
(57)【要約】

　血管内皮増殖因子-A（VEGF-A）をコードする遺伝子お

よび神経栄養活性を有する生成物をコードする他の遺伝

子の転写を調節する、遺伝子工学的に作成された亜鉛フ

ィンガータンパク質が、本明細書に開示される。また神

経障害（糖尿病性神経障害を含む）および他のタイプの

神経損傷と神経変性の治療における、これらの遺伝子工

学的に作成された亜鉛フィンガータンパク質の使用方法

も開示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 の 神 経 障 害 又 は 神 経 変 性 症 状 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て ：
　 　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 対 象 に 導 入 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の ：
　 　 　 (i) 血 管 内 皮 増 殖 因 子 -A（ VEGF-A） 遺 伝 子 中 の 標 的 部 位 に 結 合 す る よ う に 遺 伝 子 工
学 的 に 作 成 さ れ た 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン ； 及 び
　 　 　 (ii) 転 写 活 性 化 ド メ イ ン
を 含 み 、
前 記 核 酸 が 対 象 の 1又 は 複 数 の 細 胞 で 発 現 さ れ 、 そ れ に よ り 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 標 的
部 位 に 結 合 し VEGF-A遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン が 3つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー を 含 み 、 当 該 亜 鉛 フ ィ ン ガ
ー の 認 識 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 以 下 の ：
　 F1： DRSNLTR（ 配 列 番 号 55）
　 F2： TSGHLSR（ 配 列 番 号 141）
　 F3： RSDHLSR（ 配 列 番 号 68）
で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 転 写 活 性 化 ド メ イ ン が p65活 性 化 ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 糖 尿 病 性 神 経 障 害 は 、 糖 尿 病 が 引 き 起 こ す 神 経 障 害 の 1つ の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 糖 尿 病
の 人 は 、 時 間 と と も に 体 中 の 神 経 が 傷 害 を 受 け る こ と が あ る 。 神 経 障 害 は 、 手 、 腕 、 足 、
脚 の 麻 痺 を 引 き 起 こ し 、 時 に 疼 痛 や 脱 力 感 を 引 き 起 こ す 。 こ れ ら の 神 経 の 問 題 は ま た 、 す
べ て の 臓 器 系 （ 消 化 管 、 心 臓 、 お よ び 性 器 を 含 む ） で 起 き 得 る 。 糖 尿 病 の 人 は い つ で も 神
経 の 問 題 が 発 症 す る 可 能 性 が あ る が 、 糖 尿 病 の 期 間 が 長 い ほ ど そ の リ ス ク が 大 き く な る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 糖 尿 病 性 神 経 障 害 の 最 も 一 般 的 な タ イ プ は 末 梢 神 経 障 害 （ ま た 遠 位 対 称 性 神 経 障 害 と も
呼 ば れ る ） で あ り 、 こ れ は 四 肢 （ 例 え ば 、 腕 、 手 、 脚 、 足 ） を 冒 す 。 末 梢 神 経 障 害 以 外 に
糖 尿 病 性 神 経 障 害 は 自 律 神 経 系 内 で 、 近 位 （ 大 腿 、 腰 、 ま た は 臀 部 の 疼 痛 が 脚 の 脱 力 感 に
至 る ） お よ び 局 所 的 に 発 生 す る 。 自 律 神 経 障 害 は 、 消 化 機 能 、 腸 機 能 、 膀 胱 機 能 、 性 的 応
答 、 お よ び 発 汗 の 変 化 を 引 き 起 こ す こ と が あ る 。 こ れ は ま た 、 心 臓 に 作 用 す る 神 経 や 血 圧
を 支 配 す る 神 経 に 影 響 を 与 え る こ と が あ る 。 自 律 性 糖 尿 病 性 神 経 障 害 は ま た 、 低 血 糖 性 （
血 糖 が 低 い ） 無 意 識 （ 低 血 糖 の 警 戒 症 状 を 感 じ な く な る 状 態 ） を 引 き 起 こ す こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 糖 尿 病 患 者 の 半 分 以 上 は 何 ら か の 神 経 障 害 を 経 験 す る が 、 現 在 は 糖 尿 病 症 状 自 体 を 抑 制
す る 以 外 に 神 経 障 害 の 治 療 法 が 存 在 し な い 。 糖 尿 病 患 者 は 酵 素 デ ル タ － 6－ デ サ チ ュ ラ ー
ゼ お よ び ／ ま た は 酵 素 デ ル タ － 5－ デ サ チ ュ ラ ー ゼ の 産 生 に 欠 陥 が あ る た め 、 必 須 脂 肪 酸
（ EFA） で あ る リ ノ ー ル 酸 を ガ ン マ － リ ノ ー ル 酸 （ GLA） に 変 換 で き な い こ と が 知 ら れ て い
る 。 例 え ば 、 Keenら （ 1993） Diabetes Care. 16(1):8-15を 参 照 さ れ た い 。 従 っ て 糖 尿 病
性 神 経 障 害 の い く つ か の 治 療 法 は 、 患 者 の 栄 養 摂 取 を 変 化 さ せ て 神 経 の 増 殖 を 促 進 す る こ
と に 注 目 し て き た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 神 経 障 害 ま た は 神 経 変 性 （ す な わ ち 、 ニ ュ ー ロ ン の 死 、 ま た は 傷 害 さ れ た ニ ュ ー ロ ン が
再 生 す る こ と が で き な い こ と ） か ら 他 の 多 く の 疾 患 が 生 じ る 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 筋 萎 縮
性 側 策 硬 化 症 （ ALS、 ル ー ゲ ー リ ッ グ 病 と し て も 知 ら れ て い る ） が あ り 、 こ れ は 運 動 ニ ュ
ー ロ ン の 変 性 に よ り 生 じ る 。 さ ら に 神 経 組 織 へ の 外 傷 （ 例 え ば 神 経 破 砕 や 脊 髄 損 傷 ） に よ
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り 神 経 障 害 が 生 じ る こ と が あ り 、 こ の 場 合 神 経 再 生 を 刺 激 す る 治 療 法 が 有 効 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 最 近 、 い く つ か の グ ル ー プ が 、 神 経 栄 養 性 分 子 自 体 の 投 与 が 糖 尿 病 性 神 経 障 害 に 特 徴 的
な 神 経 変 性 の 改 善 を 助 け る こ と を 報 告 し て い る 。 例 え ば Schratzbergerら 、 J. Clin. Inv.
 (2001) 107, 1083-1092は 、 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF） の 遺 伝 子 移 動 が 、 ラ ッ ト 実 験 モ デ
ル で 軸 索 の 喪 失 と 脱 髄 を 特 徴 と す る 糖 尿 病 性 神 経 障 害 を 逆 転 さ せ る さ せ る こ と を 証 明 し た
。 ま た Isnerら  (2001) Hum. Gene Ther. 10;12(12):1593-4； Sondellら  (2000) European
 J. Neurosciences 12:4243-4254； Sondel (1999) J. Neurosciences 19(14):5731-5740
を 参 照 さ れ た い 。 さ ら に 重 症 の 四 肢 虚 血 の VEGF 1 6 5 遺 伝 子 治 療 の フ ェ ー ズ I/IIの 用 量 増 加
治 験 に お い て 、 糖 尿 病 患 者 で 逸 話 的 神 経 改 善 が 報 告 さ れ て い る 。 Simovicら 、 Arch Neurol
. (2001) 58:761-788。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し 神 経 障 害 お よ び 神 経 変 性 症 状 （ 糖 尿 病 性 ま た は そ の 他 の 原 因 ） を 治 療 す る た め の
神 経 増 殖 に 関 与 す る 神 経 栄 養 性 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 調 節 は 、 ま だ 記 載 さ れ て い な い 。 1つ
以 上 の 外 因 性 分 子 を 使 用 し て 細 胞 ま た は 細 胞 群 の 神 経 増 殖 を 刺 激 す る 能 力 は 、 す べ て の タ
イ プ の 神 経 障 害 や 神 経 変 性 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 、 お よ び こ れ ら の 症 状 の い く つ か に
関 連 す る 疼 痛 を 緩 和 す る の に 有 用 で あ ろ う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 種 々 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ zeinc finger proteins） （ ZFPs） お よ び か か る タ
ン パ ク 質 を 利 用 す る 方 法 が 、 神 経 障 害 の 治 療 で 使 用 す る た め に 提 供 さ れ て い る 。 こ れ ら に
は 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 し た 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 異 な る 配 列 の 複 数 の 亜
鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 合 理 的 な 設 計 ま た は 選 択 に よ り 得 ら れ
る あ ら か じ め 決 め ら れ た 核 酸 標 的 配 列 に 結 合 す る 天 然 に 存 在 し な い タ ン パ ク 質 が あ る 。 か
か る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 、 そ こ か ら 複 数 の タ ン パ ク 質 を 発
現 す る こ と が で き る 異 な る 配 列 の 複 数 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ZFPは 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 制 御 ド メ イ ン （ ま た は 機 能 性 ド メ イ ン ） と 機 能 で き
る 形 で 結 合 す る こ と が で き る 。 ZFPと の 融 合 の た め の 活 性 化 ド メ イ ン ま た は 抑 制 ド メ イ ン
を 選 択 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 発 現 を 活 性 化 ま た は 抑 制 す る た め に か か る 融 合 タ ン パ ク 質
を 使 用 す る こ と が で き る 。 す な わ ち ZFPに 融 合 し た 制 御 ド メ イ ン の 適 切 な 選 択 に よ り 、 遺
伝 子 発 現 を 選 択 的 に 調 節 す る こ と が で き 、 従 っ て 1つ 以 上 の 遺 伝 子 に 関 連 し た 種 々 の 生 理
学 的 プ ロ セ ス を 調 節 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 神 経 障 害 の 場 合 、 例 え ば 神 経 栄 養 性 産
物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 内 の 標 的 配 列 に 結 合 す る ZFPに 活 性 化 ド メ イ ン を 結 合 さ せ て 、 か か
る 融 合 タ ン パ ク 質 （ ま た は か か る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ） を 細 胞 ま た は 組 織 中
に 導 入 す る こ と に よ り 、 標 的 遺 伝 子 の 神 経 栄 養 性 に 関 連 す る い く つ か の 有 利 な 面 を 増 強 す
る こ と が で き る 。 こ れ に 対 し て 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 に 関 連 す る 神 経 障 害 に つ い て は 、 抑 制 ド
メ イ ン に 融 合 し た ZFPを 使 用 し て 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 い く つ か の ZFPを 選 択 す る こ と に よ り 、 生 理 学 的 プ ロ セ ス （ 例 え ば 神 経 増 殖 お よ び ／ ま
た は 機 能 ） を 調 節 で き る 程 度 を 調 整 し 、 治 療 を 調 整 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 本 明 細 書
の ZFPが あ る 遺 伝 子 中 の 複 数 の 標 的 部 位 （ 例 え ば 、 9、 12、 15ま た は 18塩 基 対 の 標 的 配 列 ）
に 作 用 す る こ と が で き 、 単 一 の ZFPが 複 数 の 遺 伝 子 中 に 位 置 す る 標 的 部 位 に 結 合 で き る た
め に 、 可 能 で あ る 。 す な わ ち い く つ か の 方 法 に お い て 複 数 の ZFPが 投 与 さ れ 、 こ れ は 次 に
、 同 じ 遺 伝 子 内 に 位 置 す る 異 な る 標 的 部 位 に 結 合 す る こ と が で き る 。 か か る ZFPは あ る 場
合 に は 、 相 乗 作 用 を 有 す る 。 い く つ か の 方 法 で は 、 複 数 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 異 な る 制 御 ド
メ イ ン を 含 む 。 こ れ に 対 し て 本 明 細 書 の い く つ か の ZFPで は 、 各 遺 伝 子 が 標 的 部 位 を 含 む
（ 例 え ば 、 異 な る 遺 伝 子 中 の 配 列 保 存 領 域 内 に ） た め 、 単 一 の ZFPに よ り 複 数 の 遺 伝 子 の
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発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 本 発 明 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 の ZFPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 核 酸
が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 核 酸 お よ び ／ ま た は ZFPを 含 有 す る 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 例 え
ば い く つ か の 組 成 物 は 、 制 御 配 列 に 機 能 で き る 形 で 結 合 し た 本 明 細 書 に 記 載 の ZFPの 1つ を
コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 を 、 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と と も に 含 み 、 こ
こ で 制 御 配 列 は 細 胞 内 で の 核 酸 の 発 現 を 可 能 に す る 。 タ ン パ ク 質 ベ ー ス の 組 成 物 は 、 本 明
細 書 に 開 示 の ZFPと 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 に 開 示 の 組 成 物 を 使 用 し て 、 神 経 変 性 を 予 防 す る た め の 方 法 な ら び に 神
経 再 生 を 刺 激 す る た め の 方 法 が 、 提 供 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 方 法 の 実 施 な ら び に 組 成 物 の 使 用 は 、 特 に 明 記 し な い 場 合 は 、 分
子 生 物 学 、 生 化 学 、 ク ロ マ チ ン 構 造 と 分 析 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 化 学 、 細 胞 培 養 、 組 換 え DNA
、 お よ び 当 該 分 野 の 関 連 分 野 の 通 常 の 方 法 を 使 用 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 文 献 に 詳 細 に 記 載
さ れ て い る 。 例 え ば 、 Sambrookら 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual） 」 、 第 2版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー
プ レ ス （ Cold Spring Harbor Laboratory Press） 、 1989、 お よ び 第 3版 、 2001； Ausubel
ら 、 「 分 子 生 物 学 の 現 代 の プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 」
、 ジ ョ ン ワ イ リ ー ア ン ド サ ン ズ （ John Wiley and Sons） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1987、 お よ び
定 期 的 改 訂 版 ； シ リ ー ズ Methods in Enzymology、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス （ Academic Press
） 、 サ ン ジ エ ゴ ； Wolffe、 「 ク ロ マ チ ン 構 造 と 機 能 （ Chromatin Structure and Function
） 」 、 第 3版 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス （ Academic Press） 、 サ ン ジ エ ゴ 、 1998； Methods in 
Enzymology、 第 304巻 、 「 ク ロ マ チ ン （ Chromatin） 」 （ P.M. Wassarmanと A.P. Wolffe編
） 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス （ Academic Press） 、 サ ン ジ エ ゴ 、 1999； お よ び Methods in Mol
ecular Biology、 第 119巻 、 「 ク ロ マ チ ン プ ロ ト コ ー ル （ Chromatin Protocols） 」 （ P.B.
 Becker編 ） 、 ヒ ュ ー マ ナ プ レ ス （ Humana Press） 、 ト ト ワ （ Totowa） 、 1999を 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ ０ １ ３ 】

　 用 語 「 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 ZFP」 は 、 亜 鉛 に よ り 安 定 化 さ れ た DNA結 合
ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 ZFPは 少 な く と も 1つ の フ ィ ン ガ ー 、 典 型 的 に は
2、 3、 4、 5、 6、 ま た は そ れ 以 上 の フ ィ ン ガ ー を 有 す る 。 各 フ ィ ン ガ ー は 2～ 4塩 基 対 の DNA
、 典 型 的 に は 3～ 4塩 基 対 の DNAに 結 合 す る 。 ZFPは 標 的 部 位 ま た は 標 的 セ グ メ ン ト と 呼 ば れ
る 核 酸 配 列 に 結 合 す る 。 各 フ ィ ン ガ ー は 典 型 的 に は 約 30ア ミ ノ 酸 の 亜 鉛 キ レ ー ト 性 の DNA
結 合 サ ブ ド メ イ ン を 含 む 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 1つ の ク ラ ス （ C 2 H 2 ク ラ ス ） を 特 徴 付 け
る モ チ ー フ の 例 は 、 -Cys-(X) 2 - 4 -Cys-(X) 1 2 -His-(X) 3 - 5 -His（ こ こ で Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸
で あ る ） （ 配 列 番 号 147） で あ る 。 追 加 の ク ラ ス の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 知 ら れ て
お り 、 本 明 細 書 に 開 示 の 方 法 の 実 施 お よ び 組 成 物 の 製 造 と 使 用 で 有 用 で あ る （ 例 え ば Rhod
esら (1993) Scientific American 268:56-65、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 2003/0108880号 を 参
照 ） 。 こ の ク ラ ス の 単 一 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー は 、 単 一 の ベ ー タ タ ー ン の 2つ の シ ス テ イ ン 残
基 と と も に 亜 鉛 と 配 位 結 合 し た 2つ の 不 変 ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 含 有 す る ア ル フ ァ ら せ ん か ら
な る （ 例 え ば 、 Bergと Shi、 Science 271:1081-1085 (1996)を 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 標 的 部 位 」 は ZFPに よ り 認 識 さ れ る 核 酸 配 列 で あ る 。 単 一 の 標 的 部 位 は 典 型 的 に は 、
約 4～ 約 10塩 基 対 を 有 す る 。 典 型 的 に は 2フ ィ ン ガ ー の ZFPは 4～ 7塩 基 対 標 的 部 位 を 認 識 し
、 3フ ィ ン ガ ー の ZFPは 6～ 10塩 基 対 の 標 的 部 位 を 認 識 し 、 4フ ィ ン ガ ー ZFPは 12～ 14塩 基 対
の 標 的 配 列 を 認 識 し 、 6フ ィ ン ガ ー ZFPは 18～ 21塩 基 対 の 標 的 配 列 を 認 識 し 、 こ れ は 2つ の
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隣 接 す る 9～ 10塩 基 対 の 標 的 部 位 ま た は 3つ の 隣 接 す る 6～ 7塩 基 対 の 標 的 部 位 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 標 的 サ ブ サ イ ト 」 ま た は 「 サ ブ サ イ ト 」 は 、 交 叉 鎖 相 互 作 用 を 除 い て 単 一 の 亜 鉛 フ ィ
ン ガ ー に よ り 結 合 し た DNA標 的 部 位 の 部 分 で あ る 。 す な わ ち 交 叉 鎖 相 互 作 用 の 非 存 在 下 で
は 、 サ ブ サ イ ト は 一 般 に 3ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。 交 叉 鎖 相 互 作 用 が 起 き る 場 合 （ す
な わ ち 、 「 D可 能 サ ブ サ イ ト 」 、 本 出 願 人 に よ る WO00/42219を 参 照 ） 、 サ ブ サ イ ト は 4ヌ ク
レ オ チ ド の 長 さ で あ り 、 他 の 3-ま た は 4-ヌ ク レ オ チ ド サ ブ サ イ ト と 重 複 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 Kd」 は 、 結 合 分 子 の 解 離 定 数 で あ り 、 す な わ ち あ る 測 定 系 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,78
9,538号 を 参 照 ） を 使 用 し て 測 定 す る よ う な あ る 条 件 下 （ す な わ ち 、 「 標 的 」 ≪ Kd） で そ
の 標 的 に 対 す る 化 合 物 の 最 大 結 合 の 半 分 （ 化 合 物 分 子 の 半 分 が 標 的 に 結 合 し て い る ） を 与
え る 化 合 物 の 濃 度 で あ る 。 Kdを 測 定 す る の に 使 用 さ れ る 測 定 系 は 、 ZFPの 実 際 の Kdの 最 も
正 確 な 尺 度 を 与 え る よ う に 選 択 す べ き で あ る 。 ZFPの 実 際 の Kdの 正 確 な 測 定 値 を 与 え る 限
り 、 任 意 の ア ッ セ イ シ ス テ ム を 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 に お い て ZFPの Kdは
、 電 気 泳 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ （ 「 EMSA」 ） を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。 ZFP純 度 ま た は 活 性 に
つ い て 調 整 が 行 わ れ な い と 、 Kd計 算 値 は あ る ZFPの 真 の Kdの 過 剰 推 定 値 に な る か も 知 れ な
い 。 好 ま し く は 、 遺 伝 子 の 転 写 を 調 節 す る の に 使 用 さ れ る ZFPの Kdは 、 約 100nM未 満 、 さ ら
に 好 ま し く は 約 75nM未 満 、 さ ら に 好 ま し く は 約 50nM未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 25nM未 満 で あ
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 開 示 の 目 的 に つ い て 「 遺 伝 子 」 は 、 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る DNA領 域 、 な ら び に 遺 伝
子 産 物 の 産 生 を 制 御 す る す べ て の DNA領 域 を 、 か か る 制 御 配 列 が コ ー ド 配 列 お よ び ／ ま た
は 転 写 配 列 に 隣 接 す る か 否 か に か か わ ら ず 、 含 む 。 従 っ て 遺 伝 子 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が
、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 翻 訳 制 御 配 列 （ 例 え ば 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 お よ
び 内 部 リ ボ ゾ ー ム 侵 入 部 位 ） 、 エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ レ ン サ ー 、 イ ン ス レ ー タ ー 、 境 界 要 素
、 複 製 起 源 、 マ ト リ ッ ク ス 結 合 部 位 、 お よ び 遺 伝 子 座 制 御 領 域 を 含 む 。 本 明 細 書 に 開 示 の
ZFPお よ び 方 法 を 使 用 し て 糖 尿 病 性 神 経 障 害 を 治 療 す る た め に 種 々 の 遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ
ン グ す る こ と が で き 、 種 々 の 増 殖 因 子 、 酵 素 な ど を 含 む 。 例 え ば VEGFは 神 経 栄 養 効 果 を 有
す る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 VEGF遺 伝 子 は 、 米 国 特 許 出 願 第 20030021776A1号 （ 参 照 す る
こ と に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） で 規 定 さ れ 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 用 語 「 遺 伝 子 」 は 、 未 変 性 の 遺 伝 子 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 核 酸 を 含 む 。 「 同 一 で あ る 」
ま た は 「 同 一 性 」 と い う 用 語 は 、 2つ 以 上 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 例 え ば 視
覚 的 検 査 の よ う な 後 述 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 測 定 し て 最 大 の 一 致 に つ い て 比
較 し 整 列 す る 時 、 同 じ で あ る か 、 ま た は 同 じ で あ る ヌ ク レ オ チ ド も し く は ア ミ ノ 酸 残 基 の
特 定 の 割 合 を 有 す る 2つ 以 上 の 配 列 も し く は サ ブ 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 2つ の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 「 実 質 的 に 同 一 で あ る 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば
視 覚 的 検 査 の よ う な 後 述 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 測 定 し て 最 大 の 一 致 に つ い て
比 較 し 整 列 す る 時 、 少 な く と も 75％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 85％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な
く と も 90％ 、 95％ 以 上 、 ま た は こ れ ら の 中 間 の 整 数 値 の ヌ ク レ オ チ ド も し く は ア ミ ノ 酸 残
基 の 同 一 性 を 有 す る 2つ 以 上 の 配 列 も し く は サ ブ 配 列 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 実 質 的 な 同
一 性 は 、 少 な く と も 約 10、 好 ま し く は 約 20、 さ ら に 好 ま し く は 約 40～ 60残 基 の 長 さ 、 ま た
は こ れ ら の 中 間 の 整 数 値 、 好 ま し く は 60～ 80残 基 よ り 長 い 領 域 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く
と も 約 90～ 100残 基 の 配 列 の 領 域 に わ た っ て 存 在 し 、 最 も 好 ま し く は 配 列 は 、 例 え ば ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 領 域 の よ う に 比 較 さ れ る 配 列 の 完 全 長 に わ た っ て 実 質 的 に 同 一 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 配 列 比 較 の た め に 、 典 型 的 に は 1つ の 配 列 が 、 こ れ に 対 し て 配 列 が 比 較 さ れ る 参 照 配 列
と し て 作 用 す る 。 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る 時 、 試 験 配 列 お よ び 参 照 配 列 が コ ン ピ
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ュ ー タ ー に 入 力 さ れ 、 サ ブ 配 列 が 必 要 で あ れ ば 規 定 さ れ 、 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ ロ グ ラ ム パ
ラ メ ー タ が 規 定 さ れ る 。 次 に 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 規 定 さ れ た プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ
に 基 づ い て 、 参 照 配 列 に 対 す る 試 験 配 列 に つ い て 配 列 同 一 性 パ ー セ ン ト を 計 算 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 整 列 は 、 例 え ば Smithと Waterman、 Adv. Appl. Math. 2:482 (1
981)の 局 所 的 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Needlemanと Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1
970)の 相 同 性 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Pearsonと Lipman、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
85:2444 (1988)の 類 似 検 索 法 に よ り 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ ー 化 実 行 （ ウ
ィ ス コ ン シ ン 遺 伝 学 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ （ Wisconsin Genetics Software Package）
、 遺 伝 学 コ ン ピ ュ ー タ ー グ ル ー プ （ Genetics Computer Group） 、 575 Science Dr., マ ジ
ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 の GAP、 BESTFIT、 FASTA、 お よ び TFASTA） に よ り 、 ま た は 視 覚 化
検 査 ［ 一 般 的 に は 、 「 分 子 生 物 学 の 現 代 の プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecul
ar Biology） 」 （ Ausubel, F.M.ら 編 ） 、 ジ ョ ン ワ イ リ ー ア ン ド サ ン ズ イ ン ク （ John Wile
y and Sons Inc.） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ 1987-1999、 増 刊 46号 （ 1999年 4月 ） の よ う な 増 刊 号
を 含 む ） を 参 照 ］ に よ り 行 う こ と が で き る 。 配 列 比 較 を 行 う た め の こ れ ら の 配 列 の 使 用 は
、 典 型 的 に は 各 プ ロ グ ラ ム に 特 異 的 な デ フ ォ ー ル ト パ ラ メ ー タ を 使 用 し て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 配 列 同 一 性 パ ー セ ン ト と 配 列 類 似 性 を 決 定 す る の に 適 し た ア ル ゴ リ ズ ム の 他 の 例 は 、 BL
ASTプ ロ グ ラ ム で あ り 、 こ れ は Altschul, S.F.ら 、 J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)に
記 載 さ れ て い る 。 BLAST分 析 を 行 う た め の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 ナ シ ョ ナ ル セ ン タ ー ・ フ ォ ー
・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー イ ン フ ォ メ ー シ ョ ン （ National Center for Biotechnology Inform
ation） か ら 公 に 入 手 で き る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ま ず デ ー タ ベ ー ス 配 列 中 の 同 じ 長 さ
の ワ ー ド と 整 列 し た 時 、 あ る プ ラ ス 値 の 閾 値 ス コ ア Tに 一 致 す る か ま た は 満 足 す る ク エ リ
ー （ 問 い 合 わ せ ） 配 列 中 の 長 さ Wの 短 い ワ ー ド を 特 定 す る こ と に よ り 、 高 ス コ ア 配 列 対 （ H
SP） を 特 定 す る こ と を 含 む 。 こ れ は 、 近 隣 ワ ー ド ス コ ア 閾 値 と 呼 ば れ る （ Altschulら 、 前
述 ） 。 こ れ ら の 初 期 近 隣 ワ ー ド ヒ ッ ト は 、 こ れ ら を 含 む よ り 長 い HSPを 見 つ け る 検 索 を 開
始 す る た め の 種 と な る 。 次 に ワ ー ド ヒ ッ ト は 各 配 列 に 沿 っ て 両 方 向 に 、 累 積 整 列 ス コ ア が
増 加 す る ま で 延 長 さ れ る 。 累 積 ス コ ア は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て パ ラ メ ー タ M（ 一 致
残 基 対 の 報 酬 ス コ ア ； 絶 え ず ＞ 0） お よ び N（ ミ ス マ ッ チ 残 基 の 罰 則 ス コ ア ； 絶 え ず ＜ 0）
に つ い て 計 算 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 累 積 ス コ ア を 計 算 す る の に ス コ ア リ ン グ
マ ト リ ッ ク ス が 使 用 さ れ る 。 各 方 向 へ の ワ ー ド ヒ ッ ト の 延 長 は 、 以 下 の 時 停 止 す る ： 累 積
整 列 ス コ ア が 最 大 達 成 値 か ら 量 Xだ け 低 下 し た 時 ； 1つ 以 上 の 負 の ス コ ア の 残 基 整 列 の 累 積
の た め に 、 累 積 ス コ ア が ゼ ロ 以 下 に な っ た 時 ； 各 配 列 の 終 点 に 達 し た 時 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 配 列 類 似 性 を 決 定 す る た め に は 、 BLASTプ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ー ル ト パ ラ メ ー タ が 適 し て
い る 。 BLASTNプ ロ グ ラ ム （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 用 ） は 、 デ フ ォ ー ル ト と し て ワ ー ド 長 さ （ W
） が 11、 予 測 値 （ E） が 10、 M＝ 5、 N＝ -4、 お よ び 両 方 の 鎖 の 比 較 を 使 用 す る 。 ア ミ ノ 酸 配
列 用 に は BLASTPプ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ー ル ト と し て ワ ー ド 長 さ （ W） が 3、 予 測 値 （ E） が 1
0、 お よ び BLOSUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 使 用 す る 。 TBLATNプ ロ グ ラ ム （ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の タ ン パ ク 質 配 列 を 使 用 す る ） は 、 デ フ ォ ー ル ト と し て ワ ー ド 長 さ （ W） が 3、 予
測 値 （ E） が 10、 お よ び BLOSUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 使 用 す る 。 （ Henikoffと Hen
ikoff、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)を 参 照 ） 。 配 列 同 一 性 パ ー セ ン ト
を 計 算 す る 以 外 に 、 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は ま た 、 2つ の 配 列 間 の 類 似 性 の 統 計 解 析 を 行 う （
例 え ば 、 Karlinと Altschul、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)を 参 照 ）
。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム に よ り 与 え ら れ る 類 似 性 の 1つ の 尺 度 は 、 最 小 合 計 確 率 （ P(N)） で あ
り 、 こ れ は 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 一 致 が 偶 然 起 き る 確 率 を 示 す
。 例 え ば 試 験 核 酸 と 参 照 核 酸 の 比 較 に お い て 最 小 合 計 確 率 が 約 0.1未 満 、 さ ら に 好 ま し く
は 約 0.01未 満 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 0.001未 満 で あ る 時 、 核 酸 は 参 照 配 列 と 類 似 し て
い る と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る こ と の 他 の 指 標 は 、 2つ の 分 子 が 厳 密 性 条 件 下 で 互
い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 「 実 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と は 、 プ ロ ー ブ 核
酸 と 標 的 核 酸 と の 相 補 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 意 味 し 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
所 望 の 検 出 を 達 成 す る た め に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 媒 体 の 厳 密 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ
り 吸 収 さ れ る 小 さ な ミ ス マ ッ チ を 包 含 す る 。 「 ～ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と い う
用 語 は 、 あ る 配 列 が 複 雑 な 混 合 物 （ 例 え ば 、 総 細 胞 ） DNAま た は RNA中 に 存 在 す る 時 、 厳 密
性 条 件 下 で の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の み と の 分 子 の 結 合 、 2本 鎖 形 成 、 ま た は ハ イ ブ リ
ダ イ ズ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 2つ の 核 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ る こ と の 他 の 指 標 は 、 第 1の 核 酸
に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 後 述 の よ う に 第 2の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド と 免 疫 学 的 交 差 反 応 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 」 は 、 同 一 の も し く は 基 本
的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ア ミ
ノ 酸 配 列 を コ ー ド し な い 時 は 基 本 的 に 同 一 の 配 列 を 意 味 す る 。 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に
、 多 数 の 機 能 的 に 同 一 の 核 酸 が あ る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 例 え ば 、 コ ド ン CG
U、 CGC、 CGA、 CGG、 AGA、 お よ び AGGは す べ て 、 ア ミ ノ 酸 ア ル ギ ニ ン を コ ー ド す る 。 す な わ
ち あ る コ ド ン に よ り ア ル ギ ニ ン が 特 定 さ れ る す べ て の 位 置 で 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
を 改 変 せ ず に 、 記 載 の 対 応 す る 任 意 の コ ド ン に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 か か る 核 酸 変 異
体 は 「 サ イ レ ン ト 変 異 体 」 で あ り 、 こ れ は 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 」 の 一 種 で あ る 。
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 記 載 の す べ て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 特 に 明 記 し な い
場 合 は 、 す べ て の 可 能 な サ イ レ ン ト 変 異 体 を 示 す 。 核 酸 中 の 各 コ ド ン （ AUGを 除 く 、 こ れ
は 通 常 メ チ オ ニ ン の 唯 一 の コ ド ン で あ る ） を 標 準 的 方 法 に よ り 修 飾 し て 、 機 能 的 に 同 一 の
分 子 を 得 る こ と が で き る こ と を 当 業 者 は 認 識 す る で あ ろ う 。 従 っ て ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 の 各 「 サ イ レ ン ト 変 異 体 」 は 、 各 記 載 の 配 列 中 で 潜 在 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 例 え ば 2つ の ペ プ チ ド が 保 存 的 置 換 に よ っ て の み 異 な る 場 合 、 典 型 的 に は ポ リ ペ プ チ ド
は 第 2の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 タ ン パ ク 質 に つ い て 言 及 す る 時 「 保 存 的 置
換 」 は 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 組 成 の 変 化 を 意
味 す る 。 す な わ ち 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 」 と は 、 タ ン パ ク 質
活 性 に と っ て 決 定 的 に 重 要 で は な い ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 ま た は 決 定 的 に 重 要 な ア ミ
ノ 酸 の 置 換 で あ っ て も 活 性 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い よ う に 同 様 の 性 質 （ 例 え ば 、 酸 性 、 塩
基 性 、 正 荷 電 ま た は 負 荷 電 、 極 性 ま た は 非 極 性 な ど ） を 有 す る 他 の ア ミ ノ 酸 に よ る ア ミ ノ
酸 の 置 換 を 意 味 す る 。 機 能 的 に 同 様 の ア ミ ノ 酸 を 与 え る 保 存 的 置 換 表 は 当 該 分 野 で 公 知 で
あ る 。 例 え ば Creighton (1984) 「 タ ン パ ク 質 （ Proteins） 」 、 ダ ブ リ ュ ー ・ エ ィ チ ・ フ
リ ー マ ン ・ ア ン ド ・ カ ン パ ニ ー （ W.H. Freeman and Company） を 参 照 さ れ た い 。 さ ら に コ
ー ド さ れ る 配 列 中 の 単 一 の ア ミ ノ 酸 も し く は 小 数 の ア ミ ノ 酸 を 変 異 、 付 加 も し く は 欠 失 さ
せ る 個 々 の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 も ま た 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 」 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 「 機 能 性 断 片 」 ま た は 「 機 能 性 同 等 物 」 は 、 そ
の 配 列 が 完 全 長 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 と 同 一 で は な い が 、 完 全 長 タ ン パ ク
質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 と 同 じ 機 能 を 保 持 す る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸
で あ る 。 機 能 性 断 片 は 対 応 す る 未 変 性 の 分 子 よ り 多 い か 、 少 な い か 、 ま た は 同 じ 数 の 残 基
を 有 す る こ と が で き る か 、 お よ び ／ ま た は 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を
含 有 す る 。 核 酸 の 機 能 （ 例 え ば 、 コ ー ド 機 能 、 他 の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 、 制 御
分 子 に 結 合 ） を 測 定 す る た め の 方 法 は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 同 様 に タ ン パ ク 質 の 機 能
を 測 定 す る 方 法 は 公 知 で あ る 。 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド の DNA結 合 機 能 は 、 例 え ば フ ィ ル タ ー
結 合 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト 、 ま た は 免 疫 沈 降 測 定 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 Ausu
bel（ 前 述 ） を 参 照 さ れ た い 。 他 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 能 力 は 、 例 え
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ば 同 時 免 疫 沈 降 、 2ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ ま た は 相 補 的 結 合 （ 遺 伝 的 お よ び 生 化 学 的 ） に
よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば Fieldsら  (1989) Nature 340:245-246； 米 国 特 許 第 5,
585,245号 、 お よ び PCT WO98/44350号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 用 語 「 核 酸 」 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 お よ び 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 同 義 で 使 用 さ
れ 、 1本 鎖 ま た は 2本 鎖 型 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ポ リ マ ー を
意 味 す る 。 本 発 明 の 目 的 に お い て こ れ ら の 用 語 は 、 ポ リ マ ー の 長 さ を 限 定 す る も の で は な
い 。 こ れ ら の 用 語 は 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の 公 知 の 類 似 体 、 な ら び に 塩 基 、 糖 お よ び ／ ま
た は リ ン 酸 塩 成 分 が 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 一 般 に 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド の 類
似 体 は 、 同 じ 塩 基 対 合 特 異 性 を 有 す る ； す な わ ち Aの 類 似 体 は Tと 塩 基 対 合 す る 。 す な わ ち
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ア ル フ ァ ベ ッ ト 表 示 で あ る
。 こ の ア ル フ ァ ベ ッ ト 表 示 は 中 央 処 理 装 置 を 有 す る コ ン ピ ュ ー タ ー 中 の デ ー タ ベ ー ス に 入
力 す る こ と が で き 、 機 能 的 ゲ ノ ミ ク ス や 相 同 性 検 索 の よ う な バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス （
生 物 情 報 学 ） で 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 用 語 は さ ら に 、 公 知 の ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 ま
た は 修 飾 骨 格 残 基 も し く は 結 合 を 含 有 す る 核 酸 を 包 含 し 、 こ れ ら は 合 成 の 、 天 然 に 存 在 す
る 、 お よ び 天 然 に 存 在 し な い も の で あ り 、 こ れ ら は 参 照 核 酸 と 同 様 の 結 合 性 を 有 し 、 こ れ
ら は 参 照 ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 の 方 法 で 代 謝 さ れ る 。 か か る 類 似 体 の 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ
な い が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 キ ラ ル － メ チ ル
ホ ス ホ ネ ー ト 、 2-O-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ペ プ チ ド － 核 酸 （ PNA） が あ る 。 本
発 明 に お い て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 通 常 の 5'～ 3'方 向 で 表 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 ク ロ マ チ ン 」 は 、 細 胞 ゲ ノ ム を 含 む 核 タ ン パ ク 質 構 造 で あ る 。 「 細 胞 ク ロ マ チ ン 」 は
、 核 酸 （ 主 に DNA） お よ び タ ン パ ク 質 （ ヒ ス ト ン お よ び 非 ヒ ス ト ン 染 色 体 タ ン パ ク 質 を 含
む ） を 含 む 。 真 核 細 胞 ク ロ マ チ ン の 大 部 分 は ヌ ク レ オ ソ ー ム の 形 で 存 在 し 、 こ こ で ヌ ク レ
オ ソ ー ム コ ア は 、 各 ヒ ス ト ン H2A、 H2B、 H3お よ び H4の 2つ ず つ を 含 む 8量 体 に 結 合 し た 約 15
0塩 基 対 の DNAを 含 む ； そ し て （ 生 物 に 依 存 し た 異 な る 長 さ の ） リ ン カ ー DNAは ヌ ク レ オ ソ
ー ム コ ア の 間 で 伸 張 す る 。 ヒ ス ト ン HIの 分 子 は 一 般 に 、 リ ン カ ー DNAに 結 合 し て い る 。 本
開 示 の 目 的 に お い て 用 語 「 ク ロ マ チ ン 」 は 、 す べ て の タ イ プ の 細 胞 核 タ ン パ ク 質 （ 原 核 生
物 お よ び 真 核 生 物 ） を 包 含 す る こ と を 意 味 す る 。 細 胞 ク ロ マ チ ン は 、 染 色 体 性 お よ び エ ピ
ソ ー ム 性 ク ロ マ チ ン の 両 方 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 染 色 体 」 は 、 細 胞 の ゲ ノ ム の す べ て ま た は 一 部 を 含 む ク ロ マ チ ン 複 合 体 で あ る 。 細 胞
の ゲ ノ ム は し ば し ば 、 そ の 核 型 が 特 徴 で あ り 、 こ れ は 細 胞 の ゲ ノ ム を 含 む す べ て の 染 色 体
の 集 合 で あ る 。 細 胞 の ゲ ノ ム は 1つ 以 上 の 染 色 体 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 エ ピ ソ ー ム 」 は 、 複 製 性 核 酸 、 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 ま た は 細 胞 の 染 色 体 核 型 の 一 部
で は な い 核 酸 を 含 む 他 の 構 造 体 で あ る 。 エ ピ ソ ー ム の 例 は 、 プ ラ ス ミ ド お よ び い く つ か の
ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 外 因 性 分 子 」 は 、 通 常 は 細 胞 中 に 存 在 し な い が 、 1つ 以 上 の 遺 伝 的 、 生 化 学 的 ま た は
他 の 方 法 に よ り 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 分 子 で あ る 。 細 胞 中 の 通 常 の 存 在 は 、 細 胞
の 特 定 の 発 生 段 階 お よ び 環 境 条 件 に つ い て 決 定 さ れ る 。 す な わ ち 、 例 え ば 筋 肉 の 胚 発 生 中
に の み 存 在 す る 分 子 は 、 成 体 の 筋 肉 細 胞 に と っ て 外 因 性 分 子 で あ る 。 外 因 性 分 子 は 、 例 え
ば 機 能 不 全 の 外 因 性 分 子 の 機 能 性 分 子 、 ま た は 通 常 は 機 能 性 外 因 性 分 子 の 機 能 不 全 分 子 を
含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 外 因 性 分 子 は 特 に 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 プ ロ セ ス に よ り 生 成 さ れ る よ う な 小 分 子 、 ま
た は タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 多 糖 、 上 記 分
子 の 任 意 の 修 飾 誘 導 体 、 ま た は 上 記 分 子 の 1つ 以 上 を 含 む 任 意 の 複 合 体 の よ う な 巨 大 分 子
で も よ い 。 核 酸 に は DNAや RNAを 含 み 、 1本 鎖 ま た は 2本 鎖 で も よ く ； 線 状 、 分 岐 ま た は 環 状
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で も よ く ； 任 意 の 長 さ で よ い 。 核 酸 は 、 2本 鎖 を 形 成 す る こ と が で き る も の 、 な ら び に 3本
鎖 形 成 核 酸 を 含 む 。 例 え ば 米 国 特 許 第 5,176,996号 お よ び 5,422,251号 を 参 照 さ れ た い 。 タ
ン パ ク 質 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 DNA結 合 タ ン パ ク 質 、 転 写 因 子 、 ク ロ マ チ ン レ モ デ リ
ン グ 因 子 、 メ チ ル 化 DNA結 合 タ ン パ ク 質 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 メ チ ラ ー ゼ 、 デ メ チ ラ ー ゼ 、 ア
セ チ ラ ー ゼ 、 デ ア セ チ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 、 リ コ ン ビ ナ
ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ジ ャ イ レ ー ス 、 お よ び ヘ リ カ ー ゼ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 外 因 性 分 子 は 内 因 性 分 子 と 同 じ タ イ プ の 分 子 で も よ く 、 内 因 性 分 子 と は 異 な る 配 列 を 有
す る な ら 、 例 え ば タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 （ す な わ ち 外 因 性 遺 伝 子 ） で も よ い 。 細 胞 へ の 外
因 性 分 子 の 導 入 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 脂 質 介 在 ト ラ ン ス フ ァ
ー （ す な わ ち 、 リ ポ ソ ー ム 、 中 性 お よ び 陽 イ オ ン 性 脂 質 を 含 む ） 、 電 気 穿 孔 法 、 直 接 注 入
、 細 胞 融 合 、 粒 子 衝 撃 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 介 在 ト ラ ン ス フ ァ ー
、 お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー 介 在 ト ラ ン ス フ ァ ー が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 内 因 性 分 子 」 は 、 特 定 の 環 境 条 件 下 で 特 定 の 発 生 段 階 の 特 定 の 細 胞 中 に 通 常 存 在 す る
分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 内 因 性 遺 伝 子 」 は 、 通 常 ゲ ノ ム お よ び ク ロ マ チ ン 中 に 存 在 す る 遺 伝 子 で あ る 。 内 因 性
遺 伝 子 は 、 例 え ば 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 、 細 菌 ゲ ノ ム 、 ま た は ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 存 在 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 用 語 「 転 写 開 始 部 位 に 隣 接 す る 」 は 、 転 写 開 始 部 位 の 上 流 ま た は 下 流 の 約 50塩 基 以 内 に
あ る 標 的 部 位 を 意 味 す る 。 転 写 開 始 部 位 の 「 上 流 」 は 、 転 写 開 始 部 位 の 5’ 方 向 へ 約 50塩
基 以 上 の 標 的 部 位 （ す な わ ち 、 遺 伝 子 の 非 転 写 領 域 ） を 意 味 す る 。 転 写 開 始 部 位 の 「 下 流
」 は 、 転 写 開 始 部 位 の 3’ 方 向 へ 約 50塩 基 以 上 の 標 的 部 位 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 融 合 分 子 」 は 、 2つ 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト 分 子 が 結 合 、 典 型 的 に は 共 有 結 合 し て い る 分
子 で あ る 。 サ ブ ユ ニ ッ ト 分 子 は 同 じ 化 学 的 タ イ プ の 分 子 で あ る か 、 ま た は 異 な る 化 学 的 タ
イ プ の 分 子 で も よ い 。 第 1の タ イ プ の 融 合 分 子 の 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ZFP DNA結 合 ド メ イ ン と 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と の 融 合 体 ） お よ び 融 合
核 酸 （ 例 え ば 、 上 記 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ） が あ る 。 第 2の タ イ プ の 融 合 分
子 の 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 3本 鎖 形 成 核 酸 と ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 体 、 お よ び 小
く ぼ み 結 合 体 （ minor groove binder） と 核 酸 と の 融 合 体 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 遺 伝 子 発 現 」 は 、 遺 伝 子 中 に 含 有 さ れ る 情 報 の 遺 伝 子 産 物 へ の 変 換 を 意 味 す る 。 遺 伝
子 産 物 は 、 遺 伝 子 の 直 接 転 写 産 物 （ 例 え ば 、 mRNA、 tRNA、 rRNA、 ア ン チ セ ン ス RNA、 リ ボ
ザ イ ム 、 構 造 RNA、 ま た は 他 の 任 意 の タ イ プ の RNA） で も 、 mRNAの 翻 訳 に よ り 産 生 さ れ る タ
ン パ ク 質 で も よ い 。 遺 伝 子 産 物 は ま た 、 キ ャ ッ ピ ン グ 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 、 メ チ ル 化 、 お よ
び 編 集 の よ う な 方 法 に よ り 修 飾 さ れ た RNA、 お よ び 例 え ば メ チ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 リ ン 酸
化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、 ADP-リ ボ シ ル 化 、 ミ リ ス チ ル 化 、 お よ び グ リ コ シ ル 化 に よ り 修 飾 さ れ
た タ ン パ ク 質 も 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 遺 伝 子 活 性 化 」 は 、 遺 伝 子 産 物 の 産 生 を 増 加 さ せ る 任 意 の 方 法 を 意 味 す る 。 遺 伝 子 産
物 は 、 RNA（ 特 に 限 定 さ れ な い が 、 mRNA、 rRNA、 tRNA、 お よ び 構 造 RNAを 含 む ） ま た は タ ン
パ ク 質 で も よ い 。 従 っ て 遺 伝 子 活 性 化 は 、 遺 伝 子 の 転 写 お よ び ／ ま た は mRNAの 翻 訳 を 上 昇
さ せ る 方 法 を 含 む 。 転 写 を 上 昇 さ せ る 遺 伝 子 活 性 化 法 の 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 転
写 開 始 複 合 体 の 形 成 を 促 進 す る も の 、 転 写 開 始 速 度 を 上 昇 さ せ る も の 、 転 写 伸 張 速 度 を 上
昇 さ せ る も の 、 転 写 の プ ロ セ シ ビ テ ィ （ processivity） を 上 昇 さ せ る も の 、 お よ び 転 写 抑
制 を 緩 和 （ 例 え ば 、 転 写 リ プ レ ッ サ ー の 結 合 を 阻 止 す る こ と に よ り ） す る も の が あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 遺 伝 子 活 性 化 は 、 例 え ば 抑 制 の 阻 害 、 な ら び に 既 存 レ ベ ル よ り 上 へ の 発 現 の 刺 激 を 含 む
。 翻 訳 を 上 昇 さ せ る 遺 伝 子 活 性 化 法 の 例 に は 、 翻 訳 開 始 を 上 昇 さ せ る も の 、 翻 訳 伸 張 を 上
昇 さ せ る も の 、 お よ び mRNA安 定 性 を 上 昇 さ せ る も の が あ る 。 一 般 に 遺 伝 子 活 性 化 は 、 遺 伝
子 産 物 の 産 生 の 検 出 可 能 な 上 昇 を 含 み 、 あ る 場 合 に は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約 2倍 の 、 別 の
場 合 に は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約 2倍 ～ 約 5倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 さ ら に 別 の 場 合 に
は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約 5倍 ～ 約 10倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 さ ら に 別 の 場 合 に は 遺
伝 子 産 物 の 産 生 の 約 10倍 ～ 約 20倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 時 に 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約
20倍 ～ 約 50倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 別 の 場 合 に は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約 50倍 ～ 約 10
0倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 お よ び 別 の 場 合 に 約 100倍 以 上 の 上 昇 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 遺 伝 子 抑 制 」 お よ び 「 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 」 は 、 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 低 下 を 引 き 起 こ す
任 意 の 方 法 を 意 味 す る 。 遺 伝 子 産 物 は RNA（ 特 に 限 定 さ れ な い が 、 mRNA、 rRNA、 tRNA、 お
よ び 構 造 RNAを 含 む ） ま た は タ ン パ ク 質 で も よ い 。 従 っ て 遺 伝 子 抑 制 は 、 遺 伝 子 の 転 写 お
よ び ／ ま た は mRNAの 翻 訳 を 低 下 さ せ る 方 法 を 含 む 。 転 写 を 低 下 さ せ る 遺 伝 子 抑 制 法 の 例 に
は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 転 写 開 始 複 合 体 の 形 成 を 阻 害 す る も の 、 転 写 開 始 速 度 を 低 下 さ
せ る も の 、 転 写 伸 張 速 度 を 低 下 さ せ る も の 、 転 写 の プ ロ セ シ ビ テ ィ （ processivity） を 低
下 さ せ る も の 、 お よ び 転 写 活 性 化 に 拮 抗 （ 例 え ば 、 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー の 結 合 を 阻 止 す る
こ と に よ り ） す る も の が あ る 。 遺 伝 子 抑 制 は 、 例 え ば 活 性 化 の 阻 害 、 な ら び に 既 存 レ ベ ル
よ り 下 へ の 発 現 の 刺 激 を 含 む 。 翻 訳 を 低 下 さ せ る 遺 伝 子 抑 制 法 の 例 に は 、 翻 訳 開 始 を 低 下
さ せ る も の 、 翻 訳 伸 張 を 低 下 さ せ る も の 、 お よ び mRNA安 定 性 を 低 下 さ せ る も の が あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 転 写 抑 制 は 、 遺 伝 子 転 写 の 可 逆 的 お よ び 不 可 逆 的 不 活 性 化 を 含 む 。 一 般 に 遺 伝 子 抑 制 は
、 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 検 出 可 能 な 低 下 を 含 み 、 あ る 場 合 に は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約 2倍 の
低 下 、 別 の 場 合 に は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約 2倍 ～ 約 5倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 さ ら に
別 の 場 合 に は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約 5倍 ～ 約 10倍 、 ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 さ ら に 別 の
場 合 に は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約 10倍 ～ 約 20倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 時 に 遺 伝 子 産 物
の 産 生 の 約 20倍 ～ 約 50倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 別 の 場 合 に は 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 約
50倍 ～ 約 100倍 の ま た は こ の 間 の 整 数 倍 の 、 お よ び 別 の 場 合 に 約 100倍 以 上 の 低 下 を 含 む 。
さ ら に 別 の 例 に お い て 遺 伝 子 抑 制 は 、 遺 伝 子 産 物 が 検 出 で き な く な る よ う な 遺 伝 子 発 現 の
完 全 な 阻 害 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 調 節 」 は 、 活 性 ま た は 方 法 の レ ベ ル ま た は 強 度 の 変 化 を 意 味 す る 。 変 化 は 上 昇 で も 低
下 で も よ い 。 例 え ば 遺 伝 子 発 現 の 調 節 は 、 遺 伝 子 活 性 化 と 遺 伝 子 抑 制 の 両 方 を 含 む 。 調 節
は 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 に よ り 間 接 ま た は 直 接 に 影 響 を 受 け る 任 意 の パ ラ メ ー タ を 決 定 し て
測 定 す る こ と が で き る 。 か か る パ ラ メ ー タ に は 、 例 え ば RNAも し く は タ ン パ ク 質 レ ベ ル の
変 化 、 タ ン パ ク 質 活 性 の 変 化 、 生 成 物 レ ベ ル の 変 化 、 下 流 の 遺 伝 子 発 現 の 変 化 、 抑 制 遺 伝
子 転 写 の 変 化 （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 CAT、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Mistiliと Spector、 Nature Biotechnology 15:961-964 (1
997)参 照 ） の 変 化 ； シ グ ナ ル 伝 達 、 リ ン 酸 化 、 お よ び 脱 リ ン 酸 化 、 受 容 体 － リ ガ ン ド 相 互
作 用 、 第 2メ ッ セ ン ジ ャ ー 濃 度 （ 例 え ば 、 cGMP、 cAMP、 IP3、 お よ び Ca2+） 、 細 胞 増 殖 、 お
よ び 血 管 形 成 の 変 化 が あ る 。 こ れ ら の 測 定 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で も 、 イ ン ビ ボ で も 、 エ ク ス
ビ ボ で も よ い 。 か か る 機 能 的 作 用 は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 、 例 え ば 、 RNAも し く は
タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 測 定 、 RNA安 定 性 の 測 定 、 例 え ば 化 学 発 光 、 蛍 光 、 比 色 反 応 、 抗 体 結
合 、 誘 導 性 マ ー カ ー 、 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ に よ る 、 下 流 も し く は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現
の 同 定 ； cGMPや イ ノ シ ト ー ル 3リ ン 酸 （ IP39の よ う な 細 胞 内 第 2メ ッ セ ン ジ ャ ー の 変 化 ； 細
胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 変 化 ； サ イ ト カ イ ン 放 出 、 な ど に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 制 御 ド メ イ ン 」 ま た は 「 機 能 性 ド メ イ ン 」 は 、 DNA結 合 ド メ イ ン に つ な が れ た 時 転 写
調 節 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 ド メ イ ン （ す な わ ち ZFP） を 意 味 す る 。
典 型 的 に は 制 御 ド メ イ ン は 、 ZFPに 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 （ 例 え ば 、 融 合 分 子 を 形 成
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す る た め に ） し て 転 写 調 節 を 示 す 。 制 御 ド メ イ ン は 、 活 性 化 ド メ イ ン ま た は 抑 制 ド メ イ ン
で も よ い 。 活 性 化 ド メ イ ン に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 核 因 子 カ ッ パ － Bの VP16、 VP64、
お よ び p65サ ブ ユ ニ ッ ト が あ る 。 抑 制 ド メ イ ン に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 KOX、 KRAB MBD
2Bお よ び γ -ErbAが あ る 。 追 加 の 制 御 ド メ イ ン に は 、 例 え ば 転 写 因 子 お よ び 補 助 因 子 （ 例
え ば 、 MAD、 ERD、 SID、 早 期 増 殖 応 答 因 子 1、 お よ び 核 ホ ル モ ン 受 容 体 ） 、 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ な ど が あ る 。 ア ク チ ベ ー タ ー と リ プ レ ッ サ
ー は 、 同 時 ア ク チ ベ ー タ ー と 度 リ プ レ ッ サ ー と を 含 む （ 例 え ば 、 Utleyら 、 Nature 394:49
8-502 (1998)を 参 照 ） 。 あ る い は ZFPは 単 独 で 、 制 御 ド メ イ ン と と も に 作 用 し て 、 転 写 調
節 を 行 う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 用 語 「 機 能 で き る 形 で 結 合 し た （ operably linked） 」 ま た は 「 機 能 で き る 形 で 結 合 し
た （ operativey linked） 」 は 2つ 以 上 の 成 分 （ 例 え ば 配 列 要 素 ） の 隣 接 に つ い て 使 用 さ れ
、 こ こ で 両 方 の 成 分 は 、 正 常 に 機 能 し 、 成 分 の 少 な く と も 1つ が 他 の 成 分 の 少 な く と も 1つ
に 及 ぼ す 機 能 を 仲 介 す る こ と が で き る 可 能 性 を 可 能 に す る よ う に 整 列 さ れ る 。 例 え ば 転 写
制 御 配 列 （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー ） が 、 1つ 以 上 の 転 写 制 御 因 子 の 有 無 に 応 答 し て コ ー ド 配
列 の 転 写 レ ベ ル を 調 節 す る な ら 、 転 写 制 御 配 列 は コ ー ド 配 列 に 機 能 で き る 形 で 結 合 し て い
る 。 機 能 で き る 形 で 結 合 し た 転 写 制 御 配 列 は 、 一 般 に コ ー ド 配 列 と シ ス で 結 合 し て い る が
、 直 接 接 し て い る 必 要 は 無 い 。 例 え ば エ ン ハ ン サ ー は 連 続 し て は い な い が 、 コ ー ド 配 列 に
機 能 で き る 形 で 結 合 し た 転 写 制 御 配 列 を 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 用 語 「 機 能 で き る 形 で 結 合 し た （ operably linked） 」 ま た
は 「 機 能 で き る 形 で 結 合 し た （ operativey linked） 」 は 、 そ れ ぞ れ 成 分 が 結 合 し て い な
い 場 合 に 機 能 す る よ う に 、 各 成 分 が 他 の 成 分 に 結 合 し て 同 じ 機 能 を 果 た す 事 実 を 意 味 す る
。 例 え ば ZFP DNA結 合 ド メ イ ン が 転 写 活 性 化 ド メ イ ン （ ま た は そ の 機 能 性 断 片 ） に 融 合 し
て い る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 中 で ZFP DNA結 合 ド メ イ ン 部 分 が 標
的 部 位 お よ び ／ ま た は そ の 結 合 部 位 に 結 合 す る こ と が で き 、 転 写 活 性 化 ド メ イ ン （ ま た は
そ の 機 能 性 断 片 ） が 転 写 を 活 性 化 で き る な ら 、 ZFP DNA結 合 ド メ イ ン と 転 写 活 性 化 ド メ イ
ン （ ま た は そ の 機 能 性 断 片 ） は 機 能 で き る 形 で 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 用 語 「 組 換 え 」 は 細 胞 に つ い て 使 用 さ れ る 時 、 細 胞 が 外 因 性 核 酸 を 複 製 す る か 、 ま た は
外 因 性 核 酸 に コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と を 示 す 。 組 換 え 細
胞 は 、 未 変 性 （ 非 組 換 え ） 型 の 細 胞 内 で は 見 つ か ら な い 遺 伝 子 を 含 有 す る こ と が で き る 。
組 換 え 細 胞 は ま た 、 未 変 性 型 の 細 胞 中 で 見 つ か る 遺 伝 子 も 含 有 す る こ と が で き 、 遺 伝 子 は
人 工 的 手 段 に よ り 修 飾 さ れ 細 胞 に 再 導 入 さ れ る 。 こ の 用 語 は ま た 、 細 胞 か ら 核 酸 を 除 去 す
る こ と な く 修 飾 さ れ て い る 細 胞 に 対 し て 内 因 性 で あ る 核 酸 を 含 有 す る 細 胞 を 包 含 し 、 か か
る 修 飾 体 は 、 遺 伝 子 置 換 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 、 お よ び 関 連 技 術 に よ り 得 ら れ る も の を 含
む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 組 換 え 発 現 カ セ ッ ト 」 、 「 発 現 カ セ ッ ト 」 ま た は 「 発 現 構 築 体 」 は 、 組 換 え 法 で ま た
は 合 成 法 で 作 成 さ れ た 核 酸 構 築 体 で あ り 、 制 御 因 子 と 適 合 性 の あ る 宿 主 中 で 制 御 因 子 に 機
能 で き る 形 で 結 合 し た 構 造 遺 伝 子 の 発 現 を 行 う こ と が で き る 制 御 因 子 を 有 す る 核 酸 構 築 体
で あ る 。 発 現 カ セ ッ ト は 少 な く と も 1つ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 場 合 に よ り 、 転 写 停 止 配
列 を 含 む 。 典 型 的 に は 組 換 え 発 現 カ セ ッ ト は 、 転 写 さ れ る 少 な く と も 1つ の 核 酸 （ 例 え ば
、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ） と プ ロ モ ー タ ー と を 含 む 。 発 現 を 行 う の に 必 要
な ま た は 有 用 な 追 加 の 因 子 も ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 発 現 カ セ ッ ト は ま た 、 宿 主 細 胞 か ら 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 指 令 す る シ グ ナ ル 配
列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 転 写 停 止 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 、 お
よ び 遺 伝 子 発 現 に 影 響 を 与 え る 他 の 核 酸 配 列 も ま た 、 発 現 カ セ ッ ト 中 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 転 写 を 指 令 す る 核 酸 制 御 配 列 の ア レ イ と し て 定 義 さ れ る 。 本 明 細
書 に お い て プ ロ モ ー タ ー は 典 型 的 に は 、 転 写 の 開 始 部 位 の 近 く で 必 要 な 核 酸 配 列 、 例 え ば
RNAポ リ メ ラ ー ゼ II型 プ ロ モ ー タ ー 、 TATA要 素 、 CCAATボ ッ ク ス 、 SP-1部 位 な ど を 含 む 。 本
明 細 書 に お い て プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 転 写 の 開 始 部 位 か ら 数 千 塩 基 対 離 れ て 位 置 す る こ と
が で き る 遠 隔 エ ン ハ ン サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー 因 子 を 場 合 に よ り 含 む 。 プ ロ モ ー タ ー は し
ば し ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の よ う な DNA結 合 成 分 、 例 え ば 核 受 容 体 、 Gal4、 lacリ プ レ ッ サ ー な
ど に よ る ト ラ ン ス 活 性 化 に 応 答 性 の 成 分 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 構 成 性 」 プ ロ モ ー タ ー は 、 ほ と ん ど の 環 境 お よ び 発 生 条 件 下 で 活 性 の あ る プ ロ モ ー タ
ー で あ る 。 「 誘 導 性 」 プ ロ モ ー タ ー は 、 あ る 環 境 お よ び 発 生 条 件 下 で 活 性 の あ る プ ロ モ ー
タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 弱 い プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 Eisenbergと McKnight、 Mol. Cell. Biol. 5:1940-1947 (198
5)に 記 載 の よ う に 、 野 生 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ 「 HSV」 ） チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ 「 tk」
） プ ロ モ ー タ ー ま た は 突 然 変 異 HSV tkプ ロ モ ー タ ー と ほ ぼ 同 じ 活 性 を 有 す る プ ロ モ ー タ ー
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 宿 主 細 胞 中 で 特 定 の 核 酸 の 転 写 と 、 場 合 に よ り 宿 主 細 胞 中 の 発 現
ベ ク タ ー の 組 み 込 み も し く は 複 製 を 可 能 に す る 一 連 の 特 定 の 核 酸 要 素 を 有 す る 、 組 換 え 法
ま た は 合 成 法 で 作 成 し た 核 酸 構 築 体 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 ま
た は ウ イ ル ス も し く は 非 ウ イ ル ス 起 源 の 核 酸 断 片 の 一 部 で も よ い 。 典 型 的 に は 発 現 ベ ク タ
ー は 「 発 現 カ セ ッ ト 」 を 含 み 、 こ れ は プ ロ モ ー タ ー に 機 能 で き る 形 で 結 合 し た 転 写 さ れ る
核 酸 を 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー と い う 用 語 は ま た 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 で き る 形 で 結 合 し た ネ
ー キ ッ ド （ naked） DNAを 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 宿 主 細 胞 」 と は 、 い ず れ か が ZFPま た は ZFP融 合 タ ン パ ク 質 を 場 合 に よ り コ ー ド す る 発
現 ベ ク タ ー も し く は 核 酸 を 含 有 す る 。 宿 主 細 胞 は 典 型 的 に は 、 発 現 ベ ク タ ー の 複 製 ま た は
発 現 を 支 持 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 （ E． coli） 、 ま た は 真 核 細 胞 、
例 え ば 酵 母 、 真 菌 、 原 生 動 物 、 高 等 植 物 、 昆 虫 、 ま た は 両 生 類 細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞
、 例 え ば CHO、 HeLa、 293、 COS-1な ど 、 例 え ば 培 養 細 胞 （ イ ン ビ ト ロ ） 、 外 植 片 お よ び 初
代 培 養 物 （ イ ン ビ ト ロ お よ び エ ク ス ビ ボ ） 、 お よ び イ ン ビ ボ の 細 胞 で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 用 語 「 天 然 に 存 在 す る 」 と は 対 象 物 に 適 用 さ れ る 時 、 対 象 物 は 自 然 界 に 存 在 す る も の で
あ っ て 、 ヒ ト が 人 工 的 に 産 生 し た も の で は な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 本 明 細 書 に お い て 同 義 に
使 用 さ れ て ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ ー を 意 味 す る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 1又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸
残 基 が 対 応 す る 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の 類 似 体 も し く は 模 倣 物 で あ る ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー
、 な ら び に 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー に 適 用 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 炭 水
化 物 残 基 の 付 加 に よ り 修 飾 し て 糖 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ と が で き る 。 用 語 「 ポ リ ペ プ チ
ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 糖 タ ン パ ク 質 な ら び に 非 糖 タ ン パ ク 質 を 含
む 。 本 明 細 書 に お い て ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 従 来 法 の N末 端 か ら C末 端 へ の 配 向 で 表 示 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 サ ブ 配 列 」 ま た は 「 セ グ メ ン ト 」 は 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 使 用 さ れ る 時 、
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド ） の よ り 長 い 配 列 の 一 部 を 含 む ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 神 経 障 害 」 は 、 ニ ュ ー ロ ン お よ び ／ ま た は グ リ ア 細 胞 の 死 滅 、 ま た は 神 経 傷 害 後 に ニ
ュ ー ロ ン が 再 生 で き な い こ と を 特 徴 と す る 臨 床 症 状 を 意 味 す る 。 「 糖 尿 病 性 神 経 障 害 」 は
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広 義 に は 、 糖 尿 病 が 引 き 起 こ す 進 行 性 神 経 傷 害 を 意 味 す る 。 神 経 障 害 は 、 末 梢 血 神 経 障 害
、 自 律 神 経 障 害 、 お よ び 局 所 的 神 経 障 害 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 用 語 「 治 療 す る 」 お よ び 「 治 療 」 は 本 明 細 書 に お い て 、 症 状 の 重 症 度 お よ び ／ ま た は 頻
度 の 低 下 、 症 状 お よ び ／ ま た は 原 因 の 除 去 、 症 状 お よ び ／ ま た は 原 因 の 発 生 の 予 防 、 お よ
び 傷 害 の 改 善 も し く は 修 復 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 医 薬 組 成 物 の 「 有 効 」 量 （ ま た は 「 治 療 的 有 効 」 量 ） と は 、 所 望 の 効 果 を 与 え る の に 充
分 な 薬 物 の 非 毒 性 量 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 対 象 を 治 療 す る の に 充 分 な 量 を 意 味 す る 。
す な わ ち 治 療 量 と い う 用 語 は 、 疾 患 ま た は 他 の 好 ま し く な い 症 状 の 進 行 を 予 防 、 阻 止 、 遅
延 、 ま た は 逆 転 さ せ る こ と に よ り 、 疾 患 状 態 ま た は 症 状 を 修 復 す る の に 充 分 な 量 を 意 味 す
る 。 予 防 的 有 効 量 と い う 用 語 は 、 ま だ 疾 患 の 無 い 対 象 に 投 与 さ れ る 量 を 意 味 し 、 従 っ て 疾
患 の 発 症 を 予 防 、 阻 止 ま た は 遅 延 さ せ る の に 有 効 な 量 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 神 経 障 害 お よ び 神 経 変 性 症 状 を 治 療 す る た め の 種 々 の 方 法 が 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ
れ る 。 特 に 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 そ の 生 成 物 が 種 々 の 神 経 障 害 ま た は 神 経 変 性 症 状 （
例 え ば 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 ALS） に 関 与 す る 遺 伝 子 の 調 節 を 含 む 。 か か る 遺 伝 子 に は 、
特 に 限 定 さ れ な い が 、 神 経 増 殖 因 子 、 例 え ば 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF） 、 神 経 増 殖 因 子 （
NGF） 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 2（ IGF-2） な ど を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 な ら び に 代 謝 に 関 与
す る 他 の 遺 伝 子 、 例 え ば ガ ン マ リ ノ ー ル 酸 （ GLA） を 産 生 す る た め に 脂 肪 酸 代 謝 に 関 与 す
る 生 成 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び 酵 素 デ ル タ -6-デ サ チ ュ ラ ー ゼ お よ び デ ル タ － 5－ デ
サ チ ュ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 あ る 例 に お い て か か る 方 法 は 、 生 物 中 の 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 に 、 上 記 遺 伝 子 （ 例 え ば VE
GF、 IGF-2） の 1又 は 複 数 の 特 異 的 配 列 に 結 合 す る 1又 は 複 数 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質
（ ZFP） を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 あ る 方 法 に お い て 、 1つ の ZFPが 投 与 さ れ 、 異 な る 遺 伝
子 （ 例 え ば 、 VEGF-A、 VEGF-B、 お よ び VEGF-C中 の 標 的 部 位 、 ま た は VEGF-Aと IGF-2中 の 標
的 部 位 ） の 標 的 部 位 に 結 合 す る こ と が で き る 。 他 の 方 法 は 、 特 定 の 遺 伝 子 内 の 複 数 の 標 的
部 位 に 結 合 す る 複 数 の 異 な る ZFPを 投 与 す る こ と を 含 む 。 あ る い は 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 は
、 ZFPを コ ー ド す る 1又 は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 す る こ と が で き 、 こ う し て ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 1又 は 複 数 の 細 胞 に 入 り 、 コ ー ド さ れ た ZFPが 発 現 さ れ 、 タ ン パ ク 質 が そ の 標
的 配 列 に 結 合 し て 、 こ う し て 標 的 配 列 が 位 置 す る 遺 伝 子 の 発 現 が 調 節 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 す な わ ち 、 神 経 障 害 症 状 に 関 与 す る 1又 は 複 数 の 遺 伝 子 （ 例 え ば VEGF、 IGF-2） に お い て
特 定 の 核 酸 セ グ メ ン ト （ 標 的 部 位 ま た は 標 的 配 列 ） を 特 異 的 に 認 識 し 結 合 し 、 遺 伝 子 の 発
現 を 調 節 し 、 こ う し て 神 経 障 害 を 治 療 す る よ う に 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ れ た 種 々 の 亜 鉛 フ
ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ お よ び ／ ま た は か か る 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸
） も ま た 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る 。 神 経 障 害 の 治 療 は 、 神 経 変 性 の 予 防 と 神 経 再 生 の
刺 激 の 両 方 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て ZFPは 、 制 御 ド メ イ ン に 結 合 さ れ て キ メ ラ 転 写 因 子 を 作 成 し て 、
標 的 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 ま た は 抑 制 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 あ る ZFPで は 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 す る こ と が で き 、 い く つ か の 他 の ZFPで は 発 現 を 抑 制 す
る こ と が で き る 。 一 般 に ZFPが 結 合 す る 標 的 部 位 は 、 結 合 に よ り 標 的 遺 伝 子 （ 例 え ば VEGF
） の 発 現 の 活 性 化 ま た は 抑 制 が 起 き る 部 位 で あ る 。 標 的 部 位 は 転 写 開 始 部 位 （ ヌ ク レ オ チ
ド +1と し て 定 義 さ れ る ） に 隣 接 、 そ の 上 流 、 お よ び ／ ま た は 下 流 で も よ い 。 上 記 し た よ う
に 、 本 ZFPの 一 部 は 単 一 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 。 他 の ZFPは 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節
す る 。 す な わ ち 使 用 さ れ る 特 定 の ZFPに 依 存 し て 、 1又 は 複 数 の 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る レ ベ ル
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を 調 整 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 明 確 な 標 的 部 位 を 有 す る 複 数 の ZFPま た は ZFP融 合 分 子
は 、 単 一 の 遺 伝 子 を 制 御 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 標 的 部 位 に 結 合 し 選 択 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 に 影 響 を 与 え る ZFPの 能 力 の た め に 、 本 明 細
書 の ZFPは 、 神 経 変 性 の 予 防 と 神 経 再 生 の 刺 激 の 両 方 に よ り 、 広 範 囲 の 神 経 障 害 を 治 療 す
る の に 使 用 で き る 。 あ る 応 用 で は ZFPは 、 い く つ か の 遺 伝 子 の 発 現 を 活 性 化 し て 、 イ ン ビ
ト ロ お よ び イ ン ビ ボ の 両 方 で 細 胞 集 団 の 有 効 な 神 経 増 殖 を 開 始 さ せ る の に 使 用 す る こ と が
で き る 。 か か る 活 性 化 は 、 例 え ば 神 経 組 織 の 形 成 の 促 進 、 従 っ て 神 経 障 害 の 治 療 に 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の 方 法 で は 、 神 経 障 害 で 過 剰 発 現 さ れ て い る か 、 ま た は そ の 発 現 が 神 経 障 害 が 引 き 起
こ す 病 態 に 寄 与 す る 遺 伝 子 の 抑 制 を 含 む 。 例 え ば 糖 尿 病 で は 、 過 剰 の グ ル コ ー ス が ア ル ド
ー ス 還 元 酵 素 （ AR） に よ り ソ ル ビ ト ー ル に 変 換 さ れ る 。 細 胞 は ソ ル ビ ト ー ル に 対 し て 不 透
過 性 で あ り 、 従 っ て 糖 尿 病 で は ソ ル ビ ト ー ル は 細 胞 内 に 蓄 積 す る 傾 向 が あ る 。 従 っ て AR発
現 の 抑 制 は 、 ソ ル ビ ト ー ル の 蓄 積 が 引 き 起 こ す い く つ か の 糖 尿 病 症 状 の 重 症 度 を 低 下 さ せ
る こ と が 期 待 さ れ る 。 従 っ て AR遺 伝 子 の 標 的 部 位 に 結 合 す る よ う に 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ
れ 、 ま た 転 写 抑 制 ド メ イ ン も 含 む ZFPは 、 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ ZFP） は 、 配 列 特 異 的 に DNAに 結 合 す
る こ と が で き る タ ン パ ク 質 で あ る 。 上 記 し た よ う に こ れ ら の ZFPは 、 多 く の 神 経 障 害 症 状
を 治 療 す る の に 使 用 で き る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 1つ の ク ラ ス （ C 2 H 2 ク ラ ス ） を 特 徴 付
け る モ チ ー フ の 例 は 、 -Cys-(X) 2 - 4 -Cys-(X) 1 2 -His-(X) 3 - 5 -His（ こ こ で Xは 任 意 の ア ミ ノ
酸 で あ る ） （ 配 列 番 号 1） で あ る 。 い く つ か の 構 造 研 究 に よ り 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
は 、 2つ の 不 変 ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 含 有 す る ア ル フ ァ ら せ ん と 、 2つ の 不 変 シ ス テ イ ン 残 基 と
含 有 す る ベ ー タ タ ー ン と を 含 有 し 、 こ こ で 2つ の 不 変 ヒ ス チ ジ ン 残 基 と 2つ の 不 変 シ ス テ イ
ン 残 基 と は 亜 鉛 イ オ ン を 介 し て 配 位 結 合 し て い る こ と が 証 明 さ れ た 。 し か し 本 明 細 書 の ZF
Pは こ の 特 定 の ク ラ ス に 限 定 さ れ な い 。 追 加 の ク ラ ス の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 知 ら
れ て お り 、 本 明 細 書 に 開 示 の 方 法 の 実 施 お よ び 組 成 物 で 使 用 す る こ と も で き る （ 例 え ば Rh
odesら (1993) Scientific American 268:56-65、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 2003/0108880号 を
参 照 ） 。 あ る ZFPで は 、 単 一 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 約 30ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 。 亜
鉛 フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は DNA認 識 の み で は な く 、 RNA結 合 と タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 に
も 関 与 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Zif268の X線 結 晶 構 造 （ マ ウ ス 転 写 因 子 か ら の 3フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン ） は 、 同 種 の DNA配
列 と 複 合 体 を 形 成 し て い る こ と を 解 決 し 、 各 フ ィ ン ガ ー が 周 期 的 回 転 に よ り 次 の フ ィ ン ガ
ー に 重 な る こ と が で き る こ と を 証 明 し て い る 。 こ の 構 造 は 、 各 フ ィ ン ガ ー が 各 認 識 ら せ ん
上 で 1、 2、 3お よ び 6位 で 側 鎖 で 3塩 基 対 間 隔 で DNAと 独 立 に 相 互 作 用 し て 、 各 DNAト リ プ レ
ッ ト サ ブ サ イ ト の ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 Zif268の ア ミ ノ 末 端
は 、 最 大 の 接 触 を す る DNA鎖 の 3'末 端 に 位 置 す る 。 い く つ か の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー は 、 標 的 セ
グ メ ン ト の 第 4の 塩 基 に 結 合 す る こ と が で き る 。 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 最 も 接 触 す
る 鎖 を 標 的 鎖 と す る と 、 い く つ か の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 標 的 鎖 中 の 3つ の 塩 基 ト
リ プ レ ッ ト と 非 標 的 鎖 上 の 第 4の 塩 基 と に 結 合 す る 。 第 4の 塩 基 は 、 3つ の 塩 基 サ ブ サ イ ト
の す ぐ 3’ に あ る 塩 基 と 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

　 神 経 障 害 症 状 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 配 列 中 の 標 的 部 位 に 結 合 す る よ う に 遺 伝 子 工 学 的 に 作
成 さ れ た ZFPが 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 。 ZFPの 遺 伝 子 工 学 的 作 成 は 、 例 え ば 合 理 的 設 計 ま た
は ラ ン ダ ム 化 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 経 験 的 選 択 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 出 願 人
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III. 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る た め の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質
A. 概 論

B. ZFP例



の 米 国 特 許 第 6,453,242号 お よ び 6,534,261号 を 参 照 さ れ た い 。 神 経 障 害 に 関 与 す る 生 成 物
を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 非 限 定 例 に は 、 VEGF、 IGF-2の よ う な 神 経 栄 養 性 増 殖 因 子 な ら び に
酵 素 （ 例 え ば 、 GLA合 成 に 関 与 す る 酵 素 ） が あ る 。 す な わ ち ZFPは 、 ZFPが 目 的 の 遺 伝 子 中
の 標 的 部 位 に 結 合 す る な ら 、 異 な る ア ミ ノ 酸 組 成 の 種 々 の 異 な る 成 分 フ ィ ン ガ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 標 的 部 位 は 、 転 写 開 始 部 位 （ ヌ ク レ オ チ ド +1と し て 定 義 さ れ る ） の 上 流 ま た は 下 流 に 位
置 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 標 的 部 位 は 9ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 い く つ か は 12ヌ ク レ
オ チ ド を 含 み 、 他 の 部 位 は 18ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の 標 的 部 位 の 1つ の 特 徴 は 、 標
的 部 位 へ の ZFPの 結 合 、 ま た は ZFPと 1つ 以 上 の 制 御 ド メ イ ン と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 結
合 が 、 1つ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に 影 響 を 与 え る こ と で あ る 。 本 明 細 書 の ZFPに よ り 制
御 す る こ と が で き る VEGF遺 伝 子 の 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 VEGF-A（ ア イ ソ フ ォ ー ム
VEGF-A121、 VEGF-A145、 165、 VEGF-A189、 お よ び VEGF-A206を 含 む ） 、 VEGF-B（ ア イ ソ フ
ォ ー ム VEGF-B167お よ び VEGF-B186を 含 む ） 、 VEGF C、 VEGF D、 ウ イ ル ス VEGF様 タ ン パ ク 質
（ ウ イ ル ス VEGF-E） お よ び 哺 乳 動 物 VEGF-E、 VEGF-H、 VEGF-R、 VEGF-X、 VEGF-138お よ び P1
GF（ PIGF-1と P1GF-2を 含 む ） が あ る 。 ま た 米 国 特 許 出 願 第 20030021776A1号 を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 標 的 部 位 は 転 写 開 始 部 位 に 隣 接 す る か 、 ま た は 転 写 開 始 部 位 の か な り 上 流 ま た は 下 流 に
位 置 し て も よ い 。 い く つ か の 標 的 部 位 は 単 一 の 遺 伝 子 内 に 位 置 し 、 そ の 結 果 標 的 へ の ZFP
の 結 合 は 単 一 の 遺 伝 子 の 発 現 に 影 響 を 与 え る 。 他 の 標 的 部 位 は 複 数 の 遺 伝 子 内 に 位 置 し 、
そ の 結 果 、 単 一 の ZFPの 結 合 は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の
例 に お い て 、 そ れ ぞ れ が 同 じ 遺 伝 子 ま た は 異 な る 遺 伝 子 中 の 標 的 を 認 識 す る 複 数 の ZFPを
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ れ ら の 標 的 部 位 に 結 合 す る ZFPは 、 典 型 的 に は 少 な く と も 1つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー を 含 む
が 、 複 数 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー （ 例 え ば 、 2、 3、 4、 5、 6ま た は そ れ 以 上 の フ ィ ン ガ ー ） を 含
む こ と が で き る 。 通 常 ZFPは 少 な く と も 3つ の フ ィ ン ガ ー を 含 む 。 い く つ か の ZFPは 4ま た は
6つ の フ ィ ン ガ ー を 含 む 。 こ れ ら の フ ィ ン ガ ー を 含 む ZFPは 、 典 型 的 に は 9ま た は 10個 の ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 標 的 部 位 を 認 識 す る ； 4つ の フ ィ ン ガ ー を 含 む ZFPは 、 典 型 的 に は 12～ 14
個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 標 的 部 位 を 認 識 す る ； 6つ の フ ィ ン ガ ー を 有 す る ZFPは 、 18～ 21個
の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 標 的 部 位 を 認 識 す る こ と が で き る 。 ZFPは ま た 、 1つ 以 上 の 制 御 ド メ
イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で も よ く 、 こ の ド メ イ ン は 転 写 活 性 化 ド メ イ ン ま た は 転 写 抑 制
ド メ イ ン で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 従 っ て 、 ZFPの 具 体 例 は 表 1と 2に 開 示 さ れ る 。 標 的 部 位 に つ い て 検 査 さ れ た VEGF配 列 に
は 、 VEGF-A（ ジ ー ン バ ン ク （ GenBank） 受 け 入 れ 番 号 AF095785参 照 ） 、 VEGF-B（ ジ ー ン バ
ン ク （ GenBank） 受 け 入 れ 番 号 U80601、 -0.4kb～ +0.32kb参 照 ） 、 VEGF-C（ ジ ー ン バ ン ク （
GenBank） 受 け 入 れ 番 号 AF020393参 照 ） 、 お よ び VEGF-D（ HSU69750と HYS12864参 照 ） 、 な
ら び に P1GFの 配 列 （ ジ ー ン バ ン ク （ GenBank） 受 け 入 れ 番 号 AC015837参 照 ） 、 お よ び ウ イ
ル ス VEGF-E遺 伝 子 （ ジ ー ン バ ン ク （ GenBank） 受 け 入 れ 番 号 AF106020と Meyer, M.ら , (199
9) EMBO J. 18:363-74； ジ ー ン バ ン ク （ GenBank） 受 け 入 れ 番 号 S67520と Lyttle, D.J.ら ,
 (1994) J. Virol. 68:84-92； お よ び ジ ー ン バ ン ク （ GenBank） 受 け 入 れ 番 号 AF091434参
照 ） の 配 列 が あ る 。 す な わ ち 例 え ば 、 標 的 部 位 に つ い て 検 査 さ れ た VEGF-A遺 伝 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 転 写 開 始 部 位 の 2.3kb上 流 か ら 転 写 開 始 部 位 の 1.1kb下 流 ま で 伸 張 し て い た
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 糖 尿 病 性 神 経 障 害 お よ び 他 の 神 経 障 害 症 状 （ 例 え ば 、 神 経 傷 害 、
脊 髄 損 傷 ） は 、 VEGF遺 伝 子 中 の 標 的 部 位 に 結 合 す る 1つ 以 上 の ZFPを 使 用 し て 治 療 さ れ る 。
種 々 の VEGF遺 伝 子 中 の 表 1と 2に 開 示 さ れ る ZFPの 例 の 標 的 部 位 の 位 置 は 、 表 3に 要 約 さ れ る
。 こ の 表 の 第 1列 は 、 ZFPの 内 部 参 照 名 で あ り 、 表 1と 2の 列 1と 同 じ 名 前 に 対 応 す る 。 種 々
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の VEGF遺 伝 子 配 列 中 の 標 的 部 位 の 5'末 端 の 位 置 は 、 残 り の 列 に 列 記 さ れ る 。 表 3中 の 負 の
数 は 転 写 開 始 部 位 （ ヌ ク レ オ チ ド +1と し て 定 義 さ れ る ） の 上 流 の ヌ ク レ オ チ ド の 数 を 示 し
、 正 の 数 は 転 写 開 始 部 位 の 下 流 の ヌ ク レ オ チ ド の 数 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 す な わ ち 本 明 細 書 の よ う に 、 本 明 細 書 の い く つ か の ZFPを 使 用 し て 単 一 の 遺 伝 子 の 活 性
を 調 節 す る こ と に よ り 糖 尿 病 性 神 経 障 害 を 治 療 す る こ と が で き 、 他 の ZFPを 使 用 し て 複 数
の 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 種 々 の ZFPお よ び こ れ ら の 組
合 せ を う ま く 選 択 す る こ と に よ り 、 ど の 遺 伝 子 が 調 節 さ れ る か 、 従 っ て ど の 神 経 障 害 が 治
療 さ れ る か を 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】 10
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【 表 ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】

　 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 成 分 か ら 形 成 さ れ る 。 例 え ば 亜 鉛 フ ィ ン ガ
ー タ ン パ ク 質 は 、 1～ 37個 の フ ィ ン ガ ー 、 一 般 的 に は 2、 3、 4、 5ま た は 6つ の フ ィ ン ガ ー を
有 す る 。 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 、 標 的 遺 伝 子 内 の 比 較 的 小 さ い サ ブ 配 列 で あ る 標 的
部 位 （ 特 に 標 的 セ グ メ ン ト と 呼 ぶ ） を 認 識 し こ れ に 結 合 す る 。 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質
の 各 成 分 フ ィ ン ガ ー は 、 標 的 部 位 内 の サ ブ サ イ ト に 結 合 す る こ と が で き る 。 サ ブ サ イ ト は
、 す べ て 同 じ 鎖 （ 時 に 標 的 鎖 と 呼 ぶ ） 上 の 3つ の 連 続 塩 基 の ト リ プ レ ッ ト を 含 む 。 サ ブ サ
イ ト は 、 標 的 鎖 上 の 3つ の 連 続 塩 基 の す ぐ 3'に あ る 塩 基 の 相 補 体 で あ る 反 対 の 鎖 上 の 第 4の
塩 基 を 含 ん で も 含 ま な く て も よ い 。 多 く の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で は 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー
は 、 同 じ 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 中 の 他 の フ ィ ン ガ ー と は 実 質 的 に 独 立 に ト リ プ レ ッ ト
サ ブ サ イ ト に 結 合 す る 。 従 っ て 、 複 数 の フ ィ ン ガ ー を 含 有 す る 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質
の 結 合 特 異 性 は 、 通 常 そ の 成 分 フ ィ ン ガ ー の 特 異 性 の ほ ぼ 集 合 で あ る 。 例 え ば 亜 鉛 フ ィ ン
ガ ー タ ン パ ク 質 が 、 ト リ プ レ ッ ト XXX、 YYY、 お よ び ZZZに 個 々 に 結 合 す る 第 1、 第 2、 お よ
び 第 3の フ ィ ン ガ ー か ら 形 成 さ れ る な ら 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 結 合 特 異 性 は 3'XXX
YYYZZZ5'で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 N末 端 か ら C末 端 へ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 中 の フ ィ ン ガ ー の 相 対 的 順 序 は 、 標 的 中
の 3'か ら 5'方 向 の ト リ プ レ ッ ト の 相 対 的 順 序 を 決 定 す る 。 例 え ば 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク
質 が 、 N末 端 か ら C末 端 に そ れ ぞ れ ト リ プ レ ッ ト 5'GAC3'、 5'GTA3'、 お よ び 5'GGC3'に 個 々
に 結 合 す る 第 1、 第 2、 お よ び 第 3の フ ィ ン ガ ー を 含 む な ら 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は
標 的 セ グ メ ン ト 3'CAGATGCGG5'（ 配 列 番 号 148） に 結 合 す る 。 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が
、 例 え ば 別 の 順 序 で 第 1、 第 2、 お よ び 第 3の フ ィ ン ガ ー を 含 む な ら 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン
パ ク 質 は 異 な る ト リ プ レ ッ ト の 順 序 を 含 む 標 的 セ グ メ ン ト 、 こ の 例 で は 3'ATGCAGCGG5'（
配 列 番 号 149） に 結 合 す る 。 Bergと Shi, Science 271, 1081-1086 (1996)を 参 照 さ れ た い
。 そ の 成 分 フ ィ ン ガ ー の 集 合 体 と し て の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 結 合 性 の 評 価 は 、 あ
る 場 合 に は 同 じ タ ン パ ク 質 中 の 複 数 の フ ィ ン ガ ー 結 合 の 状 況 依 存 性 相 互 作 用 に よ り 影 響 を
受 け る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 2つ 以 上 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 連 結 し て 、 成 分 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 特
異 性 の 集 合 体 で あ る 標 的 特 異 性 を 有 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Kimと Pabo、 Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 95:2812-2817 (1998)参 照 ） 。 例 え ば XXX、 YYY、 お よ び ZZZに そ れ ぞ れ 結
合 す る 第 1、 第 2、 お よ び 第 3の 成 分 フ ィ ン ガ ー を 有 す る 第 1の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は
、 結 合 特 異 性 AAA、 BBB、 お よ び CCCを 有 す る 第 1、 第 2、 お よ び 第 3の 成 分 フ ィ ン ガ ー を 有 す
る 第 2の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 。 従 っ て 第 1と 第 2の タ ン パ ク
質 の 結 合 特 異 性 は 3'XXXYYYZZZ_AAABBBCCC5'で あ る （ こ こ で 下 線 は 、 短 い 介 在 領 域 （ 典 型
的 に は 任 意 の タ イ プ の 0～ 5塩 基 ） を 示 す ） 。 こ の 場 合 標 的 部 位 は 、 介 在 セ グ メ ン ト に よ り
分 離 さ れ た 2つ の 標 的 セ グ メ ン ト を 含 む と 見 な さ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 結 合 は 以 下 の ペ プ チ ド リ ン カ ー の 任 意 の も の を 使 用 し て 行 う こ と が で き る ：
　 TGEKP： （ 配 列 番 号 150） （ Liuら 、 1997、 前 述 ） ； (G 4 S)n（ 配 列 番 号 151） （ Kimら 、 Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 93:1156-1160 (1996)； GGRRGGGS； （ 配 列 番 号 152） LRQRDGERP
； （ 配 列 番 号 153） LKQKDGGGSERP； （ 配 列 番 号 154） LRQKD(G 3 S) 2 ERP（ 配 列 番 号 155） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 あ る い は 、 DNA結 合 部 位 と ペ プ チ ド 自 体 を モ デ ル 化 す る こ と が で き る コ ン ピ ュ ー タ ー プ
ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 ま た は フ ァ ー ジ 表 示 法 に よ り 、 柔 軟 な リ ン カ ー を 合 理 的 に 設 計 す る
こ と が で き る 。 さ ら な る 変 更 態 様 で は 、 2つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の ヘ テ ロ ダ イ マ
ー 形 成 を 促 進 す る ド メ イ ン を 用 い て 2つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 融 合 し て 、 非 共 有
結 合 を 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 1つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を fosと 融 合 し 、 他 の 亜
鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を junに 融 合 す る こ と が で き る （ Barbasら 、 WO95/119431号 参 照 ）
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 2つ 以 上 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 結 合 は 、 哺 乳 動 物 ゲ ノ ム 内 で ユ ニ ー ク な 結 合 特
異 性 を 付 与 す る た め に 有 効 で あ る 。 典 型 的 な 哺 乳 動 物 二 倍 体 ゲ ノ ム は 3× 10e9 bpか ら な る
。 4つ の ヌ ク レ オ チ ド A、 C、 Gお よ び Tが ラ ン ダ ム に 分 布 し て い る と 仮 定 す る と 、 あ る 9bpの
配 列 は 約 23,000倍 存 在 す る 。 す な わ ち 絶 対 特 異 性 を 有 す る 9bpの 標 的 を 認 識 す る ZFPは 、 ゲ
ノ ム 内 の 約 23,000部 位 に 結 合 す る 可 能 性 を 有 す る 。 18bpの 配 列 は 、 そ の 複 雑 さ が 哺 乳 動 物
ゲ ノ ム の 複 雑 さ の 10倍 で あ る ラ ン ダ ム DNA配 列 中 に 約 1回 存 在 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 成 分 フ ィ ン ガ ー は 典 型 的 に は 約 30ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 あ る
実 施 態 様 に お い て 以 下 の モ チ ー フ (N-C)を 有 す る ：
　 Cys-(X) 2 - 4 -Cys-X.X.X.X.X.X.X.X.X.X.X.X.-His-(X)3 - 5 -His（ 配 列 番 号 156）
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 1つ の ベ ー タ タ ー ン 中 の 2つ の 不 変 ヒ ス チ ジ ン 残 基 と 2つ の 不 変 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 亜 鉛
原 子 を 介 し て 配 位 結 合 し て い る （ Bergと Shi、 Science 271:1081-1085 (1996)を 参 照 ） 。
上 記 モ チ ー フ は 、 結 合 特 異 性 を 付 与 す る 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー の 領 域 （ 「 認 識 領 域 」 ） に つ い て
、 当 該 分 野 で 標 準 的 な 番 号 付 け 法 を 示 す 。 第 1の 不 変 His残 基 の 左 （ N末 端 側 ） の ア ミ ノ 酸
は 番 号 +6を 割 り 当 て ら れ 、 さ ら に 左 の 他 の ア ミ ノ 酸 に は 続 い て 減 少 す る 数 が 割 り 当 て ら れ
る 。 ア ル フ ァ ら せ ん は 残 基 1で 始 ま り 、 第 2の 保 存 ヒ ス チ ジ ン の 後 の 残 基 ま で 伸 張 す る 。 従
っ て 全 ら せ ん は 、 11～ 13残 基 の 可 変 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 明 細 書 の ZFPは 、 1つ 以 上 の 糖 尿 病 性 神 経 障 害 を 引 き 起 こ す 遺 伝 子 中 の 選 択 さ れ た 標 的
部 位 を 認 識 す る よ う に 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ れ る （ 例 え ば 1つ 以 上 の VEGF遺 伝 子 ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ZFPの 設 計 ま た は 選 択 プ ロ セ ス は 、 典 型 的 に は フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 源 と し て 天 然 の ZFPで
開 始 す る 。 設 計 ま た は 選 択 プ ロ セ ス は 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 付 与 す る よ う に 非 保 存 位 置 （
す な わ ち -1～ +6位 ） を 規 定 す る の に 有 用 で あ る 。 1つ の 適 当 な ZFPは 、 マ ウ ス 転 写 因 子 Zif2
68の DNA結 合 ド メ イ ン で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ド メ イ ン は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 YACPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKP(F1)（ 配 列 番 号 157）
　 FQCRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGEKP(F2)（ 配 列 番 号 158）
　 FACDICGRKFARSDERKRHTKIHLRQK(F3)（ 配 列 番 号 159）
　 を 有 し 、 標 的 5'GCG TGG GCG3'（ 配 列 番 号 160） に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の 供 給 源 と し て の 別 の 適 当 な 天 然 の ZFPは Sp-1で あ る 。 亜 鉛 フ ィ ン
ガ ー タ ン パ ク 質 の 作 成 に 使 用 さ れ る Sp-1配 列 は 、 Sp-1転 写 因 子 中 の ア ミ ノ 酸 531～ 624に 対
応 す る 。 こ の 配 列 は 94ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 。 Sp1お よ び Sp-1の 別 の 型 （ Sp-1コ ン セ ン サ
ス 配 列 と 呼 ぶ ） の 配 列 に つ い て は 、 例 え ば 米 国 特 許 出 願 第 20030021776号 を 参 照 さ れ た い
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。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Sp-1は 標 的 部 位 5'GGG GCG GGG3'（ 配 列 番 号 161） に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 い く つ か の ア ル フ ァ フ ェ ト プ ロ テ イ ン の 合 理 的 な 設 計 を 補 助 す る い く つ か の 置 換 規 則 が
あ る 。 例 え ば 本 出 願 人 の 米 国 特 許 第 6,453,242号 と 6,534,261号 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 2003
/0068675号 ； な ら び に 米 国 特 許 第 5,789,538号 ； 6,007,408号 ； 6,013,453号 ； 6,140,081号
； お よ び 6,140,466号 ； お よ び PCT公 報 WO95/19431号 、 WO98/53057号 ； WO98/53058号 、 WO98
/53059号 ； WO98/53060号 ； WO98/54311号 、 WO00/23464号 お よ び WO00/27878号 に 記 載 の よ う
に 、 ZFP DNA結 合 ド メ イ ン は 特 定 の 標 的 部 位 を 認 識 す る よ う に 設 計 お よ び ／ ま た は 選 択 す
る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 に お い て 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン の 標 的 部 位 は 、
本 出 願 人 の 米 国 特 許 第 6,453,242号 に 開 示 さ れ た 部 位 選 択 規 則 に 従 っ て 同 定 さ れ る 。 あ る
実 施 態 様 に お い て ZFPは 、 本 出 願 人 の WO02/077227号 に 記 載 の よ う に 選 択 す る こ と が で き る
。 ま た WO96/06166号 ； Desjarlaisと Berg、 PNAS 90, 2256-2260 (1993)； Chooと Klug、 PNA
S 91, 11163-11167 (1994)； Desjarlaisと Berg、 PNAS 89, 7345-7349 (1992)； お よ び Jam
iesonら 、 Biochemistry 33:5689-5695 (1994)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ れ ら の 規 則 の 多 く は 、 遍 在 性 転 写 因 子 Sp-1（ Desjarlaisと Berg、 1992； 1993） の 3フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り 支 持 さ れ る 。 こ れ ら の 規 則 の 1つ は 、 D
NAト リ プ レ ッ ト 中 の 5'Gは 、 認 識 ら せ ん の 6位 の ア ル ギ ニ ン を 取 り 込 ん だ 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー に
よ り 結 合 す る こ と が で き る と い う も の で あ る 。 別 の 置 換 規 則 は 、 サ ブ サ イ ト の 中 央 の Gは
、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー の 3位 に ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 含 む こ と に よ り 認 識 す る こ と が で き る と い う
も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 さ ら な る 置 換 規 則 は 、 ト リ プ レ ッ ト の 中 央 の Aを 認 識 す る よ う に ア ス パ ラ ギ ン を 導 入 す
る こ と が で き 、 ト リ プ レ ッ ト の 中 央 の Cを 認 識 す る よ う に ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸
、 セ リ ン ま た は ス レ オ ニ ン を 導 入 す る こ と が で き 、 そ し て ト リ プ レ ッ ト の 中 央 の Tを 認 識
す る よ う に ア ラ ニ ン の よ う な 小 さ い 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 を 導 入 す る こ と が で き る と い う
も の で あ る 。 さ ら な る 置 換 規 則 は 、 ト リ プ レ ッ ト サ ブ サ イ ト の 3'塩 基 は 認 識 ら せ ん の 1位
に 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 導 入 す る こ と に よ り 認 識 す る こ と が で き る と い う も の で あ る ： Gを 認
識 す る た め に ア ル ギ ニ ン 、 Aを 認 識 す る た め に グ ル タ ミ ン 、 Cを 認 識 し な い グ ル タ ミ ン 酸 （
ま た は ア ス パ ラ ギ ン 酸 ） 、 お よ び Tを 認 識 す る た め に ス レ オ ニ ン 。 こ れ ら の 置 換 規 則 は 亜
鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 設 計 す る の に 有 用 で あ る が 、 こ れ ら は す べ て の 可 能 な 標 的 部 位
を 考 慮 し て は い な い 。 さ ら に こ の 規 則 の 基 礎 と な っ て い る 仮 定 、 す な わ ち 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー
中 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 は サ ブ サ イ ト 中 の 特 定 の 塩 基 へ の 結 合 を つ か さ ど る と い う 過 程 は 近 似
的 な も の で あ る 。 フ ィ ン ガ ー 中 の 近 傍 の ア ミ ノ 酸 間 の 状 況 依 存 性 相 互 作 用 ま た は 単 一 塩 基
へ の 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 結 合 も し く は そ の 逆 は 、 既 存 の 置 換 規 則 に よ り 予 測 さ れ る 結 合 特 異
性 の 変 化 を 引 き 起 こ す 。 従 っ て あ る 実 施 態 様 に お い て あ ら か じ め 決 め ら れ た 特 異 性 の ZFP 
DNA結 合 ド メ イ ン は 、 本 出 願 人 の WO02/077227号 お よ び ／ ま た は 米 国 特 許 出 願 第 2003/00686
75号 に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ZFPを コ ー ド す る 核 酸 を 設 計 し 構 築 す る の に 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 適 当 な 方 法 （ 例 え
ば 、 フ ァ ー ジ 表 示 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 コ ン ピ ュ ー
タ ー ／ 合 理 的 設 計 、 親 和 性 選 択 、 PCR、 cDNAも し く は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら の ク ロ ー ニ
ン グ 、 合 成 的 構 築 な ど ） を 使 用 す る こ と が で き る 。 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,786,538号 ； W
uら 、 PNAS 92:344-348 (1995)； Jamiesonら 、 Biochemistry 33:5689-5695 (1994)； Rebar
と Pabo, Science 263:671-673 (1994)； Chooと Klug、 PNAS 91:11163-11167 (1994)； Choo
と Klug、 PNAS 91:11168-11172 (1994)； Desjarlaisと Berg、 PNAS 90:2256-2260 (1993)；
Desjarlaisと Berg、 PNAS 89:7345-7349 (1992)； Pomerantzら 、 Science 267:93-96 (1995
)； Pomerantzら 、 PNAS 92:9752-9756 (1995)； お よ び Liuら 、 PNAS 94:5525-5530 (1997)
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； Griesmanと Pabo、 Science 275:657-661 (1997)； Desjarlaisと Berg、 PNAS　 91:11-99-1
1103 (1994)を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 あ る 好 適 な 実 施 態 様 に お い て DNA結 合 ド メ イ ン （ 例 え ば ZFP DNA結 合 ド メ イ ン ） の 結 合 特
異 性 は 、 （ 例 え ば 細 胞 ク ロ マ チ ン 中 の ） 問 題 の 配 列 中 の ア ク セ ス 可 能 な 領 域 を 同 定 す る こ
と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 ア ク セ ス 可 能 な 領 域 は 本 出 願 人 の WO01/83732号 に 記 載 の
よ う に 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 米 国 特 許 出 願 第 20030021776A1号 を 参 照 さ れ た い 。 次
に 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 ア ク セ ス 可 能 な 領 域 内 の 標 的 部 位 に 結 合 す る DNA結 合 ド メ イ
ン が 設 計 お よ び ／ ま た は 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 例 え ば 神 経 変 性 症 状 と 神 経 障 害 の 治 療 に 有 用 な 転 写 の 制 御 の た め の 組 成 物 と 方 法 が 本 明
細 書 で 開 示 さ れ る 。 こ れ ら に は 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ れ た 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 と
機 能 性 ド メ イ ン （ 例 え ば 転 写 活 性 化 ド メ イ ン ） と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 が あ る 。 適 当 な 機
能 性 ド メ イ ン は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば VP16、 VP64お よ び p6
5の よ う な 転 写 活 性 化 ド メ イ ン が あ る 。 さ ら に 1つ 以 上 の 同 じ か ま た は 異 な る 機 能 性 ド メ イ
ン （ 例 え ば 転 写 活 性 化 ド メ イ ン ） が 、 あ る 融 合 タ ン パ ク 質 中 に 存 在 し て も よ い 。 転 写 活 性
化 ド メ イ ン と 抑 制 ド メ イ ン の 例 の 開 示 に つ い て は 、 本 出 願 人 の 米 国 特 許 出 願 第 2002/01609
40号 （ 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 VEGF-A遺 伝 子 中 に 存 在 す る 標 的 配 列 GGGGGTGAC（ 配 列 番 号 26）
に 結 合 す る 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ れ る 。 3フ ィ ン ガ ー 亜 鉛 フ
ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 例 （ VOP32E） は こ う し て 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ れ て い る 。 VOP32Eの
3つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー の 認 識 領 域 は 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ：
　 F1： DRSNLTR（ 配 列 番 号 55）
　 F2： TSGHLSR（ 配 列 番 号 141）
　 F3： RSDHLSR（ 配 列 番 号 68）
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー の ら せ ん 部 分 の 開 始 部 位 の -1～ +6に 対 応 し 、
こ れ ら の 残 基 の 1つ 以 上 が 核 酸 結 合 の 配 列 特 異 性 に 参 加 す る た め 「 認 識 領 域 」 と 記 載 さ れ
る 。 従 っ て 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 配 列 中 に 同 じ 3つ の 認 識 領 域 を 含 む タ ン パ ク 質 は 同 じ D
NA結 合 特 異 性 を 有 す る た め 、 VOP32Eタ ン パ ク 質 と 同 等 で あ る と 見 な さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 す な わ ち あ る 実 施 態 様 に お い て 、 3つ の 認 識 領 域 （ 配 列 番 号 55、 141お よ び 68） を 任 意 の
亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 骨 格 に 置 く こ と が で き （ 例 え ば 米 国 特 許 第 6,453,242号 と 6,534,261号 を 参
照 ） 、 得 ら れ た タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 例 え ば 神 経 再 生 を 促 進 す る た め に VEGF転 写 を 制 御
す る こ と が で き る 。 従 っ て 以 下 の 配 列 を 含 む 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 し た 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン
パ ク 質 を 開 示 さ れ た 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る ：
　 C-X 2 - 4 -C-X 5 -D-R-S-N-L-T-R-H-X3 - 5 -H-X 7 -C-X 2 - 4 -C-X 5 -T-S-G-H-L-S-R-H-X3 - 5 -H-X 7 -C-
X 2 - 4 -C-X 5 -R-S-D-H-L-S-R-H-X3 - 5 -H（ 配 列 番 号 162） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 認 識 領 域 内 で 、 残 基 -1、 +3お よ び +6は 主 に タ ン パ ク 質 － ヌ ク レ オ チ ド 接 触 に 関 与 す る 。
従 っ て 追 加 の 同 等 物 の 非 限 定 例 に は 3つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー を 含 む タ ン パ ク 質 が あ り 、 こ こ
で 第 1の フ ィ ン ガ ー は -1に D残 基 、 +3に N残 基 、 そ し て +6に R残 基 を 有 す る （ DXXNXXR、 配 列
番 号 163） ； 第 2の フ ィ ン ガ ー は -1に T残 基 、 +3に H残 基 、 そ し て +6に R残 基 を 有 す る （ TXXHX
XR、 配 列 番 号 164） ； 第 3の フ ィ ン ガ ー は -1に R残 基 、 +3に H残 基 、 そ し て +6に R残 基 を 有 す
る （ RXXHXXR、 配 列 番 号 165） 。 す な わ ち 、 例 え ば 配 列 番 号 166を 含 む タ ン パ ク 質 は 、 開 示
さ れ た 方 法 で の 使 用 に お い て 同 等 物 で あ る と 見 な さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 C-X 2 - 4 -C-X 5 -D-X-X-N-X-X-R-H-X3 - 5 -H-X 7 -C-X 2 - 4 -C-X 5 -T-X-X-H-X-X-R-H-X3 - 5 -H-X 7 -C-
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X 2 - 4 -C-X 5 -R-X-X-H-X-X-R-H-X3 - 5 -H（ 配 列 番 号 166） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 追 加 の 同 等 物 は 、 標 的 セ グ メ ン ト GGGGGTGAC（ 配 列 番 号 26） を 含 む 配 列 に 結 合 す る 任 意
の ZFPを 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー の 認 識 領 域 の -1、 +3お よ び +6接 触 残 基 の ア ミ ノ 酸 と 標 的 部 位 中 の ヌ ク レ
オ チ ド の 対 応 が 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 6,007,988号 ； 6,013,453号 ； 6,746,83
8号 、 お よ び 6,866,997号 ； な ら び に PCT公 報 WO96/06166号 ； WO98/53058号 ； WO98/53059号
お よ び WO98/53060号 を 参 照 さ れ た い 。 従 っ て 同 等 物 と 見 な さ れ る の は ま た 、 第 1の フ ィ ン
ガ ー が -1に Dま た は H； +3に N、 そ し て +6に R、 K、 Sま た は Tを 有 す る （ お よ び Sま た は Tが 隣
接 C末 端 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー の ＋ 2位 に Dを 含 有 す る な ら ） ； 第 2の フ ィ ン ガ ー は -1に H， T、 Nま
た は Q、 +3に H、 そ し て +6に R、 K、 Sま た は Tを 有 す る （ お よ び Sま た は Tが 隣 接 C末 端 亜 鉛 フ
ィ ン ガ ー の ＋ 2位 に Dを 含 有 す る な ら ） ； 第 3の フ ィ ン ガ ー は -1に R、 +3に H、 そ し て +6に R、
K、 Sま た は Tを 有 す る （ お よ び Sま た は Tが 隣 接 C末 端 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー の ＋ 2位 に Dを 含 有 す る
な ら ） 3フ ィ ン ガ ー － 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 ZFPポ リ ペ プ チ ド と こ れ を コ ー ド す る 核 酸 は 、 組 換 え 遺 伝 学 の 分 野 で 日 常 的 な 方 法 を 使
用 し て 作 成 す る こ と が で き る 。 一 般 的 方 法 を 記 載 す る 基 礎 的 教 科 書 に は 、 Sambrookら 、 「
分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning, A Laboratory Manual） 」 （
第 2版 、 1989） ； Kriegler、 「 遺 伝 子 移 動 と 発 現 ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Gene Transfer and
 Expression: A Laboratory Manual） 」 （ 1990） ； お よ び 「 分 子 生 物 学 の 現 代 の プ ロ ト コ
ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 」 （ ア ウ ス ベ ル （ Ausubel） ら 編 、 199
4） が あ る 。 さ ら に 約 100塩 基 未 満 の 核 酸 は 、 種 々 の 販 売 業 者 、 例 え ば The Midland Certif
ied Reagent Company (mcrc@oligos.com)、 The Great American Gene Company (http://w
ww.genco.com） 、 ExpressGen Inc. (www.expressgen.com)、 Operon Technologies Inc. (
Alameda, Calif.） か ら 注 文 作 成 す る こ と が で き る 。 同 様 に ペ プ チ ド は 、 種 々 の 販 売 業 者
、 例 え ば PeptidoGenic (pkim@ccnet.com)、 HTI Bio-products, inc. (http://www.htibio
.com） 、 BMA Biomedicals Ltd (U.K.)、 Bio.Synthesis, Inc.か ら 注 文 作 成 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Beaucageと Caruthers、 Tetrahedron Letts. 22:1859-1862 (19
81)に よ り 最 初 に 記 載 さ れ た 固 相 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト ト リ エ ス テ ル 法 に 従 っ て 、 Van Devante
rら 、 Nucleic Acids Res. 12:6159-6168 (1984)に 記 載 の よ う に 自 動 合 成 機 を 使 用 し て 化
学 合 成 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 ま た は 反 応 生 成 物 HPLCに よ り 行 わ れ る 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 と 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 配 列 は 、 ク ロ ー ニ ン グ 後 に 、 例 え ば Wallaceら 、 Gene　 16:21-26 (1981)の 2本 鎖 鋳
型 を 配 列 決 定 す る た め の 鎖 停 止 法 を 使 用 し て 証 明 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 新 に 設 計 さ れ た DNA結 合 ペ プ チ ド を 発 現 す る た め の 必 要 な コ ー ド 配 列 を 作 成 す る の に 、
典 型 的 に は 2つ の 方 法 の い ず れ か が 使 用 で き る 。 1つ は 、 6つ の 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
利 用 す る PCRベ ー ス の ア セ ン ブ リ ー 法 で あ る 。 3つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 認 識 ら せ ん 間
の DNA結 合 ド メ イ ン の 一 部 を コ ー ド す る 「 普 遍 的 」 配 列 に 対 応 す る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 典 型 的 に は 、 す べ て の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 構 築 体 に つ い て 一 定 で あ る 。 認 識 ら せ ん
を コ ー ド す る よ う に 他 の 3つ の 「 特 異 的 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 設 計 さ れ る 。 こ れ ら の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 認 識 ら せ ん 上 の -1、 2、 3お よ び +6位 に 置 換 を 含 有 し 、 こ れ ら を 異 な
る DNA結 合 ド メ イ ン の そ れ ぞ れ に 対 し て 特 異 的 に し て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 PCR合 成 は 2工 程 で 行 わ れ る 。 ま ず 、 低 温 ア ニ ー リ ン グ 工 程 を 有 す る 4サ イ ク ル PCR反 応 で

10

20

30

40

50

(25) JP 2007-532567 A 2007.11.15

VII. 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 産 生
A. 合 成 と ク ロ ー ニ ン グ



6つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 3つ は 普 遍 的 、 3つ は 特 異 的 ） を 組 合 せ て 2本 鎖 DNA鋳 型 を 作 成
し 、 こ う し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー リ ン グ し て DNA「 足 場 （ scaffold） 」 を 作 成 す
る 。 足 場 中 の す き 間 は 、 高 忠 実 度 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ （ Taqと Pfuポ リ メ ラ ー ゼ の 組 合 せ
で も よ い ） に よ り 充 填 さ れ る 。 作 成 の 第 2相 に お い て 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 鋳 型 は 、 シ ャ ト ル
ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る た め の い ず れ か の 末 端 に 、 ま た は 発 現 ベ ク タ ー 中 に 直 接 、
制 限 部 位 を 取 り 込 む た め に 設 計 さ れ る 外 部 プ ラ イ マ ー に よ り 増 幅 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 新 に 設 計 さ れ た DNA結 合 タ ン パ ク 質 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 代 替 法 は 、 所 望 の ZFPの 特
異 的 領 域 を コ ー ド す る 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー リ ン グ す る こ と に 依 存 す る 。 こ
の 具 体 的 な 応 用 は 、 最 終 的 連 結 工 程 の 前 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を リ ン 酸 化 す る こ と を 必 要
と す る 。 こ れ は 通 常 、 ア ニ ー リ ン グ 反 応 を 設 定 す る 前 に 行 わ れ る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 タ
ン パ ク 質 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る 「 普 遍 的 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 上 記 の オ リ ゴ 1、 2お よ
び 3） を そ の 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て ア ニ ー リ ン グ す る 。 さ ら に フ ィ ン ガ ー 認
識 ら せ ん を コ ー ド す る 「 特 異 的 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 そ の そ れ ぞ れ の 相 補 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 用 い て ア ニ ー リ ン グ さ れ る 。 こ れ ら の 相 補 的 オ リ ゴ は 、 上 記 プ ロ ト コ ー ル 中
で ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り す で に 充 填 さ れ た 領 域 を 充 填 す る の に 設 計 さ れ る 。 以 下 の 工 程 の 選
択 さ れ た ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る の に 使 用 さ れ る 認 識 部 位 に 特 異 的 な オ ー バ ー ハ ン
グ 配 列 を 残 す よ う に 、 オ リ ゴ 1と 6に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ
れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 第 2の ア セ ン ブ リ ー プ ロ ト コ ー ル は 以 下 の 面 で 第 1の プ ロ ト コ ー ル と は 異 な る ： 新 に 設 計
さ れ た ZFPを コ ー ド す る 「 足 場 」 は 完 全 に 合 成 DNAか ら な り 、 こ う し て ポ リ メ ラ ー ゼ 充 填 工
程 を 排 除 し 、 さ ら に ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ る 断 片 は 増 幅 す る 必 要 が な い 。 最 後 に 配
列 特 異 的 オ ー バ ー ハ ン グ を 残 す 設 計 は 、 挿 入 す る 断 片 の 制 限 酵 素 消 化 物 の 必 要 性 を 排 除 す
る 。 あ る い は 、 標 準 的 な 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 を 使 用 し て 、 ZFP認 識 ら せ ん に 対 す る
変 化 を 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 両 方 の ア セ ン ブ リ ー 法 は 、 新 に 設 計 さ れ た ZFPを コ ー ド す る 生 じ る 断 片 を ベ ク タ ー に 連
結 す る こ と を 必 要 と す る 。 最 後 に ZFPを コ ー ド す る 配 列 は 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 さ
れ る 。 一 般 的 に 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 修 飾 pMAL-c2細 菌 発
現 ベ ク タ ー （ ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ イ オ ラ ボ ズ （ New England Biolabs） 、 ビ バ リ ー （ Bev
erly） 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） ま た は 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー pcDNA（ プ ロ メ ガ （ Promega）
、 マ ジ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 ） が あ る 。 最 終 的 構 築 体 は 配 列 解 析 に よ り 証 明 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 適 当 な タ ン パ ク 質 精 製 法 を 使 用 し て 、 ZFPを 精 製 す る こ と が で き
る （ 前 述 の Ausubel、 前 述 の Sambrookを 参 照 ） 。 さ ら に 発 現 の た め に 任 意 の 適 当 な 宿 主 を
使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 な ど ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 に 融 合 し た 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ MBP-ZFP） の 細 菌 JM1
09株 で の 発 現 は 、 ア ミ ロ ー ス カ ラ ム に よ る 直 接 的 な 精 製 を 可 能 に す る （ ニ ュ ー イ ン グ ラ ン
ド バ イ オ ラ ボ ズ （ New England Biolabs） 、 ビ バ リ ー （ Beverly） 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ）
。 pMal-c2発 現 プ ラ ス ミ ド 中 の MBP-ZFP融 合 体 は tacプ ロ モ ー タ ー （ ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ
イ オ ラ ボ ズ （ New England Biolabs） 、 ビ バ リ ー （ Beverly） 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） の 制
御 下 に あ る た め 、 IPTGを 用 い て 誘 導 す る こ と に よ り 、 高 発 現 レ ベ ル の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー キ メ
ラ タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 。 MBP-ZFP融 合 プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 細 菌 は 、 10μ M ZnCl 2 、 0.02
％  グ ル コ ー ス 、 プ ラ ス 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 含 有 す る 2× YT培 地 中 に 接 種 さ れ 、 37℃ で
振 盪 さ れ る 。 指 数 増 殖 中 期 に IPTGを 0.3mMに な る よ う に 加 え 、 培 養 物 を 振 盪 さ せ る 。 3時 間
後 、 遠 心 分 離 し て 細 菌 を 採 取 し 、 超 音 波 処 理 ま た は 圧 力 セ ル 中 を 通 過 さ せ る か 、 リ ゾ チ ー
ム の 使 用 に よ り 破 砕 し て 、 遠 心 分 離 に よ り 不 溶 性 物 質 を 除 去 す る 。 MBP-ZFPタ ン パ ク 質 は
ア ミ ロ ー ス 結 合 樹 脂 上 に 捕 捉 さ れ 、 20mM ト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） 、 200mM NaCl、 5mM DTT、
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お よ び 50μ M ZnCl 2 を 含 有 す る 緩 衝 液 を 用 い て 充 分 洗 浄 さ れ 、 次 に 基 本 的 に 同 じ 緩 衝 液 中
の マ ル ト ー ス を 用 い て 溶 出 さ れ る （ 精 製 は ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ イ オ ラ ボ ズ （ New Englan
d Biolabs） の 標 準 的 プ ロ ト コ ー ル に 基 づ く ） 。 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 定 量 さ れ 、 生 化
学 的 分 析 の た め に 保 存 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 精 製 し た タ ン パ ク 質 の 解 離 定 数 （ 例 え ば Kd） は 典 型 的 に は 、 電 気 泳 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ
（ 「 EMSA」 ） を 使 用 し て 測 定 さ れ る （ Buratowskiと Chodosh、 「 分 子 生 物 学 の 現 代 の プ ロ
ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） ： 中 、 12.2.1～ 12.2.7頁 （ Ausube
lら 、 1996） ） 。 親 和 性 は 、 一 定 量 の 標 識 2本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 的 に 対 し て 精 製 タ ン
パ ク 質 を 力 価 測 定 す る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 標 的 は 典 型 的 に は 、 天 然 配 列 中 に 存 在 す る
3bpと 追 加 の 定 常 フ ラ ン キ ン グ 配 列 に よ り フ ラ ン ク さ れ た 天 然 の 結 合 部 位 配 列 を 含 む 。 天
然 の 結 合 部 位 は 典 型 的 に は 、 3フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 に つ い て 9bpで 、 6フ ィ ン ガ ー ZFPに つ
い て は 2× 9bp＋ 介 在 塩 基 で あ る 。 ア ニ ー リ ン グ さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 的 は 、 T4フ ァ
ー ジ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ を 用 い る 標 的 の 効 率 的 標 識 を 可 能 に す る 1塩 基 5'オ ー バ ー
ハ ン グ を 有 す る 。 ア ッ セ イ に つ い て 標 的 は 1nM以 下 の 濃 度 （ 実 際 の 濃 度 は 予 測 さ れ る 解 離
定 数 よ り 少 な く と も 10倍 低 く 維 持 さ れ る ） で 加 え ら れ 、 精 製 ZFPは 種 々 の 濃 度 で 加 え ら れ
る 、 反 応 物 は 少 な く と も 45分 間 平 衡 化 さ れ る 。 さ ら に 反 応 混 合 物 は ま た 、 10mM ト リ ス （ p
H7.5） 、 100mM KCl、 1mM MgCl 2 、 0.1mM ZnCl 2 、 5mM　 DTT、 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.02％  BS
Aを 含 有 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 平 衡 化 し た 反 応 物 を 、 あ ら か じ め ト リ ス ／ グ リ シ ン 緩 衝 液 で 45分 間 流 し た 10％ ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル に の せ 、 次 に 結 合 お よ び 非 結 合 標 識 標 的 を 150Vで 電 気 泳 動 に よ り 分 離 す る
。 あ る い は 4％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ス タ ッ キ ン グ ゲ ル を 含 有 す る 10～ 20％ の 勾 配 ト リ ス 塩
酸 ゲ ル を 使 用 す る こ と が で き る 。 乾 燥 し た ゲ ル を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 ま た は ホ ス ホ
ル イ メ ー ジ ン グ （ phosphorimaging） に よ り 視 覚 化 し 、 半 最 大 結 合 を 与 え る タ ン パ ク 質 濃
度 を 計 算 し て 見 か け の Kdを 測 定 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ア ッ セ イ は ま た 、 タ ン パ ク 質 調 製 物 中 の 活 性 画 分 の 測 定 を 含 ん で よ い 。 活 性 画 分 は 化 学
量 論 ゲ ル ソ フ ト に よ り 測 定 さ れ 、 こ こ で タ ン パ ク 質 は 高 濃 度 の 標 的 DNAに 対 し て 力 価 測 定
さ れ る 。 力 価 測 定 は 標 的 の 100、 50、 お よ び 25％ で 行 わ れ る （ 通 常 マ イ ク ロ モ ル レ ベ ル ）
。
【 ０ １ １ ８ 】

　 フ ァ ー ジ 表 示 法 は 、 所 望 の 標 的 特 異 性 を 有 す る 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た
め の ほ ぼ 経 験 的 な 手 段 を 提 供 す る （ 例 え ば 、 Rebar、 US5,789,538号 ； Chooら 、 WO96/06166
号 ； Barbasら 、 WO95/19431号 、 お よ び 98/543111号 ； Jamiesonら 、 前 述 を 参 照 ） 。 こ の 方
法 は 、 合 理 的 設 計 と 組 合 せ て 、 ま た は そ の 代 替 法 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法
は 、 突 然 変 異 誘 発 し た 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し 、 次 に 親
和 性 選 択 法 を 使 用 し て 所 望 の DNA結 合 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と を 含 む 。 こ の
方 法 を 使 用 す る た め に 、 実 験 者 は 典 型 的 に は 以 下 の よ う に 進 め る 。 ま ず 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ
ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 突 然 変 異 誘 発 し て 、 結 合 特 異 性 お よ び ／ ま た は 親 和 性 に 重 要 な 領 域 中
に 多 様 性 を 導 入 す る 。 典 型 的 な 応 用 で は こ れ は 、 -1、 +2、 +3お よ び +6位 、 時 に +1、 +5、 +8
お よ び +10の 付 属 位 置 の 単 一 の フ ィ ン ガ ー の ラ ン ダ ム 化 に よ り 行 わ れ る 。 次 に 突 然 変 異 誘
発 し た 遺 伝 子 を 、 線 状 フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 III（ こ れ は コ ー ト タ ン パ ク 質 pIIIを コ ー ド す る
） と の 融 合 体 と し て フ ァ ー ジ ま た は フ ァ ジ ミ ド ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 す る 。 亜 鉛 フ ィ ン
ガ ー 遺 伝 子 が 、 成 熟 し プ ロ セ ス さ れ た タ ン パ ク 質 中 で pIIIと の ア ミ ノ 末 端 融 合 体 と し て 発
現 さ れ る よ う に 、 膜 排 出 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 IIIの セ グ メ ン ト と pIIIの
残 り の 間 に 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 遺 伝 子 を 挿 入 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 フ ァ ジ ミ ド ベ ク タ ー を 使 用 す る 時 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た フ ィ ン ガ ー 遺 伝 子 は ま た 、 少 な
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く と も フ ァ ー ジ 粒 子 へ の pIIIの ア セ ン ブ リ ー に 必 要 な C末 端 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 IIIの
末 端 切 断 型 と 融 合 し て も よ い 。 生 じ る ベ ク タ ー ラ イ ブ ラ リ ー は 大 腸 菌 （ E． coli） 中 に 形
質 転 換 さ れ 、 こ れ を 使 用 し て 、 コ ー テ ィ ン グ タ ン パ ク 質 pIIIと の 融 合 体 と し て そ の 表 面 上
に 変 種 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 線 状 フ ァ ー ジ を 産 生 さ せ る 。 フ ァ ジ ミ ド ベ ク
タ ー を 使 用 す る 場 合 は 、 こ の 工 程 は ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ と の 重 複 感 染 が 必 要 で あ る 。 次 に フ
ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 標 的 DNA部 位 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 親 和 性 選 択 法 を 使 用 し て 、 バ
ル ク フ ァ ー ジ か ら 高 親 和 性 で 標 的 に 結 合 す る フ ァ ー ジ を 単 離 す る 。 典 型 的 に は DNA標 的 は
固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ 、 こ れ は 次 に 、 最 も 堅 い 結 合 フ ァ ー ジ 以 外 の す べ て を 除 去 す る
の に 充 分 な 条 件 下 で 洗 浄 す る 。 洗 浄 後 、 支 持 体 上 に 残 っ た フ ァ ー ジ を 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー －
DNA結 合 を 破 壊 す る 条 件 下 で 溶 出 し て 回 収 す る 。 回 収 さ れ た フ ァ ー ジ を 使 用 し て 新 鮮 な 大
腸 菌 （ E． coli） を 感 染 さ せ 、 次 に こ れ を 増 幅 し 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 新 し い バ ッ チ を 産 生 す
る の に 使 用 す る 。 次 に 選 択 と 増 幅 を 必 要 な 回 数 だ け 繰 り 返 し て 、 強 結 合 物 に つ い て フ ァ ー
ジ プ ー ル を 濃 縮 し て 、 配 列 決 定 お よ び ／ ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 使 用 し て こ れ ら を 同 定
す る 。 こ の 方 法 は pIII融 合 体 に つ い て 例 示 さ れ る が 、 類 似 の 原 理 を 使 用 し て ZFP変 種 を pVI
II融 合 体 と し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 特 定 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 に よ り 結 合 さ れ る 配 列 は 、 タ ン
パ ク 質 と ラ ン ダ ム 化 2本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 結 合 反 応 （ 例 え ば Kd測 定 の 条 件 下
、 前 述 ） を 行 う こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 結 合 反 応 は 電 気 泳 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ （ 「 EMSA」
） を 使 用 し て 分 析 さ れ 、 こ こ で タ ン パ ク 質 － DNA複 合 体 は ゲ ル 中 で 遅 延 泳 動 を 受 け 、 非 結
合 核 酸 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 フ ィ ン ガ ー に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ゲ ル か ら
精 製 さ れ 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り 増 幅 さ れ る 。 次 に 選 択 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 選 択 （ す な わ ち 、 結 合 反 応 と EMSA分 析 ） が 必 要 な 回 数 繰 り 返 さ れ る
。 こ う し て 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 結 合 特 異 性 が 決 定 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は し ば し ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 外 因 性 ド メ イ ン （ ま た は
そ の 機 能 性 断 片 ） と と も に 発 現 さ れ る 。 ZFPへ の 付 加 の た め の 共 通 ド メ イ ン に は 、 例 え ば
転 写 因 子 ド メ イ ン （ ア ク チ ベ ー タ ー 、 リ プ レ ッ サ ー 、 コ ア ク チ ベ ー タ ー 、 コ リ プ レ ッ サ ー
） 、 サ イ レ ン サ ー 、 癌 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 myc、 jun、 fos、 myb、 max、 mad、 rel、 ets、 bcl
、 myb、 mosフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー な ど ） ； DNA修 復 酵 素 お よ び そ の 結 合 因 子 と 修 飾 物 ； DNA再
整 列 酵 素 と そ の 結 合 因 子 と 修 飾 物 ； ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と そ の 修 飾 物 （ 例 え ば 、 キ
ナ ー ゼ 、 ア セ チ ラ ー ゼ デ ア セ チ ラ ー ゼ ） ； お よ び DNA修 飾 酵 素 （ 例 え ば 、 メ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ヘ リ カ ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ） お よ び そ の 結 合 因 子 と 修 飾 物 が あ る 。 標 的 遺 伝 子 の 発
現 を 抑 制 す る た め に ZFPが 使 用 さ れ る 時 、 ZFPと 融 合 す る た め の 好 適 な ド メ イ ン は ヒ ト KOX-
1タ ン パ ク 質 の KRAB抑 制 ド メ イ ン で あ る （ Thiesenら 、 New Biologist 2, 363-374 (1990)
； Margolinら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 4509-4513 (1994)； Pengueら 、 Nucl. A
cids Res. 22:2908-2914 (1994)； Witzgallら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 4514-4
518 (1994)。 活 性 化 を 行 う た め の 好 適 な ド メ イ ン は 、 HSV VP16活 性 化 ド メ イ ン （ 例 え ば 、
Hagmannら 、 J. Virol. 71, 5952-5962 (1997)を 参 照 ） 核 ホ ル モ ン 受 容 体 （ 例 え ば 、 Torch
iaら 、 Curr. Opin. Cell. Biol. 10:373-383 (1998)を 参 照 ） ； 核 因 子 カ ッ パ Bの p65サ ブ
ユ ニ ッ ト （ Bitkoと Barik、 J. Virol. 72:5610-5618 (1998) お よ び Doyleと Hunt, Neurore
port 8:2937-2942 (1997)） ； Leuら 、 Cancer Gene Ther. 5:3-28 (1998)を 参 照 ） 、 ま た
は 人 工 的 キ メ ラ 機 能 性 ド メ イ ン 、 例 え ば VP64（ Seifpalら 、 EMBO J. 11, 4961-4968 (1992
)を 参 照 ） が あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 糖 尿 病 性 神 経 障 害 に 関 連 す る 遺 伝 子 （ 例 え ば VEGF） 中 の 新 規 配 列 と ア ク セ ス 可 能 領 域 （
例 え ば DNaseI超 高 感 度 部 位 ） の 同 定 は 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 の 治 療 の た め の 融 合 分 子 の 設 計
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を 可 能 に す る 。 す な わ ち あ る 実 施 態 様 に お い て 本 明 細 書 に 開 示 の 組 成 物 と 方 法 は 、 VEGF遺
伝 子 の 1つ 以 上 の 制 御 領 域 を 特 異 的 に 標 的 と す る DNA結 合 ド メ イ ン と 、 機 能 性 （ 例 え ば 抑 制
ま た は 活 性 化 ） ド メ イ ン と の 融 合 体 （ ま た は か か る 融 合 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
） を 含 む 。 こ う し て 抑 制 ま た は 活 性 化 ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン に よ り 結 合 さ れ た 遺
伝 子 中 の 配 列 と の 近 傍 に も っ て こ ら れ る 。 次 に 機 能 性 ド メ イ ン の 転 写 制 御 機 能 は 、 選 択 さ
れ た 制 御 配 列 に 作 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 米 国 特 許 出 願 第 2002-0064802号 を 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 出 願 人 の WO01/83793号 に 開 示 さ れ た ク ロ マ チ ン の 標 的 化
レ モ デ リ ン グ を 使 用 し て 、 DNA結 合 分 子 の 結 合 に ア ク セ ス 可 能 な 細 胞 ク ロ マ チ ン 中 に 1つ 以
上 の 部 位 を 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 融 合 分 子 は 、 当 業 者 に 公 知 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 生 化 学 的 結 合 法 に よ り 構 築 さ れ る 。 融
合 分 子 は 、 DNA結 合 ド メ イ ン と 機 能 性 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化 ま た は 抑 制 ド メ イ ン
） と を 含 む 。 融 合 分 子 は ま た 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 SV40培 地 T抗 原 か ら の も の ）
お よ び エ ピ ト ー プ タ グ （ 例 え ば 、 FLAGお よ び 血 球 凝 集 素 ） を 随 時 含 む 。 融 合 タ ン パ ク 質 （
お よ び こ れ を コ ー ド す る 核 酸 ） は 、 融 合 の 成 分 間 で 翻 訳 読 み と り 枠 が 保 存 さ れ る よ う に 設
計 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 一 方 で は 機 能 性 ド メ イ ン （ ま た は そ の 機 能 性 断 片 ） の ポ リ ペ プ チ ド 成 分 と 、 他 方 で 非 タ
ン パ ク 質 DNA結 合 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 抗 生 物 質 、 イ ン タ ー カ レ ー タ ー 、 小 く ぼ み 結 合 体 、
核 酸 ） と の 融 合 体 は 、 当 業 者 に 公 知 の 生 化 学 的 結 合 法 に よ り 構 築 さ れ る 。 例 え ば 、 ピ ア ス
ケ ミ カ ル 社 （ Pierce Chemical Company） （ ロ ッ ク フ ォ ー ド （ Rockford） 、 イ リ ノ イ 州 ）
カ タ ロ グ を 参 照 さ れ た い 。 小 く ぼ み 結 合 体 と ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 体 を 作 成 す る た め の 方
法 と 組 成 物 が 記 載 さ れ て い る 。 Mappら  (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:3930-393
5。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 標 的 部 位 は 細 胞 ク ロ マ チ
ン の ア ク セ ス 可 能 領 域 に 存 在 す る 。 ア ク セ ス 可 能 領 域 は 、 例 え ば 本 出 願 人 の 国 際 公 報 WO01
/83732号 に 記 載 の よ う に 測 定 す る こ と が で き る 。 標 的 部 位 が 細 胞 ク ロ マ チ ン の ア ク セ ス 可
能 領 域 に 存 在 し な い 場 合 は 、 1つ 以 上 の ア ク セ ス 可 能 領 域 を 本 出 願 人 の WO01/83793号 に 記
載 の よ う に 作 成 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 融 合 分 子 の DNA結 合 ド メ イ ン は
、 そ の 標 的 が ア ク セ ス 可 能 領 域 で あ る か 否 か に か か わ ら ず 、 細 胞 ク ロ マ チ ン に 結 合 す る こ
と が で き る 。 例 え ば か か る DNA結 合 ド メ イ ン は 、 リ ン カ ー DNAお よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ ソ ー
ム DNAに 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 「 パ イ オ ニ ア 」 DNA結 合 ド メ イ ン の 例 は 、 い
く つ か の ス テ ロ イ ド 受 容 体 お よ び 肝 細 胞 核 因 子 3（ HNF3） 中 に 存 在 す る 。 Cordingleyら  (1
987) Cell 48:261-270； Pinaら  (1990) Cell 60:719-731； お よ び Cirilloら  (1998) EMBO
 J. 17:244-254。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 か か る 応 用 に お い て 融 合 分 子 は 典 型 的 に は 、 当 業 者 に 公 知 の 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体
を 用 い て 調 製 さ れ る 。 例 え ば レ ミ ン ト ン の 薬 剤 科 学 （ Remington's Pharmaceutical Scien
ces） 、 第 17版 、 1985； お よ び 本 出 願 人 の WO00/42219号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 い っ た ん 融 合 分 子 が DNA結 合 ド メ イ ン を 介 し て 標 的 セ グ メ ン ト に 結 合 す る と 、 融 合 分 子
の 機 能 性 成 分 ／ ド メ イ ン は 、 遺 伝 子 の 転 写 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る 種 々 の 異 な る 成 分
か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 従 っ て 機 能 性 成 分 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 種 々 の 転 写 因 子
ド メ イ ン 、 例 え ば ア ク チ ベ ー タ ー 、 リ プ レ ッ サ ー 、 コ ア ク チ ベ ー タ ー 、 コ リ プ レ ッ サ ー 、
お よ び サ イ レ ン サ ー 、 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る の に 使 用 さ れ る 例 え ば ZFPの よ う な DNA結 合 ド メ イ ン と 含 有 す る
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た め の 機 能 性 ド メ イ ン の 例 は 、 KOX-1タ ン パ ク 質 か ら の KOX抑 制 ド メ イ ン お よ び KRAB抑 制 ド
メ イ ン で あ る （ 例 え ば 、 Thiesenら 、 New Biologist 2, 363-374 (1990)； Margolinら 、 Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 4509-4513 (1994)； Pengueら 、 Nucl. Acids Res. 22:290
8-2914 (1994)； Witzgallら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 4514-4518 (1994)。 他 の
適 当 な 抑 制 ド メ イ ン は 、 メ チ ル 結 合 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 2B（ MBD-2B） で あ る （ ま た MBDタ
ン パ ク 質 の 説 明 に つ い て は Hendrichら  (1999) Mamm Genome 10:906-912を 参 照 ） 。 他 の 有
用 な 抑 制 ド メ イ ン は v-ErbAタ ン パ ク 質 に 結 合 し た も の で あ る 。 例 え ば 、 Dammら  (1989) Na
ture 339:593-597； Evans (1989) Int. J. Cancer Suppl. 4:26-28； Painら  (1990) New 
Biol. 2:284-294； Sapら  (1989) Nature 340:242-244； Zenkeら  (1988) Cell 52:107-119
； お よ び Zenkeら  (1990) Cell 61:1035-1049を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 活 性 化 を 行 う た め の 好 適 な ド メ イ ン は 、 HSV VP16活 性 化 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 Hagmannら
、 J. Virol. 71, 5952-5962 (1997)） 核 ホ ル モ ン 受 容 体 （ 例 え ば 、 Torchiaら 、 Curr. Opi
n. Cell. Biol. 10:373-383 (1998)） ； 核 因 子 カ ッ パ Bの p65サ ブ ユ ニ ッ ト （ Bitkoと Barik
、 J. Virol. 72:5610-5618 (1998) お よ び Doyleと Hunt, Neuroreport 8:2937-2942 (1997
)） ； Leuら 、 Cancer Gene Ther. 5:3-28 (1998)） 、 ま た は 人 工 的 キ メ ラ 機 能 性 ド メ イ ン
、 例 え ば VP64（ Seifpalら 、 EMBO J. 11, 4961-4968 (1992)を 参 照 ） が あ る 。 活 性 化 ド メ
イ ン の さ ら な る 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 VP16、 VP64、 p300、 CBP、 PCAF、 SRC1 PvAL
F、 AtHD2Aお よ び ERF-2が あ る 、 例 え ば Robyrら  (2000) Mol. Endocrinol. 14:329-347； Co
llingwoodら  (1999) J. Mol. Endocrinol. 23:255-275； Leoら  (2000) Gene 245:1-11； M
anteuffel-Cymborowsk (1999) Acta Biochim. Pol. 46:77-89； McKennaら  (1999) J. Ste
roid Biochem. Mo. Biol. 69:3-12； Malikら  (2000) Trends Biochem. Sci. 25:277-283
； お よ び Lemonら  (1999) Curr. Opin. Genet. Dev. 9:499-504を 参 照 さ れ た い 。 活 性 化 ド
メ イ ン の さ ら な る 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 OsGAI、 HALF-1、 C1、 AP1、 ARF-5、 -6、 -
7お よ び -8、 CPRF1、 CPRF4、 MYC-RP/GP、 お よ び TRAB1が あ る 。 例 え ば Ogawaら  (2000) Gene
 245:21-29； Okanamiら  (1996) Genes Cells 1:87-99； Goffら  (1991) Genes Dev. 5:298
-309； Choら  (1999) Plant Mol. Biol. 40:419-429； Ulmasonら  (1999) Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 96:5844-5849； Sprenger-Hausselsら  (2000) Plant J. 22:1-8； Gongら  (19
99) Plant Mol. Biol. 41:33-44； お よ び Hoboら  (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96
:15, 348-353を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抑 制 ド メ イ ン の さ ら な る 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 KRAB、 KOX、 SID、 MBD2、 MBD3、
DNMTフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー （ 例 え ば 、 DNMT1、 DNMT3A、 DNMT3B） 、 Rbお よ び MeCP2が あ る 。
例 え ば Birdら  (1999) Cell 99:451-454； Tylerら  (1999) Cell 99:443-446； Knoepflerら
 (1999) Cell 99:447-450； お よ び Robertsonら  (2000) Nature Genet. 25:338-342を 参 照
さ れ た い 。 抑 制 ド メ イ ン の さ ら な る 例 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ROM2と AtHD2Aが あ る 。
例 え ば Chemら  (1996) Plant Cell 8:305-321； お よ び Wuら  (2000) Plant J. 22:19-27を
参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 機 能 性 ド メ イ ン の さ ら な る 例 に は 、 例 え ば 本 出 願 人 の 米 国 特 許 第 6,534,261号 、 お よ び
米 国 特 許 出 願 第 2002/0160940が あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 選 択 さ れ た ZFPを コ ー ド す る 核 酸 は 典 型 的 に は 、 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 の た め （ 例 え
ば Kdの 測 定 の た め ） に 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 へ の 形 質 転 換 の た め の 中 間 ベ ク タ ー に ク
ロ ー ン 化 さ れ る 。 中 間 ベ ク タ ー は 典 型 的 に は 、 ZFPを コ ー ド す る 核 酸 の 保 存 も し く は 操 作
の た め の 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 産 生 の た め の 、 原 核 生 物 ベ ク タ ー 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド も し
く は シ ャ ト ル ベ ク タ ー 、 ま た は 昆 虫 ベ ク タ ー で あ る 。 ZFPを コ ー ド す る 核 酸 も ま た 、 典 型
的 に は 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 （ 好 ま し く は 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は ヒ ト 細 胞 ） 、 真 菌 細 胞 、 細 菌
細 胞 、 ま た は 原 生 動 物 細 胞 へ の 投 与 の た め に 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。
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D. 発 現 ベ ク タ ー



【 ０ １ ３ ４ 】
　 ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 ま た は 核 酸 の 発 現 を 得 る た め に 、 ZFPは 典 型 的 に は 、 転 写 を 指 令 す る
プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 適 当 な 細 菌 お よ び 真 核
生 物 プ ロ モ ー タ ー は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 Sambrookら 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ
ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning, A Laboratory Manual） 」 （ 第 2版 、 1989） ； Kriegler、
「 遺 伝 子 移 動 と 発 現 ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Gene Transfer and Expression: A Laboratory
 Manual） 」 （ 1990） ； お よ び 「 分 子 生 物 学 の 現 代 の プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols i
n Molecular Biology） 」 （ Ausubelら 編 、 1994） に 記 載 さ れ て い る 。 ZFPを 発 現 す る た め
の 細 菌 発 現 系 が 利 用 で き 、 例 え ば 大 腸 菌 （ E． coli） 、 バ チ ル ス （ Bacillus） 種 、 お よ び
サ ル モ ネ ラ （ Salmonella） が あ る （ Palvaら 、 Gene 22:229-235 (1983)） 。 か か る 発 現 系
の た め の キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る 。 哺 乳 動 物 細 胞 、 酵 母 、 お よ び 昆 虫 細 胞 の た め の 真 核 生
物 発 現 系 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 こ れ ら も 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ZFP核 酸 の 発 現 を 指 令 す る た め に 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 具 体 的 な 応 用 に 依 存 す る
。 例 え ば ZFPの 発 現 と 精 製 の た め に 典 型 的 に は 強 い 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー が 使 用 さ れ る 。 こ
れ に 対 し て ZFPが 遺 伝 子 制 御 の た め に イ ン ビ ボ で 投 与 さ れ る 時 は 、 ZFPの 具 体 的 な 用 途 に 依
存 し て 構 成 性 ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー が 使 用 さ れ る 。 さ ら に ZFPの 投 与 の た め の 好 適 な
プ ロ モ ー タ ー は 、 弱 い プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば HSV TKま た は 同 様 の 活 性 を 有 す る プ ロ モ ー タ
ー で も よ い 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は ま た 典 型 的 に は 、 ト ラ ン ス 活 性 化 に 応 答 性 の 要 素 、 例 え
ば 、 低 酸 素 症 応 答 要 素 、 Gal4応 答 要 素 、 lacリ プ レ ッ サ ー 応 答 要 素 、 お よ び 小 分 子 制 御 系
（ 例 え ば tat-制 御 系 ） お よ び RU-486系 が あ る （ 例 え ば 、 Gossenと Bujard、 PNAS 89:5547 (
1992)； Oliginoら  Gene Ther. 5:491-496 (1998)； Wangら 、 Gene Ther. 4:432-441 (1997
)； Neeringら 、 Blood 88:1147-1155 (1996)； お よ び Rendahlら 、 Nat. Biotechnol. 16:75
7-761 (1998)を 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 以 外 に 、 発 現 ベ ク タ ー は 典 型 的 に は 、 宿 主 細 胞 （ 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物
） 中 で 核 酸 の 発 現 に 必 要 な す べ て の 追 加 の 要 素 を 含 有 す る 転 写 ユ ニ ッ ト ま た は 発 現 カ セ ッ
ト を 含 有 す る 。 す な わ ち 典 型 的 な 発 現 カ セ ッ ト は 、 例 え ば ZFPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 機
能 で き る 形 で 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 転 写 体 の 効 率 的 ポ リ ア デ ニ ル 化 、 転 写 停 止 、
リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、 ま た は 翻 訳 停 止 に 必 要 な シ グ ナ ル を 含 有 す る 。 カ セ ッ ト の 追 加 の 要
素 は 、 例 え ば エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び 外 因 性 の ス プ ラ イ ス さ れ た イ ン ト ロ ン 性 シ グ ナ ル を 含
有 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 遺 伝 子 情 報 を 細 胞 に 輸 送 す る の に 使 用 さ れ る 具 体 的 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 ZFPの 使 用 目 的
に 関 し て 選 択 さ れ る 。 標 準 的 な 細 菌 発 現 ベ ク タ ー に は 、 pBR322ベ ー ス の プ ラ ス ミ ド 、 pSKF
、 pET23Dな ど の プ ラ ス ミ ド 、 お よ び 市 販 の 融 合 発 現 系 （ 例 え ば GSTと lacZ） が あ る 。 好 適
な 融 合 タ ン パ ク 質 は マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 「 MBP」 で あ る 。 か か る 融 合 タ ン パ ク 質 は Z
FPの 精 製 に 使 用 さ れ る 。 エ ピ ト ー プ タ グ も ま た 組 換 え タ ン パ ク 質 に 付 加 し て 、 発 現 を 追 跡
す る た め の 、 お よ び 細 胞 お よ び サ ブ 細 胞 局 在 化 を 追 跡 す る た め の 、 便 利 な 単 離 法 を 提 供 す
る こ と が で き る （ 例 え ば c-mycま た は FLAG） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 真 核 生 物 ウ イ ル ス か ら の 制 御 要 素 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー は 、 し ば し ば 真 核 生 物 発 現 ベ
ク タ ー （ SV40ベ ク タ ー 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び エ プ ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス
由 来 の ベ ク タ ー ） で 使 用 さ れ る 。 他 の 真 核 生 物 ベ ク タ ー の 例 に は 、 pMSG、 pAV009/A+、 pMT
O10/A+、 pMAMneo-5、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス  pDSVE、 お よ び SV40早 期 プ ロ モ ー タ ー 、 SV40後 期
プ ロ モ ー タ ー 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー 、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ウ
ス 肉 腫 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 真 核 細 胞 中 で の 発 現 に
有 効 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 他 の プ ロ モ ー タ ー の 指 令 下 で タ ン パ ク 質 の 発 現 を 可 能 に す る
任 意 の 他 の ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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　 い く つ か の 発 現 系 は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン Bホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
、 お よ び ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ の よ う な 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 細 胞 株 の 選 択
の た め の マ ー カ ー を 有 す る 。 例 え ば ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー ま た は 他 の 強 い バ キ ュ ロ ウ
イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ま た は 他 の 強 い バ キ ュ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の 指 令 で 、 ZFPを コ ー
ド す る 配 列 を 用 い て 昆 虫 細 胞 中 で バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る よ う な 高 収 率 発 現
系 も ま た 適 し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 発 現 ベ ク タ ー 中 に 典 型 的 に 含 ま れ る 要 素 は ま た 、 大 腸 菌 （ E． coli） 中 で 機 能 す る レ プ
リ コ ン 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 有 す る 細 菌 の 選 択 を 可 能 に す る 抗 生 物 質 耐 性 を コ ー ド す る 遺
伝 子 、 お よ び 組 換 え 配 列 の 挿 入 を 可 能 に す る プ ラ ス ミ ド の 非 必 須 領 域 中 の ユ ニ ー ク な 制 限
部 位 が あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 標 準 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 を 使 用 し て 、 多 量 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 菌 、 哺 乳 動
物 、 酵 母 ま た は 昆 虫 細 胞 株 が 産 生 さ れ 、 こ れ ら は 次 に 標 準 的 方 法 を 使 用 し て 精 製 さ れ る （
例 え ば 、 Colleyら 、 J. Biol. Chem. 264:17619-17622 (1989)； タ ン パ ク 質 精 製 の ガ イ ド
（ Guide to Protein Purification） 、 Methods in Enzymology中 、 第 182巻 （ Deutscher編
、 1990)を 参 照 ） 。 真 核 細 胞 お よ び 原 核 細 胞 の 形 質 転 換 は 標 準 的 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る （
例 え ば 、 Morrison、 J. Bact. 132:349-351 (1977)； Clark-Curtissと Curtiss, Methods i
n Enzymology 101:347-362 (Wuら 編 、 1983） を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 宿 主 細 胞 に 外 来 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 導 入 す る た め の 任 意 の 公 知 の 方 法 が 使 用 さ れ る 。 こ
れ ら は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ポ リ ブ レ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 電
気 穿 孔 法 、 リ ポ ソ ー ム 、 微 量 注 入 法 、 ネ ー キ ッ ド DNA、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー （ エ ピ ソ ー ム 性 お よ び 組 み 込 み 性 ） 、 お よ び 宿 主 細 胞 中 に ク ロ ー ン 化 ゲ ノ ム DNA、 c
DNA、 合 成 DNAま た は 他 の 外 来 遺 伝 子 物 質 を 導 入 す る た め の 他 の 公 知 の 方 法 が あ る （ 例 え ば
、 Sambrookら 、 前 述 を 参 照 ） 。 使 用 さ れ る 具 体 的 な 遺 伝 子 操 作 法 は 、 選 択 さ れ た タ ン パ ク
質 を 発 現 す る こ と が で き る 宿 主 細 胞 中 に 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 を う ま く 導 入 で き る こ と
の み が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

　 ZFPが 前 記 の 方 法 に 従 っ て い っ た ん 設 計 し 調 製 さ れ る と 、 設 計 さ れ た ZFPの 活 性 の 最 初 の
評 価 が 行 わ れ る 。 次 に 、 目 的 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 能 力 を 示 す ZFPタ ン パ ク 質 を 、 ZFP
が 設 計 さ れ た 具 体 的 な 応 用 に 依 存 し て 、 よ り 具 体 的 な 活 性 に つ い て さ ら に 測 定 す る こ と が
で き る 。 す な わ ち 例 え ば 、 本 明 細 書 の ZFPは ま ず 、 VEGF発 現 を 調 節 す る 能 力 に つ い て 測 定
す る こ と が で き る 。 次 に 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 を 治 療 す る た め に 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す
る ZFPの 能 力 の よ り 特 異 的 な 測 定 が 行 わ れ る 。 こ れ ら の よ り 特 異 的 な 測 定 法 の 説 明 は 、 セ
ク シ ョ ン IXで 後 述 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 特 定 の ZFPの 活 性 は 、 種 々 の イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 測 定 法 を 使 用 し て 、 例 え ば タ ン
パ ク 質 ま た は mRNAレ ベ ル 、 生 成 物 レ ベ ル 、 酵 素 活 性 、 腫 瘍 増 殖 ； レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写
活 性 化 も し く は 抑 制 ； 2次 メ ッ セ ン ジ ャ ー レ ベ ル （ 例 え ば 、 cGMP、 cAMP、 IP3、 DAG、 Ca2+
） ； サ イ ト カ イ ン と ホ ル モ ン 産 生 レ ベ ル ； お よ び 血 管 新 生 を 、 例 え ば イ ム ノ ア ッ セ イ （ 例
え ば 、 抗 体 を 用 い る ELISAと 免 疫 組 織 化 学 測 定 法 ） 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 測 定 法 （ 例
え ば 、 RNase保 護 、 RNAブ ロ ッ ト （ 「 ノ ー ザ ン 」 ） 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 試 験 ） 、 比 色 測 定 法 、 増 幅 測 定 法 、 酵 素 活 性 測 定 法 、 腫 瘍
増 殖 測 定 法 、 表 現 型 測 定 法 な ど を 使 用 し て 測 定 す る こ と に よ り 、 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ZFPは 典 型 的 に は 、 最 初 は 例 え ば 293細 胞 、 CHO細 胞 、 VERO細 胞 、 BHK細 胞 、 ヒ ー ラ 細 胞 、
COS細 胞 な ど の 培 養 細 胞 を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ の 活 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 好 ま し く は ヒ
ト 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 ZFPは し ば し ば 、 ま ず レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い る 一 過 性 発 現 系 を 使
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用 し て 試 験 さ れ 、 次 に 標 的 内 因 性 遺 伝 子 が 細 胞 中 お よ び 動 物 で イ ン ビ ボ お よ び エ ク ス ビ ボ
の 両 方 で 試 験 さ れ る 。 ZFPは 細 胞 中 で 組 換 え 発 現 さ れ 、 動 物 に 移 植 さ れ た 細 胞 中 に 組 換 え
発 現 さ れ 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 中 で 組 換 え 発 現 さ れ 、 な ら び に 後 述 の 送 達 ビ ヒ
ク ル を 使 用 し て 動 物 も し く は 細 胞 に タ ン パ ク 質 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 細 胞 は 固 定
化 さ れ る か 、 溶 液 中 か 、 動 物 に 注 入 さ れ る か 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は 非 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 中 に 天 然 に 存 在 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 調 節 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 測 定 法 の 1つ を 使 用
し て 試 験 さ れ る 。 試 料 ま た は 測 定 法 は ZFPを 用 い て 試 験 さ れ 、 未 処 理 対 照 試 料 と 比 較 し て
調 節 の 程 度 を 調 べ る 。 上 記 し た よ う に 、 内 因 性 遺 伝 子 発 現 の 制 御 に つ い て 、 ZFPは 典 型 的
に は 200nMま た は そ れ 以 下 、 さ ら に 好 ま し く は 100nMま た は そ れ 以 下 、 さ ら に 好 ま し く は 50
nM、 最 も 好 ま し く は 25nMま た は そ れ 以 下 の Kdを 有 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ZFPの 作 用 は 、 上 記 パ ラ メ ー タ の い ず れ か を 調 べ る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
任 意 の 適 当 な 遺 伝 子 発 現 、 表 現 型 、 ま た は 生 理 学 的 な 変 化 を 使 用 し て 、 ZFPの 影 響 を 評 価
す る こ と が で き る 。 昆 虫 細 胞 ま た は 動 物 を 使 用 し て 機 能 的 結 果 を 測 定 す る 時 、 神 経 栄 養 性
、 公 知 の お よ び 解 析 さ れ て い な い 遺 伝 子 マ ー カ ー に 対 す る 転 写 的 変 化 （ 例 え ば 、 ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 試 験 ） 、 細 胞 代 謝 の 変 化 （ 例 え ば 細 胞 増 殖 ま た
は pH変 化 ） 、 お よ び 細 胞 内 2次 メ ッ セ ン ジ ャ ー （ 例 え ば cAMPま た は cGMP） の 変 化 の よ う な
種 々 の 作 用 を 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 内 因 性 遺 伝 子 発 現 の ZFP制 御 の 好 適 な 測 定 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で 行 う こ と が で き る 。 1つ の
好 適 な イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト で は 、 培 養 細 胞 中 の 内 因 性 遺 伝 子 発 現 の ZFP制 御
は 、 ELISA測 定 法 を 使 用 し て タ ン パ ク 質 産 生 を 調 べ る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 試 験 試 料 が
、 ZFPコ ー ド 配 列 が 欠 如 し た ベ ク タ ー ま た は 別 の 遺 伝 子 を 標 的 と す る 無 関 係 の ZFPを コ ー ド
す る ベ ク タ ー で 処 理 し た 対 照 細 胞 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 内 因 性 遺 伝 子 発 現 の ZFP制 御 は 、 標 的 遺 伝 子 mRNA発 現 の レ ベ ル を
測 定 す る こ と に よ り イ ン ビ ト ロ で 測 定 さ れ る 。 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル は 、 増 幅 （ 例 え ば 、 PC
R、 LCR） ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 測 定 法 （ 例 え ば ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び RNase保 護 ） を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。 定 量 的 RT-PCR法 （ い
わ ゆ る TaqMan測 定 法 ） の 使 用 は 、 転 写 体 の レ ベ ル を 定 量 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
タ ン パ ク 質 ま た は mRNAの レ ベ ル は 、 直 接 ま た は 間 接 に 標 識 さ れ た 検 出 物 質 、 例 え ば 本 明 細
書 に 記 載 の 蛍 光 も し く は 放 射 能 標 識 核 酸 、 放 射 能 標 識 も し く は 酵 素 標 識 抗 体 な ど を 使 用 し
て 検 出 さ れ る 。 か か る 方 法 は ま た 、 Gelfandの 米 国 特 許 第 5,210,015号 、 Livakら の 米 国 特
許 第 5,538,848号 、 Haalandの 米 国 特 許 第 5,863,736号 、 な ら び に Heid, C.A.ら 、 Genomic R
esearch, 6:986-994 (1996)； Gibson, U.E.M.ら 、 Genomic Research, 6:995-1001 (1996)
； Holland, P.M.ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7276-7280 (1991)； お よ び Livak, 
K.J.ら 、 PCR Methods and Applications 357-362 (1995)（ こ れ ら は そ れ ぞ れ 参 照 す る こ
と に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 あ る い は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 CAT、 ま た は β -galの よ う な レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 に 機 能 で き る 形 で 結 合 し た 選 択 さ れ た 標 的 遺 伝 子 （ 例 え ば VEGF） か ら の 遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 系 を 作 成 す る こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー 構 築
体 は 典 型 的 に は 培 養 細 胞 中 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 選 択 さ れ た ZFPを 用 い て 処 理
し た 後 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 、 翻 訳 、 ま た は 活 性 の 量 を 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 方 法 に
従 っ て 測 定 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 内 因 性 遺 伝 子 発 現 の ZFP制 御 に 有 用 な 好 適 な ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト の 別 の 例 は 、 イ ン ビ
ボ で 行 わ れ る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 神 経 機 能 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 調 べ る の に 特 に 有 用 で あ る
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。 こ の ア ッ セ イ で は 選 択 さ れ た ZFPが 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 を 示 す 動 物 に 投 与 （ 例 え ば 筋 肉
内 注 射 ） さ れ る 。 適 当 な 時 間 （ 好 ま し く は 4～ 8時 間 ） 後 、 運 動 お よ び 感 覚 神 経 伝 導 速 度 が
、 同 様 に 糖 尿 病 で あ る 対 照 動 物 と 比 較 さ れ る 。 対 照 と 糖 尿 病 と の 間 で 有 意 差 を 示 す （ ス チ
ュ ー デ ン ト t検 定 を 使 用 ） 神 経 速 度 は 、 ZFPに 影 響 を 受 け る と 言 わ れ て い る 。 あ る い は 神 経
組 織 の 増 殖 を 染 色 す る の に 使 用 さ れ る 神 経 細 胞 特 異 抗 体 を 使 用 し て イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 本 明 細 書 の ZFPお よ び よ り 典 型 的 に は こ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 は 、 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ
る 担 体 を 用 い て 医 薬 組 成 物 と し て 場 合 に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 通 常 の ウ イ ル ス お よ び 非 ウ イ ル ス ベ ー ス の 遺 伝 子 移 動 法 を 使 用 し て 、 哺 乳 動 物 細 胞 ま た
は 標 的 組 織 中 に 本 ZFPを コ ー ド す る 核 酸 を 導 入 す る こ と が で き る 。 か か る 方 法 は 、 イ ン ビ
ト ロ で 細 胞 に ZFPを コ ー ド す る 核 酸 を 投 与 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 例 で は Z
FPを コ ー ド す る 核 酸 は 、 イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ 遺 伝 子 治 療 用 途 に 投 与 さ れ る 。 非 ウ イ
ル ス ベ ク タ ー 送 達 系 は 、 DNAプ ラ ス ミ ド 、 ネ ー キ ッ ド （ naked） 核 酸 、 お よ び 送 達 ビ ヒ ク ル
（ ポ ロ キ サ マ ー ま た は リ ポ ソ ー ム ） と 複 合 体 形 成 し た 核 酸 を 含 む 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 送 達
系 に は 、 DNAお よ び RNAウ イ ル ス が あ り 、 こ れ ら は 細 胞 へ の 送 達 後 に エ ピ ソ ー ム 性 も し く は
組 み 込 み ゲ ノ ム を 有 す る 。 遺 伝 子 治 療 法 の 総 説 に つ い て は 、 Anderson, Science 256:808-
813 (1992)； Nabelと Felgner, TIBTECH 11:211-217 (1993)； Mitaniと Caskey, TIBTECH 1
1:162-166 (1993)； Dillon, TEITECH 11:167-175 (1993)； Miller, Nature 357:455-460 
(1992)； Van Brunt, Biotechnology 6(10):1149-1154 (1988)； Vigne, Restorative Neur
ology and Neuroscience 8:35-36 (1995)； Kremerと Perricaudet. British Medical Bull
etin 51(1):31-44 (1995)； Haddadaら 、 Current Topics in Microbiology and Immunolog
y中 , Doerflerと Bohm（ 編 ） (1995)； お よ び Yuら 、 Gene Therapy 1:13-26 (1994)を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ZFPを コ ー ド す る 核 酸 の 非 ウ イ ル ス デ リ バ リ ー 法 に は 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 法
、 微 量 注 入 法 、 バ イ オ リ ス テ ィ ク ス 、 ビ ロ ソ ー ム （ virosomes） 、 リ ポ ソ ー ム 、 イ ム ノ リ
ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ま た は 脂 質 ： 核 酸 結 合 体 、 ネ ー キ ッ ド DNA、 人 工 的 ビ リ オ ン 、 お
よ び DNAの 薬 剤 増 強 摂 取 が あ る 。 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン は 例 え ば 米 国 特 許 第 5,049,386号 、 4,94
6,787号 、 お よ び 4,897,355号 に 記 載 さ れ 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 は 市 販 さ れ て い る （ 例 え
ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム （ Transfectam） （ 登 録 商 標 ） 、 お よ び リ ポ フ ェ ク チ ン （ Lipofec
tin） （ 登 録 商 標 ） ） 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 効 率 的 な 受 容 体 認 識 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に 適 し
た 陽 イ オ ン 性 お よ び 中 性 脂 質 に は 、 Felgner, WO91/17424号 、 WO91/16024号 の も の を 含 む
。 デ リ バ リ ー は 細 胞 （ エ ク ス ビ ボ 投 与 ） ま た は 標 的 組 織 （ イ ン ビ ボ 投 与 ） に 行 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 免 疫 脂 質 複 合 体 の よ う な 標 的 化 リ ポ ソ ー ム を 含 む 脂 質 ： 核 酸 複 合 体 の 調 製 は 当 業 者 に 公
知 で あ る （ 例 え ば 、 Crystal, Science 270:404-410 (1995)； Blaeseら 、 Cancer Gene The
r. 2:291-297 (1995)； Behrら 、 Bioconjugate Chem. 5:382-389 (1994)； Remyら 、 Biocon
jugate Chem. 5:647-654 (1994)； Gaoら 、 Gene Therapy 2:710-722 (1995)； Ahmadら 、 Ca
ncer Res. 52:4817-4820 (1992)； 米 国 特 許 第 4,816,183号 、 4,217,344号 、 4,235,871号 、
4,261,975号 、 4,485,054号 、 4,501,728号 、 4,774,085号 、 4,837,028号 、 お よ び 4,946,787
号 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 し た ZFPを コ ー ド す る 核 酸 の 送 達 の た め の RNAま た は DNAベ ー ス の シ
ス テ ム の 使 用 は 、 体 内 の 特 異 的 細 胞 に ウ イ ル ス を 標 的 化 し 、 ウ イ ル ス 負 荷 量 を 核 に 運 ぶ た
め の 高 度 に 進 ん だ プ ロ セ ス を 利 用 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
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IX. 医 薬 組 成 物

A. 核 酸 ベ ー ス の 組 成 物



　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 直 接 患 者 投 与 さ れ る （ イ ン ビ ボ ） か 、 ま た は イ ン ビ ト ロ で 細 胞 を 処
理 す る の に 使 用 し て 、 修 飾 さ れ た 細 胞 を 患 者 に 投 与 す る （ エ ク ス ビ ボ ） こ と が で き る 。 ZF
Pの デ リ バ リ ー の た め の 通 常 の ウ イ ル ス ベ ー ス の シ ス テ ム は 、 遺 伝 子 輸 送 の た め の レ ト ロ
ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス ベ ク タ ー を 含 む 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 標 的 細 胞 や 組 織 に 遺 伝 子 を 輸 送 す る た め の 現 在
最 も 効 率 的 で 多 用 性 の あ る 方 法 で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 お よ び ア デ ノ
随 伴 ウ イ ル ス 遺 伝 子 輸 送 法 を 用 い て 宿 主 ゲ ノ ム へ の 組 み 込 み が 可 能 で あ り 、 挿 入 さ れ た ト
ラ ン ス 遺 伝 子 が し ば し ば 長 期 発 現 さ れ る 。 さ ら に 多 く の 異 な る タ イ プ の 細 胞 や 標 的 組 織 で
、 高 効 率 の 形 質 導 入 が 観 察 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス の 親 和 性 は 、 外 来 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 取 り 込 ん で 、 標 的 細 胞 の 可
能 な 標 的 集 団 を 拡 張 す る こ と が で き る 。 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 非 分 裂 細 胞 を 形 質 導
入 ま た は 感 染 し て 典 型 的 に は 高 い ウ イ ル ス 力 価 を 生 み 出 す こ と が で き る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー で あ る 。 従 っ て レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 輸 送 系 の 選 択 は 標 的 組 織 に 依 存 す る 。 レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 能 が 最 大 6～ 10kbの 外 来 配 列 で あ る シ ス 作 用 性 の 長
い 末 端 反 復 配 列 （ long terminal repeats） か ら な る 。 最 小 の シ ス 作 用 性 LTRが ウ イ ル ス の
複 製 と パ ッ ケ ー ジ ン グ に 充 分 で あ り 、 次 に こ れ を 使 用 し て 、 治 療 用 遺 伝 子 を 標 的 細 胞 に 組
み 込 ん で 永 久 的 な ト ラ ン ス 遺 伝 子 発 現 を 与 え る 。 広 く 使 用 さ れ て い る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー に は 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ MuLV） 、 テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ GaLV） 、 サ ル 免
疫 不 全 症 ウ イ ル ス （ SIV） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 症 ウ イ ル ス （ HIV） 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ に 基
づ く も の が あ る （ 例 え ば 、 Buchscherら 、 J. Virol. 66:2731-2739 (1992)； Johannら 、 J.
 Virol. 66:1635-1640 (1992)； Sommerfeltら 、 Virol. 176:58-59 (1990)； Wilsonら 、 J.
 Virol. 63:2374-2378 (1989)； Millerら 、 J. Virol. 65:2220-2224 (1991)； PCT/US94/0
5700号 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ZFPの 一 過 性 発 現 が 好 適 な 応 用 で は 、 典 型 的 に は ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ー ス の 系 が 使 用 さ れ
る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ー ス の ベ ク タ ー は 、 多 く の タ イ プ の 細 胞 で 高 い 形 質 導 入 効 率 が 可 能
で あ り 、 細 胞 分 裂 を 必 要 と し な い 。 か か る ベ ク タ ー で は 、 高 力 価 と 高 レ ベ ル の 発 現 が 得 ら
れ て い る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 比 較 的 単 純 な 系 で 大 量 に 産 生 す る こ と が で き る 。 ア デ ノ 随 伴
ウ イ ル ス （ 「 AAV」 ） ベ ク タ ー も ま た 、 例 え ば 核 酸 と ペ プ チ ド の イ ン ビ ト ロ 産 生 で 、 お よ
び イ ン ビ ボ と エ ク ス ビ ボ の 遺 伝 子 治 療 法 で 、 細 胞 に 標 的 核 酸 を 形 質 導 入 す る の に 使 用 さ れ
る （ 例 え ば 、 Westら 、 Virology 160:38-47 (1987)j； 米 国 特 許 第 4,797,368号 ； WO93/2464
1号 ； Kotin, Human Gene Therapy 5:793-801 (1994)； Muzyczka, J. Clin. Invest. 94:1
351 (1994)を 参 照 ） 。 組 換 え AAVベ ク タ ー の 構 築 は 多 く の 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば
米 国 特 許 第 5,173,414号 ； Tratschinら 、 Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 (1985)； Tratsch
inら 、 Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081 (1984)； Hermonatと Muzyczka, PNAS 81:6466-6470
 (1984)； お よ び Samulskiら 、 J. Virol. 63:03822-3828 (1989)が あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 特 に 、 少 な く と も 6つ の ウ イ ル ス ベ ク タ ー 法 が 現 在 臨 床 治 験 の 遺 伝 子 輸 送 に 利 用 で き 、
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ て い る 系 で あ る 。 こ れ ら の ウ イ ル ス ベ ク タ
ー の す べ て は 、 ヘ ル パ ー 細 胞 株 に 挿 入 さ れ た 遺 伝 子 に よ る 欠 陥 ウ イ ル ス の 補 完 を 含 む ア プ
ロ ー チ を 利 用 し て 、 形 質 導 入 体 を 作 成 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 pLASNと MFG-Sは 、 臨 床 治 験 で 使 用 さ れ て い る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 で あ る （ Dunb
arら 、 Blood 85:3048-305 (1995)； Kohnら 、 Nat. Med. 1:1017-102 (1995)； Malechら 、 P
NAS 94:22 12133-12138 (1997)） 。 PA317/pLASNは 遺 伝 子 治 療 治 験 で 使 用 さ れ た 最 初 の 治
療 用 ベ ク タ ー で あ る （ Blaeseら 、 Science 270:475-480 (1995)） 。 MFG-Sパ ッ ケ ー ジ ベ ク
タ ー に つ い て 50％ ま た は そ れ 以 上 の 形 質 導 入 効 率 が 観 察 さ れ て い る （ Ellemら 、 Immunol I
mmunother. 44(1):10-20 (1997)； Dranoffら 、 Hum. Gene Ther. 1:111-2 (1997)） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
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　 組 換 え ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ rAAV） は 、 欠 陥 お よ び 非 病 原 性 パ ル ボ ウ イ ル ス ア
デ ノ 随 伴 2型 ウ イ ル ス に 基 づ く 別 の 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 系 で あ る 。 す べ て の ベ ク タ ー は 、 ト
ラ ン ス 遺 伝 子 発 現 カ セ ッ ト に フ ラ ン ク す る AAV 145bpの 逆 方 向 末 端 反 復 配 列 の み を 保 持 す
る プ ラ ス ミ ド か ら 得 ら れ る 。 形 質 導 入 さ れ た 細 胞 の ゲ ノ ム へ の 組 み 込 み に よ る 効 率 的 な 遺
伝 子 輸 送 と 安 定 な ト ラ ン ス 遺 伝 子 送 達 は 、 こ の ベ ク タ ー 系 の 主 要 な 特 徴 で あ る （ Wagnerら
、 Lancet 351:9117 1702-3 (1998)、 Kearnsら 、 Gene Ther. 9:748-55 (1996)） 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 複 製 欠 損 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Ad） は 高 力 価 で 産 生 さ れ 、 多 く の 異 な る タ イ
プ の 細 胞 に 容 易 に 感 染 す る た め に 、 主 に 結 腸 癌 遺 伝 子 治 療 に 使 用 さ れ る 。 ほ と ん ど の ア デ
ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ト ラ ン ス 遺 伝 子 が Ad E1a、 E1b、 お よ び E3遺 伝 子 を 置 換 す る よ う
に 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ れ る 。 次 に 複 製 欠 損 ベ ク タ ー は 、 欠 失 し た 遺 伝 子 機 能 を ト ラ ン ス
で 供 給 す る 293細 胞 中 で 増 殖 さ れ る 。 Adベ ク タ ー は 、 多 種 類 の 組 織 （ 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び
筋 肉 系 組 織 に あ る よ う な 非 分 裂 性 分 化 細 胞 を 含 む ） を イ ン ビ ボ で 形 質 導 入 す る こ と が で き
る 。 通 常 の Adベ ク タ ー は 、 大 き な 運 搬 能 力 を 有 す る 。 臨 床 治 験 で の Adベ ク タ ー の 使 用 例 は
、 筋 肉 内 注 射 に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 療 法 で あ る （ Stermanら 、 Hum. 
Gene Ther. 7:1083-9 (1998)） 。 遺 伝 子 治 療 の た め の ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の さ ら な る
使 用 例 は 、 Roseneckerら 、 Infection 24:1 5-10 (1996)； Stermanら 、 Hum. Gene Ther. 9
:7 1083-1089 (1998)； Welshら 、 Hum. Gene Ther. 2:205-18 (1995)； Alvarezら 、 Hum. G
ene Ther. 5:597-613 (1997)； Topfetら 、 Gene Ther. 5:507-513 (1998)； Stermanら 、 Hu
m. Gene Ther. 7:1083-9 (1998)が あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 は 、 宿 主 細 胞 に 感 染 で き る ウ イ ル ス 粒 子 を 形 成 す る の に 使 用 さ れ る
。 か か る 細 胞 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス を パ ッ ケ ー ジ す る 293細 胞 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス を
パ ッ ケ ー ジ す る プ サ イ 2細 胞 ま た は PA317細 胞 が あ る 。 遺 伝 子 治 療 で 使 用 さ れ る ウ イ ル ス ベ
ク タ ー は 、 通 常 核 酸 ベ ク タ ー を ウ イ ル ス 粒 子 に パ ッ ケ ー ジ す る プ ロ デ ュ ー サ ー 細 胞 株 に よ
り 作 成 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 典 型 的 に は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ と 以 後 の 宿 主 へ の 組 み 込 み に 必 要
な 最 小 の ウ イ ル ス 配 列 と 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の 発 現 カ セ ッ ト に よ り 置 換 さ れ る 他
の ウ イ ル ス 配 列 を 含 有 す る 。 欠 失 し て い る ウ イ ル ス 機 能 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 に よ り
ト ラ ン ス で 供 給 さ れ る 。 例 え ば 遺 伝 子 治 療 で 使 用 さ れ る AAVベ ク タ ー は 典 型 的 に は 、 宿 主
ゲ ノ ム へ の パ ッ ケ ー ジ ン グ と 組 み 込 み に 必 要 な AAVゲ ノ ム か ら の ITR配 列 の み を 有 す る 。 ウ
イ ル ス DNAは 細 胞 株 で パ ッ ケ ー ジ さ れ 、 こ れ は 他 の AAV遺 伝 子 （ す な わ ち repお よ び cap） を
コ ー ド す る が ITR配 列 が 欠 如 し た ヘ ル パ ー プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 。 こ の 細 胞 株 は ま た 、 ヘ
ル パ ー と し て の ア デ ノ ウ イ ル ス で 感 染 さ れ る 。 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス は AAVベ ク タ ー の 複 製 と
ヘ ル パ ー プ ラ ス ミ ド か ら の AAV遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る 。 ヘ ル パ ー プ ラ ス ミ ド は 、 ITR配 列
が 欠 如 し て い る た め 多 量 に は パ ッ ケ ー ジ さ れ な い 。 ア デ ノ ウ イ ル ス に よ る 汚 染 は 、 例 え ば
AAVよ り ア デ ノ ウ イ ル ス が よ り 感 受 性 で あ る 熱 処 理 に よ り 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 上 記 し た よ う に 、 当 該 分 野 で 公 知 の 種 々 の ウ イ ル ス デ リ バ リ ー 媒 体 を 使 用 し て 、 核 酸 （
例 え ば 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ） を 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 デ
リ バ リ ー 媒 体 の 選 択 は 多 く の 要 因 （ 特 に 限 定 さ れ な い が 、 送 達 さ れ る 核 酸 と 所 望 の 標 的 細
胞 の サ イ ズ を 含 む ） に 依 存 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て ア デ ノ ウ イ ル ス は デ リ バ リ ー 媒 体 と し て 使 用 さ れ る 。 ア デ ノ ウ イ
ル ス ビ ヒ ク ル の 例 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 2、 5、 12お よ び 35型 が あ る 。 例 え ば 造 血 幹 細 胞 へ
の ト ラ ン ス 遺 伝 子 の 導 入 に 有 用 な 媒 体 （ 例 え ば CD34 + 細 胞 ） は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 35型 を 含
む 。 さ ら な る ア デ ノ ウ イ ル ス 媒 体 に は い わ ゆ る 「 空 の （ gutless） 」 ア デ ノ ウ イ ル ス が あ
る 。 例 え ば Kochanekら 、 (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:5, 731-736を 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ビ ヒ ク ル に は 、 AAV血 清 型 1、 2、 5、 6、 7、 8お よ び 9； な ら び に キ メ
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ラ AAV血 清 型 、 例 え ば AAV 2/1と AAV 2/5が あ る 。 1本 鎖 お よ び 2本 鎖 AAVベ ク タ ー の 両 方 と も
使 用 で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス デ リ バ リ ー 媒 体 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 6,312,682号 と 6,669,936号 、 お よ
び 米 国 特 許 出 願 第 2002/0173030号 に 記 載 さ れ て お り 、 ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 免 疫 細 胞 （ 例 え ば
T細 胞 ） に 導 入 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 レ ン チ ウ イ ル ス は そ の RNAゲ ノ ム の DNAコ
ピ ー を 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 み こ と が で き る 。 例 え ば Oryら (1996) Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 93:11382-11388； Miyoshiら  (1998) J. Virol. 72:8150-8157； Dullら  (19
98) J. Virol. 72:8463-8471； Zufferyら  (1998) J. Virol. 72:9873-9880； Follenziら  
(2000) Nature Genetics 25:217-222 お よ び Delenda (2004) J. Gene Medicine 6:S125-S
138を 参 照 さ れ た い 。 あ る レ ン チ ウ イ ル ス 媒 体 で は 、 そ の 組 み 込 み 機 能 が 無 能 力 に さ れ て
お り 非 組 み 込 み レ ン チ ウ イ ル ス 媒 体 を 生 成 す る 。 例 え ば Pooonら  (2003) J. Virol. 77:39
62-3972、 お よ び Vargasら  (2004) Human Gene Therapy 15:361-372を 参 照 さ れ た い 。 造 血
幹 細 胞 の 形 質 導 入 の た め の 組 み 込 み お よ び 非 組 み 込 み レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 両 方 の 使
用 が 、 Haasら  (2000) Mol. Therapy 2:71-80に よ り 記 載 さ れ て い る 。 組 み 込 み レ ン チ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー に よ る CD4 +  T細 胞 の 形 質 導 入 が Humeauら  (2004) Mol. Therapy 9:902-913 
に よ り 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 ニ ュ ー ロ ン や 神 経 節 で 長 期 発 現 が 可 能 な 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 媒 体 が 記 載 さ れ て い る 。
例 え ば Kriskyら  (1998) Gene Therapy 5(11):1517-1530； Kriskyら  (1998) Gene Therapy
 5(12)： 1593-1603； Burtonら  (2001) Stem Cells 19:358-377； Lilleyら (2001) J. Viro
logy 75(9):4343-4356を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 神 経 組 織 へ の デ リ バ リ ー の た め に 、 特 に 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） ベ ク タ ー が 適 し
て い る 。 例 え ば Coffinら (1996) 「 神 経 系 の 遺 伝 子 操 作 （ Genetic Manipulation of the N
ervous System） 」 （ DS Latchman編 ） 中 、 99-114頁 ； ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス （ Academic Pre
ss） 、 ロ ン ド ン ； Finkら (1996) Ann. Rev. Neurosci. 19:265-287を 参 照 さ れ た い 。 特 に
、 複 製 欠 陥 HSVベ ク タ ー が 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 5,849,571号 ； 5,849,572号
； 6,248,320号 ； 6,261,552号 ； 6,344,445号 ； 6,613,892号 ； 6,719,982号 ； お よ び 6,821,7
53号 を 参 照 さ れ た い 。 ま た 米 国 特 許 出 願 第 2002/0192802号 ； 2003/0040500号 ； 2003/00821
42号 ； 2003/0091537号 ； 2003/0113348号 ； 2003/0219409号 ； お よ び 2004/0063094号 も 参 照
さ れ た い 。 ま た Kriskyら  (1998) Gene Therapy 5:1517-1530； Palmerら (2000) J. Virol.
 74:5604-5618； Lilleyら (2001) J. Virol. 75(9):4343-4356； Burtonら (2002) Curr. Op
in. Biotechnol. 13:424-428； お よ び Goinsら (2002) Methods Mol. Med. 69:481-507も 参
照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 造 血 幹 細 胞 の レ ト ロ ウ イ ル ス 形 質 導 入 の 効 率 を 改 良 す る た め の 方 法 が 、 米 国 特 許 第 5,92
8,638号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び レ ン チ ウ イ ル ス デ リ バ リ ー 媒 体 の 親 和 性 は 、 偽 型 判 定 法 （ pseudo
typing） に よ り 改 変 す る こ と が で き 、 こ う し て 特 定 の タ イ プ の 細 胞 へ の 核 酸 の ウ イ ル ス デ
リ バ リ ー が 可 能 に な る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 5,817,491号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 多 く の 遺 伝 子 治 療 応 用 で は 、 特 定 の タ イ プ の 組 織 に 対 し て 高 度 の 特 異 性 を 有 す る 遺 伝 子
治 療 ベ ク タ ー を デ リ バ リ ー す る こ と が 好 ま し い 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 典 型 的 に は 、 ウ イ ル
ス 外 表 面 に ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て リ ガ ン ド を 発 現 す る
こ と に よ り 、 あ る 特 定 の タ イ プ の 細 胞 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る よ う に 修 飾 さ れ る 。 リ ガ ン
ド は 、 目 的 の タ イ プ の 細 胞 上 に 存 在 す る こ と が 公 知 の 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る よ う
に 選 択 さ れ る 。 例 え ば Hanら 、 PNAS 92:9747-9751 (1995)は 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ
ル ス が gp70に 融 合 し た ヒ ト ヘ レ グ リ ン （ heregulin） を 発 現 す る よ う に 修 飾 す る こ と が で
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き 、 組 換 え ウ イ ル ス が ヒ ト 表 皮 増 殖 因 子 受 容 体 を 発 現 す る い く つ か の ヒ ト 乳 癌 細 胞 に 感 染
す る こ と を 報 告 し た 。 こ の 原 理 は 、 リ ガ ン ド 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ウ イ ル ス と 受 容 体
を 発 現 す る 標 的 細 胞 の 他 の 対 に 延 長 す る こ と が で き る 。 例 え ば 実 質 的 に 任 意 の 選 択 さ れ た
細 胞 受 容 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 断 片 （ 例 え ば FAbま た は Fv） を 示 す よ
う に 、 線 状 フ ァ ー ジ を 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 す る こ と が で き る 。 上 記 説 明 は 主 に ウ イ ル ス ベ
ク タ ー に 適 用 さ れ る が 、 同 じ 原 理 が 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 応 用 で き る 。 か か る ベ ク タ ー は
、 特 異 的 標 的 細 胞 に よ る 取 り 込 み を 促 進 す る と 考 え ら れ る 特 異 的 取 り 込 み 配 列 を 含 有 す る
よ う に 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 後 述 の よ う に 全 身 性 投 与 （ 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 腔 内
、 筋 肉 内 、 皮 下 、 ま た は 頭 蓋 内 注 入 ） に よ り 、 ま た は 局 所 的 塗 布 に よ り 、 個 々 の 患 者 に 投
与 し て イ ン ビ ボ で デ リ バ リ ー さ れ る 。 あ る い は ベ ク タ ー は 細 胞 、 例 え ば 個 々 の 患 者 か ら 外
植 し た 細 胞 （ 例 え ば 、 リ ン パ 球 、 骨 髄 吸 引 液 、 組 織 生 検 試 料 ） 、 ま た は 普 遍 的 ド ナ ー 造 血
幹 細 胞 に エ ク ス ビ ボ で 送 達 さ れ 、 次 に 通 常 ベ ク タ ー を 取 り 込 ん だ 細 胞 の 選 択 後 、 細 胞 は 患
者 に 再 移 植 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 診 断 、 研 究 、 ま た は 遺 伝 子 治 療 の た め の エ ク ス ビ ボ 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ 例 え ば
、 宿 主 生 物 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 再 注 入 ） は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 あ る 例 で
は 細 胞 は 対 象 生 物 か ら 単 離 さ れ 、 ZFP核 酸 （ 遺 伝 子 ま た は cDNA） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
、 そ し て 対 象 生 物 （ 例 え ば 患 者 ） に 再 注 入 さ れ る 。 エ ク ス ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 適
し た 種 々 の タ イ プ の 細 胞 は 当 業 者 に 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Freshneyら 、 「 動 物 細 胞 の 培 養
、 基 礎 的 技 術 の マ ニ ュ ア ル （ Culture of Animal Cells, A Manual of Basic Technique）
」 （ 第 3版 ） 、 お よ び 患 者 か ら 如 何 に 細 胞 を 単 離 し 培 養 す る か に つ い て そ こ に 引 用 さ れ た
文 献 、 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 幹 細 胞 は 、 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 遺 伝 子 治 療 の た め の エ ク
ス ビ ボ 法 で 使 用 さ れ る 。 幹 細 胞 を 使 用 す る 利 点 は 、 こ れ ら は イ ン ビ ト ロ で 他 の タ イ プ の 細
胞 に 分 化 さ せ る こ と が で き 、 ま た は 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 細 胞 の ド ナ ー ） 中 に 導 入 さ れ て そ こ
で 骨 髄 に 移 植 す る こ と が で き る こ と で あ る 。 GM-CSF、 IFN-Yお よ び TNF-　 の よ う な サ イ ト
カ イ ン を 使 用 し て 臨 床 的 に 重 要 な タ イ プ の 免 疫 細 胞 に CD34+細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 分 化 さ せ
る 方 法 は 公 知 で あ る （ Inabaら 、 J. Exp. Med. 176:1693-1702 (1992)参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 幹 細 胞 は 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 形 質 導 入 と 分 化 の た め に 単 離 さ れ る 。 例 え ば 幹 細 胞 は 、
例 え ば CD4+と CD8+（ T細 胞 ） 、 CD45+（ パ ン B細 胞 ） 、 GR-1（ 顆 粒 球 ） 、 お よ び lad（ 分 化 し
た 抗 原 提 示 細 胞 ） の よ う な 好 ま し く な い 細 胞 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 骨 髄 細 胞 を パ ニ ン グ
す る こ と に よ り 、 骨 髄 細 胞 か ら 単 離 さ れ る （ Inabaら 、 J. Exp. Med. 176:1693-1702 (199
2)参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 治 療 用 ZFP核 酸 を 含 有 す る ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス 、 リ ポ ソ ー ム な ど ） は ま た 、 イ ン ビ ボ で 細 胞 の 形 質 導 入 の た め に 生 物 に 直 接
投 与 す る こ と が で き る 。 あ る い は ネ ー キ ッ ド DNAを 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 は 、 血 液
ま た は 組 織 細 胞 と の 最 終 的 接 触 に 分 子 を 導 入 す る た め に 通 常 使 用 さ れ る 任 意 の 経 路 に よ る
。 か か る 核 酸 を 投 与 す る 適 切 な 方 法 は 利 用 で き 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 特 定 の 組 成 物 を 投
与 す る の に 2つ 以 上 の 経 路 が 使 用 で き る が 、 特 定 の 経 路 が し ば し ば 他 の 経 路 よ り 直 接 的 で
あ り よ り 有 効 な 反 応 を 与 え る こ と が あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 一 部 は 投 与 さ れ る 具 体 的 な 組 成 物 に よ り 、 な ら び に 組 成
物 を 投 与 す る た め に 使 用 さ れ る 具 体 的 な 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 従 っ て 後 述 の よ う に 広 範
囲 の 適 当 な 医 薬 組 成 物 調 製 物 が あ る （ 例 え ば 、 レ ミ ン ト ン の 薬 剤 科 学 （ Remington's Phar
maceutical Sciences） 、 第 17版 、 1989を 参 照 ） 。
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【 ０ １ ８ ０ 】

　 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 （ 例 え ば 本 ZFP） の 投 与 に お い て 重 要 な 要 因 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 細
胞 の 原 形 質 膜 を 横 断 す る か 、 ま た は 核 の よ う な 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト の 膜 を 横 断 す る 能
力 を 有 す る こ と で あ る 。 細 胞 膜 は 、 脂 質 － タ ン パ ク 質 二 重 層 か ら な り 、 こ れ は 小 さ い 非 イ
オ ン 性 親 油 性 化 合 物 は 自 由 に 透 過 で き 、 極 性 化 合 物 、 巨 大 分 子 、 お よ び 治 療 薬 ま た は 診 断
薬 は 本 質 的 に 非 透 過 性 で あ る 。 し か し タ ン パ ク 質 や 他 の 化 合 物 （ 例 え ば リ ポ ソ ー ム ） が 記
載 さ れ て お り 、 こ れ ら は 、 細 胞 膜 を 介 し て ZFPの よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 移 動 さ せ る 能 力 を
有 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 例 え ば 「 膜 移 動 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 膜 移 動 担 体 と し て 作 用 す る 能 力 を 有 す る 両 親 媒 性 ま
た は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 サ ブ 配 列 を 有 す る 。 あ る 実 施 態 様 に お い て ホ メ オ ド メ イ ン タ ン パ ク 質
は 細 胞 膜 を 横 断 し て 移 動 す る 能 力 を 有 す る 。 ホ メ オ ド メ イ ン タ ン パ ク 質 の 最 も 短 い イ ン タ
ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 可 能 な ペ プ チ ド で あ る ア ン テ ナ ペ デ ィ ア （ Antennapedia） が 、 ア ミ ノ 酸
43～ 58位 か ら タ ン パ ク 質 の 第 3ら せ ん で あ る こ と が 発 見 さ れ た （ 例 え ば 、 Prochiantz、 Cur
rent Opinion in Neurobiology 6:629-634 (1996)を 参 照 ） 。 別 の サ ブ 配 列 で あ る シ グ ナ
ル ペ プ チ ド の h（ 疎 水 性 ） ド メ イ ン が 、 同 様 の 細 胞 膜 移 動 特 性 を 有 す る こ と が 発 見 さ れ た
（ 例 え ば 、 Linら 、 J. Biol. Chem. 270:14255-14258 (1995)を 参 照 ） 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 細 胞 へ の ZFPの 取 り 込 み を 促 進 す る た め の ZFPに 連 結 で き る ペ プ チ ド 配 列 の 例 に は 、 特 に
限 定 さ れ な い が 以 下 が あ る ： HIVの タ ン パ ク 質 の 11ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド ； p16タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 84～ 103に 対 応 す る 20残 基 ペ プ チ ド 配 列 （ Fahraeusら 、 Current Biology 6:84 (199
6)； ア ン テ ナ ペ デ ィ ア （ Antennapedia） の 60ア ミ ノ 酸 長 さ の ホ メ オ ド メ イ ン の 第 3ら せ ん
（ Derossiら 、 J. Biol. Chem. 269:10444 (1994)を 参 照 ） ； カ ポ ジ 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （
K-FGF） h領 域 の よ う な シ グ ナ ル ペ プ チ ド の h領 域 （ Linら 、 前 述 ） ； ま た は HSVか ら の VP22
移 動 ド メ イ ン （ Elliotと O'Hare、 Cell 88:223-233 (1997)を 参 照 ） 。 増 強 さ れ た 細 胞 取 り
込 み を 与 え る 他 の 適 当 な 化 学 成 分 も ま た 、 ZFPに 化 学 的 に 連 結 し て も よ い 。 膜 移 動 ド メ イ
ン （ す な わ ち 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン ド メ イ ン ） は ま た 、 ラ ン ダ ム 化 ペ プ チ ド 配 列 の ラ
イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 Yehら  (2003) Molecular Therapy 7(5):
S461、 抄 録 ＃ 1191を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 毒 素 分 子 も ま た 、 細 胞 膜 を 横 断 し て ポ リ ペ プ チ ド を 輸 送 す る 能 力 を 有 す る 。 か か る 分 子
は し ば し ば 少 な く と も 2つ の 部 分 か ら な る （ 「 2成 分 毒 性 」 と 呼 ぶ ） ； 輸 送 ま た は 結 合 ド メ
イ ン も し く は ポ リ ペ プ チ ド お よ び 別 の 毒 素 ド メ イ ン も し く は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 典 型 的
に は 輸 送 ド メ イ ン も し く は ポ リ ペ プ チ ド は 細 胞 受 容 体 に 結 合 し 、 次 に 毒 素 は 細 胞 中 に 輸 送
さ れ る 。 内 部 ま た は ア ミ ノ 末 端 融 合 体 と し て 細 胞 サ イ ト ゾ ル に ペ プ チ ド を デ リ バ リ ー す る
試 み に お い て 、 い く つ か の 細 菌 毒 素 （ ウ ェ ル シ ュ 菌 （ Clostridium perfringens） イ オ タ
毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 （ DT） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 外 毒 素 A（ PE） 、 百 日 咳 （
pertussis） 毒 素 （ PT） 、 炭 疽 菌 （ Bacillus anthracis） 毒 素 、 お よ び 百 日 咳 ア デ ニ ル 酸
シ ク ラ ー ゼ （ CYA） ） が 使 用 さ れ て い る （ Aroraら 、 J. Biol. Chem., 268:3334-3341 (199
3)； Perelleら 、 Infect. Immun., 61:5147-5156 (1993)； Stemmarkら 、 J. Cell. Biol. 1
13:1025-1032 (1991)； Donnellyら 、 PNAS 90:3530-3534 (1993)； Carbonettiら 、 Abstr. 
Annu. Meet. Am. Soc. Microbiol. 95:295 (1995)； Seboら 、 Infect. Immun. 63:3851-38
57 (1995)； Klimpelら 、 PNAS U.S.A. 89:10277-10281 (1992)； お よ び Novakら 、 J. Biol.
 Chem. 267:17186-17193 (1992)） 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 か か る サ ブ 配 列 は 、 細 胞 膜 を 横 切 っ て ZFPを 輸 送 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 ZFPは
か か る 配 列 と 融 合 ま た は 誘 導 体 化 す る こ と が 便 利 で あ る 。 典 型 的 に は 移 動 配 列 は 融 合 タ ン
パ ク 質 の 一 部 と し て 提 供 さ れ る 。 場 合 に よ り リ ン カ ー を 使 用 し て 、 ZFPと 移 動 配 列 と を 連
結 す る こ と が で き る 。 任 意 の 適 当 な リ ン カ ー （ 例 え ば ペ プ チ ド リ ン カ ー ） を 使 用 す る こ と
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が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ZFPは ま た 、 リ ポ ソ ー ム お よ び リ ポ ソ ー ム 誘 導 体 （ 例 え ば 免 疫 リ ポ ソ ー ム ） を 介 し て 動
物 細 胞 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 用 語 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 1つ
以 上 の 同 心 円 状 に 並 ん だ 脂 質 二 重 層 か ら な る 小 胞 を 意 味 し 、 こ れ は 水 相 を 封 入 す る 。 水 相
は 典 型 的 に は 、 細 胞 に 送 達 さ れ る 化 合 物 （ す な わ ち ZFP） を 含 有 す る 。 リ ポ ソ ー ム は 原 形
質 膜 と 融 合 し 、 こ う し て 薬 物 を サ イ ト ゾ ル に 放 出 す る 。 あ る い は リ ポ ソ ー ム は 、 輸 送 小 胞
中 で 細 胞 に よ り 貪 食 さ れ る か ま た は 摂 取 さ れ る 。 エ ン ド ソ ー ム ま た は フ ァ ゴ ソ ー ム 中 に あ
る と 、 リ ポ ソ ー ム は 分 解 さ れ る か 、 ま た は 輸 送 小 胞 の 膜 と 融 合 し て そ の 内 容 物 を 放 出 す る
。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 リ ポ ソ ー ム を 介 す る 薬 剤 デ リ バ リ ー の 現 在 の 方 法 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム は 最 終 的 に 透 過
性 に な り 、 標 的 組 織 ま た は 細 胞 で 封 入 さ れ た 化 合 物 （ こ の 場 合 、 ZFP） を 放 出 す る 。 全 身
性 ま た は 組 織 特 異 的 送 達 の た め に 、 こ れ は 例 え ば リ ポ ソ ー ム 二 重 層 が 体 内 の 種 々 の 物 質 の
作 用 を 介 し て 経 時 的 に 分 解 す る 受 動 的 方 法 で 行 わ れ る 。 あ る い は 活 性 薬 物 放 出 は 、 リ ポ ソ
ー ム 小 胞 中 の 浸 透 性 の 変 化 を 誘 導 す る 物 質 を 使 用 す る こ と を 含 む 。 リ ポ ソ ー ム 膜 は リ ポ ソ
ー ム 膜 の 近 く の 環 境 が 酸 性 に な る 時 、 不 安 定 化 さ れ る よ う に 構 築 さ れ る （ 例 え ば 、 PNAS 8
4:7851 (1987)； Biochemistry 28:908 (1989)を 参 照 ） 。 リ ポ ソ ー ム が 標 的 細 胞 に よ り エ
ン ド サ イ ト ー シ ス を 受 け る と 、 こ れ ら は 不 安 定 化 さ れ 、 そ の 内 容 物 を 放 出 す る 。 こ の 不 安
定 化 は フ ソ ゲ ネ シ ス （ fusogenesis） と 呼 ば れ る 。 ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー
ル ア ミ ン （ DOPE） は 、 多 く の 「 フ ソ ゲ ニ ッ ク （ fusogenic） 」 系 の 基 礎 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 か か る リ ポ ソ ー ム は 典 型 的 に は ZFPと 脂 質 成 分 （ 例 え ば 、 天 然 の お よ び ／ ま た は 陽 イ オ
ン 性 脂 質 ） を 含 み 、 所 定 の 細 胞 表 面 受 容 体 ま た は リ ガ ン ド （ 例 え ば 抗 原 ） に 結 合 す る 抗 体
の よ う な 受 容 体 認 識 分 子 を 随 時 含 む 。 リ ポ ソ ー ム を 調 製 す る た め の 種 々 の 方 法 が 、 例 え ば
Szokaら 、 Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467 (1980)、 米 国 特 許 第 4,186,183号 、 4,217,3
44号 、 4,235,871号 、 4,261,975号 、 4,485,054号 、 4,501,728号 、 4,774,085号 、 4,837,028
号 、 4,235,871号 、 4,261,975号 、 4,485,054号 、 4,501,728号 、 4,774,085号 、 4,837,028号
、 4,946,787号 、 PCT公 報 第 WO91/17424号 、 Deamerと Bangham, Biochim. Biophys. Acta 44
3： 629-634 (1976)； Fraleyら 、 PNAS 76:3348-3352 (1979)； Hopeら 、 Biochim. Biophys.
 Acta 812:55-65 (1985)； Mayerら 、 Biochim. Biophys. Acta 858:161-168 (1986)； Will
iamsら 、 PNAS 85:242-246 (1988)； 「 リ ポ ソ ー ム （ Liposomes） 」 （ Ostro編 、 1983、 第 1
章 ） ； Hopeら 、 Chem. Phys. Lip. 40:89 (1986)； Gregoriadis, Liposome Technology (1
984)お よ び Lasic, Liposomes: Physics to Applicationsか ら （ 1993)に 記 載 さ れ て い る 。
適 当 な 方 法 に は 、 例 え ば 超 音 波 処 理 、 押 出 し 、 高 圧 ／ ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ 流
動 化 、 界 面 活 性 剤 透 析 、 小 リ ポ ソ ー ム 小 胞 の カ ル シ ウ ム 誘 導 性 融 合 、 お よ び エ ー テ ル 融 合
法 （ こ れ ら の す べ て は 当 該 分 野 で 公 知 で あ る ） が あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 あ る 例 で は リ ポ ソ ー ム は 、 特 定 の タ イ プ の 細 胞 、 組 織 な ど に 特 異 的 な 標 的 化 成 分 を 使 用
し て 標 的 化 さ れ る 。 種 々 の 標 的 化 成 分 （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ） を 使 用 す る リ ポ ソ ー ム の 標 的 化 は 、 既 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 米 国 特 許 第 4,95
7,773号 と 4,603,044号 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 リ ポ ソ ー ム に 標 的 化 物 質 を 結 合 す る た め の 標 準 的 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 方 法 は 一 般 に 、 リ ポ ソ ー ム へ の 脂 質 成 分 （ 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 こ
れ は 標 的 化 物 質 の 結 合 の た め に 活 性 化 す る こ と が で き る 、 ま た は 誘 導 体 化 親 油 性 化 合 物 、
例 え ば 脂 質 誘 導 体 化 ブ レ オ マ イ シ ン ） へ の 取 り 込 み を 含 む 。 抗 体 標 的 化 リ ポ ソ ー ム は 、 例
え ば プ ロ テ イ ン Aを 取 り 込 む リ ポ ソ ー ム を 使 用 し て 構 築 す る こ と が で き る （ Renneisenら 、
J. Biol. Chem., 265:16337-16342 (1990)、 お よ び Leonettiら 、 PNAS 87:2448-2451 (199
0)を 参 照 ） 。
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【 ０ １ ９ ０ 】

　 ZFPの 治 療 的 応 用 の た め に 患 者 に 投 与 さ れ る 用 量 は 、 経 時 的 に 患 者 に 有 効 な 治 療 応 答 を
与 え る の に 充 分 な も の で あ る 。 用 量 は 使 用 さ れ る 特 定 の ZFPの 効 力 と Kd、 標 的 細 胞 の 核 容
量 、 な ら び に 患 者 の 状 態 、 治 療 さ れ る 患 者 の 体 重 ま た は 表 面 積 に よ り 決 定 さ れ る 。 用 量 の
大 き さ は ま た 、 特 定 の 患 者 へ の 特 定 の 化 合 物 ま た は ベ ク タ ー の 投 与 に 伴 う 有 害 な 副 作 用 の
存 在 、 性 質 、 お よ び 程 度 に よ り 決 定 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 糖 尿 病 性 神 経 障 害 の 治 療 ま た は 予 防 で 投 与 さ れ る ZFPの 有 効 量 の 決 定 に お い て 、 医 師 は
、 ZFPま た は ZFPを コ ー ド す る 核 酸 の 循 環 血 漿 レ ベ ル 、 ZFP毒 性 の 可 能 性 、 疾 患 の 進 行 、 抗 Z
FP抗 体 の 産 生 を 評 価 す る 。 投 与 は 単 回 投 与 ま た は 分 割 投 与 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】

　 ZFPお よ び ZFPを コ ー ド す る 核 酸 は 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 の た め に 、 お よ び 治 療 ま た は 予 防
応 用 の た め に 患 者 に 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 一 般 に お よ び 本 明 細 書 の 考 察 に お い て 、
動 物 ま た は 患 者 に ZFPを 導 入 す る と い う 用 語 は 、 ZFPも し く は ZFP融 合 タ ン パ ク 質 が お よ び
／ ま た は ZFP融 合 タ ン パ ク 質 の ZFPを コ ー ド す る 核 酸 が 、 動 物 中 で 発 現 で き る 形 で 導 入 さ れ
る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 以 下 の セ ク シ ョ ン で 詳 細 に 説 明 さ れ る よ う に 、 ZFPお よ び ／ ま
た は 核 酸 は 1又 は 複 数 の 神 経 障 害 の 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 治 療 的 有 効 量 の 投 与 は 、 治 療 す べ き 組 織 に 最 終 的 に 接 触 で き る よ う に ZFPを 導 入 す る た
め に 通 常 使 用 さ れ る 任 意 の 経 路 に よ る 。 ZFPま た は ZFPを コ ー ド す る 核 酸 は 、 任 意 の 適 当 な
方 法 で 、 好 ま し く は 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 （ 例 え ば ポ ロ キ サ マ ー お よ び ／ ま た は 緩 衝
剤 ） と と も に 投 与 さ れ る 。 か か る 調 節 物 質 を 投 与 す る た め の 適 当 な 投 与 法 は 利 用 可 能 で か
つ 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 特 定 の 組 成 物 を 投 与 す る の に 2つ 以 上 の 経 路 が 使 用 で き る が 、 あ
る 特 定 の 経 路 が 他 の 経 路 よ り 即 時 的 で よ り 有 効 な 反 応 を 与 え る こ と が し ば し ば あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 一 部 は 投 与 さ れ る 特 定 の 組 成 物 に よ り 、 な ら び に 組 成 物
を 投 与 す る の に 使 用 さ れ る 特 定 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 従 っ て 医 薬 組 成 物 の 種 々 の 適 当
な 調 製 物 が あ る 。 例 え ば レ ミ ン ト ン の 薬 剤 科 学 （ Remington's Pharmaceutical Sciences
） 、 第 17版 （ 1985） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 吸 入 法 で 投 与 す る た め に ZFPを 単 独 ま た は 他 の 適 当 な 成 分 と と も に 、 エ ア ロ ゾ ル 剤 に す
る こ と が で き る （ す な わ ち 、 こ れ ら は 「 噴 霧 」 す る こ と が で き る ） 。 エ ア ロ ゾ ル 剤 は 、 加
圧 さ れ た 許 容 さ れ る 噴 射 剤 （ 例 え ば 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 プ ロ パ ン 、 窒 素 な ど ）
中 に 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 非 経 口 投 与 （ 例 え ば 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 内 、 お よ び 皮 下 経 路 ） に 適 し た 製 剤 は 、 水 性
お よ び 非 水 性 の 等 張 無 菌 注 射 溶 液 （ こ れ は 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 お よ び 調 製 物 を 目
的 の 患 者 の 血 液 と 等 張 に す る 溶 質 を 含 む こ と が で き る ） 、 お よ び 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌
懸 濁 液 （ こ れ は 、 懸 濁 剤 、 可 溶 化 剤 、 増 粘 剤 、 安 定 剤 、 お よ び 保 存 剤 を 含 む こ と が で き る
） を 含 む 。 開 示 さ れ た 方 法 の 実 施 に お い て 組 成 物 は 、 例 え ば 静 脈 内 注 入 、 経 口 、 局 所 的 、
腹 腔 内 、 膀 胱 内 ま た は く も 膜 下 投 与 す る こ と が で き る 。 化 合 物 の 調 製 物 は 、 単 位 用 量 ま た
は 多 回 用 量 の 密 封 容 器 （ 例 え ば 、 ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル ） で 提 供 す る こ と が で き る 。 注
射 溶 液 お よ び 懸 濁 液 は 、 既 に 記 載 し た 種 類 の 無 菌 粉 末 、 顆 粒 、 お よ び 錠 剤 か ら 調 製 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】

　 糖 尿 病 お よ び 他 の タ イ プ の 神 経 障 害 を 治 療 す る た め の 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の デ リ バ リ ー
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C. 投 与 量

D. 組 成 物 と 投 与 方 法
1. 総 論

2. デ リ バ リ ー の 選 択 肢 の 例



の た め に 、 種 々 の デ リ バ リ ー の 選 択 肢 が 利 用 で き る 。 具 体 的 な 適 応 症 に 依 存 し て 、 組 成 物
は 対 象 の 特 定 の 部 位 ま た は 組 織 に 標 的 化 さ れ る 。 例 え ば あ る 方 法 で は 組 成 物 は 、 糖 尿 病 性
神 経 障 害 を 治 療 す る た め に 四 肢 に 注 射 す る こ と に よ り 送 達 さ れ る 。 こ れ に 対 し て 他 の 治 療
法 で は 、 特 定 の 部 位 へ の 送 達 を 目 的 と す る こ と な く 、 一 般 的 に 組 成 物 を 投 与 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 薬 剤 の デ リ バ リ ー を 特 定 の 部 位 に 局 在 化 す る の に 、 多 く の ア プ ロ ー チ を 使 用 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の 方 法 の い く つ か は 、 体 の 内 腔 ま た は 組 織 へ の デ リ バ リ ー を 含 む （ 例 え ば
、 米 国 特 許 第 5,941,868号 ； 6,067,988号 ； 6,050,986号 ； お よ び 5,997,509号 ； な ら び に PC
T公 報 WO00/25850号 ； WO00/04928号 ； 99/59666号 ； お よ び 99/38559号 を 参 照 ） 。 デ リ バ リ
ー は ま た 、 筋 肉 内 も し く は 心 筋 内 注 射 も し く は 投 与 に よ り 行 わ れ る 。 か か る ア プ ロ ー チ の
例 に は 、 米 国 特 許 第 6,086,582号 ； 6,045,565号 ； 6,056,969号 ； お よ び 5,997,525号 ； お よ
び PCT公 報 WO00/16848号 ； WO00/18462号 ； WO00/24452号 ； WO99/49773号 ； お よ び WO99/4992
6号 に 記 載 の も の が あ る 。 局 所 的 デ リ バ リ ー の た め の 他 の 選 択 肢 に は 、 心 膜 内 注 射 （ 例 え
ば 、 米 国 特 許 第 5,931,810号 ； 5,968,010号 ； お よ び 5,972,013号 を 参 照 ） お よ び 脈 管 周 囲
デ リ バ リ ー が あ る 。 種 々 の 経 心 筋 的 血 管 再 生 （ TMR） チ ャ ネ ル 送 達 ア プ ロ ー チ も 同 様 に 使
用 で き る 。 こ れ ら の 方 法 の 多 く は レ ー ザ ー を 使 用 し て 血 管 再 生 を 行 う 。 か か る ア プ ロ ー チ
の 考 察 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,925,012号 ； 5,976,164号 ； 5,993,443号 ； お よ び 5,999,678
号 に 記 載 さ れ て い る 。 他 の 選 択 肢 に は 、 例 え ば 冠 状 動 脈 注 入 の た め の 動 脈 内 お よ び ／ ま た
は 冠 状 動 脈 内 デ リ バ リ ー （ 例 え ば 、 WO99/29251号 を 参 照 ） お よ び 血 管 内 投 与 （ 例 え ば 、 米
国 特 許 第 6,001,350号 ； 6,066,123号 ； お よ び 6,048,332号 ； お よ び PCT公 報 WO99/31982号 ；
WO99/33500号 ； お よ び WO00/15285号 を 参 照 ） が あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 神 経 障 害 を 治 療 す る た め の 組 成 物 の デ リ バ リ ー の た め の 追 加 の 選 択 肢 に は 、 静 脈 内 ま た
は 皮 下 投 与 、 心 筋 チ ャ ン バ ー ア ク セ ス （ 例 え ば 米 国 特 許 第 5,924,424号 を 参 照 ） お よ び 組
織 工 学 （ 米 国 特 許 第 5,5944,754号 ） を 使 用 す る 全 身 性 投 与 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 当 業 者 に 公 知 の 他 の デ リ バ リ ー 方 法 に は 、 米 国 特 許 第 5,698,531号 ； 5,893,839号 ； 5,79
7,870号 ； 5,693,622号 ； 5,674,722号 ； 5,328,470号 ； お よ び 5,707,969号 に 開 示 さ れ た 方
法 が あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】

　 VEGF遺 伝 子 （ お よ び 他 の 遺 伝 子 ） 中 の 標 的 部 位 に 結 合 す る ZFPお よ び こ れ ら を コ ー ド す
る 核 酸 は 、 広 範 囲 の 神 経 障 害 お よ び 神 経 変 性 症 状 を 治 療 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
か か る 方 法 は 一 般 的 に 、 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 内 の 核 酸 の 標 的 部 位 に 、 標 的 部 位 を 認 識 し こ
れ に 結 合 す る よ う に 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 さ れ た ZFPを 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 方 法 は イ ン
ビ ト ロ で 細 胞 培 養 で 行 わ れ る か ま た は イ ン ビ ボ で 行 う こ と が で き る 。 い く つ か の 方 法 は 、
1つ 以 上 の VEGF遺 伝 子 を 活 性 化 す る こ と に よ り 神 経 障 害 が 治 療 さ れ る よ う に 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

　 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 中 で 本 明 細 書 の ZFPお よ び こ れ ら を コ ー ド す る 核 酸
は 、 神 経 障 害 お よ び ／ ま た は 神 経 変 性 を 改 善 ま た は 排 除 す る の に 関 与 す る 遺 伝 子 の 発 現 を
調 節 （ 例 え ば 活 性 化 ま た は 抑 制 ） す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば VEGF遺 伝 子 は
活 性 化 し て 、 生 じ る VEGFタ ン パ ク 質 が 神 経 栄 養 性 因 子 と し て 作 用 し て 、 細 胞 培 養 （ す な わ
ち イ ン ビ ト ロ 応 用 ） お よ び イ ン ビ ボ の 両 方 で 、 神 経 機 能 お よ び ／ ま た は 神 経 増 殖 を 促 進 し
、 お よ び ／ ま た は 神 経 変 性 を 予 防 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 従 っ て 種 々 の タ イ プ の 神 経 障 害 （ 糖 尿 病 性 神 経 障 害 を 含 む ） お よ び 神 経 変 性 症 状 を 治 療
す る た め の い く つ か の 方 法 は 、 対 象 へ の ZFPの 導 入 を 含 む 。 活 性 化 ド メ イ ン を 有 す る ZFPの
、 そ の 発 現 が 神 経 障 害 を 改 善 す る 遺 伝 子 へ の 結 合 は 、 神 経 障 害 を 治 療 す る の に 使 用 す る こ
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と が で き る 。 い く つ か の 方 法 は 、 VEGF遺 伝 子 中 の 標 的 部 位 に 結 合 す る 本 明 細 書 に 記 載 の よ
う な ZFPの 使 用 を 含 む 。 ZFPに 融 合 し た 活 性 化 ド メ イ ン は 、 1つ 以 上 の VEGF遺 伝 子 の 発 現 を
活 性 化 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 神 経 障 害 （ 例 え ば 神 経 機 能 ） に 関 す る 神 経 栄 養 性 を 評 価 す る た め の 種 々 の 測 定 法 が 知 ら
れ て い る 。 例 え ば 内 皮 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ が Ferraraと Henzel (1989) Nature 380:439-443
； Gospodarowiczら 、 (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7311-7315； お よ び Claffey
ら  (1995) Biochim. Biophys. Acta 1246:1-9に よ り 考 察 さ れ て い る 。 ZFPお よ び ／ ま た は
核 酸 が 神 経 栄 養 性 を 促 進 す る 能 力 は 、 例 え ば Leungら  (1989) Science 246:1306-1309に よ
り 考 察 さ れ て い る よ う に ヒ ヨ コ 漿 尿 膜 で 評 価 す る こ と が で き る 。 他 の 選 択 肢 は 、 Rastinej
adら  (1989) Cell 56:345-355に よ り 考 察 さ れ て い る よ う に 、 ラ ッ ト 角 膜 を 用 い る ア ッ セ
イ を 実 施 す る こ と で あ る 。 他 の 測 定 法 は 米 国 特 許 第 5,840,693号 に 開 示 さ れ て い る 。 神 経
再 生 の た め の 測 定 法 は 、 ラ ッ ト の 反 回 神 経 の 挫 傷 後 の 神 経 終 板 の 評 価 を 含 む 。 Rubinら  (2
001) Laryngoscope 111:2041-2045； Rubinら  (2003) Laryngoscope 113:985-989。 さ ら に
組 織 切 片 の 顕 微 鏡 観 察 を 使 用 し て 、 神 経 症 状 を 評 価 す る こ と が で き る 。 神 経 血 液 流 も ま た
、 例 え ば Schratzberger (2001) J. Clin. Invest. 107(9):1083-92に 記 載 の よ う に 、 レ ー
ザ ー ド プ ラ ー イ メ ー ジ ン グ ま た は 局 所 投 与 し た 蛍 光 レ ク チ ン 類 似 体 の 直 接 検 出 に よ り 測 定
し て も よ い 。 さ ら に 運 動 お よ び 感 覚 神 経 伝 導 速 度 を 、 Schratzberger（ 前 述 ） に 記 載 の よ
う に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 各 方 法 お よ び そ の 結 果 は ま た 、 他 の 系 に 拡 張 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 の 組 成 物 は ま た 、 種 々 の 治 療 的 応 用 で 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る の に 使 用 す る こ
と も で き る 。 例 え ば そ の 生 成 物 が 正 常 な 状 況 下 で 神 経 増 殖 を 制 限 す る よ う に 作 用 す る 遺 伝
子 を 抑 制 し て 、 種 々 の 神 経 障 害 症 状 （ 例 え ば 糖 尿 病 性 神 経 障 害 ） に お け る 神 経 増 殖 を 刺 激
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 以 下 の 例 は 、 開 示 し た 方 法 と 組 成 物 の 特 定 の 面 の み を 詳 述 す る も の で あ っ て 、 決 し て 本
発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ０ ７ 】

　 VEGF遺 伝 子 内 の 標 的 部 位 を 認 識 し VEGFの 発 現 を 活 性 化 す る よ う に 設 計 し た 亜 鉛 フ ィ ン ガ
ー タ ン パ ク 質 の 治 療 的 可 能 性 を 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 の 実 証 さ れ た 実 験 モ デ ル で あ る ス ト レ
プ ト ゾ ト シ ン 処 理 ラ ッ ト で 評 価 し た 。 こ の モ デ ル で は 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン の 単 回 腹 腔 内
注 射 に よ り 一 晩 絶 食 後 に ラ ッ ト で 糖 尿 病 が 誘 導 さ れ る 。 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン （ STZ） 処 理
は 、 膵 臓 β 細 胞 の 部 分 的 破 壊 を 引 き 起 こ し 、 1週 間 以 内 に 糖 尿 病 が 誘 導 さ れ る 。 こ の モ デ
ル で は 重 症 の 末 梢 神 経 障 害 が 発 生 し 、 運 動 お よ び 感 覚 神 経 伝 導 速 度 の 顕 著 な 低 下 が 特 徴 と
な る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 VEGF-Aの 標 的 部 位 を 認 識 す る 3フ ィ ン ガ ー の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 前 述 の よ う に
設 計 し た 。 設 計 し た ZFP（ VOP32Eと 命 名 す る ） は 標 的 部 位 GGGGGTGACに 結 合 し 、 各 フ ィ ン ガ
ー の 認 識 ら せ ん 中 に 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ： DRSNLTR（ フ ィ ン ガ ー 1ま た は F1） ； TSGH
LSR（ フ ィ ン ガ ー 2ま た は F2） ； お よ び RSDHLSR（ フ ィ ン ガ ー 3ま た は F3） 。 ま た 表 1を 参 照
さ れ た い 。 p65転 写 活 性 化 ド メ イ ン を VOP32E ZFPに 融 合 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン の 単 回 腹 腔 内 注 射 に よ り 一 晩 絶 食 後 に 雄 ウ ィ ス タ ー ラ ッ ト で 糖 尿 病
を 誘 導 し た 。 年 齢 と 体 重 の 一 致 し た 未 処 理 ラ ッ ト を 対 照 と し て 使 用 し た 。 ス ト レ プ ト ゾ ト
シ ン 処 理 の 1週 間 後 に 血 清 グ ル コ ー ス レ ベ ル を 測 定 し 、 糖 尿 病 で あ る こ と が 確 認 さ れ た STZ
-処 理 動 物 を 3つ の 治 療 群 （ n=12） に ラ ン ダ ム 化 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
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　 糖 尿 病 誘 導 の 30日 後 に 治 療 を 開 始 し た 。 VOP32E-p65を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 125μ gま
た は 500μ gの 用 量 で 右 脚 の 腓 腹 筋 と ヒ ラ メ 筋 群 中 に 3回 注 射 の 単 回 投 与 で 与 え た 。 空 の ベ
ク タ ー プ ラ ス ミ ド VAX-1に よ る 同 様 の 注 射 を 対 照 と し た 。 VOP32Eと pVAX-1プ ラ ス ミ ド を 1％
 ポ ロ キ サ マ ー 407、 150mM NaCl、 2mM ト リ ス （ pH8.0） で 調 製 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 反 対 側 の 脚 を 注 射 し て い な い 対 照 と し た 。 基 本 的 に Schratzbergerら （ 前 述 ） に 記 載 の
よ う に 、 遺 伝 子 デ リ バ リ ー の 4週 間 後 に 治 療 し た 脚 お よ び 未 治 療 の 反 対 側 の 脚 で 神 経 伝 導
速 度 （ MNCVと SNCV） を 測 定 し た 。 結 果 を 表 4に 示 す ：
【 ０ ２ １ ２ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ３ 】
　 SNCVと MNCV測 定 後 に 動 物 を 屠 殺 し 、 注 射 し た 筋 肉 を 解 剖 し 、 RNA単 離 の た め に 回 収 し た
。 次 に RNA調 製 物 を リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 32Ep65ト ラ ン ス 遺 伝 子 発 現 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 糖 尿 病 ラ ッ ト の 骨 格 筋 へ の VOP32Eの デ リ バ リ ー に よ り 、 運 動 伝 導 速 度 に 影 響 を 与 え る こ
と な く 感 覚 神 経 の 伝 導 速 度 が 上 昇 し た （ 図 1） 。 低 用 量 VOP32E（ 125μ g） 治 療 群 の SNCV改
善 は 、 pVAX－ 1（ 空 ベ ク タ ー ） 処 理 動 物 と 比 較 し て 統 計 的 に 有 意 で あ っ た （ p＜ 0.005） 。
低 用 量 治 療 群 中 の SNCVは 、 遺 伝 子 移 動 の 4週 間 以 内 に 正 常 な レ ベ ル ま で 回 復 し た （ 表 1、 図
1） 。 低 用 量 群 で は 注 射 し て い な い 反 対 側 脚 と 比 較 す る と SNCVの 改 善 傾 向 が 観 察 さ れ た （ p
＝ 0.054） 。 他 の 研 究 者 ら は 、 MNCVに 対 す る 作 用 無 し で SNCVが 改 善 す る こ と を 報 告 し た （ S
ayers, NMら 、 Diabetes (2003) 52, 2372-2380） 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 す な わ ち 遺 伝 子 工 学 的 に 作 成 し た ZFP VOP32Eは 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 の 動 物 モ デ ル で 感 覚
神 経 伝 導 速 度 を 有 意 に 改 善 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】

　 前 記 の 末 梢 糖 尿 病 性 神 経 障 害 の モ デ ル で VOP32Eの 用 量 応 答 を 評 価 す る た め に 、 3つ の 追
加 の VOP32E治 療 群 を こ の 試 験 に 加 え 、 125μ g（ 実 施 例 1） の 有 効 用 量 よ り 4倍 低 い 用 量 と 2
倍 高 い 用 量 を 投 与 し た 。 上 記 し た よ う に 糖 尿 病 を 誘 導 し た 。 年 齢 と 体 重 の 一 致 し た ラ ッ ト
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を 対 照 と し て 使 用 し た 。 1週 間 後 に 血 清 グ ル コ ー ス レ ベ ル を 測 定 し 、 糖 尿 病 で あ っ た 動 物
を 3つ の 治 療 群 （ n=12） に ラ ン ダ ム 化 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 糖 尿 病 誘 導 の 27日 後 に 治 療 を 開 始 し た 。 動 物 に VOP32Eを 31.25、 62.5、 125ま た は 250μ g
の 用 量 で 左 の 腓 腹 筋 に 与 え た 。 反 対 側 の 脚 を 非 注 射 対 照 と し た 。 VOP32Eま た は pVAX-1プ ラ
ス ミ ド DMAを 5％  ポ ロ キ サ マ ー 188、 150mM NaCl、 2mM ト リ ス （ pH8.0） で 調 製 し た 。 遺 伝
子 デ リ バ リ ー の 4週 間 後 に SNCVと MNCVを 測 定 し た 。 神 経 伝 導 速 度 （ MNCVと SNCV） の 測 定 は
上 記 し た よ う に 行 っ た 。 RNAを 処 理 し 、 上 記 し た よ う に ト ラ ン ス 遺 伝 子 発 現 に つ い て 分 析
し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 こ の 試 験 で MNCVと SNCV値 は 、 3つ の 高 用 量 の VOP32E-p65プ ラ ス ミ ド に つ い て 明 白 な 効 力
を 示 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】

　 VEGF遺 伝 子 を 標 的 と し た ZFPア ク チ ベ ー タ ー を 使 用 し て VEGF発 現 を 活 性 化 し た ヒ ト HEK29
3細 胞 を 、 調 整 培 地 源 と し て 使 用 し た 。 か か る 調 整 培 地 は 、 2つ の ヒ ト （ SK-N-MCと SHEP-1
） お よ び ラ ッ ト （ ND8） 神 経 芽 腫 細 胞 株 の 血 清 依 存 性 を レ ス キ ュ ー す る こ と が で き た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

　 本 例 は 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ NLS） 、 VEGF標 的 化 VOP32E亜 鉛 フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン
（ 表 1） 、 p65転 写 活 性 化 ド メ イ ン 、 お よ び Flagエ ピ ト ー プ タ グ を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る 、 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー Ad-VOP32Ep65Flagの 構 築 を
記 載 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 当 該 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は 、 例 え ば 本 出 願 人 の 米 国 特 許 第 6,453,242号 と 6
,534,261号 に 記 載 の よ う に 組 み 立 て 、 pcDNA3ベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） 、
カ ー ル ス バ ー ド （ Carlsbad） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） の EcoRI部 位 と XhoI部 位 間 に ク ロ ー ン 化
し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を XhoIで 消 化 し 、 次 に dNTPsの 存 在 下 で DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iク レ
ノ ウ 断 片 を 用 い て 処 理 し て XhoI末 端 を 平 滑 末 端 に 変 換 し た 。 次 に こ の DNAを AflII（ NLSを
コ ー ド す る 配 列 の 上 流 の 挿 入 体 中 に 存 在 す る 部 位 ） で 消 化 し 、 2つ の 断 片 の 小 さ い 方 を キ
ア ゲ ン （ Qiagen） ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ キ ア ゲ ン （ Qiagen） 、 バ レ ン シ ア （ Valencia） 、 カ リ
ホ ル ニ ア 州 ） を 使 用 し て 精 製 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 pcDNA4/TOプ ラ ス ミ ド （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） 、 カ ー ル ス バ ー ド （ Carlsbad）
、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を MluIと AflIIと で 消 化 し 、 2つ の 断 片 の 小 さ い 方 を キ ア ゲ ン （ Qiagen
） ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ キ ア ゲ ン （ Qiagen） 、 バ レ ン シ ア （ Valencia） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を
使 用 し て 精 製 し て 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー （ CMV
） と 2つ の テ ト ラ サ イ ク リ ン オ ペ レ ー タ ー 配 列 （ TetO2） と を 含 有 す る DNA断 片 を 得 た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 こ の プ ラ ス ミ ド pShuttle（ ク ロ ン テ ク （ Clontech） 、 パ ロ ア ル ト （ Palo Alto） 、 カ リ
ホ ル ニ ア 州 ） を XbaIで 消 化 し 、 次 に dNTPsの 存 在 下 で DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iク レ ノ ウ 断 片 を 用
い て 処 理 し て XhoI末 端 を 平 滑 末 端 に 変 換 し た 。 次 に こ の DNA断 片 を MluIで 消 化 し て 、 2つ の
断 片 の 大 き い 方 を キ ア ゲ ン （ Qiagen） ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ キ ア ゲ ン （ Qiagen） 、 バ レ ン シ ア
（ Valencia） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を 使 用 し て 精 製 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 性 CMVプ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー を 含 有 す る MluI/AflII断 片 、
融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る AflII/XhoI断 片 、 お よ び pShuttle（ ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア
デ ニ ル 化 シ グ ナ ル と カ ナ マ イ シ ン 耐 性 マ ー カ ー と を 含 有 す る ） の XbaI/MluI断 片 を 使 用 し
て 、 3者 連 結 を 行 い 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 性 CMVプ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー と ウ シ 成 長
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実 施 例 3： 調 整 培 地

実 施 例 4： VEGF標 的 化 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 転 写 因 子 を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー の 構 築



ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 転 写 制 御 下 で 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 転 写 単 位 を
含 有 す る pShuttleベ ク タ ー 骨 格 を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 作 成 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 得 ら れ た pShuttleベ ー ス の プ ラ ス ミ ド を I-CeuIと PI-SceIと で 消 化 し た 。 消 化 混 合 物 を
フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ ル ム ： イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ 25： 24： 1） で 抽 出 し 、 0.3M NaOAc/
エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 し た DNAを TE緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 I-CeuIと PI-SceIと で 2重
消 化 し た pAdeno-Xベ ク タ ー （ ク ロ ン テ ク （ Clontech） 、 パ ロ ア ル ト （ Palo Alto） 、 カ リ
ホ ル ニ ア 州 ） に 連 結 し た 。 pAdeno-Xの I-CeuI部 位 と PI-SceI部 位 に 挿 入 さ れ た 、 融 合 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る I-CeuI/PI-SceI断 片 を 含 有 す る ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 T-REx（ 登 録 商 標 ） -293細 胞 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ） に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 後 、 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を ウ イ ル ス 粒 子 に パ ッ ケ ー ジ し 、 3回 の 連 続 凍 結 －
融 解 サ イ ク ル で 溶 解 し て お い た ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た T-REx（ 登 録 商 標 ） -293細 胞 か ら ア
デ ノ ウ イ ル ス を 採 取 し た 。 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス を さ ら に T-REx（ 登 録 商 標 ） -293細 胞 中
で 増 幅 し 、 2ラ ウ ン ド の 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 遠 心 分 離 に よ り 精 製 し た 。 精 製 し た 組 換 え ア デ
ノ ウ イ ル ス （ AdVOP32Ep65） を 10mM ト リ ス （ pH8.0） 、 2mM MgCl 2 、 4％ シ ョ 糖 を 3回 交 換 し
て 透 析 し 、 分 注 し て -80℃ で 保 存 し た 。 ア デ ノ ウ イ ル ス 粒 子 数 を 、 260nmの 吸 光 度 で 定 量 し
、 感 染 力 価 を ア デ ノ -X ラ ピ ッ ド タ イ タ ー キ ッ ト （ Adeno-X Rapid Titer Kit） （ ク ロ ン テ
ク （ Clontech） 、 パ ロ ア ル ト （ Palo Alto） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を 使 用 し て 測 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】

　 VOP32E転 写 ア ク チ ベ ー タ ー が 神 経 再 生 を 増 強 す る 能 力 を 、 ラ ッ ト の 挫 傷 反 回 性 咽 頭 神 経
モ デ ル 系 で 試 験 し た 。 Rubinら  (2003) Laryngoscope 113:985-989。 空 の ア デ ノ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー （ す な わ ち 挿 入 ト ラ ン ス 遺 伝 子 が 欠 如 し た ベ ク タ ー ） を 挫 傷 反 回 性 咽 頭 神 経 （ RL
N） に 投 与 し て も 、 有 意 な 追 加 の ニ ュ ー ロ ン 傷 害 は 起 き な い こ と は す で に 知 ら れ て い た 。 R
ubinら  (2003)、 前 述 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 こ の 実 験 の た め に 、 ラ ッ ト を ラ ン ダ ム に 2群 に 割 り 当 て た 。 第 I群 で は 、 RLNを 挫 傷 さ せ
、 神 経 に 空 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 注 入 し た （ 対 照 、 n＝ 10） 。 第 II群 で は 、 神 経 を 挫
傷 さ せ 、 AdVOP32Ep65を 注 入 し た （ n＝ 10） 。 喉 頭 筋 中 の 神 経 － 終 板 接 触 の 数 を 計 測 し て 、
再 生 を 測 定 し た 。 3日 目 に 各 群 か ら 5匹 の ラ ッ ト を 屠 殺 し 、 各 群 の 残 り の 5匹 の ラ ッ ト を 7日
目 に 屠 殺 し た 。 ア セ チ ル コ リ ン 組 織 化 学 分 析 の た め に 咽 頭 の 凍 結 切 片 を 処 理 し （ 運 動 終 板
を 同 定 す る た め ） 、 次 に 神 経 繊 維 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 処 理 し た （ 神 経 繊 維 を 同 定
す る た め ） 。 神 経 － 終 板 接 触 パ ー セ ン ト （ 神 経 再 生 の 確 立 さ れ た 指 標 ） を 測 定 し 、 公 表 さ
れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 3日 目 （ C） と 7日 目 （ D） に 群 間 を 比 較 し た 。 Rubinら  (2003) L
aryngoscope 111:2041-2045； Rubinら  (2003)、 前 述 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 こ れ ら の 分 析 結 果 は 、 RLNの 挫 傷 の 3日 後 に 、 対 照 と Adp65注 入 動 物 と の 間 で 神 経 － 終 板
接 触 パ ー セ ン ト の 有 意 な 上 昇 は 無 か っ た 。 し か し 7日 目 ま で に 、 空 ベ ク タ ー を 注 入 さ れ た
動 物 と 比 較 し て Adp65を 注 入 し た 動 物 で は 、 神 経 － 終 板 接 触 の 大 き な 上 昇 が あ っ た 。 組 織
学 的 試 験 は 、 ニ ュ ー ロ ン へ の VEGFの 遺 伝 子 送 達 が 異 常 な 血 管 形 成 を 引 き 起 こ さ な い と い う
従 来 の 報 告 （ Rubinら 、 前 述 ） を 確 認 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 傷 害 さ れ た 神 経 組 織 へ の VEG
F標 的 化 ZFP転 写 ア ク チ ベ ー タ ー を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の デ リ バ リ ー が 神 経
再 生 を 刺 激 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

　 組 換 え AAVベ ク タ ー で あ る pAAV-VOP32Ep65Flagを 以 下 の よ う に 作 成 し た ： 1) プ ラ ス ミ ド
pcDNA3-VOP32Ep65Flagを PmeIと XhoIで 消 化 し た 。 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ NLS） 、 VOP32E亜 鉛
フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン 、 p65転 写 活 性 化 ド メ イ ン 、 お よ び flagエ ピ ト ー プ タ グ を 含 有
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実 施 例 5： 神 経 挫 傷 後 の VEGF標 的 化 ZFP転 写 ア ク チ ベ ー タ ー に よ り 仲 介 さ れ る 神 経 再 生

実 施 例 6： VEGF標 的 化 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る AAVデ リ バ リ ー 媒 体 （ AAV-VO
P32Ep65Flag） の 構 築 と 産 生



す る 断 片 を 、 キ ア ゲ ン （ Qiagen） ゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て 精 製 し た 。 2) プ ラ ス ミ ド pAA
V-MCS（ ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） ） を HincIIと XhoIで 消 化 し た 。 消 化 物 か ら の 大 き
い 方 の 断 片 を キ ア ゲ ン （ Qiagen） ゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て 精 製 し た 。 3) 1)と 2)か ら の
断 片 を 連 結 し て 、 プ ラ ス ミ ド pAAV-VOP32Ep65Flagを 作 成 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 pAAV-VOP32Ep65Flag、 pAAV-RC（ ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） ） お よ び pHelper（ ス ト
ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） ） を 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム に よ り HEK293細 胞 （ ATCC） 中 に 同 時 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 2回 の 連 続 的 凍 結 － 融 解 サ イ ク ル で 溶 解 し た ト ラ ン ス フ ェ ク ト HEK293
細 胞 か ら 組 換 え AAVを 採 取 し た 。 組 換 え AAVを ヘ パ リ ン － ア ガ ロ ー ス 懸 濁 液 （ シ グ マ （ Sigm
a） ） を 使 用 し て 精 製 し 、 ア ミ コ ン ウ ル ト ラ -15（ Amicon Ultra-15） お よ び ウ ル ト ラ -4遠
心 分 離 フ ィ ル タ ー （ ミ リ ポ ア （ Millipore） ） を 使 用 し て 濃 縮 し た 。 精 製 し 濃 縮 し た 組 換
え AAVを 10mM ト リ ス （ pH7.5） － 115mM NaCl－ 1mM MgCl 2 を 3回 交 換 し て 透 析 し 、 分 注 し て -
80℃ で 保 存 し た 。 AAVベ ク タ ー ゲ ノ ム 力 価 を 、 タ ク マ ン （ Taqman） に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】

　 pV-32Ep65は 、 N末 端 か ら C末 端 の 順 序 で 核 局 在 化 シ グ ナ ル 、 VEGF遺 伝 子 に 標 的 化 し た VOP
32E亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び p65転 写 活 性 化 ド メ イ ン と を 含 有 す る 融 合 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で あ る （ 図 4） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 こ れ は 、 筋 肉 内 投 与 の た め に 無 菌 の 注 射 溶 液 と し て 3mlの バ イ ア ル 中 に 調 製 さ れ る （ 表 5
） 。 こ の 調 製 物 は 、 pV-32Ep65プ ラ ス ミ ド DNA（ 2mg/ml） 、 ポ ロ キ サ マ ー 88（ 5%w/v） 、 NaC
l（ 150mM） 、 2mM ト リ ス 塩 酸 （ pH8.0） 、 お よ び 注 射 用 無 菌 水 か ら な る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 最 終 薬 剤 製 品 を 、 外 観 、 プ ラ ス ミ ド 本 体 と 濃 度 、 ポ ロ キ サ マ ー 本 体 と 濃 度 、 水 分 含 量 、
pH、 伝 導 度 、 エ ン ド ト キ シ ン 、 無 菌 性 に つ い て 試 験 す る 。 正 常 の 食 塩 水 （ 0.9％  NaCl） は
3mlの バ イ ア ル で 提 供 し て プ ラ セ ボ と す る 。 調 製 物 を -20℃ で 保 存 す る 。 使 用 直 前 に 、 バ イ
ア ル を 室 温 で 10分 間 平 衡 化 す る 。 い っ た ん 融 解 す る と 、 バ イ ア ル は 後 日 再 使 用 す る こ と は
な い 。
【 ０ ２ ３ ６ 】

　 投 与 は 両 方 の 下 肢 に 行 い 、 末 端 か ら 初 め て 近 く に 移 動 す る 。 ブ ラ イ ン ド 形 式 で 、 片 脚 に
pV-32Ep65を 投 与 し 、 他 方 の 脚 に プ ラ セ ボ を 投 与 す る 。 用 量 は 以 下 の 通 り で あ る ： コ ホ ー
ト 1： 1mg、 コ ホ ー ト 2： 5mg、 コ ホ ー ト 3： 15mg、 コ ホ ー ト 4： 30mg、 コ ホ ー ト 5： 60mg。 薬
剤 を 3mlの バ イ ア ル で 提 供 し 、 0.5、 1、 ま た は 1.5ml容 量 で そ れ ぞ れ 足 、 ふ く ら は ぎ 、 お よ
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実 施 例 7： VEGF標 的 化 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNAの 筋 肉 内 注 射
に よ る 糖 尿 病 性 神 経 障 害 の 治 療
調 製 物

投 与



び 大 腿 に 注 射 す る 。 足 に は 1回 の み 注 射 し 、 足 背 の 短 趾 伸 筋 に 注 射 す る 。 1mlの 注 射 を 下 肢
の 腓 腹 、 腓 骨 、 脛 骨 神 経 の 標 的 神 経 部 位 の 近 く の 筋 肉 に 、 最 大 10回 行 う 。 残 り の 注 射 は 大
腿 へ 1.5ml分 量 で 行 う （ 大 腿 前 部 と 後 部 に 最 大 用 量 60mgで 最 大 13回 注 射 ） 。
【 ０ ２ ３ ７ 】

　 筋 肉 中 の 注 射 部 位 は 、 0.5ml用 量 の 調 製 物 を 1～ 3回 、 筋 肉 繊 維 の 縦 軸 （ す な わ ち 、 大 腿
動 脈 に 平 行 ） に 沿 っ て 中 心 （ 針 を 完 全 に 挿 入 し た 点 ） ま で 針 を 挿 入 し 、 針 を 引 き な が ら 1/
2イ ン チ 間 隔 で 0.5ml用 量 ず つ 入 れ る 。 針 は 足 の 方 に 向 け 、 足 の 部 分 を 除 い て 、 皮 膚 の 表 面
に 対 し て 30° の 角 度 で 挿 入 す る 。 足 で は 、 針 は つ ま 先 に 向 け て 少 し 角 度 を 付 け る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】

　 3ccの シ リ ン ジ に 付 い た 針 （ 25ゲ ー ジ ） を 以 下 の よ う に 使 用 す る ： 足 に は 1イ ン チ 針 、 ふ
く ら は ぎ に は 1.5イ ン チ 針 、 大 腿 に は 3イ ン チ 針 。 注 射 部 位 は 後 述 す る 。 皮 膚 の 潰 瘍 形 成 部
位 へ の 注 射 を 避 け る よ う に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ３ ９ 】

　 各 脚 に つ い て 、 コ ホ ー ト 1の 対 象 に は 0.5ml（ 1.0mgの プ ラ ス ミ ド ） ま た は プ ラ セ ボ を 1回
IM注 射 す る 。 針 は つ ま 先 に 向 け 、 注 射 は 足 背 の 短 趾 伸 筋 （ 浅 腓 骨 神 経 ） に 注 射 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 各 脚 に つ い て 、 コ ホ ー ト 2の 対 象 に は 全 部 で 3回 の IM注 射 ま た は プ ラ セ ボ 注 射 を す る 。 上
記 し た よ う に 0.5ml（ 1mgの プ ラ ス ミ ド ） の 注 射 を 1回 脚 に 行 う 。 さ ら に 1ml（ 1回 の 注 射 当
た り 2.0mgの プ ラ ス ミ ド ） の 注 射 を 2回 下 肢 に 行 う 。 1つ の 注 射 は 、 ふ く ら は ぎ の 下 の 内 側
（ ヒ ラ メ 筋 の 内 側 、 足 根 管 の 近 く の 長 指 屈 筋 ［ 脛 骨 神 経 ］ ） で 、 他 の 1つ は ア キ レ ス 腱 の
近 傍 の 外 側 の 腓 腹 筋 （ 腓 腹 神 経 ） に 行 う 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 各 脚 に つ い て 、 コ ホ ー ト 3の 対 象 に は 全 部 で 8回 の IM注 射 を す る 。 コ ホ ー ト 1に 記 載 し た
よ う に 0.5ml（ 1.0mgの 各 プ ラ ス ミ ド ま た は プ ラ セ ボ ） の 注 射 を 1回 足 に 行 う 。 さ ら に 1ml（
2.0mgの 各 プ ラ ス ミ ド ま た は プ ラ セ ボ ） の IM注 射 を 7回 下 肢 に 行 う 。 1つ の 注 射 は 長 指 屈 筋
［ 脛 骨 神 経 ］ の 近 く に 行 い 、 第 2の 注 射 は コ ホ ー ト 2に 記 載 し た よ う に ア キ レ ス 腱 の 近 傍 の
外 側 の 腓 腹 筋 （ 腓 腹 神 経 ） に 行 う 。 1mlの 注 射 を 腓 側 頭 部 （ 腓 骨 神 経 ） の 近 く の 外 側 の 腓
腹 筋 に 1回 行 い 、 他 の 1mlの 注 射 を 脚 の 膝 窩 （ 脛 骨 神 経 ） の す ぐ 下 の ヒ ラ メ 筋 に 1回 行 う 。
さ ら に 1回 の 1mlの 注 射 を ア キ レ ス 腱 の 約 5cmの 近 傍 の 腓 腹 筋 の 内 側 の 部 分 に 行 う 。 さ ら に 1
mlの IM注 射 を 前 脛 骨 筋 の 中 心 部 分 に 行 う 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 各 脚 に つ い て 、 コ ホ ー ト 4の 対 象 に は 全 部 で 14回 の プ ラ ス ミ ド ま た は プ ラ セ ボ の IM注 射
を 行 う 。 コ ホ ー ト 3に 記 載 し た よ う に 足 お よ び 脚 の 下 方 に 注 射 を す る 。 さ ら に 3回 の 1mlの I
M注 射 を 脚 の 下 方 に 行 い ； 1回 の 追 加 の 1mlの IM注 射 を 前 脛 骨 筋 の 上 部 に 、 2回 の 追 加 の 1ml
の IM注 射 を 腓 腹 筋 の 中 央 に 行 う （ こ の う ち 最 初 の 1回 は 、 コ ホ ー ト 3に つ い て 記 載 し た ア キ
レ ス 腱 の す ぐ 上 の 腓 腹 筋 の 中 央 の 5cm上 に 、 第 2の IM注 射 は さ ら に 5cm上 に 行 う ） 。 大 腿 に 1
.5mlの IM注 射 （ 3mgの 各 プ ラ ス ミ ド ま た は プ ラ セ ボ ） を 3回 行 う 。 こ れ ら の う ち 最 初 は 、 大
腿 内 側 の 最 も 遠 い 部 分 の 内 側 広 筋 に 投 与 す る 。 こ れ ら の う ち 第 2回 の 注 射 は 、 大 腿 の 外 側
の 最 も 遠 い 部 分 の 外 側 広 筋 に 投 与 す る 。 こ れ ら の う ち 第 3回 の 注 射 は 、 大 腿 直 筋 の 腱 の す
ぐ 近 く の 大 腿 四 頭 筋 中 に 行 う 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 各 脚 に つ い て 、 コ ホ ー ト 5の 対 象 に は 全 部 で 24回 の プ ラ ス ミ ド ま た は プ ラ セ ボ の IM注 射
を 行 う 。 コ ホ ー ト 4に 記 載 し た よ う に 注 射 は 、 足 、 脚 の 下 方 、 お よ び 下 位 大 腿 に 行 う 。 さ
ら に 10回 の 1.5mlの IM注 射 （ 3.0mgの 各 プ ラ ス ミ ド ま た は プ ラ セ ボ ） を 5回 の 2環 状 注 射 で 大
腿 に 行 う 。 各 環 状 の 注 射 は 、 互 い に 約 5cmの 平 面 上 に 行 う 。 最 も 下 の 環 は 、 コ ホ ー ト 4に 記
載 の 大 腿 四 頭 筋 注 射 の 約 5cm上 に 入 れ る 。 各 環 内 の 注 射 は 約 5cm離 す 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
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注 射 法

注 射 針 と 各 注 射 部 位 の 容 量

各 用 量 レ ベ ル の 注 射 部 位 の 説 明



　 対 象 は 以 下 の 方 法 を 使 用 し て 糖 尿 病 末 梢 神 経 障 害 の 程 度 に つ い て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　
　 NSSは DNの 症 状 に 関 す る 17の 別 々 の 項 目 を 含 む 。 8項 目 は 筋 肉 衰 弱 に 注 目 し 、 5項 目 は 感
覚 障 害 に 、 4項 目 は 自 律 系 症 状 に 注 目 す る 。 各 項 目 は 二 進 法 ス ケ ー ル （ 0＝ 無 し 、 1＝ 有 り
） で ス コ ア 化 さ れ 、 最 大 ス コ ア は 17で あ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　
　 NIS-LLは 、 下 肢 の 筋 肉 の 強 度 、 感 覚 の 種 類 、 お よ び 深 部 腱 反 射 の ス コ ア を 付 け る 。 両 足
が 評 価 さ れ る 。 筋 肉 強 度 は 0～ 4の ス ケ ー ル で 評 価 さ れ る 。 感 覚 の 種 類 と 反 射 は 、 0～ 2の ス
ケ ー ル で ス コ ア 化 さ れ る 。 最 大 64の ス コ ア が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　
　 TNSは 、 DNの 症 状 、 兆 候 、 振 動 の QST、 お よ び 神 経 伝 導 属 性 を 評 価 す る 。 10個 の 方 法 が 評
価 さ れ 、 そ れ ぞ れ は 0～ 4の ス ケ ー ル で 評 価 さ れ る 。 最 大 40の ス コ ア が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　
　 す べ て の 対 象 に つ い て 両 側 の 腓 骨 神 経 、 腓 腹 神 経 、 お よ び 脛 骨 神 経 の 標 準 的 NCSが 行 わ
れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　
　 VPTの 測 定 を 含 む QSTは 、 CASE IV装 置 （ ダ ブ リ ュ ー ア ー ル メ デ ィ カ ル エ レ ク ト ロ ニ ク ス
（ WR Medical Electronics） 、 ス テ ィ ル ウ ォ ー タ ー （ Stillwater） 、 ミ ネ ソ タ 州 ） を 使 用
し て 両 足 の 親 指 で 測 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　
　 皮 膚 生 検 は 0日 目 と 180日 目 に 、 そ と く る ぶ し の 近 傍 10cmの 両 側 の 足 の 下 方 に 行 い 、 表 皮
内 神 経 繊 維 の 密 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 実 施 例 と 実 施 態 様 は 例 示 の た め の み で あ っ て 、 そ の 種 々 の 修 飾 ま た は
変 更 が 、 本 出 願 の 精 神 と 範 囲 お よ び 添 付 の 請 求 の 範 囲 内 で 当 業 者 に は 可 能 で あ ろ う 。 本 明
細 書 で 引 用 さ れ た す べ て の 刊 行 物 、 特 許 、 お よ び 特 許 出 願 は 、 各 刊 行 物 、 特 許 、 お よ び 特
許 出 願 が 具 体 的 か つ 個 別 に 参 照 の た め に 取 り 込 ま れ る の と 同 程 度 に 、 参 照 す る こ と に よ り
そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ２ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 略 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 性 の CMVプ ロ モ ー タ ー と ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ
ニ ル 化 シ グ ナ ル の 転 写 制 御 下 で 、 NLS-VOP32E-p65-Flag融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ア デ
ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 略 図 を 示 す 。 詳 細 に つ い て は 実 施 例 4を 参 照 さ れ た い 。
【 図 ３ 】 図 3（ Aと B） は 、 反 回 神 経 を 破 壊 し 、 次 に AdVOP32Ep65（ 黒 い 棒 ） ま た は 対 照 ア デ
ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 白 い 棒 ） で 治 療 し た ラ ッ ト の 喉 頭 筋 の 低 温 切 片 中 の 、 運 動 終 板 と 神
経 繊 維 の 組 織 学 的 同 定 に よ り 測 定 し た 神 経 終 板 接 触 パ ー セ ン ト を 示 す 。 測 定 は 処 理 後 3日
目 （ A） と 7日 目 （ B） に 行 っ た 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 VEGF　 活 性 化 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド pV-
32Ep65の 略 図 で あ る 。 略 語 は 以 下 の 通 り で あ る ： pUC： ベ ク タ ー 骨 格 ； カ ナ マ イ シ ン R： カ
ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ； CMV早 期 p/e： ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 早 期 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン
ハ ン サ ー 配 列 ； T7： バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T7プ ロ モ ー タ ー ； NLS： 核 局 在 化 シ グ ナ ル ； 32E：
VOP32E亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 結 合 ド メ イ ン （ 表 1） ； p65act.ド メ イ ン ： p65か ら の 転 写 活 性 化 ド
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臨 床 的 評 価

NSS

NIS-LL

TNS

神 経 伝 導 試 験

定 量 的 感 覚 試 験 （ QST）

皮 膚 生 検



メ イ ン ； BGHポ リ A： ウ シ 成 長 ホ ル モ ン 遺 伝 子 か ら の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 。 制 限 酵 素 Ec
oRI、 KpnI、 BamHIお よ び XhoIの 認 識 部 位 も 示 さ れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 2月 7日 (2007.2.7)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 の 神 経 障 害 又 は 神 経 変 性 症 状 を 治 療 す る た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て ：
　 　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 み 、 こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の ：
　 　 　 (i) 血 管 内 皮 増 殖 因 子 -A（ VEGF-A） 遺 伝 子 中 の 標 的 部 位 に 結 合 す る よ う に 遺 伝 子 工
学 的 に 作 成 さ れ た 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン ； 及 び
　 　 　 (ii) 転 写 活 性 化 ド メ イ ン
を 含 み 、
前 記 核 酸 が 対 象 の 1又 は 複 数 の 細 胞 で 発 現 さ れ 、 そ れ に よ り 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 標 的
部 位 に 結 合 し VEGF-A遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 す る 、 上 記 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン が 3つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー を 含 み 、 当 該 亜 鉛 フ ィ ン ガ
ー の 認 識 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 以 下 の ：
　 F1： DRSNLTR（ 配 列 番 号 55）
　 F2： TSGHLSR（ 配 列 番 号 141）
　 F3： RSDHLSR（ 配 列 番 号 68）
で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】

(51) JP 2007-532567 A 2007.11.15



　 前 記 転 写 活 性 化 ド メ イ ン が p65活 性 化 ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ４ 】
　 対 象 の 神 経 障 害 又 は 神 経 変 性 症 状 を 治 療 す る た め の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 以 下 の ：
　 　 　 (i) 血 管 内 皮 増 殖 因 子 -A（ VEGF-A） 遺 伝 子 中 の 標 的 部 位 に 結 合 す る よ う に 遺 伝 子 工
学 的 に 作 成 さ れ た 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン ； 及 び
　 　 　 (ii) 転 写 活 性 化 ド メ イ ン
を 含 む 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン が 3つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー を 含 み 、 当 該 亜 鉛 フ ィ ン ガ
ー の 認 識 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 以 下 の ：
　 F1： DRSNLTR（ 配 列 番 号 55）
　 F2： TSGHLSR（ 配 列 番 号 141）
　 F3： RSDHLSR（ 配 列 番 号 68）
で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 転 写 活 性 化 ド メ イ ン が p65活 性 化 ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド 。
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