
(57)【要約】
【課題】　血管由来の欠損に関連する高コレステロール血症または糖尿病の治療のために
、線維芽細胞成長因子をコードするプラスミドを提供する。
【解決手段】　本発明は、心筋または骨格の血管由来の欠損に関連する高コレステロール
血症または糖尿病の予防及び治療のための治療薬としての線維芽細胞成長因子をコードす
るプラスミドの使用に関する。本発明はまた、高コレステロール血症または糖尿病の哺乳
類被験対象において心筋または骨格の虚血性組織における側副血行路と細動脈の両方の形
成を促進する方法に関する。本発明は更に、処置した筋肉にＶＥＧＦ－Ａ因子発現を誘導
せずかつ浮腫を生じさせないで虚血性心筋組織または骨格組織における側副血行路を促進
する方法に関する。 10

JP 2006-526592 A 2006.11.24



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 患 者 ま た は 糖 尿 病 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿
病 に 関 連 す る 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 疾 患 ま た は 欠 損 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維
芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 前 記 患 者 に 有 効 量 投 与 し 、 心 筋 ま た は 骨 格 筋 内
で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 が 誘 導 さ れ な い よ う に す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 患 者 ま た は 糖 尿 病 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿
病 に 関 連 す る 血 管 内 皮 機 能 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す
る プ ラ ス ミ ド を 前 記 患 者 の 骨 格 筋 ま た は 心 筋 に 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 欠 損 を 逆 戻 り
さ せ る の に 十 分 な 量 投 与 し 、 前 記 筋 肉 内 で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 が 誘 導 さ れ な い よ う に す
る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 患 者 ま た は 糖 尿 病 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿
病 に 関 連 す る 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長
因 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 前 記 患 者 に 前 記 患 者 の 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に お け る 血 管 形 成
の 促 進 に 十 分 な 量 投 与 し 、 前 記 筋 肉 内 で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 が 誘 導 さ れ な い よ う に す る
過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 患 者 ま た は 糖 尿 病 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿
病 に 関 連 す る 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長
因 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 前 記 患 者 の 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に お け る 成 熟 側 副 血 行 路 及 び
細 動 脈 の 形 成 の 促 進 に 十 分 な 量 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 虚 血 性 心 臓 ま た は 骨 格 筋 組 織 に お け る 成 熟 側 副 血 管 の 形 成 を そ の よ う な 処 置 を 必 要 と す
る 哺 乳 類 被 験 対 象 に お い て 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る 有 効
量 の プ ラ ス ミ ド を 前 記 被 験 対 象 の 前 記 組 織 に 注 射 し て 前 記 被 験 対 象 に お い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ
因 子 発 現 が 誘 導 さ れ な い よ う に す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 両 方 の 形 成 を そ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 哺 乳 類 被 験 対 象 の 虚
血 性 心 筋 ま た は 骨 格 筋 組 織 に お い て 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド
す る 有 効 量 の プ ラ ス ミ ド を 前 記 被 験 対 象 の 前 記 組 織 に 注 射 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 被 験 対 象 の 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に お い て 前 記 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 が 誘 導 さ れ な い こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 で
誘 発 さ れ る 血 管 形 成 に お け る 欠 損 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と な く 逆 戻 り
さ せ る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を 発 現 す る 有 効 量 の プ ラ ス ミ ド を 前 記 患 者 の 心
筋 ま た は 骨 格 組 織 に 注 射 し て 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 両 方 の 形 成 を 促 進 す る 過 程 を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 患 者 ま た は 糖 尿 病 患 者 の 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に お い て コ ン ダ ク タ ン
ス が 大 き い 成 熟 血 管 （ １ ５ ０ μ ｍ 以 上 の 側 副 血 管 ） 及 び 抵 抗 が 小 さ い 動 脈 （ ５ ０ μ ｍ 以 下
の 細 動 脈 ） の 形 成 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を 発 現 す る 有 効 量 の プ ラ
ス ミ ド を 前 記 筋 肉 に 注 射 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 誘 導 が 誘 導 さ れ な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 前 記 プ ラ ス ミ ド の 注 射 が 、 大 腿 及 び ふ く ら は ぎ の 後 部 分 及 び ／ ま た は 前 部 分 に 位 置 す る
骨 格 筋 に お い て 円 形 に 実 施 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ の い ず れ か １ つ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド が 、 複 数 回 注 射 に よ り 前 記 筋 肉 の 虚 血 性 部 位 の 周 囲 に 投 与 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド が 、 冠 内 注 射 、 心 筋 内 注 射 、 経 胸 腔 的 注 射 、 心 臓 周 囲 注 射 、 ま た は 心 外
膜 注 射 に よ り 前 記 患 者 の 心 筋 に 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ の い ず れ か
１ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 心 筋 へ の 投 与 が 、 複 数 回 注 射 に よ り 前 記 心 筋 の 虚 血 性 部 位 の 周 囲 に 、 ま た は 単 回 注
射 に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 注 射 が 、 カ テ ー テ ル を 用 い て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ の い
ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 カ テ ー テ ル が 、 針 カ テ ー テ ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 が 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ま た は 酸 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 １ ６ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド が 、 制 御 配 列 と 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 遺 伝 子 の 上 流 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 配 列 と 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 遺 伝 子 の 下 流 の 終 結 シ グ ナ ル 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル と を 更
に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 １ ８ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 制 御 配 列 が Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ で あ り 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 が イ ン タ ー フ ェ ロ ン の
ペ プ チ ド 配 列 か ら 派 生 し 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が Ｓ Ｖ ４ ０ の ペ プ チ ド 配 列 か ら 派 生 し
、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド が 指 定 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 乃 至 １ ９ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド が 、 低 分 子 量 の ヘ パ リ ン と 共 に 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃
至 １ ７ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 欠 損 に 関 連 す る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖
尿 病 の 予 防 及 び 治 療 の た め の 治 療 薬 と し て の 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド
の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 哺 乳 類 被 験 対 象 に
お い て 心 筋 ま た は 骨 格 の 虚 血 性 組 織 に お け る 側 副 血 行 路 と 細 動 脈 の 両 方 の 形 成 を 促 進 す る
方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 処 置 し た 筋 肉 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 を 誘 導 せ ず か つ 浮 腫
を 生 じ さ せ な い で 虚 血 性 心 筋 組 織 ま た は 骨 格 組 織 に お け る 側 副 血 行 路 を 促 進 す る 方 法 に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 血 管 は 、 ３ 種 類 の 主 要 な 血 管 、 即 ち 、 動 脈 、 毛 細 管 、 静 脈 を 含 み 、 心 臓 か ら 始 ま り 心 臓
で 終 わ る よ う な 閉 じ た 血 液 運 搬 系 を 形 成 し て い る 。 心 臓 が 拍 動 す る と 、 血 液 は 心 室 か ら 大
動 脈 へ 押 し 出 さ れ る 。 大 動 脈 は 中 型 の 動 脈 に 枝 分 か れ し 、 そ こ か ら さ ら に 小 さ な 動 脈 に 枝
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分 か れ し て 血 液 を 体 の 種 々 の 部 分 へ 送 る 。 動 脈 は 、 最 も 小 さ い 分 枝 で あ る 細 動 脈 に 辿 り 着
く ま で 何 度 も 分 裂 を 繰 り 返 す 。 細 動 脈 は 組 織 に 入 る と き 、 組 織 細 胞 に 近 接 す る 毛 細 管 と 呼
ば れ る 微 小 血 管 に 枝 分 か れ す る 。 毛 細 管 は 、 非 常 に 薄 い 壁 を 有 す る 。 酸 素 及 び 栄 養 素 は 毛
細 管 中 の 血 液 か ら 離 れ て 組 織 細 胞 に 入 り 、 二 酸 化 炭 素 及 び 他 の 老 廃 物 は 細 胞 を 離 れ て 毛 細
管 内 の 血 液 に 入 る 。 毛 細 管 は 組 織 を 離 れ る 前 に 併 合 し て 細 静 脈 と 呼 ば れ る 小 さ な 静 脈 を 形
成 す る 。 細 静 脈 は 併 合 し て 連 続 的 に よ り 大 き な 静 脈 を 形 成 し 、 血 液 は 最 終 的 に は 血 液 を 心
臓 に 戻 す 大 静 脈 に 移 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 全 て の 血 管 壁 は 、 毛 細 管 を 除 い て 、 管 腔 を 取 り 巻 く ３ つ の 異 な る 層 か ら 構 成 さ れ て い る
。 血 管 管 腔 を 裏 打 ち す る 最 も 内 側 の 層 は 内 膜 と 呼 ば れ 、 主 と し て 内 皮 細 胞 か ら な る 。 中 間
の 層 即 ち 中 膜 は 、 主 と し て 円 形 配 列 さ れ た 平 滑 筋 細 胞 か ら な る 。 血 管 壁 の 最 も 外 側 の 層 即
ち 外 膜 は 、 主 と し て 、 血 管 を 保 護 し か つ 血 管 を 周 囲 の 構 造 に 固 定 す る 弾 性 線 維 及 び コ ラ ー
ゲ ン 線 維 か ら な る 。 外 膜 に は 神 経 線 維 が 入 り 込 ん で お り 、 よ り 大 き な 動 脈 及 び 静 脈 に お い
て は 小 さ な 血 管 の 系 が 入 り 込 ん で い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 細 動 脈 は 最 も 小 さ い 動 脈 で あ り 、 ５ ０ μ ｍ よ り 小 さ な 管 腔 径 を 有 す る 。 細 動 脈 壁 は 、 中
膜 に 点 在 す る 平 滑 筋 線 維 に 囲 繞 さ れ た 内 膜 か ら な る 。 細 動 脈 は 、 動 脈 か ら 毛 細 管 へ の 血 流
を 調 整 す る 。 細 動 脈 壁 の 血 管 収 縮 時 に は 、 毛 細 管 へ の 血 流 は 制 限 さ れ 、 細 動 脈 が 働 き を 担
っ て い る 組 織 を 瞬 間 的 に 迂 回 さ せ る こ と が で き る 。 細 動 脈 壁 の 血 管 拡 張 時 に は 、 毛 細 管 へ
の 血 流 は 著 し く 増 加 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 対 照 的 に 、 毛 細 管 は 、 一 連 の 内 皮 細 胞 、 単 な る 内 膜 の み か ら な る 非 常 に 薄 い 壁 を 有 す る
。 毛 細 管 は 、 ほ ぼ 全 て の 体 組 織 及 び ほ ぼ 全 て に 近 い 体 細 胞 に 広 が る 大 規 模 な ネ ッ ト ワ ー ク
を 形 成 す る 。 毛 細 管 の 平 均 管 腔 径 は 、 ０ ． ０ １ ｍ ｍ （ １ ０ μ ｍ ） で あ り 、 赤 血 球 が 通 り 抜
け る の に 十 分 な ち ょ う ど 良 い 大 き さ で あ る 。 毛 細 管 を こ の 目 的 に 完 全 に 適 合 す る よ う に し
て い る の は 非 常 に 薄 い 壁 で あ り 、 体 の 細 胞 と の 栄 養 素 、 酸 素 及 び 老 廃 物 の 交 換 が な さ れ る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 側 副 血 行 路 （ collateral blood vessel） は 、 酸 素 を 器 官 に 供 給 す る 重 大 な 役 割 を 果 た
す 。 正 常 な 脈 管 構 造 に お け る 疾 患 に よ っ て 酸 素 の 運 搬 が 制 限 さ れ る と き は 特 に そ う で あ る
。 側 副 血 管 は 、 正 常 な 状 態 で 血 流 が ほ と ん ど ま た は 全 く な い 既 存 の 血 管 で あ る こ と が あ る
。 正 常 な 血 管 の 急 性 閉 塞 （ 大 動 脈 の 血 栓 症 ） は 、 血 管 ベ ッ ド 内 で 圧 力 の 再 分 布 を 生
じ さ せ 、 そ れ に よ っ て 側 副 血 管 に 血 流 を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 側 副 血 行 路 は 冠 状 動 脈
及 び 骨 格 筋 （ ヒ ト の 足 ） の 循 環 に お い て 特 に 重 要 で あ る 。 心 臓 に お い て は 、 心 外 膜
動 脈 の 狭 窄 ま た は 閉 塞 に 起 因 す る 虚 血 性 領 域 へ の 血 流 供 給 を 側 副 血 管 が 助 け る こ と が で き
る 。 側 副 性 血 流 は 、 梗 塞 サ イ ズ を 制 限 す る の に 重 要 な メ カ ニ ズ ム で あ り 得 る 。 治 療 的 血 管
形 成 に お い て 、 側 副 血 行 路 の 形 成 が 開 始 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 血 管 形 成 は 、 内 皮 細 胞 の 増 殖 、 基 底 膜 の 劣 化 、 周 囲 基 質 か ら の 移 入 、 ア ラ イ ン メ ン ト と
、 血 管 壁 を 形 成 し そ れ に よ っ て 新 た に 形 成 さ れ た 毛 細 管 ネ ッ ト ワ ー ク を 生 み 出 す た め の チ
ュ ー ブ 様 構 造 へ の 分 化 と に 関 与 す る 複 雑 な プ ロ セ ス で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 動 脈 形 成 は 、 側 副 細 動 脈 の 副 産 物 と 呼 ば れ 、 毛 細 管 ネ ッ ト ワ ー ク に 比 べ て こ れ ら の 血 管
の 容 量 が 大 き い の で 血 液 灌 流 の 回 復 の た め の 最 も 効 率 的 な プ ロ セ ス で あ る と 信 じ ら れ て い
る （ Carmeliet et al. , Nat. Med., 2000; 6: 389-395、 Van Royen et al., Cardiovasc
. Res., 2001; 49: 543-553） 。 事 実 上 、 細 動 脈 は 、 内 膜 及 び 中 膜 の 両 方 平 滑 筋 細 胞
の 層 に 支 え ら れ て い る 内 皮 細 胞 の 層 が 存 在 す る の で 、 成 熟 し た 強 固 で 機 能 性 血 管 で あ る と
考 え ら れ て い る 。 細 動 脈 の 形 成 は 、 長 期 の 有 効 な 新 血 管 新 生 の た め に 好 ま し い タ イ プ で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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例 え ば

例 え ば

即 ち



　 血 管 内 皮 の 機 能 障 害 に 関 連 す る 病 理 学 的 状 態 の う ち で 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 は 、 異 常
な 血 管 形 成 、 組 織 灌 流 の 障 害 さ れ た 制 御 、 血 流 の 異 常 な 空 間 分 布 と 、 異 常 な 微 小 血 管 の 機
能 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 で あ る 。 ま た 、 血 管 成 長 の カ イ ネ テ ィ ク ス と 得 ら れ た 血 管
の 性 質 は 、 健 康 な 組 織 と は 異 な る 。 こ れ ら の 変 化 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 減 少 、 Ｌ ア ル ギ ニ ン
の 利 用 可 能 性 の 減 少 、 ｅ Ｎ Ｏ Ｓ の 発 現 の 減 少 、 他 の 炎 症 性 細 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の 超 酸
化 物 ア ニ オ ン に よ り 増 加 し た Ｎ Ｏ 不 活 性 化 、 エ ン ド セ リ ン な ど 幾 つ か の 血 管 収 縮 因 子 の 放
出 、 及 び 平 滑 筋 血 管 反 応 を 示 す よ う な 、 障 害 さ れ た 血 管 内 皮 の 結 果 で あ る こ と が あ る 。 高
コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の 被 験 対 象 に お い て 、 動 脈 壁 中 の 毛 細 管 密 度 及 び 分 布 は 劇 的 に 変 化 す
る 。 究 極 的 に は 、 こ れ ら は 顕 著 な 失 見 当 識 を 伴 う 外 膜 巨 大 血 管 の 高 密 度 な 網 を 示 す 。 こ れ
は よ り 強 い か ま た は よ り 弱 い 血 管 由 来 反 応 を 生 じ さ せ 得 る 異 な る 刺 激 か ら 生 じ 得 る と 信 じ
ら れ て い る 。 ヒ ト に お け る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 は 、 血 管 内 皮 の 機 能 障 害 と 、 究 極 的 に は
主 要 な 動 脈 の 進 行 性 狭 小 化 を 引 き 起 こ す 。 休 息 時 と 負 荷 時 の 冠 状 動 脈 血 流 の 不 均 衡 が 、 痛
み 及 び 低 収 縮 性 に つ な が る 密 か な 筋 肉 機 能 不 全 を 引 き 起 こ す 。 通 常 、 供 給 は 休 息 時 に は 適
切 で あ る が 、 負 荷 が 生 じ る と 、 需 要 が 高 ま る 一 方 で 動 脈 閉 塞 性 病 変 に よ り 供 給 は 不 可 能 に
な る 。 こ の ヒ ト 病 理 学 を 模 倣 す る 目 的 が 例 え ば 主 要 な 冠 動 脈 上 で の 狭 窄 の 設 定 及 び こ の 狭
窄 に よ り 負 荷 時 に 生 み 出 さ れ る 不 均 衡 を 明 ら か に す る た め の 負 荷 試 験 （ stress test） の
使 用 の 両 方 に つ な が る 理 由 は こ こ に あ る 。 Ｉ 型 及 び Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 の 血 管 機 能 は 、 障 害
さ れ た 内 皮 依 存 性 弛 緩 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る こ と も 知 ら れ て い る 。 糖 尿 病 は 、 微 小 血 管
及 び 巨 大 血 管 の 疾 患 の 未 熟 な 発 達 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る （ Kannel et al., Diabetes Ca
re, 1979,241: 2035-2038） 。 従 っ て 、 末 梢 動 脈 疾 患 （ Ｐ Ａ Ｄ ） 患 者 、 末 梢 動 脈 閉 塞 性 疾
患 （ Ｐ Ａ Ｏ Ｄ ） 患 者 、 ま た は 心 臓 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） 患 者 に お け る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症
、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 高 脂 質 血 症 に 起 因 す る そ の よ う な 重 症 の 内 皮 機 能 障 害 及 び 異 常 性 を 、
治 療 的 血 管 形 成 を 用 い る こ と に よ り 救 済 で き る か 否 か に は 疑 問 が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 側 副 血 行 路 を 促 進 す る た め に 幾 つ か の 血 管 由 来 因 子 、 例 え ば Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ Ｆ Ｇ Ｆ 及 び ｂ
Ｆ Ｇ Ｆ 、 Ｈ Ｉ Ｆ － １ α ／ Ｖ Ｐ １ ６ 及 び Ｈ Ｇ Ｆ を 投 与 す る こ と は 、 治 療 的 血 管 形 成 と し て も
知 ら れ て い る が 、 虚 血 性 心 血 管 及 び 末 梢 虚 血 の 処 置 に 提 唱 さ れ て き た 。 し か し 、 種 々 の 細
胞 型 へ の 強 力 な 多 面 発 現 性 効 果 は こ れ ら の 化 合 物 の 治 療 的 適 用 可 能 性 を 制 限 す る こ と が あ
る 。 例 え ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 、 最 も 強 力 な 候 補 と な る 血 管 由 来 因 子 の １ つ で あ っ た 。 し か
し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 、 腫 瘍 に 見 ら れ る も の に 似 た 、 で た ら め に 蛇 行 し か つ 漏 れ る 血 管 の み
な ら ず 、 浮 腫 を 生 じ さ せ る こ と が 分 か っ た （ Lee et al., Circulation 2000,102 : 898-9
01; Springer et al., Mol Cell, 1998,2: 549-559） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 治 療 的 血 管 形 成 に 対 す る ２ つ の 異 な る 戦 略 が 存 在 す る 。 虚 血 性 組 織 へ の 成 長 因 子 の 直 接
運 搬 を 含 む タ ン パ ク 質 治 療 は 可 能 な 選 択 肢 で あ る 。 血 管 由 来 遺 伝 子 治 療 は そ れ に 代 わ る 可
能 な 選 択 肢 で あ り 、 側 副 性 発 生 の 向 上 と 、 体 細 胞 へ の 核 酸 の 移 入 に よ る 灌 流 欠 損 及 び 関 連
す る 虚 血 の 克 服 を 目 指 す も の で あ る （ ８ － １ ０ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 動 物 研 究 は 、 例 え ば 、 組 換 え ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 組 換 え Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 、 ま た は 組 換 え ｂ Ｆ Ｇ Ｆ を
含 む 多 く の 成 長 因 子 の 局 所 血 管 由 来 の 可 能 性 を 実 証 し て き た 。 し か し 、 組 換 え タ ン パ ク 質
の 運 搬 及 び 高 用 量 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 全 身 性 投 与 が 多 数 の 他 の 負 の 副 作 用 に つ な が る こ
と が 示 さ れ て い た 。 更 に 、 必 要 な 組 換 え タ ン パ ク 質 の 量 も 重 要 で あ る 。 運 搬 さ れ る タ ン パ
ク 質 が 少 な 過 ぎ れ ば 、 血 管 形 成 は 達 成 さ れ な い で あ ろ う 。 運 搬 さ れ る タ ン パ ク 質 が 多 過 ぎ
れ ば 、 で た ら め な 脈 管 構 造 ベ ッ ド 及 び 乱 雑 な 血 管 形 成 の 形 成 が 生 じ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 血 管 由 来 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が 可 能 な 核 酸 を 裸 の 型 で ま た は リ ポ ソ ー ム ま た は ウ
イ ル ス 性 ベ ク タ ー に よ っ て の い ず れ か で 投 与 す る こ と に よ る 治 療 的 血 管 形 成 に つ い て 調 査
が さ れ て き た 。 血 管 由 来 コ ー ド 配 列 の ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー 運 搬 は 、 高 効 率 の 運 搬 を 可 能 に
す る が 、 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー の 使 用 に 関 連 す る 多 数 の 短 所 、 例 え ば 免 疫 反 応 の 発 生 や 、 統
合 及 び 散 在 の 可 能 性 に 悩 ま さ れ て い る 。 例 え ば 、 １ ９ ９ ９ 年 ９ 月 に ペ ン シ ル バ ニ ア 大 学 で
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ジ ェ シ ー ・ ゲ ル シ ン ガ ー （ Jesse Gelsinger） が ヒ ト オ ル ニ チ ン カ ル バ ミ ル 転 移 酵 素 の 補
正 型 を 発 現 し た Ｅ ｌ 及 び Ｅ ４ 欠 失 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス の 肝 臓 内 動 脈 注 入 後 に 死 亡 し て 以
来 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子 治 療 方 法 は 疑 問 視 さ れ て き た 。 病 理 学 分 析 が 示 す と こ ろ に よ れ
ば 、 公 式 な 死 因 は 、 全 身 投 与 さ れ た 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス へ の 全 身 性 炎 症 性 反 応 に よ り 誘
導 さ れ た 成 人 の 呼 吸 困 難 症 候 群 に 伴 う 多 臓 器 不 全 で あ っ た 。 こ こ 最 近 で は 、 ベ ク タ ー と し
て レ ト ロ ウ イ ル ス を 使 用 し た こ と よ っ て 重 症 複 合 免 疫 不 全 疾 患 （ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ ） に な っ た 小 児
を 治 療 す る こ と を 目 的 と し た 治 験 に お い て ２ つ の 白 血 病 ケ ー ス が 報 告 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 血 管 由 来 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 裸 の Ｄ Ｎ Ａ と リ ポ ソ ー ム は 共 に 、 ウ イ ル
ス に 比 べ て 輸 送 の 効 率 が 低 い と い う 主 な 欠 点 が あ り 、 治 療 効 果 を 得 る の に 必 要 な タ ン パ ク
質 の レ ベ ル に 到 達 す る の が 難 し い こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 裸 の Ｄ Ｎ Ａ 戦 略 に 関 連 し て 、 酸 性 の 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ま た は 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 １ 型
（ Ｆ Ｇ Ｆ － １ ） を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で あ る Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 筋 肉 内 注 射 を 最 終 段 階 の 末
梢 動 脈 閉 塞 性 疾 患 （ Ｐ Ａ Ｏ Ｄ ） ま た は 末 梢 動 脈 疾 患 （ Ｐ Ａ Ｄ ） の 患 者 に 対 し て 行 う こ と が
安 全 性 要 求 に 適 合 す る こ と が 驚 い た こ と に 実 証 さ れ た 。 カ メ ロ ー タ ら （ Camerota et al.,
 J Vasc. Surg., 2002, 35, 5:930-936） に よ れ ば 、 休 息 中 の 痛 み ま た は 組 織 ネ ク ロ ー シ
ス を 伴 う ５ １ 人 の 再 建 不 可 能 な 最 終 段 階 の Ｐ Ａ Ｄ 患 者 は 、 虚 血 性 大 腿 及 び ふ く ら は ぎ に Ｎ
Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を １ 回 ま た は 頻 回 投 与 量 を 増 加 さ せ な が ら 筋 肉 内 注 射 さ れ て い た 。 続 い て 、 経
皮 的 な 酸 素 圧 、 足 首 及 び 足 指 上 腕 指 数 、 痛 み 評 価 、 潰 瘍 治 癒 な ど の 種 々 の パ ラ メ ー タ を 評
価 し た 。 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 投 与 後 、 上 腕 指 数 の 有 意 な 増 加 、 痛 み の 低 減 、 潰 瘍 サ イ ズ の 分 解 、
灌 流 の 向 上 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 後 肢 虚 血 患 者 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入 に よ る 血 管 形 成 の 誘 導 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － １ ６ ５
ア イ ソ フ ォ ー ム を コ ー ド す る Ｄ 裸 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が 、 虚 血 性 潰 瘍 が 治 癒 し て お ら ず か
つ ／ ま た は 末 梢 動 脈 疾 患 に よ る 休 息 中 の 痛 み を 有 す る 患 者 の 虚 血 性 筋 肉 に 投 与 さ れ る こ と
を 示 し て い た 。 新 た に 発 生 し た 側 副 血 行 路 及 び 改 善 さ れ た 灌 流 も 毛 細 管 同 様 に 処 置 後 ８ 週
間 で 血 管 造 影 的 に 見 る こ と が で き た 。 し か し 、 処 置 か ら ５ ～ ６ 週 間 後 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 血 清 レ
ベ ル の 著 し い 上 昇 も 観 察 さ れ た （ Isner et al., Lancet, 1996; 348: 370-4） 。 そ の よ う
な 血 清 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ レ ベ ル の 上 昇 は 、 乱 雑 な 好 ま し く な い 血 管 形 成 及 び 浮 腫 な ど の 重 大 な 負 の
副 作 用 を 生 じ さ せ る こ と が あ る （ ２ ６ ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ビ ン セ ン ト ら （ Vincent et al., Circulation, 2000; 102 (18):2225-61） は 、 低 酸 素
症 誘 導 因 子 １ α （ Ｈ Ｉ Ｆ － １ α ） 転 写 因 子 を コ ー ド す る 裸 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド の 投 与 は 、
ふ く ら は ぎ 血 圧 比 、 血 管 由 来 ス コ ア 、 局 所 血 流 及 び 毛 細 管 密 度 の 著 し い 向 上 と 関 連 し て い
た こ と を 報 告 し て い る 。 。 し か し 、 Ｈ Ｉ Ｆ － １ α は 、 in vivoで 幾 つ か の 標 的 の み な ら ず
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 経 路 依 存 血 管 形 成 の 増 強 を 示 唆 す る 内 因 性 Ｅ Ｆ Ｇ 遺 伝 子 の 発 現 を 活 性 化 す る こ と
も 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 タ ニ ヤ マ ら （ Taniyama et al., Gene Therapy, 2001,8: 181-189） は 更 に 、 ラ ッ ト 及 び
ウ サ ギ の 虚 血 性 後 肢 モ デ ル に お い て ヒ ト 肝 細 胞 成 長 因 子 （ Ｈ Ｇ Ｆ ） を コ ー ド す る 裸 の Ｄ Ｎ
Ａ プ ラ ス ミ ド の 筋 肉 内 注 射 を 用 い た 治 療 的 血 管 形 成 に 関 す る 報 告 を し て い る 。 内 皮 細 胞 の
マ ー カ と し て の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と し て 実 証 さ れ た 血 管 造 影 及 び 毛 細 管 密 度 に よ っ
て 、 側 副 血 行 路 の 増 加 を 同 定 し た 。 肝 細 胞 に 対 す る 分 裂 促 進 因 子 と し て 最 初 に 同 定 さ れ た
Ｈ Ｇ Ｆ は 、 メ ラ ノ サ イ ト 、 腎 尿 細 管 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 及 び あ る 種 の 内 皮 細 胞 を 含 む
あ る 種 の 細 胞 型 、 及 び 上 皮 起 源 の 細 胞 に 対 す る 分 裂 促 進 因 子 で あ る こ と も 分 か っ た （ Mats
umoto et al. , BBRC, 1991, 176: 45-51） 。 Ｈ Ｇ Ｆ は 、 血 管 の 平 滑 筋 細 胞 の 複 製 な し に
内 皮 細 胞 の 成 長 を 刺 激 す る こ と も 示 し た （ Nakamura et al., Hypertension, 1996; 28: 4
09-413、 Hayashi et al., BBRC, 1996; 220: 539-545） 。 最 後 に 、 Ｈ Ｇ Ｆ が 「 散 乱 因 子 」
即 ち 上 皮 及 び 血 管 の 内 皮 細 胞 の 解 離 を 促 進 す る 活 性 と し て も 作 用 し 得 る こ と が 分 か っ て い

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-526592 A 2006.11.24



る （ Giordano et al. , PNAS, 1993, 90: 649-653） 。 従 っ て 、 Ｈ Ｇ Ｆ は 腫 瘍 形 成 に 関 与
す る と 仮 定 さ れ て き た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 対 照 的 に 、 酸 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ ａ Ｆ Ｇ Ｆ ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － １ ） を コ ー ド す る プ ラ ス
ミ ド の 投 与 は Ｆ Ｇ Ｆ － １ 血 清 レ ベ ル を 増 加 さ せ な い こ と が 立 証 さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 そ の
よ う な ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 使 用 は 、 乱 雑 な 血 管 形 成 ま た は 負 の 副 作 用 が 存 在
し な い の で 安 全 性 の 点 で 特 に 有 利 で あ る こ と を 示 し た 。 循 環 Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 不 存 在 は 、 他 の
血 管 由 来 因 子 に 対 し 、 例 え ば 、 循 環 へ の リ ー ク 及 び 遠 位 の 浮 腫 へ の 誘 導 が 既 に 説 明 さ れ て
い る よ う な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － ２ に 対 し て 有 意 な 安 全 性 の 優 位 性 を 与 え る （ Baumgart
ner et al. , Circulation, 1998, 97: 1114-23）
　 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） フ ァ ミ リ ー は 、 少 な く と も ２ ３ の 構 造 的 に 関 連 が あ る タ
ン パ ク 質 （ Ｆ Ｇ Ｆ － １ ～ ２ ３ ） か ら な り 、 最 も よ く 知 ら れ て い る メ ン バ ー は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １
、 Ｆ Ｇ Ｆ － ２ 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ４ 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ７ 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ で あ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
は 、 中 胚 葉 及 び 神 経 外 胚 葉 由 来 の ほ と ん ど の 細 胞 に お い て 後 発 の 有 糸 分 裂 誘 発 を 刺 激 し 、
血 管 形 成 、 神 経 突 起 の 伸 展 、 骨 芽 細 胞 成 長 、 神 経 細 胞 の 生 き 残 り 、 筋 芽 細 胞 分 化 を 含 む 他
の 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 影 響 す る 。 一 般 的 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ は ヘ パ リ ン に 対 す る 高 い 親 和 性 を 有 す
る 。 個 々 に 命 名 し て 分 け る 前 に は 、 ヘ パ リ ン 結 合 成 長 因 子 － １ 、 － ２ な ど と 呼 ば れ る Ｆ Ｇ
Ｆ も あ っ た 。 全 て で は な い が 多 く の Ｆ Ｇ Ｆ は 線 維 芽 細 胞 に 対 す る 分 裂 促 進 因 子 で あ る 。 Ｆ
Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 核 配 列 内 で 概 ね ２ ５ ～ ５ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し
、 こ の 核 配 列 の 外 側 に 、 Ｃ 末 端 、 Ｎ 末 端 、 ま た は そ の 両 方 の い ず れ か で 著 し い 伸 展 を 有 す
る Ｆ Ｇ Ｆ も あ る 。 こ の 構 造 的 な 相 同 は 、 既 知 Ｆ Ｇ Ｆ を コ ー ド す る 異 な る 遺 伝 子 が 共 通 の 先
祖 遺 伝 子 に 由 来 し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の ２ ３ の 既 知 メ ン バ ー に 加 え て 、 単 一 遺 伝 子 か ら Ｆ Ｇ Ｆ の 幾 つ か の 分
子 型 が 生 じ て 更 に 複 雑 さ を 増 し て い る 。 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ の 一 次 翻 訳 産 物 （ Ｆ Ｇ Ｆ － １ ） は
１ ５ ５ の 残 基 か ら な る 。 し か し 、 自 然 の 源 （ 例 え ば ウ シ の 脳 ） に 見 ら れ る Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 最
も 長 い 型 は 、 １ ５ ４ 残 基 か ら な る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － １ の こ の １ ５ ４ 残 基 型 は 、 １ ５ ５ 残 基 型 の Ｎ
Ｈ ２ 末 端 メ チ オ ニ ン が 欠 失 し 、 ア セ チ ル 化 ア ミ ノ 末 端 を 有 し て い る 。 in vivoま た は 精 製
中 の タ ン パ ク 分 解 プ ロ セ シ ン グ は 、 ア ミ ノ 末 端 １ ５ （ ｄ ｅ ｓ １ － １ ５ ） ま た は ２ １ （ ｄ ｅ
ｓ １ － ２ １ ） ア ミ ノ 酸 の い ず れ か が 欠 失 し た 、 よ り 小 さ な 活 性 型 の Ｆ Ｇ Ｆ － １ を 生 じ さ せ
る 。 本 明 細 書 中 で は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ の １ ５ ４ 残 基 型 と 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 短 い 生
物 学 的 に 活 性 な 型 、 例 え ば 上 記 し た ア ミ ノ 末 端 １ ５ （ ｄ ｅ ｓ １ － １ ５ ） ま た は ２ １ （ ｄ ｅ
ｓ １ － ２ １ ） ア ミ ノ 酸 の い ず れ か が 欠 失 し た 型 を 指 す も の と 定 義 す る 。 歴 史 的 に は 、 Ｆ Ｇ
Ｆ － １ の １ ５ ４ 残 基 型 は β － 内 皮 細 胞 成 長 因 子 （ β － Ｅ Ｃ Ｇ Ｆ ） と 呼 ば れ 、 ｄ ｅ ｓ １ － １
５ 型 は ａ Ｆ Ｇ Ｆ ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － １ と 呼 ば れ 、 ｄ ｅ ｓ １ － ２ １ 型 は α － Ｅ Ｃ Ｇ Ｆ と 呼 ば れ て
い た 。 こ の 成 長 因 子 群 に 対 す る 専 門 用 語 を 標 準 化 す る 前 に 、 目 か ら 派 生 し た （ eye derive
d） 成 長 因 子 及 び ヘ パ リ ン 結 合 成 長 因 子 １ を 含 む 幾 つ か の 追 加 の 用 語 も 同 じ タ ン パ ク 質 に
適 用 す る 。 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ （ Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ） の 類 似 型 に つ い て も 既 に 記 載 さ れ て い る 。 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ の
開 裂 型 （ cleaved form） に 加 え 、 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ の １ ５ ５ 残 基 型 を 生 成 す る Ａ Ｔ Ｇ 翻 訳 開 始 コ ド
ン の 上 流 に 位 置 す る い く つ か の 異 な る Ｇ Ｔ Ｇ コ ド ン で の 翻 訳 の 開 始 か ら 生 じ る 拡 張 型 （ ex
tended form） も つ い て も 既 に 記 載 さ れ て い る 。 Ｆ Ｇ Ｆ の こ れ ら の 代 替 型 は 全 て 、 Ｆ Ｇ Ｆ
フ ァ ミ リ ー を 画 定 す る 構 造 的 な 相 同 の 核 領 域 を 含 ん で い る 。 種 々 の Ｆ Ｇ Ｆ 分 子 の 多 く は 、
単 離 さ れ 、 種 々 の 心 筋 虚 血 動 物 モ デ ル に 投 与 さ れ て き た が 、 変 動 及 び し ば し ば 反 対 の 結 果
を 伴 っ て い た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Ｆ Ｇ Ｆ － １ に 対 す る 血 管 由 来 の 役 割 は 、 in vivo研 究 に 基 づ い て 提 唱 さ れ た （ Comerota 
et al., J. Vasc. Surg., 2002,35, 5: 930-936） 。 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 筋 肉 内
注 射 は 、 足 首 上 腕 指 数 の 増 加 、 痛 み の 減 少 、 及 び 経 皮 酸 素 の 増 加 に 基 づ く 灌 流 の 改 善 を 示
し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 出 願 人 は 驚 く べ き こ と に 、 他 の Ｆ Ｇ Ｆ 因 子 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｈ Ｉ Ｆ － １ α ／ Ｖ Ｐ １ ６ 及 び Ｈ
Ｇ Ｆ を 含 む 他 の 血 管 由 来 因 子 と は 対 照 的 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 筋 肉 内 注 射 が 血
管 内 皮 細 胞 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 誘 導 せ ず 、 そ れ 故 に 非 常 に 安 全 な 血 管 形 成 治 療 を 構 成 す る
こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ほ と ん ど の 治 療 的 血 管 形 成 の 研 究 は 肢 虚 血 の 動 物 モ デ ル に お い て 確 認 さ れ 、 正 常 な 健 康
な 動 物 に お い て 実 施 さ れ て い た が 、 内 皮 機 能 が 大 い に 障 害 さ れ た 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま
た は 糖 尿 病 環 境 （ setting） に お い て 血 管 形 成 異 常 を 逆 戻 り （ reverse） さ せ る 能 力 を 試 験
し た も の も あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 点 で 、 既 知 の 治 療 的 血 管 形 成 は 、 大 腿 の 動 脈 を 切 除 し た 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ウ サ
ギ モ デ ル に お け る 試 験 時 に 説 得 力 が あ る こ と が 立 証 さ れ な か っ た 。 障 害 さ れ た 側 副 血 管 形
成 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 投 与 に よ っ て 部 分 的 に 逆 戻 し さ れ 得 る 毛 細 管 密 度 が 観 察 さ れ た た め で あ
る （ ２ ６ ） 。 更 に 、 ロ ギ ン ら （ Roguin A. et al., Cardiovascular Diabetology 2003,2 
: 18） が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 用 い て も 糖 尿 病 の 虚 血 性 マ ウ ス の 血 流 向 上 と 側 副 化 （
collateralization） 促 進 が で き な い こ と を 示 し た よ う に 、 治 療 的 血 管 形 成 は 糖 尿 病 モ デ
ル に お け る 試 験 時 に 説 得 力 が あ る こ と が 立 証 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 対 照 的 に 、 本 願 出 願 人 は 驚 く べ き こ と に 、 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － １ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド が 虚 血
性 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に 筋 肉 内 投 与 さ れ た と き に 、 側 副 血 管 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症
ま た は 糖 尿 病 に 関 連 す る 欠 損 を 効 率 的 に 逆 戻 り さ せ 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病
の 哺 乳 類 被 験 対 象 に お い て 細 動 脈 な ど の 成 熟 血 管 の 形 成 を 促 進 で き る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 出 願 人 は 、 類 似 の 血 管 由 来 因 子 と は 対 照 的 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 筋 肉 内
注 射 は 、 処 置 し た 骨 格 ま た は 心 筋 に お い て 浮 腫 を 生 じ さ せ ず 、 従 っ て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血
症 ま た は 糖 尿 病 環 境 な ど 悪 化 し た 状 態 に お け る 虚 血 性 筋 肉 の 血 管 形 成 異 常 を 救 済 す る の に
十 分 な 量 で 用 い る こ と が で き る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Ouriel K. Peripheral arterial disease. Lancet. 2001; 358: 1257-1
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 に 関 連 す る 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の
欠 損 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 あ る 種 の 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る
プ ラ ス ミ ド を 含 む 医 薬 品 成 分 を 被 験 対 象 に 内 皮 機 能 障 害 及 び 血 管 由 来 の 欠 損 の 逆 戻 り を 促
進 す る 量 投 与 す る 過 程 を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 に 関 連 す る 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由
来 の 疾 患 ま た は 欠 損 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る 有 効 量 の
プ ラ ス ミ ド を 投 与 し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 が 誘 導 さ れ な い よ う に す る 過 程 を 含 む 方 法 に
関 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 骨 格 筋 ま た は 心 筋 に お い
て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 を 誘 導 せ ず か つ 浮 腫 を 生 じ さ せ な い で 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来
の 欠 損 を 逆 戻 り さ せ る の に 十 分 な 量 投 与 す る こ と に よ り 、 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル
血 症 ま た は 糖 尿 病 に 関 連 す る 血 管 内 皮 機 能 障 害 を 治 療 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 環 境 に お い て 虚 血 性 心 臓 に お け る 成 熟 側 副 血 管 ま た
は 虚 血 性 筋 肉 に お け る 骨 格 筋 組 織 の 形 成 を 刺 激 及 び ／ ま た は 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維
芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る 有 効 量 の プ ラ ス ミ ド を 前 記 被 験 対 象 の 前 記 組 織 に 注 射 し て Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 が 誘 導 さ れ ず か つ ／ ま た は 浮 腫 が 生 成 さ れ な い よ う に す る 過 程 を 含 む
方 法 を 提 供 す る こ と も 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 哺 乳 類 被 験 対 象 に お け る Ｐ
Ａ Ｄ 、 Ｐ Ａ Ｏ Ｄ ま た は Ｃ Ａ Ｄ な ど の 虚 血 性 状 態 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 因 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と な
く か つ 浮 腫 を 形 成 す る こ と な く 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 目 的 は 、 内 皮 機 能 が 障 害 さ れ た 虚 血 性 組 織 に お い て 側 副 血 行 路 及 び 細
動 脈 の 両 方 を 促 進 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 更 な る 目 的 は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 で 誘 発 さ れ る 血 管 形 成 異 常 を 、 そ の
よ う な 処 置 を 必 要 と し て い る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 哺 乳 類 被 験 対 象 に お い て
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 因 子 を 誘 導 す る こ と な く 、 逆 戻 り さ せ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 目 的 は 、 血 管 形 成 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 非 依 存 性 の 経 路 を 促 進 す る 方 法 を 提 供 す る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 処 置 し た 細 胞 に お い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ が 上 方 制 御 さ れ な い こ と を 条 件
に 血 管 形 成 を 促 進 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｆ Ｇ Ｆ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 心 筋 内 ま た は 筋 肉 内 注 射 は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿
病 に 関 連 す る 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 欠 損 を 逆 戻 り さ せ る の に 好 ま し い 。 本 発 明 の 実
施 に 好 ま し い 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 は Ｆ Ｇ Ｆ － １ で あ り 、 最 も 好 ま し い の は ヒ ト 完 全 長 Ｆ Ｇ
Ｆ － １ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ 以 外 の 目 的 、 機 能 及 び 利 点 に つ い て は 、 図 面 と 共 に 以 下 に 開 示 さ れ る 本 発 明 の 好 適
な 実 施 形 態 の 記 載 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 内 皮 機 能 が 障 害 さ れ た か 或 い は 不 適 当 で あ る よ う な 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま
た は 糖 尿 病 環 境 に 関 連 す る 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 欠 損 を 治 療 ま た は 修 復 す る 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 成 分 は 、 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に お け る 血 管 形 成 の 純 増 を 促 進 す る た め の
直 接 筋 肉 内 投 与 に 続 い て 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 に 関 連 す る 内 皮 機 能 障 害 を
逆 戻 り さ せ る の に 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 、 生 物 学 的 に 活 性 な 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ
ー ド す る プ ラ ス ミ ド 及 び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 及 び そ の 誘 導 体 の 使 用 を 含 む 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 虚 血 性 心 臓 ま た は 骨 格 筋 組 織 に お け る 成 熟 側 副 血 管 の 形 成 を そ の よ う な
処 置 を 必 要 と す る 哺 乳 類 被 験 対 象 に お い て 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 対 象 の 前 記 組
織 に 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る 有 効 量 の プ ラ ス ミ ド を 注 射 し て 前 記 被 験 対 象 に お い
て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 が 誘 導 さ れ な い よ う に す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提
供 す る 。 特 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ 発 現 プ ラ ス ミ ド の 投 与 は 、 虚 血 性 心 筋 ま た は 骨 格 筋 組 織 に お い て Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と な く 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 両 方 の 形 成 を 誘 導 す る
。 本 発 明 に 基 づ く Ｆ Ｇ Ｆ 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 浮 腫 な ど の 副 作 用 を 引 き 起 こ す も の で は な い
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 で 誘 発 さ れ る 血 管 形 成 に お け る 欠 損
を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 を 誘 導 し か つ ／ ま た は 浮 腫 を 形 成 す る こ と な く 逆 戻 り さ せ る 方
法 で あ っ て 、 前 記 患 者 の 心 筋 ま た は 骨 格 組 織 に 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を 発 現 す る 有 効 量 の プ
ラ ス ミ ド を 注 射 し て 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 両 方 の 形 成 を 促 進 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴
と す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 環 境 の 哺 乳 類 被 験 対 象 の 虚 血 性 組 織
に お い て 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 両 方 を 促 進 す る こ と に よ り 血 管 再 生 を 強 化 す る 方 法 で あ
っ て 、 有 効 量 の Ｆ Ｇ Ｆ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 前 記 被 験 対 象 の 前 記 組 織 に 注 射 し て 血 管 形 成 異 常
を 逆 戻 り さ せ る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 プ ラ ス ミ ド の 運 搬 及 び
発 現 は 、 予 想 外 に 、 虚 血 性 筋 肉 全 体 で の 血 液 灌 流 の 著 し い 向 上 す る 結 果 に な る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 被 験 対 象 」 な る 語 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 雌 ウ シ 、 ブ
タ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 サ ル 、 ヒ ト な ど の 哺 乳 類 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 生 物 学 的 に 活 性 な 配 列 」 な る 語 は 、 天 然 の ペ プ チ ド ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な 類 似 体 ま
た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 異 な る 型 は 、 同 一 生 物 学 的 機 能
の ペ プ チ ド の た め の 構 造 遺 伝 子 コ ー ド 配 列 が 変 化 す る 性 質 に 存 在 す る 。 こ れ ら の 生 物 学 的
に 活 性 な 配 列 の 類 似 体 に は 、 １ 回 ま た は 複 数 回 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 ま た は 交
換 を 有 す る 天 然 及 び 非 天 然 の 類 似 体 が 含 ま れ る 。 全 て の そ の よ う な 対 立 遺 伝 子 の 変 化 の 修
飾 と 、 １ 若 し く は 複 数 の 未 変 性 の 生 物 学 的 に 活 性 な 特 性 を 保 持 す る 誘 導 体 を 生 じ さ せ る 類
似 体 と は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Ｆ Ｇ Ｆ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は 従 っ て 所 望 の Ｆ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 分 子 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は そ の ハ
イ ブ リ ッ ド 、 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ な ど の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ り 得 る 。 プ ラ ス ミ ド は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ６ ， １ １ ３ 号 に 記 載 の Ｆ Ｇ Ｆ －
１ 酸 性 成 長 因 子 の １ ５ ４ 残 基 型 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 遺 伝 子 発 現 に 必 要 な 制 御 要 素 に は 、 プ ロ モ ー タ 、 開 始 コ ド ン 、 停 止 コ ド ン
、 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 め る こ と が で き る 。 更 に 、 多 く の 場 合 遺 伝 子 発 現 に エ
ン ハ ン サ ー が 必 要 に な る 。 こ れ ら の 要 素 は 所 望 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 に 動 作 可 能
に 結 び 付 け ら れ 、 か つ 、 制 御 要 素 は そ れ が 投 与 さ れ る 被 験 対 象 の 心 筋 に お い て 動 作 可 能 で
あ る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 開 始 コ ド ン 及 び 停 止 コ ド ン は 、 一 般 的 に 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 一 部 と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 遺 伝 子 作 成 物 が 投 与 さ れ る 被 験 対 象 に お い て こ れ
ら の 要 素 が 機 能 的 で あ る こ と が 必 要 で あ る 。 開 始 コ ド ン 及 び 終 止 コ ド ン は 、 コ ー ド 配 列 を
有 す る フ レ ー ム の 中 に な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 、 被 験 対 象 の 心 筋 細 胞 内 で 機 能 的
で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る た め に 有 用 な プ ロ モ ー タ の 例 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 シ ミ
ア ン ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ ） か ら の プ ロ モ ー タ 、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ ） プ ロ
モ ー タ 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） 、 例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） プ ロ モ
ー タ 、 モ ロ ニ ー ウ イ ル ス 、 Ａ Ｌ Ｖ 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） 、 例 え ば Ｃ Ｍ Ｖ 最 初
期 プ ロ モ ー タ 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス （ Ｅ Ｂ Ｖ ） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ）
と 、 ヒ ト 遺 伝 子 か ら の プ ロ モ ー タ 、 例 え ば ヒ ト α ア ク チ ン 、 ヒ ト ミ オ シ ン 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ
ビ ン 、 ヒ ト 筋 肉 ク レ ア チ ン 及 び ヒ ト メ タ ロ チ オ ネ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て は 、 Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 筋 肉 特 異 プ ロ モ ー タ に よ っ て
、 例 え ば 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ３ ９ ９ ８ ４ 号 に 記 載 の マ ウ ス ま た は ヒ ト の Ｃ
Ａ Ｒ Ｐ 遺 伝 子 の 上 流 配 列 に よ っ て 、 ま た は 国 際 公 開 Ｗ Ｏ ０ １ ／ １ １ ０ ６ ４ に 記 載 の 心 臓 の
α ア ク チ ン プ ロ モ ー タ 配 列 に よ っ て 推 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る に 当 た り 、 特 に ヒ ト に 対 す る 遺 伝 的 ワ ク チ ン の 産 物 に お い て 、 有 用 な
ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ
ル 化 シ グ ナ ル 、 ウ シ ま た は ヒ ト の 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 Ｌ Ｔ Ｒ ポ リ ア デ
ニ ル 化 シ グ ナ ル が あ る 。 特 に 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル と し て 参 照 さ れ る ｐ Ｃ Ｅ
Ｐ ４ プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen, San Diego Calif.） に お け る Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ
ナ ル が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 発 現 に 必 要 な 制 御 要 素 に 加 え て 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に は 他 の 要 素 が 含 ま れ る こ と も あ る
。 そ の よ う な 追 加 要 素 に は 、 エ ン ハ ン サ ー が あ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 限 定 さ れ る も の で は
な い が 、 ヒ ト ア ク チ ン 、 ヒ ト ミ オ シ ン 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 、 ヒ ト 筋 肉 ク レ ア チ ン 、 及 び Ｃ
Ｍ Ｖ 、 Ｒ Ｓ Ｖ 、 Ｅ Ｂ Ｖ か ら 得 ら れ る ウ イ ル ス 性 エ ン ハ ン サ ー を 含 む 群 か ら 選 択 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 作 成 物 を 染 色 体 外 に 維 持 し か つ 細 胞 に 作 成 物 の 複 数 の コ ピ ー を 産 出 す る た め に 、 遺 伝 的
作 成 物 に は 哺 乳 類 の 複 製 起 源 が 備 わ っ て い る こ と が あ る 。 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 （ Invitrog
en, San Diego, Calif.） か ら 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ 及 び ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ４ は 、 エ プ ス
タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス 複 製 起 源 と 、 統 合 な し に 高 コ ピ ー の エ ピ ソ ー ム の 複 製 を 産 出 す る 核
抗 原 Ｅ Ｂ Ｎ Ａ － １ コ ー ド 領 域 を 含 む 。 他 の 適 切 な プ ラ ス ミ ド は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 例 え
ば 、 レ プ リ ケ ー タ ー ｐ Ｍ Ｂ １ を 伴 う プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ま た は レ プ リ ケ ー タ ー Ｃ ｏ
ｌ Ｅ １ を 伴 う プ ラ ス ミ ド ｐ Ｍ Ｋ １ ６ な ど が あ る （ Ausubel, Current Protocols in Molecu
lar Biology, John Wiley and Sons, New York (1988) 11 : 1.5. 2.）
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は 、 国 際 出 願 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ １ ０
３ ４ ３ 及 び ソ ブ リ エ ー ル ら （ Soubrier et al., GeneTher. 1999; 6: 1482-1488） に 記 載
さ れ て い る よ う な 複 製 ｐ Ｃ Ｏ Ｒ の 条 件 的 な 起 源 を 示 す 。 ｐ Ｃ Ｏ Ｒ プ ラ ス ミ ド は 、 元 の 主 鎖
に 挿 入 さ れ る ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － １ （ ｓ ｐ ｈ Ｆ Ｇ Ｆ － １ ） の 分 泌 型 （ secreted form） を コ ー ド
す る 最 適 化 発 現 カ セ ッ ト を 収 容 し て い る 。 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド は 、 都 合 の よ い こ と に ２ ．
４ ｋ ｂ の 小 さ な サ イ ズ で あ る 。 ｓ ｐ ｈ Ｆ Ｇ Ｆ － １ を コ ー ド す る 配 列 は 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン か ら の 分 泌 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ ｓ ｐ ） を コ ー ド す る 配 列 と 、 ア ミ ノ 酸 ２ １
～ １ ５ ４ （ 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ６ ， １ １ ３ 号 、 第 ５ ， ８ ４ ９ ， ５ ３ ８ 号 ） か ら の ヒ ト Ｆ Ｇ
Ｆ － １ の 天 然 の 短 縮 型 （ truncated form） と の 融 合 で あ る 。 ｓ ｐ ｈ Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 発 現 は 、
ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） 最 初 期 エ ン ハ ン サ ー ／ プ ロ モ ー タ （ ヌ ク レ オ チ ド －
５ ２ ２ か ら ＋ ７ ２ ） に よ っ て 推 進 さ れ た 。 適 正 か つ 効 率 的 な 転 写 終 了 及 び そ れ に 続 く ｓ ｐ
ｈ Ｆ Ｇ Ｆ － １ 転 写 物 の ポ リ ア デ ニ ル 化 を 確 実 に す る た め に 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ
４ ０ ゲ ノ ム か ら の ヌ ク レ オ チ ド ２ ５ ３ ８ ～ ２ ７ ５ ９ 、 GenBank locus SV4CG； 米 国 特 許 第

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-526592 A 2006.11.24



５ ， １ ６ ８ ， ０ ６ ２ 号 ） か ら の 後 発 の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を ｓ ｐ ｈ Ｆ Ｇ Ｆ － １ 融 合 の
下 流 に 挿 入 し た 。 こ の 好 適 な プ ラ ス ミ ド は 指 定 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で あ り 、 抗 生 物 質 抵 抗 遺 伝 子
が な い 。 プ ラ ス ミ ド の 選 択 は 、 独 立 栄 養 性 レ シ ピ エ ン ト 菌 種 に お い て 抑 制 転 移 Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝
子 に 依 存 し て い る 。 プ ラ ス ミ ド の 高 い コ ピ ー 数 及 び 厳 し く 制 限 さ れ た 宿 主 範 囲 の 維 持 は 、
Ｒ ６ Ｋ γ 複 製 起 源 に よ り 得 ら れ た 。 こ の タ ン パ ク 質 に 対 す る 配 列 コ ー ド は 、 細 菌 に は 通 常
見 ら れ な い が 、 被 選 択 宿 主 菌 種 の ゲ ノ ム に 人 為 的 に 挿 入 し た 。 従 っ て 、 プ ラ ス ミ ド の 潜 在
的 な 散 在 は か な り 制 限 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 注 射 可 能 な 物 質 を 心 筋 の 細 胞 に 搬 送 す る 任 意 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 に 基 づ く プ ラ ス ミ ド
を 脊 椎 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 基 づ く プ ラ ス ミ ド は 細 胞 へ の 侵 入 を 促 進 す
る よ う に 働 く こ と が で き る 運 搬 手 段 が な い と い う 意 味 で は 、 例 え ば ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に は ウ イ ル ス 性 配 列 が な く 、 特 に 、 遺 伝 情 報 を 伝 達 す る こ と が で き る ウ イ ル ス 性 粒 子 が な
い と い う 意 味 で 、 裸 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド と し て プ ラ ス ミ ド を 投 与 す る の が 好 ま し い 。 本 発
明 に 基 づ く プ ラ ス ミ ド は 同 様 に 、 リ ポ ソ ー ム の 製 剤 な ど の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 促 進 す
る 任 意 の 物 質 、 リ ポ フ ェ ク チ ン （ Lipofectin） （ 登 録 商 標 ） な ど の 電 荷 脂 質 、 ま た は Ｃ ａ
Ｐ Ｏ ４ な ど の 沈 殿 剤 が な い か 或 い は そ れ に 関 し て む き 出 し で あ る 。 別 な 方 法 で 、 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 液 体 担 体 に よ り プ ラ ス ミ ド を 動 物 に 搬 送 す る こ と も で き る 。 好 適 な 適 用 例 で は
、 液 体 担 体 は 水 性 ま た は 部 分 的 に 水 性 で あ り 、 無 菌 で 発 熱 物 質 を 含 有 し な い 水 を 含 む 。 試
料 の ｐ Ｈ を 適 切 に 調 整 し か つ 緩 衝 す る 。 或 い は 、 陽 性 ま た は 正 に 帯 電 さ せ た リ ポ ソ ー ム な
ど の リ ポ ソ ー ム を 用 い て プ ラ ス ミ ド を 注 射 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 プ ラ ス ミ ド Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ が 、 細 動 脈 な ど の 成 熟 血 管 の み な ら ず 毛 細 管
血 管 の 形 成 に よ り 持 続 し た 血 管 由 来 反 応 を 促 進 す る の に 十 分 な 濃 度 で 、 コ ー ド さ れ た Ｆ Ｇ
Ｆ － １ タ ン パ ク 質 の 徐 放 を 可 能 に す る こ と を は っ き り 示 し て い る 。 更 に 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ は
、 処 置 筋 肉 に お い て 検 出 不 可 能 な 濃 度 で 血 管 形 成 を 効 率 的 に 促 進 す る こ と が 実 証 さ れ 、 特
に 効 力 が あ る こ と が 示 さ れ た 。 従 っ て 、 治 療 的 空 白 内 に あ る 濃 度 で Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を 用 い 、
そ れ に よ っ て 周 囲 の 組 織 ま た は 器 官 へ の 散 在 ま た は 乱 雑 な 血 管 形 成 に 起 因 す る 負 の 副 作 用
を 回 避 で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 更 に 、 安 全 性 及 び 効 力 の 点 で そ の よ う な 優 れ た 特 性 に 起 因 し て 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症
ま た は 糖 尿 病 に よ り 悪 化 し た 状 態 に お け る 治 療 的 血 管 形 成 に 対 し て Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ が 特 に 有
用 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 な ど の 状 態 が 悪 化 し た 起 源 に 拘 ら ず 、 減 弱 さ れ た 血
液 供 給 に よ り 生 じ た 血 管 形 成 異 常 の 逆 戻 り は 、 従 っ て 、 本 発 明 に よ っ て 予 期 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 文 脈 か ら 読 み 取 れ る 範 囲 内 で 、 標 的 組 織 は 、 従 っ て 、 酸 素 を 含 ま せ た 血 液 が 組
織 に 適 切 に 供 給 さ れ な い と き に 生 じ る 虚 血 性 ダ メ ー ジ を 受 け て い る か 受 け る 危 険 に 晒 さ れ
、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 環 境 に お い て 更 に 悪 化 し た 筋 肉 組 織 を 含 む 。 実 施 例
中 で 示 し て い る よ う に 、 求 め ら れ る 遺 伝 子 治 療 の 安 全 基 準 に 適 合 し か つ 障 害 さ れ た 内 皮 の
機 能 を 更 に 示 す 虚 血 性 組 織 に お い て 血 管 形 成 を 誘 導 す る こ と が で き る よ う な 治 療 的 空 白 に
お い て プ ラ ス ミ ド Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 筋 肉 内 注 射 を 効 率 的 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に よ れ ば 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド は 局 所 的 方 法 で 標 的 筋 肉 組 織 に
投 与 さ れ る 。 本 発 明 の 文 脈 か ら 読 み 取 れ る 範 囲 内 で Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド を 標 的 組 織 に
投 与 す る 任 意 の 適 切 な 手 段 を 用 い る こ と が で き る が 、 そ の よ う な 標 的 筋 肉 組 織 へ の 局 在 注
射 は 、 針 を 用 い て Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を 筋 肉 に 直 接 注 射 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る の が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 注 射 （ す る ） 」 な る 語 は 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を 標 的 組 織 に 効 果 的 に 導 入 す る こ と を 意 味 す

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-526592 A 2006.11.24



る 。 本 発 明 に 基 づ き 任 意 の 適 切 な 注 射 器 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド の 投 与 量 の 投 与 は 標 的 組 織 へ の 単 回 注 射 に よ り 達 成 す る こ と が
で き る が 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 複 数 回 注 射 に よ る 投 与 量 の 投 与 が 好 ま し い 。 複 数 回 注 射 は 、 ２
、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ま た は そ れ 以 上 の 反 復 注 射 で あ っ て よ く 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖
尿 病 の 哺 乳 類 被 験 対 象 の 虚 血 性 筋 肉 へ ５ 回 以 上 注 射 す る の が 好 ま し い 。 複 数 回 注 射 は 、 各
注 射 が 行 わ れ る 標 的 組 織 の 位 置 に よ っ て 画 定 さ れ る 特 異 的 な 幾 何 学 的 配 置 な ど の パ ラ メ ー
タ に よ っ て 扱 う こ と が で き る の で 、 単 回 注 射 よ り も 利 点 が あ る 。 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の １ 回 投 与
量 を 複 数 回 に 分 け て 注 射 す る こ と に よ り 、 制 御 を 良 好 に し 、 所 与 の 量 を 投 与 す る 有 効 性 を
最 大 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 複 数 回 注 射 の 特 異 的 な 幾 何 学 的 配 置 は 、 各 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ が 投 与 さ れ る ２ 次 元 空 間 の い ず
れ か に 画 定 可 能 で あ る 。 複 数 回 注 射 は 虚 血 性 組 織 内 ま た は そ の 周 辺 で 行 う こ と が で き 、 注
射 点 が ２ ｃ ｍ ま た は ３ ｃ ｍ 離 れ る よ う に 一 定 の 距 離 を 空 け る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 複 数 回 注 射 の 各 注 射 は 前 後 の 注 射 か ら 約 ５ ～ １ ０ 分 間
以 内 に 行 う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 血 管 形 成 異 常 に 影 響 さ れ か つ 内 皮 機 能 が 激 し く 障 害 さ れ た 標 的 組 織 に Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を 投
与 す る と き 、 側 副 血 行 路 形 成 の た め の 源 及 び 末 端 と そ の 間 の 領 域 に 適 度 に 近 接 す る 領 域 に
Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ が 接 触 で き る よ う な も の で あ る 投 与 が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 治 療 対 象 に 効 果 を 与 え る た め の 本 発 明 に 基 づ く 成 分 を 標 的 心 筋 組 織 に 局 所 的 に 、 筋 肉 内
に 、 非 経 口 的 に 、 静 脈 内 に 、 心 筋 内 に 、 心 臓 周 囲 に 、 心 外 膜 に 、 ま た は 冠 内 に 投 与 す る こ
と が で き る 。 心 筋 内 投 与 、 心 外 膜 投 与 、 心 臓 周 囲 投 与 、 ま た は 冠 内 投 与 は 、 針 ま た は カ テ
ー テ ル を 用 い て 行 う の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 筋 肉 内 注 射 は 、 遠 位 の 大 腿 及 び 遠 位 の 脚 筋 肉 へ 、 及 び 虚 血 性 部 位 に 近 い
領 域 ま た は 虚 血 性 部 位 周 囲 の 領 域 に お い て 行 う こ と が で き る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た 、 直 接 心 筋 内 注 射 に よ る 投 与 を 行 う と き に は 、 開 胸 手 術 に 行 う か 、 カ テ ー テ ル を 利
用 し て 行 う こ と が で き る 。 心 臓 運 搬 の た め の カ テ ー テ ル は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 そ
の よ う な カ テ ー テ ル に は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ０ ４ ５ ， ５ ６ ５ 号 ま た は 第 ４ ， ６ ６ １ ，
１ ３ ３ 号 に 記 載 さ れ て い る 針 カ テ ー テ ル や 、 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ５ ４ ， ５ ７ ３ 号 及 び 第 ６ ，
３ ０ ９ ， ３ ７ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る 位 置 検 出 装 置 付 き の も の が あ る 。 ら せ ん 形 の 針 を 有 す
る 別 の カ テ ー テ ル に つ い て は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ４ ６ ， ０ ９ ９ 号 及 び 第 ６ ， ３ ５ ８ ， ２ ４
７ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 有 利 な 一 側 面 で は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 環 境 に お け る 血 管 形 成
の 欠 損 を 逆 戻 り さ せ る た め に 、 治 療 効 果 の あ る 用 量 の Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ が 投 与 さ れ る 。 有 効 量
は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 被 験 対 象 に 加 え て 所 与 の 血 管 形 成 異 常 被 験 対 象
の 体 重 及 び 条 件 に よ っ て 変 わ る こ と に な る が 、 所 与 の 被 験 対 象 及 び 条 件 に 対 し て 適 切 な 用
量 を 決 定 す る こ と は 当 分 野 の 技 能 の 範 囲 内 で あ る と 考 え ら れ よ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 好 適 な 実 施 形 態 の 側 面 に よ れ ば 、 血 管 形 成 異 常 の 重 症 状 態 で は 、 側 副 血 管 及 び 細 動
脈 の 両 方 の 持 続 し た 形 成 を 促 進 す る た め に 、 約 １ ～ ２ 週 間 ま た は そ れ 以 上 の 時 間 間 隔 で 好
適 に は ２ ～ ４ 回 繰 り 返 さ れ る Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 筋 肉 内 注 射 の 複 数 回 注 射 に よ り 投 与 さ れ る 約
８ ０ ０ ０ μ ｇ 乃 至 約 １ ６ ０ ０ ０ μ ｇ の プ ラ ス ミ ド 用 量 で 処 置 を 行 う 。 そ れ に よ っ て 、 高 コ
レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 哺 乳 類 被 験 対 象 に お け る 虚 血 に 起 因 す る 血 管 形 成 異 常 を
逆 戻 り さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド と を 含 む 医 薬 品 成
分 に て 標 的 虚 血 性 筋 肉 に 投 与 さ れ る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 文 脈 か ら 読 み 取 れ る 範 囲 内 で 任 意 の 適 切 な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 用 い る こ
と が で き 、 そ の よ う な 担 体 は 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 担 体 の 選 択 は 、 部 分 的 に
、 成 分 が 投 与 さ れ る 特 定 の 部 位 及 び 成 分 を 投 与 す る の に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 に よ っ て 決
定 さ れ る こ と に な る 。 注 射 に 適 し た 製 剤 に は 、 水 性 及 び 非 水 性 溶 液 と 、 所 期 レ シ ピ エ ン ト
の 血 液 と 等 張 の 製 剤 を 与 え る 酸 化 防 止 剤 、 緩 衝 液 、 静 菌 薬 、 溶 質 を 含 み 得 る 等 張 無 菌 注 射
液 と 、 懸 濁 剤 、 可 溶 化 剤 、 肥 大 剤 、 安 定 剤 、 防 腐 剤 を 含 み 得 る 水 性 及 び 非 水 性 無 菌 懸 濁 液
と が 含 ま れ る 。 製 剤 は 、 ア ン プ ル 及 び バ イ ア ル な ど の １ 回 量 ま た は 複 数 回 量 を 封 じ 込 ん だ
容 器 に 入 っ た 状 態 に も で き る し 、 使 用 直 前 に 無 菌 の 液 体 担 体 、 例 え ば 水 を 加 え る だ け で よ
い 凍 結 乾 燥 （ lyophilized） 状 態 で 保 存 す る こ と も で き る 。 上 記 し た 種 類 の 無 菌 の 粉 末 、
顆 粒 及 び 錠 剤 か ら 即 席 の 注 射 溶 液 及 び 懸 濁 液 を 調 製 す る こ と も で き る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ
る 担 体 は 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 で あ る の が 好 ま し い 。 医 薬 品 成 分 が 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ ０
． ９ ％ ） を 含 む の が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 成 分 を 低 分 子 量 ヘ パ リ ン （ Ｌ Ｍ Ｗ Ｈ ） と 関 連 付 け
て 投 与 す る 。 Ｌ Ｍ Ｗ Ｈ 分 子 及 び 調 製 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 と り わ け 、 米 国 特
許 第 ５ ， ３ ８ ９ ， ６ １ ８ 号 、 第 ４ ， ６ ９ ２ ， ４ ３ ５ 号 、 第 ４ ， ３ ０ ３ ， ６ ５ １ 号 、 欧 州 特
許 第 Ｅ Ｐ ０  ０ ４ ０  １ ４ ４ 号 、 及 び ネ ン チ （ Nenci GG, Vasc. Med, 2000; 5: 251-258）
に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら は 引 用 を 以 っ て 本 発 明 の 一 部 と な す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 第 ２ の 実 施 形 態 で は 、 処 置 し た 骨 格 筋 に 電 気 刺 激 を 与 え る 前 ま た は 後 に 高 コ レ ス テ ロ ー
ル 血 症 患 者 ま た は 糖 尿 病 患 者 の 骨 格 筋 に Ｆ Ｇ Ｆ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 注 射 す る 。 こ の 実 施 形 態
に 基 づ き 用 い ら れ る 電 気 刺 激 は 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ２ ０ ０ ２ ／ ０ ０ ３ １ ８ ２ ７ 号 に 記 載
さ れ て お り 、 筋 肉 収 縮 に 対 す る 閾 値 以 下 で あ る た め に 患 者 へ の 痛 み が な く 骨 格 筋 の 収 縮 を
生 じ さ せ な い よ う な 電 圧 及 び 周 波 数 で 適 用 さ れ る 。 例 え ば 、 適 用 さ れ る 周 波 数 は 約 ５ ０ Ｈ
ｚ 、 電 圧 は 約 ０ ． １ ボ ル ト で あ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ 発 現 プ ラ ス ミ ド と 共 に 用 い ら れ る と き に は 、 電
気 刺 激 は 、 血 流 増 加 の 点 で 優 れ た 相 乗 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 第 ３ の 実 施 形 態 で は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 プ ラ ス ミ ド Ｂ Ｂ は １ 若 し く は 複 数 の 血 管 形 成 促 進
因 子 と 組 み 合 わ せ て 運 搬 さ れ る 。 血 管 由 来 因 子 は 例 外 な く 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ Ａ 、 Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ
、 Ｇ Ｍ Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｅ 、 ニ ュ ー ロ ピ リ ン （ neuropilin） 、 Ｆ Ｇ Ｆ ２ （ ｂ Ｆ Ｇ Ｆ ） 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ３ 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ４ 、
Ｆ Ｇ Ｆ － ５ 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ６ 、 ア ン ジ オ ポ エ チ ン （ Angiopoietin） １ 、 ア ン ジ オ ポ エ チ ン ２ 、
１ 　 ５ 　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 Ｂ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｂ Ｍ Ｐ － ４ 、 Ｂ Ｍ Ｐ － ７ 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β 、 Ｉ Ｇ Ｆ
－ Ｉ 、 オ ス テ オ ポ ン チ ン 、 プ レ イ オ ト ロ ピ ン （ Pleiotropin） 、 ア ク チ ビ ン 、 エ ン ド セ リ
ン － １ 、 及 び そ の 組 合 せ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ 発 現 プ ラ ス ミ ド と 共 に 骨 格 ま た は 心 筋 に 注 射 さ れ 、 高
コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 環 境 に お け る 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 に 優 位 に 形 成 す る の
が 好 ま し い 。 こ の 実 施 形 態 は 従 っ て 、 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド 及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を 組 織 の 局 在 領 域 に 有 効 量 運 搬 し て
組 織 の 局 在 領 域 内 で 血 管 形 成 を 誘 導 す る 過 程 を 含 む 方 法 に 関 連 す る 。 血 管 形 成 促 進 因 子 は
、 組 織 の 局 在 領 域 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 運 搬 に 続 い て 、 因 子 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ か ら の
発 現 に よ り 運 搬 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 及 び 糖 尿 病 を 更 に 患 う 患 者 に お け る Ｐ Ａ Ｄ 及 び Ｐ Ａ Ｏ
Ｄ 、 Ｃ Ａ Ｄ ま た は Ｃ Ｈ Ｆ 症 状 の 治 療 方 法 に も 関 連 す る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 単 一 ま た は 複 数 の 大 き な 血 管 閉 塞 に 起 因 す る 後 肢 に お け る 障 害 さ れ た 灌 流 は 、 Ｐ Ａ Ｄ の
原 因 で あ る 。 初 期 段 階 で は こ れ が 歩 行 時 に お け る 足 の 筋 肉 の 不 快 感 を 生 じ さ せ 、 後 の 段 階
で は 潰 瘍 形 成 及 び 壊 疽 に 結 び 付 く （ １ ） 。 慢 性 心 血 管 疾 患 は 、 内 皮 機 能 障 害 に 関 与 す る メ
カ ニ ズ ム の た め に 、 Ｐ Ａ Ｄ な ど の 虚 血 性 状 態 を 既 に 患 っ て い る 患 者 に お け る 増 悪 因 子 で あ
る （ ２ ， ３ ） 。 Ｐ Ａ Ｄ の 実 験 的 モ デ ル を 発 展 さ せ る た め の 可 能 な 標 的 と し て 、 高 コ レ ス テ
ロ ー ル 血 症 、 高 血 圧 、 糖 尿 病 な ど の 病 態 が 調 査 さ れ て き た （ ４ － ７ ） 。 に も か か わ ら ず 、
そ の よ う な 後 肢 虚 血 モ デ ル に お い て 重 大 な 点 は 、 後 肢 虚 血 の 臨 床 的 状 況 を 模 倣 す る 試 み に
お い て 血 管 再 生 処 置 の 有 効 性 を 認 め る た め に 自 発 性 血 管 由 来 反 応 を 否 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の 遺 伝 的 モ デ ル は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 状 態 に お
け る 血 管 由 来 特 性 の 評 価 に 用 い ら れ て き た 。 し か し 、 そ の よ う な 遺 伝 的 モ デ ル で は 、 単 一
の 受 容 体 （ ワ タ ナ ベ 遺 伝 性 高 脂 血 症 ウ サ ギ に お け る Ｌ Ｄ Ｌ 受 容 体 欠 損 ） ま た は タ ン パ ク 質
（ 糖 タ ン パ ク 質 Ａ ｐ ｏ Ｅ の 欠 乏 は Ａ ｐ ｏ Ｅ － ／ － マ ウ ス に お い て Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ 及 び Ｉ Ｄ Ｌ レ ベ
ル の 増 加 を 招 く ） の 単 一 の 変 化 が 生 じ る だ け で 、 実 際 に 病 態 を 再 現 す る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 対 照 的 に 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド は 、 患 者 に 見 ら れ る 病 理 学 的 状 態 に 大 い に 匹 敵 す る
動 物 モ デ ル に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 で 誘 発 さ れ る 欠 損 を 逆 戻 り さ せ る の に 効 力 が あ
る こ と が 実 証 さ れ た 。 実 際 、 病 状 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の Ｐ Ａ Ｄ 患 者 が 直 面 す る 状 況 を
模 倣 す る コ レ ス テ ロ ー ル に 富 ん だ 食 餌 に 起 因 す る 全 脂 質 過 剰 に よ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に 基 づ け ば 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ は 、 Ｐ Ａ Ｄ 患 者 に お い て コ レ ス テ ロ ー ル に 誘 導 さ れ た
血 管 形 成 機 能 障 害 を 、 側 副 血 管 及 び 細 動 脈 の 両 方 の 成 長 を 促 進 す る こ と に よ っ て 救 済 す る
の に 効 力 が あ る こ と が 実 証 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 目 的 は 、 内 皮 機 能 が 障 害 さ れ た 虚 血 性 組 織 に お い て 側 副 血 行 路 及 び 細
動 脈 の 両 方 を 促 進 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 以 下 の 実 施 例 に 示 す よ う に 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ は 、 組 織 へ の 血 液 の 搬 送 及 び 輸 送 が 必 要 な 大
腿 後 部 の 虚 血 負 傷 筋 肉 に お い て コ ン ダ ク タ ン ス が 大 き い 成 熟 血 管 （ １ ５ ０ μ ｍ 以 上 の 側 副
血 管 ） 及 び 抵 抗 が 小 さ い 動 脈 （ ５ ０ μ ｍ 以 下 の 細 動 脈 ） の 形 成 を 効 率 的 に 誘 導 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な 成 熟 血 管 の 誘 導 は 、 有 害 な 血 管 形 成 異 常 が 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た
は 糖 尿 病 で 誘 発 さ れ る よ う な 最 も 重 症 の ケ ー ス で 特 に 効 率 的 な 処 置 を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 側 副 及 び 細 動 脈 の 両 方 の 成 長 は 、 治 療 的 血 管 形 成 に お い て 特 に 興 味 深 い 。 実 際 、 側 副 は
動 脈 ネ ッ ト ワ ー ク 間 に 橋 を 形 成 す る 血 管 で あ り 、 細 動 脈 は 、 組 織 へ の ま と ま っ た フ ロ ー を
与 え る 経 壁 細 胞 （ 周 細 胞 ま た は 平 滑 筋 細 胞 ） に よ り 固 定 さ れ た 内 皮 細 胞 の 層 を 形 成 す る 成
熟 血 管 で あ る 。 毛 細 管 ネ ッ ト ワ ー ク は 、 従 っ て 、 フ ロ ー の 分 布 を 確 実 に す る た め に そ の 存
在 に 依 存 し て い る （ Carmeliet et al., Nat. Med., 2000; 6: 389-395; Van Royen et al
., Cardiovasc. Res., 2001; 49: 543-553）
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 処 置 し た 細 胞 に お い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ が 上 方 制 御 さ れ な い こ と を 条 件
に 血 管 形 成 を 促 進 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 以 下 に 示 す 例 は 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 注 射 の 筋 肉 内 投 与 は 注 射 さ れ た 筋 肉 に お い て 局 所 的 な
マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 誘 導 を 誘 発 せ ず 、 注 射 さ れ た マ ウ ス の 循 環 血 液 に お い て マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ａ 分 泌 を 誘 発 し な い こ と を 実 証 し て い る 。 こ れ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 非 依 存 性 の 経 路 に お い て
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 を 誘 導 す る こ と な く 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 を 促 進 す る た め の 新 た な 方 法
に 関 連 す る 本 発 明 の 重 要 な 側 面 で あ る 。 事 実 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ が 乱 雑 で 好 ま し く な い 血 管 形
成 、 浮 腫 、 及 び 造 腫 瘍 性 の 可 能 性 な ど 深 刻 な 負 の 副 作 用 を 引 き 起 こ す こ と は よ く 知 ら れ て
い る 。
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 種 々 の 出 版 物 、 特 許 及 び 特 許 出 願 を 参 照 し て い る 。 本 発 明 が 属 す る
最 先 端 分 野 を よ り 十 分 に 説 明 す る た め 、 こ れ ら の 出 版 物 、 特 許 及 び 特 許 出 願 の 教 示 及 び 開
示 を そ の ま ま 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 に お い て 例 示 的 な 実 施 形 態 に 開 示 さ れ て い る 発 明 の 原 理 は 、 当 業 者 に よ
り 多 様 に 実 施 さ れ 得 る こ と が 理 解 及 び 期 待 さ れ る で あ ろ う 。 そ の よ う な 改 変 、 変 更 、 置 換
は 、 本 特 許 出 願 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 実 施 例
　 実 施 例 １ ： 動 物 及 び 食 餌
　 実 験 に は １ １ ～ １ ２ 週 齢 の シ リ ア ン ゴ ー ル デ ン ハ ム ス タ ー （ ｎ ＝ ５ ０ ） （ CERJ, Le Gen
est St Isle, France） を 用 い た 。 動 物 は 、 研 究 実 験 計 画 を 開 始 す る 少 な く と も ７ 日 前 に
標 準 条 件 に 慣 れ さ せ た 。 全 て の 動 物 は 、 実 験 の 全 期 間 を 通 じ て 自 由 に 水 へ ア ク セ ス で き た
。 全 て の 動 物 手 順 は ア ベ ン テ ィ ス ・ フ ァ ー マ 社 （ Aventis Pharma） の 動 物 使 用 委 員 会 に 承
認 さ れ た も の で あ り 、 国 立 衛 生 研 究 所 （ Ｎ Ｉ Ｈ ） が 出 版 し た ガ イ ド ラ イ ン （ NIH publicat
ion No. 85-23, revised 1985） に 基 づ き 手 順 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 実 験 １ で は 、 ハ ム ス タ ー （ ｎ ＝ ３ ７ ） を 無 作 為 に ３ つ の 群 に 分 け た （ 図 １ ） 。 低 コ レ ス
テ ロ ー ル （ Ｌ Ｃ ） 群 の ハ ム ス タ ー （ ｎ ＝ １ ３ ） に 適 宜 標 準 固 形 試 料 （ ref. A04-C, UAR, E
pinay-sur-Orge, France） を 与 え た 。 高 コ レ ス テ ロ ー ル （ Ｈ Ｃ ） 群 の 処 置 後 ２ １ 日 （ Ｈ Ｃ
／ ２ １ ） 及 び ２ ８ 日  （ Ｈ Ｃ ／ ２ ８ ） の 両 群 の ハ ム ス タ ー （ Ｈ Ｃ ／ ２ １ ： ｎ ＝ １ ２ ； Ｈ Ｃ
／ ２ ８ ： ｎ ＝ １ ２ ） に は 、 ３ ％ コ レ ス テ ロ ー ル 及 び １ ５ ％ コ コ ア バ タ ー を 補 充 し た 標 準 固
形 試 料 （ ref. 1414C, UAR, Epinay-sur-Orge, France） か ら で き た コ レ ス テ ロ ー ル を 高 め
た 食 餌 を 毎 日 動 物 １ 匹 に つ き ２ ０ ｇ 与 え た 。 実 験 ２ で は 、 ハ ム ス タ ー （ ｎ ＝ １ ３ ） を 無 作
為 に ２ つ の 群 に 振 り 分 け た （ 図 １ ） 。 生 理 食 塩 水 群 （ ｎ ＝ ５ ） と Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 （ ｎ ＝ ８
） の ハ ム ス タ ー に は 、 実 験 １ に 記 載 し た コ レ ス テ ロ ー ル を 高 め た 食 餌 を 与 え た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 実 施 例 ２ ： 後 肢 虚 血 の 誘 導
　 Ｌ Ｃ ま た は Ｈ Ｃ の 食 後 ３ ５ 日 目 に 、 以 下 の 手 術 手 順 に 従 っ て 動 物 を 後 肢 虚 血 に し た 。 他
の 動 物 種 に 関 連 し て 記 載 し た 手 順 に 従 っ て （ １ ９ ， ２ ０ ） 、 Ｎ ２ Ｏ （ ０ ． ８ ｌ ． ｍ ｉ ｎ －

１ ） 、 Ｏ ２ （ ０ ． ４ ｌ ． ｍ ｉ ｎ － １ ） 及 び イ ソ フ ル オ ラ ン （ isofluorane） （ ２ ％ ） の ガ
ス 麻 酔 下 で 後 肢 虚 血 を 誘 導 し た 。 無 菌 手 術 条 件 下 で 、 鼠 径 靭 帯 か ら 膝 蓋 骨 の 近 位 に あ る 点
ま で 右 後 肢 の 大 腿 内 側 部 で 縦 方 向 の 切 開 を 行 っ た 。 こ の 切 開 を 通 じ て 、 手 術 ル ー プ を 用 い
て 、 大 腿 の 動 脈 を ば ら ば ら に し 、 そ の 主 要 な 分 枝 を 凝 固 さ せ た 。 伏 在 枝 と 膝 窩 枝 の 二 股 に
分 か れ る 遠 位 の 点 へ の 外 腸 骨 動 脈 の 分 枝 と し て 大 腿 の 動 脈 を そ の 近 位 の 起 源 か ら 完 全 に 切
除 し た （ ２ ０ ） 。 ４ ． ０ シ ル ク ワ イ ヤ に よ り １ つ の 層 で 切 開 を 閉 じ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 実 施 例 ３ ： 後 肢 骨 格 筋 に お け る 遺 伝 子 移 入
　 実 験 ２ で は 、 虚 血 の 誘 導 か ら １ ４ 日 後 に 、 生 理 食 塩 水 （ ｎ ＝ ５ ） ま た は Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を
コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド （ １ ８ ０ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 、 ｎ ＝ ８ ） を ３ 回 の ５ ０ μ Ｌ の 注 射 に よ り 、
そ れ と 知 ら ず に 即 ち 盲 検 的 に 与 え た 。 注 射 は 、 虚 血 性 肢 の 頭 部 脛 骨 筋 （ Tibialis cranial
is） 、 内 転 筋 群 筋 肉 、 大 腿 ４ 頭 筋 の そ れ ぞ れ に 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 実 施 例 ４ ： 血 清 中 の 全 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び ト リ グ リ セ リ ド レ ベ ル の 測 定
　 手 術 日 か ら － ３ ５ 日 目 、 － ７ 日 目 、 及 び ＋ ２ １ 日 目 ま た は ＋ ２ ８ 日 目 に 、 Ｎ ２ Ｏ （ ０ ．
８ ｌ ． ｍ ｉ ｎ － １ ） 、 Ｏ ２ （ ０ ． ４ ｌ ． ｍ ｉ ｎ － １ ） 及 び イ ソ フ ル オ ラ ン （ ２ ％ ） の ガ ス
麻 酔 下 で 、 眼 窩 後 穿 刺 に よ っ て 、 Ｈ Ｃ ／ ２ １ 群 、 Ｈ Ｃ ／ ２ ８ 群 、 生 理 食 塩 水 群 、 及 び Ｎ Ｖ
１ Ｆ Ｇ Ｆ 群 の ハ ム ス タ ー か ら 血 液 を 得 た 。 血 清 中 の 全 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル 及 び ト リ グ リ
セ リ ド レ ベ ル は 、 市 販 の キ ッ ト （ Olympus Diagnostica GmbH, Hamburg, Germany） を 用 い
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て 酵 素 学 的 に 決 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 実 施 例 ５ ： 血 管 造 影 に よ る 側 副 血 管 形 成 の 定 量 化
　 虚 血 の 誘 導 後 ２ １ 日 目 （ Ｈ Ｃ ／ ２ １ 群 ） ま た は ２ ８ 日 目 （ Ｌ Ｃ 、 Ｈ Ｃ ／ ２ ８ 、 生 理 食 塩
水 群 、 及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ ） に 以 下 の 血 管 造 影 手 順 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 腹 大 動 脈 に 挿 入 さ れ た カ テ ー テ ル を 介 し て ～ ３ ０ ０ μ ｌ の 造 影 剤 （ 水 に 溶 か し た ０ ． ５
ｇ ． ｍ ｌ － １ の 硫 酸 バ リ ウ ム 溶 液 ） を 注 射 し た 直 後 、 ハ ム ス タ ー を ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ
ト リ ウ ム の 過 剰 投 与 に よ り 屠 殺 し た 。 ハ ム ス タ ー を 背 側 臥 位 で 放 射 線 写 真 装 置 （ モ デ ル Ｍ
Ｘ － ２ ０ 、 Faxitron X-ray Corp., Wheeling, IL, USA） に 載 置 し 、 両 肢 か ら 脈 管 構 造 の
死 後 写 真 を 集 め て デ ジ タ ル 化 し た （ software Specimen, DALSAMedOptics, Tucson, AZ, U
SA） 。 こ の 放 射 線 写 真 シ ス テ ム は 、 直 径 １ ５ ０ μ ｍ 以 上 の 血 管 の 可 視 化 を 可 能 に す る 。 処
置 に 盲 検 的 な 研 究 者 が 上 記 し た 専 用 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 写 真 を オ フ ラ イ ン で 分 析 し た
（ ２ ２ ）
　 簡 単 に 言 え ば 、 虚 血 性 肢 及 び 非 虚 血 性 肢 の 両 方 に 対 し て 、 大 腿 後 部 側 に お け る 側 副 血 管
の 範 囲 を 、 分 析 し た 面 積 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 決 定 し た 。 血 管 造 影 ス コ ア を 虚 血 性 ／ 非
虚 血 性 比 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 計 算 し た 。 こ の 方 法 の 妥 当 性 を チ ェ ッ ク す る た め に 、 後
肢 虚 血 に な っ て い な い ６ 匹 の 別 々 の 年 齢 適 合 ハ ム ス タ ー に お い て 血 管 造 影 ス コ ア を 評 価 し
た 。 予 想 通 り 、 右 肢 ／ 左 肢 比 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 計 算 さ れ た 血 管 造 影 ス コ ア は １ ． ０
４ ± ０ ． １ ８ で あ り 、 両 肢 に お け る 類 似 の 血 管 新 生 を 反 映 し て い た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 実 施 例 ６ ： 免 疫 組 織 化 学 に よ る 細 動 脈 形 成 の 定 量 化 及 び 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の ハ ム ス
タ ー の 大 腿 動 脈 の 切 除 に よ り 後 肢 虚 血 に 誘 導 さ れ た  典 型 的 な 筋 肉 病
　 虚 血 誘 導 後 ２ １ 日 目 （ Ｈ Ｃ ／ ２ １ 群 ） ま た は ２ ８ 日 目 （ Ｌ Ｃ 群 、 Ｈ Ｃ ／ ２ ８ 群 、 生 理 食
塩 水 群 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 ） に 、 虚 血 性 後 肢 か ら の 骨 格 筋 を 回 収 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ ３ ． ７ ％ ホ ル マ
リ ン 溶 液 中 に 固 定 し た 。 非 虚 血 性 後 肢 か ら の 筋 肉 を 同 様 に 試 料 採 取 し 、 対 照 筋 肉 と し て 用
い た 。 異 な る 筋 肉 （ 大 腿 薄 筋 、 半 膜 様 筋 、 内 転 筋 群 、 半 腱 様 筋 、 大 腿 二 頭 筋 ） か ら な る ２
つ の 横 断 ス ラ イ ス を 各 大 腿 の 後 部 分 か ら 処 理 し た 。 ス ラ イ ス を 脱 水 し て パ ラ フ ィ ン に 包 埋
し 、 免 疫 組 織 化 学 の た め に ５ μ ｍ 厚 の 切 片 を 準 備 し た 。 平 滑 筋 α － ア ク チ ン （ Ｓ Ｍ Ａ ； cl
one1A4, ２ ０ ０ 倍 希 釈 , Dako, Carpinteria, CA, USA） に 向 け ら れ た マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 成 熟 血 管 に お い て 恒 常 的 に 発 現 さ れ る の で 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 （ Ｖ Ｓ Ｍ Ｃ ） に
対 す る マ ー カ と し て 用 い た 。 市 販 の キ ッ ト （ Envision（ 登 録 商 標 ） ＋ シ ス テ ム ／ 西 洋 わ さ
び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ , Dako, Carpinteria, CA, USA） を 用 い て ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン － ペ ル
オ キ シ タ ー ゼ 方 法 に よ り Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 検 出 し た 。 内 転 筋 群 筋 肉 及 び 大 腿 薄 筋 の 両 方 で 、 Ｓ
Ｍ Ａ 陽 性 （ Ｓ Ｍ Ａ ＋ ） 血 管 を サ イ ズ （ 外 径 ） に よ っ て ラ ン ク 付 け し 、 直 径 ５ ０ μ ｍ 以 下 の
細 動 脈 を 計 数 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ れ ら の 筋 肉 は 、 我 々 の 後 肢 虚 血 ハ ム ス タ ー モ デ ル に お い て 組 織 病 理 学 的 病 変 へ 、 逆 に
は 大 腿 後 部 側 か ら 得 た 他 の 筋 肉 （ 半 腱 様 筋 、 半 膜 様 筋 、 大 腿 二 頭 筋 ） へ の 感 受 性 に 対 し て
選 択 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 大 腿 の 動 脈 の 切 除 に よ っ て 誘 導 さ れ る 典 型 的 な 病 変 を 図 ２ に 示 す 。 虚 血 誘 導 後 ２ ８ 日 目
に 大 腿 の 後 部 分 か ら の 筋 肉 即 ち 大 腿 薄 筋 及 び 内 転 筋 群 を 回 収 し 、 Ｈ Ｅ Ｓ 染 色 が 観 察 さ れ た
後 に 筋 肉 の ５ μ ｍ 厚 切 片 を 回 収 し た 。 図 ２ Ｂ 及 び 図 ２ Ｃ は そ れ ぞ れ 、 虚 血 性 筋 肉 に お け る
軽 度 ネ ク ロ ー シ ス （ 破 線 ） 及 び 中 心 核 形 成 （ centronucleation） （ 矢 印 ） を 示 す 。 図 ２ Ａ
は 、 対 照 と し て の 病 変 を 有 し な い 非 虚 血 性 反 対 側 筋 肉 の 倍 率 １ ０ ０ 倍 断 面 を 示 す 。 内 転 筋
群 筋 肉 及 び 大 腿 薄 筋 の 総 面 積 を 決 定 し 、 筋 肉 量 に 対 す る 虚 血 へ の 影 響 を 調 査 し た 。 全 筋 肉
面 積 に 対 す る Ｓ Ｍ Ａ ＋ 細 動 脈 の 数 を 決 定 し た 。 両 パ ラ メ ー タ に 対 し 、 そ の 後 、 虚 血 性 ／ 非
虚 血 性 値 の 比 を 計 算 し た 。 処 置 に 盲 検 的 な 研 究 者 が 全 て の 手 順 を 実 行 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 実 施 例 ７ ： 虚 血 性 筋 肉 に お け る Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入 後 の Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 発 現
　 実 験 ２ で は 、 生 理 食 塩 水 注 射 ま た は Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入 か ら １ ４ 日 後 （ 虚 血 の
誘 導 か ら ２ ８ 日 後 ） 、 非 虚 血 性 及 び 虚 血 性 肢 か ら 得 た 大 腿 の 後 部 分 か ら の 筋 肉 （ 大 腿 薄 筋
及 び 内 転 筋 群 ） を 以 下 の よ う に 処 理 し た 。 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 古
典 的 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン ア ッ セ イ を 用 い て Ｆ Ｇ Ｆ － １ 免 疫 組 織 化 学 を 行 っ た
。 一 次 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ウ サ ギ 抗 体 （ reference AB-32-NA, ３ ０ 倍 希 釈 , R & 
D Systems, Abingdon, UK） に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ビ オ チ ン 化 ロ バ 抗 ウ サ ギ 免
疫 グ ロ ブ リ ン （ ２ ０ ０ 倍 希 釈 、 Amersham, Buckinghamshire, UK） に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン を 行 っ た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 加 え た 後 、 色 素 生 産 性
ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 基 質 を 用 い て 免 疫 複 合 体 を 局 在 化 さ せ た 。 ５ μ ｍ 厚 の 切 片 を ヘ マ ト キ
シ リ ン に よ り 対 比 染 色 し 、 脱 水 し て 、 永 久 封 入 剤 に よ り 封 入 し た 。 顕 微 鏡 （ Axioplan 2, 
Zeiss, Hallbergmoos, Germany） 下 で 免 疫 反 応 性 線 維 を 同 定 し た （ 褐 色 染 色 ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 統 計 分 析
　 結 果 を 平 均 値 Ｓ Ｄ と し て 表 す 。 統 計 学 的 な 有 意 性 は Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ で 想 定 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 実 験 １ で は 、 Ｈ Ｃ ／ ２ １ 及 び Ｈ Ｃ ／ ２ ８ 群 に お け る 血 清 脂 質 レ ベ ル を 種 々 の 時 点 で Ａ Ｎ
Ｏ Ｖ Ａ に よ り 比 較 し 、 任 意 の ２ つ の 値 の 比 較 の た め に チ ュ ー キ ー ・ ク レ ー マ ー （ Tukey-Kr
amer） 事 後 テ ス ト を 行 っ た 。 Ｌ Ｃ 、 Ｈ Ｃ ／ ２ １ 及 び Ｈ Ｃ ／ ２ ８ 群 に お い て 計 算 し た 血 管 造
影 ス コ ア を Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ に よ り 比 較 し 、 チ ュ ー キ ー ・ ク レ ー マ ー 事 後 テ ス ト を 行 っ た 。 Ｈ Ｃ
／ ２ １ 群 及 び Ｈ Ｃ ／ ２ ８ 群 に お い て 、 非 虚 血 性 及 び 虚 血 性 の 筋 肉 面 積 値 及 び Ｓ Ｍ Ａ 陽 性 細
動 脈 の 数 と 対 応 す る 比 を 不 対 ｔ 検 定 に よ っ て 比 較 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 実 験 ２ で は 、 生 理 食 塩 水 及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 お け る 血 清 脂 質 レ ベ ル を 種 々 の 時 点 で Ａ Ｎ
Ｏ Ｖ Ａ に よ り 比 較 し 、 任 意 の ２ つ の 値 の 比 較 の た め に チ ュ ー キ ー ・ ク レ ー マ ー 事 後 テ ス ト
を 行 っ た 。 生 理 食 塩 水 及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 に お い て 、 血 管 造 影 ス コ ア 、 非 虚 血 性 及 び 虚 血
性 の 筋 肉 面 積 値 及 び Ｓ Ｍ Ａ 陽 性 細 動 脈 の 数 と 対 応 す る 比 を 不 対 ｔ 検 定 に よ っ て 比 較 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 実 施 例 ８ ： 低 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び コ レ ス テ ロ ー ル に 富 ん だ 食 餌 に お け る 血 清 脂 質 の 測 定
　 実 験 １ 及 び 実 験 ２ に お け る 、 コ レ ス テ ロ ー ル に 富 ん だ 食 餌 を 与 え る 前 （ － ３ ５ 日 目 ） 及
び 食 餌 変 更 後 の 種 々 の 時 点 （ － ７ 日 目 及 び ＋ ２ １ 日 目 ま た は ＋ ２ ８ 日 目 ） で の 血 清 脂 質 レ
ベ ル を そ れ ぞ れ 表 １ 、 表 ２ に ま と め た 。 コ レ ス テ ロ ー ル に 富 ん だ 食 餌 は 、 全 コ レ ス テ ロ ー
ル レ ベ ル 及 び ト リ グ リ セ リ ド 血 清 レ ベ ル の 両 方 で 時 間 依 存 増 加 を も た ら し た 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 実 施 例 ９ ： 後 肢 虚 血 後 の 側 副 性 発 生 及 び 細 動 脈 密 度 に 対 す る コ レ ス テ ロ ー ル に 富 ん だ  
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食 餌 の 効 果 （ 実 験 １ ）
　 図 ３ に 示 す よ う に 、 後 肢 虚 血 か ら ２ ８ 日 後 の 側 副 形 成 は Ｌ Ｃ 群 に お い て 高 く （ 図 ３ Ａ ）
、 血 管 造 影 ス コ ア は ０ ． ９ ３ ± ０ ． ４ ５ に な っ た （ 図 ３ Ｄ ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 逆 に 、 両 Ｈ Ｃ 群 に お い て 側 副 の 形 成 は 後 肢 虚 血 後 ２ １ 日 目 ま た は ２ ８ 日 目 に 格 段 に 障 害
さ れ 、 血 管 造 影 ス コ ア は そ れ ぞ れ ０ ． ３ ５ ± ０ ． ３ ８ 、 ０ ． ３ ７ ± ０ ． ２ １ に 減 少 し た （
図 ３ Ｂ 及 び 図 ３ Ｃ を 参 照 ） 。 血 管 造 影 ス コ ア の 減 少 は 、 両 Ｈ Ｃ 群 に お い て Ｌ Ｃ 群 に 比 較 し
て 顕 著 で あ っ た （ Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。 に も か か わ ら ず 、 血 管 造 影 ス コ ア は 、 図 ３ Ｄ に 示 す よ
う に Ｈ Ｃ ／ ２ １ と Ｈ Ｃ ／ ２ ８ 群 で 異 な っ て い な か っ た （ Ｐ ＞ ０ ． ０ ５ ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 図 ４ Ａ 乃 至 図 ４ Ｄ は 、 虚 血 の 誘 導 後 ２ １ 日 目 ま た は ２ ８ 日 目 に 回 収 さ れ た 非 虚 血 性 及 び
虚 血 性 筋 肉 （ 内 転 筋 群 及 び 大 腿 薄 筋 ） か ら の 平 滑 筋 α － ア ク チ ン （ Ｓ Ｍ Ａ ） 免 疫 組 織 化 学
に よ り 標 識 さ れ た 成 熟 血 管 の 倍 率 １ ０ ０ 倍 の 代 表 的 な 断 面 と 、 筋 肉 面 積 及 び ５ ０ μ ｍ 以 下
の Ｓ Ｍ Ａ 陽 性 細 動 脈 の 定 量 化 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 図 ４ Ｅ 乃 至 図 ４ Ｆ に 示 さ れ る よ う に 、 虚 血 か ら ２ １ 日 後 （ Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） に 非 虚 血 性 肢
に 比 べ て 虚 血 性 肢 に お け る 内 転 筋 群 及 び 大 腿 薄 筋 の 面 積 が 減 少 し た 。 統 計 学 的 な 有 意 性 （
Ｐ ＝ ０ ． ０ ５ ３ ８ ） に は 到 達 し な か っ た が 、 後 肢 虚 血 か ら ２ ８ 日 後 に 同 じ 傾 向 が 見 ら れ た
。 更 に 、 虚 血 後 ２ １ 日 目 と ２ ８ 日 目 の 両 方 で 、 非 虚 血 性 肢 に 比 べ て 虚 血 性 肢 に お け る ５ ０
μ ｍ 以 下 の 細 動 脈 の 数 が 有 意 に 減 少 し た （ ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。 細 動 脈 密 度 計 算 の 中 間 ス テ ッ
プ に お け る 有 意 性 の こ れ ら の 統 計 学 的 レ ベ ル に 拘 ら ず 、 食 餌 変 更 の 開 始 か ら ２ １ 日 後 と ２
８ 日 後 で 密 度 自 体 は 異 な っ て い な か っ た 。 筋 肉 面 積 と 、 Ｓ Ｍ Ａ ＋ 細 動 脈 と 、 虚 血 性 ／ 非 虚
血 性 肢 の 比 で 表 さ れ る 細 動 脈 密 度 は 、 ２ １ 日 目 と ２ ８ 日 目 で 異 な っ て い な か っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 後 肢 虚 血 か ら ２ １ 日 後 と ２ ８ 日 後 に 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 が 側 副 血 管
、 血 管 造 影 に よ り 定 量 化 さ れ る 巨 大 及 び 微 小 血 管 レ ベ ル の 両 方 で の 慢 性 血 管 由 来 疾 患 、 及
び 組 織 学 的 方 法 に よ り 同 じ 程 度 ま で 定 量 化 さ れ る ５ ０ μ ｍ 以 下 の 細 動 脈 発 生 の 阻 害 を 誘 導
す る こ と を は っ き り 示 し て い る （ 図 ２ Ｂ 及 び 図 ２ Ｃ ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 更 に 、 我 々 の モ デ ル に 適 用 さ れ た 脂 質 過 剰 が 上 昇 し 、 内 皮 機 能 障 害 及 び 後 肢 虚 血 後 の 血
管 形 成 反 応 に お け る 欠 損 を は っ き り 生 じ さ せ る の で 、 こ の 研 究 に 用 い た 高 コ レ ス テ ロ ー ル
血 症 の ハ ム ス タ ー は 特 に 重 症 の モ デ ル を 与 え る 。 更 に 、 コ レ ス テ ロ ー ル に 富 ん だ 食 餌 の 開
始 か ら ４ 週 間 後 に ハ ム ス タ ー か ら 回 収 し た 動 脈 の 組 織 病 理 学 的 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 泡 沫
細 胞 の 存 在 が 明 ら か に な っ た 。 更 に 、 後 肢 虚 血 か ら の 回 復 期 間 中 に 持 続 す る 全 コ レ ス テ ロ
ー ル 及 び ト リ グ リ セ リ ド レ ベ ル の 連 続 的 な 増 加 が あ り 、 そ れ に よ り 、 モ デ ル を 載 置 す る こ
と は 内 皮 機 能 障 害 及 び 血 管 形 成 異 常 の 重 症 度 に お い て 最 悪 の シ ナ リ オ で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 実 施 例 １ ０ ： 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の ハ ム ス タ ー に お け る 筋 肉 内 投 与 か ら １ ４ 日 後 （

後 肢 虚 血 後 ２ ８ 日 ） の 側 副 性 発 生 及 び 細 動 脈 密 度 に 対 す る Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入 の 効
果 （ 実 験 ２ ）
　 図 ５ Ｂ に 示 す よ う に 、 後 肢 虚 血 の 誘 導 か ら １ ４ 日 後 の 筋 肉 内 の Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入
は 、 生 理 食 塩 水 で 処 置 し た ハ ム ス タ ー （ 図 ５ Ａ ） に 比 べ 、 虚 血 性 肢 に お け る 側 副 形 成 を 大
い に 促 進 し た 。 ま た 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入 後 の 血 管 造 影 ス コ ア （ ０ ． ７ ５ ± ０ ． ４ ７
） は 、 生 理 食 塩 水 で 処 置 し た ハ ム ス タ ー の も の （ ０ ． ２ ２ ± ０ ． ０ ５ ） よ り 実 際 に 有 意 に
高 か っ た （ ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 図 ６ Ａ 及 び 図 ６ Ｂ は 、 生 理 食 塩 水 及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た ハ ム ス タ ー の 虚 血 性 筋 肉
か ら の 平 滑 筋 α － ア ク チ ン （ Ｓ Ｍ Ａ ） 免 疫 組 織 化 学 に よ り 標 識 さ れ た 成 熟 血 管 を 示 す 代 表
的 な 断 面 （ １ ０ ０ 倍 に 拡 大 ） で あ り 、 筋 肉 面 積 及 び ５ ０ μ ｍ 以 下 の Ｓ Ｍ Ａ 陽 性 細 動 脈 に つ
い て 定 量 化 し た 。

10

20

30

40

50

(22) JP 2006-526592 A 2006.11.24

即
ち



【 ０ １ １ １ 】
　 生 理 食 塩 水 群 及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 の 両 群 に お い て 、 虚 血 性 肢 に お け る （ そ れ ぞ れ Ｐ ＝ ０
． ２ ４ ０ ４ 、 Ｐ ＝ ０ ． ０ ８ ４ ６ ） 内 転 筋 群 及 び 大 腿 薄 筋 の 面 積 減 少 が 観 察 さ れ た 。 図 ６ Ｃ
及 び 図 ６ Ｄ に 示 す よ う に 、 虚 血 性 ／ 非 虚 血 性 肢 の 比 で 表 さ れ る 筋 肉 面 積 は 、 生 理 食 塩 水 群
及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 （ Ｐ ＝ ０ ． ４ ５ ８ ４ ） に お い て 類 似 し て い た 。 生 理 食 塩 水 で 処 置 し た
動 物 に お い て 、 非 虚 血 性 肢 に 比 べ て 虚 血 性 肢 に お い て ５ ０ μ ｍ 以 下 の 細 動 脈 の 数 は 有 意 に
減 少 し た （ Ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ３ ３ ） 。 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 に お い て は 、 差 は 有 意 で は な か っ た （ Ｐ
＝ ０ ． １ ３ ４ ７ ） 。 虚 血 性 ／ 非 虚 血 性 肢 の 比 を 計 算 す る こ と に よ り 、 生 理 食 塩 水 （ Ｐ ＝ ０
． ０ １ ８ ７ ） と 比 べ て Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た 筋 肉 に お い て 統 計 学 的 に 高 い 値 が 明 ら か に
な っ た 。 に も か か わ ら ず 、 ど の 処 置 群 （ 生 理 食 塩 水 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ に 対 し て そ れ ぞ れ Ｐ ＝
０ ． ９ ３ ２ ０ 、 Ｐ ＝ ０ ． １ ５ ８ ６ ） の 非 虚 血 性 肢 及 び 虚 血 性 肢 か ら の 筋 肉 に お い て も 、 細
動 脈 密 度 は 異 な っ て い な か っ た 。 虚 血 性 ／ 非 虚 血 性 肢 の 比 で 表 さ れ る 細 動 脈 密 度 は 、 生 理
食 塩 水 群 と Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 と で 異 な っ て い な か っ た （ Ｐ ＝ ０ ． ２ ７ ２ ４ ） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 実 施 例 １ １ ： Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入 後 の 虚 血 性 筋 肉 に お け る Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 発 現
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － ２ な ど 他 の 血 管 由 来 因 子 を 含 む 遺 伝 子 治 療 と は 対 照 的 に 、 発 明
者 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 発 現 が Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た 動 物 の 虚 血 性 筋 肉 に 有 利 に 制 限 さ れ る
こ と を 証 明 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ま た 、 非 虚 血 性 （ 反 対 側 ） の 注 射 さ れ て い な い 肢 （ 図 ７ Ａ ） 及 び 生 理 食 塩 水 （ 図 ７ Ｂ ）
ま た は Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ （ 図 ７ Ｃ ） を 注 射 し た 虚 血 性 肢 か ら 得 た 大 腿 の 後 部 分 か ら の 筋 肉 （ 大
腿 薄 筋 及 び 内 転 筋 群 ） に お け る 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色
の 代 表 的 な 写 真 （ １ ０ ０ 倍 に 拡 大 ） が 示 す よ う に 、 生 理 食 塩 水 で 処 置 し た 動 物 の 虚 血 性 筋
肉 に お い て も 生 理 食 塩 水 及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た 動 物 の 非 虚 血 性 （ 反 対 側 ） 筋 肉 に お
い て も Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 発 現 は 驚 い た こ と に 検 出 で き な か っ た 。 こ れ は 、 成 熟 血 管 の 形 成 に よ
る 持 続 し た 血 管 由 来 反 応 を も た ら す の に 十 分 な 治 療 的 空 白 内 で 、 し か し 散 在 性 及 び 乱 雑 な
血 管 形 成 ま た は 負 の 副 作 用 を 許 容 し な い 濃 度 で 、 コ ー ド さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ － １ タ ン パ ク 質 の 徐
放 を 可 能 に す る プ ラ ス ミ ド Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 優 れ た 特 性 を は っ き り と 示 し て い る 。 Ｎ Ｖ １ Ｆ
Ｇ Ｆ は 従 っ て 、 処 置 筋 肉 に お い て 検 出 不 可 能 な 濃 度 で 血 管 形 成 を 効 率 的 に 促 進 す る こ と が
で き 、 従 っ て 、 治 療 的 空 白 及 び 悪 化 し た 内 皮 機 能 障 害 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 条 件 に 含 ま
れ る Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 濃 度 の 使 用 を 可 能 に す る の で 、 特 に 効 力 が あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 安
全 性 及 び 効 力 の 点 で そ の よ う な 優 れ た 特 徴 に 起 因 し て 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ は 、 高 コ レ ス テ ロ ー
ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 に よ り 引 き 起 こ さ れ た 悪 化 し た 状 態 に お け る 血 管 形 成 治 療 と し て 用 い
ら れ 得 る の で 有 利 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 治 療 が 側 副 血 管 及 び 細 動 脈 の 増 加 に よ っ て 障 害 さ
れ た も の を 救 済 す る こ と が で き る こ と を は っ き り 示 し て い る 。 事 実 上 、 １ ５ ０ μ ｍ 以 上 の
側 副 血 管 の 成 長 が 血 管 造 影 的 に 証 明 さ れ 、 ５ ０ μ ｍ 以 下 の 細 動 脈 の 成 長 が 、 大 腿 二 頭 筋 、
内 転 筋 群 、 大 腿 薄 筋 、 半 膜 様 筋 、 及 び 半 腱 様 筋 を 含 む 大 腿 後 部 に お け る 免 疫 組 織 化 学 に よ
っ て 証 明 さ れ た 。 期 せ ず し て 本 件 出 願 人 は 、 血 管 造 影 ス コ ア に よ っ て 際 立 た せ た よ う に （
図 ５ Ｃ ） 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入 か ら １ ４ 日 後 、 側 副 血 管 の 形 成 が こ の 領 域 へ 著 し く 刺
激 さ れ る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 大 腿 の 動 脈 切 除 後 に そ の 領 域 に 虚 血 が 生 じ る と 主 張 す る た め に 組 織 酸 素 付 加 の in situ
測 定 を 行 っ て は い な い が 、 中 心 核 形 成 、 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ネ ク ロ ー シ ス 、 炎 症 な ど 組 織 学
的 病 変 の 存 在 は 明 ら か に な っ た （ 図 ２ ） 。 よ り 正 確 に は 、 こ れ ら の 病 変 は 内 転 筋 群 筋 肉 及
び 大 腿 薄 筋 に 限 定 さ れ 、 大 腿 二 頭 筋 、 半 膜 様 筋 、 及 び 半 腱 様 筋 に は 病 変 の 傾 向 は な か っ た
。 従 っ て 、 ５ ０ μ ｍ 以 下 の 細 動 脈 の 定 量 化 は 、 専 ら 、 内 転 筋 管 の す ぐ 上 の 内 転 筋 群 筋 肉 及
び 大 腿 薄 筋 に お い て 行 っ た 。 図 ６ Ｄ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 移 入 が 虚 血 性
肢 の こ れ ら の 筋 肉 へ の 細 動 脈 の 絶 対 数 を 増 加 さ せ た 。
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【 ０ １ １ ６ 】
　 従 っ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 組 織 へ の 血 液 の 搬 送 及 び 輸 送 が 必 要 な 大 腿 後 部 の 虚 血 負 傷
筋 肉 に お い て コ ン ダ ク タ ン ス が 大 き い 成 熟 血 管 （ １ ５ ０ μ ｍ 以 上 の 側 副 血 管 ） 及 び 抵 抗 が
小 さ い 動 脈 （ ５ ０ μ ｍ 以 下 の 細 動 脈 ） の 形 成 を 誘 導 す る た め の Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 能 力 を 疑 い
な く 実 証 し て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 実 施 例 １ ２ ： Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た 筋 肉 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 誘 導 の 不 存 在
　 こ の 実 験 の 目 的 は 、 マ ウ ス に お け る ラ ッ ト Ｆ Ｇ Ｆ － １ を コ ー ド す る 裸 の Ｄ Ｎ Ａ の 筋 肉 内
（ Ｉ Ｍ ） 投 与 に 続 く Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 誘 導 を in vivoで 評 価 す る こ と で あ っ た 。 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ａ （ ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ） 循 環 レ ベ ル と 局 所 遺 伝 子 発 現 の 両 方 を 調 査 し た 。 循 環 レ ベ ル を
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て Ｉ Ｍ 投 与 後 ３ 日 及 び ７ 日 間 測 定 し 、 ７ 日 目 ま で ２ つ の ア ッ セ イ 、 即 ち
、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） と 、 リ ア ル タ イ ム 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 法 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 と を 用 い て 局 所 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 遺 伝 子 発 現 を
調 査 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ の 研 究 に は 、 ４ ０ 匹 の メ ス の マ ウ ス を 用 い た 。 群 １ 乃 至 ３ （ １ 群 に つ き ｎ ＝ ８ ） に は
そ れ ぞ れ pCOR-CMV.rat-spFGF-1、 pCOR-CMV.Empty（ Ｆ Ｇ Ｆ － １ 遺 伝 子 な し ） ま た は Ｎ ａ Ｃ
ｌ ０ ． ９ ％ を 右 左 両 方 の 頭 部 脛 骨 筋 に Ｉ Ｍ 投 与 し た 。 pCOR-CMV.rat-spFGF-1は 、 ヒ ト Ｆ Ｇ
Ｆ － １ が 対 応 す る ラ ッ ト 由 来 の コ ー ド 配 列 に 置 換 さ れ た Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド に 対 応 す
る 。 注 射 さ れ た 筋 肉 を 投 薬 後 ７ 日 目 に 回 収 し 、 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 及 び Ｆ Ｇ Ｆ － １ 免 疫 組 織 化
学 （ 右 筋 肉 ） ま た は ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ 左 筋 肉 ） の た め に 処 理 し
た 。 群 １ 乃 至 ３ に お い て 、 新 た に 調 製 し た 血 清 サ ン プ ル に お い て ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ の Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ 検 出 を 行 う た め に 、 投 与 後 ３ 日 目 （ Ｄ ３ ） 及 び ７ 日 目 （ Ｄ ７ ） に 血 液 を 収 集 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 図 ８ に 示 す よ う に 、 pCOR-CMV.Empty I（ 図 ８ Ｂ ） に も Ｎ ａ Ｃ ｌ  を 注 射 し た 筋 肉 （ 図 ８
Ｃ ） に も Ｆ Ｇ Ｆ － １ 陽 性 筋 線 維 は 検 出 さ れ な か っ た 。 pCOR-CMV.sp-ratFGF-1を 注 射 し た 筋
肉 （ 図 ８ Ｅ ） に 対 し て 、 筋 線 維 ／ 切 片 を 発 現 す る ２ ５ Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 平 均 値 を 確 立 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 免 疫 組 織 化 学 を 用 い て 、 両 対 照 筋 肉 群 （ Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び pCOR-CMV.Empty） に 類 似 か つ 淡 い
ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 標 識 が 観 察 さ れ た 。 こ れ は ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ の 内 因 性 発 現 を 示 し て い る 。 筋
線 維 内 に 局 在 さ せ た 免 疫 染 色 は モ ザ イ ク パ タ ー ン を 示 し た が 、 こ れ は 他 よ り も 強 く 標 識 さ
れ た 線 維 が あ っ た た め で あ る 。 pCOR-CMV.rat-spFGF-1を 注 射 し た 筋 肉 に お い て 、 pCOR-CMV
.Emptyま た は Ｎ ａ Ｃ ｌ を 注 射 し た 筋 肉 に 比 べ て 投 与 後 Ｄ ７ に よ る ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 免 疫 標 識
の 増 加 は 見 ら れ な か っ た （ 図 ８ Ｄ ） 。 同 じ 免 疫 染 色 の モ ザ イ ク パ タ ー ン は 見 ら れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 を 用 い て 、 pCOR-CMV.Empty及 び Ｎ ａ Ｃ ｌ で 処 置 し た 筋 肉
に お い て 類 似 レ ベ ル の ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 が 証 明 さ れ た （ 全 Ｒ Ｎ Ａ の ２ ｎ ｇ 当 た
り ６ ． ８ ４ × １ ０ ３ 及 び ４ ． ３ １ × １ ０ ３ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー ） 。 こ れ は 内 因 性 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ａ 発 現 を 示 し て い る 。 pCOR-CMV.sp-ratFGF-1を 注 射 し た 筋 肉 に お い て 、 pCOR-CMV.Empty
ま た は Ｎ ａ Ｃ ｌ を 注 射 し た 筋 肉 に 比 べ て 投 薬 後 ７ 日 目 （ Ｄ ７ ） ま で に ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ｍ Ｒ
Ｎ Ａ レ ベ ル の 増 加 は 見 ら れ な か っ た （ 全 Ｒ Ｎ Ａ の ２ ｎ ｇ 当 た り ６ ． ５ １ × １ ０ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
コ ピ ー ） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 pCOR-CMV.rat-spFGF-1を 筋 肉 内 投 与 し て も 注 射 さ れ た 筋 肉 に 局 所 ｍ Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 誘 導 を も た ら さ ず 、 注 射 さ れ た マ ウ ス の 循 環 血 液 中 に ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 分 泌 を も
た ら さ な か っ た こ と を は っ き り と 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 実 施 例 １ ３ ： 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の ワ タ ナ ベ ウ サ ギ 冠 動 脈 疾 患 動 物 モ デ ル
　 可 能 性 の あ る 処 置 と し て の 遺 伝 子 治 療 産 物 の 確 認 は 、 そ の 生 物 学 的 活 性 に 部 分 的 に 依 存
し て い る 。 そ れ を 評 価 す る た め に 、 被 選 択 動 物 モ デ ル は 、 解 剖 学 的 構 造 及 び 機 能 に 関 す る
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限 り 模 倣 す る ヒ ト 疾 患 に で き る だ け 近 い も の で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 解 剖 学 的 関 連 性 は 、 用 い る 種 に 基 づ い た 。 冠 状 動 脈 ネ ッ ト ワ ー ク に 関 す る 限 り 、 ヒ ト の
心 臓 に で き る だ け 近 い も の で あ る べ き で あ る 。 更 に 、 種 々 の 技 術 ス テ ッ プ が 容 易 に な る の
で 種 は 大 き け れ ば 大 き い ほ ど よ い 。 他 方 、 費 用 、 取 扱 い 設 備 、 動 物 状 態 偶 然 性 、 動 物 設 備
適 応 性 な ど の 因 子 も 考 慮 し た 。 こ の 研 究 で 見 つ け ら れ た 最 も 良 い 妥 協 案 は ウ サ ギ で あ る 。
ウ サ ギ は 、 取 扱 い 及 び 固 定 が 容 易 な 程 度 に 小 さ く 、 特 定 の 動 脈 の 良 好 な ス ポ ッ テ ィ ン グ 、
正 確 な 冠 動 脈 造 影 、 種 々 の 解 剖 学 的 及 び 機 能 的 事 項 の ヒ ト 様 比 較 が 可 能 な 程 度 に 大 き い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 実 際 、 機 能 的 関 連 性 は こ こ で は 動 物 の 能 力 に 基 づ い た が 、 こ れ は ヒ ト 側 の 対 応 部 （ coun
terpart） 即 ち 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 に 関 連 す る 血 管 由 来 欠 損 に で き る だ け 近 い 病 態 を 作
り 出 す た め で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ヒ ト に お け る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 は 、 血 管 内 皮 機 能 障 害 と 、 究 極 的 に は 主 要 な 冠 動 脈
の 進 行 性 狭 小 化 を 引 き 起 こ す 。 休 息 時 と 負 荷 時 の 冠 状 動 脈 血 流 の 不 均 衡 が 、 痛 み 及 び 低 収
縮 性 に つ な が る 密 か な 心 筋 機 能 不 全 を 引 き 起 こ す 。 通 常 、 供 給 は 休 息 時 に は 適 切 で あ る が
、 負 荷 が 生 じ る と 、 需 要 が 高 ま る 一 方 で 冠 状 動 脈 の 閉 塞 性 病 変 に よ り 供 給 は 不 可 能 に な る
。 こ の ヒ ト 病 理 学 を 模 倣 す る 目 的 が 主 要 な 冠 動 脈 上 で の 狭 窄 の 設 定 及 び こ の 狭 窄 に よ り 負
荷 時 に 生 み 出 さ れ る 不 均 衡 を 明 ら か に す る た め の 負 荷 試 験 の 使 用 の 両 方 に つ な が る 理 由 は
こ こ に あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 従 っ て 、 Ｌ Ｄ Ｌ 受 容 体 欠 損 で あ る が ゆ え に 冠 状 動 脈 の ア テ ロ ー ム に つ な が る よ う な 自 発
性 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 を 発 現 す る ワ タ ナ ベ 遺 伝 性 高 脂 血 症 ウ サ ギ （ Ｗ Ｈ Ｈ Ｒ ） を 用 い
て 、 開 胸 手 術 中 に 虚 血 を 評 価 し 、 虚 血 性 状 態 に 対 す る Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 心 筋 内 注 射 の 効 果 を
評 価 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 全 て の 実 験 の 扱 い は 、 動 物 管 理 委 員 会 に 承 認 さ れ 、 Ｎ Ｉ Ｈ の 実 験 動 物 の 管 理 と 使 用 に 関
す る ガ イ ド ラ イ ン に 適 合 し た 実 験 計 画 に 基 づ い た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 体 重 ３ ０ ０ ０ ～ ３ ５ ０ ０ ｇ の １ 歳 齢 の Ｗ Ｈ Ｈ ウ サ ギ を コ バ ン ス 社 （ Covance, PO Box 72
00, Denver, PA, 17517, USA） か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 使 用 前 少 な く と も ８ 日 間 は 、 良 好 な 動 物 管 理 慣 習 に 基 づ き 全 て の 動 物 を 動 物 小 屋 に 保 持
し た 。 こ の 期 間 を 通 じ て 、 １ 匹 ず つ 檻 に 入 れ 、 エ サ （ 112C type from UAR） 及 び 適 切 に ろ
過 さ れ た 飲 料 水 に 自 由 に ア ク セ ス で き る よ う に し た 。 動 物 小 屋 は 、 大 気 温 度 ２ ０ ～ ２ ４ □
、 湿 度 ３ ５ ～ ７ ５ ％ に セ ッ ト し 、 １ ２ 時 間 の 明 暗 サ イ ク ル （ 午 前 ６ 時 に 点 灯 ） を 維 持 し た
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ワ タ ナ ベ ウ サ ギ は 、 野 生 型 動 物 に 比 べ て コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル が ７ ～ １ ０ 倍 高 く 、 ト リ
グ リ セ リ ド レ ベ ル が 正 常 よ り ４ ～ ５ 倍 高 か っ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 屠 殺 後 、 そ の う ち の ４ 匹 を オ イ ル レ ッ ド Ｏ 染 色 し た 。 オ イ ル レ ッ ド Ｏ は 、 大 動 脈 、 冠 状
動 脈 の 口 及 び 僧 帽 弁 に お け る 脂 質 プ ラ ー ク の 存 在 を 証 明 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 更 に 、 こ れ ら の う ち の １ つ を 組 織 学 的 分 析 に 送 っ た 。 回 旋 冠 動 脈 の Ｈ Ｅ Ｓ 染 色 切 片 の 顕
微 鏡 検 査 は 、 ２ 匹 の 研 究 用 ウ サ ギ の 一 方 （ ウ サ ギ 番 号 CAD98R2、 図 ９ Ｂ を 参 照 ） に お い て
管 腔 の 約 １ ５ ％ を カ バ ー し て い る ア テ ロ ー ム 斑 を 同 定 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ワ タ ナ ベ 遺 伝 性 高 脂 血 症 ウ サ ギ は 、 ２ つ の 興 味 深 い 性 質 を 有 し て い た 。 １ つ は ウ サ ギ の
心 臓 サ イ ズ が 複 数 回 の 心 筋 内 注 射 に 十 分 適 合 し て い た こ と で あ り 、 １ つ は ウ サ ギ の 冠 状 動
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脈 ネ ッ ト ワ ー ク の 所 々 に ア テ ロ ー ム 斑 が あ っ た こ と で あ る 。 麻 酔 下 で の ド ブ タ ミ ン 負 荷 試
験 を 行 う と 顕 著 な 虚 血 パ タ ー ン が 見 ら れ る 一 方 で 、 （ 正 常 な Ｅ Ｃ Ｇ 及 び 正 常 な 収 縮 性 に よ
り 評 価 さ れ る ） 冠 状 動 脈 血 流 が 休 息 中 に 正 常 で あ る 理 由 は 、 後 者 の 性 質 に よ り 説 明 さ れ る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 つ ま り 、 両 分 析 、 心 電 図 検 査 及 び 心 臓 エ コ ー 検 査 は 、 負 荷 時 に 、 例 え ば Ｓ Ｔ の 低
下 ま た は 減 動 （ hypokinesis） な ど そ の ヒ ト 側 の 対 応 部 と の 比 較 が 可 能 な 徴 候 を 証 明 す る
。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 実 施 例 １ ４ ： 手 術
　 直 接 注 射 に よ っ て 遺 伝 子 治 療 産 物 を 心 筋 に 届 け る た め に 手 術 を 用 い る 。 無 菌 条 件 下 で 手
術 手 順 を 行 っ た 。 ケ タ ミ ン （ ７ ０ ｍ ｇ ／ Ｋ ｇ ） と キ シ ラ ジ ン （ ７ ｍ ｇ ／ Ｋ ｇ ） の 混 合 物 を
麻 酔 下 で 動 物 に 筋 肉 内 注 射 し た （ １ ｍ ｌ ／ Ｋ ｇ ） 。 気 管 内 挿 管 を 容 易 に す る た め に 剃 毛 後
に 動 物 の 咽 頭 に リ ド カ イ ン ５ ％ ス プ レ ー に よ り 蒸 気 を 与 え 、 実 験 を 通 じ て 以 下 の 条 件 で 人
工 呼 吸 器 （ Siemens, Servo Ventilator 900D） に よ り 麻 酔 を 維 持 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 　 ガ ス 注 入 量 ： １ ， ４ Ｌ ／ 分
　 　 ガ ス 抜 き 頻 度 ： ４ ０ ／ 分
　 　 ハ ロ タ ン ： ０ ． ４ ～ ０ ． ６ ％
　 　 酸 素 ： ３ ０ ～ ３ ５ ％
　 ５ ％ の グ ル コ ー ス が 動 物 の 中 を 連 続 的 に 潅 流 す る よ う に 、 辺 縁 耳 静 脈 の カ ニ ュ ー レ 挿 入
を 行 っ た 。 手 術 行 為 を 通 じ て 安 定 し た リ ズ ム を 確 実 に す る た め に Ｅ Ｃ Ｇ に よ る モ ニ タ リ ン
グ を 用 い た 。 第 四 肋 間 腔 で 左 開 胸 を 行 っ た 。 心 膜 を 開 い た 後 、 心 臓 を プ ラ ス ミ ド 注 射 の た
め に 曝 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 自 作 の 針 に よ り 、 即 ち 短 い 斜 端 針 Ｂ Ｄ （ ２ ６ Ｇ ３ ／ ８ ） が 固 定 さ れ た ス テ リ フ レ ッ ク ス
（ Steriflex） Ｇ １ ９ カ テ ー テ ル （ ref: 167.10） に 接 続 さ れ た ２ ５ ０ μ ｌ の ハ ミ ル ト ン 注
射 器 に よ り 、 左 心 室 自 由 壁 上 の １ ３ の 異 な る 位 置 に 注 射 を 行 っ た 。 １ つ の 位 置 に つ き １ ｍ
ｇ ／ ｍ ｌ の プ ラ ス ミ ド 溶 液 を ２ ５ μ ｌ 注 射 し た 。 各 注 射 位 置 を 図 １ Ａ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 注 射 後 、 ド レ イ ン チ ュ ー ブ を 胸 腔 に 配 置 し 、 ２ 本 の Mersurtures（ 登 録 商 標 ） （ １ ． ０
） 縫 合 糸 で 肋 骨 を 隣 り 合 わ せ に 置 い た 。 動 物 が 覚 醒 す る ま で ハ ロ タ ン を 止 め 、 酸 素 を 維 持
し た 。 胸 部 を 閉 じ る 間 中 、 ド レ ナ ー ジ を ２ ０ ０ ～ ４ ０ ０ ｍ ｂ ａ ｒ 付 近 に 設 定 し た 。 筋 肉 の
２ つ の 層 を バ イ ク リ ル （ 登 録 商 標 ） （ ４ ． ０ ） 縫 合 糸 に よ り 閉 じ た 。 そ の 後 、 Suturamide
（ ２ ／ ０ ） 縫 合 糸 に よ り 皮 膚 を 縫 合 し た 。 ド レ イ ン チ ュ ー ブ を 引 き 抜 く 直 前 に 胸 部 全 体 で
肺 が 十 分 に 膨 ら む よ う に 、 最 後 の 縫 合 が 終 わ っ た 時 点 で か つ ド レ イ ン チ ュ ー ブ の 除 去 前 に
、 人 工 呼 吸 器 の 助 け を 借 り て 肺 に お け る 終 末 呼 気 陽 圧 （ Ｐ Ｅ Ｅ Ｐ ） を 増 加 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 傷 に ベ ー タ ダ イ ン ゲ ル を 塗 布 し 、 包 帯 を 巻 回 し た 。 動 物 が 覚 醒 し た と き 、 人 工 呼 吸 器 を
停 止 さ せ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 実 施 例 １ ５ ： 手 術 後 の 処 置
　 動 物 が 覚 醒 し た ら す ぐ に 、 以 下 の 化 合 物 を 注 射 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 手 術 中 及 び 手 術 後 に 冠 動 脈 の 潜 在 的 な 血 栓 症 を 避 け る た め の 凝 集 阻 止 及 び 血 液 凝 固 阻 止
：
　 　 ０ ． ３ ７ ５ ｍ ｌ の ベ タ ル ジ ン （ Vetalgine） （ 手 術 の １ 日 前 及 び そ の 後 ５ 日 間 ） ： 筋
肉 内 注 射
　 　 ０ ． １ ｍ ｌ の ヘ パ リ ン （ 手 術 の 翌 日 か ら ４ 日 間 ） ： 皮 下 注 射
　 感 染 予 防 の た め の ス ペ ク ト ル の 大 き な 抗 生 物 質 ：
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例 え ば



　 　 ０ ． ２ ｍ ｌ の バ イ ト リ ル （ Baytril） ２ ％ （ ５ 日 間 ） ： 皮 下 注 射
　 動 物 が つ ら い 手 術 行 為 に 耐 え る よ う に 強 力 な 鎮 痛 薬 ：
　 　 ０ ． ５ ｍ ｌ の モ ル ヒ ネ （ ２ 日 間 ） ： 皮 下 注 射
　 実 施 例 １ ６ ： 心 電 図 検 査
　 心 電 図 検 査 を ヒ ト 側 の 対 応 部 に な る べ く 近 づ け て 設 定 し た 。 ４ つ の 電 極 を 四 肢 に セ ッ ト
し 、 ６ つ （ Ｖ １ か ら Ｖ ６ ） を 前 胸 部 に セ ッ ト し た 。 古 典 的 な 十 二 誘 導 Ｅ Ｃ Ｇ を 心 電 計 （ HP
 Pagewriter II 4565A） に 記 録 し た 。 Ｅ Ｃ Ｇ の 使 用 に よ り 、 （ １ ） 手 術 中 の 心 臓 リ ズ ム 、
（ ２ ） ド ブ タ ミ ン 負 荷 試 験 中 の 心 臓 リ ズ ム 、 （ ３ ） 心 筋 梗 塞 の 検 出 、 及 び （ ４ ） 虚 血 の 徴
候 の 検 出 を モ ニ タ ー す る こ と が 可 能 に な っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ４ ． １ 　 手 術 中 の 心 臓 リ ズ ム の モ ニ タ リ ン グ
　 全 身 麻 酔 を 伴 う 開 胸 手 術 は 、 潜 在 的 に 、 Ｅ Ｃ Ｇ モ ニ タ リ ン グ に よ り 検 出 可 能 な 種 々 の 手
術 毎 の 問 題 に つ な が る こ と が あ る 。 徐 脈 は ア ト ロ ピ ン 注 射 に よ っ て 処 置 し 、 不 整 脈 は リ ド
カ イ ン ０ ． ５ ％ 注 射 （ ０ ． ５ ～ １ ｍ ｌ ） に よ っ て 処 置 し 、 心 臓 の 停 止 は イ ソ プ レ ナ リ ン を
含 む 高 エ ネ ル ギ ー 心 肺 蘇 生 に よ っ て 処 置 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ４ ． ２ 　 ド ブ タ ミ ン 負 荷 試 験 の 心 臓 リ ズ ム の モ ニ タ リ ン グ
　 ド ブ タ ミ ン の 主 な 薬 理 学 的 効 果 が そ の 変 力 作 用 で あ っ た と し て も 、 こ の 産 物 は 変 時 性 の
よ う で も あ り 、 よ っ て 、 心 臓 リ ズ ム の 増 加 が 負 荷 試 験 を モ ニ タ ー す る 最 も 簡 単 な 方 法 で あ
る よ う に 見 え た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ４ ． ３ 　 心 筋 梗 塞 の 検 出
　 最 も 重 要 な 部 分 で は そ れ ぞ れ が ｐ 波 、 ｑ 波 、 ｒ 波 、 ｓ 波 の 連 続 し た も の で あ る よ う な 一
連 の 拍 動 と し て 心 臓 の 電 気 活 性 を 記 録 し た 。 ｐ 波 を 試 験 活 性 の 証 拠 と し て 用 い 、 ｑ ｒ 波 を
合 成 し た も の を 心 室 活 性 の 証 拠 と し て 用 い 、 ｔ 波 を 再 分 極 の マ ー カ と し て 用 い た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ヒ ト に お け る 心 筋 梗 塞 の 最 も 古 典 的 な Ｅ Ｃ Ｇ サ イ ン は 、 深 く か つ 大 き な ｑ 波 で あ る 。 一
連 の 診 査 用 ウ サ ギ の 分 析 は ほ と ん ど の ウ サ ギ に お い て 冠 動 脈 を 機 械 的 に 閉 じ た と き に そ の
よ う な ｑ 波 の 存 在 を 示 す の で 、 ウ サ ギ の 並 列 実 験 は 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ４ ． ４ 　 虚 血 の 徴 候 の 検 出
　 こ の 密 か な 現 象 は 、 休 息 中 に 通 常 見 ら れ る も の で は な か っ た 。 負 荷 試 験 中 、 種 々 の 変 化
が 表 れ た 。 ウ サ ギ の 心 臓 が 同 一 の 機 械 的 ／ 科 学 的 負 荷 を 与 え た と き に 同 一 の 電 気 的 パ タ ー
ン を 示 す と 仮 定 し た 。 事 実 、 ヒ ト に お け る 実 際 の 虚 血 は 、 Ｓ Ｔ セ グ メ ン ト の 上 昇 ま た は Ｔ
波 の 低 下 ま た は ／ 及 び 反 転 を も た ら す （ 図 １ ０ ） 。 ２ つ の 主 要 な サ イ ン は 、 ヒ ト の 負 荷 試
験 中 、 図 １ ０ に 示 し た よ う な Ｓ Ｔ セ グ メ ン ト の 低 下 と 負 の 深 い Ｔ 波 で あ る 。 そ の ウ サ ギ 側
の 対 応 部 の 例 を 図 １ １ に 示 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 虚 血 サ イ ン の ス コ ア リ ン グ 方 法 を 図 １ ２ に 示 し た 。 図 １ ２ に 示 さ れ る よ う な 各 誘 導 に 対
す る ０ ポ イ ン ト （ 正 常 な Ｅ Ｃ Ｇ ） か ら ３ ポ イ ン ト （ 著 し い 虚 血 ） ま で の ス コ ア が 与 え ら れ
、 記 録 さ れ た 。 誘 導 に お け る 有 意 な 偏 差 の 存 在 は 、 偏 差 が 見 ら れ る 誘 導 の 数 と し て 重 要 で
あ っ た 。 従 っ て 、 先 ず 全 ス コ ア の 合 計 を 記 録 し 、 次 に 特 定 の Ｅ Ｃ Ｇ に 見 ら れ た 最 も 高 い ス
コ ア の み を 保 持 し 、 虚 血 性 動 物 の 包 括 の た め に 用 い た 。 唯 一 の 除 外 基 準 は 、 経 壁 ネ ク ロ ー
シ ス を 示 す ｑ 波 （ １ マ ス よ り 大 き く 、 ３ マ ス よ り 深 い ） の 存 在 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 休 息 中 の 典 型 的 な 標 準 十 二 誘 導 Ｅ Ｃ Ｇ を 図 １ ３ Ａ に 示 し た 。 同 一 の 動 物 は 、 最 大 負 荷 で
（ 図 １ ３ Ｂ を 参 照 ） Ｉ 、 Ｉ Ｉ 、 ａ Ｖ Ｆ 、 Ｖ １ 、 Ｖ ２ 、 Ｖ ３ 、 Ｖ ４ 誘 導 に お い て 有 意 な 下 向
き 勾 配 の 低 下 と 、 Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｖ ５ 及 び Ｖ ６ 誘 導 に お い て 有 意 で な い 低 下 を 示 し た 。 こ の 特 定
の Ｅ Ｃ Ｇ は 、 非 常 に 強 い 虚 血 を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
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　 結 論 的 に は 、 Ｅ Ｃ Ｇ は 、 除 外 基 準 （ 即 ち ネ ク ロ ー シ ス ） ま た は 包 含 基 準 （ ド ブ タ ミ ン に
対 す る 虚 血 性 反 応 ） の い ず れ か を 検 出 す る た め の 、 最 初 に 行 う の に 最 も 良 い 方 法 で あ っ た
。
【 ０ １ ５ １ 】
　 実 施 例 １ ７ ： 心 臓 エ コ ー 検 査
　 ア キ ュ ソ ン ・ セ コ イ ア ２ ５ ６ （ Acuson Sequoia 256） 及 び 線 形 ８ Ｌ ５ 　 ８ Ｍ Ｈ ｚ プ ロ ー
ブ を 用 い て 心 筋 収 縮 性 を 評 価 し た 。 小 型 ウ サ ギ の 胸 部 域 が こ の 特 定 の 分 析 に お い て こ の 表
在 プ ロ ー ブ を 用 い る に 耐 え る も の だ っ た か ら で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 各 動 物 に 対 し て 、 手 術 前 に １ 回 、 そ の 後 負 荷 試 験 前 と 負 荷 試 験 中 に 毎 週 、 心 臓 エ コ ー 検
査 を 実 施 し た 。 各 ケ ー ス で は 、 長 軸 及 び 短 軸 の 両 軸 に お い て 、 で き る だ け 多 く の セ グ メ ン
ト で 次 々 に 心 臓 の 全 体 的 な 速 度 論 的 挙 動 を 検 査 し た 。 そ の 後 、 長 軸 に お い て 最 大 径 を ス ポ
ッ テ ィ ン グ し 、 左 心 室 の 正 常 な 挙 動 を 確 実 に す る た め に 装 置 を Ｍ モ ー ド に 切 り 替 え た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 負 荷 試 験 の 各 ス テ ッ プ に お い て 類 似 の ２ Ｄ 分 析 を 行 っ た 。 検 出 さ れ た 異 常 性 を 記 録 し て
更 に 評 価 し た 。 位 置 は 下 記 （ 図 １ ４ ） の 命 名 法 を 用 い て 書 き 留 め 、 欠 損 の タ イ プ の 格 付 け
は 、 正 常 な も の に 対 し て は １ 、 減 動 （ hypokinesy） に 対 し て は ２ 、 無 動 （ akinesy） に 対
し て は ３ 、 運 動 障 害 （ dyskinesy） に 対 し て は ４ と し た 。 欠 損 の 存 在 が 疑 わ し い と き は 、
Ｍ モ ー ド を 用 い て 肥 大 割 合 を 格 付 け し た 。 そ の 後 、 全 て の セ グ メ ン ト が 正 常 な 肥 大 割 合 （
３ ０ ％ 以 上 ） を 有 す れ ば １ 、 減 動 （ １ 若 し く は 複 数 の セ グ メ ン ト ３ ０ ％ 以 下 ） を 有 す れ ば
２ 、 無 動 （ 少 な く と も １ つ の セ グ メ ン ト に 肥 大 な し ） を 有 す れ ば ３ 、 運 動 障 害 （ １ つ の セ
グ メ ン ト が 負 の 肥 大 割 合 、 即 ち 収 縮 期 中 に 心 筋 が 拡 大 ） を 有 す れ ば ４ と し て 配 列 を ス コ ア
化 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 最 も 高 い 欠 損 ス コ ア の み を 最 終 分 析 の た め に 保 持 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 実 施 例 １ ８ ： ド ブ タ ミ ン 負 荷 試 験
　 こ の 試 験 は 、 負 荷 状 態 へ の 心 臓 の 反 応 を 模 倣 す る た め に そ の 変 力 性 及 び 変 時 性 特 性 に よ
り ド ブ タ ミ ン を 用 い た 。 虚 血 は 、 通 常 は 負 荷 中 に 生 じ る 密 か な 現 象 で あ る の で 、 心 臓 エ コ
ー 検 査 に よ り 証 明 さ れ る よ う な Ｅ Ｃ Ｇ 上 の 電 気 サ イ ン 及 び 心 筋 収 縮 性 に 対 す る そ の 結 果 を
検 出 し て そ れ を 明 か し た 。 試 験 の 技 術 的 ス テ ッ プ は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 　 麻 酔 ： イ ソ フ ル ラ ン は 休 息 中 の 心 拍 数 を 高 く す る イ ソ フ ル ラ ン を 処 分 し た 。 ア ト ロ ピ
ン の 付 加 は 心 室 転 位 症 の 出 現 を も た ら す の で 、 ハ ロ タ ン を 処 分 し た 。 従 っ て 、 心 拍 数 増 加
の カ イ ネ テ ィ ク ス が 良 好 な キ シ ラ ジ ン － ケ タ ミ ン を 選 択 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 　 ア ト ロ ピ ン ： ０ ． ５ ｍ ｇ ／ Ｋ ｇ の ア ト ロ ピ ン 硝 酸 メ チ ル を 予 備 的 ス テ ッ プ と し て 耳 カ
テ ー テ ル に 注 射 し た 。 あ る 程 度 の 心 拍 数 増 加 を も た ら す 硫 酸 ア ト ロ ピ ン を 処 分 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 　 用 量 の ス ケ ー ル ア ッ プ ： 初 回 投 与 は ２ μ ｇ ／ Ｋ ｇ ／ 分 で あ っ た 。 ３ 分 毎 に 用 量 を ５ 、
１ ０ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 及 び ４ ０ μ ｇ ／ Ｋ ｇ ／ 分 に 増 加 さ せ た 。 最 大 心 臓 に 達 し て い な け れ ば
、 最 終 用 量 は ８ ０ μ ｇ ／ Ｋ ｇ ／ 分 の に し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ス テ ッ プ 毎 に Ｅ Ｃ Ｇ 及 び 心 臓 エ コ ー 検 査 を 記 録 し た 。 麻 酔 下 の ウ サ ギ の 心 拍 数 は 、 休 息
中 ２ ０ ３ ± ２ ２ （ ｎ ＝ ６ １ 試 験 ） 、 ４ ０ μ ｇ ／ Ｋ ｇ ／ 分 で ２ ８ ０ ± ３ １ （ ｎ ＝ ５ ９ ） 、 ８
０ μ ｇ ／ Ｋ ｇ ／ 分 で ２ ９ ９ ± １ ９ （ ｎ ＝ ２ ９ ） で あ っ た 。 心 拍 数 が ４ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 分 で
３ ０ ０ ｂ ｐ ｍ 以 下 の と き に の み ４ ０ か ら ８ ０ に 上 げ る 決 定 を し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 結 論 的 に は 、 こ の 試 験 を 用 い て 、 化 学 的 負 荷 中 の 心 筋 の 挙 動 が 分 か る よ う に し 、 従 っ て
、 心 臓 の 虚 血 性 切 片 を 明 ら か に し た 。
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【 ０ １ ６ １ 】
　 実 施 例 １ ９ ： ア テ ロ ー ム 斑 、 耐 性 及 び Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 の 組 織 学 的 分 析 検 出
　 実 験 の 最 後 に 、 ア テ ロ ー ム 斑 が 存 在 す る か ど う か ２ 匹 の ウ サ ギ の 回 旋 冠 動 脈 を 検 査 し た
。 心 臓 を 取 り 除 き 、 回 旋 冠 動 脈 の 上 部 を 含 む 左 心 室 の サ ン プ ル を 解 剖 し て 更 な る 分 析 の た
め に Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 ３ ． ７ ％ ホ ル マ リ ン に 浸 漬 し た 。 各 サ ン プ ル を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 各
３ ０ ０ μ ｍ か ら ５ μ ｍ 切 片 を 作 成 し 、 顕 微 鏡 検 査 の た め に ヘ マ ト キ シ リ ン － エ ロ シ ン － サ
フ ラ ン （ Hematoxilin-Eosin-Saffron： Ｈ Ｅ Ｓ ） で 染 色 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ２ 匹 の 他 の ウ サ ギ を 用 い て 、 左 心 室 壁 に Ｆ Ｇ Ｆ － １ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 注 射 す る
こ と の 効 率 及 び 安 全 性 を 評 価 し た 。 後 者 を ３ 日 目 に 安 楽 死 さ せ 、 心 臓 を 取 り 除 い て 洗 浄 し
、 前 壁 を 観 察 し て ホ ル マ リ ン に １ 時 間 保 持 し た 。 そ の 後 、 そ れ を ５ つ の サ ン プ ル に 分 け 、
そ れ ぞ れ を ３ ． ７ ％ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 ホ ル マ リ ン 中 に 一 晩 固 定 し て か ら パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 各 心 臓 に 対 し 、 肉 眼 的 病 変 を 示 す か 或 い は 注 射 部 位 を 含 む と 推 定 さ れ た ５ つ の サ ン プ ル
を 収 集 し 、 ３ ． ７ ％ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 ホ ル マ リ ン 中 に 一 晩 固 定 し て か ら パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ス ラ イ ド 試 料 に は 標 準 化 さ れ た 手 順 を 用 い た 。 各 ブ ロ ッ ク か ら ２ つ の ５ μ ｍ の 連 続 切 片
を 作 成 し た 。 一 方 の 切 片 を 組 織 病 理 学 的 検 査 の た め に ヘ マ ト キ シ リ ン － エ ロ シ ン － サ フ ラ
ン （ Ｈ Ｅ Ｓ ） で 染 色 し 、 他 方 の 切 片 を Ｆ Ｇ Ｆ － １ 免 疫 組 織 化 学 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） の た め に 処 理 し
た 。 針 及 び ベ ク タ ー 注 射 に 関 連 す る 組 織 学 的 変 化 の 存 在 に よ り 、 注 射 部 位 を Ｈ Ｅ Ｓ 染 色 切
片 上 で 同 定 し た 。 古 典 的 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン ア ッ セ イ を 用 い て Ｉ Ｈ Ｃ 手 順 を
行 っ た 。 一 次 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ウ サ ギ 抗 体 （ R&D Systems; ＃ AB-32-NA, ３ ０
倍 希 釈 ） に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ビ オ チ ン 化 ロ バ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Amer
sham, ２ ０ ０ 倍 希 釈 ） に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し
た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 加 え た 後 、 色 素 生 産 性 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 基 質 を 用 い て 免 疫 複 合 体
を 局 在 化 さ せ た 。 切 片 を に よ り ヘ マ ト キ シ リ ン 対 比 染 色 し 、 脱 水 し て 永 久 封 入 剤 に よ り 封
入 し た 。 こ の 方 法 に よ り 、 免 疫 反 応 性 線 維 は 褐 色 に 、 核 は 青 色 に 見 え た 。 ウ サ ギ 筋 肉 に お
け る Ｆ Ｇ Ｆ － １ Ｉ Ｈ Ｃ ア ッ セ イ の 以 前 の 確 認 は 、 ウ サ ギ 組 織 サ ン プ ル に 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体
を 用 い た と き で さ え も 、 筋 線 維 に お け る Ｆ Ｇ Ｆ － １ 導 入 遺 伝 子 検 出 能 力 を 実 証 し た 。 陰 性
対 照 （ 一 次 抗 体 を 省 略 す る が 二 次 抗 体 を 用 い る ） を 用 い て 特 定 の 免 疫 反 応 性 に 対 す る 非 特
異 的 染 色 （ 主 と し て 細 胞 外 の ） を 区 別 し た 。 更 に 、 ア ッ セ イ 中 の Ｆ Ｇ Ｆ － １ Ｉ Ｈ Ｃ の 動 作
制 御 は 以 前 に 高 レ ベ ル の Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 を 示 し た ラ ッ ト 筋 肉 か ら の 陽 性 切 片 （ ス ラ イ ド P1
056GNR2、 研 究 PAD31.2001） を 用 い て 行 っ た 。 免 疫 反 応 性 線 維 を 同 定 し て 顕 微 鏡 （ Zeiss, 
Axioplan 2） 下 で 計 数 し た 。 所 与 の 免 疫 反 応 性 細 胞 数 は 、 各 注 射 部 位 の 周 辺 に 見 ら れ た 免
疫 反 応 性 心 筋 線 維 の 数 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 実 施 例 ２ ０ ： 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 環 境 に お け る 治 療 的 血 管 形 成 の 実 証
　 １ 歳 齢 の オ ス の ワ タ ナ ベ ウ サ ギ を 全 部 で １ ６ 匹 用 い て 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 に 関 連 す
る 心 筋 虚 血 の 逆 戻 り に 対 す る Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 有 効 性 を 評 価 し た 。 更 に 、 ２ 匹 の ニ ュ ー ジ ー
ラ ン ド ウ サ ギ に 同 一 の 手 術 手 順 を 施 し 、 ３ 日 目 に 発 現 分 析 の た め に 屠 殺 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ２ ０ ． １ ／ Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 評 価 及 び 組 織 病 理 学 的 パ タ ー ン
　 ２ 匹 の 健 康 な ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ウ サ ギ を 手 術 手 順 及 び Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 注 射 後 ３ 日 目 に 屠
殺 し た 。 各 心 臓 か ら 分 析 し た ５ つ の サ ン プ ル 内 に ５ 及 び ７ つ の 注 射 部 位 を 局 在 化 し た の で
、 ベ ク タ ー 注 射 に 関 連 す る 組 織 病 理 学 的 変 化 の 評 価 を 成 功 裏 に 達 成 し た 。 ２ つ の 注 射 間 の
距 離 に 対 応 す る ６ ～ １ ０ ｍ ｍ だ け 離 れ た 、 最 大 ３ つ の 異 な る 注 射 部 位 を 証 明 す る サ ン プ ル
が あ っ た 。 心 筋 病 変 は 、 ほ ぼ 線 形 で 、 活 性 慢 性 炎 症 反 応 を 伴 う ネ ク ロ ー シ ス 及 び 変 性 に あ
っ た （ 図 １ ５ Ａ を 参 照 ） 。 心 膜 下 で 限 定 さ れ た 心 膜 炎 を 示 唆 す る リ ン パ 球 の 拡 散 浸 潤 を 示
す サ ン プ ル も あ っ た 。 個 々 の 結 果 を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ７ 】

10

20

30

40

50

(29) JP 2006-526592 A 2006.11.24



　 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 心 筋 内 注 射 か ら ３ 日 後 、 注 射 部 位 を 示 す 全 て の サ ン プ ル に お い て Ｆ Ｇ Ｆ
－ １ 免 疫 反 応 性 筋 線 維 を 検 出 し た 。 発 現 は 、 組 織 学 的 病 変 の 周 辺 に 限 る と 、 注 射 部 位 当 た
り ３ 乃 至 ３ ６ の 陽 性 心 筋 線 維 で あ っ た （ 図 １ ５ Ｂ を 参 照 ） 。 個 々 の 結 果 を 表 ３ に 示 す 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】
　 結 論 的 に は 、 健 康 な ウ サ ギ の 心 筋 内 に Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を 直 接 注 射 し て か ら ３ 日 後 、 筋 線 維
変 性 及 び そ れ に 続 く 炎 症 反 応 が 見 ら れ た 。 そ の よ う な 初 期 時 点 で 、 病 変 の 重 症 度 及 び タ イ
プ は 、 導 入 遺 伝 子 を コ ー ド し な い 裸 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド を 注 射 し た 後 に ブ タ の 心 筋 で 観 察
さ れ た も の と 類 似 し て い た の で 、 組 織 学 的 ダ メ ー ジ は Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ に 非 特 異 と 考 え ら れ た
。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 注 射 部 位 を 示 す 全 て の サ ン プ ル に Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 が 見 ら れ た と き 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 心 筋
内 注 射 に 対 し て ウ サ ギ の 心 臓 に お け る 導 入 遺 伝 子 発 現 の 効 率 を 確 立 し た 。 注 射 部 位 当 た り
の 免 疫 反 応 性 筋 線 維 の 数 を 考 慮 す る と 、 ウ サ ギ に お け る １ 注 射 部 位 が ラ ッ ト の 心 臓 に お け
る 単 回 注 射 に 等 し い と 仮 定 す れ ば 、 発 現 の レ ベ ル は 同 量 の Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 心 筋 内 注 射 後 に
ラ ッ ト の 心 臓 で 観 察 さ れ た も の と 類 似 し て い た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ２ ０ ． ２ ／ 注 射 さ れ た ワ タ ナ ベ ウ サ ギ の 心 電 図 パ タ ー ン
　 こ の 研 究 に は １ ６ 匹 の ウ サ ギ を 用 い た 。 そ れ ぞ れ の 動 物 に 対 し 、 手 術 前 及 び そ の 後 ４ 週
間 毎 週 、 負 荷 試 験 を 行 っ た 。 観 察 さ れ た 最 も 高 い ス コ ア を 両 群 に 対 し て プ ロ ッ ト し た （ 空
の （ empty） プ ラ ス ミ ド を 注 射 し た 動 物 は 青 色 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を 注 射 し た 動 物 は ピ ン ク 色
） 。 ７ 日 目 に な る と す ぐ に Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 群 の ほ と ん ど の 動 物 は よ り 低 い ス コ ア を 獲 得 し 、
処 置 下 で 虚 血 が 消 失 す る 傾 向 に あ る こ と が 示 さ れ た 。 他 方 、 空 の 処 置 群 の ほ と ん ど の 動 物
は 、 深 く 虚 血 性 の ま ま で あ っ た （ 最 大 虚 血 性 ス コ ア は ３ ） 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 図 １ ６ に 示 し た 結 果 は 、 空 の プ ラ ス ミ ド （ 個 々 の 結 果 は 青 色 の 小 さ な 丸 、 平 均 は 青 色 の
柱 ） ま た は Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド （ 個 々 の 結 果 は 赤 色 の 小 さ な 丸 、 平 均 は ピ ン ク 色 の 柱
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） で 処 置 し た ウ サ ギ に 対 す る 負 荷 試 験 中 に 最 大 Ｅ Ｃ Ｇ ス コ ア の 進 展 を 示 し た 。 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ
Ｆ プ ラ ス ミ ド の 処 置 は 、 虚 血 性 サ イ ズ の 意 図 し た 効 果 を 生 ず る 有 意 な 減 少 を は っ き り 示 し
た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ７ 日 目 か ら 開 始 し 、 統 計 分 析 （ 不 対 ｔ 検 定 ） は 両 群 間 で 有 意 な 差 を 示 し た （ *に 対 し て
ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、 **に 対 し て ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。 こ れ は 、 負 荷 時 に 虚 血 性 心 電 図 パ タ ー ン の 回
帰 に Ｆ Ｇ Ｆ － １ が 存 在 す る 効 果 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ２ ０ ． ３ ／ 注 射 さ れ た ワ タ ナ ベ ウ サ ギ の 心 エ コ ー パ タ ー ン
　 第 １ の ス テ ッ プ は 、 定 性 評 価 （ 分 類 正 常 、 減 動 、 無 動 ） と 定 量 分 析 （ 部 分 壁 肥 大 ） と の
対 応 の 正 確 さ を 確 認 す る こ と で あ る 。 ３ ０ の セ グ メ ン ト を 分 析 し た と こ ろ 、 １ ６ が 正 常 、
１ ４ が 異 常 で あ る こ と が 分 か っ た 。 そ の 後 、 そ の 部 分 壁 肥 大 を 計 算 し 、 対 応 を 図 １ ７ に 示
し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 か ら 分 か る よ う に 、 ２ つ の 組 の 重 複 は 非 常 に 狭 く 、 視 覚 的 評 価 が か な り 妥 当 で あ る こ
と を 示 し て い る 。 異 常 な セ グ メ ン ト に は 、 １ つ の 運 動 障 害 の セ グ メ ン ト （ 肥 大 割 合 は 良 好
だ が 動 き が 異 常 ） 及 び ３ つ の 無 動 セ グ メ ン ト が 含 ま れ 、 そ の う ち １ つ は 収 縮 期 に よ り 薄 く
す ら な る も の で あ っ た 。 続 い て 、 我 々 が 正 常 及 び 減 動 ／ 無 動 と し て 認 定 し た の は 妥 当 で あ
り 、 従 っ て 、 心 筋 の 動 態 の 二 次 的 な 、 よ り 広 範 な 評 価 が 可 能 に な る と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 第 ２ の ス テ ッ プ は 、 各 負 荷 試 験 に お け る 心 エ コ ー の 評 価 に Ｅ Ｃ Ｇ の 結 果 を 相 関 さ せ る こ
と で あ っ た 。 結 果 を 図 １ ８ に プ ロ ッ ト し た 。 回 帰 曲 線 を 赤 色 で 示 し た 。 こ れ は 、 異 常 な Ｅ
Ｃ Ｇ が 異 常 な エ コ ー と 凡 そ 相 関 す る こ と を 示 し て い る 。 ２ つ の 影 付 き 領 域 は 主 な ２ 組 の デ
ー タ 、 即 ち 、 normokinesisエ コ ー 及 び 正 常 な ／ 僅 か に 虚 血 性 の Ｅ Ｃ Ｇ と 、 異 常 な エ コ ー （
hypokinesis及 び akinesis） 及 び 非 常 に 虚 血 性 の Ｅ Ｃ Ｇ （ ス コ ア ３ ） を 表 す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 虚 血 性 Ｅ Ｃ Ｇ が 正 常 な エ コ ー に 対 応 す る ６ つ の 点 は 、 あ ら ゆ る 試 験 に 対 し て 良 い ク リ ッ
プ を 得 る こ と の 技 術 的 困 難 さ で あ り 、 エ コ ー の 欠 損 が 見 当 た ら な か っ た こ と を 恐 ら く 示 し
て い る 。 他 方 、 エ コ ー 欠 損 を 伴 う 僅 か に 虚 血 性 の Ｅ Ｃ Ｇ を 示 し た の は ３ つ の 試 験 の み で あ
っ た 。 異 常 な エ コ ー と 相 関 す る 正 常 な Ｅ Ｃ Ｇ は な く 、 Ｅ Ｃ Ｇ に 対 す る 良 好 な 感 受 性 が 示 さ
れ た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 第 ３ の ス テ ッ プ で は 、 ４ つ の 処 置 動 物 の ２ つ の 群 に お け る 心 臓 エ コ ー 検 査 の 進 展 が 続 い
た 。 ス コ ア の 格 付 け は 、 １ （ 正 常 ） 、 ２ （ 減 動 ） ま た は ３ （ 無 動 ） と し た 。 こ の 組 の 動 物
に は 運 動 障 害 セ グ メ ン ト が 見 ら れ な か っ た 。 表 ４ に 生 デ ー タ を プ ロ ッ ト し た 。 こ の 表 か ら
分 か る よ う に 、 基 線 値 は 異 な っ て い た （ 平 均 値 ２ ． ２ ５ 対 １ ． ５ ） 。 従 っ て 、 各 基 線 値 を
用 い て 組 全 体 を １ ０ ０ ％ に 基 準 化 し た 。 次 に 、 各 動 物 に 対 す る 以 下 の 点 を こ の 基 線 の パ ー
セ ン テ ー ジ と し て 表 し た 。 最 終 的 な 図 形 を 図 １ ９ に 示 し た 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た 動 物 の ス コ ア は 空 の プ ラ ス ミ ド で 処 置 し た 動 物 の ス コ ア よ り 有
意 に 低 か っ た （ 不 対 ｔ 検 定 に よ る 分 析 ） 。 空 の プ ラ ス ミ ド で 処 置 し た 動 物 の ス コ ア が 増 大
し て い る 一 方 で 、 心 筋 収 縮 性 へ の Ｆ Ｇ Ｆ － １ の 存 在 の 効 果 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 最 終 屠 殺 ス テ ッ プ と し て 含 ま れ る 他 の 技 術 分 析 に つ い て は こ こ で は 詳 述 し て い な い の で
、 ２ ８ 日 目 の こ れ ら の 動 物 に 対 す る エ コ ー 記 録 は 入 手 で き な か っ た こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 図 １ ９ に 示 し た 結 果 は 、 心 筋 に 複 数 回 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ を 注 射 し た 処 置 動 物 が Ｅ Ｃ Ｇ 及 び 心
臓 エ コ ー 検 査 の 両 方 で 負 荷 時 に 虚 血 パ タ ー ン の 回 帰 に 至 る 一 方 で 、 空 の プ ラ ス ミ ド 注 射 で
は そ う は な ら な い こ と を は っ き り と 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 効 果 が 高 コ レ
ス テ ロ ー ル 血 症 環 境 に お い て 心 臓 を 負 荷 状 態 に 適 合 さ せ る の に 役 立 つ こ と も は っ き り と 示
し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 実 施 例 ２ １ ： Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た 心 筋 に お け る 細 動 脈 の 誘 導 の 実 証
　 ２ １ ． １ ／ 動 物
　 こ の 研 究 に は 成 体 オ ス 小 型 ブ タ （ ３ ０ ｋ ｇ ） を 用 い た 。 全 部 で ３ ４ 匹 の 動 物 （ ｎ ＝ ８ 各
処 置 群 及 び 対 照 群 に お い て 期 待 さ れ る 最 後 、 全 部 で ４ 群 ） を 用 い た 。 動 物 を 標 準 条 件 下 で
小 屋 に 入 れ 、 普 通 の 食 餌 を 与 え た 。 全 て の 手 順 及 び 実 験 計 画 は デ ュ ー ク 大 学 （ Duke Unive
rsity） の 動 物 管 理 委 員 会 に 承 認 さ れ た も の で あ る 。 動 物 達 は 、 米 国 医 学 研 究 学 会 （ the N
ational Society for Medical Research） が ま と め た 「 Principles of Laboratory Anima
l Care」 及 び 米 国 実 験 動 物 資 源 協 会 （ the Institute of Laboratory Animal Resources）
が 作 成 し 国 立 衛 生 研 究 所 が 出 版 し た 「 実 験 動 物 の 管 理 と 使 用 に 関 す る 指 針 （ Guide for th
e Care and Use of Laboratory Animals） 」 （ NIH publication No. 85-23, revised 198
5） に 従 っ て 人 道 的 な 世 話 を 受 け た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 動 物 に 麻 酔 及 び 経 口 気 管 内 挿 管 を 行 っ た 。 手 順 を 通 じ て 連 続 的 な 心 電 図 及 び 脈 拍 － 酸 素
測 定 モ ニ タ リ ン グ を 用 い 、 安 定 し た 心 臓 リ ズ ム 及 び 酸 化 を 確 実 に し た 。 無 菌 状 態 で 、 第 四
肋 間 腔 か ら 左 前 外 側 の 開 胸 を 実 施 し た 。 心 膜 を 縦 方 向 に 単 離 し 、 左 心 耳 を 引 っ 込 め て 左 回
旋 （ Ｌ Ｃ ｘ ） 動 脈 の 暴 露 を 可 能 に し た 。 血 管 の 周 囲 に 水 圧 オ ク ル ダ ー 及 び ２ ｍ ｍ の 超 音 波
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フ ロ ー プ ロ ー ブ （ Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY） を 自 由 に 載 置 で き る よ う に 近
位 の Ｌ Ｃ ｘ を 解 剖 し た 。 Ｌ Ｃ ｘ を 通 る 下 流 フ ロ ー を 記 録 す る た め に 、 フ ロ ー プ ロ ー ブ を オ
ク ル ダ ー か ら 遠 位 に 載 置 し た 。 そ の 後 、 別 々 の 穿 刺 に よ る 切 開 に よ り オ ク ル ダ ー 及 び フ ロ
ー プ ロ ー ブ を 体 外 に 出 し た 。 ２ ０ フ レ ン チ 胸 腔 チ ュ ー ブ を 配 置 し 、 層 の 傷 を 閉 じ た 。 手 順
の 終 わ り に 胸 腔 チ ュ ー ブ を 除 去 し た 。 術 後 ３ 日 目 に オ ク ル ダ ー を 膨 ら ま せ 、 移 植 さ れ た フ
ロ ー プ ロ ー ブ を 用 い て 評 価 さ れ る 基 線 の 約 １ ０ ％ ま で Ｌ Ｃ ｘ 中 の 安 静 時 血 流 を 減 少 さ せ た
。 生 理 学 的 評 価 の 前 に 同 程 度 の 血 管 閉 塞 を 確 実 に す る た め に 週 に ３ 回 実 施 さ れ た 血 流 記 録
と 共 に 動 物 を 低 フ ロ ー 状 態 に ２ 週 間 保 持 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ２ １ ． ２ ／ ポ ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 、 ド ブ タ ミ ン 負 荷 心 臓 エ コ ー 検 査 及 び 有 色 ミ ク ロ ス
フ ェ ア
　 低 フ ロ ー 状 態 で ３ ２ ± １ １ 日 後 、 心 臓 の 血 流 、 代 謝 性 及 び 機 能 性 状 態 を 特 徴 付 け 、 Ｌ Ｃ
ｘ 分 布 に お け る 虚 血 性 の 生 存 可 能 な 心 筋 の 存 在 を 記 録 す る た め に 、 動 物 の ポ ジ ト ロ ン 放 出
断 層 撮 影 （ Ｐ Ｅ Ｔ ） 及 び ド ブ タ ミ ン 負 荷 心 臓 エ コ ー 検 査 （ Ｄ Ｓ Ｅ ） を 行 っ た 。 こ れ ら の 同
じ 領 域 に お い て 正 常 な ま た は 増 加 し た グ ル コ ー ス の 利 用 （ 共 に 非 虚 血 性 中 隔 と 比 較 し て ）
を 伴 う Ｌ Ｃ ｘ に よ り 供 給 さ れ る 左 心 室 の 横 壁 及 び 後 下 壁 に お い て フ ロ ー 不 足 に 気 づ い た ら
、 冬 眠 心 筋 を 示 す も の と し て Ｐ Ｅ Ｔ ス キ ャ ン を 翻 訳 し た 。 Ｄ Ｓ Ｅ を 用 い て 、 休 息 中 に 低 収
縮 性 が 重 篤 で あ る 心 筋 領 域 に お け る 低 用 量 ド ブ タ ミ ン に よ る 収 縮 期 性 壁 肥 大 の 改 善 と し て
左 心 室 の 横 壁 及 び 後 下 壁 に お け る 生 存 能 力 を 画 定 し た 。 収 縮 期 性 壁 運 動 が 負 荷 に よ り 悪 化
し た ら 、 生 存 可 能 な セ グ メ ン ト は 虚 血 性 で あ る と 考 え た （ 二 相 反 応 ） 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ 及 び Ｄ Ｓ Ｅ に よ り 虚 血 性 心 筋 の 存 在 を 確 認 し た 後 、 開 胸 ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 Ｎ
Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ な ど の Ｆ Ｇ Ｆ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 直 接 心 筋 内 注 射 す る こ と に よ り 投 薬 を 行 っ た （
Ｌ Ｃ ｘ 閉 塞 後 ５ ２ ± １ ６ 日 ） 。 左 心 室 自 由 壁 に 分 布 し た １ ０ 部 位 （ １ ０ ０ μ ｇ ／ １ ０ ０ μ
ｌ ／ プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 注 射 部 位 ） に ベ ク タ ー を 投 与 し た 。 対 照 群 に 対 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の
生 理 食 塩 水 を １ ０ 回 注 射 し た 。 処 置 に 盲 検 的 な 操 作 者 及 び 研 究 者 が 処 置 を 実 施 し た 。 全 て
の 有 効 性 パ ラ メ ー タ を 盲 検 法 で 割 り 当 て 、 研 究 の 最 後 に コ ー ド を オ ー プ ン に し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ２ １ ． ３ ／ 実 験 計 画

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ６ 】
　 処 置 か ら １ ０ ９ ± １ ３ 日 後 、 組 織 学 分 析 及 び 灌 流 ア ッ セ イ の た め に 心 臓 を 切 除 し た 。 図
２ ０ に 示 す よ う に サ ン プ ル 試 料 に は 標 準 化 さ れ た 手 順 を 用 い た 。 よ り 正 確 に は 、 心 臓 を ３
つ の 短 軸 ス ラ イ ス に 切 断 し た （ 先 端 、 中 間 、 基 底 セ グ メ ン ト ） 。 こ れ ら の 各 セ グ メ ン ト を
、 ６ つ （ 中 間 及 び 基 底 セ グ メ ン ト ） ま た は ４ つ の 定 方 位 セ ク タ ー （ 先 端 セ グ メ ン ト ） に さ
ら に 分 け 、 １ つ の 心 臓 当 た り 全 部 で １ ６ の セ ク タ ー を 与 え た 。 各 セ ク タ ー を そ の 後 ３ つ の
経 壁 サ ン プ ル に 分 け た 。 １ つ の サ ン プ ル を ミ ク ロ ス フ ェ ア 灌 流 分 析 の た め に 保 存 し 、 別 の
サ ン プ ル を 液 体 窒 素 で 冷 却 し た イ ソ ペ ン タ ン 中 で 急 速 冷 凍 （ snap frozen） さ せ 、 ３ つ 目
の サ ン プ ル を ３ ． ７ ％ ホ ル マ リ ン 中 に 固 定 し た 。 右 心 室 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル を 対 照 と し
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て 回 収 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ２ １ ． ４ ／ 組 織 学 的 分 析
　 ス ラ イ ド 試 料 に は 標 準 化 さ れ た 手 順 を 用 い た 。 ホ ル マ リ ン 固 定 さ れ た 各 サ ン プ ル を パ ラ
フ ィ ン ワ ッ ク ス に 包 埋 し 、 各 ブ ロ ッ ク か ら ３ つ の ５ μ ｍ の 連 続 切 片 を 作 成 し た 。 一 方 の 切
片 を 組 織 病 理 学 的 検 査 に よ る 壊 死 後 線 維 症 の 評 価 の た め に ヘ マ ト キ シ リ ン － エ ロ シ ン － サ
フ ラ ン （ Ｈ Ｅ Ｓ ） で 染 色 し 、 連 続 切 片 を 抗 α － 平 滑 筋 ア ク チ ン （ Ｓ Ｍ Ａ ） 抗 体 に よ り 染 色
し て 動 脈 及 び 細 動 脈 を 同 定 し た 。 α － Ｓ Ｍ Ａ は 実 際 に 、 成 熟 血 管 に お け る 内 皮 細 胞 内 で 関
連 す る 周 細 胞 及 び 平 滑 筋 細 胞 の 両 方 に お い て 発 現 さ れ た （ Benjamin et al., Development
, 125,1591-1598. 1998） 。 こ の 抗 体 に よ り 染 色 で き る 大 静 脈 も あ る が 、 そ れ は 形 態 学 的
基 準 上 で 容 易 に 同 定 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ２ １ ． ４ ． １ ／ α － Ｓ Ｍ Ａ 染 色
　 全 て の ブ タ か ら の 全 て の セ ク タ ー を α － Ｓ Ｍ Ａ 免 疫 組 織 化 学 に よ り 処 理 し た 。 ダ コ 社 の
エ ン ビ ジ ョ ン （ EnVision） （ 登 録 商 標 ） ＋ ／ Ｈ Ｒ Ｐ （ 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ ） 検 出
シ ス テ ム （ Dako, Sabattini et al. , J. Clin Pathol, 51: 506-511, 1998） を 用 い て 手
順 を 行 っ た 。 抗 α － Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Dako, clone1A4, １ ０ ０ 倍 希 釈 ） に よ り
切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 ２ の ス テ ッ プ は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ポ リ マ ー に 共 役 し た ヤ ギ 抗 ウ
サ ギ 抗 体 に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に あ る 。 色 素 生 産 性 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 基 質 を 用 い て
免 疫 複 合 体 を 局 在 化 さ せ た 。 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン に よ り 対 比 染 色 し 、 脱 水 し て 、 永 久 封
入 剤 に よ り 封 入 し た 。 こ の 方 法 に よ り 、 免 疫 反 応 性 細 胞 は 褐 色 に 、 核 は 青 色 に 見 え た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ２ １ ． ４ ． ２ ／ 形 態 計 測 分 析
　 治 療 計 画 に 盲 検 的 な １ 人 の 観 察 者 が 測 定 を 行 っ た 。 各 セ ク タ ー に 対 し 、 瘢 痕 領 域 （ 壊 死
後 線 維 症 ） を 決 定 す る た め に 先 ず Ｈ Ｅ Ｓ 染 色 切 片 を 分 析 し た 。 以 下 の ス ケ ー ル を 用 い て 低
倍 率 （ ２ ５ 倍 ） で サ ン プ ル 中 の 線 維 症 量 を ス コ ア 化 し た 。
+： 最 小 （ 線 維 症 に さ れ る サ ン プ ル 表 面 の ５ ％ 以 下 ）
++： 軽 度 （ サ ン プ ル 表 面 の ５ ～ １ ５ ％ 以 下 ）
+++： 顕 著 （ サ ン プ ル 表 面 の １ ５ ～ ２ ５ ％ 以 下 ）
++++： 高 度 （ サ ン プ ル 表 面 の ２ ５ ％ 以 上 ）
　 連 続 α － Ｓ Ｍ Ａ 染 色 切 片 で 血 管 密 度 の 評 価 を 行 っ た 。 ｉ ） 瘢 痕 の 中 心 （ ３ 視 野 ） 、 ｉ ｉ
） 瘢 痕 の 境 界 （ ３ 視 野 ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 瘢 痕 か ら 遠 位 に あ る 即 ち 生 存 可 能 な 心 筋 （ ３ 視 野 ） に
位 置 す る ９ つ の 高 倍 率 の 顕 微 鏡 視 野 （ 各 々 ０ ． ３ ７ ｍ ｍ ２ ） に お い て α － Ｓ Ｍ Ａ 染 色 血 管
の 数 を 計 数 し た 。 各 視 野 に 対 し て 、 ３ つ の 血 管 カ テ ゴ リ ー が 記 録 さ れ た 。 小 さ な 単 層 血 管
と 、 直 径 １ ０ ０ μ ｍ 以 下 の 多 層 血 管 と 、 直 径 １ ０ ０ μ ｍ 以 上 の 細 動 脈 及 び 動 脈 で あ る （ 図
２ を 参 照 ） 。 α － Ｓ Ｍ Ａ 染 色 を し た 大 静 脈 を そ の 形 態 学 的 機 能 に 基 づ い て 分 析 か ら 除 外 し
た 。 α － Ｓ Ｍ Ａ 微 細 線 維 を 含 む 筋 線 維 芽 細 胞 の 多 数 を 形 態 計 測 分 析 か ら 除 外 し た こ と に 留
意 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 そ の 後 、 注 射 さ れ る こ と に な っ て い る ５ つ の セ ク タ ー （ Ｂ Ａ 、 Ｂ Ａ Ｌ 、 Ｍ Ａ 、 Ｍ Ａ Ｌ 及
び Ａ Ａ セ ク タ ー ） か ら デ ー タ を プ ー ル す る こ と に よ り 、 各 ゾ ー ン （ 瘢 痕 、 境 界 ゾ ー ン 、 生
存 可 能 な 心 筋 ） に 対 し て 血 管 密 度 （ 即 ち ｍ ｍ ２ 当 た り の 各 血 管 カ テ ゴ リ ー の 数 ） を 計 算 し
た 。 追 加 の 対 照 と し て 供 す る た め に 、 非 注 射 ゾ ー ン （ Ｂ Ｉ Ｌ 、 Ｂ Ｉ 、 Ｂ Ｉ Ｓ 、 Ｂ Ａ Ｓ 、 Ｍ
Ｉ Ｌ 、 Ｍ Ｉ 、 Ｍ Ｉ Ｓ 、 Ｍ Ａ Ｓ 、 Ａ ｌ 、 Ａ Ｉ 、 Ａ Ｓ セ ク タ ー ） に お け る 血 管 密 度 も 計 算 し た
。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ２ １ ． ４ ． ３ ／ 導 入 遺 伝 子 発 現
　 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た ブ タ か ら 得 ら れ た Ｂ Ａ 、 Ｂ Ａ Ｌ 、 Ｍ Ａ 、 Ｍ Ａ Ｌ 、 Ａ Ａ セ ク タ ー
を Ｆ Ｇ Ｆ － １ 免 疫 組 織 化 学 の た め に 処 理 し た 。 古 典 的 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン ア
ッ セ イ を 用 い て Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 を 評 価 し た 。 一 次 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ウ サ ギ 抗 体
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（ R&D Systems; ＃ AB-32-NA, ３ ０ 倍 希 釈 ） に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ビ オ チ ン 化
ロ バ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Amersham, ２ ０ ０ 倍 希 釈 ） に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行
っ た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 加 え た 後 、 色 素 生 産 性 ジ ア ミ ノ
ベ ン ジ ジ ン 基 質 を 用 い て 免 疫 複 合 体 を 局 在 化 さ せ た 。 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン に よ り 対 比 染
色 し 、 脱 水 し て 、 永 久 封 入 剤 に よ り 封 入 し た 。 こ の 方 法 に よ り 、 免 疫 反 応 性 線 維 は 褐 色 に
、 核 は 青 色 に 見 え た 。 高 レ ベ ル の pCOR-CMV.ratFGF-1プ ラ ス ミ ド 遺 伝 子 移 入 を 示 し た ラ ッ
ト 筋 肉 か ら の 陽 性 切 片 を 用 い る こ と に よ っ て 、 ア ッ セ イ を 通 じ て Ｆ Ｇ Ｆ － １ Ｉ Ｈ Ｃ の 動 作
を 制 御 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ２ １ ． ４ ． ４ ／ 統 計 分 析
　 脈 管 構 造 に お け る 定 量 的 な 変 化 は 、 生 理 食 塩 水 群 と プ ラ ス ミ ド 処 置 群 の 間 で 異 な る ゾ ー
ン （ 瘢 痕 、 境 界 、 生 存 可 能 な 心 筋 ） に お い て 明 ら か に さ れ た 。 血 管 の 各 カ テ ゴ リ ー に 対 し
て 算 術 平 均 及 び 標 準 偏 差 （ Ｓ ｄ ） を 計 算 し た 。 一 方 向 分 散 分 析 （ Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ 、 SigmaStat
（ 登 録 商 標 ） 、 Jandel Scientific） を 用 い て 群 間 デ ー タ を 比 較 し た 。 有 意 な 差 が 見 ら れ
た と き に は 、 ダ ネ ッ ト の 方 法 を 用 い て 対 照 群 に 対 す る 複 数 回 の 比 較 を 行 っ た 。 全 て の 差 は
、 ｐ ≦ ０ ． ０ ５ の レ ベ ル で 有 意 で あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ２ １ ． ５ ／ 血 管 密 度 の 評 価
　 処 置 動 物 に お け る 注 射 ゾ ー ン と 対 照 動 物 に お け る Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ 及 び Ｎ ａ Ｃ ｌ 注 射 ゾ ー ン
の 間 で 平 均 値 の 比 較 を 行 っ た （ 図 ２ １ ） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 生 存 可 能 な 心 筋 に お け る 血 管 の 各 ク ラ ス （ 小 、 中 、 大 ） に 対 し て 別 々 に 分 析 を 行 っ た 。
処 置 群 が 何 で あ れ 、 直 径 １ ０ ０ μ ｍ 以 下 の 多 数 の 動 脈 構 造 が 線 維 性 瘢 痕 に 見 ら れ た 。 形 態
学 的 基 準 の み に 基 づ け ば 、 こ れ ら の 血 管 は 未 変 性 の 心 筋 血 管 と 区 別 が つ か な か っ た 。 こ れ
ら の 大 部 分 は 小 さ く 、 単 層 の 平 滑 筋 細 胞 を 示 し て い た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 生 理 食 塩 水 を 注 射 し た 領 域 に 比 べ て 、 心 臓 へ の Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 投 与 は 、 注 射 ゾ ー ン 内 に
位 置 す る 心 筋 の 生 存 可 能 な 部 分 に お い て 、 小 さ な 単 層 （ unilayered） 血 管 （ ｐ ＝ ０ ． ０ １
７ ） 密 度 の ２ ２ ％ 及 び ２ ０ ％ の 増 加 を 誘 導 し た 。 こ の 効 果 は 、 よ り 大 き な 血 管 に は 示 さ れ
な か っ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 各 々 の ｓ ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － １ 導 入 遺 伝 子 を コ ー ド す る ｐ Ｃ Ｏ Ｒ プ ラ ス ミ ド の
直 接 心 筋 内 注 射 が 、 虚 血 性 の ブ タ の 心 臓 に お い て 、 単 層 動 脈 即 ち 平 滑 筋 細 胞 の 単 層 を 有 す
る 細 動 脈 の 密 度 の 著 し い 増 加 を 誘 導 す る こ と を は っ き り 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は ま た 、 Ｎ
Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 直 接 心 筋 内 注 射 後 の 長 く 持 続 す る Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 を 実 証 し た 。 実 際 、 心 筋 線
維 に は 、 注 射 部 位 の 周 囲 に 常 に 位 置 し 、 投 薬 か ら １ ０ ４ 乃 至 １ ３ ２ 日 後 に 検 出 可 能 量 の Ｆ
Ｇ Ｆ － １ を 発 現 し た も の も あ っ た 。 こ の 長 く 持 続 す る 発 現 は 、 動 脈 形 成 の た め 及 び 誘 導 さ
れ た 新 た な 血 管 を 維 持 す る た め に 必 要 な 前 駆 体 細 胞 の 補 充 及 び 分 裂 の 利 益 に な る で あ ろ う
。 回 収 時 点 で は 、 こ れ ら の 血 管 は 動 脈 形 成 の 初 期  段 階 に お け る も の で あ る と 信 じ ら れ て
い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ７ 】
【 図 １ 】 実 験 の 計 画 の 概 略 で あ る 。
【 図 ２ 】 （ Ａ ） 乃 至 （ Ｃ ） か ら な り 、 Ｈ Ｅ Ｓ 染 色 後 の ハ ム ス タ ー の 筋 肉 （ 大 腿 薄 筋 及 び 内
転 筋 群 ） の 代 表 的 な 断 面 （ 倍 率 １ ０ ０ 倍 ） を 表 す 。 （ Ａ ） は 非 虚 血 性 （ contralateral）
筋 肉 の 断 面 、 （ Ｂ ） 及 び （ Ｃ ） は 虚 血 性 筋 肉 の 断 面 で あ る 。 （ Ｂ ） 中 の 破 線 は 軽 度 ネ ク ロ
ー シ ス の 存 在 を 示 す 。 （ Ｃ ） 中 の 矢 印 は 中 心 核 形 成 を 指 し 示 す 。
【 図 ３ 】 （ Ａ ） 乃 至 （ Ｄ ） か ら な り 、 Ｌ Ｃ （ Ａ ） 、 Ｈ Ｃ ／ ２ １ （ Ｂ ） 、 Ｈ Ｃ ／ ２ ８ （ Ｃ ）
の ハ ム ス タ ー か ら の 非 虚 血 性 （ 左 ） 及 び 虚 血 性 （ 右 ） 後 肢 の 両 方 に お い て 記 録 さ れ た 代 表
的 な 血 管 造 影 図 を 示 す 。 （ Ｄ ） は 、 後 肢 虚 血 後 に 側 副 形 成 の 定 量 化 に よ り 得 ら れ た 対 応 す
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る 血 管 造 影 ス コ ア を 示 す 。
【 図 ４ 】 （ Ａ ） 乃 至 （ Ｆ ） か ら な り 、 虚 血 の 誘 導 後 ２ １ 日 目 （ Ａ 及 び Ｂ ） ま た は ２ ８ 日 目
（ Ｃ 及 び Ｄ ） に 回 収 さ れ た 非 虚 血 性 （ Ａ 及 び Ｃ ） ま た は 虚 血 性 （ Ｂ 及 び Ｄ ） の 筋 肉 （ 内 転
筋 群 及 び 大 腿 薄 筋 ） か ら の 平 滑 筋 α － ア ク チ ン （ Ｓ Ｍ Ａ ） 免 疫 組 織 化 学 に よ り 標 識 さ れ た
成 熟 血 管 の 代 表 的 な 断 面 （ 倍 率 １ ０ ０ 倍 ） を 示 す 。 （ Ｅ ） 及 び （ Ｆ ） は 、 筋 肉 面 積 及 び ５
０ μ ｍ 以 下 の Ｓ Ｍ Ａ 陽 性 細 動 脈 の 定 量 化 を 示 す グ ラ フ を 示 す 。 空 の 棒 ： 非 虚 血 性 後 肢 、 陰
影 を 付 け た 棒 ： 虚 血 性 後 肢 、 Ｎ Ｓ ： 有 意 で は な い 、 **ｐ ＜ ０ ． ０ １ 対 任 意 の 群
【 図 ５ 】 （ Ａ ） 乃 至 （ Ｃ ） か ら な り 、 （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） は 、 生 理 食 塩 水 （ Ａ ） ま た は Ｎ Ｖ
１ Ｆ Ｇ Ｆ （ Ｂ ） で 処 置 し た ハ ム ス タ ー か ら の 非 虚 血 性 及 び 虚 血 性 後 肢 の 両 方 の 代 表 的 な 血
管 造 影 図 を 示 す 。 （ Ｃ ） は 、 後 肢 虚 血 後 に 見 ら れ る 血 管 造 影 ス コ ア に よ る 側 副 形 成 の 定 量
化 を 示 す 。
【 図 ６ 】 （ Ａ ） 乃 至 （ Ｄ ） か ら な り 、 （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） は 、 生 理 食 塩 水 （ Ａ ） ま た は Ｎ Ｖ
１ Ｆ Ｇ Ｆ （ Ｂ ） で 処 置 し た ハ ム ス タ ー の 虚 血 性 筋 肉 （ 内 転 筋 群 及 び 大 腿 薄 筋 ） か ら の 平 滑
筋 α － ア ク チ ン （ Ｓ Ｍ Ａ ） 免 疫 化 学 に よ り 標 識 さ れ た 成 熟 血 管 を 示 す 代 表 的 な 断 面 （ 倍 率
１ ０ ０ 倍 ） を 示 す 。 （ Ｃ ） 及 び （ Ｄ ） は 、 筋 肉 面 積 及 び ５ ０ μ ｍ 以 下 の Ｓ Ｍ Ａ 陽 性 細 動 脈
の 定 量 化 を 示 す グ ラ フ を 示 す 。 空 の 棒 ： 非 虚 血 性 後 肢 、 陰 影 を 付 け た 棒 ： 虚 血 性 後 肢 、 Ｎ
Ｓ ： 有 意 で は な い 、 *： ｐ ＜ ０ ． ０ １ 、 **ｐ ＜ ０ ． ０ １ 生 理 食 塩 水 対 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ
【 図 ７ 】 非 虚 血 性 （ 反 対 側 ） の 注 射 さ れ て い な い 肢 （ Ａ ） 及 び 生 理 食 塩 水 （ Ｂ ） ま た は Ｎ
Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ （ Ｃ ） を 注 射 し た 虚 血 性 肢 か ら 得 た 大 腿 の 後 部 分 か ら の 筋 肉 （ 大 腿 薄 筋 及 び 内
転 筋 群 ） に お け る 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ る 免 疫 化 学 染 色 の 代 表 的 な 写 真 （
倍 率 １ ０ ０ 倍 ） で あ る 。 矢 印 は 、 免 疫 複 合 体 の 褐 色 染 色 に よ り 同 定 さ れ る 免 疫 反 応 性 線 維
を 示 し て い る 。
【 図 ８ 】 （ Ａ ） 乃 至 （ Ｅ ） か ら な り 、 （ Ａ ） 乃 至 （ Ｃ ） は 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 対 す る 抗 体
に よ り 染 色 さ れ た 頭 部 脛 骨 筋 か ら の 組 織 学 的 切 片 で あ る 。 （ Ａ ） は 、 筋 線 維 ポ ジ テ ィ ビ テ
ィ の モ ザ イ ク 様 の 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 注 射 し た 筋 肉 切 片 。 （ Ｂ ） は 、 類 似 の 側 面 を 有 す る pCOR-C
MV.Emptyを 注 射 し た 筋 肉 切 片 。 （ Ｃ ） は 、 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ペ プ チ ド に よ る ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ
に 対 す る 抗 体 の 吸 着 後 の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 注 射 し た 筋 肉 切 片 。 （ Ｄ ） 及 び （ Ｅ ） は 、 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ａ （ Ｄ ） ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － １ （ Ｅ ） に 対 す る 抗 体 に よ り 染 色 さ れ た pCOR-CMV.rat-spFGF-1
を 注 射 し た 頭 部 脛 骨 筋 の 組 織 学 的 に 連 続 し た 切 片 で あ る 。
【 図 ９ 】 （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） か ら な り 、 （ Ａ ） は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の ウ サ ギ の 心 臓 に
お け る １ ３ の 注 射 位 置 を 示 す テ ン プ レ ー ト を 示 す 。 （ Ｂ ） は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の ワ
タ ナ ベ ウ サ ギ か ら の 左 回 旋 冠 動 脈 の Ｈ Ｅ Ｓ 染 色 切 片 の 倍 率 １ ０ ０ 倍 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 Ａ
は 外 膜 、 Ｍ は 中 膜 、 矢 印 の 頭 は 内 膜 、 矢 印 は ア テ ロ ー ム 斑 に 対 応 す る 。
【 図 １ ０ 】 ヒ ト に お け る 負 荷 試 験 中 の Ｓ Ｔ セ グ メ ン ト 変 化 の 命 名 法 に 基 づ く ヒ ト に お け る
休 息 中 の Ｅ Ｃ Ｇ を 示 す （ Braunwald et al. Heart Disease, 5t h  ed. p159よ り ） 。 図 １ ０
の 左 に は ヒ ト に お け る 休 息 中 の Ｅ Ｃ Ｇ 、 右 に は 上 か ら 下 へ と 、 こ の セ グ メ ン ト の 勾 配 に 依
存 し た 、 即 ち 上 り 勾 配 、 水 平 、 及 び 下 り 勾 配 の 、 Ｓ Ｔ セ グ メ ン ト の 連 続 的 に 重 大 に な っ て
い る 変 化 を 示 す 。 １ 番 下 に 示 す 上 昇 が 最 も 重 大 で あ る 。
【 図 １ １ 】 （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） か ら な り 、 （ Ａ ） は ド ブ タ ミ ン 負 荷 試 験 中 の ウ サ ギ に お け る
Ｅ Ｃ Ｇ を 示 す 。 （ Ｂ ） は Ｉ 誘 導 の 拡 大 図 を 示 す 。 大 き な 垂 直 ピ ー ク に よ る Ｑ Ｒ Ｓ 合 成 の 直
後 に Ｓ Ｔ の 低 下 、 水 平 が は っ き り 分 か る 。
【 図 １ ２ 】 最 高 ド ブ タ ミ ン 用 量 で の Ｅ Ｃ Ｇ の 格 付 け を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） か ら な り 、 （ Ａ ） は 休 息 中 の ウ サ ギ に お け る 典 型 的 な 十 二 誘
導 Ｅ Ｃ Ｇ を 示 す 。 （ Ｂ ） は 同 じ ウ サ ギ に お け る 最 大 負 荷 時 の 強 い 虚 血 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 ２ Ｄ 心 臓 エ コ ー 検 査 の 命 名 法 の 概 略 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ の 注 射 か ら ３ 日 後 の 健 康 な ウ サ ギ の 心 臓 に お け る 心 筋 顕 微 鏡 的 病
変 及 び 関 連 す る Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 を 示 す 。 Ｈ Ｅ Ｓ 染 色 は 、 活 性 慢 性 炎 症 反 応 （ Ａ ） 及 び 関 連
す る Ｆ Ｇ Ｆ － １ 発 現 （ 矢 印 の 頭 、 Ｂ ） を 有 す る 心 筋 の 変 性 及 び ネ ク ロ ー シ ス を 示 し て い る
。 背 景 （ *） は 、 内 因 性 Ｉ ｇ Ｇ と の 二 次 抗 体 共 役 （ 抗 ウ サ ギ ） に 関 連 す る 。 倍 率 １ ０ ０ 倍
。
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【 図 １ ６ 】 空 の プ ラ ス ミ ド （ 灰 色 の 柱 ） ま た は Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド （ 陰 影 を 付 け た 柱
） で 処 置 し た ウ サ ギ に 対 す る 負 荷 試 験 中 の 最 大 Ｅ Ｃ Ｇ ス コ ア の 進 展 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 １ ６ の 正 常 な セ グ メ ン ト （ 灰 色 ） 及 び １ ４ の 異 常 な セ グ メ ン ト （ 黒 色 ） の 定 量
化 を 示 す 。 正 常 ／ 異 常 の 認 定 は 、 視 覚 的 評 価 で あ っ た 。
【 図 １ ８ 】 Ｅ Ｃ Ｇ 最 大 ス コ ア 対 エ コ ー 最 大 ス コ ア の プ ロ ッ ト を 示 す 。 回 帰 曲 線 を 黒 色 で 示
す 。 ２ つ の 主 要 な ゾ ー ン （ 異 常 な Ｅ Ｃ Ｇ 及 び 異 常 な エ コ ー 、 正 常 な Ｅ Ｃ Ｇ 及 び 正 常 な エ コ
ー ） を 灰 色 で 影 付 け し て い る 。
【 図 １ ９ 】 処 置 後 の 経 時 的 な 心 エ コ ー の ス コ ア の 進 展 を 示 す 。 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で 処 置 し た 動
物 に は 陰 影 を 付 け て 示 し 、 空 の プ ラ ス ミ ド で 処 置 し た 動 物 は 灰 色 で 示 し て い る 。 *は 群 間
の 有 意 な 差 （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 ３ つ の 短 軸 ス ラ イ ス 、 、 先 端 、 中 間 及 び 基 底 セ グ メ ン ト に 基 づ き 心 臓 の
種 々 の セ ク タ ー を 組 織 学 的 に 分 析 す る た め の 心 臓 切 片 サ ン プ ル を 準 備 す る た め に 用 い ら れ
る 標 準 化 手 順 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 瘢 痕 か ら 遠 位 の 生 存 可 能 な 心 筋 に お け る 瘢 痕 に お け る 血 管 密 度 の 定 量 分 析 を 示
す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

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

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 2月 3日 (2006.2.3)
【 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 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病
に 関 連 す る 心 筋 ま た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 疾 患 ま た は 欠 損 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽
細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 、 前 記 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 患 者
の 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に お け る 成 熟 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 形 成 の 促 進 に 十 分 な 有 効 量 投 与
す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病
に 関 連 す る 血 管 内 皮 機 能 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド す る
プ ラ ス ミ ド を 、 前 記 患 者 の 骨 格 筋 ま た は 心 筋 に 、 前 記 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病
の 患 者 の 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に お け る 成 熟 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 形 成 を 促 進 し か つ 心 筋 ま
た は 骨 格 の 血 管 由 来 の 欠 損 を 逆 戻 り さ せ る の に 十 分 な 量 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 哺 乳 類 被 験 対 象 の 虚 血 性 心 筋 ま た は 骨 格 筋 組 織 に
お い て 成 熟 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 形 成 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を
コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 、 前 記 被 験 対 象 の 前 記 組 織 に 、 前 記 被 験 対 象 の 虚 血 性 心 筋 ま た は
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骨 格 筋 組 織 に お け る 心 筋 ま た は 骨 格 の 欠 損 を 逆 戻 り さ せ る の に 十 分 な 量 注 射 し て 、 前 記 被
験 対 象 に お い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 発 現 が 誘 導 さ れ な い よ う に す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 患 者 に お い て 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病
で 誘 発 さ れ る 血 管 形 成 に お け る 欠 損 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と な く 逆 戻
り さ せ る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 前 記 患 者 の 心 筋 ま た
は 骨 格 組 織 に 注 射 し て 前 記 患 者 の 心 臓 ま た は 骨 格 組 織 に お け る 側 副 血 行 路 及 び 細 動 脈 の 両
方 の 形 成 を 促 進 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ま た は 糖 尿 病 の 患 者 の 心 筋 ま た は 骨 格 筋 に お い て コ ン ダ ク タ ン ス
が 大 き い 成 熟 血 管 （ １ ５ ０ μ ｍ 以 上 の 側 副 血 管 ） 及 び 抵 抗 が 小 さ い 動 脈 （ ５ ０ μ ｍ 以 下 の
細 動 脈 ） の 形 成 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を 発 現 す る 有 効 量 の プ ラ ス
ミ ド を 前 記 筋 肉 に 注 射 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 因 子 誘 導 が 誘 導 さ れ な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド の 注 射 が 、 大 腿 及 び ふ く ら は ぎ の 後 部 分 及 び ／ ま た は 前 部 分 に 位 置 す る
骨 格 筋 に お い て 円 形 に 実 施 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か １ つ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド が 、 複 数 回 注 射 に よ り 前 記 筋 肉 の 虚 血 性 部 位 の 周 囲 に 投 与 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド が 、 冠 内 注 射 、 心 筋 内 注 射 、 経 胸 腔 的 注 射 、 心 臓 周 囲 注 射 、 ま た は 心 外
膜 注 射 に よ り 、 前 記 心 筋 の 虚 血 性 部 位 の 周 囲 に 複 数 回 注 射 ま た は 単 回 注 射 に よ っ て 前 記 患
者 の 心 筋 に 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ８ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 が 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ま た は 酸 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ９ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド が 、 制 御 配 列 と 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 遺 伝 子 の 上 流 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 配 列 と 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ 遺 伝 子 の 下 流 の 終 結 シ グ ナ ル 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル と を 更
に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 制 御 配 列 が Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ で あ り 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 が イ ン タ ー フ ェ ロ ン の
ペ プ チ ド 配 列 か ら 派 生 し 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が Ｓ Ｖ ４ ０ の ペ プ チ ド 配 列 か ら 派 生 し
、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド が 指 定 Ｎ Ｖ １ Ｆ Ｇ Ｆ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 乃 至 １ １ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド が 、 低 分 子 量 の ヘ パ リ ン と 共 に 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃
至 １ ２ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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