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(57)【要約】
【課題】本発明は、心肥大を処置および予防する方法を提供する。クラスＩＩ　ＨＤＡＣ
（クロマチン構造および遺伝子発現の調節に関係があるとして公知である）は、心肥大に
対して有益な効果を有することが示されている。驚くことに、本発明は、ＨＤＡＣインヒ
ビターが胎児の心臓遺伝子発現を阻害することおよび筋節構築を妨げることによって心肥
大を阻害することを示す。
【解決手段】病的な心肥大および心不全を処置する方法であって、この方法は、（ａ）病
的な心肥大を有する患者を同定する工程；および（ｂ）この患者にヒストンデアセチラー
ゼインヒビターを投与する工程を包含する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（３．発明の詳細な説明）
　（発明の背景）
　政府は、国立衛生研究所からの助成金番号ＮＩＨ　ＲＯ１　ＨＬ６１５４４に従って、
本発明の権利を有する。本発明は、米国仮出願番号６０／３２５，３１１（２００１年９
月２７日出願）および同第６０／３３４，０４１（２００１年１０月３１日出願）（これ
らの内容全体は、無条件で参考として本明細書によって援用される）に対する優先権の権
利を主張する。
【０００２】
　（１．発明の分野）
　本発明は、一般的に、発生生物学および分子生物学の分野に関する。より詳細には、本
発明は、心筋細胞における遺伝子調節および細胞生理学に関する。特に、本発明は、心肥
大および心不全を処置するためのＨＤＡＣインヒビターの使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（２．関連技術の説明）
　心臓に課された増加した仕事量に応答した心肥大は、基本的な適応性機構である。これ
は、神経刺激、内分泌刺激または機械的刺激のいずれかまたはこれらの組み合わせ結果と
しての、（細胞数よりもむしろ）細胞サイズおよび細胞質量における定量的な増加を反映
する特殊なプロセスである。高血圧（心肥大に関与する別の因子）は、鬱血性心不全の頻
出する前駆体である。心不全が生じる場合、左心室は通常、肥大かつ膨張し、そして心収
縮機能（例えば、駆出率）が減少される。明らかに、心肥大応答は、複雑な症候群であり
、そして心肥大を導く経路の解明が、種々の刺激から生じる心疾患の処置において有益で
ある。
【０００４】
　転写因子のファミリー（筋細胞増強因子－２ファミリー（ＭＥＦ２））は、心肥大に関
与する。例えば、種々の刺激が、細胞内カルシウムを上昇させ得、細胞内シグナル伝達系
または細胞内シグナル伝達経路のカスケード（カルシニューリン、ＣＡＭキナーゼ、ＰＫ
ＣおよびＭＡＰキナーゼを含む）を引き起こす。これらのシグナルの全ては、ＭＥＦ２を
活性化し、そして心肥大を引き起こす。しかし、種々のシグナル系がどのようにその効果
をＭＥＦ２にもたらし、そしてその肥大性シグナル伝達をどのように調節するかは、未だ
完全に理解されていない。特定のヒストンデアセチラーゼタンパク質（ＨＤＡＣ　４、Ｈ
ＤＡＣ　５、ＨＤＡＣ　７、ＨＤＡＣ　９、およびＨＤＡＣ　１０）が、ＭＥＦ２活性の
調節に関与することが知られている。
【０００５】
　１１個の異なるＨＤＡＣが、脊椎動物の生物からクローン化されている。全てが、触媒
領域において相同性を共有する。ヒストンアセチラーゼおよびヒストンデアセチラーゼは
、遺伝子発現の制御において主要な役割を果たす。ヒストンアセチラーゼ（通常、アセチ
ルトランスフェラーゼ（ＨＡＴ）と呼ばれる）の活性とヒストンデアセチラーゼ（ＨＤＡ
Ｃ）の活性との間の均衡が、ヒストンアセチル化レベルを決定する。結果として、脱アセ
チル化クロマチンが一般的に転写的に不活性であるのに対し、アセチル化されたヒストン
は、クロマチンの遅延および遺伝子転写の活性化を引き起こす。以前の報告において、本
発明者らの研究室は、ＨＤＡＣ　４およびＨＤＡＣ　５がＭＥＦ２と二量体化し、そして
ＭＥＦ２の転写活性を抑制すること、そしてさらに、この相互作用が、ＨＤＡＣ　４タン
パク質およびＨＤＡＣ　５タンパク質のＮ末端の存在を必要とすることを実証した。Ｍｃ
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Ｋｉｎｓｅｙら（２０００ａ、ｂ）。
【０００６】
　別の状況において、近年の研究はまた、癌生物学におけるＨＤＡＣの重要な役割を強調
してきた。事実、ＨＤＡＣの種々のインヒビターが、癌細胞において細胞分化および／ま
たはアポトーシスを誘導するそれらの能力について試験されている。Ｍａｒｋｓら（２０
００）。このようなインヒビターとしては、スベロイルアニリドヒドロキサム酸（ＳＡＨ
Ａ）（Ｂｕｔｌｅｒら、２０００；Ｍａｒｋｓら、２００１）；ｍ－カルボキシ桂皮酸ビ
ス－ヒドロキサミド（Ｃｏｆｆｅｙら、２００１）；およびピロキサミド（ｐｙｒｏｘａ
ｍｉｄｅ）（Ｂｕｔｌｅｒら、２００１）が挙げられる。これらの研究は、以下に示され
るように要約されている：「ヒドロキサム酸ベースのＨＰＣ（特に、ＳＡＨＡおよびピロ
キサミド）が、インビトロおよびインビボにおいてＨＤＡＣの強力なインヒビターであり
、そして形質転換された細胞の増殖停止、分化またはアポトーシス細胞死を誘導し．．．
［従って］ヒドロキサム酸ベースのＨＰＣのファミリーの間にあるリード化合物であり、
そして現在第Ｉ相治験中である」、Ｍａｒｋｓら（２０００）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　現在までに、筋細胞肥大に対するＨＤＡＣインヒビターの効果およびストレスへの応答
に対するＨＤＡＣインヒビターの効果に関する報告は、報告されていない。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、以下を提供する：
　１．　病的な心肥大および心不全を処置する方法であって、この方法は、以下：
　（ａ）病的な心肥大を有する患者を同定する工程；および
　（ｂ）この患者にヒストンデアセチラーゼインヒビターを投与する工程、
を包含する、方法。
【０００９】
　２．　項目１に記載の方法であって、ここで、上記ヒストンデアセチラーゼインヒビタ
ーがトリコスタチンＡ、トラポキシンＢ、ＭＳ　２７５－２７、ｍ－カルボキシ桂皮酸ビ
ス－ヒドロキサミド、デプデシン、オキサムフラチン、アピシジン、スベロイルアニリド
ヒドロキサム酸、スクリプタイド、ピロキサミド、２－アミノ－８－オキソ－９，１０－
エポキシ－デカノイル、３－（４－アロイル－１　Ｈ－ピロール－２－イル）－Ｎ－ヒド
ロキシ－２－プロペンアミドおよびＦＲ９０１２２８からなる群より選択される、方法。
【００１０】
　３．　投与する工程が上記ヒストンデアセチラーゼインヒビターの静脈内投与を包含す
る、項目１に記載の方法。
【００１１】
　４．　投与する工程が経口投与、経皮投与、徐放性投与、坐剤投与、または舌下投与を
包含する、項目１に記載の方法。
【００１２】
　５．　上記患者に第二の治療的養生を投与する工程をさらに包含する、項目１に記載の
方法。
【００１３】
　６．　上記第二の治療的養生がβ遮断剤、イオントロープ、利尿剤、ＡＣＥ－Ｉ、ＡＩ
Ｉアンタゴニスト、およびＣａ＋＋遮断剤からなる群より選択される、項目５に記載の方
法。
【００１４】
　７．　上記第二の治療的養生が上記ヒストンデアセチラーゼインヒビターと同時に投与
される、項目５に記載の方法。
【００１５】
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　８．　上記第二の治療的養生が上記ヒストンデアセチラーゼインヒビターの前または後
のいずれかで投与される、項目５に記載の方法。
【００１６】
　９．　処置が心肥大の１つ以上の症候を改善する工程を包含する、項目１に記載の方法
。
【００１７】
　１０．　項目９に記載の方法であって、上記１つ以上の症候が増加した運動能力、増加
した血液駆出量、左心室末端拡張圧、肺毛細管くさび圧、心拍出量、心臓インデックス、
肺動脈圧、左心室末端収縮寸法および左心室末端拡張寸法、左心室壁ストレスおよび右心
室壁ストレス、壁緊張、生活の質、疾患関連罹患率および疾患関連死亡率を含む、方法。
【００１８】
　１１．　病的な心肥大および心不全を予防する方法であって、この方法は以下：
　（ａ）病的な心肥大が発生する危険がある患者を同定する工程；および
　（ｃ）この患者にヒストンデアセチラーゼインヒビターを投与する工程、
を包含する、方法。
【００１９】
　１２．　項目１１に記載の方法であって、ここで、上記ヒストンデアセチラーゼインヒ
ビターがトリコスタチンＡ、トラポキシンＢ、ＭＳ　２７５－２７、ｍ－カルボキシ桂皮
酸ビス－ヒドロキサミド、デプデシン、オキサムフラチン、アピシジン、スベロイルアニ
リドヒドロキサム酸、スクリプタイド、ピロキサミド、２－アミノ－８－オキソ－９，１
０－エポキシ－デカノイル、３－（４－アロイル－１　Ｈ－ピロール－２－イル）－Ｎ－
ヒドロキシ－２－プロペンアミドおよびＦＲ９０１２２８からなる群より選択される、方
法。
【００２０】
　１３．　投与する工程が上記ヒストンデアセチラーゼインヒビターの静脈内投与を包含
する、項目１１に記載の方法。
【００２１】
　１４．　投与する工程が経口投与、経皮投与、徐放性投与、坐剤投与、または舌下投与
を包含する、項目１１に記載の方法。
【００２２】
　１５．　危険にさらされている上記患者が長期の未制御の高血圧、未修復の弁疾患、慢
性アンギナおよび／または最近の心筋梗塞を含むもののうちの１つ以上を示し得る、項目
１１に記載の方法。
【００２３】
　１６．　心肥大のインヒビターを同定する方法であって、この方法は、
　（ａ）ヒストンデアセチラーゼインヒビターを提供する工程；
　（ｂ）このヒストンデアセチラーゼインヒビターで筋細胞を処理する工程；および
　（ｃ）１つ以上の心肥大パラメーターの発現を測定する工程、
を包含し、
　ここで、このヒストンデアセチラーゼインヒビターで処置されていない筋細胞における
１つ以上の心肥大パラメーターと比較した、この１つ以上の心肥大パラメーターにおける
変化が、心肥大のインヒビターとしてこのヒストンデアセチラーゼインヒビターを同定す
る、
方法。
【００２４】
　１７．　上記筋細胞が上記１つ以上の心肥大パラメーターにおける肥大応答を誘発する
刺激に供される、項目１６に記載の方法。
【００２５】
　１８．　上記刺激が導入遺伝子の発現である、項目１７に記載の方法。
【００２６】
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　１９．　上記刺激が薬物を用いた処置である、項目１７に記載の方法。
【００２７】
　２０．　もう１つの心肥大パラメーターが上記筋細胞における１つ以上の標的遺伝子の
発現レベルを含み、ここでこの１つ以上の標的遺伝子の発現レベルが心肥大を示す、項目
１６に記載の方法。
【００２８】
　２１．　項目２０に記載の方法であって、ここで、上記１つ以上の標的遺伝子が、ＡＮ
Ｆ、α－ＭｙＨＣ、β－ＭｙＨＣ、α－骨格アクチン、ＳＥＲＣＡ、シトクロムオキシダ
ーゼサブユニットＶＩＩＩ、マウスＴ－複合体タンパク質、インスリン増殖因子結合タン
パク質、τ－微小管結合タンパク質、ユビキチンカルボキシル末端ヒドロラーゼ、Ｔｈｙ
－１細胞表面糖タンパク質、またはＭｙＨＣクラスＩ抗原からなる群より選択される、方
法。
【００２９】
　２２．　上記発現レベルが標的遺伝子プロモーターに作動可能に連結されたレポーター
タンパク質コード領域を使用して測定される、項目２０に記載の方法。
【００３０】
　２３．　上記レポータータンパク質がルシフェラーゼ、β－ｇａｌ、または緑色蛍光タ
ンパク質である、項目２２に記載の方法。
【００３１】
　２４．　上記発現レベルが、標的ｍＲＮＡまたは増幅された核酸産物への核酸プローブ
のハイブリダーゼーションを使用して測定される、項目２０に記載の方法。
【００３２】
　２５．　上記１つ以上の心肥大パラメーターが細胞性形態の１つ以上の局面を含む、項
目１６に記載の方法。
【００３３】
　２６．　上記細胞性形態の１つ以上の局面が筋節アセンブリ、細胞サイズ、または細胞
収縮性を含む、項目２５に記載の方法。
【００３４】
　２７．　上記筋細胞が単離された筋細胞である、項目１６に記載の方法。
【００３５】
　２８．　上記筋細胞が単離されたインタクトな組織に含まれる、項目１６の方法。
【００３６】
　２９．　上記筋細胞が心筋細胞である、項目１６に記載の方法。
【００３７】
　３０．　上記心筋細胞がインビボで機能性のインタクトな心筋に位置する、項目２９に
記載の方法。
【００３８】
　３１．　上記機能性のインタクトな心筋が、１つ以上の心肥大パラメーターにおいて肥
大応答を誘発する刺激に供される、項目３０に記載の方法。
【００３９】
　３２．　上記刺激が大動脈バンディング、急速な心臓ペーシング、誘導性心筋梗塞、ま
たは導入遺伝子発現である、項目３１に記載の方法。
【００４０】
　３３．　上記１つ以上の心肥大パラメーターが右心室駆出率、左心室駆出率、心室壁の
厚さ、心臓重量／体重の比、または心臓重量の標準化測定値を含む、項目３１に記載の方
法。
【００４１】
　３４．　上記１つ以上の心肥大パラメーターが総タンパク質合成を含む、項目１６に記
載の方法。
【００４２】
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　３５．　心肥大のインヒビターを同定する方法であって、この方法は、
　（ａ）少なくとも１つのクラスＩヒストンデアセチラーゼおよび少なくとも１つのクラ
スＩＩヒストンデアセチラーゼを提供する工程；
　（ｂ）候補インヒビター物質とこのヒストンデアセチラーゼを接触させる工程；ならび
に
　（ｃ）このヒストンデアセチラーゼの活性を測定する工程、
を包含し、
　ここで、クラスＩＩヒストンデアセチラーゼ活性よりも大きいクラスＩヒストンデアセ
チラーゼ活性における減少が、心肥大のインヒビターとしてこの候補インヒビター物質を
同定する、方法。
【００４３】
　３６．　上記ヒストンデアセチラーゼが全細胞から精製される、項目３５に記載の方法
。
【００４４】
　３７．　上記ヒストンデアセチラーゼがインタクトな細胞に位置する、項目３５に記載
の方法。
【００４５】
　３８．　上記細胞が筋細胞である、項目３５に記載の方法。
【００４６】
　３９．　上記筋細胞が心筋細胞である、項目３８に記載の方法。
【００４７】
　４０．　上記クラスＩヒストンデアセチラーゼがＨＤＡＣ１、ＨＤＡＣ２、ＨＤＡＣ３
、およびＨＤＡＣ８からなる群より選択される、項目３５に記載の方法。
【００４８】
　４１．　上記クラスＩＩヒストンデアセチラーゼがＨＤＡＣ４、ＨＤＡＣ５、ＨＤＡＣ
６、ＨＤＡＣ７、ＨＤＡＣ９、およびＨＤＡＣ１０からなる群より選択される、項目３５
に記載の方法。
【００４９】
　４２．　１つより多いクラスＩヒストンデアセチラーゼの上記活性が測定される、項目
３５に記載の方法。
【００５０】
　４３．　１つより多いクラスＩＩヒストンデアセチラーゼの上記活性が測定される、項
目３５に記載の方法。
【００５１】
　４４．　１つより多いクラスＩヒストンデアセチラーゼの上記活性および１つより多い
クラスＩＩヒストンデアセチラーゼのこの活性が測定される、項目３５に記載の方法。
【００５２】
　４５．　上記候補インヒビター物質が少なくとも１つのクラスＩヒストンデアセチラー
ゼに対して阻害活性を有し、かつ、少なくとも１つのクラスＩＩヒストンデアセチラーゼ
に対して活性を有さない、項目３５に記載の方法。
【００５３】
　４６．　上記候補インヒビター物質が複数のクラスＩヒストンデアセチラーゼに対して
阻害活性を有し、かつ、複数のクラスＩＩヒストンデアセチラーゼに対して活性を有さな
い、項目４５に記載の方法。
【００５４】
　４７．　上記候補インヒビター物質が、少なくとも１つのクラスＩＩヒストンデアセチ
ラーゼに対するその阻害活性より少なくとも２倍高い少なくとも１つのクラスＩヒストン
デアセチラーゼに対する阻害活性を有する、項目３５に記載の方法。
【００５５】
　４８．　上記候補インヒビター物質が、少なくとも１つのクラスＩＩヒストンデアセチ
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ラーゼに対するその阻害活性より少なくとも５倍より高い少なくとも１つのクラスＩヒス
トンデアセチラーゼに対する阻害活性を有する、項目４７に記載の方法。
【００５６】
　４９．　ＨＤＡＣ活性を測定する工程がヒストンからの標識されたアセチル基の放出を
測定する工程を包含する、項目３５に記載の方法。
【００５７】
　５０．　上記アセチル基が放射性標識、蛍光標識または発色団で標識される、項目４９
に記載の方法。
【００５８】
　従って、本発明に従って、病的心肥大および心不全を処置する方法が提供され、この方
法は、（ａ）心肥大を有する患者を同定する工程；ならびに（ｂ）この患者にヒストンデ
アセチラーゼインヒビターを投与する工程を包含する。投与は、静脈内投与、経口投与、
経皮投与、徐放性投与、坐剤投与、または舌下投与を含み得る。方法はさらに、第２の治
療養生（例えば、β遮断剤、イオントロープ（ｉｏｎｔｒｏｐｅ）、利尿薬、ＡＣＥ－Ｉ
、ＡＩＩアンタゴニストまたはＣａ＋＋遮断剤）を投与する工程を包含し得る。第２の治
療養生は、ヒストンデアセチラーゼインヒビターと同じときか、あるいはヒストンデアセ
チラーゼインヒビターの前または後のいずれかで投与され得る。処置は、以下に提供され
るような心不全の１つ以上の症状を改善し得る：増加した運動能力、増加した血液駆出量
、左心室末端拡張圧（ｌｅｆｔ　ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ　ｅｎｄ　ｄｉａｓｔｏｌｉｃ
　ｐｒｅｓｓｕｒｅ）、肺毛細管くさび圧（ｐｌｕｍｏｎａｒｙ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　
ｗｅｄｇｅ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ）、心拍出量、心臓インデックス、肺動脈圧、左心室末端
収縮寸法（ｌｅｆｔ　ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ　ｅｎｄ　ｓｙｓｔｏｌｉｃ　ｄｉｍｅｎ
ｓｉｏｎ）および左心室末端拡張寸法（ｌｅｆｔ　ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ　ｅｎｄ　ｄ
ｉａｓｔｏｌｉｃ　ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ）、左心室壁ストレスおよび右心室壁ストレス、
壁緊張（ｗａｌｌ　ｔｅｎｓｉｏｎ）および壁の厚み、生活の質、疾患関連罹患率および
疾患関連死亡率。
【００５９】
　なお別の実施形態において、病的心肥大および心不全を予防する方法が提供され、この
方法は、以下（ａ）心肥大を発生する危険性がある患者を同定する工程；ならびに（ｂ）
この患者にヒストンデアセチラーゼインヒビターを投与する工程を包含する。投与は、静
脈内投与、経口投与、経皮投与、徐放性投与、坐剤投与、または舌下投与を含み得る。危
険性がある患者は、長期の未制御の高血圧、未修復の弁疾患、慢性アンギナおよび／また
は最近の心筋梗塞のうちの１つ以上を示し得る。
【００６０】
　先述の実施形態に従って、ヒストンデアセチラーゼインヒビターは、ヒストンデアセチ
ラーゼの活性における減少をもたらす任意の分子であり得る。これは、タンパク質、ペプ
チド、ＤＮＡ分子（アンチセンスを含む）、ＲＮＡ分子（ＲＮＡｉおよびアンチセンスを
含む）ならびに低分子を含む。この低分子としては、トリコスタチンＡ（ｔｒｉｃｈｏｓ
ｔａｔｉｎ　Ａ）、トラポキシンＢ（ｔｒａｐｏｘｉｎ　Ｂ）、ＭＳ　２７５－２７、ｍ
－カルボキシ桂皮酸ビス－ヒドロキサミド、デプデシン（ｄｅｐｕｄｅｃｉｎ）、オキサ
ムフラチン（ｏｘａｍｆｌａｔｉｎ）、アピシジン（ａｐｉｃｉｄｉｎ）、スベロイルア
ニリドヒドロキサム酸、スクリプタイド（Ｓｃｒｉｐｔａｉｄ）、ピロキサミド（ｐｙｒ
ｏｘａｍｉｄｅ）、２－アミノ－８－オキソ－９，１０－エポキシ－デカノイル、３－（
４－アロイル－１　Ｈ－ピロール－２－イル）－Ｎ－ヒドロキシ－２－プロペンアミドな
らびにＦＲ９０１２２８が挙げられるが、これらに限定されない。さらに、以下の参考文
献が、本発明に使用するために選択され得るヒストンデアセチラーゼインヒビターを記載
する：ＡＵ　９，０１３，１０１；ＡＵ　９，０１３，２０１；ＡＵ　９，０１３，４０
１；ＡＵ　６，７９４，７００；ＥＰ　１，２３３，９５８；ＥＰ　１，２０８，０８６
；ＥＰ　１，１７４，４３８；ＥＰ
　１，１７３，５６２；ＥＰ　１，１７０，００８；ＥＰ　１，１２３，１１１；ＪＰ　
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２００１／３４８３４０；Ｕ．Ｓ．　２００２／１０３１９２；Ｕ．Ｓ．　２００２／６
５２８２；Ｕ．Ｓ．　２００２／６１８６０；ＷＯ　０２／５１８４２；ＷＯ　０２／５
０２８５；ＷＯ　０２／４６１４４；ＷＯ　０２／４６１２９；ＷＯ　０２／３０８７９
；ＷＯ　０２／２６７０３；ＷＯ　０２／２６６９６；ＷＯ　０１／７０６７５；ＷＯ　
０１／４２４３７；ＷＯ　０１／３８３２２；ＷＯ　０１／１８０４５；ＷＯ　０１／１
４５８１；Ｆｕｒｕｍａｉら（２００２）；Ｈｉｎｎｅｂｕｓｃｈら（２００２）；Ｍａ
ｉら（２００２）；Ｖｉｇｕｓｈｉｎら（２００２）；Ｇｏｔｔｌｉｃｈｅｒら（２００
１）；Ｊｕｎｇ（２００１）；Ｋｏｍａｔｓｕら（２００１）；Ｓｕら（２０００）。
【００６１】
　なお別の実施形態において、心肥大のインヒビターを同定する方法が提供され、この方
法は、以下：（ａ）ヒストンデアセチラーゼインヒビターを提供する工程；（ｂ）筋細胞
をこのヒストンデアセチラーゼインヒビターを用いて処理する工程；および（ｃ）１つ以
上の心肥大パラメーターの発現を測定する工程であって、ここで、ヒストンデアセチラー
ゼインヒビターで処理されていない筋細胞における１つ以上の心肥大パラメーターと比較
して、１つ以上の心肥大パラメーターにおける変更が、心肥大のインヒビターとしてのヒ
ストンデアセチラーゼインヒビターを同定する工程を包含する。筋細胞は、１つ以上の心
肥大パラメーターにおいて肥大応答を誘起する刺激（例えば、導入遺伝子の発現または薬
物を用いた処理）に供され得る。
【００６２】
　１つ以上の心肥大パラメーターは、筋細胞における１つ以上の標的遺伝子の発現レベル
を含み得、ここで、１つ以上の標的遺伝子の発現レベルが、心肥大を示す。１つ以上の標
的遺伝子は、以下からなる群より選択され得る：ＡＮＦ、α－ＭｙＨＣ、β－ＭｙＨＣ、
α－骨格アクチン、ＳＥＲＣＡ、シトクロムオキシダーゼサブユニットＶＩＩＩ、マウス
Ｔ－複合体タンパク質、インスリン増殖因子結合タンパク質、τ－微小管結合タンパク質
、ユビキチンカルボキシル末端ヒドロラーゼ、Ｔｈｙ－１細胞表面糖タンパク質、または
ＭｙＨＣ　クラスＩ抗原。発現レベルは、標的遺伝子プロモーターに作動可能に連結され
たレポータータンパク質（例えば、ルシフェラーゼタンパク質、β－ｇａｌタンパク質、
または緑色蛍光タンパク質）コード領域を用いて測定され得る。発現レベルは、標的ｍＲ
ＮＡまたは増幅された核酸産物に対する核酸プローブのハイブリダイゼーションを用いて
測定される。
【００６３】
　１つ以上の心肥大パラメーターがまた、細胞形態（例えば、筋節アセンブリ、細胞サイ
ズ、または細胞収縮性）の１つ以上の局面を含み得る。筋細胞は、単離された筋細胞であ
っても、単離されたインタクトな組織中に含まれてもよい。筋細胞はまた、心筋細胞であ
り得、そして機能的なインタクトな心筋（例えば、１つ以上の心肥大パラメーターにおけ
る肥大性応答を誘起する刺激に供される機能的なインタクトな心筋）中にインビボで配置
され得る。刺激は、大動脈バンディング（ａｏｒｔｉｃ　ｂａｎｄｉｎｇ）、急速な心臓
ペーシング（ｒａｐｉｄ　ｃａｒｄｉａｃ　ｐａｃｉｎｇ）、誘導性心筋梗塞または導入
遺伝子発現であり得る。１つ以上の心肥大パラメーターは、右心室駆出率、左心室駆出率
、心室壁の厚み、心臓重量／体重の比、または心臓重量の標準化測定値を含む。１つ以上
の心肥大パラメーターは、総タンパク質合成もまた含み得る。
【００６４】
　なおさらに別の実施形態において、心肥大のインヒビターを同定する方法が提供され、
この方法は、以下：（ａ）少なくとも１つのクラスＩ　ヒストンデアセチラーゼおよび少
なくとも１つのクラスＩＩ　ヒストンデアセチラーゼを提供する工程；（ｂ）これらのヒ
ストンデアセチラーゼを候補阻害物質と接触させる工程；ならびに（ｃ）ヒストンデアセ
チラーゼの活性を測定する工程であって、ここで、クラスＩＩ　ヒストンデアセチラーゼ
活性よりもはるかに減少したクラスＩ　ヒストンデアセチラーゼ活性が、候補インヒビタ
ー物質を心肥大のインヒビターとして同定する工程を包含する。ヒストンデアセチラーゼ
は、細胞全体から離れて精製されているものであっても、インタクトな細胞中に位置して
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もよい。細胞は、筋細胞（例えば、心筋細胞）であり得る。ＨＤＡＣ活性の測定は、ヒス
トンからの標識されたアセチル基の放出を測定することを含み得る。この標識は、放射性
標識、蛍光標識または発色団であり得る。
【００６５】
　クラスＩ　ヒストンデアセチラーゼは、ＨＤＡＣ　１、ＨＤＡＣ　２、ＨＤＡＣ　３、
またはＨＤＡＣ　８であり得る。クラスＩＩ　ヒストンデアセチラーゼは、ＨＤＡＣ　４
、ＨＤＡＣ　５、ＨＤＡＣ　６、ＨＤＡＣ　７、ＨＤＡＣ　９、またはＨＤＡＣ　１０で
あり得る。１個より多くのクラスＩ　ヒストンデアセチラーゼの活性が、測定され得る。
１個より多くのクラスＩＩ　ヒストンデアセチラーゼの活性が、測定され得る。１個より
多くのクラスＩ　ヒストンデアセチラーゼの活性および１個より多くのクラスＩＩ　ヒス
トンデアセチラーゼの活性が、測定され得る。候補インヒビター物質は、少なくとも１つ
のクラスＩ　ヒストンデアセチラーゼに対して阻害活性を有し得、そして少なくとも１つ
のクラスＩＩ　ヒストンデアセチラーゼに対して活性を有さない。候補インヒビター物質
は、複数のクラスＩ　ヒストンデアセチラーゼに対して阻害活性を有し得、そして複数の
クラスＩＩ　ヒストンデアセチラーゼに対して活性を有さない。候補インヒビター物質は
、少なくとも１つのクラスＩＩ　ヒストンデアセチラーゼに対するその阻害活性よりも少
なくとも２倍高い、少なくとも１つのクラスＩ　ヒストンデアセチラーゼに対する阻害活
性を有し得る。候補インヒビター物質は、少なくとも１つのクラスＩＩ　ヒストンデアセ
チラーゼに対するその阻害活性よりも少なくとも５倍高い、少なくとも１つのクラスＩ　
ヒストンデアセチラーゼに対する阻害活性を有し得る。
 
【図面の簡単な説明】
【００６６】
　以下の図面は、本明細書の一部をなし、そして本発明の特定の局面をさらに実証するた
めに含まれる。本発明は、本明細書中に示した具体的な実施形態の詳細な説明と合わせて
、これらの図面の１つ以上を参照することにより、より良く理解され得る。
【図１】図１Ａ－Ｃ。ＴＳＡは、アゴニスト誘導遺伝子抑制を変化させる。培養心筋細胞
をＰＥ（２０μｍｏｌ／Ｌ）またはＩＬ－１（１ｎｇ／ｍＬ）で４８時間処理した。ＴＳ
Ａ（３０ｎｍｏｌ／Ｌ）を、ＰＥまたはＩＬ－１での処理の３０分前に添加した。筋細胞
特異的ｍＲＮＡ発現（ＳＥＲＣＡ２ａ（図１Ａ）、αＭｙＨＣ（図１Ｂ）、βＭｙＨＣ（
図１Ｃ））を、ＲＮａｓｅ保護アッセイによって５μｇ総ＲＮＡにおいてアッセイした。
平均データは、４つの培養物由来であり、ＧＡＰＤＨシグナルに対する正規化後のコント
ロールの％として表す。
【図２】図２Ａ－Ｄ。ＨＤＡＣの過剰発現は、筋特異的プロモーターを抑制する。培養筋
細胞を７２時間、Ｆｌａｇタグ化ＨＤＡＣ１，４，５についての発現ベクター（約３×１
０５細胞当たり２μｇ）（またはそのバックボーンベクター）、およびＳＥＲＣＡ遺伝子
（図２Ａ）、αＭｙＨＣ遺伝子（図２Ｂ）、βＭｙＨＣ遺伝子（図２Ｃおよび２Ｄ）につ
いてのＣＡＴレポーター（５μｇ）構築物、加えてＳＶ４０駆動分泌アルカリホスファタ
ーゼ（ＳＥＡＰ　１μｇ、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）でトランスフェクトした。ＴＳＡを３０ｎ
ｍｏｌ／Ｌで使用し、トランスフェクションのちょうど後に添加した。ＰＥ２２（２０μ
ｍｏｌ／Ｌ）を２４時間後に添加し、ＣＡＴアッセイをさらに４８時間後に実施した。平
均データは、ｎ＝３の異なる培養物由来であり、培地中のＳＥＡＰ活性に対する正規化後
のｐＣＭＶの％として表す。ＨＤＡＣの過剰発現は、Ｆｌａｇについてのウェスタンブロ
ットによって確認した。
【図３Ａ】図３Ａ－Ｄ。ＨＤＡＣインヒビターは、細胞傷害性を生じることなくフェニレ
フリンによるＡＮＦレポーターの活性化をブロックする。新生児ラット心筋細胞を、全体
で１μｇのマウス３ｋｂ　ＡＮＦプロモーターフラグメントおよびＣＭＶ－ＬａｃＺプラ
スミドで同時トランスフェクトした。（図３Ａ）ＡＮＦプロモーターは、未刺激心筋細胞
において最小限に活性である。ＨＤＡＣインヒビターの添加は、ＡＮＦプロモーター活性
を誘導しない。フェニレフリン（ｐｈｅｎｙｌｐｈｒｉｎｅ）の添加は、ＡＮＦプロモー
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ターを活性化したが、フェニレフリンおよびＨＤＡＣインヒビター（ＴＳＡ（８５ｎＭ）
、ＮａＢｕｔ（５ｍＭ）、またはＨＣ毒素（５ｎｇ／ｍｌ））での心筋細胞の同時処理は
、フェニレフリン（ｐｈｅｎｙｌｐｈｒｉｎｅ）（１００μＭ）によるＡＮＦプロモータ
ーの活性化を妨害した。（図３Ｂ）構成的プロモーターＣＭＶによるＬａｃＺ発現。ＨＤ
ＡＣインヒビターでの処理は、フェニレフリン同時処理あり、およびなしでＣＭＶ活性を
増強した。（図３Ｃおよび３Ｄ）グラフは、アデニル酸キナーゼ活性の測定値が、肥大刺
激因子ＦＢＳ、ＰＥ、またはＥＴ－１の不在または存在下での心筋細胞の培養のＸ時間後
の培地において不変であることを示す。
【図３Ｂ】図３Ａ－Ｄ。ＨＤＡＣインヒビターは、細胞傷害性を生じることなくフェニレ
フリンによるＡＮＦレポーターの活性化をブロックする。新生児ラット心筋細胞を、全体
で１μｇのマウス３ｋｂ　ＡＮＦプロモーターフラグメントおよびＣＭＶ－ＬａｃＺプラ
スミドで同時トランスフェクトした。（図３Ａ）ＡＮＦプロモーターは、未刺激心筋細胞
において最小限に活性である。ＨＤＡＣインヒビターの添加は、ＡＮＦプロモーター活性
を誘導しない。フェニレフリン（ｐｈｅｎｙｌｐｈｒｉｎｅ）の添加は、ＡＮＦプロモー
ターを活性化したが、フェニレフリンおよびＨＤＡＣインヒビター（ＴＳＡ（８５ｎＭ）
、ＮａＢｕｔ（５ｍＭ）、またはＨＣ毒素（５ｎｇ／ｍｌ））での心筋細胞の同時処理は
、フェニレフリン（ｐｈｅｎｙｌｐｈｒｉｎｅ）（１００μＭ）によるＡＮＦプロモータ
ーの活性化を妨害した。（図３Ｂ）構成的プロモーターＣＭＶによるＬａｃＺ発現。ＨＤ
ＡＣインヒビターでの処理は、フェニレフリン同時処理あり、およびなしでＣＭＶ活性を
増強した。（図３Ｃおよび３Ｄ）グラフは、アデニル酸キナーゼ活性の測定値が、肥大刺
激因子ＦＢＳ、ＰＥ、またはＥＴ－１の不在または存在下での心筋細胞の培養のＸ時間後
の培地において不変であることを示す。
【図３Ｃ】図３Ａ－Ｄ。ＨＤＡＣインヒビターは、細胞傷害性を生じることなくフェニレ
フリンによるＡＮＦレポーターの活性化をブロックする。新生児ラット心筋細胞を、全体
で１μｇのマウス３ｋｂ　ＡＮＦプロモーターフラグメントおよびＣＭＶ－ＬａｃＺプラ
スミドで同時トランスフェクトした。（図３Ａ）ＡＮＦプロモーターは、未刺激心筋細胞
において最小限に活性である。ＨＤＡＣインヒビターの添加は、ＡＮＦプロモーター活性
を誘導しない。フェニレフリン（ｐｈｅｎｙｌｐｈｒｉｎｅ）の添加は、ＡＮＦプロモー
ターを活性化したが、フェニレフリンおよびＨＤＡＣインヒビター（ＴＳＡ（８５ｎＭ）
、ＮａＢｕｔ（５ｍＭ）、またはＨＣ毒素（５ｎｇ／ｍｌ））での心筋細胞の同時処理は
、フェニレフリン（ｐｈｅｎｙｌｐｈｒｉｎｅ）（１００μＭ）によるＡＮＦプロモータ
ーの活性化を妨害した。（図３Ｂ）構成的プロモーターＣＭＶによるＬａｃＺ発現。ＨＤ
ＡＣインヒビターでの処理は、フェニレフリン同時処理あり、およびなしでＣＭＶ活性を
増強した。（図３Ｃおよび３Ｄ）グラフは、アデニル酸キナーゼ活性の測定値が、肥大刺
激因子ＦＢＳ、ＰＥ、またはＥＴ－１の不在または存在下での心筋細胞の培養のＸ時間後
の培地において不変であることを示す。
【図３Ｄ】図３Ａ－Ｄ。ＨＤＡＣインヒビターは、細胞傷害性を生じることなくフェニレ
フリンによるＡＮＦレポーターの活性化をブロックする。新生児ラット心筋細胞を、全体
で１μｇのマウス３ｋｂ　ＡＮＦプロモーターフラグメントおよびＣＭＶ－ＬａｃＺプラ
スミドで同時トランスフェクトした。（図３Ａ）ＡＮＦプロモーターは、未刺激心筋細胞
において最小限に活性である。ＨＤＡＣインヒビターの添加は、ＡＮＦプロモーター活性
を誘導しない。フェニレフリン（ｐｈｅｎｙｌｐｈｒｉｎｅ）の添加は、ＡＮＦプロモー
ターを活性化したが、フェニレフリンおよびＨＤＡＣインヒビター（ＴＳＡ（８５ｎＭ）
、ＮａＢｕｔ（５ｍＭ）、またはＨＣ毒素（５ｎｇ／ｍｌ））での心筋細胞の同時処理は
、フェニレフリン（ｐｈｅｎｙｌｐｈｒｉｎｅ）（１００μＭ）によるＡＮＦプロモータ
ーの活性化を妨害した。（図３Ｂ）構成的プロモーターＣＭＶによるＬａｃＺ発現。ＨＤ
ＡＣインヒビターでの処理は、フェニレフリン同時処理あり、およびなしでＣＭＶ活性を
増強した。（図３Ｃおよび３Ｄ）グラフは、アデニル酸キナーゼ活性の測定値が、肥大刺
激因子ＦＢＳ、ＰＥ、またはＥＴ－１の不在または存在下での心筋細胞の培養のＸ時間後
の培地において不変であることを示す。
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【図４Ａ】図４Ａ－Ｃ。ＨＤＡＣインヒビターは、肥大アゴニストにより通常誘導される
内因性ＡＮＦ発現を妨害する。（図４Ａ）グラフは、いくつかのドットブロット実験（ｎ
＝４）の要約を示す。トランスフェクション実験におけるように、フェニレフリン（１０
０μＭ）は、ＡＮＦ発現を３倍以上誘導する。ＨＤＡＣインヒビター（ＴＳＡ　８５ｎＭ
；酪酸ナトリウム、５ｍＭ；ＨＣ毒素５ｎｇ．ｍｌ）での処理は、ＡＮＦメッセージの蓄
積をブロックする。（図４Ｂおよび４Ｃ）グラフは、肥大刺激因子ＦＢＳ、ＰＥ、または
ＥＴ－１と同時培養する場合のＨＤＡＣインヒビターＴＳＡ（図４Ｂ）および酪酸ナトリ
ウム（図４Ｃ）の濃度の増大に伴う培養培地におけるＡＮＦの化学発光検出の減少を示す
。
【図４Ｂ】図４Ａ－Ｃ。ＨＤＡＣインヒビターは、肥大アゴニストにより通常誘導される
内因性ＡＮＦ発現を妨害する。（図４Ａ）グラフは、いくつかのドットブロット実験（ｎ
＝４）の要約を示す。トランスフェクション実験におけるように、フェニレフリン（１０
０μＭ）は、ＡＮＦ発現を３倍以上誘導する。ＨＤＡＣインヒビター（ＴＳＡ　８５ｎＭ
；酪酸ナトリウム、５ｍＭ；ＨＣ毒素５ｎｇ．ｍｌ）での処理は、ＡＮＦメッセージの蓄
積をブロックする。（図４Ｂおよび４Ｃ）グラフは、肥大刺激因子ＦＢＳ、ＰＥ、または
ＥＴ－１と同時培養する場合のＨＤＡＣインヒビターＴＳＡ（図４Ｂ）および酪酸ナトリ
ウム（図４Ｃ）の濃度の増大に伴う培養培地におけるＡＮＦの化学発光検出の減少を示す
。
【図４Ｃ】図４Ａ－Ｃ。ＨＤＡＣインヒビターは、肥大アゴニストにより通常誘導される
内因性ＡＮＦ発現を妨害する。（図４Ａ）グラフは、いくつかのドットブロット実験（ｎ
＝４）の要約を示す。トランスフェクション実験におけるように、フェニレフリン（１０
０μＭ）は、ＡＮＦ発現を３倍以上誘導する。ＨＤＡＣインヒビター（ＴＳＡ　８５ｎＭ
；酪酸ナトリウム、５ｍＭ；ＨＣ毒素５ｎｇ．ｍｌ）での処理は、ＡＮＦメッセージの蓄
積をブロックする。（図４Ｂおよび４Ｃ）グラフは、肥大刺激因子ＦＢＳ、ＰＥ、または
ＥＴ－１と同時培養する場合のＨＤＡＣインヒビターＴＳＡ（図４Ｂ）および酪酸ナトリ
ウム（図４Ｃ）の濃度の増大に伴う培養培地におけるＡＮＦの化学発光検出の減少を示す
。
【図５】図５Ａ－Ｂ。ＨＤＡＣインヒビターでの心筋細胞の処理は、心筋細胞肥大と関連
した胎児遺伝子プログラムをブロックする。（図５Ａ）グラフは、フェニレフリンによる
αＳＫ－アクチン発現の倍数変化、およびＴＳＡ処理サンプルにおける遺伝子活性化の欠
如を示す。（図５Ｂ）グラフは、αＭｙＨＣおよびβＭｙＨＣ　ＲＮＡ発現の倍数変化を
示す。フェニレフリン処理は、心筋細胞におけるβＭｙＨＣ発現（胎児遺伝子）の活性化
を誘導する。一方、フェニレフリン単独では、αＭｙＨＣ遺伝子（成体イソ型）を活性化
しない。ＴＳＡでの処理は、βＭｙＨＣの活性化を妨害するが、αＭｙＨＣの発現を刺激
した。グラフは、３つ以上の独立した実験を表す。
【図６】図６。筋節の再構築およびタンパク質合成に対するＴＳＡ処理の効果。心筋細胞
におけるＳ６リボソームタンパク質の測定値のグラフは、フェニレフリンおよび血清が、
心筋細胞におけるタンパク質合成を増大することを示す。ＴＳＡでの心筋細胞の処理は、
６時間後にこの増大を変化させない（左側のグラフ）。右側のグラフは、ＰＥおよび濃度
を増加させたＴＳＡでの、または血清および濃度を増加させたＴＳＡでの２４時間同時処
理の後の心筋細胞におけるＳ６リボソームタンパク質の含有量を示す。
【図７】図７Ａ－Ｂ。ＴＳＡは、心筋細胞分化に関与する遺伝子の活性化を誘導する。（
図７Ａ）３つの遺伝子が、フェニレフリンによりアップレギュレートされ、そしてＴＳＡ
によりダウンレギュレートされた。（図７Ｂ）４つの遺伝子がフェニレフリンにより不活
性化され、そしてＴＳＡにより活性化された（１つのフェニレフリンチップ、２つのフェ
ニレフリン／ＴＳＡチップ、および１つのＴＳＡチップからの結果）。
【発明を実施するための形態】
【００６７】
　（例示的な実施形態の説明）
　心不全は、世界中で罹患率および死亡率の主要な原因のうちの１つである。米国単独に
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おいて、３００万人の人が心筋症を有しながら現在生存し、そして別の４００，０００人
が年基準で診断されていることが、推定で示されている。拡張型心筋症（ＤＣＭ）はまた
、「うっ血性心筋症」ともいわれ、このうっ血性心筋症は、心筋症の最も一般的な形態で
あり、そして推定１００，０００人の個体当たり４０人に近い罹患率を有する（Ｄｕｒａ
ｎｄら、１９９５）。ＤＣＭの他の症例も存在するが、よく知られている拡張型心筋症は
、約２０％の「特発性」ＤＣＭを示すと指摘されている。ＤＣＭ症例の約半分が、特発性
であり、残りは、既知の疾患プロセスと関連している。例えば、重篤な心筋損傷が、癌化
学療法に使用される特定の薬物（例えば、ドキソルビシンおよびダウノルビシン）から生
じ得る。さらに、多くのＤＣＭ患者は、慢性アルコール中毒である。幸運にも、これらの
患者について、心不全の進行は、疾患経過の初期にアルコール消費を減らすかまたは止め
る場合、停止または逆転し得る。産辱性心筋症は、感染性続発症と関連する疾患なので、
ＤＣＭの別の特発性形態である。要するに、心筋症（ＤＣＭを含む）は、重要な公衆衛生
の問題である。
【００６８】
　心筋症自体は、典型的に、心臓損傷が心不全を生じるのに十分なほど重篤になるまで、
いずれの症状も生成しないので、心筋症の症状は、心不全と関連する症状である。これら
の症状としては、短い呼吸、労作に伴う疲労、呼吸が短くなること無く水平に寝ることが
できないこと（起座呼吸）、発作性夜間呼吸困難、拡大した心臓の大きさ、および／また
は下脚の腫脹が挙げられる。患者はまた、しばしば、増加した血圧、超過した（ｅｘｔｒ
ａ）心臓音、心臓雑音、肺および全身性塞栓、胸の痛み、肺鬱血、ならびに動悸を表す。
さらに、ＤＣＭは、減少した駆出率（すなわち、内因性の収縮性機能およびリモデリング
の両方の測定）を引き起こす。この疾患はさらに、心室拡張および減少した心筋収縮性に
起因したひどく損傷した収縮性機能によって特徴付けられ、これは、多くの患者において
拡張性心不全を引き起こす。罹患した心臓はまた、筋細胞／心筋不全の結果として細胞／
チャンバリモデリングを引き起こし、これは、「ＤＣＭ表現型」に寄与する。疾患が進行
するにつれ、症状も同様に進行する。拡張型心筋症を有する患者はまた、生命を脅かす不
整脈（心筋頻拍および心筋細動を含む）の発生率を大きく増加した。これらの患者におい
て、失神（めまい感）のエピソードが、突然死の前兆とみなされる。
【００６９】
　拡張型心筋症の診断は、代表的に、拡大した心臓チャンバ、特に、拡大した心室の提示
に依存する。拡大は、一般的に、胸部Ｘ線において観察可能であるが、心エコー図を使用
してより正確に評価される。ＤＣＭはしばしば、急性心筋炎、弁心疾患、冠状動脈疾患、
および高血圧性心疾患との識別が困難である。一旦、拡張型心筋症の診断がなされると、
潜在的に可逆的な原因を同定および処置するため、ならびにさらなる心臓損傷を回避する
ためにあらゆる努力がなされる。例えば、冠状動脈疾患および弁心臓疾患が、除外されな
ければならない。貧血、異常頻拍、栄養欠乏、アルコール中毒症、甲状腺疾患および／ま
たは他の問題が、取り組まれそして制御される必要がある。
【００７０】
　心筋症の基底にある原因を同定し、そして安定化させるための試みの間に、これらの症
状を最小化し、そして欠損している心臓の効率を最適化するために、処置が一般的に設定
される。投薬は、処置の主要部のままであるが、一般的に心不全の症例に使用されるもの
以外に、拡張型心筋症の処置のための特別の処置は存在しない。移植外科手術が、１つの
選択である。実に、拡張型心筋症は、米国における心臓移植に関する最も一般的な原因と
示されている。
【００７１】
　非薬理学的処置が、主に薬理学的処理に対する補助として使用される。非薬理学的処置
の１つの手段は、食餌中のナトリウムを減少することを含む。さらに、非薬理学的処理が
また、特定の沈降薬物（陰性の強心薬（例えば、特定のカルシウムチャネル遮断剤および
不整脈薬様ジソピラミド）、心臓毒性（例えば、アンフェタミン）、および血漿容積エキ
スパンダー（例えば、非ステロイド性抗炎症剤およびグルココルチコイド）を含む）の排
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除を必要とする。
【００７２】
　薬理学的薬剤を用いた処理は、心不全の発現を減少または排除するための主要な機構を
表す。利尿剤は、中間から温和な心不全についての処置の最初の手順である。不運なこと
に、一般的に使用される利尿剤（例えば、サイアザイド）の多くは、多数の有害な影響を
与える。例えば、特定の利尿剤は、血清コレステロールおよびトリグリセリドを増加し得
る。さらに、利尿剤は、一般的に、重篤な心不全に罹患した患者に対して効果的ではない
。
【００７３】
　利尿剤が効果的ではない場合、血管拡張薬が、使用され得る；アンギオテンシン変換酵
素（ＡＣＥ）インヒビター（例えば、エナラプリル（ｅｎａｌｏｐｒｉｌ）およびリジノ
プリル）は、症候の軽減を提供するだけではなく、これらはまた、死亡率を減少すること
が報告されている（Ｙｏｕｎｇら、１９８９）。しかし、また、ＡＣＥインヒビターは、
有害な影響（これは、特定の疾患状態（例えば、腎臓動脈狭窄）を有する患者に禁忌をも
たらす）と関連する。
【００７４】
　同様に、強心薬治療（すなわち、心筋収縮の力を増加することによって心拍出量を改善
する薬物）がまた、利尿剤が十分な軽減を引き起こさなかった場合、示され得る。外来患
者によって使用される最も一般的に強心薬は、ジギタリスである。しかし、これは、数々
の有害反応（胃腸問題および中枢神経系機能不全を含む）と関連する。
【００７５】
　従って、現在使用される薬理学的薬剤は、特定の患者集団において重篤な不足を有する
。新規、安全、かつ有効な薬剤の利用可能性が、現在利用可能な薬理学的物理療法を使用
し得ないかまたはこれらの物理療法から十分な軽減を受けないかのいずれかである患者に
とって間違いなく有益である。ＤＣＭを有する患者に関する予後は変動しやすく、そして
心室機能不全の程度に依存し、その大半が、診断の５年以内に死を引き起こす。
【００７６】
　（Ｉ．本発明）
　本発明者らは、ＭＥＦ２が、そのカルボキシ末端活性化ドメインの３つの保存された部
位のＭＡＰキナーゼリン酸化によって活性化されることを以前に示した（Ｋａｔｏｈら、
１９９８を参照のこと）。ＣａＭＫシグナル伝達がまた、クラスＩＩＨＤＡＣ（これは、
成体心臓において高レベルで発現され、ここで、ＭＥＦ２活性化を抑制し得る）をリン酸
化することによってＭＥＦ２を活性化する。リン酸化の際、これらのＨＤＡＣは、１４－
３－３に結合し、そしてＭＥＦ２から分離し、核への移動およびＭＥＦ－２依存性転写の
活性化を引き起こす。リン酸化され得ないクラスＩＩＨＤＡＣの変異体は、ＭＥＦ２から
分離し得ず、そしてＭＥＦ２標的遺伝子の発現を不可逆性にブロックする。
【００７７】
　ＨＤＡＣ　５のリン酸化不可能な変異体をコードするアデノウイルスが、多様なシグナ
ル伝達経路に応答してインビトロで心筋細胞肥大を予防し得ることがまた、示された（Ｌ
ｕら、２０００を参照のこと）。これらの知見は、クラスＩＩＨＤＡＣにおけるこれらの
保存された部位のリン酸化が、心肥大の開始に必須な工程であることを示唆する。これら
の知見に基づいて、ＴＳＡによるＨＤＡＣ活性化の阻害が、肥大性応答遺伝子の抑制解除
に起因して、心肥大の誘導を引き起こすということを予想し得る。対照的に、本発明者ら
は、ＴＳＡが実際に心肥大を回避することを代わりに見出した。これらの予期せぬ知見は
、少なくともいくつかのＨＤＡＣが、肥大に必要とされること、およびＨＤＡＣ触媒活性
の阻害が肥大性遺伝子の活性化を回避し得ることを示唆する。
【００７８】
　どのようにこれらの明らかに矛盾する結果が説明され得るのか？１つのモデルは、クラ
スＩＨＤＡＣおよびクラスＩＩＨＤＡＣは、心筋細胞中の遺伝子の異なるセットを制御し
得ることを議論する。このモデルに従って、クラスＩＩＨＤＡＣは、肥大に必要とされる
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転写因子（例えば、ＭＥＦ２）と相互作用し、そしてこの転写因子の活性を抑制する。こ
のことは、クラスＩＩＨＤＡＣのリン酸化不可能な変異体が肥大をブロックする理由を説
明する。対照的に、クラスＩＨＤＡＣ（特に、ＨＤＡＣ１およびＨＤＡＣ３）が、抗肥大
性遺伝子の発現を抑制することが提案されている。従って、ＴＳＡへの心筋細胞の曝露は
、これら抗肥大性遺伝子の抑制および肥大の遮断を引き起こす。このモデルはまた、この
ような抗肥大性遺伝子の活性が、クラスＩＩＨＤＡＣの活性よりも優勢であることを推定
する。なぜなら、これら抗肥大性遺伝子の活性もまた、ＴＳＡによって非常に抑制される
からであり、これによって、肥大性プログラムが抑制解除されることが予期される。
【００７９】
　いずれの場合も、そして正確な分子基礎にもかかわらず、本発明は、驚くべきことにＨ
ＤＡＣインヒビターが心肥大および心不全の処置に有益であることを示す。
【００８０】
　（ＩＩ．ヒストンデアセチラーゼ）
　ヌクレオソーム（クロマチン折り畳みの基本骨格）は、動的な高分子構造であり、クロ
マチン溶液コンフォメーションに影響を与える（ＷｏｒｋｍａｎおよびＫｉｎｇｓｔｏｎ
、１９９８）。ヌクレオソームコアは、ヒストンタンパク質であるＨ２Ａ、ＨＢ、Ｈ３お
よびＨ４で構成される。ヒストンアセチル化は、変更された生物物理学的特性をふるまう
ヌクレオソームおよびヌクレオソーム配置を引き起こす。ヒストンアセチルトランスフェ
ラーゼ（ＨＡＴ）の活性とデアセチラーゼ（ＨＤＡＣ）の活性との間の均衡が、ヒストン
アセチル化のレベルを決定する。脱アセチル化クロマチンが一般的に転写的に不活性であ
るのに対し、アセチル化されたヒストンは、クロマチンの遅延および遺伝子転写の活性化
を引き起こす。
【００８１】
　１１個の異なるＨＤＡＣが、脊椎動物の生物からクローン化されている。同定された最
初の３つのヒトＨＤＡＣは、ＨＤＡＣ　１、ＨＤＡＣ　２およびＨＤＡＣ　３（クラスＩ
ヒトＨＤＡＣと称される）、およびＨＤＡＣ　８（Ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｗｙｎｇａｅｒｔら
、２０００）が、このリストに加えられた。近年、クラスＩＩヒトＨＤＡＣ（ＨＤＡＣ　
４、ＨＤＡＣ　５、ＨＤＡＣ　６、ＨＤＡＣ
　７、ＨＤＡＣ　９およびＨＤＡＣ　１０）（Ｋａｏら、２０００）が、クローン化され
、そして同定されている（Ｇｒｏｚｉｎｇｅｒら、１９９９；Ｚｈｏｕら、２００１；Ｔ
ｏｎｇら、２００２）。さらに、ＨＤＡＣ　１１が、同定されたが、クラスＩまたはクラ
スＩＩのいずれかは未だ分類されていない（Ｇａｏら、２００２）。全てが、触媒領域中
に相同性を共有する。しかし、ＨＤＡＣ　４、ＨＤＡＣ　５、ＨＤＡＣ　７、ＨＤＡＣ　
９およびＨＤＡＣ　１０は、他のＨＤＡＣに見出されない特有のアミノ末端伸長部を有す
る。このアミノ末端領域は、ＭＥＦ２結合ドメインを含む。ＨＤＡＣ　４、ＨＤＡＣ　５
およびＨＤＡＣ　７は、心臓遺伝子発現の調節に関与することが示され、そして特定の実
施形態において、ＭＥＦ２転写活性を抑制することが示されている。クラスＩＩＨＤＡＣ
がＭＥＦ２活性を抑制する正確な機構は、完全に理解されていない。１つの可能性は、Ｍ
ＥＦ２へのＨＤＡＣ結合が、競合的にかまたはネイティブな転写的に活性であるＭＥＦ２
のコンフォメーションを不安定化することのいずれかによって、ＭＥＦ２転写活性を阻害
するということである。クラスＩＩ　ＨＤＡＣが、脱アセチル化を進行させるためにヒス
トンの近位に、ＨＤＡＣを局在または位置付けるために、ＭＥＦ２との二量体化を必要と
する可能性がまた存在する。
【００８２】
　（ＩＩＩ．デアセチラーゼインヒビター）
　ヒストンデアセチラーゼに対する種々のインヒビターが同定されている。提唱される用
途は、広範にわたるが、主に癌治療に集中している。Ｓａｕｎｄｅｒｓら（１９９９）；
Ｊｕｎｇら（１９９７）；Ｊｕｎｇら（１９９９）；Ｖｉｇｕｓｈｉｎら（１９９９）；
Ｋｉｍら（１９９９）；Ｋｉｔａｚｏｍｏら（２００１）；Ｖｉｇｕｓｉｎら（２００１
）；Ｈｏｆｆｍａｎｎら（２００１）；Ｋｒａｍｅｒら（２００１）；Ｍａｓｓａら（２
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００１）；Ｋｏｍａｔｓｕら（２００１）；Ｈａｎら（２００１）。このような治療は、
固形癌および非ホジキンリンパ腫のＮＩＨに支援された第１相治験の対象である。ＨＤＡ
Ｃがまた、導入遺伝子の転写を増加し、従って遺伝子治療に対する可能な補助剤を構成す
る。Ｙａｍａｎｏら（２０００）；Ｓｕら（２０００）。
【００８３】
　ＨＤＡＣは、種々の異なる機構（タンパク質、ペプチド、および核酸（アンチセンス分
子およびＲＮＡｉ分子を含む）を介して阻害され得る。クローニング、遺伝子構築物（ウ
イルスベクターおよび非ウイルスベクターを含む）の移入および発現、ならびにリポソー
ムに関する方法が、当業者に広範に知られている。ウイルスベクターとしては、アデノウ
イルス、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、ワクシニアウイルス、およびヘルペスウ
イルスが挙げられる。
【００８４】
　低分子インヒビターがまた、意図される。おそらく、ＨＤＡＣ機能の最も広範に知られ
る低分子インヒビターは、Ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ　Ａ（ヒドロキサム酸）である。こ
れは、過剰アセチル化を誘導し、そしてｒａｓトランスフォーメーション細胞の正常形態
への変換を引き起こすこと（Ｔａｕｎｔｏｎら、１９９６）、そしてマウスモデルにおい
て免疫抑制を誘導すること（Ｔａｋａｈａｓｈｉら、１９９６）が、示されている。これ
は、ＢＩＯＭＯＬ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｓ，Ｉｎｃ．，Ｐｌｙｍｏｕｔｈ　Ｍｅｅ
ｔｉｎｇ，ＰＡから市販される。
【００８５】
　本明細書中に参考として援用される以下の参考文献は、全て、本発明における用途が見
出され得るＨＤＡＣインヒビターを記載する：ＡＵ　９，０１３，１０１；ＡＵ　９，０
１３，２０１；ＡＵ　９，０１３，４０１；ＡＵ　６，７９４，７００；ＥＰ　１，２３
３，９５８；ＥＰ　１，２０８，０８６；ＥＰ　１，１７４，４３８；ＥＰ　１，１７３
，５６２；ＥＰ　１，１７０，００８；ＥＰ
　１，１２３，１１１；ＪＰ　２００１／３４８３４０；Ｕ．Ｓ．　２００２／１０３１
９２；Ｕ．Ｓ．　２００２／６５２８２；Ｕ．Ｓ．　２００２／６１８６０；ＷＯ　０２
／５１８４２；ＷＯ　０２／５０２８５；ＷＯ　０２／４６１４４；ＷＯ　０２／４６１
２９；ＷＯ　０２／３０８７９；ＷＯ　０２／２６７０３；ＷＯ　０２／２６６９６；Ｗ
Ｏ　０１／７０６７５；ＷＯ　０１／４２４３７；ＷＯ　０１／３８３２２；ＷＯ　０１
／１８０４５；ＷＯ　０１／１４５８１；Ｆｕｒｕｍａｉら（２００２）；Ｈｉｎｎｅｂ
ｕｓｃｈら（２００２）；Ｍａｉら（２００２）；Ｖｉｇｕｓｈｉｎら（２００２）；Ｇ
ｏｔｔｌｉｃｈｅｒら（２００１）；Ｊｕｎｇ（２００１）；Ｋｏｍａｔｓｕら（２００
１）；Ｓｕら（２０００）。
【００８６】
　いくつかの特異的なＨＤＡＣインヒビターの例を表１に示す。
【００８７】
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【表１】

　（ＩＶ．心肥大を処置する方法）
　（Ａ．治療養生法）
　本発明の１つの実施形態において、ＨＤＡＣインヒビターを使用する心肥大の処置のた
めの方法が、提供される。本願の目的のために、処置は、以下のような心肥大の１つ以上
の症状を減少させる工程を包含する：減少した運動能力、減少した血液駆出量、増加した
左心室末端拡張圧、増加した肺毛細管くさび圧、減少した心拍出量、心臓インデックス、
増加した肺動脈圧、増加した左心室末端収縮寸法および左心室末端拡張寸法、および増加
した左心室壁ストレス、壁緊張および壁の厚み、ならびに右心室についての同様の症状。
さらに、ＨＤＡＣインヒビターの使用は、心肥大およびその関連する症状が生じるのを回
避し得る。



(17) JP 2010-1311 A 2010.1.7

10

20

30

40

50

【００８８】
　処置養生法は、臨床状態に依存して変化する。しかし、長期の維持が、ほとんどの状況
において適切なようである。間欠的にＨＤＡＣインヒビターを用いて心肥大を処置するこ
と（例えば、疾患進行の間の短時間のウィンドウ内で）がまた、望ましくあり得る。現在
のところ、ＨＤＡＣインヒビターについての最適な投薬量は、有意な毒性が生じる前の最
大用量であることが、試験によって示されている。
【００８９】
　（Ｂ．併用治療）
　別の実施形態において、他の治療様式と組み合わせて、ＨＤＡＣ阻害を使用することが
考えられている。従って、上記の治療に加えて、患者により多くの「標準的」薬学的心臓
治療をまた提供し得る。標準的治療の例としては、制限することなく、いわゆる「β遮断
剤」、抗高血圧剤、強心剤、抗血栓剤、血管拡張薬、ホルモン拮抗薬、イオントロープ（
ｉｏｎｔｒｏｐｅ）、利尿薬、エンドセリン拮抗薬、カルシウムチャネル遮断剤、ホスホ
ジエステラーゼインヒビター、ＡＣＥインヒビター、２型アンギオテンシン拮抗薬および
サイトカイン遮断剤／インヒビターが挙げられる。
【００９０】
　組み合わせは、単一の組成物または両方の薬剤を含む薬理学的処方物と心臓細胞を接触
させることによってか、２つの別個の組成物または処方物と細胞を同時に接触させること
によって達成され得、ここで、一方の組成物は、発現構築物を含み、他方は、薬剤を含む
。あるいは、ＨＤＡＣインヒビター治療は、数分～数週間の範囲の間隔で他の薬剤の投与
に先行し得るかまたはそれに続き得る。他の薬剤および発現構築物が、細胞に別々に適用
される実施形態において、一般に、有意な時間が、各送達の時間の間に終了しないように
保証し、その結果、薬剤および発現構築物はなお、細胞に対して有利に組み合わせた効果
を発揮し得る。このような例において、お互いに約１２～２４時間以内に、より好ましく
はお互いに約６～１２時間以内に、最も好ましくは約１２時間のみの遅延時間を有して、
両方の様式を用いて細胞を接触させることが企図される。いつくかの状況において、処置
のための時間を有意に延長することが所望であり得るが、ここで、それぞれの投与の間に
、数日（２、３、４、５、６または７）～数週間（１、２、３、４、５、６、７または８
）が経過する。
【００９１】
　ＨＤＡＣインヒビターまたは他の薬剤のいずれかの１つ以上の投与が所望されることは
また、考え得る。この点において、種々の組成物が、使用され得る。例示の目的で、ＨＤ
ＡＣインヒビターが「Ａ」であり、他の薬剤が「Ｂ」である場合、３回および４回の総投
与に基づいた以下の順列が例示される。
【００９２】
【化１】

他の組み合わせも同様に意図される。
【００９３】
　（Ｃ．患者への投与のための薬物処方物および経路）
　臨床適用が意図される場合、薬学的組成物は、意図される適用のために適切な形態で調
製される。一般に、これは、発熱物質、ならびにヒトまたは動物に有害であり得る他の不
純物が基本的に含まない組成物を調製することを伴う。
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【００９４】
　一般に、送達ベクターを安定にし、そして標的細胞による取り込みを可能にする適切な
塩および緩衝液を使用することが所望される。緩衝液はまた、組換え細胞が患者に導入さ
れる場合に使用され得る。本発明の水溶性組成物は、薬学的に受容可能なキャリアまたは
水溶性媒体中に溶解または分散された、有効量のベクターまたは細胞を含む。成句「薬学
的に受容可能または薬理学的に受容可能」は、動物またはヒトに投与される場合、有害な
、アレルギー性の、または他の厄介な反応物を生成しない分子および組成物をいう。本明
細書中で使用される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、医薬品（例えば、ヒトへ
の投与に適切な医薬品）を処方する際の使用のために受容可能な溶媒、緩衝液、溶液、分
散媒体、コーティング、抗生物質および抗菌剤、等張剤および吸収遅延剤などを含む。薬
学的に活性な物質のためのこのような媒体および薬剤の使用は、当該分野で周知である。
任意の従来の媒体または薬剤が、本発明の活性成分と不適合である範囲を除いて、治療組
成物におけるその使用が、意図される。補助的な活性成分はまた、これらが組成物のベク
ターまたは細胞を不活化しない条件で、組成物に取り込まれ得る。
【００９５】
　本発明の活性組成物は、伝統的な薬学的調製物を含み得る。本発明に従うこれらの組成
物の投与は、標的組織がその経路を介して入手可能である限り、任意の通常の経路を介し
得る。これは、経口経路、経鼻経路、または口腔内経路を含む。あるいは、投与は、経皮
注射、皮下注射、筋肉内注射、腹腔内注射または静脈内注射による投与であり得る。この
ような組成物は、上記のように、薬学的に受容可能な組成物として通常投与される。
【００９６】
　活性化合物はまた、非経口的または腹腔内に投与され得る。例示のために、遊離塩基と
しての活性化合物または薬理学的に受容可能な塩の溶液が、界面活性剤（例えば、ヒドロ
キシプロピルセルロース）と適切に混合した水中で調製され得る。分散剤もまた、グリセ
ロール、液体ポリエチレングリコール、およびその混合物中で、ならびに油中で調製され
得る。貯蔵および使用の通常の条件下で、これらの調製物は一般に、微生物の増殖を防ぐ
ための防腐剤を含む。
【００９７】
　注射可能な用途に適切な薬学的形態としては、例えば、滅菌水溶液または分散剤、およ
び滅菌注射可能な溶液または分散剤の即席の調製のための無菌粉末が挙げられる。一般に
、これらの調製物は、滅菌されており、そして容易な注射可能性が存在する程度に流動性
である。調製物は、製造および貯蔵の条件下で安定であるべきであり、そして微生物（例
えば、細菌および真菌）の混入作用に対して保護されるべきである。適切な溶媒または分
散媒体は、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレング
リコール、および液体ポリエチレングリコールなど）、その適切な混合物、および植物油
を含み得る。適切な流動性は、例えば、コーティング（例えば、レシチン）の使用によっ
て、分散剤の場合には必要とされる粒子サイズの維持によって、そして界面活性剤の使用
によって、維持され得る。微生物の作用の防止は、種々の抗菌抗真菌剤（例えば、パラベ
ン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなど）によってもたらさ
れ得る。多数の場合において、等張剤（例えば、糖または塩化ナトリウム）を含むことが
好ましい。注射可能な組成物の長期の吸収は、吸収を遅延する薬剤（例えば、モノステア
リン酸アルミニウムおよびゼラチン）の組成物中の使用によってもたらされ得る。
【００９８】
　滅菌注射可能な溶液は、ろ過滅菌後に、所望のように任意の他の成分（例えば、上に列
挙されるような）と共に溶媒中に適切な量で、活性化合物を取り込むことによって調製さ
れ得る。一般に、分散剤は、塩基性分散媒体および所望の他の成分（例えば、上に列挙さ
れるような）を含む滅菌ビヒクル中に種々の滅菌活性成分を取り込むことによって調製さ
れる。滅菌注射可能な溶液の調製のための滅菌粉末の場合、調製の好ましい方法は、以前
に滅菌ろ過されたその溶液から活性成分の粉末および任意のさらなる所望の成分を生じる
、真空乾燥および凍結乾燥技術を含む。
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【００９９】
　経口投与のために、一般に、本発明のポリペプチドは、賦形剤と共に取り込まれ得、そ
して摂取可能でない洗口剤および歯磨剤の形態で使用され得る。洗口剤は、適切な溶媒（
例えば、ホウ酸ナトリウム溶液（Ｄｏｂｅｌｌ溶液））中に必要な量で、活性成分を取り
込んで調製され得る。あるいは、活性成分は、ホウ酸ナトリウム、グリセリンおよび炭酸
水素カリウムを含む消毒洗浄液に取り込まれ得る。活性成分はまた、ゲル、ペースト、粉
末およびスラリーを含む歯磨剤中で分散され得る。この活性成分は、水、結合剤、研磨剤
、香味料、発泡剤、および湿潤剤を含み得るペースト状歯磨剤に、治療有効量で添加され
得る。
【０１００】
　本発明の組成物は一般に、中性形態または塩形態で処方され得る。薬学的に受容可能な
塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩化水素またはリン酸）または有機酸（例えば、
酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸）などに由来する、酸添加塩（タンパク質の遊離ア
ミノ基で形成された）が挙げられる。タンパク質の遊離カルボキシル基で形成された塩は
また、無機塩基（例えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水
酸化カルシウム、または水酸化鉄）または有機塩基（例えば、イソプロピルアミン、トリ
エチルアミン、ヒスチジン、プロカイン）などに由来し得る。
【０１０１】
　処方の際に、溶液は、好ましくは、投薬処方物と適合性の様式で、かつ、それが治療的
に有効であるような量で、投与される。処方物は、注射可能な溶液、薬物放出カプセルな
どのような種々の投薬形態で容易に投与され得る。水溶液での経口投与のために、例えば
、この溶液は一般に適切に緩衝化され、そして液体希釈液は、例えば、十分な生理食塩水
またはグルコースを用いて最初に等張性にされる。このような適切な水溶液は、例えば、
静脈内投与、筋肉内投与、皮下投与および腹腔内投与のために使用され得る。好ましくは
、特に本発明の開示を考慮して、当業者に公知であるような滅菌水性媒体が使用される。
例示のために、単回用量は、１ｍｌの等張性ＮａＣｌ溶液に溶解され得、そして１０００
ｍｌの皮下注入流体に添加されるか、または注入の提案された部位で注射されるかのいず
れかである（例えば、「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ」第１５版、１０３５－１０３５頁および１５７０－１５８０頁を参照のこ
と）。投薬におけるいくつかの改変が、処置される被験体の状態に依存して、必然的に生
じる。投与を担うヒトは、任意の事象において、個々の被験体のための適切な用量を決定
する。さらに、ヒトへの投与のために、調製は、生物製剤基準のＦＤＡ事務所によって必
要とされるような無菌、発熱性（ｐｒｙｒｏｇｅｎｉｃｉｔｙ）、一般的な安全および純
度基準を満たすべきである。
【０１０２】
　（Ｖ．スクリーニング方法）
　本発明はさらに、心肥大の予防または逆転において有用であるＨＤＡＣのインヒビター
を同定するための方法を包含する。これらのアッセイは、候補物質の大きいライブラリー
の無作為スクリーニングを含み得る；あるいは、これらのアッセイは、それらにＨＤＡＣ
の機能をより阻害させるようである構造的属性に眼を向けて選択された特定のクラスの化
合物に集中するために使用され得る。
【０１０３】
　ＨＤＡＣインヒビターを同定するために、一般的に候補物質の存在下または非存在下に
おいてＨＤＡＣの機能を決定する。例えば、方法は、一般に以下の工程：
　（ａ）候補モジュレーターを提供する工程；
　（ｂ）候補モジュレーターをＨＤＡＣと混合する工程；
　（ｃ）ＨＤＡＣ活性を測定する工程；および
　（ｄ）工程（ｃ）における活性を、候補モジュレーターの非存在下における活性と比較
する工程、
を包含し、ここで、測定された活性の間の差異が、候補化合物が、実際に、化合物、細胞
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または動物のモジュレーターであることを示す。
【０１０４】
　アッセイはまた、単離された細胞または生物体中で行なわれ得る。代表的に、ＨＤＡＣ
活性は、標識されたアセチル基を有するヒストンを提供することおよびヒストン分子から
標識の放出を測定することによって測定される。
【０１０５】
　もちろん、本発明の全てのスクリーニング方法は、有効な候補が見出されないかもしれ
ないという事実に関わらず、それ自体有用であることが理解される。本発明は、このよう
な候補をスクリーニングするための方法を提供し、単にこれらを見出する方法を提供する
のではない。
【０１０６】
　（１．モジュレーター）
　本明細書中で使用される場合、用語「候補物質」は、ＨＤＡＣ活性を潜在的に阻害し得
る任意の分子をいう。この候補物質は、タンパク質もしくはそのフラグメント、低分子、
または核酸でさえあり得る。このことは、最も有用な薬理学的化合物が、本明細書中のい
ずれかに列挙される、公知のＨＤＡＣインヒビターに構造的に関連している化合物である
場合に判明し得る。改善した化合物を開発するのを助けるためのリード化合物を使用する
ことは、「合理的薬物設計」として公知であり、そして公知のインヒビターおよび活性化
因子との比較だけでなく、標的分子の構造に関する推定を含む。
【０１０７】
　合理的薬物設計の目的は、生物学的に活性なポリペプチドまたは標的化合物の構造的ア
ナログを生成することである。このようなアナログを作製することによって、天然分子よ
りもより活性であるか安定している薬物（これは、変更に対して異なる感受性を有するか
、または種々の他の分子の機能に影響し得る）を作ることが可能である。他のアプローチ
において、標的分子またはそのフラグメントの三次元構造を作製する。これは、Ｘ線結晶
学、コンピューターモデリング、または両方のアプローチの組み合わせによって達成され
得る。
【０１０８】
　標的化合物の活性化因子またはインヒビターの構造を確認するために、抗体を使用する
ことはまた可能である。原則として、このアプローチは、引き続く薬物設計が基づく薬物
コア（ｐｈａｒｍａｃｏｒｅ）を生じる。機能的な薬理学的に活性な抗体に対する抗イデ
ィオタイプ抗体を作製することによってタンパク質結晶学を迂回することが可能である。
鏡像の鏡像として、抗イディオタイプの結合部位は、本来の抗原のアナログであることが
予期される。次いで、抗イディオタイプは、化学的または生物学的に生成されたペプチド
群からペプチドを同定および単離するために使用され得る。次いで、選択されたペプチド
は、薬物コアとして機能する。抗イディオタイプは、抗原として抗体を使用して、本明細
書中に記載された抗体を産生するための方法を使用して生成される。
【０１０９】
　他方、種々の商業的供給源から、有用な化合物の同定を「力づくで行なう（ｂｒｕｔｅ
　ｆｏｒｃｅ）」ために有用な薬物のための基本的基準を満たすと考えられている低分子
ライブラリーを簡単に獲得し得る。このようなライブラリー（コンビナトリアルに作製さ
れたライブラリー（例えば、ペプチドライブラリー）を含む）のスクリーニングは、多数
の関連（および関連していない）化合物を活性についてスクリーニングするたえの迅速か
つ効率的な方法である。コンビナトリアルアプローチはまた、活性であるが、他に所望で
ない化合物をモデルとした、第２、第３および第４世代の化合物の作製によって、潜在的
な薬物の迅速な進化に役立つ。
【０１１０】
　候補化合物は、天然に存在する化合物のフラグメントまたは部分を含み得るか、または
さもなければ不活性である公知の化合物の活性な組み合わせとして見出され得る。天然供
給源（例えば、動物、細菌、真菌、植物供給源（葉および樹皮を含む））ならびに海のサ
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ンプルから単離された化合物は、潜在的に有用な薬学的薬剤の存在についての候補として
アッセイされ得る。スクリーニングされる薬学的薬剤はまた、化学的組成物または人工化
合物に由来し得るかまたはそれらから合成され得ることが理解される。従って、本発明に
よって同定された候補物質は、ペプチド、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、低分子イン
ヒビター、または公知のインヒビターまたは刺激物質から始まる合理的薬物設計を介して
設計され得る任意の他の化合物であり得る。
【０１１１】
　他の適切なモジュレーターとしては、アンチセンス分子、リボザイム、および抗体（単
鎖抗体を含む）が挙げられ、これらの各々は、標的分子に特異的である。このような化合
物は、本明細書中の他でより詳細に記載される。例えば、翻訳または転写開始部位、また
はスプライス接合部に結合されるアンチセンス分子は、理想的な候補インヒビターである
。
【０１１２】
　最初に同定された化合物を調節することに加えて、本発明者らはまた、他の立体的に類
似した化合物が、モジュレーターの構造の重要な部分を模倣するように処方され得ること
を意図する。このような化合物（これらは、ペプチドモジュレーターのペプチド模倣物を
含み得る）は、最初のモジュレーターと同じ様式で使用され得る。
【０１１３】
　（２．インビトロアッセイ）
　実行するのに速く、安価な、そして容易なアッセイは、インビトロアッセイである。こ
のようなアッセイ（速くそして多数で実行され得る）は一般に、単離された分子を使用し
、それにより、短い期間で得られ得る情報の量を増加する。種々の容器（試験管、プレー
ト、シャーレ、およびディップスティックまたはビーズのような他の表面）がアッセイを
実行するために使用され得る。
【０１１４】
　化合物のハイスループットスクリーニングのための技術は、ＷＯ８４／０３５６４にお
いて記載されている。多数の低分子ペプチド試験化合物が、固体基板（例えば、プラスチ
ックピンまたはいくつかの他の表面）上で合成される。このようなペプチドは、ＨＤＡＣ
を結合および阻害するそれらの能力について迅速にスクリーニングされ得る。
【０１１５】
　（３．インサイト（ｉｎ　ｃｙｔｏ）アッセイ）
　本発明はまた、細胞中のＨＤＡＣを調節するそれらの能力について化合物をスクリーニ
ングすることを意図する。この目的のために特に操作された細胞を含む、種々の細胞株が
、このようなスクリーニングアッセイに利用され得る。
【０１１６】
　（４．インビトロアッセイ）
　インビボアッセイは、特定の欠損を有するように操作されているトランスジェニック動
物、または生物体内に異なる細胞に到達しそして影響する候補物質の能力を測定するため
に使用され得る輸送マーカーを含む、心臓病の種々の動物モデルの使用を含む。これらの
サイズ、取り扱いの容易さ、およびこれらの生理学および遺伝子構成に関する情報に起因
して、マウスは、特にトランスジェニックについて、好ましい実施形態である。しかし、
ラット、ウサギ、ハムスター、モルモット、スナネズミ、マーモット、ネコ、イヌ、ヒツ
ジ、ヤギ、ブタ、ウシ、ウマおよびサル（チンパンジー、ギボンおよびヒヒを含む）を含
む他の動物も同様に適切である。インヒビターについてのアッセイは、これらの種のいず
れかに由来する動物モデルを使用して行なわれ得る。
【０１１７】
　試験化合物を用いる動物の処置は、動物への化合物（適切な形態で）の投与を含む。投
与は、臨床目的のために利用され得る任意の経路による。インビボで化合物の効果を決定
することは、種々の異なる基準を含み得る。また、毒性および用量応答を測定することは
、インビトロまたはインサイトアッセイ中でより意味のある様式で動物中で行なわれ得る
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。
【０１１８】
　（ＶＩ．定義）
　本明細書中で使用される場合、用語「心不全」は、心臓の血液を汲み出す能力を減少さ
せる任意の状態をいうために広範に使用される。結果として、うっ血および水腫が、組織
において発生する。最も頻繁に、心不全は、減少した冠血流より生じる心筋層の減少した
収縮性によって引き起こされる；しかし、心臓弁に対する損傷、ビタミン不足、および原
発性心筋疾患を含む、多数のほかの因子が、心不全を生じ得る。心不全の正確な生理学的
機構は、完全に理解されていないが、心不全は、交感神経、副交感神経、および圧受容体
応答を含む、いくつかの心臓の自律神経特性における障害に関連すると一般に考えられて
いる。成句「心不全の発現」は、心不全に関連する実験室知見を含む、心不全に関連する
全ての続発症（例えば、短い呼吸、圧痕水腫、拡大した過敏な肝臓、うっ積した頚部静脈
、肺ラ音など）を含むように広範に使用される。
【０１１９】
　用語「処置」または文法上の等価物は、心不全（心臓が血液を汲み出す能力）の症状の
改善および／または逆転を含む。心臓の「生理学的機能における改善」は、本明細書中に
記載される任意の測定（例えば、駆出率、率の減少、左心室内法、心拍数の測定）ならび
に動物の生存に対する任意の効果を使用して評価され得る。動物モデルの使用において、
処置されたトランスジェニック動物および未処理のトランスジェニック動物の応答を、本
明細書中に記載されるアッセイのいずれかを使用して比較する（さらに、コントロールと
しての処理された動物および未処理の動物を含み得る）。それにより、本発明のスクリー
ニング方法において使用される心不全に関連する任意のパラメーターにおける改善を引き
起こす化合物は、治療化合物として同定され得る。
【０１２０】
　用語「拡張した心筋症」は、乏しい収縮期の収縮機能を有する対称的に拡張した左心室
の存在によって特徴付けられ、さらに右心室を頻繁に含む、心不全の型をいう。
【０１２１】
　用語「化合物」は、身体機能の疾患、疾病、病気または障害を処置または予防をするた
めに使用され得る任意の化学的物体、医薬品、薬物などをいう。化合物は、公知の治療化
合物および潜在的な治療化合物の両方を含む。化合物は、本発明のスクリーニング方法を
使用するスクリーニングによって、治療剤であると決定され得る。「公知の治療化合物」
は、このような治療において効果的であることが示されている（例えば、動物試験または
以前のヒトへの投与経験を介して）治療化合物をいう。言い換えると、公知の治療化合物
は、心不全の処置において有効な化合物に制限されない。
【０１２２】
　本明細書中で使用される場合、用語「アゴニスト」は、「ネイティブな」または「天然
の」化合物の作用を模倣する分子または化合物をいう。アゴニストは、コンフォメーショ
ン、電荷、または他の特徴に関して、これらの天然の化合物に対して相同であり得る。従
って、アゴニストは、細胞表面上で発現されるレセプターによって認識され得る。この認
識は、細胞中で生理学的および／または生化学的変化を生じ得、その結果、細胞は、天然
化合物が存在するかのように、同じ様式でアゴニストの存在に反応する。アゴニストとし
ては、タンパク質、核酸、炭水化物、または分子、レセプター、および／もしくは目的の
経路と相互作用する任意の他の分子が挙げられ得る。
【０１２３】
　本明細書中で使用される場合、用語「心肥大」は、成体心筋細胞が、肥大増殖を介する
ストレスに応答するプロセスをいう。このような増殖は、細胞分裂なしで増加する細胞の
サイズ、力の生成を最大化するために細胞中でさらなる筋節を構築すること、および致死
的な心臓遺伝子プログラムの活性化によって特徴付けられる。心肥大はしばしば、増加し
た罹患率および死亡率の危険性に関連し、従って、心肥大の分子機構を理解することを目
的とする研究は、ヒトの健康に対する重要な影響を与え得る。
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【０１２４】
　本明細書中で使用される場合、用語「アンタゴニスト」および「インヒビター」は、心
肥大に関連し得る細胞性因子の作用を阻害する分子または化合物をいう。アンタゴニスト
は、コンフォメーション、電荷または他の特徴に関して、これらの天然の化合物に相同で
あってもよいし、そうでなくてもよい。従って、アンタゴニストは、アゴニストによって
認識される同じかまたは異なるレセプターによって認識され得る。アンタゴニストは、ア
ゴニストの作用を防止するアロステリックな効果を有し得る。あるいは、アンタゴニスト
は、アゴニストの機能を防止し得る。アゴニストとは対照的に、拮抗化合物は、細胞内で
生理学的および／または生物学的変化を生じないので、その結果、細胞は、細胞性因子が
存在するかのように、同じ様式でアンタゴニストの存在に反応する。アンタゴニストおよ
びインヒビターとしては、タンパク質、核酸、炭水化物、またはレセプター、分子、およ
び／もしくは目的の経路と相互作用する任意の他の分子が挙げられ得る。
【０１２５】
　本明細書中で使用される場合、用語「調節する」は、生物学的活性における変化または
変更をいう。調節は、タンパク質活性における増加または減少、結合特徴における変化、
または目的のタンパク質または他の構造の活性に関連した生物学的、機能的、または免疫
学的特性における任意の他の変化であり得る。用語「モジュレーター」は、上記のように
、生物学的活性を変化または変更し得る任意の分子または化合物をいう。
【０１２６】
　用語「β－アドレナリン作用性レセプターアンタゴニスト」は、β型のアドレナリンレ
セプター（すなわち、カテコールアミン（特に、ノルエピネフリン）に応答するアドレナ
リン系のレセプター）を部分的にかまたは完全にかのいずれかでブロックし得る化学的化
合物または化学的物体をいう。いくつかのβ－アドレナリン作用性レセプターアンタゴニ
ストは、１つのレセプターサブタイプ（一般にβ１）にある程度の特異性を示す；このよ
うなアンタゴニストは、「β１特異的アドレナリン作用性レセプターアンタゴニスト」お
よび「β２特異的アドレナリン作用性レセプターアンタゴニスト」と呼ばれる。用語「β
－アドレナリン作用性レセプターアンタゴニスト」は、選択的アンタゴニストおよび非選
択的アンタゴニストである化学的化合物をいう。β－アドレナリン作用性アンタゴニスト
の例としては、アセプトロール、アテノロール、ブトキサミン、カルテオロール、エスモ
ロール、ラベタロール、メトプロロール、ナドロール、ペンブトロール、プロパノロール
、およびチモロールが挙げられるがこれらに限定されない。公知のβ－アドレナリン作用
性レセプターアンタゴニストの誘導体の使用は、本発明の方法によって包含される。確か
に、β－アドレナリン作用性レセプターアンタゴニストとして機能的に挙動する任意の化
合物は、本発明の方法によって包含される。
【０１２７】
　用語「アンギオテンシン変換酵素インヒビター」または「ＡＣＥインヒビター」は、レ
ンニン－アンギオテンシン系において、比較的不活性なアンギオテンシンＩの活性なアン
ギオテンシンＩＩへの変換に関与する酵素を部分的または完全に阻害し得る化学的化合物
または化学的物体をいう。さらに、ＡＣＥインヒビターは同時に、ブラジキニン（これは
、ＡＣＥインヒビターの抗高血圧効果を有意に強化するようである）の分解を阻害する。
ＡＣＥインヒビターの例としては、べナゼプリル、カプトプリル、エナラプリル、ホシノ
プリル、リシノプリル、キアプリル（ｑｕｉａｐｒｉｌ）およびラミプリルが挙げられる
がこれらに限定されない。公知のＡＣＥインヒビターの誘導体の使用は、本発明の方法に
よって含まれる。確かに、任意の化合物（これは、ＡＣＥインヒビターとして機能的に挙
動する）は、本発明の方法によって包含される。
【０１２８】
　本明細書中で示されるように、用語「遺伝子型」は、生物体の実際の遺伝子構成をいい
、一方、「表現型」は、個体によって示される物理的形質をいう。さらに、「表現型」は
、ゲノムの選択的発現の結果である（すなわち、これは、細胞履歴の発現およびその細胞
外環境に対する応答である）。確かに、ヒトゲノムは、推定３０，０００～３５，０００
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個の遺伝子を含む。各細胞型において、これらの遺伝子の少数（すなわち、１０～１５％
）の割合のみが発現される。
【実施例】
【０１２９】
　（ＶＩＩ．実施例）
　以下の実施例は、本発明の種々の局面をさらに例示するために含まれる。以下の実施例
に開示される技術は、発明者らによって発見された技術および／または組成物が本発明の
実施において十分に機能することを示し、従って、その実行のための好ましい様式を構成
すると考えられ得ることが当業者によって理解されるべきである。しかし、当業者は、本
発明の開示を考慮して、多数の改変が開示された特定の実施形態においてなされ得、そし
てなお本発明の精神および範囲から逸脱することなく同様または類似の結果を得ることを
理解するべきである。
【０１３０】
　（実施例１）
　（材料および方法）
　（細胞培養）
　１日齢のラット由来の心室筋細胞を、５％ウシ血清を含むＭＥＭ中に低密度でプレート
し、そして無血清ＭＥＭ中で研究した。培養物を、ＰＥ（＃Ｐ６１２６、Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、ＩＬ－１（＃５０１－ＲＬ，Ｒ
＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）、ＴＳＡ（＃ＧＲ－３０９，Ｂ
ＩＯＭＯＬ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐｌｙｍｏｕｔ
ｈ　Ｍｅｅｔｉｎｇ，ＰＡ）またはそれらのビヒクル（ＰＥについてはアスコルビン酸；
ＩＬ－１についてはウシ血清アルブミン；ＴＳＡについてはジメチルスルホキシド）で処
理した。
【０１３１】
　（アセチル化リジン残基の検出）
　総細胞抽出物を、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｂｅｖｅｒ
ｌｙ，ＭＡ）からの抗体（アセチル化リジン抗体：＃９４４１、リジン９におけるアセチ
ル化ヒストンＨ３抗体：＃９６７１、リジン２３におけるアセチル化ヒストンＨ３抗体：
＃９６７４、ヒストンＨ３抗体：＃９７１２）を使用するウェスタンブロット分析に供し
た。アセチル化ヒストンＨ３の核局在化を、同じ抗体を使用する免疫染色によって試験し
た。
【０１３２】
　（筋細胞肥大および筋細胞特異的ｍＲＮＡ発現の定量）
　培養した筋細胞の増殖を、１４Ｃ－フェニルアラニンと共に連続的にインキュベートし
た後、放射性標識されたタンパク質の含有量を定量した。筋細胞遺伝子プログラムの評価
のために、総ＲＮＡを、ＴＲＩＺｏｌ（ＧＩＢＣＯ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃａｌｆｏｒｎ
ｉａ）を用いて細胞から抽出して、そしてＳＥＲＣＡ、α－／β－ＭｙＨＣ、ＡＮＰ、Ｂ
ＮＰ、および心臓のα－アクチンについてのプローブを用いてＲＮａｓｅ保護アッセイに
おいて使用した。全てのサンプルはまた、ＲＮＡローディングのための中間コントロール
として、グルセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）を含んだ。
【０１３３】
　（トランスフェクション）
　筋細胞を、ＨＤＡＣ１、４、５についてのサイトメガロウイルスプロモーター駆動Ｆｌ
ａｇタグ化発現ベクター、およびクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（Ｃ
ＡＴ）遺伝子の発現７を駆動するＳＥＲＣＡ（３５００ｂｐ）、αＭｙＨＣ（２９００ｂ
ｐ）、またはβＭｙＨＣ（３３００ｂｐ）についてのラットプロモーターを保有するレポ
ータープラスミドを用いるリン酸カルシウム同時沈澱を使用して、トランスフェクトした
。レポーター発現を、ＳＥＡＰ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｃｅｓ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａ
ｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）を用いるトランスフェクション効率についての補正を用いて、以



(25) JP 2010-1311 A 2010.1.7

10

20

30

40

50

前に記載されるように、４８時間後に評価した。ＨＤＡＣの過剰発現を、抗Ｆｌａｇ　Ｍ
２抗体（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を使用する
ウェスタンブロット分析によって確認した。
【０１３４】
　（結果）
　（ＴＳＡは心筋細胞におけるタンパク質アセチル化を増加する）
　ＴＳＡは、タンパク質アセチル化における全体の増加を生じるはずであると考えていた
ので、最初の実験は、ＴＳＡが心筋細胞におけるＨＤＡＣ活性を阻害し得ることを確認す
ることに指向した。アセチル化の程度を、アセチル化リジン残基に特異的な抗体を使用し
て決定した。発明者らは、ウェスタンブロットおよび細胞免疫蛍光分析の両方によって、
２４時間のＴＳＡへの曝露が、多数のタンパク質において、そして特にヒストンＨ３にお
いて、アセチル化リジン残基を効果的に増加したことを示した。
【０１３５】
　（ＴＳＡはアゴニスト誘導性増殖を増強するが、肥大関連遺伝子の抑制を逆転する）
　ＴＳＡ自体は、筋細胞増殖に影響を与えないが、発明者らは、ＴＳＡがＰＥおよびＩＬ
－１の両方に対する個々の肥大応答を増強することを見出した。両方の肥大刺激は、ＳＥ
ＲＣＡ（図１Ａ）およびαＭｙＨＣ（図１Ｂ）発現を下方制御し、そして両方のアゴニス
トに対する組み合わせた曝露は、さらなる抑制を生じた。対照的に、ＴＳＡは、ＳＥＲＣ
Ａ２ａおよびαＭｙＨＣ　ｍＲＮＡの両方の基底発現を増加させた。ＴＳＡの前処理はま
た、両方の肥大刺激によるＳＥＲＣＡ発現の抑制における実質的な逆転を生じた。明らか
に、ＴＳＡは、αＭｙＨＣ発現に対するＰＥの効果のほぼ完全な逆転を生じたが、この効
果は、ＩＬ－１処理（または同時処理）細胞の場合において、より顕著ではなかった。発
明者らは以前に、ＰＥおよびＩＬ－１を用いた心筋細胞の同時処理が、通常のαＭｙＨＣ
発現のＰＥ誘導をほぼ５０％抑制することを示した。ＴＳＡは、この遺伝子の基底発現ま
たはＰＥ誘導のいずれに対しても影響を与えなかったが、ＩＬ－１単独の存在下でαＭｙ
ＨＣ発現を増加し、そしてＰＥ／ＩＬ－１同時処理細胞においてＩＬ－１の効果を逆転し
た。同様の逆転がまた、ｓＡＣＴ遺伝子で見られた（ＷａｎｇおよびＬｏｎｇ、未公開デ
ータ）。明らかに、ＴＳＡは、任意の肥大処理条件下で、心臓のα－アクチン、ＡＮＰ、
ＢＮＰの遺伝子発現に影響を与えなかった（データは示されていない）。
【０１３６】
　（ＨＤＡＣの過剰発現は、筋細胞特異的遺伝子のプロモーター活性を抑制した）
　これらの標的遺伝子についてのｍＲＮＡ発現の研究と一致して、ＴＳＡはまた、ＳＥＲ
ＣＡ２（図２Ａ）およびαＭｙＨＣ（図２Ｂ）遺伝子の両方の基底プロモーター活性を増
加したが、βＭｙＨＣ（図２Ｃ）の活性は増加しなかった。さらに、ＨＤＡＣ１または４
についての発現ベクターを有するこれらの構築物の同時発現はまた、ＳＥＲＣＡ（図２Ａ
）およびαＭｙＨＣ（図２Ｄ）遺伝子の両方のプロモーター活性を減少した。しかし、対
照的に、ＨＤＡＣ５は、他のアイソフォームの発現レベルと同様の発現レベルにも関わら
ず、いずれの遺伝子のプロモーター活性をも阻害することに失敗した（データは示されて
いない）。明らかに、３つ全てのＨＤＡＣ構築物は、αＭｙＨＣプロモーター活性（図２
Ｄ）におけるＰＥ誘導性の増加を減弱し得た。
【０１３７】
　（実施例２）
　（材料および方法）
　（心筋細胞単離）
　心臓を、妊娠１５日目の雌性Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（Ｈａｒｌａｎ，Ｈ
ｏｕｓｔｏｎ，ＴＸ）から回収した。リン酸緩衝化生理食塩水中で刻んだ後、心筋細胞を
、０．１％（ｗ／ｖ）Ｐａｎｃｒｅａｔｉｎ（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）溶
液の連続消化画分から単離した。画分を回収し：プレート培地に再懸濁し；プールし；次
いで心筋細胞集団から線維芽細胞を分離するために２時間プレートした。懸濁細胞を、再
び回収し、そしてトランスフェクションおよび免疫蛍光実験のために１×１０６細胞／ウ
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ェルで６ウェルシャーレ中にプレートし、そしてＲＮＡ分析のために１０ｃｍシャーレ中
で２×１０６細胞をプレートした。
【０１３８】
　（転写アッセイ）
　プレーティングの２４時間後、細胞を、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　Ｐｌｕｓ試薬（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を使用して、総量１μｇ／ｍｌで５時
間トランスフェクトした。トランスフェクトした細胞をインキュベートし、次いで、さら
に２４時間処理した。細胞を、溶解し、そしてそれらの溶解物を、Ｌｕｃｙｓｏｆｔ２照
度計（Ｒｏｓｙｓ　Ａｎｔｈｏｓ，Ｎｅｗ　Ｃａｓｔｌｅ，ＤＥ）を使用して、蛍光につ
いてＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏ
ｎ，ＷＩ）を用いてアッセイした。
【０１３９】
　（化学発光）
　新生児心筋細胞を、９６ウェルプレートに播種して、そして７２時間処理した。細胞を
、１×ＰＢＳ中で２回洗浄し、４％パラホルムアルデヒド／１×ＰＢＳ中で固定し、そし
て０．１％　Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００を用いて浸透させた。ブロッキング後、細胞を１０
μｇ／ｍｌモノクローナル抗ＡＮＦ抗体（Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ）と共に１時間インキュベ
ートした。ウェルを、１％ＢＳＡ／１×ＰＢＳで２回洗浄し、次いで１×ＰＢＳ／１％Ｂ
ＳＡ中１：１０００でヤギ抗マウスＩｇＧ－Ｆｃ－ＨＲＰ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｓ，
ｌｏｃａｔｉｏｎ）と共に１時間インキュベートした。細胞を、１％ＢＳＡ／１×ＰＢＳ
で２回洗浄し、１×ＰＢＳで２回洗浄し、次いでブロットし、乾燥した。Ｌｕｍｉｎｏｌ
（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を添加し、そして化学発光を、Ｆｕｓｉｏｎ
　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ／Ｐａｃｋａｒｄ）で検出した
。
【０１４０】
　（ドットブロット分析）
　総ＲＮＡを、未処理、フェニレフリン処理、ＴＳＡ処理、またはフェニレフリンおよび
ＴＳＡの同時処理のいずれかの心筋細胞から単離した。１マイクログラムのＲＮＡを、Ｎ
ｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）にブロットし
、そして末端標識オリゴで５０℃で１４時間ハイブリダイズした。
【０１４１】
【化２】

ブロットを、２×ＳＳＣ／０．５％ＳＤＳ溶液中で２回洗浄し、フィルム（Ｋｏｄａｋ，
Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ，ＮＹ）またはｐｈｏｓｐｈｏｉｍａｇｅｒ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）に露光した。プローブのハイブリダイ
ゼーション強度を、ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ（著作権）（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）を用いて測定した。
【０１４２】
　（免疫染色）
　ガラスカバーガラスを、１×ＰＢＳ（４０μｇ／ｍｌ）中でラミニンを溶解することに
よって、カバーガラスを溶液中に浸漬することによって、そしてそれらを風乾することに
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よって、ラミニン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）でコーティングし
た。細胞を、２４時間処理し、洗浄し、３．７％ホルムアミドで１０分間固定し、１×Ｐ
ＢＳで洗浄し、そして３％ＢＳＡおよび０．１％ＮＰ－４０（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ，ＭＯ）を含む１×ＰＢＳで浸漬した。一次抗体を、３％ＢＳＡおよび０．１％ＮＰ
－４０を含む１×ＰＢＳ中で３０分間置き、次いで１×ＰＢＳ中で３回洗浄した。二次Ｆ
ＩＴＣ抗体またはＴＲＩＴＣ抗体（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．
，Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）を、一次抗体と同じ緩衝溶液中でインキュベートし（１
：２００）、次いで１×ＰＢＳで洗浄し、カバーし引き続き可視化した。イメージを、デ
ジタルカメラ（Ｈａｍａｍａｔｓｕ　Ｐｈｏｔｏｎｉｃｓ，Ｈａｍａｍａｔｓｕ　Ｃｉｔ
ｙ，Ｊａｐａｎ）を使用して取り込んだ。
【０１４３】
　（タンパク質合成）
　心筋細胞を、処理したＲＰＭＩ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｋｓｂａｄ，ＣＡ
）中で（１．０μＣｉ／ｍｌ；１７２Ｃｉ／ｍｍｏｌ　ｓｐ．活性）トリチウム化ロイシ
ン（ＩＣＮ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．，Ｉｒｖｉｎｅ，ＣＡ）と共にインキ
ュベートした。６時間のインキュベーション後、細胞を、１×ＰＢＳで２回洗浄し、次い
で氷上で３０分間、１０％ＴＣＡ中でインキュベートした。その後、細胞を、５％ＴＣＡ
で２回洗浄し、水で１回洗浄し、次いで０．２５　ＮａＯＨ中で溶解した。溶解物を、シ
ンチレーションカウンター（Ｂｅｃｋｍａｎ，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ）によってシン
チレーション液の６分の１容量で測定した。
【０１４４】
　（Ｓ６リボソームプロトコル）
　ブロッキング後、細胞を、５０μｇ／ｍｌ抗Ｓ６タンパク質（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｎｇａｌ
ｉｎｇ，ｌｏｃａｔｉｏｎ）を含む１％ＢＳＡ／１×ＰＢＳ中で、１時間インキュベート
した。洗浄後、細胞を、１：４００の希釈率で、ＩｇＧ－ＨＲＰ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａ
ｂｓ，ｌｏｃａｔｉｏｎ）と共にインキュベートした。次いで、細胞を、１％ＢＳＡ／１
×ＰＢＳ中で２回洗浄し、１×ＰＢＳ中で洗浄し、次いでブロットし、乾燥した。Ｌｕｍ
ｉｎｏｌ（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を添加し、そして化学発光を、Ｆｕ
ｓｉｏｎ　Ｒｅａｄｅｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ／Ｐａｃｋａｒｄ）で検出した。
【０１４５】
　（遺伝子チップおよび分析）
　ＲＮＡを、未処理、フェニレフリン処理、ＴＳＡ処理、およびフェニレフリン／ＴＳＡ
同時処理ラット新生児心筋細胞から、Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓ
ｂａｄ，ＣＡ）を使用して単離した。ＲＮＡを、調製し、そしてＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘプ
ロトコルに従って、Ｕ３４Ａチップ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎｔａ　Ｃ
ｌａｒａ，ＣＡ）上でハイブリダイズした。ハイブリダイゼーションの強度を、Ｍｉｃｏ
ｒｏ　Ａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅ　５．０（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎｔａ
　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）によって検出し、そして遺伝子発現における変化を決定し、そして
Ｍｉｃｏｒｏ　Ａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅ　５．０（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｉｎｃ．，Ｓ
ａｎｔａ
　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）によって分析した。
【０１４６】
　（結果）
　ヒストンデアセチラーゼ（ＨＤＡＣ）が遺伝子発現を調節するので、本発明者らは、Ｈ
ＤＡＣ阻害が、心肥大と関連した遺伝子の発現を変化させるか否かを分析した。心房性ナ
トリウム利尿因子（ＡＮＦ）はこのような遺伝子の１つであり、そしてその発現は、肥大
アゴニストの存在下で増大する。ＨＤＡＣ阻害がＡＮＦ遺伝子活性化に影響するか否かを
決定するために、トランスフェクション実験をＡＮＦプロモーターを用いて実施し、そし
てトランスフェクトされた心筋細胞をフェニレフリンおよびいくつかのＨＤＡＣインヒビ
ターで処理した。トリコスタチン（ＴＳＡ）、酪酸ナトリウム（ＮａＢｕｔ）またはＨＣ
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毒素（ＨＣ）での心筋細胞の処理は、ＡＮＦプロモーターを活性化しなかった。しかし、
ＨＤＡＣインヒビターは、フェニレフリン処理によるプロモーターの活性化を完全にブロ
ックした（図３Ａ）。この効果は特異的であった。なぜなら、各ＨＤＡＣインヒビターを
単独でまたはフェニレフリンと一緒にかのいずれかで処理した心筋細胞は、ＣＭＶ－Ｌａ
ｃ　Ｚレポーターの転写活性を増大したからである（図３Ｂ）。このことは、これらの薬
理学的薬剤の作用が、ＡＮＦの転写制御に特異的であって、一般的な転写阻害に由来しな
かったことを示す。
【０１４７】
　発明者らは、次いで、ＴＳＡおよび酪酸ナトリウムの用量の増加が、培養心筋細胞に対
して細胞傷害性であるか否かを調べた。細胞死亡率を決定するために、心筋細胞から培養
培地へのアデニル酸キナーゼの放出をアッセイした。このアッセイは、細胞膜の完全性に
ついて公知の測定である：膜は、細胞が死亡する際に透過性になり、これら細胞にアデニ
ル酸キナーゼを放出させる。ＴＳＡ（１００ｎＭまで）および酪酸ナトリウム（２５ｎＭ
まで）の用量の増加は、培養培地においてアデニル酸キナーゼを増大させるようにほとん
ど働かなかった。このことは、ＴＳＡおよび酪酸ナトリウムによって細胞死の増大がなか
ったことを示す（図３Ｃおよび３Ｄ）。単一時点実験において８５ｎＭ　ＴＳＡまたは５
ｍＭ酪酸ナトリウムを用いたところ、この結果は、ＡＮＦ転写の不活性化がＨＤＡＣ阻害
の直接的な効果であって、ＨＤＡＣインヒビターによる細胞傷害性の間接的な結果ではな
いことを示す。
【０１４８】
　内因性遺伝子発現がトランスフェクションの結果と対応するか否かを決定するために、
本発明者らは、種々の処理条件下で心筋細胞からのＡＮＦの内因性ＲＮＡレベルを見た。
フェニレフリン処理心筋細胞のＲＮＡドットブロット分析は、フェニレフリン処理に応じ
て、ＡＮＦ発現において、およそ３倍の増加を示した。しかし、異なるＨＤＡＣインヒビ
ター（ＴＳＡ、ＮａＢｕｔ、またはＨＣ毒素）でのフェニレフリン処理細胞の同時処理は
、以前に述べたトランスフェクション結果と一致して、フェニレフリン誘導ＡＮＦ応答を
妨害した（図４Ａ）。
【０１４９】
　先のデータは、低用量のＴＳＡが、ＡＮＦ遺伝子座のアセチル化により、および転写リ
プレッサー（ＮＲＳＥ）の不活性化によりＡＮＦ発現を誘導し得ることを示した。ＨＤＡ
Ｃインヒビターの用量依存性効果があるか否かに取り組むために、発明者らは、肥大刺激
因子である血清（ＦＢＳ）、フェニレフリン（ＰＥ）またはエンドテリン－１（ＥＴ－１
）の不在または存在下でＴＳＡ（図４Ｂ）および酪酸ナトリウム（図４Ｃ）の濃度を増加
させながら一次心筋細胞を処理した後のＡＮＦ発現を調べた。酪酸ナトリウムの非常に低
い用量（０．２ｎＭ）では（図４Ｃ）、発明者らは、ＡＮＦ発現において、２倍近くの増
加を観察した。ＴＳＡでは、限界的な増加しかなかった（図４Ｂ）。しかし、他のすべて
の濃度でのＨＤＡＣインヒビターは、ＡＮＦ産生を誘導せず、そして濃度を増加させるに
つれて、それらは、増殖刺激因子であるＦＢＳ、ＰＥ、およびＥＴ－１での培養心筋細胞
の処理後に通常観察されるＡＮＦ発現の誘導に対抗した（図４Ｂおよび４Ｃ）。各増殖刺
激因子の肥大応答を阻害した最小濃度は、４０ｎＭ　ＴＳＡおよび５ｍＭ酪酸ナトリウム
であった。これらは、トランスフェクションおよびドットブロット実験において観察され
る転写におけるＡＮＦの３～４倍の減少を模倣した。これらの用量は、細胞傷害性の閾値
を十分に下回った。
【０１５０】
　心肥大は、ＡＮＦに加えて胎児遺伝子の再プログラミングに関連する。本発明者らは、
胎児遺伝子カスケードの他のメンバーがＴＳＡの処理によって影響されるか否かを決定す
ることを望んだ。ＡＮＦに加えて、α－ｓｋ発現およびβＭｙＨＣの倍数変化の定量的分
析は、ＨＤＡＣ阻害が肥大刺激因子フェニレフリンにより活性化された他の遺伝子の抑制
を生じることを示した（図５ＡおよびＢ）。さらに、胎児ミオシン鎖イソ型（βＭｙＨＣ
）イソ型のダウンレギュレートに加えて、心筋細胞のＴＳＡ処理は、αＭｙＨＣ（肥大心
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筋細胞において通常減少する成体ミオシン重鎖イソ型）の発現を誘導した（図５Ｂ）。こ
れらのデータをまとめると、ＨＤＡＣ阻害が、心筋細胞肥大と関連した遺伝子カスケード
の転写再プログラミングを抑制することが示される。
【０１５１】
　ＡＮＦタンパク質についての染色は、フェニレフリンまたは血清で処理した心筋細胞が
、未刺激細胞に比較して、ＡＮＦタンパク質の核周囲蓄積を誘導することを示した（デー
タは示さず）。ＴＳＡで処理した心筋細胞にはＡＮＦタンパク質の蓄積がなく、フェニレ
フリンまたは血清のいずれかで処理した心筋細胞へのＴＳＡの添加は、ＡＮＦタンパク質
の蓄積を劇的に減少した。α－アクチニン（ａｃｔｉｎｉｎ）についての免疫細胞化学染
色は、ＨＤＡＣ阻害が、筋節の再構築（心筋細胞肥大と関連した別の現象）を拮抗するこ
とを示した。未刺激の心筋細胞は無定形の形状を維持し、筋節の見かけ上の構造的構築（
α－アクチニン）を生じなかった。肥大アゴニストであるフェニレフリン、血清、および
ＥＴ－１は、高次の細胞骨格構造の一部として筋節の構築を強力に刺激した。興味深いこ
とに、ＴＳＡは、心筋細胞形態学に影響を及ぼした。ＴＳＡ処理細胞は大きさを変えなか
ったが、それらは、細胞の本体部から細く伸長していくことにより「星をちりばめた（ｓ
ｔａｒｒｅｄ）」外見を獲得する傾向にあった。しかし、それらには筋節の構築がなかっ
た。ＴＳＡ処理の効果は、増殖刺激因子の存在下で、より劇的であった。なぜなら、これ
は、フェニレフリン、血清、またはＥＴ－１により通常誘導される肥大形態学に影響した
からである。ＴＳＡ処理心筋細胞には、完全に構築された筋節はなかった。
【０１５２】
　本発明者らは、次いで、タンパク質合成の変化についてアッセイし、そしてリボソーム
サブユニットＳ６のタンパク質含有量の蓄積を測定することにより、ＴＳＡが、肥大応答
と通常関連するタンパク質合成の増加を拮抗したか否かを決定した。フェニレフリンは、
刺激６時間後に心筋細胞におけるタンパク質合成を２倍高めた。しかし、ＨＤＡＣインヒ
ビターであるＴＳＡおよび酪酸ナトリウムとのフェニレフリンとの同時培養は、フェニレ
フリンで通常誘導されるタンパク質合成の刺激に対してほとんど効果がなかった（図６）
。けれども、同時処理の２４時間後まで、ＨＤＡＣインヒビターは、用量依存性様式でＰ
Ｅまたは血清により通常誘導されるタンパク質合成を拮抗した（図６）。このことは、Ｈ
ＤＡＣ阻害による筋節の構築の妨害が、転写調節に特異的な効果であることを示唆する。
【０１５３】
　以前の研究は、酵母のＴＳＡ処理が、遺伝子のサブセットにおいてのみ遺伝子発現の変
化を生じることを示した。このことが心筋細胞についても当てはまるのであれば、限定さ
れた数の遺伝子が、肥大表現型の抑制の原因となると考えられる。これらの遺伝子を同定
するために、発明者らは、遺伝子チップアレイによりおよそ８０００の遺伝子の発現をア
ッセイした。フェニレフリン処理細胞とフェニレフリン／ＴＳＡ処理細胞との遺伝子変化
の間の発現のアッセイの続くグラフ分析は、大多数の遺伝子が線状に群がることを明らか
にした。フェニレフリン処理細胞由来のＲＮＡとハイブリダイズしたチップと、フェニレ
フリン／ＴＳＡ処理細胞由来のＲＮＡとハイブリダイズしたチップとの間で、大多数の転
写物は、比較的変化がなかった（遺伝子発現の変化は３倍未満であった）。このことは、
ＴＳＡ処理によるフェニレフリン誘導心筋細胞増殖の抑制を担う遺伝子の相対数が低いこ
とを示唆する。
【０１５４】
　フェニレフリン、ＴＳＡまたはそれらの組み合わせにより発現レベルが変化した少ない
数の遺伝子から、発明者らは、フェニレフリン処理群とＴＳＡ処理群（フェニレフリン／
ＴＳＡおよびＴＳＡ）との間で一貫して２倍以上の差異を有した７つの遺伝子を同定した
。３つの遺伝子は、フェニレフリン処理によってアップレギュレートされ、そしてＴＳＡ
（シトクロムオキシダーゼサブユニットＶＩＩＩ、マウスＴ複合タンパク質、およびイン
スリン増殖因子結合タンパク質－３）によってダウンレギュレートされた（図７Ａ）。フ
ェニレフリンによってダウンレギュレートされ、そしてＴＳＡによってアップレギュレー
トされた４つの遺伝子は、大きなτ微小管関連タンパク質、ユビキチンカルボキシル末端
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ヒドロラーゼ、Ｔｈｙ－１細胞表面糖タンパク質、およびＭｙＨＣクラスＩ抗原であった
（図７Ｂ）。ノーザン分析により、遺伝子チップアレイの発現結果が確認された（データ
は示さず）。
【０１５５】
　本明細書中に開示し、そして請求した全ての組成物および方法は、本開示を考慮して過
度の実験を行うことなく製造され、そして実行され得る。本発明の組成物および方法は、
好ましい実施形態によって記載したが、これら組成物および方法に、ならびに本明細書中
に記載の方法の工程、および工程の順序において、本発明の概念、精神、および範囲から
逸脱することなく、変更が適用され得ること、は、当業者に明らかである。より詳細には
、同じまたは類似の結果が達成されれば、本明細書中に記載の薬剤の代わりに、化学的お
よび生理学的に関連する特定の薬剤を用いてもよいことは明らかである。当業者に明らか
なこのような類似の全ての置換および改変が、付随の特許請求の範囲によって定義される
ような本発明の精神、範囲および概念内にあるとみなされる。
【０１５６】
　（ＸＩ．参考文献）
　以下の参考文献は、それらが本明細書の記載を補充して典型的な手順または他の詳細を
提供する程度に、本明細書中に参考として詳細に援用される：
【０１５７】
【表２】
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【０１５８】

　結論として、本発明は、心肥大を処置する方法および予防する方法を提供する。クラス
ＩＩ　ＨＤＡＣ（クロマチン構造および遺伝子発現の調節に関与することが知られている
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）が心肥大に対して有益な効果を有することが示されている。驚くべきことに、本発明は
、ＨＤＡＣインヒビターが、胎児心臓遺伝子発現を阻害し、そして筋節の構築を妨害する
ことにより、心肥大を阻害することを実証する。
【０１５９】
　　（配列表）
【０１６０】
【表３】
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【図４Ａ】 【図４Ｂ】
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【図６】 【図７】
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