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(57)【要約】
　本発明は、負傷または疾患後における神経筋シナプス
の維持および再生の過程に関与するｍｉＲＮＡの同定に
関する。これらのｍｉＲＮＡの調節が、脊髄損傷および
神経変性疾患の治療として提案される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　除神経性神経障害状態に罹患した対象を治療する方法であって、ｍｉＲ－２０６および
／またはｍｉＲ－１のアゴニストを前記対象に投与する工程を含む方法。
【請求項２】
　前記アゴニストが、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の成熟配列を含むポリヌ
クレオチドである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記アゴニストが、配列番号：２および／または配列番号：４からなる群から選択され
る配列を含むポリヌクレオチドである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記アゴニストが、脂質送達ビヒクル中に製剤化される、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記アゴニストが、発現ベクターによりコードされる、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　前記アゴニストが、筋特異的プロモーターの制御下にある、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記除神経性神経障害状態が、脊髄損傷、重症筋無力症、筋萎縮性側索硬化症、フリー
ドライヒ失調症、脊髄性筋萎縮症、または脊髄小脳失調である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記除神経性神経障害状態に対する第２の療法を前記対象に投与する工程をさらに含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記第２の療法が、Ｒｉｌｕｚｏｌｅ、コリンエステラーゼ阻害剤、および免疫抑制剤
からなる群から選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記アゴニストが、経口、経皮、もしくは経静脈、または骨格筋組織内への直接的な注
射により投与される、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　対象における除神経性神経障害状態を診断する方法であって、
　（ａ）前記対象から骨格筋組織試料を得る工程と、
　（ｂ）前記試料におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または
発現を評価する工程と、
　（ｃ）工程（ｂ）における活性または発現を、正常な組織試料におけるｍｉＲ－２０６
および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または発現と比較する工程とを含み、正常な組織
試料におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または発現と比較し
たｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または発現の上昇により、除神
経性神経障害状態が診断される方法。
【請求項１２】
　前記除神経性神経障害状態が、脊髄損傷、重症筋無力症、筋萎縮性側索硬化症、フリー
ドライヒ失調症、脊髄性筋萎縮症、または脊髄小脳失調である、請求項１１に記載の方法
。
【請求項１３】
　ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性を評価する工程が、ｍｉＲ－２
０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂにより調節される１つまたは複数の遺伝子の活性を
評価する工程を含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　ｍｉＲ－２０６により調節される１つまたは複数の遺伝子が、ＨＤＡＣ４、Ｄａｃｈ２
、またはミオゲニンである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
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　骨格筋におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１活性の調節物質を同定する方
法であって、
　（ａ）骨格筋細胞を候補化合物と接触させる工程と、
　（ｂ）ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の活性または発現を評価する工程と、
　（ｃ）工程（ｂ）における活性または発現を、前記候補化合物の非存在下における活性
または発現と比較する工程とを含み、
　前記測定された活性または発現間の差違により、前記候補化合物がｍｉＲ－２０６およ
び／またはｍｉＲ－１の調節物質であることが示される方法。
【請求項１６】
　前記細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで候補物質と接触させる、請求項１
５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記候補化合物が、ペプチド、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、または低分子化合物
である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストと薬学的に許容される担体とを
含む医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる、２００８年３月１７日に出
願された米国仮出願第６１／０３７，２６０号の利益を主張する。
【０００２】
政府援助に関する言明
　本発明は、米国国立衛生研究所からの助成金番号ＨＬ５３３５１－０６の下での助成金
援助によりなされた。同政府は、本発明において一定の権利を有する。
【０００３】
　本発明は広く発生生物学、神経生物学、病理学、および分子生物学の分野に関する。よ
り特定すれば、本発明は、負傷または疾患における神経筋シナプスの維持および再生に影
響を与える、骨格筋組織におけるｍｉＲＮＡ発現の変化に関する。本発明は、特定のｍｉ
ＲＮＡ（例えば、miR-206およびmiR-1）のアゴニストを投与することにより、除神経性疾
患に罹患した対象を治療する方法を提供する。
【背景技術】
【０００４】
　ルー・ゲーリック病としてよく知られている筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、最も一般
的な成人の運動ニューロン疾患であり、米国内では約３０，０００人がこれに罹患してい
る（Bruijnら、2004年）。ＡＬＳ症例の約９０％は散発性であり、残りの１０％は遺伝性
突然変異の結果として発生する（Boilleeら、2006年）。ＡＬＳの発症理由に関わらず、
類似の症状が該疾患の進行を特徴づける。症状には、選択的な喪失を介する標的骨格筋の
除神経および運動ニューロンの変性が含まれ、これらにより、四肢および呼吸器の筋肉に
おける筋萎縮および筋麻痺がもたらされる。ＡＬＳは、最も一般的な運動ニューロン疾患
であるが、運動ニューロンの喪失を防止し、または診断後における生存率を著明に改善し
うる治療剤や有効な治療法は存在しない。ＡＬＳの惹起および進行を調節するシグナル伝
達経路および下流分子の同定は、新規の治療法の探索において、依然として大きな難題で
ある（Dunckleyら、2007年）。
【０００５】
　神経筋シナプスの構築および維持を制御する、転写調節および翻訳後調節のネットワー
クは十分に特徴づけられている（SanesおよびLichtman、2001年）が、この過程の調節に
おける転写後機構の役割は説明されていない。この点では、マイクロＲＮＡ（miRNAまた
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はmiR）が、多くの生物学的過程に対する主要な転写後調節物質として認識されている（B
artel、2004年；Van Rooijら、2007年a）。ｍｉＲＮＡとは、配列特異的な形で遺伝子発
現を調節する、約１８～約２５ヌクレオチドの長さの、小型で、タンパク質をコードしな
いＲＮＡである。ｍｉＲＮＡは、それらの配列が完全に相補的である場合は標的ｍＲＮＡ
の分解を促進することにより、またはそれらの配列がミスマッチを含有する場合は翻訳を
阻害することにより、標的ｍＲＮＡの抑制剤として作用する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　ｍｉＲＮＡは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ（pol II）またはＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ（
pol III；Qiら（2006年）、Cellular & Molecular Immunology、第3巻、411～419頁を参
照されたい）により転写され、個々のｍｉＲＮＡ遺伝子、タンパク質コード遺伝子のイン
トロン、または複数の密接に関連するｍｉＲＮＡをコードすることが多いポリシストロニ
ックの転写物、に由来する一般に数千塩基長の一次ｍｉＲＮＡ転写物（プリmiRNA）と呼
ばれる最初の転写物から生じる。Ｃａｒｒｉｎｇｔｏｎら（２００３年）による総説を参
照されたい。プリｍｉＲＮＡは、核内においてＲＮアーゼＤｒｏｓｈａにより約７０～約
１００ヌクレオチドのヘアピン形状の前駆体（プレmiRNA）へとプロセシングされる。細
胞質への輸送後、ヘアピンプレｍｉＲＮＡは、Ｄｉｃｅｒによりさらにプロセシングされ
て、二本鎖ｍｉＲＮＡをもたらす（Leeら、1993年）。次いで、成熟ｍｉＲＮＡ鎖は、Ｒ
ＮＡ誘導サイレンシング複合体（RISC）内に組み込まれ、そこで、塩基対相補性により、
その標的ｍＲＮＡと会合する。ｍｉＲＮＡが、ｍＲＮＡ標的と完全に塩基対形成する比較
的まれな場合において、ｍｉＲＮＡは、ｍＲＮＡの分解を促進する。ｍｉＲＮＡは、標的
ｍＲＮＡと不完全なヘテロ二重鎖を形成し、ｍＲＮＡの安定性を損なうか、またはｍＲＮ
Ａの翻訳を阻害することがより一般的である。脊椎動物における機能喪失型突然変異が示
す通り、ｍｉＲＮＡは、心肥大、心臓の形態形成、およびリンパ球の発生を含めた、多様
な生物学的過程の主要な調節物質である（Van Rooijら、2007年b；Zhaoら、2007年；Xiao
ら、2007年）。しかし、神経筋シナプスの機能およびシグナル伝達に対するｍｉＲＮＡの
関係は、依然として明らかとなっていない。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、ｍｉＲ－２０６が、傷害または神経変性疾患の結果として生じる除神経後に
おける神経筋接合部の安定性および再生を調節するという発見に部分的に基づく。したが
って、本発明は、除神経性神経障害状態に罹患した対象を治療する方法を提供する。一実
施形態において、該方法は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストを対
象に投与する工程を含む。別の実施形態において、該アゴニストは、ｍｉＲ－２０６およ
び／またはｍｉＲ－１の成熟配列を含むポリヌクレオチドである。別の実施形態において
、該アゴニストは、発現ベクターによりコードされる。除神経性神経障害状態は、脊髄損
傷、重症筋無力症、筋萎縮性側索硬化症、フリードライヒ失調症、脊髄性筋萎縮症、また
は脊髄小脳失調でありうる。
【０００８】
　本発明はまた、対象における除神経性神経障害状態（例えば、脊髄損傷またはALS）を
診断する方法も包含する。一実施形態において、該方法は、（ａ）該対象から骨格筋組織
試料を得る工程と、（ｂ）前記試料におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３
３ｂの活性または発現を評価する工程と、（ｃ）工程（ｂ）における活性または発現を、
正常な組織試料におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または発
現と比較する工程とを含み、正常な組織試料におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉ
Ｒ－１３３ｂの活性または発現と比較したｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３
ｂの活性または発現の上昇により、除神経性神経障害状態が診断される。ｍｉＲ－２０６
および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性を評価する工程は、ｍｉＲ－２０６および／また
はｍｉＲ－１３３ｂにより調節される１つまたは複数の遺伝子の活性を評価する工程を含
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む。一実施形態において、ｍｉＲ－２０６により調節される１つまたは複数の遺伝子は、
ＨＤＡＣ４、Ｄａｃｈ２、またはミオゲニンからなる群から選択される。
【０００９】
　本発明はまた、骨格筋におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１活性の調節物
質を同定する方法も提供する。一実施形態において、該方法は、（ａ）骨格筋細胞を候補
化合物と接触させる工程と、（ｂ）ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の活性また
は発現を評価する工程と、（ｃ）工程（ｂ）における活性または発現を、該候補化合物の
非存在下における活性または発現と比較する工程とを含み、該測定された活性または発現
間の差違により、該候補化合物がｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の調節物質で
あることが示される。該細胞は、該候補化合物と、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで接触させることも
でき、ｉｎ　ｖｉｖｏで接触させることもできる。ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ
－１の調節物質は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストの場合もあり
、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の阻害剤の場合もある。
【００１０】
　　本発明はまた、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストならびに薬学
的に許容される担体を含む医薬組成物も包含する。一部の実施形態において、該医薬組成
物は、除神経性神経障害状態に対する第２の療法と共に投与することができる。
【００１１】
　以下の図面は、本明細書の一部を形成し、本発明の特定の態様をさらに示す目的で組み
入れられる。本明細書で示される具体的な実施形態の詳細な説明と組み合わせてこれらの
図面の１つまたは複数を参照することにより、本発明をより十分に理解することができる
。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１Ａ】図１は、除神経筋におけるｍｉＲ－２０６のアップレギュレーションを示す。
成体マウス組織における成熟ｍｉＲ－２０６の骨格筋特異的な発現を示すノーザンブロッ
ト解析。ローディング・コントロールとして、Ｕ６でノーザンブロットをリプロービング
した。
【図１Ｂ】坐骨神経離断１０日後の成体マウスの筋組織におけるｍｉＲ－１およびｍｉＲ
－２０６の発現に対するノーザンブロット解析。反対側の足をコントロールとして用いた
。ローディング・コントロールとして、Ｕ６でノーザンブロットをリプロービングした。
ＥＤＬ＝長指伸筋、ＴＡ＝前脛骨筋、ＧＰ＝腓腹筋／足底筋。
【図１Ｃ】除神経１０日後のＴＡ筋（+）において、リアルタイムＰＣＲにより、ｍｉＲ
－２０６、ｍｉＲ－１３３ｂ、ｍｉＲ－１、ｍｉＲ－１３３ａの転写物が検出された。反
対側の筋肉をコントロール（-）として用いた。
【図２Ａ】図２は、ｍｉＲ－２０６突然変異マウスの作製を示す。マウスｍｉＲ－２０６
／１３３ｂ遺伝子座の概略図。
【図２Ｂ】ｌｏｘＰ部位で挟んだネオマイシンカセットでプレｍｉＲ－２０６配列を置換
することにより、ｍｉＲ－２０６／１３３ｂ遺伝子座からｍｉＲ－２０６を欠失させる標
的化戦略。サザンブロットに用いられる５’側プローブおよび３’側プローブの位置を示
す。
【図２Ｃ】外部５’側プローブを用いた、野生型マウスおよびヘテロ接合マウスに由来す
るゲノムＤＮＡに対するサザンブロット解析。ゲノムＤＮＡをＢａｍＨＩで消化した。
【図２Ｄ】表示されたｍｉＲ－２０６遺伝子型の腓腹筋／足底筋における、成熟ｍｉＲ－
２０６転写物の発現についてのノーザンブロット解析。Ｕ６を添加コントロールとして用
いた。
【図２Ｅ】除神経後のコントロールマウスおよびｍｉＲ－２０６突然変異マウスのヒラメ
筋における、プレ－ｍｉＲ－２０６、プレ－ｍｉＲ－１３３ｂ、プレ－ｍｉＲ－１－１、
およびプレ－ｍｉＲ－１－２に遺伝子特異的なプライマーを用いた、ＲＴ－ＰＣＲ。
【図２Ｆ】ヘマトキシリンおよびエオシン（H&E）染色ならびに異染性ＡＴＰアーゼ染色
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では、野生型（WT）マウスおよびｍｉＲ－２０６－／－（KO）マウスのヒラメ筋における
Ｉ型（暗青色）骨格筋線維およびＩＩ型（明青色）骨格筋線維の骨格筋構造および骨格筋
分布において差違は示されない。
【図３Ａ】図３は、ｍｉＲ－２０６突然変異マウスにおける再神経支配の遅延を示す。抗
ＺＮＰ染色（緑色）をＢＴＸ（赤色）と重ね合わせることにより検出される通り、坐骨神
経の離断後（週数で示される）において、野生型（WT）マウスと比較して、ｍｉＲ－２０
６－／－（KO）マウスでは、再神経支配の遅延が観察される。ｍｉＲ－２０６－／－マウ
スにおける抗ＺＮＰ（緑色）染色の欠如に注目されたい。
【図３Ｂ】坐骨神経離断後のＷＴマウスおよびｍｉＲ－２０６　ＫＯマウスにおける、再
神経支配されたシナプス部位数の時間経過および定量。
【図３Ｃ】ＢＴＸ（赤色）および抗ＺＮＰ（緑色）を用いる免疫組織化学により、神経挫
滅７～１８日後のＷＴマウスと比較した、ｍｉＲ－２０６－／－マウスにおけるＮＭＪに
対する再神経支配の遅延が示される。ｍｉＲ－２０６－／－マウスにおける抗ＺＮＰ（緑
色）染色の欠如に注目されたい。
【図４Ａ】図４は、ｍｉＲ－２０６がＨＤＡＣ４を標的化することを示す。予測される２
つのｍｉＲ－２０６結合部位に対して配列相同性を有する複数の動物種に由来するＨｄａ
ｃ４　３’ＵＴＲの概略図。
【図４Ｂ】ｍｉＲ－２０６発現プラスミドの量を増加させながら、野生型（WT）または突
然変異体のＨＤＡＣ４　３’ＵＴＲ－ルシフェラーゼ構築物と共トランスフェクトしたＣ
ＯＳ１細胞のルシフェラーゼ活性。３’ＵＴＲにおいて予測されるｍｉＲ－２０６結合部
位の突然変異により、ｍｉＲ－２０６の阻害活性が弱められる。値は、β－ガラクトシダ
ーゼ活性に対して標準化された。
【図４Ｃ】除神経３週間後の野生型（WT）マウスおよびｍｉＲ－２０６－／－（KO）マウ
スから単離された筋肉溶解物におけるＨＤＡＣ４発現の上昇を示すウェスタンブロット解
析。コントロール（Ctrl.）は、ＨＤＡＣ４　ｍＫＯタンパク質溶解物を指す。コントロ
ールとしてＧＡＰＤＨタンパク質を検出した。ＷＴと比較した相対的なタンパク質発現を
、ブロットの下方に示す。
【図４Ｄ】除神経３週間後の野生型（WT）筋肉およびｍｉＲ－２０６－／－（KO）筋肉に
おいて、Ｈｄａｃ４の転写物が検出された。
【図４Ｅ】除神経３週間後の野生型（WT）筋肉およびｍｉＲ－２０６－／－（KO）筋肉に
おいて、Ｄａｃｈ２の転写物が検出された。
【図４Ｆ】除神経３週間後の野生型（WT）ＴＡ筋肉およびｍｉＲ－２０６－／－（KO）Ｔ
Ａ筋肉において、ミオゲニンの転写物が検出された。
【図４Ｇ】ＢＴＸ（赤色）および抗ＺＮＰ（緑色）を用いる免疫組織化学により、神経挫
滅７日後のＷＴマウスと比較した、ＨＤＡＣ４　ｍＫＯ突然変異マウスにおける再神経支
配の上昇が示される。ＨＤＡＣ４　ｍＫＯマウスにおける抗ＺＮＰ（緑色）染色の上昇に
注目されたい。
【図５Ａ】図５は、ＡＬＳマウスにおけるｍｉＲ－２０６のアップレギュレーションを示
す。ｍｉＲＮＡアレイによる、野生型（WT）マウスおよびＧ９３Ａ－ＳＯＤ１（ALS）マ
ウスにおけるｍｉＲＮＡプロファイリングの熱プロット。
【図５Ｂ】７カ月齢の野生型（WT）ＴＡ筋およびＧ９３Ａ－ＳＯＤ１（ALS）ＴＡ筋にお
けるｍｉＲ－１およびｍｉＲ－２０６の発現についてのノーザンブロット解析。ローディ
ング・コントロールとして、Ｕ６ノーザンブロットをリプロービングした。
【図５Ｃ】ｍｉＲ－２０６／Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１二重突然変異マウスでは、ＡＬＳの発症
が増大する。Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１マウスおよびｍｉＲ－２０６／Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１二重
突然変異マウスの代表的な画像。
【図５Ｄ】ｍｉＲ－２０６／Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１二重突然変異マウスでは、筋変性が増大
する。野生型（WT）マウス、ｍｉＲ－２０６突然変異マウス、Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１マウス
、およびｍｉＲ－２０６／Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１二重突然変異マウスの腓腹筋／足底筋に対
するヘマトキシリンおよびエオシン（H&E）染色。
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【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明は、ｍｉＲ－２０６が、傷害後における神経筋接合部の安定性および再生を調節
するという発見に部分的に基づく。ｍｉＲ－２０６は、マウスＡＬＳモデルの骨格筋内に
おいて、また、神経の離断または挫滅後における除神経に応答してアップレギュレートさ
れる。加えて、関連分子であるｍｉＲ－１３３ｂがｍｉＲ－２０６と同様の形でアップレ
ギュレートされるのに対して、ｍｉＲ－１およびｍｉＲ－１３３ａは、ＡＬＳ疾患モデル
において、また、手術による除神経に応答して発現が低下する。ｍｉＲ－２０６ｎｕｌｌ
マウスを作製することにより、本発明者らは、傷害後における神経筋接合部の安定性およ
び再生の調節において不可欠なｍｉＲ－２０６の役割を明らかにした。これらの結果は、
神経筋シナプス機能の調節におけるｍｉＲＮＡの第１の役割を説明し、ＡＬＳならびに他
の除神経性疾患および除神経性傷害の発症における主要な構成要素としてｍｉＲ－２０６
およびｍｉＲ－１を提示する。したがって、本発明は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍ
ｉＲ－１の発現レベルを操作することにより神経変性疾患および神経損傷を治療する、新
規の治療法を提供する。
【００１４】
　脊椎動物では、３つの筋特異的ｍｉＲＮＡ対である、ｍｉＲ－１－１／１３３ａ－２、
ｍｉＲ－１－２／１３３ａ－１、およびｍｉＲ－２０６／１３３ｂが、個別の染色体上に
おいてバイシストロニックの転写物として転写される（Liuら、2007年）。ｍｉＲ－１は
、転写因子であるＨａｎｄ２の抑制を介して、心筋の増殖および心臓の形態形成を調節す
ることが示されている（Zhaoら、2005年；2007年）。骨格筋芽細胞において、ｍｉＲ－１
は、筋形成の抑制物質であるヒストン脱アセチル化酵素４（HDAC4）の抑制を介して分化
を促進することが示されたが、これとは逆に、ｍｉＲ－１３３は、筋形成の活性化物質で
ある血清応答因子（SRF）の抑制を介して、分化を抑制することが示された（Chenら、200
6年）。ｍｉＲ－１－１が、ヒト第２０染色体に由来するｍｉＲ－１３３ａ－２と共転写
されるのに対し、ｍｉＲ－１－２は、ヒト第１８染色体に由来するｍｉＲ－１３３ａ－１
と共転写される。加えて、ｍｉＲＮＡのｍｉＲ－１ファミリーから進化的に分岐したメン
バーであるｍｉＲ－２０６は、ＤＮＡポリメラーゼαサブユニット（Polal）、コネキシ
ン４３（Cx43）、フォリスタチン様１（Fstl1）、およびウトロフィン（Utm）を含めた各
種の標的遺伝子の抑制を介して筋芽細胞の分化を促進することが示されている（Kimら、2
006年；Rosenbergら、2006年）。ｍｉＲ－２０６は、ヒト第６染色体の遺伝子間領域に由
来するバイシストロニックの転写物から、ｍｉＲ－１３３ｂと共に生成される。ｍｉＲ－
１３３ｂは、パーキンソン病患者において減少し、ドーパミン作動性ニューロンの成熟を
調節することが示された（Kimら、2007年）。ｍｉＲ－１－１およびｍｉＲ－１－２は互
いに同一であり、ｍｉＲ－２０６とは４ヌクレオチド異なる。ｍｉＲ－１３３ａ－１およ
びｍｉＲ－１３３ａ－２は互いに同一であり、ｍｉＲ－１３３ｂとは２ヌクレオチド異な
る。ｍｉＲ－２０６、ｍｉＲ－１、ｍｉＲ－１３３ａ、およびｍｉＲ－１３３ｂのステム
ループ配列および成熟配列は、以下：
ヒトｍｉＲ－２０６ステムループ（配列番号：１）
【表１】

ヒト成熟ｍｉＲ－２０６（配列番号：２）
【表２】
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ヒトｍｉＲ－１ステムループ（配列番号：３）
【表３】

ヒト成熟ｍｉＲ－１（配列番号：４）

【表４】

ヒトｍｉＲ－１３３ａステムループ（配列番号：５）
【表５】

ヒト成熟ｍｉＲ－１３３ａ（配列番号：６）
【表６】

ヒトｍｉＲ－１３３ｂステムループ（配列番号：７）
【表７】

ヒト成熟ｍｉＲ－１３３ｂ（配列番号：８）
【表８】

で示される。
【００１５】
　一実施形態において、本発明は、除神経性神経障害状態に罹患した対象を治療する方法
であって、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストを該対象に投与する工
程を含む方法を提供する。「アゴニスト」は、特定のｍｉＲＮＡの活性または発現を上昇
させる任意の化合物または分子でありうる。例えば、特定の実施形態において、ｍｉＲ－
２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストは、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ
－１の成熟配列を含むポリヌクレオチドでありうる。一部の実施形態において、ポリヌク
レオチドは、配列番号：２および／または配列番号：４の配列を含む。別の実施形態にお
いて、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストは、ｍｉＲ－２０６および
／またはｍｉＲ－１のプリｍｉＲＮＡ配列またはプレｍｉＲＮＡ配列を含むポリヌクレオ
チドでありうる。このような実施形態において、ポリヌクレオチドは、配列番号：１およ
び／または配列番号：３の配列を含みうる。ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の
成熟配列、プレ－ｍｉＲ配列、またはプリ－ｍｉＲ配列を含むポリヌクレオチドは、一本
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鎖の場合もあり、二本鎖の場合もある。該ポリヌクレオチドは、ロックト核酸、ペプチド
核酸など１つもしくは複数の化学的修飾、２’－Ｏ－アルキル（例えば、２’－Ｏ－メチ
ル、２’－Ｏ－メトキシエチル）修飾、２’－フルオロ修飾、および４’チオ修飾などの
糖修飾、ならびに１つもしくは複数のホスホロチオエート結合、モルホリノ結合、または
ホスホノカルボキシレート結合、およびこれらを含む組合せなどの骨格修飾を含有しうる
。一実施形態において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の配列を含むポリヌク
レオチドは、コレステロールにコンジュゲートされる。
【００１６】
　別の実施形態において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストは、ｍ
ｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の機能を増大させるか、補完するか、または置換
するように作用する、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１とは異なる作用物質であ
りうる。例えば、それらのいずれもがｍｉＲ－２０６の発現をアップレギュレーションす
るＭｙｏＤおよびｂＨＬＨタンパク質Ｅ１２は、ｍｉＲ－２０６のアゴニストでありうる
。ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の発現をアップレギュレーションする他の転
写因子またはシグナル伝達タンパク質も同様に、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－
１のアゴニストとして意図される。
【００１７】
　別の実施形態において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストは、ｉ
ｎ　ｖｉｖｏにおいてベクターから発現させることができる。「ベクター」とは、対象核
酸を細胞内部へと送達するのに用いうる物質の組成物である。直鎖ポリヌクレオチド、イ
オン化合物または両親媒性化合物と会合したポリヌクレオチド、プラスミド、およびウイ
ルスが含まれるがこれらに限定されない多数のベクターが当技術分野で知られている。し
たがって、「ベクター」という用語は、自己複製型のプラスミドまたはウイルスを包含す
る。ウイルスベクターの例には、アデノウイルスベクター、アデノ関連ウイルスベクター
、レトロウイルスベクターなどが含まれるがこれらに限定されない。発現構築物は、生細
胞内で複製することもでき、合成することもできる。本出願の目的では、「発現構築物」
、「発現ベクター」、および「ベクター」は、互換的に用いられ、一般的で例示的な意味
において本発明の適用を示すものであり、本発明を限定することを意図するものではない
。
【００１８】
　一実施形態において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１を発現する発現ベクタ
ーは、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１をコードするポリヌクレオチドに「作動
可能に連結された」プロモーターを含む。本明細書で用いられる「作動可能に連結された
」または「転写制御下にある」という語句は、プロモーターが、ポリヌクレオチドに対し
て、ＲＮＡポリメラーゼによる転写の開始および該ポリヌクレオチドの発現を制御するの
に適正な位置および方向にあることを意味する。ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－
１をコードするポリヌクレオチドは、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の一次ｍ
ｉＲＮＡ配列（プリmiRNA）、前駆体ｍｉＲＮＡ配列（プレmiRNA）、または成熟ｍｉＲＮ
Ａ配列をコードしうる。別の実施形態において、発現ベクターは、配列番号：１の配列を
含む、プロモーターに作動可能に連結されたポリヌクレオチドを含む。別の実施形態にお
いて、発現ベクターは、配列番号：２の配列を含む、プロモーターに作動可能に連結され
たポリヌクレオチドを含む。別の実施形態において、発現ベクターは、配列番号：３の配
列を含む、プロモーターに作動可能に連結されたポリヌクレオチドを含む。別の実施形態
において、発現ベクターは、配列番号：４の配列を含む、プロモーターに作動可能に連結
されたポリヌクレオチドを含む。配列番号：１、配列番号：２、配列番号：３、または配
列番号：４の配列を含むポリヌクレオチドは、約１８～約２０００ヌクレオチドの長さ、
約７０～約２００ヌクレオチドの長さ、約２０～約５０ヌクレオチドの長さ、または約１
８～約２５ヌクレオチドの長さでありうる。
【００１９】
　特定の実施形態において、遺伝子産物をコードする核酸は、プロモーターの転写制御下
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れ、遺伝子に特異的な転写を開始するのに必要とされるＤＮＡ配列を指す。本明細書にお
いて、プロモーターという用語は、ＲＮＡポリメラーゼＩ、ＩＩ、またはＩＩＩの開始部
位の周囲にクラスター化した転写制御モジュール群を指すのに用いられる。
【００２０】
　一部の実施形態では、ヒトサイトメガロウイルス（CMV）前初期遺伝子プロモーター、
ＳＶ４０初期プロモーター、ラウス肉腫ウイルス長末端反復、ラットインスリンプロモー
ター、およびグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼを用いて、対象のポリヌ
クレオチド配列の高レベルの発現を得ることができる。発現レベルが所与の目的に十分で
ある場合は、対象のポリヌクレオチド配列の発現を達成するための、当技術分野でよく知
られる他のウイルスプロモーター、哺乳動物細胞プロモーター、または細菌ファージプロ
モーターの使用もまた意図される。特定の実施形態において、骨格筋特異的プロモーター
などの組織特異的プロモーターを用いて、対象のポリヌクレオチド配列を組織特異的に発
現させることができる。
【００２１】
　特性がよく知られたプロモーターを用いることにより、トランスフェクションまたは形
質転換後における対象タンパク質の発現レベルおよび発現パターンを最適化することがで
きる。さらに、特異的な生理学的シグナルに応答して調節されるプロモーターの選択によ
り、該ポリヌクレオチドの誘導発現も可能にすることができる。表１および２は、本発明
との関連において、対象ポリヌクレオチド（例えば、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉ
Ｒ－１のアゴニスト）の発現を調節するのに用いられうる複数の調節エレメントのリスト
である。このリストは、遺伝子発現の促進に関与する可能性のあるエレメントをすべて網
羅的に示すことを意図するものではなく、単にこれらの例示であることを意図するもので
ある。
【００２２】
　以下は、発現構築物において対象ポリヌクレオチドと組み合わせて用いうるウイルスプ
ロモーター、細胞プロモーター／エンハンサー、および誘導プロモーター／エンハンサー
のリストである（表１および表２）。加えて、ポリヌクレオチドの発現を駆動するには、
任意のプロモーター／エンハンサーの組合せ（真核生物プロモーターデータベース：EPDB
による）もまた用いられうるであろう。送達複合体またはさらなる遺伝子発現構築物の一
部として適切な細菌ポリメラーゼが提供される場合、真核細胞は、細胞質内における、特
定の細菌プロモーターによる細胞質転写を支援しうる。
【００２３】
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【００２４】
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【表１３】

【００２８】
　筋特異的プロモーターが特に興味深く、これらには、ミオシン軽鎖２プロモーター（Fr
anzら、1994年；Kellyら、1995年）、α－アクチンプロモーター（Mossら、1996年）、ト
ロポニン１プロモーター（Bhavsarら、1996年）、Ｎａ＋／Ｃａ２＋交換プロモーター（B
arnesら、1997年）、ジストロフィンプロモーター（Kimuraら、1997年）、α７インテグ
リンプロモーター（ZioberおよびKramer、1996年）、および筋クレアチンキナーゼ（MCK
）プロモーター（Jaynesら、1988年；Horlickら、1989年；Johnsonら、1989年）が含まれ
る。
【００２９】
　所望の場合は、ポリアデニル化シグナルを組み入れて、遺伝子転写物の適正なポリアデ
ニル化を実行することができる。ポリアデニル化シグナルの性質が本発明の実施を成功さ
せるのに決定的であるとは考えられず、ヒト成長ホルモンのポリアデニル化シグナルおよ
びＳＶ４０のポリアデニル化シグナルなど、任意のこのような配列を用いることができる
。また、ターミネータも発現カセットのエレメントとして想定される。これらのエレメン
トは、メッセージレベルを増強し、該カセットから他の配列内へのリーディングを最小化
するのに用いることができる。
【００３０】
　本発明の特定の実施形態では、発現構築物内にマーカーを組み入れることにより、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏにおいて本発明の核酸構築物を含有する細胞を同定す
ることができる。このようなマーカーによれば、細胞に同定可能な変化が付与され、発現
構築物を含有する細胞を容易に同定することが可能となろう。通常、薬剤選択マーカーの
組み入れは、形質転換体のクローニングおよび選択を支援し、例えば、ネオマイシン、ピ
ューロマイシン、ハイグロマイシン、ＤＨＦＲ、ＧＰＴ、ゼオシン、およびヒスチジノー
ルに対する耐性を付与する遺伝子が、有用な選択マーカーである。あるいは、単純ヘルペ
スウイルスチミジンキナーゼ（tk）またはクロラムフェニコールアセチルトランスフェラ
ーゼ（CAT）などの酵素も用いることができる。免疫学的マーカーもまた用いることがで
きる。それが遺伝子産物をコードする核酸と同時に発現可能である限りにおいて、用いら
れる選択マーカーが重要であるとは考えられない。選択マーカーのさらなる例は、当業者
によく知られている。
【００３１】
　発現ベクターを細胞内に導入しうる多数の方法が存在する。本発明の特定の実施形態に
おいて、発現構築物は、ウイルス、またはウイルスゲノムに由来する操作された構築物を
含む。特定のウイルスが、受容体を介するエンドサイトーシスにより細胞に侵入し、宿主
細胞ゲノム内に組み込まれ、安定的かつ効果的にウイルス遺伝子を発現する能力により、
該ウイルスは、哺乳動物細胞内に外来遺伝子を導入するのに魅力的な候補物質となってい
る（Ridgeway、1988年；NicolasおよびRubenstein、1988年；BaichwalおよびSugden、198
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6年；Temin、1986年）。
【００３２】
　ｉｎ　ｖｉｖｏにおける送達に好ましい方法の１つは、アデノウイルス発現ベクターの
使用を伴う。「アデノウイルス発現ベクター」とは、（ａ）構築物のパッケージングを支
援し、（ｂ）その中にクローニングされたポリヌクレオチドを発現するのに十分なアデノ
ウイルス配列を含有する構築物を含むことを意味する。発現ベクターは、アデノウイルス
の遺伝子操作形態を含む。３６ｋＢで直鎖の二本鎖ＤＮＡウイルスであるアデノウイルス
の遺伝子構成についての知識により、アデノウイルスＤＮＡの大型断片に対する最大７ｋ
Ｂの外来配列による置換が可能となる（GrunhausおよびHorwitz、1992年）。アデノウイ
ルスＤＮＡは、潜在的な遺伝毒性なしに、エピソーム的な形で複製されうるので、レトロ
ウイルスとは対照的に、宿主細胞に対するアデノウイルス感染は、染色体の組込みを結果
としてもたらさない。また、アデノウイルスは構造的にも安定的であり、大規模な増幅後
においてもゲノムの再配列は検出されていない。アデノウイルスは、それらの細胞周期段
階に関わらず、ほとんどすべての上皮細胞に感染しうる。
【００３３】
　アデノウイルスは、そのゲノムサイズが中規模であり、操作が容易であり、力価が高く
、標的細胞の範囲が広く、感染性が高度であるために、遺伝子導入ベクターとしての使用
に特に適する。ウイルスゲノムの両端は、ウイルスＤＮＡの複製およびパッケージングに
必要なシスエレメントである、１００～２００塩基対の逆方向反復（ITR）を含有する。
【００３４】
　アデノウイルスベクターが複製欠損型であるか、または少なくとも条件付き欠損型であ
るという要請以外のアデノウイルスベクターの性質は、本発明の実施の成功に決定的であ
ると考えられない。アデノウイルスは、４２の既知の異なる血清型またはサブグループＡ
～Ｆのいずれかでありうる。本発明において用いられる条件付き複製欠損型アデノウイル
スベクターを得るためには、サブグループＣの５型アデノウイルスが好ましい出発物質で
ある。これは、５型アデノウイルスについては、多くの生化学的情報および遺伝学的情報
が知られ、アデノウイルスをベクターとして用いる多くの構築物に用いられてきた歴史が
あるからである。
【００３５】
　本発明による典型的なベクターは複製欠損型であり、アデノウイルスＥ１領域を有さな
い。したがって、Ｅ１コード配列が除去された位置に、対象遺伝子をコードするポリヌク
レオチドを導入することが最も好都合である。しかし、アデノウイルス配列内における構
築物の挿入位置は、本発明にとってさほど重要ではない。対象遺伝子をコードするポリヌ
クレオチドはまた、Ｋａｒｌｓｓｏｎら（１９８６年）により説明される通り、Ｅ３置換
ベクターにおいて欠失しているＥ３領域の代わりに挿入することもでき、ヘルパー細胞株
またはヘルパーウイルスがＥ４欠損を補完するＥ４領域に挿入することもできる。
【００３６】
　アデノウイルスベクターは、真核生物の遺伝子発現（Levreroら、1991年；Gomez-Foix
ら、1992年）およびワクチン開発（GrunhausおよびHorwitz、1992年；GrahamおよびPreve
c、1991年）において用いられている。近年では、動物試験により、組換えアデノウイル
スを遺伝子治療に用いうることが示唆されている（Stratford-PerricaudetおよびPerrica
udet、1991年；Stratford-Perricaudetら、1990年；Richら、1993年）。組換えアデノウ
イルスの異なる組織への投与についての試験には、気管内注入（Rosenfeldら、1991年；R
osenfeldら、1992年）、筋肉注射（Ragotら、1993年）、末梢静脈内注射（HerzおよびGer
ard、1993年）、および脳内への定位接種（Le Gal La Salleら、1993年）が含まれる。
【００３７】
　レトロウイルスベクターもまた、細胞内において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉ
Ｒ－１のアゴニストを発現するのに適する。レトロウイルスとは、逆転写過程により、自
らのＲＮＡを、感染された細胞内の二本鎖ＤＮＡへと転換する能力を特徴とする、一本鎖
ＲＮＡウイルス群である（Coffin、1990年）。次いで、結果としてもたらされるＤＮＡが
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プロウイルスとして細胞の染色体内に安定的に組み込まれ、ウイルスタンパク質の合成を
誘導する。この組込みの結果、レシピエント細胞およびその後代において、ウイルス遺伝
子配列が保持される。レトロウイルスゲノムは、それぞれ、カプシドタンパク質、ポリメ
ラーゼ酵素、およびエンベロープ成分をコードする３つの遺伝子である、ｇａｇ、ｐｏｌ
、およびｅｎｖを含有する。ｇａｇ遺伝子の上流に見出される配列は、該ゲノムをビリオ
ン内にパッケージングするためのシグナルを含有する。２つの長末端反復（LTR）配列は
、該ウイルスゲノムの５’端および３’端に存在する。これらは、強力なプロモーター配
列およびエンハンサー配列を含有し、また、宿主細胞ゲノム内への組込みにも必要とされ
る（Coffin、1990年）。
【００３８】
　レトロウイルスベクターを構築するには、対象遺伝子をコードする核酸を、特定のウイ
ルス配列の代わりにウイルスゲノム内に挿入し、複製欠損型のウイルスを作製する。ビリ
オンを作製するには、ｇａｇ遺伝子、ｐｏｌ遺伝子、およびｅｎｖ遺伝子は含有するが、
ＬＴＲおよびパッケージング成分は有さないパッケージング細胞株を構築する（Mannら、
1983年）。レトロウイルスのＬＴＲおよびパッケージング配列と共にｃＤＮＡを含有する
組換えプラスミドをこの細胞株内に導入する（例えば、リン酸カルシウム沈殿により）と
、パッケージング配列により、組換えプラスミドのＲＮＡ転写物をウイルス粒子内にパッ
ケージングさせることが可能となり、次いで、これらが培地内に分泌される（Nicolasお
よびRubenstein、1988年；Temin、1986年；Mannら、1983年）。次いで、組換えレトロウ
イルスを含有する培地を回収し、任意選択により濃縮し、遺伝子導入に用いる。レトロウ
イルスベクターは、多種多様な細胞型に感染可能である。しかし、組込みおよび安定的な
発現には、宿主細胞の分割が必要とされる（Paskindら、1975年）。
【００３９】
　本発明では、他のウイルスベクターも発現構築物として用いることができる。牛痘ウイ
ルス（Ridgeway、1988年；BaichwalおよびSugden、1986年；Couparら、1988年）、アデノ
関連ウイルス（AAV）（Ridgeway、1988年；BaichwalおよびSugden、1986年；Hermonatお
よびMuzycska、1984年）、およびヘルペスウイルスなどのウイルスに由来するベクターを
用いることができる。これらは、各種の哺乳動物細胞にとって魅力的な複数の特性を提供
する（Friedmann、1989年；Ridgeway、1988年；BaichwalおよびSugden、1986年；Coupar
ら、1988年；Horwichら、1990年）。
【００４０】
　遺伝子構築物の発現を実行するには、発現構築物を細胞内に送達しなければならない。
この送達は、細胞株を形質転換する実験室における手順の場合と同様にｉｎ　ｖｉｔｒｏ
で達成することもでき、特定の疾患状態を治療する場合と同様にｉｎ　ｖｉｖｏまたはｅ
ｘ　ｖｉｖｏで達成することもできる。送達の１つの機構は、発現構築物が感染性ウイル
ス粒子内に封入されるウイルス感染を介する。
【００４１】
　培養された哺乳動物細胞内へと発現構築物を導入するための、複数の非ウイルス法もま
た、本発明により意図されている。これらには、リン酸カルシウム沈殿（GrahamおよびVa
n Der Eb、1973年；ChenおよびOkayama、1987年；Rippeら、1990年）、ＤＥＡＥデキスト
ラン（Gopal、1985年）、電気穿孔（Tur-Kaspaら、1986年；Porterら、1984年）、直接的
なマイクロインジェクション（HarlandおよびWeintraub、1985年）、ＤＮＡを充填したリ
ポソーム（NicolauおよびSene、1982年；Fraleyら、1979年）、およびリポフェクタミン
－ＤＮＡ複合体、細胞の超音波処理（Fechheimerら、1987年）、高速マイクロプロジェク
タイルを用いる遺伝子照射（Yangら、1990年）、および受容体を介するトランスフェクシ
ョン（WuおよびWu、1987年；WuおよびWu、1988年）が含まれる。これらの技法の一部は、
ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｅｘ　ｖｉｖｏにおける使用にうまく適合させることができる。
【００４２】
　発現構築物が細胞内に送達されたら、対象遺伝子をコードする核酸を様々な部位に配置
し、発現させることができる。特定の実施形態において、該遺伝子をコードする核酸は、
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細胞ゲノム内に安定的に組み込むことができる。この組込みは、相同組換えにより同種の
位置および方向でも可能であり（遺伝子置換）、無作為的で非特異的な位置に組み込むこ
ともできる（遺伝子増加）。またさらなる実施形態において、核酸は、ＤＮＡの個別のエ
ピソームセグメントとして細胞内に安定的に維持することもできる。このような核酸セグ
メントまたは「エピソーム」は、宿主細胞周期とは無関係に、またはこれと同期して、そ
の維持および複製を可能とするのに十分な配列をコードする。発現構築物を細胞へとどの
ようにして送達するか、また、該細胞のどこに核酸が保持されるかは、用いられる発現構
築物の種類に依存する。
【００４３】
　本発明のさらに別の実施形態において、発現構築物は、裸の組換えＤＮＡまたはプラス
ミドだけからなる場合がある。該構築物の導入は、細胞膜を物理的または化学的に透過す
る、上記の方法のいずれかにより実施することができる。これは、特に、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏにおける導入に適用可能であるが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける使用にも適用することがで
きる。Ｄｕｂｅｎｓｋｙら（１９８４年）は、成体マウスおよび新生仔マウスの肝臓内お
よび脾臓内へと、リン酸カルシウム沈殿物の形態でポリオーマウイルスＤＮＡを注射する
ことに成功し、これにより、活発なウイルス複製および急速な感染が示された。Ｂｅｎｖ
ｅｎｉｓｔｙおよびＮｅｓｈｉｆ（１９８６年）もまた、リン酸カルシウムにより沈殿さ
せたプラスミドの直接的な腹腔内注射の結果、形質転換遺伝子が発現することを示した。
対象遺伝子をコードするＤＮＡはまた、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいても同様の形で導入するこ
とができ、遺伝子産物を発現しうることが想定される。
【００４４】
　裸のＤＮＡ発現構築物を細胞内に導入するための、本発明のさらに別の実施形態は、パ
ーティクル・ガンを伴う。この方法は、ＤＮＡでコーティングしたマイクロプロジェクタ
イルを、細胞を死滅させずに細胞膜を穿通し侵入することを可能とする高速まで加速させ
る能力に依存する（Kleinら、1987年）。微小粒子を加速させるための、複数のデバイス
が開発されている。このようなデバイスの１つは、電流を発生させる高電圧放電を利用し
、この電流により起動力がもたらされる（Yangら、1990年）。用いられるマイクロプロジ
ェクタイルは、タングステンビーズまたは金ビーズなど、生物学的に不活性な物質からな
っている。
【００４５】
　ラットおよびマウスの肝臓組織、皮膚組織、および筋肉組織を含めた、選択された臓器
に、ｉｎ　ｖｉｖｏでパーティクル・ガンが適用されている（Yangら、1990；Zeleninら
、1991年）。このためには、ガンと標的臓器との間に介在する組織を除去するための、手
術による組織または細胞の曝露、すなわち、ｅｘ　ｖｉｖｏにおける処置が必要とされる
場合がある。また、この方法により特定の遺伝子をコードするＤＮＡを送達することもで
き、これもまた本発明により組み込まれる。
【００４６】
　本発明のさらなる実施形態において、発現構築物は、リポソーム内に封入することもで
きる。リポソームとは、リン脂質二重層膜および内部の水性ビヒクルを特徴とする小胞構
造である。多重膜リポソームは、水性ビヒクルにより分離される複数の脂質層を有する。
それらは、リン脂質が過剰な水溶液中に懸濁すると自発的に形成される。脂質成分は、閉
鎖構造の形成前に自己再編成を受け、水と脂質二重層間において溶解した溶質とを封入す
る（GhoshおよびBachhawat、1991年）。また、リポフェクタミン－ＤＮＡ複合体も意図さ
れる。
【００４７】
　本発明の特定の実施形態において、リポソームは、センダイウイルス（HVJ）と複合さ
せることができる。これは、細胞膜との融合を促進し、リポソームに封入されたＤＮＡの
細胞への侵入を促進することが示されている（Kanedaら、1989年）。他の実施形態におい
て、リポソームは、核内非ヒストン性染色体タンパク質（HMG-I）と複合させることもで
き、これと共に用いることもできる（Katoら、1991年）。またさらなる実施形態において
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、リポソームは、ＨＶＪおよびＨＭＧ－Ｉの両方と複合させることもでき、これらと共に
用いることもできる。このような発現構築物は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏ
における核酸の導入および発現において用いられて成功しているので、本発明に適用可能
である。ＤＮＡ構築物において細菌プロモーターが用いられる場合、リポソーム内にはま
た、適切な細菌ポリメラーゼも組み入れることが望ましい。
【００４８】
　特定の遺伝子をコードする核酸を細胞内に送達するのに用いうる他の発現構築物は、受
容体を介する送達ビヒクルである。これらは、ほとんどすべての真核細胞内における、受
容体を介するエンドサイトーシスによる高分子の選択的な取込みを利用する。細胞型に特
異的な各種の受容体の分布のため、送達は高度に特異的である（WuおよびWu、1993年）。
【００４９】
　受容体を介する遺伝子標的化ビヒクルは一般に、２つの成分：細胞受容体特異的なリガ
ンドおよびＤＮＡ結合剤からなる。受容体を介する遺伝子導入には、複数のリガンドが用
いられている。最も広範に特徴づけられているリガンドは、アシアロ糖タンパク質（ASOR
）（WuおよびWu、1987年）およびトランスフェリン（Wagnerら、1990年）である。近年で
は、ＡＳＯＲと同じ受容体を認識する合成ネオ糖タンパク質が遺伝子送達ビヒクルとして
用いられており（Ferkolら、1993年；Peralesら、1994年）、上皮成長因子（EGF）もまた
、遺伝子を扁平上皮細胞へと送達するのに用いられている（Myers、ＥＰＯ０２７３０８
５）。
【００５０】
　他の実施形態において、送達ビヒクルは、リガンドおよびリポソームを含みうる。例え
ば、Ｎｉｃｏｌａｕら（１９８７年）は、ガラクトース末端におけるアシアロガングリオ
シドである、ラクトシル－セラミドをリポソーム内に組み込んで用い、肝細胞によるイン
スリン遺伝子の取込みの増大を観察した。したがって、リポソームを伴う場合であれ、そ
うでない場合であれ、特定の遺伝子をコードする核酸を、任意の数の受容体－リガンド系
により細胞型内に特異的に送達することもまた実現可能である。
【００５１】
　具体例では、オリゴヌクレオチドをカチオン脂質と組み合わせて投与することができる
。カチオン脂質の例には、リポフェクチン、ＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ、およびＤＯＴＡＰが
含まれるが、これらに限定されない。参照により具体的に組み込まれる出願公開Ｗ０００
７１０９６は、遺伝子治療に有効に用いうるＤＯＴＡＰ：コレステロール製剤またはＤＯ
ＴＡＰ：コレステロール誘導体製剤などの異なる製剤について説明している。他の開示も
また、ナノ粒子および投与法を含めた、異なる脂質製剤またはリポソーム製剤について論
じており、これらには、それらが製剤と、核酸の投与および送達の他の関連する態様とに
ついて開示する程度において参照により具体的に組み込まれる、米国特許公開第２００３
０２０３８６５号、同第２００２０１５０６２６号、同第２００３００３２６１５号、お
よび同第２００４００４８７８７号が含まれるがこれらに限定されない。粒子を形成する
のに用いられる方法はまた、これらの態様に関して参照により組み込まれる、米国特許第
５，８４４，１０７号、同第５，８７７，３０２号、同第６，００８，３３６号、同第６
，０７７，８３５号、同第５，９７２，９０１号、同第６，２００，８０１号、および同
第５，９７２，９００号においても開示されている。
【００５２】
　特定の実施形態において、遺伝子導入は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおける条件下でより容易に
実施することができる。ｅｘ　ｖｉｖｏにおける遺伝子治療とは、動物から細胞を単離し
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて核酸を細胞内へと送達し、次いで、改変された細胞を動物内
へと再び戻すことを指す。これは、手術による動物からの組織／臓器の摘出、または細胞
および組織の初代培養物を伴う。
【００５３】
　一実施形態において、本発明は、除神経性神経障害状態に罹患した対象を治療する方法
を提供する。「除神経性神経障害状態」とは、疾患または負傷の結果として、１つまたは
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複数の組織への神経供給が失われる状態を指す。除神経性神経障害状態は、重症筋無力症
、ポリオ、筋萎縮性側索硬化症（ALS）、フリードライヒ失調症、脊髄性筋萎縮症、また
は脊髄小脳失調など、変性性運動ニューロン疾患から生じうる。
【００５４】
　一実施形態において、本発明は、重症筋無力症に罹患した対象にｍｉＲ－２０６および
／またはｍｉＲ－１のアゴニストを投与することにより、該対象を治療する方法を提供す
る。重症筋無力症（MG）とは、変動的な筋力低下および易疲労感をもたらす神経筋疾患で
ある。シナプス後神経筋接合部におけるアセチルコリン受容体を遮断し、これにより、神
経伝達物質であるアセチルコリンの刺激作用を阻害する循環抗体により筋力低下が引き起
こされる自己免疫障害である。筋無力症は、コリンエステラーゼ阻害剤または免疫抑制剤
により薬剤治療され、選択的な症例においては、胸腺摘出術により治療される。重症筋無
力症の特徴は、活動時において増悪し、休息後において改善される筋力低下である。眼お
よび瞼の動き、顔貌の表情、咀嚼、発話、および嚥下を制御する筋肉がとりわけ感受性で
ある。呼吸ならびに頸部および四肢の運動を制御する筋肉もまた影響されうる。
【００５５】
　別の実施形態において、本発明は、それを必要とする対象におけるＡＬＳを治療する方
法であって、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストを該対象に投与する
工程を含む方法を包含する。ＡＬＳ（また、ルー・ゲーリック病、またはシャルコー病と
も呼ばれる）とは、運動ニューロンの変性により引き起こされる、進行性で、通常致死性
の神経変性疾患である。運動ニューロン疾患の１つとして、上位運動ニューロンおよび下
位運動ニューロンが共に変性し、筋肉へとメッセージを送ることを停止するため、該障害
では、全身において筋力低下および筋萎縮が引き起こされる。除神経により機能すること
ができないため、筋力は徐々に低下し、線維束性痙攣（攣縮）を発症し、最終的には、こ
の除神経による萎縮が生じる。患者は最終的に、眼以外のすべての随意運動を開始および
制御する能力を喪失しうる。ＦＤＡにより初めて承認されたＡＬＳ治療であるＲｉｌｕｚ
ｏｌｅは、運動ニューロンの変性を遅延させるが、既に生じた損傷を可逆化することはな
い。症状を緩和し、患者の生活の質を改善するために、ＡＬＳに対する他の治療がデザイ
ンされている。
【００５６】
　別の実施形態において、本発明は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニ
ストを投与することにより、それを必要とする対象における脊髄性筋萎縮症を治療する方
法を提供する。脊髄性筋萎縮症（SMA）とは、ヒトにおける乳児死亡の主要な遺伝的原因
である、常染色体劣性障害である。該疾患は、体幹から末梢へと進行する筋力低下を特徴
とし、上肢よりも下肢がより重篤に罹患する。疾患の重症度および発症年齢に基づき、Ｓ
ＭＡの３つの型が説明されている。Ｉ型は、ＳＭＡ患者の約５０パーセントが罹患し、生
後最初の６カ月以内に症状が現れる。呼吸器不全により、最初の２年以内に死亡すること
が典型的である。ＩＩ型ＳＭＡは、６～１８カ月齢において発症し、生存の長さは、呼吸
器障害の重症度に依存する。１８カ月～小児初期において症状が発生するＩＩＩ型ＳＭＡ
患者は、彼らの疾患進行のある時点において大半が車椅子に拘束されるが、通常、寿命は
短縮されない。ＳＭＡは、筋麻痺および筋萎縮と相関する、脊髄前角におけるアルファ運
動ニューロンの喪失を特徴とする。現在のところ、ＳＭＡ疾患に対する有効な治療は存在
しない。
【００５７】
　さらに別の実施形態において、本発明は、それを必要とする対象におけるフリードライ
ヒ失調症を治療する方法であって、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニス
トを該対象に投与する工程を含む方法を提供する。フリードライヒ失調症とは、歩行困難
および発話障害から心疾患までの範囲に及ぶ症状を結果としてもたらす、神経系に対する
進行性の損傷を引き起こす、常染色体劣性の先天性疾患である。フリードライヒ失調症の
運動失調は、脊髄における神経組織の変性、特に、腕および足の筋運動を方向づけるのに
不可欠な（小脳との接続を介する）感覚ニューロンから生じる。脊髄は細くなり、神経細
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胞はそれらのミエリン鞘の一部を喪失する。フリードライヒ失調症の症状には、以下：腕
および足における筋力低下、協調運動の喪失、視覚障害、聴覚喪失、発話の不明瞭、脊柱
彎曲症（脊柱側彎）、足底弓のせり上がり、糖尿病、および心臓障害（例えば、心房細動
、結果として生じる頻脈、および肥厚性心筋症）の任意の組合せが含まれるが、これらの
必ずしもすべてが含まれるわけではない。現時点において、症状を抑えることは可能であ
るが、フリードライヒ失調症の治療は存在しない。
【００５８】
　別の実施形態において、本発明は、それを必要とする対象における脊髄小脳失調を治療
する方法であって、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストを該対象に投
与する工程を含む方法を提供する。脊髄小脳失調（SCA）とは、緩徐に進行する歩行の協
調失調を特徴とする遺伝的疾患であり、手、発話、および眼運動の協調低下と関連するこ
とが多い。また、小脳の萎縮が頻繁に生じる。進行性疾患である脊髄小脳失調の治療法は
知られていない。運動失調の他の形態と同様に、ＳＣＡは、筋運動の良好な協調の喪失や
、その他の症状により、不安定でぎこちない身体の動きを結果としてもたらす。この疾患
を有する患者は通常、車椅子の使用を必要とするに至り、最終的に、日常的な作業を実行
するのに介助を必要とする場合がある。
【００５９】
　除神経性神経障害状態はまた、１つまたは複数の神経が離断または挫滅する、脊髄神経
傷害または末梢神経傷害などの神経傷害からも生じる。外傷性脊髄損傷は、異なる種類に
分類することができる。脊髄中心症候群は、下肢と比較して上肢の機能のより大幅な喪失
と関連する。ブラウン－セカール症候群は、脊髄の１つの側に対する傷害から生じ、傷害
の側における固有受容感覚の低下および喪失、ならびに他の側における痛覚および温熱感
覚の喪失を引き起こす。前脊髄症候群は、脊髄前部に対する傷害から生じ、傷害部位の下
方における痛覚および温熱感覚の低下および喪失を引き起こすが、脊髄後部において通常
担われる固有受容感覚は保存される。脊髄癆は、通常梅毒などの感染疾患に由来する、脊
髄後部に対する傷害から生じ、触覚および固有受容感覚の喪失を引き起こす。脊髄円錐症
候群は、第１腰椎に位置する脊髄先端部に対する傷害から生じる。馬尾症候群は、第１腰
椎下方の脊髄神経根に対する傷害である。傷害後における骨格筋の再神経支配を促進する
ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストにより、外傷性脊髄損傷および他
の種類の神経傷害を治療することができる。
【００６０】
　本発明の別の実施形態では、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストを
他の治療モダリティーと組み合わせて用いることが想定される。したがって、本明細書で
説明される本発明のｍｉＲＮＡアゴニストに加えて、対象に「標準的な」医薬療法もまた
提供することができる。このような標準的療法は、治療される特定の除神経性神経障害状
態に依存するが、これには、Ｒｉｌｕｚｏｌｅ、コリンエステラーゼ阻害剤（例えば、塩
化エドロホニウム（Tensilon（登録商標）、Reversol（登録商標））、ネオスチグミン、
ピリドスチグミン、フィソスチグミン、アンベノニウム、デマルカリウム、リバスチグミ
ン、フェナントレン誘導体、ガランタミン、ピペリジン、ドネペジル、およびタクリン）
、および免疫抑制剤（例えば、プレドニゾン、シクロスポリン、マイコフェノール酸モフ
ェチル、およびアザチオプリン）が含まれうる。
【００６１】
　併用は、骨格筋細胞と、両方の作用物質を含む単一の組成物または医薬製剤とを接触さ
せることによるか、また同細胞と、２つの独立した組成物または製剤であって、１つの組
成物がｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストを含み、他の組成物が第２
の作用物質を含む組成物または製剤とを同時に接触させることにより達成することができ
る。あるいは、ｍｉＲＮＡアゴニストを用いる療法は、数分間～数週間の範囲の間隔で（
１つまたは複数の）他の作用物質の投与に先行または後続しうる。他の作用物質とｍｉＲ
ＮＡアゴニストを細胞に対して個別に適用する実施形態の場合は、一般に、該作用物質と
ｍｉＲＮＡアゴニストが、細胞に対して依然として有利な併用効果を及ぼしうるように、
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各送達時点の間に長時間が経過しないようにすることになる。このような場合、細胞と両
方のモダリティーとを、互いに約１２～２４時間以内、より好ましくは互いに６～１２時
間以内に接触させることが典型的であり、約１２時間だけの遅延時間が最も好ましいこと
が想定される。しかし、一部の状況では、治療期間をかなり延長することが望ましい場合
もあり、この場合、各投与の間において、数日間（２、３、４、５、６、または７日間）
～数週間（１、２、３、４、５、６、７、または８週間）が経過する。
【００６２】
　ｍｉＲＮＡアゴニストまたは他の作用物質の複数回の投与が望ましいこともまた考えら
れる。これについては、様々な組合せを用いることができる。例示を目的として述べると
、ｍｉＲＮＡアゴニストが「Ａ」であり、他の作用物質／療法が「Ｂ」である場合、合計
投与回数３および４回であれば以下の順列が挙げられる。
A/B/A　　 B/A/B　 B/B/A　 A/A/B　 B/A/A　 A/B/B　 B/B/B/A　 B/B/A/B
A/A/B/B　 A/B/A/B　 A/B/B/A　 B/B/A/A　 B/A/B/A　 B/A/A/B　 B/B/B/A
A/A/A/B　 B/A/A/A　 A/B/A/A　A/A/B/A　 A/B/B/B　 B/A/B/B　 B/B/A/B
　他の組合せも同様に意図される。
【００６３】
　本発明はまた、治療後において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニス
トを除去するか、または消失させる方法も意図する。一実施形態において、該方法は、筋
特異的プロモーターを用いる、骨格筋細胞内におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉ
Ｒ－１の結合部位領域の過剰発現を含む。該結合部位領域は、ｍｉＲ－２０６および／ま
たはｍｉＲ－１の５’末端の２～８塩基にわたるシード領域の配列を含むことが好ましい
。一部の実施形態において、結合部位は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の１
つもしくは複数の標的の３’ＵＴＲに由来する配列を含有しうる。例えば、一実施形態に
おいて、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の結合部位は、ＨＤＡＣ４の３’ＵＴ
Ｒを含む。別の実施形態において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の阻害剤は
、該マイクロＲＮＡの機能を緩和するかまたは停止させるように、ｍｉＲ－２０６および
／またはｍｉＲ－１のアゴニストの後で投与することができる。このような阻害剤には、
ａｎｔａｇｏｍｉｒ、アンチセンス、または阻害性ＲＮＡ分子（例えば、siRNAまたはshR
NA）が含まれうる。
【００６４】
　本発明はまた、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストならびに薬学的
に許容される担体を含む医薬組成物も包含する。臨床的な適用を意図する場合、医薬組成
物は、意図される適用に適切な形態で調製される。これには、一般に、発熱物質の他、ヒ
トまたは動物に対して有害でありうる他の不純物を本質的に含まない組成物の調製を伴う
。
【００６５】
　高分子複合体、ナノカプセル、マイクロスフェア、ビーズ、ならびに水中油エマルジョ
ン、ミセル、混合ミセル、およびリポソームを含めた脂質ベースの系など、コロイド分散
系を、本明細書に記載のマイクロＲＮＡ機能に対するアゴニストのための送達担体として
用いることができる。骨格筋組織などの組織に対して本発明の核酸を送達するのに適する
市販の脂質エマルジョンには、Ｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ（登録商標）、Ｌｉｐｏｓｙｎ（登
録商標）、Ｌｉｐｏｓｙｎ（登録商標）ＩＩ、Ｌｉｐｏｓｙｎ（登録商標）ＩＩＩ、Ｎｕ
ｔｒｉｌｉｐｉｄ、および他の類似の脂質エマルジョンが含まれる。ｉｎ　ｖｉｖｏにお
ける送達担体として用いるのに好ましいコロイド系は、リポソーム（すなわち、人工膜小
胞体）である。このような系の調製および使用は、当技術分野でよく知られている。例示
的な製剤はまた、参照によりそれらの全体において本明細書に組み込まれる、ＵＳ５，９
８１，５０５；ＵＳ６，２１７，９００；ＵＳ６，３８３，５１２；ＵＳ５，７８３，５
６５；ＵＳ７，２０２，２２７；ＵＳ６，３７９，９６５；ＵＳ６，１２７，１７０；Ｕ
Ｓ５，８３７，５３３；ＵＳ６，７４７，０１４；およびＷＯ０３／０９３４４９におい
ても開示されている。
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【００６６】
　一般に、送達担体を安定させ、標的細胞による取込みを可能とするのに適する塩および
緩衝液を用いることが所望される。緩衝液はまた、組換え細胞が患者に導入される場合に
も用いられる。本発明の水性組成物は、薬学的に許容される担体または水性ビヒクル中に
おいて溶解または分散した有効量の送達担体を含む。「薬学的に許容される」または「薬
理学的に許容される」という語句は、動物またはヒトに投与した場合に、有害反応、アレ
ルギー性反応、または他の都合の悪い反応をもたらさない分子的実体および組成物を指す
。本明細書で用いられる「薬学的に許容される担体」には、ヒトに対する投与に適する薬
剤などの薬剤を製剤するのに用いるのに許容される、溶媒、緩衝液、溶液、分散媒、コー
ティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤などが含まれる。薬学的活性
物質のためのこのようなビヒクルおよび作用物質の使用は、当技術分野でよく知られてい
る。従来のビヒクルまたは作用物質が本発明の有効成分に適合しない場合を除いて、治療
組成物におけるその使用が意図される。それらが該組成物の核酸を不活化しない場合は、
補完的な有効成分もまた組成物中に組み込むことができる。
【００６７】
　本発明の活性組成物は、従来の医薬調製物を包含する。本発明によるこれらの組成物の
投与は、その経路を介して標的組織に達しうる限りにおいて、任意の一般的な経路を介し
うる。これには、経口経路、鼻腔内経路、または口腔内経路が含まれる。あるいは、投与
は、皮内注射、経皮注射、皮下注射、筋肉内注射、腹腔内注射、または静脈内注射を介す
る場合もあり、骨格筋組織内への直接的な注射による場合もある。このような組成物なら
ば通常、前出に記載の通り、薬学的に許容される組成物として投与される。
【００６８】
　活性化合物はまた、非経口投与も腹腔内投与も可能である。例示を目的として述べると
、遊離塩基または薬理学的に許容される塩としての活性化合物の溶液は、ヒドロキシプロ
ピルセルロースなど、界面活性剤と適切な形で混合された水中において調製することがで
きる。分散液はまた、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびこれらの混合
物中、ならびに油中においても調製することができる。保管および使用の通常の条件下に
おいて、これらの調製物は一般に、微生物の増殖を防止する防腐剤を含有する。
【００６９】
　注射用の使用に適する医薬形態には、例えば、無菌の水溶液または分散液、および無菌
の注射用溶液または注射用分散液を即時調製するための無菌粉末が含まれる。一般に、こ
れらの調製物は無菌であり、容易な注射可能性が存在する程度の流体である。調製物は、
製造条件および保管条件の下において安定であり、細菌および真菌など、微生物の汚染作
用に対して保護されるべきである。適切な溶媒または分散媒は、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、および液体のポリエチレ
ングリコールなど）、これらの適切な混合物、および植物油を含有しうる。適正な流動性
は、例えば、レシチンなどのコーティングの使用により、分散液の場合は必要とされる粒
子サイズの維持により、また界面活性剤の使用により維持することができる。微生物作用
の防止は、各種の抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノ
ール、ソルビン酸、チメロサールなどによりもたらすことができる。多くの場合、等張剤
、例えば、糖または塩化ナトリウムを組み入れることが好ましいであろう。注射用組成物
の長時間吸収は、組成物中における吸収を遅延させる作用物質、例えば、モノステアリン
酸アルミニウムおよびゼラチンの使用によりもたらすことができる。
【００７０】
　無菌の注射用溶液は、所望の他の任意の成分（例えば、上記で列挙された）と共に、活
性化合物を適切な量で溶媒内へと組み込んだ後で、濾過による滅菌を行うことにより調製
することができる。一般に、分散液は、基本的な分散媒、また例えば、上記で列挙した通
りの他の所望の成分を含有する無菌のビヒクル内へと、各種の無菌の有効成分を組み込む
ことにより調製することができる。無菌の注射用溶液を調製するための無菌粉末の場合、
好ましい調製方法には、（１つまたは複数の）有効成分に、あらかじめ無菌で濾過された
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それらの溶液に由来する任意のさらなる所望の成分を添加した粉末をもたらす、真空乾燥
法および凍結乾燥法が含まれる。
【００７１】
　本発明の組成物は一般に、中性または塩の形態で製剤することができる。薬学的に許容
される塩には、例えば、無機酸（例えば、塩酸またはリン酸）または有機酸（例えば、酢
酸、シュウ酸、酒石酸、マンデリン酸など）に由来する酸添加塩（タンパク質の遊離アミ
ノ基により形成される）が含まれる。タンパク質の遊離カルボキシル基により形成される
塩はまた、無機塩基（例えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム
、水酸化カルシウム、または水酸化鉄）に由来する場合もあり、有機塩基（例えば、イソ
プロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン、プロカインなど）に由来する場合もあ
る。
【００７２】
　製剤された溶液は、投与製剤に適合する形で、かつ治療的に有効であるような量で投与
することが好ましい。製剤は、注射用溶液、薬剤放出カプセルなど、各種の形態において
容易に投与することができる。水溶液中における非経口投与の場合、例えば一般には、溶
液を適する形で緩衝化し、例えば、まず十分な生理食塩液またはグルコースにより希釈液
を等張とする。このような水溶液は、例えば、静脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、およ
び腹腔内投与に用いることができる。特に、本開示に照らすと、当業者に知られる通り、
無菌の水性ビヒクルを用いることが好ましい。例示を目的として述べると、１回の用量は
、等張ＮａＣｌ溶液１ｍｌ中に溶解させ、皮下注入液１０００ｍｌに添加することもでき
、提案されている注入部位に注射することもできる（例えば、「Remington's Pharmaceut
ical Sciences」、第15版、1035～1038および1570～1580頁を参照されたい）。薬理学的
治療剤および投与法、用量などは当業者によく知られており（例えば、関連部分において
参照により本明細書に組み込まれる「Physicians' Desk Reference」；Klaassen、「The 
Pharmacological Basis of Therapeutics」；「Remington's Pharmaceutical Sciences」
；および「The Merck Index」、第11版を参照されたい）、本明細書における開示に照ら
して、本発明と組み合わせることができる。適切な用量には、約２０ｍｇ／ｋｇ～約２０
０ｍｇ／ｋｇ、約４０ｍｇ／ｋｇ～約１６０ｍｇ／ｋｇ、または約８０ｍｇ／ｋｇ～約１
００ｍｇ／ｋｇが含まれる。治療される対象の状態に応じて、用量には何らかの変化が必
然的に生じる。投与責任者は、いずれにせよ、個々の対象に適切な用量を決定し、このよ
うな個別の決定は、当業者の技能の範囲内にある。さらに、ヒトへの投与の場合、調製物
は、ＦＤＡの生物学的製剤事務局基準により要請される無菌性、発熱物質性、一般的な安
全性、および純度の基準を満たすものとする。
【００７３】
　本明細書に記載の任意の組成物は、キット内に含まれうる。非限定的な例では、ｍｉＲ
－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴニストがキット内に包含される。キットは、ｍ
ｉＲＮＡ二本鎖のハイブリダイゼーションを促進する水およびハイブリダイゼーション緩
衝液をさらに包含しうる。キットはまた、細胞へのポリヌクレオチドアゴニストの送達を
促進する１つまたは複数のトランスフェクション試薬も包含しうる。
【００７４】
　キットの成分は、水性ビヒクル中にパッケージングすることもでき、凍結乾燥形態でパ
ッケージングすることもできる。キットの容器手段には一般に、その中に成分を入れ、好
ましくは、適する形で分注することが可能である、少なくとも１つのバイアル、試験管、
フラスコ、ボトル、シリンジ、または他の容器手段が含まれる。キット内に複数の成分が
存在する場合（標識試薬および標識は、共にパッケージングすることができる）、キット
はまた一般に、その中にさらなる成分を個別に入れることが可能な第２、第３、または他
のさらなる容器も含有する。しかし、成分の各種の組合せは、バイアル内に含めることが
できる。本発明のキットはまた、販売用に、核酸を含有するための手段、および他の任意
の試薬のための気密容器も包含することが典型的である。このような容器には、その中に
所望のバイアルが保持される、射出成形またはブロー成形されたプラスチック容器が含ま
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れうる。
【００７５】
　キットの成分が１つおよび／または複数の溶液中において提供される場合、該溶液は水
溶液であり、無菌の水溶液が特に好ましい。しかし、キットの成分は、（１つまたは複数
の）乾燥粉末として提供することができる。試薬および／または成分が乾燥粉末として提
供される場合、該粉末は、適する溶媒の添加により再構成することができる。溶媒はまた
、別の容器手段内において提供しうることが想定される。
【００７６】
　容器手段には一般に、その中に核酸製剤を入れ、好ましくは、適切に配分する、少なく
とも１つのバイアル、試験管、フラスコ、ボトル、シリンジ、および／または他の容器手
段が含まれる。キットはまた、無菌の薬学的に許容される緩衝液および／または他の希釈
液を含有するための第２の容器手段も含みうる。
【００７７】
　このようなキットはまた、ｍｉＲＮＡ／ポリヌクレオチドを保存もしくは維持するか、
またはそれらの分解に対して保護的である成分も包含する。このようなキットは一般に、
適する手段において、各個別の試薬または溶液ごとに異なる容器を含む。
【００７８】
　キットはまた、キット成分を用いる他、該キット内に包含されない他の任意の試薬を用
いるための指示書も包含する。指示書は、実行可能性があるバリエーションも包含しうる
。キットはまた、非経口投与または筋肉内投与など、各種の投与経路によりｍｉＲＮＡの
アゴニストを投与するための器具またはデバイスも包含する。
【００７９】
　本発明はまた、対象における除神経性神経障害状態を診断する方法も包含する。一実施
形態において、該方法は、（ａ）該対象から骨格筋組織試料を得る工程と、（ｂ）前記試
料におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または発現を評価する
工程と、（ｃ）工程（ｂ）における活性または発現を、正常な組織試料におけるｍｉＲ－
２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または発現と比較する工程とを含み、正常
な組織試料におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または発現と
比較したｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性または発現の上昇により
、除神経性神経障害状態が診断される。別の実施形態において、該方法は、（ａ）該対象
から骨格筋組織試料を得る工程と、（ｂ）前記試料におけるｍｉＲ－１および／またはｍ
ｉＲ－１３３ａの活性または発現を評価する工程と、（ｃ）工程（ｂ）における活性また
は発現を、正常な組織試料におけるｍｉＲ－１および／またはｍｉＲ－１３３ａの活性ま
たは発現と比較する工程とを含み、正常な組織試料におけるｍｉＲ－１および／またはｍ
ｉＲ－１３３ａの活性または発現と比較したｍｉＲ－１および／またはｍｉＲ－１３３ａ
の活性または発現の低下により、除神経性神経障害状態が診断される。除神経性神経障害
状態には、脊髄損傷、重症筋無力症、筋萎縮性側索硬化症、フリードライヒ失調症、脊髄
性筋萎縮症、および脊髄小脳失調が含まれうる。
【００８０】
　一実施形態において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂの活性を評価す
る工程は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１３３ｂにより調節される１つまたは
複数の遺伝子の活性を評価する工程を含む。例えば、一部の実施形態において、ｍｉＲ－
２０６により調節される１つまたは複数の遺伝子は、ＨＤＡＣ４、Ｄａｃｈ２、またはミ
オゲニンである。別の実施形態において、ｍｉＲ－１および／またはｍｉＲ－１３３ａの
活性を評価する工程は、ｍｉＲ－１および／またはｍｉＲ－１３３ａにより調節される１
つまたは複数の遺伝子の活性を評価する工程を含む。別の実施形態において、該方法は、
前記除神経性神経障害状態に対する治療を該対象に投与する工程と、ｍｉＲ－２０６／ｍ
ｉＲ－１３３ｂおよび／またはｍｉＲ－１／ｍｉＲ－１３３ａの発現または活性を再評価
する工程とをさらに含む。治療後において得られるｍｉＲ－２０６／ｍｉＲ－１３３ｂお
よび／またはｍｉＲ－１／ｍｉＲ－１３３ａの発現または活性は、該対象から既に（例え
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ば、治療前に）得られた正常な組織試料または組織試料におけるこれらのｍｉＲＮＡの発
現と比較することができる。
【００８１】
　本発明は、神経筋シナプスを維持および再生する調節物質を同定する方法をさらに含む
。例えば、一実施形態において、本発明は、骨格筋内におけるｍｉＲ－２０６および／ま
たはｍｉＲ－１活性の調節物質を同定する方法を提供する。ｍｉＲ－２０６および／また
はｍｉＲ－１の機能に対するアゴニストの同定は、ＡＬＳまたは神経傷害など、除神経性
神経障害状態の治療において有用である。ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の調
節物質（例えば、アゴニスト）は、本発明の方法による除神経性神経障害状態を治療する
ための医薬組成物中に組み入れることができる。
【００８２】
　これらのアッセイは、候補物質の大規模なライブラリーに対する無作為的なスクリーニ
ングを含む場合もあり、あるいは、該アッセイは、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ
－１の発現および／または機能を阻害する可能性をより高めると考えられる構造的な属性
に注目して選択される特定クラスの化合物に対して焦点を絞るのに用いる場合もある。
【００８３】
　ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の調節物質を同定するためには、一般に、候
補化合物の存在および非存在下におけるｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の機能
を、任意選択により、神経筋シナプスの維持および再生のための細胞または動物モデルを
用いて決定する。例えば、方法は一般に、（ａ）骨格筋細胞を候補化合物と接触させる工
程と、（ｂ）ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の活性または発現を評価する工程
と、（ｃ）工程（ｂ）における活性または発現を、該候補化合物の非存在下における活性
または発現と比較する工程とを含み、該測定された活性または発現間の差違により、該候
補化合物がｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の調節物質であり、これにより、神
経筋シナプスを維持および再生する調節物質であることが示される。アッセイは、単離さ
れた細胞において実施することもでき、単離された臓器において実施することもでき、生
体において実施することもできる。
【００８４】
　ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の活性または発現を評価する工程は、ｍｉＲ
－２０６および／またはｍｉＲ－１の発現レベルを評価する工程を含みうる。当業者は、
例えば、ノーザンブロット法またはＲＴ－ＰＣＲを含めた、ＲＮＡ発現レベルを評価する
各種の方法に精通しているであろう。ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の活性ま
たは発現を評価する工程は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の活性を評価する
工程を含みうる。一部の実施形態において、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の
活性を評価する工程は、神経筋接合部の安定性を評価する工程を含む。他の実施形態にお
いて、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の活性を評価する工程は、ｍｉＲ－２０
６および／またはｍｉＲ－１によって調節される遺伝子の発現または活性評価する工程を
含む。ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１によって調節される遺伝子には、例えば
、ＨＤＡＣ４、Ｄａｃｈ２、またはミオゲニンが含まれる。当業者は、ｍｉＲ－２０６お
よび／またはｍｉＲ－１の活性または発現を評価する各種の方法に精通しているであろう
。このような方法には、例えば、ノーザンブロット法、ＲＴ－ＰＣＲ、ＥＬＩＳＡ、また
はウェスタンブロット法が含まれる。
【００８５】
　本発明のすべてのスクリーニング方法は、有効な候補物質を見出し得ない場合であって
も、それ自体において有用であることが当然ながら理解される。本発明は、このような候
補物質をスクリーニングする方法を提供するのであり、これらを見出す方法だけを提供す
るわけではない。
【００８６】
　本明細書で用いられる「候補化合物」という用語は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍ
ｉＲ－１の神経筋シナプスの維持および再生の機能を潜在的に調節しうる任意の分子を指
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す。有用な化合物の同定を「総当たりで行う」試みにおいて、有用な薬剤の基本的な基準
を満たすと考えられる分子ライブラリーは、各種の販売元から購入することが典型的であ
ろう。組合せにより生成されるライブラリーを含めた、このようなライブラリーのスクリ
ーニングは、活性について類縁の（および非類縁の）多数の化合物をスクリーニングする
ための迅速で効果的な方法である。組合せ法はまた、活性ではあるがその他の点では望ま
しくない化合物に対してモデル化される、第２世代、第３世代、および第４世代の化合物
の創出を介して、潜在的な薬剤の迅速な発展にも役立つ。本発明の方法によりスクリーニ
ングされうる候補化合物の非限定的な例は、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、ポリ
ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、または低分子である。ｍｉＲ－２０６および／また
はｍｉＲ－１の調節物質はまた、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の上流調節因
子に対するアゴニストまたは阻害剤でもありうる。
【００８７】
　実施が迅速、廉価、かつ容易なアッセイは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイである。このよ
うなアッセイでは一般に単離分子が用いられ、迅速かつ多数での実施が可能であり、これ
により、短時間で得られる情報量が増大する。試験管、プレート、ディッシュを含めた各
種の容器、およびディップスティックまたはビーズなどの他の表面を用いてアッセイを実
行することができる。例えば、標的ｍｉＲＮＡに対するオリゴヌクレオチドのハイブリダ
イゼーションを評価することができる。
【００８８】
　化合物のハイスループットスクリーニングのための技法は、ＷＯ８４／０３５６４にお
いて説明されている。プラスチックピンまたは他の一部の表面などの固体基質上では、多
数の低分子化合物を合成することができる。このような分子が、ｍｉＲ－２０６および／
またはｍｉＲ－１とハイブリダイズする能力について、迅速にスクリーニングすることが
できる。
【００８９】
　本発明はまた、細胞においてｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の発現ならびに
機能を調節するそれらの能力について化合物をスクリーニングすることも意図する。この
目的のために特別に改変された細胞を含めた、骨格筋細胞（例えば、C2C12細胞）に由来
する細胞株を含めた各種の細胞株を、このようなスクリーニングアッセイに用いることが
できる。
【００９０】
　ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるアッセイは、神経筋シナプスの維持および再生についての各種
の動物モデル（例えば、G93A-SOD1トランスジェニックマウス）の使用を伴う。それらの
サイズ、操作の容易さ、ならびにそれらの生理学的性質および遺伝学的構成により、マウ
スが、とりわけトランスジェニック動物に好ましい実施形態である。しかし、ラット、ウ
サギ、ハムスター、モルモット、アレチネズミ、ウッドチャック、ネコ、イヌ、ヒツジ、
ヤギ、ブタ、ウシ、ウマ、およびサル（チンパンジー、テナガザル、およびヒヒを含めた
）を含めた他の動物も同様に適する。調節物質についてのアッセイは、神経筋シナプスの
維持および再生についてのモデルを提供するように改変された動物種を含めた、これらの
動物種のいずれかに由来する動物を用いて実施することができる。
【００９１】
　試験化合物による動物の治療は、該動物に対する適切な形態での該化合物の投与を伴う
。投与は、臨床的目的に用いうる任意の経路を介して行われる。ｉｎ　ｖｉｖｏにおける
化合物の有効性の判定には、シナプスの構造またはシグナル伝達の変化が含まれるがこれ
に限定されない各種の異なる基準を伴いうる。また、毒性および用量反応の測定も、動物
においては、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｃｙｔｏにおけるアッセイの場合よりも有意
味な形で実施することができる。
【００９２】
　本発明は、細胞におけるＨＤＡＣ４の発現を調節する方法であって、該細胞をｍｉＲ－
２０６および／またはｍｉＲ－１の調節物質と接触させる工程を含む方法を包含する。一
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実施形態においてＨＤＡＣ４の発現は、ｍｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１のアゴ
ニストの投与後細胞において低下する。別の実施形態において、ＨＤＡＣ４の発現は、ｍ
ｉＲ－２０６および／またはｍｉＲ－１の阻害剤の投与後細胞において上昇する。特定の
実施形態において、細胞は骨格筋細胞である。
【００９３】
　別の実施形態において、本発明は、ｍｉＲ－２０６阻害剤を細胞に送達することにより
、該細胞におけるｍｉＲ－２０６の発現または活性を緩和または除去する方法を提供する
。細胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの場合もあり、ｉｎ　ｖｉｖｏの場合もある。ｍｉＲ－２０
６阻害剤には、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ａｎｔａｇｏｍｉｒ、および阻害性Ｒ
ＮＡ分子（例えば、shRNAまたはsiRNA）が含まれうる。アンチセンスオリゴヌクレオチド
は、成熟ｍｉＲ－２０６配列に対して少なくとも部分的に相補的な配列、例えば、成熟ｍ
ｉＲ－２０６配列に対して少なくとも約７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６
％、９７％、９８％、または９９％相補的な配列を含みうる。一部の実施形態において、
アンチセンスオリゴヌクレオチドは、成熟ｍｉＲ－２０６配列に対して実質的に相補的で
ありうる、すなわち、標的ポリヌクレオチド配列に対して少なくとも約９５％、９６％、
９７％、９８％、または９９％相補的でありうる。一実施形態において、アンチセンスオ
リゴヌクレオチドは、成熟ｍｉＲ－２０６配列に対して１００％相補的な配列を含む。一
部の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ａｎｔａｇｏｍｉｒである
。「ａｎｔａｇｏｍｉｒ」とは、ｍｉＲＮＡ配列に対して少なくとも部分的に相補的な、
一本鎖の化学修飾されたリボヌクレオチドである。ａｎｔａｇｏｍｉｒは、２’－Ｏ－メ
チル糖修飾など、１つまたは複数の修飾ヌクレオチドを含みうる。一部の実施形態におい
て、ａｎｔａｇｏｍｉｒは、修飾ヌクレオチドだけを含む。ａｎｔａｇｏｍｉｒはまた、
部分的または完全なホスホロチオエート骨格を結果としてもたらす、１つまたは複数のホ
スホロチオエート結合も含みうる。ｉｎ　ｖｉｖｏにおける送達および安定性を促進する
ため、その３’端において、ａｎｔａｇｏｍｉｒをコレステロールまたは他の部分へと連
結することができる。ｍｉＲＮＡを阻害するのに適するａｎｔａｇｏｍｉｒは、約１５～
約５０ヌクレオチドの長さ、より好ましくは約１８～約３０ヌクレオチドの長さ、また最
も好ましくは約２０～約２５ヌクレオチドの長さでありうる。「部分的に相補的な」とは
、標的ポリヌクレオチド配列に対して少なくとも約７５％、８０％、８５％、９０％、９
５％、９６％、９７％、９８％、または９９％相補的な配列を指す。ａｎｔａｇｏｍｉｒ
は、成熟ｍｉＲ－２０６配列に対して少なくとも約７５％、８０％、８５％、９０％、９
５％、９６％、９７％、９８％、または９９％相補的でありうる。一部の実施形態におい
て、ａｎｔａｇｏｍｉｒは、成熟ｍｉＲ－２０６配列に対して実質的に相補的でありうる
、すなわち、標的ポリヌクレオチド配列に対して少なくとも約９５％、９６％、９７％、
９８％、または９９％相補的でありうる。他の実施形態において、ａｎｔａｇｏｍｉｒは
、成熟ｍｉＲ－２０６配列に対して１００％相補的である。
【００９４】
　ｍｉＲ－２０６の機能を阻害する別の手法は、ｍｉＲ－２０６の成熟配列に対して少な
くとも部分的に同一であり、部分的に相補的な二本鎖領域を有する阻害性ＲＮＡ分子を投
与することである。阻害性ＲＮＡ分子は、二本鎖の小型干渉ＲＮＡ（siRNA）分子の場合
もあり、ステムループ構造を有する短鎖ヘアピンＲＮＡ（shRNA）分子の場合もある。阻
害性ＲＮＡ分子の二本鎖領域は、成熟ｍｉＲ－２０６配列に対して少なくとも部分的に同
一であり、部分的に相補的な配列、例えば、これに対して約７５％、８０％、８５％、９
０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一でありかつ相補的な配列を含
みうる。一部の実施形態において、阻害性ＲＮＡの二本鎖領域は、成熟ｍｉＲ－２０６配
列に対して少なくとも実質的に同一であり、実質的に相補的な配列を含む。「実質的に同
一であり、実質的に相補的な」とは、標的ポリヌクレオチド配列に対して少なくとも約９
５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であり、かつ、相補的な配列を指す。
他の実施形態において、阻害性ＲＮＡ分子の二本鎖領域は、ｍｉＲ－２０６配列に対する
１００％の同一性および相補性を含有しうる。
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【００９５】
　本発明の各態様をさらに例示する目的で以下の実施例を組み入れる。後続の実施例にお
いて開示される技法は、本発明の実施において良好に機能することが本発明者により発見
された技法および／または組成物を表し、したがって、その実施に好ましい様式を構成す
ると考えうることが当業者によって理解されるはずである。しかし、当業者は、開示され
る具体的な実施形態において、多数の変更を行うことができ、本発明の趣旨および範囲か
ら逸脱することなく同様または類似の結果がなおも得られることを、本開示に照らして理
解されたい。
【実施例】
【００９６】
（実施例１）
除神経性骨格筋においては、骨格遅筋において豊富なｍｉＲ－２０６がアップレギュレー
トされる
【００９７】
　ｍｉＲ－２０６は、配列においてｍｉＲ－１と密接に関連し、同じシード領域を共有す
る筋特異的ｍｉＲＮＡである。心臓および骨格筋において発現するｍｉＲ－１とは対照的
に、ｍｉＲ－２０６は、骨格筋だけにおいて発現する。異なる骨格筋に対するノーザンブ
ロット解析により、ｍｉＲ－２０６は、ヒラメ筋などの遅線維を含有する筋肉群において
極めて豊富であることが明らかとなった（図１Ａ）。ｍｉＲ－１は、すべての筋肉群にお
いて同様のレベルで発現する（図１Ｂ）。
【００９８】
　正常な成体マウスの下肢に由来する骨格筋のｍｉＲＮＡ発現プロファイルと、１０日間
にわたり手術による坐骨神経の切除下に置かれたマウスによる同プロファイルとを比較し
た。被験対象である３２０のｍｉＲＮＡのうち、１６のｍｉＲＮＡのレベルが、除神経に
応答して著明な影響を受けた（＞２倍のアップレギュレーションまたはダウンレギュレー
ション）。ｍｉＲ－２０６は、除神経筋において、最も劇的にアップレギュレートされた
ｍｉＲＮＡの１つであった。ノーザンブロット（図１Ｂ）およびリアルタイムＰＣＲ（図
１Ｃ）により、ｍｉＲ－２０６は、除神経後においてアップレギュレートされることが確
認された。アップレギュレーションは、主に速筋線維を含有する３つの筋肉である、長指
伸筋（EDL）、前脛骨筋（TA）、および腓腹筋／足底筋（G/P）において劇的であった（図
１Ｂ）。ｍｉＲ－２０６レベルは、主に遅筋線維を含有する、神経支配の正常なヒラメ筋
においてより高度であり、除神経後におけるアップレギュレーションは、これに応じてそ
れほど顕著ではなかった。ｍｉＲ－２０６と同じプロモーターから転写されることと符合
して、除神経後においてはｍｉＲ－１３３ｂもまたアップレギュレートされたのに対し、
ｍｉＲ－１およびｍｉＲ－１３３ａは、除神経に応答して約５０パーセントダウンレギュ
レートされた（図１Ｂおよび１Ｃ）。これらの結果は、ｍｉＲ－２０６が、神経傷害後に
おける筋肉の修復において役割を果たしうることを示す。加えて、該データにより、ｍｉ
Ｒ－２０６およびｍｉＲ－１は、配列においては類似するが、多様な刺激に対する発現パ
ターンおよび異なる応答は、これら２つのｍｉＲＮＡに固有の機能を示すことが示唆され
る。
【００９９】
（実施例２）
神経傷害後のｍｉＲ－２０６ノックアウトマウスにおける、骨格筋の再神経支配の遅延
【０１００】
　ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるｍｉＲ－２０６の機能を決定するため、ｍｉＲ－２０６ノック
アウトマウスを作製した。ｍｉＲ－２０６は、ｍｉＲ－１３３ｂと共に、バイシストロニ
ックのプレｍｉＲＮＡとして転写される。ｍｉＲ－２０６の発現を消失させ、ｍｉＲ－１
３３ｂの発現を保持するように、標的化戦略をデザインした（図２ＡおよびＢ）。１２９
ＳｖＥｖゲノムＤＮＡから２．７ｋｂの５’アームを増幅し、Ｓａｃ　ＩＩおよびＮｏｔ
　Ｉで消化し、ｐＧＫＮｅｏ－Ｆ２Ｌ２ＤＴＡ標的化ベクター内へとライゲーションした
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。Ｈｉｎｄ　ＩＩＩおよびＥｃｏ　ＲＶで２．１ｋｂの３’アームを消化し、標的化ベク
ターのネオマイシン耐性カセットとＤＴＡカセットとの間にライゲーションした。５’側
および３’側の外部プローブを伴うサザンブロット法により、標的化されたＥＳ細胞を同
定した。適正に標的化されたｍｉＲ－２０６対立遺伝子を伴う１つのクローンを３．５日
齢のＣ５７ＢＬ／６マウスの芽細胞内への注射に用い、結果として生じるキメラをＣ５７
ＢＬ／６マウスの雌に受精させ、生殖細胞系列伝達を行った。
【０１０１】
　野生型およびｍｉＲ－２０６のヘテロ接合体に由来するゲノムＤＮＡに対するサザンブ
ロットにより、突然変異体対立遺伝子の適正な標的化および生殖細胞系列伝達が確認され
た（図２Ｃ）。突然変異体マウスの骨格筋における成熟ｍｉＲ－２０６の不在は、ノーザ
ンブロット解析により確認された（図２Ｄ）。ｍｉＲ－２０６の欠失は、連結されたプレ
－ｍｉＲ－１３３ｂまたは密接に関連するｍｉＲ－１－２もしくはｍｉＲ－１－２の発現
に対して影響を及ぼさなかった（図２Ｅ）。ｍｉＲ－２０６の標的化された欠失について
ホモ接合のマウスは生存し、体重、行動、または、Ｈ＆Ｅ染色および異染性ＡＴＰアーゼ
染色により見られる骨格筋の全体的な構造もしくは線維種類の分布において大きな異常を
示さなかった（図２Ｆ）。
【０１０２】
　ｍｉＲ－２０６／１３３ｂ遺伝子座に由来する転写物は元来、Merlieら（Vellecaら、1
994年）により、シナプスに関連する非コードＲＮＡ（7H4と称する）として同定された。
神経伝達物質受容体およびシナプス後装置の他の構成要素をコードする遺伝子について示
されている通り、おそらく、７Ｈ４は、神経筋接合部（NMJ）と関連する筋核により選択
的に転写される（Sanesら、1991年；SunesenおよびChangeux、2003年）。報告された７Ｈ
４の配列はｍｉＲ－２０６を包含しなかったが、ＲＴ－ＰＣＲにより、この転写物にはｍ
ｉＲ－２０６配列が包含されることが示され、７Ｈ４と同様、ｍｉＲ－２０６も、筋線維
のシナプス領域において豊富であることが確認された（データは示さない）。したがって
、元の７Ｈ４　ＲＮＡ（Vellecaら、1994年）は、ｍｉＲ－２０６／１３３ｂ遺伝子座か
ら部分的にプロセシングされたプリｍｉＲＮＡを表すと考えられる。これらの結果に加え
、筋肉の構造または機能における明らかな表現型が見られないことから、本発明者らは、
ＮＭＪに関心の焦点を合わせた。新生仔および成体の野生型マウスおよびｍｉＲ－２０６
－／－マウスのＴＡ筋、ＥＤＬ筋、およびヒラメ筋におけるＮＭＪの構造を検討した。ア
セチルコリン受容体（AChR）に結合する蛍光タグ付きブンガロトキシン（BTX）を用いて
、シナプス後膜を可視化した。運動軸索および神経終末は、それぞれ、神経フィラメント
タンパク質に対する抗体およびシナプス小胞タンパク質であるシナプトタグミン２（ZNP
）に対する抗体により検出された（Foxら、2007年）。新生仔および成体の突然変異マウ
スのＮＭＪを年齢相応の野生型ＮＭＪと比較したところ、明らかな差を示さなかった（デ
ータは示さない）。したがって、ｍｉＲ－２０６は、ＮＭＪの形成および成熟にとっても
可欠である。
【０１０３】
　除神経筋におけるｍｉＲ－２０６の頑健なアップレギュレーションを踏まえ、本発明者
らは次に、ｍｉＲ－２０６が、神経傷害後における再神経支配を調節しうるかどうかを問
うた。ｍｉＲ－２０６－／－およびコントロール野生型の同腹子の坐骨神経を大腿中央部
において切断し、１～８週間後におけるＴＡ筋の再神経支配を評価した。除神経後におい
て、再生中の軸索は、元のシナプス部位を優先的に再神経支配する（SanesおよびLichtma
n、1999年）ので、神経により並置されるシナプス後部位の数を定量した。除神経後にお
いてもシナプス後ＡＣｈＲは大部分が完全性を保つため、ＢＴＸ染色（赤色）をＺＮＰ染
色（緑色）と重ね合わせることにより、再神経支配を正確に評価することができる。野生
型マウスにおいて、再神経支配は除神経の２～３週間後において開始され、傷害の５週間
後までにほぼ完了した（図３ＡおよびＢ）。これに対し、ｍｉＲ－２０６－／－　ＴＡ筋
の再神経支配は傷害の３週間後まで開始されず、傷害の５週間後においても遅延して継続
された（図３ＡおよびＢ）。神経を切断するのでなく挫滅させた場合もまた、再神経支配
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が遅延し、この処置では、神経内間隙が生成されず、標的に対する再生が神経切断後の場
合よりも迅速に生じる（図３Ｃ）。腓腹筋およびＥＤＬ筋においても同様の結果が得られ
た（データは示さない）。したがって、複数の筋肉および２つの種類の神経傷害後におい
て、ｍｉＲ－２０６非存在下の再神経支配が著明に遅延したことにより、ｍｉＲ－２０６
は、傷害後における神経筋接合部に対する再神経支配の調節において不可欠の役割を果た
すことが示唆される。
【０１０４】
　神経離断後における再神経支配の成功は、一連の工程を伴う。まず、軸索切断されたニ
ューロンにおいて成長プログラムが開始され、その遠位切断部を介して筋肉に到達するよ
うにそれらの軸索が再生する。予測される通り、野生型の神経およびｍｉＲ－２０６－／
－の神経において同様の数の神経線維が観察されたので、突然変異動物においてもこれら
の工程は損なわれなかったが、該突然変異筋においてはＮＭＪがわずかしか形成されなか
った（データは示さない）。これらの結果は、ｍｉＲ－２０６ノックアウト動物において
も、軸索の再生それ自体は損なわれなかったことを示す。
【０１０５】
　軸索が枝分かれし、筋線維に接触し、これらを再支配すると、別の一連の工程が筋肉内
において生じ、最終的に神経伝達物質の放出に特化した新たな神経終末が形成される。ｍ
ｉＲ－２０６の非存在下における再神経支配の長期の遅延により、ｍｉＲ－２０６は、傷
害後におけるＮＭＪとの運動神経の相互作用に影響を与える、筋肉から発生するシグナル
を調節することが示唆される。ｍｉＲ－２０６－／－の筋線維上における元のシナプス部
位の再神経支配がいくつもの点で異常であったことは、この結論と符合する。第１に、突
然変異マウスにおいて再生された神経によるシナプス部位の再支配は、その多くが部分的
であるに過ぎなかった。第２に、ｍｉＲ－２０６－／－マウスの終末領域におけるシナプ
トタグミン２（ＺＮＰ）レベルは、コントロールマウスの場合よりも低度であった。逆に
、運動軸索の終末前領域では、コントロールよりも突然変異体においてシナプトタグミン
２レベルが高度であった。したがって、突然変異体で再生された神経終末においては、小
胞が適正に凝集できない。最後に、運動軸索がｍｉＲ－２０６－／－　ＮＭＪを超えて出
芽する場合が多いことにより、筋肉から発せられる「終結」シグナルを欠く可能性が示唆
される（データは示さない）。
【０１０６】
（実施例３）
ｍｉＲ－２０６は骨格筋におけるＨＤＡＣ４を標的化する
【０１０７】
　コンピュータにより予測されたｍｉＲ－２０６の多くの標的のうち、ヒストン脱アセチ
ル化酵素４（HDAC4）のｍＲＮＡが最も有効な標的のうちに入る。マウスＨｄａｃ４　ｍ
ＲＮＡの３’ＵＴＲは、ｍｉＲ－２０６のシード配列に対して完全な相補性を有する、２
つの進化的保存配列を含有する（図４Ａ）。さらに、ＨＤＡＣ４は、神経筋遺伝子発現の
制御にも関与している（Cohenら、2005年；Tangら、2008年）。また、密接な関連のある
ｍｉＲＮＡであるｍｉＲ－１も、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、ＨＤＡＣ４　ｍＲＮＡの翻
訳を阻害することが示されている（Chenら、2006年）。ｍｉＲ－２０６がＨＤＡＣ４の翻
訳を抑制することが可能であるかどうかを調べるため、ＣＭＶプロモーターの制御下にあ
るルシフェラーゼレポーターの下流において、ＨＤＡＣ４　ｍＲＮＡの３’ＵＴＲをクロ
ーニングした。ｍｉＲ－２０６の量を増加させながらトランスフェクトした結果、ルシフ
ェラーゼ活性が用量依存的に低下し、ＨＤＡＣ４の３’ＵＴＲ内におけるｍｉＲ－２０６
標的配列の突然変異は、ｍｉＲ－２０６による抑制を阻止した（図４Ｂ）。野生型コント
ロールの場合と比較して、ｍｉＲ－２０６－／－動物の骨格筋では、ＨＤＡＣ４タンパク
質の発現が上昇した（図４Ｃ）。ｍｉＲ－２０６－／－マウスにおいてＨｄａｃ４　ｍＲ
ＮＡレベルが変化しなかったことは、この場合におけるｍｉＲ－２０６が、ｍＲＮＡの不
安定化によるのではなく、翻訳の阻害により作用することを示す（Valencia-Sanchezら、
2006年）（図４Ｄ）。先行研究は、ＨＤＡＣ４が、ミオゲニンの抑制因子であるＤａｃｈ
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２発現の抑制を介してミオゲニン発現を誘導することを示している（Cohenら、2007年；T
angら、2009年）。予測される通り、ｍｉＲ－２０６－／－マウスの除神経後において、
Ｄａｃｈ２の転写物が減少し、ミオゲニン転写物が増加したことは、除神経性ｍｉＲ－２
０６－／－マウスにおけるＨＤＡＣ４タンパク質発現の上昇およびＨＤＡＣ４の下流にお
けるシグナル伝達抑制の増強と符合する（図４ＥおよびＦ）。
【０１０８】
　ＨＤＡＣ４が筋内におけるｍｉＲ－２０６の効果を媒介するかどうかを調べるため、ｌ
ｏｘＰ部位によりＨｄａｃ４遺伝子の第６エキソンを挟む、条件付きＨｄａｃ４ヌル対立
遺伝子を有するマウスを作製し、骨格筋組織において特異的にＣｒｅ組換え酵素を発現す
るトランスジェニックマウス（HDAC4 mKO）を用いて、該筋内における該対立遺伝子を欠
失させた（Potthoffら、2007年；Liら、2005年）。ＨＤＡＣ４の非存在下において、ＮＭ
Ｊは正常に形成および成熟した（データは示さない）。しかし、神経の挫滅または切断の
後において、ＨＤＡＣ４突然変異マウスの筋肉は、コントロールの場合よりも迅速に神経
支配され（図４Ｇ）、ｍｉＲ－２０６－／－マウスの場合と対蹠的な表現型を示した。同
様に、ＨＤＡＣ４突然変異マウスにおいては、神経終末の再生により、コントロールの場
合よりも良好にシナプス部位が被覆されるのに対し、ｍｉＲ－２０６が欠失すると、シナ
プス部位に対する完全な支配が妨げられる。これらの知見は、ｍｉＲ－２０６が、傷害後
における再神経支配に対するＨＤＡＣ４の負の影響に対して反作用するように機能すると
いう結論と符合する。
【０１０９】
（実施例４）
筋萎縮性側索硬化症のマウスモデルにおけるｍｉＲ－２０６のアップレギュレーション
【０１１０】
　筋肉の除神経を結果としてもたらす疾患である筋萎縮性側索硬化症（ALS）の病態進行
に関与するｍｉＲＮＡを同定しようと努める中で、ＡＬＳのマウスモデルとして認知され
ているＧ９３Ａ－ＳＯＤ１トランスジェニックマウス（Sonら、2007年）のＧＰ筋に対し
て、ｍｉＲＮＡアレイによるプロファイリングを実施した。半接合のＧ９３Ａ－ＳＯＤ１
トランスジェニックマウスは、６カ月後までに進行性の神経筋欠損を発症し、その直後に
四肢の１つまたは複数において麻痺を示し、９カ月後までに死亡した（Puttaparthiら、2
002年）。該アレイは、７カ月齢のＧ９３Ａ－ＳＯＤ１トランスジェニックマウスおよび
同野生型マウスの筋肉に対して実施された。Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１マウスのＧＰ筋において
アップレギュレートおよびダウンレギュレートされた多くのｍｉＲＮＡのうちで、ｍｉＲ
－２０６が最も大幅にアップレギュレートされた（図５Ａ）。ノーザンブロット解析によ
りアレイ結果が確認され、バンドの定量化により、末期のＡＬＳマウスにおいて、ｍｉＲ
－２０６の発現が約９倍に上昇し、ｍｉＲ－１の発現が２分の１に低下することが明らか
となった（図５Ｂであるが、データは示さない）。ＡＬＳの進行を遅延させるのに用いら
れる治療薬であるＲｉｌｕｚｏｌｅによりＣ２Ｃ１２筋細胞を治療したところ（McGeerお
よびMcGeer、2005年）、ｍｉＲ－２０６の発現が低下し、ｍｉＲ－１の発現が上昇した（
データは示さない）。
【０１１１】
　筋変性におけるｍｉＲ－２０６の役割をさらに解明するため、ｍｉＲ－２０６突然変異
動物をＧ９３Ａ－ＳＯＤ１動物と交配させることによって、二重突然変異マウスを作製し
た。ｍｉＲ－２０６／Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１二重突然変異マウスでは、ＡＬＳの発症が増大
した。図５Ｃは、Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１マウスおよびｍｉＲ－２０６／Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１
二重突然変異マウスの代表的な画像を示す。二重突然変異マウスでは、後ろ足の麻痺が増
強されることに注目されたい。野生型、ｍｉＲ－２０６ノックアウトマウス、Ｇ９３Ａ－
ＳＯＤ１動物、およびｍｉＲ－２０６／Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１二重突然変異マウスの腓腹筋
／足底筋に対するヘマトキシリンおよびエオシン（H&E）染色が証拠だてる通り、ｍｉＲ
－２０６／Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１二重突然変異マウスにおいては、筋変性もまた増大した（
図５Ｄ）。これらの結果は、ｍｉＲ－２０６の喪失により神経筋変性が増悪することを示
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し、これは、ｍｉＲ－２０６発現の操作が、ＡＬＳなどの神経変性障害の治療に対する実
行可能な治療法でありうることを示唆する。
【０１１２】
　ＡＬＳマウスモデルおよびＡＬＳ患者におけるタンパク質コード遺伝子の調節異常は十
分に説明されている（Boilleeら、2006年；Gonzalez de Aguilarら、2007年）。しかし、
現在のところ、ＡＬＳにおけるｍｉＲＮＡの発現プロファイルは報告されていない。本発
明者らは、ＡＬＳのマウスモデルとして認知されているＧ９３Ａ－ＳＯＤ１トランスジェ
ニックマウスの筋内において、複数のｍｉＲＮＡの発現、最も注目すべきはｍｉＲ－１お
よびｍｉＲ－２０６の発現が著明に変化することを見出した。運動ニューロンに対する損
傷がＡＬＳ表現型を惹起するためには、ある要件が存在すると考えられるが、該疾患の病
理学的な進行には他の細胞型が明らかに関与している（Boilleeら、2006年b）。これらの
観察により、ニューロン以外のｍＲＮＡの役割ほか、ＡＬＳにおいて見られる病理学的な
遺伝子ネットワークへの影響におけるｍｉＲＮＡの役割も裏付けられる。
【０１１３】
　酸化的損傷、グルタミン酸興奮毒性、および逆行性軸索内輸送欠損を含め、複数の機構
がＡＬＳの進行に寄与することが提起されている（Dunckleyら、2007年）。本発明者らの
知見は、ｍｉＲＮＡの発現変化もまた、ＡＬＳの進行に寄与する可能性が高い機構である
ことを示す。ＡＬＳにおける運動ニューロン変性を結果としてもたらす正確な分子機構は
明確でないが、該疾患の共通の収束点および初期の病理学的な特徴が、標的筋肉の除神経
であることは明らかである。したがって、有効な治療剤は、該疾患の進行におけるこれら
の早期段階を標的化すべきである。除神経筋の他、Ｇ９３Ａ－ＳＯＤ１マウスにおいても
ｍｉＲ－２０６発現が頑健に上昇することにより、ｍｉＲ－２０６発現の操作が、ＡＬＳ
、および神経筋接合部の機能不全を伴う他の運動ニューロン疾患と関連する臨床症状を治
療するための新規の潜在的な治療標的を表すことが示唆される。
【０１１４】
　本明細書で論じられ引用されるすべての刊行物、特許、および特許出願は、参照により
それらの全体において本明細書に組み込まれる。本明細書において開示および特許請求さ
れるすべての組成物および方法は、本開示に照らして不適切な実験なしに作製および実施
することができる。本発明の組成物および方法を好ましい実施形態との関連で説明してき
たが、本発明の概念、趣旨、および範囲から逸脱しない限りにおいて、本明細書に記載の
組成物および方法に対して、また、該方法の工程または工程の連鎖において、変更を適用
しうることは当業者に明らかであろう。より具体的に述べると、同じであるかまたは類似
の結果が達成される場合、化学的にも生理学的にも関連する特定の作用物質により、本明
細書に記載の作用物質を置換しうることは明らかであろう。当業者に明らかな、このよう
な類似の置換および変更のすべては、添付される特許請求の範囲により規定される本発明
の趣旨、範囲、および概念の内にあるものと見なされる。
【０１１５】
　特許請求の範囲および／または明細書において、「含む」という用語と共に用いられる
場合の「ある（a）」または「ある（an）」という語の使用は、「１つの」を意味しうる
が、また、「１つまたは複数の」、「少なくとも１つの」、および「１つまたは１つを超
える」の意味とも符合する。本明細書で論じられる任意の実施形態は、本発明の任意の方
法または組成物との関連で実装しうることが意図され、またこの逆のことも意図される。
さらに、本発明の組成物およびキットは、本発明の方法を達成するのに用いることができ
る。本出願の全体において、「約」という用語は、ある値が、該値を決定するのに用いら
れるデバイスまたは方法についての誤差の標準偏差を包含することを示すのに用いられる
。
【０１１６】
　特許請求の範囲における「または」という用語は、代替物のみを指すことが明示的に示
されるか、または代替物が相互に除外的でない限り、「および／または」を意味するよう
に用いられるが、本開示は、代替物のみ、ならびに「および／または」を指す定義を支持
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【０１１７】
　本明細書および（１つまたは複数の）請求項において用いられる「含む（comprising）
」（ならびに「含む（comprise）」および「含む（comprises）」など、「含む（compris
ing）」の任意の形態）、「有する（having）」（ならびに「有する（have）」および「
有する（has）」など、「有する（having）」の任意の形態）、「包含する（including）
」（ならびに「包含する（includes）」および「包含する（include）」など、「包含す
る（including）」の任意の形態）、または「含有する（containing）」（ならびに「含
有する（contains）」および「含有する（contain）」など、「含有する（containing）
」の任意の形態）という語は、包含的またはオープンエンドであり、列挙されていないさ
らなる要素または方法の工程を除外しない。
【０１１８】
参考文献
　以下の参考文献は、本明細書に述べられたことに補完的な例示的な手順上の詳細または
他の詳細を提供する程度において、参照により本明細書に具体的に組み込まれる。
【０１１９】
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