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(54)【発明の名称】 ヒト動脈壁細胞内で酸化脂質により誘発される遺伝子の制御

(57)【要約】
本発明は、アテローム性硬化症の１つ以上の症状を抑制
する新規な方法を提供する。さらに、アテローム性硬化
症の１つ以上の症状の進行を抑制および／または改善す
る化合物に関するアッセイも提供する。これらの方法お
よびアッセイは、部分的には、酸化ＬＤＬまたはその成
分が、アテローム性硬化症のプラーク形成に特徴的な“
炎症反応”をもたらす、ＭＡＰキナーゼホスファターゼ
－１の強力なアップレギュレーションを誘発するという
発見に基づく。ＭＫＰ－１の抑制は、この反応（例えば
単球付着、単球走化性、マクロファージへの分化など）
の１つ以上の症状を抑制する。従って、ＭＫＰ－１の抑
制は、アテローム性硬化症の症状を抑制する有効な方法
を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  アテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善する化合物を同

定する方法であって、

  ＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞を供試薬剤と接触させること、および

  ＭＫＰ－１遺伝子の発現を検出し、それによってＭＫＰ－１発現の抑制は該供

試薬剤がアテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善する化合物であることを示

すこと、

  を包含する、方法。

    【請求項２】  ＭＡＰキナーゼホスファターゼ１（ＭＫＰ－１）の発現をア

ップレギュレートする酸化低密度リポタンパク質（Ｏｘ－ＬＤＬ）または酸化リ

ン脂質を含むその成分に前記細胞を接触させることを更に包含し、ここで、前記

検出がＭＫＰ－１遺伝子の発現を検出することを含み、それによって酸化低密度

リポタンパク質（Ｏｘ－ＬＤＬ）またはその成分と接触し供試薬剤とは接触しな

かったか又は低濃度の供試薬剤と接触した細胞と比較した、供試薬剤と接触した

細胞における発現抑制が、該供試薬剤はアテローム性硬化症の１つ以上の症状を

改善する化合物であることを示す、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記低密度リポタンパク質（Ｏｘ－ＬＤＬ）またはその成分

が、以下から成る群から選択される脂質の酸化形態であるリン脂質：酸化された

１－パルミトイル－２－アラキドノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリ

ン（Ｏｘ－ＰＡＰＣ）、１－パルミトイル－２－オキソバレロイル－ｓｎ－グリ

セロ－３－ホスホリルコリン（ＰＯＶＰＣ）、１－パルミトイル－２－グルタロ

イル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＰＧＰＣ）、１－パルミトイル

－２－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＰＥ

ＩＰＣ）、１－ステアロイル－２－アラキドノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホス

ホリルコリン（Ｏｘ－ＳＡＰＣ）、１－ステアロイル－２－オキソバレロイル－

ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＳＯＶＰＣ）、１－ステアロイル－２

－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＳＧＰＣ）、１－ス

テアロイル－２－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコ

リン（ＳＥＩＰＣ）、１－ステアロイル－２－アラキドニル－ｓｎ－グリセロ－
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３－ホスホリルエタノールアミン（Ｏｘ－ＳＡＰＥ）、１－ステアロイル－２－

オキソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノールアミン（ＳＯＶ

ＰＥ）、１－ステアロイル－２－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリ

ルエタノールアミン（ＳＧＰＥ）、および１－ステアロイル－２－エポキシイソ

プロスタン－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノールアミン（ＳＥＩＰＥ）

である、請求項２に記載の方法。

    【請求項４】  前記細胞が哺乳類細胞である、請求項２に記載の方法。

    【請求項５】  前記細胞がヒトの細胞である、請求項４に記載の方法。

    【請求項６】  前記細胞がヒトの血管細胞である、請求項５に記載の方法。

    【請求項７】  前記検出がＭＫＰ－１核酸の検出を含む、請求項２に記載の

方法。

    【請求項８】  前記検出がＭＫＰ－１  ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡの検出を含

む、請求項２に記載の方法。

    【請求項９】  前記検出がＭＫＰ－１ポリペプチドの検出を含む、請求項２

に記載の方法。

    【請求項１０】  前記検出がＭＫＰ－１ポリペプチド活性の測定を含む、請

求項２に記載の方法。

    【請求項１１】  前記検出がアテローム性硬化症の症状の検出を含む、請求

項２に記載の方法。

    【請求項１２】  前記アテローム性硬化症の症状が、単球の結合または単球

の走化性である、請求項１１に記載の方法。

    【請求項１３】  前記ＭＫＰ－１の発現レベルが、前記細胞中のＭＫＰ－１

ｍＲＮＡレベルの測定によって検出される、請求項２に記載の方法。

    【請求項１４】  前記ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡレベルが、ＭＫＰ－１核酸と特

異的にハイブリダイズするプローブに前記ｍＲＮＡをハイブリダイズさせること

によって測定される、請求項１３に記載の方法。

    【請求項１５】  前記ハイブリダイゼーションが、ノザンブロット、ＭＫＰ

－１  ＲＮＡに由来するＤＮＡを用いるサザンブロット、アレーハイブリダイゼ

ーション、アフィニティークロマトグラフィー、およびin situハイブリダイゼ
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ーションから成る群から選択される方法による、請求項１４に記載の方法。

    【請求項１６】  前記プローブがプローブのアレーを形成する複数のプロー

ブの１メンバーである、請求項１５に記載の方法。

    【請求項１７】  前記ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡレベルが核酸増幅反応を用いて

測定される、請求項１３に記載の方法。

    【請求項１８】  前記ＭＫＰ－１レベルが、前記生物学的サンプル中のＭＫ

Ｐ－１タンパク質の発現レベルを測定することによって検出される、請求項２に

記載の方法。

    【請求項１９】  前記検出が、キャピラリー電気泳動、ウェスタンブロット

、質量分析法、ＥＬＩＳＡ、免疫クロマトグラフィー、および免疫組織化学から

成る群から選択される方法による、請求項１８に記載の方法。

    【請求項２０】  前記細胞がex vivoで培養される、請求項２に記載の方法

。

    【請求項２１】  前記供試薬剤が、ＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タンパ

ク質を含む細胞を含む動物に投与される、請求項２に記載の方法。

    【請求項２２】  前記供試薬剤が抗体でない、請求項２に記載の方法。

    【請求項２３】  前記供試薬剤がタンパク質でない、請求項２に記載の方法

。

    【請求項２４】  前記供試薬剤が有機小分子である、請求項２に記載の方法

。

    【請求項２５】  ＭＫＰ－１核酸の発現またはＭＫＰ－１タンパク質を変化

させる供試薬剤を、ＭＫＰ－１活性の調節物質のデータベース、またはアテロー

ム性硬化症の１つ以上の症状を改善する薬剤のデータベースに記録することを更

に包含する、請求項２に記載の方法。

    【請求項２６】  ＭＫＰ－１調節物質を予備スクリーニングする方法であっ

て、

  （ａ）ＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タンパク質を供試薬剤と接触させるこ

と、および

  （ｂ）該供試薬剤の該ＭＫＰ－１タンパク質または核酸への特異的結合を検出
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すること、ここで、該供試薬剤と該ＭＫＰ－１タンパク質または核酸との特異的

結合は該供試薬剤がＭＫＰ－１の可能性のある調節物質であることを示す、

  を包含する、方法。

    【請求項２７】  前記ＭＫＰ－１核酸または前記ＭＫＰ－１タンパク質と特

異的に結合する供試薬剤を、ＭＫＰ－１活性の調節物質候補薬剤のデータベース

または、アテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善する薬剤のデータベースに

記録することを更に包含する、請求項２６に記載の方法。

    【請求項２８】  前記供試薬剤が抗体でない、請求項２６に記載の方法。

    【請求項２９】  前記供試薬剤がタンパク質でない、請求項２６に記載の方

法。

    【請求項３０】  前記検出が、前記供試薬剤の前記ＭＫＰ－１核酸への特異

的結合を検出することを含む、請求項２６に記載の方法。

    【請求項３１】  前記結合が、ノザンブロット、ＤＮＡを用いるサザンブロ

ット、アレーハイブリダイゼーション、アフィニティークロマトグラフィー、お

よびin situハイブリダイゼーションから成る群から選択される方法を用いて検

出される、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３２】  前記検出が、前記供試薬剤の前記ＭＫＰ－１タンパク質へ

の特異的結合を検出することを含む、請求項２６に記載の方法。

    【請求項３３】  前記検出が、キャピラリー電気泳動、ウェスタンブロット

、質量分析法、ＥＬＩＳＡ、免疫クロマトグラフィー、および免疫組織化学から

成る群から選択される方法による、請求項３２に記載の方法。

    【請求項３４】  前記供試薬剤をＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タンパク

質と直接接触させる、請求項２６に記載の方法。

    【請求項３５】  前記供試薬剤をＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タンパク

質を含む細胞と接触させる、請求項２６に記載の方法。

    【請求項３６】  前記細胞がex vivoで培養される、請求項３５に記載の方

法。

    【請求項３７】  前記供試薬剤をＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タンパク

質を含む細胞を含む動物と接触させる、請求項２６に記載の方法。
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    【請求項３８】  アテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善する方法であ

って、ＭＡＰキナーゼホスファターゼ１（ＭＫＰ－１）の発現を抑制することを

包含する、方法。

    【請求項３９】  前記抑制が、酸化低密度リポタンパク質（Ｏｘ－ＬＤＬ）

または酸化リン脂質を含むその成分に対応したＭＫＰ－１のアップレギュレーシ

ョンを抑制することを包含する、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４０】  前記抑制が、ＭＫＰ－１核酸をアンチセンスオリゴヌクレ

オチドと接触させることを包含する、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４１】  前記抑制が、ＭＫＰ－１核酸を特異的に開裂するリボザイ

ムに前記ＭＫＰ－１核酸を接触させることを包含する、請求項３８に記載の方法

。

    【請求項４２】  前記抑制が、ＭＫＰ－１核酸を特異的に開裂する触媒性Ｄ

ＮＡに前記ＭＫＰ－１核酸を接触させることを包含する、請求項３８に記載の方

法。

    【請求項４３】  前記抑制が、ＭＫＰ－１遺伝子、ＭＫＰ－１プロモーター

または介在核酸との相同組換えによってＭＫＰ－１遺伝子を不活化する核酸を、

ＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞にトランスフェクトすることを包含する、請求項３

８に記載の方法。

    【請求項４４】  前記抑制が、ＭＫＰ－１ポリペプチドと特異的に結合する

イントラボディをコードする核酸を、ＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞にトランスフ

ェクトすることを包含する、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４５】  前記抑制が、前記ＭＫＰ－１遺伝子のアップレギュレーシ

ョンを抑制する有機小分子にＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞を接触させることを包

含する、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４６】  前記有機小分子が、酸化ＬＤＬまたは酸化リン脂質を含む

その成分に反応した前記ＭＫＰ－１遺伝子のアップレギュレーションを抑制する

、請求項４５に記載の方法。

    【請求項４７】  前記抑制が、前記ＭＫＰ－１遺伝子のアップレギュレーシ

ョンを抑制するリン脂質にＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞を接触させることを包含
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する、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４８】  前記症状が、アテローム性硬化症であるか又はその危険性

があると診断されたヒト患者に存在する、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４９】  前記症状が、アテローム性硬化症であると診断されたヒト

患者に存在する、請求項４８に記載の方法。

    【請求項５０】  前記症状が、癌であると診断されていないヒト患者に存在

する、請求項３８に記載の方法。

    【請求項５１】  アテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善する化合物を

スクリーニングするためのキットであって、

  ＭＫＰ－１核酸を含む細胞、および

  ＭＫＰ－１ポリペプチドと特異的に結合する標識抗体、ＭＫＰ－１核酸と特異

的に結合する核酸、およびＭＫＰ－１核酸またはそのフラグメントを特異的に増

幅させるプライマーから成る群から選択される検出部分

  を含む、キット。

    【請求項５２】  前記キットが、酸化低密度リポタンパク質または酸化リン

脂質を含むその成分を更に含む、請求項５１に記載のキット。

    【請求項５３】  前記酸化低密度リポタンパク質またはその成分が、以下か

ら成る群から選択される酸化リン脂質：酸化された１－パルミトイル－２－アラ

キドノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（Ｏｘ－ＰＡＰＣ）、１－

パルミトイル－２－オキソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン

（ＰＯＶＰＣ）、１－パルミトイル－２－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ－３－

ホスホリルコリン（ＰＧＰＣ）、１－パルミトイル－２－エポキシイソプロスタ

ン－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＰＥＩＰＣ）、酸化された１－ス

テアロイル－２－アラキドノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（Ｏ

ｘ－ＳＡＰＣ）、１－ステアロイル－２－オキソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－

３－ホスホリルコリン（ＳＯＶＰＣ）、酸化されたＳＡＰＣ、１－ステアロイル

－２－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＳＧＰＣ）、１

－ステアロイル－２－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリ

ルコリン（ＳＥＩＰＣ）、酸化された１－ステアロイル－２－アラキドニル－ｓ
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ｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノールアミン（Ｏｘ－ＳＡＰＥ）、１－ステ

アロイル－２－オキソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノール

アミン（ＳＯＶＰＥ）、１－ステアロイル－２－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ

－３－ホスホリルエタノールアミン（ＳＧＰＥ）、および１－ステアロイル－２

－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノールアミン

（ＳＥＩＰＥ）を含む、請求項５２に記載のキット。

    【請求項５４】  ＭＫＰ－１の抑制物質をスクリーニングするプロトコルを

提供し、そのような抑制物質がアテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善する

ことを教示する指示物を更に含む、請求項５１に記載のキット。

    【請求項５５】  ＭＫＰ－１の発現を抑制するためのキットであって、ＭＫ

Ｐ－１アンチセンス分子、ＭＫＰ－１リボザイム、酸化リン脂質に反応してＭＫ

Ｐ－１のアップレギュレーションを抑制する脂質、ＭＫＰ－１と結合しＭＫＰ－

１活性を阻害する抗体から成る群から選択されるＭＫＰ－１の抑制物質を含む、

キット。

    【請求項５６】  アテローム性硬化症または慢性関節リウマチの１つ以上の

症状を改善する方法としてＭＫＰ－１の抑制を教示する指示物を更に含む、請求

項５５に記載のキット。



(9) 特表２００３－５２９３７５

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （関連出願のクロス・リファレンス）

  本出願は、USSN09/541,468号（2000年3月31日出願）およびUSSN09/539,569号

（2000年3月31日出願）（両文献は、本明細書中に参考として援用されている）

についての優先権および特典を主張する。

  （連邦政府支援研究開発により達成された発明の権利に関する記載）

  本発明は、米国立衛生研究所グラント番号HL30568により政府の支援を得て達

成された。合衆国政府は、本発明に関して一定の権利を有する。

      【０００２】

  （発明の分野）

  本発明は、アテローム性硬化症の分野に関する。特に、本発明は、酸化ＬＤＬ

がＭＫＰ－１をアップレギュレートし、アテローム性硬化症のプラーク形成に特

徴的な炎症性反応を惹起するという発見に関する。 

      【０００３】

  （発明の背景）

  心臓血管系疾患は、特に合衆国および西欧諸国において罹病率および死亡率の

主要な原因である。原因となる幾つかの因子は、該疾患に対する遺伝的素因、性

別、ライフスタイルに関する因子（例えば、喫煙および食事）、年齢、高血圧お

よび高脂血症（高コレステロール血症を含む）を含む心臓血管系疾患の発生と関

連を有する。これらの因子の幾つか、特に、高脂血症および高コレステロール血

症（高い血中コレステロール濃度を示す）は、アテローム性硬化症と密接に関連

する顕著な危険因子をもたらす。

  コレステロールは、リポタンパク質粒子内部で遊離型およびエステル型コレス

テロールとして血中に存在する。リポタンパク質粒子は、カイロミクロン、超低

密度リポタンパク質（ＶＬＤＬ）、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）、および高

密度リポタンパク質（ＨＤＬ）として一般的に知られている。血中の総コレステ

ロール濃度は、（１）消化管からのコレステロール吸収、（２）食事成分（例え

ば、炭水化物、タンパク質、脂肪およびエタノール）からのコレステロールの合
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成、および（３）組織（特に肝臓）による血液からコレステロールの除去、それ

に続くコレステロールの胆汁酸、ステロイドホルモンおよび胆汁コレステロール

への変換によって影響を受ける。

      【０００４】

  血中コレステロール濃度の維持は、遺伝因子および環境因子の両方の影響を受

ける。遺伝因子には、個体のコレステロール生合成における律速酵素の濃度、肝

臓の低密度リポタンパク質に対するレセプターの濃度、コレステロール胆汁酸変

換を行う律速酵素の濃度、リポタンパク質の合成および分泌の速度、および性別

が含まれる。ヒトの血中コレステロール濃度のホメオスタシスに影響を与える環

境因子には、食事構成、喫煙の事象、身体的活動、および種々の薬剤の使用が含

まれる。食事性変動因子には、脂肪の量およびタイプ（飽和およびポリ不飽和脂

肪酸）、コレステロールの量、線維の量およびタイプ、並びに恐らくはビタミン

（例えば、ビタミンＣおよびＤ）およびミネラル（例えば、カルシウム）の量が

含まれる。

      【０００５】

  上記で示したように、高い血中コレステロール濃度は、ヒトの脈管系疾患およ

び冠状動脈心疾患の主要危険因子の１つである。低密度リポタンパク質コレステ

ロール（“ＬＤＬ－コレステロール”）および総コレステロールの上昇は、冠状

動脈心疾患の危険性の増加に直接関連する（Cholesterol and Mortality:30 Yea

rs of Follow-Up from the Framingham Study, Anderson, Castelli, & Levy (1

987) JAMA, 257:2176-80）。

      【０００６】

  高レベルの総コレステロールおよびＬＤＬ－コレステロールはアテローム性硬

化症および脈管系疾患発生の危険因子であるが、高密度リポタンパク質コレステ

ロール（以下では“ＨＤＬ－コレステロール”）の不足は、これらの症状を発生

させる危険因子であることが最近になって認識された。幾つかの臨床試験が、ア

テローム性硬化症に対抗するＨＤＬ－コレステロールの防護的役割を支持してい

る。ある研究では、女性において、血中ＨＤＬ－コレステロールが１ｍｇ／ｄＬ

増加する毎に冠動脈疾患のリスクが３％減少することが示された（High-density
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 Lipoprotein Cholesterol and Cardiovascular Disease:Four Prospective Ame

rican Studies, Gordon, Probstfield, and Garrison et al., (1989) Circulat

ion, 79:8-15）。

      【０００７】

  ＨＤＬが“防護的”リポタンパク質であり（Vega and Grundy (1996) Curr. O

pin. Lipidology, 7:209-216）、さらにＨＤＬの血漿レベルの増加がアテローム

性硬化症の発生に対して直接的防御を提供し得ると広く信じられている。多数の

研究で、ヒトの冠状動脈心疾患（ＣＨＤ）の危険性および動物の実験的アテロー

ム性硬化症の重篤度の両方が、血清のＨＤＬコレステロール（ＨＤＬ－Ｃ）濃度

と逆比例することが示された（Russ et al. (1951) Am. J. Med., 11:480-493; 

Gofman et al. (1996) Circulation, 34:679-697; Miller and Miller (1975) L

ancet, 1:16-19; Gordon et al. (1989) Circulation, 79:8-15; Stampfer et a

l. (1991) N. Engl. J. Med., 325:373-381; Badimon et al. (1989) Lab. Inve

st., 60:455-461）。

  ＨＤＬ／ＬＤＬ比が、集団レベルでアテローム性硬化症および心臓疾患の危険

性に対する優れたマーカーを提供することは明らかであるが、ＨＤＬおよび／ま

たはＬＤＬ測定値は、個体レベルでは不十分な予後インジケーターであることが

判明した。高いＨＤＬ：ＬＤＬ比を有する特定の個体で特に、重篤なアテローム

性硬化症が観察されたが、一方、逆に非常に低いＨＤＬ：ＬＤＬ比を有する個体

ではアテローム性硬化症の証拠は特定されなかった。

      【０００８】

  （発明の概要）

  本発明は、アテローム性硬化症の１つ以上の症状を抑制する新規な方法を提供

する。さらに、本発明は、アテローム性硬化症の１つ以上の症状の進行を抑制お

よび／または改善する化合物に関するアッセイを提供する。本方法およびアッセ

イは、部分的には、酸化されたＬＤＬまたはその成分が、ＭＡＰキナーゼホスフ

ァターゼ－１（ＭＫＰ－１）の強力なアップレギュレーションを誘発し、それは

続いて、アテローム性硬化症のプラーク形成に特徴的な“炎症反応”に関連する

という発見に基づく。ＭＫＰ－１の抑制は、この反応の１つ以上の症状（例えば
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、単球の付着、単球の走化性、マクロファージへの分化など）を抑制する。従っ

て、ＭＫＰ－１の抑制は、アテローム性硬化症の症状を抑制する効果的な方法を

提供する。

      【０００９】

  従って、１つの実施態様では、本発明は、アテローム性硬化症（または他の炎

症性疾患、例えば、慢性関節リウマチ、特発性肺線維症、狼瘡など）の１つ以上

の症状を改善させる化合物を同定する方法を提供する。本方法は、ＭＫＰ－１遺

伝子を含む細胞を供試薬剤と接触させること、およびＭＫＰ－１遺伝子発現を検

出することを包含し、それによって、ＭＫＰ－１発現の抑制は、供試薬剤がアテ

ローム性硬化症の１つ以上を改善する化合物であることを示すものである。ある

実施態様では、本方法はさらに、酸化された低密度リポタンパク質（Ｏｘ－ＬＤ

Ｌ）またはその成分（ＭＡＰキナーゼホスファターゼ－１（ＭＫＰ－１）の発現

をアップレギュレートする酸化リン脂質を含む）と細胞を接触させることを包含

する。これらの実施態様では、検出は、好ましくはＭＫＰ－１遺伝子の発現の検

出を含み、それによって、酸化された低密度リポタンパク質（Ｏｘ－ＬＤＬ）ま

たはその成分と接触し供試薬剤とは接触しなかった（または低濃度の供試薬剤と

接触した）細胞と比較したとき、供試薬剤と接触した細胞中の発現の抑制は、供

試薬剤がアテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善する化合物であることを示

すものである。ある種の実施態様では、多数の供試薬剤を同じ細胞で同時にアッ

セイできることが理解されよう。複数の供試薬剤について陽性結果が得られた場

合、この複数の薬剤を含む各薬剤を個々に再テストすることができる。

      【００１０】

  特に好ましいアッセイでは、低密度リポタンパク質（Ｏｘ－ＬＤＬ）またはそ

の成分は、以下から成る群から選択される１つ以上の脂質の酸化形態である酸化

されたリン脂質である：酸化１－パルミトイル－２－アラキドノイル－ｓｎ－グ

リセロ－３－ホスホリルコリン（Ｏｘ－ＰＡＰＣ）、１－パルミトイル－２－オ

キソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＰＯＶＰＣ）、１－

パルミトイル－２－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（Ｐ

ＧＰＣ）、１－パルミトイル－２－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－グリセロ－
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３－ホスホリルコリン（ＰＥＩＰＣ）、１－ステアロイル－２－アラキドノイル

－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（Ｏｘ－ＳＡＰＣ）、１－ステアロイ

ル－２－オキソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＳＯＶＰ

Ｃ）、１－ステアロイル－２－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリル

コリン（ＳＧＰＣ）、１－ステアロイル－２－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－

グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＳＥＩＰＣ）、１－ステアロイル－２－アラ

キドニル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノールアミン（Ｏｘ－ＳＡＰＥ

）、１－ステアロイル－２－オキソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリ

ルエタノールアミン（ＳＯＶＰＥ）、１－ステアロイル－２－グルタロイル－ｓ

ｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノールアミン（ＳＧＰＥ）、および１－ステ

アロイル－２－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタ

ノールアミン（ＳＥＩＰＥ）。

      【００１１】

  好ましい実施態様では、細胞は哺乳類細胞、より好ましくはヒトの細胞である

。特に好ましい細胞にはヒトの血管細胞が含まれる。特に好ましい細胞はex viv

oで培養された細胞である。

  ＭＫＰ－１発現の検出には、好ましくはＭＫＰ－１核酸（例えば、ＭＫＰ－１

ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡなど）もしくはそのフラグメントの検出、ＭＫＰ

－１ポリペプチドもしくはそのフラグメントの検出、またはＭＫＰ－１ポリペプ

チド活性の測定が含まれる。特に好ましい実施態様では、ＭＫＰ－１タンパク質

活性の検出は、アテローム性硬化症の症状（例えば、単球の結合、単球の走化性

など）の検出を含む。特に好ましい実施態様では、ＭＫＰ－１の発現レベルは、

前記細胞中のＭＫＰ－１  ｍＲＮＡレベルの測定によって検出される。特に好ま

しい実施態様では、ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡレベルは、該ｍＲＮＡをＭＫＰ－１核

酸と特異的にハイブリダイズするプローブとハイブリダイズさせることによって

測定される。好ましいハイブリダイゼーション様式には、ノザンブロット、ＭＫ

Ｐ－１  ＲＮＡに由来するＤＮＡを用いるサザンブロット、アレーハイブリダイ

ゼーション、アフィニティークロマトグラフィー、およびin situハイブリダイ

ゼーションが含まれるが、但しこれらに限定されない。前記ハイブリダイゼーシ
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ョンはアレーベース様式で実施してもよいが、その場合、ＭＫＰ－１核酸と特異

的に結合するプローブは、プローブのアレーを形成する複数のプローブのうちの

１つ以上のメンバーである。ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡレベルは、幾つかの実施態様

では核酸増幅反応（例えば、ＰＣＲ）を用いて測定される。他の実施態様では、

ＭＫＰ－１発現レベルは、生物学的サンプル中のＭＫＰ－１タンパク質の発現レ

ベルを検出することによって測定される。好ましいタンパク質検出方法には、キ

ャピラリー電気泳動、ウェスタンブロット、質量分析法、ＥＬＩＳＡ、免疫クロ

マトグラフィー、および免疫組織化学が含まれるが、但しこれらに限定されない

。

      【００１２】

  ある種の実施態様では、供試薬剤を培養細胞と接触させ、他の実施態様では、

供試薬剤をＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タンパク質を含む細胞を含む動物に

投与する。本質的にいずれの分子組成物または組み合わせ分子も供試薬剤を含み

得るが、好ましい供試薬剤は抗体ではなく、および／またはタンパク質ではない

。特に好ましい供試薬剤は、有機の小分子である。

  好ましい実施態様では、本方法はさらに、ＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タ

ンパク質の発現を変化させる供試薬剤を、ＭＫＰ－１活性調節物質のデータベー

ス、またはアテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善する薬剤のデータベース

に記録することを含む。

      【００１３】

  別の実施態様では、本発明は、ＭＫＰ－１の調節物質または抑制物質の予備ス

クリーニング方法を提供する。これらの方法は、ＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－

１タンパク質を供試薬剤と接触させ；さらに供試薬剤とＭＫＰ－１タンパク質ま

たは核酸との特異的結合を検出することを包含し、ここで、供試薬剤とＭＫＰ－

１タンパク質または核酸との特異的結合は、該供試薬剤がＭＫＰ－１調節物質と

しての可能性を有することを示す。ある種の実施態様では、本方法はさらに、Ｍ

ＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タンパク質と特異的に結合する供試薬剤をＭＫＰ

－１活性の調節物質の候補薬剤のデータベース、および／またはアテローム性硬

化症の１つ以上の症状を改善する薬剤のデータベースに記録することを含む。特
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に好ましい実施態様では、供試薬剤は抗体ではなく、および／またはタンパク質

ではない。特に好ましい供試薬剤は、疎水性化合物、および／または脂質、およ

び／または有機小分子である。結合の検出は、当業者に公知である多数の方法の

いずれかによる。従って、例えば、幾つかの実施態様では、前記検出は、供試薬

剤とＭＫＰ－１核酸との特異的な結合の検出を含む（例えば、ノザンブロット、

ＤＮＡを用いるサザンブロット、アレーハイブリダイゼーション、アフィニティ

ークロマトグラフィー、およびin situハイブリダイゼーションから成る群から

選択される方法を用いる）。他の実施態様では、前記検出は、供試薬剤と該ＭＫ

Ｐ－１タンパク質との特異的結合を検出することを含む（例えば、キャピラリー

電気泳動、ウェスタンブロット、質量分析法、ＥＬＩＳＡ、免疫クロマトグラフ

ィー、および免疫組織化学から成る群から選択される方法による）。

      【００１４】

  アッセイ様式に応じて、供試薬剤をＭＫＰ－１核酸もしくはＭＫＰ－１タンパ

ク質と直接接触させるか、または供試薬剤をＭＫＰ－１核酸もしくはＭＫＰ－１

タンパク質を含む細胞と（ex vivoでの培養下で）接触させるか、または供試薬

剤をＭＫＰ－１核酸もしくはＭＫＰ－１タンパク質を含む細胞を含む動物と接触

させる。

  別の実施態様では、本発明は、アテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善す

る方法を提供する。本方法は、ＭＡＰキナーゼホスファターゼ１（ＭＫＰ－１）

の発現を抑制することを含む。ＭＫＰ－１発現はあらゆるコンテキストで抑制さ

れ得る、または、抑制は組織特異的もしくは特定の時期であってよく、または特

異的な刺激に対してであっても良い。ある実施態様では、ＭＫＰ－１の抑制は、

酸化された低密度リポタンパク質（Ｏｘ－ＬＤＬ）またはその成分（例えば、酸

化リン脂質を含む）に対する反応中に代表的に生じるＭＫＰ－１のアップレギュ

レーションの抑制を含む。

      【００１５】

  ＭＫＰ－１抑制は、以下（但し、これらに限定されない）を含む様々な方法の

いずれによっても良い：ＭＫＰ－１核酸をアンチセンスオリゴヌクレオチドと接

触させる；ＭＫＰ－１核酸をリボザイムおよび／または触媒性ＤＮＡと接触させ
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る；ＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞に、ＭＫＰ－１遺伝子、ＭＫＰ－１プロモータ

ーまたは介在核酸との相同性組換えによってＭＫＰ－１遺伝子を不活化する核酸

をトランスフェクトする；ＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞に、ＭＫＰ－１ポリペプ

チドと特異的に結合するイントラボディをコードする核酸をトランスフェクトす

る；ＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞を、ＭＫＰ－１遺伝子のアップレギュレーショ

ン（例えば、酸化ＬＤＬまたは酸化リン脂質を含むその成分と反応して典型的に

生じるアップレギュレーション）を抑制する小有機分子と接触させる；およびＭ

ＫＰ－１遺伝子を含む細胞を、該ＭＫＰ－１のアップレギュレーションを抑制す

るリン脂質と接触させる。

      【００１６】

  ある種の実施態様では、本方法はヒト以外の哺乳類で実施されるが、特に好ま

しい実施態様では、本方法はヒトで実施される。好ましいヒトは、アテローム性

硬化症と診断されたか、またはアテローム性硬化症の危険性を有すると診断され

たヒトの患者（被験者）である。特に好ましいヒトには、アテローム性硬化症と

診断されたヒト患者が含まれる。ある種の実施態様では、本方法は、癌と診断さ

れていないか、または癌もしくは他の新生物の危険性があると診断されていない

ヒトの被験者、および／または癌が緩解もしくは“治癒”したと診断された被験

者で実施される。

      【００１７】

  本発明はまた、本発明のアッセイおよび“治療“方法を実施するためのキット

を提供する。従って、本発明のある実施態様では、アテローム性硬化症の１つ以

上の症状（例えば、単球の付着、単球の走化性、単球のマクロファージへの分化

など）を改善する化合物をスクリーニングするキットが提供される。本キットは

、好ましくはＭＫＰ－１核酸を含む細胞；および以下から成る群から選択される

検出成分を含む：ＭＫＰ－１ポリペプチドと特異的に結合する標識抗体、ＭＫＰ

－１核酸と特異的に結合する核酸、およびＭＫＰ－１核酸またはそのフラグメン

トを特異的に増幅させるプライマー。幾つかの実施態様では、本キットはさらに

、酸化リン脂質を含む酸化された低密度リポタンパク質またはその成分を含む。

好ましい酸化リン脂質には本明細書で述べたものが含まれるが、但しこれらに限
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定されない。必要に応じて、本キットはさらにまた指示物を含み、前記指示物は

、ＭＫＰ－１の抑制物質をスクリーニングするプロトコルを提供し、さらに必要

に応じて、そのような抑制物質は、アテローム性硬化症および／または付随する

病態、および／または慢性関節リウマチ、および／または他の炎症性経過の１つ

以上の症状を改善することを教示する。

      【００１８】

  また別の実施態様では、本発明は、ＭＫＰ－１の発現を抑制するキットを提供

する。好ましいキットは、ＭＫＰ－１アンチセンス分子、ＭＫＰ－１リボザイム

、酸化リン脂質と反応してＭＫＰ－１がアップレギュレートするのを抑制する脂

質、ＭＫＰ－１と結合しＭＫＰ－１活性を阻害する抗体から成る群から選択され

るＭＫＰ－１の抑制物質を含む。そのようなキットは、さらに、必要に応じて、

アテローム性硬化症、および／または慢性関節リウマチ、および／または他の炎

症性経過の１つ以上の症状を改善する方法としてＭＫＰ－１の抑制を教示する指

示物を含む。

      【００１９】

定義：

  “アテローム性硬化症”とは、動脈壁上／内部へのコレステロール蓄積の過程

であり、冠状動脈および脳動脈の閉塞または狭窄をもたらし、しばしば、それに

続いて心筋梗塞および発作をもたらす。

  “ポリペプチド”、“ペプチド”および“タンパク質”という用語は、本明細

書では相互交換的に用いられ、アミノ酸残基のポリマーを指す。これらの用語は

、天然に存在するアミノ酸ポリマーと同様に、１つ以上のアミノ酸残基が、対応

する天然に存在するアミノ酸の人工的な化学的類似体であるアミノ酸ポリマーに

も適用される。

  “ＭＫＰ－１核酸”という用語は、ＭＡＰキナーゼホスファターゼ１（ＭＫＰ

－１）（例えば、GenBank承認番号x68277を参照されたい）をコードする核酸、

またはそれに由来する核酸を指す。従って、ＭＫＰ－１核酸には、ＭＫＰ－１遺

伝子（例えば、erp/mkp-1）、ＭＫＰ－１  ＲＮＡ、ＭＫＰ－１  ｃＤＮＡ、Ｍ

ＫＰ－１  ｃＲＮＡなどが含まれるが、但しこれらに限定されない。
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      【００２０】

  “ＭＫＰ－１タンパク質またはポリペプチド”は、ＭＫＰ－１遺伝子またはｃ

ＤＮＡによって発現されるタンパク質、例えば、ＭＡＰキナーゼホスファターゼ

１である。

  “発現を抑制する”という用語は、ＭＫＰ－１の抑制を指して用いられ、ＭＫ

Ｐ－１の転写、および／または翻訳、および／または活性なＭＫＰ－１タンパク

質の形成もしくは利用可能性の低下もしくは阻害を指す。

  ＭＫＰ－１核酸という用語は、ＭＫＰ－１をコードする核酸もしくはそのフラ

グメント、またはＭＫＰ－１をコードする核酸もしくはそのフラグメントに相補

的な核酸を指す。ＭＫＰ－１核酸には、ＭＫＰ－１のゲノムＤＮＡ、ｍＲＮＡ、

ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡまたはそれらのフラグメントが含まれるが、但しこれらに限

定されない。

  “ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡを検出する”という用語は、ＭＫＰ－

１核酸の検出および／または定量、またはその定量がＭＫＰ－１核酸の発現レベ

ルの指標を提供する、前記に由来する核酸の検出および／または定量を指す。本

用語には、従って、ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ＭＫＰ－１増幅産物およ

び前記のいずれかのフラグメントが含まれるが、但しこれらに限定されない。

      【００２１】

  “結合パートナー”または“捕捉薬剤”または“結合対”の１メンバーという

用語は、特異的に他方の分子と結合し、結合複合体（例えば、抗原－抗体、レク

チン－炭水化物、核酸－核酸、ビオチン－アビジンなど）を形成する分子を指す

。

  本明細書で用いられるように、“特異的に結合する”という用語は、生体分子

（例えば、タンパク質、核酸、抗体など）を指すときは、分子の異質な集団（例

えば、タンパク質および他の生物学的物質）中の前記生体分子の存在を決定する

結合反応を指す。従って、規定された条件（例えば、抗体の場合には免疫アッセ

イ条件または核酸の場合にはストリンジェントなハイブリダイゼーション条件）

下では、特定のリガンドまたは抗体は、その固有の“標的”分子と結合し、サン

プル中に存在する他の分子とは有意な量で結合しない。
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  “アテローム性硬化症の症状”という語句は、アテローム性硬化症プラークの

形成および付随する病態に特徴的な１つ以上の症状を指す。そのような症状には

、血管壁への単球の結合、単球の内皮下腔への走化性、単球のマクロファージへ

の分化、血管閉塞、血管閉塞に伴う血圧上昇、血管壁の硬化、発作、および炎症

を惹起するようなもの、並びに幾つかの事例では、その後に血栓症を伴うプラー

クの断裂またはプラークの侵食が含まれるが、但しこれらに限定されない。

      【００２２】

  本明細書中の“核酸”または“オリゴヌクレオチド”という用語または文意的

等価物は、共有結合した少なくとも２つのヌクレオチドを指す。本発明の核酸は

、好ましくは一本鎖または二本鎖であり、一般にはホスホジエステル結合を含む

。しかしながら、幾つかの事例では、下記に概略するように、例えば、以下を含

む代替的骨格を有する核酸類似体を含み得る：ホスホルアミド（Beaucage et al

.(1993) Tetrahedron 49(10):1925およびその中の参考文献；Letsinger (1970) 

J. Org. Chem. 35:3800; Sprinzl et al. (1977) Eur. J. Biochem. 81:579; Le

tsinger et al. (1986) Nucl. Acids Res. 14:3487; Sawai et al. (1984) Chem

. Lett. 805, Letsinger et al. (1988) J. Am. Chem. Soc. 110:4470; およびP

auwels et al. (1986) Chemica Scripta 26:1419）、ホスホロチオエート（Mag 

et al. (1991) Nucleic Acids Res. 19:1437;および米国特許5,644,048号）、ホ

スホロジチオエート（Briu et al. (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:2321）、Ｏ

－メチルホスホロアミダイト結合（Eckstein, Oligonucleotides and Analogues

: A Practical Approach, Oxford University Pressを参照されたい）、並びに

ペプチド核酸骨格および結合（Egholm (1992) J. Am. Chem. Soc. 114:1895; Me

ier et al. (1992) Chem. Int. Ed. Engl. 31:1008; Nielsen (1993) Nature 36

5:566; Carlsson et al. (1996) Nature 380:207）。

      【００２３】

  他の類似の核酸には、ポジティブ骨格を有するもの（Denpcy et al. (1995) P

roc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6097）、非イオン性骨格を有するもの（米国特

許5,386,023号；同5,637,684号；同5,602,240号；同5,216,141号；同4,469,863

号；Angew. (1991) Chem. Intl. Ed. English 30:423；Letsinger et al. (1988



(20) 特表２００３－５２９３７５

) J. Am. Chem. Soc. 110:4470；Letsinger et al. (1994) Nucleotide & Nucle

otide 13:1597；Chapters 2 and 3, ASC Symposium Series 580, "Carbohydrate

 Modifications in Antisense Research", Ed. Y.S. Sanghui and P. Dan Cook

；Mesmaeker et al.(1994) Bioorganic & Medicinal Chem. Lett. 4:395；Jeffs

 et al. (1994) J. Biomolecular NMR 34:17；Tetrahedron Lett. 37:743 (1996

)）および非リボース骨格を有するもの（以下の文献に記載されたものを含む：

米国特許5,235,033号および同5,034,506号；Chapter6 and 7, ASC Symposium Se

ries 580, Carbohydrate Modifications in Antisense Research, Ed. Y.S. San

ghui and P. Dan Cook）が含まれる。１つ以上の炭素環式糖を含む核酸も、本核

酸の定義に含まれる（Jenkins et al. (1995) Chem. Soc. Rev. pp169-176を参

照されたい）。幾つかの核酸類似体は次の文献に記載されている：Rawls, C & E

 News June 2, 1997 page35）。リボース－ホスフェート骨格のこれらの改変は

、また別の部分（例えば、標識）の付加を容易にするため、またはそのような分

子の生理的環境下での安定性および半減期を増すために実施することができる。

      【００２４】

  本明細書で用いられるように、“特異的にハイブリダイズする”および“特異

的なハイブリダイゼーション”および“選択的にハイブリダイズする”という用

語は、核酸分子が優先的に特定のヌクレオチド配列とストリンジェントな条件下

で、結合するか、デュプレックスを形成するか、またはハイブリダイズすること

を指す。“ストリンジェントな条件”という用語は、その条件下でプローブがそ

の標的配列と優先的にハイブリダイズし、他の配列とはより低い度合いでハイブ

リダイズする（完全にハイブリダイズしないわけではない）条件を指す。核酸の

ハイブリダイゼーションに関連するストリンジェントなハイブリダイゼーション

条件およびストリンジェントな洗浄条件は、配列に依存し、異なる環境パラメー

ター下では異なる。核酸のハイブリダイゼーションについての広範囲の手引きは

、例えば、以下に見出される：Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Bioc

hemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes p

art I, chapt2, Overview of principles of hybridization and the strategy 

of nucleic acid probe assays, Elsvier, NY(Tijssen)。
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      【００２５】

  一般に、高度にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件および洗浄条

件は、指定イオン強度およびｐＨでの特異的配列に関する融解温度（Ｔm）より

も約５℃低くなるように選択される。前記Ｔmは、（規定のイオン強度およびｐ

Ｈで）標的配列の５０％が、完全にマッチするプローブとハイブリダイズする温

度である。非常にストリンジェントな条件は、特定のプローブに関するＴmと等

しくなるように選択される。１００以上の相補性残基を有する相補性核酸の、サ

ザンまたはノザンブロットにおけるアレー上もしくはフィルター上での、ハイブ

リダイゼーションのためのストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の例

は、４２℃で標準的なハイブリダイゼーション溶液（例えば、以下を参照された

い：Sambrook (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd ed.) Vol

.1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, NY, およ

び下記の詳細な考察）を用い、ハイブリダイゼーションは一晩実施される。高度

にストリンジェントな洗浄条件の例は、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、７２℃で約１５

分間である。ストリンジェントな洗浄条件の例は、６５℃で１５分間の０．２×

ＳＳＣによる洗浄である（ＳＳＣ緩衝液の説明については、例えば、上掲書（Sa

mbrook）を参照されたい）。高度にストリンジェントな洗浄の前にしばしば低度

のストリンジェントな洗浄が先行し、バックグラウンドのプローブシグナルが除

去される。例えば、１００ヌクレオチド以上のデュプレックスのための中等度に

ストリンジェントな洗浄の例は、１×ＳＳＣ、４５℃で１５分間である。例えば

、１００ヌクレオチド以上のデュプレックスのための低度にストリンジェントな

洗浄の例は、４×～６×ＳＳＣ、４０℃で１５分間である。

      【００２６】

  “供試薬剤”という用語は、本明細書に記載する１つ以上のアッセイでスクリ

ーニングされる薬剤を指す。該薬剤は、実質的には任意の化合物であり得る。そ

れは単離された単一の化合物として存在し得るか、または化学物質（例えば、組

み合わせ）ライブラリーの１メンバーであってもよい。特に好ましい実施態様で

は、該供試薬剤は有機小分子である。

  “有機小分子”という用語は、薬剤中で一般に用いられている有機分子に匹敵
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するサイズを有する分子を指す。本用語は、生物学的巨大分子（例えば、タンパ

ク質、核酸など）を除外する。好ましい有機小分子の範囲は、約５０００Ｄａま

で、より好ましくは２０００Ｄａまで、最も好ましくは約１０００Ｄａまでのサ

イズである。

      【００２７】

  データベースという用語は、情報を記録しこれを検索するための手段を指す。

好ましい実施態様では、データベースは、保存した情報をソートおよび／または

サーチするための手段も提供する。データベースは、ペーパー式、カード式、機

械式、電子式、光学式、磁気式、またはそれらの組合わせを含む（但し、これら

に限定されない）任意の簡便な媒体を含むことができる。好ましいデータベース

には、電子式（例えば、コンピュータに基づく）データベースが含まれる。デー

タベースの保存および操作で使用するコンピュータシステムは、当業者に周知で

あり、“パーソナルコンピュータシステム”、メーンフレームシステム、インタ

ーネットまたはイントラネットによる配分ノード、特殊化ハードウェア（例えば

、マイクロチップ）に保存されたデータまたはデータベースなどが含まれるが、

但しこれらに限定されない。

      【００２８】

  （詳細な説明）

  本発明は、アテローム性硬化症の１つ以上の症状を抑制する新規な方法を提供

する。さらに、アテローム性硬化症の１つ以上の症状の進行を抑制し、および／

またはこれを改善する化合物に関するアッセイも提供される。これらの方法およ

びアッセイは、部分的には、酸化脂質（例えば、脂質および軽度または高度に酸

化されたＬＤＬの分画）がアテローム性硬化症のプラーク形成に特徴的な炎症性

反応を誘発するメカニズムの解明に基づいている。

  新しく単離された低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）は脂質過酸化水素を含むこ

とが注目された（Sevanian et al. (1997) J. Lipid Res. 38:419-428）。本発

明者らは、in vitroでのＬＤＬの酸化は、それが酸化され得る前にＬＤＬが反応

種とともに“播種（seeded）”されることが必要であると考えている。酸化脂質

の存在は、炎症反応（単球の結合、走化性およびマクロファージへの分化の誘発



(23) 特表２００３－５２９３７５

）をもたらす。この過程は、アテローム性硬化症を特徴づけているプラーク形成

および他の炎症性疾患の基礎となる。

      【００２９】

  特定の理論に拘束されるものではないが、より具体的には、軽度に酸化された

ＬＤＬ（ｍ／ｚ  ５９４、６１０、および８２８）中の生物学的に活性な脂質は

、３つの一続きの工程で形成される。第一の工程では、リノール酸およびアラキ

ドン酸の代謝産物およびコレステリル過酸化水素とともにＬＤＬが播種される。

第二の工程は、内皮下腔でのＬＤＬが捕捉されること、および付近の動脈壁細胞

から生じた更なる反応性酸素種がこの捕捉されたＬＤＬに供給されることを含む

。第三の工程は、“播種分子”（例えば、１３－ヒドロペルオキシオクタデカジ

エノン酸［１３（Ｓ）－ＨＰＯＤＥ］および１５－ヒドロペルオキシエイコサテ

トラエノン酸［１５（Ｓ）－ＨＰＥＴＥ］）の臨界閾値がＬＤＬに及んだときに

起こるＬＤＬリン脂質の非酵素的酸化である。これによって、単球の結合、走化

性およびマクロファージへの分化を誘発する特定の酸化脂質（ｍ／ｚ  ５９４，

６１０，８２８）の形成が生じる。

      【００３０】

  “炎症反応”（例えば、単球の結合、走化性およびマクロファージへの分化の

誘発）は、制御されたホスファターゼ（ＭＡＰキナーゼホスファターゼ１（ＭＫ

Ｐ－１）としても知られている）の強いアップレギュレーションによって仲介さ

れる、というのが本発明の発見であった。特に、軽度または高度に酸化された低

密度リポタンパク質（ＬＤＬ）またはその成分、特に酸化リン脂質が、ＭＫＰ－

１遺伝子の強いアップレギュレーションを誘発することを本明細書で示す。この

遺伝子のアップレギュレーションは、プラーク形成および／または慢性関節リウ

マチに付随する炎症、または他の炎症症状に特徴的な“炎症反応”をもたらす。

特に、ＭＫＰ－１遺伝子のアップレギュレーションは、アテローム性硬化症のプ

ラーク形成で観察されるものと本質的に同じ様式で単球の付着、走化性およびマ

クロファージへの分化をもたらす。

      【００３１】

  さらにまた、ＭＫＰ－１の抑制はこの炎症反応をブロックし、さらに血管内皮
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を酸化脂質、および／または軽度もしくは高度に酸化されたＬＤＬの悪影響から

効果的に防護することを本明細書で示す。ＭＫＰ－１の抑制が、生物体に重大な

悪影響を与えないことは、例えば、ＭＫＰ－１ノックアウトマウスの作製によっ

て示された。（実際のところ、この“検出可能な作用”の欠如のために、生物体

におけるＭＫＰ－１の機能は不明であった）。ＭＫＰ－１のノックアウトまたは

抑制に付随する悪影響が見かけ上存在しないので、この遺伝子のブロッキングま

たはダウンレギュレーションは、アテローム性硬化症および／または慢性関節リ

ウマチの１つ以上の症状を改善する有効な方法を提供する。

      【００３２】

  従って、ある実施態様では、本発明は、アテローム性硬化症および／または慢

性関節リウマチの１つ以上の症状を改善する方法を提供する。本方法は、ＭＫＰ

－１発現のブロッキング、ノックアウト、または抑制を含む。特に好ましい実施

態様では、ＭＫＰ－１のブロッキングは、酸化ＬＤＬおよび／またはその成分に

対するＭＫＰ－１の反応の特異的なブロッキングである。このブロッキングまた

は抑制は、転写レベルでも翻訳レベルでも良く、または活性タンパク質が抑制／

拮抗され得る。

      【００３３】

  本明細書中で提供される開示に鑑みると、ＭＫＰ－１は、アテローム性硬化症

、慢性関節リウマチまたは他の炎症性経過／病理の治療に有用な薬剤のスクリー

ニングのための優れた標的である。代表的には、本方法は、核酸、および／また

は細胞、および／または組織、および／または器官、および／または生物体（例

えば、哺乳類）を１つ以上の供試薬剤と接触させ、さらにこれらの薬剤が、ＭＫ

Ｐ－１転写、ＭＫＰ－１翻訳またはＭＫＰ－１タンパク質の活性をブロックする

、好ましくは特異的にブロックする能力を評価することを包含する。ＭＫＰ－１

は、酸化リン脂質の存在下で強くアップレギュレートされることを本明細書で示

したので、供試薬剤のアップレギュレート遺伝子に対する作用を容易に検出する

ことができるように、酸化リン脂質の存在下でＭＫＰ－１ブロッカー／ダウンレ

ギュレーターについてアッセイを実施するのが便利である。しかしながら、ＭＫ

Ｐ－１の発現／活性を抑制／ブロックする能力について薬剤を一般的にスクリー
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ニングすることが可能なときは、酸化リン脂質の使用は要求されない。

      【００３４】

Ｉ．酸化リン脂質によって誘発されるＭＫＰ－１発現を調節する薬剤のアッセイ

  上記で示したように、ある局面では、本発明は、酸化リン脂質がＭＫＰ－１の

発現を誘発し、ＭＫＰ－１のアップレギュレーション／発現によって、アテロー

ム性硬化症のプラーク形成および／または慢性関節リウマチまたは他の炎症性病

態に特徴的な炎症性反応が惹起されるという発見を前提にしている。さらに、そ

のような発現が反応を誘発された内皮細胞で抑制されるとき、該内皮細胞は、酸

化リン脂質に暴露された後も単球結合または単球走化性の誘発を示さない。従っ

て、酸化リン脂質によるＭＫＰ－１のアップレギュレーションをブロックする薬

剤は、アテローム性硬化症の症状（例えば、プラーク形成、単球結合、心臓発作

、卒中）および／または慢性関節リウマチの症状の改善に有用であると期待され

る。

      【００３５】

  従って、ある実施態様では、本発明は、酸化リン脂質によって誘発されるＭＫ

Ｐ－１の発現を調節し、従って、アテローム性硬化症の１つ以上の症状、心臓発

作および／または卒中の病因における１つ以上の因子、および／または慢性関節

リウマチの１つ以上の症状を調節する薬剤のスクリーニング方法を提供する。本

方法は、問題の薬剤の存在下で、ＭＫＰ－１遺伝子または遺伝子産物（例えば、

ＭＡＰキナーゼホスファターゼ１）の発現レベルおよび／または活性レベルを検

出することを含む。供試薬剤が存在しないか、または低濃度で存在する場合の陰

性コントロールと比較したとき、ＭＫＰ－１発現の抑制および／またはＭＫＰ－

１ポリペプチド活性の抑制は、この供試薬剤がＭＫＰ－１の反応を改善すること

、および該薬剤がアテローム性硬化症、心臓病変、卒中または慢性関節リウマチ

の予防および／または治療における優良なリード化合物としての可能性を有する

ことを示す。ある種の好ましい実施態様では、本アッセイは、酸化リン脂質がＭ

ＫＰ－１のアップレギュレーションのために用いられ、前記酸化リン脂質により

誘発されるＭＫＰ－１の発現／活性を抑制する能力について、薬剤をスクリーニ

ングするアッセイ様式で用いられる。



(26) 特表２００３－５２９３７５

      【００３６】

  好ましい実施態様では、このアッセイは、（例えば、培養下またはin vivoで

）細胞を１つ以上の供試薬剤と、及び酸化リン脂質（例えば、Ｏｘ－ＰＡＰＣ）

と接触させることを含む。ＭＫＰ－１遺伝子の発現レベルを測定し、供試薬剤処

理細胞における酸化リン脂質により誘発された発現レベルの低下が、上記で考察

したように、供試薬剤がアテローム性硬化症の１つ以上の症状を改善することを

示す。供試薬剤は、細胞を酸化リン脂質と接触させる前、それと同時、またはそ

の後で添加することができる。

  ただ１つの酸化リン脂質を用いてもよいし、種々の酸化リン脂質の組み合わせ

を用いてもよい。実質的にいずれのリン脂質も本アッセイに用いることができる

。具体的にいずれのリン脂質またはリン脂質の組み合わせが好適であるかは、酸

化リン脂質を細胞と接触させ、ＭＫＰ－１遺伝子が、本明細書で述べたようにア

ップレギュレートされるか否かを測定することによって容易に決定できる。

      【００３７】

  特に好ましい酸化リン脂質には以下のリン脂質の酸化形態が含まれるが、但し

これらに限定されない：１－パルミトイル－２－アラキドノイル－ｓｎ－グリセ

ロ－３－ホスホリルコリン（Ｏｘ－ＰＡＰＣ）、１－パルミトイル－２－オキソ

バレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＰＯＶＰＣ）、１－パル

ミトイル－２－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＰＧＰ

Ｃ）、１－パルミトイル－２－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－グリセロ－３－

ホスホリルコリン（ＰＥＩＰＣ）、酸化された１－ステアロイル－２－アラキド

ノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（Ｏｘ－ＳＡＰＣ）、１－ステ

アロイル－２－オキソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（Ｓ

ＯＶＰＣ）、１－ステアロイル－２－グルタロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホス

ホリルコリン（ＳＧＰＣ）、１－ステアロイル－２－エポキシイソプロスタン－

ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン（ＳＥＩＰＣ）、１－ステアロイル－２

－アラキドニル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノールアミン（Ｏｘ－Ｓ

ＡＰＥ）、１－ステアロイル－２－オキソバレロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホ

スホリルエタノールアミン（ＳＯＶＰＥ）、１－ステアロイル－２－グルタロイ
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ル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタノールアミン（ＳＧＰＥ）、１－ステ

アロイル－２－エポキシイソプロスタン－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルエタ

ノールアミン（ＳＥＩＰＥ）、または関連するリン脂質の酸化生成物など。

      【００３８】

  遺伝子（例えば、ＥＲＰ／ＭＫＰ－１）の発現レベルは、遺伝子産物の転写（

即ち、ｍＲＮＡの転写）における変化、および／または遺伝子産物の翻訳（即ち

、タンパク質の翻訳）における変化、および／または翻訳後修飾（例えば、タン

パク質の折り畳み、グリコシル化など）によって変化させることができる。従っ

て、本発明の好ましいアッセイは、転写されたｍＲＮＡ（またはＭＫＰ－１遺伝

子に由来する他の核酸）レベル、翻訳されたタンパク質レベル、翻訳されたタン

パク質の活性などに関するアッセイを含む。そのようなアプローチの例は、下記

で述べる。

      【００３９】

  Ａ）核酸をベースにするアッセイ

１）標的分子

  ＭＫＰ－１発現レベルの変化は、ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡおよび／またはｍＲＮ

Ａ由来の核酸（例えば、逆転写ｃＤＮＡなど）中の変化を測定することによって

検出できる。ＭＫＰ－１発現レベルを測定するために、そのような分析のための

核酸サンプルを提供することが望ましい。好ましい実施態様では、核酸は生物学

的サンプル中に存在するか、または生物学的サンプルから誘導される。本明細書

で用いられるように、“生物学的サンプル”という用語は、生物体、生物体の成

分（例えば、細胞）、および／またはin vitroの細胞培養物もしくは組織培養物

から得られたサンプルを指す。サンプルは、いずれの生物学的組織でも生物学的

液体でもよい。生物学的サンプルには、器官または組織切片（例えば、組織学的

目的で採取された凍結切片）も含まれる。

      【００４０】

  ある種の好ましい実施態様では、核酸（例えば、ｍＲＮＡまたはｍＲＮＡに由

来する核酸）は、当業者に周知の多数の方法のいずれかによってサンプルから単

離される。ｍＲＮＡを単離する方法は、当業者に周知である。例えば、核酸の単
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離および精製方法は、以下の文献に詳細に記載されている（Tijssen ed., (1993

) Chapter 3 of Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biolo

gy: Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part I. Theory and Nucleic A

cid Preparation, Elsevier, N.Y. and Tijssen ed.）。

  好ましい実施態様では、“全”核酸が、例えば、酸グアニジニウム－フェノー

ル－クロロホルム抽出法を用いて所与のサンプルから単離され、さらにポリＡ+

ｍＲＮＡがオリゴｄＴカラムクロマトグラフィーによって、または（ｄＴ）n磁

性ビーズを用いて単離される（例えば、以下の文献を参照されたい：Sambrook e

t al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual(2nd ed.), Vol.1-3, Cold Sp

ring Harbor Laboratory, (1989); または、Current Protocols in Molecular B

iology, F. Ausubel et al., ed. Greene Publishing and Wiley-Interscience,

 New York (1987)）。

      【００４１】

  しばしば、発現レベルのアッセイ前に、核酸サンプルを増幅することが所望さ

れる。核酸を増幅する方法は当業者に周知であり、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ

Ｒ）（例えば、以下の文献を参照されたい：Innis et al., (1990) PCR Protoco

ls. A Guide to Methods and Application. Academic Press, Inc. San Diego）

、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）（以下の文献を参照されたい：Wu and Wallance 

(1989) Genomics 4:560; Landegren et al. (1988) Science 241:1077; およびB

arringer et al. (1990) Gene 89:117）、転写増幅（Kwoh et al. (1989) Proc.

 Natl. Acad. Sci. USA 86:1173）、自己保持型配列複製（self-sustained sequ

ence replication）（Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87

:1874）、ドットＰＣＲ、およびリンカーアダプターＰＣＲなどが含まれるが、

但し、これらに限定されない。

      【００４２】

  サンプル中のＭＫＰ－１の転写レベル（つまり、発現レベル）を定量すること

を所望する場合の特に好ましい実施態様では、核酸サンプルは、ＭＫＰ－１  ｍ

ＲＮＡ転写物の濃度、またはＭＫＰ－１  ｍＲＮＡ転写物に由来する核酸の濃度

が当該遺伝子の転写レベル（つまり、発現レベル）に比例しているサンプルであ
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る。同様に、ハイブリダイゼーションシグナルの強度は、ハイブリダイズされた

核酸量に比例していることが好ましい。前記の比例性が比較的厳密であること（

例えば、転写速度が２倍になればサンプルの核酸プール中のｍＲＮＡ転写物が２

倍になり、ハイブリダイゼーションシグナルが２倍になる）は望ましいことであ

るが、一方、当業者には前記比例性がより緩やかなもので、非直線的であっても

よいことが理解されよう。従って、例えば、標的ｍＲＮＡの濃度で５倍の相違が

ハイブリダイゼーションの強度で３～６倍の相違を生じるアッセイが、殆どの目

的に関して十分である。

      【００４３】

  より正確な定量が要求される場合には、好適なコントロールを使用し、サンプ

ル調製およびハイブリダイゼーションで導入された変動を本明細書で述べるよう

に補正できる。さらに、“標準”標的核酸（例えば、ｍＲＮＡ）の段階希釈を用

い、当業者に周知の方法に従って、カリブレーション曲線を作製することができ

る。もちろん、転写物の有無についての簡単な検出または核酸濃度変化の大きな

違いを所望する場合は、複雑なコントロールまたはカリブレーションは要求され

ない。

  最も単純な実施態様では、ＭＫＰ－１含有核酸サンプルは、生物学的サンプル

から単離した、および／またはそうでなければ前記サンプルに由来する全ｍＲＮ

Ａまたは全ｃＤＮＡである。この核酸サンプルは、上記に示したように当業者に

周知の多数の方法のいずれかに従って、サンプルから単離できる。

      【００４４】

２）ハイブリダイゼーションをベースにするアッセイ

  ＭＫＰ－１の公知の配列（例えば、GenBank承認番号x68277を参照されたい）

を用いるＭＫＰ－１転写物の検出および／または定量は、核酸ハイブリダイゼー

ション技術を使用してルーチンに実施できる（例えば、上掲書（Sambrook et al

.）を参照されたい）。例えば、ＭＫＰ－１逆転写ｃＤＮＡの有無または量を調

べる１つの方法は“サザンブロット”を含む。サザンブロットでは、ＤＮＡ（例

えば、逆転写ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡ）（代表的には、フラグメント化され電気泳

動ゲル上で分離されている）を、ＭＫＰ－１に特異的なプローブ（例えば、配列
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番号：１）とハイブリダイズさせる。ＭＫＰ－１プローブからのハイブリダイゼ

ーションシグナルの強度を“コントロール”プローブ（例えば、“ハウスキーピ

ング遺伝子”のためのプローブ）と比較することによって、標的核酸の相対的発

現レベルの概算が得られる。

      【００４５】

  また別の選択肢として、ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡは、ノザンブロットで直接定量

することができる。簡単に記せば、ｍＲＮＡを、例えば、酸グアニジニウム－フ

ェノール－クロロホルム抽出法を用いて、所与の細胞サンプルから単離する。続

いて、ｍＲＮＡを電気泳動によってｍＲＮＡ種に分離し、このｍＲＮＡをゲルか

らニトロセルロース膜に移す。サザンブロットでのように、標識プローブを用い

て標的ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡを同定および／または定量する。好適なコントロー

ル（例えば、ハウスキーピング遺伝子に対するプローブ）によって、相対的発現

レベルを評価するためのリファレンスが提供される。

      【００４６】

  ＭＫＰ－１発現レベルを測定するまた別の手段は、in situハイブリダイゼー

ションである。In situハイブリダイゼーションは周知である（例えば、Angerer

 (1987) Meth. Enzymol. 152:649）。一般に、in situハイブリダイゼーション

は以下の主要な工程を含む：（１）分析されるべき組織または生物学的構造物の

固定；（２）標的ＤＮＡのアクセス能力を高め、非特異的結合を減少させるため

の予備ハイブリダイゼーション処置；（３）核酸混合物と、生物学的構造物また

は組織中の核酸とのハイブリダイゼーション；（４）ハイブリダイゼーションで

結合しなかった核酸フラグメントを除去するためのハイブリダイゼーション後の

洗浄；および（５）ハイブリダイズした核酸フラグメントの検出。これらの工程

の各々で用いられる試薬および使用条件は、個々の適用に応じて変動する。

  幾つかの適用例では、反復配列のハイブリダイゼーション能力をブロックする

ことが必要である。従って、幾つかの実施例では、非特異的ハイブリダイゼーシ

ョンをブロックするために、ｔＲＮＡ、ヒトゲノムＤＮＡまたはＣｏｔ－１ＤＮ

Ａが用いられる。

      【００４７】
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３）増幅をベースにするアッセイ

  別の実施態様では、増幅をベースにするアッセイを用いて、ＭＫＰ－１発現（

転写）レベルを測定できる。そのような増幅ベースアッセイでは、標的核酸配列

（即ち、ＭＫＰ－１またはそのフラグメント）は、増幅反応（例えば、ポリメラ

ーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）または逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ））の鋳型として機

能する。定量的な増幅では、増幅産物の量は、最初のサンプル中の鋳型（例えば

、ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡ）の量に比例するであろう。好適なコントロール（例え

ば、健常組織または供試薬剤に曝されていない細胞）と比較することによって、

ＭＫＰ－１転写レベルを測定できる。

      【００４８】

  “定量的”増幅の方法は、当業者に周知である。例えば、定量的ＰＣＲは、既

知量のコントロール配列を、同じプライマーを用いて同時に共増幅することを含

む。これによって、ＰＣＲ反応のカリブレーションに用いることができる内部標

準が提供される。定量的ＰＣＲのための詳細なプロトコルは、以下の文献に提供

されている（Innis et al. (1990) PCR Protocols, A Guide to Methods and Ap

plications, Academic Press, Inc. N.Y.）。例えば、アプローチの１つは、標

的を増幅するのに用いたのと同じプライマーを用いて、既知量のコントロール配

列を同時に共増幅することを含む。これによって、ＰＣＲ反応のカリブレーショ

ンに用いることができる内部標準が得られる。

      【００４９】

  好ましい内部標準の１つは、合成ＡＷ１０６  ｃＲＮＡである。ＡＷ１０６  

ｃＲＮＡを当業者に公知の標準的技術に従って、サンプルから単離したＲＮＡと

結合させる。続いて、逆転写酵素を用いて前記ＲＮＡを逆転写し、コピーＤＮＡ

を提供する。続いて、標識プライマーを用いて前記ｃＤＮＡ配列を（例えば、Ｐ

ＣＲ）によって増幅する。増幅産物を、代表的には電気泳動によって分離し、標

識された核酸量（増幅産物の量に比例する）を測定する。続いて、既知のＡＷ１

０６  ＲＮＡ標準物によって生じたシグナルと比較することにより、サンプル中

のｍＲＮＡ量を算出する。定量的ＰＣＲの詳細なプロトコルは、文献（Innis et

 al. (1990) PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, Academic
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 Press, Inc. N.Y.）で提供される。ＭＫＰ－１の公知の核酸配列は、当業者が

プライマーをルーチンに選択してＭＫＰ－１遺伝子の任意の部分を増殖させるの

に十分である。

      【００５０】

４）ハイブリダイゼーションの様式およびハイブリダイゼーション条件の最適化

  ａ）アレーベースハイブリダイゼーション様式

  ある実施態様では、本発明の方法をアレーベースのハイブリダイゼーション様

式で用いることができる。アレーとは、１つ以上の面（例えば、固体、膜または

ゲル）に結合させた複数の異なる“プローブ”または“標的”核酸（または他の

化合物）である。好ましい実施態様では、複数の核酸（または他の部分）が単一

の連続面または互いに並列に並べられた複数の面に結合している。

  アレー様式では、多数の異なるハイブリダイゼーション反応が、本質的に“並

行して”実施できる。これによって、迅速に、本質的に同時に、多数のハイブリ

ダイゼーションを単一の“実験”で評価することができる。アレーベース様式で

ハイブリダイゼーション反応を実施する方法は、当業者に周知である（例えば、

以下の文献を参照されたい：Pastinen (1997) Genome Res. 7:606-614; Jackson

 (1996) Nature Biotechnology 14:1685; Chee (1995) Science 274:610; WO96/

17958; Pinkel et al.(1998) Nature Genetics 20:207-211）。

      【００５１】

  アレー、特に核酸アレーは、当業者に周知の様々な方法に従って製造できる。

例えば、簡単な実施態様では、“低密度”アレーは、種々の核酸を固体支持体（

例えば、ガラス表面、膜など）上の異なる位置に（例えば、ピペットを用いて手

で）滴下することにより単純に作製できる。

  この単純な滴下手法を自動化して、高密度滴下アレーが作製された（例えば、

米国特許5,807,522号参照）。この特許は、表面に向けて毛細管の口を開けて少

量の生物学的サンプルを沈積させる自動化システムの使用を開示している。この

プロセスを繰り返して、高密度アレーを作製する。

  アレーは、オリゴヌクレオチド合成技術を用いて製造もできる。従って、例え

ば、米国特許5,143,854号、ＰＣＴ特許公開WO90/15070号および同92/10092号は
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、高密度オリゴヌクレオチド・アレーの光誘導による組み合わせ合成の使用を開

示している。高密度アレーの合成は、米国特許5,744,305号、同5,800,992号およ

び同5,445,934号にも記載されている。

      【００５２】

  ｂ）他のハイブリダイゼーション様式

  上記で述べたように、様々な核酸ハイブリダイゼーション様式が当業者に公知

である。例えば、一般的な様式には、サンドイッチアッセイおよび競合または置

換アッセイが含まれる。そのようなアッセイ様式は、一般に以下の文献に記載さ

れている：Hames and Higgins (1985) Nucleic Acid Hybridization, A Practic

al Approach, IRL Press; Gall and Pardue (1969) Proc. Natl. Acad. Sci. US

A 63:378-383; およびJohn et al. (1969) Nature 223:582-587。

  サンドイッチアッセイは、核酸配列を単離または検出するための市販されてい

るハイブリダイゼーションアッセイである。そのようなアッセイは、固体支持体

に共有結合により固定された“捕捉”核酸および溶液中の標識された“シグナル

”核酸を利用する。この“捕捉”核酸および“シグナル”核酸プローブは標的核

酸とハイブリダイズし、“サンドイッチ”ハイブリダイゼーション複合体を形成

する。最も効率よくするためには、シグナル核酸は捕捉核酸とハイブリダイズし

てはならない。

      【００５３】

  代表的には、標識シグナル核酸を用いてハイブリダイゼーションを検出する。

相補性の核酸またはシグナル核酸は、ハイブリダイズしたポリヌクレオチドの存

在を検出するために代表的に用いられる幾つかの方法のうち、任意の方法によっ

て標識し得る。最も一般的な検出方法は、3Ｈ、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃまたは32Ｐ標

識されたプローブなどによるオートラジオグラフィーの使用である。他の標識に

は、標識された抗体、蛍光発色団、化学発光薬剤、酵素および、標識リガンドに

対して特異的結合対メンバーとして機能できる抗体と結合するリガンドが含まれ

る。

      【００５４】

  ハイブリダイゼーション複合体の検出には、標的およびプローブポリヌクレオ
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チドまたは核酸とのデュプレックスとシグナル発生複合体との結合を要求される

ことがある。代表的には、そのような結合は、リガンド結合プローブとシグナル

と結合した抗リガンドとの間で生じるような、リガンドと抗リガンドとの相互作

用を介して起こる。

  ハイブリダイゼーションアッセイの感度は、検出される標的核酸を倍増させる

核酸増幅システムを用いて増強できる。そのようなシステムの例には、ポリメラ

ーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）系およびリガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）系が含まれる。当

分野で最近報告された他の方法は、核酸配列をベースとする増幅（nucleic acid

 sequence based amplification（ＮＡＳＢＡＯ）；Cangene, Mississauga, Ont

ario）およびＱベータレプリカーゼシステムである。

      【００５５】

  ｃ）ハイブリダイゼーション条件の最適化

  核酸のハイブリダイゼーションは、単に、変性プローブとその相補性標的が安

定なハイブリッド・デュプレックスを相補性塩基対結合により形成することがで

きる条件下で、この変性プローブおよび標的核酸を提供することを包含する。続

いて、ハイブリッド・デュプレックスを形成しない核酸を洗い流して、（代表的

には、結合させた検出可能な標識の検出により）検出されるべきハイブリダイズ

した核酸を残す。一般には、核酸を含む緩衝液の温度を上昇させるか、もしくは

塩濃度を減少させることにより、または化学薬剤を添加するか、またはｐＨを上

昇させることにより、核酸を変性させることが認識されている。低ストリンジェ

ンシー条件下では（例えば、低温および／または高い温度および／または高い標

的濃度）、アニールされた配列が完全には相補的でない場合でも、ハイブリッド

・デュプレックス（例えば、ＤＮＡ：ＤＮＡ、ＲＮＡ：ＲＮＡまたはＲＮＡ：Ｄ

ＮＡ）が形成されるであろう。従って、ハイブリダイゼーションの特異性は、よ

り低いストリンジェンシーで減少する。逆に、より高いストリンジェンシー（例

えば、より高温またはより低い塩濃度）では、ハイブリダイゼーションの達成は

、ミスマッチが少ないことが要求される。

      【００５６】

  当業者には、ハイブリダイゼーション条件を選択して任意の程度のストリンジ
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ェンシーを提供できることが理解されよう。好ましい実施態様では、ハイブリダ

イゼーションを低ストリンジェンシーで実施してハイブリダイゼーションを確実

にし、続いてその後の洗浄をより高いストリンジェンシーで実施して、ミスマッ

チのハイブリッド・デュプレックスを排除する。連続洗浄を、所望のレベルのハ

イブリダイゼーション特異性が得られるまで、ストリンジェンシーを徐々に高め

て実施してもよい（例えば、３７℃から７０℃で０．２５×ＳＳＰＥの低さまで

）。ストリンジェンシーは、ホルムアミドのような薬剤を添加することによって

も高めることができる。ハイブリダイゼーション特異性は、テストプローブとの

ハイブリダイゼーションを、存在し得る種々のコントロールとのハイブリダイゼ

ーションと比較することによって評価することができる。

      【００５７】

  一般に、ハイブリダイゼーション特異性（ストリンジェンシー）とシグナル強

度との間には取り引き(tradeoff)が存在する。従って、好ましい実施態様では、

洗浄は、一致した結果を生じ、かつバックグラウンド強度の約１０％より高いシ

グナル強度をもたらす最高のストリンジェンシーで実施される。従って、好まし

い実施態様では、ハイブリダイズしたアレーは、より高いストリンジェンシーの

溶液で連続的に洗浄し、各洗浄の間に測定値を読み取ることができる。このよう

にして作製したデータセットの分析によって、それより上ではハイブリダイゼー

ションパターンが大きくは変化せず、問題の特定のプローブについて好適なシグ

ナルを提供する洗浄ストリンジェンシーが明らかになる。

      【００５８】

  好ましい実施態様では、ブロッキング試薬（例えば、ｔＲＮＡ、精子ＤＮＡ、

ｃｏｔ－１  ＤＮＡなど）をハイブリダイゼーション時に使用し、非特異的結合

を減少させることによってバックグラウンドシグナルを低下させる。ハイブリダ

イゼーションでブロッキン試薬を使用することは、当業者に周知である（例えば

、上掲書（Tijssen）の第８章を参照されたい）。

  ハイブリダイゼーション条件を最適化させる方法は、当業者に周知である（例

えば、以下の文献を参照されたい：Tijssen (1993) Laboratory Techniques in 

Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 24: Hybridization With Nucleic 
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Acid Probes, Elsevier, N.Y.）。

      【００５９】

  最適の条件は、基質のタイプ、蛍光色素、励起および放射バンド、スポットサ

イズなどの組合わせに対する標識（例えば、蛍光）の検出感度の関数でもある。

蛍光バックグラウンドが低い表面を用いることができる（例えば、以下の文献を

参照されたい：Chu (1992) Electrophoresis 13:105-114）。種々の直径を有す

るスポットの候補面での検出感度は、例えば、蛍光で末端標識したＤＮＡフラグ

メントの連続希釈物をスポット滴下することにより容易に測定できる。続いて、

これらのスポットを、通常の蛍光顕微鏡を用いて画像化する。蛍光色素と固体表

面（例えば、ガラス、溶融シリカなど）との種々の組み合わせにより達成できる

感度、直線性および動的範囲はこのように測定できる。既知の相対比を有する蛍

光色素対の連続希釈物も分析できる。これは、検出装置によって許容される動的

範囲の実際の蛍光比、およびプローブが固定された基質の蛍光を反映する正確さ

を決定する。

      【００６０】

  ｄ）核酸の標識および検出

  ＭＫＰ－１発現レベルを検出するために本明細書で使用するプローブは、完全

長のＭＫＰ－１  ｍＲＮＡでも完全長未満のものでもよい。より短いプローブは

特異性について経験的に検査される。好ましいプローブは、ストリンジェントな

条件下でＭＫＰ－１標的核酸と特異的にハイブリダイズするように十分に長い。

好ましいサイズ範囲は、約１０塩基対からＭＫＰ－１  ｍＲＮＡの長さまで、好

ましくは約１５または２０塩基からＭＫＰ－１  ｍＲＮＡの長さまで、より好ま

しくは約３０塩基からＭＫＰ－１  ｍＲＮＡの長さまで、最も好ましくは約４０

塩基からＭＫＰ－１  ｍＲＮＡの長さまでである。

      【００６１】

  プローブは、代表的には検出可能な標識で標識される。本発明での使用に適し

た検出可能な標識には、分光光度計的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気

的、光学的または化学的手段によって検出できる任意の組成物が含まれる。本発

明で有用な標識には、標識ストレプトアビジン結合物による染色用ビオチン、磁
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性ビーズ（例えば、ダイナビーズ（Dynabeads）(登録商標)）、蛍光染料（例え

ば、フルオレセイン、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍光タンパク質など（

例えば、以下の文献を参照されたい：Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

）、放射性標識（例えば、、3Ｈ、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃまたは32Ｐ）、酵素（例え

ば、セイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼおよびＥＬＩ

ＳＡで一般的に使用される他のもの）、および比色計用標識、例えば、コロイド

状の金（例えば、直径が４０－８０ｎｍのサイズ範囲の金粒子は高効率で緑色光

を散乱させる）または着色ガラスまたはプラスチックビーズ（例えば、ポリスチ

レン、ポリプロピレン、ラテックスなど）が含まれる。そのような標識の使用を

教示している特許には、米国特許3,817,837号; 同3,850,752号; 同3,939,350号;

 同3,996,345号; 同4,277,437号; 同4,275,149号; 同4,366,241号が含まれる。

      【００６２】

  蛍光標識は、非常に強いシグナルを提供しバックグラウンドは低いので、好ま

しい。それはまた、迅速なスキャン方法により高い解析性および感度で光学的に

も検出することができる。核酸サンプルは全て単一の標識、例えば、単一の蛍光

標識で標識することができる。別の選択肢として、また別の実施態様では、異な

る核酸サンプルを同時にハイブリダイズさせることができる。この場合、各核酸

サンプルは異なる標識を有する。例えば、１つの標的は緑色蛍光標識を有し、第

二の標的は赤色蛍光標識を有する。スキャンの工程は、緑色蛍光標識が結合した

部位と赤色蛍光標識が結合した部位を識別するであろう。各核酸サンプル（標識

核酸）は、それぞれ別個に分析することができる。

      【００６３】

  利用できる好適な色素原には、特有の範囲の波長を有する光を吸収しその結果

発色を観察できる分子および化合物、或いは、特定の波長または波長範囲の放射

線を照射したときに光を放射するもの、例えば、蛍光物質が含まれる。

  望ましくは、蛍光標識は、約３００ｎｍ以上、好ましくは約３５０ｎｍ、より

好ましくは約４００ｎｍ以上の光を吸収すべきで、通常は、吸収光の波長より約

１０ｎｍ以上長い波長で放射される。結合した染料に固有の吸収と放射が、未結

合染料とは異なることは留意されるべきである。従って、染料の種々の波長およ
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び特徴をいうとき、未結合の任意の溶媒中にある染料ではなく利用されている染

料を指している。

      【００６４】

  蛍光物質に光を照射することによって複数の放射物が得られるので、一般に蛍

光物質が好ましい。従って、単一の標識が複数の測定可能な事象を提供すること

ができる。

  検出可能なシグナルは、化学発光原および生物発光原によっても提供される。

化学発光原には、化学反応によって電気的に励起され、続いて検出可能なシグナ

ルとして機能するか、または蛍光受容体にエネルギーを付与する光を放射するこ

とができる化合物が含まれる。また別には、ルシフェリンをルシフェラーゼまた

はルシゲニンと一緒に用いて生物発光を提供することができる。

  スピン標識は、不対電子スピンを有するレポーター分子によって提供され、そ

れは電子スピン共鳴（ＥＳＲ）分光分析によって検出できる。代表的なスピン標

識には、有機フリーラジカル、遷移金属複合体（特に、バナジウム、銅、鉄およ

びマンガン）などが含まれる。代表的なスピン標識には、ニトロキシドフリーラ

ジカルが含まれる。

      【００６５】

  標識は、ハイブリダイゼーションの前または後に標的（サンプル）核酸に添加

できる。いわゆる“直接標識”とは、ハイブリダイゼーション前に標的（サンプ

ル）核酸と直接結合させるか、または直接取り込ませた検出可能な標識である。

反対に、いわゆる“間接標識”は、ハイブリダイゼーション後でハイブリッド・

デュプレックスに結合させる。しばしば、間接標識は、ハイブリダイゼーション

前に標的核酸に結合させた結合部分に付加される。従って、例えば、標的核酸に

ハイブリダイゼーション前にビオチンを付加することができる。ハイブリダイゼ

ーション後に、アビジン結合蛍光発色団をビオチン保持ハイブリッド・デュプレ

ックスに結合させると、容易に検出できる標識を提供する。核酸の標識方法およ

びハイブリダイズした標識核酸の検出方法の詳細な概説については、以下の文献

を参照されたい：Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biol

ogy, Vol.24: Hybridization With Nucleic Acid Probes, P. Tijssen ed. Else
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vier, N.Y., (1993)。

  蛍光標識はin vitro転写反応時に容易に添加できる。従って、例えば、フルオ

レセイン標識ＵＴＰおよびＣＴＰは、in vitro転写で産生されるＲＮＡに取り込

ませることができる。

      【００６６】

  標識は、直接またはリンカー部分を介して結合させることができる。一般に、

標識部位またはリンカー－標識結合部位はいかなる特定の場所にも限定されない

。例えば、標識は、所望の検出またはハイブリダイゼーションに干渉しない任意

の位置で、ヌクレオシド、ヌクレオチドまたはその類似体に結合させることがで

きる。例えば、ある種の標識－ＯＮ試薬（Clontech, Palo Alto, CA）は、オリ

ゴヌクレオチドのホスフェート骨格全体に点在する標識ならびに３´および５´

末端の末端標識を提供する。例えば、本明細書に示すように、標識は、リボース

環上の位置に結合させることができ、また、このリボースは改変することができ

、所望の場合は排除することもできる。有用な標識試薬の塩基部分は、天然に存

在するもの、またはそれらが付加される目的に干渉しない様式で改変させたもの

を含むことができる。改変された塩基には、７－デアザＡおよびＧ、７－デアザ

－８－アザＡおよびＧ、並びに他の複素環式部分が含まれるが、但しこれらに限

定されない。

      【００６７】

  蛍光標識は、単一の有機分子種に限定されず、無機分子、有機および／または

無機分子の複数分子混合物、結晶物、ヘテロポリマーなどが含まれることは理解

されよう。従って、例えば、シリカの殻に封入されたＣｄＳｅ－ＣｄＳコア－シ

ェル・ナノクリスタルは、生物学的分子とカップリングさせるために容易に誘導

できる（Bruchez et al. (1998) Science 281:2013-2016）。同様に、強い蛍光

を有する量子ドット（硫化亜鉛キャップを有するセレン化カドミウム）を、超高

感度な生物学的検出に使用されるように生体分子と共有結合させた（Warren and

 Nie (1998) Science 28:2016-2018）。

      【００６８】

  Ｂ）ポリペプチドをベースにするアッセイ
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１）アッセイ様式

  ＭＫＰ－１核酸の発現レベルの検出の他に、またはＭＫＰ－１核酸の発現レベ

ルの検出の代わりに、翻訳されたＭＫＰ－１ポリペプチドの量および／または活

性を検出および／または定量することによって、ＭＫＰ－１の発現の変化を検出

および／または定量することができる。

２）発現タンパク質の検出

  ＭＫＰ－１によってコードされるポリペプチドは、当業者に周知の多数の方法

のいずれによっても検出および定量することができる。これらの方法には、生化

学的分析方法（例えば、電気泳動、キャピラリー電気泳動、高速液体クロマトグ

ラフィー（ＨＰＬＣ）、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）、高拡散クロマトグ

ラフィーなど）、または種々の免疫学的方法（例えば、免疫組織化学、液体もし

くはゲル沈降反応、（単一もしくは二重）免疫拡散、免疫電気泳動、放射性イム

ノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光ア

ッセイ、ウェスタンブロットなど）が含まれる。

      【００６９】

  ある実施態様では、ＭＫＰ－１ポリペプチドは、電気泳動によるタンパク質分

離（例えば、一次元または二次元電気泳動）で検出／定量される。電気泳動技術

を用いるタンパク質の検出方法は、当業者に周知である（一般には、以下を参照

されたい：R. Scopes (1982) Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y.; 

Deutscher (1990) Mehods in Enzymology Vol.182: Guide to Protein Purifica

tion, Academic Press, Inc., N.Y.）。

  別の実施態様では、ＭＫＰ－１ポリペプチドは、免疫組織化学的に検出／定量

される。免疫組織化学的方法は、代表的には、標識した抗ＭＫＰ－１抗体を標識

に利用し、それによって発現されたＭＫＰ－１ポリペプチドを定量する。ＭＫＰ

－１の検出／定量のための免疫組織化学的方法は、当業者に周知である（例えば

、以下を参照されたい：J. Biol. Chem. 272:16917-16923）。

      【００７０】

  さらに別の好ましい実施態様では、ウェスタンブロット（免疫ブロット）分析

を用いて、サンプル中の本発明のポリペプチドの存在を検出および定量する。こ
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の技術は、一般に、サンプルのタンパク質を分子量に基づきゲル電気泳動で分離

し、分離されたタンパク質を好適な固体支持体に移し（例えば、ニトロセルロー

スフィルター、ナイロンフィルター、または誘導ナイロンフィルター）、および

このサンプルを標的ポリペプチドと特異的に結合する抗体と共にインキュベート

することを含む。

  それらの抗体は、標的ポリペプチドと特異的に結合し、それらは、直接標識し

てもよいが、或いは、抗体の１つのドメインと特異的に結合する標識抗体（例え

ば、標識ヒツジ抗マウス抗体）を用いて後で検出してもよい。

      【００７１】

  好ましい実施態様では、ＭＫＰ－１ポリペプチドは、イムノアッセイを用いて

検出される。本明細書で用いられるように、イムノアッセイは、被分析物（例え

ば、標的ポリペプチド）と特異的に結合する抗体を利用するアッセイである。従

って、イムノアッセイは、被分析物の単離、標的化および定量のために他の物理

的または化学的性質を使用するものとは反対に、本発明のポリペプチドとの抗体

の特異的結合を検出することを特徴とする。

  周知の免疫結合アッセイの多くのいずれも（例えば、以下を参照されたい：米

国特許4,366,241号、4,376,110号、4,517,288号および4,837,168号）、本明細書

で同定したポリペプチドの検出または定量に非常に適している。一般的なイムノ

アッセイの概説としては、以下の文献も参照されたい：Asai (1993) Methods in

 Cell Biology. Vol. 37: Antibodies in Cell Biology, Academic Press, Inc.

, N.Y.; Stites & Terr (1991) Basic and Clinical Immunology 7th Edition。

      【００７２】

  免疫学的結合アッセイ（またはイムノアッセイ）は、被分析物（ＭＫＰ－１ポ

リペプチド）に特異的に結合し、しばしば不動化するために、代表的には“捕捉

物質”を利用する。好ましい実施態様では、この捕捉物質は抗体である。

  イムノアッセイもしばしば標識物質を利用し、捕捉物質と被分析物によって形

成された結合複合物と特異的に結合しこれを標識する。この標識物質それ自体が

、抗体／被分析物の複合体を含む部分の１つであってもよい。従って、その標識

物質は、標識されたポリペプチド、または既に結合されている標的ポリペプチド
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を特異的に認識する標識抗体でもよい。また別の選択肢として、標識物質は、捕

捉物質／ポリペプチドの複合体と特異的に結合する第三の部分（例えば、別の抗

体）でもよい。

      【００７３】

  免疫グロブリンの定常領域と特異的に結合し得る他のタンパク質（例えば、プ

ロテインＡまたはＧ）も標識物質として用いることができる。これらのタンパク

質は、ストレプトコッカス細菌の細胞壁の通常の構成成分である。それらは、様

々な種に由来する免疫グロブリンの定常領域に対して強力な非免疫学的応答を示

す（例えば、一般的には以下の文献を参照されたい：Kronval et al.(1973) J. 

Immunol., 111:1401-1406; およびAkerstrom (1985) J. Immunol., 135:2589-25

42）。

  標的ポリペプチドを検出する好ましいイムノアッセイは、競合または非競合の

いずれかである。非競合イムノアッセイは、捕捉された被分析物の量が直接的に

測定されるアッセイである。例えば、好ましい “サンドイッチ”アッセイの１

つでは、捕捉物質（抗体）は、固体化支持体に直接結合させることができ、この

支持体にそれら捕捉物質は固定される。続いて、これらの固定化抗体は、テスト

サンプル中に存在する標的ポリペプチドを補足する。このようにして固定された

標的ポリペプチドを、標識物質（例えば、標識を含む第二の抗体）と結合させる

。

      【００７４】

  競合アッセイでは、サンプル中に存在する被分析物（ＭＫＰ－１ポリペプチド

ド）の量は、サンプル中に存在する被分析物によって捕捉物質（抗体）から置換

された（競合して排除された）添加（外因性）被分析物の量を測定することによ

って間接的に測定される。ある競合アッセイでは、既知量の、この場合は標識ポ

リペプチドをサンプルに添加し、続いてこのサンプルを捕捉物質と接触させる。

前記抗体と結合した標識されたポリペプチドの量は、サンプル中に存在する標的

ポリペプチドの濃度と反比例する。

  特に好ましい実施態様の１つでは、抗体は固体支持体上に固定される。抗体と

結合する標的ポリペプチドの量は、ポリペプチド／抗体複合物中に存在する標的
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ポリペプチドの量を測定するか、または複合体を形成していない残存するポリペ

プチドの量を測定することによって測定できる。

      【００７５】

  本発明の免疫アッセイの方法には酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）が含まれるが

、これは、使用する具体的なプロトコルに応じて、ＭＫＰ－１ポリペプチドと結

合するポリクローナルもしくはモノクローナル抗体、または抗体フラグメントま

たは単鎖抗体の非標識または標識（例えば、酵素標識）した誘導体を、単独また

は組み合わせて用いる。ＭＫＰ－１ポリペプチドと結合する抗体が標識されない

場合には、別の検出可能なマーカー、例えば、ＭＫＰ－１ポリペプチドと結合す

るモノクローナル抗体と結合することができる酵素標識抗体を用いることができ

る。ＥＩＡの公知の改変のいずれも、例えば、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬ

ＩＳＡ）も用いることができる。上記で示したように、免疫ブロットイムノアッ

セイ技術、例えば、酵素による検出システムを利用するウェスタンブロットも本

発明に包含される。

      【００７６】

  本発明で使用されるイムノアッセイの方法は、他の公知のイムノアッセイでも

よい。これらは、例えば、蛍光物質（例えば、フルオレセインまたはローダミン

）の抗体結合物もしくは抗原結合物を用いる蛍光イムノアッセイ、抗体被覆もし

くは抗原被覆ラテックス粒子によるラテックス凝集、抗体被覆もしくは抗原被覆

された赤血球による血球凝集反応、およびアビジン－ビオチンまたはストレプト

アビジン－ビオチン検出系を用いるイムノアッセイなどである。

      【００７７】

  本発明のイムノアッセイで用いられる具体的なパラメーターは、種々の因子、

例えば、サンプル中の抗原濃度、サンプルの性質、用いられるイムノアッセイの

タイプなどに従って、広く変動し得る。当業者は、最適条件を容易に確立できる

。ある種の実施態様では、ＭＫＰ－１ポリペプチドと結合する抗体の量は、代表

的にはサンプルの非存在下で検出可能マーカーの５０％が結合するように選択さ

れる。精製抗体が抗体源として用いられる場合、アッセイ当たり用いられる抗体

の量は、一般的に約１ｎｇ～約１００ｎｇの範囲であろう。代表的なアッセイ条



(44) 特表２００３－５２９３７５

件は、温度範囲が約４℃～約４５℃、好ましくは約２５℃～約３７℃、最も好ま

しくは約２５℃、ｐＨ範囲が約５～９、好ましくは約７であり、イオン強度の範

囲は、蒸留水のイオン強度～約０．２Ｍの塩化ナトリウムのイオン強度まで、好

ましくは約０．１５Ｍの塩化ナトリウムのイオン強度を含む。時間は、アッセイ

の性質に従って、広く変動し、一般には約０．１分～約２４時間の範囲である。

様々な緩衝液、例えば、ＰＢＳを用いることが可能で、他の試薬、例えば、イオ

ン強度を増すための塩、タンパク質（例えば、血清アルブミン）、安定剤、殺菌

剤および非イオン性デタージェントも含み得る。

      【００７８】

  本発明のアッセイは、当業者に周知の標準的方法に従って（陽性もしくは陰性

または標的ポリペプチド量として）スコア化できる。スコア化の具体的な方法は

、アッセイ様式および選択した標識によって左右される。例えば、ウェスタンブ

ロットアッセイは、酵素標識によって産生された着色産物を可視化することによ

って判定できる。正確な分子量で明瞭に可視化されている着色バンドまたはスポ

ットは陽性結果として判定されるが、一方、明瞭に可視化されたスポットまたは

バンドが存在しない場合は陰性と判定される。バンドまたはスポットの濃度は、

標的ポリペプチド濃度の定量的測定値を提供できる。

  本明細書に記載した種々のイムノアッセイに使用される抗体は市販されている

か、または下記で述べるように作製できる。

３）ＭＫＰ－１活性の検出

  マイトジェン活性化タンパク質（ＭＡＰ:mitogen-activated protein）キナー

ゼホスファターゼ－１（ＭＫＰ－１）は、成長因子およびストレスに応答する即

時型遺伝子によりコードされる二重特異性タンパク質ホスファターゼである。Ｍ

ＫＰ－１タンパク質は、調節性ＴｈｒおよびＴｙｒ残基の脱ホスホリル反応によ

ってＭＡＰキナーゼをin vitroで選択的に不活化する（Scimeca et al. (1997) 

Oncogene 15(6):717-725 および論文中引用文献）。従って、標的残基のＭＫＰ

－１仲介脱ホスホリル反応を阻害する能力について薬剤をスクリーニングするこ

とができる。ＭＫＰ－１の脱ホスホリル活性をアッセイする方法は、当業者に公

知である（例えば、以下を参照されたい：Duff et al. (1995) 270:(13) 7161-7
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166および論文中の引用文献）。

      【００７９】

  酸化リン脂質に反応してＭＫＰ－１がアップレギュレートし、アテローム性硬

化症で観察される反応に類似する血管内皮中の“炎症”反応を誘発することが、

本発明の発見であった。この反応の特徴には、単球の結合および単球の走化性反

応が含まれるが、但しこれらに限定されない。単球の結合および／または走化性

反応のアッセイ方法は、当業者に周知であり（例えば、以下の文献を参照された

い：Berliner et al. (1990) J. Clinical Invest. 85(4):1260-1266; Navab et

 al. (1997) J. Clin. Invest. 99(12):3043; Navab et al. (1997) J. Clin. I

nvest. 99(8):2005-2019）、さらに本明細書中に示した実施例の中で例示する。

      【００８０】

４）ＭＫＰ－１ポリペプチドに対する抗体

  ポリクローナルまたはモノクローナル抗体のいずれも、本明細書で述べる免疫

アッセイで用いることができる。ポリクローナル抗体は、好ましくは、実質的に

純粋なポリペプチドまたは抗原性ポリペプチドを、好適なヒト以外の哺乳類に多

数回注射（例えば、皮下または筋肉内注射）することによって作製される。標的

ペプチドの抗原性は、前記ペプチドで免疫された動物の抗体応答の程度を測定す

る通常の技術によって決定できる。一般に、本発明の方法で使用する抗体を作製

するために用いられるペプチドは、ＭＫＰ－１遺伝子によってコードされる標的

ポリペプチドに対して比較的高い親和性を有する、高力価の抗体の産生を誘発す

るものであるべきである。

      【００８１】

  所望の場合は、免疫用ペプチドは、当分野で周知の技術を用いる複合体化によ

って担体タンパク質と結合させることができる。ペプチドに化学的に結合される

、一般的に使用されるそのような担体には、スカシガイ・ヘモシアニン（ＫＬＨ

）、サイログロブリン、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）および破傷風トキソイド

が含まれる。結合ペプチドは続いて、動物（例えば、マウスまたはウサギ）の免

疫に用いられる。

  次に、その哺乳類から採取した血液サンプルから抗体を得る。ポリクローナル
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抗体を作製するために用いられる技術は、当分野で公知である（例えば、以下の

文献を参照されたい：Methods of Enzymology, "Production of Antisera With 

Small Doses of Immunogen: Multiple Intradermal Injections", Langone, et 

al. eds. (Acad. Press, 1981)）。その動物から作製されたポリクローナル抗体

は、例えば、それに対して抗体を生じさせたペプチドを結合させたマトリックス

に結合させ、マトリックスから溶出させることによって、さらに精製できる。当

業者は、ポリクローナル抗体の精製および／または濃縮について、モノクローナ

ル抗体と同様に、免疫学の分野で一般的な様々な技術を知るであろう（例えば、

以下の文献を参照されたい：Coligan et al.(1991) Unit 9, Current Protcols 

in Immunology, Wiley Interscience）。

      【００８２】

  しかしながら、好ましくは、作製される抗体はモノクローナル抗体（“ｍＡｂ

”）であろう。モノクローナル抗体を調製するためには、マウスまたはラットを

免疫するのが好ましい。本発明で用いられるように、“抗体”という用語には、

完全な分子ならびにそのフラグメント、例えば、ＦａｂおよびＦ（ａｂ´）2、

および／または単鎖抗体（例えば、ｓｃＦｖ）（これらはエピトープ決定基に結

合することができる）が含まれる。さらに、これに関連して、“本発明のｍａｂ

’ｓ”という用語は、ＭＫＰ－１ポリヌクレオチドによってコードされるポリペ

プチドに対する特異性を有するモノクローナル抗体を指す。

      【００８３】

  ｍＡｂを分泌するハイブリドーマを作製するために用いられる一般的な方法は

周知である（Kohler and Milstein (1975) Nature 256:495）。簡単に記せば、K

ohler & Milsteinが記載したように、この技術は、メラノーマ、奇形癌、子宮頸

癌、神経膠腫または肺癌のいずれかを患う別々の５人の癌患者の局所排出リンパ

節（これらは外科標本から得られた）からリンパ球を単離し、それら細胞をプー

ルし、さらにこれら細胞をＳＨＦＰ－１と融合させることを包含した。ハイブリ

ドーマは、癌細胞株と結合する抗体の産生についてスクリーニングされた。ｍＡ

ｂ間の特異性の確認は、比較的ルーチンなスクリーニング技術（例えば、酵素結

合免疫吸着アッセイ、または“ＥＬＩＳＡ”）を用いて実施し、問題のｍＡｂの
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基本的な反応パターンを決定することができる。

      【００８４】

  抗体フラグメント、例えば、単鎖抗体（ｓｃＦｖまたは他のもの）も、ファー

ジディスプレー技術を用いて作製／選別することができる。細菌に感染したウイ

ルス（バクテリオファージまたはファージ）の表面に抗体フラグメントを発現さ

せる能力によって、例えば、１０10個より多い非結合クローンのライブラリーか

らただ１つの結合抗体フラグメントを単離することが可能になる。ファージ表面

に抗体フラグメントを発現（ファージディスプレー）させるために、抗体フラグ

メントの遺伝子をファージの表面タンパク質（例えば、ｐIII）をコードする遺

伝子に挿入し、抗体フラグメント－ｐIII融合タンパク質をファージ表面にディ

スプレーさせる（McCafferty et al.(1990) Nature 348:552-554; Hoogenboom e

t al. (1991) Nucleic Acids Res. 19:4133-4137）。

      【００８５】

  ファージ表面の抗体フラグメントは機能を有するので、抗原結合抗体フラグメ

ントを担持するファージは、抗原親和性クロマトグラフィーによって非結合ファ

ージから分離できる（McCafferty et al.(1990) Nature 348:552-554）。抗体フ

ラグメントの親和性に応じて、１回のアフィニティー選別について２０倍～１０

０００００倍の濃縮係数が得られる。しかしながら、前記溶出ファージを細菌に

感染させることによって、より多くのファージを増殖させることができ、これら

をまた別の選別に供することができる。このようにして、１回で１０００倍の濃

縮が２回の選別で１００００００倍になる（McCafferty et al.(1990) Nature 3

48:552-554）。従って、濃縮が低いときでも(Marks et al. (1991) J. Mol. Bio

l. 222:581-597)、複数回のアフィニティー選別によって希少ファージを単離す

ることができる。抗原によるファージ抗体ライブラリーの選別が濃縮をもたらす

ので、3～４回の選別後に大部分のクローンは抗原と結合する。従って、比較的

少数（数百）のクローンが抗原結合の分析に必要とされるだけである。

      【００８６】

  ヒト抗体は、極めて大きくかつ様々なＶ－遺伝子レパートリーをファージ上に

ディスプレーすることによって予備免疫を施さずに作製することができる（Mark
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s et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-597）。ある実施態様では、ヒト末梢

血リンパ球に存在する天然のＶHおよびＶLレパートリーが、ＰＣＲにより非免疫

ドナーから単離された。このＶ－遺伝子レパートリーは、ＰＣＲを用いてランダ

ムに一緒にスプライスされ、ｓｃＦｖ遺伝子レパートリーが作製され、これをフ

ァージベクター中にクローニングして３０００００００個のファージ抗体ライブ

ラリーが得られた（上掲書）。このただ１つの“ナイーブ”ファージ抗体ライブ

ラリーから、１７個以上の異なる抗原（ハプテン、多糖類およびタンパク質を含

む）に対する結合抗体フラグメントが単離された（Marks et al. (1991) J. Mol

. Biol. 222:581-597; Marks et al. (1993) Bio/Technology 10:779-783; Grif

fiths et al. (1993) EMBO J. 12:725-734; Clackson et al. (1991) Nature 35

2:624-628）。抗体は、ヒトのサイログロブリン、免疫グロブリン、腫瘍壊死因

子およびＣＥＡを含む自己タンパク質に対して作製された（Griffiths et al. (

1993) EMBO J. 12:725-734）。また、完全な(intact)細胞上で直接選別すること

によって、細胞表面抗原に対する抗体を単離することもできる。前記抗体フラグ

メントは、選別に用いた抗原に対して高度に特異的であり、１：Ｍ～１００ｎＭ

の範囲の親和性を有する（Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-597; G

riffiths et al. (1993) EMBO J. 12:725-734）。大きなファージライブラリー

によって、より大きな割合の抗原に対してより高い結合親和性を有する、より多

くの抗体が単離できる。

  さらに、抗体は、任意の多数の市販のサービスによって製造されることも認識

される（例えば、Berkeley antibody laboratories, Bethyl Laboratories, Ana

wa, Eurogenetecなど）。さらに、ＭＫＰ－１抗体は市販されている（例えば、S

anta Cruz Biotechnology, Santa Crutz, USA）。

      【００８７】

  Ｃ）ＭＫＰ－１発現の変化の評価

  ある実施態様では、本発明のアッセイにおいて、酸化リン脂質に反応してＭＫ

Ｐ－１がアップレギュレートするのを低下および／または排除するときに、供試

薬剤は陽性と判定される。これは、転写もしくは翻訳の抑制または翻訳されたＭ

ＫＰ－１ポリペプチドの活性の減弱によって生じ得る。本アッセイでは、供試薬
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剤存在下での酸化リン脂質に誘発される発現が、供試薬剤の非存在下または低濃

度で供試薬剤が存在する場合の酸化リン脂質誘発発現よりも低く検出されるとき

には、陽性と判定される。検出可能な差異は好ましくは統計的に有意な差であり

、例えば、信頼レベルが８０％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９

５％以上、最も好ましくは９８％または９９％以上である。

  テスト細胞（供試薬剤と接触させた細胞）とコントロール細胞（例えば、供試

薬剤と接触させなかった細胞）との間の比較は、直接比較（例えば、同時または

連続的に実施した実験での比較）で実施できる。或いは、比較は“間接的”、即

ち、以前に別の機会に、および／または異なる実験セットで、および／または異

なる組み合わせで得られたデータとの比較でもよい。

  Ｄ）アッセイの最適化

  本発明のアッセイは、細胞、組織または器官のＭＫＰ－１発現を調節する薬剤

のスクリーニングに直ちに利用できる。本発明のアッセイは、特定の状況で使用

されるために、例えば、供給源および／または生物学的サンプルの性質、および

／または特定の供試薬剤、および／または利用可能な分析設備に対応して、最適

化させることができる。従って、最適化には、例えば、結合アッセイの最適条件

、最適なサンプル処理条件（例えば、好ましいＰＣＲ条件）、ノイズに対してシ

グナルを最大にするハイブリダイゼーション条件、処理量を改善するプロトコル

などが含まれ得る。さらに、アッセイ様式も、装置および／または試薬の利用可

能性に従って、選択および／または最適化できる。従って、例えば、市販の抗体

またはＥＬＩＳＡキットが入手可能である場合は、タンパク質濃度をアッセイす

ることが望ましいかもしれない。逆に、ＭＫＰ－１遺伝子の転写を変化させる調

節物質をスクリーニングしようとする場合は、核酸をベースとするアッセイが好

ましい。

  アッセイ様式のルーチンな選択および最適化は、当業者に周知である。

    【００８８】

ＩＩ．ＭＫＰ－１ポリペプチドおよび／または核酸と結合する薬剤、またはＭＫ

Ｐ－１ポリペプチドおよび／または核酸の誘発に必要なレセプターと結合する薬

剤の予備スクリーニング
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  ある種の実施態様では、ＭＫＰ－１核酸またはポリペプチドと相互作用する（

例えば、特異的に結合する）能力について供試薬剤を予備スクリーニングするこ

とが望ましい。供試薬剤と特異的に結合することは、ＭＫＰ－１と相互作用し、

それによってＭＫＰ－１の発現および／または活性を調節し易い。従って、幾つ

かの好ましい実施態様では、供試薬剤は、本明細書で述べる、より複雑なアッセ

イを実施する前に、ＭＫＰ－１核酸またはＭＫＰ－１タンパク質との結合につい

て予備スクリーニングされる。

      【００８９】

  ある実施態様では、そのような予備スクリーニングは、単純な結合アッセイを

用いて実施される。核酸またはタンパク質に対する特定のリガンドの特異的結合

または結合親和性についてのアッセイ手段は、当業者に周知である。好ましい結

合アッセイでは、ＭＫＰ－１タンパク質または核酸が固定され、供試薬剤（これ

は標識されてあってもよい）に暴露される。また別の選択肢として、供試薬剤が

固定され、ＭＫＰ－１タンパク質またはＭＫＰ－１核酸（これらは標識されてあ

ってもよい）に暴露される。続いて、固定された部分を洗浄して、一切の非結合

物質を除去し、結合した供試薬剤または結合したＭＫＰ－１核酸もしくはタンパ

ク質を（例えば、結合分子に付着している標識を検出することによって）検出す

る。固定されている標識の量は、ＭＫＰ－１タンパク質もしくは核酸と供試薬剤

との結合の程度に比例する。

      【００９０】

ＩＩＩ．高い処理量のスクリーニング

  本発明のアッセイはまた容易に“高い処理量”の様式にも使用することができ

る。通常は、有用な特性（例えば、ＭＫＰ－１の酸化リン脂質誘発発現または活

性の調節）を有する新規な化学物質は、幾つかの望ましい特性または活性を有す

る化合物（“リード化合物”と称される）を同定し、前記リード化合物の変種を

作製し、これら変種化合物の特性および活性を評価することによって創出される

。しかしながら、薬剤発見の全ての局面について、タイムスケールを短縮するの

が現在の趨勢である。多数の物質を迅速かつ効率よくテストする能力のゆえに、

高い処理量のスクリーニング（ＨＴＳ）法が、通常のリード化合物同定方法に置
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き換えられつつある。

  好ましい実施態様の１つでは、高処理量スクリーニング方法は、所望の活性を

有する可能性がある多数の化合物（候補化合物）を含むライブラリーを提供する

ことを含む。続いて、そのような“組合せ集合化学物質ライブラリー”を本明細

書に記載するように１つ以上のアッセイでスクリーニングし、所望の特徴的な活

性を示すそれらのライブラリーのメンバー（特に化学物質の種またはサブクラス

）を同定する。そのようにして同定された化合物は、従来の“リード化合物”と

して機能するか、またはそれ自身可能性を有する治療薬もしくは事実上の治療薬

として使用することができる。

  Ａ）組合せ集合化学物質ライブラリー

  最近、新規な化合物見本の作製を支援するために、組合せ集合化学物質ライブ

ラリーの使用が注目されている。組合せ集合化学物質ライブラリーとは、多数の

化学的“ビルディングブロック”(例えば、試薬)を結合させることにより、化学

合成または生物学的合成によって生成した様々な化合物の集合物である。例えば

、線形組合せ集合化学物質ライブラリー、例えば、ポリペプチドライブラリーは

、アミノ酸と呼ばれる１セットの化学的ビルディングブロックを、あらゆる可能

な態様で所与の化合物の長さ（即ち、ポリペプチド化合物中のアミノ酸の数）の

ために一体化させることによって形成される。何百万もの化合物を、そのような

化学的ビルディングブロックの組合せ集合混合物から合成できる。例えば、ある

解説者によれば、相互に取替え可能な１００個の化学的ビルディングブロックを

含む系統的組合せ集合混合物によって、理論的に１億個の４量体の化合物または

１００億個の５量体化合物が合成できる（Gallop et al. (1994) 37(9):1233-12

50）。

      【００９１】

  組合せ集合化学物質ライブラリーの調製およびスクリーニングは、当業者に周

知である。そのような組合せ集合化学物質ライブラリーには、ペプチドライブラ

リー（例えば、米国特許5,010,175号; Furka (1991) Int. J. Pept. Prot. Res.

 37:487-493; Houghton et al. (1991) Nature, 354:84-88）が含まれるが、但

しこれに限定されない。ペプチド合成は、本発明における使用が想定または意図
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される唯一のアプローチでは決してない。化学的に様々なライブラリーの作製を

目的とする他の化学手段もまた用いることができる。そのような化学手段には、

ペプトイド（PCT公開公報WO91/19735号(1991年12月26日)）、コードされたペプ

チド（PCT公開公報WO93/20242号（1993年10月14日））、ランダムバイオオリゴ

マー（PCT公開公報WO92/00091号（1992年1月9日））、ベンゾジアゼピン（米国

特許号5,288,514号）、ダイバーソマー（例えば、ヒダントイン、ベンゾジアゼ

ピンおよびジペプチド）（Hobbs et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9

0:6909-6913）、ビニローガス・ポリペプチド（Hagihara et al. (1992) J. Ame

r. Chem. Soc. 114:6568）、ベータ－Ｄ－グルコースの足場を有する非ペプチド

性ペプチド類似体（Hirschmann et al. (1992) J. Amer. Chem. Soc. 114:9217-

9218）、小化合物ライブラリーの類似の有機合成（Chen et al. (1994) J. Amer

. Chem. Soc. 116:2661）、オリゴカルバメート（Cho et al. (1993) Science 2

61:1303）、および／またはペプチジルホスホネート（Campbell et al.(1994) J

. Org. Chem. 59:658。一般には以下を参照されたい：Gordon et al. (1994) J.

 Med. Chem. 37:1385）、核酸ライブラリー（例えば、Strategene, Corp）、ペ

プチド核酸ライブラリー（例えば、米国特許5,539,083号）、抗体ライブラリー

（例えば、Vaughn et al. (1996) Nature Biotechnology 14(3)309-314およびPC

T/US96/10287）、炭水化物ライブラリー（例えば、Liang et al. (1996) Scienc

e 274:1520-1522および米国特許5,593,853号）、および小有機分子ライブラリー

（例えば、ベンゾジアゼピン（Baum (1993) C&EN, 1月18日, 33ページ）、イソ

プレノイド（米国特許5,569,588号）、チアゾリジノンおよびメタチアザノン（

米国特許5,549,974号）、ピロリジン（米国特許5,525,735号および5,519,134号

）、モルフォリノ化合物（米国特許5,506,337号）、ベンゾジアゼピン（米国特

許5,288,514号）など）が含まれるが、但しこれらに限定されない。

      【００９２】

  組合せ集合ライブラリーの調製装置は市販されている（例えば、375MPS, 390M

PS, Advanced Chem Tech, Louisville KY, Symphony, Rainin, Woburn, MA, 433

A Applied Biosystems, Foster City, CA, 9050 Plus, Millipore, Bedford, MA

）。



(53) 特表２００３－５２９３７５

      【００９３】

  液相化学合成のために、周知の多くのロボットシステムも開発されている。こ

れらのシステムは、武田薬品工業株式会社（大阪、日本）により開発された自動

化合成装置のような自動化ワークステーションおよび、化学技術者が実施する手

動の合成操作を真似るロボットアーム(Zymate II, Zymark Corporation, Hopkin

ton, Mass.; Orca, Hewlett-Packard, Palo Alto, Calif.)を利用する多数のロ

ボットシステムを含む。上記装置のいずれも本発明での使用に適している。本明

細書の記載に従ってそれらを操作することができるように、前記装置に対して加

えられる改変（もし有るとすれば）の性質および方法は、当業者に明白であろう

。さらに、多数の組合せ集合ライブラリー自体が市販されている（例えば、ComG

enex, Princeton, N.J., Asinex, Moscow, Ru, Tripos, Inc., St. Louis, MO, 

ChemStar, Ltd, Moscow RU, 3D Pharmaceuticals, Exton, PA, Martek Bioscien

ces, Columbia, MDなど）。

      【００９４】

  Ｂ）化学物質ライブラリーの高処理アッセイ

  ＭＫＰ－１の発現を調節するか、またはＭＫＰ－１ポリペプチドの結合特異性

および／または活性を変化させる物質のためのいずれのアッセイも、高処理量ス

クリーニングに容易に適合させることができる。上記で述べたように、酸化リン

脂質誘発されるＭＫＰ－１発現の特徴は、アテローム性硬化症、心臓疾患、卒中

または慢性関節リウマチに固有の特色を示すことが判明したので、酸化リン脂質

に対するＭＫＰ－１の反応を抑制する物質は、上記の症状をおそらく改善するで

あろうと考えられ、従って、ここで述べるアッセイに対して興味が喚起される。

そのようなアッセイは、高処理量の様式に適合させやすい。

      【００９５】

  特定の核酸またはタンパク質産物の有無または定量のための高処理量アッセイ

は、当業者に周知である。同様に、結合アッセイも周知である。従って、例えば

、米国特許5,559,410号は、タンパク質の高処理量スクリーニング方法を開示し

、米国特許5,585,639号は、核酸結合（即ち、アレー形式）のための高処理量ス

クリーニング方法を開示し、米国特許5,576,220号および5,541,061号は、リガン
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ド／抗体結合のための高処理量方法を開示している。

  さらに、高処理量スクリーニング・システムは市販されている（例えば、、Zy

mark Corp., Hopkinton, MA; Air Technical Industries, Mentor, OH; Beckman

 Instruments, Inc. Fullerton, CA; Precision Systems, Inc., Natick, MAな

ど）。これらのシステムは、代表的には、全サンプルおよび試薬のピペット操作

、液体分注、時間調節インキュベーションおよびアッセイに適した検出装置での

マイクロプレートの最終読み取りを含む全工程が自動化されている。これら組み

立て可能なシステムは、高処理および迅速なスタートアップの他に、高度の融通

性およびカスタマイゼーションを提供する。そのようなシステムの製造業者は、

様々な高処理のための詳細なプロトコルを提供している。従って、例えば、ザイ

マーク社（Zymark Corp.）は、遺伝子の転写、リガンドの結合などの調節を検出

するためのスクリーニング・システムについて記載した技術会報を提供している

。

      【００９６】

ＩＶ．酸化リン脂質に反応したＭＫＰ－１アップレギュレーション／活性の抑制

  酸化リン脂質に反応したＭＫＰ－１アップレギュレーションの抑制は、アテロ

ーム性硬化症に付随する症状の抑制／改善をもたらす。特に、プラーク形成に特

徴的な炎症反応の様相（例えば、単球漸増および血管内皮への付着）が軽減され

る。これは、プラーク形成の帰結、例えば、心筋梗塞、卒中、血管閉塞、高血圧

などを軽減する。さらに、慢性関節リウマチに特有の炎症反応を低下／排除する

。

  ＭＫＰ－１発現は以下を含む（但し、これらに限定されない）広範囲のアプロ

ーチを用いて抑制できる：アンチセンス分子、ＭＫＰ－１特異的リボザイム、Ｍ

ＫＰ－１特異的触媒性ＤＮＡ、ＭＫＰ－１タンパク質に対して誘導されたイント

ラボディー、酸化リン脂質の作用を競合的に（または非競合的に）阻害する脂質

／リン脂質、ＭＫＰ－１をノックアウトする遺伝子治療によるアプローチ、およ

びＭＫＰ－１の発現／過剰発現を抑制するか、またはＭＫＰ－１誘発に必要なレ

セプターをブロックする小有機分子。

      【００９７】
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  Ａ）アンチセンス・アプローチ

  ＭＫＰ－１遺伝子調節は、アンチセンス分子を使用することによってダウンレ

ギュレートまたは完全に抑制することができる。“アンチセンス配列またはアン

チセンス核酸”とは、ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡをコードする核酸配列またはそのサ

ブ配列に相補的な核酸である。アンチセンス分子のＭＫＰ－１  ｍＲＮＡへの結

合は、ＭＫＰ－１ポリペプチドの正常な翻訳に干渉する。

  従って、本発明の好ましい実施態様によれば、好ましいアンチセンス分子には

、ＭＫＰ－１メッセンジャーＲＮＡとハイブリダイズすることができるオリゴヌ

クレオチドおよびオリゴヌクレオチド類似体が含まれる。この関係は一般に“ア

ンチセンス”と呼ばれる。前記オリゴヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチド類

似体は、ＲＮＡの機能（そのタンパク質への翻訳、その細胞質への移動、または

その全体的な生物学的機能に対して必要な他の一切の活性のいずれか）を抑制す

ることができる。メッセンジャーＲＮＡがその機能の全てまたは一部分を発揮す

ることができないと、ＭＫＰ－１ポリペプチド発現の低下または完全な抑制がも

たらされる。

      【００９８】

  本発明では、“オリゴヌクレオチド”という用語は、天然のホスホジエステル

結合によって結合した、天然に存在する塩基および／またはシクロフラノシル基

から形成されるポリヌクレオチドを指す。この用語は、実際には、天然に存在す

る種または、天然に存在するサブユニットまたはそれらの近縁な相同体から形成

される合成種を指す。“オリゴヌクレオチド”という用語も、オリゴヌクレオチ

ドと同様に機能するが、天然に存在する部分をもたない部分も指す。従って、オ

リゴヌクレオチドは、変化した糖部分または糖間結合を有することができる。そ

れらの中で代表的なものは、ホスホロチオエートおよび他の硫黄含有種で当分野

における使用が知られているものである。幾つかの好ましい実施態様では、オリ

ゴヌクレオチドの少なくとも１つのホスホジエステル結合は、その活性が調節さ

れるべきＲＮＡが位置する細胞領域内に浸透する組成物の能力を強化するように

機能する構造で置換されている。そのような置換は、ホスホロチオエート結合、

メチルホスホネート結合、または単鎖アルキルもしくはシクロアルキル構造を含
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むことが好ましい。他の好ましい実施態様では、ホスホジエステル結合は、実質

的に非イオン性であり同時に非キラル構造、またはキラル構造を有し更にエナン

チオマーとして固有である構造で置換される。当業者は、本発明で使用できる他

の結合を選択することができる。

      【００９９】

  特に好ましい実施態様の１つでは、ヌクレオチド間ホスホジエステル結合は、

ペプチド結合で置換される。そのようなペプチド核酸は、改善された安定性を示

す傾向があり、より容易に細胞に浸透し、それらの標的に対して強い親和性を示

す。ペプチド核酸の作製方法は、当業者に周知である（例えば、以下の文献を参

照されたい：米国特許6,015,887号、6,015,710号、5,986,053号、5,977,296号、

5,902,786号、5,864,010号、5,786,461号、5,773,571号、5,766,855号、5,736,3

36号、5,719,262号および5,714,331号）。

      【０１００】

  オリゴヌクレオチドは、少なくとも幾つかの改変塩基形を含有する種を含むこ

ともできる。従って、自然界で通常見い出されるもの以外のプリンおよびピリミ

ジンも用いることができる。同様に、ヌクレオチドサブユニットのフラノシル部

分の改変も、本発明の必須の概念に忠実である限り実施することができる。その

ような改変の例は、２´－Ｏ－アルキル－および２´－ハロゲン－置換ヌクレオ

チドである。本発明で有用な糖部分の２´位における改変の幾つかの具体例は、

ＯＨ、ＳＨ、ＳＣＨ3、Ｆ、ＯＣＨ3、ＯＣＮ、Ｏ（ＣＨ2）［ｎ］ＮＨ2またはＯ

（ＣＨ2）［ｎ］ＣＨ3（式中、ｎは１～約１０である）、および同様な特性を有

する他の置換基である。

  そのようなオリゴヌクレオチドは、天然のオリゴヌクレオチドまたは天然の系

列に沿った合成オリゴヌクレオチド（天然構造とは１以上の相違を有するが）と

機能的に互換性であるものと規定できる。そのような全ての類似体は、それらが

効率的にＭＫＰ－１のメッセンジャーＲＮＡとハイブリダイズし、前記ＲＮＡの

機能を抑制する限り本発明に包含される。

      【０１０１】

  本発明のオリゴヌクレオチドは、好ましくは約３～約５０のサブユニットを含
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む。より好ましくは、そのようなオリゴヌクレオチドおよび類似体は約８～約２

５のサブユニットを含み、さらに好ましくは約１２～約２０のサブユニットを有

する。サブユニットとは、塩基と糖の結合体が、隣接するサブユニットとホスホ

ジエステル結合または他の結合を介して好適に結合したものであることが理解さ

れよう。本発明で用いられるオリゴヌクレオチドは、周知の固相合成技術により

好都合かつルーチンに製造できる。そのような合成に必要な装置は、幾つかの販

売業者（Applied Biosysytemsを含む）により販売されている。そのような合成

を目的とする他の手段のいずれをも用いることができるが、実際に存在するオリ

ゴヌクレオチドの合成は周知である。他のオリゴヌクレオチド、例えば、ホスホ

ロチオエートおよびアルキル化誘導体の製造もまた周知である。

  ＭＫＰ－１遺伝子／ｃＤＮＡの公知の配列を用いると、好適で有効なアンチセ

ンスオリゴヌクレオチド配列を容易に決定できる。そのような配列の１つは、実

施例１で用いられているとおり、５´－ＧＧＡＡＣＴＣＡＧＴＧＧＡＡＣＴＣＡ

ＧＧ－３´（配列番号：２）である。

      【０１０２】

  Ｂ）触媒性ＲＮＡおよびＤＮＡ

１）リボザイム

  別のアプローチでは、ＭＫＰ－１の発現はリボザイムの使用によって抑制でき

る。本明細書で用いられるように、“リボザイム”には、固有の認識のためのア

ンチセンス配列、およびＲＮＡ開裂酵素活性を含むＲＮＡ分子が含まれる。触媒

性の鎖は、標的（ＭＫＰ－１）ＲＮＡの特異的部位を、好ましくは化学量論的濃

度より高い濃度で開裂する。２つの“タイプ”のリボザイム、ハンマーヘッド・

リボザイム（Rossi et al. (1991) Pharmac. Ther. 50:245-254）およびヘアピ

ン・リボザイム（Hampel et al. (1990) Nucl. Acids Res. 18:299-304および米

国特許5,254,678号）が本発明で特に有用である。

      【０１０３】

  ハンマーへッド型およびヘアピン型の両リボザイムとも、アンチセンスおよび

エンドリボヌクレオチダーゼ活性を有する触媒性分子であるので、リボザイム技

術は、遺伝子不活化へのアンチセンスによるアプローチを強力に広げる可能性を
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有するものとして出現した。本発明のリボザイムは、代表的にはＲＮＡから成る

が、そのようなリボザイムも、キメラ核酸配列（ＤＮＡ／ＲＮＡ配列のような）

および／または核酸類似体（例えば、ホスホロチオエート）を含む核酸分子で構

成されていてよい。

  従って、本発明のある局面では、ＭＫＰ－１発現に対して能力を有するリボザ

イムが提供される。そのようなリボザイムは、“ハンマーヘッド”型（例えば、

以下の文献に記載されている：Forster & Symons (1987) Cell 48:211-220; Has

eloff & Gerlach (1988) Nature 328:596-600; Walbot & Bruening (1988) Natu

re 334:196; Haseloff & Gerlach (1988) Nature 334:585）または“ヘアピン”

型（例えば、以下を参照されたい：米国特許5,254,678号および欧州特許出願公

開公報0360257号(1990年3月26日, Hampel et al.)）であり、ＭＫＰ－１核酸を

特異的な標的化し、開裂する能力を有する。

      【０１０４】

  ヘアピン・リボザイムに要求される配列は、ＮＮＮＢＮ*ＧＵＣＮＮＮＮＮＮ

から成る任意のＲＮＡ配列（式中、Ｎ*Ｇは開裂部位であり、ＢはＧ、Ｃまたは

Ｕのいずれかで、ＮはＧ、Ｕ、ＣまたはＡのいずれかである）（配列番号：＿）

である。ヘアピン・リボザイムのための好適なＭＫＰ－１認識または標的配列は

、ＭＫＰ－１配列から容易に決定できる。ある種の好適な配列には、アンチセン

ス分子のための標的として用いられる配列（例えば、配列番号：＿を参照された

い）が含まれるが、但しこれに限定されない。

    ハンマーヘッド・リボザイムのための開裂部位に要求される配列は、ＮＵＸ

（式中、ＮはＧ、Ｕ、ＣまたはＡのいずれかで、ＸはＣ、ＵまたはＡを表す）か

ら成る任意のＲＮＡ配列が標的化される。従って、ヘアピンリーダー配列内の同

じ標的、ＧＵＣがハンマーヘッド・リボザイムに有用である。ハンマーヘッド・

リボザイムまたはヘアピン・リボザイムのさらなるヌクレオチドは、標的フラン

キング配列およびハンマーヘッド・コンセンサス配列によって決定される（Ruff

iner et al.(1990) Biochemistry 29:10695-10702を参照のこと）。

      【０１０５】

  米国特許4,987,071号（Cech et al.）には、エンドリボヌクレアーゼ活性を有
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するある種の合成リボザイムの調製および使用が開示されている。これらのリボ

ザイムは、テトラヒメナのリボソームＲＮＡの自己スプライス反応の特性をベー

スにしており、８塩基対の標的部位を必要とする。５０℃の最適温度がエンドリ

ボヌクレアーゼ活性について報告されている。開裂により生じるフラグメントは

５´リン酸基および３´ヒドロキシル基を含み、遊離グアノシン・ヌクレオチド

が開裂されたＲＮＡの５´末端に結合している。本発明の好ましいリボザイムは

、生理的温度で効率的に標的配列とハイブリダイズし、in vivoでの使用に特に

適している。

      【０１０６】

  本発明のリボザイムは、並びに、そのようなリボザイムをコードするＤＮＡお

よび他の好適な核酸分子は、核酸分子の合成に関する当分野で周知の方法を用い

て化学的に合成できる。また別の選択肢として、プロメガ社（Promega, Madison

, Wisconsin, USA）は、リボザイムのようなＲＮＡ分子の製造に適した一連のプ

ロトコルを提供している。リボザイムはまた、ＲＮＡポリメラーゼプロモーター

（例えば、Ｔ７  ＲＮＡポリメラーゼまたはＳＰ６  ＲＮＡポリメラーゼのため

のプロモーター）と作動可能に連結させたＤＮＡ分子または他の核酸分子（転写

に際してＲＮＡ分子を生じる）から調製できる。そのような構築物は、ベクター

と称され得る。従って、本発明は、本発明のリボザイムをコードする核酸分子、

例えば、ＤＮＡまたはｃＤＮＡも提供する。前記ベクターがまたＤＮＡ分子に作

動可能に結合させたＲＮＡポリメラーゼプロモーターを含む場合は、ＲＮＡポリ

メラーゼおよび好適なヌクレオチドとともにin vitroでインキュベートすると、

リボザイムを生成させることができる。別の実施態様では、ＤＮＡは発現カセッ

トに挿入することができる（例えば、以下の文献を参照されたい：Cotton & Bir

nstiel (1989) EMBO J, 8(12):3861-3866; Hempel et al. (1989) Biochem., 28

:4929-4933など）。

  合成した後、リボザイムを安定化させる能力を有するＤＮＡに連結することに

よって前記リボザイムを改変し、リボヌクレアーゼに対して耐性にする。或いは

、リポソーム・デリバリー系で使用するために、リボザイムをホスホチオ類似体

に改変できる。この改変によって、リボザイムはエンドヌクレアーゼ活性に対し
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ても耐性になる。

      【０１０７】

  リボザイム分子は、培養中のホスト原核細胞または真核細胞内、または生物／

患者の細胞内に存在することもできる。好適な原核および真核細胞は、本発明の

リボザイムをコードするＤＮＡ分子を含む好適なトランスファーベクターでトラ

ンスフェクトすることができる。或いは、例えば、以下による形質転換のような

古くからの方法を用いてホスト細胞にリボザイム分子（リボザイムをコードする

核酸分子を含む）を導入してもよい：リン酸カルシウム沈殿（Dubensky et al. 

(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:7529-7533）、無傷の標的細胞への前記

核酸分子の直接的マイクロインジェクション（Acsadi et al. (1991) Nature 35

2:815-818）、およびエレクトロポレーション（これにより、電導性溶液に浮遊

している細胞は強い電場に置かれ、膜が一過性に分極し核酸分子の浸入が可能に

なる）。他の方法には、不活化アデノウイルスに結合させた核酸分子の使用（Co

tton et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6094）、リポフェクチン

（Felgner et al.(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7417）、ミクロ

発射爆撃(microprojectile bombardment）（Williams et al.(1991) Proc. Natl

. Acad. Sci. USA, 88:2726-2730）、ポリカチオン化合物（例えば、ポリリジン

、レセプター特異的リガンド、核酸分子をトラップしたリポソーム、スフェロプ

ラスト融合（この方法により、核酸分子を含む大腸菌の外側の細胞壁が剥がされ

、ポリエチレングリコールを用いて動物細胞と融合される）、ウイルスによる形

質導入（Cline et al.(1985) Pharmac. Ther. 29:69; およびFriedmann et al.(

1989) Science 244:1275）、およびＤＮＡリガンド（Wu et al. (1989) J. Biol

. Chem. 264:16985-16987）、並びにソラレン不活化ウイルス（例えば、センダ

イウイルスまたはアデノウイルス）が含まれる。好ましい実施態様の１つでは、

リボザイムは、脂質、リポソームまたはレトロウイルスベクターを活用して、ホ

スト細胞に導入される。

      【０１０８】

  ＤＮＡ分子がＲＮＡ転写プロモーターに作動可能に連結されている場合は、ホ

スト細胞をＤＮＡ分子の転写を促進する好適な条件下で増殖させるとき、前記ホ
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スト細胞内でＲＮＡを産生できる。ベクターは、プラスミド、ウイルス、レトロ

トランスポゾンまたはコスミドでもよいが、但しこれらに限定されない。そのよ

うなベクターの例は、米国特許5,166,320号に開示されている。他の代表的なベ

クターには、アデノウイルスベクター（例えば、WO94/26914号、WO93/9191号；K

olls et al. (1994) PNAS 91(1):215-219; Kass-Eisler et al.(1993) Proc. Na

tl. Acad. Sci. USA, 90(24):11498-502; Guzman et al.(1993) Circulation 88

(6):2838-48(1993); Guzman et al.(1993) Cir. Res. 73(6):1202-1207, 1993; 

Zabner et al.(1993) Cell 75(2):207-216; Li et al.(1993) Hum. Gene Ther. 

4(4):403-409; Caillaud et al.(1993) Eur. J. Neurosci. 5(10):1287-1291）

、アデノ付随ベクター１型（“ＡＡＶ－１”）もしくはアデノ付随ベクター２型

（“ＡＡＶ－２”）（例えば、以下を参照されたい：WO95/13365; Flotte et al

.(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(22):10613-10617）、レトロウイルス

ベクター（例えば、EP0415731; WO90/07936; WO91/02805; WO94/03622; WO93/25

698; WO93/25234; 米国特許5,219,740号; WO93/11230; WO93/10218）およびヘル

ペスウイルスベクター（例えば、米国特許5,288,641号）が含まれるが、但しこ

れらに限定されない。遺伝子治療にそのようなベクターを利用する方法は、当分

野で周知であり、例えば以下の文献を参照されたい：Larrick & Burck (1991) G

ene Therapy: Application of Molecular Biology, Elsevier Science Publishi

ng Co., Inc., New York, New York; およびKreigler (1990) Gene Transfer an

d Expression: A Laboratory Manual, W.H. Freeman & Company, New York。

  ベクターを用いてin vivoでリボザイムを製造するために、リボザイムをコー

ドするヌクレオチド配列は、好ましくは強力なプロモーター（例えば、ｌａｃプ

ロモーター、ＳＶ４０後期、ＳＶ４０初期プロモーター、またはラムダプロモー

ター）の制御下に置かれる。続いて、リボザイムはトランスファーベクターから

直接in vivoで製造される。In vivo発現に適したトランスフェクターベクターは

、下記で考察する。

      【０１０９】

２）触媒性ＤＮＡ

  リボザイムと類似の様式で、ＤＮＡも触媒（例えば、ヌクレアーゼ）活性を示
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すことができる。天然に存在するそのようなＤＮＡは知られていないが、高度に

触媒性の種が指定された進化および選別によって開発された。５０個のランダム

ヌクレオチドを含む１０14個のＤＮＡ集団から開始して、連続して選別増幅する

ことにより、それ以外の意味では完全なDNA配列の内部に埋め込まれた標的リボ

ヌクレオシド３´－Ｏ－Ｐ結合のＰｂ2+依存性開裂を最も促進する個体を濃縮し

た。５回目までに、集団全体としては、０．２分-1の速度で前記反応を進行させ

た。この集団から単離した２０個体の配列を基にして、分子間で稼動する触媒性

ドメインの単純化型は、ターンオーバー速度が１分-1であった（例えば、Breake

r & Joyce (1994) Chem Biol 4:223-229を参照のこと）。

      【０１１０】

  より最近の研究では、類似の戦略を用いて、生理的条件に類似する条件下で殆

ど全ての標的ＲＮＡ基質を開裂することができるＤＮＡ酵素が作製された。この

酵素は、１５デオキシヌクレオチドの触媒性ドメインを含み、前記ドメインは、

各々が７～８個のデオキシヌクレオチドを有する２つの基質認識ドメインにフラ

ンキングしている。ＲＮＡ基質は、ワトソン－クリック塩基対形成により結合し

、非対合プリンおよび対合形成ピリミジン残基との間に位置する特定のホスホジ

エステルで開裂される。その小さなサイズにもかかわらず、このＤＮＡ酵素は、

多数のターンオーバー条件下で約１０9Ｍ-1分-1の触媒効率（ｋｃａｔ／Ｋｍ）

を有し、他の公知のいずれの核酸酵素の触媒効率も超えている。基質認識ドメイ

ンの配列を変化させることによって、異なるＲＮＡ基質を標的化するようにこの

ＤＮＡ酵素を作製することができる（Santoro & Joyce (1997) Proc. Natl. Aca

d. Sci. USA 94(9):4262-4266）。好適なターゲッティング配列に改変すること

によって（例えば、上掲書(Santoro & Joyce)に記載されたように）、容易にこ

のＤＮＡ酵素をＭＫＰ－１  ｍＲＮＡに再標的化させ、それによってリボザイム

のように機能させることができる。

      【０１１１】

  Ｃ）ＭＫＰ－１のノックアウト

  別のアプローチでは、ＭＫＰ－１遺伝子を“ノックアウト”することによって

、ＭＫＰ－１を抑制／単純にダウンレギュレートすることができる。代表的には
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、これは、ＭＫＰ－１遺伝子、前記遺伝子を調節するプロモーター、または前記

プロモーターと前記遺伝子との間の配列を破壊することによって実施される。そ

のような破壊は、相同組換えによって特異的にＭＫＰ－１に向けることができる

。この場合、“ノックアウト構築物”は、構築物が標的とするドメインと相補的

なフランキング配列を含む。（例えば、ＭＫＰ－１遺伝子内への）ノックアウト

構築物の挿入は、その遺伝子の破壊をもたらす。“遺伝子の破壊”および“遺伝

子破壊”という語句は、天然のDNA配列の１つの領域（通常は１つ以上のエクソ

ン）および／または遺伝子のプロモーター領域への核酸配列の挿入を指し、挿入

の結果、野生型または天然に存在する前記遺伝子の配列と比較して、細胞内でそ

の遺伝子の発現が低下または妨げられる。例えば、核酸構築物は、破壊されるべ

きDNA配列（プロモーターおよび／またはコード領域）に相補的であるDNA配列に

挿入される抗生物質耐性遺伝子をコードするDNA配列を含むように製造すること

ができる。続いて、この核酸構築物を細胞にトランスフェクトすると、その構築

物はゲノムＤＮＡに組み込まれるであろう。ＤＮＡは今や構成物質耐性遺伝子に

よって破壊されているので、従って、その細胞およびその子孫はもはやその遺伝

子を発現しないか、または低いレベルでの発現となる。

      【０１１２】

  ノックアウト構築物は、当業者に公知の標準的な方法によって製造できる。ノ

ックアウト構築物は化学的に合成するか、または、例えば、組換えＤＮＡ法を用

いて組み立てることができる。ノックアウト構築物の産生に用いられるＤＮＡ配

列は、このＤＮＡ配列内の好適な位置にマーカー遺伝子をコードする新しいＤＮ

Ａ配列を挿入できるような位置で開裂するように選択した、特定の制限酵素で消

化される。マーカー遺伝子挿入のために好適な位置は、天然の遺伝子の発現を妨

げるように機能する位置である。この位置は、種々の因子、例えば、切断される

べき配列の制限部分、およびエクソン配列もしくはプロモーター配列またはその

両方が妨害されるべきか否か（即ち、プロモーター機能を抑制するか、または天

然のエクソンの合成を抑制するために必要な挿入の正確な位置）によって左右さ

れる。好ましくは、ＤＮＡを切断するために選択される酵素は長腕および短腕を

生成するであろう。この場合、短腕は少なくとも約３００塩基対（ｂｐ）である
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。幾つかの事例では、マーカー遺伝子をノックアウト構築物に挿入したとき、当

初のゲノム配列に匹敵するようにノックアウト構築物の長さを保持するように、

抑制するべき遺伝子の１つ以上のエクソンの一部分または全部さえ実際には除去

することが所望されるであろう。これらの事例では、適当なサイズのフラグメン

トを除去できるように、ゲノムＤＮＡは好適なエンドヌクレアーゼで切断される

。

      【０１１３】

  マーカー遺伝子は、検出可能および／またはアッセイ可能な任意の核酸配列で

もよいが、代表的には、マーカー遺伝子は抗生物質耐性遺伝子または、その発現

もしくはゲノム中の存在が容易に検出できる他の遺伝子である。そのマーカー遺

伝子は、通常は、それ自身のプロモーターまたは、前記遺伝子が挿入される細胞

内で活性であるかもしくは容易に活性化できる任意の供給源からの別の強力なプ

ロモーターに作動可能に連結される。しかしながら、そのマーカー遺伝子は、抑

制されるべき前記遺伝子のプロモーターを用いて転写され得るので、それ自身の

プロモーターが結合される必要はない。さらに、マーカー遺伝子は、通常はその

遺伝子の３´末端に結合されたポリＡ配列を有するであろう。この配列は、この

遺伝子の転写を終止させるように機能する。好ましいマーカー遺伝子は、任意の

抗生物質耐性遺伝子であり、ｎｅｏ（ネオマイシン耐性遺伝子）およびｂｅｔａ

－ｇａｌ（ベータ－ガラクトシダーゼ遺伝子）が含まれるが、但しこれらに限定

されない。

      【０１１４】

  ゲノムＤＮＡ配列を好適な制限酵素で消化した後、当業者に周知の方法を用い

て、マーカー遺伝子配列を前記ゲノムＤＮＡ配列に連結する（例えば、以下の文

献を参照されたい：Berger & Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques

, Methods in Enzymology, vol.152, Academic Press, Inc., San Diego, CA; S

ambrook et al. (1989) Molecuar Cloning: A laboratory Manual (2nd ed.) , 

vol.1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, NY; Cu

rrent Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current

 Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associates, Inc. a
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nd John Wiley & Sons, Inc., (1994) 増補）。連結されるべきＤＮＡフラグメ

ントの末端は、適合性をもたなければならない。これは、適合性末端を生成する

酵素で全てのフラグメントを切断するか、またはライゲーション前に末端を平滑

化することによって達成される。末端の平滑化は、当分野で周知の方法、例えば

、クレノウフラグメント（ＤＮＡポリメラーゼＩ）を用いて、粘着末端で充填し

て達成される。

      【０１１５】

  好適なノックアウト構築物を作製し、これを用いてＭＫＰ－１ノックアウトマ

ウスが作製された（例えば、Dorfman et al. (1996) Oncogene 13:925-931を参

照のこと）。ノックアウト構築物は、下記に述べるように、遺伝子治療デリバリ

ー・ビヒクル（例えば、レトロウイルス、リポソーム、脂質、デンドリマーなど

）を用いてin vivoで細胞にデリバリーすることができる。遺伝子のノックアウ

ト方法は、文献に詳細に記載され、当業者にはルーチンな作業である（例えば、

以下を参照されたい：Thomas et al. (1986) Cell 44(3):419-428; Thomas et a

l. (1987) Cell 51(3):503-512）1; Jasin & Berg (1988) Genes & Development

 2:1353-1363; Mansour et al. (1988) Nature 336:348-352; Brinster et al. 

(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 86:7087-7091; Capecchi (1989) Trends in Ge

netics 5(3):70-76; Frohman & Martin (1989) Cell 56:145-147; Hasty et al.

 (1991) Mol. Cell Biol. 11(11):5586-5591; Jeannotte et al. (1991) Mol. C

ell Biol. 11(11):557814-5585; およびMortensen et al. (1992) Mol. Cell Bi

ol. 12(5):2391-2395を参照のこと）。

  相同組換えを用いて内因性遺伝子の発現を変化させることも、以下に詳細に記

載されている：米国特許5,272,071号、WO91/09955、WO93/09222、WO96/29411、W

O95/31560およびWO91/12650。

      【０１１６】

  Ｄ）イントラボディ

  別の実施態様では、ＭＫＰ－１発現／活性は、対象細胞（例えば、血管内皮細

胞）に、イントラボディ(intrabody)を発現する核酸構築物をトランスフェクト

することによって抑制される。イントラボディとは細胞内抗体(intracellular a
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ntibody)のことであり、本事例では、ＭＫＰ－１ポリペプチドを認識し、これと

結合することができる。イントラボディは、“抗体カセット”によって発現され

る。抗体カセットは、問題の細胞内でこの抗体を発現可能にするプロモーターに

作動可能に連結された、標的（ＭＫＰ－１ポリペプチド）と結合することができ

る抗体の一部分をコードする十分な数のヌクレオチドを含んでいる。イントラボ

ディをコードする構築物は、細胞にデリバリーされ、その細胞内で抗体は発現し

標的ＭＫＰ－１と結合し、それによって標的の正常な作用を崩壊させる。この抗

体は、時に“イントラボディ”と称される。

      【０１１７】

  １つの好ましい実施態様では、抗体カセットの“イントラボディ遺伝子”（抗

体）は、抗体の重鎖可変（ＶH）ドメインおよび軽鎖可変（ＶL）ドメインをコー

ドするｃＤＮＡを利用できる。それらのドメインは、前記２つのドメインの架橋

として好適なオリゴヌクレオチドによってＤＮＡレベルで結合され、翻訳される

と、標的（例えば、ＭＫＰ－１タンパク質）と結合できる単一のペプチド（単鎖

可変フラグメント“ｓＦｖ”と呼ばれる）を形成することができる。好ましくは

、イントラボディ遺伝子は、機能的な分泌配列をコードせず、従って、発現され

た抗体は細胞内に留まる。

  本発明の方法で、イントラボディとしての使用／発現に適した抗ＭＫＰ－１抗

体は、様々な方法によって容易に製造できる。そのような方法には、“完全な”

ポリクローナル抗体を作製する慣用的な方法（これは改変して単鎖抗体を作製す

ることができる）、または例えば、ファージディスプレーライブラリーをスクリ

ーニングし、ＭＫＰ－１に対して高い特異性および／または親和性を示す抗体を

選別する方法が含まれるが、但しこれらに限定されない。前記スクリーニング方

法は、上記で詳細に記載されている。

      【０１１８】

  抗体カセットは、公知の手段のいずれかにより細胞にデリバリーされる。好ま

しいデリバリー・システムの１つは、米国特許出願08/199,070号（Marasco, 199

4年2月22日出願）に記載されている（この文献は、本明細書中に参考として援用

されている）。前記特許出願は、標的部分および結合部分を含む融合タンパク質
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の使用を開示している。この標的成分は、ベクターを細胞に運び、一方、結合部

分は抗体カセットを含んでいる。他の方法には、例えば、以下の文献の方法が含

まれる（Miller (1992) Nature 357:455-460; Anderson (1992) Science 256:80

8-813; Wu et al. (1988) J. Biol. Chem. 263:14621-14624）。例えば、これら

（抗ＭＫＰ－１）の抗体遺伝子（例えば、ｓＦｖ遺伝子）を含むカセットは、多

数の技術（組織特異的プロモーターの使用、組織特異的ベクターの使用などを含

むが、但しこれらに限定されない）によって特定の細胞に標的化される。イント

ラボディを製造および使用する方法は、米国特許6,004,940号に詳細に記載され

ている。

  Ｅ）酸化リン脂質の標的シグナル形質導入分子へのアクセス阻止

  上記で示したように、酸化リン脂質は、ＭＫＰ－１の強いアップレギュレーシ

ョンを誘発する。特定の理論に拘束されるものではないが、この反応は、酸化リ

ン脂質と、レセプターおよび／または１つ以上のシグナリングタンパク質との相

互作用によって仲介されると考えられる。酸化リン脂質が標的シグナル形質導入

分子にアクセスするのをブロックすることによって、酸化リン脂質との反応によ

るＭＫＰ－１のアップレギュレーションが達成できる。

  そのようなブロッキングへのアプローチの１つは、競合的阻害物質の使用であ

る。好ましい実施態様の１つでは、そのような競合的阻害物質には、脂質（好ま

しくは、非酸化脂質）または他の疎水性および／または両親媒性の分子が含まれ

る。阻害物質（競合的または非競合的）は、レセプター／シグナリングタンパク

質と結合または相互作用し、それによって酸化リン脂質（または他の関連するＬ

ＤＬ分画）がレセプター／シグナリングタンパク質をもはや利用できないように

する。脂質／疎水性分子は、当業者に周知の多数の方法のいずれかによって（例

えば、小有機分子または標的化リポソーム、組織特異的脂質など）標的部位にデ

リバリーできる。

  好適な脂質または両親媒性分子は、本発明のスクリーニング方法を用いると、

ルーチンなスクリーニングのみで同定できる。

      【０１１９】

  Ｆ）小有機分子
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  別の実施態様では、ＭＫＰ－１の発現および／またはＭＫＰ－１タンパク質活

性は、小有機分子の使用によって抑制できる。そのような分子には、ＭＫＰ－１

プロモーターおよび／またはコード領域を含むＤＮＡと特異的に結合する分子、

ＭＫＰ－１  ｍＲＮＡと結合しこれと複合体を形成する分子、ＭＫＰ－１アップ

レギュレーションをもたらすシグナリング経路を抑制する分子、ＭＫＰ－１ポリ

ペプチドと結合および／または競合する分子が含まれるが、但しこれらに限定さ

れない。ＭＫＰ－１発現を抑制するのに有効な小有機分子は、本発明の方法を用

いてルーチンなスクリーニングで同定できる。

  上記に述べたＭＫＰ－１発現を抑制する方法は、例示を目的としており、限定

するものではない。本明細書に提示した教示から、当業者は、ＭＫＰ－１を抑制

する他の方法を知ることができる。

      【０１２０】

  Ｇ）投与の様式

  ＭＫＰ－１阻害物質の投与様式は、特定の薬剤の性質に左右される。ＭＫＰ－

１阻害物質として用いられるアンチセンス分子、触媒性ＲＮＡ（リボザイム）、

触媒性ＤＮＡ、小有機分子および他の分子（例えば、脂質、抗体など）は、医薬

として製剤化され（例えば、好適な賦形剤とともに）、下記で述べるように、標

準的な医薬製剤およびデリバリー方法を用いてデリバリーされる。アンチセンス

分子、触媒性ＲＮＡ（リボザイム）、触媒性ＤＮＡ、および加えて、ノックアウ

ト構築物およびイントラボディをコードする構築物を標的細胞にデリバリーし、

さらに（必要な場合には）標的細胞（例えば、血管内皮細胞）内で、例えば下記

で述べるような遺伝子治療の方法を用いて発現させることができる。

      【０１２１】

１）医薬の投与

  本発明の方法を実施するために、ＭＫＰ－１発現の１つ以上の阻害物質（例え

ば、リボザイム、抗体、アンチセンス分子、小有機分子など）を個体に投与して

、アテローム性硬化症および／または慢性関節リウマチの１つ以上の症状を改善

する。ヒトを例にとって本発明を一般的に記載するが、獣医学的応用も本発明の

範囲内に包含される。
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  様々な阻害物質を、所望の場合は、塩、エステル、アミド、プロドラッグ、誘

導体などの形態で投与できるが、但し、それらの塩、エステル、アミド、プロド

ラッグまたは誘導体は薬理学的に好適であること、即ち、本方法で有効であるこ

とを条件とする。活性薬剤の塩、エステル、アミド、プロドラッグおよび他の誘

導体は合成有機化学の当業者に公知であり、さらに例えば、以下の文献に記載さ

れている標準的な方法を用いて製造できる：March (1992) Advanced Organic Ch

emistry; Reactions, Mechanisms and Structure, 4th Ed. N.Y. Wiley-Intersc

ience。

      【０１２２】

  ＭＫＰ－１阻害物質およびそれらの種々の誘導体および／または製剤は、冠状

動脈疾患および／または慢性関節リウマチの予防的および／または治療的処置を

目的とする非経口投与、局部投与、経口投与、または局所投与（例えば、エアロ

ゾルによる、または経皮的に）に有用である。本医薬組成物は、投与方法に応じ

て様々な単位投薬形態で投与できる。好適な単位投薬形態には、粉剤、錠剤、丸

剤、カプセル剤、ロゼンジ、座薬などが含まれるが、但しこれらに限定されない

。

  ＭＫＰ－１阻害物質およびその種々の誘導体および／または製剤は、代表的に

は医薬として許容できる担体（賦形剤）と一緒にして、薬理作用を有する組成物

が形成される。医薬として許容できる担体は、１つ以上の生理的に許容できる化

合物で、例えば、組成物を安定化させるために、または活性薬剤の吸収を増加ま

たは減少させるために作用するものを含むことができる。生理学的に許容できる

化合物には、例えば、炭水化物（例えば、グルコース、ショ糖またはデキストラ

ン）、抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸またはグルタチオン）、キレート剤、

低分子量タンパク質、活性薬剤の除去または加水分解を低下させる組成物、また

は賦形剤もしくは他の安定剤および／または緩衝剤が含まれる。

      【０１２３】

  他の生理学的に許容できる化合物には、湿潤剤、乳化剤、分散剤、または微生

物の増殖または作用の防止に特に有用な保存剤が含まれる。様々な保存剤が周知

であるが、例えば、フェノールおよびアスコルビン酸が含まれる。当業者には、
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医薬として許容できる担体（生理学的に許容できる化合物を含む）の選択は、例

えば、活性薬剤の投与ルートおよび活性薬剤の具体的な生理化学的特性に左右さ

れることは理解されよう。賦形剤は好ましくは無菌的で、さらに一般には望まし

くない物質を含まない。これらの組成物は、慣用されている周知の殺菌技術によ

って滅菌し得る。

  製剤中の活性薬剤の濃度は、大きく変動が可能で、選択される具体的な投与様

式および患者側の必要性に従って、主に液体容積、粘度、体重などを基準にして

選択される。

      【０１２４】

  治療で用いる場合は、本発明の組成物は、疾患（例えば、アテローム性硬化症

および／または付随する症状、および／または慢性関節リウマチ）を患う患者に

、前記疾患および／またはその症状を治癒させるかまたは少なくとも部分的に進

行を抑える（例えば、プラーク形成の低下、単球漸増の低下など）のに十分な量

で投与される。前記を達成するために好適な量は、“治療的に有効な用量”と規

定される。このような使用に有効な量は、疾患の重篤度および患者の一般的な健

康状態に左右されるであろう。患者が必要とする、または患者がに耐えられる用

量および頻度に従って、前記組成物が１回または複数回投与される。いずれの場

合にも、患者を効果的に治療する（１つ以上の症状を改善する）ために、前記組

成物は、本発明の製剤の活性薬剤の十分な量を提供すべきである。

      【０１２５】

  ある種の好ましい実施態様では、ＭＫＰ－１阻害物質は経口的に（例えば、錠

剤により）または、当業者に周知の標準的方法に従って、注射物として投与され

る。他の好ましい実施態様では、ＭＫＰ－１阻害物質はまた、通常の経皮的ドラ

ッグデリバリー系、即ち、経皮的“パッチ”（この場合、活性薬剤は、代表的に

は、皮膚に固定されるドラッグデリバリー装置として機能するラミネート構造の

内部に含まれている）を用いて皮膚からデリバリーされる。そのような構造では

、薬剤組成物は、代表的には上面の裏打ち層の下にある層または“貯留装置”中

に含まれている。本文中の“貯留装置”という用語は、皮膚表面へのデリバリー

のために最終的に利用可能なある量の“活性薬剤”を指すことは理解されよう。
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従って、例えば、“貯留装置”は、パッチの裏打ち層上の粘着物質中に、または

当業者に公知の非常に様々な任意のマトリックス製剤中に活性成分を含むことが

できる。前記パッチはただ１つの貯留装置を含むことができるが、また複数の貯

留装置を含んでも良い。

      【０１２６】

  ある実施態様では、貯留装置は、ドラッグデリバリー時に前記システムを皮膚

に固定するために機能する、医薬として許容できる接触粘着材で構成されたポリ

マーマトリックスを含む。好適な皮膚接触粘着材の例には、ポリエチレン、ポリ

シロキサン、ポリイソブチレン、ポリアクリレート、ポリウレタンなどが含まれ

るが、但しこれらに限定されない。或いは、薬剤含有貯留装置および皮膚接触粘

着物質は、別個の分離した層として存在し、粘着物質は貯留装置の下に存在する

。この場合、貯留装置は上記のようなポリマーマトリックスであっても、または

液体もしくはヒドロゲルの貯蔵装置であってもよく、また他の形態を有するもの

でもよい。これらのラミネート構造中の裏打ち層（これは装置の上部表面として

機能する）は、好ましくは、“パッチ”の主要な構造成分として機能し、装置に

その柔軟性の多くを提供する。この裏打ち層として選択される材料は、好ましく

は実質的に活性薬剤および他の一切の存在物質に対して非透過性である。

  前述の製剤および投与方法は例示であって制限を意図するものではない。本明

細書に提供した教示を利用して他の好適な製剤および投与態様を容易に考案でき

ることは理解されよう。

      【０１２７】

２）遺伝子治療

  上記で示したように、アンチセンス分子、触媒性ＲＮＡ（リボザイム）、触媒

性ＤＮＡ、さらにまたノックアウト構築物およびイントラボディをコードする構

築物を標的細胞（例えば、血管内皮細胞）に、遺伝子治療の方法を用いてデリバ

ーし、前記細胞内で転写および／または発現させることができる。従って、ある

種の好ましい実施態様では、ノックアウト構築物、イントラボディ、アンチセン

ス分子、触媒性ＲＮＡまたはＤＮＡなどをコードする核酸が、in vitroおよび／

またはin vivoで細胞（例えば、ヒトまたは他の哺乳類細胞）をトランスフェク
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トする能力を有する遺伝子治療ベクターにクローニングされる。

      【０１２８】

  in vivo、ex vivoおよびin vitroで、細胞に核酸を導入する多くの方法が知ら

れている。これらの方法には、脂質またはリポソームをベースにする遺伝子デリ

バリー(WO96/18372;WO93/24640; Mannino & Gould-Fogerite (1988) Bio  Techn

iques 6(7):682-691; 米国特許5,279,833号（Rose）;WO91/06309;および Felgne

r et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7414）、およびレトロ

ウイルスゲノムの一部分として治療用ポリヌクレオチド配列を含む複製欠損レト

ロウイルスベクター（例えば、、Miller et al.(1990) Mol. Cell. Biol. 10:42

39 (1990); Kolberg (1992) J. NIH Res. 4:43; Cornetta et al. (1991) Hum. 

Gene Ther. 2:215）が含まれる。

      【０１２９】

  遺伝子治療法の概説には、例えば、以下を参照されたい：Anderson, Science 

(1992) 256:808-813; Nabel and Felgner (1993) TIBTECH 11:211-217; Mitani 

& Caskey (1993) TIBTECH 11:162-166; Mulligan (1993) Science, 926-932; Di

llon (1993) TIBTECH 11:167-175; Miller (1992) Nature 357:455-460; Van Br

unt (1988) Biotechnology 6(10):1149-1154; Vigne (1995) Restorative Neuro

logy and Neurocience 8:35-36; Kremer and Perricaudet (1995) British Medi

cal Bulletin 51(1):31-44; Haddada et al. (1995) in Current Topics in Mic

robiology and Immunology, Doerfler and Bohm (eds), Springer-Verlag, Heid

elberg, Germany; and Yu et al. (1994) Gene Therapy 1:13-26。

      【０１３０】

  広く用いられるレトロウイルスベクターには、ネズミ白血病ウイルス（ＭｕＬ

Ｖ）、テナガザル(gibbon ape)白血病ウイルス（ＧａＬＶ）、サル免疫不全ウイ

ルス（ＳＩＶ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、アルファウイルスおよびそ

れらの組合わせをベースにしたベクターが含まれる（例えば、以下を参照された

い：Buchscher et al. (1992) J. Virol. 66(5)2731-2739; Johann et al. (199

2) J. Virol. 66(5):1635-1640(1992); Sommerfelt et al.(1990) Virol. 176:5

8-59; Wilson et al.(1989) J. Virol. 63:2374-2378; Miller et al. J. Virol
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. 65:2220-2224(1991); PCT/US94/05700 (Wong-Staal et al.); Rosenburg & Fa

uci (1993) in Fundamental Immunology, Third Ed., Paul(ed), Raven Press, 

Ltd., New York（および論文中の引用文献）; Yu et al. (1994) Gene Therapy,

 上掲書; 米国特許6,008,535号など。）

      【０１３１】

  ベクターに対応するレトロウイルスに感染しない細胞にまでベクターのホスト

域を拡大するために、ベクターは必要に応じて、シュードタイプ化される。例え

ば、水疱性口内炎ウイルスのエンベロープ糖タンパク質（ＶＳＶ－Ｇ）を用いて

、ＶＳＶ－ＧシュードタイプＨＩＶベクターが構築された（Naldini et al.(199

6) Science 272:263; およびAkkina et al.(1996) J. Virol. 70:2581）。この

シュードタイプベクターは造血幹細胞に感染することができる。

  また、アデノ関連ウイルス（ＡＡＡ）をベースにするベクターを用いて、例え

ば、核酸およびペプチドのin vitro産生、並びにin vivoおよびex vivo遺伝子治

療法により、細胞に標的核酸が形質導入される。例えば、ＡＡＶベクターに関す

る概説には、以下の文献を参照されたい：West et al. (1987) Virology 160:38

-47; 米国特許4,797,368号（Carter et al. (1989)）; WO93/24641(Carter et a

l.(1993)); Kotin (1994) Human Gene Therapy 5:793-801; Muzyczka (1994) J.

 Clin. Invest. 94:1351。組換えＡＡＶベクターの構築は、以下を含む多数の文

献に記載されている：米国特許5,173,414号(Lebkowski); Tratschin et al.(198

5) Mol. Cell. Biol. 5(11):3251-3260; Tratschin et al.(1984) Mol. Cell. B

iol. 4:2072-2081; Hermonat and Muzyczka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. US

A, 81:6466-6470; McLaughlin et al.(1988); およびSamulski et al.(1989) J.

 Virol. 63:3822-3828。ｒＡＡＶによって形質転換できる細胞株には、Lebkowsk

i et alら（J. Mol. Cell. Biol. 8:3988-3966(1988)）が記載した細胞株が含ま

れる。他の好適なウイルスベクターには、ヘルペスウイルス、レンチウイルスお

よびワクシニアウイルスが含まれる。

      【０１３２】

  ａ）レトロウイルストランスフェクション系

  特に好ましい実施態様では、レトロウイルス（例えば、レンチウイルス）を用
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いて、ＭＫＰ－１発現をブロックまたは抑制する構築物で標的細胞をトランスフ

ェクトする。レトロウイルス、特にレンチウイルス（例えば、ＨＩＶまたはＳＩ

Ｖなど）は非分裂細胞に感染できるので、特に前記の応用に適している。レトロ

ウイルスを核酸のトランスフェクションに使用する方法は、当業者に公知である

（例えば、米国特許6,013,576号を参照されたい）。

      【０１３３】

  レトロウイルスはＲＮＡウイルスであり、ウイルスゲノムがＲＮＡである。ホ

スト細胞にレトロウイルスが感染すると、ゲノムＲＮＡはＤＮＡ中間体に逆転写

され、この中間体は非常に効率的に感染細胞の染色体ＤＮＡに組み込まれる。こ

の組み込まれたＤＮＡ中間体を、プロウイルスと称する。プロウイルスの転写お

よび感染性ウイルスへのアッセンブリーは、好適なヘルパーウイルスの存在下、

または夾雑ヘルパーウイルスの同時産生を伴うことなく被包化できる好適な配列

を含む細胞株で生じる。好ましい実施態様では、被包化のための配列は、好適な

ベクターで同時トランスフェクトすることによって提供することができるので、

組換えレトロウイルス産生のためにヘルパーウイルスを利用する必要はない。

      【０１３４】

  レトロウイルスゲノムおよびプロウイルスＤＮＡは、３つの遺伝子を有する。

即ち、ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖであり、これらは、２つの長末端反復（ＬＴ

Ｒ）配列にフランキングされている。ｇａｇ遺伝子は内部構造（マトリックス、

キャプシドおよびヌクレオキャプシド）タンパク質をコードし、ｐｏｌ遺伝子は

、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ（逆転写酵素）をコードし、さらにｅｎｖ遺

伝子はウイルスエンベロープ糖タンパク質をコードしている。５´および３´Ｌ

ＴＲは、ビリオンＲＮＡの転写およびポリアデニル化を促進するよう機能する。

ＬＴＲは、ウイルス複製に必要な全ての他のｃｉｓ－作動性配列を含む。レンチ

ウイルス（ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２およびＳＩＶで）は、ｖｉｔ、ｖｐｒ、ｔａ

ｔ、ｒｅｖ、ｖｐｕ、ｎｅｆおよびｖｐｘを含む更なる遺伝子を有する。

      【０１３５】

  ５´ＬＴＲに隣接して、ゲノムの逆転写に必要な配列（ｔＲＮＡプライマー結

合部位）、およびウイルスＲＮＡの粒子への効率的な被包化のための配列（Ｐｓ
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ｉ部位）が存在する。被包化（またはレトロウイルスＲＮＡの感染性ビリオンへ

のパッケージング）に必要な配列がウイルスゲノムから欠損する場合、結果はゲ

ノムＲＮＡの被包化を妨げるｃｉｓ型欠損である。しかしながら、生じた変異体

は、それでも全てのビリオンタンパク質の合成を指令する能力を有する。

  ある好ましい実施態様では、本発明は、非分裂細胞に感染し得る組換えレトロ

ウイルスを提供する。この組換えレトロウイルスは、ウイルスＧＡＧ、ウイルス

ＰＯＬ、ウイルスＥＮＶ、調節核酸配列に作動可能に連結された異種核酸配列、

並びに上記で述べたようにパッケージング、逆転写および組み込みに必要なｃｉ

ｓ－作動性核酸配列を含む。本発明の組換えレトロウイルスは、非分裂細胞と同

様に、分裂細胞にも感染することができることが理解されよう。

      【０１３６】

  好ましい実施態様では、本組換えレトロウイルスは、従って、遺伝的に改変さ

れ、その結果、天然のウイルスの構造性、感染性遺伝子の幾つか（例えば、ｅｎ

ｖ、ｇａｇ、ｐｏｌ）が除去され、代わりに、標的の非分裂細胞にデリバリーさ

れるべき核酸配列（例えば、ＭＫＰ－１発現ブロックまたは抑制する構築物をコ

ードする配列）で置換されている。このウイルスが細胞に感染した後、ウイルス

はその核酸を細胞に注入し、そのレトロウイルスの遺伝物質はホスト細胞のゲノ

ムに組み込まれ得る。伝達されたレトロウイルスの遺伝物質は、続いて転写され

、必要に応じてホスト細胞内で翻訳される。レンチウイルスベクターの作製およ

び使用方法は、米国特許6,013,516号、5,932,467号などで詳細に考察されている

。

      【０１３７】

２）アデノウイルスベクター

  別の好ましい実施態様では、ＭＫＰ－１の発現をブロックまたは抑制する構築

物は、遺伝子治療に適したアデノウイルスベクター中で発現される。アデノウイ

ルスベクターの使用は、WO96/25507に詳細に記載されている。特に好ましいアデ

ノウイルスベクターは、Willsら（Hum. Gene Therap. 5:1079-1088(1994)）に記

載されている。代表的には、アデノウイルスベクターは、アデノウイルス初期領

域３および／または初期領域４に欠損を含み、この欠損はタンパク質ＩＸ遺伝子
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の部分および全ての欠損を含み得る。ある実施態様では、アデノウイルスベクタ

ーはＥ１ａおよび／またはＥ１ｂ配列の欠損を含む。

      【０１３８】

  多数の種々のアデノウイルスベクターが、遺伝子トランスファーのために最適

化されている。そのようなアデノウイルスベクターの１つは、米国特許6,020,19

1号に記載されている。このベクターは、トランスジーンに作動可能に連結され

るＣＭＶプロモーターを含み、さらにＥ１欠損およびＥ３領域に１．６ｋｂの部

分的欠損を有する。これは、トランスジーン（例えば、βサブユニット遺伝子）

およびその発現制御配列をその中に挿入することができるＥ１領域に欠損を有す

る複製欠損ベクターであり、好ましくはこのベクターにはＣＭＶプロモーターが

含まれる。それは、さらに野生型アデノウイルスのＥ２およびＥ４領域を含む。

このベクターは、アデノウイルス・ヌクレオチド２９２９２～３０８４０の１５

４９ヌクレオチドに亘るＥ３領域内の欠損を有する（Roberts et al.(1986) Ade

novirus DNA, in Developments in Molecular Virology, W. Doerfler, ed., 8:

1-51）。ベクター中のＥ３領域でのこれらの改変は、以下の変化をもたらす：（

ａ）Ｅ３領域の全ての下流のスプライスアクセプター部位が欠損し、ｍＲＮＡの

みがＥ３プロモーターから合成される（Tollefson et al.(1996) J. Virol. 70:

2296-2306; Tollefson et al.(1996) Virology 220:152-162）；（ｂ）Ｅ３Ａの

ポリＡ部位は決損するが、Ｅ３ＢのポリＡ部位は保持される；（ｃ）Ｅ３  ｇｐ

１９Ｋ（ＭＨＣ  Ｉ結合タンパク質）遺伝子は保持される；（ｄ）Ｅ３の１１．

６Ｋ（Ａｄ死滅タンパク質）遺伝子は決損する。

      【０１３９】

  そのようなアデノウイルスベクターは、任意のアデノウイルス血清タイプ（ア

デノウイルス血清タイプ２、５および他の全ての好ましくは非発癌性血清型を含

むが、但しこれらに限定されない）のアデノウイルスゲノム配列を利用すること

ができる。

  好ましい実施態様の１つでは、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）の即時型プロ

モーター（Boshart et al.(1985) Cell 41:521-530）を用いて、ＭＫＰ－１の発

現をブロックまたは抑制する構築物の転写および／または翻訳を制御する。また
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は、同様に機能するこのプロモーターの切形フラグメントを用いてもよい。ＣＭ

Ｖプロモーターは、転写ユニットではトランスジーン（例えば、ＭＫＰ－１発現

をブロックまたは抑制する構築物）に対して、５´側に配置される。完全長プロ

モーターの部分を、トランスジーンの永続的発現を可能にする能力についてテス

トすることができるが、これらに限定されない。

  トランスジーンの３´末端に配置することができるポリアデニル化シグナルに

は、ウシ成長ホルモン（ＢＧＨ）およびＳＶ４０に由来するものが含まれる。

      【０１４０】

  ＭＫＰ－１発現をブロックまたは抑制する構築物をコードする転写ユニット（

発現カセット）を含む、本発明の組換えアデノウイルスベクターを作製するため

に、アデノウイルスゲノムフラグメントに挿入された転写ユニットを含むプラス

ミドを、問題のアデノウイルスベクター由来の直線化ウイルスゲノムとともに、

相同組換えが前記ゲノムフラグメントとウイルスとの間で生じる条件下で、レシ

ピエント細胞に同時トランスフェクトする。好ましくは、転写ユニットは、Ｅ１

欠損の部位に遺伝子工学的に挿入される。結果として、所望のトランスジーンを

コードする転写ユニットは、それが前記プラスミドにクローニングされる部位で

アデノウイルスゲノムに挿入されて、組換えアデノウイルスベクターが得られる

。相同組換えの後で、（ウイルスプラークの形成によって確認されるように）、

このベクターゲノムはビリオン中に被包化される。複製欠損ベクターストックの

調製は、ベクターから欠落したウイルスの遺伝子を相補性細胞株（例えば、欠損

アデノウイルスＥ１ゲノム配列を含む２９３細胞またはＡ５４９細胞）を用いて

達成できる。好適な相補性細胞株でプラークを増幅させた後、凍結融解によって

ウイルスを回収し、続いて塩化セシウム遠心沈殿を用いて精製することができる

。或いは、ウイルス精製は、（例えば、国際出願PCT/US96/13872で説明されるよ

うに）クロマトグラフィー技術を用いて実施することができる。

  複製欠損アデノウイルスベクターストックの力価は、相補性細胞株（例えば、

２９３細胞）中のプラーク形成によって測定できる。例えば、アデノウイルス・

ヘキソンタンパク質に対する抗体を用いる終末点希釈を用いて、ウイルスの産生

を定量してもよい（Armentano et al.(1995) Hum. Gene Ther. 6:1343-1353）。
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      【０１４１】

３）非ウイルス性トランスフェクション

  単独で又はウイルスベクターと組み合わせて、多数の非ウイルスベクターを細

胞のトランスフェクションに用いて、ＭＫＰ－１発現をブロックまたは抑制する

構築物を発現することも有用である。好適な非ウイルス性ベクターには、プラス

ミド、コスミド、ファージミド(phagemid)、リポソーム、油－水乳濁液、ポリエ

チレンイミン、バイオリスティックペレット(biolistic pellet)／ビーズおよび

デンドリマーが含まれるが、但しこれらに限定されない。

      【０１４２】

  リポソームは、細胞膜のモデルとして１９６５年に初めて報告され、物質を細

胞にデリバリーするために直ちに応用された。リポソームは、それらをカチオン

性リポソームまたはｐＨ感受性リポソームに分類することになった、２つのメカ

ニズムの１つによってＤＮＡを取り込む。カチオン性リポソームは正に荷電した

リポソームで、これは負に荷電したＤＮＡ分子と相互反応し、安定な複合体を形

成する。カチオン性リポソームは、代表的には正荷電脂質および補助脂質から成

る。一般的に用いられる補助脂質には、ジオレオイルホスファチジルエタノール

アミン（ＤＯＰＥ）またはジオレオイルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ）が含

まれる。補助脂質（ヘルパー脂質とも称される）は、殆どの場合、リポソーム複

合体の安定化に必要である。様々な正荷電脂質製剤が市販されており、さらに他

の多くの脂質製剤が開発されつつある。最も頻繁に挙げられる２つのカチオン性

脂質はリポフェクタミンおよびリポフェクチンである。リポフェクチンは、Phil

 Felgner(1987)が遺伝子を培養細胞にデリバリーするために最初に報告した市販

のカチオン性脂質である。リポフェクチンは、Ｎ－［１－（２，３－ジオレオイ

ルオキシ）プロピル］－Ｎ－Ｎ－Ｎ－トリメチルアンモニアクロリド（ＤＯＴＭ

Ａ）およびＤＯＰＥの混合物である。

      【０１４３】

  ＤＮＡおよびリポフェクチンまたはリポフェクタミンは、自然に相互作用し、

１００％のローディング効率を有する複合体を形成する。換言すれば、十分な脂

質が利用可能であることを前提にして、ＤＮＡの実質的に全てが脂質と複合体を
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形成する。ＤＮＡ分子の負の荷電がＤＯＴＭＡの正の荷電基と相互作用すると推

定される。このような複合体を形成するのに用いられる脂質：ＤＮＡ比および全

体的な脂質濃度は、効率的な遺伝子トランスファーに極めて重要であり、用途に

より変動する。

  リポフェクチンは、直線状ＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ、およびＲＮＡを様々な

培養細胞にデリバリーするために用いられた。それが導入されてまもなく、リポ

フェクチンは遺伝子をin vivoでデリバリーするために用いることができること

が示された。リポフェクチン－ＤＮＡ複合体を静脈内投与した後、肺臓および肝

臓の両方とも、これら複合体の取り込みおよびトランスジーン発現に対して顕著

な親和性を示した。これら複合体の他の組織への注射は、様々な結果を示し、殆

どの部分で、肺臓または肝臓へのリポフェクチン仲介遺伝子トランスファーより

も効率がはるかに低い。

      【０１４４】

  ｐＨ感受性（または負荷電リポソーム）は、ＤＮＡとの複合体を形成するより

もむしろＤＮＡを取り込む。ＤＮＡも脂質も同じように荷電しているので、複合

体形成よりもむしろ反発が生じる。それでもなお、いくらかのＤＮＡは、首尾よ

くこれらリポソームの水性の内部に取り込まれる。幾つかの事例では、これらリ

ポソームは低ｐＨで不安定になり、従って、ｐＨ感受性と称される。今日まで、

カチオン性リポソームは、in vivoでもin vitroでも遺伝子デリバリー効率がｐ

Ｈ感受性リポソームよりもはるかに高かった。ｐＨ感受性リポソームは、それら

のカチオン性対応物よりもはるかに高い効率でin vivoでＤＮＡをデリバリーす

る潜在的能力を有し、さらに毒性および血清タンパク質との干渉を減少させなが

らそのようなデリバリーを実現させることができるはずである。

      【０１４５】

  また別のアプローチでは、ＤＮＡとデンドリマーとの複合体を用いて、細胞が

トランスフェクトされた。そのようなデンドリマーには、“スターバースト”デ

ンドリマーおよび種々のデンドリマー・ポリカチオンが含まれるが、但しこれら

に限定されない。

  デンドリマー・ポリカチオンは、三次元の高度な秩序を有するオリゴマー化合
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物および／またはポリマー化合物で、代表的には、コア分子またはイニシエータ

ーと称される分子上でオリゴマーおよび／またはポリマーが付加され、正に荷電

した外側表面を提供する反復反応の連続によって形成される。これらデンドリマ

ーは以下に開示されるように製造できる：PCT/US83/02052、および米国特許4,50

7,466号、4,558,120号、4,568,737号、4,587,329号、4,631,337号、4,694,064号

、4,713,975号、4,737,550号、4,871,779号、4,857,599号。

      【０１４６】

  代表的には、デンドリマー・ポリカチオンは、その上にポリマーが付加された

コア分子を含む。前記ポリマーは、正電荷を獲得することができる末端基を含む

オリゴマーまたはポリマーであろう。好適なコア分子は、少なくとも２つの反応

性残基を含み、これはコア分子がオリゴマーおよび／またはポリマーと結合する

ために利用できる。反応性残基の例は、とりわけ、ヒドロキシル、エステル、ア

ミノ、イミノ、イミド、ハロゲン化物、カルボキシル、カルボキシハライドマレ

イミド、ジチオピリジル、およびスルフヒドリルである。好ましいコア分子は、

とりわけ、アンモニア、トリス－（２－アミノエチル）アミン、リジン、オルニ

チン、ペンタエリトリトールおよびエチレンジアミンである。これらの残基の組

合せも、他の反応性残基と同様に好適である。

      【０１４７】

  本発明のデンドリマー・ポリカチオンの調製に適したオリゴマーおよびポリマ

ーは、身体に好ましく受け入れられる、医薬として許容できるオリゴマーおよび

／またはポリマーである。これらの例は、とりわけ、α，β－エチレン不飽和カ

ルボン酸のアルキルエステルまたはα，β－エチレン不飽和アミドと、アルキレ

ンポリアミドまたはポリアルキレンポリアミンとの反応に由来するポリアミドア

ミンである。好ましいものは、メチルアクリレートおよびエチレンジアミンであ

る。前記ポリマーは、好ましくはコア分子に共有結合している。

  オリゴマーおよび／またはポリマーに結合させることができる末端基は、正の

電荷を獲得できるべきである。これらの例は、アゾールおよび第一、第二、第三

および第四脂肪族ならびに芳香族アミンおよびアゾール（これらはＳまたはＯで

置換されてあってもよい）、グアニジニウム、およびそれらの組合せである。末
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端カチオン基は、好ましくは共有結合でオリゴマーおよび／またはポリマーに結

合されている。好ましい末端カチオン基は、アミンおよびグアニジニウムである

。しかしながら、他のものもまた利用できる。末端カチオン基は、オリゴマーお

よび／またはポリマーの全ての末端基の約１０～１００％の割合で、より好まし

くは約５０～１００％の割合で存在することができる。

      【０１４８】

  デンドリマー・ポリカチオンは、前記カチオン基以外に０～９０％の末端反応

残基を含むこともできる。前記末端カチオン基以外の好適な末端反応残基は、と

りわけ、ヒドロキシル、シアノ、カルボキシル、スルフヒドリル、アミドおよび

チオエーテルおよびそれらの組合せである。しかしながら、他のものもまた利用

できる。

  デンドリマー・ポリカチオンは、一般におよび好ましくは、ポリヌクレオチド

と非共有結合で結合する。これによって、いったん細胞にデリバリーされると容

易に組成物の解離または脱アセンブリーが生じる。本発明での使用に適した代表

的なデンドリマー・ポリカチオンは、約２０００～１００００００Ｄａの範囲、

より好ましくは約５０００～５０００００Ｄａの範囲の分子量を有する。しかし

ながら、他の分子量もまた好適である。好ましいデンドリマー・ポリカチオンは

、約11～６０Å、より好ましくは約１５～５５Åの流体力学半径を有する。しか

しながら他のサイズもまた好適である。デンドリマーの製造および遺伝子治療で

のその使用は当業者には周知で、さらに例えば、米国特許5,661,025号に記載さ

れている。

      【０１４９】

  好適な場合には、２つ以上のベクターが一緒に用いられる。例えば、、プラス

ミドベクターはリポソームと一緒に用いることができる。非ウイルスベクターの

場合には、核酸は、当分野で知られている任意の好適な手段によって非ウイルス

性ベクターに合体させることができる。プラスミドの場合、これは、代表的には

構築物を好適な制限部位に連結することを含む。ベクター、例えば、リポソーム

、水－油乳濁液、ポリエチレンアミンおよびデンドリマーの場合、これらベクタ

ーおよび構築物は、当分野で公知の好適な条件下で混合することによって結合さ



(82) 特表２００３－５２９３７５

せることができる。

      【０１５０】

  Ｖ．キット

  別の実施態様では、本発明は、本明細書に記載した１つ以上のアッセイを実施

するための、または治療に利用するためのキットを提供する。アッセイキットは

、好ましくは、ＭＫＰ－１遺伝子を含む細胞、組織、または器官を入れた１つ以

上の容器を含む。前記キットは、必要に応じて、ＭＫＰ－１遺伝子産物の発現を

検出する手段を含む。前記手段には、ＭＫＰ－１タンパク質特異的抗体（標識ま

たは非標識）、および／またはＭＫＰ－１遺伝子もしくはｃＤＮＡもしくはｍＲ

ＮＡ特異的プローブ（標識または非標識）、および／またはＭＫＰ－１もしくは

そのフラグメントの増幅に適した１つ以上のプライマーが含まれるが、但しこれ

らに限定されない。また必要に応じて含まれるものは、軽度にまたは高度に酸化

されたＬＤＬおよび／またはその成分であり、前記は、例えば、本明細書で記載

したような酸化リン脂質を含む。本キットは、場合によってアッセイの実施を促

進するための装置および試薬を含む。そのような装置および試薬には、マイクロ

タイタープレート（例えば、高処理適用のためのもの）、緩衝液、標識、可視化

試薬／検出試薬、自動化アッセイ実施用および／またはアッセイ結果入手用およ

び／または分析用ソフトウェアなどが含まれるが、但しこれらに限定されない。

      【０１５１】

  治療用キットは、好ましくはＭＫＰ－１発現をブロックおよび／または抑制す

ることができる薬剤を入れた１つ以上の容器を含む。これらの薬剤は、必要に応

じて、アンチセンス構築物をコードする核酸、イントラボディをコードする核酸

、触媒性ＲＮＡまたは触媒性ＤＮＡをコードする核酸、ＭＫＰ－１ノックアウト

構築物、ＭＫＰ－１発現／活性をブロックまたはダウンレギュレート／抑制する

小有機分子、抑制性脂質、疎水性または両親媒性分子などを含むが、但しこれら

に限定されない。これらの薬剤は、医薬として許容できる賦形剤中でおよび単位

投薬形で提供できる。

      【０１５２】

  さらに、前記キットは、場合によって標識用物質および／または本発明の方法
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を実施するためまたは本発明の“治療薬”を使用するための指示を提供する（即

ち、プロトコル）指示用物質を含む。好ましい指示物質は、アテローム性硬化症

および／または慢性関節リウマチの１つ以上の症状の改善に使用できる潜在的能

力を有する化合物としてＭＫＰ－１阻害物質をスクリーニングすることについて

記載する。前記方法は、ＭＫＰ－１抑制のための簡単なスクリーニングおよび／

またはアッセイでの酸化ＬＤＬまたはその成分の使用を教示することができる。

治療用／予防用キットでは、指示物質は、アテローム性硬化症、および／または

付随する病変および／または慢性関節リウマチの１つ以上の症状を改善する治療

または予防としてＭＫＰ－１の抑制を教示する。指示用物質は、必要に応じて、

好ましい投与量／治療計画、副指示などを教示することもできる。

  指示物質は代表的には手書きまたは印刷物質を含むが、それらは前記のような

ものに限定されない。前記のような指示を保存し、さらに末端ユーザーにそれら

を伝達することができる任意の媒体が本発明で意図される。そのような媒体には

、電子式保存媒体（例えば、磁気ディスク、テープ、カートリッジ、チップ）、

光学媒体（例えば、ＣＤＲＯＭ）などが含まれるが、但しこれらに限定されない

。そのような媒体は、そのような指示物質を提供するインターネットサイトのア

ドレスを含むことができる。

      【０１５３】

  （実施例）

  以下の実施例は例示のために示すもので、請求の範囲に示される本発明を制限

するものではない。

                              実施例１

ＭＫＰ－１は軽度または高度に酸化されたＬＤＬまたはその成分に反応してアッ

プレギュレートされる

  ヒト大動脈内皮細胞（ＨＡＥＣ）のコンフルエント培養物を種々の濃度（図１

に示される）のＯｘ－ＰＡＰＣまたはＰＡＰＣで４時間処理した。処理の後、細

胞を溶解し、全ＲＮＡを単離した。各条件からの全ＲＮＡの１０μｇをゲル電気

泳動に付し、ニトロセルロース膜に移した。固定されたＲＮＡを、ヒトＧｒｏ－

α、ＩＬ－８、アネキシンＩＩ、ＭＫＰ－１およびコントロール遺伝子（ＧＡＰ
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ＤＨ）に対する放射能標識したｃＤＮＡとハイブリダイズさせた。

      【０１５４】

  別の実験では、ＨＡＥＣのコンフルエント培養物をＯｘ－ＰＡＰＣ（５０μｇ

／ｍＬ）またはＰＡＰＣ（５０μｇ／ｍＬ）で処理した。（図２に表示したよう

に）種々の時点で、細胞を溶解し、全ＲＮＡを単離した。各条件からの全ＲＮＡ

の１０μｇをゲル電気泳動に付し、ニトロセルロース膜に移した。固定されたＲ

ＮＡを、ヒトＩＬ－８、アネキシンＩＩおよびＭＫＰ－１に対する放射能標識し

たｃＤＮＡとハイブリダイズさせた。

  ヒトＭＫＰ－１に対する“アンチセンス”または“センス”ホスホロチオエー

トオリゴヌクレオチド（１００ｎＭ）のいずれかで、ＨＡＥＣをトランスフェク

トした。１８時間後、コントロールおよびトランスフェクト細胞を、未処理のま

まに放置するか、またはＯｘ－ＰＡＰＣ（５０μｇ／ｍＬ）でさらに４時間処理

した。処理の後、細胞ライゼートを調製し、さらにＭＫＰ－１タンパク質発現に

ついてウェスタンブロットで分析した。図３Ａおよび図３Ａ１で示したように、

アンチセンスオリゴヌクレオチドは、Ｏｘ－ＰＡＰＣ誘発ＨＡＥＣでＭＫＰ－１

タンパク質の蓄積を防止した。

      【０１５５】

  ヒト大動脈内皮細胞に、ヒトＭＫＰ－１に対する“アンチセンス”または“セ

ンス”ホスホロチオエートオリゴヌクレオチド（１００ｎＭ）のいずれかをトラ

ンスフェクトした。１８時間後、コントロールおよびトランスフェクト細胞を、

未処理のままに放置するか、またはＯｘ－ＰＡＰＣ（５０μｇ／ｍＬ）でさらに

４時間処理した。処理の後、細胞上清を採集し、単球粘着アッセイで分析した。

図４に示したように、ＭＫＰ－１に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドで予

備処理したＯｘ－ＰＡＰＣ処理ＨＡＥＣの上清は、単球吸着を促進しなかった。

  ヒトＭＫＰ－１に対する“アンチセンス”または“センス”ホスホロチオエー

トオリゴヌクレオチド（１００ｎＭ）のいずれかで、ヒト大動脈内皮細胞をトラ

ンスフェクトした。１８時間後、コントロールおよびトランスフェクト細胞を、

未処理のままに放置するか、またはＯｘ－ＰＡＰＣ（５０μｇ／ｍＬ）でさらに

４時間処理した。処理の後、細胞上清を採集し、単球の走化性について分析した
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。図５Ａ、図５Ｂおよび図５Ｃで示したように、ＭＫＰ－１に対するアンチセン

スオリゴヌクレオチドで予備処理したＯｘ－ＰＡＰＣ誘発ＨＡＥＣの上清は単球

の走化性を促進しなかった。

  本明細書に記載した実施例および実施態様は例示を目的とし、本発明を考慮し

た種々の改変または変更は本発明の範囲内に包含されることは理解されよう。本

明細書に引用した全ての刊行物、特許、および特許出願は参照により本明細書中

に参考として援用されている。

    【図面の簡単な説明】

    【図１】

  培養ヒト大動脈内皮細胞で示された、酸化Ｌ－α－１－パルミトイル－２－ア

ラキドノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＰＡＰＣ）に反応した、Ｇ

ｒｏ－α、ＩＬ－８およびアネキシンＩＩと同様の、ＭＫＰ－１の用量依存性誘

発を示す。

    【図２】

  時間の関数としての、ヒト大動脈内皮細胞での酸化ＰＡＰＣ（Ｏｘ－ＰＡＰＣ

）によるＭＫＰ－１の誘発を示す。

    【図３】

  図３Ａおよび図３Ｂ（２つの別個の実験）はＭＫＰ－１に対するアンチセンス

オリゴヌクレオチドが、ヒト大動脈内皮細胞でＯｘ－ＰＡＰＣに誘発されるＭＫ

Ｐ－１タンパク質発現を妨げる（センスオリゴヌクレオチドは妨げない）ことを

ウェスタンブロットによって示している。

    【図４】

  ＭＫＰ－１に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ヒト大動脈内皮細胞

で単球付着のＯｘ－ＰＡＰＣ誘発を妨げる（センスオリゴヌクレオチドは妨げな

い）ことをウェスタンブロットによって示している。

    【図５】

  図５Ａ、図５Ｂおよび図５Ｃ（３つの別個の実験）はＭＫＰ－１に対するアン

チセンスオリゴヌクレオチドが、Ｏｘ－ＰＡＰＣに暴露された培養ヒト大動脈内

皮細胞による走化性活性単球の分泌を妨げる（センスオリゴヌクレオチドは妨げ
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ない）ことを示している。

    【配列表】
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【図１】

【図２】
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【図３Ａ】

【図３Ｂ】
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【図４】
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【図５Ａ】
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