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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】筋特異的ＴＲＩＭファミリータンパク質である５３キロダルトンのヒト由来ポリ
ペプチドを提供する。
【解決手段】横紋筋組織に特異的な５３キロダルトン（ｋＤａ）の分子サイズのｍＡｂ５
２５９によって認識される抗原ポリペプチド。該ポリペプチドをコードする核酸配列。該
ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体、および上記ポリペプチド、ポリヌクレオチド
、または抗体の誘導体、変異形、突然変異体、またはフラグメント。さらに、これらのヒ
ト核酸およびタンパク質のいずれか１つが関与する障害の診断、処置、および予防のため
の治療、診断および研究の方法を開示する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号２、４、または６の少なくとも１つとの少なくとも３０％の配列相同性を有する
核酸配列を含む、単離された核酸分子。
【請求項２】
核酸配列が、配列番号２、４または６の少なくとも１つの少なくとも一部と連続したポリ
ヌクレオチド成分をさらに含み、該ポリヌクレオチドが、核酸の５’末端または３’末端
に配置される、請求項１に記載の単離された核酸。
【請求項３】
核酸配列が、スプライスバリアント、点変異、置換、挿入、欠失、または単一ヌクレオチ
ド多型の少なくとも１つをさらに含む、請求項１に記載の単離された核酸。
【請求項４】
少なくとも１つの転写調節配列、および配列番号２、４、または６の少なくとも１つとの
少なくとも３０％の相同性を有する核酸分子を含む、ベクター。
【請求項５】
核酸分子へ作動可能に連結されたプロモーターをさらに含む、請求項４に記載のベクター
。
【請求項６】
請求項５に記載のベクターを含む、単離された細胞。
【請求項７】
細胞が真核細胞である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
細胞が原核細胞である、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
請求項１に記載の核酸分子および担体を含む、組成物。
【請求項１０】
１つ以上の容器中に請求項７に記載の組成物を含む、キット。
【請求項１１】
核酸配列が、配列番号１、３、５、または７の少なくとも１つのアミノ酸配列を含むポリ
ペプチドをコードする、請求項１に記載の単離された核酸。
【請求項１２】
配列番号１、３、５、または７の少なくとも１つとの少なくとも３０％の配列相同性を有
するアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。
【請求項１３】
医薬的に許容される担体、賦形剤またはアジュバントの少なくとも１つをさらに含む、請
求項１２に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項１４】
医薬的に許容される担体、賦形剤またはアジュバントの少なくとも１つと一緒に、配列番
号１、３、５または７の少なくとも１つとの少なくとも３０％の相同性を有するポリペプ
チドの治療有効量または予防有効量を含む組成物を投与することを含む、細胞損傷の処置
または予防のための方法。
【請求項１５】
配列番号１、３、５、または７の少なくとも１つとの少なくとも３０％の相同性を有する
アミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸を発現する細胞を提供する工程；試
験化合物のライブラリーを提供する工程；細胞を試験化合物で処理する工程；細胞の膜へ
損傷を誘導する工程；膜に対する損傷を修復する細胞の能力を測定する工程；および処理
された細胞の修復能力を未処理の細胞に対して比較する工程を含む、細胞損傷を処置また
は予防するのに有用な化合物についてスクリーニングする方法。
【請求項１６】
配列番号１、３、５または７との少なくとも３０％の相同性を有する少なくとも１つのポ
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リペプチドの治療有効量または予防有効量を投与することを含む、筋細胞損傷を処置また
は予防する方法。
【請求項１７】
美容的に許容される担体と一緒に、配列番号１、３、５または７の少なくとも１つとの少
なくとも３０％の相同性を有するポリペプチドを含む、化粧組成物。
【請求項１８】
医薬的に許容される担体、賦形剤またはアジュバントと一緒に、配列番号１、３、５また
は７の少なくとも１つとの少なくとも３０％の相同性を有するポリペプチドの有効量を、
それを必要とする個人に投与することを含む、熱傷を罹患している対象を処置する方法。
【請求項１９】
低分子阻害ＲＮＡを形成しそしてＲＮＡ干渉を介して配列番号２、４または６の少なくと
も１つの核酸の発現をダウンレギュレートする核酸分子を含む組成物であって、該核酸分
子が、長さ約１０～約１００ヌクレオチドであり；阻害核酸分子がＲＮＡ干渉を介して該
ＲＮＡの切断を直接的にまたは間接的に引き起こすのに十分なＭＧ５３遺伝子から転写さ
れるＲＮＡとの相補性を有するヌクレオチド配列を阻害核酸分子が含む、組成物。
【請求項２０】
対象における細胞修復機能障害を診断またはモニターする方法であって、該対象において
遺伝子中の多型、遺伝子の発現レベルまたはその両方を検出して、該対象における機能障
害を診断またはモニターすることを含み、該遺伝子が、配列番号２、４または６の少なく
とも１つのヌクレオチド配列を含む、方法。
【請求項２１】
遺伝子によって発現されるＲＮＡレベルを測定することによって、発現レベルが検出され
る、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
遺伝子によって発現されるＲＮＡレベルを検出する前に対象からＲＮＡを単離することを
さらに含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
多型または発現レベルが、ＰＣＲによってまたはオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼ
ーションによって検出される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２４】
発現が、遺伝子のタンパク質レベルを測定することによって検出される、請求項２３に記
載の方法。
【請求項２５】
配列番号１、３、５、または７の少なくとも１つのアミノ酸配列を有するポリペプチドに
免疫特異的に結合できる、抗体。
【請求項２６】
抗体が、キメラ抗体、抗体フラグメント、ヒト化抗体である、請求項２５に記載の抗体。
【請求項２７】
化合物が、ＭＧ５３ポリペプチドのアゴニストである、請求項１５に記載の方法。
【請求項２８】
化合物が、カベオリン３のアゴニストである、請求項１５に記載の方法。
【請求項２９】
化合物が、ＭＧ５３ポリペプチドリン脂質相互作用のアンタゴニストである、請求項１５
に記載の方法。
【請求項３０】
化合物が、カベオリン３ポリペプチドのアンタゴニストである、請求項１５に記載の方法
。
【請求項３１】
化合物が、カベオリン３／ＭＧ５３相互作用のアンタゴニストである、請求項１５に記載
の方法。
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【請求項３２】
ペプチド、ペプチドアナログ、シュードペプチド、およびペプチド模倣薬からなる群より
選択される少なくとも１つのメンバーを含むＭＧ５３アゴニストまたはアンタゴニストで
あって、該ＭＧ５３アゴニストまたはアンタゴニストが、約１０～約２００アミノ酸残基
を有し、そして該ＭＧ５３アゴニストまたはアンタゴニストが、配列番号１または配列番
号８の一部との少なくとも３０％の相同性を有する、ＭＧ５３アゴニストまたはアンタゴ
ニスト。
【請求項３３】
配列番号１、３、５、７、８またはそのフラグメントの少なくとも１つの配列を有するポ
リペプチド部分、およびアミノ末端、カルボキシ末端、またはその両方のいずれかに位置
する少なくとも１つの他のポリペプチド部分を含む融合タンパク質であって、ポリペプチ
ド部分が単一の連続したポリペプチド鎖中に配置される、融合タンパク質。
【請求項３４】
少なくとも１つの他のポリペプチド部分が、蛍光タンパク質を含む、請求項３３に記載の
融合タンパク質。
【請求項３５】
少なくとも１つの他のポリペプチド部分が、ＴＡＴポリペプチドまたはその一部を含む、
請求項３３に記載の融合タンパク質。
【請求項３６】
少なくとも１つの他のポリペプチド部分が、ＴＡＴポリペプチドまたはその一部およびＨ
ＩＳタグを含む、請求項３５に記載の融合タンパク質。
【請求項３７】
少なくとも配列番号８またはその一部を有する第二のポリペプチドとの配列番号１または
その一部を有するポリペプチドの組み合わせ、および医薬的に許容される賦形剤または担
体を含む、治療組成物。
【請求項３８】
ポリペプチドの少なくとも１つが、アミノ末端、カルボキシ末端、またはその両方のいず
れかに位置する少なくとも１つの他のポリペプチド部分を含む融合タンパク質であり、そ
して該ポリペプチド部分が単一の連続したポリペプチド鎖中に配置される、請求項３７に
記載の治療組成物。
【請求項３９】
融合タンパク質の少なくとも１つの他のポリペプチド部分が、ＴＡＴポリペプチドまたは
その一部である、請求項３８に記載の治療組成物。
【請求項４０】
方法が、配列番号８またはその一部を含む別のポリペプチドを同時に投与することをさら
に含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項４１】
細胞損傷が、心血管障害に起因する、請求項１４に記載の方法。
【請求項４２】
細胞損傷が、運動またはきびしい身体活動に起因する、請求項１４に記載の方法。
【請求項４３】
細胞損傷が、外科手順またはデバイスに起因する、請求項１４に記載の方法。
【請求項４４】
美容的に適した担体をさらに含む、請求項１２に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項４５】
請求項１２に記載のポリペプチドを含む、外科手順またはデバイスに起因する組織損傷の
寛解のための、外科アジュバント。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　関連出願の相互参照
　米国特許法第１１９条（ｅ）の下で、本出願は、２００６年７月１１日に出願された米
国仮特許出願第60/830,013号；および２００６年１２月２２日に出願された第60/876,871
号（これらの両方をすべての目的のためにその全体を本明細書に参照により組み入れる）
の恩典を主張する。
【０００２】
　参照による組み入れ
　米国特許法施行規則第１．５２条（ｅ）（５）に応じて、コンパクトディスクに含まれ
る配列情報、ファイル名Ｍａ＿２００７ｕｔｉｌｉｔｙ　ＳＥＱ　Ｌｉｓｔ＿ＳＴ２５．
ｔｘｔ；サイズ６１ＫＢ；作成：２００７年６月２９日；ＰａｔｅｎｔＩｎ－３．４およ
びＣｈｅｃｋｅｒ　４．４．０使用、の全体を本明細書に参照により組み入れる。コンピ
ュータ読み取り可能形態（ＣＲＦ）で記録された配列表情報は、本明細書とともに提供さ
れる書面の配列表と同一である。配列表の紙の写しおよび本明細書とともに提出される配
列表のコンピュータ読み取り可能形態のデータは、新規事項を含んでおらず、米国仮特許
出願第60/830,013号；および第60/876,871号の優先権出願によって完全に支持されている
。
【０００３】
　連邦支援研究についての陳述
　米国政府は、米国国立衛生研究所（ＮＩＨ）によるＪｉａｎｊｉｅ　Ｍａ博士に対して
授与された以下の助成金：ＲＯ１－ＣＡ０９５７３９；ＲＯ１－ＡＧ０１５５５６；ＲＯ
１－ＨＬ０６９０００に従って本発明における特定の権利を有する。
【０００４】
　発明の分野
　本発明は、ポリペプチド、それをコードする核酸、前記ポリペプチドに免疫特異的に（
immunospecifically）結合する抗体、および関連する使用方法に関する。
【０００５】
　背景
　外部の損傷および内部の変性に応答して、身体の細胞は、その機能および生物の健康を
維持するために、各々個々の細胞を取り囲む膜を修復しなければならない。外部の膜を修
復する細胞の能力の欠損は、多くの疾患および病理学的状態、例えば、神経変性疾患（例
えば、パーキンソン病）、心臓発作、心不全、筋ジストロフィー、褥瘡、糖尿病性潰瘍、
酸化障害、ならびに化学療法薬の投与に由来する副作用として生じる副鼻腔炎等の組織損
傷と結び付けられている。また、種々の疾患および正常な加齢過程と関連した筋力低下お
よび萎縮が、変化した膜の修復と関連付けられている。これらの細胞が、急性損傷に応答
してその膜を修復するために、それらは、小胞と呼ばれる細胞の内側にある膜の小さな包
みを利用する。これらの小胞は、通常、細胞内に見出されるが、細胞膜への損傷に際して
、これらの小胞は、損傷部位へ移動し、細胞の完全性を維持するためにパッチを形成する
。この必須の機能がなければ、細胞は死滅し得、この細胞傷害の累積的な効果は、最終的
には組織または器官の機能障害を生じ得る。
【０００６】
　多くの企業が、種々の組織の再生能を改良するためのアプローチに関心を抱いている。
例えば、創傷修復市場は、単独で、２００９年までに１１０億ドルを上回ると予想されて
いる。それゆえ、急性および慢性の細胞および組織の損傷に関連する状態の処置のための
細胞膜修復過程の医薬的なモジュレーターの開発に対する必要性が継続して存在している
。
【０００７】
　概要
　本発明は、細胞膜損傷の修復に関与するタンパク質の驚くべきかつ予想外の発見に関す
る。本発明は一般的に、核酸に関し、そして本発明の核酸からコードされるポリペプチド
を含む。より具体的には、本発明は、組成物、例えば、標的核酸の転写または翻訳を阻害
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するのに有用な核酸；細胞質、核、膜結合および分泌ポリペプチドをコードする核酸；お
よびベクター、宿主細胞、抗体、組換えタンパク質、シュードペプチド、融合タンパク質
、化合物、およびそれらを産生するための方法に関する。
【０００８】
　特定の局面において、本発明は、疾患および障害の処置および予防のための治療薬とし
て有用な組成物にも関する。本発明の治療組成物は、干渉核酸を含む核酸、および配列番
号１のタンパク質（本明細書において、「ＭＧ５３」）に対応するポリペプチドをコード
する核酸、ＭＧ５３ポリペプチド、それらのホモログおよび部分、ＭＧ５３シュードペプ
チド、Ｍ５３ペプチドアナログおよびＭＧ５３ペプチド模倣薬；ならびにＭＧ５３の活性
またはＭＧ５３が関与する分子間相互作用を調節できる化合物、例えば、カベオリン３（
配列番号８）を含む。本明細書に記載されるように、ＭＧ５３は、細胞膜に対する損傷の
修復を媒介し、それゆえ、ＭＧ５３の遺伝子発現、ポリペプチド合成、活性またはタンパ
ク質－タンパク質相互作用を標的化および調節することは、組織修復のための新規の治療
介入を表す。
【０００９】
　特定のさらなる局面において、本発明は、組織損傷の処置に関連する組成物および方法
に関する。特定の例示的な実施態様において、本発明は、例えば、創傷治癒の促進のため
の；外科的外傷を寛解するための、加齢過程の自然な副作用として生じる組織修復におけ
る加齢関連欠損の処置および／または予防のための；心血管疾患および／またはスポーツ
関連傷害を罹患する対象において生じるもののような筋組織の任意の型に対する傷害の処
置および／または予防のための；ならびに化粧またはパーソナルケアの使用を通じての身
体組織の修復および再生のための、本発明の治療組成物の有効量の投与を包含する。
【００１０】
　さらに、本発明は、干渉核酸を含む核酸、およびＭＧ５３と相互作用するタンパク質を
コードするポリペプチド、例えば、カベオリン３（配列番号８）ポリペプチドおよびその
ホモログ；シュードペプチドおよびペプチド模倣薬；ならびにカベオリン３の活性または
そのＭＧ５３との分子間相互作用を調節できる化合物に関する。それゆえ、さらなる局面
において、本発明は、対象における疾患または障害の処置および／または予防のための、
例えば、上記のような組織修復の促進のための、カベオリン３の遺伝子発現、活性、およ
び／または分子間相互作用を標的化するための方法を包含する。
【００１１】
　先行する有用性の一般的な領域は、例としてのみ与えられ、本開示の範囲および添付の
特許請求の範囲を限定することは意図されない。本発明のさらなる目的および利点は、特
許請求の範囲、記載、および例を考慮して当業者によって理解される。これらのさらなる
目的および利点は、本発明の範囲内に明示的に含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１－１】ＭＧ５３は、ＴＲＩＭタンパク質ファミリーの筋特異的なメンバーである。
種々の生物由来のＭＧ５３のタンパク質配列（配列番号１、３、５、９～１６参照）の整
列によって、このタンパク質が、ＴＲＩＭファミリーのメンバーであることが明らかとな
る。機能的ドメインを灰色の四角で示し、矢印は前記ドメインが配列の別の行に続くこと
を示す。
【図１－２】ＭＧ５３は、ＴＲＩＭタンパク質ファミリーの筋特異的なメンバーである。
種々の生物由来のＭＧ５３のタンパク質配列（配列番号１、３、５、９～１６参照）の整
列によって、このタンパク質が、ＴＲＩＭファミリーのメンバーであることが明らかとな
る。機能的ドメインを灰色の四角で示し、矢印は前記ドメインが配列の別の行に続くこと
を示す。
【図２】ＭＧ５３中に存在する保存された三者（tripartite）モチーフの１つ以上を含む
いくつかの相同タンパク質の例示的なドメイン比較を示す。ＭＧ５３は、複数の形態の侵
襲後に細胞膜の傷害部位へ移行し、損傷を受けた膜の修復を媒介するその能力　－　列挙
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された他のＴＲＩＭファミリータンパク質によって示されない機能である　－　において
特有である。
【図３】ＭＧ５３は、特有のＴＲＩＭおよびＳＰＲＹモチーフを含み、筋細胞において優
勢に発現する。Ａ．ＭＧ５３のモチーフ構造のダイアグラム。ｃＤＮＡクローニングおよ
び相同性検索の結果から、いくつかのモチーフ配列が、示されるように、ＭＧ５３におい
て検出される。ウサギおよびマウスＭＧ５３　ｃＤＮＡの配列は、それぞれアクセッショ
ン番号ＡＢ２３１４７３およびＡＢ２３１４７４の下でデータベース中に寄託されている
。Ｂ．ウェスタンブロット分析は、骨格筋および心筋におけるＭＧ５３の特異的発現を示
す。抗マウスＭＧ５３ポリクローナル抗体を使用して、マウスの組織（肺、腎臓、骨格筋
、肝臓、心臓、脳）由来の溶解液（レーンあたり２０μｇの全タンパク質）を分析した。
Ｃ．マウス骨格筋細胞由来の長軸方向横断面の免疫蛍光染色。スケールバーは、１２５μ
ｍである。
【図４】筋細胞および非筋細胞の両方におけるＭ５３の過剰発現での糸状仮足様構造の誘
導。Ａ．ウェスタンブロット分析は、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞（左パネル）およびＣＨＯ細胞
（中央パネル）におけるＭＧ５３の、およびまたＣ２Ｃ１２筋芽細胞におけるＧＦＰ－Ｍ
Ｇ５３およびＭＧ５３－ＧＦＰ（右パネル）の過剰発現レベルを示す（レーンあたり２０
μｇの全タンパク質）。Ｂ．ＭＧ５３の過剰発現後の糸状仮足様構造を明らかにする、Ｇ
ＦＰ（左パネル）またはＧＦＰ＋ＭＧ５３（右パネル）でトランスフェクトしたＣＨＯ（
上パネル）およびＣ２Ｃ１２筋芽細胞（下パネル）の典型的な共焦点画像。スケールバー
は、５μｍである。Ｃ．ＭＧ５３の膜標的化および細胞内小胞分布ならびに糸状仮足様構
造の出現を明らかにする、ＣＨＯ細胞（上パネル）およびＣ２Ｃ１２筋芽細胞（下パネル
）で発現されるＧＦＰ－ＭＧ５３（左パネル）およびＭＧ５３－ＧＦＰ（右パネル）の共
焦点画像。スケールバーは、５μｍである。Ｄ．形質膜上の細胞内小胞、出芽小胞（左パ
ネル）および細胞外小胞（右パネル）を示す拡大された共焦点画像。スケールバーは、１
μｍである。
【図５】ＭＧ５３は、筋芽細胞の分化を調節することによって骨格筋形成に寄与する。Ａ
．ウェスタンブロット分析は、ＣＨＯ細胞におけるＭＧ５３のｓｈＲＮＡ媒介性ダウンレ
ギュレーションを示す。ＭＧ５３発現ベクターおよび、ＭＧ５３を標的化するｓｈＲＮＡ
またはスクランブルされたｓｈＲＮＡのいずれかのプラスミドでトランスフェクトしたＣ
ＨＯ細胞から溶解液を調製した。ＭＧ５３に対するポリクローナル抗マウス抗体（上パネ
ル）またはαアクチンに対するモノクローナル抗体（下パネル）を用いてイムノブロッテ
ィングを実施した。Ｂ．コントロールとしてのスクランブルされたｓｈＲＮＡ（左パネル
）と比較してのＭＧ５３に対するｓｈＲＮＡ（右パネル）でトランスフェクトした細胞に
おける筋管形成の非存在を示すための、異なる分化の日（第０日目、上パネル；第５日目
、中央パネル；第１０日目、下パネル）のＣ２Ｃ１２細胞の代表的な蛍光顕微鏡画像。ス
ケールバーは、５０μｍである。Ｃ．コントロールと比較しての５日間または１０日間で
の筋管形成を阻害するＭＧ５３のダウンレギュレーションの統計分析（ｔ検定により＊ｐ
＜０．０１および＊＊ｐ＜０．００１）。すべての緑色細胞に対する緑色筋管の比率を、
筋管の百分率として定義した。データをＳＥＭを伴う平均として表す。
【図６】ＭＧ５３とカベオリン３との間の機能的な相互作用は、骨格筋における動的膜出
芽過程を調節する。Ａ．分化誘導後の示された時間（第０、２、５、８、１０日目）にお
けるＣ２Ｃ１２細胞分化の間のＭＧ５３（上パネル）、カベオリン３（中央パネル）およ
びカベオリン１（下パネル）の発現レベルのウェスタンブロット分析。Ｂ．マウス腓腹筋
骨格筋由来の全細胞溶解液を、抗ＭＧ５３（ウサギポリクローナル抗体）、抗カベオリン
３（マウスモノクローナル抗体）、ネガティブコントロールとしての正常ウサギＩｇＧお
よびポジティブコントロールとしての細胞溶解液を用いるｃｏ－ＩＰに供した。Ｃ．筋芽
細胞（左パネル）と比較してのＣ２Ｃ１２筋管形成（右パネル）の過程の間の糸状仮足様
構造の消失を示す共焦点画像。ＧＦＰ－ＭＧ５３について陽性の細胞内小胞が、トランス
フェクトしたＣ２Ｃ１２筋管中になお存在することに留意されたい。Ｄ．Ｃ２Ｃ１２筋芽
細胞におけるカベオリン３の過剰発現は、ＭＧ５３誘発性糸状仮足様構造が形成されるの
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を防止する。ＣＨＯ細胞（上パネル）またはＣ２Ｃ１２筋芽細胞（下パネル）を、ｐＣＤ
ＮＡ－Ｃａｖ－３およびＧＦＰ－ＭＧ５３（１０：１）と同時トランスフェクトするか（
右パネル）、またはコントロールとしてｐｃＤＮＡベクターおよびＧＦＰ－ＭＧ５３（１
０：１）で同時トランスフェクトした（左パネル）。トランスフェクションの４８時間後
に、共焦点画像を撮影した。スケールバーは、１０μｍである。ＥおよびＦ．ＣおよびＤ
についての統計分析。すべての緑色細胞に対する、糸状仮足様構造を示す細胞の比率を、
糸状仮足様構造の百分率として定義した。データをＳＥＭを伴う平均として表す。（＊ｔ
検定によりｐ＜０．０１）。
【図７】カベオリン３発現のｓｈＲＮＡ媒介性抑制は、筋管形成に影響を及ぼす。Ａ．カ
ベオリン３のダウンレギュレーションレベルを、Ｃ２Ｃ１２筋管におけるカベオリン３に
ついてのｓｈＲＮＡプラスミドでのトランスフェクションの後にウェスタンブロットによ
って分析した（分化の６日後）。スクランブルされたｓｈＲＮＡプラスミドでトランスフ
ェクトした細胞をコントロールとして作用させた。Ｂ．ｓｈＲＮＡによるカベオリン３の
ダウンレギュレーション（右パネル）は、コントロールｓｈＲＮＡ（左パネル）と比較し
て筋管形成を阻害する。赤色蛍光は、トランスフェクトされた細胞を示す。分化誘導の６
日後に、蛍光顕微鏡画像を撮影した。スケールバーは、２０μｍである。Ｃ．統計分析は
、カベオリン３のダウンレギュレーションが、コントロールと比較して６日間で筋管形成
を有意に阻害することを示す（＊ｔ検定によりｐ＜０．００１）。すべての赤色蛍光細胞
に対する赤色蛍光筋管の比率を、筋管の百分率として作用させた。データをＳＥＭを伴う
平均として表す。Ｄ．ＧＦＰ－ＭＧ５３およびカベオリン３についてのｓｈＲＮＡの両方
の同時発現を有するＣ２Ｃ１２筋管の共焦点画像（右パネル）によって、コントロールｓ
ｈＲＮＡ（左パネル）と比較して、ＧＦＰ－ＭＧ５３によって誘導される糸状仮足様構造
にも、ＧＦＰ－ＭＧ５３の分布にも影響を及ぼさないことが明らかとなる。スケールバー
は、５μｍである。
【図８】メチル－β－シクロデキストリンでの細胞の処理によって、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞
におけるＧＦＰ－ＭＧ５３の可溶化およびエキソサイトーシスの増加が導かれる。Ａ．示
される時点（０分、左パネル；１５分、右パネル）での自発的な小胞融合および膜からの
出芽を示す代表的な共焦点画像。スケールバーは、５μｍである。Ｂ．示される時点（０
秒、左パネル；１６秒、中央パネル；３２秒、右パネル）での１０ｍＭ　Ｍ－βＣＤでの
処理直後に膜から出芽するＧＦＰ－ＭＧ５３により誘発される小胞を示す共焦点画像。Ｃ
．処理前の同じ細胞（左パネル）と比較しての、室温での１時間の１０ｍＭ　Ｍ－βＣＤ
での長時間の処理後のＧＦＰ－ＭＧ５３の可溶化（右パネル）を示す共焦点画像。スケー
ルバーは、５μｍである。
【図９】ＭＧ５３ノックアウトマウスは、心損傷に感受性である。運動していない野生型
マウス由来の心筋のパラフィン包埋切片は、正常な形態を示し（左）、エバンスブルー染
色を示さない（右）。対照的に、ｍｇ５３－／－マウスは、筋細胞へのエバンスブルーの
浸潤を示し、このことはｍｇ５３－／－心臓において膜の完全性に有意な欠損が存在する
ことを示す。
【図１０】進行性の病理が、細胞膜の損傷の増加に起因して、ｍｇ５３－／－骨格筋にお
いて見られる。Ａ．ヘマトキシリンおよびエオシン（Ｈ／Ｅ）染色は、加齢ｍｇ５３－／
－筋（１０ヶ月齢）対若齢（３ヶ月齢）野生型（ｗｔ）またはｍｇ５３－／－マウスにお
ける、中心核（矢印）の数の増加を示す。Ｂ．加齢（８～１０ヶ月齢）ｍｇ５３－／－マ
ウス（青色、ｎ＝５４１）における筋線維の直径は、加齢（８～１０ヶ月齢）野生型コン
トロール（黒色、ｎ＝５６２）と比較して減少したのに対し、若齢（３～５ヶ月齢）ｗｔ
筋（ｎ＝７６５）対ｍｇ５３－／－筋（ｎ＝６７３）では差がない。ｍｇ５３－／－骨格
筋において中心核を示す筋線維の百分率は、ｗｔと比較した場合、加齢とともに増加する
。データは、平均±ｓ．ｅ．ｍ．であり、＊は、ＡＮＯＶＡによりｐ＜０．０５である。
Ｃ．記載の手順に従ってインビトロ電位刺激プロトコールを使用して３０分間の下り坂運
動走に供したマウスから得られたインタクトなヒラメ筋の収縮性能のトレース記録を評価
した。黒色トレースは、ｗｔ筋を表し、青色トレースは、ｍｇ５３－／－筋に対応する。



(9) JP 2013-121357 A 2013.6.20

10

20

30

40

50

Ｄ．疲労刺激の前に（前、白棒）、ｇ／全タンパク質ｍｇで標準化した最大強縮力は、ｗ
ｔ（黒色）に対して加齢ｍｇ５３－／－筋（青色）において有意に低かった（ｎ＝４）。
疲労刺激の６分後（後、黒棒）、ｗｔ筋は、ｍｇ５３－／－筋よりも有意に大きく回復し
た。＊は、ＡＮＯＶＡによりｐ＜０．０５である。Ｅ．広範なエバンスブルー染色によっ
て、ｗｔ筋における最小の染色と比較した場合、下り坂走に供したｍｇ５３－／－骨格筋
において重篤な損傷が明らかとなる。Ｆ．運動後の加齢ｍｇ５３－／－（青色）およびｗ
ｔ（黒色）の骨格筋からホルムアミドによって抽出されたエバンスブルー色素の量のチャ
ート。データは、筋１ｇあたりのエバンスブルー（ｎｇ）の平均値±ｓ．ｅ．ｍ．を表す
。ｎ＝８～１２、＊は、スチューデントｔ検定によりｐ＜０．００５である。
【図１１】ＭＧ５３の除去は、欠損した筋膜修復機能を導く。（ａ）傷害部位でのその共
存を示すための単離されたｗｔＦＤＢ線維中のＭＧ５３の免疫染色。これらは、単離の間
の損傷を示す＞２０の異なる筋線維に由来する代表的な画像である。（ｂ）筋細胞膜のレ
ーザー誘発性損傷後にｗｔマウスから単離されたＦＤＢの筋線維中の膜不透過性ＦＭ－１
４３蛍光色素の排除。（ｃ）レーザー誘発性損傷後にｍｇ５３－／－マウスから単離され
たＦＤＢの筋線維中へのＦＭ－１４３蛍光色素の流入。レーザー損傷後の時間を示した。
（ｄ）筋細胞膜のレーザー損傷によって誘発されるＦＤＢ筋線維の内側のＦＭ－１４３の
時間依存性蓄積。データは、ｗｔマウスから得られたｎ＝３０の線維およびｍｇ５３－／
－マウス由来のｎ＝１８の線維についての平均±ｓ．ｅ．ｍ．である。
【図１２】ＭＧ５３含有小胞は、物理的侵襲後の形質膜においてパッチを形成する。Ａ．
マイクロピペットを使用したＣ２Ｃ１２筋芽細胞膜の損傷は、傷害部位（矢印）でのＧＦ
Ｐ－ＭＧ５３の迅速な蓄積を導く。画像は、ｎ＝４０個の分離した細胞の代表であった。
Ｂ．重篤な損傷、例えば、細胞膜の分離に応答しての成熟Ｃ２Ｃ１２筋管の回復は、治癒
部位に向けてのＧＦＰ－ＭＧ５３の動員と関連する（ｎ＝２８）。
【図１３】筋細胞の細胞表面膜へのＭＧ５３の標的化におけるＴＲＩＭおよびＳＰＲＹド
メインの役割。Ａ．Ｎ末端またはＣ末端へ融合したＧＦＰを有するＭＧ５３欠失融合タン
パク質構築物のスキーム。配列番号１を参照して、「ＴＲＩＭ」は、ａ．ａ．１～２８７
を表し、「ＳＰＲＹ」は、ａ．ａ．２８８～４７７を表し、ＰＲＹモチーフおよびＳＰＲ
Ｙモチーフの両方を含む。Ｂ．Ｃ２Ｃ１２細胞における各欠失構築物の細胞内局在を示す
代表的な共焦点画像。スケールバーは、５μｍである。Ｃ．ＭＧ５３は、ＴＲＩＭモチー
フを通じてカベオリン３と相互作用する。ＧＦＰ－ＭＧ５３またはＧＦＰ－ＴＲＩＭおよ
びｐｃＤＮＡ－Ｃａｖ－３で同時にトランスフェクトしたＣＨＯ細胞由来の細胞溶解液を
、抗カベオリン３（マウスモノクローナル抗体）を用いるＩＰに供した。（レーン１、ポ
ジティブコントロールとしての混合細胞溶解液；レーン２、ネガティブコントロールとし
ての正常マウスＩｇＧ；レーン３、ＧＦＰ－ＭＧ５３を過剰発現する細胞由来の溶解液；
レーン４、ＧＦＰ－ＴＲＩＭを過剰発現する細胞由来の溶解液）。
【図１４】非筋ＣＨＯ細胞における細胞表面膜へのＭＧ５３の標的化におけるＴＲＩＭお
よびＳＰＲＹドメインの役割。ＧＦＰ－ＭＧ５３は細胞内小胞、膜標的化および出芽を示
すが、しかしＭＧ５３－ＧＦＰは天然で主に可溶性であり（上パネル）；ＳＰＲＹ－ＧＦ
ＰおよびＧＦＰ－ＳＰＲＹは、サイトゾル性であり（中央パネル）；ＴＲＩＭ－ＧＦＰお
よびＧＦＰ－ＴＲＩＭは、主に細胞内小胞であり、形質膜を標的化しない（下パネル）こ
とを示す代表的な共焦点画像。「ＴＲＩＭ」は、ａ．ａ．１～２８７を表し、「ＳＰＲＹ
」はａ．ａ．２８８～４７７を表し、ＰＲＹモチーフとＳＰＲＹモチーフの両方を含む。
スケールバーは、５μｍである。
【図１５】組換えＴＡＴ－ＭＧ５３および変異体構築物の精製。（ａ）ＴＡＴ－ＭＧ５３
組換えタンパク質構築物および関連する欠失構築物の描写。（ｂ）ＴＡＴ－ＭＧ５３につ
いての精製工程を示す変性ゲルのクーマシーブルー染色。ゲルレーンに、分子量マーカー
（Ｍ）、Ｅ．ｃｏｌｉ上清（Ｓｕｐ）、イムアフィニティカラム素通り（ＦＴ）、洗浄素
通り（Ｗ１、２）および溶出画分（Ｅ１～５）を負荷した。（ｃ）Ｅ．ｃｏｌｉから単離
された組換え変異体ＴＡＴ－ＭＧ５３タンパク質のクーマシー染色変性ゲル。
【図１６】ＲＦＰ－ＭＧ５３を発現する安定ＨＥＫ２９３（ヒト胎児腎臓）細胞株を生成
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した。（ａ）サイトゾル発現パターンを示すＲＦＰ（赤色蛍光タンパク質）コントロール
タンパク質を安定に発現する細胞株。（ｂ）ＲＦＰのみを発現するＨＥＫ２９３細胞の微
小電極を用いる傷害は、傷害部位（矢印）へのＲＦＰの移行を生じない。ＲＦＰ蛍光のい
くらかの退色が、細胞外バッファーの過剰な流入から生じる（＊）。（ｃ）ＲＦＰ－ＭＧ
５３を安定に発現するＨＥＫ２９３細胞は、細胞内小胞への局在化を示す。（ｄ）ＲＦＰ
－ＭＧ５３を発現するＨＥＫ２９３細胞の傷害は、９０秒未満のうちに、傷害部位（矢印
）へのＭＧ５３の多量の移行を生じる。形質膜の迅速な修復による細胞中への制限された
バッファー流入は、ＲＦＰ－ＭＧ５３蛍光の退色を防止する。
【図１７】組換えヒトＴＡＴ－ＭＧ５３（ＨＩＶ－１　ＴＡＴタンパク質、配列番号１７
参照）は、異なる起源の細胞を透過することができる。ＨＬ－１心筋細胞および３Ｔ３線
維芽細胞を、４または８μｇ／ｍＬの組換えヒトＴＡＴ－ＭＧ５３とともに３７℃で１５
分間インキュベートした。緩衝塩類溶液中で細胞を３回洗浄し、次いでウェスタンブロッ
ト分析用に溶解した。ウェスタンブロットは、コントロール細胞（コントロール）は内因
性ＭＧ５３を含有しないが、しかしＴＡＴ－ＭＧ５３とともにインキュベートした細胞は
豊富な細胞内ＴＡＴ－ＭＧ５３を含有することを示す。ＴＡＴ－ＭＧ５３が、タンパク質
へのＴＡＴ細胞透過ペプチドの付加に起因して、骨格筋抽出物（筋）から可視化されるＭ
Ｇ５３よりもわずかに大きいことに留意されたい。
【図１８】ＭＧ５３の組換え発現。（ａ）Ｎｉ－ＮＴＡカラムを用いてＳｆ９細胞から単
離された組換えヒトＭＧ５３タンパク質（矢印）画分のクーマシーブルー染色ゲル。入力
＝細胞抽出物、ＦＴ＝素通り、Ｍ＝マーカー、Ｅ＝溶出番号。（ｂ）Ｓｆ９細胞から単離
された組換えヒトＴＡＴ－ＭＧ５３（矢印）のクーマシーブルー染色ゲル。（ｃ）Ｅ．ｃ
ｏｌｉから単離された組換えマウスＴＡＴ－ＭＧ５３（矢印）のクーマシーブルー染色ゲ
ル。
【図１９】ＭＧ５３は、ホスファチジルセリンとの会合を通じて細胞膜と相互作用して、
小胞輸送を媒介する。（Ａ）ＰＩＰ２－除去（PIP2-Strip）脂質ドットブロット分析によ
って、組換えＭＧ５３（１μｇ／ｍｌ）が、ホスファチジルセリン（ＰＳ）には特異的に
結合し、スフィンゴシン－１－Ｐ、ホスファチジン酸、ホスファチジルコリン、ホスファ
チジルエタノールアミンおよび種々のホスファイノシトール代謝産物を含む他の膜脂質に
は結合しないことが明らかとなる。（Ｂ）Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞中へトランスフェクトした
アネキシンＶ－ＧＦＰ（ＰＳを結合する十分に規定された能力を有する分子）（左）は、
微小電極を用いる細胞創傷後の最小の移行を示し（矢印）、アネキシンＶ－ＧＦＰとＲＦ
Ｐ－ＭＧ５３との同時発現（右）はアネキシンＶ－ＧＦＰの促進された蓄積を生じる。デ
ータは、平均±ｓ．ｅ．ｍ．を表す（ｎ＝１０）。＊は、スチューデントｔ検定によりｐ
＜０．０１である。
【図２０】ＭＧ５３によって媒介される膜修復のメカニズムについての本発明者らの現在
の仮説を示す図。いかなる特定の理論にも限定されないが、実験的な証拠は、ＭＧ５３が
、ホスファチジルセリン含有小胞とのその会合に起因して、形質膜の内側表面へ局在する
ようであることを示す。正常な条件下で、ＭＧ５３は、モノマーであり、カベオリン３と
の結合に起因して膜表面近くに隔離されるようである。細胞膜への損傷後、通常その還元
形態にあるＭＧ５３は、ジスルフィド架橋の形成および分子間ＭＧ５３オリゴマー化をト
リガーする局在化された酸化的環境へ曝露される。ＭＧ５３のオリゴマー化は、損傷部位
でホスファチジルセリン含有小胞を一緒にする。脂質小胞は、次いで損傷を受けた膜を継
ぎ合わせることができる　－　これは、単純な疎水力によって媒介されるようである。
【００１３】
　詳細な説明
　本発明は、新規ヌクレオチドおよびそれによってコードされるポリペプチドを提供する
。本発明には、新規核酸配列およびそのコードされるポリペプチドが含まれる。配列を、
本明細書で「ＭＧ５３核酸」または「ＭＧ５３ポリヌクレオチド」と総称し、対応するコ
ードされるポリペプチドを、「ＭＧ５３ポリペプチド」または「ＭＧ５３タンパク質」と
いう。別段の記載がなければ、「ＭＧ５３」は、本明細書に開示される新規配列のいずれ
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かを指すことを意味する。
【００１４】
　動的膜修復は、細胞の完全性の長期維持だけでなく、急性細胞傷害からの回復にも必須
である。膜修復の欠損は、筋ジストロフィー、心不全および神経変性を含む多数の疾患状
態と関連付けられている。細胞膜の修復には、形質膜での小胞の蓄積と関連した細胞内小
胞輸送が必要とされる。
【００１５】
　本発明は、急性膜修復の間の小胞融合が、新規筋特異的三者モチーフ（ＴＲＩＭ）ファ
ミリータンパク質であるミツグミン５３（ＭＧ５３）（配列番号１）によって駆動される
という発見に関する。ＭＧ５３発現は、形質膜への細胞内小胞輸送および形質膜との融合
を可能にするのに必要である。細胞膜の急性傷害によって、傷害部位で膜を継ぎ合わせる
ためにＭＧ５３含有小胞の動員が導かれる。ＭＧ５３についてヌルの細胞は、レーザー誘
発性損傷、運動によって誘発される筋損傷、および疲労後の筋収縮機能の回復不全を含む
複数のストレスに応答しての膜修復における欠損を示す。したがって、ＭＧ５３は、細胞
膜の急性修復およびリモデリングの基礎をなす小胞輸送事象の重要な成分である。
【００１６】
　本発明は、新規ポリペプチドをコードする核酸配列の発見に部分的に基づいている。こ
の新規核酸およびポリペプチドを本明細書でＭＧ５３核酸およびポリペプチドという。
【００１７】
　一つの局面において、本発明は、配列番号２、４、および６に開示される核酸と少なく
とも３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％または１００％の同一性
を有する核酸配列を含む、ＭＧ５３ポリペプチドをコードする単離されたＭＧ５３核酸分
子を提供する。特定の実施態様において、単離されたＭＧ５３核酸分子は、ストリンジェ
ントな条件下で、ＭＧ５３核酸配列のタンパク質コード配列を含む核酸分子と相補的な核
酸配列とハイブリダイズする。本発明は、ＭＧ５３ポリペプチド、またはそのフラグメン
ト、ホモログ、アナログ、融合タンパク質、シュードペプチド、ペプチド模倣薬もしくは
誘導体をコードする単離された核酸も含む。例えば、核酸は、配列番号１、３、５、およ
び７のアミノ酸配列を含むポリペプチドと少なくとも３０％、４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％または１００％の同一性のポリペプチドをコードし得る。例えば
、核酸は、配列番号２、４、および６のいずれかの核酸配列を含むゲノムＤＮＡフラグメ
ントまたはｃＤＮＡ分子であり得る。
【００１８】
　オリゴヌクレオチド、例えば、ＭＧ５３核酸（例えば、配列番号２、４、および６）の
少なくとも６個の連続したヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドまたは該オリゴヌクレ
オチドの相補体も、本発明に含まれる。
【００１９】
　実質的に精製されたＭＧ５３ポリペプチド（配列番号１、３、５、および７）も、本発
明に含まれる。特定の実施態様において、ＭＧ５３ポリペプチドには、ヒトＭＧ５３ポリ
ペプチドのアミノ酸配列と実質的に同一であるアミノ酸配列が含まれる。
【００２０】
　本発明は、ＭＧ５３ポリペプチド、またはそのフラグメント、ホモログ、アナログ、シ
ュードペプチド、ペプチド模倣薬もしくは誘導体と免疫選択的に結合する抗体も特徴とす
る。
【００２１】
　別の局面において、本発明は、治療有効量または予防有効量の治療薬および医薬的に許
容される担体を含む医薬組成物を含む。治療薬は、例えば、ＭＧ５３核酸、例えば、ペプ
チド核酸、ｃＤＮＡ、またはＲＮＡ、例えば低分子阻害ＲＮＡ；ＭＧ５３ポリペプチド；
またはＭＧ５３ポリペプチドに特異的な抗体であり得る。さらなる局面において、本発明
は、１つ以上の容器中に治療有効量または予防有効量のこの医薬組成物を含む。
【００２２】
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　さらなる局面において、本発明は、ＤＮＡによってコードされるＭＧ５３ポリペプチド
の発現を可能にする条件下で、内因性のまたは外因的に発現されるＭＧ５３核酸を含む細
胞を培養することによってポリペプチドを産生する方法を含む。所望の場合、ＭＧ５３ポ
リペプチドは、その後回収され得る。
【００２３】
　なお別の局面において、本発明は、外因性プロモーターの上流または下流に配置された
内因性ＭＧ５３核酸を含む細胞を培養することによってポリペプチドを産生する方法を含
む。特定の実施態様において、外因性プロモーターは、相同組換え、鎖破壊またはミスマ
ッチ修復メカニズムを通じて、宿主細胞のゲノム中に組み込まれる。
【００２４】
　別の局面において、本発明は、試料におけるＭＧ５３ポリペプチドの存在を検出する方
法を含む。前記方法において、ポリペプチドと化合物との間の複合体の形成を可能にする
条件下で、試料を、ポリペプチドと選択的に結合する化合物と接触させる。複合体は、存
在する場合、検出され、それにより、試料内でのＭＧ５３ポリペプチドが同定される。
【００２５】
　本発明は、ＭＧ５３核酸、ポリペプチドまたはＭＧ５３融合ポリペプチドのその発現に
基づいて特定の細胞または組織の型を同定する方法も含む。例えば、特定の実施態様にお
いて、本発明は、「タグ」または指標部分およびＭＧ５３部分を含む融合タンパク質を含
む。特定の局面において、タグまたは指標部分は、精製目的に適合したペプチド、例えば
、ＦＬＡＧタグ、６×Ｈｉｓタグなどであり得る。他の局面において、タグペプチドは、
抗体エピトープまたは蛍光ペプチド等のシグナルの提供に適合したペプチドを含む。さら
に他の局面は、細胞内局在または細胞膜を横切る移行を媒介するのに適合したペプチド、
例えば、ＨＩＶウイルス由来のＴＡＴ融合タンパク質とのＭＧ５３の融合を含む。
【００２６】
　試料をＭＧ５３核酸プローブまたはプライマーと接触させ、そして核酸プローブまたは
プライマーが、試料中のＭＧ５３核酸分子へ結合したかどうかを検出することによって、
試料におけるＭＧ５３核酸分子の存在を検出する方法も、本発明に含まれる。
【００２７】
　さらなる局面において、本発明は、ＭＧ５３ポリペプチドを含む細胞試料を、該ポリペ
プチドの活性を調節するのに十分な量のＭＧ５３ポリペプチドへ結合する化合物と接触さ
せることによって、ＭＧ５３ポリペプチドの活性を調節するための方法を提供する。化合
物は、例えば、本明細書にさらに記載されるような、核酸、ペプチド、ポリペプチド、ペ
プチド模倣薬、炭水化物、脂質または他の有機（炭素含有）または無機分子等の小分子で
あり得る。
【００２８】
　例えば、心血管疾患、心筋症、粥状硬化、高血圧症、先天性心欠損、大動脈狭窄、心房
中隔欠損症（ＡＳＤ）、共通房室（Ａ－Ｖ）弁口欠損、動脈管、肺動脈狭窄、大動脈下狭
窄、心室中隔欠損症（ＶＳＤ）、弁膜症、凝固亢進、血友病、潰瘍、創傷、病変、切創、
擦過、酸化障害、加齢性組織変性、外科関連病変、熱傷、筋力低下、筋萎縮、結合組織障
害、特発性血小板減少性紫斑病、心不全、心不全および高血圧症によって引き起こされる
二次的病理、低血圧症、狭心症、心筋梗塞、結節性硬化症、強皮症、移植、自己免疫疾患
、エリテマトーデス、ウイルス／細菌／寄生虫感染、多発性硬化症、自己免疫疾患、アレ
ルギー、免疫不全症、移植片対宿主病、喘息、肺気腫、ＡＲＤＳ、炎症および免疫応答の
調節、ウイルス性病理、加齢性障害、関節リウマチ等のＴｈ１型炎症疾患、多発性硬化症
、炎症性腸疾患、エイズ、創傷修復、心臓発作、心不全、筋ジストロフィー、褥瘡、糖尿
病性潰瘍、酸化障害、および副鼻腔炎または粘膜炎等の組織損傷、皺、湿疹または皮膚炎
、皮膚乾燥、肥満、糖尿病、内分泌障害、食欲不振、過食症、腎動脈狭窄、間質性腎炎、
糸球体腎炎、多発性嚢胞腎疾患、全身性、尿細管性アシドーシス、ＩｇＡ腎症、腎臓病、
高カルシウム血症、レッシュ・ナイハン症候群、フォンヒッペル・リンダウ（ＶＨＬ）症
候群、外傷、再生（インビトロおよびインビボ）、ヒルシュスプルング病、クローン病、
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虫垂炎、子宮内膜症、喉頭炎、乾癬、光線性角化症、ざ瘡、発毛／脱毛、脱毛症、色素沈
着障害、重症筋無力症、αマンノシドーシス、βマンノシドーシス、他の蓄積障害、ツェ
ルヴェガー症候群等のペルオキシソーム病、乳児レフスム病、肢根軟骨異形成症（肢根点
状軟骨異形成症）、および高ピペコリン酸血症、骨粗鬆症、筋障害、尿閉、オールブライ
ト遺伝性骨形成異常症、潰瘍、アルツハイマー病、脳卒中、パーキンソン病、ハンチント
ン病、脳性麻痺、癲癇、レッシュ・ナイハン症候群、多発性硬化症、毛細血管拡張性運動
失調症、行動障害、嗜癖、不安、疼痛、神経保護、脳卒中、無水晶体眼、神経変性障害、
神経障害、発達障害、脳におけるおよびケモカイン受容体の調節におけるＧＲＫ２の役割
と関連した状態、脳脊髄炎、不安、統合失調症、躁鬱病、譫妄、認知症、重症精神遅滞お
よびジスキネジア、ジルドラツレット症候群、白質萎縮、癌、乳癌、ＣＮＳ癌、結腸癌、
胃癌、肺癌、黒色腫、卵巣癌、膵臓癌、腎臓癌、結腸癌、前立腺癌、神経芽腫、および子
宮頸癌、腫瘍；腺癌、リンパ腫；子宮癌、良性前立腺肥大、受胎能、発育および発達／分
化関連機能の制御、例えば、限定されるわけではないが成熟、乳汁分泌および思春期、生
殖機能不全、および／または他の類似の病理および障害を含む障害または症候群を処置ま
たは予防するための医薬の製造における治療薬の使用も、本発明の範囲内である。
【００２９】
　本発明の治療組成物は、特定の実施態様において、例えば、ＭＧ５３核酸；ＭＧ５３コ
ード核酸と結合する核酸；ＭＧ５３ポリペプチド、ペプチドアナログ、シュードペプチド
またはそれらに基づくペプチド模倣薬；ＭＧ５３またはＭＧ５３タンパク質－タンパク質
相互作用の小分子モジュレーター；またはＭＧ５３特異的抗体またはその生物的に活性な
誘導体もしくはフラグメントを含む。本明細書に記載されるように、ＭＧ５３は、細胞膜
に対する損傷の修復を媒介する。それゆえ、これらの核酸、ポリペプチド、およびそれら
のホモログの発現および／または活性を標的化することによって、組織修復と関連した種
々の急性および慢性の疾患および状態の新規の処置が可能となる。
【００３０】
　特定の他の局面において、本発明は、組織損傷および／または組織損傷に関連する障害
の処置または寛解のための方法であって、それを必要とする対象へ、本発明の組成物の有
効量を投与することを含む方法を含む。特定の実施態様において、本発明は、組織損傷ま
たは創傷、例えば、切創、擦過、病変、潰瘍、熱傷、褥瘡、歯肉疾患、粘膜炎などを処置
するための方法であって、それを必要とする対象へ、本発明の治療組成物の有効量を投与
することを含む方法を含む。
【００３１】
　さらに他の実施態様において、本発明は、外科アジュバントとして有用な治療組成物を
含む。本明細書に記載される任意の実施態様において、本発明の外科アジュバント組成物
は、独立型の治療薬として外科部位へ直接的に使用または適用されることができるか、ま
たは外科もしくは医用具と全体を構成するように結合することができ、例えば、本発明の
治療薬は、ポリマーベースのステント、チューブまたは他の埋め込み型デバイスへ結合さ
れ得、それにより、治療薬は管理された様式で作用部位へ拡散して、治癒を促進しそして
／または侵襲的外科手順に由来する外傷を最小化し得る。別の実施態様において、本発明
の治療組成物は、例えば、医用具に対するフィルムまたはコーティングとして適用され、
それにより、治療薬は血流または周囲の組織中に拡散し、そして／または磨耗し、それに
より、組織損傷の部位へ直接的に送達され；外科用具の使用に起因して生じる細胞損傷の
量を最小化または改善する。
【００３２】
　さらに他の実施態様において、本発明は、加齢過程の自然な副作用として生じる組織修
復における不全の処置および／または予防のための方法を含む（例えば、皮膚の若返り法
、歯肉の後退、骨変性、関節炎、アルツハイマー病、パーキンソン病など）。この実施態
様の特定の局面において、本発明は、組織修復能、組織完全性、および／または組織弾性
における加齢性欠乏を罹患する対象へ、本発明の治療組成物の有効量を投与することを含
む。特定の実施態様において、加齢性欠乏は、皺、目尻の皺、顔の皺、ポットマーク（po
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t mark）、瘢痕、類線維腫、そばかすなどの少なくとも１つ、またはそれらの組み合わせ
である。
【００３３】
　さらに、内因性ＭＧ５３遺伝子の発現の筋特異的性質に起因して、本発明は、任意の型
の筋または血管細胞／組織傷害、例えば、心血管疾患、例えば心筋梗塞；またはきびしい
身体活動、例えばスポーツ関連傷害の結果として生じる組織傷害の処置および／または予
防のための方法であって、それを必要とする対象へ、本発明の治療薬の有効量を投与する
ことを含む方法を包含する。
【００３４】
　さらに他の実施態様において、本発明は、本発明の治療薬および美容的に適した担体ま
たは賦形剤を含む、身体組織の修復、再生、または回復に有用な化粧組成物を含む。本実
施態様の一つの局面において、本発明は、化粧品中の本発明の治療組成物の有効量を対象
へ投与することを含む、皮膚の外観を高める方法を包含する。
【００３５】
　本発明の任意の局面において、本発明の治療組成物は、任意の医薬的に許容される形態
にあることができ、任意の医薬的に許容される経路によって投与されることができ、例え
ば、治療組成物を、心筋梗塞、硬化性病変、またはスポーツ関連活動に起因する筋断裂に
起因する筋損傷の処置のために、経口薬用量（単回一日用量または単位薬用量形態のいず
れか）として投与して、損傷を受けた筋組織の再生および修復を促進することができる。
このような医薬的に許容される担体および賦形剤ならびに投与方法は、当業者に容易に明
らかとなる。
【００３６】
　さらに、本発明は、干渉核酸を含む核酸、およびＭＧ５３相互作用タンパク質をコード
するポリペプチド、例えば、カベオリン３（配列番号）ポリペプチドおよびそのホモログ
；シュードペプチドおよびペプチド模倣薬；ならびにカベオリン３の活性またはそのＭＧ
５３との分子間相互作用を調節できる化合物に関する。それゆえ、さらなる局面において
、本発明は、対象における疾患または障害の処置および／または予防のための、例えば、
上記のような組織修復の促進のための、カベオリン３遺伝子発現、活性、および／または
分子間相互作用の標的化のための方法を包含する。
【００３７】
　例えば、本発明の組成物は、上記で開示する疾患および障害および／または類似の他の
病理および障害を罹患する患者の処置のための有効性を有する。ポリペプチドを、本発明
に特異的な抗体を産生するための免疫原として、そしてワクチンとして使用することがで
きる。それらは、潜在的なアゴニストおよびアンタゴニスト化合物についてスクリーニン
グするために使用することもできる。さらに、ＭＧ５３をコードするｃＤＮＡは、遺伝子
治療において有用であり得、ＭＧ５３は、それを必要とする対象へ投与される場合に有用
であり得る。非限定的な例として、本発明の組成物は、上記で開示する疾患および障害お
よび／または類似の他の病理および障害を罹患する患者の治療のための有効性を有する。
【００３８】
　本発明はさらに、例えば、上記で開示する疾患および障害および／または類似の他の病
理および障害を含む障害または症候群のモジュレーターについてのスクリーニングのため
の方法を含む。前記方法は、試験化合物をＭＧ５３ポリペプチドと接触させること、およ
び試験化合物が、該ＭＧ５３ポリペプチドと結合するかどうかを決定することを含む。試
験化合物のＭＧ５３ポリペプチドとの結合は、試験化合物が、活性の、または上記の障害
または症候群の潜在性または素因のモジュレーターであることを示す。
【００３９】
　試験化合物を、上記の障害または症候群についての危険性が増加した試験動物へ投与す
ることによって、活性の、または例えば、上記で開示する疾患および障害および／または
類似の他の病理および障害を含む障害または症候群の潜在性または素因のモジュレーター
についてスクリーニングするための方法も、本発明の範囲内である。試験動物は、ＭＧ５
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３核酸によってコードされる組換えポリペプチドを発現する。次いで、ＭＧ５３ポリペプ
チドを組換え発現し、そして障害または症候群の危険性が増加していないコントロール動
物におけるタンパク質の発現または活性と同様に、ＭＧ５３ポリペプチドの発現または活
性を試験動物において測定する。次に、試験動物およびコントロール動物の両方における
ＭＧ５３ポリペプチドの発現を比較する。コントロール動物と比較しての試験動物におけ
るＭＧ５３ポリペプチドの活性の変化は、試験化合物が、障害または症候群の潜在性のモ
ジュレーターであることを示す。
【００４０】
　さらに別の局面において、本発明は、対象（例えば、ヒト対象）における、ＭＧ５３ポ
リペプチド、ＭＧ５３核酸、またはその両方のレベルの変化と関連した疾患の存在または
素因を決定するための方法を含む。この方法は、対象由来の試験試料中のＭＧ５３ポリペ
プチドの量を測定すること、および試験試料中のポリペプチドの量を、コントロール試料
中に存在するＭＧ５３ポリペプチドの量と比較することを含む。コントロール試料と比較
しての試験試料中のＭＧ５３ポリペプチドのレベルの変化は、対象における疾患の存在ま
たは素因を示す。好ましくは、素因は、例えば、上記で開示する疾患および障害および／
または類似の他の病理および障害を含む。また、本発明の新たなポリペプチドの発現レベ
ルを、種々の障害についてスクリーニングするための、および、特定の障害のステージを
決定するための方法において使用することができる。
【００４１】
　さらなる局面において、本発明は、病理学的状態を緩和または予防するのに十分な量の
、ＭＧ５３ポリペプチド、ＭＧ５３核酸、またはＭＧ５３特異的抗体を対象（例えば、ヒ
ト対象）へ投与することによって、哺乳動物における障害と関連した病理学的状態を処置
または予防する方法を含む。好ましい実施態様において、障害は、例えば、上記で開示す
る疾患および障害および／または類似の他の病理および障害を含む。
【００４２】
　さらに別の局面において、本発明を、当技術分野において一般的に用いられるいくつか
の技術のいずれかによって、本発明の細胞の受容体および下流エフェクターを同定する方
法において使用することができる。これらには、ツーハイブリッドシステム、アフィニテ
ィ精製、抗体または他の特異的相互作用分子を用いる共沈が含まれるが、それらに限定さ
れるわけではない。
【００４３】
　別段の定義がなければ、本明細書で使用されるすべての技術用語および科学用語は、本
発明が属する分野の当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書
に記載されるものと同様のまたは等価な方法および材料を本発明の実施または試験におい
て使用することができるが、適切な方法および材料を以下に記載する。本明細書おいて言
及するすべての刊行物、特許出願、特許、および他の参考文献の全体を参照により組み入
れる。矛盾する場合には、本明細書（定義を含む）が支配する。さらに、材料、方法、お
よび例は、説明目的のためのみであり、限定を意図するものではない。
【００４４】
　本明細書で使用する「ＭＧ５３アンタゴニスト」または「ＭＧ５３のアンタゴニスト」
という用語は、ＭＧ５３の発現、翻訳、および／または活性を直接的または間接的に阻害
できる薬剤を指すものとして一般的に使用される。また、本明細書で使用する「ＭＧ５３
受容体」は一般的に、ＭＧ５３タンパク質への結合を受けることのできる任意のタンパク
質またはそのフラグメントに関する。
【００４５】
　本明細書で使用する「カベオリンアンタゴニスト」または「カベオリンのアンタゴニス
ト」という用語は、カベオリンの発現、翻訳、および／または活性を直接的または間接的
に阻害できる薬剤を指すものとして一般的に使用される。また、本明細書で使用する「カ
ベオリン受容体」は一般的に、カベオリンタンパク質への結合を受けることのできる任意
のタンパク質またはそのフラグメントに関する。
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【００４６】
　特定の局面において、ＭＧ５３活性の調節は、例えば、ＭＧ５３結合パートナー、すな
わち、中和抗ＭＧ５３、ＭＧ５３受容体（例えば、またはカベオリン３）、ＭＧ５３受容
体フラグメント、およびＭＧ５３受容体アナログ等の、ＭＧ５３と結合しそしてその生物
活性を中和する因子、の使用またはその調節；結合しそしてＭＧ５３受容体相互作用を破
壊する抗カベオリン３抗体、シュードペプチド、ペプチドアナログまたはペプチド模倣薬
等のＭＧ５３受容体アンタゴニストの使用；ＭＧ５３活性もしくは分子間相互作用を阻害
するか、またはＭＧ５３の正常な立体配置を変化させるか、または生産的なＭＧ５３／Ｍ
Ｇ５３受容体結合を阻害する小分子；または、例えばアンチセンス、リボザイム、および
／または三重らせんアプローチによってＭＧ５３の発現を防止または低下させる、コード
配列、非コード配列、および／または調節配列を含む、ＭＧ５３遺伝子および／またはＭ
Ｇ５３受容体遺伝子由来のヌクレオチド配列の使用によって達成される。
【００４７】
　別の局面において、本発明は、ＭＧ５３またはＭＧ５３受容体、例えばカベオリン３を
コードする配列の発現をダウンレギュレートするデコイＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ
、ｓｈＲＮＡ、ミクロＲＮＡ、アプタマー、アンチセンス核酸分子等の核酸分子を特徴と
する。一つの実施態様において、本発明の核酸分子は、組織損傷を処置および／または予
防し、組織修復を促進するのに適合される。別の実施態様において、本発明の核酸分子は
、エンドヌクレアーゼ活性を有するか、またはヌクレアーゼ複合体の成分であり、そして
ＭＧ５３またはＭＧ５３受容体の核酸配列を有するＲＮＡを切断する。
【００４８】
　一つの実施態様において、本発明の核酸分子は、ＭＧ５３またはＭＧ５３受容体の核酸
配列を有するＲＮＡと相補的な１２～１００個の塩基を含む。別の実施態様において、本
発明の核酸分子は、ＭＧ５３またはＭＧ５３受容体の核酸配列を有するＲＮＡと相補的な
１４～２４個の塩基を含む。本明細書に記載される任意の実施態様において、核酸分子は
、当技術分野で周知の方法に従って化学的に合成され得る。
【００４９】
　別の局面において、本発明は、適切な容器、そこに配置される医薬的に許容される形態
の、ＭＧ５３の活性、発現または結合を阻害できる活性薬剤、およびその使用のための説
明書を含むキットを提供する。
【００５０】
　別の局面において、本発明は、ＭＧ５３またはＭＧ５３受容体遺伝子またはタンパク質
またはその両方の発現レベルの検出を通じて、疾患と関連したＭＧ５３またはＭＧ５３受
容体構造遺伝子におけるヌクレオチド多型の存在について検出することを含む、障害また
は疾患または進行を診断またはモニターするための方法に関する。疾患の重篤度と相関す
る多型が同定されている。（Zhong et al.,  Simultaneous detection of microsatellit
e repeats and SNPs in the macrophage migration inhibitory factor (MG53) gene by 
thin-film biosensor chips and application to rural field studies. Nucleic Acids 
Res. 2005 Aug 2;33(13):e121；Donn et al., A functional promoter haplotype of mac
rophage migration inhibitory factor is linked and associated with juvenile idiop
athic arthritis. Arthritis Rheum. 2004 May;50(5):1604-10参照；そのすべての全体を
すべての目的のために本明細書に参照により組み入れる）。本明細書で使用する「ＭＧ５
３またはＭＧ５３受容体遺伝子」または「ＭＧ５３またはＭＧ５３受容体構造遺伝子」は
、ＭＧ５３またはＭＧ５３受容体の遺伝子の５’ＵＴＲ、３’ＵＴＲ、プロモーター配列
、エンハンサー配列、イントロンおよびエキソンＤＮＡ、およびＭＧ５３またはＭＧ５３
受容体遺伝子のｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ配列を含む。
【００５１】
　当業者には理解されるように、組織修復障害と関連した、従って本発明の方法に従った
診断マーカーとして有用なＭＧ５３またはＭＧ５３受容体遺伝子多型は、任意の以前に命
名された核酸領域において出現し得る。多型の同定およびモニタリングのための技術は、
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当技術分野で公知であり、Wohlgemuthに対する米国特許第6,905,827号（すべての目的の
ためにその全体を本明細書に参照により組み入れる）において詳細に考察されている。
【００５２】
　本発明の特定の局面は、１つ以上のＤＮＡ分子を用いて遺伝子発現または多型を検出す
る方法を包含し、ここで、１つ以上のＤＮＡ分子が、配列表に示されるオリゴヌクレオチ
ドに対応する遺伝子の発現を検出するヌクレオチド配列を有する。１つの形式において、
オリゴヌクレオチドは、ディファレンシャルに発現する遺伝子の発現を検出する。遺伝子
発現系は、候補ライブラリー、診断用薬剤、診断用オリゴヌクレオチドセットまたは診断
用プローブセットであり得る。ＤＮＡ分子は、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質核酸（
ＰＮＡ）、ｃＤＮＡまたは合成オリゴヌクレオチドであり得る。本明細書で教示される手
順に従って、遺伝子発現または多型を分析するために、目的の配列を同定することができ
る。このような配列は、疾患状態の予測となり得る。
【００５３】
　本発明の診断用オリゴヌクレオチド
　本明細書で使用する「核酸分子」という用語は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたは
ゲノムＤＮＡ）、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して生
成されるＤＮＡまたはＲＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体、フラグメントおよび
ホモログを含むことが意図される。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり得るが、好ま
しくは、二本鎖ＤＮＡを含む。
【００５４】
　特定の局面において、本発明は、個体の健康状態と、ヌクレオチド配列に対応するＲＮ
Ａまたはタンパク質産物の個体の発現との間に相関が存在する、診断用オリゴヌクレオチ
ドおよび診断用オリゴヌクレオチドセットに関する。いくつか場合で、１つのみのオリゴ
ヌクレオチドが、このような検出に必要である。診断用オリゴヌクレオチドセットのメン
バーは、本明細書でさらに記載されるような、ディファレンシャル発現スクリーニング、
ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＳＡＧＥ分析、ハイスループット配列決定、マイクロアレイ、液
体または他のアレイ、タンパク質ベースの方法（例えば、ウェスタンブロッティング、プ
ロテオミクス、質量分析、および本明細書に記載される他の方法）、およびデータマイニ
ング法を含むがそれらには限定されない、ＲＮＡまたはタンパク質産物の発現または多型
を検出できる任意の手段によって同定され得る。
【００５５】
　本発明の関連で、核酸および／またはタンパク質は、周知の分子生物学技術に従って操
作される。多数のこのような手順のための詳細なプロトコールは、例えば、Ausubel et a
l. Current Protocols in Molecular Biology (supplemented through 2000) John Wiley
 & Sons, New York ("Ausubel")；Sambrook et al. Molecular Cloning-A Laboratory Ma
nual (2nd Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y
., 1989 ("Sambrook")、およびBerger and Kimmel Guide to Molecular Cloning Techniq
ues, Methods in Enzymology volume 152 Academic Press, Inc., San Diego, Calif. ("
Berger")に記載される。
【００５６】
　遺伝子型解析　
　発現プロファイルと臨床データとの相関に加えて、またはそれと共同して、発現パター
ンを１つ以上の遺伝子座での対象の遺伝子型と相関させるか、または発現プロファイルお
よび遺伝子座データの両方を臨床データと相関させることはしばしば望ましい。選択され
た遺伝子座は、例えば、疾患（または疾患の診断基準）であるかまたは疾患と推定上関連
することが知られている候補ライブラリー、マーカー遺伝子座のための多型アレル、また
は代替的な疾患関連遺伝子座（候補ライブラリーに寄与しない）の１つ以上のメンバーに
対応する染色体遺伝子座であり得る。実際、遺伝子座における（多型）アレルが、疾患（
または疾患に対する素因）と関連付けられる場合、アレルの存在がそれ自体、疾患の診断
基準であり得ることが理解される。
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【００５７】
　多くの他の有用な方法のうち、サザン分析、制限フラグメント長多型（ＲＦＬＰ）分析
、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、増幅長多型（ＡＦＬＰ）分析、一本鎖高次構造多型
（ＳＳＣＰ）分析、単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）分析（例えば、ＰＣＲ　Ｔａｑｍａ
ｎまたは分子ビーコンを介する）を含む多数の個体の遺伝子型を評価するための周知の方
法が存在する。多くのこのような手順は、ハイスループットおよび／または自動（もしく
は半自動）試料調製および分析方法に容易に適応可能である。大部分を、発現プロファイ
リングのための材料をもたらすのと同じ試料から、単純な手順を介して回収される核酸試
料に対して実施することができる。例示的な技術は、例えば、上記のSambrookおよびAusu
belに記載される。
【００５８】
　本発明は、核酸分子、例えば、酵素核酸分子、アンチセンス核酸分子、デコイ、二本鎖
ＲＮＡ、三重鎖オリゴヌクレオチド、および／またはアプタマー、ならびに例えば、ＭＧ
５３タンパク質、ＭＧ５３タンパク質もしくはＭＧ５３受容体結合タンパク質またはＭＧ
５３受容体タンパク質をコードする遺伝子の遺伝子発現を調節する方法も特徴とする。特
に、本発明は、ＭＧ５３タンパク質またはＭＧ５３受容体タンパク質の発現を調節するた
めの、核酸ベースの分子および方法を特徴とする。
【００５９】
　本発明は、ＭＧ５３タンパク質、ＭＧ５３タンパク質もしくはＭＧ５３受容体結合タン
パク質、および／またはＭＧ５３受容体タンパク質、例えばカベオリン３をコードする遺
伝子の発現を独立してまたは組み合わせで調節する１つ以上の酵素核酸ベースの分子およ
び方法を特徴とする。
【００６０】
　種々の局面および実施態様の以下の記載は、例示的なＭＧ５３およびＭＧ５３受容体遺
伝子について与えられる。しかし、種々の局面および実施態様は、他のＭＧ５３タンパク
質、ＭＧ５３結合タンパク質、およびＭＭＧ５３受容体遺伝子のホモログ、オルソログ、
およびパラログをコードする遺伝子にも関するものであり、すべてのアイソフォーム、ス
プライスバリアント、および多型を含む。それらのさらなる遺伝子は、ＭＧ５３タンパク
質、ＭＧ５３結合タンパク質、およびＭＧ５３受容体遺伝子について記載される方法を使
用して、標的部位について分析され得る。したがって、他の遺伝子の阻害およびこのよう
な阻害の効果を、本明細書に記載するように実施することができる。
【００６１】
　「ダウンレギュレートする」によって、ＭＧ５３およびＭＧ５３受容体遺伝子などの、
遺伝子の発現、または１つ以上のタンパク質をコードするＲＮＡもしくは等価のＲＮＡの
レベル、または１つ以上のタンパク質の活性が、本発明の核酸分子の非存在下で観察され
るものを下回って低下されることが意味される。一つの実施態様において、酵素核酸分子
での阻害またはダウンレギュレーションは好ましくは、標的ＲＮＡ上の同じ部位へ結合で
きるが、そのＲＮＡを切断できない酵素的に不活性のまたは減弱された分子の存在下で観
察されるレベルを下回る。別の実施態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドでの
阻害またはダウンレギュレーションは好ましくは、例えば、スクランブルされた配列を有
するかまたはミスマッチを有するオリゴヌクレオチドの存在下で観察されるレベルを下回
る。別の実施態様において、本発明の核酸分子でのＭＧ５３タンパク質、ＭＧ５３結合タ
ンパク質、およびＭＧ５３受容体遺伝子の阻害またはダウンレギュレーションは、その非
存在下よりも核酸分子の存在下で大きい。
【００６２】
　「アップレギュレートする」によって、ＭＧ５３タンパク質、ＭＧ５３結合タンパク質
、およびＭＧ５３受容体遺伝子などの、遺伝子の発現、または１つ以上のタンパク質サブ
ユニットをコードするＲＮＡもしくは等価のＲＮＡのレベル、または１つ以上のタンパク
質サブユニットの活性が、本発明の核酸分子の非存在下で観察されるものよりも大きいこ
とが意味される。例えば、ＭＧ５３タンパク質、ＭＧ５３結合タンパク質、およびＭＧ５
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３受容体遺伝子等の遺伝子の発現は、遺伝子発現の非存在または低レベルによって引き起
こされるかまたは悪化させられる病理学的状態を処置、予防、寛解、または調節するため
に増加させられ得る。一つの実施態様において、本発明は、ＭＧ５３タンパク質、ＭＧ５
３結合タンパク質、およびＭＧ５３受容体遺伝子の発現、放出、および／または活性をア
ップレギュレートすることによって、膀胱過活動を処置または予防するための方法に関す
る。
【００６３】
　「調節する」によって、遺伝子の発現、または１つ以上のタンパク質をコードするＲＮ
Ａもしくは等価のＲＮＡのレベル、または１つ以上のタンパク質の活性が、アップレギュ
レートまたはダウンレギュレートされ、それにより、発現、レベル、または活性が、本発
明の核酸分子の非存在下で観察されるものよりも大きいかまたは小さいことが意味される
。
【００６４】
　「遺伝子」によって、ＲＮＡをコードする核酸、例えば、ポリペプチドをコードするセ
グメントを含むがそれに限定されない核酸が意味される。
【００６５】
　「相補性」は、伝統的なワトソン・クリック型または他の非伝統的な型のいずれかによ
って、別のＲＮＡ配列とともに水素結合を形成する核酸の能力を指す。
【００６６】
　「ＲＮＡ」によって、少なくとも１つのリボヌクレオチド残基を含む分子が意味される
。「リボヌクレオチド」または「２’－ＯＨ」によって、Ｄ－リボ－フラノース部分の２
’位にヒドロキシル基を有するヌクレオチドが意味される。
【００６７】
　「ヌクレオチド」によって、リン酸化された糖とＮ－グリコシド結合した複素環式窒素
性塩基が意味される。ヌクレオチドは、天然の塩基（標準）、および当技術分野で周知の
修飾塩基を含むものとして、当技術分野で認識される。このような塩基は一般的に、ヌク
レオチド糖部分の１’位に位置する。ヌクレオチドは一般的に、塩基、糖およびリン酸基
を含む。ヌクレオチドは、未修飾であるか、または糖、リン酸および／または塩基部分で
修飾され得る（ヌクレオチドアナログ、修飾ヌクレオチド、非天然ヌクレオチド、非標準
ヌクレオチドおよびその他とも互換的に呼ばれる；例えば、Usman and McSwiggen, 上記
；Eckstein et al., 国際PCT公開WO 92/07065；Usman et al., 国際PCT公開WO 93/15187;
 Uhlman & Peyman, 上記参照（すべてを参照により本明細書に組み入れる））。Limbach 
et al., 1994, Nucleic Acids Res. 22, 2183によって要約されるように、当技術分野で
公知の修飾核酸塩基のいくつかの例がある。核酸中に導入され得る化学的に修飾された核
酸塩基および他の天然の核酸塩基の非限定的な例のいくつかは、例えば、イノシン、プリ
ン、ピリジン－４－オン、ピリジン－２－オン、フェニル、プソイドウラシル、２，４，
６－トリメトキシベンゼン、３－メチルウラシル、ジヒドロウリジン、ナフチル、アミノ
フェニル、５－アルキルシチジン（例えば、５’－メチルシチジン）、５－アルキルウリ
ジン（例えば、リボチミジン）、５－ハロウリジン（例えば、５－ブロモウリジン）また
は６－アザピリミジンまたは６－アルキルピリミジン（例えば、６－メチルウリジン）、
プロピン、キューオシン、２－チオウリジン、４－チオウリジン、ワイブトシン、ワイブ
トキソシン、４－アセチルチジン、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウリジン、５’
－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチ
ルウリジン、β－Ｄ－ガラクトシルキューオシン、１－メチルアデノシン、１－メチルイ
ノシン、２，２－ジメチルグアノシン、３－メチルシチジン、２－メチルアデノシン、２
－メチルグアノシン、Ｎ６－メチルアデノシン、７－メチルグアノシン、５－メトキシア
ミノメチル－２－チオウリジン、５－メチルアミノメチルウリジン、５－メチルカルボニ
ルメチルウリジン、５－メチルオキシウリジン、５－メチル－２－チオウリジン、２－メ
チルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデノシン、β－Ｄ－マンノシルキューオシン、ウリジ
ン－５－オキシ酢酸、２－チオシチジン、スレオニン誘導体およびその他を含む（Burgin
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 et al., 1996, Biochemistry, 35, 14090；Uhlman & Peyman, 上記）。
【００６８】
　この局面において「修飾塩基」によって、１’位でのアデノシン、グアニン、シトシン
およびウラシル以外のヌクレオチド塩基またはそれらの等価物が意味され；このような塩
基は、例えば、酵素核酸分子の触媒コア内のおよび／または核酸分子の基質結合領域中の
任意の位置で使用され得る。
【００６９】
　「酵素核酸分子」によって、特定の遺伝子標的に対する基質結合領域中での相補性を有
し、そして標的ＲＮＡを特異的に切断する活性のある酵素活性も有するかまたはそれを媒
介する核酸分子が意味される。すなわち、酵素核酸分子は、ＲＮＡを単独でまたは酵素複
合体の成分として、分子間で切断でき、それにより、標的ＲＮＡ分子を不活性化する。こ
れらの相補性領域によって、酵素核酸分子の標的ＲＮＡとの十分なハイブリダイズが可能
になり、したがって切断が可能になる。１００％の相補性が好ましいが、５０～７５％程
度に低い相補性も、本発明において有用であり得る（例えば、Werner and Uhlenbeck, 19
95, Nucleic Acids Research, 23, 2092 2096；Hammann et al., 1999, Antisense and N
ucleic Acid Drug Dev., 9, 25 31参照）。核酸は、塩基、糖、および／またはリン酸基
において修飾され得る。「酵素核酸」という用語は、リボザイム、触媒ＲＮＡ、酵素ＲＮ
Ａ、触媒ＤＮＡ、アプタザイム（aptazyme）またはアプタマー結合リボザイム、調節可能
リボザイム、触媒オリゴヌクレオチド、ヌクレオザイム（nucleozyme）、ＤＮＡザイム（
DNAzyme）、ＲＮＡ酵素、ｓｉＲＮＡ、ミクロＲＮＡ、低分子ヘアピン型ＲＮＡ、エンド
リボヌクレアーゼ、ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体、エンドヌクレアーゼ、ミニザイム
（minizyme）、リードザイム（leadzyme）、オリゴザイム（oligozyme）またはＤＮＡ酵
素等の語句と互換的に使用される。これらの用語はすべて、酵素活性を有する核酸分子を
示す。
【００７０】
　本出願に記載される具体的な酵素核酸分子は、本発明において限定するものではなく、
本発明の酵素核酸分子において重要なことが、標的核酸領域の１つ以上と相補的な特異的
基質結合部位を有し、そして核酸切断および／または連結活性を分子へ付与するその基質
結合部位内のまたはその周囲のヌクレオチド配列を有することのみであることを当業者は
認識する（Cech et al., 米国特許第4,987,071号；Cech et al., 1988, 260 JAMA 3030）
。
【００７１】
　酵素ＲＮＡのいくつかの種類が現在知られている。各々は、生理学的条件下でトランス
にＲＮＡホスホジエステル結合の加水分解を触媒することができる（したがって、他のＲ
ＮＡ分子を切断することができる）。一般的に、酵素核酸は、まず標的ＲＮＡと結合する
ことによって作用する。このような結合は、標的ＲＮＡを切断するよう作用する分子の酵
素部分に近接して保持される酵素核酸の標的結合部分を通じて生じる。したがって、酵素
核酸は、相補的塩基対形成を通じて標的ＲＮＡをまず認識し、次いでそれに結合し、一旦
正しい位置に結合すると、標的ＲＮＡを切断するように酵素的に作用する。このような標
的ＲＮＡの戦略的切断は、コードされたタンパク質の合成を指示するその能力を破壊する
。酵素核酸は、そのＲＮＡ標的に結合しそれを切断した後、別の標的を捜すためにそのＲ
ＮＡから遊離し、新たな標的を反復して結合および切断することができる。したがって、
単一リボザイム分子は、標的ＲＮＡの多くの分子を切断することができる。さらに、リボ
ザイムは、遺伝子発現の高度に特異的な阻害剤であり、阻害の特異性は標的ＲＮＡへの結
合の塩基対形成メカニズムだけでなく、標的ＲＮＡ切断のメカニズムにも依存する。切断
部位付近の単一ミスマッチまたは塩基置換は、リボザイムの触媒活性を完全に除去し得る
。
【００７２】
　本明細書で使用する「核酸分子」によって、ヌクレオチドを有する分子が意味される。
核酸は、一本鎖、二本鎖、または多重鎖であり得、修飾または非修飾のヌクレオチドまた
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は非ヌクレオチドまたはそれらの種々の混合物および組み合わせを含むことができる。
【００７３】
　ＭＧ５３タンパク質、ＭＧ５３結合タンパク質、およびＭＧ５３受容体遺伝子と「等価
の」または「関連した」ＲＮＡによって、ヒト、齧歯類、霊長類、ウサギ、ブタ、原生動
物、真菌、植物、ならびに他の微生物及び寄生体を含む種々の生物において、ＭＧ５３タ
ンパク質、ＭＧ５３結合タンパク質、およびＭＧ５３受容体タンパク質と類似の機能を有
するタンパク質をコードするＭＧ５３タンパク質、ＭＧ５３結合タンパク質、およびＭＧ
５３受容体の遺伝子との相同性（部分的なまたは完全な）を有する天然のＲＮＡ分子を含
むことが意味される。等価のＲＮＡ配列は、コード領域に加えて、５’非翻訳領域、３’
非翻訳領域、イントロン、イントロン－エキソン接合部などの領域も含む。「相同性」に
よって、２つ以上の核酸分子のヌクレオチド配列が、部分的にまたは完全に同一であるこ
とが意味される。特定の実施態様において、相同的核酸は、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タン
パク質、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子との３０％、４０％、５０％、６０％、７
０％、８０％、９０％、または９５％の相同性を有する。
【００７４】
　「アンチセンス核酸」によって、ＲＮＡ－ＲＮＡまたはＲＮＡ－ＤＮＡまたはＲＮＡ－
ＰＮＡ（タンパク質核酸；Egholm et al., 1993 Nature 365, 566）相互作用によって標
的ＲＮＡと結合し、そして標的ＲＮＡの活性を変化させる非酵素的核酸分子が意味される
（総説については、Stein and Cheng, 1993 Science 261, 1004およびWoolf et al., 米
国特許第5,849,902号参照）。典型的には、アンチセンス分子は、アンチセンス分子の単
一の連続した配列に沿って標的配列と相補的である。しかし、特定の実施態様において、
アンチセンス分子は、基質分子がループまたはヘアピンを形成するよう基質と結合するこ
とができ、そして／またはアンチセンス分子は、アンチセンス分子がループまたはヘアピ
ンを形成するように結合することができる。したがって、アンチセンス分子が２つの（ま
たはそれより多くの）非連続基質配列と相補的であり得るか、またはアンチセンス分子が
２つの（またはそれより多くの）非連続配列部分が標的配列と相補的であり得るか、また
はその両方であり得る。現在のアンチセンスストラテジーの総説については、Schmajuk e
t al., 1999, J. Biol. Chem., 274, 21783-21789、Delihas et al., 1997, Nature, 15,
 751-753、Stein et al., 1997, Antisense N. A. Drug Dev., 7, 151、Crooke, 2000, M
ethods Enzymol., 313, 3-45；Crooke, 1998, Biotech. Genet. Eng. Rev., 15, 121-157
、Crooke, 1997, Ad. Pharmacol, 40, 1-49を参照されたい（その全体を本明細書に参照
により組み入れる）。さらに、アンチセンスＤＮＡを、ＤＮＡ－ＲＮＡ相互作用によって
ＲＮＡを標的化し、それにより、二本鎖中の標的ＲＮＡを消化するＲＮａｓｅＨを活性化
するために使用することができる。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、標的ＲＮＡのＲ
ＮａｓｅＨ切断を活性化できる１つ以上のＲＮａｓｅＨ活性化領域を含み得る。アンチセ
ンスＤＮＡは、化学的に合成され得るか、または一本鎖ＤＮＡ発現ベクターまたはその等
価物の使用を介して発現され得る。
【００７５】
　長二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ；典型的には＞２００ｎｔ）を、種々の生物および細胞型
（例えば、虫、ショウジョウバエ、および植物）において標的遺伝子の発現をサイレンシ
ングするのに使用することができる。導入に際して、長ｄｓＲＮＡは、ＲＮＡ干渉（ＲＮ
Ａｉ）経路と一般的にいわれる細胞経路に進入する。まず、ｄｓＲＮＡは、２０～２５ヌ
クレオチド（ｎｔ）の低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）に、Ｄｉｃｅｒと呼ばれるＲＮａ
ｓｅＩＩＩ様酵素によってプロセシングされる（開始工程）。次いで、ｓｉＲＮＡは、Ｒ
ＮＡ誘導型サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）として知られるエンドリボヌクレアーゼ含
有複合体中へ集合し、そのプロセス中に巻き戻される。ｓｉＲＮＡ鎖はその後、相補的Ｒ
ＮＡ分子へＲＩＳＣを誘導し、そこでそれは、同族ＲＮＡを切断および破壊する（エフェ
クター工程）。同族ＲＮＡの切断は、ｓｉＲＮＡ鎖によって結合した領域の中央近くで起
こる。哺乳動物細胞において、長ｄｓＲＮＡ（＞３０ｎｔ）の導入は、タンパク質合成の
非特異的阻害およびＲＮＡ分解によって例示される、強力な抗ウイルス応答を開始する。
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しかし、哺乳動物抗ウイルス応答は、ｓｉＲＮＡの導入または発現によって迂回され得る
。
【００７６】
　細胞および生物中へのｄｓＲＮＡの注入およびトランスフェクションは、ｓｉＲＮＡの
送達の主な方法であった。サイレンシング効果は、数日間持続し、娘細胞へ移入されるよ
うであるが、最終的には減衰する。しかし、近年、いくつかのグループが、一過性および
安定トランスフェクト哺乳動物細胞においてｓｉＲＮＡを持続的に発現させるための発現
ベクターを開発した。（例えば、Brummelkamp TR, Bernards R, and Agami R. (2002). A
 system for stable expression of short interfering RNAs in mammalian cells. Scie
nce 296:550-553；Lee NS, Dohjima T, Bauer G, Li H, Li M-J, Ehsani A, Salvaterra 
P, and Rossi J. (2002). Expression of small interfering RNAs targeted against HI
V-1 rev transcripts in human cells. Nature Biotechnol. 20:500-505；Miyagishi M, 
and Taira K. (2002). U6-promoter-driven siRNAs with four uridine 3’ overhangs e
fficiently suppress targeted gene expression in mammalian cells. Nature Biotechn
ol. 20:497-500；Paddison PJ, Caudy AA, Bernstein E, Hannon GJ, and Conklin DS. (
2002). Short hairpin RNAs (shRNAs) induce sequence-specific silencing in mammali
an cells. Genes & Dev. 16:948-958；Paul CP, Good PD, Winer I, and Engelke DR. (2
002). Effective expression of small interfering RNA in human cells. Nature Biote
chnol. 20:505-508；Sui G, Soohoo C, Affar E-B, Gay F, Shi Y, Forrester WC, and S
hi Y. (2002). A DNA vector-based RNAi technology to suppress gene expression in 
mammalian cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99(6):5515-5520；Yu J-Y, DeRuiter SL
, and Turner DL. (2002). RNA interference by expression of short-interfering RNA
s and hairpin RNAs in mammalian cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99(9):6047-605
2を参照されたい（その全体を本明細書に参照により組み入れる））。
【００７７】
　いくつかのベクターが、遺伝子特異的サイレンシングを実施できるｓｉＲＮＡ様分子へ
インビボでプロセシングされる低分子ヘアピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）を発現させるよう
に操作されている。ベクターは、ポリメラーゼＩＩＩ（ｐｏｌＩＩＩ）プロモーター（例
えば、Ｕ６またはＨ１プロモーター）と４－５チミジン転写終結部位との間にｓｈＲＮＡ
配列を含む。転写産物は、終結部位の２位で終結され（ｐｏｌＩＩＩ転写産物は天然にポ
リ（Ａ）テールを欠いている）、次いで３’ＵＵオーバーハングを有するステムループ構
造へ折り畳まれる。ｓｈＲＮＡの末端はインビボでプロセシングされ、ｓｈＲＮＡを約２
１ｎｔのｓｉＲＮＡ様分子へ変換し、それが今度はＲＮＡｉを開始する。この後者の知見
は、線虫、ショウジョウバエ、植物およびトリパノソーマにおける近年の実験と相関して
おり、ここで、ＲＮＡｉは、ステムループ構造へ折り畳まれるＲＮＡ分子によって誘導さ
れている。ｓｉＲＮＡベクターおよび発現系の使用は公知であり、Ａｍｂｉｏｎ，　Ｉｎ
ｃ．（登録商標）（Austin, TX）、Ｌｅｎｔｉｇｅｎ，　Ｉｎｃ．（Baltimore, MD）、
Ｐａｎｏｍｉｃｓ（Fremont, CA）、およびＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（ST. Louis, MO
）から市販されている。
【００７８】
　本発明の別の局面において、標的ＲＮＡ分子と相互作用し、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タ
ンパク質、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子活性をダウンレギュレートする酵素核酸
分子またはアンチセンス分子は、ＤＮＡベクターまたはＲＮＡベクター中に挿入された転
写単位から発現される。組換えベクターは好ましくは、ＤＮＡプラスミドまたはウイルス
ベクターである。酵素核酸分子またはアンチセンス発現ウイルスベクターは、レンチウイ
ルス、サイトメガロウイルス、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、アデノウイルス、
またはアルファウイルスに基づいて構築され得るが、それらに限定されるわけではない。
好ましくは、酵素核酸分子またはアンチセンスを発現できる組換えベクターは、標的細胞
中に送達され、そこに存続する。あるいは、酵素核酸分子またはアンチセンスの発現を提
供するウイルスベクターを使用することができる。このようなベクターを、必要に応じて
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反復して投与することができる。一旦発現されると、酵素核酸分子またはアンチセンスは
、標的ＲＮＡへ結合し、その機能または発現をダウンレギュレートする。酵素核酸分子ま
たはアンチセンスを発現するベクターの送達は、例えば静脈内または筋肉内投与によって
、患者または対象から外植された標的細胞への投与およびそれに続く患者または対象への
再導入によって、または所望の標的細胞中への導入を可能にする任意の他の手段によって
、全身性であり得る。アンチセンスＤＮＡは、一本鎖ＤＮＡ細胞内発現ベクターの使用を
介して発現され得る。
【００７９】
　「ベクター」によって、所望の核酸、例えば、細菌プラスミド、ウイルス核酸、ＨＡＣ
、ＢＡＣなどを送達するのに使用される任意の核酸ベースの技術が意味される。
【００８０】
　個々に、または他の薬物との組み合わせでもしくは他の薬物と共同して、本発明の核酸
分子を、上記で考察する疾患または状態を処置するのに使用することができる。例えば、
当業者には明らかなように、処置に適した条件下で、個々に、または１つ以上の薬物との
組み合わせで、対象を処置し得るか、または他の適切な細胞を処理し得る。
【００８１】
　ＲＮＡ干渉を誘導するために特別に設計されたベクター構築物の使用は、オリゴヌクレ
オチドベースの技術を上回る多数の利点を有する。最も重要な利点は、安定性、および誘
導性プロモーターを介する転写の誘導である。ベクター中のプロモーター領域は、ｓｈＲ
ＮＡ転写産物が定常的に発現され、すべての時点で細胞レベルを維持することを確実にす
る。したがって、効果の持続時間は、通常数日以下持続する注入されたＲＮＡほど一過性
ではない。そして、オリゴ注入の代わりに発現構築物を使用することによって、ベクター
が細胞株において持続的固定物となりうるので、遺伝子ノックダウンの多世代研究を実施
することが可能である。
【００８２】
　「三重鎖形成オリゴヌクレオチド」または「三重鎖オリゴヌクレオチド」によって、配
列特異的に二本鎖ＤＮＡに結合して、三重鎖らせんを形成することができるオリゴヌクレ
オチドが意味される。このような三重らせん構造の形成は、標的化する遺伝子の転写を阻
害することが示されている（Duval-Valentin et al., 1992 Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 89, 504; Fox, 2000, Curr. Med. Chem., 7, 17-37; Praseuth et. al., 2000, Biochim
. Biophys. Acta, 1489, 181-206）。
【００８３】
　「二本鎖ＲＮＡ」または「ｄｓＲＮＡ」によって、遺伝子の対応するメッセンジャーＲ
ＮＡ転写産物を分解する細胞酵素を活性化できる予め決定された遺伝子配列とマッチする
二本鎖ＲＮＡが意味される。これらのｄｓＲＮＡは、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）と
いわれ、遺伝子発現を阻害するのに使用され得る（例えば、Elbashir et al., 2001, Nat
ure, 411, 494-498；およびBass, 2001, Nature, 411, 428-429参照）。本明細書で使用
する「二本鎖ＲＮＡ」または「ｄｓＲＮＡ」という用語は、低分子干渉ＲＮＡ「ｓｉＲＮ
Ａ」を含むＲＮＡ干渉「ＲＮＡｉ」のできる二本鎖ＲＮＡ分子を指す。例えば、Bass, 20
01, Nature, 411, 428-429；Elbashir et al., 2001, Nature, 411, 494-498；およびKre
utzer et al., 国際PCT公開WO 00/44895；Zernicka-Goetz et al., 国際PCT公開WO 01/36
646；Fire, 国際PCT公開WO 99/32619；Plaetinck et al., 国際PCT公開WO 00/01846；Mel
lo and Fire, 国際PCT公開WO 01/29058；Deschamps-Depaillette, 国際PCT公開WO 99/074
09；およびLi et al., 国際PCT公開WO 00/44914を参照されたい。
【００８４】
　ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子発現をダウ
ンレギュレートする本発明の酵素核酸分子、アンチセンス核酸または他の核酸分子は、Ｄ
Ｕ、ＤＨＩＣ、およびＭＧ５３およびＭＧ５３受容体遺伝子機能の調節に応答する任意の
他の状態を含むがそれらには限定されない種々の膀胱障害および状態を処置するための治
療アプローチを表す。阻害ＲＮＡ分子の使用および技術は、当技術分野において公知であ
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り、米国特許第7,022,828号（その教示を全体としてすべての目的のために本明細書に参
照により組み入れる）に詳細に記載される。
【００８５】
　本発明の一つの実施態様において、本発明の核酸分子は、長さ約１０～１００ヌクレオ
チドであり得る。例えば、本発明の酵素核酸分子は、好ましくは長さ約１５～５０ヌクレ
オチド、より好ましくは長さ約２５～４０ヌクレオチドである（例えば、Jarvis et al.,
 1996, J. Biol. Chem., 271, 29107 29112参照)。本発明の例示的なアンチセンス分子は
、好ましくは長さ約１５～７５ヌクレオチド、より好ましくは長さ約２０～３５ヌクレオ
チドである(例えば、Woolf et al., 1992, PNAS., 89, 7305 7309；Milner et al., 1997
, Nature Biotechnology, 15, 537 541参照）。本発明の例示的な三重鎖形成オリゴヌク
レオチド分子は、好ましくは長さ約１０～４０ヌクレオチド、より好ましくは長さ約１２
～２５ヌクレオチドである（例えば、Maher et al, 1990, Biochemistry, 29, 8820 8826
；Strobel and Dervan, 1990, Science, 249, 73 75参照）。当業者は、必要とされるの
が、核酸分子がその標的と相互作用しそして／または本明細書で意図される反応を触媒す
るために十分な長さおよび適切な高次構造に核酸分子があることのみであることを認識す
る。本発明の核酸分子の長さは、記載される一般的な限定内に限定されない。好ましくは
、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子発現を調節
する、例えばダウンレギュレートする核酸分子は、ＭＧ５３遺伝子、ＭＧ５３結合タンパ
ク質遺伝子、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子のＲＮＡ分子と相補的な１２～１００
塩基を含む。
【００８６】
　本発明は、所望の標的のＲＮＡに対して高度の特異性を示す核酸ベースの遺伝子調節薬
剤のクラスを産生するための方法を提供する。例えば、酵素核酸分子は好ましくは、疾患
または状態の特定の処置が、本発明の１つまたはいくつかの核酸分子を用いて提供され得
るように、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子を
コードする標的ＲＮＡの高度に保存された配列領域を標的化する。このような核酸分子は
、必要に応じて特異的な組織または細胞標的へ外因的に送達され得る。あるいは、核酸分
子（例えば、リボザイムおよびアンチセンス）を、特異的細胞へ送達されるＤＮＡおよび
／またはＲＮＡベクターから発現させることができる。
【００８７】
　本明細書で使用する「細胞」は、その通常の生物学的意味で使用され、多細胞生物全体
を指すものではない。細胞は、例えば、インビボ、インビトロまたはエキソビボであり得
、例えば細胞培養物中であり得、または例えば、鳥類、植物ならびにヒト、雌ウシ、ヒツ
ジ、類人猿、サル、ブタ、イヌ、およびネコ等の哺乳動物を含む多細胞生物体中に存在し
得る。細胞は、原核細胞（例えば、細菌細胞）または真核細胞（例えば、哺乳動物細胞ま
たは植物細胞）であり得る。
【００８８】
　「ＭＧ５３」、「ＭＧ５３結合タンパク質」、および「ＭＧ５３受容体」タンパク質に
よって、全長のＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質またはＭＧ５３受容体タンパク質、そ
れらのドメイン、融合タンパク質、キメラ、またはフラグメントを含むペプチドまたはタ
ンパク質が意味される。
【００８９】
　本発明の核酸ベースの阻害剤は、標的細胞または組織へ、直接添加されるか、またはカ
チオン性脂質と複合体形成されるか、リポソーム内に被包されるか、もしくは他の方法で
送達され得る。核酸または核酸複合体は、関連組織へ、インビトロ、エキソビボ、または
インビボで、注射または注入ポンプを通じて、バイオポリマー中へのその組み込み有りま
たは無しで、局所的に投与され得る。
【００９０】
　別の実施態様において、本発明は、１つ以上の非ヌクレオチド部分を有し、そしてＲＮ
Ａ分子またはＤＮＡ分子を切断する酵素活性を有する酵素核酸分子を特徴とする。
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【００９１】
　さらなる実施態様において、アンチセンスまたはリボザイム等の記載する核酸分子を、
上記で考察する状態または疾患を処置するために他の公知の処置と組み合わせて使用する
ことができる。例えば、記載する分子を、１つ以上の公知の治療薬と組み合わせて使用す
ることができる。
【００９２】
　アンチセンス分子は、修飾または非修飾ＲＮＡ、ＤＮＡ、または混合ポリマーオリゴヌ
クレオチドであり得、主に、マッチする配列に特異的に結合することによって機能し、ペ
プチド合成の阻害を生じることができる（Wu-Pong, November 1994, BioPharm, 20-33）
。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ワトソン・クリック塩基対形成によって標的ＲＮ
Ａへ結合し、立体的遮断によってまたはＲＮａｓｅＨ酵素を活性化することによってのい
ずれかで、結合した配列のリボソーム翻訳を防止することによって、遺伝子発現を遮断す
る。アンチセンス分子は、ＲＮＡプロセシングまたは核から細胞質への輸送を干渉するこ
とによって、タンパク質合成を変化させることもできる（Mukhopadhyay & Roth, 1996, C
rit. Rev. in Oncogenesis 7, 151-190）。
【００９３】
　さらに、一本鎖ＤＮＡをＲＮＡへ結合させることによって、ヘテロ二重鎖のヌクレアー
ゼ分解が生じ得る（Wu-Pong, 上記; Crooke, 上記）。今日までに、ＲＮａｓｅＨのため
の基質として作用する骨格修飾ＤＮＡ化学は、ホスホロチオアート、ホスホロジチオアー
ト、およびボロントリフルオリダートのみである。近年、２’－アラビノおよび２’－フ
ルオロ－アラビノ含有オリゴもＲＮａｓｅＨ活性を活性化できることが報告されている。
【００９４】
　化学的に修飾されたヌクレオチドの新規の立体配置、二次構造、および／またはＲＮａ
ｓｅＨ基質ドメインを利用するいくつかのアンチセンス分子が記載されている（Woolf et
 al., 国際PCT公開WO 98/13526；Thompson et al., 国際PCT公開WO 99/54459；1998年9月
21日に出願されたHartmann et al., 米国出願番号第60/101,174号）（これらのすべての
全体を本明細書に参照により組み入れる）。
【００９５】
　酵素ＲＮＡのいくつかの種類が現在知られている。さらに、いくつかのインビトロ選択
（進化）ストラテジー（Orgel, 1979, Proc. R. Soc. London, B 205, 435）が、ホスホ
ジエステル結合の切断および連結を触媒できる新たな核酸触媒を進化させるために使用さ
れている（Joyce, 1989, Gene, 82, 83 87；Beaudry et al., 1992, Science 257, 635-6
41；Joyce, 1992, Scientific American 267, 90-97；Breaker et al., 1994, TIBTECH 1
2, 268；Bartel et al.,1993, Science 261:1411-1418；Szostak, 1993, TIBS 17, 89-93
；Kumar et al., 1995, FASEB J., 9, 1183；Breaker, 1996, Curr. Op. Biotech., 7, 4
42；Santoro et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci., 94, 4262；Tang et al., 1997, R
NA 3, 914；Nakacane & Eckstein, 1994, 上記；Long & Uhlenbeck, 1994, 上記；Ishiza
ka et al., 1995, 上記；Vaish et al., 1997, Biochemistry 36, 6495；これらのすべて
を本明細書に参照により組み入れる）。各々は、生理学的条件下でトランスにホスホジエ
ステル結合の加水分解を含む一連の反応を触媒することができる（そしてしたがって、他
のＲＮＡ分子を切断することができる）。
【００９６】
　酵素核酸分子の酵素的性質によって、治療処置に影響を及ぼすのに必要な酵素核酸分子
の濃度をより低くさせることができる。このことは、酵素的に作用する酵素核酸分子の能
力を反映する。したがって、単一の酵素核酸分子が、標的ＲＮＡの多くの分子を切断する
ことができる。さらに、酵素核酸分子は、高度に特異的な阻害剤であり、阻害の特異性は
標的ＲＮＡへの結合の塩基対形成メカニズムだけでなく、標的ＲＮＡ切断のメカニズムに
も依存する。切断部位付近の単一のミスマッチまたは塩基置換を選択して、酵素核酸分子
の触媒活性を大いに減弱させることができる。
【００９７】
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　エンドヌクレアーゼ酵素活性を有する核酸分子は、ヌクレオチド塩基配列特異的に他の
別個のＲＮＡ分子を反復して切断することができる。このような酵素核酸分子は、実質的
にいずれものＲＮＡ転写産物を標的化し、インビトロで効率的な切断を達成することがで
きる（Zaug et al., 324, Nature 429 1986；Uhlenbeck, 1987 Nature 328, 596；Kim et
 al., 84 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8788, 1987；Dreyfus, 1988, Einstein Quart. J
. Bio. Med., 6, 92；Haseloff and Gerlach, 334 Nature 585, 1988；Cech, 260 JAMA 3
030, 1988；およびJefferies et al., 17 Nucleic Acids Research 1371, 1989；Santoro
 et al., 1997 上記）。
【００９８】
　その配列特異性の故に、トランス切断酵素核酸分子は、ヒト疾患のための治療薬として
使用され得る（Usman & McSwiggen, 1995 Ann. Rep. Med. Chem. 30, 285-294；Christof
fersen and Marr, 1995 J. Med. Chem. 38, 2023-2037）。酵素核酸分子を、細胞ＲＮＡ
のバックグラウンド内で特異的ＲＮＡ標的を切断するように設計することができる。この
ような切断事象は、ＲＮＡを非機能的にし、そのＲＮＡからのタンパク質発現を抑止する
。このようにして、疾患状態と関連したタンパク質の合成を、選択的に阻害することがで
きる（Warashina et al., 1999, Chemistry and Biology, 6, 237-250）。
【００９９】
　アロステリックに調節される本発明の酵素核酸分子（「アロザイム（allozyme）」）を
使用して、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子発
現を調節することができる。これらのアロステリック酵素核酸またはアロザイム（例えば
、George et al, 米国特許第5,834,186号および第5,741,679号、Shih et al., 米国特許
第5,589,332号、Nathan et al., 米国特許第5,871,914号、Nathan and Ellington, 国際P
CT公開WO 00/24931、Breaker et al., 国際PCT公開WO 00/26226および98/27104、ならび
にSullenger et al., 国際PCT公開WO 99/29842参照）を、シグナル伝達物質に応答するよ
う設計し、これは今度は、酵素核酸分子の活性を調節し、そしてＭＧ５３、ＭＧ５３結合
タンパク質、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子の発現を調節する。あらかじめ決定さ
れたシグナル伝達物質との相互作用に応答して、アロステリック酵素核酸分子の活性は、
特定の標的の発現が選択的にダウンレギュレートされるように活性化または阻害される。
標的は、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、および／またはＭＧ５３受容体遺伝子を含
み得る。
【０１００】
　オリゴヌクレオチド（例えば、アンチセンス, GeneBloc）は、Caruthers et al., 1992
, Methods in Enzymology 211, 3 19、Thompson et al., 国際PCT公開WO 99/54459、Winc
ott et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23, 2677 2684、Wincott et al., 1997, Method
s Mol. Bio., 74, 59、Brennan et al, 1998, Biotechnol Bioeng., 61, 33 45、およびB
rennan, 米国特許第6,001,311号に記載されるような当技術分野において公知のプロトコ
ールを使用して合成される。これらの参考文献のすべてを本明細書に参照により組み入れ
る。非限定的な例において、小規模の合成を、３９４　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
ｅｍｓ，Ｉｎｃ．の合成装置において実施する。あるいは、本発明の核酸分子を、個別に
合成し、そして合成後に、例えば連結によって一緒に結合することができる（Moore et a
l., 1992, Science 256, 9923；Draper et al., 国際PCT公開WO 93/23569；Shabarova et
 al., 1991, Nucleic Acids Research 19, 4247；Bellon et al., 1997, Nucleosides & 
Nucleotides, 16, 951；Bellon et al., 1997, Bioconjugate Chem. 8, 204）。
【０１０１】
　本発明の核酸分子を、ヌクレアーゼ耐性基、例えば、２’－アミノ、２’－Ｃ－アリル
、２’－フルオロ、２’－Ｏ－メチル、２’－Ｈでの修飾によって、安定性を増強するた
めに、十分に修飾することができる（総説については、Usman and Cedergren, 1992, TIB
S 17, 34；Usman et al., 1994, Nucleic Acids Symp. Ser. 31, 163参照）。
【０１０２】
　ホスホロチオアート、ホスホロチオアート、および／または５’－メチルホスホナート
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結合でのオリゴヌクレオチドのヌクレオチド間結合の化学的修飾は安定性を改善するが、
多すぎるこれらの修飾はいくらかの毒性を引き起こし得る。それゆえ、核酸分子を設計す
る場合、これらのヌクレオチド間結合の量を最小化すべきである。これらの結合の濃度の
低下は毒性を低下させるはずであり、その結果これらの分子の増加した有効性およびより
高い特異性が生じる。
【０１０３】
　活性を維持または増強する化学的修飾を有する核酸分子が提供される。このような核酸
も、一般的に、非修飾核酸よりもヌクレアーゼに対して耐性性である。核酸分子は好まし
くは、有効な細胞内治療薬として機能するために、ヌクレアーゼに対して耐性である。Ｒ
ＮＡおよびＤＮＡの化学合成における改善（Wincott et al., 1995 Nucleic Acids Res. 
23, 2677；Caruthers et al., 1992, Methods in Enzymology 211, 3-19（本明細書に参
照により組み入れる））は、上記のようにそのヌクレアーゼ安定性を増強するためにヌク
レオチド修飾を導入することによって、核酸分子を修飾する能力を拡大した。本発明の核
酸ベースの分子の使用は、併用療法（例えば、異なる遺伝子を標的化した複数のアンチセ
ンスまたは酵素核酸分子、公知の小分子阻害剤と結合した核酸分子、または分子および／
または他の化学的もしくは生物学的分子の組み合わせを用いる断続的な処置）の可能性を
もたらすことによって、疾患の進行のより良好な処置を導き得る。核酸分子での対象の処
置は、異なる型の核酸分子の組み合わせも含み得る。
【０１０４】
　一つの実施態様において、酵素活性を維持または増強する化学的修飾を有する核酸触媒
が提供される。このような核酸も、一般的に、非修飾核酸よりもヌクレアーゼに対して耐
性である。
【０１０５】
　一つの実施態様において、本発明は、１つ以上のホスホロチオアート、ホスホロジチオ
アート、メチルホスホナート、モルホリノ、アミダート、カルバマート、カルボキシメチ
ル、アセトアミダート、ポリアミド、スルホナート、スルホンアミド、スルファマート、
ホルムアセタール、チオホルムアセタール、および／またはアルキルシリル、置換を含む
リン酸骨格修飾を有する修飾酵素核酸分子を特徴とする。オリゴヌクレオチド骨格修飾の
総説については、Hunziker and Leumann, 1995, Nucleic Acid Analogues: Synthesis an
d Properties, in Modern Synthetic Methods, VCH, 331 417、およびMesmaeker et al.,
 1994, Novel Backbone Replacements for Oligonucleotides, in Carbohydrate Modific
ations in Antisense Research, ACS, 24 39を参照されたい。これらの参考文献を本明細
書に参照により組み入れる。核酸（例えば、アンチセンスおよびリボザイム）構造に対す
る種々の修飾を、これらの分子の有用性を増強するために行うことができる。例えば、こ
のような修飾は、有効期間、インビトロでの半減期、生物学的利用率、安定性、ならびに
このようなオリゴヌクレオチドの標的部位への導入の容易さ（例えば、細胞膜の透過の増
強、および標的化細胞を認識し、それに結合する能力の付与を含む）を増強することがで
きる。
【０１０６】
　核酸分子の投与。核酸分子の送達のための方法は、Akhtar et al., 1992, Trends Cell
 Bio., 2, 139；およびDelivery Strategies for Antisense Oligonucleotide Therapeut
ics, ed. Akhtar, 1995（これらの両方を本明細書に参照により組み入れる）に記載され
る。Sullivan et al., PCT WO 94/02595はさらに、酵素ＲＮＡ分子の送達のための一般的
な方法を記載する。これらのプロトコールを、実質的にいずれもの核酸分子の送達のため
に利用することができる。核酸分子を、リポソーム中への被包、イオン泳動、またはヒド
ロゲル、シクロデキストリン、生分解性ナノカプセル、および生物接着性ミクロスフェア
等の他のビヒクル中への組込みを含むがそれらに限定されない当業者に公知の種々の方法
によって、細胞へ投与することができる。あるいは、核酸／ビヒクルの組み合わせを、直
接的な注射によってかまたは注入ポンプの使用によって局所的に送達する。他の送達経路
は、経口送達（錠剤またはピルの形態）および／またはくも膜下腔内送達を含むが、それ
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らに限定されるわけではない（Gold, 1997, Neuroscience, 76, 1153-1158）。他のアプ
ローチには、例えば、抱合体および生分解性ポリマーの使用を通じての種々の輸送および
担体システムの使用が含まれる。ＣＮＳ送達を含む薬物送達ストラテジーについての包括
的な総説については、Ho et al., 1999, Curr. Opin. Mol. Ther., 1, 336-343およびJai
n, Drug Delivery Systems: Technologies and Commercial Opportunities, Decision Re
sources, 1998およびGroothuis et al., 1997, J. NeuroVirol., 3, 387-400を参照され
たい。
【０１０７】
　本発明の分子を、医薬剤として使用することができる。医薬剤は、対象における疾患状
態を予防する、その発症を阻害する、またはそれを処置する（ある程度まで症状を緩和す
る、好ましくは症状のすべてを緩和する）。
【０１０８】
　本発明の負に荷電したポリヌクレオチドを、医薬組成物を形成するための安定化剤、バ
ッファーなどとともにまたはそれらなしで、任意の標準的な手段によって対象中に投与（
例えば、ＲＮＡ、ＤＮＡまたはタンパク質）および導入することができる。リポソーム送
達メカニズムを使用することが望ましい場合、リポソームの形成のための標準的なプロト
コールに従うことができる。本発明の組成物を、経口投与のための錠剤、カプセルまたは
エリキシル；直腸投与のための坐薬；滅菌溶液；注射投与のための懸濁液；および当技術
分野で公知の他の組成物として製剤および使用することもできる。
【０１０９】
　本発明は、記載する化合物の医薬的に許容される製剤も含む。これらの製剤には、上記
の化合物の塩、例えば、酸付加塩、例えば、塩酸、臭化水素酸、酢酸、およびベンゼンス
ルホン酸の塩が含まれる。
【０１１０】
　薬理学的組成物または製剤は、細胞または対象、好ましくはヒトへの投与、例えば、全
身投与に適した形態の組成物または製剤を指す。「全身投与」によって、血流中への薬物
のインビボでの全身的な吸収または蓄積およびそれに続く身体全体にわたる分布が意味さ
れる。適切な形態は、用途または侵入の経路（例えば、経口、経皮、または注射による）
に部分的に依存する。このような形態は、組成物または製剤が標的細胞（すなわち、負に
荷電したポリマーの送達が所望される細胞）に到達するのを妨げるべきではない。例えば
、血流中へ注射される薬理学的組成物は、可溶性であるべきである。他の因子は、当技術
分野で公知であり、毒性および組成物または製剤がその効果を発揮するのを妨げる形態等
の考慮を含む。
【０１１１】
　全身吸収を導く投与経路には、静脈内、皮下、腹腔内、吸入、経口、肺内および筋肉内
が含まれるが、それらに限定されるわけではない。薬物の循環中への侵入の速度は、分子
量またはサイズに応じて決まることが示されている。本発明の化合物を含むリポソームま
たは他の薬物担体の使用は、例えば、網膜内皮系（ＲＥＳ）の組織等の特定の組織型にお
いて薬物を潜在的に局在化させることができる。リンパ球およびマクロファージ等の細胞
の表面との薬物の会合を促進できるリポソーム製剤も有用である。
【０１１２】
　医薬的に許容される製剤によって、その所望の活性に最も適した身体的位置における本
発明の核酸分子の効果的な分布を可能にする組成物または製剤が意味される。本発明の核
酸分子を用いる製剤に適した薬剤の非限定的な例には、ＰＥＧ抱合核酸、リン脂質抱合核
酸、親油性部分を含有する核酸、ホスホロチオアート、種々の組織、例えば、ＣＮＳ中へ
の薬物の侵入を増強することができるＰ－糖タンパク質阻害剤（例えば、プルロニックＰ
８５）（Jolliet-Riant and Tillement, 1999, Fundam. Clin. Pharmacol., 13, 16-26）
；移植後の徐放性送達のためのポリ（ＤＬ－ラクチド－コグリコリド）ミクロスフェア等
の生分解性ポリマー（Emerich, DF et al, 1999, Cell Transplant, 8, 47-58）Alkermes
, Inc. Cambridge, Mass.；および血液脳関門を横切って薬物を送達することができ、そ
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してニューロン取り込みメカニズムを変化させることができるポリブチルシアノアクリラ
ートから作製されるものなどの負荷されたナノ粒子（Prog Neuropsychopharmacol Biol P
sychiatry, 23, 941-949, 1999）が含まれる。核酸分子のＣＮＳ送達を含む送達ストラテ
ジーの非限定的な他の例には、Boado et al., 1998, J. Pharm. Sci., 87, 1308-1315；T
yler et al, 1999, FEBS Lett., 421, 280-284；Pardridge et al., 1995, PNAS USA., 9
2, 5592-5596；Boado, 1995, Adv. Drug Delivery Rev., 15, 73-107；Aldrian-Herrada 
et al., 1998, Nucleic Acids Res., 26, 4910-4916；およびTyler et al., 1999, PNAS 
USA., 96, 7053-7058に記載される材料が含まれる。これらの参考文献のすべてを本明細
書に参照により組み入れる。
【０１１３】
　本発明は、ポリ（エチレングリコール）脂質を含有する表面修飾リポソーム（ＰＥＧ修
飾、または長期循環リポソームまたはステルスリポソーム）を含む組成物の使用も特徴と
する。本発明の核酸分子は、種々の分子量の共有結合したＰＥＧ分子も含み得る。これら
の製剤は、標的組織における薬物の蓄積を増加させるための方法を与える。このクラスの
薬物担体は、単核食細胞系（ＭＰＳまたはＲＥＳ）によるオプソニン作用および除去に抵
抗し、それにより、被包された薬物についてより長い血液循環時間および増強された組織
曝露を可能にする（Lasic et al. Chem. Rev. 1995, 95, 2601-2627；Ishiwata et al., 
Chem. Pharm. Bull. 1995, 43, 1005-1011）。長期循環リポソームはまた、肝臓および脾
臓等の代謝上活動的なＭＰＳ組織における蓄積を回避するその能力に基づいて、カチオン
性リポソームと比較してより大きな程度までヌクレアーゼ分解から薬物を保護しそうであ
る。これらの参考文献のすべてを本明細書に参照により組み入れる。
【０１１４】
　本発明は、医薬的に許容される担体または希釈剤中に所望の化合物の医薬的有効量を含
む、保存または投与用に調製された組成物も含む。治療用途のために許容される担体また
は希釈剤は、医薬分野において周知であり、例えば、Remington's Pharmaceutical Scien
ces, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985）（本明細書に参照により組み入
れる）に記載される。例えば、保存料、安定化剤、色素および香料が提供され得る。これ
らには、安息香酸ナトリウム、ソルビン酸、およびｐ－ヒドロキシ安息香酸のエステルが
含まれる。さらに、抗酸化剤および懸濁剤が使用され得る。
【０１１５】
　医薬的有効用量または医薬的有効量は、疾患状態を予防する、その発症を阻害する、ま
たはそれを処置する（ある程度まで症状を緩和する、好ましくは症状のすべてを緩和する
）のに必要な用量である。医薬的有効用量は、疾患の型、使用される組成物、投与の経路
、処置されている哺乳動物の型、考慮下にある特定の哺乳動物の身体的特徴、併用薬物、
および医学分野の当業者が認識する他の因子に依存する。一般的に、０．１ｍｇ／ｋｇ～
１０００ｍｇ／ｋｇ体重／日の活性成分の量が、負に荷電したポリマーの作用強度に応じ
て投与される。
【０１１６】
　製剤を、従来の非毒性の医薬的に許容される担体、アジュバントおよびビヒクルを含有
する薬用量単位製剤において、経口的に、局所的に、非経口的に、吸入またはスプレーに
よってまたは直腸的に投与することができる。本明細書で使用する非経口的という用語は
、経皮、皮下、血管内（例えば、静脈内）、筋肉内またはくも膜下腔内の注射または注入
技術などを含む。さらに、本発明の核酸分子および医薬的に許容される担体を含む医薬製
剤が提供される。本発明の核酸分子の１つ以上は、１つ以上の非毒性の医薬的に許容され
る担体および／または希釈剤および／またはアジュバント、ならびに所望の場合、他の活
性成分と共同して存在し得る。本発明の医薬組成物は、経口使用に適した形態、例えば、
錠剤、トローチ、ロゼンジ（lozenge）、水性または油性懸濁液、分散可能な粉末または
顆粒、乳濁液、硬または軟カプセル、またはシロップもしくはエリキシルであり得る。
【０１１７】
　経口使用のために意図される組成物を、医薬組成物の製造のための当技術分野で公知の
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任意の方法に従って調製することができ、このような組成物に、医薬的に洗練されかつ口
当たりのよい調製物を提供するために、１つ以上の甘味料、香料、着色料または保存料を
含めることができる。錠剤は、錠剤の製造に適した非毒性の医薬的に許容される賦形剤と
混合して活性成分を含有する。これらの賦形剤は、例えば、炭酸カルシウム、炭酸ナトリ
ウム、乳糖、リン酸カルシウムまたはリン酸ナトリウム等の不活性希釈剤；造粒および崩
壊剤、例えば、コーンスターチ、またはアルギン酸；結合剤、例えばデンプン、ゼラチン
またはアカシア、および潤滑剤、例えばステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸または
タルクであり得る。錠剤は、非コーティングであり得るか、または公知の技術によってコ
ーティングされ得る。いくつかの場合において、このようなコーティングを、胃腸管中で
の崩壊および吸収を遅延させるための公知の技術によって調製することができ、それによ
り、より長時間にわたって持続した作用が提供される。例えば、モノステアリン酸グリセ
リンまたはジステアリン酸グリセリン等の時間遅延材料を用いることができる。
【０１１８】
　経口使用のための製剤を、硬ゼラチンカプセルとして提示することもでき、ここで、活
性成分は、不活性固体希釈剤、例えば、炭酸カルシウム、リン酸カルシウムまたはカオリ
ンと混合され、または軟ゼラチンカプセルとして提示することもでき、ここで、活性成分
は、水または油媒体、例えば、ピーナツ油、流動パラフィンまたはオリーブ油と混合され
る。
【０１１９】
　水性懸濁液は、水性懸濁液の製造に適した賦形剤と混合して活性材料を含有する。この
ような賦形剤は、懸濁剤、例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム、メチルセル
ロース、ヒドロプロピル－メチルセルロース、アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピロリ
ドン、トラガントゴムおよびアカシアゴムであり；分散または湿潤剤は、天然のホスファ
チド、例えば、レシチン、または脂肪酸とのアルキレンオキシドの縮合産物、例えば、ス
テアリン酸ポリオキシエチレン、または長鎖脂肪族アルコールとのエチレンオキシドの縮
合産物、例えば、ヘプタデカエチレンオキシセタノール、またはポリオキシエチレンソル
ビトールモノオレアート等の脂肪酸およびヘキシトールに由来する部分エステルとのエチ
レンオキシドの縮合産物、または脂肪酸およびヘキシトール無水物に由来する部分エステ
ルとのエチレンオキシドの縮合産物、例えばポリエチレンソルビタンモノオレアートであ
り得る。水性懸濁液は、１つ以上の保存料、例えば、エチル、またはｎ－プロピルｐ－ヒ
ドロキシベンゾアート、１つ以上の着色料、１つ以上の香料、およびショ糖またはサッカ
リン等の１つ以上の甘味料も含有し得る。
【０１２０】
　油性懸濁液を、植物油、例えば、ラッカセイ油、オリーブ油、ゴマ油もしくはココナツ
油、またはミネラルオイル、例えば、流動パラフィン中に活性成分を懸濁することによっ
て製剤することができる。油性懸濁液は、増粘剤、例えば、蜜蝋、硬質パラフィンまたは
セチルアルコールを含有することができる。甘味料および香料を、口当たりのよい経口調
製物を提供するために添加することができる。これらの組成物を、アスコルビン酸等の抗
酸化剤の添加によって保存することができる。
【０１２１】
　水の添加による水性懸濁液の調製に適した分散可能粉末および顆粒は、分散または湿潤
剤、懸濁剤および１つ以上の保存料と混合した活性成分を提供する。適切な分散もしくは
湿潤剤または懸濁剤は、既に上記したものによって例示される。さらなる賦形剤、例えば
、甘味料、香料および着色料も存在し得る。
【０１２２】
　本発明の医薬組成物は、水中油乳濁液の形態にもあり得る。油相は、植物油またはミネ
ラルオイルまたはこれらの混合物であり得る。適切な乳化剤は、天然ゴム、例えば、アカ
シアゴムまたはトラガントゴム、天然ホスファチド、例えば、ダイズレシチン、および脂
肪酸およびヘキシトール無水物に由来するエステルまたは部分エステル、例えば、ソルビ
タンモノオレアート、およびエチレンオキシドとの該部分エステルの縮合産物、例えばポ
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リオキシエチレンソルビタンモノオレアートであり得る。乳濁液は、甘味料および香料も
含有することができる。
【０１２３】
　シロップおよびエリキシルを、甘味料、例えば、グリセロール、プロピレングリコール
、ソルビトール、グルコースまたはショ糖とともに製剤することができる。このような製
剤は、粘滑薬、保存料、香料、着色料も含有することができる。医薬組成物は、滅菌注射
用水性懸濁液または油性懸濁液の形態であり得る。この懸濁液を、上記した適切な分散ま
たは湿潤剤および懸濁剤を使用して公知の技術に従って製剤することができる。滅菌注射
用調製物は、例えば、１，３－ブタンジオール中の溶液のような、非毒性の非経口的に許
容される希釈剤または溶媒中の滅菌注射用溶液または懸濁液でもあり得る。用いることが
できる許容されるビヒクルおよび溶媒には、水、リンゲル液および等張性塩化ナトリウム
溶液がある。さらに、滅菌固定油が、溶媒または懸濁媒体として慣習的に用いられる。こ
の目的のために、合成モノまたはジグリセリドを含む任意の刺激のない固定油を用いるこ
とができる。さらに、オレイン酸等の脂肪酸の、注射剤の調製における使用が見出される
。
【０１２４】
　本発明の核酸分子を、坐薬の形態で、例えば、薬物の直腸投与のために、または膀胱自
体へ直接的にカテーテルを介して投与することもできる。これらの組成物を、常温では固
体であるが、直腸温度では液体であり、それゆえ、直腸中で融解して、薬物を放出する適
切な無刺激性の賦形剤とともに薬物を混合することによって調製することができる。この
ような材料には、ココアバターおよびポリエチレングリコールが含まれる。
【０１２５】
　本発明の核酸分子を、滅菌媒体中で非経口的に投与することができる。使用されるビヒ
クルおよび濃度に応じて、薬物は、ビヒクル中で懸濁されるかまたは溶解されるかいずれ
かであり得る。有利には、局所麻酔薬、保存料および緩衝剤等のアジュバントを、ビヒク
ル中に溶解することができる。
【０１２６】
　単回薬用量形態を産生するために担体材料と組み合わされ得る活性成分の量は、処置さ
れる宿主および特定の投与様式に応じて変動する。薬用量単位形態は一般的に、約１ｍｇ
～約１０００ｍｇの活性成分を含有する。
【０１２７】
　任意の特定の患者または対象のための特定の用量レベルが、用いられる特定の化合物の
活性、年齢、体重、一般的な健康、性別、食事、投与の時間、投与の経路、および排泄の
速度、薬物の組み合わせおよび治療を受けている特定の疾患の重篤度を含む種々の因子に
依存することが理解される。
【０１２８】
　非ヒト動物への投与のために、組成物を、動物の食餌または飲料水へ添加することもで
きる。それにより動物が組成物の治療的に適切な量をその食餌と一緒に摂取するように動
物の食餌および飲料水組成物を処方することは好都合であり得る。食餌またくは飲料水へ
の添加のためのプレミックスとして組成物を提示することも好都合であり得る。
【０１２９】
　組成物を全体的な治療効果を増加させるために、他の治療化合物との組み合わせで対象
へ投与することもできる。徴候を処置するための複数の化合物の使用は、副作用の存在を
低下させながら、有益な効果を増加させることができる。
【０１３０】
　あるいは、本発明の特定の核酸分子を、真核生物プロモーターから細胞内で発現させる
ことができる（例えば、Izant and Weintraub, 1985, Science, 229, 345；McGarry and 
Lindquist, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 83, 399；Scanlon et al., 1991, Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 10591 5；Kashani-Sabet et al., 1992, Antisense Res. 
Dev., 2, 3 15；Dropulic et al., 1992, J. Virol., 66, 1432 41；Weerasinghe et al.
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, 1991, J. Virol., 65, 5531 4；Ojwang et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
89, 10802 6；Chen et al., 1992, Nucleic Acids Res., 20, 4581 9；Sarver et al., 1
990 Science, 247, 1222 1225；Thompson et al, 1995, Nucleic Acids Res., 23, 2259
；Good et al., 1997, Gene Therapy, 4, 45；これらの参考文献のすべての全体を本明細
書に参照により組み入れる）。当業者は、任意の核酸を、適切なＤＮＡ／ＲＮＡベクター
から真核細胞において発現させ得ることを理解する。
【０１３１】
　一つの局面において、本発明は、本発明の核酸分子の少なくとも１つをコードする核酸
配列を含む発現ベクターを特徴とする。本発明の核酸分子をコードする核酸配列は、核酸
分子の発現を可能にする様式で作動可能に連結される。
【０１３２】
　核酸分子配列の転写は、真核生物ＲＮＡポリメラーゼＩ（ｐｏｌＩ）、ＲＮＡポリメラ
ーゼＩＩ（ｐｏｌＩＩ）、またはＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ（ｐｏｌＩＩＩ）のためのプ
ロモーターから駆動される。ｐｏｌＩＩまたはｐｏｌＩＩＩプロモーターからの転写産物
は、すべての細胞において高レベルで発現し；所定の細胞型における所定のｐｏｌＩＩプ
ロモーターのレベルは、付近に存在する遺伝子調節配列（エンハンサー、サイレンサー等
）の性質に依存する。原核生物ＲＮＡポリメラーゼ酵素が適切な細胞中で発現されるので
あれば、原核生物ＲＮＡポリメラーゼプロモーターも使用される（Elroy-Stein and Moss
, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 6743 7；Gao and Huang 1993, Nucleic Acid
s Res., 21, 2867 72；Lieber et al., 1993, Methods Enzymol., 217, 47 66；Zhou et 
al., 1990, Mol. Cell. Biol., 10, 4529 37）。これらの参考文献のすべてを本明細書に
参照により組み入れる。何名かの研究者が、このようなプロモーターから発現されるリボ
ザイム等の核酸分子が哺乳動物細胞中で機能できることを実証している（例えば、Kashan
i-Sabet et al., 1992, Antisense Res. Dev., 2, 3 15；Ojwang et al., 1992, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 89, 10802 6；Chen et al, 1992, Nucleic Acids Res., 20, 4581
 9；Yu et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 6340 4；L’Huillier et al.,
 1992, EMBO J., 11, 4411 8；Lisziewicz et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.
A, 90, 8000 4；Thompson et al., 1995, Nucleic Acids Res., 23, 2259；Sullenger & 
Cech, 1993, Science, 262, 1566）。
【０１３３】
　別の局面において、本発明は、本発明の核酸分子の発現を可能にする様式で、本発明の
核酸分子の少なくとも１つをコードする核酸配列を含む発現ベクターを特徴とする。一つ
の実施態様において、発現ベクターは、ａ）転写開始領域；ｂ）転写終結領域；ｃ）少な
くとも１つの該核酸分子をコードする核酸配列を含み；ここで、該配列は、該核酸分子の
発現および／または送達を可能にする様式で、該開始領域および該終結領域へ作動可能に
連結される。
【０１３４】
　本発明のさらなる目的は、適切な容器、その中に配置される医薬的に許容される形態の
本発明の治療薬、およびその使用のための説明書を含むキットを提供することである。
【０１３５】
　別の実施態様において、本発明の単離された核酸分子は、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タン
パク質、および／またはＭＧ５３受容体のヌクレオチド配列の相補体である核酸分子を含
む。本明細書で使用する「相補的」という用語は、核酸分子のヌクレオチド単位間のワト
ソン・クリックまたはフーグスティーン塩基対形成を指し、「結合」という用語は、２つ
のポリペプチドもしくは化合物または会合したポリペプチドもしくは化合物またはそれら
の組み合わせの間の物理的または化学的相互作用を意味する。結合には、イオン性、非イ
オン性、ファンデルワールス、疎水性相互作用などが含まれる。物理的な相互作用は、直
接的または間接的のいずれかであり得る。
【０１３６】
　本明細書で使用する「フラグメント」は、核酸の場合には特異的なハイブリダイゼーシ
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ョンを、またはアミノ酸の場合にはエピトープの特異的認識を可能にするのに十分な長さ
である、少なくとも６個の（連続した）核酸または少なくとも４個の（連続した）アミノ
酸の配列として定義され、多くとも全長未満のいくらかの部分である。
【０１３７】
　「宿主細胞」という用語には、異種核酸を保有させるのに使用され得るか、または異種
核酸によってコードされるペプチドもしくはタンパク質を発現する細胞が含まれる。宿主
細胞は、細胞のネイティブな（非組換え）形態内では見出されない遺伝子、遺伝子が改変
され、人工的な手段によって細胞中へ再導入される場合の細胞のネイティブな形態におい
て見出される遺伝子、または細胞から核酸を取り出すことなしに人工的に改変された細胞
に対して内因性の核酸を含むことができる。宿主細胞は、真核細胞または原核細胞であり
得る。細菌の培養に必要な一般的な生育条件は、BERGEY’S MANUAL OF SYSTEMATIC BACTE
RIOLOGY, Vol. 1, N. R. Krieg, ed., Williams and Wilkins, Baltimore/London (1984)
等のテキストにおいて見出され得る。「宿主細胞」は、内因性の遺伝子もしくはプロモー
ターまたはその両方が、本発明の複合体のポリペプチド成分の１つ以上を産生するように
改変されているものでもあり得る。
【０１３８】
　「誘導体」は、直接的にか、改変によるか、または部分的置換によるかのいずれかでネ
イティブな化合物から形成される組成物である。
【０１３９】
　「アナログ」は、ネイティブな化合物と類似しているが同一ではない構造を有する核酸
配列またはアミノ酸配列である。
【０１４０】
　本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログには、同一のサイズの核酸また
はアミノ酸配列にわたって、または整列された配列と比較した場合に（ここで整列が当技
術分野で公知のコンピュータ相同性プログラムによって実施されるか、もしくはそのコー
ドする核酸がストリンジェントな、中程度にストリンジェントな、または低度にストリン
ジェントな条件下で本発明のタンパク質をコードする配列の相補体とハイブリダイズでき
る）、本発明の核酸またはタンパク質と、種々の実施態様において、少なくとも約３０％
、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または９５％の同一性（好ましい
同一性は８０～９５％である）で実質的に相同である領域を含む分子が含まれるが、それ
らに限定されるわけではない。例えば、Ausubel, et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECU
LAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, N.Y., 1993を参照されたい。核酸の誘導体
および改変体には、遺伝子置換、部位特異的変異、欠失、挿入、組換え、修復、シャッフ
リング、エンドヌクレアーゼ消化、ＰＣＲ、サブクローニング、および関連技術によって
得られるものが含まれる。
【０１４１】
　「ホモログ」は、天然であり得るか、または関連した配列を有する１つ以上の核酸の人
工的な合成によって、もしくは関連した核酸を生成するための１つ以上の核酸の改変によ
って作製され得る。核酸は、天然でまたは人工的に、共通の祖先配列に由来する場合、相
同的である（例えば、オルソログまたはパラログ）。２つの核酸間の相同性が明確に記載
されていない場合、相同性を、２つ以上の配列間の核酸比較によって推定することができ
る。配列が、ある程度の配列類似性、例えば、一次アミノ酸構造レベルで約３０％超を示
す場合、それらは、共通の祖先を共有すると結論付けられる。本発明の目的のために、核
酸配列が、低ストリンジェンシー条件下で組換えおよび／またはハイブリダイゼーション
を可能にするのに十分に類似している場合、遺伝子は相同的である。
【０１４２】
　本明細書で使用する「ハイブリダイゼーション」は、配列が複雑な混合物（例えば、全
細胞）のＤＮＡまたはＲＮＡ中に存在する場合を含む、低度に、中程度に、または高度に
ストリンジェントな条件下で、特定のヌクレオチド配列のみと分子が結合、二本鎖形成、
またはハイブリダイズすることを指す。
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【０１４３】
　さらに、当業者は、核酸の変化が化学的に類似のアミノ酸の置換を生じる、コード配列
において単一のアミノ酸または少数のアミノ酸を変化、付加または欠失する、核酸の置換
、欠失または付加も、「保存的変異」に含まれることを認識する。互いに保存的置換とし
て作用し得るアミノ酸は、以下を含む：塩基性：アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）、ヒス
チジン（Ｈ）；酸性：アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）、アスパラギン（Ｎ）
、グルタミン（Ｑ）；親水性：グリシン（Ｇ）、アラニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、ロイシ
ン（Ｌ）、イソロイシン（Ｉ）；疎水性：フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、ト
リプトファン（Ｗ）；含硫：メチオニン（Ｍ）、システイン（Ｃ）。さらに、保存的変化
によって異なる配列は、一般的に相同的である。
【０１４４】
　変異誘発、ＰＣＲ、クローニングなどを含む本発明の実施に有用な分子生物学的技術の
記載は、Berger and Kimmel, GUIDE TO MOLECULAR CLONING TECHNIQUES, METHODS IN ENZ
YMOLOGY, volume 152, Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (Berger)；Sambrook 
et al., MOLECULAR CLONING--A LABORATORY MANUAL (2nd Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989、およびCURRENT PROTOCOLS I
N MOLECULAR BIOLOGY, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint vent
ure between Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc.；Berg
er、Sambrook、およびAusubelならびにMullis et al., 米国特許第4,683,202号 (1987)；
PCR PROTOCOLS A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS (Innis et al. eds), Academic P
ress, Inc., San Diego, Calif. (1990) (Innis)；Arnheim & Levinson (Oct. 1, 1990) 
C&EN 36-47；Lueng, et al.,を含む。
【０１４５】
　さらに別の実施態様において、本発明の核酸を、哺乳動物発現ベクターを使用して、哺
乳動物細胞中で発現させる。原核細胞および真核細胞の両方に適した発現系については、
例えば、Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2nd ed., Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbo
r, N.Y., 1989の第１６章および第１７章を参照されたい。
【０１４６】
　ポリヌクレオチドは、ＤＮＡ分子、ｃＤＮＡ分子、ゲノムＤＮＡ分子、またはＲＮＡ分
子であり得る。ＤＮＡまたはＲＮＡとしてのポリヌクレオチドは、Ｔ（チミジン）が、Ｕ
（ウラシル）でもあり得る配列を含み得る。ポリヌクレオチドの特定の位置にあるヌクレ
オチドが、逆平行ＤＮＡまたはＲＮＡ鎖における同じ位置のヌクレオチドとともにワトソ
ン・クリック対合を形成できる場合、ポリヌクレオチドおよびＤＮＡ分子またはＲＮＡ分
子は、その位置で互いに相補的である。ポリヌクレオチドおよびＤＮＡ分子またはＲＮＡ
分子は、各分子における対応する位置の十分な数が、所望のプロセスをもたらすために互
いにハイブリダイズできるヌクレオチドによって占有される場合、互いに実質的に相補的
である。
【０１４７】
　組換えＤＮＡでの宿主細胞の形質転換は、当業者に周知の従来の技術によって実施され
得る。「形質転換」によって、新たなＤＮＡ（すなわち、細胞に対して外因性のＤＮＡ）
の組み込み後の細胞中で誘導される持続的なまたは一過性の遺伝子変化が意味される。
【０１４８】
　別の実施態様において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型において優先的
に核酸の発現を指示できる（例えば、組織特異的調節エレメントが、核酸を発現させるた
めに使用される）。組織特異的調節エレメントは、当技術分野において公知である。適切
な組織特異的プロモーターの非限定的な例には、アルブミンプロモーター（肝臓特異的；
Pinkert, et al., 1987. Genes Dev. 1: 268-277)、リンパ系特異的プロモーター（Calam
e and Eaton, 1988. Adv. Immunol. 43: 235-275）、特にＴ細胞受容体のプロモーター（
Winoto and Baltimore, 1989. EMBO J. 8: 729-733）および免疫グロブリン（Banerji, e
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t al., 1983. Cell 33: 729-740；Queen and Baltimore, 1983. Cell 33: 741-748）、ニ
ューロン特異的プロモーター（例えば、神経フィラメントプロモーター；Byrne and Rudd
le, 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477）、膵臓特異的プロモーター（Ed
lund, et al., 1985. Science 230: 912-916）、および乳腺特異的プロモーター（例えば
、乳清プロモーター；米国特許第4,873,316号および欧州出願公開第264,166号）が含まれ
る。発達調節されるプロモーター、例えば、マウスｈｏｘプロモーター（Kessel and Gru
ss, 1990. Science 249: 374-379）およびαフェトプロテインプロモーター（Campes and
 Tilghman, 1989. Genes Dev. 3: 537-546）も包含される。
【０１４９】
　任意の実施態様において、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、および／またはＭＧ５
３受容体をコードする核酸は、１つ以上の裸のＤＮＡ；適切な発現ベクター中に配置され
そしてエピソームで維持される１つ以上の核酸；宿主細胞のゲノム中へ組込まれた１つ以
上の核酸；複合体の成分をコードする内因性遺伝子の改変型；１つ以上の調節核酸配列と
組み合わされた１つ以上の核酸；またはそれらの組み合わせとして存在し得る。核酸は、
リンカーペプチドまたは融合タンパク質成分、例えば、Ｈｉｓタグ、ＦＬＡＧタグ、蛍光
タンパク質、ＧＳＴ、ＴＡＴ、抗体部分、シグナルペプチドなどを、５’末端に、３’末
端に、またはＯＲＦ内の任意の位置で所望により含み得る。
【０１５０】
　好ましい実施態様において、本発明の核酸は、ＭＧ５３受容体の可溶性（すなわち、細
胞外）部分をコードするポリヌクレオチドを含む。本明細書に記載される任意の実施態様
を、当業者に周知の標準的な分子生物学的および遺伝学的アプローチを使用して達成する
ことができる。
【０１５１】
　宿主がＥ．ｃｏｌｉ等の原核生物である場合、ＤＮＡ取り込みのできるコンピテント細
胞を、対数増殖期後に回収され、その後当技術分野で周知の手順によりＣａＣｌ２法によ
って処理された細胞から調製することができる。あるいは、ＭｇＣｌ２、ＲｂＣｌ、リポ
ソーム、またはリポソーム－タンパク質抱合体を使用することができる。形質転換を、宿
主細胞のプロトプラストを形成した後に、または電気穿孔法によって実施することもでき
る。これらの例は、本発明を限定するものではなく；当業者に周知であり、そして本発明
の範囲内にあることが意図される宿主細胞をトランスフェクトするための多数の技術が存
在する。
【０１５２】
　宿主が真核生物の場合、ＤＮＡでのトランスフェクションの方法は、リン酸カルシウム
共沈、マイクロインジェクション等の従来の機械的手順、電気穿孔法、リポソーム中に封
入したプラスミドの挿入、またはウイルスベクターを含み、そして当技術分野で公知のそ
の他の方法が使用され得る。真核細胞は、酵母細胞（例えば、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅ
ｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）であり得るか、またはヒト細胞を含む哺乳動物細胞であり得
る。組換えタンパク質の長期間で高収量の産生のためには、安定発現が好ましい。
【０１５３】
　ポリペプチド
　他の実施態様において、本発明は、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、および／また
はＭＧ５３受容体ポリペプチド、抗体ポリペプチド、またはそれらの生物的に活性な部分
をコードする単離された核酸分子に関する。複合体のポリペプチドを、例えば、標準的な
方法に従ってペプチド合成装置を使用して；または細胞もしくは細胞抽出物中で個別に各
ポリペプチドを発現させ、次いでこのポリペプチドを単離および精製することによって形
成することができる。
【０１５４】
　抗体
　本明細書で使用する「抗体」という用語は、免疫グロブリン分子および免疫グロブリン
（Ｉｇ）分子の免疫学的に活性な部分、すなわち、少なくとも１つの、好ましくは２つの
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重（Ｈ）鎖可変領域（本明細書ではＶＨと略記する）および少なくとも１つの、好ましく
は２つの軽（Ｌ）鎖可変領域（本明細書ではＶＬと略記する）を含む抗原に特異的に結合
する（免疫反応する）抗原結合部位を含有する分子を指す。このような抗体には、ポリク
ローナル、モノクローナル、キメラ、単鎖、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２フラ
グメント、およびＦａｂ発現ライブラリーが含まれるが、それらに限定されるわけではな
い。ＶＨ領域およびＶＬ領域をさらに、より保存された「フレームワーク領域」（ＦＲ）
と呼ばれる領域によって分散された「相補性決定領域」（「ＣＤＲ」）と呼ばれる超可変
性の領域へ細分することができる。フレームワーク領域およびＣＤＲの範囲は、厳密に規
定されている（Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
 Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publ
ication No. 91-3242、およびChothia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917（
本明細書に参照により組み入れる）参照）。各ＶＨおよびＶＬは、アミノ末端からカルボ
キシ末端へ以下の順序：ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ
４で配置される３つのＣＤＲおよび４つのＦＲから構成される。一般的に、ヒトから得ら
れた抗体分子は、分子中に存在する重鎖の性質によって互いに異なるＩｇＧ、ＩｇＭ、Ｉ
ｇＡ、ＩｇＥおよびＩｇＤのクラスのいずれかと関連する。特定のクラスはさらにＩｇＧ

１、ＩｇＧ２、およびその他のようなサブクラスを有する。さらに、ヒトにおいて、軽鎖
は、κ鎖またはλ鎖であり得る。抗体に対する本明細書における言及には、このようなク
ラス、サブクラスおよびヒト抗体種の型のすべてに対する言及が含まれる。
【０１５５】
　抗体を、免疫化物質として目的のペプチドを含有するインタクトなポリペプチドまたは
フラグメントから調製し得る。好ましい抗原性ポリペプチドフラグメントは、ＭＧ５３、
ＭＧ５３結合タンパク質、またはＭＧ５３受容体タンパク質の１５～１００個の連続した
アミノ酸である。一つの実施態様において、ペプチドは、ポリペプチドの非膜貫通ドメイ
ン中に、例えば、細胞外または細胞内ドメイン中に位置する。例示的な抗体または抗体フ
ラグメントは、細胞外環境から接近可能でありそしてタンパク質の機能性を変化させるエ
ピトープへ結合する。特定の実施態様において、本発明は、ＭＧ５３タンパク質、ＭＧ５
３結合タンパク質、および／またはＭＧ５３受容体タンパク質、それらの変異形、部分お
よび／または組み合わせの１つ以上のエピトープを認識しそしてそれに特異的である抗体
を含む。別の実施態様において、本発明の抗体は、ＭＧ５３／ＭＧ５３受容体相互作用を
標的化しそしてそれに干渉してシグナル伝達を阻害し得る。
【０１５６】
　モノクローナル抗体の調製は、当技術分野において周知である；例えば、Harlow et al
., Antibodies: A Laboratory Manual, page 726 (Cold Spring Harbor Pub. 1988)を参
照されたい。モノクローナル抗体を、マウスまたはウサギに抗原を含む組成物を注射し、
血清試料を取り出すことによって抗体産生の存在を確認し、脾臓を摘出してＢリンパ球を
得、リンパ球をミエローマ細胞と融合させてハイブリドーマを産生し、ハイブリドーマを
クローニングし、抗原に対する抗体を産生する陽性クローンを選択し、そしてハイブリド
ーマ培養物から抗体を単離することによって得ることができる。モノクローナル抗体を、
当技術分野で周知の技術によってハイブリドーマ培養物から単離および精製することがで
きる。
【０１５７】
　他の実施態様において、抗体を、組換え産生することができ、例えば、ファージディス
プレイによってまたはコンビナトリアル法によって産生することができる。ファージディ
スプレイおよびコンビナトリアル法を使用して、ＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、お
よび／またはＭＧ５３受容体タンパク質またはそれらのフラグメントへ結合する組換え抗
体を単離することができる（例えば、Ladner et al. 米国特許第5,223,409号；Fuchs et 
al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372；Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 
3:81-85；Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281；Clackson et al. (1991) Nature
 352:624-628；Gram et al. (1992) PNAS 89:3576-3580に記載されるように）。
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【０１５８】
　ヒトモノクローナル抗体を、マウスの系ではなくヒト免疫グロブリン遺伝子を保有する
トランスジェニックマウスを使用して生成することもできる。目的の抗原で免疫化された
これらのトランスジェニックマウス由来の脾細胞は、ヒトタンパク質由来のエピトープに
対する特異的親和性を有するヒトｍＡｂを分泌するハイブリドーマを産生するために使用
される（例えば、Wood et al. 国際出願WO 91/00906；Lonberg, N. et al. 1994 Nature 
368:856-859；Green, L. L. et al. 1994 Nature Genet. 7:13-21；Morrison, S. L. et 
al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855参照）。
【０１５９】
　本発明の複合体の成分または複合体自体に対する治療上有用な抗体は、「ヒト化」モノ
クローナル抗体に由来し得る。ヒト化モノクローナル抗体は、マウス免疫グロブリンの重
および軽可変鎖からヒト可変ドメインへマウス相補性決定領域を移し、次いでヒト残基を
マウスの対応物のフレームワーク領域へ置換することによって産生される。ヒト化モノク
ローナル抗体由来の抗体成分の使用は、マウス定常領域の免疫原性と関連した潜在的な問
題を除去する。ヒト化モノクローナル抗体を産生するための技術は、Jones et al., Natu
re 321: 522, 1986およびSinger et al., J. Immunol. 150: 2844, 1993において見出さ
れ得る。抗体は、コンビナトリアル免疫グロブリンライブラリーから単離されたヒト抗体
フラグメントにも由来し得る；例えば、Barbas et al., Methods: A Companion to Metho
ds in Enzymology 2, 119, 1991を参照されたい。さらに、キメラ抗体を、適切な抗原特
異性を有するマウス抗体分子由来の遺伝子を、適切な生物学的特異性のヒト抗体分子由来
の遺伝子と一緒にスプライスすることによって得ることができる；例えば、Takeda et al
., Nature 314: 544-546, 1985を参照されたい。キメラ抗体は、異なる部分が、異なる動
物種由来であるものである。
【０１６０】
　抗イディオタイプ技術を、エピトープを模倣するモノクローナル抗体を産生するために
使用することができる。第一のモノクローナル抗体に対して作製された抗イディオタイプ
モノクローナル抗体は、第一のモノクローナル抗体によって結合されるエピトープの「イ
メージ」である超可変領域における結合ドメインを有する。あるいは、単鎖抗体を産生す
るために使用される技術を、単鎖抗体を産生するために使用することができる。単鎖抗体
は、アミノ酸架橋を介してＦｖ領域の重鎖および軽鎖フラグメントを連結して、単鎖ポリ
ペプチドを生じさせることによって形成される。特異的エピトープ、例えば細胞外エピト
ープを認識する抗体フラグメントを、当技術分野で周知の技術によって生成することがで
きる。このようなフラグメントは、タンパク質分解性消化によって産生されるＦａｂフラ
グメント、およびジスルフィド架橋を還元することによって生成されるＦａｂフラグメン
トを含む。免疫療法のために使用される場合、モノクローナル抗体、そのフラグメント、
またはそれらの両方は、標識されていなくてもよく、または治療薬で標識されてもよい。
これらの薬剤は、当技術分野で周知の技術によって、モノクローナル抗体へ直接的にまた
は間接的に連結されることができ、薬物、放射性同位体、レクチンおよび毒素等の薬剤を
含む。
【０１６１】
　モノクローナル抗体の投与のための薬用量範囲は、所望の効果を生じるのに十分に大き
く、年齢、状態、体重、性別、年齢および処置しようとする状態の程度で変動し、当業者
によって容易に決定され得る。薬用量は、約０．１ｍｇ／ｋｇ～約２０００ｍｇ／ｋｇで
あり得る。モノクローナル抗体を、静脈内、腹腔内、筋肉内、および／または皮下に投与
することができる。
【０１６２】
　本発明の特定の実施態様において、抗原性ペプチドによって包含される少なくとも１つ
のエピトープは、タンパク質の表面上に位置するＭＧ５３、ＭＧ５３結合タンパク質、お
よび／またはＭＧ５３受容体の領域、例えば親水性領域である。タンパク質配列の疎水性
分析は、ポリペプチドのどの領域が特に疎水性であり、それゆえ、抗体産生の標的化に有
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用な表面残基をコードしそうであることを示す。抗体産生を標的化するための手段として
、親水性および疎水性の領域を示すヒドロパシープロットが、例えば、フーリエ変換を伴
うかまたは伴わないＫｙｔｅ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ法またはＨｏｐｐ　Ｗｏｏｄｓ法を含
む当技術分野で周知の任意の方法によって生成され得る。例えば、Hopp and Woods, 1981
, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78: 3824-3828；Kyte and Doolittle 1982, J. Mol. Biol
. 157: 105-142を参照されたい（各々の全体を本明細書に参照により組み入れる）。抗原
性タンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログまたはホモログ内の１つ以上
のドメインに特異的な抗体も本明細書で提供される。本発明のタンパク質、またはその誘
導体、フラグメント、アナログ、ホモログまたはオルソログは、これらのタンパク質成分
と免疫特異的に結合する抗体の生成における免疫原として利用され得る。
【０１６３】
　ヒト抗体
　完全ヒト抗体は本質的に、ＣＤＲを含む軽鎖および重鎖の両方の配列全体が、ヒト遺伝
子から生じる抗体分子に関する。このような抗体は、本明細書において「ヒト抗体」、ま
たは「完全ヒト抗体」と呼ばれる。ヒトモノクローナル抗体を、トリオーマ（trioma）技
術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Kozbor, et al., 1983 Immunol Today 4: 72参照）
およびヒトモノクローナル抗体を産生するためのＥＢＶハイブリドーマ技術（Cole, et a
l., 1985 In: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 7
7-96参照）によって調製することができる。ヒトモノクローナル抗体は、本発明の実施に
おいて利用され得、ヒトハイブリドーマを使用することによって（Cote, et al., 1983. 
Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030参照）、またはヒトＢ細胞をエプスタイン・バー
ウイルスでインビトロでトランスフォームすることによって（Cole, et al., 1985 In: M
ONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96）産生され
得る。
【０１６４】
　さらに、ヒト抗体を、ファージディスプレイライブラリー（Hoogenboom and Winter, J
. Mol. Biol. 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)）を含む
さらなる技術を使用して産生することもできる。同様に、ヒト抗体を、トランスジェニッ
ク動物、例えば、内因性免疫グロブリン遺伝子が、部分的にまたは完全に不活性されてい
るマウスにヒト免疫グロブリン遺伝子座を導入することによって作製することができる。
チャレンジに際して、ヒト抗体産生が観察され、これは遺伝子再編成、構築、および抗体
レパートリーを含むすべての点において、ヒトで見られるものと密接に類似している。こ
のアプローチは、例えば、米国特許第5,545,807号；第5,545,806号；第5,569,825号；第5
,625,126号；第5,633,425号；第5,661,016号；およびMarks et al.(Bio/Technology, 10:
779-783 (1992))；Lonberg et al.(Nature, 368:856-859 (1994))；Morrison (Nature, 3
68:812-13 (1994))；Fishwild et al,(Nature Biotechnology, 14:845-51 (1996))；Neub
erger (Nature Biotechnology, 14:826 (1996))；およびLonberg and Huszar(Intern. Re
v. Immunol., 13:65-93 (1995))に記載される。
【０１６５】
　ヒト抗体はさらに、抗原によるチャレンジに応答して動物の内因性抗体ではなく完全ヒ
ト抗体を産生するように改変されたトランスジェニック非ヒト動物を使用して産生され得
る。非ヒト宿主において重および軽免疫グロブリン鎖をコードする内因性遺伝子は、無能
力化されており、ヒト重および軽鎖免疫グロブリンをコードする活性な遺伝子座が、宿主
のゲノム中へ挿入される。ヒトの遺伝子は、例えば、必要なヒトＤＮＡセグメントを含有
する酵母人工染色体を使用して組み込まれる。すべての所望の改変を提供する動物は、次
いで、改変の完全よりも少ない相補体を含有する中間トランスジェニック動物を交雑させ
ることによって子孫として得られる。このような非ヒト動物の好ましい実施態様は、マウ
スであり、ＰＣＴ公開WO 96/33735およびWO 96/34096に開示されるようにＸｅｎｏｍｏｕ
ｓｅ（商標）と呼ばれる。
【０１６６】
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　Ｆａｂフラグメントおよび単鎖抗体
　本発明によれば、技術を、本発明の抗原性タンパク質に特異的な単鎖抗体の産生のため
に適応させることができる（例えば、米国特許第4,946,778号参照）。さらに、方法を、
タンパク質またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモログに対する所望さ
れる特異性を有するモノクローナルＦａｂフラグメントの迅速かつ効果的な同定を可能に
するように、Ｆａｂ発現ライブラリーの構築（例えば、Huse, et al., Science 246:1275
-1281 (1989)参照）に適応させることができる。タンパク質抗原に対するイディオタイプ
を含有する抗体フラグメントは、（ｉ）抗体分子のペプシン消化によって産生されるＦ（
ａｂ’）２フラグメント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド架橋を還
元することによって生成されるＦａｂフラグメント；（ｉｉｉ）パパインおよび還元剤で
の抗体分子の処理によって生成されるＦａｂフラグメント、ならびに（ｉｖ）Ｆｖフラグ
メントを含むが、それらに限定されない当技術分野で公知の技術によって産生され得る。
【０１６７】
　二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対する結合特異性を有するモノクロ
ーナル抗体、好ましくはヒト抗体またはヒト化抗体である。本発明の場合、結合特異性の
うちの１つは、本発明の抗原性タンパク質に対するものである。第二の結合標的は、いず
れかの他の抗原であり、有利には、細胞表面タンパク質または受容体または受容体サブユ
ニットである。二重特異性抗体を作製するための方法は、当技術分野において公知である
。従来、二重特異性抗体の組換え産生は、２つの免疫グロブリン重鎖／軽鎖対の同時発現
に基づいており、ここで、２つの重鎖は、異なる特異性を有する（Milstein and Cuello,
 Nature, 305:537-539 (1983)）。免疫グロブリン重鎖および軽鎖の無作為な取り合わせ
の故に、これらのハイブリドーマ（クアドローマ）は、１０個の異なる抗体分子の潜在的
な混合物を産生し、そのうち、１つのみが、適正な二重特異性構造を有する。同様の手順
は、１９９３年５月１３日に発行されたWO 93/08829およびTraunecker et al., EMBO J.,
 10:3655-3659 (1991)に開示される。
【０１６８】
　所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン（抗体－抗原結合部位）を、免疫グロブリ
ン定常ドメイン配列へ融合することができる。二重特異性抗体の生成のさらなる詳細につ
いては、例えば、Suresh et al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986)；およびBren
nan et al., Science 229:81 (1985)を参照されたい。
【０１６９】
　さらに、Ｆａｂ’フラグメントを、Ｅ．ｃｏｌｉから直接的に回収し、化学的に結合し
て、二重特異性抗体を形成させることができる。Shalaby et al., J. Exp. Med. 175:217
-225 (1992)は、完全ヒト化二重特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の産生を記載する。各Ｆ
ａｂ’フラグメントは、Ｅ．ｃｏｌｉから個別に分泌され、二重特異性抗体を形成するた
めにインビトロでの定方向の化学的結合に供された。このように形成された二重特異性抗
体は、ＥｒｂＢ２受容体を過剰発現する細胞および正常ヒトＴ細胞へ結合でき、そしてヒ
ト乳腺腫瘍標的に対するヒト細胞傷害性リンパ球の溶解活性をトリガーすることができた
。
【０１７０】
　組換え細胞培養物から直接的に二重特異性抗体フラグメントを作製しそして単離するた
めの種々の技術も記載されている。例えば、二重特異性抗体は、ロイシンジッパーを使用
して産生されている。Kostelny et al., J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Hollin
ger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993）によって記載される「
ディアボディ（diabody）」技術は、二重特異性抗体フラグメントを作製するための代替
的なメカニズムを提供している。単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体の使用によって二重特異性抗
体フラグメントを作製するための別のストラテジーも報告されている。Gruber et al., J
. Immunol. 152:5368 (1994)を参照されたい。２個を超える結合価を有する抗体が意図さ
れる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tutt et al., J. Immunol. 147



(40) JP 2013-121357 A 2013.6.20

10

20

30

40

50

:60 (1991)。二重特異性抗体を、特定の抗原を発現する細胞へ細胞傷害性薬剤を方向付け
るのにも使用できる。これらの抗体は、抗原結合アームおよび細胞傷害性薬剤または放射
性核種キレート剤、例えばＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、またはＴＥＴＡを結合す
るアームを有する。
【０１７１】
　ヘテロ抱合抗体
　ヘテロ抱合抗体も、本発明の範囲内である。ヘテロ抱合抗体は、２つの共有結合した抗
体から構成される。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を望ましくない細胞に標的化
するため（米国特許第4,676,980号）、およびＨＩＶ感染の処置のため（WO 91/00360；WO
 92/200373；EP 03089）に提唱されている。抗体が、架橋剤を包含するものを含む、合成
タンパク質化学における公知の方法を使用して、インビトロで調製され得ることが意図さ
れる。例えば、免疫毒素を、ジスルフィド交換反応を使用して、またはチオエーテル結合
を形成することによって構築することができる。この目的に適した試薬の例には、イミノ
チオラートおよびメチル－４－メルカプトブチルイミダート、ならびに例えば、米国特許
第4,676,980号に開示されるものが含まれる。
【０１７２】
　免疫抱合体
　本発明は、化学薬剤または放射性同位体（すなわち、放射性抱合体）へ抱合した抗体を
含む免疫抱合体にも関する。抗体および細胞傷害性薬物の抱合体は、Ｎ－スクシンイミジ
ル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオナート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（Ｉ
Ｔ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチルアジピミダートＨＣＬ等）、活性型エ
ステル（ジスクシンイミジルスベラート等）、アルデヒド（グルタルアルデヒド等）、ビ
ス－アジド化合物（ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン等）、ビス－ジアゾ
ニウム誘導体（ビス（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミン等）、（トリレ
ン２，６－ジイソシアナート等の）ジイソシアナート塩、およびビス活性フッ素化合物（
１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン等）等の種々の二官能性タンパク質カッ
プリング剤を使用して作製される。例えば、リシン免疫毒素を、Vitetta et al., Scienc
e, 238: 1098 (1987)に記載されるように調製することができる。炭素１４標識１－イソ
チオシアナ－トベンジル－３－メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は
、抗体への放射性核種の抱合のための例示的なキレート剤である。WO94/11026を参照され
たい。
【０１７３】
　イムノリポソーム
　本明細書に開示する抗体を、イムノリポソーム（immunoliposome）として製剤すること
もできる。抗体を含有するリポソームは、Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 82: 3688 (1985)；Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980)；な
らびに米国特許第4,485,045号および第4,544,545号に記載されるような当技術分野で公知
の方法によって調製される。増強された循環時間を有するリポソームは、米国特許第5,01
3,556号に開示される。
【０１７４】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール、およびＰＥＧ誘導
体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含む脂質組成物を用いる逆相蒸
発法によって生成され得る。リポソームは、所望の直径を有するリポソームを生じさせる
ように規定された孔サイズのフィルターを通して押し出される。本発明の抗体のＦａｂ’
フラグメントは、ジスルフィド交換反応を介して、Martin et al ., J. Biol. Chem. 257
: 286-288 (1982)に記載されるようにして、リポソームへ抱合され得る。
【０１７５】
　本発明の抗体の治療有効量は一般的に、治療目的を達成するのに必要な量に関する。上
記のように、これは、特定の場合には、標的の機能性に干渉し、他の場合には、生理学的
応答を促進する、抗体とその標的抗原との間の結合相互作用であり得る。投与する必要が
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ある量はさらに、その特異的抗原に対する抗体の結合親和性に依存し、投与される抗体が
、それが投与される自由容積の他の対象から枯渇する速度にも依存する。本発明の抗体ま
たは抗体フラグメントの治療有効用量についての一般的な範囲は、非限定的な例として、
約０．１ｍｇ／ｋｇ体重～約５００ｍｇ／ｋｇ体重であり得る。一般的な投与頻度は、例
えば、１日２回から１週間に１回の範囲であり得る。
【０１７６】
　本発明のタンパク質に特異的に結合する抗体、および本明細書に開示されるスクリーニ
ングアッセイによって同定される他の分子を、医薬組成物の形態で種々の障害の処置のた
めに投与することができる。このような組成物の調製に関与する原理および考慮、ならび
に成分の選択におけるガイダンスは、例えば、Remington: The Science And Practice Of
 Pharmacy 19th ed. (Alfonso R. Gennaro, et al., editors) Mack Pub. Co., Easton, 
Pa.: 1995；Drug Absorption Enhancement: Concepts, Possibilities, Limitations, An
d Trends, Harwood Academic Publishers, Langhorne, Pa., 1994；およびPeptide And P
rotein Drug Delivery (Advances In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker,
 New Yorkにおいて提供される。活性成分は、例えば、コアセルベーション技術によって
かまたは界面重合によって調製されたマイクロカプセル、例えば、コロイド薬物送達シス
テム（例えばリポソーム、アルブミンミクロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子
およびナノカプセル）、またはマクロエマルジョンにおける、それぞれヒドロキシメチル
セルロースまたはゼラチンマイクロカプセルおよびポリ（メタクリル酸メチル）マイクロ
カプセル中にも封入され得る。インビボでの投与に使用されるべき製剤は、滅菌されてい
なければならない。これは、滅菌濾過メンブレンを通しての濾過によって容易に達成され
る。
【０１７７】
　徐放性調製物を調製することができる。徐放性調製物の適切な例には、マトリクスが成
形された物体、例えば、フィルムまたはマイクロカプセルの形態にある、抗体を含有する
固体疎水性ポリマーの半透性マトリックスが含まれる。徐放性マトリックスの例には、ポ
リエステル、ヒドロゲル（例えば、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリラート）、ま
たはポリ（ビニルアルコール））、ポリ乳酸（米国特許第3,773,919号）、Ｌ－グルタミ
ン酸とγ－エチル－Ｌ－グルタミン酸とのコポリマー、非分解性エチレン－酢酸ビニル、
ＬＵＰＲＯＮ　ＤＥＰＯＴ（商標）（乳酸－グリコール酸コポリマーと酢酸ロイプロリド
とから構成される注射用ミクロスフェア）等の分解性乳酸－グリコール酸コポリマー、お
よびポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が含まれる。エチレン－酢酸ビニルおよび乳
酸－グリコール酸等のポリマーは、１００日間を超える分子の放出を可能にするが、特定
のヒドロゲルは、より短い期間タンパク質を放出する。
【０１７８】
　ＥＬＩＳＡアッセイ
　分析物タンパク質を検出するための薬物は、分析物タンパク質へ結合できる抗体、好ま
しくは検出可能な標識を有する抗体である。抗体は、ポリクローナルであり得るか、また
はより好ましくはモノクローナルであり得る。インタクトな抗体、またはそのフラグメン
ト（例えば、ＦａｂまたはＦ（ａｂ）２）を、使用することができる。プローブまたは抗
体に関する「標識」という用語は、検出可能な物質をプローブまたは抗体へ結合させる（
すなわち、物理的に連結させる）ことによるプローブまたは抗体の直接的な標識、および
直接標識された別の試薬との反応性によるプローブまたは抗体の間接的な標識を包含する
ことが意図される。間接的標識の例には、蛍光標識された二次抗体を使用する一次抗体の
検出、および、それにより蛍光標識されたストレプトアビジンを用いて検出することがで
きる、ビオチンでのＤＮＡプローブの末端標識が含まれる。「生物学的試料」という用語
は、対象から単離された組織、細胞および生物学的液体、ならびに対象内に存在する組織
、細胞および液体を含むことが意図される。それゆえ、「生物学的試料」という用語の使
用には、血液ならびに、血清、血漿、またはリンパ液を含む血液の画分または成分が含ま
れる。すなわち、本発明の検出方法を、生物学的試料中の分析物ｍＲＮＡ、タンパク質、
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またはゲノムＤＮＡをインビトロおよびインビボで検出するために使用することができる
。例えば、分析物ｍＲＮＡの検出のためのインビトロ技術には、ノーザンハイブリダイゼ
ーションおよびインサイチュハイブリダイゼーションが含まれる。分析物タンパク質の検
出のためのインビトロ技術には、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブ
ロット、免疫沈降、および免疫蛍光が含まれる。分析物ゲノムＤＮＡの検出のためのイン
ビトロ技術には、サザンハイブリダイゼーションが含まれる。イムノアッセイを実施する
ための手順は、例えば、"ELISA: Theory and Practice: Methods in Molecular Biology"
, Vol. 42, J. R. Crowther (Ed.) Human Press, Totowa, N.J., 1995；"Immunoassay", 
E. Diamandis and T. Christopoulus, Academic Press, Inc., San Diego, Calif., 1996
；および"Practice and Thory of Enzyme Immunoassays", P. Tijssen, Elsevier Scienc
e Publishers, Amsterdam, 1985に記載される。さらに、分析物タンパク質の検出のため
のインビボ技術には、標識抗分析物タンパク質抗体の対象への導入が含まれる。例えば、
抗体を、対象中でのその存在および位置が、標準的な画像処理技術によって、腔内、また
は経皮的に、単独でまたはエフェクター細胞を用いて検出され得る放射性マーカーで標識
することができる。
【０１７９】
　本発明の治療薬の投与のための調製物には、滅菌水性または非水性溶液、懸濁液、およ
び乳濁液が含まれる。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコー
ル、オリーブ油等の植物油、およびオレイン酸エチル等の注射可能な有機エステルである
。水性担体には、水、アルコール性／水性溶液、乳濁液または懸濁液（生理食塩水および
緩衝化媒体を含む）が含まれる。ビヒクルには、塩化ナトリウム溶液、リンゲルデキスト
ロース、デキストロースおよび塩化ナトリウム、液体および栄養補充剤を含む乳酸リンゲ
ル静脈内ビヒクル、電解質補充剤などが含まれる。保存料および他の添加物、例えば、抗
菌剤、抗酸化剤、キレート剤および不活性ガスなどを添加し得る。
【０１８０】
　本発明の化合物、核酸分子、ポリペプチド、および抗体（本明細書で「活性化合物」と
もいう）、ならびにそれらの誘導体、フラグメント、アナログおよびホモログを、投与に
適した医薬組成物中へ組み込むことができる。このような組成物は典型的には、核酸分子
、タンパク質、または抗体、および医薬的に許容される担体を含む。本明細書で使用する
「医薬的に許容される担体」は、医薬投与に適合性の、任意のそしてすべての溶媒、分散
媒、コーティング、抗菌薬および抗真菌薬、等張剤および吸収遅延剤などを含むことが意
図される。適切な担体は、この分野の標準的な参考図書であるRemington's Pharmaceutic
al Sciencesの最新版（本明細書に参照により組み入れる）に記載されている。このよう
な担体または希釈剤の好ましい例には、水、生理食塩水、リンゲル液、デキストロース溶
液、および５％ヒト血清アルブミンが含まれるが、それらに限定されるわけではない。リ
ポソームおよび非水性ビヒクル、例えば固定油も使用され得る。医薬的に活性な物質のた
めのこのような媒体および薬剤の使用は、当技術分野において周知である。任意の従来の
媒体または薬物が、活性化合物と不適合でない限り、組成物におけるその使用が意図され
る。補足的な活性化合物を組成物中に組み込むこともできる。
【０１８１】
　本発明の医薬組成物は、その意図される投与経路に適合するように製剤される。投与経
路の例には、非経口、例えば、静脈内、皮内、皮下、経口（例えば、吸入）、経皮（すな
わち、局所）、経粘膜、腹腔内、および直腸投与が含まれる。非経口、皮内、または皮下
適用のために使用される溶液または懸濁液は、以下の成分を含み得る：滅菌希釈剤、例え
ば注射用水、生理食塩水、固定油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレング
リコールまたは他の合成溶媒；抗菌薬、例えばベンジルアルコールまたはメチルパラベン
；抗酸化剤、例えばアスコルビン酸または亜硫酸水素ナトリウム；キレート剤、例えばエ
チレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）；バッファー、例えば酢酸、クエン酸またはリン酸、
および浸透圧調整剤、例えば塩化ナトリウムまたはデキストロース。ｐＨを、塩酸または
水酸化ナトリウム等の酸または塩基で調整することができる。非経口調製物を、ガラスま
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たはプラスチック製のアンプル、使い捨てシリンジまたは複数回用量バイアル中に封入す
ることができる。
【０１８２】
　注射用途に適した医薬組成物には、滅菌水溶液（水溶性の場合）または分散液、および
滅菌注射溶液または分散液の即時調製のための滅菌粉末が含まれる。静脈内投与について
は、適切な担体には、生理食塩水、静菌性水、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ（商標）（BASF, Pars
ippany, N.J.）またはリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）が含まれる。すべての場合において、
組成物は、滅菌されていなければならず、容易な注射可能性が存在する程度まで流動性で
あるべきである。それは、製造および保存の条件下で安定でなければならず、細菌および
真菌等の微生物の混入作用に対して保存されなければならない。担体は、例えば、水、エ
タノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、および液体ポリ
エチレングリコールなど）、ならびにそれらの適切な混合物を含有する溶媒または分散媒
であり得る。適正な流動性は、例えば、レシチン等のコーティングの使用によって、分散
の場合は必要な粒子サイズの維持によって、および界面活性剤の使用によって維持され得
る。微生物の作用の防止は、種々の抗菌薬および抗真菌薬、例えば、パラベン、クロロブ
タノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサールなどによって達成され得る。多く
の場合、等張剤、例えば、糖、マンニトール等のポリアルコール、ソルビトール、塩化ナ
トリウムを組成物中に含めることが好ましい。注射用組成物の延長された吸収は、吸収を
遅延させる薬剤、例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを組成物中に含
めることによってもたらされ得る。
【０１８３】
　滅菌注射用溶液を、適切な溶媒中の必要な量の活性化合物（例えば、本発明の治療複合
体）を、必要に応じて上記に列挙する成分の１つまたは組み合わせとともに組み入れ、そ
の後濾過滅菌することによって調製することができる。一般的に、分散液は、活性化合物
を、塩基性分散媒および上記で列挙するものからの必要とされる他の成分を含有する滅菌
ビヒクル中へ組み入れることによって調製される。滅菌注射用溶液の調製のための滅菌粉
末の場合、調製方法は、以前に濾過滅菌したその溶液から活性成分＋任意のさらなる所望
の成分の粉末を生じる真空乾燥および凍結乾燥である。
【０１８４】
　経口組成物には一般的に、不活性希釈剤または食用担体が含まれる。それらを、ゼラチ
ンカプセル中に封入するか、または錠剤に圧縮することができる。経口治療投与の目的の
ために、活性化合物は、賦形剤とともに組み入れられ、錠剤、トローチ、またはカプセル
の形態で使用され得る。経口組成物はまた、口腔洗浄薬として使用するために液体担体を
使用して調製され得、ここで、液体担体中の化合物は、経口的に適用され、音を立てられ
（swish）、そして吐き出されるかまたは飲み込まれる。医薬的に適合性の結合剤、およ
び／またはアジュバント材料を、組成物の一部として含めることができる。錠剤、ピル、
カプセル、トローチなどは、以下の成分のいずれか、または同様の性質の化合物を含有す
ることができる：結合剤、例えば微結晶性セルロース、トラガントガムまたはゼラチン；
賦形剤、例えばデンプンまたは乳糖、崩壊剤、例えばアルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、ま
たはコーンスターチ；潤滑剤、例えばステアリン酸マグネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ
；流動促進剤、例えばコロイド性二酸化ケイ素；甘味料、例えばショ糖またはサッカリン
；または香料、例えばペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ香料。
【０１８５】
　経口投与のために、医薬組成物は、結合剤（例えば、アルファ化トウモロコシデンプン
、ポリビニルピロリドンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース）；充填剤（例えば
、乳糖、微結晶性セルロースまたはリン酸水素カルシウム）；潤滑剤（例えば、ステアリ
ン酸マグネシウム、タルクまたはシリカ）；崩壊剤（例えば、ジャガイモデンプンまたは
デンプングリコール酸ナトリウム）；または湿潤剤（例えば、ラウリル硫酸ナトリウム）
等の医薬的に許容される賦形剤を用いる従来の手段によって調製された、例えば、錠剤ま
たはカプセルの形態を取り得る。錠剤は、当技術分野で周知の方法によってコーティング
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され得る。経口投与のための液体調製物は、例えば、溶液、シロップ、または懸濁液の形
態を取り得るか、またはそれらは、使用前の水または他の適切なビヒクルを用いる構成の
ための乾燥産物として提示され得る。このような液体調製物は、懸濁剤（例えば、ソルビ
トールシロップ、セルロース誘導体または水素化食用脂肪）；乳化剤（例えば、レシチン
またはアカシア）；非水性ビヒクル（例えば、アーモンド油、油性エステル、エチルアル
コールまたは分別植物油）；および保存料（例えば、メチルもしくはプロピルｐ－ヒドロ
キシベンゾアートまたはソルビン酸）等の医薬的に許容される添加物を用いる従来の手段
によって調製され得る。調製物は、バッファー塩、香料、着色料、および甘味料も適宜含
有し得る。
【０１８６】
　経口投与のための調製物は、活性化合物の制御放出を与えるように適切に製剤され得る
。頬側投与のためには、組成物は、従来の様式で製剤された錠剤またはロゼンジの形態を
取り得る。吸入による投与のためには、本発明による使用のための化合物は、適切な噴霧
剤、例えば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフ
ルオロエタン、二酸化炭素または他の適切な気体を使用して、加圧パックまたは噴霧器か
らのエアロゾルスプレー提示の形態で簡便に送達される。加圧エアロゾルの場合、薬用量
単位は、測量された量を送達するためのバルブを提供することによって決定され得る。例
えば、吸入器または注入器における使用のためのゼラチンのカプセルおよびカートリッジ
は、化合物の粉末混合物および乳糖またはデンプン等の適切な粉末基材を含有して製剤さ
れ得る。化合物は、注射による、例えば、ボーラス投与または連続注入による非経口投与
のために製剤され得る。注射のための製剤は、単位薬用量形態で、例えば、アンプル中で
または多用量容器中で、保存料を添加して、提示され得る。組成物は、油性または水性ビ
ヒクル中の懸濁液、溶液、または乳濁液のような形態を取り得、懸濁剤、安定化剤、およ
び／または分散剤等の処方剤を含有し得る。あるいは、活性成分は、使用前に、適切なビ
ヒクル、例えば、滅菌発熱物質非含有水を用いる構成のための粉末形態であり得る。化合
物は、例えばココアバターまたは他のグリセリド等の従来の坐薬基材を含有する、坐薬ま
たは停留浣腸等の直腸組成物中でも製剤され得る。以前に記載された製剤に加えて、化合
物は、デポー調製物としても製剤され得る。このような長時間作用製剤は、移植（例えば
、皮下または筋肉内）によってまたは筋肉内注射によって投与され得る。したがって、例
えば、化合物は、適切なポリマー材料または疎水性材料（例えば、許容される油中の乳濁
液として）またはイオン交換樹脂を用いて、または難溶性誘導体として、例えば難溶性塩
として製剤され得る。
【０１８７】
　吸入による投与のために、化合物は、適切な噴霧剤、例えば二酸化炭素等の気体を含有
する加圧容器または分配器、または噴霧器から、エアロゾルスプレーの形態で送達される
。
【０１８８】
　全身投与はまた、経粘膜または経皮的手段により得る。経粘膜投与または経皮投与のた
めに、透過すべきバリアに適した浸透剤が製剤中で使用される。このような浸透剤は、一
般的に当技術分野で公知であり、例えば経粘膜投与のために、界面活性剤、胆汁酸塩、お
よびフシジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、鼻内スプレーまたは坐薬の使用を通じて達
成され得る。経皮投与のために、活性化合物は、当技術分野で一般的に公知のように、軟
膏、膏薬、ゲル、またはクリームに製剤される。
【０１８９】
　一つの実施態様において、活性化合物は、移植物およびマイクロカプセル化送達システ
ムを含む制御放出などの、身体からの迅速な除去に対して化合物を保護する担体を用いて
調製される。エチレン酢酸ビニル、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリ
オルトエステル、およびポリ乳酸等の生分解性、生体適合性ポリマーを使用することがで
きる。このような製剤の調製のための方法は、当業者に明らかである。材料は、Ａｌｚａ
　ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃか
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らも商業的に入手され得る。リポソーム懸濁液（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗
体を有する感染細胞を標的化したリポソームを含む）もまた、医薬的に許容される担体と
して使用できる。これらは、例えば、米国特許第4,522,811号に記載されるように、当業
者に公知の方法に従って調製され得る。
【０１９０】
　投与の容易さおよび薬用量の均一性のために薬用量単位形態で経口または非経口組成物
を製剤することは、特に有利である。本明細書で使用する薬用量単位形態は、処置される
べき対象のための単位薬用量として適した物理的に分離した単位を指し；各単位は、必要
とされる医薬担体と共同して所望される治療効果を生じるよう計算された活性化合物のあ
らかじめ決定された量を含有する。本発明の薬用量単位形態についての仕様は、活性化合
物の特有な特徴および達成されるべき特定の治療効果、ならびに個体の処置のためにこの
ような活性化合物の配合の技術分野に固有の制限によって左右され、それらに直接的に依
存する。
【０１９１】
　本発明の核酸分子は、ベクター中に挿入され、遺伝子治療ベクターとして使用され得る
。遺伝子治療ベクターは、対象へ、例えば、静脈内注射、局所投与（例えば、米国特許第
5,328,470号参照）または定位的注射（例えば、Chen, et al., 1994. Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 91: 3054-3057参照）によって送達され得る。遺伝子治療ベクターの医薬調製
物は、許容される希釈剤中に遺伝子治療ベクターを含むことができるか、または遺伝子送
達ビヒクルが包埋された徐放性マトリックスを含むことができる。あるいは、完全な遺伝
子送達ベクターが、組換え細胞からインタクトに産生され得る場合（例えば、レトロウイ
ルスベクター）、医薬調製物は、遺伝子送達システムを産生する１つ以上の細胞を含むこ
とができる。医薬組成物は、容器、パック、または分散器中に、投与のための説明書と一
緒に含まれ得る。
【０１９２】
　治療有効用量は、症状の寛解または遅延を生じるのに十分な治療薬の量を指す。このよ
うな化合物の毒性および治療有効性は、例えば、ＬＤ５０（集団の５０％に致死的な用量
）およびＥＤ５０（集団の５０％において治療的に有効な用量）を決定するための、細胞
培養物または実験動物における標準的な医薬手順によって測定され得る。毒性効果と治療
効果との間の用量比は、治療指標であり、ＬＤ５０／ＥＤ５０比として表され得る。大き
な治療指標を示す化合物が好ましい。毒性副作用を示す化合物を使用し得るが、非感染細
胞に対する潜在的な損傷を最小化し、それにより副作用を低下させるために、患部組織の
部位にこのような化合物を標的化する送達システムを設計することに注意すべきである。
細胞培養アッセイおよび動物研究から得られるデータを、ヒトにおける使用のための薬用
量の範囲の処方において使用することができる。このような化合物の薬用量は好ましくは
、毒性がほとんどないかまたはまったくないＥＤ５０を含む循環濃度の範囲内にある。薬
用量は、用いられる剤形および利用される投与経路に応じて、この範囲内で変動し得る。
本発明の方法において使用される任意の化合物について、治療有効用量を、細胞培養アッ
セイから最初に評価することができる。用量を、細胞培養物において決定されるＩＣ５０
（すなわち、症状の最大半量の阻害を達成する試験化合物の濃度）を含む循環血漿濃度範
囲を達成するように動物モデルにおいて処方し得る。このような情報を、ヒトにおいて有
用な用量をより正確に決定するために使用することができる。血漿中のレベルは、例えば
、高速液体クロマトグラフィーによって測定され得る。
【０１９３】
　また、本発明によれば、、本明細書に記載の方法、選択ストラテジー、材料、または成
分のいずれか１つを利用するキットまたはシステムが開示される。本開示による例示的な
キットは、所望により、方法またはアッセイを実施するための説明書、梱包材料、アッセ
イ、デバイスまたはシステム成分を含有する１つ以上の容器などをさらに含む。
【０１９４】
　本発明のさらなる目的および利点は、本記載および好ましい実施態様の例を考慮して当
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業者によって理解され、そして本発明の範囲内に明示的に含まれる。
【０１９５】
　実施例
　筋特異的ＴＲＩＭファミリータンパク質であるＭＧ５３の発見
　横紋筋細胞における筋形成、Ｃａ２＋シグナル伝達および膜の完全性の維持に関与する
新規タンパク質の同定を可能にする以前に確立されたイムノプロテオミクス（immuno-pro
teomic）アプローチを使用して、ＭＧ５３を単離した。簡潔には、このアプローチは、ウ
サギ骨格筋由来の三つ組富化膜で免疫化されたマウスから生成された約６５００個のクロ
ーンを含有するモノクローナル抗体ライブラリーを使用する。免疫蛍光顕微鏡下で観察さ
れる横紋筋切片のＺ線染色パターンに基づいて、目的の抗体を選択した。抗体アフィニテ
ィカラムを通して標的タンパク質を精製し、精製されたタンパク質の部分アミノ酸配列を
得た。部分アミノ酸配列に基づいて、標的遺伝子をコードする完全ｃＤＮＡを骨格筋ｃＤ
ＮＡライブラリーから単離した。次いで、相同遺伝子スクリーニングを使用して、他の興
奮性組織における同定された遺伝子の異なるアイソフォームの存在について検索した。最
後に、トランスジェニックまたはノックアウトマウスモデルを生成して、目的の遺伝子の
インビボでの生理学的機能を研究した。
【０１９６】
　筋特異的タンパク質についてのこのイムノプロテオミクスライブラリーのスクリーニン
グによって、横紋筋組織に特異的な５３キロダルトン（ｋＤａ）の分子サイズのｍＡｂ５
２５９によって認識される抗原の同定が導かれた（図３Ｂ）。ｍＡｂ５２５９イムアフィ
ニティカラムによって、タンパク質「ＭＧ５３」をウサギ骨格筋から部分精製し、アミノ
酸配列決定に供した。骨格筋ｃＤＮＡライブラリースクリーニングおよびゲノムデータベ
ース検索によって、ＭＧ５３の推定アミノ酸配列およびヒト１６ｐ１１．２遺伝子座にお
ける対応するｍｇ５３遺伝子が同定された。ｍｇ５３　ｍＲＮＡについてのノーザンブロ
ッティングによって、骨格筋および心筋に特異的な発現が確認された（図３Ｃ）。ドメイ
ン相同性分析によって、ＭＧ５３が、リング（Ring）、Ｂボックス（B-box）およびコイ
ルドコイル（Coiled-Coil）（ＲＢＣＣ）部分を含むプロトタイプの三者モチーフ、なら
びにカルボキシ末端にあるＳＰＲＹドメインを含有することが明らかとなった（図１、２
、および３Ａ）。ＳＰＲＹドメインは、興奮性細胞の筋小胞体におけるリアノジン受容体
Ｃａ２＋放出チャネルにおいて最初に観察された保存配列である。種々の哺乳動物ゲノム
においてこれまで同定された約６０個のＴＲＩＭファミリーメンバーのうち、１５個のメ
ンバーが、ＲＢＣＣドメインの後に類似のＳＰＲＹドメインを保有し、ＭＧ５３は、これ
らのＴＲＩＭサブファミリータンパク質とともに保存された一次構造を示す。
【０１９７】
　ＭＧ５３は、筋細胞中での小胞輸送を媒介する。その一次構造中に膜貫通セグメントも
脂質修飾モチーフも存在しないが、ＭＧ５３は、骨格筋において主に膜構造に拘束されて
いるようである。免疫組織化学的分析によって、筋細胞膜および細胞内小胞におけるＭＧ
５３に対する特異的標識が明らかとなった（図３Ｄ）。Ｃ２Ｃ１２筋原細胞株におけるＭ
Ｇ５３の過剰発現によって、劇的な形態変化が導かれる。ＭＧ５３およびＧＦＰで一過性
にトランスフェクトした細胞は、ＧＦＰ単独を発現する細胞においては存在しない明瞭な
糸状仮足様構造を有する形質膜の伸張を示した（図４Ａ～Ｄ）。ＧＦＰ－ＭＧ５３融合構
築物を使用して、ＭＧ５３が、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞の細胞内小胞および形質膜の両方に局
在することが見出された（図４Ｂ）。生細胞蛍光画像処理によって、ＧＦＰ－ＭＧ５３を
過剰発現するＣ２Ｃ１２細胞における動的細胞内輸送および融合事象が明らかとなった。
細胞表面膜でのこのＧＦＰ－ＭＧ５３媒介小胞融合は、細胞膜からのＧＦＰ－ＭＧ５３小
胞の出芽を生じる（図４Ｄ）。これは、全反射照明蛍光（ＴＩＲＦ）顕微鏡を使用した、
形質膜における小胞融合事象の画像処理によって確認され、これは、小胞融合事象が、Ｍ
Ｇ５３の同時発現によって大いに増強されることを示した（データは示さず）。全体とし
て、これらの実験は、内因性ＭＧ５３が、筋細胞膜への細胞内小胞の輸送を媒介する筋特
異的ＴＲＩＭファミリータンパク質であることを示す。
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【０１９８】
　ＭＧ５３はＴＲＩＭおよびＳＰＲＹモチーフを含有する筋特異的タンパク質である。以
前の研究において、本発明者らは、骨格筋における三つ組接合部に関連するタンパク質を
標的化するモノクローナル抗体（ｍＡｂ）ライブラリーを確立した。筋特異的タンパク質
についてのこのイムノプロテオミクスライブラリーのスクリーニングによって、ｍＡｂ５
２５９によって認識される５３キロダルトン（ｋＤａ）の分子サイズを有するＭＧ５３と
命名された抗原の同定が導かれた。ｍＡｂ５２５９と抱合したイムアフィニティカラムに
よって、ＭＧ５３をウサギ骨格筋から部分精製し、アミノ酸配列決定に供した。得られた
部分アミノ酸配列に基づいて、ＭＧ５３をコードするｃＤＮＡをウサギおよびマウスの骨
格筋ライブラリーから単離した。ゲノムライブラリー検索によって、ヒト１６ｐ１１．２
遺伝子座上の対応するＭＧ５３遺伝子が同定された。いくつかの種におけるＭＧ５３につ
いての推定アミノ酸配列を図１に示す。
【０１９９】
　ドメイン相同性分析によって、ＭＧ５３が、カルボキシ末端にＲＢＣＣ＋ＳＰＲＹドメ
インのプロトタイプのＴＲＩＭサイン配列を含み、したがって、ＴＲＩＭ／ＲＢＣＣファ
ミリーに属することが明らかとなった（図１）。哺乳動物ゲノムにおいてこれまで同定さ
れた約６０個のＴＲＩＭファミリーメンバーのうち、１５個のメンバーが、ＲＢＣＣドメ
インの後に類似のＳＰＲＹドメインを保有し、ＭＧ５３は、これらのＴＲＩＭサブファミ
リータンパク質とともに保存された一次構造を示す（図２）。しかし、驚くべきことにそ
して予想外なことに、本発明者らの研究は、ＭＧ５３が、膜修復機能を示す図２における
もので唯一のＴＲＩＭファミリータンパク質であることを示す。
【０２００】
　ウェスタンブロットアッセイによって、マウス組織におけるＭＧ５３の筋特異的発現が
確認される（図３Ｂ）。その一次構造中に膜貫通セグメントも脂質修飾モチーフも存在し
ないが、ＭＧ５３は、骨格筋において主に膜構造に拘束されているようである。ｍＡｂ５
２５９を用いる免疫組織化学的分析によって、骨格筋線維の横断切片中の筋細胞膜および
ＴＴ膜におけるＭＧ５３に対する特異的標識が示された（図３Ｃ）。さらに、横断切片に
よって、筋細胞膜付近のＭＧ５３の局在化された濃縮が明らかとなり、より広い染色パタ
ーンが、筋細胞膜の膜内在性タンパク質について典型的に観察される。したがって、ＭＧ
５３は、ＴＲＩＭファミリータンパク質について特有の細胞内分布パターンを示す筋特異
的ＴＲＩＭファミリータンパク質である。
【０２０１】
　ＭＧ５３の過剰発現は興奮性および非興奮性の両方の細胞において糸状仮足様構造を生
じる。ＭＧ５３の細胞生物学的機能を解明するために、Ｃ２Ｃ１２筋原細胞およびチャイ
ニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞において、マウスＭＧ５３ｃＤＮＡを発現させた。
筋芽細胞期のＣ２Ｃ１２細胞は、内因性ＭＧ５３タンパク質を発現しないが、しかし分化
したＣ２Ｃ１２筋管は、ＭＧ５３を発現する。ＣＨＯ細胞は、内因性ＭＧ５３タンパク質
を含有しない非興奮性上皮細胞である。図４Ａ（左パネル）に示されるように、ＭＧ５３
　ｃＤＮＡのＣ２Ｃ１２筋芽細胞またはＣＨＯ細胞中への一過性トランスフェクションに
よって、ｍＡｂ５２５９によって認識され得る５３ｋＤａの組換えタンパク質の発現が生
じた。組換えタンパク質の分子サイズは、ウサギおよびマウスの両方の筋に存在する内因
性ＭＧ５３と同一であり、したがって、単離されたｃＤＮＡクローンのＭＧ５３としての
同一性が確認された。１０：１の比でのＥＧＦＰまたはＭＧ５３のいずれかをコードする
ｃＤＮＡを含有する２つのプラスミドでの細胞の同時トランスフェクションによって、ト
ランスフェクトされた細胞を蛍光顕微鏡によって同定するための簡便な方法が提供された
。共焦点顕微鏡画像処理を用いて、本発明者らは、ＭＧ５３を一過性にトランスフェクト
した細胞の形態における劇的な変化を観察した（図４Ｂ）。具体的には、細胞表面膜の伸
張が、ＭＧ５３を一過性に過剰発現するＣＨＯ細胞およびＣ２Ｃ１２筋芽細胞の両方にお
いて明瞭な糸状仮足様構造を形成した。
【０２０２】
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　ＭＧ５３により誘導される細胞の形態変化をさらに検討するために、以下の２つのＭＧ
５３のＧＦＰ融合構築物を生成した：それぞれＭＧ５３のアミノ末端およびカルボキシ末
端へＧＦＰが付着したＧＦＰ－ＭＧ５３およびＭＧ５３－ＧＦＰ。両方の融合タンパク質
をＣＨＯ細胞およびＣ２Ｃ１２筋芽細胞において発現させることができるが（図４Ｃ、右
パネル）、ＧＦＰ－ＭＧ５３およびＭＧ５３－ＧＦＰの細胞内分布および機能的効果は、
劇的にかつ驚くべきことに異なっていた。共焦点顕微鏡を使用して、ＧＦＰ－ＭＧ５３融
合タンパク質が、ＣＨＯ細胞およびＣ２Ｃ１２細胞の両方において、細胞内小胞および細
胞表面膜の両方に局在することが見出された（図４Ｃ、左パネル）。この結果は、骨格筋
線維おけるＭＧ５３の免疫染色局在と一致し（図３Ｃ）、そして筋細胞における膜輸送事
象にＭＧ５３が関与することを示唆する。
【０２０３】
　予想外なことに、ＭＧ５３－ＧＦＰ融合タンパク質の分布パターンは、ＣＨＯ細胞およ
びＣ２Ｃ１２細胞の両方において大部分がサイトゾルであり（図４Ｃ、右パネル）、これ
はＧＦＰ－ＭＧ５３の膜付着分布ときわめて対照的である。さらに、ＭＧ５３またはＧＦ
Ｐ－ＭＧ５３の過剰発現によって誘導される広範な糸状仮足様膜伸張は、ＭＧ５３－ＧＦ
Ｐをトランスフェクトした細胞において完全に存在しなかった。ＧＦＰとの融合によるＭ
Ｇ５３のカルボキシ末端の遮蔽はＭＧ５３の細胞内分布を変化させるので、ＭＧ５３のカ
ルボキシ末端にあるＳＰＲＹモチーフは、異なる膜区画へのＭＧ５３のアンカリングにお
ける役割を担っており、ＭＧ５３の機能に必須であるようである（図１３および１４参照
）。
【０２０４】
　生細胞蛍光画像処理によって、ＧＦＰ－ＭＧ５３を過剰発現する細胞において、細胞内
小胞の動的輸送、ならびに細胞表面膜での活発な開口分泌融合および小胞出芽が同定され
た（図４Ｄ）。厳密な検討によって、表面膜での小胞融合事象の発生が明らかとなった（
図４Ｄ、左パネル）。ＧＦＰ－ＭＧ５３を含有する小胞の出芽を明確に同定することがで
き、そして放出された細胞外小胞がトランスフェクトされた細胞の近傍で観察された（図
４Ｄ、右パネル）。
【０２０５】
　総合すると、細胞画像処理研究によって、ＭＧ５３が、両方の細胞内小胞に局在化しそ
して細胞表面膜を標的化できること、およびそれが膜融合および小胞出芽の鍵となるメデ
ィエーターであることが示唆される。
【０２０６】
　ＭＧ５３は細胞傷害後の骨格筋線維における急性膜修復を媒介する。形質膜との小胞融
合は、膜修復に必要であり、以前の研究は、骨格筋膜の完全性の維持におけるジスフェリ
ンの役割を示す。本発明者の知見によって、ＭＧ５３が、小胞の形質膜への輸送を駆動し
て、おそらく膜破壊後の修復過程を媒介することができることが示される。微小電極を用
いる形質膜の物理的透過によって生成される急性細胞傷害によって、傷害部位へ向けての
ＧＦＰ－ＭＧ５３小胞の迅速な動員が導かれる（図１２Ａ）。細胞の破砕を生じるより重
篤な損傷が起こる場合、修復部位は、ＧＦＰ－ＭＧ５３で濃く標識される（図１２Ｂ）。
さらに、この急性膜修復は、成熟Ｃ２Ｃ１２筋管においても観察された（動画２および３
参照）。このデータは、ＭＧ５３によって媒介される小胞輸送が、細胞膜の急性修復にお
いて積極的な役割を担うことを示す。
【０２０７】
　筋膜修復におけるＭＧ５３の生理学的機能をさらに規定するために、ＭＧ５３について
ヌルのマウスモデルを生成した（図９～１１）。ｍｇ５３－／－マウスは、ストレス無負
荷条件下で１１ヶ月齢まで生存できる。インビボストレス試験によって、ｍｇ５３－／－
筋の膜修復機能における重篤な欠損が明らかとなった。図１０Ｃにおいて示されるように
、下り坂走運動によって誘発される膜傷害は、ｍｇ５３－／－マウス由来のヒラメ筋の収
縮機能が重篤に損なわれることを明らかにした。きびしい運動なしで、ｍｇ５３－／－ヒ
ラメ筋は、野生型（ｗｔ）コントロールと比較して、エクスビボでの疲労刺激後の収縮機



(49) JP 2013-121357 A 2013.6.20

10

20

30

40

50

能の回復のいくらかの困難性を呈した（示さず）。これらの差異は、８～１０ヶ月齢に運
動誘発性損傷後に劇的に誇張され得る。明らかに、より重篤な損傷が、ｍｇ５３－／－筋
について見出され得、ここで、ｗｔの筋と比較して、より弱くかつ変動する収縮機能が観
察された（図１０Ｄ）。
【０２０８】
　マウスの腹腔内空間へのエバンスブルー色素の注射によって、下り坂運動誘発性筋損傷
後の筋細胞膜の完全性が直接的にモニターされる。図１０Ｅに示されるように、ｍｇ５３
－／－マウスから単離された筋線維は、ｗｔの筋よりも有意に多いエバンスブルー染色を
示し、広範な程度の運動誘発性筋損傷を明らかにした。これは、若齢ｍｇ５３－／－マウ
スと比較して加齢ｍｇ５３－／－マウスにおいて増加したｍｇ５３－／－筋におけるジス
トロフィーの増加を示すＨ／Ｅ染色によって確認された（図１０Ａ）。筋束から抽出され
たエバンスブルーの全吸光度の定量的なアッセイは、下り坂走後のｍｇ－／－マウスにお
ける増加した筋損傷についての直接的な支持を提供した（図１０Ｆ）。
【０２０９】
　膜修復におけるＭＧ５３の役割と一致して、ＭＧ５３の濃度の上昇は、単離の間に損傷
を受けた個々の短趾屈筋（ＦＤＢ）筋線維の免疫染色を用いて、傷害部位で観察された（
図１１Ａ）。これらの膜パッチは、ジスフェリンについての染色と頻繁に共存する。本発
明者らは、個々のＦＤＢ筋線維に対するレーザー誘発性膜損傷後のＦＭ－１４３蛍光色素
の流入の測定を通じて、ＭＧ５３媒介性膜修復機能を直接的に評価した。ｗｔ筋繊維は、
ＦＭ－１４３蛍光色素の効果的な排除を示したので、固有の膜修復機能を有しており、筋
細胞膜のレーザー誘発性損傷に対してかなり耐性であった（図１１Ｂ）。ｍｇ５３－／－
ＦＤＢ筋線維中へのＦＭ－１４３蛍光色素の有意な流入が、レーザー誘発性損傷後に観察
され得た（図１１Ｃ）。筋細胞膜のレーザー損傷後のＦＤＢ筋線維の内側でのＦＭ－１４
３の時間依存的蓄積は、ｍｇ５３－／－筋の欠損した膜修復機能についての直接的な支持
を提供する（図１１Ｄ）。
【０２１０】
　ＭＧ５３の発現は正常な心筋膜の完全性を維持するのに必須である。ｍｇ５３－／－マ
ウスにおける欠損は、骨格筋線維に限定されるものではない。エバンスブルー色素の注射
の間に、注射された野生型動物がいずれも死滅しなかったことと比較して、ｍｇ５３－／
－マウスの約５０％が、注射の１６時間以内に死滅した。ｍｇ５３－／－心臓の死後検討
によって、運動ストレスの非存在下でさえ、エバンスブルーによる心筋線維の広範な標識
が明らかとなった（図９）。本発明者らは、運動が、ｍｇ５３－／－心臓におけるエバン
スブルー染色の程度を大いに悪化させることも見出した。
【０２１１】
　筋発達の間の筋管形成におけるＭＧ５３の役割。膜修復は、細胞膜の再編成を可能にす
るために細胞内小胞の動的輸送を必要とする細胞過程の１つにすぎない。骨格筋における
１つのこのような過程は、筋形成の間に生じる。筋芽細胞から筋管への分化の間、単核筋
芽細胞は、多核筋管を形成するために一緒に融合しなければならない。骨格筋の筋形成に
おけるＭＧ５３媒介性膜融合の役割を直接的に検討するために、特異的ＲＮＡ干渉プロー
ブを使用して、分化しているＣ２Ｃ１２筋管における内因性ＭＧ５３の発現をノックダウ
ンした。マウスＭＧ５３　ｃＤＮＡのヌクレオチド配列６３２～６５２を認識する低分子
ヘアピン型（ｓｈ）ＲＮＡプローブは、ＭＧ５３標的配列のスクランブルされた型のため
の非特異的ｓｈＲＮＡプローブでトランスフェクトした細胞と比較して、ｓｈＲＮＡ－Ｍ
Ｇ５３でトランスフェクトした細胞において、ＭＧ５３発現の８０％超を抑制した（図５
Ａ）。ＭＧ５３の急性の抑制は、Ｃ２Ｃ１２筋管分化の顕著な減少を生じた（図５Ｂ）。
ｓｈＲＮＡ－ＭＧ５３プローブでトランスフェクトしたＣ２Ｃ１２筋芽細胞は、血清欠乏
誘発性分化後の第５日目および第１０日目の両方で、有意により少数の筋管を形成した（
図５Ｃ）。これらの結果は、ＭＧ５３の正常な発現が、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞の筋管への分
化に必要であることを示唆する。
【０２１２】
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　カベオリン３は、発達調節され（図６Ａ）、そしてＭＧ５３と相互作用できるので（図
６Ａ）、本発明者らは、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞におけるＭＧ５３誘発性糸状仮足様構造が、
カベオリン３の過剰発現によって影響され得るかどうかを試験した。図６Ｄに示されるよ
うに、いずれかのＣ２Ｃ１２筋芽細胞におけるカベオリン３およびＭＧ５３の同時過剰発
現によって、ＧＦＰ－ＭＧ５３過剰発現と関連した糸状仮足様構造の出現の顕著な阻害が
導かれる。平均して、カベオリン３およびＧＦＰ－ＭＧ５３（１０：１の比）でトランス
フェクトしたＣ２Ｃ１２筋芽細胞はそれぞれ、糸状仮足様構造の出現の８２±６％の低下
を示した（図６ＥおよびＦ）。これらの結果は、カベオリン３が、ＭＧ５３媒介性膜融合
事象の分子レベルのレギュレーターの１つを表すことを示唆する。
【０２１３】
　ＭＧ５３の細胞内分布および糸状仮足様構造の形成におけるカベオリン３の役割をさら
に研究するために、ｓｈＲＮＡトランスフェクト細胞のためのマーカーを提供するための
独立した赤色蛍光タンパク質発現カセットを含むカベオリン３ｓｈＲＮＡプラスミド（表
１）を構築した。図７Ａに示されるウェスタンブロット分析によって、ｓｈＲＮＡ－ｃａ
ｖ３プローブが、カベオリン１の発現に影響を及ぼすことなしにカベオリン３　ｃＤＮＡ
を一過性にトランスフェクトしたＣＨＯ細胞においてカベオリン３の発現を抑制すること
において非常に効率的であることが明らかとなる。
【０２１４】
【表１】

【０２１５】
　非特異的ｓｈＲＮＡでトランスフェクトしたＣ２Ｃ１２筋芽細胞は、図７Ｂの左パネル
において、豊富な赤色蛍光標識された筋管によって示されるように正常な分化パターンを
示すのに対し、カベオリン３の急性抑制は、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞の筋管への分化を有意に
阻害することができた（図７Ｂ、右パネル）。平均して、赤色蛍光によって標識されたｓ
ｈＲＮＡ－ｃａｖ３トランスフェクト筋芽細胞の１０％未満が、分化培地の適用後の第６
日目で、成熟筋管へ分化することができた（図７Ｃ）。この結果は、カベオリン３の発現
が、Ｃ２Ｃ１２筋管の分化に必須であることを示す他の研究者による以前の研究と一致す
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る。
【０２１６】
　共焦点顕微鏡画像処理によって、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞へのｓｈＲＮＡ－ｃａｖ３のトラ
ンスフェクションが、これらの細胞において発現するＧＦＰ－ＭＧ５３の細胞内分布に影
響を及ぼさないようであることが示された（図７Ｄ）。特に、糸状仮足様膜構造およびＧ
ＦＰ－ＭＧ５３の小胞分布の明瞭なパターンは、ｓｈＲＮＡ－ｃａｖ３または非特異的ｓ
ｈＲＮＡのいずれでの一過性のトランスフェクションによっても影響されないままであっ
た。この結果は、Ｃ２Ｃ１２細胞の筋芽細胞期におけるカベオリン３の発現の欠如と一致
する。
【０２１７】
　筋管分化におけるカベオリン３の必須の性質に起因して、ＧＦＰ－ＭＧ５３を過剰発現
するＣ２Ｃ１２筋芽細胞に対するメチル－β－シクロデキストリン（Ｍ－βＣＤ）の効果
を試験して、膜のリサイクルに対するＭＧ５３－カベオリン相互作用の機能的インパクト
をさらにアッセイした。Ｍ－βＣＤは、細胞膜からコレステロールを抽出することができ
、カベオラ構造を破壊する薬剤として広く使用されている。図８Ａにおいて示されるよう
に、ＧＦＰ－ＭＧ５３を過剰発現する筋芽細胞は、細胞内および筋細胞膜の両方で小胞の
自発的融合を示した。これらの自発的融合事象は、緩慢であり、分のオーダーで生じる。
Ｍ－βＣＤでの処理の後、開口分泌事象が大いに増強されるようになり、その結果膜融合
が促進され、そして膜小胞の大量の出芽を生じた（図８Ｂ）。これらの初期的な変化は迅
速に誘導され、Ｍ－βＣＤとの延長したインキュベーションは筋芽細胞内でのＧＦＰ－Ｍ
Ｇ５３の可溶化を生じる（図８Ｃ）。
【０２１８】
　膜小胞のカベオリン媒介性インターナリゼーションは、ＭＧ５３の過剰発現によって生
じる過剰な開口分泌事象の抑制において調節的な役割を担っているようである。さらに、
ＭＧ５３とカベオリンとの相互作用は、ＭＧ５３の細胞内局在を維持するのに必要である
。この結論は、カベオリン３（配列番号８）の変異形態を使用するさらなる実験からの結
果によって支持される。
【０２１９】
　ＭＧ５３の機能におけるＴＲＩＭおよびＳＰＲＹモチーフの役割。ＭＧ５３のドメイン
の構造／機能評価（図１３）によって、ＭＧ５３の細胞内分布におけるＭＧ５３へのＧＦ
Ｐ融合物の顕著な極性が明らかとなった。特に、ＭＧ５３のカルボキシル末端へのＧＦＰ
の融合は、小胞区画へ分配し筋細胞膜を標的化するＭＧ５３の能力を変化させる。ＭＧ５
３の膜融合機能の促進におけるＴＲＩＭおよびＳＰＲＹドメインの機能をさらに試験する
ために、ＧＦＰに結合させた一連の欠失変異体（図１３Ａ）を生成した。
【０２２０】
　これらのＭＧ５３の変異体構築物の細胞内局在を分析するために、共焦点顕微鏡画像処
理を、一過性発現後のＣ２Ｃ１２筋芽細胞へ適用した。図１３Ｂ（右パネル）に示される
ように、ＧＦＰ－ＴＲＩＭまたはＴＲＩＭ－ＧＦＰは、筋細胞膜の見かけ上の標識なしに
優勢に細胞内小胞に局在した。この結果は、ＭＧ５３を筋細胞膜に標的化するためには、
ＧＦＰ－ＴＲＩＭまたはＴＲＩＭ－ＧＦＰに存在しないＳＰＲＹドメインが必要であるこ
とを示唆する。ＭＧ５３－ＧＦＰが優勢にサイトゾル分布を示すという事実（図１３Ｂ、
左パネル）は、ＭＧ５３の細胞表面膜への標的化におけるＳＰＲＹの役割をさらに支持す
る。
【０２２１】
　興味深いことに、ＧＦＰ－ＳＰＲＹまたはＳＰＲＹ－ＧＦＰは優勢にサイトゾルの分布
のパターンを示したが、それらは、細胞内小胞から明らかに排除される（図１３Ｂ、中央
パネル）。ＧＦＰ－ＳＰＲＹおよびＳＰＲＹ－ＧＦＰの細胞内小胞における局在の排除と
共役したサイトゾル分布パターンは、ＴＲＩＭの役割を反映するようである。おそらく、
ＴＲＩＭモチーフは、ＭＧ５３の細胞内小胞への付着を媒介することができる（図１３Ｂ
、右パネル）。ＳＰＲＹドメインは、単独で筋細胞膜を標的化するには不十分であり、そ
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れゆえ、ＴＲＩＭドメインは、筋細胞膜へのＭＧ５３の適正な輸送のために、ＳＰＲＹド
メインと直列に存在しなければならない。さらに、本発明者らの免疫共沈降データは、カ
ベオリン３が、ＭＧ５３のＴＲＩＭモチーフと相互作用することを示す（図１３Ｃ）。し
たがって、ＭＧ５３とカベオリン３との間の機能的相互作用が、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞にお
けるＧＦＰ－ＳＰＲＹおよびＳＰＲＹ－ＧＦＰの拡散パターンに寄与する細胞性因子のい
くつかの基礎をなし得る。全体として、細胞表面および細胞内区画へのＭＧ５３の調節さ
れた分布は、ＴＲＩＭおよびＳＰＲＹドメインの間の協調作用から生じるようである。適
正なＭＧ５３の細胞内局在のためのＴＲＩＭおよびＳＰＲＹの両方のこの要求もまた見か
け上の機能的有意性も有する。なぜなら、これらの欠失変異体のいずれもが、全長ＭＧ５
３の過剰発現から観察される糸状仮足様構造も頑強な小胞出芽事象も示さないからである
。
【０２２２】
　ＭＧ５３は非筋細胞型において完全に機能することができる。筋原Ｃ２Ｃ１２細胞にお
けるおよび単離された骨格筋線維におけるＭＧ５３の機能の分析によって、横紋筋におけ
る小胞輸送および膜修復におけるＭＧ５３の本質的な役割が明らかとなる。膜修復が、細
胞ホメオスタシスを維持するのに必須であることを考慮すると、他の非筋細胞型における
同様の修復メカニズムが、この過程を促進するために同様の分子装置を使用し得ることが
ありそうである。この可能性を試験するために、Ｃ２Ｃ１２筋原細胞を用いて実施された
以前の実験のいくつかを、非筋チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞を用いて反復
した。これらの細胞において、Ｃ２Ｃ１２細胞において見られたものと非常に類似した表
現型が見出された。第一に、ＧＦＰ－ＭＧ５３は、形質膜の糸状仮足様突起を生じ、そし
て細胞内小胞および形質膜の両方に局在することができた（図６および１４）。第二に、
ＭＧ５３欠失タンパク質は、Ｃ２Ｃ１２細胞において見られるのと同一の様式で挙動した
。最後に、カベオリン３は、ＣＨＯ細胞において発現するＭＧ５３の活性を制御すること
もできる（図１４）。結果として、これらの研究は、ＭＧ５３が、筋以外の他の細胞型に
おいて存在する保存された分子メカニズムを通じて作用することを示す。
【０２２３】
　組換えＭＧ５３およびＴＡＴ－ＭＧ５３の精製。改良された細胞再生を促進するように
、標的細胞へＭＧ５３を供給するために、ＨＩＶにおけるＴＡＴ遺伝子由来の細胞透過ペ
プチド配列を、全長のＭＧ５３（ＴＡＴ－ＭＧ５３）およびいくつかのＭＧ５３欠失変異
体と結合させる（図１５Ａ）。これらの融合タンパク質を、Ｅ．ｃｏｌｉ細菌中で発現さ
せ、そしてアフィニティクロマトグラフィーを使用して効率的に精製することができる（
図１５Ｂおよび１５Ｃ）。本発明者らは、このような融合タンパク質の細胞単層への適用
が、哺乳動物細胞中への組換えタンパク質の効果的な移行を生じることを以前に示してい
る。これらの融合タンパク質の生成は本発明者らが標的細胞内でのＭＧ５３の量を増加さ
せることを可能にするはずであり、それにより、本発明者らは、皮膚組織に対するＭＧ５
３の治療効果を決定することができる。
【０２２４】
　組換えＭＧ５３の発現を真核細胞または原核細胞において実施することができる。図１
８は、組換えＭＧ５３が、真核生物系または原核生物系のいずれでも発現され得ることを
示す。簡潔には、組換えＭＧ５３を、ＴＡＴペプチド部分および６ヒスチジンタグ（６－
ＨＩＳタグ）の両方を含有する融合タンパク質としてＳｆ９細胞中で発現させる。このヒ
スチジンタグは、当技術分野で周知の濾過クロマトグラフィー技術を使用して組換えタン
パク質を単離および精製するのに使用され得る。パネル（Ａ）は、Ｎｉ－ＮＴＡカラムを
用いてＳｆ９細胞から単離された組換えヒトＭＧ５３タンパク質（矢印）画分のクーマシ
ーブルー染色したゲルを示す。入力＝細胞抽出物、ＦＴ＝素通り、Ｍ＝マーカー、Ｅ＝溶
出番号。（Ｂ）Ｓｆ９細胞から単離された組換えヒトＴＡＴ－ＭＧ５３（矢印）のクーマ
シーブルー染色したゲル。（Ｃ）におけるクーマシーブルー染色したゲルは、Ｅ．ｃｏｌ
ｉから発現および単離された組換えマウスＴＡＴ－ＭＧ５３（矢印）を表す。
【０２２５】
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　組換えヒトＴＡＴ－ＭＧ５３は異なる起源の細胞に透過することができる。ＭＧ５３が
機能するためには、それは細胞内に存在しなければならない。組換えＭＧ５３が、治療的
に意義のある量で細胞膜を横切って移行され得ることを実証するために、ＨＬ－１心筋細
胞および３Ｔ３線維芽細胞を、約４または８μｇ／ｍＬの組換えヒトＴＡＴ－ＭＧ５３と
ともに、３７℃で１５分間インキュベートした（図１７）。緩衝塩溶液中で細胞を３回洗
浄し、次いでウェスタンブロット分析のために溶解した。ウェスタンブロットは、コント
ロール細胞（コントロール）は内因性ＭＧ５３を含有しないが、しかしＴＡＴ－ＭＧ５３
とともにインキュベートした細胞は豊富な細胞内ＴＡＴ－ＭＧ５３を含有することを示す
。ＴＡＴ－ＭＧ５３が、タンパク質へのＴＡＴ細胞透過ペプチドの付加に起因して、骨格
筋抽出物（筋）から可視化されたＭＧ５３よりもわずかに大きいことに留意されたい。複
数のバンドはＴＡＴ－ＭＧ５３融合タンパク質の細胞内プロセシングによって生じ得る。
それゆえ、ＭＧ５３ポリペプチド治療薬の好ましい実施態様において、本発明は、ＴＡＴ
ポリペプチド部分およびＭＧ５３ポリペプチド部分を含む組換えポリペプチドを含み、こ
こで、ＴＡＴおよびＭＧ５３ポリペプチド部分は、単一の連続したポリペプチド鎖中に存
在する。
【０２２６】
　ヒト細胞株におけるＭＧ５３の異種発現は急性傷害に応答して膜修復を生じる。図１６
は、組換えＭＧ５３が、異種発現系において発現され得、そしてさらなるタンパク質の発
現なしに細胞膜損傷を修復するその能力を保持し得ることを示す。具体的には、ＭＧ５３
を発現ベクター中に赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）との融合タンパク質としてクローニン
グした。ヒト胎児由来腎臓細胞株（ＨＥＫ２９３線維芽細胞株）において融合タンパク質
を発現させ、膜損傷を修復する細胞の能力を、ＲＦＰのみを発現する細胞と比較した。パ
ネル（ａ）は、ＲＦＰ（赤色蛍光タンパク質）コントロールタンパク質を安定に発現する
細胞株が、サイトゾル発現パターンを示すことを示す。しかし、ＲＦＰのみを発現するＨ
ＥＫ２９３細胞において（図１６Ａ）、微小電極を用いる傷害は、傷害部位へのＲＦＰの
移行を生じない（矢印）。ＲＦＰ蛍光のいくらかの退色が、細胞外バッファーの過剰な流
入から生じる（＊）。対照的に、ＲＦＰ－ＭＧ５３を安定に発現するＨＥＫ２９３細胞（
ｃ）は、細胞内小胞への局在を示す。ＲＦＰ－ＭＧ５３を発現するＨＥＫ２９３細胞の微
小電極傷害（ｄ）は、９０秒未満のうちに傷害部位（矢印）へのＭＧ５３の多量の移行を
生じる。この結果は、組換えＭＧ５３が、任意の細胞環境における細胞および／または組
織の損傷を修復するのに有用であり得ることを示す。異種系において発現させた場合に組
換えＭＧ５３は細胞膜に対する傷害を修復できるが、本発明は、それに限定されるわけで
はない。特定の実施態様において、本発明は、組織損傷を処置または予防するために膜修
復を促進するために、ＭＧ５３およびカベオリン３を同時に発現させる方法を包含する。
別の実施態様において、本発明は、ＴＡＴ－ＭＧ５３ポリペプチドおよびＴＡＴ－カベオ
リン３ポリペプチドを含む治療組成物に関する。
【０２２７】
　ＭＧ５３の膜との会合および膜修復はホスファチジルセリンとの相互作用に依存する。
脂質プロファイリング（図１９）によって、精製組換えＭＧ５３が、形質膜の内側葉状部
および細胞内小胞の細胞質面に優先的に出現する脂質であるホスファチジルセリン（ＰＳ
）と特異的に相互作用し得ることが明らかになった（図１９Ａ）。この相互作用が、ＭＧ
５３の細胞内膜への繋留を可能にするのであれば、膜破壊後の小胞蓄積は、ＰＳと相互作
用することが知られているタンパク質であるアネキシンＶの移動によってモニターされ得
る。アネキシンＶ－ＧＦＰを使用して、本発明者らは、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞傷害部位での
アネキシンＶ－ＧＦＰの迅速な標識を観察した（図１９Ｂ）。アネキシンＶ－ＧＦＰの蓄
積は、ＲＦＰ－ＭＧ５３の同時発現によって促進され、これは急性膜修復過程の媒介にお
けるＭＧ５３の役割と一致する。生細胞画像処理は、傷害部位に向けてのＲＦＰ－ＭＧ５
３およびアネキシンＶ－ＧＦＰの協調した移動を示した。
【０２２８】
　例示的な方法
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　ＭＧ５３の同定およびクローニング　－　ウサギ骨格筋のミクロソームタンパク質につ
いてのｍＡｂライブラリーの調製およびスクリーニングは以前に記載されている（２１）
。ｍＡｂ５２５９（ＩｇＧ１サブクラス）の調製およびイムアフィニティ精製を、以前に
記載されるように実施した（２１）。精製ＭＧ５３をアミノ酸配列分析に供し、決定され
たすべての配列はウサギＭＧ５３　ｃＤＮＡにおいてコードされていた（データは示さず
）。ウサギ部分アミノ酸配列を使用したデータベースにおける相同性検索によって、マウ
スおよびヒトＭＧ５３が見出された。マウスＭＧ５３遺伝子のエキソン領域をマウスゲノ
ムＤＮＡから増幅し、３２Ｐ標識したエキソンフラグメントを使用してウサギおよびマウ
ス骨格筋ライブラリーをスクリーニングして、全長ｃＤＮＡを得た。
【０２２９】
　免疫組織化学および免疫染色分析　－　ｍＡｂ５２５９を使用する免疫化学分析を、以
前に記載されるように実施した（２１）。１５ｎｍの金粒子と抱合した二次抗体を使用し
た免疫電子顕微鏡観察を、以前に記載されるように実施した（１７）。
【０２３０】
　細胞培養　－　すべての研究に使用したＣ２Ｃ１２マウス筋芽細胞株を、Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Manassas, VA）から購入した
。１０％ウシ胎仔血清、１００単位／ｍｌペニシリンおよび１００μｇ／ｍｌストレプト
マイシンを補充した、Ｃ２Ｃ１２についてはＤＭＥＭ培地中で、またはＣＨＯ細胞につい
てはＨａｍ’ｓ　Ｆ１２培地中で、３７℃および５％ＣＯ２の加湿環境中で細胞を増殖さ
せた。筋管分化を誘導するために、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞をコンフルエンスまで増殖させ、
２％ウマ血清、ペニシリン（１００Ｕ／ｍｌ）、ストレプトマイシン（１００μｇ／ｍｌ
）を含有するＤＭＥＭへ培地を切り替えた。一過性トランスフェクションのために、Ｃ２
Ｃ１２筋芽細胞またはＣＨＯ細胞を、ガラス底ディッシュ中で７０％コンフルエンスでプ
レーティングした。２４時間後、ＧｅｎｅＪａｍｍｅｒ試薬（Stratagene）を使用して、
上記のプラスミドで細胞をトランスフェクトした。トランスフェクションの２４～４８時
間後に、または個々の実験について示された時間に、生細胞共焦点画像処理によって細胞
を可視化した。いくつかの実験において、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞を、観察前の示された時間
、筋管へ分化させた。
【０２３１】
　プラスミド構築　－　全長マウスＭＧ５３　ｃＤＮＡおよび関連する切断変異体を、補
足表１に記載のプロイマーを使用するＰＣＲによって生成した。ｐＣＭＳ－ＭＧ５３の構
築のために、適切な制限酵素によって消化した後、ＰＣＲ増幅したｃＤＮＡをＮｈｅＩ／
ＸｂａＩ部位でｐＣＭＳ－ＥＧＦＰベクター（Invitrogen）中に挿入した。ＧＦＰ－ＭＧ
５３、ＧＦＰ－ＴＲＩＭ、ＧＦＰ－ＳＰＲＹ、ＭＧ５３－ＧＦＰ、ＴＲＩＭ－ＧＦＰおよ
びＳＰＲＹ－ＧＦＰを構築するために、ＰＣＲ産物をＸｈｏＩ／ＸｂａＩ部位でｐＥＧＦ
Ｐ－Ｃ１中に、またはＸｈｏＩ／ＫｐｎＩ部位でｐＥＧＦＰ－Ｎ１中に挿入した。
【０２３２】
　生細胞画像処理　－　ＧＦＰ－ＭＧ５３の細胞内輸送をモニターするために、ＣＨＯ細
胞またはＣ２Ｃ１２細胞のいずれかをガラス底ディッシュ（Bioptechs Inc.）中で培養し
、上記のプラスミドでトランスフェクトした。６３×１．３ＮＡ油浸対物レンズを備えた
ＢｉｏＲａｄ　２１００　Ｒａｄｉａｎｃｅレーザー走査共焦点顕微鏡を使用して、蛍光
画像（５１２×５１２）を３．１８ｓ／フレームで捕捉した。
【０２３３】
　ＲＮＡｉアッセイ　－　ＭＧ５３のｓｈＲＮＡノックダウンのための標的配列は、マウ
スＭＧ５３　ｃＤＮＡにおける６２２～６４２位（ＧＡＧ　ＣＴＧ　ＴＣＡ　ＡＧＣ　Ｃ
ＴＧ　ＡＡＣ　ＴＣＴ）にある。カベオリン３については、標的配列は、３６３～３８０
位（ＧＡＣ　ＡＴＴ　ＣＡＣ　ＴＧＣ　ＡＡＧ　ＧＡＧ　ＡＴＡ）にある。相補的なセン
スおよびアンチセンスオリゴヌクレオチドを合成した。ＭＧ５３　ｓｈＲＮＡおよびコン
トロールプラスミドを構築するために、アニールさせたオリゴヌクレオチドをＡｃｃ　６
５Ｉ／Ｈｉｎｄ　ＩＩＩ制限酵素部位でｐｓｉＲＮＡ－ｈＨ１ＧＦＰｚｅｏ　Ｇ２（Invi
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voGene）中へ挿入した。カベオリン３ｓｈＲＮＡおよびコントロールプラスミドについて
は、アニールさせたオリゴヌクレオチオをＥｃｏＲ　Ｉ／ＢａｍＨ　Ｉ制限酵素部位でｐ
ＲＮＡｉＤｓＲｅｄベクター（BD Biosciences）中へ挿入した。各ベクターは、細胞トラ
ンスフェクションのマーカーとして作用する独立した蛍光タンパク質発現カセット（緑色
または赤色）を有する。隣接するプライマーを用いる直接配列決定によってすべてのプラ
スミドを確認し、ＭＧ５３およびカベオリン３タンパク質発現のダウンレギュレーション
をウェスタンブロット分析によって検討した。
【０２３４】
　ウェスタンブロットおよび免疫共沈降　－　イムノブロットには、標準的な技術を使用
した。簡潔には、Ｃ２Ｃ１２細胞またはＣＨＯ細胞を回収し、プロテアーゼ阻害剤のカク
テル（Sigma）の存在下で氷冷改変ＲＩＰＡバッファー（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ
　ＥＤＴＡ、１％　ＮＰ４０、２０ｍＭトリスＨＣｌ、ｐＨ　７．５）を用いて溶解した
。総タンパク質２０μｇを４～１２％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルで分離した。ＭＧ
５３およびカベオリン３の免疫共沈降研究のために標準的なプロトコールを使用した。簡
潔には、骨格筋組織またはＣ２Ｃ１２筋管を０．５ｍｌの改変ＲＩＰＡバッファー中で溶
解した。全細胞溶解液（５００μｇ）を５μｇポリクローナル抗ＭＧ５３（ポリクローナ
ル抗体）または抗カベオリン３抗体（ｍＡｂ）とともに一晩インキュベートした。ネガテ
ィブコントロールとして、５００μｇの全細胞溶解液を５μｇの正常ウサギおよびマウス
ＩｇＧとともにインキュベートし、上記のように処理した。２時間インキュベートするこ
とによって、免疫複合体をプロテインＧセファロースビーズ上に回収し、ＲＩＰＡバッフ
ァーで４回洗浄した。
【０２３５】
　本明細書に記載される詳細な例および実施態様が、説明目的のみのために例として与え
られ、そしていかにしても本発明を限定するとはみなされないことが理解される。それを
考慮しての種々の改変または変更は、当業者に示唆され、そして本出願の精神および範囲
内に含まれ、そして添付の特許請求の範囲内にあるとみなされる。例えば、成分の相対的
な量は、所望の効果を最適化するために変動させられ得、さらなる成分を添加し得、そし
て／または類似の成分を、記載される成分の１つ以上と置換し得る。本発明のシステム、
方法、およびプロセスと関連するさらなる有利な特徴および機能は、添付の特許請求の範
囲から明らかである。
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸を含む、医薬組成物。
【請求項２】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸が、配列番号２、４または６の少なくとも１つ
との少なくとも９５％の配列同一性を有する、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　核酸が、配列番号１、３、または５の少なくとも１つとの９５％の配列同一性を有する
ポリペプチドをコードする、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸とハイブリダイズする有効量の阻害核酸を含む
、医薬組成物。
【請求項５】
　阻害核酸が、配列番号２、４または６の少なくとも１つとの少なくとも９５％の配列同
一性を有する核酸とハイブリダイズする、請求項４に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸またはＭＧ５３阻害核酸をコードする核酸を含
むベクターを含有する、医薬組成物。
【請求項７】
　核酸が、配列番号１、３または５の少なくとも１つとの少なくとも９５％の配列同一性
を有するポリペプチドをコードする、請求項６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　ベクターが、前記核酸へ作動可能に連結されたプロモーターをさらに含む、請求項６ま
たは７に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　医薬の製造において使用するための、ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸またはＭ
Ｇ５３阻害核酸をコードする核酸を含むベクターを含む単離された宿主細胞。
【請求項１０】
　宿主細胞が真核細胞である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　宿主細胞が原核細胞である、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　細胞損傷の処置または予防のための、請求項１～８のいずれか１項に記載の医薬組成物
。
【請求項１３】
　細胞損傷が、心血管疾患または障害に起因する、請求項１２に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　細胞損傷が、運動またはきびしい身体活動に起因する、請求項１２に記載の医薬組成物
。
【請求項１５】
　細胞損傷が、外科手順、デバイス、潰瘍、創傷または熱傷に起因する、請求項１２に記
載の医薬組成物。
【請求項１６】
　心血管疾患または障害が、心筋症、粥状硬化、高血圧症、大動脈狭窄、心房中隔欠損症
（ＡＳＤ）、共通房室（Ａ－Ｖ）弁口欠損、動脈管、肺動脈狭窄、大動脈下狭窄、心室中
隔欠損症（ＶＳＤ）、弁膜症、酸化障害、加齢性組織変性、心臓発作、心不全、心不全お
よび高血圧症によって引き起こされる二次的病理、低血圧症、狭心症、心筋梗塞からなる
群より選択されるメンバーである、請求項１３に記載の医薬組成物。
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【請求項１７】
　筋肉関連疾患または損傷の処置または予防のための、請求項１～８のいずれか１項に記
載の医薬組成物。
【請求項１８】
　筋肉関連疾患が、糖尿病である、請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　筋肉関連疾患または障害が、筋力低下、筋萎縮、自己免疫疾患および筋ジストロフィー
からなる群より選択される、請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　ＭＧ５３をコードする核酸と相補的な長さ１０～１００ヌクレオチドの阻害ＲＮＡを含
む組成物、ここで阻害ＲＮＡはＭＧ５３をコードする核酸の発現を調節することができる
、組成物。
【請求項２１】
　配列番号１、３または５のポリペプチドを検出することを含む方法において使用するた
めの、配列番号１、３、または５の少なくとも１つのアミノ酸配列を有するポリペプチド
に免疫特異的に結合できる、抗体。
【請求項２２】
　抗体が、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体またはその抗原結合断片である
、請求項２１に記載の抗体。
【請求項２３】
　医薬として使用するための、配列番号１、３、または５の少なくとも１つのアミノ酸配
列を有するポリペプチドに免疫特異的に結合できる、抗体。
【手続補正書】
【提出日】平成25年3月8日(2013.3.8)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸を含む、医薬組成物。
【請求項２】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸が、配列番号２、４または６の少なくとも１つ
との少なくとも９５％の配列同一性を有する、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　核酸が、配列番号１、３、または５の少なくとも１つとの少なくとも９５％の配列同一
性を有するポリペプチドをコードする、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸とハイブリダイズする有効量の阻害核酸を含む
、医薬組成物。
【請求項５】
　阻害核酸が、配列番号２、４または６の少なくとも１つとの少なくとも９５％の配列同
一性を有する核酸とハイブリダイズする、請求項４に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸またはＭＧ５３阻害核酸をコードする核酸を含
むベクターを含有する、医薬組成物。
【請求項７】
　核酸が、配列番号１、３または５の少なくとも１つとの少なくとも９５％の配列同一性
を有するポリペプチドをコードする、請求項６に記載の医薬組成物。
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【請求項８】
　ベクターが、前記核酸へ作動可能に連結されたプロモーターをさらに含む、請求項６ま
たは７に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　医薬の製造において使用するための、ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸またはＭ
Ｇ５３阻害核酸をコードする核酸を含むベクターを含む単離された宿主細胞。
【請求項１０】
　宿主細胞が真核細胞である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　宿主細胞が原核細胞である、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　細胞損傷の処置または予防のための、請求項１～８のいずれか１項に記載の医薬組成物
。
【請求項１３】
　細胞損傷が、心血管疾患または障害に起因する、請求項１２に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　細胞損傷が、運動またはきびしい身体活動に起因する、請求項１２に記載の医薬組成物
。
【請求項１５】
　細胞損傷が、外科手順、デバイス、潰瘍、創傷または熱傷に起因する、請求項１２に記
載の医薬組成物。
【請求項１６】
　心血管疾患または障害が、心筋症、粥状硬化、高血圧症、大動脈狭窄、心房中隔欠損症
（ＡＳＤ）、共通房室（Ａ－Ｖ）弁口欠損、動脈管、肺動脈狭窄、大動脈下狭窄、心室中
隔欠損症（ＶＳＤ）、弁膜症、酸化障害、加齢性組織変性、脳卒中、心臓発作、心不全、
心不全および高血圧症によって引き起こされる二次的病理、低血圧症、狭心症、および心
筋梗塞からなる群より選択されるメンバーである、請求項１３に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　筋肉関連疾患または損傷の処置または予防のための、請求項１～８のいずれか１項に記
載の医薬組成物。
【請求項１８】
　筋肉関連疾患が、糖尿病である、請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　筋肉関連疾患または障害が、筋力低下、筋萎縮、自己免疫疾患および筋ジストロフィー
からなる群より選択される、請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　ＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸と相補的な長さ１０～１００ヌクレオチドの阻
害ＲＮＡを含む組成物、ここで阻害ＲＮＡはＭＧ５３ポリペプチドをコードする核酸の発
現を調節することができる、組成物。
【請求項２１】
　配列番号１、３または５のポリペプチドを検出することを含む方法において使用するた
めの、配列番号１、３、または５の少なくとも１つのアミノ酸配列を有するポリペプチド
に免疫特異的に結合できる、抗体。
【請求項２２】
　抗体が、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体またはその抗原結合断片である
、請求項２１に記載の抗体。
【請求項２３】
　医薬として使用するための、配列番号１、３、または５の少なくとも１つのアミノ酸配
列を有するポリペプチドに免疫特異的に結合できる、抗体。
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摘要(译)

要解决的问题：提供53千道尔顿的人源多肽，这是一种肌肉特异性TRIM
家族蛋白。 由mAb 5259识别的抗原多肽具有对横纹肌组织特异的53千
道尔顿（kDa）的分子大小。编码所述多肽的核酸序列。免疫特异性结合
多肽的抗体，以及多肽，多核苷酸或抗体的衍生物，变体，突变体或片
段。此外，公开了用于诊断，治疗和预防涉及这些人核酸和蛋白质中的
任何一种的病症的治疗，诊断和研究方法。 【选择图】无
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