル に つ き 筋 肉 ホ モ ジ ネ ー ト 30μ lを 、 100mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル を 含 む 10μ l 4x
サ ン プ ル 緩 衝 液 (Invitrogen Cat. No. NP007)に 加 え た 。 100℃ で 7～ 8分 間 加 熱 後 、 各 サ ン
プ ル を 10% Tris-グ リ シ ン SDS-PAGEゲ ル (BMA PAGEr Cat.No.59102)に 添 加 し た 。 必 要 に 応
じ て 、 組 換 え ヒ ト eNOSを 含 む HEK細 胞 溶 解 液 (40μ l 1xサ ン プ ル 緩 衝 液 に 溶 解 )1μ lを 陽 性
対 照 と し て 加 え た 。 ゲ ル の 1レ ー ン に は プ レ ス テ イ ン マ ー カ ー (Invitrogen LC5725) 10μ l
も 添 加 し た 。 1x Laemmli泳 動 緩 衝 液 (Berlex Media Prep Department)を 使 用 し て 130V(定
電 圧 )で 1.5時 間 ゲ ル を 電 気 泳 動 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 :
　 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 20V(定 電 圧 )で 2時 間 、 転 写 し た 。 転 写 に は (転 写 緩
衝 液 に 予 め 浸 漬 し た )Novex/Invitrogen装 置 を 使 用 し た  [転 写 緩 衝 液 = 100ml 10x転 写 緩 衝
液 (Berlex Media Prep) + 200mlメ タ ノ ー ル  + 700ml H 2 O]。 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 膜 を 20ml TBS + 5%脱 脂 粉 乳 に 浸 し て 4℃ で 一 晩 保 存 し た (TBS=0.02M Tris-HCl, 0
.12M NaCl, pH7.5)。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 :
　 1時 間 15分 に わ た り ブ ロ ッ ト を 1次 抗 体 (TBS+0.1% Tween 20 + 5%脱 脂 粉 乳 で 1:2000希 釈
し た 抗 eNOSま た は 抗 bNOSマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル BD/Transduction Labs)中 で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 次 い で ブ ロ ッ ト を 次 の 要 領 で 洗 浄 し た : TBS+0.1% Tween 20で 10分 間 1回 、 5分 間 2
回 。 次 い で 1時 間 に わ た り ブ ロ ッ ト を 2次 抗 体 [TBS+0.1% Tween 20 + 5%脱 脂 粉 乳 で 1:3000
希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(Chemicon Intl. AP308Pま た は Roche 181
4168)]中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 前 述 と 同 様 の 洗 浄 と (Tween無 添 加 の )TBSで 5分 間 1回 の 洗
浄 後 、 ブ ロ ッ ト を 1分 間 、 ECL試 薬 (Amersham Pharmacia RPN2106) 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 次 い で ブ ロ ッ ト を Saran Wrapで 覆 い 、 Amersham Pharmacia Hyperfilm ECL (RPN1674A
)に 1～ 5分 間 転 写 し 、 フ ィ ル ム を 現 像 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　
　 10% FBS添 加 Clonetics増 殖 培 地 (EGM) 4mlを 入 れ た 6穴 プ レ ー ト に ヒ ト 動 脈 内 皮 細 胞 (HAE
C) 350,000個 /穴 を 播 い た 。 翌 日 、 野 生 型 ま た は (Gly2お よ び /ま た は Ser1177)変 異 型 eNOS
を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス (2× 10 9 個 の 総 ウ イ ル ス 粒 子 /穴 、 ま た は 約 2× 10 7 個 の 感 染 粒
子 /穴 )を 各 穴 に 加 え た 。 ウ イ ル ス と の 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 該 培 地 を 捨 て 、 代
わ り に 0.1%ゼ ラ チ ン +30μ Mセ ピ ア プ テ リ ン 添 加 の Clonetics基 礎 培 地 (EBM)2mlを 加 え た 。
翌 朝 、 該 培 地 を 、 100μ g/ml酸 化 LDL(Intracel RP-047)添 加 ま た は 無 添 加 の 2ml新 鮮 EBM-ゼ
ラ チ ン -セ ピ ア プ テ リ ン に 取 り 替 え た 。 6時 間 後 、 該 培 地 を 捨 て 、 各 穴 を 2mlの NO 分 析 用 緩
衝 液  (5mM Na HEPES, 140mM NaCl, 5mM KCl, 1mM MgCl2 , 10mgブ ド ウ 糖 , 10mM CaCl 2 , 5m
Mア ル ギ ニ ン , pH 7.5)で 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 次 い で こ の 緩 衝 液 を 100U/mlス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ +40ng/ml VEGF添 加 NO 分 析
用 緩 衝 液  1mlに 取 り 替 え た 。 穴 を パ ラ フ ィ ン で カ バ ー し 、 37℃ 、 30分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 後 、 前 記 緩 衝 液 0.8mlで カ バ ー し 、 細 胞 を Siemens NOA280ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス 検 出 装 置
に か け て メ ー カ ー の 説 明 書 に 従 っ て NOを 測 定 し た 。 NO測 定 完 了 後 、 細 胞 上 の 残 存 緩 衝 液 を
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種 々 の NOSア イ ソ マ ー を 決 定 す る た め の マ ウ ス 骨 格 筋 溶 解 液 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
SDS-PAGE

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ の ブ ロ ッ テ ィ ン グ

抗 体 に よ る タ ン パ ク 質 の 検 出 (全 ス テ ッ プ 室 温 で )

内 皮 NOの 放 出 (NOア ナ ラ イ ザ ー )



捨 て 、 細 胞 を 0.3ml eNOS ELISA 細 胞 溶 解 緩 衝 液 に 溶 解 し た 。 -20℃ で 一 晩 保 存 後 、 eNOS E
LISA法 で 該 溶 解 液 (各 5～ 20μ l)の eNOSタ ン パ ク 質 濃 度 を 解 析 し た 。 NO産 生 量 は eNOSタ ン パ
ク 質 の 量 で 標 準 化 し 、 異 な る 変 異 型 eNOSを 収 め た 異 な る ア デ ノ ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト に
よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 差 の 結 果 と し て の 発 現 レ ベ ル の 変 動 を 補 正 す る よ う に し
た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　
　 1.　 pGL3-Control。 こ の プ ラ ス ミ ド に 収 め た 蛍 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 は SV40プ ロ
モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー (Promega)が 促 進 す る 。 プ ラ ス ミ ド バ ッ ク ボ ー ン は pGL3-Basicバ ッ
ク ボ ー ン で あ る 。
　 2.　 pcDNA3.1/eNOS224。 eNOS224遺 伝 子 は pcDNA3.1の CMVプ ロ モ ー タ ー に よ り 発 現 を 促 進
さ れ 、 ま た 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド S1177Dを コ ー ド す る 。
　 3.　 pcDNA3.1/hygroは pcDNA3.1d(Promega)の 対 照 プ ラ ス ミ ド で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　
　 左 大 腿 動 脈 の 結 紮 に よ り PAODに 似 た 症 状 を 発 現 さ せ た eNOS-KOマ ウ ス を 術 後 28日 目 に 犠
牲 に し た 。 後 躯 を 皮 剥 ぎ し 、 固 定 し 、 2日 間 脱 灰 液 に 浸 し た 後 、 系 統 的 無 作 為 に 樹 脂 ブ ロ
ッ ク 化 し 、 治 療 効 果 の 形 態 計 測 的 評 価 に 使 用 し た 。 要 す る に 、 後 脚 を 股 関 節 で 離 断 し 、 4m
m間 隔 で 切 断 し た 。 切 断 片 は す べ て 単 一 カ セ ッ ト に 収 め 、 脱 水 し 、 各 切 断 片 の 側 面 が ブ ロ
ッ ク の 切 り 出 し 面 と な る よ う に 包 埋 し た 。 5μ m厚 の 薄 片 を 切 り 出 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン と エ
オ シ ン (H&E)で 染 色 し 、 C.A.S.T.ス テ レ オ ロ ジ ー シ ス テ ム に よ る 形 態 計 測 評 価 に 使 用 し た
。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 治 療 脚 、 非 治 療 脚 の ど ち ら も 似 た よ う な 病 理 変 化 を 示 し た 。 最 も 一 貫 し た 変 化 は 、 筋 体
積 の 脂 肪 細 胞 に よ る 置 換 を 伴 う 筋 線 維 の 喪 失 で あ っ た 。 こ の 変 化 は 大 筋 群 に 一 貫 し て 見 ら
れ 、 ま た 通 常 、 活 動 性 筋 変 性 の 証 拠 を 伴 わ な か っ た 。 し か し 場 合 に よ っ て は 、 置 換 脂 肪 細
胞 の 周 辺 や 変 性 筋 線 維 の 周 辺 に お け る 急 性 お よ び 慢 性 の 炎 症 性 細 胞 浸 潤 の 多 さ が 裏 付 け る
よ う に 、 活 動 性 組 織 破 壊 が な お 進 行 中 で あ っ た 。 正 常 に 見 え る 筋 肉 、 脂 肪 置 換 組 織 、 お よ
び 炎 症 性 細 胞 浸 潤 の 各 領 域 は 顕 微 鏡 で 容 易 に 識 別 さ れ た 。 こ れ ら の 組 織 が 占 め る ス ラ イ ド
上 の 面 積 を 個 別 に 定 量 し た 。 ス ラ イ ド 上 の 他 の 領 域 (骨 、 皮 膚 、 結 合 組 織 な ど )は す べ て 一
括 し 「 そ の 他 」 と し た 。 こ れ ら の 領 域 の 大 き さ は 個 別 に 各 脚 の 全 体 積 の パ ー セ ン テ ー ジ と
し て 計 算 し た 。 両 群 に 関 す る こ う し た ス テ レ オ ロ ジ ー 研 究 の 結 果 を ANOVAで 比 較 し た (図 21
)。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 次 の パ ラ メ ー タ ー に は 統 計 的 に 有 意 の 変 化 が あ っ た : eNOS治 療 肢 の 全 体 積 は 空 ベ ク タ ー
治 療 肢 の そ れ を 有 意 に 上 回 っ た が 、 非 手 術 (対 照 )肢 と の 差 は な か っ た 。 健 康 な 筋 肉 の 体 積
%も ま た 、 空 ベ ク タ ー 治 療 肢 で は eNOSベ ク タ ー 治 療 肢 と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た 。 こ れ に
対 し て 、 置 換 脂 肪 量 は 空 ベ ク タ ー 治 療 肢 と eNOSベ ク タ ー 治 療 肢 で 差 は な か っ た 。 炎 症 の 大
き さ も 空 ベ ク タ ー 治 療 肢 で は 増 し た が 、 有 意 差 と な る に は 至 ら な か っ た (P=0.0525)。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ れ ら の 変 化 は 、 筋 線 維 は 大 腿 動 脈 結 紮 の 直 後 に 失 わ れ た が 、 脂 肪 組 織 が 喪 失 線 維 に 取
っ て 代 わ っ た こ と を 示 す 。 し か し 、 一 部 の 領 域 で は 脂 肪 組 織 さ え も 血 流 の 支 援 を 受 け ら れ
ず 、 活 動 性 の 炎 症 性 細 胞 浸 潤 に 裏 付 け ら れ る よ う な 組 織 の 壊 死 が 続 い た 。 eNOS治 療 は こ れ
ら の 病 理 変 化 を 改 善 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ６ 】
【 図 １ 】 図 1は 哺 乳 動 物 eNOSの 様 々 な 機 能 性 ド メ イ ン の 説 明 図 で あ る 。 機 能 性 ド メ イ ン の
非 限 定 的 な 例 は (N末 端 か ら C末 端 へ と 順 に )ミ リ ス ト イ ル 化 コ ン セ ン サ ス 配 列 部 位 、 2つ の
パ ル ミ ト イ ル 化 部 位 、 酸 化 酵 素 ド メ イ ン 、 (た と え ば ヒ ト eNOSの Thr-495の )リ ン 酸 化 コ ン
セ ン サ ス 配 列 部 位 を 含 む カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 部 位 (た と え ば ヒ ト eNOSの ア ミ ノ 酸 494-517)
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プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク ト

形 態 計 測 解 析



、 お よ び 還 元 酵 素 ド メ イ ン な ど で あ る 。 ヒ ト eNOSポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 ド メ イ ン に は ま た
、 自 己 阻 害 ル ー プ や ヘ ム 結 合 部 位 な ど も あ る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 配 列 番 号 :1(WT)が コ ー ド す る 野 生 型 ヒ ト eNOSに 比 し て 単 一 ま た は 二 重 の
変 異 を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド に よ る 、 HEK293細 胞 中 の NO産 生 の 刺 激 を 明 示 す る 棒
グ ラ フ で あ る 。 単 一 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Thr-49
5に 対 応 す る 位 置 に Asp、 Alaま た は Valへ の ア ミ ノ 酸 置 換 (そ れ ぞ れ T495D、 T495Aま た は T49
5V)を 有 す る 。 二 重 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-117
7お よ び Thr-495に 対 応 す る 位 置 に 、 そ れ ぞ れ Aspへ の 第 1の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)、 お よ び
Asp、 Alaま た は Valへ の 第 2の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る (両 置 換 の 組 合 せ は そ れ ぞ れ S1177D + 
T495D、 S1177D + T495Aま た は S1177D + T495Vと な る )。
【 図 ３ 】 図 3は 配 列 番 号 :1(WT)が コ ー ド す る 野 生 型 ヒ ト eNOSに 比 し て 単 一 変 異 を 有 す る 変
異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド に よ る 、 ヒ ト 大 動 脈 内 皮 細 胞 (HAEC)中 の NO産 生 の 刺 激 を 明 示 す る 棒
グ ラ フ で あ る 。 単 一 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Thr-49
5に 対 応 す る 位 置 に Asp、 Alaま た は Valへ の ア ミ ノ 酸 置 換 (そ れ ぞ れ T495D、 T495Aま た は T49
5V)を 有 す る 。
【 図 ４ 】 図 4は 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)肢 の 灌 流 の 、 術 後 0、 1、 4、 7、 10、 14、 2
1お よ び 28日 目 の レ ー ザ ー ド ッ プ ラ ー 画 像 お よ び グ ラ フ で あ り 、 野 生 型 eNOS保 持 マ ウ ス (C5
7BL/6)と 比 較 し て い る 。
【 図 ５ 】 図 5は 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)肢 の 、 術 後 0お よ び 4日 目 の 肉 眼 的 病 理 変
化 を 、 野 生 型 eNOS保 持 マ ウ ス (C57BL/6)と 比 較 し て 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 6は 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)肢 の 、 術 後 10日 目 の 側 副 血 管 形 成 の 定 量
結 果 を 、 野 生 型 eNOS保 持 マ ウ ス (C57BL/6)と 比 較 し て 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 図 7は 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)肢 に 対 す る 種 々 の 外 科 手 術 の 説 明 図 (上 段
); 術 後 の 肉 眼 的 病 理 変 化 を 示 す 写 真 (中 段 ); お よ び 術 後 の 灌 流 を 示 す レ ー ザ ー ド ッ プ ラ
ー 画 像 (下 段 )で あ る 。
【 図 ８ 】 図 8は 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)肢 の 自 然 血 流 回 復 に 対 す る 異 な る (3、 6お
よ び 12)月 齢 の 影 響 を 、 術 後 0、 1、 3、 7、 17、 21お よ び 24日 目 に つ い て 、 野 生 型 eNOS保 持
マ ウ ス (C57BL/6)と 比 較 し て 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 図 9は 術 後 10日 目 の 、 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)肢 の 虚 血 性 損 傷 に 対 す る
異 な る (3、 6お よ び 11-12)月 齢 の 影 響 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 種 々 の 筋 内 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 法 す な わ ち 1)ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す
る プ ラ ス ミ ド pLuc注 入 だ け の 場 合 (pLuc)、 pLuc注 入 +エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 場 合 (pLuc
+EP)、 お よ び ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 前 処 理 を 追 加 し た 場 合 (pLuc+EP+Hyal)]と 2)ル シ フ ェ ラ ー
ゼ を コ ー ド す る ア デ ノ ア デ ノ ウ イ ル ス 注 入 の 場 合 (Ad5.1Luc) に つ い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
発 現 レ ベ ル の 検 出 で 得 た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 比 較 し て 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 11は ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pLucの ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 効 率 に 対 す る 後 肢 虚 血 の 影 響 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は
該 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を C57BL/6マ ウ ス の 内 転 筋 に 注 入 し 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 測 定 し て 求
め た が 、 測 定 は 手 術 お よ び プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に よ る 前 処 理 の 前 (PT)、 手 術 当 日 (SDT)、
お よ び 術 後 3日 目 (3dPS)と 7日 目 (7dPS)に 、 実 施 し た 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)野 生 型 eNOSを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 、 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ
ス (ecNOS-KO)へ の eNOS遺 伝 子 デ リ バ リ ー 後 の eNOS発 現 状 況 の 比 較 結 果 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト と ELISA棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)eNOSを コ ー ド し な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は 空 ベ ク タ ー (pNull)の 使
用 に よ る 、 6月 齢 の 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)の 救 肢 に 対 す る eNOS遺 伝 子 療 法 の 、
術 後 28日 目 の 効 果 の 比 較 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
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【 図 １ ４ 】 図 14は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)eNOSを コ ー ド し な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は 空 ベ ク タ ー (pNull)の 使
用 に よ る 、 6月 齢 の 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)に 対 す る eNOS遺 伝 子 療 法 の 、 虚 血 /正
常 血 液 灌 流 比 で 測 定 し た 術 前 (BOP)お よ び 術 後 0、 1、 4、 7、 10、 14、 18、 21、 28日 目 の 効
果 の 比 較 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)eNOSを コ ー ド し な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は 空 ベ ク タ ー (pNull)、 お
よ び 未 処 置 の 対 側 肢 (untreated contralateral leg)の 使 用 に よ る 、 6月 齢 の 野 生 型 eNOS欠
損 マ ウ ス (ecNOS-KO)に 対 す る eNOS遺 伝 子 療 法 の 、 肢 お よ び 筋 体 積 と 置 換 脂 肪 お よ び 炎 症 性
浸 潤 の 量 で 測 定 し た 、 術 後 28日 目 の 効 果 の 比 較 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)eNOSを コ ー ド し な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は 空 ベ ク タ ー (pNull)の 使
用 に よ る 、 6月 齢 の 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)の 潰 瘍 治 癒 に 対 す る eNOS遺 伝 子 療 法
の 、 術 後 28日 目 の 効 果 の 比 較 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 17は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)eNOSを コ ー ド し な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は 空 ベ ク タ ー (pNull)の 使
用 に よ る 、 11-12月 齢 の 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)の 救 肢 に 対 す る eNOS遺 伝 子 療 法
の 、 術 後 10日 目 の 効 果 の 比 較 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 18は 、 eNOS発 現 量 の 棒 グ ラ フ (上 段 ); レ ー ザ ー ド ッ プ ラ ー 血 流 画 像 (中 段 ); 
お よ び 肢 壊 疽 の 写 真 (下 段 )で あ り 、 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す
る 位 置 に Aspへ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ
ラ ス ミ ド ベ ク タ ー (pNOS224)を 使 用 し た 、 11-12月 齢 の 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)に
対 す る eNOS遺 伝 子 療 法 の 、 術 後 10日 目 の 効 果 を 示 す 。 pNOS224の 遺 伝 子 発 現 と 肢 壊 疽 お よ
び 血 流 変 化 と は 相 関 関 係 に あ り 、 低 発 現 の 場 合 (#1201)と 比 較 し て 、 高 発 現 (#1205)で あ る
ほ ど 、 血 流 が 大 き く な り 壊 死 も 少 な か っ た 。
【 図 １ ９ 】 図 19は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)eNOSを コ ー ド し な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は 空 ベ ク タ ー (pNull)の 使
用 に よ る 、 11-12月 齢 の 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)の 救 肢 に 対 す る eNOS遺 伝 子 療 法
の 、 術 後 1、 3、 7お よ び 10日 目 の 効 果 の 比 較 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 図 20は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)eNOSを コ ー ド し な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は 空 ベ ク タ ー (pNull)の 使
用 に よ る 、 11-12月 齢 の 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ecNOS-KO)に 対 す る eNOS遺 伝 子 療 法 の 、 虚
血 /正 常 血 液 灌 流 比 で 測 定 し た 術 後 1、 3、 7お よ び 10日 目 の 効 果 の 比 較 結 果 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ２ １ 】 図 21は 、 1)配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に Asp
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (S1177D)を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー (pNOS224)と 2)eNOSを コ ー ド し な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は 空 ベ ク タ ー (pNull)、 お
よ び 3)対 照 の 非 手 術 ecNOS-KOマ ウ ス の 使 用 に よ る 、 11-12月 齢 の 野 生 型 eNOS欠 損 マ ウ ス (ec
NOS-KO)の 内 転 筋 に お け る 術 後 10日 目 の eNOS発 現 レ ベ ル の 比 較 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る
。 該 グ ラ フ の 右 側 に 、 処 置 動 物 か ら の 個 別 発 現 レ ベ ル を 示 す 棒 グ ラ フ を 添 え る 。
【 図 ２ ２ 】 図 22は ラ ッ ト LCIモ デ ル を 示 す 略 図 と 写 真 で あ る 。 略 図 は 発 育 し た 雄 性 成 熟 Spr
ague-Dawleyラ ッ ト の 上 腿 部 に 血 液 を 供 給 す る 大 腿 動 脈 お よ び 枝 の 外 科 的 結 紮 /切 除 を 示 す
。 写 真 は 術 後 1、 4、 10お よ び 17日 目 の ラ ッ ト CLIモ デ ル の 肉 眼 的 病 理 変 化 を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 図 23は ラ ッ ト CLI血 管 造 影 画 像 で あ り 、 ラ ッ ト CLIモ デ ル の 正 常 肢 (画 像 の 左 側 )
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と 虚 血 肢 (画 像 の 右 側 )を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 24は ラ ッ ト CLI血 管 造 影 画 像 で あ り 、 ラ ッ ト CLIモ デ ル の 正 常 肢 (画 像 の 左 側 )
と 虚 血 肢 (画 像 の 右 側 )の 動 脈 形 成 に つ い て 血 管 造 影 法 に よ る ス コ ア リ ン グ を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 図 25は 、 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に ア ミ ノ
酸 置 換 を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Ad5NOS117
7D)を 使 用 す る eNOS遺 伝 子 療 法 後 の ラ ッ ト CLIモ デ ル の 血 流 回 復 を 、 処 置 前 (BO)と 遺 伝 子 デ
リ バ リ ー 後 0、 3、 7お よ び 10日 目 に つ い て 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 対 照 ア
デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Ad5EGFP)を 使 用 し た 場 合 と 比 較 し て 、 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 26は 、 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に ア ミ ノ
酸 置 換 を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Ad5NOS117
7D)を 使 用 す る 遺 伝 子 療 法 の ラ ッ ト CLIモ デ ル に お け る 効 果 の 測 定 に 使 用 さ れ る 肉 眼 的 病 理
段 階 Ｉ ～ Ｖ に 基 づ く 壊 死 ス コ ア を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 図 27は 、 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に ア ミ ノ
酸 置 換 を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Ad5NOS117
7D)を 使 用 す る 遺 伝 子 療 法 の ラ ッ ト CLIモ デ ル に お け る 効 果 の 測 定 に 使 用 さ れ る 肉 眼 的 病 理
段 階 Ｉ ～ Ｖ に 基 づ く 壊 死 ス コ ア を 、 処 置 前 (BO)と 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 後 3、 7お よ び 10日 目 に
つ い て 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 対 照 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Ad5EGFP)を
使 用 し た 場 合 と 比 較 し て 、 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ８ 】 図 28は 、 配 列 番 号 :1が コ ー ド す る ヒ ト eNOSの Ser-1177に 対 応 す る 位 置 に ア ミ ノ
酸 置 換 を 有 す る 変 異 型 eNOSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Ad5NOS117
7D)を 使 用 す る 遺 伝 子 療 法 の ラ ッ ト CLIモ デ ル に お け る 効 果 の 測 定 に 使 用 さ れ る 、 動 脈 形 成
の 計 測 に 基 づ く 実 験 終 了 時 の 血 管 造 影 ス コ ア を 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 対
照 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Ad5EGFP)を 使 用 し た 場 合 と 比 較 し て 、 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

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

【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】
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【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】

【 配 列 表 】
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